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ΠΕΡΙΛΗΨΗ: Η Γονιδιακή θεραπεία (ΓΘ) των γενετικών νοσημάτων του αίματος έχει σαν στόχο τη γε-
νετική τροποποίηση των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων και τη διά βίου παραγωγή διαφοροποιημέ-
νων κυττάρων με φυσιολογικό φαινότυπο. Για τη μεταφορά του γενετικού υλικού έχουν χρησιμοποιηθεί 
φορείς προερχόμενοι από ρετροϊούς που ενσωματώνονται μόνιμα στο γενετικό υλικό του κυττάρου-
στόχου. Σε κλινικό επίπεδο, η ΓΘ έχει εφαρμοστεί με επιτυχία σε πρωτοπαθείς ανοσοανεπάρκειες, στη 
β-μεσογειακή αναιμία, στην αιμορροφιλία και στη γενετική τροποποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων. Η μέ-
χρι σήμερα τεχνολογία των φορέων έχει κάνει εφικτή τη μακρόχρονη έκφραση του διαγονιδίου αλλά 
δεν έχει εξασφαλίσει τη στοχευμένη ενσωμάτωση στο γενετικό υλικό των κυττάρων. Σαν αποτέλεσμα, 
πολλές επιτυχημένες προσπάθειες έχουν καταλήξει σε σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες που αφορούν 
τη νεοπλασματική εκτροπή των γενετικά τροποποιημένων κυττάρων. Το όλο εγχείρημα της ΓΘ, αυτή 
τη χρονική στιγμή βρίσκεται σε σταυροδρόμι. Το να συνεχίσει επαναλαμβάνοντας τα λάθη του παρελ-
θόντος είναι μάλλον μάταιο. Η έρευνα οφείλει να επιστρέψει πίσω στο εργαστήριο (back to the bench) 
και να επικεντρωθεί είτε σε γονιδιακή επιδιόρθωση in situ είτε σε στοχευμένη ενσωμάτωση σε ασφαλή 
σημεία του γονιδιώματος είτε τέλος σε ανάπτυξη επισωματικών φορέων. Μέχρι τότε, η ΓΘ φαίνεται να 
είναι μόνο σχετικά ασφαλής. Τέλος, τα κύτταρα είναι κάτι περισσότερο από φάρμακα γιατί όταν τα με-
ταμοσχεύουμε, είναι δύσκολο να τα πάρουμε πίσω.
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Aνασκόπηση

πεδίο της γονιδιακής θεραπείας (ή μεταφοράς), βρέθηκε 
αντιμέτωπο με φαινομενικά ανυπέρβλητα προβλήματα. 
Για να κατανοήσουμε τα προβλήματα, πρέπει πρώτα να 
αποτυπώσουμε τους στόχους μίας επιτυχημένης γονιδι-
ακής μεταφοράς. Οι στόχοι αυτοί είναι:

(i) η μεταφορά του γονιδίου σε όσο το δυνατόν πε-
ρισσότερα κύτταρα-στόχους,

(ii) η έκφραση του γονιδίου για μεγάλο χρονικό δι-
άστημα,

(iii) η ιστο-ειδική και μη-έκτοπη έκφραση του γονι-
δίου και

(iv) η αποφυγή ανεπιθύμητων ενεργειών από την ει-
σαγωγή του γονιδίου στο γενετικό υλικό του κυττάρου-
στόχου.

Η επίλυση των παραπάνω προβλημάτων ήταν μία 
σταδιακή και επίπονη προσπάθεια που επικεντρώθηκε 
στην ανάπτυξη των φορέων και στη χρήση ρυθμιστι-
κών αλληλουχιών DNA που ελέγχουν τη λειτουργική 
δραστηριότητα των εξωγενών γονιδίων. Στην παρούσα 
ανασκόπηση, θα παρουσιάσουμε τη σύγχρονη state-of-
the-art του επιστημονικού αυτού πεδίου, τις προοπτικές 
του και τα αδιέξοδα.

Εισαγωγή
Η γονιδιακή θεραπεία (ΓΘ), ως επιστημονικό πεδίο, 

βρίσκεται σε πλήρη ενηλικίωση και διάγει περίπου το 30ο 
έτος της ηλικίας της. Θεωρούμε ως σχετική αρχή το 1984 
όταν παρουσιάστηκε η παραγωγή φορέων (vectors) ικα-
νών να μεταφέρουν γενετικό υλικό, κλωνοποιημένο σε 
εργαστήριο, και να το εκφράζουν σε αιμοποιητικά κύττα-
ρα1. Η ανάπτυξη της σχετικής τεχνολογίας είχε σαν απο-
τέλεσμα μία έκρηξη ενθουσιασμού για τις δυνατότητες 
της γενετικής επιδιόρθωσης που έφτασε σε περίπου 15 
χρόνια να μπει σε κλινικές δοκιμές2. Συχνά όμως στα νέα 
ερευνητικά πεδία, ο «διάβολος κρύβεται στις λεπτομέρει-
ες» και στη συγκεκριμένη περίπτωση, το επιστημονικό 
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Φορείς (vectors) γονιδιακής μεταφοράς
Η μεταφορά γονιδίων για τη θεραπεία γενετικών νο-

σημάτων του αίματος έχει σαν στόχο τη μόνιμη παρουσία 
του εξωγενούς γονιδίου (που ονομάζεται και διαγονίδιο) 
στα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα (ΑΑΚ) και την έκ-
φρασή του στα διαφοροποιημένα θυγατρικά κύτταρα. 
Επειδή τα ΑΑΚ έχουν την ικανότητα της αυτο-ανανέω-
σης, για τη γονιδιακή μεταφορά στα ΑΑΚ είναι sine qua 
non η μόνιμη ενσωμάτωση του φορέα στο γενετικό υλικό 
του κυττάρου γιατί διαφορετικά, ένας επισωματικός φο-
ρέας θα χανόταν με τις διαδοχικές διαιρέσεις του ΑΑΚ. 
Ενσωματούμενοι φορείς είναι οι ρετροϊοί και οι αδενο-
εξαρτώμενοι (adeno associated virus, AAV).

Ρετροϊοί
Υπάρχουν οι εξής 3 οικογένειες: (i) onco (ii) len-

ti και (iii) spuma (ή foamy). Χαρακτηριστικό και των 
τριών είναι ότι τα ιικά σωματίδια αποτελούνται από 
RNA από το οποίο παράγεται DNA πριν την ενσωμά-
τωση του φορέα στο κύτταρο-στόχο. Ιστορικά, οι πρώ-
τοι φορείς που εφαρμόστηκαν ερευνητικά και κλινικά 
ήταν οι onco3,4. Οι lenti προέρχονται από τον ιό HIV και 
έχουν τροποποιηθεί γενετικά ώστε να είναι αδύνατο να 
αναπαραχθούν5. Οι spuma φορείς εξελίχτηκαν από τον 
αντίστοιχο μη-παθογόνο ιό των πιθηκοειδών, τα οποία 
αποτελούν και τους φυσικούς φορείς6. Οι ρετροϊοί μπο-
ρούν να δεχθούν από 4-10 kb κλωνοποιημένο DNA που 
είναι συνήθως αρκετό για την έκφραση ενός γονιδίου 
με τις λειτουργικές του αλληλουχίες. Το μέγεθος του 
κλωνοποιημένου DNA μαζί με τις υπολειμματικές ιι-
κές αλληλουχίες δεν μπορεί να υπερβαίνει το μέγεθος 
του ιού. Κοινό χαρακτηριστικό των ρετροϊών είναι ότι 
ενσωματώνονται τυχαία στο γενετικό υλικό του κυτ-
τάρου-στόχου ενώ, διαφέρουν στην ικανότητά τους να 
εισέρχονται στον πυρήνα του κυττάρου: οι onco και οι 
spuma χρειάζονται μίτωση και διάρρηξη της πυρηνικής 
μεμβράνης ενώ οι lenti εισέρχονται στον πυρήνα και σε 
φάση G0 του κυτταρικού κύκλου.

Αδενο-εξαρτώμενοι  
(adeno associated virus, AAV)

Οι AAV φορείς έχουν προέλθει από τον αντίστοιχο 
μη-παθογόνο ιό. Έχουν μικρό γονιδίωμα και μπορούν 
να δεχτούν περίπου 2-4 kb γενετικού υλικού. Λόγω του 
ασθενούς τροπισμού τους προς τα ΑΑΚ δεν έχουν χρησι-
μοποιηθεί για γονιδιακή μεταφορά σε αυτά. Αντίθετα, οι 
AAV έχουν αυξημένο τροπισμό προς ενδοθηλιακά, ηπα-
τοκύτταρα και μυϊκά κύτταρα και έχουν χρησιμοποιη-
θεί για τη γονιδιακή επιδιόρθωση της αιμορροφιλίας Α7. 

Στόχοι της γονιδιακής θεραπείας
(i) �Μεταφορά του γονιδίου σε όσο  

το δυνατόν περισσότερα  
κύτταρα-στόχους
Ένα γενετικό αιματολογικό νόσημα που μεταδίδεται 

ως σωματικός υπολειπόμενος χαρακτήρας θα μπορούσε 
να θεραπευτεί εάν τα μισά από τα κύτταρα είχαν ένα φυ-
σιολογικό γονίδιο (κατάσταση ετεροζυγωτίας). Πρακτι-
κά, εάν μπορούσαμε να εισάγουμε το γονίδιο στο 50% 
των ΑΑΚ ενός πάσχοντος, θα επιτυγχάναμε θεραπευτικό 
αποτέλεσμα. Η αποτελεσματική κυτταρική στόχευση εί-
ναι συνάρτηση τριών παραμέτρων: του τροπισμού του ιού 
για το ΑΑΚ, τη συγκέντρωση του ιού και του εμπλουτι-
σμού ενός κυτταρικού πληθυσμού σε ΑΑΚ. Στην τρέχουσα 
φάση, η γονιδιακή μεταφορά γίνεται με συν-καλλιέργεια 
των ΑΑΚ με το φορέα ex vivo. Πρακτικά, τα ΑΑΚ του 
ασθενούς συλλέγονται από το περιφερικό αίμα μετά από 
κινητοποίηση με αυξητικούς παράγοντες, επωάζονται για 
περίπου 16 ώρες με το φορέα και στη συνέχεια επιστρέ-
φονται στον άρρωστο με απλή μετάγγιση από περιφερική 
φλέβα. Στο μόσχευμα, υπάρχουν κύτταρα που πήραν το 
φορέα (διαμολυσμένα) και άλλα μη-διαμολυσμένα. Με 
τους διαθέσιμους φορείς (lenti και spuma) είναι εφικτή η 
διαμόλυνση περισσότερο του 50% των κυττάρων8,9. Άρα 
μπορούμε να συμπεράνουμε ότι ένας εκ των στόχων της 
ΓΘ για τα ΑΑΚ έχει επιτευχθεί.

(ii) �Έκφραση του γονιδίου για μεγάλο χρονικό 
διάστημα
Η εισαγωγή και ενσωμάτωση ενός γονιδίου στο DNA 

του διαμολυσμένου κυττάρου δεν εξασφαλίζει και την έκ-
φρασή του. Ο κύριος λόγος για την αδυναμία έκφρασης 
γονιδίων που μεταφέρονται από ρετροϊούς είναι η ανα-
γνώριση του προκαρυωτικού DNA από το κύτταρά μας 
και η αποσιώπηση της έκφρασης μέσω μεθυλίωσης, κά-
τι που έχει περιγραφτεί κυρίως σε φορείς onco. Μία τε-
χνολογία που έχει μερικώς επιλύσει το πρόβλημα είναι η 
χρήση απομονωτών χρωματίνης (chromatin insulators) 
που απομονώνουν το νεοεισερχόμενο γονίδιο από τη δρά-
ση της γειτονικής χρωματίνης10,11. Οι μονωτές αυτοί είναι 
πλέον εφαρμοσμένοι και σε θεραπευτικούς φορείς για τη 
ΓΘ της β-θαλασσαιμίας12. Ένας άλλος παράγοντας που 
μπορεί να επηρεάσει το βάθος χρόνου της έκφρασης ενός 
γονιδίου κλωνοποιημένου σε ρετροϊό, είναι η δυνατότη-
τα των αλληλουχιών του ιού, και συγκεκριμένα του LTR 
(long terminal repeat) του ιού, να συμπεριφέρεται ως μο-
νωτής χρωματίνης. Φαίνεται πως το LTR των spuma έχει 
μία τέτοια ιδιότητα13 και ίσως ευθύνεται για τη μακρό-
χρονη έκφραση των γονιδίων που έχουν μεταφερθεί από 
φορείς spuma σε ΑΑΚ14,15. Συνοπτικά μπορούμε να συμπε-
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ράνουμε ότι η μακροχρόνια έκφραση ενός κλωνοποιημέ-
νου γονιδίου με φορείς lenti και spuma είναι πλέον εφικτή.

(iii) �Ιστο-ειδική και μη-έκτοπη έκφραση  
του γονιδίου

Εξελικτικά, κάθε γονίδιο έχει κοντά του λειτουργικές 
(μη-μεταγραφόμενες) περιοχές του DNA που ρυθμίζουν 
την έκφραση ενός γονιδίου στον κάθε ιστό του οργα-
νισμού. Οι λειτουργικές αλληλουχίες εξασφαλίζουν το 
άνοιγμα της χρωματίνης και τη σύνδεση μεταγραφικών 
παραγόντων σε αρμονία με τη διαφοροποίηση ενός κυτ-
τάρου. Στην περίπτωση της αιμοσφαιρίνης, το β-γονίδιο 
έχει ένα υποκινητή 145 βάσεων και μία λειτουργική αλ-
ληλουχία περίπου 20.000 βάσεων (γνωστή και ως LCR). 
Είναι προφανές ότι το μέγεθος των λειτουργικών αλλη-
λουχιών υπερβαίνει κατά πολύ το “ωφέλιμο φορτίο” των 
φορέων και έχει γίνει μεγάλη ερευνητική προσπάθεια να 
μειωθούν στο ελάχιστο οι απαραίτητες λειτουργικές αλλη-
λουχίες. Έτσι, οι θεραπευτικοί φορείς στη β-θαλασσαιμία 
έχουν φτάσει σε κλινικό και προ-κλινικό επίπεδο με 300-
3.000 βάσεις ρυθμιστικών αλληλουχιών12,15. Εν κατακλεί-
δι, η προεργασία που έχει γίνει στη λειτουργική μελέτη 
του γονιδιώματος, έχει καταγράψει με λεπτομέρεια τις 
ρυθμιστικές αλληλουχίες και ταυτόχρονα, με τα εργα-
λεία της μοριακής βιολογίας, έχουμε την ικανότητα να 
ορίσουμε τις minimum αλληλουχίες που απαιτούνται για 
τη βέλτιστη γονιδιακή ρύθμιση.

(iv) �Η αποφυγή ανεπιθύμητων ενεργειών από 
την εισαγωγή του γονιδίου στο γενετικό 
υλικό του κυττάρου-στόχου

Οι μεταλλάξεις που μπορεί να συμβούν σε ένα κύττα-
ρο από την είσοδο ενός ρετροϊού αποτελούν ένα μεγάλο 
πρόβλημα που ακούει στο όνομα διεισδυτική μεταλλαξι-
ογένεση (insertional mutagenesis). Επειδή η ενσωμάτωση 
του ιικού DNA γίνεται σε τυχαίο σημείο του γενετικού 
υλικού του κυττάρου, η ανάπτυξη ανεπιθύμητων ενεργει-
ών είναι με τη σειρά της τυχαία. Αυτό όμως που διαφέ-
ρει είναι η σημειολογία της ενσωμάτωσης ανάμεσα στα 
3 είδη ρετροϊών16,17. Συνοπτικά, οι spuma φορείς ενσω-
ματώνονται τυχαία στο γονιδίωμα, σε αντίθεση με τους 
lenti που προτιμούν μεταγραφόμενα γονίδια και τους on-
co που προτιμούν περιοχές έναρξης της μεταγραφής. Οι 
ιδιότητες αυτές, δίνουν στους spuma μία σχετική υπεροχή 
αλλά ακόμα δεν υπάρχουν δεδομένα για την επαλήθευση 
των παραπάνω παρατηρήσεων και στην κλινική αρένα.

Γονιδιακή θεραπεία σε γενετικά νοσήματα 
Στην ενότητα αυτή, θα δούμε αναλυτικά τις προσπά-

θειες που έχουν γίνει για τη γονιδιακή θεραπεία νοσημά-
των του αίματος που επιδέχονται γενετική επιδιόρθωση 
στο επίπεδο του ΑΑΚ

1. Ανοσοανεπάρκειες

Severe Combined Immunodeficiency (SCID)
Η γονιδιακή θεραπεία σε ασθενείς με ανοσοανεπάρ-

κειες προέκυψε ως εναλλακτική αγωγή σε ασθενείς που 
δεν είχαν μοσχεύματα. Η πρώτη κλινική εφαρμογή έγι-
νε σε ασθενείς με φυλοσύνδετη μικτή ανοσοανεπάρ-
κεια (X-SCID) που είχαν έλλειψη του γονιδίου IL2RG 
της κοινής γ-αλύσου των υποδοχέων των ιντερλευκι-
νών. Σε δύο κλινικές μελέτες μεταμόσχευσης γενετικά 
τροποποιημένων ΑΑΚ (με onco φορείς), οι 17 από τους 
20 ασθενείς είχαν σαφή κλινική βελτίωση και λειτουρ-
γικά Τ λεμφοκύτταρα σε βάθος 12ετίας18. Αν και μερι-
κή, η αποκατάσταση της χυμικής ανοσίας ήταν επαρκής 
ώστε 10 από τους ασθενείς να διακόψουν τη θεραπεία 
υποκατάστασης με ανοσοσφαιρίνες ενώ φαίνεται πως 
παρέμεινε η δυσλειτουργία των ΝΚ κυττάρων. Μία σο-
βαρή ανεπιθύμητη ενέργεια ήταν ότι 5 ασθενείς ανέπτυ-
ξαν Τ-λεμφοβλαστική λευχαιμία από ενεργοποίηση του 
ογκογονιδίου LMO2, αποτέλεσμα της ενσωμάτωσης του 
ιού στη συγκεκριμένη περιοχή19.

Adenosine Deaminase Deficiency (ADA-SCID)
Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες η αποδόμηση των 

νουκλεϊκών οξέων επιτυγχάνεται με τη δράση του ενζύ-
μου απαμινάση της αδενοσίνης που κωδικοποιείται από 
το γονίδιο ADA. Απώλεια του ενζύμου έχει σαν απο-
τέλεσμα τη συσσώρευση τοξικών μεταβολιτών και την 
ανάπτυξη δυσλειτουργικών Τ, Β και ΝΚ κυττάρων. Οι 
ασθενείς με ανοσοανεπάρκεια ADA-SCID παρουσιάζουν 
ευπάθεια σε λοιμώξεις από τη νηπιακή ηλικία και χρή-
ζουν άμεσης κλινικής αντιμετώπισης. Επιπρόσθετα, λό-
γω της συστημικής δραστηριότητας του ενζύμου ADA 
σε όλους τους ιστούς, οι ασθενείς παρουσιάζουν γενικά 
λειτουργικά προβλήματα σε πνεύμονες, ήπαρ, σκελετικό 
και νευρικό σύστημα. Η χορήγηση θεραπείας υποκατά-
στασης του ενζύμου φαίνεται να βελτιώνει την κλινική 
εικόνα αλλά συνδέεται με υψηλό κόστος. Η ADA-SCID 
αποτελεί το πρώτο σύνδρομο ανοσοανεπάρκειας που χαρ-
τογραφήθηκε γενετικά και για το οποίο εφαρμόστηκε η 
γονιδιακή θεραπεία σε κλινικό επίπεδο με γενετική τρο-
ποποίηση των ΑΑΚ. Αν και στις αρχικές κλινικές μελέτες 
δεν παρουσιάστηκε βελτίωση του φαινοτύπου, περαιτέ-
ρω τροποποιήσεις στο πρωτόκολλο μεταγωγής και με-
ταμόσχευσης των ΑΑΚ επέφερε κλινικά οφέλη στο 75% 
των ασθενών. Από το 2000 έχουν θεραπευτεί συνολικά 
40 ασθενείς σε Ιταλία, Ηνωμένο Βασίλειο και ΗΠΑ και 
δεν έχουν αναφερθεί μέχρι στιγμής ανεπιθύμητες ενέρ-
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γειες ούτε γεγονότα διεισδυτικής μεταλλαξιογένεσης20 
παρ’ όλο που έχουν ανιχνευθεί κυτταρικοί κλώνοι με εν-
σωμάτωση του ιού στο γονίδιο LMO2.

Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS)
H ανοσοανεπάρκεια αυτή χαρακτηρίζεται από μεταλ-

λάξεις στην πρωτεΐνη WASp, ενός ρυθμιστή των ινιδίων 
ακτίνης που εκφράζεται αποκλειστικά στην αιμοποιητική 
σειρά. Η απώλεια έκφρασης του γονιδίου WAS παρεμπο-
δίζει την κυτταρική κίνηση και σηματοδότηση, και οδη-
γεί σε θρομβοκυτταροπενία, λοιμώξεις και αυτοανοσία. 
Δεδομένα από ασθενείς με φυλοσύνδετη θρομβοκυττα-
ροπενία (XLT) δείχνουν ότι ακόμα και χαμηλά επίπεδα 
έκφρασης της WASp επαρκούν για τη φυσιολογική λει-
τουργία του ανοσοποιητικού συστήματος, κάτι που θα 
μπορούσε να επιτευχθεί με γονιδιακή μεταφορά. Έτσι, 
η πρώτη προσπάθεια έγινε με μεταφορά στα ΑΑΚ του 
φυσιολογικού γονιδίου υπό τον μεταγραφικό έλεγχο του 
ιικού LTR, με εναν onco φορέα. Αν και η μεταμόσχευση 
των γενετικά τροποποιημένων ΑΑΚ επέφερε μακροπρό-
θεσμη διόρθωση του κλινικού φαινοτύπου στο 90% των 
ασθενών, 4 από τους 10 ασθενείς ανέπτυξαν λευχαιμία 
λόγω της διεισδυτικής μεταλλαξιογένεσης του φορέα21. 
Αυτό οδήγησε στην κατασκευή αυτο-αδρανοποιούμενων 
(self-inactivating, SIN) λεντιικών φορέων και στη χρήση 
τμήματος του ενδογενή υποκινητή για τη μεταγραφή του 
was γονιδίου. Συνολικά 3 ασθενείς έχουν λάβει ΑΑΚ με 
τον lenti φορέα, έχουν όλοι κλινικό όφελος, ενώ δεν έχει 
ακόμα (32 μήνες μετά την αγωγή) καταγραφεί κάποια 
ανεπιθύμητη ενέργεια22.

Chronic Granulomatous Disease (CGD)
Η παθολογία της χρόνιας κοκκιωματώδους νόσου 

αντικατοπτρίζει τη δυσλειτουργία της NADPH οξειδά-
σης των ουδετεροφίλων με αποτέλεσμα υποτροπιάζουσες 
βακτηριδιακές και μυκητιασικές λοιμώξεις. Η NADPH 
οξειδάση είναι ένα σύμπλοκο πέντε πρωτεϊνικών υπομο-
νάδων και μετάλλαξη σε οποιαδήποτε από αυτές οδηγεί 
στη δυσλειτουργία του ολοενζύμου. Η δράση του φυσι-
ολογικού συμπλόκου οδηγεί στη δημιουργία ανιόντων 
του υπεροξειδίου και στην ενεργοποίηση αντιμικροβι-
ακών πρωτεασών που έχει σαν αποτέλεσμα την κατα-
στροφή μικροοργανισμών. Η πλέον συνήθης μετάλλαξη 
(70% των ασθενών) απαντάται στο φυλοσύνδετο γονίδιο 
gp91phox. Στο ζωικό μοντέλο της νόσου, αποτελεσματι-
κότητα έχουν επιδείξει όλα τα είδη των ρετροϊών23,24. Τα 
αποτελέσματα των δύο πρώτων κλινικών μελετών στις 
ΗΠΑ τη δεκαετία του 1990 ήταν ενθαρρυντικά όσον αφο-
ρά στη λειτουργική επαναφορά της NADPH οξειδάσης 
σε γενετικά τροποποιημένα ουδετερόφιλα στο περιφερι-
κό αίμα ασθενών. Ακολούθησαν μελέτες σε Γερμανία, 
Ελβετία, Ηνωμένο Βασίλειο και Νότια Κορέα όπου συ-

νολικά έχουν ενταχθεί 11 ασθενείς με X-CGD, εκ των 
οποίων δέκα έχουν επιδείξει μόνο παροδική βελτίωση 
του κλινικού φαινοτύπου. Η πιθανή αιτία για την απου-
σία γενετικά τροποποιημένων κυττάρων σε βάθος χρό-
νου μετά τη μεταμόσχευση έγκειται στο ότι σε αντίθεση 
με τις ανοσοανεπάρκειες, στη CGD τα γενετικά τροπο-
ποιημένα κύτταρα δεν έχουν κάποιο βιολογικό πλεονέ-
κτημα έναντι των παθολογικών και έτσι δεν υφίστανται 
κάποια διαδικασία φυσικής επιλογής που θα εξασφάλιζε 
τη μακρόχρονη παρουσία τους στο μυελό. Πρέπει επίσης 
να σημειωθεί ότι σε πρόσφατη κλινική μελέτη με onco 
φορείς, 2 ασθενείς παρουσίασαν εικόνα ΜΔΣ και στους 
2, αποδόθηκε στην ενεργοποίηση του evi1 γονιδίου λό-
γω διεισδυτικής μεταλλαξιγένεσης25.

2. Θαλασσαιμία
Οι διαταραχές της αιμοσφαιρίνης, β-θαλασσαιμία 

και δρεπανοκυτταρική αναιμία, αποτέλεσαν τους πρώ-
τους στόχους για θεραπευτική γονιδιακή μεταφορά, δε-
δομένου ότι το γονίδιο της β-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης 
ήταν από τα πρώτα κλωνοποιημένα ανθρώπινα γονίδια. 
Παρά τις σημαντικές προσπάθειες για την ανάπτυξη φο-
ρέων και τις επιτυχημένες δοκιμές σε ζωικά μοντέλα, 
η πρόοδος στην κλινική δεν έχει αποδώσει τα αναμε-
νόμενα. Στην πρώτη κλινική μελέτη12, ο ένας ασθενής 
αναγκάστηκε να πάρει πάλι αυτόλογο μόσχευμα λόγω 
αποτυχίας της μεταμόσχευσης ενώ ο δεύτερος παρουσί-
ασε σημαντικά επίπεδα έκφρασης της αιμοσφαιρίνης και 
μπόρεσε να σταματήσει τις μεταγγίσεις. Και εδώ όμως 
παρατηρήθηκε κλωνική έκπτυξη (υπερπλασία) ενός πλη-
θυσμού κυττάρων στο αίμα που αποδόθηκε στην ενεργο-
ποίηση του γονιδίου hmga2. Η εναλλακτική προσέγγιση 
στη θεραπεία της β-θαλασσαιμίας επικεντρώνεται στην 
επανενεργοποίηση της εμβρυϊκής γ-σφαιρίνης. Μια μη-
φαρμακευτική προσέγγιση βασίζεται στην αναστολή 
του αρνητικού ρυθμιστή της έκφρασης της γ- σφαιρίνης 
BCL11A. Θεραπευτικά επίπεδα εμβρυϊκής αιμοσφαιρί-
νης έχουν επιτευχθεί σε αυτόλογα ερυθροειδικά κύττα-
ρα ασθενών με β-θαλασσαιμία μετά από μεταφορά του 
ανασταλτικού BCL11A shRNA26.

3. Λευκοδυστροφίες 
Η X-ALD (φυλοσύνδετη αδρενολευκοδυστροφία) και 

MLD (μεταχρωματική λευκοδυστροφία) αποτελούν επίσης 
υποψήφιες ασθένειες για γονιδιακή θεραπεία στα ΑΑΚ, αν 
και η παθολογία τους αφορά το ΚΝΣ. Η X-ALD οφείλε-
ται σε έλλειψη του γονιδίου ABCD1 και χαρακτηρίζεται 
από υψηλή συγκέντρωση λιπαρών οξέων που προκαλούν 
προοδευτική απομυελίνωση στο ΚΝΣ. Η μεταφορά του 
γονιδίου ABCD1 στη X-ALD έγινε σε αυτόλογα ΑΑΚ σε 
4 ασθενείς27. Η θετική έκβαση μετά από μεταμόσχευση 
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ΑΑΚ, οφείλεται στη μετανάστευση των μονοκυττάρων 
στο ΚΝΣ και την επακόλουθη μετατροπή τους σε μικρο-
γλία που μπορεί και μεταβολίζει τα παθολογικά λιπαρά 
οξέα. Στη συγκεκριμένη μελέτη δεν υπάρχουν ενδείξεις 
για ενεργοποίηση κάποιου πρωτο-ογκογονιδίου. Η MLD 
οφείλεται σε αυτοσωμική υπολειπόμενη διαταραχή που 
προκύπτει από την ανεπάρκεια του λυσοσωμικού ενζύ-
μου αρυλσουλφατάση Α (ARSA). Σε ζωικό μοντέλο της 
ασθένειας έχει μελετηθεί με επιτυχία η αυτόλογη μετα-
μόσχευση γενετικά τροποποιημένων ΑΑΚ καθώς και η 
απευθείας έγχυση μέσα στο κεντρικό νευρικό σύστημα 
αδενο-εξαρτώμενων AAV φορέων που φέρουν το ARSA 
γονίδιο28. Η παθογένεια της νόσου απαιτεί την έγκαιρη 
διόρθωση της ταχέως εξελισσόμενης δυσλειτουργίας του 
ΚΝΣ και για αυτό το λόγο η αγωγή με την ενδοκρανιακή 
έγχυση AAV θεωρείται αποτελεσματικότερη.

4. Αιμορροφιλία
Επειδή και οι δύο παράγοντες (F8 και F9) παράγο-

νται στο ήπαρ, οι ιοί που χρησιμοποιήθηκαν για τη ΓΘ 
και των δύο νοσημάτων ήσαν οι AAV που έχουν μεγάλη 
ικανότητα διαμόλυνσης των ηπατοκυττάρων μέσω άμε-
σης έγχυσης των φορέων AAV στην πυλαία φλέβα. Η γο-
νιδιακή θεραπεία της αιμορροφιλίας Α (έλλειψη F8) έχει 
αποτελέσει σημαντικό τεχνικό εμπόδιο λόγω του μεγέθους 
του γονιδίου (7.095 βάσεις) που υπερέβαινε κατά πολύ 
το ωφέλιμο φορτίο του AAV. Μία εναλλακτική προσέγ-
γιση ήταν η κατασκευή εναλλακτικών (συντετμημένων) 
αλληλόμορφων του F8 που στο κλινικό μοντέλο της νό-
σου έδειξαν θεραπευτικό δυναμικό29. Στην αιμορροφιλία 
Β, το γονίδιο είναι σχετικά μικρό (1.386 βάσεις) και η 
κλωνοποίηση σε AAV φορείς ευχερέστερη. Εναλλακτι-
κά, η μεταφορά του γονιδίου μπορεί να γίνει σε ΑΑΚ με 
επακόλουθη μεταμόσχευση όπως αναφέρθηκε και για τις 
ανοσοανεπάρκειες30. Οι προκλινικές μελέτες έχουν πλέον 
μεταφραστεί σε κλινικές εφαρμογές. Στη σημαντικότερη 
μελέτη που έχει δημοσιευτεί31, και οι 6 συμμετέχοντες πα-
ρουσίασαν έκφραση F9 που κυμάνθηκε από 3-11% της 
φυσιολογικής τιμής σε βάθος 16 μηνών. Στη μελέτη αυ-
τή παρατηρήθηκαν φαινόμενα ήπιας ηπατοτοξικότητας 
και ανοσολογικές αντιδράσεις στο καψίδιο του ιού, κά-
τι που αντιμετωπίστηκε με μικρές δόσεις κορτικοειδών. 

5. �Μεταφορά τροποποιημένων 
Τ-λεμφοκυττάρων
Σε υποτροπές διαφόρων αιματολογικών κακοηθειών 

μετά από μεταμόσχευση μυελού των οστών (ΜΜΟ), μία 
συνήθης πρακτική είναι η έγχυση λεμφοκυττάρων του δό-
τη [donor lymphocyte infusion (DLI)], που όμως έχει τον 
κίνδυνο επιδείνωσης της νόσου του μοσχεύματος έναντι 
του ξενιστή (GvHD). Για την αποφυγή του φαινομένου 

έχουν χορηγηθεί γενετικά τροποποιημένα Τ-κύτταρα που 
εκφράζουν ένα γονίδιο το οποίο επιτρέπει την εκλεκτική 
τους καταστροφή με gancyclovir32. Μία άλλη εφαρμογή 
στη χρήση γενετικά τροποποιημένων Τ-λεμφοκυττάρων 
είναι στην αντιμετώπιση των ασθενών με σύνδρομο επί-
κτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS). Συγκεκριμένα, σκο-
πός είναι η ανασύσταση του αιμοποιητικού συστήματος 
του ασθενούς με AIDS με ένα πληθυσμό Τ λεμφοκυτ-
τάρων που θα είναι ανθεκτικά στον ιό HIV. Οι μελέ-
τες έχουν επικεντρωθεί στην αποσιώπηση του γονιδίου 
CCR5 που κωδικοποιεί ένα ισχυρό συν-υποδοχέα του 
HIV33. Τέλος, στα πλαίσια της θεραπείας αιμοτολογικών 
νεοπλασμάτων, έχουν αναπτυχθεί μια σειρά δημιουργι-
κών προσεγγίσεων που περιλαμβάνουν (i) την παραγω-
γή Τ λεμφοκυττάρων ειδικά για καρκινικά αντιγόνα, (ii) 
την ανάπτυξη αντικαρκινικών εμβολίων με την έκφραση 
γονιδίων που ενισχύουν την ανοσοαπόκριση και (iii) τη 
δημιουργία Τ-κυττάρων με χιμαιρικούς υποδοχείς αντι-
γόνου (chimeric antigen receptors, CARs)34. H τελευταία 
εφαρμογή αποτελεί και την επιτομή των προσπαθειών της 
χρήσης Τ-κυτταροτοξικών λεμφοκυττάρων, καθώς φαίνε-
ται να είναι μία πρακτική που θα αλλάξει τη φαρμακευ-
τική αντιμετώπιση πολλών αιματολογικών κακοηθειών. 
Οι CARs, στηρίζονται στην έκφραση ενός διαγονιδίου 
που κωδικοποιεί ένα μόριο επιφανείας που υπάρχει στο 
καρκινικό κύτταρο (π.χ. CD19 στην ΟΛΛ) μαζί με ένα 
μόριο που ενεργοποιεί τα κυτταροτoξικά Τ-κύτταρα που 
τελικά λύουν τα καρκινικά κύτταρα.

Αδιέξοδα στη γονιδιακή θεραπεία
Αυτό που φαίνεται σήμερα ώς ανυπέρβλητο εμπόδιο 

στην εφαρμογή της γονιδιακής θεραπείας είναι η διεισδυ-
τική μεταλλαξιογένεση. Η σημασία της αναδύθηκε όταν 
ασθενείς με φυλο-σύνδετη μικτή ανοσοανεπάρκεια (X-
SCID) ανέπτυξαν Τ-λεμφοβλαστική λευχαιμία μετά από 
λήψη ΑΑΚ διαμολυσμένων με το γονίδιο IL2RG19. Συ-
νολικά, 5 από τους 20 ασθενείς που αντιμετωπίστηκαν, 
ανέπτυξαν λευχαιμική εικόνα και ένας κατέληξε. Το απο-
τέλεσμα από τη γονιδιακή θεραπεία της X-SCID αποδό-
θηκε στο είδος του φορέα που χρησιμοποιήθηκε (onco) 
και στο είδος του γονιδίου που μεταφέρθηκε. Η άμεση 
συνέπεια ήταν η χρήση φορέων lenti στις επόμενες κλι-
νικές δοκιμές και ο προβληματισμός για τον έλεγχο της 
ανεξέλεγκτης έκφρασης των κλωνοποιημένων γονιδίων 
που δυνητικά δίνουν πλεονέκτημα επιβίωσης στα κύττα-
ρα. Στη συνέχεια ανακοινώθηκε η επιτυχημένη γονιδια-
κή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας με lenti φορείς12 και η 
ανάπτυξη υπερπλαστικής (αλλά όχι λευχαιμικής) εικό-
νας στο περιφερικό αίμα του ασθενούς. Η εξέλιξη αυτή 
εύλογα ερμηνεύτηκε ως εγγενής αδυναμία της τεχνολο-
γίας και ταυτόχρονα ευαισθητοποίησε την επιστημονι-
κή κοινότητα στο θέμα της κλωνικής επιλογής: κύτταρα 
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με διορθωμένο κάποιο ελλειμματικό χαρακτήρα, σταδι-
ακά υπερτερούν και μπορούν δυνητικά να εξελιχθούν σε 
αληθή λευχαιμία. 

Η εικόνα από τις κλινικές μελέτες που αναφέραμε έρ-
χεται σε έντονη αντίθεση με την επιτυχημένη και ασφαλή 
εφαρμογή της τεχνολογίας σε ασθενείς με ανοσοανεπάρ-
κεια από έλλειψη ADA20. Στη γονιδιακή θεραπεία της ADA 
χρησιμοποιήθηκαν φορείς onco και διαμολυσμένα ΑΑΚ, 
εν τούτοις δεν παρατηρήθηκε λευχαιμιογένεση σε κανέναν 
από τους ασθενείς που έλαβαν γενετικά διορθωμένα ΑΑΚ. 
Φαίνεται πως το καθοριστικό στοιχείο στην επιτυχία αυ-
τή ήταν το είδος του γονιδίου που μεταφέρθηκε γιατί εκ-
φράζεται και ευοδώνει την ανάπτυξη Β-λεμφοκυττάρων 
χωρίς να επηρεάζει τη βιολογία των ΑΑΚ.

Συμπεράσματα και Προοπτικές
Η γονιδιακή θεραπεία στη σημερινή της μορφή είναι 

μια «ανακριβής» επιστήμη που έχει καταγράψει επιτυχίες 
αλλά και πολλά ελλείμματα. Όσο «φυσιολογικές» και να 
είναι οι κλωνοποιημένες κατασκευές, η ενσωμάτωση των 
ρετροϊών παραμένει τυχαία με απρόβλεπτες συνέπειες. Η 
ανακατασκευή των φορέων, όσον αφορά τα ρυθμιστικά 
τους στοιχεία και η χρήση μονωτών της χρωματίνης με-
λετώνται ως επιπλέον επίπεδα ασφάλειας για μεταγρα-
φική αυτονομία, κάτι που ενδέχεται να μειώσει και την 
πιθανότητα ενεργοποίησης ογκογονιδίων λόγω της εν-

σωμάτωσης των φορέων. Επίσης, η χρήση αλληλουχιών 
στόχευσης microRNA35 θα συμβάλλει σε μια πιο «φυσι-
ολογική» έκφραση των διαγονιδίων.

Στη σημερινή της μορφή, η ΓΘ αποτελεί γονιδιακή 
προσθήκη, εφ’ όσον το παθολογικό γονίδιο παραμένει στη 
θέση του. Ουσιαστική και ακριβής θα γίνει η ΓΘ όταν 
επιτύχει την in situ επιδιόρθωση της γενετικής βλάβης. 
Μία τέτοια προσέγγιση θα είχε τα πλεονεκτήματα της 
ασφάλειας και της χρήσης των ενδογενών λειτουργικών 
αλληλουχιών για τον έλεγχο της έκφρασης. Η δυνατό-
τητα της εφαρμογής νουκλεασών με δακτυλίους Zn για 
την in situ επιδιόρθωση γονιδίων σε αρχέγονα κύτταρα 
(iPS) και η ερυθροποιητική διαφοροποίηση αυτών των 
κυττάρων έχει αλλάξει τους σύγχρονους ερευνητικούς 
στόχους36. Επιπρόσθετα, η στοχευμένη ενσωμάτωση των 
φορέων σε ασφαλή σημεία του γονιδιώματος – όπως θεω-
ρούνται η θέση ενσωμάτωσης του AAV στο χρωμόσωμα 
9, και οι θέσεις CCR5 και ROSA26 στο χρωμόσωμα 3 – 
θα έχουν ως αποτέλεσμα τη σταθερή γονιδιακή έκφρα-
ση χωρίς ανεπιθύμητες παρενέργειες37. Για την αποφυγή 
προβλημάτων από την ενσωμάτωση των φορέων εξετά-
ζεται και η εναλλακτική λύση των επισωματικών φορέων 
οι οποίοι δεν ενσωματώνονται αλλά διαιρούνται ταυτό-
χρονα με το γονιδίωμα38. Είναι πιθανό σε λίγα χρόνια η 
παρούσα τεχνολογία της μεταφοράς γενετικού υλικού να 
είναι σκοτεινό παρελθόν σε σχέση με τις τεχνολογίες της 
γονιδιακής επιδιόρθωσης.

Gene therapy. Principles and clinical applications
by Georgios Vassilopoulos1, Εleni Κ. Siapati2
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ABSTRACT: Gene therapy of genetic hematological disorders entails the genetic modification of hemat-
opoietic stem cells and the lifelong production of differentiated cells with normal phenotype. For deliv-
ery of the gene of interest, researchers have utilized retroviral vectors that possess the inherent capacity 
to insert their genome into the host DNA. At the clinical level, gene therapy has been successfully ap-
plied for the treatment of primary immunodeficiencies, b-thalassaemia, haemophilia and for the genetic 
modification of T lymphocytes. The existing vector technologies successfully achieve long-term gene 
expression but cannot guarantee targeted integration of the transgene in the host genome. This has led 
to severe adverse effects in gene therapy clinical trials, with patients developing leukemia due to vector 
insertional mutagenesis. At present, gene therapy is at the crossroads: it is futile to go on repeating mis-
takes of the past. Research ought to revisit certain issues and concentrate (i) on achieving gene correction 
in situ, (ii) on targeted vector integration in genetic safe harbors and (iii) on the development of episomal 
vectors. Until then, gene therapy can only be considered as a partially safe treatment option. Last but not 
least, cells are something more than simple medicine as they are permanently there, once transplanted.
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