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Η ΤΡΙΜΕΛΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 
ΧΑΤΖΗΓΕΩΡΓΙΟΥ ΓΕΩΡΓΙΟΣ 

ΣΤΑΘΑΚΗΣ ΝΙΚΟΛΑΟΣ 
ΚΟΛΛΙΑ ΠΑΝΑΓΟΥΛΑ 

 
 
 
 
 

 
 

Η ΕΠΤΑΜΕΛΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 
ΧΑΤΖΗΓΕΩΡΓΙΟΥ ΓΕΩΡΓΙΟΣ 

ΣΤΑΘΑΚΗΣ ΝΙΚΟΛΑΟΣ 
ΚΟΛΛΙΑ ΠΑΝΑΓΟΥΛΑ 

ΑΡΒΑΝΙΤΗΣ ∆ΗΜΗΤΡΙΟΣ 
ΤΡΥΠΟΣΚΙΑ∆ΗΣ ΦΙΛΙΠΠΟΣ 
ΣΤΕΦΑΝΙ∆ΗΣ ΙΩΑΝΝΗΣ 
ΚΟΥΚΟΥΛΗΣ ΓΕΩΡΓΙΟΣ 

 
 
 
 
 
 
 
 

«Η έγκριση της ∆ιδακτορικής ∆ιατριβής υπό της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, δεν 

υποδηλώνει αποδοχή των γνωµών του συγγραφέα». 

(Νόµος 5343/32, αρθρ. 202 παρ. 2 και ν. 1268/92, αρθρ. 50 παρ. 8). 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
 

 Θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά το Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας το οποίο µέσα στα 

πλαίσια του προγράµµατος “Erasmus” µου έδωσε την δυνατότητα να συνεχίσω την 

ερευνητική µου προσπάθεια στο Πανεπιστήµιο του Μιλάνου. Το πρόγραµµα αυτό µε 

βοήθησε να ενταχθώ σε µια µεγάλη ερευνητική οµάδα της Νευρολογικής Κλινικής του 

Πανεπιστηµίου του Μιλάνου και στον τµήµα νευροβιολογίας του Πανεπιστηµίου 

Columbia. 

 Θερµές ευχαριστίες εκφράζω στον Αναπληρωτή Καθηγητή κο Γ.Χατζηγεωργίου 

στον Καθηγητή κο Νικ.Σταθάκη και στην Επίκουρη Καθηγήτρια Γενετικής κα Παναγούλα 

Κόλλια οι οποίοι µε στήριξαν στην ερευνητική µου αυτή προσπάθεια. 

 Το µεγαλύτερο µέρος της εργασίας αυτής έγινε στο Πανεπιστήµιο του Μιλάνου και 

θέλω να εκφράσω τις θερµές ευχαριστίες στους Καθηγητές Nereo Bresolin, Giacomo Comi 

και Stefania Corti οι οποίοι µε ενέπνευσαν κα µε εισήγαγαν στα βαθειά νερά της βασικής 

έρευνας. Η στήριξή τους σε όλη τη διάρκεια της έρευνάς µου ήταν καθοριστική σε όλα τα 

επίπεδα. 

 Το τελευταίο µέρος της εργασίας ολοκληρώθηκε στο Πανεπιστήµιο Columbia υπό 

την επίβλεψη του Καθηγητού Serge Przedborski στο Motor Νeuron Center, ειδικό τµήµα 

µελέτης των νοσηµάτων κινητικού νευρώνα και θέλω να ευχαριστήσω τόσο τον ίδιο όσο 

και τους στενούς µου συνεργάτες Diane Re, Tetsuya Nagata και Shingo Kariya για την 

επιστηµονική βοήθεια που µου έδωσαν.        
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                                   ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ  

 

1. ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

 

Ονοματεπώνυμο: Δήμητρα Παπαδημητρίου 

Ημερομηνία γέννησης: 24/09/1978 

Τόπος γέννησης: Αθήνα 

Υπηκοότητα: Ελληνική 

Διεύθυνση οικίας: Μπουσίου 45, 11526, Αμπελόκηποι, Aθήνα 

Τηλέφωνο: 2106998905, 6974847802 

Ηλεκτρονικό ταχυδρομείο: dimipap27@yahoo.gr 

 

2. ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ – ΜΕΤΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ – ΔΙΠΛΩΜΑΤΑ  

 

Εγκύκλιες σπουδές: (1990- 1996, Γυμνάσιο-Λύκειο).  

Απολυτήριο Λυκείου: Αμερικάνικο Κολλέγιο, Pierce College, Αγία Παρασκευή 

Χρονολογία αποφοίτησης: 1996 

Βαθμός Απολυτηρίου: Άριστα (19 2/11) 

 

 

Προπτυχιακή εκπαίδευση: Ιατρική Σχολή Πανεπιστημίου Μιλάνου, Ιταλίας (1996-2002). 

Ημερομηνία λήψεως πτυχίου: 28/10/2002 

Βαθμός πτυχίου: 104/110 

 

Ειδικότητα Νευρολογίας: Νευρολογική Κλινική Πανεπιστημίου Μιλάνου, Ιταλίας (2003-2008). 

Ημερομηνία λήψεως ειδικότητας: 12/11/2008 

Βαθμός: 66/70 

 

Ξένες Γλώσσες:   

1.   Αγγλικά (Certificate of Proficiency in English-University of Cambridge): Άριστα  

2.   Ιταλικά: Άριστα 

3.   Γαλλικά (Diplôme d’études francaises-Delf1): Καλώς  

 

3. ΙΑΤΡΙΚΗ ΠΡΟΥΠΗΡΕΣΙΑ 

Από 1/11/2002 έως και 1/04/2003 εξάμηνη υποχρεωτική εκπαίδευση, σύμφωνα με το 

εκπαιδευτικό πρόγραμμα της Ιταλίας στα τμήματα Χειρουργικής (Λαικό Νοσοκομείο, Αθήνα), 

Παθολογίας (Λαϊκό Νοσοκομείο, Αθήνα), Παιδιατρική (Νοσοκομείο Παίδων, Αγία Σοφία, Αθήνα), 

Βιοχημεία (Πανεπιστήμιο Αθηνών), Γυναικολογία (Πανεμιστημιακή Κλινική Νοσοκομείου 

Λάρισας) για την συμμετοχή στις εξετάσεις για την άδεια εξασκήσεως επαγγέλματος. 

Από 1/11/2003 έως και 1/11/2008 στη Νευρολογική Κλινική Πανεπιστημίου Μιλάνου ως 

ειδικευόμενη ιατρός.  
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Στα πλαίσια της ειδικότητας μου από 1/03/2007 έως και 31/08/2008 στο Πανεπιστήμιο 

Columbia, New York, USA, στο Motor Neuron Center για ερευνητικό fellowship υπό την εποπτεία 

του Prof. S. Przedborski.  

 

4.ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΣΥΝΕΔΡΙΑ 

• 15° Meeting of the European Neurological Society, Vienna, 18-22 June 2005. 

(παρακολούθηση teaching course: Current treatments in Neurology) 

• Advances in Stem Cell Research, European Consortium for Stem Cell Research, 6-7 April, 2005, 

Milan, Italy.   

• 20° Πανελλήνιο Συνέδριο Ελλήνων Νευρολόγων, 16-19 Μαρτίου 2006, Λάρισα 

• 58° Annual Meeting of American Academy of Neurology, San Diego, 1-7 april  2006. 

• 59° Annual Meeting of American Academy of Neurology, Boston, April 28–May 5, 2007. 

• 60° Annual Meeting of American Academy of Neurology, Chicago, April 12–19, 2008 

     (παρακολούθηση teaching course: Update in Neurology) 

 

• Society for Neuroscience, 38
th

 Annual Meeting, Nov 15-19, 2008. Washington, DC. 

• 61° Annual Meeting of American Academy of Neurology, Seattle, April 25-May 2, 2009. 

*awarded with 2009 AAN Resident Research Travel Scholarship 

• 1
st

 International Symposium on Personalized Medicine: Promises and Challenges in Primary 

Health Care, 29
th

 May-1
st

 June 2009, Cappadokia-Turkey 

• Multiple Sclerosis-Managing the new dynamic environment 11-12 June 2009, Vienna, Austria 

• Recent Advances in Neuromuscular Disorders, November 13th-14th Athens, Greece 

 

 

5. ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ ΩΣ ΕΚΠΑΙΔΕΥΟΜΕΝΗ 

 

• Teaching Evidence-Based Neurology in Europe-Cochrane Systematic Reviews in Practice 

1)First Workshop: Epilepsy, London 30 June-1 July, 2005 

2)Second Workshop: Multiple Sclerosis, Madrid 16-17 December, 2005 

3)Third Workshop: Parkinson’s Disease, Lisboa 2006 

4)Fourth Workshop: Acute Stroke, Perugia 1-2 December, 2006.   

Η παρακολούθηση των παραπάνω εκπαιδευτικών σεμιναρίων έγινε εφικτή με υποτροφία 

που μου δόθηκε από την Ευρωπαϊκή Ένωση: Marie Curie Conferences and Training Courses. 

• Παρακολούθηση  εκπαιδευτικoύ σεμιναρίου με θέμα «Current treatments in Neurology». 15° 

Meeting of the European Neurological Society, Vienna, 18-22 giugno 2005. 

• Παρακολούθηση  εκπαιδευτικoύ σεμιναρίου με θέμα «Update in Neurology». 60° Annual 

Meeting of American Academy of Neurology, Chicago, April 12–April 19, 2008 

 

 

6. ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΑΝΑΡΤΗΜΕΝΕΣ ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ 

 

Διεθνή συνέδρια: 

 

1. K. Aggelakis, E. Dardiotis, D. Papadimitriou, A. Nikolaidou, K. Flabouriari, P.Kolia, A. 

Papadimitriou, G. Hadjigeorgiou. Interleukin-1 receptor antagonist genotypes in Greek patients 

with Multiple sclerosis. J. Neurology 25 (suppl 2) 112, 2003. 
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2. K. Aggelakis, E. Dardiotis, D. Papadimitriou, P. Kolia, K. Kletsas, A. Papadimitriou, G. 

Hadjigeorgiou. Evidence for association between paraoxonase 1 (M55L) gene polymorphism and 

multiple sclerosis. J. Neurology 250 (suppl 2) 171, 2003. 

 

3. M. Crimi, A. Papadimitriou, P. Palamidou, A. Bordoni, U. Papandreou, D. Papadimitriou, E. 

Drogari, N. Bresolin, G. Comi. A new mitocondrial mutation in ND3 gene causing Leigh syndrome. 

55th Annual Meeting of American Academy of Neurology, Honolulu, March 29-April 5 2003. J. 

Neurology 25 (suppl 2) 66, 2003. 

 

4.Corti S., Locatelli F., Guglieri M., Papadimitriou D., Strazzer S., Salani S., Bendotti C. Comi G.P. 

BM derived stem cells contribute to CNS, heart and skeletal muscle regeneration in SOD1-G93A 

mice. 55th Annual Meeting of American Academy of Neurology, Honolulu,  March 29-April 5 

2003. Neurology, vol. 60, Suppl. 5, S07.004, 2003  

 

5.Corti S., Locatelli F., Guglieri M., Papadimitriou D., Salani S., Strazzer S., Del Bo R., Fortunato F., 

Comi G.P. A Subpopulation of Human Peripheral Blood Cells Develops Nestin-Positive Sphere 

Structures and Expresses Neuronal Markers. 56° Annual Meeting of American Academy of 

Neurology, San Francisco, 24 aprile-1 maggio 2004. Neurology, vol. 58, N° 7, Suppl. 3, A31, 2004.  

 

6.Corti S., Locatelli F., Papadimitriou D., Donadoni C., Guglieri M., Salani S., Strazzer S., Del Bo R., 

Comi G. P. Migration and differentiation of neural stem cells into nmd mice, an animal model of 

Spinal Muscular Atrophy. 14° Meeting of the European Neurological Society, Barcelona, 26-30 

giugno 2004. Journal of Neurology, vol. 251, Suppl. 3, pp. 54-55, 2004.  

 

7.Locatelli F., Corti S., Papadimitriou D., Donadoni C., Del Bo R., Fortunato F., Strazzer S., Salani S., 

Bresolin N., Comi G. P. Multipotentiality, Homing Properties and Neurogenesis  of CNS-Derived 

LeX(ssea-1)+/CXCR4+ Stem Cells. 57° Annual Meeting of American Academy of Neurology, Miami, 9-

16 aprile 2005. Neurology, Vol 64, Suppl 1, pp. A357-A358, 2005.  

 

8.Corti S., Locatelli F., Papadimitriou D., Donadoni C., Crimi M., Del Bo R., Bordoni A., Strazzer S., 

Salani S., Bresolin N., Comi G. P. Transplantation of ALDH Expressing Neural  Stem Cell 

Subpopulation Derived from Spinal Cord into Nmd Mice, an Animal Model of  SMARD1. 57° 

Annual Meeting of American Academy of Neurology, Miami, 9-16 aprile 2005. Neurology, Vol 64, 

Suppl 1, pp. A74-A75, 2005  

 

9.Papadimitriou D., Locatelli F., Corti S., Donadoni C., Del Bo R., Fortunato F., Strazzer S., Salani S., 

Bresolin N., Comi G.P. Pyramidal cells generation from multipotent CNS-derived  LeX(ssea-

1)+/CXCR4+ stem cells. 15° Meeting of the European Neurological Society,  Vienna, 18-22 

giugno 2005. Journal of Neurology, vol. 252, Suppl. 2, pp. 66, 2005.  

 

10.Locatelli F., Corti S., Papadimitriou D., Donadoni C., Crimi M., Del Bo R., Bordoni A.,  Strazzer S., 

Salani S., Bresolin N., Comi G.P. Aldehyde dehydrogenase positive neuronal  stem cells generate 

motor neurons and promote  functional recovery in an animal model of Spinal Muscular Atrophy 

with Respiratory Distress type 1. 15° Meeting of the European Neurological Society, Vienna, 18-22 

giugno 2005. Journal of Neurology, vol. 252, Suppl. 2, pp. 89, 2005.  

 

11.Locatelli F., Corti S., Papadimitriou D., Donadoni C., Salani S., Del Bo R.,Fortunato F., Strazzer S., 

Nizzardo M., Sardanu G., Bresolin N., Comi G.P. siRNA Mediated Interference of Motoneuron 

Death Triggered by Fas in SOD1 G93A ALS Mouse Model. 58° Annual Meeting of American 
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Academy of Neurology, San Diego, 1-7 aprile 2006. Neurology, Suppl 1, 2006  

 

12.Papadimitriou D., Corti S., Locatelli F., Donadoni C., Salani S., Del Bo R., Strazzer S., Nizzardo M., 

Sardanu G., Bresolin N., Comi G.P. SOX2-Dependent Dedifferentiation of Human Astrocytes in 

Multipotent Stem Cells as Possible Cell Source for Repair in CNS Diseases. 58° Annual Meeting of 

American Academy of Neurology, San Diego, 1-7 aprile 2006. Neurology, Suppl 1, 2006  

 

13.Corti S., Locatelli F., Papadimitriou D., Del Bo R., Donadoni C., Salani S., Strazzer S., Nizzardo M., 

Sardanu G., Bresolin N., Comi G.P. Transplantation of LeX+/CXCR4+ Adult Neural Stem Cells in the 

Spinal Cord of a Murine Model of Amyotrophic Lateral Sclerosis. 58° Annual Meeting of American 

Academy of Neurology, San Diego, 1-7 aprile 2006. Neurology, Suppl 1, 2006  

 

14.Papadimitriou D., Corti S., Locatelli F., Donadoni C., Salani S., Del Bo R., Strazzer S., Nizzardo M., 

Sardanu G., Bresolin N., Comi G.P. SOX2-Dependent Dedifferentiation of Human Astrocytes in 

Multipotent Stem Cells as Possible Cell Source for Repair in CNS Diseases. 58° Annual Meeting of 

American Academy of Neurology, San Diego, 1-7 aprile 2006. Neurology, Suppl 1, 2006  

 

15.Corti S., Bordoni A., Ronchi D., Santoro A., Papadimitriou D., Lamperti C., Lucchini V., Magri M., 

Guglieri M., Crugnola V., Moggio M., Bresolin N., Comi G.P. Familial Amyotrophic Lateral Sclerosis 

with a novel Q23R mutation in the Copper/zinc Superoxide Dismutase gene associated with 

muscle mitochondrial dysfunction. 59° Annual Meeting of American Academy of Neurology, 

Boston, April 28–May 5, 2007.  Neurology, vol 68, suppl. 1 pp: A246, 2007.  

 

16.Papadimitriou D., Corti S., Locatelli F., Nizzardo M., Cardini M., Donadoni C., Salani S., Del Bo R., 

Ghezzi S., Fortunato F., Strazzer S., Bresolin N., Comi G.P. Transplantation of an ALDHhiSSCio 

population as a potential therapy os spinal muscular atrophy. 59° Annual Meeting of American 

Academy of Neurology, Boston, April 28–May 5, 2007. Neurology, vol 68, suppl. 1 pp: A248, 2007.  

 

17.Papadimitriou D., Corti S., Locatelli F., Nizzardo M., Nardini M., Donadoni C., Salani S., Del Bo 

R., Ghezzi S., Fortunato F., Strazzer S., Bresolin N., Comi G.P. Neural stem cell intratechal 

transplantation ameliorates the phenotype of a spinal muscular atrophy murine model. 17° 

Meeting of the European Neurological Society, Rhodes, June 16-20, 2007. Journal of Neurology vol 

254, suppl. 3, pp 184, 2007  

 

18.Corti S., Locatelli F., Papadimitriou D., Fortunato F., Del Bo R., Donadoni C., Nizzardo M., 

Nardini M., Salani S., Ghezzi S., Strazzer S., Bresolin N., Comi G.P. Fas siRNA mediated interference 

reduces motor neuron death in amyotrophic lateral sclerosis mouse model. 12th International 

Congress of the World Muscle Society, Giardini Naxos –Taormina, October 17-20, 2007. 

Neuromuscular Disorders vol 17, pp 824, 2007.  

 

19.Corti S., Nizzardo M., Nardini M., Donadoni C., Salani S., Fortunato F., Del Bo R., Locatelli F., 

Papadimitriou D., Strazzer S., Bresolin N., Comi G.P. HB9-Positive Neural Stem Cell-Derived Motor 

Neurons Improve Disease Phenotype after Transplantation into a SMARD1 Animal Model. 60° 

Annual Meeting of American Academy of Neurology, Chicago, April 12–April 19, 2008. Neurology  

 

20.D. Papadimitriou, D.B. Re, T. Nagata, Η. Rideout, U. Monani & S. Przedborski. Neuro-Glial 

Interactions Mediate Motor Neuron Death in an in Vitro Model of Spinal Muscular Atrophy. 

Society for Neuroscience, 38th Annual Meeting, Nov 15-19, 2008. Washington, DC. 
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21.S. Corti, M.Nizzardo, M. Nardini, C. Donadoni, R. Del Bo, D. Papadimitriou, F.Locatelli, N. 

Mezzina, N. Bresolin, G.P Comi. Motoneurons transplantation with pharmacological therapy to 

promote axonal elongation improves the phenotype of Spinal Muscular Atrophy with Respiratory 

Distress Type 1  (SMARD1). 61° Annual Meeting of American Academy of Neurology, Seattle, April 

25-May 2, 2009. Neurology 

 

22. D. Papadimitriou, D.B. Re, T. Nagata, U. Monani & S. Przedborski. Astrocytes Induce 

Motoneuron Death and Axonopathy in an in vitro Model of Spinal Muscular Atrophy. 61° Annual 

Meeting of American Academy of Neurology, Seattle, April 25-May 2, 2009.  Neurology 

*Presentation selected for the Highlight Session of the meeting 

 

23. D. Papadimitriou. Stem Cells in Neurology. 1st International Symposium on Personalized 

Medicine: Promises and Challenges in Primary Health Care, 29th May-1st June 2009, Cappadokia-

Turkey 

 

24. D. Papadimitriou. SMA: The possible role of non neuronal cells in motoneuron degeneration. 

Recent Advances in Neuromuscular Disorders, November 13th-14th Athens, Greece 

 

Πανελλήνια συνέδρια: 

 

• Δερμιτζάκη Μ., Κονδύλη Κ., Ντίνος Κ., Παπαδημητρίου Δ., Πανουσοπούλου Μ., Τσαμούρη 

Μ., Διβάρη Ρ. Περίπτωση Συνδρ. Με ευνοϊκή απάντηση στην θεραπευτική αγωγή. 20° 

Πανελλήνιο Συνέδριο Ελλήνων Νευρολόγων, 16-19 Μαρτίου 2006, Λάρισα 
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                                                                        ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 

 

1 Hadjigeorgiou GM, Papadimitriou D, Bresolin N, Papadimitriou A. Mitochondrial 

Encephalomyopathies. Review article J.Q.L.R. Vol 1, issue 3, May-June 2003. 

 

2 Crimi M. Papadimitriou A., Galbiati S., Palamidou P., Fortunato F., Bordoni A., Papandreou 

U., Papadimitriou D., Hadjigeorgiou GM., Drogari E., Bresolin N., Comi G.P. A new 

mitochondrial DNA mutation in ND3 gene causing severe Leigh syndrome with early 

lethality. Pediatric Research, 55(5):842-6., 2004.  

 

3 Donadoni C.,
 
Corti S., Locatelli
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                                              ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Η Νωτιαία Μυϊκή Ατροφία (Spinal Muscular Atrophy, SMA), είναι µία από 

τις νόσους κινητικού νευρώνος και η δεύτερη σε συχνότητα αιτία, στα 

πλαίσια των κληρονοµικών νοσηµάτων, που οδηγεί σε θάνατο στην βρεφική-

νεανική ηλικία. Οφείλεται σε µείωση ή έλλειψη της πρωτεΐνης SMN, η οποία 

αποτελεί προϊόν έκφρασης του γονιδίου SMN (Survival Motor Neuron Gene) 

και παίρνει µέρος σε σηµαντικές λειτουργίες στο εσωτερικό των κυττάρων 

όπως στις µεταγραφικές οδούς και στη βιοσύνθεση των 

ριβονουκλεοπρωτεϊνών. Παρόλο που η πρωτεΐνη SMN βρίσκεται στο 

εσωτερικό όλων των κυττάρων του οργανισµού, στην Νωτιαία Μυϊκή 

Ατροφία οι κινητικοί νευρώνες των προσθίων κεράτων του νωτιαίου µυελού 

και ορισµένες φορές και του στελέχους παρουσιάζουν µεγαλύτερη ευαισθησία 

στην µείωση ή έλλειψή της πρωτεΐνης αυτής είναι αποκλειστικά. Κλινικά η 

νόσος χαρακτηρίζεται από προοδευτική µυϊκή αδυναµία και παράλυση των 

αναπνευστικών µυών σε σύντοµο χρονικό διάστηµα ανάλογα µε τη µορφή της 

νόσου. ∆ιακρίνουµε τέσσερις κλινικές µορφές ανάλογα µε τη βαρύτητα της 

κλινικής εικόνας, η οποία φαίνεται ότι συσχετίζεται µε την ποσότητα της 

πρωτεΐνης SMN.  Παρά τις έντονες ερευνητικές προσπάθειες µέχρι στιγµής 

δεν υπάρχει ειδική θεραπεία της νόσου και περιοριζόµαστε µόνο στη 

συµπτωµατική θεραπεία και στην βελτίωση της ποιότητας ζωής των παιδιών 

µε φυσικοθεραπευτικές τεχνικές και αναπνευστική υποστήριξη.  

Σε αυτή τη µελέτη εξετάζουµε για πρώτη φορά την αποτελεσµατικότητα της 

µεταµόσχευσης βλαστοκυττάρων σε πειραµατικά µοντέλα της νόσου και 

προσπαθούµε να απαντήσουµε στο ερώτηµα εάν η µέθοδος αυτή µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί στην θεραπευτική στρατηγική αυτής της νόσου. Μελετήσαµε 

µία συγκεκριµένη κατηγορία νευρικών βλαστοκυττάρων, τα οποία και 
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αποµονώσαµε από το νωτιαίο µυελό πειραµατοζώων και χορηγήσαµε 

ενδορραχιαία σε πειραµατικά µοντέλα SMA και σε πειραµατόζωα ελέγχου. 

Τα πειραµατόζωα δότες προγραµµατίστηκαν να εκφράζουν µία φθορίζουσα 

πρωτεΐνη την GFP (Green Fluorescent Protein) µόνο στους κινητικούς 

νευρώνες και έτσι µε βάση αυτή την ιδιότητα καταφέραµε να 

παρακολουθούµε την µεταµοσχευτική πορεία των κυττάρων µέσα στο 

νευρικό σύστηµα του δέκτη. Τα νευρικά βλαστοκύτταρα που 

µεταµοσχεύσαµε κατάφεραν να µεταναστεύσουν από το εγκεφαλονωτιαίο 

υγρό στο παρέγχυµα του νωτιαίου µυελού να εγκατασταθούν στην κατάλληλη 

περιοχή αυτή των προσθίων κεράτων και να διαφοροποιηθούν σε ένα 

ποσοστό σε κινητικούς νευρώνες. Τα µεταµοσχευµένα SMA ζώα 

παρουσίασαν καλύτερη νευροµυϊκή λειτουργία η οποία ελέγχθηκε µε 

δοκιµασίες συµπεριφοράς, µεγαλύτερη διάρκεια ζωής και βελτιωµένη 

παθολογοανατοµική εικόνα σε σχέση µε τα µη µεταµοσχευµένα SMA ζώα. 

Για να εξηγήσουµε εν µέρει αυτά τα πολύ ενδιαφέροντα αποτελέσµατα 

µελετήσαµε πιο στενά τους ενδογενείς κινητικούς νευρώνες των 

µεταµοσχευµένων ζώων. Χρησιµοποιήσαµε µία τεχνική την laser captured 

microdissection (LCD), µε την οποία καταφέραµε να αποµονώσουµε από τα 

πρόσθια κέρατα του νωτιαίου µυελού των µεταµοσχευµένων και µη ζώων, 

µεµονωµένους ενδογενείς κινητικούς νευρώνες και να τους υποβάλλουµε σε 

ανάλυση γονιδιακής έκφρασης (ανάλυση microarray). Στη συνέχεια 

αναλύσαµε τα γονίδια που παρουσίασαν την πιο ενδιαφέρουσα αλλαγή στην 

έκφρασή τους λόγω της µεταµόσχευσης και καταλήξαµε στο συµπέρασµα ότι 

η µεταµόσχευση των αρχέγονων νευρικών κυττάρων βοήθησε τα SMA ζώα 

όχι µόνο προσφέροντας νέους κινητικούς νευρώνες (σε µικρό ποσοστό) αλλά 

και βελτιώνοντας το περιβάλλον των ενδογενών κινητικών νευρώνων οι 

οποίοι παρουσίασαν αλλαγή στο pattern γονιδιακής έκφρασης τόσο ωστε να 
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µοιάζουν περισσότερο από γονιδιακής πλευράς στους υγιείς κινητικούς 

νευρώνες. Συγκεκριµένα οι µεγαλύτερες αλλαγές παρατηρήθηκαν σε 

πρωτεΐνες εµπλεκόµενες στον µεταβολισµό του RNA, πρωτεΐνες κυτταρικού 

κύκλου και πρωτεΐνες οι οποίες συνδέονται µε την ακτίνη.  

Με την παραπάνω µελέτη αποδείξαµε ότι η µεταµόσχευση ενός 

συγκεκριµένου υποπληθυσµού νευρικών βλαστοκυττάρων βελτιώνει τον 

φαινότυπο ενός µοντέλου Νωταίας Μυϊκής Ατροφίας ανοίγοντας έτσι νέους 

ορίζοντες στην χρήση των βλαστοκυττάρων σαν πιθανή θεραπευτική 

προσέγγιση σε αυτή τη νόσο και στις νόσους του κινητικού νευρώνα και 

γενικότερα στα νευροεκφυλιστικά νοσήµατα.  
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                                              ABSTRACT 

 

 

Spinal muscular atrophy (SMA), a motor neuron disease (MND) and one of 

the most common genetic causes of infant mortality, currently has no cure. 

Patients with SMA exhibit muscle weakness and hypotonia. Stem cell 

transplantation is a potential therapeutic strategy for SMA and other MNDs. In 

this study, we isolated spinal cord neural stem cells (NSCs) from mice 

expressing green fluorescent protein only in motor neurons and assessed their 

therapeutic effects on the phenotype of SMA mice. Intrathecally grafted NSCs 

migrated into the parenchyma and generated a small proportion of motor 

neurons. Treated SMA mice exhibited improved neuromuscular function, 

increased life span, and improved motor unit pathology. Global gene 

expression analysis of laser-capture-microdissected motor neurons from 

treated mice showed that the major effect of NSC transplantation was 

modification of the SMA phenotype toward the wild-type pattern, including 

changes in RNA metabolism proteins, cell cycle proteins, and actin-binding 

proteins. NSC transplantation positively affected the SMA disease phenotype, 

indicating that transplantation of NSCs may be a possible treatment for SMA. 
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                                       ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
Η κλινική εικόνα της Νωτιαίας Μυϊκής Ατροφίας  

 
Οι Νωτιαίες Μυϊκές Ατροφίες (SMA) είναι µία ετερογενής οµάδα 

νευροµυϊκών οικογενών παθήσεων που χαρακτηρίζονται από προοδευτική 

εκφύλιση των κινητικών νευρώνων του νωτιαίου µυελού και του εγκεφαλικού 

στελέχους. Πρόκειται για παθήσεις οι οποίες αποτελούν τη δεύτερη αιτία 

θανάτου από κληρονοµικά νοσήµατα της παιδικής ηλικίας. Η πιο κοινή 

µορφή τους µεταβιβάζεται µε αυτοσωµικό, υπολειπόµενο τρόπο (SMA5q, 

OMIM #253300) και η συχνότητά της είναι  1/6000 γεννήσεων, ενώ αυτή των 

φορέων είναι 1:40 (Pearn et al., 1978, Wirth et al., 2000). 

Το γενετικό έλλειµµα χαρακτηρίζεται από µεταλλαγή στο τελοµερικό ζεύγος 

(SMN1) του γονιδίου SMN του χρωµοσώµατος 5q, το οποίο προκαλεί 

έλλειµµα της πρωτεΐνης SMN (Lefebvre et al., 1995).  

Από γενετικής πλευράς  υπάρχουν διάφορες µορφές νωτιαίας µυϊκής ατροφίας 

οι οποίες παρουσιάζουν παρόµοια κλινικά χαρακτηριστικά µε την κλασσική 

SMA. Πρόκειται για µορφές που έχουν ξεχωριστή γενετική βάση 

προσβάλλουν διάφορες οµάδες νευρώνων και ορισµένες από αυτές είναι 

φυλοσύνδετες στο X (SBMA) και άλλες είναι επικρατητικές (SMA 

περιφερικών τµηµάτων IV).  

Τα κλινικά συµπτώµατα της κλασσικής SMA οφείλονται κυρίως στην 

απώλεια των κινητικών νευρώνων του νωτιαίου µυελού και χαρακτηρίζονται 

από προοδευτική ατροφία και µυϊκή αδυναµία των άκρων µε απώλεια της 

κινητικότητας των άκρων και του κορµού, και προοδευτικά της  κατάποσης 

και της αναπνοής. Οι νοητικές λειτουργίες διατηρούνται (Munsat et al., 1992). 

Η αδυναµία των άκρων είναι συµµετρική, κυρίως κεντροµελική και αρχίζει 

από τα κάτω άκρα. Στην πορεία της νόσου προσβάλλονται οι µυς που 
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νευρώνονται από το εγκεφαλικό στέλεχος προκαλώντας αναπνευστική 

δυσχέρεια, ατροφία και δεσµιδώσεις της γλώσσας. Αρκετοί ασθενείς 

παρουσιάζουν τρόµο χειρών στην έκταση των άνω άκρων. Τα τενόντια 

αντανακλαστικά δεν παράγoνται ή εµφανίζονται µειωµένα, ενώ τα πελµατιαία 

όταν παράγoνται είναι φυσιολογικά. Σε προχωρηµένο στάδιο προσβάλλονται 

οι αναπνευστικοί µύες ενώ το µυοκάρδιο και οι λείοι µύες παρουσιάζουν 

φυσιολογική λειτουργία.  

Η κλινική εικόνα συνοδεύεται µε ηλεκτροφυσιολογία ευρήµατα 

απονευρωτικού τύπου, όπως µειωµένη επιστράτευση µυϊκών ινών στη 

µέγιστη δύναµη, αύξηση της διάρκειας και του πλάτους των δυναµικών της 

κινητικής µονάδας, αύξηση της συχνότητας των πολυφασικών δυναµικών, 

αυτόµατη δραστηριότητα (rhythmic firing) των κινητικών µονάδων (συνεχής 

HΜΓ δραστηριότητα στα 7-18Hz). Η κινητική και αισθητική ταχύτητα 

αγωγής είναι φυσιολογική ή ελάχιστα µειωµένη.   

Παθολογοανατοµικά παρατηρείται µείωση και εκφύλιση των  κινητικών 

νευρώνων του νωτιαίου µυελού και του στελέχους. Οι υπάρχοντες κινητικοί 

νευρώνες παρουσιάζουν εκφυλιστικά στοιχεία, ενδεικτικά της εν ενεργεία 

διαδικασίας θανάτου, µειωµένο µέγεθος και σηµεία µη φυσιολογικής 

ωρίµανσης.   

Η ανάλυση των αξόνων στο επίπεδο των πρόσθιων ριζών παρουσιάζει 

πολυαξονικές δεσµίδες οι οποίες περιτυλίγονται από ένα µοναδικό κύτταρο  

Schwann, µειωµένη πυκνότητα αξόνων και αποµυελινωτικές βλάβες. Οι 

µυϊκές ίνες εµφανίζουν εµβρυικά χαρακτηριστικά: µικρές διαστάσεις ένα 

µοναδικό κεντρικό πυρήνα,  παρουσία της δεσµίνης και βιµεντίνης ουσίες οι 

οποίες κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής µυϊκής ανάπτυξης µειώνονται 

ποσοτικά ενώ στην περίπτωση της νωτιαίας µυϊκής ατροφίας αυξάνονται 

αναλογικά.  
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Λόγω του πολύµορφου κλινικού φαινότυπου, οι SMA χωρίστηκαν από το 

International SMA Consortium σε τέσσερις οµάδες, βασιζόµενοι στην ηλικία 

έναρξης των συµπτωµάτων, την προσβολή ειδικών κινητικών λειτουργιών 

(κάθισµα, βάδιση) και την ηλικία θανάτου. (Zerres et al., 1999). 

Η οξεία βρεφική µορφή (τύπου I ή Werdnig-Hoffmann) είναι η πιο βαριά. Η 

συχνότητά της είναι 1/20 000 γεννήσεις. Συνδέεται µε το έλλειµµα του 

εξωνίου 7 στο γονίδιο SMN1 στο 95% των περιπτώσεων. Η νόσος 

εκδηλώνεται µέσα στους πρώτους έξι µήνες ζωής, αλλά πιο συχνά 

εµφανίζεται στους πρώτους τρεις µήνες. Ορισµένα βρέφη παρουσιάζουν στη 

γέννηση υποτονία, κεντροµελική αδυναµία και κατάργηση των 

αντανακλαστικών (“floppy baby”), ενώ σε µερικές περιπτώσεις παρατηρείται 

µείωση βρεφικών κινήσεων ήδη κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης. Η 

γενικευµένη παράλυση των άκρων και του κορµού επέρχεται προοδευτικά 

αλλά σύντοµα. Η παράλυση των µεσοπλεύριων µυών προκαλεί παραµόρφωση 

του κορµού ο οποίος δεν µπορεί να ακολουθήσει τις αναπνευστικές κινήσεις 

ενώ η κοιλία διογκώνεται. Η αναπνοή γίνεται κατά κύριο λόγο 

διαφραγµατική, καθώς το διάφραγµα προσβάλλεται µόνο στα τελικά στάδια 

της ασθένειας. Η προσβολή του στελέχους εµφανίζεται µε ατροφία και 

δεσµιδώσεις γλώσσας. Τα νοσούντα παιδιά δεν καταφέρνουν ποτέ να 

καθίσουν. Συχνά παρουσιάζουν δυσκολία στην κατάποση και χρειάζονται 

γαστροστοµία. Συνήθως ο θάνατος επέρχεται µέσα στα δύο πρώτα χρόνια 

ζωής λόγω αναπνευστικής ανεπάρκειας, η οποία συχνά συνοδεύεται από 

αναπνευστικές λοιµώξεις.  

Η ενδιάµεση µορφή SMA (τύπου II) κληρονοµείται στο 90% των ασθενών µε 

αυτοσωµικό υπολειπόµενο τρόπο και οφείλεται στο έλλειµµα του εξωνίου 7 

στο γονίδιο SMN1.  Τα κλινικά χαρακτηριστικά είναι παρόµοια µε εκείνα της 

SMA-1 εκτός από την ηλικία έναρξης και την παρατεταµένη επιβίωση.  Η 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 17:37:35 EEST - 3.145.201.188



 19

έναρξη των συµπτωµάτων εντοπίζεται γύρω στους 6 µε 18 µήνες της ζωής. 

Τα νοσούντα παιδιά καταφέρνουν να καθίσουν χωρίς στήριξη όµως η 

µετέπειτα κινητική ανάπτυξη σταµατά και δεν καταφέρνουν ποτέ  να 

διατηρήσουν την όρθια θέση χωρίς στήριξη και τελικά καθηλώνονται σε 

αναπηρικό αµαξίδιο. Οι δεσµιδώσεις της γλώσσας εµφανίζονται λιγότερο 

συχνά σε σχέση µε τη  SMA τύπου Ι όµως ο περιφερικός τρόµος είναι πιο 

εµφανής. Τα τενόντια αντανακλαστικά δεν παράγονται ή είναι µειωµένα. ∆εν 

παρουσιάζουν συνήθως προβλήµατα κατάποσης. Οι µεσοπλεύριοι µύες 

προσβάλλονται στο 50% των ασθενών και σε ορισµένες περιπτώσεις µέσα 

στα πρώτα τρία χρόνια της ζωής. Κατά τη διάρκεια της βρεφικής ηλικίας 

αναπτύσσονται αγκυλώσεις των αρθρώσεων και δυσµορφίες όπως η 

κυφωσκολίωση, οι οποίες δυσκολεύουν τις αναπνευστικές κινήσεις.  Συχνά 

παρατηρείται σταθεροποίηση της κλινικής εικόνας µετά από ένα ή δύο 

χρόνια, σπάνια όµως παρατηρείται βελτίωση. Η επιβίωση συσχετίζεται µε την 

αναπνευστική λειτουργία και ο θάνατος επέρχεται περίπου στην δεύτερη  

δεκαετία.  

Η πιο ελαφριά µορφή (τύπου III ή του Kugelberg-Welander) µεταβιβάζεται 

και αυτή µε αυτοσωµική υπολειπόµενη κληρονοµικότητα και συσχετίζεται µε 

το έλλειµµα του γονιδίου SMN1. Υποδιαιρείται µε βάση την ηλικία έναρξης 

των συµπτωµάτων σε SMA τύπου  IIIa (εντός των τριών πρώτων ετών ζωής) 

και τύπου IIIb (µετά τα τρία πρώτα έτη ζωής). Παρουσιάζεται µε 

προοδευτική, συµµετρική µυϊκή αδυναµία, κυρίως στα κάτω άκρα. Σε γενικές 

γραµµές αυτοί οι ασθενείς καταφέρνουν να καθίσουν και να περπατούν, 

παρότι εµφανίζουν σηµαντικές παραµορφώσεις αρθρώσεων και σκολίωση.  Η 

πάθηση επεκτείνεται αργά συνήθως κεντροµελικά, ή σπανιότερο περιφερικά ή 

ενίοτε και τα δύο. Ο τρόµος είναι συνήθης και µπορεί να αποτελεί το 

εναρκτήριο σύµπτωµα. Η αναµενόµενη διάρκεια ζωής δεν είναι µειωµένη, 
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αλλά το 44% των ασθενών SMA τύπου IIIa βαδίζει µέχρι την ηλικία των 20 

ετών, ενώ το 90% των ασθενών SMA τύπου IIIb διατηρεί αυτή την ικανότητα 

και µετά την ηλικία των 20 ετών. 

Η ενήλικη µορφή SMA (τύπου IV) είναι σπάνια και παρουσιάζεται µετά το 

τριακοστό έτος της ηλικίας µε ήπια µυϊκή αδυναµία, συµµετρική ή ασύµµετρη 

και εντοπίζεται κυρίως στους κεντροµελικούς µυς. Τα τενόντια 

αντανακλαστικά είναι µειωµένα και η εξέλιξη της νόσου είναι βραδεία µε 

φυσιολογική αναµενόµενη διάρκεια ζωής. Η εξέταση της αισθητικότητας 

είναι φυσιολογική. Οι γονιδιακές ελλείψεις που ανιχνεύονται στην παιδική 

ηλικία είναι ασυνήθεις στην SMA των ενηλίκων. 

 

 

∆ιαγνωστικά Κριτήρια  

 

Η διάγνωση της SMA βασίζεται σε κλινικά και εργαστηριακά κριτήρια 

(Zerres et al., 1999): συµµετρική µυϊκή αδυναµία, περισσότερο έκδηλη 

κεντροµελικά, έναρξη κυρίως από τα κάτω άκρα, παρουσία δεσµιδώσεων στη 

γλώσσα και/ή τρόµος χειρών, σηµεία απονεύρωσης στο ΗΜΓ και στη βιοψία 

µυός. Τα κριτήρια αποκλεισµού είναι : διαταραχές αισθητικότητος, σηµεία 

δυσλειτουργίας του ΚΝΣ, αρθρογρύπωση, αύξηση CPK περισσότερο από 

δέκα φορές πάνω από το µέγιστο όριο και µείωση της ταχύτητας αγωγής σε 

<70%. Στον πίνακα 2 εµφανίζονται τα συνήθη νοσήµατα µε τα οποία πρέπει 

να γίνει διαφοροδιάγνωση της νωτιαίας µυϊκής ατροφίας. 

Σε περίπτωση που η κλινική εικόνα δεν αφήνει πολλές αµφιβολίες 

προτείνεται  γενετική ανάλυση για τον καθορισµό της µετάλλαξης, ιδιαίτερα 

σε νεογνά, και οι πιο δύσκολες εξετάσεις για τα βρέφη όπως η βιοψία µυός 
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και το ηλεκτροµυογράφηµα να γίνονται µόνο στις περιπτώσεις που 

παρουσιάζουν διαφορο-διαγνωστικό πρόβληµα.  

 

Ειδικές µορφές Νωτιαίας Μυϊκής Ατροφίας  

 

ΦΥΛΟΣΥΝ∆ΕΤΗ ΝΩΤΙΑΙΑ ΜΥΙΚΗ ΑΤΡΟΦΙΑ: (νόσος Kennedy) 

 Η νόσος αρχίζει στην ενήλικο ζωή (ηλικία έναρξης 20-50 έτη) είναι 

φυλοσύνδετη και χαρακτηρίζεται από προοδευτικά εξελισσόµενη 

κεντροµελική µυϊκή αδυναµία, µυϊκή ατροφία και δεσµιδώσεις.  Οι ασθενείς 

εµφανίζουν γυναικοµαστία, ατροφία όρχεων, υπογοναδισµό και διαβήτη. Η 

διάγνωση στηρίζεται στα κλινικά και ηλεκτροµυογραφικά ευρήµατα και 

επιβεβαιώνεται µε τον µοριακό έλεγχο όπου ανευρίσκονται επαναλήψεις 

τρινουκλεοτιδίων CAG στο γονίδιο των υποδοχέων των ανδρογόνων. 

ΑΝΕΠΑΡΚΕΙΑ ΕΞΩΣΑΜΙΝΙ∆ΑΣΗΣ : 

Η ανεπάρκεια της εξωσαµινιδάσης οδηγεί σε λυσοσωµιακή εναπόθεση της 

GM2 γαγγλιοσιδάσης και εκδηλώνεται µε παρόµοια κλινική εικόνα µε την 

νωτιαία µυϊκή ατροφία.  Σε µερικές περιπτώσεις προστίθεται συµπτώµατα 

από την εκφύλιση της νωτιοπαρεγκεφαλιδικής οδού και του εξωπυραµιδικού 

συστήµατος (δυστονία). Ανάλογα µε την ηλικία έναρξης των συµπτωµάτων 

διακρίνουµε την νεανική και των ενηλίκων µορφή. Η διάγνωση τίθεται µε τον 

βιοχηµικό (µέτρηση της δραστικότητος της εξωσαµινιδάσης) και µοριακό 

έλεγχο. 

ΜΟΝΟΜΕΛΙΚΗ ΜΥΙΚΗ ΑΤΡΟΦΙΑ : 

Η µονοµελική µυϊκή ατροφία είναι µία ιδιαίτερη µορφή της νωτιαίας µυϊκής 

ατροφίας και προσβάλλει τα άνω άκρα.  Περιγράφηκαν µορφές στην βρεφική 

ηλικία και µέχρι της ανακάλυψης του γονιδίου SMN1 θεωρείται ιδιαίτερη 

νοσολογική οντότητα. 
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Συνήθως η συµπτωµατολογία αρχίζει µεταξύ 15-25 ετών σε νέους άνδρες και 

χαρακτηρίζεται από αδυναµία και ατροφία των µικρών µυών της µιας χειρός 

που µε την πάροδο του χρόνου επεκτείνεται στο αντιβράχιο. Τα τενόντια 

αντανακλαστικά είναι συνήθως µειωµένα και παρατηρούνται δεσµιδώσεις. 

Η νόσος περιγράφηκε από τον Hirayama το 1959 ο οποίος συγκέντρωσε 150 

περιπτώσεις και παρουσίασε τα παθολογοανατοµικά χαρακτηριστικά που 

επιβεβαιώνουν ότι πρόκειται για µορφή νωτιαίας µυϊκής ατροφίας. 

ΝΟΣΟΣ FAZIO-LONDE: 

Η νόσος προσβάλει τους µυς που νευρώνονται από τα κατώτερα κρανιακά 

νεύρα. Τα συµπτώµατα εµφανίζονται στη δεύτερη δεκαετία της ζωής περίπου 

και εξελίσσονται προοδευτικά. 

 

ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΕΣ ΝΩΤΙΑΙΕΣ ΜΥΙΚΕΣ ΑΤΡΟΦΙΕΣ : 

Η περιφερικές νωτιαίες µυϊκές ατροφίες είναι µία οµάδα νευρολογικών 

παθήσεων που η αδυναµία και η µυϊκή ατροφία ξεκινάει από περιφερικά 

τµήµατα των άνω και κάτω άκρων και επεκτείνεται προοδευτικά και στους 

υπόλοιπους µυς. 

Φαινοτυπικά η κλινική εικόνα µοιάζει µε την Charcot-Marie Tooth χωρίς 

όµως τις αισθητικές διαταραχές και τα νευροφυσιολογικά ευρήµατα είναι 

χαρακτηριστικά της νωτιαίας µυϊκής ατροφίας.   

Αν και περιπτώσεις της νόσου περιγράφηκαν στην δεκαετία του 60 η Annita 

Harding το 1983 συγκέντρωσε ικανό αριθµό περιπτώσεων και ταξινόµησε τις 

περιφερικές νωτιαίες µυϊκές ατροφίες σε 7 οµάδες (πίνακας 1). 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1 

ΚΑΤΑΤΑΞΗ ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΗΣ ΝΩΤΙΑΙΑΣ ΜΥΙΚΗΣ ΑΤΡΟΦΙΑΣ  

(Α.Harding 1983) 

 Κληρονοµικότητα Έναρξη Γονίδιο Γονιδιακή θέση 

Τύπο ς Ι AD 2-20 Άγνωστο Άγνωστη 

Τύπος 2 AD 20-40 HSP22 12q24.3 

Τύπος 3 AR 2-10 Άγνωστο 11q13 

Τύπος 4 AR 1-20 Άγνωστο Άγνωστο 

Τύπος 5 AD 5-20 GARS 7q15 

Τύπος 6 AR Βρεφική 

(SMARD) 

IGHMBP2 11q13.2 

Τύπος 7 AD 10-20 DCTN1 2q13 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2 

∆ΙΑΦΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ ΝΩΤΑΙΑΣ ΜΥΙΚΗΣ ΑΤΡΟΦΙΑΣ 

SMA (τύπος 1) 

Υποτονικό βρέφος 

Χρωµατοσωµιακές ανωµαλίες 

Μιτοχονδριακά νοσήµατα 

Νόσος Pompe 

Τραυµατισµός νωτιαίου µυελού 

Αρθρογρύποση συγγενής 

Συγγενείς µυοπάθειες 

Μυοτονική δυστροφία 

Συγγενής µυασθένεια 

 

SMA (τύπος II) 

Υποτονικό βρέφος 

Συγγενείς µυοπάθειες 

Guillain-Barre 

Αδρενολευκοδυστροφία 

 

SMA (τύπος ΙΙΙ) 

Μυϊκή δυστροφία 

Συγγενείς µυοπάθειες 

Μεταβολικές µυοπάθειες 

Πολυνευροπάθειες 

Μυοσίτις 
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Παθογένεια της SMA 

 

Η γενετική διαταραχή των τεσσάρων µορφών SMA βρέθηκε στο χρωµόσωµα 

5q11.2-13,2 µέσω ανάλυσης σύνδεσης (linkage) (Lefebvre et al., 1995, 

Monani et al., 2005 review, Wirth et al., 2006 review). Αυτή η γονιδιακή θέση 

περιλαµβάνει  επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες, είναι ασταθής, µε υψηλή 

συχνότητα ελλείψεων  και αναδιατάξεων οι οποίες είτε  κληρονοµούνται είτε 

παρουσιάζονται  de novo. Το γονίδιο που βρίσκεται στην περιοχή αυτή και 

µεταβάλλεται σε ασθενείς SMA έχει εντοπιστεί και ονοµάζεται SMN 

(Survival Motor Neuron) (επιβίωσης κινητικού νευρώνα). Βρίσκεται σε ένα 

τµήµα χρωµοσώµατος το οποίο είναι διπλασιασµένο και αντεστραµµένο κατά 

περίπου 500 kb. 

 

 

Το γονίδιο SMN και τα προϊόντα µεταγραφής του 

 

Το γονίδιο SMN αποτελείται από εννέα εξόνια (exon 1, 2α, 2β 3-8), και το 

κωδικόνιο διακοπής ή  κωδικόνιο λήξης βρίσκεται στο τέλος του εξονίου  7. 

Στον άνθρωπο υπάρχουν δύο αντίγραφα γονιδίου: το SMN1 και SMN2. Το 

SMN1 βρίσκεται στο τελοµερίδιο, ενώ το SMN2 στο κεντροµερίδιο. Τα δύο 

αντίτυπα των SMN διαφέρουν µόνο σε 5 ζεύγη βάσεων, και βρίσκονται εντός 

της περιοχής του εξονίου  3 ' του γονιδίου. Μόνο η αντικατάσταση C-T στη 

θέση +6 του εξονίου 7 (c.840C> T) στο γονίδιο SMN2 βρίσκεται στο τµήµα 

κωδικοποίησης. (Bürglen L. et al., 1996). 

Παρά το γεγονός ότι η αντικατάσταση c.840C> T είναι µία σιωπηλή 

µεταλλαγή και, εποµένως, δεν µεταβάλλει την αλληλουχία αµινοξέων της 
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µεταφρασµένης πρωτεΐνης, η αντικατάσταση αυτή µεταβάλλει το µάτισµα 

(splicing) του εξονίου 7. Το πλήρους µήκους mRNA των γονιδίων SMN1 και 

SMN2 κωδικοποιεί πρωτεΐνες όµοιες αποτελούµενες από 294 αµινοξέα. Η 

αντικατάσταση C-T, που βρίσκεται στο επίπεδο του ενισχυτή µατίσµατος των 

εξονίων καθορίζει ένα εναλλακτικό µάτισµα του προ-mRNA της SMN2, η 

οποία κόβει το εξόνιο 7 και έτσι το προκύπτων προϊόν µεταγραφής 

κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη κατατετµηµένη και ασταθή.  

Το γονίδιο SMN1 παράγει ένα πλήρους µήκους προϊόν µεταγραφής (FL) (βλ 

και a σχήµα σελ 32), το οποίο ανταποκρίνεται σε ένα σωστό µάτισµα σε 

σχεδόν 100% των περιπτώσεων, ενώ το γονίδιο SMN2 παράγει µόνο το 10% 

του προϊόντος µεταγραφής και στο 90% των περιπτώσεων παράγει ένα προϊόν 

που υπολείπεται του εξονίου 7 (SMN∆7) όπως φαίνεται στο σχήµα. 

 

 

 

 

Το εξόνιο 7 του γονιδίου SMN αποτελείται από 54 ζεύγη βάσεων και 

χαρακτηρίζεται από ένα αδύναµο σηµείο µατίσµατος 3'. Η ένταξη του εξονίου 

7 στο mRNA ρυθµίζεται θετικά από πολλά εξονικά στοιχεία σε cis, τα οποία 

ονοµάζονται (Exonic Splicing Enhancer-ESEs) ενισχυτές εξονικού 
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µατίσµατος  και από  τα Intronic Splicing Enhancer (ISEs) ή ενισχυτές 

εσονικού µατίσµατος. Επίσης η ένταξη του εξονίου 7 ρυθµίζει αρνητικά 

εξονικά στοιχεία σε cis που ονοµάζονται Exonic Splicing Silencers (ESSs) ή  

Σιγαστήρες εξονικού µατίσµατος  και Σιγαστήρες εσονικού µατίσµατος 

(ISSs). Όλα αυτά τα στοιχεία cis αναγνωρίζονται από πρωτεΐνες µατίσµατος  

trans-acting, όπως τις πρωτεΐνες πλούσιες σε σερίνη-αργινίνη (πρωτεΐνες SR) 

και αρκετές πυρηνικές ριβονουκλεοπρωτείνες (hnRNPs) (Cartegni L. et al., 

2002). 

Ένα σηµαντικό ESE βρίσκεται στο άκρο 5' του εξονίου 7 του SMN1 και 

αναγνωρίζεται από τον παράγοντα µατίσµατος SF2/ASF. Αυτή η ακολουθία 

ESE µεταβάλλεται από την αντικατάσταση c.840C> T στο SMN2 και, 

συνεπώς, δεν αναγνωρίζεται από τον παράγοντα µατίσµατος SF2/ASF. Κατά 

συνέπεια, το εξόνιο 7 δεν αναγνωρίζεται από παράγοντες που ρυθµίζουν το 

µάτισµα και έτσι επιτρέπεται ένα εναλλακτικό µάτισµα µε αποτέλεσµα την 

αποκοπή του εξονίου 7 (SMN∆7). Πρόσφατα προτάθηκε ότι η αντικατάσταση 

C-T δηµιουργεί ένα ESS για το hnRNP A1 το οποίο διευκολύνει την 

παράλειψη του εξονίου 7 (Kashima et al., 2003). Η αντικατάσταση c.840C> T 

καθορίζει στη συνέχεια από τη µία πλευρά την απώλεια του ενισχυτή, και από 

την άλλη δηµιουργεί ένα σιωπηλό προϊόν. Ο διπλός αυτός µηχανισµός  

διευκολύνει την εναλλακτική συρραφή του SMN κατά τη διάρκεια της 

µεταγραφής, η οποία αποκόβει το εξόνιο 7. 

Στο κεντρικό τµήµα του εξονίου 7 υπάρχει ένα πολύ ισχυρό ESE 

αναγνωρισµένο από το παράγοντα µατίσµατος τύπου SR Htra2β1 και από 

πολλές άλλες πρωτεΐνες µατίσµατος (SRp30c, hnRNP G e RBM) που µαζί 

διευκολύνουν την ένταξη του εξονίου 7. Αυτή η αλληλεπίδραση µεταξύ ESE, 

Htra2-b1 και άλλους παράγοντες µατίσµατος είναι υπεύθυνη για το 10% των 
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FL-SMN2. Στην πραγµατικότητα, η υπερέκφραση των Htra2β1 αυξάνει έως 

και 80% τα επίπεδα µεταγραφής του FL-SMN2. (Hofmann Y. et al., 2000) 

Από όλους τους  ενισχυτές και σιγαστήρες µατίσµατος των εσονίων 6 και 7, 

οι σιγαστήρες εσονικού µατίσµατος ISS-N1, φαίνεται να είναι οι πιο 

σηµαντικοί. 

Ο ISS-N1 απαρτίζεται από 15 ζεύγη βάσεων, και βρίσκεται σε απόσταση 5BP 

από το σηµείο ένωσης µε το U1 snRNP (πυρηνικό ριβονουκλεοπρωτιδικό 

σωµατίδιο πλούσιο σε Ουριδίνη, που είναι απαραίτητο για τη διαδικασία 

µατίσµατος) πάνω στο εσόνιο 7, και έχει µια ισχυρή επίδραση στη 

δραστηριότητα των άλλων θετικών παραγόντων cis του εξονίου και του 

εσονίου 7. Αντικωδικά ολιγονουκλεοτίδια κατά τον ISS-N1 καθορίζουν την 

ένταξη του εξονίου 7 σε όλες σχεδόν τις διαδικασίες µεταγραφής του SMN2, 

όπως αποδείχθηκε σε πειράµατα in vitro σε κύτταρα (Singh NK et al., 2006). 

Το προϊόν µεταγραφής SMN∆7 κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη κατατετµηµένη µε 

282 αµινοξέα (το FL-SMN κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη µε 294 αµινοξέα), που 

είναι ασταθής και έχει µειωµένη ικανότητα ολιγοµεροποίησης. Αυτό 

προκαλεί περιορισµένη λειτουργικότητα της πρωτεΐνης SMN και πρόωρη 

αποσύνθεση. 

 

 

Η πρωτεΐνη SMN και οι λειτουργίες της 

   

Το γονίδιο SMN εκφράζεται σε πολλά είδη της εξελικτικής πορείας όπως στη 

µαγιά, σε πολλά ασπόνδυλα και σπονδυλωτά ζώα, υποδεικνύοντας τη ζωτική 

σηµασία της πρωτεΐνης SMN. Η πρωτεΐνη SMN βρίσκεται σε όλους τους 

ιστούς και εκφράζεται τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα. Η 

έκφραση της πρωτεΐνης διαφέρει από ιστό σε ιστό και η συγκέντρωση είναι 
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µεγαλύτερη στον εγκέφαλο, το νωτιαίο µυελό και τους µυς. Στο εσωτερικό 

του πυρήνα βρίσκεται µέσα σε δοµές που ονοµάζονται Gemini, τα οποία 

συχνά βρίσκονται πολύ κοντά ή ακόµη και εφαπτόµενα στα σωµάτια Cajal. Ο 

κλινικός φαινότυπος συσχετίζεται µε την ποσότητα των κόκκων που 

περιέχουν SMN.  

Ο ρόλος της πρωτεΐνης SMN είναι σηµαντικός αφού συµµετέχει σε πολλές 

διεργασίες, όπως στο µεταβολισµό RNA, στις διαδικασίες µεταγραφής και 

την απόπτωση. Η πρωτεΐνη SMN εµπλέκεται σηµαντικά στο µεταβολισµό του 

RNA και την βιογένεση των snRNP, οι οποίες αποτελούν σηµαντικά 

συστατικά των σωµατιδίων µατίσµατος. Η πρωτεΐνη SMN ολιγοµεροποιείται 

και γίνεται µέρος ενός πολυπρωτεϊνικού συµπλέγµατος. Αυτό περιέχει 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν στοιχειοµετρικά (Geminine 2-8) και άλλες 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν προσωρινά µη στοιχειοµετρικά, όπως  οι Sm, 

που αποτελούν µέρος των µικρών πυρηνικών ριβονουκλεοπρωτεϊκών 

σωµατιδίων µατίσµατος (snRNPs). Η βιογένεση των snRNP εκτυλίσσεται σε 

διάφορα στάδια. Πρώτα, το snRNA µεταγράφεται  στον πυρήνα και 

µεταφέρεται γρήγορα στο κυτταρόπλασµα. Εδώ, το σύµπλεγµα SMN 

µεσολαβεί στη συναρµολόγηση ενός δακτυλίου πρωτεϊνών Sm γύρω από το 

κατάλληλο σηµείο πάνω στο µόριο snRNA. Μετά την ορθή συναρµολόγηση 

µε τις πρωτεΐνες Sm, το snRNA υπερµεθυλιώνεται στο 5' και δρα σαν 3’. 

Αυτό το σύµπλεγµα στη συνέχεια µεταφέρεται ξανά στον πυρήνα για την 

εκτέλεση των καθηκόντων του, για την επεξεργασία του προ mRNA σε ώριµο 

RNA. (Meister et al., 2002). 

Το πολυπρωτεϊνικό σύµπλεγµα στο οποίο ανήκει και η SMN αλληλεπιδρά 

στοιχειοµετρικά µε το τµήµα του πυρήνα που λέγεται geminine, όπως επίσης 

και προσωρινά µη στοιχειοµετρικά µε άλλες πρωτεΐνες, όπως τις hsp70, P53, 
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BCL-2 και µερικές ιογενείς πρωτεΐνες. Η σηµασία αυτών των 

αλληλεπιδράσεων είναι ακόµη εν µέρει άγνωστη. 

 Η πανταχού παρούσα λειτουργία της  πρωτεΐνης SMN στην βιογένεση  των 

snRNPs σε όλους τους τύπους των κυττάρων δεν εξηγεί για ποιο λόγο ένα 

ελάττωµα της προκαλεί ειδική εκφύλιση των άλφα κινητικών νευρώνων. 

Πιστεύεται ότι η µείωση της SMN οδηγεί σε δυσλειτουργία του µηχανισµού 

µατίσµατος των µορίων mRNA που κωδικοποιούν  πρωτεΐνες ζωτικής 

σηµασίας για τους κινητικούς νευρώνες (Pellizzoni et al, 1998). 

Ο ρόλος της SMN σε αποπτωτικές διαδικασίες παραµένει ακόµη 

αµφιλεγόµενος. Οι µεταλλάξεις που οδηγούν στο SMN∆7 και άλλες 

παρερµηνεύσιµες µεταλλαγές C-terminal  προωθούν την απόπτωση των 

νευρώνων. ∆εδοµένου ότι η SMN αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη P53 έχει 

προταθεί η µεσολάβηση της πρωτεΐνης P53 στα αποπτωτικά φαινόµενα στην 

SMA. Μια άλλη θεωρία σχετικά µε την παθογένεια της SMA υποστηρίζει ότι 

οι κινητικοί νευρώνες έχουν ανάγκη από υψηλά επίπεδα SMN για την 

ανάπτυξή τους και την φυσιολογική λειτουργία τους  και, ως εκ τούτου, οι 

τελευταίοι είναι ιδιαίτερα ευάλωτοι στη µείωση αυτής της πρωτεΐνης. Η SMN 

µεταβάλλεται ποσοτικά κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, παρουσιάζοντας τα 

υψηλότερα επίπεδα σε εµβρυϊκούς ιστούς  in vivo και κατά τη διάρκεια της 

διαφοροποίησης των κυττάρων in vitro. Επίσης, µελέτες σε πειραµατόζωα 

SMA έχουν αποδείξει τη συµµετοχή της SMN στην ανάπτυξη των αξόνων, 

την καθοδήγηση και τον σχηµατισµό νευροµυϊκών συνάψεων. 

Μελέτες ανοσοκυτταροχηµείας έχουν αποδείξει την παρουσία της SMN σε 

δενδρίτες και άξονες, προτείνοντας ένα πιθανό ρόλο της SMN στη αξονική 

µεταφορά του RNA. Το γεγονός ότι η SMN εµπεριέχεται σε κοκκία στις 

αποφύσεις και στους νευρικούς κώνους των αξόνων είναι υπέρ αυτής της 

υπόθεσης. Τα κοκκία που περιέχουν SMN παρουσιάζουν ταχείες και 
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αµφίδροµες κινήσεις που εξαρτώνται από την µικροσωληνίσκους και 

µικροϊνίδια (C Bechade et al., 1999). Η πρωτεΐνη SMN αλληλεπιδρά επίσης 

µε την hnRNP R, µια πρωτεΐνη που δεσµεύει την µη µεταφρασµένη περιοχή 3' 

του mRNA της β ακτίνης. Τα διαγονιδιακά ποντίκια SMA παρουσιάζουν 

µειωµένα επίπεδα της β-ακτίνης στο mRNA των περιφερικών αξόνων και των 

κώνων ανάπτυξης. 

Επιπλέον, σε ορισµένα διαγονιδιακά ποντίκια SMA το µήκος των δενδριτών 

είναι µειωµένο σηµαντικά, ενώ ο αριθµός των κινητικών νευρώνων δεν 

αλλάζει σηµαντικά σε σχέση µε τα ποντίκια ελέγχου. 

Προς υποστήριξη αυτής της υπόθεσης έχει πρόσφατα αποµονωθεί µια 

εναλλακτική µορφή της πρωτεΐνης SMN, που παράγεται µέσω εναλλακτικού 

µατίσµατος και ονοµάζεται aSMN (Setola et al. 2006). Η aSMN προέρχεται 

από την µεταγραφή του γονιδίου SMN1 και διαφέρει από την SMN λόγω της 

παρουσίας του εσονίου 3α. Η πρωτεΐνη aSMN είναι πολύ µικρότερη από την 

FL-SMN, λόγω της παρουσίας του κωδικόνιου διακοπής που βρίσκεται στο 

σηµείο επαφής µεταξύ του εξονίου 3 και του εσονίου 3α. Η aSMN υπάρχει σε 

διάφορα είδη κυττάρων και βρίσκεται σε καταστολή κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης, γεγονός που υποδηλώνει την ενεργή συµµετοχή της κατά την 

εµβρυογένεση. Το χαρακτηριστικό αυτό φαίνεται να συνδέεται µε την 

επέκταση των φιλοποδών, µια διαδικασία που συµµετέχει στην κινητικότητα 

και τη µετανάστευση των κυττάρων.  

In vivo στοιχεία αποδεικνύουν την αύξηση της έκφρασης της aSMN στους 

κινητικούς νευρώνες των πρόσθιων κεράτων, στις δενδριτικές αποφύσεις και 

στους άξονες.  Η aSMN θα µπορούσε να συµµετάσχει στις διαδικασίες 

αξονογένεσης. Πράγµατι, αυτή η διαδικασία συνεπάγεται αλλαγές στο σχήµα, 

παρόµοιες µε αυτές που παρατηρούνται στην επέκταση των φιλοπόδων. Η 

παρούσα υπόθεση υποστηρίζεται από µελέτες που διεξήχθηκαν σε µοντέλα 
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zebra fish χρησιµοποιώντας αντικωδικά ολιγονουκλεοτίδια όπως το 

µορφολίνο το οποίο τροποποιεί την ανάπτυξη των αξόνων. Η ανακάλυψη της 

aSMN έκτοτε έχει  αποτελέσει σηµαντικό «εργαλείο» για τον προσδιορισµό 

της παθογένειας της SMA. 

 

 

Μεταλλαγές στο γονίδιο SMN1 στους ασθενείς µε SMA 

 

Από όλους τους ασθενείς µε SMA και ανωµαλίες στο χρωµόσωµα 5q-13, το 

96% των ασθενών µε SMA Ι-ΙΙΙ, έχουν έλλειψη του γονιδίου SMN1, και 

συγκεκριµένα του εξονίου 7 και 8, ή µόνο του 7, οµοζυγωτικά (b, στο 

παρακάτω σχήµα). Αντίθετα, ασθενείς µε SMA IV σπάνια εµφανίζουν 

οµοζυγωτική έλλειψη του SMN1. Μεταξύ των οµόζυγων ασθενών SMA για 

έλλειψη του SMN1, περίπου το 90% εµφανίζει το έλλειµµα στα δύο εξόνια 7 

και 8, ενώ µόνο το 10% αποκλειστικά στο εξόνιο 7. Η µοριακή βάση του 

φαινοµένου αυτού αποδίδεται σε γονιδιακή µετατροπή, ένα κοινό µηχανισµό 

µεταλλαγής που εµφανίζεται στην SMA, και οδηγεί στην µετατροπή του 

SMN1 σε SMN2, ή αντιστρόφως (c, στο παρακάτω σχήµα (Brahe C et al., 

1995) 
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Ένα µικρό ποσοστό ασθενών (4%) παρουσιάζει ενδογονιδιακές µεταλλαγές 

στο SMN1. Αυτοί οι ασθενείς είναι συνήθως ετεροζυγώτες µε  έλλειψη µόνο 

στο ένα χρωµόσωµα και µια ανεπαίσθητη µεταλλαγή στο άλλο χρωµόσωµα. 

Μέχρι στιγµής έχουν εντοπιστεί 40 σηµειακές µεταλλάξεις, από τις οποίες  οι 

περισσότερες είναι παρερµηνεύσιµες  µεταλλαγές  (missense)  που 

αλλοιώνουν τη λειτουργία της πρωτεΐνης SMN1 (Β Wirth et al., 2000). Η 

οµοζυγωτική έλλειψη του SMN2, ένας γονότυπος που βρέθηκε στο 5% του 

πληθυσµού ελέγχου, δεν φαίνεται να έχει κλινικές συνέπειες. 

 Η παρουσία τουλάχιστον ενός λειτουργικού γονιδίου SMN1 είναι αρκετή για 

να αποφευχθεί η νόσος SMA. Αυτό που επηρεάζει περισσότερο τον κλινικό 

φαινότυπο είναι ο αριθµός των ζευγών του SMN2 (συνήθως µεταξύ 1 και 4 

ζεύγη). Επειδή κάθε γονίδιο SMN2 παράγει περίπου το 10% των προϊόντων 

µεταγραφής FL, ο αυξηµένος αριθµός γονιδίων SMN2 είναι ευεργετικός για 
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τους ασθενείς. Ασθενείς µε SMA τύπου Ι είναι οµοζυγότες για την έλλειψη 

του SMN1 ενώ έχουν δύο αντίγραφα του SMN2, και έτσι παράγουν περίπου 

το 20% του προϊόντος µεταγραφής FL. Οι ασθενείς µε SMA τύπου ΙΙ έχουν 

έλλειψη ενός γονιδίου SMN1 και 3 λειτουργικά γονίδια SMN2 ενώ οι 

ασθενείς µε SMA τύπου ΙΙΙα, έχουν τέσσερα ζεύγη SMN2 και, ως εκ τούτου, 

παράγουν περίπου το 40% του προϊόντος µεταγραφής FL. 

 

 SMN-1 SMN-2 

SMA τύπου Ι - ~ 70% φέρουν 2 ζεύγη 

SMA τύπου ΙΙ -  82% φέρουν 3 ζεύγη 

SMA τύπου ΙΙΙ -  41% φέρουν 4 ζεύγη 

~50% φέρουν πάνω από 4 ζεύγη 

SMA τύπου IV  - 100% φέρουν πάνω από 4 ζεύγη 

 

 

Θεραπευτικές προσεγγίσεις των Νόσων Κινητικού Νευρώνος   

 

Μετά την ανακάλυψη της ακριβούς γενετικής βλάβης και της 

παθοφυσιολογίας της SMA γίνονται εκτεταµένες προσπάθειες και έρευνες για 

θεραπευτικές προσεγγίσεις. Βασιζόµενοι στα καινούρια στοιχεία που 

προέκυψαν από τα διαγονιδιακά πειραµατόζωα, γνωρίζουµε τώρα ότι η 

αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης SMN καθυστερεί την έναρξη των 

συµπτωµάτων. Γίνονται εποµένως έντονες ερευνητικές προσπάθειες για να 

εντοπισθούν τρόποι αύξησης των επιπέδων SMN FL. Αυτό µπορεί να γίνει µε 

την ενεργοποίηση του γονιδίου SMN2, γεφυρώνοντας το γενετικό έλλειµµα 

(exon skipping) και σταθεροποιώντας την πρωτεΐνη SMN. Άλλες πιθανές 
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προσεγγίσεις στηρίζονται α) στην διερεύνηση του ρόλου ορισµένων 

νευροπροστατευτικών ουσιών, β) στην αντικατάσταση του γονιδίου SMN1 

(γονιδιακή θεραπεία) γ) στην χρησιµοποίηση βλαστοκυττάρων (κυτταρικές 

θεραπείες)  για την αντικατάσταση των κινητικών νευρώνων και άλλων 

κυττάρων.  Η απευθείας όµως αντικατάσταση των κυκλωµάτων των 

κινητικών νευρώνων αποτελεί ένα από τα πιο δύσκολα επιτεύγµατα καθώς τα 

µοσχευµένα κύτταρα πρέπει να διαφοροποιηθούν πρώτα σε κινητικούς 

νευρώνες, να αναγνωριστούν και έτσι να ενταχθούν στο δίκτυο των νευρώνων 

του ΚΝΣ και να είναι σε θέση να αναπτύσσουν άξονες οι οποίοι να 

δηµιουργούν συνάψεις µε τους σκελετικούς µυς.  

Άλλες θεραπευτικές στρατηγικές για τη SMA αφορούν τη χρήση 

βλαστοκυττάρων για την παραγωγή διαφόρων παραγόντων οι οποίοι µπορούν 

να επηρεάσουν τις οδούς που οδηγούν στην κυτταρική βλάβη ή τη λειτουργία 

των µη νευρωνικών κυττάρων (αστροκύτταρα, µικρογλoία).  

Επιπλέον, µπορούν να χρησιµοποιηθούν κυτταρικές θεραπείες που να 

αποσκοπούν στην έκκριση τροφικών παραγόντων οι οποίοι να προλαµβάνουν 

την ενεργοποίηση των οδών κυτταρικής βλάβης στους κινητικούς νευρώνες.  

 

Φαρµακολογική προσέγγιση  

 

Ενεργοποίηση του γονιδίου SMN2: αναστολείς ακετυλίωσης  των ιστονών 

 

Το SMN2 γονίδιο ρυθµίζεται από ένα υποκινητή, ο οποίος έχει παρόµοια 

αλληλουχία βάσεων και λειτουργικότητα µε αυτόν του  SMN1 (Wirth et al., 

2006 review). Μία περιοχή περίπου 150bp πριν την αρχή της µεταγραφικής 

περιοχής (translation initiation site) είναι απαραίτητη και εγγυάται την 

ελάχιστη δραστηριότητα του υποκινητή, αν και οι ρυθµιστικές αλληλουχίες 
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της έκφρασης του SMN βρίσκονται 4.6 kb πριν από το σηµείο έναρξης της 

µεταγραφής. Ο υποκινητής του SMN περιέχει σηµεία σύνδεσης τα οποία 

δηµιουργούν δεσµούς µε την πρωτεΐνη cAMP, την οικογένεια πρωτεϊνών Sp, 

τον ρυθµιστικό παράγοντα ιντερφερόνης (interferon regulatory factor), οι 

οποίοι µπορούν να συντονίσουν µε τη σειρά τους την δραστηριότητα του 

υποκινητή. Επίσης, ο υποκινητής SMN συνδέεται µε τις πρωτεΐνες στόνων 

αποακετυλίωσης (HDAC 1 e 2) οι οποίες ρυθµίζουν την κατάσταση 

ακετυλίωσης των ιστονών του ιδίου υποκινητή, οδηγώντας στην έκφραση του 

γονιδίου SMN. Ο έλεγχος της ακετυλίωσης των ιστονών είναι ένας 

σηµαντικός επιγενετικός µηχανισµός για τη ρύθµιση της γονιδιακής 

έκφρασης. Όταν η οµάδα NH2 των ιστονών ακετυλιώνεται εκτίθεται το DNA 

στις µεταγραφικές διαταραχές. Τα επίπεδα εποµένως της ακετυλίωσης 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ισορροπία που αποκαθιστάται ανάµεσα στην 

ακετυλοτρανσφεράση και την αποακετυλίωση των ιστονών. 

 Μια κατηγορία φαρµάκων η οποία έχει µελετηθεί για την ικανότητά τους να 

ενεργοποιούν το γονίδιο SMN2 είναι αυτή των αναστολέων HDAC. Η πρώτη 

φαρµακευτική ουσία της κατηγορίας αυτής που χρησιµοποιήθηκε είναι το 

βουτυρικό νάτριο το οποίο αυξάνει τα επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου FL 

SMN2 σε λεµφοβλαστικές κυτταρικές σειρές προερχόµενες από ασθενείς µε 

SMA  τύπου 1.  Η θεραπεία αυτή αυξάνει την έκφραση της πρωτεΐνης SMN 

στο νωτιαίο µυελό και στους κινητικούς νευρώνες στα πειραµατικά µοντέλα 

της νωτιαίας µυϊκής ατροφίας.  Όταν δε το βουτυρικό Να χορηγείται σε 

εγκυµονούντα πειραµατόζωα, τότε καλυτερεύει η επιβίωση των νοσούντων 

εµβρύων και αυτό φαίνεται ότι οφείλεται σε µηχανισµό νευροπροστασίας.  Ο 

µικρός όµως χρόνος υποδιπλασιασµού (6 λεπτά) δεν επέτρεψε να γίνουν 

µεγάλες κλινικές µελέτες για να αποδείξουν την χρησιµότητα ή µη στην 

καθηµερινή κλινική πράξη.  
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Στην ίδια κατηγορία ανήκουν και γνωστά φάρµακα όπως το βαλπροϊκό και το 

φαινυλοβουτυρικό νάτριο που χρησιµοποιούνται εδώ και χρόνια σε διάφορα 

νευρολογικά νοσήµατα. Η φαρµακοκινητική τους είναι γνωστή, είναι ασφαλή 

φάρµακα, εισέρχονται εύκολα στο ΚΝΣ, και χρησιµοποιήθηκαν πολύ νωρίς 

σε διάφορες κλινικές µελέτες σε ασθενείς µε νωτιαία µυϊκή ατροφία πριν 

ακόµα αποδειχτεί η αποτελεσµατικότητά τους σε πειραµατόζωα.    

∆ιάφορες ερευνητικές οµάδες απέδειξαν ότι η χορήγηση βαλπροϊκού Να 

αυξάνει το full-length SMN mRNA και του υποκινητή του SMN2. 

Σε παρόµοια συµπεράσµατα κατέληξαν οι Andeassi και συν. 2004, οι οποίοι 

ανακοίνωσαν ότι και το βουτυρικό Να αυξάνει την πρωτεΐνη SMN και 

εποµένως δυνητικά µπορεί να χρησιµοποιηθεί στη θεραπεία της νωτιαίας 

µυϊκής ατροφίας. 

Περισσότερες µελέτες για την ανακάλυψη ουσιών που προκαλούν αναστολή 

της ακετυλίωσης των ιστονών είναι σε εξέλιξη. Το suberoylanilide 

hydroxamic acid βρίσκεται στο στάδιο των µελετών για την θεραπεία του 

καρκίνου, είναι αναστολέας των ιστονών και σε ινοβλάστες προκαλεί αύξηση 

της πρωτείνης SMN τόσο σε πειραµατόζωα όσο και σε καλλιέργειες 

ανθρωπίνων νευρικών κυττάρων ενεργοποιώντας προφανώς το γονίδιο 

SMN2.  Η τριχοστατίνη Α (trichostatin A, TSA)  που αποµονώθηκε το 1976 

σαν αντιµυκητιασικό φάρµακο απεδείχθη ότι σε πειραµατικά µοντέλα 

νωτιαίας µυϊκής ατροφίας προκαλεί αύξηση της SMN πρωτεΐνης τόσο στο 

νευρικό όσο και στον µυϊκό ιστό.  Ακόµα και µετά την έναρξη της νόσου η 

χορήγηση της τριχοστατίνης A αυξάνει την επιβίωση και το µέγεθος των 

νευρώνων του νωτιαίου µυελού. Συγκεκριµένα ενδοπεριτονιακή χορήγηση  

τριχοστατίνης Α (TSA, 10 mg/kg) σε πειραµατόζωα SMA, προκάλεσε 

αυξηµένα επίπεδα ακετυλίωσης H3 e H4 και έκφρασης του γονιδίου SMN. Η 

θεραπεία αυτή αύξησε την διάρκεια επιβίωσης και καλυτέρευσε τον 
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φαινότυπο των πειραµατοζώων. Αυτά τα αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν την 

παρατήρηση πώς τα παράγωγα του υδροξαµικού οξέως είναι ικανά να 

ενεργοποιήσουν την έκφραση του γονιδίου SMN2 in vivo προκαλώντας 

βελτίωση του φαινότυπου (Avila et al., 2007). 

Υπό µελέτη ως προς την αποτελεσµατικότητα είναι και άλλες κατηγορίες 

φαρµακευτικών ουσιών όπως β-λακταµάσες αναστολείς της 

ριβονουκλεοτιδικής ρεντουκτάσης (hydroxyl-urea) ή ριλουζόλη και 

αναστολείς της κύκλοοξυγενάσης (cox II) και αµινογλυκοσίδες. 

Πρόσφατα ξεκίνησε µία µελέτη για να προσδιοριστούν ανάµεσα από 550.000 

ουσίες, αυτές που ενεργοποιούν ένα τµήµα του υποκινητή SMN2 που 

βρίσκεται σε κυτταρικές σειρές παρόµοιες µε κινητικούς νευρώνες (NSC34) 

(Jarecki J et al., 2005). Βρέθηκαν 17 παρασκευάσµατα τα οποία ανήκουν σε 9 

διαφορετικές κατηγορίες. Η περισσότερο ενδιαφέρουσα είναι η κατηγορία 

των Κιναζολινών η οποία αυξάνει το προϊόν µεταγραφής της SMN και τα 

επίπεδα της πρωτεΐνης σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών. Πρόκειται ίσως για 

την πιο αποτελεσµατική κατηγορία φαρµάκων µε ελάχιστη κυτταρική 

τοξικότητα.  

 

 

Γονιδιακή Θεραπεία 

 

Μία στρατηγική που θεωρητικά θα µπορούσε να συµβάλλει στη θεραπεία της 

SMA είναι η εισαγωγή στο reading frame του γονιδίου SMN1. ∆υστυχώς η 

ανάπτυξη της γονιδιακής θεραπείας περιορίζεται από τις δυσκολίες που 

σχετίζονται µε την αποτελεσµατική µεταφορά του γονιδίου στους ιστούς 

στόχους (κύτταρα προσθίων κεράτων). Σε µία πρόσφατη µελέτη, περιγράφηκε 

ότι η χρησιµοποίηση ιών σαν οχήµατα γονιδιακής µεταφοράς και 
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συγκεκριµένα ένας lenti-ιού που να εκφράζει ανθρώπινη SMN είναι ικανός να 

σταθεροποιεί τα επίπεδα της πρωτεΐνης SMN σε ινοβλάστες SMA τύπου Ι. 

Επιπλέον, πολλαπλές εγχύσεις lenti-ιοικών οχηµάτων που να εκφράζουν την 

SMN σε διαφόρους µυς πειραµατοζώων SMA, σταθεροποίησαν τα επίπεδα 

SMN στους κινητικούς νευρώνες, µείωσαν τον κυτταρικό θάνατο και 

αύξησαν την επιβίωση κατά µέσο όρο 3 µε 5 ηµερών (20% e 38%) σε σχέση 

µε το όχηµα ελέγχου LacZ και µε τα πειραµατόζωα που δεν δέχτηκαν 

θεραπεία αντίστοιχα.  

 

 

Κυτταρικές Θεραπείες  

 

Γενική Εικόνα για τα Βλαστοκύτταρα 

 

Ο όρος βλαστοκύτταρα δηλώνει αδιαφοροποίητα κύτταρα που 

χαρακτηρίζονται από: α) την ικανότητα αυτοπολλαπλασιασµού και β) τη 

δυνατότητα διαφοροποίησης σε κύτταρα διαφόρων ιστών και οργάνων ενός 

οργανισµού. Βλαστοκύτταρα απαντώνται σε όλα τα στάδια εµβρυϊκής 

ανάπτυξης. Όσο πιο πρώιµο είναι το στάδιο ανάπτυξης τόσο µεγαλύτερη είναι 

και η δυνατότητα διαφοροποίησης των βλαστοκυττάρων προς τους διάφορους 

κυτταρικούς τύπους. 

Στον άνθρωπο, τα βλαστοκύτταρα χαρακτηρίζονται ολοδύναµα τις πρώτες 

τρεις-τέσσερις ηµέρες µετά τη γονιµοποίηση, καθώς µπορούν να δώσουν 

όλους τους τύπους κυττάρων. Μετά το πέρας των πρώτων αυτών ηµερών, τα 

κύτταρα που θα δώσουν τους υποστηρικτικούς ιστούς του εµβρύου 

διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα κύτταρα. Τα βλαστοκύτταρα του εµβρύου στο 

στάδιο αυτό και στα µετέπειτα στάδια ανάπτυξης, χαρακτηρίζονται ως 
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πολυδύναµα, καθώς έχουν χάσει την δυνατότητα διαφοροποίησης προς όλους 

τους τύπους κυττάρων που απαιτούνται για την πλήρη ανάπτυξη ενός 

οργανισµού, αλλά διατηρούν µέχρι την δέκατη τέταρτη ηµέρα από τη 

γονιµοποίηση, την ικανότητα διαφοροποίησης προς µερικούς κυτταρικούς 

τύπους. Η πολυδυναµία των βλαστοκυττάρων µειώνεται σταδιακά, καθώς 

συµπληρώνεται και ολοκληρώνεται η ανάπτυξη του οργανισµού. Τελικά, 

στους ενήλικες, τα βλαστοκύτταρα που έχουν αποµείνει και χρησιµεύουν για 

την ανανέωση των κατεστραµµένων κυττάρων των ιστών, υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, µπορούν να διαφοροποιηθούν µόνο σε κύτταρα των ιστών στους 

οποίους εδρεύουν.  

Τα βλαστοκύτταρα χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, τα αρχέγονα εµβρυϊκά 

κύτταρα και τα σωµατικά κύτταρα. Τα αρχέγονα εµβρυϊκά κύτταρα 

προέρχονται από καλλιέργειες βλαστοκυστών από την ενδοκυτταρική µάζα 

(inner cell mass). Αυτά τα κύτταρα είναι πολυδύναµα καθώς είναι ικανά µε 

διάφορες καλλιέργειες να διαφοροποιηθούν σε πολλούς κυτταρικούς τύπους. 

Τα αρχέγονα σωµατικά κύτταρα έχουν πιο περιορισµένη ικανότητα 

αναπαραγωγής καθώς και διαφοροποίησης (συχνά είναι µονοδύναµα, 

δίνοντας µόνο κύτταρα των ιστών στους οποίους εδρεύουν). Οι πηγές των 

βλαστοκυττάρων είναι πολλαπλές και µπορούν να ληφθούν από έµβρυα στο 

στάδιο της βλαστοκύστης, από εµβρυϊκούς ή ακόµα και ενήλικους ιστούς. 

Βλαστοκύτταρα  έχουν εντοπιστεί και στο ΚΝΣ των θηλαστικών και διάφοροι 

ερευνητές έχουν αποµονώσει  βλαστοκύτταρα µέσα από συγκεκριµένες 

περιοχές του εγκεφάλου και του νωτιαίου µυελού του ανθρώπου.  

Η σκέψη για την χρήση βλαστοκυττάρων στα νευροεκφυλιστικά νοσήµατα 

προήλθε από την ικανότητά που έχουν να διαφοροποιούνται σε ώριµους 

ιστούς και ενδεχοµένως να αντικαθιστούν την λειτουργία των ήδη 

εκφυλισµένων κυττάρων (νευρώνων). Πρόσφατες µελέτες έχουν 
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συγκεντρώσει το ενδιαφέρον σε µεθόδους προσανατολισµού της διαδικασίας 

διαφοροποίησης προς µία συγκεκριµένη κυτταρική σειρά in vitro. Πρόκειται 

για ένα πολύ σηµαντικό επίτευγµα διότι επιτρέπει την δηµιουργία µιας 

ανεξάντλητης πηγής ώριµων κυτταρικών σειρών.  Αυτά τα κύτταρα µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν στη βασική έρευνα (in vitro) όπως επίσης µπορούν να 

εφαρµοστούν στην κυτταρική θεραπευτική διαφόρων νοσηµάτων.  Στον 

τοµέα της βασικής έρευνας η εξακρίβωση των παραγόντων που καθορίζουν 

τη διαδικασία κυτταρικής διαφοροποίησης κατά την εµβρυϊκή ανάπτυξη είναι 

κρίσιµη τόσο για την κατανόηση ασθενειών που οφείλονται σε ανωµαλίες 

διαφοροποίησης και πολλαπλασιασµού των κυττάρων όσο και στην µελέτη 

του µηχανισµού κυτταρικής ανανέωσης και αντικατάστασης των κυττάρων. 

  

 

Βλαστοκύτταρα Νευρικού Συστήµατος (NSC) 

 

Νευρικά βλαστοκύτταρα (Neural Stem Cells, NSCs) βρέθηκαν σε διάφορες 

περιοχές του Νευρικού Συστήµατος, τα οποία είναι πολυδύναµα κύτταρα και 

προέρχονται από διαφορετικές περιοχές τόσο του ώριµου (ενηλικιωµένου) 

όσο και εµβρυϊκού νευρικού ιστού (Weiss et al., 1996; Tropepe et al., 2001; 

Doetsch et al., 1999; Morshead et al., 1998). Τα ώριµα νευρικά 

βλαστοκύτταρα πολλαπλασιάζονται λιγότερο σε σχέση µε τα εµβρυϊκά και 

για αυτό το λόγο είναι πιο δύσκολο να υπάρχει ικανός αριθµός κυττάρων 

διαθέσιµος για τις κλινικές θεραπευτικές απαιτήσεις. Τα κύτταρα αυτά είναι 

πολυδύναµα, µπορούν να κινητοποιηθούν από ορισµένους παράγοντας, να 

διαφοροποιηθούν σε ώριµα κύτταρα και να ενταχθούν στο νευρικό σύστηµα 

του δέκτη.  
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Τα κύτταρα του οσφρητικού βολβού αποτελούν πηγή πολυδύναµων 

βλαστοκυττάρων µέσα στο ΚΝΣ του εµβρύου και του ενήλικα. Αυτά τα 

βλαστοκύτταρα θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν σαν πηγή για την 

θεραπεία και την αποκατάσταση, µέσω αυτόλογης µεταµόσχευσης, σε 

διάφορα νοσήµατα  του ΚΝΣ (Barnett et al., 2004). 

Πρόσφατες έρευνες έχουν επικεντρωθεί στην αποµόνωση και την ανάπτυξη 

νευρικών βλαστοκυττάρων από διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου και του 

νωτιαίου µυελού. Αυτά τα κύτταρα µπορούν να υποβληθούν σε διαδικασίες 

αποµόνωσης και την συνέχεια σε ενεργοποίηση µέσω συγκεκριµένων 

υποκινητών (Green Fluorescence Protein, GFP) (Keyoung et al., 2001; Nunes 

et al., 2003). Με αυτό τον τρόπο είναι δυνατή η παραγωγή µεταµοσχεύσιµων 

προγραµµατισµένων πρόδροµων ή ώριµων κυττάρων. Η τεχνική αναστροφής 

της διαδικασίας θανάτου των προδρόµων κυττάρων µπορεί επίσης να 

αποδειχτεί ιδιαίτερα σηµαντική για να επιτευχθεί η παραγωγή µεγάλου 

αριθµού κυττάρων, απαραίτητη για τη µετάβαση από τη βασική έρευνα στην 

κλινική (Roy et al., 2004). 

Τα εµβρυϊκά αρχέγονα κύτταρα (ES) πολλαπλασιάζονται απεριόριστα in vitro 

διατηρώντας την ικανότητα να διαφοροποιηθούν σε οποιοδήποτε σωµατικό 

κυτταρικό τύπο. Τα εµβρυϊκά αρχέγονα κύτταρα αποµονώθηκαν για πρώτη 

φορά από ποντίκια το 1981 (Martin, 1981) και καλλιεργήθηκαν παρουσία του 

παράγοντα LIF (leukemia inhibitory factor) και/ή πάνω σε θρεπτικό στρώµα 

ινοβλαστών. Εν απουσία του LIF ή του θρεπτικού στρώµατος, τα εµβρυϊκά 

αρχέγονα κύτταρα διαφοροποιούνται αυτόµατα σε πολυκυτταρικά 

συσσωµάτια τα οποία ονοµάζονται εµβρυϊκά σωµάτια λόγω της οµοιότητας 

που παρουσιάζουν µε τα έµβρυα.  

Αφού µεταµοσχευθούν τα κύτταρα ES η συµπεριφορά τους τροποποιείται από 

περιβαλλοντικά ερεθίσµατα και έτσι τα κύτταρα ακολουθούν τη µοίρα των 
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κυττάρων της περιοχής όπου εγκαθίστανται. Αυτό είναι σηµαντικό δεδοµένου 

ότι η εξάρτηση της πορείας των βλαστοκυττάρων από το περιβάλλον, 

αποκλείει την παραγωγή νευρώνων σε µη νευρογενείς περιοχές του ΚΝΣ. 

∆ιάφοροι παράγοντες έχουν αποδειχτεί ικανοί να ρυθµίζουν την 

διαφοροποίηση των κυττάρων ES σε συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους 

(Fujikura et al., 2002; Grepin et al., 1997; Kanda et al., 2003). 

Η πιστοποίηση και η αποµόνωση των διαφοροποιηµένων κυττάρων από τα 

υπόλοιπα κύτταρα ES ή από άλλα ώριµα κύτταρα είναι δυνατή µέσω 

έκφρασης φθοριζόντων δεικτών ή γονιδίων ανθεκτικότητας σε φάρµακα υπό 

τον έλεγχο συγκεκριµένων υποκινητών ενός κυτταρικού τύπου (Tang et al., 

2002; Billon et al., 2002).  

 

 

Πιθανή χρήση των βλαστοκυττάρων στις Νευρολογικές παθήσεις  

 

Τα βλαστοκύτταρα µπορεί να έχουν διάφορες εφαρµογές στις Νευρολογικές 

παθήσεις. Πρώτον µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν βιολογικά µέσα για την 

κατανόηση των Νευρολογικών παθήσεων, όπως για παράδειγµα η 

αποµόνωση και ανάπτυξη κυτταρικών σειρών εµβρυϊκών αρχέγονων 

(Embryonic Stem Cells, ESCs) από διάφορα πειραµατικά µοντέλα 

νευρολογικών παθήσεων, η διαφοροποίηση σε νευρώνες, και η δυνατότητα 

που παρέχεται να εξετάζουµε τα κυτταρικά και µοριακά προβλήµατα των 

συγκεκριµένων κυττάρων. ∆εύτερον, τα ενδογενή βλαστοκύτταρα τα οποία 

βρίσκονται υπό φυσιολογικές συνθήκες σε συγκεκριµένες περιοχές στο ΚΝΣ 

των θηλαστικών µπορούν να αναπτυχθούν µε σκοπό να επανορθώσουν τις 

βλάβες των ιστών. Τρίτον, η µεταµόσχευση βλαστοκυττάρων ή πρόδροµων 
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κυττάρων στις περιοχές βλάβης µπορεί να αποτελέσει µία σηµαντική 

θεραπευτική στρατηγική.   

Τα κυτταρικά µοσχεύµατα µπορούν να συµβάλλουν µε διάφορους τρόπους 

στην θεραπευτική των νευρολογικών νοσηµάτων όπως: προσφορά τροφικής 

στήριξης στα κύτταρα του δέκτη, επιβράδυνση της εκφυλιστικής διαδικασίας, 

διευκόλυνση στην ανάπτυξη των αξόνων και στην λειτουργία των 

νευρογλοιακών κυττάρων, έκκριση νευροδιαβιβαστών, διαφοροποίηση σε 

ολιγοδεντροκύτταρα και µυελίνωση των αξόνων του δέκτη, διαφοροποίηση 

σε νευρώνες, δηµιουργία νευρωνικών συνδέσεων ανάµεσα σε πληθυσµούς 

νευρώνων ή αντικατάσταση ελλειµµατικών νευρωνικών κυκλωµάτων.   

 

 

Παραγωγή κινητικών νευρώνων 

 

Κινητικοί νευρώνες µπορούν να παραχθούν αποτελεσµατικά εάν 

καλλιεργήσουµε τα ESCs ποντικών στο ρετινικό οξύ και στο Shh 

(developmental morphogen sonic hedgehog) ή τους χηµικούς αγωνιστές του. 

Τόσο το ρετινικό οξύ όσο και το Shh ουδετεροποιεί και σταθεροποιεί τα 

πολυδυναµικά βλαστοκύτταρα να αποκτήσουν µία συγκεκριµένη ταυτότητα 

θέσης στο νωτιαίο µυελό, αυτή των κυττάρων των προσθίων κεράτων. Με 

αυτό τον τρόπο πολλά από τα κύτταρα ES ξεκινούν ένα ειδικό µεταγραφικό 

πρόγραµµα ώστε να γίνουν  κινητικοί νευρώνες και αποκτούν ακόµη και τα 

ηλεκροφυσιολογικά και ανοσοϊστοχηµικά χαρακτηριστικά των ώριµων 

κινητικών νευρώνων (Wichterle et al., 2002; Miles et και το al., 2004). Οι 

κινητικοί νευρώνες που προέρχονται από κύτταρα  ES όταν µεταµοσχευθούν 

στο εµβρυϊκό νωτιαίο µυελό πειραµατοζώου επεκτείνουν άξονες προς την 

περιφέρεια και παράγουν νευροµυϊκές συνδέσεις (Wichterle et al., 2002). Η 
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µεταµόσχευση κυττάρων ES που έχουν προγραµµατιστεί να παράγουν 

φαινότυπο κινητικών νευρώνων  σε παράλυτους ενήλικες αρουραίους  οδηγεί 

στην παραγωγή χιλιάδων κινητικών νευρώνων, εκατοντάδες από τους οποίους  

επεκτείνουν άξονες από τον νωτιαίο µυελό στο περιφερικό νευρικό σύστηµα 

(Deshpande et al., 2006). Πρόσφατα παρόµοιες µελέτες έχουν 

πραγµατοποιηθεί µε ανθρώπινα εµβρυϊκά και νευρικά βλαστοκύτταρα και 

απεδείχθη ότι  είναι δυνατή η παραγωγή χολινεργικών νευρώνων από 

ανθρώπινα εµβρυϊκά βλαστοκύτταρα, όταν εµφυτευθούν σε πειραµατόζωα 

(ενήλικα θηλαστικά) (κυτταρική σειρά K048) (Li et al., 2005, Wu et al., 2002) 

και αυτά τα κύτταρα µπορούν να σχηµατίσουν νευροµυϊκές συνάψεις µε τούς 

µυς του δέκτη, διευκολύνοντας τη µερική λειτουργική αποκατάσταση (Gao et 

al., 2005).  

 

 

Αντικατάσταση µη νευρωνικών κυττάρων στις Νόσους Kινητικού 

Νευρώνος     

 

Παρόλο που το µεγαλύτερο βάρος της έρευνας έχει δοθεί στην θεραπευτική 

αντικατάσταση του πρώτου και του δεύτερου κινητικού νευρώνα για τις 

Νόσους Κινητικού Νευρώνος, αφού το κύριο κύτταρο που παραβλάπτεται 

είναι το κινητικό κύτταρο (προσθίων κεράτων), είναι όµως ολοένα και πιο 

εµφανές ότι η δυσλειτουργία και άλλων κυτταρικών τύπων (γλοία, µύες) 

συµβάλλουν επίσης στην παθογένεια της νόσου. Θα είναι λοιπόν εύλογο να 

γίνουν προσπάθειες αντικατάστασης ή βελτίωσης της λειτουργίας και αυτών 

των κυττάρων προκειµένου να υπάρξει ένα θετικό θεραπευτικό αποτέλεσµα 

(Barbeito et al., 2004; Sargsyan et al., 2005). Στην πλάγια Μυατροφική 

Σκλήρυνση (ALS) πχ. παρατηρείται έντονος πολλαπλασιασµός 
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αστροκυττάρων και µικρογλοίας στον φλοιό και στον νωτιαίο µυελό. Eπίσης 

έχουν εντοπισθεί προφλεγµονώδεις παράγοντες σε ασθενείς µε ALS και σε 

πειραµατικά µοντέλα ALS οι οποίοι παίζουν σηµαντικό ρόλο στην  

εκφυλιστική διαδικασία της νόσου (Papadimitriou D et al, 2009). Παραµένει 

άγνωστο λοιπόν το αν ο πολλαπλασιασµός αυτός των αστροκυττάρων και των 

κυττάρων της µικρογλοίας προκαλούν την βλάβη των κινητικών νευρώνων ή 

εάν το φαινόµενο αυτό είναι αποτέλεσµα της νευρωνικής βλάβης. Είναι όµως 

πλέον σίγουρο ότι τα αστροκύτταρα ρυθµίζουν την νευρονογένεση στο ΚΝΣ 

(Song et al., 2002) και ότι τα αστροκύτταρα που προέρχονται από ανθρώπινα 

πρόδροµα νευρογενή κύτταρα µειώνουν την «τοξικότητα εξ υπερδιεγέρσεως» 

αφού ρυθµίζουν τον µεταφορέα του γλουταµικού και ασπαρτικού οξέως 

(Maragakis et al., 2004). Τα µικρονευρογλοιακά κύτταρα  προερχόµενα από 

ανθρώπινα πρόδροµα νευρογενή κύτταρα (hNPC) προσφέρουν σηµαντικούς 

νευροτροφικούς παράγοντες στο ενεργειακό πρόβληµα που αντιµετωπίζουν οι 

κινητικοί νευρώνες (Reinhart et al., 1990). Με τις τελευταίες έρευνες 

απεδείχθη ότι η µεταµόσχευση NSCs οδηγεί στην παραγωγή αστροκυττάρων 

(προερχόµενα από το µόσχευµα) και περιστασιακά των 

ολιγοδεντροκυττάρων. Αυτό µας δείχνει ότι η βελτίωση που παρατηρείται στα 

πειραµατόζωα µετά τη µεταµόσχευση νευρικών βλαστοκυττάρων στην ALS 

µπορεί να οφείλεται είτε στην παραγωγή τροφικών παραγόντων εκ µέρους 

των αστροκυττάρων (Lu et al., 2003) ή στην µυελίνωση των αξόνων εκ 

µέρους των ολιγοδεντροκυττάρων (Akiyama et al., 2001). Σε ορισµένες 

µελέτες τα NSCs προγραµµατίστηκαν κατάλληλα πριν τη µεταµόσχευση για 

να εκκρίνουν GNDF (glial cell-derived neurotrophic factor) και διά µέσου 

αυτού του µηχανισµού ερµηνεύθηκε η βελτίωση που παρατηρήθηκε σε 

αρουραίους SOD-1 G93A (Klein et al., 2005). Άλλοι ερευνητές (Hofstetter et 

al. 2005) απέδειξαν οτι τα NSCs βελτιώνουν την κινητική λειτουργική 
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κατάσταση σε τραυµατικές βλάβες του νωτιαίου µυελού, όµως τα 

πειραµατόζωα παρουσιάζουν αλλοδυνία στα υγιή πρόσθια άκρα και αυτό 

σηµαίνει ότι η µεταµόσχευση βλαστοκυττάρων µπορεί να βοηθήσει στην 

ανάπλαση των κινητικών κυττάρων αλλά µπορεί να επιδεινώσει την 

λειτουργία των αισθητικών κυττάρων. Κατάλληλος όµως έλεγχος της 

διαφοροποίησης µέσω της µεταγραφής της νευρογενίνης-2 (neurogenin-2), 

παράγοντας που ενισχύει την διαφοροποίηση των ολιγοδεντροκυττάρων, 

αυξάνει την επαναµυελίνωση της κατεστραµµένης περιοχής και επιτρέπει την 

αποκατάσταση τόσο της κινητικής όσο και της αισθητικής λειτουργίας στα 

οπίσθια άκρα (Hosfetter et al., 2005). Εκτός όµως από τα νευρογλοιακά 

κύτταρα, οι µύες φαίνεται ότι παίζουν ένα σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του 

κινητικού νευρώνα και προσφέρουν τροφική στήριξη για την διατήρηση της 

λειτουργίας του κινητικού νευρώνα και του άξονα (Dobrowolny et al., 2005; 

Kablar et al., 2005). Καθώς ο απονευρωµένος σκελετικός µυς µειώνει την 

έκκριση νευροτροφικών παραγόντων όπως BNDF (brain derived neurotrophic 

factor), NT-3 (neurotrophin-3), NGF (nerve growth factor), CT-1 

(cardiotrophin-1), HGF (hepatocyte growth factor) e GDNF, είναι δυνατό η 

δυσλειτουργία και η εκφύλιση του άξονα να οφείλεται σε αυτή τη µείωση της 

τροφικής στήριξης που φυσιολογικά προσφέρει ο  µυς στον κινητικό 

νευρώνα.  Για αυτό το λόγο πολλοί ερευνητές ασχολήθηκαν µε τη 

µεταµόσχευση µυοβλαστών σαν θεραπευτικό στόχο στις Νόσους Κινητικού 

Νευρώνος. Αποδείχτηκε ότι οι προγραµµατισµένοι µυοβλάστες να παράγουν  

GDNF προλαµβάνουν την απώλεια των κινητικών νευρώνων σε µοντέλα  

ALS (Mohajeri et al., 1999) και έτσι οι µυς µπορούν να αποτελούν 

θεραπευτικό στόχο και στη νωτιαία µυϊκή ατροφία µε αναπνευστική 

δυσλειτουργία (SMARD) (Corti et al, 2009). 
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Κυτταρικές θεραπείες βασισµένες στην έκκριση τροφικών παραγόντων για 

τη Νόσο Κινητικού Νευρώνα  

 

Οι νευροτροφικοί και άλλοι τροφικοί παράγοντες συµβάλλουν στη 

διαφοροποίηση των κυττάρων, στη διατήρηση διαφόρων λειτουργιών, στην 

πλαστικότητα των  συνάψεων, στην επιβίωση και την αναγέννηση των 

νευρικών κυττάρων. ∆ρουν µε υψηλή συνάφεια µέσω υποδοχέων των 

κινασών της τυροσίνης ενώ αλληλεπιδρούν µε χαµηλή συνάφεια µε τους 

υποδοχείς τύπου p75 NTR. Έχει αποδειχτεί ότι ο νευροτροφικός υποδοχέας 

trkB διατηρεί κάποιο βαθµό φοσφορυλίωσης στα κύτταρα του νωτιαίου 

µυελού ασθενών µε ALS (Mutoh et al., 2000). Το γεγονός αυτό υποστηρίζει 

την υπόθεσή µας ότι η µεταµόσχευση προγραµµατισµένων βλαστοκυττάρων 

για την παραγωγή τροφικών παραγόντων µπορεί να δρα εν µέρει θεραπευτικά 

στις Νόσους Κινητικού Νευρώνος.   

Περιορισµοί στην θεραπευτική αυτή στρατηγική µέσω της έκρισης  

νευροτροφικών παραγόντων αποτελούν η περιορισµένη βιοδιαθεσιµότητα 

τους, η ανικανότητα τους να διαπεράσουν τον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό και 

η τοξικότητα εκτός του ΚΝΣ. Έγιναν κάποιες προσπάθειες να ξεπεραστούν 

αυτά τα προβλήµατα µε τη χρήση οχηµάτων ιών τα οποία µεταφέρουν όχι 

µόνο ένα αλλά πολλαπλούς τροφικούς παράγοντες απευθείας στην περιοχή 

βλάβης και τα αποτελέσµατα ήταν ικανοποιητικά (Bilak et al., 2001). Η 

ενδοκρανιακή χορήγηση των τροφικών παραγόντων δεν είχε όµως επιτυχία 

στην κλινική πράξη. Είναι πιθανόν ότι η  χαµηλή  βιοδιαθεσιµότητα και η 

µικρή ηµίσεια ζωή  των τροφικών παραγόντων να αποτελούν τις αιτίες της 

ασυµφωνίας µεταξύ των αποτελεσµάτων που προέρχονται από µοντέλα in 

vitro στη βιβλιογραφία.  
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Η πιο ίσως αποτελεσµατική υποσχόµενη στρατηγική είναι η µεταµόσχευση  

βλαστοκυττάρων τα οποία θα παράγουν ανεξάντλητα τροφικούς παράγοντες. 

Αυτά τα βλαστοκύτταρα, είτε πρόκειται για ενήλικα νευρικά βλαστοκύτταρα 

ή εµβρυϊκά κύτταρα, θα έχουν επιπλέον το πλεονέκτηµα ότι µπορούν να 

διαφοροποιηθούν σε πολλούς κυτταρικούς τύπους όπως νευρώνες και 

νευρογλοιακά κύτταρα. Επιπλέον µπορούν να προγραµµατιστούν για να 

παράγουν τροφικούς παράγοντες που να προλαµβάνουν τον κυτταρικό θάνατο 

και να επιτρέπουν την δηµιουργία νέων κυττάρων.  
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                                           ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 

Πειραµατόζωα 

 

Ως µοντέλο SMA χρησιµοποιήσαµε τους µύες FVB.Cg-

Tg(SMNdelta7)4299Ahmb Tg(SMN2)89Ahmb Smn1tm1Msd/J (Lee et al., 

2005). Τα οµοζυγωτικά πειραµατόζωα παρουσιάζουν τριπλή µεταλλαγή και 

περιέχουν δύο διαγονιδιακά αλλήλια και µία µοναδική µεταλλαγή στόχος. Το 

αλλήλιο  4299Ahmb di Tg (SMNδελτα7) αποτελείται από ένα cDNA του 

SMN που απολείπεται το εξόνιο 7 ενώ το αλλήλιο 89Ahmb di Tg (SMN2) 

αποτελείται από το πλήρες ανθρώπινο γονίδιο SMN2. Οι οµοζυγώτες για το 

µεταλλαγµένο αλλήλιο Smn και οι οµοζυγώτες για τα δύο διαγονιδιακά 

αλλήλια παρουσιάζουν ανάλογα συµπτώµατα και νευροπαθολογία µε τους 

αρρώστους µε SMA. Ως πειραµατόζωα ελέγχου ή wild type 

χρησιµοποιήθηκαν µύς SMN2δέλτα7 +/+ SMN2 +/+ Smn +/+. 

Ο γονότυπος των πειραµατόζωων που χρησιµοποιήθηκαν καθορίστηκε µε την 

µέθοδο PCR όπως περιγράφτηκε από τους Lee et al. (2005).  

Ως κυτταρικοί δότες χρησιµοποιήθηκαν διαγονιδιακά πειραµατόζωα B6.Cg-

Tg(Hlxb9-GFP)1Tmj/J, τα οποία εκφράζουν το gene reporter GFP υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή Hlxb9, µόνο στους κινητικούς νευρώνες (Wichterle et 

al., 2002). Τα ετερόζυγα πειραµατόζωα έχουν φυσιολογικό φαινότυπο και 

εκφράζουν την  GFP στους δενδρίτες, στους άξονες και το κυτταρικό σώµα 

των κινητικών νευρώνων του νωτιαίου µυελού, επιτρέποντας την 

ταυτοποίηση τους, την αποµόνωση τους µέσω FACS (Φθορίζουσα 

ενεργοποιηµένη ταξινόµηση κυττάρων). Η έκφραση της GFP µιµείται το 

µοντέλο ενδογενούς έκφρασης του HLXB9. Η φθορίωση εκφράζεται πιο 
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έντονα στο επίπεδο των αξόνων, στους δενδρίτες και στις αποφύσεις των 

κινητικών νευρώνων από την 9.5 εµβρυϊκή µέρα έως την 10 µέρα µετά την 

γέννηση. Το µοντέλο αυτό είναι πολύ χρήσιµο για την αποµόνωση και την in 

vivo παρακολούθηση των κινητικών νευρώνων.  

Όλα τα πειραµατόζωα προέρχονται από το Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

ME). Όλα τα πειράµατα διεξήχθησαν σύµφωνα µε τους διεθνείς κανονισµούς 

(EEC Council Directive 86/609, OJ L358, 1 Dec. 12, 1987; Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals, U.S. National Research Council, 1996). 

 

 

Αποµόνωση και καλλιέργεια των NSCs 

 

Τα νευρικά βλαστοκύτταρα (NSCs) έχουν αποµονωθεί από ιστούς εγκεφάλου 

και νωτιαίου µυελού ποντικών στην εµβρυϊκή ηλικία (εβδοµάδα 13,5) και 

στους ενήλικες (6-8 εβδοµάδες).  Για  τον εγκεφαλικό ιστό, χρησιµοποιήθηκε 

η περικοιλιακή περιοχή (n = 10 ποντίκια), όπως αυτή περιγράφτηκε 

προηγουµένως (Too et al., 1999, Doetsch et al., 1999), ενώ για το νωτιαίο 

µυελό, χρησιµοποιήθηκε ολόκληρο το παρέγχυµα, χωρίς τις µήνιγγες, όπως 

περιγράφτηκε  προηγουµένως (Corti et al., 2006). 

 Οι ιστοί είχαν διαχωρίστηκαν µηχανικά µε πιπέτα Pasteur και επωάστηκαν σε 

διάλυµα µε 0,05% trypsin EDTA για 15 λεπτά στους 37 ° C. Τα κύτταρα 

φυγοκεντρήθηκαν σε 190g για 5 λεπτά και αραιώθηκαν σε medium.  

Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν  σε πυκνότητα 100.000 κύτταρα / ml σε 

Neurobasal (TM Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), που περιέχει B-27, 

N2 (Invitrogen), EGF (Epidermal Growth Factor) (20 ng / ml, Sigma Aldrich, 

St Louis, MO, ΗΠΑ), bFGF (Fibroblast Growth Factor) (20 ng / ml, Sigma-

Aldrich), πενικιλλίνη (100U) ή στρεπτοµυκίνη (100 µg/ml, Invitrogen). Τα 
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κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε flask T75 (Nunc, Nalgene Nunc International 

Corp, ΗΠΑ), αιωρούµενα µε τη µορφή νευροσφαιρών. Οι καλλιέργειες 

ανανεώθηκαν κάθε 5-7 ηµέρες. 

  

 

Αποµόνωση των κυττάρων ALDHhi SSClo 

 

Τα κύτταρα ALDHhi SSClo αποµονώθηκαν από ιστούς ή διαφοροποιήθηκαν 

από νευροσφαίρες. Για τον προσδιορισµό της δραστηριότητας ALDH τα 

κύτταρα επωάστηκαν µε Aldefluor σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει το 

υπόστρωµα για ALDH, το BAAA (1 µM/l) για 60 δευτερόλεπτα, σύµφωνα µε  

τις οδηγίες του κατασκευαστή. Μετά από χρώση, κατά τη διάρκεια όλων των 

διαδικασιών που ακολούθησαν τα κύτταρα διατηρήθηκαν σε πάγο. Για κάθε 

πείραµα θεωρήθηκε ως ένα δείγµα ελέγχου, ένα δείγµα κυττάρων που 

διατηρήθηκε στις ίδιες συνθήκες µε προσθήκη 50 µmol/l του συγκεκριµένου 

αναστολέα της ALDH DEAB (δυεθυλαµίνοβενζαλδεϊδη). Πραγµατοποιήθηκε 

επιλογή των κυττάρων µε κυτταροµετρία FACS Vantage SE (Becton 

Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA). Ο φθορισµός της 

Aldefluor διεγέρθηκε στα 488nm και η εκποµπή φθορισµού ανιχνεύθηκε µε 

ένα φίλτρο Ισοθειοκυανικής φλουορεσκεΐνης (FITC) 530/30. Επελέγησαν 

τελικά κύτταρα µε βάση το Low side scatter (SSClo) και την υψηλή 

δραστηριότητα ALDH (ALDHhi). Πραγµατοποιήθηκαν 20 ανεξάρτητες 

αναλύσεις FACS. 

 Είναι αναγκαίο να σηµειωθεί ότι ακόµη και αν τα µήκη κύµατος της GFP και 

της Aldefluor είναι παρόµοια, είµαστε σε θέση να διαχωρίσουν τα νευρικά 

βλαστοκύτταρα µε τη µέθοδο αυτή, επειδή το γονίδιο Hb-9/GFP εκφράζεται 

µόνο στο επίπεδο των ώριµων κινητικών νευρώνων και όχι στα 
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βλαστοκύτταρα. Επίσης, χρησιµοποιήσαµε ως αρνητικά κύτταρα ελέγχου τα 

βλαστοκύτταρα Hb-9/GFP (-). Σε µια ξεχωριστή σειρά πειραµάτων, τα 

κύτταρα επωάστηκαν για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 4 ° C µε biotin-conjugated 

peanut agglutinin (PNA, 1:200; Vecta; Vector Labs, Burlingame, CA, 

http://www.vectorlabs.com), πλήθηκαν δύο φορές µε medium χωρίς ορό µε 

φυγοκέντρηση στους 4°C, επωάστηκαν µε στρεπταβιδίνη Cy-3 για 20 λεπτά 

στους 4°C, πλήθηκαν δύο φορές µε φυγοκέντρηση στους 4°C. Το µέγεθος των 

κυττάρων εξετάστηκε µε την ανάλυση forward light scatter στο FACS. 

  

 

Κυτταρική καλλιέργεια κυττάρων και διαφοροποίηση των επιλεγµένων 

πληθυσµών  

 

Για τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων και την καλλιέργεια κλώνων, τα 

κύτταρα τοποθετήθηκαν στο medium, όπως περιγράφεται προηγουµένως 

(NEP medium) µε FGF µε ή χωρίς EGF (Tropepe et al., 1999). 

∆ιαφοροποιήθηκαν σε κύτταρα µε φαινότυπο κινητικού νευρώνα, όπως 

προηγουµένως περιγράφθηκε µε µικρές τροποποιήσεις (Wu et al., 2002). Τα 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν στο Neurobasal plus N2, 0.1 mM 2-

mercaptoethanol, 20 ng/ml bFGF, 1 µg/ml laminin, 5 µg/ml ηπαρίνη, 10 ng/ml 

neural growth factor (NGF) (Invitrogen), 10-100 ng/ml Shh (R&D Systems, 

Minneapolis, MN), 10 µM forskolin, RA (1 µM) per 48 h o 5 giorni (priming). 

Στη συνέχεια προστέθηκαν GDNF, BDNF, CNTF, IGF, NT3 (10 ng / ml, R & 

D Systems, Minneapolis, MN). 

Το πρωτόκολλο αυτό είναι µία βελτιωµένη µέθοδος διαφοροποίησης των 

NSCs σε χολινεργικούς νευρώνες που περιγράφηκε προηγουµένως: 

Neurobasal plus N2, 20 ng/ml bFGF, 1 mg/ml laminin, 5 mg/ml ηπαρίνη, 10 
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ng/ml NGF (Invitrogen) και 10 ng/ml Shh (R&D Systems, Minneapolis, MN) 

(Corti et al., 2005, 2006). Το 2-mercaptoethanol (Grill et al., 1993; Ishii et al., 

1993) επιτρέπει µεγαλύτερη επιβίωση των νευρώνων. 

 Η Forskolin είναι ένα µόριο που αυξάνει το ενδοκυττάριο c-AMP και 

ενεργοποιεί την αξονική επιµήκυνση (Roisen et al., 1972). 

Το ρετινοϊκό οξύ (RA) και Sonic Hedgehog (Shh) προωθούν την 

διαφοροποίηση των κυττάρων ES σε κινητικούς νευρώνες (Wichterle et al., 

2002, Harper et al., 2004, Li et al., 2005). 

 Για τη καλλιέργεια µαζί µε µυοβλάστες µετά την διαδικασία priming, τα 

κύτταρα τοποθετήθηκαν πάνω σε µυοβλάστες C2C12 (American Type 

Culture Collection) οι οποίοι βρισκόντουσαν σε Muscle differentiation 

medium (Promocell, Χαϊδελβέργη, Γερµανία) για 2 ηµέρες. 

  

 

Ανοσοκυτταροχηµεία   

 

Τα κύτταρα σταθεροποιήθηκαν σε 4% Παραφορµαλδεΰδη (PFA, 10 λεπτά) σε 

θερµοκρασία δωµατίου (RT). Μετά το πλύσιµο µε PBS και προεπώαση σε 5% 

ορό και 0,25% Triton X-100 σε PBS, οι καλλιέργειες επωάστηκαν µε 

αντισώµατα overnight στους 4°C.  Aξιολογήθηκαν οι παρακάτω πρωτεΐνες: 

nestina (mouse monoclonal, 1:200, Chemicon, Temecula, CA, USA); 

vimentina (mouse monoclonal 1:200, Chemicon), Sox2 (coniglio, 1:200, 

Chemicon); Musashi (rabbit, 1: 200, Chemicon); Sox1 (rabbit polyclonal, 1 : 

200, Chemicon); Pax 6 (mouse monoclonal, 1: 200, Chemicon); Pax7 (goat 

polyclonal, 1: 100, Santa Cruz, CA); En1 (rabbit, polyclonal, 1 :200, 

Chemicon); otx2 (rabbit, polyclonal 1:200, Chemicon); Irx3 (rabbit polyclonal 

1 :100, Santa Cruz); Olig2 (rabbit polyclonal 1:500, Chemicon); Nkx2.2 
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(rabbit polyclonal 1: 200, Chemicon); Nkx6.1 (goat polyclonal 1:100 Santa 

Cruz); HOXC8 (mouse 1:200, Covance); HOXC6 (goat polyclonal 1:100 

Santa Cruz); beta III-tubulin (TuJ-1) (mouse monoclonal, 1:200; Chemicon), 

NF M and H phosphorylated (mouse monoclonal, 1:200; Chemicon), NeuN 

(mouse monoclonal, 1:100; Chemicon), mouse monoclonal anti- MAP2 

(1:100 dilution; Sigma-Aldrich, MO), rabbit anti- ChAT (1:100; Chemicon), 

rabbit anti-Islet-1 (1:200; Chemicon), rabbit 27 anti-HB9 (1:200; Chemicon), 

mouse Cy3 GFAP (1:400 dilution; Sigma-Aldrich,), oligodendrocyte marker 

(O4) (mouse monoclonal, 1:100; Chemicon). 

Eπίσης  χρησιµοποιήθηκε ένα αντίσωµα έναντι της GFP συζευγµένο µε Alesa 

488 (1:400; rabbit Molecular Probes, Eugene, OR)  και την bungarotoxin 

συζευγµένη µε τη rhodamine (1:1,000 Molecular Probes). 

Μετά από επανειληµµένες πλύσεις σε PBS ορισµένα αντισώµατα 

επωάσθηκαν περαιτέρω µε δευτερογενή αντισώµατα συζευγµένα µε FITC και 

RPE ή isotiocinata tetrametilrodamina (1:100, Dako, CARPENTERIA, CA, 

USA) (1 ώρα στο σκοτάδι, RT) σε PBS. Για την ποσοτική ανάλυση των 

φαινότυπων των διαφοροποιηµένων κυττάρων in vitro, επιλέγηκαν τυχαία 10 

πεδία (πάνω από 200 κύτταρα) για κάθε δείγµα. Το ποσοστό του κάθε 

φαινοτύπου επιτεύχθηκε από το µέσο όρο των θετικών κυττάρων σε σύγκριση 

µε το σύνολο των κυττάρων για κάθε πεδίο. Έγιναν τουλάχιστον 4 

επαναλήψεις για κάθε δείγµα. 

  

 

Real Time RT-PCR 

 

Για την αξιολόγηση των προϊόντων µεταγραφής, το συνολικό RNA εξήχθη 

από τα NSCs που καλλιεργήθηκαν στο medium ανάπτυξης και αυτό της 
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διαφοροποίησης. Τα 3T3 κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί έλεγχοι. 

Το συνολικό RNA προετοιµάστηκε χρησιµοποιώντας το kit αποµόνωσης 

EUROzol (EuroClone srl UK). Η µέθοδος RT πραγµατοποιήθηκε ως εξής: 2 

µικρογραµµάρια του συνολικού RNA από κάθε δείγµα µεταγράφηκαν 

αντίστροφα χρησιµοποιώντας για primer random Ready-To-GoTM “You-

Prime First-Strand Beads” kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), 

σύµφωνα µε συστάσεις του προµηθευτή. Ένα µl του cDNA που 

δηµιουργήθηκε χρησιµοποιήθηκε ως πρότυπο για κάθε αντίδραση ποσοτικής 

Real-Time PCR χρησιµοποιώντας Assays-on-Demand Gene Expression 

Products σε ένα σύστηµα ανίχνευσης ακολουθίας ABI PRISM® 7700 

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Πραγµατοποιήθηκε η ακόλουθη 

ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης: SOX1: Mm00486299_s1, HOXC8: 

Mm00439369_m1, PAX6: Mm00443072_m1, nestin: Mm00450205_m1, 

TuJ1: Mm00727586_s1, GFAP: Mm00546086_m1. Η ευκαρυωτικό 18S 

ριβοσωµατικό RNA (Hs99999901_s1) χρησιµοποιήθηκε ως ενδογενής 

έλεγχος για την οµαδοποίηση όλων αυτών των γονιδίων-στόχων. Για να 

προσδιοριστεί η σχετική ποσοτικοποίηση, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

συγκριτικής κύκλου ορίου (CT). Η αλλαγή του προφίλ της γονιδιακής 

έκφρασης αναφέρεται σε εµβρυϊκές νευροσφαίρες. 

 

 

Μεταµόσχευση των κυττάρων ALDHhi SSClo σε πειραµατόζωα SMA 

  

Τα κύτταρα ALDHhi SSClo που προέρχονται από εµβρυϊκό νωτιαίο µυελό 

ποντικών HB9-GFP, χρησιµοποιήθηκαν για τη µεταµόσχευση, µετά την 

αποµόνωσή τους µε FACS. SMA νεογέννητα ποντίκια ηλικίας 1ης ηµέρας 

χρησιµοποιήθηκαν ως αποδέκτες. Τα κύτταρα µεταµοσχεύθηκαν στο ΚΝΣ 
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των ζώων όπως περιγράφτηκε προηγουµένως (Elliger et al., 1999, Corti et al., 

2006).  

2 µl κυτταρικού αιωρήµατος (20000 κύτταρα) χορηγήθηκαν. Για να µελετηθεί 

η τύχη των κυττάρων του δότη εκτός από την έκφραση της GPF, οι 

µεταµοσχεύσεις πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας κύτταρα από άρρενες 

δότες σε θηλυκούς λήπτες και αντιστρόφως. Για να αξιολογηθεί εύκολα η 

κατανοµή των κυττάρων σε σύντοµο χρονικό διάστηµα (1-2 ηµέρες και σε 5-7 

ηµέρες µετά τη µεταµόσχευση), τα κύτταρα του δότη χρωµατίστηκαν µε µια 

φθορίζουσα χρωστική την PKH26 (Sigma), σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Σαν ελέγχους χρησιµοποιήσαµε ποντίκια SMA και µη 

µεταλλαγµένα ζώα τα οποία και υποβάλαµε στην ίδια διαδικασία µόνο που 

αντί για κύτταρα χορηγήσαµε φυσιολογικό ορό. 

 Τα ζώα χωρίστηκαν στις εξής κατηγορίες: SMA µεταµοσχευµένα ζώα (n = 

24, n = 12 αρσενικά, n = 12 θυληκά) και µη µεταµοσχευµένα SMA (n = 24, n 

= 12 αρσενικά και n = 12 θυληκά) και στη συνέχεια αξιολογήθηκαν για την 

νευροµυϊκή τους λειτουργία, την επιβίωση και τέλος ιστολογικά. 

 Η µελέτη σχεδιάστηκε έτσι ώστε τα ζώα που προέρχονται από την ίδια 

οικογένεια να διανέµονται εξίσου στις δύο οµάδες. 

Επιπλέον, τρεις οµάδες που αποτελούνται από σύνολο 6 ποντίκια/συνθήκη  

µεταµοσχευµένων και µη ζώων και άγριου τύπου (οµάδα /συνθήκη : n = 6, 

10-13 ηµέρες) χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη της απόπτωσης νευρώνων. 

  

 

Ανάλυση της διάρκειας ζωής 

 

Για την καταγραφή των συµπτωµάτων και της επιβίωσης, τα ζώα 

παρακολουθήθηκαν καθηµερινά. Θυσιάστηκαν στο τελικό στάδιο της 
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ασθένειας, όταν δεν ήταν πλέον σε θέση να θρέφονται και παρουσίαζαν 

δυσκολία στην αναπνοή, όπως αναφέρεται και αλλού (Azzouz et al., 2004). 

Για την στατιστική ανάλυση της επιβίωσης χρησιµοποιήθηκε ανάλυση 

Kaplan-Meier και log-rank test. 

 

 

Λειτουργική Ανάλυση 

 

Καµπύλες ανάπτυξης 

 

∆ηµιουργήθηκε µια καµπύλη σωµατικής ανάπτυξης καταγράφοντας το βάρος 

των ζώων κάθε µέρα. Οι καµπύλες αύξησης βάρους αναλύθηκαν µε ANOVA 

και µε τη µέθοδο Tukey-hoc η οποία επιτρέπει πολλαπλές συγκρίσεις. 

 

Αξιολόγηση της µυϊκής ισχύος των SMA πειραµατόζωων 

 

Τα ζώα SMA αξιολογήθηκαν για τη  µυϊκή τους δύναµη µε τη δοκιµασία 

χειρολαβής, όπως αυτή περιγράφτηκε προηγουµένως  (Grondard et al., 2005). 

Όλες οι δοκιµές πραγµατοποιήθηκαν από εξεταστές οι οποίοι δεν γνώριζαν το 

είδος της µεταµόσχευσης στο οποίο είχαν υποβληθεί τα ζώα. Τα ζώα ελέγχου, 

καθώς και τα µεταµοσχευµένα  SMA ζώα αξιολογήθηκαν σε ηλικία µεταξύ 

10 και 15 ηµερών για την ικανότητά τους να αναρτώνται από µεταλλικές 

ράβδους µε τα µπροστινά πόδια τους. Κάθε ζώο υποβλήθηκε σε 5 

προσπάθειες µε τουλάχιστον 10 λεπτά ανάπαυσης µεταξύ της µία δοκιµής και 

της άλλης. Τα στοιχεία αναλύθηκαν µε ANOVA στατιστική ανάλυση και µε 

Tukey post-hoc ανάλυση για πολλαπλές συγκρίσεις. 
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Test ανοιχτού πεδίου  

 

Η κίνηση των ζώων αξιολογήθηκε µε δοκιµή ανοιχτού πεδίου (Grondard et 

al., 2005). Το σύστηµα αποτελείται από ένα ξύλινο κουτί διαστάσεων 28 x 28 

x 5 cm. Το δάπεδο είναι χωρισµένο σε 16 τετράγωνα 7X7 εκατοστών. Τα 

τετράγωνα  κοντά στις άκρες τα ονοµάζουµε "άκρη", ενώ τα υπόλοιπα 4 

τετράγωνα τα ονοµάζουµε "κέντρο". 

Κάθε ποντίκι τοποθετείται στο κέντρο. Τους επιτρέπεται να κυκλοφορούν 

ελεύθερα για 5 λεπτά και οι κινήσεις καταγράφονται από τον πειραµατιστή. 

Κατά τη διάρκεια αυτών των 5 λεπτών καταγράφτηκε  ο αριθµός των 

περιφερειακών και κεντρικών διασταυρώσεων και το ποσοστό των 

περιφερειακών διασταυρώσεων. Τα δεδοµένα αναλύθηκαν µε ANOVA και 

Tukey post-hoc ανάλυση για τις πολλαπλές συγκρίσεις. 

 

 

Ανάλυση Ιστών 

  

Τα ζώα θυσιάστηκαν στο τελικό στάδιο της νόσου, και οι ιστοί 

σταθεροποιήθηκαν µε 4% PFA σε PBS (pH 7.4). 

Αποµονώθηκε ο νωτιαίος µυελός, τοποθετήθηκε σε PFA για 1 ώρα, και στη 

συνέχεια σε 20% σακχαρόζη σε PBS (pH 7.4) overnight και καταψύχθηκε µε 

Tissue Tek OCT(Sakura) σε υγρό άζωτο. Οι ιστοί τότε κρυοτεµαχίστηκαν και 

τοποθετήθηκαν σε πλακάκια µε ζελατίνη. Ελήφθησαν δείγµατα µε πάχος 20 

µm κάθε 10 αξονικές τοµές. Όλες οι τοµές επωάσθηκαν µε 1% ορό εµβρύου 

µόσχου σε PBS, µε 0,25% Triton X-100 και τους εξής δείκτες: 

1:200 Neu-N (mouse monoclonal antibody, Chemicon), 1:200 NF (mouse 

monoclonal antibody, Chemicon), 1:200 TuJ1 (mouse monoclonal antibody, 
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Chemicon), 1:200 MAP-2 (mouse monoclonal antibody, Sigma-Aldrich), 

1:200 nestin (mouse monoclonal, Chemicon), 1:200 vimentin (mouse 

monoclonal, Chemicon), 1:100 rabbit anti-ChAT (Chemicon); rabbit anti-

Islet-1 (1:200; Chemicon), rabbit anti-HB9 (1:200; Chemicon), 1:500 rabbit 

anti-tyrosine hydroxylase (TH, Chemicon), 1:100 anti glutamate 

decarboxylase 67 (GAD 67) (mouse monoclonal, Chemicon), 1: 100 goat –

Doublecortin 30 (DCX C-18, Santa Cruz), 1: 200 per O4 (mouse monoclonal, 

Chemicon), 1:200 per GFAP (mouse monoclonal Cy3 conjugate, Sigma).  

Χρησιµοποιήθηκε επίσης ένα αντίσωµα αντι-GFP συζευγµένο µε Alexa 488 

(1:400).  

Τα αντισώµατα προστέθηκαν για επώαση overnight στους 4°C. Για τα µη ήδη 

συζευγµένα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν δευτερογενή αντισώµατα anti 

mouse ή anti rabbit συζευγµένα µε FITC fluorochromes, R-PE, CY3 ή 

βιοτίνη, 1:200 (Jackson Immuno Research and DAKO), για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Οι πυρήνες χρωµατίστηκαν µε DAPI. Η έκφραση 

των δεικτών αποκαλύφθηκε µε χρήση συµβατικού µικροσκόπιου (Zeiss 

Axiophot, Germany) και µε Confocal laser scanning (Leica TCS SP2 AOBS, 

Germany). 

Για µια αµερόληπτη στερεολογική µέτρηση των κυττάρων GFP+,  

χρησιµοποιήθηκαν optical dissectors και τυχαία δειγµατοληψία. Για την 

ποσοτικοποίηση των κυττάρων του δότη, αναλύσαµε µε συστηµατική τυχαία 

σειρά κάθε δέκατη τοµή του συνόλου του νωτιαίου µυελού, (20 µm, µέσος 

όρος 25οριζόντιες τοµές ανά ζώο). Ο αριθµός των νευρώνων αξιολογήθηκε 

χρησιµοποιώντας την µέθοδο µε dissector Gundersen et al., 1988; Messina et 

al, 2000). Ta optical dissectors 100 x 70 x 14  χρησιµοποιήθηκαν τυχαία και 

µετρήθηκε ο αριθµός των θετικών κυττάρων σε κάθε ένα.  Η πυκνότητα 

κυττάρων υπολογίστηκε διαιρώντας το συνολικό αριθµό των κυττάρων GFP 
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µε το συνολικό όγκο των οπτικών dissectors. Ο συνολικός όγκος ιστού ανά 

δείγµα (Vcord) που περιέχει τους νευρώνες υπολογίστηκε µε τη µέθοδο του 

Cavalieri. Ο συνολικός όγκος ιστού, πολλαπλασιαζόµενος επί τον αριθµό των 

νευρώνων ανά µm3, έδωσε τον συνολικό αριθµό των νευρώνων ανά δείγµα 

(Ν = Nv × Vcord) (Messina και άλλοι, 2000). 

 

 

Ανάλυση FISH 

 

Για να αποκαλυφθούν πιθανά φαινόµενα σύντηξης κυττάρων και για να 

παρακολουθήσουµε τη µοίρα των κυττάρων του δότη, πραγµατοποιήθηκε in 

situ υβριδισµός (FISH) µε χρήση ανιχνευτή φθορισµού για το χρωµόσωµα Υ 

(Cambio) σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που προτείνεται από τον προµηθευτή. 

Το αναλυτικό πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε έχει περιγραφθεί 

προηγουµένως (Donadoni C et al, 2004). 

 

 

Ιστολογική ανάλυση και καταµέτρηση των κινητικών νευρώνων 

  

 Συνεχόµενα τµήµατα της οσφυϊκής µοίρας του νωτιαίου µυελού (12 µm) και 

ποτισµένα µε παραφίνη, υποβλήθηκαν σε επεξεργασία για Nissl χρώση για 

την καταµέτρηση των κυττάρων µε οπτικό µικροσκόπιο, όπως περιγράφηκε 

προηγουµένως (Grondard et al., 2005). 

Οι τοµές των προσθίων κεράτων αναλύθηκαν σε 200 Χ µεγέθυνση για να 

εκτιµηθεί η παρουσία νευρώνων. 

Όλα τα κύτταρα που µετρήθηκαν βρισκόντουσαν στο πρόσθιο κέρας κάτω 

από µια νοητή οριζόντια γραµµή από το κεντρικό σωλήνα. Μόνο τα κύτταρα 

των νευρώνων που εµφάνιζαν τουλάχιστον ένα πυρηνίσκο εντός του πυρήνα 
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καταµετρήθηκαν όπως περιγράφτηκε προηγούµενα. Οι στατιστικές 

συγκρίσεις έγιναν µε χρήση one-way ANOVA και Student’s t test. 

 

 

Laser captured microdissection (LCM) των κινητικών νευρώνων 

 

Αναλύσαµε την οσφυϊκή µοίρα του νωτιαίου µυελού των µεταµοσχευµένων 

SMA ζώων (n = 3),  των µη µεταµοσχευµένων SMA (n = 3) και των ζώων 

ελέγχου (n = 3) (όλα τα ποντίκια είναι αρσενικά). Η οµάδα ελέγχου 

υποβλήθηκε στη χειρουργική διαδικασία µόνο µε έγχυση φυσιολογικού ορού. 

Η χειρουργική επέµβαση µεταµόσχευσης κυττάρων διενεργήθηκε την ηµέρα 

Ρ1 και τα ζώα θυσιάστηκαν σε  ηλικία 10 ηµερών. Ο ιστός διατηρήθηκε σε 

θερµοκρασία -80°C. 

Ο νωτιαίος µυελός (οσφυϊκή περιοχή Ο1-Ο5) προηγουµένως ποτισµένος µε 

PFA αφαιρέθηκε γρήγορα, τοποθετήθηκε σε Tissue-Tek OCT Compound 

(Zoeterwoude, the Netherlands) και καταψύχθηκε σε υγρό άζωτο.  

Οι ιστοί τεµαχίστηκαν σε πάχος 16 µm και τοποθετήθηκαν σε διαφάνειες 

επικαλυµµένες µε µεµβράνη της Leica. Η τοµή LCM πραγµατοποιήθηκε 

αµέσως µετά την κοπή. Για τον προσδιορισµό των κινητικών νευρώνων 

χρησιµοποιήσαµε την χρώση AChAT. Οι κινητικοί νευρώνες κόπηκαν µε το 

σύστηµα Palm Robot-Microbeam (PALM AG). Για την επιλογή των 

κινητικών νευρώνων, χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα κριτήρια: 

διάµετρο>25-30 µm, αναγνωρίσιµος πυρήνας και θετικότητα για Ach. Οι 

τετµηµένοι κινητικοί νευρώνες µεταφέρθηκαν στο καπάκι microfuge το οποίο 

είχε υγρανθεί µε µια σταγόνα ορυκτέλαιο (Sigma, St Louis, MO, USA).  

Συγκεντρώθηκαν περίπου 100 κύτταρα ανά καπάκι. 900-1200 κινητικοί 
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νευρώνες συλλέχθηκαν από τα τρία ποντίκια για επακόλουθη ανάλυση µε 

microarray και ποσοτική real-time PCR. 

 

 

Αποµόνωση RNA και έλεγχος ποιότητας 

 

Το συνολικό RNA των µικροτετµηµένων κινητικών νευρώνων αποµονώθηκε 

µε ένα kit RNeasy Mini (Qiagen, Germantown, MD, USA), που περιλαµβάνει 

επεξεργασία (σε στήλη) µε DNase για την αποµάκρυνση επιµόλυνσης µε 

genomic DNA. ∆οκιµάστηκε η ποιότητα του αρχικού RNA (Agilent 2100 

bioanalyser; RNA 6000 Pico LabChip, Palo Alto, CA, USA) και συνεχίσαµε 

µόνο όταν η ποιότητα ήταν ικανοποιητική. Τα κριτήρια επιλογής ήταν: η 

έλλειψη αποσύνθεσης ριβοσωµατικού RNA που αντιπροσωπεύει το 90-95% 

του συνολικού RNA και µια αναλογία 28S/18S ίση µε 1.8-2.0. Η ποιότητα 

του cRNA εξετάσθηκε επίσης και µετά από δύο ενισχύσεις χρησιµοποιώντας 

το RNA 6000 Nano LabChip (Agilent 2100 bioanalyser). 

 

 

Προετοιµασία του cRNA και ανάλυση microarray 

  

Οι στόχοι του υβριδισµού επετεύχθησαν σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που 

αναπτύχθηκε από Affymetrix (GeneChip Eukaryotic Small Sample Target 

Labeling Assay Version II; Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Ένα µείγµα 

υβριδισµού δηµιουργήθηκε που περιέχει 5.5 mg του βιοτινυλιωµένου cRNA. 

Για τον υβριδισµό του βιοτινυλιωµένου cRNA χρησιµοποιήθηκε το 

Affymetrix GeneChip MOE 430 2.0. Τρία chips χρησιµοποιήθηκαν για τον 

υβριδισµό, για τα µεταµοσχευµένα ζώα SMA, τα SMA ελέγχου και wild-type 
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αντίστοιχα, το καθένα για κάθε ποντίκι. Τα chips αποκρυπτογραφήθηκαν σε 

Scs 3000 gene scanner (Affymetrix). Τα προϊόντα µεταγραφής τα οποία 

παρουσίαζαν διαφοροποιηµένη έκφραση επιλέχτηκαν χρησιµοποιώντας το 

λογισµικό Affymetrix MAS 5.0 και έγιναν µελέτες σύγκρισης σε ζεύγη, όπου 

κάθε ένα από τα µεταλλαγµένα δείγµατα  συγκρίθηκε µε το αντίστοιχο δείγµα 

ελέγχου. Η ανάλυση αυτή βασίζεται στο test σύγκρισης Mann-Whitney, που 

επιτρέπει την σύγκριση των αποτελεσµάτων µε βάση το συσχετισµό και το p-

value του κάθε γονιδίου. Για να θεωρηθεί «µεταφρασµένο», το γονίδιο πρέπει 

να έχει τουλάχιστον το 50% του present call σε όλα τα δείγµατα και 

τουλάχιστον δύο present call στις τρεις οµάδες δειγµάτων. Οι διαφορές αυτές 

υπολογίστηκαν ως η αναλογία µεταξύ των µέσων τιµών στις διαφορετικές 

συνθήκες. Για τον εντοπισµό των προϊόντων µεταγραφής που εκφράζονται µε 

διαφορετικό τρόπο στα µεταµοσχευµένα ζώα και στα ζώα ελέγχου, ορίσαµε 

σαν όριο το 2-φορές, µε p <0.05. Τέλος ακολουθήσαµε τις κατευθυντήριες 

γραµµές MIAMI (Minimum Information About a Microarray Experiment) για 

όλα τα πειράµατα microarray. 

  

 

Ποσοτική Real-time PCR  

 

Το συνολικό RNA από 900-1200 κινητικούς νευρώνες εξήχθη όπως 

περιγράφεται παραπάνω για να χρησιµοποιηθεί ως πρότυπο σε πραγµατικό 

χρόνο-PCR. Τρία ζώα που χρησιµοποιήθηκαν για κάθε ανάλυση. Έγινε ένας 

κύκλος ενίσχυσης µετά τον πρώτο κύκλο (πρώτα cDNA και σύνθεση cRNA) 

της διαδικασίας διπλής ενίσχυσης Affymetrix πριν την µε αντίστροφη 

µεταγραφή (Superscript II; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Η  Real-time 

PCR πραγµατοποιήθηκε µε Assays-on-Demand Gene Expression Products σε 
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ένα σύστηµα ανίχνευσης ακολουθίας ABI PRISM ® 7700 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). Έγιναν οι ακόλουθες αναλύσεις της γονιδιακής 

έκφρασης: SOCS3, HSBP1, CDKN, EGR, DUSP, ANLN, SMN full lenght 

και Delta7. Το επίπεδο της έκφρασης του ριβοσωµατικού γονιδίου του 18S 

RNA (Hs99999901_s1) χρησιµοποιήθηκε για την οµαλοποίηση των διαφορών 

στα cDNA. Όλα τα πειράµατα έγιναν τέσσερις φορές µαζί µε αρνητικούς 

ελέγχους. Για τη στατιστική ανάλυση χρησιµοποιήθηκε το Student’s t test. 

 

 

Αξιολόγηση της απόπτωσης 

 

Για την ποσοτική αξιολόγηση των αποπτωτικών κυττάρων του πρόσθιου 

κέρατος του νωτιαίου µυελού, πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση TUNEL 

(ApopTag ® Red In Situ Apoptosis Detection Kit), σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του κατασκευαστή (Chemicon). Τα TUNEL θετικά κύτταρα µετρήθηκαν σε 

µεγέθυνση 400 Χ των 20 τµηµάτων της οσφυϊκής µοίρας του νωτιαίου 

µυελού για κάθε ποντίκι, όπως περιγράφτηκε προηγουµένως (Grondard και 

άλλοι., 2005). Αυτές οι µετρήσεις συγκρίθηκαν µε το συνολικό αριθµό των 

πυρήνων που εντοπίστηκαν µετά από χρώση µε DAPI. Οι στατιστικές 

συγκρίσεις έγιναν µε one-way ANOVA και στη συνέχεια µε Student’s t test. 
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                                               ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

Αποµόνωση και χαρακτηρισµός in vitro των νευρικών κυττάρων 

ALDHhiSSClo 

 

Η υψηλή δραστηριότητα ALDH συσχετίζεται µε τα χαρακτηριστικά 

αρχέγονων κυττάρων από διάφορους ενήλικους ιστούς, τόσο στο 

αιµοποιητικό (Hess et al., 2004) όσο και στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (Corti 

et al., 2006). Σε αυτή τη µελέτη, αξιοποιώντας την παρατήρηση αυτή και 

χρησιµοποιώντας ένα φθορίζων υπόστρωµα (Bodipy-aminoacetaldeide 

BAAA, Aldefluor) παρακολουθούσαµε την δραστηριότητα ALDH (µέσω 

ανάλυσης FACS), των κυττάρων που προέρχονται από ιστούς (τόσο 

εµβρυϊκής προέλευσης όσο και από ενήλικες) εγκεφάλου και νωτιαίου µυελού 

των πειραµατοζώων. 

Τα κύτταρα εξετάστηκαν µε την διαδικασία  FACS, forward scatter (FSC) και 

side scatter (SSC). Ένα δείγµα κυττάρων µε χαµηλή δραστηριότητα στο side 

scatter επωάστηκε µε Aldefluor και ένα ειδικό αναστολέα της ALDH, το 

DEAB και µε αυτό τον τρόπο οριοθετήσαµε το βασικό επίπεδο της ALDH. Η 

επώαση όµως των κυττάρων µε τη Aldefluor και απουσία του αναστολέα 

ALDH προκάλεσε µια µετατόπιση του φθορισµού προς τα δεξιά πράγµα το 

οποίο ορίζει και χαρακτηρίζει τον πληθυσµό των κυττάρων µε χαµηλό side 

scatter (SSClo) και υψηλή δραστηριότητα ALDH (ALDHhi). Ο πληθυσµός 

αυτός µε τα συγκεκριµένα χαρακτηριστικά ALDHhiSSClo αποµονώθηκε και 

στη συνέχεια αναλύθηκε και βρέθηκε ότι παρουσιάζει µία καθαρότητα πάνω 

από 95% του συνολικού αριθµού των κυττάρων (Σχήµα 1) και ότι επρόκειτο 
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για ένα ενιαίο κυτταρικό πληθυσµό µέσου µεγέθους της τάξεως περίπου των 7 

µm. 

 

 

ALDHhiSSClo βλαστοκύτταρα που προέρχονται από εγκεφαλικό ιστό 

 

Τα ALDHhiSSClo κύτταρα µε τα χαρακτηριστικά αυξηµένη δραστηριότητα 

ALDH και χαµηλό δείκτη SSC αποτελούν το 0.2% -0.4% του δείγµατος 

φυσιολογικού εγκεφαλικού ιστού. Η ανάλυση όµως των νευροσφαιρών 

(neurosfere) έδειξε αύξηση του κλάσµατος των ALDHhiSSClo κυττάρων σε 

σύγκριση µε άλλους ιστούς, η οποία φτάνει στο 4.21% ± 1.56% του συνόλου 

των κυττάρων προερχόµενα από εµβρυϊκές νευροσφαίρες και 2.82% ± 1.27% 

του συνόλου των κυττάρων προερχόµενα από ενήλικες νευροσφαίρες. Τα 

ειδικά κύτταρα ALDHhiSSClo
 διαχωρίστηκαν µε FACS και καλλιεργήθηκαν 

παρουσία διαφόρων νευροτροφικών παραγόντων (EGF, bFGF). 

Στο µικροσκόπιο, αυτά τα κύτταρα ALDHhiSSClo έχουν καµπύλο σχήµα και 

σχετικά οµοιογενή µορφολογία. Για να χαρακτηριστεί ο φαινότυπός τους, 

χρησιµοποιήσαµε ανοσοϊστοχηµική ανάλυση µε νευροεξωδερµικούς 

(neuroectodermal) δείκτες. Τα περισσότερα κύτταρα εκφράζουν υψηλά 

επίπεδα αντιγόνων nestin, Sox2 και Musashi (p <0.001 σε σύγκριση µε 

διαφοροποιηµένα κύτταρα), που αποδεικνύουν και επιβεβαιώνουν ότι 

πρόκειται για χαρακτηριστικά βλαστικά κύτταρα, ενώ µόνο ένα µικρό κλάσµα 

των κυττάρων αυτών είναι θετικό στα αντιγόνα TuJ1, GFAP και NG2, οι 

οποίοι και είναι δείκτες νευροεξωδερµικής διαφοροποίησης (GFAP και TuJ1, 

p <0.001, NG2 p <0.005, σε σύγκριση µε διαφοροποιηµένα κύτταρα). 
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Η ανάλυση Real-time RT-PCR, επιβεβαίωσε την έκφραση των υψηλών 

επιπέδων της nestin και των χαµηλών επιπέδων της GFAP και TuJ1 

στατιστικά σηµαντική, p <0.001.  

Σχετικά µε την ικανότητα της αυτο-ανανέωσης των κυττάρων αυτών µέσω 

κλωνικής ανάλυσης απεδείχθη ότι αυτά τα κύτταρα είναι σε θέση να 

παράγουν νέες νευροσφαίρες και νέους κλώνους κυττάρων µε επιθηλιοειδή 

(epithelioid) µορφολογία. Εάν τεθούν δε σε ειδικές συνθήκες καλλιέργειας 

που να διευκολύνουν την διαφοροποίησή τους, είναι σε θέση να 

διαφοροποιηθούν και στους τρείς κύριους νευροεξωδερµικούς κυτταρικούς 

φαινότυπους (νευρώνες, αστροκύτταρα και ολιγοδενδροκύτταρα), όπως 

αποδείχθηκε από ανάλυση ανοσοκυτταροχηµείας. 

 

 

ALDHhiSSClo βλαστικά κύτταρα που προέρχονται από νωτιαίο µυελό  

 

Τα ALDHhiSSClo κύτταρα αντιπροσωπεύουν το 0.2-0.4% των κυττάρων του 

νωτιαίου µυελού των ενηλίκων και το 0.2-0.8% του εµβρυϊκού νωτιαίου 

µυελού, όπως ανιχνεύεται από την ανάλυση FACS. Τα ALDHhiSSClo κύτταρα 

του νωτιαίου µυελού των ενηλίκων αποτελούν το 3.8 ± 1.2% των εµβρυϊκών 

νευροσφαιρών και το 1.8 ± 0.7% των ενηλίκων.  

Οι πληθυσµοί κυττάρων που διαχωρίστηκαν µε την διαδικασία FACS (θετικό 

και αρνητικό κλάσµα) και τα κύτταρα που δεν υποβλήθηκαν στη διαδικασία 

FACS µελετήθηκαν in vitro. Τα ALDHhiSSClo κύτταρα παρουσιάζονται 

προσκολληµένα στα dish, είναι οµοιογενή, και µπορούν να επεκταθούν να 

πολλαπλασιαστούν και να µεγαλώσουν για τουλάχιστον πέντε φορές. 

Τα ALDHhiSSClo κύτταρα σε κανονικές συνθήκες εκφράζουν νεστίνη 

(nestin), και δεν εκφράζουν κανένα νευρωνικό ή νευρογλοιακό δείκτη, ο 
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οποίος θα αποτελούσε χαρακτηριστικό διαφοροποιηµένων κυττάρων. 

Επιπλέον, τα κύτταρα αυτά εκφράζουν συγκεκριµένους δείκτες αρχέγονων 

νευρικών κυττάρων και άλλων βλαστοκυττάρων, συµπεριλαµβανοµένων των 

Sox2 και Musashi-1. 

 Τα ALDHhiSSClo
 κύτταρα προκειµένου να επιβεβαιωθεί η ικανότητά τους για  

αυτο-ανανέωση, καλλιεργήθηκαν σε πυκνότητες ανάλογες µε τις καλλιέργειες 

κλώνων και απεδείχθη ότι τα ALDHhiSSClo κύτταρα, προερχόµενα τόσο από 

εµβρυϊκούς όσο και από ενήλικες ιστούς, δηµιούργησαν πρωτογενείς 

αποικίες. Η δυνατότητα των κυττάρων ALDHhiSSClo που προήλθαν από 

εµβρυϊκές και ενήλικες νευροσφαίρες και που µπόρεσαν να παράγουν 

κλώνους ήταν 1:8 και 1:12 αντίστοιχα. Είναι εντυπωσιακό οτι το 1 / 17 των 

κυττάρων που προήλθαν από τον εµβρυϊκό ιστό και 1 / 27 των κυττάρων που 

προήλθαν από ενήλικα ιστό δηµιούργησαν νέες νευροσφαίρες και  επιπλέον, 

οι κλώνοι ήταν ικανοί να δηµιουργήσουν δευτερεύουσες αποικίες. Η ανάλυση 

FACS έδειξε την παρουσία κυττάρων ALDHhiSSClo στις δευτερεύουσες 

αποικίες (6.6 ± 2.4% κύτταρα από τις εµβρυϊκές σφαίρες, 3.4 ± 2.3% από τις 

ενήλικες σφαίρες), επιβεβαιώνοντας ότι ο αρχικός υποπληθυσµός θετικός για 

την δραστηριότητα ALDH έχει την ικανότητα να αυτό-αναγεννηθεί.  

Τα κύτταρα που µε την διαδικασία FACS είχαν αρνητικό κλάσµα, µόνο ένα 

µικρό ποσοστό των κυττάρων δηµιούργησε παρόµοιους κλώνους µε τη 

σφαίρες και ενίοτε κλώνους επιθηλιακών κυττάρων, ενώ στις δευτερογενείς 

αποικίες τα ALDHhiSSClo κύτταρα ήταν λιγότερο από το 0.01%.  

Τα κύτταρα ALDHhiSSClo καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες που διευκολύνουν 

την  διαφοροποίηση, για να διαπιστωθεί αν είναι σε θέση να διαφοροποιηθούν 

σε ώριµους νευρώνες µε χαρακτηριστικά παρόµοια µε εκείνα των νευρώνων 

του νωτιαίου µυελού. Υπό αυτές τις συνθήκες απεδείχθη ότι τα κύτταρα 

ALDHhiSSClo διαφοροποιήθηκαν στους τρεις νευροεξωδερµικούς 
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φαινότυπους, και αυτό επιβεβαιώθηκε τόσο µορφολογικά όσο και από την 

έκφραση ειδικών πρωτεϊνών.  Εντοπίσαµε κύτταρα µε επιµήκεις διεργασίες τα 

οποία εκφράζουν τουµπουλίνη ΙΙΙ (TuJ1) (Σχήµα 2), neurofilament (NF) και 

πρωτεΐνη που σχετίζονται µε τα µικροσωληνάρια 2 (MAP2), αποδεικνύοντας 

έτσι ότι τα κύτταρα αυτά έχουν αποκτήσει νευρωνικό φαινότυπο. Τα εν λόγω 

κύτταρα αυξάνονται µε το χρόνο και αντιστοιχούν στο 42.6 ± 4.4% 

(εµβρυϊκά) και 35.3 ± 5.6% (ενήλικα) επί του συνολικού αριθµού των 

κυττάρων. Το 15.2 ± 4.2% (εµβρυϊκά) και 22.2 ± 6.5% (ενήλικα) κύτταρα 

είναι θετικά για Glial fibrillary Acid Protein (GFAP). Το 5.3 ± 2.2 και 3.2 ± 

1.3% των κυττάρων (ενηλίκων και εµβρυϊκών αντίστοιχα) εκφράζουν το 

αντιγόνο Ο4, υποδεικνύοντας ένα ολιγοδενδρογλοιακό φαινότυπο. 

Παρήχθησαν επίσης ALDHhiSSClo κύτταρα από HB9-GFP διαγονιδιακά 

ποντίκια τα οποία εκφράζουν την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη, Green 

Fluorescence Protein (GFP) σε όλους τους κινητικούς νευρώνες του νωτιαίου 

µυελού. Έτσι ώστε να διαφοροποιηθούν τα κύτταρα ALDHhiSSClo σε 

κινητικούς νευρώνες, τροποποιήθηκε ένα πρωτόκολλο το οποίο έχει ήδη 

δηµοσιευθεί προηγουµένως, εκθέτοντας τα κύτταρα στους εξής παράγοντες, 

Shh,  RA, Nerve Growth Factor (NGF) και στο c-AMP (Wu et al., 2002). Υπό 

τις συνθήκες αυτές παρατηρήθηκαν κύτταρα µε ένα µεγάλο σώµα και 

περίτεχνες νευριτικές επεκτάσεις. Τα κύτταρα αποδείχτηκαν θετικά για την 

χολίνη ακετυλοτρανσφεράση (ChAT), Islet-1 και HB9, τα οποία είναι ειδικά 

αντιγόνα κινητικών νευρώνων (Σχήµα 2). Παρατηρήσαµε ότι το 27.6 ± 6.6% 

(στην περίπτωση των ενήλικων ιστών) και 7.4 ± 2.2% (αντίστοιχα για τους 

εµβρυϊκούς ιστούς) των νευρώνων είναι θετικοί για HB9. Για να 

προσδιορίσουµε αν αυτοί οι νευρώνες προερχόµενοι από τα κύτταρα 

ALDHhiSSClo, είναι σε θέση να σχηµατίσουν νευροµυϊκές συνάψεις, 

δηµιουργήθηκε ένα σύστηµα καλλιέργειας των παραπάνω κυττάρων µε 
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µυοσωλήνες ποντικού προερχόµενοι από την σειρά C2C12.  

Οι νευρώνες που προέρχονται από τα κύτταρα ALDHhiSSClo επεκτείνουν 

άξονες που έρχονται σε επαφή µε µυοσωλήνες σχηµατίζοντας νευροµυϊκές 

συνάψεις, όπως αποδεικνύεται από την ειδική χρώση µε bungarotoxin (BTX), 

η οποία αναγνωρίζει τον υποδοχέα της ακετυλοχολίνης. Η ανάλυση Confocal 

έδειξε την αλληλεπίδραση των αξονών οι οποίοι εκφράζουν GFP µε τους 

υποδοχείς της ακετυλοχολίνης οι οποίοι εκφράζουν ΒΤΧ. 

 

  

Μεταµόσχευση βλαστοκυττάρων ALDHhiSSClo σε πειραµατικά µοντέλα 

SMA 

 

20.000 εµβρυϊκά ALDHhiSSClo κύτταρα µεταµοσχεύθηκαν, αφού είχαν προ-

διαφοροποιηθεί in vitro, ενδοκοιλιακά σε πειραµατόζωα µε SMA, για να 

διαπιστωθεί αν τα ALDHhiSSClo κύτταρα έχουν την ικανότητα να 

διαφοροποιηθούν καταλλήλως εντός του νωτιαίου µυελού και να 

µεταβάλλουν την εξέλιξη της νόσου. Για να παρακολουθήσουµε την τύχη των 

µεταµοσχευµένων κυττάρων και τη διαφοροποίηση τους σε κινητικούς 

νευρώνες χρησιµοποιήσαµε ALDHhiSSClo κύτταρα που προήλθαν από 

διαγονιδιακά ποντίκια που εκφράζουν την πρωτεΐνη HB9-GPF µόνο σε 

κινητικούς νευρώνες. 

Ως πειραµατόζωα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν SMA πειραµατόζωα στα οποία 

χορηγήθηκε ενδοκοιλιακά µόνο φυσιολογικός ορός. 
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Ανάλυση της µεταναστευτικής ικανότητας των κυττάρων 

 

Για να εκτιµηθεί η µεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων ALDHhiSSClo 

µέσα στο παρέγχυµα άµεσα, χρησιµοποιήσαµε µία φθορίζουσα χρωστική της 

µεµβράνης (PKH26) µε την οποία είχαµε την δυνατότητα να 

παρακολουθούµε την πορεία των κυττάρων του δότη. Στη συνέχεια 

ακολούθησε έγχυση των φθοριζόντων κυττάρων στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό 

των SMA πειραµατικών µοντέλων. 

1-2 ηµέρες µετά την ένεση πολλά κύτταρα του δότη (88.6 ± 6.6% των 

κυττάρων) βρέθηκαν σε όλο το µήκος του νωτιαίου µυελού. Τα κύτταρα του 

δότη επέζησαν και πολλαπλασιάστηκαν, δηµιουργώντας οµάδες κυττάρων σε 

επαφή µε τις µήνιγγες. Επιπλέον, το 20% των κυττάρων αυτών 

µετανάστευσαν στο παρέγχυµα του νωτιαίου µυελού µέσω των µηνίγγων 5-7 

ηµέρες µετά τη µεταµόσχευση. Η εισβολή των κυττάρων παρατηρήθηκε στην 

έκφυση των ριζών. Οι οµάδες κυττάρων βρέθηκαν κατά κύριο λόγο κοντά σε 

αγγεία, πιθανότατα λόγω της πρόσβασης σε θρεπτικά συστατικά και έτσι η 

επαφή µε το κυκλοφορικό σύστηµα θα µπορούσε να επιτρέψει την περαιτέρω 

εξάπλωση των κυττάρων µέσα στο παρέγχυµα (Σχήµα 3). Λίγα κύτταρα 

εντοπίστηκαν στον εγκέφαλο των πειραµατοζώων και µόνο σε περιοχές περί 

το σύστηµα των κοιλιών. Σε υγιή πειραµατόζωα παρατηρήθηκαν µόνο λίγες 

οµάδες κυττάρων πάνω στις µήνιγγες, καθώς και ένα ελάχιστο ποσοστό εντός 

του παρεγχύµατος. 
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Τα ALDHhiSSClo είναι σε θέση να παράγουν κύτταρα µε χαρακτηριστικά 

κινητικών νευρώνων µέσα στο παρέγχυµα SMA 

 

Τα µεταµοσχευµένα ζώα θυσιάστηκαν κατά το τελικό στάδιο της νόσου (P14) 

και αναλύθηκαν για να προσδιοριστεί η µεταναστευτική ικανότητα των 

κυττάρων του δότη και η διαφοροποίηση τους στο εσωτερικό του νωτιαίου 

µυελού των πειραµατοζώων SMA. Ανιχνεύσαµε (HB9-GFP θετικά) κύτταρα 

µε φαινότυπο κινητικού νευρώνα στο εσωτερικό του παρεγχύµατος του 

νωτιαίου µυελού, τόσο σε επίπεδο αυχενικής και οσφυϊκής µοίρας. Η 

εντόπιση αυτή απέδειξε την µεγάλη µεταναστευτική ικανότητα των 

µεταµοσχευµένων κυττάρων και την ικανότητά τους να διαφοροποιηθούν και 

να αποκτήσουν τον κατάλληλο φαινότυπο. Οι νευρώνες που προέρχονται από 

τα κύτταρα του δότη απέκτησαν µορφολογία παρόµοια µε αυτή των 

ενδογενών κυττάρων µε µειωµένο όµως µέγεθος, γεγονός το οποίο αποδίδεται 

στο ότι πρόκειται για de novo γένεση. Η θετικότητά τους για την πρωτεΐνη 

HB9-GFP µας επιτρέπει να τα διακρίνουµε από τα ενδογενή κύτταρα. 

Τα (HB9-GFP θετικά) κύτταρα αυτά επεκτείνουν νευριτικές διεργασίες 

οριζοντίως στη λευκή και φαιά ουσία προς τις πρόσθιες ρίζες. Μέσω 

στερεολογικής ποσοτικής εκτίµησης υπολογίσαµε 323 ± 25 HB9-GFP θετικά 

κύτταρα για κάθε επίπεδο νωτιαίου µυελού. ∆εδοµένου ότι η µέθοδος 

εντοπισµού των κυττάρων του δότη βασίζεται στην έκφραση του γονιδίου 

reporter GFP το οποίο εκφράζεται µόνο σε κινητικούς νευρώνες, για να 

υπολογίσουµε τον συνολικό αριθµό των κυττάρων του δότη εντός του 

νωτιαίου µυελού χρησιµοποιήσαµε την ανάλυση FISH. Συγκεκριµένα µε την 

ανάλυση αυτή εντοπίσαµε το χρωµόσωµα Υ, σε νωτιαίους µυελούς θηλυκών 

ζώων τα οποία δέχτηκαν κύτταρα προερχόµενα από αρσενικά ζώα. 
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 Η ανάλυση αυτή εντόπισε 2367 ± 205 κύτταρα του δότη στο παρέγχυµα του 

δέκτη. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι τα κύτταρα ALDHhiSSClo έχουν τη 

δυνατότητα να αποκτήσουν νευρωνικό φαινότυπο in vivo, χρησιµοποιήσαµε 

ανοσοϊστοχηµική ανάλυση για δείκτες νευρώνων και στη συνέχεια 

µικροσκοπική ανάλυση µε µικροσκόπιο Confocal των τµηµάτων του νωτιαίου 

µυελού των µεταµοσχευθέντων ζώων. Τα HB9-GFP κύτταρα που 

εντοπίστηκαν στην φαιά ουσία του νωτιαίου µυελού ήταν θετικά για αρκετούς 

ειδικούς δείκτες, όπως NF, TuJ1, MAP2 και NeuN (Σχήµα 4). Επίσης, 

ελέγχθηκε κατά πόσον τα µεταµοσχευµένα κύτταρα εξέφραζαν δείκτες 

κινητικών νευρώνων όπως για παράδειγµα ChAT και  HB9 (Σχήµα 4).  

 

Η µεταµόσχευση ALDHhiSSClo κυττάρων αυξάνει το µέγεθος και τον 

αριθµό των κινητικών νευρώνων 

 

Ο µέσος αριθµός των κινητικών νευρώνων είναι µικρότερος στα ποντίκια 

SMA σε σύγκριση µε ποντίκια ελέγχου WT (P <0.0001). Ο αριθµός αυτός  

αυξήθηκε σηµαντικά µετά τη µεταµόσχευση µε νευρικά βλαστοκύτταρα (p 

<0.05 µεταµοσχευµένων την 13η ηµέρα vs µη µεταµοσχευµένων) (Σχήµα 5 A-

E). Τα στοιχεία αντιπροσωπεύουν το µέσο αριθµό των κινητικών νευρώνων ± 

SD ανά ηµέρα P10 και P13. Επίσης το µέσο µέγεθος των κινητικών νευρώνων 

των πρόσθιων ριζών φαίνεται να είναι µεγαλύτερο στα ποντίκια ελέγχου WT 

σε σύγκριση µε ποντίκια SMA (P <0.0001). Όπως παρατηρήσαµε και το 

µέγεθος των κινητικών νευρώνων φαίνεται να αυξήθηκε µετά τη 

µεταµόσχευση µε νευρικά βλαστοκύτταρα (Ρ <0.001) (σχήµα 5 F-G).  
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Συγκριτική ανάλυση της εξέλιξης των κλινικών συµπτωµάτων και της 

επιβίωσης των µεταµοσχευµένων και µη πειραµατοζώων 

 

Η µεταµόσχευση των κυττάρων ALDHhiSSClo προκαλεί σηµαντική αύξηση 

στην επιβίωση των µεταµοσχευµένων πειραµατοζώων σε σύγκριση µε την 

οµάδα ελέγχου. Η µέση επιβίωση αυξήθηκε από 13.04 (οµάδα ελέγχου n = 

24) στις 18.16 ηµέρες (οµάδα που υπεβλήθη σε κυτταρική µεταµόσχευση (n = 

24). Το log-rank τεστ έδειξε ότι η διαφορά στο προσδόκιµο ζωής µεταξύ των 

δύο οµάδων των πειραµατοζώων SMA είναι ιδιαίτερα σηµαντική (p < 0.0001, 

χ2 = 47.97).  Η επιβίωση παρατάθηκε µέχρι 5.12 ηµέρες, που αντιστοιχεί σε 

κέρδος της τάξεως του 39.26% σε διάρκεια ζωής. Η µεγαλύτερη παράταση 

της επιβίωσης που παρατηρήθηκε  ήταν 21 ηµέρες στα µεταµοσχευθέντα ζώα 

και 16 ηµέρες στα πειραµατόζωα ελέγχου. Η εικόνα 6 Α δείχνει τις καµπύλες 

επιβίωσης Kaplan-Meier αυτών των πειραµατοζώων. 

Ένα από τα πρώτα κλινικά συµπτώµατα της νόσου SMA είναι η απώλεια του 

σωµατικού βάρους. Μεταλλαγµένα SMA ποντίκια έδειξαν σηµαντικές 

διαφορές ως προς το βάρος, από τις πρώτες κιόλας 5 ηµέρες ζωής (2.21 ± 

0.22g σε σχέση µε  3.62 ± 0.29g, στην οµάδα ελέγχου p <0.001. Τα SMA 

µεταµοσχευθέντα πειραµατόζωα παρουσίασαν σταδιακή αύξηση του 

σωµατικού βάρους σε σύγκριση µε τα πειραµατόζωα ελέγχου. Η καµπύλη της 

ανάπτυξης ήταν σηµαντικά διαφορετική στις 10 και 13 ηµέρες ζωής (p 

<0.005) (Σχήµα 6 Β). 

Τα πειραµατόζωα µοντέλα SMA παρουσιάζουν νευροµυϊκά προβλήµατα µετά 

την 5η ηµέρα ζωής, ειδικά όσον αφορά την ανόρθωσης από την ύπτια θέση. 

Τις επόµενες ηµέρες εξελίσσεται µία προοδευτική επιδείνωση της µυϊκή 

αδυναµίας. Εντός 10 ηµερών ζωής παρουσιάζουν σοβαρή δυσκολία στο 

περπάτηµα µε συχνές πτώσεις. Όταν καταφέρνουν να στέκονται στα τέσσερα 
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άκρα παρουσιάζουν τρόµο στα πίσω πόδια. Τα ζώα που έλαβαν το κυτταρικό 

µόσχευµα παρουσίασαν µια καθυστέρηση στην εµφάνιση των συµπτωµάτων 

µετά τις 10 ηµέρες ζωής, µε µεγαλύτερη ευκολία στο περπάτηµα. 

 

 

Ανάλυση της Νευροµυϊκής λειτουργίας των µεταµοσχευθέντων ζώων  

 

Για να αξιολογήσουµε εάν η µεταµόσχευση των NSC µπορεί να παρέχει  

λειτουργική βελτίωση, τα πειραµατόζωα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία 

«ανοικτού πεδίου» και δοκιµασία «hand grip»  (λαβής). Οι δοκιµές αυτές 

έχουν ήδη χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για την αξιολόγηση µυϊκής ισχύος 

στα ποντίκια SMA (Grondard και άλλοι., 2005). Στη δοκιµασία λαβής, 

µετράται ο µέσος χρόνος στον οποίο το πειραµατόζωο µπορεί να στηρίξει το 

βάρος του κρεµάµενο  από τα µπροστινά πόδια. Αυτή η παράµετρος αυξάνει 

αναλογικά µε την ηλικία (Σχήµα 6 C, F). Σε ηλικία 12 ηµερών, τα 

φυσιολογικά ποντίκια στηρίζονται στην µεταλλική ράβδο για 10 s, ενώ το 

µεταλλαγµένο ποντίκι SMA δεν είναι καν σε θέση να διεξαγάγει τη δοκιµή. 

Στα µεταµοσχευµένα ποντίκια παρατηρήθηκε ότι είναι σε θέση να κρατηθούν 

από τη ράβδο για 3 δευτερόλεπτα. Στις 13-ηµέρες τα µεταµοσχευµένα 

ποντίκια παρουσιάζουν σταθερή απόδοση (3 s, σχήµα 6 F), ενώ τα ποντίκια 

ελέγχου έχουν αυξήσει το χρόνο παραµονής στα 15 δευτερόλεπτα (12-13 

ηµερών µεταµοσχευθέντων  εναντίον ζώων ελέγχου, p <0.001). Στο τελικό 

στάδιο της ασθένειας, και τα µεταµοσχευµένα ποντίκια SMA έδειξαν 

δυσκολία στην λαβή. 

Η παρατήρηση της αυθόρµητης δραστηριότητας των ποντικών σε ανοιχτό 

χώρο ήταν η δεύτερη µέθοδος της λειτουργικής αξιολόγησης (Σχήµα 6 D). 

Έλεγχοι µεταξύ ζώων 10 και 13 ηµερών έδειξαν µια αύξηση της 
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κινητικότητας, όπως αποδείχτηκε  από την καταµέτρηση του συνολικού 

αριθµού των διελεύσεων. Σε ηλικία 10 ηµερών δεν παρατηρήθηκε καµία 

σηµαντική διαφορά µεταξύ ποντικών SMA και ελέγχου. Σε ηλικία 13 ηµερών, 

τα ποντίκια SMA σπάνια φτάνουν  µέχρι τα όρια  του πεδίου, ενώ στα 

µεταµοσχευµένα ποντίκια παρατηρήθηκε βελτίωση της δοκιµασίας 

(µεταµοσχευµένα σε σύγκριση µε µη µετασµοσχευµένα, p <0.001).  

 

 

 Επιδράσεις της µεταµόσχευσης των NSC στην επιβίωση των κινητικών 

νευρώνων 

 

Για να καθοριστεί αν η µεταµόσχευση των NSC έχει νευροπροστατευτική 

δράση, αναλύσαµε ποσοτικά τον αριθµό των κινητικών νευρώνων στο 

πρόσθιο κέρας του νωτιαίου µυελού στα µεταµοσχευµένα και µη 

πειραµατόζωα. Μετρήθηκαν οι κινητικοί νευρώνες του νωτιαίου µυελού  της 

οσφυϊκής περιοχής των µεταµοσχευµένων και µη SMA ζώων. (SMN∆7+/+; 

SMN2 +/+; Smn-/-; n=6 για κάθε οµάδα) και υγιή ποντίκια (SMN ∆7+/+; 

SMN2+/+; Smn +/+ (n=6)). Σε ηλικία 13 ηµερών, παρατηρήσαµε µία 

σηµαντική απώλεια των κινητικών νευρώνων σε SMA ποντίκια περίπου 

39.03%, σε σύγκριση µε υγιή ζώα.  Στα µεταµοσχευµένα πειραµατόζωα 

παρατηρήθηκε µικρότερη µείωση του αριθµού των κινητικών νευρώνων της 

τάξεως 23.92% σε ηλικία 13 ηµερών (p <0.05 n = 6 ανά οµάδα). Ο ρυθµός 

απώλειας κινητικών νευρώνων φαίνεται να συσχετίζεται µε την επιβράδυνση 

της εξέλιξης της νόσου στα µεταµοσχευµένα πειραµατόζωα. 

Για να προσδιορίσουµε εάν η µεταµόσχευση των NSC που βελτιώνει την 

πορεία της νόσου γίνεται µέσω της µείωσης του αποπτωτικού φαινοµένου 

όπως υπέθεσαν οι Desjardins 1998 και Tsai 2006,  έγινε ανάλυση TUNEL του 
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νωτιαίου µυελού των µεταµοσχευµένων και µη ποντικών σε ηλικία 10 και 13 

ηµερών (Σχήµα 7 Α-C). Κύτταρα TUNEL-θετικά εντοπίστηκαν στο πρόσθιο 

κέρας του νωτιαίου µυελού SMA σε ηλικία 10 ηµερών. Το αποτέλεσµα αυτό 

µας έδειξε ότι η απόπτωση πιθανά αποτελεί σηµαντικό παθογενετικό 

µηχανισµό για την απώλεια των κινητικών νευρώνων. Ειδικότερα, τα µη 

µεταµοσχευµένα ζώα 13 ηµερών παρουσίασαν σηµαντική αύξηση της 

απόπτωσης στο νωτιαίο µυελό, µε 20 TUNEL θετικούς πυρήνες ανά πρόσθιο 

κέρας, ενώ το ποσοστό της απόπτωσης που παρατηρήθηκε στα 

µεταµοσχευµένα ποντίκια SMA ήταν σταθερή, µε µέσο όρο 5 αποπτωτικούς 

πυρήνες ανά πρόσθιο κέρας (µεταµοσχευµένα εναντίον µη µεταµοσχευµένων 

p <0.01 για n = 6) (Σχήµα 7 D-E). 

 

 

Ανάλυση Microarray και Real Time RT PCR 

 

Για τον εντοπισµό των µηχανισµών που ευθύνονται για τη νευροµυϊκή 

βελτίωση των µεταµοσχευθέντων ζώων και τον καθορισµό των µοριακών 

γεγονότων που σχετίζονται µε την εκφύλιση των κινητικών νευρώνων στα 

ποντίκια SMA, συγκρίναµε το προφίλ γονιδιακής έκφρασης των κινητικών 

νευρώνων (αποµονωµένων µε laser capture microdissection) των 

µεταµοσχευµένων και µη-SMA ζώων και ζώων ελέγχου (13 ηµέρες) µέσω 

ανάλυσης microarray και Real Time RT-PCR. Με τον καθορισµό ως 

σηµαντική µεταβολή των 2.0 φορές (cut off 2), βρέθηκαν 74 γονίδια µε 

διαφορετικά επίπεδα έκφρασης στους κινητικούς νευρώνες των 3 οµάδων 

πειραµατοζώων. Τα ενδιαφέροντα γονίδια που παρουσιάζουν αυτές τις 

µεγάλες µεταβολές έκφρασης συνοψίζονται στους πίνακες στις σελίδες 97-

100. 
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Οι κινητικοί νευρώνες που προέρχονται από τα SMA ποντίκια παρουσίασαν 

σηµαντική αύξηση στην έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται σε πολύπλοκες 

διεργασίες µατίσµατος, προ-mRNA µατίσµατος, στη ριβοσωµική επεξεργασία 

του RNA και στην αποσύνθεση του RNA. Η αύξηση των εν λόγω γονιδίων θα 

µπορούσε να αποτελεί ένα προσαρµοστικό µηχανισµό για την αντιµετώπιση 

της έλλειψης του γονιδίου SMN.  

Άλλα γονίδια που εκφράζονται µε διαφορετικό τρόπο στα πειραµατικά 

µοντέλα SMΑ και στα ζώα ελέγχου, αφορούν γονίδια που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες που εµπλέκονται σε διαφορετικές µοριακές οδούς, όπως τον 

τερµατισµό του κυτταρικού κύκλου cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 

(p21)pathway, την αναδίπλωση πρωτεϊνών (heat shock protein 1) και το 

σχηµατισµό κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών. 

Τα µεταµοσχευµένα ποντίκια παρουσιάζουν ενίσχυση της έκφρασης (up-

regulation) των γονιδίων που σχετίζονται µε τον µεταβολισµό του RNA.  Τα 

γονίδια που εκφράζονται κατά τρόπο πολύ διαφορετικό στα ποντίκια που 

έλαβαν µόσχευµα σε σύγκριση µε αυτά που δεν έλαβαν, αφορούν λειτουργίες 

ρύθµισης της κυτταρικής ανάπτυξης και της αλυσιδωτής µεταφοράς 

ενδοκυττάριου σήµατος. 

Για να ελέγξουµε την εγκυρότητα των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων που 

προέκυψαν από το microarray, πραγµατοποιήθηκε ποσοτική ανάλυση RT-

PCR για γονίδια που παρουσίασαν ενδιαφέρον χρησιµοποιώντας το σύστηµα 

TaqMan PCR, το οποία επιβεβαίωσε τα ευρήµατα που έδειξε η ανάλυση 

microarray.  Τα αυξηµένα ή µειωµένα επίπεδα έκφρασης των ενδιαφερόντων 

γονιδίων εκφράστηκαν σαν κλάσµα µεταξύ των µεταµοσχευµένων ζώων και 

των ζώων ελέγχου.  Αποδείχθηκε αυξηµένη έκφραση της πρωτεΐνης p21 και 

της Ηsbp1 σε ποντίκια SMΑ ενώ στα µεταµοσχευµένα πειραµατόζωα 

(p<0.01) ήταν στα όρια του φυσιολογικού.  Επιβεβαιώθηκε η αύξηση του 
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DUSP, και Egr2 στα ποντίκια SMA που έλαβαν µόσχευµα σε σχέση µε τα µη 

µεταµοσχευµένα (p<0.01) (σχήµα 8). 
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                                            ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

 
 

Η µεταµόσχευση βλαστoκυττάρων αποτελεί µια πιθανή θεραπευτική 

στρατηγική για τις ασθένειες του κινητικού νευρώνα, συµπεριλαµβανοµένων 

της SMA, τόσο µέσω της αντικατάστασης των εκφυλισµένων νευρώνων όσο 

και µέσω ενεργοποίηση µηχανισµών νευροπροστασίας. 

Με αυτή τη µελέτη αποδείξαµε την ικανότητα που έχει µία οµάδα νευρικών 

αρχέγονων κυττάρων τα κύτταρα ALDHhiSSClo, εφόσον µεταµοσχευθούν στο 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό, να µεταναστεύσουν στο νωτιαίο µυελό, να παράγουν 

νέους κινητικούς νευρώνες, καθώς και να αλλάζουν την πορεία της νόσου, 

βελτιώνοντας το φαινότυπο και αυξάνοντας την επιβίωση των πειραµατικών 

µοντέλων της SMA. 

Σκοπός της µελέτης µας ήταν να αποµονώσουµε υποπληθυσµούς 

βλαστοκυττάρων τα οποία να µπορούν να διαφοροποιηθούν σε κινητικούς 

νευρώνες. Η έλλειψη ειδικών δεικτών που να χαρακτηρίζουν τα αρχέγονα 

νευρικά κύτταρα αυξάνουν τις δυσκολίες όσον αφορά την αποµόνωσή τους 

και έτσι στην πραγµατικότητα, τα νευρικά βλαστοκύτταρα εντοπίστηκαν µε 

βάση την ικανότητά τους να δηµιουργούν νευροσφαίρες. Ωστόσο οι 

νευροσφαίρες δεν αποτελούνται από ένα οµοιογενή πληθυσµό και περιέχουν 

µόνο ένα µικρό κλάσµα βλαστοκυττάρων, γεγονός το οποίο θέτει 

σηµαντικούς περιορισµούς τόσο στη βασική έρευνα όσο και στην ανάπτυξη 

θεραπευτικών εφαρµογών όπως η µεταµόσχευση. Επιλέξαµε τον 

υποπληθυσµό ALDHhiSSClo κυρίως για δύο λόγους. 1) Η δραστηριότητα 

ALDH έχει χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για την αποµόνωση των 

αιµοποιητικών αρχέγονων κυττάρων (Hess et al., 2004) και είχε προταθεί ως 

κοινός δείκτης για τον προσδιορισµό σωµατικών βλαστοκυττάρων από 

διάφορους ιστούς (Cai et al., 2004). 2) Τα νευρικά πολυδύναµα 
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βλαστοκύτταρα που προέρχονται από τον νωτιαίο µυελό των πειραµατοζώων 

εκφράζουν υψηλά επίπεδα δραστηριότητας ALDH, αλλά αυτή η ιδιότητα δεν 

έχει χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για την αποµόνωση νευρικών 

βλαστοκυττάρων (Cai et al., 2004) και η οµάδα µας είναι η πρώτη ερευνητική 

οµάδα που προέβει στην αποµόνωση και τη µελέτη αυτών των 

βλαστοκυττάρων. 

Σε αυτήν την µελέτη, αποµονώσαµε νευρικά βλαστοκύτταρα από νευρικό 

ιστό ποντικού, βασιζόµενοι στα επίπεδα έκφρασης της ALDH. Τα 

χαρακτηριστικά των κυττάρων ALDHhiSSClo είναι τα εξής: α) είναι 

πολυδύναµα και έχουν την ικανότητα του αυτοπολλαπλασιαµού β) εκφράζουν 

νεστίνη και άλλους ειδικούς δείκτες βλαστοκυττάρων όπως Sox2 και Musashi 

γ) τα κύτταρα που προέρχονται από εγκεφαλικό ιστό, µπορούν να δώσουν 

τόσο κλώνους νευροσφαιρών όσο και επιθηλιοειδείς κλώνους δ) τα κύτταρα 

ALDHhiSSClo που προέρχονται από το νωτιαίο µυελό χαρακτηρίζονται από 

µορφολογία κατεξοχήν επιθηλιοειδή και αναπτύσσονται σε ένα µόνο στρώµα 

in vitro ε) απαιτείται η παρουσία FGF για τον πολλαπλασµό τους  και την 

διατήρηση του αδιαφοροποίητου φαινοτύπου. Όπως αποδείξαµε, σε 

κατάλληλες συνθήκες τα κύτταρα ALDHhiSSClo µπορούν να 

διαφοροποιηθούν στις τρεις µεγάλες νευροεξωδερµικές σειρές και είναι σε 

θέση να αποκτήσουν τον φαινότυπο των ώριµων νευρώνων, 

συµπεριλαµβανοµένων των κινητικών νευρώνων που εκφράζουν HB9/ChAT. 

Με βάση αυτές τις παρατηρήσεις, θελήσαµε να απαντήσουµε στο ερώτηµα 

κατά πόσον τα κύτταρα ALDHhiSSClo µπορούν να δηµιουργήσουν κινητικούς 

νευρώνες in vivo σε πειραµατόζωα µοντέλα SMA. ∆εδοµένου ότι η νόσος του 

κινητικού νευρώνα αφορά το σύνολο του νωτιαίου µυελού, υιοθετήσαµε ως 

σύστηµα χορήγησης την ενδορραχιαία ένεση. 
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H ενδορραχιαία έγχυση αποτελεί ένα ελάχιστα επεµβατικό σύστηµα 

χορήγησης των κυττάρων, που επιτρέπει την ευρεία εξάπλωση σε ολόκληρο 

τον νωτιαίο µυελό. Πράγµατι, στα πειράµατα µας τα µεταµοσχευµένα 

κύτταρα ALDHhiSSClo εξαπλώθηκαν και εµφυτεύθηκαν σε όλη την έκταση 

του νωτιαίου µυελού. ∆είξαµε επίσης ότι τα κύτταρα ALDHhiSSClo µπορούν 

να µεταναστεύσουν µέσω των µηνίγγων στο νωτιαίο µυελό και 

παρατηρήσαµε ότι η µετανάστευση των νευρικών βλαστοκυττάρων ήταν 

αυξηµένη στα SMA ποντίκια σε σύγκριση µε τα µη µεταλλαγµένα. Αυτό θα 

µπορούσε να ερµηνευτεί από την υπόθεση οτι ο θάνατος των κυττάρων 

µπορεί να αποτελεί το κατάλληλο σήµα που ελκύει τα µεταµοσχευµένα 

κύτταρα στο εσωτερικό του νωτιαίου µυελού, προωθεί τον πολλαπλασιασµό 

και τη διαφοροποίησή τους, όπως έχει ήδη παρατηρηθεί σε άλλα πειραµατικά 

µοντέλα της νόσου (Imitola et al., 2004; Pluchino et al, 2003). 

Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι τα κύτταρα ALDHhiSSClo µπορούν να 

διαφοροποιούνται εντός του νωτιαίου µυελού σε νευρώνες και κινητικούς 

νευρώνες µετά τη µεταµόσχευση, να επιβιώνουν µέσα στην φαιά ουσία, να 

µεταναστεύουν, να εκτείνουν άξονες και να αποκτούν ειδικά προφίλ 

νευροδιαβιβαστών. Επιπλέον, φαίνεται ότι οι νέοι νευρώνες που 

σχηµατίστηκαν µετά την µεταµόσχευση βλαστοκυττάρων ενσωµατώνονται 

χωρίς προβλήµατα στο δέκτη. Θα πρέπει όµως να τονίσουµε οτι προηγήθηκε 

συστηµατική διεργασία και καλλιέργεια µε ειδικούς νευροτροφικούς 

παράγοντες οδηγώντας τα κύτταρα ALDHhiSSClo να ακολουθήσουν 

φαινοτυπική µοίρα κινητικού νευρώνα πριν από τη µεταµόσχευση και 

πράγµατι βρήκαµε νέους κινητικούς νευρώνες προερχόµενοι από τα κύτταρα 

ALDHhiSSClo εντός του νωτιαίου µυελού των µεταµοσχευµένων ποντικών. Η 

αποτελεσµατική παραγωγή νέων νευρώνων σε µη νευρογενείς περιοχές του 

ΚΝΣ και η επιβίωσή τους στο εσωτερικό του νωτιαίου µυελού των ενηλίκων 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 17:37:35 EEST - 3.145.201.188



 84

θηλαστικών οφείλεται στην προεπεξεργασίας στην οπόια υποβάλλαµε τα 

κύτταρα ex-vivo (priming). 

Οι κινητικοί νευρώνες για να έιναι λειτουργικοί, θα πρέπει να συνδεθούν µε 

επιτυχία µε τους µυς. Στα πειράµατα µας, οι κινητικοί νευρώνες που 

προέρχονται από τα κύτταρα ALDHhiSSClo έχουν την ικανότητα να παράγουν 

νευροµυϊκές συνάψεις in vitro όταν καλλιεργηθούν από κοινού µε 

µυοσωλήνες. In vivo, παρατηρήσαµε ότι οι νέοι κινητικοί νευρώνες εκτείνουν 

άξονες, µέσω της λευκής ουσίας του ΚΝΣ µέσα στις πρόσθιες ρίζες. Αυτό 

µπορεί να αποδοθεί στη διαδικασία priming που προηγήθηκε in vitro ή στο 

περιβάλλον που στην περίπτωση των νεογνών, είναι πιο «ανεκτικό» σε 

σύγκριση µε τον νωτιαίο µυελό των ενηλίκων. Τα ανωτέρω επιβεβαιώνονται 

και από βιβλιογραφικά δεδοµένα αφού πρόσφατα περιγράφθηκε ότι κινητικοί 

νευρώνες προερχόµενοι από εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα που 

µεταµοσχεύθηκαν σε παράλυτους αρουραίους µπορούν να επεκτείνουν 

άξονες προς την περιφέρεια, να δηµιουργήσουν συνάψεις, τουλάχιστον σε 

ορισµένα πειραµατικά µοντέλα (Deshpande et al. , 2006). 

Η περιορισµένη όµως αναγέννηση των αξόνων κατά πάσα πιθανότητα 

οφείλεται στην παρουσία αναστολέων ανάπτυξης που συνδέονται µε τη 

µυελίνη, όπως η γλυκοπρωτεΐνη συνδεδεµένη µε τη µυελίνη, Νogo-Α και η 

γλυκοπρωτεΐνη της ολιγοδενδροκυτταρικής µυελίνης. Όλες αυτές οι 

πρωτεΐνες αντιδρούν µε τον υποδοχέα nogo-66 και, ενδεχοµένως, µεταδίδουν 

ένα µήνυµα µέσω των υποδοχέων των νευροτροφινών P75 (Filbin et al., 

2003). Το σήµα που προκύπτει από την ενεργοποίηση αυτής της οδού µπορεί 

να µειώσει το ενδοκυτταρικό cAMP και έτσι να µειωθεί η αναγεννητική 

ικανότητα των αξόνων (Cai et al., 1999). 

Τα µεταµοσχευµένα SMA ποντίκια έδειξαν βελτίωση του φαινότυπο, όπως 

αποδεικνύεται από την καµπύλη της ανάπτυξης, την ανάλυση της 
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νευροµυϊκής λειτουργίας και την αύξηση της επιβίωσης. Οι παρατηρήσεις 

αυτές συσχετίζονται και µε τα στοιχεία της νευροπαθολογικής ανάλυσης η 

οποία δείχνει µια σηµαντική µείωση της απώλειας των κινητικών νευρώνων 

των πειραµατοζώων σε ηλικία 13 ηµερών σε σύγκριση µε ποντίκια που 

έλαβαν µόνο φυσιολογικό ορό. Σε αυτή την εργασία αποδεικνύεται για πρώτη 

φορά ότι τα βλαστικά κύτταρα, και συγκεκριµένα τα νευρικά βλαστοκύτταρα 

(NSC), µπορούν να αυξήσουν την διάρκεια ζωής του πειραµατικού αυτού 

µοντέλου της SMA. Η µεταµόσχευση των κυττάρων ALDHhiSSClo έχει 

σηµαντικό όφελος στην διάρκεια ζωής και στα κλινικά συµπτώµατα αφού η 

επιβίωση παρατάθηκε κατά 39.26% της συνολικής διάρκειας ζωής. 

Πιστεύουµε ότι το αποτέλεσµα αυτό είναι σηµαντικό και πρέπει να τονιστεί 

να τονιστεί η σηµασία αυτής της αύξησης υπό το πρίσµα των περιορισµένων 

αποτελεσµάτων στην επιβίωση που έχουν περιγραφεί στη βιβλιογραφία 

συµπεριλαµβανοµένων δύο προσπαθειών γονιδιακής θεραπείας. Η πρώτη 

προσπάθεια βασισµένη στην γονιδιακή µεταφορά του γονιδίου που 

κωδικοποιεί την cardiotrophin-1, και χρησιµοποιώντας µια ενδοµυϊκή ένεση 

αδενοϊών, αύξησε τη διάρκειας ζωής ενός διαφορετικού µοντέλου SMA 

περίπου κατά 30% (Lesbordes et al., 2003). Το δεύτερο πείραµα, βασιζόµενο 

σε πολλαπλές ενέσεις ενός οχήµατος lentiviral που εκφράζει SMN σε 

διάφορους µύες, αύξησε τη µέση επιβίωση µόνο κατά 3 και 5 ηµέρες (20% 

και 38%) σε σύγκριση µε lacZ και µη µεταµοσχευµένα ζώα αντίστοιχα 

(Azzouz et al. , 2004). Οι δυσκολίες για την επιτυχία µιας σηµαντικής 

αύξησης στην επιβίωση χρησιµοποιώντας διαφορετικές µεθόδους, δείχνουν 

ότι η περαιτέρω κατανόηση των παθογενετικών µηχανισµών που οδηγούν 

στον θάνατο των κινητικών νευρώνων είναι ζωτικής σηµασίας για την 

ανάπτυξη µιας θεραπείας για την SMA. 
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Οι πειραµατικές µελέτες σε επίπεδο βασικών επιστηµών είναι απαραίτητες για 

την επίτευξη του στόχου µιας κλινικώς αποτελεσµατικής θεραπείας. Αν και η 

µεταµόσχευση νευρικών βλαστοκυττάρων δεν ήταν επαρκής για την πλήρη 

διόρθωση του φαινότυπου της SMA, η βελτίωση της επιβίωσης και της 

κινητικής συµπεριφοράς ήταν έκδηλη. Ο ποσοτικός προσδιορισµός των 

κινητικών νευρώνων των µεταµοσχευµένων ζώων σε σύγκριση µε τα ζώα 

ελέγχου, έδειξε µία σηµαντική µείωση της απώλειας των νευρώνων, η οποία 

και µπορεί να εξηγήσει το κλινικό όφελος. Εµείς υποθέσαµε ότι τα ευεργετικά 

αποτελέσµατα που παρατηρήθηκαν οφείλονται στα πολλαπλά γεγονότα που 

προκλήθηκαν από την µεταµόσχευση των βλαστικών κυττάρων. Τα 

βλαστοκύτταρα που ενσωµατώθηκαν στο παρέγχυµα ή στις µήνιγγες, µπορεί 

να έχουν κάποιο ρόλο στη λειτουργική βελτίωση µέσω της παραγωγής 

νευροπροστατευτικών ουσιών. Επιπλέον, όπως παρατηρήσαµε, η 

µεταµόσχευση υπήρξε ευεργετική και για τους ενδογενείς κινητικούς 

νευρώνες οι οποίοι παρουσίασαν προς έκπληξή µας αλλαγή στο pattern 

γονιδιακής έκφρασης µε αποτέκλεσµα να µοιάζουν περισσότερο από 

γονιδιακής πλευράς στους υγιείς κινητικούς νευρώνες. Συγκεκριµένα οι 

µεγαλύτερες αλλαγές παρατηρήθηκαν σε πρωτεΐνες εµπλεκόµενες στον 

µεταβολισµό του RNA, πρωτεΐνες κυτταρικού κύκλου και πρωτεΐνες οι οποίες 

συνδέονται µε την ακτίνη.  Η επίδραση των µη µεταλλαγµένων 

βλαστοκυττάρων στην επιβίωση των πειραµατοζώων SMA θα µπορούσε 

επίσης να οφείλεται στο γεγονός ότι αυτά τα νέα κύτταρα παράγουν 

φυσιολογικά επίπεδα πρωτεΐνης SMN. Πράγµατι, είναι πιθανόν να χρειαστεί 

να προσδιορισθεί η έκφραση της πρωτεΐνης SMN όχι µόνο στους κινητικούς 

νευρώνες, αλλά και σε άλλους τύπους κυττάρων. 

Εν κατακλείδι, αποδείξαµε ότι η µεταµόσχευση ενός υποπληθυσµού νευρικών 

βλαστοκυττάρων έχει θετική επίδραση σε πειραµατικό µοντέλο της SMA, 
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γεγονός που υποδηλώνει ότι αυτή η κατηγορία των βλαστοκυττάρων µπορεί 

να παίζει ρόλο στην ανάπτυξη της θεραπείας για τις νόσους του κινητικού 

νευρώνα (είτε µέσω νευρογένεσης είτε µέσω ενεργοποίησης 

νευροπροστατευτικών µηχανισµών). Η µεταµόσχευση βλαστικών κυττάρων 

θα µπορούσε να γίνει εφικτή στο µέλλον, και σε συνδυασµό µε άλλες 

µοριακές και φαρµακολογικές στρατηγικές θεραπείας για την αποτελεσµατική 

ανάκτηση των κινητικών λειτουργιών. Αυτές οι θεραπευτικές στρατηγικές, 

ιδίως αν συνδυαστούν, απαιτούν προσεκτική µελέτη και δοκιµή σε µοντέλα in 

vitro και in vivo, πριν από το σχεδιασµό κλινικών µελετών στον άνθρωπο. 
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ΠΙΝΑΚΕΣ 
ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΜΕ ΜΕΙΩΜΕΝΗ ΕΚΦΡΑΣΗ: SMA vs έλεγχοι 

Gene name Accession 
number Gene definition 

Probe 
Affymetrix 

Biological 
function 

Rati
o 

Gjb1 BC026833 
gap junction 
membrane channel 
protein beta 1 

1448767_s_at 
nervous 
system 
developme
nt 

0.21 

Rsad2 BB741897  
radical S-adenosyl 
methionine domain 
containing 2 

1421009_at 
immune 
response 0.31 

Mkrn1 BQ176661  
makorin, ring finger 
protein, 1 1418435_at 

transcriptio
n acitivty, 
cell cycle 
regulation 

0.34 

Pomt1 BC027325 
protein-O-
mannosyltransferas
e 1 

1424284_at 

protein 
amino acid 
O-linked 
glycosylatio
n 

0.35 

2810453I06Ri
k 

NM_133703 
RIKEN cDNA 
2810453I06 gene 1418389_at 

 
0.36 

Vps25 NM_026776 
vacuolar protein 
sorting 25  1421050_at 

regulation 
of 
transcriptio
n, DNA-
dependent 

0.39 

H2-K1 BC011306 
histocompatibility 2, 
K1, K region 1425336_x_at 

antigen 
processing 
and 
presentatio
n of peptide 
antigen via 
MHC class I 

0.4 

Anln BI690018  

anillin, actin binding 
protein (scraps 
homolog, 
Drosophila) 

1433543_at 

cytokinesis 

0.4 

Trf AF440692 transferrin 1425546_a_at iron ion 
transport 0.41 

Slc13a3 BB497312  

solute carrier family 
13 (sodium-
dependent 
dicarboxylate 
transporter), 
member 3 

1438377_x_at 

sodium ion 
transport 

0.42 

Cxcl7 NM_023785 
chemokine (C-X-C 
motif) ligand 7 1418480_at 

immune 
response 0.42 

Arpp21 BC027107 
cyclic AMP-
regulated 
phosphoprotein, 21 

1424248_at 
signal 
transductio
n 

0.43 

Prkg1 NM_011160 
protein kinase, 
cGMP-dependent, 
type I 

1449876_at 
dendrite 
developme
nt 

0.43 

Cyp51 NM_020010 
cytochrome P450, 
family 51 1422534_at 

electron 
transport 0.44 
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ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΜΕ ΑΥΞΗΜΕΝΗ ΕΚΦΡΑΣΗ: SMA vs έλεγχοι 

Gene name 
Accession 
number 

Gene definition 
Probe 
Affymetrix 

Biological function 
Ratio 

Hspb1 U03561 heat shock 
protein 1 

1425964_x_
at 

protein folding 
11.1 

Tmsb10 AV148480  thymosin, beta 
10 

1455946_x_
at 

actin cytoskeleton 
organization and 
biogenesis 

5.55 

Sult1a1 AK002700 

sulfotransferase 
family 1A, 
phenol-
preferring, 
member 1 

1427345_a_
at 

lipid metabolism 

5.2 

Prodh NM_011172 proline 
dehydrogenase 1417629_at proline metabolism 4.35 

Hspb1 NM_013560 heat shock 
protein 1 

1422943_a_
at 

protein folding 
4.35 

Cdkn1a AK007630 
cyclin-dependent 
kinase inhibitor 
1A (P21) 

1424638_at 
regulation of 
progression through 
cell cycle 

4 

Gdf10 L42114 
growth 
differentiation 
factor 10 

1424007_at 
transforming growth 
factor beta receptor 
signaling pathway 

3.7 

Mt2 AA796766  metallothionein 2 1428942_at nitric oxide mediated 
signal transduction 3.57 

Tcap AK010167 titin-cap 
1423145_a_
at 

sarcomere 
organization 3.12 

Mt1 NM_013602 metallothionein 1 
1422557_s_
at 

nitric oxide mediated 
signal transduction 2.94 

Kcna5 NM_008419 

potassium 
voltage-gated 
channel, shaker-
related 
subfamily, 
member 5 

1417680_at 

potassium ion 
transport 

2.94 

Tsc22d3 AF201289 TSC22 domain 
family 3 

1425281_a_
at 

regulation of 
transcription, DNA-
dependent 

2.77 

Ccl2 AF065933 chemokine (C-C 
motif) ligand 2 1420380_at inflammatory response 2.7 

Ddx5 AW536527  
DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) box 
polypeptide 5 

1433809_at 
RNA splicing 

2.7 

Hif3a AF416641 
hypoxia inducible 
factor 3, alpha 
subunit 

1425428_at 
response to hypoxia, 
regulation of 
transcription, DNA-
dependent 2.27 
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ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΜΕ ΑΥΞΗΜΕΝΗ ΕΚΦΡΑΣΗ: µεταµοσχευµένα SMA vs µη µεταµοσχευµένα 
SMA 

Gene name Accession number Gene definition Probe Affymetrix Biological 
function Ratio 

Atf3 BC019946 
activating 
transcription 
factor 3 

1449363_at 
regulation of 
transcription, 
DNA-
dependent 4.11 

Socs3 BB241535  
suppressor of 
cytokine 
signaling 3 

1455899_x_at 
regulation of 
cell growth 

4.03 

Tcrb-J X67128 
T-cell receptor 
beta, joining 
region 

1452205_x_at 
cellular 
defense 
response 3.97 

5430435G22Rik BB128517  
RIKEN cDNA 
5430435G22 
gene 

1424987_at 

small 
GTPase 
mediated 
signal 
transduction 2.81 

Phka1 AA422311  phosphorylase 
kinase alpha 1 1422744_at glycogen 

metabolism 2.73 

Ier2 NM_010499 immediate early 
response 2 1416442_at 

immediate-
early gene 
inducible 2.53 

Itgb4 L04678 integrin beta 4 1427387_a_at cell-matrix 
adhesion 2.51 

Dusp1 NM_013642 dual specificity 
phosphatase 1 1448830_at 

response to 
oxidative 
stress 2.51 

Ccdc46 BG075808  
coiled-coil 
domain 
containing 46 

1427205_x_at 
  

2.50 

Cyr61 BM202770  cysteine rich 
protein 61 1438133_a_at regulation of 

cell growth 2.43 

Ildr1 BG084606  
immunoglobulin-
like domain 
containing 
receptor 1 

1423276_at 
receptor 
activity 

2.41 

Usp18 NM_011909 ubiquitin specific 
peptidase 18 1418191_at 

ubiquitin-
dependent 
protein 
catabolism 2.36 

Ghdc NM_031871 GH3 domain 
containing 1419502_at 

GTPase 
activator 
activity 2.35 

Egr1 NM_007913 early growth 
response 1 1417065_at 

regulation of 
transcription, 
DNA-
dependent 2.33 

Zdhhc14 BB544336  
zinc finger, 
DHHC domain 
containing 14 

1438151_x_at 
zinc ion 
binding 

2.31 
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ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΜΕ ΜΕΙΩΜΕΝΗ ΕΚΦΡΑΣΗ: µεταµοσχευµένα SMA vs µη 

µεταµοσχευµένα SMA 
 

Gene name 
Accession 
number 

Gene definition 
Probe 
Affymetrix 

Biological 
function 

Rati
o 

Myh1 AJ002522 
myosin, heavy 
polypeptide 1, 
skeletal muscle, 
adult 

1427868_x_at 
cytoskeleton 
organization and 
biogenesis 0.08 

Car3 NM_007606 carbonic 
anhydrase 3 1460256_at 

one-carbon 
compound 
metabolism 

0.30 

Sypl2 NM_008596 synaptophysin-
like 2 1449206_at calcium ion 

homeostasis 0.31 

Rbm5 BE446879  RNA binding 
motif protein 5 1438069_a_at 

negative 
regulation of 
progression 
through cell cycle 

0.32 

Shroom3 AK003320 shroom family 
member 3 1454211_a_at cell 

morphogenesis 0.32 

4930408O21Ri
k AK015115 

RIKEN cDNA 
4930408O21 
gene 

1431741_a_at 
  

0.34 

Bmpr2 NM_007561 

bone 
morphogenic 
protein receptor, 
type II 
(serine/threonine 
kinase) 

1419616_at 

transforming 
growth factor 
beta receptor 
signaling 
pathway 

0.36 

Errfi1 AI788755  
ERBB receptor 
feedback 
inhibitor 1 

1419816_s_at 
stress-activated 
protein kinase 
signaling 
pathway 

0.37 

Lpl NM_008509 lipoprotein lipase 1415904_at lipid metabolism 0.40 

Capn6 AI747133  calpain 6 1450429_at proteolysis 0.41 

Taf11 BC005603 

TAF11 RNA 
polymerase II, 
TATA box 
binding protein 
(TBP)-associated 
factor 

1451995_at 

regulation of 
transcription, 
DNA-dependent 0.41 

Npl BC022734 
N-
acetylneuraminat
e pyruvate lyase 

1424265_at 
N-
acetylneuraminat
e lyase activity 

0.42 

Josd3 AU044383  Josephin domain 
containing 3 1452635_x_at  0.43 

BC003993 BB532946  cDNA sequence 
BC003993 1438278_a_at RNA binding 0.43 
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∆ΕΝ∆ΡΟΓΡΑΜΜΑ 

 
 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 17:37:35 EEST - 3.145.201.188



 103

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 17:37:35 EEST - 3.145.201.188



 104

 
                                    ΣΧΟΛΙΑ ΕΙΚΟΝΩΝ 
  

 

Σχήµα 1. A-B: Ανάλυση FACS της ALDH δραστηριότητας των 

κυττάρων που προέρχονται από τον νωτιαίο µυελό. 

 

Τα κύτταρα ALDHhiSSClo επελέγησαν σύµφωνα µε τις ιδιότητες τους forward 

scatter (FSC) και side scatter (SSC) όπως περιγράφηκε στο κείµενο. Τα 

νευρικά βλαστοκύτταρα επωάστηκαν µε Aldefluor (ALDH) και έναν ειδικό 

αναστολέα της Aldefluor , την διεθυλαµινοβενζαλδεϊδη (Deabate) για τον 

καθορισµό του βασικού επιπέδου φθορισµού των κυττάρων αυτών και της 

περιοχής ALDHhi (A). Η επώαση των κυττάρων µε το υπόστρωµα Aldefluor 

χωρίς τον αναστολέα δηµιουργεί αλλαγή του φθορισµού FL1 τη οποία ορίζει 

τον πληθυσµό ALDHhi (Β). 

 

Σχήµα 2. ∆ιαφοροποίηση των κυττάρων ALDHhiSSClo 

σε κινητικούς νευρώνες 

Μετά τη διαφοροποίηση in vitro, τα κύτταρα ALDHhiSSClo που προέρχονται 

από HB9-GFP διαγονιδιακά ποντίκια που εκφράζουν GFP (πράσινο χρώµα) 

µόνο στους κινητικούς νευρώνες, παράγουν νευρώνες µε µια σύνθετη 

µορφολογία. Αυτά τα κύτταρα εκφράζουν την πρωτεΐνη GFP υπό του 

υποκινητή HB9, που αποδεικνύει τον ειδικό φαινότυπο κινητικού νευρώνα 

µαζί µε άλλους ειδικούς δείκτες όπως TuJ1 (Α: GFP, B: TuJ1, C: merge). 

Επίσης δείχνουν χολινεργικό φαινότυπο, όπως επιβεβαιώθηκε από την 

έκφραση της CHAT (D: GFP: E: ChAT; F: merge). 

Οι πυρήνες αναδεικνύονται µε DAPI. 

Scale bar: 70µm 
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Σχήµα 3. Μετανάστευση των κυττάρων ALDHhiSSClo στον νωτιαίο µυελό 

µετά από ενδορραχιαία ένεση 

 

Για να µελετηθεί η µετανάστευση των κυττάρων ALDHhiSSClo µέσα στο 

παρέγχυµα, τα κύτταρα χρωµατίστηκαν µε µια φθορίζουσα χρωστική ουσία 

(PKH26, κόκκινο σήµα) και µεταµοσχεύθηκαν στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό. 

Μετά από 5 ηµέρες από τη µεταµόσχευση (Α), τα κύτταρα του δότη 

βρίσκονται πλαγίως στο παρέγχυµα του νωτιαίου µυελού προσκολληµένα στις 

µήνιγγες και αρχίζουν να κινούνται µέσω αυτών στο παρέγχυµα. Μετά από 7 

(Β) και 10 ηµέρες (C) τα κύτταρα του δότη βρέθηκαν τόσο στη λευκή όσο και 

στη φαιά ουσία του παρεγχύµατος. Στο τελικό στάδιο της νόσου νευρώνες 

HB9-GFP+ εντοπίστηκαν στα πρόσθια κέρατα του νωτιαίου µυελού των 

µεταµοσχευµένων ποντικών (D). Στην εικόνα D, οι νευρώνες εκφράζουν ένα 

αντίσωµα που αναγνωρίζει το αντιγόνο NeuN ειδικό των νευρώνων (κόκκινο 

σήµα). 

Scale bar: A: 300 µm; B-D: 100 µm 

 

 

Σχήµα 4. Ta µεταµοσχευµένα κύτταρα ALDHhiSSClo σε SMA ποντίκια 

διαφοροποιούνται σε κινητικoύς νευρώνες 

  

Τα κύτταρα ALDHhiSSClo που προέρχονται από διαγονιδιακά ποντίκια HB9-

GFP που εκφράζουν GFP (πράσινο) µόνο σε κινητικoύς νευρώνες 

µεταµοσχεύθηκαν στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό SMA ζώων. GFP + νευρώνες 

παρατηρήθηκαν στο πρόσθιο κέρας του νωτιαίου µυελού, όπως φαίνεται στις 

εγκάρσιες τοµές του νωτιαίου µυελού (Α-Β). Η ανοσοϊστοχηµική ανάλυση 
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επιβεβαιώνει ότι αυτά τα κύτταρα διαφοροποιήθηκαν σε νευρώνες. Η 

Confocal µικροσκοπική ανάλυση έδειξε ότι τα κύτταρα GFP+ εκφράζουν και 

ειδικές πρωτεΐνες νευρώνων, όπως η NF κόκκινο (B-C) και NeuN κόκκινο Ε 

(F merge µε GFP). C: µεγαλύτερη µεγέθυνση της Β. G-I: GFP+ κύτταρα 

έχουν χαρακτηριστικά κινητικών νευρώνων όπως φαίνεται από τη διπλή 

θετικότητα για GFP (πράσινο) και το χολινεργικό νευροδιαβιβαστή κόκκινο 

(G: GFP; H: ChAT; I: merge). 

Scale bar: A: 300 µm; C-F: 70 µm; G-I: 50 µm.  

 

 

Σχήµα 5. Η µεταµόσχευση ALDHhiSSClo κυττάρων αυξάνει το µέγεθος 

και τον αριθµό των κινητικών νευρώνων 

 

Τα ποντίκια SMA έλαβαν φυσιολογικό ορό (n = 6) ή νευρικά βλαστοκύτταρα 

(n = 6) και τα ποντίκια WT µόνο φυσιολογικό ορό (n = 6) την P1 ηµέρα. (Α) 

τµήµα του νωτιαίου µυελού ποντικών που έλαβαν φυσιολογικό ορό (οσφυϊκή 

µοίρα) Nissl χρώση. Scale bars: 10 µm. (Β-C) Ο µέσος αριθµός των κινητικών 

νευρώνων είναι µικρότερος στα ποντίκια SMA (C) σε σύγκριση µε ποντίκια 

WT (A) (P <0.0001) και αυξήθηκε σηµαντικά µετά τη µεταµόσχευση µε 

νευρικά βλαστοκύτταρα SMAtr (B) (p <0.05 µεταµοσχευµένων την 13η ηµέρα 

εναντιον µη µεταµοσχευµένων). Τα στοιχεία αντιπροσωπεύουν το µέσο 

αριθµό των κινητικών νευρώνων ± SD ανά ηµέρα P10 και P13 (D-E). Το 

µέσο µέγεθος των κινητικών νευρώνων των πρόσθιων ριζών είναι µεγαλύτερο 

στα ποντίκια WT σε σύγκριση µε ποντίκια SMA (P <0.0001) και αυξήθηκε 

µετά τη µεταµόσχευση µε νευρικά βλαστοκύτταρα (SMAtr) (Ρ <0.001) (F-G). 
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Σχήµα 6. Ανάλυση της επιβίωσης και λειτουργικός χαρακτηρισµός των 

µεταµοσχευµένων ποντικών SMA 

  

Α: Kaplan-Meier καµπύλες επιβίωσης των µεταµοσχευµένων SMA ποντικών. 

Η διάρκεια ζωής έχει αυξηθεί σηµαντικά σε µεταµοσχευµένα σε σύγκριση µε 

µη µεταµοσχευµένα ποντίκια. Η µέγιστη διάρκεια ζωής των 

µεταµοσχευµένων ζώων ήταν 21 ηµέρες, µε µέση επιβίωση 18.16 ηµέρες (n = 

24). Τα µη µεταµοσχευµένα ποντίκια επέζησαν το µέγιστο 16 ηµέρες µε µέση 

επιβίωση 13.04 ηµέρες (n = 24). Το log-rank test δείχνει ότι η διαφορά στη 

διάρκεια ζωής µεταξύ SMA µεταµοσχευµένα και µη µεταµοσχευµένα 

ποντίκια είναι στατιστικά πολύ σηµαντική (p <0.0001). Β: καµπύλες 

ανάπτυξης των ποντικών SMA που έλαβαν κύτταρα και φυσιολογικό ορό σε 

σύγκριση µε τους ελέγχους και αυτά που δεν έλαβαν κύτταρα ή ορό. Τα 

διαγράµµατα αντιπροσωπεύουν το µέσο βάρος για κάθε ηµέρα µε την τυπική 

απόκλιση. Τα  µεταµοσχευµένα SMA ποντίκια παρουσιάζουν αυξηµένο 

ρυθµό ανάπτυξης σε σύγκριση µε τα µη µεταµοσχευµένα ποντίκια SMA (10-

13 ηµέρες p <0.005). C: ∆ιάρκεια της δοκιµασίας hand grip στους ελέγχους, 

τα µη µεταµοσχευµένα και τα µεταµοσχευµένα ποντίκια SMA. Η διάρκεια 

της δοκιµασίας hand grip σηµαντικά διαφορετική στις 12-13 ηµέρες µεταξύ 

των µεταµοσχευµένων και µη SMA ζώων (p <0.001). D: Αριθµός των 

διασταυρώσεων  στη δοκιµασία του ανοικτού πεδίου στους ελέγχους, τα µη 

µεταµοσχευµένα και τα µεταµοσχευµένα ποντίκια SMA. Σε 13 ηµέρες ο 

αριθµός των διελεύσεων των ποντικών που έλαβαν κύτταρα ήταν σηµαντικά 

διαφορετικός από τα µη µεταµοσχευµένα ποντίκια (p <0.001). Ε: Φωτογραφία 

που δείχνει ένα ποντίκι έλεγχο (WT), ποντίκι µεταµοσχευµένο (TR) και µη 

µεταµοσχευµένο ποντίκια των ποντίκι του µοντέλου SMA (delta7). Ποντίκια 

SMA που έλαβαν κύτταρα είναι µεγαλύτερα από τα µη µεταµοσχευµένα. F: 
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Φωτογραφία κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας hand grip ενός 

µεταµοσχευµένου ποντικιού SMA.   

 

Σχήµα 7. Η µεταµόσχευση των νευρικών βλαστοκυττάρων µειώνει την 

απόπτωση σε SMA κινητικούς νευρώνες 

 

A-C: Ανίχνευση της απόπτωσης µε την ανάλυση TUNEL στην οσφυϊκή µοίρα 

σε µη µεταµοσχευµένα SMA ποντίκια (Α), µεταµοσχευµένα (Β) και WT µε 

φυσιολογικό ορό (C) σε ηλικία 13 ηµερών. Οι πυρήνες χρωµατίστηκαν µε 

DAPI. Τα µη µεταµοσχευµένα ποντίκια έδειξαν σηµαντική αύξηση του 

θανάτου των κινητικών νευρώνων σε σύγκριση µε τα µεταµοσχευµένα. D-E: 

Ποσοτικός προσδιορισµός των αποπτωτικών πυρήνων στο πρόσθιο κέρας της 

οσφυϊκής µοίρας του νωτιαίου µυελού σε ηλικία 10 ηµερών (D) και 13 

ηµερών (Ε) (µεταµοσχευµένα εναντίον µη µεταµοσχευµένων  p <0.01 για n = 

6). 

Scale bar: 100 µm 

 

Σχήµα 8. Ανάλυση RT-PCR των ενδογενών κινητικών νευρώνων µετά τη 

µεταµόσχευση 

 

Παρατηρήσαµε σηµαντική αύξηση στην έκφραση του γονιδίου Cdkn1a 

P21(A) και Hsbp1(B) στους κινητικούς νευρώνες SMA σε σχέση µε τους 

ελέγχους WT. Αυτά τα γονίδια µείωσαν την έκφρασή τους µετά την 

µεταµόσχευση (SMAtr) *p<0.05, **p<0.01). Τα γονίδια Dusp1 και  Egr1 

παρουσίαζαν αυξηµένη έκφραση στα SMA ζώα σε σχέση µε τα WT, ενώ η 

µεταµόσχευση είχε σαν αποτέλεσµα την περαιτέρω αύξησή τους στα SMA 

ζώα (D,F p<0.0007 και p<0.02 αντίστοιχα). Στα C,E φαίνονται οι 
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διακυµάνσεις άλλων γονιδίων (Anln, Socs3) οι οποίες όµως δεν αποδείχτηκαν 

στατιστικά σηµαντικές (p=0.14, p=0.17). 
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                                         ΕΙΚΟΝΕΣ 
 
 

 
 

ΣΧΗΜΑ 1 
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ΣΧΗΜΑ 2 
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ΣΧΗΜΑ 3 
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ΣΧΗΜΑ 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 17:37:35 EEST - 3.145.201.188



 114

ΣΧΗΜΑ 5 

 

 

E.  

A. WT B. SMAtr C. SMA 

D.  

F.  G.  
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ΣΧΗΜΑ 6 
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ΣΧΗΜΑ 7 
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ΣΧΗΜΑ 8 
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