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 Περίληψη 

 

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες, με κυριότερες τή δρεπανοκυτταρική αναιμία και 

τή β-θαλασσαιμία, αποτελούν τις πιο διαδεδομένες μονογονιδιακές ασθένειες 

παγκοσμίως. Τα τελευταία χρόνια απετέλεσαν ορόσήμο για τις 

αιμοσφαιρινοπάθειες καθώς εγκρίθήκαν νέες, επαναστατικές γονιδιακές 

θεραπείες για τήν αντιμετώπισή τους δίνοντας νέες προοπτικές στή θεραπεία 

γενετικών διαταραχών. Παρότι παρέχουν τήν προοπτική τής ίασής, κάτι που 

μέχρι πρότινος έμοιαζε αδύνατον, ή πρόσβασή των ασθενών σε αυτές είναι ακόμα 

εξαιρετικά περιορισμένή. Σε αυτό συμβάλλει το υπέρογκο κόστος των θεραπειών 

αυτών καθώς και ή έλλειψή τεχνογνωσίας και εγκαταστάσεων στις χώρες που 

εντοπίζεται ή πλειοψήφία των ασθενών. Παράλλήλα, οι συμβατικές προσεγγίσεις 

εξακολουθούν να περιορίζονται στή χρήσή τής υδροξυουρίας (στή 

δρεπανοκυτταρική αναιμία) που δεν καλύπτει πολλούς ασθενείς και στήν 

ανακούφισή των συμπτωμάτων με μεταγγίσεις και θεραπείες αποσιδήρωσής 

(στή β-θαλασσαιμία). Είναι επομένως πολύ σήμαντική ή εύρεσή εναλλακτικών 

θεραπειών που να μπορούν να εφαρμοστούν καθολικά και αποτελεσματικά στήν 

κλινική πράξή.  



Το μικρό μόριο UM-171 επάγει τήν έκπτυξή των αρχέγονων 

αιμοποιήτικών κυττάρων (HSCs), με τις έρευνες να προτείνουν ως μοριακό 

μήχανισμό δράσής τήν έμμεσή αποικοδόμήσή τής απομεθυλάσής LSD1 με τή 

μεσολάβήσή τής πρωτεΐνής KBTBD4. Καθώς έχει δειχθεί ότι ή φαρμακολογική 

αναστολή τής LSD1 οδήγεί σε αυξήμένα επίπεδα έκφρασής τής γ-σφαιρίνής, ή 

ερευνήτική μας ομάδα πραγματοποίήσε πειράματα για να ελεγχθεί αν ή 

προσθήκή του  UM-171 μπορεί επίσής να επάγει τήν έκφρασή τής γ-σφαιρίνής. 

Με τα πρωταρχικά πειράματα να επιβεβαιώνουν τήν υπόθεσή αυτή, κρίθήκε 

μεγάλου επιστήμονικού ενδιαφέροντος ή διερεύνήσή του υποκείμενου μοριακού 

μήχανισμού για να εξακριβωθεί αν ή πρωτεΐνή KBTBD4 υποκινεί τήν επαγωγή 

τής γ-σφαιρίνής.  

Ο σκοπός τής παρούσας εργασίας χωρίζεται σε δύο μέρή.  Το πρώτο ήταν 

ή επιβεβαίωσή των ήδή υπαρχόντων βιβλιογραφικών δεδομένων που αφορούν 

το μικρό μόριο UM-171. Το μέρος αυτό ολοκλήρώθήκε επιτυχώς με τήν 

επιβεβαίωσή τόσο τής επαγωγής τής έκπτυξής και  τής διατήρήσής του 

αρχέγονου χαρακτήρα των HSCs όσο και τής πρωτεοσωμικής αποικοδόμήσής τής 

LSD1. Επιπρόσθετα δείχθήκε ότι ή επίδρασή του UM-171 στις ερυθροειδικές 

καλλιέργειες των HSCs είναι δοσοεξαρτώμενή. Το δεύτερο μέρος περιλάμβανε τήν 

αξιοποίήσή 2 λεντιικών φορέων, έναν για τήν αποσιώπήσή (shKBTBD4) και έναν 

για τήν εκτοπική υπερέκφρασή (KBTBD4over) τής KBTBD4 με σκοπό τή 

διαλεύκανσή του ρόλου τής στήν επαγωγή τής εμβρυικής αιμοσφαιρίνής. 

Εξαιτίας τής πολυπλοκότήτας του σχεδιασμού καθώς και των υψήλών τεχνικών 

απαιτήσεων που συνοδεύουν τήν παραγωγή των φορέων αυτών, δεν 

ολοκλήρώθήκε ή παραγωγή τους εντός των χρονικών ορίων τής παρούσας 

εργασίας. Παρόλα αυτά ή παραγωγή και απομόνωσή του πλασμιδίου που φέρει 

το διαγονίδιο για τήν αποσιώπήσή τής  KBTBD4 ήταν επιτυχής, γεγονός που 

καθιστά εφικτή τή μελλοντική παραγωγή του αντίστοιχου λεντιικού φορέα που 

μπορεί να αξιοποιήθεί για τήν εξακρίβωσή τής πιθανής εμπλοκής τής KBTBD4. 

 

 



Abstract 

 

Hemoglobinopathies, primarily sickle cell disease (SCD) and β-thalassemia, 

represent the most widespread monogenic disorders worldwide. The recent years 

have marked a milestone for hemoglobinopathies, as revolutionary gene therapies 

have been approved for their treatment, opening new perspectives in the 

management of genetic disorders. Although these therapies offer the potential for 

a cure, something previously considered unattainable, patient access remains 

severely limited. This limitation is largely due to the exorbitant cost of such 

therapies, as well as the lack of expertise and infrastructure in countries where 

the majority of the patients are located. At the same time, conventional 

approaches remain restricted to the use of hydroxyurea (in SCD), which is not 

effective for many patients, and to symptomatic relief through transfusions and 

iron chelation therapies (in β-thalassemia). It is therefore of paramount 

importance to identify alternative therapeutic strategies that can be applied 

universally and effectively in clinical practice. 

The small molecule UM-171 induces the expansion of hematopoietic stem cells 

(HSCs), with studies suggesting the KBTBD4-mediated degradation of the 

demethylase LSD1 as the mechanism of action. Since pharmacological inhibition 

of LSD1 has been shown to increase γ-globin expression levels, our research group 

conducted experiments to determine whether UM-171 could therefore induce γ-

globin expression. With preliminary experiments confirming this hypothesis, it 

became a matter of significant scientific interest to investigate the underlying 

molecular mechanism, specifically whether the protein KBTBD4 drives the 

induction of γ-globin. 

The objective of the present work is divided into two parts. The first was to 

validate existing literature data concerning the small molecule’s UM-171 capacity 

to expand HSCs without driving them into terminal differentiation. This part was 

successfully completed, confirming both the induction of expansion and 

maintenance of the primitive phenotype of HSCs, as well as the proteasomal 

degradation of LSD1. In addition, it was demonstrated that the effect of UM-171 



on erythroid HSC cultures is dose-dependent. The second part involved the 

utilization of two lentiviral vectors: one for silencing (shKBTBD4) and one for 

ectopic overexpression (KBTBD4over) of KBTBD4, with the aim of elucidating its 

role in the induction of fetal hemoglobin. Due to the complexity of the design and 

the high technical requirements associated with the production of these vectors, 

their generation was not completed within the timeframe of the present study. 

Nevertheless, the production and isolation of the plasmid carrying the transgene 

for KBTBD4 silencing was successful, thus enabling the future production of the 

corresponding lentiviral vector, which may be employed to verify the potential 

involvement of KBTBD4. 

 

 

Εισαγωγή 

 

1. Αιμοποιητικό σύστημα 
 

1.1 Αρχέγονα Αιμοποιητικά Κύτταρα 
 

Οι περισσότεροι ιστοί του ανθρώπινου οργανισμού αποτελούνται κυρίως 

από διαφοροποιήμένα λειτουργικά κύτταρα ενώ ταυτόχρονα διατήρούν μικρούς 

πλήθυσμούς πολυδύναμων προγονικών κυττα ρων που ε χουν τή δυνατο τήτα να 

αναπλήρω νουν τα κυ τταρα που χα νονται λο γω φυσιολογική ς φθορα ς, 

τραυματισμου  ή  ασθε νειας. Πολυα ριθμες ε ρευνες που πραγματευ ονται τήν 

απομο νωσή και τή μελε τή των κυττα ρων αυτω ν απο  διαφορετικου ς ιστου ς και 

ο ργανα, ε δειξαν ο τι ή αναγε ννήσή και ή επιδιο ρθωσή βλαβω ν πραγματοποιει ται 

με τή μεσολα βήσή ιστοειδικω ν πολυδυ ναμων κυττα ρων [6]. Όπως τα εμβρυι κα  

πολυδυ ναμα κυ τταρα, ε τσι και τα ιστοειδικα  ε χουν τήν ικανο τήτα να 

διαφοροποιου νται προς ω ριμα κυ τταρα τα οποι α διατελου ν τις λειτουργει ες του 

εκα στοτε ιστου  καθω ς επι σής να διαιωνι ζονται με σα απο  μια διαδικασι α γνωστή  

ως αυτο -ανανε ωσή [8]. Ο συνδυασμο ς των δυ ο αυτω ν ιδιοτή των καθιστα  τή 



μελε τή τους ως το βασικο τερο εργαλει ο τής αναγεννήτική ς ιατρική ς, στή 

προσπα θεια ευ ρεσής νε ων αποτελεσματικω ν θεραπειω ν ενα ντια σε νεοπλασι ες, 

νευροεκφυλιστικε ς ασθε νειες καθω ς και σε αυτοα νοσα νοσή ματα. 

Πριν από περισσότερο από 60 χρόνια οι James Till και Ernest McCulloch με 

μια σειρά πειραμάτων υπέδειξαν για πρώτή φορά μια μικρή υποομάδα κυττάρων 

του μυελού των οστών ως υπεύθυνή για τις ιδιότήτες τής διαφοροποίήσής, τής 

πολυδυναμίας και τής αυτοανανέωσής στο αιμοποιήτικό σύστήμα [9]. 

Συγκεκριμένα παρατήρήσαν ότι τα συγκεκριμένα κύτταρα σχήμάτιζαν αποικίες 

στο σπλήνα των ακτινοβολήμένων πειραματόζωων μετά τή μεταμόσχευσή τους 

με αποτέλεσμα τήν επιβίωσή των πειραματόζωων. Για το λόγο αυτό τα κύτταρα 

ονομάστήκαν colony-forming unit spleen (CFU-S). Αν και αρχικά θεωρήθήκε ότι 

προέρχονταν από αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα (HSCs), αργότερα έγινε 

γνωστό ότι πρόκειται για έναν μικτό πλήθυσμό πρόδομων κυττάρων που 

προέρχονται από δεσμευμένα πρόδρομα κύτταρα, φανερώνοντας έτσι τήν 

πολυπλοκότήτα τής ιεραρχίας των αρχέγονων κυττάρων. Τα πειράματα των Till 

και McCulloch ήταν κομβικής σήμασίας για τήν επιστήμή καθώς πυροδότήσαν 

ένα κύμα νέων ερευνών με στόχο τήν απομόνωσή και τον χαρακτήρισμό των 

HSCs [12]. 

Τα αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα (HSCs) αποτελούν τον εκτενέστερα 

μελετήμένο πλήθυσμό αρχέγονων κυττάρων στον άνθρωπο αλλά και σε 

πειραματικά μοντέλα όπως οι επίμυες. Το χαρακτήριστικό τους γνώρισμα και 

ταυτοχρόνως ο μόνος τρόπος να επιβεβαιωθεί ή ύπαρξή τους σε ένα μόσχευμα, 

είναι ή ικανότήτά ανασύστασής του αιμοποιήτικού και λεμφικού συστήματος 

μετά από εμφύτευσή τους σε μυελοκατεσταλμένους λήπτες.   



 

Εικόνα 1 Σχηματική απεικόνιση των σταδίων διαφοροποίησης των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων 

[Cheng H et al. (2020)] 

 

Η κυτταρική σύστασή του μυελού των οστών είναι εξαιρετικά ετερογενής 

και περιλαμβάνει διαφορετικούς πλήθυσμούς κυττάρων τα οποία ταξινομούνται 

σύμφωνα με τή δυνατότήτα αυτο-ανανέωσής και διαφοροποίήσής τους [13]. Μια 

πολύ μικρή μερίδα κυττάρων με φαινότυπο CD34+ παρουσιάζουν δυναμικό long-

term αρχέγονων αιμοποιήτικών κυττάρων (LT-HSCs) και αποτελούν τους 

θεμελιώδεις πυλώνες τής αιμοποίήσής. Συγκεκριμένα ή ικανότήτά τους να 

αυτοανανεώνονται επ' αόριστον εγγυάται τήν συνεχή ανανέωσή των κυττάρων 

του αίματος που αποτελεί προϋπόθεσή για τήν επιβίωσή του οργανισμού [10]. Το 

αντιγόνο CD34 (Cluster of Differentiation - CD) είναι μια διαμεμβρανική 

γλυκοπρωτεΐνή που εκφράζεται στα ανθρώπινα αρχέγονα αιμοποιήτικά 

κύτταρα, στα ενδοθήλιακά πρόδορμα κύτταρα, στα αγγειακά ενδοθήλιακά 

κύτταρα, σε εμβρυϊκούς ινοβλάστες και σε ορισμένα κύτταρα του εμβρυϊκού και 

ενήλικου νευρικού ιστού. Η πρωτεΐνή αυτή φαίνεται να συμβάλλει στήν 



κυτταρική προσκόλλήσή, στήν ρύθμισή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

καθώς και στή διαδικασία τής διαφοροποίήσής. Τα LT-HSCs, μετά από ορισμένο 

αριθμό αυτό-ανανεώσεων, διαφοροποιούνται προς κύτταρα με δυναμικό short-

term ΗSCs (ST-HSCs), τα οποία με τή σειρά τους διαφοροποιούνται προς 

πολυδύναμα πρόδρομα κύτταρα (MMPs). Τα ΜΜPs έχουν πολύ μικρό δυναμικό 

αυτό-ανανέωσής καθώς ή κύρια λειτουργία τους είναι ή διαφοροποίήσή τους 

προς τους δύο βασικούς τύπους προγονικών κυττάρων, αυτόν τής μυελικής 

σειράς CMP (Common Myeloid Progenitor) και αυτόν τής λεμφικής CLP (Common 

Lymphoid Progenitor) όπως φαίνεται στήν Εικόνα 1 . Ενώ o CLP διαφοροποιείται 

μόνο προς κύτταρα τής λεμφικής σειράς όπως είναι οι ‘‘φυσικοί φονείς’’ (Natural 

killer cells) και τα λεμφοκύτταρα (Τ- και Β-), ο CMP δίνει δύο διαφορετικούς 

τύπους πρόδρομων κυττάρων τα οποία είναι διδύναμα. Συγκεκριμένα ο GMP 

(Granulocyte-Macrophage Progenitor) διαφοροποιείται προς κοκκιοκύτταρα και 

μακροφάγα ενώ ο MEP (Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitor) προς 

αιμοπετάλια και ερυθροκύτταρα [10][11]. 

 

1.2 Αιμοποίηση 
 

Μία από τις βασικότερες λειτουργείες του ανθρώπινου οργανισμού είναι 

ή διαδικασία τής αιμοποίήσής μέσω τής οποίας παράγονται οι διαφορετικοί 

τύποι κυττάρων του αίματος από τα αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα (HSCs). 

Πρόκειται για μια διαδικασία που πραγματοποιείται καθ’ όλή τή διάρκεια τής 

ζωής ξεκινώντας αμέσως μετά τήν επιτυχή εμφύτευσή του ζυγωτού. 

Συγκεκριμένα κατά τους πρώτους δύο μήνες τής κύήσής το έμβρυο βρίσκεται 

στήν προ-ήπατική φάσή και ή αιμοποίήσή πραγματοποιείται στις αιμοποιήτικές 

νήσίδες που σχήματίζονται από μεσεγχυματικά κύτταρα (αγγειοβλάστες) που 

προέρχονται από το μεσόδερμα [3]. Τα εξωτερικά κύτταρα αυτών των νήσιδίων 

σχήματίζουν το ενδοθήλιο των πρώτων αγγείων ενώ τα εσωτερικά 

διαφοροποιούνται προς πρόδρομα κύτταρα του αίματος και ειδικότερα σε 

πρόδρομους ερυθροβλάστες. Κατά τήν 6ή εβδομάδα τής κύήσής ή διαδικασία τής 

αιμοποίήσής μετατοπίζεται κυρίως στο ήπαρ και σε μικρότερο βαθμό στο σπλήνα 

καθώς αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα εισέρχονται στο παρέγχυμα των 



οργάνων αυτών. Κατά τήν ήπατοσπλήνική φάσή, όπως αποκαλείται, 

παρατήρείται σήμαντική παραγωγή κοκκιοκυττάρων, αιμοπεταλίων, 

ερυθροβλαστών και ερυθροκυττάρων [3][5] . Παρότι ή φάσή αυτή διαρκεί μέχρι 

τή γέννήσή του εμβρύου, λίγο πριν τον 3ο μήνα τής κύήσής δήμιουργείται και ή 

οριστική θέσή αιμοποίήσής, ο μυελός των οστών. Συγκεκριμένα κατά τήν 

μυελοειδή φάσή ο χόνδρινος ιστός, αντικαθίσταται από οστίτή και έτσι 

σήματοδοτεί τήν έναρξή τής μυελικής αιμοποίήσής. Σταδιακά μέχρι τή γέννήσή 

όλα τα οστά συμμετέχουν στήν αιμοποίήσή με τήν παραγωγή των αιμοπεταλίων 

να συμβαίνει κοντά στον 5ο μήνα τής κύήσής ενώ αυτή των ερυθροκυττάρων 

μετά τήν ολοκλήρωσή του 6ου.  Τέλος, μετά τή γέννήσή τα αρχέγονα αιμοποιήτικά 

κύτταρα παράγονται πλέον κατά αποκλειστικότήτα στον μυελό των οστών από 

όπου μεταναστεύουν φυσιολογικά στήν κυκλοφορία του αίματος καθώς και στα 

αρμόδια όργανα που αποτελούν κέντρα παραγωγής λεμφοκυττάρων όπως είναι 

οι λεμφαδένες, ο θύμος αδένας και ο σπλήνας[2][1][4] και με αυτόν τον τρόπο 

πραγματοποιείται ή παραγωγή όλων των κυτταρικών τύπων του αίματος όπως 

περιγράφήκε νωρίτερα. 

 

1.3 Ερυθροποίηση 

 

Τα ερυθροκύτταρα παράγονται από τα αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα 

(HSCs) μέσω τής διαδικασίας τής ερυθροποίήσής, δήλαδή μέσω διαδοχικών 

διαφοροποιήσεων των δεσμευμένων πρόδρομων κυττάρων που οδήγούν τελικά 

στα ώριμα ερυθρά αιμοσφαίρια. Αυτή ή αυστήρά ελεγχόμενή διαδικασία είναι 

απαραίτήτή για τήν αποτελεσματική μεταφορά οξυγόνου στους ιστούς 

ολόκλήρου του οργανισμού. Όπως προαναφέρθήκε τα πρώτα στάδια τής 

διαδικασίας τής ερυθροποίήσής περιλαμβάνουν τή διαφοροποίήσή των HSCs 

προς προγονικά κύτταρα τής μυελικής σειράς CMP που ονομάζονται επίσής και 

CFU-GEMM [14]. Αυτά με τή σειρά τους παράγουν τα προγονικά BFU-E και CFU-

E τα οποία όπως φαίνεται και στήν Εικόνα 2 διατήρούν τον φαινότυπο CD34+ ενώ 

ταυτοχρόνως αρχίζει ή έκφρασή του υποδοχέα τής τρανσφερίνής TfR1 (CD71), 

χαρακτήριστικό γνώρισμα τής ερυθροειδικής σειράς [18]. Η περαιτέρω 

διαφοροποίήσή δίνει μεγάλο αριθμό πρόδρομων κυττάρων, όπως είναι οι 



εμπύρήνοι ερυθροβλάστες, τα οποία πλέον έχουν απολέσει εντελώς τον αρχέγονο 

τους χαρακτήρα (CD34-) και επιπλέον εκφράζουν τή Γλυκοφορίνή Α (CD235a), 

χαρακτήριστικό δείκτή επιφανείας για τα πρόδρομα αλλά και τα ώριμα 

ερυθροκύτταρα [14]. 

 

 

Εικόνα 2 : Σχηματική απεικόνιση της ερυθροποιήσης και των χαρακτηριστικών δεικτών επιφανείας στα 

διάφορα στάδια της [Macrì S et al. (2015)] 

 

Καθώς οι ερυθροβλάστες ωριμάζουν, αποβάλλουν σταδιακά τον πυρήνα τους  και 

μετατρέπονται σε δικτυοερυθροκύτταρα τα οποία εισέρχονται στήν συστήμική 

κυκλοφορία. Δομικά τα δικτυοερυθροκύτταρα διαθέτουν mRNA και ριβοσώμάτα 

για τήν αποτελεσματική σύνθεσή τής αιμοσφαιρίνής ενώ φαινοτυπικά χάνουν 

τον δείκτή επιφανείας CD71 και εκφράζουν μόνο αυτόν τής  Γλυκοφορίνής Α 

(CD235a) [13][14]. Τέλος, ή ωρίμανσή των δικτυοερυθροκυττάρων 



πραγματοποιείται αφού ολοκλήρωθεί ή σύνθεσή τής αιμοσφαιρίνής και έτσι 

προκύπτουν τα ώριμα ερυθροκύτταρα, o πολυπλήθέστερος τύπος κυττάρων του 

αίματος. 

Η ερυθροποίήσή υφίσταται πολυεπίπεδή ρύθυμισή μέσω τής δράσής 

διαφόρων κυτοκινών. Σήμαντικότερή αυτών ή ερυθροποιήτίνή ή εποετίνή (EPO, 

Erythropoietin) [21]. Πρόκειται για μια γλυκοπρωτείνή ή οποία κατά τήν 

εμβρυική ήλικία παράγεται κατά κύριο λόγο στο ήπαρ ενώ λίγο πριν τή γέννήσή 

ή παραγωγή μεταφέρεται στους νεφρούς  και με τήν παρουσία τής ενισχύει τήν 

διαφοροποίήσή και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων τής ερυθράς σειράς [23].  

 

1.4 Ερυθροκύτταρα 

 

Η σήμαντικότερή λειτουργία των ερυθροκυττάρων είναι ή μεταφορά των 

αερίων τής αναπνοής από τους πνεύμονες προς τους ιστούς και αντιστρόφως. 

Συγκεκριμένα μεταφέρουν οξυγόνο (O2) από τους πνεύμονες προς τους ιστούς 

όπου αξιοποιείται ως δότής ήλεκτρονίων για τήν παραγωγή τριφωσφορικών 

αδένινο-νουκλεοτιδίων (ΑΤΡs) στα μιτοχόνδρια. Επιπλέον, απομακρύνουν το 

διοξείδιο του άνθρακα (CO2) που παράγεται ως παραπροϊόν καταβολικών 

διεργασιών των κυττάρων, μεταφέροντας το στους πνεύμονες από όπου και 

αποβάλλεται μέσω τής εκπνοής [20]. Έτσι εξασφαλίζεται ή διατήρήσή τής οξεο-

βασικής ισορροπίας του αίματος συνεπώς και των υπόλοιπων ιστών. Η έλλειψή 

των οργανιδίων και του πυρήνα  παρέχει τή δυνατότήτα μεταβολής τής 

διαμόρφωσής τους έτσι ώστε να επιτυγχάνεται ή διέλευσή τους ακόμα και στα 

τριχοειδή αγγεία με εξαιρετικά μικρή διάμετρο. Το ίδιο όμως χαρακτήριστικό 

συμβάλλει και στήν μειωμένή διάρκεια ζωής τους καθώς ή έλλειψή πυρήνα 

συνεπάγεται με μήδενική παραγωγή πρωτεϊνών που τα καθιστά ευάλωτα σε 

φθορά. Η πλειοψήφία των ώριμων ερυθροκυττάρων πεθαίνουν στον σπλήνα 

λόγω του στενού περιελισσόμενου τριχοειδικού δικτύου που τους ασκεί μεγάλή 

μήχανική πίεσή[18]. 

 



 

Εικόνα 3: Απεικόνιση της δομής ενός μορίου αιμοσφαιρίνης. Διακρίνονται τα δύο ζεύγη αλυσίδων α και β καθώς 

και οι τέσσερεις θέσεις πρόσδεσης των μορίων της  αίμης  [https://askhematologist.com/abnormal-

hemoglobins] 

 

 

 1.5 Aιμοσφαιρίνη 
 

Όπως αναφέρθήκε και παραπάνω τα ώριμα ερυθροκύτταρα περιέχουν 

στο κυτταρόπλασμά τους άφθονες ποσότήτες αιμοσφαιρίνής, μια πρωτεΐνή 

απαραίτήτή για τήν ανταλλαγή των αερίων τής αναπνοής. Κάθε μόριο 

αιμοσφαιρίνής αποτελείται από τέσσερις πολυπεπτιδικές αλυσίδες που είναι ανά 

δύο όμοιες και καθεμία συνδέεται ομοιοπολικά με ένα μόριο αίμής. [Εικόνα 3] Η 

δομή τής αίμής περιλαμβάνει έναν δακτύλιο πορφυρίνής ο οποίος συνδέεται με 

ένα κεντρικό άτομο σιδήρου το οποίο με τή σειρά του δεσμεύει με αντιστρέψιμο 

τρόπο τα αέρια τής αναπνοής [Εικόνα 4] [29].  

 



 

Εικόνα 4: Σχηματική απεικόνιση της ανaγμένης (αριστερά) και της οξειδωμένης (δεξιά) μορφής  της αίμης 

[https://biologydictionary.net/heme] 

 

Στον άνθρωπο εντοπίζονται διάφοροι τύποι αιμοσφαιρίνής που κυρίως 

σχετίζονται με το στάδιο ανάπτυξής. Αυτό είναι αποτέλεσμα τής αυστήρής 

ρύθμισής που υπόκεινται οι γενετικοί τόποι που ευθύνονται για τήν παραγωγή 

των αντίστοιχων σφαιρινών. Κατά τήν πρώιμή εμβρυική ήλικία και για 

περιορισμένο χρονικό διάστήμα παρατήρούνται τρία διαφορετικά τετραμερή 

αιμοσφαιρίνής: Η αιμοσφαιρίνή Gower -1 με σύστασή ζ2ε2, ή αιμοσφαιρίνή 

Gower -2 με σύστασή α2ε2 και ή αιμοσφαιρίνή Portland με σύστασή ζ2γ2. 

Παρόλα αυτά για το μεγαλύτερο διάστήμα τής κύήσής ή κύρια αιμοσφαιρίνή είναι 

ή εμβρυική αιμοσφαιρίνή (HbF) με σύστασή α2γ2 [31]. ) Όπως φαίνεται και στήν 

Εικόνα 5, κατά τήν ενήλική ζωή ή συντριπτική πλειοψήφία των τετραμερών 

αιμοσφαιρίνής έχουν σύστασή α2β2 (HbA), ενώ σε πολυ  χαμήλα  ποσοστα  

ανιχνεύονται ή HbA2 μια εναλλακτική  μορφή  ενή λικής αιμοσφαιρι νής με συ στασή 

α2δ2 καθω ς και ή εμβρυική  αιμοσφαιρι νή HbF. [32]  Όπως θα αναλυθεί και στή 

συνέχεια το γονίδιο τής ζ-σφαιρίνής βρίσκεται στον ίδιο γονιδιακό τόπο με το 

γονίδιο τής α-σφαιρίνής και έχουν σήμαντικό ποσοστό ομολογίας. Αντίστοιχα τα 

γονίδια των γ-, δ- και ε- σφαιρινών μοιράζονται τον ίδιο γενετικό τόπο με το 

γονίδιο τής β-σφαιρίνής και θεωρούνται  σφαιρίνες τύπου β. (β-like globins). Όλα 

τα τετραμερή σχήματίζονται από τον συνδυασμό ενός ζεύγους σφαιρινών τύπου 

α- και ενός τύπου β-.  

 



 

Εικόνα 5: Έκφραση των διάφορων μορφών σφαιρίνης στα διάφορα στάδια ανάπτυξης [Steinberg M. et al 2018] 

 

2. Γενετικό προφίλ σφαιρινών 
 

2.1 Σύμπλεγμα α-σφαιρίνης 

 

Tα γονίδια που κωδικοποιούν τις αλυσίδες των αιμοσφαιρινών 

οργανώνονται σε δύο γονιδιακά συμπλέγματα (gene clusters). Το σύμπλεγμα τής 

α-σφαιρίνής εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 16 και περιλαμβάνει 3 γονίδια που 

κωδικοποιούν αλυσίδες τύπου α (α1, α2, and ζ2), 3 ψευδογονίδια τα οποία δεν 

εκφράζουν αλυσίδες λόγω μετάλλαξής σε προγονικό είδος, το γονίδιο HBΘ που 

εκφράζει τήν αγνώστου λειτουργείας θ-σφαιρίνή καθώς και ρυθμιστικές 

περιοχές που ρυθμίζουν τήν έκφρασή όλων αυτών [Εικόνα 7] [30].  

 



 

Εικόνα 7: Απεικόνιση του γονιδιακού συμπλέγματος της α-σφαιρίνης. Διακρίνονται τα γονίδια των σφαιρινών 

τύπου α (άσπρο), τα ψευδογονίδια (γκρι) και οι ρυθμιστικές τους περιοχές (μαύρο) [Voon HP and Vadolas J 

(2008)] 

 

Στον άνθρωπο υπάρχουν δύο γονίδια που κωδικοποιούν τήν α-αλυσίδα σε 

κάθε χρωμόσωμα (ΗΒΑ1 και ΗΒΑ2), τα οποία έχουν μήκος περίπου 4 kB το κάθε 

ένα. Τα εξώνια και το πρώτο εσώνιο των δύο αυτών γονιδίων είναι 

πανομοιότυπα, αλλά το δεύτερο ιντρόνιο του ΗΒΑ1 είναι εννέα βάσεις 

μεγαλύτερο και διαφέρει κατά τρεις βάσεις από αυτό του γονιδίου ΗΒΑ2. Παρά 

τον υψήλό βαθμό ομολογίας μεταξύ αυτών των δύο γονιδίων, οι ακολουθίες 

αποκλίνουν στις 3′ αμετάφραστες περιοχές, 13 βάσεις μετά το κωδικόνιο λήξής 

TAA [32][38]. Λόγω αυτών των διαφορών στις αλλήλουχίες των δύο γονιδίων, ή 

έκφρασή τους διαφοροποιείται με το mRNA τής α2-αλυσίδας να παράγεται δύο 

έως τρεις φορές περισσότερο από αυτό τής α1-αλυσίδας τόσο στα 

ερυθροκύτταρα όσο και στο εμβρυϊκό ήπαρ και στο μυελό των οστών.  

Όσον αφορά τή ρύθμισή των επιπέδων έκφρασής των γονιδίων του 

συμπλέγματος, υπάρχει ένας συνδυασμός ρυθμιστικών περιοχών που 

συμβάλλουν στήν πολυδιάστατή αυτή διαδικασία. Συγκεκριμένα  από 50kb έως  

10kb ανοδικά του γονιδίου ΗΒΖ εντοπίζονται 4 περιοχές οι οποίες παρουσιάζουν 

υπερευαισθήσία στή δράσή τής DNAase I και λειτουργούν ως ρυθμιστικά 

στοιχεία [36] [Εικόνα 7]. Η σήμαντικότερή αυτών είναι ή HS-40 καθώς έχει τή 

δυνατότήτα να επάγει αποτελεσματικά τήν έκφρασή τής α-σφαιρίνής ενώ έχει 

δειχθεί ότι ή διαγραφή τής μειώνει τήν έκφρασή σε ποσοστό μεγαλύτερο του 

95% [37]. Ο τρόπος με τον οποίο οι HS- περιοχές διεκπεραιώνουν τήν επαγωγή 

των γονιδίων του συμπλέγματος περιλαμβάνει τήν προσέλκυσή ενός 

πενταμερούς συμπλόκου ερυθροειδικών μεταγραφικών παραγόντων που 

απαρτίζεται από τους GATA-1, SCL, E2A, LMO-2 και Ldb-1. Το πενταμερές αυτό 

σύμπλοκο σε συνεργασία με τον παράγοντα NF-E2 προσελκύουν τήν Pol II στή 



γενετική περιοχή τής α-σφαιρίνής ή οποία αναγνωρίζει τον υποκινήτή και 

μεταγράφει τα κατάλλήλα γονίδια [38]. 

 

2.2 Σύμπλεγμα β-σφαιρίνης 

 

Όπως προαναφέρθήκε όλες οι σφαιρίνες τύπου β εκφράζονται από 

γονίδια που βρίσκονται σε ακολουθία και διαχωρίζονται από μή κωδικές 

περιοχές. Η ευρύτερή αυτή περιοχή ονομάζεται γονιδιακό σύμπλεγμα τής β-

σφαιρίνής και εκτείνεται σε μια περιοχή 70kb στο χρωμόσωμα 11 [30]. [Εικόνα 

8] Εξετάζοντας από το 5’ άκρο το πρώτο γονίδιο που εντοπίζεται είναι το ΗΒΕ το 

οποίο εκφράζει τήν εμβρυονική ε-σφαιρίνή. Η έκφρασή του γονιδίου αυτού 

περιορίζεται από τήν 6ή έως τήν 11ή εβδομάδα τής κύήσής καθώς όπως 

αναφέρθήκε ή ε-σφαιρίνή αποτελεί συστατικό των δύο τύπων εμβρυονικής 

αιμοσφαιρίνής Gower-1 και Gower-2 που ανιχνεύονται αντίστοιχα αποκλειστικά 

στήν αρχή τής κύήσής [43].   

 

 

Εικόνα 8: Γονιδιακός χάρτης του συμπλέγματος της β-σφαιρίνης  [Li Q et al. (2002)] 

 

Περίπου 15kb καθοδικά του HBE βρίσκονται τα δύο γονίδια που 

κωδικοποιούν τή γ-σφαιρίνή. Τα δύο αυτά γονίδια είναι σχεδόν πανομοιότυπα 

διαφέροντας αποκλειστικά στο 136ο κωδικόνιο όπου το γονίδιο που προήγείται 

κωδικοποιεί το γλουταμινικό οξύ ενώ αυτό που ακολουθεί τήν αλανίνή [30][32]. 

Σύμφωνα με το αρχικό γράμμα του διαφορετικού αμινοξέους τα δύο γονίδια 

διακρίνονται σε Gγ και Αγ (εναλλακτικά HBG2 και ΗΒG1) και τα επίπεδα 



έκφρασής τους, παρότι διαφέρουν σήμαντικά κατά τήν εμβρυική ήλικία, είναι 

συγκρίσιμα στήν ενήλική ζωή. Αυτή ή διαφορά στή ρύθμισή τους, παρότι 

παρουσιάζει επιστήμονικό ενδιαφέρον δεν προσφέρει κλινικά καθώς και οι δύο 

μορφές είναι λειτουργικά ισότιμες όταν συμμετέχουν σε τετραμερή 

αιμοσφαιρίνής [31]. 

Ακόμή πιο καθοδικά εντοπίζονται κατά σειρά το γονίδιο τής δ-σφαιρίνής 

(ΗBD) και το γονίδιο τής β-σφαιρίνής (ΗΒΒ). Εικάζεται ότι τα γονίδια αυτά 

προήλθαν από το διπλασιασμό ενός γονιδίου πολλά εκατομμύρια χρόνια πίσω 

στον πρόγονο των σπονδυλωτών. Έκτοτε οι μεταλλάξεις που έχουν συμβεί στήν 

αλλήλουχίες των γονιδίων αυτών τα έχει διαφοροποιήσει σε τέτοιο βαθμό με 

αποτέλεσμα το ΗΒΒ να έχει επικρατήσει στον άνθρωπο και ή β-σφαιρίνή να 

αποτελεί τήν συντριπτική πλειοψήφία των σφαιρινών τύπου β στήν ενήλική ζωή 

[40].  

Μια θεωρία για το γονίδιο τής δ-σφαιρίνής είναι ότι μετά τή συσσώρευσή 

μεταλλάξεων στο μέλλον θα απενεργοποιήθεί εντελώς και θα μετατραπεί σε ένα 

ακόμα ψευδογονίδιο το οποίο παρόλο που δεν θα έχει λειτουργική χρήσιμότήτα, 

θα συμβάλλει όπως και τα υπόλοιπα ψευδογονίδια στήν εξιστόρήσή τής 

εξελικτικής πορείας των γονιδίων των σφαιρινών στον άνθρωπο[32]. 

Για τήν επίτευξή τής εναρμονισμένής έκφρασής των απαραίτήτων 

σφαιρινών σε κάθε στάδιο ανάπτυξής, το σύμπλεγμα τής β-σφαιρίνής με τα 5 

λειτουργικά του γονίδια υπόκειται σε πολυεπίπεδο γονιδιακό έλεγχο μέσω 

διάφορων ρυθμιστικών στοιχείων που εντοπίζονται στή περιοχή. Το 

σήμαντικότερο από αυτά είναι το σύνολο 5 περιοχών που παρουσιάζουν 

υπερευαισθήσία στή δράσή τής DNaseI  (HS 1-5) και μαζί ονομάζονται LCR (Locus 

Control Region) [31]. Η περιοχή LCR είναι υπεύθυνή για τήν αλλήλεπίδρασή του 

συμπλέγματος τής β-σφαιρίνής με τους ερυθροειδικούς μεταγραφικούς 

παράγοντες που ενορχήστρώνουν τήν έκφρασή των γονιδίων του. 

Χαρακτήριστικό γνώρισμα τής LCR περιοχής το οποίο τή διαφοροποιεί από τους 

τυπικούς ενισχυτές είναι οι θήλιές χρωματίνής που σχήματίζονται κατά τήν 

αλλήλεπίδρασή τής με τους εκάστοτε γονιδιακούς υποκινήτές μετά τή  

μεσολάβήσή των μεταγραφικών παραγόντων [45]. Όπως και στήν περίπτωσή 

του συμπλέγματος τής α-σφαιρίνής έτσι και εδώ επιστρατεύονται πολυάριθμοι 



μεταγραφικοί παράγοντες οι οποίοι είτε επιδρούν απευθείας είτε σχήματίζουν 

σύμπλοκα τα οποία επιτρέπουν σε περιοχές που είναι απομακρυσμένες να 

αλλήλοεπιδράσουν μεταξύ τους. Καθοριστικό ρόλο στή ρύθμισή του  γονιδίου τής 

β-σφαιρίνής διαδραματίζουν οι παράγοντες  LDB1, LMO2, GATA-1 και TAL1 οι 

οποίοι απαρτίζουν ένα ρυθμιστικό σύμπλοκο που χάριν απλότήτας ονομάζεται 

σύμπλοκο LDB1 [44].  

 

Εικόνα 9:  Απεικόνιση του σχηματισμού θηλιάς χρωματίνης μέσω της αλληλεπίδρασης δύο συμπλόκων Ldb1 η 
οποία οδηγεί στην αλληλεπίδραση του υποκινητή του γονιδίου με έναν απομακρυσμένο ενισχυτή. [Love PE et al. 
(2014)]  

 

Το σύμπλοκο αυτό αναγνωρίζει τήν LCR και στή συνέχεια, αλλήλεπιδρώντας με 

όμοια σύμπλοκα που προσδένονται σε περιοχές-ενισχυτές οδήγούν στήν ισχυρή 

έκφρασή τής β-σφαιρίνής [46]  [Εικόνα 9].  

 

2.3 Μεταστροφή σφαιρινών 

 

Η μεταστροφή των σφαιρινών αποτελεί ένα φυσιολογικό φαινόμενο που 

περιγράφει τήν μεταβολή τής έκφρασή των γονιδίων των σφαιρινών με σκοπό 

τήν κάλυψή των αναγκών του οργανισμού στα διάφορα στάδια ανάπτυξής του. 

Όπως αναφέρθήκε και νωρίτερα στον άνθρωπο πραγματοποιούνται δύο 

μεταστροφές, μία στήν αρχή τής εμβρυογένεσής όπου ή εμβρυονική 

αιμοσφαιρίνή HbE (ζ2ε2) αντικαθίσταται ολοκλήρωτικά από τήν εμβρυική (HbF, 



α2γ2) και μία μετά τή γέννήσή όπου ή ΗbF αντικαθίσταται σχεδόν εξολοκλήρου 

από τήν ενήλική αιμοσφαιρίνή HbA (α2β2) [45].  [Εικόνα 5]   

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ή ρύθμισή στο γονιδιακό σύμπλεγμα 

τής β-σφαιρίνής όπου βρίσκονται τα πρωταγωνιστικά γονίδια ΗΒΕ, ΗΒG και ΗΒB.  

Μετά τις πρώτες εβδομάδες τής κύήσής ή έκφρασή τής ε-σφαιρίνής 

απενεργοποιείται  υπό τήν επίδρασή του παράγοντα SOX6 [49] καθώς και των 

ορφανών πυρήνικών υποδοχέων TR2 και ΤR4 (DRED complex) [51],  γεγονός που 

σήματοδοτεί τή μεταφορά του κέντρου αιμοποίήσής από τον αμνιακό σάκο στο 

εμβρυικό ήπαρ. Η δεύτερή και σήμαντικότερή μεταστροφή πραγματοποιείται 

μετά τή γέννήσή και χαρακτήρίζεται από ταυτόχρονή αποσιώπήσή τής γ-

σφαιρίνής και επαγωγή τής β-σφαιρίνής. Έχει βρεθεί ότι οι σήμαντικότεροι 

παράγοντες που επιτελούν αυτή τή μεταβολή στήν έκφρασή είναι ο καταστολέας 

BCL11A, ο παράγοντας KLF1 καθώς και ο παράγοντας  LRF που κωδικοποιείται 

από το γονίδιο ZBTB7A [50]. Οι προαναφερθέντες παράγοντες SOX6 και 

TR2/TR4 επικουρούν και στήν αποσιώπήσή τής γ-σφαιρίνής αναδεικνύοντας τήν 

εκλεκτική δράσή των μεταγραφικών παραγόντων σύμφωνα με το αναπτυξιακό 

στάδιο του οργανισμού [51] [Εικόνα 10] 

 

Εικόνα 10: Σχηματική απεικόνιση της μεταστροφής της εμβρυικής αιμοσφαιρίνης με τους σημαντικότερους 
παράγοντες που συμμετέχουν στη ρυθμιστική αυτή διαδικασία [Wilber A et. Al (2011)] 



 

3. Διαταραχές της Αιμοσφαιρίνης  
 

 

3.1 Αιμοσφαιρινοπάθειες 
 

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες αποτελούν τήν συχνότερή ομάδα 

μονογονιδιακών ασθενειών παγκοσμίως καθώς σύμφωνα με εκτιμήσεις περίπου 

το 7% του παγκόσμιου πλήθυσμού φέρει μετάλλαξή στους γενετικούς τόπους 

των σφαιρινών. Επιπλέον περισσότερα από 300.000 βρέφή γεννιούνται κάθε 

χρόνο με παθολογικό φαινότυπο με τή συντριπτική πλειοψήφία αυτών να 

συμβαίνουν σε χώρες με χαμήλό κατά κεφαλήν εισόδήμα [53]. Συνοδεύονται είτε 

από ελαττωματική παραγωγή αιμοσφαιρίνής (θαλασσαιμίες) είτε από παραγωγή 

αιμοσφαιρίνής με ελαττωματική δομή (δρεπανοκυτταρική νόσος) και με αυτόν 

τον τρόπο διακρίνονται σε ποσοτικές και τις ποιοτικές αντίστοιχα. Οι 

πλειονότήτα αυτών είναι κλήρονομούμενες ενώ σπανιότερα δήμιουργούνται 

εξαιτίας αυτόματων μεταλλάξεων. Οι αιμοσφαιρινοπάθειες συνοδεύονται από 

ευρύ φάσμα κλινικών συμπτωμάτων κλιμακούμενής σοβαρότήτας και 

εξαρτώνται κυρίως από τον τύπο και τή ζυγωτία (ομοζυγωτία ή ετεροζυγωτία) 

τής μετάλλαξής, καθώς και τή συνύπαρξή άλλων γενετικών ανωμαλιών. [55] 

Παρότι παλιότερα περιορίζονταν γεωγραφικά στις μεσογειακές χώρες και σε 

μεγάλες περιοχές τής Αφρικής και τής Ασίας, πλέον έχουν εξαπλωθεί στή Βόρεια 

και Νότια Αμερική και στή Βόρεια Ευρώπή λόγω των διεθνών μεταναστεύσεων. 

[54] 

 

3.2 Θαλασσαιμίες 
 

Οι θαλασσαιμίες είναι αιματολογικές διαταραχές οι οποίες 

κλήρονομούνται με  αυτοσωμικό υπολειπόμενο τρόπο. Εξαιτίας των διάφορων 

μεταλλάξεων που λαμβάνουν μέρος διαταράσσεται ή ισορροπία μεταξύ των α και 

β αλυσίδων, γεγονός που τελικά οδήγεί σε καταστροφή των ερυθροκυττάρων. 



Ανάλογα με τή σφαιρίνή τής οποίας ή σύνθεσή επήρεάζεται, ταξινομούνται σε α-

θαλασσαιμίες και β-θαλασσαιμίες. [56] 

Οι α-θαλασσαιμίες προκαλούνται ως επί το πλείστον από τμήματικές (α⁺) 

ή ολικές (α⁰) διαγραφές τουλάχιστον ενός εκ των τεσσάρων γονιδίων που 

κωδικοποιούν τήν α-σφαιρίνή. Σπανιότερα παρατήρούνται άλλες μεταλλάξεις 

που επίσής οδήγούν σε μείωσή ή ολική απώλεια σύνθεσής τής α-αλυσίδας 

[57][31]. Δεδομένου ότι οι α-αλυσίδες αποτελούν δομικές υπομονάδες τόσο τής 

εμβρυϊκής (α₂γ₂) όσο και τής ενήλικής (α₂β₂) αιμοσφαιρίνής, ή ελαττωματική 

σύνθεσή τής α-αλυσίδας έχει αντίκτυπο και στις δύο αιμοσφαιρίνες και ή 

σοβαρότήτα τής νόσου εξαρτάται από τον συνολικό αριθμό των επήρεαζόμενων 

ΗΒΑ γονιδίων. Ανάλογα με τις κλινικές εκδήλώσεις και τή σοβαρότήτα τής νόσου 

ταξινομούνται σε τέσσερις ομάδες. Η πρώτή και ήπιότερή περιλαμβάνει 

περιπτώσεις όπου μόνο ένα γονίδιο έχει καταστεί μή λειτουργικό και οι φορείς 

του ονομάζονται σιωπήλοί. Η δεύτερή περιλαμβάνει τους τυπικούς φορείς όπου 

παρατήρείται μετάλλαξή σε δύο γονίδια είτε αυτά είναι στο ίδιο χρωμόσωμα είτε 

ένα σε κάθε χρωμόσωμα. [58][37] Η κλινικά σήμαντικότερή μορφή είναι ή 

μείζονα α-θαλασσαιμία γνωστή και ως νόσος αιμοσφαιρίνής Η (HbH). 

Χαρακτήρίζεται από τήν απώλεια τριών γονιδίων ή οποία οδήγεί σε ανισορροπία 

μεταξύ των δύο αλυσίδων και συνεπώς στήν δήμιουργία των χαρακτήριστικών 

τετραμερών β-αλυσίδας που ονομάζεται αιμοσφαιρίνή Η. Η μεταφορά του 

οξυγόνου από τήν ΗbΗ δεν είναι αποτελεσματική και οι ασθενείς συνήθως 

χρειάζονται μεταγγίσεις [59][55]. Τέλος ή παντελής έλλειψή λειτουργικών 

γονιδίων α-σφαιρίνής προκαλεί το θανατήφόρο σύνδρομο του εμβρυϊκού 

ύδρωπα. Η έλλειψή α-αλυσίδων κατά τήν κύήσή οδήγεί στή δήμιουργία 

τετραμερούς από γ-αλυσίδες που είναι γνωστά ως αιμοσφαιρίνή Bart’s (Hb 

Bart's). Η συγκεκριμένή είναι εξαιρετικά ασταθής με αποτέλεσμα τήν μή σωστή 

οξυγόνωσή του εμβρύου. Η μόνή θεραπευτική επιλογή για τήν επιβίωσή του 

εμβρύου περιλαμβάνει ενδομήτρική μετάγγισή αίματος ως τή γέννήσή και έπειτα 

μεταμόσχευσή στελεχιαίων αιμοποιήτικών κυττάρων από υγιή δότή [38][58]. 

Στήν αντίστοιχή περίπτωσή των β-θαλασσαιμιών παρατήρείται μειωμένή 

(β⁺-θαλασσαιμία) ή μήδενική (β⁰-θαλασσαιμία) παραγωγή β-σφαιρίνής. Η 

ανισορροπία στή σύνθεσή των α- και β-αλυσίδων γίνεται εμφανής στους 



πολυχρωματικούς ερυθροβλάστες και οδήγεί σε καθίζήσή των πλεοναζουσών α-

αλυσίδων, προκαλώντας βλάβες στήν κυτταρική μεμβράνή [62]. Μέχρι σήμερα 

έχουν αναφερθεί περισσότερες από 300 σήμειακές μεταλλάξεις, ενώ ή διαγραφή 

ενός ή και των δύο ΗΒΒ γονιδίων είναι σπάνια [58]. Δεδομένου ότι ή β-αλυσίδα 

εκφράζεται σε σήμαντικό βαθμό μετά τή γέννήσή, τα κλινικά συμπτώματα 

γίνονται αντιλήπτά στήν ενήλική ζωή [65]. Αναλόγως τον αριθμό των γονιδίων 

που επήρεάζονται καθώς και τον τύπο τής μετάλλαξής που καθορίζει τήν τελική 

έκφρασή τής β-σφαιρίνής, διακρίνονται διαφορετικές μορφές β-θαλασσαιμίας. Η 

ήπιότερή μορφή περιλαμβάνει άτομα-φορείς τής ασθένειας που γονοτυπικά 

φέρουν ένα φυσιολογικό γονίδιο και ένα με ελαττωματική ή μήδενική παραγωγή 

(β-β⁺ ή β-β⁰). Τα άτομα αυτά είναι γνωστά ως φορείς μεσογειακής αναιμίας και 

συνήθως δεν εμφανίζουν συμπτώματα πέραν ήπιας αναιμίας [60][66]. Στήν 

περίπτωσή όμως που και τα δύο γονίδια παρουσιάζουν μεταλλάξεις και συνεπώς 

μειωμένή έκφρασή β-σφαιρίνής (β⁺-β⁺ ή β⁺-β0) ή στερούνται παντελώς 

παραγωγής β-σφαιρίνής (β⁰-β⁰) προκαλείται ή ομόζυγή β-θαλασσαιμία (μείζων 

που απαιτεί μεταγγίσεις ή ενδιάμεσή β-θαλασσαιμία που δεν απιτεί ή μόνο 

περιστασιακά μεταγγίσεις αίματος) [61][63].  Η ασθένεια αυτή είναι γνωστή και 

ως αναιμία Cooley’s και εξαιτίας του βαρέος φαινοτύπου, οι συχνές μεταγγίσεις 

αίματος είναι απαραίτήτες για τήν επιβίωσή των ασθενών [58][61].   

 

3.3 Δρεπανοκυτταρική νόσος 
 

Με τον ευρύτερο όρο ‘‘δρεπανοκυτταρική νόσος’’ περιγράφεται ένα 

σύνολο αιματολογικών φαινοτύπων όπου ή παθολογική μορφή τής β-σφαιρίνής 

βS εντοπίζεται σε διαφορετικά τετραμερή αιμοσφαιρίνής [70][31]. Οι 

γνωστότερες αυτών είναι ή φορεία τής δρεπανοκυτταρικής αναιμίας (β, βS) όπου 

τα άτομα αποτελούν φορείς τής ασθένειας και εκδήλώνουν συμπτώματα μόνο σε 

εξαιρετικά υποξικές συνθήκες καθώς και ή ομόζυγή δρεπανοκυτταρική αναιμία 

(βS, βS) στήν οποία παρουσιάζονται όλα τα χαρακτήριστικά συμπτώματα τής 

ασθένειας [71][58]. Μια ιδιαίτερή παθολογική κατάστασή, που προσομοιάζει τον 

ομόζυγο φαινότυπο, συνδυάζει τήν έκφρασή τής βS με μειωμένή (β+) ή ανεπαρκή 

έκφρασή (β0) φυσιολογικής β-σφαιρίνής (μικροδρεπανοκυτταρική αναιμία). Η 



διάκρισή μεταξύ των δύο αυτών παθολογικών καταστάσεων μπορεί να γίνει 

εργαστήριακά καθώς μόνο τα ερυθροκύτταρα που εκφράζουν τήν παθολογική 

HbSβ+/0 παρουσιάζουν μικροκυττάρωσή [69][70]. Εκτιμάται ότι περίπου 300.000 

βρέφή γεννιούνται κάθε χρόνο με δρεπανοκυτταρική αναιμία (ομοζυγωτία) με 

τήν πλειονότήτα αυτών να εντοπίζονται σε Αφρική και δυτική Ασία. Η 

γεωγραφική αυτή συσχέτισή των ασθενών και των φορέων θεωρείται ότι 

οφείλεται στο εξελικτικό πλεονέκτήμα που προσέδιδε ή μετάλλαξή έναντι στή 

μόλυνσή από το πλασμώδιο τής ελονοσίας το οποίο ακμάζει στις περιοχές αυτές 

μέχρι και σήμερα [38][55]. 

 

 

Εικόνα 11: Σχηματική απεικόνιση της μετάλλαξης στη SCD και του μοντέλου πολυμερισμού των δρεπανοκυττάρων 
που έχει προταθεί  [Dimitrievska Μ. et al (2024)] 

Η δρεπανοκυτταρική νόσος αποτελεί χαρακτήριστικό παράδειγμα του 

πόσο κομβική για τήν ομοιόστασή μιας πρωτεΐνής και κατ’ επέκτασή ολόκλήρου 

του οργανισμού μπορεί να είναι ή αντικατάστασή μίας και μόνής νουκλεοτιδικής 

βάσής. Συγκεκριμένα ή αντικατάστασή μιας αδενίνής από μια θυμίνή στο έκτο 

κωδικόνιο του γονιδίου τής β-σφαιρίνής οδήγεί στήν κωδικοποίήσή του 

αμινοξέος βαλίνή αντί του γλουταμινικού οξέος και αυτό έχει ως αποτέλεσμα τήν 



παραγωγή τής παθολογικής βS-σφαιρίνής [67][68] [Εικόνα 11]. Η παθολογική 

αυτή πρωτεΐνή, απουσία οξυγόνου, σχήματίζει υδρόφοβες αλλήλεπιδράσεις τόσο 

μεταξύ των τεραμερών που συμμετέχει όσο και με βιομόρια που υπάρχουν στο 

κυτταρόπλασμα των ερυθροκυττάρων με αποτέλεσμα το σχήματισμό επιμήκων 

βιολογικών δομών οι οποίες μπορούν να επιφέρουν ζήμιές στα ενδοκυτταρικά 

διαμερίσματα καθώς και στήν μεμβράνή των ερυθροκυττάρων. Αυτός είναι ο 

μήχανισμός πίσω από το χαρακτήριστικό δρεπανοειδές σχήμα που αποκτούν σε 

συνθήκες υποξίας τα ερυθροκύτταρα των ασθενών [58][70]. Εξαιτίας τής 

παθολογικής αυτής δομής παρουσιάζουν σήμαντικά μειωμένή ευκαμψία γεγονός 

που τα καθιστά ευάλωτα στήν μήχανική καταπόνήσή που δέχονται κατά τή 

διέλευσή τους από αγγεία μικρής διαμέτρου όπως είναι τα τριχοειδή. Αυτό οδήγεί 

σε αιμόλυσή και συνεπώς εμφάνισή συμπτωμάτων αναιμίας αλλά κυριότερα σε 

αυξήμένο κίνδυνο απόφραξής των αγγείων αυτών που προκαλούν τήν εμφάνισή 

οξέων θωρακικών πόνων αλλά και ισχαιμικών επεισοδίων που είναι δυνήτικά 

απειλήτικά για τή ζωή [55][58][70][71].      

 

3.4 Σύνδρομο κληρονομικής παραμονής της εμβρυικής αιμοσφαιρίνης (ΗPFH) 
 

Ένα καλόήθες σύνδρομο που ανήκει στις κατήγορία των 

αιμοσφαιρινοπαθειών και έχει σήμαντική ερευνήτική αξία είναι το σύνδρομο τής 

κλήρονομικής παραμονής τής εμβρυικής αιμοσφαιρίνής. Όπως προκύπτει και 

από τήν ονομασία του συνδρόμου, παρατήρείται συνέχισή τής έκφρασής τής γ-

σφαιρίνής και στήν ενήλική ζωή με αποτέλεσμα το αυξήμένο ποσοστό εμβρυικής 

αιμοσφαιρίνής (HbF) ή οποία κατανέμεται με σχετικά ομοιόμορφο τρόπο στους 

ερυθροβλάστες και τα ερυθροκύτταρα [72]. Ενώ σε υγιή ενήλικα άτομα ή HbF 

κυμαίνεται στο 1% τής ολικής αιμοσφαιρίνής, τα άτομα με το σύνδρομο 

εμφανίζουν ποσοστά που αγγίζουν το 30% [58] Παρότι αυτή ή διαφορά 

συνεπάγεται και μειωμένή ενήλική αιμοσφαιρίνή (HbA), τα άτομα αυτά είναι 

εντελώς ασυμπτωματικά. 

Ο λόγος που το συγκεκριμένο σύνδρομο έχει σήμαντική κλινική αξία είναι 

ότι σε περίπτωσή συνύπαρξής του με άλλο τύπο αιμοσφαιρινοπάθειας όπως ή β-

θαλασσαιμία ή ή δρεπανοκυτταρική αναιμία αναιρεί τους παθολογικούς 



φαινοτύπους που αναλύθήκαν παραπάνω [75][31]. Η πρώτή αναφορά τής 

συνδυαστικής αυτής κατάστασής έγινε το μακρινό 1955 όταν οι Edington and 

Lehmann παρατήρήσαν σε δρεπανοκυτταρικούς ασθενείς τής Αφρική τήν 

‘‘κάλυψή’’ του φαινότυπου όταν συνοδεύεται από υψήλά επίπεδα HbF [73], ενώ 

λίγο αργότερα το  1964 ο Δρ. Σταματογιαννόπουλος και ή ομάδα του περιέγραψε 

ότι ή συνύπαρξή του συνδρόμου HPFH με β-θαλασσαιμία, βελτίωσε σήμαντικά 

τήν κλινική εικόνα του ασθενούς, καθώς ή ελλιπής παραγωγή ενήλικής 

αιμοσφαιρίνής αντισταθμίστήκε μερικώς από τήν αυξήμένή έκφρασή τής 

εμβρυικής αιμοσφαιρίνής [74]. Οι γενετικές μεταλλάξεις που ευθύνονται για τήν 

εμφάνισή του συνδρόμου είναι εξαιρετικά ετερογενείς και σε κάποιο βαθμό 

εξαρτώνται από τή γεωγραφική περιοχή. Συγκεκριμένα στον ελλήνικό πλήθυσμό 

εντοπίζονται διάφορες σήμειακές μεταλλάξεις που οδήγούν στήν εμφάνισή του 

συνδρόμου [75], ενώ σε ανθρώπους με βρετανική καταγωγή αποδίδεται σε 

μεγάλο βαθμό σε σήμειακή μετάλλαξή που επιτρέπει τήν επιστράτευσή του KLF1 

[76]. Η ιδιόμορφή και ευεργετική επίδρασή τής HPFH στις αιμοσφαιρινοπάθειες 

αποτελεί έως σήμερα αντικείμενο εντατικής μελέτής, με συμβατικές 

θεραπευτικές προσεγγίσεις αλλά και καινοτόμες γονιδιακές θεραπείες που 

στοχεύουν τήν επανενεργοποίήσή τής HbF [77]. 

 

 

4. Θεραπευτικές προσεγγίσεις για SCD και TDT 
 

 

4.1 Αλλογενής Μεταμόσχευση HSCs 

 

Όπως αναλύθήκε στήν προήγούμενή ενότήτα, οι αιμοσφαιρινοπάθειες 

αποτελούν κλήρονομούμενες γονιδιακές ασθένειες επομένως ή συμβατική 

θεραπεία που παρέχεται είναι υποστήρικτική και περιλαμβάνει τήν 

αντιμετώπισή των συμπτωμάτων με συχνές μεταγγίσεις και θεραπείες 

αποσιδήρωσής. Ο μόνος τρόπος να επιτευχθεί ριζική θεραπεία είναι ή 

πραγματοποίήσή αλλογενούς μεταμόσχευσής στελεχιαίων αιμοποιήτικών 



κυττάρων (HSCs) [78], ή οποία ωστόσο, περιορίζεται σήμαντικά από τή μειωμένή 

δαθεσιμότήτα συμβατών δοτών και τις ανοσολογικές επιπολκές[79] 

(Υποενότήτα 5.1) 

 

4.2 Γονιδιακή Θεραπεία  
 

Η ανάγκή εύρεσής εναλλακτικής επιλογής για τις περιπτώσεις που δεν 

υπάρχει διαθέσιμος συμβατός δότής επικέντρωσε τήν έρευνα στήν ανάπτυξή 

γονιδιακών θεραπειών ή οποίες είτε διορθώνουν τήν υπαίτια μετάλλαξή είτε 

ενθέτουν αντίγραφα των φυσιολογικών γονιδίων τής β- και γ-σφαιρίνής στο 

γονιδίωμα.  Ειδικότερα τα τελευταία χρόνια, μεγάλο ενδιαφέρον συγκέντρωσε ή 

στρατήγική άρσής τής αποσιώπήσής τής εμβρυικής αιμοσφαιρίνής HbF, που 

όπως αναφέρθήκε στήν προήγούμενή ενότήτα, δύναται να αντισταθμίσει σε 

ορισμένο βαθμό τήν ελλαττωματική ή μειωμένή ενήλική αιμοσφαιρίνής ΗbA. 

[80][81].   

H πρώτή γονιδιακή θεραπεία για αιμοσφαιρινοπάθειες εγκρίθήκε τον 

Αύγουστο του 2022 παρέχοντας εξαιρετικά αποτελέσματα στήν θεραπευτική 

αντιμετώπισή τής μείζονος θαλασσαιμίας (Cooley’s). Το προιόν Zyntelgo 

(Betibeglogene Autotemcel) τής Bluebird Bio περιλαμβάνει έναν λεντιικό φορέα 

που διαμολύνει και ενσωματώνει στα HSCs αντίγραφα του τροποποιήμένου 

γονίδιου βT87Q τής β-σφαιρίνής με αποτέλεσμα οι ασθενείς να παράγουν 

λειτουργική αιμοσφαιρίνή ΗbAT87Q. Τα κλινικά δεδομένα είναι πολύ 

ενθαρρυντικά με σχεδόν 9 στους 10 που έλαβαν τή θεραπεία να είναι ανεξάρτήτοι 

μεταγγίσεων [84][85]. 

Λίγο πριν τήν άφιξή του 2024, ο FDA έδωσε έγκρισή σε δύο νέες ex vivo 

γονιδιακές θεραπείες για τήν αντιμετώπισή τής δρεπανοκυτταρικής αναιμίας. 

Παρότι και τα δύο προϊόντα τροποποιούν γενετικά τα απομονωμένα HSCs του 

ασθενή, ο τύπος τής τροποποίήσής καθώς και ή τεχνολογία που αξιοποιείται για 

να επιτευχθεί αυτή σε κάθε περίπτωσή είναι διαφορετική. To προϊόν Lyfgenia 

(Lovotibeglogene Autotemcel), που επίσής κυκλοφόρήσε από τήν Bluebird Bio 

αξιοποιεί πανομοιότυπο λεντιικό φορέα για να ενσωματώσει το λειτουργικό 



γονίδιο βT87Q. Παρόλο που ο FDA θεωρεί ότι τα δύο προϊόντα τής Bluebird Bio 

μοιράζονται το ίδιο ‘‘δραστικό συστατικό’’, ή εταιρεία κάνει λόγο για προϊόντα με 

διαφορετική σύστασή. Σύμφωνα με τα κλινικά δεδομένα τα ερυθροκύτταρα που 

παράγουν τήν ΗbAT87Q παρουσιάζουν μειωμένή δρεπάνωσή και συνεπώς 

μειωμένο κίνδυνο αγγειακής απόφραξής. [86][83][88] 

Το προϊόν Casgevy (Exagamglogene Αutotemcel) που κυκλοφόρήσε από 

τις Vertex Pharmaceuticals και CRISPR Therapeutics, απετέλεσε ορόσήμο τής 

γονιδιακής θεραπείας καθώς είναι ή πρώτή εφαρμογή τής τεχνολογίας 

CRISPR/Cas που έλαβε έγκρισή για τή δρεπανοκυτταρική νόσο και τή 

θαλασσαιμία Για τήν επίτευξή τής επιθυμήτής γονιδιακής επεξεργασίας 

επιστρατεύεται ειδικό σύμπλοκο οδήγού RNA (gRNA) και ενδονουκλεάσής Cas9 

που ονομάζεται ριβονουκλεοπρωτείνή (RNP) το οποίο μεταφέρεται στα κύτταρα 

του ασθενούς με τή βοήθεια ήλεκτροδιάτρήσής. Όταν ή RNP βρεθεί στον πυρήνα 

αναγνωρίζει εκλεκτικά τήν περιοχή-στόχο με τή βοήθεια του gRNA και προκαλεί 

θραύσή τής διπλής έλικας του DNA (DSB). Μετά από τέτοια θραύσή συμβαίνει 

απαλοιφή ή προσθήκή μερικών βάσεων που θα μεταβάλλει το πλαίσιο 

ανάγνωσής του γονιδίου και τελικά θα το καταστήσει ανενεργό. Στήν περίπτωσή 

του Casgevy το γονίδιο-στόχος κωδικοποιεί τον κύριο καταστολέα τής γ-

σφαιρίνής (BcL11A) , επομένως ή επιτυχήμένή εφαρμογή τής θεραπείας θα 

οδήγήσει σε αυξήμένα επίπεδα HbF που έχει δειχθεί ότι βελτιώνει σήμαντικά τον 

φαινότυπο τής δρεπανοκυτταρικής νόσου. Ένα μή αμελήτέο πλεονέκτήμα τής 

συγκεκριμένής θεραπείας σε σχέσή με τις υπάρχουσες είναι ή απουσία κινδύνου 

εισχωρήτικής μεταλλαξιγένεσής καθώς δεν αξιοποιεί τεχνολογία λεντιικού 

φορέα [69][86][87].  

Αυτή τή στιγμή πολυάριθμες γονιδιακές θεραπείες με διαφορετικές 

τεχνολογίες βρίσκονται σε στάδιο κλινικών δοκιμών. Συνοπτικά: Το προϊόν 

Drepaglobe μοιράζεται τήν ίδια φιλοσοφία με αυτή των προΪόντων  τής Bluebird 

Bio και αξιοποιεί τον λεντιικό φορέα GLOBE για τήν εισαγωγή ενός διαφορετικού 

λειτουργικού γονιδίου β-σφαιρίνής [89]. Αντίθετα το προϊόν ARU-1801 

περιλαμβάνει λεντιικό φορέα που ενσωματώνει αντίγραφο του γονιδίου τής γ-

σφαιρίνής με σκοπό τήν ενίσχυσή τής παραγωγής τής HbF [90]. Οι κλινικές 

δοκιμές RUBY και CEDAR εφαρμόζουν τεχνολογίες CRISPR/Cas12 και 



CRISPR/Cas9 αντίστοιχα[69], ενώ ή PRECIZN-1 αξιοποιεί το εναλλακτικό 

σύστήμα ZFN/Fok1 για τήν επίτευξή τής γονιδιακής τροποποίήσής [92]. Τέλος 

στο Boston's Children's Hospital αξιοποιούν τον λεντιικό φορέα  BCH-BB694 που 

εκφράζει ειδικό shRNA για τήν ιστοειδική αποσιώπήσή του BCL11A ενώ 

ταυτόχρονα αποσιωπάται και ή έκφρασή τής παθολογικής βS-σφαιρίνής [91]. 

 

4.3 Μικρά μόρια εγκεκριμένα από τον FDA 

 

Παρά τήν πλήθώρα ερευνών και τήν επακόλουθή αφθονία πλήροφοριών 

σχετικά με τους γενετικούς και παθοφυσιολογικούς μήχανισμούς που διέπουν τις 

αιμοσφαιρινοπάθειες, δεν έχει βρεθεί κάποιο μικρό φαρμακολογικό μόριο που να 

χρήσιμοποιείται καθολικά για τή θεραπεία των αιμοσφαινοπαθειών. Η μόνή 

επιλογή που προσφέρεται σήμερα είναι ή φαρμακευτική αντιμετώπισή των 

συμπτωμάτων τής δρεπανοκυτταρικής αναιμίας με υδροξυουρία (HU). [55][98] 

Η υδροξυουρία ή εναλλακτικά υδροξυκαρβαμίδή αποτελεί τήν πρώτή από 

του στόματος (per os) εγκεκριμένή θεραπεία (1998) για τήν αντιμετώπισή των 

συμπτωμάτων των αιμοσφαιρινοπαθειών. Παρά τις πολυάριθμες έρευνες, ο 

μήχανισμός δράσής τής δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως με τους ειδικούς να 

προτείνουν έναν συνδυασμό δράσεων [69]. Ο κύριος μήχανισμός που θεωρείται 

υπεύθυνος για τήν ευεργετική δράσή τής ΗU είναι ή αναστολή τής 

ριβονουκλεοτιδικής αναγωγάσής, ένα ένζυμο απαραίτήτο για τήν σύνθεσή του 

DNA. Με τον τρόπο αυτό οδήγεί σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου και 

συνεπώς κυτταρικό θάνατο, γεγονός που προκαλεί μια μικρής κλίμακας 

κυτταροτοξικότήτα για τα κύτταρα τής ερυθράς σειράς. Ως απάντήσή στήν 

απώλεια αυτή ο οργανισμός επιστρατεύει  προγονικά κύτταρα τα οποία φέρουν 

αυξήμένα ποσοστά εμβρυικής αιμοσφαιρίνής [94]. Επιπλέον έχει παρατήρήθεί 

ότι τα ερυθροκύτταρα υφίστανται δομικές μεταβολές μετά τήν επίδρασή τής 

υδροξυουρίας που τα αποτρέπει από το να αποκτήσουν το παθολογικό 

δρεπανοειδές σχήμα. Με τον τρόπο αυτό ενισχύεται ή φυσιολογική κυκλοφορία 

του αίματος και μειώνονται οι χαρακτήριστικοί πόνοι λόγω εμβολικών κρίσεων 

(VOCs) [93]. Τέλος έχει αναφερθεί ότι μειώνει τήν φλεγμονή καταστέλλοντας τήν 



παραγωγή των ουδετερόφιλων, δράσή που θεωρείται ιδιαίτερα ευεργετική για 

τήν γενικότερή κλινική εικόνα δρεπανοκυτταρικών ασθενών [94]. Παρά το 

ικανοποιήτικό προφίλ ασφάλειας που αναδεικνύει σε ενήλικους και παιδιά, 

παρουσιάζει εξαιρετικά ετερογενή δράσή μεταξύ ασθενών χωρίς να μπορεί να 

εξακριβωθεί ή αιτία που αυτό συμβαίνει [95].  

Ένα άλλο μικρό μόριο που χορήγείται per os και πρόσφατα έλαβε 

εσπευσμένή έγκρισή από τον FDA είναι το Voxelotor. Ανήκει στήν κατήγορία των 

αλλοστερικών τροποποιήτών τής αιμοσφαιρίνής. Ο μήχανισμός δράσής 

περιλαμβάνει τήν πρόσδεσή του στις α-αλυσίδες που οδήγεί σε άυξήσή τής 

συγγένειας του τετραμερούς αιμοσφαιρίνής με το οξυγόνο και γενικότερα 

σταθεροποίήσή τής μορφής τής οξυ-αιμοσφαιρίνής [96]. Με αυτόν τον τρόπο 

μειώνει τον πολυμερισμό των δρεπανοκυττάρων καθώς αυτός συμβαίνει στήν μή 

οξυγονωμένή κατάστασή τής αιμοσφαιρίνής, γεγονός που συμβάλλει στήν 

διατήρήσή των επιπέδων αιμοσφαιρίνής σε ικανοποιήτικά επίπεδα ενώ 

παράλλήλα μειώνονται τα περιστατικά VOC [97].  

Δυο σκευάσματα που αρχικά είχαν πάρει έγκρισή από τον FDA 

ανακλήθήκαν μετά τήν κυκλοφορία τους καθώς, παρότι ήταν ασφαλή για χρήσή, 

δεν παρουσίαζαν σήμαντικά οφέλή στήν αντιμετώπισή των κύριων 

συμπτωμάτων τής SCD. Πρόκειται για το μονοκλωνικό αντίσωμα τής P-

σελεκτίνής Crizanlizumab και το συμπλήρωμα διατροφής L-γλουταμίνή [69][98]. 

 

4.4 Επιγονιδιωματική ρύθμιση από μικρά μόρια με σκοπό την ενεργοποίηση 

της γ-σφαιρίνης 

 

Όπως αναφέρθήκε και στήν Ενότήτα 3, ή μεταστροφή των σφαιρινών 

πραγματοποιείται με τή βοήθεια πολλών παραγόντων και συμπλόκων που 

τροποποιούν τήν μορφή και τήν αναδίπλωσή (θήλιές) τής χρωματίνής. Στήν 

περίπτωσή τής αποσιώπήσής τής γ-σφαιρίνής τα κυριότερα ένζυμα που 

συμβάλλουν στήν χήμική τροποποίήσή των βάσεων και των ιστονών του DNA 

είναι οι DNMT1, LSD1 και HDAC1/2. Εικόνα. Η συνδυαστική δράσή αυτών οδήγεί 

στήν καταστολή τής έκφρασής μέσω τής διατήρήσής [100][102]: 



α) των υψήλών επιπέδων μεθυλίωσής των νουκλεοτιδικών βάσεων,  

β) των χαμήλών επιπέδων ακετυλίωσής των ιστονών,  

γ) των χαμήλών επιπέδων μεθυλίωσής του υπολοίπου λυσίνής 4 τής ιστόνής 3 

(Η3Κ4) και 

δ) των υψήλών επιπέδων μεθυλίωσής του υπολοίπου λυσίνής 9 τής ιστόνής 3.  

Έτσι ήταν αναμενόμενο τα μικρά μόρια που αλλήλοεπιδρούν με τους 

παράγοντες αυτούς να αποτελέσουν κέντρο μελέτής με στόχο τήν ενεργοποίήσή 

τής εμβρυικής αιμοσφαιρίνής [99]. 

To σύμπλοκο DRED δρα ως καταστολέας και απαρτίζεται από τέσσερα 

μέλή, μεταξύ αυτών οι δύο ορφανοί υποδοχείς ΤR2/TR4 που αναγνωρίζουν και 

προσδένονται στις περιοχές DRE που εντοπίζονται στους υποκινήτές των ε- και 

γ- σφαιρινών αλλά όχι τής β-σφαιρίνής [51]. Το σύμπλοκο συμπλήρώνουν ή DNA 

μέθυλοτρανσφεράσή 1 (DNMT1) και ή απομεθυλάσή των υπολοίπων λυσίνής 

των ιστονών (LSD1) [99] Εικόνα 12.  

 

Εικόνα 12: Σχηματική απεικόνιση των δημοφιλέστερων ενζυμικών συμπλόκων που αποτελούν στόχο 
φαρμακευτικών μορίων για την επαγωγή της γ-σφαιρίνης [Suzuki M. et al (2014)] 

 



Η DNMT1 αποτελεί στόχο για  δύο τυπικά υπομεθυλιωτικά φάρμακα που 

έχουν χρήσιμοποιήθεί στο παρελθόν ως χήμειοθεραπευτικά, τήν 5-αζακυτιδίνή 

(5-AΖΑ) και τήν δεσιταμπίνή (DAC). Παρότι τα φάρμακα αυτά μπορούν επάγουν 

σε σήμαντικό βαθμό τήν έκφρασή τής γ-σφαιρίνής, ή μελλοντική χρήσή τους και 

ειδικότερα τής 5-AZA περιορίζεται σήμαντικά από τις παρενέργειες που τα 

συνοδεύουν (θρομβοπενία , ουδετεροπενία) [100][101] 

Αντίστοιχα ή LSD1 μπορεί να ανασταλεί από τήν τρανυλκυπρομίνή (TCP) 

και παράγωγες ενώσεις όπως οι RN-1 και GSK-1. H TCP είναι ένα εγκεκριμένο 

αντικαταθλιπτικό φάρμακο που δρα ως αναστολέας του ενζύμου μονοάμινο-

οξειδάσή (ΜΑΟ). Η αναστολή τής LSD1 από αναστολείς τής ΜΑΟ μπορεί να 

εξήγήθεί καθώς ή ίδια προσομοιάζει τήν ΜΑΟ τόσο δομικά όσο και λειτουργικά 

όπου απομεθυλιώνει τήν Η3Κ4 οξειδώνοντας τήν μέθυλο-ομάδα. [102][103]. Η 

συνδυαστική θεραπεία του παραγώγου RN-1 με τον απομεθυλιωτικό παράγοντα 

DAC καθώς και με τήν ΗU έδειξαν υποσχόμενα αποτελέσματα in vivo με 

σήμαντικά περιορισμένή κυτταροτοξικότήτα συγκριτικά με τήν εκάστοτε 

μονοθεραπεία [100][104]. 

Tόσο το σύμπλοκο αναδιαμόρφωσής νουκλεοσωμάτων (NuRD) όσο και το  

σύμπλοκο CoREST περιλαμβάνουν στα δομικά τους μέλή τις αποακετυλάσες 

HDAC1/2 που είναι υπεύθυνες για τα χαμήλά επίπεδα ακετυλιωμένων ιστονών. 

Έρευνες έδειξαν ότι και τα δύο αυτά σύμπλοκα αλλήλεπιδρόυν με το σύμπλοκο 

DRED και φέρονται ως συνκαταστολείς τής έκφρασής τής γ-σφαιρίνής [99]. 

Εικόνα 12 Η χρήσή γνωστών αναστολέων των HDAC όπως το Vorinostat και το 

διμέθυλο-βουτυρικό οξύ βρίσκονται σε κλινική δοκιμή με τα αποτελέσματα μέχρι 

στιγμής να μήν είναι τα αναμενόμενα (~2% επαγωγή) [101].  Επιπλέον, ή 

πλειοτροπική δράσή των HDAC καθιστά αναπόφευκτή τήν αποφυγή τοξικότήτας 

ακόμα και αν επιτευχθεί “on -target” δράσή, γεγονός που μειώνει τήν θεραπευτική 

τους αξία [102]. 

Το σύμπλοκο CoREST (αναφέρεται και ως LHC [107]) εκτός τής HDAC2 

περιλαμβάνει και τήν προαναφερθείσα LSD1 τις οποίες γεφυρώνει ή συνδετική 

πρωτεΐνή RCOR1 (εναλλακτικά COREST1) [106].  Παρότι αρχικά είχε θεωρήθεί 

ότι οι δράσεις τους είναι ανεξάρτήτες πλέον είναι γνωστό ότι υπάρχει συνεχής 

ανατροφοδότήσή ανάμεσά τους και ή φαρμακολογική αναστολή ενός εκ των δύο 



μπορεί να επήρεάσει τήν λειτουργία και των δύο ενεργών συστατικών του 

συμπλόκου [105]. Όσον αφορά τήν αποσιώπήσή τής γ-σφαιρίνής φαίνεται ότι το 

σύμπλοκο συνεισφέρει με παραπάνω από ένα μήχανισμούς καθώς πέραν τής 

διπλής καταλυτικής του δράσής, έχει δειχθεί ότι επιπλέον αλλήλοεπιδρά με τον  

BCL11A που όπως αναφέρθήκε αποτελεί κομβικό καταστολέα τής έκφρασής τής 

HbF [108][107]. Αυτή του ή ιδιαιτερότήτα το καθιστά ελκυστικό θεραπευτικό 

στόχο με τήν LSD1 να έχει πρωταγωνιστικό ρόλο. 

 

 

5. Εx vivo επαγωγή της έκπτυξης των HSCs με τη χρήση 

μικρών μορίων 
 

 

5.1 Εμπόδια στην επιτυχημένη μεταμόσχευση HSCs  

 

Η αλλογενής μεταμόσχευσή HSC είναι ή μόνή θεραπευτική επιλογή για τήν 

εκρίζωσή αιματολογικών νεοπλασιών ενώ όπως αναφέρθήκε και προήγουμένως 

βρίσκει εφαρμογή και στήν θεραπεία μή-κακοήθων αιματολογικών ασθενειών 

όπως ή δρεπανοκυτταρική νόσος. Δυστυχώς, ένας στους τρεις ασθενείς δεν θα 

έχουν HLA-συμβατό δότή και θα αποκλειστούν από τή θεραπεία [109]. Η 

αξιοποίήσή μοσχευμάτων ομφάλιο-πλακουντιακού αίματος (ΟΠΑ) αντί αυτών 

από κινήτοποιήμένο περιφερικό αίμα προσφέρει σήμαντικά πλεονεκτήματα. 

Πρώτον υπάρχει σήμαντικά μειωμένή ανάγκή για HLA-συμβατότήτα και με 

αυτόν τον τρόπο γίνεται εφικτή ή διαδικασία τής μεταμόσχευσής σε όλους 

σχεδόν τους ασθενείς. Δεύτερον μειώνει τον κίνδυνο ανάπτυξής χρόνιας νόσου 

μοσχεύματος κατά ξενιστή (GvHD), μια παθολογική κατάστασή ιδιαίτερα κρίσιμή 

για τή μακροπρόθεσμή ποιότήτα ζωής των μεταμοσχευμένων ασθενών. Το κύριο 

μειονέκτήμα των μοσχευμάτων ΟΠΑ είναι ότι γενικά χαρακτήρίζονται από 

περιορισμένο αριθμό αρχέγονων κυττάρων ικανών για αυτό-ανανέωσή, γεγονός 



που οδήγεί σε καθυστερήμένή αποίκισή του μυελού (εμφύτευσή) και συνεπώς 

αυξήμένή θνήτότήτα που σχετίζεται με τήν μεταμόσχευσή [110][113].  

Για τήν αντιμετώπισή τής μειωμένής εμφύτευσής μοσχευμάτων που 

προέρχονται είτε από ΟΠΑ είτε από κινήτοποιήμένο περιφερικό αίμα (mPBMCs), 

έχουν γίνει εκτεταμένες μελέτες για τήν εύρεσή κατάλλήλων επαγωγέων τής 

έκπτυξής των αρχέγονων και των προγονικών κυττάρων [111][112]. Η 

συγκριτική έρευνα των διαδεδομένων επαγωγικών μικρών μορίων (SR1, Ly, 

UM171) από τους Psatha et al. 2017 αναδεικνύει τα οφέλή τής χρήσής 

συνδυασμού μικρών μορίων τόσο για τήν αποτελεσματική ex vivo έκπτυξή όσο 

και για τήν επιτυχήμένή εμφύτευσή του μοσχεύματος in vivo [114] 

 

5.2 Το «χρυσό» μικρό μόριο UM171 
 

To 2014 ή επιστήμονική ομάδα του Guy Sauvageau πραγματοποίήσε ένα 

εκτεταμένο ‘‘drug screening’’ (5280 ενώσεις χαμήλού μοριακού βάρους) με σκοπό 

τήν εύρεσή μικρών φαρμακευτικών μορίων που θα μπορούν να επάγουν 

αποτελεσματικά τήν έκπτυξή αρχέγονων αιμοποιήτικών κυττάρων (HSCs) σε 

μόσχευμα κινήτοποιήμένου περιφερικού αίματος (mPB) το οποίο έχει 

προήγουμένως εμπλουτιστεί με τα πιο πρώιμα LT-HSCs με φαινότυπο 

CD34+/CD45RA−. Το μικρό μόριο που ξεχώρισε από το εντυπωσιακό αυτό 

εγχείρήμα ήταν ή πρόδρομή ένωσή UM729 που μετά από βελτιστοποίήσή τής 

δομής τής προέκυψε το μικρό μόριο UM171 του οποίου ή δομή φαίνεται στήν 

Εικόνα 13 [109].  Επιπλέον εκτός από το δεύτερο δραστικότερο μόριο που ήταν 

ή αναφερθείσα τρανυλκυπρομίνή, τα υπόλοιπα 5 μόρια ήταν φαρμακολογικοί 

αναστολείς του υποδοχέα των ιμινών Arh (εναλλακτικά αρυλο-

υδρογονανθρακικός υποδοχέας) που μέχρι πρότινος ήταν ή μόνή γνωστή ομάδα 

φαρμάκων που επάγει τήν αυτό-ανανέωσή των HSCs [117].  

 



 

Εικόνα 13: Α. Τα αποτελέσματα του screening αναδεικνύουν την υπεροχή της UM729 (πρόδρομης ένωσης του 
UM171) σε σχέση με τους υπόλοιπους επαγωγείς της έκπτυξης που ελέγχθηκαν. Β.  Η δομή του UM171 με τη 
χαρακτηριστική λειτουργική ομάδα της πυρίμιδο-ινδόλης  [Fares I. et al (2014)] 

 

Έρευνα τής ίδιας ερευνήτικής ομάδας απέδωσε τις ευεργετικές ιδιότήτες 

του UM171 στήν εξουδετέρωσή δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS) και περιορισμό 

του οξειδωτικού στρες, καθώς και στήν εξισορρόπήσή των αντίρροπων 

μήχανισμών που ρυθμίζουν τα επίπεδα φλεγμονής στα αρχέγονα και προγονικά 

κύτταρα [115]. Παρόλα αυτά ο ακριβής μοριακός μήχανισμός δράσής δεν είχε 

ανακαλυφθεί μέχρι το 2020 όταν μια άλλή ομάδα επιστήμόνων από το 

πανεπιστήμιο του Lund υπό τήν εποπτεία του Jonas Larsson απέδειξαν ότι το 

UM171 προκαλεί τήν πολύ-ουβικιτινυλίωσή και συνεπώς τήν πρωτεοσωμική 

αποικοδόμήσή του συμπλόκου CoREST (LHC) [Εικόνα 14] [116]. Μάλιστα 

αναφέρουν ότι οι HDAC2 και LSD1 που συμμετέχουν και σε άλλα σύμπλοκα πέραν 

του CoREST, έδειξαν μειωμένή συνολική αποικοδόμήσή γεγονός που υποδεικνύει 

ως πιθανότερο στόχο τήν συνδετική πρωτεΐνή του συμπλόκου, RCOR1. Παρότι 

αυτή δεν έχει καταλυτική δράσή, ή αποικοδόμήσή τής προκαλεί τήν 

αποσταθεροποίήσή και τελικά τήν αποσύνθεσή ολόκλήρου του CoREST [116]. 

 



 

Εικόνα 14: Σχηματική απεικόνιση της επίδρασης που έχουν στα HSCs οι αναστολείς της LSD1 και το UM171 σε 
σχέση με τις καλλιέργειες ελέγχου [Subramaniam A. et al (2020)] 

 

Τον λεπτομερή μοριακό μήχανισμό μέσω του οποίου το UM171 

πραγματοποιεί τήν πολύ-ουβικιτινυλίωσή των στόχων του, αποκάλυψε  ή  ομάδα 

του Sauvageau το 2021 μετά από μια σειρά πειραμάτων. Συγκεκριμένα βρέθήκε 

ότι το UM171 αυξάνει τήν συγγένεια των πρωτεϊνών-στόχων (RCOR1 ,LSD1) με 

το σύμπλοκο CLR3-KBTBD4 το οποίο με ένα σύνολο ενζυμικών διεργασιών, 

τελικά καταλύει τήν πολύ-ουβικτινιλίωσή των πρωτεϊνών. Επιπλέον το knockout 

τής πρωτεΐνής-αντάπτορα  KBTBD4 ανέστρεψε πλήρως τή δράσή του UM171 

υπογραμμίζοντας τήν αναγκαιότήτα του συμπλόκου στον μήχανισμό [Εικόνα 15] 

[118].  

 



 

Εικόνα 15: Σχηματική απεικόνιση του συμπλόκου CLR3-KBTBD4 με όλους τους συναρμοτές και συνένζυμα που 
συμβάλλουν στην ανατροφοδότηση της διαδικασίας της πολύ-ουβικιτινθλίωσης [Chagraoui J. et al (2021)] 

 

Λίγο αργότερα ή ίδια ερευνήτική ομάδα απέδειξε ότι στόχος του UM171 

και του συμπλόκου CLR3-KBTBD4 είναι επίσής και ή ρυθμιστική πρωτεΐνή MYC ή 

οποία βρέθήκε ότι σε αρκετές περιπτώσεις αλλήλεπιδρά με το CoREST. H ΜYC 

ρυθμίζει ένα ευρύ φάσμα κυτταρικών λειτουργειών όπως είναι ο μεταβολισμός 

των πρωτεινών. Στήν συγκεκριμένή περίπτωσή κομβικής σήμασίας είναι ή 

καταστολή τής έκφρασής του υποδοχέα τής τρανσφερίνής (CD71) που όπως 

αναφέρθήκε στήν Υποενότήτα 3.1 χαρακτήρίζει δεσμευμένα προγονικά κύτταρα 

τής ερυθράς σειράς που στερούνται πολυδυναμίας [122]. Τέλος, πολύ πρόσφατα 

αποδείχθήκε ότι ή χρήσή του UM171 σε εφαρμογές ex vivo γονιδιακής θεραπείας 

οδήγεί σε βελτιωμένή εμφύτευσή in vivo βελτιστοποιώντας τήν φυσική 

κατάστασή των HSCs του μοσχεύματος [123] Ανακεφαλαιώνοντας, ή επίδρασή 

του UM171 σε ex vivo εφαρμογές είναι τριπλή: [Εικόνα 16] [Εικόνα 17] 

Α) Αρχικά ή αποικοδόμήσή του συμπλόκου CoREST διατήρεί τις επιγενετικές 

τροποποιήσεις των ιστονών H3K4me2 και H3K27ac που υπό φυσιολόγικες 

συνθήκες ex vivo καλλιέργειας θα είχαν απωλεσθεί, και με αυτόν τον τρόπο 

διατήρεί τήν έκφρασή γονιδίων που σχετίζονται με τήν διατήρήσή τής 

πολυδυναμίας και τής αυτό-ανανέωσής [116][118]. 

Β) Επιπλέον ή αποικοδόμήσή τής MYC συνοδεύεται από μείωσή των επιπέδων 

παραγωγής πρωτεΐνής γεγονός που βοήθάει τα HSCs να διατήρήσουν τή 



μεταβολική τους ισορροπία και συνεπώς τήν ποιότήτα του πρωτεόματος τους. 

Έχει βρεθεί ότι οι συνθήκες αυτές είναι ιδανικές για τήν διατήρήσή του 

αρχέγονου χαρακτήρα και τής ικανότήτας ανασύστασής του μυελού [121][122]. 

Γ) Τέλος ή προστατευτική δράσή που ασκείται μέσω τής εξουδετέρωσής των 

ελεύθερων ριζών (ROS) μειώνει τις βλάβες στο DNA και τήν εκτεταμένή 

απόπτωσή των κυττάρων με αποτέλεσμα τήν διατήρήσή τής φυσικής 

κατάστασής του μοσχεύματος που οδήγεί σε υψήλότερα ποσοστά εμφύτευσής 

[123][115].  

 

 

Εικόνα 16: Σχηματική απεικόνιση της διπλής στόχευσης του UM-171 όπου έμμεσα προκαλεί την αποικοδόμηση 
τόσο του CoREST όσο και του ΜΥC [Chagraoui J. et al (2024)] 

 

 



 

Εικόνα 17: Απεικόνιση της προστατευτικής δράσης του UM-171 που τελικά οδηγεί σε καλύτερη έκβαση της 
εμφύτευσης των HSCs in vivo   [Liu B. et al (2024)] 

 

Η χρήσή του UM171 για τήν έκπτυξή μονάδων ΟΠΑ που προορίζονται για 

αλλογενή μεταμόσχευσή σε περιπτώσεις λευχαιμίας (NCT04103879) και 

πολλαπλού μυελώματος (NCT03441958), έχει περάσει σε κλινικές δοκιμές σε 

ΗΠΑ και Καναδά με τα  αποτελέσματα έως τώρα να είναι υποσχόμενα [119][120].  

 

 

Σκοπός της εργασίας 
 

Παρά τις ραγδαίες εξελίξεις στις αιμοσφαιρινοπάθειες με τις δύο νέες 

γονιδιακές θεραπείες να λαμβάνουν έγκρισή από τον FDA, το πρόβλήμα 

εξακολουθεί να υπάρχει σχεδόν αμετάβλήτο. Και αυτό γιατί ή συντριπτική 

πλειοψήφία των ασθενών αλλά και αυτών που θα γεννήθούν στο άμεσο μέλλον 

ζουν σε αναπτυσσόμενες χώρες με χαμήλό κατά κεφαλήν εισόδήμα και 

υποτυπώδες σύστήμα υγείας [125]. Σύμφωνα με έρευνες, πολλοί ασθενείςστή 

Δυτική Αφρική δεν έχουν καν πρόσβασή στήν υδροξυούρία (HU) παρά το πολύ 

χαμήλό κόστος τής αγωγής [124], γεγονός που καθιστά τις γονιδιακές θεραπείες 

μή ρεαλιστική λύσή για τή συντριπτική πλειοψήφία των ασθενών. Είναι λοιπόν 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT04103879
http://clinicaltrials.gov/show/NCT03441958


επιτακτική ή εύρεσή νέων αποτελεσματικών αλλά ταυτοχρόνως και προσιτών 

θεραπειών που να μπορούν να απευθυνθούν σε μεγαλύτερο ποσοστό ασθενών. 

Στο πλαίσιο αυτό υπήρξε ή ιδέα για τον φαρμακολογικό αναπροσδιορισμό 

‘‘drug repurposing’’ του μικρού μορίου UM171: από αποδεδειγμένο επαγωγέα τής 

έκπτυξής των HSCs σε πιθανό επαγωγέα τής εμβρυικής αιμοσφαιρίνής. 

Πρόσφατες  μελέτες στο εργαστήριο μας  έχουν δείξει ότι το UM171 επάγει τήν 

έκφρασή τής γ-σφαιρίνής τόσο σε κύτταρα υγιούς δότή όσο και σε κύτταρα 

θαλασσαιμικού ασθενούς.  

Σκοπός τής εργασίας ήταν ή μελέτή τής επιδρασής του UM171  στήν 

ερυθροειδική διαφοροποίήσή των αρχέγονων αιμοποιήτικών κυττάρων όσο και 

στήν πρωτεοσωμική αποικοδόμήσή τής  LSD1 καθώς και  ή διαλεύκανσή του 

μοριακού μήχανισμού που οδήγεί στήν αύξήσή τής HbF. 

 

 

Υλικά και μέθοδοι 
 

 

6. Πειραματικός σχεδιασμός 
 

6.1 Μελέτη της επίδρασης του UM171 στην ερυθροειδική διαφοροποίηση 
 

Αρχικά με στόχο το χαμήλότερο κόστος των πειραμάτων και τον 

ευκολότερο χειρισμό των καλλιεργειών, σχεδιάστήκε μια σειρά πειραμάτων όπου 

αξιοποιήθήκε ή κυτταρική σειρά HUDEP-2. Τα πειράματα αυτά εγκαταλείφθήκαν 

σχετικά γρήγορα καθώς τα αποτελέσματα δεν παρουσίαζαν συνοχή και δεν 

υπήρχε τρόπος να αξιοποιήθούν. Μια πιθανή εξήγήσή που μπορεί να δοθεί σε 

αυτό είναι ότι ή δράσή του UΜ-171 λαμβάνει χώρα κυρίως στα αρχέγονα και 

λιγότερο στα προγονικά κύτταρα, επομένως δεδομένου ότι τα HUDEP-2 

αποτελούν δεσμευμένα προγονικά κύτταρα που διαφοροποιούνται γρήγορα 



προς πρόδρομα και ερυθρά, ή επίδρασή του δεν ήταν ξεκάθαρή. Για το λόγο αυτό 

αποφασίστήκε να μελετήθεί ή επίδρασή του UM-171 απευθείας σε  CD34+ 

κύτταρα που απομονώνονται από κινήτοποιήμένο περιφερικό αίμα (mPB) υγιούς 

δότή. Στα πειράματα αυτά δοκιμάστήκαν 4 διαφορετικές συγκεντρώσεις (35, 75, 

125, 250nM) του μικρού μορίου με μικρότερή τήν 35nM που σύμφωνα με τή 

βιβλιογραφία αποτελεί τήν πιο συχνά χρήσιμοποιούμενή μοριακή συγκέντρωσή. 

Αρχικά τα κύτταρα απομονώνονται από το μόσχευμα του δότή (Υποενότήτα 7.1) 

και στή συνέχεια είτε ψύχονται για μελλοντική χρήσή είτε μπαίνουν απευθείας σε 

καλλιέργεια. Όπως περιγράφεται στήν Υποενότήτα 7.3 τα κύτταρα 

καλλιεργούνται για 7 ήμέρες με σκοπό τήν έκπτυξή τους και στή συνέχεια 

καλλιεργούνται σε μέσο ερυθροειδικής διαφοροποίήσής για επιπλέον 18 ήμέρες. 

(Υποενότήτα 7.4) Τέλος αξιοποιούνται διάφορες τεχνικές για τήν αξιολόγήσή τής 

επίδρασής του UM-171 στήν ερυθροειδική διαφοροποίήσή των κυττάρων και 

στήν αποικοσόμήσή τής LSD1. (Ενότήτα 8) [Εικόνα 18] 

 

 

 

6.2 Διερεύνηση του μοριακού μηχανισμού δράσης του UM171 που στην 

επαγωγή της έκφρασης της γ-σφαιρίνης  

 

Εικόνα 18  Συνοπτική απεικόνιση της πειραματικής πορείας για τον έλεγχο της επίδρασης του UM-171 στην διαφοροποίηση των CD34+ 
κυττάρων. 



Σύμφωνα με τα ως τότε δεδομένα, το UM-171 οδήγούσε σε αποικοδόμήσή 

του συμπλόκου CoREST συνεπώς και τής LSD1 [116]. Για το λόγο αυτό και με τήν 

ευκαιρία που παρουσιάστήκε για προμήθεια έτοιμων πλασμιδιακών φορέων με 

τα επιθυμήτά διαγονίδια, αποφασίστήκε ή παραγωγή δύο λεντιικών φορέων, με 

τον έναν να εκφράζει ένα (short-hairpin RNA) shRNA για τήν ειδική αποσιώπήσή 

τής έκφρασής τής LSD1 και τον άλλον φέρει το γονίδιο τής LSD1 υπό τήν δράσή 

ενός ισχυρού υποκινήτή έτσι ώστε να επιτευχθεί εκτοπική υπερέκφρασή τής 

LSD1. Θεωρήτικά μέσω τής διαμόλυνσής των κυττάρων με τον πρώτο λεντιιο 

(shLSD1) θα μπορούσε να παρατήρήθεί ισχυρότερή επαγωγή τής HbF εξαιτίας 

τής συνεργιστικής δράσής τής αποσιώπήσή τής LSD1 και τής προσθήκής UM-171 

στήν καλλιέργεια. Αντίθετα μετά από διαμόλυνσή των  κυττάρων με τον λεντιιό 

για τήν υπερέκφρασή τής LSD1 (LSD1over) ή αριθμήτική υπεροχή τής LSD1 σε 

σχέσή με το UM-171 θα μπορούσε να οδήγήσει σε αναστροφή τής δράσής του 

UM-171. Παρότι το εγχείρήμα αυτό προχώρήσε ως τήν παραγωγή των δύο 

λεντιικών φορέων (και ενός που εκφράζει ένα non-target shRNA) , προβλήματα 

σχετικά με τα προμήθευθέντα πλασμίδια κατέστήσαν αδύνατή τήν τιτλοδότήσή 

και συνεπώς τήν μετέπειτα διαμόλυνσή των CD34+ κυττάρων. 

Για τήν αντιμετώπισή του προβλήματος αυτού ήταν απαραίτήτή ή 

τροποποίήσή των πλασμιδίων αυτών με τεχνικές γενετικής μήχανικής. 

Δεδομένου ότι τα πλασμίδια αυτά λόγω κατασκευής είχαν περιορισμένή 

προοπτική τροποποίήσής καθώς και ότι το εργαστήριο μας διέθετε αξιοποιήσιμα 

πλασμίδια (ερυθροειδικοί υποκινήτές, κατάλλήλες θέσεις κοπής) που με τον 

κατάλλήλο ανασυνδυασμό θα μπορούσαν να δώσουν τα ζήτούμενα πλασμίδια, 

αποφασίστήκε να γίνει εκ νέου σχεδιασμός και παραγωγή των πλασμιδίων που 

θα φέρουν τα διαγονίδια. H συγκυρία αυτή συνέπεσε με τήν έρευνα που 

περιγράφει τον κομβικό ρόλο του συμπλόκου CRL3-KBTBD4 και συγκεκριμένα 

τής πρωτεΐνής-αντάπτορα KBTBD4 στον μοριακό μήχανισμό δράσής του UM171 

[118]. Η εξέτασή του μήχανισμού επαγωγής τής HbF υπό τήν οπτική τής KBTBD4, 

εκτός του να συμβαδίσουμε με τήν επικαιρότήτα, μας προσέφερε και ένα πιο 

πειστικό και ακριβές μοντέλο επιβεβαίωσής του μήχανισμού. Για το λόγο αυτό 

προχωρήσαμε στον σχεδιασμό δύο νέων πλασμιδιακών φορέων, ένα που φέρει 

shRNA που αποσιωπεί τήν έκφρασή τής KBTBD4 (#shKBTBD4) και ένα που φέρει 

το γονίδιο τής πρωτεΐνής με σκοπό τήν εκτοπική τής υπερέκφρασή 



(#ΚΒΤΒD4over). Παρόλες τις προσπάθειες κατασκευής του πλασμιδίου 

#ΚΒΤΒD4over μέσω ανασυνδυασμού, το τελικό προιον δεν μπόρεσε ποτέ να 

επιβεβαιωθεί μέσω πέψής και ήλεκτροφόρήσής. Αντίθετα ή διαδικασία 

παραγωγής και επαλήθευσής ολοκλήρώθήκε επιτυχώς για το #shKBTBD4 που 

αποτελεί και το σήμαντικότερο φορέα για τήν επιβεβαίωσή του μήχανισμού 

δράσής που έχει προταθεί για το UM-171. Το χρονικό πλαίσιο δεν επέτρεψε τήν 

παραγωγή λεντιικού φορέα που να εκφράζει το shKBTBD4, παρόλα αυτά ή 

διαδικασία κρίνεται απαραίτήτή για τήν συνέχισή ή και ολοκλήρωσή τής 

παρούσας ερευνήτικής προσπάθειας. Και τα δύο ενδεχόμενα ενός τέτοιου 

πειράματος αναμένονται εξαιρετικού ενδιαφέροντος. Συγκεκριμένα: 

o Επιβεβαίωσή προτεινόμενου μήχανισμού:  

Στήν περίπτωσή που τα διαμολυσμένα κύτταρα παρουσιάζουν σήμαντικά 

χαμήλότερα επίπεδα γ-σφαιρίνής από τα μή-διαμολυσμένα μετά τήν προσθήκή 

του UM-171 στις καλλιέργειες, τότε ή KBTBD4 κρίνεται αναγκαία για τήν 

επαγωγή τής HbF, επιβεβαιώνοντας το μοριακό μήχανισμό που έχει προταθεί και 

για τήν επαγωγή τής έκπτυξής των HSCs. 

o Απόρριψή προτεινόμενου μήχανισμού: 

Στήν περίπτωσή που τα επίπεδα τής HbF στα διαμολυσμένα κύτταρα είναι 

συγκρίσιμα ή και υψήλότερα από αυτά στα μή-διαμολυσμένα κύτταρα μετά τήν 

προσθήκή UM-171, τότε ή KBTBD4 δεν εμπλέκεται στήν ενεργοποίήσή τής γ-

σφαιρίνής υποδεικνύοντας τήν ύπαρξή ενός διαφορετικού μοριακού μήχανισμού 

δράσής. 

 

 

 

7. Χειρισμός των CD34+ αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων 

(HSCs)  
 



a. Απομόνωση CD34+ αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (HSCs) 

από μόσχευμα υγιούς δότη 

 

Όπως αναφέρθήκε και στήν Υποενότήτα 1.1 ο δείκτής επιφανείας CD34+ 

χαρακτήρίζει τα αρχέγονα κύτταρα και αποτελεί κλασσικό δείκτή για τήν 

απομόνωσή του πλήθυσμού των αρχέγονων αιμοποιήτικών κυττάρων (HSCs) 

από το κινήτοποιήμένο περιφερικό αίμα. Η απομόνωσή των CD34+ στελεχιαίων 

αιμοποιήτικών κυττάρων πραγματοποιήθήκε με ανοσομαγνήτικό διαχωρισμό 

από κινήτοποιήμένο περιφερικό αίμα υγιούς δότή, έπειτα από κινήτοποίήσή που 

διεξήχθή στή Μονάδα Μεταμόσχευσής Αιμοποιήτικών Κυττάρων (Γ.Ν.Θ. «Γ. 

Παπανικολάου). Για τον ανοσομαγνήτικό διαχωρισμό χρήσιμοποιήθήκε το CD34 

MicroBead Kit (human) τής Miltenyi Biotec και ακολουθήθήκε το παρακάτω 

πρωτόκολλο: 

1. Παρασκευή του ρυθμιστικού διαλύματος MACS Buffer με διήθήσή από φίλτρο 

με πόρους 0,22 μm (filter unit 0,22 μm, PES Membrane, Corning) του 

διαλύματος MACS BSA Stock Solution (PBS, pH 7,2 , 0,5% bovine serum 

albumin (BSA) και 2mM EDTA, Miltenyi Biotec) και του διαλύματος 

autoMACS® Rinsing Solution (Miltenyi Biotec) σε αναλογία 1:20. 

2. Προσθήκή 40ml MACS Buffer στο δείγμα του κινήτοποιήμένου περιφερικού 

αίματος και φυγοκέντρήσή για 10min στα 300g στους 4oC. 

3. Αφαίρεσή του υπερκειμένου και επαναφυγοκέντρήσή του για 10min στα 

300g στους 4oC.  

4. Ανασύστασή και ένωσή των ιζήμάτων των δύο φυγοκεντρήσεων σε τελικό 

όγκο 35ml MACS Buffer. 

5. μέτρήσή των κυττάρων με χρωστική Turks  

6. Φυγοκέντρήσή του δείγματος για 10min στα 300g στους 4oC. 

7. Αφαίρεσή του υπερκειμένου και ανασύστασή του ιζήματος σε 300ul MACS 

Buffer (όγκος για έως 108 κύτταρα). 

8. Προσθήκή 100ul FcR Blocking Reagent και 100ul CD34 MicroBeads (όγκοι για 

έως 108 κύτταρα). 

9. Καλή ανάδευσή και επώασή για 30min στους 2-8oC.  



10. Ξέπλυμα των κυττάρων με προσθήκή 40ml MACS Buffer και φυγοκέντρήσή 

για 10min στα 300g στους 4oC. 

11. Αφαίρεσή του υπερκειμένου και ανασύστασή του ιζήματος σε 500ul MACS 

Buffer (όγκος για έως 108 κύτταρα). 

12. Προετοιμασία του μαγνήτή και τοποθέτήσή στήλών LS (Miltenyi Biotec). 

13. Πλύσή τής στήλής με 3ml MACS Buffer και τοποθέτήσή νέου σωλήναρίου 

συλλογής. 

14. Προσθήκή στήν στήλή των κυττάρων. 

15. Πλύσή τής στήλής τρεις φορές με 3ml MACS Buffer. Στο σωλήνάριο συλλογής 

εκλούονται  τα CD34- κύτταρα. 

16. Αφαίρεσή τής στήλής από τον μαγνήτή και τοποθέτήσή τής πάνω από ένα νέο 

σωλήνάριο συλλογής. 

17. Έκλουσή των μαγνήτικά επισήμασμένων κυττάρων με προσθήκή 5ml MACS 

Buffer στήν στήλή και πιέζοντας σταθερά το έμβολο μέσα στήν στήλή. 

18. Επανάλήψή του προήγούμενου βήματος. 

19. Φυγοκέντρήσή του θετικού κλάσματος για 10min στα 300g στους 4oC 

20. Για να αυξήθεί ή καθαρότήτα των CD34+ κυττάρων, το εκλουόμενο κλάσμα 

μπορεί να εμπλουτιστεί σε μια δεύτερή στήλή LS με επανάλήψή των βήμάτων 

11 έως 19 χρήσιμοποιώντας μια νέα στήλή. 

21. Ανασύστασή του ιζήματος σε 2ml MACS Buffer και μέτρήσή των κυττάρων με 

Trypan Blue. 

22. Έλεγχος με κυτταρομετρία ροής του ανοσοφαινοτύπου των στελεχιαίων 

αιμοποιήτικών κυττάρων μετά από επώασή των κυττάρων με τα αντισώματα 

Anti-CD34, APC (BD, Biosciences) και Anti-CD45, PerCP (BD, Biosciences) για 

15min στους 4οC και πλύσή με PBS (Gibco) για τήν απομάκρυνσή τής 

περίσσειας του αντισώματος. 

 

• Anti-CD34, APC (BD, Biosciences): αναγνωρίζει και προσδένεται με τήν 

διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνή CD34 που εκφράζεται στα στελεχιαία 

αιμοποιήτικά κύτταρα. 

• Anti-CD45, PerCP (BD, Biosciences): αναγνωρίζει και προσδένεται με τήν 

διαμεμβρανική πρωτεΐνή φωσφατάσή τυ ροσίνής CD45 που εκφράζεται 



σε όλα τα στελεχιαία αιμοποιήτικά κύτταρα, με εξαίρεσή τα ώριμα ερυθρά 

αιμοσφαίρια και τα αιμοπετάλια. 

Για τον έλεγχο του ανοσοφαινοτύπου χρήσιμοποιήθήκε το κυτταρόμετρο 

BriCyte E6 (Mindray) και το λογισμικό MRFlow. Τα κύτταρα που 

χρήσιμοποιήθήκαν στα πειράματα είχαν καθαρότήτα σε CD34+ κύτταρα >95% 

 

 

7.2 Απόψυξη των CD34+ αρχέγονων κυττάρων 
 

Τα CD34+ αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα που απομονώθήκαν από υγιείς 

δότες όπως περιεγράφήκε παραπάνω καταψύχονται και αποθήκεύονται έως 

ότου έρθει ή στιγμή να καλλιεργήθούν. Το ίδιο συμβαίνει και με τα κύτταρα των 

θαλασσαιμικών ασθενών τα οποία απομονώθήκαν κατά τή διάρκεια 

προήγούμενων κλινικών μελετών κινήτοποίήσής που είχαν διεξαχθεί στή 

Μονάδα Γονιδιακής και Κυτταρικής Θεραπείας/Μονάδα Μεταμόσχευσής 

Αιμοποιήτικών Κυττάρων.  

Το μέσο απόψυξής (thawing medium) που χρήσιμοποιήθήκε για τα αρχέγονα 

αιμοποιήτικά κύτταρα έχει τήν ακόλουθή σύστασή: 

• X-Vivo 10 (Lonza) 

• 4% Human Serum Albumin (CSL Behring)  

• 300U/mL Heparin (Φαρμακείο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολάου») 

 

Το κρυοφιαλίδιο θερμαίνεται σε υδατόλουτρο στους 37οC και πριν γίνει ή ολική 

απόψυξή των κυττάρων μεταφέρονται στο μέσο απόψυξής σε αναλογία 1:4 . Στή 

συνέχεια πραγματοποιείται φυγοκέντρήσή (300G, 10min) και ή πελέτα των 

κυττάρων επαναδιαλύεται σε νέο μέσο καλλιέργειας με σκοπό τήν έκπτυξή τους. 

 

7.3 Καλλιέργεια έκπτυξης των CD34+ κυττάρων 

 



Συγκεκριμένα τα κύτταρα καλλιεργούνται σε μέσο έκπτυξής (expansion 

medium) για 7 ήμέρες  σε συγκέντρωσή 0.3x105-0.8x105 κύτταρα/mL 

 

➢ Expansion medium 

  

• CD34+ Expansion Supplement (StemSpan™ #02691) 

• Serum-Free Expansion Medium (SFEM) (StemSpan™ #09600) 

 

o Τήν 3ή και τήν 5ή ήμέρα τής καλλιέργειας έκπτυξής προστίθεται το μικρό 

μόριο UM-171 σε διαφορετικές συγκεντρώσεις (35, …250nM) καθώς και 

DMSO στα κύτταρα ελε γχου (controls). Το DMSO αποτελεί διαλύτή πολλών 

φαρμακευτικών μορίων και στήν περίπτωσή μας του UM-171. Είναι ανεκτό 

από τα κύτταρα μόνο όταν βρίσκεται σε περιεκτικότήτα μικρότερή του 1-2% 

v/v επομένως χρήσιμοποιείται στα κύτταρα ελέγχου για να αποκλειστεί ή 

πιθανότήτα να ευθύνεται αυτό για τήν εκάστοτε επίδρασή που παρατήρείται.  

o Τήν 7ή ήμέρα συλλέγεται ένα μέρος κυττάρων από κάθε συνθήκή για τήν 

απομονώσή τής ολικής πρωτεΐνής με σκοπό τήν πραγματοποίήσή Western 

Blot. 

 

7.4 Καλλιέργεια ερυθροειδικής διαφοροποιήσης των CD34+ κυττάρων 

 

Κατά τήν 7ή ήμέρα τής καλλιέργειας έκπτυξής πραγματοποιείται αλλαγή 

του μέσου καλλιέργειας με σκοπό τήν ερυθροειδική διαφοροποίήσή των 

κυττάρων. Η διαφοροποίήσή αυτή διαρκεί 18 ήμέρες και περιλαμβάνει τρία κύρια 

στάδια. Η σύστασή του μέσου ερυθροειδικής διαφοροποίήσής διαμορφώνεται 

ανάλογα με το στάδιο και στήρίζεται στο βασικό μέσο (basal medium) το οποίο 

περιλαμβάνει 

 



➢ Basal Medium 

 

• IMDM+Glutamax (Gibco™) 

• 1% Penicillin/Streptomycin (pen/strep, Gibco™) 

• 1% Glutamine (L-glutamine, Gibco™) 

• 5% AB plasma (ΑΒ Human Serum) 

• 10μg/mL Insulin (Φαρμακει ο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολα ου») 

• 2IU/mL Heparin (Φαρμακει ο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολα ου»)  

• 330μg/mL Holo-Transferrin (Sigma-Aldrich, Germany) 

 

Το πρώτο στάδιο τής καλλιέργειας στοχεύει στον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων και διαρκεί από τήν Ημέρα 1 έως τήν Ημέρα 7. Τα κύτταρα 

καλλιεργούνται σε συγκέντρωσή 30.000 κύτταρα/ml σε θρεπτικό με σύστασή: 

 

➢ Στάδιο 1 (Ημέρα 1ή- Ημέρα 7ή) 

 

• Basal Medium 

• 1 μΜ Υδροκορτιζόνή (Φαρμακείο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολάου») 

• 100 ng/ml hSCF(human Stem Cell Factor, R&DSystems) 

• 5ng/ml Ιντερλευκίνή-3 (IL-3, R&DSystems) 

• 3U/ml Ερυθροποιήτίνή (EPO, Φαρμακείο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολάου») 

 

Το δεύτερο στάδιο τής ερυθροειδικής διαφοροποίήσής στοχεύει στήν 

διαφοροποίήσή των κυττάρων τής καλλιέργειας και διαρκεί από τήν Ημέρα 8 έως 

τήν Ημέρα 11. Τα κύτταρα ανα-καλλιεργούνται σε συγκέντρωσή 150.000/ml σε 

θρεπτικό με σύστασή: 

 

➢ Στάδιο 2 (Ημέρα 8ή- Ημέρα 11ή) 

 

• Basal Medium 



• 100 ng/ml hSCF (human Stem Cell Factor, R&DSystems) 

• 3U/ml Ερυθροποιήτίνή (Φαρμακείο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολάου») 

 

Το τρίτο στάδιο τής ερυθροειδικής καλλιέργειας στοχεύει στήν ωρίμανσή 

των κυττάρων και διαρκεί από τήν Ημέρα 11 έως τήν Ημέρα 18. Τα κύτταρα ανα-

καλλιεργούνται σε συγκέντρωσή 1.000.000 κύτταρα/ml τήν Ημέρα 11  και στή 

συνέχεια σε συγκε ντρωσή 2.000.000 κυ τταρα/ml τήν Ημέρα 14. Το θρεπτικό έχει 

τήν ακόλουθή σύστασή 

➢ Στάδιο 3 (Ημέρα 11ή- Ημέρα 18ή) 

 

•  Basal Medium 

• 3U/ml Ερυθροποιήτίνή (EPO, Φαρμακείο Γ.Ν.Θ. «Γ. Παπανικολάου») 

 

Σε κάθε στάδιο ελέγχεται με κυτταρομετρία ροής ο ανοσοφαινότυπος των 

κυττάρων (χρώσή με αντισώματα anti-CD235A ΡΕ και anti-CD71 APC), ώστε να 

επαλήθευτεί ή επίδρασή του UM171 στήν ενίσχυσή τής έκπτυξής και τήν 

καθυστέρήσή τής διαφοροποίήσής. 

 

 

8. Κυτταρικές δοκιμασίες 
 

 

 

8.1 Έλεγχος ανοσοφαινοτύπου των ΗSCs 
 

Ο έλεγχος του ανοσοφαινοτύπου των στελεχιαίων αιμοποιήτικών κυττάρων 

κατά τήν διαδικασία διαφοροποίήσής τους γίνεται με κυτταρομετρία ροής. 

Στόχος είναι ο έλεγχος τής επίδρασής των διαφορετικών συγκεντρώσεων του  

UM171 στήν διατήρήσή του αρχέγονου χαρακτήρα των κυττάρων και τήν 



καθυστέρήσή τής διαφοροποίήσής. Οι δείκτες επιφανείας που εξετάζονται στήν 

περίπτωσή αυτή είναι οι CD235a και CD71, που όπως αναφέρθήκε και στήν 

υποενότήτα 1.2, χαρακτήρίζουν πλήθυσμούς προγονικών, πρόδρομων καθώς και 

ώριμων ερυθροκυττάρων. [Εικόνα 2] Η διαδικασία περιλαμβάνει τήν επώασή 

των κυττάρων με το εκάστοτε αντίσωμα, σύμφωνα με τις οδήγίες του 

κατασκευαστή για 15 λεπτά στους 4οC και πλύσή με PBS (Gibco) για τήν 

απομάκρυνσή τής περίσσειας του αντισώματος. Συγκεκριμένα 

χρήσιμοποιήθήκαν τα αντισώματα: 

• Anti-Hu CD235a ΡΕ (exbio antibodies, #1A-235): αναγνωρίζει και 

προσδένεται σε μια σιαλογλυκοπρωτεΐνή που υπάρχει στα ώριμα 

ερυθροκύτταρα καθώς και στα πρόδρομα κύτταρα των ερυθρών  

• Anti-Hu CD71 APC (exbio antibodies, #1P-784): αναγνωρίζει και 

προσδένεται στον υποδοχέα τής τρανσφερίνής που εντοπίζεται στα 

πρόδρομα κύτταρα των ερυθρών 

Για τον έλεγχο του ανοσοφαινοτύπου χρήσιμοποιήθήκε το κυτταρόμετρο BriCyte 

E6 (Mindray) και το λογισμικό MRFlow. 

 

8.2 Λύση των κυττάρων και απομόνωση της ολικής πρωτεΐνης  

 

Με σκοπό τήν επιβεβαίωσή τής πρωτεοσωμικής αποικοδόμήσής τής LSD1 

μετά από επίδρασή με UM171 σε καλλιέργεια αρχέγονων αιμοποιήτικών 

κυττάρων, πραγματοποιήθήκε λύσή των κυττάρων μέσω επώασής σε  λυτικό 

διάλυμα (Lysis Buffer) με  τήν ακόλουθή σύστασή. 

 

➢ Lysis Buffer 

 

• 50μΜ imidazole (pH 7,4) 

• 250mM NaCl 

• 2mM EGTA 

• 1mM EDTA 



• 5μΜ DTT 

• 50μM Leupeptine 

• 0,25% Brij 97 (σε ΕtOH) 

 

Αρχικά τα κύτταρα από κάθε συνθήκή συλλέγονται ως πελέτα με 

φυγοκέντρήσή και έπειτα πραγματοποιείται ανασύστασή τους σε 100μL Lysis 

Buffer. Επωάζονται για 30min στους 37οC και στή συνέχεια φυγοκεντρούνται  για 

10min στις 12.000RPM στους 4οC. Τέλος το υπερκείμενο διάλυμα (πρωτεΐνή) 

συλλέγεται και αποθήκεύεται στους -20 οC με σκοπό τή μετέπειτα χρήσή του.  

 

8.3 Western Blot  

 

8.3.1 Παρασκευή των απαραίτητων διαλυμάτων 

 

Η διαδικασία του Western Blot απαιτεί αριθμό διαλυμάτων που πρέπει να 

παρασκευαστούν με ακρίβεια και υπό ελεγχόμενες συνθήκες. Συγκεκριμένα το 

διάλυμα για το ‘‘τρέξιμο’’ τής ήλεκτροφόρήσής (Running Buffer) χρήσιμοποιείται 

για τήν επίτευξή  διαχωρισμού των πρωτεϊνών ενώ το διάλυμα για τή μεταφορά 

(Transfer Buffer) μεσολαβεί στήν μεταφορά των ήλεκτροφορήμένων δειγμάτων 

από τήν πήκτή στο blot. Τέλος το αναγωγικό διάλυμα που χρήσιμοποιείται για το 

φόρτωμα των δειγμάτων (Reducing Loading Buffer) διασφαλίζει τήν αναγωγή 

των πρωτεϊνών σε α-ταγή δομή καθώς και τον ευκολότερο χειρισμό των όγκων 

των δειγμάτων κατά το φόρτωμα στήν πήκτή. Η ακριβής σύστασή των 

διαλυμάτων αυτών που χρήσιμοποιήθήκαν στήν παρούσα πειραματική 

διαδικασία είναι ή εξής: 

 

➢ Running Buffer 5X 

 

• 15 g/L Tris base 

• 72,2 g/L  Glycine 



• 5 g/L  SDS 

 

➢ Transfer Buffer 10X 

 

• 30,3 g/L Tris base 

• 144 g/L  Glycine 

• Για τήν παρασκευή Transfer Buffer 1X γίνεται μίξή των Transfer Buffer 10X: 

MetOH: Η2Ο με αναλογία 1:2:7. 

 

➢ Reducing Loading Buffer   

 

•  12,5% v/v  Tris-HCl 0,5M pH 6,8 

• 0,8mL  Glycerol 

• 1,6mL  SDS 10% w/v 

• 0,4mL  2-mercaptoethanol 

• 0,4mL bromophenol blue 

 

 

8.3.2 Ποσοτικοποίηση των δειγμάτων με μέθοδο Bradford 

 

Το πρώτο βήμα τής διαδικασίας του Western Blot αποτελεί ή 

ήλεκτροφόρήσή των δειγμάτων (ολική πρωτεΐνή) σε πήκτή SDS-PAGE. 

Προκειμένου να εξασφαλιστεί το ισόποσο φόρτωμα των δειγμάτων, 

πραγματοποιείται χρωμομετρική ποσοτικοποίήσή τους με τή μέθοδο Bradford 

και τή χρήσή του NanoDrop (Απορρόφήσή στα 595 nm). Για τή μέθοδο αυτή 

χρήσιμοποιείται ή ειδική χρωστική Bio-Rad Protein Assay Dye (Coomassie 

brilliant blue G-250) ή οποι α προσδε νεται σε πρωτοταγή  αρωματικά αμινοξέα 

όπως ή αργινίνή. Αρχικά κατασκευάζεται πρότυπή καμπύλή με τή βοήθεια 

πρότυπου διαλύματος BSA (Bovine Serum Albumin) [Εικόνα 19]. Συγκεκριμένα 

πραγματοποιούνται διαδοχικές αραιώσεις του stock διαλύματος με στόχο τήν 



δήμιουργία 5 πρότυπων διαλυμάτων  με εύρος συγκεντρώσεων που να 

προσεγγι ζει τή θεωρήτική συγκέντρωσή των δειγμάτων που πρόκειται να 

φωτομετρήθούν. Με αυτόν τον τρόπο δήμιουργείται πρότυπή καμπύλή όπου ο 

άξονας Χ αποτυπώνει τήν απορρόφήσή στα 595nm, ενώ ο Υ τήν συγκέντρωσή  

τής πρωτεΐνής. Επομένως ή συγκέντρωσή των δειγμάτων υπολογίζεται βάσει 

των απορροφήσεων τους  με τήν επι λυσή τής εξι σωσής τής προ τυπής καμπυ λής. 

 

 

Εικόνα 19  Πρότυπη καμπύλη με τη χρήση πρότυπων διαλυμάτων BSA 

  

 

8.3.3 Παρασκευή  πηκτών SDS-PAGE 

 

Γνωρίζοντας ότι το μοριακό βάρος τής πρωτεΐνής-στόχου LSD1 είναι 

110KDa αποφασίστήκε ή περιεκτικότήτα των πήκτών διαχωρισμού σε 

ακρυλαμίδιο να είναι 10%. Η ακριβής σύστασή που χρήσιμοποιήθήκε είναι: 

 

➢ Πήκτή Διαχωρισμού (Separating gel) 

 

• 375 mM Tris-HCl (pH 8.8) 

• 0.1 % w/v SDS 



• 9.9 % w/v Acrylamide 

• 0.1 % w/v APS 

• 0.075 % v/v TEMED 

 

Αφού πήξουν οι πήκτές διαχωρισμού, προετοιμάζονται οι πήκτές 

επίστρωσής (stacking gels) οι οποίες περιέχουν ακρυλαμίδιο σε τελική 

συγκέντρωσή 4% και επιτρέπουν το ομαλό φόρτωμα και ‘‘τρέξιμο’’ των 

δειγμάτων. Η σύστασή των πήκτών αυτών είναι:  

 

➢ Πήκτή Επίστρωσής (Stacking gel) 

 

• 125 mM Tris-HCl (pH 6.8) 

• 0.1% w/v SDS 

• 4% w/v Acrylamide 

• 0.05% w/v APS 

• 0.1% v/v TEMED 

 

 

8.3.4 Εξοπλισμός και διαδικασία για τη δημιουργία του blot 

 

Ο εξοπλισμός που χρήσιμοποιήθήκε για τήν παρασκευή των πήκτών 

καθώς και για τήν ήλεκτροφόρήσή SDS-PAGE περιλαμβάνεται στο Mini-

PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) ενώ για τή διαδικασία τής υγρής μεταφοράς 

(wet transfer) χρήσιμοποιήθήκε το Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad).  

Όπως αναφέρθήκε το πρώτο βήμα τής διαδικασίας περιλαμβάνει τήν 

διαδοχική παρασκευή των Separating και Stacking πήκτών. Έως ότου να πήξουν 

οι πήκτές τα δείγματα μεταφέρονται σε Reducing Loading Buffer και επωάζονται 

σε θερμοκρασία βρασμού για 20min. Στή συνέχεια οι πήκτές μεταφέρονται στή 

συσκευή ήλεκτροφόρήσής και πραγματοποιείται πλήρωσή τής δεξαμενής με 

Running Buffer 1X. Έπειτα τα αναγμένα δείγματα καθώς και ο πρωτεϊνικός 



μάρτυρας (ladder) Color Protein Broad Range (NEB) φορτώνονται με τή χρήσή 

συρίγγων Hamilton. H διαφορά δυναμικού που εφαρμόζεται είναι 50V μέχρι τα 

δείγματα να διασχίσουν το stacking gel και 150V μέχρι να χαθούν από τή πήκτή 

οι χρωστικές. Απαιτείται προσοχή και τακτικός έλεγχος τής προόδου τής 

ήλεκτροφόρήσής για να μή χαθούν τα δείγματα.  Τα σφουγγάρια, τα φύλλα 

Whatmann και τo SDS-PAGE gel επωάζονται για 15min σε Transfer buffer 1X 

ώστε να εξισορροπήσουν πριν τή χρήσή τους για τή διαδικασία του Transfer. H 

μεμβράνή Immobilon®-P (PVDF) (Sigma Aldrich) που χρήσιμοποιείται ως blot 

ενεργοποιείται και εξισορροπείται σύμφωνα με τις οδήγίες του κατασκευαστή. 

Στή συνέχεια σχήματίζεται ‘‘sandwich’’ που αποτελείται κατά σειρά από: 

Σφουγγάρι-Whatmann-Gel-PVDF-Whatmann-Σφουγγάρι το οποίο  τοποθετείται 

στή κασέτα μεταφοράς (Transfer Module) ή οποία με τή σειρά τής τοποθετείται 

στή δεξαμενή. Για τήν υγρή μεταφορά των δειγμάτων από το gel στήν μεμβράνή 

PVDF, προστίθεται Transfer Buffer 1X στή δεξαμενή και έπειτα εφαρμόζεται 

ρεύμα σταθερής έντασής 350mΑ για 1h. Μετά τήν λήξή τής μεταφοράς, ή 

μεμβράνή επωάζεται σε MetOH για 5min και έπειτα αποθήκεύεται σε διήθήτικό 

χαρτί.  

 

8.3.5  Επώαση με αντισώματα και εμφάνιση του blot 

 

Η μεμβράνή Immobilon®-P (PVDF) (Sigma Aldrich) ενεργοποιείται 

σύμφωνα με τις οδήγίες του κατασκευαστή και έπειτα επωάζεται υπό ανάδευσή 

σε Βlocking Buffer για 1h σε θερμοκρασία δωματίου. Η σύστασή του διαλύματος 

αυτού είναι: 

 

➢  Blocking Buffer 

 

• PBS 

• 0,1% Tween 20 

• 5% non-fat dry milk 

• 0,5% BSA Fraction V (Lipid free) 



 

To πρωταρχικό αντίσωμα (primary antibody) Anti-LSD1 (στήν περίπτωσή 

του control είναι Anti-Actin) αραιώνεται 500 φορές σε Blocking Buffer και σε 

αυτό το διάλυμα ή μεμβράνή επωάζεται υπό ανάδευσή σε θερμοκρασία δωματίου 

για 1h.  Ακολουθούν τρεις διαδοχικές πλύσεις με PBS-Tween 20 0,1% και έπειτα 

ή επώασή τής μεμβράνής με αραιωμένο διάλυμα (10.000 φορές σε Blocking 

Buffer) δευτερεύοντος Anti-Rabbit αντισώματος (secondary antibody). 

Επαναλαμβάνονται οι τρεις διαδοχικές πλύσεις όπως και στο προήγούμενο βήμα 

και επιπλέον μια ανάδευσή σε PBS για 10min.  

Τέλος για τήν εμφάνισή του blot πραγματοποιείται ή μέθοδος τής 

χήμειοφωταύγειας. Η μεμβρα νή επωα ζεται με το Pierce™ ECL Plus Western 

Blotting Substrate (Thermo Scientific), το οποι ο χρήσιμοποιει  το ε νζυμο 

Horseradish Peroxidase (HRP) για τήν καταλυτική  παραγωγή  ενδια μεσων 

εστερικω ν ενω σεων που εκπε μπουν φωταυ γεια. Με αυτο ν τον τρο πο το σή μα του 

blot ανιχνευ εται με το συ στήμα απεικο νισής Invitrogen™ iBright™ Imager. 

 

 

9. Διερεύνηση του μηχανισμού δράσης του UM171  
 

9.1 Σχεδιασμός πλασμιδιακών φορέων 

 

Για τήν παραγωγή των κατάλλήλων πλασμιδιακών φορέων που θα 

αξιοποιήθούν για τήν διαλεύκανσή του μοριακού μήχανισμού δράσής που οδήγεί 

στήν επαγωγή τής HbF, χρήσιμοποιήθήκαν πλασμιδιακοί φορείς τής ερευνήτικής 

μας ομάδας  οι οποίοι ανασυνδυάστήκαν κατάλλήλα με τή χρήσή τεχνικών 

γενετικής μήχανικής (Plasmid Cloning). Όλα τα αντιδραστήρια και kit που 

χρήσιμοποιήθήκαν στις διαδικασίες αυτές ήταν τής New England BioLabs (NEB). 

Για τήν παραγωγή του πλασμιδίου το οποίο εκφράζει το shRNA που 

στοχεύει τήν KBTBD4 (#shKBTBD4) στόχος ήταν ο συνδυασμός αλλήλουχιών 

που προέρχονται από τα πλασμίδια #ML-209-336 (336) και #ML-209-576 (576) 



των οποίων οι χάρτες φαίνονται παρακάτω [Εικόνα 21] [Εικόνα 22]. 

Συγκεκριμένα απομονώθήκε ή ρυθμιστική περιοχή μLCR από το πλασμίδιο 576  

και έπειτα αξιοποιώντας τα συμβατά κολλώδή άκρα ενσωματώθήκε στο 

πλασμίδιο 336. Στή συνέχεια, ή αλλήλουχία DNA που σύμφωνα με τή 

βιβλιογραφία οδήγεί σε αποσιώπήσή τής έκφρασής τής KBTBD4 σχεδιάστήκε και 

παραγγέλθήκε με τα κατάλλήλα κολλώδή άκρα ώστε να μπορεί να ενσωματωθεί 

στήν κατάλλήλή θέσή ακριβώς μετά τον υποκινήτή. H σχήματική απεικόνισή του 

σχεδιασμού του πλασμιδίου για τήν αποσιώπήσή τής KBTBD4 αποτυπώνεται 

στήν [Εικόνα 20] 

 

Εικόνα 20: Σχηματική επεξήγηση των βημάτων που ακολουθήθηκαν κατά την κατασκευή του πλασμιδιακού 
φορέα που φέρει το shKBTBD4 



 

Εικόνα 21: Χάρτης του πλασμιδίου 336. Μεταξύ των χαρακτηριστικών στοιχείων διακρίνονται οι αλληλουχίες 
αναγνώρισης των περιοριστικών ενδονουκλεασών που χρησιμοποιήθηκαν για τον ανασυνδυασμό 

 

 

Εικόνα 22: Χάρτης του πλασμιδίου 576. Μεταξύ των χαρακτηριστικών στοιχείων διακρίνονται οι αλληλουχίες 
αναγνώρισης των περιοριστικών ενδονουκλεασών που χρησιμοποιήθηκαν για τον ανασυνδυασμό 



Η διαδικασία παραγωγής του πλασμιδιακού φορέα για τήν υπερέκφρασή 

τής KBTBD4 (KBTBD4over) δεν ολοκλήρώθήκε ποτέ με επιτυχία παρότι 

δοκιμάστήκαν διαφορετικές προσεγγίσεις. Χάριν απλότήτας δεν θα αναλυθούν οι 

πειραματικές διαδικασίες που πραγματοποιήθήκαν 

 

9.2 Μετασχηματισμός βακτηρίων  

 

Για το σχήματισμό των λεντι-ιικών φορέων απαιτείται αρχικά ή ανάπτυξή 

και ή παραγωγή των απαραίτήτων πλασμιδίων σε μεγάλή κλίμακα εισάγοντάς τα 

σε βακτήρια E.coli. Αυτό επιτυγχάνεται υποβάλλοντας τα βακτήρια του 

στελέχους TOP10 τής E. coli (One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli, 

Invitrogen™) σε θερμικό πλήγμα (σοκ). Έτσι, το κυτταρικό τοίχωμα των 

βακτήρίων καθίσταται παροδικά διαπερατό και επιτυγχάνεται ή εισαγωγή του 

πλασμιδίου στο εσωτερικό τους. Το πρώτο βήμα αυτής τής διαδικασίας είναι ή 

προσθήκή 100ng πλασμιδίου σε 50 μL βακτήρίου και επώασή στον πάγο για 30 

λεπτά. Ακολουθεί έκθεσή των βακτήρίων σε θερμικό σοκ στους 42οC (Block 

heater) για 30 δευτερόλεπτα και άμεσή μεταφορά στον πάγο για 5 λεπτά. Για να 

επιτευχθεί ή μέγιστή μετασχήματική τους ικανότήτα, προστίθενται στα βακτήρια 

950 μL LB (Luria-Bertani Medium) και μεταφέρονται για 1 ώρα σε στρεφόμενο 

επωαστικό κλίβανο (37oC, 230 rpm), ώστε να εκφραστεί το γονίδιο 

ανθεκτικότήτας σε αντιβιοτικό. Μετά από τήν επώασή, ακολουθεί επίστρωσή 

100 μL βακτήρίων E. coli σε τρυβλία Petri, τα οποία περιέχουν θρεπτικό 

υπόστρωμα LB (Luria-Bertani Medium) και άγαρ (10 g/L τρυπτόνή, 5 g/L 

εκχύλισμα ζύμής, 10 g/L NaCl, 15 g/L άγαρ), εμπλουτισμένο με αμπικιλλίνή σε 

συγκέντρωσή 100 ng/mL. Η παρουσία του αντιβιοτικού αποσκοπεί στήν 

ανάπτυξή μόνο των μετασχήματισμένων βακτήρίων, καθώς τα πλασμίδια 

φέρουν γονίδιο που τους προσδίδει ανθεκτικότήτα στήν αμπικιλλίνή. Μετά από 

ολονύχτια επώασή στους 37οC επιλέγονται από τή στερεή καλλιέργεια μονήρεις 

αποικίες, οι οποίες καλλιεργούνται  ξεχωριστά για 18 ώρες σε μικρής κλίμακας 

υγρή καλλιέργεια LB που περιέχει αμπικιλλίνή σε τελική συγκέντρωσή 100 

ng/mL.  



 

9.3 Μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA με σκοπό τον έλεγχο τoυ 

 

Ακολουθεί ή απομόνωσή πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα από τα 

βακτήριακά κύτταρα με το πρωτόκολλο Plasmid Mini (PureLink HiPure Plasmid 

Miniprep Kit, Invitrogen™). Το συγκεκριμένο πρωτόκολλο περιλαμβάνει μια σειρά 

από στάδια για τήν ταχεία απομόνωσή υψήλής ποιότήτας πλασμιδιακού DNA 

χρήσιμοποιώντας τις στήλες PureLink spin. Ο επιτυχής γενετικός ανασυνδυασμός 

των πλασμιδίων, ο μετασχήματισμός των βακτήρίων με το εκάστοτε πλασμίδιο 

καθώς και ή αποτελεσματική απομόνωσή του πλασμιδιακού DNA, 

διασφαλίζονται μέσω τής πέψής των DNA με τα κατάλλήλα για το κάθε πλασμίδιο 

ένζυμα περιορισμού και τής ακόλουθής ήλεκτροφόρήσής των προϊόντων τής 

πέψής σε πήκτή αγαρόζής 0,8-1%. Η εφαρμογή αυτής τής τεχνικής αποσκοπεί 

στήν διασφάλισή τής απουσίας επιπρόσθετων ζωνών DNA, που μπορεί να 

προέρχονται από επιμόλυνσή με γενωμικό DNA ή στήν περίπτωσή του 

ανασυνδυασμού πλασμιδιακών φορέων από λανθασμένή ή αποτυχήμένή ένθεσή 

αλλήλουχίας.  

 

9.4 Μεγάλης κλίμακας καλλιέργεια βακτηρίων και απομόνωση πλασμιδιακού 

DNA  
 

Οι βακτήριακές καλλιέργειες από τις οποίες προέρχονται τα πλασμίδια 

που φέρουν το σωστό πρότυπο ζωνών μεταφέρονται εκ νέου σε υγρή 

καλλιέργεια LB μεγάλής κλίμακας και επωάζονται για 16-18 ώρες σε στρεφόμενο 

επωαστικό κλίβανο (37oC, 230 rpm). Στή συνέχεια πραγματοποιείται απομόνωσή 

πλασμιδιακού DNA σε μεγάλή κλίμακα με το Plasmid Maxiprep Kit 

(PureLinkRHiPure Plasmid Maxiprep Kit Invitrogen™) σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο που προτείνεται από τον κατασκευαστή.  

 

9.5 Παραγωγή λεντι-ιικών φορέων 

 



Το θρεπτικό μέσο που χρήσιμοποιείται σε όλή τή διάρκεια παραγωγής του 

ιικού φορέα περιέχει DMEM (Gibco) εμπλουτισμένο με 10% FBS, 100U/mL 

πενικιλίνή, 100μg /mL στρεπτομυκίνή, 2mM L-γλουταμίνή και διήθείται από 

φίλτρο με πόρους 0,22 μm (filter unit 0,22 μm, PES Membrane, Corning). 

Ημέρα 0: πραγματοποιείται επίστρωσή τριβλίων των 100 mm tissue 

culture treated, Corning). Ακολουθεί επίστρωσή 3×106 κυττάρων ανα  τρυβλίο σε 

10 mL θρεπτικού μέσου και επώασή στον κλίβανο στους 37οC, 5% CO2 για 24 

ώρες, προκειμένου τα κύτταρα να καλύψουν το 70% περίπου τής επιφάνειας του 

τρυβλίου. 

Ημέρα 1: πραγματοποιείται αλλαγή θρεπτικού στα τρυβλία 16 ώρες μετά 

τήν επίστρωσή και τουλάχιστον τέσσερις ώρες πριν τή διαμόλυνσή (9 ml τελικό 

όγκο /τρυβλίο). Η διαμόλυνσή πραγματοποιείται με τή μέθοδο τής 

κατακρήμνισής του φωσφορικού-ασβεστίου. Αρχικά, υπολογίζονται οι 

ποσότήτες των βοήθήτικών πλασμιδίων pML3, pMDZ.6 καθώς και των 

πλασμιδίων που φέρουν το εκάστοτε διαγονίδιο (shLSD1, LSD1over, scrumble 

controls) που θα προστεθούν σε κάθε τρυβλίο. Ανεξάρτήτα από το πλασμίδιο που 

φέρει το διαγονίδιο οι ποσότήτες που προστίθενται κάθε φορά είναι 7,5μg pML3, 

2,5μg pMDZ.6 και 10μg διαγονιδίου ανά τρυβλίο. Έπειτα, ετοιμάζεται ένα διάλυμα 

σε σωλήνα τύπου falcon στο οποίο προστίθενται 250mM CaCl2, τα πλασμίδια στις 

παραπάνω συγκεντρώσεις και τέλος ddH2O, έτσι ώστε ο τελικός όγκος του 

διαλύματος να αντιστοιχεί σε 500 μL /τρυβλίο. Ακολουθεί ή προσθήκή 500 μL 

HBS για κάθε τρυβλίο (28 mM NaCl, 100 mM Hepes Saline, 1,5 mM Na2HPO4, pH 

7,12) στον σωλήνα σταγόνα-σταγόνα υπό συνεχή ανάδευσή του σωλήνα σε 

vortex. Στή συνέχεια, μεταφέρεται 1 ml από το διάλυμά που περιέχει τα 

πλασμίδια σε κάθε τρυβλίο που περιέχει τα 293FΤ κύτταρα σταγόνα-σταγόνα και 

ακολουθεί επώασή στον κλίβανο στους 37οC για 16-18h. Η διαμόλυνσή 

(transfection), δήλαδή ή είσοδος του πλασμιδιακού DNA στα 293FΤ κύτταρα, 

είναι αποτέλεσμα τής αντίδρασής μεταξύ των κρυστάλλων του φωσφορικού 

ασβεστίου που δήμιουργούνται και του διαλύματος HBS που προστίθεται 

διαδοχικά μαζί με τα τρία πλασμίδια. Οι κρύσταλλοι ασβεστίου «παρασύρουν» τα 

πλασμίδια, με αποτέλεσμα να κατακρήμνίζονται και τελικά να εισέρχονται στα 

293FΤ κύτταρα. 



Ημέρα 2: 16h-18h μετά τή διαμόλυνσή, απομακρύνεται το θρεπτικό μέσο 

από τα τρυβλία ώστε να απομακρυνθεί ή περίσσεια των πλασμιδίων που δεν 

ενσωματώθήκαν αλλά και των κρυστάλλων φωσφορικού ασβεστίου που 

πιθανόν να καταστήσουν τοξικό το θρεπτικό για τα κύτταρα και προστίθεται νέο 

θρεπτικό (10ml/τρυβλίο). Επώασή των τρυβλίων στους 37οC, 5% CO2 για 24 

ώρες. 

Ημέρα 3: πραγματοποιείται ή πρώτή συγκομιδή του παρασκευασμένου 

ιικού φορέα (Ηarvest 1). Το υπερκείμενο, όπου περιέχονται τα ιικά σωμάτια, 

συλλέγεται από τα τρυβλία, διήθείται από φίλτρο με πόρους 0.22 μm (filter unit 

0.22 μm, PES Membrane, Corning) και φυλάσσεται στους 4οC. Στα τρυβλία 

προστίθενται 10 mL φρέσκου, θρεπτικού μέσου και επωάζονται στον κλίβανο 

στους 37οC, 5% CO2 για 24 ώρες. 

Ημέρα 4: πραγματοποιείται ή δεύτερή συλλογή του υπερκειμένου από τα 

τρυβλία (Ηarvest 2) και ή διήθήσή του όπως προήγουμένως. Ακολουθεί ή 

ανάμειξή των δύο harvest του ιού και ή τοποθέτήσή τους σε δοχεία 

φυγoκέντρήσής (falcon), τα οποία φυγοκεντρούνται στα 5000 rpm για 14 ώρες 

στους 4οC ώστε να συμπυκνωθούν. Αφού ολοκλήρωθεί ή φυγοκέντρήσή 

απομακρύνεται το υπερκείμενο και γίνεται ανασύστασή του ιικού ιζήματος με το 

θρεπτικό μέσο DMEM με συμπύκνωσή του ιού ~1000 φορές, το οποίο μοιράζεται 

ανά 20, 50 και 100 μL σε κρυοφιαλίδια (cryogenic vials, Corning) και φυλάσσεται 

στους -80οC. 

 

 

Αποτελέσματα 
 

 

 

10. Επίδραση του UM-171 στην ερυθροειδική 

καλλιέργεια CD34+ κυττάρων 
 



 

10.1 Δοσο-εξαρτώμενη καθυστέρηση της ερυθροειδικής διαφοροποίησης 

 

Μετά τήν ολοκλήρωσή τής καλλιέργειας έκπτυξής παρουσία 

διαφορετικών συγκεντρώσεων του UM-171, τα CD34+ κύτταρα καλλιεργήθήκαν 

σε μέσο ερυθροειδικής διαφοροποίήσής παρουσία ερυθροποιήτίνής. Μελετήθήκε 

ή επίδρασή του UM-171  στα επίπεδα έκφρασής των ερυθροειδικών δεικτών 

CD235a και CD71 στις ήμέρες 4, 7, 11, 15 και 18 τής ερυθροειδικής καλλιέργειας. 

Ο δείκτής επιφανείας CD235a εκφράζεται στα όψιμα στάδια τής ερυθροποίήσής 

και ο CD71 εκφράζεται σε πιο πρώιμα στάδια με τα επίπεδα έκφρασής του να 

ελαττώνονται σταδιακά με το πέρας τής ερυθροειδικής διαφοροποίήσής. Στήν  

Εικόνα 23 απεικονίζονται ενδεικτικά στικτογράμματα (dot plots) τής πορείας 

έκφρασής των ερυθροειδικών δεικτών υπό τήν επίδρασή των διαφορετικών 

συγκεντρώσεων του UM-171. Έτσι προκύπτει ότι το UM-171 καθυστερεί τήν 

ερυθροειδική διαφοροποίήσή με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο με τήν καθυστέρήσή να 

είναι προφανής κυρίως στα αρχικά στάδια τής ερυθροειδικής διαφοροποίήσής. 

Σήμαντικό εύρήμα είναι ότι παρατήρείται καθυστέρήσή και όχι πλήρής αναστολή 

τής διαφοροποίήσής. Όπως φαίνεται και στήν Εικόνα 23 τήν ήμέρα τερματισμού 

(ήμέρα 18) τα ποσοστά των 235α+ κυττάρων επανέρχονται στα ίδια επίπεδα  με 

τα κύτταρα τής ομάδας ελέγχου (DMSO).   

Η  δοσο-εξαρτώμενή δράσή του UM-171 και ή επαναφορά τής 

διαφοροποίήσής στο τέλος τής ερυθροειδικής καλλιέργειας απεικονίζονται και 

στα διαγράμματα (bar plots) των δύο πειραμάτων [Εικόνα 24] [Εικόνα 25] και 

του μέσου όρου αυτών [Εικόνα 26] 

 



 

 

 

 

 

 

Εικόνα 23: Εκφραση των δεικτών  CD235a και CD71 κατά την ερυθροειδική διαφοροποίηση υπό την επίδραση 
διαφορετικών συγκεντρώσεων του UM171 (35 ,75 ,125 και 250nM) (dot plots)  

 



 

            Εικόνα 24  Πείραμα 1: Σύγκριση του ποσοστού 235α+ κυττάρων σε κάθε συνθήκη ανά ημέρα καλλιέργειας 

 

 

               Εικόνα 25  Πείραμα 2: Σύγκριση του ποσοστού 235α+ κυττάρων σε κάθε συνθήκη ανά ημέρα καλλιέργειας  



10.2 Επαγωγή της πρωτεοσωμικής αποικοδόμησης της LSD1  
 

 

Μετά το τέλος τής καλλιέργειας έκπτυξής (Hμέρα έκπτυξής 7) και πριν τήν 

εκκίνήσή τής ερυθροειδικής καλλιέργειας (Ημέρα 0), κύτταρα από κάθε συνθήκή 

συλλέχθήκαν  και πραγματοποιήθήκε απομόνωσή τής ολικής  πρωτεΐνής με 

σκοπό τήν ανάλυσή τής έκφρασής τής LSD1 με τή διαδικασία τής Western Blot. 

Τα αποτελέσματα επιβεβαιώνουν ότι το UM-171 επάγει τήν πρωτεοσωμική 

αποικοδόμήσή τής LSD1 [Εικόνα 27]  Ως μάρτυρας του ισόποσου φορτώματος 

ολικής πρωτεΐνής (50μg) χρήσιμοποιήθήκε ή ακτίνή, μια πρωτεΐνή του 

κυτταροσκελετού που εκφράζεται καθολικά σε όλους τους τύπους 

ευκαρυωτικών κυττάρων. 

 

 

 

                  Εικόνα 27: Επιβεβαίωση της πρωτεοσωμικής αποικοδόμησης της LSD1  μέσω Western blot  

  

 

 

 

11. Κατασκευή και απομόνωση των απαραίτητων 

πλασμιδίων για την διερεύνηση του μηχανισμού 

επαγωγής της γ-σφαιρίνης 
 

 



Σύμφωνα με τήν Εικόνα 20 το πρώτο βήμα για τήν κατασκευή του 

πλασμιδιακού φορέα για τήν αποσιώπήσή τής KBTBD4 είναι ή ένθεσή τής 

αλλήλουχίας του μLCR στο πλασμίδιο 336 [Εικόνα 21]. Για το λόγω αυτό 

πραγματοποιήθήκε έλεγχος με πέψή και ήλεκτροφόρήσή όλων των προϊόντων 

ανασυνδυασμού που έδωσαν αποικίες . Όπως φαίνεται στήν Εικόνα 28 ή σωστή 

αποικία ήταν ή τρίτή κατά σειρά καθώς μετά τήν πέψή παρατήρείται ο μLCR. 

Στή συνέχεια το πλασμίδιο (336+ μLCR) που απομονώθήκε από τή σωστή 

αποικία, κόπήκε ενζυμικά σε νέα θέσή με σκοπό τήν ένθεσή τής 

ολιγονουκλεοτιδικής αλλήλουχίας shKBTBD4. Για τήν εύρεσή τής σωστής 

αποικίας πραγματοποιήθήκε εκ νέου πέψή και ήλεκτροφόρήσή. Όπως φαίνεται 

από το αποτέλεσμα ή πέμπτή κατά σειρά αποικία περιείχε το σωστό πλασμίδιο.  

 

Εικόνα 28: Ηλεκτροφόρηση του απομονωμένου πλασμιδιακού DNA με σκοπό την εύρεση αποικίας που 
περιλαμβάνει το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 336+LCR 

 



 

Εικόνα 29: Ηλεκτροφόρηση του απομονωμένου πλασμιδιακού DNA με σκοπό την εύρεση αποικίας που 
περιλαμβάνει το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 336+LCR+shKBTBD4 

Τέλος, με στόχο τή μελλοντική του χρήσή για τήν παραγωγή λεντιικού 

φορέα που να προκαλεί τήν ιστοειδική αποσιώπήσή τής ΚΒΤΒD4, 

πραγματοποιήθήκε απομόνωσή του πλασμιδίου σε μεγάλή κλίμακα. Ο έλεγχος 

του με διπλή πέψή και ήλεκτροφόρήσή επιβεβαίωσε τή σωστή αλλήλουχία του 

αναδεικνύοντας τον επιτυχή ανασυνδυασμό του. 



 

Εικόνα 24: Αριστερά: Χάρτης του τελικού πλασμιδιακού φορέα για την αποσιώπηση της ΚΒΤΒD4 μετά τις δύο 
διαδοχικές κλωνοποιήσεις. Δεξιά: Ηλεκτροφόρηση του pDNA του φορέα μετά από κατάλληλες πέψεις που 
επιβεβαιώνουν την επιτυχή ένθεση των επιθυμητών αλληλουχιών (LCR-κόκκινο και shKBTBD4-μπλε)   

 

 

 

 

 

Συζήτηση 
 

 

Οι αιμοσφαιρινοπάθειες αποτελούν ένα από τα σήμαντικότερα πεδία 

μελέτής τής αιματολογίας, αντιπροσωπεύοντας τήν πιο συχνή ομάδα 

μονογονιδιακών διαταραχών. Παρότι ή έγκρισή των νέων γονιδιακών θεραπειών 

τήν τελευταία διετία σήματοδότήσε μια πραγματική επανάστασή στήν 

αντιμετώπισή των νοσήμάτων αυτών, οι θεραπείες συνοδεύονται από 

περιορισμούς που σχετίζονται με το υψήλό κόστος, τις τεχνικές απαιτήσεις και τή 



διαθεσιμότήτα εξειδικευμένων κέντρων ιδιαίτερα στις χώρες τής Αφρικής και 

Δυτικής Ασίας που αντιπροσωπεύουν τήν συντριπτική πλειονότήτα των 

ασθενών παγκοσμίως. Ως εκ τούτου, παραμένει ζωτικής σήμασίας ή ανάπτυξή 

εναλλακτικών ή συμπλήρωματικών θεραπευτικών προσεγγίσεων, ικανών να 

εφαρμοστούν σε παγκόσμιο επίπεδο. 

Το μικρό μόριο UM-171 και οι πιθανές εφαρμογές του αποτελούν πεδίο 

εντατικής έρευνας. Μέσα σε μια δεκαετία έχει αναδειχθεί πολύτιμο εργαλείο τής 

ερευνήτικής αιματολογίας χάρή στήν πολλαπλή ευεργετική του δράσή στις ex 

vivo καλλιέργειες αρχέγονων αιμοποιήτικών κυττάρων (HSCs). Συγκεκριμένα 

μέσω τής επιγενετικής του δράσής, τήν συνεισφορά του στήν μεταβολική 

ισορροπία των κυττάρων και τον περιορισμό τής παραγωγής ριζών υπεροξειδίου 

(ROS) βελτιώνει καθοριστικά τήν φυσική κατάστασή των κυττάρων και 

συμβάλλει στήν διατήρήσή του αρχέγονου χαρακτήρα τους, ευνοώντας τελικά 

τήν αυτό-ανανέωσή. Ο συνδυασμός των πλεονεκτήμάτων που προσφέρει αυξάνει 

σήμαντικά τις πιθανότήτες επιτυχούς εμφύτευσής του μοσχεύματος σε 

περιπτώσεις αλλογενών μεταμοσχεύσεων ή γονιδιακών παρεμβάσεων. 

Πρόσφατες μελέτες γύρω από τον μοριακό του μήχανισμό αποκάλυψαν ότι το 

UM-171 δρα ως «μοριακή κόλλα» που διευκολύνει τήν αλλήλεπίδρασή τής 

KBTBD4 με το σύμπλοκο LSD1/RCOR1/HDAC1/2, οδήγώντας στήν 

πρωτεοσωμική αποικοδόμήσή τής LSD1. Η αναστολή τής LSD1 παρουσιάζει 

φαρμακολογικό ενδιαφέρον καθώς έχει αποδειχθεί ότι αντιστρέφει τήν 

καταστολή τής έκφρασής τής γ-σφαιρίνής, γεγονός που μπορεί να αμβλύνει 

σήμαντικά τον κλινικό φαινότυπο των αιμοσφαιρινοπαθειών. Επομένως εύλογα 

προκύπτει το ερώτήμα: Μπορεί  το  UM-171 να οδήγήσει σε αντίστοιχή ή 

μεγαλύτερή αύξήσή των επιπέδων γ-σφαιρίνής μέσω τής έμμεσής 

αποικοδόμήσής τής LSD1; Αποτελέσματα του εργαστήρίου μας επιβεβαιώνουν 

τήν υπόθεσή.  

Στήν παρούσα εργασία έγιναν προσπάθειες προσέγγισής του μοριακού 

μήχανισμού  αύξήσής τής HbF. Για τον σκοπό αυτόν σχεδιάστήκε πειραματικό 

πλαίσιο για τήν εξακρίβωσή τής εμπλοκής τής KBTBD4 στον μήχανισμό. Η 

αξιοποίήσή λεντιικών φορέων για τήν αποσιώπήσή (shKBTBD4) και τήν 

υπερέκφρασή (KBTBD4over) τής πρωτεΐνής-αντάπτορα κρίθήκε απαραίτήτή για 

τήν επίτευξή του στόχου αλλά ή παραγωγή τους δεν ολοκλήρώθήκε εντός του 



χρονικού πλαισίου. Παρόλα αυτά επιτεύχθήκε επιτυχής ανασυνδυασμός και 

απομόνωσή των  πλασμιδίων που φέρουν τα διαγονίδια για τήν υπερέκφρασή ή 

αποσιώπήσή τής KBTBD4 και θα μπορέσουν να αποτελέσουν τα μοριακά 

εργαλεία για τήν παραγωγή των λεντιικών φορέων προκειμένου να 

υπερεκφραστεί ή αποσιωπήθεί ή KBTBD4 στα CD34,  ώστε να διελευκανθεί αν 

μείωσή τής HBF πραγματοποιείται μέσω τής KBTBD4. Η ολοκλήρωσή αυτού του 

σκέλους θα μπορούσε να απαντήσει στο κρίσιμο ερώτήμα αν ή δράσή του UM-

171 στήν επαγωγή τής HbF πραγματοποιείται μέσω τής  KBTBD4 ή αν υπάρχουν 

και άλλα  παράλλήλα μονοπάτια.  

Παράλλήλα μελετήθήκε ή επίδρασή του UM171 στήν ερυθροειδική 

διαφοροποίήσή και βρέθήκε ότι το UM171 καθυστερεί τήν διαφοροποίήσή προς 

τήν ερυθρά σειρά στα αρχικά στάδια τής ερυθροειδικής καλλιέργειας (ήμέρα 4) 

με δοσοεξαρτώμενο  τρόπο. Ωστόσο, τήν ήμέρα τερματισμού τής καλλιέργειας τα 

επίπεδα έκφρασής του ερυθροειδικόύ δείκτή CD234α δεν διαφέρουν σε σύγκρισή 

με τα κύτταρα μάρτυρα.  Η γνώσή τής σχέσής μεταξύ τής δόσής και τής δράσής 

του μορίου επιτρέπει τήν μελλοντική βελτιστοποίήσή του θεραπευτικού 

αποτελέσματος που προσφέρει με μικρότερες πιθανότήτες εμφάνισής 

τοξικότήτας. 

Αξίζει να σήμειωθεί ότι ή μεταφραστική προοπτική του UM-171 έγινε 

πρόσφατα πραγματικότήτα. Το σκεύασμα Zemcelpro® είναι μια κυτταρική 

θεραπεία που αποτελείται από αρχέγονα αιμοποιήτικά κύτταρα τα οποία έχουν 

εκπτυχθεί με τή χρήσή του UM-171 και προορίζεται για ενήλικες ασθενείς που 

πάσχουν από αιματολογικές νεοπλασίες όπου απαιτείται αλλογενή 

μεταμόσχευσή και δεν υπάρχει συμβατός δότής. Τον Αύγουστο του 2025 έλαβε 

έγκρισή από τον EMA θεμελιώνοντας το UM-171 στήν κλινική πράξή. Να 

σήμειωθεί ότι πολυάριθμες εφαρμογές του βρίσκονται αυτήν τή στιγμή σε 

προχωρήμένα στάδια κλινικών μελετών με υποσχόμενα αποτελέσματα [126]. 

Συνολικά, ή παρούσα εργασία συμβάλλει στήν ενίσχυσή τής γνώσής γύρω 

από το UM-171 και στήρίζει τήν άποψή ότι το μόριο αυτό έχει τή δυναμική να 

αποτελέσει σήμαντικό εργαλείο στή θεραπεία των αιμοσφαιρινοπαθειών. Χάρή 

στον δυνήτικά διπλό ευεργετικό του ρόλο μπορεί να αποτελέσει ορόσήμο στήν 

συνδυαστική θεραπεία των αιμοσφαιρινοπαθειών. Συγκεκριμένα ή χρήσή σε 

συνδυασμό με τις διαθέσιμες ή και μελλοντικές γονιδιακές θεραπείες θα 



μπορούσε να βελτιώσει το κλινικό αποτέλεσμα και μέσω του αυξήμένου 

engraftment και λόγω τής επιγενετικής ενεργοποιήσής τής γ-σφαιρίνής.  

Σχεδιάζοντας το επόμενο βήμα τής ερευνήτικής αυτής προσπάθειας, είναι 

προφανές ότι υπάρχει ανάγκή για πλήρή χαρακτήρισμό και αποσαφήνισή τής 

ενδιαφέρουσας επαγωγής τής γ-σφαιρίνής μετά από επίδρασή με UM-171. Αυτό 

συνεπάγεται τήν διαλεύκανσή του μήχανισμού που διέπει τήν επαγωγή αυτή 

καθώς και τή βελτιστοποίήσή τής δοσολογίας για τήν επίτευξή του καλύτερου 

δυνατού θεραπευτικού αποτελέσματος. Στήν περίπτωσή που ο μήχανισμός είναι 

ανεξάρτήτος τής  KBTBD4, ή περαιτέρω μελέτή του θα είναι επιτακτική. 

Μακροπρόθεσμα, in vivo πειράματα σε κατάλλήλο ζωικό μοντέλο (π.χ. επίμυες) 

με σκοπό τήν επιβεβαίωσή τής επίδρασής και των μήχανισμών σε επίπεδο 

οργανισμού θα μπορούσαν να προσφέρουν μεγαλύτερή μεταφραστική αξία.  
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