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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Το πολλαπλούν µυέλωµα (ΠΜ) είναι νεοπλασία των Β-κυττάρων και 

χαρακτηρίζεται από την κακοήθη υπερπλασία των πλασµατοκυττάρων του µυελού 

των οστών. Τα κακοήθη πλασµατοκύτταρα παράγουν µία µονοκλωνική 

ανοσοσφαιρίνη (Μ-πρωτεΐνη ή παραπρωτεΐνη) και προκαλούν διήθηση του µυελού, 

οστεολύσεις, αναιµία, νεφρική ανεπάρκεια και ευαισθησία σε µικροβιακές µολύνσεις. 

Η συχνότητα της νόσου υπολογίζεται σε 1 έως 2 περιπτώσεις ανά 100.000 άτοµα, 

προσβάλλει κυρίως ηλικιωµένα άτοµα, και ευθύνεται για το 1% των θανάτων που 

προκαλούνται από  νεοπλασίες. Η πρόγνωση και η κλινική πορεία των ασθενών µε 

ΠΜ ποικίλει, µε χρόνο επιβίωσης από µερικές ηµέρες έως και πάνω από 10 χρόνια. 

Επιδηµιολογικές µελέτες έδειξαν ότι το ΠΜ στο ένα τρίτο των ασθενών προκύπτει 

από προϋπάρχουσα καλοήθη µονοκλωνική γαµµοπάθεια ενώ στους υπόλοιπους 

παρουσιάζεται παρακάµπτοντας προϋπάρχουσες καταστάσεις και κάποιες φορές µε 

επιθετική εξέλιξη. Θα µπορούσε δηλαδή το ΠΜ να χαρακτηρισθεί σε δύο τύπους, 

πρωτογενές και δευτερογενές  Αυτή η βιολογική και κλινική ετερογένεια της νόσου 

υποδηλώνει την εµπλοκή σύνθετων γενετικών µηχανισµών που καθορίζουν την 

παθογένεση και την εξέλιξη της νόσου µέσω διαφορετικών µονοπατιών. Η 

κατανόηση εποµένως των γενετικών αυτών αλλαγών είναι καθοριστικής σηµασίας για 

την πρόγνωση, κλινική παρακολούθηση και θεραπεία των ασθενών µε ΠΜ. 

 Η κυτταρογενετική µελέτη φαίνεται να συµβάλλει στην πρόγνωση και την 

πορεία εξέλιξης της νόσου αποκαλύπτοντας χρωµοσωµικές διαταραχές στο 20 - 30% 

των ασθενών µε Π.Μ. Η εφαρµογή της µοριακής κυτταρογενετικής (φθορίζων in situ 

υβριδισµός, FISH) σε µεσοφασικούς πυρήνες έχει συντελέσει στην αύξηση της 

συχνότητας εµφάνισης ανωµαλιών σε ποσοστά που φτάνουν το 60% των ασθενών. 

Κάποιες ανωµαλίες φαίνεται να είναι τυπικές της νόσου και να σχετίζονται µε την 

πρόγνωσή της. Οι συχνότερες χρωµοσωµικές ανωµαλίες αφορούν ελλείψεις των 

χρωµοσωµάτων 13 [del(13q)] και 11 [del (11q)], µεταθέσεις t(4;14), t(11;14), t(14;16), 

πολυπλοειδίες, υπερδιπλοειδίες, υποδιπλοειδίες, ψευδοδιπλοειδίες και 

παρατετραπλοειδίες. 

Πολύ πρόσφατα, βρέθηκε πως οι ποικιλοµορφίες αριθµού αντιγράφων του 

ανθρωπίνου γονιδιώµατος (Copy number variations ή CNVs) αποτελούν µια νέα 

πηγή πληροφορίας που αφορά στη δοµή των χρωµοσωµάτων. Τα CNVs µπορεί να 

προέλθουν από προσθήκη, ή έλλειµµα, ή διπλασιασµό χρωµοσωµικών περιοχών, µε 

µέγεθος από µερικές κιλοβάσεις (Kb) έως πολλές µεγαβάσεις (Mb) και µπορεί να 

έχουν επιπτώσεις στον αριθµό αντιγράφων ενός γονιδίου µε συνέπεια τη µεταβολή 

της σύνθεσης της πρωτεΐνης (gene dosage), στην κατάργηση της λειτουργίας 
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γονιδίων, στην αλλαγή της δοµής γονιδίων, ή στην απορρύθµιση της έκφρασης των 

γονιδίων. Με βάση τα παραπάνω, τα CNVs ενδέχεται να αποτελέσουν αιτία της 

φαινοτυπικής ποικιλοµορφίας σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις.  

Όσο αφορά το ΠΜ η συνεχής µελέτη των CNVs σε φυσιολογικές και 

παθολογικές καταστάσεις, αναµένεται να υποστηρίξει την διαλεύκανση µηχανισµών 

που παίζουν σηµαντικό ρόλο στη φαινοτυπική ποικιλοµορφία των ανθρώπων και στη 

διαφορετική προδιάθεση µεταξύ των ατόµων στην ανάπτυξη της νόσου. 

Επίσης µελέτες έχουν εστιαστεί στους αυξητικούς παράγοντες του ΠΜ όπως οι 

κυτοκίνες. Οι κυτοκίνες είναι πρωτεΐνες ή γλυκοπρωτεΐνες που ρυθµίζουν την 

επικοινωνία µεταξύ ανοσολογικών και µη ανοσολογικών κυττάρων και ασκούν 

χαρακτηριστική δράση στον πολλαπλασιασµό, την κινητικότητα, τη διαφοροποίηση 

και τη λειτουργία των κυττάρων στόχων που εµπλέκονται στο ανοσοποιητικό  

σύστηµα. Παράγονται από ποικίλα κύτταρα σε απάντηση αντιγονικού ή 

φλεγµονώδους ερεθισµού και από διάφορα κύτταρα µε αυτοκρινή, παρακρινή και 

σπανίως ενδοκρινή τρόπο.  

Η ανάγκη κατανόησης των αιτιών και των παθολογικών βάσεων του καρκίνου 

οδήγησαν στην προσπάθεια ανεύρεσης γενετικών µεταλλάξεων που ίσως 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη γενετική προδιάθεση καθώς και στην εµφάνιση 

και πρόοδο της νόσου. Οι µελέτες κατευθύνθηκαν στην ανεύρεση γονιδίων χαµηλής 

διείσδυσης που εµφανίζονται συχνά στο γονιδίωµα και συµµετέχουν στην 

προδιάθεση για καρκίνο σε σηµαντικό αριθµό ασθενών. Τα τελευταία χρόνια, η 

έρευνα έχει εστιαστεί στη διερεύνηση των πολυµορφισµών των γονιδίων των 

κυτοκινών, ιδιαίτερα στην περιοχή του υποκινητή των γονιδίων που ενδεχοµένως να 

επηρεάζει τη γονιδιακή µεταγραφή σε διαφορετικό βαθµό. Οι πολυµορφισµοί είναι 

κοινές κληρονοµούµενες ποικιλοµορφίες στην αλληλουχία του DNA που εµφανίζουν 

συχνότητα µεγαλύτερη του 1% στο γενικό πληθυσµό. Στο γονιδίωµα διακρίνουµε 

διάφορους τύπους πολυµορφισµών, τους µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς 

(SNPs), τις ελλείψεις και τους διπλασιασµούς µιας µόνο βάσης. Η συχνότητα των 

πολυµορφικών αλληλίων µπορεί να ποικίλλει µεταξύ πληθυσµών και  µέσα στον ίδιο 

τον πληθυσµό.  

Ο σκοπός της διατριβής αυτής είναι: 

• Η µελέτη συχνότητας χρωµοσωµατικών ανωµαλιών σε ασθενείς µε ΠΜ και η 

συσχέτιση µε την επιβίωσή τους. 

• Η µελέτη µη τυχαίων χρωµοσωµικών ανωµαλιών σε ασθενείς µε ΠΜ µε 

φθορίζοντα in situ υβριδισµό (FISH) 
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• H διερεύνηση ποικιλοµορφιών του αριθµού αντιγράφων (CNVs) του 

γονιδιώµατος σε ασθενείς µε ΠΜ, µε φυσιολογικό και παθολογικό καρυότυπο. 

• Σύγκριση αποτελεσµάτων των ανωτέρω τριών µεθοδολογιών όσον αφορά 

στην ευαισθησία ανίχνευσης γενετικών ανωµαλιών. 

• Η διερεύνηση µονονουκλεοτιδικών πολυµορφισµών των γονιδίων των 

κυτοκινών IL-1A, IL-1B, IL-1RN σε ασθενείς µε ΠΜ για την εκτίµηση της συµµετοχής 

τους ως προδιαθεσικών παραγόντων.  

Η µελέτη χωρίζεται σε δύο µέρη : 

Στο πρώτο µέρος παρουσιάζονται στοιχεία σχετικά µε την εµφάνιση και την 

παθογένεια του Πολλαπλού Μυελώµατος, τους γενετικούς και κυτταρογενετικούς 

µηχανισµούς που εµπλέκονται στις νεοπλασίες και ειδικότερα στο ΠΜ καθώς και τη 

διάγνωση, τη σταδιοποίηση και την πρόγνωση της νόσου. Τέλος αναλύεται ο ρόλος 

των κυτοκινών και των πολυµορφισµών των γονιδίων τους στην ανοσολογική 

απόκριση έναντι των νεοπλασιών. 

Στο δεύτερο µέρος περιγράφονται τα ακόλουθα : 

� Οι οµάδες µελέτης: η µελέτη περιλαµβάνει 77 δείγµατα ασθενών µε ΠΜ. Η 

συλλογή και ο χαρακτηρισµός των δειγµάτων της µελέτης, πραγµατοποιήθηκε 

στην Αιµατολογική Κλινική του Γενικού Νοσοκοµείου Λάρισας. 

� Η κυτταρογενετική ανάλυση των δειγµάτων ΠΜ, µετά από κυτταρική καλλιέργεια. 

� Η µοριακή κυτταρογενετική ανάλυση των δειγµάτων ΠΜ µε την τεχνική του 

φθορίζοντα in situ υβριδισµού σε µεσοφασικούς πυρήνες. 

�  Η µοριακή ανάλυση των δειγµάτων ΠΜ µε την τεχνική του γενωµικού 

συγκριτικού υβριδισµού (array CGH). 

� Η µοριακή ανάλυση πολυµορφισµών των γονιδίων της ιντερλευκίνης 1, του 

υποδοχέα και του ανταγωνιστή της ιντερλευκίνης-1 και η µελέτη συχνότητάς τους 

σε φυσιολογικό πληθυσµό και σε ασθενείς µε ΠΜ. 

� Η στατιστική συσχέτιση των κυτταρογενετικών ευρηµάτων µε συµβατικό 

καρυότυπο και µε τη µέθοδο FISH µε την  επιβίωση των ασθενών ΠΜ. Ο  χρόνος 

µελέτης  επιβίωσης ορίστηκε  η  24µηνη διαβίωση από την διάγνωση. 

Στην παρούσα διατριβή ταυτοποιήθηκαν δύο µεγάλες ανευπλοειδικές οµάδες:  

η υπερδιπλοειδική οµάδα (47-75 χρωµοσώµατα) και η µη-υπερδιπλοειδική οµάδα 

(30-45 χρωµοσώµατα)  που συµπεριλαµβάνει ψευδοδιπλοειδίες (46 χρωµοσώµατα) 

και υποτετραπλοειδίες (75-90 χρωµοσώµατα) και τους ασθενείς µε µία 

επαναλαµβανόµενη δοµική ανωµαλία που σχετίζεται µε το ΠΜ όπως η µερική 

έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 ή οι µετατοπίσεις t(4;14) και t(11;14). H µοριακή 

κυτταρογενετική ανάλυση µε την µέθοδο της FISH (φθορίζων in situ υβριδισµός) για 
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την έλλειψη 13q14, τις µετατοπίσεις t(4;14), t(11;14) και t(14;16) και τις αναδιατάξεις 

14q32 µε άλλα χρωµοσώµατα, οδήγησε στην ταυτοποίηση αυτών των ανωµαλιών 

τόσο σε ασθενείς µε ΠΜ και εµφανείς χρωµοσωµικές ανωµαλίες, όσο και σε ασθενείς 

µε φυσιολογικό καρυότυπο. Από τη στατιστική επεξεργασία των ευρηµάτων, 

προέκυψε στατιστικά σηµαντική διαφορά στην επιβίωση των ασθενών µε παθολογικό 

καρυότυπο σε σύγκριση µε τους ασθενείς µε φυσιολογικό. Τα ποσοστά επιβίωσης 

µειώνονται σηµαντικά σε ασθενείς που φέρουν τη έλλειψη 13q14 και ιδιαίτερα σε 

συνδυασµό µε παθολογικό καρυότυπο, ενώ οι ανακατατάξεις του 14q32 και κυρίως η 

µετατόπιση t(4;14), επηρεάζουν δραστικά την επιβίωση των ασθενών, ιδιαίτερα σε 

συνδυασµό µε υπερδιπλοειδία.  

Σε τρία δείγµατα ασθενών µε ΠΜ (ένας µε φυσιολογικό καρυότυπο, ένας µε 

παθολογικό καρυότυπο και εύρηµα στη FISH και ένας µε φυσιολογικό καρυότυπο  

και εύρηµα στη FISH), πραγµατοποιήθηκε ανάλυση µε τη µέθοδο του Γενωµικού 

Συγκριτικού Υβριδισµού (array CGH) και επιβεβαιώθηκαν οι ανωτέρω ανωµαλίες και 

ανιχνεύθηκαν επιπλέον δοµικές ανωµαλίες που αφορούσαν διπλασιασµούς και 

ελλείψεις, που δεν είχαν εντοπιστεί µε συµβατικό καρυότυπο.  

Τέλος, από τη µελέτη κατανοµής πολυµορφισµών των κυτοκινών σε 74 

Έλληνες ασθενείς και 160 φυσιολογικούς µάρτυρες, βρέθηκε συσχέτιση µεταξύ της 

συχνότητας µονονουκλεοτιδικών πολυµορφισµών των ιντερλευκινών IL-1Α (θέση -

889 C/T), IL-1Β (θέσεις -511 C/T, +3954 C/T), IL-1RN (θέση +11970 C/T και θέση 

+11100 C/T) και ΠΜ.  

Συµπερασµατικά, από την παρούσα διατριβή προτείνεται ότι η τεχνική της 

συµβατικής κυτταρογενετικής είναι επαρκώς αποτελεσµατική για την ανίχνευση 

παθολογικού κλώνου σε ασθενείς ΠΜ σταδίου ΙΙ και ΙΙΙ. Από την κυτταρογενετική 

ανάλυση των δειγµάτων προέκυψε πως η µη-υπερδιπλοειδής οµάδα ασθενών 

υπερισχύει αριθµητικά της υπερδιπλοειδούς σε αναλογία 3:1, παρουσιάζει δοµικές 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες σε πολύ µεγαλύτερο ποσοστό και συνοδεύεται από 

χαµηλότερα ποσοστά επιβίωσης. Από τη µελέτη αυτή προέκυψε επαναλαµβανόµενη 

µη-τυχαία ολική ή µερική έλλειψη του χρωµοσώµατος 13, σε µεγάλο ποσοστό των 

ασθενών, οδηγώντας στο συµπέρασµα πως αποτελεί αρχικό γενετικό γεγονός στην 

παθογένεση και εξέλιξη του ΠΜ. Η περαιτέρω εφαρµογή της τεχνικής FISH, αύξησε 

την ευαισθησία και ειδικότητα ανίχνευσης παθολογικών κλώνων και οδήγησε στο 

διπλασιασµό του αριθµού των ασθενών µε ευρήµατα. Επιπλέον, η εφαρµογή της 

FISH οδήγησε στο συµπέρασµα πως η έλλειψη του γενετικού 13q14 ή del (13q14) 

αποτελεί ισχυρή ανεξάρτητη προγνωστική παράµετρο, ενώ κακός προγνωστικός 

δείκτης αναδείχτηκε και η µετατόπιση t(4;14). Συνοπτικά, µετά από ανάλυση 

λογιστικής παλινδρόµησης, οι ασθενείς µε χρωµοσωµικές ανωµαλίες εµφανίζουν 10 
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φορές µεγαλύτερο κίνδυνο να µην επιβιώσουν κατά την περίοδο µελέτης, οι ασθενείς 

µε del(13q14) 5 φορές και οι ασθενείς µε αναδιατάξεις του 14q32 3 φορές. Η 

εφαρµογή array-CGH µε µικροσυστοιχίες υψηλής ευκρίνειας σε 3 ασθενείς ανέδειξαν 

µοριακές αναδιατάξεις σε περιοχές που περιέχουν σηµαντικά ογκογονίδια ή 

ογκοκατασταλτικά γονίδια, οι οποίες δεν είχαν εντοπιστεί µε τις τεχνικές συµβατικού 

καρυότυπου και FISH, οδηγώντας στο συµπέρασµα πως η τεχνική θα µπορούσε να 

αποτελέσει διαγνωστικό εργαλείο ελέγχου ολόκληρου του γονιδιώµατος. Τέλος, η 

µελέτη των πολυµορφισµών των γονιδίων των κυτοκινών έδειξε ότι οι γονότυποι IL-

1A -889 CT, IL-1B -511 CT, IL-1B +3954 TT, IL-1RN +11970 TT και IL-1RN +11100 

TT, αποκάλυψε συσχέτιση αυτών µε το ΠΜ σε Έλληνες ασθενείς, η οποία 

υποδηλώνει την πιθανή εµπλοκή της φλεγµονώδους κυτοκίνης IL-1 στην προδιάθεση 

του ΠΜ.  
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ABSTRACT 

 
Multiple Myeloma (MΜ) is a B-cell neoplasia characterized by the malignant 

proliferation of plasma cells in the bone marrow. The malignant plasma cells produce 

a monoclonal immunoglobulin (M-protein or paraprotein) and cause bone marrow 

infiltration, osteolysis, anemia, renal impairment and susceptibility to microbial 

infections. The disease, whose incidence is estimated at 1-2 cases per 100,000 

people, mainly affects the elderly and is responsible for 1% of deaths caused by 

tumors. The prognosis and clinical course varies among patients with MM; survival 

time may vary from several days to over 10 years. Epidemiological studies have 

shown that the MM in one third of patients results from pre-existing benign 

monoclonal gammopathy while in the other two thirds it is presented by skipping 

underlying conditions and often with an aggressive progression. Therefore, MM could 

be classified into two types, primary and secondary. This biological and clinical 

heterogeneity of the disease implies the involvement of complex genetic mechanisms 

that determine the pathogenesis and progression through different pathways. The 

understanding of these genetic modifications is crucial for prognosis, clinical 

monitoring and treatment of patients with MM. 

Cytogenetic study appears to contribute to the prognosis and course of 

disease progression by revealing chromosomal disorders in 20-30% of patients with 

MM. The application of molecular cytogenetics (fluorescent in situ hybridization, FISH) 

in interphase nuclei has contributed to the detection of abnormalities in about 60% of 

patients. Some abnormalities appear to be typical of the disease and associated with 

prognosis. The most common chromosomal abnormalities involve deletions of 

chromosomes 13 [del (13q)] and 11 [del (11q)], translocations t (4; 14), t (11; 14), t 

(14; 16), polyploidies, hyperdiploidies, hypodiploidies, pseudodiploidies and 

paratetraploidies. 

Very recently, it was found that Copy Number Variations (CNVs) of the human 

genome are a new source of information concerning the structure of chromosomes. 

CNVs may result from gain, deletion or doubling of chromosomal regions, varying in 

size from a few kilobases (Kb) to several megabases (Mb) and may affect the gene 

copy number resulting in a change in protein synthesis (gene dosage), abolish gene 

function, change genes’ structure, or deregulate gene expression. Based on the 

above, CNVs may be a cause of phenotypic diversity in both physiological and 

pathological conditions. 
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In MM, the continuous study of CNVs under normal and pathological conditions, 

is expected to decipher the mechanisms that play an important role in the phenotypic 

diversity of people and different susceptibility among individuals to the disease 

development. 

Moreover, other studies have focused on growth factors such as cytokines of 

MM. Cytokines are proteins or glycoproteins that regulate communication between 

immune and non-immune cells and exert functional effects on proliferation, motility, 

differentiation and function of target cells involved in the immune system. Cytokines 

are produced by various cells in response to antigen or inflammatory stimulation in 

an autocrine, paracrine and rarely endocrine manner. 

The need to understand the causes and pathological bases of cancer have led 

the effort of finding genetic mutations that may play an important role in genetic 

predisposition, emergence and progression of the disease. Research has been 

directed towards finding genes of low penetration, frequently occuring in the genome, 

and which are involved in the predisposition to cancer in a significant number of 

patients. In recent years, research has been focused on the investigation of gene 

polymorphisms of cytokines, particularly within the genes’ promoter regions, which 

could affect gene transcription to varying degrees. Polymorphisms are common 

inherited variants of the DNA sequence, exhibiting a frequency greater than 1% in 

the general population. Several types of polymorphisms are found within the human 

genome, such as single nucleotide polymorphisms (SNPs), single-base deletions and 

duplications. The frequency of polymorphic alleles may vary between populations as 

well as within the same population. 

The purpose of the present thesis is: 

• to study of the frequency of chromosomal abnormalities in patients with 

MM and to correlate with survival. 

• to study nonrandom chromosomal abnormalities in patients with MM 

using fluorescent in situ hybridization (FISH) 

• to investigate copy number variations (CNVs) of the genome in patients 

with MM, both with normal and abnormal karyotype . 

• to compare the results of the above three techniques with respect to the 

sensitivity of detection of genetic abnormalities. 

• To explore single nucleotide polymorphisms of the genes of cytokines IL-

1A, IL-1B, IL-1RN in patients with MM for the assessment of their 

participation as predisposing factors . 

The study is divided into two parts:  
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The first part presents data concerning the occurrence and pathogenesis of 

multiple myeloma, the cytogenetic and genetic mechanisms involved in cancer and 

specifically in MM, as well as the diagnosis, staging and prognosis of the disease. 

Finally, the role of cytokines and polymorphisms in their genes in the immune 

response against neoplasias will be analyzed. 

The second part describes the following: 

� The study groups: the study included 77 samples MM patients. The collection and 

characterization of the samples of the study was performed in the Clinic of 

Hematology of the General Hospital of Larissa. 

� The cytogenetic analysis of MM samples, upon cell culture. 

� The molecular cytogenetic analysis of MM samples by fluorescent in situ 

hybridization in interphase nuclei.  

� The molecular analysis of the MM samples with the technique of comparative 

genomic hybridization (array CGH). 

� The molecular analysis of gene polymorphisms of interleukin-1, interleukin-1 

receptor and antagonist and the study of their frequency in the normal population 

and in patients with MM. 

� The statistical correlation of cytogenetic findings with conventional karyotyping 

and FISH with MM patient survival. The time of survival was defined as the 24-

month survival upon diagnosis. 

In the present study two major aneuploid groups were identified: the 

hyperploid group (47 to 75 chromosomes), and the non-hyperploid group (30-45 

chromosomes) including pseudodiploidies (46 chromosomes) and hypotetraploidies 

(75-90 chromosomes) and patients with a repeating structural abnormality associated 

with MM such as partial deletion of chromosome 13 or translocations t (4;14) and t 

(11;14). The molecular cytogenetic analysis by FISH (fluorescent in situ hybridization) 

for the 13q14 deletion, the t(4;14), t(11;14) and t(14;16) translocations and the 

14q32rearrangements with other chromosomes, led to the identification of these 

abnormalities both in patients with MM and visible chromosomal abnormalities, as 

well as in patients with normal karyotype. The statistical analysis of the findings 

demonstrated a statistically significant difference in the survival of patients with an 

abnormal karyotype compared to patients with a normal karyotype. Survival rates 

were found to be significantly reduced in patients bearing the del(13q14), particularly 

in combination with an abnormal karyotype, while 14q32 rearrangements and 

especially  t(4;14) translocation, were found to drastically affect the survival of 

patients, especially in combination with hyperdiploidy. 
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Three samples from patients with MM (one with a normal karyotype, one with 

an abnormal karyotype and a finding in FISH and one with a normal karyotype and 

finding in FISH), were analyzed using the method of Comparative Genomic 

Hybridization (array CGH) and confirmed the above defects and detected additional 

structural abnormalities involving duplications and deficiencies, which were not 

detected by conventional karyotyping. 

Finally, the study of distribution of cytokine polymorphisms in 74 Greek MM 

patients and 160 normal controls, revealed a correlation between the frequency of 

single nucleotide polymorphisms in interleukins IL-1A (position -889 C/T), IL-1B 

(positions -511 C/T, + 3954 C/T), IL-1RN (position pst +11970 C/T and position msp 

1 +11100 C/T) and MM. 

In conclusion, the present study suggests that the technique of conventional 

cytogenetics is sufficiently effective to detect a malignant clone in MM patients of 

stages II and III. The cytogenetic analysis of samples demonstrated that the non-

hyperdiploid group predominates numerically the hyperdiploid group (3:1), shows 

structural chromosomal abnormalities at a much greater rate and is accompanied by 

lower survival rates. The study revealed a repeated non-accidental total or partial 

loss of chromosome 13 in a large proportion of patients, leading to the conclusion 

that it constitutes an early genetic event in the pathogenesis and progression of MM. 

The further application of the FISH technique increased the sensitivity and specificity 

of detection of abnormal clones and led to a doubling in the number of patients with 

findings. Moreover, the application of FISH led to the conclusion that the del(13q14) 

is a strong independent prognostic parameter, while the translocation t(4;14) also 

pointed out as bad predictor. Briefly, upon logistic regression analysis, patients with 

chromosomal abnormalities exhibited 10 times greater risk not to survive during the 

study period, 5 times in patients with del(13q14) and 3 times patients with 14q32 

rearrangements. The application of array-CGH with high resolution microarrays in 3 

patient samples revealed molecular rearrangements in regions containing 

substantially important oncogenes or tumor suppressor genes, which were not 

detected with the techniques of conventional karyotyping and FISH, leading to the 

conclusion that the array-CGH could serve as a diagnostic tool for the control of the 

entire genome.  Finally, the study of gene polymorphisms of cytokines revealed that 

the genotypes IL-1A -889 CT, IL-1B -511 CT, IL-1B +3954 TT, IL-1RN +11970 TT 

and IL-1RN +11100 TT revealed an association of these with the MM in Greek 

patients, suggesting the possible involvement of the proinflammatory cytokine IL-1 in 

the predisposition of MM. 
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A. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. Πολλαπλούν Μυέλωµα 

Το 1850, ο Dr William MacΙntyre ήταν ο πρώτος που έδωσε την κλινική 

περιγραφή του ΠΜ. Είκοσι χρόνια αργότερα ο Von Rustizky εισήγαγε τον όρο 

πολλαπλούν µυέλωµα (1, 2).  

 Το πολλαπλούν µυέλωµα (ΠΜ) είναι ένα σχετικά σπάνιο κακόηθες νεόπλασµα 

των Β-λεµφοκυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος και χαρακτηρίζεται από τη 

συσσώρευση των παθολογικών µονοκλωνικών πλασµατοκυττάρων (µυελωµατικά) 

στο µυελό των οστών (Εικόνα 1). Τα µυελωµατικά κύτταρα αλληλεπιδρούν µε τα 

κύτταρα του στρώµατος µε σκοπό την αύξηση και την επιβίωσή τους. Εκκρίνουν 

µεγάλη ποσότητα οµοιογενούς µονοκλωνικής ανοσοσφαιρίνης (M-Ig) στον ορό του 

αίµατος ή και στα ούρα. Στο ΠΜ παρατηρούνται επίσης οστικές αλλοιώσεις και 

ελάττωση των φυσιολογικών πολυκλωνικών ανοσοσφαιρινών. Βασιζόµενοι στις 

ενδείξεις, από µελέτες σχετικές µε το ΠΜ, ότι τα µυελωµατικά κύτταρα έχουν υποστεί 

σωµατική υπερµετάλλαξη στο γονίδιο της ανοσοσφαιρίνης και ανασυνδυασµό των 

γονιδιακών τµηµάτων VDJ (3-5) οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι τα µυελωµατικά 

κύτταρα προέρχονται από µετα-βλαστικά κέντρα Β κυττάρων. Τρέχουσες µελέτες 

υποστηρίζουν τη θεωρία ότι η χρόνια αντιγονική διέγερση των πλασµατοκυττάρων 

µπορεί να οδηγήσει, µέσω µιας διαδικασίας µετασχηµατισµού µε πολλά στάδια, στη 

νεοπλασµατική εκτροπή τους  (6). Η ανάπτυξη του µυελώµατος εξαρτάται από µία 

σύνθετη αλληλεπίδραση µεταξύ των παραγόντων ανάπτυξης, των µορίων 

πρόσδεσης και άλλων παραγόντων στο µικροπεριβάλλον του κυττάρου (7) και 

περιλαµβάνει µια διεργασία µε διαδοχικά στάδια εξαλλαγής των πλήρως 

διαφοροποιηµένων πλασµατοκυττάρων από τη φυσιολογική κατάσταση στην 

παθολογική κατάσταση της µονοκλωνικής γαµµαπάθειας (monoclonal gammopathy 

of undetermined significance, MGUS) και κατ’ επέκταση του ΠΜ (6) (Εικόνα 2). Στο 

πρώτο στάδιο τα κύτταρα δε µετασχηµατίζονται αλλά καταλήγουν σε απόπτωση και 

συνεπώς δεν προκαλούνται αλλοιώσεις στα οστά. Ακολουθεί το στάδιο του 

ενδοµυελικού µυελώµατος κατά το οποίο τα κύτταρα υπό την διέγερση της 

δραστηριότητας των οστεοκλαστών µετασχηµατίζονται, πολλαπλασιάζονται µε 

µεγάλη ταχύτητα και συσσωρεύονται στο µικροπεριβάλλον του µυελού των οστών 

προκαλώντας οστικές αλλοιώσεις. Η διέγερση των οστεοκλαστών οφείλεται στην 

επίδραση των παραγόµενων κυτοκινών (8-12). Πιστεύεται ότι ο πολλαπλασιασµός 

και η επιβίωση των κυττάρων του ΠΜ, η οστεοκλαστική δραστηριότητα και η 

αγγειογένεση υποστηρίζονται από ένα δίκτυο κυτοκινών και υποδοχέων των 

κυτοκινών, όπως η IL-6, η IL-1, o IL-1Ra, o IL-4Ra η IL-10, ο TNFα και ο IGF-1, που 
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περιβάλλουν τα κύτταρα ελέγχοντας έτσι την ανάπτυξη, την πρόοδο και την 

εξάπλωση του ΠΜ (13-16). Μελέτες αναφέρουν ότι σε ασθενείς µε πολλαπλούν 

µυέλωµα τα επίπεδα αυτών των κυτοκινών στον ορό είναι αυξηµένα και ειδικά της IL-

6 (17). Οι Fillela (18) και  Wierzbowska (19) συσχέτισαν τα πολύ υψηλά επίπεδα της 

IL-6  και του TNFα µε την εξέλιξη της νόσου. 

 

 

Εικόνα 1: Φωτογραφία µυελωµατικών κυττάρων από παρασκεύασµα µυελού των 

οστών ασθενούς µε ΠΜ. ∆ιακρίνονται ο χαρακτηριστικός έκκεντρος πυρήνας, η άλως 

γύρω από τον πυρήνα και το πλεονάζον κυτταρόπλασµα. 

 

Τα τελευταία χρόνια, έχει ανιχνευθεί ένας µεγάλος αριθµός χρωµοσωµικών και 

γενετικών ανωµαλιών στο µυέλωµα (20) από τις οποίες οι πιο βασικές είναι οι 

ελλείψεις του χρωµοσώµατος 13q και οι µεταθέσεις που επηρεάζουν τον τόπο IgH 

στο χρωµόσωµα 14q32 (21, 22). Οι πρώτες έρευνες βασίζονταν στην ανάλυση του 

συµβατικού καρυότυπου και πιο πρόσφατα, η πρόοδος στη µοριακή κυτταρογενετική 

που ευρύνεται από το φθορίζοντα in situ υβριδισµό (FISH) στη µετάφαση και 

µεσόφαση (23) ως τον συγκριτικό γενωµικό υβριδισµό  (comparative genomic 

hybridization array-CGH) έχουν αυξήσει εκτενώς τις δυνατότητες ανίχνευσης 

κυτταρογενετικών ανωµαλιών. Οι κλινικές και προγνωστικές συνέπειες αυτών των 

ετερογενών αλλαγών δεν έχουν πλήρως αποσαφηνιστεί, ενώ συγκεκριµένες 

γενετικές ανωµαλίες έχουν συσχετισθεί µε τη νόσο και έχουν συντελέσει στην 

κατανόηση της παθογένειας της συγκεκριµένης κακοήθειας (24).  
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Οι κυρίαρχες κλινικές εκδηλώσεις της ασθένειας αφορούν κυρίως πόνο στα 

οστά µε παθολογικά κατάγµατα, αναιµία, συµπτώµατα υπερασβεσταιµίας, νεφρική 

ανεπάρκεια και λοιµώξεις που σχετίζονται µε ανοσοκαταστολή.  Η επιβίωση των 

ασθενών µε ΠΜ ποικίλλει. Παρόλο που η µέση συνολική διάρκεια επιβίωσης είναι 3-4 

χρόνια το εύρος εκτείνεται από λιγότερο από 6 µήνες µέχρι και πλέον των 10 ετών 

(25). Η ποικιλότητα αυτή προκύπτει από την ετερογένεια της βιολογίας του κυττάρου 

του µυελώµατος και των πολλαπλών παραγόντων στο περιβάλλον του όγκου. 

 

 

Εικόνα 2: Τα διαδοχικά στάδια εξαλλαγής των πλασµατοκυττάρων από τη 

φυσιολογική κατάσταση στην κατάσταση της µονοκλωνικής γαµµαπάθειας 

(monoclonal gammopathy of undetermined significance, MGUS) και του ΠΜ 

 

2. Πλασµατοκύτταρα: ανάπτυξη και διαφοροποίηση 

Τα Β λεµφοκύτταρα προέρχονται από ένα πολυδύναµο µητρικό αρχέγονο 

κύτταρο, το οποίο διέρχεται διάφορα στάδια µέχρι την ωρίµανσή του σε 

πλασµατοκύτταρο ή µνηµονικό κύτταρο. Τα στάδια διαφοροποίησης στη Β λεµφική 

σειρά καθορίζονται από τις αναδιατάξεις των γονίδιων των ανοσοσφαιρινών αλλά και 

από την έκφραση ανοσοσφαιρινών, µορίων προσκόλλησης και υποδοχέων 

αυξητικών παραγόντων στην επιφάνεια τους. Κάθε στάδιο χαρακτηρίζεται από την 

έκφραση µεµβρανικών επιφανειακών υποδοχέων που προσδίδουν στο 

λεµφοκύτταρο λειτουργικούς και φαινοτυπικούς χαρακτήρες.  
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Η ανάπτυξη και διαφοροποίηση της Β λεµφοκυτταρικής σειράς χωρίζεται σε 

δύο περιόδους την αρχική, µη αντιγονοειδική ή αντιγονοανεξάρτητη  που αφορά την 

ωρίµανση του προ-Β-λεµφοκυττάρου σε ώριµο Β-λεµφοκύτταρο και την 

αντιγονοειδική ή αντιγονοεξαρτώµενη που οδηγεί το ώριµο Β-λεµφοκύτταρο στο 

πλασµατοκύτταρο (26). 

Ο πρώτος αναγνωρίσιµος κυτταρικός τύπος B είναι ένα προγονικό B (προ-Β) 

λεµφοκύτταρο, που στην επιφάνειά του, εκφράζει µόνο το χαρακτηριστικό δείκτη 

επιφανείας των Β λεµφοκυττάρων, CD19, χωρίς κυτταροπλασµατικές µ 

ανοσοσφαιρίνες (IgΜ). Στο στάδιο αυτό, το προϊόν των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας 

της ανοσοσφαιρίνης (IgH) συνδέεται µε αυτό των µεταβλητών γονιδίων pre-beta και 

lambda 5 που σχηµατίζουν την προσωρινή ελαφριά αλυσίδα (27) η έκφραση της 

οποίας επιτρέπει στις µεταβλητές περιοχές της βαριάς αλυσίδας να εκτίθενται σε 

στρωµατικά κύτταρα, απαραίτητη προϋπόθεση για την παραγωγή κυτοκινών που 

ενέχονται στην εξέλιξη των Β λεµφοκυττάρων (28). Στο δεύτερο στάδιο ακολουθεί η 

έκφραση των πραγµατικών ελαφριών αλυσίδων που συνδεόµενες µε τις βαριές 

αλυσίδες µεταφέρονται στην κυτταρική επιφάνεια εκφράζοντας έτσι τη µεµβρανική 

ανοσοσφαιρίνη IgM. Το ανώριµο (ή άωρο) B λεµφοκύτταρο εποµένως εκφράζει τον 

CD19 καθώς και την επιφανειακή IgM (sIgM) και συνεχίζει να διαφοροποιείται χωρίς 

να διαιρείται. Η ωρίµανση των B λεµφοκυττάρων συνεχίζεται εκφράζοντας στην 

επιφάνειά τους, µαζί µε την IgM, και την IgD. Ένα ώριµο παρθένο B λεµφοκύτταρο 

είναι ένα κύτταρο IgM+, IgD+ στη φάση G0 του κυτταρικού κύκλου. Στο στάδιο αυτό 

εγκαταλείπει τον µυελό των οστών, εισέρχεται στην περιφέρεια και µεταναστεύει στα 

περιφερικά λεµφικά όργανα. Τα γεγονότα αυτά αφορούν την αντιγονοανεξάρτητη  

φάση της διαφοροποίησης του Β- λεµφοκυττάρου. 

Στα περιφερικά λεµφικά όργανα αρχίζει η δεύτερη περίοδος διαφοροποίησης 

των Β λεµφοκυττάρων. Κύτταρα που δεν δέχονται αντιγονική διέγερση από τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά λεµφοζιδιακά δενδριτικά κύτταρα προχωρούν σε απόπτωση 

(29, 30). Τα Β λεµφοκύτταρα υπό την επίδραση αντιγονικής διέγερσης από τα 

δενδριτικά κύτταρα, µετασχηµατίζονται σε πλασµαβλάστες, οι οποίοι στη συνέχεια 

αφήνουν το βλαστικό κέντρο, µεταναστεύουν στον µυελό των οστών και εξελίσσονται 

σε πλασµατοκύτταρα (Β κύτταρα που εκκρίνουν αντισώµατα) ή σε Β-κύτταρα µνήµης 

(κύτταρα που όταν έλθουν ξανά σε επαφή µε αντιγόνο διαφοροποιούνται σε 

πλασµατοκύτταρα και εκδηλώνουν ταχύτερη και εντονότερη δευτερογενή άνοση 

απάντηση) (12, 31, 32). 

 Τα πλασµατοκύτταρα του µυελού των οστών έχουν µεγάλη διάρκεια ζωής και 

είναι υπεύθυνα για την παραγωγή του µεγαλύτερου ποσοστού εκκρινόµενων 
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ανοσοσφαιρινών στο πλάσµα. Θεωρούνται φυσιολογικά µη κακοήθη οµόλογα του 

πλασµατικού κυττάρου του µυελώµατος (MPC)(33). 

  Στο µυέλωµα, τα κακοήθη πλασµατικά κύτταρα έχουν ήδη υποστεί σωµατική 

µετάλλαξη µέσα στο βλαστικό κέντρο και καµία µετάλλαξη δε συντελείται κατά τη 

διάρκεια της εξέλιξης της ασθένειας (34, 35). Εποµένως, ο µηχανισµός των 

µεταλλάξεων δεν είναι πλέον ενεργός στον κακοήθη κλώνο. Η ανάλυση των 

µεταβλητών γονιδίων έχει δείξει ότι η πλειοψηφία του µ-πληθυσµού των κακοηθών 

κυττάρων προέρχεται από ένα πλασµατοκύτταρο µετά την αντιγονική επιλογή του. 

Ωστόσο, αναγνωρίζεται επίσης ότι λιγότερο ώριµοι αλλά µικροί πληθυσµοί Β 

λεµφοκυττάρων µε ίδιες µεταβλητές γονιδιακές αλληλουχίες µπορούν να 

συνυπάρχουν τόσο στους πριν τη µεταστροφή όσο και στους µετά τη µεταστροφή 

πληθυσµούς στην κυκλοφορία (36). 

3. Ανοσοσφαιρίνες 

Οι ανοσοσφαιρίνες ή αντισώµατα είναι γλυκοπρωτεΐνες που παράγονται από 

τα Β-λεµφοκύτταρα ως απάντηση προς το αντιγόνο, στην ειδική ανοσία. Εντοπίζονται 

είτε στην επιφάνεια της µεµβράνης τους, ως υποδοχείς για το αντιγόνο, είτε 

ελεύθερες υπό διαλυτή µορφή στο πλάσµα, παραγόµενες από τα διεγερµένα Β-

λεµφοκύτταρα (37).  

 Έχουν τη δυνατότητα να προσδένονται σε διαφορετικά αντιγόνα λόγω της 

µεγάλης ποικιλότητας των µεταβλητών περιοχών (V variable) στη δοµή τους. Η 

πρόσδεση των αντιγόνων µε τις ανοσοσφαιρίνες της κυτταρικής µεµβράνης των Β-

λεµφοκυττάρων συνιστά τη φάση αναγνώρισης της χυµικής ανοσιακής απάντησης, η 

οποία επάγει τον πολλαπλασιασµό των Β-λεµφοκυττάρων και την ωρίµανσή τους σε 

πλασµατοκύτταρα, τα οποία παράγουν ανοσοσφαιρίνες, και εισάγει την χυµική 

ανοσιακή απάντηση στη δραστική φάση της, ενώ η πρόσδεση των ελεύθερων 

ανοσοσφαιρινών µε το αντιγόνο το εξουδετερώνει.  

Στον ανθρώπινο οργανισµό παράγονται καθηµερινά 107 Β κύτταρα, µε 

διαφορετική αντιγονική ειδικότητα. Ο συνολικός πληθυσµός των Β κυττάρων σε ένα 

ενήλικο άτοµο ανέρχεται σε περίπου 1011 κύτταρα και το σύνολο των διαφορετικών 

αντιγονικών ειδικοτήτων είναι περίπου 109. Η ειδική ανοσία προϋποθέτει ικανότητα 

διάκρισης µεταξύ του «εαυτού» και του «ξένου» (self/non-self) ώστε ν’ αποφευχθεί το 

ενδεχόµενο καταστροφής ιστών του ξενιστή του αντιγόνου.  

 

3.1 ∆οµή και λειτουργία των µορίων των ανοσοσφαιρινών  

Το µόριο του αντισώµατος έχει δυο διακριτές λειτουργίες. Η πρώτη είναι η 

ειδική πρόσδεση σε επιτόπους του παθογόνου που προκάλεσε την άνοση απάντηση, 
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ενώ η δεύτερη είναι η επιστράτευση άλλων κυττάρων και µορίων για την καταστροφή 

του αντιγόνου µετά την πρόσδεση του αντισώµατος σε αυτό. Η περιοχή πρόσδεσης 

του αντιγόνου ποικίλει πολύ ανάµεσα στα διαφορετικά αντισώµατα και είναι γνωστή 

ως µεταβλητή περιοχή (V variable region), ενώ η περιοχή για τη δεύτερη λειτουργική 

δράση του αντισώµατος δεν εµφανίζει ποικιλοµορφία, ονοµάζεται σταθερή περιοχή 

(C constant region) (38) και ευθύνεται για την ενεργοποίηση των µηχανισµών 

ανοσίας. 

 Κάθε µόριο ανοσοσφαιρίνης αποτελείται από δύο βαριές όµοιες 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες (Heavy-H), µοριακού βάρους (MB) 55-70 kD η καθεµία, και 

δύο όµοιες ελαφρές πολυπεπτιδικές αλυσίδες (Light-L), ΜΒ 24 kD η καθεµία. Οι 

βαριές αλυσίδες συνδέονται µεταξύ τους µε δισουλφιδικούς δεσµούς και κάθε µία 

από αυτές συνδέεται µε µία από τις ελαφρές µε έναν δισουλφιδικό δεσµό (39, 40). 

Έτσι σχηµατίζεται ένα συµµετρικό H2L2 µόριο (Εικόνα 3). 

 

Εικόνα 3: Σχεδιάγραµµα µορίου ανοσοσφαιρίνης 

 

 Βάσει των δοµικών διαφορών της σταθερής C περιοχής οι βαριές αλυσίδες 

διακρίνονται σε πέντε (5) ισοτύπους γ, α, µ, δ και ε που καθορίζουν τις πέντε τάξεις 

των ανοσοσφαιρινών IgG, IgA, IgM, IgD και IgE, καθεµία από τις οποίες καθορίζει 

διαφορετική λειτουργία του αντισώµατος στην ανοσιακή απάντηση (40).  

Κάθε αλυσίδα ανοσοσφαιρίνης αποτελείται από σχετικά σταθερές αλληλουχίες 

αµινοξέων που ονοµάζονται περιοχές πλαισίου (framework regions, FRs), ορίζονται 

ως FR1, FR2, FR3 και FR4 και σχηµατίζουν β- ελάσµατα που παρέχουν το δοµικό 
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πλαίσιο για τη µεταβλητή περιοχή. Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει τρεις υπό-περιοχές, 

στις οποίες παρατηρείται πολύ µεγάλη µεταβλητότητα, είναι ουσιώδεις για τον 

καθορισµό της ειδικότητας του αντισώµατος και για το λόγο αυτό ονοµάζονται 

περιοχές καθορισµού της συµπληρωµατικότητας (complementarity determining 

regions, CDRs) και συγκεκριµένα CDR1, CDR2 και CDR3. Έτσι, σε κάθε αντίσωµα 

το λειτουργικό σηµείο πρόσδεσης του αντιγόνου αποτελείται από τις περιοχές CDRs 

της βαριάς και της ελαφριάς αλυσίδας. Αυτή η συνεισφορά και των δύο αλυσίδων 

συµβάλλει στην ετερογένεια των αντιγονικών ειδικοτήτων και ονοµάζεται 

συνδυαστική ετερογένεια (combinational diversity) (39, 41-43). 

 

3.2 Ανασυνδυασµός των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών και εξέλιξη του 
πλασµατοκυττάρου  

Η ωρίµανση των φυσιολογικών προγονικών κυττάρων των Β λεµφοκυττάρων 

σε ώριµα πλασµατικά κύτταρα περιλαµβάνει τον ανασυνδυασµό των γονιδίων Ig µε 

συνακόλουθη σωµατική µεταλλαγή των µεταβλητών περιοχών (V). Ο πρώτος 

ανασυνδυασµός που πραγµατοποιείται στο πρώιµο προ- προ-Β κύτταρο αφορά την 

ένωση δύο γονιδιακών τµηµάτων της βαριάς αλυσίδας DH και JH και στα δύο 

χρωµοσώµατα 14. Ακολούθως γίνεται η σύνδεση του VH µε το σύµπλοκο DH/JH επί 

του ενός χρωµοσώµατος 14, για το σχηµατισµό ενός λειτουργικού γονιδίου που θα 

παράγει τη µεταβλητή περιοχή των µ, πιθανώς και δ, βαριών αλυσίδων των 

ανοσοσφαιρινών. Η µεταβλητή περιοχή της βαριάς αλυσίδας της Ig (VH) προέρχεται 

από τρία ξεχωριστά τµήµατα γονιδίων που κωδικοποιούνται από τις αλληλουχίες της 

µεταβλητής περιοχής και των περιοχών ποικιλότητας (diversity D) (DH) και 

διασύνδεσης (joining J) (JH). Για την ελαφριά αλυσίδα, η µεταβλητή περιοχή 

αποτελείται από µεταβλητά τµήµατα των γονιδίων κάπα ή λάµδα που συνδέονται µε 

τα τµήµατα διασύνδεσης. Ο ανασυνδυασµός του γονιδίου V εξαρτάται από τα 

πρωτεϊνικά προϊόντα των γονιδίων που ενεργοποιούν το  σύµπλοκο της V(D)J 

ρεκοµπινάσης (RAG1, RAG2, TdT) (44-47) η οποία στη συνέχεια επάγει τον 

ανασυνδυασµό των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών. Στις µεταβλητές περιοχές των 

γονιδίων της βαριάς και της ελαφριάς αλυσίδας της Ig, υπάρχουν τρεις 

υπερµεταβλητές ή περιοχές καθορισµού συµπληρωµατικότητας (complementary 

determining regions CDR). Η CDR3 είναι η πιο µεταβλητή περιοχή του µορίου της Ig, 

και αποτελεί την κύρια θέση για σωµατική µετάλλαξη και ωρίµανση της χηµικής 

συγγένειας του µορίου της Ig (48-50). 

 Μετά τον ανασυνδυασµό των µεταβλητών περιοχών και µέσα από µία 

διαδικασία γνωστή ως ισοτυπική µεταστροφή, καθορίζονται οι ισοτυπικές µορφές των 
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βαριών αλυσίδων. Τα σταθερά γονίδια της IgΗ τοποθετούνται µε τη σειρά 5’Α- Cµ, 

Cδ, Cγ3, Cγ1, Cα1, Cγ2, Cγ4, Cε, Cα2-3’Α. Μπροστά από κάθε σταθερή περιοχή 

των γονιδίων, µε εξαίρεση το Cδ, βρίσκονται οι περιοχές εναλλαγής που 

αποτελούνται από επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες. Η διαδικασία της µεταγραφής 

κατά τη διαφοροποίηση του Β-λεµφοκυττάρου παράγει το εξόνιο VHDHJH. ανάλογα 

µε το σηµείο που θα γίνει η συρραφή του RNA (RNA splicing). Τα γονίδια Cµ και Cδ 

βρίσκονται πολύ κοντά µεταξύ τους, ως εκ τούτου, το εξόνιο µπορεί να ενωθεί 

συγχρόνως µε τις αλληλουχίες που κωδικοποιούν για τα CµCδ ή εναλλάξ µε το κάθε 

γονίδιο χωριστά δίνοντας δύο διαφορετικά mRNA τα οποία έχουν το ίδιο VH. Όταν το 

VH ενώνεται µε  το Cµ δίνει µια µ βαριά αλυσίδα, ενώ όταν ενώνεται µε το Cδ δίνει 

µια δ βαριά αλυσίδα. Όταν αυτές ενώνονται µε µία ελαφριά (L) αλυσίδα κ ή λ, τότε 

παράγονται ένα µόριο IgM και ένα µόριο IgD αντίστοιχα που φέρονται στη µεµβράνη 

του κυττάρου (37). 

 Η πρώτη ισοτυπική µορφή της βαριάς αλυσίδας της IgM εκφράζεται µε 

µάτισµα του RNA από το τέλος της αναδιαταγµένης µεταβλητής περιοχής στο γονίδιο 

Cµ. Κατά τη διαφοροποίηση των Β λεµφοκυττάρων, η βαριά αλυσίδα µ  εκφράζεται 

πρώτη και ακολουθείται από την αλυσίδα δ. Καθώς η ανοσιακή απόκριση προχωρά, 

γίνεται µεταστροφή ισοτύπων ώστε να εναλλάσσονται οι βαριές αλυσίδες. Αυτή είναι 

αποτέλεσµα της διαγραφής των “µη επιθυµητών” γονιδίων των σταθερών περιοχών 

των βαριών αλυσίδων µε ένα µηχανισµό ανασυνδυασµού και διαγραφής της 

παρεµβαλλόµενης αλληλουχίας DNA (51, 52). Πολλές από τις χρωµοσωµικές 

µεταθέσεις που βρίσκονται στο πολλαπλούν µυέλωµα προκύπτουν σε αυτές τις 

περιοχές µεταστροφής (53). Η διαδικασία της αναδιάταξης του VDJ γονιδίου και της 

µεταστροφής ισοτύπου επιτρέπει σε ένα κλώνο Β λεµφοκυττάρων να παράγει 

αντισώµατα διαφορετικών τάξεων βαριάς αλυσίδας κατά του ίδιου αντιγονικού 

επιτόπου (54). Η αναδιάταξη των γονιδίων Ig κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των Β 

λεµφοκυττάρων είναι συνεχής, και προκύπτει σε διαφορετικά στάδια της ανάπτυξης. 

Τα γονίδια των βαριών αλυσίδων υφίστανται αναδιάταξη πριν από τα γονίδια των 

ελαφριών αλυσίδων. Το προϊόν της επιτυχούς σύνδεσης VDJ των βαριών αλυσίδων 

ενεργοποιεί επαναδιατάξεις των περιοχών κάπα, που προηγούνται οποιασδήποτε 

επαναδιάταξης λάµδα (54). Εφόσον η ακριβής φύση του αρχικού κυττάρου στο 

µυέλωµα δεν έχει ακόµη εξακριβωθεί, µελέτες (55-57) προτείνουν ότι είναι πιθανό να 

πρόκειται για ένα πλασµατοκύτταρο µεγάλης διάρκειας ζωής που έχει εκτεθεί σε 

αντιγόνο και έχει υποστεί τις διαδικασίες της ωρίµανσης του Β λεµφοκυττάρου µε 

ανασυνδυασµό VDJ, σωµατική υπερµεταλλαξιγένεση και ισοτυπικό ανασυνδυασµό, 

που ελλιµενίζεται στο µυελό των οστών και αποτελεί την κύρια περιοχή της ασθένειας.  
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4. Συχνότητα του ΠΜ 

Το ΠΜ ευθύνεται για το 2% όλων των θανάτων από καρκίνο (58) και είναι η 

δεύτερη πιο κοινή αιµατολογική κακοήθεια στις ΗΠΑ (59). H ηλικία και η φυλή είναι 

δύο παράγοντες που συνδέονται µε τη συχνότητα του ΠΜ. 

Η συχνότητα του ΠΜ αυξάνεται µε την ηλικία ιδιαίτερα µετά την ηλικία των 40 

ετών και είναι υψηλότερη στους άνδρες (60). Λιγότερο από 3% των ασθενών 

βρέθηκε ότι είναι ηλικίας µικρότερης των 40 ετών (61).  

Υπάρχουν εµφανείς διαφορές στη συχνότητα εµφάνισης του ΠΜ µεταξύ 

διαφορετικών φυλών, η χαµηλότερη έχει παρατηρηθεί στους Γιαπωνέζους/ Κινέζους, 

η ενδιάµεση στους Καυκάσιους και η υψηλότερη στους Αφρο-Αµερικανούς. 

Συγκεκριµένα το ΠΜ συνιστά το 4-5% όλων των αιµατολογικών κακοηθειών στους 

Γιαπωνέζους/ Κινέζους (62), το 10% στους Καυκάσιους και το 20% στους Αφρο-

Αµερικανούς (59). Οι διαφορές αυτές διατηρούνται ακόµα και όταν αυτοί οι 

πληθυσµοί µετακοµίζουν από τη χώρα προέλευσής τους και συµβιώνουν στις ίδιες 

περιοχές (62). 

 

5. Αιτιολογία 

Η ανάπτυξη του ΠΜ, όπως και οι υπόλοιποι καρκίνοι, φαίνεται ότι µπορεί να 

συσχετισθεί µε γενετικούς παράγοντες, µε το συνδυασµό εν δυνάµει παραγόντων 

προδιάθεσης καθώς και µε την έκθεση σε περιβαλλοντικά στοιχεία. Παρόλα αυτά, οι 

αιτίες του µυελώµατος είναι σε µεγάλο βαθµό άγνωστες. Έχουν προταθεί ορισµένοι 

περιβαλλοντικοί παράγοντες που συνδέονται µε την ανάπτυξη ΠΜ καθώς και  

κάποιοι γενετικοί µηχανισµοί που ενδεχοµένως παρέχουν το υπόβαθρο για την  

ανάπτυξη ΠΜ. 

 

5.1 Περιβαλλοντικοί παράγοντες 

Έρευνα που διενεργήθηκε από το Ινστιτουτο Karolinska διαπίστωσε ότι σε 

ασθενείς µε αυτοάνοσες διαταραχές όπως ρευµατικός πυρετός, αυτοάνοση 

αιµολυτική αναιµία, σύνδροµο Sjögren, ψωρίαση, σκλήρυνση κατά πλάκας,  ή 

ύπαρξη των αυτοάνοσων διαταραχών καθώς και η χρόνια ανοσοδιέγερση, 

ενδεχοµένως ευθύνονται για την αυξηµένη πιθανότητα ανάπτυξης κακοήθειας των Β-

λεµφοκυττάρων που παρουσίασαν (63).  

Η έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία, εικάζεται ότι συνδέεται µε την εµφάνιση 

κακοηθειών όπως και ΠΜ. Σε µεγάλη επιδηµιολογική µελέτη που διεξήχθη σε 15 

χώρες, τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι υπάρχει σηµαντική σχέση µεταξύ της 

ραδιενεργούς ακτινοβολίας και του ΠΜ (64). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



29 

 

Στην παθογένεια του ΠΜ έχει ενοχοποιηθεί και ένας σηµαντικός αριθµός ιών. 

Στην περίπτωση του ιού της επίκτητης ανοσολογικής ανεπάρκειας (HIV) οι ασθενείς 

έχουν τετραπλάσια πιθανότητα να εµφανίσουν τη νόσο (65), ενώ ασθενείς των 

οποίων τα κύτταρα του συνδετικού ιστού έχουν µολυνθεί από τον ανθρώπινο ιό του 

έρπητα HHV-8 έχουν µεγαλύτερη πιθανότητα να αναπτύξουν ΠΜ (66) αν και 

ακόλουθες µελέτες αµφισβήτησαν την ύπαρξη συσχέτισης µεταξύ ΠΜ και µόλυνσης 

από τον HHV-8 (67). Ενδεχοµένως υπάρχει δυναµική σύνδεση της προσβολής από 

ιούς µε την ανάπτυξη και εξέλιξη της ασθένειας. Τα παραπάνω θα µπορούσαν να 

προτείνουν ότι µπορεί να υπάρχει σύνδεση µεταξύ της κακοήθειας των Β 

λεµφοκυττάρων και αυτοάνοσων ασθενειών.  

Τέλος η εργασία σε καλλιέργειες λόγω της παρατεταµένης έκθεσης σε 

µικροβιοκτόνα, φυτοφάρµακα και διοξίνες θεωρείται η ενασχόληση η οποία έχει 

συνδεθεί πιο συχνά µε το ΠΜ (68, 69). 

      

5.2. Γενετικοί παράγοντες 

 Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, υπάρχουν σηµαντικές διαφορές στη 

συχνότητα εµφάνισης ΠΜ µεταξύ των διαφορετικών φυλών, η χαµηλότερη στους 

Γιαπωνέζους /Κινέζους, ενδιάµεση στους Καυκάσιους και η υψηλότερη στους 

Αφροαµερικανούς. Η χαµηλή συχνότητα εµφάνισης ΠΜ στους πληθυσµούς των 

Γιαπωνέζων και των Κινέζων της Ασίας διατηρείται όταν µετακοµίζουν στην Αµερική, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι η συχνότητα εµφάνισης του ΠΜ καθορίζεται κυρίως 

από γενετικούς παρά από περιβαλλοντικούς παράγοντες.  

Σε αρκετές µελέτες έχει αναφερθεί σηµαντική οικογενής συσσώρευση 

περιστατικών ΠΜ (70-73). Επιπλέον, σοβαρά προσβεβληµένα µέλη οικογενειών 

βρέθηκαν να έχουν ίδιους απλότυπους HLA (70, 74). Στο οικογενές ΠΜ, η µέση 

ηλικία κατά τη διάγνωση στις επόµενες γενιές ήταν µικρότερη για τα παιδιά σε σχέση 

µε τους γονείς (70). Στατιστικές µελέτες στην εθνική βάση δεδοµένων του οικογενούς 

καρκίνου στη Σουηδία έδειξαν ότι η πιθανότητα για ένα γιο να εµφανίσει ΠΜ ήταν 

αυξηµένη κατά 3.9 φορές, σε περίπτωση που ο πατέρας του είχε καρκίνο (75). 

Συνεπώς, άτοµα που έχουν συγγενείς πρώτου βαθµού µε ΠΜ έχουν σηµαντικά 

υψηλότερη πιθανότητα να εµφανίσουν ΠΜ σε σχέση µε άτοµα που δεν είχαν 

συγγενείς πρώτου βαθµού µε ΠΜ (76, 77). Αυτά τα ευρήµατα υποδεικνύουν ότι η 

προδιάθεση στο ΠΜ µπορεί να είναι κληρονοµική.  

Οι Pottern et al διερεύνησαν την κατανοµή των αλληλίων των αντιγόνων των 

ανθρωπίνων λεµφοκυττάρων (HLA) τάξης Ι, διενεργώντας ταυτοποίηση ορού σε µία 

πληθυσµιακή έρευνα ελέγχου που συµπεριελάµβανε 46 Αφροαµερικανούς ασθενείς 
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και 88 µάρτυρες της ίδιας φυλής, και 85 Καυκάσιους ασθενείς και 122 Καυκάσιους 

µάρτυρες (78). Τα αποτελέσµατά τους έδειξαν ότι υπήρχε σηµαντική συσχέτιση 

µεταξύ του HLA-Cw2 µε το ΠΜ τόσο στους Αφροαµερικανούς όσο και στους 

Καυκάσιους άνδρες. Επιπρόσθετα, η συχνότητα του αλληλίου HLA-Cw2 στους 

Αφροαµερικανούς ήταν ίδια µε αυτή του Καυκάσιου ανδρικού πληθυσµού, 

καταλήγοντας στο συµπέρασµα ότι το αλλήλιο HLA-Cw2, ή ένα γονίδιο εγγύς των 

γενετικών τόπων C, θα µπορούσε να οδηγήσει στην προδιάθεση για ανάπτυξη ΠΜ 

τόσο σε Αφροαµερικανούς όσο και σε Καυκάσιους (78).  

 

6. ∆ιαγνωστικά κριτήρια 

Στη διάγνωση του ΠΜ εφαρµόζεται ο ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός 

της µονοκλωνικής πρωτεΐνης που παράγεται από τα νεοπλασµατικά κύτταρα. Η 

µονοκλωνική πρωτεΐνη δίνει οµοιογενή ζώνη στην ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών 

του ορού και αποτελείται από ολόκληρο το µόριο µιας ανοσοσφαιρίνης ή µόνο από  

µία από τις ελαφριές αλυσίδες, λόγω ανισόρροπης σύνθεση βαρίων και ελαφριών 

αλυσίδων. Ανιχνεύεται ή στον ορό ή στα ούρα (Bence-Jones πρωτεΐνη) ή 

ταυτόχρονα στον ορό και τα ούρα. Στον ορό εντοπίζεται στο 80% των περιπτώσεων, 

στο 50% αυτών, η µονοκλωνική πρωτεΐνη είναι IgG, στο 20% είναι IgA και στο 12% 

IgM, οι IgD και IgE είναι σε χαµηλά επίπεδα. Η Bence-Jones πρωτεΐνη ανιχνεύεται 

στα ούρα στο 50% των ασθενών, το 20% αυτών εµφανίζει µόνο την Bence-Jones 

πρωτεΐνη. 

Η ανίχνευση της µονοκλωνικής πρωτεΐνης γίνεται µε ηλεκτροφόρηση των 

πρωτεϊνών του ορού και των ούρων η δε ταυτοποίησή της και ο προσδιορισµός του 

τύπου των ελαφρών αλυσίδων γίνεται µε ανοσοηλεκτροφόρηση ή ανοσοκαθήλωση. 

Επειδή πάντα εµφανίζεται µείωση των φυσιολογικών ανοσοσφαιρινών στο 

πολλαπλούν µυέλωµα (IgM <50 mg/dl, IgA<100 mg/dl, IgG<600 mg/dl) 

προσδιορίζεται ο βαθµός της µείωσής τους. Το ύψος της µονοκλωνικής 

ανοσοσφαιρίνης και ο βαθµός ελάττωσης των φυσιολογικών ανοσοσφαιρινών 

αποτελούν ένδειξη για την εκτίµηση του σταδίου της νόσου και βοηθά στην 

παρακολούθηση της πορείας της.  

 Τα συµπτώµατα που καθορίζουν τη διάγνωση της νόσου διακρίνονται σε 

µείζονα και ελάσσονα. Τα µείζονα είναι τα εξής: 

i. Ιστολογικά επιβεβαιωµένο πλασµατοκύτωµα µετά από βιοψία οστού. 

ii. ∆ιήθηση του µυελού >30% µε πλασµατοκύτταρα. 

iii. Παρουσία µονοκλωνικής Ig (IgG>3,5g/dl, IgA>2 g/dl) και παρουσία κ και λ 

αλυσίδων >1g στα ούρα 24 ώρου εφόσον δεν υπάρχει αµυλοείδωση. 
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Τα ελάσσονα είναι: 

i. ∆ιήθηση του µυελού 10-30% πλασµατοκύτταρα. 

ii. Παρουσία µονοκλωνικής Ig στον ορό ή τα ούρα σε πιο χαµηλές τιµές από 

αυτές που αναφέρονται στα µείζονα συµπτώµατα. 

iii. Παρουσία οστεολύσεων 

iv. Χαµηλά επίπεδα φυσιολογικών ανοσοσφαιρινών, δηλ. IgM <50 mg, IgA<100 

mg, IgG<600 mg/dl) 

Για τη διάγνωση του πολλαπλούν µυελώµατος απαιτούνται ένα µείζον και ένα 

έλασσον σύµπτωµα ή τρία ελάσσονα στα οποία υποχρεωτικά συµπεριλαµβάνονται 

το πρώτο και το δεύτερο σύµπτωµα. 

Στη µελέτη µας, η διάγνωση του ΠΜ εδραιωνόταν εφόσον ίσχυαν τα ακόλουθα: 

1. Πάνω από 10 % των πλασµακυττάρων στο µυελό των οστών. 2. Μεγάλη αύξηση 

µονοκλωνικής Ig στον ορό και/ή τα ούρα, ταυτόχρονα µε την παρουσία τουλάχιστον 

µίας µη µονοκλωνικής τάξης Ig (IgG, IgM ή IgA) µε συγκεντρώσεις κάτω από τις 

φυσιολογικές. 3. Συµβατές µε το ΠΜ οστεολυτικές και/ή οστεοπορωτικές αλλοιώσεις 

των οστών. 

Η διάγνωση µονοκλωνικής γαµµαπάθειας ακαθόριστης σηµασίας (MGUS) 

εδραιωνόταν µε τα ακόλουθα κριτήρια (79): 1. Λιγότερα από 10% των 

πλασµακυττάρων στο µυελό των οστών. 2. Συγκέντρωση ανοσοσφαιρίνης > 120 g/l. 

3. Μετρήσεις αιµοπεταλίων > 150 x 109/l. 4. Ανυπαρξία οστεολυτικών αλλοιώσεων σε 

ακτινολογικές εξετάσεις των οστών. 5. Μεγάλες συγκεντρώσεις µονοκλωνικής-Ig στον 

ορό και/ή τα ούρα χωρίς αύξηση της συγκέντρωσης κατά τη διάρκεια µίας περιόδου 

παρακολούθησης µεγαλύτερης από ένα έτος. 6. Απουσία κλινικών συµπτωµάτων. Η 

MGUS θεωρείται προκακοήθης αλλοίωση, που συχνά παραµένει σταθερή για χρόνια. 

Μία πρόσφατη µελέτη πρόγνωσης της MGUS µε µεγάλο αριθµό δειγµάτων (1384 

περιπτώσεις) έδειξε ότι η αθροιστική πιθανότητα εξέλιξης σε ΠΜ και άλλες σχετικές 

ασθένειες όπως η µακροσφαιριναιµία και η πρωτογενής αµυλοείδωση ήταν 12% στα 

10 χρόνια, 25% στα 20 χρόνια και 30% στα 25 χρόνια αντίστοιχα (80). 

 

7. Στάδια του ΠΜ 

Σύµφωνα µε το σύστηµα σταδιοποίησης Durie και Salmon (81). Τα κριτήρια 

σταδιοποίησης για το ΠΜ είναι: 

Στάδιο Ι : 

Αιµοσφαιρίνη > 100g/l 

Ασβέστιο ορού < 2.6 mmol/l 
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Οι ακτινογραφίες του οστού δείχνουν φυσιολογική δοµή του οστού ή οστικό 

πλασµακυττάρωµα µόνο 

Συγκέντρωση συστατικού Μ: 

 IgG < 50 g/l 

 IgA < 30 g/l 

Ηλεκτροφόρηση του συστατικού Μ της ελαφριάς αλυσίδας στα ούρα < 4g/24h 

Στάδιο ΙΙ : δεν ταιριάζει µε κανένα από τα στάδια Ι ή ΙΙΙ 

Στάδιο ΙΙΙ : Ένα από τα παρακάτω 

 Αιµοσφαιρίνη < 85 g/l  

 Ασβέστιο ορού > 3.0 mmol/l 

 Προχωρηµένες λυτικές οστικές αλλοιώσεις 

Συγκέντρωση συστατικού Μ: 

   IgG > 70 g/l 

   IgA > 50 g/l 

Ηλεκτροφόρηση του συστατικού Μ της ελαφριάς αλυσίδας στα ούρα > 12g/24h 

Υποσταδιοποίηση (Α ή Β) 

Α: Σχετικά φυσιολογική νεφρική λειτουργία (τιµή κρεατινίνης ορού < 170 µmol/l ) 

Β: Ανώµαλη φυσιολογική λειτουργία (τιµή κρεατινίνης ορού ≥ 170 µmol/l ) 

 

8. Κυτταρογενετική 

 Η κυτταρογενετική είναι η επιστήµη η οποία µελετά αφενός την δοµή, 

λειτουργία και εξέλιξη των χρωµοσωµάτων, και αφετέρου  την συµπεριφορά των 

χρωµοσωµάτων κατά τη µιτωτική διαίρεση των σωµατικών κυττάρων ή την µειωτική 

διαίρεση των γονάδων. Ασχολείται κυρίως µε τους µηχανισµούς που εµπλέκονται 

στις διαδικασίες της κυτταρικής διαίρεσης και προκαλούν αλλαγές στον αριθµό, που 

ονοµάζονται αριθµητικές ανωµαλίες, και την δοµή των χρωµοσωµάτων, που 

ονοµάζονται δοµικές ανωµαλίες. Οι αλλαγές αυτές αποτελούν βασική αιτία στην 

διανοητική καθυστέρηση, δυσµορφία, στειρότητα, αποβολές και νεοπλασία. 

 

8.1 Χρωµοσωµικές ανωµαλίες: εµφάνιση και η εµπλοκή τους στην 
ανάπτυξη των νεοπλασιών 

Η συµβολή της κυτταρογενετικής στη διάγνωση, πρόγνωση και θεραπεία των 

νεοπλασιών είναι πλέον αδιαφιλονίκητη εφόσον σε καλά µελετηµένους καρκίνους, 

έχουν εντοπιστεί χρωµοσωµικές ανωµαλίες σε µεγάλη συχνότητα. Οι χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες που εµφανίζονται στις διάφορες νεοπλασίες είναι: αριθµητικές, οι 

επικρατέστερες γενετικές αλλαγές που έχουν καταγραφεί στους περισσότερους 
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καρκίνους, ή και δοµικές (82, 83). Οι καρυοτυπικές αλλαγές οδηγούν στην 

ογκογένεση µε την προσθήκη, την απώλεια, την ενεργοποίηση ή την 

απενεργοποίηση συγκεκριµένων γονιδίων. Οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες 

υποδιαιρούνται ανάλογα µε τον τρόπο και το χρόνο εµφάνισής τους σε πρωτογενείς, 

σε µη τυχαίες δευτερογενείς και τυχαίες δευτερογενείς. Οι πρωτογενείς 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες είναι εν γένει επαναλαµβανόµενες γι’ αυτό και τυπικές για 

συγκεκριµένους καρκίνους, εµφανίζονται συχνά µοναδικές υποδεικνύοντας έτσι την 

κρισιµότητά τους για την πρώιµη ανάπτυξη του καρκίνου ακόµα και για την έναρξη 

της νόσου. Οι µη τυχαίες δευτερογενείς χρωµοσωµικές ανωµαλίες εµφανίζονται σε 

όψιµα στάδια της εξέλιξης του καρκίνου. Είναι λιγότερο ειδικές και συχνά συνδέονται 

µε ορισµένους τύπους καρκίνου και µε συγκεκριµένα στάδια της νόσου. Οι τυχαίες 

δευτερογενείς χρωµοσωµικές ανωµαλίες δεν είναι ειδικές, εµφανίζονται σε 

προχωρηµένα στάδια της νόσου και συχνά χαρακτηρίζονται ως κυτταρογενετικός 

θόρυβος (82, 83). 

Είναι πολύ σηµαντικό να αναγνωρίζουµε και να διακρίνουµε τις ειδικές 

πρωτογενείς χρωµοσωµικές ανωµαλίες σε κάθε είδος καρκίνου, έτσι ώστε να µας 

οδηγήσουν στην καλύτερη κατανόηση της βιοπαθολογίας της νόσου και                            

εποµένως σε ακριβέστερη διάγνωση, πρόγνωση και θεραπεία του ασθενούς (84). 

Σχεδόν κάθε χρωµοσωµική περιοχή εµπλέκεται στις χρωµοσωµικές ανωµαλίες των 

νεοπλασιών, υποδηλώνοντας έτσι τον µεγάλο αριθµό των γονιδίων που συµµετέχουν 

στην καρκινογένεση (85). 

Υπάρχουν κυρίως τρεις τύποι γονιδίων που έχουν σηµαντικό ρόλο στην 

καρκινογένεση: α) γονίδια που διεγείρουν την ανάπτυξη και καλούνται 

πρωτοογκογονίδια β) γονίδια που ελέγχουν τον πολλαπλασιασµό και τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων (ογκοκατασταλτικά γονίδια) και γ) γονίδια που η 

δράση τους αυξάνει την πιθανότητα µετάλλαξης ή οδηγούν σε χρωµοσωµική 

αστάθεια. Πολλές από τις χρωµοσωµικές αναδιατάξεις οδηγούν α) σε ενεργοποίηση 

των πρωτογκογονιδίων, µετατρέποντάς τα σε ογκογονίδια, β) σε απώλεια ή 

απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων και κατά συνέπεια στην 

προώθηση της εµφάνισης και της ανάπτυξης του καρκίνου.  

8.1.1 Η συµµετοχή της κυτταρογενετικής στους µηχανισµούς 
ενεργοποίησης των ογκογονιδίων  

Η δράση των ογκογονιδίων εντοπίζεται α) στη διέγερση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού µέσω της ιδιότητάς τους ως αναπτυξιακοί παράγοντες και 

υποδοχείς αναπτυξιακών παραγόντων, ως µεταγωγοί σηµάτων από το 

κυτταρόπλασµα στον πυρήνα ή ως ενεργοποιητές της µεταγραφής και της 
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αντιγραφής, β) στην αναστολή της κυτταρικής διαφοροποίησης και την επαγωγή της 

ανευπλοειδίας και γ) στην καθυστέρηση της απόπτωσης (προγραµµατισµένος 

κυτταρικός θάνατος). 

Οι κυτταρογενετικοί µηχανισµοί (αµοιβαίες µετατοπίσεις, οι αναστροφές και οι 

διπλασιασµοί) εµπλέκονται στην ενεργοποίηση των ογκογονιδίων µε τους εξής 

εναλλακτικούς τρόπους: 

Α) Την απορρύθµιση ενός πρωτοογκογονιδίου που βρίσκεται πολύ κοντά ή 

ακριβώς στον γενετικό τόπο του σηµείου τοµής της χρωµοσωµικής µετατόπισης 

τοποθετώντας το στον έλεγχο ενός έντονα ενεργού προωθητή, µε αποτέλεσµα τη 

σηµαντική υπερέκφραση του πρωτεϊνικού προϊόντος του (86). 

Β) Τη δηµιουργία ενός υβριδικού γονιδίου από τη σύντηξη δύο γονιδίων που 

βρίσκονται στο σηµείο τοµής και µεταφράζεται σε νέες χιµαιρικές πρωτεΐνες που 

προωθούν τη νεοπλασία (87).  

Γ) Το διπλασιασµό των γονιδίων που εντοπίζεται µόνο σε µεταµορφωµένα και 

κακοήθη κύτταρα. Ως πιθανή εξήγηση για τον ενδοχρωµοσωµικό διπλασιασµό 

προτείνεται το σπάσιµο του χρωµοσώµατος µε ταυτόχρονη απώλεια του 

τελοµεριδίου που αποτελεί το αρχικό γεγονός και οδηγεί στο σχηµατισµό δικεντρικού 

χρωµοσώµατος. Το δικεντρικό χρωµόσωµα στην ανάφαση των επόµενων, 

διαδοχικών κυτταρικών διαιρέσεων υπόκειται στο µηχανισµό γέφυρας-θραύσης-

σύντηξης-γέφυρας και οδηγεί σε διπλασιασµό γονιδίων (88). Η πρόταση αυτή έχει 

γίνει περισσότερο αποδεκτή λόγω και του συσχετισµού του µήκους των τελοµερών, 

που διαφέρει αισθητά µεταξύ των γεννητικών, σωµατικών και καρκινικών κυττάρων 

και κυµαίνεται από 14 kb έως 1,5 kb και της χρωµοσωµικής αστάθειας (89). 

Αν ένα ή περισσότερα ογκογονίδια, όπως ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου, 

προωθητές όγκων, διπλασιαστούν, το γονιδιακό προϊόν υπερεκφράζεται και αυτό 

απορρυθµίζει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, ο οποίος διαδραµατίζει σηµαντικό 

ρόλο στην καρκινογένεση. Σε άλλη περίπτωση ο διπλασιασµός ενός γονιδίου 

διακόπτει την διαδικασία του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωση). 

Αυτό έχει ως συνέπεια την αναστολή της φονικής δράσης του ανοσοποιητικού 

συστήµατος έναντι των καρκινικών κυττάρων (90).  

 

8.1.2 Η συµµετοχή της κυτταρογενετικής στους µηχανισµούς 
απενεργοποίησης των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 

Η φυσιολογική λειτουργία των ογκοκατασταλτικών γονιδίων είναι η πρόληψη 

της απορρύθµισης της κυτταρικής αύξησης. Όταν και τα δύο αλληλόµορφα αυτών 

των γονιδίων χαθούν ή απενεργοποιηθούν µε µετάλλαξη η απουσία του γονιδιακού 
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προϊόντος επιτρέπει την ανεξέλεγκτη κυτταρική αύξηση διότι τα συγκεκριµένα 

αλληλόµορφα εκφράζονται µε υπολειπόµενο τρόπο. Οι χρωµοσωµικές ελλείψεις, οι 

ανισόζυγες µετατοπίσεις, η απώλεια ή ο διπλασιασµός των χρωµοσωµάτων 

αποτελούν τους κυτταρογενετικούς µηχανισµούς που ενδεχοµένως ευθύνονται στην 

απενεργοποίηση ή την απώλεια των ογκοκατασταλτικών γονιδίων που συµµετέχουν 

στην εµφάνιση της νεοπλασίας. 

Η αντίληψη αυτή προέρχεται κυρίως από µελέτες που έγιναν σε οικογενείς 

παιδικούς καρκίνους όπως το ρετινοβλάστωµα. Ο Knudsen (91) πρότεινε το µοντέλο 

των «δύο χτυπηµάτων» («two-hit» model). Σύµφωνα µε αυτήν την υπόθεση, το 

πρώτο χτύπηµα αφορά σε µία µετάλλαξη γονιδίου σε σωµατικό ή γεννητικό κύτταρο, 

(αναλόγως αν πρόκειται για σποραδικό ή οικογενή καρκίνο), και το δεύτερο χτύπηµα 

αφορά σε µία δεύτερη σωµατική µετάλλαξη ή απώλεια του φυσιολογικού αλληλίου 

και εποµένως απώλεια της ετεροζυγωτίας και δηµιουργία οµοζυγωτικής παθολογικής 

κατάστασης (92). 

 

8.2 Οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες στο ΠΜ 

Οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες που ανιχνεύονται κατά τον κυτταρογενετικό 

έλεγχο παρασκευασµάτων µυελού των οστών από ασθενείς µε ΠΜ είναι σύνθετες και 

πολύπλοκες. Ωστόσο κάποια συγκεκριµένα κυτταρογενετικά ευρήµατα φαίνεται να 

είναι χαρακτηριστικά και να συσχετίζονται τόσο µε την εµφάνιση, την πρόγνωση και 

την απόκριση του ασθενούς στη θεραπεία όσο και µε το στάδιο της νόσου. Στο 

στάδιο Ι της νόσου οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες παρατηρούνται σε ποσοστό 20%, 

στο στάδιο ΙΙΙ σε 60% και στους εξωµυελικούς όγκους έως και πάνω από 80% (93).  

Μέχρι σήµερα οι καλά προσδιορισµένες γονιδιακές περιοχές που εµπλέκονται 

στη δηµιουργία του ΠΜ είναι οι c-myc (8q24), IRTA1-IRTA (1q21-24), cyclin D1 

(11q13),  FGFRT13 & MMSET (4p16.3), cyclin D3 (6p21), c-maf (16q23). Αυτές οι 

γονιδιακές περιοχές όταν µετατοπίζονται δίπλα σε ισχυρούς Ig ενισχυτές, 

απορρυθµίζεται η έκφρασή τους και αυτή η απορρύθµιση ενδεχοµένως αποτελεί το 

αρχικό γεγονός της διαδικασίας µε την οποία προκαλείται η νεοπλασία (94). Οι Ig 

ενισχυτές αφορούν τη γενετική θέση 14q32 της IgH, και πιο σπάνια τις θέσεις κ, 2q11 

και λ, 22q11 της IgL (95). 

8.2.1. Μονοσωµία 13 

Η µονοσωµία 13 είναι µία από τις πρώτες, επαναλαµβανόµενες, τυπικές 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες στο µυέλωµα, που ανιχνεύτηκε στον καρυότυπο στο 15–

20% των ασθενών µε ΠΜ (96-98) και σε περίπου 50% µε τις µεθόδους µοριακής 

κυτταρογενετικής όπως η τεχνική του φθορίζοντος in situ υβριδισµού (FISH) σε 
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µεσοφασικούς πυρήνες (99, 100). Σύµφωνα µε µελέτες έχει δυσµενή προγνωστική 

σηµασία (101-103) και είναι ισχυρός αρνητικός παράγοντας για την επιβίωση (104, 

105). Εξαιτίας αυτής της ιδιότητας, η µονοσωµία 13 θεωρείται καθοριστικής σηµασίας 

παράγοντας στην εξέλιξη της ασθένειας, και όχι στην  ογκογένεση. Το γεγονός ότι 

έχει βρεθεί στο 30–45% των περιπτώσεων µονοκλωνικής γαµµαπάθειας 

αδιευκρίνηστης σηµασίας (monoclonal gammopathy of unknown significance MGUS) 

(106, 107) υποδηλώνει ότι η µονοσωµία 13 προκύπτει σε πρώιµο στάδιο της 

παθογένειας της ασθένειας. Επιπλέον, η µονοσωµία 13 έχει βρεθεί συχνά σε 

συνδυασµό µε άλλες χρωµοσωµικές ανωµαλίες γεγονός που δυσκολεύει τον 

προσδιορισµό της προγνωστικής σηµασίας της µονοσωµίας 13.  

Σε ασθενείς µε µετατοπίσεις του γενετικού τόπου IgH, όπως οι t(4;14) και 

t(14;16), η ταυτόχρονη έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 (µερική ή ολική έλλειψη), ήταν 

σχεδόν καθολική ενώ το αντίθετο δεν ίσχυε (100, 108). Αυτό προτείνει τη δυνατότητα 

η έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 να εµφανίστηκε πριν από τις µεταθέσεις στην IgH, 

ίσως σαν πρώιµη ογκογονική αλλαγή. Έχει επίσης προταθεί ένας ρόλος της 

µονοσωµίας 13 στο µετασχηµατισµό της MGUS σε µυέλωµα, κάτι που υποστηρίζεται 

από την υψηλότερη συχνότητα εµφάνισης της µονοσωµίας 13 σε περιπτώσεις 

µυελώµατος µε προυπάρχουσα MGUS (70%) σε σχέση µε περιπτώσεις χωρίς τέτοιο 

ιστορικό (31%) (109). Επιπρόσθετα, ενώ η µονοσωµία 13 προκύπτει στην 

πλειονότητα των πλασµατοκυττάρων σε έναν όγκο µυελώµατος, είναι παρούσα µόνο 

σε υποπληθυσµούς στην MGUS (106).  

Παρά το γεγονός ότι η πλειοψηφία (92%) των ανωµαλιών του χρωµοσώµατος 

13 είναι µονοσωµίες υπάρχει ένα ποσοστό που αφορά στην µερική µονοσωµία 13 

(99).  Σε αυτές τις µονοσωµίες παρατηρείται η έλλειψη της περιοχής 13q14–21 (99, 

110) όπου εδράζεται το γονίδιο του ρετινοβλαστώµατος (Rb) και ο ρόλος του έχει 

µελετηθεί στο µυέλωµα. Στα φυσιολογικά κύτταρα, το Rb εµποδίζει τη διέλευση του 

κυττάρου από τη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου. Όταν το Rb φωσφορυλιώνεται 

χάνει αυτή την ικανότητά του, πιθανώς εξαιτίας της ανικανότητάς του να δεσµεύσει 

παράγοντες µεταγραφής, επιτρέποντας έτσι τη µεταγραφή των γονιδίων που 

εµπλέκονται στη µίτωση. Εποµένως, η απώλεια της λειτουργίας του Rb θα µπορούσε 

να επάγει τον κυτταρικό κύκλο (111). Στο µυέλωµα, διατυπώνεται ότι το Rb 

µειορυθµίζει την έκφραση της IL-6, ενός από τους βασικότερους αυξητικούς 

παράγοντες του µυελώµατος. Η απώλεια του Rb θα µπορούσε να ενισχύσει την 

έκφραση της IL-6 και την αυτόνοµη αύξηση των κυττάρων του µυελώµατος. Πιο 

πρόσφατα δεδοµένα προτείνουν ότι η συχνότητα και η προγνωστική σηµασία της 

µονοσωµίας 13, που ανιχνεύεται µε τη FISH µπορεί να διαφέρουν σηµαντικά από τις 
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χρωµοσωµικές ανωµαλίες, που ανιχνεύονται µε συµβατική κυτταρογενετική, η οποία 

απαιτεί µεταφάσεις από ενεργώς διαιρούµενα κύτταρα, πιθανώς “επιλέγοντας” για 

πιο επιθετική ασθένεια µε κακή πρόγνωση (112, 113).  

 

8.2.2. IgH Μετατοπίσεις  

Όπως αναφέρθηκε κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης των Β λεµφοκυττάρων τα 

γονίδια IgH υφίστανται διαδικασίες ανασυνδυασµού της µεταβλητής περιοχής (VDJ), 

που ακολουθούνται από µεταστροφή ισοτύπου και σωµατική υπερµετάλλαξη, µετά 

από έκθεση σε αντιγόνο και προσδίδει διαφορετικές φυσιολογικές λειτουργίες σε κάθε 

ανοσοσφαιρίνη (114). Οι περιοχές µεταστροφής που βρίσκονται στο 5’ άκρο κάθε 

σταθερής περιοχής γονιδίου της IgH (εκτός από το Cδ) είναι φύσει θερµά σηµεία (hot 

spots) ανασυνδυασµού, γεγονός που µπορεί να εξηγήσει την τάση τους να ενέχονται 

σε χρωµοσωµικές µετατοπίσεις του γενετικού τόπου IgH στο χρωµόσωµα 14q32, 

που συναντώνται συχνά στο ΠΜ και είναι γνωστές σαν µετατοπίσεις µεταστροφής 

(switch translocations ST). Οι γονιδιακές περιοχές όταν µετατοπίζονται δίπλα σε 

ισχυρούς Ig ενισχυτές, απορρυθµίζεται η έκφρασή τους και αυτή η απορρύθµιση 

ενδεχοµένως αποτελεί το αρχικό γεγονός της διαδικασίας µε την οποία προκαλείται η 

νεοπλασία. Οι Ig ενισχυτές αφορούν τη γενετική θέση 14q32 της IgH, και πιο σπάνια 

τις θέσεις κ, 2q11 και λ, 22q11 της IgL (94, 95). 

Εκτός από τη µονοσωµία 13, οι µετατοπίσεις µεταστροφής της IgH αποτελούν 

την πιο κοινή κυτταρογενετική ανωµαλία στο µυέλωµα. Αυτές βρέθηκαν αρχικά µε 

συµβατική κυτταρογενετική σε µία συχνότητα 20–40% (97, 115, 116). Εκτιµάται ότι 

περίπου το 90% των κυτταρικών σειρών του µυελώµατος έχουν είτε µεταθέσεις IgH 

είτε µεταθέσεις IgL. Η κλωνοποίηση των σηµείων θραύσεως και οι µελέτες µοριακής 

κυτταρογενετικής απεκάλυψαν ένα µεγάλο εύρος χρωµοσωµικών συντρόφων, τα πιο 

κοινά από τα οποία ήταν τα χρωµοσώµατα 11q, 4p, 16q και 6p, µε χαρακτηρισµένα 

υποψήφια ογκογονίδια στον κάθε σύντροφο. Συνήθως τα σηµεία θραύσεως της 

µετατόπισης στα υποψήφια ογκογονίδια αυτά απαντώνται συχνότερα στο κέντρο 

τους, στη συνέχεια µετατίθενται στον 14q32 γενετικό τόπο, σε έναν από τους 

ενισχυτές του 3΄ της IgH, Εα1 ή Εα2.  

Μετατόπιση IgH µε: 

• Χρωµόσωµα 11 q 

Το χρωµόσωµα 11q έχει αναγνωριστεί ως χρωµόσωµα σύντροφος στο 15–

20% των µυελωµάτων (94, 95), µε µετατοπίσεις µε το γενετικό τόπο 11q13. Μερικές 
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από τις πρώτες µελέτες πρότειναν ότι αυτή η µετατόπιση συσχετιζόταν µε κακή 

πρόγνωση (95, 102). Συνακόλουθες µελέτες µε µεσοφασικό in situ υβριδισµό (FISH) 

δεν έχουν επιβεβαιώσει την προγνωστική σχέση (94). 

Τα σηµεία θραύσης του χρωµοσώµατος 11, που εµπλέκονται στην τυπική για 

ΠΜ µετατόπιση t(11;14)(q13;q32), εντοπίζονται σε µία περιοχή 100–330 kb στην 

κεντροµερική περιοχή του γονιδίου της Cyclin D1(CD1). Το υβρίδιο CCND1/IgHG1 

που προκύπτει προκαλεί την αύξηση της συγκέντρωσης CD1 στους όγκους 

µυελώµατος και σε καρκινικές σειρές που φέρουν την t(11;14), υποστηρίζοντας έτσι 

το ρόλο του ως υποψήφιο ογκογονίδιο στο µυέλωµα (117-119). Οι κυκλίνες είναι µία 

οικογένεια ρυθµιστών του κυτταρικού κύκλου, της οποίας τα µέλη CD2 και CD3 

εκφράζονται φυσιολογικά στα λεµφοκύτταρα. Η έκφραση του CD1 είναι εποµένως 

έκτοπη στα κύτταρα του µυελώµατος που φέρουν την t(11;14). Καθώς το CD1 

φυσιολογικά λειτουργεί ως µεσολαβητής µεταξύ µιτογόνων σηµάτων και της µηχανής 

του κυτταρικού κύκλου, η ενεργοποίηση και η υπερέκφρασή του επάγει τον κυτταρικό 

κύκλο και τον πολλαπλασιασµό, και οδηγεί τα κύτταρα του µυελώµατος στην 

ανεξέλεγκτη διαίρεσή τους, προωθώντας την καρκινογένεση. 

Ένα δεύτερο υποψήφιο ογκογονίδιο που ονοµάζεται MYEOV έχει 

χαρτογραφηθεί στο χρωµόσωµα 11q, 360 kb κεντροµεριδιακά του CD1, µε τα σηµεία 

τοµής να βρίσκονται στην περιοχή µεταξύ του CD1 και του MYEOV (118), ο ρόλος 

του οποίου δεν έχει ακόµη αποσαφηνιστεί στο µυέλωµα. 

Χρωµόσωµα 4p 

Η µετατόπιση t(4;14)(p16;q32) ανιχνεύεται δύσκολα µε τις τεχνικές της 

κλασσικής κυτταρογενετικής (108, 119, 120), εξαιτίας του εξαιρετικά τελοµεριδιακού 

εντοπισµού των σηµείων τοµής, ενώ η εφαρµογή της FISH διευκολύνει τον 

εντοπισµό της. Η συχνότητά της στο µυέλωµα κυµαίνεται µεταξύ 3% και 24% (121) 

και στη MGUS µεταξύ 2 και 6% (106, 122) γεγονός που υποδηλώνει κάποιο ρόλο της 

t(4;14)(p16;q32) στη µετάβαση από τη MGUS στο ΠΜ (121). Έχει προταθεί ότι αυτή 

η µετατόπιση t(4;14) επιδρά αρνητικά στην επιβίωση των ασθενών µε ΠΜ ακόµα και 

σε αυτούς που έχουν υποβληθεί σε µεταµόσχευση βλαστικών κυττάρων και 

χηµειοθεραπεία (123, 124). Η t(4;14)(p16;q32) επηρεάζει δύο εν δυνάµει 

ογκογονίδια: τα FGFR3 και MMSET (125, 126) που βρίσκονται στην ίδια  περιοχή 

του χρωµοσώµατος 4. Το  FGFR3 ανήκει σε µία οικογένεια υποδοχέων αυξητικών 

παραγόντων ινοβλαστών και το MMSET θεωρείται υποψήφιο γονίδιο για ένα 

σύνδροµο πολλαπλής δυσµορφίας γνωστό ως σύνδροµο Wolf-Hirschhorn (86). Οι 

Stec et al. (86) παρατήρησαν ότι οι µετατοπίσεις t(4;14)(p16.3;q32.3) που έχουν 
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περιγραφεί σε σηµαντικό ποσοστό των ασθενών µε ΠΜ (125, 126) έχουν σηµεία 

τοµής σε απόσταση µικρότερη από 100 kb από το κέντρο του FGFR3 γονιδίου. Όταν 

στο µυέλωµα το FGFR3 γονίδιο µετατοπίζεται κοντά στους ενισχυτές του γονιδίου 

της IgH, απορυθµίζεται και έχει βρεθεί να υπερεκφράζεται σε διάφορες κυτταρικές 

σειρές του µυελώµατος (127). Ανακάλυψαν ότι τουλάχιστον σε τρία από αυτά τα 

σηµεία τοµής συντήκονται το γονίδιο IGH στο χρωµόσωµα 14 µε το γονίδιο MMSET 

του χρωµοσώµατος 4. Τα µετάγραφα της σύντηξης αυτής οδηγούν σε παραγωγή 

λειτουργικών ή µη πρωτεϊνών οι οποίες ποικίλλουν σε µέγεθος και έχει προταθεί ότι 

τέτοιου είδους διαφορές µπορεί να ευθύνονται για την ετερογένεια του ΠΜ (86). 

Χρωµόσωµα 16q.  

H µετατόπιση t(14;16)(q32;q23) ανιχνεύεται στο 5-12% περίπου των 

µυελωµάτων (108, 119). Τα σηµεία τοµής του χρωµοσώµατος 16q23 εντοπίζονται σε 

µία περιοχή 550-1350 kb κεντροµεριδιακά του υποψήφιου ογκογονιδίου c-maf (128, 

129). Ο c-maf είναι κύριος παράγοντας της µεταγραφής, εµπλέκεται στην κυτταρική 

διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασµό και την απόκριση στην IL-6, και είναι ικανός να 

επάγει ογκογονική µετάλλαξη (130). Ο ρόλος του στην ογκογένεση του µυελώµατος 

υποστηρίζεται από µελέτη που αναφέρει ότι το c-maf γονίδιο υπερεκφράζεται σε 5 

κυτταρικές σειρές µυελώµατος που φέρουν τη µετάθεση t(14;16) (129). 

 

Άλλα χρωµοσώµατα 

Το c-myc στο χρωµόσωµα 8q24 είναι ένα από τα ογκογονίδια που 

απορυθµίζονται χαρακτηριστικά στο πλασµατοκύτωµα του επίµυος και στο 

ανθρώπινο λέµφωµα Burkitt. Αµοιβαίες µεταθέσεις του χρωµοσώµατος 8q24 και των 

γονιδίων Ig αφορούν µόνο το 25% των αναδιατάξεων του c-myc στο µυέλωµα (131), 

µε την πλειοψηφία να εµπλέκει µη-Ig γενετικούς τόπους.  

Έχει προταθεί ένας µεγάλος αριθµός άλλων χρωµοσωµάτων που εµπλέκονται 

σε µετατόπιση µε την IgH περιοχή, πολλοί από τους οποίους έχουν ανιχνευθεί µόνο 

µία φορά. Έχουν ανιχνευθεί αµοιβαίες µετατοπίσεις µε το χρωµόσωµα 1q, που 

αφορούν µέχρι και στο 4-5% των πρωτογενών όγκων (108). Πιθανά υποψήφια 

ογκογονίδια επάνω στο χρωµόσωµα 1q είναι τα IRTA1 και IRTA2, δύο νέοι 

επιφανειακοί υποδοχείς των Β λεµφοκυττάρων (132). Έχουν επίσης περιγραφεί 

αµοιβαίες µετατοπίσεις της IgH που αφορούν το 9p13, µε το PAX5 να θεωρείται 

υποψήφιο ογκογονίδιο. Το PAX5 δρα τόσο ως µεταγραφικός ενεργοποιητής όσο και 

ως αναστολέας, και είναι βασικό για την ανάπτυξη των Β λεµφοκυττάρων (133). 

Έχουν αναφερθεί και αµοιβαίες µετατοπίσεις µε χρωµοσώµατα όπως τα 3q, 4q, 20q, 
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21q και 22q που λόγω της πολύ χαµηλής συχνότητας, ο ρόλος τους στην παθογένεια 

του µυελώµατος δεν έχει προσδιοριστεί. 

 

8.2.3 Άλλες δοµικές χρωµοσωµικές ανωµαλίες στο µυέλωµα 

Στις µελέτες µοριακής κυτταρογενετικής του µυελώµατος υπάρχουν πολλαπλές 

δοµικές ανωµαλίες που δεν επηρεάζουν τον τόπο Ig (108, 110, 119, 120). Η µη 

επαναλαµβανόµενη φύση τέτοιων αλλαγών κάνει δύσκολη την ανάλυση του ρόλου 

τους στην ασθένεια και είναι δυνατό ένας σηµαντικός αριθµός να αντιπροσωπεύει 

"παραπροϊόντα" γενετικής αστάθειας. 

 

Άλλες µοριακές ανωµαλίες που δεν αφορούν τους τόπους Ig 

Σε µία πρόσφατη µελέτη, ανιχνεύθηκε ένας µεγάλος αριθµός αναδιατάξεων 

που δεν αφορούν τους τόπους Ig, όπως αυτές των χρωµοσωµάτων 11q και 8, καθώς 

και σύνθετες µετατοπίσεις που αφορούν τρία ή περισσότερα χρωµοσώµατα (119). 

Εµφανίζονται επίσης συχνά δοµικές ανωµαλίες του χρωµοσώµατος 1q (134, 135), η 

πιο κοινή είναι ο διπλασιασµός του 1q21-31 (133). Έχουν επίσης αναφερθεί 

αµοιβαίες µετατοπίσεις του 1q µε τα χρωµοσώµατα 15p, 16p, και 5q (136-138).  

 

p53  

Έχει επίσης προταθεί ότι στην παθογένεια του µυελώµατος παίζουν ρόλο 

ανωµαλίες του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 στο χρωµόσωµα 17p13, µε τις 

ελλείψεις του p53 να θεωρούνται δείκτες κακής πρόγνωσης (139). Το 

ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53  ενέχεται στον έλεγχο του φυσιολογικού κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, της διαφοροποίησης και της απόπτωσης, καθώς και στο 

διπλασιασµό και την επιδιόρθωση του DNA. Παλαιότερες µελέτες έδειξαν χαµηλή 

συχνότητα µεταλλάξεων και ελλείψεων του p53 στο µυέλωµα που κυµαινόταν από 3-

9% (139). Στο ένα τρίτο σχεδόν των πρόσφατα διαγνωσµένων ασθενών µε µυέλωµα, 

ανιχνεύθηκαν µε FISΗ, ελλείψεις του χρωµοσώµατος 17p που έχουν επίσης 

συσχετισθεί µε µειωµένη επιβίωση (140).  

 

8.2.4. Αριθµητικές ανωµαλίες  

Οι αριθµητικές ανωµαλίες είναι συχνό εύρηµα στο µυέλωµα και ανιχνεύονται 

στο 80-90% των περιπτώσεων (110, 141).  ∆ιακρίνονται δύο κύριες ανευπλοειδικές 

οµάδες: α) οι υπερδιπλοειδίες µε 47-75 χρωµοσώµατα, όπου αναφέρεται ότι ανήκει 

το 30-45% των µη φυσιολογικών περιπτώσεων και αφορούν τα χρωµοσώµατα 3, 5, 

7, 9, 11, 15, 19 και 21 (97, 134, 142) β) οι υποδιπλοειδίες µε 30-45 χρωµοσώµατα 
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και είναι επίσης ένα κοινό εύρηµα µε συχνότερες απώλειες των χρωµοσωµάτων 8, 

13, 14 και του Χ. Στη δεύτερη οµάδα ανήκουν οι ψευδοδιπλοειδίες (46 

χρωµοσώµατα) και οι υποτετραπλοειδίες (75-90 χρωµοσώµατα). Έχει προταθεί ότι η 

υποδιπλοειδία, ανεξαρτήτως της έλλειψης του 13, µπορεί να είναι βασικός 

προγνωστικός παράγοντας στο πολλαπλούν µυέλωµα και πολύ συχνά συνοδεύεται 

από δοµικές ανωµαλίες (22). 

9. Πολλαπλούν µυέλωµα και ποικιλοµορφίες αριθµού αντιγράφων 
(CNVs) 

Πρόσφατα βρέθηκε ότι οι ποικιλοµορφίες αριθµού αντιγράφων (Copy number 

variations ή CNV) αποτελούν µία νέα πηγή ποικιλοµορφίας του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος (143-145). 

Τα CNVs σχετίζονται µε περίπου 6500 CNV περιοχές που είναι 

διασκορπισµένες σε όλο το ανθρώπινο γονιδίωµα, το οποίο χαρακτηρίζεται ως 

χρωµοσωµικά πολυµορφικό σε ποσοστό 20%. Η µελέτη των CNVs έxει γίνει εφικτή 

µε την εφαρµογή τεχνολογικών εξελίξεων που επιτρέπουν την µετάβαση από τη 

χρωµοσωµική ανάλυση σε τεχνολογίες µοριακής διαγνωστικής όπως ο Συγκριτικός 

Γενωµικός Υβριδισµός (array based comparative genome hybridization, aCGH)  

Σε µία πρόσφατη µελέτη σε 2500 άτοµα του γενικού πληθυσµού (146) βρέθηκε 

ότι οι περισσότεροι άνθρωποι φέρνουν τουλάχιστον ένα CNV µεγαλύτερο των 100kb, 

όµως οι πλειοψηφία (>95%) των CNVs είναι σπάνια (<2% συχνότητα). Επιπλέον, 

τουλάχιστον 1% των ανθρώπων έχουν CNVs µεγαλύτερα του 1 Mb. Τα πιο κοινά 

CNVs, είναι γνωστά ως copy number polymorphisms ή CNPs και χαρακτηρίζονται 

από πολλαπλές µορφές αλληλοµόρφων (ποικίλα µεγέθη σε µία γονιδιακή θέση - size 

variants at a single region) που συνήθως είναι σχετικά µικρές (<10kb). Γενικά 

θεωρείται ότι τα CNVs έχουν πιο ήπια επίπτωση στη λειτουργία των γονιδίων σε 

σύγκριση µε τα SNPs. Επίσης, η συµβολή τους στη µεταβολή γονιδιακής έκφρασης 

είναι ανεξάρτητη από αυτή των SNPs.  

Τα CNVs (προσθήκες, ελλείµµατα, διπλασιασµοί γενετικού υλικού) µπορεί να 

έχουν τις παρακάτω συνέπειες α) πιθανή επίπτωση στον αριθµό αντιγράφων ενός 

γονιδίου µε συνέπεια τη µεταβολή της σύνθεσης της πρωτεΐνης (gene dosage), β) 

κατάργηση της λειτουργίας γονιδίων, γ) αλλαγή της δοµής γονιδίων, δ) απορρύθµιση 

της έκφρασης των γονιδίων. Με βάση τα παραπάνω τα CNVs ενδέχεται να 

αποτελέσουν αιτία της φαινοτυπικής ποικιλοµορφίας σε φυσιολογικές και 

παθολογικές καταστάσεις.  

Φαίνεται ότι τα περισσότεροι CNVs συσχετίζονται µε βιολογικές 

δραστηριότητες όπως η ανταπόκριση στα φάρµακα και ο µεταβολισµός τους, η 
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ανοσολογική αντίδραση και τη λειτουργία των αισθητήριων οργάνων. Χαρακτηριστικά 

CNVs αφορούν γονιδιακές θέσεις που συµπεριλαµβάνουν την περιοχή των HLA 

γονιδίων στο 6p21, τα CYP2D6 γονίδια στο 22q13.2 (µεταβολισµός φαρµάκων) τα 

CYP2A6 γονίδια στο 19q13.2 (µεταβολισµός νικοτίνης), το σύµπλεγµα γονιδίων της 

βήτα ντεφενσίνης (beta defensin) στο 20p13 καθώς επίσης και τα πολλαπλά 

συµπλέγµατα γονιδίων όσφρησης (olfactory gene clusters) που βρίσκονται 

διασκορπισµένα στο γονιδίωµα.  

Σχετικά µε το ρόλο των CNVs στην προδιάθεση σε πολυπαραγοντικές νόσους, 

έχουν γίνει αρκετές µελέτες και µέχρι στιγµής έχουν βρεθεί CNVs στο γονίδιο 

CCL3L1 που συσχετίζονται µε την ανταπόκριση σε λοιµογόνα στελέχη, CNVs στο 

γονίδιο FCGR3B που συσχετίζονται µε την ευπάθεια στη σπειραµατονεφρίτιδα 

ανοσολογικής αιτίας µέσω της µείωσης των αντιγράφων του εν λόγω γονιδίου. 

Επίσης, έχουν βρεθεί CNVs που συσχετίζονται µε τις διαταραχές του φάσµατος του 

αυτισµού (autism spectrum disorders), τη νόσο του Crohn (Crohn's disease) και τις 

διπολικές διαταραχές (bipolar disorder) (147).  

Όσο αφορά στο ΠΜ, η συνεχής µελέτη των CNVs σε φυσιολογικές και 

παθολογικές καταστάσεις, αναµένεται να υποστηρίξει την διαλεύκανση µηχανισµών 

που παίζουν σηµαντικό ρόλο στην φαινοτυπική ποικιλοµορφία των ανθρώπων και 

στη διαφορετική προδιάθεση µεταξύ των ατόµων στην ανάπτυξη της νόσου. 

  

10 . Κυτοκίνες 

 Οι κυτοκίνες είναι µόρια θεµελιώδους σηµασίας στη ρύθµιση της ανοσιακής 

απάντησης εφόσον είναι οι µεταφορείς των µηνυµάτων στα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος προκειµένου αυτά να ενεργοποιηθούν, να 

διαφοροποιηθούν και να αναδοµηθούν από τυχόν ιστική βλάβη, και να παράγουν την 

ανοσοσφαιρίνη µε την ενδεδειγµένη αντιγονική ειδικότητα για την ολοκλήρωση της 

ανοσιακής απάντησης.  

 Οι κυτοκίνες είναι διαλυτές πρωτεΐνες ή γλυκοπρωτεΐνες που ρυθµίζουν τις 

δραστηριότητες των κυττάρων-στόχων µέσω της δέσµευσης σε ειδικούς υποδοχείς 

υποστρωµάτων. Το γεγονός αυτό ξεκινά τη µεταγωγή του ειδικού σήµατος της 

κυτοκίνης και των µονοπατιών του δεύτερου αγγελιοφόρου (13-16). Οι κυτοκίνες 

παράγονται από ευρύ φάσµα ανοσολογικών κυττάρων και εµφανίζουν υψηλό βαθµό 

πλειοτροπισµού (37). Η αλληλεπίδραση µεταξύ διαφορετικών κυτοκινών οδηγεί στην 

δηµιουργία πολύπλοκων δικτύων που επάγουν την ενεργοποίηση και καταστολή 

γονιδίων. Οι κυτοκίνες ρυθµίζουν και την κυτταρική (Th1) και χυµική (Th2) µορφή της 

ανοσολογικής απόκρισης. Τα Th1 κύτταρα παράγουν κυτοκίνες που 
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συµπεριλαµβάνουν τον παράγοντα νέκρωσης όγκου α (TNFa), την ιντερλευκίνη -2 

(IL-2)  την ιντερφερόνη γάµµα (IFNγ) και την ιντερλευκίνη -12 (IL-12). Αυτές γενικά 

είναι προφλεγµονώδεις κυτοκίνες που επάγουν τον πολλαπλασιασµό των Τ 

κυττάρων κατά την διάρκεια της ανοσολογικής απόκρισης και υποστηρίζουν την 

ανάπτυξη της απόκρισης υπερευαισθησίας αργού τύπου (DTH). Τα Th2 κύτταρα 

παράγουν κυτοκίνες που περιλαµβάνουν την ιντερλευκίνη-4 (IL-4), την ιντερλευκίνη-6 

( IL-6) και την ιντερλευκίνη-10 (IL-10). Αυτές οι κυτοκίνες παρουσιάζουν κυρίως 

αντιφλεγµονώδη χαρακτήρα και διαδραµατίζουν ρόλο-κλειδί στην επαγωγή της 

ανοσιακής απάντησης όπου µεσολαβούν τα Β-κύτταρα. ∆ιατήρηση της ισορροπίας 

των Τh1/Th2 είναι κρίσιµη στην αποτελεσµατική λειτουργία του ανοσολογικού 

συστήµατος. Οποιαδήποτε ανατροπή της ισορροπίας µπορεί να έχει σοβαρές 

επιπτώσεις στην κλινική πορεία πολλών ανοσολογικών, λοιµωδών ασθενειών και του 

καρκίνου (13, 14, 16). Μεταξύ των κυτοκινών ιδιαίτερη σηµασία στο ΠΜ 

διαδραµατίζουν οι  IL-1, IL-6 και IL-10. 

 

Η IL-1 εµφανίζει δύο µορφές, την IL-1α  και την IL-1β. Οι µορφές αυτές αν και 

είναι  προϊόντα δύο διαφορετικών γονιδίων, που εντοπίζονται στο χρωµόσωµα 2 στη 

θέση q14  σε µία συστάδα γονιδίων, που περιέχει και τα γονίδια για τους υποδοχείς 

της IL-1 τύπου 1 και τύπου 2 (IL-1R1 και IL-1R2) και για τον ανταγωνιστή του 

υποδοχέα (IL-1RN) (87), έχουν το ίδιο µοριακό βάρος 17kD, <30% οµολογία, είναι 

δυνητικά προφλεγµονώδεις κυτοκίνες, συνδέονται µε τους ίδιους υποδοχείς και έχουν 

τις ίδιες βιολογικές δραστηριότητες. Οι  IL-1α  και η IL-1β αγωνίζονται για τον 

µεµβρανικό υποδοχέα IL-1 τύπου 1 ενώ ο IL-1rα είναι ανταγωνιστής για τον ίδιο 

υποδοχέα, ο οποίος απελευθερώνεται µετά από κυτταρικό τραυµατισµό ή απόπτωση  

αποτρέποντας την IL-1 από το να έχει προστατευτικό ρόλο έναντι των φλεγµονωδών 

αντιδράσεων µετά τον τραυµατισµό (148, 149). Η IL-1 παράγεται κυρίως από τα 

ενεργοποιηµένα µονοπύρηνα φαγοκύτταρα, αλλά και από τα ουδετερόφιλα, 

επιθηλιακά, ενδοθηλιακά υπό την επίδραση µικροβιακών προϊόντων αλλά και άλλων 

κυτοκινών. Η βιολογική της δράση εξαρτάται από την παραγόµενη ποσότητα. Σε 

µικρή ποσότητα προάγει τον πολλαπλασιασµό και την διαφοροποίηση των Β-

λεµφοκυττάρων, ενεργοποιεί τα ουδετερόφιλα και µακροφάγα, διεγείρει την 

αιµοποίηση και προάγει την έκφραση άλλων κυτοκινών και µεσολαβητών που 

προάγουν την φλεγµονή. Σε µεγάλες ποσότητες η IL-1  εισέρχεται στην κυκλοφορία 

και προκαλεί  σοβαρές επιπλοκές όπως αύξηση της σύνθεσης των πρωτεϊνών οξείας 

φάσης στο  ήπαρ. Η IL-1 είναι ένας εν δυνάµει ενεργοποιητής των οστεοκλαστών και 

φαίνεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη ανάπτυξη των οστικών αλλοιώσεων 
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(28, 149, 150). Η IL-1 επάγει την παραγωγή άλλων κυτοκινών, όπως της IL-6, 

επιπλέον µελέτες έδειξαν ότι τα µυελωµατικά κύτταρα παράγουν την IL-1β. 

 

Η ιντερλευκίνη-6 είναι µια πλειοτροπική κυτοκίνη 21 kD που εµπλέκεται στην 

παθογένεια διαφόρων ασθενειών όπως φλεγµονές, αυτοάνοσες ασθένειες και 

λεµφοειδείς κακοήθειες. Η IL-6 στηρίζει τον πολλαπλασιασµό και την επιβίωση των 

φυσιολογικών αλλά και των κακοήθων πλασµατοκυττάρων µέσω αυτοκρινών και 

παρακρινών µονοπατιών (8). Μελέτες που έγιναν (151) αποκάλυψαν ότι η IL-6 

παράγεται από τα κύτταρα του µυελώµατος και επάγει την αυτοκρινή ανάπτυξη των 

νεοπλασµατικών κυττάρων του ΠΜ στο µικροπεριβάλλον του µυελού των οστών (6, 

15, 152). Τα µυελωµατικά κύτταρα ενώ παράγουν την IL-6 φέρουν και υποδοχείς (ΙL-

6Rs) για την IL-6. Με τη σύνδεση της IL-6, οι υποδοχείς ενεργοποιούνται και εγείρουν 

τη διαίρεση των κακοήθων πλασµατοκυττάρων. Η IL-6 θεωρείται σηµαντικός 

διεγέρτης των οστεοκλαστών συµβάλλοντας έτσι στην ανάπτυξη της οστεολυτικής 

ασθένειας των οστών (153). Έχουν αναφερθεί αυξηµένα επίπεδα  κυτοκινών, ειδικά 

της IL-6  στον ορό (17) ασθενών µε ΠΜ και τα υψηλότερα επίπεδα IL-6 και TNF-α 

συσχετίστηκαν µε προοδευτική ασθένεια (18, 19).Το γονίδιο της IL -6 εδράζεται στο 

χρωµόσωµα 7 στην περιοχή p21 (49, 154).  

 

Η ιντερλευκίνη- 10 είναι µια σηµαντική ανοσορρυθµιστική κυτοκίνη που κυρίως  

παράγεται από µονοκύτταρα, µακροφάγα, Τ- κύτταρα, υγιή και νεοπλασµατικά Β-

λεµφοκύτταρα, κύτταρα φυσικούς φονιάδες και µαστικά κύτταρα. Έχει σηµαντικό 

ρόλο στον έλεγχο της ισορροπίας µεταξύ κυτταρικής και χυµικής ανοσοαπόκρισης 

και έχει ισχυρή ανοσοκατασταλτική δράση µέσω της αναστολής των 

προφλεγµονικών T-helpers 1 (Th1) και διεγείρει τον πολλαπλασιασµό και τη 

διαφοροποίηση των Β και των Th2 κυττάρων (155). Έχει βρεθεί ότι η IL-10 δρα ως 

αυτοκρινής αυξητικός παράγοντας που αυξάνει την έκφραση του αντιαποπτωτικού 

γονιδίου BCL-2 σε κάποιες νεοπλασίες Β-κυττάρων (156, 157). Πρόσφατες µελέτες 

σε κυτταρικές σειρές του µυελώµατος έδειξαν ότι το m-RNA του υποδοχέα της IL-10 

(158) εκφραζόταν, γεγονός που υποστηρίζει την εµπλοκή της IL-10 στην, τη διέγερση 

του πολλαπλασιασµού των κυτταρικών σειρών και των άµεσα αποµονωµένων 

κυττάρων του ΠΜ, µέσω ενός αυτοκρινούς µονοπατιού, σε καλλιέργειες µυελού των 

οστών µικρής διάρκειας (159). Επιπλέον µελέτες προτείνουν την εµπλοκή της IL-10 

στην ενεργοποίηση των κυττάρων του ΠΜ µέσω της επαγωγής της αυτοκρινούς 

ογκοστατίνης Μ (149). Τα αυξηµένα επίπεδα της IL-10 στον ορό συνδέονται µε 

φτωχή πρόγνωση και επιβίωση σε λεµφώµατα (160-162) και αντικατοπτρίζουν την 

ενισχυµένη δραστηριότητα του ανοσοποιητικού συστήµατος ανάλογα µε την 
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επιθετικότητα και το στάδιο της ασθένειας (163, 164). Το γονίδιο που κωδικοποιεί την 

IL-10 έχει χαρτογραφηθεί στο χρωµόσωµα 1 (165) µεταξύ των 1q31 και 1q32 (166). 

 

10.1 Οι πολυµορφισµοί των γονιδίων  

Οι γενετικοί πολυµορφισµοί είναι αλλαγές που εντοπίζονται στην αλληλουχία 

του DNA και παρατηρούνται σε περίπου 1% του γενικού πληθυσµού. Η απλούστερη 

αλλαγή είναι η αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου και είναι γνωστή ως 

µονονουκλεοτιδικός πολυµορφισµός (single nucleotide polymorphism, SNP). Αν αυτή 

η αντικατάσταση βρίσκεται σε περιοχή που κωδικοποιεί για γονίδιο µπορεί να 

ελαττώσει ή να αυξήσει την γονιδιακή έκφραση είτε επηρεάζοντας τη σταθερότητα 

του µορίου του mRNA (όταν ο πολυµορφισµός λαµβάνει χώρα στην περιοχή 3´ που 

δεν µεταφράζεται) ή αλλάζοντας τη πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων (όταν ο 

πολυµορφισµός λαµβάνει χώρα στην περιοχή 5´ του εκκινητή). Ένας πολυµορφισµός 

ενδέχεται να µην επηρεάζει καθόλου το πρωτεϊνικό προϊόν αν βρίσκεται µέσα στις 

περιοχές του DNA που δεν εµπλέκονται στη µεταγραφή ή την µετάφραση του 

γονιδίου. Οι SNPs αναφέρονται µε την απόστασή τους από τη θέση ενεργοποίησης 

της µεταγραφής. Οι πολυµορφισµοί που ενδεχοµένως επηρεάζουν την παραγωγή 

και την απελευθέρωση των φλεγµονωδών και αντιφλεγµονωδών κυτοκινών, 

διαταράσσουν την ισορροπία µεταξύ της ανοσολογικής ενεργοποίησης (Th1) και της 

ανοσολογικής καταστολής (Th2) και υποδηλώνουν γενετική προδιάθεση σε σχέση µε 

τις ασθένειες, εν προκειµένω το ΠΜ.  

Έχουν γίνει µελέτες για την εύρεση πολυµορφισµών σε αρκετά γονίδια (167, 

168). Η πρόοδος στις τεχνικές της ανίχνευσης των µεταλλάξεων, όπως η χρήση 

υγρής χρωµατογραφίας αποδιάταξης υψηλής- απόδοσης (dHPLC) και της Taq Man 

PCR, που έχει επιτρέψει την ανάλυση από 2kb µέχρι 8kb (13, 169) στις περιοχές του 

5’ εκκινητή και την ανακάλυψη µονoνουκλεοτιδικών πολυµορφισµών (SNPs) (7, 152, 

170, 171) σε κυτοκίνες, που πριν είχαν χαρακτηριστεί µη-πολυµορφικές (IL-2,IL-6,IL-

6R,IL-8,IL-12,IL-18), έχει οδηγήσει στην αύξηση των µελετών που αναλύουν τα 

γονίδια που κωδικοποιούν τους πολυµορφισµούς στις κυτοκίνες και τους υποδοχείς 

(28, 169, 170, 172). Υπάρχει ραγδαία αύξηση στη διαθεσιµότητα βάσεων δεδοµένων 

µε αλληλουχίες όπου περιγράφονται λεπτοµερώς καθώς και η αλληλουχία του 

γονιδιώµατος πρόσφατα µελετηµένων γονιδίων των κυτοκινών και των δυνητικών 

σχέσεων µεταξύ πολυµορφισµών (167, 171). 
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10.2 Η επίδραση των γενετικών πολυµορφισµών στη παραγωγή των 
κυτοκινών 

Η ρύθµιση των επιπέδων των κυτοκινών υπόκειται σε γενετικό έλεγχο από 

γονίδια µε υψηλό πολυµορφισµό στις αλληλουχίες της κωδικοποιoύσας περιοχής και 

της περιοχής του προαγωγέα. Το γονίδιο της IL-6 στη θέση -174 της περιοχής του 

υποκινητή περιέχει έναν πολυµορφισµό µεταστροφής τον G/C (173). Μελέτες έδειξαν 

(174) ότι το αλλήλιο C σε αυτό τον γενετικό τόπο σχετίζεται µε χαµηλά επίπεδα IL-6 

στο πλάσµα υγιούς ατόµου, συγκεκριµένα ο γονότυπος CC θεωρείται ότι οδηγεί σε 

χαµηλή παραγωγή της IL-6 ενώ ο γονότυπος GG σε υψηλή. Το γονίδιο του TNF στη 

θέση -308 του υποκινητή του γονιδίου περιλαµβάνει µία πολυµορφική θέση (175). Η 

παρουσία αδενίνης (αλλήλιο 2) αντί για γουανίνη (αλλήλιο 1) στη θέση -308 

σχετίζεται µε υψηλή παραγωγή TNF-α από τα περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα του 

αίµατος (PBMC) σε υγιή άτοµα (176). Στο εξόνιο 5 του γονιδίου της IL-1B υπάρχει 

ένας πολυµορφισµός µεταστροφής από C (αλλήλιο 2) σε Τ (αλλήλιο 1). Το C αλλήλιο 

συνδέεται µε υψηλή παραγωγή IL-1β από PBMCs ενεργοποιηµένα από 

λιποπολυσακχαρίτες (LPS) σε υγιή άτοµα (177). Στο ιντρόνιο 2 του γονιδίου της IL-

1RN υπάρχει ένας πολυµορφισµός που προκύπτει από ένα µεταβλητό αριθµό 

πανοµοιότυπων διαδοχικών επαναλήψεων 86 bp (VNTR) και σχετίζονται µε τα 

επίπεδα της IL-1rα  στο ανθρώπινο πλάσµα (171). Στο γονίδιο της IL-10 στο 

χρωµόσωµα 1 στη θέση -1082 βρίσκεται ο δι-αλληλικός πολυµορφισµός που 

αποτελείται από την υποκατάσταση µίας γουανίνης (G) από µία αδενίνη (Α)  το 

αλλήλιο G σχετίζεται µε υψηλότερη παραγωγή IL-10 από PBMCs διεγερµένα από την 

κονκαβαλίνη A (ConA) σε υγιή άτοµα (178). Το πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου της  IFN-

γ  στη θέση 1349, είναι µία υψηλά πολυµορφική θέση γιατί  έχει µέχρι 6 αλλήλια µε 

διαφορετικό αριθµό επαναλήψεων CA. Μελέτες έδειξαν ότι το αλλήλιο 2 µε 12 

επαναλήψεις CA συνδέεται µε υψηλά επίπεδα παραγωγής της IFN-γ  in vitro (179, 

180).  Άτοµα που είναι οµόζυγα CC στη θέση +16974 έχουν σηµαντικά υψηλότερα 

επίπεδα έκκρισης IL-12 από τα ετερόζυγα άτοµα CΑ και τα οµόζυγα ΑΑ (181). Στο 

γονίδιο της IL-4 η αντικατάσταση της C από T στη θέση -589 συνδέεται µε αυξηµένη 

παραγωγή της ιντερλευκίνης 4 (182). Στην περιοχή του υποκινητή στο γονίδιο της 

ιντερλευκίνης 2 στη -330 λαµβάνει χώρα µία αντικατάσταση µιας Τ από G, το αλλήλιο 

G συνδέεται µε πρώιµη και σταθερή ενίσχυση της παραγωγής της ιντερλευκίνης 2 και 

καλείται γονότυπος υψηλής παραγωγής.  
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10.3 Πολυµορφισµοί γονιδίων που σχετίζονται µε τις κυτοκίνες και 
πολλαπλούν µυέλωµα 

 

Τα τελευταία χρόνια οι πολυµορφισµοί των γονιδίων που σχετίζονται µε την 

παραγωγή και τη λειτουργία των κυτοκινών συγκεντρώνουν το επιστηµονικό 

ενδιαφέρον οµάδων που µελετούν το πολλαπλούν µυέλωµα. Συνεπώς αρκετές 

µελέτες έχουν διενεργηθεί προκειµένου να αποσαφηνιστεί ο ρόλος των 

πολυµορφισµών αυτών στην προδιαθεσιµότητα και την εξέλιξη της νόσου, στην 

απόκριση σε θεραπεία και την επιβίωση των ασθενών µε ΠΜ και συχνά µε 

αντικρουόµενα αποτελέσµατα. Ενδεικτικά αναφέρουµε ότι οι Zheng και συν (7) 

µελέτησαν πολυµορφισµούς στη θέση -174 στην περιοχή του εκκινητή του γονιδίου 

της ιντερλευκίνης IL-6, στη θέση -308 στον εκκινητή του παράγοντα νέκρωσης όγκου 

TNF-α, στο εξόνιο 5 του γονιδίου της IL-1B και στο ιντρόνιο 2 του ανταγωνιστή του 

υποδοχέα της IL-1 και κατέληξαν ότι οι πολυµορφισµοί δεν συµµετέχουν στην 

προδιαθεσιµότητα ανάπτυξης του ΠΜ ενώ η ίδια οµάδα το 2001 προτείνει ότι 

πολυµορφισµοί στον εκκινητή του γονιδίου της IL-10 πιθανόν διαδραµατίζουν κάποιο 

ρόλο στην ανάπτυξη του ΠΜ. Αντίθετα οι Davies και συν (183) ανακάλυψαν ότι 

πολυµορφισµοί που σχετίζονται µε µεγάλη παραγωγή του TNF-α παρουσιάζουν 

σηµαντικά αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης ΠΜ ενώ οι Morgan και συν (184) µελέτησαν 

τους µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς στις θέσεις -1031, -863, -857, -308 και -

238 της περιοχής του εκκινητή στο 5' άκρο του γονιδίου του παράγοντα νέκρωσης 

όγκου TNF-α και παρουσίασαν κάποιες αποδείξεις που αφορούν στον µειωµένο 

κίνδυνο ανάπτυξης µυελώµατος, συµπέρασµα που βρισκόταν σε αντίθεση µε την 

αρχική τους υπόθεση. Σε ότι αφορά τους µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς των 

εκκινητών των γονιδίων των ιντερλευκινών IL-6 και IL-10, -174 G/C και -1082 A/G, -

819 C/T, -592 αντίστοιχα, οι Mazur και συν (152) βρήκαν ότι δεν υπάρχει συσχέτιση 

µε την προδιαθεσιµότητα και την εξέλιξη του ΠΜ, ωστόσο τα πολυµορφικά 

χαρακτηριστικά της IL-6 φαίνεται να επηρεάζουν την επιβίωση των ασθενών µε ΠΜ 

ενώ οι Cozen και συν (185) µε την περαιτέρω µελέτη των πολυµορφισµών του 

γονιδίου της IL-6 στις θέσεις -174, -572, -597 και -373 AnTn και του γονιδίου του 

υποδοχέα της IL-6 στη θέση -358 πρότειναν πως µπορεί να υπάρχει συσχέτιση µε 

αυξηµένο κίνδυνο εµφάνισης νεοπλασιών πλασµατοκυττάρων. 
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ΟΜΑ∆ΕΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

Α. Οµάδα Κυτταρογενετικής και Μοριακής Κυτταρογενετικής µελέτης 

Η µελέτη περιέλαβε 77 ασθενείς, πρόσφατα διαγνωσµένους µε ΠΜ, πριν από 

οποιαδήποτε αγωγή, από τον Σεπτέµβριο του 2002 µέχρι το Σεπτέµβριο του 2006. 

Τα δείγµατα προήλθαν από τρία ανεξάρτητα ιδρύµατα, την Παθολογική Κλινική του 

Γενικού Νοσοκοµείου Λάρισας, το Λαϊκό Νοσοκοµείο και το «Υγεία» Γενικό 

Νοσοκοµείο. 

Επειδή οι ασθενείς για αυτή τη µελέτη προέρχονταν από τρία διαφορετικά 

ιδρύµατα και εφαρµόζονταν διαφορετικά πρωτόκολλα αγωγής, δεν θα µπορούσε να 

υπάρχει σταθερή εκτίµηση για την γενική εξέλιξη των ασθενών µετά την αρχική 

διάγνωση. Έτσι επελέγη η επιβίωση των ασθενών µετά από 24 µήνες ως µοναδικό 

τελικό σηµείο. Εβδοµήντα τρεις ασθενείς από τους 77 που συµµετείχαν στη µελέτη 

µπορούσαν να ενταχθούν στη στατιστική ανάλυση για την επιβίωση, αφού για 4 

ασθενείς δεν ήταν γνωστό αν επιβίωσαν ή όχι 24 µήνες µετά από την αρχική 

διάγνωση.  

Από τους 77 ασθενείς, οι 37 ήταν γυναίκες και οι 40 άνδρες µε µέση ηλικία τα 

65 χρόνια (µε εύρος από 42 έως 85). Σύµφωνα µε τη σταδιοποίηση των Durie και 

Salmon (12), 18 ασθενείς (23.4 %) ήταν στο στάδιο Ι, 27 (35%) στο στάδιο ΙΙ και 32 

(41.6%) στο στάδιο ΙΙΙ του ΠΜ. Το µονοκλωνικό συστατικό ήταν η ανοσοσφαιρίνη  G 

(IgG) σε 53 ασθενείς (68.8%), η IgΑ σε 20 (26%), η IgΜ σε 3 (3.9%) και ένας 

ασθενής µε αλυσίδες  Bence-Jones. Στον ορό η µονοκλωνική ελαφριά αλυσίδα ήταν 

η κ σε 49 ασθενείς (63.6%) και η λ σε 28 (36.4%). 

Β. Οµάδα µελέτης Πολυµορφισµών Κυτοκινών 

Η οµάδα αυτή συµπεριέλαβε δύο κατηγορίες ατόµων. Η πρώτη κατηγορία 

αφορούσε ασθενείς µε ΠΜ και η δεύτερη φυσιολογικούς µάρτυρες. Στην πρώτη 

κατηγορία µελετήθηκαν οι 74 από τους 77 της οµάδας της κυτταρογενετικής µελέτης 

και στη δεύτερη συµπεριελήφθησαν 160 φυσιολογικά άτοµα από τα εξωτερικά ιατρεία 

της Ορθοπαιδικής Κλινικής του ΠΓΝΛ.  

Γ. Οµάδα µελέτης ποικιλοµορφιών αριθµού αντιγράφων   (CNVs) 

Η οµάδα αυτή συµπεριέλαβε τρεις ασθενείς, ο  καθένας µε δαφορετική 

χρωµοσωµική σύσταση. Το ένα άτοµο είχε φυσιολογικό καρυότυπο και αρνητική 

FISH, το άλλο είχε  παθολογικό καρυότυπο µε έλλειψη del(13)(q13q31) και θετική 

FISH για µετατόπιση  t(11;14)  και το τρίτο επίσης είχε φυσιολογικό καρυότυπο και 

θετική FISH για µετατόπιση  IgH µε άλλα χρωµοσώµατα  
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Στοιχεία Ασθενών µε ΠΜ 

Στις επόµενες σελίδες παρατίθεται αναλυτικός κατάλογος των ασθενών της 

παρούσας µελέτης και δίνονται δηµογραφικές πληροφορίες (ηµεροµηνία διάγνωσης, 

ηλικία κατά τη διάγνωση, φύλο) και το κλινικό στάδιο κατά Durie και Salmon.  

 

Πίνακας 1: Στοιχεία Ασθενών  

Α/Α Ηλικία Φύλο 
Στάδιο του 

ΠΜ 
Μονοκλωνική 
ανοσοσφαιρίνη 

Τύπος 
ελαφριάς  
αλυσίδας 

1 60 Γ II  ΙgG Κ 

2 65 Γ I ΙgG Κ 

3 56 Γ III  IgG Λ 

4 78 Α I IgG Κ 

5 65 Γ ΙΙΙ IgA Κ 

6 71 Γ III IgA Λ 

7 67 Γ II IgG Κ 

8 72 Γ IIIA IgG Λ 

9 60 Α ΙΙΑ IgG Λ 

10 42 Α ΙΙΙΑ IgG Κ 

11 80 Α ΙΑ IgM Κ 

12 58 Α ΙΑ IgG Κ 

13 66 Α ΙΑ IgG Κ 

14 66 Α IA IgG Κ 

15 61 Γ IA  IgA Κ 

16 77 Α III BJ Κ 

17 58 Γ IIIA IgA Κ 

18 60 Γ IIIA IgG Κ 

19 62 Α II IgA Λ 

20 62 Γ III IgG Κ 

21 76 Α ΙΙΙΒ IgG Λ 

22 59 Α IIIA IgG Κ 

23 80 Α IB IgM Κ 

24 44 Α IA IgA Κ 

25 63 Γ IIA IgG Λ 

26 62 Α IIIA IgG Λ 

27 70 Γ III  IgG Λ 

28 76 Α II Β IgA Κ 

29 80 Α I Β IgG Κ 

30 65 Α ΙΙI IgG Λ 

31 82 Α IIIA IgA Κ 

32 51 Α IIIA IgG Κ 

33 74 Α I IgA Κ 

34 60 Γ III IgG Κ 
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35 69 Α IIIB IgG Κ 

36 77 Γ II IgG Κ 

37 68 Α IA IgG Κ 

38 47 Α III IgG Κ 

39 76 Α IIA IgA Λ 

40 85 Γ IIIB IgG Λ 

41 71 Α III IgA Κ 

42 70 Γ II IgG Λ 

43 80 Α ΙΙ Α IgG Λ 

44 63 Γ III IgG Κ 

45 64 Γ  ΙΙΙA(fam) IgG Κ 

46 67 Α IIIA IgG Λ 

47 54 Α ΙΙ Α IgG Κ 

48 70 Γ  IΙ IgG Κ 

49 64 Α I IgA Κ 

50 60 Γ Ι IgG Κ 

51 63 Γ IIIA IgG Λ 

52 58 Γ ΙΙ Α IgG Λ 

53 49 Γ II IgA Λ 

54 70 Γ IΙ Β IgG Κ 

55 62 Γ I Α IgG Κ 

56 70 Γ ΙΙΙ Α IgΑ Λ 

57 73 Γ Ι IgG Λ 

58 56 Γ IIB IgG Κ 

59 49 Α ΙΑ IgG Κ 

60 70 Γ ΙΙΙ Β IgG Λ 

61 55 Α ΙΙΙΑ IgM Λ 

62 72 Α IIA IgΑ Λ 

63 64 Α IIA IgΑ Κ 

64 55 Α IIB IgG Κ 

65 51 Α ΙΙ Α IgG Κ 

66 60 Γ IIIA IgG Λ 

67 55 Γ IIA IgΑ Κ 

68 64 Α Ι Β IgG Κ 

69 73 Α ΙΙΙ IgG Λ 

70 65 Γ ΙΙ IgG Κ 

71 64 Γ II  IgA Λ 

72 82 Α ΙΙ  IgG Κ 

73 66 Γ ΙΙΙ  IgG Κ 

74 62 Α ΙΙ  IgG Κ 

75 71 Α ΙΙ  IgA Λ 

76 67 Γ ΙΙΙ  IgG Κ 

77 78 Γ ΙΙ  IgA Λ 
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B. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

 

1. Κυτταρογενετική ανάλυση  

Η κυτταρογενετική ανάλυση εφαρµόστηκε σε δείγµατα µυελού των οστών, σε 

όλους τους ασθενείς, πριν από οποιαδήποτε αγωγή. Για κάθε ασθενή εµβολιάστηκαν 

τρεις ταυτόχρονες καλλιέργειες σε µέσο καλλιέργειας και επωάστηκαν για τρεις 

ηµέρες στους 37οC. Ακολούθησε η παρασκευή των χρωµοσωµάτων και η 

µονιµοποίησή τους. Για τη χρωµοσωµική δοµική ανάλυση εφαρµόστηκε η τεχνική 

ζωνοποίησης RHG σε όλους τους καρυοτύπους. Ο επιθυµητός αριθµός αναλυµένων 

µεταφάσεων που απαιτούνταν για κάθε ασθενή ήταν 30, ωστόσο, σε κάποιες 

περιπτώσεις αυτό δεν ήταν εφικτό λόγω του χαµηλού µιτωτικού δείκτη των 

αντίστοιχων δειγµάτων. 

Μία δοµική ανωµαλία επιβεβαιωνόταν όταν βρισκόταν σε τουλάχιστον δύο 

διαφορετικές αναλυµένες µεταφάσεις, ενώ οι αριθµητικές ανωµαλίες έπρεπε να 

παρατηρηθούν σε τουλάχιστον τρεις διαφορετικές µεταφάσεις για να θεωρηθεί 

κλώνος. Οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες και ο χαρακτηρισµός και ο καθορισµός των 

κλώνων περιγράφηκαν σύµφωνα µε το ISCN (ISCN: An International System for 

Human Cytogenetic Nomenclature 2005: ∆ιεθνές Σύστηµα για την Ονοµατολογία της 

Κυτταρογενετικής του Ανθρώπου). 

 

1.1. Κυτταρικές καλλιέργειες 

Για την παρασκευή του καλλιεργητικού υλικού χρησιµοποιήσαµε: 

• 100 ml RPMI 1640 µε γλουταµίνη (Gibco) 

• 5 ml ορό εµβρύου βοός (fetal calf serum or bovine serum) φιλτραρισµένο µε 

φιλτράκια των 0,45 µm (Gibco) 

• 1ml Penicillin / streptavidin (Gibco) 
 

Εµβολιασµός 

Για κάθε καλλιέργεια χρησιµοποιούµε µία αποστειρωµένη φλάσκα των 50ml και 

προσθέσαµε: 

• 8 ml καλλιεργητικού υλικού 

• 1 σταγόνα ηπαρίνης µε σύριγγα ινσουλίνης 

• 0,5 ml µυελού του εξεταζοµένου 

• Αναδεύουµε το µείγµα και τοποθετούµε τη φλάσκα στον ξηρό κλίβανο για 72 

ώρες στους 37ο C. 
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1.2. Παρασκευή των χρωµοσωµάτων  

Μετά το πέρας των 72 ωρών, πραγµατοποιείται διακοπή της µίτωσης των κυττάρων 

µε προσθήκη κολχικίνης (δηλητήριο της µιτωτικής ατράκτου, µέσω αναστολής του 

πολυµερισµού των µικροσωληνίσκων) 

Μετά το πέρας της καλλιέργειας:  

• Προσθέτουµε 70 µl από το διάλυµα κολχικίνης (Colcemide 10 µg ml -1 

Biochrom έτοιµο διάλυµα)  σε κάθε φλάσκα για 20 λεπτά στους 37ο C 

• Μεταφέρουµε τον καλλιεργηµένο µυελό απο τη φλάσκα σε απλό δοκιµαστικό 

σωληνάριο των 10 ml και φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά στις 2000 στροφές 

• Αφαιρούµε το υπερκείµενο, αναδεύουµε το ίζηµα 

• Προσθέτουµε 8 ml  υποτονικού διαλύµατος 0,075Μ KCl για 15 λεπτά στους 

37ο C 

• Φυγοκεντρούµε  για 10 λεπτά στις 2000 στροφές 

• Αφαιρούµε το υπερκείµενο, αναδεύουµε το ίζηµα 

• Προσθέτουµε 5 ml απο το µονιµοποιητικό διάλυµα (3 όγκοι αιθανόλη και 1 

όγκος οξικό οξύ) και αναδεύουµε µε πολύ ήπιες και µαλακές κινήσεις. Το 

αφήνουµε για 10 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος   

• Επαναλαµβάνουµε τα στάδια 5, 6, 7 άλλες δύο φορές  

 

1.3. Επίστρωση 

Καθαρές αντικειµενοφόρες πλάκες τοποθετούνται σε δοχείο που περιέχει νερό σε 

θερµοκρασία 4οC.  

 Την επόµενη ηµέρα:  

• Φυγοκέντρούµε Φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά στις 2000 στροφές 

• Αφαιρούµε το υπερκείµενο και αναδεύουµε προσεκτικά το ίζηµα 

• Επιστρώνουµε από απόσταση 40cm περίπου, µία σταγόνα του ιζήµατος σε 

κρύα και υγρή αντικειµενοφόρο πλάκα σε κλίση 5º 

• Περιµένουµε µέχρι να στεγνώσει τελείως για 30 περίπου λεπτά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος  

• Τοποθετούµε τις αντικειµενοφόρες πλάκες σε θερµαινόµενη πλάκα στους 

37˚C για όλη νύχτα. 

 

1.4. Ζωνοποίηση (RHG) και χρώση των χρωµοσωµάτων  

Οι ζώνες R είναι αποτέλεσµα θερµικής αντίδρασης και είναι αντίστροφη της ζώνωσης 

G που οφείλεται σε ενζυµατική δράση. Οι ζώνες αντανακλούν τη δοµή των 
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χρωµοσωµάτων. Έτσι, οι σκούρες ζώνες αντιστοιχούν σε περιοχές των 

χρωµοσωµάτων που περιέχουν DNA πλούσιο σε γουανίνη και κυτοσίνη, 

αντιγράφουν το DNA πρώιµα στη φάση S του κυτταρικού κύκλου και περιέχουν 

ενεργά γονίδια. 

  

Την επόµενη ηµέρα: 
• Τοποθέτηση των coplin jars πορσελάνης µε διάλυµα Earls balance salt 

solution pH 5,3 (Biochrom) σε υδατόλουτρο στους 87°C 

• Αφού ελεχθεί η θερµοκρασία του διαλύµατος Earls, τοποθετούµε τις 

αντικειµενοφόρες πλάκες για περίπου 1 ώρα (ο χρόνος κυµαίνεται ανάλογα 

µε τις συνθήκες περιβάλλοντος)  

• Βγάζουµε τις αντικειµενοφόρες πλάκες από το διάλυµα Earls και τις 

ξεπλένουµε κάτω από τρεχούµενο νερό για περίπου 1 λεπτό  

• Βάφουµε τις πλάκες σε διάλυµα χρωστικής Giemsa (90 ml H2O απιονισµένο 

10 ml Giemsa) για 10 λεπτά και ξεπλένουµε κάτω από τρεχούµενο νερό. 

• Αφήνουµε τις πλάκες να στεγνώσουν καλά προκειµένου να ακολουθήσει η 

αξιολόγησή τους στο µικροσκόπιο. 

 

1.5. Μικροσκοπική µελέτη των χρωµοσωµάτων 

Η κυτταρογενετική αξιολόγηση των παρασκευασµάτων πραγµατοποιήθηκε σε 

µικροσκόπιο Zeiss Axioskop µε αντίθεση φάσεων. Το λογισµικό ανάλυσης των 

χρωµοσωµάτων και δηµιουργίας καρυοτύπου είναι το Metasystem.. Για να θεωρηθεί 

µια δοµική χρωµοσωµική ανωµαλία ως εύρηµα έπρεπε να παρατηρηθεί τουλάχιστον 

δύο φορές στο παρασκεύασµα ενώ για την αριθµητική χρωµοσωµική ανωµαλία 

πρέπει να απαντηθεί τρεις φορές για να θεωρηθεί κλώνος και όχι in vitro φαινόµενο 

 

2. Μοριακή Κυτταρογενετική Ανάλυση  

Η τεχνική της φθορίζουσας in situ υβριδοποίησης FISH, της µοριακής 

κυτταρογενετικής εφαρµόστηκε σε µεσοφασικούς πυρήνες καλλιεργηµένων κύτταρων 

µυελού των οστών όλων των ασθενών. Οι ανιχνευτές που χρησιµοποιήθηκαν α) για 

την έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 στο γενετικό τόπο 13q14 είναι ο LSI 13(RB1) 

13q14 Spectrum Orange (Vysis, Downers Grove, IL) και ο   CEP 10 Spectrum Green 

ως χρωµόσωµα αναφοράς  β) για τις ανακατατάξεις στο γενετικό τόπο 14q32 είναι οι 

LSI IGH/FGFR3, LSI IGH/CCND1, LSI IGH/MAF και LSI IGH Dual Color, Break Apart 

Rearrangement (Vysis, Downers Grove, IL). 
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Οι τρεις πρώτοι ανιχνευτές αφορούσαν τις µετατοπίσεις t(4;14), t(11;14) και 

t(14;16) αντίστοιχα ενώ ο τέταρτος αφορούσε µετατόπιση µεταξύ του γενετικού 

τόπου 14q32 και οποιουδήποτε άλλου χρωµοσώµατος.  

 

2.1. Tεχνική της FISH: Αποδιάταξη και υβριδοποίηση 

• Τοποθετούµε τις αντικειµενοφόρους πλάκες µε τα παρασκευάσµατα σε 

διάλυµα PBS για 5 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

• Αφυδατώνουµε τα παρασκευάσµατα σε διαλύµατα αιθανόλης 70%, 80%, 

90% και 100% για 2 λεπτά στο καθένα. 

• Στεγνώνουµε τα παρασκευάσµατα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

• Τοποθετούµε τα παρασκευάσµατα στο διάλυµα αποδιάταξης (70ml 

φορµαµίδιο, 10ml 20xSSC, 20ml dd H2O) στους 75 oC για 5 λεπτά. 

• Ξεπλένουµε για 3 λεπτά σε κρύο (4 oC) διάλυµα 2xSSC.  

• Αφυδατώνουµε διαδοχικά για 1 λεπτό στα διαλύµατα 70%, 80%, 90% και 

100% αιθανόλης. 

• Στεγνώνουµε πολύ καλά τα παρασκευάσµατα. 

• Τοποθετούµε το eppendorf µε το διάλυµα του φωτοευαίσθητου, 

προσηµασµένου ανιχνευτή (7 µl LSI buffer, 2 µl dd Η2Ο και 1 µl LSI ανιχνευτή) 

στο υδατόλουτρο στους 73 oC για 5 λεπτά. 

• Τοποθετούµε το eppendorf στους 37 oC για 30 λεπτά. 

• Προσθέτουµε 10µl διαλύµατος probe σε µια οριοθετηµένη περιοχή της 

αντικειµενοφόρου πλάκας και την καλύπτουµε µε καλυπτρίδα.  

• Σφραγίζουµε την καλυπτρίδα µε κόλλα rubber cement (Vysis). 

• Τοποθετούµε σε οριζόντια θέση τις αντικειµενοφόρες πλάκες σε ένα σκούρο  

κουτί, µέσα στο οποίο έχουµε τοποθετήσει υγρό διηθητικό χαρτί προς 

αποφυγή στεγνώµατος του διαλύµατος του ανιχνευτή στις αντικειµενοφόρους 

πλάκες. 

• Επωάζουµε σε ξηρό κλίβανο στους 37 oC για όλη τη νύχτα.  

Την επόµενη µέρα 

• Αφαιρούµε προσεκτικά την καλυπτρίδα.  

• Ξεπλένουµε σε διάλυµα 0.4xSSC 0.3% NP40 στους 74 oC για 5 λεπτά. 

• Ξεπλένουµε σε διάλυµα 2xSSC 0.1% NP40 σε θερµοκρασία περιβάλλοντος 

για 1 λεπτό.  

• Ξεπλένουµε σε dd H2O σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 
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• Αφυδατώνουµε τα παρασκευάσµατα, σε σειρά διαλυµάτων αιθανόλης 70%, 

80%, 90% και 100% για 1 λεπτό στο καθένα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος.  

• Αφήνουµε τις αντικειµενοφόρες πλάκες να στεγνώσουν πολύ καλά.  

• Προσθέτουµε 10µl DAPI II (Vysis) στην οριοθετηµένη περιοχή, όπου 

τοποθετήθηκε ο ανιχνευτής, και τοποθετούµε καλυπτρίδα.  

• Τοποθετούµε τις αντικειµενοφόρες πλάκες σε οριζόντια θέση σε σκούρο  

κουτί στο ψυγείο (4 oC) για τουλάχιστον 30 λεπτά. 

 

2.2. Μικροσκοπική µελέτη 

Η αξιολόγηση των παρασκευασµάτων πραγµατοποιήθηκε σε µικροσκόπιο 

Zeiss Axioskop µε σύστηµα φθορισµού, λάµπα φθορισµού ισχύος 100 Watt και 

αυτόµατο σύστηµα εναλλαγής φίλτρων. Τα έγχρωµα φίλτρα φθορισµού που 

χρησιµοποιήθηκαν είναι τα Rhodamine για το κόκκινο χρώµα, FITC για το πράσινο 

και DAPI για το µπλε και το λογισµικό ανάλυσης και αξιολόγησης των σηµάτων 

παρασκευασµάτων είναι το Isis της Metasystem. 

Οι φυσιολογικές κατωφλιαίες (cut off) τιµές για κάθε ανιχνευτή καθορίστηκαν 

για 200 τυχαίους µεσοφασικούς πυρήνες από φυσιολογικούς µάρτυρες. Η 

φυσιολογική κατωφλιαία τιµή για τις µετατοπίσεις είναι από 2-5% και για τις 

αριθµητικές ανωµαλίες είναι 5-7%. Για κάθε ανιχνευτή µετρήθηκαν 300 πυρήνες σε 

παρασκευάσµατα από συµβατικής κυτταρογενετικής και τα αποτελέσµατα 

θεωρούνταν µη φυσιολογικά όταν το ποσοστό των µη φυσιολογικών πυρήνων 

ξεπερνούσε την κατωφλιαία τιµή. Επιπλέον κάθε ανιχνευτής επικυρωνόταν  

χρησιµοποιώντας θετικούς και αρνητικούς µάρτυρες. 

• Η µελέτη του LSI 13 αφορά τον αριθµό των φθοριζόντων κόκκινων σηµάτων. 

Τα δύο κόκκινα σήµατα φανερώνουν δισωµία και εποµένως φυσιολογικό αριθµό του 

γενετικού τόπου 13q14 ενώ το ένα κόκκινο σήµα δηλώνει µονοσωµία του και τα τρία 

σήµατα τρισωµία.    

• Η µελέτη των αναδιατάξεων του γονιδίου της IgH στο γενετικό τόπο 14q32 

λόγω µετατοπίσεων µε άλλα χρωµοσώµατα αφορά την παρουσία ή µη  υβριδικού 

σήµατος που προκύπτει από τη σύντηξη ενός κόκκινου και ενός πράσινου 

φθορίζοντος σήµατος. Όταν σε ένα πυρήνα παρατηρούνται δύο ανεξάρτητα κόκκινα 

και δύο ανεξάρτητα πράσινα φθορίζοντα σήµατα δηλώνεται ότι δεν έχει γίνει 

µετατόπιση γενετικού υλικού µεταξύ των γενετικών τόπων υπό διερεύνηση ενώ όταν 

παρατηρούνται ένα κόκκινο ένα πράσινο και ένα υβριδικό φθορίζον σήµα, 

αποτελούµενο από ένα κόκκινο και ένα πράσινο, τότε σηµαίνει ότι υπάρχει 

µετατόπιση. 
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3. Μοριακή ανάλυση πολυµορφισµών των κυτοκινών  

 

3.1 Αποµόνωση DNA  

Η αποµόνωση DNA έγινε µετά από πέψη µε πρωτεϊνάση Κ µε τη βοήθεια του 

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Οι 

στήλες (QIAamp Spin Columns) χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση νουκλεϊκών 

οξέων. Η αποµόνωση βασίζεται στη χρήση µεµβρανών από πηκτή σιλικόνης η οποία 

δεσµεύει επιλεκτικά νουκλεϊκά οξέα, ενώ είναι διαπερατή από πρωτεΐνες και δισθενή 

κατιόντα που µπορεί να αναστείλουν την πολυµεράση κατά την αντίδραση PCR. Έτσι 

δεν είναι αναγκαία η οργανική εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων µε την κλασική µέθοδο 

φαινόλης/χλωροφορµίου. 

Το σετ αντιδραστηρίων περιέχει τις κατάλληλες στήλες, πρωτεϊνάση Κ, το διάλυµα AL 

(διάλυµα λύσης), τα διαλύµατα AW1 και AW2 (διαλύµατα για τις εκπλύσεις, απαιτείται 

αρχικά η προσθήκη αιθανόλης) και το διάλυµα ΑE (διάλυµα έκλουσης και 

επαναδιάλυσης του DNA). 

∆ιαδικασία:  

1. Προσθήκη 20µl πρωτεϊνάσης Κ, 200µl δείγµατος και 200µl AL buffer (διάλυµα 

λύσης) σε σωληνάριο eppendorff (1,5ml)  

2. Ανακίνηση ή vortex. 

3. Επώαση του δείγµατος σε υδατόλουτρο στους 56οC για 10 λεπτά. 

4. Προσθήκη 200µl αιθανόλης (96%-100% αιθανόλη) στο σωληνάριο eppendorff και 

ανάδευση. 

5. Μεταφορά του δείγµατος σε στήλη QIAamp και φυγοκέντρηση (6000g, 1min). 

6. Αντικατάσταση σωληναρίου συλλογής κάτω από την στήλη. Προσθήκη στην 

στήλη 500µl διαλύµατος  AW1. Φυγοκέντρηση (6000g, 1min). 

7. Αντικατάσταση σωληναρίου συλλογής κάτω από την στήλη. Προσθήκη στην 

στήλη 500µl διαλύµατος AW2. Φυγοκέντρηση (20000g (14000rpm, 3 min). 

8. Τοποθέτηση της στήλης σε σωληνάριο eppendorff (1,5 ml) και προσθήκη στην 

στήλη 100µl διαλύµατος AE. Φυγοκέντρηση (6000g,1min). 

Η στήλη αποµακρύνεται. Το σωληνάριο eppendorff περιέχει το DNA και 

φυλάσσεται για ποιοτική και ποσοτική εκτίµηση µε ηλεκτροφόρηση. 

3.2 Φωτοµέτρηση του DNA 

Μετά την αποµόνωση του DNA , ακολουθεί φωτοµέτρησή του, µε σκοπό τον 

υπολογισµό της συγκέντρωσης του µορίου. Το DNA έχει την ιδιότητα να απορροφά 

ακτινοβολία µήκους κύµατος 260 nm. Με χρήση φωτόµετρου, µετράται η οπτική 
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πυκνότητα (OD) του διαλυµένου (σε ddH2O) DNA σε µήκη κύµατος 260 nm και 280 

nm µε τη βοήθεια ειδικών κυψελίδων. (Ακτινοβολία µήκους κύµατος  280 nm 

απορροφούν οι πρωτείνες που υπάρχουν στο υδατικό διάλυµα  DNA). Εποµένως, 

υπολογίζοντας το λόγο OD260/ OD280 µπορούµε να εκτιµήσουµε την καθαρότητα του 

κάθε δείγµατος DNA µε την ιδανική τιµή να κυµαίνεται από 1,7-1,9. Η συγκέντρωση 

του DNA υπολογίζεται από τον τύπο: 

Συγκέντρωση DNA (µg/ml)= αραίωση x 50 x τιµή ΟD260 

(Σε µήκος κύµατος 260 nm η οπτική πυκνότητα του DNA  ισούται µε 

συγκέντρωση 50 µg). 

3.3 ∆ιαδικασία της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης (PCR) 

Η µέθοδος PCR είναι εξαιρετικά ευαίσθητη. Επιτρέπει τη γρήγορη ανάλυση 

ειδικών περιοχών DNA που βρίσκονται σε απειροελάχιστη ποσότητα. 

Χρησιµοποιήθηκε για να πολλαπλασιαστεί DNA από µαµούθ ηλικίας 40.000 χρόνων, 

για ανίχνευση γενετικών ασθενειών και αρχικών σταδίων ιικών µολύνσεων (έγκαιρη 

διάγνωση του AIDS), στην εγκληµατολογία όπου επιτρέπει την ανάλυση του DNA 

από ελάχιστες ποσότητες αίµατος η άλλων ιστών και οδηγεί στην αναγνώριση 

εγκληµατιών, στην εξακρίβωση της πατρότητας κ.α. 

Για να εφαρµόσουµε τη µέθοδο PCR πρέπει να γνωρίζουµε τη σειρά των 

νουκλεοτιδίων που βρίσκονται στα άκρα του τµήµατος DNA που θέλουµε  να 

πολλαπλασιάσουµε. Η γνωστή αλληλουχία χρησιµοποιείται για την χηµική σύνθεση 

δύο ολιγονουκλεοτιδίων, συµπληρωµατικών προς τα άκρα κάθε αλυσίδας. Τα 

ολιγονουκλεοτίδια αυτά λειτουργούν ως εκκινητές (primers) για τη σύνθεση 

συµπληρωµατικών αλυσίδων DNA. Η σύνθεση καταλύεται από µία ειδική DNA 

πολυµεράση, την Taq πολυµεράση. Τρία στάδια χαρακτηρίζουν την αντίδραση PCR: 

1. Στάδιο αποδιάταξης του DNA (denaturation): η αντίδραση θερµαίνεται 

αρχικά στους 92-960C για να σπάσουν οι υδρογονικοί δεσµοί που συγκρατούν τις 

δύο αλυσίδες της διπλής έλικας του  DNA προκειµένου το τελευταίο να αποδιαταχθεί 

και να µετατραπεί σε µονόκλωνο. 

2. Στάδιο υβριδισµού του γενωµικού DNA µε τους εκκινητές (annealing): 

µε µείωση της θερµοκρασίας της αντίδρασης στους 50-650C επιτυγχάνεται ο 

υβριδισµός των εκκινητών στα αντίστοιχα σηµεία των ανοικτών αλυσίδων του DNA. 

Οι εκκινητές είναι µεγέθους 15-25 βάσεων και αποτελούνται από διαφορετικές, µη 

συµπληρωµατικές αλληλουχίες, µε αποτέλεσµα να µην υβριδίζονται µεταξύ τους, 

αλλά µε τις συµπληρωµατικές αλληλουχίες του DNA. H θερµοκρασία αυτού του 
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σταδίου είναι καθοριστική και υπολογίζεται σύµφωνα µε τη θερµοκρασία τήξης των 

εκκινητών. 

3. Στάδιο επιµήκυνσης-σύνθεσης νέου DNA (extension): στο στάδιο αυτό 

επιτυγχάνεται η σύνθεση των συµπληρωµατικών κλώνων του DNA µε επέκταση του 

3’ άκρου των εκκινητών. Το βήµα αυτό πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία 720C, µε 

τη χρήση του ενζύµου DNA πολυµεράση (Taq polymerase) η οποία είναι ανθεκτική 

στις υψηλές θερµοκρασίες και µιµείται τον τρόπο µε τον οποίο τα ένζυµα του 

κυτταρικού πυρήνα διπλασιάζουν το DNA προκειµένου 

το κύτταρο να προχωρήσει σε µίτωση. Μπορεί να 

συνθέσει περίπου 2000 νουκλεοτίδια ανά λεπτό. 

Σε µία τυπική αντίδραση PCR ο κύκλος 

αποδιάταξης, υβριδισµού και σύνθεσης νέου DNA 

επαναλαµβάνεται συνήθως 30-40 φορές. Η διαδικασία 

είναι εκθετική αφού τα πολλαπλασιασµένα προϊόντα 

χρησιµοποιούνται ως νέα καλούπια για τον επόµενο 

κύκλο καταλήγοντας έτσι στο σχηµατισµό περισσότερων 

από 230 ή 1 δισεκατοµµυρίου αντιγράφων του αρχικού 

τµήµατος του DNA.   

Το δίκλωνο DNA που έχει το τµήµα που θέλουµε 

να πολλαπλασιάσουµε τοποθετείται υπό µορφή 

διαλύµατος στον δοκιµαστικό σωλήνα (microtube) µαζί 

µε τους primers, ελευθέρα δεοξυριβονουκλεοτίδια 

(dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ιχνοστοιχεία, MgCl2, Taq πολυµεράση 

(Invitrogen) και ρυθµιστικό διάλυµα που συνοδεύει την πολυµεράση.  Οι συνθήκες 

της αντίδρασης PCR είναι οι ακόλουθες: 

DNA 1µl 

10XΡυθµιστικό διάλυµα, ελεύθερο ιόντων µαγνησίου (50mM KCl, 10mM 

Tris-HCl, 0,1%Triton X-100pH=9 250C) 
2,5µl 

dNTPs (ισοµοριακό µείγµα dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2mM 2,5µl 

Ιόντα µαγνησίου (MgCl2) 50mM 2µl 

Εκκινητής 1(10pmol/µl)  1µl 

Εκκινητής 2 (10pmol/µl) 1µl 

Taq DNA πολυµεράση (5u/µ, Promega) 0,25µl 

∆ισαπεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό µέχρι τελικού όγκου 25µl 14,75µl 

Εικόνα. Αρχή της µεθόδου 

PCR 
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Ανάλογα µε την ποσότητα του DNA που θέλουµε να  χρησιµοποιήσουµε 

µεταβάλλουµε τον όγκο του H2O έτσι ώστε να έχουµε πάντα 25µl τελικό όγκο. 

Επίσης είναι αναγκαίο κάποιες φορές η αντίδραση να πραγµατοποιηθεί σε διπλάσιο 

όγκο, δηλαδή 50µl, για να υπάρχει άφθονο PCR προϊόν για την πέψη µε 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες που θα ακολουθήσουν. Σε αυτήν την περίπτωση 

διπλασιάζουµε τον όγκο κάθε αντιδραστηρίου εκτός της Taq πολυµεράσης και 

προσαρµόζουµε τον όγκο του H2O έτσι ώστε να έχουµε 50µl τελικό όγκο. 

 

 

Αλληλουχίες εκκινητών και ένζυµα που χρησιµοποιούνται για κάθε πολυµορφισµό 

 

SNP rs Primers Enzyme 

IL-1A  -889  
C/T 

 

rs1800587 
 

(F) 5’ CATGGATTTTTACATATGAGCCTTCGATGG 3’ 
(F) 5’ 
GAGAAAGGAAGGTGTGGATTTTTACATATGAGCCTTCAGTGA-3’ 
(R) 5’ TTTTAGAGATGGGGGCTTCACTATG 3’ 

- 

IL-1B -511 
C/T 

rs16944 
(F) 5’ TGGCATTGATCCAACTGGCTCCTGGTT CATC 3’ 
(R) 5’ GTTTAGGAATCTGTCTTGTGGTTTCC CACTT 3’ 

Ava1 

IL-1B +3954 
C/T 

 
rs1143634 

(F) 5’-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3’ 
(R) 5’-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’ 

Taq1 

IL-1R +11970 
C/T  

rs315929 
 

(F) 5’ CTCAGCAACACTCCTAT 3’ 

(R) 5’ TCCTGGTCTGCAGGTAA 3’ 
Pst1 

IL-1R +11100 
C/T 

rs315952 
(F) 5’ AGGGAGGCAGCACAGGACTT 3’ 

(R) 5’ AGTCCCTGCAGTCCTTGCCA 3’ 
Msp1 

 

 

To πρόγραµµα κυκλοποίησης που ακολουθήθηκε ήταν για κάθε 

πολυµορφισµό ξεχωριστά: 

 

IL-1A -889 C/T 

• Αρχική αποδιάταξη στους: 950C για 3 λεπτά 

• Αποδιάταξη (denaturating): 950C για 1 λεπτό 

• Υβριδισµός (annealing):  550C για 1 λεπτό 

• Σύνθεση (extension):  720C για 1 λεπτό 

Το στάδιο της αποδιάταξης, του υβριδισµού και της σύνθεσης του DNA 

επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους και η αντίδραση ολοκληρώνεται µε την επέκταση 

του DNA στους 720C για 10 λεπτά. Το προϊόν PCR που προκύπτει έχει µέγεθος 305 

ή 317bp αντίστοιχα για τον πρώτο ή το δεύτερο εµπρόσθιο (forward) εκκινητή και 

διατηρείται σε θερµοκρασία -200C. 
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IL-1B -511 C/T 

• Αρχική αποδιάταξη στους: 950C για 5 λεπτά 

• Αποδιάταξη (denaturating): 950C για 30 δευτερόλεπτα 

• Υβριδισµός (annealing):  550C για 30 δευτερόλεπτα 

•  Σύνθεση (extension):  720C για 30 δευτερόλεπτα 

Το στάδιο της αποδιάταξης, του υβριδισµού και της σύνθεσης του DNA 

επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους και η αντίδραση ολοκληρώνεται µε την επέκταση 

του DNA στους 720C για 10 λεπτά. Το προϊόν  PCR που προκύπτει έχει µέγεθος 

304bp και διατηρείται σε θερµοκρασία -200C. 

 

IL-1B +3954 C/T 

• Αρχική αποδιάταξη στους: 940C για 3 λεπτά 

• Αποδιάταξη (denaturating): 940C για 30 δευτερόλεπτα 

• Υβριδισµός (annealing):   540C για 35 δευτερόλεπτα 

•  Σύνθεση (extension):  720C για 30 δευτερόλεπτα 

        Το στάδιο της αποδιάταξης, του υβριδισµού και της σύνθεσης του DNA 

επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους και η αντίδραση ολοκληρώνεται µε την επέκταση 

του DNA στους 720C για 5 λεπτά. Το προϊόν  PCR που προκύπτει έχει µέγεθος 

182bp και διατηρείται σε θερµοκρασία -200C. 

 
 
IL-1RΝ +11970 C/T 

• Αρχική αποδιάταξη στους¨:  940C για 1 λεπτό 

• Αποδιάταξη (denaturating): 940C για 1 λεπτό 

• Υβριδισµός (annealing):  600C για 1 λεπτό 

•  Σύνθεση (extension):  720C για 1 λεπτό 

Το στάδιο της αποδιάταξης, του υβριδισµού και της σύνθεσης του DNA 

επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους και η αντίδραση ολοκληρώνεται µε την επέκταση 

του DNA στους 720C για 5 λεπτά. Προϊόν PCR µεγέθους 410 bp. 

 

IL-1RN  +11100 C/T 

• Αρχική αποδιάταξη στους: 940C για 1 λεπτό 

• Αποδιάταξη (denaturating): 940C για 1 λεπτό 

• Υβριδισµός (annealing):  600C για 1 λεπτό 

•  Σύνθεση (extension):  720C για 1 λεπτό 
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Το στάδιο της αποδιάταξης, του υβριδισµού και της σύνθεσης του DNA 

επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους και η αντίδραση ολοκληρώνεται µε την επέκταση 

του DNA στους 720C για 5 λεπτά. Προϊόν PCR µεγέθους 329 bp 

3.4 Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα που αναγνωρίζουν ειδικές 

αλληλουχίες δίκλωνου DNA και κόβουν το µόριο µέσα ή κοντά στην αλληλουχία 

αναγνώρισης. Η αλληλουχία αναγνώρισης είναι συνήθως 4-8 νουκλεοτίδια σε 

µέγεθος και είναι παλίνδροµες, δηλαδή διαβάζονται το ίδιο και από τις δύο 

κατευθύνσεις του DNA (5’�3’ και 3’�5’).  

 Ένας πολυµορφισµός µπορεί να οδηγήσει στην δηµιουργία ή στην εξάλειψη 

µιας περιοριστικής θέσης αναγνώρισης. Το αποτέλεσµα ενός πολυµορφισµού µπορεί 

να διαπιστωθεί µετά από επώαση του PCR προϊόντος µε το κατάλληλο περιοριστικό 

ένζυµο. Τα αποτελέσµατα της πέψης θα φανούν µετά από ηλεκτροφόρηση, όπου θα 

δηµιουργηθούν κοµµάτια DNA διαφορετικού µεγέθους και έτσι θα ταυτοποιηθεί ο 

πολυµορφισµός. Οι συνθήκες που πραγµατοποιήθηκε η πέψη µε τα περιοριστικά 

ένζυµα Ava1 (IL-1B -511 C/T), Taq1 (IL-1B +3954 C/T), Pst1 (IL-1RΝ +11970 C/T), 

Msp1 (IL-1RN +11100 C/T) και και οι αλληλουχίες αναγνώρισης τους είναι οι 

ακόλουθες: 

 

Αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου Ava1 

 Το ένζυµο αποµονώθηκε από το στέλεχος Anabaena variabilis (ATCC 

27892) και κλωνοποιήθηκε στο βακτήριο E.coli. Η αλληλουχία αναγνώρισης είναι : 

5’… C�YCGRG…3’ 

3’…GRGCY�C…5’ 

και κόβει το DNA σε κοµµάτια των 304bp, 190bp και 114bp. Η παρουσία προϊόντος 

µεγέθους 304 bp καθορίζει τον TT γονότυπο, η παρουσία προϊόντων µεγέθους 190 

bp και 114 bp καθορίζει τον γονότυπο CC και η παρουσία προϊόντων 304, 190 και 

114 bp καθορίζει τον ετερόζυγο γονότυπο CT, ο καθορισµός των οποίων γίνεται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%.  

 

PCR προϊόν 6µl 

NE Βuffer 4(50mM NaCl, 10mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 1mM dithiothreitol, 

pH=7,9 
1,5µl 

AvaI (37oC, overnight) 0,5µl 

∆ισαπεσταγµένο και αποστειρωµένο H2O µέχρι τελικού όγκου 15µl 7µl 
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Αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου Taq1  

Η αλληλουχία αναγνώρισης του ενζύµου είναι : 

5’… T�CGA…3’ 

3’…AGC�T…5’ 

και κόβει το DNA σε κοµµάτια των 182bp, 97bp, 85bp και 12bp. H παρουσία 

προϊόντων µεγέθους 182 bp και 12 bp καθορίζει τον ΤΤ γονότυπο, η παρουσία 

προϊόντων 182bp, 97bp, 85bp και 12bp καθορίζει τον ετερόζυγο γονότυπο CT και η 

παρουσία προϊόντων µεγέθους 97bp, 85bp και 12bp καθορίζει τον γονότυπο CC. Ο 

καθορισµός των γονοτύπων γίνεται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%.  

 

 

PCR προϊόν 6µl 

NE Βuffer 4(50mM NaCl, 10mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 1mM dithiothreitol, 

pH=7,9 
1,5µl 

TaqI (65oC, 4 ώρες) 0,5µl 

∆ισαπεσταγµένο και αποστειρωµένο H2O µέχρι τελικού όγκου 15µl 7µl 

 

Αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου Pst1 

 To ένζυµο αποµονώθηκε από το στέλεχος Nocardia corallina (ATCC 19070) 

και κλωνοποιήθηκε στο βακτήριο E.coli. Αναγνωρίζει την αλληλουχία : 

5’…C�CATGG…3’ 

3’…GGTAC�C…5’ 

H παρουσία της περιοριστικής θέσης χαρακτηρίζει το αλληλόµορφο C (16 bp + 83 

bp), ενώ η απουσία το αλληλόµορφο T (99 bp). Συνεπώς προκύπτουν 3 γονότυποι 

CC, CT, TT, ο καθορισµός των οποίων γίνεται σε πηκτή αγαρόζης 3%.  

 

 

 

 

 

PCR προϊόν 6µl 

NEΒuffer 3(50mM NaCl, 10mM Tris-HCl,  1mM dithiothreitol, pH=7,9,  1,5µl 

BSA (100µg/ml) 0,15µl 

NcoI  (370C overnight) 0,25µl 

∆ισαπεσταγµένο και αποστειρωµένο H2O µέχρι τελικού όγκου 15µl 7,1µl 
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Αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου Msp1  

Η αλληλουχία αναγνώρισης του ενζύµου είναι : 

5’… C�CGG…3’ 

3’…GGC�C…5’ 

και κόβει το DNA σε κοµµάτια των 197bp και 132bp. H παρουσία προϊόντος 329bp 

καθορίζει τον ΤΤ γονότυπο, η παρουσία προϊόντων 329bp, 197bp και 132bp 

καθορίζει τον ετερόζυγο γονότυπο CT και η παρουσία προϊόντων µεγέθους 197bp 

και 132bp καθορίζει τον γονότυπο CC. Ο καθορισµός των γονοτύπων γίνεται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%.  

 

 

PCR προϊόν 6µl 

NE Βuffer 4(50mM NaCl, 10mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 1mM dithiothreitol, 

pH=7,9 
1,5µl 

MspI (37oC, 4 ώρες) 0,5µl 

∆ισαπεσταγµένο και αποστειρωµένο H2O µέχρι τελικού όγκου 15µl 7µl 

 

3.5 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

 Η ηλεκτροφόρηση είναι µία µέθοδος διαχωρισµού τµηµάτων DNA 

διαφορετικού µεγέθους. Το µείγµα των κλασµάτων DNA που θέλουµε να 

διαχωρίσουµε τοποθετείται στην µία άκρη µιας λεπτής φέτας πηκτής αγαρόζης που 

περιέχει ένα µικροσκοπικό δίκτυο πόρων. Στη συνέχεια ένα ηλεκτρικό πεδίο 

εφαρµόζεται διαµέσου της πηκτής. Επειδή το DNA έχει αρνητικό φορτίο, τα κλάσµατα 

µετακινούνται προς το θετικό πόλο. Η ταχύτητα κίνησης και ο διαχωρισµός των 

κλασµάτων εξαρτάται από: 

• Το µοριακό βάρος του DNA: τα µεγαλύτερα κλάσµατα µετακινούνται βραδύτερα, 

επειδή η πορεία τους εµποδίζεται από το στρώµα της αγαρόζης. Έτσι τα µεγαλύτερα 

κλάσµατα θα εµφανίζονται πιο ψηλά από τα µικρότερα. 

• Τη συγκέντρωση της αγαρόζης: όταν τα κλάσµατα που έχουµε προς διαχωρισµό 

είναι µεγάλου µεγέθους, τότε φτιάχνουµε πηκτή αγαρόζης µικρής πυκνότητας.  

Με βάση τη συγκέντρωση της αγαρόζης που θέλουµε να έχει η πηκτή 

ηλεκτροφόρησης, ζυγίζονται 1,2, ή 3gr αγαρόζης (Invitrogen, Electrophorresis grade) 

για 1, 2 ή 3 % συγκέντρωσης αντίστοιχα και διαλύονται σε 100ml 1ΧΤΒΕ (10ΧΤΒΕ: 

108gr Tris, 55gr Boric acid, 7,44gr EDTA). Κατόπιν το µείγµα θερµαίνεται σε φούρνο 

µικροκυµάτων για περίπου 5-10 λεπτά ώσπου να γίνει διαυγές. Αφού κρυώσει λίγο, 

προστίθενται 10µl βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr). Αυτό είναι µία ουσία η οποία φθορίζει 
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υπό την επίδραση του υπεριώδους φωτός. Τέλος το gel τοποθετείται όσο είναι ακόµα 

στην υγρή του µορφή σε κατάλληλο εκµαγείο µε χτενάκια και αφήνεται να πήξει για 

περίπου 45 λεπτά. 

• Την τάση του ηλεκτρικού ρεύµατος που εφαρµόζεται. Για διαχωρισµό µεγάλων 

κλασµάτων DNA εφαρµόζεται χαµηλή τάση (70-110V), διαφορετικά ο διαχωρισµός 

δεν θα πραγµατοποιηθεί σωστά.  

 

4. Μοριακή ανάλυση  µε την τεχνική γενωµικού συγκριτικού υβριδισµού 
(array-CGH) 

H τεχνική του γενωµικού συγκριτικού υβριδισµού (array-CGH) απαιτεί τον 

εξειδικευµένο εξοπλισµό ενός εργαστηρίου Μοριακής Γενετικής καθώς και 

αποµονωµένους χώρους σε ένα περιβάλλον χαµηλών επιπέδων υγρασίας, όζοντος, 

απουσία φωτός και σκόνης. Το εργαστηριακό πρωτόκολλο που ακολουθείται 

βασίζεται στην τεχνολογία a-CGH της εταιρείας Agilent µε ανιχνευτές 

ολιγονουκλεοτίδια. Σε κάθε βήµα, για την αποφυγή µόλυνσης των αντιδραστηρίων 

από νουκλεάσες, γίνεται χρήση εργαστηριακών γαντιών χωρίς πούδρα και πιπετών 

µε ρύγχη µε φίλτρο. Επίσης απαιτούνται ήπιοι χειρισµοί για  τα διαλύµατα και τις 

αντιδράσεις που περιέχουν γενωµικό DNA.  

 

4.1 Αποµόνωση DNA   

Aποµόνωση µυελικών κυττάρων από δείγµα µυελού των οστών και εκχύλιση 

γενωµικού DNA µε το πλήρως αυτοµατοποιηµένο ροµποτικό σύστηµα αποµόνωσης, 

µε χρήση τεχνολογίας µαγνητικών σφαιριδίων (QIAGEN BioROBOT M48). Το 

γενωµικό DNA φυλάσσεται στους 4ο C, ενώ στους -80o C φυλάσσονται τα 

λευκοκύτταρα από κάθε δείγµα για ενδεχόµενη µελλοντική χρήση. 

 

4.2 Υπολογισµός της συγκέντρωσης και της καθαρότητας του DNA 

Μετά την αποµόνωση ακολουθεί έλεγχος της καθαρότητας και µέτρησης της 

συγκέντρωσης DNA µε τη χρήση του σπεκτροφωτόµετρου Νano Drop ND-1000 UV-

Vis. Μετρούνται οι λόγοι  A260/280 και Α260/230. Το υψηλής καθαρότητας DNA έχει 

τιµές λόγου Α260/Α280 1.8 έως 2.0, δείχνοντας απουσία εξωγενών πρωτεϊνών, ενώ 

τιµή µεγαλύτερη από 2.0 για το λόγο Α260/Α230 είναι αποδεκτή για το καθαρό 

γενωµικό DNA. Ο πιθανός  κατακερµατισµός του DNA ελέγχεται προαιρετικά µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 
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4.3 Πέψη του γενωµικού DNA 

• Για την πέψη του γενωµικού DNA,  απαιτούνται ισοµοριακές ποσότητες  DNA 

για το εξεταζόµενο δείγµα του ασθενούς και το δείγµα αναφοράς.  

• Σε κάθε είδος µικροσυστοιχιών απαιτούνται διαφορετική ποσότητα και όγκος 

προστιθέµενου gDNA. Γενικά η ελάχιστη ποσότητα γενωµικού DNA είναι 

0.5µg, αλλά ακόµα και ποσότητα µεγαλύτερη ή  ίση από 300ng είναι 

αποδεκτή.  

• Τα χηµικά αντιδραστήρια της πέψης φυλάσσονται στους -20οC και κατά την 

διάρκεια της χρήσης τους διατηρούνται στον πάγο. Για κάθε αντίδραση, 

προστίθεται σε αποστειρωµένα ειδικά σωληνάρια µικρού όγκου η 

απαιτούµενη ποσότητα του γενωµικού DNA και νερού χωρίς νουκλεάσες. 

• Το κάθε δείγµα  αναµιγνύεται µε τα συστατικά του µίγµατος της αντίδρασης 

πέψης (10x buffer C, ακετυλιωµένη BSA, τα περιοριστικά ένζυµα Alu I και 

RSA I). 

• Τα σωληνάρια µε τα δείγµατα µεταφέρονται σε θερµοκυκλοποιητή (PCR block) 

στους 37οC για 2 ώρες για την πέψη και στους 65οC για 20 λεπτά, για την 

απενεργοποίηση των ενζύµων.. 

• Στη συνέχεια µεταφέρονται στους -20οC µέχρι την επόµενη µέρα, που 

πραγµατοποιείται η διαδικασία φθορίζουσας σήµανσης. 

• Προαιρετικά, 2µl του γενωµικού DNA, που έχει υποστεί πέψη µπορούν να 

ελεγχθούν σε 0.8% πήκτωµα αγαρόζης χρωσµένο µε SYBR Gold (Invitrogen 

p/n S-11494) προκειµένου να ελεγχθεί η ολοκλήρωση της πέψης. . Η 

πλειοψηφία των πεπτόµενων προϊόντων πρέπει να είναι µεταξύ 200bp και 

500bp σε µέγεθος. 

 

4.4 Σήµανση µε φθορίζουσες χρωστικές  

• Τη διαδικασία της πέψης, ακολουθεί η διαδικασία της φθορίζουσας σήµανσης, 

µε τις φθορίζουσες χρωστικές Cyanine 3-dUTP και cyanine 5-dUTP. Οι 

χρωστικές αυτές είναι φωτοευαίσθητες καθώς επίσης και ευαίσθητες στην 

αποικοδόµηση από πολλαπλές φορές απόψυξης, ως εκ τούτου φυλάσσονται 

στους 4οC προστατευµένες από το φως.  

 

• Το δείγµα εξέτασης σηµαίνεται µε Cy-5 (µπλε χρωστική), ενώ το δείγµα 

αναφοράς µε Cy-3 (κόκκινη χρωστική). Η συγκέντρωση της χρωστικής Cy-3 

(pmol/µg) πρέπει να είναι υψηλότερη από αυτή του Cy-5 επειδή το DNA του 

δείγµατος αναφοράς σηµαίνεται γενικά  καλύτερα.  
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• Κατά την διαδικασία της σήµανσης, όπου πρέπει να ελαχιστοποιείται η 

έκθεση στο φως,  προστίθεται αρχικά η συνιστώµενη ποσότητα τυχαίων 

εκκινητών σε κάθε σωληνάριο των 1.5ml, που περιέχει το γενωµικό DNA και 

ακολουθεί καλή ανάδευση. 

• Τα σωληνάρια µεταφέρονται στους 95οC για 3 λεπτά στο PCR µηχάνηµα και 

µετά 5 λεπτά στον πάγο.  

• Έπειτα προστίθεται το µίγµα σήµανσης, το οποίο περιλαµβάνει νερό χωρίς 

νουκλεάση, 5Χ buffer, 10x dNTPs, τη χρωστική και το θραύσµα της 

εξωνουκλεάσης Klenow σε κάθε ένα από τα σωληνάρια και γίνεται καλή 

ανάδευση.  

• Κατόπιν, τα δείγµατα µεταφέρονται στους 37οC για 2 ώρες για την 

πραγµατοποίηση της αντίδρασης σήµανσης και στους 65οC για 10 λεπτά 

ώστε να απενεργοποιηθεί το ένζυµο.   

• Εάν δεν γίνει άµεσα το επόµενο βήµα της πειραµατικής διαδικασίας, τα 

δείγµατα φυλάσσονται στους -20οC. ∆ιαφορετικά γίνονται οι πλύσεις του 

σηµασµένου γενωµικού DNA σε στήλες µε φίλτρο. 

• Στο στάδιο αυτό προστίθεται διάλυµα 1Χ ΤΕ (pH 8.0) σε κάθε σωληνάριο και 

µεταφέρεται το υλικό του κάθε σωληναρίου σε στήλη µε φίλτρο Microcon YM-

30 των 1.5ml.  

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 8.000g σε µικροφυγόκεντρο σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

• Αποµακρύνεται το υλικό του σωληναρίου, και προστίθενται πάλι  διάλυµα 1Χ 

ΤΕ (pH 8.0)    

• Ακολουθεί δεύτερη  φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες  

• Αναποδογυρίζουµε το φίλτρο σε ένα σωληνάριο των 1.5ml, φυγοκεντρείται 

για 1 λεπτό στα 8.000g σε θερµοκρασία δωµατίου, συλλέγεται το καθαρό 

δείγµα και µετράται ο όγκος κάθε δείγµατος. 

• Για τις µικροσυστοιχίες 1x244K, εάν ο όγκος του δείγµατος ξεπεράσει τα 

161µL, επιστρέφεται το δείγµα στο φίλτρο, φυγοκεντρείται για 1 λεπτό στις 

8000g  σε µικροφυγόκεντρο σε θερµοκρασία δωµατίου και αποµακρύνεται το 

υπερκείµενο. Αν ο όγκος είναι πάλι µεγαλύτερος από 161µL, τότε 

επιστρέφεται πάλι το δείγµα στο φίλτρο και φυγοκεντρείται µέχρι ότου ο όγκος 

γίνει 161µL.  

• Σε αυτή τη φάση προαιρετικά  µικρή ποσότητα κάθε δείγµατος µπορεί να 

µετρηθεί στο NanoDrop ND-1000 UV-VIS σπεκτροφωτόµετρο για έλεγχο της 

απόδοσης και της ειδικής ενεργότητας.  
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• Το σηµασµένο DNA µπορεί να αποθηκευτεί  στους -20οC για 24 ώρες 

απουσία φωτός, πριν πραγµατοποιηθεί το επόµενο στάδιο της 

υβριδοποίησης. Το χρώµα του αναµιγµένου δείγµατος στη φάση αυτή πρέπει 

να είναι ιώδες, διαφορετικά το πείραµα επαναλαµβάνεται.  

 

4.5 Στάδιο υβριδισµού 

• Προετοιµασία του µίγµατος υβριδοποίησης, το οποίο περιλαµβάνει τα 

συστατικά  Cot-1 DNA (1.0 mg/mL), 10x blocking Agent και 2x Hybridization 

buffer, Το 10x blocking Agent ετοιµάζεται µε  1350µL νερού  σε ένα φιαλίδιο, 

που περιέχει 10Χ λυοφιλιώµενο Blocking Agent, παραµένει σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 1 ώρα και αναδεύεται καλά έως ότου  οµογενοποιηθεί πριν την 

χρήση ή την αποθήκευση στους -20οC 

• Τα σωληνάρια µε τα δείγµατα επωάζονται σε θερµαινόµενα blocks στους 

95οC για 3 λεπτά, στους  37οC για 30 λεπτά και έπειτα φυγοκεντρούνται για 1 

λεπτό στις 17900g.  

• Το σηµασµένο αναµεµιγµένο γενωµικό DNA υβριδίζεται µε το περιεχόµενο 

των µικροσυστοιχιών, το οποίο αποτελείται από 60µερή ολιγονουκλεοτίδια.  

• Για την υβριδοποίηση απαιτούνται οι γυάλινες επιφάνειες των 

µικροσυστοιχιών και οι µεταλλικές θήκες στήριξης. 

• Η γυάλινη επιφάνεια (slide) περιέχει µια ενεργή πλευρά µε τυπωµένο τον 

κωδικό Agilent στη µια άκρη του και µια µη ενεργή πλευρά µε τυπωµένο ένα 

συγκεκριµένο κωδικό αριθµό. Το µίγµα υβριδοποίησης απλώνεται πάνω σε 

µια κενή γυάλινη επιφάνεια, γνωστή ως gasket και όχι στην ενεργή πλευρά 

της γυάλινης επιφάνειας της µικροσυστοιχίας. Το gasket τοποθετείται στη 

θέση της µεταλλική υποδοχής, έπειτα η ενεργή πλευρά της γυάλινης πλάκας 

τοποθετείται πάνω στο γυάλινο gasket, εφάπτεται απόλυτα µε αυτή 

προσέχοντας να µη σχηµατιστούν φυσαλίδες και τέλος η µεταλλική βάση 

υποδοχή σφραγίζεται µε ένα  µεταλλικό συµπληρωµατικό καπάκι.  

• Με ήπιες κινήσεις µε το χέρι, η µεταλλική θέση στήριξης περιστρέφεται πάνω 

κάτω ώστε το µίγµα υβριδισµού να απλωθεί οµοιόµορφα. Κατόπιν η 

µεταλλική θήκη τοποθετείται σε µια περιστρεφόµενη βάση στον κλίβανο 

υβριδισµού στους 65οC και στις 20rpm. Ο υβριδισµός διαρκεί 40 ώρες για τις 

1x244K  µικροσυστοιχίες,. Είναι απαραίτητο οι µεταλλικές θήκες να 

ζυγοσταθµίζονται στη περιστρεφόµενη βάση  έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η 

σωστή περιστροφική κίνηση στον κλίβανο.                        
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• Οι µεταλλικές βάσεις και τα γυάλινα δοχεία θα πρέπει να πλένονται πολύ 

καλά µε άφθονο απιονισµένο νερό (5x), ενώ απαγορεύεται η χρήση 

απορρυπαντικών, που ενδεχοµένως να αφήνουν φθορίζοντα υπολείµµατα 

στις επιφάνειες. Τα slides, όπου γίνεται ο υβριδισµός φυλάσσονται σε 

θερµοκρασία δωµατίου σε δοχείο µε  αποξηραντικό υλικό απορρόφησης της 

υγρασίας, καλυµµένα µε αλουµινόχαρτο για να προστατευτούν  από το φως.  

 

4.6 Στάδιο πλύσης 

• Αφού ολοκληρωθεί ο υβριδισµός, ακολουθούν  πλύσεις για την αποµάκρυνση 

του µη υβριδοποιηµένου υλικού σε συνθήκες χαµηλού φωτισµού για 

ελαχιστοποίηση της απώλειας φθορισµού.  

• Στη φάση αυτή οι δυο γυάλινες επιφάνειες µε το υβριδοποιηµένο υλικό 

αφαιρούνται από την µεταλλική βάση.  

• Οι πλύσεις ξεκινούν µε ξέπλυµα των γυάλινων επιφανειών σε ρυθµιστικό 

διάλυµα Ι, όπου τα slides µε το υβριδοποιηµένο υλικό διαχωρίζονται από τα 

γυάλινα gaskets.  

• Ακολουθεί τοποθέτηση των slides σε γυάλινη βάση στήριξης, η οποία 

βρίσκεται µέσα σε γυάλινο δοχείο γεµάτο κατά τα ¾ µε ρυθµιστικό διάλυµα ΙΙ. 

•  Γίνεται επώαση και ήπια ανάδευση µε τη βοήθεια µιας µαγνητικής ράβδου 

για 5 λεπτά.  

•  Η γυάλινη βάση στήριξης µε τα slides µεταφέρεται σε γυάλινο δοχείο, που 

περιέχει το ρυθµιστικό διάλυµα II στους 37οC και ακολουθεί ήπια ανάδευση µε 

τη βοήθεια µικρής µαγνητικής ράβδου για 1 λεπτό. 

• Κατόπιν η γυάλινη βάση µε τα slides αφήνεται 5-10 δευτερόλεπτα στον αέρα 

µε σκοπό την ξήρανση της επιφάνειας 

• Η γυάλινη βάση  τοποθετείται σε διάλυµα καθαρού ακετονιτριλίου για 1 λεπτό 

και αναδεύεται ήπια.  

• Αφού ελεγχθεί ότι τα slides είναι πλήρως στεγνά, σαρώνονται αµέσως µετά 

τις πλύσεις, ώστε να ελαχιστοποιηθούν οι αρνητικές επιδράσεις των 

περιβαλλοντικών οξειδωτικών µέσων στην ένταση του φθορίζοντος σήµατος. 

•  Τα slides τοποθετούνται  σε πλαστικές θήκες µε την πλευρά που έχει 

τυπωµένο το Agilent  προς τα πάνω και την ενεργή πλευρά που θα σαρωθεί 

προς τα κάτω.  

• Οι πλαστικές θήκες µε τα slides τοποθετούνται στο περιστροφικό εξάρτηµα 

του Αgilent σαρωτή και η σάρωση γίνεται µε το λογισµικό Agilent Scanner 

Control Software v7.0, υψηλής υπολογιστικής δύναµης 
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4.7 Στάδιο σάρωσης και αποθήκευσης των δεδοµένων  

• Η διακριτική ικανότητα της σάρωσης ρυθµίζεται στα 5µm, το κανάλι 

χρωστικής στο κόκκινο και πράσινο, ενώ ο φωτοπολλαπλασιαστής PMT για 

το πράσινο και το κόκκινο ρυθµίζεται στο 100%. 

•  Αφού επιβεβαιωθεί ότι ο σαρωτής είναι έτοιµος για σάρωση, επιλέγεται ο 

αριθµός των slides, που θα σαρωθούν.  

• Έπειτα ανοίγεται το λογισµικό Feature Extraction και τα slides που έχουν 

επιλεγεί σαρώνονται και τα δεδοµένα εξάγονται την ίδια στιγµή στο φάκελο, 

που δηµιουργείται στην αρχή. Ο χρόνος όπου ο σαρωτής περιµένει µέχρι να 

φορτωθεί η επόµενη εικόνα ρυθµίζεται στα 10 λεπτά. 

•  Τα δεδοµένα συλλέγονται µε την µορφή εικόνας τύπου .tiff και ελέγχονται οι 

τέσσερις πλευρές της εικόνας του slide, που έχουν συγκεκριµένη κατανοµή 

κουκίδων σε κάθε άκρη.  

• Εάν το πείραµα έχει πραγµατοποιηθεί επιτυχώς, το χρώµα είναι ένα µίγµα 

πράσινου και κίτρινου στις µικροσυστοιχίες. 

•  Πολύ κόκκινο σήµα σηµαίνει ότι η συγκέντρωση του DNA του δείγµατος 

αναφοράς και η σήµανση είναι υψηλότερα και ότι το DNA του ασθενή είτε 

είναι κατεστραµµένο ή αλλοιώθηκε κατά την διάρκεια της σήµανσης και του 

καθαρισµού.  

• Σε περίπτωση που η σάρωση δεν έχει ολοκληρωθεί επιτυχώς, µπορεί να 

επαναληφθεί αλλά κάθε φορά χάνεται µέρος του φθορισµού. 

 

4.8 Στάδιο ανάλυσης δεδοµένων 

•  Αφού ολοκληρωθεί η σάρωση, ανοίγεται το λογισµικό ανάλυσης CGH 

Analytics software v.3.5, όπου εκεί µεταφέρονται µόνο τα .txt αρχεία.  

• Για την ανάλυση όλων των πειραµάτων δηµιουργείται ένα αρχείο excel και 

εκεί µεταφέρονται όλα τα δεδοµένα για τις συντεταγµένες των ανιχνευτών 

(probes), που οριοθετούν τις χρωµοσωµικές περιοχές των διπλασιασµών και 

ελλείψεων, τα ονόµατα των ανιχνευτών αυτών, τα γονίδια και τις 

πολυµορφικές περιοχές που εντοπίζονται. 

• Πληροφορίες για το πείραµα, όπως για λάθη της πειραµατικής διαδικασίας , 

που έχουν πιθανόν συµβεί συλλέγονται στα microarrays QC Metrics 

δεδοµένα, τα οποία εξάγονται σε ένα πίνακα στο Feature Extraction QC 

report  και  στο CGH Analytics . 

•  Για ένα επιτυχές πείραµα η απόδοση που εκφράζεται από τον αριθµό DLRS 

πρέπει να έχει τιµές κάτω του 0.2 , ενώ τιµές από 0.2 έως 0.3 είναι αποδεκτές 
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για ένα καλό πείραµα. Επίσης η ένταση του σήµατος πρέπει να είναι πάνω 

από 150, τιµές 50-100 αντιστοιχούν σε ένα καλό πείραµα, ενώ για τιµές 

µικρότερες από 50 συστήνεται επανάληψη πειράµατος. 

• Τα δεδοµένα επεξεργάζονται κατόπιν συλλογής πληροφοριών από βάσεις 

δεδοµένων στο διαδίκτυο, όπου γίνεται σύγκριση των δεδοµένων µε 

υπάρχουσες βιβλιογραφικές αναφορές για καταγεγραµµένα γενετικά 

σύνδροµα. 

• Ο συνολικός χρόνος από τη λήψη κάθε δείγµατος µέχρι την ανάλυση, 

επεξεργασία και ερµηνεία των αποτελεσµάτων απαιτεί τουλάχιστον από 10 

εργάσιµες ηµέρες. 

 

5. Στατιστική ανάλυση   

5.1 Κυτταρογενετικά ευρήµατα και επιβίωση 

Για να ελέγξουµε τη σύνδεση µεταξύ της επιβίωσης των ασθενών και των 

χρωµοσωµικών ανωµαλιών, ή µεταξύ της επιβίωσης των ασθενών και των 

ανωµαλιών που ανιχνεύονταν µε τη FISH, χρησιµοποιήθηκε το τεστ χ2 ή ο έλεγχος 

Fisher exact.  Στατιστικώς σηµαντική θεωρήθηκε µία αµφίπλευρη τιµή p µικρότερη 

του 0.05. Επιπλέον εφαρµόστηκε ανάλυση λογιστικής παλινδρόµησης για να 

αποκαλύψει την επίδραση όλων των µεταβλητών στην επιβίωση των ασθενών στον 

καθορισµένο χρόνο µελέτης των 12 µηνών. Το επίπεδο σηµαντικότητας όλων των 

µεταβλητών ήταν < 0.005. Το στατιστικό λογισµικό που χρησιµοποιήθηκε ήταν το 

SPSS έκδοση 15.0. για Windows (SPSS, Chicago, IL). 

 

5.2 Συχνότητα πολυµορφισµών κυτοκινών σε ασθενείς µε ΠΜ και σε 
φυσιολογικούς µάρτυρες 

Για να αναλύσουµε τη σχέση των πολυµορφισµών των κυτοκινών µε την 

προδιαθεσιµότητα στο ΠΜ χρησιµοποιήσαµε το τεστ χ2 µε διόρθωση Yates. Για τον 

υπολογισµό των πιθανοτήτων και των διαστηµάτων εµπιστοσύνης για τη σχετική 

πιθανότητα χρησιµοποιήθηκε ο έλεγχος Fisher exact. Οι τιµές p βασίστηκαν σε 

αµφίπλευρους ελέγχους. Το στατιστικό λογισµικό που χρησιµοποιήθηκε ήταν το 

SPSS έκδοση 14.0. για Windows (SPSS, Chicago, IL). 
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

1. Κυτταρογενετική ανάλυση 

Εβδοµήντα επτά ασθενείς µε ΠΜ ελέγχθηκαν µε κλασσική κυτταρογενετική 

ανάλυση πριν από οποιαδήποτε θεραπευτική αγωγή. Είκοσι πέντε από τους 77 

ασθενείς (32.5%) εµφάνισαν αριθµητικές και ή δοµικές χρωµοσωµικές ανωµαλίες (ΧΑ) 

και 52 (67.5%) δεν είχαν εµφανείς χρωµοσωµικές ανωµαλίες. 

Η συχνότητα των ΧΑ σύµφωνα µε το στάδιο της νόσου ήταν: 3 ασθενείς από 

τους 18 στο στάδιο Ι, 9 από τους 27 στο στάδιο ΙΙ και 13 από τους 32 ασθενείς στο 

στάδιο ΙΙΙ. Οι πλήρεις καρυότυποι παρατίθενται στον Πίνακα 2. 

Η ανάλυση των χρωµοσωµικών ανωµαλιών ταυτοποίησε δύο µεγάλες 

ανευπλοειδικές οµάδες: α) την υπερδιπλοειδική οµάδα που αναφέρεται σε 

καρυοτύπους µε 47-75 χρωµοσώµατα και αποτελείται από 6 ασθενείς (24%) και τη 

µη-υπερδιπλοειδική οµάδα, που περιλαµβάνει τις υποδιπλοειδίες (30-45 

χρωµοσώµατα), τις ψευδοδιπλοειδίες (46 χρωµοσώµατα) και τις υποτετραπλοειδίες 

(75-90 χρωµοσώµατα), και έχει 11 ασθενείς (44%) (6,7,11), καθώς και 8 ασθενείς µε 

µία επαναλαµβανόµενη δοµική ανωµαλία που σχετίζεται µε το ΠΜ όπως η µερική 

έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 ή οι µετατοπίσεις t(4;14) και t(11;14). Στη µελέτη µας 

συµπεριλάβαµε ασθενείς µε µία δοµική χρωµοσωµική ανωµαλία στη µη 

υπερδιπλοειδή οµάδα, αφού η µερική έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 αλλάζει το 

γενωµατικό περιεχόµενο και οι σχετικές µετατοπίσεις αλλάζουν την έκφραση του 

γονιδίου της ανοσοσφαιρίνης που εδράζεται στο σηµείο σπασίµατος 14q32. 

 

1.1 Αριθµητικές ανωµαλίες 

Σε υπερδιπλοειδικούς ασθενείς παρατηρήθηκαν επαναλαµβανόµενες 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες. Συγκεκριµένα, τρισωµίες των χρωµοσωµάτων 9, 15 και 

19 βρέθηκαν σε 5 από τους 6 υπερδιπλοειδικούς ασθενείς, η τρισωµία του 

χρωµοσώµατος 7 απαντήθηκε σε 4, οι τρισωµίες 3, 4 και 5 παρατηρήθηκαν σε 3 

υπερδιπλοειδικούς ασθενείς  και οι τρισωµίες των χρωµοσωµάτων 6 και 11 

απαντήθηκαν σε 2 από τους 6 υπερδιπλοειδικούς ασθενείς. Αυτές οι τρισωµίες σε 

πολλές περιπτώσεις συνυπήρχαν (Πίνακας 2) και θεωρούνται ως οι πιο συχνές στο 

ΠΜ (16). 

Η µονοσωµία του 13 που θεωρείται η πιο κοινή µονοσωµία βρέθηκε σε 4  από 

τους 19 µη υπερδιπλοειδικούς ασθενείς. Οι µονοσωµίες 14, 16 και οι 22 που 

θεωρούνται ως κάποιες από τις πιο κοινές επίσης παρατηρήθηκαν (16). Επιπλέον σε 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



72 

 

αυτή τη µελέτη οι µονοσωµίες των χρωµοσωµάτων 8 και 17 παρατηρήθηκαν σε τρία 

περιστατικά  η κάθε µία (Πίνακας 2). 

  

1.2 ∆οµικές ανωµαλίες 

Οι δοµικές ανωµαλίες ήταν παρούσες σε 18 από τους 25 ασθενείς. ∆οµικές 

ανακατατάξεις του γονιδίου IgH που εδράζεται στο γενετικό τόπο 14q32, και 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη παθογένεση, την πρόγνωση (14) και την 

απόκριση στην αγωγή (13, 17), παρατηρήθηκαν σε 6 από τους 18 ασθενείς µε 

δοµικές ΧΑ. Ειδικότερα η µετατόπιση t(11;14)(q13;q32) παρατηρήθηκε σε 3 από τους 

18 ασθενείς, η t(4;14)(q24;q32) σε 2 και ένας ασθενής παρουσίασε ένα παράγωγο 

χρωµόσωµα 14 που περιλάµβανε το γενετικό τόπο της IgH. Επιπλέον παρατηρήθηκε 

µια µερική έλλειψη του µακρού σκέλους του 13 σε 3 από τους 18 ασθενείς. Επίσης 

παρατηρήθηκαν δοµικές ανωµαλίες του 1 σε τρία περιστατικά (Πίνακας 2) 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 2: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΥΤΤΑΡΟΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ 

A/A ΣΤΑ∆ΙΟ ΚΑΡΥΟΤΥΠΟΣ 

1 II  46,XX 

2 I 46,ΧΧ 

3 III  46,ΧΧ 

4 I 45,Χ,-Υ 

5 ΙΙΙ 46,XX 

6 III 
 45,X,-X,del(1)(q12),del(6)(q21),-8,+16,add(16)(q12),-

17,+20[3]/45,X,-X,del(1)(q12),del(6)(q21),-
13,+16,add(16)(q12),-17,+20[5]  

7 II 46,XX 

8 III 46,XX,del(13)(q13q31) 

9 II 46,ΧΧ,del(20)(q11q13)[12]/45,XX,-20,+mar[5] 

10 III 46,XX,del(13)(q13q31) 

11 I 46,ΧΥ 

12 I 46,XY 

13 I 46,XY 

14 I 46,XY 

15 I 46,ΧΧ 

16 III 46,XY 

17 III 46,ΧΧ 

18 III 46,ΧΧ 
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19 II 46,ΧΥ 

20 III 46,XX 

21 III 46,ΧΧ 

22 III 43,XY,i(1)(q10),+7,-11,-13,add(14)(q32),-17,-18 

23 I 46,ΧΥ 

24 I 46,ΧΥ 

25 II 46,ΧΧ 

26 III 46,ΧΥ 

27 III  46,XX,t(4;14)(p16;q32) 

28 II 46,ΧΥ 

29 I 46,ΧΥ 

30 III 46,ΧΥ,del(2)(q12),del(5)(q13) 

31 III 46,ΧΥ 

32 III 46,ΧΥ 

33 I 46,XY 

34 III 46,XX,del(13q)[10]/45,XX,-13[18] 

35 III 46,ΧΥ,t(4;14)(p16;q32) 

36 II 46,ΧΧ 

37 I 46,ΧΥ 

38 III 46,XY,t(11;14)(q13;q32) 

39 II 46,ΧΥ 

40 III 46,XX 

41 III 46,ΧΥ 

42 II 46,ΧΧ 

43 II 
                                                            

52,XY,+Y,der(1)add(1)(p33),+del(3)(p22),+der(7)add(7)(q21)
, t(8;22)(q24.2;q12),+9,-13,del(14) (q22q32),+15,+19 

44 III 45,XX,t(11;14)(q13;q32),-16 

45 III 55,Χ,-Χ,+3,+4,+5,+6,+7,+9,+11,add(12)(q13)+14,+15,+19 

46 III 46,ΧΥ 

47 II 46,ΧΥ 

48 II 46,ΧΧ [5] 

49 I 46,XY 

50 Ι 46,ΧΧ 

51 III 46,XX[15] 

52 II 
46,Χ,-Χ,del(2)(p22p14),-

4,der(4)add(4)(p13),+5,del(5)(q22q31),+6,+7,-
8,+11,del(11)(p14p11),-13,-14,-15,-17,-18,+19,-21,+mar1~4 

53 II 46,XX 

54 II 46,ΧΧ 

55 I 45,XX,-7,-8,-19,+mar1,+mar2 

56 III 46,ΧΧ,t(11;14)(q13;q32) 

57 Ι 46,XX  

58 II 46,ΧΧ 

59 I 46,XY 

60 III 46,ΧΧ  
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61 III 46,ΧΥ 

62 II 45,X,-Y,add(5)(p15) 

63 II 
61,XY,+2,+4,+5,+6,+7,+9,+9,+10,+11,+11,+15,+15, 

 -17,+18,+19,+20,+21 

64 II 46,XY 

65 II 46,ΧΥ 

66 III 46,ΧΧ 

67 II 46,ΧΧ 

68 I  49,XY,+3,+7,+9 

69 ΙΙΙ 46,ΧΥ 

70 ΙΙ 46,ΧΧ 

71 II 47,XX,+15 

72 ΙΙ 58,XY,+1,+3,+4,+5,+7,+9,+13,+15,+17,+17,+18,+19 

73 ΙΙΙ 46,ΧΧ 

74 ΙΙ 46,ΧΥ 

75 ΙΙ 45,ΧΥ,-22 

76 ΙΙΙ 46,XX,t(9;11)(q22;q23) 

77 ΙΙ 46,XX,del(11)(q13) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



75 

 

Στη συνέχεια ακολουθούν ενδεικτικοί παθολογικοί καρυότυποι αντιπροσωπευτικοί για 
κάθε οµάδα. 

 
 

 

 

 

  

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: Καρυότυπος 46XY, t(11;14) Εικόνα 6: Καρυότυπος 46XX, t(4;14)(p16;q32) 

1 2 3 4 5

6 7 8 9 1

1 1 1 1 1

1 1 1 1 2

2 2 X Y ?

Εικόνα 7: Καρυότυπος 46XY, del(13)(q13q31) 

 

1 2 3 4 5

6 7 8 9 1
 

1
 

1 1
 

1
 

1
 

1
 

1
 

1
 

1 2
 

2
 

2
 

X Y ?

Εικόνα 8: Καρυότυπος 46XX, del(11)(q13) 
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2. Μοριακή Κυτταρογενετική 

 

2.1 Αποτελέσµατα FISH για την έλλειψη 13q14 

Σε είκοσι τρεις ασθενείς µε ΠΜ από τους 77 ανιχνεύθηκε η έλλειψη του 

γενετικού τόπου 13q14 στο χρωµόσωµα 13. Μεταξύ αυτών, οι 14 (60.9%) είχαν 

καρυότυπο χωρίς εµφανείς ΧΑ και 9 (39.1%) είχαν καρυότυπο µε ΧΑ. Από τους 9 

ασθενείς µε ΧΑ, 2 ανήκουν στην υπερδιπλοειδή οµάδα και οι υπόλοιποι 7 στη µη 

υπερδιπλοειδή οµάδα (Πίνακας 3). 

 

2.2 Αποτελέσµατα FISH για τις αναδιατάξεις του 14q32 

Από τους 77 ασθενείς, οι 40 (52%) έχουν θετικό αποτέλεσµα για τις 

αναδιατάξεις του 14q32 εκ των οποίων στους 10 (25%) εµπλέκεται το χρωµόσωµα 4, 

στους 16 (40%) το χρωµόσωµα 11, σε έναν  (2.5%) το χρωµόσωµα 16 και στους 

υπόλοιπους 13 (32.5%) άλλα χρωµοσώµατα. Από τους 40 ασθενείς µε θετικό 

αποτέλεσµα οι 25 (62.5%) είχαν φυσιολογικό καρυότυπο και 15 (37.5%) 

παρουσίαζαν ΧΑ µε 3 να ανήκουν στην υπερδιπλοειδή οµάδα και 12 στη µη 

υπερδιπλοειδή (Πίνακας 3). 

 

1 2 3 4 5

6 7 8 9 1

1 1 1 1 1

1 1 1 1 2

2 2 X m m

Εικόνα 9: Καρυότυπος 45XX, -7, -8, -19, +mar1, 

+mar2 

1 2 3 4 5

6 7 8 9 1
 

1 1 1
 

1
 

1

1 1
 

1
 

1 2

2
 

2
 

X Y ?

Εικόνα 10: Καρυότυπος 61XY, -1,-3,-8,+9, +11, -12, 

-13, -14, +15, -16, -17, +22 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



77 

 

2.3 Αποτελέσµατα FISH για τις µετατοπίσεις t(4;14), t(11;14) και t(14;16) 

Και οι 77 ασθενείς ελέγχθηκαν για τις µετατοπίσεις t(4;14), t(11;14) και t(14;16) 

που είναι επαναλαµβανόµενες στους ασθενείς µε ΠΜ. 27 ασθενείς (35.1%) έχουν 

θετικό αποτέλεσµα στη FISH για µια από αυτές τις 3 επαναλαµβανόµενες 

µετατοπίσεις, ωστόσο 25 (34.2%) από τους ασθενείς είναι κατάλληλοι για στατιστική 

ανάλυση εξαιτίας της γνωστής επιβίωσης των 24 µηνών µετά την αρχική διάγνωση. 

Από αυτούς τους ασθενείς 10 (40%) είναι θετικοί για την µετάθεση t(4;14), 14 (56%) 

θετικοί για τη µετάθεση  t(11;14) και 1 (4%) θετικός για τη µετάθεση  t(14;16) 

(Πίνακας 3). 

     

2.4 Αποτελέσµατα FISH για µετατοπίσεις του γενετικού τόπου 14q32 µε 
άλλα χρωµοσώµατα  

Ασθενείς µε αρνητικό αποτέλεσµα για τις προαναφερθείσες µετατοπίσεις 

ελέγχθηκαν περαιτέρω για τον γενετικό τόπο 14q32 µε ανιχνευτή break apart για να 

διαπιστωθεί η εµπλοκή άλλων χρωµοσωµάτων που συµµετέχουν στις αναδιατάξεις 

του γονιδίου της IgH. ∆εκατρείς ασθενείς, από τους 77, βρέθηκαν θετικοί εκ των 

οποίων οι δύο δεν συµπεριλήφθηκαν στην στατιστική µελέτη επειδή δεν ήταν γνωστή 

η επιβίωση για τη 24µηνη περίοδο επιβίωσης  (Πίνακας 3). Ακολουθούν ενδεικτικές 

φωτογραφίες µε in situ υβριδισµό για τη µετάθεση t(11;14) και την έλλειψη del(13q14) 
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Εικόνα 11: FISH µεσοφασικού πυρήνα θετική για τη µετάθεση t(11;14) 

 

 

 

Εικόνα 12: FISH µεσοφασικού πυρήνα θετική για την έλλειψη του γενετικού τόπου 

13q14 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3: Κλινικά δεδοµένα ασθενών, καρυοτυπικές οµάδες, αποτελέσµατα FISH και επιβίωση 

Α/Α 
Ηλικία/ 
Φύλο 

Στάδια 
ΠΜ 

Μ
ο
ν
ο
κ
λ
ω
ν
ικ
ή

  
Ιg

 

Ε
λ
α
φ
ρ
ιά

 
α
λ
υ
σ
ίδ
α

 

Καρυότυπος  

d
e
l(

1
3
q

1
4
) 

t(
4
;1

4
) 

t(
1
1
;1

4
) 

t(
1
4
;1

6
) 

14q32 
Break 
Apart 

Σ
υ
ν
ο
λ
ικ
ές

 Ι
g
Η

  
µ
ετ
α
το
π
ίσ
ει
ς
 

Επιβίωση          
ασθενών 

1 60/F II  ΙgG κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-)      (-) (-) >24 

2 65/F I ΙgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

3 56/F III  IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) Άγνωστη 

4 
78/M I IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
>24 

5 65/F ΙΙΙ IgA κ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) >24 

6 
71/F III IgA 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

7 67/F II IgG κ Φυσιολογικός (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) >24 

8 
72/F III IgG 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

9 
60/M II IgG 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
≤24 

10 
42/M III IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

11 80/M I IgM κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

12 58/M I IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

13 66/M I IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

14 66/M I IgG κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

15 61/F I IgA κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

16 77/M III BJ κ Φυσιολογικός (-) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) ≤24 

17 58/F III IgA κ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) >24 

18 60/F III IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

19 62/M II IgA λ Φυσιολογικός (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) ≤24 

20 62/F III IgG κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

21 76/M III IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

22 
59/M III IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

23 80/M I IgM κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) Άγνωστη 

24 44/M I IgA κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

25 63/F II IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) Άγνωστη 

26 62/M III IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) >24 

27 
70/F III  IgG 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-)     (-) (-) (-) (+) (+) 
>24 

28 76/M II IgA κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

29 80/M I IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

30 
65/M III IgG 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
≤24 

31 82/M III IgA κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (+) ∆/Ε (+) >24 

32 51/M III IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

33 74/M I IgA κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

34 
60/F III IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (-) (-) (-) (-) (-) 
≤24 

35 
69/M III IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (+) (+) 
≤24 

36 77/F II IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

37 68/M I IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

38 
47/M III IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) 
>24 
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39 76/M II IgA λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

40 85/F III IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

41 71/M III IgA κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

42 70/F II IgG λ Φυσιολογικός (+) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) ≤24 

43 80/M II IgG λ Υπερδιπλοειδής (+) (-) (-) (-) (+) (+) ≤24 

44 
63/F III IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

45 64/F III IgG κ Υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (+) (+) ≤24 

46 67/M III IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

47 54/M II IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

48 70/F II IgG κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

49 64/M I IgA κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

50 60/F Ι IgG κ Φυσιολογικός (+) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) >24 

51 63/F III IgG λ Φυσιολογικός (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) ≤24 

52 
58/F II IgG 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

53 49/F II IgA λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) ≤24 

54 70/F II IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) >24 

55 
62/F I IgG 

κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) 
≤24 

56 
70/F III IgΑ 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) 
>24 

57 73/F Ι IgG λ Φυσιολογικός (-) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) ≤24 

58 56/F II IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

59 49/M I IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

60 70/F III IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

61 55/M III IgM λ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) Άγνωστη 

62 
72/M II IgΑ 

λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
>24 

63 64/M II IgΑ κ Υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

64 55/M II IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

65 51/M II IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

66 60/F III IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (+) (-) ∆/Ε (+) >24 

67 55/F II IgΑ κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) ≤24 

68 64/M I IgG κ Υπερδιπλοειδής (+) (+) (-) (-) ∆/Ε (+) ≤24 

69 73/M ΙΙΙ IgG λ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

70 65/F ΙΙ IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

71 64/F II  IgA λ Υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

72 82/M ΙΙ  IgG κ Υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

73 66/F ΙΙΙ  IgG κ Φυσιολογικός (-) (-) (-) (-) (+) (+) >24 

74 62/M ΙΙ  IgG κ Φυσιολογικός (+) (-) (-) (-) (-) (-) >24 

75 71/M ΙΙ  IgA λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) 
(-) 

(-) ≤24 

76 67/F ΙΙΙ  IgG κ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (-) (-) 
(-) 

(-) >24 

77 78/F ΙΙ  IgA λ 
µη-

υπερδιπλοειδής (-) (-) (+) (-) 
∆/Ε 

(+) >24 

* ∆/Ε= δεν εφαρµόστηκε 
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3. Αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης των κυτταρογενετικών 
ευρηµάτων και της επιβίωσης των ασθενών 

     

3.1 Συσχέτιση της επιβίωσης µε παθολογικό καρυότυπο 

Η στατιστική ανάλυση που αφορά στην επιβίωση των ασθενών µετά την 

πάροδο των 24 µηνών εφαρµόστηκε στους 73 από του 77, αφού για τους 4 δεν 

είχαµε πληροφορίες. Αναλύοντας τα αποτελέσµατά µας που αφορούν την επιβίωση 

σε συσχέτιση µε τον καρυότυπο, βρήκαµε ότι υπάρχει στατιστικώς σηµαντική 

διαφορά µεταξύ των ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο και αυτών µε φυσιολογικό. 

Συγκεκριµένα οι ασθενείς χωρίς ΧΑ έχουν καλύτερη πρόγνωση εφόσον οι 41 από 

τους 51 ασθενείς που επιβίωσαν της 24µηνης περιόδου µελέτης δεν είχαν 

παθολογικό καρυότυπο (Πίνακας 4). 

Πίνακας 4: Συσχέτιση του παθολογικού καρυοτύπου µε την επιβίωση 
ασθενών (p=0.000<5%). 
 

Ασθενείς  

  
Παθολογικός 

καρυότυπος  

Φυσιολογικός 

καρυότυπος  

Σύνολο  

Αριθµός ασθενών 10 41 51 

>24 µήνες  % Επιβίωση 

Ασθενών 
19,6% 80,4% 100,0% 

Αριθµός ασθενών 15 7 22 

Επιβίωση 

Ασθενών 

≤24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
68,2% 31,8% 100,0% 

Αριθµός ασθενών 25 48 73 

Σύνολο  % Επιβίωση 

Ασθενών 
34,2% 65,8% 100,0% 

 

3.2 Συσχέτιση της επιβίωσης µε τη del(13q14)  

Σε ότι αφορά την επιβίωση σε σχέση µε την έλλειψη del(13q14), η στατιστική 

ανάλυση έδειξε ότι υπάρχει σχέση µεταξύ της παρουσίας της del(13q14) και της 

επιβίωσης (p= 0.012<5%,  Fisher’s Exact test). Ασθενείς χωρίς της del(13q14) έχουν 

καλύτερη πρόγνωση αφού 40 από τους 51 ασθενείς που επιβίωσαν της 24µηνης 

περιόδου µελέτης δεν έφεραν την έλλειψη, ενώ 12 ασθενείς από τους 22 µε την 

έλλειψη δεν επιβίωσαν (Πίνακας 5). 
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Πίνακας 5: Συσχέτιση της επιβίωση ασθενών µε τη del(13q14) (p=0.012<5%) 
 

Del(13q14) 
  

Θετικό Αρνητικό 

Σύνολο  

Αριθµός ασθενών 11 40 51 

>24 µήνες  % Επιβίωση 

Ασθενών 
21,6% 78,4% 100,0% 

Αριθµός ασθενών 12 10 22 

Επιβίωση 

Ασθενών 

≤24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
54,5% 45,5% 100,0% 

Αριθµός ασθενών 23 50 73 

Σύνολο  % Επιβίωση 

Ασθενών 
31,5% 68,5% 100,0% 

 

3.3 Συσχέτιση της συνολικής επιβίωσης µε τις ανακατατάξεις του 14q32 

Σύµφωνα µε τη στατιστική ανάλυση το σύνολο των ανακατατάξεων του 

γενετικού τόπου 14q32 φαίνεται πως επηρεάζει τη συνολική επιβίωση (p= 0.024<5%,  

Fisher’s Exact test) (Πίνακας 6). Εξετάζοντας κάθε µετατόπιση ξεχωριστά, 

παρατηρείται ότι η παρουσία της µετατόπισης t(4;14) (p= 0.000<5%,  Fisher’s Exact 

test) (Πίνακας 7) επηρεάζει στατιστικά πιο δραστικά τη συνολική επιβίωση των 

ασθενών από την παρουσία των µετατοπίσεων t(11;14) (p= 0.749>5%,  Fisher’s 

Exact test) ή των µετατοπίσεων µε τα άλλα χρωµοσώµατα. ∆εκατέσσερις ασθενείς 

είχαν θετικό 14q32 break apart και µόνο τρεις (21.4%) δεν επιβίωσαν την περίοδο 

µελέτης.  

Πίνακας 6: Συσχέτιση της επιβίωσης των ασθενών µε το σύνολο των 
ανακατατάξεων του γενετικού τόπου 14q32 (p=0.024<5%) 
 

14q32 
 

Θετικό Αρνητικό 

Σύνολο 

Αριθµός ασθενών 22 29 51 

>24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
43,1% 56,9% 100,0% 

Αριθµός ασθενών  16 6 22 

Επιβίωση 

Ασθενών 

≤24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
72,7% 27,3% 100,0% 

Αριθµός ασθενών  38 35 73 

Σύνολο % Επιβίωση 

Ασθενών 
52,1% 47,9% 100,0% 
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Πίνακας 7: Συσχέτιση της επιβίωσης των ασθενών µε τη µετατόπιση t(4;14) 
(p=0.000<5%) 
 

t(4;14) 
 

Θετικό Αρνητικό 

Σύνολο 

Αριθµός ασθενών 1 50 51 

>24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
2,0% 98,0% 100,0% 

Αριθµός ασθενών  9 13 22 

Επιβίωση 

Ασθενών 

≤24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
40,9% 59,1% 100,0% 

Αριθµός ασθενών  10 63 73 

Σύνολο % Επιβίωση 

Ασθενών 
13,7% 86,3% 100,0% 

 

3.4 Συσχέτιση της επιβίωσης ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο µε την 
έλλειψη del(13q14) 

Ασθενείς µε παθολογικό καρυότυπο, µε έλλειψη ή όχι του χρωµοσώµατος 13, 

και µε έλλειψη του γενετικού τόπου q14 στο χρωµόσωµα 13 που ανιχνεύθηκε µε 

FISH, φαίνεται να έχουν πολύ πτωχή πρόγνωση, αφού και οι 9 ασθενείς µε ΧΑ και 

del(13q14), ανεξάρτητα από την οµάδα ανευπλοειδίας που ανήκαν, δεν επιβίωσαν 

τους 24 µήνες. Και οι 10 (100%) ασθενείς που επιβίωσαν δεν έφεραν την del(13q14) 

ενώ 9 (60%) από τους 15 ασθενείς µε ΧΑ που δεν επιβίωσαν έφεραν την έλλειψη 

(Πίνακας 8). 

 

Πίνακας 8: Συσχέτιση της επιβίωσης ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο και της 
del(13q14) (p=0.002<5%).  
 

Del(13q14) 
 

Θετικό αρνητικό 

Σύνολο 

Αριθµός ασθενών 0 10 10 

>24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
0%          100,0% 100,0% 

Αριθµός ασθενών  9 6 15 

Επιβίωση 

Ασθενών 

≤24 µήνες % Επιβίωση 

Ασθενών 
60,0% 40,0% 100,0% 

Αριθµός ασθενών  9 16 25 

Σύνολο % Επιβίωση 

Ασθενών 
36,0% 64,0% 100,0% 
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3.5 Συσχέτιση της επιβίωσης των ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο 
και το σύνολο των αναδιατάξεων του 14q32 

Η παρουσία των ανακατατάξεων του 14q32, που έχουν ανιχνευθεί µε FISH, σε 

ασθενείς µε παθολογικό καρυότυπο (p=0.122) και µε φυσιολογικό καρυότυπο 

(p=0.237), δεν παρουσίασαν σηµαντική διαφορά στο ποσοστό της επιβίωσης. 

Ωστόσο, όταν έγινε συσχέτιση µεταξύ της παρουσίας των αναδιατάξεων του 14q32 

και της ανευπλοειδικής οµάδας, µη-υπερδιπλοειδία ή υπερδιπλοειδία, των ασθενών, 

τότε διαπιστώθηκε ότι όλοι οι ασθενείς µε υπερδιπλοειδία και αναδιατάξεις του 14q32  

απεβίωσαν, ενώ όλοι οι ασθενείς µε υπερδιπλοειδία χωρίς αναδιατάξεις του 14q32    

επιβίωσαν (Πίνακας 9). Σε αντίθεση µε τους ασθενείς µε µη-υπερδιπλοειδία και 

αναδιατάξεις του 14q32, οι οποίοι απεβίωσαν κατά το 66,7%. 

 

Πίνακας 9: Συσχέτιση της επιβίωσης των ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο µε το 

σύνολο των αναδιατάξεων του 14q32  

 

Ανευπλοειδική 
οµάδα   Επιβίωση ασθενών Σύνολο 

    
>24 
µήνες 

≤ 24 
 Μήνες  

αρνητικό  3 
42.9% 

4 
57.1% 

7 
100.0% 

Αναδιατάξεις 
14q32  
  
  θετικό 4 

33.3% 
8 

66.7% 
12 

100.0% 

Μη υπερδιπλοειδία 
  
  
  
  

Σύνολο 
  

7 
36.8% 

12 
63.2% 

19 
100.0% 

αρνητικό   3 
100.0% 

0 
0% 

3 
100.0% 

Αναδιατάξεις 
14q32  
  
  θετικό 

  
0 

0% 
3 

100.0% 
3 

100.0% 

Υπερδιπλοειδία 
  
  
  
  
  Σύνολο  

  
3 

50.0% 
3 

50.0% 
6 

100.0% 

 
 

3.6 Συσχέτιση επιβίωσης ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο µε την 
del13q14 και τις αναδιατατάξεις του 14q32 

Τέλος πρέπει να αναφερθεί ότι όταν τα αποτελέσµατα της FISH είναι αρνητικά 

για την del13q14 και τις αναδιατάξεις του 14q32, οι υπερδιπλοειδείς ασθενείς 

επιδεικνύουν καλύτερη πρόγνωση, αφού όλοι επιβίωσαν τη περίοδο µελέτης ενώ οι 

µη-υπερδιπλοειδείς ασθενείς εµφανίζουν πιθανότητα 50% να επιβιώσουν. 

  
 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



85 

 

Πίνακας 10: Συσχέτιση της επιβίωσης ασθενών µε Μη-Υπερδιπλοειδία µε τη 

del(13q14) και τις αναδιατάξεις του 14q32 

 

Επιβίωση Ασθενών     Αναδιατάξεις 14q32  Σύνολο  

      αρνητικό θετικό  

>24 µήνες del(13q14) αρνητικό Αριθµός ασθενών 3 4 7 

      % del(13q14) 42.9% 57.1% 100.0% 

  Σύνολο Αριθµός ασθενών 3 4 7 
    % del(13q14) 42.9% 57.1% 100.0% 
≤24 µήνες del(13q14) αρνητικό Αριθµός ασθενών 3 2 5 

      % del(13q14) 60.0% 40.0% 100.0% 

    θετικό Αριθµός ασθενών 1 6 7 

      % del(13q14) 14.3% 85.7% 100.0% 

  Σύνολο  Αριθµός ασθενών 4 8 12 

    % del(13q14) 33.3% 66.7% 100.0% 

 

 

 

Πίνακας 11: Συσχέτιση της επιβίωσης ασθενών µε Υπερδιπλοειδία µε τη del(13q14) 

και τις αναδιατάξεις του 14q32 

 

Επιβίωση Ασθενών     Αναδιατάξεις 14q32  Σύνολο  

      αρνητικό θετικό  

>24 µήνες del(13q14) αρνητικό Αριθµός ασθενών 3 0 3 

      % del(13q14) 100.0% 0.0% 100.0% 

  Σύνολο Αριθµός ασθενών 3 0 3 
    % del(13q14) 100.0% 0.0% 100.0% 
≤24 µήνες del(13q14) αρνητικό Αριθµός ασθενών 0 1 1 

      % del(13q14) 0.0% 100.0% 100.0% 

    θετικό Αριθµός ασθενών 0 2 2 

      % del(13q14) 0.0% 100.0% 100.0% 

  Σύνολο  Αριθµός ασθενών 0 3 3 

    % del(13q14) 0.0% 100.0% 100.0% 

 

 

 

Όταν η επιβίωση των ασθενών κατά τη 24µηνη περίοδο µελέτης συνεκτιµάται 

µε την del(13q14) και όλες τις ανακατατάξεις του 14q32, δεν εµφανίζεται στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά µεταξύ αυτών των δύο βιοδεικτών αναφορικά µε το ποσοστό 

επιβίωσης των ασθενών µε ΠΜ (p=0.726). 

 Από τους 7 ασθενείς που δεν έχουν εµφανείς ΧΑ αλλά φέρουν την del(13q14) 

και ανακατατάξεις του 14q32, 4 (57.1%) ασθενείς επιβίωσαν. Από την άλλη κανένας 

από τους ασθενείς µε παθολογικό καρυότυπο που φέρουν και την del(13q14) και 

ανακατατάξεις του 14q32 δεν επιβίωσε την περίοδο µελέτης. 
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3.7 Ανάλυση λογιστικής παλινδρόµησης 

Η λογιστική παλινδρόµηση που εφαρµόστηκε στα δεδοµένα δείχνει ότι, 

σύµφωνα µε την τιµή Wald, οι ΧΑ έχουν την µεγαλύτερη επίδραση στην επιβίωση 

των ασθενών και ακολουθούν η del(13q14) και οι ανακατατάξεις του 14q32 και το 

προκύπτον µοντέλο παρουσιάζει µια Exp (B) τιµή για κάθε µεταβλητή (βιοδείκτη) 

µεγαλύτερη της µονάδος (>1). Ασθενείς µε ΧΑ έχουν 10.670 φορές µεγαλύτερη 

πιθανότητα να µην επιβιώσουν την περίοδο µελέτης έναντι των ασθενών χωρίς 

εµφανείς ΧΑ (95% CI=2.877-39.566, p=0.000). Ασθενείς µε την del13q14 έχουν 

πιθανότητα αυξηµένη σχεδόν κατά 5 φορές να µην επιβιώσουν το 24µηνο από τους 

ασθενείς που δεν φέρουν την del(13q14) (95% CI=1.307-19.330, p=0.019). Τέλος η 

πιθανότητα των ασθενών µε θετικό αποτέλεσµα για τις ανακατατάξεις του 14q32 να 

µην επιβιώσουν το 24µηνο είναι 2.831 φορές µεγαλύτερη από αυτούς που δεν 

φέρουν ανακατατάξεις του 14q32 (95% CI=1.008-10.076, p=0.049). 

 

4. Κυτοκίνες - Κατανοµή πολυµορφισµών κυτοκινών σε ασθενείς µε ΠΜ 
και φυσιολογικούς µάρτυρες    

Σε αυτήν την µελέτη διερευνήσαµε τη συσχέτιση µεταξύ της συχνότητας και της 

πιθανής εµπλοκής των µονονουκλεοτιδικών πολυµορφισµών των ιντερλευκινών IL-

1Α στη θέση -889 C/T, IL-1Β στις θέσεις C/T -511, +3954 C/T, IL-1RΝ στη θέση pst 

+11970 C/T και στη θέση msp1 +11100 C/T στο πολλαπλούν µυέλωµα σε 74 

Έλληνες ασθενείς  και 160 φυσιολογικούς µάρτυρες.  

Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στους παρακάτω πίνακες  

 

4.1 Ιντερλευκίνη 1 (IL-1) 

4.1.1 Πολυµορφισµοί του γονιδίου της ιντερλευκίνης 1 

Στη θέση -889 του γονιδίου της IL-1A, βρέθηκε ότι υπάρχει συσχέτιση στην 

κατανοµή των γονοτύπων CC και CT µεταξύ της οµάδας των ασθενών και της 

οµάδας των µαρτύρων. Για το γονότυπο CC βρέθηκε ότι η κατανοµή του είναι 

µεγαλύτερη στους µάρτυρες από ό, τι στους ασθενείς, γεγονός που τον καθιστά 

στατιστικώς σηµαντικό (72.5% έναντι 36.5%, p=0.000). Για τον γονότυπο IL-1A CT η 

κατανοµή είναι αντίστροφη, δηλαδή είναι µεγαλύτερη στους ασθενείς από αυτήν των 

µαρτύρων (51.4% έναντι 12.5%, p=0.000). Ενώ δεν παρατηρείται στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά στην κατανοµή του γονοτύπου IL-1A TT στις δύο οµάδες (12.1% 

έναντι 15.0%, p=0.562). Επιπλέον, παρατηρείται αυξηµένη συχνότητα του αλληλίου 

Τ στους ασθενείς έναντι των φυσιολογικών µαρτύρων (63.5% έναντι 27.5%, p=0.002) 

(Πίνακας 12). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



87 

 

 
Πίνακας 12: Κατανοµή των γονοτύπων της IL-1A -889 C/T και των συχνοτήτων των 

αλληλίων σε ασθενείς µε ΠΜ και σε φυσιολογικούς µάρτυρες. 

 

 
 
Στη µελέτη µας εξετάσαµε δύο πολυµορφισµούς της IL-1Β, έναν πολυµορφισµό C/T 

στη θέση -511 στην περιοχή του εκκινητή της IL-1Β και έναν πολυµορφισµό C/T στη 

θέση +3954 του γονιδίου. Βρέθηκε συσχέτιση µεταξύ της κατανοµή των γονοτύπων 

IL-1Β -511 CC και TC µεταξύ της οµάδας των ασθενών και της οµάδας των 

µαρτύρων. Σε ό, τι αφορά το γονότυπο IL-1Β -511 CC  βρέθηκε ότι η κατανοµή του 

είναι µεγαλύτερη στους µάρτυρες  από ό, τι στους ασθενείς, γεγονός που τον καθιστά 

στατιστικώς σηµαντικό (47.5% έναντι 24.3%, p=0.001). Για τον γονότυπο IL-1Β TC η 

κατανοµή είναι αντίστροφη, δηλαδή είναι µεγαλύτερη στους ασθενείς από αυτήν των 

µαρτύρων (63.5% έναντι 41.3%, p=0.002). Ενώ δεν παρατηρείται στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά στην κατανοµή του γονοτύπου IL-1Β TT στις δύο οµάδες (12.2% 

έναντι 11.2%, p=0.839) (Πίνακας 13).  

 

 

 

IL-1A -889 C/T 
ασθενείς 

(n=74) 

φυσιολογικοί 
µάρτυρες  
(n=160) 

τιµή-P 
(x²) 

OR  
(95%CI) 

 N % n %   

CC 27 36.5 116 72.5 
0.000 

 X2 27.613 
0.503 (0.367-

0.69) 

CT 38 51.4 20 12.5 
0.000 
40.967 

4.18 (2.578-
6.547) 

TT 9 12.1 24 15.0 
0.562 
0.336 

0.811 (0.397-
1.657) 

φορείς C  65 87.8 136 85.0 
0.002 

 
0.768 (0.643-

0.918) 

φορείς T  47 63.5 44 27.5 
0.002 

 
1.717 (1.226-

2.404) 
Σύνολο n  

των ατόµων 
 74 160 

  

C 92 62.2 252 78.75 
0.000 

 
0.789 (0.688-

0.906) 

T 56 37.8 68 21.25 
0.000 

 
1.781 (1.325-

2.392) 
Σύνολο n  

των αλληλίων 148 320 
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Πίνακας 13: Κατανοµή των γονοτύπων IL-1Β -511 C/T και των συχνοτήτων των 

αλληλίων σε ασθενείς µε ΠΜ και φυσιολογικούς µάρτυρες. 

 

 
 

 

Στη θέση +3954 του γονιδίου βρέθηκε συσχέτιση µεταξύ της κατανοµής των 

γονοτύπων IL-1Β +3954 CC και TΤ µεταξύ της οµάδας των ασθενών και της οµάδας 

των µαρτύρων. Σε ό, τι αφορά το γονότυπο IL-1Β +3954 CC η κατανοµή του είναι 

µεγαλύτερη στους µάρτυρες από ό, τι στους ασθενείς, γεγονός που τον καθιστά 

στατιστικώς σηµαντικό (56.25% έναντι 31.1%, p=0.000). Για τον γονότυπο IL-1Β 

+3954 TΤ η κατανοµή είναι αντίστροφη, δηλαδή είναι µεγαλύτερη στους ασθενείς 

από αυτήν των µαρτύρων (16.2% έναντι 5.0%, p=0.004). Ενώ δεν παρατηρείται 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά στην κατανοµή του γονοτύπου IL-1Β +3954 CT στις 

δύο οµάδες (p=0.183) (Πίνακας 14).  

 

 

 

 

 

 

IL-1Β -511 C/T 
ασθενείς 

(n=74) 

φυσιολογικοί 
µάρτυρες  
(n=160) 

τιµή-P 
(x²) 

OR 
(95%CI) 

 N % N %   

CC 18 24.3 76 47.5 
0.001 

11.308 
0.512 (0.332-

0.79) 

CT 47 63.5 66 41.3 
0.002 

10.044 
1.54 (1.196-

1.983) 

TT 9 12.2 18 11.2 
0.839 
0.041 

1.081 (0.510-
2.291) 

Φορείς C 64 86.5 142 88.75 
0.05 

 
0.828 (0.680-

1.009) 

Φορείς T 59 79.7 84 52.5 
0.05 

 
1.291 (1.005-

1.657) 
Σύνολο n  

των ατόµων 
74 160   

C 79 53.4 218 68.2 
0.002 

 
0.784 (0.662-

0.927) 

T 69 46.6 102 31.8 
0.002 

 
1.463 (1.156-

1.851) 
Σύνολο n  

των αλληλίων 
148 320   
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Πίνακας 14: Κατανοµή των γονοτύπων IL-1Β +3954 C/T και των συχνοτήτων των 

αλληλίων σε ασθενείς µε ΠΜ και φυσιολογικούς µάρτυρες. 

 
 

 
 

4.1.2 Πολυµορφισµοί των γονιδίων του ανταγωνιστή του υποδοχέα της 
ιντερλευκίνης 1 

Στη θέση +11970 του γονιδίου του ανταγωνιστή του υποδοχέα της IL-1 

βρέθηκε συσχέτιση µεταξύ της κατανοµής του γονοτύπου IL-1R +11970 TΤ στην 

οµάδα των ασθενών και στην οµάδα των µαρτύρων, η κατανοµή του είναι 

µεγαλύτερη στους ασθενείς από ό, τι στους µάρτυρες γεγονός που τον καθιστά 

στατιστικώς σηµαντικό (25.7% έναντι 11.2 %, p=0.005). Ενώ δεν παρατηρείται 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά στην κατανοµή των αλληλίων C και T στις δύο 

οµάδες (p=0.318 και στις δύο περιπτώσεις) (Πίνακας 15).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IL-1Β +3954 C/T 
ασθενείς  

(n=74) 

φυσιολογικοί 
µάρτυρες 
(n=160) 

τιµή-P OR(CI) 

 N % N %   

CC 23 31.1 90 56.25 
0.000 

12.836 
0.553 (0.383-

0.797) 

CT 39 52.7 62 38.75 
0.183 
4.396 

1.379 (1.032-
1.842) 

TT 12 16.2 8 5 
0.004 
8.144 

3.243 (1.385-
7.596) 

Φορείς C 65 87.8 136 85 
0.002 

 
0.768 (0.643-

0.918) 

Φορείς T 47 63.5 44 27.5 0.002 
1.717 (1.226-

2.404) 
Σύνολο n  

των ατόµων 
74 160   

C 85 57.4 242 75.6 
0.000 

 
0.759 (0.652-

0.884) 

T 63 42.6 78 24.4 
0.000 

 
1.746 (1.335-

2.285) 
Σύνολο n  

των αλληλίων 
148 320   
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Πίνακας 15: Κατανοµή των γονοτύπων IL-1RΝ +11970 C/T και των συχνοτήτων των 

αλληλίων σε ασθενείς µε ΠΜ και φυσιολογικούς µάρτυρες. 

 

 
 

 

Στη θέση IL-1RN +11100 του γονιδίου του ανταγωνιστή του υποδοχέα της IL-1 

βρέθηκαν στατιστικώς σηµαντικές διαφορές στις κατανοµές των γονοτύπων CC και 

TΤ µεταξύ της οµάδας των ασθενών και της οµάδας των µαρτύρων. Σε ό, τι αφορά το 

γονότυπο IL-1RN +11100 CC η κατανοµή του είναι µεγαλύτερη στους µάρτυρες από 

ό, τι στους ασθενείς, γεγονός που τον καθιστά στατιστικώς σηµαντικό (33.8% έναντι 

13.5%, p=0.001). Ο γονότυπος IL-1RΝ +11100 TΤ έχει πιο ευρεία κατανοµή στους 

ασθενείς από τους µάρτυρες (54% έναντι 40%, p=0.044) ενώ δεν παρατηρείται καµία  

στατιστικώς σηµαντική διαφορά στην κατανοµή του γονοτύπου IL-1RN +1100  CT 

(p=0.328) (Πίνακας 16).  

 

IL-1RΝ  +11970 
C/T 

ασθενείς 
(n=74) 

φυσιολογικοί 
µάρτυρες 
(n=160) 

τιµή-P 
(x²) 

OR 
(95%CI) 

 N % N %   

CC 25 33.8 60 37.5 
0.583 
0.302 

0.901 (0.618-
1.313) 

TC 30 40.5 82 51.3 
0.127 
2.326 

0.791 (0.578-
1.083) 

TT 19 25.7     18 11.2 
0.005 
7.910 

 

2.282 (1.274-
4.088) 

Φορείς C 55 74.3 142 88.75 
0.318 

 
0.901 (0.731-

1.112) 

Φορείς T 49 66.2 100 62.5 0.318 
1.140 (0.885-

1.68) 
Σύνολο n 

 των ατόµων 
74 160   

C 80 54 202 63.1 
0.062 

 
0.856 (0.722-

1.016) 

T 68 46 118 36.8 
0.062 

 
1.246 (0.994-

1.562) 
Σύνολο  n 

 των αλληλίων 
148 320   
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Πίνακας 16: Κατανοµή των γονοτύπων IL-1RN +11100 C/T και των συχνοτήτων των 

αλληλίων σε ασθενείς µε ΠΜ και φυσιολογικούς µάρτυρες. 

 

 

 

5. Αποτελέσµατα ανάλυσης µε την µέθοδο Γενωµικού Συγκριτικού  
Υβριδισµού (array-CGH). 

Μελετήθηκαν 3 δείγµατα ασθενών µε Πολλαπλό Μυέλωµα, µε την µέθοδο των 

1x244Κ Μικροσυστοιχιών Γενωµικού Συγκριτικού Υβριδισµού (array-CGH). Οι 

αντίστοιχοι καρυότυποι ήταν: 

1) 46,ΧΧ  

2) 46,ΧΥ,del(13)(q13q31). nuc ish t(11;14)(CCND1,IGH)x2(CCND1 con IGHx1)[300] 

  
3) 46,XX. nuc ish(IGHx2)(5’IGH sep 3’IGHx1) [300] 

 

 

Στον παρακάτω συγκεντρωτικό πίνακα (πίνακας 17) φαίνονται όλα τα 

αποτελέσµατα από την ανάλυση µε Μοριακό Καρυότυπο: 

IL-1RN +11100 
C/T 

ασθενείς 
(n=74) 

φυσιολογικοί 
µάρτυρες 
(n=160) 

τιµή-P 
(x²) 

OR 
(95%CI) 

 N % N %   

CC 10 13.5 54 33.8 
0.001 

10.428 
0.4 (0.216-0.741) 

CT 24 32.4 42 26.2 
0.328 
0.955 

1.236 (0.813-
1.879) 

TT 40 54 64 40 
0.044 
4.048 

1.351 (1.018-
1.794) 

Φορείς C 34 45.9 96 72.5 
0.035 

 
0.730 (0.537-

0.993) 

Φορείς T 64 86.4 106 78.75 0.035 
1.245 (1.024-

1.513) 
Σύνολο n  

των ατόµων 
74 160   

C 44 29.7 150 46.8 0.000 
0.634 (0.482-

0.384) 

T 104 70.3 170 53.2 0.000 
1.323 (1.142-

1.532) 
Σύνολο n  

των αλληλίων 
148 320   
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Πίνακας 17. Αποτελέσµατα array-CGH (1x244K AGILENT) 
 

Deletion or Duplication/ µέγεθος και 
σηµεία θραύσης (hg 18) 

γονίδια*  

Ασθενής 1: φυσιολογικός 
συµβατικός καρυότυπος  

 

DUP 11q25, 621.6Kb 
nucleotides: 131595614- 132217230 

HNT: Neurotrimin 
OPCML: Opioid binding protein/cell adhesion molecule 

DUP 17q22, 574.1Kb 
nucleotides: 52703607- 53277687 

MSI2: Musashi homolog 2 (Drosophila) 
MRPS23: Mitochondrial ribosomal protein S23 

DUP 18p11.31, 795.3Kb 
nucleotide: 4975524- 5770829 

ZFP161: Zinc finger protein 161 homolog  
EPB41L3: Erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 

DUP 20q11.23, 570.2Kb 
nucleotide: 36126456-36696689 

RPRD1B: Regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 
1B 
TGM2: Transglutaminase 2 (C polypeptide, protein-glutamine-
gamma-glutamyltransferase) 
BPI: Bactericidal/permeability-increasing protein 
LBP: Lipopolysaccharide binding protein 
ADIG: Adipogenin 

DUP 20q13.32, 581.60Kb 
nucleotides: 56663800-57245403 

STX16: Syntaxin 16  
NPEPL1: Aminopeptidase-like 1  
GNAS: GNAS complex locus 
TUBB1: Tubulin, beta 1  
ATP5E: ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 
complex, epsilon subunit  
SIMO2: Slowmo homolog 2 (Drosophila),  
CTZ2: Cathepsin Z 

Ασθενής 2: έλλειµµα 13   
DEL 3q29, 1.3Mb 
nucleotides: 197772428- 199092789 

DLG1: Discs, large homolog 1 (Drosophila)   

DUP 11q13.2-q25, 65.4Mb 
nucleotides: 69051273- 134432324 

CCND1: cyclin D1 
ORAOV1: oral cancer overexpressed 1  
FGF19: fibroblast growth factor 19  
FGF4: fibroblast growth factor 4 (heparin secretory 
transforming protein 1, Kaposi sarcoma oncogene)  
FGF3: fibroblast growth factor 3 (murine mammary tumor virus 
integration site (v-int-2) oncogene homolog)  
FADD: Fas (TNFRSF6)-associated via death domain 
IL18BP: Interleukin 18 binding protein 
RAB6A: RAB6A, member RAS oncogene family 
XRRA1: X-ray radiation resistance associated 1 
UVRAG: UV radiation resistance associated gene 
WNT11: Wingless-type MMTV integration site family, member 
11 
RAB30: RAB30, member RAS oncogene family 
DLG2: Discs, large homolog 2, chapsyn-110 (Drosophila) 
RAB38: RAB38, member RAS oncogene family 
CTSC: Cathepsin C 
FAT3: FAT tumor suppressor homolog 3 (Drosophila) 
NPAT: Nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus 
ATM: Ataxia telangiectasia mutated 
BTG4: B-cell translocation gene 4 
IL18: Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor) 
CADM1: Cell adhesion molecule 1 
IL10RA: Interleukin 10 receptor, alpha 
CD3D: CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex) 
CD3G: CD3g molecule, gamma (CD3-TCR complex) 
MLL: Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax 
homolog, Drosophila) 
CXCR5: Chemokine (C-X-C motif) receptor 5 
BCL9L: B-cell CLL/lymphoma 9-like 
THY1: Thy-1 cell surface antigen 

DEL 12p13.33-p13.31, 9.3Mb 
nucleotides: 74808-9373301 

RAD52: RAD52 homolog (S. Cerevisiae) 
ERC1: ELKS/RAB6-interacting/CAST family member 1 
WNT5B: Wingless-type MMTV integration site family, member 
5B 
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* UCSC database (http://genome.ucsc.edu/), UCSC Genome Browser, human genome build 18, 
Database of Genomic Variants (DGV), http://projects.tcag.ca/ 
variation/; αναφέρονται τα πιο σηµαντικά γονίδια 

CCND2: Cyclin D2 
FGF23: Fibroblast growth factor 23 
FGF6: Fibroblast growth factor 6 
RAD51AP1: RAD51 associated protein 1 
DYRK4: Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation 
regulated kinase 4 
VWF: Von Willebrand factor 
TNFRSF1A: Tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 1A 
LTBR: Lymphotoxin beta receptor (TNFR superfamily, member 
3) 
CD27: CD27 molecule 
TAPBPL: TAP binding protein-like 
CHD4: Chromodomain helicase DNA binding protein 4 
MLF2: Myeloid leukemia factor 2 
LAG3: Lymphocyte-activation gene 3 
CD4: CD4 molecule 
CD163: CD163 molecule 

DEL 12p13.31-p11.1,  24.69Mb 
nucleotides: 9626736-34318859 

KLRD1, KLRK1, KLRC3, KLRC2, KLRC1, KLRA1: Killer cell 
lectin-like receptors ETV6: Ets variant 6  
CDKN1B: BCL2-like 14 (apoptosis facilitator) 
KRAS: V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
CDKN1B: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1) 
CASC1: Cancer susceptibility candidate 1 
SSPN: Sarcospan (Kras oncogene-associated gene) 
FGFR1OP2: FGFR1 oncogene partner 2 

DEL 13q14.2-q31.1, 31.5Mb 
nucleotides: 47536499-79068701 

RB1: Retinoblastoma 1 
ARL11: ADP-ribosylation factor-like 11 
DLEU2: Deleted in lymphocytic leukemia 2 (non-protein 
coding) 
DLEU1: Deleted in lymphocytic leukemia 1 (non-protein 
coding) 
MYCBP2: Deleted in lymphocytic leukemia 1 (non-protein 
coding) 

DEL17p13.2-p13.1, 1.06Mb 
nucleotides: 6582365-7642437 

TP53: Li Fraumeni Syndrome 

DUP 20q11.2, 1.645Mb 
nucleotides: 32460139-34104824 

TP53INP2: tumor protein p53 inducible nuclear protein 2 

DUP 20q11.23, 1.139Mb 
nucleotides: 35235786-36374717 

SRC: v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene 
homolog (avian) 
BLCAP: bladder cancer associated protein 

DUP 20q12, 2.195Mb 
nucleotides: 38491408-40686524 

TOP1: Therapy related Myelodysplastic Syndromes 

DUP 20q13.11-q13.2,  4.349Mb 
nucleotides: 41314486-45663815 

MYBL2:  v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog 
(avian)-like 2 
TP53RK:  TP53 regulating kinase 

DEL 20q13.12-q13.33, 16.66Mb 
nucleotides: 45720083-62379118 

BCAS4:  breast carcinoma amplified sequence 4 
BCAS1:  breast carcinoma amplified sequence 1 
RAB22A:  RAB22A, member RAS oncogene family 
APCDD1L:  adenomatosis polyposis coli down-regulated 1-like 
SS18L1:  synovial sarcoma translocation gene on 
chromosome 18-like 1 

ασθενής 3   

DEL 19p12-q12; 12.95Mb 
nucleotides: 20009552-32964396 

Οικογένεια γονιδίων ZNF (Zinc finger proteins) 
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Εικόνα 14: έλλειµµα 13q14.2q31.1, 31.5Mb, nucleotides:47536499-79068701 

 

 

Εικόνα 13: ∆ιπλασιασµός 11q13.2-q25, 65.4Mb, nucleotides: 69051273- 134432324 
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Εικόνα 15: διπλασιασµοί 20q11.2, 1.6Mb, nucleotides 32460139-34104824; 

20q11.23, 1.13Mb, nucleotides 35235786-36374717; 20q12, 2.195Mb, nucleotides 

38491408-40686524; 20q13.11q13.2, 4.3Mb, nucleotides 41314486-45663815; 

Έλλειµµα 20q13.12q13.33, 16.6Mb, nucleotides 45720083-62379118. 
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∆. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Το πολλαπλούν µυέλωµα είναι νεοπλασία των πλήρως διαφοροποιηµένων 

πλασµατοκυττάρων, που συσσωρεύονται στον µυελό των οστών όπου και 

πολλαπλασιάζονται. Από γενετικής άποψης το ΠΜ χαρακτηρίζεται από ανισόζυγα 

αναδιατεταγµένο γονιδίωµα, το οποίο συµπεριλαµβάνει γενετικές και χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες (24, 186). Εµφανίζει ετερογενή κλινική εικόνα, γεγονός που το καθιστά 

οµάδα συµπτωµάτων, τα οποία καθορίζονται από διαφορετικές κυτταρογενετικές 

ανωµαλίες που εκφράζουν την αντίστοιχη βιοποικιλότητα (187). Οι διαφορετικές 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες που εντοπίζονται στα πλασµατοκύτταρα έχουν 

συσχετιστεί µε διαφορετική πρόγνωση των ασθενών (124). Στο πρώτο µέρος της 

παρούσας µελέτης ανιχνεύσαµε χρωµοσωµικές ανωµαλίες σε 77 ασθενείς 

διαγνωσµένους µε ΠΜ, πριν από οποιαδήποτε θεραπεία, εφαρµόζοντας συµβατική 

και µοριακή κυτταρογενετική, διερευνήσαµε την κατανοµή τους και εκτιµήσαµε την 

επιθετικότητα της παρουσίας τους, σε ότι αφορά την επιβίωση, στο καθορισµένο από 

τη µελέτη χρονικό διάστηµα 24 µηνών από τη διάγνωση, ανεξαρτήτως πρωτοκόλλου 

θεραπείας. Συγκεκριµένα µελετήσαµε τρεις βιολογικούς δείκτες, τις χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες στον καρυότυπο (ΧΑ), την έλλειψη της περιοχής q14 του χρωµοσώµατος 

13 ή del(13q14) και τις αναδιατάξεις του γονιδίου IgH που εδράζεται στην περιοχή 

14q32, οι οποίες ανιχνεύονται και µε FISH, και τους συσχετίσαµε µε την επιβίωση 

στην 24µηνη περίοδο µελέτης. Συνολικά 58 ασθενείς (78%) εµφανίζουν τουλάχιστον 

έναν από τους υπό µελέτη βιολογικούς δείκτες.  

Η κυτταρογενετική ανάλυση στις κακοήθειες απαιτεί την ανάλυση πολλών 

µεταφάσεων προκειµένου να ανιχνευθεί ο παθολογικός κλώνος. Στο ΠΜ λόγω 

αφενός του µικρού πληθυσµού των πλασµατοκυττάρων στα πρώτα στάδια της 

νόσου και αφετέρου του χαµηλού µιτωτικού δείκτη των πλασµατοκυττάρων, η 

κυτταρογενετική µελέτη καθίσταται δύσκολη και απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή. Επιπλέον, 

οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες περιορίζονται µόνο στα πλασµατοκύτταρα και δεν 

συναντώνται σε άλλους κυτταρικούς πληθυσµούς (188, 189). Έχουν γίνει 

προσπάθειες για την αύξηση του µιτωτικού δείκτη των πλασµατοκυττάρων µε 

διάφορα πρωτόκολλα που διαφοροποιούνται ως προς το χρόνο καλλιέργειας (2-6 

ηµέρες) και ως προς την προσθήκη διαφορετικών µιτογόνων στην καλλιέργεια (IL-2, 

IL-4, IL-6) (4, 190) µε αντιφατικά αποτελέσµατα. Η ανίχνευση παθολογικών 

µεταφάσεων µε τεχνικές συµβατικής κυτταρογενετικής έχει µεγάλη προγνωστική 

σηµασία (191). Για να αυξηθεί η δυνατότητα ανίχνευσης κυτταρογενετικά ανώµαλων 

κλώνων, ακόµα και σε ασθενείς µε φυσιολογικό καρυότυπο, εφαρµόζεται, 
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συµπληρωµατικά της συµβατικής κυτταρογενετικής, η τεχνική της FISH, η οποία έχει 

το πλεονέκτηµα δυνατότητας εφαρµογής της σε µεσοφασικούς πυρήνες (95, 140, 

191). Συχνά οι κυτταρογενετιστές χρησιµοποιούν µόνο τη FISH για συγκεκριµένες 

επαναλαµβανόµενες τυπικές χρωµοσωµικές ανωµαλίες προκειµένου να διαγνώσουν 

το ΠΜ. Η µεθοδολογία αυτή, αν και χρήσιµη, δεν επιτρέπει αφενός την ανίχνευση 

νέων χρωµοσωµικών ανωµαλιών, που ενδεχοµένως να εµπλέκονται σε νέους 

µοριακούς µηχανισµούς παθογένειας του ΠΜ και να έχουν κάποια προγνωστική 

σηµασία, και αφετέρου τη διάγνωση δευτερογενών χρωµοσωµικών ανωµαλιών, που 

σχετίζονται µε την εξέλιξη της νόσου και κατ’ επέκταση την επιβίωση των ασθενών µε 

ΠΜ. 

Στην παρούσα διατριβή, καλλιέργειες του µυελού των οστών από 77 ασθενείς, 

διαγνωσµένους µε ΠΜ, πριν από οποιαδήποτε αγωγή, αναλύθηκαν µε τεχνικές 

συµβατικής κυτταρογενετικής. Η κυτταρογενετική µελέτη των ασθενών µε ΠΜ 

απεκάλυψε ότι το 32.5% φέρει χρωµοσωµικές ανωµαλίες. Η ύπαρξη ασθενών µε 

φυσιολογικό καρυότυπο θεωρείται από πολλούς πλασµατική είτε λόγω της 

αδυναµίας ανίχνευσης του παθολογικού κλώνου που πιθανόν να οφείλεται στον 

µικρό πληθυσµό κακοήθων πλασµατοκυττάρων, και συνεπώς να δικαιολογείται η 

µεγαλύτερη επιβίωση αυτών των ασθενών, είτε λόγω χρωµοσωµικών ανωµαλιών σε 

αρχικό στάδιο µικροµοριακού κρυπτικού επιπέδου, µη ορατού στον καρυότυπο (124). 

Η συχνότητα ωστόσο των χρωµοσωµικών ανωµαλιών βρέθηκε να είναι υψηλότερη 

στους ασθενείς στο στάδιο ΙΙΙ εφόσον οι 14 στους 32, ποσοστό 44%, είχαν 

παθολογικό καρυότυπο ενώ το αντίστοιχο ποσοστό στο στάδιο ΙΙ είναι 34% και στο 

στάδιο Ι 12%, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες αποτελούν 

δείκτη της παρουσίας του ανεξέλεγκτου πολλαπλασιασµού επιθετικών 

νεοπλασµατικών κυττάρων (189) και είναι σύµφωνο µε τη διεθνή βιβλιογραφία (7). 

Συνεπώς, σύµφωνα µε τη δική µας µελέτη, η συµβατική κυτταρογενετική είναι 

επαρκώς αποτελεσµατική στην ανίχνευση του παθολογικού κλώνου στους ασθενείς 

στα στάδια ΙΙ και ΙΙΙ παρέχοντας τη δυνατότητα της πλήρους κυτταρογενετικής 

µελέτης µεταφάσεων. 

Στην παρούσα µελέτη η χρωµοσωµική ανάλυση οδήγησε στον εντοπισµό 

ανευπλοειδιών και δοµικών ανωµαλιών, που συµπεριλαµβάνουν τυπικές 

επαναλαµβανόµενες, δευτερογενείς ή µη τυπικές χρωµοσωµατικές ανωµαλίες. Η 

αριθµητική χρωµοσωµατική σύσταση αυτών των ανωµαλιών αντιπροσωπεύει δύο 

οµάδες ασθενών, και κάθε οµάδα ενδεχοµένως αντικατοπτρίζει ένα διαφορετικό 

βιολογικό µονοπάτι. Αυτές οι οµάδες σύµφωνα και µε τη διεθνή βιβλιογραφία είναι η 

υπερδιπλοειδής (48-75 χρωµοσώµατα), και η µη-υπερδιπλοειδής οµάδα (<48 /η >75 
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χρωµοσώµατα) η οποία συµπεριλαµβάνει τις υποδιπλοειδίες, τις ψευδοδιπλοειδίες, 

και τις παρατετραπλοειδίες και τους καρυοτύπους µε µία δοµική αναδιάταξη (192).  

Η ανάλυση αυτών των ευρηµάτων στον καρυότυπο, µεταξύ τους αλλά και σε 

σχέση µε την επιβίωση της 24µηνης περιόδου µελέτης, οδήγησε στις εξής 

παρατηρήσεις:  

Η µη-υπερδιπλοειδής οµάδα υπερισχύει αριθµητικά της υπερδιπλοειδούς και η 

µεταξύ τους σχέση βρέθηκε να είναι 3:1 αντίστοιχα. Συγκεκριµένα 24% των ασθενών 

ανήκουν στην υπερδιπλοειδή οµάδα ενώ το υπόλοιπο 76% ανήκει στη µη-

υπερδιπλοειδή οµάδα. Στη διεθνή βιβλιογραφία τα αποτελέσµατα που αφορούν στη 

συχνότητα των υπερδιπλοειδιών και των µη-υπερδιπλοειδιών είναι αντιφατικά. Τα 

αποτελέσµατα της δικής µας µελέτης αντικρούουν αυτά που αναφέρονται σε µελέτες 

ότι η υπερδιπλοειδία απαντάται σε ποσοστό 60% (193-195), αλλά συµφωνούν µε τα 

αποτελέσµατα άλλων (21, 192, 196). Εκτός από την ειδοποιό διαφορά των δύο 

οµάδων, που είναι ο αριθµός των χρωµοσωµάτων υπάρχει διαφορά και στην 

κατανοµή των δοµικών ανωµαλιών σε αυτές τις οµάδες. Συγκεκριµένα στη δική µας 

µελέτη η οµάδα των υπερδιπλοειδών ασθενών παρουσιάζει δοµικές ανωµαλίες σε 

ποσοστό της τάξης του 33%, ενώ η οµάδα των µη-υπερδιπλοειδών ασθενών 

συνοδεύεται στο 89% από δοµικές ανωµαλίες, προτείνοντας ένα µοντέλο δύο 

µηχανισµών εξέλιξης της νόσου, το οποίο κατ’ επέκταση διαφοροποιεί την έκβαση 

µτης νόσου εφόσον µελέτες υποστηρίζουν ότι οι µη-υπερδιπλοειδείς ασθενείς έχουν 

χειρότερη πρόγνωση από τους ασθενείς µε υπερδιπλοειδή καρυότυπο (197-199). 

Παρόλα αυτά, µία πρόσφατη µελέτη προτείνει πως η πιο κακή πρόγνωση των µη-

υπερδιπλοειδών ασθενών ΠΜ, ισχύει µόνο εφόσον συνοδεύεται από ενίσχυση του 

1q, δίχως την οποία η πρόγνωση των µη-υπερδιπλοειδών ασθενών µπορεί να είναι 

ίδια µε εκείνη των υπερδιπλοειδών ασθενών (199). 

Τα αποτελέσµατα, ανεξάρτητα από το γεγονός ότι η οµάδα των 

υπερδιπλοειδών ασθενών είναι ολιγάριθµη, επιβεβαιώνουν την προαναφερθείσα 

παρατήρηση, εφόσον οι τρεις από τους έξι υπερδιπλοειδείς ασθενείς (εκ των οποίων 

οι δύο φέρουν και δοµικές ανωµαλίες) και οι δώδεκα από τους δεκαεννέα των µη-

υπερδιπλοειδών δεν επιβιώνουν την 24µηνη περίοδο µελέτης. 

Η παρουσία των επαναλαµβανοµένων τυπικών δοµικών ανωµαλιών του ΠΜ, 

όπως οι µετατοπίσεις της περιοχής IgH µε τα χρωµόσωµατα 4 και 11, στον 

καρυότυπο, συνδέεται σχεδόν αποκλειστικά µε τη µη-υπερδιπλοειδή οµάδα ασθενών. 

Στην παρούσα µελέτη οι επαναλαµβανόµενες µη-τυχαίες IgH µετατοπίσεις και IgH 
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αναδιατάξεις βρέθηκαν µόνο στον καρυότυπο των µη-υπερδιπλοειδών ασθενών σε 

ποσοστό περίπου 32%, και συµβαδίζει και µε τη διεθνή βιβλιογραφία (21, 192, 196). 

Σε αντίθεση µε τα δεδοµένα της βιβλιογραφίας δεν παρατηρήθηκε η τυπική IgH 

µετατόπιση t(14;16), παρατήρηση που µας οδηγεί στο να εικάζουµε ότι οι 

µετατοπίσεις t(4;14) και t(11;14) είναι πιο επιθετικές για την εξέλιξη της νόσου και την 

διέγερση του κλώνου και συνεπώς συναντώνται πιο συχνά και µη- τυχαία στον 

καρυότυπο των ασθενών της µελέτης µας. Συγκεκριµένα, πέντε µη-υπερδιπλοειδείς 

ασθενείς που βρίσκονται στο στάδιο ΙΙΙ, έφεραν στον καρυότυπο τους IgH 

µετατοπίσεις, εκ των οποίων, οι τρείς είχαν t(11;14) ως τη µοναδική ανωµαλία στον 

καρυότυπο και οι δύο είχαν t(4;14) επίσης ως τη µοναδική ανωµαλία. Το εύρηµα 

αυτό αποτελεί ένδειξη ότι οι επαναλαµβανοµένες µη-τυχαίες IgH αναδιατάξεις, που 

θεωρούνται αρχικά γεγονότα στο ΠΜ (200), συχνά παραµένουν ως µοναδική δοµική 

ανωµαλία στον καρυότυπο των ασθενών προχωρηµένων σταδίων υποδηλώνοντας 

ότι παρέχουν τους µηχανισµούς που οδηγούν στην αθανασία του κλώνου (196). Η 

µετα-ανάλυση σε δύο σύγχρονες GWA µελέτες (genome wide association studies, 

µελέτες κοινών γενετικών πολυµορφισµών (SNPs) σε µεγάλους πληθυσµούς, σε 

σχέση µε ένα χαρακτηριστικό όπως µία νόσος) που περιλάµβαναν συνολικά 1661 

ασθενείς µε ΠΜ, µελέτησε τη πιθανότητα εµφάνισης συγκεκριµένου καρκινικού 

καρυοτύπου σε σχέση µε την ύπαρξη συγκεκριµένων SNPs. Στη µελέτη αυτή, η 

µετατόπιση t(11:14)(q13;q32) στην οποία το γονίδιο CCND1 βρίσκεται υπό τον 

έλεγχο του ενισχυτή της βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης συσχετίσθηκε 

σηµαντικά µε τον πολυµορφισµό c.870G>A του γονιδίου CCND1 (P = 7.96 × 10−11), 

παρέχοντας ένα µοντέλο όπου οι ασθενείς που φέρουν τον πολυµορφισµό c.870G>A, 

εµφανίζουν µεγαλύτερη πιθανότητα εµφάνισης της χρωµοσωµικής µετατόπισης 

t(11:14), η οποία οδηγεί στη συνεχή ενεργοποίηση του γενετικού παράγοντα CCND1 

(201).  Ως προς τις IgH αναδιατάξεις, ένας  ασθενής είχε ένα παράγωγο χρωµόσωµα 

14 µε επιπλέον γενετικό υλικό στο σηµείο 14q32 στον καρυότυπό του που έφερε και 

άλλες σύνθετες χρωµοσωµικές ανωµαλίες. Τέλος παρατηρούµε ότι ενώ οι 

επαναλαµβανόµενες µη-τυχαίες IgH µετατοπίσεις κυριαρχούν στην οµάδα των µη-

υπερδιπλοειδών ασθενών, άλλες σύνθετες χρωµοσωµικές δοµικές ανωµαλίες, που 

εµπλέκουν διαφορετικά χρωµοσώµατα και υποδηλώνουν άλλα γενετικά γεγονότα, 

παρατηρούνται και στις δύο οµάδες.  

Η ανάλυση του δείγµατός µας µε συµβατική κυτταρογενετική σε ό, τι αφορά την 

επαναλαµβανόµενη µη-τυχαία ολική ή µερική έλλειψη του χρωµοσώµατος 13, 

οδήγησε στη διαπίστωση ότι το 28% των ασθενών µε χρωµοσωµικές ανωµαλίες, 

φέρουν αυτήν την έλλειψη, υποδηλώνοντας ότι αποτελεί αρχικό γενετικό γεγονός 
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που συντελεί στην παθογένεση και την εξέλιξη του ΠΜ. Αναλυτικά η µερική έλλειψη 

του χρωµοσώµατος 13 συναντάται µόνο σε µη-υπερδιπλοειδείς ασθενείς, και µάλιστα 

ως η µοναδική δοµική ανωµαλία ενώ η ολική έλλειψή του συναντάται σε ασθενείς και 

των δύο οµάδων συνοδευόµενη πάντα από σύνθετες χρωµοσωµικές δοµικές 

ανωµαλίες. Από τους επτά ασθενείς που φέρουν αυτήν την µη-τυχαία ανωµαλία οι 

πέντε είναι στο στάδιο ΙΙΙ και οι υπόλοιποι δύο βρίσκονται στο στάδιο ΙΙ, εποµένως 

οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι αυτή η χρωµοσωµική ανωµαλία είναι σταθερή και 

µόνιµη κατά την εξέλιξη της νόσου. Επίσης στους υπερδιπλοειδείς ασθενείς ένας 

στους έξι φέρει έλλειψη του χρωµοσώµατος 13, ενώ στους µη-υπερδιπλοειδείς αυτή 

η αναλογία διπλασιάζεται και γίνεται σχεδόν ένας στους τρεις, επιβεβαιώνοντας έτσι 

την υπόθεση της ύπαρξης δύο βιολογικών µονοπατιών εξέλιξης του ΠΜ (196), ότι 

δηλ. σε ασθενείς χωρίς IgH µετατοπίσεις και ελλείψεις του χρωµοσώµατος 13, αλλά 

µε γενετική αστάθεια, ευνοείται η υπερδιπλοειδία και ταυτόχρονα δεν ευνοείται η 

χρωµοσωµική απώλεια ενώ σε ασθενείς µε τις IgH µετατοπίσεις και ελλείψεις του 

χρωµοσώµατος 13 ευνοείται η απώλεια χρωµοσωµάτων. Το εύρηµα αυτό συµφωνεί 

και µε τη βιβλιογραφία που διαπιστώνει συσχέτιση της έλλειψης του χρωµοσώµατος 

13 µε τη µη-υπερδιπλοειδή οµάδα (22). Η µερική ή ολική έλλειψη του χρωµοσώµατος 

13 είναι από τις πρώτες χρωµοσωµικές ανωµαλίες που χαρακτηρίστηκε ως µη-

τυχαία και συνδέθηκε µε κακή πρόγνωση (202). Μία περιοχή που χαρακτηρίζεται 

κρίσιµη για τη νεοπλασία είναι η 13q14, όπου εδράζεται το γονίδιο RB1 που 

κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη η οποία ρυθµίζει τη διαφοροποίηση και την απόπτωση 

των κυττάρων, συντονίζοντας τη µετάβαση του κυττάρου από τη φάση G1 στη φάση 

S του κυτταρικού κύκλου. Η έλλειψη του γονιδίου αυτού οδηγεί στη χαµηλή έκφρασή 

του µε αποτέλεσµα την απορρύθµιση του κυτταρικού κύκλου συµβάλλοντας έτσι στην 

παθογένεση της κακοήθειας (203, 204). Οι µοριακοί µηχανισµοί που εµπλέκουν την 

περιοχή αυτή και το RB1, µε το ΠΜ δεν έχουν αποσαφηνιστεί και αποτελούν 

αντικείµενο περαιτέρω διερεύνησης. Πρόσφατα στην περιοχή αυτή ταυτοποιήθηκε το 

άγνωστης λειτουργίας γονίδιο  DIS3 στο 10% περίπου των ασθενών µε ΠΜ (205). 

Όπως αναφέρθηκε εκτός από τις επαναλαµβανόµενες µη-τυχαίες δοµικές 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες που κυριαρχούν στην οµάδα των µη-υπερδιπλοειδών 

ασθενών, στην παρούσα µελέτη παρατηρούνται και άλλες σύνθετες χρωµοσωµικές 

δοµικές ανωµαλίες, που εµπλέκουν διαφορετικά χρωµοσώµατα και υποδηλώνουν 

άλλα γενετικά γεγονότα τα οποία συµβαίνουν κατά την εξέλιξη του παθολογικού 

κλώνου και καθιστούν αυτές τις ανωµαλίες δευτερογενείς. Σε όλα τα σηµεία θραύσης 

αυτών των χρωµοσωµικών ανωµαλιών εδράζονται γονίδια για τα οποία έχει 

αναφερθεί πως συµµετέχουν σε µηχανισµούς νεοπλασίας. 
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Τα χρωµοσώµατα που εµπλέκονται σε αυτές τις δευτερογενείς τυχαίες 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες είναι τα 1, 2, 5, 6 και 8. Ειδικότερα παρατηρούνται δοµικές 

ανωµαλίες του χρωµοσώµατος 1 σε τρεις ασθενείς, 1 υπερδιπλοειδή και 2 µη-

υπερδιπλοειδείς, των οποίων οι καρυότυποι παρουσιάζουν σύνθετες δοµικές και 

αριθµητικές ανωµαλίες µε κοινή την ολική έλλειψη του χρωµοσώµατος 13, 

υποδηλώνοντας ότι η παρουσία των αναδιατάξεων του χρωµοσώµατος 1 αποτελεί 

δευτερογενή ανωµαλία εξελικτικού κλώνου (206). Στην περιοχή 1q21 εδράζεται το 

γονίδιο του ανταγωνιστή του υποδοχέα της ιντερλευκίνης 6, και ενδεχοµένως 

διπλασιασµοί ή ελλείψεις της περιοχής αυτής επηρεάζουν τη δράση της ιντερλευκίνης 

6. Επίσης στην περιοχή 1q23 εδράζεται το γονίδιο του µεταγραφικού παράγοντα 1 

της λευχαιµίας των προ-Β λεµφοκυττάρων (PBX1) η έλλειψη ή ο διπλασιασµός του 

οποίου µπορεί να επηρεάσει την εξέλιξη της νεοπλασίας (207-209). Σε πρόσφατες 

µελέτες, η έλλειψη του χρωµοσώµατος 13 µαζί µε την ενίσχυση του χρωµοσώµατος 

1q, βρέθηκαν να είναι εκείνες µε τη µεγαλύτερη στατιστικά επίδραση στην επιβίωση 

των ασθενών, έχοντας και οι δύο αρνητική επίδραση στην επιβίωση τόσο όλων των 

περιπτώσεων ΠΜ, όσο και των µη-υπερδιπλοειδικών περιστατικών, µε αρχική νόσο 

ή υποτροπή (199, 210). 

Σε ό, τι αφορά τις δοµικές ανωµαλίες του χρωµοσώµατος 2 παρατηρούνται σε 

δύο µη-υπερδιπλοειδεις ασθενείς ταυτόχρονα µε άλλες δοµικές χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες. Ο ένας εκ των δύο έχει έλλειψη της περιοχής 2q12 δίπλα στο γενετικό 

τόπο του γονιδίου της κ ελαφριάς αλυσίδας, 2q11 (94, 95) που ενδεχοµένως 

επηρεάζει την έκφρασή του. Ο άλλος ασθενής εµφανίζει έλλειψη της περιοχής 2p22 

όπου εδράζεται το γονίδιο FRA2, το οποίο δεν έχει µέχρι τώρα ενοχοποιηθεί για το 

ΠΜ, όµως έχει συνδεθεί µε την ογκογένεση και την εξέλιξη της νεοπλασίας σε 

συστήµατα των θηλαστικών (209). 

Το χρωµόσωµα 5 εµφανίζεται σε δοµικές ανωµαλίες σε τρεις µη-

υπερδιπλοειδείς ασθενείς. Αυτές οι δοµικές ανωµαλίες που αφορούν την έλλειψη των 

περιοχών 5q13 και 5q31 είναι τυπικές για το µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο. Είναι 

γνωστό ότι 10% περίπου των ασθενών µε ΠΜ εξελίσσεται είτε σε µυελοδυσπλαστικό 

σύνδροµο είτε σε οξεία µυελοειδή λευχαιµία. Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι ασθενείς 

µε ΠΜ που έφεραν ανωµαλίες στο χρωµόσωµα 5, και ειδικότερα έλλειψη της 

περιοχής q31, µετά από θεραπεία µε αλκυλιωτικούς παράγοντες, ένα ποσοστό 

εκτρεπόταν είτε σε µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο είτε σε οξεία µυελογενή λευχαιµία 

(211, 212). 

Σε έναν µη-υπερδιπλοειδή ασθενή παρατηρείται µερική έλλειψη του 

χρωµοσώµατος 6 µε σηµείο θραύσης το q21. Οι δοµικές ανωµαλίες του µακρού 

βραχίονα του χρωµοσώµατος 6, και ειδικότερα της περιοχής q21 απαντώνται στον 
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καρυότυπο σε περίπου 5% των ασθενών µε ΠΜ. Στην βιβλιογραφία αναφέρεται ότι 

στην περιοχή 6q21 µπορεί να υπάρχει υπολειπόµενο ογκοκατασταλτικό γονίδιο, που 

δεν έχει ακόµα ταυτοποιηθεί (22).  

Σε έναν υπερδιπλοειδή ασθενή παρατηρείται η µετατόπιση t(8;22)(q24.2;q12). 

Το αποτέλεσµα της µετατόπισης αυτής οδηγεί στη σύντηξη του γονιδίου C-MYC, που 

βρίσκεται στην περιοχή 8q24, και του γονίδιου της ελαφριάς αλυσίδας λ (IgL), που 

βρίσκεται στο χρωµόσωµα 22 στην περιοχή q11. Η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται 

από το γονίδιο C-MYC είναι µια πλειοτροπική πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη που έχει 

ρόλο στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, την απόπτωση και την κυτταρική 

µεταµόρφωση. Μεταλλάξεις, υπερέκφραση, αναδιάταξη και µετατόπιση αυτού του 

γονιδίου έχουν συνδεθεί µε όγκους του αιµοποιητικού συστήµατος (213, 214). Η 

σηµασία του σηµατοδοτικού µονοπατιού MYC στο ΠΜ ενισχύεται από πρόσφατες 

ενδείξεις πως το MYC διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη από MGUS σε ΠΜ 

(215). Επιπλέον, βρέθηκε συσχέτιση µεταξύ πολυµορφισµού στην περιοχή 8q24, η 

οποία θεωρείται πως έχει λειτουργικό ρόλο στη γονιδιακή ρύθµιση του MYC, και την 

πιθανότητα εµφάνισης ΠΜ (216). Όλα αυτά τα δεδοµένα υποστηρίζουν πως το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι MYC έχει σηµαντικό ρόλο στην έναρξη του ΠΜ (217). Προς 

ενίσχυση αυτής της υπόθεσης, προστίθενται νέα δεδοµένα στη θεραπεία του ΠΜ µε 

στόχευση του σηµατοδοτικού µονοπατιού MYC µε αναστολείς των πρωτεϊνών ΒΕΤ 

(bromodomain and extraterminal), οι οποίοι αποδείχθηκαν εξαιρετικά 

αποτελεσµατικοί σε κυτταρικές σειρές πολλαπλού µυελώµατος και σε ζωικά µοντέλα 

(218). 

Η µετατόπιση t(9;11)(q22;q23) είναι µία χρωµοσωµική ανωµαλία που 

εντοπίζεται για πρώτη φορά σε ασθενή µε ΠΜ σύµφωνα µε τη βάση δεδοµένων Atlas 

of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology (219) και µπορεί να 

θεωρηθεί ως «νέα» µετατόπιση στο ΠΜ. Στην περιοχή 9q22 βρίσκεται το γονίδιο 

NR4A3 του οποίου το προϊόν εµπλέκεται στη ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση. Στην περιοχή 11q23 

βρίσκεται το γονίδιο MLL το οποίο είναι κύριος ρυθµιστής της αιµοποίησης και της 

εµβρυικής ανάπτυξης. Η σύντηξη αυτή ενδεχοµένως να διαταράσσει τη λειτουργία 

των δύο γονιδίων, συµµετέχοντας στην ογκογένεση (National Cancer Institute 

Mitelman Database of Chromosome aberrations in Cancer, (220)).  

 

Από τους 77 ασθενείς της µελέτης οι 48 (62%) έχουν θετικό αποτέλεσµα σε 

τουλάχιστον έναν FISH ανιχνευτή των επαναλαµβανόµενων µη-τυχαίων  

χρωµοσωµικών ανωµαλιών που αφορούν τις IgH µετατοπίσεις και την έλλειψη 

del(13q14), διπλασιάζοντας το ποσοστό των ασθενών µε κυτταρογενετικά ευρήµατα. 
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Συνολικά οι ασθενείς µε παθολογικό κλώνο ανέρχονται στους 58 ποσοστό 75%. 

Εποµένως, στην µελέτη µας, η εφαρµογή της FISH στους µεσοφασικούς πυρήνες 

βελτίωσε την ανίχνευση των χρωµοσωµικών ανωµαλιών που δεν ήταν δυνατόν να 

ανιχνευθούν µε συµβατική κυτταρογενετική. Ιδιαίτερα για τους ασθενείς του σταδίου Ι, 

όπου µε τη µέθοδο της συµβατικής κυτταρογενετικής ανιχνεύθηκαν παθολογικοί 

κλώνοι µόνο σε τρεις από τους δεκαοχτώ ασθενείς, η τεχνική της FISH για τις IgH 

µετατοπίσεις και την έλλειψη del(13q14), αύξησε το ποσοστό των ασθενών µε 

παθολογικό κλώνο στο 72%. Στα στάδια ΙΙ και ΙΙΙ η τεχνική της FISH αύξησε την 

ευαισθησία και την ειδικότητα ανίχνευσης των παθολογικών κλώνων µε αποτέλεσµα 

να διπλασιαστούν οι ασθενείς µε ευρήµατα. 

 

Σε ό,τι αφορά την έλλειψη del(13q14) και την επιβίωση, παρατηρήσαµε ότι η 

del(13q14) είναι µια ισχυρή ανεξάρτητη προγνωστική παράµετρος. Ο συνδυασµός 

της del(13q14) µε ΧΑ οδηγούν σε ακόµη χειρότερη πρόγνωση εφόσον και οι 9 

ασθενείς µε del(13q14) και ΧΑ δεν επιβίωσαν την περίοδο µελέτης. Τα ευρήµατά µας 

συνάδουν µε προηγούµενες µελέτες σχετικές µε την del(13q14) οι οποίες 

απεκάλυψαν ότι οι ελλείψεις του χρωµοσώµατος 13 είναι πολύ κοινές, πιθανόν 

σηµατοδοτούν το µετασχηµατισµό από MGUS σε ΠΜ και επίσης συµµετέχουν στην 

αρνητική έκβαση της νόσου (49, 103, 104, 106, 107, 221, 222). 

Η ανάλυση των µετατοπίσεων t(4;14), t(11;14) και t(14;16) ξεχωριστά έδειξαν 

ότι t(4;14) είναι δείκτης κακής πρόγνωσης λόγω του ότι 90% των ασθενών µε θετικό 

αποτέλεσµα FISH για τη µετατόπιση t(4;14) δεν επιβίωσαν την περίοδο µελέτης. Η 

δυσµενής πρόγνωση της µετατόπισης t(4;14) σε ασθενείς µε ΠΜ έχει προταθεί σε 

προηγούµενες µελέτες ακόµα και για ασθενείς µετά από µεταµόσχευση βλαστικών 

κυττάρων και χηµειοθεραπεία υψηλής δόσης (123, 124, 194, 223, 224). Επιπλέον 

φαίνεται να υπάρχει ισχυρός συσχετισµός της µετατόπισης t(4;14), της del(13q14) και 

των ΧΑ, συµπέρασµα που συµφωνεί µε προηγούµενες µελέτες (100, 123). Από την 

άλλη η µετατόπιση t(11;14) δεν είναι παράγοντας κακής πρόγνωσης σε σύγκριση µε 

τη µετατόπιση t(4;14), αφού µόνο 28.6% των ασθενών δεν επιβίωσαν την περίοδο 

µελέτης. ∆εν είναι δυνατόν να βγει συµπέρασµα για τη µετατόπιση t(14;16) εφόσον 

µόνο ένας ασθενής από τους 77 φέρει αυτήν την ανωµαλία. Αυτό το εύρηµα 

αντικρούει µελέτες που δηλώνουν ότι η µετατόπιση t(14;16) είναι επαναλαµβανόµενη 

ανωµαλία (225, 226) και το γενετικό γεγονός µε τη µεγαλύτερη κλινική σηµασία (227). 

Το υψηλό ποσοστό επιβίωσης των ασθενών µε ΠΜ µε θετικό αποτέλεσµα στη 

FISH για την break-apart 14q32 θέση ανασυνδυασµού στους ασθενείς, υποδηλώνει 

ότι ο ανασυνδυασµός της break-apart 14q32 θέσης µε άλλους χρωµοσωµικούς 

συντρόφους δεν είναι αρνητικός παράγων σε σχέση µε την επιβίωση των ασθενών 
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µε ΠΜ. Μάλιστα, παρόλο που οι ασθενείς µε ΠΜ που έχουν 14q32 αναδιατάξεις µε 

άλλους χρωµοσωµικούς συντρόφους από τα χρωµοσώµατα 4, 11 και 16 είναι 

περισσότεροι, τα ποσοστά επιβίωσης δεν επηρεάζονται πολύ. Αυτή η διαφορετική 

συµπεριφορά των IgH µετατοπίσεων  σε ό,τι αφορά τη συνολική επιβίωση, και εν 

προκειµένω στην 24µηνη περίοδο µελέτης της νόσου, µπορεί να εξηγηθεί µε το 

ογκογενετικό µοντέλο, που έχουν προτείνει οι Bergsagel και Kuehl, ότι δηλαδή οι 

επαναλαµβανόµενες µη-τυχαίες µετατοπίσεις t(4;14), t(11;14) και t(14;16) 

περιλαµβάνουν σηµεία θραύσης µέσα στις περιοχές της µεταστροφής και του JH του 

γονιδίου της IgH και µπορεί να θεωρηθούν αρχικά γεγονότα της νόσου (228). 

Αντιθέτως µετατοπίσεις µε άλλους χρωµοσωµικούς συντρόφους πιθανόν συµβαίνουν 

σε άλλες θέσεις και θεωρούνται δευτερογενή γεγονότα. Ωστόσο, απαιτούνται 

περαιτέρω µελέτες για να επικυρωθεί αυτό το µοντέλο, αφού άλλες µελέτες δείχνουν 

ότι η παρουσία των άλλων χρωµοσωµικών συντρόφων είναι ίση στους ασθενείς µε 

MGUS και ΠΜ, ενισχύοντας την υπόθεση ότι οι αναδιατάξεις του 14q32 είναι αρχικά 

ογκογονικά γεγονότα, αλλά δεν επαρκούν για την εξέλιξη της νόσου (21, 114, 123, 

229).  

 ∆ιερευνώντας το συνδυασµό των ΧΑ και των θετικών ευρηµάτων των 14q32 

αναδιατάξεων, ανεξαρτήτως χρωµοσωµικού συντρόφου, στους ασθενείς µε ΠΜ, 

παρατηρήθηκε µια διαφοροποίηση µεταξύ των υπερδιπλοειδών και µη- 

υπερδιπλοειδών ασθενών. Κανείς από τους υπερδιπλοειδείς ασθενείς που έφεραν 

αναδιάταξη του 14q32 δεν επιβίωσε την 24µηνη περίοδο µελέτης, ενώ το 1/3 των  

µη–υπερδιπλοειδών ασθενών µε αναδιατάξεις του 14q32 επιβίωσε. Αυτά τα 

ευρήµατα υποδεικνύουν την αρνητική επίδραση των αναδιατάξεων του 14q32 στην 

κατά τα άλλα όχι πολύ κακή πρόγνωση της υπερδιπλοειδίας έναντι της µη-

υπερδιπλοειδίας (21, 123, 223, 226). Οι αναδιατάξεις του 14q32 ελλιµενίζουν µια 

ετερογενή οµάδα µετατοπίσεων: µη τυχαίες µετατοπίσεις µε τα γονίδια FGFR3 και 

CCND1, που κυρίως εµπλέκουν σηµεία θραύσης µέσα στις περιοχές της 

µεταστροφής και του JH, και µετατοπίσεις µε άγνωστους χρωµοσωµικούς 

συντρόφους, που πιθανόν εµπλέκουν σηµεία θραύσης σε τυχαίες θέσεις του 

γενετικού τόπου της IgH. Αυτή η ετερογένεια οδηγεί έναν µικρό αριθµό ασθενών µε 

ΠΜ να µην επιβιώνουν την περίοδο µελέτης, αφού η µετατόπιση t(4;14) έχει αρνητική 

επίδραση στην επιβίωση των ασθενών και φαίνεται ότι έχει  σηµαντικό ρόλο στην 

εξέλιξη της νόσου, ενώ οι µετατοπίσεις t(11;14) και µε άλλους χρωµοσωµικούς 

συντρόφους, εµφανίζουν πιο σταθερή συµπεριφορά κατά την πορεία της νόσου και 

είναι καλύτεροι προγνωστικοί παράγοντες.  

Βάσει της ανάλυσης της λογιστικής παλινδρόµησης σχετικά µε την επίδραση 

καθενός από τους τρεις βιοδείκτες στην επιβίωση των ασθενών, καταδείχθηκε ότι οι 
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ασθενείς µε ΧΑ είχαν 10 φορές µεγαλύτερο κίνδυνο να µην επιβιώσουν την περίοδο 

µελέτης από αυτούς που δεν είχαν ΧΑ. Επίσης ασθενείς µε del(13q14) και 

αναδιατάξεις του 14q32 είχαν 5 και 3 φορές µεγαλύτερο κίνδυνο αντίστοιχα να µην 

επιβιώσουν. Τα αποτελέσµατά µας συµφωνούν µε προηγούµενες µελέτες που 

αποδεικνύουν ότι οι ΧΑ σε ασθενείς µε ΠΜ συνδέεται µε µικρότερη συνολική 

επιβίωση (21, 124, 226). 

Καταλήγοντας η µελέτη µας απεκάλυψε ότι ταυτόχρονη παρουσία 

χρωµοσωµικών ανωµαλιών, del(13q14) και 14q32 επηρεάζουν πολύ την 

επιθετικότητα του ΠΜ και παρόλο που η del(13q14) και οι αναδιατάξεις του 14q32 

είναι σηµαντικοί προγνωστικοί βιοδείκτες, ο συσχετισµός τους µε τεχνικές συµβατικής 

κυτταρογενετικής που είναι επιβεβληµένες στην πρόγνωση του ΠΜ, προσφέρει µια 

µείζονα προγνωστική εκτίµηση του ΠΜ. Αυτή η µελέτη υποστηρίζει την άποψη ότι οι 

κυτταρογενετικές ανωµαλίες στο ΠΜ δεν είναι τυχαίες. Συγκεκριµένες χρωµοσωµικές 

αλλαγές συνδέονται µε την εξέλιξη της νόσου, ενώ άλλες δείχνουν ένα σταθερό 

µοντέλο κατά την πορεία της νόσου. Ωστόσο πιο σφαιρική ανάλυση θα επεκτείνει 

περαιτέρω την κατανόηση της νόσου, επιτρέποντας βελτιώσεις στην θεραπεία του 

ΠΜ.  

Το 64% των ασθενών µε παθολογικό καρυότυπο έχουν και εύρηµα στη FISH. 

Η έκβαση της ασθένειας στην 24µηνη περίοδο µελέτης διαφέρει στους ασθενείς που 

φέρουν ταυτόχρονα εύρηµα στη FISH και παθολογικό καρυότυπο από τους ασθενείς 

που φέρουν µόνο το εύρηµα της FISH στους µεσοφασικούς πυρήνες. Αυτό πιθανόν 

οφείλεται στο γεγονός αφενός ότι η ενεργή φάση της νόσου συνδέεται µε την 

αυξηµένη κυτταρική διαίρεση των κυτταρογενετικά ανώµαλων κλώνων και αφετέρου 

τον µικρό πληθυσµό των πλασµατοκυττάρων κατά το αρχικό στάδιο της νόσου. 

Παρόλο που η FISH στους µεσοφασικούς πυρήνες, µόνη της, δεν µπορεί να 

υποκαταστήσει την ανάλυση των µεταφάσεων (191), ωστόσο προσθέτει 

πληροφορίες στη ανάλυση ασθενών µε ΠΜ για συγκεκριµένες, τυπικές ανωµαλίες µε 

κλινική σηµασία. Επιπλέον η τεχνική αυτή έχει το πλεονέκτηµα της εύκολης 

εφαρµογής της στα ήδη υπάρχοντα δείγµατα και το αποτέλεσµά της καθορίζει το 

ποσοστό των ανώµαλων πυρήνων για τις υπό µελέτη ανωµαλίες (230-232). Η FISH 

χρησιµοποιείται ευρέως στο ΠΜ γιατί επιτρέπει την ανίχνευση των επιλεγµένων 

κυτταρογενετικών ανωµαλιών στο 80% των ασθενών ανεξαρτήτως του σταδίου της 

νόσου (49, 233).  

Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία υπάρχουν 7 επαναλαµβανόµενοι χρωµοσωµικοί 

εταίροι που περικλείουν 3 οµάδες ογκογονιδίων και εµπλέκονται στις IgH 

µετατοπίσεις στο 40% των ασθενών µε ΠΜ. Αυτές είναι η CYCLIN D και αφορά τις 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 12:15:04 EEST - 44.198.181.6



106 

 

χρωµοσωµικές περιοχές 11q13, 12p13, 6p21, η MAF και αφορά τις περιοχές 16q23, 

21q12, 8q24.3 και η MMSET/FGFR3 στην περιοχή 4p16 (117, 125, 200, 234). Αυτές 

οι µετατοπίσεις οι οποίες αφορούν σηµεία θραύσης µέσα ή κοντά στο switch regions 

του IgH (σπανίως δε και µέσα ή κοντά στις αλληλουχίες VDJ) θεωρείται ότι 

προκαλούνται από σφάλµατα στον IgH switch ανασυνδυασµό ή τη σωµατική 

υπερµετάλλαξη, κυτταρικοί µηχανισµοί που συµβαίνουν µόνο κατά τη διέλευση των 

φυσιολογικών Β-λεµφοκυττάρων από το βλαστικό κέντρο, κατά τη διαφοροποίησή 

τους σε πλασµατοκύτταρα, ένδειξη πρωτογενών και πιθανώς εναρκτήριων 

γεγονότων. 

Πολυµορφισµοί κυτταροκινών IL-1A -889 C/T, IL-1B -511 C/T, IL-1B +3954 

C/T, IL-1RN +11970 C/T και IL-1RN +11100 C/T και σχέση µε ΠΜ 

Η οικογένεια κυτταροκινών της ιντερλευκίνης-1 (IL-1) κωδικοποιείται από δύο 

ξεχωριστά γονίδια, τα γονίδια interleukin-1 alpha (IL1A) και interleukin-1B (IL1B) που 

εντοπίζονται στη χρωµοσωµική περιοχή 2q14, η οποία περιέχει επίσης τα γονίδια 

των υποδοχέων τύπου 1 και 2 της IL1 (IL1R1 και IL1R2), του ανταγωνιστή του 

υποδοχέα της IL-1 (IL1RN) και τουλάχιστον έξι άλλα, λιγότερο χαρακτηρισµένα 

γονίδια της ίδιας οικογένειας (87). Οι πρωτεΐνες IL1a και b είναι αγωνιστές του 

µεµβρανικού υποδοχέα IL1 τύπου 1, ενώ ο IL1ra είναι ένας ανταγωνιστής που 

απελευθερώνεται µετά από κυτταρικό τραύµα ή απόπτωση, αναστέλλει τη 

σηµατοδότηση της IL-1 και διαδραµατίζει προστατευτικό ρόλο εναντίον της ανοσιακής 

απόκρισης µετά από τραύµα (148, 149). Οι IL-1a και IL-1b είναι εν δυνάµει 

προφλεγµονώδεις κυτοκίνες που προσδένονται στον ίδιο τύπο µεµβρανικού 

υποδοχέα στα κύτταρα στόχους, προκαλώντας παρεµφερείς βιολογικές δράσεις 

(235). Παράγονται και οι δύο κυρίως από ενεργοποιηµένα µονοπύρηνα φαγοκύτταρα 

και ουδετερόφιλα, από ενεργοποιηµένα Β-λεµφοκύτταρα, ινοβλάστες, επιθηλιακά και 

ενδοθηλιακά κύτταρα. Η IL-1b δεν παράγεται από τα φυσιολογικά πλασµατοκύτταρα, 

ενώ έχει παρατηρηθεί ότι παράγεται από τα µυελωµατικά κύτταρα. Η IL-1 είναι 

γνωστός εν δυνάµει παράγοντας µε οστεοκλαστική δράση και φαίνεται να 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη λυτικών βλαβών των οστών (28, 149, 

150). Είναι επίσης εν δυνάµει ενεργοποιητής άλλων κυτοκινών, όπως η IL-6, η οποία 

είναι σηµαντικός αυξητικός παράγοντας για τα µυελωµατικά κύτταρα (149, 236). Με 

βάση τις ανωτέρω παρατηρήσεις, η IL-1 θεωρείται µία κυτοκίνη που θα µπορούσε να 

ενέχεται στην ανάπτυξη του ΠΜ. 
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Η ρύθµιση της έκκρισης κυτοκινών βρίσκεται υπό γενετικό έλεγχο µέσω 

γενετικών πολυµορφισµών στις κωδικοποιούσες περιοχές και στις περιοχές των 

υποκινητών. ∆ιάφοροι πολυµορφισµοί έχουν περιγραφεί στα γονίδια των IL-1A, IL-

1B και IL-1RN, οι οποίοι πιθανώς µεταβάλλουν την παραγωγή της πρωτεΐνης IL-1 

(IL-1a, IL-1b, IL1ra) (67, 237) και έχουν συσχετισθεί µε την ανάπτυξη και σοβαρότητα 

αυτοάνοσων ασθενειών και καρκίνου (238). Πιο συγκεκριµένα, οι πολυµορφισµοί στα 

γονίδια IL-1B και IL-1RN έχουν συσχετισθεί µε την ανάπτυξη γαστρικού 

αδενοκαρκινώµατος κατόπιν λοίµωξης από το Helicobacter pylori (239), καθώς και µε 

κακοήθειες του αιµοποιητικού συστήµατος (169). Σε ότι αφορά στο ΠΜ, δεν έχει 

παρατηρηθεί µέχρι σήµερα συσχέτιση µεταξύ πολυµορφισµών του γονιδίου IL-1 και 

ανάπτυξης ΠΜ (7).  

Για την IL-1A διαπιστώθηκε ότι στον πληθυσµό, όπου εµφανιζόταν ο IL-1A -

889CT γονότυπος, υπήρχε αυξηµένος κίνδυνος προδιάθεσης για ΠΜ (P=0.000). Για 

την IL-1B παρατηρήσαµε ότι οι γονότυποι CT στο -511 και οι CT καθώς και οι TT στο 

+3954 σχετίζονταν σηµαντικά µε την ανάπτυξη ΠΜ (P=0.002, P=0.036, P=0.004 

αντίστοιχα). Για την IL-1RN +11100 η παρουσία του γονότυπου ΤΤ συσχετίζονταν 

σηµαντικά µε κίνδυνο για ΠΜ (P=0.044). Επιπλέον, οι γονότυποι IL-1B -511 CC, IL-

1B +3954 CC και IL-1RN +11100 CC, καθώς και ο συνδυασµός  γονοτύπων IL1B 

+3954 CC µε τον IL1B -511 CC ή µε τον IL-1RN +11100CC  είχαν προστατευτική 

δράση ενάντια στην ανάπτυξη ΠΜ. 

Ένα ενδιαφέρον εύρηµα της µελέτης ήταν ότι για όλους τους πολυµορφισµούς 

των τριών γονιδίων που µελετήθηκαν, άτοµα που είχαν το Τ αλληλόµορφο είχαν και 

υψηλότερο κίνδυνο για εµφάνιση ΠΜ. Ωστόσο, αυτή η συσχέτιση πρέπει να 

διερευνηθεί περαιτέρω, πριν εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα σχετικά µε την 

κατανοµή του Τ αλληλόµορφου και την προδιάθεση εµφάνισης ΠΜ. 

Για τις κυτοκίνες που µελετηθήκαν, η σχέση µεταξύ γονότυπου και in vivo 

παραγωγής δεν έχει διερευνηθεί. ∆ηµοσιευµένα στοιχεία σχετικά µε τις βιολογικές 

λειτουργίες των πολυµορφισµών του IL-1 γονιδίου έχουν δείξει ότι ο πολυµορφισµός 

IL-Β -511 CT επηρεάζει έντονα τη µεταγραφική δραστηριότητα µόνο στο πλαίσιο 

άλλων πολυµορφισµών της IL-1B στην περιοχή του υποκινητή, όπως ο IL-1B-31 C/T  

(37). Επιπλέον, ένας µονονουκλεοτιδικός C � T πολυµορφισµός στον υποκινητή του 

γονιδίου IL-1B C(-511)→Τ έχει αναφερθεί ότι επιδρά στα επίπεδα IL-1 και IL-1RA (47)  

Οι γονότυποι που µελετήθηκαν έχουν συσχετισθεί σε προηγούµενες µελέτες µε 

διάφορους τύπους καρκίνου. Πιο συγκεκριµένα, ασθενείς µε µεταστατικό στοµαχικό 
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και γαστροοισοφαγικό αδενοκαρκίνωµα που φέρουν τους γονότυπους IL1B -3954 

C/T και T/T έδειξαν καλύτερο ποσοστό επιβίωσης (Hazard ratio) κατά την πάροδο 

του χρόνου από ότι οι ασθενείς µε C/C γονότυπο (44).  

Επίσης, οι IL-1B -511 T/T ή T/C γονότυποι διαπιστώθηκε ότι ήταν σηµαντικά 

υψηλότεροι σε HBV φορείς µε κίρρωση του ήπατος σε σύγκριση µε εκείνους που δεν 

είχαν κίρρωση του ήπατος (46). Μια πρόσφατη µελέτη για τη συσχέτιση των IL-1 

γονιδιακών πολυµορφισµών και του κινδύνου εµφάνισης καρκίνου του µαστού έδειξε 

επίσης ότι ο συνδυασµός γονοτύπων που περιείχαν τα IL-1B C-αλληλόµορφα (CT ή 

CC) και τα IL-2-1RN αλληλόµορφα µείωσε σηµαντικά τον κίνδυνο του καρκίνου του 

µαστού, γεγονός που υποδηλώνει ότι γενετικοί πολυµορφισµοί της IL-1 µπορεί να 

διαδραµατίσουν έναν ρόλο ενάντια στην προδιάθεση ανάπτυξης καρκίνου του 

µαστού (45). Τα αποτελέσµατά µας υποστηρίζουν την υπόθεση ότι το IL1-1 γονίδιο 

εµπλέκεται στην ανάπτυξη ΠΜ. Οι πολυµορφισµοί του γονιδίου IL-1 µεταξύ της 5' και 

της 3' ρυθµιστικής ακολουθίας µπορεί να επηρεάσουν τη µεταγραφή είτε µέσω της 

αλληλεπίδρασης µε άλλες πρωτεΐνες που προσδένονται στις θέσεις πρόσδεσης του 

µεταγραφικού  παράγοντα, είτε µε την πρόκληση µεταβολών στην πρόσδεση της 

πρωτεΐνης µε τα ρυθµιστικά στοιχεία που περιβάλλουν τους πολυµορφισµούς (34, 48, 

49, 51). Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο πολυµορφισµός C-3737T, ο 

οποίος βρέθηκε να απαλείφει την περιοχή πρόσδεσης της υποµονάδας p50 του 

µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ και να ελαττώνει τη δραστικότητα του υποκινητή 

(49). Με αυτό τον τρόπο, η γενετικά καθορισµένη χαµηλή έκφραση της IL1B θα 

µπορούσε να µειώνει την πιθανότητα εµφάνισης ΠΜ (240). Παράλληλα, ωστόσο, έχει 

βρεθεί ότι η αυξηµένη έκφραση  IL1B, παρότι σχετίζεται µε αυξηµένη πιθανότητα 

εµφάνισης ΠΜ, συσχετίζεται ταυτόχρονα και µε καλύτερα ποσοστά επιβίωσης 

κατόπιν θεραπείας (240, 241).  

Αναφορικά µε τη σχέση ανάµεσα στους γονότυπους και τα κλινικά 

χαρακτηριστικά των ασθενών δεν παρατηρήθηκε καµία συσχέτιση που να 

υποδηλώνει ότι θετικός γονότυπος IL-1 µπορεί να έχει κάποια σηµαντική συµβολή 

στην εξέλιξη της νόσου. 

Συµπερασµατικά, βρέθηκε η κατανοµή των γονοτύπων IL-1A -889 CT, IL-1B -

511 CT, IL-1B +3954 TT και IL-1RΝ +11970 ΤT και IL-1RN +11100 TT είναι 

υψηλότερη (p<0,05) σε Έλληνες ασθενείς, η οποία υποδηλώνει την πιθανή εµπλοκή 

του σπάνιου αλληλοµόρφου Τ του γονιδίου της φλεγµονώδους κυτοκίνης IL-1.  
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Μικροσυστοιχίες Γενωµικού Συγκριτικού Υβριδισµού (array-CGH) και ΠΜ  

Μελέτες βασιζόµενες στην τεχνολογία Γενωµικού Συγκριτικού Υβριδισµού 

(array-CGH) και µελέτες έκφρασης του γονιδιακού προφίλ δίνουν πληροφορίες για 

τους βιολογικούς υποτύπους, την κατηγοριοποίησή τους και τους παθογενετικούς 

µηχανισµούς, που ενοχοποιούνται για το πολλαπλό µυέλωµα. Η ταυτοποίηση 

µοριακών µαρτύρων µέσω του array-CGH είναι πολλαπλά υποσχόµενη, καθώς 

µπορεί εύκολα να αποτελέσει διαγνωστικό εργαλείο, ελέγχοντας ολόκληρο το 

γονιδίωµα σε αντίθεση µε την τεχνολογία FISH, στην οποία ο έλεγχος είναι 

εντοπισµένος σε συγκεκριµένες περιοχές (205, 242). 

 Μελετήθηκαν 3 δείγµατα ασθενών µε µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο / ΠΜ µε 

την µέθοδο των 1x244Κ Μικροσυστοιχιών Γενωµικού Συγκριτικού Υβριδισµού (array-

CGH). Πολλά από τα κυτταρογενετικά ευρήµατα που βρέθηκαν στα δείγµατά µας 

επαληθεύονται και τεκµηριώνονται από την ήδη υπάρχουσα βιβλιογραφία, καθώς 

έχουν ενοχοποιηθεί για το ΠΜ και άλλες συγγενείς αιµατολογικές κακοήθειες. 

 

Ασθενής 1 

Στο πρώτο περιστατικό όλες οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες, που εντοπίστηκαν, 

ήταν διπλασιασµοί µη ανιχνεύσιµοι µε τον συµβατικό καρυότυπο R-προτύπου 

χρώσης. Τα περισσότερα από τα ευρήµατα είναι πολυµορφικά και δεν 

περιλαµβάνουν σηµαντικά γονίδια συνδεόµενα µε καρκινογένεση και ελαττωµατική 

αιµοποίηση, ενώ το µεγαλύτερο από αυτά έχει µέγεθος 1.04Μb (πίνακας 17).  

Από την ανάλυση και αξιολόγηση των αποτελεσµάτων από τις βάσεις 

δεδοµένων προέκυψε ότι οι περισσότερες από τις χρωµοσωµικές περιοχές 

περιλαµβάνουν γονίδια που δεν συσχετίζονται µε αιµατολογικές κακοήθειες ή 

προλευχαιµικές καταστάσεις. Κάποια από αυτά τα γονίδια έχουν ωστόσο 

ενοχοποιηθεί για άλλες µορφές καρκίνου, συµπαγών κυρίως όγκων όπως ο καρκίνος 

του µαστού, των ωοθηκών και του παχέος εντέρου. Ένα τέτοιο παράδειγµα αποτελεί 

το γονίδιο OPCML στη διπλασιασµένη περιοχή 11q25 µεγέθους 621.62Kb, το οποίο 

ανήκει στην οικογένεια των Ig ανοσοσφαιρινών µορίων κυτταρικής προσκόλλησης  

και  έχει συνδεθεί µε τον καρκίνο των ωοθηκών (243). Στη διπλασιασµένη περιοχή 

17q22 µεγέθους 574.08Kb βρίσκεται το γονίδιο MRPS23, το οποίο κωδικοποιεί µια 

µιτοχονδριακή ριβοσωµική πρωτεΐνη S23, συνδεόµενη µε µεταστατικούς τύπους 

καρκίνου της µήτρας (244). Στην ίδια περιοχή βρίσκεται και το γονίδιο MSI2 (musashi 

οµόλογο 2), το οποίο εµπλέκεται στις µυελικές κακοήθεις µε µετάθεση t(3;17) µεταξύ 

των EVI1- MSI2, όπου  το EVI1 υπερεκφράζεται ως αποτέλεσµα της µετάθεσης 

αυτής. Το γονίδιο MSI2 κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη πρόσδεσης  RNΑ, που ρυθµίζει 

την έκφραση  mRNAs –στόχων στο επίπεδο της µετάφρασης. Το MSI2 έχει 
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πρόσφατα συνδεθεί µε την πορεία εξέλιξης της Χρόνιας Μυελογενούς Λευχαιµίας σε 

προχωρηµένη φάση αλλά και στο τελικό στάδιο της νόσου, σχηµατίζοντας ένα 

γονίδιο σύντηξης (fusion gene) µε το HOXA9 σαν αποτέλεσµα της µετάθεσης  

t(7;17)(p15;q23) (245).  

Στην χρωµοσωµική περιοχή 20q11.23 το γονίδιο TGM2 κωδικοποιεί µια 

τρανσγλουταµινάση 2 που φαίνεται να εµπλέκεται στην απόπτωση, ένας κυτταρικός 

µηχανισµός που µελετάται διεξοδικά στις αιµατολογικές κακοήθειες. Το TGM2 

αποτελεί νέο µοριακό δείκτη για πρόγνωση και θεραπευτικό στόχο στον καρκίνο 

παχέος εντέρου και το ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα, ενώ αποσιωπάται επιγενετικά 

στον καρκίνο του µαστού (246).  

Με διάφορους τύπους καρκίνου και λευχαιµίες έχει συνδεθεί και το γονίδιο 

GNAS στην γενετική περιοχή 20q13.32, µερικά µετάγραφα του οποίου έχουν µια 

διαφορετικά µεθυλιωµένη περιοχή στα 5΄ εξόνια τους, περιοχή η οποία είναι κοινή 

στα µεθυλιωµένα γονίδια. Ο µηχανισµός της µεθυλίωσης και οι υπόλοιποι 

επιγενετικοί µηχανισµοί µελετώνται διεξοδικά καθώς µεθυλιωµένα γονίδια έχουν 

συσχετιστεί µε αιµατολογικές κακοήθειες (247).  

 
Ασθενής 2 

Στο δεύτερο δείγµα εντοπίστηκαν πολλά και µεγάλα ελλείµµατα, που 

περιέχουν σηµαντικά ογκογονίδια. Τα µεγάλα αυτά ελλείµµατα µεγέθους >10Μb (11q, 

12p, 20q) (πίνακας 17), µάλλον προέρχονται από κάποιο συγκεκριµένο παθολογικό 

κλώνο εφόσον δεν εντοπίστηκαν µε τον συµβατικό καρυότυπο.  

Στην περιοχή 3q29 εντοπίζεται ένα έλλειµµα µεγέθους 1.3Mb όπου 

περιλαµβάνεται και το ογκοκατασταλτικό γονίδιο DLG1, οµόλογο του οποίου υπάρχει 

στη ∆ροσόφιλα και έχει βρεθεί ότι συµµετέχει στην απώλεια ελέγχου του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού (248). Στη χρωµοσωµική περιοχή 11q13.2-q25 εντοπίζεται ένας 

διπλασιασµός µεγέθους 65.4Mb µε πληθώρα γονιδίων που έχουν συσχετιστεί µε 

καρκινογένεση και άλλες παθολογικές καταστάσεις, το σηµαντικότερο των οποίων 

είναι το CCND1. 

Το γονίδιο CCND1 ανήκει στην υψηλά συντηρηµένη οικογένεια των κυκλινών, 

της οποίας τα µέλη έχουν ιδιαίτερα σηµαντικό ρυθµιστικό ρόλο κατά τη διάρκεια του 

κυτταρικού κύκλου. Οι κυκλίνες λειτουργούν ως ρυθµιστές των CDK κινασών και 

έχουν διακριτή έκφραση και πρότυπα αποικοδόµησης. Η κυκλίνη CCND1 σχηµατίζει 

σύµπλοκο µε άλλα µόρια και λειτουργεί σαν ρυθµιστική υποµονάδα της CDK4 ή 

CDK6, της οποίας η ενεργότητα απαιτείται για τη µετάβαση από τη φάση G1 στην S 

στον κυτταρικό κύκλο. Μεταλλάξεις και υπερέκφραση αυτού του γονιδίου 

παρατηρούνται συχνά σε πληθώρα συµπαγών όγκων και χρωµοσωµικές ανωµαλίες 
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που περιλαµβάνουν το συγκεκριµένο γονίδιο και έχουν ενοχοποιηθεί για το 

παραθυροειδές αδένωµα και το ΠΜ µε t(11;14)(q13;q32) σε ποσοστό 15%. Η 

χρωµοσωµική ανωµαλία t(11;14)(q13;q32)  που περιλαµβάνει το γονίδιο CCND1 και 

γονίδια ανοσοσφαιρινών ενδεχοµένως να είναι µια από τις αιτίες της Β-

λεµφοκυτταρικής κακοήθειας, συγκεκριµένα του λεµφώµατος επενδυµατικών 

κυττάρων mantle-cell lymphoma (MCL). Αυτή η πρωτεΐνη έχει δειχθεί επίσης ότι 

αλληλεπιδρά µε την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη Rb, η οποία ρυθµίζει θετικά την 

έκφραση του γονιδίου CCND1. Έχουν γίνει διάφορες κλινικές µελέτες, όπου ο 

αναστολέας της κυκλίνης D χρησιµοποιείται αποτελεσµατικά ως φαρµακευτικός 

παράγοντας για την αντιµετώπιση του υποτύπου της νόσου, που εκφράζει το γονίδιο 

της κυκλίνης D (205, 249).  

‘Ενα άλλο σηµαντικό γονίδιο που βρίσκεται στην συγκεκριµένη περιοχή είναι το 

γονίδιο FADD, από το οποίο παράγεται πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε ποικιλία 

διαµεµβρανικών υποδοχέων και διαµεσολαβεί στα κυτταρικά αποπτωτικά σήµατα. 

Είναι αποπτωτικό µόριο που στρατολογεί την κασπάση-8 ή κασπάση-10 στους 

ενεργοποιηµένους Fas (CD95) ή TNFR-1 υποδοχείς, σχηµατίζοντας ένα 

σηµατοδοτικό σύµπλοκο, που επάγει τον κυτταρικό θάνατο (DISC) και ενεργοποιεί 

την πρωτεολυτική κασπάση-8 (250). Εκφράζεται σε µια µεγάλη ποικιλία ιστών, εκτός 

από τα περιφερειακά µονοπύρηνα λευκοκύτταρα του αίµατος. Μελέτες σε knockout 

ποντίκια έχουν δείξει το σηµαντικό ρόλο αυτής της πρωτεΐνης στην πρώιµη ανάπτυξη 

των Τ κυττάρων (251).  

Στο δεύτερο δείγµα επίσης βρέθηκαν τρία ελλείµµατα στο χρωµόσωµα 12, 2 

στο βραχύ σκέλος (12p13.33-p13.31 και 12p13.31-p11.1) και ένα στο µακρύ σκέλος 

(12q12-q24.33) µε µεγέθη  9.3Mb, 24.69Mb και 95.5Mb αντίστοιχα, που 

περιλαµβάνουν πληθώρα γονιδίων µεταξύ των οποίων τα INPPL1, CENTD2, 

ATG16L2, RAB30, MLL, BCL9L, FLI1, ST14, ETV6, CDKN1B, KRAS. Οι 

ελλειµµατικές αυτές περιοχές λόγω του µεγέθους που έχουν, θα έπρεπε να είχαν 

εντοπιστεί και µε τον κλασσικό καρυότυπο. 

Στη χρωµοσωµική περιοχή 13q14.2-q31.1 υπάρχει ένα µεγάλο έλλειµµα 

µεγέθους  31.5Mb και πολλά υποψήφια γονίδια συνδεόµενα µε κακοήθειες, όπως τα 

KCNRG, TRIM13 . ∆ιάφορες ανωµαλίες στο χρωµόσωµα 13 (µονοσωµία, ενδιάµεσες 

ελλείψεις) έχουν βρεθεί σε άτοµα µε πολλαπλό µυέλωµα και οι διάφορες µελέτες 

προσπαθούν να διασαφηνίζουν  το  ρόλο του συγκεκριµένου χρωµοσώµατος  ως 

βιολογικό παράγοντα στην νόσο µε χαρακτηριστικά επιθετικής εξέλιξης και  µε 

µικρότερο χρόνο επιβίωσης (242). Σχεδόν το 90% των περιπτώσεων µε 

t(4;14)(p16;q32) εµφανίζουν έλλειψη στο χρωµόσωµα 13, ενώ οι ασθενείς µε IgH 

αναδιατάξεις και ελλείψεις στο χρωµόσωµα 13 έχουν µικρότερο προσδόκιµο 
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επιβίωσης. Το συγκεκριµένο έλλειµµα εντοπίστηκε και µε τον συµβατικό καρυότυπο 

στον ασθενή. 

Τα array-CGH εντόπισαν στο 2ο δείγµα και έλλειµµα στη περιοχή 17p13.2-

p13.1 (1.06Mb). Η υπάρχουσα βιβλιογραφία (205, 242) αναφέρει ότι η έλλειψη 17p13 

(ο γενετικός τόπος για το ογκοκατασταλτικό γονίδιο TP53) είναι ο περισσότερο 

σηµαντικός µοριακός κυτταρογενετικός παράγοντας για πρόγνωση. Σε µια σειρά 

µελετών, οι ελλείψεις 17p13 σχετίζονται µε αρνητική επίδραση στην επιβίωση, που 

δεν αντιµετωπίζεται ούτε µε αλλογενετική µεταµόσχευση βλαστοκυττάρων. Ασθενείς 

µε ελλείψεις 17p13 (επί τω πλείστον µονοαλληλικά) έχουν µικρότερο προσδόκιµο 

επιβίωσης, περισσότερο επιθετική νόσο, υψηλότερη εξάπλωση/επικράτηση  της 

εξωµυελικής νόσου και υπερκαλσαιµία. Ακόµη και σε νεότερες θεραπείες 

(λεναλιδοµίδη) που θεωρούνται ιδιαίτερα αποτελεσµατικές στη θεραπεία ασθενών µε 

υποτροπή ΠΜ (252), όσο και σε ασθενείς στην έναρξη της νόσου (253), οι 

αλλοιώσεις στην περιοχή 17p13 φαίνεται να διατηρούν τις δυσµενείς επιπτώσεις τους 

στη διάρκεια της θεραπείας (254, 255). Οι περιπτώσεις αυτές δείχνουν τον 

καθοριστικό ρόλο των αλλοιώσεων του γονιδίου TP53 που προσδίδουν µεγαλύτερες 

δυνατότητες επιβίωσης και ανθεκτικότητα στη θεραπεία στα λευχαιµικά κύτταρα. 

Παρεµφερής µηχανισµός κακής πρόγνωσης έχει περιγραφεί και σε άλλες 

αιµατολογικές κακοήθειες, όπως το µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο (255-257).  

Στο ίδιο δείγµα εντοπίζονται και 5 χρωµοσωµικές διαταραχές στο χρωµόσωµα 

20, τέσσερις διπλασιασµοί (20q11.2, 20q11.23, 20q12 και 20q13.11-q13.2), όλοι στο 

µακρύ σκέλος µε µέγεθος >1Μb έως 4.34Mb και εν συνεχεία ένα έλλειµµα στο 

20q13.2-q13.33 (16.67Mb) (Πίνακας 17, εικόνα 14). Όλες οι παραπάνω περιοχές 

περιέχουν σηµαντικά ογκογονίδια: TP53INP2, SRC, BLCAP, TOP1, MYBL2, 

TP53RK, RAB22, SS18L1. Ιδιαίτερα το γονίδιο TOP1 θεωρείται σηµαντικό καθότι 

µεταλλάξεις οι οποίες απενεργοποιούν τη δράση του θεωρούνται υπεύθυνες για 

ανθεκτικά στη θεραπεία µυελοδυσπλαστικά σύνδροµα (49, 258). 

 

Ασθενής 3 

Στο τρίτο δείγµα ανιχνεύθηκε ένα µεγάλο έλλειµµα µεγέθους 12.95Mb στη θέση 

19p12-q12 όπου χαρτογραφούνται µέλη της οικογένειας πρωτεϊνών δακτυλίου 

ψευδαργύρου ZNF µε συγκεκριµένα δοµικά µοτίβα αµινοξέων στο άµινο και καρβόξυ-

τερµατικό άκρο. Οι πρωτεΐνες αυτές εµπλέκονται στην µεταγραφική ρύθµιση, 

αλληλεπιδρούν µε νουκλεικά οξέα και έχουν διάφορες λειτουργίες. Γενικά όµως δε 

θεωρούνται παράγοντες που εµπλέκονται σε ΠΜ και το συγκεκριµένο έλλειµµα 

µάλλον θεωρείται τυχαίο εύρηµα κάποιου κλώνου. 
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Η νέα τεχνολογία των array-CGH προσθέτει σηµαντικές πληροφορίες στην 

πρόγνωση και θεραπεία του πολλαπλού µυελώµατος όπως φαίνεται και από 

τελευταίες δηµοσιεύσεις (205, 242). Με την εύρεση των ποικιλοµορφιών του αριθµού 

αντιγράφων (CNVs), ιδιαίτερα σε περιοχές όπου εντοπίζονται γονίδια της κυκλίνης D 

(CCND genes) και υπάρχει απορρύθµιση της έκφρασης αυτών, δίνονται 

πληροφορίες για αρχικά παθογενετικά γεγονότα που συµβαίνουν στην εµφάνιση του 

ΠΜ και κατηγοριοποίηση των ασθενών ως προς την επιβίωση. Τρισωµίες του 

χρωµοσώµατος 11, οι οποίες περιλαµβάνουν το γονίδιο CCND1, όπως αυτή που 

βρέθηκε στη 2η ασθενή θεωρούνται ότι προσδίνουν καλύτερο προσδόκιµο επιβίωσης 

(259).  

Σε πρόσφατη µελέτη GWAS που διεξήχθη σε 4692 ασθενείς µε ΠΜ και 10990 

δείγµατα ελέγχου, ταυτοποιήθηκαν 4 µονονουκλεοτιδικοί πολυµορφισµοί στους 

γενετικούς τόπους 3q26.2, 6p21.33, 17p11.2 και 22q13.1 που οδήγησαν στην 

ταυτοποίηση περαιτέρω γονιδίων (260), ενώ είναι βέβαιο πως µελλοντικά θα 

ανακαλυφθούν επιπλέον πολυµορφισµοί και γονίδια. 

Η παρούσα µελέτη περιέλαβε µόνο 3 ασθενείς στους οποίους έγινε array-CGH  

µε µικροσυστοιχίες υψηλής ευκρίνειας (Agilent 244K) και δεν µπορούµε να εξάγουµε 

συµπεράσµατα, όµως τα ευρήµατα συµφωνούν µε νεότερες δηµοσιεύσεις και 

αναδεικνύουν µοριακές αναδιατάξεις οι οποίες δεν εντοπίστηκαν µε συµβατικό 

καρυότυπο και FISH.  

Συνοψίζοντας, η παρούσα διατριβή αποκάλυψε ότι: 

� η ταυτόχρονη παρουσία χρωµοσωµικών ανωµαλιών µε έλλειψη του γενετικού 

τόπου del(13q14) και αναδιατάξεις 14q32 επηρεάζει την επιθετικότητα της 

νόσου 

� ο συνδυασµός των προγνωστικών βιοδεικτών del(13q14) και αναδιατάξεις 

14q32 µε τον συµβατικό καρυότυπο προσφέρει µία µείζονα προγνωστική 

εκτίµηση του ΠΜ. 

� συγκεκριµένες χρωµοσωµικές αλλαγές, όπως ελλείψεις του χρωµοσώµατος 

13 και IgH µετατοπίσεις t(4;14) και t(11;14) συνδέονται µε την εξέλιξη της 

νόσου 

� το 64% των ασθενών µε χρωµοσωµικές ανωµαλίες έχουν θετική FISH είτε για 

del13q14, είτε για µετατοπίσεις IgH που µπορεί να σχετίζονται ή και όχι µε τη 

χρωµοσωµατική ανωµαλία.  

� η επιβίωση του χρόνου µελέτης διαφέρει στους ασθενείς µε εύρηµα στη FISH 

και ΧΑ, από αυτούς µε εύρηµα στη FISH και φυσιολογικό καρυότυπο.  

� η νέα τεχνολογία των array-CGH, λόγω της υψηλής διακριτικότητας (8,9 Kb 

έναντι 10Mb του καρυοτύπου) προσθέτει σηµαντικές πληροφορίες στην 
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διερεύνηση και ανάδειξη υποµικροσκοπικών ελλείψεων και αναδιπλασιασµών 

των χρωµοσωµάτων, µη ανιχνεύσιµων στον συµβατικό καρυότυπο. Στους 

τρείς ασθενείς  στους οποίους έγινε  array-CGH αποκαλύφθηκαν παθολογικοί 

κλώνοι µε δοµικές ανωµαλίες (ελλείψεις και διπλασιασµοί από 570.2 Κb µέχρι 

65.4 Mb), οι οποίοι δεν βρέθηκαν µε την συµβατική κυτταρογενετική  ανάλυση.  

� υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στην κατανοµή των γονοτύπων IL-1A 

-889 CT, IL-1B -511 CT, IL-1B +3954 ΤT, IL-1RN +11970 ΤT και IL-1RN  

+11100 ΤT των γονιδίων των κυτοκινών µεταξύ Ελλήνων ασθενών µε ΠΜ και 

φυσιολογικών µαρτύρων, η οποία υποδηλώνει την πιθανή εµπλοκή της 

φλεγµονώδους κυτοκίνης IL-1 στην προδιάθεση της νόσου. 

 

Συµπερασµατικά, ο συνδυασµός κυτταρογενετικής, φθορίζοντος υβριδισµού 

(FISH) και γενωµικού συγκριτικού υβριδισµού (array-CGH) µπορεί να µας 

οδηγήσει στην καλύτερη κατανόηση της βιοπαθολογίας της νόσου καθώς και 

να φανεί χρήσιµος στην ακριβέστερη διάγνωση, πρόγνωση και κατ’ επέκταση 

αποτελεσµατικότερη θεραπεία του ΠΜ. 
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