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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Οι αναδιατάξεις στους γενετικούς τόπους των ελαφριών αλυσίδων των 

ανοσοσφαιρινών (IGK, IGL) ρυθμίζονται σύμφωνα με το μοντέλο του αποκλεισμού 

αλληλομόρφου (allelic exclusion). Οι αναδιατάξεις έχουν «ιεραρχικό» χαρακτήρα: 

πρώτα αναδιατάσσεται ο γενετικός τόπος της κ-ελαφριάς αλυσίδας (IGK) και μόνο 

εάν αποτύχει η αναδιάταξη και στα δύο αλληλόμορφα IGK, ακολουθεί 

ανασυνδυασμός του γενετικού τόπου της λ-ελαφριάς αλυσίδας (IGL). Η ιδιαίτερη 

μοριακή δομή του γενετικού τόπου IGK ευνοεί αντιδράσεις αντικατάστασης με 

δευτερογενείς αναδιατάξεις. Η ανάλυση των δευτερογενών αναδιατάξεων προσφέρει 

ενδείξεις για τη λειτουργία των μοριακών μηχανισμών και των δυνάμεων επιλογής 

που διαμορφώνουν το εκφραζόμενο ρεπερτόριο των Β λεμφοκυττάρων.

Τα νεοπλασματικά Β λεμφοκύτταρα μπορεί να θεωρηθούν ως ένα μοντέλο “in vivo 

μεμονωμένου κυττάρου” (“in vivo single-cell model”). Έτσι, προσφέρονται για την 

ανάλυση των μηχανισμών αναδιάταξης και έκφρασης των ελαφριών αλυσίδων. Στην 

παρούσα μελέτη αναλύθηκαν οι παραγωγικές και μη παραγωγικές αναδιατάξεις του 

γενετικού τόπου IGK (IGKV-J, IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE) σε μια ομάδα 

291 ασθενών με ΧΛΛ. Ακολούθησε σύγκριση των ρεπερτορίων των γονιδίων σε 

ασθενείς που εκφράζουν κ ή λ κλωνοτυπική αλυσίδα. Επιπλέον, μελετήθηκαν οι 

παραγωγικές και μη παραγωγικές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK σε 101 

ασθενείς με Πολλαπλούν Μυέλωμα (ΠΜ). Το ΠΜ επιλέχθηκε προς αντιπαραβολή με 

την ΧΛΛ για δύο λόγους: (ΐ) προέρχεται από νεοπλασματική εξαλλαγή κυττάρων τα 

οποία έχουν περάσει από το βλαστικό κέντρο (postgerminal center cell) (ϋ) αντίθετα 

από τη ΧΛΛ δεν συσχετίζεται με αυτοαντιδραστικότητα ούτε έχει συνδεθεί με 

αυτοάνοσες εκδηλώσεις.

Σκοπός της μελέτης ήταν να διερευνηθεί ο ρόλος των πολλαπλών αναδιατάξεων του 

γενετικού τόπου IGK στη διαμόρφωση του εκφραζόμενου ρεπερτορίου στην ΧΛΛ και 

στο ΠΜ και να εντοπιστούν πιθανές διαφορές μεταξύ περιπτώσεων με κλωνοτυπική 

κ ή λ ελαφριά αλυσίδα. Επιπλέον, αναζητήθηκαν τα αίτια για τα οποία απέτυχαν να 

εκφραστούν οι λειτουργικές πρωτογενείς αναδιατάξεις IGKV-J. Οι αλληλουχίες IGKV- 

J της ομάδας συγκρίθηκαν με όλες τις αλληλουχίες IGKV-J που ανασύρθηκαν από τη 

βάση δεδομένων IMGT/LIGM-DB με σκοπό την αναγνώριση ομόλογων αλληλουχιών 

και την αναζήτηση ενδείξεων αναγνώρισης συγκεκριμένων αντιγόνων. Τέλος, 

αναζητήθηκαν ενδείξεις για την οντογενετική προέλευση του νεοπλασματικού 

κλώνου.
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Η μελέτη χωρίζεται σε δύο μέρη:

Στο γενικό μέρος αναφέρονται στοιχεία σχετικά με: (ί) τους μηχανισμούς αναδιάταξης 

στους γενετικούς τόπους των ανοσοσφαιρινών (ϋ) τα αίτια και τη λειτουργική 

σημασία των πολλαπλών αναδιατάξεων του γενετικού τόπου IGK (ίϋ) την προέλευση 

του νεοπλασματικού λεμφοκυττάρου και την παθογένεια της ΧΛΛ και του ΠΜ.

Στο ειδικό μέρος περιγράφονται ο σκοπός, το υλικό και οι μέθοδοι και τα 

αποτελέσματα της έρευνας. Ακολουθεί συζήτηση των ευρημάτων και συσχέτιση τους 

με τα βιβλιογραφικά δεδομένα και η περίληψη με τα κύρια ευρήματα και 

συμπεράσματα της εργασίας.

Η παρούσα μελέτη εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογίας του Τμήματος Ιατρικής 

του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, υπό την καθοδήγηση της κας. Παναγούλας Κόλλια, 

Επίκουρης Καθηγήτριας Βιολογίας του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας. Ευχαριστώ θερμά την κα. Κόλλια για την πολύπλευρη συμπαράσταση 

που μου παρείχε σε όλες τις φάσεις εκπόνησης της διατριβής. Εκφράζω ιδιαίτερες 

ευχαριστίες στον κ. Νικόλαο Σταθάκη, Καθηγητή Παθολογίας του Τμήματος Ιατρικής 

του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, και στην κα. Ασπασία Τσέζου, Επικ. Καθηγήτρια 

Ιατρικής Γενετικής του ίδιου Τμήματος, για την καθοδήγηση και την υποστήριξή τους 

ως μέλη της τριμελούς επιτροπής της διδιακτορικής διατριβής.

Η συλλογή και ο χαρακτηρισμός των δειγμάτων της μελέτης, πραγματοποιήθηκε 

στην Αιματολογική Κλινική και Μονάδα Μεταμόσχευσης Αιμοποιητικών Κυττάρων 

του ΠΓΝΘ «Γ. Παπανικολάου» που διευθύνουν οι κύριοι Αθανάσιος Φάσσας και 

Αχιλλέας Αναγνωστόπουλος, και στο Αιματολογικό Τμήμα του ΠΓΝ Νίκαιας «Ο Άγιος 

Παντελεήμων» που διευθύνει ο κ. Νικόλαος Λαουτάρης. Επιθυμώ να εκφράσω 

θερμές ευχαριστίες στους διευθυντές των δύο Τμημάτων για τη δυνατότητα που μου 

προσέφεραν και την υποστήριξη που παρείχαν στην εκπόνηση της παρούσας 

μελέτης.

Η παρούσα διατριβή ολοκληρώθηκε χάρη στην πολύτιμη συνδρομή των φίλων 

συνεργατών μου:

• ο κ. Κώστας Σταματόπουλος, Αιματολόγος, Επιμελητής στην Αιματολογική 

Κλινική και Μονάδα Μεταμόσχευσης Αιμοποιητικών Κυττάρων του ΠΓΝΘ «Γ. 

Παπανικολάου», με καθοδήγησε στα πρώτα βήματά μου, παρακολούθησε ενεργά 

όλες τις φάσεις εκπόνησης της διατριβής μου και μοιράστηκε μαζί μου τις σκέψεις και 

τις ιδέες του.
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• η κα. Χρυσούλα Μπέλεση, Βιοπαθολόγος, Αναπληρώτρια Διευθύντρια στο 

Αιματολογικό Τμήμα του ΠΓΝ Νίκαιας «Ο Άγιος Παντελεήμων», με τον ορθολογισμό 

και τη μεγάλη εργαστηριακή εμπειρία της συνέβαλε ουσιαστικά στον σχεδίασμά της 

μελέτης.

• ο κ. Ιωάννης Ζορμπάς, Βιολόγος στην Αιματολογική Κλινική και Μονάδα 

Μεταμόσχευσης Αιμοποιητικών Κυττάρων του ΠΓΝΘ «Γ. Παπανικολάου», με στήριξε 

καθόλη την εκπόνηση της διατριβής μου και μου έμαθε πολλά τεχνικά “μυστικά”.

• οι κυρίες Μαρία Σαμαρά και Μαρία Σάτρα, Βιολόγοι στο Εργαστήριο 

Βιολογίας και Γενετικής του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, με 

βοήθησαν ουσιαστικά και ανέχθηκαν αδιαμαρτύρητα τις απαιτήσεις μου.

• οι κυρίες Tatjana Soiilevska και Βασιλική Δούκα εργάστηκαν μαζί μου από 

την έναρξη μέχρι και την ολοκλήρωση της μελέτης, σχολίασαν κριτικά, ενίσχυσαν και 

συμπλήρωσαν τις προσπάθειές μου.

• οι κυρίες Έφη Κωσταρέλη και Κατερίνα Χατζή βοήθησαν ουσιαστικά στη 

συλλογή και επεξεργασία των δειγμάτων, προσέφεραν τις γνώσεις τους στην 

πληροφορική και συνέβαλαν στη μορφοποίηση του κειμένου.

Λάρισα, Ιούλιος 2006
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΕΣ: ΔΟΜΗ-ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ

Οι μηχανισμοί της ειδικής ανοσίας και πιο συγκεκριμένα η χυμική ανοσία 

περιλαμβάνει τα Β κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος με τα ειδικά μόρια που 

παράγουν, τις ανοσοσφαιρίνες ή αντισώματα. Οι ανοσοσφαιρίνες μπορεί να 

θεωρηθούν ως προϊόντα ενός πρωτεϊνοσυνθετικού μηχανισμού με προορισμό τη 

δημιουργία ενός ουσιαστικά απεριόριστου ρεπερτορίου συμπληρωματικών μοριακών 

επιφανειών. Αναγνωρίζουν τα αντιγόνα και προσδένονται σε μια ειδική περιοχή τους, 

τον επίτοπο ή αντιγονικό καθοριστή. Κάθε ανοσοσφαιρίνη αναγνωρίζει και 

προσδένεται σ’ έναν μόνον, ειδικό γι’ αυτήν επίτοπο. Η τεράστια δομική ετερογένεια 

των ανοσοσφαιρινών είναι απαραίτητη για την αναγνώριση των πολυάριθμων 

αντιγονικών καθοριστών που υπάρχουν στη φύση.

Καθημερινά στον ανθρώπινο οργανισμό παράγονται ΙΟ7 νέα Β κύτταρα, που 

παράγουν έναν μόνο τύπο υποδοχέα-ανοσοσφαιρίνης με μια και μοναδική αντιγονική 

ειδικότητα. Το συνολικό ρεπερτόριο των αντιγονικών ειδικοτήτων είναι περίπου ΙΟ9, 

ενώ ο συνολικός αριθμός των Β κυττάρων σ’ έναν ενήλικο άνθρωπο είναι περίπου
1011(1>.

Τα διαφοροποιημένα δραστικά κύτταρα που προέρχονται από ένα ενεργοποιημένο 

λεμφοκύτταρο παράγουν υποδοχείς πανομοιότυπης ειδικότητας με αυτήν του 

κυττάρου από το οποίο προήλθαν. Για την παραγωγή επαρκούς αριθμού ειδικών 

δραστικών λεμφοκυττάρων, και επομένως αντισωμάτων, πρέπει να προηγηθεί 

πολλαπλασιασμός του ενεργοποιημένου λεμφοκυττάρου (κλωνική έκπτυξη, clonal 

expansion). Η καθυστέρηση που παρατηρείται χαρακτηρίζει μόνο την πρώτη ή 

πρωτογενή ανοσοποίηση, ενώ η δεύτερη ή δευτερογενής ανοσοποίηση με το ίδιο 

αντιγόνο εμφανίζει μικρότερη περίοδο αναμονής, υψηλότερο και πιο παρατεταμένο 

επίπεδο μέγιστης απόκρισης. Αυτό οφείλεται στην ιδιότητα του ανοσοποιητικού 

συστήματος να δημιουργεί ένα είδος άνοσης μνήμης για την αμεσότερη απάντηση σε 

περίπτωση δευτερογενούς ανοσοποίησης. Η ειδική ανοσία προϋποθέτει επίσης πως 

τα λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν ως «ξένα» συστατικά μόνο τα παθογόνα (διάκριση 

μεταξύ «ξένου» / «εαυτού»). Έτσι, τα λεμφοκύτταρα που έχουν υποδοχείς ειδικούς 

για αυτόλογα μόρια εξαλείφονται σ’ ένα πρώιμο στάδιο λεμφικής ανάπτυξης και 

συνεπώς απουσιάζουν από το ρεπερτόριο των ώριμων λεμφοκυττάρων. Κατά
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συνέπεια, οι αρχές που διέπουν την ειδική ανοσία είναι η αυστηρή ειδικότητα, η 

ποικιλότητα, η άνοση μνήμη και η αυτοανοχή (self-tolerance).

Τα μόρια των αντισωμάτων έχουν διττή λειτουργία. Επάγουν την άνοση απάντηση, 

αφού συνδεθούν ειδικά με το αντιγόνο, και επιστρατεύουν άλλα μόρια και κύτταρα με 

σκοπό την καταστροφή του παθογόνου μετά την πρόσδεσή του σε αυτό. Οι δύο 

αυτές λειτουργίες επιτελούνται από διαφορετικές περιοχές του αντισώματος: ένα 

τμήμα αναγνωρίζει ειδικά το αντιγόνο, ενώ το υπόλοιπο εξασφαλίζει τους δραστικούς 

μηχανισμούς που θα το εξουδετερώσουν.

Οι ανοσοσφαιρίνες χαρακτηρίζονται από μια βασική δομή που αποτελείται από δύο 

όμοιες βαριές αλυσίδες (Η), μοριακού βάρους (Μ.Β.) 50-70 kDa, και δύο επίσης 

όμοιες ελαφριές αλυσίδες (L) με Μ.Β. 25 kDa(2). Οι δύο βαριές αλυσίδες συνδέονται 

μεταξύ τους με δισουλφυδριλικούς δεσμούς και κάθε μια τους συνδέεται με μια 

ελαφριά αλυσίδα με έναν δισουλφυδριλικό δεσμό(3). Σε κάθε μόριο ανοσοσφαιρίνης οι 

δύο βαριές και οι δύο ελαφριές αλυσίδες είναι όμοιες, έτσι ώστε το μόριο να εμφανίζει 

δίπτυχο άξονα συμμετρίας (Εικόνα 1.1).

μ, δ, γ, α, ε κ, Λ

Εικόνα 1.1 Δομή του μορίου της ανοσοσφαιρίνης. Τροποποιημένο από IMGT Web 
Resources.

Η περιοχή του αντισώματος που συνδέεται με το αντιγόνο ποικίλει σημαντικά μεταξύ 

των αντισωμάτων και για το λόγο αυτό είναι γνωστή ως μεταβλητή περιοχή (variable 

region) ή περιοχή V. Η μεταβλητότητα αυτή επιτρέπει σε κάθε μόριο να αναγνωρίζει 

ένα συγκεκριμένο αντιγόνο. Αντίθετα, η περιοχή που ευθύνεται για την ενεργοποίηση
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των μηχανισμών ανοσίας δεν εμφανίζει την ίδια ποικιλομορφία και ονομάζεται 

σταθερή περιοχή (constant region) ή περιοχή C.

Υπάρχουν μόνο δύο τύποι ελαφριάς αλυσίδας, οι οποίοι ορίζονται ως αλυσίδες 

κάππα (κ) και λάμδα (λ). Δεν έχει αναγνωριστεί καμία διαφορά στη λειτουργία μεταξύ 

των αντισωμάτων με κ ελαφριές και λ ελαφριές αλυσίδες. Η αναλογία των δύο τύπων 

ελαφριάς αλυσίδας διαφέρει σε κάθε είδος. Στον άνθρωπο, η αναλογία αλυσίδων κ 

προς λ είναι περίπου 2:1. Αντίθετα, υπάρχουν πέντε κύριες τάξεις ή ισότυποι βαριών 

αλυσίδων: IgM, IgD, IgG, IgA και IgE (Εικόνα 1.2). Καθένας από αυτούς τους 

ισοτύπους έχει μια ιδιαίτερη βαριά αλυσίδα (μ, δ, γ, α και ε, αντίστοιχα) και 

συγκεκριμένη λειτουργία στις άνοσες απαντήσεις(4). Οι ανοσοσφαιρίνες του 

ανθρώπου IgG και IgA διακρίνονται σε τέσσερις (IgGI, lgG2, lgG3, lgG4) και δύο 

(IgAI, lgA2) υποομάδες αντιστοίχως, ανάλογα με τα χαρακτηριστικά των βαριών 

αλυσίδων τους (γΐ, γ2, γ3, γ4/ αΐ, α2).

Εικόνα 1.2 Ισότυποι των βαριών αλυσίδων των ανοσοσφαιρινών (IgA, IgE, IgD, IgM, IgG).
Τροποποιημένο από Kuby Immunology, 4η έκδοση.

Οι αλληλουχίες αμινοξέων πολλών βαριών και ελαφριών αλυσίδων έχουν καθοριστεί 

και δείχνουν ότι κάθε αλυσίδα περιέχει αλληλουχίες μήκους περίπου 100 αμινοξέων 

η καθεμία. Οι ελαφριές αλυσίδες έχουν δύο κύριες περιοχές, ενώ τέσσερις ή πέντε 

περιοχές (ανάλογα με τον ισότυπο) σχηματίζονται σε κάθε βαριά αλυσίδα(5). Οι 

ομοιότητες που παρατηρούνται στην αλληλουχία των αμινοξέων τους υποδηλώνουν 

ότι οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες των ανοσοσφαιρινών έχουν εξελιχθεί μέσω 

επαναλαμβανόμενων αντιγραφών ενός προγονικού γονιδίου, που αντιστοιχούσε σε 

μια περιοχή(6). Η αμινοτελική (Ν-τελική) περιοχή των ελαφριών και βαριών αλυσίδων

00
Q0
IgG

IgM
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είναι η μεταβλητή περιοχή (V). Οι καρβοξυτελικές (C-τελικές) περιοχές είναι σταθερές 

τόσο μεταξύ των βαριών όσο και των ελαφριών αλυσίδων των ανοσοσφαιρινών του 

ίδιου τύπου (περιοχές C).

Από τη σύγκριση της αλληλουχίας των μεταβλητών περιοχών πολλών διαφορετικών 

αντισωμάτων αναγνωρίστηκαν τρεις περιοχές ιδιαίτερης μεταβλητότητας που 

ορίζονται αδρά από τα αμινοξέα 28-35, 57-65 και 105-118. Οι περιοχές αυτές 

ορίζονται ως υπερμεταβλητές (hypervariable regions) και συμβολίζονται ως HV1, 

HV2 και HV3. Το πιο μεταβλητό μέρος της περιοχής V βρίσκεται στην περιοχή HV3. 

Τα τμήματα μεταξύ των υπερμεταβλητών περιοχών, που είναι λιγότερο μεταβλητά, 

ορίζονται ως περιοχές πλαισίου (framework regions, FRs) και συμβολίζονται ως FR1, 

FR2, FR3 και FR4. Οι περιοχές πλαισίου σχηματίζουν το δομικό πλαίσιο της 

περιοχής με τις υπερμεταβλητές αλληλουχίες. Οι υπερμεταβλητές περιοχές 

αντιστοιχούν σε τρεις θηλιές (loops), στο άκρο κάθε β-φύλλου, που βρίσκονται κοντά 

όταν η πρωτεΐνη είναι διπλωμένη και σχηματίζουν το σημείο πρόσδεσης του 

αντιγόνου (Εικόνα 1.3).

Εικόνα 1.3 Οι υπερμεταβλητές περιοχές που αντιστοιχούν σε τρεις θηλιές (loops), στο άκρο 
κάθε β-φύλλου και σχηματίζουν το σημείο πρόσδεσης του αντιγόνου. Τροποποιημένο από

IMGT Web Resources.

Κατ’ αυτόν τον τρόπο οι υπερμεταβλητές περιοχές καθορίζουν την εξειδίκευση του 

αντισώματος και για το λόγο αυτό ονομάζονται περιοχές καθορισμού της 

συμπληρωματικότητας (complementarity determining regions, CDRs: CDR1, CDR2 

και CDR3) (Εικόνα 1.4). Η συμμετοχή και των δύο αλυσίδων στη διαμόρφωση της 

αντιγονικής ειδικότητας συμβάλλει στην ετερογένειά τους που ονομάζεται 

συνδυαστική ετερογένειά (combinatorial diversity)(7).

14
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 00:23:48 EEST - 3.145.89.13



Στον άνθρωπο, όλες οι ανοσοσφαιρίνες είναι 

γλυκοζυλιωμένες. Οι ανοσοσφαιρίνες IgG, IgD 

και IgE εκκρίνονται ως μονομερή, ενώ τα 

μόρια των IgM και IgA μπορούν να 

σχηματίσουν πολυμερή. Τα μόρια IgM 

διασυνδέονται μεταξύ τους και με μια 

πολυπεπτιδική αλυσίδα 15 kDa που 

ονομάζεται αλυσίδα J για το σχηματισμό μιας 

πενταμερούς δομής. Το μόριο IgA συνήθως 

υπάρχει ως μονομερές στον ορό και ως 

διμερές στις εκκρίσεις, επίσης ενωμένο με μια 

αλυσίδα J. Εδώ, τα μονομερή συνδέονται με 

δισουλφυδριλικούς δεσμούς με την αλυσίδα J 

και όχι μεταξύ τους. Η βιολογική δράση των 

εκκρινόμενων ανοσοσφαιρινών συνοψίζεται 

ανά τάξη ως εξής:

IgM: Αποτελούν περίπου το 10% των ολικών ανοσοσφαιρινών του ορού στον 

άνθρωπο και είναι τα αντισώματα που παράγονται νωρίς κατά την άνοση απάντηση. 

Έχουν πενταμερή δομή και μεγάλο μοριακό βάρος (Εικόνα 1.5), γι’ αυτό και 

περιορίζονται στον ενδοαγγειακό χώρο.

Εικόνα 1.4. Οι περιοχές καθορισμού 
της συμπληρωματικότητας (CDRs) 
καθορίζουν την εξειδίκευση του 
αντισώματος.

Εικόνα 1.5 Η πενταμερής δομή της ανοσοσφαιρίνης IgM. Τροποποιημένο από Kuby
loimunology, 4Π έκδοση.
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IgD: Αντιπροσωπεύουν λιγότερο από το 1% των ολικών ανοσοσφαιρινών του ορού. 

Διαθέτουν μια μακρά και εκτεταμένη περιοχή άρθρωσης 58 αμινοξέων. Το C-τελικό 

μισό της άρθρωσης είναι πλούσιο σε φορτισμένα αμινοξέα και για το λόγο αυτό είναι 

πολύ ευαίσθητο σε πρωτεολυτική δράση. Το γεγονός αυτό καθιστά την IgD του ορού 

πολύ ασταθή.

IgG: Είναι η κύρια τάξη ανοσοσφαιρίνης στον ορό του αίματος των υγιών ανθρώπων 

και αποτελεί περίπου το 70% του συνόλου των ανοσοσφαιρινών. Κυριαρχεί στις 

δευτερογενείς άνοσες απαντήσεις. Υπάρχουν τέσσερις υποομάδες ανοσοσφαιρινών 

IgG.

IgA: Υπό μορφή μονομερούς στον ορό, αποτελεί το 15-20% των ανοσοσφαιρινών. Η 

IgA είναι η κυρίαρχη τάξη στις εκκρίσεις, όπου βρίσκεται υπό μορφή διμερούς 

(Εικόνα 1.6) γνωστού ως εκκρινόμενη IgA (slgA). Υπάρχουν δύο υποομάδες IgA: η 

IgAI και η lgA2. Η IgAI κυριαρχεί στον ορό, ενώ, αντίθετα στις εκκρίσεις η αναλογία 

IgAI προς lgA2 είναι περίπου 1:1.

Εικόνα 1.6 Το διμερές της εκκρινόμενης ανοσοσφαιρίνης IgA. 
Τροποποιημένο από Kuby Immunology, 4n έκδοση.

IgE: Η IgE εντοπίζεται σε πολύ μικρές ποσότητες στον ορό. Συμμετέχει στην 

προστασία εναντίον παρασίτων και συνήθως σχετίζεται με τις αλλεργικές 

αντιδράσεις. Η ενεργοποίηση του υποδοχέα μετά την πρόσδεση με το πολυδύναμο 

αντιγόνο οδηγεί σε λύση των κοκκίων των κυττάρων και απελευθέρωση δραστικών 

ουσιών που συμμετέχουν στην αλλεργική απάντηση(8).
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1.2 ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΩΝ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Η σύγχρονη έρευνα και η κλωνοποίηση πολλών γονιδίων ανοσοσφαιρινών απέδειξε 

ότι το τεράστιο ρεπερτόριο των αντισωμάτων δημιουργείται από μεγάλο αριθμό 

γονιδίων τα οποία υφίστανται ανασυνδυασμό.

Στον άνθρωπο, οι πολυγονιδιακές οικογένειες που κωδικοποιούν τις βαριές 

αλυσίδες, τις κ ελαφριές και τις λ ελαφριές αλυσίδες εντοπίζονται στους γενετικούς 

τόπους IGH, IGK και IGL των χρωμοσωμάτων 14 (14q32.33), 2 (2ρ11.2) και 22 

(22q11.2), αντιστοίχως (Εικόνες 1.7-1.9).

ΐϋ

11.2

13
12
11.11 
11.1 f

12
13

21
22
23

24.2 24,1 
24J
31

32 2 i2·' J 32.3

ter

rccn

3'
A

D IGH 
t y|ter

14

IGHC: 11 
IGIIJ: 9 
IGHD: 27 
IGHV: 123-129

I250kb

5'
Εικόνα 1.7. Γενετικός τόπος της 

βαριάς αλυσίδας (IGH). Από IMGT 
Web Resources.

13
12

U-r

JGLV: 73-74 

7-11/iGU: l\
VlGLCil /

1050 kb

2
Εικόνα 1.8. Γενετικός τόπος της 

κ ελαφριάς αλυσίδας (IGK). Από IMGT Web 
Resources.

22
Εικόνα 1.9. Γενετικός τόπος της 

λ ελαφριάς αλυσίδας (IGL). Από IMGT Web 
Resources.
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Οι γενετικοί τόποι IGK και IGL περιλαμβάνουν γονίδια L (Leader:06r]Y0), V (Variable: 

Μεταβλητό), J (Junctional: Συνδετικό) και C (Constant: Σταθερό). Οι μεταβλητές 

περιοχές των ελαφριών αλυσίδων σχηματίζονται από τη συμβολή των γονιδίων V και 

J. Το τμήμα V κωδικοποιεί τα πρώτα 104-111 αμινοξέα της αλυσίδας, ενώ το J 

κωδικοποιεί τα επόμενα 13 αμινοξέα της περιοχής. Η σταθερή περιοχή της αλυσίδας 

κωδικοποιείται από τα γονίδια C. Ο γενετικός τόπος της βαριάς αλυσίδας 

περιλαμβάνει επιπλέον τα γονίδια D (Diversity: Ποικιλότητα) ανάμεσα στα γονίδια V 

και J. Η μικρή αλληλουχία-οδηγός (L) πριν από κάθε γονίδιο V κατευθύνει τις 

συντιθέμενες βαριές και ελαφριές αλυσίδες στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η 

αλληλουχία αυτή αφαιρείται από την αλυσίδα κατά την τελική επεξεργασία. Κάθε 

γονίδιο V διαχωρίζεται από το επόμενο με ένα ιντρόνιο. Η ίδια διάταξη υπάρχει και 

στους γενετικούς τόπους των ελαφριών αλυσίδων (Εικόνα 1.10)(2).

IGH

L VI L V2 L Vn D1 D2 D3 Dn J1 J J J J c» C«

-ϋο- -ο-ο-ο-......ο-....H-B-B-te-oo-

IGK
Ι_ V.1 L Vκ 2 L V,n J 1 J 2 Jt3 J 4 Jc5 C,

iO-BMl··-DrCZ -

IGL

L VX1 L νλ2 L νλη Λ1 Cv \2 Cx A3 <A J,4 Cx

Εικόνα 1.10 Η διάταξη των γονιδίων στους γενετικούς τόπους IGH, IGK, IGL.

Πολλά από τα γονίδια εκφράζονται, ενώ άλλα είναι ψευδογονίδια. Στον πίνακα 

φαίνεται ο αριθμός των λειτουργικών γονιδίων στον άνθρωπο.
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Γ ονίδιο Ελαφριές αλυσίδες Βαριά αλυσίδα

κ λ Η

Μεταβλητό (V) 30-35 29-33 38-46

Ποικιλότητας (D) 0 0 23

Συνδετικό (J) 5 4-5 6

Σταθερό (C) 1 4-5 9

Τα γονίδια των ανοσοσφαιρινών εκφράζονται μόνο στα Β κύτταρα και με διαφορετικό 

ρυθμό στα διαφορετικά στάδια ανάπτυξης των κυττάρων. Στους γενετικούς τόπους 

των ανοσοσφαιρινών υπάρχουν τρεις τύποι cis-ρυθμιστικών στοιχείων:

Υποκινητές (promoters): Μικρές αλληλουχίες ~200bp στο 5' άκρο του γονιδίου που 

προωθούν την έναρξη της μεταγραφής προς μια ορισμένη κατεύθυνση.

Ενισχυτές (enhancers): Αλληλουχίες σε μικρή απόσταση από το 5' ή 3' άκρο του 

γονιδίου που ενεργοποιούν τη μεταγραφή από την αλληλουχία του εκκινητή 

ανεξάρτητα από την κατεύθυνση<9).

Αποσιωπητές (silencers): Περιορίζουν τη μεταγραφή από απόσταση,

λειτουργώντας και προς τις δύο κατευθύνσεις.

1.3 Ο ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΤΟΠΟΣ ΤΗΣ κ ΕΛΑΦΡΙΑΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ ΤΩΝ 

ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Η δομή του γενετικού τόπου της κ ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών (IGK) 

διαμορφώνεται από εκτεταμένες περιοχές γονιδίων IGKV και μια περιοχή IGKJ- 

IGKC. Στον άνθρωπο, ο γενετικός τόπος IGK εντοπίζεται στη χρωμοσωμική ζώνη 

2ρ11.2 Περιλαμβάνει 76 γονίδια IGKV που κατατάσσονται σε 7 διαφορετικές 

υποομάδες, 5 γονίδια IGKJ και ένα μοναδικό γονίδιο IGKC.

Ένα σημαντικό χαρακτηριστικό του γενετικού τόπου IGK είναι ο διπλασιασμός του 

μεγαλύτερου τμήματος της περιοχής IGKV. Έτσι, τα γονίδια IGKV διαχωρίζονται σε 

δυο συμπλέγματα ή αθροίσματα (clusters), το «εγγύς» ή IGKJ-proximal και το «άπω» 

ή IGKJ-distal (σε σχέση με την περιοχή IGKJ-IGKC). Το πρώτο περιλαμβάνει 40 

γονίδια IGKV και έχει μήκος 600kb, ενώ το δεύτερο περιλαμβάνει 36 γονίδια IGKV 

και έχει μήκος 440kb. Τα δύο αθροίσματα συνολικά περιέχουν 34 ζευγάρια γονιδίων 

με ομολογία αλληλουχίας 95-100%, ενώ υπάρχουν και 8 μοναδικά γονίδια. Επίσης τα
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αθροίσματα έχουν αντίθετη πολικότητα 5'-3\ δηλαδή είναι ανεστραμμένες 

επαναλήψεις. Το γεγονός αυτό προσδίδει στον γενετικό τόπο IGK συμμετρική δομή. 

Ένα τυπικό γονίδιο IGKV περιέχει ρυθμιστικές αλληλουχίες πριν από την 

κωδικοποιητική αλληλουχία, μια αλληλουχία οδηγό (leader sequence) στο 5' άκρο 

του, την κωδικοποιητική αλληλουχία και μια αλληλουχία-σήμα του ανασυνδυασμού 

(recombination signal sequence, RSS) στο 3' άκρο. Στα ρυθμιστικά στοιχεία εκτός 

από την αλληλουχία TATA (TATA box), συμπεριλαμβάνονται διατηρημένα 

δεκανουκλεοτίδια και δεκαπεντανουκλεοτίδια. Η αλληλουχία-σήμα του 

ανασυνδυασμού (RSS) στην 3' θέση κάθε IGKV γονιδίου αποτελείται από ένα 

7μερές και ένα θμερές που χωρίζονται από μια περιοχή (spacer) μήκους 12 bp. 

Σύμφωνα με τον κανόνα 12-23, ένα γενετικό τμήμα με spacer 12 bp μπορεί να 

συνδεθεί μόνο με ένα άλλο τμήμα που έχει RSS με spacer 23 bp. Έτσι, διασφαλίζεται 

η σύνδεση των τμημάτων IGKV μόνο με τα τμήματα IGKJ και όχι με τις σταθερές 

περιοχές IGKC ή μεταξύ τους.

Στο απλοειδές γονιδίωμα υπολογίζεται ότι υπάρχουν 31-35 λειτουργικά γονίδια IGKV 

που ανήκουν σε πέντε διαφορετικές υποομάδες. Δεν αναδιατάσσονται ούτε 

εκφράζονται όλα αυτά τα γονίδια, ενώ βρέθηκε πως αναδιατάσσονται και 

εκφράζονται αλληλόμορφα κάποιων ελαττωματικών γονιδίων.

Η 5'-3' πολικότητα των γονιδίων IGKV υποδεικνύει τον τύπο της αναδιάταξης. Όλα 

τα γονίδια IGKV της distal περιοχής και τα δύο γονίδια της proximal περιοχής που 

βρίσκονται πλησιέστερα προς τα τμήματα IGKJ ανασυνδυάζονται με αναστροφή 

(inversion), επειδή έχουν αντίστροφη πολικότητα σε σχέση με τα γονίδια IGKJ-IGKC. 

Αντίθετα, όλα τα υπόλοιπα γονίδια IGKV ανασυνδυάζονται με απαλοιφή (deletion) 

του DNA που παρεμβάλλεται ανάμεσα στα γονίδια IGKV και IGKJ.

Περίπου 24 kb από το 3' του γονιδίου IGKC εντοπίζεται το στοιχείο διαγραφής 

κάππα ή KDE (kappa deleting element) (Εικόνα 1.11). To KDE μπορεί ν’ 

αναδιατάσσεται σύμφωνα με τον κανόνα 12-23: α) με ένα μη αναδιαταγμένο γονίδιο 

IGKV (IGKV/KDE) που βρίσκεται στο 5' άκρο μιας αναδιάταξης IGKV-J με 

αποτέλεσμα την απώλεια (ή σπανίως αναστροφή) της πιθανής αναδιάταξης που 

παρεμβάλλεται και του τμήματος IGKC όπως και των ενισχυτών και β) με το 

επταμερές της αλληλουχίας RSS στο ιντρόνιο IGKJ-IGKC (IGKJ-C-INTRON/KDE) με 

απώλεια των τμημάτων IGKJ-IGKC και των ενισχυτών, όμως μια πιθανή 

προϋπάρχουσα αναδιάταξη IGKV-J παραμένει στο χρωμόσωμα.
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VK VK JK JK JKI CK KDE

IGKV - KDE IGKJ-C-Intron - KDE

IGKV KDE IGKC IGKJ-C-Intron 1GKJ RSS

Εικόνα 1.11 Οι δύο τρόποι αναδιάταξης του στοιχείου διαγραφής κάτπτα (KDE).

Οι αναδιατάξεις του KDE φαίνεται ότι προκαλούν αδρανοποίηση του γενετικού τόπου 

IGK με αποτέλεσμα να είναι αδύνατη η παραγωγή κ ελαφριάς αλυσίδας Για το λόγο 

αυτό, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι οι αναδιατάξεις του KDE «προετοιμάζουν το 

έδαφος» για την έκφραση της λ ελαφριάς αλυσίδας. Η ανάλυση των αναδιατάξεων 

των γονιδίων των ελαφριών αλυσίδων των ανοσοσφαιρινών σε φυσιολογικά και 

νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα με τη μέθοδο της εκτύπωσης κατά Southern (Southern 

blot) έδειξε ότι σε κύτταρα που εκφράζουν κ αλυσίδα ο γενετικός τόπος της λ 

ελαφριάς αλυσίδας σπάνια είναι αναδιαταγμένος, ενώ, αντίθετα, σε κύτταρα που 

εκφράζουν λ αλυσίδα οι γενετικοί τόποι IGK είναι συχνότατα αναδιαταγμένοι και 

απενεργοποιημένοι από αναδιατάξεις του KDE.

1.4 ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ V(D)J

1.4.1 ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΟΥ V(D)J

Ο ανασυνδυασμός V(D)J πραγματοποιείται στο μυελό των οστών κατά την πρώιμη 

φάση της οντογένεσης των Β λεμφοκύτταρων. Εξελίσσεται με ιεραρχική σειρά: 

πρώτα αναδιατάσσονται τα γονίδια των βαριών αλυσίδων και στη συνέχεια τα γονίδια 

των ελαφριών αλυσίδων (κ ή λ). Έτσι το αναπτυσσόμενο Β λεμφοκύτταρο μπορεί να 

εκφράσει ένα πλήρως λειτουργικό αντιγονικό υποδοχέα (ανοσοσφαιρίνη)(10) μέσω 

του οποίου μπορεί να μεταβιβάζει σήματα για την περαιτέρω ανάπτυξη και 

διαφοροποίησή του(11,12).
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Κάθε γονίδιο που μπορεί να αναδιαταχθεί έχει μια αλληλουχία σηματοδότησης του 

ανασυνδυασμού (RSS, recombination signal sequences)(13'15). Οι RSS αποτελούνται 

από ένα καλά διατηρημένο παλίνδρομο επτανουκλεοτίδιο (heptamer) (5'-CACTGTG- 

3'), ένα καλά διατηρημένο εννεανουκλεοτίδιο (nonamer) (5'-ACAAAAACC-3), 

πλούσιο σε Α ή Τ και ανάμεσα τους μια διαστηματική αλληλουχία (spacer region) 

μήκους 12 ή 23 νουκλεοτιδίων (±1 νουκλεοτίδιο) με διατηρημένο μήκος αλλά χωρίς 

συντηρημένη αλληλουχία (Εικόνα 1.12). Το μήκος της διαστηματικής αλληλουχίας 

παίζει σημαντικό ρόλο στην αντίδραση. Για να συμβεί αποτελεσματικός 

ανασυνδυασμός απαιτούνται δύο αλληλουχίες σηματοδότησης ανασυνδυασμού, μια 

με διαστηματική αλληλουχία 12- και μια με 23-bp. Αυτός ο σχετικά απλός 

περιορισμός, ο «κανόνας 12/23» (Εικόνα 1.13), έχει σημαντικές βιολογικές 

συνέπειες. Πρώτον, όλα τα γονίδια ενός συγκεκριμένου είδους περιβάλλονται από 

έναν τύπο αλληλουχίας σηματοδότησης και όλα τα γονίδια με τα οποία θα 

μπορούσαν να αναδιαταχθούν φέρουν τον αντίθετο τύπο αλληλουχίας 

σηματοδότησης. Έτσι, διασφαλίζεται ότι ο ανασυνδυασμός οδηγεί σε λειτουργικό 

προϊόν.

Εικόνα 1.12 Η δομή των αλληλουχιών RSS που περιβάλλουν τα γονίδια των
ανοσοσφαιρινών.
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Εικόνα 1.13 Ο «κανόνας 12/23». Όλα τα γονίδια του ίδιου είδους περιβάλλονται από έναν 
τύπο αλληλουχίας σηματοδότησης και τα γονίδια με τα οποία αναδιατάσσονται φέρουν τον 

αντίθετο τύπο αλληλουχίας σηματοδότησης.

Για να σχηματιστεί ένα πλήρες γονίδιο της μεταβλητής περιοχής μιας ελαφριάς 

αλυσίδας (VL), ανασυνδυάζεται ένα μεταβλητό τμήμα (V) με ένα συνδετικό τμήμα (J). 

Κατά την αναδιάταξη VJ τα ανασυνδυαζόμενα γενετικά τμήματα μπορεί να έχουν τον 

ίδιο προσανατολισμό, οπότε συμβαίνει διαγραφή (deletion) του παρεμβαλλόμενου 

DNA (signal joint), ή αντίθετο προσανατολισμό, οπότε συμβαίνει αναστροφή 

(inversion) του παρεμβαλλόμενου DNA (Εικόνα 1.14).
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Εικόνα 1.14 (α) Ανασυνδυασμός V-J με απαλοιφή του παρεμβαλλόμενου DNA.(p) 
Ανασυνδυασμός V-J με αναστροφή. Δεν παρατηρείται απαλοιφή DNA. Το παρεμβαλλόμενο 
κομμάτι αναστρέφεται. Τροποποιημένο από: Kuby, Immunology, 4η έκδοση.

Συγκεκριμένα, για τη δημιουργία της μεταβλητής περιοχής της κ ελαφριάς αλυσίδας, 

αντιπαρατίθεται ένα από τα γονίδια IGKV με ένα από τα γονίδια IGKJ(16). Ακολουθεί η 

μεταγραφή των ανασυνδυασμένων γενετικών τμημάτων και η απομάκρυνση (κατά τη 

συρραφή του RNA, RNA splicing) των αλληλουχιών που παρεμβάλλονται μεταξύ των 

τμημάτων IGKJ και IGKC, ώστε να σχηματιστεί ώριμο mRNA μιας συγκεκριμένης κ 

ελαφριάς αλυσίδας. Στην περίπτωση της λ ελαφριάς αλυσίδας, η προμεταγραφική 

διαδικασία του ανασυνδυασμού είναι παρόμοια, αλλά η οργάνωση των γονιδίων είναι 

λίγο διαφορετική: υπάρχουν λιγότερα τμήματα IGLV, ενώ κάθε τμήμα IGLV και IGLJ 

σχετίζεται με ένα διαφορετικό τμήμα IGLC.

Κατά την αναδιάταξη των γονιδίων της μεταβλητής περιοχής της βαριάς αλυσίδας 

των ανοσοσφαιρινών, πρώτα ανασυνδυάζεται ένα τμήμα D (diversity) με ένα τμήμα J 

και στη συνέχεια ένα τμήμα V ανασυνδυάζεται με το σύμπλοκο DJ. Ακολουθεί 

μεταγραφή του γενετικού συμπλόκου IGHV(D)J, επεξεργασία και συρραφή του προ- 

mRNA (RNA splicing), μετάφραση του ώριμου mRNA στο κυτταρόπλασμα και
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μετασυνθετική τροποποίηση των αντίστοιχων πεπτιδίων (κυρίως με γλυκοζυλίωση 

στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στη συσκευή Golgi). Κάθε γονίδιο V φέρει στο 5' 

άκρο του ένα μικρό εξόνιο, την αλληλουχία-οδηγό (leader). Αυτό συνθέτει ένα μικρό 

πεπτίδιο-οδηγό ή πεπτίδιο-σήμα (signal ή leader L peptide). Το πεπτίδιο-οδηγός 

καθοδηγεί τη βαριά ή την ελαφριά αλυσίδα στο ενδοπλασματικό δίκτυο και τελικά 

αφαιρείται από τις ελαφριές και βαριές αλυσίδες πριν από την πλήρη 

συναρμολόγηση της ανοσοσφαιρίνης.

1.4.2 ΕΝΖΥΜΑ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΟΥ

Ο ανασυνδυασμός ξεκινά με την αναγνώριση των RSS αλληλουχιών από τα ένζυμα 

RAG1 (Recombinase Activating Gene 1: γονίδιο ενεργοποίησης του ανασυνδυασμού 

τύπου 1) και RAG2 (Recombinase Activating Gene 2: γονίδιο ενεργοποίησης του 

ανασυνδυασμού τύπου 2)(17'18). Τα ένζυμα αυτά σχηματίζουν ένα ετεροπολυμερές το 

οποίο αναγνωρίζει και κόβει ένα ζεύγος 12/23 RSS ακριβώς στη συμβολή του 

επτανουκλεοτιδίου και της κωδικοποιητικής αλληλουχίας (Εικόνα 1.15). Με τον τρόπο 

αυτό δημιουργούνται τέσσερα άκρα DNA.

Οι πρωτεΐνες RAG1 και RAG2 είναι δραστικές μόνο σε πρόδρομα Β και Τ 

λεμφοκύτταρα, όχι όμως στα ώριμα λεμφοκύτταρα. Γι’ αυτό οι αναδιατάξεις των 

γονιδίων των ανοσοσφαιρινών - και αντιστοίχως των υποδοχέων των Τ 

λεμφοκυττάρων - δε συνεχίζονται σε κύτταρα με λειτουργικούς αντιγονικούς 

υποδοχείς. Στη συνέχεια, τα δυο σύμπλοκα RAG1/RAG2 ενώνονται και φέρνουν 

κοντά την περιοχή D με την περιοχή J. Το πολύ δραστικό 3-ΟΗ «επιτίθεται» στον 

απέναντι κλώνο και τον σπάει, οπότε σε κάθε άκρο κωδικοποιητικής αλληλουχίας 

σχηματίζεται μια δομή «φουρκέτας» (hairpin), μέσω μιας αντίδρασης trans- 

εστεροποίησης. Σε αυτό το στάδιο, οι RAG παραμένουν προσδεδεμένες στα άκρα 

των επταμερών, τα οποία ενώνονται μεταξύ τους με τη δράση της DNA λιγκάσης IV 

και σχηματίζουν μια δομή γνωστή ως «σηματοδοτική συμβολή» (signal joint).
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1Z-RSS 23-RSS >]—ι

1. Πρόσδεση της RAG στα σήματα
2. Σύναψη των σημάτων
3. Εντομή
4. Σχηματισμός φουρκέτας

Σύμπλοκο RAG-1, RAG-2, HMG 1

V

5. Πρόσδεση της Κυσταάκρατου
6. Ενεργοποίηση DNA-PK
7. Διάνοιξη φουρκέτας

8. Ζευγάρωμα κωδικοποιητικών 
και σηματοδοτικών άκρων
9. Προσθήκη νουκλεοτιδίων από 
τηνϊάΤ. Παράθεση σε περιοχές 
μικροομολογίας
10. Αφαίρεση πλεονάζοντος 
DNA - κάλυψη κενών
11. Σύνδεση από την 
XRCC4: DNA λιγκάση IV

Εικόνα 1.15 Τα στάδια του ενζυμικού ανασυνδυασμού των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών.

Οι πρωτεΐνες μη ομόλογου ανασυνδυασμού των άκρων (non-homologous end 

joining proteins, NHEJ) που εκφράζονται στα επόμενα στάδια του ανασυνδυασμού 

αναγνωρίζουν τη δομή της φουρκέτας. Συγκεκριμένα η πρωτεΐνη ARTEMIS ανοίγει 

τη φουρκέτα. Η ARTEMIS ενεργοποιείται από την πρωτεΐνη DNA-PK, η οποία με τη 

σειρά της έχει ενεργοποιηθεί από το σύμπλοκο των πρωτεϊνών Ku70/Ku80. Το 

κόψιμο είναι τυχαίο και μπορεί να συμβεί σε οποιοδήποτε νουκλεοτίδιο της 

φουρκέτας(20>. Το τυχαίο κόψιμο της δομής της φουρκέτας είναι δυνατό να οδηγήσει 

στη δημιουργία παλίνδρομων διπλασιασμών. Οι διπλασιασμοί αυτοί είναι γνωστοί ως 

Ρ νουκλεοτίδια (palindromic, Ρ).

Η ετερογένεια της συμβολής των γονιδίων V, (D), J αυξάνεται από τη δράση του 

ενζύμου TdT (τελική δεοξυνουκλεοτιδική τρανσφεράση) που προσθέτει τυχαία 

νουκλεοτίδια (Ν) στα προεξέχοντα άκρα των γονιδίων(20'22). Η TdT είναι ένζυμο του 

πυρήνα που καταλύει την προσθήκη τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοσιδίων (κατά 

προτίμηση γουανίνης και κυτοσίνης) στο 3' ΟΗ άκρο του DNA χωρίς να απαιτεί 

εκμαγείο (non-templated nucleotides). Τέλος, μια εξωνουκλεάση κόβει τα μη
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συμπληρωματικά νουκλεοτίδια, μια ενδονουκλεάση προσθέτει τα συμπληρωματικά 

νουκλεοτίδια και η λιγκάση IV ενώνει τα άκρα. Η ενεργότητα της λιγκάσης IV αυξάνει 

με την δράση της πρωτεΐνης XRCC4.

Η συμβολή των γονιδίων V(D)J περιλαμβάνεται στην περιοχή CDR3. Οι διαφορετικές 

αλληλουχίες αμινοξέων των περιοχών CDR3 είναι περισσότερες από αυτές που 

μπορεί να κωδικοποιηθούν από τα τμήματα V, J και D της γαμετικής σειράς. Η 

ποικιλότητα των συμβολών από την προσθήκη και αφαίρεση νουκλεοτιδίων 

ονομάζεται συνδετική ποικιλότητα (junctional diversity) και συμβάλλει στην 

ετερογένεια και τη μοναδικότητα των αντιγονικών υποδοχέων.

1.5. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΩΝ Β ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ

1.5.1 ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΗ ΑΠΟ ΤΟ ΑΝΤΙΓΟΝΟ ΦΑΣΗ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗΣ

Τα Β λεμφοκύτταρα προέρχονται από αρχέγονα πολυδύναμα αιμοποιητικά κύτταρα. 

Κατά την εμβρυϊκή ζωή η ανάπτυξή τους εξελίσσεται στα αιμονησίδια, τον πλακούντα 

και το ήπαρ, ενώ κατά την ενήλικη ζωή πραγματοποιείται στο μυελό των οστών(25). 

Στο τέλος της «αντιγονοανεξάρτητης» (antigen-independent) φάσης ανάπτυξης 

παράγεται το ώριμο, «παρθένο» Β λεμφοκύτταρο (naive, virgin Β cell). Πρέπει να 

διευκρινιστεί ότι οι όροι αντιγονοανεξάρτητη και αντιγονοεξαρτώμενη (antigen- 

dependent) φάση ανάπτυξης αναφέρονται σε ξένα αντιγόνα και όχι σε συστατικά του 

ίδιου του οργανισμού (23'24).

Ο σκοπός της πρώτης φάσης ανάπτυξης είναι η έκφραση ενός λειτουργικού μορίου 

ανοσοσφαιρίνης (υποδοχέας του Β κυττάρου, Β cell receptor, BCR) στην επιφάνεια 

του κυττάρου. Η αδυναμία έκφρασης επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης οδηγεί το 

κύτταρο σε θάνατο με απόπτωση.

Στον άνθρωπο υπάρχουν δύο αλληλόμορφα για τη βαριά και τέσσερα για την 

ελαφριά αλυσίδα (2 για την κ και 2 για τη λ). Το Β κύτταρο χρησιμοποιεί για την 

παραγωγή της ανοσοσφαιρίνης μόνο ένα είδος βαριάς και ένα είδος ελαφριάς 

αλυσίδας. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται αποκλεισμός αλληλομόρφου (allelic 

exclusion).

Κατά το πρώτο στάδιο ανάπτυξης, τα γονίδια των αρχέγονων κυττάρων βρίσκονται 

σε διάταξη βλαστικού (germline) DNA. Απαραίτητη προϋπόθεση για την έναρξη της 

διαφοροποίησης είναι η προσκόλληση των αρχέγονων κυττάρων στα στρωματικά 

κύτταρα του μυελού των οστών. Συγκεκριμένα η σύνδεση της ιντεγκρίνης VLA-4 

(CD49d) των προγονικών Β κυττάρων με το μόριο VCAM-1 (CD106) των
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στρωματικών κυττάρων είναι η πρώτη μοριακή αλληλεπίδραση για τη σύναψη των 

δύο αυτών κυτταρικών τύπων που επάγει την έκφραση του συμπλόκου της V(D)J 

ρεκομπινάσης (RAG1, RAG2, TdT)(25'28) με αποτέλεσμα την έναρξη του 

ανασυνδυασμού.

Τα γονίδια IGHD και IGHJ αναδιατάσσονται πρώτα. Με την αναδιάταξη αυτή τα 

αρχέγονα κύτταρα (stem cells) «δεσμεύονται» να ακολουθήσουν τη Β λεμφική σειρά 

(Εικόνα 1.16). Σε αυτή τη φάση το κύτταρο ονομάζεται πρώιμο προ-προ Β κύτταρο 

(early pro-Bcell)(25) και στην επιφάνειά του εκφράζεται ο υποδοχέας Kit, ο οποίος έχει 

δραστικότητα κινάσης της τυροσίνης. Μετά την σύνδεση του υποδοχέα Kit με τον 

τροφικό παράγοντα (SCF) το πρώιμο προ-προ Β κύτταρο διεγείρεται σε 

πολλαπλασιασμό (Εικόνα 1.16).
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διαφόρων ισοτόπων
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Εικόνα 1.16 Τα στάδια διαφοροποίησης της Β λεμφικής σειράς και το είδος της 
ανοσοσφαιρίνης που παράγεται σε κάθε στάδιο.

Ακολουθεί ανασυνδυασμός μεταξύ του τμήματος IGHD-J και ενός από τα γονίδια 

IGHV. Στα 2/3 των περιπτώσεων, το γονίδιο αναδιατάσσεται εκτός πλαισίου 

ανάγνωσης, οπότε ο ανασυνδυασμός συνεχίζεται στο δεύτερο αλληλόμορφο. Το 

κύτταρο περνά στην φάση του όψιμου προ-προ Β κυττάρου (late pro-B cell) και στην
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επιφάνειά του εκφράζεται ο υποδοχέας της IL-7, η οποία εκκρίνεται σε μικρά ποσά 

από τα στρωματικά κύτταρα του μυελού των οστών και είναι απολύτως απαραίτητη 

για να καθοδηγήσει τον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση των προ-Β κυττάρων. 

Προς το τέλος αυτού του σταδίου παρατηρείται μεταγραφή των γονιδίων VDJ-Cp, 

Iga, Igp, λ5 και VpreB και η βαριά αλυσίδα εντοπίζεται πλέον στο κυτταρόπλασμα. 

Το κύτταρο ονομάζεται μεγάλο προ-Β λεμφοκύτταρο (large pre Β cell).

Ακολουθεί μια από τις σημαντικότερες φάσεις της ανάπτυξης του κυττάρου, η φάση 

του προ-Β κυττάρου (pre-B cell). Στην επιφάνειά του εκφράζεται ο υποδοχέας του 

προ-Β κυττάρου (pre-B cell receptor)*29·30* (Εικόνα 1.17).

Ρ if

Εικόνα 1.17 Ο υποδοχέας του προ-Β λεμφοκυττάρου (pre-B cell receptor) και ο υποδοχέας 
του ώριμου Β λεμφοκυττάρου (Β cell receptor). Τροποποιημένο από IMGT Web Resources.

Ο υποδοχέας αυτός αποτελείται από τη βαριά αλυσίδα και τα προϊόντα των γονιδίων 

VpreB και λ5 που εκφράστηκαν στο προηγούμενο στάδιο και σχηματίζουν την 

αναπληρωματική ελαφριά αλυσίδα (surrogate light chain, SLC). Συναρμολογείται με 

τις πρωτεΐνες-συνυποδοχείς Iga και ^β και έχει παρόμοια μορφή με τον αντιγονικό 

υποδοχέα που εντοπίζεται στα ώριμα Β κύτταρα. Έτσι, ελέγχεται η καταλληλότητα 

των μεταβλητών περιοχών της βαριάς αλυσίδας, όπως επίσης κι αν είναι δυνατό να 

ταιριάζουν με μια ελαφριά αλυσίδα για την παραγωγή λειτουργικής θέσης πρόσδεσης 

για το αντιγόνο. Εάν η αναδιάταξη VDJ στην βαριά αλυσίδα είναι παραγωγική αλλά η 

βαριά αλυσίδα που προκύπτει δεν μπορεί να ενωθεί σωστά με την αναπληρωματική 

ή την κανονική ελαφριά αλυσίδα, το κύτταρο δεν θα εκφράσει υποδοχέα και θα 

πεθάνει με απόπτωση(31). Η έκφραση του υποδοχέα επάγει την έκφραση της 

αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης bcl-xL. Έτσι το κύτταρο διασώζεται από την απόπτωση 

και λαμβάνει σήματα για διαίρεση. Με την έκφραση του λειτουργικού υποδοχέα 

καταστέλλονται τα γονίδια RAG, με αποτέλεσμα να διακόπτεται ο ανασυνδυασμός.
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Όταν τα κύτταρα ττάψουν να διαιρούνται, ονομάζονται μικρά προ-Β κύτταρα (small 

pre-B cells). Τα γονίδια RAG, τα οποία προηγουμένως είχαν κατασταλεί, 

ενεργοποιούνται και τα γονίδια των γενετικών τόπων της ελαφριάς αλυσίδας 

αρχίζουν να αναδιατάσσονται. Κατά κανόνα προηγείται ο ανασυνδυασμός της κ 

αλυσίδας. Εάν αποτύχει, τότε το κύτταρο περνά στον ανασυνδυασμό των γονιδίων 

της λ αλυσίδας. Στον άνθρωπο, το 60% των Β κυττάρων εκφράζουν κ και το 40% λ 

ελαφριές αλυσίδες.

Όταν το κύτταρο αποκτήσει και μια λειτουργική ελαφριά αλυσίδα, τότε εκφράζεται το 

μόριο της επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης IgM με τους συνυποδοχείς Iga και Igp. Το 

κύτταρο πλέον δεν διαιρείται και βρίσκεται στο στάδιο του ανώριμου Β κυττάρου 

(immature Β cell). Θεωρητικά, μέσω της επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης IgM μπορεί 

να αναγνωρίζει αυτοαντιγόνα (self-antigens). Για το λόγο αυτό πρέπει να ελέγχεται 

για αυτοανοχή (self-tolerance) προτού εγκαταλείψει τον μυελό των οστών και εξέλθει 

στην περιφέρεια. Ο έλεγχος αυτός είναι ιδιαίτερα σημαντικός επειδή περίπου το 60- 

70% των ανώριμων Β-κυττάρων είναι αυτοαντιδραστικά(30'31).

Σε περίπτωση αυτοαντιδραστικότητας, η αυτοανοχή επιτυγχάνεται με τρεις 

μηχανισμούς (Εικόνα 1.18):

Ανεργία Αναστολή ωρίμανσης 
Αναθεώρηση υποδοχέα Εξάλειψη

Εικόνα 1.18 Οι τρεις μηχανισμοί για την επίτευξη αυτοανοχής (self-tolerance).
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Κλωνική απαλοιφή (clonal deletion). Εάν ο αντιγονικός υποδοχέας του Β κυττάρου 

αναγνωρίζει πολυσθενές αυτοαντιγόνο (π.χ., MHC στην επιφάνεια των κυττάρων) με 

υψηλή συγγένεια, τότε εξαλείφεται με απόπτωση.

Ανεργία (anergy). Σε περίπτωση που το κύτταρο αναγνωρίζει αυτοαντιγόνα χαμηλού 

σθένους (π.χ., διαλυτά), παύει να εκφράζει στην επιφάνεια ανοσοσφαιρίνη IgM (ενώ 

συνεχίζει να υπάρχει στο κυτταρόπλασμα). Το κύτταρο εκφράζει πλέον μόνο 

επιφανειακή IgD και δεν μπορεί να πολλαπλασιαστεί.

Διόρθωση υποδοχέα (receptor editing). Η ανάπτυξη μπορεί να σταματήσει στο 

στάδιο αυτό και να συνεχιστεί η έκφραση των γονιδίων RAG. Το κύτταρο συνεχίζει 

την αναδιάταξη των γονιδίων της ελαφριάς αλυσίδας για να τροποποιήσει την 

εξειδίκευση του αντιγονικού υποδοχέα (Εικόνα 1.19).

Υποδοχέας με 
διαφορετική ειδικότητα

Εικόνα 1.17 Ο μηχανισμός της αναθεώρησης υποδοχέα, κατά τον οποίο η αναδιάταξη των 
γονιδίων των ανοσοσφαιρινών συνεχίζεται και σχηματίζεται υποδοχέας με διαφορετική

αντιγονική ειδικότητα.

Εάν το ανώριμο κύτταρο περάσει με επιτυχία τον έλεγχο για αυτοαντιδραστικότητα, 

ωριμάζει εγκαταλείποντας τον μυελό των οστών(30). Στη φάση αυτή εκφράζει στην 

επιφάνειά του τις ανοσοσφαιρίνες IgM και IgD, οι οποίες προκύπτουν από 

εναλλακτική συρραφή του πρωτογενούς μετάγραφου. Στην επιφάνειά του επίσης 

εντοπίζονται και πολλές άλλες ρυθμιστικές πρωτεΐνες, απαραίτητες για την κυτταρική 

απάντηση στο αντιγόνο και στα ρυθμιστικά κύτταρα. Πολλά από τα γονίδια που 

εκφράζονταν ως αυτό το στάδιο ανάπτυξης (π.χ., τα VpreB, λ5, RAG1, RAG2, TdT 

και LEF-1) δεν είναι πλέον απαραίτητα και καταστέλλονται. Στην περιφέρεια το ώριμο 

παρθένο Β κύτταρο είναι πλέον σε θέση να ενεργοποιηθεί μέσω του αντιγονικού
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υποδοχέα του και να διαφοροποιηθεί σε απάντηση μετά από επαφή του με το 

αντιγόνο ή με κάποιο Τ λεμφοκύτταρο.

1.5.2 ΔΙΑΣΩΣΗ ΑΥΤΟΑΝΤΙΔΡΑΣΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ ΕΠΙΔΙΟΡΘΩΣΗ ΤΟΥ 
ΥΠΟΔΟΧΕΑ

Α. ΑΝΤΙΚΑΤΑΣΤΑΣΗ ΓΟΝΙΔΙΟΥ IGHV

Σαράντα λειτουργικά γονίδια IGHV στον άνθρωπο περιέχουν επταμερή μοτίβα cRSS 

(cryptic recombination signal sequence) (5'-TACTGTG-3'), τα οποία δυνητικά μπορεί 

να συμμετάσχουν σε ανασυνδυασμό με σκοπό την αντικατάσταση ήδη 

αναδιαταγμένων γονιδίων IGHV(26). Σε κάθε τέτοια αντικατάσταση, η προηγούμενη 

αναδιάταξη IGHV-D-J αντικαθίσταται από ένα νέο IGHV γονίδιο, αφήνοντας ένα 

αποτύπωμα στην περιοχή CDR3 του νέου γονιδίου της βαριάς αλυσίδας της 

ανοσοσφαιρίνης. Το παρεμβαλλόμενο τμήμα DNA αποκόπτεται.

Η συμμετοχή του επταμερούς cRSS στον ανασυνδυασμό μέσω των πρωτεϊνών RAG 

επιβεβαιώθηκε με in vitro μεθόδους πρόσδεσης και πέψης χρησιμοποιώντας RAG1 

και RAG2 πρωτεΐνες. Οι πρωτεΐνες RAG προσδένονται αποτελεσματικά σε καθεμιά 

από τις θέσεις cRSS. Η πρόσδεσή τους στην αλληλουχία cRSS συμβαίνει με 

μικρότερη συγγένεια σε σχέση με τις 12- ή 23-bp RSS(32,33). Η συμμετοχή του 

επταμερούς cRSS στον ανασυνδυασμό μέσω των πρωτεϊνών RAG αντικατοπτρίζει 

μια παράβαση του κανόνα 12/23, επειδή η αλληλουχία cRSS δεν έχει καθορισμένο 

μήκος διαστηματικής περιοχής.

Στην τρίτη περιοχή πλαισίου των μη αναδιαταγμένων γονιδίων IGHV εκτός από το 

επταμερές cRSS εντοπίζονται και άλλα μοτίβα που μοιάζουν με τα cRSS και 

περιέχουν αλληλουχίες CAC. Έχει διατυπωθεί η πρόταση ότι παίζουν ρόλο στην 

αντικατάσταση ενός περιορισμένου τμήματος ενός αναδιαταγμένου γονιδίου IGHV με 

το αντίστοιχο τμήμα ενός άλλου μη αναδιαταγμένου γονιδίου IGHV(34'36). Δεν έχει 

ακόμη διευκρινιστεί εάν η αντικατάσταση IGHV συμβάλλει στη διαφοροποίηση του 

ρεπερτορίου κατά τα όψιμα στάδια ανάπτυξης των Β κυττάρων μετά την έναρξη της 

αντίδρασης στο βλαστικό κέντρου(37).

Αντικατάσταση γονιδίου IGHV παρατηρείται σχετικά συχνά στην Β οξεία 

λεμφοβλαστική λευχαιμία(38·39). Επίσης έχει αναφερθεί σε μια περίπτωση Β χρόνιας 

λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας, εύρημα που υποδηλώνει ότι ο μηχανισμός του 

ανασυνδυασμού είναι ενεργός στο νεοπλασματικό κλώνο(40).
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Β. ΑΝΑΘΕΩΡΗΣΗ ΥΠΟΔΟΧΕΑ ΣΤΑ ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΩΝ ΕΛΑΦΡΙΩΝ ΑΛΥΣΙΔΩΝ 

ΤΩΝ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Τα παρθένα Β κύτταρα έχουν την ικανότητα να αλλάζουν την ελαφριά αλυσίδα των 

ανοσοσφαιρινών. Αυτή η διεργασία, γνωστή ως αναθεώρηση υποδοχέα (receptor 

editing) μπορεί να διασώσει τα αυτοαντιδραστικά Β κύτταρα, τροποποιώντας την 

αντιγονική τους ειδικότητα(25_27). Οι περισσότερες μελέτες για την αναθεώρηση 

υποδοχέα εστιάζονται στα γονίδια των ελαφριών αλυσίδων των ανοσοσφαιρινών. Η 

οργάνωση των γονιδίων IGK/LV και IGK/LJ στους γενετικούς τόπους IGK/IGL 

επιτρέπει τη δημιουργία δευτερογενών αναδιατάξεων με την συμβολή ενός IGV 

γονιδίου που βρίσκεται στο 5'άκρο μιας προϋπάρχουσας αναδιάταξης και ενός IGJ 

γονιδίου στο 3'άκρο, με αποτέλεσμα την απαλοιφή της πρωτογενούς αναδιάταξης(28). 

Επειδή τα μη αναδιαταγμένα γενετικά τμήματα που παραμένουν περιβάλλονται από 

συμβατές αλληλουχίες RSS, οι δευτερογενείς αναδιατάξεις των γονιδίων των 

ελαφριών αλυσίδων συμβαίνουν κατά τον ίδιο τρόπο με τις πρωτογενείς 

αναδιατάξεις(26).

Η οργάνωση του γενετικού τόπου IGK προάγει τη διεργασία αναθεώρησης του 

υποδοχέα και με έναν ακόμη τρόπο και συγκεκριμένα με αναδιατάξεις με το «στοιχείο 

διαγραφής κόππα» (kappa-deleting element, KDE), μια γενετική αλληλουχία που 

εντοπίζεται στο 3' άκρο του γονιδίου IGKC. Η αλληλουχία KDE αναδιατάσσεται είτε 

με ένα μη αναδιαταγμένο γονίδιο που βρίσκεται στο 5' άκρο μιας αναδιάταξης IGKV- 

J είτε με το επταμερές της αλληλουχίας RSS στο ιντρόνιο IGKJ-IGKC (IGKJ-C- 

INTRON-KDE)(41,42). Στην πρώτη περίπτωση συμβαίνει απώλεια (ή σπανίως 

αναστροφή) της πρωτογενούς αναδιάταξης IGKV-J, του τμήματος IGKC όπως και 

των ενισχυτών. Στη δεύτερη περίπτωση, της αναδιάταξης με το IGKJ-C-INTRON, 

συμβαίνει απώλεια των τμημάτων IGKJ-IGKC και των ενισχυτών, όμως μια πιθανή 

προϋπάρχουσα αναδιάταξη IGKV-J παραμένει στο χρωμόσωμα(43).

Δευτερογενείς αναδιατάξεις στις ελαφριές αλυσίδες ως μέσο αναθεώρησης του 

υποδοχέα παρατηρήθηκαν αρχικά σε διαγονιδιακά ποντίκια που εξέφραζαν 

ανοσοσφαιρίνες με ειδικότητα για το μείζον σύμπλοκο ιστοσυμβατότητας ή το DNA 
(26,29-3ΐ) |_| αναθεώρηση του υποδοχέα στα πρώιμα Β κύτταρα επηρεάζεται επίσης 

από τη θέση επαφής με το αντιγόνο επειδή το μικροπεριβάλλον του μυελού των 

οστών παρέχει σήματα που μπορούν να εμποδίσουν την απόπτωση που επάγεται 

από το αντιγόνο και προάγει την επανενεργοποίηση των πρωτεϊνών RAG και την 

αναθεώρηση του υποδοχέα (44"46).

33Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 00:23:48 EEST - 3.145.89.13



1.5.3 ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΟ ΑΝΤΙΓΟΝΟ ΦΑΣΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ

Τα ώριμα παρθένα Β κύτταρα μεταναστεύουν στα δευτερογενή λεμφικά όργανα και 

περνούν στην εξαρτώμενη από το αντιγόνο φάση ανάπτυξης. Οι απαντήσεις των Β 

κυττάρων σε αντιγόνα διακρίνονται σε: 

α) κλασσικές Τ-εξαρτώμενες

β) ανεξάρτητες από τα CD4 Τ-βοηθητικά λεμφοκύτταρα.

Σε αυτό το σημείο θα αναλυθούν οι Τ-εξαρτώμενες απαντήσεις.

Τα παρθένα Β κύτταρα ωριμάζουν, εγκαταλείπουν τον μυελό των οστών και 

εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος. Μέσω των φλεβιδίων με υψηλό ενδοθήλιο 

εισέρχονται στα δευτερογενή λεμφικά όργανα (σπλήνας, λεμφαδένες, πλάκες του 

Peyer και αμυγδαλές). Εάν κάποιο από τα Β κύτταρα αναγνωρίσει το ειδικό αντιγόνο 

και ενεργοποιηθεί κατάλληλα από τα βοηθητικά Τ κύτταρα (Τ4, ΤΗ2 cells), λαμβάνει 

το σήμα για να διαιρεθεί και να ακολουθήσει μια συγκεκριμένη οδό 

διαφοροποίησης*47*, με τελικό αποτέλεσμα την παραγωγή αντιγονοειδικών 

πλασματοκυττάρων και Β κυττάρων μνήμης. Σε διαφορετική περίπτωση τα Β 

κύτταρα εξέρχονται από τα δευτερογενή λεμφικά όργανα και επιστρέφουν στην 

κυκλοφορία με τα απαγωγά λεμφαγγεία.

Τα αντιγονοπαρουσιασπκά κύτταρα (Antigen Presenting Cells, APCs) παρουσιάζουν 

πρωτεϊνικά αντιγόνα στα βοηθητικά (Τ4) κύτταρα και τα ενεργοποιούν. Η επιλογή Τ4- 

κυττάρων με ειδικό υποδοχέα (TCR) για το αντιγόνο συμβαίνει μόλις 3-5 ημέρες μετά 

την ανοσοποίηση. Τα πιο αποτελεσματικά APCs ίσως είναι τα διαπλεκόμενα 

δενδριτικά κύτταρα (dendritic cells, DCs), που εντοπίζονται στις περιοχές των Τ 

κυττάρων των περιφερικών λεμφικών οργάνων*48*. Οι αλληλεπιδράσεις των Τ4- 

κυττάρων με τα διαπλεκόμενα δενδριτικά κύτταρα περιλαμβάνουν μια κεντρική 

συστοιχία του Τ-κυτταρικού υποδοχέα που προσδένεται σε ένα MHC μόριο μέσω του 

αντιγόνου και περικλείεται από αλληλεπιδρώντα συμπληρωματικά μόρια 

προσκόλλησης.
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Ο σχηματισμός αυτός 

ονομάζεται άνοση σύναψη, ή 

σύναψη I. Ακολουθεί κλωνική 

έκπτυξη (clonal expansion) των 

αντιγονοειδικών, 

ενεργοποιημένων βοηθητικών 

Τ-κυττάρων (ΤΗ2), τα οποία 

τώρα μπορούν να προσφέρουν 

βοήθεια στα Β αντιγονοειδικά 

κύτταρα (Εικόνα 1.20). Η άνοση 

σύναψη II διαφέρει ποσοτικά 

και ποιοτικά από τη σύναψη I.

Το βασικό αποτέλεσμα της άνοσης σύναψης II είναι η κλωνική έκπτυξη των 

αντιγονοειδικών Β λεμφοκυττάρων. Κάποια από τα κύτταρα που προκύπτουν από 

τον πολλαπλασιασμό αυτό σχηματίζουν πρωταρχικές εστίες στις περιοχές των Τ 

κυττάρων και δημιουργούν τα βραχύβια πλασματοκύτταρα (χρόνος ημιζωής in vivo 

3-5 ημέρες), που εκκρίνουν ανοσοσφαιρίνη σε άμεση απάντηση του οργανισμού 

προς το αντιγόνο. Ανάλογα με τα σήματα που δέχονται από την άνοση σύναψη II με 

τα Τ-κύτταρα, τα πλασματοκύτταρα εκκρίνουν ανοσοσφαιρίνη IgM και 

ανοσοσφαιρίνες άλλων ισοτύπων. Τα πλασματοκύτταρα αυτά εκφράζουν και 

εκκρίνουν αντιγονοειδικά αντισώματα τα οποία κωδικοποιούνται από το βλαστικό 

DNA (germline-encoded) και είναι χαμηλής συγγένειας (low affinity). Πρώτα 

εμφανίζονται στις περιοχές των Τ κυττάρων και στη συνέχεια μετακινούνται προς τον 

ερυθρό πολφό στον σπλήνα.

Τα εναπομείναντα αντιγονοειδικά Β κύτταρα μεταναστεύουν στις περιοχές των Β 

κυττάρων και εισέρχονται στα πρωτογενή λεμφοζίδια(47). Ο αρχικός 

πολλαπλασιασμός συμβαίνει μετά από 6-8 ώρες και σχηματίζονται μεγάλες IgD- 

αρνητικές περιοχές μέσα στα πρωτογενή λεμφοζίδια, τα οποία πλέον ονομάζονται 

δευτερογενή λεμφοζίδια. Επτά έως δέκα ημέρες μετά την ανοσοποίηση, τα 

δευτερογενή λεμφοζίδια αποκτούν πολικότητα: το τμήμα που βρίσκεται προς την 

περιοχή των Τ κυττάρων περιέχει ταχέως πολλαπλασιαζόμενα Β κύτταρα 

(κεντροβλάστες) και ονομάζεται σκοτεινή ζώνη, ενώ η περιοχή στον αντίθετο πόλο 

περιέχει ήρεμα, μη διαιρούμενα Β κύτταρα (γνωστά ως κεντροκύτταρα) και 

σχηματίζει τη φωτεινή ζώνη. Το δυναμικό αυτό μικροπεριβάλλον, όταν αποκτά 

πολικότητα, ονομάζεται βλαστικό κέντρο (germinal center)* 45·49,50> (Εικόνα 1.21-1.22).

Εικόνα 1.20 Στην άνοση σύναψη, τα 
ενεργοποιημένα Τ-βοηθητικά κύτταρα (ΤΗ2) 
αλληλεπιδρούν με τα Β αντιγονοειδικά κύτταρα.
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Συνδιεγερτικά σήματα 
αττό Τ και δενδριτικά κύτταρα

Φωτεινή ζώνη

Μεταστροφή ισοτόπου

Β λεμφοκύτταρα μνήμης 
ή πλασματοκύτταρα

Σκοτεινή ζώνη

Απόπτωση 
αυτοαντιδραστικών και 

μη επιλεγμένων κυττάρων

Σωματική υπερμεταλλαξιγένεση 
& ωρίμανση συγγένειας

Εικόνα 1.21 Πολικότητα των δευτερογενών λεμφοζιδίων, διαμόρφωση του βλαστικού κέντρου 
και διαφορές στη λειτουργία των δύο «διαμερισμάτων» (φωτεινή-σκοτεινή ζώνη).

Οι κεντροβλάστες της σκοτεινής ζώνης είναι μεγάλα κύτταρα που διαιρούνται 

περίπου κάθε έξι ώρες και δεν εκφράζουν επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη. Στα κύτταρα 

αυτά παρατηρείται σωματική υπερμεταλλαξιγένεση (somatic hypermutation).

Εικόνα 1.22 Φυσιολογικό λεμφοζίδιο. Η πρωτεΐνη Bcl-2 (αντι-αποπτωτική/πράσινο χρώμα) 
εκφράζεται από μακρόβια Β λεμφοκύτταρα στον μανδύα και στην οριακή ζώνη, ενώ η 
πρωτεΐνη ΚΗ37 (δείκτης κυτταρικού πολλαπλασιασμού/κόκκινο χρώμα) εκφράζεται από Β 
λεμφοκύτταρα του βλαστικού κέντρου. Από IMGT Web Resources.
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Α. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΥΠΕΡΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ

Τα Β κύτταρα που αναγνωρίζουν ειδικά ένα αντιγόνο εισέρχονται στο βλαστικό 

κέντρο, διαιρούνται γρήγορα και διαφοροποιούν τον αντιγονικό υποδοχέα τους μέσω 

της διεργασίας της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης (somatic hypermutation, SHM). 

Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται αύξηση του ρεπερτορίου των υποδοχέων και 

παραγωγή αντισωμάτων με υψηλή συγγένεια για το αντιγόνο(46,51,52). Στόχοι για την 

εισαγωγή μεταλλάξεων είναι η μεταβλητή περιοχή και ένα μικρό τμήμα του ιντρονίου 

J-C, ενώ οι σταθερές περιοχές δεν επηρεάζονται. Η εισαγωγή μεταλλάξεων πιθανόν 

κατευθύνεται από διάφορα cis-ρυθμιστικά στοιχεία (ενισχυτές και υποκινητές) που 

σχετίζονται με τη μεταγραφή, τα οποία όμως μπορεί να αντικατασταθούν από 

ετερόλογο υποκινητή χωρίς να επηρεαστεί η υπερμεταλλαξιγένεση.

Η σωματική υπερμεταλλαξιγένεση μπορεί να επηρεάζει τόσο τα λειτουργικά όσο και 

τα μη παραγωγικά γονίδια. Σε κάθε περίπτωση, το πρότυπο κατανομής των 

μεταλλάξεων διαφέρει. Στα λειτουργικά γονίδια, οι μεταλλάξεις αντικατάστασης 

(replacement mutations, R) συγκεντρώνονται στις περιοχές CDRs. Αντίθετα, οι 

«σιωπηλές» μεταλλάξεις (silent mutations, S) κατανέμονται σε όλες τις περιοχές 

πλαισίου(53). Στα μη παραγωγικώς αναδιαταγμένα γονίδια οι μεταλλάξεις δεν έχουν 

συγκεκριμένη εστίαση αλλά κατανέμονται τυχαία(54,55). Συνεπώς, φαίνεται ότι το 

αντιγόνο «επιλέγει» τα Β κύτταρα που έχουν μεταλλαγμένους υποδοχείς με 

μεγαλύτερη συγγένεια. Ο αυξημένος λόγος R/S μεταλλάξεων στις περιοχές CDR3 

αποτελεί ισχυρή ένδειξη επιλογής από αντιγόνο για αντισώματα με υψηλότερη 

συγγένεια.

Ο μηχανισμός της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως. 

Ωστόσο, μερικά, βασικά χαρακτηριστικά του είναι γνωστά:

■ Επικράτηση των σημειακών μεταλλάξεων έναντι των ελλείψεων (deletions) ή 

των ενθέσεων (insertions).

■ Επικράτηση των μεταβάσεων (transitions) σε σχέση με τις μεταπτώσεις 

(transversions)(56).

■ Οι μεταλλάξεις αντικατάστασης (R) είναι συχνότερες από τις σιωπηλές 

μεταλλάξεις (S).

■ Επιλεκτική στόχευση σε νουκλεοτίδια G και C έναντι των Α και Τ.

■ Προτίμηση στις πουρίνες (R) έναντι των πυριμιδινών (Υ).

■ Η σωματική υπερμεταλλαξιγένεση φαίνεται να στοχεύει συχνότερα μερικά 

κωδικόνια των V γονιδίων σε σχέση με άλλα. Τα σημεία αυτά ονομάζονται 

«επίκεντρα» (“hotspots”) για την εισαγωγή μεταλλάξεων και συχνά 

ακολουθούν μοτίβα τριών ή τεσσάρων νουκλεοτιδίων, όπως τα RGYW (W: Α

37Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 00:23:48 EEST - 3.145.89.13



ήΤ) και GNW. Εντοπίζονται κυρίως στους βρόχους που ενώνουν τα β 

πτυχωτά φύλλα και σχηματίζουν τις περιοχές πρόσδεσης του αντιγόνου.

Β. ΜΕΤΑΣΤΡΟΦΗ ΙΣΟΤΥΠΟΥ

Η διαδικασία της μεταστροφής ισοτόπου (class-switch recombination, CSR) 

συμβαίνει μετά την επιλογή των κεντροκυττάρων. Απαραίτητη προϋπόθεση είναι η 

ύπαρξη του CD40 στην επιφάνεια του κυττάρου(40). Ο συνδυασμός μιας μεταβλητής 

περιοχής με διαφορετικές σταθερές περιοχές διασφαλίζει ότι τα αντισώματα μιας 

ορισμένης ειδικότητας μπορεί να εκφράζονται με διαφορετικούς ισοτόπους και κατά 

συνέπεια να έχουν διαφορετική λειτουργία, για την επίτευξη καλύτερης απάντησης 

προς το αντιγόνο(Εικόνα 1.23).

Γονίδια βαριών αλυσίδων 
at κύτταρα l<jM+

Εικόνα 1.23 Ο μοριακός μηχανισμός της μεταστροφής ισοτόπου.

Η μεταστροφή ισοτύπου είναι μη αντιστρεπτή διαδικασία, η οποία επιτυγχάνεται με 

ανασυνδυασμό μεταξύ ειδικών αλληλουχιών μεταστροφής (switch regions), που 

εντοπίζονται περίπου 2 kb στο 5' άκρο κάθε C γονιδίου (εκτός του Οδ)(5758). Οι 

αλληλουχίες μεταστροφής αποτελούνται από 20-80 νουκλεοτιδικές επαναλήψεις 

(βραχείες επαναλήψεις GGGCT και GAGCT όπως και βραχείες επαναλήψεις TGGG 

ή TGAG) κοντά στο σημείο του ανασυνδυασμού(32). Η διαδικασία αυτή επιτρέπει στην 

ανασυνδυασμένη V-D-J αλληλουχία, που μέχρι τώρα μπορούσε να συνδεθεί μόνο με 

τις Ομ και Οδ, να συνδέεται και να εκφράζεται και με τα υπόλοιπα γονίδια της
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σταθερής περιοχής. Κατά τη διεργασία της μεταστροφής ισοτύπου, οι αλληλουχίες 

μεταστροφής (S) των σταθερών περιοχών ανασυνδυάζονται και το ενδιάμεσο DNA 

αποκόπτεται. Άρα το κύτταρο δεν είναι πλέον σε θέση να εκφράσει τους ισοτύπους 

που βρίσκονταν στο τμήμα που έχει απομακρυνθεί. Η διεργασία μπορεί να 

επαναληφθεί έως ότου εκφραστεί ο επιθυμητός ισότυπος.

1.5.4 ΑΝΟΣΕΣ ΑΠΑΝΤΗΣΕΙΣ ΤΩΝ Β ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΕΣ ΑΠΟ 
ΤΑ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ

Εκτός από κλασσικές Τ-εξαρτώμενες απαντήσεις, τα Β λεμφοκύτταρα εκδηλώνουν 

και απαντήσεις σε αντιγόνα που δεν απαιτούν την βοήθεια των Τ κυττάρων (Τ- 

ανεξάρτητες). Τα κύτταρα που είναι υπεύθυνα για τις απαντήσεις αυτές ανήκουν σε 

τρεις μεγάλους υποπληθυσμούς των ώριμων παρθένων Β κυττάρων.

Ο πρώτος τύπος είναι τα λεμφοζιδιακά ή θυλακιώδη (follicular, FO) Β κύτταρα(59). Τα 

ώριμα FO κύτταρα έχουν χρόνο ημιζωής περίπου 2-3 μήνες. Είναι τα κύτταρα που 

εμπλέκονται στις κλασσικές Τ-εξαρτώμενες απαντήσεις. Παρόλ’ αυτά, σε περίπτωση 

που δεχθούν κάποιο σχετικά ισχυρό σήμα από αντιγόνα, όπως τα συστατικά του 

βακτηριακού τοιχώματος, τότε μπορούν να επαγάγουν Τ-ανεξάρτητες απαντήσεις 

στα περισσότερα δευτερογενή λεμφικά όργανα(60). Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των 

FO κυττάρων που αναγνωρίζουν τέτοιου είδους αντιγόνα είναι η έκφραση του μορίου 

CD21(61). Επειδή το CD21 αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα του Β κυττάρου μόνο όταν 

συναντήσει αντιγόνα επικαλυμμένα με μόρια του συμπληρώματος, πιστεύεται ότι τα 

αυτοαντιγόνα ή τα αντιγόνα που προέρχονται από την ενδογενή χλωρίδα του 

οργανισμού είναι πολύ σημαντικά στην επιλογή και την ωρίμανση των περιφερικών Β 

λεμφοκυττάρων.

Η αλληλεπίδραση αντιγόνου-υποδοχέα μπορεί να οδηγήσει σε διαφορετικό τρόπο, 

διάρκεια και ένταση της σηματοδότησης. Επομένως, κατά περίπτωση, το 

αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας θα διαφέρει αρκετά, τόσο ποιοτικά όσο και 

ποσοτικά. Τα αναπτυσσόμενα Β κύτταρα που δέχονται σχετικά ισχυρό σήμα από τον 

BCR διαφοροποιούνται σε FO κύτταρα. Αντίθετα, όσα δέχονται ασθενή σήματα 

διαφοροποιούνται προς κύτταρα της οριακής ζώνης (marginal zone, ΜΖ Β cells)(62,63). 

Τα ΜΖ Β κύτταρα εντοπίζονται στην οριακή ζώνη των δευτερογενών λεμφικών 

οργάνων και κυρίως του σπλήνα, όπου συνεχώς εκτίθενται σε αντιγόνα που 

κυκλοφορούν στο αίμα. Τα κύτταρα αυτά αναγνωρίζουν κυρίως αντιγόνα με πολύ 

επαναληπτικές δομές, όπως π.χ. συστατικά του βακτηριακού τοιχώματος. Χάρη στη 

μοναδική θέση τους, επάγουν άνοσες απαντήσεις πολύ γρήγορα. Η πλήρης 

ανάπτυξη της οριακής ζώνης και του συνόλου των ΜΖ Β κυττάρων καθυστερεί έως
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την ηλικία των 2 ετών στον άνθρωπο και των 3-4 εβδομάδων στα ποντίκια*64-67’. Το 

γεγονός αυτό πιθανόν σχετίζεται με την ανικανότητα των βρεφών κάτω των 2 ετών 

να εκδηλώσουν ικανοποιητικές άνοσες απαντήσεις σε πολυσακχαριτιδικά αντιγόνα. 

Ακόμα μια κατηγορία κυττάρων με παρόμοια χαρακτηριστικά με τα ΜΖ Β κύτταρα 

είναι τα Β-Ια κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά αναπτύσσονται από αρχέγονα κύτταρα του 

μυελού των οστών και εκφράζουν στην επιφάνειά τους το μόριο CD5 (CD5+ 

κύτταρα)*68,69’. Αφθονούν στην περιτοναϊκή κοιλότητα, συνεισφέρουν το μεγαλύτερο 

μέρος των IgM στον ορό των ενηλίκων και είναι ιδιαίτερα μακρόβια και 

αυτοανανεούμενα. Τα Β-Ια κύτταρα συχνά παράγουν ανοσοσφαιρίνες εναντίον 

βακτηριακών υδατανθράκων ή πολυσθενών αυτοαντιγόνων. Οι ανοσοσφαιρίνες 

αυτές είναι χαμηλής συγγένειας, προσδένουν πολλά αντιγόνα (πολυ-αντιδραστικά 

φυσικά αντισώματα) και πολλές φορές μπορεί να γίνουν αυτοαντιδραστικές, επειδή 

αναγνωρίζουν ως αντιγόνα συστατικά όπως οι IgG, ssDNA, dsDNA, οι ιστόνες, η 

καρδιολιπίνη, η ακτίνη και ο κυτταροσκελετός(70). Είναι η πρώτη γραμμή άμυνας του 

οργανισμού και, όπως και τα FO κύτταρα, απαιτούν ισχυρά σήματα μέσω του BCR 

για την ανάπτυξή τους.

Ορισμένα από τα χαρακτηριστικά των Β-Ια κυττάρων εμφανίζονται μετά από 

διέγερση των Β κυττάρων του σπλήνα με ανπ-lgM ανπσώμστσ Έτσι, με κατάλληλη 

διέγερση, ίσως κάθε Β κύτταρο μπορεί να αποκτήσει τον Β-Ια φαινότυπο. Συνεπώς, 

η προέλευση των Β-In κυττάρων δεν είναι αποκλειστικά εμβρυϊκή. Ωστόσο, τα 

εμβρυϊκά Β-Ια κύτταρα παρουσιάζουν κάποιες διαφορές σε σχέση με τα ενήλικα. Πα 

παράδειγμα, τα εμβρυϊκά κύτταρα δεν εκφράζουν TdT κστ επομένως δεν φέρουν Ν 

νουκλεοπ'δια στις συμβολές IGHV-D-J .

40
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 00:23:48 EEST - 3.145.89.13



1.6 ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

1.6.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η Β χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία (ΧΛΛ) είναι κακοήθες νεόπλασμα Β 

λεμφοκυττάρων που εκφράζουν CD19 ή CD20, CD5, CD23 και χαμηλά επίπεδα 

ανοσοσφαιρίνης στην επιφάνειά τους. Επιπρόσθετα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

που είναι χρήσιμα στη διάγνωση της ΧΛΛ είναι η χαμηλή έκφραση του CD79b και του 

CD22. Η ΧΛΛ χαρακτηρίζεται από σταδιακή συσσώρευση μικρών, ώριμων 

λεμφοκυττάρων στο αίμα, στο μυελό των οστών και στους λεμφικούς ιστούς. Τα 

νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα έχουν μεγαλύτερη διάρκεια ζωής, είναι μικρά, με 

στρογγυλό πυρήνα, πυκνή χρωματίνη και λιγοστό κυτταρόπλασμα.

Η ΧΛΛ είναι η πιο κοινή μορφή λευχαιμίας στο Δυτικό ημισφαίριο. Προσβάλλει 

κυρίως ηλικιωμένους και περισσότερο άντρες (αναλογία Α:Γ = 2:1). Στις Ηνωμένες 

Πολιτείες, κάθε χρόνο περίπου 7500 άνθρωποι εμφανίζουν ΧΛΛ και σχεδόν 5000 

πεθαίνουν από την ασθένεια. Η κλινική πορεία της ΧΛΛ εμφανίζει μεγάλη 

ετερογένεια: μερικοί ασθενείς επιβιώνουν για πολλά χρόνια χωρίς θεραπεία και 

τελικά πεθαίνουν από άλλα αίτια, ενώ άλλοι έχουν επιθετική νόσο και μικρή 

επιβίωση.

Πρόσφατα ευρήματα υποδιαιρούν την ΧΛΛ σε δύο ομάδες: (ί) περιπτώσεις στις 

οποίες τα γονίδια των ανοσοσφαιρινών των νεοπλασματικών λεμφοκυττάρων 

φέρουν σωματικές μεταλλάξεις και έχουν πιο ήπια εξέλιξη και μεγαλύτερη ολική 

επιβίωση και (ϋ) περιπτώσεις με αμετάλλακτες αναδιατάξεις των γονιδίων των 

ανοσοσφαιρινών και πιο δυσμενή εξέλιξη^. Σε μερικές περιπτώσεις ΧΛΛ φαίνεται 

ότι στα κύτταρα του κλώνου συνεχίζεται η σωματική υπερμεταλλαξιγένεση και η 

μεταστροφή ισοτύπου, επειδή εμφανίζουν ιδιοσυστασιακή ενεργοποίηση του ενζύμου 

AID, όπως συμβαίνει και στα φυσιολογικά κύτταρα του βλαστικού κέντρου. 

Πρόσφατες ανοσοφαινοτυπικές και μοριακές μελέτες έδειξαν ότι στις περισσότερες 

περιπτώσεις ΧΛΛ τα νεοπλασματικά κύπαρα έχουν φαινότυπο Β λεμφοκυττάρου 

μνήμης(Εικόνα 1.24).
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Εικόνα 1.24 Υποτύποι ΧΛΛ στάδια ανάπτυξης και εξέλιξης του νεοπλασματικού κλώνου. 
Τροποποιημένο από: Chiorazzi Ν et al. Ν Engl J Med 2005;352:804-15.

1.6.2 ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΛΕΥΧΑΙΜΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΤΗ Β-ΧΛΛ

Υπό την προϋπόθεση ότι η εισαγωγή μεταλλάξεων στα γονίδια IGV συμβαίνει μετά 

από διέγερση του Β κυτταρικού υποδοχέα από αντιγόνο, οι περιπτώσεις ΧΛΛ με 

μεταλλαγμένο αντιγονικό υποδοχέα (ανοσοσφαιρίνη επιφάνειας) πιθανότατα 

προέκυψαν από διεγερμένα Β λεμφοκύτταρα. Εντούτοις, η απουσία μεταλλάξεων δεν 

σημαίνει αναγκαστικά και απουσία προηγούμενης διέγερσης από αντιγόνο. 

Συνεπώς, οι αμετάλλακτες περιπτώσεις θα μπορούσε να προέρχονται από Β 

λεμφοκύτταρα που είχαν διεγερθεί από αντιγόνο αλλά δεν συγκέντρωσαν 

μεταλλάξεις εξαιτίας του τύπου της αντιγονικής διέγερσης (π.χ., Τ ανεξάρτητη 

διέγερση) ή του σταδίου στο οποίο συνέβη η νεοπλασματική εξαλλαγή. Πρόσφατα 

δεδομένα υποστηρίζουν ότι όλα τα λευχαιμικά κύτταρα στην ΧΛΛ προέρχονται από Β 

λεμφοκύτταρα που ήρθαν σε επαφή με αντιγόνο και ότι η διέγερση από αντιγόνο 

είναι προαπαιτούμενο για την εξέλιξη της Β-ΧΛΛ ακόμη και σε περιπτώσεις χωρίς 

σωματικές μεταλλάξεις^2'76'.
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1.6.3 ΜΕΤΑΒΙΒΑΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ ΜΕΣΩ ΤΟΥ Β ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΥΠΟΔΟΧΕΑ ΣΤΑ 
ΛΕΥΧΑΙΜΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΧΡΟΝΙΑΣ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑΣ

Με βάση τα μοριακά και φαινοτυπικά δεδομένα η αντιγονική διέγερση των 

πρόδρομων Β λεμφοκυττάρων της Β-ΧΛΛ είναι πιθανό να έχει συμβεί πριν ή κατά τη 

διάρκεια της λευχαιμικής εξαλλαγής. Είναι επίσης πιθανό ότι η αντιγονική διέγερση 

επάγει την ανάπτυξη συγκεκριμένων κλώνων ΧΛΛ μετά την εξαλλαγή. Αυτή η 

υπόθεση ίσως αληθεύει επειδή σε αρκετές περιπτώσεις ΧΛΛ το μονοπάτι 

μεταβίβασης σήματος μέσω του Β κυπαρικού υποδοχέα είναι ακέραιο. Οι 

περιπτώσεις αυτές είναι ιδιαίτερα συχνές στην «αμετάλλακτη» υποομάδα της ΧΛΛ 

και ιδίως σε ασθενείς που εκφράζουν το αντιγόνο CD38(77,78).

Το αποτέλεσμα του σήματος που μεταβιβάζεται μέσω του Β κυτταρικού υποδοχέα 

εξαρτάται από το στάδιο της ωρίμανσης και/ή ενεργοποίησης των κυττάρων. Έτσι τα 

ίδια σήματα μπορεί να έχουν ως αποτέλεσμα την απόπτωση των ανώριμων Β 

λεμφοκυττάρων αλλά τον πολλαπλασιασμό των ώριμων λεμφοκυττάρων(79,80>. Το 

επίπεδο της ενεργοποίησης του Β κυτταρικού υποδοχέα ποικίλει ανάλογα με το 

σθένος του αντιγόνου, την πυκνότητα του αντιγονικού επιτόπου και την οργάνωση 

του. Τα ώριμα, «παρθένα» Β λεμφοκύτταρα απαιτούν μεγαλύτερη συγκέντρωση 

αντιγόνου για την έναρξη μιας απάντησης από τα Β λεμφοκύτταρα μνήμης. Στην 

πλειονότητα των «αμετάλλακτων» περιπτώσεων ΧΛΛ μπορεί να μεταβιβάζεται σήμα 

μέσω της ανοσοσφαιρίνης επιφάνειας IgM. Αντίθετα, στην πλειονότητα των 

«μεταλλαγμένων» περιπτώσεων ΧΛΛ in vitro είναι αδύνατη η μεταβίβαση σήματος 

μέσω της ανοσοσφαιρίνης επιφάνειας IgM. Σε ποσοστό περίπου 50% των 

«μεταλλαγμένων» περιπτώσεων ΧΛΛ στις οποίες η μεταβίβαση σήματος μέσω της 

ανοσοσφαιρίνης επιφάνειας IgM δεν ήταν δυνατή, η όλη διεργασία εξελισσόταν μέσω 

της ανοσοσφαιρίνης επιφάνειας lgD<81"84). Σε μια μικρότερη υποομάδα, η μεταβίβαση 

σήματος ήταν δυνατή μόνο μέσω του επικουρικού μορίου Iga (CD79a). Η δυνατότητα 

μεταβίβασης σήματος μέσω άλλων συστατικών του Β κυτταρικού υποδοχέα 

υποδεικνύει ότι τα επόμενα στοιχεία της οδού μεταβίβασης είναι λειτουργικά στην 

ΧΛΛ. Έτσι, η αποτυχία μεταβίβασης σήματος οφείλεται σε γεγονότα κοντά στη 

μεμβράνη και αποτελεί χαρακτηριστικό των ανεργικών κυττάρων. Η χαρακτηριστική 

ανεργική κατάσταση στην πλειονότητα των «μεταλλαγμένων» περιπτώσεων ΧΛΛ, και 

σε ένα ποσοστό «αμετάλλακτων», είναι πιθανώς το αποτέλεσμα προγενέστερων 

γεγονότων σηματοδότησης που κατέστησαν την κυτταρική μεμβράνη ανθεκτική σε 

περαιτέρω διέγερση. Παρόλ’ αυτά, στις «μεταλλαγμένες» περιπτώσεις ΧΛΛ η 

έκφραση του CD38 τροποποιεί την ικανότητα μεταβίβασης σήματος. Τα σήματα που 

μεταβιβάζονται μέσω του Β κυπαρικού υποδοχέα ίσως οδηγούν σε αυξημένη
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μιτωτική δραστηριότητα και αυτό συνάδει με την παρουσία μικρότερων τελομεριδίων 

(ένδειξη πολλών κυτταρικών διαιρέσεων) στις «αμετάλλακτες» περιπτώσεις ΧΑΛ(85). 

Το ένζυμο δεαμινάση της κυτιδίνης (AID) εκφράζεται περισσότερο στις 

«αμετάλλακτες» περιπτώσεις ΧΛΛ σε σχέση με τις «μεταλλαγμένες» τουλάχιστον σε 

επίπεδο mRNA<86). Η ZAP-70 (zeta-associated protein 70), πρωτεϊνική κινάση 

τυροσίνης που συνδέεται με τον υποδοχέα και εντοπίζεται συχνά στα Τ 

λεμφοκύτταρα, εκφράζεται επίσης σε υψηλότερα επίπεδα στην πλειονότητα των 

«αμετάλλακτων» περιπτώσεων ΧΛΛ(87'88).

1.6.4 ΧΡΗΣΙΜΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΩΝ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ 
ΣΤΗ ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Στην Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία και στα υπόλοιπα νεοπλάσματα των Β 

λεμφοκυττάρων χρησιμοποιείται όλο και περισσότερο η ανάλυση των μεταλλάξεων 

στα γονίδια των ανοσοσφαιρινών. Ανάλογα με το στάδιο της νεοπλασματικής 

εξαλλαγής οι κακοήθειες αυτές κατατάσσονται σε όγκους πριν το βλαστικό κέντρο, 

όγκους του βλαστικού κέντρου, ή όγκους μετά το βλαστικό κέντρο. Το στάδιο μπορεί 

να προσδιοριστεί με κριτήριο την ύπαρξη σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης και 

ενδοκλωνικής ετερογένειας (intraclonal diversity).

Οι μεταλλάξεις του γονιδίου IGHV καταμετρούνται από την αρχή της περιοχής FR1 

έως το τέλος της περιοχής FR3. Η αλλαγή ενός νουκλεοτιδίου χαρακτηρίζεται ως 

μετάλλαξη και όχι ως πολυμορφισμός, όταν εμφανίζεται μόνο στην κλωνική 

αλληλουχία και όχι στη φυσιολογική μη αναδιαταγμένη αλληλουχία.

Η ανάλυση των μεταλλάξεων των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών αποκάλυψε 

πρόσφατα δυο κατηγορίες ΧΛΛ, με ή χωρίς σωματικές μεταλλάξεις(89). Τα γονίδια 

IGHV με διαφορές >2% από το αντίστοιχο μη αναδιαταγμένο γονίδιο θεωρούνται ως 

«μεταλλαγμένα» (το όριο του 2% επιλέχθηκε, ώστε να αποφευχθεί το ενδεχόμενο 

κάποιες από τις διαφορές ν’ αντιστοιχούν σε άγνωστους πολυμορφισμούς του 

γενετικού τόπου IGH). Οι αλληλουχίες των γονιδίων IGHV που έχουν διαφορές <2% 

σε σχέση με το αντίστοιχο μη αναδιαταγμένο γονίδιο θεωρούνται ως «αμετάλλακτες». 

Οι μισές περίπου περιπτώσεις ΧΛΛ που εκφράζουν IgM όπως και σχεδόν το 75% 

των περιπτώσεων που έχουν υποστεί μεταστροφή ισοτύπου (και εκφράζουν IgG ή, 

σπανιότατα, IgA) παρουσιάζουν διαφορές >2% από το πλησιέστερο μη 

αναδιαταγμένο γονίδιο. Η παρουσία και το φορτίο των μεταλλάξεων ποικίλει στις 

διαφορετικές περιπτώσεις ΧΛΛ και φαίνεται να ακολουθείται μια ιεραρχία με βάση τη 

γονιδιακή οικογένεια IGHV και το συγκεκριμένο γονίδιο IGHV της οικογένειας που 

εκφράζεται στα λευχαιμικά κύτταρα. Επίσης, οι μεταλλάξεις αντικατάστασης
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(replacement mutations, R) συσσωρεύονται κυρίως στις περιοχές CDRs και όχι στις 

περιοχές FRs(90,91).

Με βάση τα παραπάνω οι πρόδρομοι των λευχαιμικών κυττάρων στην ΧΛΛ μπορεί 

να έχουν διεγερθεί από διαφορετικούς τύπους αντιγόνου πριν την λευχαιμική 

εξαλλαγή ή να έχουν μεταμορφωθεί σε λευχαιμικά κύτταρα σε διαφορετικά 

οντογενετικά στάδια της Β λεμφικής σειράς.

1.7. ΠΟΛΛΑΠΛΟΥΝ ΜΥΕΛΩΜΑ

1.7.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το πολλαπλούν μυέλωμα χαρακτηρίζεται από νεοπλασματική υπερπλασία των 

πλασματοκυττάρων στον μυελό των οστών. Συχνά, τα νεοπλασματικά κύτταρα έχουν 

ανώμαλη μορφολογία: εμφανίζουν πιο αρχέγονα χαρακτηριστικά και μεγαλύτερη 

διακύμανση στο μέγεθος από τα κλασσικά πλασματοκύτταρα. Επίσης, 

παρατηρούνται πολυπύρηνα κύτταρα. Στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων μπορεί να 

βρεθούν έγκλειστα εξαιτίας εναποθέσεων ανώμαλης ανοσοσφαιρίνης.

Στις περισσότερες περιπτώσεις παράγεται μονοκλωνική ανοσοσφαιρίνη (Μ-πρωτεΐνη 

ή παραπρωτεΐνη) η οποία μπορεί να ανιχνευθεί στον ορό ή στα ούρα. Τυπικά, οι 

πρωτεΐνες του ορού είναι αυξημένες και η ηλεκτροφόρηση αποκαλύπτει μια 

παθολογική παραπρωτεΐνη στην περιοχή των γ-σφαιρινών. Το κλάσμα 

ανοσοσφαιρίνης που είναι αυξημένο αποκαλύπτεται με την τεχνική της 

ανοσοδιάχυσης. Η τεχνική της ανοσοηλεκτροφόρησης επιβεβαιώνει την παρουσία 

παθολογικής ανοσοσφαιρίνης και αναδεικνύει τον μονοκλωνικό χαρακτήρα της. Σε 

ασθενείς με πλήρη μονοκλωνική ανοσοσφαιρίνη στον ορό, η σύνθεση των βαριών 

και ελαφριών αλυσίδων στα νεοπλασματικά πλασματοκύτταρα συχνά είναι 

ανισομερής, με αποτέλεσμα να παράγονται ελαφριές αλυσίδες σε περίσσεια. Τα 

ούρα περιέχουν πρωτεΐνη Bence-Jones στα 2/3 των περιπτώσεων. Η πρωτεΐνη αυτή 

συνίσταται από ελαφριές αλυσίδες, κ ή λ, του ίδιου τύπου με την Μ-πρωτεΐνη του 

ορού.

Το προχωρημένο στάδιο αυτής της νόσου χαρακτηρίζεται από ορθόχρωμη, 

ορθοκυτταρική αναιμία, η οποία συχνά συνδυάζεται με ουδετεροπενία και 

θρομβοπενία, γεγονός που αντικατοπτρίζει την ανεπάρκεια του μυελού των οστών. Η 

ακτινογραφική μελέτη του σκελετού δείχνει οστεολυτικές βλάβες στο 60% των 

ασθενών με χαρακτηριστικό συνοδό άλγος. Σε ορισμένους ασθενείς, οι εναποθέσεις 

των μυελωματικών κυττάρων επεκτείνονται και εκτός του σκελετού, στους
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περιβάλλοντες μαλακούς ιστούς. Σημαντικό κλινικό πρόβλημα για τους ασθενείς με 

πολλαπλούν μυέλωμα είναι οι νεφρικές επιπλοκές. Οι ασθενείς με εμμένουσα 

νεφρική ανεπάρκεια και επίπεδα ουρίας αίματος μεγαλύτερα από 14 mmol/I έχουν 

κακή πρόγνωση. Οι βλάβες οφείλονται σε πρωτεϊνουρία Bence-Jones, αμυλοείδωση, 

νεφροασβέστωση και πυελονεφρίτιδα.

1.7.2 ΑΝΟΣΟΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΠΟΛΛΑΠΛΟΥ ΜΥΕΛΩΜΑΤΟΣ

Η ανάπτυξη του ΠΜ είναι μια διεργασία που περιλαμβάνει πολλά στάδια. Σύμφωνα 

με πρόσφατες ενδείξεις, πιθανόν ξεκινά ως μονοκλωνική γαμμαπάθεια 

απροσδιόριστης σημασίας (monoclonal gammopathy of undetermined significance, 

MGUS), ασυμπτωματική κατάσταση που χαρακτηρίζεται από ένα μονοκλωνικό 

κλάσμα στις ανοσοσφαιρίνες του ορού. Η συχνότητα των χρωμοσωμικών ανωμαλιών 

είναι ανάλογη με τη βαρύτητα της νόσου. Παθολογικός καρυότυπος (ιδίως με την 

τεχνική FISH) ανιχνεύεται σε ποσοστό 50% των περιπτώσεων MGUS, 65% του ΠΜ 

και 85% των περιπτώσεων πλασματοκυτταρικής λευχαιμίας (Εικόνα 1.25). Είναι 

αξιοσημείωτο το γεγονός ότι παρά την παρουσία χρωμοσωμικών ανωμαλιών, οι 

περισσότερες περιπτώσεις MGUS δεν εξελίσσονται σε ΠΜ, εύρημα που στηρίζει το 

μοντέλο του μετασχηματισμού σε πολλά στάδια.

Μετά Sean
IciH Καρι/οτυττική I -------

ίΐσταθϊΐα
Μονοσωμν έλ/αιψη 

13q12-14

f μίτάθίση c-mye 
Ενεονοποιητικϊχ 1

usTaAAaftic 
N. K - i v.
RjFRT μεταΛΛαξη p53

Εικόνα 1.25 Οντογένεση του πολλαπλού μυελώματος. Συσσώρευση γενετικών βλαβών κατά
την εξέλιξη της νόσου.

46Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 00:23:48 EEST - 3.145.89.13



Στις χρωμοσωμικές μεταθέσεις που ανιχνεύονται στο ΠΜ συχνά συνδέεται ο 

γενετικός τόπος της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών (IGH) με τα γονίδια c- 

maf, FGFR3 (υποδοχέας 3 του παράγοντα ανάπτυξης των ινοβλαστών), MMSET, 

IRF4, myc και τα γονίδια των κυκλινών D1 και D3. Εξαιτίας των μεταθέσεων, τα 

παραπάνω γονίδια καταλήγουν να βρίσκονται κοντά στον ενισχυτή του γενετικού 

τόπου IGH με συνέπεια να υπερεκφράζονται. Η απορύθμιση των παραπάνω 

γονιδίων θεωρείται ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην νεοπλασματική εξαλλαγή. Επίσης, 

παρατηρείται ενεργοποίηση του γονιδίου ras και απενεργοποίηση των γονιδίων ρ53, 

Rb, ρ16 και ρ18.

Κυτταροκίνες, όπως η IL-6, ο TNFa, ο VEGF και ο IGF-1, παίζουν σημαντικό ρόλο 

στο ΠΜ, επάγοντας τον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και την ανθεκτικότητα στα 

φάρμακα των κυττάρων του ΠΜ, την οστεοκλαστική δραστηριότητα και την 

αγγειογένεση(92). Τα μονοπάτια των κυτταροκινών προσφέρουν δυνητικούς στόχους 

για θεραπευτική παρέμβαση. Ασφαλώς, περισσότεροι δυνητικοί στόχοι θ’ 

ανακαλυφθούν με την κατανόηση της βιολογίας της νόσου.

Η ανάλυση του ρεπερτορίου των γονιδίων IGHV στο πολλαπλούν μυέλωμα ανέδειξε 

πολύ μικρή χρησιμοποίηση του γονιδίου IGHV4-34, το οποίο κωδικοποιεί 

αυτοαντισώματα με δράση ψυχροσυγκολλητίνης (anti-1/i): το γεγονός αυτό συνάδει με 

την απουσία αυτοάνοσων φαινομένων στο πολλαπλούν μυέλωμα, σε αντιδιαστολή 

προς πολλά άλλα κακοήθη λεμφούπερπλαστικά νοσήματα (χαρακτηριστικά, τη ΧΛΛ). 

Τα νεοπλασματικά πλασματοκύτταρα φέρουν πολύ μεταλλαγμένα γονίδια 

ανοσοσφαιρινών, δεν εμφανίζουν ενδοκλωνική ετερογένεια και σχεδόν πάντοτε 

έχουν πραγματοποιήσει μεταστροφή ισοτύπου. Με βάση τα παραπάνω, ο καλύτερος 

«υποψήφιος» για τον τίτλο του «κλωνογενούς κυττάρου του πολλαπλού 

μυελώματος» είναι ένα Β λεμφοκύτταρο που έχει περάσει από το βλαστικό κέντρο 

(post-germinal center cell) (Εικόνα 1.26).

Ωστόσο, είναι άγνωστη η ταυτότητα των κυττάρων που εμπλέκονται στην έναρξη και 

την εξέλιξη της νόσου, κυρίως εξαιτίας της αδυναμίας να διατηρηθούν τα 

νεοπλασματικά πλασματοκύτταρα in vitro αλλά και in vivo. Στον μυελό των οστών 

των ασθενών υπάρχουν πληθυσμοί Β λεμφοκυττάρων σε διαφορετικά στάδια 

διαφοροποίησης που εμφανίζουν κλωνική συγγένεια με τα κακοήθη 

πλασματοκύτταρα. Η ανίχνευση στην κυκλοφορία του αίματος άφθονων Β 

λεμφοκυττάρων που εμφανίζουν ταυτόσημες αναδιατάξεις IGHV-D-J με τα 

νεοπλασματικά πλασματοκύτταρα στηρίζει ακόμα περισσότερο την υπόθεση της 

προέλευσης από ένα πρωιμότερο κύτταρο, πιθανόν μετά το βλαστικό κέντρο.
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ΜΥΕΛΟΣ
ΟΣΤΩΝ

Πλασματοκύτταρο

§>

ί̂
 Παρθένο Β

λ
ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ

VDJ

@ Προ-Β

Εικόνα 1.26 Το φυσιολογικό κυτταρικό αντίστοιχο του κλωνογενούς κυττάρου του ΠΜ είναι 
ένα κύτταρο που έχει περάσει από το βλαστικό κέντρο.
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ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Οι αναδιατάξεις στους γενετικούς τόπους των ελαφριών αλυσίδων των 

ανοσοσφαιρινών (IGK, IGL) ακολουθούν το μοντέλο αποκλεισμού αλληλομόρφου 

(allelic exclusion). Οι αναδιατάξεις έχουν «ιεραρχικό» χαρακτήρα: πρώτα 

αναδιατάσσεται ο γενετικός τόπος της κ-ελαφριάς αλυσίδας (IGK) και μόνο εάν 

αποτύχει η αναδιάταξη και στα δύο αλληλόμορφα IGK, ακολουθεί ανασυνδυασμός 

του γενετικού τόπου της λ-ελαφριάς αλυσίδας (IGL). Στον άνθρωπο, η ανάλυση των 

αναδιατάξεων του γενετικού τόπου IGK σε φυσιολογικά lgM+ Β λεμφοκύτταρα 

περιφερικού αίματος αποκάλυψε ότι το ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV εμφανίζει 

ιδιαίτερη επιλεκτικότητα ίσως επειδή μερικά γονίδια IGKV είναι ικανά να συνδέονται 

με ποικίλα αντιγόνα και έχουν αποκτήσει «εξελικτικό πλεονέκτημα» έναντι των 

υπολοίπων, με αποτέλεσμα να υπεραντιπροσωπεύονται στο ρεπερτόριο των 

φυσιολογικών, αυτοαντιδραστικών ή νεοπλασματικών Β λεμφοκυττάρων.

Τα λευχαιμικά Β λεμφοκύτταρα μπορεί να θεωρηθούν ως ένα μοντέλο “in vivo 

μεμονωμένου κυττάρου” (“in vivo single-cell model”). Έτσι, προσφέρονται για την 

ανάλυση των μηχανισμών αναδιάταξης και έκφρασης των ελαφριών αλυσίδων. Στην 

παρούσα μελέτη αναλύθηκαν οι παραγωγικές και μη-παραγωγικές αναδιατάξεις του 

γενετικού τόπου IGK (IGKV-J, IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE) σε μια ομάδα 

291 ασθενών με ΧΑΛ. Ακολούθησε σύγκριση των ρεπερτορίων των γονιδίων σε 

ασθενείς που εκφράζουν κ ή λ κλωνοτυπική αλυσίδα. Επιπλέον, μελετήθηκαν οι 

παραγωγικές και μη-παραγωγικές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK σε 101 

ασθενείς με Πολλαπλούν Μυέλωμα (ΠΜ). Το ΠΜ επιλέχθηκε προς αντιπαραβολή με 

την ΧΛΛ για δύο λόγους: (ί) προέρχεται από νεοπλασματική εξαλλαγή κυττάρων τα 

οποία έχουν περάσει από το βλαστικό κέντρο (postgerminal center cell) (ϋ) αντίθετα 

από τη ΧΛΛ δεν συσχετίζεται με αυτοαντιδραστικότητα ούτε έχει συνδεθεί με 

αυτοάνοσες εκδηλώσεις. Συνεπώς, το αντίστοιχο κλωνογενές κύτταρο μάλλον έχει 

ένα ιστορικό πολύ διαφορετικών εμπειριών σε σχέση με το αντίστοιχο της ΧΛΛ, τόσο 

υπό την έννοια διαφορετικών (αυτο)αντιγόνων όσο και του ανατομικού διαμερίσματος 

όπου συμβαίνει η συνάντηση με το αντιγόνο (βλαστικό κέντρο/ οριακή ζώνη).

Σκοπός της μελέτης ήταν να διερευνηθεί ο ρόλος των πολλαπλών αναδιατάξεων του 

γενετικού τόπου IGK στη διαμόρφωση του εκφραζόμενου ρεπερτορίου στην ΧΛΛ και 

στο ΠΜ και να εντοπιστούν πιθανές διαφορές μεταξύ περιπτώσεων με κλωνοτυπική 

κ ή λ ελαφριά αλυσίδα. Επιπλέον, αναζητήθηκαν τα αίτια για τα οποία απέτυχαν να 

εκφραστούν οι λειτουργικές πρωτογενείς αναδιατάξεις IGKV-J. Οι αλληλουχίες IGKV- 

J της ομάδας συγκρίθηκαν με όλες τις αλληλουχίες IGKV-J που ανασύρθηκαν από τη
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βάση δεδομένων IMGT/LIGM-DB με σκοπό την αναγνώριση ομόλογων αλληλουχιών 

και την αναζήτηση ενδείξεων αναγνώρισης συγκεκριμένων αντιγόνων. Τέλος, 

αναζητήθηκαν ενδείξεις για την οντογενετική προέλευση του νεοπλασματικού 

κλώνου.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΜΟΝΟΠΥΡΗΝΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΑΠΟ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟΥ ΑΙΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ

Ο διαχωρισμός των μονοπύρηνων κυττάρων από δείγματα περιφερικού αίματος και 

μυελού των οστών έγινε με φυγοκέντρηση σε βαθμίδωση φικόλλης (Ficoll-Hypaque). 

Η μέτρηση των κυττάρων πραγματοποιήθηκε σε μικροσκόπιο με τη χρήση πλάκας 

Neubauer και χρωστικής Trypan blue.

2.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ DNA

Η απομόνωση DNA έγινε με πέψη με πρωτεϊνάση Κ χρησιμοποιώντας στήλες 

(QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN). Οι στήλες (QIAamp Spin Columns) 

χρησιμοποιούνται για την απομόνωση νουκλεϊνικών οξέων. Η απομόνωση βασίζεται 

στη χρήση μεμβρανών από πηκτή σιλικόνης, η οποία δεσμεύει εκλεκτικά νουκλεϊνικά 

οξέα, ενώ είναι διαπερατή από πρωτεΐνες και δισθενή κατιόντα που μπορεί να 

αναστείλουν την πολυμεράση κατά την αντίδραση PCR.

2.3 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA

Η απομόνωση ολικού RNA έγινε με τη μέθοδο του θειοκυανικού γουανιδινίου 

σύμφωνα με πρότυπες διαδικασίες.

2.4 ΣΥΝΘΕΣΗ cDNA

Η σύνθεση του cDNA έγινε με αντίστροφη μεταγραφή (reverse transcription, RT) 

χρησιμοποιώντας ως εκκινητές εξανουκλεοτίδια τυχαίας αλληλουχίας (random 

hexamers, 500pg/ml). Η αντίδραση είχε τελικό όγκο 30μΙ. Το ένζυμο που 

χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση είναι η αντίστροφη μεταγραφάση MMLV 

(Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase, 20011/μΙ). Για την αντίδραση 

της αντίστροφης μεταγραφής χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα ολικό κυτταρικό RNA 

(Πίνακας 2.1).
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Πίνακας 2.1

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΟΓΚΟΙ (ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ)/ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ

RT buffer 5χ* 6μΙ

Αναστολέας RNAaotuv (40U/pl) 1.5μΙ

dNTPs (10mM) 1.5μΙ

DTT (0.1 Μ) 3μΙ

Τυχαία εξανουκλεοτίδια (500pg/ml) 3μΙ

MMLV RT (200U/pl) 1.5μΙ (300U)

ddH20 Μέχρι τελικό όγκο 30 μΙ

Υπόστρωμα

RNA 1 Μ9

ddH20 3.5μΙ

‘Σύνθεση ρυθμιστικού διαλύματος RT buffer 5x:250mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM 

KCI, 15 mM MgCI2.

Συνθήκες αντίδρασης 

Αρχική αποδιάταξη: 65°C, 10 λεπτά 

37°C, 60 λεπτά 

65°C, 10 λεπτά

To ενδεχόμενο ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων από αδυναμία ενίσχυσης του 

RNA μπορεί να αποκλειστεί με ενίσχυση αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε 

μετάγραφα γονιδίων τα οποία εκφράζονται πάντοτε στον υπό ανάλυση ιστό 

(μετάγραφα “αναφοράς”). Στην παρούσα μελέτη, ως μετάγραφο “αναφοράς” 

χρησιμοποιήθηκε το mRNA του γονιδίου RARa (retinoic acid receptor α) το οποίο 

κωδικοποιεί έναν από τους υποδοχείς του ρετινοϊκού οξέος.

Συνθήκες αντίδρασης 

Αρχική αποδιάταξη: 94°C, 5min

Κυρίως αντίδραση: διεξάγεται σε 40 κύκλους. Κάθε κύκλος περιλαμβάνει:

φάση αποδιάταξης: 94°C, Imin

φάση σύνδεσης εκκινητών: 53°C, 1 min

φάση επέκτασης μορίων DNA: 72°C, 1:30min

Τελική επέκταση συντεθειμένων μορίων DNA: 72°C, 10min
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Πίνακας 2.2

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΟΓΚΟΙ (ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ)/ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ

Υπόστρωμα cDNA: 3μΙ

RB ΙΟχ 5μΙ

MgCI2 (50mM) 2μΙ (2mM)

dNTPs (10mM) 1 μΙ (200μΜ για κάθε ένα)

RAR6 1.5μΙ

RAR8 1.5μΙ

Taq polymerase (5 units/μΙ) 0.5μΙ (2.5 units)

ddH20 Μέχρι τελικό όγκο 50μΙ

2.5 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΚΛΩΝΙΚΩΝ ΑΝΑΔΙΑΤΑΞΕΩΝ IGKV-J, IGKV-KDE ΚΑΙ IGKJ-C- 

INTRON-KDE ΣΤΟ ΓΕΝΕΤΙΚΟ ΤΟΠΟ IGK

Μεταγραφόμενες κλωνικές αναδιατάξεις της μεταβλητής περιοχής της κ ελαφριάς 

αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών (IGKV-J) ενισχύθηκαν με την τεχνική RT-PCR. Για 

την ενίσχυση των συμβολών IGKV-J χρησιμοποιήθηκαν οι συναινετικοί εκκινητές 

(consensus primers) Vk1-6 και Jk1-5 ως μείγμα ολιγονουκλεοτιδίων (Πίνακα 2.3). Οι 

εκκινητές είναι αντιπροσωπευτικοί για καθεμιά από τις έξι υποομάδες γονιδίων IGKV 

και αντίστοιχα για τα γονίδια IGKJ. Στις παραπάνω αντιδράσεις χρησιμοποιήθηκε ως 

υπόστρωμα cDNA.

Αναζητήθηκαν επίσης κλωνικές, μη μεταγραφόμενες αναδιατάξεις στον γενετικό τόπο 

IGK. Συγκεκριμένα, αναζητήθηκαν οι αναδιατάξεις IGKV-J, IGKV-KDE και IGKJ-C- 

INTRON-KDE. Στις αντιδράσεις αυτές χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα γενωμικό 

DNA και ως εκκινητές, οι εκκινητές Vk1-6 και Jk1-5 για τις αναδιατάξεις IGKV-J, VkI- 

6 και KDE για τις συμβολές IGKV/KDE και οι εκκινητές JKintron και KDE για τις 

συμβολές IGKJ-C-INTRON-KDE.
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Πίνακας 2.3 Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών

Εκκινητής

VkI
Vk2
Vk3
Vk4
Vk5
Vk6

Αλληλουχία
5-GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CC -3' 

5'-GAT GTT GTG ATG ACT CAG TCT CC-3' 

5'-GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT CC -3' 

5'-GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CC -3' 

5 -GAA ACG ACA CTC ACG CAG TCT CC-3' 

5-GAA ATT GTG CTG ACT CAG TCT CC-3'

JkI 5-ACG TTT GAT TTC CAC CTT GGT CCC-3'

Jk2 5 -ACG TTT GAT CTC CAG CTT GGT CCC -3'

Jk3 5-ACG TTT GAT ATC CAC TTT GGT CCC-3'

Jk4 5 -ACG TTT GAT CTC CAC CTT GGT CCC-3'

Jk5 5 -ACG TTT AAT CTC CAG TCG TGT CCC-3'

jKintron 5'-GTT ATT CCC AAA AGC TCA ATC TCA AAG-3'

KDE 5-CCC TTC ATA GAC CCT TCA GGC AC-3'

RAR6 5 '-GGT GCCT CCCT ACGCCTT CT -3’

RAR8 5-GGCGCT GACCCCATAGTGGT-3’

Οι συγκεντρώσεις και ποσότητες των αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν 

φαίνονται στους Πίνακες 2.4 (αντίδραση PCR για την ενίσχυση των συμβολών IGKV- 

J) και στους πίνακες 2.5 και 2.6 (αντίδραση PCR για την ενίσχυση των συμβολών 

IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE).
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Πίνακας 2.4

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΟΓΚΟΙ (ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ)/ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ

Υπόστρωμα 

RB ΙΟχ*

cDNA: 5μΙ, DNA: 1 pg 

ΙΟμΙ

MgCI2 (50mM) 

dNTPs (10mM) 

μείγμα εκκινητών Vk1-6

3μΙ (1.5mM)

2μΙ (0.2mM για κάθε ένα) 

6μΙ

μείγμα εκκινητών Jk1-5 

Taq polymerase (5 units/μΙ)

6μΙ

0.5μΙ

ddH20 Μέχρι τελικό όγκο ΙΟΟμΙ

*Σύνθεση ρυθμιστικού διαλύματος RB10x(PCR buffer): 500mM KCI, 200 mM Tris-HCI(pH 
8.4).

Για τον έλεγχο της ακρίβειας της αντίδρασης και τον έλεγχο ετπμόλυνσης των 

αντιδραστηρίων σε κάθε πείραμα προστέθηκε ένα σωληνάριο που περιείχε όλα τα 

αντιδραστήρια εκτός από υπόστρωμα (PCR control). Επιπλέον στα πειράματα 

ενίσχυσης των συμβολών IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE, για τον αποκλεισμό 

ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων, παράλληλα με τα προς έλεγχο δείγματα DNA 

εξετάστηκε και δείγμα DNA θετικό για την αντίστοιχη αναδιάταξη.

Πίνακας 2.5

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΟΓΚΟΙ (ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ)/ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ

Υπόστρωμα DNA: Ipg

RB ΙΟχ ΙΟμΙ

MgCI2 (50mM) 3μΙ (1.5mM)

dNTPs (10mM) 2μΙ (0.2mM για κάθε ένα)

μείγμα εκκινητών Vk1-6 6μΙ

εκκινητής KDE 4μΙ

Taq polymerase (5 units/μΙ) Ο,δμΙ

ddH20 Μέχρι τελικό όγκο 100 μΙ
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Οι συνθήκες αντίδρασης είναι κοινές για τις τρεις αντιδράσεις ενίσχυσης των 

συμβολών IGKV-J, IGKV/KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE. Τα στάδια της αντίδρασης 

PCR και οι αντίστοιχες θερμοκρασίες αναλύονται παρακάτω:

Συνθήκες αντίδρασης 

Αρχική αποδιάταξη: 94°C, 5min

Κυρίως αντίδραση: διεξάγεται σε 40 κύκλους. Κάθε κύκλος περιλαμβάνει:

φάση αποδιάταξης: 94°C, 1 min

φάση σύνδεσης εκκινητών: 59°C, Imin

φάση επέκτασης μορίων DNA: 72°C, 1,5min

Τελική επέκταση συντεθειμένων μορίων DNA: 72°C, 10min

Πίνακας 2.6

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΟΓΚΟΙ(ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ)/ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ

Υπόστρωμα DNA:1pg

RB ΙΟχ* ΙΟμΙ

MgCI2 (50mM) 3 μΙ (1.5mM)

dNTPs (10mM) 2 μΙ (0.2mM για κάθε ένα)

εκκινητής jKintron 3μΙ

εκκινητής KDE 3μΙ

Taq polymerase (5 units/μΙ) Ο.δμΙ

ddH20 Μέχρι τελικό όγκο ΙΟΟμΙ

Στο τέλος της αντίδρασης ΙΟμΙ του προϊόντος της αντίδρασης υποβάλλονται σε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 3% με χρώση βρωμιούχου αιθιδίου 

(EtBr,10mg/ml) σε IxTAE buffer. Παρατήρηση της πηκτής αγαρόζης σε UV και 

φωτογράφηση.
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2.6 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR

Τα προϊόντα PCR ηλεκτροφορούνται σε πηκτή αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξης 3% 

με χρώση βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr, 10mg/ml) σε ρυθμιστικό διάλυμα IxTAE buffer. 

Το κομμάτι πηκτής που περιέχει τη ζώνη κόβεται και τοποθετείται σε σωληνάριο 

eppendorff. Για τον καθαρισμό του προϊόντος PCR από το gel αγαρόζης 

χρησιμοποιείται το QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) με στήλες που δεσμεύουν 

το προϊόν της PCR σε μεμβράνη από πηκτή σιλικόνης.

2.7 ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR

Τα καθαρισμένα προϊόντα PCR αναλύθηκαν άμεσα με τη μέθοδο τερματισμού των 

νεοσυντεθειμένων αλυσίδων DNA με διδεοξυριβονουκλεοτίδια (μέθοδος Sanger) σε 

αυτόματο αναλυτή [Applied Biosystems ΑΒΙ 3730 sequencer, version 1 “Big Dye” 

dye-terminator chemistry (ΑΒΙ)]. Για την ανάλυση του antisense κλώνου 

χρησιμοποιήθηκαν συναινετικά ολιγονουκλεοτίδια, συμπληρωματικά με τις 

αλληλουχίες των γονιδίων IGKJ, ενώ για την ανάλυση του κωδικού κλώνου 

χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί για την αλληλουχία εκκινητές βάσει της αλληλουχίας που 

προέκυψε από το πρώτο διάβασμα (αλληλουχία antisense κλώνου). Κάθε αντίδραση 

επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές σε προϊόντα PCR τριών ανεξάρτητων 

αντιδράσεων ενίσχυσης που είχαν πραγματοποιηθεί σε διαφορετικές ημέρες.

2.8 ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΝΟΜΗΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΑ 

ΑΝΑΔΙΑΤΑΓΜΕΝΑ ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΗΣ ΜΕΤΑΒΛΗΤΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ ΤΩΝ 

ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Τα αποτελέσματα από την ανάλυση των αλληλουχιών μελετήθηκαν και συγκρίθηκαν 

με τη βοήθεια του αλγορίθμου του προγράμματος BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) με τις συγγενέστερες, μη αναδιαταγμένες αλληλουχίες των γονίδιων 

των ανοσοσφαιρινών που είναι καταχωρημένες στη βάση δεδομένων των γονιδίων 

των ανοσοσφαιρινών του NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/, National Center 

for Biotechnology Information, Bethesda, MD) και στη διεθνή βάση δεδομένων 

ανοσογενετικής IMGT (international ImMunoGeneTics database, http://imgt.cines.fr. 

δημιουργία και συντονισμός: Marie-Paule Lefranc, Montpellier, France). Τέλος,
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υπολογίστηκε η ομολογία του κάθε γονίδιου με το αντίστοιχο του μη αναδιαταγμένο 

γονίδιο (germline gene).

2.9 ΟΝΟΜΑΤΟΛΟΓΙΑ

Χρησιμοποιήθηκε το σύστημα ονοματολογίας της IMGT (ονοματολογία εγκεκριμένη 

από το HUGO, Human Genome Organization, 1999) για τα γονιδιακά τμήματα IGKV 

και IGJK. Το σύστημα ονοματολογίας IMGT/HUGO εκτός από το όνομα κάθε 

γονιδίου παρέχει επιπλέον και πληροφορίες για τον αριθμό των αλληλομόρφων και 

τη λειτουργικότητα του κάθε γονιδίου (ως λειτουργικά ορίζονται τα γονίδια με ανοιχτό 

πλαίσιο ανάγνωσης χωρίς κωδικόνιο τερματισμού και λειτουργικά ρυθμιστικά 

στοιχεία, αλληλουχίες RSS ή αλληλουχίες συρραφής), καθώς και τους αριθμούς 

πρόσβασης των αλληλουχιών αναφοράς (reference sequences) και τον κωδικό 

πρόσβασης (ID) στις βάσεις δεδομένων Genome Database GDB και NCBI 

LocusLink, όπου έχουν κατατεθεί οι αλληλουχίες όλων των γονιδίων IGK στον 

άνθρωπο. Με κριτήριο τη βαρύτητα των ελαττωμάτων σε κάποια γονίδια, αυτά 

θεωρήθηκαν ως ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (ORF), ψευδογονίδια ή υπολειμματικά. 

Με βάση την υψηλά συντηρημένη δομή της μεταβλητής περιοχής, το σύστημα IMGT 

χρησιμοποιεί ένα σύστημα αρίθμησης για τα κωδικόνια των γονιδίων των 

μεταβλητών περιοχών των ανοσοσφαιρινών. Για την αρίθμηση χρησιμοποιήθηκαν 

δομικά δεδομένα από περίθλαση ακτινών X, τα όρια των περιοχών FR και CDR και ο 

χαρακτηρισμός των υπερμεταβλητών βρόχων. Επίσης επαναπροσδιορίστηκαν οι 

περιοχές FRs και CDRs.

2.9.1 ΟΙ ΑΡΧΕΣ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗΣ ΚΑΙ ΟΝΟΜΑΤΟΛΟΓΙΑΣ

Το όνομα κάθε γονιδίου συντίθεται από τέσσερα μέρη:

■ Γενετικός τόπος: ορίζεται ως IGK για την κ ελαφριά αλυσίδα των 

ανοσοσφαιρινών.

■ Ομάδα: δηλώνει τον τύπο του γονιδιακού τμήματος (V, D, J ή C) π.χ., IGKV.

■ Υποομάδα, δηλώνει μια οικογένεια γονιδίων που ανήκουν στην ίδια ομάδα και 

η ελάχιστη ομολογία μεταξύ τους είναι 75% (π.χ., IGKV3).

■ Γονίδιο: ένας αριθμός προστίθεται για να ορίσει την αλληλουχία ενός γονιδίου 

(π.χ., IGKV3-20).

■ Αλληλόμορφο: για κάθε γονίδιο έχουν βρεθεί πολυμορφισμοί σε επίπεδο 

αλληλουχίας. Οι αλληλουχίες αυτές συγκρίνονται με την αλληλουχία 

αναφοράς (το αλληλόμορφο αυτό ορίζεται ως *01, π.χ., IGKV3-20*01).
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ΟΜΑΔΑ ΜΕΛΕΤΗΣ

Η ομάδα μελέτης περιλαμβάνει: (1) 291 ασθενείς με χρόνια λεμφοκυτταρική 

λευχαιμία που παρακολουθούνται στην Αιματολογική Κλινική του ΠΓΝ «Γ. 

Παπανικολάου» και το Αιματολογικό Τμήμα του ΠΓΝ Νίκαιας «Ο Άγιος 

Παντελεήμων». Η διάγνωση των ασθενών έγινε σύμφωνα με τα κριτήρια του National 

Cancer Institute. (2) 101 ασθενείς με πολλαπλούν μυέλωμα που παρακολουθούνται 

στην Αιματολογική Κλινική του ΠΓΝ «Γ. Παπανικολάου» και το Αιματολογικό Τμήμα 

του ΠΓΝ Νίκαιας «Ο Άγιος Παντελεήμων». Όλοι οι ασθενείς πληρούσαν τα κριτήρια 

διάγνωσης του πολλαπλού μυελώματος.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΥΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

3.1.1 Αναδιατάξεις IGKV-J

Μελετήθηκαν 188 ασθενείς με κ-Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία. Συνολικά 

ενισχύθηκαν 219 κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J. Τριάντα μία περιπτώσεις (16.5%) 

έφεραν διπλές αναδιατάξεις, ενώ σε 14/188 (7.44%) περιπτώσεις οι αναδιατάξεις 

αυτές ήταν εντός πλαισίου ανάγνωσης (in-frame, IF). Διπλά IF μετάγραφα 

ανιχνεύθηκαν μόνο σε 3/188 περιπτώσεις (1.6%).

Αναγνωρίσθηκαν είκοσι ένα λειτουργικά γονίδια IGKV των υποομάδων IGKV1-4 σε 

191 IF μετάγραφα IGKV-J. Το γονίδιο IGKV3-20 ήταν το συχνότερο γονίδιο IGKV 

(29/191 αλληλουχίες, 15.3%), ακολουθούσαν τα IGKV1-39/1D-39 (25/191, 13.1%), 

IGKV1-5 (20/191, 10.5%), IGKV4-1 (19/191, 10%) και τα IGKV2-30 και IGKV3-11 

(13/191 αλληλουχίες το καθένα, 6.8%) (Πίνακας 3.1-Εικόνα 3.1).
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Πίνακας 3.1 Ρεπερτόριο γονιδίων IGKV σε μεταγραφόμενες, εντός πλαισίου
αναδιατάξεις IGKV-J στην κ-ΧΛΛ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-12 5 2.6

IGKV1-13/1D-13 2 1.1

IGKV1-16 2 1.1

IGKV1-17 5 2.6

IGKV1-27 7 3.65

IGKV1-33/1D-33 7 3.65

IGKV1-39/1D-39 25 13

IGKV1-5 20 10.5

IGKV1-6 2 1.1

IGKV1-8 12 6.8

IGKV1-9 5 2.6

IGKV1D-16 1 0.5

IGKV2-24 3 1.6

IGKV2-28/2D-28 7 3.65

IGKV2-30 13 6.8

IGKV2D-29 3 1.6

IGKV2D-30 1 0.5

IGKV3-11 13 6.8

IGKV3-15 10 5.2

IGKV3-20 29 15.2

IGKV4-1 19 9.9

Σύνολο 191 100

66Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/07/2024 00:23:48 EEST - 3.145.89.13



Εικόνα 3.1 Έξι γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 63.5% των μεταγραφόμενων, IF αναδιατάξεων
IGKV-J στην κ-ΧΛΛ.

To IGKJ2 ήταν το συχνότερο IGKJ γονίδιο, ενώ ακολουθούσαν κατά σειρά τα IGKJ1, 

IGKJ4, IGKJ3 και IGKJ5. Σε 60/191 αναδιατάξεις παρατηρήθηκε χρησιμοποίηση των 

γονιδίων IGKJ3-5 (31.4%).

Δεκαπέντε γονίδια IGKV αναγνωρίσθηκαν στις υπόλοιπες 28 αναδιατάξεις IGKV-J, οι 

οποίες δεν εκφραζόταν επειδή είχαν αναδιαταχθεί εκτός πλαισίου ανάγνωσης (18/28 

περιπτώσεις, 64%) και/ή δεν είχαν μεταγράφει (23/28 περιπτώσεις, 82%). Συχνότερα 

ήταν τα γονίδια IGKV4-1 (9/28 αλληλουχίες, 32%) και IGKV2-30 (3/28, 10.7%) 

(Πίνακας 3.2-Εικόνα 3.2).
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Πίνακας 3.2 Ρεπερτόριο γονιδίων IGKV σε εκτός πλαισίου ή/και μη μεταγραφόμενες 

αναδιατάξεις IGKV-J στην κ-ΧΑΛ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-12 1 3.57

IGKV1-16 1 3.57

IGKV1-33/1D-33 2 7.1

IGKV1-39/1D-39 1 3.57

IGKV2-28/2D-28 1 3.57

IGKV2-29 1 3.57

IGKV2-30 3 10.7

IGKV2-40/2D-40 1 3.57

IGKV2D-26 1 3.57

IGKV2D-29 1 3.57

IGKV3-11 1 3.57

IGKV3-15 2 7.1

IGKV3-20 2 7.1

IGKV3D-15 1 3.57

IGKV4-1 9 32.1

Σύνολο 28 100

Εικόνα 3.2 Πέντε γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 74.1% των εκτός πλαισίου ή/και μη 
μεταγραφόμενων αναδιατάξεων IGKV-J στην κ-ΧΛΛ.
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Σημαντικές διαφορές αναγνωρίστηκαν μεταξύ εκφραζόμενων και μη εκφραζόμενων 

αναδιατάξεων IGKV-J. Τα γονίδια IGKV3-20, IGKV1-5 και IGKV1-39/1D-39 

επικρατούσαν στο εκφραζόμενο ρεπερτόριο, αντίθετα από το γονίδιο IGKV4-1, που 

επικρατούσε στις μη εκφραζόμενες αναδιατάξεις.

Κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J ενισχύθηκαν σε 64/103 περιπτώσεις (62%) με λ-ΧΑΛ. 

Πέντε περιπτώσεις είχαν 2 διαφορετικές αναδιατάξεις. Σε αυτές τις περιπτώσεις κάθε 

αναδιάταξη περιελάμβανε ένα διαφορετικό γονίδιο IGKV. Αναγνωρίσθηκαν δεκαεννιά 

διαφορετικά γονίδια των υποομάδων IGKV1-5. Το γονίδιο IGKV4-1 ήταν το 

συχνότερο γονίδιο IGKV (15/69 αλληλουχίες, 21.7%), ακολουθούσαν τα γονίδια 

IGKV1-33/1D-33 (9/69, 13%), IGKV1-39/1D-39, IGKV2-30 και IGKV1-16 (7/69 
αναδιατάξεις το καθένα, 10%) (Πίνακας 3.3-Εικόνα 3.3).

Πίνακας 3.3 Ρεπερτόριο γονιδίων IGKV σε μη εκφραζόμενες αναδιατάξεις IGKV-J 

στη λ-ΧΛΛ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1 -13/1D-13 1 1.45
IGKV1-16 7 10.15
IGKV1-17 1 1.45
IGKV1-27 1 1.45
IGKV1-33/1D-33 9 13.05
IGKV1-37/1D-37 5 7.25
IGKV1-39/1D-39 7 10.15
IGKV1-5 1 1.45
IGKV1-9 1 1.45
IGKV1D-17 2 2.9
IGKV2-28/2D-28 1 1.45
IGKV2-29 1 1.45

IGKV2-30 7 10.15
IGKV3-11 2 2.9

IGKV3-15 3 4.3
IGKV3-20 1 1.45
IGKV3D-11 2 2.9
IGKV4-1 15 21.7
IGKV5-2 2 2.9

Σύνολο 69 100
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Εικόνα 3.3 Έξι γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 72.45% των μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων
IGKV-J στη λ-ΧΛΛ.

Σε 10/64 περιπτώσεις λ-ΧΛΛ με αναδιατάξεις IGKV-J ανιχνεύθηκαν μετάγραφα 

IGKV-J. Τέσσερα από τα 10 μετάγραφα ήταν εντός πλαισίου ανάγνωσης (IF). Στις 

τέσσερις περιπτώσεις λ-ΧΛΛ με IF μετάγραφα IGKV-J, η ανάλυση με κυτταρομετρία 

ροής και ανοσοιστοχημεία έδειξε πως είχε διατηρηθεί η μονοτυπική έκφραση 

ανοσοσφαιρίνης. Σε πέντε από τις δέκα περιπτώσεις λ-ΧΛΛ με μετάγραφα IGKV-J τα 

δύο αλληλόμορφα KDE ήταν μη αναδιαταγμένα. Για τις υπόλοιπες αλληλουχίες 

υπήρχαν ενδείξεις για μονοαλληλική αναδιάταξη του KDE (2 περιπτώσεις με 

αναδιατάξεις IGKV-KDE και 3 περιπτώσεις με αναδιατάξεις IGKJ-C-INTRON-KDE). 

Σημαντικές διαφορές στο ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV ανιχνεύθηκαν μεταξύ 

εκφραζόμενων και μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων IGKV-J στην κ έναντι της λ-ΧΛΛ, 

αντίστοιχα (Εικόνα 3.4). Έτσι, τα γονίδια IGKV3-20 και IGKV1-5 ήταν σαφώς 
συχνότερα στο εκφραζόμενο ρεπερτόριο της κ-ΧΛΛ (X2 test, ρ<0.01). Αντίθετα τα 

γονίδια IGKV4-1, IGKV1-16, IGKV1-33/1D-33 και IGKV1-37/1D-37
υπεραντιπροσωπεύονταν στις μη εκφραζόμενες αναδιατάξεις IGKV-J της λ-ΧΛΛ (X2 

test, ρ<0.05).
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■ IF, μετάγραφα κ-ΧΛΛ ■ OF ή/και μη μεταγραφόμενες αναδιατάξεις κ-ΧΛΛ a λ-ΧΛΛ

Εικόνα 3.4 Σύγκριση του ρεπερτορίου των γονιδίων IGKV μεταξύ εκφραζόμενων και 
μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων IGKV-J στην κ έναντι της λ-ΧΛΛ.

Η πλήρης ανάλυση της περιοχής KCDR3 ήταν δυνατή σε 62/69 αναδιατάξεις IGKV-J. 

Είκοσι τέσσερις συμβολές IGKV-J (38.7%) είχαν αναδιαταχθεί εντός πλαισίου. Μια 

από τις IF, μη μεταγραφόμενες αναδιατάξεις χρησιμοποιούσε το γονίδιο IGKV1- 

37/1D-37, που περιέχει γλυκίνη αντί για κυστείνη στη θέση 104 της περιοχής FR3. 

Τρεις αναδιατάξεις είχαν απενεργοποιηθεί λειτουργικά εξαιτίας της εκτεταμένης 

δράσης 5' ή 3' εξωνουκλεάσης, που οδήγησε σε απαλοιφή της κυστείνης της θέσης 

104 στην περιοχή FR3 ή της φαινυλαλανίνης στη θέση 118 της περιοχής FR4. Το 

IGKJ4 ήταν το συχνότερο IGKJ γονίδιο, ενώ ακολουθούσαν κατά σειρά τα IGKJ2, 

IGKJ1, IGKJ3 και IGKJ5. Συνολικά, παρατηρήθηκε χρησιμοποίηση των γονιδίων 

IGKJ3-5 σε 34/62 αναδιατάξεις (54.8%).

3.1.2 Σύγκριση των αλληλουχιών με τις δημόσιες βάσεις δεδομένων

Οι αλληλουχίες IGKV-J συγκρίθηκαν με όλες τις αλληλουχίες από τη βάση 

αλληλουχιών IMGT/LIGM-DB (http://imgt.cines.fr/cgi-bin/IMGTIect.jv). Ανασύρθηκαν 

από τις δημόσιες βάσεις δεδομένων 1747 αλληλουχίες IGKV-J από φυσιολογικές 

περιπτώσεις (Εικόνα 3.5) και από 407 περιπτώσεις «άνοσης δυσλειτουργίας»(Εικόνα
3.6).
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Εικόνα 3.5 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV σε φυσιολογικά Β λεμφοκύτταρα. Προέλευση 
αλληλουχιών: GenBank/EMBL, LIGM-DB.

Εικόνα 3.6 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV σε αυτοαντιδραστικά Β λεμφοκύτταρα και 
καταστάσεις «άνοσης δυσλειτουργίας» (π.χ., άσθμα, αλλεργία).

Προέλευση αλληλουχιών: GenBank/EMBL, LIGM-DB.
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Με την ανάλυση αυτή αναγνωρίστηκαν υποομάδες με παρόμοιες αλληλουχίες με 

ιδιαίτερα ομόλογες περιοχές CDR3 που περιλαμβάνουν κυρίως ή αποκλειστικά 

αλληλουχίες ασθενών με ΧΛΛ.

Ειδικότερα, στην κ-ΧΑΛ: (ί) μεταξύ 13 αναδιατάξεων του γονιδίου IGKV2-30 στη ΧΛΛ 

(παρούσα μελέτη) και σε άλλες οντότητες (μη ΧΛΛ), οκτώ αλληλουχίες IGKV2-30- 

IGKJ2 ΧΛΛ της παρούσας μελέτης (6/7 μεταλλάγμένες) είχαν σχεδόν παρόμοια, 

όξινη, περιοχή KCDR3 (MQGT[H/Y]W[+/-P][P/G]YT) (Εικόνα 3.7).

Σύνολο 1 IGKV IGKJ KCDR3

Ρ103 IGKV2-30 IGKJ2 MQGTHWPPYT

Ρ1422 IGKV2-30 IGKJ2

Ρ2451 IGKV2-30 IGKJ2

Ρ1939 IGKV2-30 IGKJ2

Ρ2920 IGKV2-30 IGKJ2

Ρ3020 IGKV2-30 IGKJ2 —s----------

Ρ907 IGKV2-30 IGKJ2 —-γ—

Εικόνα 3.7 Στερεότυπες αναδιατάξεις IGKV2-30-IGKJ2 της παρούσας μελέτης.

(ϋ) μεταξύ 25 αναδιατάξεων του γονιδίου IGKV1-39/1D-39 στη ΧΛΛ (παρούσα 

μελέτη) και σε άλλες οντότητες (μη ΧΛΛ), αναγνωρίστηκαν δύο ομόλογες ομάδες. Η 

πρώτη περιλάμβανε 3 αμετάλλακτες αναδιατάξεις ΧΛΛ IGKV1-39/1D-39-IGKJ2 από 

τη δική μας μελέτη με παρόμοια, όξινη περιοχή KCDR3 (QQSYSTPPYT μήκους 10 

αμινοξέων), όλες συνδυασμένες με αμετάλλακτο γονίδιο IGHV1 (Εικόνα 3.8).

Σύνολο 2α IGKV IGKJ KCDR3

Ρ1986 IGKV1-39/1D-39 IGKJ2 QQSYSTPPYT

Ν1457 IGKV1-39/1D-39 IGKJ2

Ρ439 IGKV1-39/1D-39 IGKJ2

Εικόνα 3.8 Στερεότυπες αναδιατάξεις IGKV1-39/1D-39-IGKJ2 της παρούσας μελέτης.

Η δεύτερη ομάδα περιλάμβανε 6 αμετάλλακτες αναδιατάξεις ΧΛΛ IGKV1-39/1D-39- 

IGKJ1/4 με παρόμοια, όξινη περιοχή KCDR3 [QQSYSTPL(P)T] (Εικόνα 3.9).
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Σύνολο 2β IGKV

P1114 IGKV1-39/1D-39

Ρ1615 IGKV1-39/1D-39

Ρ191 IGKV1-39/1D-39

Ν235 IGKV1-39/1D-39

Ρ2446 IGKV1-39/1D-39

Ρ242 IGKV1-39/1D-39

IGKJ KCDR3
IGKJ4 QQSYSTPLT

IGKJ1  Ρ-

IGKJ4 ----------------

IGKJ4 ----------------

IGKJ1  R-

IGKJ1  R-

Εικόνα 3.9 Στερεότυπες αναδιατάξεις IGKV1-39/1D-39-IGKJ1/4 της παρούσας μελέτης.

Όμοια, όξινη περιοχή KCDR3 αναγνωρίστηκε σε 5 IGKV1-39/1D-39 αλληλουχίες της 

δημόσιας βάσης δεδομένων (AJ399870, AF306388, L12112, Χ98985, L12065), όλες 

προερχόμενες από κύτταρα με δράση αντι-θυρεοδικής υπεροξειδάσης (93'95).

(ίϋ) Μεταξύ 20 αναδιατάξεων του γονιδίου IGKV1-5 στη ΧΑΑ (παρούσα μελέτη) και 

σε άλλες οντότητες (μη ΧΛΑ), 4 αλληλουχίες IGKV1-5-IGKJ1/3 ΧΑΑ από την 

παρούσα μελέτη (3 αμετάλλακτες) είχαν παρόμοια, όξινη περιοχή KCDR3 

(QQYNSYP[W/F]T)(EiK0va 3.10).

Σύνολο 3 IGKV IGKJ KCDR3

Ν31 IGKV 1-5 IGKJ1 QQYNSYPWT

Ν232 IGKV1-5 IGKJ1 ----------------

Ν1622 IGKV1-5 IGKJ1 ----------------

Ρ1289 IGKV1-5 IGKJ3 --------------F-

Εικόνα 3.10 Στερεότυπες αναδιατάξεις IGKV1-5-IGKJ1/3 της παρούσας μελέτης.

Επίσης, στην παρούσα μελέτη αναγνωρίστηκαν δύο ομόλογα IF μετάγραφα 

αναδιατάξεων IGKV1-17-IGKJ4. Η πρώτη ανιχνεύθηκε σε έναν ασθενή με λ-ΧΑΛ 

που εκφράζει βαριά αλυσίδα IGHV6-1. Η δεύτερη ενισχύθηκε παράλληλα με μια 

μεταγραφόμενη IF αναδιάταξη IGKV1-39/1D-39 σε μια ασθενή με κ-ΧΛΛ που 

εξέφραζε αμετάλλακτη βαριά αλυσίδα IGHV4-39/IGHD6-13/IGHJ2 και εμφάνιζε 

μεταστροφή ισοτύπου σε IgG. Περιπτώσεις lgG+ με ομόλογους, αμετάλλακτους 

υποδοχείς IGHV4-39-IGKV1-39/1D-39 έχουν αναφερθεί πρόσφατα από τρεις 

διαφορετικές ερευνητικές ομάδες(96_98). Οι δύο ομόλογες αναδιατάξεις IGKV1-17- 

IGKJ4 από την παρούσα μελέτη είχαν ταυτόσημη περιοχή KCDR3 (LQHNSYPLT) με 

δύο αλληλουχίες από τις δημόσιες βάσεις αλληλουχιών (GenBank accession
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numbers L33034, AF007572) που προέρχονται από αντι-DNA αντισώματα με 

ειδικότητα εναντίον των αιμοπεταλίωνί99,27)(Εικόνα 3.11α). Αυτά τα αντισώματα 

χρησιμοποιούσαν γονίδια της υποομάδας IGHV3 (IGHV3-11 και IGHV3-23, 

αντιστοίχους)(99,27) και έφεραν διαφορετικά HCDR3s.

Τέλος, μια μεταλλαγμένη, μη-μεταγραφόμενη IF αναδιάταξη IGKV1-39/1D-39-IGKJ2 

από μια περίπτωση λ-ΧΛΛ της παρούσας μελέτης (που εκφράζει βαριά αλυσίδα 

IGHV3-30) ήταν ομόλογη με την κ ελαφριά αλυσίδα (L12108) ενός αντισώματος 

εναντίον της θυρεοειδικής υπεροξειδάσης (anti-TPO)(100)(EiK0va 3.11 β). Το 

συγκεκριμένο αντίσωμα χρησιμοποιεί βαριά αλυσίδα IGHV1-3 (L12109).

IGKV IGKJ KCDR3
Ρ242 ΧΛΛ κ IGKV1-17 IGKJ4 LQHNSYPPLT

Ρ1597 ΧΛΛ λ IGKV1-17 IGKJ4

AF007572 Anti-DNA IGKV1-17 IGKJ4

L33034 Anti-DNA IGKV1-17 IGKJ4

Β.
IGKV IGKJ KCDR3

Ν1857 ΧΛΛ λ IGKV1-39/D-39 IGKJ2 QQSYHTPYT

L12108 Anti-TPO IGKV1-39/D-39 IGKJ2 -------G-------

Εικόνα 3.11 α) Πανομοιότυπες αμινοξικές αλληλουχίες δύο ομόλογων αναδιατάξεων της 
παρούσας μελέτης (Ρ1597.Ρ242) με δύο αλληλουχίες από τις δημόσιες βάσεις αλληλουχιών 
(L33034, AF007572). β) Πανομοιότυπες αλληλουχίες μιας αναδιάταξης της παρούσας 
μελέτης (Ν1857) με μια αλληλουχία από τις δημόσιες βάσεις αλληλουχιών (L12108).

3.1.3 Αναδιατάξεις της αλληλουχίας KDE

Εξετάσθηκαν 170 περιπτώσεις κ-ΧΛΛ για μη παραγωγικές αναδιατάξεις IGKV-KDE 

και IGKJ-C-INTRON-KDE. Συνολικά, σε 50/170 περιπτώσεις (29.4%) η ανάλυση με 

PCR προσέφερε ενδείξεις για αναδιατάξεις της αλληλουχίας KDE μόνο στο ένα 

αλληλόμορφο, που οδήγησαν σε απενεργοποίηση του γενετικού τόπου IGK στο 

συγκεκριμένο αλληλόμορφο. Αναλυτικότερα, είκοσι τέσσερις περιπτώσεις (14%) 

έφεραν αναδιατάξεις IGKV-KDE. Η ανάλυση της αλληλουχίας ήταν δυνατή σε 22/24 

αναδιατάξεις IGKV-KDE και αποκάλυψε συχνή χρησιμοποίηση του γονιδίου IGKV1D- 

43 (4/22 περιπτώσεις, 18.1%), το οποίο εμφανιζόταν σπάνια τόσο στο εκφραζόμενο 

όσο και στο μη εκφραζόμενο ρεπερτόριο της ΧΛΛ (Πίνακας 3.4-Εικόνα 3.12). 

Αναδιατάξεις IGKJ-C-INTRON-KDE ενισχύθηκαν σε 26/170 (15.3%) περιπτώσεις.
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Πίνακας 3.4 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV στις αναδιατάξεις IGKV-KDE της κ-ΧΛΛ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-13/1D-13 1 4.55

IGKV1-16 2 9.09

IGKV1-17 1 4.55

IGKV1-5 1 4.55

IGKV1-8 1 4.55

IGKV1D-12 2 9.09

IGKV1D-43 4 18.18

IGKV2-30 1 4.55

IGKV3-15 3 13.64

IGKV3-20 1 4.55

IGKV3D-1 1 4.55

IGKV4-1 2 9.09

IGKV5-2 2 9.09

Σύνολο 22 100

Εικόνα 3.12 Έξι γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 68.18% των αναδιατάξεων IGKV-KDE της κ-
ΧΛΛ.

Εξετάσθηκαν 100 περιπτώσεις με λ-ΧΛΛ για μη παραγωγικές αναδιατάξεις IGKV- 

KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE. Αναδιατάξεις IGKV-KDE ενισχύθηκαν σε 60/100 
(60%) περιπτώσεις λ-ΧΛΛ. Μια περίπτωση έφερε αναδιατάξεις IGKV-KDE και στα 

δύο αλληλόμορφα. Δεδομένα από την ανάλυση της αλληλουχίας ήταν διαθέσιμα σε 

56 αναδιατάξεις και αποκάλυψαν συχνή χρησιμοποίηση των γονιδίων IGKV3-20 και 

2-30 (9/56 και 8/56 περιπτώσεις, αντίστοιχα) (Πίνακας 3.5-Εικόνα 3.13). Το γονίδιο
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IGKV4-1 χρησιμοποιήθηκε μόλις σε 3/56 αλληλουχίες. Αναδιατάξεις IGKJ-C- 

INTRON-KDE ενισχύθηκαν σε 54/100 περιπτώσεις που αναλύθηκαν (54%): μια 

περίπτωση έφερε αναδιατάξεις IGKJ-C-INTRON-KDE και στα δύο αλληλόμορφα.

Πίνακας 3.5 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV στις αναδιατάξεις IGKV-KDE της λ-ΧΛΛ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-12 2 3.57

IGKV1-16 2 3.57

IGKV1-17 2 3.57

IGKV1-27 3 5.36

IGKV1-33/1D-33 4 7.14

IGKV1-39/1D-39 2 3.57

IGKV1-5 4 7.14

IGKV1-6 1 1.79

IGKV1-8 1 1.79

IGKV1D-12 1 1.79

IGKV1D-13 1 1.79

IGKV1D-43 1 1.79

IGKV2-24 1 1.79

IGKV2-28/2D-28 2 3.57

IGKV2-30 8 14.29

IGKV2D-26 3 5.36

IGKV2D-30 2 3.57

IGKV3-11 1 1.79

IGKV3-20 9 6.07

IGKV3D-11 1 1.79

IGKV4-1 3 5.36

IGKV5-2 1 1.79

IGKV7-3 1 1.79

Σύνολο 56 100
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Εικόνα 3.13 Τέσσερα γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 44.64% των αναδιατάξεων IGKV-KDE
της λ-ΧΛΛ .

3.1.4 Πολλαπλές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK

Αναλύθηκαν 170 περιπτώσεις κ-ΧΛΛ τόσο για αναδιατάξεις IGKV-J όσο και για 

αναδιατάξεις με το KDE. Εκατόν τέσσερις περιπτώσεις (61.2%) έφεραν 

μονοαλληλικές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK υπό μορφή μιας μόνο 

συμβολής IGKV-J (Πίνακας 3.6). Ενδείξεις για αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK 

και στα δύο αλληλόμορφα βρέθηκαν σε: (ί) 50/170 περιπτώσεις (29.4%) που έφεραν 

μια αναδιάταξη με το KDE και μια εκφραζόμενη αναδιάταξη IGKV-J (Πίνακας 3.6) και 

(ϋ) 3/170 περιπτώσεις (1.8%) με διπλές αναδιατάξεις IGKV-J που χρησιμοποιούσαν 

το ίδιο γονίδιο IGKJ και στις δύο συμβολές IGKV-J. Στις υπόλοιπες 13 περιπτώσεις 

κ-ΧΛΛ με διπλές συμβολές IGKV-J, με βάση τόσο την ανάλυση του ρεπερτορίου των 

γονιδίων IGKV και IGKJ όσο και την εντόπιση και τον τρόπο ανασυνδυασμού (με 

απαλοιφή ή με αναστροφή) των γονιδίων IGKV που αναγνωρίστηκαν στις δύο 

αναδιατάξεις, ενδείξεις για αναδιάταξη του γενετικού τόπου IGK και στα δύο 

αλληλόμορφα προέκυψαν σε 12/13 περιπτώσεις. Τέλος, σε μια περίπτωση και οι δυο 
αναδιατάξεις θα μπορούσε να έχουν συμβεί διαδοχικά είτε στο ένα είτε και στα δύο 

αλληλόμορφα IGK.
Εκατό περιπτώσεις λ-ΧΛΛ αναλύθηκαν τόσο για αναδιατάξεις IGKV-J όσο και για 

αναδιατάξεις με το KDE. Μόνο σε τρεις περιπτώσεις (3%) δεν ανιχνεύθηκαν 

αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK, τριάντα τρεις περιπτώσεις έφεραν μια 

αναδιάταξη, ενώ 44 και 20 περιπτώσεις, αντιστοίχως, έφεραν δύο ή τρεις 

αναδιατάξεις (Πίνακας 3.6).

Σε 19/64 περιπτώσεις λ-ΧΛΛ με πολλαπλές αναδιατάξεις στο γενετικό τόπο IGK, με 

βάση τη χρησιμοποίηση των γονιδίων IGKV και IGKJ αλλά και το είδος της
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αναδιάταξης με το KDE (IGKV-KDE ή JKI-KDE), θα ήταν αδύνατο να προσδιοριστεί 

με βεβαιότητα εάν οι αναδιατάξεις που ανιχνεύθηκαν συνέβησαν στο ένα ή και στα 

δύο αλληλόμορφα IGK. Με την λογική που περιγράφηκε παραπάνω, στις υπόλοιπες 

περιπτώσεις (45/64) βρέθηκαν ενδείξεις που ενίσχυσαν την υπόθεση αναδιατάξεων 

του γενετικού τόπου IGK και στα δύο αλληλόμορφα.

Στις περιπτώσεις λ-ΧΑΛ με αναδιατάξεις του KDE και στα δύο αλληλόμορφα, ο 

γενετικός τόπος IGK είχε καταστεί ανενεργός, εμποδίζοντας έτσι την έκφραση μιας 
προϋπάρχουσας, εντός πλαισίου συμβολής IGKV-J. Αυτό ίσως ερμηνεύει την 

αποτυχία έκφρασης μιας λειτουργικής κ ελαφριάς αλυσίδας, τουλάχιστον σε 

σημαντικό ποσοστό περιπτώσεων (9/18) που έφεραν εντός πλαισίου αναδιατάξεις 

IGKV-J παράλληλα με αναδιατάξεις του KDE και στα δύο αλληλόμορφα. Η ανάλυση 

με τη μέθοδο RT-PCR απέδειξε ότι καμία από αυτές τις αναδιατάξεις IGKV-J δεν 

μεταγραφόταν.

Πίνακας 3.6 Αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK στη χρόνια λεμφοκυτταρική 

λευχαιμία.

Είδος Αναδιάταξης κ-ΧΛΛ (n=170) λ-ΧΑΛ (n=100)

% %

Καμία αναδιάταξη 0 3
IGKV-J 61.2 12
IGKV-KDE 0 15

IGKJ-C-INTRON-KDE 0 6
IGKV-J + IGKV-J 10 3
IGKV-J + IGKV-KDE 10.6 12

IGKV-J + IGKJ-C-INTRON-KDE 11.2 15
IGKV-KDE + IGKV-KDE 0 1

IGKJ-C-INTRON-KDE + IGKJ-C-INTRON-KDE 0 1

2 IGKV-J + IGKV-KDE 3.5 0

2 IGKV-J + IGKJ-C-INTRON-KDE 3.5 1

IGKV-KDE + IGKJ-C-INTRON-KDE 0 13

IGKV-J + IGKV-KDE + IGKJ-C-INTRON-KDE 0 18

3.1.5 Ανάλυση σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης

Στην κ-ΧΛΛ, 62/36/93 εντός πλαισίου (IF) μετάγραφα IGKV-J είχαν, αντιστοίχως, 

ομολογία 100/98-99.6/<98% με τα πιο συγγενικά γονίδια της γαμετικής σειράς. 

Μεταξύ των μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων IGKV-J στην κ-ΧΛΛ, 15/3/10 είχαν
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100/98-99.6/<98% ομολογία με τα πιο συγγενικά γονίδια της γαμετικής σειράς, 

αντίστοιχα. Τέσσερα από τα έξι εκτός πλαισίου μετάγραφα IGKV-J ήταν 

μεταλλαγμένα, με ομολογία από 90.4% έως 96%. Τρία από τα έξι έφεραν 

διαγραφές/ενθέσεις νουκλεοτιδίων στην κωδικοποιητική αλληλουχία. Επιπλέον, σε 

4/6 περιπτώσεις οι αλληλουχίες έφεραν ένα ή περισσότερα κωδικόνια τερματισμού. 

Στις περιοχές πλαισίου (FRs) παρατηρήθηκε υψηλή αναλογία μεταλλάξεων 

αντικατάστασης (R: replacement) προς σιωπηλές μεταλλάξεις (S: silent) (R/S>2), 

γεγονός που υποδηλώνει πως αυτές οι αναδιατάξεις μάλλον δεν είχαν επιλεγεί θετικά 

από αντιγόνο.

Στην λ-ΧΛΛ, 43/22/4 αναδιατάξεις IGKV-J είχαν, αντιστοίχως, ομολογία 100/98- 

99.6/<98%, με τα πιο συγγενικά γονίδια της γαμετικής σειράς. Δύο από τις 4 

μεταλλαγμένες, μη εκφραζόμενες αναδιατάξεις ήταν εντός πλαισίου. Η αναζήτηση σε 

δημόσιες βάσεις δεδομένων (GenBank, LIGM-DB) έδειξε ότι η αλληλουχία των εν 

λόγω αναδιατάξεων ήταν ομόλογη με την αλληλουχία αναδιατάξεων που 

εκφράζονταν από αυτοαντιδραστικά κύτταρα.

3.2 ΠΟΛΛΑΠΛΟΥΝ ΜΥΕΛΩΜΑ

3.2.1 Αναδιατάξεις IGKV-J

Σε 43 περιπτώσεις πολλαπλού μυελώματος που εξέφραζαν κ-ελαφριά αλυσίδα (κ- 

ΠΜ) ενισχύθηκαν 52 κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J. Εννέα περιπτώσεις έφεραν 

διπλές αναδιατάξεις, ενώ διπλά εντός πλαισίου (IF) μετάγραφα ανιχνεύθηκαν σε μια 

περίπτωση (Πίνακας 3.7-Εικόνα 3.14).
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Πίνακας 3.7 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV στις αναδιατάξεις του κ-ΠΜ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-12 1 1.92

IGKV1-27 1 1.92

IGKV1-5 3 5.77

IGKV1-6 1 1.92
IGKV1-8 1 1.92

IGKV1-9 1 1.92
IGKV1-33/1D-33 7 13.46
IGKV1-39/1D-39 8 15.38
IGKV1D-43 1 1.92
IGKV2-24 1 1.92
IGKV2-30 2 3.85
IGKV2-28/2D-28 2 3.85
IGKV2-40/2D-40 1 1.92
IGKV3-15 4 7.69
IGKV3-20 6 11.54
IGKV4-1 12 23.08
Σύνολο 52 100

Εικόνα 3.14 Τέσσερα γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 63.5% των αναδιατάξεων IGKV-J κ-
ΠΜ.
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Στα 42 IF μετάγραφα IGKV-J αναγνωρίσθηκαν δεκαέξι λειτουργικά γονίδια IGKV των 

υποομάδων IGKV1-4. Συνολικά, 28/42 αναδιατάξεις IGKV-J (66.6%) 

χρησιμοποιούσαν γονίδια IGKV από το «εγγύς» σε σχέση με την περιοχή JkCk 

άθροισμα γονιδίων (J-proximal cluster), ενώ μόνο μια αναδιάταξη (2.4%) που 

χρησιμοποιούσε το γονίδιο IGKV2D-40 από το «άπω» άθροισμα γονιδίων (J-distal 

cluster). Σε 14/43 περιπτώσεις (31%) δεν μπορούσε να διευκρινιστεί το άθροισμα 

στο οποίο ανήκαν τα γονίδια, επειδή πολλά γονίδια από το J-distal cluster είναι 

πανομοιότυπα με γονίδια από το J-proximal cluster και τα μέλη των ζευγαριών αυτών 

δε διακρίνονται. Το γονίδιο IGKV4-1 επικρατούσε στα IF μετάγραφα, ενώ 

ακολουθούσαν τα IGKV1-39/1D-39, IGKV1-33/1D-33 και ΙΟΚν3-20(Πίνακας 3.8- 

Εικόνα 3.15).

Πίνακας 3.8 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV στις εκφραζόμενες αναδιατάξεις του κ- 

ΠΜ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-12 1 2.38

IGKV1-27 1 2.38

IGKV1-5 3 7.14

IGKV1-6 1 2.38

IGKV1-9 1 2.38

IGKV1-33/1D-33 6 14.29

IGKV1-39/1D-39) 6 14.29

IGKV2-24 1 2.38

IGKV2-30 2 4.76

IGKV2-28/2D-28 2 4.76

IGKV2-40/2D-40 1 2.38

IGKV3-15 4 9.52

IGKV3-20 5 11.91

IGKV4-1 8 19.05

Σύνολο 42 100
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Εικόνα 3.15 Πέντε γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 69% των IF αναδιατάξεων IGKV-J κ-ΠΜ.

Έξι διαφορετικά γονίδια IGKV αναγνωρίσθηκαν σε δέκα εκτός πλαισίου και/ή μη 

μεταγραφόμενες αναδιατάξεις IGKV-J: το γονίδιο IGKV4-1 χρησιμοποιήθηκε σε 4/10 

περιπτώσεις (Πίνακας 3.9). Τα γονίδια IGKJ1-2 κυριαρχούσαν (36/52 αναδιατάξεις, 

69.2%), όπως και στο φυσιολογικό ρεπερτόριο(101'102).

Πίνακας 3.9 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV σε OF, μη μεταγραφόμενες 

αναδιατάξεις IGKV-J στο κ-ΠΜ.

Γ ονίδια IGKV No %

IGKV1-8 1 10

IGKV1-33/1D-33 1 10

IGKV1-39/1D-39 2 20
IGKV1D-43 1 10
IGKV3-20 1 10
IGKV4-1 4 40
Σύνολο 10 100

Σε 17 περιπτώσεις πολλαπλού μυελώματος που εξέφραζαν λ-ελαφριά αλυσίδα (Κ- 

ΠΜ) ενισχύθηκαν 19 κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J: δύο περιπτώσεις έφεραν 

διαφορετικές αναδιατάξεις. Αναγνωρίσθηκαν δέκα διαφορετικά γονίδια των 

υποομάδων IGKV1/2/3/4/7. Το γονίδιο IGKV4-1 επικρατούσε, ενώ ακολουθούσαν τα 

IGKV1-33/1D-33 και IGKV1-39/1D-39 (Πίνακας 3.10-Εικόνα 3.16). Οκτώ από τις 19 

αναδιατάξεις (42%) ήταν εντός πλαισίου, ενώ 11/19 αναδιατάξεις (58%) ήταν εκτός 

πλαισίου. Τα γονίδια IGKJ3-IGKJ5 χρησιμοποιήθηκαν σε 8/19 περιπτώσεις (42%).
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Πίνακας 3.10 Ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV στις αναδιατάξεις IGKV-J του λ-ΠΜ.

Γονίδια IGKV No %

IGKV1-12 1 5.26

IGKV1-5 1 5.26

IGKV1-33/1D-33 3 15.79

IGKV1-37/1D-37 2 10.53

IGKV1-39/1D-39 3 15.79

IGKV2-30 2 10.53

IGKV2D-29 1 5.26

IGKV3-20 1 5.26

IGKV4-1 4 21.05

IGKV7-3 1 5.26

Σύνολο 19 100

25% π

Εικόνα 3.16 Πέντε γονίδια IGKV συμμετέχουν στο 73.7% των αναδιατάξεων IGKV-J λ-ΠΜ.
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3.2.2 Αναδιατάξεις της αλληλουχίας KDE

Εξετάσθηκαν 43 περιπτώσεις κ-ΠΜ για μη παραγωγικές αναδιατάξεις IGKV-KDE και 

IGKJ-C-INTRON-KDE. Εννέα από τις 43 περιπτώσεις (20.9%) έφεραν αναδιατάξεις 

IGKV-KDE. Αναδιατάξεις IGKJ-C-INTRON-KDE ενισχύθηκαν σε 8/43 περιπτώσεις 

(18.6%). Συνολικά, σε 17/43 περιπτώσεις (39.5%) βρέθηκαν ενδείξεις για 

μονοαλληλικές αναδιατάξεις της αλληλουχίας KDE που οδήγησαν σε λειτουργκή 

αδρανοποίηση του συγκεκριμένου αλληλομόρφου. Το γονίδιο IGKV4-1 επικρατούσε 

στις αναδιατάξεις IGKV-KDE (3/10 περιπτώσεις).

Στο λ-ΠΜ, 42 περιπτώσεις αναλύθηκαν για μη παραγωγικές αναδιατάξεις IGKV-KDE 

και IGKJ-C-INTRON-KDE. Αναδιατάξεις IGKV-KDE ενισχύθηκαν σε 15/42 (35.7%) 

περιπτώσεις, ενώ αναδιατάξεις IGKJ-C-INTRON-KDE ενισχύθηκαν σε 26/42 

περιπτώσεις (61.9%).

3.2.3 Πολλαπλές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK

Δεκαεννέα από τις 43 περιπτώσεις κ-ΠΜ (44.2%) που αναλύθηκαν για αναδιατάξεις 

IGKV-J, IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE έφεραν μόνο μια αναδιάταξη του 

γενετικού τόπου IGK υπό μορφή μιας συμβολής IGKV-J (Πίνακας 3.11). Ενδείξεις για 

διαλληλικές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK προέκυψαν σε: (ί) 17/43 
περιπτώσεις (39.5%) που έφεραν μια αναδιάταξη της αλληλουχίας KDE παράλληλα 

με μια εκφραζόμενη αναδιάταξη IGKV-J (Πίνακας 3.11), και (ϋ) 5/43 περιπτώσεις 

(9.3%) με διπλές αναδιατάξεις IGKV-J. Σε αυτές τις πέντε περιπτώσεις το 

συμπέρασμα ότι συνέβησαν διαλληλικές αναδιατάξεις IGKV-J προέκυψε από την 

ανάλυση του ρεπερτορίου των γονιδίων IGKJ καθώς και από την εντόπιση και τον 

τρόπο ανασυνδυασμού (απαλοιφή ή αναστροφή) των γονιδίων IGKV που 

αναγνωρίσθηκαν και στις δύο αναδιατάξεις. Σε μια περίπτωση κ-ΠΜ, και οι δύο 

αναδιατάξεις θα μπορούσε να έχουν συμβεί διαδοχικά στο ένα ή και στα δύο 
αλληλόμορφα IGK.

Σαράντα δύο περιπτώσεις λ-ΠΜ αναλύθηκαν για αναδιατάξεις IGKV-J, IGKV-KDE 

και IGKJ-C-INTRON-KDE. Μόνο σε έξι περιπτώσεις (14.3%) δεν υπήρξαν ενδείξεις 

για αναδιάταξη του γενετικού τόπου IGK. Δεκαοκτώ περιπτώσεις έφεραν μια 

αναδιάταξη στο γενετικό τόπο IGK, ενώ 12 και 6 περιπτώσεις, αντιστοίχους, έφεραν 

δύο ή τρεις αναδιατάξεις στο γενετικό τόπο IGK (Πίνακας 3.11). Με βάση το 

ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV και IGKJ καθώς και το είδος της αναδιάταξης με το 

KDE (IGKV-KDE ή IGKJ-C-INTRON-KDE), σε 4/18 περιπτώσεις λ-ΠΜ με πολλαπλές 

αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK ήταν αδύνατο να προσδιοριστεί εάν οι
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αναδιατάξεις συνέβησαν στο ένα ή και στα δύο αλληλόμορφα IGK. Στις υπόλοιπες 

περιπτώσεις (14/18) συγκεντρώθηκαν ενδείξεις για διαλληλικές αναδιατάξεις του 

γενετικού τόπου IGK.

Πίνακας 3.11 Αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK στο πολλαπλούν μυέλωμα.

Είδος Αναδιάταξης κ-ΠΜ (n=43) λ-ΠΜ (n=42)

% %

Καμία αναδιάταξη 0 14.3

IGKV-J 44.2 11.9

IGKV-KDE 0 7.1
IGKJ-C-INTRON-KDE 0 23.8

IGKV-J + IGKV-J 16.3 2.4

IGKV-J + IGKV-KDE 20.9 2.4

IGKV-J + IGKJ-C-INTRON-KDE 14 9.5

2 IGKV-J + IGKJ-C-INTRON-KDE 4.7 2.4

IGKV-KDE + IGKJ-C-INTRON-KDE 0 14.3

IGKV-J + IGKV-KDE + IGKJ-C-INTRON-KDE 0 11.9

3.2.4 Ανάλυση σωματικής υττερμεταλλαξιγένεσης

Όλα τα IF μετάγραφα IGKV-J στο κ-ΠΜ είχαν ομολογία που κυμαινόταν από 84% 

έως 98% (μέση ομολογία: 93.8%). Οι περισσότερες μεταλλάξεις αντικατάστασης 

συνέβησαν στο KCDR1 (κυρίως στα κωδικόνια 30-32 του KCDR1). Μια περίπτωση 

που εξέφραζε το γονίδιο IGKV2-28/2D-28 παρουσίαζε αλλαγές στην αλληλουχία 

IGKV συμβατές με απαλοιφή τριών ζευγών βάσεων (bp) στο κωδικόνιο 29 του 

KCDR1. Οι μέσοι λόγοι R/S των KCDRs και KFRs ήταν 2.98 και 1.5, αντιστοίχως. 

Επτά από τις δέκα μη μεταγραφόμενες και/ή εκτός πλαισίου αναδιατάξεις IGKV-J στο 

κ-ΠΜ ήταν αμετάλλακτες (ομολογία 100%). Δύο από τις υπόλοιπες τρεις 

αναδιατάξεις ήταν πολύ μεταλλαγμένες: η μια από αυτές έφερε πολλά κωδικόνια 

τερματισμού και απαλοιφή ενός bp στο KFR3.
Στο λ-ΠΜ, έξι από τις 19 αναδιατάξεις IGKV-J είχαν ομολογία <100% 

(μεταλλαγμένες): 3/6 μεταλλαγμένες περιπτώσεις είχαν ομολογία <98%. Μια πολύ 

μεταλλαγμένη αλληλουχία έφερε ένα κωδικόνιο τερματισμού καθώς και απαλοιφή 

ενός bp στο KFR2.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

4.1 ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Η χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία (ΧΛΛ) είναι κακοήθες νεόπλασμα Β 

λεμφοκυττάρων που εκφράζουν στην επιφάνειά τους CD5, CD19, CD20, CD23 και 

χαμηλά επίπεδα ανοσοσφαιρίνης. Η ΧΛΛ χαρακτηρίζεται από σταδιακή 

συσσώρευση μικρών, ώριμων λεμφοκυττάρων στο αίμα, στο μυελό των οστών και 

στους λεμφικούς ιστούς. Πρόσφατα ευρήματα υποδιαιρούν την ΧΛΛ σε δύο ομάδες: 

(ί) περιπτώσεις στις οποίες τα γονίδια των ανοσοσφαιρινών των νεοπλασματικών 

λεμφοκυττάρων φέρουν σωματικές μεταλλάξεις και έχουν πιο ήπια εξέλιξη και 

μεγαλύτερη ολική επιβίωση, (ϋ) περιπτώσεις με αμετάλλακτες αναδιατάξεις των 

γονιδίων των ανοσοσφαιρινών και πιο δυσμενή εξέλιξη (103).

Το ρεπερτόριο των γονιδίων IGHV στην ΧΛΛ διαφέρει από το ρεπερτόριο των 

φυσιολογικών CD5+ Β λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος(104'105). Στην ΧΛΛ 

χρησιμοποιούνται κυρίως γονίδια των υποομάδων IGHV1, IGHV3 και IGHV4 και η 

κατανομή τους είναι διαφορετική από την αντίστοιχη στα φυσιολογικά CD5+ Β 

λεμφοκύτταρα. Συχνότερα γονίδια είναι τα IGHV1-69, IGHV3-7, IGHV3-23 και 

IGHV4-34, μολονότι η σχετική συχνότητά τους ποικίλει στις διάφορες σειρές 
(ΐο3,ιο5,ιο6) yQ ρετΓερΧόρι0 των γονιδίων IGHV στην ΧΛΛ πιθανόν σχετίζεται και με 

περιβαλλοντικούς παράγοντες. Επίσης, οι διαφορές που παρατηρούνται μεταξύ 

διαφορετικών γεωγραφικών περιοχών ίσως σχετίζονται και με γενετικές ιδαιτερότητες 
των πληθυσμών ί103·105·107).

Σύμφωνα με πρόσφατες απόψεις, όλες οι περιπτώσεις ΧΛΛ πιθανόν προέρχονται 

από νεοπλασματική εξαλλαγή φυσικών αυτοαντιδραστικών λεμφοκυττάρων. Σχετικές 

ενδείξεις είναι: (ί) η συσχέτιση της ΧΛΛ με αυτοάνοσες εκδηλώσεις, (ϋ) η 

αυτοαντιδραστικότητα των ανοσοσφαιρινών της ΧΛΛ εναντίον ποικίλων αντιγόνων 

(π.χ., DNA, καρδιολιπίνη, ιστόνες, ακτίνη, θυρεοσφαιρίνη, αντιγόνα
ερυθροκυττάρων) (98·108-111)| (jjj) τα μοριακά χαρακτηριστικά των περιοχών CDR3, 

που αποκαλύπτουν την ύπαρξη υποομάδων ασθενών με ΧΛΛ με ταυτόσημους, 

«ομόλογους» υποδοχείς (112-117); η δομική ομολογία θεωρείται ως ισχυρότατη ένδειξη 

για την αναγνώριση κοινού επιτόπου. Είναι ιδιαίτερα σημαντικό το γεγονός ότι τέτοια 

υποσύνολα ασθενών συνήθως περιλαμβάνουν αμετάλλακτες περιπτώσεις, όπως 

επίσης και ότι ορισμένες από αυτές τις περιπτώσεις, παρότι αμετάλλακτες, 

εκφράζουν ανοσοσφαιρίνη G, δηλαδή έχουν σαφώς έλθει σε επαφή με αντιγόνο. 

Συνεπώς, οι αμετάλλακτες περιπτώσεις ίσως προέρχονται από Β λεμφοκύτταρα που
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είχαν διεγερθεί από αντιγόνο αλλά δεν συγκέντρωσαν μεταλλάξεις(1,3^·112'117). Αυτό 

9α μπορούσε να είναι συνέπεια του τύπου της αντιγονικής διέγερσης (π.χ., Τ 

ανεξάρτητη διέγερση) ή του χρόνου στον οποίο συνέβη η νεοπλασματική εξαλλαγή. 

Το πεπρωμένο των αυτοαντιδραστικών κυττάρων καθορίζεται από τρεις 

μηχανισμούς. Εάν ο αντιγονικός υποδοχέας του Β κυττάρου αναγνωρίζει με υψηλή 

συγγένεια πολυσθενές αυτοαντιγόνο (π.χ., MHC στην επιφάνεια των κυττάρων), τότε 

εξαλείφεται με απόπτωση (κλωνική απαλοιφή, clonal deletion). Εάν αναγνωρίζει 

αυτοαντιγόνα χαμηλού σθένους (π.χ., διαλυτά), παύει να εκφράζει επιφανειακή 

ανοσοσφαιρίνη IgM, ενώ εκφράζει πλέον μόνο επιφανειακή IgD και δεν μπορεί να 

πολλαπλασιαστεί (ανεργία, anergy). Η ανάπτυξη μπορεί να σταματήσει στο στάδιο 

αυτό και να συνεχιστεί η έκφραση των γονιδίων RAG. Ο τρίτος μηχανισμός 

περιλαμβάνει δευτερογενή αναδιάταξη των γονιδίων της ελαφριάς αλυσίδας ώστε να 

τροποποιηθεί η εξειδίκευση του αντιγονικού υποδοχέα (διόρθωση υποδοχέα, 

receptor editing).
Οι περισσότερες μελέτες για την αναθεώρηση υποδοχέα εστιάζονται στα γονίδια των 

ελαφριών αλυσίδων των ανοσοσφαιρινών. Η οργάνωση των γονιδίων IGK/LV και 

IGK/LJ στους γενετικούς τόπους IGK/IGL επιτρέπει τη δημιουργία δευτερογενών 

αναδιατάξεων μεταξύ ενός IGV γονιδίου που βρίσκεται στο 5' άκρο μιας 

προϋπάρχουσας αναδιάταξης και ενός IGJ γονιδίου στο 3' άκρο, με αποτέλεσμα την 

απαλοιφή της πρωτογενούς αναδιάταξης(28). Επειδή τα μη αναδιαταγμένα γενετικά 
τμήματα που παραμένουν περιβάλλονται από αλληλουχίες RSS, οι δευτερογενείς 

αναδιατάξεις των γονιδίων των ελαφριών αλυσίδων συμβαίνουν κατά τον ίδιο τρόπο 

με τις πρωτογενείς αναδιατάξεις(26) (Εικόνα 4.1- 4.3).

IGKV-J

Συμβολή

^ RSS

Γονίδιο IGKV

Γ ονίδιο IGJK

Εικόνα 4.1 Πρωτογενής αναδιάταξη IGKV-J
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2η IGKV-J 
Απαλοιφή

Εικόνα 4.2 Δευτερογενής αναδιάταξη IGKV-J με απαλοιφή.

2η IGKV-J 
Αναστροφή

►

Γονίδιο IGKV 

Γονίδιο IGJK 
RSS

\*
θέση τομής του DNA 

Γ ονίδιο Ck

_ KDE

JKINTRON

Εικόνα 4.3 Δευτερογενής αναδιάταξη IGKV-J με αναστροφή.
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Δευτερογενείς αναδιατάξεις στις ελαφριές αλυσίδες ως μέσο αναθεώρησης του 

υποδοχέα παρατηρήθηκαν αρχικά σε διαγονιδιακά ποντίκια που εξέφραζαν 

ανοσοσφαιρίνες με ειδικότητα για το μείζον σύμπλοκο ιστοσυμβατότητας ή το DNA(26, 

29 31). Η αναθεώρηση του υποδοχέα στα πρώιμα Β κύτταρα επηρεάζεται επίσης από 

τη θέση επαφής με το αντιγόνο, επειδή το μικροπεριβάλλον του μυελού των οστών 

παρέχει σήματα που μπορούν να εμποδίσουν την απόπτωση που επάγεται από το 

αντιγόνο και προάγει την επανενεργοποίηση των πρωτεϊνών RAG και την 

αναθεώρηση του υποδοχέα(44'46).

Η οργάνωση του γενετικού τόπου IGK προάγει τη διεργασία αναθεώρησης του 

υποδοχέα και μέσω των αναδιατάξεων με το «στοιχείο διαγραφής κάππα» (kappa

deleting element, KDE), μια γενετική αλληλουχία που εντοπίζεται 3' άκρο του 

γονιδίου IGKC. Η αλληλουχία KDE αναδιατάσσεται είτε μ’ ένα μη αναδιαταγμένο 

γονίδιο που βρίσκεται στο 5' μιας αναδιάταξης IGKV-J είτε με το επταμερές της 

αλληλουχίας RSS στο ιντρόνιο IGKJ-IGKC (IGKJ-C-INTRON-KDE)(41'42). Στην πρώτη 

περίπτωση συμβαίνει απώλεια (ή σπανίως αναστροφή) της πρωτογενούς 

αναδιάταξης IGKV-J, του τμήματος IGKC όπως και των ενισχυτών. Στη δεύτερη 

περίπτωση, της αναδιάταξης με το IGKJ-C-INTRON, συμβαίνει απώλεια των 
τμημάτων IGKJ-IGKC και των ενισχυτών, όμως μια πιθανή προϋπάρχουσα 

αναδιάταξη IGKV-J παραμένει στο χρωμόσωμα(43)(Εικόνα 4 4-4.6).

KDE-JKINTRON

Συμβολή Σιιμβολή

__ Γονίδιο IGKV 

_ Γονίδιο K3JK 
^ RSS

θέση τομής του DNA

mm Γονίδιο Ck

KDE

JKINTRON

Εικόνα 4.4 Αναδιάταξη μεταξύ του KDE και του JKINTRON.
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IGKV-KDE
Απαλοιφή

IGKV IGKV IGKV IGKV IGKV IGKV5-2 IGKV4-1 IGKJ1 IGKJ5 JkI Ck KDE

Συμβολή

_ Γονίδιο IGKV 

—■ Γονίδιο IGJK 
^ RSS

\Θέση τομής του DNA 

Γονίδιο Ck

—i KDE

JKINTRON

Εικόνα 4.5 Αναδιάταξη του KDE με ένα μη αναδιαταγμένο γονίδιο IGKV με απαλοιφή.
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IGKV-KDE
Αναστροφή

mmm Γονίδιο IGKV 

■■■ Γονίδιο IGJK 

^ RSS
\

Θέση τομής του DMA

■a Γονίδιο Ck

KDE

JKINTRON

Εικόνα 4.6. Αναδιάταξη του KDE με ένα μη αναδιαταγμένο γονίδιο IGKV με αναστροφή.
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Στην παρούσα μελέτη αναλύθηκαν οι αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK σε 291 

ασθενείς με ΧΛΑ. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε επίπεδο RNA (RT-PCR) και 

DNA (DNA-PCR) ώστε ν’ ανιχνευθούν μεταγραφόμενες και μη μεταγραφόμενες 

αναδιατάξεις IGKV-J. Η ανάλυση των μεταγραφόμενων, λειτουργικών (εντός 

πλαισίου) αναδιατάξεων στην κ-ΧΛΛ έδειξε ότι επτά γονίδια (IGKV3-20, IGKV1- 

39/1D-39, IGKV1-5, IGKV4-1, IGKV2-30, IGKV3-11, IGKV1-8) βρέθηκαν σε 
ποσοστό 68,6% των περιπτώσεων. Γενικά, η κατανομή των γονιδίων IGKV σε 

μεταγραφόμενες αναδιατάξεις της κ-ΧΛΛ, με ορισμένες χαρακτηριστικές εξαιρέσεις 

(π.χ., IGKV4-1, IGKV3-20, IGKV1-5, IGKV3-11), δεν διέφερε σημαντικά από την 

αντίστοιχη κατανομή στις παραγωγικές αναδιατάξεις του ρεπερτορίου των 

φυσιολογικών lgM+ Β λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος(102).

Διπλά λειτουργικά μετάγραφα IGKV-J ενισχύθηκαν με RT-PCR μόνο σε 3/188 

περιπτώσεις ΧΛΛ με κλωνοτυπική κ ελαφριά αλυσίδα (κ-ΧΛΛ). Στις περιπτώσεις 

αυτές δεν μπορεί ν’ αποκλειστεί η πιθανότητα ότι τα λευχαιμικά κύτταρα εξέφραζαν 

περισσότερες από μια κ ελαφριά αλυσίδα, δηλαδή δεν εμφάνιζαν αποκλεισμό 

αλληλομόρφου. Το φαινόμενο της αποτυχίας του αποκλεισμού αλληλομόρφου (lack 

of allelic exclusion, allelic inclusion) έχει αναφερθεί σε αυτοαντιδραστικά Β κύτταρα 

που επιχειρούν ν’ αποφύγουν την κλωνική απαλοιφή εκφράζοντας στην επιφάνειά 

τους πολλαπλούς υποδοχείς διαφορετικής ειδικότητας ώστε να «αραιώνουν» την 

επικίνδυνη ειδικότητα (receptor dilution)(118).
Η αποτυχία του αποκλεισμού αλληλομόρφου που οδηγεί σε «αραίωση υποδοχέα» 

είναι ένα κοινό χαρακτηριστικό των φυσιολογικών κυττάρων της οριακής ζώνης<119), 

μια ανατομική μικροπεριοχή των δευτερογενών λεμφικών ιστών (ιδίως του σπλήνα) 

στην οποία συσσωρεύονται φυσικά αυτοαντιδραστικά κύτταρα. Επίσης, έχει 

αναφερθεί σε μοριακό επίπεδο από την ανάλυση των γονιδίων των βαριών 

αλυσίδων σε ασθενείς με ΧΛΛ(97). Συνεπώς, τα ευρήματα της παρούσας μελέτης, 

υπό το πρίσμα και των λειτουργικών ομοιοτήτων φυσικών αυτοαντιδραστικών 

λεμφοκυττάρων-κυττάρων οριακής ζώνης-ΧΛΛ, μπορεί να θεωρηθούν ως 

επιπρόσθετη ένδειξη υπέρ της άποψης ότι η ΧΛΛ πιθανόν προέρχεται από 

νεοπλασματική εξαλλαγή κυττάρων της οριακής ζώνης. Η ομοιότητα μεταξύ των Β 

κυττάρων που παράγουν φυσικά αυτοαντισώματα και των νεοπλασματικών 

κυττάρων της ΧΛΛ ίσως υποδηλώνει ότι η διεργασία της θετικής επιλογής των 
φυσικών αυτοαντιδραστικών Β κυττάρων εμπεριέχει τον κίνδυνο νεοπλασματικής 

εξαλλαγής(120).

Στα φυσιολογικά Β λεμφοκύτταρα, η ανάλυση με PCR μεμονωμένου κυττάρου 

(single cell PCR) Β λεμφοκυττάρων από περιφερικό αίμα υγιών ατόμων έδειξε ότι, 

ενώ μόνο το 2-3% των κυττάρων που εκφράζουν κ ελαφριά αλυσίδα έφεραν
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συμβολές IGLV-J, σχεδόν όλα τα Β κύτταρα που εκφράζουν λ αλυσίδα είχαν 
αναδιαταγμένα γονίδια στο γενετικό τόπο IGK και έφεραν συμβολές IGKV-J(43). Στην 

παρούσα μελέτη, σχεδόν όλες (97%) οι περιπτώσεις ΧΛΛ με κλωνοτυπική λ ελαφριά 

αλυσίδα (λ-ΧΛΛ) έφεραν αναδιατάξεις στον γενετικό τόπο IGK. Συνεπώς, η 

«ιεραρχία» των αναδιατάξεων των γονιδίων των ελαφριών αλυσίδων στην ΧΛΛ δεν 

είναι εγγενώς διαφορετική από την αντίστοιχη των φυσιολογικών Β λεμφοκυττάρων. 

Αναδιατάξεις IGKV-J ανιχνεύθηκαν σε 64/103 (62%) περιπτώσεις λ-ΧΑΛ. Στην 

πραγματικότητα, ο αριθμός είναι μάλλον μεγαλύτερος, επειδή μερικές συμβολές 

IGKV-J πιθανόν δεν ενισχύθηκαν. Το ενδεχόμενο να ενισχύθηκαν αναδιατάξεις από 

μη-λευχαιμικά κύτταρα είναι πολύ μικρό επειδή: (ί) σε όλες τις περιπτώσεις της 

παρούσας μελέτης, το «νεοπλασματικό φορτίο» (ποσοστό CD5+CD19+ κυπάρων) 

ήταν >70%, (ϋ) όλα τα πειράματα επαναλήφθηκαν τουλάχιστον τρεις φορές και 

έδωσαν τα ίδια αποτελέσματα, (ίϋ) η ανάλυση των δειγμάτων αίματος που 

απομονώθηκαν σε διαφορετικές χρονικές στιγμές έδωσε ίδια αποτελέσματα 

(πολλαπλά δείγματα ήταν διαθέσιμα σε 180/291 περιπτώσεις της παρούσας 

μελέτης).
Όπως και στα φυσιολογικά Β κύτταρα που εκφράζουν λ ελαφριά αλυσίδα(43>, 

σημαντικό ποσοστό (38.7%) των αναδιατάξεων IGKV-J στις περιπτώσεις λ-ΧΛΛ της 

παρούσας μελέτης ήταν εντός πλαισίου (συνεπώς, δυνητικά λειτουργικές). Επίσης, 

μετάγραφα IGKV-J ανιχνεύθηκαν σε 10/64 περιπτώσεις λ-ΧΛΑ: 4/10 μετάγραφα 

ήταν εντός πλαισίου. Παρότι στις 4 περιπτώσεις ΧΛΛ με κλωνοτυπική λ ελαφριά 

αλυσίδα και λειτουργικά μετάγραφα IGKV-J ο έλεγχος με κυτταρομετρία ροής και 

ανοσοϊστοχημεία δεν επιβεβαίωσε έκφραση κ ελαφριάς αλυσίδας, το ενδεχόμενο 

αυτό δεν μπορεί ν’ αποκλεισθεί (χαμηλή έκφραση κάτω από τα όρια ευαισθησίας της 

μεθόδου). Σε αυτό το πλαίσιο, ένα μικρό ποσοστό ώριμων Β κυττάρων του 

ανθρώπου εκφράζουν τόσο κ όσο και λ ελαφριά αλυσίδα και παράγουν αντισώματα 

διπλής εξειδίκευσης. Η πιθανότερη εξήγηση γι’ αυτό το φαινόμενο είναι ότι 

συμβαίνουν ταυτόχρονες αναδιατάξεις στους γενετικούς τόπους των ελαφριών

αλυσίδων με χαμηλή συχνότητα και σε μερικές περιπτώσεις τα κύτταρα είναι κ+λ+
(121)

Τρεις περιπτώσεις λ-ΧΛΛ της παρούσας μελέτης έφεραν λειτουργικές (εντός 

πλαισίου) αναδιατάξεις IGKV-J που χρησιμοποιούσαν το γονίδιο IGKV1-37/1D-37. 

Το γονίδιο αυτό έχει ελαττωματική δομή επειδή κωδικοποιεί γλυκίνη αντί για κυστείνη 

στη θέση 104 της περιοχής FR3-IMGT(122). Το συγκεκριμένο γονίδιο έχει αναφερθεί 

στο ρεπερτόριο IGKV ενός ασθενούς με συστηματικό ερυθηματώδη λύκο(123). 

Εντούτοις, η σχετική μελέτη βασιζόταν σε ανάλυση του DNA και διέκρινε μόνο τις
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εντός πλαισίου από τις εκτός πλαισίου αναδιατάξεις: συνεπώς, ήταν αδύνατη η 

εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων για το εκφραζόμενο ρεπερτόριο.

Γενικά, διάφορα γονίδια IGKV που χρησιμοποιήθηκαν στις μη εκφραζόμενες 

αναδιατάξεις IGKV-J της κ- και λ-ΧΛΛ της παρούσας μελέτης έχουν ανιχνευθεί σε 

ελαφριές αλυσίδες αυτοαντισωμάτων (π.χ. IGKV1-33/1D-33, IGKV1-39/1D-39, 

IGKV3-20, IGKV1 -17)[μολονότι το γεγονός αυτό ίσως απλώς αντικατοπτρίζει τη 

γενική συχνότητά τους στο ρεπερτόριο(102)].

Οι βαριές και οι ελαφριές αλυσίδες των ανοσοσφαιρινών στη ΧΛΛ έχουν μοναδικά 

δομικά χαρακτηριστικά. Τα χαρακτηριστικά αυτά, κατά περίπτωση, έχουν επίσης 

αναφερθεί και σε αυτοαντιδραστικά κύτταρα(98,124). Εντυπωσιακό γνώρισμα της ΧΛΛ 

είναι η ύπαρξη υποσυνόλων ασθενών με πανομοιότυπες («στερεότυπες») 

ανοσοσφαιρίνες. Το εύρημα αυτό στηρίζει το ενδεχόμενο αναγνώρισης επιλεγμένων, 

διακριτών αντιγόνων ή τάξεων δομικά παρόμοιων επιτόπων(98·125). Στην παρούσα 

μελέτη αναγνωρίστηκαν πέντε υποσύνολα ομόλογων αλληλουχιών IGKV-J. Με βάση 

τα παραπάνω ευρήματα, η ανάπτυξη της ΧΛΛ ίσως αφορά σε κλώνους Β κυττάρων 

με καθορισμένη δομή του BCR. Αυτός ο «περιορισμός του BCR» (BCR restriction) 

ίσως είναι συνέπεια: (ί) τυχαίου μετασχηματισμού ενός υποπληθυσμού Β κυττάρων 

με πολύ περιορισμένη ετερογένεια αντιγονικού υποδοχέα που προσδιορίζεται 

γενετικά ή με επιλογή από αντιγόνο, (ϋ) ειδικού μετασχηματισμού Β κυττάρων που 

επιλέχθηκαν από το αντιγόνο ανάμεσα σ’ έναν υποπληθυσμό κυττάρων με 

ετερογενείς υποδοχείς ή (iii) και των δύο παραπάνω μηχανισμών.

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η αναγνώριση ομολογίας μεταξύ δύο λειτουργικών 

αναδιατάξεων του γονιδίου IGKV1-17 από περιπτώσεις ΧΛΛ της παρούσας μελέτης 

με αλληλουχίες αυτοαντισωμάτων από τις δημόσιες βάσεις αλληλουχιών(126,127). Στην 

ΧΛΛ, η μια αναδιάταξη ανιχνεύθηκε σε ασθενή με κ-ελαφριά αλυσίδα, η οποία όμως 

εξέφραζε και δεύτερη, λειτουργική, μεταγραφόμενη αναδιάταξη IGKV1-39/1D-39. Η 

δεύτερη αναδιάταξη ανιχνεύθηκε σε ασθενή με λ-ελαφριά αλυσίδα. Συνεπώς, και στις 

δύο περιπτώσεις η αναδιάταξη του γονιδίου IGKV1-17 είτε δεν εκφράστηκε (receptor 

editing) είτε δεν ήταν η αποκλειστική εκφραζόμενη αναδιάταξη των νεοπλασματικών 

λεμφοκυττάρων (receptor dilution). Με βάση αυτά τα ευρήματα, είναι λογικό να 

υποθέσουμε ότι τα κλωνογενή κύτταρα αυτών των δύο περιπτώσεων ΧΛΛ 

προσπάθησαν ν’ απαλλαγούν από την αναδιάταξη του γονιδίου IGKV1-17 μέσω του 

μηχανισμού των δευτερογενών αναδιατάξεων. Γιατί άραγε;

Το γονίδιο IGKV1-17 έχει οριστεί ως λειτουργικό γονίδιο IGKV: δεν υπάρχει κάποια 

δομική ανωμαλία στις επταμερείς-εννιαμερείς αλληλουχίες ή την περιοχή του 

υποκινητή(128). Παρόλ’ αυτά εκφράζεται σπάνια στο ρεπερτόριο των φυσιολογικών 

κυττάρων(129). Η αιτία της χαμηλής συχνότητας του λειτουργικού γονιδίου IGKV1-17
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δεν έχει προσδιοριστεί. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι κωδικοποιεί αυτοαντισώματα. 

Συγκεκριμένα, το γονίδιο IGKV1-17 εμπλέκεται στην ανάπτυξη της νεφρίτιδας στα 

πλαίσια συστηματικού ερυθηματώδους λύκου(99). Η χαμηλή συχνότητα του γονιδίου 

IGKV1-17 στο φυσιολογικό ρεπερτόριο σε συνδυασμό με τον πιθανό παθογενετικό 

ρόλο του στην ανάπτυξη αυτοανοσίας υποδηλώνει ότι στα φυσιολογικά κύπαρα το 

πεπρωμένο των αναδιατάξεων του IGKV1-17 είναι η αδρανοποίηση. Στους ασθενείς 

με λύκο πιθανόν υπάρχει αδυναμία αδρανοποίησης των αναδιατάξεων του γονιδίου 

IGKV1-17 με συνέπεια την ανάπτυξη νεφρίτιδας. Αντίθετα, με βάση τα αποτελέσματα 

της παρούσας μελέτης, οι μηχανισμοί αναθεώρησης υποδοχέα φαίνεται ότι 

λειτουργούν αποτελεσματικά στην ΧΛΛ, τουλάχιστον σε μια υποομάδα ασθενών. 
Ένα ενδιαφέρον εύρημα της παρούσας μελέτης ήταν η συχνή χρησιμοποίηση των 

γονιδίων IGKJ3-5 σε ασθενείς με λ-ΧΛΛ, αντίθετα με το φυσιολογικό ρεπερτόριο των 

lgM+ Β λεμφοκυττάρων001,102* ή το ρεπερτόριο της κ-ΧΛΛ(98). Σε διαγονιδιακά 
ποντίκια που εκφράζουν αυτοαντισώματα, η χρήση των γονιδίων IGKJ3-5 είναι 

συχνή σε Β λεμφοκύτταρα που διαφεύγουν τον αναμενόμενο αποπτωτικό θάνατο με 

δευτερογενείς αναδιατάξεις οι οποίες αλλάζουν την ειδικότητα του υποδοχέα (30,130). η 
χρησιμοποίηση των γονιδίων IGKJ3-5 θεωρείται συμβατή με παρατεταμένο 

ανασυνδυασμό στο γενετικό τόπο IGK(108). Συνεπώς, η αυξημένη συχνότητα των 

γονιδίων IGKJ3-5 στη λ-ΧΛΛ υποδηλώνει ότι τα αντίστοιχα κλωνογενή κύτταρα 

επιχείρησαν πολλές αναδιατάξεις στο γενετικό τόπο IGK προτού τελικά στραφούν σε 

παραγωγή λ αλυσίδας.
Επιπρόσθετη ένδειξη για παρατεταμένο ανασυνδυασμό στο γενετικό τόπο IGK 

στους ασθενείς με λ-ΧΛΛ αποτελεί το γεγονός ότι στις αναδιατάξεις IGKV-KDE 

αυτών των ασθενών είχαν χρησιμοποιηθεί γονίδια IGKV πιο απομακρυσμένα από 

την περιοχή J σε σχέση με τα γονίδια IGKV που χρησιμοποιούνται συνήθως σε 
αναδιατάξεις IGKV-J. Οι αναδιατάξεις με την αλληλουχία KDE συμβαίνουν σε σχετικά 

προχωρημένο στάδιο κατά την οντογένεση των Β λεμφοκυττάρων, ενώ έχουν ήδη 

πραγματοποιηθεί κάποιες αναδιατάξεις στον γενετικό τόπο IGK. Προϋπόθεση για να 
συμβεί μια αναδιάταξη είναι η έκφραση των πρωτεϊνών RAG. Από την άλλη πλευρά, 

η έκφραση αυτών των πρωτεϊνών καταστέλλεται μόλις τα κύτταρα αποκτήσουν 
πλήρη ανοσοσφαιρίνη. Συνεπώς, οι αναδιατάξεις της αλληλουχίας KDE πιθανότατα 

υποδηλώνουν την ανάγκη των Β λεμφοκυττάρων ν’ απαλλαγούν (ή να 
αδρανοποιήσουν) μια προηγηθείσα αναδιάταξη IGKV-J, η οποία κρίνεται από το 

κύτταρο ως επικίνδυνη. Στο συγκεκριμένο οντογενετικό στάδιο (κατά την 

προετοιμασία για την έναρξη αναδιάταξης των γονιδίων της λ ελαφριάς αλυσίδας, η 

οποία τελικά θα οδηγήσει σε έκφραση λ ελαφριάς αλυσίδας), το σύμπλοκο 

ανασυνδυασμού (ρεκομπινάση) πιθανότατα έχει μετατοπιστεί προς πιο
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απομακρυσμένες από την περιοχή J περιοχές του γενετικού τόπου IGK και άρα 
επιλέγει διαφορετικά γονίδια IGKV.

Ενενήντα δύο από τις 191 μεταγραφόμενες αναδιατάξεις IGKV-J (48.2%) ήταν 

αμετάλλακτες (>98% ομολογία με το πλησιέστερο μη ανασυνδυασμένο γονίδιο), 

50/92 αμετάλλακτες αλληλουχίες IGKV-J είχαν 100% ομολογία. Η κατανομή των 

γονιδίων IGKV ανάμεσα σε μεταλλαγμένες και αμετάλλακτες αναδιατάξεις διέφερε 

σημαντικά. Στην περίπτωση ορισμένων γονιδίων IGKV (IGKV1-33/1D-33, IGKV2- 

30), η σύγκριση με φυσιολογικές και αυτοαντιδραστικές αλληλουχίες αποκάλυψε 

πως τα πρότυπα των μεταλλάξεων στην παρούσα μελέτη ήταν ειδικά για τη ΧΛΛ. 

Τόσο στην κ- όσο και στη λ-ΧΛΑ, λίγες μη εκφραζόμενες αναδιατάξεις IGKV-J (εντός 

πλαισίου, μη μεταγραφόμενες / εκτός πλαισίου, μεταγραφόμενες ή μη) ήταν <100% 

ομόλογες με τα γονίδια της γαμετικής σειράς. Η ύπαρξη μεταλλαγμένων, εντός 

πλαισίου, μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων IGKV-J μπορεί να θεωρηθεί ως έμμεση 

ένδειξη για δευτερογενείς αναδιατάξεις μετά την έναρξη της σωματικής 

υπερμεταλλαξιγένεσης (SHM). Η χρόνια αντιγονική διέγερση μπορεί να επαγάγει 

δευτερογενείς αναδιατάξεις στους γενετικούς τόπους IGH ή IGK/IGL(130,132'142>. 

Παλαιότερα, επικρατούσε η άποψη ότι τα φυσιολογικά ώριμα Β λεμφοκύτταρα δεν 

πραγματοποιούν δευτερογενείς αναδιατάξεις(143>. Ωστόσο, αρκετές πρόσφατες 

μελέτες δείχνουν ότι δευτερογενείς αναδιατάξεις μπορεί να συμβούν ακόμα και μετά 

την έναρξη της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης (δηλαδή σε ώριμα Β 

λεμφοκύτταρα), ιδίως στα πλαίσια επιμένοντος αντιγονικού ερεθισμού σε 

καταστάσεις αυτοανοσίας ή νεοπλασίας(133,135'137,142'144). Μολαταύτα, τα 

χαρακτηριστικά της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης στις μη εκφραζόμενες 

αναδιατάξεις της παρούσας μελέτης (υψηλός λόγος R/S μεταλλάξεων στα FRs, 

κωδικόνια τερματισμού, ενθέσεις/ διαγραφές) θα μπορούσαν πιο εύλογα ν’ 

αποδοθούν στο φαινόμενο της «παρατυχούσας μεταλλαξιγένεσης» («bystander 

mutagenesis»), κατά το οποίο οι μη εκφραζόμενες αναδιατάξεις μεταλλάσσονται, 

ενώ δεν υπόκεινται σε πίεση επιλογής για την έκφραση λειτουργικού αντιγονικού 

υποδοχέα. Σχετικά ευρήματα έχουν αναφερθεί σε μελέτες σε φυσιολογικά και 

νεοπλασματικά Β λεμφοκύτταρα (145"147).

Πολλά κληρονομικά νοσήματα οφείλονται σε αλλαγή στο πλαίσιο ανάγνωσης ή σε 

μεταλλάξεις που οδηγούν στη δημιουργία πρώιμων κωδικονίων τερματισμού 

(premature termination codons - PTCs). Κανονικά, τα περισσότερα ελαττωματικά 

μετάγραφα αποδομούνται από το κύτταρο με τη λειτουργία ειδικών μηχανισμών 

(nonsense-mediated decay, NMD). Επειδή κατά τον ανασυνδυασμό V(D)J, οι δύο 

στις τρεις αναδιατάξεις έχουν ως αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός πρώιμου 

κωδικονίου τερματισμού, τα λεμφοκύτταρα πρέπει ν’ απαλλάσσονται από
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ελαττωματικά μετάγραφα, τα οποία είναι δυνητικώς επικίνδυνα. Γι’ αυτό το λόγο, τα Β 

και Τ λεμφοκύτταρα έχουν αναπτύξει πολύ αποτελεσματικούς μηχανισμούς NMD, 

ώστε ν’ αποφεύγεται η παραγωγή ελαττωματικών αλυσίδων IG και TCR(108'109). 

Περιστασιακά, τα ελαττωματικά μετάγραφα μπορεί να διατηρούνται: αυτό έχει 

αναφερθεί στα πλαίσια αυτοανοσίας<148) ή ανοσοανεπάρκειας<149). Στην παρούσα 

μελέτη, ελαττωματικά μετάγραφα IGKV-J ανιχνεύθηκαν σε 12/291 ασθενείς (4%) με 

ΧΛΛ. Συνεπώς, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης υποδεικνύουν ότι 

ελαττωματικά μετάγραφα ανοσοσφαιρίνης ανιχνεύονται επίσης και στην ΧΛΛ. 

Εντούτοις, η χαμηλή συχνότητά τους υποδηλώνει τη λειτουργία ενεργών μηχανισμών 

επιτήρησης του mRNA στα κλωνογενή κύτταρα της ΧΛΛ.

4.2 ΠΟΛΛΑΠΛΟΥΝ ΜΥΕΛΩΜΑ

Το πολλαπλούν μυέλωμα είναι νεόπλασμα τελικώς διαφοροποιημένων 

πλασματοκυπάρων που αποικίζουν τον μυελό των οστών όπου και 

πολλαπλασιάζονται. Εξακολουθεί να είναι άγνωστο το φυσιολογικό αντίστοιχο του 

κλωνογενούς κυττάρου της νόσου, δηλαδή το στάδιο κατά τη φυσιολογική 

διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων στο οποίο συμβαίνει η νεοπλασματική 

εξαλλαγή.
Τα νεοπλασματικά κύτταρα στο ΠΜ φέρουν πολύ μεταλλαγμένα γονίδια IGHV, χωρίς 

ενδοκλωνική ετερογένεια και εμφανίζουν σχεδόν πάντα μεταστροφή 

ισοτύπου<92,150,151). Συνεπώς, ο καλύτερος «υποψήφιος» για τον τίτλο του 
«κλωνογενούς κυττάρου του πολλαπλού μυελώματος» είναι ένα Β λεμφοκύτταρο 

που έχει περάσει από το βλαστικό κέντρο (postgerminal center cell). Η ανάλυση της 

αλληλουχίας κλωνικώς σχετιζόμενων μεταγράφων IGHV-D-J-Cp και IGHV-D-J-Cy ή 
IGHV-D-J-Ca απέδειξε ότι μετά τη μεταστροφή ισοτύπου δεν εισάγονται 

επιπρόσθετες σωματικές μεταλλάξεις.

Η ανάλυση του ρεπερτορίου των γονιδίων IGHV στο ΠΜ ανέδειξε πολύ μικρή 

χρησιμοποίηση του γονιδίου IGHV4-34, το οποίο κωδικοποιεί αυτοαντισώματα με 

δράση ψυχροσυγκολλητίνης (anti-1/i): το γεγονός αυτό συνάδει με την έλλειψη 

αυτοάνοσων φαινομένων στο πολλαπλούν μυέλωμα, σε αντιδιαστολή προς πολλά 

άλλα κακοήθη λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα (π.χ., ΧΛΛ, διάφοροι τύποι 

λεμφωμάτων). Ωστόσο, είναι άγνωστη η ταυτότητα των κυττάρων που εμπλέκονται 

στην έναρξη και την εξέλιξη της νόσου, κυρίως εξαιτίας της αδυναμίας να 

διατηρηθούν τα νεοπλασματικά πλασματοκύτταρα in vitro αλλά και in vivo.
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Εάν το κύτταρο προέλευσης έχει υποστεί σωματική υπερμεταλλαξιγένεση και 

αντιγονική επιλογή πριν την νεοπλασματική εξαλλαγή, αυτό θα έπρεπε να 

αντανακλάται στις αλληλουχίες των γονιδίων των βαριών και ελαφριών αλυσίδων 

των ανοσοσφαιρινών. Η ανάλυση των ελαφριών αλυσίδων των ανοσοσφαιρινών 

παρέχει επίσης ενδείξεις για το ρόλο της αναθεώρησης υποδοχέα στη διαμόρφωση 

του εκφραζόμενου ρεπερτορίου. Όπως προαναφέρθηκε, η δομή του γενετικού τόπου 

IGK επιτρέπει εκτεταμένη αναθεώρηση του υποδοχέα μέσω δευτερογενών 

αναδιατάξεων'26,152’.

Τα δεδομένα για το ρεπερτόριο των ανοσοσφαιρινών στο ΠΜ προέρχονται κυρίως 
από ανάλυση των αναδιαταγμένων γονιδίων IGHV(151'153"156). Πολύ λιγότερα 

δεδομένα είναι γνωστά για τα αναδιαταγμένα γονίδια IGKV ή IGLV057"160’. Μελέτες σε 

μικρό αριθμό περιπτώσεων έδειξαν ότι οι βαριές και οι ελαφριές αλυσίδες του 

κλωνογενούς κυττάρου του ΠΜ έχουν συμπληρωματικό ρόλο στη διεργασία 

αναγνώρισης του αντιγόνου057’. Τα πρότυπα σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης 

υποδηλώνουν ότι το κύτταρο προέλευσης του ΠΜ συμπεριφέρεται ως φυσιολογικό Β 

κύτταρο του βλαστικού κέντρου(157).

Η σύγκριση του ρεπερτορίου του ΠΜ που προέκυψε από την παρούσα μελέτη με το 

αντίστοιχο ρεπερτόριο φυσιολογικών κυττάρων001'102,110,111’ αποκάλυψε σημαντικές 

ομοιότητες. Τα μοναδικά γονίδια που χρησιμοποιούνται πιο συχνά στο ΠΜ σε σχέση 

με τα φυσιολογικά κύτταρα ήταν τα IGKV4-1 και IGKV1-33/1D-33. Η αυξημένη 

συχνότητα του γονιδίου IGKV4-1 ίσως δεν σχετίζεται παθογενετικά με την ασθένεια, 

αλλά πιθανόν οφείλεται στη μεγάλη αποτελεσματικότητα με την οποία 

ανασυνδυάζεται (μοριακοί μηχανισμοί του ανασυνδυασμού ανεξάρτητα από πίεση 

επιλογής από το αντιγόνο). Η σύγκριση μεταξύ των ρεπερτορίων IGKV του ΠΜ και 

της ΧΛΛ(98’ επιβεβαίωσε ότι η υπεραντιπροσώπευση του γονιδίου IGKV1-33/1D-33 

είναι «ειδική» για το ΠΜ. Το γονίδιο IGKV1-33/1D-33 εμφανίζεται επίσης συχνά στο 

ρεπερτόριο των ασθενών με αμυλοείδωση061'163’.

Συνυπολογίζοντας τις αναδιατάξεις IGKV-J, IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE, 

22/43 περιπτώσεις κ-ΠΜ (51.2%) της παρούσας μελέτης έφεραν διαλληλικές 

αναδιατάξεις στο γενετικό τόπο IGK. Στη μεγάλη πλειονότητα των περιπτώσεων Κ- 

ΠΜ (36/42 περιπτώσεις, 85.7%) βρέθηκαν τουλάχιστον μονοαλληλικές αναδιατάξεις 

του γενετικού τόπου IGK, κατ’ αντιστοιχία προς τα φυσιολογικά κύτταρα03’ αλλά 

επίσης -όπως συνάγεται από την παρούσα μελέτη- και την ΧΛΛ. Αυτό υποδηλώνει 

ότι η ιεραρχική αναδιάταξη των ελαφριών αλυσίδων στα κλωνογενή κύτταρα του ΠΜ 

δεν είναι εγγενώς διαφορετική από την αντίστοιχη των φυσιολογικών κυττάρων ή 

άλλων τύπων νεοπλασματικών Β κυττάρων.
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Σημαντικό ποσοστό των αναδιατάξεων IGKV-J που ενισχύθηκαν στις περιπτώσεις λ- 

ΠΜ της παρούσας μελέτης (8/19 περιπτώσεις, 42.1%) ήταν εντός πλαισίου 

(παραγωγικές), κατ’ αντιστοιχία προς τα φυσιολογικά κύπαρα (39), αλλά επίσης - 

όπως συνάγεται από την παρούσα μελέτη- και τη λ-ΧΑΛ. Η απενεργοποίηση 

πρωτογενών παραγωγικών αναδιατάξεων με δευτερογενείς αναδιατάξεις στο 

γενετικό τόπο IGK θα μπορούσε να θεωρηθεί ως ένδειξη για το γεγονός ότι η 

αναθεώρηση υποδοχέα παίζει ενεργό ρόλο στη διαμόρφωση του εκφραζόμενου 

ρεπερτορίου των ανοσοσφαιρινών στο ΠΜ όπως και στα φυσιολογικά Β κύτταρα. 

Παρόμοια αποτελέσματα αναφέρθηκαν πρόσφατα σε μια ομάδα 29 περιπτώσεων λ- 

ΠΜ(159).
Στην παρούσα μελέτη, όλες οι μεταγραφόμενες αναδιατάξεις IGKV-J ήταν 

μεταλλαγμένες. Τόσο σε ασθενείς με κ-ΠΜ όσο και σε ασθενείς με λ-ΠΜ, μεταλλάξεις 
παρατηρήθηκαν επίσης και σε μια αναλογία μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων IGKV- 

J. Η ανίχνευση μεταλλαγμένων, παραγωγικών, μη εκφραζόμενων αναδιατάξεων 

IGKV-J μπορεί να θεωρηθεί ως έμμεση ένδειξη για δευτερογενείς αναδιατάξεις μετά 

την έναρξη της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης, δηλαδή δευτερογενείς 

αναδιατάξεις σε περιφερικούς λεμφικούς ιστούς.
Στο μυελό των οστών, τα αναπτυσσόμενα Β λεμφοκύτταρα αλλάζουν τους 

υποδοχείς με ειδικότητα για αυτοαντισώματα συμβάλλοντας έτσι στην διατήρηση της 
αυτοανοχής («receptor editing») ί27·43·164·165). Ένα παρόμοιο φαινόμενο συμβαίνει στα 

βλαστικά κέντρα (166·171), όμως η διεργασία είναι λίγο διαφορετική και αναφέρεται ως 

«receptor revision» (δευτερογενείς αναδιατάξεις σε περιφερικούς λεμφικούς ιστούς) 
(165,172,173) Έχε, διατυπωθεί η άποψη ότι ο μηχανισμός της αναθεώρησης υποδοχέα 

σε περιφερικούς λεμφικούς ιστούς (receptor revision) συμμετέχει στη διεργασία 

ωρίμανσης-αύξησης της συγγένειας του αντισώματος. Συγκεκριμένα, προσφέρει στα 

Β λεμφοκύτταρα που έχουν αποκτήσει επιβλαβείς μεταλλάξεις στις ανοσοσφαιρίνες 

νέες περιοχές V ή αμινοξέα που μειώνουν σημαντικά τη συγγένεια με το αντιγόνο 

δημιουργώντας ένα νέο υπόστρωμα για σωματική υπερμεταλλαξιγένεση(165,172,174). 

Στον άνθρωπο, οι ισχυρότερες ενδείξεις072) για την αναθεώρηση υποδοχέα σε 

περιφερικούς λεμφικούς ιστούς προέρχονται από Β λεμφοκύτταρα που έχουν 

υποστεί σωματική υπερμεταλλαξιγένεση και ταυτόχρονα αναθεώρηση του 

υποδοχέα. Ωστόσο, τα σχετικά παραδείγματα στα φυσιολογικά Β κύτταρα είναι 

περιορισμένα0 75-177). Αντίθετα, υπάρχουν πολλές αναφορές για αναθεώρηση 

υποδοχέα σε ασθενείς με λέμφωμα°37'178"180) ή αυτοάνοσα νοσήματα(135,142·181). Αυτό 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η επιμένουσα αντιγονική διέγερση προκαλεί 

επανενεργοποίηση των πρωτεϊνών RAG η οποία τελικά οδηγεί σε δευτερογενείς 

αναδιατάξεις.
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Συνολικά, τρεις από τις 20 εκτός πλαισίου αναδιατάξεις IGKV-J της παρούσας 

μελέτης που ενισχύθηκαν σε περιπτώσεις κ- και λ-ΠΜ μεταγράφονταν. Όπως 

προαναφέραμε, κανονικά τα ελαττωματικά mRNA μετάγραφα αποσυντίθενται από 

ειδικούς μηχανισμούς επιτήρησης του RNA (nonsense-mediated decay), που 

λειτουργούν αποτελεσματικά στα Β και Τ λεμφοκύτταρα(108 109). Ο μικρός αριθμός 

ελαττωματικών μεταγράφων ανοσοσφαιρινών υποδηλώνει την ύπαρξη ενεργού 

μηχανισμού επιτήρησης του mRNA στα νεοπλασματικά κύτταρα του ΠΜ.

ΑΠΟ ΤΑ ΔΕΔΟΜΕΝΑ ΤΗΣ ΠΑΡΑΠΑΝΩ ΜΕΛΕΤΗΣ ΠΡΟΕΚΥΨΑΝ ΤΑ ΠΑΡΑΚΑΤΩ 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ:

Αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK παρατηρούνται στην πλειονότητα των 

περιπτώσεων λ-ΧΛΛ και λ-ΠΜ.

Η συχνότητα των αναδιατάξεων IGKV-J είναι μεγαλύτερη στη λ-ΧΛΛ σε σχέση προς 

το λ-ΠΜ.

Το ρεπερτόριο των γονιδίων IGKV τόσο στη λ-ΧΛΛ όσο και στο λ-ΠΜ χαρακτηρίζεται 

από αυξημένη συχνότητα ελαττωματικών γονιδίων (π.χ., IGKV1-37/1D-37, IGKV2- 

29).

Οι διαφορές ρεπερτορίου των γονιδίων IGKV μεταξύ αναδιατάξεων IGKV-J και 

IGKV-KDE στην ΧΛΛ προσφέρει ενδείξεις για τη χρονική εξέλιξη των αναδιατάξεων 

στους γενετικούς τόπους των ελαφριών αλυσίδων. Επίσης, υποδηλώνει σταδιακή 

«μετατόπιση» του συμπλόκου ανασυνδυασμού προς τις πιο απομακρυσμένες 

περιοχές του γενετικού τόπου IGK.

Αποτυχία του αποκλεισμού αλληλομόρφου (lack of allelic exclusion, “allelic 

inclusion”) παρατηρείται μόνο στην ΧΛΛ. Η συχνότητα του φαινομένου είναι μικρή 

αλλά συμβαδίζει με την αντίστοιχη συχνότητα που έχει αναφερθεί για τις βαριές 

αλυσίδες. Το εύρημα αυτό προσφέρει επιπρόσθετες ενδείξεις για την πιθανή 

οντογενετική προέλευση της ΧΛΛ από κύτταρα της οριακής ζώνης.

Ο ανασυνδυασμός των ελαφριών αλυσίδων στην ΧΛΛ και το ΠΜ συμβαίνει με 

ιεραρχικό τρόπο και δεν διαφέρει εγγενώς από τον αντίστοιχο των φυσιολογικών Β 
λεμφοκυττάρων.

Τα κλωνογενή κύτταρα της ΧΛΛ πραγματοποιούν παρατεταμένο ανασυνδυασμό του 

γενετικού τόπου IGK προτού στραφούν στην παραγωγή λ αλυσίδας.

Η αντικατάσταση πρωτογενών λειτουργικών συμβολών IGKV-J από δευτερογενείς 

αναδιατάξεις υποδηλώνει την ύπαρξη ενεργού μηχανισμού αναθεώρησης του 

υποδοχέα (receptor editing) στην ΧΛΛ και παρέχει ενδείξεις για το ρόλο του 

αντιγόνου στην ανάπτυξη και διατήρηση του λευχαιμικού κλώνου, τουλάχιστον σε 

ένα ποσοστό περιπτώσεων ΧΛΛ.
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Η ανεύρεση ομόλογων («στερεότυπων») αναδιατάξεων IGKV-J στην ΧΛΛ 

προσφέρει επιπρόσθετες ενδείξεις για τον παθογενετικό ρόλο του αντιγόνου στην 

επιλογή και νεοπλασματική εξαλλαγή Β λεμφοκυττάρων με ιδιαίτερους αντιγονικούς 

υποδοχείς.
Τα νεοπλασματικά κύτταρα του ΠΜ έχουν επιλεγεί θετικά κατά την ανάπτυξη στο 

βλαστικό κέντρο.
Η έκταση του φαινομένου της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης είναι μεγαλύτερη 

στο ΠΜ σε σχέση προς την ΧΑΛ.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

1. ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Αναλύθηκαν αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK με DNA-PCR και RT-PCR σε 188 

περιπτώσεις κ- και 103 περιπτώσεις λ-ΧΛΛ. Σε 188 περιπτώσεις κ-ΧΛΛ ενισχύθηκαν 

219 κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J. Τριάντα μία περιπτώσεις (16.5%) έφεραν διπλές 

αναδιατάξεις. Διπλές εντός πλαισίου αναδιατάξεις ενισχύθηκαν σε 14/188 περιπτώσεις 

(7.44%). Μόνο σε 3/188 (1.6%) περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν διπλά εντός πλαισίου 

μετάγραφα IGKV-J. Σε αυτές τις περιπτώσεις δεν μπορεί να αποκλειστεί το 

ενδεχόμενο να εκφράσθηκαν περισσότερες από μια κ ελαφριά αλυσίδα.

Εικοσι-ένα λειτουργικά γονίδια IGKV που ανήκουν στις υποομάδες IGKV1-4 

ανιχνεύθηκαν στις 191 μεταγραφόμενες, εντός πλαισίου αναδιατάξεις IGKV-J. Το 

γονίδιο IGKV3-20 ήταν το πιο συχνό γονίδιο IGKV, ακολουθούσαν τα IGKV1-39/1D- 

39, IGKV1-5, IGKV4-1, IGKV2-30 και IGKV3-11. Επίσης, αναλύθηκαν αναδιατάξεις 

IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE με DNA-PCR. Συνυπολογίζοντας τις 

αναδιατάξεις IGKV-J, IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE, 38% των περιπτώσεων κ- 

ΧΛΛ έφεραν διαλληλικές αναδιατάξεις στο γενετικό τόπο IGK. Στην λ-ΧΛΛ, 69 

αναδιατάξεις IGKV-J ανιχνεύθηκαν σε 64/103 περιπτώσεις (62%): 24 αναδιατάξεις 

(38.2%) ήταν εντός πλαισίου. Τέσσερις περιπτώσεις έφεραν εντός πλαισίου 

μετάγραφα IGKV-J όμως διατηρούσαν μονοτυπική έκφραση ελαφριάς αλυσίδας, 
εύρημα που υποδηλώνει μετα-μεταγραφική ρύθμιση του αποκλεισμού αλληλομόρφου. 

Χρησιμοποιήθηκαν 19 διαφορετικά γονίδια των υποομάδων IGKV1-5. Το γονίδιο 

IGKV4-1 ήταν το πιο συχνό γονίδιο IGKV. Συνυπολογίζοντας τις αναδιατάξεις IGKV-J, 

IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE, το 97% των περιπτώσεων λ-ΧΛΛ είχαν 

τουλάχιστον ένα αναδιαταγμένο αλληλόμορφο IGK, σε αντιστοιχία με τα φυσιολογικά 

κύτταρα. Δεκατρείς από τις 28 και 26/69 μη εκφραζόμενες αλληλουχίες στην κ- ή λ- 

ΧΛΛ, αντίστοιχα, είχαν <100% ομολογία με τα γονίδια της γαμετικής σειράς. Το εύρημα 

αυτό μπορεί να θεωρηθεί ως ένδειξη για δευτερογενείς αναδιατάξεις πριν την έναρξη 

της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης. Η αδρανοποίηση δυνητικά λειτουργικών 

συμβολών IGKV-J υποδηλώνει την ύπαρξη ενεργού μηχανισμού αναθεώρησης του 

υποδοχέα στην ΧΛΛ και παρέχει περαιτέρω ενδείξεις για το ρόλο του αντιγόνου στην 

παθογένεση της ΧΛΛ.
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2. ΠΟΛΛΑΠΛΟΥΝ ΜΥΕΛΩΜΑ

Σε 43 περιπτώσεις κ-ΠΜ ενισχύθηκαν 52 κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J. Εννέα 

περιπτώσεις έφεραν διπλές αναδιατάξεις, ενώ διπλά εντός πλασίου (IF) μετάγραφα 

ανιχνεύθηκαν σε μια περίπτωση. Στα 42 IF μετάγραφα IGKV-J αναγνωρίσθηκαν 16 

λειτουργικά γονίδια IGKV των υποομάδων IGKV1-4. Το γονίδιο IGKV4-1 επικρατούσε 
στα IF μετάγραφα, ενώ ακολουθούσαν τα IGKV1-39/1D-39, IGKV1-33/1D-33 και 

IGKV3-20. Έξι διαφορετικά γονίδια IGKV αναγνωρίσθηκαν σε δέκα εκτός πλαισίου 

(OF) και/ή μη μεταγραφόμενες αναδιατάξεις IGKV-J: το γονίδιο IGKV4-1 

χρησιμοποιήθηκε σε 4/10 περιπτώσεις. Σε 17 περιπτώσεις λ-ΠΜ ενισχύθηκαν 19 

κλωνικές αναδιατάξεις IGKV-J: δύο περιπτώσεις έφεραν δυο διαφορετικές 
αναδιατάξεις. Αναγνωρίσθηκαν 10 διαφορετικά γονίδια των υποομάδων

IGKV1/2/3/4/7. Το γονίδιο IGKV4-1 επικρατούσε, ενώ ακολουθούσαν τα IGKV1-33/1D- 

33 και IGKV1-39/1D-39. Οκτώ από τις 19 αναδιατάξεις (42%) ήταν IF, ενώ 11/19 

αναδιατάξεις (58%) ήταν OF. Σε 17/43 περιπτώσεις κ-ΠΜ (39.5%) βρέθηκαν ενδείξεις 

για μονοαλληλικές αναδιατάξεις της αλληλουχίας KDE που οδήγησαν σε λεπουργκή 

αδρανοποίηση του συγκεκριμένου αλληλομόρφου. Το γονίδιο IGKV4-1 επικρατούσε 

στις αναδιατάξεις IGKV-KDE (3/10 περιπτώσεις). Στο λ-ΠΜ, 42 περιπτώσεις 

αναλύθηκαν για μη παραγωγικές αναδιατάξεις IGKV-KDE και IGKJ-C-INTRON-KDE. 

Αναδιατάξεις IGKV-KDE ενισχύθηκαν σε 15/42 (35.7%) περιπτώσεις, ενώ αναδιατάξεις 
IGKJ-C-INTRON-KDE ενισχύθηκαν σε 26/42 περιπτώσεις (61.9%). Δεκαεννέα από τις 

43 περιπτώσεις κ-ΠΜ (44.2%) που αναλύθηκαν για αναδιατάξεις IGKV-J, IGKV-KDE 

και IGKJ-C-INTRON-KDE έφεραν μόνο μια συμβολή IGKV-J. Ενδείξεις για διαλληλικές 

αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK προέκυψαν σε: (ί) 17/43 περιπτώσεις (39.5%) 

που έφεραν μια αναδιάταξη της αλληλουχίας KDE παράλληλα με μια εκφραζόμενη 

αναδιάταξη IGKV-J, και (ϋ) 5/43 περιπτώσεις (9.3%) με διπλές αναδιατάξεις IGKV-J. 

Σαράντα δύο περιπτώσεις λ-ΠΜ αναλύθηκαν για αναδιατάξεις IGKV-J, IGKV-KDE και 

IGKJ-C-INTRON-KDE. Μόνο σε έξι περιπτώσεις (14.3%) δεν υπήρξαν ενδείξεις για 

αναδιάταξη του γενετικού τόπου IGK. Δεκαοκτώ περιπτώσεις έφεραν μια αναδιάταξη 

στο γενετικό τόπο IGK, ενώ 12 και 6 περιπτώσεις, αντιστοίχως, έφεραν δύο ή τρεις 

αναδιατάξεις στο γενετικό τόπο IGK. Στις υπόλοιπες περιπτώσεις (14/18) 

συγκεντρώθηκαν ενδείξεις για διαλληλικές αναδιατάξεις του γενετικού τόπου IGK. Ολα 

τα IF μετάγραφα IGKV-J στο κ-ΠΜ είχαν ομολογία που κυμαινόταν από 84% έως 98%. 

Στο λ-ΠΜ, έξι από τις 19 αναδιατάξεις IGKV-J είχαν ομολογία < 100%: 3/6 

μεταλλαγμένες περιπτώσεις είχαν ομολογία < 98%. Συνεπώς, τα νεοπλασματικά 

κύτταρα του ΠΜ έχουν επιλεγεί θετικά κατά την ανάπτυξη στο βλαστικό κέντρο. Η
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έκταση του φαινομένου της σωματικής υττερμεταλλαξιγένεσης είναι μεγαλύτερη στο 

Π Μ σε σχέση ττρος την ΧΛΛ.
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SUMMARY

1. CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

Immunoglobulin kappa (IGK) locus rearrangements were analyzed in parallel on 
cDNA/genomic DNA in 188 kappa- and 103-lambda chronic lymphocytic leukemia 

(CLL) cases. In kappa-CLL, 219IGKV-J clonal rearrangements were amplified in 188 

cases. Thirty-one cases (16.5%) carried double rearrangements; both 

rearrangements were in-frame in 14/188 cases (7.44%). Double in-frame IGKV-J 

transcripts were detected in only 3/188 cases (1.6%). In such cases, the possibility 

that leukemic cells expressed more than one kappa chain cannot be excluded. 

Twenty-one functional IGKV genes belonging to the IGKV1-4 subgroups were 

identified in 191 transcribed, in-frame IGKV-J rearrangements. IGKV3-20 was the 

most frequent IGKV gene, followed by IGKV1-39/1D-39, IGKV1-5, IGKV4-1, IGKV2- 

30 and IGKV3-11. IGKV-KDE and IGKJ-C-INTRON-KDE rearrangements were also 

analyzed on genomic DNA. Taking IGKV-J, IGKV-KDE and IGKJ-C-INTRON-KDE 

rearrangements together, 38% of kappa-CLL cases carried biallelic IGK locus 

rearrangements. In lambda-CLL, 69 IGKV-J rearrangements were detected in 64/103 

cases (62%); 24 rearrangements (38.2%) were in-frame. Four cases carried in-frame 
IGKV-J transcripts but retained monotypic light chain expression, suggesting post- 

transcriptional regulation of allelic exclusion. Nineteen different genes of the IGKV1-5 

subgroups were used; IGVK4-1 was the most frequent IGKV gene, followed by 

IGKV1-33/1D-33, IGKV1-39/1D-39, IGKV2-30 and IGKV1-16. In all, taking IGKV-J, 

IGKV-KDE and IGKJ-C-INTRON-KDE rearrangements together, 97% of lambda-CLL 

cases had at least one rearranged IGK allele, in keeping with normal cells. IG 

repertoire comparisons in kappa vs. lambda CLL revealed that CLL precursor cells 

tried many rearrangements on the same IGK allele before they became lambda 

producers. Thirteen out of 28 and 26/69 non-expressed sequences in, respectively, 

kappa- or lambda-CLL had <100% homology to germline. This finding might be 

considered as evidence for secondary rearrangements occurring after the onset of 

somatic hypermutation, at least in some cases. The inactivation of potentially 

functional IGKV-J joints by secondary rearrangements indicates active receptor 

editing in CLL and provides further evidence for the role of antigen in CLL 

immunopathogenesis.
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2. MULTIPLE MYELOMA

Fifty-two IGKV-J clonal rearrangements were amplified in 43 k-MM cases. Nine 

cases carried double rearrangements; double in-frame IGKV-J transcripts were 

detected in one case. Sixteen functional IGKV genes of the IGKV1-4 subgroups were 

identified in the transcribed, in-frame IGKV-J rearrangements. Six different IGKV 

genes were identified in ten out-of-frame and/or non-transcribed IGKV-J 

rearrangements; the IGKV4-1 gene was used in 4/10 cases. Nineteen clonal IGKV-J 

rearrangements were amplified in 17 lamda-MM cases; two cases carried 2 different 

rearrangements. Ten different germline genes of the IGKV1/2/3/4/7 subgroups were 

identified. IGVK4-1 was the most frequent IGKV gene, followed by IGKV1-33/1D-33 

and IGKV1-39/1D-39. Eight out of 19 rearrangements (42%) were in-frame, while 

11/19 rearrangements (58%) were out-of-frame. Nine out of 43 kappa-MM cases 

(20.9%) carried IGKV-KDE rearrangements; IGKJ-C-INTRON-KDE rearrangements 

were amplified in 8/43 cases (18.6%). Overall, 17/43 kappa-MM cases (39.5%) 

carried monoallelic KDE rearrangements leading to IGK locus inactivation on that 

particular allele. In lambda-MM, IGKV-KDE and IGKJ-C-INTRON-KDE 

rearrangements were amplified in 15/42 cases (35.7%) and 26/42 cases (61.9%), 

respectively. In both kappa- and lambda-MM, the IGKV gene repertoire in IGKV-KDE 

rearrangements was diverse; IGKV2-30 was the most frequent gene. Nineteen out of 

43 kappa-MM cases (44.2%) analyzed for IGKV-J, IGKV-KDE and IGKJ-C-INTRON- 

KDE rearrangements carried only one IGK locus rearrangement in the form of a 

single IGKV-J joint. PCR evidence for biallelic IGK locus rearrangements was 

obtained in: (i) 17/43 cases (39.5%) carrying a rearrangement to the KDE along with 

an expressed IGKV-J rearrangement, and (ii) 5/43 cases (11.6%) with double IGKV- 

J rearrangements. In such cases, biallelic IGK rearrangements were suggested by 

IGKJ gene repertoire analysis as well as location and mode of recombination of the 

IGKV genes identified in both rearrangements. In four kappa-MM cases, both IGKV-J 

rearrangements could have occurred sequentially on either one or both IGK alleles. 

Only six out of 42 (14.3%) lambda-MM cases had no PCR evidence for IGK locus 

rearrangements. Eighteen cases carried one rearrangement on the IGK locus, while 

12 and 6 cases, respectively; bore two or three IGK locus rearrangements. All 

transcribed, in-frame IGKV-J rearrangements in kappa-MM were mutated. Seven out 

of ten non-transcribed and/or out-of-frame IGKV-J rearrangements in kappa-MM had 

100% homology to germline. Two out of the remaining three rearrangements were 

heavily mutated and also carried crippling mutations. In lambda-MM, six out of 19 

IGKV-J rearrangements had less than 100% homology to germline, of which five
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were in-frame; 3/6 mutated cases had less than 98% homology. In conclusion, the 

MM clonogenic cell has been positively selected during the development and 

reaction of the germinal center. Biases in IG repertoire do not seem to be disease- 

related but generally follow a similar pattern to the normal repertoire.
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