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Πρόλογος

Αγαπητοί Συνάδελφοι,

Η τεχνολογία της μεταφοράς και προσθήκης γονιδίων στα κύτταρα του ανθρώπινου οργανισμού, 
έχει εξελιχθεί σημαντικά τα τελευταία 30 χρόνια. Η πρόοδος ήλθε σαν επιστέγασμα των προσπαθει-
ών και της επιμονής των ερευνητών που πίστεψαν στις δυνατότητες της βιοτεχνολογίας. Η γονιδιακή 
μεταφορά είναι αφοπλιστικά απλή στη σύλληψή της, αλλά ο «διάβολος» κρύβεται στις λεπτομέρει-
ες. Και ήταν συχνά μια απογοήτευση όταν οι προσδοκίες δεν επαληθεύονταν και νέα προβλήματα 
ανέκυπταν. Αυτό είχε σαν αποτέλεσμα, το πεδίο της γονιδιακής θεραπείας να περάσει από δύσκολες 
ατραπούς και να δεχθεί έντονη κριτική. Πολλά όμως από αυτά τα προβλήματα αντιμετωπίστηκαν και 
η κατάσταση πλέον αλλάζει. Υπάρχουν ήδη δυο εν εξελίξει κλινικές δοκιμές για τη γονιδιακή θερα-
πεία της β-Μεσογειακής Αναιμίας με ενθαρρυντικά αποτελέσματα ενώ με την ίδια τεχνολογία έχουν 
θεραπευτεί περισσότεροι από 50 ασθενείς με ανοσοανεπάρκειες. Στο πεδίο των αιματολογικών κα-
κοηθειών και της μεταμόσχευσης αιμοποιητικών κυττάρων, η κυτταρική θεραπεία ή ο συνδυασμός 
γονιδιακής και κυτταρικής θεραπείας, προσφέρουν αποτελεσματικές εναλλακτικές θεραπευτικές προ-
σεγγίσεις με τη χρήση Τ-λεμφοκυττάρων που φέρουν χιμαιρικούς αντιγονικούς υποδοχείς ή γονίδια 
αυτοκτονίας ή κατέχουν ειδικότητα έναντι ιών.

Το πεδίο της γονιδιακής και κυτταρικής θεραπείας βρίσκεται σε άνθηση και αναμένονται εξελί-
ξεις που θα υλοποιήσουν «σενάρια επιστημονικής φαντασίας» όπως η γενετική επιδιόρθωση in situ. 
Στο τεύχος αυτό, καλέσαμε ερευνητές που δραστηριοποιούνται στο πεδίο της γονιδιακής και κυττα-
ρικής θεραπείας, να αποτυπώσουν την τρέχουσα τεχνογνωσία και τις μελλοντικές δράσεις που θα 
δούμε να υλοποιούνται. Για τη συνεισφορά τους, θέλουμε να τους ευχαριστήσουμε. Φιλοδοξία μας 
ήταν να καταχωρηθεί και στην ελληνική βιβλιογραφία μια βέλτιστη ανασκόπηση του πεδίου σε ένα 
τεύχος αναφοράς. Έχουμε την πεποίθηση ότι τα καταφέραμε.

	 Ευαγγελία Γιαννάκη	 Γεώργιος Βασιλόπουλος
	 Προσκεκλημένη Eκδότρια	 Προσκεκλημένος Εκδότης



Cover page: Therapeutic cell and gene therapy scheme: the target cells are isolated, expanded or gene-modified in culture, and 
infused back to the patient. In cell therapy, the cells acquire additional capacities of survival or differentiation or specificity in cul-
ture, whereas in gene therapy, pathological cells undergo genetic correction by transfer of a normal copy of the mutated gene.
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Ελληνική Εταιρεία Γονιδιακής Θεραπείας  
και Αναγεννητικής Ιατρικής (ΕΕΓΘ-ΑΙ)

Αχιλλεύς Αναγνωστόπουλος

Συντονιστής Διευθυντής Αιματολογικής Κλινικής, ΜΜΑΚ, Μονάδας 
Γονιδιακής και Κυτταρικής Θεραπείας, Δημόσιας Τράπεζας Ομφαλι-
οπλακουντικού Αίματος, Νοσοκομείο Γεώργιος Παπανικολάου, Θεσ-
σαλονίκη

Εισαγωγή

Αναγκαία η ύπαρξη της ΕΕΓΘ-ΑΙ
Η δημιουργία της νέας εταιρείας είναι γεγονός εν εξε-

λίξει. Η ΕΕΓΘ-ΑΙ έρχεται να καλύψει πραγματικές ανά-
γκες και να εκφράσει υπαρκτές επιστημονικές δυνάμεις 
στην χώρα μας. Ερευνητικές ομάδες έχουν ήδη αναπτυ-
χθεί στον ελληνικό χώρο, οι οποίες εντρυφούν σταθερά 
σε κυτταρικούς και γονιδιακούς χειρισμούς με τελικό σκο-
πό την θεραπεία παθήσεων ή την αναγέννηση ιστών και 
οργάνων και την αποκατάσταση κατεστραμμένων λει-
τουργιών. Η πλειονότητά τους ασχολείται -σε επίπεδο 
βασικής ή προκλινικής ή κλινικής έρευνας - με τα πεδία 
της κυτταρικής και γονιδιακής θεραπείας. Μικρότερη εί-
ναι η έρευνα στην αναγεννητική ιατρική. Μεθόδους κυτ-
ταρικής θεραπείας σε κλινικό επίπεδο χρησιμοποιούν επί 
μακρόν οι μεταμοσχευτές αλλογενών αιμοποιητικών κυτ-
τάρων (εγχύσεις λεμφοκυττάρων, κ.λπ.).

Υπάρχουν ορισμένοι που προπαγανδίζουν την ανα-
γεννητική ιατρική παραπλανητικά και αντιδεοντολογικά 
για αύξηση των εισοδημάτων τους, εκμεταλλευόμενοι 
την άγνοια των πολιτών και την αδράνεια των αρμοδίων 
αρχών και οργάνων. Προέρχονται κυρίως από τον χώ-
ρο των ιδιωτικών Τραπεζών Ομφαλιοπλακουντικού Αί-
ματος, ιδιωτικών νοσηλευτηρίων και ιδιωτών ιατρών. Η 
δραστηριότητά τους αυτή προκαλεί σύγχυση στους σκο-
πούς και τα μέσα της πολλά υποσχόμενης αναγεννητικής 
ιατρικής και τη δυσφημεί κάνοντας το έργο των ερευνη-
τών δυσκολότερο.

Οι επιστήμονες που απασχολούνται στους τομείς της 
γονιδιακής - κυτταρικής θεραπείας και της αναγεννητικής 
ιατρικής προέρχονται από διαφορετικούς κλάδους και ει-
δικότητες. Καμία πρωτογενής επιστημονική εταιρεία δεν 
καλύπτει το σύνολο των δραστηριοτήτων και των επιστη-
μόνων των τομέων αυτών. Επομένως καμία δεν μπορεί 
να εκφράσει και να προωθήσει τα ιδιαίτερα επιστημονι-
κά τους συμφέροντα στο σύνολό τους. Η Ελληνική Αι-

ματολογική Εταιρεία στην καταστατική τροποποίηση 
του 2008 πρόσθεσε στους σκοπούς της τη γονιδιακή θε-
ραπεία. Δεν έχει, όμως, τη δυνατότητα να συσπειρώσει 
το σύνολο του επιστημονικού δυναμικού, επειδή δέχεται 
ως τακτικά μέλη μόνο Αιματολόγους.

Ιστορικό Δημιουργίας της ΕΕΓΘ-ΑΙ
Συζητήσεις για την ανάγκη δημιουργίας μιας εταιρεί-

ας γονιδιακής και κυτταρικής θεραπείας διεξήχθηκαν στο 
παρελθόν, βασικά μεταξύ αιματολόγων που ασχολού-
νται με τη γονιδιακή θεραπεία και βιολόγων που συνερ-
γάζονται με αιματολόγους (Γ. Σταματογιαννόπουλος, Α. 
Αθανασιάδου, Ν. Ανάγνου, Γ. Βασιλόπουλος, Ε. Γιαννά-
κη και Α. Αναγνωστόπουλος). Δεν προχώρησαν σε στά-
διο υλοποίησης.

Το φθινόπωρο του 2013 μετά από συνεννόηση με τους 
προαναφερθέντες συναδέλφους, ο συγγραφέας του κει-
μένου ανέλαβε την ευθύνη να διαμορφώσει ένα σχέδιο 
καταστατικού και να συντονίσει τις διαδικασίες προς την 
δημιουργία της νέας εταιρείας. Όπερ και εγένετο. Είχε 
την εμπειρία δημιουργίας καταστατικών και συλλόγων, 
χειρίστηκε επίσης την τελευταία τροποποίηση του κατα-
στατικού της ΕΑΕ, κατά τη θητεία του ως πρόεδρός της. 
Το σχέδιο καταστατικού της νέας εταιρείας βασίστηκε 
σε ιδέες της αμερικανικής εταιρείας γονιδιακής εταιρεί-
ας (ASGCT, ιδρυτικός πρόεδρος ο Γ. Σταματογιαννόπου-
λος), άλλων εταιρειών του εξωτερικού και της Ελληνικής 
Αιματολογικής Εταιρείας. Η δομή του μοιράζεται πάρα 
πολλά σημεία με τη δομή του καταστατικού της ΕΑΕ, 
το οποίο είναι δοκιμασμένο στις ελληνικές συνθήκες. Η 
βασική διαφορά έγκειται στο γεγονός ότι στο νέο κατα-
στατικό έχουν εισαχθεί εκσυγχρονιστικά στοιχεία στη 
διοίκηση και στην εκλογή των οργάνων, με σκοπό να με-
γιστοποιηθεί η συμμετοχή και να βελτιωθεί η λειτουργι-
κότητα και η απόδοσή της.

Ευρύς και γόνιμος διάλογος διεξάχθηκε διαδικτυακά 
με ωριμότητα, στον οποίον συμμετείχαν τα ιδρυτικά μέ-
λη. Εκφράστηκαν ποικίλες απόψεις με επιχειρήματα. Στο 
τέλος επιτεύχθηκε η σύνθεση των διαφορετικών απόψε-
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ων και προέκυψε ένα λειτουργικό καταστατικό, εργαλείο 
προόδου, συνεργασίας και ανάδειξης των ελληνικών επι-
στημονικών ομάδων και του έργου τους. Η σοφία και η 
εμπειρία του Γιώργου Σταματογιαννόπουλου βοήθησαν 
σε βασικές πτυχές του καταστατικού και σε κρίσιμα ση-
μεία της συζήτησης. Γενικά υπήρξε σύμπνοια και ενθου-
σιασμός σε όλα τα στάδια του διαλόγου. Στα πλαίσια του 
διαλόγου, αποφασίστηκε να συμπεριληφθεί και η Ανα-
γεννητική Ιατρική. Τα ερευνητικά οχήματα και οι μέθο-
δοι είναι παρεμφερή με της «κλασσικής» γονιδιακής και 
κυτταρικής θεραπείας, επιπλέον η χώρα μας είναι ερευ-
νητικά «μικρή», δεν έχει την πολυτέλεια δύο μικρών και 
αδυνάμων εταιρειών. Η ισχύς εν τη ενώσει. Εκφράστηκε 
η ανάγκη και η επιθυμία συνεργασίας της μικρής ΕΕΓΘ-
ΑΙ με τις μεγάλες συναφείς επιστημονικές εταιρείες για 
την ευόδωση των κοινών σκοπών.

Η Ιδρυτική Συνέλευση έγινε στο Βόλο στις 29 Ιουνίου 
2014. Εκεί εξελισσόταν η ημερίδα του τμήματος Λεμφοϋ-
περπλαστικών νόσων της ΕΑΕ. Το σώμα ενέκρινε το κα-
ταστατικό και εξέλεξε την προσωρινή διοικούσα επιτροπή 
ομόφωνα. Το καταστατικό και τα έγγραφα που απαιτού-
νταν κατατέθηκαν τον Ιούλιο στο πρωτοδικείο Αθήνας.

Ιδρυτικά Μέλη
Κατ’ αλφαβητική σειρά:
Αθανασιάδου Αγλαΐα
Ανάγνου Νικόλαος
Αναγνωστόπουλος Αχιλλεύς
Αποστολίδης Ιωάννης
Βασιλόπουλος Γεώργιος
Γιαννάκη Ευαγγελία
Γιαννακόπουλος Αριστείδης
Γιγάντες Σταύρος
Γουσέτης Ευγένιος
Γραφάκος Στέλιος
Καρακάσης Δημήτριος
Κωνσταντίνου Βαρνάβας
Μαλλουρή Δέσποινα
Μπαλταδάκης Ιωάννης
Μπάτσης Ιωάννης
Παπαγιαννοπούλου Θάλεια
Παπαδοπούλου Αναστασία
Παπανικολάου Ελένη
Παπαπέτρου Ειρήνη
Πουλή Αναστασία
Ρουμπελάκη Μαρία
Σακελλάρη Ιωάννα
Σιαπάτη Έλενα
Σμίας Χρήστος
Σπυριδωνίδης Αλέξανδρος
Σταματογιαννόπουλος Γεώργιος

Σωτηρόπουλος Δαμιανός
Σταύρου Ελεάνα
Τσαταλάς Κωνσταντίνος
Τσιριγώτης Παναγιώτης
Χαρχαλάκης Νικόλαος

Προσωρινή Διοικούσα Επιτροπή
Η ΠΔΕ έχει ως καθήκοντα την κατάθεση στο πρωτο-

δικείο των απαραίτητων εγγράφων για την έγκριση του 
καταστατικού και την αναγνώριση της εταιρείας. Μετά 
τη νομική αναγνώριση της εταιρείας οφείλει να εγγρά-
ψει μέλη και να επιβλέψει την εκλογική διαδικασία και 
την εκλογή ΔΣ. Εκεί λήγει η θητεία της.

Τα μέλη της κατ’ αλφαβητική σειρά είναι:
Αθανασιάδου Αγλαΐα
Ανάγνου Νικόλαος
Αναγνωστόπουλος Αχιλλεύς
Βασιλόπουλος Γεώργιος
Γουσέτης Ευγένιος
Μπαλταδάκης Ιωάννης
Σπυριδωνίδης Αλέξανδρος

Καταστατικό ΕΕΓΘ-ΑΙ
Το καταστατικό χαρακτηρίζεται από δύο δυνατά στοι-

χεία που αφορούν την εκλογή οργάνων και τη διοίκηση 
της εταιρείας. Στις εκλογές, που διεξάγονται αρχικά επι-
στολικά και αργότερα ηλεκτρονικά διά του διαδικτύου, 
εκλέγεται σε ξεχωριστό ψηφοδέλτιο από το υπόλοιπο 
ΔΣ ο Αναπληρωτής Πρόεδρος (President-elect), ο οποί-
ος στην αμέσως επόμενη θητεία καθίσταται Πρόεδρος. 
Με τη ρύθμιση αυτή ενισχύεται η ομαλή και αδιακύμα-
ντη λειτουργία του ΔΣ, ο πρόεδρος καθίσταται έμπειρος, 
γνώστης των θεμάτων και του τρόπου διοίκησης, όταν 
αναλαμβάνει τα ηνία της εταιρείας. Με την επιστολική 
και διαδικτυακή ψηφοφορία διευκολύνονται όλα τα μέ-
λη να ψηφίσουν και να συμβάλλουν στην ενδυνάμωση 
του ΔΣ και της εταιρείας.

Είναι ενδιαφέρον και σημαντικό ότι περιλαμβάνονται 
στο αντικείμενο της εταιρείας και τα φάρμακα προηγμέ-
νων θεραπειών (advanced therapy medicinal products), 
όπως φάρμακα γονιδιακής θεραπείας, φάρμακα σωματο-
κυτταρικής θεραπείας, προϊόντα μηχανικής ιστών, συν-
δυασμένα φάρμακα προηγμένων θεραπειών.

Τακτικά μέλη γίνονται Έλληνες επιστήμονες που ερ-
γάζονται στην Ελλάδα ή στο εξωτερικό και ασχολούνται 
σε σταθερή βάση με τα αντικείμενα της εταιρείας.

Παρακάτω παρατίθενται μερικά από τα άρθρα του 
καταστατικού:
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Καταστατικό της Ελληνικής Εταιρείας 
Γονιδιακής Θεραπείας και Αναγεννητικής 
Ιατρικής
Άρθρο 1ο

Ιδρύεται Σωματείο, μη κερδοσκοπικού χαρακτήρα, με 
την επωνυμία «ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ 
ΘΕΡΑΠΕΙΑΣ ΚΑΙ ΑΝΑΓΕΝΝΗΤΙΚΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ».

Το Σωματείο έχει έδρα την Αθήνα.
Το Σωματείο έχει σφραγίδα σχήματος κυκλικού, που 

θα τίθεται σε όλα τα επίσημα έγγραφά του.
Η σφραγίδα αυτή έχει στο μέσο την χρονολογία ίδρυσης 

της Εταιρείας 2014 και γύρω-γύρω τις λέξεις «ΕΛΛΗΝΙ-
ΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΘΕΡΑΠΕΙΑΣ ΚΑΙ ΑΝΑ-
ΓΕΝΝΗΤΙΚΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ». Διαθέτει επίσης και μία (1) 
ακόμη σφραγίδα στην Αγγλική με τις λέξεις «HELLENIC 
SOCIETY OF GENE THERAPY AND REGENERATIVE 
MEDICINE».

Υπόδειγμα της σφραγίδας βρίσκεται στην πρώτη και 
στην τελευταία σελίδα του Καταστατικού αυτού.

Άρθρο 2ο
Σκοποί της Εταιρείας είναι:
α) η υποστήριξη γενικά του ερευνητικού πεδίου και 

η μελέτη όλων των αντικειμένων, που περιλαμβάνει η 
Γονιδιακή Θεραπεία, η Κυτταρική Θεραπεία, η Αναγεν-
νητική Ιατρική, καθώς και των φαρμάκων προηγμένων 
θεραπειών (advanced therapy medicinal products), όπως 
τα φάρμακα γονιδιακής θεραπείας, σωματοκυτταρικής θε-
ραπείας, προϊόντα μηχανικής ιστών, συνδυασμένα φάρ-
μακα προηγμένων θεραπειών κ.ο.κ.

β) η προώθηση της επαγγελματικής και της δημόσι-
ας εκπαίδευσης, η εκπόνηση, η εκτέλεση και η εποπτεία 
προγραμμάτων συνεχιζόμενης και μεταπτυχιακής εκπαί-
δευσης σε όλους τους τομείς της Γονιδιακής Θεραπείας 
και Κυτταρικής Θεραπείας, της Αναγεννητικής Ιατρι-
κής, συμπεριλαμβανομένων των φαρμάκων προηγμέ-
νων θεραπειών.

γ) Η με κάθε κατάλληλο μέσο αξιοποίηση στον ανώ-
τατο βαθμό της εξειδίκευσης στην Γονιδιακή και Κυτ-
ταρική Θεραπεία και στην Αναγεννητική Ιατρική για 
ωφέλεια της επιστήμης, της κοινωνίας και των ασθενών.

δ) Η διαρκής ενημέρωση και επιμόρφωση των για-
τρών και άλλων επιστημόνων διαφόρων ειδικοτήτων στα 
θέματα της Γονιδιακής και Κυτταρικής Θεραπείας, της 
Αναγεννητικής Ιατρικής και των φαρμάκων προηγμένων 
θεραπειών για να βοηθήσουν αποτελεσματικότερα στην 
αντιμετώπιση ιατρικών προβλημάτων του πληθυσμού.

ε) Η ενημέρωση της κοινής γνώμης και κάθε αρμο-
δίου με κάθε διαθέσιμο μέσο (έντυπο, ηλεκτρονικό) για 
την σημασία της αντιμετώπισης διαφόρων νοσημάτων με 
επιστημονικές προσεγγίσεις και στρατηγικές Γονιδιακής 

και Κυτταρικής Θεραπείας, Αναγεννητικής Ιατρικής και 
των φαρμάκων προηγμένων θεραπειών.

στ) H τήρηση των κανόνων που απορρέουν από την 
Ιατρική Δεοντολογία.

ζ) H συμβολή και συνεργασία ξένων επιστημόνων και 
οργανώσεων στις δραστηριότητες της Εταιρείας.

Άρθρο 3ο
Δραστηριότητες της Εταιρείας:
α) Τα μέλη της Εταιρείας συνέρχονται σε Γενικές 

(τακτικές και έκτακτες) Συνελεύσεις (Γ.Σ.), ή σε δημό-
σιες επιστημονικές συνεδριάσεις. Σ’ αυτές τις τελευταί-
ες ανακοινώνονται κλινικές, εργαστηριακές εργασίες και 
πειραματικές έρευνες, επιδεικνύονται ενδιαφέροντες άρ-
ρωστοι, φάρμακα ή όργανα, γίνονται διαλέξεις και συ-
ζητήσεις επί επιστημονικών θεμάτων και, τέλος, κρίσεις 
επιστημονικών εργασιών ή ιατρικών βιβλίων.

β) Η Εταιρεία γνωμοδοτεί επί θεμάτων σχετικών με 
τη Γονιδιακή Θεραπεία, την Κυτταρική Θεραπεία και 
την Αναγεννητική Ιατρική, όταν της υποβάλλουν ερω-
τήματα η Κυβέρνηση ή άλλα αρμόδια όργανα, αλλά και 
με δική της πρωτοβουλία. Μεταξύ άλλων γνωμοδοτεί 
και για τα φάρμακα προηγμένων θεραπειών (advanced 
therapy medicinal products), όπως φάρμακα γονιδιακής 
θεραπείας, φάρμακα σωματοκυτταρικής θεραπείας, προ-
ϊόντα μηχανικής ιστών, συνδυασμένα φάρμακα προηγ-
μένων θεραπειών.

γ) Η Εταιρεία, αν οι πόροι της το επιτρέπουν, μπορεί 
να εκδίδει δικό της περιοδικό, μη κερδοσκοπικού χαρα-
κτήρα, ή να συνεργάζεται με άλλο συγγενές, με σκοπό 
τη δημοσίευση των επιστημονικών εργασιών των μελών 
της. Η λειτουργία του περιοδικού θα διέπεται από εσω-
τερικό κανονισμό που καταρτίζεται από το Διοικητικό 
Συμβούλιο (Δ.Σ.).

δ) Η Εταιρεία, ανάλογα με τους πόρους της, μπορεί 
να αποκτήσει ιδιόκτητα γραφεία και να διατηρεί βιβλι-
οθήκη και αναγνωστήρια, που επιτρέπεται να χρησιμο-
ποιούνται ελεύθερα από τα μέλη της, αλλά και μη μέλη, 
ύστερα από άδεια του Προέδρου.

ε) Η Εταιρεία οργανώνει Επιστημονικά Συνέδρια, 
Συμπόσια ή Σεμινάρια κ.λπ. μόνη της ή σε συνεργα-
σία με άλλες επιστημονικές εταιρείες. Επίσης, συμμετέ-
χει σε Παγκόσμια και Διεθνή Συνέδρια με ανακοινώσεις 
των μελών της.

στ) Η Εταιρεία, για την πληρέστερη εκπλήρωση των 
σκοπών της, ενδιαφέρεται και διεκδικεί τη βελτίωση των 
ήδη υπαρχόντων τμημάτων (Κλινικών, Εργαστηρίων), που 
ασχολούνται με το αντικείμενο της ΕΕΓΘ-ΑΙ, καθώς και 
την ίδρυση νέων όπου κρίνεται αναγκαίο.

ζ) Η συνεργασία με όλους τους εθνικούς και διεθνείς 
δημόσιους και ιδιωτικούς φορείς που έχουν παρεμφε-
ρείς σκοπούς.
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η) Η έγκαιρη πληροφόρηση, ενθάρρυνση και διευκό-
λυνση των ενδιαφερομένων για τη συμμετοχή τους στις 
επιστημονικές, επαγγελματικές εκδηλώσεις που γίνονται 
στην Ευρώπη, όπως σεμινάρια, συνέδρια, μετεκπαιδευ-
τικά προγράμματα, ερευνητικά προγράμματα, προγράμ-
ματα ανταλλαγών, εκθέσεις τεχνολογικού εξοπλισμού 
και αναλώσιμων κ.λπ.

θ) Η δημιουργία ομάδων εργασίας και επιτροπών, 
όπως επιτροπή εκπαίδευσης, επιτροπή συνεχούς επαγ-
γελματικής ανάπτυξης και ποιοτικής εκτίμησης προσφε-
ρόμενων υπηρεσιών, επιτροπή ανταλλαγών ανθρώπινου 
δυναμικού, επιτροπή επικοινωνίας, επιτροπή μελών, κ.α. 
Οι επιτροπές αυτές και οποιεσδήποτε άλλες κριθεί σκόπι-
μο να συσταθούν, μελετούν τα προβλήματα που απασχο-
λούν τον χώρο της Γονιδιακής και Κυτταρικής Θεραπείας 
και της Αναγεννητικής Ιατρικής και εισηγούνται στο Δ.Σ 
τα προσφερόμενα μέτρα για την υλοποίηση των σκοπών 
της Εταιρείας.

ι) Κάθε άλλο πρόσφορο μέσο για την πραγμάτωση των 
σκοπών του σωματείου κατά την κρίση του Δ.Σ και της Γ.Σ.

Άρθρο 4ο
Η εταιρεία αποτελείται από Τακτικά, Αντεπιστέλλοντα, 

Αρωγά και Επίτιμα μέλη, για τα οποία τηρείται σχετικό 
μητρώο, στο οποίο εγγράφονται τα εν λόγω μέλη μετά 
την τήρηση των διαδικασιών που προβλέπονται στα άρ-
θρα 5 και 6 του παρόντος Καταστατικού.

α) Τακτικά μέλη εγγράφονται Επιστήμονες (Ιατροί, 
Βιολόγοι, Βιοχημικοί, Φαρμακοποιοί, Χημικοί, Τεχνολό-
γοι Εργαστηρίων, νοσηλευτές ΠΕ και άλλοι Βιοεπιστή-
μονες) που απασχολούνται σε σταθερή βάση στο πεδίο 
της Γονιδιακής ή/και της Κυτταρικής Θεραπείας ή/και 
της Αναγεννητικής Ιατρικής στην Ελλάδα. Επιστήμονες 
ελληνικής καταγωγής που απασχολούνται στην αλλοδα-
πή σε σταθερή βάση στο πεδίο της Γονιδιακής ή/και της 
Κυτταρικής Θεραπείας ή/και της Αναγεννητικής Ιατρι-
κής εγγράφονται ως Τακτικά μέλη.

β) Αντεπιστέλλοντα μέλη εγγράφονται ιατροί και 
άλλοι επιστήμονες στην Ελλάδα που απασχολούνται σε 
συναφείς ή συνεργαζόμενους τομείς με τη Γονιδιακή ή/
και Κυτταρική Θεραπεία ή/και την Αναγεννητική Ιατρι-
κή. Οι ειδικευόμενοι ιατροί εγγράφονται ως αντεπιστέλ-
λοντα μέλη. Φοιτητές προπτυχιακοί ή μεταπτυχιακοί σε 
μάστερ ή διατριβή ή σε ερευνητική εργασία του αντικει-
μένου της Εταιρείας εγγράφονται στα αντεπιστέλλοντα 
μέλη. Ως αντεπιστέλλοντα μέλη εγγράφονται ιατροί και 
άλλοι επιστήμονες του εξωτερικού μη ελληνικής κατα-
γωγής, που αποδεδειγμένα απασχολούνται στο πεδίο της 
Γονιδιακής ή/και της Κυτταρικής Θεραπείας ή/και της 
Αναγεννητικής Ιατρικής.

γ) Αρωγά μέλη ανακηρύσσονται φυσικά ή νομικά 
πρόσωπα, τα οποία έχουν προσφέρει αξιόλογη οικονο-

μική ενίσχυση στην Εταιρεία. Αρωγά μέλη ονομάζονται 
είτε απλά μέλη, είτε δωρητές, είτε ευεργέτες, είτε με-
γάλοι ευεργέτες. Η διάρκεια της ιδιότητας του δωρητή, 
του ευεργέτη και του μεγάλου ευεργέτη είναι προσωρι-
νή. Ορίζεται για το επόμενο της οικονομικής ενίσχυσης 
ημερολογιακό έτος. Το ΔΣ ορίζει τα ποσά που καθιστούν 
τα φυσικά ή νομικά πρόσωπα απλά μέλη, δωρητές, ευερ-
γέτες, ή μεγάλοι ευεργέτες.

δ) Επίτιμα μέλη μπορούν να εκλεγούν Έλληνες ή Ξέ-
νοι Επιστήμονες που έχουν εξόχως διαπρέψει επιστημο-
νικά, σε τομείς συναφείς με τους σκοπούς της Εταιρείας, 
οι οποίοι συμβάλλουν άμεσα ή έμμεσα στην πρόοδο της 
Γονιδιακής θεραπείας, της Κυτταρικής Θεραπείας της 
Αναγεννητικής Ιατρικής ή των φαρμάκων προηγμένων 
θεραπειών και έχουν διαπρέψει στους ερευνητικούς το-
μείς της.

ε) Επίτιμος Πρόεδρος μπορεί να εκλεγεί ένα άτομο που 
έχει συμβάλλει εξαιρετικά στην ανάπτυξη της Εταιρείας.

Άρθρο 5ο
α) Τα Τακτικά και τα Αντεπιστέλλοντα μέλη εγγράφο-

νται στην Εταιρεία μετά από συμπλήρωση και υποβολή 
αίτησης και μετά από έγκριση του Διοικητικού Συμβου-
λίου. Μόλις αναπτυχθεί σχετικό πρόγραμμα, η αίτηση 
θα είναι ηλεκτρονική.

β) Τα Αρωγά μέλη ανακηρύσσονται μετά από απόφα-
ση του Διοικητικού Συμβουλίου

γ) Ο Επίτιμος Πρόεδρος εκλέγεται μετά από από-
φαση του Διοικητικού Συμβουλίου και την έγκριση της 
πρότασης από την πλειοψηφία της Γενικής Συνέλευσης.

δ) Τα Επίτιμα μέλη εκλέγονται μετά από πρόταση του 
Διοικητικού Συμβουλίου και την έγκριση της πρότασης 
από την πλειοψηφία της Γενικής Συνέλευσης.

Εντός εξήντα (60) ημερών από την υποβολή της αί-
τησης το Δ.Σ πρέπει να εγκρίνει ή να απορρίψει την αί-
τηση του ενδιαφερομένου. Σε περίπτωση μη έγκρισης ο 
υποψήφιος μπορεί να καταθέσει ένσταση ενώπιον της 
Γ.Σ και του Δ.Σ και να υπακούσει στην απόφαση της Γ.Σ.

Άρθρο 10ο
α) Η Εταιρεία διοικείται από επταμελές Διοικητικό 

Συμβούλιο που εκλέγεται από τα Τακτικά μέλη της Εται-
ρείας, μετά από μυστική καθολική ψηφοφορία με ενιαίο 
ψηφοδέλτιο και μετά από σχετική πλειοψηφία. Οι εκλο-
γές διεξάγονται αρχικά επιστολικά και διά του διαδικτύ-
ου μόλις αναπτυχθεί σχετικό ηλεκτρονικό πρόγραμμα. 
Σε κάθε περίπτωση διασφαλίζεται η μυστικότητα της 
ψηφοφορίας.

β) Η θητεία του είναι διετής.
γ) Υπάρχουν δύο ξεχωριστά ψηφοδέλτια και διεξάγο-

νται δύο ξεχωριστές ψηφοφορίες. Στη μία ψηφοφορία με 
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ξεχωριστό ψηφοδέλτιο εκλέγεται ο Αναπληρωτής Πρόε-
δρος με μονοσταυρία.

Σε άλλη ψηφοφορία εκλέγονται τα 6 μέλη του ΔΣ με 
κοινό ψηφοδέλτιο. Δεν μπορούν να εκλεγούν περισσό-
τερα από τρία μέλη με αμιγή δραστηριότητα στην κυτ-
ταρική θεραπεία ούτε περισσότερα από τρία με αμιγή 
δραστηριότητα στη γονιδιακή θεραπεία ακόμη και αν 
πλειοψηφήσουν. Σχετική δήλωση δραστηριότητας υπο-
βάλλουν οι υποψήφιοι μαζί με την υποψηφιότητά τους, η 
οποία ελέγχεται από το ΔΣ και την Εφορευτική Επιτρο-
πή. Ο ανωτέρω όρος δεν ισχύει, αν δεν υπάρχουν επαρ-
κείς υποψηφιότητες.

Στις πρώτες εκλογές μετά την έγκριση του παρόντος 
καταστατικού εκλέγονται ξεχωριστά και ο Πρόεδρος και 
ο Αναπληρωτής Πρόεδρος.

Άρθρο 11ο
Ο Αναπληρωτής Πρόεδρος μετά θητεία δύο ετών γί-

νεται Πρόεδρος την επόμενη θητεία.
Το νέο Διοικητικό Συμβούλιο συνεδριάζει εντός 15 

ημερών από την εκλογή του, μετά από πρόσκληση του 
Πρόεδρου και εκλέγει από τα μέλη του το Γενικό Γραμ-
ματέα, τον Ειδικό Γραμματέα και τον Ταμία του.

Το Διοικητικό Συμβούλιο αναλαμβάνει τα καθήκοντά 
του και παραλαμβάνει κανονικά με πρωτόκολλο, που υπο-
γράφεται από το απερχόμενο Διοικητικό Συμβούλιο, την 
περιουσία της Εταιρείας. Μέχρι την ανάληψη της διοίκη-
σης από το νέο Διοικητικό Συμβούλιο οι δραστηριότητες 
διεξάγονται από το παλαιό.

Απαγορεύεται η εκλογή στη θέση του Αναπληρωτή 
Πρόεδρου και κατά συνέπεια του Προέδρου της Εταιρεί-
ας ενός μέλους που έχει ήδη διατελέσει Πρόεδρος την 
αμέσως προηγούμενη θητεία.

Απαγορεύεται η επανεκλογή στη θέση του μέλους 
του Διοικητικού Συμβουλίου αυτού που έχει εκλεγεί για 
δύο συνεχείς διετίες, όμως το μέλος αυτό μπορεί να επα-
νεκλεγεί για δύο συνεχείς διετίες ως μέλος του Διοικητι-
κού Συμβουλίου μετά από διακοπή.

Άρθρο 36ο

Μεταβατική Διάταξη
α) Το παραπάνω καταστατικό αφού διαβάστηκε άρ-

θρο προς άρθρο στο σύνολό του εγκρίθηκε και επικυρώ-
θηκε κατά τη συνεδρίαση των ιδρυτών της Εταιρείας και 
υπογράφτηκε από αυτούς στο Βόλο και σε αίθουσα του 
ξενοδοχείου ΠΑΡΚ, Δεληγιώργη 2, όπου συνήλθαμε σή-
μερα στις 29 Ιουνίου 2014, ημέρα Κυριακή και ώρα 09.00.

β) Η προσωρινή επταμελής Διοικούσα Επιτροπή που 
εξελέγη από τους ιδρυτές θα επιμεληθεί για τη δικαστική 
αναγνώριση της Εταιρείας και θα διοικεί την Εταιρεία, 
υποχρεούμενη να καλέσει μέσα σε τρεις μήνες από την 
έκδοση της οριστικής απόφασης του Πρωτοδικείου, Γε-
νική Συνέλευση με θέματα:

1) Λογοδοσία των πεπραγμένων,
2) Προκήρυξη Εκλογών Προέδρου, Αναπληρωτή Προ-

έδρου, μελών Διοικητικού Συμβουλίου, Πειθαρχικού Συμ-
βουλίου και Εξελεγκτικής Επιτροπής.

Το Διοικητικό Συμβούλιο θα αναλάβει τη διοίκηση 
της Εταιρείας μετά την εκλογή του.

Βόλος, 29 Ιουνίου 2014

Επόμενα Βήματα
Οι πραγματικές δυσκολίες και οι προκλήσεις ξεκινούν 

με τα πρώτα βήματα της εταιρείας. Οικονομική αυτοδυ-
ναμία για τη στέγαση και τη λειτουργία της, αύξηση των 
μελών και ένταξη όλων των ερευνητικών ομάδων, διορ-
γάνωση επιστημονικών εκδηλώσεων, επιτυχής προώθηση 
της συνεργασίας των μελών και των ομάδων, καταξίω-
ση στην επιστημονική κοινότητα και στην κοινωνία εί-
ναι μερικά από τα προβλήματα που επιζητούν σωστούς 
χειρισμούς και λύση.

 Η επίτευξη των φιλόδοξων και χρήσιμων σκοπών της 
εταιρείας εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, ο σπου-
δαιότερος των οποίων είναι η βούληση των μελών της.



Μεσεγχυματικά στρωματικά κύτταρα για την οξεία νόσο  
του μοσχεύματος κατά ξενιστή

Αναστασία Παπαδοπούλου, Ιωάννης Μπάτσης

Περίληψη: Η οξεία νόσος του μοσχεύματος κατά ξενιστή (aGvHD) αποτελεί μία από τις σημαντικό-
τερες αιτίες νοσηρότητας και θνητότητας μετά από αλλογενή μεταμόσχευση αρχέγονων αιμοποιητικών 
κυττάρων (HSCT). Η δυνατότητα των μεσεγχυματικών στρωματικών κυττάρων (MSCs) να ασκούν ισχυ-
ρή ανοσορυθμιστική δράση, έχει εγείρει έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον για την πιθανή χρήση τους στην 
αντιμετώπιση της aGvHD μετά από HSCT. Ένας αξιόλογος αριθμός προ-κλινικών και κλινικών μελετών 
φάσης I-II φανερώνουν ότι η χορήγηση MSCs είναι ασφαλής και εν δυνάμει αποτελεσματική στην πρό-
ληψη ή/και τη θεραπεία της aGvHD. Ωστόσο, η χρήση τους εξακολουθεί να υπόκειται σε περιορισμούς 
ενώ απαιτούνται ισχυρότερα δεδομένα της αποτελεσματικότητάς τους. Στην παρούσα ανασκόπηση πα-
ραθέτουμε τα δημοσιευμένα αποτελέσματα χορήγησης MSCs σε πειραματικά ζωικά μοντέλα αλλογε-
νούς HSCT και κλινικών μελετών χορήγησης MSCs ως μέσο πρόληψης ή θεραπείας της aGvHD. Τα 
δεδομένα αυτά τονίζουν τη σημαντικότητα της θεραπευτικής στρατηγικής με MSCs στο πλαίσιο αλλο-
γενούς HSCT ωστόσο υποδηλώνουν ότι απαιτούνται πρόσθετες, πολυκεντρικές, τυχαιοποιημένες κλινι-
κές μελέτες ώστε να διασαφηνιστεί η αποτελεσματικότητα χορήγησης MSCs στον έλεγχο της aGvHD.

Haema 2016; 7(1): 6-17 Copyright EAE

Αιματολογική Κλινική-ΜΜΜΟ, Μονάδα Γονιδιακής και Κυτταρικής 
Θεραπείας, Γενικό Νοσοκομείο «Γ. Παπανικολάου», Θεσσαλονίκη

Συγγραφέας υπεύθυνος για επικοινωνία: Ιωάννης Μπάτσης, e-mail: 
iobats@yahoo.gr

Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Η αλλογενής μεταμόσχευση αρχέγονων αιμοποιητι-

κών κυττάρων (Hematopoietic Stem Cell Transplantation–
HSCT) αποτελεί σήμερα τη μόνη θεραπευτική επιλογή 
με δυνατότητα ίασης σε πληθώρα νεοπλασματικών ή μη 
παθήσεων. Βασίζεται στην εκρίζωση του παθολογικού 
κλώνου από το συνδυασμό χημειο/ακτινοθεραπείας που 
προηγείται (προπαρασκευαστικό σχήμα) της έγχυσης μο-
σχεύματος και κυρίως τη δράση του αλλογενούς μοσχεύ-
ματος έναντι του κλώνου1,2. Ωστόσο, τα Τ-λεμφοκύτταρα 
του μοσχεύματος επάγουν τη νόσο μοσχεύματος κατά ξε-
νιστή (Graft versus Host Disease – GvHD), μία σοβαρή 
φλεγμονώδη κατάσταση ως συνέπεια της ανοσολογικής 
αντίδρασης των Τ-λεμφοκυττάρων του δότη έναντι ιστών 
του λήπτη, η οποία αποτελεί τη σοβαρότερη και συχνά 
θανατηφόρα επιπλοκή της αλλογενούς HSCT3. Εάν δεν 
υπάρξει παρέμβαση πριν και μετά την αλλογενή HSCT, 
σχεδόν όλοι οι λήπτες θα αναπτύξουν σοβαρή GvHD. 

Παρ’ ότι η χρήση ανοσοκατασταλτικών βελτίωσε τα πο-
σοστά επιβίωσης των ασθενών με GvHD, ορισμένες πε-
ριπτώσεις σοβαρής νόσου δεν απαντούν σε υψηλές δόσεις 
στεροειδών. Η κλινική έκβαση αυτών των ασθενών είναι 
φτωχή, με υψηλά ποσοστά θνητότητας λόγω λοιμώξεων 
και παρατεταμένης, σχετιζόμενης με GvHD, κυτταροπενί-
ας και ανεπάρκειας πολλαπλών οργάνων4. Από την άλλη 
πλευρά, η αφαίρεση των T-λεμφοκυττάρων από το μό-
σχευμα μπορεί να μειώσει σημαντικά τη συχνότητα εμ-
φάνισης και τη σοβαρότητα της GvHD, ωστόσο, μπορεί 
να οδηγήσει σε απόρριψη του μοσχεύματος5, υποτροπή 
της νόσου6 και σοβαρές λοιμώξεις7. Συνεπώς, ο στόχος 
της HSCT είναι η ρύθμιση της αλλοαντιδραστικότητας με 
τη χορήγηση αλλογενών Τ-λεμφοκυττάρων, τα οποία δεν 
θα επάγουν GvHD, αλλά θα διατηρούν τη δράση έναντι 
των λευχαιμικών κυττάρων (graft vs leukemia) και ένα-
ντι των λοιμώξεων (graft vs infection).

Τα μεσεγχυματικά στρωματικά κύτταρα (Mesenchymal 
Stromal Cells – MSCs) είναι ένας πολυδύναμος πληθυ-
σμός προγονικών κυττάρων που εδράζονται στον μυελό 
των οστών, καθώς και σε άλλους ιστούς, και έχουν ως 
βασικό ρόλο τη ρύθμιση της αιμοποίησης8. Μπορούν να 
απομονωθούν εύκολα, χάρη στην ικανότητά τους να προ-
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σκολλώνται σε πλαστικές επιφάνειες και να εκπτυχθούν 
αποτελεσματικά, αποδίδοντας γρήγορα υψηλούς αριθ-
μούς. Οι αναγνωρισμένες δυνατότητές τους να μπορούν 
να διαφοροποιούνται προς ένα ευρύ φάσμα κυττάρων9 
και να ξεπερνούν τους φραγμούς του συστήματος ιστο-
συμβατότητας έχουν εγείρει έντονο ερευνητικό ενδιαφέ-
ρον για τη χρήση τους στην ιστική αναγέννηση και ιστική 
μηχανική, στη γονιδιακή θεραπεία ως οχήματα γονιδια-
κής μεταφοράς και στη μεταμόσχευση μυελού οστών ως 
υποστηρικτικά κύτταρα για την εμφύτευση των αιμοποιη-
τικών αρχέγονων κυττάρων. Επιπρόσθετα, η ανακάλυψη 
της ανοσορυθμιστικής τους δράσης10–13 τα καθιστά ένα 
πολλά υποσχόμενο εργαλείο στον έλεγχο της GvHD με-
τά από αλλογενή HSCT. Στην ανασκόπηση που ακολου-
θεί, παρουσιάζεται η προκλινική και κλινική έρευνα των 
τελευταίων χρόνων στην αντιμετώπιση της οξείας GvHD 
(aGvHD) με MSCs και αναπτύσσονται προβληματισμοί 
και εκτιμήσεις που πρέπει να ληφθούν υπόψη πριν την 
επίσημη ένταξη των MSCs στα θεραπευτικά πρωτόκολ-
λα των μεταμοσχευτικών κέντρων.

Προ-κλινικά ευρήματα χρήσης των MSCs 
ως θεραπεία της aGvHD

Η in vitro ανοσορυθμιστική δράση των MSCs πρωτο-
αναφέρθηκε στις αρχές του 200014 και πλέον θεωρείται 
αναμφισβήτητη. Η ιδιότητά τους αυτή οδήγησε πολλές 
επιστημονικές ομάδες στη διερεύνηση της χρήσης τους 
ως πρόληψη ή/και θεραπεία της aGvHD σε ποικίλα πει-
ραματικά μοντέλα (Πίνακας 1). Παρά τη γενική ομοφωνία 
περί της ανοσορυθμιστικής in vitro δράσης των MSCs, 
τα αποτελέσματα των in vivo μελετών παραμένουν δι-
φορούμενα. Το 2004 ανακοινώθηκε ότι η συγχορήγηση 
MSCs ταυτόχρονα με το μόσχευμα σε ζωικό πειραματικό 
μοντέλο μυών μπορεί να αποτρέψει την GvHD και άνοι-
ξε το δρόμο για την κλινική τους χρήση15. Πολύ σύντομα 
όμως, άλλη μελέτη ανέφερε ότι τα MSCs ανέστειλαν με 
δοσο-εξαρτώμενο τρόπο τον πολλαπλασιασμό των διε-
γερμένων με αλλοαντιγόνο Τ-λεμφοκυττάρων in vitro, 
ωστόσο, δεν επηρέασαν την εξέλιξη της aGvHD όταν 
χορηγήθηκαν σε διάφορες δόσεις ταυτόχρονα με το αι-
μοποιητικό μόσχευμα, υποδηλώνοντας αναποτελεσμα-
τικότητα στην πρόληψη της νόσου16. Την ίδια χρονιά, οι 
Yañez et al παρατήρησαν θεραπευτικό όφελος μετά από 
έγχυση τριών εβδομαδιαίων δόσεων MSCs προερχόμενων 
από λιπώδη ιστό, ξεκινώντας από την ημέρα της μετα-
μόσχευσης. Κανένα όφελος δεν επετεύχθη όταν τα κύτ-
ταρα χορηγήθηκαν σε εγκατεστημένη νόσο οδηγώντας 
στο συμπέρασμα ότι η πρόληψη της aGvHD με MSCs εί-
ναι ευκολότερη της θεραπείας17. Ένα χρόνο αργότερα, τα 
αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώθηκαν και από τους Tisato 
et al με MSCs ομφάλιου λώρου. Οι τελευταίοι παρατή-
ρησαν κλινικό όφελος στην aGvHD μετά από πολλαπλές 

εγχύσεις MSCs πριν την HSCT με εβδομαδιαία μεσοδι-
αστήματα και καμία βελτίωση της νόσου όταν τα κύττα-
ρα χορηγήθηκαν εφάπαξ ή με την έναρξη της GvHD18. 
Αναμφίβολα, τα αποτελέσματα των προ-κλινικών μελε-
τών φανερώνουν ότι παράγοντες όπως ο χρόνος έγχυσης 
των κυττάρων, η δόση και η πηγή προέλευσής τους είναι 
καθοριστικοί για την αποτελεσματικότητα των κυττάρων 
έναντι της νόσου και θα πρέπει να ληφθούν υπόψη πριν 
μεταφραστούν κλινικά.

Α) Προσδιορίζοντας τη βέλτιστη δόση MSCs: Δεδομέ-
νου ότι ο αριθμός των διαθέσιμων για χορήγηση MSCs 
μπορεί να είναι περιορισμένος, αρχικά θα πρέπει να προσ-
διοριστεί η βέλτιστη δόση για τη θεραπεία της GvHD. 
Πολλές μελέτες κάνουν λόγο για δοσο-εξαρτώμενη δρά-
ση των MSCs (Πίνακας 1). Χαρακτηριστικά οι Joo et al 
χρησιμοποιώντας μικτές λεμφοκυτταρικές καλλιέργειες 
προσδιόρισαν την αναλογία 0.5 MSCs: 1 σπληνοκύτταρα 
ως τη βέλτιστη αναλογία αναστολής του πολλαπλασια-
σμού των σπληνοκυττάρων in vitro. Στη συνέχεια προ-
σπαθώντας να προσομοιώσουν τις in vitro συνθήκες in 
vivo σε μοντέλο aGvHD μυών που έλαβαν 5x106 κύττα-
ρα μυελού και 1x106 σπληνοκύτταρα, χορήγησαν χαμη-
λή (0.5x106), ενδιάμεση (1x106) ή υψηλή (2x106) δόση 
MSCs. Μόνο η ενδιάμεση και η υψηλή δόση MSCs βελτί-
ωσαν σημαντικά τα ποσοστά επιβίωσης των ζώων19, υπο-
δηλώνοντας ότι υψηλές δόσεις MSCs θα απαιτηθούν για 
κλινική χρήση στην aGvHD.

Β) Προσδιορίζοντας τον βέλτιστο χρόνο έγχυσης των 
MSCs: Αρκετές επιστημονικές ομάδες διερεύνησαν τον 
βέλτιστο χρόνο χορήγησης MSCs στη θεραπεία της aGvHD 
(Πίνακας 1). Αξιοσημείωτα, οι Polchert et al μελέτησαν 
τη δράση των MSCs σε μοντέλο BALB/c χορηγώντας 
τα σε διάφορες χρονικές στιγμές μετά την HSCT (ημέρα 
+0 ή +2 ή +20 ή +30). Κανένα κλινικό όφελος δεν παρα-
τηρήθηκε όταν τα κύτταρα χορηγήθηκαν την ημέρα 0 ή 
σε βαριά νόσο (ημέρα +30). Η ομάδα απέδωσε την πα-
ρατηρούμενη από άλλες επιστημονικές ομάδες αναποτε-
λεσματικότητα των MSCs να θεραπεύσουν την aGvHD 
στο μικροπεριβάλλον και συγκεκριμένα στην απουσία 
προ-φλεγμονωδών κυτοκινών, όπως της IFN-γ, τη στιγμή 
χορήγησής τους. Σύμφωνα με αυτή τη μελέτη, τα MSCs 
αύξησαν το ποσοστό επιβίωσης των μυών μόνο εφόσον 
χορηγήθηκαν μετά την αναγνώριση του αντιγόνου από 
τα Τ-λεμφοκύτταρα, όταν δηλαδή τα επίπεδα της IFN-γ 
ήταν αρκετά υψηλά (ημέρες +2 ή +20 μετά την HSCT). 
Ακόμη και μία έγχυση ήταν αρκετή όταν πραγματοποι-
ούνταν την κατάλληλη χρονική στιγμή20. Στην ίδια ερ-
γασία αναφέρεται ότι η έκθεση των MSCs σε IFN-γ πριν 
τη χορήγησή τους μπορεί να προστατεύσει πλήρως τα 
ζώα από τη σχετιζόμενη με GvHD θνητότητα, υπογραμ-
μίζοντας ότι οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες μπορούν να ενι-
σχύσουν την εν δυνάμει θεραπευτική δράση των MSCs. 
Πληθώρα αναφορών ενισχύει τα δεδομένα ότι οι ανοσο-
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ρυθμιστικές ιδιότητες των MSCs δεν είναι έμφυτες, 
αλλά πιθανότατα ενεργοποιούνται από κυτοκίνες και 
άλλους παράγοντες του φλεγμονώδους μικροπερι-
βάλλοντος21–28. Η παραδοχή ότι τα MSCs πρέπει να 
«αδειοδοτηθούν» από το μικροπεριβάλλον για να 
δράσουν ανοσορυθμιστικά, καθιστά σαφές ότι ο χρό-
νος χορήγησής τους είναι μία πρόσθετη παράμετρος 
που πρέπει να ληφθεί σοβαρά υπόψη στην κλινική 
εφαρμογή τους18,29,30. Επιπρόσθετα, εκτός από την 
ενεργοποίηση της ανοσορυθμιστικής δράσης των 
MSCs, το φλεγμονώδες περιβάλλον αποτελεί πό-
λο έλξης τους31. Με την προσέλκυσή τους λοιπόν 
σε ιστούς που έχουν υποστεί βλάβη, τους δίνεται 
η δυνατότητα να ασκήσουν τη δεύτερη σημαντική 
τους δράση, τη συμμετοχή τους στην αναγέννηση 
των υπό βλάβη ιστών, μέσω έκκρισης παραγόντων, 
μεταδιαφοροποίησης και κυτταρικής σύντηξης. Σε 
μία μελέτη βιοαπεικόνισης με στόχο την παρακο-
λούθηση της μετανάστευσης των κυττάρων, σπλη-
νοκύτταρα σημασμένα με την φθορίζουσα EGFP 
χρωστική, χρησιμοποιήθηκαν για την επαγωγή GvHD 
σε ζώα, τα οποία στη συνέχεια έλαβαν MSCs ση-
μασμένα με την RFP χρωστική. Με ανίχνευση των 
χρωστικών βρέθηκε ότι τα σπληνοκύτταρα μετανά-
στευσαν αρχικά στους πνεύμονες και ακόλουθα στο 
γαστρεντερικό σύστημα, το ήπαρ, το δέρμα και τους 
λεμφαδένες, ιστούς-στόχους της aGvHD. Μετά την 
έγχυση MSCs, η RFP χρωστική εντοπίστηκε στα ίδια 
σημεία, αποδεικνύοντας ότι τα MSCs μπορούν να 
μεταναστεύσουν στους ιστούς που πλήττονται από 
aGvHD και εν δυνάμει να συμμετέχουν στην ιστι-
κή αναγέννηση μέσω κυτταρικής επαφής αλλά και 
παρακρινούς δράσης.

Το πόσο καθοριστικοί μπορεί να είναι οι παρά-
γοντες, δόση και χρόνος χορήγησης των κυττάρων, 
γίνεται επίσης φανερό από το γεγονός ότι μία επι-
στημονική ομάδα που αρχικά δημοσίευσε αναποτε-
λεσματικότητα των MSCs σε ζωικό μοντέλο GvHD32, 
ανέφερε αργότερα αποτελεσματικότητα των κυττά-
ρων στο ίδιο ζωικό μοντέλο μετά από χορήγηση πολ-
λαπλών δόσεων σε διαφορετικές χρονικές στιγμές33.

Κλινική χρήση των MSCs στη θεραπεία  
της aGvHD

Όπως έχει ήδη αναφερθεί ο σημαντικότερος πε-
ριορισμός στην επιτυχή έκβαση της αλλογενούς 
μεταμόσχευσης είναι η εκδήλωση της νόσου του 
μοσχεύματος έναντι του ξενιστή. Η πρώτη γραμμή 
θεραπείας της aGvHD είναι η χορήγηση υψηλών δό-
σεων κορτικοειδών, αλλά μόνο το 50% των ασθενών 
θα ανταποκριθούν34. Δεν υπάρχει καθιερωμένη δεύ-
τερη γραμμή θεραπείας για ασθενείς με ανθεκτική 
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Α. Παπαδοπούλου και Ι. Μπάτσης12

στα κορτικοειδή aGvHD και παρά την ύπαρξη 
εναλλακτικών θεραπευτικών επιλογών, η πρό-
γνωση σε αυτή την περίπτωση είναι φτωχή, με 
μόλις το 16% των ασθενών να επιβιώνει στα 
δύο χρόνια ενώ ασθενείς με ανθεκτική στα κορ-
τικοειδή grIV aGvHD καταλήγουν, στην πλει-
ονότητά τους, μερικές εβδομάδες μετά. 

Η χορήγηση MSCs σε αυτή την ομάδα ασθε-
νών αποτελεί ελκυστική θεραπευτική επιλογή 
παρά τα περιορισμένα και πολλές φορές αντι-
κρουόμενα αποτελέσματα των προκλινικών με-
λετών. Η επιλογή της κλινικής χορήγησης MSCs 
μπορεί να υποστηριχθεί από τα ακόλουθα δε-
δομένα: την επιβεβαιωμένη in vitro ικανότητα 
των MSCs να καταστέλλουν τον πολλαπλασια-
σμό των ενεργοποιημένων αλλοαντιδραστκών 
λεμφοκυττάρων10, την ασφαλή συγχορήγηση 
αυτόλογων MSCs και αρχεγόνων αιμοποιη-
τικών κυττάρων σε ασθενείς που υποβλήθη-
καν σε αυτόλογη μεταμόσχευση για καρκίνο 
του μαστού35 και τα προκαταρκτικά αποτελέ-
σματα που καταδεικνύουν μείωση της aGvHD 
σε ασθενείς με αιματολογικές κακοήθειες που 
υποβλήθηκαν σε αλλογενή μεταμόσχευση και 
έλαβαν μαζί με το μυελικό μόσχευμα και MSCs 
από τον ίδιο δότη36.

Σημείο αναφοράς αποτελεί το case report 
που δημοσιεύθηκε το 2004 από την ομάδα της 
Le Blanc37, όπου και αναφέρθηκε η επιτυχής 
αντιμετώπιση σε 9-χρονο ασθενή ανθεκτικής 
grIV aGvHD με τη χορήγηση MSCs από «τρίτο 
χώρο». Σταθερή και πλήρης ύφεση επιτεύχθη-
κε μετά τη δεύτερη έγχυση MSCs. Η σημα-
ντικότητα της παρουσίασης του περιστατικού 
έγκειται στο γεγονός ότι τα κύτταρα προερχό-
ταν από την απλοταυτόσημη μητέρα και όχι 
από το δότη του μοσχεύματος. Στηριζόμενοι 
στην επιτυχή έκβαση του ασθενούς η ίδια ομά-
δα χορήγησε MSCs σε άλλους οχτώ ασθενείς 
με ανθεκτική aGvHD και έξι από αυτούς εμ-
φάνισαν κλινική απάντηση38. 

Υπό την αιγίδα του ΕΒΜΤ διενεργήθη-
κε μελέτη φάσης II όπου και αξιολογήθηκε η 
ασφάλεια και η αποτελεσματικότητα της χο-
ρήγησης MSCs σε 55 ασθενείς με ανθεκτική 
στα κορτικοειδή aGvHD39. Η Δm δόση χορη-
γούμενων κυττάρων ήταν 1x106/kg. Οι ασθε-
νείς έλαβαν MSCs από HLA-συμβατό δότη ή 
από απλοταυτόσημο δότη ή από HLA-μερικώς 
συμβατό δότη. Σε 27 ασθενείς έγινε μια έγχυση 
MSCs ενώ σε 28 ασθενείς πραγματοποιήθηκαν 
2 ή περισσότερες εγχύσεις. Δεν παρατηρήθηκε 
καμία ανεπιθύμητη ενέργεια κατά την έγχυση. 
Τριάντα ασθενείς εμφάνισαν πλήρη απάντη-Π
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γηση των κορτικοειδών) παρουσίασαν ισχυρή τάση για 
καλύτερη OS και χαμηλότερη TRM έναντι των ασθενών 
που έλαβαν αργά τα κύτταρα (μετά τη 13η ημέρα από την 
έναρξη χορήγησης των κορτικοειδών).

Πολυκεντρική τυχαιοποιημένη μελέτη φάσης III, η 
οποία όμως διενεργήθηκε από ιδιωτική εταιρεία που πα-
ράγει MSCs, αξιολόγησε την αποτελεσματικότητα πολ-
λαπλών εγχύσεων MSCs προερχόμενων από τρίτο χώρο, 
έναντι χορήγησης placebo σε ασθενείς που εμφανίζουν 
ανθεκτική στα κορτικοειδή aGvHD42. Ενώ δε παρατη-
ρήθηκε καμία διαφορά στην επίτευξη πλήρους ύφεσης 
μεταξύ των 2 σκελών της μελέτης (35 έναντι 30%), σε 
υποανάλυση που διενεργήθηκε διαπιστώθηκε ότι ασθε-
νείς που είχαν προσβολή ήπατος και εντέρου παρουσία-
σαν υψηλότερα ποσοστά ανταπόκρισης μετά τη χορήγηση 
των MSCs έναντι αυτών που έλαβαν εικονικό φάρμακο.

Η ασφάλεια και η αποτελεσματικότητα των MSCs που 
προέρχονται από HLA-μερικώς συμβατό δότη, που απο-
δίδεται κατά κύριο λόγο στην απουσία έκφρασης στην 
επιφάνεια των μεσεγχυματικών κυττάρων αντιγόνων τά-
ξης II (MHC II), έχει οδηγήσει αρκετούς δημόσιους και 
ιδιωτικούς φορείς στη δημιουργία τράπεζας MSCs έτσι 
ώστε να είναι άμεσα διαθέσιμα όταν θα τα χρειασθεί ο 
κλινικός ιατρός. Η ιδιωτική και εγκεκριμένη από το FDA 
εταιρεία Osiris, αξιολόγησε τη δραστικότητα έτοιμων, 
προπαρασκευασμένων MSCs (Prochymal) ως θεραπεία 
πρώτης γραμμής, σε συγχορήγηση με κορτικοειδή, σε 
πρωτοδιαγνωσθείσα aGvHD43. Παρατηρήθηκε αρχική 
απάντηση στο 94% των ασθενών, ενώ το 77% από τους 
31 διαθέσιμους ασθενείς εμφάνισε πλήρη ύφεση. Δεν 
παρατηρήθηκε καμία τοξικότητα κατά την έγχυση ού-
τε δημιουργία έκτοπου ιστού, έως και 2 χρόνια μετά τις 
εγχύσεις. Τα κύτταρα από την ίδια εταιρεία αξιολογήθη-
καν στη συνέχεια σε παιδιατρικό πληθυσμό που εμφα-
νίζει ανθεκτική στα κορτικοειδή aGvHD με προσβολή 
κυρίως του εντέρου. Δώδεκα ασθενείς ηλικίας κάτω των 
18 ετών έλαβαν πολλαπλές εγχύσεις έτοιμων MSCs (δύο 
ανά εβδομάδα για 4 εβδομάδες). Συνολικά 7 από τους 12 
ασθενείς κατέδειξαν πλήρη ύφεση (58%), ενώ 9/12 ασθε-
νείς παρουσίασαν πλήρη υποχώρηση των ενοχλημάτων 
τους από το ΓΕΣ44.

Σημαντικός περιορισμός στην κλινική εφαρμογή των 
MSCs είναι η χρήση, κατά την έκπτυξή τους στην καλλι-
έργεια, προϊόντων ζωικής προέλευσης, γεγονός που ενέχει 
το δυνητικό κίνδυνο άνοσης απάντησης του ασθενούς σε 
ζωικές πρωτεΐνες που προσκολλώνται στην επιφάνεια των 
MSCs, αλλά και την πιθανότητα λοιμωδών επιπλοκών από 
ξένα προς τον ανθρώπινο οργανισμό παράγωγα. Πρόσφα-
τη πολυκεντρική μελέτη φάσης I αξιολόγησε την ασφά-
λεια χορήγησης MSCs που έχουν εκπτυχθεί σε έκπλυμα 
αιμοπεταλίων (platelet lysate) σε 40 ασθενείς (15 παιδιά 
– 25 ενήλικες) που εμφάνισαν ανθεκτική στα κορτικοει-
δή aGvHD45. Η Δm δόση των χορηγούμενων κυττάρων 

ση της aGvHD (55%). Δεν υπήρξε καμία συσχέτιση της 
απάντησης με το είδος του δότη των MSCs, αλλά τα πο-
σοστά απάντησης ήταν υψηλότερα στα παιδιά (84%) ένα-
ντι των ενηλίκων (60%). Οι ασθενείς που παρουσίασαν 
πλήρη απάντηση είχαν στατιστικώς σημαντικά μειωμένη 
θνητότητα σχετιζόμενη με τη μεταμόσχευση στον 1 χρό-
νο (37 vs 72%, p=0,002) και υψηλότερη επιβίωση (53 
vs 16%) έναντι των υπολοίπων. Στη βάση των ενθαρρυ-
ντικών αυτών αποτελεσμάτων, διενεργείται σήμερα, πά-
λι υπό την αιγίδα του ΕΒΜΤ, προοπτική τυχαιοποιημένη 
μελέτη φάσης III, όπου και θα αξιολογηθεί η αποτελε-
σματικότητα των MSCs στη θεραπεία ανθεκτικής στα 
κορτικοειδή aGvHD.

Πρόσφατα δημοσιεύθηκαν τα αποτελέσματα της δεύ-
τερης μεγαλύτερης ακαδημαϊκής πολυκεντρικής μελέτης 
με χρήση MSCs στη θεραπεία ανθεκτικής στα κορτικοει-
δή aGvHD40. Σε 50 ασθενείς χορηγήθηκαν 74 (1-4) εγχύ-
σεις MSCs για 54 επεισόδια ανθεκτικής στα κορτικοειδή 
aGvHD. Η νόσος ήταν gr IV σε 42 επεισόδια. Η Δm δό-
ση χορηγούμενων κυττάρων ήταν 1,14×106/kg, ενώ στην 
πλειονότητα των περιπτώσεων χορηγήθηκαν έτοιμα ψυγ-
μένα κύτταρα. Δεν αναφέρθηκε καμία ανεπιθύμητη ενέρ-
γεια κατά την έγχυση. Αρχική απάντηση παρατηρήθηκε 
στο 66% των ασθενών αλλά πλήρης υποχώρηση των συμ
πτωμάτων στο 34%. Από τη μελέτη διαπιστώθηκε καλύ-
τερη ανταπόκριση σε ασθενείς που είχαν aGvHD<gr IV, 
σε αυτούς που η νόσος απάντησε από την πρώτη έγχυση 
και στην παιδιατρική ομάδα των ασθενών. Η πολυπαρα-
γοντική ανάλυση κατέδειξε ως ανεξάρτητους προγνωστι-
κούς δείκτες για τη επιβίωση, την απάντηση στη πρώτη 
έγχυση των MSCs και τη νεαρή (<18 ετών) ηλικία. 

Και οι δύο μελέτες που προαναφέρθηκαν έδειξαν κα-
λύτερη ανταπόκριση των MSCs στον παιδιατρικό πλη-
θυσμό. Η μεγαλύτερη όμως μελέτη που αξιολόγησε τη 
δράση των MSCs σε παιδιά δημοσιεύθηκε το 2013 από 
Ιταλική ομάδα41. Στη μελέτη αυτή αξιολογήθηκε η δρά-
ση των MSCs σε 37 παιδιά (3 μηνών – 17 ετών) που 
εμφάνιζαν ανθεκτική στα κορτικοειδή aGvHD. Τα κύτ-
ταρα στην πλειονότητα των περιπτώσεων προερχόταν 
από HLA-μερικώς συμβατό δότη, ενώ το Δm διάστημα 
χορήγησης των κυττάρων ήταν 13 (5 – 85) ημέρες από 
την έναρξη χορήγησης των κορτικοειδών. Τα 34/37 παι-
διά έλαβαν πολλαπλές εγχύσεις MSCs. Πλήρης απάντη-
ση παρατηρήθηκε σε 24 παιδιά (65%), μερική απάντηση 
σε 8 και καμία απάντηση μόνο σε 5 παιδιά. Η θνητότητα 
σχετιζόμενη με τη μεταμόσχευση (TRM) ήταν 17% στα 
παιδιά που παρουσίασαν πλήρη ύφεση μετά την έγχυση 
των MSCs έναντι 69% των ασθενών που δεν είχαν καμία 
ανταπόκριση (p=0,001). Με Δm διάστημα παρακολού-
θησης τα 2,9 χρόνια, η ολική επιβίωση (OS) ήταν 65% 
στα παιδιά με τη πλήρη ύφεση, έναντι 0% των ασθενών 
χωρίς ανταπόκριση (p=0,001). Τα παιδιά που έλαβαν νω-
ρίς τα MSCs (μεταξύ 5ης και 12ης ημέρας μετά τη χορή-
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ήταν 1,5×106/kg, ενώ ο Δm αριθμός εγχύσεων ανά ασθε-
νή, 3. Δεν παρατηρήθηκε καμία ανεπιθύμητη ενέργεια ή 
αντίδραση κατά και αμέσως μετά την έγχυση, ενώ οι 86 
ανεπιθύμητες ενέργειες που καταγράφηκαν καθ’ όλη τη 
διάρκεια της μελέτης οφειλόταν κατά κύριο λόγο σε λοι-
μώξεις (72,1%) και κατά δεύτερο λόγο (6,9%) σε οργα-
νική ανεπάρκεια, ως συνέπεια της προόδου της aGvHD.

Κλινική χρήση των MSCs στη προφύλαξη 
της aGvHD

Αντικρουόμενα αποτελέσματα παρουσιάζουν εργα-
σίες που αξιολόγησαν την ασφάλεια και την αποτελε-
σματικότητα της χορήγησης των MSCs ως προφύλαξη 
έναντι της aGvHD. Ο κύριος λόγος για την ασυμφωνία 
των αποτελεσμάτων αποτελεί το γεγονός ότι οι περισσό-
τερες μελέτες περιλαμβάνουν μικρό αριθμό ασθενών και 
δεν υπάρχει ομάδα control για συγκριτικό έλεγχο. Μελέτη 
εκτίμησε την ασφάλεια της συγχορήγησης MSCs και πε-
ριφερικών αρχεγόνων αιμοποιητικών κυττάρων (PBSCs) 
και έκανε σύγκριση στην έκβαση της μεταμόσχευσης με 
ομάδα ιστορικού control ασθενών με παρόμοια χαρα-
κτηριστικά46. Είκοσι ασθενείς με αιματολογικές κακοή-
θειες έλαβαν MSCs από τρίτο χώρο, 30-120 λεπτά πριν 
την έγχυση των PBSCs αφού είχε προηγηθεί μειωμένης 
έντασης σχήμα προετοιμασίας. Δεν παρατηρήθηκε καμία 
ανεπιθύμητη αντίδραση κατά ή και μετά την έγχυση, ενώ 
19 από τους 20 ασθενείς είχαν ταχεία και ικανοποιητική 
εμφύτευση (σε έναν ασθενή παρατηρήθηκε απόρριψη του 
μοσχεύματος). Η επίπτωση της aGvHD στις 100 ημέρες 
ήταν 35%, ενώ η επίπτωση της aGvHD στην ομάδα του 
ιστορικού control που έλαβε μόνο PBSCs ήταν 56%. Από 
την ίδια μελέτη ο κίνδυνος θανάτου στο έτος από aGvHD 
ή λοίμωξη σε έδαφος aGvHD ήταν 10% ενώ στην ομάδα 
του ιστορικού control ο κίνδυνος θανάτου στο έτος ήταν 
31% (p=0,04). Πρόσφατα αξιολογήθηκε η συγχορήγηση 
μεσεγχυματικών κυττάρων προερχόμενων από ομφαλο-
πλακουντικό αίμα (UC-MSCs) μαζί με PBSCs από απλο-
ταυτόσημο δότη, χωρίς αφαίρεση των Τ-λεμφοκυττάρων 
σε 21 ασθενείς που έπασχαν από σοβαρή απλαστική αναι-
μία47. Η μη αφαίρεση των Τ-λεμφοκυττάρων από δότη 
που μοιράζεται τον ένα μόνο απλότυπο με τον ασθενή, 
αποσκοπούσε στη διασφάλιση υψηλού ποσοστού εμφύ-
τευσης, θα περίμενε όμως κανείς να αυξήσει τα ποσοστά 
της aGvHD. Πράγματι όλοι οι ασθενείς εμφάνισαν τα-
χεία και πλήρη εμφύτευση του αλλογενούς μοσχεύματος 
ενώ ενθαρρυντικό είναι ότι μόλις 9/21 ασθενείς (42,8%) 
εκδήλωσαν aGvHD (gr II-IV) και ένας μόνο κατέληξε. 
Προβληματισμός βέβαια υπάρχει σχετικά με το ρόλο των 
MSCs προς την κατεύθυνση της δράσης του μοσχεύματος 
έναντι της λευχαιμίας (Graft-Versus-Leukemia- GVL) ιδι-
αίτερα όταν χορηγούνται σε ασθενείς προφυλακτικά ένα-
ντι της aGvHD. Μελέτη που δημοσιεύθηκε το 2008 και 

αξιολόγησε τη συγχορήγηση αιμοποιητικών κυττάρων με 
MSCs που προερχόταν από τον δότη, ενώ επιβεβαίωσε 
τα χαμηλότερα ποσοστά της aGvHD στους ασθενείς που 
έλαβαν MSCs, κατέδειξε υψηλότερα ποσοστά υποτροπής 
της λευχαιμίας στην ίδια ομάδα ασθενών48. Περιορισμός 
βέβαια της μελέτης αποτελεί το γεγονός ότι συμπεριέλα-
βε μικρό αριθμό ασθενών (25) και επομένως τα συμπε-
ράσματά της θα πρέπει να αξιολογούνται με προσοχή.

Προβληματισμοί - Μελλοντικές 
κατευθύνσεις

Παρά τα 40 χρόνια που μεσολαβούν από την ταυτο-
ποίηση των MSCs από τον Friedenstein έως σήμερα, τα 
αντικρουόμενα αποτελέσματα των διαφόρων μελετών 
που καταγράφονται στη διεθνή βιβλιογραφία, καθιστούν 
σαφές ότι τα αναπάντητα ερωτήματα είναι περισσότερα 
σε σχέση με αυτά που έχουν αποσαφηνισθεί. Η απουσία 
ενός ειδικού δείκτη που θα ταυτοποιεί τα MSCs, καθιστά 
επισφαλές κατά πόσο απομονώνεται και χρησιμοποιείται 
ομοιογενής ομάδα κυττάρων από τις διάφορες ερευνητι-
κές ομάδες. Κρίνεται σήμερα ως επιτακτική η ανάγκη να 
εφαρμοστούν πιο αυστηροί όροι στην ταυτοποίηση των 
MSCs, πέραν των φαινοτυπικών και λειτουργικών χαρα-
κτηριστικών. Η επιβεβαιωμένη ανοσοκατασταλτική δρά-
ση των MSCs «γεννά» ερωτήματα κατά πόσο μπορεί να 
επηρεάζει τη δράση του μοσχεύματος έναντι του κακο-
ήθους κλώνου (GVL). Επιπρόσθετα, αν και η ομάδα των 
Karlsson et al. κατέδειξε ότι η έγχυση MSCs δεν επηρεά-
ζει τη δράση των ειδικών έναντι ιών Τ-λεμφοκυττάρων49, 
δεν είναι ακόμη σαφές αν η χορήγησή τους καθιστά τους 
ασθενείς επιρρεπείς σε λοιμώξεις μετά τη μεταμόσχευση. 
Ασαφής παραμένει και ο ρόλος του μικροπεριβάλλοντος 
στη δράση των MSCs. Έχει αναφερθεί ότι, απουσία IFN-γ 
τα MSCs είναι ευάλωτα στη λύση από ενεργοποιημένα 
ΝΚ κύτταρα. Η παρατήρηση αυτή ενισχύεται από προ-
κλινικά δεδομένα που κάνουν λόγο για ανάγκη «αδειο-
δότησης» των MSCs από το φλεγμονώδες περιβάλλον 
για ενίσχυση της θεραπευτικής τους δράσης. Είναι γνω-
στό, ότι αυξημένα επίπεδα IFN-γ προάγουν την έκφραση 
αντιγόνων τάξης II στα MSCs, αυξάνοντας τον κίνδυνο 
ταχείας απόρριψής τους. Από την άλλη πλευρά, καθώς 
η ανοσορυθμιστική τους δράση ασκείται κύρια μέσω δι-
αλυτών παραγόντων, ο κίνδυνος αυτός ενδεχομένως να 
μην είναι ιδιαίτερα επιζήμιος. Παρ’ όλα αυτά, είναι σα-
φές ότι το χρονικό διάστημα χορήγησης των κυττάρων 
για την αντιμετώπιση μιας φλεγμονώδους – ανοσολογι-
κής διεργασίας καθώς και το πόσο ασφαλής είναι η χο-
ρήγηση μη συμβατών προς τον λήπτη MSCs δεν έχουν 
αποσαφηνιστεί. Η χαμηλή ανοσογονικότητα των MSCs 
φαίνεται πως επηρεάζεται από τις συνθήκες καλλιέργειας 
των κυττάρων για αυτό γίνεται σήμερα προσπάθεια αντι-
κατάστασης ζωικών ορών (δυνητικός κίνδυνος μετάδοσης 
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ζωικών παθήσεων, ευαισθητοποίηση σε αντιγόνα ζωικής 
προελεύσεως) με αυτόλογο ορό, πλάσμα πλούσιο σε αι-
μοπετάλια, ΑΒ πλάσμα, με αντικρουόμενα ως τώρα απο-
τελέσματα. Η ανάγκη χορήγησης ικανοποιητικού αριθμού 
κυττάρων (ο οποίος δεν έχει προσδιοριστεί σαφώς), ωθεί 
σε διαδοχικές ανακαλλιέργειες των κυττάρων (passages). 
Οι διαδοχικές ανακαλλιέργειες όμως φαίνεται ότι επηρε-
άζουν την ποιότητα τους, καθώς κύτταρα που χορηγού-
νται μετά από αρκετά passages ενέχουν τον κίνδυνο της 
γενετικής αστάθειας και των μειωμένων λειτουργικών 
ιδιοτήτων, ενώ αντιθέτως κύτταρα που προέρχονται από 
αρχικά passages αποτελούν ίσως πιο ανομοιογενή πληθυ-
σμό. Προβληματισμό επίσης δημιουργεί η ανάγκη έγχυ-
σης επαναληπτικών δόσεων MSCs για την αντιμετώπιση 
υποτροπιαζουσών παθήσεων όπως η aGvHD. Λαμβάνο-

ντας υπόψη τον περιορισμένο χρόνο ζωής των κυττάρων, 
καθώς και το ότι η δράση τους ασκείται πιθανότατα μέσω 
διαλυτών παραγόντων, γεννάται το ερώτημα, κατά πό-
σο μια δόση χορηγούμενων κυττάρων θα επιτρέψει την 
ασφαλή προοδευτική διακοπή της υπόλοιπης ανοσοκα-
τασταλτικής αγωγής που λαμβάνει ο ασθενής.

Είναι επομένως απολύτως κατανοητό, ότι ο δρόμος 
που έχουμε ακόμη να διανύσουμε είναι μακρύς αλλά πι-
θανόν μέσα από τη διενέργεια προοπτικών τυχαιοποιημέ-
νων μελετών να δοθούν απαντήσεις που θα επιτρέψουν 
την χορήγηση των MSCs στη θεραπεία σημαντικών επι-
πλοκών της αλλογενούς μεταμόσχευσης με υψηλό πο-
σοστό αποτελεσματικότητας καθιστώντας την τελευταία 
ελκυστική θεραπευτική επιλογή σε περισσότερους ασθε-
νείς που την έχουν ανάγκη.

Mesenchymal stromal cells for acute graft versus host disease
by Anastasia Papadopoulou, Ioannis Batsis

Haematology Department - Bone Marrow Transplantation Unit, Gene and Cell Therapy Center,  
"G. Papanikolaou" General Hospital, Thessaloniki, Greece

Abstract: Severe acute graft versus host disease (aGvHD) is a major cause of morbidity and mortal-
ity after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Mesenchymal stromal cells (MSCs) 
exhibit strong immunomodulatory properties that prompted their clinical use in severe aGvHD. A num-
ber of pre-clinical and clinical phase I-II studies have suggested that infusion of MSCs is safe and poten-
tially effective in preventing or treating aGVHD. However, MSCs still present limitations and definitive 
proof of their efficacy is lacking thus far. This article reviews the literature on the administration of MSCs 
in animal models of allogeneic HSCT and the results of clinical trials investigating the use of MSCs to 
prevent or treat aGVHD. The data emphasize the significance of this therapeutic approach and indicate 
that large, multicenter, randomized clinical trials are needed to more precisely assess the impact of MSCs 
infusion on the control of aGVHD.
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Ο ρόλος των μεσεγχυματικών στρωματικών κυττάρων  
στην αναγεννητική ιατρική

Μαρία Γ. Ρουμπελάκη1, Νικόλαος Π. Ανάγνου2

Περίληψη: Η Αναγεννητική Ιατρική, αποτελεί τον τέταρτο και πολλά υποσχόμενο πυλώνα για την 
παγκόσμια υγεία και μαζί με την Eμβιομηχανική Ιστών και την Κυτταρική Θεραπεία, αναμένεται να 
συνεισφέρουν στην παραγωγή νέων προγνωστικών και θεραπευτικών μέσων καθώς και καινοτόμων λύ-
σεων για την αντιμετώπιση σοβαρών ασθενειών. Τα τελευταία χρόνια, τα μεσεγχυματικά στρωματικά/
βλαστικά κύτταρα (ΜSCs) είναι στο επίκεντρο αυτού του επιστημονικού πεδίου. Τα MSCs αποτελούν 
μία υποομάδα προγονικών κυττάρων, που εμφανίζουν τη δυνατότητα της διαφοροποίησης σε επιμέ-
ρους ιστούς μεσοδερμικής προέλευσης (όπως οστεοκύτταρα, λιποκύτταρα και χονδροκύτταρα) και της 
in vivo αποκατάστασης του ομόλογου ιστού. Παρ’ όλο που τα καλύτερα χαρακτηρισμένα MSCs είναι 
τα προερχόμενα από τον μυελό των οστών (ΒΜ), πρόσφατα το ενδιαφέρον έχει στραφεί και σε εναλ-
λακτικές πηγές εμβρυϊκής προέλευσης, όπως το αμνιακό υγρό (AF), ο ομφάλιος λώρος (UC), οι αμνια-
κές μεμβράνες (AM) και ο πλακούντας. Λόγω αυτών των ιδιοτήτων, αλλά και της δυνατότητας χρήσης 
τους σε in vitro και in vivo πειραματικές προσεγγίσεις, τα MSCs φαίνεται να αποτελούν ένα ελκυστι-
κό εργαλείο στο πλαίσιο της Εμβιομηχανικής των Ιστών και της Κυτταρικής Θεραπείας. Στην παρού-
σα ανασκόπηση γίνεται εκτενής αναφορά στις ιδιότητες αυτών των κυττάρων, στην προέλευσή τους 
και παρουσιάζονται τα μέχρι τώρα δεδομένα που ενισχύουν την ενδεχόμενη χρήση τους στα πλαίσια 
της Αναγεννητικής Ιατρικής.
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Aνασκόπηση

Αναγεννητική ιατρική
Τα τελευταία χρόνια, εκτός των θεραπειών που βασί-

ζονται σε φαρμακευτικά και βιολογικά προϊόντα ή ιατρι-
κά μηχανήματα1, η Αναγεννητική Ιατρική έχει εισέλθει 
εντυπωσιακά στην κλινική θεραπευτική, και μέσω της 
Κυτταρικής Θεραπείας αποτελεί τον τέταρτο και πολλά 
υποσχόμενο πυλώνα για την παγκόσμια υγεία. Η Eμβι-
ομηχανική Κυττάρων και Ιστών, μαζί με την Κυτταρική 
Θεραπεία και τη χρήση των αρχέγονων βλαστικών κυτ-
τάρων, μπορεί να ανταποκριθεί στις απαιτήσεις πολλών 
σοβαρών ασθενειών και των συναφών προβλημάτων της 
δημόσιας υγείας1. Η διεπιστημονική προσέγγιση διαφο-
ρετικών πεδίων όπως η Εμβιομηχανική Ιστών, η Κυττα-
ρική και Μοριακή Βιολογία υπόσχεται να οδηγήσει στη 

δημιουργία νέων προγνωστικών και θεραπευτικών μέσων 
για την αντιμετώπιση σοβαρών ασθενειών2.

Το ενδιαφέρον έχει πρόσφατα στραφεί στο πεδίο της 
Αναγεννητικής Ιατρικής και συγκεκριμένα στη χρήση 
βλαστικών κυττάρων για την αποκατάσταση της ιστι-
κής βλάβης σε διάφορες νόσους, ιστικές δυσλειτουργίες 
ή τραυματισμούς1. Είναι φανερό πως τα βλαστικά κύτ-
ταρα μονοπωλούν το ενδιαφέρον περισσότερο από κάθε 
άλλο πεδίο στη Βιολογία τα τελευταία χρόνια και απο-
τελούν σημαντικά εργαλεία στην ανεύρεση δυνητικών 
θεραπειών με εφαρμογή στα εκφυλιστικά νοσήματα και 
στην Αναγεννητική Ιατρική.

Η Αναγεννητική Ιατρική έχει εισαγάγει νέες μεθό-
δους για την αντικατάσταση ή την αναγέννηση κυττά-
ρων, ιστών ή οργάνων που περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων 
κυτταρική θεραπεία, χρήση βιοϋλικών ή χρήση ικριωμά-
των2. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται αυτόλογα ή 
αλλογενή κύτταρα (cell replacement), γενετικά τροπο-
ποιημένα κύτταρα (cell based gene therapy), βλαστικά 
ή πρόδρομα κύτταρα καλλιεργημένα σε ικριώματα (tis-
sue engineering)1,3 .
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Η κυτταρική θεραπεία παρουσιάζει πολλά πλεονεκτή-
ματα καθώς είναι λιγότερο επεμβατική μέθοδος, σχετίζε-
ται με μικρότερα ποσοστά θνητότητας και νοσηρότητας, 
προκαλεί χαμηλότερη ανοσολογική αντίδραση και επι-
πλέον δυνητικά μπορεί να αποτελέσει ιδανική θεραπεία 
αφού δεν απαιτείται να πραγματοποιηθεί ολοκληρωτική 
αντικατάσταση του οργάνου, αλλά μία μικρή ποσότητα 
κυττάρων μπορεί να συντελέσει στην ανάκτηση της με-
ταβολικής λειτουργίας του κατεστραμμένου ιστού1. Παρ’ 
όλα αυτά, η επιτυχής εφαρμογή της κυτταρικής θεραπεί-
ας εξαρτάται από πολυάριθμους παράγοντες, οι οποίοι 
σε κάθε περίπτωση θα πρέπει να μελετούνται λεπτομε-
ρώς. Ακόμη απαιτείται (i) εις βάθος μελέτη της βιολογίας 
των βλαστικών/πρόδρομων κυττάρων, (ii) διαθεσιμότητα 
καλά καθορισμένων ζωικών προτύπων για προκλινικές 
μελέτες και (iii) ανάπτυξη της γενετικής τροποποίησης 
ή γονιδιακής μεταφοράς σε βλαστικά κύτταρα1. Επομέ-
νως, οι προοπτικές της κυτταρικής θεραπείας στα πλαί-
σια της Αναγεννητικής Ιατρικής είναι τεράστιες, παρά το 
ότι υπάρχουν σημαντικά εμπόδια μέχρι στιγμής, τα οποία 
θα πρέπει να επιλυθούν, πριν μεταφερθεί η τεχνολογία 
αυτή στην κλινική πράξη.

Στο πλαίσιο αυτό, ένας πολλά υποσχόμενος κυτταρι-
κός τύπος είναι τα μεσεγχυματικά στρωματικά κύτταρα 
(mesenchymal stem/stromal cells - MSCs). Είναι ένας 
πληθυσμός πολυδύναμων κυττάρων, με δυνατότητα δια-
φοροποίησης κυρίως σε κύτταρα μεσοδερμικής προέλευ-
σης, που θεωρούνται ένα ιδιαίτερα ελκυστικό εργαλείο 
για νέες θεραπευτικές προσπελάσεις4. 

Μεσεγχυματικά στρωματικά κύτταρα (MSCs)
Ο όρος «μεσέγχυμα» αρχικά χρησιμοποιήθηκε για να 

περιγραφεί ο αναπτυσσόμενος χαλαρός συνδετικός ιστός 
του εμβρύου, ο οποίος προέρχεται κυρίως από το μεσό-
δερμα και έχει τη δυνατότητα να δίνει γένεση σε κύτταρα 
του συνδετικού ιστού του ενηλίκου. Τα MSCs χαρακτη-
ρίστηκαν για πρώτη φορά από τον Friedenstein και συν. 
στο μυελό των οστών αρουραίου και απεδείχθη ότι ήταν 
ικανά να διαφοροποιηθούν αρχικώς σε οστεοκύτταρα5. 
Έκτοτε, MSCs έχουν απομονωθεί και στον άνθρωπο από 
διάφορους ιστούς κατά τα διάφορα στάδια της ανάπτυ-
ξης, όπως το αμνιακό υγρό, ο ομφάλιος λώρος, το αίμα 
του ομφάλιου λώρου, ο μυελός των οστών και ο λιπώ-
δης ιστός6-14.

Όπως προαναφέρθηκε, τα MSCs αποτελούν υποομάδα 
προγονικών κυττάρων, έχουν τη δυνατότητα της διαφο-
ροποίησης σε επιμέρους ιστούς της μεσοδερμικής σει-
ράς και της in vivo αποκατάστασης του ιστού, τον οποίο 
δημιουργούν15. Πρόσφατα απεδείχθη και η ικανότητα 
αυτοανανέωσης των κυττάρων αυτών σε in vivo πειραμα-
τικές προσεγγίσεις16-18. Λόγω αυτών των ιδιοτήτων τους, 
τα MSCs φαίνεται να αποτελούν ένα ιδιαίτερα χρήσιμο 

και πολλά υποσχόμενο εργαλείο στο πλαίσιο της εμβι-
ομηχανικής ιστών και της κυτταρικής θεραπείας4,15,19-21.

Με τα σημερινά δεδομένα, ο μυελός των οστών (bone 
marrow-BM) αποτελεί την πλέον διαδεδομένη πηγή με-
σεγχυματικών κυττάρων. Τα BM-MSCs έχουν χρησιμο-
ποιηθεί σε ζωικά πρότυπα σήψης, ηπατικής, καρδιακής 
ή νεφρικής ανεπάρκειας καθώς και σε προκλινικές δοκι-
μές με αξιοσημείωτα αποτελέσματα22. Εντούτοις, ο προσ-
διορισμός και ο χαρακτηρισμός εναλλακτικών πηγών 
αξιοποιήσιμων MSCs είναι μεγάλης σπουδαιότητας. Τε-
λευταίες μελέτες έχουν επικεντρωθεί σε MSCs που προ-
έρχονται από εμβρυϊκές πηγές, όπως το αμνιακό υγρό 
(amniotic fluid - AF), ο ομφάλιος λώρος (umbilical cord 
- UC), ο πλακούντας (Placenta - P) ή οι αμνιακές μεμ-
βράνες (amniotic membrane - ΑΜ)14,23,24.

Οι μέθοδοι που έχουν χρησιμοποιηθεί για την απο-
μόνωσή των MSCs βασίζονται στην ικανότητά τους: (α) 
να προσκολλώνται σε καλλιεργητικές επιφάνειες, (β) να 
πολλαπλασιάζονται in vitro σε βασικό καλλιεργητικό 
μέσο, (γ) να δημιουργούν αποικίες με ινοβλαστική μορ-
φή και (δ) να έχουν τη δυνατότητα διαφοροποίησης σε 
οστεοκύτταρα, λιποκύτταρα και χονδροκύτταρα25. Ωστό-
σο, υπάρχουν περιορισμοί ως προς τον πλήρη χαρακτηρι-
σμό των ετερογενών αυτών πληθυσμών που σχετίζονται 
με την απουσία ταυτοποιημένων επιφανειακών δεικτών, 
ειδικών για τα κύτταρα αυτά26,27. Τα MSCs είναι ένας δι-
ακριτός πληθυσμός από τα αιμοποιητικά αρχέγονα κύτ-
ταρα, καθώς δεν εκφράζουν τα μόρια επιφανείας CD14, 
CD34, και CD45 (δείκτης των αιμοποιητικών κυττά-
ρων)28. Συνεπώς, ο χαρακτηρισμός τους βασίζεται στην 
έκφραση ενός συνόλου δεικτών όπως το μόριο Stro-1, 
το οποίο εκφράζεται στα μη αιμοποιητικά στρωματι-
κά κύτταρα του μυελού των οστών29, τα αντιγόνα επι-
φανείας CD105 (ενδογλίνη) και CD73, το μόριο CD166 
(ALCAM) καθώς και τα μόρια CD90/Thy-1, CD44 και 
CD29 (β1-ιντεγκρίνη)13,30,31.

Ενήλικες Πηγές MSCs
Η πιο καλά χαρακτηρισμένη πηγή MSCs είναι ο μυ-

ελός των οστών. Όμως, MSCs έχουν απομονωθεί επί-
σης και από άλλους ενήλικους ιστούς, όπως ο λιπώδης 
ιστός32,33, το τριχωτό της κεφαλής34, το δέρμα35, ο μυϊκός 
ιστός36, ο συνδετικός ιστός, τα περικύτταρα37, η αρθρι-
κή μεμβράνη38, το περιόστεο39 και το περιφερικό αίμα40. 
Παρ’ όλη τη φαινοτυπική ομοιογένεια, τα κύτταρα αυ-
τά ενδεχομένως να παρουσιάζουν ετερογένεια στην ικα-
νότητα διαφοροποίησης, γεγονός που σχετίζεται με την 
πηγή προέλευσής τους30.

MSCs του μυελoύ των οστών (BM-MSCs)
Τα ΒΜ-MSCs παρέχουν στρωματική υποστήριξη και 

κατάλληλο μικροπεριβάλλον για τον πολλαπλασιασμό 
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και τη διαφοροποίηση των αιμοποιητικών κυττάρων, 
ενώ συγχρόνως δίνουν γένεση στα κύτταρα του λιπώ-
δους ιστού, των χόνδρων και στα κύτταρα του οστίτη 
ιστού41,42. Τα MSCs αντιπροσωπεύουν ένα μικρό τμήμα 
(0,001-0,01%) του συνολικού πληθυσμού των εμπύρη-
νων κυττάρων του μυελού των οστών20. Τα ανθρώπινα 
ΒΜ-MSCs απομονώνονται συνήθως από τη στοιβάδα μο-
νοπύρηνων κυττάρων του μυελού των οστών, που προ-
κύπτει μετά από επιστοίβαση δείγματος του μυελού σε 
φικόλη, ακολουθούμενη από φυγοκέντρηση43. Εντού-
τοις, ένα μείζον πρόβλημα της απομόνωσης των MSCs 
από το μυελό των οστών είναι το γεγονός ότι ο αριθμός 
αυτών μειώνεται σημαντικά με την πάροδο της ηλικίας 
του δότη, ενώ τα κύτταρα που απομονώνονται έχουν πε-
ριορισμένο δυναμικό έκπτυξης και διαφοροποίησης και 
βραχύτερο χρόνο ζωής, σε σχέση με τα MSCs που προ-
έρχονται από εμβρυϊκές πηγές. Επίσης, η διαδικασία λή-
ψης μυελού των οστών είναι αρκετά επίπονη για το δότη, 
γεγονός που καθιστά επιτακτική την ανάγκη της αναζή-
τησης νέων εναλλακτικών πηγών MSCs για αυτόλογη ή 
αλλογενή θεραπευτική χρήση. 

Εμβρυϊκές πηγές MSCs
Τα τελευταία χρόνια τα εμβρυϊκά (fetal) μεσεγχυματι-

κά βλαστικά κύτταρα (fMSCs), αποτελούν ένα πληθυσμό 
πολυδύναμων (multipotent) κυττάρων τα οποία έχουν τη 
δυνατότητα να απομονωθούν και να εκπτυχθούν εύκο-
λα στην καλλιέργεια. Οι μέχρι τώρα in vivo και in vitro 
πειραματικές προσεγγίσεις έχουν δείξει ότι τα fMSCs, 
οντολογικά βρίσκονται ανάμεσα στα εμβρυονικά (ES) 
και τα ενήλικα βλαστικά κύτταρα (adult stem cells). Τα 
εμβρυϊκά μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (fMSCs) 
έχουν απομονωθεί από διάφορες πηγές όπως το αμνιακό 
υγρό, ο ομφάλιος λώρος, ο πλακούντας, το αίμα του ομ-
φαλίου λώρου, οι εμβρυϊκές μεμβράνες (άμνιον, χόριον) 
ή το έλυτρο του Wharton12. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρου-
σιάζει το γεγονός ότι τα κύτταρα αυτά, ανάλογα με την 
πηγή προέλευσης, εμφανίζουν την ικανότητα διαφορο-
ποίησης in vitro σε οστεοκύτταρα, χονδροκύτταρα, λιπο-
κύτταρα, καθώς και σε άλλους τύπους κυττάρων όπως 
ηπατοκύτταρα, μυϊκά ή νευρικά κύτταρα12. Επίσης δεν 
σχηματίζουν τερατώματα σε in vivo ανοσοκατασταλμένα 
ζωικά μοντέλα και χαρακτηρίζονται από σταθερό καρυό-
τυπο κατά τις in vitro διαδικασίες έκπτυξης και καλλιέρ-
γειας. Επιπροσθέτως, εμφανίζουν σημαντική ικανότητα 
αναγέννησης κατεστραμμένων ιστών, εκκρίνουν παρά-
γοντες ανάπτυξης, κυτοκίνες και άλλα μόρια τα οποία 
ρυθμίζουν σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες12. Τέλος, 
σημαντική είναι και η χαμηλή ανοσογονικότητα που πα-
ρουσιάζουν, γεγονός που ενισχύει την πιθανή χρήση τους 
σε πρωτόκολλα κυτταρικής θεραπείας. Αυτά τα ιδιάζο-
ντα χαρακτηριστικά, καθιστούν τα MSCs ένα ελκυστικό 

εργαλείο για την ανάπτυξη νέων στρατηγικών κυτταρι-
κής θεραπείας σε κλινικές εφαρμογές14.

Πηγές εμβρυϊκών MSCs αποτελούν:

Το έλυτρο του Wharton (UC-MSCs)
Πηγή MSCs αποτελεί και το έλυτρο του Wharton 

(Wharton Jelly- WJ), το οποίο συνιστά το συνδετικό ιστό 
που περιβάλλεται από τις δύο αρτηρίες και τη μία φλέ-
βα του ομφαλίου λώρου12,44. Εκτεταμένες μελέτες έχουν 
δείξει ότι τα UC-MSCs εκφράζουν τους δείκτες που χα-
ρακτηρίζουν τα MSCs και επιπρόσθετα, εκφράζουν τους 
δείκτες βλαστικότητας Sox2, Oct4 και Nanog45. Τα UC-
MSCs μπορούν να διαφοροποιηθούν επιτυχώς in vitro 
προς λιποκύτταρα, οστεοκύτταρα, χονδροκύτταρα, καρ-
διομυοκύτταρα και νευρικά κύτταρα46-48. 

Ο πλακούντας (pMSCs)
Η απομόνωση των MSCs του πλακούντα (pMSCs) 

πραγματοποιείται από τις χοριακές λάχνες μετά από ει-
δική επεξεργασία49. Τα pMSCs εκφράζουν τους MSCs 
δείκτες και δείκτες πολυδυναμικότητας όπως οι SSEA-4, 
SSEA-3, TRA-1-60 και TRA-1-8150,51. Επίσης, έχει δει-
χτεί ότι τα pMSCs εκκρίνουν κυτοκίνες όπως οι IL-1Ra, 
IL6, IL8, IL10, IL11 και IL15 και ότι παρουσιάζουν την 
ικανότητα να μεταναστεύουν προσελκυόμενα από χημειο-
τακτικά μόρια όπως τα SDF-1, PDGF, HGF και MCP-149.

Η αμνιακή μεμβράνη (AM-MSCs)
Τα MSCs της αμνιακής μεμβράνης προέρχονται από 

το αμνιακό επιθήλιο και τα αμνιακά μεσεγχυματικά στρώ-
ματα, αντίστοιχα13,44. Τα AM-MSCs διαθέτουν παρόμοιες 
ιδιότητες με τα MSCs που προέρχονται από ενήλικες πη-
γές52. Περαιτέρω ανάλυση έδειξε ότι τα AM-MSCs εκτός 
από τους MSCs δείκτες εκφράζουν και τον δείκτη βλα-
στικότητας Oct-3/413.

Το αμνιακό υγρό (AF-MSCs)
Το αμνιακό υγρό αποτελεί μια εναλλακτική εμβρυϊ-

κή πηγή πλούσια σε MSCs. H συχνότητα των κυττάρων 
αυτών προσεγγίζει το 0,9 - 1,5% όλων των κυτταρικών 
πληθυσμών του αμνιακού υγρού53,54. Πρόσφατα, από την 
ερευνητική μας ομάδα και άλλες ομάδες, πραγματοποι-
ήθηκε α) επιτυχής απομόνωση δύο διακριτών AF-MSC 
πληθυσμών8,10,54-56, β) συστηματικός φαινοτυπικός χαρα-
κτηρισμός και εκτίμηση του φάσματος διαφοροποίησής 
τους56-58 καθώς και γ) ανάλυση για πρώτη φορά του πρω-
τεομικού τους προτύπου56,57. Τα AF-ΜSCs εκφράζουν μό-
ρια επιφανείας χαρακτηριστικά των MSCs, δεν εκφράζουν 
αιμοποιητικούς δείκτες ενώ εκφράζουν τους παράγοντες 
βλαστικότητας Sox2, Nanog, SSEA-4, Oct-3/4, Klf4 και 
c-Myc. Τα AF-ΜSCs είναι πολυδύναμα, με υψηλό ρυθ-
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μό πολλαπλασιασμού, ευρύ φάσμα διαφοροποίησης και 
φυσιολογικό καρυότυπο μετά από συνεχείς ανακαλλιέρ-
γειες14. Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε για πρώτη φο-
ρά η ανάλυση και αξιοποίηση του προτύπου έκφρασης 
των microRNAs όλων των πληθυσμών MSCs με σκοπό 
την κατανόηση της γονιδιακής έκφρασης που ρυθμίζουν 
τις διαδικασίες διαφοροποίησης των κυττάρων αυτών59.

Βασικά κριτήρια για τη χρήση των MSCs 
στην αναγεννητική ιατρική

Ο αριθμός, οι ιδιότητες, το δυναμικό διαφοροποίησης, 
ο τρόπος απομόνωσης και έκπτυξης των MSCs προερ-
χόμενων από ενήλικες ή εμβρυϊκές πηγές θα πρέπει να 
ελέγχονται ενδελεχώς πριν την πιθανή χρήση τους στην 
αναγεννητική ιατρική60. Ο Gimble και συν60-62 πρότειναν 
ότι η χρήση των βλαστικών/πρόδρομων κυττάρων στην 
Κυτταρική Θεραπεία και Αναγεννητική Ιατρική θα πρέ-
πει να ικανοποιεί τα ακόλουθα προαπαιτούμενα. 

Τα χρησιμοποιούμενα κύτταρα θα πρέπει:
	 1.	Να είναι διαθέσιμα σε μεγάλο αριθμό (106 - 109 κύτ-

ταρα).
	 2.	Να μπορούν να απομονωθούν με τη λιγότερο επίπο-

νη μέθοδο.
	 3.	Να έχουν μεγάλο δυναμικό διαφοροποίησης σε πολ-

λαπλές σειρές.
	 4.	Να μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιτυχώς σε αυτό-

λογες ή αλλογενείς μεταμοσχεύσεις.
	 5.	Να είναι η δυνατή η χρήση τους σύμφωνα με τις ισχύου-

σες κατευθυντήριες γραμμές ορθής παρασκευαστικής 
πρακτικής (Good Manufacturing Practice guidelines).
Στις ακόλουθες ενότητες παρουσιάζονται τα μέχρι τώ-

ρα αποτελέσματα που σχετίζονται με τη χρήση των MSCs 
σε διάφορες θεραπευτικές προσεγγίσεις.

Εμβιομηχανική ιστών
Πρόσφατες μελέτες έχουν επικεντρωθεί σε εφαρμο-

γές που στηρίζονται σε μεταμόσχευση βλαστικών ή πρό-
δρομων κυττάρων μέσω ικριωμάτων63. Τα ικριώματα, 
συνήθως κατασκευάζονται από φυσικά ή συνθετικά υλι-
κά με ποικίλες βιοδραστικές και μηχανικές ιδιότητες και 
παρέχουν το κατάλληλο περιβάλλον για την κυτταρική 
ανάπτυξη, τη διαφοροποίηση καθώς και την οργανογέ-
νεση. Είναι φανερό πως ο τύπος των κυττάρων μαζί με 
την επιλογή του κατάλληλου βιοϋλικού είναι θεμελιώδους 
σημασίας για το αποτέλεσμα της εν λόγω θεραπείας63.

Έχουν προταθεί και εφαρμοστεί τουλάχιστον τρεις 
διαφορετικοί τρόποι για τη χρήση MSCs σε ικριώματα. 
Στην πρώτη μέθοδο τα MSCs προσδένονται στα ικριώ-
ματα in vitro, και μετά από μία σύντομη επώαση για να 
διασφαλιστεί η επιτυχής πρόσδεση, εμφυτεύονται στην 

περιοχή της ιστικής βλάβης64. Κατά τη δεύτερη μέθοδο, 
το ικρίωμα με τα κύτταρα επωάζονται σε καλλιεργητικό 
μέσο που επάγει τη διαφοροποίηση προς συγκεκριμένες 
κυτταρικές προβαθμίδες (κυρίως πρόδρομα οστεοκύττα-
ρα, χονδροκύτταρα και λιποκύτταρα) και μετά την πάρο-
δο 7-14 ημερών εμφυτεύεται στην προκαθορισμένη θέση 
βλάβης του ιστού ή οργάνου22,64. Εναλλακτικά, τα κύττα-
ρα μαζί με το ικρίωμα περιλαμβάνονται σε προστατευτι-
κά «καλύμματα» (π.χ. υδρογέλη - hydrogel) επιτρέποντας 
έτσι την ωρίμανση του ικριώματος in vivo64. Οι προσεγ-
γίσεις αυτές έχουν εκτενώς περιγραφεί σε διάφορα ζω-
ικά πρότυπα, πλην όμως η κλινική τους εφαρμογή στον 
άνθρωπο είναι περιορισμένη και βρίσκεται ακόμη στο 
στάδιο των προκλινικών μελετών16,64.

Πιο συγκεκριμένα, δεδομένου ότι MSCs μπορούν να 
διαφοροποιηθούν σε κύτταρα μεσοδερμικής προέλευσης, 
έχει μελετηθεί η καλλιέργεια τους σε ιστοειδικά ικριώμα-
τα και η μετέπειτα εμφύτευσή τους σε περιοχές του προς 
αποκατάσταση ιστού64. Προκλινικές μελέτες σε τρωκτικά, 
σκύλο και στον άνθρωπο έχουν δείξει πως η χρήση αυτό-
λογων BM-MSCs τοποθετημένων σε πορώδες κεραμικό 
φωσφορικού ασβεστίου οδηγεί στην αποκατάσταση κα-
ταγμάτων μακρών οστών64. Ομοίως, ικριώματα υαλου-
ρονικού οξέος και πολυμερών που φέρουν ΒΜ-ΜSCs 
έχουν χρησιμοποιηθεί για την αποκατάσταση χόνδρου65. 
Ο De Coppi και συν. έδειξαν πως ΑF-MSCs εμφυτευμέ-
να σε ικρίωμα μπορούν να διαφοροποιηθούν επιτυχώς 
in vivo σε οστεοκύτταρα και να οδηγήσουν στην αποκα-
τάσταση οστού σε ανοσοκατασταλμενο ζωικό πρότυπο 
(NOD/SCID)8. 

Παρακρινής δράση των MSCs 
Τα τελευταία χρόνια, μεγάλος αριθμός μελετών έχει 

εστιαστεί στην ανάλυση του ρόλου της παρακρινούς δρά-
σης των MSCs66. Στην πλειονότητα των περιπτώσεων για 
τη μελέτη του εκκριτώματος και την ανάλυση της ταυτό-
τητας των εκκρινόμενων βιοδραστικών παραγόντων των 
MSCs συλλέγεται καλλιεργητικό μέσο στις 24 ή 48h και 
εφαρμόζονται μέθοδοι πρωτεομικής, ELISA ή μικροσυ-
στοιχιών64. Η ποσότητα και η ποιότητα των βιοδραστι-
κών παραγόντων ποικίλλει από δότη σε δότη και επίσης 
διαφέρει σημαντικά ανάλογα με την πηγή απομόνωσης 
των MSCs. 

Αυτά τα αποτελέσματα, ενδεχομένως να οδηγήσουν 
σε καινοτόμες θεραπευτικές προσπελάσεις, που θα συμ-
βάλουν ενεργά στην αναγέννηση ή την επιδιόρθωση 
ιστών. Πιο συγκεκριμένα, σε μοντέλο εμφράγματος του 
μυοκαρδίου σε αρουραίο, η μεταμόσχευση αλλογενών 
MSCs είχε ευεργετικά αποτελέσματα μέσω παρακρινούς 
δράσης και οδήγησε στη βελτίωση της λειτουργίας της 
αριστερής κοιλίας τέσσερις εβδομάδες μετά τη μεταμό-
σχευση67. Επίσης, η έκθεση ενδοθηλιακών κυττάρων σε 
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εκκρίτωμα των MSCs έδειξε ότι προωθεί τον πολλαπλα-
σιασμό και τη μετανάστευση τους in vitro με δοσο-εξαρ-
τώμενο τρόπο μέσω του VEGF και bFGF που αποτελούν 
βασικούς παράγοντες εμπλεκόμενους στη διαδικασία αυ-
τή67. Μια πρόσθετη επιβεβαίωση του θεραπευτικού ρόλου 
του εκκριτώματος των MSCs έχει επίσης αναφερθεί σε 
προκλινικό μοντέλο οξείας νεφρικής ανεπάρκειας, όπου 
η μεταμόσχευση κυττάρων οδήγησε σε βελτίωση του 
φαινοτύπου, μέσω παρακρινικών επιδράσεων που επη-
ρεάζουν τις φλεγμονώδεις, αγγειακές και αποπτωτικές/
νεκρωτικές διαδικασίες που σχετίζονται με την ισχαιμική 
ανεπάρκεια των νεφρών. Δείχθηκε πως τα μεταμοσχευμέ-
να MSCs δεν διαφοροποιούνται σε ώριμα σωληνοειδή ή 
ενδοθηλιακά κύτταρα, ενώ η έκφραση προ-φλεγμονωδών 
μορίων, όπως IL-1β, ΤΝΡ-α, ΙΡΝ-γ μειώθηκε σημαντικά 
στα νεφρά, με ταυτόχρονη επαγωγή των αντι-φλεγμονω-
δών κυτοκινών, όπως IL-10, bFGF, ΤΟΡ-α, και Bcl-268. 

Στο πλαίσιο αυτό, η ερευνητική μας ομάδα έδειξε ότι 
τα AF-MSCs μπορούν, με τους παράγοντες που εκκρίνουν, 
να επιταχύνουν την ιστική επιδιόρθωση σε ανοσοκατα-
σταλμένο ζωικό πρότυπο οξείας ηπατικής ανεπάρκειας 
(ΟΗΑ). Πιο συγκεκριμένα, μελετήθηκε η παρακρινι-
κή δράση των κυττάρων αυτών στη θεραπεία της ΟΗΑ 
όπου, αποδείχθηκε ότι τα κύτταρα αυτά εκκρίναν αντι-
φλεγμονώδεις κυτοκίνες, όπως είναι η ιντερλευκίνη-10 
(IL-10), καθώς και αυξητικούς παράγοντες, που παίζουν 
ρόλο στην ιστική επιδιόρθωση, γεγονός που συνέβαλε 
στη βελτίωση της ηπατικής λειτουργίας69. Σε παράλλη-
λη μελέτη, δείξαμε ότι τα AF-MSCs έχουν τη δυνατότητα 
μέσω εκκρινόμενων βιοδραστικών ουσιών να προωθή-
σουν την αγγειογένεση in vivo70. 

Είναι επίσης γνωστό ότι το εξωκυτταρικό μικροπερι-
βάλλον των MSCs είναι πλούσιο σε διαλύματα πρωτεϊ-
νών, πολυσακχαριτών, καθώς και κυστίδια που περιέχουν 
πρωτεΐνες, mRNAs, και miRNAs67. Πρόσφατες μελέτες 
προσδιορίζουν την απελευθέρωση των μικροκυστιδίων 
(microvesicles-MVs) και εξωσωμάτων (exosomes) ως 
ένα παρακρινή μηχανισμό των MSCs. In vivo πειραματι-
κές προσεγγίσεις έδειξαν ότι τα εκκρινόμενα MVs από τα 
ΒΜ-MSCs επιταχύνουν τη μορφολογική και λειτουργική 
ανάκτηση της οξείας νεφρικής ανεπάρκειας σε ανοσοκα-
τασταλμένα ποντίκια SCID, με επαγωγή του πολλαπλα-
σιασμού των σωληνοειδών κυττάρων, και βοηθούν με 
τον τρόπο αυτό την επιβίωση των ζώων71.

Επιπλέον, πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι το ευ-
εργετικό αποτέλεσμα που παρατηρείται σε προκλινικά 
μοντέλα καρδιακής ισχαιμίας μετά από μεταμόσχευση 
MSCs, θα μπορούσε να οφείλεται κυρίως στα εκκρινό-
μενα MVs67. Τα ΜVs και τα εξωσώματα που εκκρίνονται 
από MSCs δοκιμάζονται σήμερα σε αρκετά άλλα προκλι-
νικά μοντέλα με βλάβες, όπως το εγκεφαλικό επεισόδιο, 
η ηπατική ίνωση, οι ρευματικές παθήσεις, και η οξεία 
πνευμονική ανεπάρκεια67.

Αναγέννηση μικροπεριβάλλοντος 
Η εγγενής εκκριτική δραστηριότητα των MSCs είναι 

δυνατό να συντελεί στην αναγέννηση του μικροπεριβάλ-
λοντος του ιστού στις περιοχές βλάβης ή τραυματισμού. 
Αρχικά, η ιδιότητα αυτή των MSCs δοκιμάστηκε στο 
πλαίσιο της θεραπείας του καρκίνου συγχορηγώντας αν-
θρώπινα MSCs κατά τη μεταμόσχευση μυελού των οστών 
σε ασθενείς, που έχουν υποβληθεί σε χημειοθεραπεία/ 
ακτινοβολία με στόχο τη μετανάστευση και τον εποικι-
σμό των MSCs στο στρώμα του μυελού των οστών και 
την επακόλουθη αναγέννηση αυτού64.

Πληθώρα πειραμάτων βασίζονται στη χρήση αλλο-
γενών ή αυτόλογων MSCs με στόχο την αναγέννηση του 
μικροπεριβάλλοντος των ιστών, μέσω της ενεργοποίη-
σης των ενδογενών βλαστικών ή των πρόδρομων κυττά-
ρων64. Εντούτοις, ο λεπτομερής μηχανισμός δράσης των 
MSCs δεν είναι σαφής.

Από τις αρχές της δεκαετίας, πειραματικές και προ-
κλινικές μελέτες εστιάζονται στην επίδραση των ΒΜ-
MSCs στην αναγέννηση του καρδιακού ιστού μετά από 
καρδιακό έμφραγμα/ισχαιμία72 ή της ισχαιμίας, η οποία 
αποτελεί απότοκο εγκεφαλικού επεισοδίου73. Παράλλη-
λα, MSCs ενηλίκων και εμβρυϊκών πηγών έχουν χρησι-
μοποιηθεί για την αναγέννηση μηνίσκων και τενόντων 
και την επούλωση πληγών64. Επιπλέον, από την ομάδα 
μας μελετήθηκε λεπτομερώς ο ενδεχόμενος ρόλος των 
AF-MSCs στην επούλωση τραυμάτων31.

Ο μηχανισμός δράσης, που διέπει όλες αυτές τις πε-
ριπτώσεις φαίνεται να είναι ο ίδιος: τα MSCs εκκρίνουν 
βιοδραστικούς παράγοντες που αναστέλλουν την απόπτω-
ση, ενισχύουν την κυτταρική μετανάστευση, προωθούν 
την αγγειογένεση, και αυξάνουν τον ρυθμό πολλαπλασι-
ασμού των βλαστικών ή προγονικών κυττάρων που βρί-
σκονται στον ιστό. Το πολύπλοκο αυτό φαινόμενο που 
προκαλείται από την εκκριτική δραστηριότητα των MSCs 
αναφέρεται και ως “τροφική δραστηριότητα”64.

Ανοσορρύθμιση
Καλλιεργητικό μέσο προερχόμενο από ΒΜ-MSCs 

ευρισκόμενα σε φάση ανάπτυξης έχει ισχυρές ανοσοκα-
τασταλτικές ιδιότητες σε δοκιμασία μεικτής λεμφοκυττα-
ρικής αντίδρασης64. Αυτή η ανοσορρυθμιστική επίδραση 
έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή του πολλαπλασιασμού 
των Τ λεμφοκυττάρων επιδρώντας ανασταλτικά στην 
παραγωγή του TNF-α και INF-γ και ως εκ τούτου, οδη-
γεί στην αύξηση των επιπέδων της IL-10. Επίσης, πα-
ρατηρήθηκε ότι τα ΒΜ-MSCs, παρουσία του φαρμάκου 
bortezomib, έχουν θεραπευτική δράση σε in vivo προκλι-
νικό μοντέλο ρευματοειδούς αρθρίτιδας74. 

Αν και οι ανοσορρυθμιστικές επιδράσεις των εκκρι-
νόμενων παραγόντων των MSCs δεν έχουν ακόμη τεκ-
μηριωθεί επαρκώς, τα διαθέσιμα μέχρι τώρα δεδομένα 
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υποστηρίζουν ότι τα αλλογενή MSCs μπορούν δυνητικά 
να χρησιμοποιηθούν ως θεραπευτικοί παράγοντες λόγω 
της χαμηλής ανοσογονικότητας τους64. Σε αυτό το πλαί-
σιο, η Osiris Therapeutics, Inc. προχώρησε σε κλινικές 
δοκιμές χρησιμοποιώντας αλλογενή MSCs για τη θερα-
πεία της νόσου μοσχεύματος έναντι ξενιστή (GVHD) και 
της νόσου του Crohn64. Ανάλογο πλεονέκτημα λόγω χα-
μηλής ανοσογονικότητας παρουσιάζουν και τα fMSCs14. 
Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι τα AF-MSCs εμποδίζουν την 
ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων και επίσης εκκρί-
νουν παράγοντες με ισχυρή αντιφλεγμονώδη δράση όπως 
η GRO, η MCP και η IL-614.

Προοπτικές
Αν και η λεπτομερής μελέτη των ιδιοτήτων των MSCs 

συνεχίζεται τα τελευταία 20 χρόνια, μόνον πρόσφατα 
έχουν τεκμηριωθεί οι δυνατότητες τους για την κλινική 
χρήση. Οι ιδιότητες των MSCs τα καθιστούν σημαντικά 
εργαλεία για την αποκατάσταση της βλάβης των ιστών ή 
για την αναγέννηση και επανόρθωση του μικροπεριβάλ-
λοντος του ιστού. Εντούτοις, παράγοντες όπως η ηλικία 
του ασθενούς, το μέγεθος της βλάβης, η επάρκεια, η πηγή 
προέλευσης και ο αριθμός των MSCs παίζουν σημαντικό 
ρόλο στο θεραπευτικό αποτέλεσμα (Εικόνα 1). Είναι φα-
νερό πως οι μηχανισμοί που διέπουν την ανοσορρύθμιση 
και την παρακρινή δράση των MSCs είναι διαφορετικοί 
από εκείνους που συμμετέχουν στη μηχανική των ιστών 
και την αντικατάσταση οργάνων. Είναι αξιοσημείωτο 
πως ανάλυση δεδομένων από κλινικές μελέτες σε ασθε-
νείς παγκοσμίως έδειξε πως περισσότερες από 4500 θε-
ραπευτικές προσεγγίσεις βασίζονται στη χρήση θεραπείας 
βλαστικών κυττάρων, εκ των οποίων οι 470 σχετίζονται 
με MSCs (Clinical Trials.gov, June 2014).

Οι απόψεις στη διεθνή επιστημονική κοινότητα σχετι-
κά με τις θεραπευτικές δυνατότητες των MSCs διίστανται. 
Πολλοί θεωρούν ότι τα κύτταρα αυτά διαθέτουν ξεχωρι-
στές ιδιότητες που τα καθιστούν χρήσιμα στην κλινική 
πράξη22,64,75-77, ενώ άλλοι προσομοιάζουν τα MSCs απλά 
με ινοβλάστες16. Σε κάθε περίπτωση, το σημερινό επίπε-

δο γνώσεων, τόσο στην Ελλάδα όσο διεθνώς, στο πεδίο 
των μεσεγχυματικών κυττάρων υστερεί σε ότι αφορά τα 
παρακάτω σημεία16:
	1)	την επαρκή κατανόηση της βασικής βιολογίας των 

κυττάρων αυτών, 
	2)	τον καθορισμό του ακριβούς φαινοτύπου και της μορ-

φολογίας των MSCs, 
	3)	τους μηχανισμούς που ελέγχουν την in vivo διαφο-

ροποίηση, μετανάστευση και εποικισμό στους διά-
φορους ιστούς

	4)	την επαρκή έκπτυξη και διαθεσιμότητά τους για τη 
μελλοντική χρήση στην κλινική πράξη και

	5)	τον μηχανισμό δράσης τους
Πριν είναι εφικτή η κλινική χρήση των MSCs, απαιτεί-

ται να απαντηθούν επαρκώς τα ανωτέρω σημεία. Απαραί-
τητες προϋποθέσεις για το σκοπό αυτό είναι η κατανόηση 
της βιολογίας των κυττάρων αυτών και η έκπτυξη των 
κυτταρικών πληθυσμών από γνωστές ή νέες πηγές χρη-
σιμοποιώντας αξιόπιστες και αναπαραγώγιμες in vitro 
και in vivo μεθοδολογίες16.

Εικόνα 1. Παράγοντες που θεωρούνται σημαντικοί για να εί-
ναι δυνατή η χρήση των MSCs στην Αναγεννητική Ιατρική και 
Κυτταρική Θεραπεία.
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Abstract: The concept of Regenerative Medicine combined with Cell based Therapy and Tissue En-
gineering represents the forth pillar of healthcare and provides a promising approach for the treatment 
of serious diseases. Recently, cell based therapies have been focused on the use of mesenchymal stem/
stromal cells (MSCs). Human MSCs represent a mesoderm derived population of progenitors that are 
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Γενετικά τροποποιημένα, με χιμαιρικούς αντιγονικούς 
υποδοχείς, Τ-λεμφοκύτταρα στην αντιμετώπιση 

αιματολογικών κακοηθειών

Παναγιώτης Καλογιαννίδης

Περίληψη: Τα τρέχοντα χημειοθεραπευτικά σχήματα, η μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων αλ-
λά και η υποστηρικτική θεραπευτική αγωγή οδήγησαν σε αξιοσημείωτη βελτίωση στην έκβαση ασθε-
νών με αιματολογικές κακοήθειες. Ωστόσο, θεραπευτικές προσεγγίσεις υψηλής αποτελεσματικότητας 
και χαμηλής τοξικότητας εξακολουθούν να είναι ένας εξαιρετικά επιθυμητός όσο και προκλητικός στό-
χος στην αιματολογία και την ογκολογία γενικότερα. Στο πλαίσιο αυτό, οι κυτταρικές θεραπείες έχουν 
εξαιρετικές δυνατότητες. Η γνώση πως οι εγχύσεις λεμφοκυττάρων του δότη έχουν τη δυνατότητα να 
εξαλείψουν νόσο που υποτροπίασε μετά από μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων, αποτέλεσε την 
απαρχή της ιδέας για παραγωγή κυττάρων με ειδικότητα έναντι κακοήθων κυττάρων. Η γενετική τρο-
ποποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων ώστε να εκφράζουν επιπρόσθετα του φυσικού τους υποδοχέα (T cell 
receptor, TCR) και χιμαιρικό υποδοχέα έναντι αντιγόνων επιφανείας (chimeric antigen receptor, CAR), 
συνδυάζει την ανεξάρτητη του HLA συστήματος σύνδεση με το αντιγόνο-στόχο και μεταφορά μηνύμα-
τος ενεργοποίησης στο τροποποιημένο κύτταρο, αποσκοπώντας σε αποτελεσματική αντινεοπλασματική 
δράση και σε μακρά διάρκεια παραμονής στον ασθενή. Οι τεχνητά παραγόμενοι CARs ενσωματώνονται 
στα Τ-λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος μέσω χρησιμοποίησης συστημάτων μεταφοράς γενετικού 
υλικού, κυρίως ιϊκών φορέων. Τα ευρύτερα χρησιμοποιούμενα αντιγόνα επιφανείας είναι κυρίως αυτά 
που χαρακτηρίζουν κύτταρα B-λεμφικής προέλευσης. Η ανοσοθεραπεία με χορήγηση Τ-λεμφοκυττάρων 
εφοδιασμένων με CARs αναπτύσσεται για περίπου δύο δεκαετίες και στο διάστημα αυτό έχει εξελιχθεί 
από μία καινοτόμο αλλά πολύπλοκη τεχνολογία, σε μία αναδυόμενη εναλλακτική θεραπευτική επιλο-
γή για αιματολογικές κακοήθειες. Ωστόσο, πολλά θέματα που επηρεάζουν την αποτελεσματικότητα και 
ασφάλεια της μεθόδου δεν έχουν διευκρινιστεί ακόμα πλήρως. Η παρούσα σύντομη ανασκόπηση συ-
νοψίζει την πρόσφατη εξέλιξη σε βιολογικό και κλινικό επίπεδο αλλά και τις μελλοντικές κατευθύνσεις 
στην πορεία της ευρύτερης κλινικής εφαρμογής των κυτταρικών θεραπειών στην αντιμετώπιση των αι-
ματολογικών κακοηθειών.
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Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Η ισχυρότερη απόδειξη της σημασίας των ανοσολογι-

κών μηχανισμών στην αντιμετώπιση αιματολογικών κα-
κοηθειών προέρχεται από το πεδίο της μεταμόσχευσης 
αλλογενών αιμοποιητικών κυττάρων (allogeneic stem 
cell transplantation, alloHSCT) και την αναγνωρισμέ-

νη δράση των Τ-λεμφοκυττάρων του μοσχεύματος ένα-
ντι κακοήθειας1. 

Φυσιολογικά, τα Τ-λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν καρ-
κινικά αντιγόνα μέσω του ειδικού αβ–υποδοχέα τους (αβ 
Τ-cell receptor, TCR), προκαλούν καταστροφή των κυτ-
τάρων-στόχων, ενώ παράλληλα ενισχύουν την κυττα-
ροτοξική δράση ενεργοποιώντας και άλλα στοιχεία του 
ανοσολογικού συστήματος. Από την άλλη πλευρά, τα κα-
κοήθη κύτταρα εμποδίζουν έως και καταργούν τη δράση 
των κυτταροτοξικών κυττάρων είτε μέσω μείωσης της 
έκφρασης των ειδικών καρκινικών αντιγόνων τους είτε 
μέσω επαγωγής μηχανισμών που καταστέλλουν την κυτ-
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ταροτοξική λειτουργία. 
Η βασική επιδίωξη για την αντιμετώπιση αιματολο-

γικών κακοηθειών αλλά και του καρκίνου γενικότερα, 
μέσω ειδικών, ανοσολογικού τύπου θεραπειών (όπως 
είναι οι κυτταρικές θεραπείες), είναι η δημιουργία εξει-
δικευμένων προϊόντων που συγκρινόμενα με τη συμβα-
τική χημειοθεραπεία θα έχουν τηv ελάχιστη τοξικότητα 
αποδίδοντας παράλληλα τη μέγιστη αποτελεσματικότητα. 

Γενετικά τροποποιημένα κύτταρα
Με στόχο να ενισχυθεί η δράση των Τ-κυττάρων έναντι 

των κακοήθων κυττάρων διερευνώνται μέθοδοι γονιδια-
κής τροποποίησης των φυσικών TCR ή και ενσωμάτω-
σης ειδικών TCR για αντιγόνα κακοήθων κυττάρων, όμως 
τα αποτελέσματα δεν είναι προς το παρόν τα αναμενό-
μενα ώστε να ενταχθούν σε ευρεία κλινική εφαρμογή2,3.

Εναλλακτική θεραπευτική προσέγγιση αποτελεί η δη-
μιουργία γενετικά τροποποιημένων Τ-λεμφοκυττάρων που 
θα εκφράζουν επιπλέον του φυσικού TCR και χιμαιρικό 
υποδοχέα (chimeric antigen receptor, CAR) που αναγνω-
ρίζει αντιγόνα υδατανθρακικής ή γλυκολιπιδιακής προέ-
λευσης, που εκφράζονται στην επιφάνεια των κακοήθων 
κυττάρων, διευρύνοντας έτσι τη δεξαμενή των πιθανών 
αντιγόνων-στόχων4. 

Θεραπείες που βασίζονται στη χορήγηση γενετικά 
τροποποιημένων ειδικών CAR/Τ-λεμφοκυττάρων (CAR/
T-cells) αποτελούν ένα ταχέως εξελισσόμενο τομέα των 
εξειδικευμένων θεραπειών αλλά και της ανοσοθεραπεί-
ας γενικότερα, επιδεικνύοντας σε πολλές μελέτες φάσης 
Ι-ΙΙ αξιοσημείωτη αποτελεσματικότητα χωρίς σημαντι-
κή τοξικότητα.

Σχεδιασμός του χιμαιρικού υποδοχέα
Τα γενετικά τροποποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα ώστε 

να εκφράζουν CARs συνδυάζουν την ιδιότητα των μο-
νοκλωνικών αντισωμάτων να αναγνωρίζουν και να συν-
δέονται με το αντιγόνο-στόχο, με την κυτταροτοξική 
ικανότητα καθώς και την ικανότητα αυτοανανέωσης των 
Τ-λεμφοκυττάρων παρέχοντας έτσι πρόσθετα πλεονεκτή-
ματα έναντι των φυσικών Τ-λεμφοκυττάρων5.

Ο σχεδιασμός των σύγχρονων CARs ξεκίνησε, από 
τους Eshar και συν. προ 20-ετίας4. Στο βασικό σχεδιασμό 
αποτελούνται από ένα εξωκυττάριο τμήμα που προσφέρει 
τη θέση αναγνώρισης και σύνδεσης με το επιθυμητό αντι-
γόνο επιφανείας το οποίο προέρχεται από τις μεταβλητές 
περιοχές της βαρειάς και ελαφράς αλυσίδας ενός μονο-
κλωνικού αντισώματος (monoclonal antibody, Mab) που 
συνδέονται μεταξύ τους με ένα μικρό συνθετικό πεπτίδιο 
(single chain variable fragment, scFv), ένα διαμεμβρανι-
κό και ένα ενδοκυττάριο τμήμα που θα σηματοδοτήσει 
την ενεργοποίηση και την κυτταροτοξική λειτουργία του 

γενετικά τροποποιημένου Τ-λεμφοκυττάρου. Επιπλέον, 
το εξωκυττάριο και διαμεμβρανικό τμήμα συνδέονται με 
εύκαμπτη συνδεσμική περιοχή (Eικόνα 1A). 

Το εξωκυττάριο τμήμα
To scFv τμήμα είναι αυτό που καθορίζει την ειδικό-

τητα του CAR6,7. Ιδανικά μόρια-στόχοι είναι εκείνα που 
εκφράζονται μόνο σε κακοήθη κύτταρα ή σε κύτταρα που 
υποστηρίζουν την ανάπτυξη των κακοήθων κυττάρων. 
Στην περίπτωση αιματολογικών κακοηθειών, αντιγόνα 
επιφανείας ειδικά κυτταρικής σειράς, είναι αυτά που κα-
τά κύριο λόγο αποτελούν μόρια-στόχους των CARs. Τα 
ειδικά της λεμφικής σειράς αντιγόνα επιφανείας, CD19 
και CD20, αν και εκφράζονται τόσο σε κακοήθη όσο και 
σε υγιή κύτταρα, έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως σε κλι-
νικές εφαρμογές κυτταρικής θεραπείας με CAR/T-cells.

Το τμήμα σύνδεσης εξωκυττάριου  
και διαμεμβρανικού τμήματος 

Στον αρχικό σχεδιασμό το τμήμα αυτό εξυπηρετούσε 
μόνο τη σύνδεση του εξωκυττάριου με το διαμεμβρανικό 
τμήμα. Ωστόσο, αν και τα αποτελέσματα μελετών είναι 
αντικρουόμενα, φάνηκε ότι το μήκος του τμήματος σύν-
δεσης του εξωκυττάριου και διαμεμβρανικού τμήματος 
συμβάλλει στη λειτουργικότητα και αποτελεσματικότη-
τα του CAR/T-cell7,8.

Το διαμεμβρανικό τμήμα
Το διαμεμβρανικό τμήμα συνήθως προέρχεται από 

μέρη των CD3-ζ, CD4, CD8 ή CD28 μορίων. Όπως και 
το προηγούμενο τμήμα, αρχικά σχεδιάστηκε ως συνδε-
τικό μέσο, όμως υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις πως και το 
διαμεμβρανικό τμήμα επηρεάζει τη δραστικότητα του 
CAR/T-cell. Οι αρχικοί CAR που είχαν ως διαμεμβρανικό 
τμήμα προερχόμενο από το CD3-ζ μόριο αποδείχθηκαν 
λιγότερο σταθεροί από αυτούς που είχαν διαμεμβρανικό 
τμήμα προερχόμενο από το CD28 μόριο9.

Το ενδοκυττάριο τμήμα
 Το ενδοκυττάριο τμήμα είναι υπεύθυνο για την ενεργο-

ποίηση του Τ-κυττάρου μετά την αναγνώριση και σύνδεση 
του αντιγόνου στόχου με το scFv. Αρχικά, η ενεργοποίηση 
του CAR/T-cell βασίζονταν στη σηματοδότηση ενός μό-
νο μονοπατιού είτε του εξαρτώμενου από το CD3-ζ μόριο 
του συμπλέγματος του φυσικού TCR υποδοχέα είτε του 
Fc υποδοχέα της IgE-γ αλυσίδας (CAR 1ης γενιάς)10. Σε 
φυσιολογικές συνθήκες, η ολοκληρωμένη και αποτελε-
σματική λειτουργία των Τ-cells απαιτεί, μετά την σύνδεση 
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με τον αντιγονικό στόχο, την ενεργοποίηση των συνδιε-
γερτικών μονοπατιών. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω σύνδε-
σης των μορίων (π.χ. CD80, CD86 ) που εδράζονται στη 
μεμβράνη επιφάνειας του κακοήθους κυττάρου και των 
υποδοχέων τους (π.χ. CD28) που εδράζονται στην μεμ-
βράνη των Τ-cells11. Σε απουσία ενεργοποίησης αυτού 
του μονοπατιού, επέρχεται “αν-ενέργεια” των Τ-cells με 
τελικό αποτέλεσμα την επαγωγή συνθηκών ανοσολογι-
κής ανοχής. Τα κακοήθη κύτταρα με στόχο να αποφύγουν 
την κυτταροτοξική δράση των Τ-cells και να επάγουν την 
“ανοσολογική αν-ενέργεια” μειώνουν ή και καταργούν 
την έκφραση των συνδιεγερτικών τους μορίων12. Στην πο-
ρεία της κλινικής εφαρμογής θεραπειών με CAR/T-cells 
αποδείχθηκε πως η ενσωμάτωση ενός ή ακόμα και δύο 
συνδιεγερτικών μορίων όπως των CD28, CD134, CD137, 
CD27 που θα ενεργοποιούνται άμεσα μετά τη σύνδεση με 
το αντιγόνο στόχο, αυξάνει την αποτελεσματικότητα και 
επιβίωση των συγκεκριμένων CAR/T-cells (CARs 2ης ή 

3ης γενεάς), με αποτέλεσμα η συγκεκριμένη μέθοδος δη-
μιουργίας CAR να θεωρείται επί του παρόντος η πλέον 
αποδεκτή9,13-17 (Eικόνα 1B).

Μέθοδοι γενετικής τροποποίησης  
των λεμφοκυττάρων

Τα DNA πλασμίδια που μεταφέρουν την πληροφο-
ρία έκφρασης CAR μπορεί να ενσωματωθούν στο γε-
νετικό υλικό του κυττάρου στόχου μετά από εφαρμογή 
ηλεκτρικού πεδίου (electroporation ή nucleoporation). 
Το μειονέκτημα της μεθόδου είναι ο χαμηλός βαθμός 
διαμόλυνσης που απαιτεί μεγάλο χρόνο ex-vivo καλλι-
έργειας των κυττάρων για να παραχθεί ικανοποιητικός 
αριθμός για κλινική χρήση, με αποτέλεσμα την “κυττα-
ρική εξουθένωση” και άρα την πλημμελή λειτουργικό-
τητα των Τ-λεμφοκυττάρων18. 

Η γονιδιακή μεταφορά μπορεί επίσης να γίνει μέ-
σω ιϊκών φορέων όπως οι γ-ρετροϊοί (gamma retroviral 
vectors). Αν και είναι περισσότερο αποδοτική μέθοδος 
αναφορικά με την ικανότητα διαμόλυνσης, υπάρχει η πι-
θανότητα εμφάνισης μεταλλαξιογένεσης λόγω ενσωμά-
τωσης του φορέα στη γειτονία ογκογονιδίων (insertional 
mutagenesis). Οι λεντιϊοί αποτελούν την άλλη μεγάλη οι-
κογένεια ιών που δοκιμάστηκαν ως “οχήματα μεταφοράς” 
γονιδίων στο γενετικό υλικό των Τ- λεμφοκυττάρων και 
διαθέτουν το πλεονέκτημα της γενετικής τροποποίησης 
και κυττάρων εν ηρεμία, ιδιότητα που ελλείπει από τους 
γ-ρετροϊούς, καθώς και ασφαλέστερο προφίλ θέσεων εν-
σωμάτωσης στο γονιδίωμα19-21.

Ο ρόλος της χορήγησης χημειοθεραπείας 
πριν την χορήγηση λεμφοκυττάρων

Η χορήγηση χημειοθεραπευτικών-λεμφολυτικών πα-
ραγόντων πριν την έγχυση των CAR/T-cells βελτιώνει την 
έκπτυξη, παραμονή και την δραστικότητά τους. Αυτά τα 
οφέλη είναι αποτέλεσμα της ελάττωσης των Tregs , της 
ελάττωσης της μάζας των κακοήθων κυττάρων και της 
αυξημένης παραγωγής κυτταροκινών (π.χ. IL-7 και IL-15) 
που ευνοούν την in vivo έκπτυξη των λεμφοκυττάρων22,23.

Τρέχουσα κλινική εμπειρία 
Όπως προαναφέρθηκε, στην πλειοψηφία των μελετών 

τα αντιγόνα-στόχοι ήταν το CD19 και CD20 και συνεπώς 
η μεγαλύτερη εμπειρία προέρχεται από την αντιμετώπι-
ση λεμφικών κακοηθειών, B-κυτταρικής αρχής. Πρέπει 
όμως να σημειωθεί πως οι μελέτες είναι φάσης I-II, με 
μικρό αριθμό ασθενών και με ετερογενή χαρακτηριστικά 
όσον αφορά τα νοσήματα, τον αριθμό των εγχυθέντων 
κυττάρων, το είδος της προηγηθείσας θεραπείας, τα χρη-

Εικόνα 1. Α: Σχεδιασμός και βασικά μέρη του CAR. Β: CAR 1ης 
γενεάς (χωρίς ενσωματωμένο συνδιεγερτικό μόριο), CAR 2ης 
γενεάς (με ενσωμάτωση ενός συνδιεγερτικού μορίου), CAR 
3ης γενεάς (με ενσωμάτωση δύο συνδιεγερτικών μορίων).  
*, †: συνδιεγερτικά μόρια (π.χ., CD28/CD86 & CD80, CD134/
OX40, CD137/4-1BB).
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σιμοποιηθέντα συνδιεγερτικά μόρια και τον τρόπο δια-
μόλυνσης των κυττάρων.

1ης γενεάς CARs
Οι πρώτες κλινικές μελέτες διενεργήθηκαν με 1ης γε-

νεάς CARs και αν και στις περισσότερες από αυτές η έγ-
χυση συνδυάστηκε και με προηγηθείσα χημειοθεραπεία, 
με στόχο τη μείωση του φορτίου της κακοήθειας αλλά και 
τη μείωση των Τ-ρυθμιστικών λεμφοκυττάρων (Tregs), 
τα αποτελέσματα ήταν γενικά μη ικανοποιητικά, καθώς 
επιτεύχθηκε μειωμένη έκπτυξη και παροδική μόνο πα-
ραμονή των CAR/T-cells. Σε δύο μελέτες σε ασθενείς με 
λεμφικές κακοήθειες που χορηγήθηκε επαρκής αριθμός 
CAR/T-cells 1ης γενεάς, η επιβίωση των τροποποιημέ-
νων κυττάρων δεν διήρκεσε πάνω από 3 εβδομάδες24,25. 

2ης γενεάς CARs 
Τα περισσότερο ικανοποιητικά αποτελέσματα έχουν 

επιτευχθεί με CARs 2ηςγενεάς, καθώς εκτός της άμεσης 
κυτταροτοξικότητας βελτιώθηκε τόσο η έκπτυξη όσο και 
η διάρκεια ζωής των CAR/T-cells.

Ιδιαίτερα ενθαρρυντικά αποτελέσματα από τη χρήση 
των 2η γενεάς CAR/Tcells δημοσιεύτηκαν από την ομά-
δα του πανεπιστήμιου της Pennsylvania. Σε 3 ασθενείς 
με πολυ-χημειοανθεκτική CLL χορηγήθηκαν 2ης γενεάς 
CAR/T-cells μετά από χορήγηση Endoxan και Pentostatin 
ή Bendamustin. Όλοι παρουσίασαν ύφεση της νόσου (2 
πλήρη, 1 μερική), o ένας δε, εμφάνισε και σύνδρομο λύ-
σης. Τα γονιδιακά τροποποιημένα κύτταρα εκπτύχθηκαν 
>1000 φορές και συνέχισαν να ανιχνεύονται σε υψηλό 
αριθμό για διάστημα άνω των 6 μηνών και μάλιστα σε 
ιστούς εκτός του περιφερικού αίματος, όπως ο μυελός 
των οστών. Οι συγγραφείς υπολόγισαν πως κάθε γονιδι-
ακά τροποποιημένο κύτταρο κατέστρεψε άνω των 1000 
κακοήθων κυττάρων26. 

Πιο πρόσφατα, σε μελέτη των Kochenderfer και συν. 8 
ασθενείς με χημειοανθεκτική νόσο (Β-NHL ή CLL) αντι-
μετωπίσθηκαν με συγχορήγηση 2ης γενεάς CAR/T-cells 
και χημειοθεραπείας. Οι 7/8 πέτυχαν ύφεση της νόσου (1 
πλήρη, 6 μερική) και διαπιστώθηκε παραμονή των εγχυ-
θέντων κυττάρων για 6-18 μήνες22.

Με στόχο την αντιμετώπιση περισσότερο επιθετικών 
αιματολογικών κακοηθειών όπως είναι η οξεία λευχαι-
μία, διερευνήθηκε η αποτελεσματικότητα αλλά και η το-
ξικότητα της χορήγησης CAR/T-cells ειδικών έναντι του 
CD19 μορίου, σε 2 παιδιατρικούς ασθενείς που έπασχαν 
από ανθεκτική οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία. Ο ένας 
είχε προηγουμένως υποβληθεί και σε alloHSCT. Η χο-
ρήγηση των CAR/T-cells είχε σαν αποτέλεσμα την επί-
τευξη πλήρους ύφεσης και στους δύο ασθενείς. Στον ένα 
διατηρείται για διάστημα πέραν των 12 μηνών, ενώ στον 

δεύτερο η νόσος υποτροπίασε 2 μήνες αργότερα, όμως ο 
κακοήθης κλώνος δεν εξέφραζε το αντιγόνο CD19 και συ-
νεπώς τα κακοήθη κύτταρα δεν ήταν πλέον “αναγνωρίσι-
μα” από τα CAR/Τ-cells. H τοξικότητα ήταν αποδεκτή, με 
σημαντικότερη ανεπιθύμητη ενέργεια την εμφάνιση του 
συνδρόμου της συστηματικής φλεγμονώδους απάντησης 
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS) ή “κα-
ταιγίδας κυτταροκινών”, που αντιμετωπίσθηκε επιτυχώς 
με τη χορήγηση κατάλληλης αγωγής27. Πρόσφατα, ερευ-
νητές από το Memorial Sloan-Kettering Cancer Center 
δημοσίευσαν αποτελέσματα της μεγαλύτερης μέχρι σή-
μερα αξιολογηθείσας σειράς ασθενών (16 ασθενείς, σε 
4 είχε προηγηθεί allo HSCT) που έπασχαν από ανθεκτι-
κή οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία και έλαβαν αυτόλογα 
CAR/T-cells ειδικά έναντι του CD19 μορίου. Το ποσοστό 
συνολικής ανταπόκρισης ήταν 88%, ενώ ιδιαίτερα υψη-
λό ήταν και το ποσοστό μοριακής ύφεσης (75%). Είναι 
αξιοσημείωτο πως η χορήγηση των CAR/T-cells λειτούρ-
γησε σαν “γέφυρα” ώστε 12 ασθενείς που δεν ήταν υπο-
ψήφιοι για alloHSCT λόγω ιδιαίτερα ανθεκτικής νόσου, 
τελικά να αποκτήσουν τη δυνατότητα να υποβληθούν σε 
alloHSCT. Και σ’αυτή τη μελέτη η σημαντικότερη επι-
πλοκή ήταν η εμφάνιση SIRS ενώ στους 4 ασθενείς πού 
είχε προηγηθεί alloHSCT, η χορήγηση των CAR/T-cells 
δεν συνοδεύτηκε από εμφάνιση νόσου του μοσχεύματος 
κατά του ξενιστή28. 

Συγκριτική μελέτη μεταξύ 1ης vs. 2ης γενεάς CAR/
T-cells από την ομάδα του Baylor College of Medicine 
(BCM) με 6 ασθενείς, κατέδειξε πως τα 2ης γενεάς CAR/
Τcells εμφάνισαν καλύτερη έκπτυξη, μεγαλύτερη διάρ-
κεια ζωής και ήταν δυνατή η επανέκπτυξή τους μετά από 
διέγερση του φυσικού τους TCR9.

3ης γενεάς CARs 
Από την ομάδα του Seattle δημοσιεύθηκαν αποτε-

λέσματα πιλοτικής μελέτης φάσης Ι με 3ης γενεάς CAR/
T-cells. Τέσσερεις ασθενείς με Β-λεμφικές κακοήθειες 
έλαβαν τα ειδικά τροποποιημένα κύτταρα, οι 3 μετά από 
χορήγηση Endoxan. Δύο ασθενείς χωρίς μετρήσιμη νόσο 
προ της έγχυσης λεμφοκυττάρων, παραμένουν χωρίς νό-
σο για 12 και 24 μήνες. Ένας ασθενής πέτυχε ύφεση που 
διήρκεσε 12 μήνες και ένας δεν απάντησε στη χορήγη-
ση. Για τους 3 ασθενείς που είχαν κλινικό όφελος τα γε-
νετικά τροποποιημένα λεμφοκύτταρα ανιχνεύονταν για 
9-12 μήνες μετά την έγχυση29. 

Εναλλακτικά μόρια-στόχοι και προέλευση 
των κυττάρων

Το αντιγόνο επιφανείας CD30 αποτέλεσε επίσης μό-
ριο-στόχο για CAR/T-cells. To μόριο CD30 εκφράζεται 
κυρίως σε λεμφώματα Hodgkin αλλά και σε κάποιους 
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υποτύπους Non Hodgkin λεμφωμάτων. Δεδομένων των 
κλινικών ανταποκρίσεων που διαπιστώθηκαν μετά από 
τη χορήγηση του μονοκλωνικού αντισώματος anti CD30 
αλλά και των ενθαρρυντικών προκλινικών αποτελεσμά-
των, κλινικές μελέτες είναι σε εξέλιξη5,30. 

Στις προαναφερθείσες μελέτες, τα T-λεμφοκύτταρα 
που χρησιμοποιήθηκαν για κλινική χρήση προέρχονταν 
από τους ίδιους τους ασθενείς (αυτόλογα Τ-Cells). Μία 
ενδιαφέρουσα προσέγγιση είναι αυτή των Kochenderfer 
και συν. που χορήγησαν κύτταρα του δότη γενετικά τρο-
ποποιημένα ώστε να εκφράζουν CAR 2ης γενεάς για το 
CD19, σε 10 ασθενείς με Β-κυτταρικής αρχής αιματολο-
γικές κακοήθειες που παρουσίασαν ανθεκτική νόσο μετά 
από προηγηθείσα alloHSCT αλλά και εγχύσεις λεμφο-
κυττάρων του δότη (Donor lymphocyte infusions, DLIs). 
Στους ασθενείς δεν χορηγήθηκε καμμία θεραπεία πριν την 
έγχυση των CAR/T-cells. Έπειτα από διάμεση περίοδο 
30 ημερών διαπιστώθηκε σημαντική κλινική απάντηση 
της νόσου σε 3/10 ασθενείς (1 σταθερή πλήρη ύφεση και 
1 σταθερή μερική ύφεση) ενώ η νόσος παρέμεινε σταθε-
ρή σε πέντε. Στους ασθενείς που παρουσίασαν απάντηση 
ή νόσος παρέμεινε σταθερή, τα γενετικά τροποποιημένα 
κύτταρα ανιχνεύονταν για διάστημα άνω 4 εβδομάδων. 
Οι ανεπιθύμητες αντιδράσεις ήταν καλά ελεγχόμενες και 
αφορούσαν αύξηση θερμοκρασίας, ήπια πτώση της πίε-
σης και κόπωση31.

Αντίθετα με τις λεμφικές κακοήθειες, λιγότερη εμπει-
ρία υπάρχει για τις μυελοειδείς αιματολογικές κακοή-
θειες αν και σε προκλινικές μελέτες φάνηκε πως ειδικά 
CAR/T-cells είναι δυνατόν να επιδείξουν ισχυρή κυττα-
ροτοξική δράση έναντι μυελικής προέλευσης κακοήθων 
κυττάρων. Δημοσιευμένα αποτελέσματα υπάρχουν από 
μία μελέτη με CAR/T-cells έναντι του Lewis-Y αντιγό-
νου. Σε τέσσερεις ασθενείς χορηγήθηκαν τροποποιημένα 
T-cells μετά από προηγηθείσα χημειοθεραπεία που συνο-
δεύτηκαν από παροδικές απαντήσεις σε 3 ασθενείς χωρίς 
άμεση τοξικότητα. Τα γενετικά τροποποιημένα κύτταρα 
παρέμειναν ανιχνεύσιμα για τουλάχιστον 4 μήνες32. Ειδι-
κά CAR/Τ-cells για το CD123 και CD33 αντιγόνο έχουν 
δοκιμαστεί σε προκλινικά μοντέλα33. Ειδικά για το CD33 
υπάρχουν ενστάσεις για το κατά πόσον είναι το ιδανικό 
αντιγόνο-στόχος καθώς είναι πανμυελικός δείκτης, και η 
χορήγηση των ειδικών Τ-λεμφοκυττάρων θα μπορούσε 
να οδηγήσει σε παρατεταμένη μυελική απλασία.

Ο δρόμος προς την ευρεία κλινική εφαρμογή
Αν και ειδικά CAR/T-cells είναι διαθέσιμα προς κλι-

νική εφαρμογή από εικοσαετίας και πλέον, εν τούτοις, 
αποδείχθηκε πως ήταν δύσκολο να αναπτυχθούν σε τέ-
τοιο βαθμό ώστε να αποτελέσουν θεραπευτική επιλογή, 
εκτός θεραπευτικών πρωτοκόλλων. Εκτός του προφα-
νούς περιορισμού που πηγάζει από την ύπαρξη υψηλά 

εξειδικευμένου κέντρου καθώς και επιστημονικού προ-
σωπικού ικανού να παράγει CAR/T-cells, προκύπτουν 
και άλλα θέματα που πρέπει να απαντηθούν στο επόμε-
νο διάστημα, ώστε οι κυτταρικές θεραπείες να αποτελέ-
σουν εναλλακτική ή ακόμη και την πρώτη θεραπευτική 
επιλογή στην καθ’ημέρα κλινική πράξη.

Θέματα προς επίλυση

Ποιος ο βέλτιστος υποπληθυσμός 
Τ-λεμφοκυττάρων για γονιδιακή 
τροποποίηση;

Ο ιδεώδης υποπληθυσμός Τ-λεμφοκυττάρων, υπο-
ψήφιος προς διαμόλυνση, θα πρέπει να πληροί κάποια 
ελάχιστα χαρακτηριστικά: ικανότητα μετανάστευσης σε 
περιοχές που εδράζονται τα κακοήθη κύτταρα-στόχοι, 
απάντηση στα συνδιεγερτικά μηνύματα ώστε να ασκούν 
την μέγιστη κυτταροτοξική δράση και να εκπτύσσονται, 
και μακρά διάρκεια ζωής5.

Τα τελικής διαφοροποίησης κυτταροτοξικά T-cells 
(effector T-cells, Teff) είναι αυτά που κατά κύριο λόγο 
ασκούν τη δράση έναντι των κακοήθων κυττάρων αλλά 
η μικρή πολλαπλασιαστική τους ικανότητα και συνεπώς 
η μικρή διάρκεια παραμονής τους in vivo, τα καθιστά λι-
γότερο ικανά στο να αποτελέσουν την καλύτερη ομάδα 
Τ-κυττάρων για γενετική τροποποίηση. Οι έρευνες εστι-
άζονται κυρίως στη χρήση περισσότερο αδιαφοροποίη-
των κυττάρων, όπως τα κύτταρα μνήμης (memory cells, 
Τm), δηλαδή κύτταρα που έχουν έρθει σε επαφή με κοι-
νά αντιγόνα (πχ συνήθων ιών) και συνεπώς μπορούν μελ-
λοντικά να εκπτυχθούν γρήγορα σε εκ νέου επαφή του 
φυσικού TCR με το αντιγόνο και έχουν μακρά διάρκεια 
ζωής. Η ομάδα του Seattle διενεργεί κλινική μελέτη με 
θετικά επιλεγμένα Τm που τροποποιηθήκαν γονιδιακά 
ώστε να εκφράζουν CAR34,5. Πρόσφατα έχει ταυτοποιηθεί 
υποπληθυσμός λεμφοκυττάρων που έχουν τα χαρακτηρι-
στικά τόσο του αρχέγονου όσο και του “έμπειρου” T-cell 
(CD435RA+, CD62L+, CCR7+). Εφόσον επιβεβαιωθούν 
οι μεγάλες δυνατότητες πολλαπλασιασμού αλλά και δι-
αφοροποίησης σε Τm και Teff κύτταρα, θα μπορούσε ο 
συγκεκριμένος υποπληθυσμός να αποτελέσει την ομάδα 
στόχο των Τ-cells για γονιδιακή τροποποίηση35.

Βελτίωση της συνδιέγερσης αξιοποιώντας 
τον φυσικό TCR 

Η ενεργοποίηση των βιολογικών μονοπατιών συνδι-
έγερσης, όπως ήδη αναφέρθηκε, αποτελεί βασική προϋ-
πόθεση για την έκπτυξη, τη μακρά παραμονή και τελικά 
την αποτελεσματικότητα των T-cells. 

Η ενσωμάτωση των συνδιεγερτικών μορίων (CD28, 
CD134, CD137ή CD27) στον CAR δεν αποτελεί φυσιολο-
γική παραλλαγή της λειτουργίας των T-cells και συνεπώς 
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μπορεί να επηρεάσει αρνητικά την λειτουργία των γονι-
διακά τροποποιημένων CAR/T-cell (πχ πρώιμος κυττα-
ρικός θάνατος λόγω έντονης ενεργοποίησης ή αυξημένη 
τοξικότητα λόγω υπερβολικής παραγωγής προφλεγμο-
νωδών κυτταροκινών)5.

Μια ιδιαίτερα ελκυστική εναλλακτική προσέγγιση θα 
μπορούσε να είναι η χρησιμοποίηση για γονιδιακή τρο-
ποποίηση ειδικών έναντι ιών, Τ-λεμφοκυττάρων. Στη 
συγκεκριμένη περίπτωση η σηματοδότηση της συνδιέγερ-
σης του CAR/T-cell θα γίνεται μέσω του φυσικού TCR 
υποδοχέα που έχει ήδη εκπαιδευτεί μέσω φυσικής οδού, 
να αναγνωρίζει ιϊκά αντιγόνα. Κατ’ ακολουθία, ειδικά 
T-cells έναντι των συνήθων ιών (π.χ. ειδικά για Epstein 
Barr, cytomegalovirus) που είναι γενετικά τροποποιημέ-
να να εκφράζουν CARs, μπορούν να εκπτύσσονται όταν 
έρχονται σε επαφή με αντιγόνα ιών που είναι σε λανθά-
νουσα κατάσταση, εξασφαλίζοντας έτσι την απαιτούμε-
νη συνδιέγερση και τη μακρά διάρκεια παραμονής των 
Τm και Teff στον ασθενή.

Η ομάδα από το BCM διερεύνησε την τακτική γονιδια-
κής τροποποίησης ειδικών για τον EBV Τ-λεμφοκυττάρων, 
ώστε να εκφράζουν και CARs 1ης ή 2ης γενεάς έναντι του 
CD20, σε ασθενείς που είχαν υποβληθεί σε alloHSCT 
για χημειοανθεκτικές Β-λεμφικές κακοήθειες. Αξίζει να 
σημειωθεί ότι σε πολλούς είχε χορηγηθεί το μονονοκλω-
νικό αντίσωμα anti-CD20. Καθώς τα γονιδιακά τροπο-
ποιηθέντα κύτταρα προέρχονταν από τους ασθενείς, το 
μείζον πρόβλημα που αντιμετώπισαν οι ερευνητές ήταν 
η μικρής διάρκειας παραμονή των CAR/T-cells, προφα-
νώς διότι οι προηγηθείσες θεραπείες και ιδιαίτερα η χο-
ρήγηση του anti-CD20 επηρέασε τη λειτουργία τους36. 
Με στόχο να ξεπεραστεί το συγκεκριμένο πρόβλημα, οι 
ερευνητές χρησιμοποίησαν για γονιδιακή τροποποίηση 
λεμφοκύτταρα των υγιών δοτών εφόσον ήταν οροθετικοί 
στον EBV. Σε μελέτη φάσης -1 χορηγήθηκαν αλλογενή 
EBV-ειδικά CAR/T-cells σε οκτώ ασθενείς, δεν διαπιστώ-
θηκε σοβαρού βαθμού τοξικότητα (συμπεριλαμβανομέ-
νης και της GvHD) ωστόσο, εμφανής κλινική απάντηση 
διαπιστώθηκε μόνο σε 2/6 ασθενείς με μετρήσιμη νόσο37. 
Η ίδια ομάδα χρησιμοποίησε για γενετική τροποποίηση 
ειδικά Τ-cells έναντι του CMV, που επίσης συχνά προ-
σβάλει ασθενείς και διατηρείται σε λανθάνουσα κατά-
σταση επί μακρόν38.

Άλλες προσεγγίσεις που βελτιώνουν  
την έκπτυξη, παραμονή και δράση  
των CAR/T-cells

Το συνδιεγερτικό σήμα είναι μεν απαραίτητο αλλά 
όχι ικανό ώστε από μόνο του να αναστείλει τους κατα-
σταλτικούς μηχανισμούς που προέρχονται από τα κακο-
ήθη κύτταρα και οι οποίοι μειώνουν ή και αναστέλλουν 
πλήρως την άνοση αντίδραση του οργανισμού. 

Η IL-2 έχει ιδιότητες αυξητικού παράγοντα για τα 
T-cells, απελευθερώνεται από τα CAR/T-cells μετά την 
σύνδεση με το αντιγόνο-στόχο, αλλά δεν είναι επαρκής 
ώστε από μόνη της να ανατρέψει την “αν-ενέργεια” που 
μπορεί να προκαλέσουν τα κακοήθη κύτταρα στα κύττα-
ρα του ανοσολογικού συστήματος. Επιπλέον η IL-2 μπο-
ρεί να αυξήσει την προσέλκυση των Tregs στα σημεία 
δράσης των κυτταροτοξικών λεμφοκυττάρων39,40. Περισ-
σότερο αποτελεσματικές κυτταροκίνες στο να αποτρα-
πεί η προερχόμενη από τα κακοήθη κύτταρα αναστολή 
της κυτταροτοξικής δράσης είναι οι IL-15, IL-7, IL-12. 

H IL-15 προάγει τον πολλαπλασιασμό, αναστέλλει την 
απόπτωση και την κυτταρική εξουθένωση των Τeff-cells, 
βελτιώνει τη διάρκεια ζωής των Τm-cells και μειώνει την 
ανασταλτική δράση των Τregs επί των κυτταροτοξικών 
Τ-cells. Έχει χορηγηθεί ως ανασυνδυασμένος παράγο-
ντας για την in vivo βελτίωση της δράσης υιοθετούμε-
νης ανοσοθεραπείας. CAR/T-cells προγραμματισμένα να 
παράγουν IL-15 μετά τη σύνδεση με το αντιγόνο στόχο, 
έχουν δοκιμαστεί σε προκλινικά μοντέλα και αναμένονται 
με ενδιαφέρον τα αποτελέσματα κλινικών μελετών41,42.

Η εξωγενής χορήγηση IL-7 αποδείχθηκε εξαιρετικά 
ανεκτή. Οι Vera και συν. τροποποίησαν γενετικά το ση-
ματοδοτικό μονοπάτι της IL-7/IL-7Rα, ώστε τα CAR/
T-cells επιλεκτικά να επιδεικνύουν σημαντική έκπτυξη 
μετά από εξωγενή χορήγηση IL-743.

Η ίδια ομάδα πρότεινε μια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα 
προσέγγιση σχεδιάζοντας CAR/T-cells που θα έχουν την 
ικανότητα να μετατρέπουν μηνύματα που φυσιολογικά 
προκαλούν αναστολή της κυτταροτοξικής δράσης σε 
μηνύματα που θα επάγουν τη δραστηριότητα των CAR/
T-cells. Σε ζωικό μοντέλο χορήγησαν CAR/Tcells με ει-
δικότητα του εξωκυττάριου τμήματος του CAR για τον 
υποδοχέα της IL-4, η οποία εκκρίνεται από το περιβάλλον 
των κακοήθων κυττάρων και προάγει Th2 δράση και άρα 
συνθήκες ανοχής για τα T-cells. Το ενδοκυττάριο τμήμα 
είναι αυτό του υποδοχέα της ΙL-7 που επάγει την κυττα-
ροτοξική δράση των Τ-cells. Στο συγκεκριμένο ερευνη-
τικό μοντέλο, οι ερευνητές διαπίστωσαν πως η δέσμευση 
του υποδοχέα της IL-4 στα τροποποιημένα CAR/T-cells 
τελικά οδήγησε στη διατήρηση του Th1 φαινοτύπου και 
σε ενδυνάμωση του πολλαπλασιασμού και της κυτταρο-
τοξικής τους δράσης44.

Η IL-12 προάγει τις Th1 δράσεις, τη δραστηριότητα 
των T-cells ενώ οδηγεί σε απόπτωση τα Τregs καθώς και 
κύτταρα που επάγουν την αναστολή της αντι-κακοήθους 
δράσης των T-cells. Γονιδιακά τροποποιημένα CAR/T-
cells που εκκρίνουν IL-12 ήδη δοκιμάζονται σε κλινική 
μελέτη του National Cancer Institute5.

Για την καλύτερη δράση των CAR/T-cells έχουν χρη-
σιμοποιηθεί επίσης, μονοκλωνικά αντισώματα έναντι του 
CTL4 και του υποδοχέα ή του συνδέτη του programmed 
death 1 (PD-1) μορίου, που ενεργοποιούν μονοπάτια 
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που ασκούν ανασταλτική δράση στα ενεργοποιημένα 
Τ-cells46,47.

Βελτίωση της ασφάλειας των CAR/T-cells 
Μέθοδοι γονιδιακής μεταφοράς

Οι ρετροιϊκοί και λεντι-ιϊκοί φορείς αποτελούν τα 
πλέον αποδεκτά μέσα για μεταφορά και ενσωμάτωση 
των επιθυμητών πληροφοριών στο γενωμικό υλικό των 
T-cells. Οι ανησυχίες για τις βλαπτικές επιδράσεις που 
μπορεί να προκαλέσουν στον ασθενή οι συγκεκριμένοι 
φορείς, υπό τη μορφή της εισχωρητικής μεταλλαξιογένε-
σης, προέρχονται από την κλινική εμπειρία διαμόλυνσης 
αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (hematopoietic stem 
cells, HSCs). Μέχρι σήμερα παρόμοια τοξικότητα δεν 
έχει αναφερθεί σε διαμόλυνση T-λεμφοκυττάρων. Πιθα-
νή εξήγηση είναι πως τα T-cells είναι περισσότερο διαφο-
ροποιημένα κύτταρα από τα HSCs και συνεπώς λιγότερο 
“επιρρεπή” στις βλαπτικές επιδράσεις της «ημιτυχαίας» 
ενσωμάτωσης των ιικών φορέων στο γονιδίωμα, η οποία 
μπορεί να προκαλέσει εισχωρητική μεταλλαξιογένεση48. 

Οι ομάδες του MD Anderson Cancer Center (MDACC) 
και BCM πρότειναν μία περισσότερο ασφαλή μέθο-
δο μεταφοράς που βασίζεται σε σύστημα transposon /
transposase (Sleeping Beauty και PiggyBac) που συγκρι-
τικά με τα ιϊκά συστήματα μεταφοράς έχει καλύτερη ικα-
νότητα έγκλεισης, ακόμη και μεγάλων τμημάτων DNA. 
Πρόσφατα η συγκεκριμένη μέθοδος πήρε την έγκριση 
για κλινική εφαρμογή από τον οργανισμό τροφίμων και 
φαρμάκων των Ηνωμένων πολιτειών49,50.

Βελτίωση της τοξικής επίδρασης  
στα μη κακοήθη κύτταρα 

Στην περίπτωση των αιματολογικών κακοηθειών, τα 
μόρια-στόχοι των CAR/Tcells (CD19, CD20,CD33), απέ-
χουν πολύ από το να αποτελούν ιδεώδεις αντιγονικούς 
στόχους, καθώς εκφράζονται επίσης στην πλειοψηφία 
των φυσιολογικών κυττάρων του αιμοποιητικού ιστού. Αν 
και η τοξικότητα που προκαλούν (πχ μακροχρόνια μείω-
ση των φυσιολογικών Β-λεμφοκυττάρων και υπογαμμα-
σφαιριναιμία μετά από χορήγηση CAR/T-cells ειδικών για 
CD20/19) είναι κλινικά διαχειρίσιμη, δεν παύει να αποτε-
λεί ένα σημαντικό εμπόδιο για ευρεία κλινική εφαρμογή. 

Με στόχο να μειωθεί η τοξικότητα στα φυσιολογι-
κά Β-λεμφοκύτταρα η ομάδα του BCM σχεδίασε κλινι-
κή μελέτη που είναι σε εξέλιξη, με CAR/T-cells ειδικά 
έναντι κ-ελαφρών αλύσων. Με αυτό τον τρόπο θα κατα-
στρέφονται τα κ-κλωνικά κακοήθη κύτταρα, όπως επίσης 
και τα φυσιολογικά που εκφράζουν κ-ελαφρές αλύσους, 
όμως θα διασώζονται τα φυσιολογικά Β-λεμφοκύτταρα 
που εκφράζουν λ-ελαφρές αλυσίδες, περιορίζοντας συνε-

πώς την τοξικότητα στα φυσιολογικά Β-λεμφοκύτταρα51. 
Άλλα μόρια που εκφράζονται σε μεγαλύτερη συχνότη-

τα σε κακοήθη από ότι σε φυσιολογικά κύτταρα του αιμο-
ποιητικού ιστού και που σε προκλινικά μοντέλα φαίνεται 
πως μπορεί να αποτελέσουν επιλεκτικούς στόχους των 
CAR/Τ-cells είναι τα CD23, CD70, ROR1 και CD44v6. 
Η ασφάλεια και αποτελεσματικότητα τους αναμένεται να 
αξιολογηθούν σε προσεχείς κλινικές μελέτες52-55. 

Το σύνδρομο της φλεγμονώδους απάντησης 
ή “καταιγίδας των κυτταροκινών” 

Η ενεργοποίηση του CAR/T-cell μετά τη δέσμευση 
του εξωκυττάριου τμήματος με τον αντιγονικό στόχο εί-
ναι δυνατόν να οδηγήσει σε σοβαρού βαθμού τοξικότητα 
λόγω αθρόας έκκρισης προφλεγμονωδών κυτταροκινών, 
όπως TNF-α και ΙL-6. Ο βαθμός τοξικότητας μπορεί να 
μετριαστεί με τη χορήγηση προοδευτικά αυξανόμενου 
αριθμού κυττάρων και με την έγκαιρη χορήγηση αντισω-
μάτων έναντι των συγκεκριμένων κυτταροκινών5. 

Μη ειδικά μέτρα για μείωση της τοξικότητας
Δεδομένης της εγγενούς ιδιότητας των CAR/T-cells 

να επιβιώνουν μακροχρόνια και να πολλαπλασιάζονται 
και εκπτύσσονται, είναι φανερό πως η τοξικότητα μπο-
ρεί να παραμένει επί μακρόν ή και να επιδεινώνεται με 
την πάροδο του χρόνου. Η αδυναμία ελέγχου της σοβα-
ρού βαθμού ή προοδευτικά επιδεινούμενης τοξικότητας 
θα μπορούσε να αντιμετωπιστεί με την εισαγωγή “γονι-
δίων αυτοκτονίας” στα CAR/T-cells. Προκλινική μελέτη 
με CAR/T-cells εφοδιασμένα με “γονίδιο αυτοκτονίας” 
επαγόμενο από την caspase-9, έδειξε πως η ενσωμάτω-
ση του “γονιδίου αυτοκτονίας” δεν επηρέασε την έκπτυ-
ξη, βιωσιμότητα και κυτταροτοξική δράση των γονιδιακά 
τροποποιημένων κυττάρων ενώ η ενεργοποίησή του συ-
νοδεύτηκε από σημαντική μείωση του αριθμού τους41.

Η επιλογή πολλαπλών αντιγονικών στόχων από ένα 
μόνο γενετικά τροποποιημένο Τ-λεμφοκύτταρο μπορεί 
επίσης να βοηθήσει στην ελάττωση της τοξικότητας. Η 
ενσωμάτωση δύο CARs στα T-λεμφοκύτταρα προσφέ-
ρει το πλεονέκτημα ενεργοποίησης από κακοήθη κύτ-
ταρα που θα εκφράζουν ταυτόχρονα και τα 2 αντιγόνα 
στόχους προστατεύοντας τα φυσιολογικά κύτταρα εφό-
σον δεν εκφράζουν τα συγκεκριμένα αντιγόνα επιφα-
νείας. Τέτοια μοντέλα CAR/Tcells έχουν δοκιμαστεί σε 
προκλινικές μελέτες με αντιγόνα που εκφράζονται σε συ-
μπαγείς όγκους και τα αποτελέσματα ήταν ενθαρρυντικά. 
Χρειάζεται ωστόσο να επιβεβαιωθούν και στην κλινική 
πράξη, καθώς η έκφραση των αντιγόνων επιφανείας στα 
κακοήθη κύτταρα διαφέρει ποιοτικά αλλά και ποσοτικά 
μεταξύ των ασθενών56.
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Abstract: Current chemotherapy protocols, hematopoietic stem cell transplantation and support-
ive care have led to remarkable improvements in the outcome of patients with hematologic malignan-
cies. However, therapeutic approaches of high efficacy and low toxicity remain a highly desirable, albeit 
challenging goal in hematology and oncology in general. In this context, cellular-based therapies have 
enormous capabilities. The knowledge that donor lymphocyte infusions have the potential to eradicate 
relapsed disease following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, provided the conceptu-
al basis of the effort to generate T lymphocytes with specific activity against tumor cells. The genetic 
modification of T-cells to express an additional to their native TCR, chimeric antigen receptor- (CAR-), 
combines the HLA-independent binding of cell surface target molecules with the delivery of a tailored 
activating signal to the engineered immune cells, with the goal to deliver effective anti-tumor activi-
ty and long term persistence. Engineered CARs are incorporated into peripheral blood T cells by using 
various vector transfer systems, most commonly integrating viral vectors. The B-cell origin antigens are 
the most widely used surface antigen targets. CAR/T-cell-based immunotherapy has been under devel-
opment for almost 20 years, over which period it has progressed from a novel and complex technology 
to an emerging alternative therapeutic modality for hematological malignant diseases. However, sever-
al issues in terms of safety and efficacy still remain to be addressed. This brief review summarizes the 
most recent biological and clinical developments and highlights the future directions towards the wide 
application of cellular therapies in hematological malignancies.

Συμπεράσματα 
Σήμερα περίπου 30 κλινικές μελέτες που διερευνούν 

την ασφάλεια και αποτελεσματικότητα ειδικών CAR/T-
cells έναντι κακοήθων κυττάρων του αιμοποιητικού ιστού, 
είναι σε εξέλιξη57. Τα αποτελέσματα των δημοσιευμένων 
κλινικών μελετών, καταδεικνύουν πως οι κυτταρικές θε-
ραπείες περνούν από τη φάση των “πολλά υποσχόμενων” 
στη φάση των “κλινικά εφαρμόσιμων” θεραπειών στο 

πεδίο των αιματολογικών κακοηθειών. Η συνεχής πρόο-
δος στην έρευνα των CAR/T-cells, η καλύτερη κατανόη-
ση της λειτουργίας του ανοσολογικού συστήματος αλλά 
και των ανασταλτικών μηχανισμών από την πλευρά των 
κακοήθων κυττάρων και του μικροπεριβάλλοντός τους 
θα βοηθήσουν ώστε, στο άμεσο μέλλον, να αναπτυχθούν 
απλούστερες, φθηνότερες και ταχύτερες μέθοδοι παρα-
γωγής περισσότερο αποτελεσματικών αλλά και ασφαλέ-
στερων, γονιδιακά τροποποιημένων Τ-λεμφοκυττάρων.
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Τ - λεμφοκύτταρα με ειδικότητα έναντι πολλών ιών

Αναστασία Καρέλα, Αλέξανδρος Σπυριδωνίδης

ΠΕΡΙΛΗΨΗ Η απαρχή της κυτταρικής ανοσοθεραπείας προσδιορίζεται στα τέλη της δεκαετίας του 1950 
όταν αποδείχθηκε πειραματικά η αντικαρκινική δράση των Τ-λεμφοκυττάρων και οδήγησε αργότερα στη 
χορήγηση Τ-λεμφοκυττάρων για τη θεραπεία αιματολογικών κακοηθειών, μία εφαρμοσμένη πλέον πρα-
κτική για πρόληψη και θεραπεία υποτροπών μετά από αλλογενή μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττά-
ρων. Οι ιογενείς λοιμώξεις είναι ένα από τα κύρια αίτια θνητότητας σε μεταμοσχευμένους ασθενείς και, 
τα τελευταία χρόνια, αποτελούν πεδίο έντονου ερευνητικού ενδιαφέροντος για την εφαρμογή κυτταρι-
κής ανοσοθεραπείας. Η διαθέσιμη αντι-ιική χημειοθεραπεία δεν είναι αποτελεσματική για τους περισ-
σότερους ιούς, δεν προσφέρει μόνιμη προστασία, είναι δαπανηρή και έχει επιπλοκές, όπως τοξικότητα 
και παραγωγή ανθεκτικών στελεχών του ιού. Η επιλεκτική αποκατάσταση της ανοσίας με μεταφορά ex-
vivo παραγόμενων Τ-λεμφοκυττάρων με ειδικότητα έναντι πολλών ιών έχει διερευνηθεί ως μέθοδος για 
την αποτελεσματική αντιμετώπιση ιογενών επιπλοκών μετά τη μεταμόσχευση. Αρκετές αρχικές μελέτες 
συνέβαλλαν στην κατανόηση της αποτελεσματικότητας της Τ-κυτταρικής θεραπείας και στην σταδια-
κή ανάπτυξη απλουστευμένων πρωτοκόλλων για την κατασκευή ενός αποδοτικού θεραπευτικού προϊ-
όντος. Πρόσφατα έγινε κλινική εφαρμογή χορήγησης ειδικών έναντι τριών ιών Τ-λεμφοκυττάρων από 
τράπεζες κυτταρικών σειρών (third-party) και ειδικών έναντι πέντε ιών Τ-λεμφοκυττάρων του δότη, με 
ενθαρρυντικά αποτελέσματα. Παρ’ όλο που πολλά εμπόδια πρέπει ακόμα να υπερνικηθούν, έχουν γί-
νει σημαντικότατες πρόοδοι τα τελευταία χρόνια για την ανάπτυξη αποτελεσματικών ανοσοθεραπειών 
των ιογενών επιπλοκών με τη χρήση ειδικών αντι-ιικών Τ-λεμφοκυττάρων.

Haema 2016; 7(1): 37-44 Copyright EAE

Μονάδα Μεταμόσχευσης Μυελού των Οστών, Πανεπιστημιακό Γενικό 
Νοσοκομείο Πατρών, Τ.Κ. 265 04 Ρίο

Συγγραφέας υπεύθυνος για επικοινωνία: Αλέξανδρος Σπυριδωνίδης, 
e-mail: spyridonidis@upatras.gr

Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Η κυτταρική ανοσοθεραπεία αποτελεί ένα πεδίο έντο-

νου επιστημονικού ενδιαφέροντος και δυναμικής έρευ-
νας στην ογκολογία και αιματολογία, επιδιώκοντας την 
εφαρμογή των πειραματικών ευρημάτων στην καθημε-
ρινή θεραπευτική πρακτική.

Η θεραπευτική δράση των Τ-λεμφοκυττάρων
Η αντικαρκινική δράση των ανοσοποιητικών κυτ-

τάρων ήταν η πρώτη ιδιότητά τους που μελετήθηκε στα 
πλαίσια της θεραπευτικής τους εφαρμογής. Το 1957, ο 

Barnes ανέδειξε πειραματικά ότι τα κύτταρα του ανοσο-
ποιητικού συστήματος δρουν εναντίον των καρκινικών 
κυττάρων1. Οι παρατηρήσεις αυτές σε ζωικά μοντέλα, 
οδήγησαν στην πειραματική χορήγηση λεμφοκυττάρων 
σε ασθενείς με λευχαιμία περί τα τέλη της δεκαετίας του 
19602-4. Η ανοσοθεραπεία με Τ-λεμφοκύτταρα έναντι κα-
κοηθειών συνδέεται άμεσα με την αλλογενή μεταμόσχευ-
ση μυελού των οστών (αλλο-ΜΜΟ) και με το φαινόμενο 
μοσχεύματος εναντίον λευχαιμίας όπου Τ-λεμφοκύτταρα 
ενέχουν προστατευτικό ρόλο στην υποτροπή της νόσου5. 
Μετά τον πρώτο ασθενή που έλαβε ανοσοθεραπεία με 
Τ-λεμφοκύτταρα λόγω υποτροπής της νόσου μετά από 
αλλογενή μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων, στις 
αρχές του 19906 διαπιστώθηκε η αποτελεσματικότητα της 
συγκεκριμένης μεθόδου και σε ασθενείς με χρόνια μυ-
ελογενή λευχαιμία7,8. H έγχυση Τ-λεμφοκυττάρων (τρο-
ποποιημένων ή μη) αποτελεί πλέον μια εφαρμοσμένη 
αντικαρκινική ανοσολογική θεραπευτική προσέγγιση9.



Α. Καρέλα και Α. Σπυριδωνίδης38

Η ανάγκη ανάπτυξης Τ-λεμφοκυττάρων με 
ειδικότητα έναντι ιών για την αντιμετώπιση 
ιογενών λοιμώξεων σε μεταμοσχευμένους 
ασθενείς

Η υποτροπή της αρχικής νόσου αποτελεί ένα μόνο από 
τα προβλήματα της άλλο-ΜΜΟ. Οι ιογενείς λοιμώξεις 
αποτελούν σημαντική αιτία νοσηρότητας και θνητότη-
τας σε μεταμοσχευμένους και βαριά ανοσοκατασταλμέ-
νους ασθενείς10,11. Το ένα τρίτο των θανάτων μετά από 
άλλο-ΜΜΟ έχει σχετιστεί με ιογενείς λοιμώξεις12. Ειδι-
κά, μετά από απλοταυτόσημη μεταμόσχευση όπου χρη-
σιμοποιείται ισχυρή ανοσοκαταστολή ή αφαίρεση των 
Τ-κυττάρων από το μόσχευμα, οι ιογενείς λοιμώξεις 
αποτελούν ένα από τα κύρια αίτια θνητότητας. Συγκε-
κριμένα, αναζωπύρωση ή λοίμωξη με ερπητοϊούς, όπως 
ο κυτταρομεγαλοϊός (CMV), ο ιός Epstein-Barr (EBV), 
ο αδενοϊός (Adv), και o ιός ΒΚ (BKV), μεταξύ άλλων 
ιών, αποτελούν συχνές, δυνητικά θανατηφόρες επιπλο-
κές μετά την άλλο-ΜΜΟ13. Η αντι-ιική φαρμακοθερα-
πεία δεν είναι αποτελεσματική για τους περισσότερους 
ιούς, δεν προσφέρει μόνιμη προστασία, είναι δαπανηρή 
και μπορεί να έχει επιπλοκές, όπως τοξικότητα και πα-
ραγωγή ανθεκτικών στελεχών του ιού14. Ένα σημαντικό 
ποσοστό CMV αναζωπυρώσεων είναι ανθεκτικό στην 
αντι-ιική θεραπεία, η οποία με τη σειρά της συνεπάγεται 
αρκετές ανεπιθύμητες ενέργειες όπως ουδετεροπενία και 
νεφρική ανεπάρκεια. Ο κίνδυνος CMV αναζωπύρωσης 
είναι μεγαλύτερος σε CMV θετικούς ξενιστές με CMV 
αρνητικούς δότες καθώς δεν υπάρχουν κύτταρα με ειδική 
για τον ιό ανοσία στο χορηγούμενο μόσχευμα15,16. Η EBV 
επανενεργοποίηση μετά από άλλο-ΜΜΟ μπορεί να οδη-
γήσει σε λεμφοϋπερπλαστική νόσο. Στην περίπτωση αυτή 
τα κακοήθη κύτταρα είναι έντονα ανοσογενετικά, εκφρά-
ζοντας σε μεγάλο βαθμό EBV-ειδικά αντιγόνα και κατ’ 
επέκταση, αποτελούν δυνητικά εύκολους στόχους για τα 
Τ-λεμφοκύτταρα17. Όσον αφορά τον ιό BK, μέχρι σήμε-
ρα δεν υπάρχουν ικανοποιητικές θεραπείες για τη σοβα-
ρή BK-αιμορραγική κυστίτιδα και τη BK- νεφροπάθεια10.

Οι πρώτες πειραματικές προσεγγίσεις 
στη δημιουργία ειδικών αντί-ιικών 
Τ-λεμφοκυττάρων

Η επιλεκτική αποκατάσταση της ανοσίας με μεταφορά 
ex-vivo παραγόμενων αντιικών Τ-κυττάρων έχει διερευ-
νηθεί ως μια αποτελεσματική μέθοδος για την πρόληψη ή 
τη θεραπεία ιογενών λοιμώξεων μετά τη μεταμόσχευση. 
Ο Riddel et al ήταν οι πρώτοι οι οποίοι προέβησαν στην 
κλινική χορήγηση ex vivo παραγόμενων CMV-ειδικών 
Τ-λεμφοκυττάρων, η οποία είχε ως αποτέλεσμα τον έλεγ-
χο CMV λοίμωξης18. Μετέπειτα, οι Rooney και Heslop et 
al παρήγαγαν EBV-ειδικά Τ-λεμφοκύτταρα που αποδεί-

χτηκαν αποτελεσματικά για τον έλεγχο της EBV μετα-
μεταμοσχευτικής λεμφουπερπλαστικής νόσου19.

Παράγοντες δημιουργίας 
αποτελεσματικών ειδικών αντι-ιικών 
Τ-λεμφοκυττάρων 

Αυτές οι πρώιμες κλινικές μελέτες, συνέβαλαν στην 
κατανόηση των βασικών παραμέτρων που θα πρέπει να 
λαμβάνονται υπόψη κατά τη δημιουργία αποτελεσματι-
κών Τ-κυτταρικών θεραπειών20, όπως:

1. Επιλογή συγκεκριμένων αντιγόνων. Τα αντιγόνα-
στόχοι που πρέπει να χρησιμοποιούνται σε κυτταρικές 
θεραπείες πρέπει να έχουν ισχυρή αντιγονικότητα, ειδι-
κότητα και έκφραση. 

2. Παραγωγή Τ- κυττάρων με συγκεκριμένο φαινότυ-
πο και με υψηλή ειδικότητα έναντι συγκεκριμένων αντι-
γόνων. Σημαντική εξέλιξη σε αυτό τον τομέα αποτελεί 
η ανάπτυξη πρωτοκόλλων παραγωγής δενδριτικών κυτ-
τάρων σε κλινική κλίμακα τα οποία είναι ικανά για την 
επιλογή και την έκπτυξη Τ-κυττάρων υψηλής ειδικότη-
τας21. Είναι πλέον σαφές ότι το τελικό Τ- κυτταρικό προ-
ϊόν θα πρέπει να περιέχει όχι μόνο CD8+ αλλά και CD4+ 
Τ-λεμφοκύτταρα καθώς και κεντρικά κύτταρα μνήμης 
(central memory subsets, Tcm) για την επίτευξη και τη 
διατήρηση του in vivo θεραπευτικού αποτελέσματος22,23. 
Η ανακάλυψη νέων κυτταροκινών, όπως της IL-15, έχει 
διευκολύνει τη διαφοροποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων 
προς αυτούς τους φαινοτύπους. 

3. Η προετοιμασία του ασθενούς. Αρκετές κλινικές 
μελέτες κατέδειξαν ότι η in vivo έκπτυξη των χορηγού-
μενων Τ-λεμφοκυττάρων εξαρτάται από το ανοσολογικό 
προφίλ του ασθενούς. Για παράδειγμα, τα TIL (tumor in-
filtrating lymphocytes) είναι πιο αποδοτικά όταν εγχέο-
νται σε λεμφοπενικό περιβάλλον που επιτυγχάνεται μετά 
από λεμφοαφανιστικό σχήμα χημειοθεραπείας24. 

4. Η γενετική τροποποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων. 
Τα επιτεύγματα στη μεταφορά γονιδίων, συμπεριλαμβα-
νομένης της ανάπτυξης αποτελεσματικών ιικών φορέων 
για το μετασχηματισμό των Τ-λεμφοκυττάρων, οδήγησε 
στη δυνατότητα δημιουργίας γενετικά τροποποιημένων 
Τ-λεμφοκυττάρων ικανών να ανταπεξέρχονται αποτελε-
σματικά σε μηχανισμούς διαφυγής, όπως της παραγω-
γής ανοσοκατασταλτικών κυτταρoκινών (π.χ. TGF-β)25. 

5. Η απλουστευμένη παρασκευή των κυττάρων. Οι 
GMP εγκαταστάσεις που είναι απαραίτητες για την ανά-
πτυξη προηγμένων κυτταρικών θεραπειών (advanced 
cellular therapies) έχουν υψηλό κόστος δημιουργίας και 
συντήρησης. Τα τελευταία χρόνια αναπτύσσονται δια-
δικασίες παρασκευής Τ-λεμφοκυττάρων ολοένα και πε-
ρισσότερο αυτοματοποιημένες, αποδοτικές και κλειστού 
τύπου, κάτι που στο μέλλον θα οδηγήσει και στη δυνατό-
τητα παραγωγής κυτταρικών θεραπειών σε μεσαίας κλί-
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μακας νοσοκομεία. Οι κλειστοί θάλαμοι εργασιών ειδικών 
συνθηκών (Glove Box με ISO-14644-1:5) ή οι κλειστοί 
επωαστές GREX αποτελούν χαρακτηριστικά παραδείγ-
ματα προόδου προς αυτή την κατεύθυνση27.

Μεθοδολογίες παραγωγής αντι-ιικών 
Τ-λεμφοκυττάρων

Επί του παρόντος, τρεις τεχνολογίες είναι διαθέσιμες 
για την παραγωγή αντί-ιικών κυτταροτοξικών Τ-κυττάρων 
(CTLs) για κλινική χρήση, αλλά όλες έχουν σημαντι-
κούς περιορισμούς. Πρώτον, η μαγνητική απομόνωση 
με χρήση πολυμερών HLA-πεπτιδίου είναι ταχεία, αλλά 
περιορίζεται σε ορισμένους HLA απλότυπους, σε συγκε-
κριμένα εμπορικά διαθέσιμα HLA πεπτίδια και δεν μπορεί 
να επιλέξει CD4+ κύτταρα28. Δεύτερον, η τεχνολογία δέ-
σμευσης IFN-γ εκκρινόντων κυττάρων μπορεί να απομο-
νώσει Τ-κύτταρα με μία μόνο αντιγονική ειδικότητα και, 
όπως και στην πρώτη περίπτωση, δεν μπορεί να χρησιμο-
ποιηθεί για την επιλογή Τ-κυττάρων από δότες που δεν 
έχουν εκτεθεί προηγουμένως στον ιό29. Παρότι αυτές οι 
τεχνικές άμεσης απομόνωσης ειδικών Τ κυττάρων είναι 
GMP-συμβατές μεθοδολογίες, η ευρύτερη χρήση τους 
περιορίζεται επίσης, τόσο από το γεγονός ότι απαιτού-
νται μεγάλες ποσότητες αίματος, όσο και από τον ελά-
χιστο αριθμό κυκλοφορούντων ειδικών Τ-κυττάρων για 
τους περισσότερους ιούς στους δότες28,29. 

Τρίτον, αντι-ιικά κυτταροτοξικά Τ κύτταρα (CTLs) 
μπορούν να παραχθούν ex-vivo με επαναλαμβανόμενη 
αντιγονική διέγερση Τ-κυττάρων του δότη με αντιγονο-
παρουσιαστικά κύτταρα30-32. Η συγκεκριμένη τεχνολο-
γία έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της συχνότητας στην 
καλλιέργεια των ειδικών έναντι αντιγόνων Τ-κυττάρων 
με αντίστοιχη μείωση στη συχνότητα εμφάνισης των μη 
ειδικών Τ-κυττάρων (Εικόνα 1). Αυτή η τελευταία τε-
χνολογία έχει το πλεονέκτημα ότι επιτρέπει την παρα-
γωγή αντί-ιικών CTLs με ειδικότητα εναντίον πολλών 
ιών (mutlivirus)33-36. Αν και η ανοσοθεραπεία με μεταφο-
ρά ex-vivo παραγόμενων αντί-ιικών CTLs έχει αποδει-
χθεί ασφαλής και αποτελεσματική, είμαστε ακόμη πολύ 

μακριά από την τακτική παραγωγή αυτών των κυττάρων 
για κλινική χρήση. Οι τρέχουσες διαδικασίες παραγωγής 
είναι πολύπλοκες, απαιτούν μολυσματικό υλικό του ιού 
ή ιικούς φορείς κλινικής ποιότητας και παρατεταμένη 
in vitro καλλιέργεια30-36. Ειδικά, η παρατεταμένη (10-12 
εβδομάδες) ex vivo παρασκευή καθιστά τα CTLs πρακτι-
κά «μη διαθέσιμα» για την αντιμετώπιση ιογενών λοιμώ-
ξεων που βρίσκονται σε έξαρση και η θεραπεία επείγει. 
Επίσης, η επαναληψιμότητα παραμένει ένα πρόβλημα. 
Αρκετοί παράγοντες θα μπορούσαν να επηρεάσουν την 
επιτυχή ενεργοποίηση λειτουργικών CTLs, όπως α) η μη 
αποτελεσματική παρουσίαση του αντιγόνου από τα αντι-
γονοπαρουσιαστικά κύτταρα, β) η χαμηλή συχνότητα των 
πρόδρομων αντιγόνο-ειδικών Τ κυττάρων από δότες που 
δεν έχουν προσβληθεί ποτέ από τον ιό, γ) το μη κατάλ-
ληλο περιβάλλον κυττοκινών στην καλλιέργεια και δ) η 
αναστολή έκπτυξης των CTLs από άλλα κύτταρα στην 
καλλιέργεια, όπως ρυθμιστικά Τ-κύτταρα. Η ευρύτερη 
εφαρμογή χορήγησης αντι-ιικών CTLs απαιτεί την ανά-
πτυξη απλούστερων πρωτοκόλλων37.

Πράγματι, αρχικά για τη δημιουργία αντιγονικά διεγερ-
μένων Τ-λεμφοκυττάρων χρησιμοποιήθηκαν μετασχηματι-
σμένα Β-λεμφοκύτταρα με διαγονιδιακούς EBV-φορείς38. 
Κατόπιν για την ανοσοδιέγερση των Τ-λεμφοκυττάρων 
χρησιμοποιήθηκαν ιικοί φορείς, ιικές πρωτεΐνες και πε-
πτίδια. Κάθε μία από τις προαναφερθείσες μεθόδους έχει 
τα πλεονεκτήματα και τους περιορισμούς της. 

Οι ιοί και οι ιικοί φορείς, επιτρέπουν την ταυτόχρονη 
παρουσίαση πολλών αντιγόνων από τα αντιγονοπαρου-
σιαστικά κύτταρα με διάφορους μηχανισμούς, συμπερι-
λαμβανομένης της παρουσίασης δομικών πρωτεϊνών για 
αναγνώριση από τα CD4+ και ενδοκυττάριων πρωτεϊνών 
για αναγνώριση από τα CD8+ κύτταρα. Ωστόσο, αυτή η 
μέθοδος απαιτεί επαρκή τροπισμό από τον ιό, η επιλοί-
μωξη μπορεί να επηρεάσει την αντιγονοπαρουσιαστική 
λειτουργία και ταυτόχρονα εγείρονται θέματα ασφάλει-
ας με τη χρησιμοποίηση ιών με διατηρημένη την ικανό-
τητα πολλαπλασιασμού. 

Όσον αφορά τις ιικές πρωτεΐνες είναι ασφαλέστερες 
και παράγονται εύκολα, αλλά είναι λιγότερο αποδοτικές 
στην αντιγονοπαρουσίαση τύπου Ι. Προκειμένου να απο-
φευχθεί η χρήση μολυσματικού υλικού ή ιικών φορέων 
για την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, εμπορικά διαθέ-
σιμα, επικαλυπτόμενα 15μερή πεπτιδίων (pepmixes) που 
επικαλύπτουν πιθανούς CD8+ και CD4+ επίτοπους ιικών 
αντιγόνων μπορούν να είναι μία πολλά υποσχόμενη εναλ-
λακτική τεχνική για αντιγονική διέγερση και δημιουργία 
Τ-λεμφοκυττάρων με ειδικότητα έναντι πολλαπλών ιών39. 

Το ενδιαφέρον των ερευνητών στράφηκε στη ανάπτυ-
ξη απλούστερων πρωτοκόλλων για τη δημιουργία αντι-
ιικών CTLs. Το 2011 δημοσιεύτηκε από τον Gerdemann 
et al, ένα πρωτόκολλο συμβατό με μεθοδολογία σωστής 
παρασκευαστικής πρακτικής (GMP) για τη δημιουργία 

Εικόνα 1. Εx-vivo παραγωγή αντι-ιικών CTLs με επαναλαμβα-
νόμενη αντιγονική διέγερση Τ-κυττάρων.
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CTLs με ειδικότητα έναντι τριών ιών: ΕBV, CMV και 
Adv. Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δενδριτικά κύτταρα 
μετασχηματισμένα με πλασμιδιακό DNA που κωδικοποι-
εί LMP2, EBNA1 και BZLF1 (EBV), Hexon and Penton 
(Adv) και pp65 και IE1 (CMV) ως αντιγονοπαρουσια-
στικά κύτταρα (ΑPCs). Η παραγωγή των ειδικών CTLs 
έναντι τριών ιών (ΕBV, CMV και Adv) έγινε παρουσία 
IL-4 και IL-7 σε ειδικούς επωαστές GREX με μειωμένο 
κόστος και σε σύντομο διάστημα 10 ημερών40. Το 2012 
ανακοινώθηκε από τους Σπυριδωνίδη και συν. μια απλή, 
ταχεία (9 ημέρες) GMP-συμβατή μεθοδολογία χωρίς τη 
χρήση μολυσματικού υλικού για την ανάπτυξη σε μία 
ενιαία καλλιέργεια ενός πολλαπλά-αντιικού (multivirus) 
CTL πληθυσμού με ειδικότητα εναντίων τεσσάρων ιών 
ΕBV, CMV, Adv και ΒΚ41. Στη μελέτη αυτή, ώριμα δεν-
δριτικά κύτταρα (DC) επωάστηκαν με 15μερή πεπτιδίων 
(pepmixes) που καλύπτουν αμινικές αλληλουχίες αντιγο-
νικών περιοχών του CMV, EBV, Adenovirus και BK, είτε 
μεμονωμένα ή σε συνδυασμό (Mix). O συνδυασμός IL-
7, IL-15, και χαμηλής δόσης IL-2 επιλέχθηκε ως ο βέλ-
τιστος συνδυασμός κυττοκινών για τη δημιουργία των 
αντιγονο-ειδικών CTL. Τα αντι-ιικά CTLs αναγνωρίστη-
καν με κυτταρομετρία ροής βάσει της ικανότητάς τους 
να παράγουν ΙFΝ-γ, TNF-a, ή/και IL-2, μετά από ειδική 
αντιγονοδιέγερση. Ειδικά εναντίον των τεσσάρων ιών 
CD4+ και CD8+ CTLs επάχθηκαν επιτυχώς στο σύνο-
λο των δοτών που ελέγχθηκαν (Εικόνα 2Α). Τα αντι-ιικά 
CTLs διατήρησαν φαινότυπο κυττάρων κεντρικής μνήμης 
ενώ μόνο ένα μικρό υποσύνολο έδειξε δείκτες τερματι-
κής διαφοροποίησης ή γήρανσης (Εικόνα 2Β). Το παρα-
πάνω πρωτόκολλο χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία και για 
την παραγωγή αντι-CMV CTLs σε κλινική κλίμακα σε 
επωαστή GREX (Εικόνα 2Γ). 

Κλινική εφαρμογή Τ-λεμφοκυττάρων  
με ειδικότητα έναντι πολλαπλών ιών  
για την αντιμετώπιση ιογενών λοιμώξεων

Πολλά εργαστήρια ανά τον κόσμο ασχολούνται με 
την παραγωγή ειδικών Τ-λεμφοκυττάρων είτε για την 
πρόληψη, είτε για τη θεραπεία ιογενών λοιμώξεων μετά 
από μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων ή συμπα-
γών οργάνων42-45. Είναι σημαντικό να τονιστεί, ότι ακό-
μη και πολύ μικρός αριθμός ειδικών Τ-λεμφοκυττάρων 
της τάξης του 103/kg είναι ικανός να ελέγξει μια ιογενή 
λοίμωξη όταν εγχυθεί in vivo29. Το 2013 δημοσιεύτηκε 
μια πολύ ενδιαφέρουσα πολυκεντρική μελέτη που πα-
ρουσίασε τη χρησιμοποίηση “third-party” πολύ-αντιικών 
(multivirus) CTL πληθυσμών για την αντιμετώπιση σοβα-
ρών ιογενών λοιμώξεων μετά από άλλο-ΜΜΟ. Η χρησι-
μοποίηση “third-party” αποθηκευμένων Τ-λεμφοκυττάρων 
παρέχει εξαιρετικές δυνατότητες για την ευρύτερη χρήση 
ειδικών αντι-ιικών Τ-λεμφοκυττάρων καθώς ανταπεξέρ-

χεται διαφόρων περιορισμών της δημιουργίας εξατομι-
κευμένων κυτταρικών σειρών από ξεχωριστά ζευγάρια 
δοτών-ασθενών, όπως η χρονοβόρα διαδικασία, το κό-
στος και η δυσκολία της δημιουργίας τέτοιων κυττάρων 
από μη ανοσοποιημένους δότες. Στην προαναφερθείσα 
μελέτη, κατασκευάστηκε μία τράπεζα από 32 κυτταρι-
κές σειρές από άτομα με κοινούς HLA πολυμορφισμούς 
και ανοσία στους EBV, CMV και Adv. Συνολικά 18 σει-
ρές χορηγήθηκαν σε ασθενείς με σοβαρές, ανθεκτικές 
ιογενείς λοιμώξεις από τους προαναφερθέντες ιούς μετά 
από άλλο-ΜΜΟ. Η πλήρης ή μερική ανταπόκριση μετά 
από 6 εβδομάδες από τη χορήγηση των κυττάρων ήταν 
74% στο σύνολο των ασθενών και των ιών-στόχων. Συ-
γκεκριμένα, το ποσοστό ανταπόκρισης ήταν 73,9% για 
CMV λοίμωξη, 77,8% για λοίμωξη με Adv και 66,7% για 
EBV λοίμωξη. Δεν παρατηρήθηκαν άμεσα με την έγχυ-
ση των κυττάρων σχετιζόμενες ανεπιθύμητες ενέργειες 
και το φαινόμενο μοσχεύματος κατά ξενιστή παρουσι-
άστηκε μόνο σε 2 από τους 50 συμμετέχοντες. Οι μι-
κρές αυτές κυτταρικές τράπεζες που χρησιμοποιήθηκαν 
αποδείχτηκαν αποτελεσματικές ακόμα και όταν υπήρχε 
μια μοναδική σχετική HLA αντιστοιχία με τον ασθενή, 
με την προϋπόθεση ότι το συγκεκριμένο HLA αλληλό-
μορφο αντιπροσώπευε σχετιζόμενο με τον ιό αντιγόνο46. 

Ένα νέο πρωτόκολλο παραγωγής CTLs πολλαπλής ει-
δικότητας ελέγχθηκε πρόσφατα σε κλινική μελέτη φάσης 
Ι. Το καινοτόμο αυτό πρωτόκολλο επιτρέπει την ταχεία 
έκπτυξη μίας κυτταρικής σειράς Τ-κυττάρων που δύναται 
να στοχεύει ταυτόχρονα 5 ιούς (AdV, CMV, ΕBV, BKV 
και HHV6). Η νέα στρατηγική περιλαμβάνει την απ’ ευ-
θείας διέγερση των PBMCs με μείγμα 15μερών πεπτιδί-
ων και την καλλιέργειά τους σε GREX βιοαντιδραστήρες 
για 9-11 ημέρες, σε θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με IL-
4 και IL-7. Το καινούριο πρωτόκολλο είναι οικονομικό-
τερο, καθώς αποφεύγει τη χρήση ιών και ιικών φορέων, 
απλούστερο, εφόσον αποδίδει CTLs πενταπλής ειδικό-
τητας με μία μόνο διέγερση, σε μία μόνο καλλιέργεια και 
τέλος ταχύτερο, καθώς μειώνει τον χρόνο παραγωγής των 
CTLs σε μόλις 10 ημέρες. Τα CTLs χορηγήθηκαν σε 11 
ασθενείς που υποβλήθηκαν σε αλλογενή μεταμόσχευση 
προφυλακτικά αλλά και ως θεραπεία για μία ή περισσό-
τερες ενεργείς λοιμώξεις και φάνηκαν ασφαλή αλλά και 
αποτελεσματικά επάγοντας ανοσολογική απόκριση στο 
94% των περιπτώσεων47.

Θεραπευτικό και οικονομικό όφελος από 
τη χρήση αντι-ιικών Τ-λεμφοκυττάρων 

Τέλος, αξίζει να αναφερθεί η δυνατότητα χορήγησης 
ειδικών έναντι πολλαπλών ιών CTLs και ως προφυλα-
κτική θεραπεία σε ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε αλ-
λο-MMO για την έγκαιρη πρόληψη ιογενών λοιμώξεων. 
Και ενώ ίσως το κόστος φαντάζει απαγορευτικό για τη 
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Εικόνα 2. (A) Τα αντι-ικά CTLs (CD4+ και CD8+) αναγνωρίστηκαν με κυτταρομετρία ροής με την ικανότητα τους να παράγουν 
ΙFΝγ μετά από ειδική αντιγονοδιέγερση (κάτω σειρές). Οι πάνω σειρές δείχνουν την μη ειδική ενεργότητα που παρουσιάζεται 
στην καλλιέργεια. Η ειδικότητα των CTLs έναντι κάθε ιού αναγράφεται στην εικόνα. Τα multivirus καταδεικνύουν CTLs που δεί-
χνουν ειδικότητα εναντίον και των τεσσάρων ιών (CMV, EBV, Adv, BK). (B) Φαινοτυπική ανάλυση των αντιικών (multivirus) CTLs. 
(Γ) Ανάπτυξη ειδικών anti-CMV CTLs σε μεγάλη κλίμακα σε επωαστή GREX.
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Ημέρα 16

CTLs

χρήση μιας τόσο ακριβά παρασκευαζόμενης κυτταρικής 
θεραπείας ως προληπτικό μέσο, η πρόσφατη ανάλυση της 
Jain et al, 2014, καταδεικνύει αντίθετα αποτελέσματα. Η 
παρούσα μελέτη αφορούσε στη χορήγηση ειδικών αντι-
CMV CTLs ως πρόληψη για την CMV ενεργοποίηση σε 
μεταμοσχευμένους ασθενείς. Η τρέχουσα δαπάνη για την 
παρασκευή ειδικών αντι-CMV CTLs σύμφωνα με τους 
κανόνες GMP ανέρχεται σε 10.000$. Ωστόσο αν λάβει 
κανείς υπόψη του το κόστος της αντι-ιικής αγωγής και 
της ενδονοσοκομειακής νοσηλείας, το οποίο υπολογίζε-
ται σε πάνω από 50.000$, ακόμα και αν η αποτελεσμα-
τικότητα της προφυλακτικής χορήγησης ειδικών CTLs 
περιοριστεί στο 50% αυτή θα εξακολουθούσε να απο-
τελεί την πιο οικονομική επιλογή48. Ανεξαρτήτως οικο-
νομικών δεδομένων και περιορισμών, η δυνατότητα να 
προληφθούν οι ιογενείς λοιμώξεις μέσω ειδικών CTLs 
παρέχει νέα προοπτική για αλλογενείς μεταμοσχεύσεις 

αιμοποιητικών κυττάρων με λιγότερες επιπλοκές.

Επίλογος
Συνοψίζοντας η κυτταρική ανοσοθεραπεία αποτελεί 

ένα δυναμικό πεδίο εντατικής έρευνας στην αιματολο-
γία. Παρόλο που πολλά εμπόδια ακόμα πρέπει να υπερ-
νικηθούν για να φτάσουμε στην ευρεία εφαρμογή της, η 
κυτταρική ανοσοθεραπεία των ιογενών επιπλοκών έχει 
φτάσει σε ένα επεκτεινόμενο επίπεδο εφαρμογής και απο-
δοτικότητας. Προς το παρόν, λίγοι μόνο ασθενείς έχουν 
πρόσβαση σε αυτές τις πολλά υποσχόμενες θεραπείες. Η 
χορηγούμενη Τ-κυτταρική θεραπεία θα πρέπει να γίνει 
ακόμα πιο προσιτή, απλή και αποδοτική. Η προοπτική 
για την εφαρμογή ασφαλούς και αποδοτικής κυτταρικής 
θεραπείας απαιτεί στενή συνεργασία μεταξύ βασικών 
ερευνητών και κλινικών ιατρών. 

Multi-virus specific T-cells
by Anastasia Karela, Alexandros Spyridonidis

Bone Marrow Transplantation Unit, University General Hospital of Patras, Rio, Greece

ABSTRACT: The notion that immunocompetent cells are capable of mediating an antitumor effect was 
first validated experimentally in late 1950s. These findings led to the therapeutic infusion of antitumor 
specific T-lymphocytes to treat hematologic malignancies, for example donor lymphocyte infusions for 
relapse after allogeneic stem cells transplant (HSCT). Besides relapse, viral infections consist a major and 
potential fatal complication after HSCT. Antiviral chemotherapy is not universally effective, is expen-
sive and carries its own complications, like organ toxicity and generation of resistant virus strains. The 
use of multi-virus specific T-cells for the treatment of viral infections is an emerging field of research. 
Early clinical trials have helped to understand the hallmarks of T-cell therapies and provided critical in-
sights to the manufacturing of a therapeutically robust product. Recently, very encouraging results in 
treating severe post-transplantation viral infections have been reported with virus-specific T cells, from 
third-party or the stem cell donors, targeting 3 to 5 viruses. Although many hurdles remain unresolved, 
the use of multi-virus specific T-cells has now reached a stage of increasing feasibility and efficacy.
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Η εξέλιξη της γονιδιακής θεραπείας 

Ευαγγελία Γιαννάκη1,2, Βαρνάβας Κωνσταντίνου1, George Stamatoyannopoulos2

Περίληψη Η γονιδιακή θεραπεία, η αιτιολογική δηλαδή αντιμετώπιση ασθενειών στο γενετικό επί-
πεδο, υπήρξε θεωρητικός στόχος της ιατρικής από τη δεκαετία του ’70, όταν τεκμηριώθηκε η συσχέ-
τιση γενετικών νόσων με τις γονιδιακές μεταλλάξεις. Οι πρώτες πειραματικές προσπάθειες γονιδιακής 
θεραπείας στη δεκαετία του ’80 αντιμετώπισαν δύο βασικά ερωτήματα: τον τρόπο μεταφοράς του θε-
ραπευτικού γενετικού υλικού και την επιλογή του κύτταρου-στόχου. Με τη ραγδαία πρόοδο της βιοτε-
χνολογίας, οι πρώτες κλινικές δοκιμές γονιδιακής θεραπείας έγιναν στις αρχές της δεκαετίας του ’90 
χωρίς όμως την αναμενόμενη επιτυχία, γεγονός που έστρεψε τους ερευνητές για αρκετά χρόνια πίσω 
στη βασική έρευνα. Η πρώτη μεγάλη επιτυχία της γονιδιακής θεραπείας ήταν το 2000, όταν, παιδιά που 
έπασχαν από τη θανατηφόρο ανοσοανεπάρκεια X-SCID, ιάθηκαν μετά από τη χορήγηση γενετικά δι-
ορθωμένων αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, με χρήση γ-ρετροϊικού φορέα για τη μεταφορά του 
θεραπευτικού γονιδίου στα κύτταρα. Η αδιαμφισβήτητη αυτή επιτυχία επισκιάστηκε ακολούθως από 
την αναγνώριση τοξικότητας που σχετίστηκε με τη μέθοδο (εισχωρητική ογκογένεση) ενώ ταυτόχρο-
να ανέδειξε την ανάγκη σχεδιασμού νέων, ασφαλέστερων ιικών φορέων ή και άλλων μεθόδων για τη 
γενετική τροποποίηση. Σήμερα, με τη χρήση ασφαλέστερων και αποτελεσματικότερων φορέων (λεντι-
ιικοί φορείς, AAV φορείς) διεξάγονται παγκοσμίως εκατοντάδες κλινικές μελέτες γονιδιακής θεραπεί-
ας για δυσίατες κληρονομικές αλλά και επίκτητες νόσους, με σημαντικά αποτελέσματα. Το πεδίο όμως 
παραμένει σε συνεχή εξέλιξη και η γονιδιακή στόχευση/διόρθωση (gene editing) που επιτυγχάνει στο-
χευμένη και θεωρητικά ασφαλέστερη γενετική τροποποίηση ανοίγοντας το δρόμο για καινοτόμες θερα-
πευτικές προσεγγίσεις, σηματοδοτεί τη μελλοντική πορεία της γονιδιακής θεραπείας. Στην ανασκόπηση 
που ακολουθεί θα γίνει μία ιστορική αναδρομή με επισήμανση των οροσήμων που επέδρασαν καθορι-
στικά στην ανάπτυξη και εξέλιξη της γονιδιακής θεραπείας.
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Aνασκόπηση

Μια σύντομη αναδρομή στο παρελθόν
Οι πρώτες θεωρητικές σκέψεις για γονιδιακή θερα-

πεία έγιναν στο τέλος της δεκαετίας του ’60, όταν μελέτες 
για τις αιμοσφαιρινοπάθειες αποκάλυψαν ότι γονιδιακές 
μεταλλάξεις, οι οποίες δεν ήταν εφικτό να διορθωθούν 
με συμβατικές θεραπευτικές προσεγγίσεις, αποτελούσαν 
τον αιτιολογικό παράγοντα αυτών των γενετικών νόσων. 
Αυτό έγινε επίσης προφανές στη δεκαετία του ’70, όταν 
με τη χρήση βιοτεχνολογίας για τη μελέτη του DNA, δι-
ερευνήθηκε το γενετικό υπόστρωμα των θαλασσαιμιών 

και αποκαλύφθηκαν οι δομικές γονιδιακές ανωμαλίες, πε-
ριλαμβανομένων και των απαλείψεων, που αποτελούσαν 
τη μοριακή βάση αυτών των κληρονομικών ασθενειών. 
Έτσι, το ενδιαφέρον στράφηκε στη γονιδιακή θεραπεία 
που, εκτός από αιτιολογική θεραπεία, θα μπορούσε να 
αποτελέσει και τη ριζική-ισόβια αντιμετώπιση κληρονο-
μικών αλλά και επίκτητων γενετικών νόσων.

Οι πρώτες πειραματικές προσπάθειες για γονιδιακή 
θεραπεία έγιναν στις αρχές της δεκαετίας του ’80.1-3 Η 
θεωρητική τους βάση στηριζόταν στην ιδέα πως γενετι-
κές ασθένειες θα μπορούσαν να ιαθούν με την προσθή-
κη φυσιολογικών γονιδίων στα κύτταρα ασθενών που θα 
υποκαθιστούσαν τη λειτουργία των παθολογικών γονιδί-
ων. Τα βασικά ερωτήματα για την ευόδωση αυτών των 
προσπαθειών ήταν i) ο τρόπος μεταφοράς του θεραπευ-
τικού γονιδίου και ii) τα κύτταρα-στόχος της γονιδιακής 
μεταφοράς. Παρά το γεγονός, όμως, της εντυπωσιακής 
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πρόοδου των τελευταίων 30 χρόνων, τα ερωτήματα για 
το γονιδιακό ‘όχημα’ (gene vehicle) και για τα κύτταρα-
στόχους παραμένουν ακόμη εν μέρει αναπάντητα, καθώς 
περισσότερες ασθένειες μπαίνουν στο στόχαστρο της γο-
νιδιακής θεραπείας.

Από την αρχή των πειραματικών προσπαθειών, έγι-
νε αντιληπτή η ποικιλία και διαφορετικότητα των ‘οχη-
μάτων’ μεταφοράς του θεραπευτικού γενετικού υλικού. 
Οι ιικοί μεταφορείς (viral vectors), τροποποιημένοι ιοί, 
που με βάση τις βιολογικές τους ιδιότητες θα μπορούσαν 
να μεταφέρουν γενετικό υλικό στα διαμολυσμένα κύττα-
ρα, απετέλεσαν την πρώτη μεγάλη κατηγορία γονιδια-
κών ‘οχημάτων’. Χρησιμοποιήθηκαν διάφοροι τύποι ιών 
όπως ρετροϊοί, αδενοϊοί, αδενο-σχετιζόμενοι ιοί (AAV) 
και άλλοι ιοί. Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκαν και μη-ιικοί 
φορείς και διάφοροι τύποι νουκλεϊνικών οξέων. Σήμερα 
υπάρχει ικανοποιητική γνώση για το ποια είδη γονιδια-
κών φορέων θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν ανάλογα με 
το νόσημα-στόχο και πιο συγκεκριμένα παραδείγματα θα 
δοθούν στη συνέχεια του άρθρου. Η γνώση αυτή ήταν 
εύλογα απούσα στα πρώτα χρόνια των ερευνητικών προ-
σπαθειών. Για παράδειγμα, απαιτήθηκε αρκετό διάστη-
μα για να γίνει αντιληπτό ότι για τη γονιδιακή θεραπεία 
αρκετών ασθενειών απαιτούνταν ‘οχήματα’ γονιδιακής 
μεταφοράς που θα είχαν την ιδιότητα της μόνιμης ενσω-
μάτωσης του μεταφερόμενου γενετικού υλικού στο γο-
νιδίωμα του κυττάρου-στόχου. Τα τελευταία 30 χρόνια 
η πρόοδος στο πεδίο της κατασκευής γονιδιακών ‘οχη-
μάτων’ είναι τεράστια. Οι ιικοί φορείς σχεδιάστηκαν εκ 
νέου και δεν υπάρχουν πλέον ανησυχίες για ενδεχόμε-
νη μολυσματικότητά τους και πρόκληση λοίμωξης. Τα 
θέματα που δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως σχετικά με 
τους ιικούς φορείς αφορούν στην ενδεχόμενη ανοσογο-
νικότητά τους4,5 και στην πιθανότητα να προκαλέσουν 
εισχωρητική ογκογένεση.6

Τα πρώτα βήματα της γονιδιακής θεραπείας
Το 1990 το FDA ενέκρινε για πρώτη φορά μελέτη γο-

νιδιακής θεραπείας στον άνθρωπο σε παιδιά που έπασχαν 
από ανοσοανεπάρκεια λόγω έλλειψης ADA (adenosine-
deaminase deficiency) και λίγο αργότερα, ανάλογη μελέτη 
ξεκίνησε και στην Ευρώπη.7,8 Οι πρώτοι κλινικοί ερευ-
νητές ξεκίνησαν με ιδιαίτερο ενθουσιασμό, αλλά αρκε-
τές από τις κλινικές μελέτες υστερούσαν σε σχεδιασμό. 
Για παράδειγμα, κλινικές δοκιμές για γονιδιακή θεραπεία 
της ανοσοανεπάρκειας λόγω έλλειψης ADA (adenosine-
deaminase deficiency) ή της χρονίας κοκκιωματώδους 
νόσου (CGD) με χρήση ρετροϊικών φορέων σε αρχέγο-
να αιμοποιητικά κύτταρα, αποτύγχαναν συστηματικά 
είτε λόγω απουσίας χρήσης προπαρασκευαστικού σχή-
ματος πριν την έγχυση των γενετικά διορθωμένων κυττά-
ρων, είτε λόγω συνέχισης της θεραπείας υποκατάστασης 

(PEG-ADA) και μετά τη χορήγηση των τροποποιημένων 
κυττάρων. Και στις δύο περιπτώσεις δημιουργούνταν ισχυ-
ρός ανταγωνισμός για εμφύτευση μεταξύ των γενετικά 
διορθωμένων κυττάρων και των ενδογενών του μυελού 
οστών, με επικράτηση των τελευταίων.9,10 

Παρά το γεγονός ότι οι πρώτες μελέτες δεν στέφθη-
καν με την αναμενόμενη επιτυχία, οι κλινικές δοκιμές 
γονιδιακής θεραπείας επεκτάθηκαν σημαντικά, μέχρι τον 
τραγικό θάνατο το 1998, ενός 18χρονου, που έπασχε από 
μία μάλλον ήπια μορφή ανεπάρκειας του ενζύμου τραν-
σκαρβαμυλάση της ορνιθίνης (OTC). Ο θάνατος συνέβη 
λόγω ανοσολογικής αντίδρασης (μη-ειδική ανοσία) προς 
την πρωτεΐνη του καψιδίου του αδενοϊού που χρησιμοποι-
ήθηκε ως φορέας του θεραπευτικού γονιδίου.11 Ο θάνα-
τος αυτός προκάλεσε την προσωρινή διακοπή όλων των 
κλινικών δοκιμών γονιδιακής θεραπείας στις Η.Π.Α και 
ήγειρε ερωτήματα όχι μόνο για την ασφάλεια αλλά και για 
το μέλλον των κλινικών δοκιμών γονιδιακής θεραπείας.

Οι πρώτες επιτυχίες στις ανοσοανεπάρκειες 
και η αναγνώριση τοξικότητας που 
σχετίζεται με τη μέθοδο

Η πρώτη αδιαμφισβήτητη επιτυχία της γονιδιακής θε-
ραπείας αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (HSCs) ήλ-
θε το 2000, σε παιδιά που έπασχαν από τη θανατηφόρα, 
σε πρώιμη παιδική ηλικία, ανοσοανεπάρκεια X-SCID, 
οδηγώντας έτσι σε αναγέννηση της γονιδιακής θεραπείας 
για τα γενετικά νοσήματα.12 Οι ασθενείς έλαβαν γενετικά 
διορθωμένα κύτταρα, με τη χρήση ενός ρετροϊικού φο-
ρέα που μετέφερε το φυσιολογικό γονίδιο (IL2RG) στα 
HSCs χωρίς να προηγηθεί μυελοκαταστολή. Η X-SCID 
αποτελεί τη μόνη περίπτωση γενετικού νοσήματος στην 
οποία η έλλειψη conditioning μπορεί να συνοδεύεται από 
επιτυχή εμφύτευση των τροποποιημένων κυττάρων, κα-
θώς το υπόστρωμα της νόσου προσδίδει σημαντικό πλε-
ονέκτημα επιβίωσης στα γενετικά διορθωμένα κύτταρα.13 
Το αποτέλεσμα της θεραπείας ήταν εντυπωσιακό: τα κα-
λούμενα, λόγω του εξαιρετικά ευάλωτου στις ευκαιρια-
κές λοιμώξεις ανοσολογικού τους συστήματος, ‘παιδιά 
της γυάλας’ (bubble boys), μπόρεσαν μετά τη θεραπεία 
να αποκτήσουν ανοσολογική επάρκεια και να φοιτή-
σουν στο σχολείο, να κοινωνικοποιηθούν πλήρως και να 
διακόψουν τη συχνή ενδοφλέβια χορήγηση σφαιρινών. 

Λίγο αργότερα ακολούθησαν επιτυχείς μελέτες στην 
ADA-SCID και CGD όπου η χρήση ενός μερικώς μυελο-
κατασταλτικού conditioning και η ελάττωση ή διακοπή 
της θεραπείας υποκατάστασης οδήγησαν σε σημαντική 
βελτίωση στη CGD και ίαση στην ADA-SCID, καθώς ενί-
σχυαν την εγκατάσταση και εμφύτευση των γενετικά τρο-
ποποιημένων αιμοποιητικών κυττάρων των ασθενών.14-16

Σύντομα όμως, οι σημαντικές πρώτες επιτυχίες επι-
σκιάστηκαν από το γεγονός της εμφάνισης λεμφοβλαστι-
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κής λευχαιμίας στο 20% (5/20) των ασθενών με X-SCID 
που υποβλήθηκαν σε γονιδιακή θεραπεία, λόγω της ενερ-
γοποίησης ογκογονιδίων από την ενσωμάτωση του ιικού 
φορέα σε συγκεκριμένη θέση στο γονιδίωμα του κυττά-
ρου (εισχωρητική μεταλλαξιγένεση).17,18 Παρά το γεγονός 
ότι 19 από τους 20 ασθενείς με X-SCID που υποβλήθη-
καν στη διαδικασία είναι σήμερα εν ζωή και υγιείς - ενώ 
κανείς δεν αναμενόταν να ζεί χωρίς τη συγκεκριμένη θε-
ραπευτική παρέμβαση - η σοβαρή ανεπιθύμητη ενέργεια 
της λευχαιμιογένεσης λόγω της γονιδιακής θεραπείας στη 
συγκεκριμένη κλινική μελέτη, έθεσε σοβαρά ερωτήματα 
για την ασφάλεια των ιικών φορέων. 

Το γεγονός της λευχαιμιογένεσης, που παρατηρήθηκε 
και σε άλλες περιπτώσεις ανοσοανεπάρκειας (Wiskott-
Alrdrich)19,20 μετά από γονιδιακή θεραπεία με χρήση ρετρο-
ϊικού φορέα, αποτέλεσε τη βάση για τον επανασχεδιασμό 
των κλινικών μελετών ως προς την ασφάλεια. Πράγματι, 
ένας νέος τομέας μελέτης της βιολογίας της εισχωρητικής 
μεταλλαξιογένεσης αναπτύχθηκε σε απάντηση της πρό-
κλησης γενοτοξικότητας από τους ιικούς φορείς, ανακα-
λύφθηκαν νέες τεχνικές ανάλυσης των επιδράσεων της 
ενσωμάτωσης των φορέων σε γενομικό επίπεδο και ανα-
λύθηκε το πρότυπο ενσωμάτωσης των γ-ρετροιικών φο-
ρέων στο γονιδίωμα. Οι μελέτες αυτές κατέδειξαν ότι η 
ενσωμάτωση των ιικών φορέων στο γονιδίωμα δεν ακο-
λουθεί, όπως αρχικά είχε θεωρηθεί, απόλυτα τυχαία κα-
τανομή, αλλά ένα τουλάχιστον «ημιτυχαίο» πρότυπο: οι 
γ-ρετροϊικοί φορείς «προτιμούν» την ενσωμάτωση σε 
περιοχές έναρξης της μεταγραφής ενώ οι λεντιιικοί φο-
ρείς ενσωματώνονται κατά προτίμηση εντός ενεργά με-
ταγραφόμενων γονιδίων.21,22 Κατά συνέπεια, το πρότυπο 
ενσωμάτωσης των λεντιιικών φορέων τους καθιστά ασφα-
λέστερους, για κλινική χρήση, φορείς.

Λεντιιικοί φορείς νεότερης γενιάς 
Μετά την αναγνώριση της εισχωρητικής μεταλλαξι-

γένεσης ως κύριας τοξικότητας της γονιδιακής θεραπείας 
με χρήση γ-ρετροϊικών φορέων, καθώς και του ασφαλέ-
στερου προτύπου ενσωμάτωσης των λεντιικών φορέων σε 
συνδυασμό με την ικανότητά τους να διαμολύνουν και μη 
διαιρούμενα κύτταρα, όπως είναι τα HSCs, τα τελευταία 
χρόνια στις κλινικές δοκιμές γονιδιακής θεραπείας επι-
κράτησαν οι λεντιιικοί φορείς. Οι λεντιιικοί φορείς νεότε-
ρης γενιάς (SIN vectors)23 κατασκευάζονται με πρόσθετα 
χαρακτηριστικά ασφάλειας, όπως ο σχεδιασμός αυτοα-
δρανοποίησης (self-inactivation/SIN), βάσει του οποίου 
απαλείφεται η περιοχή U3 από την LTR οπότε το θερα-
πευτικό γονίδιο μεταγράφεται από εσωτερικό υποκινητή 
και έτσι καταργείται ο μείζων παράγοντας γενοτοξικό-
τητας, η ιική LTR. Επιπρόσθετα, προκειμένου να ελαχι-
στοποιηθεί ο κίνδυνος εισχωρητικής μεταλλαξιογένεσης, 
κάποιοι λεντιιικοί φορείς σχεδιάζονται με την προσθήκη 

ενός μονωτή χρωματίνης με δράση διακόπτη ενισχυτών, 
ο οποίος μπλοκάρει τη ενεργοποίηση ενός ογκογονιδίου 
όταν ο φορέας ενσωματωθεί στη γειτονία ογκογονιδίου.24

Η παρούσα κατάσταση 
Τα τελευταία χρόνια παρακολουθούμε μια αναγέννη-

ση στο πεδίο των κλινικών δοκιμών γονιδιακής θεραπεί-
ας. Αρκετές κλινικές μελέτες φάσης Ι-ΙΙΙ (αρκετές από 
τις οποίες χρηματοδοτούνται από μεγάλες φαρμακευτι-
κές εταιρίες) διεξάγονται σε παγκόσμιο επίπεδο. Αυτές 
οι κλινικές μελέτες διερευνούν την εφαρμογή της γονιδι-
ακής θεραπείας σε διάφορες ασθένειες, όπως καρκίνους, 
νευρολογικά, αιματολογικά, αγγειακά, οφθαλμολογι-
κά νοσήματα κτλ. Η αναζωπύρωση αυτή των κλινικών 
δραστηριοτήτων αντικατοπτρίζει απλά την πρόοδο που 
υπήρξε στον εργαστηριακό τομέα και αναδεικνύει ακό-
μα μια φορά τη σημασία της βασικής έρευνας στην ανά-
πτυξη νέων θεραπειών.

Πιο κάτω συνοψίζουμε τα αποτελέσματα κλινικών 
δοκιμών που εστιάζουν στην ανάπτυξη θεραπειών για 
αιματολογικές νόσους. 

Γονιδιακή θεραπεία Αιμοφιλίας
Αρκετές, διαφορετικές προσεγγίσεις με χρήση ιικών 

φορέων έχουν δοκιμαστεί για τη γονιδιακή θεραπεία της 
αιμοφιλίας με επικρατέστερους τους αδενοσχετιζόμενους 
ιικούς φορείς (AAV). Λόγω του σημαντικά μικρότερου 
μεγέθους του παράγοντα ΙΧ σε σχέση με τον παράγοντα 
VIII, που επέτρεπε το αποτελεσματικό πακετάρισμα του 
γονιδίου ΙΧ στους AAV ιικούς φορείς, η έμφαση δόθηκε 
αρχικά στην ανάπτυξη γονιδιακής θεραπείας για την αι-
μοφιλία Β (έλλειψη παράγοντα ΙΧ).

Πρώιμες προκλινικές δοκιμές σε ζωικά μοντέλα ήταν 
επιτυχείς στη διόρθωση της έλλειψης του παράγοντα 
ΙΧ,25,26 ο δρόμος όμως προς τις κλινικές δοκιμές σε αν-
θρώπους αποδείχθηκε αρκετά περίπλοκος. Οι πρώτες κλι-
νικές δοκιμές από αρκετούς ερευνητές στις Η.Π.Α, καθώς 
και από μία εταιρία βιοτεχνολογίας, έκαναν χρήση εγχύ-
σεων ενός αδενο-σχετιζόμενου ιικού φορέα που μετέφερε 
τον παράγοντα IX στην ηπατική αρτηρία των ασθενών, 
αλλά με πολύ μικρό θεραπευτικό όφελος και ταυτόχρο-
να εμφάνιση ανοσολογικών προβλημάτων.27 Μελέτη που 
ακολούθησε με ίδιο τύπο φορέα και ενδομυική έγχυσή 
του σε πολλαπλά σημεία, δεν απέδωσε επίσης το επιθυ-
μητό θεραπευτικό αποτέλεσμα.28

Η πρόοδος προήλθε από τη βασική έρευνα στην ιο-
λογία που αποκάλυψε μια πληθώρα ορολογικών τύπων 
αδενο-σχετιζόμεων ιών, ένας εκ των οποίων, ο AAV-8, 
είχε ισχυρό τροπισμό για τα ηπατοκύτταρα. Η πρώτη 
επιτυχής κλινική μελέτη γονιδιακής θεραπείας για την 
αιμοφιλία που ανακοινώθηκε το 2011 έκανε χρήση ενός 
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ΑΑV-8 φορέα σε 6 ασθενείς με αιμοφιλία Β.29 Τέσσερις 
από τους έξι ασθενείς διέκοψαν την προφυλακτική χορή-
γηση του παράγοντα IX και 2/6 αραίωσαν τα διαστήμα-
τα της θεραπείας υποκατάστασης. Τα επίπεδα έκφρασης 
του παράγοντα IX που επιτεύχθηκαν ήταν δοσοεξαρτώ-
μενα και κυμάνθηκαν στο 2-11%, ενώ οι ανοσολογικές 
αντιδράσεις που παρατηρήθηκαν με τη μορφή τρανσα-
μινασαιμίας (στη χορήγηση των υψηλότερων δόσεων) 
ήταν ήπιες και αντιμετωπίστηκαν επιτυχώς με παροδική 
χρήση στεροειδών.

Αυτή η κλινική μελέτη είχε μεγάλο αντίκτυπο στον 
τομέα της γονιδιακής θεραπείας. Μεγάλες φαρμακευτι-
κές εταιρίες αναπτύσσουν τώρα νέες προσεγγίσεις γονι-
διακής θεραπείας για την αιμοφιλία Β και την αιμοφιλία 
Α. Η χρήση των ΑΑV-8 φορέων και η επιλεκτική τους 
συγκέντρωση στο ήπαρ ανοίγει το δρόμο για την αντι-
μετώπιση πολλών ασθενειών οι οποίες οφείλονται σε 
ανεπάρκεια ή έλλειψη πρωτεϊνών του ηπατοκυττάρου. 
Το μεγαλύτερο πρόβλημα που παραμένει είναι τεχνικής 
φύσης και εστιάζεται στη δυσκολία παραγωγής του θε-
ραπευτικού AAV φορέα σε επίπεδο κλινικής κλίμακας, 
αλλά αυτό αναμένεται να επιλυθεί από την εμπειρία της 
φαρμακευτικής και βιοτεχνολογικής βιομηχανίας. Επί-
σης, οι αδενο-σχετιζόμενοι φορείς παραμένουν κυρίως 
επισωμικοί (μόνο ένα μικρό ποσοστό τους ενσωματώ-
νεται στο γονιδίωμα του κυττάρου). Λόγω του γεγονό-
τος αυτού, οι ασθενείς αναμένεται να χρειαστούν ξανά 
θεραπεία σε μελλοντικό στάδιο, πράγμα που μπορεί να 
γίνει χρησιμοποιώντας διαφορετικού ορολογικού τύπου 
αδενο-σχετιζόμενους φορείς.

Γονιδιακή θεραπεία ανοσοανεπαρκειών 
Οι ασθένειες αυτές (ADA-SCID, SCID-X1, CGD and 

WAS) απετέλεσαν έναν από τους πρώτους στόχους κλινι-
κών δοκιμών στη γονιδιακή θεραπεία. Η ίαση ασθενών με 
Χ-SCID μετά από γονιδιακή θεραπεία με γ-ρετροϊικούς 
φορείς, όπως προαναφέρθηκε, σηματοδότησε την πρώ-
τη αδιαμφισβήτη επιτυχία της γονιδιακής θεραπείας,12,30 
αλλά ταυτόχρονα και τη δυσάρεστη διαπίστωση σοβαρής 
τοξικότητας που σχετίζεται με τη μέθοδο, υπό τη μορφή 
της εισχωρητικής μεταλλαξιγένεσης.17

Δεδομένα της μακροχρόνιας έκβασης κλινικών με-
λετών γονιδιακής θεραπείας στις πρωτοπαθείς ανοσο-
ανεπάρκειες που στην πλειονότητά τους έκαναν χρήση 
συμβατικών γ-ρετροϊικών φορέων, έδειξαν σαφή αποτε-
λεσματικότητα, με άνω του 90% των ασθενών να επι-
βιώνουν μακροχρόνια.31,32 Τα αποτελέσματα αυτά είναι 
εντυπωσιακά όταν συγκρίνονται με άλλες εναλλακτικές 
θεραπείες και τη μεταμόσχευση με μερική ασυμβατότη-
τα HLA. Η εισχωρητική μεταλλαξιγένεση που παρατη-
ρήθηκε περίπου στο 10% του συνόλου των ασθενών με 
πρωτοπαθείς ανοσοανεπάρκειες, δείχθηκε ότι ακολου-

θεί ένα κοινό πρότυπο ενεργοποίησης πρωτοογκογονι-
δίων που διαμεσολαβείται από την παρουσία ενισχυτών 
στην περιοχή U3 5′ long terminal repeat (LTR) των 
γ-ρετροϊικών φορέων.

Η αντικατάσταση των γ-ρετροϊικών φορέων με SIN 
γ-ρετροϊικούς33 και λεντιιικούς φορείς σε πρόσφατες κλι-
νικές δοκιμές σε ασθενείς με Χ-SCID και με σύνδρομο 
Wiskott-Aldrich (WAS)34 οδήγησε σε ίαση των ασθενών, 
χωρίς το προφίλ ενσωμάτωσης των λεντι-ιικών φορέων 
να σχετίζεται με ενεργοποίηση ογκογονιδίων ή με κλω-
νική έκπτυξη των αιμοποιητικών κυττάρων.

Τα αποτελέσματα της γονιδιακής θεραπείας στις ανο-
σοανεπάρκειες συνολικά, υποστηρίζουν ότι η γονιδιακή 
θεραπεία έχει περάσει από το στάδιο της απόδειξης της 
αρχής (proof of principle) και θεραπευτικών υποσχέσε-
ων σε μια ιατρική που θα μπορούσε, σε επιλεγμένες πε-
ριπτώσεις, να αποτελέσει θεραπεία πρώτης γραμμής και 
μια καταχωρημένη, στη φαρμακευτική αγορά, θεραπευ-
τική μέθοδο για ποικιλία γενετικών νόσων σε περιπτώ-
σεις όπου οι συμβατικές θεραπείες αποτυγχάνουν ή δεν 
είναι διαθέσιμες.

Γονιδιακή θεραπεία λυσοσωμικών νόσων
Η πρόσφατη επιτυχία της γονιδιακής θεραπείας στις 

λυσοσωμικές νόσους παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, 
γιατί καταδεικνύει τον τρόπο μελλοντικής εφαρμογής της 
γονιδιακής θεραπείας αρχέγονων αιμοποιητικών κυττά-
ρων (stem cell gene therapy) για τη θεραπεία πολλών νό-
σων, με την παραγωγή από τα γενετικά τροποποιημένα 
αιμοποιητικά κύτταρα της θεραπευτικής πρωτεΐνης. Στις 
κλινικές δοκιμές για τη φυλοσύνδετη αδρενολευκοδυ-
στροφία (Χ-ALD)35 και τη μεταχρωματική λευκοδυστρο-
φία (MLD)36 διαμολύνθηκαν τα αρχέγονα αιμοποιητικά 
κύτταρα των ασθενών με τρίτης γενιάς λεντι-ιικούς φο-
ρείς που μετέφεραν φυσιολογικό αντίγραφο του γονιδίου 
το οποίο είναι μεταλλαγμένο σε κάθε νόσο (ABCD1 και 
ARSA, αντίστοιχα). Τα μονοκύτταρα/μακροφάγα κύττα-
ρα που προήλθαν από τα γενετικά τροποποιημένα αρχέ-
γονα αιμοποιητικά κύτταρα μετανάστευσαν στο κεντρικό 
νευρικό σύστημα όπου απέδωσαν μεταβολικά προϊόντα 
φυσιολογικής πλέον ενζυμικής δραστηριότητας με απο-
τέλεσμα τη διακοπή της νευρολογικής παθολογίας των 
ασθενών. Τα θεραπευτικά αποτελέσματα στις περιπτώ-
σεις αυτές αναμένονται όταν η γονιδιακή θεραπεία εφαρ-
μοστεί πριν από την εγκατάσταση σοβαρής νευρολογικής 
σημειολογίας. Στην περίπτωση της MLD, τα παιδιά δια-
γνώστηκαν και υποβλήθηκαν στη μέθοδο σε προσυμπτω-
ματική φάση, καθώς υπήρχε σε όλες τις περιπτώσεις ένα 
ήδη προσβεβλημένο παιδί στην οικογένεια.

Τέσσερεις ασθενείς με ALD και 3 με MLD υποβλή-
θηκαν σε γονιδιακή θεραπεία μετά από ένα πλήρως μυε-
λοκατασταλτικό conditioning. Τα επίπεδα των γενετικά 
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διορθωμένων κυττάρων σταθεροποιήθηκαν στο 10% στο 
περιφερικό αίμα στην ALD και εντυπωσιακά, στο 65% 
στον μυελό των οστών στην MLD. Στους ασθενείς με 
ALD διεκόπη η πρόοδος της απομυελίνωσης στους 14-
16 μήνες μετά τη διαδικασία, αποτέλεσμα ανάλογο με της 
αλλογενούς μεταμόσχευσης. Στους ασθενείς με MLD η 
νόσος δεν εκδηλώθηκε ή δεν προόδευσε απεικονιστικά 
7-21 μήνες μετά την προβλεπόμενη ηλικία έναρξης των 
συμπτωμάτων. Και στις δυο κλινικές μελέτες η ανάλυ-
ση των θέσεων ενσωμάτωσης των λεντι-ιικών φορέων 
έδειξε πολυκλωνική αιμοποίηση χωρίς παράδοξη κλω-
νική συμπεριφορά. 

Οι ασθένειες αυτές είναι αρκετά σπάνιες, η αρχή όμως 
της γονιδιακής θεραπείας σε αρχέγονα αιμοποιητικά κύτ-
ταρα για την αντιμετώπιση ενζυμοπαθειών έχει διευρύ-
νει τους ορίζοντες εφαρμογής της γονιδιακής θεραπείας. 

Θαλασσαιμία
Η β-θαλασσαιμία αποτέλεσε έναν από τους πρώτους 

στόχους της γονιδιακής θεραπείας από τη δεκαετία του 
’80.37,38 Η προσθήκη και λειτουργία του φυσιολογικού 
γονιδίου της β-σφαιρίνης σε ένα σχετικά μικρό ποσο-
στό αιμοποιητικών κυττάρων των ασθενών θα μπορού-
σε να τους απαλλάξει από τον θαλασσαιμικό φαινότυπο.

Μετά από αρκετές δεκαετίες ερευνητικών προσπα-
θειών με επιτυχίες39 αλλά και απογοητεύσεις, δύο κλινι-
κές δοκιμές για τη β-θαλασσαιμία τρέχουν σήμερα (Νέα 
Υόρκη – Παρίσι/ΗΠΑ), ενώ αρκετές άλλες αναμένεται 
να ξεκινήσουν σύντομα, μια από αυτές και στην Ελλάδα. 
Το μεγαλύτερο πρόβλημα για τη γονιδιακή θεραπεία των 
θαλασσαιμικών συνδρόμων σχετίζεται με την ανεπαρκή 
αποτελεσματικότητα των ιικών φορέων σφαιρίνης. Αυτό 
οφείλεται στο γεγονός ότι η παραγωγή του σφαιρινικού 
mRNA σε θεραπευτικά επίπεδα απαιτεί τη χρήση ισχυρών 
ενισχυτών. Δυστυχώς οι ενισχυτές που χρησιμοποιούνται 
σήμερα έχουν πολύ μεγάλο μέγεθος με αποτέλεσμα να 
επηρεάζεται ο τίτλος παραγωγής των φορέων σε επίπεδο 
κλινικής κλίμακας και κατ΄ επέκταση και η αποτελεσμα-
τικότητα της διαμόλυνσης των αρχέγονων αιμοποιητικών 
κυττάρων. Ερευνα είναι σε εξέλιξη με στόχο να βελτι-
ώσει σημαντικά την αποτελεσματικότητα αλλά και την 
ασφάλεια των φορέων σφαιρίνης με την παραγωγή νέας 
γενιάς φορέων σφαιρίνης με ενσωμάτωση μικρού μεγέ-
θους, μονωτών χρωματίνης και ισχυρών ερυθροειδικών 
ενισχυτών που ταυτοποιούνται στο ανθρώπινο γονιδίω-
μα με τεχνικές υψηλής απόδοσης.

Η γονιδιακή θεραπεία για τη θαλασσαιμία παρουσιά-
ζεται σε ξεχωριστό άρθρο του παρόντος τεύχους.

Επιπλέον, υπάρχει μακροχρόνιο ερευνητικό ενδιαφέρον 
στην κατεύθυνση της επανενεργοποίησης της εμβρυικής 
γ-σφαιρίνης με στόχο να αντισταθμιστεί η ελλειμματική 
σύνθεση της β-σφαιρίνης στη θαλασσαιμία, ή να αναστα-

λεί η δρεπάνωση σε ασθενείς με δρεπανοκυτταρική αναι-
μία.40,41 Η ανακάλυψη του γονιδίου BCL11A ως μείζονος 
ρυθμιστή της καταστολής του γονιδίου της γ-σφαιρίνης 
σε συγκεκριμένο στάδιο κατά την ανάπτυξη, έδωσε μεγά-
λη ώθηση στο πεδίο αυτό καθώς επιτρέπει την ανάπτυξη 
στοχευμένων θεραπειών.42,43 Για παράδειγμα, η γονιδιακή 
διάρρηξη (disruption) του BCL11A με χρήση των zinc 
finger νουκλεασών αυξάνει σημαντικά την HbF τόσο σε 
φυσιολογικά όσο και θαλασσαιμικά CD34+ κύτταρα44 
και η έναρξη κλινικής μελέτης στη θαλασσαιμία με χρή-
ση της τεχνολογίας της γονιδιακής διόρθωσης/στόχευσης 
αναμένεται με ιδιαίτερο ενδιαφέρον.

Λευχαιμίες/Kαρκίνος
Μέχρι σήμερα, ο καρκίνος είναι η συνηθέστερη νό-

σος-στόχος της γονιδιακής θεραπείας και συνιστά το 60% 
όλων των σε εξέλιξη κλινικών μελετών ανά τον κόσμο. 
Η γονιδιακή μεταφορά στοχεύει στη θεραπεία κακοήθων 
νόσων μέσω ποικίλων προσεγγίσεων, όπως τη δημιουρ-
γία Τ-κυττάρων με ειδικότητα έναντι αντιγόνων που εκ-
φράζονται από τον όγκο, την ανάπτυξη εμβολίων έναντι 
του όγκου με έκφραση γονιδίων που ενισχύουν την ανο-
σολογική απόκριση του οργανισμού, ή την ανάπτυξη των 
χιμαιρικών αντιγονικών υποδοχέων (chimeric antigen 
receptors-CARs) στα Τ-λεμφοκύταρα, όπου μία μονή-
ρης αλυσίδα αντισώματος με ειδικότητα έναντι αντιγό-
νου που εκφράζεται από κακοήθη κύτταρα συνδέεται με 
ενδοκυττάριο τμήμα που σηματοδοτεί την ενεργοποίη-
ση του γενετικά τροποποιημένου λεμφοκυττάρου όταν το 
αντίσωμα δεσμεύεται από το αντιγόνο-στόχο.45-47

Η χρήση Τ-λεμφοκυττάρων με CARs έναντι του 
CD19 και με ενσωμάτωση συνδιεγερτικής σηματοδότη-
σης για τη θεραπεία ανθεκτικών Β-κακοηθειών (Β-ALL, 
CLL) οδήγησε σε δραματικές μειώσεις του φορτίου των 
όγκων και αποτελεί μία από τις πιο πρόσφατες επιτυχίες 
της γονιδιακής θεραπείας για την αντιμετώπιση αιματο-
λογικών νόσων.48-51 

Η χρήση των CARs σε αιματολογικά νοσήματα και η 
γονιδιακή θεραπεία του καρκίνου ανασκοπούνται σε άρ-
θρα του παρόντος τεύχους.

Ιογενείς λοιμώξεις - AIDS 
Οι ιογενείς λοιμώξεις παραμένουν μία από τις σημα-

ντικότερες αιτίες νοσηρότητας και θνητότητας μετά από 
αλλογενή μεταμόσχευση αρχέγονων αιμοποιητικών κυττά-
ρων. Η υιοθετούμενη μεταφορά ειδικών Τ-λεμφοκυττάρων 
έναντι ιών έχει χρησιμοποιηθεί ως στρατηγική πρόληψης 
και θεραπείας ιογενών λοιμώξεων σε ανοσοκατασταλμέ-
νους ασθενείς. Αρχικά, η παραγωγή αυτών των κυττάρων 
ήταν περίπλοκη και χρονοβόρα (10 εβδομάδες), στόχευε 
περιορισμένο φάσμα ιών και απαιτούσε χρήση ιικών φο-
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ρέων ή ιών για την παρουσίαση του αντιγόνου-στόχου 
καθώς και πολλαπλές σειρές καλλιεργειών.52-54 Σήμερα, 
έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι που επιτρέπουν την ταχεία 
(εντός 10 ημερών) παραγωγή και ταυτόχρονη στόχευση 
μέχρι και 5 ιών (CMV, EBV, ADV, BK, HHV6) σε μονή-
ρη καλλιέργεια και σε mini-βιοαντιδραστήρες με χρήση 
μίγματος πεπτιδίων των ιικών αντιγόνων.55 Αυτά τα, ένα-
ντι ιών, ειδικά λεμφοκύτταρα πληρούν τις απαιτήσεις της 
πολλαπλής ειδικότητας, ταχείας παραγωγής και παρατε-
ταμένης και ευρείας αντιικής δραστικότητας σε ανοσο-
κατασταλμένους ασθενείς και έχουν δώσει εντυπωσιακά 
αποτελέσματα σε περιπτώσεις αναζωπύρωσης από, ή λοί-
μωξης με CMV, EBV, ADV, BK, HHV6 σε ασθενείς με-
τά από αλλογενή μεταμόσχευση55. 

H παραγωγή και αποτελεσματικότητα των Τ-λεμ
φοκυττάρων πολλαπλής ειδικότητας έναντι ιών, μετά από 
αλλογενή μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων, πα-
ρουσιάζεται σε ξεχωριστό άρθρο του παρόντος τεύχους.

Η γονιδιακή θεραπεία αιμοποιητικών κυττάρων απο-
τελεί και για το AIDS μια θεραπευτική προσέγγιση για 
πιθανή ίαση. Είναι γνωστό ότι άτομα με απαλείψεις στο 
γονίδιο CCR5, το γονίδιο που εκφράζει έναν κυτταρι-
κό συνυποδοχέα του ιού HIV, είναι ανθεκτικά σε λοίμω-
ξη από τον ιό.56 Αν αυτό το γονίδιο απαλειφθεί από τα 
Τ-λεμφοκύτταρα ενός ατόμου προσβεβλημένου από τον 
ιό, θα δημιουργηθεί ένας πληθυσμός ανθεκτικών στον 
HIV Τ-λεμφοκυττάρων, που πρακτικά θα έχει ως αποτέ-
λεσμα την ίαση της νόσου. Αυτή η απάλειψη είναι δυνατό 
να επιτευχθεί με τη μέθοδο του gene editing (γονιδιακή 
διόρθωση/στόχευση).57 Η μέθοδος αυτή της γενετικής 
μηχανικής χρησιμοποιεί τεχνητές νουκλεάσες (μοριακά 
σχεδιασμένες, γνωστές και ως ‘μοριακά ψαλίδια’) που 
μπορούν να προσθέσουν, να αντικαταστήσουν ή να απα-
λείψουν συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA από ένα γονι-
δίωμα. Μια πολυκεντρική κλινική μελέτη που διεξάγεται 
σήμερα στις Η.Π.Α και που χρησιμοποιεί την τεχνική του 
gene editing στα Τ-λεμφοκύτταρα ασθενών με AIDS έχει 
πρόσφατα ανακοινώσει ενθαρρυντικά αποτελέσματα.58 
Επιπλέον, πολλά κέντρα έχουν εστιάσει στην προσπάθεια 
ανάπτυξης γονιδιακής θεραπείας για συγκεκριμένες λοι-
μώδεις νόσους, όπως π.χ. για την ηπατίτιδα C. 

H γονιδιακή διόρθωση/στόχευση, ως η μετεξέλιξη της 
γονιδιακής θεραπείας για ποικιλία νόσων-στόχων, πα-
ρουσιάζεται σε ξεχωριστό άρθρο του παρόντος τεύχους.

Γονιδιακή θεραπεία αυτοκτονίας  
στην απλοταυτόσημη μεταμόσχευση HSCs

Η ρύθμιση της αλλοαντιδραστικότητας στο πλαίσιο 
αλλογενούς μεταμόσχευσης HSCs, με στόχο να διαχω-
ριστεί η επωφελής δράση του μοσχεύματος έναντι της 
κακοήθειας (graft versus tumor/leukemia GVT/GVL) 
και των λοιμώξεων (graft versus infection-GVI) από την 

επιβλαβή νόσο μοσχεύματος κατά ξενιστή (graft versus 
host disease-GvHD), παραμένει σταθερή πρόκληση. Η 
γονιδιακή θεραπεία με την εισαγωγή γονιδίου αυτοκτο-
νίας (suicide gene therapy) στα λεμφοκύτταρα του δότη 
πριν τη μεταμόσχευση και τη σταδιακή έγχυσή τους στο 
λήπτη μετά τη μεταμόσχευση, λειτουργεί ως διακόπτης 
ασφάλειας: επιτρέπει ταχεία ανοσολογική αποκατάσταση 
με επαρκή έλεγχο των λοιμώξεων και μειώνει την πιθα-
νότητα υποτροπής ενώ επιφέρει επιλεκτική εξάλειψη των 
Τ-λεμφοκυττάρων επί εμφανίσεως GvHD. Δύο συστήματα 
αυτοκτονίας έχουν ελεγχθεί σε κλινικές μελέτες απλοταυ-
τόσημης μεταμόσχευσης: το ένα, χρησιμοποιεί ιικό φορέα 
που κωδικοποιεί το γονίδιο της θυμιδινικής κινάσης (ΤΚ) 
και η εξάλειψη των λεμφοκυττάρων γίνεται με χορήγη-
ση του αντιικού φαρμάκου Ganciclovir (San Raffaelle, 
Milan)59,60 και το άλλο, το γονίδιο της κασπάσης-9 που 
επάγει διμερισμό παρουσία του παράγοντα διμερισμού 
AP1903 οδηγώντας σε απόπτωση των Τ-λεμφοκυττάρων 
που προκαλούν GvHD (Baylor, Houston).61 Και οι δύο 
μελέτες έδωσαν εντυπωσιακά αποτελέσματα στον απο-
τελεσματικό έλεγχο της οξείας GvHD (100%). Επιπλέ-
ον, η μελέτη ΤΚ-007 δημοσίευσε ποσοστά θνητότητας 
μη σχετιζόμενης με υποτροπή στους ασθενείς που πέτυ-
χαν ανοσολογική αποκατάσταση 14% έναντι 60% αυ-
τών που δεν αποκαταστάθηκαν ανοσολογικά καθώς και 
κατάργηση της όψιμης θνητότητας από λοιμογόνα αίτια 
που παρατηρείται στην κλασική απλοταυτόσημη μετα-
μόσχευση με αφαίρεση των Τ-λεμφοκυτάρων. Το ποσο-
στό συνολικής επιβίωσης ήταν 41% στους ασθενείς της 
μελέτης με προχωρημένη νόσο έναντι 62% των ασθενών 
που υποβάλλονται σε κλασική απλοταυτόσημη μεταμό-
σχευση με αφαίρεση των Τ-λεμφοκυττάρων και σε φάση 
προχωρημένης νόσου, όπως καταγράφηκε σε αναδρομι-
κή μελέτη του ΕΒΜΤ.60,62

Τα αποτελέσματα αυτά αποτέλεσαν τη βάση για το 
σχεδιασμό και διεξαγωγή της διεθνούς, τυχαιοποιημέ-
νης, και πρώτης φάσης ΙΙΙ, μελέτης γονιδιακής θερα-
πείας (ΤΚ-008), σε ασθενείς με υψηλού κινδύνου οξεία 
λευχαιμία που υποβάλλονται σε απλοταυτόσημη μετα-
μόσχευση. Οι ασθενείς τυχαιοποιούνται (3:1) να λάβουν 
back up εγχύσεις ΤΚ-λεμφοκυττάρων του δότη μετά 
από απλοταυτόσημη μεταμόσχευση με αφαίρεση των 
Τ-λεμφοκυττάρων έναντι αυτών που υποβάλλονται σε 
T-depleted απλοταυτόσημη μεταμόσχευση με αφαίρεση 
των Τ-λεμφοκυττάρων ή T-repleted απλοταυτόσημη με-
ταμόσχευση με υψηλές δόσεις κυκλοφωσφαμίδης μετά 
την έγχυση του μοσχεύματος.

Μη-αιματολογικές νόσοι 
Ιδιαίτερα εντυπωσιακή είναι η πρόοδος στη γονιδια-

κή θεραπεία στην οφθαλμολογία και ορόσημο υπήρξε το 
κλινικό αποτέλεσμα της γονιδιακής μεταφοράς με χρή-
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ση AAV φορέα στη συγγενή αμαύρωση Leber, τύφλωση 
κληρονομικής μορφής όπου οι φωτοϋποδοχείς του αμ-
φιβληστροειδούς λόγω ενός παθολογικού RPE65 γονι-
δίου εκφυλίζονται στη γέννηση ή σύντομα μετά, και ο 
αμφιβληστροειδής αντικαθίσταται από ουλώδη ιστό όσο 
προχωράει η νέκρωση των φωτοϋποδοχέων. Αρχικά, σε 3 
ασθενείς 19-26 ετών ενέθηκαν, σε πολλαπλά σημεία υπο-
αμφιβληστροειδικά, AAV-2 φορείς που κωδικοποιούν το 
RPE65 γονίδιο. Οι ασθενείς παρουσίασαν βελτίωση στην 
όραση χωρίς τοπικές ή συστηματικές παρενέργειες από 
τους ορολογικού τύπου-2 AAV φορείς. Όταν αργότερα 
συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη νεότεροι ασθενείς, το απο-
τέλεσμα ήταν πραγματικά εντυπωσιακό: ένα οκτάχρονο 
παιδί αποκατέστησε σχεδόν πλήρως την όρασή του και 
μαζί τη δυνατότητα να ζήσει μια φυσιολογική ζωή.63,64 
Τα αποτελέσματα αυτά υπογραμμίζουν τη σημασία της 
πρώιμης αντιμετώπισης με γονιδιακή ή άλλη αναγεννη-
τική θεραπεία, σε φάση όπου η λειτουργική ανάκαμψη 
μπορεί να είναι ακόμη εφικτή και σε ασθενείς όπου το 
κλινικό όφελος είναι πιθανό άρα και πιο προβλέψιμη η 
αποτελεσματικότητα ή ακόμη και η ασφάλεια μιας νέ-
ας τεχνολογίας.

Μια παρόμοια προσέγγιση χρησιμοποιείται για τη 
θεραπεία της ηλικιακής εκφύλισης της ωχράς κηλίδας.65 
Η ανάμειξη της βιομηχανίας σε αυτόν τον τομέα μπορεί 
να εγγυηθεί τις απαραίτητες τεχνολογικές βελτιώσεις για 
την παραγωγή φορέων σε κλινική κλίμακα, γεγονός το 
οποίο θα οδηγήσει σε ευρεία εφαρμογή της γονιδιακής 
θεραπείας σε διάφορες μορφές τύφλωσης.

Σημαντική πρόοδος έχει επιτευχθεί και σε νευρολο-
γικά νοσήματα και πρόσφατα ανακοινώθηκε η κινητική 
βελτίωση ασθενών με προχωρημένη νόσο Parkinson που 
υποβλήθηκαν σε γονιδιακή θεραπεία με ενδοεγκεφαλική 
χορήγηση λεντιιικού φορέα.66

Ο πίνακας 1 περιέχει μια περιληπτική σύνοψη κλινι-
κών δοκιμών γονιδιακής θεραπείας για διάφορες νόσους 
οι οποίες έχουν δημοσιευτεί (πολλές κλινικές μελέτες που 
διεξάγονται από εταιρίες δεν έχουν δημοσιευτεί).

Γονιδιακή διόρθωση:  
Tο μέλλον της γονιδιακής θεραπείας;

Η ιδεώδης μορφή της γονιδιακής θεραπείας με in situ 
διόρθωση της γονιδιακής βλάβης (gene editing), αντί 
της γονιδιακής προσθήκης (gene addition) όπως κλασι-
κά εφαρμόζεται σήμερα, κερδίζει έδαφος τα τελευταία 
χρόνια και κάποιες κλινικές δοκιμές ξεκίνησαν (π.χ. στην 
αντιμετώπιση του ιού HIV58,67 ή του γλοιοβλαστώματος), 
ή αναμένεται σύντομα να ξεκινήσουν. Η τεχνολογία αυ-

τή, που από κάποιους αποκαλείται και ‘γονιδιωματική 
χειρουργική’,68 επιτρέπει αποτελεσματική και ακριβή 
γενετική τροποποίηση μέσω επαγωγής θραύσης στη δι-
πλή έλικα σε προεπιλεγμένο στόχο στο γονιδίωμα με τη 
χρήση υβριδικών νουκλεασών (zing-finger νουκλεάσες, 
meganucleases και transcription activator-like effector 
νουκλεάσες). Το δυνητικό αποτέλεσμα αυτής της θραύ-
σης και της επιδιόρθωσης που ακολουθεί μπορεί να είναι:  
i) η γονιδιακή διάρρηξη (gene disruption) που καταργεί 
τη λειτουργία γονιδίων και είναι επιθυμητή στην περί-
πτωση γονιδίων που εμπλέκονται στην παθολογία μιας 
νόσου (π.χ. CCR5 για τη θεραπεία του HIV), ii) η γονιδι-
ακή διόρθωση (gene correction) επί ταυτόχρονης παρου-
σίας ομόλογης, προς το γονίδιο-στόχο, ακολουθίας DNA 
που επιτρέπει σε ένα γονίδιο να εκφραστεί στη φυσιολο-
γική χρωμοσωμική του θέση και στοχεύει στη θεραπεία 
των μονογονιδιακών νόσων (δρεπανοκυτταρική αναιμία, 
αιμοφιλία, ανοσοανεπάρκειες), iii) η γονιδιακή εισχώρη-
ση (DNA insertion) ενός φυσιολογικού αντιγράφου γονι-
δίου σε προεπιλεγμένη, «ασφαλή» θέση στο γονιδίωμα 
που αποτελεί επιθυμητό στόχο για όλες τις εφαρμογές 
γονιδιακής θεραπείας σε αρχέγονα κύτταρα.

Το σημαντικότερο πλεονέκτημα της αυτής νέας τε-
χνολογίας σε σχέση με την κλασική γονιδιακή θεραπεία 
που χρησιμοποιεί γονιδιακή προσθήκη, είναι το ασφαλέ-
στερο προφίλ της, καθώς η ενσωμάτωση γενετικού υλι-
κού είναι στοχευμένη και όχι τυχαία, αποτρέποντας έτσι 
τον κίνδυνο εισχωρητικής ογκογένεσης.

Συμπεράσματα
Τα κλινικά οφέλη που επιτεύχθηκαν με διαφορετικές 

προσεγγίσεις γονιδιακής θεραπείας υποστηρίζουν ισχυρά 
ότι η γονιδιακή θεραπεία έχει πλέον ξεπεράσει το στάδιο 
της απόδειξης της αρχής (proof of principle) ότι μπορεί 
να αποδώσει μακροχρόνια, δυνητικά θεραπευτικά αποτε-
λέσματα και αποτελεί ρεαλιστική προσέγγιση για αρκε-
τές, προηγουμένως ανίατες ή δυσίατες με τη συμβατική 
ιατρική, κλινικές περιπτώσεις. Το μάθημα που κερδήθη-
κε από την επιπλοκή της εισχωρητικής μεταλλαξιγένεσης 
οδήγησε σε νέες γενιές φορέων, σε σχεδιασμό κλινικών 
πρωτοκόλλων προσαρμοσμένων στις ιδιαιτερότητες της 
νόσου-στόχου και σε βελτιώσεις στην παρασκευή των 
φορέων σε κλινική κλίμακα, ανοίγοντας τελικά το δρό-
μο για ευρύτερες εφαρμογές της τρέχουσας τεχνολογίας. 
Ταυτόχρονα, σηματοδότησε την ανάγκη ανάπτυξης της 
γονιδιακής διόρθωσης/στόχευσης ως την επόμενη κατά-
κτηση του πεδίου της γονιδιακής θεραπείας.
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The development of gene therapy
by Evangelia Y annaki1,2, Varnavas Constantinou1, George Stamatoyannopoulos2

1Gene and Cell Therapy Center, Haematology Department and Bone Marrow Transplantation Unit, 
"G. Papanikolaou" Hospital, Thessaloniki, Greece 2Department of Medicine and Markey Molecular 

Medicine Center, University of Washington, Seattle, WA, USA

Abstract Τhe aetiologic treatment of diseases at the genetic level is called gene therapy and it has 
been a theoretical objective of medicine since the ’70s, when genetic diseases were directly associated 
to gene mutations. In the ’80s, the first experimental approaches for gene therapy had to address two ba-
sic issues: the development of tools (vectors) to transfer the therapeutic genetic material into the cells 
and the type of cells to be targeted. In the early ’90s, following the tremendous progress of biotechnol-
ogy, gene therapy moved to the level of clinical trials, albeit without the expected success. This lack of 
efficacy indicated the need of return back to basic research and rational design of clinical protocols. The 
first great success of gene therapy came in 2000, when children suffering from X-SCID, a lethal immu-
nodeficiency, were cured with the use of a gamma retroviral vector for the transfer of the therapeutic 
gene to the hematopoietic stem cells. This indisputable success of gene therapy, however, was overshad-
owed by the recognition of treatment-associated toxicity in the form of insertional oncogenesis, which 
necessitated the development of new and safer vectors or even new methods for the genetic modifica-
tion. Today, hundreds of clinical trials are conducted worldwide for difficult to cure, both hereditary and 
acquired diseases, using safer and more efficient viral vectors (lentiviral, AAV vectors) and producing 
remarkable results in many cases. Moreover, the field of gene therapy is constantly expanding; gene ed-
iting, a method which offers targeted and theoretically safer genetic modification opening the door to a 
range of novel theurapeutic approaches, is expected to be the next advancement of gene therapy. This 
review presents a historical overview of gene therapy, with emphasis on important and seminal points 
of its development and evolution.
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Βασικές αρχές των ιικών φορέων της γονιδιακής θεραπείας

Γιώργος Βασιλόπουλος1,2, Εμμανουήλ Σημαντηράκης1

Περίληψη Η τεχνολογία της γονιδιακής μεταφοράς στηρίχτηκε κυρίως στους ρετροϊούς, στους αδε-
νο-εξαρτώμενους ιούς (AAV) και στους αδενοϊούς. Οι βασικές αρχές της ανάπτυξης ενός φορέα είναι 
η αναγνώριση των λειτουργιών που μπορούν να υποκατασταθούν in trans και των αλληλουχιών που 
χρειάζονται in cis για την παραγωγή των ιϊκών σωματιδίων (φορέων). Στα επόμενα τεχνολογικά βήματα 
δόθηκε βάρος στην επιλογή των υποκινητών για βέλτιστη έκφραση του διαγονιδίου και στην εφαρμογή 
μονωτών χρωματίνης για απομόνωση του φορέα από την περιρρέουσα χρωματίνη στη θέση ενσωμά-
τωσης. Αν και έχει σημειωθεί σημαντική πρόοδος στα 30 χρόνια της ανάπτυξης του πεδίου εν τούτοις, 
η κλινική εφαρμογή παραμένει προβληματική λόγω κόστους και παρενεργειών από την ένθεση στο γο-
νιδίωμα, γεγονός που έχει στρέψει την τεχνολογική δραστηριότητα στην ανάπτυξη φορέων με ικανότη-
τα γενετικής επιδιόρθωσης (όπως οι AAV).
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Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Η ιδέα της επιδιόρθωσης μιας γενετικής διαταραχής 

με την εισαγωγή του φυσιολογικού γονιδίου στο γονιδί-
ωμα του ασθενούς συνελήφθη, όταν κατέστη αντιληπτό 
ότι πολλές γενετικές νόσοι προκαλούνται από μεταλλα-
γές στη δομή των γονιδίων. Αρχικά, οι μονογονιδιακές 
διαταραχές ήταν οι πρώτοι στόχοι για εφαρμογή γονιδι-
ακής θεραπείας, αλλά πλέον το φάσμα των διαταραχών 
που αποτελούν τους στόχους της γενετικής παρέμβασης 
έχει διευρυνθεί σημαντικά, διότι ένας μεγάλος αριθμός 
ασθενειών έχει αποδειχτεί ότι διαθέτουν γενετικό υπό-
βαθρο. Μία σημαντική πρόσφατη πρόοδος στο πεδίο εί-
ναι η ταυτοποίηση πολλών κληρονομικών ή σωματικών 
μεταλλαγών που προδιαθέτουν ή προκαλούν καρκίνο. 
Για το λόγο αυτό, ο καρκίνος έγινε ένας προφανής στό-
χος στο ερευνητικό πεδίο της γονιδιακής θεραπείας. Τέ-
λος, λοιμώδεις νόσοι, όπως το AIDS και η ηπατίτιδα C 
που έχουν προσβάλλει εκατομμύρια ανθρώπους, έχουν 
γίνει στόχοι εντατικής έρευνας της γονιδιακής θεραπείας. 

Υπάρχουν δύο κύριες προσεγγίσεις για τη μεταφορά 
θεραπευτικών γονιδίων στα κύτταρα στόχους και η επι-
λογή της εκάστοτε μεθόδου εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό 
από την προσβασιμότητα του ιστού και τη φύση του ορ-

γάνου στόχου1. Στην ex vivo προσέγγιση, κύτταρα από 
ένα συγκεκριμένο ιστό συλλέγονται, επιμολύνονται με 
τον ιικό φορέα και στη συνέχεια επιστρέφονται στον ορ-
γανισμό. Η προσέγγιση αυτή χρησιμοποιείται συνήθως 
για τη γενετική τροποποίηση αιμοποιητικών κυττάρων. 
Οι δυσκολίες και οι κίνδυνοι που σχετίζονται με τον ex 
vivo χειρισμό και τη μεταμόσχευση αυτόλογων κυττάρων 
οδήγησε πολλούς ερευνητές στη διερεύνηση της in vivo 
προσέγγισης για τη μεταφορά ιικών φορέων. Σε αυτήν 
την προσέγγιση, ο θεραπευτικός φορέας μπορεί να μετα-
φερθεί είτε τοπικά σε ένα συγκεκριμένο ιστό είτε μέσω 
του κυκλοφορικού συστήματος. Κλασσικά παραδείγματα 
συμπεριλαμβάνουν την in situ χορήγηση του θεραπευτι-
κού φορέα εντός της μάζας του όγκου και τη χορήγηση 
μέσω της πυλαίας φλέβας, όταν το ήπαρ αποτελεί το όρ-
γανο στόχο. Παρόλο που οι in vivo οδοί χορήγησης είναι 
σε μεγάλο βαθμό επιθυμητές, αφού ελαχιστοποιούν τον 
ex vivo χειρισμό των κυττάρων και τους κινδύνους που 
σχετίζονται με αυτόν, υπάρχουν ορισμένοι περιορισμοί 
στη σύγχρονη τεχνολογία των ιικών φορέων, οι οποίοι 
παρεμποδίζουν την ευρεία εφαρμογή της in vivo μετα-
φοράς. Παραδείγματος χάριν, ένας από τους πιο ευρέως 
χρησιμοποιούμενους φορείς, ο ρετροϊός MLV, υδρολύε-
ται από τον ανθρώπινο ορό. ενώ οι ίδιοι φορείς μπορούν 
να επιβιώσουν παρουσία εγκεφαλονωτιαίου υγρού (το 
οποίο περιέχει ένα κλάσμα του συμπληρώματος του αν-
θρώπινου ορού) καθιστώντας τους κατάλληλους για γονι-
διακή μεταφορά στο κεντρικό νευρικό σύστημα. Σκοπός 
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της παρούσας ανασκόπησης είναι να παρέχει μια επισκό-
πηση των βασικών αρχών που διέπουν τη γονιδιακή θε-
ραπεία μέσω ιικών φορέων: την τύχη των φορέων αυτών 
στα κύτταρα στόχους και τις αρχές που διέπουν την έκ-
φραση των ιικών και των θεραπευτικών γονιδίων.

Ρετροϊικοί φορείς
Οι πρώτοι ιικοί φορείς που χρησιμοποιήθηκαν στη γο-

νιδιακή θεραπεία ήταν ογκο-ρετροϊικοί φορείς και συγκε-
κριμένα φορείς που προήλθαν από τον ιό της λευχαιμίας 
επίμυος (MLV)2,3. Ο λόγος της άμεσης χρήσης, ήταν ότι 
υπήρχε διαθέσιμος ένας μεγάλος όγκος πληροφοριών για 
το κύκλο ζωής των ρετροϊών και ότι οι γενετικές διατα-

ραχές αποτελούσαν τους πρώτους στόχους της γονιδια-
κής θεραπείας. Εφόσον η διόρθωση της γενετικής βλάβης 
απαιτεί τη μόνιμη εισαγωγή του θεραπευτικού μορίου 
DNA, οι ρετροϊοί χρησιμοποιήθηκαν σαν φορείς, εφό-
σον διαθέτουν την ιδιότητα μόνιμης ενσωμάτωσης στο 
γονιδίωμα του ξενιστή. Υπάρχουν τρεις κατηγορίες ρε-
τροϊών: οι ογκοϊοί όπως ο ιός της λευχαιμίας του επίμυος 
(MLV), οι λεντιιοί όπως ο ιός της ανθρώπινης ανοσοα-
νεπάρκειας (HIV) και οι αφροϊοί (HFV)4. Η οργάνωση 
του γονιδιώματος και η δομή ενός απλού ρετροϊού απει-
κονίζονται στην Εικόνα 1. Δύο αλυσίδες RNA πακετά-
ρονται μαζί με: 1) το ικρίωμα δομικών πρωτεϊνών (ΜΑ, 
CA, ΝC), προϊόντα του gag, 2) τα ένζυμα ιντεγκράση 
(IN) και αντίστροφη μεταγραφάση (RT), προϊόντα του 

Εικόνα 1. Α) Η οργάνωση του γονιδιώματος ενός απλού ρετροϊού. Το ιικό γονιδίωμα αποτελείται ένα μονόκλωνο μόριο RNA που 
εκατέρωθεν φέρει δύο επιμήκεις ακραίες επαναλήψεις (LTR) και οργανώνεται σε τρείς γονιδιακούς τόπους. Ο τόπος gag κωδι-
κοποιεί τις κύριες δομικές πρωτεΐνες του ικριώματος (ΜΑ), του καψιδίου (CA), του νουκλεοκαψιδίου (NC) και της ιικής πρωτεά-
σης (PR). Ο τόπος pol κωδικοποιεί τα ένζυμα αντίστροφη μεταγραφάση (RT) και ιντεγκράση (IN). Τέλος, ο τόπος env κωδικοποι-
εί τις επιφανειακές (SU) και διαμεμβρανικές (TM) πρωτεΐνες συστατικά του ιικού φακέλου. Το μη μεταφραζόμενο σήμα πακετα-
ρίσματος ψ απαιτείται για την οργάνωση/συναρμολόγηση του ιικού RNA στο ιοσωμάτιο. Β) Σχηματική επιμήκης τομή ενός ρε-
τροϊού. Η εξωτερική επιφάνεια φέρει μία λιπιδική διπλοστοιβάδα που αποκτάται κατά την εκβλάστιση του ιού από το κύτταρο 
ξενιστή. Τα συστατικά SU και TM του φακέλου εντίθενται μεταξύ της διπλοστοιβάδας. Στο πυρήνα του ιοσωματίου βρίσκονται 
οι δύο αλυσίδες RNA που καλύπτονται από τις πρωτεΐνες του νουκλεοκαψιδίου. Οι δομικές πρωτεΐνες του ικριώματος και του 
καψιδίου σταθεροποιούν περαιτέρω το ιικό σωμάτιο.
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pol και 3) μιας εξωτερικής επιφάνειας που αποτελείται 
από μια λιπιδική διπλοστοιβάδα (προερχόμενη από τη 
μεμβράνη του κυττάρου-ξενιστή) με εντοιχισμένη την 
πρωτεΐνη του φακέλου, παράγωγο του env. Ο φάκελος 
διαθέτει ένα διαμεμβρανικό και ένα επιφανειακό κομμά-
τι που λειτουργεί για την πρόσδεση του ιοσωματίου σε 
συγκεκριμένους υποδοχείς του κυττάρου ξενιστή, καθι-
στώντας το υπεύθυνο για τον τροπισμό του ιού. Τα ιικά 
γονίδια περιβάλλονται από 2 ακραίες επιμήκεις επανα-
λαμβανόμενες αλληλουχίες (LTR) που εξυπηρετούν την 
ενσωμάτωση στο γονιδίωμα του ξενιστή ενώ λειτουρ-
γούν και σαν υποκινητές. Η 5΄LTR ακολουθείται από ένα 
μη μεταφραζόμενο σήμα πακεταρίσματος το ψ, που εί-
ναι απαραίτητο για τη συναρμολόγηση του ιοσωματίου. 

Όλοι οι ρετροϊοί ακολουθούν μια κοινή στρατηγική 
πολλαπλασιασμού όπως φαίνεται στην Εικόνα 2. Πρό-
κειται για RNA ιούς, που διαθέτουν μια DNA πολυμερά-
ση, την αντίστροφη μεταγραφάση, η οποία χρησιμοποιεί 
το ιικό RNA ως εκμαγείο για να παράγει ένα αντίγραφο 
DNA που θα εντεθεί στο γονιδίωμα του κυττάρου ξενι-
στή5. Η ένθεση αποτελεί εκ των ων ουκ άνευ του κύκλου 
της ζωής του ρετροϊού και αδυναμία πραγματοποίησής 
της εντός λίγων ωρών μετά τη μόλυνση, έχει σαν αποτέ-
λεσμα την αποδόμηση του ιικού DNA και έναν άκαρπο 

κύκλο μόλυνσης. Μόλις εντεθεί στο γονιδίωμα του κυτ-
τάρου ξενιστή, ο ιός χρησιμοποιεί τον υποκινητή του, το 
στοιχείο LTR, για να παράγει ένα μόριο RNA που εξυπη-
ρετεί δύο λειτουργίες. α) στη ματισμένη του μορφή κατευ-
θύνει την παραγωγή των ιικών πρωτεϊνών (ή πρωτεϊνών 
βοηθών) και β) στη μη ματισμένη μορφή του λειτουργεί 
ως το γενωμικό RNA του ιού με την αλληλουχία πακε-
ταρίσματος ψ. Η σημασία αυτού του σήματος πακεταρί-
σματος έγκειται στην ικανότητά του να προσελκύει τις 
ιικές πρωτεΐνες στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου ξενι-
στή να πακεταριστούν μόνο με το ιικό ψ+ μόριο RNA 
υπό τη μορφή ιικού σωματίου, το οποίο στη συνέχεια 
θα εκβλαστήσει από την κυτταρική μεμβράνη. Το «ψ», 
αναφέρεται σε παραφθορά των αρχικών γραμμάτων του 
packaging signal (ps, ψ).

Εισαγωγή του ιού στα κύτταρα
Η διαθεσιμότητα των ρετροϊικών υποδοχέων στους 

διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους προσδιορίζει το εύρος 
των κυττάρων ξενιστών του κάθε ρετροϊού (τροπισμός του 
ιού). Πολλές πρωτεΐνες του φακέλου που προκύπτουν φυ-
σικά χρησιμοποιούνται από τους ρετροΪούς (Πίνακας 1) 
και οι ρετροϊικοί φορείς μπορούν να πακεταριστούν με 

Εικόνα 2. Ο κύκλος της ζωής του ρετροϊού. Όλοι οι ρετροϊοί εισέρχονται στα κύτταρα ξενιστές μέσω της αλληλεπίδρασης της 
πρωτεΐνης του φακέλου με έναν συγκεκριμένο κυτταρικό υποδοχέα. Το μονόκλωνο μόριο RNA (ssRNA) μετατρέπεται σε δίκλω-
νο μόριο DNA (dsDNA) μέσω της δράσης της αντίστροφης μεταγραφάσης (προϊόν του γονιδίου pol). Το DNA συμπλεγμένο με 
τις ιικές πρωτεΐνες υπό τη μορφή ενός συμπλόκου προ-ένθεσης μεταφέρεται στον πυρήνα και εντίθεται στο DNA του κυττά-
ρου. Η πρωτεΐνη ιντεγκράση (επίσης προϊόν του γονιδίου pol) καταλύει την αντίδραση αυτή. Μετά την ένθεση το 5΄ LTR εκκινεί 
την μεταγραφή ενός μορίου RNA πλήρους μήκους που εξυπηρετεί δύο λειτουργίες: στη ματισμένη του μορφή αποτελεί εκμα-
γείο για την παραγωγή των ιικών πρωτεϊνών, ενώ στη ματισμένη μορφή αποτελεί το μόριο RNA που προορίζεται για εγκαψιδί-
ωση εντός ενός νέου ιικού σωματίου εφόσον φέρει την αλληλουχία ψ. Μετά την αυτό-οργάνωση του ρετροϊικού σωματίου στο 
κυτταρόπλασμα, ο ιός εκβλαστάνει μέσω της κυτταρικής μεμβράνης και περιβάλλεται μια λιπιδική διπλοστοιβάδα προερχόμε-
νη από την κυτταρική μεμβράνη του κυττάρου ξενιστή.
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διαφορετικά είδη πρωτεϊνών του φακέλου. Η διαδικασία 
είναι γνωστή με τον όρο ψευδοτύπωση (pseudotyping) και 
χρησιμεύει για να κατευθύνει κάθε φορέα σε διαφορετικά 
είδη κυττάρων στόχων. Οι συνήθεις φάκελοι που χρησι-
μοποιούνται είναι: 1) οι οικοτροπικοί που προσδένονται 
μόνο σε κύτταρα επίμυος και που έχουν χρησιμοποιηθεί 
εκτενώς σε μελέτες γονιδιακής μεταφοράς σε αιμοποιη-
τικά κύτταρα επίμυος, 2) οι αμφοτροπικοί που προσδέ-
νονται σε κύτταρα επίμυος καθώς και άλλων θηλαστικών 
και που έχουν χρησιμοποιηθεί στις περισσότερες μελέτες 
με ανθρώπινα κύτταρα και κύτταρα πρωτευόντων, 3) ο 
φάκελος του ιού της λευχαιμίας του gibbon GALV που 
προσδένεται σε ανθρώπινα κύτταρα καθώς και σε κύττα-
ρα άλλων πρωτευόντων και 4) ο VSV-G για την τυποποί-
ηση των Lenti. Οι αμφοτροπικοί και οι GALV φάκελοι 
χρησιμοποιούν ομόλογους αλλά διακριτούς φωσφορι-
κούς μεταφορείς σαν κυτταρικούς υποδοχείς τους6. Αυ-
τοί οι δύο υποδοχείς είναι συντηρημένοι στα θηλαστικά, 
και αυτό οδήγησε στην ανάπτυξη ρετροϊικών φορέων με 
τους φακέλους αυτούς ως μέσον για γονιδιακή μεταφορά 
σε κύτταρα στόχους από άνθρωπο ή άλλα πρωτεύοντα7,8. 
Η VSV-G προσδένεται σε ένα καθολικά εκφραζόμενο 
μεμβρανικό φωσφολιπίδιο και έχει επιτυχώς χρησιμο-
ποιηθεί για να μεταβάλλει τον ιστικό τροπισμό φορέων 
που βασίζονται στον ιό HIV9. Ένα επιπλέον πλεονέκτη-
μα της χρήσης του φακέλου VSV-G, είναι ότι προσδίδει 
σημαντική δομική σταθερότητα στο ρετροϊικό σωμάτιο 
που επιτρέπει τη συγκέντρωση του ιικού υπερκειμένου 
με υπερφυγοκέντρηση.

Η ιική ενσωμάτωση στο γονιδίωμα  
του κυττάρου ξενιστή

Μετά την εισαγωγή στο κύτταρο ξενιστή, οι ρετροϊοί 
χρησιμοποιούν το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση (RT) 
για να δημιουργήσουν ένα δίκλωνο μόριο DNA από το ιι-
κό RNA. Το ιικό RNA είναι προσδεδεμένο με πρωτεΐνες 
του ιού και του κυτταροπλάσματος, υπό τη μορφή ενός 
συμπλόκου προ-ένθεσης, το οποίο πρέπει να διέλθει από 

τον πυρηνικό φάκελο προτού να μπορέσει να εντεθεί στο 
γονιδίωμα του κυττάρου. Η πυρηνική μεταφορά απαιτεί 
είτε την αποδόμηση του πυρηνικού φακέλου, ένα γεγο-
νός που συμβαίνει κατά τη μίτωση, είτε ενεργητική με-
ταφορά μέσω των πυρηνικών πόρων σε ένα κύτταρο σε 
κατάσταση ηρεμίας (G0). Οι τρεις οικογένειες ρετροϊών 
δείχνουν διαφορετικό βαθμό εξάρτησης από τη φάση του 
κυτταρικού κύκλου για την ενσωμάτωσή τους στο γονι-
δίωμα του κυττάρου ξενιστή. Οι φορείς που βασίζονται 
στον ιό MLV είναι απολύτως εξαρτώμενοι από την αντι-
γραφή του κυττάρου ξενιστή, ενώ οι λεντιικοί και οι FV 
φορείς είναι κατά 10 έως και 100 φορές πιο αποδοτικοί 
στην ένθεση του γονιδιώματος τους σε αδρανή κύτταρα 
σε σχέση με τους MLV φορείς10-12. Ο λόγος αυτής της δι-
αφοράς είναι η παρουσία σημάτων πυρηνικού εντοπισμού 
στις ιικές πρωτεΐνες που διευκολύνουν τη μεταφορά του 
συμπλόκου προ-ενσωμάτωσης στον πυρήνα χωρίς την 
ανάγκη το κύτταρο να βρίσκεται στη μίτωση. Τέτοια σή-
ματα ταυτοποιήθηκαν στις FV και στις λεντιικές δομικές 
πρωτεΐνες και εμπλέκονται στην αύξηση του ποσοστού 
μεταγωγής που παρουσιάζουν οι φορείς αυτοί σε κύτταρα 
που βρίσκονται στη φάση G0 του κυτταρικού κύκλου13,14.

Έκφραση των εισηγμένων γονιδίων
Μετά την ενσωμάτωση ενός ρετροϊού στο γονιδίω-

μα του κυττάρου, ο ιός χρησιμοποιεί τον LTR υποκινη-
τή του για να κατευθύνει την έκφραση των γονιδίων του. 
Παρόλα αυτά, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει προστατευ-
τικούς μηχανισμούς ενάντια στην ανεξέλεγκτη έκφραση 
«ξένων» γονιδίων, οι οποίοι δρουν ώστε να αποσιωπή-
σουν την έκφραση του εξωγενούς DNA. Οι ακριβείς μη-
χανισμοί παραμένουν άγνωστοι αλλά κυρίως εμπλέκονται 
η μεθυλίωση του DNA και η αποακετυλίωση των ιστο-
νών15,16. Το φαινόμενο αποσιώπησης αποτελεί ένα μείζον 
εμπόδιο στην επίτευξη μακροχρόνιας έκφρασης των γονι-
δίων που μεταφέρονται με τους ρετροϊικούς φορείς. Αλ-
ληλουχίες που βρίσκονται στα στοιχεία LTR εμπλέκονται 
στην αποσιώπηση με την πρόσδεση παραγόντων που πα-

Πινάκας 1. Οι κυτταρικοί υποδοχείς που χρησιμοποιούνται από τους ρετροϊούς για να προσδεθούν στα κύττα-
ρα ξενιστές

Ρετροϊός Υποδοχέας Λειτουργία

Ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (HIV) CD 4 Αναγνώριση του ανοσοποιητικού συστήματος
Aνοσοανεπάρκειας των πιθήκων (SIV) CD 4 Αναγνώριση του ανοσοποιητικού συστήματος
Οικοτροπικός επίμυων Rec 1 Μεταφορέας βασικών αμινοξέων
Αμφοτροπικός επίμυων Ram 1 Μεταφορέας φωσφορικών
Λευχαιμίας του Γίββωνα Glvr 1 Μεταφορέας φωσφορικών
RD114/ τύπος D RDR Μεταφορέας ουδέτερων αμινοξέων
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ρεμποδίζουν την εκκίνηση της μεταγραφής. Αναπτύχθη-
καν δύο προσεγγίσεις για την επίλυση του προβλήματος 
αυτού. Η χρήση εναλλακτικών LTR17 και η ενσωμάτωση 
στοιχείων μονωτών στη ρετροϊική γονιδιακή κατασκευή. 

Παραγωγή θεραπευτικών ρετροϊικών φορέων
Οι φορείς που βασίζονταν στον ιό MLV ήταν οι πρώ-

τοι που αναπτύχθηκαν ως μέσα για γονιδιακή μεταφορά. 
Το γεγονός που συνέβαλε στην ευρεία εξάπλωση των 
MLV φορέων ήταν η εις βάθος γνώση της στρατηγικής 
αντιγραφής του ιού. Το ιικό γονιδίωμα μπορεί να διακρι-
θεί σε δύο λειτουργικές οντότητες. αυτές που απαιτού-
νται in cis και αυτές που παρέχονται in trans. Οι in cis 
αλληλουχίες απαιτούνται για την εγκαψιδίωση, την αντι-
γραφή και την ένθεση του ρετροϊού, αλλά δεν κωδικο-
ποιούν πρωτεΐνες. Στις in cis συμπεριλαμβάνονται α) τα 
ιικά LTR, β) οι θέσεις πρόσδεσης των εκκινητών για την 
έναρξη της αντίστροφης μεταγραφής, γ) το σήμα πακε-
ταρίσματος ψ και δ) και το τρινουκλεοτίδιο att που είναι 
παρόν στο άκρο των LTR τα οποία απαιτούνται για την 
ένθεση του ιικού γονιδιώματος. Οι λειτουργίες που μπο-
ρούν να παρασχεθούν in trans περιλαμβάνουν τις ιικές 

πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τους γενετικούς τό-
πους gag, pol και env18.

Η παραγωγή του φορέα προκύπτει με τον διαχωρι-
σμό του ρετροϊικού γονιδιώματος σε δύο διακριτά πλα-
σμίδια έκφρασης που αντιστοιχούν στις δύο λειτουργικές 
οντότητες που προαναφέρθηκαν (Εικόνα 3). Το πλασμί-
διο φορέας (ή πλασμίδιο μεταφοράς) διαθέτει όλες τις 
in cis δρώσες αλληλουχίες και το προς έκφραση γονίδιο 
κλωνοποιημένο μεταξύ των LTR. Τα βοηθητικά πλασμί-
δια (ή πλασμίδια πακεταρίσματος) παράγουν όλες τις ιι-
κές πρωτεΐνες. Όταν τα δύο πλασμίδια συν-διαμολύνουν 
ένα κύτταρο, ο πλασμιδιακός φορέας παράγει ένα μόριο 
RNA που φέρει την αλληλουχία εγκαψιδίωσης ψ. Αυ-
τό το ψ+RNA μπορεί να επικαλυφθεί από τις ρετροϊικές 
πρωτεΐνες και να απελευθερωθεί από το κύτταρο ως ένα 
ρετροϊικό ιοσωμάτιο. Το ιοσωμάτιο είναι ικανό να μετά-
γει ένα άλλο κύτταρο, αλλά εφόσον δεν κωδικοποιεί στο 
γενετικό του υλικό κανένα άλλο δομικό η λειτουργικό ιι-
κό γονίδιο, περιορίζεται σε ένα μόνο κύκλο μεταγωγής. 
Τα βοηθητικά πλασμίδια, όταν εντεθούν μόνιμα σε μία 
κυτταρική σειρά, αυτή πλέον ονομάζεται κυτταρική σει-
ρά πακεταρίσματος.

Αφού η διαμόλυνση (μεταφορά πλασμιδίου) είναι μια 

Εικόνα 3. Παραγωγή ενός ρετροϊικού φορέα. Το ιικό γονιδίωμα χωρίζεται σε δύο πλασμίδια. Το πλασμίδιο φορέας περιέχει 
όλες τις ιικές αλληλουχίες που δρουν in cis, το διαγονίδιο και ένα γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιοτικό. 
το πλασμίδιο βοηθός φέρει τα γονίδια που παράγουν τις ιικές πρωτεΐνες. Μια κυτταρική σειρά διαμολύνεται και με τα δύο πλα-
σμίδια και το μόριο RNA του φορέα που φέρει την αλληλουχία ψ που λειτουργεί ως σήμα πακεταρίσματος, καλύπτεται από τις 
ιικές πρωτεΐνες για να σχηματίσει το ρετροϊικό σωμάτιο. Οι κυτταρικές σειρές που εκφράζουν συστατικά τα γονίδια gag, pol και 
env ονομάζονται κυτταρικές σειρές πακεταρίσματος.
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σχετικώς μη αποδοτική οδός γονιδιακής μεταφοράς που 
συχνά οδηγεί σε ανασυνδυασμό του DNA, οι τίτλοι του 
ιού που προκύπτουν είναι χαμηλοί και χρειάζονται βελ-
τιστοποίηση. Αυτό επιτυγχάνεται με ένα δεύτερο βήμα 
επιμόλυνσης (μεταφορά φορέα) που στοχεύει στην απο-
μόνωση κλώνων που παράγουν υψηλό τίτλο ιοσωματί-
ων19,20. Στο βήμα αυτό, οι φορείς που παράχθηκαν από το 
πρώτο κύκλο της διαμόλυνσης, χρησιμοποιούνται για να 
επιμολύνουν ξανά μία κυτταρική σειρά πακεταρίσματος. 
Τα επιμολυσμένα κύτταρα επιλέγονται με θετική επιλογή 
για την ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιοτικό (το γονίδιο 
ανθεκτικότητας κωδικοποιείται από τον ιικό φορέα) και οι 
ανθεκτικοί κλώνοι στη συνέχεια ελέγχονται για την ακε-
ραιότητα της αλληλουχίας του φορέα και για τον αριθμό 
των παραγόμενων ιοσωματίων. Οι κλώνοι με υψηλή έκ-
φραση και ακέραιους προϊούς επιλέγονται και καταψύχο-
νται. Αυτοί οι κλώνοι παραγωγοί παρέχουν μια αστείρευτη 
πηγή κυττάρων παραγωγής ιοσωματίων που μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί σε επαναλαμβανόμενα πειράματα.

Χρησιμότητα και κίνδυνοι των ρετροϊικών 
φορέων

Η κύρια ιδιότητα των ρετροϊικών φορέων που τους 
καθιστά ένα ελκυστικό μέσον για πειράματα γονιδιακής 
μεταφοράς είναι η ικανότητά τους να ενσωματώνονται 
μόνιμα στο γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή. Η ιδιότητα 
αυτή οδήγησε στην ευρεία χρήση των φορέων αυτόν για 
τη γονιδιακή μεταφορά σε αρχέγονα αιμοποιητικά κύτ-
ταρα, όπου η σταθερή επιμόλυνση προκαλεί τη συνεχή 
έκφραση του γονιδίου στα διαφοροποιημένα κύτταρα. 
Επιπλέον, οι φορείς αυτοί δεν είναι παθογόνοι στον άν-
θρωπο και δεν προκαλούν ανοσολογική απόκριση. Ένας 
μείζων περιορισμός της χρήσης των ογκορετροϊών στη 
γονιδιακή θεραπεία είναι ότι μπορούν να μετάγουν μόνο 
κύτταρα τα οποία βρίσκονται σε κύκλο10. Για να ξεπερα-
στεί το εμπόδιο αυτό, αναπτύχθηκαν φορείς από τους FV 
και τους Lenti που έχουν την ικανότητα να μετάγουν μη 
διαιρούμενα κύτταρα (φάση G0). 

Οι πιθανοί κίνδυνοι από τη χρήση αυτού του συστή-
ματος φορέων σχετίζονται με το δυναμικό της ένθεσης 
τους. Παρόλο που η ικανότητα ένθεσης είναι ένα επιθυ-
μητό χαρακτηριστικό των φορέων, μπορεί εν τούτοις να 
προκαλέσει προβλήματα α) όταν ο φορέας εντεθεί εντός 
ενός γονιδίου προκαλώντας σωματική μετάλλαξη (με-
ταλλαξιγένεση λόγω ένθεσης) και β) όταν τα γονίδια που 
εδράζονται κοντά στη θέση ένθεσης του ιικού φορέα αρ-
χίσουν να εκφράζονται ανεξέλεγκτα λόγω των υποκινη-
τών LTR του ιού. Αυτά τα γεγονότα έχουν καταγραφεί 
σε κλινικές μελέτες και έχουν αποτελέσει την αιτία επα-
νασχεδιασμού των διαδικασιών21. Ο κίνδυνος παραγωγής 
ενός ιού ικανού για πολλαπλασιασμό που μπορεί να με-
ταδοθεί (replication competent), είναι ανύπαρκτος με τα 

διαθέσιμα συστήματα πακεταρίσματος που έχουν διανεί-
μει τα βοηθητικά πλασμίδια σε 4 διαφορετικούς φορείς.

Οι FV ιικοί φορείς
Οι FV ιοί είναι μη παθογόνοι για τον άνθρωπο και 

είναι ικανοί να μολύνουν ένα ευρύ φάσμα κυττάρων δι-
αφορετικών ειδών θηλαστικών, πιθανά λόγω της καθο-
λικής έκφρασης του κυτταρικού υποδοχέα του ιού. Ο 
ανθρώπινος FV (HFV) απομονώθηκε από καρκίνωμα 
του ρινοφάρυγγα, αλλά πιο πρόσφατα στοιχεία έδειξαν 
ότι πρόκειται για μία παραλλαγή του FV του χιμπατζή. 
Το γονιδίωμα του FV περιέχει τους κλασσικούς γονιδια-
κούς τόπους gag, pol και env που είναι κοινοί όλων των 
ρετροϊών καθώς και τρία επιπλέον γονίδια που εντοπί-
ζονται μεταξύ του γενετικού τόπου env και του 3΄LTR 
(Εικόνα 4). Το προϊόν ενός εξ αυτών (Bel-1) είναι trans-
ενεργοποιητής του 5΄LTR και είναι απολύτως απαραίτη-
το για την παραγωγή του ιού22. Για χρήση σε γονιδιακή 
μεταφορά, έχουν αναπτυχθεί φορείς ανεξάρτητοι από τον 
trans-ενεργοποιητή με αντικατάσταση του 5΄LTR από τον 
υποκινητή του CMV23 (Εικόνα 4). Εφόσον κυτταρικές 
σειρές πακεταρίσματος δεν είναι προς το παρόν διαθέ-
σιμες, η παραγωγή του φορέα επιτυγχάνεται με διαμό-
λυνση με 4 πλασμίδια (πλασμίδιο φορέα και 3 πλασμίδια 
πακεταρίσματος). Ένα ελκυστικό χαρακτηριστικό του FV 
συστήματος αυτού είναι ότι στον εντεθειμένο φορέα, τα 
LTR είναι αποσιωπημένα λόγω της έλλειψης της πρωτε-
ΐνης Bel-1 και της απάλειψης του υποκινητή U3 (ΔFV) 
από τον 3’LTR24, γεγονός που ελαχιστοποιεί την πιθα-
νότητα ακούσιας ενεργοποίησης οποιουδήποτε γονιδί-
ου εντοπίζεται καθοδικά από το σημείο ένθεσης του ιού.

Οι ΔFV φορείς έχουν χρησιμοποιηθεί για την επιμό-
λυνση αιμοποιητικών κυττάρων επίμυος με μακροπρόθε-
σμη ικανότητα εποικισμού σε πείραμα μεταμόσχευσης. 
Η έκφραση του διαγονιδίου διατηρήθηκε για πάνω από 6 
μήνες και σε όλα τα είδη των αιμοποιητικών κυττάρων, 
γεγονός που δηλώνει διαμόλυνση αρχέγονων αιμοποι-
ητικών κυττάρων25. Αυτά τα πολλά υποσχόμενα απο-
τελέσματα επαναλήφθηκαν με ανθρώπινα CD34+ που 
μεταμοσχεύθηκαν σε NOD-SCID επίμυες καθιστώντας 
τον φορέα αυτό μια πολλά υποσχόμενη εναλλακτική αντί 
των MLV φορέων26. 

Λεντιϊκοί φορείς
Η ικανότητα του ιού της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκει-

ας (HIV) να επιμολύνει κύτταρα στη φάση G0 του κυτ-
ταρικού κύκλου τροφοδότησε το ενδιαφέρον για να γίνει 
ο HIV ένα μέσο γονιδιακής μεταφοράς για κύτταρα που 
βρίσκονται εκτός κυτταρικού κύκλου. Η δομή του HIV-1, 
του λεντιιού που χρησιμοποιείται συχνότερα για την ανά-
πτυξη λεντιικών φορέων φαίνεται στην Εικόνα 5. Εκτός 
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Εικόνα 4. Το σύστημα του φορέα του ανθρώπινου FV. Ο αγρίου τύπου ανθρώπινος FV φαίνεται στην κορυφή της εικόνας. Ο 
ιός διαθέτει τα τυπικά γονίδια gag, pol και env των ρετροϊών και τρία επιπλέον γονίδια που εδράζονται μεταξύ του γονιδίου env 
και του LTR (Bel1-3). Το προϊόν του γονιδίου Bel-1 αποτελεί τρανς-ενεργοποιητή του 5΄ LTR. ένας ασθενής υποκινητής, οποίος 
είναι παρόν στο άκρο του γονιδιακού τόπου env ελέγχει την παραγωγή της πρωτεΐνης Bel-1 που απαιτείται για την έναρξη της 
μεταγραφής από τον ισχυρό υποκινητή του LTR. Για να παραχθεί ένα σύστημα φορέα ανεξάρτητο από την Bel-1, το 5’ LTR απα-
λείφεται μερικώς και συντήκεται με τον υποκινητή του κυτταρομεγαλοϊού (CMV) σχηματίζοντας ένα συντηγμένο υποκινητή 
CMV/LTR. Στο πλασμίδιο φορέα ο υποκινητής αυτός ελέγχει τη μεταγραφή των γονιδίων gag και pol, ενώ ένας εσωτερικά τοπο-
θετημένος υποκινητής (M) ελέγχει την έκφραση ενός γονιδίου μάρτυρα (εν προκειμένω του γονιδίου της αλκαλικής φωσφατά-
σης(AP) ). Στο πλασμίδιο βοηθό, ο συντηγμένος υποκινητής ελέγχει την έκφραση των γονιδίων gag, pol και env, ενώ ένα σήμα 
3΄ πολυαδενυλίωσης εξασφαλίζει την μετάφραση του ιικού RNA και την παραγωγή των πρωτεϊνών βοηθών. Μετά τη διαμό-
λυνση μιας κυτταρικής σειράς και την αντίστροφη μεταγραφή, το 5΄ LTR του πλασμιδίου φορέα «αναγεννιέται» από το άθικτο 
3΄ LTR καταλήγοντας σε μια εντεθημένη δομή όπως φαίνεται στο κάτω μέρος της εικόνας. εφόσον το Bel-1 είναι απόν, το LTR 
του FV είναι αποσιωπημένο και ο μόνος ενεργός υποκινητής είναι ο εσωτερικός (M) που ελέγχει την έκφραση του γονιδίου AP.

από τα τυπικά στοιχεία των ρετροϊών LTR, gag, pol και 
env, ο ιός κωδικοποιεί στο γονιδίωμά του δύο επιπλέον 
ρυθμιστικές πρωτεΐνες (Tat και Rev) και τέσσερις βοη-
θητικές πρωτεΐνες (Vpr, Vif, Vpu και Nef). Η ικανότητα 
επιμόλυνσης μη διαιρούμενων κυττάρων αποδίδεται στα 
σήματα πυρηνικού εντοπισμού των πρωτεϊνών της μήτρας, 
της ιντεγκράσης, καθώς και της βοηθητικής πρωτεΐνης 
Vpr27,28. Τα σήματα είναι υπεύθυνα για τη «διακίνηση» 
του συμπλόκου προ-ένθεσης στο πυρήνα, χωρίς να εί-
ναι απαραίτητη η αποδόμηση του πυρηνικού φακέλου. 

Η ανάπτυξη των λεντιικών φορέων (Εικόνα 5) απαι-
τούσε αρχικά αλλαγή στον τροπισμό του ιού από τον φυ-
σικό του υποδοχέα (CD4 μόριο) και επετεύχθη με την 

ψευδοτύπωση του φορέα με τον φάκελο του ιού της φλυ-
κταινώδους στοματίτιδας (VSV-G). Στη συνέχεια, απαλεί-
φθηκαν οι ιικές πρωτεΐνες - βοηθοί αφού είχε αποδειχτεί 
ότι δεν ήταν απαραίτητες για τον in vitro πολλαπλασια-
σμό του ιού. Οι γονιδιακοί τόποι tat και rev διατηρήθη-
καν αφού αποδείχτηκε ότι διευκόλυναν την αποδοτική 
κυτταροπλασματική εξαγωγή και μετάφραση του RNA 
του φορέα. O 5΄LTR υποκινητής υποκαταστάθηκε από 
έναν ισχυρό υποκινητή (CMV), ο οποίος είναι ιδιαιτέ-
ρως ενεργός στην κυτταρική σειρά που χρησιμοποιείται 
για την παραγωγή του φορέα. Η παραγωγή του λεντιι-
κού φορέα προϋποθέτει τη συν-διαμόλυνση με πλασμί-
δια πακεταρίσματος και με το πλασμίδιο του φορέα ενω 
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η συλλογή των ιοσωματίων πραγματοποιείται 48 έως 72 
ώρες αργότερα11. Οι λεντιικοί φορείς έχουν χρησιμοποι-
ηθεί για να επιμολύνουν έναν αριθμό διαφορετικών κυτ-
ταρικών τύπων συμπεριλαμβανομένων κυττάρων του 
επιθηλίου των αεραγωγών, των φωτοϋποδοχέων του αμ-
φιβληστροειδούς, νευρώνων, της γλοίας, του ήπατος, του 
ενδοθηλίου, καρδιακών μυοκυττάρων και αιμοποιητικών 
κυττάρων. Είναι αξιοσημείωτο το γεγονός ότι λεντιικοί 
φορείς που έχουν υποστεί ψευδοτύπωση με τον φάκελο 
VSV-G είναι ικανοί να επιμολύνουν ανθρώπινα CD34+ 
κύτταρα απουσία κυτταροκινών29. Παρόλα αυτά το θέ-
μα της εξάρτησης από το στάδιο του κυτταρικού κύκλου 
για την επιτυχή λεντιική επιμόλυνση δεν έχει ακόμα επι-
λυθεί και είναι πιθανόν να είναι ιστο-ειδική. Πρόσφατα 
στοιχεία υποδηλώνουν επιμόλυνση ηπατικών κυττάρων 
συμβαίνει μόνο μετά από διέγερση του κυτταρικού κύ-
κλου30. Η σύγχρονη άποψη είναι ότι οι λεντιικοί φορείς 

μπορούν να εισέλθουν στον πυρήνα όπου είναι πολύ στα-
θεροί υπό μια επισωματική μορφή αλλά η αντίστροφη 
μεταγραφή και η ένθεση δεν συμβαίνουν μέχρις ότου το 
κύτταρο να μπει τουλάχιστον στη φάση G1b του κυττα-
ρικού κύκλου31.

Αδενο-σχετιζόμενοι ιικοί φορείς (AAV)
Ο AAV είναι ένας μη παθογόνος παρβοϊός με ένα γο-

νιδίωμα DNA μήκους 4.7kb, το οποίο περιέχει 2 πλαί-
σια ανάγνωσης, το cap και το rep, που κωδικοποιούν τις 
δομικές και μη δομικές πρωτεΐνες του ιού αντίστοιχα32. 
Υπάρχουν 8 ορότυποι AAV με διαφορετική ιστικό τρο-
πισμό. Η κωδικοποιούσα αλληλουχία βρίσκεται εκατέ-
ρωθεν δύο ανεστραμμένων ακραίων αλληλουχιών (ITR) 
σε κάθε πλευρά, οι οποίες είναι οι μόνες αλληλουχίες in 
cis που απαιτούνται για τη συναρμολόγηση του ιοσωμα-

Εικόνα 5. Διάγραμμα του ιού HIV και του συστήματος φορέα τριών πλασμιδίων. Η πολύπλοκη γονιδιακή οργάνωση του αγρίου 
τύπου του ιού HIV απεικονίζεται στην κορυφή της εικόνας. ένα σύνολο 15 πρωτεϊνών εκφράζονται από αλληλεπικαλυπτόμενα 
ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (απεικονίζονται από αλληλεπικαλυπτόμενα ορθογώνια παραλληλόγραμμα). Στο πλασμίδιο βοη-
θό, η έκφραση των γονιδιακών τόπων που κωδικοποιούν τα gag, pol, rev και tat ελέγχεται από τον υποκινητή CMV. Το σήμα πα-
κεταρίσματος ψ και ο γονιδιακός τόπος env έχουν απαλειφθεί. το στοιχείο που αποκρίνεται στο rev (RRE) στο άκρο του γονιδι-
ακού τόπου env έχει διατηρηθεί. Στο πλασμίδιο φορέα, όλες οι in cis δρώσες αλληλουχίες (LTR, RRE και ψ) έχουν διατηρηθεί. Η 
έκφραση του διαγονιδίου ελέγχεται από έναν ισχυρό υποκινητή ( όπως ο υποκινητής CMV). Το πλασμίδιο του φακέλου παρέχει 
τον ιικό φάκελο του ιού της φλυκταινώδους στοματίτιδας (VSV-G). Οι ιικοί φορείς παράγονται μέσω παροδικής διαμόλυνσης και 
με τα τρία πλασμίδια στην κυτταρική σειρά 293Τ, μια κυτταρική σειρά από ανθρώπινο εμβρυϊκό νεφρό.
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τίου και την αντιγραφή (Εικόνα 6). Ο ιός προσδένεται 
στα κύτταρα μέσω της πρωτεογλυκάνης θειική επαρά-
νη, του υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα των ινοβλα-
στών (FGF-R) και της ιντεγκρίνης αVβ533,34. Μετά την 
εισαγωγή του ιοσωματίου στο κύτταρο, ο ιός μεταφέρε-
ται στον πυρήνα, το ιικό γονιδίωμα απελευθερώνεται και 
συντίθεται η συμπληρωματική αλυσίδα του DNA. Προς 
το παρόν είναι ασαφείς οι παράγοντες που καθορίζουν 
την τύχη του γονιδιώματος του AAV. Τόσο η επισωματι-
κή όσο και η εντεθειμένη μορφή έχουν καταγραφεί και 
έχει αποδειχτεί ότι η α ένθεση ενισχύεται κατά την επι-
διόρθωση του DNA στη διάρκεια της φάσης S του κυτ-
ταρικού κύκλου35. Μία ενδιαφέρουσα ιδιότητα του ιού, 
είναι ότι εντίθεται κατά προτίμηση σε μία θέση του χρω-
μοσώματος 19, ένα χαρακτηριστικό που αποδίδεται στην 
παρουσία μιας θέσης δέσμευσης της πρωτεΐνης Rep στο 
χρωμόσωμα αυτό36. Η ένθεση των AAV που δεν διαθέ-
τουν το γονίδιο της Rep, γίνεται τυχαία στο γονιδίωμα37.

Παραγωγή των AAV φορέων
Η βασική αρχή που διέπει την παραγωγή των ρετρο-

ϊικών φορέων με τις cis και trans λειτουργίες υφίσταται 
επίσης και στην ανάπτυξη των φορέων AAV. Η παραγωγή 

του φορέα προϋποθέτει τη συνδιαμόλυνση με τον πλασμι-
διακό φορέα και με ένα βοηθητικό πλασμίδιο, που κωδι-
κοποιεί τις πρωτεΐνες Rep και Cap, παρουσία αδενοϊού. 
Σε ένα τυπικό πλασμιδιακό AAV φορέα έχουν διατηρη-
θεί μόνο οι αλληλουχίες ITR, ενώ όλο το γονιδίωμα του 
AAV έχει υποκατασταθεί από το διαγονίδιο και τον υπο-
κινητή του (Εικόνα 6). Τα κύτταρα λύονται 2 με 3 μέρες 
αργότερα και ο ιικός φορέας συγκεντρώνεται μετά από 
φυγοκέντριση διαβάθμισης πυκνότητας χλωριούχου και-
σίου (CsCl). Ο υπολειμματικός αδενοΐός που μπορεί να 
παραμένει στο συγκεντρωμένο φορέα αδρανοποιείται με-
τά από θερμική επεξεργασία. 

Επιμόλυνση από AAV φορείς
Ανάλυση της δομής των AAV φορέων που είχαν επι-

μολύνει κυτταρικές σειρές σε πειράματα in vitro έδειξαν 
ότι ο φορέας AAV εντίθεται ως ένα μόνο αντίγραφο ανά 
γονιδίωμα38. Το αποτέλεσμα αυτό ήταν διαφορετικό σε 
σχέση με τα in vivo πειράματα όπου τα μικρά γονιδιώματα 
του AAV βρέθηκαν να σχηματίζουν μακρομοριακές δομές 
με μεγάλο μοριακό βάρος (γνωστές ως concatamers)39. Η 
διαδικασία της μετατροπής αυτής μελετήθηκε στο ήπαρ 
και αποδείχθηκε ότι χρειάζονται τουλάχιστον 5 εβδομά-

Εικόνα 6. Η γονιδιακή οργάνωση των AAV και των φορέων που προέρχονται από τους AAV. Ο αγρίου τύπου AAV διαθέτει ένα μο-
νόκλωνο μόριο DNA ως γονιδίωμα με μήκος περίπου 4,7 kb το οποίο φέρει δύο ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης, τα rep και cap, που 
κωδικοποιούν 4 πρωτεΐνες πολλαπλασιασμού και 3 καψιδιακές πρωτεΐνες. Το γονιδίωμα πλαισιώνεται από δύο ανεστραμμένες 
ακραίες επαναλήψεις (ITR), οι οποίες αποτελούν τις μόνες απαραίτητες δομές in cis για την ιική αντιγραφή και συναρμολόγηση 
του ιοσωματίου. Αυτές οι αλληλουχίες διατηρούνται στο πλασμίδιο φορέα, ενώ το υπόλοιπο ιικό γονιδίωμα υποκαθίσταται από 
τις αλληλουχίες του διαγονιδίου. Το πλασμίδιο βοηθός εκφράζει τις βοηθητικές πρωτεΐνες από τα γονίδια rep και cap και η έκ-
φραση βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενός ισχυρού υποκινητή. Για την παραγωγή του AAV φορέα, τα πλασμίδια φορέας και βοηθός 
συν-διαμολύνουν μια κυτταρική σειρά παρουσία αδενοϊού , ο οποίος παρέχει άλλες απαραίτητες πρωτεΐνες για την παραγωγή 
του AAV ιικού φορέα. Μετά από 2-3 ημέρες τα κύτταρα λύονται και ο AAV ιικός φορέας απομονώνεται με φυγοκέντρηση δια-
βάθμισης πυκνότητας επί στρώματος CsCl, ενώ ο υπολειμματικός αδενοϊός απομακρύνεται μέσω αδρανοποίησης με θερμότητα.
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Ημέρα 16

CTLs

δες για να πάψουν να υφίστανται οι μορφές με το χαμη-
λό μοριακό βάρος και να εμφανιστούν τα concatamers40. 
Η έκφραση από τα concatamers μπορεί να προκύψει εί-
τε από την επισωματική είτε την εντεθειμένη μορφή, γε-
γονός που καθιστά τους φορείς AAV κατάλληλους για 
εφαρμογές γονιδιακής μεταφοράς και σε αδρανή αλλά 
και σε διαιρούμενα κύτταρα.

Χρησιμότητα των φορέων AAV
Πολλοί τύποι ιστών έχουν επιμολυνθεί επιτυχώς από 

φορείς AAV μετά από χορήγηση in vivo (μυς, αμφιβλη-
στροειδής, πνεύμων, ΚΝΣ και ήπαρ)39-44. Η χρήση των 
AAV ως μέσον γονιδιακής μεταφοράς διερευνήθηκε για 
αρκετούς λόγους. Είναι μη παθογόνοι, διαθέτουν υψηλό 
δυναμικό ένθεσης, ικανοποιητική χωρητικότητα κλωνο-
ποίησης και ένα σχετικά απλό από άποψη δομής γονιδί-
ωμα και απλό κύκλο ζωής. Μεταφορά φορέων AAV σε 
αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα δεν έχει επιτευχθεί45. 
Οι φορείς AAV έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για να 
επιμολύνουν μυϊκά και ηπατικά κύτταρα με σκοπό τη 
θεραπεία της Αιμορροφιλίας Β. Δύο ζωικά μοντέλα της 
Αιμορροφιλίας Β έχουν χρησιμοποιηθεί ως τώρα σε προ-
κλινικές μελέτες. Και στα δύο μοντέλα θεραπευτικά επί-
πεδα έκφρασης του F9 της πήξης επιτεύχθηκαν μετά από 
χορήγηση ιοσωματίων AAV μέσω έγχυσης στην πυλαία 
φλέβα ή μετά από ενδομυϊκή χορήγηση46,47. Τα σημαντι-
κά προ-κλινικά δεδομένα των φορέων AAV για την in 
vivo επιδιόρθωση της ανεπάρκειας του F9 στα μοντέλα 
της ασθένειας έδωσαν το πλαίσιο πάνω στο οποίο στη-
ρίχτηκε η επιτυχημένη κλινική εφαρμογή της τεχνολογί-
ας48. Ένα ακόμα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό των φορέων 
AAV που μπορεί να διαδραματίσει σημαντικό ρόλο μελ-
λοντικά στη θεραπεία γενετικών διαταραχών, αποτελεί η 
ικανότητά τους να στοχεύουν αποδοτικά ομόλογες αλλη-
λουχίες DNA στο γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή και 
να επιφέρουν συγκεκριμένες τροποποιήσεις στο DNA49. 

Περιορισμοί των φορέων AAV
Το μόνο μείζον πρόβλημα των φορέων AAV είναι η 

χωρητικότητα κλωνοποίησής τους. Με τους διαθέσιμους 
φορείς αυτή περιορίζεται σε 4kb, γεγονός που τους απο-
κλείει από τη μεταφορά μεγάλων γονιδίων. Άλλα προ-
βλήματα περιλαμβάνουν τη μεγάλη μεταβλητότητα της 
απόδοσης επιμόλυνσης ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, 
χαμηλά ποσοστά επιμόλυνσης in vivo μετά από επανα-
χορήγηση του φορέα, και η παρουσία αδρανοποιητικών 
αντισωμάτων ενάντια στον AAV στο 60% του ανθρώπι-
νου πληθυσμού50. Παρόλο που η βιολογική σημασία των 
αντισωμάτων αυτών δεν έχει αξιολογηθεί με in vivo με-
λέτες, είναι αναμενόμενο ότι θα περιορίζουν την απόδο-
ση της επιμόλυνσης των AAV φορέων in vivo.

Αδενοϊικοί φορείς
Οι αδενοϊοί αποτελούν ιούς με δίκλωνο DNA, με μέ-

γεθος 36kb, που περιβάλλονται από ένα πρωτεϊνικό κα-
ψίδιο. Μέχρι σήμερα έχουν απομονωθεί 49 διαφορετικοί 
ορότυποι του ανθρώπινου αδενοϊού που μπορούν να προ-
καλέσουν ασθένειες του αναπνευστικού, επιπεφυκίτιδα, 
και εντερίτιδα51. Ο ιός καλύπτεται από πρωτεϊνικό καψίδιο 
που έχει τη μορφή εικοσάεδρου με 12 μακριές ράβδους 
να προεξέχουν από τις ακμές του. Το μεγαλύτερο μέρος 
της μάζας του καψιδίου αποτελείται από την πρωτεΐνη 
εξόνη, ενώ τα άλλα δύο συστατικά του (η βάση πεντόνης 
και η ράβδος) σχηματίζουν ένα σύμπλεγμα σε κάθε μία 
από τις 12 ακμές που προεξέχουν του ιοσωματίου. Ο ιός 
προσκολλάται στα κύτταρα μέσω της αλληλεπίδρασης 
της πρωτεϊνικής ράβδου με τον υποδοχέα του αδενοϊού 
Coxsackie (CAR, δέσμευση υψηλής συγγένειας) και μέ-
σω της αλληλεπίδρασης της βάσης πεντόνης με την ιντε-
γκρίνη αV (χαμηλής συγγένειας δέσμευση)52,53. Μετά την 
προσκόλληση και την ενδοκυττάρωση, ο ιός μετατοπί-
ζεται στον πυρήνα όπου ξεκινά η μεταγραφή και η αντι-
γραφή του γονιδιώματός του, περίπου 6-8 ώρες περίπου 
μετά τη μόλυνση. Το πολύπλοκο γονιδίωμα του αδενοϊού 
συνοψίζεται στην Εικόνα 7. Oργανώνεται σε 4 κωδικο-
ποιούσες περιοχές (ονομαζόμενες Ε1 έως Ε4), οι οποίες 
συνορεύουν πλευρικά με δύο ακραίες πλευρικές επανα-
λήψεις (ITR) με μήκος 103 bp και φέρουν ένα σήμα πακε-
ταρίσματος δίπλα στο 5’ ITR. Η περιοχή Ε1 κωδικοποιεί 
αποπτωτικές πρωτεΐνες που επάγουν τον κυτταρικό θά-
νατο του κυττάρου ξενιστή και η δράση τους εξισορρο-
πείται από μία ομάδα πρωτεϊνών, που κωδικοποιούνται 
από την περιοχή Ε2. Η περιοχή Ε3 κωδικοποιεί πρωτεΐ-
νες που τροποποιούν την ανοσολογική απόκριση του ξε-
νιστή και η Ε4 πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για την 
όψιμη γονιδιακή έκφραση.

Παραγωγή του αδενοϊικού φορέα
Οι διαθέσιμοι αδενοϊικοί φορείς (Ad) έχουν προέλθει 

από τους αδενοϊούς που ανήκουν στους ορότυπους 2 και 
5. Αυτοί οι ορότυποι επελέγησαν γιατί έχουν υψηλό δυνα-
μικό πολλαπλασιασμού και είναι μη ογκογόνοι στα ζωικά 
μοντέλα54. Η βασική αρχή που διέπει την ανάπτυξη των 
Ad φορέων είναι παρόμοια με εκείνη των ρετροϊών. Οι 
αλληλουχίες που είναι απαραίτητες in cis διατηρούνται 
στη γονιδιακή κατασκευή του πλασμιδίου φορέα, ενώ η 
γονιδιακή κατασκευή του πλασμιδίου βοηθού παρέχει τις 
πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για τη συναρμολόγη-
ση του ιικού φορέα. Ad φορείς ανίκανοι πολλαπλασια-
σμού, παρήχθησαν αρχικά με απαλοιφή της περιοχής Ε1 
και αντικατάστασής της από το διαγονίδιο. Οι απαλοιφές 
προκαλούνται μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού μεταξύ 2 
στοιχείων. ενός πλήρους Ad γονιδιώματος και ενός πλα-
σμιδίου που φέρει ένα διαγονίδιο που περιβάλλεται από 
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αλληλουχίες ομόλογες με τις περιοχές όπου πρόκειται να 
πραγματοποιηθεί η ένθεση (Εικόνα 7)55. Οι ιικοί φορείς 
παράγονται στην κυτταρική σειρά 293Τ, η οποία περιέ-
χει τις Ε1 πρωτεΐνες. Αυτό το σύστημα είναι εξαιρετικά 
αποδοτικό και μπορεί να παράγει συνήθως 1011 ιοσωμά-
τια/ml. Παρόλα αυτά οι φορείς με απαλοιφή της περιο-
χής Ε1 έχουν περιορισμένη κλωνοποιητική χωρητικότητα 
(περίπου 7kb) και διατηρούν ένα βαθμό κυτταροτοξικό-
τητας αφού το 80% του ιικού γονιδιώματος διατηρείται. 
Οι προσπάθειες επίλυσης του προβλήματος αυτού έχουν 
επικεντρωθεί στην ανάπτυξη φορέων με μεγαλύτερες 
απαλοιφές, όπως απαλοιφή Ε1/Ε2 και Ε3/Ε456. Μακρο-
χρόνια έκφραση του διαγονιδίου με αυτούς τους ιικούς 
φορείς που φέρουν τις απαλοιφές έχει περιγραφεί in vivo 
αλλά η ενεργοποίηση της ανοσολογικής απόκρισης από 
τις Ad πρωτεΐνες διέγειρε την έρευνα για την ανάπτυξη 
φορέων χωρίς αδενοϊικά γονίδια (επονομαζόμενοι και 
gutless)57-59. Μείζον πλεονέκτημά τους είναι η μειωμένη 
κυτταροτοξικότητα και η χωρητικότητα που ξεπερνά τα 
30kb αλλά επιδεικνύουν αστάθεια του γονιδιώματός ενώ 
αποδίδουν χαμηλούς ιικούς τίτλους.

Χρησιμότητα Ad φορέων
Οι φορείς αυτοί είναι κατάλληλοι για χορήγηση in 

vivo αφού δεν αδρανοποιούνται από το ανθρώπινο συ-
μπλήρωμα. Μπορούν να παραχθούν με υψηλούς τίτλους 
και να επιμολύνουν ένα μεγάλο εύρος διαιρούμενων και 
αδρανών κυττάρων μεταξύ των οποίων περιλαμβάνονται 
τα επιθηλιακά κύτταρα των αεραγωγών, τα ηπατοκύττα-
ρα60 καθώς και ένα σημαντικό αριθμό νεοπλασμάτων.

Περιορισμοί των Ad φορέων
Το κύριο εμπόδιο στο πεδίο ανάπτυξης των φορέων Ad 

είναι ότι ο ιός είναι ανοσογονικός και αδρανοποιείται τα-
χέως μετά από επαναχορήγηση. Για την επίλυση του προ-
βλήματος της ανοσογονικότητας έχουν γίνει προσπάθειες 
να αφαιρεθούν από το φορέα όλες οι περιοχές που κωδι-
κοποιούν πρωτεΐνες του ιού. Παρόλα αυτά, έχει αποδει-
χτεί ότι ακόμα και πλήρως αδρανοποιημένοι ιοί μπορούν 
να εγείρουν ανοσολογικές αποκρίσεις, οι οποίες πιθανά 
προκαλούνται από τα πρωτεϊνικά συστατικά του καψιδί-

Εικόνα 7. Διαγραμματική αναπαράσταση της παραγωγής του απαλειμένου Ε΄1 αδενοϊικού φορέα. Το μήκους 36 kb γονιδιώμα 
του αδενοϊού απεικονίζεται στο επάνω μέρος της εικόνας. Το γονιδίωμα οργανώνεται σε τέσσερις λειτουργικές επικράτειες (Ε1 
έως 4) που κωδικοποιούν πρωτεΐνες με ποικίλες λειτουργίες. Οι κωδικοποιούσες περιοχές πλαισιώνονται από δύο ανεστραμ-
μένες ακραίες επαναλήψεις (ITR), ενώ το σήμα πακεταρίσματος ψ βρίσκεται δίπλα στο 5΄ ITR. Τα βέλη υποδεικνύουν την κα-
τεύθυνση των πρώιμων μεταγράφων. Η παραγωγή του Ε1 απαλειμμένου Ad φορέα εξαρτάται από την επιτυχή ανασυνδυασμό 
μεταξύ του Ad γονιδιώματος και ενός πλασμιδίου που φέρει το διαγονίδιο. Το διαγονίδιο πλαισιώνεται από αλληλουχίες DNA 
που εδράζονται ανοδικά και καθοδικά της περιοχής Ε. Μετά από διαμόλυνση μιας κυτταρικής σειράς και με τα δύο πλασμίδια, 
ο ανασυνδυασμός μεταξύ των ομόλογων περιοχών έχει ως αποτέλεσμα την εκτομή της περιοχής Ε1 και την εισαγωγή του δια-
γονιδίου στο γονιδίωμα του Ad. Μια παρόμοια στρατηγική μπορεί να εφαρμοστεί για να παραχθούν Ad φορείς με απαλοιφές 
σε άλλες περιοχές του γονιδιώματος τους.
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ου του ιοσωματίου61. Οι ερευνητικές προσπάθειες για την 
επίλυση του προβλήματος αυτού επικεντρώνονται στην 
τροποποίηση της ανοσολογικής απόκρισης του ξενιστή 
στο διάστημα της χορήγησης (παρεμπόδιση της δράσης 
του TNF-α ή του προσδέτη CD40)62. Ένας άλλος περιο-
ρισμός με τους Ad ιικούς φορείς είναι ότι ο ανθρώπινος 
πληθυσμός διαθέτει ήδη αντισώματα για τον ορότυπο 5, 
γεγονός το οποίο θα περιόριζε τη βιοδιαθεσιμότητα των 
ιικών φορέων σε in vivo χορήγηση. Η λύση σ’ αυτό επι-
χειρείται να δοθεί με την παραγωγή ενός Ad ιικού φορέα 
με χιμαιρικές πρωτεΐνες καψιδίου που θα διαφεύγουν της 
εκκαθάρισης/του ελέγχου του ανοσοποιητικού συστήμα-
τος. Παρόλα αυτά η παρουσία αντισωμάτων δεν επηρεά-
ζει την in situ χορήγηση του ιικού φορέα (παραδείγματος 
χάριν έγχυση εντός της μάζας του στερεού όγκου)63. Τέ-
λος οι Ad φορείς δεν είναι κατάλληλοι για μόνιμη διόρ-
θωση γονιδιακών νόσων αφού δεν ενσωματώνονται στο 
γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή.

Υβριδικοί Άδενο-AAV (AdAAV) φορείς 
Η ιδέα πίσω από την ανάπτυξη των φορέων αυτών 

είναι η παραγωγή ενός συστήματος γονιδιακής μεταφο-
ράς που θα κατείχε τα επιθυμητά χαρακτηριστικά καθε-
νός εκ των αρχικών ιών. Οι φορείς AdAAV συνδυάζουν 
την υψηλή απόδοση παραγωγής και τον ευρύ τροπισμό 
των Ad ιικών φορέων με την ικανότητα των AAV ιικών 
φορέων να εντίθενται στο γονιδίωμα του κυττάρου ξε-
νιστή. Στην ουσία, αυτοί οι Ad ιικοί φορείς χρησιμοποι-
ούν το γονιδίωμα ενός AAV φορέα, πλήρες με τα ITR, το 
οποίο έχει κλωνοποιηθεί στον γονιδιακό τόπο Ε1 του αδε-
νοϊού (Εικόνα 8). Κατά τη διάρκεια της παραγωγής του 
ιικού φορέα σε μία κυτταρική σειρά πακεταρίσματος, η 
αναδιάταξη του DNA οδηγεί στο σχηματισμό ενός γονι-
διώματος εντός των αδενοϊικών ITR, που περιλαμβάνει 
το σήμα πακεταρίσματος του αδενοϊού και το τμήμα του 
AAV γονιδιώματος του ιικού φορέα. Αυτό το ιικό γονιδί-
ωμα μπορεί να πακεταριστεί με το καψίδιο του αδενοϊού 
και να χρησιμοποιηθεί ώστε να επιμολύνει τα κύτταρα 
στόχους, ενώ μπορεί επίσης να εντεθεί στο γονιδίωμα του 
κυττάρου ξενιστή μέσω των AAV ITR που διαθέτει64. Τέ-
τοιοι φορείς μπορούν να παραχθούν σε υψηλούς σε υψη-
λούς τίτλους, ενώ η ανοσογονικότητά τους αναμένεται 
να είναι σημαντικά μειωμένη αφού δεν περιέχουν καμία 
από τις αδενοϊικές πρωτεΐνες.

Εικόνα 8. Διαγραμματική απεικόνιση ενός υβριδικού Αδενο-AAV ιικού φορέα. Ο γονικός Ad ιικός φορέας στην κορυφή της ει-
κόνας διαθέτει ένα AAV φορέα κλωνοποιημένο στη θέση της Ad περιοχής Ε1. Μετά τη διαμόλυνση σε ένα κύτταρο παραγωγό, 
οι ομόλογες περιοχές των γονιδιωμάτων των Ad φορέων ανασυνδυάζονται και η DNA πολυμεράση μπορεί να αλλάξει εκμα-
γεία (όπως υποδηλώνεται και από τα βέλη)· το καθαρό αποτέλεσμα είναι η εκτομή του υπόλοιπου Ad γονιδιώματος και η πα-
ραγωγή ενός μικρού μεγέθους φορέα DNA. Αυτός ο μικρός φορέας υβρίδιο διατηρεί τα σήματα πακεταρίσματος του Ad και 
μπορεί να πακεταριστεί ως ένα αδενοϊικό σωμάτιο. Επιπλέον, η παρουσία των AAV-ITR επιτρέπει την αποδοτική ένθεση του ιού 
στο κύτταρο ξενιστή.
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Abstract Gene transfer technology has been developed based on retroviruses, AAV and adeno-vi-
ruses. The basic principle for every vector development is based on the delineation of the regulatory in 
cis sequences and the helper in trans functions. Next technological steps have focused on the choice of 
proper promoters and chromatin insulators. Although vector improvements over the last 30 years are 
substantial and have led to clinical trials, the technology is still costly and has significant side effects 
from insertional mutagenesis. This has resulted in a shift towards gene editing technology and the use 
of vectors that can mediate genetic correction in situ (such as AAV).

Συμπεράσματα
Το πρώτο πείραμα γονιδιακής μεταφοράς με ρετρο-

ϊικό φορέα σε κύτταρα θηλαστικού πραγματοποιήθηκε 
πριν από 30 χρόνια περίπου, ενώ η πρώτη κλινική μελέ-
τη σε ανθρώπους για την έλλειψη της ADA συμπληρώνει 
πλέον τα 24 έτη και θεωρείται επιτυχημένη. Αποδοτική 
γονιδιακή μεταφορά σε πολλούς ιστούς στόχους επετεύ-
χθη και in vitro και in vivo, αλλά υπάρχουν πολλά σημεία 
που χρήζουν βελτίωσης προτού η γονιδιακή θεραπεία να 
μπορεί να αποδώσει το πλήρες φάσμα των δυνατοτήτων 
της. Τα πεδία όπου αναμένονται μελλοντικές βελτιώσεις 
είναι α) η ειδική και αποδοτική ως προς τον κυτταρικό 
τύπο γονιδιακή μεταφορά, μέσω ιών που έχει τροποποι-

ηθεί ο φάκελός τους, β) η ρύθμιση της έκφρασης ενός 
γονιδιακού προϊόντος από στοιχεία που αποκρίνονται σε 
φαρμακευτικές ουσίες και τα οποία εμπεριέχονται στον 
θεραπευτικό ιικό φορέα, γ) η εντοπισμένη ένθεση του 
θεραπευτικού φορέα σε συγκεκριμένο σημείο του γο-
νιδιώματος και η in situ επιδιόρθωση μονογονιδιακών 
διαταραχών και δ) η μακροχρόνια έκφραση από τους ιι-
κούς φορείς, οι οποίοι είναι κατάλληλα μονωμένοι από 
την περιβάλλουσα χρωματίνη65. Εφόσον τα περισσότερα 
από τα παραπάνω ζητήματα επιλυθούν, η γονιδιακή θε-
ραπεία θα μπορούσε να παρέχει λύσεις σε έναν αριθμό 
προβλημάτων όπου η παραδοσιακή φαρμακολογία είναι 
κάθε άλλο παρά επιτυχημένη.
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Αριστείδης Γιαννακόπουλος, Ελεάνα Φ. Σταύρου, Αγλαΐα Αθανασιάδου

Περίληψη: Οι μη-ιϊκοί φορείς γονιδιακής μεταφοράς είναι συνήθως πλασμίδια, η βασική δομή των 
οποίων περιλαμβάνει το προς μεταφορά γονίδιο ή διαγονίδιο με τον κατάλληλο υποκινητή, μια θέση έναρ-
ξης της αντιγραφής του DNA και συνήθως, ένα γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό για την ανάπτυ-
ξη τους σε βακτήρια. Οι μη-ιϊκοί φορείς δεν έχουν τη δυνατότητα μεταφοράς του DNA τους σε κύτταρα 
και έτσι απαιτείται η χρήση μεθόδων φυσικών ή χημικών προς τον σκοπό αυτό. Το κύριο πλεονέκτη-
μα τους είναι η μη ενσωμάτωση τους στο ενδογενές γενετικό υλικό του κυττάρου και έτσι αποφεύγεται 
η πρόκληση ογκογένεσης και σχετικών προβλημάτων των ιϊκών φορέων. Απόρροια αυτού είναι και το 
κύριο μειονέκτημα των μη-ιϊκών φορέων, καθότι η μη ενσωμάτωση στερεί από αυτούς τη δυνατότητα 
του πλήρους μιτωτικού διαχωρισμού που ακολουθούν τα χρωμοσώματα, με αποτέλεσμα το πλασμίδιο 
να μην βρίσκεται σε όλα τα θυγατρικά κύτταρα και να παρατηρείται το φαινόμενο της «απώλειας πλα-
σμιδίων» σε αναπτυσσόμενους κυτταρικούς πληθυσμούς. Ως εκ τούτου, ένα μέρος της έρευνας με μη-
ιϊκούς φορείς εστιάζεται στον προσδιορισμό πρόσθετων στοιχείων, που είναι σε θέση να προσδώσουν 
στον φορέα τη δυνατότητα εγκατάστασης στον πυρήνα του κυττάρου για μακρύ χρονικό διάστημα ως 
μια αυτόνομη, αναπαραγώμενη μονάδα γενετικού υλικού. Οι κύριοι μη-ιϊκοί φορείς είναι οι αναπαραγώ-
μενοι επισωματικοί φορείς και τα παράγωγα τους. Οι πρώτοι παραμένουν στον πυρήνα του κυττάρου-
ξενιστή ως αυτόνομες αναπαραγόμενες μονάδες και ο διπλασιασμός του DNA τους εξασφαλίζεται από 
ειδική θέση έναρξης της αντιγραφής, που προέρχεται από ένα ιό, οι πιο αναπτυγμένοι από τον ιό EBV 
και κυρίως τον SV40. Οι φορείς αυτοί έχουν γίνει ικανοί να εγκαθίστανται στον πυρήνα με την προ-
σθήκη ενός τμήματος από το DNA του ανθρώπου που λέγεται Scaffold/Matrix Attachment Region - S/
MAR. Τα S/MAR περιοχές πλούσιες σε ΤΑ, βρίσκονται διάσπαρτα στο γονιδίωμα και έχουν τον ρόλο 
του σχηματισμού ‘συνόρου’ (boundary element) μεταξύ των διαφόρων περιοχών χρωματίνης (chromatin 
loops) και της πρόσδεσης των χρωμοσωμάτων στη θεμέλια ουσία του πυρήνα ώστε να εξυπηρετείται 
η αρχιτεκτονική του κυττάρου και η μεταγραφή του διαγονιδίου του. Τέτοιοι φορείς έχει δειχθεί ότι εί-
ναι λειτουργικοί σε πειράματα in vitro καθώς και in vivo με πειράματα σε οργανισμούς. Ιδιαίτερα, έχει 
δειχθεί ότι είναι ικανοί για σταθερή διαμόλυνση αιμοποιητικών προγονικών κυττάρων CD34+ και ότι 
υποστηρίζουν την έκφραση αιμοσφαιρινικών γονιδίων. Παράγωγα των αναπαραγώμενων επισωματι-
κών φορέων είναι δύο τύποι φορέων, που δεν φέρουν προκαρυωτικές αλληλουχίες DNA: (1) Ο φορέας 
pFAR (free of antibiotic resistance) που εκ κατασκευής, δεν περιέχει γονίδιο αντίστασης σε αντιβιοτικό. 
Ως εκ τούτου δεν είναι δυνατή η παραγωγή του σε κοινά βακτήρια, παρά μόνο σε ειδικό στέλεχος της 
E. Coli. (2) Ο φορέας τύπου minicirle, κυκλικός μη ιϊκός φορέας που περιέχει μόνο την ευκαρυωτική 
κασέτα που φέρει το διαγονίδιο και παράγεται μέσω ανασυνδυασμού in vivo από ένα αρχικό πλασμίδιο. 
Τέλος, στους μη-ιϊκούς φορείς εντάσσεται και ο φορέας του συστήματος τρανσποσζονίου/τρανσποζά-
σης SB100X, ο οποίος ενσωματώνεται στο γενετικό υλικό και συνδυάζει σταθερή και μακρά έκφραση 
του διαγονιδίου, ενώ η ενσωμάτωση του στο γονιδίωμα θεωρείται ασφαλέστερη από αυτή των ρετρο-
ϊών διότι είναι τυχαία, χωρίς προτίμηση σε εξώνια ή αλληλουχίες ρυθμιστικών περιοχών. Το σύστημα 
SB έχει χρησιμοποιηθεί σε προκλινικές και κλινικές δοκιμές.
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Εισαγωγή
Οι μη ιϊκοί φορείς γονιδιακής μεταφοράς αποτελού-

νται γενικά από ένα “γυμνό” μόριο νουκλεϊκού οξέος χω-
ρίς πρωτεΐνες (“naked DNA”), το οποίο συνήθως είναι 
πλασμιδιακό DNA. Το πλασμίδιο αυτό φέρει το διαγο-
νίδιο, η έκφραση του οποίου ελέγχεται από κατάλληλο 
υποκινητή, ίσως και άλλα ρυθμιστικά στοιχεία, μια αρχή 
της αντιγραφής του DNA καθώς και γονίδιo ανθεκτικό-
τητας σε αντιβιοτικό για την επιλογή των διαμολυσμέ-
νων κυττάρων (προκαρυωτικών ή/και ευκαρυωτικών). 
Οι πλασμιδιακοί φορείς έχουν εξελιχθεί αρκετά ώστε να 
επιτυγχάνεται αποδοτική μεταφορά και μακρόχρονη έκ-
φραση γονιδίων σε κύτταρα διαφόρων ιστών, με απώτε-
ρο σκοπό τη γονιδιακή θεραπεία. Περίπου το 25% των 
κλινικών πρωτοκόλλων γονιδιακής θεραπείας που έχουν 
πραγματοποιηθεί μέχρι σήμερα βασίζονται σε πλασμιδια-
κούς φορείς1. Πολλές ερευνητικές ομάδες, έχουν εξελί-
ξει τους πλασμιδιακούς φορείς σε βαθμό τέτοιο ώστε να 
επιτυγχάνεται αποδοτική μεταφορά και μακρόχρονη έκ-
φραση γονιδίων σε κύτταρα διαφόρων ιστών με σκοπό 
τη γονιδιακή θεραπεία. 

Θα παρουσιαστούν τα κύρια πλεονεκτήματα και μει-
ονεκτήματα των μη-ιϊκών φορέων καθώς και οι τρόποι 
μεταφοράς τους σε κύτταρα ή οργανισμούς. Περαιτέ-
ρω θα παρουσιαστούν οι πλέον αναπτυγμένοι τύποι μη-
ιϊκών φορέων, οι οποίοι είναι οι επισωματικοί φορείς, 
τα πλασμίδια pFAR και minicircle, και το τρανσποζόνιο 
Sleeping Beauty.

Κύρια πλεονεκτήματα των ιικών φορέων 
γονιδιακής μεταφοράς

Τα μη ιϊκά συστήματα, θεωρητικά, μπορούν να γί-
νουν πιο εύκολα αποδεκτά στην κλινική πράξη ως μο-
ντέλο γονιδιακής θεραπείας, από ότι τα ιϊκά συστήματα 
γονιδιακής μεταφοράς. Και αυτό γιατί εμφανίζουν μερι-
κά βασικά πλεονεκτήματα όπως:

1) Έχουν πολύ μικρή έως μηδαμινή πιθανότητα να 
δημιουργήσουν κάποιο αυτό-αναπαραγόμενο σύστημα 
επικίνδυνο για τον οργανισμό κατά τα στάδια παραγωγής 
τους όπως μπορεί να γίνει με τα ιικά συστήματα. Παρό-
λο που η ασφάλεια των ιικών φορέων έχει εξελιχθεί σε 
πολύ μεγάλο βαθμό η θεωρητική πιθανότητα κάποιου πι-
θανού ανασυνδυαστικού γεγονότος δεν είναι μηδενική2,3. 

2) Τα μη ενσωματούμενα μη ιϊκά συστήματα έχουν 
πολύ μικρότερη πιθανότητα πρόκλησης διαταραχών στο 
γονιδίωμα από ενσωμάτωση, ένα υπαρκτό πρόβλημα 
των ιϊκών συστημάτων4 και με δραματικές συνέπειες σε 
προηγούμενες κλινικές δοκιμές γονιδιακής θεραπείας5,6.

3) Δυνητικά μπορεί να έχουν μικρότερη τοξικότητα 
και ανοσογονικότητα για το κύτταρο λόγω απουσίας προ-
καρυωτικών αλληλουχιών.

4) Η παραγωγή τους σε μεγάλη κλίμακα για κλινι-
κές δοκιμές είναι αρκετά πιο εύκολη από αυτή των ιϊ-
κών συστημάτων και λιγότερο πολύπλοκη καθ’ ότι, (α) 
δεν περιλαμβάνει κυτταρικούς βιο-αντιδραστήρες όπως 
απαιτείται για την παραγωγή ιϊκών σωματιδίων και (β) 
δεν επιβάλλεται συνεχής παρακολούθηση και έλεγχος 
όπως στα ιϊκά συστήματα, για την αποφυγή φαινόμενων 
ανασυνδυασμού κατά τη διάρκεια της παραγωγής τους7,8. 

5) Δεν έχουν τους περιορισμούς που προκύπτουν από 
τον τροπισμό των ιϊκών συστημάτων και επομένως έχουν 
τη δυνατότητα να μεταφέρουν γονίδια και να υποστηρί-
ξουν την έκφραση τους σε οποιοδήποτε ιστό, εφόσον φέ-
ρουν τον κατάλληλο ιστό-ειδικό υποκινητή. 

6) Έχουν τη δυνατότητα μεταφοράς μεγάλων τμημά-
των DNA, γεγονός που δίνει τη δυνατότητα μεταφοράς 
και ρυθμιστικών αλληλουχιών μαζί με το γονίδιο.

Κύρια μειονεκτήματα των μη ιϊκών φορέων
•	Σ χετικά χαμηλή και παροδική διαμόλυνση που επι-

τυγχάνουν9

•	 Αυξημένη πιθανότητα απώλειας του πλασμιδίου κα-
τά τη μιτωτική διαίρεση του κυττάρου

•	 Πιθανή αποσιώπηση της έκφρασης του διαγονιδίου 
που φέρει το πλασμίδιο

•	 Πιθανή τοξικότητα των χημικών κυρίως μέσων γονι-
διακής μεταφοράς (όπως τα λιποσώματα) χωρίς ωστό-
σο να υπάρχουν βάσιμα ανησυχητικά δεδομένα.

Τρόποι μεταφοράς γενετικού υλικού  
στα κύτταρα ή οργανισμό

Οι μη ιϊκοί -πλασμιδιακοί - φορείς, αντίθετα με τους 
ιϊκούς φορείς-- δε έχουν ιδία ικανότητα εισόδου στα 
κύτταρα και χρειάζεται να συνδυαστούν με μια μέθοδο 
γονιδιακής μεταφοράς, φυσική ή χημική. Η διαδικασία 
μεταφοράς ενός εξωγενούς γενετικού υλικού στα ευκα-
ρυωτικά κύτταρα ονομάζεται διαμόλυνση. Γενικά, το 
προς μεταφορά μόριο DNA (ή RNA) έρχεται σε επαφή 
με την κυτταρική μεμβράνη και εισέρχεται στο κύτταρο 
με κάποια φυσική ή χημική μέθοδο. Η ανάπτυξη διαφό-
ρων μεθόδων οφείλεται στην ανάγκη για γονιδιακή με-
ταφορά σε διαφορετικούς ιστούς ανάλογα με το είδος της 
γονιδιακής θεραπείας. Οι κύριες τεχνικές οι οποίες έχουν 
αναπτυχθεί είναι οι εξής:

1) Διαμόλυνση με χρήση λιποσωμάτων 
(lipofection)

Τα επονομαζόμενα λιποσωμάτια ή λιποσυμπλέγματα, 
δηλαδή μικκύλια θετικά φορτισμένων λιπιδίων που πε-
ριστοιχίζουν το μόριο DNA μπορούν να εισέλθουν στο 
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κύτταρο και να απελευθερώσουν το DNA στο κυττα-
ρόπλασμα10,11. Επίσης τα κατιονικά λιπίδια μπορούν να 
στοχεύσουν ακόμα και ειδικούς τύπους κυττάρων με τη 
χρήση κατάλληλων συνδετών στη δομή τους προσφέρο-
ντας ιστο-ειδικότητα.

2) Ηλεκτρομεταφορά ή ηλεκτροδιάτρηση 
(electroporation)

Η εφαρμογή μικρών σε χρονική διάρκεια ηλεκτρικών 
παλμών οδηγεί στη δημιουργία πόρων στην κυτταρική 
μεμβράνη. Έτσι τμήματα ή κυκλικά μόρια DNA όπως 
πλασμίδια μπορούν να εισέλθουν στο κυτταρόπλασμα12.

3) Μεταφορά στον πυρήνα ή πυρηνοδιάτριση 
(Nucleofection)

Αποτελεί μια ηλεκτροχημική διαδικασία που είναι 
συνδυασμός των δύο ανωτέρω μεθόδων. Εμφανίζει το 
πλεονέκτημα ότι ευνοεί την εισαγωγή του DNA απευ-
θείας μέσα στον πυρήνα μέσω επαγόμενων πόρων στην 
πυρηνική μεμβράνη. Είναι η τεχνική που έχει επικρατή-
σει τα τελευταία χρόνια λόγω της υψηλής της απόδοσης 
για τη διαμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων με διάφο-
ρους πλασμιδιακούς φορείς και όχι μόνο13.

4) Ένεση με εφαρμογή υδροδυναμικής πίεσης
Η γρήγορη ενδοφλέβια ένεση ικανού όγκου υγρού 

που περιέχει το μεταφερόμενο γενετικό υλικό σε πειρα-
ματόζωα δημιουργεί ροή τέτοια ώστε το DNA να εισά-
γεται κυρίως στα ηπατικά κύτταρα μέσω της πυλαίας 
φλέβας. Το μεταφερόμενο DNA μπορεί να ανιχνευθεί 
και σε άλλα όργανα14.

5) Αερολυματοποίηση του DNA
Η δημιουργία αερολύματος διαφόρων συμπλεγμάτων-

DNA και η εισπνοή αυτού είναι χρήσιμη για τη μεταφο-
ρά γενετικού υλικού στον πνεύμονα και την προσπάθεια 
θεραπείας κυρίως της κυστικής ίνωσης15. Λόγω της συ-
χνότητας και της βαρύτητας της νόσου η μέθοδος αυτή 
μελετηθεί και εξελιχθεί σε πολύ μεγάλο βαθμό.

6) Μεταφορά γενετικού υλικού με τη χρήση 
υπερήχων 

Η εφαρμογή παλμών υπερηχητικών κυμάτων έχει ως 
αποτέλεσμα τη δημιουργία πόρων και την εισαγωγή του 
DNA στα κύτταρα. Έχει χρησιμοποιηθεί σε γονιδιακή 
μεταφορά τόσο in vivo όσο και in vitro16.

7) Γονιδιακή μεταφορά με βομβαρδισμό 
σφαιριδίων 

Στην περίπτωση αυτή το DNA καθηλώνεται επάνω σε 
νάνο-σφαιρίδια που συνήθως είναι από χρυσό. Τα επικα-
λυμμένα με DNA σφαιρίδια τα προωθούνται με ταχύτη-
τα στο δέρμα με τη βοήθεια ρεύματος αερίου. Η μέθοδος 
αυτή αποδοτική στη μεταφορά DNA στην επιδερμίδα17.

8) Ένεση γυμνού DNA με βελόνη 
Έχει εφαρμοστεί κυρίως για τη διαμόλυνση μυϊκών 

ινών από γυμνό DNA18.

Οι αναπαραγώμενοι επισωματικοί φορείς 
Οι αναπαραγώγιμοι επισωματικοί φορείς (replicating 

episomal vectors, REVs) είναι μη-ιϊκοί φορείς που έχουν 
την ιδιότητα να παραμένουν στον πυρήνα του κυττάρου-
ξενιστή ως επισώματα, αυτόνομες αναπαραγόμενες μο-
νάδες γενετικού υλικού, συνήθως χωρίς ενσωμάτωση στα 
χρωμοσώματα του κυττάρου. Ως εκ τούτου, εμφανίζουν 
το μεγάλο πλεονέκτημα να μην αλληλεπιδρούν με το γο-
νιδίωμα και να μην διαταράσσουν τα μεταγραφικά προ-
γράμματα του κυττάρου-ξενιστή19,20. Ο διπλασιασμός 
του DNA σε αυτά τα πλασμίδια εξασφαλίζεται με την 
παρουσία ειδικών περιοχών “Έναρξης της Αντιγραφής”, 
που προέρχεται από ένα ιό (Εικόνα 1).

Τα επισώματα αυτά φέρουν γονίδια για τις πρωτεΐνες, 
τις EBNA-1 και Large T-Antigen, οι οποίες είναι τοξι-
κές για τα κύτταρα. Τα πλασμίδιο που περιέχει την αρχή 
διπλασιασμού DNA του ιού SV40 αποτέλεσε τη βάση 
ανάπτυξης επισωματικών φορέων που δεν περιέχουν το 
γονίδιο Large T-Antιgen και ως εκ τούτου βρίσκονται σε 
λίγα αντίγραφα στα κύτταρα.

Ένα βασικό πρόβλημα των επισωματικών φορέων είναι 
το ότι χάνονται σιγά-σιγά καθώς αυξάνονται οι κυτταρι-
κές διαιρέσεις, εκτός αν είναι σε θέση να εγκατασταθούν 
στον πυρήνα του κυττάρου ως αυτόνομα επισώματα, ικα-
νά να διαχωριστούν σωστά κατά τη μίτωση. Η διατήρηση 
της επισωματικής κατάστασης των φορέων αυτών είναι 
δυνατόν να επιτευχθεί με την προσθήκη ενός στοιχείου 
S/MAR (Scaffold/Matrix Attachment Region). Τα στοι-
χεία S/MAR ανήκουν στα “boundary elements” χρωμα-
τίνης, καθότι συμβάλλουν στην οργάνωση των αγκύλων 
της χρωματίνης που καθορίζουν τα όρια ανεξάρτητων πε-
ριοχών της μέσω αλληλεπίδρασης με την πυρηνική θε-
μέλια ουσία21,22. Η ανακάλυψη του ρόλου των S/MARs 
στη διαμεσολάβηση της επισωματικής διατήρησης γενε-
τικών στοιχείων in cis επέτρεψε την ανάπτυξη του πρό-
τυπου μικρού κυκλικού φορέα, του pEPI-1, που περιέχει 
το S/MAR προερχόμενο από την 5΄ περιοχή του ανθρώ-
πινου γονιδίου της ιντερφερόνης β και έχει την ιδιότητα 



Η τεχνολογία της γονιδιακής μεταφοράς: Μη-ιϊκοί φορείς 75

να λειτουργεί ως επίσωμα, ανεξάρτητα από πρωτεΐνες ιϊ-
κής προέλευσης23,24. Η λειτουργία του σταθερού επισώμα-
τος, θεωρείται ότι βασίζεται στο ότι το S/MAR έχει την 
ικανότητα να στρατολογεί παράγοντες του κυττάρου οι 
οποίοι διαμεσολαβούν τόσο τη μιτωτική του σταθερότη-
τα όσο και την επισωματική του αντιγραφή. Προϋπόθεση 
για την επισωματική διατήρηση των φορέων αυτών είναι 
η ενεργός μεταγραφή εντός της αλληλουχίας S/MAR25. 

Ο φορέας pEPI-1 όσο και παράγωγα του, όπως ο πρό-
τυπος φορέας pEPI-eGFP (Εικόνα 2) που φέρει το γονίδιο 
αναφοράς eGFP, έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως σε ερευ-
νητικά πρωτόκολλα γονιδιακής μεταφοράς σε κυτταρι-
κές σειρές και in vivo.

Ο φορέας pEPI-eGFP έχει δειχθεί ότι λειτουργεί ως 
επίσωμα in vitro σε καθιερωμένες κυτταρικές σειρές 
και σε πρωταρχικές καλλιέργειες κυττάρων26,27, καθώς 

επίσης και in vivo, στο ήπαρ ποντικού27. Επί πλέον έχει 
χρησιμοποιηθεί για τη δημιουργία γενετικά τροποποιη-
μένου χοίρου28.

Σημαντικές τροποποιήσεις του φορέα pEPI-eGFP 
είναι ο φορέας pEPito29 από τον οποίο έχουν αφαιρε-
θεί μοτίβα CpG, που αποτελούν τη βάση μεθυλίωσης 
του DNA και αποσιώπησης του διαγονιδίου. Πρόσφατα, 
ένας πολλά υποσχόμενος υβριδικός φορέας δημιουργή-
θηκε - HCAdV-pEPito- με βάση τον αδενοϊό και τον φο-
ρέα pEPito, που συνδυάζει υψηλή ικανότητα μεταφοράς 
του φορέα με την επισωματική κατάσταση σε in vitro σε 
in vivo συστήματα30.

Ο πρότυπος φορέας pEPI- eGFP διαμολύνει επαρκώς 
κύτταρα CD34+ από ομφάλιο λώρο και υποστηρίξει την 
παροδική έκφραση του διαγονιδίου9. Ένα άλλος επισωμα-
τικός φορέας ο οποίος, εκτός του S/MAR περιέχει και το 
χρωμοσωμικό στοιχείο IR (Initiation of Replication), που 
φυσιολογικά εδράζεται στο γενετικό τόπο του συμπλέγ-
ματος της β-σφαιρίνης, παρουσιάζει αυξημένη επάρκεια 
διατήρησης του επισώματος στο πυρήνα του κυττάρου 
εκ μεταφοράς31. Ο συνδυασμός των στοιχείων S/MAR 
και IR σε ένα άλλο φορέα επιτρέπει την έκφραση του 
γονιδίου αναφοράς σε διαφοροποιημένα κύτταρα, προ-
ερχόμενα από ημι-στερεές καλλιέργειες διαμολυσμένων 
κυττάρων CD34+ (Stavrou et al (a) submitted). Επίσης, 
έχει γίνει εφικτή η ενεργοποίηση του γ-σφαιρινικού γο-
νιδίου σε CD34+ με επισωματικό φορέα που φέρει ένα 
πεπτίδιο δακτύλων ψευδαργύρου, ικανού να προσδεθεί 
στον υποκινητή του γΑ-σφαιρινικού γονιδίου (Stavrou 
et al (β) in preparation). Επί πλέον, επισωματικοί φορείς 
με βάση τον φορέα pEPI- eGFP υποστηρίζουν την παρα-
γωγή φυσιολογικών επιπέδων β-σφαιρίνης σε κυτταρική 
σειρά32. Οι εργασίες αυτές, προοδευτικά, ενισχύουν την 
άποψη ότι μπορεί να είναι εφικτή στο μέλλον η χρήση 
επισωματικών φορέων για τη γονιδιακή θεραπεία των αι-
μοσφαιρινοπαθειών.

Εικόνα 1. Σχηματική απεικόνιση ενός κοινού πλασμιδιακού φορέα έκφρασης, ενός επισωματικού φορέα βασιζόμενου στον ιό 
EBV και ενός επισωματικού φορέα βασιζόμενου στον ιό SV40.

Εικόνα 2. Ο φορέας pEPI-eGFP. Mικρό κυκλικό μόριο DNA που 
περιέχει την αλληλουχία S/MAR, το γονίδιο αναφοράς eGFP 
υπό τον έλεγχο του υποκινητή του μεγακαρυοϊού (CMV), την 
αφετηρία έναρξης της αντιγραφής του DNA από τον ιό SV40 
και τα γονίδια αντίστασης στα αντιβιοτικά νεομυκίνη και κα-
ναμυκίνη (Neo/Κan).MCS: multiple cloning sites. 
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Μη-ιϊκοί φορείς χωρίς βακτηριακά γονίδια
Κλασσικά οι μη ιϊκοί φορείς αποτελούνται από πλα-

σμιδιακό DNA που περιλαμβάνει, μεταξύ άλλων, γονίδιο 
αντίστασης σε αντιβιοτικό για την επιλογή του σε βακτή-
ρια, απαραίτητο για την παραγωγή του πλασμιδίου- φορέα 
σε βακτήρια, πριν τη χρήση του σε εφαρμογές γονιδια-
κής θεραπείας. Όλες όμως οι αλληλουχίες βακτηριακής 
προέλευσης έχουν αρνητική επίδραση αφού μπορεί να 
προκαλέσουν απρόσμενες ανοσολογικές απαντήσεις και 
επίσης να οδηγήσουν σε αποσιώπηση του διαγονιδίου. 
Στο πλαίσιο της έρευνας για την αποφυγή του παραπάνω 
προβλήματος αναπτύχθηκαν 2 στρατηγικές:

1) Δημιουργία του φορέα pFAR (free of antibiotic re-
sistance) που, εκ κατασκευής, δεν περιέχει γονίδιο αντί-
στασης σε αντιβιοτικό και άρα δεν μπορεί να αναπτυχθεί 
σε βακτηριακή καλλιέργεια. Αυτό έγινε εφικτό χάρις σε 
μια γενετική τροποποίηση στελέχους της E. Coli. Στο βα-
κτήριο αυτό έχει εισαχθεί μια μετάλλαξη στο γονίδιο thyA, 
που είναι απαραίτητο για τον πολλαπλασιασμό του βακτη-
ρίου. Το πλασμίδιο pFAR κωδικοποιεί ένα κατασταλτικό 
tRNA (suppressor tRNA) που οδηγεί στην παράκαμψη 
της μετάλλαξης και στην παραγωγή της συνθετάσης της 
θυμιδίνης με αποτέλεσμα το βακτήριο να μπορεί να πολ-
λαπλασιαστεί μόνο παρουσία του πλασμιδίου. Δεδομένα 
από μεταφορά pFAR φορέων σε μύες, δέρμα καθώς και 
σε όγκους έδειξαν υψηλότερα επίπεδα και μεγαλύτερη 
διάρκεια έκφρασης του διαγονιδίου33.

2) Δημιουργία των minicirles, κυκλικών μη ιϊκοί φο-
ρέων που περιέχουν μόνο την ευκαρυωτική κασέτα που 

φέρει το διαγονίδιο. Τα minicircles παράγονται με τη δρά-
ση του ανασυνδυασμού in vivo, από ένα αρχικό πλασμί-
διο. Το πλασμίδιο αυτό έχει την ευκαρυωτική κασέτα που 
οριοθετείται εκατέρωθεν από 2 αλληλουχίες στις οποίες 
προσδένεται η πρωτεΐνη ανασυνδυασμού, έναν παράγο-
ντα επιλογής για τον πολλαπλασιασμό μέσα σε βακτήρια 
και το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ανασυνδυ-
ασμού οδηγούμενο από έναν επαγόμενο υποκινητή. Τα 
ένζυμα που έχουν χρησιμοποιηθεί για να επιτευχθεί αυ-
τός ο ενδομοριακός ανασυνδυασμός ανήκουν σε 2 κύριες 
οικογένειες α) tyrosine recombinases όπως η ιντεγκράση 
του βακτηριοφάγου λάμδα, η Cre recombinase του βα-
κτηριοφάγου P1 και η FLP recombinase του σακχαρο-
μύκητα και β) serine recombinases όπως η ιντεγκράση 
του βακτηριοφάγου PhiC31 ή η ParA resolvase34-36. Μετά 
την παραγωγή του αρχικού πλασμιδίου σε μεγάλη ποσό-
τητα σε καλλιέργειες E. Coli επάγεται η λειτουργία της 
recombinase και από το αρχικό πλασμίδιο δημιουργού-
νται 2 πλασμίδια το minicircle και ένα miniplasmid που 
έχει όλα τα υπόλοιπα στοιχεία (εικόνα 3). Ο καθαρισμός 
τους επιτυγχάνεται με χρωματογραφία. Τα minicircles 
επιτυγχάνουν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης του διαγο-
νιδίου, καλύτερα επίπεδα διαμόλυνσης λόγω του μικρού 
του μεγέθους και γενικά αποφεύγονται όλα τα αρνητικά 
τα οποία προέρχονται από την εισαγωγή βακτηριακών 
αλληλουχιών σε ευκαρυωτικά κύτταρα (π.χ. ανοσογονι-
κότητα, φαινόμενα γονιδιακής αποσιώπησης)21. Τελευταί-
ως τα minicircles έχουν χρησιμοποιηθεί ως φορείς του 
συστήματος τρανσποζονίου-τρανσποζάσης με επιτυχία37.

Εικόνα 3. Τα minicircles παράγονται από ένα αρχικό πλασμίδιο, Με τη δράση του in vivo ενδομοριακού ανασυνδυασμού. Έτσι 
δημιουργούνται 2 πλασμίδια: το minicircle που φέρει το διαγονίδιο και ένα miniplasmid ως παραπροϊόν που έχει όλα τα υπό-
λοιπα στοιχεία.
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Ενσωματούμενο μη-ιικό σύστημα 
γονιδιακής μεταφοράς

Τέτοιο σύστημα είναι το του τρανσποζονίου που δι-
αμεσολαβείται από την τρανσποζάση και βρίσκεται σε 
συνεχή ανάπτυξη τα τελευταία χρόνια. Βασική προϋ-
πόθεση είναι η παρουσία ενός πλασμιδίου δότη που φέ-
ρει το θεραπευτικό γονίδιο (τρανσποζόνιο) και η δράση 
μιας εξωγενούς πρωτεΐνης (της τρανσποζάσης) που κω-
δικοποιείται από γονίδιο ενός άλλου πλασμιδιακού φο-
ρέα. Η εισαγωγή των ανωτέρω πλασμιδίων στο κύτταρο 
ξενιστή γίνεται συγχρόνως και τεχνητά ή με ηλεκτροδι-
άτρηση (electroporation) ή με τη βοήθεια λιπο-συμπλεγ-
μάτων (lipofection) ή τέλος με απευθείας μεταφορά στον 
κυτταρικό πυρήνα (nucleofection). Υπάρχουν 2 βασικά 
μειονεκτήματα σύστημα αυτό: η μεταλλαξιγένεση από 
ενσωμάτωση που μπορεί να οδηγήσει σε ογκογένεση 
(αναμένεται σπάνια) όπως έχει παρατηρηθεί και στα ιικά 
συστήματα4 και η πιθανή τοξικότητα από την έκφραση 
μιας εξωγενούς πρωτεΐνης (τρανσποζάσης)38.

Τα τρανσποζόνια είναι κινητά στοιχεία του γονιδιώμα-
τος τα οποία υπάρχουν στη φύση και έχουν τη δυνατότητα 
της αποκοπής από την αρχική θέση τους στην αλληλουχία 
του DNA και της ενσωμάτωσής τους σε άλλη θέση στο 
γονιδίωμα39. Υπάρχουν 2 τάξεις τρανσποζονίων, τα DNA 
τρανσποζόνια και τα ρέτρο-τρανσποζόνια με RNA40. Τα 
συστήματα που έχουν αναπτυχθεί για τη έρευνα στη γο-
νιδιακή θεραπεία βασίζονται στα DNA τρανσποζόνια41. 
Η μεγαλύτερη οικογένεια DNA τρανσποζονίων ονομάζε-
ται Tc1/mariner και περιλαμβάνει το σύστημα Sleeping 
Beauty (SB)42. Το τελευταίο αναπτύχθηκε από τη σύγκρι-
ση πολλών ανενεργών τρανσποζονίων που ανήκουν στο 
γονιδίωμα ψαριών μέσα από τη δημιουργία συναινετικών 
(consensus) αλληλουχιών. Το σύστημα SB αποτελείται 
από 2 στοιχεία: το τρανσποζόνιο και την τρανσποζάση. 
Το τρανσποζόνιο είναι ένα τμήμα DNA που φέρει το με-
ταφερόμενο γονίδιο και στα 2 άκρα του βρίσκονται τα 
λεγόμενα terminal inverted repeats (TIR). Η πρωτεΐνη 
τρανσποζάση, που εκφράζεται από ένα δεύτερο πλασμί-
διο, προσδένεται στα άκρα TIR και επάγει την αποκοπή 
και ενσωμάτωση του γονιδίου σε (τυχαίες) θέσεις του γο-
νιδιώματος σε TA (αδενίνη - θυμίνη)43.

Ο μηχανισμός της διαμετάθεσης44 περιλαμβάνει τρία 
στάδια (Σχήμα 4) α) πρόσδεση 4 μορίων της τρανσπο-
ζάσης στα άκρα του τρανσποζονίου για το σχηματισμό 
συμπλόκου πρωτεΐνης-τρανσποζονίου, β) αποκοπή του 
τρανσποζονίου που γίνεται με σύγχρονη διάσπαση σε 3 
τρία σημεία δημιουργώντας GTC προεξοχές στα άκρα του 
τρανσποζονίου και TA προεξοχές στο γονιδίωμα του ξε-
νιστή και γ) Επικόλλησή του τρανσποζονίου στη νέα του 
θέση στο γονιδίωμα του ξενιστή με τη βοήθεια κυτταρι-
κών ενζύμων (Nonhomologous end joining) (Σχήμα 4).

Η αρχική απομονωθείσα SB τρανσποζάση είχε ονομα-
σθεί “SB10” και το τρανσποζόνιο “pT”. Αυτό το σύστημά 
ήταν ικανό να κάνει μετάθεση στο 0,3% των κυττάρων43. 
Το SB100X αποτελεί το τελευταίο σύστημα τρανσποζά-
σης/τρανσποζονίου που έχει δράση 100 φορές μεγαλύτερη 
από το προηγούμενο και μπορεί να μεταφέρει διαγονίδιο 
μερικών χιλιάδων βάσεων. Γενικά ισχύει ότι όσο μεγαλύ-
τερο το μέγεθος του διαγονιδίου τόσο μικρότερη η δυνα-
τότητα διαμετάθεσης αυτού στο γονιδίωμα. 

Το σύστημα γονιδιακής μεταφοράς με SB τρανσποζό-
νιο αποτελεί μια εναλλακτική λύση στα συστήματα που 
βασίζονται σε ιούς. Συνδυάζουν σταθερή και μακρά έκ-
φραση του διαγονιδίου που μεταφέρουν, ενώ το προφίλ 
της ενσωμάτωσης στο γονιδίωμα είναι πιθανώς ασφαλέ-
στερο από αυτό των ρετροϊών δεδομένου ότι αυτό είναι 
τυχαίο χωρίς να φαίνεται ότι υπάρχει κάποια προτίμηση 
ενσωμάτωσης σε εξώνια ή αλληλουχίες ρυθμιστικών πε-
ριοχών της γονιδιακής έκφρασης46. Το σύστημα SB έχει 
χρησιμοποιηθεί σε προκλινικές και κλινικές δοκιμές47,48.

Σχήμα 4. Ο μηχανισμός της διαμετάθεσης περιλαμβάνει την 
πρόσδεση 4 μορίων τρανσποζάσης στα άκρα του τρανσπο-
ζονίου για το σχηματισμό συμπλόκου πρωτεΐνης-τρανσπο-
ζονίου, την αποκοπή του τρανσποζονίου και την επικόλλησή 
του στη νέα θέση στο γονιδίωμα του ξενιστή με τη βοήθεια 
κυτταρικών ενζύμων.

Συμπερασματικά, υπάρχει μια συνεχώς αυξανόμε-
νη ανάπτυξη μη ιϊκών φορέων γονιδιακής μεταφοράς με 
στόχο την επάρκεια αλλά και κυρίως την ασφάλεια της 
διαδικασίας για τη γονιδιακή θεραπεία σε σύγκριση με 
εκείνη των ιϊκών συστημάτων.
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Technology of gene transfer: non-viral vectors
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Abstract: Non viral Vectors of gene transfer are usually plasmids, whose basic structure involves the 
transgene under the control of an efficient promoter, an origin of DNA replication and a gene for antibi-
otic resistance. Non viral vectors cannot transmit their DNA into cells, and therefore physical or chem-
ical methods have been developed for this purpose. Their main advantage is that they do not intergrate 
into the endogenous genetic material and therefore they circumvent insertional mutatgenesis, an inher-
ent problem of viral vectors. However, as a consequence of this, they tend to follow an erratic mitotic 
segregation that results in plasmid loss during culture. A major part of research on non viral vectors fo-
cuses on the development of structures that will give the plasmid the possibility of long term establish-
ment in the cell nucleus, as an autonomously replicating unit. Replicating episomal vectors (REVs) and 
their derivatives are currently the main type of non viral vectors. REVs are maintained into the cell nu-
cleus as autonomously replicating units and specific origins of replication, deriving from viral genomes 
(EBV and SV40), ensure their DNA replication. Most of the currently used REVs carry a Scaffold/Ma-
trix Attachment Region - S/MAR that is rendering the plasmid capable for long term establishment in the 
cell nucleus. S/MARs are TA rich areas of DNA that belong to the ‘boundary elements’ of the genome, 
by defining chromatin loops and they are tethering chromatin to the nuclear matrix, for the maintenance 
of nuclear architecture and transcription of the transgene. These type of vectors have been shown to be 
functional in in vitro experiments with established cell lines and with primary cell cultures as well as in 
vivo experiments with whole organisms. Among other, it has been shown to have the capacity for stable 
transfection of the haematopoietic progenitor cells CD34+. Two types of derivative vectors that are de-
void of prokaryotic DNA sequences, and therefore safer, are under development: (1) Vector pFAR (free 
of antibiotic resistance), which is constructed to be without a gene for antibiotic resistance. This vector 
needs a specially devised stain of E.Coli for culture. (2) Vector type minicirle, circular non viral vec-
tors that are produced by in vivo recombination of the original plasmid, to contain only the eukaryotic 
transcription cassette. Finally, the transposon/transposase system SB1000X is a non viral vector, which, 
however, is integrated into the genome. This occurs quite randomly and no preference for the exonic 
or actively transcribed sequences is shown, and therefore the SB100X system is considered to be safer 
than the retroviral system. This system has been used in pre-clinical studies as well as in clinical trials.
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Γονιδιακή θεραπεία για τη θαλασσαιμία

Γαρυφαλιά Καρπόνη1, Ευαγγελία Γιαννάκη1,2

ΠΕΡΙΛΗΨΗ: Η β-θαλασσαιμία αποτελεί τη συχνότερη μονογονιδιακή διαταραχή παγκοσμίως και προ-
κύπτει από την πλήρη απουσία ή τη σημαντικά μειωμένη σύνθεση β-σφαιρίνης. Η συμβατική θεραπεία 
με χρόνιες μεταγγίσεις και καθημερινή αποσιδήρωση έχουν μεν βελτιώσει εντυπωσιακά το προσδόκιμο 
επιβίωσης, αλλά η συμμόρφωση στη θεραπεία επιβαρύνει σημαντικά την ποιότητα ζωής των ασθενών 
και τις εθνικές οικονομίες με ένα τεράστιο οικονομικό βάρος. Ως αποτέλεσμα της μη συμμόρφωσης στη 
θεραπεία, πολλοί ασθενείς εμφανίζουν σοβαρές επιπλοκές. Η αυτόλογη μεταμόσχευση γενετικά διορθω-
μένων αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (CD34+) που καλείται γονιδιακή θεραπεία (ΓΘ), αποτελεί 
μία ελπιδοφόρα θεραπευτική στρατηγική που προσδοκά να απαλλάξει τους ασθενείς από την ανάγκη 
ισόβιων μεταγγίσεων και αποσιδήρωσης. Αντίθετα με την αλλογενή μεταμόσχευση αρχέγονων αιμο-
ποιητικών κυττάρων, η ΓΘ αποτελεί θα είναι διαθέσιμη σε όλους τους ασθενείς, χωρίς ανάγκη ανεύρε-
σης συμβατού δότη και χωρίς την πιθανότητα εμφάνισης σοβαρών ανοσολογικών επιπλοκών. Πριν την 
έναρξη ΓΘ για τη θαλασσαιμία σε κλινικό επίπεδο, μεσολάβησαν πολλά χρόνια προκλινικής έρευνας 
για βελτιστοποίηση των συνθηκών και των μέσων γονιδιακής μεταφοράς. Μέχρι σήμερα, τρεις κλινι-
κές μελέτες ΓΘ για τη β-θαλασσαιμία και δρεπανοκυτταρική νόσο έχουν πραγματοποιηθεί ή είναι σε 
εξέλιξη και έχει δημοσιευθεί ή ανακοινωθεί η απεξάρτηση από μεταγγίσεις τριών ασθενών με β0/βΕ θα-
λασσαιμία. Ωστόσο, ο σχεδιασμός κλινικών πρωτοκόλλων ΓΘ για αιμοσφαιρινοπάθειες εξακολουθεί 
να αποτελεί αντικείμενο συζητήσεων. Συγκεκριμένα, συζητήσεις και έρευνα σχετικά με το βέλτιστο μέ-
γεθος έντασης του προπαρασκευαστικού σχήματος, τη δόση των γενετικά διορθωμένων CD34+ κυττά-
ρων που πρέπει να χορηγηθούν, τη βέλτιστη πηγή αυτόλογου μοσχεύματος, περαιτέρω βελτιώσεις των 
φορέων β- σφαιρίνης και κυρίως την ανάγκη ή όχι πρόσθετων μέτρων ασφάλειας της διαδικασίας (σε 
βάρος της αποτελεσματικότητας) για τη θαλασσαιμία, εξηγούν γιατί η θεραπεία της θαλασσαιμίας εξα-
κολουθεί να αποτελεί συνεχιζόμενη πρόκληση στο πεδίο της ΓΘ των γενετικών νοσημάτων. Στην ανα-
σκόπηση που ακολουθεί θα αναπτυχθούν οι προϋποθέσεις που πρέπει να πληρούνται για επιτυχή ΓΘ 
στη θαλασσαιμία, η δύσκολη πορεία της ΓΘ για τις αιμοσφαιρινοπάθειες μέχρι να φθάσει σε επίπεδο 
κλινικών δοκιμών, η γνώση που αποκτήθηκε από τις πρώτες κλινικές μελέτες και οι προβληματισμοί 
και προκλήσεις που εξακολουθούν να υπάρχουν. Συνολικά, μετά από αρκετές δεκαετίες ερευνητικών 
προσπαθειών, απογοητεύσεων αλλά και επιτυχιών, ο δρόμος για τη ΓΘ των ασθενών με θαλασσαιμία 
άνοιξε και είναι πολλά υποσχόμενος.
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Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Παθοφυσιολογία της β-θαλασσαιμίας

Η β-θαλασσαιμία αποτελεί τη συνηθέστερη μονογονι-

διακή διαταραχή παγκόσμια και είναι ένα από τα πρώτα 
νοσήματα που αποτέλεσαν στόχο της γονιδιακής θερα-
πείας (ΓΘ). Προκαλείται από μεταλλάξεις στο γονίδιο ή 
στα ρυθμιστικά στοιχεία που εδράζονται στον γενετικό 
τόπο της β-σφαιρίνης που οδηγούν σε ελλειμματική ή 
τροποποιημένη παραγωγή β-σφαιρινικών αλυσίδων και 
κατά συνέπεια σε ανισόρροπη παραγωγή των β- έναντι 
των α-σφαιρινικών αλυσίδων, ενδοκυττάρια καθίζηση 
των α-σφαιρινικών αλυσίδων που βρίσκονται σε περίσ-
σεια, και τελικά μη αποδοτική ερυθροποίηση. Οι ετερο-
ζυγώτες θαλασσαιμικοί είναι ασυμπτωματικοί με ήπια 
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αναιμία, ωστόσο η ομοζυγωτία, που συνιστά τη βαριά 
μορφή της νόσου, (μείζων β-θαλασσαιμία), χαρακτηρί-
ζεται είτε από παντελή έλλειψη HbA (β0-θαλασσαιμία), 
είτε από μερική παραγωγή της (β+-θαλασσαιμία). Οι 
ασθενείς αναπτύσσουν σοβαρή αναιμία στους 6-9 μή-
νες από τη γέννηση, οπότε και ολοκληρώνεται η μετάβα-
ση από την εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη (HbF) στην ενήλικη 
αιμοσφαιρίνη HbA, και παραμένουν μεταγγισιοεξαρτώ-
μενοι εφ’ όρου ζωής.1 

Τρέχουσες θεραπείες και η ανάγκη  
για γονιδιακή θεραπεία της θαλασσαιμίας

Οι επαναλαμβανόμενες μεταγγίσεις και η τακτική απο-
σιδήρωση ως μέσο συμπτωματικής αντιμετώπισης της νό-
σου, έχουν αυξήσει σημαντικά το προσδόκιμο επιβίωσης 
των θαλασσαιμικών ασθενών τα τελευταία 40 χρόνια. 
Ωστόσο, υπάρχει σημαντική επιβάρυνση στην ποιότητα 
ζωής των πασχόντων με αποτέλεσμα κακή συμμόρφω-
σή τους στη θεραπεία καθώς και ένα εξαιρετικά μεγάλο 
θεραπευτικό κόστος για τις εθνικές οικονομίες, ιδιαίτερα 
των αναπτυσσόμενων χωρών.2 Η μη συμμόρφωση στη θε-
ραπεία προκαλεί δυνητικά θανατηφόρες επιπλοκές (καρ-
διακή ανεπάρκεια, ηπατική κίρρωση).

Η μόνη διαθέσιμη ριζική θεραπεία της β-θαλασσαιμίας 
είναι η αλλογενής μεταμόσχευση μυελού των οστών (allo-
HCT) από συμβατό αδελφό δότη, με υψηλά ποσοστά επι-
τυχίας (80-90%) σε ασθενείς <17 ετών τάξεως Ι και ΙΙ 
κατά Pesaro.3 Ωστόσο, η θεραπευτική δυνατότητα της 
αλλογενούς μεταμόσχευσης περιορίζεται από την περιο-
ρισμένη διαθεσιμότητα ιστοσυμβατού δότη, την ανάγκη 
μακροχρόνιας λήψης ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων, το 
σχετικά περιορισμένο εύρος εφαρμογής σε νεότερους ηλι-
κιακά ασθενείς και την αυξημένη θνητότητα και νοσηρό-
τητα σε μεγαλύτερους ασθενείς τάξεως ΙΙΙ κατά Pesaro4 
λόγω των ανοσολογικών επιπλοκών (νόσος μοσχεύματος 
κατά ξενιστή και απόρριψη) και της μη σχετιζόμενης με 
απόρριψη θνητότητας. Επιπρόσθετα, μεταμοσχεύσεις από 
εναλλακτικούς δότες, όπως οι συμβατοί μη συγγενείς ή 
οι απλοταυτόσημοι δότες παραμένουν σε μεγάλο βαθμό 
υπό έρευνα καθώς σχετίζονται με σημαντικά μικρότερη 
επιβίωση ελεύθερη νόσου (21-70%) και υψηλότερη νο-
σηρότητα και θνητότητα (25-30%).5-7

Η γονιδιακή θεραπεία, με την εισαγωγή ενός φυσιολο-
γικού αντιγράφου του β-γονιδίου στα αρχέγονα αιμοποιη-
τικά κύτταρα (HSCs) του ασθενούς, θα επανεγκαταστήσει 
αποτελεσματική παραγωγή αιμοσφαιρίνης. Κατά συνέ-
πεια, θα απαλλάξει τους ασθενείς από την εξάρτηση των 
μεταγγίσεων προσφέροντας δυνατότητα ίασης σε εκεί-
νους που στερούνται ενός ιατρικά αποδεκτού δότη ή εί-
ναι υψηλού κινδύνου για να υποβληθούν σε αλλογενή 
μεταμόσχευση, χωρίς τον κίνδυνο των ανοσολογικών 
επιπλοκών της αλλογενούς μεταμόσχευσης και χωρίς να 

απαιτείται ανοσοκαταστολή για να προληφθούν ή αντι-
μετωπιστούν αυτές οι επιπλοκές. 

Προϋποθέσεις για επιτυχή γονιδιακή 
θεραπεία της θαλασσαιμίας

Η in situ ομόλογη διόρθωση του προβληματικού 
β-γονιδίου με τη ΓΘ αν και θα ήταν ιδεώδης προσέγγι-
ση, δεν είναι ακόμη εφικτή στα HSCs. Αντί αυτής, η γο-
νιδιακή προσθήκη με μεταφορά του φυσιολογικού β- ή 
γ-γονιδίου μέσω ιικού φορέα και η ενσωμάτωσή του στο 
χρωμοσωμικό υλικό των HSCs παραμένει ως η στρατη-
γική επιλογής.

Ωστόσο, η πολυπλοκότητα της ρύθμισης της έκφρα-
σης σε υψηλά επίπεδα του φυσιολογικού γονιδίου, η ανά-
γκη ιστοειδικότητας της έκφρασης και η υψηλή ασφάλεια 
της διαδικασίας όπως απαιτείται για ένα χρόνιο νόσημα 
με γενικά καλοήθη πορεία απετέλεσαν μείζονες προκλή-
σεις για σχεδόν δύο δεκαετίες και καθυστέρησαν σημα-
ντικά την έναρξη κλινικών μελετών γονιδιακής θεραπείας 
για τη θαλασσαιμία.

Λειτουργικοί φορείς
Ιικοί φορείς κατάλληλοι για τη γονιδιακή θεραπεία της 

θαλασσαιμίας θεωρούνται οι γ-ρετροϊικοί (gammaretroviral 
vectors) και οι λεντι-ιικοί φορείς (lentiviral vectors), που 
ενσωματώνονται στο γονιδίωμα των κυττάρων-στόχων, 
οδηγώντας σε μακροπρόθεσμη και σταθερή μεταφορά 
του θεραπευτικού γονιδίου, ακόμα και μετά από πολλα-
πλούς κύκλους κυτταρικής διαίρεσης.8

Παρά τις μακροχρόνιες έρευνες και βελτιώσεις στο 
σχεδιασμό τους, οι γ-ρετροϊικοί φορείς σφαιρίνης απέ-
τυχαν να αποδώσουν αποτελεσματική έκφραση του θερα-
πευτικού γονιδίου κυρίως λόγω των χαμηλών τίτλων και 
της γενετικής αστάθειας. Οι λεντι-ιικοί φορείς που βασί-
ζονται στον ιό της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (HIV-
1) θεωρήθηκαν ως οι πλέον κατάλληλοι για τη γονιδιακή 
θεραπεία των αιμοσφαιροπαθειών και αναζωπύρωσαν τις 
προσδοκίες διόρθωσης των νοσημάτων αυτών με γονι-
διακή θεραπεία. Οι λεντι-ιικοί φορείς κατασκευάζονται 
μετά από αφαίρεση των γονιδίων που προκαλούν παθογέ-
νεια στον άνθρωπο και κατακερματισμό των βοηθητικών 
γονιδίων σε ξεχωριστά πλασμίδια που συμβάλλουν στη 
μείωση της πιθανότητας παραγωγής ανασυνδυασμένων 
μολυσματικών ιικών σωματιδίων. Τα πλεονεκτήματα των 
λεντι-ιικών, έναντι των ρετροϊικών φορέων συνίστανται: 
1) στην ικανότητα να διαμολύνουν διαιρούμενα και μη 
διαιρούμενα κύτταρα,9 2) στη δυνατότητα να εσωκλείουν 
διαγονίδια μεγαλύτερου μεγέθους (~9-10 kb)10 παραμέ-
νοντας γενετικά σταθεροί, 3) στο ασφαλέστερο προφίλ 
θέσεων ενσωμάτωσης στο γονιδίωμα που διαθέτουν11 και 
4) στο σχεδιασμό αυτοαδρανοποίησης (self-inactivating, 
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SIN) βάσει του οποίου κατασκευάζονται. Ο μηχανισμός 
αυτοαδρανοποίησης βασίζεται στην απαλοιφή της περι-
οχής U3 από την 3΄LTR (Long Terminal Repeat) η οποία 
κατά την ανάστροφη μεταγραφή του ιικού RNA μεταφέ-
ρεται στην 5΄ LTR. Κατά συνέπεια, καταργείται ο ιικός 
ενισχυτής, οπότε το θεραπευτικό γονίδιο χρειάζεται να 
μεταγραφεί από έναν εσωτερικό, ερυθροειδικό υποκινη-
τή. Oι δύο τελευταίες ιδιότητες καθιστούν τους λεντι-ιι-
κούς φορείς ασφαλέστερους των γ-ρετροϊικών φορέων 
που χαρακτηρίστηκαν σε κλινικές μελέτες ανοσοανε-
παρκειών (X-SCID και WAS) ως «υψηλού κινδύνου» 
για επαγωγή λευχαιμιογένεσης.

Θεραπευτική και ερυθροειδική έκφραση 
Προυπόθεση για να εκφραστεί σε υψηλά επίπεδα το 

μεταφερόμενο θεραπευτικό γονίδιο σφαιρίνης είναι η εν-
σωμάτωση στην κατασκευή του ιικού φορέα τμημάτων 
της ρυθμιστικής αλληλουχίας του γενετικού τόπου της 
β-σφαιρίνης, Locus control region (LCR), η οποία δια-
θέτει τουλάχιστον 7 θέσεις υπερευαίσθητες στην DNά-
ση Ι (Hypersensitive sites, HS) 48-62 kb ανοδικά του 
β-γονιδίου,12 και αυξάνει την ιστοειδικότητα της έκφρα-
σης13 ανάλογα με το εκάστοτε στάδιο διαφοροποίησης 
του κυττάρου,14 ενώ επιπρόσθετα προστατεύει τα γονί-
δια από την αποσιώπηση.15 Οι περισσότεροι θεραπευτικοί 
λεντι-ιικοί φορείς που έχουν κατασκευαστεί μέχρι σήμε-
ρα, εκφράζουν το διαγονίδιο της β-, ή της γ-σφαιρίνης, 
υπό τον έλεγχο του υποκινητή της, ενός εκ των δύο εγγύ-
τατων ενισχυτών της16 και περιλαμβάνουν τουλάχιστον 
δύο HS στοιχεία της LCR.17-20 Η υψηλή εξειδίκευση της 
έκφρασης, αποκλειστικά στην ερυθρά σειρά, εξασφαλί-
ζεται από τη μεταγραφή του β-γονιδίου από εσωτερικό, 
ερυθροειδικό υποκινητή.

Σταθερή και ομοιογενής έκφραση 
Η έκφραση του ιικού φορέα μπορεί να ποικίλλει σημα-

ντικά καθώς επηρεάζεται από την περιβάλλουσα χρωμα-
τίνη στις μη προβλέψιμες, θέσεις ενσωμάτωσής του στο 
γονιδίωμα. Η ποικιλία και ανομοιογένεια στην έκφραση 
των φορέων που προκύπτει από την ενσωμάτωση σε δι-
αφορετικές χρωμοσωμικές θέσεις και άρα διαφορετικές 
επιδράσεις της περιβάλλουσας χρωματίνης έχει περιγρα-
φεί ως «φαινόμενα θέσεως». Οι μονωτές χρωματίνης 
τύπου φραγμού είναι εξειδικευμένες DNA ακολουθί-
ες που οριοθετούν ορισμένα γονίδια και παρέχουν φυσι-
κό φραγμό σε επιδράσεις από γειτονικές χρωμοσωμικές 
επικράτειες. Όταν τα γονίδια μετακινούνται από το φυ-
σικό τους περιβάλλον, όπως σε εφαρμογές γονιδιακής 
θεραπείας, το νέο χρωμοσωμικό περιβάλλον έχει καθο-
ριστική επίδραση στην έκφρασή του και συχνά τα επίπε-
δα έκφρασης στη νέα θέση δεν έχουν καμμία ομοιότητα 

με αυτά της φυσικής τους θέσης. Αυτή η ανομοιογένεια 
στην έκφραση προκύπτει συνήθως λόγω γειτνίασης με 
έναν ενδογενή ενισχυτή ή αποσιωπητή ή αντανακλά την 
τοποθέτηση του γονιδίου αναφοράς κοντά σε περιοχή 
ανενεργού χρωματίνης.21,22 Ο καλύτερα χαρακτηρισμέ-
νος χρωματινικός μονωτής είναι η υπερευαίσθητη στην 
DNAse I περιοχή 4 από τον β γονιδιακό τόπο της όρνι-
θας (cHS4, chicken hypersensitive site 4) και η ενσωμά-
τωσή του υπό μορφή διπλού αντιγράφου (double copy 
configuration) στα άκρα ιικών φορέων, φάνηκε να προ-
στατεύει -αν και όχι πλήρως- την in vivo έκφραση του 
διαγονιδίου από τις αρνητικές επιδράσεις του χρωματι-
νικού περιβάλλοντος, οδηγώντας σε σταθερή και ομοι-
ογενή έκφραση.23

Ασφάλεια 
Παρά την αδιαφισβήτητη επιτυχία της ΓΘ στις ανο-

σοανεπάρκειες24-26 και τα μεταβολικά νοσήματα απο-
θήκευσης,27,28 η εισχωρητική μεταλλαξιγένεση που 
προκαλείται από τους ενσωματούμενους ιικούς φορείς, 
αντιπροσωπεύει τη μείζονα τοξικότητα της διαδικασίας. 
Η λευχαιμική εκτροπή σε παιδιά με X-SCID (5/20)29 ή 
σύνδρομο Wiscott-Aldrich (6/10)30 που είχαν επιτυχώς 
υποβληθεί σε γονιδιακή θεραπεία με ρετροϊικούς φορείς 
για τη νόσο τους, σταδιακά επισκίασε τις πρώτες επιτυχί-
ες της γονιδιακής θεραπείας και ενέτεινε την έρευνα προς 
την κατεύθυνση ελάττωσης του κινδύνου γενοτοξικότη-
τας της μεθόδου. Η λευχαιμική εκτροπή σχετίστηκε με 
ενσωμάτωση του ιικού φορέα στη γειτονία πρωτο-ογκο-
γονιδίων και ενεργοποίηση παράδοξης έκφρασης αυτών 
των ογκογονιδίων μέσω του ενισχυτή της ιικής LTR.

Σε νοσήματα με μικρό προσδόκιμο επιβίωσης όπως η 
σοβαρή συνδυασμένη ανοσοανεπάρκεια ή η μεταχρωμα-
τική λευκοδυστροφία, ένα ποσοστό σοβαρής τοξικότητας 
θα μπορούσε να είναι αποδεκτό όταν το όφελος αντισταθ-
μίζει τον κίνδυνο. Για παράδειγμα, από τα 20 παιδιά που 
υποβλήθηκαν σε ΓΘ για X-SCID, τα 19 είναι στη ζωή 
και θεραπευμένα, μέχρι και 16 χρόνια μετά τη διαδικα-
σία, ενώ κανένα δεν θα ζούσε σήμερα χωρίς τη γονιδι-
ακή θεραπεία. Ωστόσο, για χρόνια νοσήματα με γενικά 
καλοήθη πορεία, όπως η θαλασσαιμία για τους ασθενείς 
με καλή συμμόρφωση στη θεραπεία, είναι σαφές ότι το 
προσδοκώμενο όφελος θα πρέπει να είναι υψηλό και να 
δικαιολογεί ισχυρά τον κίνδυνο από τη διαδικασία. Ανε-
ξάρτητα πάντως από τη βαρύτητα της νόσου-στόχου, η 
ασφάλεια της διαδικασίας και η ελαχιστοποίηση της συ-
χνότητας εμφάνισης εισχωρητικής μεταλλαξιγένεσης 
αποτελούν τα τελευταία χρόνια μείζον πεδίο έρευνας και 
σημαντικές βελτιώσεις ασφάλειας στο σχεδιασμό ιικών 
φορέων έχουν επιτευχθεί.

Οι λεντι-ιικοί φορείς που κωδικοποιούν την ανθρώπι-
νη β-σφαιρίνη και οι οποίοι χρησιμοποιούνται σε κλινικές 
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μελέτες, έχουν κατασκευαστεί με χαρακτηριστικά ασφά-
λειας που μειώνουν σημαντικά τον κίνδυνο της ογκογένε-
σης που σχετίζεται με τον ιικό φορέα συγκριτικά με τους 
πρώτης γενιάς γ-ρετροϊικούς φορείς: ο σχεδιασμός αυτο-
δρανοποίησης (SIN) που περιγράφηκε πιο πάνω καταργεί 
την ιική LTR, τον καθοριστικό παράγοντα γενοτοξικότη-
τας.31,32 Παρά τον SIN σχεδιασμό, οι φορείς σφαιρίνης 
φέρουν έναν πολύ ισχυρό ενισχυτή μέσω των στοιχεί-
ων της ρυθμιστικής ακολουθίας του β-γονιδίου (Locus 
Control Region-LTR) από την ενεργοποίηση του οποί-
ου πρέπει να προστατευθεί το γειτονικό περιβάλλον στη 
θέση ενσωμάτωσης.33,34 Οι μονωτές χρωματίνης τύπου 
διακόπτη ενισχυτών οι οποίοι όταν βρίσκονται μεταξύ 
υποκινητή-ενισχυτή μπλοκάρουν την μέσω του ενισχυ-
τή ενεργοποίηση του υποκινητή παρακείμενων γονιδίων, 
έχουν χρησιμοποιηθεί σε κατασκευές ιικών φορέων για να 
ελαττώσουν τη συχνότητα εμφάνισης εισχωρητικής με-
ταλλαξιγένεσης. Ο cHS4, μονωτής χρωματίνης «διπλής 
δράσης» αποτελεί και σε αυτή την κατηγορία μονωτών, 
τον καλύτερα χαρακτηρισμένο μονωτή τύπου διακόπτη 
ενισχυτών. Μείζον μειονέκτημα της ενσωμάτωσής του 
σε ιικούς φορείς αποτελεί ο σημαντικός επηρεασμός των 
τίτλων του ιικού φορέα και κατ’ επέκταση της αποτελε-
σματικότητας της γονιδιακής μεταφοράς, εξαιτίας του 
σχετικά μεγάλου μεγέθους του.

Σύμφωνα με τα προλεχθέντα, ο ιδεώδης λεντι-ιικός 
φορέας β-σφαιρίνης με τον θεωρητικά βέλτιστο συνδυα-
σμό ρυθμιστικών στοιχείων, υποκινητή και ενισχυτή κα-
θώς και με την κατάλληλη μόνωση εκατέρωθεν των SIN 
άκρων του, παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.35

Προκλινικές Μελέτες
Η ομάδα του Michel Sadelain, χρησιμοποιώντας 

τον λεντι-ιικό φορέα TNS9, κατέδειξε για πρώτη φο-
ρά διόρθωση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου τόσο σε 
Hbbth3/+ ποντίκια36 που προσομοιάζουν στην ενδιάμεση 
β-θαλασσαιμία του ανθρώπου, όσο και σε τεχνητό μο-
ντέλο μείζονος β-θαλασσαιμίας.37 Η θεραπευτική έκφρα-

ση του διαγονιδίου στην περίπτωση του μοντέλου της 
ενδιάμεσης β-θαλασσαιμίας, αύξησε την αιμοσφαιρίνη 
στο 11-13 g/dl, διόρθωσε την εξωμυελική ερυθροποίη-
ση, ελάττωσε την άθροιση του σιδήρου και παρέμεινε 
σταθερή και μετά από δευτερογενή μεταμόσχευση. Στην 
περίπτωση του μοντέλου της μείζονος θαλασσαιμίας, το 
οποίο είναι μη βιώσιμο από την εμβρυική ζωή, οι ακτινο-
βολημένοι λήπτες των θαλασσαιμικών εμβρυικών κυτ-
τάρων ήπατος μετά από γονιδιακή μεταφορά ανέπτυξαν 
έναν φαινότυπο ενδιάμεσης θαλασσαιμίας και επέζησαν 
αντίθετα με τους λήπτες των μη γενετικά τροποποιημέ-
νων κυττάρων που ανέπτυξαν φαινότυπο μείζονος θα-
λασσαιμίας και απεβίωσαν. Ακολούθησαν και άλλες 
ομάδες, μεταξύ αυτών του Leboulch,38 του Persons,39 
της Malik40 και της Ferrari41 που έδειξαν επιτυχή γονι-
διακή διόρθωση τόσο σε ζωικά μοντέλα θαλασσαιμίας 
και δρεπανοκυτταρικής νόσου42 όσο και σε κύτταρα θα-
λασσαιμικών ασθενών.43,44

Σχεδιασμός Κλινικών Πρωτοκόλλων: 
Θέματα προς επίλυση
Προπαρασκευαστικό σχήμα

Το υπόστρωμα της θαλασσαιμίας, αντίθετα με την 
X-SCID, δεν παρέχει πλεονέκτημα επιβίωσης στα γενετι-
κά διορθωμένα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα (CD34+), 
τα οποία είναι υπεύθυνα για τη μακροπρόθεσμη αιμα-
τολογική αποκατάσταση, ενώ αναμένεται πλεονέκτημα 
επιβίωσης των γενετικά διορθωμένων ερυθροβλαστών 
και ερυθροκυττάρων. Κατά συνέπεια, η εμφύτευση των 
CD34+ κυττάρων μετά τη γονιδιακή μεταφορά, απαιτεί 
είτε την in vivo επιλογή τους45 είτε εφαρμογή μυελοκα-
ταστολής στον ασθενή.

Η χορήγηση ολικής μυελοκαταστολής, θα εξασφαλί-
σει την καθ’ υπεροχήν εγκατάσταση χίμαιρας προερχό-
μενης από τα γενετικά διορθωμένα κύτταρα, με κόστος 
ωστόσο σημαντική νοσηρότητα και θνητότητα σχετιζόμε-
νη με τη μεταμόσχευση, τοξικότητα ιδιαιτέρως ανεπιθύ-
μητη σε μη κακοήθεις ασθένειες, όπως η β-θαλασσαιμία. 
Ένα ελαττωμένης έντασης προπαρασκευαστικό σχήμα 
μειώνει τους κινδύνους που συνοδεύουν την απλασία ή 
την περίπτωση μη εμφύτευσης του μοσχεύματος διακιν-
δυνεύοντας ωστόσο, ανεπαρκή, για θεραπευτικό όφελος, 
ποσοστά εμφύτευσης.

Αν και υπάρχει ομοφωνία στο ότι ένας σημαντικός 
βαθμός μυελοκαταστολής πρέπει να εφαρμοστεί ως προ-
παρασκευαστικό σχήμα πριν τη χορήγηση των γενετικά 
διορθωμένων CD34+ στους ασθενείς με θαλασσαιμία, 
το βάθος μυελοκαταστολής που μπορεί να εξασφαλίσει 
επαρκή εμφύτευση με αποδεκτή, αιμοποιητική και μη αι-
μοποιητική, τοξικότητα, παραμένει αντικείμενο επιστη-
μονικών αντιπαραθέσεων. 

Εικόνα 1. Προτυποποιημένος λεντι-ιικός φορέας β-σφαιρίνης 
με τα ρυθμιστικά του στοιχεία Συντομογραφίες: HS: hypersen-
sitive sites; LCR: locus control region; SIN: self-inactivating; LTR: 
long terminal repeats.
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Μελέτες στην αλλογενή μεταμόσχευση για τη θαλασ-
σαιμία και δρεπανοκυτταρική νόσο έδειξαν ότι ακόμη και 
χαμηλά επίπεδα χίμαιρας του δότη μπορούν να προσφέ-
ρουν ανεξαρτησία από μεταγγίσεις, υποστηρίζοντας την 
άποψη ότι και χαμηλά ποσοστά εμφύτευσης των γενετικά 
διορθωμένων κυττάρων μπορούν να αποδώσουν θεραπευ-
τικό όφελος.46 Ωστόσο, το όριο της χίμαιρας των γενετι-
κά τροποποιημένων κυττάρων που απαιτείται για κλινική 
βελτίωση στη ΓΘ της θαλασσαιμίας δεν έχει οριστικά 
καθοριστεί. Μελέτες σε ζωικό μοντέλο β-θαλασσαιμίας 
προτείνουν ότι ένα επίπεδο χίμαιρας 20-30% και έκφρα-
ση διαγονιδίου μεγαλύτερη από το 15% της συνολικής 
α-σφαιρίνης είναι απαραίτητα για απεξάρτηση από με-
ταγγίσεις, ποσοστά γενικά πολύ υψηλότερα αυτών που 
απαιτούνται για θεραπευτικό όφελος με τη ΓΘ άλλων γε-
νετικών νοσημάτων.47

Με βάση αυτές τις παρατηρήσεις, εκτιμάται ότι ένα 
ελαττωμένης έντασης προπαρασκευαστικό σχήμα, με 
Busulfan 8-12 mg/kg ή Melphalan 140 mg/m2 θα μπο-
ρούσε να προκαλέσει επαρκή μυελοκαταστολή για να 
επιτρέψει στα διαμολυσμένα HSCs να φθάσουν σε κλινι-
κά μεταφράσιμα επίπεδα εμφύτευσης ενώ θα διατηρούσε 
επαρκές επίπεδο ασφάλειας, συμβατό με κλινικές μελέ-
τες φάσης Ι.35 Ωστόσο, είναι σημαντικό να υπάρξει πρό-
βλεψη για να αντισταθμιστεί η υπό αυτές τις συνθήκες, 
χαμηλή εμφύτευση, με χρήση μεθόδων που θα εξασφα-
λίζουν υψηλά επίπεδα γονιδιακής μεταφοράς και υψηλές 
δόσεις γενετικά τροποποιημένων κυττάρων. Οι μέθοδοι 
αυτές συζητώνται παρακάτω.

Τα στάδια της γονιδιακής θεραπείας για τη θαλασ-
σαιμία (αλλά και γενικότερα για εφαρμογές ΓΘ σε αρχέ-
γονα αιμοποιητικά κύτταρα) παρουσιάζονται σχηματικά 
στην Εικόνα 2.

Συλλογή αρχέγονων αιμοποιητικών 
κυττάρων-Βέλτιστη πηγή μοσχεύματος 

Σε πρωτόκολλα ΓΘ, όπως για τη θαλασσαιμία, προ-
κειμένου να εξασφαλιστεί σταθερή εμφύτευση των γε-
νετικά τροποποιημένων HSCs και χαμηλή τοξικότητα 
σχετιζόμενη με τη μεταμόσχευση, ο βέλτιστος αριθ-
μός των χορηγούμενων CD34+ κυττάρων πρέπει να εί-
ναι πολύ υψηλότερος από το χαμηλότερο αποδεκτό όριο 
των 2×106/kg CD34+ κυττάρων για αυτόλογη μεταμό-
σχευση.35,48 Ιδιαίτερα στην περίπτωση όπου εφαρμόζε-
ται προπαρασκευαστικό σχήμα ελαττωμένης έντασης, 
δημιουργώντας έτσι ανταγωνιστικές συνθήκες στον μυ-
ελό των οστών, είναι απαραίτητη η χορήγηση υψηλών 
δόσεων γενετικά διορθωμένων κυττάρων για να μπορέ-
σουν να επικρατήσουν έναντι των μη διορθωμένων, εν-
δογενών κυττάρων του μυελού. Επιπρόσθετα, για λόγους 
ασφάλειας ένα backup μη επεξεργασμένων CD34+ κυττά-
ρων αποθηκεύεται προς διάσωση σε περίπτωση αποτυχί-
ας εμφύτευσης, γεγονός που αυξάνει ακόμη περισσότερο 
την ανάγκη για υψηλή απόδοση σε HSCs των ασθενών 
με θαλασσαιμία. Κατά συνέπεια, η βέλτιστη πηγή HSCs 
για τη γονιδιακή θεραπεία της θαλασσαιμίας είναι εκεί-

Εικόνα 2. Σχηματικά η γονιδιακή θεραπεία για τη β-θαλασσαιμία.35 Γίνεται ex vivo γονιδιακή μεταφορά του θερα-
πευτικού γονιδίου της β-σφαιρίνης μέσω λεντι-ιικού φορέα σε κινητοποιημένα και κεκαθαρμένα CD34+ κύτταρα 
του ασθενούς (1, 2). Η γονιδιακή μεταφορά επιτυγχάνεται με συγκαλλιέργεια του ιικού φορέα με τα CD34+ κύττα-
ρα στη διάρκεια της οποίας γίνεται η είσοδος και η ενσωμάτωσή του στα κύτταρα-στόχος (3). Τα αυτόλογα, γενετι-
κώς διορθωμένα κύτταρα επανεγχύονται πίσω στον ασθενή μετά από προπαρασκευαστικό σχήμα πλήρους ή με-
ρικής μυελοκαταστολής (4).
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νη που παρέχει με ασφάλεια υψηλές δόσεις κυττάρων με 
αυξημένη ικανότητα εμφύτευσης.

Το κινητοποιημένο περιφερικό αίμα αποτελεί την 
προτιμώμενη πηγή μοσχεύματος σε σχέση με τον μυ-
ελό των οστών καθώς αποδίδει 3-4 φορές περισσότερα 
CD34+ κύτταρα με ταχύτερη ικανότητα εμφύτευσης.48,49 
Η κυτταροκίνη G-CSF (Granulocyte colony-stimulating 
factor) αποτελούσε μέχρι πρότινος τον μόνο κατάλλη-
λο για κλινική χρήση παράγοντα κινητοποίησης HSCs 
με ευρεία εφαρμογή σε περιπτώσεις αυτόλογης ή αλλο-
γενούς μεταμόσχευσης,50 καθώς και σε κλινικές δοκιμές 
ΓΘ.27,44,51 Η χρήση του G-CSF ωστόσο, έχει σχετιστεί με 
συγκεκριμένη νοσηρότητα52,53 και υπάρχουν ασθενείς 
που αποτυγχάνουν να κινητοποιήσουν επιτυχώς, καθώς 
και φυσιολογικοί δότες που υποβάλλονται σε πολλαπλές 
συνεδρίες λευκαφαίρεσης.54 Περιορισμοί στη χρήση του 
G-CSF έχουν αναφερθεί και σε νοσήματα που αποτελούν 
δυνητικό στόχο της ΓΘ. Παραδείγματος χάριν, σε ασθε-
νείς με δρεπανοκυτταρική αναιμία, η χρήση του G-CSF 
πυροδοτεί οξεία δρεπανοκυτταρική κρίση, η οποία μπο-
ρεί να αποβεί μοιραία,55 ενώ άτομα με αναιμία Fanconi 
κινητοποιούν φτωχά ακόμα και μετά από πολύ υψηλές 
δόσεις G-CSF.56 Τα τελευταία χρόνια, το Plerixafor (πρώ-
ην AMD3100), χάρη στην ικανότητά του να αναστέλλει 
παροδικά τη σύνδεση του CXCR4 με τον SDF-1 στο μι-
κροπεριβάλλον του μυελού των οστών, κινητοποιεί τα-
χύτατα τα CD34+ κύτταρα ενώ αυξάνει πολλαπλάσια την 
απόδοση της κινητοποίησης όταν χρησιμοποιείται σε συν-
δυασμό με τον G-CSF.57,58

Με την προοπτική της ΓΘ για τη νόσο και για τη 
βελτιστοποίηση της κινητοποίησης των CD34+ κυττά-
ρων σε ενήλικες ασθενείς με θαλασσαιμία, διενεργήσαμε 
δύο κλινικές μελέτες κινητοποίησης των CD34+ κυττά-
ρων.59,60 Στις μελέτες αυτές διερευνήθηκε η χρήση του 
G-CSF ως μονήρη παράγοντα και μετά από προθερα-
πεία με Hydroxyurea (HU) και του Plerixafor ως μονήρη 
παράγοντα ή σε συνδυασμό με G-CSF, στους ασθενείς 
που απέτυχαν να κινητοποιήσουν επαρκώς με τους μο-
νήρεις παράγοντες.

Η πρώτη μελέτη (THAL001), που συμπεριέλαβε 26 
ασθενείς, κατέδειξε ότι η κινητοποίηση με G-CSF στους 
μη σπληνεκτομηθέντες ασθενείς είναι ασφαλής και ανά-
λογης αποτελεσματικότητας με τους φυσιολογικούς δό-
τες, ωστόσο, στους σπληνεκτομηθέντες ασθενείς προκαλεί 
υπερλευκοκυττάρωση η οποία αποτελεί σημαντικό δο-
σο-περιοριστικό παράγοντα στην κινητοποίησή τους, με 
τελικό αποτέλεσμα φτωχή ή μέτρια απόδοση σε CD34+ 
κύτταρα. Η ενός μήνα προθεραπεία με HU με ένα βέλτι-
στο διάστημα, 2 εβδομάδων, «έκπλυσης» πριν τον G-CSF, 
ξεπερνά τον περιορισμό της υπερλευκοκυττάρωσης στους 
σπληνεκτομηθέντες ασθενείς υπό G-CSF, αλλά παρατεί-
νει σημαντικά τη διαδικασία κινητοποίησης.59

Λόγω των περιορισμών της κινητοποίησης με G-CSF 
στους σπληνεκτομηθέντες ασθενείς με θαλασσαιμία αλ-

λά και σε άλλους ασθενείς για τους οποίους η ΓΘ θα 
μπορούσε να είναι θεραπεία ίασης (δρεπανοκυτταρική 
νόσος, Fanconi anemia)55,56 διερευνήσαμε την κινητοποί-
ηση με Plerixafor (Mozobil) μόνο ή Plerixafor+G-CSF 
στις περιπτώσεις αποτυχίας συλλογής επαρκών δόσεων 
CD34+ κυττάρων (≥6×106/kg).60 Η μελέτη THAL002, που 
συμπεριέλαβε 20 ασθενείς, κατέδειξε ότι το Plerixafor 
κινητοποιεί ταχέως και αποτελεσματικά τα CD34+ κύτ-
ταρα, χωρίς επαγωγή υπερλευκοκυττάρωσης στους σπλη-
νεκτομηθέντες ασθενείς. Ωστόσο, περίπου το 30% των 
ασθενών απέτυχε να αποδώσει με 2 λευκαφαιρέσεις τη 
δόση-στόχο (≥6×106/kg) και ασθενείς που απέτυχαν αρ-
χικά στο Plerixafor ή G-CSF επανακινητοποιήθηκαν με 
Plerixafor+G-CSF. Ο συνδυασμός ήταν καλά ανεκτός, 
αύξησε την ανά αφαίρεση απόδοση 3 έως 14 φορές και, 
σε όλες τις περιπτώσεις, διενεργήθηκε μονήρης κυτταρα-
φαίρεση για τη συλλογή του επιθυμητού αριθμού κυττά-
ρων. Η ισχυρή συνεργική δράση του συνδυασμού ήταν 
ιδιαίτερα εμφανής στους σπληνεκτομηθέντες ασθενείς 
στους οποίους, παρά την κατά 75% ελάττωση της δόσης 
G-CSF, απέδωσε υψηλό αριθμό κυττάρων (6-12.7×106/
kg) με μονήρεις αφαιρέσεις.

Συμπερασματικά, για εφαρμογές ΓΘ στη θαλασσαι-
μία, όπου χρειάζονται πολύ υψηλοί αριθμοί CD34+ κυτ-
τάρων (6-12×106/kg) ή όταν αποτυχία κινητοποίησης με 
μονήρεις παράγοντες είναι ισχυρά πιθανή ή όταν απαιτού-
νται μονήρεις αφαιρέσεις, ο συνδυασμός με Plerixafor+G-
CSF αποτελεί τη βέλτιστη στρατηγική κινητοποίησης. 

Καθώς η κινητοποίηση με διαφορετικές μεθόδους 
μπορεί να δώσει γένεση σε CD34+ κύτταρα με διαφορε-
τική επιδεκτικότητα στη διαμόλυνση ή ικανότητα εμφύ-
τευσης μετά από μεταμόσχευση, διερευνήσαμε εάν το 
Plerixafor+G-CSF-αιμοποιητικό μόσχευμα υπερέχει όχι 
μόνο ποσοτικά σε CD34+ κύτταρα αλλά και ποιοτικά. 
Πράγματι, η μεταμόσχευση ίδιου αριθμού Plerixafor+G-
CSF-κινητοποιημένων HSCs σε ζωικά μοντέλα ανταγω-
νιστικής μεταμόσχευσης (Psatha N, et al, submitted) αλλά 
και σε μοντέλο ξενομεταμόσχευσης με μερική μυελο-
καταστολή μετά από γενετική τροποποίηση των CD34+ 

κυττάρων ασθενών με τον TNS9.3.55 λεντι-ιικό φορέα 
β-σφαιρίνης (Karponi G, et al, submitted), οδήγησε σε 
σημαντική υπεροχή πολυγραμμικής εμφύτευσης έναντι 
όλων των υπόλοιπων μεθόδων κινητοποίησης, ενώ τα 
Plerixafor+G-CSF-κινητοποιημένα κύτταρα απέδωσαν 
σημαντικά περισσότερη β-σφαιρίνη/ιικό αντίγραφο σε 
ερυθροειδικές υγρές και ημι-στερεές καλλιέργειες. 

Συνοψίζοντας, τα Plerixafor+G-CSF κύτταρα αποτε-
λούν τη βέλτιστη πηγή κινητοποιημένου αιμοποιητικού 
μοσχεύματος καθώς i) έχουν υψηλή περιεκτικότητα σε 
CD34+ κύτταρα που επιτρέπει μονήρεις κυτταραφαιρέ-
σεις, ii) είναι επιδεκτικά στη διαμόλυνση αποδίδοντας 
τη μεγαλύτερη έκφραση β-σφαιρίνης ανά αντίγραφο ιι-
κού φορέα και iii) διαθέτουν υψηλή ικανότητα εμφύτευ-
σης υπό ανταγωνιστικές συνθήκες. Η χρήση ενός τέτοιου 



Γονιδιακή θεραπεία για τη θαλασσαιμία 87

μοσχεύματος για ΓΘ της θαλασσαιμίας θα επιτρέπει την 
εφαρμογή ενός ελαττωμένης έντασης προπαρασκευα-
στικού σχήματος επιτυγχάνοντας δυνητικά κλινικά με-
ταφράσιμα επίπεδα γονιδιακής μεταφοράς και έκφρασης 
με χαμηλή τοξικότητα σχετιζόμενη με τη μεταμόσχευση. 
Επίσης θα ελαττώσει θεωρητικά την πιθανότητα εισχω-
ρητικής μεταλλαξιγένεσης, καθώς ένα δεδομένο επίπεδο 
έκφρασης β-σφαιρίνης θα μπορεί να επιτευχθεί με μικρό-
τερο αριθμό ιικών αντιγράφων.

Κλινικές Μελέτες 
Η πρώτη κλινική μελέτη ΓΘ για τη β-θαλασσαιμία 

διενεργήθηκε στο Παρίσι, με χρήση ενός SIN λεντιικού 
φορέα β-σφαιρίνης που κατασκευάστηκε από την ομά-
δα του P. Leboulch και είχε ενσωματωμένο τον μονωτή 
χρωματίνης cHS4 σε σχηματισμό διπλού αντιγράφου. 
Τρείς θαλασσαιμικοί ασθενείς με β0/βΕ θαλασσαιμία, 
μετά από ένα πλήρως μυελοκατασταλτικό conditioning 
(Busulfan 14 mg/kg), μεταμοσχεύτηκαν με αυτόλογα 
ΗSCs που διαμολύνθηκαν με τον μονωμένο με τον cHS4 
μονωτή χρωματίνης, φορέα SIN-LentiGlobin.61,62 Ο πρώ-
τος ασθενής εμφάνισε αποτυχία εμφύτευσης και παρα-
τεταμένη απλασία και έλαβε διάσωση με τα μη γενετικά 
τροποποιημένα CD34+ κύτταρά του, τα οποία είχαν ψυ-
χθεί προληπτικά ως backup. O τρίτος ασθενής, 2 χρόνια 
μετά τη γονιδιακή θεραπεία, εμφανίζει χαμηλά ποσοστά 
γονιδιακής μεταφοράς in vivo και παραμένει εξαρτημέ-
νος από μεταγγίσεις. Ο δεύτερος ασθενής, μεταγγιζόταν 
κατά τον πρώτο χρόνο μετά την έγχυση των γενετικά δι-
ορθωμένων κυττάρων και στη συνέχεια η αιμοσφαιρί-
νη του σταθεροποιήθηκε σε επίπεδα που του επιτρέπουν 
να ζει χωρίς μεταγγίσεις (9-10 g/dl) 6 και πλέον χρόνια 
μετά. Το επίπεδο των γενετικά διορθωμένων κυττάρων 
αυξήθηκε προοδευτικά μετά τη μεταμόσχευση για να 
σταθεροποιηθεί στο 10%, 30 μήνες μετά. Ωστόσο, παρα-
τηρήθηκε επικράτηση κλώνου και έκπτυξη των γενετικά 
τροποποιημένων κυττάρων που περιείχαν τον φορέα εν-
σωματωμένο στο γονίδιο HMGA2, το οποίο φέρεται ως 
πιθανό ογκογονίδιο.63 Ευτυχώς αυτή η κλωνική επικρά-
τηση δεν εξελίχθηκε σε λευχαιμική εκτροπή και φάνηκε 
να σταθεροποιείται και μετά την πενταετία να υποχωρεί. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι, από τη συνολική αιμοσφαιρίνη 
του ασθενούς μετά τη ΓΘ, μόνο το 1/3 προέρχεται από 
τα γενετικά διορθωμένα κύτταρα, το άλλο 1/3 από μία μη 
αναμενόμενη αύξηση της HbF μετά την έγχυση των γε-
νετικά διορθωμένων κυττάρων και το τελευταίο 1/3 από 
την ενδογενή παραγωγή της HbΕ. 

Η δεύτερη τρέχουσα κλινική μελέτη και η πρώτη στις 
ΗΠΑ, πραγματοποιείται στο Memorial Sloan-Kettering 
Cancer Center της Νέας Υόρκης, από τον Michel Sadelain 
και συν. Όπως ανακοινώθηκε στο ASGCT Meeting 2014, 
Washington DC, τρεις ασθενείς με μείζονα β0/β+ θαλασ-

σαιμία έλαβαν γενετικά διορθωμένα CD34+ κύτταρα από 
G-CSF κινητοποιημένο περιφερικό αίμα, έπειτα από με-
ρική μυελοκαταστολή με Busulfan 8 mg/kg. Στους δύο 
που συμπλήρωσαν παρακολούθηση ενός έτους, τα επί-
πεδα των γενετικά διορθωμένων κυττάρων κυμαίνονται 
μεταξύ 6-10% και οι ασθενείς παραμένουν μεταγγισιο-
εξαρτώμενοι αν και τα διαστήματα μεταξύ των μεταγγί-
σεων φαίνεται να αυξάνονται σταδιακά.

Υπάρχει μία τρίτη, σε εξέλιξη, πολυεθνική (Γαλλία, 
ΗΠΑ, Ταϊλάνδη, Αυστραλία) κλινική μελέτη, που διε-
νεργεί η Blue Bird BIO που παράγει τον ιικό φορέα σε 
κλινική κλίμακα και χρησιμοποιεί τροποποιημένο τον λε-
ντι-ιικό φορέα της Γαλλικής μελέτης (με αφαίρεση του 
cHS4 και με αντικατάσταση του HIV-υποκινητή με έναν 
CMV υποκινητή) και στην οποία μέχρι σήμερα 4 ασθε-
νείς με β0/βΕ θαλασσαιμία έχουν λάβει γενετικά τροπο-
ποιημένα κύτταρα μετά από πλήρως μυελοκατασταλτικό 
conditioning με Busulfan 14 mg/kg. Αποτελέσματα έχουν 
ανακοινωθεί για δύο ασθενείς στη Γαλλία (EHA 2014, 
Milan) οι οποίοι 2 και 4.5 μήνες μετά τη ΓΘ είναι χωρίς 
μεταγγίσεις (καμμία μετάγγιση μετά την εμφύτευση) και 
με Ηb 10.1 και 11.6 g/dl από την οποία τα 4.4 και 6.6 g/
dl αντίστοιχα, προέρχονται από τα γενετικά διορθωμένα 
κύτταρα (η υπόλοιπη Ηb συμπληρώνεται από την ενδο-
γενή παραγωγή ΗbΕ και σε μικρό ποσοστό ΗbF).

Η γνώση που αποκτήθηκε από τις κλινικές 
μελέτες μέχρι σήμερα
Ασφάλεια φορέων σφαιρίνης

Οι λεντι-ιικοί SIN φορείς σφαιρίνης λόγω του σχε-
διασμού αυτοαδρανοποίησης, του προτύπου ενσωμάτω-
σης των λεντι-ιών, της ερυθροειδικότητας της έκφρασης 
και ενίοτε της παρουσίας μονωτών χρωματίνης, θεω-
ρούνται μικρού κινδύνου για πρόκληση εισχωρητικής 
μεταλλαξιγένεσης μετά τη γενετική τροποποίηση των 
κυττάρων-στόχων. Ωστόσο, παρά το γεγονός ότι αυτά 
τα χαρακτηριστικά ασφάλειας μειώνουν τον κίνδυνο γε-
νοτοξικότητας, παραμένουν υποβέλτιστα. Στην κλινι-
κή μελέτη στο Παρίσι, ευτυχώς, ο επικρατών κλώνος με 
την ενεργοποίηση του HMGA2 γονιδίου δεν εξελίχθηκε 
σε λευχαιμία. Ωστόσο, η κλωνική επικράτηση σε αυτή 
την περίπτωση ήγειρε ερωτήματα ως προς: α) την -προ-
φανώς όχι σπάνια- πιθανότητα ενσωμάτωσης των λεντι-
ιικών φορέων σφαιρίνης εγγύς γονιδίων που ρυθμίζουν 
πολλαπλασιασμό, προωθώντας κατά συνέπεια, ένα επι-
λεκτικό πλεονέκτημα και υπερέκπτυξη των γενετικά 
τροποποιημένων κυττάρων, β) την αδυναμία του cHS4 
μονωτή χρωματίνης να εξασκήσει την δράση του ως δι-
ακόπτη ενισχυτών (πιθανόν ως αποτέλεσμα υποβέλτι-
στου σχεδιασμού του φορέα): αν και δύο αντίγραφα του 
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μονωτή χρωματίνης συμπεριλήφθηκαν στον φορέα, με 
στόχο την ελαχιστοποίηση της επίδρασης των μεταγρα-
φικών σημάτων του φορέα σε γειτνιάζοντα γονίδια, στην 
πλειονότητα των ενσωματώσεων του φορέα ανιχνεύθη-
καν μόνο μονήρη αντίγραφα, υποδηλώνοντας αστάθεια 
και ανασυνδυαστική απώλεια και γ) την ανάγκη αναθε-
ώρησης της επικρατούσας άποψης ότι η LCR μέσω της 
παρεχόμενης ερυθροειδικής έκφρασης ελαττώνει τον 
κίνδυνο της λευχαιμικής εκτροπής και κλωνικής έκπτυ-
ξης σε άλλα κύτταρα εκτός των, σε τελικό στάδιο δια-
φοροποίησης, ερυθροκυττάρων. Πράγματι, στην κλινική 
μελέτη στο Παρίσι, η υπερέκφραση του επικρατούντος 
μετάγραφου στην ερυθρά σειρά συνέβη, τουλάχιστον 
μερικώς, από ενεργοποίηση του HMGA2 υποκινητή δι-
αμεσολαβούμενη από την LCR, ενώ υπάρχει και πειρα-
ματική απόδειξη ότι στοιχεία της LCR που περιέχονται 
στους φορείς μπορούν να διαταράξουν την έκφραση γο-
νιδίων έως 600kb μακριά από τις θέσεις ενσωμάτωσης.33 

Αποτελεσματικότητα των φορέων σφαιρίνης
Παρά την εξαιρετικά επιτυχή διαμόλυνση των HSCs 

στη ΓΘ των ανοσοανεπαρκειών26 και των λυσοσωμικών 
νόσων,28 η αποτελεσματική μεταφορά του γονιδίου της 
σφαιρίνης στα HSCs παραμένει πρόκληση, κυρίως λόγω 
των παραδοσιακά χαμηλών τίτλων των φορέων σφαιρίνης. 
Οι φορείς σφαιρίνης χρειάζεται να κατέχουν εξαιρετικά 
υψηλή μεταγραφική αποτελεσματικότητα για να είναι θε-
ραπευτικοί, ένα θέμα που αντιμετωπίστηκε με την ενσω-
μάτωση στους φορείς σφαιρίνης στοιχείων από την LCR, 
με τίμημα ωστόσο τη σημαντική πτώση στους τίτλους των 
φορέων λόγω του σημαντικού μεγέθους των microLCR 
κασετών. Η θετική έκβαση στον 2ο Γάλλο ασθενή με β0/
βΕ θαλασσαιμία που έλαβε πλήρη μυελοκαταστολή πριν 
από την έγχυση των γενετικά τροποποιημένων CD34+ 
κυττάρων, ουσιαστικά ήταν το αποτέλεσμα της συνει-
σφοράς του επικρατούντος κλώνου στην ερυθροποίηση 
και της ασυνήθους ενεργοποίησης της εμβρυικής αιμο-
σφαιρίνης μετά τη μεταμόσχευση. Θα μπορούσε λοιπόν 
κάποιος εύλογα να υποθέσει ότι απεξάρτηση από τις με-
ταγγίσεις πιθανόν να μην είχε επιτευχθεί εάν τα δύο αυ-
τά, μη αναμενόμενα γεγονότα (η κλωνική έκπτυξη και 
η αύξηση της HbF) δεν είχαν συμβεί. Πραγματικά, ενώ 
παρόμοια ποσοστά in vivo γονιδιακής μεταφοράς επιτεύ-
χθηκαν, ακόμη και με μερική μυελοκαταστολή, στη μελέ-
τη της NY, δεν παρατηρήθηκε θεραπευτικό αποτέλεσμα.

H τρίτη μελέτη, παρά το γεγονός ότι τα πρώτα απο-
τελέσματα είναι εντυπωσιακά, δεν μπορεί να αποτιμηθεί 
πλήρως λόγω του μικρού διαστήματος παρακολούθησης 
των ασθενών και του ιδιαίτερου υπότυπου (β0/βΕ) της θα-
λασσαιμίας που στοχεύει. Πρέπει να υπογραμμιστεί, ότι 
το γεγονός της πρώιμης απεξάρτησης από τις μεταγγί-
σεις για β0/βΕ ασθενείς, είναι εντυπωσιακό και ιδιαίτερα 

ελπιδοφόρο, ωστόσο η απεξάρτηση από τις μεταγγίσεις 
για ασθενείς β0/β0 ή ακόμη και β0/β+ να μην είναι ένας 
το ίδιο προσβάσιμος στόχος υπό αυτές τις συνθήκες. Η 
παραγόμενη αιμοσφαιρίνη από τα γενετικά διορθωμένα 
κύτταρα σε ποσότητες 4.4 και 6.6 g/dl στους δύο θερα-
πευμένους β0/βΕ ασθενείς δεν επαρκεί για να τους κατα-
στήσει ανεξάρτητους από μεταγγίσεις.

Συνοπτικά, παρά την απόδειξη της αρχής ότι η γονιδι-
ακή θεραπεία μπορεί να θεραπεύσει τη θαλασσαιμία και 
την αδιαμφισβήτητη πρόοδο που επιτεύχθηκε στο συ-
γκεκριμένο πεδίο, η γνώση που κερδήθηκε από τις μέχρι 
σήμερα κλινικές μελέτες υπογραμμίζει την ανάγκη βελ-
τιώσεων προς την κατεύθυνση μεγαλύτερης ασφάλειας 
και αποτελεσματικότητας.

Προοπτικές-βελτιώσεις της γονιδιακής 
θεραπείας της θαλασσαιμίας
Παραγωγή ασφαλέστερων φορέων σφαιρίνης

Μεγαλύτερη ασφάλεια των φορέων σφαιρίνης είναι 
απαραίτητη για να περιοριστούν οι ηθικές επιφυλάξεις 
που προκύπτουν από τον κίνδυνο εισχωρητικής ογκογέ-
νεσης σε ασθενείς με ένα χρόνιο νόσημα όπως η θαλασ-
σαιμία. Μέχρι σήμερα, ο καλύτερα χαρακτηρισμένος και 
ευρέως χρησιμοποιούμενος μονωτής χρωματίνης ήταν ο 
ζωικής προέλευσης cHS4, όπως προαναφέρθηκε. Ωστό-
σο, η μόνωση που παρείχε δεν ήταν πλήρης και επιπλέ-
ον, το σημαντικό του μέγεθος επηρέαζε αρνητικά τους 
τίτλους των ιικών φορέων. Το Πανεπιστήμιο Washington, 
μέσω εκτενών μελετών υψηλής απόδοσης του ανθρώπι-
νου γονιδιώματος, έχει ταυτοποιήσει και χαρακτηρίσει 
λειτουργικά μερικές δεκάδες από ισχυρούς, μικρού με-
γέθους, μονωτές τύπου διακόπτη ενισχυτών. Οι μονωτές 
αυτοί ελέγχονται σε in vitro και in vivo μοντέλα γενοτοξι-
κότητας για τη μείωση του κινδύνου εισχωρητικής ογκο-
γένεσης καθώς και για την πιθανή πρόσθετη δράση τους 
ως μονωτές τύπου φραγμού. Έτσι, οι «διπλοί μονωτές» 
που θα διαθέτουν την ισχυρότερη δράση τύπου διακόπτη 
ενισχυτών και θα συνδυάζουν επίσης δράση τύπου φραγ-
μού χωρίς να επηρεάζουν αρνητικά τους τίτλους λόγω 
μεγέθους, θα ενσωματωθούν σε νέους φορείς σφαιρίνης 
με στόχο την υψηλή ασφάλεια και έκφραση που δεν θα 
επηρεάζεται αρνητικά από χαμηλούς τίτλους.

Κατασκευή νέας γενιάς φορέων σφαιρίνης
Στο Πανεπιστήμιο Washington γίνεται έρευνα για 

ταυτοποίηση νέων, ισχυρών ερυθροειδικών ενισχυτών 
μικρού μεγέθους σε όλες τις υπερευαίσθητες στη DNά-
ση I περιοχές του ανθρώπινου γονιδιώματος με τεχνικές 
υψηλής απόδοσης. Η ανακάλυψη τέτοιων ενισχυτών θα 
δώσει τη δυνατότητα αντικατάστασης των LCR κασε-
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ABSTRACT: β-thalassemia is the most common monogenetic disease worldwide. The standard of care 
consists in lifelong transfusions combined with iron chelation and has substantially improved the life 
expectancy of the patients. However, strict compliance to the treatment severely compromises the pa-
tients’ quality of life, while it constitutes a significant financial burden for national economies. Failing 
to comply with the conventional treatment, patients are exposed to life-threatening complications. Al-
logeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HCT) is the only curative treatment available but 
it has a narrow application to those patients having a suitable donor as well as young patients without 
organ damage. Gene therapy (GT), that is the autologous transplantation of genetically modified he-
matopoietic stem cells (CD34+), represents a promising new therapeutic strategy which is anticipated to 
reestablish effective hemoglobin production and render patients transfusion and chelation independent 
without the immunological complications that normally accompany allo-HCT. Prior to the application 
of GT for thalassemia in the clinic, many years of extensive preclinical research were spent for the op-
timization of the gene transfer tools and conditions. To date, three GT clinical trials for β-thalassemia 
and sickle cell disease have been conducted or are in progress and 3 cases of transfusion independence 
in thalassemic β0/βΕ patients have been reported. However, the design of clinical GT protocols for he-
moglobinopathies still remains controversial among researchers in the field. In particular, the optimal 
intensity of the conditioning, the dose range of genetically modified CD34+ cells to be infused, the op-
timal autologous graft source, further improvements of β-globin vectors and foremost, the ambiguous 
need of surplus safety features in the vector and clinical protocol design are issues that still need to be 
addressed, thus pointing out thalassemia gene therapy as one of the most challenging approaches in the 
GT field of genetic disorders. In the present review, the prerequisites to successful implementation of GT 
for thalassemia, as well as the tough pathway of GT for hemoglobinopathies towards the clinic and the 
knowledge gained from the first clinical trials along with the remaining questions and challenges, will 
be discussed. Overall, after decades of research including achievements but pitfalls as well, the path to 
thalassemia GT in humans is currently open and highly promising.

τών στους φορείς σφαιρίνης με μικρού μεγέθους κασέτες 
ισχυρών ερυθροειδικών ενισχυτών παρόμοιας ή υψηλό-
τερης απόδοσης, από την παραδοσιακά χρησιμοποιούμε-
νη microLCR του β-γονιδίου. Κατά συνέπεια, οι τίτλοι 
των νέων φορέων που θα δημιουργηθούν αναμένεται να 
είναι σημαντικά υψηλότεροι των ιικών φορέων που χρη-
σιμοποιούνται σήμερα και να οδηγήσουν σε υψηλά πο-
σοστά γενετικής τροποποίησης σε μελλοντικές κλινικές 
μελέτες ΓΘ στη θαλασσαιμία.

Εναλλακτικές προσεγγίσεις
Η γενωμική διόρθωση/στόχευση (genome editing) 

και η παραγωγή και χρήση των επαγόμενων ολοδύναμων 
βλαστοκυττάρων, τα οποία αναπτύσσονται σε άλλα κεφά-
λαια του παρόντος τεύχους, αναμένεται να αποτελέσουν 
στο μέλλον εναλλακτικές θεραπευτικές, και πιθανόν πε-
ρισσότερο ασφαλείς, προσεγγίσεις για τη θαλασσαιμία, 

με δυνατότητα είτε στοχευμένης in situ διόρθωσης των 
υπεύθυνων μεταλλάξεων είτε επιλογής ασφαλών «λιμέ-
νων» ενσωμάτωσης (“safe harbors”).

Επίλογος
Μετά από ερευνητικές προσπάθειες δεκαετιών στη 

ΓΘ της θαλασσαιμίας που χαρακτηρίστηκαν τόσο από 
απογοητεύσεις όσο και προκλινικές επιτυχίες, η έναρξη 
κλινικών μελετών για τη γονιδιακή θεραπεία της θαλασ-
σαιμίας σηματοδότησε μία νέα εποχή στο πεδίο. Ανε-
ξάρτητα από τη διαφαινόμενη ανάγκη βελτιώσεων των 
πρωτοκόλλων και των ιικών κατασκευών, που απλά επιβε-
βαιώνουν την παραδοχή της θαλασσαιμίας ως μιας μείζο-
νος και συνεχιζόμενης πρόκλησης για τη ΓΘ, η απόδειξη 
της αρχής έχει επιτευχθεί και σύντομα αναμένονται θε-
ραπευτικά και αναπαραγώγιμα αποτελέσματα στο πλαί-
σιο κλινικών μελετών.
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Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Η διάγνωση και θεραπεία του καρκίνου αποτελεί μία 

από τις μεγαλύτερες ιατρικές προκλήσεις. Ο επιστημονι-
κός αγώνας δρόμου που έχει διανυθεί την τελευταία δεκα-
ετία έχει σαφώς βελτιώσει την κατανόηση της μοριακής 
βάσης των διαφορετικών τύπων καρκίνου, αλλά η πρό-
οδος όσο αφορά τις θεραπευτικές προσεγγίσεις δεν ήταν 
ισόποση. Η πλειοψηφία των ασθενών με καρκίνο – με 
ελάχιστες εξαιρέσεις – υπόκεινται σε γενικευμένες θερα-
πείες όπως χημειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία οι οποίες 
όμως δρουν και στα φυσιολογικά κύτταρα με αποτέλε-
σμα μεγάλη τοξικότητα και μικρή βελτίωση των θερα-
πευτικών αποτελεσμάτων. Είναι επόμενο ότι η έκρηξη 
των γνώσεων στην παθογένεια του καρκίνου και η ανά-
γκη για βελτιστοποίηση των θεραπευτικών χειρισμών, 
οδήγησε στην ανάγκη για εξατομικευμένες ή στοχευμέ-
νες θεραπείες κατά του καρκίνου.

Δεδομένου ότι ο καρκίνος αποτελεί επίκτητη γονιδι-
ακή διαταραχή, η γονιδιακή στόχευση υπόσχεται απο-
τελεσματική θεραπεία, προσαρμοσμένη στην ακριβή 

γενετική δομή του κάθε όγκου. Η εφαρμογή της όμως 
ξεφεύγει από την κλασσική έννοια της αντικατάστασης 
ενός μεταλλαγμένου γονιδίου, όπως συμβαίνει στις μο-
νογονιδιακές γενετικές διαταραχές, και επεκτείνεται στη 
γενικότερη χρήση γενετικού υλικού για την τροποποίηση 
κυττάρων (in vitro ή in vivo)1.

Η κλινική εφαρμογή της γονιδιακής θεραπείας για μο-
νογονιδιακές ασθένειες, έχει αρχίσει να δίνει απτά αποτελέ-
σματα με την επιτυχή αντιμετώπιση διαφόρων νόσων όπως 
ανοσοανεπαρκειών, αιμορροφιλίας και β-Μεσογειακής 
αναιμίας.2 Σε αντίθεση, η επιτυχία των κλινικών δοκι-
μών στη γονιδιακή θεραπεία κακοηθειών είναι σε γενικές 
γραμμές πολύ κατώτερη. Αυτό μπορεί να οφείλεται στη 
γενετική ετερογένεια του νεοπλάσματος μεταξύ ασθε-
νών η οποία απαιτεί τη μεταφορά περισσοτέρων του ενός 
γονιδίων και αποκλείει την ανάπτυξη μιας κοινής θερα-
πευτικής προσέγγισης. Επίσης, η κλινική διόρθωση των 
περισσότερων μονογονιδιακών ασθενειών αρκείται στη 
διόρθωση ενός μικρού ποσοστού των κυττάρων. Για πα-
ράδειγμα, στην αιμορροφιλία Β, έκφραση του παράγο-
ντα IX σε επίπεδο 10% των φυσιολογικών επαρκεί για 
τη διόρθωση της νόσου.3 Εν αντιθέσει, για τη θεραπεία 
κακοηθών νόσων ένα μικρό ποσοστό διαμόλυνσης των 
κυττάρων είτε με το επιδιορθωτικό είτε με το καταστρο-
φικό γονίδιο δε θα ήταν επαρκές. Έτσι, η γονιδιακή με-
ταφορά από μόνη της δεν αποτελεί θεραπευτική επιλογή 
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εκτός εάν το κύριο μέρος των κυττάρων του όγκου είναι 
γενετικά τροποποιημένο όπως για παράδειγμα με έναν 
θανατηφόρο ιϊκό φορέα που θα ήταν ικανός να αναπα-
ραχθεί μόνο μέσα στα κύτταρα του όγκου. Για αυτό το 
λόγο οι προσεγγίσεις γονιδιακής θεραπείας έχουν στρα-
φεί στο μικροπεριβάλλον του όγκου, στην ανοσολογική 
απάντηση ενάντια των καρκινικών κυττάρων καθώς και 
στην αύξηση της ανθεκτικότητας των φυσιολογικών κυτ-
τάρων σε ακτινοβολία και χημειοθεραπεία. Στην παρούσα 
ανασκόπηση, θα παρουσιάσουμε τη σύγχρονη state-of-
the-art του επιστημονικού πεδίου, τα επιτεύγματα και τις 
προοπτικές του. 

1. Προσεγγίσεις που στοχεύουν στον όγκο
1.1. Μεταφορά ενζύμων στοχευμένης 
μεταβολής φαρμάκων 

Σημαντική προσέγγιση στη γενετική τροποποίηση 
των καρκινικών κυττάρων αποτελεί η μεταφορά γονιδί-
ων που κωδικοποιούν ένζυμα μεταβολισμού φαρμάκων. 
Το ένζυμο ενεργοποιεί ένα χορηγούμενο προφάρμακο σε 
κυτταροτοξική ουσία και επιφέρει στοχευμένο κυτταρικό 
θάνατο. Πάνω από 20 ένζυμα έχουν χρησιμοποιηθεί για 
αυτό το σκοπό με κύριο εκπρόσωπο την κινάση της θυ-
μιδίνης (HSV-tk), υπεύθυνη για τη φωσφορυλίωση του 
valaciclovir σε τοξικά νουκλεοσίδια.4 Τα κύρια πλεονε-
κτήματα της θεραπείας αυτής εστιάζονται στην αυξημένη 
επιλεκτικότητα των φαρμάκων για τα καρκινικά κύττα-
ρα, γεγονός που μειώνει πιθανές παρενέργειες, καθώς και 
στο ότι επιτυγχάνονται υψηλότερες συγκεντρώσεις του 
ενεργού φαρμάκου από ό,τι με την κλασσική χημειοθε-
ραπεία. Τέλος, ο κυτταρικός θάνατος που επέρχεται στον 
όγκο ενδέχεται να ενεργοποιήσει το ανοσοποιητικό σύ-
στημα, ενισχύοντας τη συνολική θεραπευτική απόκριση. 
Για την αποτελεσματική εφαρμογή όμως, είναι απαραίτη-
τη η στοχευμένη μεταφορά των ενζύμων στα καρκινικά 
κύτταρα, τα υψηλά ποσοστά μεταγωγής του όγκου και 
η χρήση ασφαλών, μη ανοσογόνων φορέων. Σε σχετική 
μελέτης φάσης ΙΙΙ ασθενών με γλοιοβλάστωμα, έχουν 
ανακοινωθεί ενθαρρυντικά αποτελέσματα5 αλλά ακόμα 
η συγκεκριμένη μέθοδος δεν έχει λάβει επίσημη έγκρι-
ση από τις αρμόδιες αρχές. 

1.2. Ογκολυτικοί ιοί
Στα μέσα του 20ού αιώνα άρχισε η χρήση ογκολυ-

τικών ιών που έχουν την ικανότητα να αναπαράγονται 
επιλεκτικά στα καρκινικά κύτταρα, προκαλώντας κυτ-
ταρικό θάνατο ενώ ταυτόχρονα δεν επηρεάζουν τα υγιή 
κύτταρα.6 Οι ιοί που χρησιμοποιούνται για αυτό το σκο-
πό έχουν περαιτέρω τροποποιηθεί γενετικά ώστε να στο-
χεύουν επιλεκτικά τα καρκινικά κύτταρα, να επάγουν τη 

μετάδοση του ιού, την έκφραση κυτταροτοξικών πρω-
τεϊνών και τελικά να επιφέρουν κυτταρική λύση. Ένα 
πλήθος ιών έχουν επιταχθεί για ογκολυτική θεραπεία 
συμπεριλαμβανομένου του αδενοϊού, του ιού του απλού 
έρπητα τύπου 1 (HSV, Herpes Simplex Virus type 1) 
και του ιού της ασθένειας του Newcastle.7,8 Αυτοί οι ιοί 
έχουν επιλεγεί λόγω της ικανότητας τους να στοχεύουν 
καρκινικά κύτταρα, όπως επίσης και λόγω της ευκολίας 
να υποστούν γενετικές τροποποιήσεις. Σημαντικό πα-
ράδειγμα ογκολυτικής θεραπείας αποτελεί η χρήση του 
αδενοϊού Onyx-015 από τον οποίο απουσιάζει το γονί-
διο Ε1Β, γνωστό για την απενεργοποίηση που προκαλεί 
στην πρωτεΐνη p53 του κυτταρικού κύκλου.9 Ενώ ο φυ-
σιολογικό ιός για να πολλαπλασιαστεί πρέπει να απενερ-
γοποιήσει την πρωτεΐνη p53, ο γενετικά τροποποιημένος 
ιός πολλαπλασιάζεται μόνο σε κύτταρα με μεταλλάξεις 
στην p53 όπως συμβαίνει σε καρκινικά κύτταρα. Η απο-
τελεσματικότητα της προσέγγισης σε συνδυασμό με χη-
μειοθεραπεία δοκιμάστηκε σε κλινικές μελέτες ασθενών 
με πλακώδες καρκίνωμα της κεφαλής/τραχήλου.10 Αν και 
ικανοποιητικό ποσοστό των ασθενών ανταποκρίθηκε στη 
θεραπεία, η εμπορική προώθηση του συγκεκριμένου ιού 
διεκόπη στην Αμερική. Παρόμοιες ογκολυτικές θεραπείες 
στοχεύουν κύτταρα με υπερενεργό RAS μονοπάτι ή ελατ-
τωματική σηματοδότηση μέσω ιντερφερονών, και έχουν 
παρουσιάσει ελπιδοφόρα αποτελέσματα χωρίς όμως να 
φτάσουν σε μελέτες τελικής φάσης.10,11 

Σημαντικό εμπόδιο στην εφαρμογή της θεραπείας με 
ογκολυτικούς παράγοντες αποτελεί η φτωχή μεταγωγική 
ικανότητα των ιών η οποία ενδέχεται να οδηγεί σε ένα 
μικρό μόνο ποσοστό λύσης των καρκινικών κυττάρων. 
Επιπρόσθετα, η υπάρχουσα ανοσία ενάντια στους αδενο-
ϊούς συχνά οδηγεί σε ανοσολογική απόκριση και εξάλει-
ψη του ιού προτού προλάβει να διαμολύνει τα κύτταρα. 
Αυτή την ανεπιθύμητη ανοσολογική απάντηση έχουν 
εκμεταλλευτεί οι επιστήμονες σε κάποιες περιπτώσεις 
ογκολυτικών ιών, ενσωματώνοντας ανοσοδιεγερτικά γο-
νίδια, όπως αυτά των GM-CSF ή της ιντερλευκίνης 12.2 
Το κύριο πλεονέκτημα της ογκολυτικής θεραπείας είναι 
πως εξασφαλίζει ότι ο υγιής ιστός θα επηρεαστεί ελάχι-
στα. Επίσης, όταν συνδυαστεί με την έκφραση κυτταρο-
τοξικών γονιδίων η θεραπεία αυτή μπορεί να επηρεάσει 
όχι μόνο τα ταχέως πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα αλλά 
και αυτά στον περιβάλλοντα ιστό κάνοντας το μικροπερι-
βάλλον λιγότερο ευνοϊκό για την ανάπτυξη του καρκίνου. 

2. Προσεγγίσεις που ενισχύουν  
στην αντίσταση του ξενιστή 
2.1. Ανοσοθεραπεία 

Η ανοσοθεραπεία αφορά την ενίσχυση του αμυντι-
κού συστήματος ώστε να αναγνωρίσει, να εντοπίσει και 
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να καταστρέψει τα καρκινικά κύτταρα. Μελέτες σε ασθε-
νείς με καρκίνο υποδεικνύουν την ύπαρξη αντισωμάτων 
και Τ-λεμφοκυττάρων που αναγνωρίζουν καρκινικά αντι-
γόνα, καθιστώντας το ανοσοποιητικό σύστημα ικανό να 
αναγνωρίζει ως ξένα τα κύτταρα του όγκου. Μία από τις 
πρώτες προσεγγίσεις αφορά τον εμβολιασμό του ασθε-
νούς με ακέραια καρκινικά κύτταρα τα οποία έχουν κα-
ταστεί ανενεργά με ακτινοβολία και έχουν αναμιχθεί με 
ένα ανοσοενισχυτικό. Σε γενικές γραμμές ο εμβολιασμός 
αποτελεί μια αποτελεσματική στρατηγική για την προ-
στασία των ζώων και των ανθρώπων από βακτηριδιακές 
και ιογενείς λοιμώξεις, αλλά τα εμβόλια δεν είναι γενικά 
αποτελεσματικά έναντι προϋπάρχουσας νόσου. Επιπρό-
σθετα, για να εδραιωθεί ο εμβολιασμός ως μια ασφαλής 
μέθοδος ενάντια στον καρκίνο θα πρέπει να βρεθούν ει-
δικά αντιγόνα τα οποία να απουσιάζουν από τα υγιή κύτ-
ταρα του ξενιστή. Οι πιο μελετημένες προσεγγίσεις που 
αφορούν τον εμβολιασμό κατά του καρκίνου παρουσιά-
ζονται στον Πίνακα 1. 

Δεδομένου ότι σε αρκετές περιπτώσεις προχωρημένης 
ασθένειας το ανοσοποιητικό σύστημα είναι εξασθενημένο, 
οι περισσότεροι ερευνητές συμφωνούν ότι η ανοσοθερα-
πεία θα πρέπει να επάγει κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύττα-
ρα (CTL) αντί αντισωμάτων.12 Η αντιγονοπαρουσίαση 
στα Τ λεμφοκύτταρα επιτυγχάνεται μέσω των υποδοχέων 
του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC Ι 
ή ΙΙ). Οι MHC I υποδοχείς εκφράζονται σε όλα τα εμπύ-
ρηνα κύτταρα και οδηγούν στην άμεση ενεργοποίηση 
των κυτταροτοξικών Τ λεμφοκυττάρων. Η αντιγονοπα-
ρουσίαση μέσω των υποδοχέων MHC IΙ, οι οποίοι συ-
ναντώνται σε αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα όπως τα 
δενδριτικά (DCs), οδηγεί σε προσαρμοστική ανοσοαπό-
κριση μέσω των βοηθητικών Τ λεμφοκυττάρων (Τ helper 
cells). Και στις δύο περιπτώσεις σημαντική είναι η ανά-
πτυξη κυττάρων μνήμης, τα οποία σε επόμενη επαφή με 
το αντίγονο θα παρέχουν άμεση και ενισχυμένη ανοσία. 

Στα πλαίσια αυτά, η γονιδιακή θεραπεία αποσκοπεί 
στη μεταφορά γονιδίων που κωδικοποιούν καρκινικά 
αντιγόνα σε συνδυασμό με ανοσοδιεγερτικά μόρια όπως 
κυταρροκίνες και αυξητικούς παράγοντες (π.χ. ιντερλευ-
κίνη-2, GMCSF). Τα καρκινικά κύτταρα μπορούν να τρο-
ποποιηθούν γενετικά in vitro ή in vivo ώστε να εκφράζουν 
γονίδια που επάγουν μια ή περισσότερες από τις φάσεις 
ενεργοποίησης των Τ λεμφοκυττάρων (Εικόνα 1). Στην 
περίπτωση όπου τα καρκινικά κύτταρα μετατρέπονται 
σε αντιγονοπαρουσιαστικά, η συλλογή γίνεται είτε από 
τον ασθενή (αυτόλογα κύτταρα) ή από καρκινικές κυτ-
ταρικές σειρές (αλλογενή κύτταρα). Στα κύτταρα αυτά 
εν συνεχεία προστίθενται ένα ή περισσότερα γονίδια με 
διάφορες μεθόδους μεταγωγής ή παροδικής διαμόλυν-
σης.13 Ένας άλλος τύπος ανοσοθεραπείας που δοκιμάζε-
ται είναι η άμεση έγχυση ανοσοδιεγερτικών γονιδίων in 
vivo. Στην περίπτωση αυτή το DNA λαμβάνεται και εκ-
φράζεται από αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα ή από τα 

κύτταρα του όγκου.14,15 Για ενίσχυση και εξειδίκευση της 
απόκρισης, τα συγκεκριμένα εμβόλια συνήθως εμπεριέ-
χουν και καρκινικά αντιγόνα (π.χ. CEA).16-18

Εναλλακτικά, η γενετική τροποποίηση μπορεί να γίνει 
σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος του ασθε-
νούς ώστε να τα ευαισθητοποιήσει στα καρκινικά κύτταρα. 
Σε αυτή την περίπτωση, χρησιμοποιούνται μονοκύτταρα 
του περιφερικού αίματος ή μυελού των οστών από τον 
ασθενή τα οποία διαμολύνονται με καρκινικά αντιγόνα 
σε συνδυασμό με ανοσοδιεγερτικά μόρια ex vivo. Η χρή-
ση δενδριτικών κυττάρων έχει δοκιμαστεί σε πληθώρα 
κλινικών μελετών με ανάμεικτα αποτελέσματα. Επιτυ-
χές παράδειγμα αποτελεί το εμβόλιο κατά του καρκίνου 
του προστάτη που στοχεύει την όξινη φωσφατάση μέ-
σω της έγχυσης δενδριτικών κυττάρων διαμολυσμένων 
με το αντίστοιχο cDNA.19 Τα ενθαρρυντικά αποτελέ-
σματα κλινικής μελέτης σε άνδρες με προχωρημένη νό-
σο συνέβαλαν στην έγκριση του προϊόντος στις ΗΠΑ. 
Ωστόσο, η επιτυχία της παραδοσιακής ανοσοθεραπείας 
αποδεικνύεται περιορισμένη καθώς τα καρκινικά κύττα-
ρα αναπτύσσουν μηχανισμούς αποφυγής της ανοσολο-
γικής ανίχνευσης. Αν και η βιβλιογραφία κατακλύζεται 
από σχετικές μελέτες με πολλά υποσχόμενα προκλινικά 
δεδομένα, οι επακόλουθες κλινικές μελέτες υποδεικνύ-
ουν ποσοστά επιτυχίας της τάξης του 10%.

2.2. Θεραπεία με γενετικά τροποποιημένα  
Τ λεμφοκύτταρα

Λόγω των εγγενών ανεπαρκειών στο ανοσοποιητι-
κό σύστημα των ασθενών με καρκίνο, έχει εναλλακτικά 
μελετηθεί η άμεση ενίσχυσή του με τροποποίηση των 
Τ λεμφοκυττάρων ex vivo και στη συνέχεια επιστροφή 
των κυττάρων αυτών στον ασθενή. Η μεταφορά γενετι-
κά τροποποιημένων Τ λεμφοκυττάρων αποτελεί μια υπο-
σχόμενη στρατηγική στην καταπολέμηση του καρκίνου. 
Το κύριο πλεονέκτημα της είναι ότι προσπερνά την ανά-
γκη για αντιγονοπαρουσίαση, και ενεργοποιεί ακόμη και 
κύτταρα που έχουν πληγεί άμεσα από τον καρκίνο ή έμ-
μεσα από χημειοθεραπεία.2

Για να εξαλειφθούν πιθανά προβλήματα στην απομό-
νωση και καλλιέργεια αυτόλογων Τ λεμφοκυττάρων από 
τον ασθενή, οι ερευνητές έχουν καταλήξει στη γενετική 
μεταφορά TCR υποδοχέων ειδικών για συγκεκριμένα 
καρκινικά αντιγόνα (π.χ. MART-1, CEA, MAGE-A3)20 
όπως φαίνεται στην Εικόνα 2Α. Σε κλινικές μελέτες, η 
μεταφορά γενετικά τροποποιημένων Τ λεμφοκυττάρων 
με TCR υποδοχείς, αν και επιφέρει μείωση του όγκου, 
παρουσιάζει σοβαρή τοξικότητα και κάποιες φορές οδη-
γεί και στην ανάπτυξη φλεγμονής. Αυτό υποδηλώνει ότι 
οι TCR υποδοχείς αντιδρούν και με το ίδιο αντιγόνο που 
εκφράζεται σε χαμηλά επίπεδα στα φυσιολογικά κύττα-
ρα. Ένα περαιτέρω σοβαρό μειονέκτημα της συγκεκριμέ-
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Πίνακας 1. Μειονεκτήματα και Πλεονεκτήματα Εμβολίων κατά του καρκίνου

Τύπος εμβολίου Πλεονεκτήματα Μειονεκτήματα

Καρκινικά 
κύτταρα

1. Εκτενώς μελετημένο
2. Επεξεργάζεται για να ενισχύσει  

την αντιγονοπαρουσίαση
3. Μπορεί να χορηγηθεί με ανοσοενισχυτικά 
4. Μεγάλη πιθανότητα να εκφράζει τα σχετικά 

καρκινικά αντιγόνα 
5. Τα καρκινικά αντιγόνα δεν χρειάζεται να 

ταυτοποιηθούν

1. Προϋποθέτει την ύπαρξη αυτόλογου 
όγκου ή κυτταρικής σειράς που να 
μοιράζονται τα σχετικά καρκινικά 
αντιγόνα

2. Μειωμένη Ικανότητα επαγωγής 
ανοσολογικής απόκρισης

Γενετικά 
τροποποιημένα 
καρκινικά  
κύτταρα

1. Μεγάλη πιθανότητα να εκφράζουν  
τα σχετικά καρκινικά αντιγόνα

2. Τα καρκινικά αντιγόνα δεν χρειάζεται  
να ταυτοποιηθούν

3. Συχνά είναι τροποποιημένα ώστε να 
εκφράζουν και ανοσοδιεγερτικά μόρια και 
κυτταροκίνες

4. Χρήση αλλογενών καρκινικών κυτταρικών 
σειρών και ινοβλαστών ως προσέγγιση για 
την πιο γρήγορη παραγωγή εμβολίων

5. Έχουν αναφερθεί ανοσολογικές και κλινικές 
αποκρίσεις στη θεραπεία

1. Είναι απαραίτητη η ύπαρξη 
αλλογενούς όγκου ή καρκινικών 
κυτταρικών σειρών που να εκφράζουν 
τα σχετικά αντιγόνα του όγκου

2. Μεγάλος χρόνος παραγωγής
3. Αδύναμη αντιγονοπαρουσίαση από 

πολλά είδη όγκων
4. Ανάγκη για ex vivo κυτταρική καλλιέργεια
5. Κόστος, χρόνος και δυσκολία στην 

παραγωγή

Dna

1. Έχει κατασκευαστεί έτσι ώστε να εκφράζει  
το καρκινικό αντιγόνο ενδιαφέροντος

2. Εύκολη και σταθερή παραγωγή
3. Μπορεί να χορηγηθεί απευθείας 

1. Απαιτεί λεπτομερή γνώση της 
γονιδιακής αλληλουχίας του αντιγόνου 

2. Απαραίτητη η δόση υψηλής 
ποσότητας πλασμιδιακού DNA ώστε 
να επάγει ανοσολογική απόκριση

Ιικοί φορείς

1. Έχουν κατασκευαστεί ώστε να εκφράζουν το 
καρκινικό αντιγόνο ενδιαφέροντος 

2. Μπορούν να κατασκευαστούν ώστε να 
συνεκφράζουν ανοσοδιεγερτικά μόρια και 
κυτταροκίνες

3. Μεγάλη ποικιλία διαθέσιμων φορέων
4. Έχουν αναφερθεί κυτταρικές 

ανοσοαποκρίσεις

1. Επικράτηση ιικών αντιγόνων έναντι 
καρκινικών αντιγόνων

2. Ασθενής αντιιική απόκριση
3. Κίνδυνος τοξικότητας

Δενδριτικά 
κύτταρα

1. Χρήση ισχυρών αντιγονοπαρουσιαστικών 
κυττάρων

2. Ικανότητα παραγωγής μεγάλης ποσότητας 
δενδριτικών κυττάρων

3. Τα αντιγόνα στόχοι μπορεί να είναι 
προσδιορισμένα ή και όχι 

4. Πολλαπλές μέθοδοι “φόρτωσης” αντιγόνων
5. Έχουν αναφερθεί ανοσολογικές και κλινικές 

αποκρίσεις

1. Ανάγκη για ex vivo κυτταροκαλλιέργεια
2. Κόστος, χρόνος και δυσκολία στη 

παρασκευή
3. Πιθανότητα αντοχής στα ανώριμα 

δενδριτικά κύτταρα
4. Έλλειψη κριτηρίων για τυποποίηση 

τελικού προϊόντος

νης μεθόδου έγκειται στο γεγονός ότι οι TCR υποδοχείς 
μπορεί να αλληλεπιδράσουν με συγκεκριμένα HLA, πε-
ριορίζοντας σημαντικά τη χρήση τους.

Η λύση στο πρόβλημα επήλθε με τη δημιουργία των χι-
μαιρικών αντιγονοϋποδοχέων (chimeric antigen receptors, 
CARs) οι οποίοι συνδυάζουν την ενδοκυττάρια σημα-
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τοδοτική ικανότητα των TCR υποδοχέων με το τμήμα 
πρόσδεσης αντιγόνου ενός μονοκλωνικού αντισώματος 
(Εικόνα 2Β). Οι CARs παρέχουν την ευελιξία ενός μονο-
κλωνικού αντισώματος όσο αφορά την αναγνώριση αντι-
γόνων ανεξαρτήτου ιστοσυμβατότητας, ενώ διατηρούν 

την ικανότητα των Τ λεμφοκυττάρων να στρατολογούν 
διάφορους μηχανισμούς ανοσοαπόκρισης (κυτταρικούς 
και χυμικούς) ενάντια στον όγκο.

Στην πράξη, η χρήση γενετικά τροποποιημένων Τ λεμ-
φοκυττάρων με CAR υποδοχείς δεν επέφερε τα αναμε-

Εικόνα 1. Γενετική τροποποίηση καρκινικών κυττάρων. Τα καρκινικά κύτταρα μπορεί να τροποποιηθούν γενετικά ώστε να βελ-
τιωθεί η αντιγονοπαρουσιαστική τους ικανότητα ή η ικανότητα τους να προσελκύουν αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APC) 
(CD40L, GM-CSF), να προσελκύουν ή να ενεργοποιούν Τ λεμφοκύτταρα (CD80, IL12) ή να ενεργοποιούν την κλωνική έκπτυξη 
των Τ λεμφοκυττάρων (IL2).

Εικόνα 2. Γενετική τροποποίηση του Τ λεμφοκυτταρικού Υποδοχέα (TCR). Στο πάνελ Α φαίνεται ο κυτταρικός υποδοχέας με τις 
α (VαCα) και ( VβCβ) αλυσίδες που αναγνωρίζει πεπτίδια συνδεδεμένα με μόρια HLA τάξης Ι  (σύμπλοκο β2 μικροσφαιρίνης, α1, 
α2, α3). Ο χιμαιρικός TCR (πάνελ Β) αναγνωρίζει το αντιγόνο (Ag) με τις αλυσίδες VL και VH (προερχόμενες από ανοσοσφαιρίνη) 
οι οποίες έχουν συνδεθεί με το σηματοδοτικό τμήμα του TCR (CH2, CH3, TM και CD3ξ).



Γονιδιακή Θεραπεία για τον Καρκίνο 97

νόμενα αποτελέσματα.21 Περαιτέρω τροποποιήσεις των 
υποδοχέων με την ενσωμάτωση συνδιεγερτικών μορίων 
(π.χ. CD27, CD28) οδήγησε σε καλύτερη ενεργοποίη-
ση και επιβίωση των Τ λεμφοκυττάρων.22 Ενθαρρυντι-
κά είναι και τα κλινικά αποτελέσματα μετά από έγχυση 
Τ λεμφοκυττάρων που φέρουν τους βελτιωμένους CAR 
υποδοχείς σε ασθενείς με οξεία λεμφοβλαστική λευχαι-
μία ή νευροβλάστωμα.23-30 Παρ’ όλα αυτά, πολλοί όγκοι 
μπορεί να αποδειχθούν εντελώς ανθεκτικοί σε αυτή την 
αντιμετώπιση επειδή διαθέτουν στρατηγικές διαφυγής της 
ανοσολογικής απόκρισης. Γι’ αυτό το σκοπό, ενισχύεται 
η δραστικότητα των Τ λεμφοκυττάρων έναντι του όγκου 
με στρατηγικές που αποσκοπούν στη βελτίωση της με-
τανάστευσης, του πολλαπλασιασμού και της επιβίωσης 
τους in vivo. Αυτό επιτυγχάνεται με την προσθήκη γονι-
δίων για χημειοτακτικούς παράγοντες, για κυτταροκίνες 
ή με την εξουδετέρωση της έκφρασης του ανασταλτικού 
παράγοντα FasL. Επιπρόσθετη ασφάλεια στην όλη διαδι-
κασία προσδίδει η συν-μεταφορά γονιδίων αυτοκτονίας, 
όπως της κινάσης της θυμιδίνης (HSV-tk), που μπορεί να 
ενεργοποιηθούν αν χρειαστεί.

Συμπεράσματα και Προοπτικές
Γιατί ο εμβολιασμός κατά του καρκίνου δεν έχει επι-

φέρει τα επιθυμητά αποτελέσματα; Η επιτυχία της χρή-
σης αυτόλογων καρκινικών κυττάρων εξαρτάται από την 
πιθανότητα αποφυγής της ανοσοαπόκρισης και από τα 
επίπεδα έκφρασης του διαγονιδίου. Επιπρόσθετα, η απο-
τυχία του εμβολιασμού ως αντι-καρκινικής θεραπείας, 
μπορεί να οφείλεται στην ύπαρξη ενός μικρού κυτταρι-
κού υποπληθυσμού, των καρκινικών βλαστικών κυττάρων 
(CSCs, Cancer Stem Cells). Αντίστοιχα με τα φυσιολογι-
κά αρχέγονα κύτταρα, τα CSCs παρουσιάζουν την ικα-
νότητα αυτο-ανανέωσης και σε αυτά οφείλεται η αρχική 
ανάπτυξη του όγκου καθώς και η υποτροπή. Πρόσφατες 
μελέτες υποδεικνύουν ότι σε αυτόν τον κυτταρικό πλη-
θυσμό οφείλεται και η αντίσταση του καρκίνου στη χη-
μειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία. Βάσει των δεδομένων 
αυτών, η στόχευση των καρκινικών βλαστικών κυττάρων, 
της ρίζας της καρκινογένεσης αποτελεί τη νέα στρατηγι-
κή θεραπείας του καρκίνου.

Το μικροπεριβάλλον του όγκου αποτελεί έναν εναλ-
λακτικό θεραπευτικό στόχο, δεδομένου του ρόλου που 
παίζει στην ανάπτυξη και στην εδραίωση του καρκίνου. 
Στο μικροπεριβάλλον, σημαντικό ρόλο παίζει η αγγειο-
γένεση που είναι αναγκαία για την εξέλιξη του καρκίνου 
και φάρμακα τα οποία την παρεμποδίζουν έχουν σημαντι-
κή θεραπευτική αξία. Η αγγειογένεση είναι μια σύνθετη 
διαδικασία η οποία εξαρτάται από την ισορροπία μεταξύ 
αγγειογενετικών και αγγειοκατασταλτικών παραγόντων 
που εκκρίνονται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, τα μονο-

κύτταρα, τα λεία μυϊκά κύτταρα και τα αιμοπετάλια.30

Μέσω της γονιδιακής θεραπείας θα μπορούσε να στο-
χευθεί η αγγείωση του όγκου παρεμποδίζοντας την έκ-
φραση και δράση ενός ή περισσοτέρων αγγειογενετικών 
παραγόντων [π.χ. του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητι-
κού παράγοντα (VEGF), του βασικού ινοβλαστικού αυ-
ξητικού παράγοντα (bFGF) ή του ηπατικού αυξητικού 
παράγοντα (HGF)]. Εναλλακτικά, η έκφραση αναστο-
λέων της αγγειογένεσης (π.χ. της ενδοστατίνης, αγγει-
οστατίνης, θρομβοσπονδίνης-1) αποτελεί μια πιθανή 
θεραπευτική προσέγγιση που στοχεύει στο μικροπερι-
βάλλον του όγκου.30 

Σε γενικές γραμμές, η γονιδιακή θεραπεία για τον καρ-
κίνο εγκυμονεί κινδύνους λόγω της χρήσης εξωγενούς 
γενετικού υλικού και την ενσωμάτωση του στο γονιδίω-
μα του κυττάρου στόχου. Παρ’ όλη την αναπτυσσόμενη 
τεχνολογία φορέων για γονιδιακή μεταφορά, η ενσωμά-
τωση των ιικών φορέων παραμένει τυχαία και διατρέχει 
τον κίνδυνο της περαιτέρω μεταλλαξιγένεσης στα ήδη 
παθολογικά καρκινικά κύτταρα. Η συνεχής τεχνολογική 
ανάπτυξη φορέων όμως που φέρουν ρυθμιστικά στοιχεία 
και μονωτές της χρωματίνης για μεταγραφική αυτονο-
μία, υπόσχεται να μειώσει την πιθανότητα ενεργοποίη-
σης ογκογονιδίων λόγω της ενσωμάτωσης των φορέων. 

Εν αντιθέσει με την τοξικότητα από τα κοινά φάρ-
μακα, τα γενετικά τροποποιημένα κύτταρα ενδέχεται 
να έχουν πολλαπλάσια καρκινική δράση όταν παραμέ-
νουν in vivo. Επίσης ο εμβολιασμός με απευθείας έγχυση 
DNA in vivo ενδέχεται να προκαλέσει ανεπιθύμητη εν-
σωμάτωση του γονιδίου σε φυσιολογικούς κυτταρικούς 
πληθυσμούς. Σαν διακόπτης ασφαλείας σε περιπτώσεις 
μεταλλαξιγένεσης χρησιμοποιείται η έκφραση του γονι-
δίου που κωδικοποιεί την HSV-tk, μια πολλά υποσχόμενη 
στρατηγική η οποία βρίσκεται σε τελική φάση κλινικών 
δοκιμών σε Τ λεμφοκυτταρική θεραπεία.31 Πρέπει όμως 
να επισημάνουμε ότι η δράση της είναι χρονοβόρος και 
ενδέχεται να είναι ατελής αν τα κύτταρα βρίσκονται σε 
μεταμιτωτικό στάδιο. Επιπλέον, λόγω της ιικής προέλευ-
σης του γονιδίου, μπορεί να προκαλέσει και ανοσοαπό-
κριση πριν προλάβει να δράσει. 

Αν και ελάχιστα εγκεκριμένα προϊόντα γονιδιακής θε-
ραπείας του καρκίνου έχουν αναπτυχθεί κατά τα τελευ-
ταία 20 χρόνια, αυτό αναμένεται ότι σύντομα θα αλλάξει. 
Είναι πλέον κοινά αποδεκτό ότι, λόγω της πολυπαραγο-
ντικής φύσης του καρκίνου, απαιτείται πρόοδος όσον 
αφορά την κατανόηση της βιολογίας του για να μπορέ-
σουν να αναπτυχθούν εξατομικευμένες θεραπείες που θα 
έχουν υψηλή αποτελεσματικότητα σε συγκεκριμένες υπο-
κατηγορίες ασθενών. Καθώς οι ερευνητές έχουν αρχίσει 
να αξιοποιούν ένα συνδυασμό συνεργικών προσεγγίσε-
ων για τη γονιδιακή θεραπεία του καρκίνου, μπορούμε 
να ελπίζουμε για μεγαλύτερη επιτυχία στον τομέα αυτό 
στο εγγύς μέλλον.
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Γονιδιακή και κυτταρική θεραπεία για τη β-Μεσογειακή 
Αναιμία και τη Δρεπανοκυτταρική Νόσο με επαγόμενα 
πολυδύναμα βλαστοκύτταρα (iPSCs): Οι νέοι ορίζοντες

Ειρήνη Παπαπέτρου

Περίληψη: Τα τελευταία χρόνια, καινοτομίες στην έρευνα των ανθρώπινων πολυδύναμων βλαστο-
κυττάρων (human pluripotent stem cells, hPSCs), ήτοι ο κυτταρικός επαναπρογραμματισμός και η ανά-
πτυξη προηγμένων τεχνολογιών γενετικής μηχανικής, άνοιξαν νέους ορίζοντες για την κυτταρική και 
γονιδιακή θεραπεία. Η προοπτική χρήσης των hPSCs, είτε αυτόλογων είτε ιστοσυμβατών, ως κυττά-
ρων-στόχων για γενετική τροποποίηση και παράλληλα η χρήση των διαφοροποιημένων απογόνων τους 
σαν κυτταρικά προϊόντα για μεταμόσχευση, αποτελεί μία νέα προσέγγιση στην αναγεννητική ιατρική, 
με τεράστιες δυνατότητες για τη θεραπεία διαταραχών του αίματος όπως της β-Μεσογειακής Αναιμί-
ας (β-ΜΑ) και της Δρεπανοκυτταρικής νόσου (ΔΝ). Παρ’ όλη την ταχεία πρόοδο και τα αισιόδοξα μη-
νύματα του πεδίου, πολλά εμπόδια παραμένουν προτού η κλινική εφαρμογή αποτελέσει υλοποιήσιμο 
στόχο. Στην παρούσα ανασκόπηση, αναλύουμε τα θεωρητικά πλεονεκτήματα των κυτταρικών θερα-
πειών που χρησιμοποιούν παράγωγα των hPSC, τις πρόσφατες μελέτες που τεκμηριώνουν τις βασικές 
αρχές της τεχνολογίας και τις κύριες προκλήσεις που αντιμετωπίζουμε για την εφαρμογή της τεχνολο-
γίας σε κλινικό επίπεδο.
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Aνασκόπηση

Ι. Γιατί επαγόμενα πολυδύναμα 
βλαστοκύτταρα (iPSC);

Η γονιδιακή θεραπεία για τη β-ΜΑ χρησιμοποιώντας 
Αρχέγονα Αιμοποιητικά Κύτταρα (ΑΑΚ) εφαρμόζεται ήδη 
σε κλινικό επίπεδο1,2, και παρόλο που η απόδοση και η 
ασφάλειά της είναι ακόμα υπό αξιολόγηση, έχει επιδείξει 
ευοίωνα αποτελέσματα, συμπεριλαμβανομένου κλινικού 
οφέλους σε ένα ασθενή1. Μπορούμε λοιπόν να αναρωτη-
θούμε: Γιατί να εξετάσουμε εναλλακτικές στρατηγικές; 
Θα αναλύσουμε πρώτα τις προκλήσεις και τους περιο-
ρισμούς των σύγχρονων γονιδιακών θεραπειών που βα-
σίζονται στα ΑΑΚ για τη θεραπεία της β-Μεσογειακής 
Αναιμίας (β-ΜΑ) και της Δρεπανοκυτταρικής Νόσου 
(ΔΝ) και τα δυνητικά οφέλη που προσφέρουν τα επαγό-
μενα πολυδύναμα βλαστοκύτταρα (induced pluripotent 
stem cells, iPSC) έναντι εκείνων των ΑΑΚ.

Περιορισμοί των γονιδιακών θεραπειών που 
βασίζονται στα ΑΑΚ

Οι σύγχρονες προσεγγίσεις της κυτταρικής και γο-
νιδιακής θεραπείας για τη β-MA και την ΔN, όπως και 
όλες οι σχετικές προσεγγίσεις για γενετικές διαταραχές 
του αιμοποιητικού συστήματος, χρησιμοποιούν τα ΑΑΚ 
ως στόχο για απομόνωση, γονιδιακή τροποποίηση και με-
ταμόσχευση στον εκάστοτε ασθενή (Εικόνα 1). Το μείζον 
πλεονέκτημα αυτής της στρατηγικής είναι ότι εκμεταλ-
λεύεται την αξιοσημείωτη ικανότητα των ΑΑΚ να ανα-
συστήσουν το αιμοποιητικό σύστημα στο σύνολό του ενώ 
επωφελείται από την εκτενή τεχνογνωσία που προέρχε-
ται από το πεδίο της μεταμόσχευσης των ΑΑΚ. Η συγκε-
ντρωμένη εμπειρία του πεδίου έδωσε βελτιστοποιημένα 
πρωτόκολλα και τυποποιημένες τεχνικές για την κινητο-
ποίηση, την απομόνωση, τον ex vivo χειρισμό, την κρυ-
οσυντήρηση και την χορήγηση των ΑΑΚ στον ασθενή. 
Υιοθετώντας αυτές τις τεχνικές, οι ειδικοί στη γονιδιακή 
θεραπεία, μπορούν να απομονώσουν αιμοποιητικά κύτ-
ταρα, να εμπλουτίσουν τον πληθυσμό των ΑΑΚ σε αυτά, 
να μεταφέρουν το θεραπευτικό γονίδιο (στα περισσότερα 
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από αυτά) μετά από ένα σύντομο διάστημα καλλιέργειας, 
και να επιστρέψουν τα κύτταρα στον ασθενή (Εικόνα 1).

Παρ’ όλη την αξιοσημείωτη πρόοδο, τη μερική επι-
τυχία και το μελλοντικό της δυναμικό, αυτή η εφαρμο-
γή υπόκειται σε έναν σημαντικό περιορισμό, εγγενή στη 
χρήση των ΑΑΚ ως στόχων. Ο περιορισμός συνίσταται 
στην αδυναμία να διατηρηθούν τα ΑΑΚ ex vivo παρά μό-
νο για μια σύντομη περίοδο (τυπικά έως 72 ώρες). Παρά 
τις κοπιώδεις προσπάθειες, δεν έχουν ακόμα τυποποιη-
θεί οι συνθήκες καλλιέργειας που επιτρέπουν τον εμπλου-
τισμό ή τη διατήρηση των ΑΑΚ ex vivo σε κατάσταση 
πλειοδυναμίας χωρίς απώλεια της ικανότητας για μετα-
μόσχευση. Η ανάγκη για βραχείς ex vivo χειρισμούς των 
ΑΑΚ, επιβάλλει σημαντικούς περιορισμούς στις στρα-
τηγικές γενετικής τροποποίησης: περιορίζει την επιλογή 
μεθόδων μεταγωγής, την δυνατότητα ποιοτικού ελέγχου 
των γενετικά τροποποιημένων κυττάρων και αποκλείει 
τη δυνατότητα εφαρμογής σταδίων επιλογής ή απόρρι-
ψης. Είναι εύλογο λοιπόν, ότι τεχνολογίες που επιτρέπουν 
αρκετά υψηλό ποσοστό γενετικά τροποποιημένων ΑΑΚ 
επί του συνολικού κυτταρικού πληθυσμού, είναι η μόνη 
ρεαλιστική επιλογή για μια αγωγή γονιδιακής θεραπεί-
ας με θεραπευτικό δυναμικό. Ιικοί φορείς προερχόμενοι 
αρχικά από την οικογένεια των γάμα ρετροϊών (κυρίως 
από τον ιό της λευχαιμίας των επίμυων, MLV) και στη 
συνέχεια από την οικογένεια των λεντι-ιών (κυρίως από 

τον ιό της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας, HIV-1), έχουν 
προς το παρόν αποτελέσει τις μοναδικές τεχνολογίες με-
ταφοράς γονιδίων, που είναι αρκετά αποδοτικές, ώστε να 
επιτρέπουν την έκφραση του διαγονιδίου στο αιμοποιη-
τικό σύστημα σε επίπεδα που έχουν θεραπευτική δρά-
ση. Η αποδοτική μεταφορά γονιδίων μέσω ρετροϊικών 
και λεντιικών φορέων βασίζεται στην τυχαία (ή περί-
που τυχαία) ενσωμάτωση του διαγονιδίου στο γονιδίω-
μα, η οποία είναι εκτενώς καταγεγραμμένο ότι προκαλεί 
διεισδυτική μεταλλαξιγένεση (insertional mutagenesis). 
Η τελευταία αποτελεί σοβαρό κίνδυνο καρκινικής εξαλ-
λαγής, συνήθως λόγω ενεργοποίησης της έκφρασης ενός 
ογκογονιδίου από τον υποκινητή ή ενισχυτή του φορέα 
ή σπανιότερα λόγω αλλοίωσης (που οδηγεί σε σύντη-
ξη ή σε ανώμαλα ματισμένα γονιδιακά προϊόντα) ογκο-
γονιδίων που εδράζονται στο σημείο ενσωμάτωσης του 
φορέα στο γονιδίωμα του κυττάρου στόχου. Η λευχαι-
μογένεση λόγω διεισδυτικής μεταλλαξιγένεσης συνιστά 
προς το παρόν, το πιο σοβαρό και ανησυχητικό πρόβλη-
μα της γονιδιακής θεραπείας με στόχο τα ΑΑΚ. Παρόλο 
που η επικινδυνότητα της μεθόδου πρόκειται να μειω-
θεί αισθητά πιθανότατα σε κλινικά ανεκτά επίπεδα χρη-
σιμοποιώντας τους αυτό-αδρανοποιούμενους φορείς 
(self-inactivating, SIN), ο κίνδυνος της ογκογένεσης θα 
παραμείνει υπολογίσιμος. Η αποφυγή της τυχαίας ένθε-
σης του εξωγενούς DNA στα ΑΑΚ θα μπορούσε ίσως να 

Εικόνα 1. Κυτταρική και Γονιδιακή θεραπεία με τη χρήση αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (ΑΑΚ ή HSC αριστερά) ή επαγό-
μενων πολυδύναμων κυττάρων (iPSCs δεξιά). Αριστερά: Η σύγχρονη τεχνολογία κυτταρικής και γονιδιακής θεραπείας του αι-
μοποιητικού συστήματος περιλαμβάνει την απομόνωση ΑΑΚ από το περιφερικό αίμα ή από το ΜΟ, απομόνωση των CD34+ κυτ-
τάρων, διαμόλυνση με το θεραπευτικό φορέα (ρετροϊό ή λεντιϊό) και έγχυση των κυττάρων στον ασθενή. Δεξιά: Η μελλοντική 
χρήση iPSC αντί HSC θα περιλαμβάνει: α) απομόνωση σωματικών κυττάρων (π.χ. ινοβλάστες δέρματος, κύτταρα του αίματος, 
λιποκύτταρα και κερατινοκύτταρα), β) επαναπρογραμματισμό και απομόνωση 1-2 iPSC κλώνων, γ) γενετική τροποποίηση για 
την επιδιόρθωση του προβλήματος (στην εικόνα φαίνεται ένας ρετροϊός αλλά μπορεί να χρησιμοποιηθεί οποιαδήποτε άλλη 
τεχνολογία) και δ) διαφοροποίηση σε ΑΑΚ και έγχυση στον ασθενή. 
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γίνει εφικτή μέσω προσεγγίσεων γονιδιακής διόρθωσης, 
οι οποίες χρησιμοποιούν ενδονουκλεάσες με συγκεκρι-
μένες θέσεις αναγνώρισης, όπως οι νουκλεάσες δακτυ-
λίου ψευδαργύρου ZFN. Οι τελευταίες έχει προσφάτως 
αποδειχτεί ότι μπορούν να είναι δυνητικά αρκετά απο-
δοτικές, τουλάχιστον σε ορισμένες εφαρμογές γονιδια-
κής θεραπείας. Παρόλα αυτά, δεδομένα για τις ZFN σε 
κλινικό επίπεδο εκκρεμούν. Μείζονος σημασίας εμπόδιο 
για την εφαρμογή των ZFN, αποτελεί ο κίνδυνος γεγονό-
των εξαλλαγής των ΑΑΚ μέσω εκτοπικών θραύσεων της 
διπλής αλυσίδας του DNA (double strand breaks, DSB) 
στο γονιδίωμα, ο οποίος προς το παρόν δεν έχει αξιολο-
γηθεί επαρκώς και αποτελεί σημαντικό λόγο ανησυχίας.

Στην επόμενη παράγραφο θα αναλύσουμε το μείζον 
πλεονέκτημα των iPSCs ως στόχων για συνδυασμένη γο-
νιδιακή και κυτταρική θεραπεία: η γενετική τροποποίηση 
εφαρμόζεται σε κύτταρα (iPSC) που μπορούν να διατη-
ρηθούν ex vivo και να χαρακτηριστούν εκτενώς για την 
πιστότητα και την ακρίβεια τις γενετικής διόρθωσης αλ-
λά και να ελεγχθούν για επιπλέον παραμέτρους ασφαλεί-
ας, όπως κρίνεται απαραίτητο. Τα κύτταρα που περνούν 
επιτυχώς τον ποιοτικό έλεγχο αυτό, χαρακτηρίζονται ταυ-
τοχρόνως επαρκή για να επιφέρουν θεραπευτικό αποτέλε-
σμα αλλά και ασφαλή για να καλλιεργηθούν σε κλινική 
κλίμακα ώστε ακολούθως να διαφοροποιηθούν στον επι-
θυμητό κυτταρικό τύπο για μεταμόσχευση.

iPSCs: Χαρακτηριστικά και καταβολές
Σε μια πρωτοποριακή μελέτη που ανακοινώθηκε το 

2006, ο Yamanaka στο Πανεπιστήμιο του Κιότο, κατόρ-
θωσε την απευθείας παραγωγή κυττάρων από σωματικά 
κύτταρα επίμυος με χαρακτηριστικά πλειοδυναμίας, μέ-
σω παροδικής έκφρασης μόνο τεσσάρων γονιδίων: των 
Oct4, Sox2, Klf4 και c-Myc3. Σε λιγότερο από ένα χρό-
νο αργότερα οι ίδιοι ερευνητές και η ομάδα του Jamie 
Thomson από το Πανεπιστήμιο του Wisconsin, αναπα-
ρήγαγαν το αποτέλεσμα αυτό σε ανθρώπινα κύτταρα4,5. 
Αυτή η καταπληκτική ανακάλυψη, η οποία έκανε εφικτή 
για πρώτη φορά τη δημιουργία αυτόλογων πλειοδύναμων 
βλαστοκυττάρων (human pluripotent stem cells, hPSCs) 
από κάθε άνθρωπο, βασίστηκε σε προηγούμενα ευρήμα-
τα: στις αρχές του επαναπρογραμματισμού των κυττάρων 
του Hal Weintraub (Fred Hutchinson Cancer Research 
Center, Seattle, WA)6, στην επαγωγή πλειοδυναμίας σε 
σωματικά κύτταρα αμφιβίων (δεκαετία του 1950, John 
Gurdon, Πανεπιστήμιο της Οξφόρδης) και προβάτων (Ian 
Wilmut, δεκαετία του 90, Πανεπιστήμιο του Εδιμβούρ-
γου)7,8 και στις τεχνικές εξελίξεις στην απομόνωση αν-
θρώπινων εμβρυονικών βλαστοκυττάρων (ΕΒ) από τον 
Jamie Thomson, επίσης τη δεκαετία του ’909. Δύο μονα-
δικά χαρακτηριστικά των hPSCs τα καθιστούν εξαιρετι-
κά εργαλεία για έρευνα και θεραπευτική εφαρμογή: α) 

η ικανότητα απεριόριστης αυτό-ανανέωσης in vitro, η 
οποία επιτρέπει τη διατήρηση των κυττάρων αυτών σαν 
κυτταρικές σειρές και β) η (θεωρητική) δυνατότητα για 
κατευθυνόμενη διαφοροποίηση σε όλους τους κυττα-
ρικούς τύπους του ανθρώπινου σώματος. Πρακτικά, το 
τελευταίο εξαρτάται από την διαθεσιμότητα των κατάλ-
ληλων μεθόδων διαφοροποίησης in vitro για ένα δεδομέ-
νο κυτταρικό τύπο. Λόγω των χαρακτηριστικών αυτών, 
τα hPSCs (συμπεριλαμβανομένων των iPSCs) προσφέ-
ρουν την δυνατότητα για γενετικό χειρισμό, που κανένας 
άλλος ανθρώπινος πρωτογενής κυτταρικός τύπος δεν πα-
ρουσιάζει. Έτσι, στα κύτταρα αυτά: 1) μπορούν να εφαρ-
μοστούν μη αποδοτικές, αλλά ακριβείς μέθοδοι γενετικής 
τροποποίησης και 2) γίνεται εφικτή η επιλογή και ο ποιο-
τικός έλεγχος κυτταρικών κλώνων που είναι φορείς μιας 
επιθυμητής και καμμίας άλλης γενετικής τροποποίησης.

Στις αρχικές μελέτες παραγωγής iPSCs χρησιμοποι-
ήθηκαν οι μόνιμα εντιθέμενοι στο DNA γάμμα-ρετροϊι-
κοί ή λεντι-ϊκοί φορείς για να εκφραστούν οι παράγοντες 
επαναπρογραμματισμού (τυπικά οι OCT4, SOX2, KLF4 
και c-MYC, ή συνδυασμός άλλων παραγόντων). Παρά 
το γεγονός ότι τα γονίδια που εκφράζουν τους παράγο-
ντες επαναπρογραμματισμού σταματούν να εκφράζονται 
όταν ολοκληρωθεί η διαδικασία του επαναπρογραμμα-
τισμού, η μόνιμη ενσωμάτωσή τους στο γονιδίωμα των 
iPSC μπορεί να προκαλέσει κάποια προβλήματα: α) ακό-
μα και χαμηλά επίπεδα υπολειμματικής έκφρασης των 
παραγόντων μπορεί να τροποποιήσει τα μοριακά και πι-
θανώς τα λειτουργικά χαρακτηριστικά των κυτταρικών 
σειρών iPSC, β) πιθανή επανενεργοποίηση της έκφρασης 
των παραγόντων μπορεί να αναστείλει τη διαφοροποίη-
ση ή να προάγει την ογκογονικότητα και γ) είναι γνωστό 
ότι η τυχαία ενσωμάτωση των ρετροϊικών φορέων προ-
καλεί μεταλλαξιγένεση λόγω ένθεσης όπως αναφέρθηκε.

Η παρατήρηση ότι η έκφραση των παραγόντων μετά 
το πέρας του επαναπρογραμματισμού δεν είναι απαραί-
τητη4,10-12 και η ανάγκη να κινηθεί το ερευνητικό πεδίο 
προς την ανάπτυξη μεθόδων για κλινική εφαρμογή, οδή-
γησε πολλούς ερευνητές να διερευνήσουν τεχνικές παρα-
γωγής iPSC χωρίς μόνιμη ενσωμάτωση των διαγονιδίων 
στο DNA του κυττάρου. Η πρώτη γενιά φορέων που πα-
ρέκαμπταν την μόνιμη ενσωμάτωση των διαγονιδιακών 
παραγόντων ήταν εκτεμνώμενοι (excisable). Πρόκειται 
για φορείς, πλασμιδιακούς ή λεντιικούς13,14-18, οι οποίοι 
αρχικά εντίθενται στο γονιδίωμα και στη συνέχεια μπο-
ρούν να αποκοπούν, μέσω των συστημάτων Cre/loxP ή 
του piggyBac τρανσποζονίου και τρανσποζάσης13,19,20. Το 
μείζον πλεονέκτημα των εκτεμνόμενων συστημάτων, ει-
δικά των λεντιικών, είναι ότι διατηρούν την υψηλή από-
δοση επαναπρογραμματισμού των εντιθέμενων φορέων. 
Ένα μειονέκτημά τους είναι η ανάγκη για ένα επιπλέον 
στάδιο παροδικής εξωγενούς έκφρασης της ρεκομπινά-
σης (ή τρανσποζάσης) και επιλογής κλώνων με εξακρι-
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βωμένη πλήρη εκτομή του φορέα, γεγονός που παρατείνει 
τη διάρκεια της καλλιέργειας. Ακόμα ένα αξιοσημείωτο 
μειονέκτημα είναι ότι οι εκτεμνόμενοι μέσω Cre φορείς 
αφήνουν μετά την αποκοπή τους, ένα αποτύπωμα 30 
νουκλεοτιδίων (μία αλληλουχία loxP) και θα πρέπει να 
βεβαιωθούμε ότι αυτό δεν επηρεάζει το γονιδίωμα του 
κυττάρου κατά κάποιον τρόπο. Έχει προταθεί ότι μια υπο-
λειμματική περιοχή loxP μπορεί να θεωρηθεί «ακίνδυ-
νη» εάν εδρεύει εκτός κωδικοποιουσών αλληλουχιών21. 
Εναλλακτικά, τα συστήματα τρανσποζάσης μπορούν να 
πραγματοποιήσουν μη υπολειμματική εκτομή, αλλά η πι-
θανότητα μετάθεσης σε άλλη γονιδιακή αλληλουχία θα 
πρέπει να αποκλειστεί.

Ακολούθως, αναπτύχθηκαν μέθοδοι άνευ ένθεσης για 
την παραγωγή iPSC από ανθρώπινα κύτταρα ή κύτταρα 
επίμυος, ελεύθερα από την παρουσία διαγονιδίων22. Αυ-
τές περιλαμβάνουν: α) μη-εντιθέμενους (επισωματικούς) 
φορείς DNA και β) μεθόδους ελεύθερες από DNA. Στην 
πρώτη κατηγορία περιλαμβάνονται οι αδενοϊοί23, τα συμ-
βατικά πλασμίδια24, τα oriP/EBNA1 επισώματα25 και τα 
mini-κυκλικά DNA26. Παρόλο που όλες αυτές οι μέθοδοι 
έχουν τη δυνατότητα παραγωγής γενετικά μη τροποποι-
ημένων iPSC, το κύριο μειονέκτημά τους είναι η γενικά 
χαμηλή απόδοση επαναπρογραμματισμού, η οποία είναι 
συχνά τάξεις μεγέθους χαμηλότερη σε σχέση με εκείνη 
των εντιθέμενων φορέων και για το λόγο αυτό ανεπαρκής 
για την παραγωγή iPSC από βιοψίες ασθενών. Δευτερευ-
όντως, τα iPSC που προκύπτουν από αυτές τις μεθόδους 
πρέπει να διερευνηθούν για έλλειψη εξωγενούς DNA και 
μπορεί να φέρουν τυχαία εντεθειμένα θραύσματα του 
φορέα, τα οποία να διαφεύγουν της διακριτικής ικανό-
τητας των κλασσικών τεχνικών PCR. Οι μέθοδοι χωρίς 
τη χρήση DNA, βασίζονται στη μεταγωγή μορίων RNA 
μέσω φορέων του ιού Sendai27 ή μέσω επαναλαμβανό-
μενων κύκλων διαμόλυνσης (transfection) με τροποποι-
ημένα μόρια mRNA28 ή μέσω της εφαρμογής πρωτεϊνών 
ή κυτταρικών εκχυλισμάτων29,30. Το μείζον πλεονέκτημα 
των μεθόδων αυτών είναι η παραγωγή iPSC με πλήρη 
απουσία ένθεσης εξωγενούς DNA στο γονιδίωμά τους. 
Όμως, η εξαιρετικά χαμηλή αποδοτικότητα και η ελειμ-
ματική επαναληψιμότητα του επαναπρογραμματισμού με 
τη χρήση πρωτεϊνών, καθιστά τη χρήση τους μη ρεαλιστι-
κή επιλογή προς το παρόν. Aντίθετα, η χρήση RNA, προ-
σφέρει επαρκή αποδοτικότητα επαναπρογραμματισμού 
αλλά απαιτεί επαναλαμβανόμενους κύκλους διαμόλυνσης 
που είναι αρκετά κοπιώδης και ακατάλληλη για τα αιμο-
ποιητικά κύτταρα. Η εμπορική διαθεσιμότητα ιών Sendai 
που εκφράζουν τους παράγοντες επαναπρογραμματισμού 
του Yamanaka έχουν κάνει την τεχνολογία αυτή ευρέως 
προσβάσιμη και ολοένα και πιο δημοφιλή. Τέλος, γίνο-
νται προσπάθειες ανάπτυξης μεθόδων, που δεν απαιτούν 
κανενός είδους γονιδιακό χειρισμό των κυττάρων, μέσω 
της χρήσης μικρών μορίων31.

II. Πρωτοποριακές μελέτες της χρήσης iPSC 
για γονιδιακή και κυτταρική θεραπεία  
της β-ΜΑ και της ΔΝ

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες αποτελούν τις πιο εκτενώς 
μελετημένες μονογονιδιακές κληρονομικές διαταραχές 
του ανθρώπινου πληθυσμού και η «διόρθωσή» τους μέ-
σω γονιδιακής θεραπείας έχει εμπνεύσει γενιές ερευνη-
τών για πολλές δεκαετίες. Ήταν εύλογο λοιπόν που η 
ΔΝ επιλέχθηκε να γίνει η πρώτη μελέτη απόδειξης των 
αρχών λειτουργίας (proof-of-principle) του συνδυασμού 
γονιδιακής και κυτταρικής θεραπείας με αυτόλογα iPSC. 
Ο Jacob Hanna, όντας μεταδιδακτορικός ερευνητής στο 
εργαστήριο του Rudolph Jaenisch, πραγματοποίησε μια 
μελέτη «σταθμό» που δημοσιεύτηκε μόλις 16 μήνες αρ-
γότερα από την αρχική μελέτη του Yamanaka32. Χρησιμο-
ποιώντας σαν μοντέλο ένα «εξανθρωπισμένο» επίμυ που 
έπασχε από ΔΝ, oι Hanna et al παρουσίασαν το γενικό 
σχεδιασμό γονιδιακής θεραπείας βασισμένης στα αυτό-
λογα iPSC, η οποία περιλαμβάνει: 1) επαναπρογραμμα-
τισμό σωματικών κυττάρων (συγκεκριμένα, ινοβλαστών 
της ουράς) σε iPSC, 2) γενετική διόρθωση in situ μέσω 
«κλασσικού» ομόλογου ανασυνδυασμού, 3) in vitro δια-
φοροποίηση σε αιμοποιητικά προγονικά κύτταρα και 4) 
μεταμόσχευση. Παρόλο που αυτή η μελέτη παρείχε ξε-
κάθαρη απόδειξη της αρχής λειτουργίας των iPSC, πολ-
λές πλευρές της την καθιστούν κλινικά μη εφαρμόσιμη: 
χρησιμοποιήθηκαν μόνιμα εντιθέμενοι στο γονιδίωμα ρε-
τροϊικοί φορείς γιά την έκφραση τριών από τους παράγο-
ντες επαναπρογραμματισμού, οι κλώνοι iPSC ελέγχθηκαν 
ελάχιστα μόνο για την παρουσία γενετικών ανωμαλιών, 
και το σημαντικότερο όλων, δεν αποδείχθηκε η μακρό-
χρονη ανασύσταση όλου του αιμοποιητικου συστήματος. 

Μετά από την πρώτη παραγωγή ανθρώπινων iPSC, 
μερικές ομάδες ερευνητών παρήγαγαν iPSC από ασθε-
νείς με ΔΝ33-37 και μείζονα β-ΜΑ με ποικίλους γονοτύπους 
β0/β0 ή β0/β+ 21,38-41. Η πρώτη μελέτη γενετικής διόρθωσης 
iPSC ανθρώπου από τους Papapetrou et al πραγματοποι-
ήθηκε στο εργαστήριο του Μ. Sadelain21. Η μελέτη αυτή 
πρότεινε μια νέα στρατηγική γενετικής διόρθωσης, χρη-
σιμοποιώντας προσθήκη γονιδίου (εν αντιθέσει με την in 
situ γονιδιακή διόρθωση) και επιλογή κλώνων που έχουν 
διορθωθεί γενετικά και φέρουν μόνο ένα φυσιολογικό αλ-
ληλόμορφο της β-σφαιρίνης που έχει εντεθεί σε θέση του 
ανθρώπινου γονιδιώματος χαρακτηριζόμενη ως “ασφα-
λής λιμένας” (safe harbour). Η μέθοδος αυτή αποτελεί 
δυνητικά μια κλινικά εφαρμόσιμη και καθολική προσέγ-
γιση στην γονιδιακή θεραπεία με αυτόλογα κύτταρα για 
τη β-ΜΑ. Μια εναλλακτική και πιο ακριβής στρατηγική 
για την γονιδιακή διόρθωση είναι η εκμετάλλευση του 
ομόλογου ανασυνδυασμού του DNA για να επιδιορθωθεί 
η μεταλλαγή στον ενδογενή γενετικό τόπο. Αυτή η στρα-
τηγική εκμεταλλεύεται τον ενδογενή μηχανισμό επιδιόρ-
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θωσης του DNA, ο οποίος ενεργοποιείται σε θραύση της 
διπλής αλυσίδας (double strand break, DSB) και χρησι-
μοποιεί εργαλεία γονιδιακής στόχευσης σύμφωνα με τις 
αρχές που αναπτύχθηκαν για την δημιουργία διαγονιδι-
ακών ποντικών τις δύο προηγούμενες δεκαετίες. Αν και 
απλή σαν σύλληψη, η in situ γενετική διόρθωση στα αν-
θρώπινα κύτταρα έχει αποδειχθεί πιο δύσκολη σε σχέση 
με εκείνη των βλαστοκυττάρων του ποντικού χωρίς οι 
λόγοι για το φαινόμενο αυτό να είναι πλήρως κατανοη-
τοί. Πιο πρόσφατες εξελίξεις κατέστησαν τη γονιδιακή 
στόχευση στα hPSCs εφικτή και σχετικά αποδοτική. Στις 
εξελίξεις περιλαμβάνονται: α) η βελτίωση στις συνθήκες 
κυτταροκαλλιέργειας, οι οποίες επιτρέπουν την επιβίω-
ση κλωνικών hPSCs χωρίς την παρουσία υποστηρικτικού 
στρώματος κυττάρων όπως με τη χρήση ικριωμάτων και 
του αναστολέα Rock Υ-2763242, β) η βελτίωση στις μεθό-
δουs μεταγωγής και γ) η κατασκευή ενδονουκλεασών που 
αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες, οι οποίες αυξάνουν 
σημαντικά την αποδοτικότητα τou ομόλογου ανασυνδυ-
ασμού43. Στην τελευταία περιλαμβάνονται οι νουκλεάσες 
με δάκτυλο ψευδαργύρου (Zn2+)44, οι μεγανουκλεάσες45, 
οι νουκλεάσες TALE, και το σύστημα CRISPR-Cas947.

Πέντε (5) μελέτες, που πραγματοποιήθηκαν τα τε-
λευταία 3 χρόνια, ανέφεραν στρατηγικές βασισμένες 
στον ομόλογο ανασυνδυασμό για τη γενετική διόρθω-
ση μεταλλαγών σε iPSC που προέρχονταν από ασθενείς 
με ΔΝ36,37,48 και β-ΜΑ39,41. Παρόλο που η αποκατάστα-
ση της έκφρασης του αλληλομόρφου στόχου σε φυσιο-
λογικά επίπεδα μένει ακόμα να αποδειχθεί και πρέπει να 
οριστεί ένας βελτιστοποιημένος σχεδιασμός του φορέα 
στόχευσης, αυτές οι μελέτες αποτελούν απόδειξη της αρ-
χής λειτουργίας ότι ο γενετικός τόπος της β-σφαιρίνης 
μπορεί να στοχευθεί στα ανθρώπινα iPSC. Tα εμπόδια 
που παραμένουν για την κλινική εφαρμογή των iPSC θα 
αναπτυχθούν περαιτέρω.

ΙΙΙ. Δυνατότητες και προκλήσεις των iPSC 
για τη γονιδιακή και κυτταρική θεραπεία 
της β-ΜΑ και της ΔΝ

Παρά το δυναμικό των iPSC να προσφέρουν νέες μορ-
φές κυτταρικής και γονιδιακής θεραπείας για τη β-ΜΑ 
και τη ΔΝ, πολλά εμπόδια για την κλινική εφαρμογή τους 
παραμένουν και πρέπει να αντιμετωπιστούν.

Α. Προβλήματα κοινά σε όλες τis θεραπείεs 
που βασίζονται στα iPSC

Α1. Παραγωγή και ποιοτικός έλεγχος  
των κυτταρικών σειρών iPSC

Αρχικά, οι σειρές iPSC που προορίζονται για κλινική 

χρήση θα χρειαστεί να παραχθούν με μεθόδους και δι-
αδικασίες που πληρούν επιστημονικά και νομικά κριτή-
ρια. Τα κύρια ζητήματα που πρέπει να επιλυθούν είναι:  
1) ποια είναι η επιθυμητή μέθοδος επαναπρογραμματι-
σμού, 2) ποιος είναι ο καταλληλότερος αρχικός κυτταρικός 
τύπος και 3) τι είδους ποιοτικός έλεγχος είναι απαραίτη-
τος ώστε μια κυτταρική σειρά iPSC να χαρακτηριστεί 
κατάλληλη για κλινική χρήση. Όσον αφορά τον επανα-
προγραμματισμό, οι μέθοδοι που είναι ελεύθερες από 
την παρουσία DNA και βασίζονται στο RNA φαίνονται 
προς το παρόν να κερδίζουν έδαφος, καθώς συνδυάζουν 
ασφάλεια και σχετική αποδοτικότητα. Καθώς επιπλέον 
νέες μέθοδοι είναι πιθανόν να εμφανιστούν, είναι σημα-
ντικό να λαμβάνεται υπ’ όψιν η επαρκής απόδοση, όχι 
μόνον από άποψη χρόνου αλλά και κόστους για την πα-
ραγωγή επαρκούς αριθμού iPSC για να καλυφθούν όλες 
οι ανάγκες, συμπεριλαμβανομένης και της παραγωγής 
από σπάνιους δότες. Ίσως όμως πιο σημαντικό είναι η 
μέριμνα για την αποφυγή επιλογής σπάνιων κυττάρων 
με ακραία ικανότητα επαναπρογραμματισμού που είναι 
παρόντα στον αρχικό κυτταρικό πληθυσμό. Αυτό ανα-
φέρεται γιατί υπάρχουν ενδείξεις ότι η ακραία ικανό-
τητα επαναπρογραμματισμού μπορεί να σχετίζεται με 
αυξημένο δυναμικό εξαλλαγής, γεγονός που δημιουργεί 
ανησυχία ότι τέτοια κύτταρα μπορεί να έχουν αυξημένη 
πιθανότητα να δημιουργήσουν ένα κακοήθη θυγατρικό 
κλώνο μετά από την μεταμόσχευση. Πράγματι, εκτιμάται 
ολοένα και περισσότερο ότι ο βαθμός του γενετικού μω-
σαϊκισμού στα σωματικά κύτταρα είναι σημαντικός και 
ότι οι σωματικές μεταλλαγές μπορεί να ασκούν ισχυρή 
θετική ή αρνητική επιρροή στην ικανότητα επαναπρο-
γραμματισμού του κυττάρου49-51.

Ο προβληματισμός αυτός εμπλέκεται και στην επιλο-
γή του καταλληλότερου αρχικού κυτταρικού τύπου. Το 
ιδανικό σωματικό κύτταρο για την παραγωγή iPSC πρέ-
πει να είναι εύκολα προσβάσιμο (π.χ. δέρμα ή αίμα), να 
επαναπρογραμματίζεται αποδοτικά και να είναι λιγότε-
ρο πιθανό να φέρει προϋπάρχουσες γενετικές αλλοιώσεις. 
Έρευνες που συνδυάζουν τον επαναπρογραμματισμό κυτ-
τάρων με υψηλής ανάλυσης γονιδιωματική θα χρειαστούν 
ώστε να προσδιοριστεί ο βαθμός του μωσαϊκισμού στους 
διάφορους ανθρώπινους ιστούς και να καταγραφούν με-
ταλλαγές σε γονίδια που έχουν επιπτώσεις στην απόδοση 
επαναπρογραμματισμού και που μπορεί να προδιαθέτoυν 
σε καρκινογένεση. Λιγότερο ξεκάθαρα είναι τα κριτήρια 
που πρέπει να χρησιμοποιηθούν για να χαρακτηριστεί μία 
σειρά iPSC ως γενετικά φυσιολογική. Πολλές μελέτες 
έδειξαν ότι κυτταρικές σειρές iPSC συχνά φέρουν γενε-
τικές αλλοιώσεις, υπό τη μορφή χρωμοσωμικών ανωμα-
λιών, όπως επίσης τις πιο δυσδιάκριτες αλλαγές αριθμού 
αντιγράφων (copy number variations, CNV) και υπο-
καταστάσεις νουκλεοτιδίων (single nucleotide variants, 
SNV)52-55, οι περισσότερες από τις οποίες, αν όχι όλες, 
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προϋπάρχουν στα αρχικά κύτταρα56,57. Συγκεντρώνοντας 
δεδομένα από μεγάλες μελέτες όπως το «1000 Genomes 
Project”, το «The Cancer Genome Atlas” και άλλες, θα 
γίνει εφικτή μέσα στα επόμενα χρόνια η καλύτερη ταξι-
νόμηση των μεταλλαγών που προσδίδουν αυξημένη πι-
θανότητα νοσημάτων. Οι σειρές iPSC που πρόκειται να 
χρησιμοποιηθούν σε κυτταρικές θεραπείες, είναι πιθανόν 
να πρέπει να εξετάζονται με τεχνικές υψηλής ανάλυσης, 
όπως η αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώματος. Επι-
πλέον, οι κυτταρικές σειρές iPSC που προορίζονται για 
θεραπευτική χρήση οφείλουν να είναι συμβατές με τα 
πρότυπα GMP (good manufacturing practice) και κατάλ-
ληλες για έγκριση από τον FDA ή άλλο ανάλογο φορέα 
(για το λόγο αυτό θα πρέπει να συμμορφώνονται με τα 
πρότυπα του FDA για τη δωρεά ιστών). Τέλος, στις δια-
δικασίες παραγωγής, είναι απαραίτητη η ανάπτυξη αυ-
τοματοποιημένων χειρισμών και καλλιεργειών μεγάλης 
κλίμακας σε βιοαντιδραστήρες.

Α2. Αυτόλογα έναντι ιστοσυμβατών iPSC
Η παραγωγή νέων σειρών iPSC είναι χρονοβόρα και 

κοπιώδης, καθιστώντας την προοπτική της κυτταρικής θε-
ραπείας με αυτόλογα iPSC απαγορευτικά ακριβή και έτσι 
απίθανο να γίνει ιατρική πρακτική ρουτίνας. Μία εναλ-
λακτική και πιο ρεαλιστική λύση θα ήταν η δημιουργία 
κυτταρικών τραπεζών με αλλογενείς κυτταρικές σειρές 
iPSC που θα ήταν συμβατές με την πλειοψηφία του πλη-
θυσμού58,59. Για το σκοπό αυτό, θα απαιτείται τουλάχι-
στον μερική συμβατότητα ως προς το σύστημα HLA. Η 
μεταμόσχευση ΑΑΚ προερχόμενων από iPSCs πιθανώς 
να χρειάζεται υψηλότερη συμβατότητα HLA από ότι η 
μεταμόσχευση άλλων ιστών όπως υποδεικνύει η τρέχουσα 
πρακτική μεταμόσχευσης συμπαγών οργάνων. Μια ρεα-
λιστική προσέγγιση είναι η παραγωγή iPSC από δωρητές 
ομόζυγους για κοινούς (συχνούς) HLA απλοτύπους. Εκτι-
μάται ότι 78% των Βορειο-Ευρωπαίων, 63% των Ασια-
τών, 52% των Λατίνων και 45% των Αφρικανών θα ήταν 
συμβατοί με κάποια σειρά, εάν παράγονταν 100 ομόζυ-
γες για το HLA κυτταρικές σειρές από τους πληθυσμούς 
αυτούς. Μία εναλλακτική λύση είναι η δημιουργία μέσω 
γενετικής μηχανικής μιας iPSC σειράς με χαρακτηριστι-
κά «παγκόσμιου δότη» για να παραχθούν είτε ομόζυ-
γα για το HLA είτε αρνητικά για τα HLA τάξης Ι και ΙΙ 
αντιγόνα, μέσω π.χ. απομάκρυνσης αμφότερων των αλ-
ληλομόρφων του γονιδίου της β2-μικροσφαιρίνης, απα-
ραίτητης για τα HLA-Ι60.

Όλες αυτές οι διαφορετικές επιλογές θα πρέπει να 
απαντηθούν μέσω ερευνών που θα αφορούν την αντιγο-
νικότητα των αυτόλογων ή ιστοσυμβατών iPSC και των 
προϊόντων τους καθώς και της ευπάθειάς τους σε ανο-
σολογική απόρριψη, προβλήματα που παραμένουν προς 

το παρόν μερικώς κατανοητά61,62. Η αντίδραση που επά-
γεται από την έκφραση νεο-αντιγόνων λόγω της in vi-
tro καλλιέργειας, είναι επίσης ένα θέμα που απαιτεί την 
ανάγκη περαιτέρω διερεύνησης. Γενικά, υπάρχουν πολ-
λά αναπάντητα ερωτήματα όπως ο βαθμός ιστοσυμβα-
τότητας που απαιτείται, η βέλτιστη στρατηγική για τη 
δημιουργία κυτταρικών τραπεζών και η ανάγκη ανοσο-
καταστολής μετά τη μεταμόσχευση. Οι τράπεζες κυττά-
ρων αποτελούν μια ελκυστική επιλογή, ειδικά σε περιοχές 
με εθνική και φυλετική ομοιογένεια (π.χ. στην Ιαπωνία). 
Μία βιομηχανοποιημένη θεραπεία, συνδυασμένη με κά-
ποιο επίπεδο ανοσοκαταστολής φαίνεται προς το παρόν 
να είναι το πιθανότερo σενάριο για ευρεία εφαρμογή της 
τεχνολογίας αυτής.

Α3. Ο σχηματισμός τερατώματος  
και η ογκογονικότητα

Ένας σημαντικός λόγος ανησυχίας για τη μεταμό-
σχευση των κυτταρικών προϊόντων που προέρχονται από 
iPSCs είναι η πιθανότητα ανάπτυξης όγκων63,64. Υπάρχουν 
τρία σενάρια που αποτελούν κίνδυνο. (i) Υπολειμματι-
κά πολυδύναμα κύτταρα που παρουσιάζουν ανθεκτικό-
τητα στη διαφοροποίηση μπορεί να παραμείνουν σε ένα 
κυτταρικό μόσχευμα και να δημιουργήσουν τερατώματα 
μετά από μεταμόσχευση. (ii) Mερικώς διαφοροποιημέ-
να αρχέγονα κύτταρα μπορεί να είναι παρόντα στο μό-
σχευμα και να προκαλέσουν ανώμαλο πολλαπλασιασμό. 
Ακόμα και αν αυτοί οι όγκοι είναι καλοήθεις, μπορεί να 
προκαλέσουν προβλήματα, ειδικά αν εντοπίζονται σε πε-
ριοχές του σώματος, όπως το ΚΝΣ ή το μυοκάρδιο. (iii) 
Πλήρως διαφοροποιημένα κύτταρα μπορεί να υποστούν 
απο-διαφοροποίηση και εξαλλαγή. Υπάρχουν ορισμένα 
λιγοστά στοιχεία που υποστηρίζουν ότι τα θυγατρικά κύτ-
ταρα των iPSC μπορεί να διαθέτουν αυξημένη ικανότητα 
εξαλλαγής. Αυτό μπορεί να οφείλεται στις συγκεντρωμέ-
νες γενετικές ανωμαλίες, που τα προδιαθέτουν για καρ-
κινογένεση ή σε ασταθή επιγενετικά σημεία που μπορεί 
να ενισχύουν την απο-διαφοροποίηση και/ή την εξαλλα-
γή. Η ογκογονική τάση μπορεί να ποικίλει ανάλογα με 
τον κυτταρικό τύπο από τον οποίο προήλθαν τα iPSC65. 
Παρόλο που είναι αντιληπτό ότι βελτιστοποιημένα πρω-
τόκολλα διαφοροποίησης μπορούν να ελαχιστοποιήσουν 
την πιθανότητα να συμβούν τα δύο πρώτα σενάρια, κά-
ποιες επιπλέον μέθοδοι εκκαθάρισης υπολειμματικών 
αδιαφοροποίητων κυττάρων66 και/ή η θετική επιλογή των 
διαφοροποιημένων θυγατρικών κυττάρων67,68 μπορεί να 
αποδειχθεί ευεργετική, τουλάχιστον σε ορισμένες εφαρ-
μογές. Επιπλέον, γονιδιακοί διακόπτες ασφαλείας όπως 
τα γονίδια αυτοκτονίας69 μπορεί να εισαχθούν στις κυτ-
ταρικές σειρές των iPSCs, για την επιλεκτική τους κατα-
στροφή όταν αυτό απαιτηθεί.
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Β. Συχνά προβλήματα των κυτταρικών 
θεραπειών του αιμοποιητικού που 
βασίζονται στα iPSCs

Β1. Παραγωγή ΑΑΚ με ικανότητα 
μεταμόσχευσης

Δύο γενικά συστήματα καλλιέργειας χρησιμοποιού-
νται για να επάγουν τη διαφοροποίηση των ανθρώπινων 
iPSC σε αιμοποιητικό ιστό: συγκαλλιέργεια επί στρω-
ματικών κυττάρων (συνήθως επί της σειράς OP9), και 
ο σχηματισμός των λεγόμενων εμβρυοειδών σωμάτιων. 
Παρόλο που τα αρχέγονα και τα περισσότερο διαφορο-
ποιημένα αιμοποιητικά κύτταρα μπορούν να προκύψουν 
από τη διαφοροποίηση των hPSCs, αποδοτική παραγωγή 
ΑΑΚ (όπως ορίζονται από την ικανότητα μακρόχρονης 
αιμοποίησης μετά από μεταμόσχευση) δεν έχει καταστεί 
δυνατή μέχρι σήμερα.

Η αδυναμία της διαφοροποίησης των ανθρώπινων 
hPSCs (iPSCs και ESC) σε ΑΑΚ κατάλληλα για μετα-
μόσχευση αποτελεί ίσως τη μεγαλύτερη τροχοπέδη της 
εφαρμογής της κυτταρικής θεραπείας για διαταραχές του 
αίματος70. Πράγματι, η παραγωγή ΑΑΚ από ανθρώπινα 
hPSCs αποδείχθηκε πολύ δυσκολότερη σε σχέση με το 
αναμενόμενο και παραμένει σχεδόν αδύνατη παρά τις ση-
μαντικές προσπάθειες που κατέβαλε ένας μεγάλος αριθμός 
εργαστηρίων. Μελέτες προερχόμενες από διαφορετικές 
ερευνητικές ομάδες έδειξαν κατά κανόνα πολύ χαμηλή 
(λιγότερη από 2%) ή μηδαμινή εγκατάσταση σε ανοσο-
κατεσταλμένα ποντίκια (NSG) ενώ περιοριζόταν κυρί-
ως στην παραγωγή κυττάρων της μυελικής σειράς71-74. 
Ενδομηριαία έγχυση και μεταμόσχευση σε νεογνά NSG 
δεν έφερε κάποια βελτίωση. Παρά το ότι η αποδοτική 
in vitro παραγωγή ΑΑΚ από ανθρώπινα hPSCs παραμέ-
νει ανέφικτη, είναι ξεκάθαρο ότι αυτό αποτελεί τεχνικό 
εμπόδιο και δεν σημαίνει ότι τα ανθρώπινα PSCs δεν δι-
αθέτουν το εγγενές βιολογικό δυναμικό της παραγωγής 
ΑΑΚ75,76. Πολλοί λόγοι μπορεί να ευθύνονται για αυτό. 
Στα σύγχρονα μοντέλα ξενο-μεταμόσχευσης μπορεί να 
υπάρχουν τεχνικοί λόγοι που εμποδίζουν την μακροχρόνια 
εγκατάσταση των ΑΑΚ που προέρχονται από ανθρώπινα 
PSCs. Επίσης, μπορεί να απουσιάζουν συστατικά του αι-
μοποιητικού μικροπεριβάλλοντος, απαραίτητα για τη δι-
αφοροποίηση ή την εγκατάσταση των κυττάρων αυτών. 
Αιμοποιητικά κύτταρα προερχόμενα από ανθρώπινα PSCs, 
κατ’ αναλογία και με άλλα κύτταρα που προέρχονται από 
PSCs, έχουν ένα πιο εμβρυονικό ή αρχέγονο φαινότυπο. 
ΑΑΚ προερχόμενα από τον λεκιθικό σάκο στερούνται εγ-
γενώς της ικανότητας εγκατάστασης σε ενήλικους λήπτες 
και πολλές έρευνες έδειξαν ότι τουλάχιστον ένα ποσοστό 
των αιμοποιητικών κυττάρων που προέρχονται από καλ-
λιέργειες ανθρώπινων PSCs (συνήθως το πρώιμο κύμα) 
μοιάζουν με αυτόν τον τύπο αρχέγονων κυττάρων, αν και 
αυτές έχει αποδειχθεί ότι παράγουν και πλήρως διαφο-

ροποιημένους τύπους αιμοποιητικών κυττάρων. Τέλος, 
ανεπαρκής γνώση των κατάλληλων συνθηκών καλλιέρ-
γειας, περιορίζει την ικανότητά μας να απομονώσουμε, να 
συντηρήσουμε και να πολλαπλασιάσουμε τον πληθυσμό 
των ΑΑΚ, τα οποία μπορούν να εμφανιστούν παροδικά 
σε αυτές τις καλλιέργειες. Η κατανόηση της οντογένεσης 
του αιμοποιητικού συστήματος των θηλαστικών από το 
πεδίο της αναπτυξιακής αιμοποίησης77 και η διερεύνηση 
των συνθηκών καλλιέργειας, των αυξητικών παραγόντων 
και της διακυτταρικής σηματοδότησης πιθανώς τελικά θα 
ευοδώσουν τον επί μακρόν επιδιωκόμενο στόχο της πα-
ραγωγής ΑΑΚ από ανθρώπινα PSCs.

Β2. Στρατηγικές γονιδιακής επιδιόρθωσης
Όπως συζητήθηκε παραπάνω, τα iPSCs επιτρέπουν 

περισσότερoυς γενετικούς χειρισμούς σε σχέση με τα 
ΑΑΚ. Κυρίως δύο προσεγγίσεις γενετικής επιδιόρθω-
σης συζητήθηκαν προηγουμένως, οι οποίες περιλαμβά-
νουν την γονιδιακή προσθήκη σε «ασφαλείς λιμένες» και 
την γονιδιακή επιδιόρθωση μέσω ομόλογου ανασυνδυα-
σμού. Η γονιδιακή προσθήκη σε «ασφαλείς λιμένες» πα-
ρέχει ίσως μια καθολική προσέγγιση στην αντιμετώπιση 
νοσημάτων που προκαλούνται από μειωμένη ή μηδαμι-
νή έκφραση ενός γονιδίου και επιτρέπει την ταυτόχρονη 
έκφραση υπεράριθμων γονιδίων, όπως τα γονίδια αυτο-
κτονίας ή γονίδια αντοχής σε φαρμακευτικές ουσίες. Μπο-
ρούμε να οραματιστούμε, ένα σχέδιο παρόμοιο με αυτό 
που προτάθηκε από τους Papapetrou et al, όπου κλώνοι 
με τυχαίες ενθέσεις αναλύονται προoπτικά ή εναλλακτικά 
οι ενθέσεις στοχεύουν σε μία εξαρχής επιλεγμένη θέση 
ασφαλείας (safe harbor). Παρόλο που οι θέσεις ασφαλεί-
ας παρέχουν ένα σημείο εκκίνησης, επιπλέον δεδομένα 
θα χρειαστούν για να καθιερώσουν καθολικές θέσεις στο 
ανθρώπινο γονιδίωμα. Η εξελισσόμενη ανάλυση του αν-
θρώπινου γονιδιώματος και η καλύτερη κατανόηση της 
λειτουργίας του μπορεί να βοηθήσει στη βελτίωση των 
σύγχρονων κριτηρίων, για παράδειγμα με την ενσωμά-
τωση της γνώσης των αλληλεπιδράσεων της χρωματίνης 
σε μεγάλες αποστάσεις, των μη-κωδικών RNA και του 
ρυθμιστικού DNA.

Η επιδιόρθωση τoυ ενδογενούς γονιδίου της β-σφαι
ρίνης in situ είναι επίσης μια επιθυμητή προσέγγιση και 
πολλές μελέτες δείχνουν ότι είναι εφικτή. Η β-ΜΑ προ-
καλείται από ένα πολύ μεγάλο αριθμό διαφορετικών με-
ταλλαγών που καλύπτουν όλο το γονίδιο, αλλά το γονίδιο 
της β-σφαιρίνης περιλαμβάνει μόνο τρία μικρά εξώνια και 
δύο μικρά ιντρόνια που καλύπτουν περίπου 1.6 kb. Επο-
μένως, είναι δυνατόν να φανταστούμε την ανάπτυξη ενός 
στοχευμένου φορέα για επιδιόρθωση, κατάλληλου για τις 
περισσότερες μεταλλαγές, αν και η απόδοσή του θα ποι-
κίλε μεταξύ των ασθενών με διαφορετικούς γονότυπους 
και με πιθανούς πολυμορφισμούς στις ομόλογες περιοχές. 
Η γονιδιακή επιδιόρθωση μόνο του ενός αλληλομόρφου 
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θα ήταν επαρκής για να βελτιώσει το φαινότυπο, αρκεί 
ο επιδιορθωμένος γονιδιακός τόπος να εκφράζεται στα 
επίπεδα του φυσιολογικού αλληλόμορφου. Ένας σημα-
ντικός όγκος δουλειάς θα απαιτούνταν, όπου θα εμπλε-
κόταν η συστηματική σύγκριση διαφορετικών φορέων 
με ή χωρίς την επαγωγή θραύσης της διπλής αλυσίδας 
του DNA από ενδονουκλεάσες και διαφορετικές στρα-
τηγικές για την διαμόλυνση του εξωγενούς DNA (donor 
DNA), όπως επίσης επιπλέον δεδομένα για την αποτε-
λεσματικότητα και την ασφάλεια των διάφορων νουκλε-
ασών. Οι ZFN (zinc finger nucleases) προηγούνται των 
άλλων τεχνολογιών στην κλινική εφαρμογή αλλά η στό-
χευση βλαστοκυττάρων, αντί διαφοροποιημένων κυττά-
ρων, επιβάλλει αποδείξεις για πολύ μεγαλύτερα περιθώρια 
ασφαλείας. Παράλληλα, δοκιμασίες για την γενοτοξικό-
τητα που επάγεται από τις ενδονουκλεάσες, κυρίως λόγω 
έκτοπης κατάτμησης του DNA, θα χρειαστεί να καθιε-
ρωθούν και να τυποποιηθούν.

Εφόσον τα iPSCs είναι δυνατόν να κλωνοποιηθούν 
και να πολλαπλασιαστούν, η παραγωγή ενός μόνον ή λί-
γων γενετικά επιδιορθωμένων κλώνων με τεκμηριωμέ-
να ασφαλές γενετικό υπόστρωμα επαρκεί για την κλινική 
εφαρμογή της τεχνολογίας. Ανεξαρτήτως της στρατηγι-
κής γονιδιακής επιδιόρθωσης, είναι σημαντικό να απο-
φευχθεί η παρατεταμένη καλλιέργεια, καθώς αυτό μπορεί 
να αυξήσει την συχνότητα απόκτησης γενετικών ανωμα-
λιών78. Παρόλα αυτά ο γενετικός χειρισμός θα επιβάλλει 
αναπόφευκτα την παρατεταμένη καλλιέργεια των σειρών 
iPSCs. Έτσι, δοκιμασίες για την επαλήθευση της γονιδι-
ακής ακεραιότητας, όπως αναλύθηκε στο προηγούμενο 
εδάφιο, θα είναι απαραίτητες.

Γ. Προβλήματα ειδικά για τις κυτταρικές 
θεραπείες της β-ΜΑ και της ΔΝ που 
βασίζονται στα iPSCs. Προϊόντα αίματος 
προερχόμενα από τα iPSCs

Πολλοί ασθενείς που πάσχουν από β-MA και ΔN θα 
επωφελούνταν επίσης από την ανάπτυξη προϊόντων αίμα-
τος από iPSCs. Αν και αυτή η προσέγγιση δεν θα παρείχε 
μακροχρόνια θεραπεία, αυτόλογα ή συμβατά ερυθρά θα 
ήσαν πολύτιμα για τους ασθενείς με αλλο-αντισώματα, 
κάτι που συμβαίνει συχνά λόγω των πολλαπλών μεταγγί-
σεων. Μεταγγίσεις με ερυθρά αιμοσφαίρια προερχόμενα 
από ανθρώπινα PSCs αντιπροσωπεύουν μια από τις πιο 
θελκτικές βραχυπρόθεσμες στρατηγικές κυτταρικής θε-
ραπείας με παράγωγα PSCs. Παρόλο που τα ερυθρά αι-
μοσφαίρια δεν εκφράζουν αντιγόνα ιστοσυμβατότητας 
HLA, εκφράζουν έναν αριθμό επιφανειακών αντιγόνων 

και έχουν περιγραφεί αντισώματα έναντι όλων (σχεδόν 
400 αντιγόνα) τα οποία ανήκουν σε 30 οικογένειες. Το 
γεγονός αυτό καθιστά δύσκολο να φανταστούμε τράπε-
ζες με iPSCs που να είναι συμβατά με όλους τους συν-
δυασμούς, αλλά μπορούμε να φανταστούμε μία κύρια 
τράπεζα με μερικές μόνο σειρές οι οποίες θα είναι αρνη-
τικές για τα αντιγόνα Rhesus καθώς και για όσο το δυ-
νατόν περισσότερα ελάσσονα αντιγόνα. 

Πολλές μελέτες έχουν επιδείξει την δυνατότητα παρα-
γωγής κυττάρων της ερυθράς σειράς από ανθρώπινα ESCs 
και iPSCs in vitro με διαφορετικά πρωτόκολλα21,79-81. Είναι 
ξεκάθαρο από τις μελέτες αυτές ότι τα κύτταρα που προ-
κύπτουν εκφράζουν κυρίως την εμβρυική (ε), τη νεογνική 
(γ) και πρακτικά καθόλου τη β-αλυσίδα της αιμοσφαι-
ρίνης. Παρόλο που μπορεί στο μέλλον να αναπτυχθούν 
πρωτόκολλα in vitro για να επάγουν και τη β-αλυσίδα, 
μία ενδιαφέρουσα ιδέα είναι να χρησιμοποιήσουμε αυτήν 
την αναπτυξιακή τους “αωρότητα” για να πάρουμε φαι-
νοτυπικά επιδιορθωμένα κύτταρα από ασθενείς με β-ΜΑ 
και ΔΝ χωρίς την ανάγκη γενετικής τροποποίησης μέσω 
γενετικής μηχανικής. Τέλος, θα απαιτηθούν μελέτες που 
να αξιολογούν τη λειτουργικότητα και την αντιγονικό-
τητα των ερυθρών αιμοσφαιρίων που παράγονται in vi-
tro, όπως επίσης και πρόοδος στην μαζική παραγωγή των 
κυττάρων82. Μια ενδιαφέρουσα προοπτική είναι η παρα-
γωγή από τα iPSCs, προγονικών κυτταρικών σειρών που 
θα ανήκουν στην ερυθρά σειρά και θα είναι ικανές για τε-
λική διαφοροποίηση. Αυτές θα μπορούν να εκπτυχθούν 
και να φυλαχθούν σε τράπεζες, αυξάνοντας τους υποψή-
φιους λήπτες και εξοικονομώντας χρόνο και κόστος83.

Επίλογος
Η τεχνολογία των iPSC βρίσκεται στο επίκεντρο της 

επιστημονικής κοινότητας και των μέσων ενημέρωσης 
και είναι πολλά υποσχόμενη για την ανάπτυξη νέων θε-
ραπευτικών επιλογών για τη β-ΜΑ, τη ΔΝ και πολλών 
άλλων κληρονομικών και επίκτητων διαταραχών του αι-
μοποιητικού ιστού. Κάποιες από τις εφαρμογές της στην 
αναγεννητική ιατρική, όπως η παραγωγή παραγώγων 
αίματος, φαίνεται να είναι επικείμενες. Άλλες, όπως η 
παραγωγή ΑΑΚ για μεταμόσχευση, φαίνονται πιο απο-
μακρυσμένες στο μέλλον. Καινοτομίες σε πολλά μέτω-
πα, όπως στην παραγωγή iPSC υψηλής ποιότητας και 
στην ανάπτυξη καλύτερων πρωτοκόλλων διαφοροποίη-
σης, προτύπων για τη διασφάλιση της ποιότητας, νομι-
κών πλαίσιων και οικονομικά αποδοτικών διαδικασιών 
παραγωγής, θα είναι απαραίτητες για να κινηθούμε από 
την έρευνα αυτής της συναρπαστικής τεχνολογίας στην 
κλινική εφαρμογή της.
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Gene and cell therapy for beta-thalassemia and sickle cell disease with induced 
pluripotent stem cells (iPSCs): the next frontier 

by Eirini P. Papapetrou
Departments of Oncological Sciences, Hematology and Medical Oncology, Icahn School of Medicine 

at Mount Sinai, New York, NY 10029, USA

Abstract: In recent years, breakthroughs in human pluripotent stem cell (hPSC) research, namely cel-
lular reprogramming and the emergence of sophisticated genetic engineering technologies, have opened 
new frontiers for cell and gene therapy. The prospect of using hPSCs, either autologous or histocompat-
ible, as targets of genetic modification and their differentiated progeny as cell products for transplanta-
tion, presents a new paradigm of regenerative medicine of potential tremendous value for the treatment 
of blood disorders, including SCD and BT. Despite advances at a remarkable pace and great promise, 
many roadblocks remain before clinical translation can be realistically considered. Here we discuss the 
theoretical advantages of cell therapies utilizing hPSC derivatives, recent proof-of-principle studies and 
the main challenges towards realizing the potential of hPSC therapies in the clinic.
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Γονιδιακή στόχευση και γονιδιακή επιδιόρθωση

Ελένη Παπανικολάου1,2, Νικόλαος Π. Ανάγνου1,2

Περίληψη: Την τελευταία δεκαετία, η αποκωδικοποίηση σημαντικών ρυθμιστικών στοιχείων του γο-
νιδιώματος καθώς και οι συνεχείς βελτιώσεις των τεχνικών της μοριακής βιολογίας έχουν συνεισφέρει 
σημαντικά στην ανάπτυξη στρατηγικών για την οριστική θεραπεία διαφόρων μονογονιδιακών ασθε-
νειών. Η τεχνολογία αιχμής της ανάπτυξης των επαγόμενων ολοδύναμων κυττάρων καθώς και η δη-
μιουργία τεχνητών νουκλεασών οι οποίες έχουν την ικανότητα να δρουν σε στοχευμένες περιοχές του 
γονιδιώματος, έχουν απογειώσει τις θεραπευτικές στρατηγικές εκτοπίζοντας ακόμα και την πολύ σημα-
ντική προσέγγιση της γονιδιακής θεραπείας. Η γονιδιακή εκδοτική επεξεργασία (gene editing), αποτε-
λεί μια διαδικασία κατά την οποία πραγματοποιείται τροποποίηση του γονιδιώματος σε συγκεκριμένη 
και, από πριν καθορισμένη θέση, γεγονός που καθιστά τις νέες προσεγγίσεις αποτελεσματικότερες, και 
ενδεχομένως ασφαλέστερες της γονιδιακής προσθήκης μέσω ρετροϊικών φορέων, δεδομένου ότι παρά 
τις εκτεταμένες γνώσεις μας γύρω από τη βιολογία τους, δεν έχει καταστεί δυνατή μέχρι σήμερα, η στο-
χευμένη ενσωμάτωση τους στο γονιδίωμα. Στο συγκεκριμένο άρθρο συζητούμε για τη δομή, τον τρόπο 
λειτουργίας και τις κλινικές και μελλοντικές εφαρμογές των νουκλεασών μέσω της θεραπευτικής προ-
σέγγισης της γονιδιακής στόχευσης και επιδιόρθωσης.
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Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Για περισσότερα από 40 χρόνια, η γονιδιακή θερα-

πεία εμφανίστηκε ως μία αποτελεσματική προσέγγιση 
για την αντιμετώπιση μονογονιδιακών ασθενειών1. Ως 
εκ τούτου, τα πρωτόκολλα γονιδιακής θεραπείας περι-
ελάμβαναν προσθήκη του φυσιολογικού αλληλομόρ-
φου γονιδίου στο γονιδίωμα του ασθενούς με τη χρήση 
τροποποιημένων ρετροϊικών φορέων. Καίτοι η γονιδια-
κή προσθήκη ήταν επιτυχής στην αντιμετώπιση συγκε-
κριμένων κληρονομικών ασθενειών, όπως διαφόρων 
τύπων ανοσοανεπαρκειών2, εντούτοις η εμφάνιση λευ-
χαιμίας στην κλινική μελέτη γονιδιακής θεραπείας της 
φυλοσύνδετης βαρειάς συνδυασμένης ανοσοανεπάρκει-

ας (X-SCID), λόγω της ενεργοποίησης του πρωτο-ογκο-
γονιδίου LMO2 συνεπεία της ενσωμάτωσης του φορέα 
στο δεύτερο ιντρόνιο του ανωτέρω γονιδίου3, μετρίασαν 
σημαντικά τόσο την αρχική επιτυχία, όσο και τις προσ-
δοκίες για μελλοντική ασφαλή εφαρμογή της γονιδιακής 
θεραπείας. Παρά το γεγονός ότι το πεδίο της γονιδιακής 
θεραπείας ανταποκρίθηκε άμεσα, εισάγοντας ασφαλέστε-
ρους λεντιϊκούς φορείς4 και ενώ οι γνώσεις μας γύρω από 
τη βιολογία των ρετροϊών, αλλά και των ρετροϊικών φο-
ρέων είναι εκτεταμένες, εντούτοις μέχρι σήμερα δεν έχει 
καταστεί δυνατή η ελεγχόμενη ενσωμάτωση του φορέα 
σε συγκεκριμένες και στοχευμένες θέσεις στο γονιδίωμα.

Η γονιδιακή στόχευση συνιστά μια έννοια σχεδόν ταυ-
τόσημη της θεραπείας, καθώς αποτελεί μια προσέγγιση 
κατά την οποία το λειτουργικό γονίδιο είτε προστίθεται 
είτε διορθώνεται σε συγκεκριμένη και ελεγχόμενη θέση 
στο γονιδίωμα, εξασφαλίζοντας ταυτόχρονα και τις ιδα-
νικές συνθήκες ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης, δεδο-
μένου ότι η διόρθωση λαμβάνει χώρα στον υπό θεραπεία 
γονιδιακό τόπο, σε αντίθεση με τη γονιδιακή προσθήκη 
μέσω ρετροϊικών φορέων, όπου το θεραπευτικό γονίδιο 
δύναται να ενσωματωθεί σε τυχαία έκτοπη θέση. Απα-
ραίτητη προϋπόθεση για την επιτυχή γονιδιακή στόχευ-
ση συνιστούν τα ρήγματα στη δίκλωνη έλικα του DNA 
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(double strand breaks) τα οποία μπορούν να πραγματο-
ποιηθούν με χρήση ειδικών νουκλεασών οι οποίες δρουν 
σε συγκεκριμένες, στοχευμένες και προκαθορισμένες θέ-
σεις στο γονιδίωμα5. Τέτοιες νουκλεάσες είναι:

•	Ο ι νουκλεάσες δακτύλων ψευδαργύρου (ZFNs, Zinc 
Finger Nucleases)

•	Ο ι νουκλεάσες τύπου TALEN (Τranscription Αctivator-
Like Effector Nucleases)

•	Ο ι νουκλεάσες του συστήματος CRISPR/Cas9
Ο τρόπος δράσης των ανωτέρω νουκλεασών βασί-

ζεται στην πρόκληση ρηγμάτων στο δίκλωνο DNA σε 
συγκεκριμένες και στοχευμένες θέσεις, τα οποία εν συ-
νεχεία επισκευάζονται είτε μέσω ομόλογου ανασυνδυα-
σμού (HR, homologous recombination), είτε με σύνδεση 
μη-ομόλογων άκρων (NHEJ, non-homologous end-join-
ing). Μέσω των μηχανισμών αυτών, η επιδιόρθωση των 
ρηγμάτων δύναται να οδηγήσει σε διάσπαση, αποκοπή 
και ανασύσταση της αρχικής αλληλουχίας (Σχήμα 1). 
Στην περίπτωση της επιδιόρθωσης μέσω σύνδεσης μη-
ομόλογων άκρων, τότε συνήθως δημιουργούνται είτε προ-
σθήκες (insertions) ή ελλείμματα (deletions), γνωστά και 
ως indels. Αντιθέτως, η υψηλής πιστότητας επιδιόρθω-
ση μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού, πραγματοποιείται 
κατά τη φάση S/G2 του κυτταρικού κύκλου, δεδομένης 
της παρουσίας εξωγενούς αλληλουχίας DNA τα άκρα 

της οποίας εμφανίζουν ομολογία με τη στοχευμένη θέ-
ση της δράσης της νουκλεάσης. Βάσει αυτού, γίνεται 
κατανοητό, ότι η πλειονότητα των αρχέγονων αιμοποιη-
τικών κυττάρων, τα οποία ευρίσκονται στη φάση Go/G1 
του κυτταρικού κύκλου, αναμένεται να εμφανίζουν ιδι-
αιτέρως χαμηλά ποσοστά επιδιόρθωσης μέσω ομόλογου 
ανασυνδυασμού. Ωστόσο, ο μηχανισμός αυτός συνιστά 
μια σαφή στρατηγική γονιδιακής στόχευσης σε ασφαλείς 
θέσεις του γονιδιώματος όπως για παράδειγμα στους λε-
γόμενους ασφαλείς λιμένες (safe harbors)6, ή στη θέση 
AAVS1, ενώ επιπλέον αποτελεί στρατηγική διόρθωσης 
των μεταλλάξεων των υπεύθυνων για την ασθένεια, ει-
σάγοντας το λειτουργικό αντίγραφο του μεταλλαγμένου 
γονιδίου στην κανονική απόσταση από τον φυσικό του 
υποκινητή, αποκαθιστώντας πλήρως τη γονιδιακή έκφρα-
ση και συνεπώς και τη λειτουργία5.

Οι νουκλεάσες δακτύλων ψευδαργύρου 
(ZFNs, Zinc Finger Nucleases)

Τόσο στα προκαρυωτικά κύτταρα (βακτήρια) όσο και 
στα ευκαρυωτικά κύτταρα, είναι απαραίτητη η σύνδεση 
συγκεκριμένων πρωτεϊνών στους υποκινητές ή στους 
ενισχυτές των γονιδίων, προκειμένου να ρυθμισθεί η με-
ταγραφή. Αυτές οι πρωτεΐνες καλούνται παράγοντες με-
ταγραφής (ή μεταγραφικοί παράγοντες) και η σύνδεση 
τους στο DNA είναι ειδική, δηλαδή κάθε ξεχωριστός πα-
ράγοντας μεταγραφής αναγνωρίζει και διαφορετική αλ-
ληλουχία DNA. Τέτοιοι κοινοί παράγοντες μεταγραφής 
είναι η TBP (TATA box Binding Protein) που συνδέεται 
στην αλληλουχία ΤΑΤΑΑ των υποκινητών, η πρωτεΐνη 
SP1 (Specific Protein 1) που συνδέεται στην αλληλου-
χία GGGCGG, και άλλοι. Oι περισσότεροι µεταγραφι-
κοί παράγοντες έχουν δύο διακριτές περιοχές, µία για την 
πρόσδεσή τους στο DNA και µία δεύτερη για τη ρύθμιση 
της μεταγραφής. H περιοχή ρύθμισης αλληλεπιδρά µε τις 
RNA πολυμεράσες του κυττάρου ή με βοηθητικούς πα-
ράγοντες έναρξης της μεταγραφής ή µε σύμπλοκα ακετυ-
λίωσης και αναδιοργάνωσης της χρωµατίνης. Η περιοχή 
σύνδεσης στο DNA από δομική άποψη, ταξινομεί τους 
μεταγραφικούς παράγοντες σε τρεις κύριες κατηγορίες: 
α) παράγοντες μεταγραφής με δομή έλικα-στροφή-έλι-
κα, β) παράγοντες μεταγραφής με δομή τύπου φερμουάρ 
λευκίνης (leucine zipper) και γ) παράγοντες μεταγραφής 
με δομή τύπου δακτύλων ψευδαργύρου (zinc fingers).

Οι δάκτυλοι ψευδαργύρου είναι πρωτεϊνικές υποπερι-
οχές στις οποίες το άτομο ψευδαργύρου (Zn) διαδραμα-
τίζει δομικό ρόλο, συνεισφέροντας στη σταθεροποίηση 
της συγκεκριμένης περιοχής. Σε κάθε δάκτυλο ψευδαρ-
γύρου, τέσσερα συνολικά μόρια κυστεΐνης και ιστιδίνης 
συνδέονται τετραεδρικά με ένα ιόν ψευδαργύρου. Οι 
νουκλεάσες δακτύλων ψευδαργύρου είναι πρωτεΐνες οι 
οποίες συντίθενται τεχνητά και υιοθετούν τη δομή δα-

Σχήμα 1. Η δημιουργία ρηγμάτων στο δίκλωνο DNA επιδι-
ορθώνεται είτε μέσω σύνδεσης μη-ομόλογων άκρων (Α), είτε 
μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού (Β). Για τον ομόλογο ανα-
συνδυασμό κρίνεται απαραίτητη η ταυτόχρονη ύπαρξη της 
ομόλογης αλληλουχίας (πράσινο χρώμα).
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κτύλων ψευδαργύρου προκειμένου να συνδεθούν στο 
DNA από τους αντίστοιχους παράγοντες μεταγραφής, 
ενώ χρησιμοποιούν τη νουκλεάση FokI για τη δημιουρ-
γία του δίκλωνου ρήγματος. Η σύλληψη της δημιουργίας 
τους ανήκει στον Chandrasegaran7, ο οποίος παρατήρη-
σε ότι στην περιοριστική ενδονουκλεάση FokI, η περιοχή 
σύνδεσης στο DNA και η περιοχή με δράση νουκλεάσης 
είναι ξεχωριστές και φυσικά διακριτές. Η περιοχή με δρά-
ση νουκλεάσης δεν ενεφάνιζε ιδιαίτερη εξειδίκευση και 
ο Chandrasegaran έδειξε ότι η θέση της πέψης μπορού-
σε να ανακατευθυνθεί με κατάλληλους χειρισμούς στην 
περιοχή σύνδεσης στο DNA8,9. Οι περιοχές με τη μεγα-
λύτερη χρησιμότητα απεδείχθησαν οι δάκτυλοι ψευδαρ-
γύρου με τη γνωστή συνύπαρξη των τεσσάρων κυστεϊνών 
και ιστιδινών. Σε κάθε δάκτυλο υπάρχουν 30 αμινοξέα 
που συνδέονται μέσω της κυστεΐνης-ιστιδίνης με ένα ιόν 
ψευδαργύρου και έχουν τη χαρακτηριστική δομή αββ, 
δηλαδή α-έλικα—β-πτυχωτό φύλλο—β-πτυχωτό φύλλο. 
Ανάλυση της κρυσταλλικής τους δομής έδειξε ότι κάθε 
δάκτυλος συνδέεται απ’ ευθείας με 3 βάσεις του DNA10 
και επομένως μεταβάλλοντας τη δομή των αμινοξέων 
-διατηρώντας ωστόσο τις θέσεις κυστεΐνης-ιστιδίνης- 
είναι δυνατόν να προβλεφθεί η αλληλουχία-στόχος του 
γονιδιώματος και να κατασκευασθούν νέες νουκλεάσες 
με θέσεις σύνδεσης σε συγκεκριμένες αλληλουχίες στό-
χους. Αυτή η προσέγγιση άνοιξε τον δρόμο για την κατα-
σκευή πολλών και διαφορετικών νουκλεασών δακτύλων 
ψευδαργύρου με ξεχωριστές ειδικότητες σύνδεσης σε δι-
ακριτές αλληλουχίες-στόχους. Περαιτέρω, επειδή η θέση 
δράσης της νουκλεάσης FokI λειτουργεί μόνο μετά από 
διμερισμό11, η στρατηγική στόχευσης περιλαμβάνει την 
κατασκευή ζεύγους νουκλεασών τύπου δακτύλων ψευ-
δαργύρου, όπου κάθε δάκτυλος ψευδαργύρου μήκους 
30 αμινοξέων, συνδέεται με 3 βάσεις, και το ζεύγος δι-
ατάσσεται εκατέρωθεν της θέσης της νουκλεάσης FokI, 
εξασφαλίζοντας τον διμερισμό της FokI στη θέση δημι-
ουργίας του δίκλωνου ρήγματος (Σχήμα 2). 

Κάθε ZFN συνδέεται ειδικά με αλληλουχίες-στόχους 
μήκους 18-36 ζευγών βάσεων12. Γίνεται λοιπόν κατανοη-
τό ότι για να στοχευθούν 9 βάσεις στο γονιδίωμα, θα πρέ-
πει να κατασκευαστεί για κάθε νουκλεάση διαφορετική 
αλληλουχία μήκους 90 αμινοξέων, δηλαδή 270 ζευγών 
βάσεων. Για μεγαλύτερη αλληλουχία-στόχο, προφανώς 
πρέπει να κατασκευαστεί και μεγαλύτερη νουκλεάση. Για 
τον λόγο αυτό, η κατασκευή των ZFN αποτελεί μείζον 
μειονέκτημα για την ευρεία χρήση τους, καθώς για κάθε 
διαφορετική αλληλουχία-στόχο πρέπει να προσαρμόζεται 
και η αντίστοιχη αλληλουχία που κωδικοποιεί τη νουκλε-
άση, γεγονός το οποίο είναι χρονοβόρο και αρκετές φο-
ρές οικονομικά ασύμφορο. Περαιτέρω, κάθε νέο ζεύγος 
πρέπει να εξεταστεί ως προς τη δραστικότητα του, αυ-
ξάνοντας ακόμα περισσότερο τον χρόνο παραγωγής και 
το κόστος. Επομένως, βασικά μειονεκτήματα των νου-

κλεασών τύπου δακτύλων ψευδαργύρου αποτελούν: α) 
η δυσκολία στον σχεδιασμό τους, β) η τροποποίηση και 
η βελτιστοποίηση τους για κάθε νέα αλληλουχία-στόχο, 
γ) η αδυναμία στόχευσης οιαδήποτε αλληλουχίας, δε-
δομένου ότι δεν έχουν ανιχνευθεί όλοι οι δάκτυλοι που 
συνδέονται με όλες τις τριπλέτες βάσεων, δ) η χαμηλή συ-
χνότητα12 δημιουργίας των δίκλωνων ρηγμάτων (~24%) 
και τέλος ε) η δημιουργία δίκλωνων ρηγμάτων σε έκτο-
πη θέση12 (off-target effect).

Οι νουκλεάσες τύπου δακτύλων ψευδαργύρου (zinc 
finger nucleases; ZFN), αποτελούν αναμφισβήτητα ση-
μαντικότατο εργαλείο γονιδιακής στόχευσης. Η Sangamo 
Biosciences έχει επενδύσει σημαντικά στην εφαρμογή των 
ZFN για διάφορες ασθένειες και έχει προχωρήσει και σε 
κλινικές μελέτες σε ορισμένες περιπτώσεις. Επί παρα-
δείγματι, η χρήση των ZFN για τη δημιουργία ελλειμ-
μάτων στην περιοχή του συν-υποδοχέα CCR5 του HIV, 
θεωρείται βαρύνουσας σημασίας για την ίαση των ασθε-
νών που πάσχουν από AIDS (βλ. κατωτέρω).

Οι νουκλεάσες τύπου TALEN 
Η δομή των νουκλεασών τύπου TALEN (Transcription 

Activator-Like Effector Nucleases) ομοιάζει με αυτή των 

Σχήμα 2. Οι νουκλεάσες τύπου δακτύλων ψευδαργύρου (zinc 
finger nucleases; ZFN) λειτουργούν ανά ζεύγη (αριστερή ZFN-
δεξιά ZFN). Κάθε δάκτυλος ψευδαργύρου (σε κόκκινο πλαί-
σιο) αποτελείται από 30 αμινοξέα εκ των οποίων 2 ιστιδίνες 
και 2 κυστεΐνες ευρίσκονται σε συντηρημένες θέσεις και είναι 
υπεύθυνες για τη σύνδεση της πεπτιδικής αλυσίδας με ένα ιόν 
ψευδαργύρου (πράσινη ή μπλε σφαίρα). Κάθε δάκτυλος ψευ-
δαργύρου διαθέτει συγκεκριμένη αλληλουχία και συνδέεται 
ειδικά με 3 βάσεις στο DNA. Το ζεύγος διατάσσεται εκατέρω-
θεν της θέσης της νουκλεάσης FokI, εξασφαλίζοντας τον διμε-
ρισμό της FokI στη θέση δημιουργίας του δίκλωνου ρήγματος.
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ZFN. Συγκεκριμένα, όπως και στην περίπτωση των ZFN, 
και οι TALENs δρουν σε διμερή μορφή και αποτελούνται 
από πρωτεΐνες-χίμαιρες με τη νουκλεάση FokI12 συζευγ-
μένη με πρωτεϊνικές υποπεριοχές από τους παράγοντες 
έναρξης της μεταγραφής (Transcription Activator-Like 
Effectors, TALE) οι οποίοι εξυπηρετούν τη θέση σύνδε-
σης τους στο DNA και έχουν απομονωθεί από είδη του 
βακτηρίου του γένους Xanthomonas spp. Η κατασκευή 
τους είναι επίσης δύσκολη και χρονοβόρα. Κάθε TALE 
αποτελείται από διαδοχικές υπομονάδες μήκους 33-35 
αμινοξέων. Σε κάθε υπομονάδα υπάρχει μία συντηρη-
μένη αλληλουχία αμινοξέων (Σχήμα 3) όπου τα πρώτα 
11 αμινοξέα παραμένουν ίδια σε κάθε υπομονάδα, ακο-
λουθούν δύο μεταβλητά αμινοξέα στις θέσεις 12-13 τα 
οποία προσδίδουν και την εξειδίκευση της σύνδεσης της 
υπομονάδας στη συγκεκριμένη αζωτούχο βάση, και εν 
συνεχεία διατάσσονται τα υπόλοιπα αμινοξέα της υπο-
μονάδας μήκους 20-23 αμινοξέων, τα οποία είναι επίσης 
συντηρημένα. Τα αμινοξέα στις θέσεις 12-13 καλούνται 
επαναλαμβανόμενα μεταβλητά αμινοξέα (repeat variable 
diresidues, RVDs). Έχουν περιγραφεί 4 διαφορετικοί τύ-
ποι επαναλαμβανόμενων μεταβλητών αμινοξέων, ήτοι, 
οι συνδυασμοί Asn-Gly, His-Asp, Asn-Ile, και Asn-Asn 
[όπου Asn = Ασπαραγίνη, Asp = Ασπαρτικό οξύ, Ile = Ισο-

λευκίνη, His = Ιστιδίνη, και Gly = Γλυκίνη] και οι οποί-
οι αναγνωρίζουν τις αζωτούχες βάσεις του DNA θυμίνη 
(T), κυτοσίνη (C), αδενίνη (A), και γουανίνη (G) ή αδε-
νίνη (Α), αντίστοιχα, όπως φαίνεται στο Σχήμα 3. Επο-
μένως, αν η αλληλουχία-στόχος αποτελείται από 30-40 
βάσεις, τότε η κάθε TALEN θα αποτελείται αντιστοίχως 
από 30-40 υπομονάδες όπου η κάθε υπομονάδα συνδέται 
μέσω των μεταβλητών αμινοξέων στην αλληλουχία-στό-
χο12. Υπολογίζοντας ότι η κάθε υπομονάδα αποτελείται 
από 33-35 αμινοξέα, γίνεται κατανοητό ότι για την κα-
τασκευή κάθε TALEN απαιτούνται 990-1400 αμινοξέα, 
γεγονός που σημαίνει ότι η κωδικοποιητική περιοχή κάθε 
TALEN εκτιμάται τουλάχιστον στα 3000 ζεύγη βάσεων. 
Συνεπώς, τα μειονεκτήματα σε ό,τι αφορά την κατασκευή 
τους είναι παρόμοια με αυτά των ZFN αν και στην περί-
πτωση των TALENs επειδή έχουν ταυτοποιηθεί πλήρως 
τα ζεύγη των μεταβλητών αμινοξέων που συνδέονται με 
τις 4 αζωτούχες βάσεις (Σχήμα 3), είναι εφικτή η κατα-
σκευή οιασδήποτε TALEN για οιαδήποτε αλληλουχία-
στόχο. Εντούτοις, σημαντικό μειονέκτημα αποτελεί η 
μή απόλυτη σύνδεση κάθε ζεύγους μεταβλητών αμινο-
ξέων με τις 4 αζωτούχες βάσεις, γεγονός το οποίο αυξά-
νει την πιθανότητα δημιουργίας δίκλωνου ρήγματος σε 
έκτοπη θέση.

Σχήμα 3. Οι νουκλεάσες τύπου TALEN. Η δομή κάθε TALEN (A) και ο τρόπος δράσης τους (Β). Επεξήγηση συμβόλων αμινοξέων: 
Ν = ασπαραγίνη, G = γλυκίνη, Η = ιστιδίνη, D = ασπαρτικό οξύ, I = ισολευκίνη. 
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Το σύστημα CRISPR/Cas9
Σε αντίθεση με τις δύο προηγούμενες κατηγορίες 

όπου οι νουκλεάσες διαθέτουν ειδική δομή προκειμέ-
νου να συνδεθούν στο DNA, οι νουκλεάσες του συστή-
ματος CRISPR/Cas9 χρησιμοποιούν μικρά μόρια RNA 
συμπληρωματικά ως προς την αλληλουχία-στόχο, για να 
δεσμευθούν στο DNA. 

Το βακτηριακό σύμπλεγμα τύπου ΙΙ συστάδων βρα-
χέων παλινδρομικών επαναληπτικών αλληλουχιών δια-
τεταγμένων ανά τακτά διαστήματα (Clustered, Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR) απο-
τελείται από 3 επί μέρους στοιχεία: α) τη σχετιζόμενη 
νουκλεάση Cas9 (CRISPR-associated nuclease), β) το 
CRISPR RNA το οποίο καθορίζει την ειδικότητα της δο-
μής (crRNA), και γ) το βοηθητικό trans-activating crRNA 
(tracrRNA). Για τη σύνδεση της Cas9 στο DNA, προηγεί-
ται υβριδοποίηση των crRNA και tracrRNA και ακολουθεί 
η σύνδεση της Cas9 πρώτα στο υβρίδιο crRNA-tracrRNA 
και εν συνεχεία στο DNA μέσω της ειδικής αλληλουχί-
ας-οδηγού gRNA (guide RNA) μήκους 20 βάσεων. Η 
αλληλουχία gRNA αποτελεί τμήμα του crRNA, και εί-
ναι συμπληρωματική ως προς την αλληλουχία-στόχο και 
πρέπει υποχρεωτικά να ευρίσκεται πριν από την τριπλέ-
τα νουκλεοτιδίων NGG στην αλληλουχία-στόχο13. Ει-
δικότερα, η αλληλουχία-στόχος πρέπει να διαθέτει 20 
βάσεις συμπληρωματικές ως προς το gRNA και εν συ-
νεχεία να ακολουθεί το μοτίβο NGG (όπου Ν μπορεί να 
είναι οποιοδήποτε νουκλεοτίδιο). Η τριπλέτα NGG κα-

λείται πρωτο-διαστηματικό γειτονικό μοτίβο (Protospacer 
Adjacent Motif, PAM) και αναγνωρίζεται από την ίδια 
την Cas9. Το σύστημα μπορεί να απλοποιηθεί με τη σύ-
ντηξη των αλληλουχιών του crRNA και του tracrRNA, 
σχηματίζοντας το μοναδικό-οδηγό RNA (single-guided 
RNA, sgRNA), το οποίο μιμείται τη δράση των υβριδίων 
crRNA/tracrRNA και μπορεί εξ ίσου αποτελεσματικά να 
κατευθύνει τη νουκλεάση Cas9 στο DNA14. Το σύστημα 
της νουκλεάσης του συστήματος CRISPR/Cas9 απεικο-
νίζεται στο Σχήμα 4. 

Η ευελιξία του συστήματος CRISPR/Cas9 οφείλεται 
ακριβώς στο γεγονός ότι χρειάζεται να κατασκευαστεί 
μόνο ένα μόριο RNA μήκους 20 βάσεων προκειμένου 
να κατευθυνθεί η νουκλεάση στην αλληλουχία-στόχο, 
παρέχοντας ταυτόχρονα τα υπόλοιπα συστατικά του συ-
στήματος τα οποία παραμένουν αμετάβλητα, δηλαδή τη 
νουκλεάση και το tracrRNA. Είναι προφανές ότι από όλες 
τις προσεγγίσεις το σύστημα CRISPR/Cas9 εμφανίζει 
τεράστιο πλεονέκτημα καθώς η κατασκευή οιασδήποτε 
αλληλουχίας με τη μορφή εκκινητών (primers) είναι μια 
στρατηγική η οποία πραγματοποιείται ευρέως σε όλα τα 
εργαστήρια μοριακής ιατρικής και αποτελεί εύκολη και 
χαμηλού κόστους προσέγγιση.

Ωστόσο, παρά την ευελιξία του, το πολύ σοβαρό μει-
ονέκτημα του συστήματος CRISPR/Cas9 είναι η δημι-
ουργία δίκλωνων ρηγμάτων σε έκτοπη θέση καθώς η 
ειδικότητα του βασίζεται στην υβριδοποίηση μόλις 20 
ζευγών βάσεων μεταξύ του gRNA και της αλληλουχίας-

Σχήμα 4. Το σύστημα νουκλεάσης CRISPR/Cas9. Απεικονίζεται η νουκλεάση Cas9 με μωβ χρώμα, η ειδική αλληλουχία-οδηγός 
gRNA (guide RNA) με πράσινο χρώμα καθώς και το μοναδικό-οδηγό μόριο RNA (single-guided RNA, sgRNA) με κίτρινο χρώμα, το 
οποίο περιέχει το χιμαιρικό τμήμα crRNA-tracrRNA) και χρησιμοποιείται για να κατευθύνει τη νουκλεάση Cas9 στην αλληλουχία-
στόχο.
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στόχου. Εν τούτοις, είναι σημαντικό το γεγονός ότι ακρι-
βώς για τον ίδιο λόγο, είναι εφικτό να προβλεφθούν οι 
πιθανές θέσεις δημιουργίας έκτοπων ρηγμάτων εφ’ όσον 
είναι γνωστές οι θέσεις αναντιστοιχίας (mismatches) που 
σχηματίζονται. Στη μελέτη των Hsu και συν.15 έγινε με-
γάλης κλίμακας ανίχνευση και χαρακτηρισμός όλων των 
δίκλωνων ρηγμάτων που προέκυψαν με χρήση του συστή-
ματος CRISPR/Cas9, όπου επιβεβαιώθηκε η δημιουργία 
δίκλωνων ρηγμάτων σε έκτοπη θέση, αλλά ταυτοχρόνως 
ταυτοποιήθηκε πλήρως ποιές εναλλακτικές αλληλουχίες 
της αλληλουχίας-στόχου μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
σαν πρότυπα για τη δημιουργία των έκτοπων ρηγμάτων. 
Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι θέσεις αναντιστοιχί-
ας βρίσκονται κυρίως στο 5΄ άκρο του sgRNA, δηλαδή 
απομακρυσμένα σε σχέση με τη θέση PAM, ότι υπάρχει 
η δυνατότητα ποσοτικοποίησης του sgRNA προκειμέ-
νου να ελαχιστοποιηθεί η έκτοπη δημιουργία ρηγμάτων 
αλλά και ότι μπορεί να προβλεφθεί η θέση δημιουργίας 
έκτοπων ρηγμάτων με χρήση αλγορίθμων. Πράγματι, οι 
συγγραφείς προχώρησαν στη δημιουργία του ιστότοπου 
http://www.genome-engineering.org/, όπου είναι εφικτό 
να ανιχνευθούν οι πιθανές θέσεις έκτοπων ρηγμάτων ανά-
λογα με την επιθυμητή αλληλουχία gRNA. Ο ιστότοπος 
παρέχει πληροφορίες για τη γονιδιακή θέση του πιθανού 
έκτοπου ρήγματος, εάν επί παραδείγματι. ευρίσκεται σε 
ιντρόνιο ή σε κωδικοποιητική περιοχή του γονιδίου και 
επιλέγει το βέλτιστο gRNA, δηλαδή την αλληλουχία με 
τη μικρότερη πιθανότητα δημιουργίας έκτοπου ρήγματος. 
Σε κάθε περίπτωση, οι πιθανές θέσεις έκτοπων ρηγμάτων 
είναι από πριν γνωστές, ώστε να είναι ανιχνεύσιμες με-
τά τη γονιδιακή επεξεργασία. Αντίστοιχος ιστότοπος έχει 
περιγραφεί και για τις ZFN (http://ccg.vital-it.ch/tagger/
targetsearch.html) αν και εξαιρετικό ενδιαφέρον εμφανίζει 
η μελέτη των Gabriel και συν.16 η οποία αναφέρει ότι για 
τις ZFN είναι αδύνατη η πρόβλεψη in silico των θέσεων 
δημιουργίας έκτοπων ρηγμάτων. Σχετικά πολύτιμα δεδο-
μένα για τις νουκλεάσες τύπου TALEN δημοσιεύθηκαν 
πολύ πρόσφατα17 στο διαδίκτυο (https://chopchop.rc.fas.
harvard.edu/ και http://baolab.bme.gatech.edu/Research/ 
BioinformaticTools/prognos.html), θέτοντας έτσι στη διά-
θεση των ερευνητών περισσότερα εργαλεία που μπορούν 
να βοηθήσουν στον σχεδιασμό ασφαλέστερων στρατηγι-
κών. Σαφώς το πεδίο των μοριακών θεραπειών των μο-
νογονιδιακών ασθενειών κινείται προς την κατεύθυνση 
αυτή και λαμβάνοντας υπ’ όψιν το σημαντικό πλεονέ-
κτημα της πρόβλεψης των έκτοπων ρηγμάτων, φαίνε-
ται ότι υπάρχει στον ορίζοντα η πιθανότητα γονιδιακής 
επεξεργασίας και στόχευσης συνδυάζοντας το καλύτερο 
αποτέλεσμα με τη μέγιστη δυνατή ασφάλεια. Τέλος, μια 
επιπλέον στρατηγική για την ελαχιστοποίηση της δημι-
ουργίας ρηγμάτων σε έκτοπη θέση αποτελεί η προσέγγι-
ση των Tsai και συν.18 οι οποίοι συνδύασαν τη νουκλεάση 
FokI με το σύστημα CRISPR/Cas9, επιτυγχάνοντας υψη-

λό βαθμό εξειδίκευσης και χαμηλό ποσοστό ανεπιθύμη-
των μεταλλάξεων.

Γονιδιακή στόχευση και θεραπεία
Ανοσοανεπάρκειες

Επί του παρόντος, οι μόνες κλινικές μελέτες φάσης 
Ι ή ΙΙ που βασίζονται στη γονιδιακή στόχευση πραγμα-
τοποιούνται στις ΗΠΑ με χρήση νουκλεασών τύπου 
δακτύλων ψευδαργύρου και αφορούν στη δημιουργία 
ελλειμμάτων στο γονίδιο του συν-υποδοχέα CCR5 του 
HIV στα Τ-λεμφοκύτταρα για τη θεραπεία των ασθενών 
με AIDS19. Σημειωτέον ότι στην κλινική μελέτη συμμε-
τέχουν ασθενείς οι οποίοι είναι ετεροζυγώτες για το γονί-
διο CCR5 και επομένως διαθέτουν μόνο ένα λειτουργικό 
αλληλόμορφο. Η μελέτη ξεκίνησε το 2009 και αναμένε-
ται να ολοκληρωθεί εντός του 2014. Μέχρι στιγμής έχουν 
συμμετάσχει 7 ασθενείς με AIDS στους οποίους πραγ-
ματοποιείται κυτταραφαίρεση και ακολουθεί επεξεργα-
σία των T-λεμφοκυττάρων με το ζεύγος των κατάλληλων 
ZFN. Εν συνεχεία, 5-30 δισεκατομμύρια γενετικά επεξερ-
γασμένα Τ-λεμφοκύτταρα επανεγχέονται στους ασθενείς. 
Τα αρχικά αποτελέσματα της μελέτης δημοσιοποιήθηκαν 
στο τελευταίο συνέδριο της Αμερικανικής Εταιρείας Γο-
νιδιακής και Κυτταρικής Θεραπείας (ASGCT) τον Μάιο 
του 2014 και έδειξαν ότι οι 3 από τους 7 ασθενείς επέτυ-
χαν 10-πλάσια μείωση του ιϊκού φορτίου στο περιφερι-
κό αίμα, ενώ σε 2 δεν ανιχνεύθηκε καθόλου η παρουσία 
του HIV στο περιφερικό αίμα20. Τα αποτελέσματα αυτά 
είναι ανάλογα με εκείνα των κυκλοφορούντων γονιδια-
κά επεξεργασμένων Τ-λεμφοκυττάρων τα οποία στερού-
νται της παρουσίας του CCR5.

Είναι προφανές ότι η συγκεκριμένη μελέτη είναι πολ-
λά υποσχόμενη, ωστόσο δεν υπάρχουν πληροφορίες για 
τις θέσεις και το ποσοστό δημιουργίας έκτοπων ρηγμά-
των, ούτε για το πως πραγματοποιείται η ανίχνευση τους. 
Υπάρχει τουλάχιστον μία προηγούμενη σχετική μελέτη21, 
στην οποία αναφέρεται ότι οι νουκλεάσες τύπου δακτύ-
λων ψευδαργύρου καίτοι επέτυχαν τη δημιουργία ελ-
λειμμάτων στο γονίδιο του CCR5, εντούτοις ενεφάνισαν 
10-πλάσια χαμηλότερη προτίμηση δημιουργίας ελλειμ-
μάτων στο γονίδιο CCR2, του οποίου παρατηρείται με-
γάλη ομολογία συγκριτικά με την αλληλουχία του CCR5. 
Η δημιουργία έκτοπων ρηγμάτων σε άλλες θέσεις εκτός 
των CCR5 και CCR2, ενεφάνισε συχνότητα 1:20000 και 
εντοπίστηκε σχετικά αυξημένη στο ιντρόνιο του γονιδίου 
ABLIM2 (Actin Binding LIM Protein Family, Member 
2) το οποίο εμπλέκεται στην ανάπτυξη και διαφοροποί-
ηση του κεντρικού νευρικού συστήματος.

Tα ανωτέρω δεδομένα υποδηλώνουν ότι αφ’ ενός μεν 
πρέπει να αντιμετωπισθούν τα θέματα ασφαλείας της δυ-
νητικής εισχωρητικής μεταλλαξογένεσης, και αφ΄ετέρου 
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ότι υπάρχουν περιθώρια βελτίωσης για το ποσοστό της 
γονιδιακής διόρθωσης, καθώς φαίνεται ότι δι-αλληλικά 
ελλείμματα είναι μάλλον δύσκολο να δημιουργηθούν, 
δεδομένου ότι στην προηγούμενη κλινική μελέτη μετεί-
χαν μόνον ετεροζυγώτες. Σε αυτό ενδεχομένως εμπλέκε-
ται η φάση του κυτταρικού κύκλου του υπό επεξεργασία 
κυττάρου, καθώς όπως αναφέρθηκε στην αρχή, η επιδι-
όρθωση του DNA πραγματοποιείται μόνο στη φάση S/
G2 του κυτταρικού κύκλου. Προς το σκοπό αυτό, σημα-
ντική είναι η στρατηγική των Genovese και συν.5, όπου 
στόχευσαν στη διόρθωση του γονιδίου IL2RG, οι μεταλ-
λάξεις του οποίου προκαλούν βαριά συνδυασμένη ανο-
σοανεπάρκεια. Στην εν λόγω μελέτη, έγινε ταυτόχρονη 
εισαγωγή των mRNA των ZFN σε CD34+ κύτταρα ομ-
φαλίου αίματος, καθώς και μιας ομόλογης αλληλουχί-
ας, με απώτερο σκοπό τη διόρθωση του IL2RG μέσω 
ομόλογου ανασυνδυασμού. Απεδείχθη όντως ότι τα αρ-
χέγονα αιμοποιητικά κύτταρα εμφανίζονται ιδιαιτέρως 
ανθεκτικά σε οιασδήποτε φύσεως γονιδιακή εξεργασία 
λόγω της παραμονής τους στη φάση Go. Η σημαντικό-
τητα της μελέτης ωστόσο, έγκειται στο γεγονός ότι με 
την κατάλληλη επεξεργασία της παρεχόμενης ομόλογης 
αλληλουχίας και τους κατάλληλους in vitro χειρισμούς 
των κυττάρων, κατέστη δυνατή η ηυξημένη συχνότητα 
του ομόλογου ανασυνδυασμού απ’ ευθείας στα αρχέγο-
να αιμοποιητικά κύτταρα, και όχι σε εμβρυϊκά βλαστι-
κά κύτταρα (ES) ή σε επαγόμενα ολοδύναμα βλαστικά 
κύτταρα (iPS) όπως είχε παρατηρηθεί σε προηγούμενες 
μελέτες. Είναι λοιπόν προφανές, ότι ο δρόμος προς την 
επιτυχή διόρθωση των ενήλικων αρχέγονων βλαστικών 
κυττάρων μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού έχει αρχίσει 
να διαγράφεται με σαφήνεια.

Θαλασσαιμίες και Αιμοσφαιρινοπάθειες
Υπάρχουν αρκετές μελέτες in vitro και in vivo σε ζω-

ϊκά μοντέλα που αναφέρονται στη διόρθωση του θαλασ-
σαιμικού φαινότυπου μέσω γονιδιακής στόχευσης και 
ειδικότερα μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού. Η πρώτη 
μελέτη22 αφορούσε στη θεραπεία της α-θαλασσαιμίας σε 
επαγόμενα ολοδύναμα αρχέγονα κύτταρα στα οποία έγι-
νε εισαγωγή του γονιδίου της α-σφαιρίνης μέσω ZFN και 
ομόλογου ανασυνδυασμού στον γονιδιακό τόπο AAVS1 
στο χρωμόσωμα 19, και ακριβέστερα στη θέση 19q13.42, 
ο οποίος αποτελεί γνωστό ασφαλή λιμένα6. Ακολούθησαν 
και άλλες αντίστοιχες εργασίες όπου με χρήση TALENs 
επετεύχθη διόρθωση της β-θαλασσαιμίας σε επαγόμενα 
ολοδύναμα αρχέγονα κύτταρα23 ή σε κυτταρικές σειρές24. 
Υπενθυμίζεται ότι στις αρχικές δημοσιεύσεις περιγραφής 
της δημιουργίας των επαγόμενων ολοδύναμων αρχέγονων 
αιμοποιητικών κυττάρων σε ζωϊκά μοντέλα ποντικού25, η 
φαινοτυπική διόρθωση αφορούσε στη δρεπανοκυτταρι-
κή νόσο και είχε επιτευχθεί με ομόλογο ανασυνδυασμό, 

ενώ τα κύτταρα διατηρούν τον εμβρυϊκό χαρακτήρα τους 
χωρίς τη βοηθητική χρήση των νουκλεασών. Παρά το ότι 
η φαινοτυπική διόρθωση ήταν επιτυχής, εν τούτοις η συ-
χνότητα του ανασυνδυασμού ήταν χαμηλή ακόμα και στα 
iPS, γεγονός που ώθησε την ερευνητική κοινότητα προς 
εξεύρεση εναλλακτικών τρόπων γονιδιακής στόχευσης 
ή/και ομόλογου ανασυνδυασμού.

Η αξιοποίηση των διαφόρων τύπων νουκλεασών 
δεν φαίνεται να μένει ανεκμετάλλευτη στα θαλασσαιμι-
κά σύνδρομα. Ειδικά για τις β-θαλασσαιμίες, είναι γνω-
στό ότι η έκφραση της γ-σφαιρίνης βελτιώνει σημαντικά 
την κλινική εικόνα των ασθενών26,27, ενώ η γ-σφαιρίνη 
εμφανίζει επιπλέον το πλεονέκτημα της αποφυγής δημι-
ουργίας δυνητικών αντισωμάτων, αποτελώντας ιδανική 
στρατηγική θεραπείας ιδιαίτερα για τους ασθενείς με βο 
θαλασσαιμία, οι οποίοι είναι ενδεχόμενο ότι με τη γονι-
διακή θεραπεία με χρήση φορέων β-σφαιρίνης, πιθανόν 
να αναπτύξουν αντισώματα έναντι της β-σφαιρίνης. Η 
πρόσφατη ανακάλυψη του ερυθροειδικού ενισχυτή στο 
δεύτερο ιντρόνιο του γονιδίου BCL11A28 κατευθύνει τις 
μοριακές θεραπείες για τη β-θαλασσαιμία προς την οδό 
της γονιδιακής επεξεργασίας. Ο συγκεκριμένος ενισχυ-
τής είναι υπεύθυνος για την έκφραση του BCL11A μόνο 
στην ερυθροποιητική σειρά. Το BCL11A αποτελεί γνωστό 
καταστολέα της έκφρασης των γ-γονιδίων και επομένως 
δημιουργία ελλείμματος μόνο στην περιοχή του ερυθρο-
ειδικού ενισχυτή επηρεάζει την έκφραση του BCL11A 
μόνο στα ερυθροποιητικά κύτταρα, ενώ δεν επηρεά-
ζει την έκφραση του στις υπόλοιπες αιμοποιητικές σει-
ρές. Σε μια νέα προσέγγιση, η Sangamo Biosciences σε 
συνεργασία με την ομάδα του Γ. Σταματογιαννόπουλου 
στο Πανεπιστήμιο της Washington των ΗΠΑ, προχώρη-
σε σε αφαίρεση όλου του γονιδιακού τόπου του BCL11A 
-και όχι αποκλειστικά του ερυθροειδικού ενισχυτή- στα 
CD34+ αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα θαλασσαιμικών 
ασθενών μέσω ZFN. Τα αποτελέσματα της συγκεκριμέ-
νης μελέτης29 ανακοινώθηκαν τον Δεκέμβριο του 2013 
στο Συνέδριο της Αμερικανικής Εταιρείας Αιματολογί-
ας (ASH) και εμφανίζονται ιδιαιτέρως ελπιδοφόρα. Εν 
τούτοις, όπως και στην περίπτωση της κλινικής μελέτης 
για τη δημιουργία ελλειμμάτων στο γονιδιακό τόπο του 
CCR5, και στην περίπτωση της θαλασσαιμίας η μελέ-
τη χρήζει βελτίωσης καθώς δεν είναι γνωστή ούτε η συ-
χνότητα ούτε οι θέσεις δημιουργίας έκτοπων ρηγμάτων, 
ενώ επιπλέον, η αφαίρεση όλου του γονιδιακού τόπου 
του BCL11A είναι δεδομένο ότι δύναται να επηρεάσει 
την ανάπτυξη και διαφοροποίηση όλων των αιμοποιητι-
κών κυτταρικών σειρών. Ως εκ τούτου, θεωρείται πιθανό 
ότι η ερευνητική κοινότητα θα εστιασθεί σε στοχευμένη 
αφαίρεση μόνο του ερυθροειδικού ενισχυτή με απώτερο 
σκοπό την αποτελεσματική ενεργοποίηση των ενδογενών 
γονιδίων της γ-σφαιρίνης, η οποία ελπίζεται ότι θα οδη-
γήσει σε θεραπευτικές προοπτικές της β-θαλασσαιμίας.

Συμπερασματικά, καθίσταται σαφές ότι οι νέες εξε-
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λίξεις στο πεδίο της βασικής έρευνας, καθώς επίσης και 
των τεχνολογιών των επαγόμενων ολοδύναμων βλαστι-
κών κυττάρων αλλά και της ανάδειξης νέων ρυθμιστικών 
στοιχείων του γονιδιώματος, σε συνδυασμό με την ανά-
πτυξη της σύγχρονης τεχνογνωσίας στο πεδίο της γονι-

διακής στόχευσης και επιδιόρθωσης, υπόσχονται μία νέα 
εποχή για τη ριζική θεραπεία πολλών σημαντικών μονο-
γονιδιακών διαταραχών με στοχευμένες και ασφαλέστε-
ρες προσεγγίσεις30. 
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Abstract: Over the last decade, the discovery of important novel regulatory elements of the human 
genome combined with the continuous developments of novel technologies in the field of molecular bi-
ology and biotechnology, have conferred important conceptual insights for the implementation of new 
molecular approaches for the treatment of monogenic disorders. The advent of induced pluripotent stem 
cells and the design of novel nucleases that target specific areas in the genome, have rendered gene ed-
iting approaches as pivotal players in the field of therapy of inherited diseases. Gene targeting is antici-
pated to outperform the classical approach of gene therapy via gene addition utilizing retroviral vectors, 
mainly due to the inability, so far, of this approach, to establish a targeted integration of the vector in-
to the host genome. This review presents the current status of gene editing and gene repair, reviews the 
recent results and discusses how this knowledge can be used to eventually develop a safe and effective 
molecular approach for the treatment of monogenic diseases and particularly of hemopoietic disorders.
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