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ÌïñéáêÞ áðåéêüíéóç
Áðåéêüíéóç ôçò ãïíéäéáêÞò ìåôáöïñÜò
ìå ñáäéïúóïôïðéêÝò ôå÷íéêÝò

Óôçí ðáñïýóá áíáóêüðçóç åðé÷åéñåßôáé ìéá óêéáãñÜöçóç åíüò áðü ôïõò
ðëÝïí õðïó÷üìåíïõò ôïìåßò, üðïõ ç ÐõñçíéêÞ ÉáôñéêÞ èá ðáßîåé óçìáíôé-
êü ñüëï, áí êáé áõôü ôïðïèåôåßôáé ìåôÜ ôï 2015. Ç õøçëÞ åõáéóèçóßá
ôùí ñáäéïúóïôïðéêþí ìåèüäùí, ìå åðéêåöáëÞò ôçí ôïìïãñáößá åêðï-
ìðÞò ðïæéôñïíßùí (PET), Ý÷åé Þäç êáèéåñùèåß óå ìåãÜëï áñéèìü ðñïêëéíé-
êþí ìåëåôþí êáé áíáìÝíåôáé åýêïëá íá åöáñìïóôåß êáé óå áóèåíåßò,
üóïí áöïñÜ óôïí ôïìÝá ôçò áîéïëüãçóçò ôùí äéáöüñùí ðñùôïêüëëùí
ãïíéäéáêÞò èåñáðåßáò. Óôçí áíáóêüðçóç áõôÞ áíáðôýóóïíôáé ôá ÷ñçóé-
ìïðïéïýìåíá ñáäéïöÜñìáêá, êáèþò êáé ïé åöáñìïæüìåíåò ìåèïäïëï-
ãßåò (Üìåóç êáé Ýììåóç áðåéêüíéóç) ãéá ôçí åðéâåâáßùóç ôçò ìåôáöïñÜò
êáé ôçò Ýêöñáóçò äéáöüñùí èåñáðåõôéêþí ãïíéäßùí, ìå éäéáßôåñç Ýìöá-
óç óôéò ðáñáëëáãÝò ôçò Ýììåóçò áðåéêüíéóçò. Áðü áõôÝò, ðëÝïí óçìá-
íôéêÞ åßíáé ç äéóéóôñïíéêÞ ðñïóÝããéóç, êáèþò êáé ï ó÷åäéáóìüò êáé ç
÷ñÞóç ôå÷íçôþí õðïäï÷Ýùí. Óôá ðëáßóéá áõôþí ôùí ìåèüäùí áíáðôýó-
óåôáé ç Ýííïéá ôïõ ãïíéäßïõ-äåßêôçò (reporter Þ marker gene) êáé ãßíå-
ôáé áíáöïñÜ óôá ðëÝïí ãíùóôÜ áðü áõôÜ ôá ãïíßäéá, üðùò ôï ãïíßäéï
ôçò êéíÜóçò ôçò èõìéäßíçò ôïõ åñðçôïúïý 1 (HSV1-TK) êáé ôï ãïíßäéï ôïõ
ìåôáóõíáðôéêïý õðïäï÷Ýá 2 ôçò íôïðáìßíçò (D2R). ÔÝëïò, áíáðôýóóïí-
ôáé ïé áñ÷Ýò ó÷åäéáóìïý ôå÷íçôþí õðïäï÷Ýùí êáé óõæçôïýíôáé ôá ðñïôå-
ñÞìáôÜ ôïõò.

1. ÅÉÓÁÃÙÃÇ

Ìå ôïí üñï ìïñéáêÞ áðåéêüíéóç áíáöåñüìáóôå óôçí

áíß÷íåõóç êáé ôçí ðïóïôéêïðïßçóç âéïëïãéêþí äéáäéêá-

óéþí Þ ïäþí óå êõôôáñéêü Þ õðïêõôôáñéêü åðßðåäï. Óå

áíôéäéáóôïëÞ ìå ôçí êëáóéêÞ áðåéêüíéóç, ìå ôç ìïñéáêÞ

áðåéêüíéóç äßíåôáé ç äõíáôüôçôá íá áíé÷íåõôïýí óå ðïëý

ðñþéìï óôÜäéï ïé âëÜâåò, ïé ïðïßåò ôåëéêÜ èá ïäçãÞ-

óïõí óôçí åêäÞëùóç êÜðïéïõ íïóÞìáôïò. Ç ÐõñçíéêÞ

ÉáôñéêÞ, ìå ôçí åîáéñåôéêÞ åõáéóèçóßá ôùí ìåèüäùí ôçò,

áðïôåëåß ìéá ðñþôçò ôÜîçò ìåèïäïëïãßá ãéá ôçí áðåéêü-

íéóç ôçò êõôôáñéêÞò âéï÷çìåßáò in vivo. ÌÝ÷ñé óÞìåñá, ç

äéÜãíùóç ôùí íïóçìÜôùí óôçñéæüôáí óôç äéáðßóôùóç

äéáôáñá÷þí óôçí áíáôïìßá Þ êáé ôç öõóéïëïãßá, ïé ïðïßåò

üìùò áðïôåëïýí üøéìåò åêäçëþóåéò ôùí ðñáãìáôéêþí

äéáôáñá÷þí óå ìïñéáêü åðßðåäï, ïé ïðïßåò åßíáé óôçí

ðñáãìáôéêüôçôá ïé õðåýèõíåò ãéá ôï ìáêñïóêïðéêÜ ðá-

ñáôçñïýìåíï íüóçìá. ÅêôéìÜôáé, ëïéðüí, üôé ç ðñùéìüôå-

ñç äéáðßóôùóç ôùí äéáôáñá÷þí áõôþí ìå ôéò ìåèüäïõò

ôçò ìïñéáêÞò áðåéêüíéóçò èá äþóåé ôç äõíáôüôçôá ðéï

Ýãêáéñçò êáé ðéï áðïôåëåóìáôéêÞò èåñáðåõôéêÞò ðáñÝì-

âáóçò êáé èá åðéôñÝøåé ôçí áîéïëüãçóç ôçò áðïôåëå-

óìáôéêüôçôáò ôçò èåñáðåõôéêÞò ðáñÝìâáóÞò ìáò. Áí êáé

ïñéóìÝíåò ìïñéáêÝò áðåéêïíéóôéêÝò ìÝèïäïé Ý÷ïõí Þäç

æùÞ äýï äåêáåôéþí (ð.÷. áðåéêüíéóç ìå åðéóçìáóìÝíá

ìïíïêëùíéêÜ áíôéóþìáôá), ôåëåõôáßá ðáñáôçñåßôáé ìéá

üëï êáé ðåñéóóüôåñï åðéôá÷õíüìåíç ìåôáöïñÜ êáé Üë-

ëùí ôå÷íéêþí áðü ôï ðåéñáìáôéêü óôÜäéï óôï óôÜäéï

ôùí êëéíéêþí åöáñìïãþí.1,2

Ïé ôå÷íéêÝò ôçò ìïñéáêÞò áðåéêüíéóçò ÷ñçóéìïðïéïýí

äéÜöïñá åðéóçìáóìÝíá ìüñéá (probes, áíé÷íåõôÝò), ôá

ïðïßá åßôå åêðÝìðïõí ôá ßäéá Ýíá óÞìá (ð.÷. áêôéíïâïëßá

ã), åßôå ôñïðïðïéïýí Ýíá åêðåìðüìåíï óÞìá. Óôéò ôå÷íé-

êÝò áõôÝò åíôÜóóïíôáé, ìåôáîý Üëëùí, ï ìáãíçôéêüò

ðõñçíéêüò óõíôïíéóìüò (MRI), ç ôïìïãñáößá åêðïìðÞò

ðïæéôñïíßùí (ÑÅÔ) êáé ç õðïëïãéóôéêÞ ôïìïãñáößá ìï-

íïöùôïíéêÞò åêðïìðÞò (SPECT), êáèåìéÜ áðü ôéò ïðïßåò

÷áñáêôçñßæåôáé áðü ôá ðëåïíåêôÞìáôá êáé ôá ìåéïíåêôÞ-

ìáôÜ ôçò.

Ïé ñáäéïúóïôïðéêÝò ôå÷íéêÝò (SPECT/planar, PET)

õðåñôåñïýí óå åõáéóèçóßá, áí êáé õðïëåßðïíôáé óå äéáêñé-
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ôéêÞ éêáíüôçôá óå ó÷Ýóç ìå ôïí MRI, êáé äßíïõí ôç

äõíáôüôçôá áíß÷íåõóçò ðïëý ìéêñþí óõãêåíôñþóåùí

åðéóçìáóìÝíùí åíþóåùí (10-10–10-12 Ì). ÓõãêñéôéêÜ

áíáöÝñåôáé üôé ïé áðáéôïýìåíåò óõãêåíôñþóåéò ðáñáìá-

ãíçôéêþí óêéáãñáöéêþí õëéêþí åßíáé ôçò ôÜîçò ôùí 10–

100 ìmol/kg óôïí MRI, åíþ ãéá ôá éùäéùìÝíá óêéá-

ãñáöéêÜ óôçí áîïíéêÞ ôïìïãñáößá (CT) åßíáé ôçò ôÜîçò

ôùí 100–1000 ìmol/kg, ðñïêåéìÝíïõ íá åîá÷èïýí äéá-

ãíùóôéêÜ óõìðåñÜóìáôá. Åßíáé ëïéðüí ðñïöáíÝò üôé ãéá

ôçí áíß÷íåõóç õðïäï÷Ýùí, ïé ïðïßïé ðáñïõóéÜæïõí õøç-

ëÝò óôáèåñÝò óõíäÝóåéò ìå ôïõò áíôßóôïé÷ïõò åðéóçìá-

óìÝíïõò óõíäÝôåò, áëëÜ åßíáé êáé ÷áìçëÞò ÷ùñçôéêüôç-

ôáò óõóôÞìáôá, ïé ñáäéïúóïôïðéêÝò ôå÷íéêÝò áðïôåëïýí

ôéò ìåèüäïõò åêëïãÞò ãéá ôçí áðåéêüíéóç ôùí åí ëüãù

ìïñéáêþí óôü÷ùí.3

Óçìåéþíåôáé üôé ïé óõãêåíôñþóåéò ôùí õðïäï÷Ýùí in

vivo åßíáé ôçò ôÜîçò ôùí 10-6–10-10 Ì Þ 10-9–10-13 mol/g

éóôïý, åíþ Ý÷åé õðïëïãéóôåß üôé ç åëÜ÷éóôç óõãêÝíôñù-

óç ôïõ ðáñáìáãíçôéêïý óêéáãñáöéêïý, ç ïðïßá áðáé-

ôåßôáé ãéá íá äéáöïñïðïéçèåß êáôÜ 50% ôï Ô1 óÞìá (ìå

ìéá êëáóéêÞ áêïëïõèßá äéÝãåñóçò –spin-echo pulse

sequence– êáé óå ìáãíçôéêü ðåäßï Ýíôáóçò 2 Ôesla),

åßíáé ôçò ôÜîçò ôùí 10-4 Ì Þ 10-7 mol/g éóôïý. Åßíáé

ëïéðüí áõôïíüçôï üôé ìå áõôÝò ôéò óõãêåíôñþóåéò óêéá-

ãñáöéêïý ïé õðïäï÷åßò åßíáé Þäç êåêïñåóìÝíïé êáé ãé’

áõôü äåí åßíáé åöéêôÞ ç áðåéêüíéóç õðïäï÷Ýùí ìå MRI,

÷ñçóéìïðïéþíôáò ðáñÜãùãá ôïõ ìïíïìåñïýò [Gd

(DTPA)]2- ùò óêéáãñáöéêïý. ÐÜíôùò, ðñüóöáôá Ýãéíå

åöéêôü íá áðåéêïíéóôïýí õðïäï÷åßò ìå MRI, ÷ñçóéìï-

ðïéþíôáò óéäçñïìáãíçôéêÜ íáíï-óùìáôßäéá ðñïóêïëëç-

ìÝíá óå êáôÜëëçëïõò öïñåßò (ð.÷. ìïíïêëùíéêÜ áíôéóþ-

ìáôá), êáé áõôü ãéáôß êÜèå íáíï-óùìáôßäéï áðïôåëåßôáé

áðü åêáôïììýñéá ðáñáìáãíçôéêÜ Üôïìá, ìå áðïôÝëåóìá

ôçí õøçëÞ ôïõò óõãêÝíôñùóç óôçí åí ëüãù ðåñéï÷Þ

êáé ôçí åðáêïëïõèïýóá äñáóôéêÞ ôñïðïðïßçóç ôùí ÷ñü-

íùí åðáíáöïñÜò (Ô1, Ô2).4,5

Áí êáé Þäç Ý÷åé åðéôåõ÷èåß ç áðïêùäéêïðïßçóç ôïõ

áíèñþðéíïõ ãïíéäéþìáôïò, ïðüôå åßíáé ðëÝïí åöéêôü íá

äéáðéóôùèåß êáôÜ ðüóï ôï õðü äéåñåýíçóç Üôïìï Ý÷åé

ðñïäéÜèåóç íá åìöáíßóåé êÜðïéï óõãêåêñéìÝíï íüóç-

ìá, ðÜíôá èá õðÜñ÷åé ç áíÜãêç ôçò ÷ñçóéìïðïßçóçò

åðéóçìáóìÝíùí áíé÷íåõôþí êáé ìïñéáêþí áðåéêïíéóôé-

êþí ôå÷íéêþí ãéá ôçí ðåñáéôÝñù áîéïëüãçóç ôùí åðé-

ðôþóåùí áõôþí ôùí ãïíéäéáêþí äéáôáñá÷þí. Áõôü èá

óõìâáßíåé ãéá äýï ëüãïõò: (á) åîáéôßáò ôïõ öáéíïìÝíïõ

ôïõ ðëåéïôñïðéóìïý, ôïí ïðïßï ìðïñåß íá åìöáíßæåé ìéá

ãåíåôéêÞ áíùìáëßá, êáé (â) ëüãù ôçò ãåíåôéêÞò åôåñï-

ãÝíåéáò ðïõ ìðïñåß íá ðáñïõóéÜæåé áõôÞ, äçëáäÞ ëüãù

ôïõ ãåãïíüôïò üôé ìéá íüóïò ìðïñåß íá åßíáé áðïôÝëå-

óìá ðïëëáðëþí ãåíåôéêþí áíùìáëéþí äéÜöïñçò Ýêöñá-

óçò. Áêüìá ëïéðüí êáé áí ç ãåíåôéêÞ äéáôáñá÷Þ ðïõ

ïäçãåß óôçí åìöÜíéóç åíüò íïóÞìáôïò åßíáé ãíùóôÞ,

ðÜíôá èá áðáéôåßôáé íá áîéïëïãåßôáé áðåéêïíéóôéêÜ ï âéï-

÷çìéêüò öáéíüôõðïò, åßôå ãéá ôç ëÞøç èåñáðåõôéêþí

áðïöÜóåùí, åßôå ãéá ôçí áîéïëüãçóÞ ôïõò.

2. ÁÐÅÉÊÏÍÉÓÇ ÔÇÓ ÃÏÍÉÄÉÁÊÇÓ ÌÅÔÁÖÏÑÁÓ

Ìéá áðü ôéò ðåñéï÷Ýò, ãéá ôéò ïðïßåò ç ìïñéáêÞ áðåé-

êüíéóç åßíáé ðïëýôéìç, åßíáé êáé ç äõíáôüôçôá áðåéêüíé-

óçò ôçò Ýêöñáóçò ìåôáöåñèÝíôùí ãïíéäßùí óå ðåéñÜ-

ìáôá ãïíéäéáêÞò ìåôáöïñÜò, üðïõ ç åöáñìïãÞ áõôÞ

áðïôåëåß êáé ôï áíôéêåßìåíï ôçò ðáñïýóáò áíáóêüðç-

óçò. Ç in vivo áðåéêüíéóç ôçò ãïíéäéáêÞò Ýêöñáóçò

áðáíôÜôáé óôç âéâëéïãñáößá ìå ôïí üñï imagene (imaging

genes).6–9

Ç óõóóùñåõìÝíç ãíþóç óôïõò ôïìåßò ôçò ãåíåôéêÞò

êáé ôçò ìïñéáêÞò âéïëïãßáò óôç ìåëÝôç ôùí äéáöüñùí

íïóçìÜôùí êáé éäéáßôåñá ôùí íåïðëáóéþí, Ýäùóå þèç-

óç óôçí áíáæÞôçóç êáé ôçí åöáñìïãÞ êáéíïöáíþí èå-

ñáðåõôéêþí ðñïóðåëÜóåùí. ¸íáò óçìáíôéêüò üìùò ðå-

ñéïñéóôéêüò ðáñÜãïíôáò áõôþí ôùí èåñáðåõôéêþí ìåèü-

äùí åßíáé ç ìÝ÷ñé ôþñá áäõíáìßá íá åðéôåõ÷èåß åëåã÷ü-

ìåíç êáé áðïôåëåóìáôéêÞ åíáðüèåóç äéáöüñùí âéïëïãé-

êÜ åíåñãþí ìïñßùí, ôüóï åíôüò ôùí íåïðëáóìáôéêþí

êõôôÜñùí, üóï êáé óôçí ðåñéâÜëëïõóá ìÞôñá. Ç ãïíé-

äéáêÞ èåñáðåßá, üìùò, äßíåé ôç äõíáôüôçôá íá åëåã-

÷èïýí ôá åðßðåäá, ôï ÷ñïíéêü óçìåßï Ýíáñîçò êáé ç

äéÜñêåéá ôçò äñÜóçò ôùí âéïäñáóôéêþí ìïñßùí, ìå ôç

÷ñÞóç åéäéêþí åíåñãïðïéçôþí êáé ôñïðïðïéçôþí ôçò

Ýêöñáóçò (promoters, enhancers, activators) ôïõ ìåôá-

öåñüìåíïõ ãåíåôéêïý õëéêïý, ðáñÝ÷ïíôáò Ýôóé ôç äõíá-

ôüôçôá ãéá áðïôåëåóìáôéêüôåñç êáé ðåñéóóüôåñï åëåã-

÷üìåíç èåñáðåõôéêÞ ðáñÝìâáóç. Ôç óôéãìÞ áõôÞ âñß-

óêïíôáé óå åîÝëéîç >300 ðñùôüêïëëá ãïíéäéáêÞò èåñá-

ðåßáò óå üëï ôïí êüóìï (ðßí. 1). ̧ íáò óçìáíôéêüò áñéè-

ìüò áðü áõôÜ áó÷ïëåßôáé ìå ôç äéáðßóôùóç ôçò áðïôåëå-

óìáôéêüôçôáò êáé ôçí áóöÜëåéá ôçò ìåôáöïñÜò ôùí äéá-

öüñùí ãïíéäßùí, åíþ Ýíá Üëëï ôìÞìá ðñïóðáèåß íá

áðáíôÞóåé äéÜöïñá åñùôÞìáôá ó÷åôéêÜ ìå ôçí êáôáíï-

ìÞ êáé ôç äéÜñêåéá ôçò Ýêöñáóçò ôùí ãïíéäßùí ôùí

ãåíåôéêÜ ôñïðïðïéçìÝíùí êõôôÜñùí óôïí ïñãáíéóìü. Ãéá

ìéá ðåñéåêôéêÞ áíáóêüðçóç ôùí ìåèüäùí, ïé ïðïßåò ÷ñç-

óéìïðïéïýíôáé ãéá ôç ìåôáöïñÜ ãïíéäéáêïý õëéêïý óå

êýôôáñá, ï áíáãíþóôçò ìðïñåß íá áíáôñÝîåé óôç âé-

âëéïãñáößá Þ óå åîåéäéêåõìÝíá âéâëßá.10–12

¸íá ìåãÜëï ôìÞìá ôùí ðñùôïêüëëùí áõôþí ÷ñçóé-

ìïðïéåß ñåôñïúïýò, ùò ü÷çìá (vehicle) ãéá ôç ìåôáöïñÜ

ôïõ ãïíéäßïõ ôçò êéíÜóçò ôçò èõìéäßíçò (ÔÊ) ôïõ éïý
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ôïò, ìå áðïôÝëåóìá íá öùóöïñõëéþíåé óå éêáíïðïéçôé-

êü âáèìü êáé äéÜöïñá ðáñÜãùãá ôçò áêõêëïãïõáíïóß-

íçò (ð.÷. acyclovir, ganciclovir ê.ëð.) Þ áíÜëïãá ôçò èõ-

ìéäßíçò (ð.÷. FAIU: 2'-fluoro-â-D-arabinofuranosyl-uracil).

Ôá ðáñáðÜíù õðïóôñþìáôá ìðïñïýí íá åðéóçìáíèïýí

ìå äéÜöïñá ñáäéïíïõêëßäéá, üðùò ìå F-18 Þ I-124 ãéá

ôçí áðåéêüíéóç ìå PET êáé ìå É-123 Þ É-131 ãéá ôçí

áðåéêüíéóç ìå SPECT (åéê. 2). Ôï ðáñáãüìåíï ðñïúüí

ðáãéäåýåôáé ìÝóá óôá êýôôáñá ìåôÜ áðü ôç öùóöïñõ-

ëßùóÞ ôïõ, êáô’ áíÜëïãï ôñüðï, ìå ôïí ïðïßï ðáãéäåýå-

ôáé êáé ç öùóöïñõëéùìÝíç 18F-öèïñéïäåóïîõãëõêüæç

êáé Ýôóé åßíáé åöéêôÞ ç áðåéêüíéóç ôçò Ýêöñáóçò ôïõ

HSV1-tk (äçëáäÞ ôïõ ðñïúüíôïò ôïõ, ôçò ðñùôåÀíçò

ÔÊ) óôï óõãêåêñéìÝíï éóôü. Ôï ãïíßäéï HSV1-tk ÷ñçóé-

ìåýåé åðéðëÝïí êáé ùò ãïíßäéï áõôïêôïíßáò (suicide gene).

Åßíáé, äçëáäÞ, ôáõôü÷ñïíá êáé èåñáðåõôéêü ãïíßäéï,

åðåéäÞ, áí ÷ïñçãçèïýí óôïí áóèåíÞ õøçëÝò äüóåéò

øõ÷ñïý õðïóôñþìáôïò (ð.÷. acyclovir, ganciclovir ê.ëð.),

áõôü öùóöïñõëéþíåôáé ìüíï óôá êýôôáñá ôá ïðïßá åê-

öñÜæïõí ôï ãïíßäéï HSV1-tk êáé Ýôóé ðñïêáëåß ôï èÜ-

íáôü ôïõò, ðáñåìðïäßæïíôáò ôçí ðáñáãùãÞ DNA ôïõ

êõôôÜñïõ (ôüóï ìå áíáóôïëÞ ôçò åðéìÞêõíóçò ôçò áëõ-

óßäáò ôïõ DNA, üóï êáé ìå áíáóôïëÞ ôçò DNA-ðïëõìå-

ñÜóçò).9,13–15

Ðïëý óçìáíôéêü ñüëï ðáßæåé ï õðïêéíçôÞò (promoter),

o ïðïßïò óõììåôáöÝñåôáé êáé åëÝã÷åé ôçí Ýêöñáóç ôïõ

ãïíéäßïõ åíäéáöÝñïíôïò. ×ñçóéìïðïéïýíôáé ùò õðïêéíç-

ôÝò íïõêëåïôéäéêÝò áëëçëïõ÷ßåò áðü äéÜöïñïõò éïýò,

Åéêüíá 1. Ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç ôçò áðåéêüíéóçò (Üìåóç ìÝèïäïò) ôçò

ìåôáöïñÜò åíüò ãïíéäßïõ óå Ýíá êýôôáñï ìå ôçí áðåéêïíéóôéêÞ ìåèïäï-

ëïãßá PET (positron emission tomography). Ôï ãïíßäéï HSV1-tk ìåôá-

öÝñåôáé (ìáæß ìå ôïí õðïêéíçôÞ ôïõ) ìå ôç âïÞèåéá åíüò ï÷Þìáôïò-öïñÝá

(ð.÷. áäåíïúïý) êáé ôï ðñïúüí ÝêöñáóÞò ôïõ (êéíÜóç ôçò èõìéäßíçò, ÔÊ)

öùóöïñõëéþíåé ôï ÷ïñçãïýìåíï åðéóçìáóìÝíï õðüóôñùìá (18F-

Ganciclovir), ôï ïðïßï óôç óõíÝ÷åéá ðáãéäåýåôáé óôï åóùôåñéêü ôïõ êõô-

ôÜñïõ õðü ôç ìïñöÞ 18F-Ganciclovir-phosphate (áíéüí).

Ðßíáêáò 1. Ïé äéÜöïñåò êëéíéêÝò ìåëÝôåò ãïíéäéáêÞò èåñáðåßáò êáé ôá áíôßóôïé÷á ÷ñçóéìïðïéïýìåíá óõóôÞìáôá ìåôáöïñÜò ôïõ èåñáðåõôéêïý
ãïíéäßïõ. Ðáñáôçñåßôáé üôé ôá óõóôÞìáôá ìåôáöïñÜò ãïíéäéáêïý õëéêïý äéÜ ôùí éþí áðïôåëïýí ôç óõíôñéðôéêÞ ðëåéïøçößá, áí êáé ôá ìç ééêÜ
óõóôÞìáôá êåñäßæïõí äéáñêþò Ýäáöïò.

 ÌåôáöïñÝáò ÁíïéêôÝò Ðáñáäåßãìáôá íïóçìÜôùí
 (vector) êëéíéêÝò

äïêéìÝò

Éüò Ñåôñïúüò (retrovirus) 157 ÐïëëÜ íåïðëÜóìáôá, AIDS, ñåõìáôïåéäÞò áñèñßôéäá, óêëÞñõíóç êáôÜ
ðëÜêáò, ïóôåïäõóðëáóßá, áéìïññïöéëßá

Áäåíïúüò (adenovirus) 132 ÐïëëÜ íåïðëÜóìáôá, ðåñéöåñéêÞ áããåéïðÜèåéá, êõóôéêÞ ßíùóç, íü-
óïò Canavan

Éüò åõëïãéÜò (pox virus) 035 ÐïëëÜ íåïðëÜóìáôá

Áäåíï-ó÷åôéæüìåíïò éüò) 007 Êáñêßíïò ðñïóôÜôç, êõóôéêÞ ßíùóç, áéìïññïöéëßá Â
(adeno-associated virus

Ìç éüò ×ñÞóç ëéðïóùìÜôùí* (lipofection) 057 ÐïëëÜ íåïðëÜóìáôá, êõóôéêÞ ßíùóç, óôåöáíéáßá íüóïò

«Ãõìíü» DNA (naked DNA) 047 ÐïëëÜ íåïðëÜóìáôá, óôåöáíéáßá íüóïò, ðåñéöåñéêÞ áããåéïðÜèåéá,
ðåñéöåñéêÞ íåõñïðÜèåéá

ÌåôáöïñÜ RNA (RNA transfer) 005 ÐïëëÜ íåïðëÜóìáôá

Ãïíéäéáêü üðëï (gene gun) 004 ÌåëÜíùìá, óÜñêùìá

* ÐåñéëáìâÜíåé ëéðïóþìáôá êáé äéÜöïñá óõóóùìáôþìáôá ëéðéäßùí, ðïëõìåñþí êáé Üëëùí ìïñßùí
** ÌéêñÜ óùìáôßäéá ÷ñõóïý êáëýðôïíôáé ìå DNA êáé åîáêïíôßæïíôáé ìå åéäéêÞ äéÜôáîç åíôüò ôùí êõôôÜñùí

ôïõ Ýñðçôá-1 (HSV1-tk) óå íåïðëáóìáôéêÜ êýôôáñá, üðùò

öáßíåôáé ó÷çìáôéêÜ óôçí åéêüíá 1. Óçìåéþíåôáé üôé ìå

ìéêñÜ ðëÜãéá ãñÜììáôá óõìâïëßæïíôáé ôá ãïíßäéá êáé

ìå êåöáëáßá ôï ðñïúüí (ðñùôåÀíç), ôï ïðïßï ðáñÜãïõí.

Ç êéíÜóç ôçò èõìéäßíçò ôïõ åñðçôïúïý (ÔÊ), óå áíôéäéá-

óôïëÞ ìå ôçí êéíÜóç ôçò èõìéäßíçò ôùí èçëáóôéêþí,

äåí ðáñïõóéÜæåé ôüóï ìåãÜëç åéäéêüôçôá õðïóôñþìá-
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üðùò áðü ôïí êõôôáñïìåãáëïúü (CMV) Þ ôïí éü SV-40

(simian virus 40). Ïé õðïêéíçôÝò óõíÞèùò åêöñÜæïõí ôá

ãïíßäéá, ôá ïðïßá åëÝã÷ïõí þóôå íá åêöñÜæïíôáé óõíå-

÷þò (constitutive promoters), áëëÜ ìðïñåß íá öÝñïõí

êáé Üëëåò ñõèìéóôéêÝò ðåñéï÷Ýò, ðñïêåéìÝíïõ íá ñõèìß-

æåôáé åîùãåíþò ï ñõèìüò ìåôáãñáöÞò ôïõ ìçíýìáôïò

ôïõ ãïíéäßïõ ðïõ åëÝã÷ïõí (inducible promoters, åðá-

ãþãéìïé õðïêéíçôÝò). Ìéá óõãêåêñéìÝíç êáôçãïñßá ñõè-

ìéóôéêþí íïõêëåïôéäéêþí áëëçëïõ÷éþí ôïõ ñõèìïý ôçò

Ýêöñáóçò åíüò ãïíéäßïõ (ìå áõîçôéêÞ äñÜóç) åßíáé ïé

åíéó÷õôÝò (enhancers), ïé ïðïßïé ðÜíôùò áðáéôïýí ïðùó-

äÞðïôå ôçí ýðáñîç õðïêéíçôÞ ãéá íá äñÜóïõí, ÷ùñßò

íá ìðïñïýí áðü ìüíïé ôïõò íá ðñïêáëÝóïõí ôçí Ýê-

öñáóç åíüò ãïíéäßïõ. ¸íá Üëëï óçìáíôéêü ðñüâëçìá

ãéá ôçí Ýêöñáóç ôùí ìåôáöåñüìåíùí ãïíéäßùí åßíáé

êáé ï ÷ñüíïò ãéá ôïí ïðïßï äéáñêåß áõôÞ ç Ýêöñáóç,

ãåãïíüò ðïëý óçìáíôéêü ãéá èåñáðåõôéêÝò åöáñìïãÝò.

Áõôü Ý÷åé áðïäåé÷èåß üôé ñõèìßæåôáé ôüóï áðü ôçí áíï-

óïëïãéêÞ êáôÜóôáóç ôïõ ïñãáíéóìïý, üóï êáé áðü ôï

åßäïò ôïõ ìåôáöïñÝá (vehicle).6,8,11,15–22

Ãßíåôáé ëïéðüí áíôéëçðôü üôé ìéá êëéíéêÜ åöáñìüóéìç

êáé åëÜ÷éóôá ðáñåìâáôéêÞ ìÝèïäïò ðáñáêïëïýèçóçò ôçò

åðéôõ÷ïýò Þ ü÷é ìåôáöïñÜò êáé Ýêöñáóçò åíüò ãïíéäßïõ

óå äåäïìÝíï éóôü Þ üñãáíï åßíáé åðéâåâëçìÝíç êáé áñ-

êåôÜ åðéèõìçôÞ, ãéáôß áëëéþò èá áðáéôåßôï ç óõíå÷Þò

ëÞøç âéïøéþí, ãåãïíüò áðü åíï÷ëçôéêü Ýùò åðéêßíäõíï.

Ìéá åëÜ÷éóôá åðåìâáôéêÞ ìÝèïäïò, üðùò åßíáé ïé áðåéêïíé-

óôéêÝò, èá äéåõêïëýíåé óçìáíôéêÜ ôçí ðáñáêïëïýèçóç

êáé ôçí áîéïëüãçóç ôùí ãïíéäéáêþí èåñáðåéþí óå áíèñþ-

ðïõò. Óôá ðëáßóéá áõôÞò ôçò ðñïóðÜèåéáò èá áíáðôõ÷èïýí

ïé äýï óôñáôçãéêÝò (Üìåóç êáé Ýììåóç áðåéêüíéóç), ãéá

ôéò ïðïßåò ãßíåôáé ìíåßá óå ðáñáêÜôù êåöÜëáéá áõôÞò

ôçò áíáóêüðçóçò êáé ïé ïðïßåò ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ãéá

ôçí áîéïëüãçóç ôçò ãïíéäéáêÞò ìåôáöïñÜò.9,11,16

¼ôáí ôï ðñïúüí ôïõ ãïíéäßïõ åßíáé Ýíæõìï (Üìåóç Þ

Ýììåóç ìÝèïäïò), õðÜñ÷åé ôï èåùñçôéêü ðëåïíÝêôçìá

ôçò åíßó÷õóçò ôïõ óÞìáôïò êáé óõíåðþò ìåãáëýôåñç

åõáéóèçóßá, åðåéäÞ Ýíá ìüñéï åíæýìïõ äñá óå ðïëëÜ

ìüñéá åðéóçìáóìÝíïõ õðïóôñþìáôïò (probe), ôï ïðïßï

êáé ðáãéäåýåôáé óôï êýôôáñï, ìå áðïôÝëåóìá ôç ìåãéóôï-

ðïßçóç ôïõ ëüãïõ óôü÷ïõ/õðïóôñþìáôïò (target/back-

ground) êáé ôçò åõáéóèçóßáò ôçò ìåèüäïõ. Íá óçìåéù-

èåß üôé óå áõôÞ ôçí êáôçãïñßá ðÜíôá èá áðáéôåßôáé ç

åíäïêõôôáñéêÞ ìåôáöïñÜ ôïõ åðéóçìáóìÝíïõ õðïóôñþ-

ìáôïò. Óõíåðþò, ï âáèìüò êáèÞëùóçò ôïõ åðéóçìáóìÝ-

íïõ õðïóôñþìáôïò óôï êýôôáñï ìðïñåß íá ìåôáâÜëëåôáé

áíåîÜñôçôá áðü ôï âáèìü Ýêöñáóçò ôïõ ìåôáöåñèÝíôïò

ãïíéäßïõ, ìéá êáé ìðïñåß íá õößóôáôáé áíôáãùíéóìü áðü

Üëëåò åíþóåéò åõñéóêüìåíåò óôïí ïñü êáé ïé ïðïßåò

ìðïñïýí íá áíôáãùíßæïíôáé ôï åðéóçìáóìÝíï õðüóôñù-

ìá óôç äßïäü ôïõ äéÜ ôçò êõôôáñéêÞò ìåìâñÜíçò. Áõôüò

ï áíôáãùíéóìüò áðáéôåß êáé ðåñáéôÝñù ðáñÜôáóç ôïõ

÷ñüíïõ ìåôáîý ÷ïñÞãçóçò ôïõ åðéóçìáóìÝíïõ õðïóôñþ-

ìáôïò êáé áðåéêüíéóçò, ðñïêåéìÝíïõ íá ìåéùèåß ôï õøç-

ëü õðüóôñùìá (background). ¸íá óçìáíôéêü ðëåïíÝ-

êôçìá üìùò ôùí åíæýìùí åíäïêõôôáñéêÞò åíôüðéóçò åßíáé

ç áäõíáìßá ðñïóâïëÞò ôïõò áðü ôï áíïóïðïéçôéêü óý-

óôçìá, åöüóïí âÝâáéá ðáñÜãïíôáé óôï êýôôáñï óå ó÷å-

ôéêÜ ìéêñÜ ðïóÜ.

Åéêüíá 2. Ïé äýï êáôçãïñßåò åðéóçìáóìÝíùí õðïóôñùìÜôùí, ôá ïðïßá

÷ñçóéìïðïéïýíôáé ãéá ôç ñáäéïúóïôïðéêÞ áðåéêüíéóç ôçò ìåôáöïñÜò êáé

ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ãïíéäßïõ ôçò êéíÜóçò ôçò èõìéäßíçò (ÔÊ) ôïõ åñðç-

ôïúïý HSV. (á) ÐáñÜãùãá ôçò èõìéäßíçò (TdR), ðåñéÝ÷ïíôá óÜê÷áñï

(äåóoîõñéâüæç Þ áñáâéíüæç). Ïé áñéèìïß ìå ôüíï (ð.÷. 2´) ÷ñçóéìåýïõí

ãéá ôçí áñßèìçóç ôùí èÝóåùí õðïêáôÜóôáóçò ôïõ óáê÷Üñïõ, åíþ ïé

áñéèìïß ÷ùñßò ôüíï ãéá ôçí áñßèìçóç ôùí èÝóåùí õðïêáôÜóôáóçò ôçò

âÜóçò (ð.÷. 5). Ìå ×=É êáé Õ=F ëáìâÜíåôáé ç 2´-fluoro-2'-deoxy-1â-D-

arabinofuranosyl-uracil (FIAU), ç ïðïßá ìðïñåß íá åðéóçìáíèåß åßôå ìå É

(É-123, É-131 Þ É-124) åßôå ìå F (F-18). (â) ÄéÜöïñá áêõêëéêÜ õðïóôñþ-

ìáôá ôçò êéíÜóçò ôçò èõìéäßíçò, ðåñéÝ÷ïíôá ãïõáíßíç óôç èÝóç ôçò

âÜóçò (ç áñßèìçóç ãßíåôáé ìå áñéèìïýò ÷ùñßò ôüíïõò) êáé ìéá áêõêëéêÞ

ðëåõñéêÞ áëõóßäá óôç èÝóç ôïõ óáê÷Üñïõ, ðåñéóóüôåñï (×=Ï) Þ ëéãüôå-

ñï (×=CH2) õäñüöéëá. Ç åðéóÞìáíóç ãßíåôáé åßôå óôç èÝóç 8 ôçò âÜóçò

ìå F-18 (18F2) åßôå óôçí ðëåõñéêÞ áëõóßäá (18F—).

GCV: Ganciclovir, PCV: Penciclovir, FGCV: Fluoro-ganciclovir, FPCV:

Fluoro-penciclovir, FHBG: 9-[(3-[18F]fluoro-1-hydroxy-3-hydroxyme-

thyl)butyl] guanine êáé FHPG: 9-[(4-[18F]fluoro-1-hydroxy-2-propo-

xy)methyl] guanine.

á

â
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Óå áíôéäéáóôïëÞ, ìéá ìÝèïäïò ç ïðïßá óôçñßæåôáé óôçí

Ýêöñáóç åíüò õðïäï÷Ýá-äåßêôç (ðÜíôá Ýììåóç ìÝèï-

äïò) âáóßæåôáé óôç óôïé÷åéïìåôñéêÞ áëëçëåðßäñáóç õðï-

äï÷Ýá-åðéóçìáóìÝíïõ óõíäÝôç, Üñá Ý÷åé êáé ìéêñüôåñç

åõáéóèçóßá, áöïý ç Ýíôáóç ôïõ ëáìâáíüìåíïõ óÞìáôïò

åîáñôÜôáé áðü ôïí áñéèìü êáé ôçí ðõêíüôçôá ôùí õðï-

äï÷Ýùí ôçò êõôôáñéêÞò åðéöÜíåéáò. ÂÝâáéá, ãéá ôá óõì-

ðëÝãìáôá õðïäï÷Ýùí-óõíäåôþí, ôá ïðïßá åíäïêõôôáñþ-

íïíôáé êáé óôç óõíÝ÷åéá áêïëïõèïýíôáé áðü áíáêýêëù-

óç ôïõ õðïäï÷Ýá óôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç, áõôÞ ç ó÷Ý-

óç 1:1 äåí éó÷ýåé, åíþ éó÷ýåé ãéá ôá óõìðëÝãìáôá õðï-

äï÷Ýùí-óõíäåôþí, ôá ïðïßá, ìåôÜ áðü ôçí åíäïêõôôÜ-

ñùóÞ ôïõò, åßôå êáôáëÞãïõí íá áðïéêïäïìçèïýí óôá

ëõóïóþìáôá, åßôå ïäåýïõí óå Üëëá êõôôáñéêÜ äéáìåñß-

óìáôá. Ïé õðïäï÷åßò õðåñôåñïýí ôùí åíæýìùí, ùò ðñïúü-

íôá ôùí ãïíéäßùí-äåéêôþí (marker genes), åðåéäÞ, áöïý

äåí áðáéôåßôáé ç åíäïêõôôáñéêÞ ìåôáöïñÜ ôïõ åðéóçìá-

óìÝíïõ óõíäÝôç, åßíáé äõíáôüí íá åîá÷èïýí ðïóïôéêÜ

óõìðåñÜóìáôá ãéá ôï âáèìü ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ìåôá-

öåñèÝíôïò ãïíéäßïõ. Åðéðñüóèåôá, ï ÷ñüíïò ðïõ ìåóï-

ëáâåß ìåôáîý ôçò ÷ïñÞãçóçò ôïõ åðéóçìáóìÝíïõ óõíäÝ-

ôç êáé ôçò áðåéêüíéóçò åßíáé êáôÜ ðïëý óõíôïìüôåñïò,

áð’ ü,ôé áí áðáéôåßôï ç åíäïêõôôáñéêÞ ìåôáöïñÜ ôïõ åðé-

óçìáóìÝíïõ óõíäÝôç. ¸íá üìùò óçìáíôéêü ìåéïíÝêôç-

ìá ôùí õðïäï÷Ýùí ùò äåéêôþí ìåôáöïñÜò ãïíéäßùí åß-

íáé ôï ãåãïíüò üôé ç óýíäåóç ôïõ åðéóçìáóìÝíïõ óõí-

äÝôç ìå ôïí åêöñáæüìåíï õðïäï÷Ýá åíåñãïðïéåß ôï óý-

óôçìá ôùí äåõôåñïãåíþí ìåôáâéâáóôþí (ð.÷. c-AMP, Ca2+

ê.ëð.), ìå áðïôÝëåóìá ôç äéáôÜñáîç ôçò êõôôáñéêÞò äñá-

óôçñéüôçôáò, êÜôé ôï ïðïßï äåí áðïöåýãåôáé åíôåëþò

êáé ìå ôá Ýíæõìá ùò äåßêôåò ìåôáöïñÜò ãïíéäßùí. Óôá

ðëáßóéá ôçò ðñïóðÜèåéáò áðïöõãÞò áõôÞò ôçò åíåñãï-

ðïßçóçò ôïõ óõóôÞìáôïò ôùí äåõôåñïãåíþí ìåôáâéâá-

óôþí ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ôñïðïðïéçìÝíá ãïíßäéá, üðïõ

ëåßðåé ôï åíäïêõôôáñéêü ôìÞìá ôïõ õðïäï÷Ýá (truncated

receptor), ôï ïðïßï åßíáé êáé õðåýèõíï ãéá ôçí åíåñãï-

ðïßçóç ôùí äåõôåñïãåíþí ìåôáâéâáóôþí Þ ôç óýíèåóç

ôå÷íçôþí õðïäï÷Ýùí ðïõ åðßóçò äåí åíåñãïðïéïýí ôï

óýóôçìá ôùí äåõôåñïãåíþí ìåôáâéâáóôþí (âë. êåöÜ-

ëáéï 5).23

¼óïí áöïñÜ óôç óýíèåóç ôùí ñáäéïåðéóçìáóìÝíùí

õðïóôñùìÜôùí (åéê. 2), óçìåéþíåôáé üôé ðñïôéìÜôáé ç

åðéóÞìáíóç ìå F-18 ôçò ðëåõñéêÞò áëýóïõ (óôç èÝóç

2´- ôïõ óáê÷Üñïõ Þ óôçí 3- Þ 4- ôïõ áêõêëéêïý áíáëü-

ãïõ) ôùí íïõêëåïóéäßùí, áíôß ôçò èÝóçò 8 ôùí âÜóåþí

ôïõò, ðñïêåéìÝíïõ ãéá ðáñÜãùãá ôçò ãïõáíßíçò. Áõôü

ãßíåôáé, åðåéäÞ ç óýíèåóç ôùí F-18-ðáñáãþãùí ôùí

íïõêëåïóéäßùí, ìå õðïêáôÜóôáóç óôï óáê÷áñéêü Þ áêõ-

êëéêü ôìÞìá ôïõò, ãßíåôáé ìå ÷ñÞóç áíéüíôïò 18F— (áíôß-

äñáóç ç ïðïßá ðñáãìáôïðïéåßôáé ìå ìç÷áíéóìü ðõñçíü-

öéëçò õðïêáôÜóôáóçò), ãåãïíüò ôï ïðïßï äßíåé ðñïúü-

íôá ìå õøçëÞ åéäéêÞ ñáäéåíÝñãåéá (250–3000 Ci/mmol)

êáé ìå õøçëÞ áðüäïóç, áíôß ôïõ óôïé÷åéáêïý 18F2, ôï

ïðïßï áðáéôåßôáé ãéá íá ãßíåé ç õðïêáôÜóôáóç óôç èÝóç

8 ôçò ãïõáíßíçò (áõôÞ ðñáãìáôïðïéåßôáé ìå ìç÷áíéóìü

çëåêôñïíéüöéëçò õðïêáôÜóôáóçò). Ôá ðáñáãüìåíá ìå

÷ñÞóç áíéüíôïò 18F— åðéóçìáóìÝíá õðïóôñþìáôá ðáñÜ-

ãïíôáé óå ñáêåìéêÜ ìßãìáôá (ßóá ðïóÜ R êáé S óôåñïú-

óïìåñïýò) êáé äåí åìöáíßæïõí êõôôáñïôïîéêüôçôá, ÷ù-

ñßò åðßóçò ç õðïêáôÜóôáóç íá åðçñåÜæåé óçìáíôéêÜ ôçí

ôá÷ýôçôá öùóöïñõëßùóÞò ôïõò áðü ôçí ÔÊ. Áíôßèåôá, ç

8-õðïêáôÜóôáóç óôï ðáñÜãùãï FPCV ìå 18F2 ìåéþíåé

ðåñßðïõ êáôÜ ìßá ôÜîç ìåãÝèïõò ôç óõããÝíåéá ôïõ åí-

æýìïõ ÔÊ ðñïò áõôü, óå ó÷Ýóç ìå ôï PCV.

Ôá 2´-F-ðáñÜãùãá ôçò èõìéäßíçò (ôï óÜê÷áñï åßíáé

åßôå ñéâüæç Þ ôï 2´ åðéìåñÝò ôçò, äçëáäÞ ç áñáâéíüæç)

Ý÷ïõí ôï óçìáíôéêü ðëåïíÝêôçìá íá óôáèåñïðïéïýíôáé,

üóïí áöïñÜ óôçí õäñüëõóç ôïõ Í-ãëõêïóéäéêïý äå-

óìïý (óõíäÝåé ôï óÜê÷áñï ìå ôçí áíôßóôïé÷ç âÜóç) áðü

ôéò öùóöïñõëÜóåò ôùí íïõêëåïóéäßùí, ãåãïíüò ðïõ ôïõò

åðéôñÝðåé íá ðáñáìÝíïõí óôçí êõêëïöïñßá óå õøçëÜ

åðßðåäá áíáëëïßùôá –÷ùñßò äçëáäÞ íá õäñïëýïíôáé–

þóôå íá ìåãéóôïðïéåßôáé ç êáèÞëùóÞ ôïõò óôï êýôôáñï-

óôü÷ï êáé íá áõîÜíåé ç åõáéóèçóßá ôçò ìåèüäïõ. Áõôü

åßíáé éäéáßôåñá óçìáíôéêü, üôáí ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ôá

åðéóçìáóìÝíá ìå É-131 ðáñÜãùãá ôçò ïõñáêßëçò (ð.÷.

FIAU), ôá ïðïßá ìðïñïýí íá áðåéêïíéóôïýí êáé ìåôÜ

áðü ìåñéêÜ 24ùñá, üðùò öáßíåôáé óôçí åéêüíá 3.9,13

3. ÁÌÅÓÇ ÁÐÅÉÊÏÍÉÓÇ

Ç ðñþôç ìÝèïäïò åßíáé ç Üìåóç áðåéêüíéóç ôïõ ìå-

ôáöåñèÝíôïò èåñáðåõôéêïý ãïíéäßïõ,8,9,11 ìå ôç ÷ñçóéìï-

ðïßçóç åíüò êáôÜëëçëá åðéóçìáóìÝíïõ ìïñßïõ-áíé÷íåõôÞ

(probe Þ molecular probe), ôï ïðïßï êáèçëþíåôáé ìå

åéäéêüôçôá êáé óå ðïóïóôü áíÜëïãï ìå ôï âáèìü Ýê-

öñáóçò ôïõ ìåôáöåñèÝíôïò ãïíéäßïõ óôïí éóôü åíäéá-

öÝñïíôïò. Ãéá ðáñÜäåéãìá, óôçí ðáñáêïëïýèçóç ôçò

ìåôáöïñÜò êáé Ýêöñáóçò ôïõ ãïíéäßïõ HSV1-tk ÷ñçóé-

ìïðïéïýíôáé äéÜöïñá åðéóçìáóìÝíá õðïóôñþìáôá (ð.÷.

ìå F-18 Þ É-131) ôçò ÔÊ, üðùò áõôÜ ðïõ öáßíïíôáé

óôçí åéêüíá 2. ÅðåéäÞ üìùò ãéá ôá ðåñéóóüôåñá èåñá-

ðåõôéêÜ ãïíßäéá äåí ìðïñïýí íá óõíôåèïýí êáôÜëëçëá

åðéóçìáóìÝíá probes, ç Üìåóç áðåéêüíéóç äåí åßíáé ìéá

ãåíéêåýóéìç ìåèïäïëïãßá êáé ôåßíåé íá åãêáôáëåéöèåß.

Ìéá ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç áõôÞò ôçò ìåèïäïëïãßáò

öáßíåôáé óôçí åéêüíá 1. Áò óçìåéùèåß üôé ôï ãïíßäéï

HSV1-tk ìðïñåß íá ÷ñçóéìïðïéçèåß êáé ùò ãïíßäéï-äåß-

êôçò, ìå ôç ìÝèïäï ôçò Ýììåóçò áðåéêüíéóçò, ç ïðïßá
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áíáðôýóóåôáé ðáñáêÜôù. Ãéá ôçí áýîçóç ôçò åõáéóèç-

óßáò ôçò ìåèüäïõ, äçëáäÞ ôç ìåãéóôïðïßçóç ôçò êáèÞëù-

óçò ôïõ probe ãéá äåäïìÝíç ÔÊ óôï êýôôáñï, ç Ýñåõíá

ïäÞãçóå óôçí áíáêÜëõøç ìåôáëëáãìÝíùí åñðçôïúþí-1,

ôùí ïðïßùí ç ÔÊ ðáñïõóéÜæåé ìåãáëýôåñç åíåñãüôçôá

óôç öùóöïñõëßùóç ôùí åðéóçìáóìÝíùí õðïóôñùìÜôùí
18F-ganciclovir êáé 18F-penciclovir (ü÷é üìùò êáé ôùí

áíáëüãùí ôçò èõìéäßíçò). Ôï ìåôáëëáãìÝíï áõôü ãïíß-

äéï ôçò ÔÊ áðáíôÜôáé óôç âéâëéïãñáößá ìå ôï óõìâïëé-

óìü HSV1-sr-39-tk.

¸íá ìåéïíÝêôçìá ôïõ óõãêåêñéìÝíïõ ãïíéäßïõ –åßôå

ìå ôç ìÝèïäï ôçò Üìåóçò åßôå ìå ôç ìÝèïäï ôçò Ýììåóçò

áðåéêüíéóçò– Ýãêåéôáé óôï ãåãïíüò üôé óå üëá ôá êýôôá-

ñá õðÜñ÷åé ìåôáöïñÝáò íïõêëåïóéäßùí, ìå áðïôÝëåóìá

íá áðáéôåßôáé áñêåôüò ÷ñüíïò áíáìïíÞò ãéá ôçí åëÜô-

ôùóç ôçò áêôéíïâïëßáò ôïõ õðïóôñþìáôïò (background),

ðñéí äéåíåñãçèåß ç áðåéêüíéóç.

4. ÅÌÌÅÓÇ ÁÐÅÉÊÏÍÉÓÇ

Ç äåýôåñç ìÝèïäïò åßíáé ç Ýììåóç,11 êáôÜ ôçí ïðïßá

áðåéêïíßæåôáé ç ðáñïõóßá åíüò óõíïäåõôéêïý (ìå ôï èå-

ñáðåõôéêü) ãïíéäßïõ, ôïõ ïíïìáæüìåíïõ êáé reporter Þ

marker gene (ãïíßäéï-äåßêôçò) êáé ôï ïðïßï óõíåêöñÜ-

æåôáé ìå ôï èåñáðåõôéêü ãïíßäéï óôïí éóôü Þ ôïí êõôôá-

ñéêü ðëçèõóìü åíäéáöÝñïíôïò. Áíé÷íåýïíôáò ôçí ðá-

ñïõóßá êáé ôçí Ýêöñáóç ôïõ ãïíéäßïõ-äåßêôç, ôåêìáßñå-

ôáé Ýììåóá ç ðáñïõóßá êáé ç Ýêöñáóç ôïõ èåñáðåõôéêïý

ãïíéäßïõ. Ìéá ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç áõôÞò ôçò ìåèïäï-

ëïãßáò öáßíåôáé óôçí åéêüíá 4. Ãéá íá åêöñáóôïýí ôáõ-

ôü÷ñïíá êáé ôá äýï ãïíßäéá (èåñáðåõôéêü êáé ãïíßäéï-

äåßêôçò), Ý÷ïõí ÷ñçóéìïðïéçèåß ðïëëÝò ôå÷íéêÝò, óôéò

êõñéüôåñåò áðü ôéò ïðïßåò èá ãßíåé ðáñáêÜôù ðåñéëçðôé-

êÞ áíáöïñÜ.

Ç Ýììåóç ìåèïäïëïãßá ðñïûðïèÝôåé óôáèåñÞ êáé

áíáëïãéêÞ óõíÝêöñáóç êáé ôùí äýï ãïíéäßùí êáé õðåñ-

ôåñåß ôçò ðñþôçò ìåèüäïõ, åðåéäÞ Ýíá êáé ìüíï marker

gene ìðïñåß íá óõíåêöñáóôåß ìå ðëçèþñá èåñáðåõôé-

êþí ãïíéäßùí, ÷ùñßò íá áðáéôåßôáé ç óýíèåóç áíôßóôïé-

÷ïõ áñéèìïý probes (üôáí áõôü åßíáé åöéêôü), ìå ü,ôé

áõôü óõíåðÜãåôáé ãéá ôï ñáäéï÷çìéêü ôìÞìá ôïõ åñãá-

óôçñßïõ ÐõñçíéêÞò ÉáôñéêÞò ôïõ ìÝëëïíôïò. Ôï åíäéá-

öÝñïí Ý÷åé óôñáöåß ëïéðüí óå óõãêåêñéìÝíá ãïíßäéá, ôá

ïðïßá ÷ñçóéìåýïõí ùò marker genes êáé ìåëåôþíôáé åí-

äåëå÷þò.

¸íá ôÝôïéï ãïíßäéï-äåßêôçò åßíáé ôï ãïíßäéï ôïõ ìåôá-

óõíáðôéêïý õðïäï÷Ýá-2 ôçò íôïðáìßíçò (D2R), ôï ïðïßï

åêöñÜæåôáé ùò ìéá äéáìåìâñáíéêÞ ðñùôåÀíç (õðïäï÷Ýáò),

ðïõ áðåéêïíßæåôáé ìå ôç ÷ïñÞãçóç åðéóçìáóìÝíïõ ìå F-18

óõíäÝôç (F-18-fluoroethylspiperone, 18F-FESP), ç äïìÞ

ôïõ ïðïßïõ öáßíåôáé óôçí åéêüíá 5. Ôï óõãêåêñéìÝíï

marker gene ìåëåôÜôáé áðü ôçí ïìÜäá ôïõ UCLA

(University of California at Los Angeles) êáé õðÜñ÷åé

Þäç áñêåôÞ åìðåéñßá ãéá ôçí áðåéêüíéóÞ ôïõ (ãéá ôç

íüóï Parkinson). Ç ÷ñçóéìïðïßçóç ôïõ óõãêåêñéìÝíïõ

marker gene äßíåé ôç äõíáôüôçôá íá ÷ñçóéìïðïéçèïýí

Åéêüíá 3. Áðåéêüíéóç ìå ã-êÜìåñá åìöõôåýìáôïò íåïðëáóìáôéêþí êõôôÜñùí óôç ëáãüíéï ÷þñá ðïíôéêïý (óåéñÜ êõôôÜñùí RG2), óôá ïðïßá Ý÷åé

ìåôáöåñèåß ôï ãïíßäéï HSV1-tk ìå ôç âïÞèåéá ñåôñïúïý (ìüíï óôá êýôôáñá ôçò äåîéÜò ðëåõñÜò). Ç áñéóôåñÞ ðëåõñÜ öÝñåé åìöõôåõìÝíá êýôôáñá ÷ùñßò

ôï áíôßóôïé÷ï ãïíßäéï (control site). Ôï ñáäéïöÜñìáêï ðïõ ÷ïñçãÞèçêå åßíáé ç 2´-fluoro-2´-deoxy-1â-D-arabinofuranosyl-uracil (FIAU), åðéóçìáóìÝíç

óôç èÝóç 5 ôçò âÜóçò ìå É-131. ÌåôÜ áðü 24 êáé 36 þñåò êáèßóôáôáé óáöÞò ç åêëåêôéêÞ êáèÞëùóç ôïõ ñáäéïöáñìÜêïõ óôçí ðåñéï÷Þ ôïõ

åìöõôåýìáôïò, ôï ïðïßï ðåñéÝ÷åé ôá êýôôáñá ðïõ åêöñÜæïõí ôçí êéíÜóç ôçò èõìéäßíçò ôïõ åñðçôïúïý 1.
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Åéêüíá 4. Ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç ôçò áñ÷Þò ôçò Ýììåóçò áðåéêüíéóçò. Ôá

äýï ãïíßäéá (èåñáðåõôéêü êáé ãïíßäéï-äåßêôçò) âñßóêïíôáé õðü ôçí êáèï-

äÞãçóç êïéíïý õðïêéíçôÞ (promoter), ðñïåñ÷üìåíïõ áðü ôïí êõôôáñï-

ìåãáëïúü (pCMV). Ôá äýï ãïíßäéá ÷ùñßæïíôáé áðü ôçí áêïëïõèßá IRES

êáé, óõíåðþò, ôï ðáñáãüìåíï åíéáßï mRNA åßíáé äéóéóôñïíéêü (âë. êåöÜ-

ëáéï 4.2). Ôï áðïôÝëåóìá åßíáé ç áíåîÜñôçôç Ýêöñáóç ôùí äýï ãïíéäßùí

êáé ç ðáñáãùãÞ êáôÜ ôç ìåôÜöñáóç äýï îå÷ùñéóôþí ðñùôåúíþí (èåñá-

ðåõôéêÞ åßíáé ç ðñùôåÀíç Á). Óôï óõãêåêñéìÝíï ðáñÜäåéãìá, ùò ãïíßäéï-

äåßêôçò ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ôï ãïíßäéï (HSV1-tk) ôçò êéíÜóçò ôçò èõìéäß-

íçò (ðñùôåÀíç Â) ôïõ åñðçôïúïý 1 êáé ùò åðéóçìáóìÝíï õðüóôñùìá ôï
18F-Penciclovir, ôï ïðïßï, ìåôÜ áðü ôç öùóöïñõëßùóÞ ôïõ áðü ôçí êéíÜóç

ôçò èõìéäßíçò (ÔÊ), ðáãéäåýåôáé óôï åóùôåñéêü ôïõ êõôôÜñïõ.

Åéêüíá 5. (á) Ç äïìÞ ôçò F-18-fluoroethylspiperone Þ 18F-FESP (÷çìéêÞ

ïíïìáóßá: 3-(2´-[18F]-Fluoroethyl)-8-[4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl]-1-

phenyl-1,3,8-triazaspiro-[4,5]decan-4-one), ç ïðïßá ÷ñçóéìïðïéåßôáé ãéá

ôçí áðåéêüíéóç ôùí D2 ìåôáóõíáðôéêþí íôïðáìéíéêþí õðïäï÷Ýùí. (â)

Ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç ôçò áðåéêüíéóçò ôùí D2 ìåôáóõíáðôéêþí íôïðáìé-

íéêþí õðïäï÷Ýùí, ïé ïðïßïé Ý÷ïõí åêöñáóôåß áðü ôï áíôßóôïé÷ï ãïíßäéï

ðïõ ìåôáöÝñèçêå êáé åêöñÜóôçêå óôï óõãêåêñéìÝíï êýôôáñï. Ç äÝóìåõ-

óç ôçò 18F-FESP ãßíåôáé êõñßùò áðü ôïõò õðïäï÷åßò ðïõ âñßóêïíôáé óôçí

åîùôåñéêÞ ìåìâñÜíç. Äåí óêéáãñáöåßôáé ãéá ëüãïõò áðëïýóôåõóçò ôï

èåñáðåõôéêü ãïíßäéï, ôï ïðïßï óõíåêöñÜæåôáé.

á

â

ó÷åôéêÜ õäñüöéëá ñáäéïöÜñìáêá (óõíåðþò, íá õðÜñ÷åé

êáé ãñÞãïñç ìåßùóç ôïõ õðïóôñþìáôïò), ìéá êáé áõôÜ

äåí áðáéôåßôáé íá äéÝëèïõí áðü ôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜ-

íç, óå áíôéäéáóôïëÞ ìå ôá åðéóçìáóìÝíá õðïóôñþìáôá

ôçò êéíÜóçò ôçò èõìéäßíçò (âë. ðáñáðÜíù), ôá ïðïßá

ðñÝðåé íá äéÝëèïõí áðü ôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç ãéá íá

ðáãéäåõôïýí óôï åóùôåñéêü ôïõ êõôôÜñïõ, ãåãïíüò ðïõ

êáèéóôÜ ðåñéóóüôåñï ðåñßðëïêç êáé ôçí êéíçôéêÞ ìåëÝôç

ôïõ óõóôÞìáôïò êáé åðéóöáëÞ ôçí åîáãùãÞ ðïóïôéêþí

óõìðåñáóìÜôùí. Íá óçìåéùèåß üôé êáé ôï ãïíßäéï HSV1-

tk ìðïñåß íá ÷ñçóéìïðïéçèåß êáé ùò ãïíßäéï-äåßêôçò, ìå

üëá ôá ìåéïíåêôÞìáôá ðïõ Ý÷åé êáé ôá ïðïßá áíáöÝñèç-

êáí óå Üëëï êåöÜëáéï.23–25

¸íáò Üëëïò õðïäï÷Ýáò ìå áñêåôÞ åìðåéñßá ãéá ôçí

áðåéêüíéóÞ ôïõ åßíáé êáé ï õðïäï÷Ýáò-2 ôçò óùìáôï-

óôáôßíçò (SSTR2), ï ïðïßïò áðåéêïíßæåôáé ìå ôç ÷ñçóé-

ìïðïßçóç ôïõ In-111-DTPA-D-Phe1-Octreotide. ÅéóÜãå-

ôáé ëïéðüí ùò marker gene ôï ãïíßäéï ôïõ óõãêåêñéìÝ-

íïõ õðïäï÷Ýá, ïðüôå åßíáé åöéêôÞ ç áðåéêüíéóÞ ôïõ ìå

êÜìåñá SPECT.

Óôçí åéêüíá 6 öáßíåôáé Ýíá ôÝôïéï ðáñÜäåéãìá áðåé-

êüíéóçò ôçò Ýêöñáóçò ôïõ SSTR2 óå ðåéñáìáôüæùï (ðï-

íôéêü). Ôï ãïíßäéï sstr2 Ý÷åé ìåôáöåñèåß ìå áäåíïúü (Ad-

pCMV-sstr2) êáé åëÝã÷åôáé áðü ôïí õðïêéíçôÞ ôïõ êõô-

ôáñïìåãáëïúïý (CMV).24

ÔÝëïò, åîáéñåôéêü åíäéáöÝñïí õðÜñ÷åé ãéá ôç ÷ñÞóç

ôïõ ãïíéäßïõ ôïõ óõììåôáöïñÝá ôïõ éùäßïõ (Na+/I-

symporter Þ rNIS3), ôï ïðïßï åêöñÜæåôáé öõóéïëïãéêÜ

óôá èõëáêéþäç êýôôáñá ôïõ èõñåïåéäïýò, ùò marker

gene, ìéá êáé ìðïñåß áöåíüò íá áðåéêïíéóôåß ìå ÷ñÞóç
131É— Þ 123É— êáé áöåôÝñïõ íá ÷ñçóéìïðïéçèåß êáé ãéá

èåñáðåßá, ìå ÷ïñÞãçóç ìåãÜëùí äüóåùí 131É—. Ç áðåé-

êüíéóç ãßíåôáé ìå ôçí êëáóéêÞ ã-êÜìåñá.26

ÅðïìÝíùò, ãéá ôç ãïíéäéáêÞ áðåéêüíéóç (åßôå Üìåóç

åßôå Ýììåóç), ôá ðáñáãüìåíá ðñïúüíôá áðü ôá ìåôáöå-

ñüìåíá ãïíßäéá åìðßðôïõí óå ìßá áðü ôéò ðáñáêÜôù

êáôçãïñßåò: Åßôå åßíáé ðñùôåÀíåò, ïé ïðïßåò Ý÷ïõí åíäï-

êõôôáñéêÞ åíôüðéóç êáé åíæõìéêÞ äñáóôçñéüôçôá (ð.÷. ÔÊ),

åßôå åßíáé ðñùôåÀíåò-õðïäï÷åßò (ð.÷. D2R, SSTR2) êáé

åêöñÜæïíôáé óôçí êõôôáñéêÞ åðéöÜíåéá.
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4.1. ÌÝèïäïò äçìéïõñãßáò åíéáßïõ ãïíéäßïõ
(fusion gene approach)

Ìå áõôÞ ôç ìÝèïäï,27 óõíôßèåôáé Ýíá åíéáßï ãïíßäéï

áðïôåëïýìåíï áðü ôá ãïíßäéá ôïõ èåñáðåõôéêïý êáé ôïõ

ãïíéäßïõ-äåßêôç ôïðïèåôçìÝíá óå óåéñÜ, êÜôù áðü ôïí

Ýëåã÷ï êïéíïý õðïêéíçôÞ (promoter). Ìå áõôüí ôïí ôñüðï

äçìéïõñãåßôáé êáôÜ ôç ìåôáãñáöÞ ç óýíèåóç åíüò mRNA

êáé óõíåðþò êáé ç ðáñáãùãÞ êáôÜ ôç ìåôÜöñáóç ìéáò

÷éìáéñéêÞò ðñùôåÀíçò, ç ïðïßá óõíßóôáôáé ôüóï áðü ôç

èåñáðåõôéêÞ ðåñéï÷Þ üóï êáé áðü ôçí ðåñéï÷Þ ìå ôç

äõíáôüôçôá åðßäñáóçò óôï åðéóçìáóìÝíï õðüóôñùìá

(probe). Ìéá ôÝôïéá ìÝèïäïò, áí êáé ç Ýêöñáóç ôùí

ãïíéäßùí åßíáé áðüëõôá óõíåæåõãìÝíç, äåí åßíáé ãåíé-

êåýóéìç, áöïý ç ðáñáãüìåíç ÷éìáéñéêÞ ðñùôåÀíç ìðï-

ñåß íá Ý÷åé áðñüâëåðôç åíôüðéóç óôï êýôôáñï (êõôôáñü-

ðëáóìá Þ ìåìâñÜíç), åßôå íá Ý÷åé óçìáíôéêÜ ôñïðïðïé-

çìÝíç äñáóôéêüôçôá (ëüãù ôçò äéáìüñöùóçò ôçò ÷éìáé-

ñéêÞò ðñùôåÀíçò óôï ÷þñï), ç ïðïßá åíäå÷ïìÝíùò íá

ðáñåìðïäßæåé ôçí áëëçëåðßäñáóÞ ôçò ìå ôá áíôßóôïé÷á

õðïóôñþìáôá êáé öõóéêÜ ôç ëåéôïõñãßá ôçò, åßôå ùò èå-

ñáðåõôéêÞò ðñùôåÀíçò Þ êáé ùò ðñùôåÀíçò ç ïðïßá äå-

óìåýåé ôï åðéóçìáóìÝíï õðüóôñùìá. Óôï ðÜíù ìÝñïò

ôçò åéêüíáò 7 öáßíåôáé ç óýíèåóç ôçò ÷éìáéñéêÞò ðñù-

ôåÀíçò áðü ôï áíôßóôïé÷ï åíéáßï ìüñéï mRNA.

4.2. ÌÝèïäïò äçìéïõñãßáò äéóéóôñïíéêïý mRNA
(bicistronic approach)

Óå áõôÞ ôç ìÝèïäï,27 ç ïðïßá êáé ìåëåôÜôáé óõóôçìá-

ôéêÜ óå äéÜöïñá åñãáóôÞñéá, ôï ìåôáöåñüìåíï ãïíéäéá-

êü õëéêü óôï êýôôáñï-óôü÷ï áðïôåëåßôáé áðü äýï ãïíß-

äéá, õðü êïéíü õðïêéíçôÞ (promoter), ðñïåñ÷üìåíï áðü

êÜðïéïí éü (CMV), ìåôáîý ôùí ïðïßùí ðáñåìâÜëëåôáé

ìéá áêïëïõèßá íïõêëåïôéäßùí áíôéóôïé÷ïýóá óå ìéá

åîåéäéêåõìÝíç ðåñéï÷Þ óôï mRNA ðïõ ðñïêýðôåé êáé ç

ïðïßá åßíáé ãíùóôÞ ùò IRES (internal ribosomal entry

site, åóùôåñéêÞ ñéâïóùìéêÞ ðåñéï÷Þ åéóüäïõ). ¸ôóé, ìï-

ëïíüôé ðáñÜãåôáé Ýíá åíéáßï ìüñéï mRNA êáôÜ ôç ìå-

ôáãñáöÞ, åíôïýôïéò ç ìåôÜöñáóç ôùí äýï ðñùôåúíþí

ãßíåôáé áíåîÜñôçôá áëëÞëùí: ç ðñþôç åßíáé cap-depen-

dent (cap, êÜëõììá Þ åéäéêÞ áêïëïõèßá íïõêëåïôéäßùí

óôï 5' Üêñï ôïõ mRNA), åíþ ç äåýôåñç åßíáé IRES-

dependent (äçëáäÞ cap-independent).

Óå áõôü ôï óçìåßï åßíáé åðéâåâëçìÝíç ìéá ãñÞãïñç

áíáäñïìÞ óôï ìç÷áíéóìü ôçò ìåôáãñáöÞò êáé ôçò ìåôÜ-

öñáóçò ôùí ãïíéäßùí, þóôå íá ãßíåé êáôáíïçôÞ ç ðá-

ñáðÜíù ìÝèïäïò.28,29 ¼ëá ôá åõêáñõùôéêÜ mRNA, üóï

êáé ôá mRNA áñêåôþí éþí, õößóôáíôáé óôï 5´ Üêñï

ôïõò, ìåôÜ áðü ôç ìåôáãñáöÞ êáé ðñéí äéÝëèïõí äéÜ ôçò

ðõñçíéêÞò ìåìâñÜíçò óôï êõôôáñüðëáóìá, ìéá ÷áñáêôç-

ñéóôéêÞ ôñïðïðïßçóç êáé áðïêôïýí ôï ëåãüìåíï êÜëõì-

ìá (cap), ç äïìÞ ôïõ ïðïßïõ öáßíåôáé óôçí åéêüíá 8.

Ôï êÜëõììá ÷ñçóéìåýåé ãéá ôçí áñ÷éêÞ ðñüóäåóç ôçò

ìéêñÞò õðïìïíÜäáò ôïõ ñéâïóþìáôïò (áêïëïõèïýìåíç

êáé áðü Üëëïõò ðáñÜãïíôåò) êáé ùò óçìåßï áíáöïñÜò

ãéá ôçí áíáæÞôçóç ôïõ êùäïíßïõ Ýíáñîçò ôçò ìåôÜöñá-

óçò (AUG). Ç óýíèåóç (ìåôÜöñáóç) ôçò ðñùôåÀíçò ôå-

ëåéþíåé, üôáí ôï ñéâïóùìéêü óýìðëåãìá «äéáâÜóåé» ìßá

áðü ôéò áêïëïõèßåò ðåñÜôùóçò (UAA, UGA, UAA).  ¼ôáí

üìùò, ìåôÜ áðü ôç óýíèåóç ôçò ðñþôçò ðñùôåÀíçò, ôï

ñéâïóùìéêü óýìðëåãìá äéáðéóôþóåé ôçí ðáñïõóßá ìéáò

åéäéêÞò áëëçëïõ÷ßáò íïõêëåïôéäßùí (ôï áðïêáëïýìåíï

IRES), áìÝóùò ìåôÜ áðü ôçí áêïëïõèßá ðåñÜôùóçò óõ-

íå÷ßæåé ìå ôçí áíåîÜñôçôç ìåôÜöñáóç êáé ôçò äåýôåñçò

ðñùôåÀíçò êáé óôç óõíÝ÷åéá äéáóðÜôáé.

Ôï IRES åßíáé ìéá áêïëïõèßá 450–800 æåõãþí âÜ-

óåùí, ìå ðåñßðëïêç äåõôåñïôáãÞ äïìÞ ôïõ áíôßóôïé÷ïõ

ôìÞìáôïò ôïõ RNA, ç ïðïßá ÷ñçóéìåýåé óå óõãêåêñéìÝ-

íïõò éïýò [(+)-stranded, üðùò ï éüò ôçò ðïëéïìõåëßôéäáò

Åéêüíá 6. Áðåéêüíéóç ìå ã-êÜìåñá åìöõôåýìáôïò óå ðïíôéêü íåïðëá-

óìáôéêþí êõôôÜñùí (óåéñÜ Á-427), óôá ïðïßá Ý÷åé ìåôáöåñèåß ôï ãïíßäéï

sstr2 ìå ôç âïÞèåéá áäåíïúïý (ìüíï óôá êýôôáñá ôçò áñéóôåñÞò ðëåõñÜò,

êýêëïò). Ç äåîéÜ ðëåõñÜ öÝñåé åìöõôåõìÝíá êýôôáñá ÷ùñßò ôï áíôßóôïé-

÷ï ãïíßäéï (control site). Ôï ñáäéïöÜñìáêï ðïõ ÷ïñçãÞèçêå åßíáé ôï
111In-DTPA-D-Phe1-Octreotide. 4,5 þñåò ìåôÜ áðü ôç ÷ïñÞãçóç ôïõ ñá-

äéïöáñìÜêïõ êáèßóôáôáé óáöÞò ç åêëåêôéêÞ êáèÞëùóÞ ôïõ óôçí ðåñéï÷Þ

ôïõ åìöõôåýìáôïò, ôï ïðïßï ðåñéÝ÷åé ôá êýôôáñá ðïõ åêöñÜæïõí ôïí

õðïäï÷Ýá SSTR2.
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Åéêüíá 7. Ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç äýï äéáöïñåôé-

êþí ìåèüäùí Ýììåóçò áðåéêüíéóçò. ÐÜíù: Ìå-

ôÜöñáóç ìéáò ÷éìáéñéêÞò ðñùôåÀíçò, ç ïðïßá ðå-

ñéÝ÷åé êáé ôç èåñáðåõôéêÞ ðñùôåÀíç êáé ôçí ðñù-

ôåÀíç-äåßêôç óå Ýíá åíéáßï ìüñéï (cap-dependent

transcription), áðüôïêïò ôçò åí óåéñÜ óýíäåóçò

ôùí áíôßóôïé÷ùí ãïíéäßùí. ÊÜôù: ¼ôáí ôá äýï

ãïíßäéá óõíäÝïíôáé ìå ôçí ðáñåìâïëÞ ìéáò áë-

ëçëïõ÷ßáò íïõêëåïôéäßùí, áíôéóôïé÷ïýóáò óôï

IRES äéáöüñùí (+)-stranded éþí (üðùò ð.÷. ôïõ

éïý ôçò åãêåöáëïìõïêáñäßôéäáò), ôüôå áõôÜ ìå-

ôáãñÜöïíôáé óå êïéíü ìüñéï mRNA, áëëÜ ïé äýï

ðñùôåÀíåò ðáñÜãïíôáé ùò áíåîÜñôçôá ìüñéá

(bicistronic approach).

Åéêüíá 8. Ç äïìÞ ôïõ mRNA ðñéí äéÝëèåé óôï êõôôáñüðëáóìá ãéá ôçí Ýíáñîç ôçò ìåôÜöñáóçò. ̧ ÷åé õðïóôåß äýï óçìáíôéêÝò ôñïðïðïéÞóåéò, ôüóï óôï

3´ (ðïëõáäåíõëßùóç), üóï êáé óôï 5´-Üêñï (äçìéïõñãßá ôïõ êáëýììáôïò, cap). Ç äïìÞ ôïõ êáëýììáôïò [m7GpppNm(Nm)N...] ðáñïõóéÜæåé ìåñéêÝò

åíäéáöÝñïõóåò éäéáéôåñüôçôåò, üðùò ç ìåèõëßùóç óôç èÝóç 7 ôçò ãïõáíßíçò, ç ìåèõëßùóç ôùí 2´-õäñïîõëßùí ôçò ñéâüæçò ôùí äýï ðñþôùí íïõêëåï-

ôéäßùí êáé ç äçìéïõñãßá åíüò ôñéöùóöïñéêïý äåóìïý 5´-5´ ìåôáîý ôçò ôñïðïðïéçìÝíçò ãïõáíßíçò êáé ôïõ ðñþôïõ íïõêëåïôéäßïõ. Ç äïìÞ áõôÞ åßíáé

áðáñáßôçôç óôá åõêáñõùôéêÜ êýôôáñá ãéá ôçí ðñïóÝëêõóç ôçò ìéêñÞò õðïìïíÜäáò ôïõ ñéâïóþìáôïò, ðñéí ó÷çìáôéóôåß ôï áðáñáßôçôï ñéâïóùìéáêü

óýìðëåãìá (ìå ðñïóÝëêõóç êáé Üëëùí ðáñáãüíôùí) ãéá ôçí Ýíáñîç ôçò ìåôÜöñáóçò.

Þ ôçò åãêåöáëïìõïêáñäßôéäáò (ECMV)], ãéá ôç ìåôÜ-

öñáóç ôïõ ðåñéå÷üìåíïõ óå áõôïýò ìçíýìáôïò, ÷ùñßò

íá áðáéôåßôáé ç ðáñïõóßá êáëýììáôïò (cap).29 Ôï IRES,

äçëáäÞ, åßíáé Ýíá åíáëëáêôéêü óýóôçìá áíáãíþñéóçò

ôïõ mRNA áðü ôï ñéâüóùìá ãéá ôçí Ýíáñîç ôçò ìåôÜ-

öñáóçò. ̧ ôóé, åíþ åßíáé ãíùóôü üôé ôá mRNA ôùí åõêá-



ÑÁÄÉÏÚÓÏÔÏÐÉÊÇ ÁÐÅÉÊÏÍÉÓÇ ÔÇÓ ÃÏÍÉÄÉÁÊÇÓ ÌÅÔÁÖÏÑÁÓ 25

ñõùôéêþí êõôôÜñùí åßíáé ìïíïóéóôñïíéêÜ (äçëáäÞ, áðü

ìéá áëõóßäá mRNA ðáñÜãåôáé ìéá åíéáßá ðïëõðåðôéäéêÞ

áëõóßäá), ìå ôçí åéóáãùãÞ ôïõ IRES ìåôáîý äýï ãïíé-

äßùí, ôï ðáñáãüìåíï åíéáßï mRNA êáèßóôáôáé äéóéóôñï-

íéêü, ïðüôå åêöñÜæïíôáé áíåîÜñôçôá áëëÞëùí êáé ôï

èåñáðåõôéêü ãïíßäéï êáé ôï ãïíßäéï-äåßêôçò. ÄçëáäÞ, ôï

Ýíá ãïíßäéï ìåôáöñÜæåôáé ìå ôç âïÞèåéá ôïõ êáëýììá-

ôïò (cap) êáé ôï Üëëï ìå ôç âïÞèåéá ôïõ IRES. Åðéóç-

ìáßíåôáé üôé ç áíôéóôïé÷ßá ìåôáîý ôùí ëáìâáíïìÝíùí

ðñùôåúíþí äåí åßíáé ðÜíôá 1:1, áëëÜ óõ÷íÜ ôï ãïíßäéï

ôï ïðïßï ôïðïèåôåßôáé óôçí êáóÝôá ôïõ ìåôáöåñüìåíïõ

ãåíåôéêïý õëéêïý ìåôÜ áðü ôï IRES ðáñïõóéÜæåé ìåéù-

ìÝíï ñõèìü Ýêöñáóçò. Ìå ôïí üñï êáóÝôá (cassette)

íïåßôáé ôï óýíïëï ôçò ãåíåôéêÞò ðëçñïöïñßáò (ãïíßäéá

êáé ñõèìéóôéêÝò ðåñéï÷Ýò), ôï ïðïßï ìåôáöÝñåôáé ìå êÜ-

ðïéï ü÷çìá óå Ýíá êýôôáñï. ÌåôÜ áðü ôï IRES óõíÞèùò

ôïðïèåôåßôáé ôï ãïíßäéï-äåßêôçò, Ýôóé þóôå ôï èåñáðåõôé-

êü ãïíßäéï (ôïðïèåôïýìåíï áìÝóùò ìåôÜ áðü ôïí õðïêé-

íçôÞ) íá åêöñÜæåôáé óôï ìÝãéóôï äõíáôü âáèìü, ðñïò

åðßôåõîç ôïõ åðéäéùêüìåíïõ èåñáðåõôéêïý áðïôåëÝóìá-

ôïò. ÂÝâáéá, áõôü áõîÜíåé ôéò áðáéôÞóåéò óå åõáéóèçóßá

ôçò áðåéêïíéóôéêÞò ìåèüäïõ, åðåéäÞ ìåéùìÝíç Ýêöñáóç

ôïõ ãïíéäßïõ-äåßêôç óõíåðÜãåôáé ìéêñüôåñç êáèÞëùóç

ôïõ åðéóçìáóìÝíïõ õðïóôñþìáôïò (probe) êáé áõôüò ï

ôïìÝáò âñßóêåôáé óå óõíå÷Þ ìåëÝôç ãéá ôç âåëôéóôïðïßçóÞ

ôïõ. Óôï êÜôù ìÝñïò ôçò åéêüíáò 7 öáßíåôáé ó÷çìáôéêÜ

ç ìåôÜöñáóç äýï áíåîÜñôçôùí ðñùôåúíþí, ìéáò cap-

dependent êáé ìéáò IRES-dependent.

4.3. ÅéóáãùãÞ äéðëïý õðïêéíçôÞ
(double promoter approach)

Ôá äýï ãïíßäéá (èåñáðåõôéêü êáé ãïíßäéï-äåßêôçò)

âñßóêïíôáé õðü ôïí Ýëåã÷ï äýï äéáöïñåôéêþí õðïêéíç-

ôþí óôçí ßäéá êáóÝôá, ç ïðïßá ìåôáöÝñåôáé ìå ôï ßäéï

vector (vector, ôï ðëáóìßäéï ôï ïðïßï ÷ñçóéìåýåé ãéá ôç

ìåôáöïñÜ DNA áðü ôïí Ýíáí ïñãáíéóìü óôïí Üëëïí)

êáé ðáñéóôÜíåôáé ùò áêïëïýèùò: pCMV-d2r-pCMV-

HSV1sr-39-tk.27 Ìå ôç ìåèïäïëïãßá áõôÞ åðéäéþêåôáé ç

áðïöõãÞ ôùí ðñïâëçìÜôùí ôçò ìåèüäïõ ôïõ äéóéóôñï-

íéêïý mRNA, åðåéäÞ, üðùò ðñïáíáöÝñèçêå, ç ÷ñÞóç

ôïõ IRES ðñïêáëåß óõ÷íÜ ìåéùìÝíç Ýêöñáóç ôïõ ãïíé-

äßïõ-äåßêôç, ôï ïðïßï óõíÞèùò áêïëïõèåß ôçí áëëçëïõ-

÷ßá ôïõ IRES.

4.4. ÅéóáãùãÞ ìÝóù äéáöïñåôéêþí ï÷çìÜôùí
(covector administration approach)

Ôá äýï ãïíßäéá (èåñáðåõôéêü êáé ãïíßäéï-äåßêôçò)

ìåôáöÝñïíôáé ìå äéáöïñåôéêü ü÷çìá (vehicle, ð.÷. áäå-

íïúüò) êáé ðñïöáíþò âñßóêïíôáé óå äéáöïñåôéêïýò

vectors, õðü áíåîáñôÞôùò áëëÞëùí äñþíôåò õðïêéíçôÝò,

ïé ïðïßïé üìùò ìðïñåß íá ðñïÝñ÷ïíôáé áðü ôïí ßäéï éü

(ð.÷. pCMV).27 Ç ìÝèïäïò åßíáé åðéññåðÞò óå ðñïâëÞ-

ìáôá (trans-acting effects), ðÝñáí ôïõ üôé äåí ìðïñåß

êÜðïéïò ìå âåâáéüôçôá íá õðïèÝóåé üôé, áöïý äéáðéóôþ-

èçêå ç ðáñïõóßá êáé ç Ýêöñáóç ôïõ ãïíéäßïõ-äåßêôç,

áðáñáßôçôá èá ðñÝðåé íá Ý÷åé ìåôáöåñèåß êáé íá åêöñÜ-

æåôáé êáé ôï èåñáðåõôéêü ãïíßäéï.

4.5. ÌåôáãñáöÞ äýï êáôåõèýíóåùí
(bidirectional transcriptional approach)

Óå ðïëëÝò åöáñìïãÝò ãïíéäéáêÞò èåñáðåßáò åßíáé

áðáñáßôçôï ü÷é ìüíï íá ìåôáöåñèåß ôï èåñáðåõôéêü ãï-

íßäéï óôï üñãáíï-óôü÷ï, áëëÜ êáé íá åßíáé äõíáôÞ êáé ç

ñýèìéóç ôïõ åðéðÝäïõ ÝêöñáóÞò ôïõ. ̧ íáò ôñüðïò åëÝã-

÷ïõ åßíáé ìÝóù ìéáò åîùãåíþò ÷ïñçãïýìåíçò ïõóßáò

(ð.÷. ôïõ áíôéâéïôéêïý äïîõêõêëßíç), ç ïðïßá åðéäñÜ óôç

ñõèìéóôéêÞ ðåñéï÷Þ ôïõ ãïíéäßïõ êáé ðñïêáëåß ôçí Ýíáñ-

îç ôçò ìåôáãñáöÞò ôïõ. Óôç óõãêåêñéìÝíç ôå÷íéêÞ ÷ñç-

óéìïðïéåßôáé ìéá ÷éìáéñéêÞ ðñùôåÀíç êáé Ýíáò öïñÝáò

(vector) äýï êáôåõèýíóåùí (bidirectional), õðü êïéíü

åðáãþãéìï õðïêéíçôÞ. Ìå áõôÞ ôç ìÝèïäï27 åðéôõã÷Üíå-

ôáé ìåôáãñáöÞ äýï êáôåõèýíóåùí, ðáñÜãïíôáé 2 áíå-

îÜñôçôá mRNA êáé 2 îå÷ùñéóôÝò ðñùôåÀíåò (èåñáðåõôé-

êÞ êáé ðñùôåÀíç-äåßêôçò), ìå åðéðñüóèåôç äõíáôüôçôá

ñýèìéóçò ôçò ìåôáãñáöÞò, ìå ôç âïÞèåéá ôçò åîùãåíþò

÷ïñçãïýìåíçò äïîõêõêëßíçò. Áêüìç, áðïöåýãïíôáé ôá

ãíùóôÜ ðñïâëÞìáôá ìåßùóçò ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ãïíé-

äßïõ-äåßêôç, ôá ïðïßá áðáíôþíôáé óôç äéóéóôñïíéêÞ ìÝ-

èïäï (üôáí áõôü áêïëïõèåß ôï IRES), êáé èåùñåßôáé ùò

ç ìÝèïäïò ôïõ ìÝëëïíôïò.30

5. ÓÕÍÈÅÓÇ ÔÅ×ÍÇÔÙÍ ÕÐÏÄÏ×ÅÙÍ

Ìéá åéäéêÞ ðåñßðôùóç ôçò Ýììåóçò ìåèüäïõ ãéá ôçí

in vivo áðåéêüíéóç ôçò ìåôáöïñÜò ôùí ãïíéäßùí óôçñß-

æåôáé óôç äõíáôüôçôá ó÷çìáôéóìïý ôå÷íçôþí õðïäï÷Ýùí

óôçí êõôôáñéêÞ åðéöÜíåéá.31 Ïé õðïäï÷åßò áõôïß åðéëÝ-

ãïíôáé áðü åêåßíïõò ðïõ õðÜñ÷ïõí óôï åíäïêõôôÜñéï

ôìÞìá ôïõ êõôôÜñïõ (üðùò ð.÷. ç ìåôáëëïèåéïíåÀíç),

áëëÜ åðåéäÞ ó÷åäéÜæïíáé íá ðåñéÝ÷ïõí åðéðñüóèåôá ìéá

áëëçëïõ÷ßá õäñüöïâùí áìéíïîÝùí, ðïõ ëáìâÜíåôáé áðü

ïðïéïíäÞðïôå ìåìâñáíéêü õðïäï÷Ýá (ð.÷. áõôüí ôçò ãëõ-

êïöïñßíçò ôùí åñõèñïêõôôÜñùí), ìÝóù ôçò ïðïßáò áõ-

ôüò áãêéóôñþíåôáé óôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç, êáôÜ ôçí

ðñùôåúíïóýíèåóç ïäåýïõí ðñïò áõôÞ êáé äåí åíôïðßæï-

íôáé ðëÝïí óôï êõôôáñüðëáóìá. Ïé åíäïêõôôÜñéïé õðï-

äï÷åßò åðéëÝãïíôáé ìå âÜóç ôï êñéôÞñéï ôçò äõíáôüôçôáò

ó÷çìáôéóìïý óôáèåñþí óõìðëüêùí ìå ñáäéïìÝôáëëá. Óõ-

íïðôéêÜ, ç áñ÷Þ ôçò ìåèüäïõ öáßíåôáé óôçí åéêüíá 9.
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íåÀíçò, ó÷çìáôßæïíôáò Ýíá êáôÜ ðïëý óôáèåñüôåñï óýì-

ðëïêï áð’ ü,ôé ôï áíôßóôïé÷ï ìå ôï ãëõêïåðôïíéêü.

Ãéá ôçí êáôáíüçóç ôçò ìåèüäïõ ó÷çìáôéóìïý ôå÷íç-

ôþí õðïäï÷Ýùí óôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç, áðáéôåßôáé íá

ãßíåé ìéá áíáäñïìÞ óôïí ôñüðï ìå ôïí ïðïßï ï êõôôáñé-

êüò ìç÷áíéóìüò áðïöáóßæåé óå ðïéï êõôôáñéêü äéáìÝñé-

óìá èá ïäåýóåé ìéá óõíôéèÝìåíç ðñùôåÀíç. Ãéá íá åê-

öñáóôåß ìéá ðñùôåÀíç óôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç, Ý÷ïõ-

óá êáé ìéá åîùðëáóìéêÞ ðåñéï÷Þ, áðáéôåßôáé ç ýðáñîç

ìéáò áëëçëïõ÷ßáò õäñüöïâùí áìéíïîÝùí, ìÝóù ôùí

ïðïßùí áãêéóôñþíåôáé óôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç (trans-

membrane domain), êáèþò êáé ìéáò Üëëçò áëëçëïõ-

÷ßáò áìéíïîÝùí, ìÝóù ôçò ïðïßáò ãßíåôáé ç áíáãíþñéóç

áðü ôïí êõôôáñéêü ìç÷áíéóìü ãéá ôï ðïý èá ïäåýóåé ç

ðñùôåÀíç ìåôÜ áðü ôçí Ýíáñîç ôçò óýíèåóÞò ôçò (signal

peptide). Óôá êýôôáñá ôùí èçëáóôéêþí, áìÝóùò ìåôÜ

áðü ôçí Ýíáñîç ôçò ìåôÜöñáóçò ôçò ðñùôåÀíçò áðü ôá

ñéâïóþìáôá, ç ýðáñîç ôïõ signal peptide ãßíåôáé áíôé-

ëçðôÞ áðü ìéá åéäéêÞ êõôôáñïðëáóìáôéêÞ ðñùôåÀíç (signal

recognition particle, SRP) êáé ôï üëï óýìðëåãìá êáôåõ-

èýíåôáé ðñïò ôï áäñü åíäïðëáóìáôéêü äßêôõï (rough

endoplasmic reticulum), üðïõ óõìðëçñþíåôáé ç ìåôÜ-

öñáóç.28

Ç ìåôÜöñáóç óõíå÷ßæåôáé ðëÝïí óôï óõãêåêñéìÝíï

êõôôáñéêü äéáìÝñéóìá êáé áíáäýåôáé áñ÷éêÜ ç äéáìåì-

âñáíéêÞ ðåñéï÷Þ, ç ïðïßá åíóùìáôþíåôáé óôç ìåìâñÜíç

ôïõ åíäïðëáóìáôéêïý äéêôýïõ êáé áêïëïõèåß ôåëéêÜ ç

óýíèåóç êáé ôçò åîùðëáóìéêÞò ðåñéï÷Þò. Óôï ðÝñáò ôçò

ìåôÜöñáóçò, ç ìåìâñÜíç ôïõ åíäïðëáóìáôéêïý äéêôýïõ

óõíôÞêåôáé ìå ôçí åîùôåñéêÞ êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç êáé ôï

Åéêüíá 9. Ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç ôçò Ýêöñá-

óçò óôçí êõôôáñéêÞ åðéöÜíåéá åíüò ôå÷íçôïý

õðïäï÷Ýá. Ôï ãïíßäéï, ôï ïðïßï öÝñåé ôçí ðëç-

ñïöïñßá ãéá ôç óýíèåóÞ ôïõ, áðïôåëåßôáé êáôÜ

Ýíá ìÝñïò áðü ôï ãïíßäéï ðïõ êùäéêïðïéåß Ýíáí

åíäïêõôôÜñéï õðïäï÷Ýá (üðùò åßíáé ç ìåôáëëï-

èåéïíåÀíç). Íá óçìåéùèåß üôé ç ìåôáëëïèåéïíå-

Àíç Ý÷åé ôç äõíáôüôçôá ó÷çìáôéóìïý óõìðëü-

êïõ ìå êÜðïéï ñáäéïìÝôáëëï (ð.÷. Tc-99m).

Ùóôüóï, ôï Üëëï ôìÞìá ôïõ ãïíéäßïõ êùäéêï-

ðïéåß ôçí õäñüöïâç áëëçëïõ÷ßá ôùí áìéíïîÝùí

(ìÝóù ôùí ïðïßùí ï ôå÷íçôüò õðïäï÷Ýáò óõã-

êñáôåßôáé äßêçí Üãêõñáò óôç ìåìâñÜíç) êÜðïé-

ïõ ìåìâñáíïóõíäåäåìÝíïõ õðïäï÷Ýá. Ðñïóï-

÷Þ äßíåôáé óôç óåéñÜ (5´-3´) ìå ôçí ïðïßá ôá

ãïíßäéá åßíáé óõíäåäåìÝíá, þóôå ç ðáñáãüìå-

íç ðñùôåÀíç íá ïäåýóåé óôï åíäïðëáóìáôéêü

äßêôõï êáé íá Ý÷åé ôïí êáôÜëëçëï ðñïóáíáôï-

ëéóìü (âë. êåßìåíï).

Ç ìåèïäïëïãßá áõôÞ Ý÷åé óçìáíôéêÜ ðëåïíåêôÞìáôá

Ýíáíôé ôùí Üëëùí ìåèüäùí, åðåéäÞ:

á. Ç ðáñïõóßá ôçò ÷éìáéñéêÞò ðñùôåÀíçò óôçí êõôôáñé-

êÞ åðéöÜíåéá äåí áðáéôåß ôç äßïäï ôïõ é÷íçèåôçìÝ-

íïõ õðïóôñþìáôïò óôï åóùôåñéêü ôïõ êõôôÜñïõ

â. Ôï åéóáãüìåíï ãïíßäéï åßíáé ìéêñïý ìåãÝèïõò (2 kb)

êáé óõíåðþò ìðïñåß íá ìåôáöåñèåß åíôüò ôïõ êõôôÜ-

ñïõ ìå ïðïéïäÞðïôå áðü ôá ãíùóôÜ óõóôÞìáôá ìåôá-

öïñÜò (viral vectors)

ã. Ç êáèÞëùóç ôïõ ñáäéïìåôÜëëïõ åßíáé åõèÝùò áíÜ-

ëïãç ôïõ ðïóïý ôçò åêöñáæüìåíçò óôçí êõôôáñéêÞ

åðéöÜíåéá ÷éìáéñéêÞò ðñùôåÀíçò

ä. Ïé ÷éìáéñéêÝò ðñùôåÀíåò ìðïñïýí íá ó÷åäéáóôïýí,

Ýôóé þóôå íá ìçí åßíáé ôïîéêÝò óôï êýôôáñï

å. Ùò ñáäéïìÝôáëëï ìðïñåß íá ÷ñçóéìïðïéçèåß êõñßùò

ôï Tc-99m, ôï ïðïßï åßíáé öèçíü, äéáèÝóéìï êáèçìå-

ñéíÜ óôï ôìÞìá ÐõñçíéêÞò ÉáôñéêÞò êáé äåí áðáéôåß

åîåéäéêåõìÝíá áðåéêïíéóôéêÜ óõóôÞìáôá.

Ç óõìðëïêïðïßçóç ôïõ Tc-99m (ìÜëëïí õðü ìïñöÞ

ïîïôå÷íçôéêïý ðõñÞíá [99mTc=O]3+) áðü ôçí áíôßóôïé÷ç

ðåñéï÷Þ ôçò ÷éìáéñéêÞò ðñùôåÀíçò-õðïäï÷Ýá ãßíåôáé ìåôÜ

áðü ôçí åíäïöëÝâéá ÷ïñÞãçóç åíüò ðñïó÷çìáôéóìÝíïõ

êéíçôéêÜ áóôáèïýò óõìðëüêïõ ôïõ ôå÷íçôßïõ, üðùò åß-

íáé ôï óýìðëïêï ìå ôï ãëõêïåðôïíéêü (99mTc-Glucohe-

ptonate). Ôï éóüôïðï, ôï ïðïßï äåí ðñïóêïëëÜôáé óôï

êýôôáñï-óôü÷ï, áðïìáêñýíåôáé áðü ôá ïýñá õðü ìïñöÞ
99mTc-Glucoheptonate. ÊáôÜ ôçí áíôßäñáóç äéá÷çëßù-

óçò (transchelation), ï ïîïôå÷íçôéêüò ðõñÞíáò ([99mTc=

O]3+) óõìðëïêïðïéåßôáé áðü ôéò óïõëöõäñõëéêÝò ïìÜäåò

ôùí ðëåõñéêþí ïìÜäùí ôùí êõóôåúíþí ôçò ìåôáëëïèåéï-
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Åéêüíá 10. Ó÷çìáôéêÞ ðáñÜóôáóç ôïõ ìç÷áíéóìïý ôçò óýíèåóçò ôùí ìåìâñáíïóõíäåäåìÝíùí ðñùôåúíþí óôï åíäïðëáóìáôéêü äßêôõï. Ìå ôçí Ýíáñîç

ôçò ìåôÜöñáóçò, ç êõôôáñïðëáóìáôéêÞ ðñùôåÀíç SRP áíáãíùñßæåé ôçí áíáäõüìåíç áêïëïõèßá (SRP: signal peptide sequence) êáé êáôåõèýíåé ôï

ñéâüóùìá óôï åíäïðëáóìáôéêü äßêôõï, üðïõ ðåñáôþíåôáé ç ìåôÜöñáóç. Óôç óõíÝ÷åéá, ôï êõóôßäéï ôïõ åíäïðëáóìáôéêïý äéêôýïõ óõíôÞêåôáé ìå ôçí

êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç êáé ôï ðåñéå÷üìåíü ôïõ êáèßóôáôáé åîùêõôôÜñéïò ÷þñïò.

ðåñéå÷üìåíü ôïõ åîùêõôôáñþíåôáé, ïðüôå êáé ôï ôìÞìá

ôçò íåïóõíôåèåßóáò ðñùôåÀíçò, ôï ïðïßï åß÷å ðñïóáíá-

ôïëéóìü ìÝóá óôï åíäïðëáóìáôéêü äßêôõï, êáèßóôáôáé

ðëÝïí åîùêõôôÜñéï. Ó÷çìáôéêÜ, ôá ðáñáðÜíù ðåñéãñÜ-

öïíôáé áðü ôçí åéêüíá 10. Åßíáé áêüìá ãíùóôü üôé êáôÜ

ôç ìåôÜöñáóç ïé ðñùôåÀíåò óõíôßèåíôáé áñ÷Þò ãåíïìÝ-

íçò áðü ôï Í-ôåëéêü Üêñï ôïõò (áìéíïôåëéêü) ðñïò ôï

C-ôåëéêü Üêñï ôïõò (êáñâïîõôåëéêü), ãåãïíüò ôï ïðïßï

óçìáßíåé üôé ôï ãïíßäéï ðïõ êùäéêïðïéåß ôçí ðåñéï÷Þ ìå

ôï signal peptide êáé ôç äéáìåìâñáíéêÞ ðåñéï÷Þ, ðñÝðåé

íá ðñïçãåßôáé ôïõ ãïíéäßïõ ðïõ êùäéêïðïéåß ôçí åîù-

ðëáóìéêÞ ðåñéï÷Þ (ìåôáëëïèåéïíåÀíç) êáé ç ïðïßá èá

óõìðëïêïðïéÞóåé ôï ñáäéïìÝôáëëï. ÄçëáäÞ, óôï 5´ Üêñï

ôïõ ãïíéäßïõ, áðü ôï ïðïßï ðñïêýðôåé ç ÷éìáéñéêÞ ðñù-

ôåÀíç, âñßóêåôáé ç ðëçñïöïñßá ôïõ signal peptide êáé

ôçò äéáìåìâñáíéêÞò ðåñéï÷Þò êáé óôç óõíÝ÷åéá áêïëïõ-

èåß ç ðëçñïöïñßá ç ïðïßá êùäéêïðïéåß ôç äïìÞ ôçò ìå-

ôáëëïèåéïíåÀíçò. ÅðéðëÝïí, óçìåéþíåôáé üôé ç ðåñéï÷Þ

ôïõ signal peptide ðñÝðåé íá áêïëïõèåßôáé áìÝóùò ìåôÜ

áðü ôç äéáìåìâñáíéêÞ ðåñéï÷Þ (ðñùôåÀíåò ôýðïõ ÉÉ), þóôå

ç áêïëïõèïýóá åîùðëáóìéêÞ ðåñéï÷Þ íá Ý÷åé ôïí êá-

ôÜëëçëï ðñïóáíáôïëéóìü (åîùêõôôÜñéï).

6. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ

¼óï óõíå÷ßæåé íá åîåëßóóåôáé ìå áëìáôþäç ñõèìü ï

ôïìÝáò ôçò ãïíéäéáêÞò èåñáðåßáò, ôüóï áíáìÝíåôáé íá

áêïëïõèÞóåé êáé ç ôå÷íïëïãßá ôçò áðåéêüíéóçò ôçò ìå-

ôáöïñÜò êáé ôçò Ýêöñáóçò ôùí äéáöüñùí ìåôáöåñüìå-

íùí ãïíéäßùí. Ïé ñáäéïúóïôïðéêÝò áðåéêïíéóôéêÝò ôå÷íé-

êÝò, ìå ôçí åîáéñåôéêÞ ôïõò åõáéóèçóßá, áíáìÝíåôáé íá

ðáßîïõí óçìáíôéêü ñüëï óôçí üëç áõôÞ ðñïóðÜèåéá,

åíþ êáé ç äéáêñéôéêÞ ôïõò éêáíüôçôá áíáìÝíåôáé íá âåë-

ôéùèåß óçìáíôéêÜ óôï ìÝëëïí. ̧ íá Üëëï óçìáíôéêü ðñï-

óüí ôùí ñáäéïúóïôïðéêþí áðåéêïíéóôéêþí ìåèüäùí ôçò

ãïíéäéáêÞò ìåôáöïñÜò åßíáé êáé ç ìåãÜëç ôá÷ýôçôá ìå

ôçí ïðïßá åñãáóôçñéáêÝò ìåëÝôåò ìðïñïýí íá êéíçèïýí

ðñïò ôï ðåäßï ôùí êëéíéêþí åöáñìïãþí, ìéá êáé ïé óõ-

ãêåíôñþóåéò ôùí ÷ñçóéìïðïéïýìåíùí ñáäéïöáñìÜêùí

åßíáé åîáéñåôéêÜ ìéêñÝò, êÜôù áðü ôá åðßðåäá äõíáôüôç-

ôáò Üóêçóçò öáñìáêïäõíáìéêÞò äñÜóçò êáé öõóéêÜ

ôïîéêüôçôáò. Áðü üëåò ôéò ìåèïäïëïãßåò, ïé ïðïßåò äïêé-

ìÜæïíôáé êáé áíáðôý÷èçêáí ðåñéëçðôéêÜ óå áõôÞ ôçí

áíáóêüðçóç, ïé Ýììåóåò ìÝèïäïé, ìå ôç ÷ñÞóç åíüò

ãïíéäßïõ-äåßêôç (marker Þ reporter gene), öáßíåôáé íá

Ý÷ïõí ôïí ðñþôï ëüãï ùò ìÝèïäïé äéáðßóôùóçò ôçò
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ðáñïõóßáò êáé ôçò Ýêöñáóçò åíüò èåñáðåõôéêïý ãïíé-

äßïõ óå Ýíáí ïñãáíéóìü. ÐÜíôùò, üëá áõôÜ äåí áíáìÝ-

íåôáé íá åéóá÷èïýí óôçí êëéíéêÞ ðñÜîç ðñéí áðü ôï

2015, óýìöùíá ìå ôéò åêôéìÞóåéò ôçò RAND Corpora-

tion,32 åêôüò áí óõìâïýí åðáíáóôáôéêÝò áíáêáëýøåéò

óôïí ôïìÝá ôçò åðéëåêôéêÞò áðïóôïëÞò ãåíåôéêïý õëé-

êïý óå óõãêåêñéìÝíï éóôü óôïí ïñãáíéóìü. Ùóôüóï, åêôüò

áðü ôç ãïíéäéáêÞ èåñáðåßá, ç áíáðôõ÷èåßóá áðåéêïíé-

óôéêÞ ìåèïäïëïãßá ìðïñåß íá ÷ñçóéìïðïéçèåß êáé óå

Üëëåò ðåñéï÷Ýò åíäéáöÝñïíôïò ôùí âéïëïãéêþí åðéóôç-

ìþí, üðùò åßíáé ç Ïãêïëïãßá, ç Öáñìáêïëïãßá, ç Íåõ-

ñïâéïëïãßá êáé ç Âéïëïãßá ìåôáìïó÷åýóåùí.
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Molecular imaging – Imaging transgene expression with radioisotopic techniques
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Molecular imaging techniques provide the opportunity of studying the cell biochemistry in vivo. Radioisotopic

techniques (positron emission tomography, PET), due to their inherent high sensitivity, comprise the preferred

approach, although magnetic resonance imaging-based methods (MRI) appear to be gaining momentum. Due

to impressive advances in molecular biology and the feasibility of gene therapy, a non-invasive method of

assessment has become imperative. Imaging of gene transfer and expression and the time frame of this

expression are currently being studied by various groups, using mainly PET-based methods. This review pro-

vides an overview of the various methodologies in use (direct and indirect imaging methods) and the various

radiopharmaceuticals employed. The concept of the reporter gene is discussed in the context of indirect

imaging methods, the various modifications of which are briefly discussed, with emphasis on the bicistronic and

the artificial receptor approaches. The most frequently used reporter genes, such as the thymidine kinase (TK)

and the post-synaptic dopaminergic receptor 2 (D2R) genes are described. The principles of the artificial

receptor approach are discussed.
................................................................................................................................................................................
Key words: Artificial receptors, Bicistronic approach, Direct imaging, Indirect imaging, Molecular imaging, Transgene

expression
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