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1. ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

 

1.1 Γομή και λειηοςπγία ηος ανοζοποιηηικού ζςζηήμαηορ 

Σν αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα εμειίρζεθε γηα λα πξνζηαηεχεη ηνλ νξγαληζκφ απφ 

παζνγφλνπο παξάγνληεο, ηφζν εμσγελείο (παζνγφλνη κηθξννξγαληζκνί, ηνμίλεο, 

βιαβεξέο νπζίεο) φζν θαη ελδνγελείο (λενπιαζκαηηθά θχηηαξα, θχηηαξα πνπ 

απνπίπηνπλ). Κάζε ζπζηαηηθφ απηψλ ησλ παξαγφλησλ ηθαλφ λα επάγεη άλνζε 

απάληεζε θαιείηαη αληηγφλν. Ζ αλαγλψξηζε ησλ αληηγφλσλ θαη ε αδξαλνπνίεζή ηνπο 

απνηειεί ηελ θχξηα ιεηηνπξγία ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο θαη βαζίδεηαη ζε 

πνηθίινπο κεραληζκνχο πνπ δξνπλ παξάιιεια θαη ζπκπιεξσκαηηθά.  

΢ε θπηηαξηθφ επίπεδν, ε νξγάλσζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο βαζίδεηαη ζηε 

ζπληνληζκέλε δξάζε θαη αιιειεπίδξαζε δηαθνξεηηθψλ θπηηαξηθψλ πιεζπζκψλ κε 

δηαθξηηνχο ξφινπο. Όια ηα θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο πξνέξρνληαη 

απφ έλαλ θνηλφ πξφγνλν, ην πνιπδχλακν ή αξρέγνλν αηκνπνηεηηθφ θχηηαξν πνπ 

βξίζθεηαη ζην κπειφ ησλ νζηψλ θαη δηαθνξνπνηείηαη ππφ ηελ επίδξαζε ηνπ 

κηθξνπεξηβάιινληνο ζε δηαθνξεηηθνχο θπηηαξηθνχο ηχπνπο.  

Ζ νξγάλσζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο απμάλεη ηελ πηζαλφηεηα επαθήο ησλ 

αληηγφλσλ κε ηα αλνζνδξαζηηθά θχηηαξα ψζηε λα εμαζθαιίδεηαη άκεζε άλνζε 

απάληεζε. Οη άλνζεο απαληήζεηο δηαθξίλνληαη ζε δχν ηχπνπο: i) απαληήζεηο ηεο 

θπζηθήο ή κε εηδηθήο αλνζίαο ζηηο νπνίεο θεληξηθφ ξφιν δηαδξακαηίδνπλ ηα 

θαγνθχηηαξα (κνλνθχηηαξα, καθξνθάγα, νπδεηεξφθηια) θαη ii) απαληήζεηο ηεο 

επίθηεηεο ή εηδηθήο αλνζίαο πνπ δηεθπεξαηψλνληαη απφ Σ θαη Β ιεκθνθχηηαξα.  

Μνινλφηη νη δχν ηχπνη αλνζίαο έρνπλ δηαθξηηέο ιεηηνπξγίεο θαη νπζηαζηηθέο δηαθνξέο 

σο πξνο ηα θχηηαξα θαη ηα κφξηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλαγλψξηζε ησλ 

αληηγφλσλ, ηελ εηδηθφηεηα, ην ρξφλν έλαξμεο θαη ηε δπλαηφηεηα άλνζεο «κλήκεο», 

ππάξρεη αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηνπο (δειαδή, ηα ζηνηρεία ηεο θπζηθήο αλνζίαο 

επεξεάδνπλ ηελ επίθηεηε αλνζία θαη αληηζηξφθσο).(1, 2) 

 

1.2 Φςζική ή μη ειδική ανοζία 

Ζ θπζηθή ή κε εηδηθή αλνζία είλαη ε πξψηε γξακκή άκπλαο ηνπ νξγαληζκνχ ελαληίνλ 

παζνγφλσλ θαη ραξαθηεξίδεηαη απφ έιιεηςε εηδηθφηεηαο. Σα θχηηαξα ηεο θπζηθήο 

αλνζίαο αλαγλσξίδνπλ θαη αληαπνθξίλνληαη ζηα παζνγφλα, αιιά αληίζεηα απφ ηα 

θχηηαξα ηεο επίθηεηεο αλνζίαο δελ πξνζθέξνπλ καθξάο δηάξθεηαο ή πξνζηαηεπηηθή 
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αλνζία ζηνλ μεληζηή. Σα θπξηφηεξα θχηηαξα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε θπζηθή αλνζία 

είλαη ηα θχηηαξα θπζηθνί θνλείο (ΝΚ-θχηηαξα), ηα ζηηεπηηθά θχηηαξα, ηα εσζηλφθηια, 

ηα βαζεφθηια, ηα καθξνθάγα, ηα νπδεηεξφθηια, ηα δελδξηηηθά θχηηαξα, ηα Β-

ιεκθνθχηηαξα θαη ηα γδ Σ-ιεκθνθχηηαξα. Δπηπιένλ, ζεκαληηθφ ξφιν ζηε θπζηθή 

αλνζία παίδνπλ νη αλαηνκηθνί-κεραληθνί θξαγκνί (δέξκα, βιελλνγφλνη, θξνζζσηφ 

επηζήιην ηεο αλαπλεπζηηθήο νδνχ) πνπ πξνζηαηεχνπλ ηνλ νξγαληζκφ απφ ηελ είζνδν 

παζνγφλσλ αιιά θαη έλα πιήζνο εθθξηλφκελσλ κνξίσλ (γαιαθηηθφ νμχ, ιπζνδχκε, 

ζχζηεκα ζπκπιεξψκαηνο) πνπ πξνζηαηεχνπλ ηνλ νξγαληζκφ θαη ζπκκεηέρνπλ ζηε 

θιεγκνλψδε αληίδξαζε.  

Οη θπξηφηεξεο ιεηηνπξγίεο ηεο θπζηθήο αλνζίαο ζηα ζπνλδπισηά πεξηιακβάλνπλ: 

 Δπηζηξάηεπζε θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ζηηο πεξηνρέο ηεο 

κφιπλζεο, κέζσ ηεο παξαγσγήο ρπκηθψλ παξαγφλησλ, κεηαμχ ησλ νπνίσλ 

ρπκηθνί κεζνιαβεηέο πνπ θαινχληαη θπηηαξνθίλεο. 

 Δλεξγνπνίεζε ηνπ θαηαξξάθηε ηνπ ζπκπιεξψκαηνο γηα ηελ αλαγλψξηζε 

βαθηεξίσλ, ηελ ελεξγνπνίεζε θπηηάξσλ θαη ηελ πξνψζεζε ηεο 

απνκάθξπλζεο ησλ λεθξψλ θπηηάξσλ θαη ησλ ζπκπιφθσλ αληηζσκάησλ. 

 Αλαγλψξηζε θαη απνκάθξπλζε μέλσλ νπζηψλ πνπ εκθαλίδνληαη ζε φξγαλα, 

ηζηνχο, ην αίκα θαη ηε ιέκθν, απφ εηδηθά ιεπθνθχηηαξα. 

 Δλεξγνπνίεζε ηεο επίθηεηεο αλνζίαο κέζσ κηαο δηαδηθαζίαο πνπ θαιείηαη 

παξνπζίαζε ηνπ αληηγφλνπ. 

 

Μνινλφηη ε θπζηθή αλνζία πεξηγξάθεθε γηα πξψηε θνξά απφ ηνλ Elie Metchnikoff 

πξηλ απφ έλαλ αηψλα θαη πιένλ, γηα θαηξφ είρε ηεζεί ζην πεξηζψξην, θαζψο 

ζεσξήζεθε φηη πξφθεηηαη γηα κε εηδηθή απφθξηζε ζε παζνγφλα κεηά απφ 

θαγνθπηηάξσζε θαη ιεηηνπξγεί θπξίσο σο κεραληζκφο αληηγνλνπαξνπζίαζεο ζηα 

θχηηαξα πνπ εκπιέθνληαη ζηελ επίθηεηε αλνζία.(3) Χζηφζν, ην 1996, νη Hoffmann 

θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε πξσηεΐλε Toll ζηε Drosophila είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

επαγσγή απνηειεζκαηηθήο αλνζνινγηθήο απφθξηζεο ζηνλ Aspergillus fumigatus.(4) 

Απηή ε κειέηε νδήγεζε ζηελ αληίιεςε φηη ππάξρνπλ εηδηθνί κνξηαθνί κεραληζκνί 

αλαγλψξηζεο παζνγφλσλ πνπ νδεγνχλ ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο θπζηθήο αλνζίαο. 
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1.3 Τποδοσείρ ηηρ θςζικήρ ανοζίαρ 

Οη ζηφρνη πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ηα θχηηαξα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε θπζηθή αλνζία 

είλαη ζπληεξεκέλα κνξηαθά κνηίβα ησλ κηθξννξγαληζκψλ. Ζ αλαγλψξηζή ηνπο απφ 

ηνπο κεραληζκνχο ηεο θπζηθήο αλνζίαο βαζίδεηαη ζηελ χπαξμε πεξηνξηζκέλνπ 

ξεπεξηνξίνπ ππνδνρέσλ, ησλ νπνίσλ ε έθθξαζε θαη εηδηθφηεηα πξνθαζνξίδνληαη 

γελεηηθά. Απηνί νη ππνδνρείο θαινχληαη ππνδνρείο αλαγλψξηζεο κνηίβσλ (Pattern 

Recognition Receptors-PRRs).(5) Σα κνξηαθά κνηίβα πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ηνπο 

PRRs θαινχληαλ αξρηθά κνξηαθά κνηίβα ζρεηηδφκελα κε παζνγφλα (Pathogen 

Associated Molecular Patterns-PAMPs). Χζηφζν, είλαη πην δφθηκν λα ζεσξνχληαη σο 

ζρεηηδφκελα κε κηθξννξγαληζκνχο κνξηαθά κνηίβα (MAMPs) δεδνκέλνπ φηη έρνπλ 

βξεζεί φρη κφλν ζε παζνγφλνπο αιιά θαη ζε κε παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο.(6) 

Σα MAMPs είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ επηβίσζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ ελψ δελ 

παξάγνληαη απφ ηνλ μεληζηή, γεγνλφο πνπ επηηξέπεη ηε δηάθξηζε κεηαμχ εαπηνχ θαη 

κε απηνχ απφ ηνπο κεραληζκνχο ηεο θπζηθήο αλνζίαο θαη απνηξέπεη ηελ εθδήισζε 

απηνάλνζεο απάληεζεο. Δπηπιένλ, αληηπξνζσπεχνπλ νληνγελεηηθά δηαηεξεκέλεο 

θνηλέο δνκέο ζηηο δηάθνξεο ηάμεηο ησλ παζνγφλσλ. Με ηνλ ηξφπν απηφ νη κεραληζκνί 

ηεο θπζηθήο αλνζίαο αλαγλσξίδνπλ φιν ην εχξνο ησλ θνηλψλ παζνγφλσλ κε ηε 

ρξήζε πεξηνξηζκέλνπ αξηζκνχ ππνδνρέσλ.  

Τπάξρνπλ πνιινί PRRs, νξηζκέλνη απφ ηνπο νπνίνπο εληνπίδνληαη ζην αίκα θαη ζηα 

πγξά ησλ ηζηψλ, άιινη βξίζθνληαη ζηελ επηθάλεηα ησλ θπηηάξσλ ηεο θπζηθήο αλνζίαο 

θαη ηέινο άιινη εληνπίδνληαη ελδνθπηηάξηα ζηε κεκβξάλε ελδνπιαζκαηηθψλ 

θπζηηδίσλ. Ζ ιεθηίλε πνπ πξνζδέλεη καλλφδε (mannose binding lectin, MBP) θαη ε C-

αληηδξψζα πξσηεΐλε (C-reactive protein, CRP) είλαη δηαιπηνί PRRs πνπ 

πξνζδέλνληαη ζηελ επηθάλεηα ησλ κηθξννξγαληζκψλ θαη επάγνπλ ηνλ νςσληζκφ 

ηνπο. ΢ηνπο θπηηαξηθνχο PRRs αλήθνπλ νη ππνδνρείο ηχπνπ Toll (Toll-Like 

Receptors, TLRs), νη ππνδνρείο ηχπνπ NOD (NOD Like Receptors, NLRs), νη 

ππνδνρείο-ξαθνζπιιέθηεο (Scavenger Receptors), νη ιεθηίλεο ηχπνπ C θαη νη CARD 

ειηθάζεο.(7-9) Μεηαμχ απηψλ, νη TLRs δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε θπζηθή 

αλνζία, ελψ νη ζρεηηδφκελεο ζεκαηνδνηηθέο νδνί απνηεινχλ ηνλ αξραηφηεξν ακπληηθφ 

κεραληζκφ, θαζψο εληνπίδνληαη ζε έληνκα, θπηά θαη ζειαζηηθά.(6, 10)  
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1.3.1 Τποδοσείρ ηύπος Toll (TLRs) 

Πξφθεηηαη γηα δηακεκβξαληθέο πξσηεΐλεο πνπ έιαβαλ ην φλνκά ηνπο απφ ηε δνκηθή 

νκνινγία ηνπο κε ηελ πξσηεΐλε Toll ηεο Drosophila Μelanogaster. Αξρηθά είρε 

ζεσξεζεί φηη ν ξφινο ηεο πξσηεΐλεο Toll πεξηνξίδεηαη ζηε δηακφξθσζε ηεο 

πνιηθφηεηαο ηνπ πξνζζην-νπίζζηνπ άμνλα ζην πξψηκν έκβξπν ηνπ εληφκνπ.(11) 

Αξγφηεξα, δηαπηζηψζεθε φηη δηαζέηεη κηα θπηηαξνπιαζκαηηθή πεξηνρή νκφινγε κε ηελ 

αληίζηνηρε πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα ηεο ηληεξιεπθίλεο-1 (Interleukin-1 Receptor, IL-

1R)(12), θπηηαξνθίλεο πνπ παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε θπζηθή θαη ηελ πξνζαξκνζηηθή 

αλνζία.(13, 14) Μεηαγελέζηεξεο κειέηεο έδεημαλ φηη ε Toll εκπιέθεηαη ζηνπο 

κεραληζκνχο άκπλαο ηεο Drosophila ελαληίνλ ησλ κπθήησλ.(4) 

Μέρξη ζήκεξα έρνπλ αλαγλσξηζηεί 13 TLRs ζηα ζειαζηηθά (11 κέιε ηεο νηθνγέλεηαο 

ζηνλ άλζξσπν θαη 13 ζηνλ πνληηθφ) θαη ε αλαγλψξηζε απηή ζηεξίρζεθε ζε 

νκνηφηεηεο ζηηο εμσθπηηάξηεο, δηακεκβξαληθέο θαη ελδνθπηηάξηεο πεξηνρέο ηνπο. Οη 

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 θαη TLR11 εθθξάδνληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ 

θπηηάξνπ, ελψ νη TLR3, TLR7, TLR8 θαη TLR9 ζε ελδνπιαζκαηηθά θπζηίδηα. Κάζε 

ππνδνρέαο αλαγλσξίδεη δηαθνξεηηθά MAMPs, ηα νπνία πξνέξρνληαη απφ πνηθίινπο 

κηθξννξγαληζκνχο, π.ρ. βαθηήξηα, ηνχο, πξσηφδσα θαη κχθεηεο.(6)  

Ζ αλαθάιπςε ησλ TLRs ζπλέβαιε ζεκαληηθά ζηελ θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ ηεο 

θπζηθήο άλνζεο αληίδξαζεο. Δίλαη πιένλ ζαθέο φηη ε θπζηθή αλνζία είλαη πην εηδηθή 

απ’ φ,ηη πηζηεπφηαλ αξρηθά. Οη TLRs αλαγλσξίδνπλ επξεία πνηθηιία κνξίσλ απφ 

κηθξνβηαθνχο εηζβνιείο θαη δηεγείξνπλ δηαθνξεηηθνχο θαηαξξάθηεο κεηαβίβαζεο 

ζήκαηνο, πνπ κε ηε ζεηξά ηνπο ελεξγνπνηνχλ θαη ξπζκίδνπλ ηελ άλνζε αληίδξαζε 

ηνπ μεληζηή.  

 

1.3.2 Γομή ηων TLRs 

Οη TLRs είλαη δηακεκβξαληθνί ππνδνρείο ηχπνπ 1 πνπ απνηεινχληαη απφ ηξεηο 

δηαθξηηέο πεξηνρέο, εμσθπηηάξηα, δηακεκβξαληθή θαη ελδνθπηηάξηα. Ζ εμσθπηηάξηα 

πεξηνρή πεξηιακβάλεη κηα πεξηνρή κε επαλαιακβαλφκελα κνηίβα πινχζηα ζε ιεπθίλε 

(Leucine-Rich Repeats, LRRs) πνπ νξηνζεηείηαη απφ δχν δνκέο θαιχκκαηνο πνπ 

εληνπίδνληαη ζην ακηλνηειηθφ θαη ην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο. Υαξαθηεξίδεηαη απφ 

πςειή κεηαβιεηφηεηα, είλαη ηδηαίηεξα γιπθνδπιησκέλε θαη, εηδηθφηεξα ε πεξηνρή ησλ 

LRRs, εκπιέθεηαη ζηελ αλαγλψξηζε θαη δέζκεπζε ηνπ πξνζδέηε.  

Σα πεξηζζφηεξα δεδνκέλα γηα ηε δνκή ηεο εμσθπηηάξηαο πεξηνρήο ησλ LRR, 

πξνέξρνληαη απφ αλάιπζε ηεο θξπζηαιιηθήο δνκήο ηνπ TLR3.(15, 16) Χζηφζν 
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πξφζθαηα έγηλε εθηθηφο ν πξνζδηνξηζκφο ησλ θξπζηαιιηθψλ δνκψλ ησλ TLR1, 

TLR2, θαη TLR4, θαζψο θαη ησλ ζπκπιφθσλ κε ηνπο πξνζδέηεο ηνπο.(17, 18) 

Ζ εμσθπηηάξηα πεξηνρή ησλ TLRs πεξηέρεη 16-28 επαλαιακβαλφκελεο πεξηνρέο 

LRRs.(19) Κάζε επαλάιεςε δηαζέηεη ζπληεξεκέλεο ιεπθίλεο ζ’ έλα δηαηεξεκέλν 

κνηίβν LxxLxLxxNxL (φπνπ L = θαηάινηπν ιεπθίλεο, βαιίλεο, θαηλπιαιαλίλεο, 

ηζνιεπθίλεο θαη Ν = θαηάινηπν θπζηεΐλεο, ζξενλίλεο, αζπαξαγίλεο, ζεξίλεο) θαη έλα 

κεηαβιεηφ ηκήκα (20, 21). Ο αξηζκφο ησλ επαλαιήςεσλ πνηθίιεη πνιχ κεηαμχ ησλ 

ππνδνρέσλ (20 ζηνπο TLR1, 2, 6, θαη 10 έσο 27 ζηνπο TLR7, 8, θαη 9). Ζ 

εμσθπηηάξηα πεξηνρή ησλ TLRs ζρεκαηίδεη πεηαινεηδή κνξθή (Δηθφλα 1) .(22) Σα 

κνηίβα ησλ δηαηεξεκέλσλ ιεπθηλψλ εληνπίδνληαη ζηελ εζσηεξηθή θνίιε επηθάλεηα 

πνπ ζρεκαηίδεηαη απφ παξάιιεια β-θχιια, ελψ ηα κεηαβιεηά κέξε εληνπίδνληαη 

ζηελ θπξηή επηθάλεηα ηνπ πεηάινπ θαη, θαηά πεξίπησζε ,κπνξνχλ λα ζπγθξνηνχλ α 

έιηθεο, έιηθεο 310, β ζηξνθέο θαη / ή βξφρνπο αλάινγα κε ην κήθνο ηεο πεξηνρήο ησλ 

LRRs.  

Σα θαιχκκαηα ζην ακηλνηειηθφ (Ν-ηειηθφ) θαη ην θαξβνμπηειηθφ (C-ηειηθφ) άθξν ησλ 

LRR (LRRNT θαη LRRCT αληίζηνηρα) πεξηέρνπλ νκαδνπνηεκέλεο θπζηεΐλεο πνπ 

ζπγθξνηνχλ δηζνπιθπδξπιηθέο γέθπξεο.(19-21) Ο ξφινο ηνπο πηζαλφηαηα είλαη λα 

ζηαζεξνπνηνχλ ηελ πξσηεΐλε, πξνζηαηεχνληαο ηνλ πδξφθνβν ππξήλα ησλ LRRs [C-

ηειηθφ άθξν ηνπ ππνδνρέα Toll ηεο Drosophila-(23)], ελψ παξάιιεια πηζαλνινγείηαη 

ε ζπκκεηνρή ηνπο ζε αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ πξσηεΐλψλ [N-ηειηθφ άθξν ηνπ TLR4 

θαη MD-2-(24), Spatzle ηνπ Drosophila Toll].  

Ζ δηακεκβξαληθή πεξηνρή απνηειείηαη απφ 22 κε-θνξηηζκέλα ακηλνμέα ηα νπνία 

ζπλαξκνινγνχλ κηα α-έιηθα πνπ εθηείλεηαη ζηε κεκβξάλε. Τπάξρνπλ θάπνηα 

ζπληεξεκέλα ζηνηρεία ζηελ αιιεινπρία ηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο, π.ρ. έλα 

θαηάινηπν ηξππηνθάλεο θνληά ζηελ επηθάλεηα ηεο κεκβξάλεο θαη κηα νκάδα απφ 

βαζηθά ακηλνμέα.  

Ζ ελδνθπηηάξηα πεξηνρή είλαη νκφινγε κε ηελαληίζηνηρε πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα ηεο 

IL-1, θαιείηαη πεξηνρή ππνδνρέα Toll/Ηnterleukin 1 (Toll/Ηnterleukin 1 Receptor, TIR) 

θαη κεζνιαβεί ζηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ ππνδνρέσλ κε ηα θαζνδηθά ζεκαηνδνηηθά 

κφξηα. Οη πεξηνρέο TIR έρνπλ κήθνο 135-160 ακηλνμέσλ θαη απνηεινχληαη απφ έλα 

θεληξηθφ β-πηπρσηφ θχιιν, πνπ πεξηβάιιεηαη απφ α-έιηθεο θαη ζηηο δχν πιεπξέο 

(Δηθφλα 1).(25) Δπηπιένλ, θάζε πεξηνρή TIR πεξηέρεη 3 ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο πνπ 

νλνκάδνληαη Box1, Box 2, Box 3 θαη είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ ελδνθπηηάξηα 

κεηαβίβαζε ηνπ ζήκαηνο.(26) Σν Box1 δηαζέηεη κηα αιιεινπρία F/YDAF-Y πνπ είλαη 

ραξαθηεξηζηηθή ησλ TLRs, ελψ ην Box2 πεξηέρεη έλα βξφρν πνπ θαιείηαη «βξφρνο 

BB» κε ηε ραξαθηεξηζηηθή αιιεινπρία G–LC–RD–PG θαη παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζην 

δηκεξηζκφ ησλ TIR θαη/ή ηελ δέζκεπζε ηνπ πξνζαξκνγέα.(27) Tν Box 3 πεξηέρεη 
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νξηζκέλα ακηλνμέα ζεκαληηθά γηα ηε ζεκαηνδφηεζε, ηνπιάρηζηνλ ζηελ πεξίπησζε 

ηνπ ππνδνρέα ηεο IL-1 θαη ραξαθηεξίδεηαη απφ έλα δηαηεξεκέλν κνηίβν FW. Τπάξρεη 

επίζεο έλαο αθφκα ζεκαληηθφο βξφρνο γηα ηε ζεκαηνδφηεζε, πνπ νλνκάζηεθε 

«βξφρνο DD» ή πεξηνρή ζαλάηνπ (death domain, DD). Έλα πηζαλφ κνληέιν γηα ηε 

δεκηνπξγία κηαο δνκήο TIR-TIR βαζίδεηαη ζηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηνπ βξφρνπ 

DD κηαο πεξηνρήο TIR, κε ην βξφρν ΒΒ ηεο άιιεο.(28)  

 

 

Δικόνα 1- ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο δνκήο ησλ ππνδνρέσλ TLR. Βαζίδεηαη ζηελ 

εμσθπηηάξηα πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα TLR3, θαη ζηελ πεξηνρή TIR ηνπ ππνδνρέα 

TLR2.(15) 

 

 

1.3.3 Πποζδέηερ ηων TLRs 

Κάζε κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TLRs αλαγλσξίδεη δηαθνξεηηθά MAMPs, αθφκε θαη 

απηφινγα κφξηα (self molecules).(6) ΢πγθεθξηκέλα, νη TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6 θαη TLR11 εθθξάδνληαη ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα θαη αλαγλσξίδνπλ θπξίσο 

ζπζηαηηθά κεκβξαλψλ κηθξνβίσλ, π.ρ. ιηπίδηα, πξσηεΐλεο θαη ιηπνπξσηεΐλεο, ελψ νη 

TLR3, TLR7, TLR8 θαη TLR9, εθθξάδνληαη απνθιεηζηηθά ζ’ ελδνθπηηάξηα θπζηίδηα, 

π.ρ. ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (EΓ), ηα ελδνζψκαηα, ηα ιπζνζψκαηα θαη ηα 

ελδνιπζνζψκαηα θαη αλαγλσξίδνπλ λνπθιετληθά νμέα κηθξνβηαθήο πξνέιεπζεο.(1, 6) 

Δπηπιένλ, ε ηθαλφηεηα θάπνησλ ππνδνρέσλ λα ζπγθξνηνχλ εηεξνδηκεξή θαη λα 
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ζρεκαηίδνπλ ζχκπινθα κε άιιεο πξσηεΐλεο απμάλεη ην εχξνο ησλ παζνγφλσλ πνπ 

αλαγλσξίδνπλ.  

Πην αλαιπηηθά, ν TLR2 αλαγλσξίδεη πεπηηδνγιπθάλεο, ιηπνπξσηεΐλεο θαη 

ιηπνπεπηίδηα ησλ Gram-ζεηηθψλ βαθηεξίσλ θαη ηνπ κπθνπιάζκαηνο. ΢ρεκαηίδεη 

εηεξνδηκεξή κε ηνπο TLR1 θαη TLR6 ηθαλά λα αληρλεχνπλ κνξηαθέο δνκέο, φπσο 

δηάθπιν- θαη ηξηάθπιν-ιηπνπεπηίδηα, αληηζηνίρσο. Αθφκε, ν TLR2 ελψλεηαη κε άιινπο 

ππνδνρείο φπσο ε δεθηίλε-1 (dectin-1) γηα ηελ αλαγλψξηζε ησλ δπκνδαλψλ 

(ζπζηαηηθφ ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ηεο δχκεο) ή ην κφξην CD36, έλαλ ππνδνρέα 

πνπ αλαγλσξίδεη νξηζκέλνπο απφ ηνπο πξνζδέηεο ηνπ TLR2. Ο TLR3 εκπιέθεηαη 

ζηελ αλαγλψξηζε δίθισλνπ RNA (dsRNA) πνπ παξάγεηαη θαηά ηελ ηηθή αληηγξαθή. Ο 

TLR4 πξνζδέλεη ηνλ βαθηεξηαθφ ιηπνπνιπζαθραξίηε (LPS) πνπ βξίζθεηαη ζηελ 

εμσηεξηθή κεκβξάλε Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ. Ο TLR5 αλαγλσξίδεη ηηο 

θιαγγειίλεο (flagellins), πξσηετληθέο ππνκνλάδεο ησλ καζηηγίσλ ηφζν ησλ Gram-

ζεηηθψλ φζν θαη ησλ Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ. Οη TLR7 θαη TLR8 είλαη ππεχζπλνη 

ηελ αλαγλψξηζε ηηθψλ κνξίσλ. Αλαγλσξίδνπλ κνλφθισλν RNA (ssRNA) αιιά θαη 

ζπλζεηηθά κφξηα ηχπνπ ηκηδαδoθηλνιίλεο (imidazoquinoline-like) θαη αλάινγα 

γνπαλνζίλεο. Σα παξαπάλσ κφξηα παξνπζηάδνπλ νκνηφηεηεο κε ηα ξηβνλνπθιετθά 

νμέα ελψ δηαζέηνπλ θαη αληηηθή δξάζε. Ο TLR9 αληρλεχεη θπξίσο κε κεζπιησκέλεο 

λεζίδεο θπηνζίλεο-γνπαλίλεο (cytidine-phosphate-guanosine, CpG), κνηίβα πνπ 

ππάξρνπλ ζηα βαθηεξηαθά θαη ηηθά λνπθιετληθά νμέα, θαζψο θαη ζηα απηναληηγφλα. 

Δπηπξνζζέησο, ν TLR9 αλαγλσξίδεη παζνγφλα ζηνηρεία εθηφο ηνπ DNA, π.ρ. ηελ 

αηκνδσίλε ηνπ πιαζκσδίνπ ηεο εινλνζίαο (Plasmodium falciparum. Ο πξνζδέηεο 

ηνπ TLR10 δελ έρεη αλαγλσξηζηεί κέρξη ζηηγκήο, ελψ ν TLR-11 αλαγλσξίδεη 

ζπζηαηηθά νπξνπαζνγφλσλ βαθηεξίσλ θαη έλα κφξην ηχπνπ πξνθηιίλεο (profilin-like) 

απφ ην πξσηφδσν Toxoplasma gondii. Χζηφζν, ε έθθξαζε ηνπ TLR11 ζηνλ 

άλζξσπν είλαη ακθηιεγφκελε, θαζψο ζηελ θσδηθνπνηεηηθή πεξηνρή ηνπ πεξηέρεη έλα 

θσδηθφλην ηεξκαηηζκνχ.(29) 
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Δικόνα 2 – Πξνζδέηεο ησλ TLRs 

1.3.4 Ππόηςπο έκθπαζηρ ηων TLRs 

Οη TLRs εθθξάδνληαη ζηα θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο (καθξνθάγα, 

κνλνθχηηαξα, νπδεηεξφθηια, βαζεφθηια, δεδξηηηθά θχηηαξα, ζηηεπηηθά θχηηαξα, Β-

ιεκθνθχηηαξα, θχηηαξα θπζηθνί θνλείο (NK), ξπζκηζηηθά Σ-ιεκθνθχηηαξα, Πίλαθαο 1) 

αιιά θαη ζηα επηζειηαθά θχηηαξα ηεο αλαπλεπζηηθήο θαη γαζηξεληεξηθήο νδνχ, ζηα 

ελδνζειηαθά θχηηαξα θαζψο θαη ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθηληθψλ θπηηάξσλ.(30) 

 

Πίνακαρ 1 - Πξφηππν έθθξαζεο ησλ TLRs ζε θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. 

TLRs Σύπορ κςηηάπος 

TLR1 Όια ηα θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο  

TLR2 Μνλνθχηηαξα, δελδξηηηθά θχηηαξα, νπδεηεξφθηια, Σ-θχηηαξα  

TLR3 Γελδξηηηθά θαη NK-θχηηαξα 

TLR4 Μαθξνθάγα, δελδξηηηθά θχηηαξα, ελδνζειηαθά θχηηαξα, νπδεηεξφθηια θαη Σ-

θχηηαξα 

TLR5 Μνλνθχηηαξα, αλψξηκα δελδξηηηθά θχηηαξα, ΝΚ-θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια 

TLR6 Β-θχηηαξα, κνλνθχηηαξα, ΝΚ-θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια 

TLR7 Β-θχηηαξα, πιαζκαηνθπηηαξνεηδή δελδξηηηθά θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια  

TLR8 Μνλνθχηηαξα, ΝΚ-θχηηαξα, Σ-θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια 

TLR9 πιαζκαηνθπηηαξνεηδή δελδξηηηθά θχηηαξα, Β-θχηηαξα, καθξνθάγα, ΝΚ-

θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια 

TLR10 Β-θχηηαξα, πιαζκαηνθπηηαξνεηδή δελδξηηηθά θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια 

TLR11 Μαθξνθάγα, δελδξηηηθά θχηηαξα, επηζειηαθά θχηηαξα 
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Ζ ελεξγνπνίεζή ηνπο έρεη δηαθνξεηηθά απνηειέζκαηα ζε θάζε θπηηαξηθφ ηχπν. Ζ 

ελεξγνπνίεζε ησλ TLRs ζηα αξρέγνλα αηκνπνηεηηθά θχηηαξα (hematopoietic stem 

cell, HSC) θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηε δηαθνξνπνίεζε ηνπο ζε κνλνθχηηαξα θαη 

καθξνθάγα. ΢ηα κνλνθχηηαξα θαη καθξνθάγα, ε αλαγλψξηζε ηνπ παζνγφλνπ θαη ε 

ελεξγνπνίεζε ησλ TLR αθνινπζείηαη απφ θαγνθπηηάξσζε ηνπ παζνγφλνπ. ΢ηα 

νπδεηεξφθηια, ε ελεξγνπνίεζε ηνπο, αλαζηέιιεη ηελ απφπησζε θαη επηκεθχλεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ησλ θπηηάξσλ. Σέινο, ε ελεξγνπνίεζε ησλ TLRs ζηα Β θαη Σ 

ιεκθνθχηηαξα νδεγεί ζε πνιιαπιαζηαζκφ θαη δηαθνξνπνίεζή ηνπο.(29) 

Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ TLRs ζε θάζε θπηηαξηθφ ηχπν δηαθέξνπλ θαη ξπζκίδνληαη 

απφ δηάθνξνπο παξάγνληεο φπσο: (i) ην είδνο ηνπ ηζηνχ: εθθξάδνληαη ζηελ 

πιεηνλφηεηα ησλ ηζηψλ θαη νξγάλσλ αιιά ζε βαζκφ πνπ πνηθίιεη, (ii) ν ηχπνο ηεο 

ππνθείκελεο θιεγκνλήο: παξαηεξείηαη απμεκέλε έθθξαζε ζε ρξφληεο θιεγκνλψδεηο 

θαηαζηάζεηο, (iii) ν ηχπνο ηνπ TLR θαη ηνπ ΜAMP: ε έθθξαζε θάζε ηχπνπ TLR 

επάγεηαη απφ ηελ παξνπζία ηνπ αληίζηνηρνπ ΜAMP, (iv) ε παξνπζία θπηηαξoθηλψλ: ε 

παξνπζία IFN-γ, IL-1β, IL-4, IL-2, IL-15, TNF-α, GM-CSF θαη M-CSF επεξεάδνπλ ηελ 

έθθξαζε ησλ TRL θαη (v) ε παξνπζία αλαζηνιέσλ ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ. 

 

1.3.5 ΢ημαηοδοηικό μονοπάηι ηων TLRs 

1.3.5.1 Ππωηεΐνερ πποζαπμογείρ 

Ζ ζχλδεζε ησλ TLRs κε ηνπο πξνζδέηεο ηνπο θαη ε επαθφινπζε ελεξγνπνίεζή ηνπο 

έρεη σο απνηέιεζκα ηελ έλαξμε ηεο κεηάδνζεο ελφο ελδνθπηηάξηνπ ζήκαηνο κέζσ 

ηεο δνκήο TIR-TIR θαη ηελ ελεξγνπνίεζε θπηηαξνπιαζκαηηθψλ πξσηετλψλ πνπ 

δηαζέηνπλ επίζεο κηα πεξηνρή TIR. Σα κφξηα απηά, γλσζηά σο πξσηεΐλεο 

πξνζαξκνγείο (adapters)(31, 32), πξνζδέλνληαη ζηνλ ελεξγνπνηεκέλν ππνδνρέα, 

κεζνιαβψληαο κε απηφλ ηνλ ηξφπν ζηε κεηαβίβαζε ηνπ ζήκαηνο.  

Μέρξη ζήκεξα, έρνπλ αλαγλσξηζηεί πέληε πξσηεΐλεο πξνζαξκνγείο: 

1. MyD88 (myeloid differentiation primary response protein 88) 

2. Mal (MyD88-adapter like) ή TIRAP (TIR domain containing adapter) 

3. TRIF (TIR domain-containing adapter inducing interferon-β) ή TICAM-1 (TIR-

containing adapter molecule-1) 

4. TRAM (TRIF-related adapter molecule) ή TICAM-2 (TIR-containing adapter 

molecule-2) 

5. SARM (sterile α and HEAT-Armadillo motifs) 
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Οη πξψηεο 4 πξσηεΐλεο πξνζαξκνγείο δηαδξακαηίδνπλ νπζηαζηηθφ ξφιν ζηελ 

ελδνθπηηάξηα ζεκαηνδφηεζε ησλ TLRs, θαζψο ε ελεξγνπνίεζή ηνπο θαζνξίδεη ζηελ 

πνξεία ηνπ κνλνπαηηνχ θαζνδηθά ηνπ ππνδνρέα. Οη MyD88 θαη TRIF ζεσξνχληαη 

ζεκαηνδνηηθνί θαη επηζηξαηεχνληαη πξψηνη ζην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη. Γη’ απηφ ην 

ιφγν ηα κνλνπάηηα πνπ επάγνληαη απφ ηνπο TLRs ραξαθηεξίδνληαη είηε σο MyD88-

εμαξηψκελα είηε σο TRIF-εμαξηψκελα. Οη Mal θαη ΣRΑΜ ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

πξνζέιθπζε ηεο MyD88 θαη ηεο TRIF, αληηζηνίρσο, απφ ηνπο TLRs θαη γη’ απηφ ην 

ιφγν θαινχληαη θαη πξνζαξκνγείο γεθχξσζεο. Καη ηα δχν κνλνπάηηα έρνπλ σο 

απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ NF-θB (Nuclear 

Factor–θB) ησλ πξσηεΐληθψλ θηλαζψλ πνπ ελεξγνπνηνχληαη απφ κηηνγφλα (Mitogen-

activated protein kinases, MAPKs), αιιά θαη νξηζκέλσλ παξαγφλησλ πνπ 

ξπζκίδνληαη απφ ηληεξθεξφλεο (Interferon Regulatory Factors, IRFs).  

Αληίζεηα, ν SARM θαίλεηαη φηη παίδεη ηνλ ξφιν ηνπ αξλεηηθνχ ξπζκηζηή(33, 34) φζνλ 

αθνξά ζηελ ελεξγνπνίεζε ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ NF-θB θαη IRF3 απφ ηνπο 

ππνδνρείο TLR3 θαη TLR4. Δθηφο απφ ηνλ SARM ππάξρνπλ αξθεηέο πξσηεΐλεο ηνπ 

μεληζηή πνπ ζηνρεχνπλ ζηνπο πξνζαξκνγείο κε ζηφρν ηελ θαηαζηνιή ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο (παξάγξαθνο 1.3.5.6).  

 

1.3.5.2 MyD88-εξαπηώμενο μονοπάηι 

Ζ πξσηεΐλε MyD88 παίδεη θεληξηθφ ξφιν ζηελ ελδνθπηηάξηα κεηαβίβαζε ηνπ ζήκαηνο 

θαζψο αιιειεπηδξά κε φια ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TLRs, εθηφο απφ ηνλ 

TLR3.(35) Ζ πξσηεΐλε Mal εκπιέθεηαη ζην κνλνπάηη απηφ θαη δξα δηαζπλδένληαο 

ηνπο ππνδνρείο TLR4, TLR1/2, TLR2/6 κε ηελ πξσηεΐλε MyD88.(35, 36) Σα βαζηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ηεο δνκήο ηεο MyD88 είλαη ε παξνπζία ελφο «βξφρνπ DD» ή κηαο 

«πεξηνρήο ζαλάηνπ» (Death domain DD) θαη κηαο πεξηνρήο TIR ζην N-ηειηθφ θαη ην 

C-ηειηθφ άθξν, αληηζηνίρσο. Απηέο νη δχν πεξηνρέο ζπλδένληαη κε κηα ελδηάκεζε 

πεξηνρή πνπ θαιείηαη πεξηνρή «ID». Ζ πξνζέιθπζε ηεο MyD88 ζε δεζκεπκέλνπο κε 

πξνζδέηε TLRs έρεη σο απνηέιεζκα ηελ αιιειεπίδξαζε κε θηλάζεο πνπ ζρεηίδνληαη 

κε ηνλ ππνδνρέα ηληεξιεπθίλεο-1 (interleukin-1 receptor-associated kinases, IRAKs) 

ηηο IRAK4, IRAK1, IRAK2. Πην ζπγθεθξηκέλα, νη πεξηνρέο «ID» θαη TIR ηεο MyD88, 

είλαη ππεχζπλεο γηα ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηελ πεξηνρή DD ηεο ΗRΑΚ4.(37)  

Ζ IRAK4 ζπλδέεηαη κε ηελ MyD88 κε απνηέιεζκα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ζπκπιφθνπ 

TLR-MyD88-IRAK4. ΢ηε ζπλέρεηα, ε IRAK4 απηνθσζθνξπιηψλεηαη θαη είλαη 

ππεχζπλε γηα ηε θσζθνξπιίσζε θαη ελεξγνπνίεζε ησλ IRAK1 θαη IRAK2. ΢ηε 

ζπλέρεηα, ε ελεξγνπνηεκέλε πιένλ IRAK1 απηνθσζθνξπιηψλεη θαηάινηπα ηνπ Ν–

ηειηθνχ άθξνπ ηεο θαη ζηε ζπλέρεηα απνκαθξχλεηαη απφ ην ζχκπινθν ππνδνρέα-
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πξνζαξκνγέα. Ζ ελεξγνπνίεζε ησλ IRAKs νδεγεί ζηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηνλ 

TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 6), πνπ ζεσξείηαη φηη 

ζπλδέεη ηα ζχκπινθα IL-1RI/TLR κε ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ NF-θB θαη ηνπ 

θαηαξξάθηε ησλ MAPK.(38) ΢ηε ζπλέρεηα, νη TRAF6 θαη IRAK1 απνκαθξχλνληαη απφ 

ην αξρηθφ ζχκπινθν ησλ ππνδνρέσλ καδί θαη ν TRAF6 αιιειεπηδξά κε ηα κφξηα 

Uev1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1) θαη Ubc13 (ubiquitin-conjugating 

enzyme 13). Ζ αληίδξαζε απηή έρεη σο απνηέιεζκα πνιπνπβηθνπηηηληιίσζε ηεο 

IRAK1, απνηθνδφκεζή ηεο απφ ην πξσηεάζσκα θαη δηάζπαζε ηνπ TRAF6 ζηα 

νιηγνκεξή ηνπ. Αθνινπζεί ε αιιειεπίδξαζε ηνπ TRAF6 κ’ έλα πξνζρεκαηηζκέλν 

ζχκπινθν πνπ απνηειείηαη απφ ηηο πξσηεΐλεο TAK1 (Transforming growth factor 

(TGF)-β-Activated Kinase 1), TAB1, TAB2 θαη TAB3, (TAK1 binding proteins) κε 

απνηέιεζκα ελεξγνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ TAB2/TAB3 θαη TAK1 (Δηθφλα 4). 

Δπαθφινπζν ηεο ελεξγνπνίεζεο ηεο πξσηεΐλεο TAK1 είλαη ε θσζθνξπιίσζε ηνπ 

αλαζηνιέα ηνπ ζπκπιφθνπ ησλ ΗΚΚ θηλαζψλ [NF-θB+(IθB)+(ΗΚΚs)] θαη ε 

ελεξγνπνίεζε ησλ IKKs. Οη IKKs κε ηε ζεηξά ηνπο θσζθνξπιηψλoπλ ηνλ IkB, ν 

νπνίνο είλαη ζπλδεδεκέλνο κε ηηο ππνκνλάδεο ηνπ NF-kB, p50 θαη p65 (επίζεο 

γλσζηή σο RelA). Ζ πξσηεΐλε p50 είλαη ππεχζπλε γηα ηε ζπλαξκνιφγεζε ηνπ 

ζπγθεθξηκέλνπ δηκεξνχο κε ηελ IθBα, ελψ ε p65 είλαη αλαγθαία γηα ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ. ΢ηελ MyD88-εμαξηψκελε ζεκαηνδφηεζε, ε p65 

δηΐζηαηαη θαη κεηαηνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα, φπνπ δεζκεχεηαη θαη επάγεη ηα γνλίδηα 

ζηφρνπο ηεο, ηα νπνία είλαη ππεχζπλα γηα θιεγκνλψδεηο αληηδξάζεηο. 

Σν ζχκπινθν ηεο TAK1 ζπλδέεηαη θαη ελεξγνπνηεί παξάιιεια ηηο θηλάζεο ΜΑΡΚ, 

κεηαμχ ησλ νπνίσλ ηηο MKK6, MKK3 θαη MKK7. Απηέο κε ηε ζεηξά ηνπο ελεξγνπνηνχλ 

ηηο πξσηεΐλεο JNK (c-Jun N-terminal Κinase) θαη p38 κε απνηέιεζκα ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα «πξσηεΐλε-ελεξγνπνίεζεο-1» 

(activation protein-1, AP-1), ν νπνίνο δηαδξακαηίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηελ επαγσγή 

γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε θιεγκνλψδε αληίδξαζε. 
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Δικόνα 3 – ΢εκαηνδφηεζε ησλ ππνδνρέσλ TLR 

 

1.3.5.3 MyD88-εξαπηώμενη ενεπγοποίηζη ηων IRFs (Δναλλακηικό MyD88-

εξαπηώμενο μονοπάηι) 

Σν MyD88-εμαξηψκελν κνλνπάηη κπνξεί λα ελεξγνπνηήζεη επίζεο ηνπο 

κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο IRFs.(6, 26, 35) ΢ηα πιαζκνθπηηαξνεηδή δελδξηηηθά 

θχηηαξα νη TLR7, TLR8 θαη TLR9 ελεξγνπνηνχλ ηνλ IRF7 ν νπνίνο ζπλδέεηαη κε ηνλ 
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MyD88 θαη ζπκκεηέρεη ζην ζρεκαηηζκφ ελφο ζπκπιφθνπ πνπ απνηειείηαη απφ πνιιέο 

πξσηεΐλεο κεηαμχ ησλ νπνίσλ νη IRAK4, TRAF6, TRAF3, IRAK1 θαη IKKα.(35) ΢ε 

απηφ ην ζχκπινθν ν IRF7 θσζθνξπιηψλεηαη απφ ηελ IRAK1 θαη/ή ηελ IKKα, 

απνκαθξχλεηαη απφ ην ζχκπινθν θαη κεηαηνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα. Ζ κεηαηφπηζε ηνπ 

παξάγνληα IRF7 ζηνλ ππξήλα θαη ε πξφζδεζε ηνπ ζε κνηίβα ISRE (IFN-Stimulated 

Response Element) επάγεη ηελ παξαγσγή ηληεξθεξνλψλ ηχπνπ Η.  

Έλαο άιινο κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο πνπ ελεξγνπνηείηαη 

κέζσ ηνπ MyD88 είλαη ν IRF5. Οη TLR4 θαη TLR9 ελεξγνπνηνχλ ηνλ IRF5(6, 26, 35, 

39), ν νπνίνο κεηαλαζηεχεη ζηνλ ππξήλα πξνζδέλεηαη ζε κνηίβα ISRE ζηηο πεξηνρέο 

ππνθηλεηή γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ θπηηαξνθίλεο, πξνθαιψληαο ηελ παξαγσγή 

IL-6, IL-12 θαη TNFα. 

Σέινο, ε ελεξγνπνίεζε ησλ TLR7, TLR8 θαη TLR9 ζε κπεινεηδή δελδξηηηθά θχηηαξα, 

έρεη σο απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ IRF1.(40) Ο ελεξγνπνηεκέλνο IRF1 

κεηαλαζηεχεη ζηνλ ππξήλα φπνπ πξνζδέλεηαη ζε κνηίβα ISRE, επάγνληαο ηελ 

παξαγσγή ησλ IFNs.  

 

1.3.5.4 TRIF - εξαπηώμενο μονοπάηι  

Ζ πξσηεΐλε πξνζαξκνγέαο TRIF παίδεη ηνλ θχξην ξφιν ζηελ ελδνθπηηάξηα 

κεηαβίβαζε ζήκαηνο ζην TRIF-εμαξηψκελν κνλνπάηη, αιιειεπηδξψληαο κε ηνπο 

TLR3 θαη TLR4 είηε άκεζα είηε κέζσ ηεο πξσηεΐλεο TRAM, ε νπνία ζπλδέεη ηελ 

πξσηεΐλε TRIF κε ηνλ TLR4.(6, 26, 30, 35) 

Ζ πξσηεΐλε TRIF δηαζέηεη δπν πεξηνρέο ππεχζπλεο γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ 

κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα NF-θB. ΢ην Ν-ηειηθφ άθξν ηεο ππάξρεη έλα κνηίβν γηα 

πξφζδεζε ηεο πξσηεΐλεο TRAF6. Ο αθξηβήο ξφινο ηεο TRAF6 ζηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ NF-θB κέζσ ηνπ TRIF δελ έρεη πιήξσο δηεξεπλεζεί, αλ θαη πηζαλνινγείηαη φηη ε 

δεκηνπξγία ηνπ ζπκπιφθνπ TRIF-TRAF6 νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο 

TAK1 θαη ηειηθά ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ NF-θB κέζσ κηαο νδνχ παξαπιήζηαο κε ην 

MyD88-εμαξηψκελν κνλνπάηη.  

Αληίζεηα, ζην C–ηειηθφ ηεο άθξν δηαζέηεη έλα κνηίβν ππεχζπλν γηα πξφζδεζε ηεο 

θηλάζεο RIP1 (Receptor-Interacting Protein-1) ε νπνία επίζεο ζπκβάιιεη ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα NF-θΒ. H TRIF ζρεκαηίδεη έλα 

ζεκαηνδνηηθφ ζχκπινθν πνπ απνηειείηαη απφ ηηο TRAF6, TRADD, Pellino-1 (PELI1) 

θαη RIP1, ην νπνίν νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο TAK1, πνπ κε ηε ζεηξά ηεο 

ελεξγνπνηεί ηηο νδνχο ηνπ NF-θB θαη ησλ MAPK. Δλαιιαθηηθά, ε πξσηεΐλε TRIF 

αιιειεπηδξά κε ηηο θηλάζεο TANK-1 (TRAF family member-Αssociated NF-kB 

Αctivator 1), TBK1 (TANK-Βinding Kinase 1) θαη IKKε (Inducible IθB Kinase), νη 



15 

 

νπνίεο πξνθαινχλ θσζθνξπιίσζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα IRF3. Ο 

θσζθνξπιησκέλνο θαη ελεξγνπνηεκέλνο πιένλ κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο 

νκνδηκεξίδεηαη θαη κεηαηνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα φπνπ πξνζδέλεηαη ζε ζηνηρεία ISRE, 

επάγνληαο ηελ παξαγσγή IFN-α/β.(41) Καη’ αληίζηνηρν ηξφπν κε ηνλ IRF3, ν IRF7 

ελεξγνπνηείηαη κεηά ηε θσζθνξπιίσζή ηνπ απφ ηηο TBK1 θαη IKKε (IKBKE) θαη επάγεη 

ηελ έθθξαζε γνληδίσλ, δεζκεπφκελνο ζηα δηθά ηνπο ISREs.(6, 26, 35) Δπηπιένλ, ν 

IRF5 ελεξγνπνηείηαη κέζσ ηνπ TRIF-εμαξηψκελνπ κνλνπαηηνχ απφ ηνλ TLR3 κε 

απνηέιεζκα ηελ επαγσγή ηεο παξαγσγήο IL-6, IL-12, θαη TNFα.(39)  

 

1.3.5.5 Σελικά πποϊόνηα ηηρ ενεπγοποίηζηρ ηων TLRs 

H ελεξγνπνίεζε ησλ TLRs επάγεη ηελ έθθξηζε κεγάιεο πνηθηιίαο θπηηαξνθηλψλ (π.ρ. 

θιεγκνλψδεηο θπηηαξνθίλεο, ρεκεηνθίλεο, ηληεξθεξφλεο ηχπνπ Η) θαζψο θαη 

ζπλδηεγεξηηθψλ κνξίσλ. Οη ρπκηθνί απηνί δηακεζνιαβεηέο ζπκβάιινπλ ζηελ 

νινθιήξσζε ηεο θπζηθήο άλνζεο απάληεζεο ελψ παξάιιεια ξπζκίδνπλ ηελ 

επίθηεηε αλνζία.(42) 

Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη νη θπηηαξνθίλεο ηεο θπζηθήο αλνζίαο αζθνχλ άκεζε 

επαγσγηθή δξάζε ζηνπο δξαζηηθνχο κεραληζκνχο ηεο επίθηεηεο αλνζίαο, ζε 

δηάθνξα επίπεδα. Γηα παξάδεηγκα, νη ηληεξθεξφλεο ηχπνπ Η, ελεξγνπνηνχλ ηα κφξηα 

MHC ηάμεο Η θαη, θαη’ απηφλ ηνλ ηξφπν, απμάλνπλ ηελ ηθαλφηεηα παξνπζίαζεο ησλ 

ηηθψλ πεπηηδίσλ ζηα θπηηαξνηνμηθά Σ ιεκθνθχηηαξα. Ζ IL-1, ν TNF–α θαη νη 

ρεκεηνθίλεο πξνθαινχλ κεηαθίλεζε ησλ εηδηθψλ γηα ην αληηγφλν T ιεκθνθπηηάξσλ, 

θαζψο θαη άιισλ αλνζνδξαζηηθψλ θπηηάξσλ, πξνο ην ζεκείν ηεο ηζηηθήο βιάβεο, 

είηε επάγνληαο ηελ έθθξαζε κνξίσλ πξνζθφιιεζεο ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα είηε 

δηεγείξνληαο ηε ρεκεηνηαμία. Σέινο, ε IL-6 πξνάγεη ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ πξνο πιαζκαηνθχηηαξα.  

 

1.3.5.6 Απνηηική πύθμιζη ηηρ ζημαηοδόηηζηρ 

Ζ ξχζκηζε ηεο ζεκαηνδφηεζεο ησλ TLRs αζθείηαη ζε δηάθνξα επίπεδα. Μέρξη 

ζηηγκήο, έρνπλ αλαγλσξηζηεί πνιινί αξλεηηθνί ξπζκηζηέο ηεο ζεκαηνδνηηθήο νδνχ 

ησλ TLR, κεηαμχ ησλ νπνίσλ αληαγσληζηέο ησλ ππνδνρέσλ, πξντφληα πνπ 

πξνθχπηνπλ απφ ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ησλ πξνζαξκνγέσλ ή θαη άιισλ 

ζρεηηδφκελσλ πξσηετλψλ, ιηγθάζεο νπκπηθνπτηίλεο, deubiquitinases, ξπζκηζηέο ηεο 

κεηαγξαθήο θαη microRNAs. Ζ ξχζκηζε κπνξεί λα αζθείηαη ζε επίπεδν ππνδνρέα ή 

πξνζαξκνγέα (απφ ελδνγελείο ή εμσγελείο παξάγνληεο) θαζψο θαη ζε κεηαγελέζηεξα 

βήκαηα ηεο ελδνθπηηάξηαο κεηαβίβαζεο ζήκαηνο. Δηδηθφηεξα, ζε επίπεδν 
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πξνζαξκνγέα, ε θσζθνξπιίσζε, ε απνηθνδφκεζε θαη ε αιιειεπίδξαζε κε 

αλαζηαιηηθά κφξηα κπνξεί λα επεξεάζνπλ ηελ ιεηηνπξγηθφηεηα ηνπ εθάζηνηε 

πξνζαξκνγέα θαη ηεο ζεκαηνδφηεζεο. Μεηαμχ ησλ ξπζκηζηηθψλ κεραληζκψλ 

πεξηιακβάλνληαη επίζεο ε ξχζκηζε ησλ IRAKs θαη ησλ TRAFs θαζψο θαη ε 

παξεκπφδηζε ηνπ ζρεκαηηζκνχ ησλ απαξαίηεησλ ζπκπιφθσλ γηα ηελ ελδνθπηηάξηα 

κεηαβίβαζε ζήκαηνο.(43, 44)  

Οη θπξηφηεξνη ξπζκηζηέο ζε επίπεδν ππνδνρέα είλαη νη SIGIRR/TIR8, ST2L, Σriad3A. 

Οη SIGIRR/TIR8 θαη ST2L εληνπίδνληαη ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη 

δξνπλ σο αληαγσληζηέο ησλ ππνδνρέσλ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε SIGIRR/TIR8 

παξεκπνδίδεη ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ζπκπιφθνπ ηνπ ππνδνρέα ελψ παξάιιεια 

πξνσζεί ηελ απνζχλδεζε ελεξγνπνηεκέλσλ ζεκαηνδνηηθψλ κνξίσλ θαη πξνζειθχεη 

αλαζηαιηηθά ελδνθπηηάξηα κφξηα.(45) Ζ ST2L αιιειεπηδξά κέζσ ηεο πεξηνρήο TIR 

κε ηηο MyD88 θαη Mal θαη ηηο θαζηζηά απξφζηηεο γηα ζεκαηνδφηεζε. Ζ Triad3A 

εληνπίδεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα θαη επάγεη ηελ πξσηενιπηηθή απνηθνδφκεζε 

νξηζκέλσλ TLRs (TLR3, 4, 5 θαη 9).(43, 44) 

΢ε επίπεδν πξνζαξκνγέα, ε θσζθνξπιίσζε ησλ MyD88, TRIF θαη TRAM θαη ε 

παξνπζία πξντφλησλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ησλ γνληδίσλ ησλ 

πξνζαξκνγέσλ [φπσο νη MyD88s(43), TAG(46)] έρνπλ σο απνηέιεζκα ηελ 

θαηαζηνιή ηεο ζεκαηνδφηεζεο. Δπηπιένλ, έρεη αλαθεξζεί ε αλαζηνιή ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο ιφγσ αιιειεπίδξαζεο ησλ πξνζαξκνγέσλ κε ηα πξσηετληθά κφξηα 

Fliih θαη TRAF1 θαζψο θαη ε επαγσγή ηεο απνηθνδφκεζεο ησλ MyD88 θαη Mal απφ 

ηηο TGF-β1 θαη SOCS-1.(43, 44) Κάπνηεο ηνγελείο πξσηεΐλεο αλαζηέιινπλ ηε 

ζεκαηνδφηεζε ησλ TLRs αιιειεπηδξψληαο κε ηηο πξσηεΐλεο ή επάγνληαο ηελ 

απνηθνδφκεζή ηνπο. Έηζη απνηξέπνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

ζπζηήκαηνο ηνπ μεληζηή θαη επηηξέπνπλ ηελ επηβίσζε ηνπ ηνχ (ηφο vaccinia, ηφο 

επαηίηηδαο C).(47) 

΢ηε ξχζκηζε ησλ IRAKs θχξην ξφιν θαηέρνπλ (i) ε IRAK-M, πνπ αλαζηέιιεη ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηεο IRAK4, ηε θσζθνξπιίσζε ηεο IRAK1 θαη ηελ απνδέζκεπζε ηεο 

ελεξγνπνηεκέλεο IRAK1 απφ ηνλ MyD88 ψζηε λα επηηξαπεί ε δεκηνπξγία 

ζπκπιφθνπ κε ηνλ TRAF6 θαη (ii) ε TOLLIP πνπ αιιειεπηδξά κε ηελ IRAK1 

θαηαζηέιινληαο ηελ απηνθσζθνξπιίσζε θαη ελεξγνπνίεζή ηεο. Δπηπιένλ, ξχζκηζε 

ησλ IRAKs επηηπγράλεηαη κε ηελ παξνπζία ελαιιαθηηθψλ κεηαγξαθηθψλ πξντφλησλ ή 

κε απνξξχζκηζε ζε επίπεδν είηε mRNA είηε πξσηεΐλεο(43). 

Αλαθνξηθά κε ηε ξχζκηζε ησλ TRAFs, νη πεξηζζφηεξνη ξπζκηζηηθνί κεραληζκνί 

ζηνρεχνπλ ζηελ απνκάθξπλζε ησλ κνηίβσλ νπβηθνπηηίλεο ηνπ TRAF6 ή ηνπ TRAF3 

κε απνηέιεζκα ηελ θαηαζηνιή ησλ επαθφινπζσλ ζεκαηνδνηηθψλ νδψλ.(43) 
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Σέινο, ε αιιειεπίδξαζε δηαθφξσλ κνξίσλ κε ηα ζπζηαηηθά ηεο ζεκαηνδφηεζεο έρεη 

σο απνηέιεζκα ηελ παξεκπφδηζε ηνπ ζρεκαηηζκνχ απαξαίηεησλ ζπκπιφθσλ, φπσο 

έρεη αλαθεξζεί ζηηο πεξηπηψζεηο ησλ TRIM30a θαη PIASy.(48) 

 

 

Δικόνα 4 – Αξλεηηθή ξχζκηζε ηεο ζεκαηνδφηεζεο ησλ TLRs.(26) 

 

1.3.5.7 Έκθπαζη ηων TLRs ζηα Β λεμθοκύηηαπα 

Ζ έθθξαζε ησλ TLRs ζηα Β ιεκθνθχηηαξα ηνπ αλζξψπνπ πνηθίιεη αλάινγα κε ην 

ζηάδην δηαθνξνπνίεζήο ηνπο. ΢ηα αλψξηκα Β ιεκθνθχηηαξα είλαη ρακειή έσο 

κεδεληθή, ελψ αιιάδεη κεηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ Β θπηηαξηθνχ ππνδνρέα (B cell 

receptor, BcR). Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ BcR πξνθαιεί αχμεζε ηεο έθθξαζεο ησλ TLRs, 
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ηδίσο ησλ TLR9 θαη ΣLR10.(49) Σα Β ιεκθνθχηηαξα κλήκεο εθθξάδνπλ ηνπο TLR1, 

TLR2, TLR6, TLR7, TLR9 θαη TLR10. Οη TLRs κπνξεί λα ελεξγνπνηεζνχλ άκεζα ζηα 

Β ιεκθνθχηηαξα κλήκεο αιιά φρη ζηα αλψξηκα Β-ιεκθνθχηηαξα. Απηφ νδεγεί ζηελ 

ππφζεζε φηη νη TLRs δξνπλ θαζνδηθά ηνπ ΒcR θαη δηαδξακαηίδνπλ δηαθνξεηηθφ ξφιν 

ζηελ πξσηνγελή απάληεζε θαη ηελ άλνζε κλήκε. Ζ δηαθνξεηηθή έθθξαζε ξπζκίδεηαη 

απφ ην επίπεδν ελεξγνπνίεζεο ηνπ BcR.(50)  

Σα Β ιεκθνθχηηαξα ελεξγνπνηνχληαη άκεζα απφ ηνπο TLRs αιιά θαη έκκεζα κέζσ 

ησλ θπηηαξνθηλψλ πνπ απειεπζεξψλνληαη απφ δελδξηηηθά θχηηαξα ελεξγνπνηεκέλα 

κέζσ TLRs. Πξφζθαηεο κειέηεο έδεημαλ φηη εθηφο απφ ηελ εηδηθή πξφζδεζε ηνπ 

αληηγφλνπ ζηνλ BcR θαη ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηα βνεζεηηθά Σ ιεκθνθχηηαξα, ηα Β 

ιεκθνθχηηαξα ρξεζηκνπνηνχλ ηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ TLRs σο ηξίην ζήκα γηα 

ηελ ελεξγνπνίεζή ηνπο.  

Ζ ελεξγνπνίεζε ησλ TLRs ζηα Β ιεκθνθχηηαξα θαίλεηαη φηη απνηειεί απαξαίηεηε 

πξνυπφζεζε ηφζν γηα ηελ ελεξγνπνίεζε θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ φζν θαη γηα ηελ παξαγσγή αληηζσκάησλ. Δπηπιένλ, ε ελεξγνπνίεζε 

ησλ αλψξηκσλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ θαη ε δηαθνξνπνίεζή ηνπο πξνυπνζέηεη ηε δξάζε 

θπηηαξνθηλψλ πνπ παξάγνληαη απφ δελδξηηηθά θχηηαξα δηεγεξκέλα κέζσ ππνδνρέσλ 

θπζηθήο αλνζίαο. Όια ηα παξαπάλσ εληζρχνπλ ηελ άπνςε φηη νη ππνδνρείο ηεο 

θπζηθήο αλνζίαο ειέγρνπλ ηελ επίθηεηε αλνζία.(51, 52) 
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1.4 Δπίκηηηη ή ειδική ανοζία 

Ζ επίθηεηε ή εηδηθή αλνζία ραξαθηεξίδεηαη απφ εηδηθφηεηα θαη κλήκε. Οη κεραληζκνί 

ηεο επίθηεηεο αλνζίαο ελεξγνπνηνχληαη κεηά ηελ επαθή κε ην αληηγφλν θαη 

εμαζθαιίδνπλ ηελ εμνπδεηέξσζή ηνπ κε κηα δηεξγαζία εμαηξεηηθά πνιχπινθε, ε 

νπνία έρεη σο ηειηθφ απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή εηδηθψλ αληηζσκάησλ, θαζψο θαη 

κεγάινπ αξηζκνχ εηδηθψλ ελεξγνπνηεκέλσλ ιεκθνθπηηάξσλ. Σφζν ηα αληηζψκαηα, 

φζν θαη ηα ελεξγνπνηεκέλα ιεκθνθχηηαξα εκθαλίδνπλ εμεηδίθεπζε ελαληίνλ ηνπ 

βιαπηηθνχ παξάγνληα πνπ πξνθάιεζε ηελ παξαγσγή ηνπο. Ζ επίθηεηε αλνζία 

δηαθξίλεηαη ζε ρπκηθή, ζηελ νπνία ζπκκεηέρνπλ ηα Β ιεκθνθχηηαξα θαη ηα πξντφληα 

ηνπο (αληηζψκαηα), θαη θπηηαξηθή, ε νπνία ζηεξίδεηαη ζηε δξάζε ησλ Σ 

ιεκθνθπηηάξσλ.(1)  

Ζ εηδηθή άλνζε απάληεζε ραξαθηεξίδεηαη απφ ηξεηο θάζεηο: θάζε αλαγλψξηζεο, 

θάζε ελεξγνπνίεζεο θαη εθηειεζηηθή θάζε. Καηά ηε θάζε αλαγλψξηζεο, θπξίαξρν 

ξφιν δηαδξακαηίδνπλ νη εηδηθνί επηθαλεηαθνί ππνδνρείο ησλ ιεκθνθπηηάξσλ (ΒcR, θαη 

Σ-θπηηαξηθφο ππνδνρέαο, TCR) νη νπνίνη αλαγλσξίδνπλ θαη ζπλδένληαη ζε ηδηαίηεξεο 

δνκέο ησλ αληηγφλσλ (αληηγνληθνί επίηνπνη). Ζ θάζε ελεξγνπνίεζεο μεθηλά κεηά ηελ 

αλαγλψξηζε ηνπ αληηγφλνπ θαη θαηαιήγεη ζηελ εθηειεζηηθή θάζε, θαηά ηελ νπνία ηα 

δξαζηηθά ιεκθνθχηηαξα θαη/ή ηα αληηζψκαηα πνπ παξάρζεθαλ ζε απάληεζε πξνο 

έλα ζπγθεθξηκέλν αληηγφλν πξνθαινχλ ηελ εμνπδεηέξσζή ηνπ.  

Τπάξρεη ζαθήο αιιειεπίδξαζε ησλ κεραληζκψλ ηεο θπζηθήο θαη ηεο επίθηεηεο 

αλνζίαο κε ζηφρν ηελ επαγσγή ηεο δξάζεο ηνπο γηα ηελ θαηαζηξνθή ηνπ μέλνπ 

εηζβνιέα. Σα θαγνθχηηαξα δξνπλ απνθαζηζηηθά ζε κε εηδηθέο άλνζεο απαληήζεηο θαη 

ζπκκεηέρνπλ ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο εηδηθήο άλνζεο απάληεζεο παξνπζηάδνληαο ην 

αληηγφλν ζηα θχηηαξα ηεο εηδηθήο αλνζίαο. Αληίζηξνθα, δηάθνξνη δηαιπηνί 

παξάγνληεο πνπ παξάγνληαη απφ ηελ επίθηεηε αλνζία επαπμάλνπλ ηε δξάζε ηεο 

θπζηθήο αλνζίαο. Χζηφζν, νη κεραληζκνί ηεο επίθηεηεο αλνζίαο εκθαλίδνπλ νξηζκέλα 

ηδηαίηεξα ραξαθηεξηζηηθά πνπ ηνπο δηαρσξίδνπλ απφ ηνπο αληίζηνηρνπο ηεο θπζηθήο 

αλνζίαο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε επίθηεηε αλνζία ραξαθηεξίδεηαη απφ:  

(i) εμεηδίθεπζε, θαζψο εμαζθαιίδεη εηδηθή απάληεζε φρη κφλν γηα θάζε αληηγφλν αιιά 

γηα θαζέλαλ απφ ηνπο αληηγνληθνχο επηηφπνπο πνπ απηφ θέξεη 

(ii) πνηθηινκνξθία, πνπ επηηξέπεη ζην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα λ’ αληηδξά ζε ηεξάζηηα 

πνηθηιία αληηγφλσλ 

(iii) κλήκε, ε νπνία αθνξά ζηε δεκηνπξγία θπηηάξσλ κλήκεο πνπ «ζπκνχληαη» ηελ 

πξνεγνχκελε επαθή ηνπο κε ην αληηγφλν θαη, ζ’ επφκελε έθζεζε, εθδειψλνπλ ηαρεία 

άλνζε απάληεζε  
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(iv) αλνρή, ηδηφηεηα πνπ αθνξά ζηε δηάθξηζε κεηαμχ μέλνπ θαη ίδηνπ αληηγφλνπ θαη 

απνηξέπεη ηε δπλεηηθή αληίδξαζε ελαληίνλ θπηηάξσλ θαη ηζηψλ ηνπ ίδηνπ ηνπ 

νξγαληζκνχ.  

 

1.5 Τποδοσείρ επίκηηηηρ ανοζίαρ 

1.5.1 Γομή ανοζοζθαιπινών  

Οη αλνζνζθαηξίλεο (IG) ή αληηζψκαηα είλαη γιπθνπξσηεΐλεο ηνπ πιάζκαηνο θαη 

παξάγνληαη απφ ηα πιαζκαηνθχηηαξα. Δθθξάδνληαη ζηελ επηθάλεηα ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ ηα νπνία, φηαλ δηεγεξζνχλ απφ ην εηδηθφ θαηά πεξίπησζε αληηγφλν, 

κεηαηξέπνληαη ζε πιαζκαηνθχηηαξα πνπ παξάγνπλ θαη εθθξίλνπλ κεγάιεο 

πνζφηεηεο ηεο ζπγθεθξηκέλεο αλνζνζθαηξίλεο. Ο αλζξψπηλνο νξγαληζκφο δηαζέηεη 

κηα κεγάιε ζπιινγή δηαθνξεηηθψλ αληηζσκάησλ έηζη ψζηε λα κπνξεί λ’ 

αληηκεησπίζεη έλα κεγάιν εχξνο δηαθνξεηηθψλ αληηγφλσλ κε ηα νπνία θαζεκεξηλά 

έξρεηαη ζ’ επαθή. ΢πγθεθξηκέλα, ν άλζξσπνο κπνξεί λα δηαζέηεη έσο θαη 1011 

δηαθνξεηηθά κφξηα αληηζσκάησλ.(53)  

Σα αληηζψκαηα επηηεινχλ δχν θχξηεο ιεηηνπξγίεο. Πξψηνλ, αλαγλσξίδνπλ θαη 

ζπλδένληαη κε ην αληηγφλν πνπ πξνθάιεζε ηελ παξαγσγή ηνπο. Γεχηεξνλ, 

πξνζειθχνπλ άιια θχηηαξα θαη κφξηα ηα νπνία νδεγνχλ ζηελ θαηαζηξνθή ηνπ 

παζνγφλνπ. Οη δχν απηέο ιεηηνπξγίεο ζπλδένληαη κε δχν δηαθξηηά ηκήκαηα ηνπ 

κνξίνπ: ε αλαγλψξηζε ηνπ αληηγφλνπ επηηειείηαη απφ ηε κεηαβιεηή πεξηνρή (variable, 

V), ε νπνία ραξαθηεξίδεηαη απφ κεγάιε πνηθηινκνξθία, ελψ ε πεξηνρή ηνπ 

αληηζψκαηνο πνπ εμαζθαιίδεη ηνπο δξαζηηθνχο κεραληζκνχο ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

ζπζηήκαηνο νλνκάδεηαη ζηαζεξή πεξηνρή (constant, C). 

Κάζε κφξην αλνζνζθαηξίλεο απνηειείηαη απφ ηέζζεξηο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο, δχν 

ηαπηφζεκεο βαξηέο (heavy, H) θαη δχν ηαπηφζεκεο ειαθξηέο (light, L) αιπζίδεο. Οη 

δχν βαξηέο αιπζίδεο ζπλδένληαη κεηαμχ ηνπο κε δηζνπιθπδξπιηθνχο δεζκνχο θαη 

θάζε βαξηά αιπζίδα ζπλδέεηαη κε ηελ ειαθξηά αιπζίδα κε έλαλ δηζνπιθπδπιηθφ 

δεζκφ (Δηθφλα 6). Με βάζε ην είδνο ηεο βαξηάο αιπζίδαο (κ, γ, δ, ε, α), νη 

αλνζνζθαηξίλεο ηαμηλνκνχληαη ζε πέληε θχξηεο ηάμεηο ή ηζνηχπνπο, νη νπνίεο 

θαζνξίδνπλ ηε ιεηηνπξγηθή δξαζηεξηφηεηα ελφο κνξίνπ αληηζψκαηνο. Απηέο είλαη ε 

αλνζνζθαηξίλε Α (IgA), ε αλνζνζθαηξίλε Δ (IgE), ε αλνζνζθαηξίλε Μ (IgM), ε 

αλνζνζθαηξίλε G (IgG) θαη ε αλνζνζθαηξίλε D (IgD). Αληίζεηα, ππάξρνπλ κφλν δχν 

ηχπνη ειαθξηάο αιπζίδαο, νη νπνίεο νξίδνληαη σο αιπζίδεο ιάκδα (ι) θαη θάππα (θ). 

Οη αλνζνζθαηξίλεο IgG ππνδηαηξνχληαη ζε ηέζζεξηο ππνηάμεηο (IgG1, IgG2, IgG3, 
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IgG4), ελψ νη IgA ζε δχν (IgA1, IgA2). Όιεο νη αλνζνζθαηξίλεο πνπ αλήθνπλ ζηελ ίδηα 

ηάμε (π.ρ. IgΑ1 θαη IgΑ2) έρνπλ ακηλνμηθή ηαπηφηεηα ηνπιάρηζηνλ 90%.(1, 53) 

΢ε θάζε βαξηά θαη ειαθξηά αιπζίδα ππάξρνπλ ελδνπεπηηδηθνί δηζνπιθπδξπιηθνί 

δεζκνί, πνπ νδεγνχλ ζε ζρεκαηηζκφ ζθαηξηθψλ πεξηνρψλ κήθνπο 110 ακηλνμέσλ. Ζ 

κεηαβιεηφηεηα ηεο αιιεινπρίαο ησλ ακηλνμέσλ δελ θαηαλέκεηαη εμίζνπ ζε φιν ην 

κήθνο ησλ κεηαβιεηψλ πεξηνρψλ. Σν N-ηειηθφ άθξν ησλ βαξηψλ θαη ειαθξηψλ 

αιπζίδσλ παξνπζηάδεη κεγάιε πνηθηινκνξθία κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ ηάμεσλ 

αλνζνζθαηξηλψλ. Αληίζεηα, ην C-ηειηθφ άθξν παξακέλεη ζηαζεξφ.(1, 53) 

     

κεηαβιεηή πεξηνρή          ζηαζεξή πεξηνρή 

 

 

Δικόνα 5 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ κνξίνπ ηεο αλνζνζθαηξίλεο (IMGT®, the 

international ImMunoGeneTics information system®; http://imgt.cines.fr). 

 

Δπηπιένλ, ζηε κεηαβιεηή πεξηνρή ηφζν ησλ ειαθξηψλ φζν θαη ησλ βαξηψλ αιπζίδσλ 

έρνπλ αλαγλσξηζηεί ηξεηο πεξηνρέο πνπ παξνπζηάδνπλ αθφκα κεγαιχηεξε 

κεηαβιεηφηεηα θαη γη’ απηφ θαινχληαη ππεξκεηαβιεηέο (hypervariable regions). Οη 

ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο εληνπίδνληαη ζε ηξεηο ζειηέο (loops) ζην άθξν θάζε β-

θχιινπ θαη βξίζθνληαη θνληά ε κηα ζηελ άιιε ζηελ πηπρσκέλε δνκή ηεο 

αλνζνζθαηξίλεο. Οη ππεξκεηαβιεηέο ζειηέο δεκηνπξγνχλ έλαλ κνλαδηθφ 

ππεξκεηαβιεηφ ζχιαθν (antigen binding pocket) ζηελ θνξπθή ηνπ αληηζψκαηνο, πνπ 

απνηειεί ην ζεκείν ζχλδεζεο ηνπ αληηγφλνπ θαη θαζνξίδεη ηελ εηδηθφηεηα ηνπ 

αληηζψκαηνο. Γηα ην ιφγν απηφ, νη ηξεηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο νλνκάδνληαη θαη 

πεξηνρέο θαζνξηζκνχ ηεο ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο (complementarity determining 

regions, CDRs) ησλ ειαθξηψλ θαη ησλ βαξηψλ αιπζίδσλ: CDR1, CDR2 θαη CDR3. 

Σα ηκήκαηα κεηαμχ ησλ ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ είλαη ιηγφηεξν κεηαβιεηά θαη 
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αλαθέξνληαη σο πεξηνρέο πιαηζίνπ (framework regions, FRs): FR1, FR2, FR3 θαη 

FR4. Οη πεξηνρέο πιαηζίνπ ζρεκαηίδνπλ ην δνκηθφ πιαίζην ηεο πεξηνρήο κε ηηο 

ππεξκεηαβιεηέο αιιεινπρίεο (Δηθφλα 6).  

             

 

Δικόνα 6 - Σξηζδηάζηαηε δνκή ηνπ κνξίνπ ηεο αλνζνζθαηξίλεο. Οη ππεξκεηαβιεηέο 

πεξηνρέο (CDRs) ησλ βαξηψλ θαη ειαθξηψλ αιπζίδσλ δεκηνπξγνχλ έλαλ κνλαδηθφ 

ππεξκεηαβιεηφ ζχιαθν ζηελ θνξπθή ηνπ αληηζψκαηνο, πνπ απνηειεί ην ζεκείν 

ζχλδεζεο ηνπ αληηγφλνπ θαη θαζνξίδεη ηελ εηδηθφηεηα ηνπ αληηζψκαηνο (IMGT®, the 

international ImMunoGeneTics information system®; http://imgt.cines.fr). 

 

Οη αλνζνζθαηξίλεο αλαγλσξίδνπλ δηαθνξεηηθφ, θαηά πεξίπησζε, αληηγφλν, κε ηειηθφ 

απνηέιεζκα, ηελ ελεξγνπνίεζε δηαθνξεηηθψλ εθηειεζηηθψλ ακπληηθψλ κεραληζκψλ. 

Ζ ηάμε ή ηζφηππνο ηεο εθθξηλφκελεο αλνζνζθαηξίλεο θαζνξίδεη θαη ην είδνο ησλ 

εθηειεζηηθψλ κεραληζκψλ πνπ ελεξγνπνηνχληαη.  

 

1.5.2 Γενεηική οπγάνωζη ηων γονιδίων ηων ανοζοζθαιπινών 

΢ηνλ άλζξσπν, νη πνιπγνληδηαθέο νηθνγέλεηεο πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο βαξηέο 

αιπζίδεο, ηηο θ ειαθξηέο θαη ηηο ι ειαθξηέο αιπζίδεο εληνπίδνληαη ζηνπο γελεηηθνχο 

ηφπνπο IGH, IGK θαη IGL ησλ ρξσκνζσκάησλ 14, 2 θαη 22, αληηζηνίρσο. Ο γελεηηθφο 

ηφπνο IGH πεξηιακβάλεη γνλίδηα L (Leader: Οδεγφ), V (Variable: Μεηαβιεηφ), D 

(Diversity: Πνηθηιφηεηα), J (Junctional: ΢πλδεηηθφ) θαη C (Constant: ΢ηαζεξφ) (Δηθφλα 

7). Οη κεηαβιεηέο πεξηνρέο ησλ βαξηψλ αιπζίδσλ ζρεκαηίδνληαη απφ ηε ζπκβνιή 

ησλ γνληδίσλ V, D θαη J. Ζ ζηαζεξή πεξηνρή ηεο αιπζίδαο θσδηθνπνηείηαη απφ ηα 

γνλίδηα C. Ο γελεηηθφο ηφπνο ησλ ειαθξηψλ αιπζίδσλ δελ πεξηιακβάλεη γνλίδηα D 

(Δηθφλα 7). Ζ κηθξή αιιεινπρία-νδεγφο (L) πξηλ απφ θάζε γνλίδην V θαηεπζχλεη ηηο 
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ζπληηζέκελεο βαξηέο θαη ειαθξηέο αιπζίδεο ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν. Ζ 

αιιεινπρία απηή αθαηξείηαη απφ ηελ αιπζίδα θαηά ηελ ηειηθή επεμεξγαζία.  

Ο γελεηηθφο ηφπνο ηεο βαξηάο αιπζίδαο (IGH) ζπλνιηθά πεξηιακβάλεη (αλάινγα κε 

ηνλ απιφηππν) 82-88 γνλίδηα IGHV, 27 γνλίδηα IGHD, 9 γνλίδηα IGHJ θαη 11 γνλίδηα 

IGHC. Ο γελεηηθφο ηφπνο ηεο θ ειαθξηάο αιπζίδαο (IGK) πεξηιακβάλεη 76 γνλίδηα 

IGΚV, 5 γνλίδηα IGΚJ θη έλα κνλαδηθφ γνλίδην IGΚC. Σα γνλίδηα IGKV νξγαλψλνληαη 

ζε δχν ζπζηνηρίεο, νη νπνίεο βξίζθνληαη ζε απφζηαζε 800 kb κεηαμχ ηνπο. Ζ 

απνκαθξπζκέλε ζπζηνηρία (distal cluster) βξίζθεηαη ζην 5’ άθξν ηνπ γελεηηθνχ ηφπνπ, 

έρεη κήθνο 400 kb θαη απνηειείηαη απφ 36 γνλίδηα. Ζ εγγχο ζπζηνηρία (proximal 

cluster) βξίζθεηαη ζην 3’ άθξν ηνπ γελεηηθνχ ηφπνπ, έρεη κήθνο 600 kb θαη απνηειείηαη 

απφ 40 γνλίδηα. Ο γελεηηθφο ηφπνο ηεο ι ειαθξηάο αιπζίδαο (IGL) πεξηιακβάλεη 73-

74 γνλίδηα IGLV, 7-11 γνλίδηα IGLJ θαη 7-11 γνλίδηα IGLC αλάινγα κε ηνλ απιφηππν. 

Tα γνλίδηα IGLJ είλαη ηζάξηζκα κε ηα γνλίδηα IGLC επεηδή νξγαλψλνληαη ζε νκάδεο 

γνληδίσλ.  

Κάζε γελεηηθφο ηφπνο πεξηιακβάλεη ιεηηνπξγηθά γνλίδηα, γνλίδηα αλνηρηνχ πιαηζίνπ 

αλάγλσζεο θαη ςεπδνγνλίδηα. Έλα γνλίδην πεξηγξάθεηαη σο ιεηηνπξγηθφ εάλ ε 

θσδηθνπνηεηηθή πεξηνρή έρεη αλνηρηφ πιαίζην αλάγλσζεο, ρσξίο θσδηθφλην(α) 

ηεξκαηηζκνχ θαη δελ παξνπζηάδεη νπνηαδήπνηε αλσκαιία ζηηο αιιεινπρίεο 

ζεκαηνδφηεζεο ηνπ αλαζπλδπαζκνχ (Recombination Signal Sequences, RSS) ή ζηηο 

ξπζκηζηηθέο πεξηνρέο ηνπ γνληδίνπ.(53, 54) Αληίζεηα, γνλίδηα κε βιάβεο ζηα RSS ή 

ζηηο ξπζκηζηηθέο πεξηνρέο ή αιιαγέο ζηελ θσδηθνπνηεηηθή πεξηνρή πνπ νδεγνχλ ζε 

αληηθαηάζηαζε ζπληεξεκέλσλ ακηλνμέσλ πεξηγξάθνληαη σο γνλίδηα αλνηθηνχ 

πιαηζίνπ αλάγλσζεο (ORF).(53, 54) Σέινο, γνλίδηα πνπ θέξνπλ θσδηθφλην(α) 

ηεξκαηηζκνχ θαη/ή κεηαιιάμεηο πνπ νδεγνχλ ζε αιιαγή ηνπ πιαηζίνπ αλάγλσζεο ή 

κεηαιιάμεηο ζην θσδηθφλην έλαξμεο νλνκάδνληαη ςεπδνγνλίδηα.(53, 54) 

Δπηπιένλ, ζηνπο γελεηηθνχο ηφπνπο ησλ αλνζνζθαηξηλψλ ππάξρνπλ ηξεηο ηχπνη cis-

ξπζκηζηηθψλ ζηνηρείσλ: (i) ππνθηλεηέο (promoters): κηθξέο αιιεινπρίεο ~200bp ζην 

5΄ άθξν ηνπ γνληδίνπ πνπ πξνσζνχλ ηελ έλαξμε ηεο κεηαγξαθήο πξνο κηα νξηζκέλε 

θαηεχζπλζε (ii) εληζρπηέο (enhancers): αιιεινπρίεο ζε κηθξή απφζηαζε απφ ην 5΄ ή 

3΄ άθξν ηνπ γνληδίνπ πνπ ελεξγνπνηνχλ ηε κεηαγξαθή αλεμάξηεηα απφ ηελ 

θαηεχζπλζε (iii) απνζησπεηέο (silencers): πεξηνξίδνπλ ηε κεηαγξαθή απφ απφζηαζε, 

ιεηηνπξγψληαο θαη πξνο ηηο δχν θαηεπζχλζεηο.(53) 
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Δικόνα 7 - Οξγάλσζε ησλ γνληδίσλ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ. Οη ειαθξηέο αιπζίδεο ι 

θαη θ θσδηθνπνηνχληαη απφ γνλίδηα V, J θαη C. Ζ βαξηά αιπζίδα θσδηθνπνηείηαη απφ 

γνλίδηα V, D, J θαη C.  

 

1.5.3 Μησανιζμοί δημιοςπγίαρ ποικιλόηηηαρ ηων ανοζοζθαιπινών 

Ζ ηεξάζηηα δνκηθή εηεξνγέλεηα ησλ αλνζνζθαηξηλψλ είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

αλαγλψξηζε ησλ πνιπάξηζκσλ επηηφπσλ πνπ ππάξρνπλ ζηε θχζε. Καζεκεξηλά, 

ζηνλ αλζξψπηλν νξγαληζκφ παξάγνληαη 107 λέα Β ιεκθνθχηηαξα ην θαζέλα κε 

δηαθνξεηηθφ ηχπν ππνδνρέα (αλνζνζθαηξίλε) κε κηα θαη κνλαδηθή αληηγνληθή 

εηδηθφηεηα.(1) ΢πλνιηθά, ηέζζεξηο θχξηεο δηαδηθαζίεο εκπιέθνληαη ζηε δεκηνπξγία 

απηήο ηεο ηεξάζηηαο πνηθηιφηεηαο: 

 (i) ΢πλδπαζηηθή πνηθηιφηεηα (combinatorial diversity). Αλαθέξεηαη ζηελ 

πνηθηινκνξθία πνπ απνξέεη απφο ηνλ αλαζπλδπαζκφ ησλ γνληδίσλ ηεο κεηαβιεηήο 

πεξηνρήο ησλ βαξηψλ θαη ησλ ειαθξηψλ αιπζίδσλ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ 

(αλαζπλδπαζκφο V(D) J) θαη ζην ζπλδπαζκφ ηεο βαξηάο αιπζίδαο είηε κε θ είηε κε ι 

ειαθξηά αιπζίδα. Ο αλαζπλδπαζκφο V(D)J αξρίδεη ζην κπειφ ησλ νζηψλ θαηά ηελ 

νληνγέλεζε ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ ζηε θάζε δηαθνξνπνίεζεο πνπ είλαη αλεμάξηεηε 

απφ ηελ παξνπζία αληηγφλνπ θαη ζπλεηζθέξεη ζε πνιχ κεγάιν βαζκφ ζηε δεκηνπξγία 

ηνπ ηεξάζηηνπ ξεπεξηνξίνπ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ. Μφλν απφ ηε ρξεζηκνπνίεζε ησλ 

δηαζέζηκσλ ιεηηνπξγηθψλ γνληδίσλ IGHV, IGHD, IGHJ θαη ην ζπλδπαζκφ κε ειαθξηέο 

αιπζίδεο θ ή ι ν νξγαληζκφο κπνξεί λα ζπλζέζεη 6.5x106 δηαθνξεηηθέο 

αλνζνζθαηξίλεο. 

(ii) ΢πλδεηηθή πνηθηιφηεηα (junctional diversity). Αλαθέξεηαη ζηελ πνηθηινκνξθία ζηηο 

ζπκβνιέο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ γνληδίσλ. ΢εκαληηθφηαην ξφιν ζε απηή ηε 

δηεξγαζία θαηέρνπλ ε ηειηθή δενμπλνπθιενηηδηθή ηξαλζθεξάζε (Terminal deoxy 

Transferase, TdT) πνπ θαηαιχεη ηελ ηπραία πξνζζήθε ηξηθσζθνξηθψλ 

δενμπξηβνλνπθιενζηδίσλ (θαηά πξνηίκεζε γνπαλίλεο θαη θπηνζίλεο) ζηα άθξα ησλ 
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γνληδίσλ θαη εμσλνπθιεάζεο πνπ αθαηξνχλ λνπθιενηίδηα. Ζ ζπλδεηηθή πνηθηιφηεηα 

ζπκβάιιεη πνιχ ζηελ πνηθηιφηεηα ησλ αληηγνληθψλ ππνδνρέσλ, απμάλνληαο έσο θαη 

θαηά 1011 θνξέο ηνλ αξηζκφ ησλ πηζαλψλ δηαθνξεηηθψλ αλνζνζθαηξηλψλ. 

(iii) ΢σκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε (΢ΤΜ) (somatic hypermutation). Ζ ΢ΤΜ έρεη σο 

ζηφρν ηελ αχμεζε ηεο ζπγγέλεηαο ηεο αλνζνζθαηξίλεο γηα ην αληηγφλν.(55-58) Ο 

φξνο «ππεξκεηαιιαμηγέλεζε» ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα επηζεκάλεη ηελ εμαηξεηηθά 

πςειή ζπρλφηεηα εηζαγσγήο κεηαιιάμεσλ, ε νπνία θπκαίλεηαη απφ 10-5 έσο 10-3 

/bp/θπηηαξηθή γεληά θαη είλαη ζαθψο κεγαιχηεξε απφ ηε ζπρλφηεηα εηζαγσγήο 

κεηαιιάμεσλ ζην γνληδίσκα ελφο θπζηνινγηθνχ θπηηάξνπ (10-9-10-11). Ζ ΢ΤΜ 

ζπλεηζθέξεη θαζνξηζηηθά ζηελ αχμεζε ηεο πνηθηιφηεηαο ησλ αληηζσκάησλ κε 

απνηέιεζκα ν νξγαληζκφο λα κπνξεί λα παξάγεη έσο θαη 1012 δηαθνξεηηθά 

αληηζψκαηα. Καζνξηζηηθφ ξφιν ζηε ΢ΤΜ παίδεη ην έλδπκν δεακηλάζε ηεο θπηηδίλεο 

(AID; Activation-Induced Deaminase)(59, 60) θαη νη επηξξεπείο ζε ιάζε πνιπκεξάζεο 

(error-prone polymerases).(58) 

(iv) Μεηαζηξνθή ηζνηχπνπ (ΜΗ) (class-switch recombination). Ζ δηεξγαζία ηεο 

κεηαζηξνθήο ηζνηχπνπ ζπκβαίλεη κεηά ηελ επηινγή ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ απφ ην 

αληηγφλν.(61-63) Ο ζπλδπαζκφο κηαο κεηαβιεηήο πεξηνρήο κε δηαθνξεηηθέο ζηαζεξέο 

πεξηνρέο δηαζθαιίδεη φηη ηα αληηζψκαηα κηαο νξηζκέλεο εηδηθφηεηαο κπνξεί λα 

εθθξάδνληαη κε δηαθνξεηηθνχο ηζνηχπνπο θαη, θαηά ζπλέπεηα, λα έρνπλ δηαθνξεηηθή 

εθηειεζηηθή δξάζε, γηα ηελ επίηεπμε απνηειεζκαηηθφηεξεο απάληεζεο πξνο ην 

αληηγφλν. Έηζη, ε κεηαζηξνθή ηζνηχπνπ δηαθνξνπνηεί πεξαηηέξσ ηα αληηζψκαηα κηαο 

ζπγθεθξηκέλεο αληηγνληθήο εηδηθφηεηαο ψζηε λα επηηεινχλ δηαθνξεηηθέο ιεηηνπξγίεο. 

 

1.6 Γιαθοποποίηζη ηων Β λεμθοκςηηάπων 

1.6.1 Γιαθοποποίηζη ηων Β λεμθοκςηηάπων ζηο μςελό ηων οζηών  

Σα Β ιεκθνθχηηαξα πξνέξρνληαη απφ ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ πνιπδχλακσλ ή 

αξρέγνλσλ αηκνπνηεηηθψλ θπηηάξσλ (pluripotent hematopoietic stem cells, PHSC) 

ζην κπειφ ησλ νζηψλ. Ζ δηαθνξνπνίεζε ησλ PHSC ζε Β ιεκθνθχηηαξα εμειίζζεηαη 

ζε πνηθίια ζηάδηα, πνπ θαζνξίδνληαη απφ ηηο αλαδηαηάμεηο ησλ γνληδίσλ ησλ 

αλνζνζθαηξηλψλ θαη ηελ έθθξαζε αλνζνζθαηξηλψλ, κνξίσλ πξνζθφιιεζεο θαη 

ππνδνρέσλ απμεηηθψλ παξαγφλησλ ζηελ επηθάλεηα ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ.(63-68) 

Οη αλαδηαηάμεηο ησλ γνληδίσλ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ γίλνληαη ηεξαξρηθά. Ζ πξψηε 

αλαδηάηαμε πξαγκαηνπνηείηαη κεηαμχ ησλ γνληδίσλ IGHD θαη IGHJ θαη ζηα δχν 

αιιειφκνξθα ηνπ γελεηηθνχ ηφπνπ ηεο βαξηάο αιπζίδαο. Σν γεγνλφο απηφ 

«δεζκεχεη» ηα αξρέγνλα αηκνπνηεηηθά θχηηαξα λα δηαθνξνπνηεζνχλ ζε Β 
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ιεκθνθχηηαξα. ΢ε απηή ηε θάζε ην θχηηαξν θαιείηαη πξψηκν πξν-πξν Β θχηηαξν 

(early pro B cell). Αθνινπζεί ν αλαζπλδπαζκφο ελφο γνληδίνπ IGHV θαη ηνπ γελεηηθνχ 

ζπκπιφθνπ IGHD-J θαη ην θχηηαξν κεηαηξέπεηαη ζε φςηκν πξν-πξν Β θχηηαξν (late 

pro B cell). Με ηελ νινθιήξσζε ηνπ αλαζπλδπαζκνχ IGHV-D-J θαη ηελ παξαγσγή 

ιεηηνπξγηθήο βαξηάο αιπζίδαο ην θχηηαξν νλνκάδεηαη πξν-Β ιεκθνθχηηαξν Η (pre-B 

cell I) θαη εθθξάδεη ζηελ επηθάλεηά ηνπ βαξηά αιπζίδα ηζνηχπνπ κ ζε ζπλδπαζκφ κε 

ηα πξντφληα ησλ γνληδίσλ VpreB θαη ι5. Σα πξντφληα απηψλ ησλ γνληδίσλ 

αλαθέξνληαη σο ππνθαηάζηαηεο ειαθξηέο αιπζίδεο (surrogate light chains, SLC) θαη 

είλαη νκφινγα ησλ θ θαη ι ειαθξηψλ αιπζίδσλ. ΢ε απηή ηε θάζε, ην θχηηαξν θαιείηαη 

κεγάιν πξν-Β ιεκθνθχηηαξν ΗΗ (large pre-B cell II) θαη ν επηθαλεηαθφο ππνδνρέαο ηνπ 

πξo-Β ππνδνρέαο (pre-BcR). Ο πξν-Β ππνδνρέαο είλαη ζχκπινθν πνπ πεξηιακβάλεη 

ηε βαξηά αιπζίδα, ηηο SLC θαη ηνπο ζπλππνδνρείο (co-receptors) Igα θαη Igβ, νη νπνίνη 

είλαη απαξαίηεηνη γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ. Σν ζχκπινθν απηφ δίλεη ζήκα ζην 

εμειηζζφκελν θχηηαξν λα αλαπηπρζεί ηαρχηεξα θαη απνηξέπεη πεξαηηέξσ 

αλαδηαηάμεηο ησλ γνληδίσλ ηεο βαξηάο αιπζίδαο. Κχηηαξα πνπ δελ εθθξάδνπλ πξν-

ΒCR ππνδνρέα πεζαίλνπλ κε απφπησζε.  

Σα θχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ πξν-ΒCR ππνδνρέα επηιέγνληαη ζεηηθά, κεηαηξέπνληαη 

ζε κηθξά πξν-Β ιεκθνθχηηαξα Η, δηαθφπηνπλ ηνλ αλαζπλδπαζκφ ησλ γνληδίσλ IGH 

(απνθιεηζκφο αιιεινκφξθνπ, allelic exclusion) θαη αξρίδνπλ ηνλ αλαζπλδπαζκφ ησλ 

γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο ειαθξηέο αιπζίδεο. Πξψηα αλαδηαηάζζνληαη νη θ 

ειαθξηέο αιπζίδεο θαη, εάλ απνηχρνπλ, αθνινπζνχλ νη ι. Μηα επηηπρήο αλαδηάηαμε 

νδεγεί ζηελ παξαγσγή θ αιπζίδαο θαη ζηε δεκηνπξγία κηαο πιήξνπο ΗgΜθ, ελψ 

αλαζηέιινληαη νη πεξαηηέξσ γνληδηαθέο αλαδηαηάμεηο. Αλ ε πξνζπάζεηα παξαγσγήο 

κηαο θ ειαθξηάο αιπζίδαο απνηχρεη, αλαδηαηάζζεηαη ν γελεηηθφο ηφπνο ηεο ι 

αιπζίδαο. Όηαλ ην θχηηαξν απνθηήζεη κηα ιεηηνπξγηθή ι αιπζίδα εθθξάδεη ζηελ 

επηθάλεηά ηνπ πιήξε ΗgΜι.  

Ζ έθθξαζε επηθαλεηαθήο αλνζνζθαηξίλεο IgM κεηαηξέπεη ην θχηηαξν ζε αλψξηκν Β 

ιεκθνθχηηαξν (immature B cell) πνπ αιιειεπηδξά κε αληηγφλα ηνπ πεξηβάιινληνο. 

Όζα αλψξηκα Β ιεκθνθχηηαξα αλαγλσξίδνπλ απηναληηγφλα ζην κπειφ ησλ νζηψλ 

εμαιείθνληαη ή θαζίζηαληαη αλεθηηθά ελαληίνλ απηφινγσλ θπηηάξσλ θαη ηζηψλ. Όζα Β-

θχηηαξα δελ αιιειεπηδξνχλ κε θάπνην απηναληηγφλν εγθαηαιείπνπλ ην κπειφ ησλ 

νζηψλ θαη πξαγκαηνπνηνχλ ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ησλ mRNA ησλ βαξηψλ αιπζίδσλ 

πξνθεηκέλνπ λα εθθξάζνπλ ζηελ επηθάλεηά ηνπο IgM θαη IgD. Έπεηηα κεηαλαζηεχνπλ 

ζηα δεπηεξνγελή ιεκθηθά φξγαλα (ιεκθαδέλεο, ζπιήλαο, ιεκθηθφο ηζηφο ησλ 

βιελλνγφλσλ) θαη νλνκάδνληαη πιένλ ψξηκα παξζέλα Β ιεκθνθχηηαξα.  

Οξηζκέλα δπλεηηθά απηναληηδξαζηηθά Β θχηηαξα δελ εμαθαλίδνληαη λσξίο θαηά ηελ 

εμέιημε. Σα Β θχηηαξα πνπ εμαιείθνληαη ζην κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ κπεινχ ησλ νζηψλ 
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αλαγλσξίδνπλ θπξίσο πνιπδχλακα αληηγφλα ελψ ε δηαινγή γηα ηελ αλνρή ζε δηαιπηά 

αληηγφλα, π.ρ. πξσηεΐλεο ηνπ νξνχ ή πξσηεΐλεο ζπγθεθξηκέλσλ θπηηαξηθψλ ηχπσλ, 

εμαζθαιίδεηαη ζηελ πεξηθέξεηα.  

Ζ απηναλνρή ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ επηηπγράλεηαη κε ηνπο εμήο κεραληζκνχο: 

(i) Δμάιεηςε θιψλσλ (clonal deletion): αλψξηκα Β ιεκθνθχηηαξα πνπ αλαγλσξίδνπλ 

πνιπζζελή αληηγφλα κέζσ ηεο επηθαλεηαθήο IgM εμαιείθνληαη κε απφπησζε. 

(ii) Αλεξγία (anergy): αλψξηκα Β θχηηαξα ζην κπειφ ησλ νζηψλ ή ψξηκα Β θχηηαξα 

ζηελ πεξηθέξεηα ηα νπνία αλαγλσξίδνπλ απηφινγα αληηγφλα θαζίζηαηαη αλελεξγά θαη 

ράλνπλ ηελ επηθαλεηαθή IgM. Σα θχηηαξα απηά εμαθνινπζνχλ λα εθθξάδνπλ 

θπζηνινγηθά επίπεδα IgD θαη λα θπθινθνξνχλ ειεχζεξα ζηελ πεξηθέξεηα.  

(iii) Γηφξζσζε ππνδνρέα (receptor editing): αλψξηκα απηναληηδξαζηηθά Β θχηηαξα, ηα 

νπνία είλαη πξννξηζκέλα λα πεζάλνπλ, ζπλερίδνπλ λα εθθξάδνπλ RAG-1 θαη RAG-2, 

επηηξέπνληαο ηε ζπλέρηζε ηεο αλαδηάηαμεο ησλ γνληδίσλ ηεο ειαθξηάο αιπζίδαο. Ζ 

αληηθαηάζηαζε ηεο ειαθξηάο αιπζίδαο κπνξεί λ’ αιιάμεη ηνλ ππνδνρέα πνπ εκθαλίδεη 

απηναληηδξαζηηθφηεηα κ’ έλαλ άιιν κε απηναληηδξαζηηθφ.(69, 70) 

 

 

Δικόνα 8 - ΢πλνπηηθή ζρεκαηηθή απφδνζε ησλ ζηαδίσλ αλάπηπμεο ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ. Σα ζπκβάληα θαηά ηελ σξίκαλζε ζην κπειφ ησλ νζηψλ δελ 

απαηηνχλ αληηγφλν, ελψ ε ελεξγνπνίεζε θαη ε δηαθνξνπνίεζε ησλ ψξηκσλ Β 

θπηηάξσλ ζηα πεξηθεξηθά ιεκθηθά φξγαλα απαηηεί αληηγφλν. (IMGT®, the 

international ImMunoGeneTics information system®; http://imgt.cines.fr) 
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1.6.2 Γιαθοποποίηζη ηων Β λεμθοκςηηάπων ζηην πεπιθέπεια 

΢ηα δεπηεξνγελή ιεκθηθά φξγαλα ηα ψξηκα παξζέλα Β ιεκθνθχηηαξα έξρνληαη ζ’ 

επαθή κε αληηγφλα θαη πθίζηαληαη έλα δεχηεξν θχθιν δηαθνξνπνίεζεο. Γηα ην ιφγν 

απηφ, έρεη επηθξαηήζεη ε άπνςε φηη ε δηαθνξνπνίεζε ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ κπνξεί 

λα δηαθξηζεί ζε δχν θάζεηο, αλεμάξηεηε θαη εμαξηψκελε απφ ην αληηγφλν. Χζηφζν, ε 

δηάθξηζε απηή είλαη ζπκβαηηθή θαη αθνξά κφλν ζηα εμσγελή αληηγφλα.  

Σα ψξηκα παξζέλα Β ιεκθνθχηηαξα αθήλνπλ ηελ θπθινθνξία θαη εηζέξρνληαη ζην 

θινηφ ησλ ιεκθηθψλ νξγάλσλ κέζσ ησλ θιεβηδίσλ κε πςειφ ελδνζήιην. Δθεί ηα Β 

θχηηαξα έξρνληαη ζ’ επαθή κε δηάθνξα αληηγφλα κέζσ ηεο επηθαλεηαθήο 

αλνζνζθαηξίλεο. Ζ επηθαλεηαθή αλνζνζθαηξίλε παίδεη δηπιφ ξφιν ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ. Πξψηνλ, φπσο φινη νη αληηγνληθνί ππνδνρείο, 

φηαλ πξνζδέζεη αληηγφλν κεηαβηβάδεη ζήκα ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ. Γεχηεξνλ, 

απνδίδεη ην αληηγφλν ζε ελδνθπηηάξηεο δνκέο φπνπ απνδνκείηαη ζε κηθξφηεξα 

ηκήκαηα, ηα νπνία ζηε ζπλέρεηα εθηίζεληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ Β θπηηάξνπ σο 

πεπηίδηα δεζκεπκέλα ζε κφξηα ηνπ κείδνλνο ζπζηήκαηνο ηζηνζπκβαηφηεηαο (MHC) 

ηάμεο ΗΗ. Σν ζχκπινθν πεπηίδην-MHC ηάμεο ΗΗ αλαγλσξίδεηαη απφ αληηγφλν-εηδηθά 

δξαζηηθά CD4 βνεζεηηθά Σ θχηηαξα (Th).(71)  

Μφιηο ηα βνεζεηηθά Σ θχηηαξα αλαγλσξίζνπλ ην θαηάιιειν ζχκπινθν πεπηηδίνπ-

MHC ηάμεο ΗΗ, ζπλζέηνπλ ηφζν κεκβξαληθά φζν θαη εθθξηλφκελα αλνζνδξαζηηθά 

κφξηα. Σν πην ζεκαληηθφ απηνδξαζηηθφ κφξην είλαη o ζπλδέηεο ηνπ CD40 (CD40 

ligand, CD40L) πνπ ζπλδέεηαη κε ην CD40 ζηελ επηθάλεηα ησλ Β θπηηάξσλ. Ζ 

δέζκεπζε ηνπ CD40 ζηνλ CD40L ελεξγνπνηεί ηα Β ιεκθνθχηηαξα.(72, 73) Ο 

θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο αιιά θαη ε δηαθνξνπνίεζε ηνπ Β ιεκθνθπηηάξνπ ζε 

πιαζκαηνθχηηαξν πξνσζείηαη θαη απφ δηάθνξεο θπηηαξνθίλεο, νη νπνίεο εθθξίλνληαη 

απφ ηα Σ ιεκθνθχηηαξα θαη δξνπλ ηνπηθά έηζη ψζηε λα δξάζνπλ κφλν ζην 

αληηγνλνεηδηθφ Β ιεκθνθχηηαξν ζηφρν. ΢εκαληηθφ ξφιν ζε απηή ηε δηαδηθαζία παίδεη 

ε IL-4 θαη αθνινπζνχλ ε IL-5 θαη ε IL-6. 

Μεηά ηελ αληηγνληθή δηέγεξζε ηα Β θχηηαξα πνπ ελεξγνπνηνχληαη ζηηο πεξηνρέο ησλ Σ 

θπηηάξσλ αθνινπζνχλ δηαθνξεηηθή πνξεία. Μεξηθά δηαθνξνπνηνχληαη ζε 

πιαζκαηνθχηηαξα, πνπ εθθξίλνπλ IgM παξέρνληαο έηζη κηα πξψηκε πεγή 

θπθινθνξνχλησλ αληηζσκάησλ, ελψ άιια κεηαλαζηεχνπλ ζην θέληξν ησλ 

ιεκθνδηδίσλ φπνπ δεκηνπξγνχλ ηα βιαζηηθά θέληξα (germinal centers). Σα βιαζηηθά 

θέληξα είλαη πεξηνρέο γξήγνξνπ πνιιαπιαζηαζκνχ θαη δηαθνξνπνίεζεο ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ θαη ζρεκαηίδνληαη πεξίπνπ κηα εβδνκάδα κεηά ηελ αληηγνληθή 

δηέγεξζε. ΢ην βιαζηηθφ θέληξν ηα ψξηκα Β θχηηαξα δηαθνξνπνηνχληαη ζε 

θεληξνβιάζηεο (centroblasts). Οη θεληξνβιάζηεο είλαη κεγάια θχηηαξα πνπ 
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δηαηξνχληαη ζπρλά, ελψ δελ εθθξάδνπλ επηθαλεηαθή αλνζνζθαηξίλε. ΢ηηο 

θεληξνβιάζηεο ηα αλαδηαηαγκέλα γνλίδηα ηεο κεηαβιεηήο πεξηνρήο ηεο 

αλνζνζθαηξίλεο ζπζζσξεχνπλ κεηαιιάμεηο κε ξπζκφ πεξίπνπ έλα δεχγνο βάζεσλ 

αλά 103 αλά θπηηαξηθή δηαίξεζε. Ο γξήγνξνο πνιιαπιαζηαζκφο ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ ζην βιαζηηθφ θέληξν, απμάλεη πνιχ ηνλ αξηζκφ ησλ εηδηθψλ γηα ην 

αληηγφλν Β ιεκθνθπηηάξσλ. Σειηθά, ν πνιιαπιαζηαζκφο ζηακαηά θαη ε 

θεληξνβιάζηε κεηαηξέπεηαη ζε θεληξνθχηηαξν. Αλαηνκηθά, ζην βιαζηηθφ θέληξν 

ζρεκαηίδνληαη δπν πεξηνρέο, ε ζθνηεηλή δψλε (dark zone) θαη ε θσηεηλή δψλε (light 

zone). Ζ «ζθνηεηλή δψλε» είλαη ε πεξηνρή φπνπ ζπκπηέδνληαη νη δηαηξνχκελεο 

θεληξνβιάζηεο, νη νπνίεο ππφθεηληαη ζηε δηαδηθαζία ηεο ζσκαηηθήο 

ππεξκεηαιιαμηγέλεζεο (somatic hypermutation), ελψ ε θσηεηλή πεξηνρή, πεξηέρεη ηα 

θεληξνθχηηαξα πνπ θέξνπλ ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα.(74-78) Σα θεληξνθχηηαξα 

εθθξάδνπλ κεηαιιαγκέλε αλνζνζθαηξίλε επηθαλείαο πνπ κπνξεί λα δεζκεχεη ην 

αληηγφλν θαιχηεξα, ιηγφηεξν θαιά ή θαζφινπ. ΢ηε θσηεηλή δψλε ππάξρνπλ επίζεο ηα 

δελδξηηηθά θχηηαξα ησλ ιεκθνδηδίσλ (follicular dendritic cells, FDC) θαη θχηηαξα 

παξνπζίαζεο αληηγφλνπ (antigen presenting cells, APCs) πνπ παίδνπλ ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηελ επηινγή ησλ θεληξνθπηηάξσλ ηα νπνία δεζκεχνπλ ην αληηγφλν κε πςειή 

ζπγγέλεηα. Σα θεληξνθχηηαξα δέρνληαη ζπλδηεγεξηηθά ζήκαηα απφ ηα Σ ιεκθνθχηηαξα 

θαη ηα FDCs. Αλ ε ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε έρεη ειαηηψζεη ηε ζπγγέλεηα ηεο 

επηθαλεηαθήο αλνζνζθαηξίλεο γηα ην αληηγφλν, ηα θεληξνθχηηαξα ζα πεζάλνπλ 

γξήγνξα κε απφπησζε, ελψ, αληίζεηα, ηα θεληξνθχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ 

κεηαιιαγκέλε αλνζνζθαηξίλε πνπ πξνζδέλεη ηθαλνπνηεηηθά ην αληηγφλν 

ελεξγνπνηνχλ ηελ έθθξαζε ηνπ αληηαπνπησηηθνχ γνληδίνπ bcl-2 θαη δηαζψδνληαη απφ 

ηελ απφπησζε. Ακέζσο κεηά ηε ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε, ζηε θσηεηλή δψλε 

ηνπ βιαζηηθνχ θέληξνπ ζπκβαίλεη αθφκε κηα δηεξγαζία ηξνπνπνίεζεο ησλ γνληδίσλ 

ηεο βαξηάο αιπζίδαο, γλσζηή σο κεηαζηξνθή ηζνηχπνπ.  

Ζ κεηαζηξνθή ηζνηχπνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπ ππνδνρέα CD40 

ηνπ B ιεκθνθπθπηηάξνπ κε ηνλ CD40L ελφο Σ ιεκθνθπηηάξνπ παξνπζία 

θπηηαξνθηλψλ, φπσο νη IFNγ, IL-4, θαη TGFβ. Οη θπηηαξνθίλεο επάγνπλ ηε 

κεηαζηξνθή ηζνηχπνπ πξνθαιψληαο αιιαγή ζηνλ αλαζπλδπαζκφ ζέζεσλ πνπ 

βξίζθνληαη ζην 5΄ άθξν θάζε IGHC γνληδίνπ.(79-81) Οη θπηηαξνθίλεο θαηεπζχλνπλ ηε 

δηεξγαζία επηιεθηηθά πξνθαιψληαο κεηαζηξνθή πξνο δηαθνξεηηθνχο ηζνηχπνπο (πρ. 

IFNγ: IgG3, IgG2a, IL-4: IgG1, IgE, TGFβ: IgG2β, IgA). Σα Β ιεκθνθχηηαξα κε 

ππνδνρείο πςειήο ζπγγέλεηαο πνπ επηιέγνληαη απφ ην αληηγφλν εγθαηαιείπνπλ ην 

βιαζηηθφ θέληξν θαη κεηαηξέπνληαη ζε πιαζκαηνθχηηαξα ή ζε Β-ιεκθνθχηηαξα 

κλήκεο.  
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Ζ δηαθνξνπνίεζε ζε πιαζκαηνθχηηαξα θαίλεηαη φηη θαζνξίδεηαη απφ ηελ παξνπζία 

κνξίσλ CD23, δηαιπηψλ ή δεζκεπκέλσλ ζηα FDCs. Σα πιαζκαηνθχηηαξα δελ 

εθθξάδνπλ επηθαλεηαθή Ig νχηε MHC ηάμεο II θαη παξάγνπλ αληηζψκαηα αλεμάξηεηα 

απφ ηελ επίδξαζε ηνπ αληηγφλνπ ή ησλ βνεζεηηθψλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ. Έρνπλ 

πινχζην αδξφ ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν θαη ην θπηηαξφπιαζκα ηνπο πεξηέρεη άθζνλεο 

αλνζνζθαηξίλεο, πνπ απνηεινχλ ην 10-20% ησλ ζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ. Σα 

πιαζκαηνθχηηαξα είλαη ηειηθψο δηαθνξνπνηεκέλα θχηηαξα. Έρνπλ ράζεη ηελ 

ηθαλφηεηα λ’ αιιάδνπλ ηζφηππν θαη λα πθίζηαληαη ζσκαηηθή ππεξκεηάιιαμε. Ενπλ 

ηέζζεξηο εβδνκάδεο ζην κπειφ ησλ νζηψλ ή ζηε βαζηθή κεκβξάλε ησλ επηζειηαθψλ 

επηθαλεηψλ, έηζη ψζηε λα πεξηνξίδεηαη ν ρξφλνο ηεο άλνζεο απάληεζεο. Σα Β-

ιεκθνθχηηαξα κλήκεο, αληίζεηα απφ ηα πιαζκαηνθχηηαξα, είλαη θχηηαξα ζε εξεκία, 

κε κεγάιε δηάξθεηα δσήο, πνπ δελ παξάγνπλ αληηζψκαηα. Χζηφζν, δηαζέηνπλ 

ππνδνρέα κε πςειή ζπγγέλεηα γηα ην αληηγφλν θαη έρνπλ ππνζηεί κεηαζηξνθή 

ηζνηχπνπ. Σα θχηηαξα απηά, ζε επφκελε επαθή κε ην αληηγφλν, κπνξεί λα 

δηαθνξνπνηεζνχλ ζε πιαζκαηνθχηηαξα θαη λα εθδειψζνπλ ηαρχηεξε θαη εληνλφηεξε 

δεπηεξνγελή άλνζε απάληεζε. Δπηπιένλ, ηα Β-ιεκθνθχηηαξα κλήκεο δελ 

πεξηνξίδνληαη ζην ζεκείν ηεο αιιειεπίδξαζεο κε ην αληηγφλν, αιιά θπθινθνξνχλ 

ζηελ πεξηθέξεηα. Ζ δηαθνξνπνίεζε ζε Β-ιεκθνθχηηαξα κλήκεο επάγεηαη απφ ηελ 

αιιειεπίδξαζε CD40L-CD40 θαη έρεη σο απνηέιεζκα ηελ έθθξαζε ηνπ 

αληηαπνπησηηθνχ γνληδίνπ Bcl-xL.  
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Δικόνα 9 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ βιαζηηθνχ θέληξνπ.(82) 

 

1.7 ΢ημαηοδόηηζη μέζω ηος Β κςηηαπικού ςποδοσέα  

Ο Β θπηηαξηθφο ππνδνρέαο (BcR) είλαη έλα δηακεκβξαληθφ πξσηετληθφ ζχκπινθν πνπ 

απνηειείηαη απφ ηελ επηθαλεηαθή αλνζνζθαηξίλε (sIg) θαη ηα εηεξνδηκεξή Igα 

(CD79a) θαη Igβ (CD79b). O ΒcR ζπλδέεηαη κε ην αληηγφλν, ελεξγνπνηείηαη θαη 

κεηαβηβάδεη ην ζήκα ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ. Οη sIg είλαη ππεχζπλεο γηα ηε 

ζχλδεζε κε ην αληηγφλν, ελψ ην εηεξνδηκεξέο Igα/Igβ γηα ηε κεηαβίβαζε ηνπ 

ζήκαηνο.(83) 

Σα κφξηα CD79a θαη CD79b απνηεινχληαη απφ έλα εμσθπηηάξην, έλα δηακεκβξαληθφ 

θη έλα καθξχ θπηηαξνπιαζκαηηθφ ηκήκα. Κάζε κφξην CD79a θαη CD79b θέξεη ζην 

θπηηαξνπιαζκαηηθφ ηκήκα ηνπ κηα αιιεινπρία ελεξγνπνίεζεο πνπ βαζίδεηαη ζηελ 

ηπξνζίλε (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif, ITAM).(84) Ζ 

ελεξγνπνίεζε ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ κέζσ ηνπ BcR πξαγκαηνπνηείηαη κε 

θσζθνξπιίσζε ησλ θπηηαξνπιαζκηθψλ ITAMs απφ ηηο θηλάζεο ηπξνζίλεο Fyn, Lyn, 

Blk (κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ θηλαζψλ Src).(85) Σα ελεξγνπνηεκέλα έλδπκα 

θσζθνξπιηψλνπλ θαηάινηπα ηπξνζίλεο ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή πεξηνρή ηνπ 

εηεξνδηκεξνχο Igα/Igβ, δεκηνπξγψληαο πεξηνρέο δέζκεπζεο γηα ηελ θηλάζε ηπξνζίλεο 
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Syk (Spleen tyrosine kinase), ε νπνία έηζη ελεξγνπνηείηαη. ΢ηε ζπλέρεηα, ε Syk ζε 

ζπλεξγαζία κε ηελ θηλάζε ηπξνζίλεο ΒΣΚ (Bruton tyrosine kinase) ελεξγνπνηεί ηε 

θσζθνιηπάζε Cγ2 (1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 

gamma-2, PLCγ2). H PLCγ2 πδξνιχεη ηε θσζθαηηδπιντλνζηηφιε (Phosphatidylinositol 

4,5-bisphosphate, PIP2), έλα κεκβξαληθφ θσζθνιηπίδην, πνπ κε ηε ζεηξά ηεο 

ελεξγνπνηεί ηελ 1,4,5 ηξηθσζθνξηθή ηλνζηηφιε (inositol 1,4,5-trisphosphate, IP3) θαη 

ηε δηαθπινγιπθεξφιε (diacylglycerol, DAG). H DAG θαη ηα ηφληα Ca2+, πνπ 

ειεπζεξψλνληαη απφ ηε δξάζε ηεο IP3, ελεξγνπνηνχλ ζπλεξγηθά ηελ πξσηετληθή 

θηλάζε C (Protein kinase C, PKC), ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο επάγεη πξφζζεηεο νδνχο 

ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ, φπσο ν NF-

kB, θαη θηλαζψλ MAPK, κεηαμχ ησλ νπνίσλ νη θηλάζεο ERK, JNK θαη p38 ΜΑΡΚ. Σν 

ελεξγνπνηεκέλν ζχκπινθν ηνπ ππνδνρέα παξάγεη επίζεο κελχκαηα πνπ 

ελεξγνπνηνχλ ην ελδνθπηηάξην κνλνπάηη Ras (Δηθφλα 10).  

 

 

 

Δικόνα 10 - Οδνί ζεκαηνδφηεζεο πνπ ελεξγνπνηνχληαη απφ ηνλ BCR 

 

Σν ζήκα πνπ κεηαβηβάδεηαη κέζσ ηνπ BcR εληζρχεηαη απφ ην ζχκπινθν 

CD21/CD19/CD81. Σν κφξην CD21 είλαη ππνδνρέαο ηνπ ζπκπιεξψκαηνο, ην CD19 

ζπκκεηέρεη ζηελ ελδνθπηηάξηα κεηαβίβαζε ηνπ ζήκαηνο, ελψ ν ξφινο ηνπ κνξίνπ 
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CD81 δελ είλαη αθφκα γλσζηφο. Δπηπιένλ, ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ Β 

ιεκθνθπηηάξνπ παίδεη ην κφξην CD40 (κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TNF ππνδνρέσλ) 

πνπ ζπλδέεηαη κε ηνλ CD40L ζηελ επηθάλεηα ησλ T βνεζεηηθψλ ιεκθνθπηηάξσλ. 

Όπσο αλαθέξζεθε ζηε παξάγξαθν 1.7.2, ηα Β ιεκθνθχηηαξα απνδίδνπλ ην 

ζπλδεδεκέλν κε ηνλ BcR αληηγφλν ζ’ ελδνθπηηάξηεο δνκέο φπνπ ζπκβαίλεη 

απνηθνδφκεζή ηνπ ζε κηθξφηεξα ηκήκαηα, ηα νπνία ζηε ζπλέρεηα εθηίζεληαη ζηελ 

επηθάλεηα ηνπ Β ιεκθνθπηηάξνπ σο πεπηίδηα δεζκεπκέλα ζε κφξηα MHC ηάμεο ΗΗ. Σν 

ζχκπινθν πεπηηδίνπ-MHC ηάμεο ΗΗ αλαγλσξίδεηαη απφ αληηγφλν-εηδηθά CD4 

βνεζεηηθά Σ θχηηαξα κέζσ ηνπ ζπκπιφθνπ CD40/CD40L. Μφιηο ηα βνεζεηηθά Σ 

θχηηαξα αλαγλσξίζνπλ ην θαηάιιειν ζχκπινθν πεπηηδίνπ-MHC ηάμεο ΗΗ ζπλζέηνπλ 

ηφζν κεκβξαληθά φζν θαη εθθξηλφκελα αλνζνδξαζηηθά κφξηα πνπ ηξνπνπνηνχλ ηε 

δξάζε ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ. Σν CD40 παξέρεη ην πην ηζρπξφ ζήκα ελεξγνπνίεζεο 

ζηα Β ιεκθνθχηηαξα.(86) 

Έλα Β ιεκθνθχηηαξν δέρεηαη ζήκαηα απφ ηνλ BcR ππνδνρέα θαζφιε ηε 

δηαθνξνπνίεζή ηνπ. Σν απνηέιεζκα απηήο ηεο δηέγεξζεο εμαξηάηαη απφ ην ζηάδην 

πνπ βξίζθεηαη ην Β ιεκθνθχηηαξν θαη απφ ηελ έληαζε ηνπ ζήκαηνο. ΢’ έλα ψξηκν Β 

ιεκθνθχηηαξν κπνξεί λα έρεη σο απνηέιεζκα δηαθνξνπνίεζε, πνιιαπιαζηαζκφ, 

απφπησζε ή αλνζν-αλνρή.  

 

1.8 Υπόνια λεμθοκςηηαπική λεςσαιμία  

 

1.8.1 Γενικά 

Ζ ρξφληα ιεκθνθπηηαξηθή ιεπραηκία (ΥΛΛ) είλαη ε πην ζπρλή ιεπραηκία ζην Γπηηθφ 

εκηζθαίξην. Υαξαθηεξίδεηαη απφ ηε ζπζζψξεπζε ζην αίκα, ην κπειφ ησλ νζηψλ θαη 

ηα δεπηεξνγελή ιεκθηθά φξγαλα CD19+/CD5+/CD23+ Β ιεκθνθπηηάξσλ πνπ θέξνπλ 

ρακειά επίπεδα επηθαλεηαθήο αλνζνζθαηξίλεο. Πξνζβάιιεη θπξίσο ειηθησκέλνπο κε 

δηάκεζε ειηθία δηάγλσζεο ηα 65 έηε, ελψ εκθαλίδεηαη κε δηπιάζηα ζρεδφλ ζπρλφηεηα 

ζηνπο άλδξεο. Παξά ηνλ νκνηνγελή θαηλφηππν, ε θιηληθή πνξεία ησλ αζζελψλ κε 

ΥΛΛ πνηθίιεη: νξηζκέλνη αζζελείο λα επηβηψλνπλ γηα πνιιά ρξφληα ρσξίο ζεξαπεία 

θαη ηειηθά πεζαίλνπλ απφ άιια αίηηα, ελψ άιινη παξνπζηάδνπλ επηζεηηθή λφζν κε 

κηθξή επηβίσζε παξά ηε ζεξαπεία.(87)  

Ζ κεγάιε θιηληθή εηεξνγέλεηα νδήγεζε ζηελ αλαδήηεζε πξνγλσζηηθψλ παξαγφλησλ 

γηα ηελ πξψηκε δηάγλσζε ησλ αζζελψλ κε επηζεηηθή λφζν κε ζηφρν ηελ έγθαηξε θαη 

πην απνηειεζκαηηθή αληηκεηψπηζε. Αξρηθά αλαπηχρζεθαλ δχν θχξηα θιηληθά 

ζπζηήκαηα ζηαδηνπνίεζεο, θαηά Rai θαη Binet (88, 89), ηα νπνία κνινλφηη 



34 

 

πξνζέθεξαλ πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ επηβίσζε δελ ήηαλ ηθαλά λα πξνβιέςνπλ 

κε αθξίβεηα ηελ εμέιημε ηεο λφζνπ ζε αζζελείο πνπ δηαγηγλψζθνληαη ζε πξψηκν 

ζηάδην. ΢χληνκα αλαδεηήζεθαλ πξνγλσζηηθνί παξάγνληεο γηα ηνλ θαζνξηζκφ 

νκάδσλ αζζελψλ κε θαιή ή θαθή πξφγλσζε, γεγνλφο πνπ ζα βνεζνχζε ζηελ 

θαιχηεξε ζεξαπεπηηθή αληηκεηψπηζε.(90-92) 

Παξάιιεια, ηα ηειεπηαία ρξφληα, ε θαιχηεξε θαηαλφεζε ηεο παζνγέλεηαο ηεο λφζνπ 

νδήγεζε ζηελ εηζαγσγή κηαο ζεηξάο «βηνινγηθψλ» δεηθηψλ νη νπνίνη επηηξέπνπλ λα 

πξνβιεθζεί κε κεγαιχηεξε αθξίβεηα ε έθβαζε ησλ αζζελψλ. Οη ζεκαληηθφηεξνη 

ζρεηηθνί δείθηεο είλαη ην θνξηίν ησλ ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ, αλνζνθαηλνηππηθνί 

δείθηεο φπσο ην CD38 θαη ην ZAP-70 θαη γελεηηθνί δείθηεο. 

1. Φνξηίν ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ γνληδίσλ IGHV 

To θνξηίν ησλ ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV απνηειεί ζήκεξα ηνλ πην 

ζεκαληηθφ πξνγλσζηηθφ παξάγνληα γηα ηνπο αζζελείο κε ΥΛΛ. Σν 1999, δχν 

αλεμάξηεηεο εξεπλεηηθέο νκάδεο έδεημαλ φηη ην θνξηίν ησλ ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ 

ησλ θισλνηππηθψλ γνληδίσλ IGHV ηεο βαξηάο αιπζίδαο ησλ αλνζνζθαηξηλψλ 

δηαθξίλεη ηνπο αζζελείο κε ΥΛΛ ζε δχν ππννκάδεο. Ζ πξψηε πεξηιακβάλεη αζζελείο 

πνπ θέξνπλ γνλίδηα IGHV κε λνπθιενηηδηθή ηαπηφηεηα ≥98% ζε ζρέζε πξνο ην 

αληίζηνηρν κε αλαδηαηαγκέλν γνλίδην (ακεηάιιαθηεο αιιεινπρίεο IGHV), ελψ ε 

δεχηεξε αζζελείο ησλ νπνίσλ ηα γνλίδηα IGHV έρνπλ λνπθιενηηδηθή ηαπηφηεηα <98% 

(κεηαιιαγκέλεο αιιεινπρίεο IGHV).(93, 94) Σν φξην ηνπ 2% αξρηθά επηιέρζεθε ψζηε 

λ’ απνθεπρζεί ην ελδερφκελν θάπνηεο απφ ηηο δηαθνξέο λ’ αληηζηνηρνχλ ζε 

άγλσζηνπο πνιπκνξθηζκνχο ηνπ γελεηηθνχ ηφπνπ IGH. Οη αζζελείο κε ακεηάιιαθηεο 

αιιεινπρίεο ζπλήζσο έρνπλ θαθή θιηληθή πνξεία, ελψ, αληίζεηα, νη αζζελείο κε 

κεηαιιαγκέλεο αιιεινπρίεο επηβηψλνπλ γηα πνιιά ρξφληα ρσξίο ζεξαπεία θαη, 

ζπλήζσο, πεζαίλνπλ απφ άιια αίηηα.  

2. Αλνζνθαηλνηππηθνί δείθηεο 

Απφ ηνπο αλνζνθαηλνηππηθνχο δείθηεο, ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ πξφγλσζε ηεο ΥΛΛ 

παίδνπλ ην CD38 θαη ην ZAP-70. Ζ πςειή έθθξαζε ηνπ CD38 έρεη ζπζρεηηζζεί κε 

επηζεηηθή θιηληθή πνξεία.(95-99) Δπηπιένλ, ε έθθξαζε ηνπ CD38 έρεη ζπζρεηηζζεί κε 

ην «θνξηίν» ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV, παξφηη απηή ε ζπζρέηηζε 

δε θαίλεηαη απφιπηε. Υακειή έθθξαζε CD38 παξαηεξείηαη ζπρλφηεξα ζε αζζελείο 

κε κεηαιιαγκέλα γνλίδηα IGHV, ελψ πςειή CD38 έθθξαζε έρεη ζπζρεηηζζεί κε ηελ 

παξνπζία ακεηάιιαθησλ γνληδίσλ IGHV.(95, 96)  

Ζ ZAP-70 (zeta-associated protein of 70 kDa) είλαη κηα ελδνθπηηάξηα θηλάζε ηεο 

ηπξνζίλεο πνπ εθθξάδεηαη θπζηνινγηθά ζηα Σ θχηηαξα θαη ηα ΝΚ θχηηαξα (Natural 

killers) θαη παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ έλαξμε ηεο Σ ζεκαηνδφηεζεο. Ζ ZAP-70 είλαη 

νκφινγε ηεο πξσηεΐλεο Syk, θηλάζεο ε νπνία ειέγρεη ηε κεηαβίβαζε ηνπ ζήκαηνο 
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κέζσ ηνπ ππνδνρέα ησλ B ιεκθνθπηηάξσλ. Ζ έθθξαζε ηεο ΕΑΡ-70 απφ ηα Β 

ιεκθνθχηηαξα ηεο ΥΛΛ αξρηθά ζεσξήζεθε απνηέιεζκα ηεο θαθνήζνπο εμαιιαγήο, 

αθνχ ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε δελ ήηαλ γλσζηφ λα εθθξάδεηαη απφ ηα θπζηνινγηθά 

Β ιεκθνθχηηαξα. Ζ επηβεβαίσζε σζηφζν ηεο έθθξαζεο ηεο ΕΑΡ-70 ζε θπζηνινγηθά 

Β ιεκθνθχηηαξα(100-103) θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζε ππνπιεζπζκνχο Β 

ιεκθνθπηηάξσλ ησλ ακπγδαιψλ θαη ηνπ ζπιήλα κε θαηλφηππν δηεγεξκέλσλ 

ιεκθνθπηηάξσλ, αλέηξεςε ηηο πξνεγνχκελεο απφςεηο. ΢ήκεξα πηζηεχεηαη φηη ε 

έθθξαζε ηεο ΕΑΡ-70 ζηα θχηηαξα ηεο ΥΛΛ πξνθαιεί απμεκέλε κεηαβίβαζε ηνπ 

ζήκαηνο ηνπ Β θπηηαξηθνχ ππνδνρέα, γεγνλφο πνπ πηζαλφλ ζπζρεηίδεηαη κε θαθή 

πξφγλσζε ηεο λφζνπ ζε πεξηπηψζεηο ΥΛΛ πνπ εθθξάδνπλ ZAP-70.(104-110)  

3. Γελεηηθνί δείθηεο 

Σελ ηειεπηαία δεθαεηία θαηαβιήζεθαλ πνιιέο πξνζπάζεηεο γηα ηελ αλαγλψξηζε 

γελεηηθψλ δεηθηψλ κε πξνγλσζηηθή ζεκαζία ζηε ΥΛΛ. Ζ ζπρλφηεηα αλίρλεπζεο 

ρξσκνζσκηθψλ αλσκαιηψλ ζηα θισλνγελή θχηηαξα θπκαίλεηαη απφ 30-50% κε 

κεζφδνπο θιαζζηθήο θπηηαξνγελεηηθήο έσο πεξίπνπ 80% κε ηε κέζνδν ηνπ 

θζνξίδνληνο in situ πβξηδηζκνχ (FISH).(111) Απφ ηηο πην ζπρλέο θπηηαξνγελεηηθέο 

αλσκαιίεο πνπ παξαηεξνχληαη ζηε ΥΛΛ είλαη ε έιιεηςε ζην ρξσκφζσκα 13, πνπ 

ζεσξείηαη σο δείθηεο θαιήο πξφγλσζεο, θαη ε ηξηζσκία ηνπ ρξσκνζψκαηνο 12, ε 

νπνία έρεη ζπζρεηηζηεί κε ελδηάκεζε ή δπζκελή πξφγλσζε.(112-114) Δπηπιένλ, 

ειιείςεηο ζηηο ρξσκνζσκηθέο δψλεο 11q22-q23, φπνπ εληνπίδνληαη ηα γνλίδηα RDX 

(radixin) θαη ATM (ataxia telangiectasia mutated) θαη, ηδίσο, 17p (p53) θαζνξίδνπλ κηα 

νκάδα αζζελψλ κε ηαρεία εμέιημε ηεο λφζνπ θαη κηθξή επηβίσζε. (112-114) Δμίζνπ 

δπζκελήο είλαη ε πξφγλσζε γηα αζζελείο κε κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ p53 ρσξίο 

δνκηθή αλσκαιία ηνπ ρξσκνζψκαηνο 17p.(112-114) 

Έλαο λένο πξνγλσζηηθφο παξάγνληαο ζηε ΥΛΛ είλαη ην κνξηαθφ πξνθίι ησλ 

microRNAs.(115) Mειέηεο έδεημαλ φηη ε έθθξαζε ζπγθεθξηκέλνπ ζπλδπαζκνχ 

microRNAs (miR186, miR132, miR16-1, miR102, θαη miR29c) ζπλδέεηαη κε θαιχηεξε 

πξφγλσζε.(116) Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη δχν απφ απηά ηα 

microRNAs (miRN15a/miRN16-1) εληνπίδνληαη ζηελ πεξηνρή 13q14.3(117), πνπ 

απνηειεί ηδηαίηεξα ζπρλφ ζηφρν γηα ειιείςεηο. Χζηφζν, ε έθθξαζε απηψλ ησλ 

microRNAs θαίλεηαη φηη θαηαζηέιιεηαη ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο ΥΛΛ 

αλεμαξηήησο θπηηαξνγελεηηθνχ πξνθίι, πηζαλφλ κέζσ ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ. Ζ 

θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο ησλ miRN15a θαη miRN16-1 θαίλεηαη φηη ζρεηίδεηαη κε ηελ 

ππεξέθθξαζε ηεο αληηαπνπησηηθήο πξσηεΐλεο BCL-2, ε νπνία ραξαθηεξίδεη ηα 

λενπιαζκαηηθά θχηηαξα ηεο ΥΛΛ. 
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1.8.2 Ανάλςζη ηων γονιδίων ηων ανοζοζθαιπινών ζηη ΥΛΛ 

Σν ξεπεξηφξην ησλ γνληδίσλ IGHV ζηε ΥΛΛ ραξαθηεξίδεηαη απφ ηδηαίηεξε 

επηιεθηηθφηεηα θαη εκθαλίδεη ζεκαληηθέο δηαθνξέο απφ ην αληίζηνηρν ησλ 

θπζηνινγηθψλ Β ιεκθνθπηηάξσλ. Οξηζκέλα γνλίδηα, ηδίσο ηα IGHV1-69, IGHV4-34, 

IGHV3-7 θαη IGHV3-21, ρξεζηκνπνηνχληαη κε κεγάιε ζπρλφηεηα, παξά ηηο 

απνθιίζεηο πνπ παξαηεξνχληαη ζηηο δηάθνξεο κειέηεο.(118, 119) Σν θαηλφκελν απηφ 

απνηειεί ηδηαίηεξν ραξαθηεξηζηηθφ ηεο ΥΛΛ θαη δελ απαληά ζην θπζηνινγηθφ 

ξεπεξηφξην.  

Δπηπιένλ, έλα κνλαδηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ ξεπεξηνξίνπ ησλ αληηγνληθψλ 

ππνδνρέσλ ζηε ΥΛΛ είλαη ε χπαξμε ππνζπλφισλ αζζελψλ κε ηαπηφζεκνπο ή πνιχ 

φκνηνπο BcRs (ρξεζηκνπνίεζε ησλ ίδησλ γνληδίσλ IGHV θαη IGKV/IGLV κε κνλαδηθά, 

θνηλά κνηίβα ησλ CDR3s). Γηα λα πεξηγξάςνπλ ην παξαπάλσ θαηλφκελν, νη 

Chiorazzi θαη ζπλεξγάηεο ρξεζηκνπνίεζαλ ηνλ φξν «ζηεξεφηππνη ππνδνρείο» θαη 

φξηζαλ θαλφλεο πνπ πξνζδηνξίδνπλ ηε ζηεξενηππία.(120) Ζ ζηεξενηππία ηνπ BcR 

ππνδνρέα είλαη ζπρλφ θαηλφκελν ζηε ΥΛΛ.(120-126) Πξφζθαηε κειέηε επί 2662 

αζζελψλ έδεημε φηη ζρεδφλ ην 30% ησλ πεξηπηψζεσλ ΥΛΛ έθεξαλ ζηεξεφηππνπο 

ππνδνρείο.(126) Ζ ζπρλφηεηα ηνπ θαηλνκέλνπ δηαθέξεη αλάινγα κε ην θνξηίν ησλ 

ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV. Ζ ζηεξενηππία αλέξρεηαη ζην 40% ζε 

αλαδηαηάμεηο IGHV-IGHD-IGHJ κε λνπθιενηηδηθή ηαπηφηεηα 100%, ελψ είλαη κφλν 

10% ζε πεξηπηψζεηο κε λνπθιενηηδηθή ηαπηφηεηα κηθξφηεξε ηνπ 98%.(122, 123)  

΢ηεξεφηππνη ππνδνρείο εληνπίδνληαη πην ζπρλά ζε αλαζπλδπαζκνχο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχλ γνλίδηα ησλ ππννκάδσλ IGHV1, IGHV3, θαη IGHV4. Ζ ζπρλφηεηα ηνπ 

θαηλνκέλνπ είλαη αθφκε κεγαιχηεξε γηα ζπγθεθξηκέλα γνλίδηα IGHV (π.ρ. IGHV1-69, 

IGHV1-2, IGHV1-3, IGHV3-21, IGHV3-48, IGHV4-39, IGHV4-34), ελψ, αληίζεηα, 

πνιχ κηθξή (<5%) γη’ άιια γνλίδηα IGHV (π.ρ. IGHV3-23, IGHV3-30, IGHV3-

33).(122, 123) 

Ζ ζηεξενηππία ηνπ Β θπηηαξηθνχ ππνδνρέα είλαη κνλαδηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηεο ΥΛΛ 

θαη «θαηαξγεί» ηε καζεκαηηθή ινγηθή, εθφζνλ ε καζεκαηηθή πηζαλφηεηα λα ππάξρνπλ 

δχν ιεκθνθχηηαξα κε ίδηα αλνζνζθαηξίλε είλαη απεηξνειάρηζηε (10-12) ελψ ε 

ζπρλφηεηα έθθξαζεο ζηεξεφηππσλ ππνδνρέσλ ζηε ΥΛΛ πιεζηάδεη ην 30%.(126) Ζ 

ζηεξενηππία ησλ ππνδνρέσλ BcR αθνξά θπξίσο ηηο πεξηνρέο CDR3 ησλ βαξηψλ θαη 

ειαθξηψλ αιπζίδσλ. Γηα παξάδεηγκα, ζε πξφζθαηε κειέηε θάλεθε φηη 2,7% ησλ 

αζζελψλ θέξνπλ ζηεξεφηππνπο ππνδνρείο πνπ αλήθνπλ ζην ππνζχλνιν #1.(123) Σν 

ζπγθεθξηκέλν ππνζχλνιν ραξαθηεξίδεηαη απφ ηε ρξεζηκνπνίεζε ησλ γνληδίσλ 

IGHD6-19 θαη IGHJ4 κε δηαθνξεηηθά γνλίδηα IGHV (IGHV1-2, IGHV1-3, IGHV1-18, 

IGHV1-8, IGHV5-a, IGHV7-4-1). Όιεο νη πεξηπηψζεηο εθθξάδνπλ ζηεξεφηππε θ 



37 

 

ειαθξηά αιπζίδα (γνλίδην IGKV1-39/1D-39), αλεμαξηήησο ηνπ γνληδίνπ IGHV.(122, 

123) Δπηζεκαίλεηαη ηδηαίηεξα ην γεγνλφο φηη, κνινλφηη δηαθνξεηηθά, φια ηα γνλίδηα 

IGHV πνπ εθθξάδνληαη ζην ζηεξεφηππν ππνζχλνιν #1 είλαη κέιε ηεο ίδηαο 

θπινγελεηηθήο νηθνγέλεηαο, δειαδή νη αιιεινπρίεο ηνπο είλαη παξφκνηεο.  

Οη πεξηπηψζεηο ΥΛΛ πνπ εθθξάδνπλ ζηεξεφηππνπο BcRs κπνξεί επίζεο λα 

κνηξάδνληαη κνλαδηθά γελεηηθά θαη θιηληθά ραξαθηεξηζηηθά, γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη 

φηη νη ηδηαηηεξφηεηεο ηεο ζέζεο πξφζδεζεο ηνπ αληηγφλνπ ελδέρεηαη λα δηαθνξνπνηνχλ 

ηελ θιηληθή εηθφλα θαη πηζαλφλ θαη ηελ έθβαζε ησλ αζζελψλ. ΢ηε κειέηε ησλ Tobin 

θαη ζπλεξγαηψλ(124), γηα πξψηε θνξά αλαθέξζεθε πηζαλή ζπζρέηηζε ηεο 

ζηεξενηππίαο ζε επίπεδν BcR κε ηελ θιηληθή εηθφλα ζ’ έλα ππνζχλνιν αζζελψλ κε 

εληππσζηαθά παξφκνηνπο ππνδνρείο IGHV3-21/IGLV3-21. Οη αζζελείο απηνί 

ζρεηίδνληαλ κε θαθή πξφγλσζε παξφηη ηα δχν ηξίηα ησλ αζζελψλ έθεξαλ 

κεηαιιαγκέλα γνλίδηα IGHV.(124) Αθνινχζεζε ε κειέηε ησλ Ghiotto θαη 

ζπλεξγαηψλ(127), νη νπνίνη αλέθεξαλ πηζαλή ζπζρέηηζε ηεο ζηεξενηππίαο ζε 

επίπεδν BcR κε ηελ θιηληθή εηθφλα ζε ζχλνιν 5 αζζελψλ κε ζηεξεφηππνπο 

ππνδνρείο IGHV4-39⁄IGKV1-39(1D-39). Σν ζπγθεθξηκέλν ππνζχλνιν αλαθέξζεθε φηη 

ραξαθηεξίδεηαη απφ ηδηφηππε γηα ηε ΥΛΛ αλαινγία θχινπ, κε ππεξνρή γπλαηθψλ (Γ:Α, 

4:1), θαη απφ επηζεηηθή θιηληθή πνξεία. Μεηαγελέζηεξεο κειέηεο επηβεβαίσζαλ απηά 

ηα δεδνκέλα ζε κεγαιχηεξν αξηζκφ αζζελψλ θαη αλέδεημαλ ζεκαληηθέο 

θιηληθνβηνινγηθέο ζπζρεηίζεηο θαη ζε άιια ζηεξεφηππα ππνζχλνια (IGHV4-34/IGK2-

30 (ζηεξεφηππν ππνζχλνιν #4).(122, 123, 128, 129) 

 

1.8.3 Ο πόλορ ηος ανηιγόνος ζηη ΥΛΛ 

Ζ αλαγλψξηζε ππνζπλφισλ αζζελψλ κε ΥΛΛ πνπ θέξνπλ ζηεξεφηππνπο ππνδνρείο 

BcR θαη παξάιιεια παξνπζηάδνπλ παξφκνηα θιηληθή πνξεία απνηειεί ηζρπξή έλδεημε 

γηα ελεξγφ ζπκκεηνρή ηνπ BcR -κέζσ επηινγήο απφ αληηγφλν- ζε θάπνηα θάζε ηεο 

ιεπραηκνγέλεζεο.(122, 123, 126, 130) Ζ ζπγθξηηηθή κειέηε ησλ BcR αιιεινπρηψλ 

ζηε ΥΛΛ ζε ζρέζε κε αληηζψκαηα γλσζηήο εηδηθφηεηαο έρεη ππνδείμεη σο πηζαλνχο 

αληηγνληθνχο ζηφρνπο ησλ ΥΛΛ ππνδνρέσλ απηναληηγφλα, θνηλά κηθξνβηαθά αληηγφλα 

θαζψο θαη απηίλεο.(131-134) Παξφκνηα αληηγνληθή εηδηθφηεηα θαη πεξηνξηζκέλε 

πνηθηιφηεηα ραξαθηεξίδνπλ επίζεο δχν ππννκάδεο θπζηνινγηθψλ Β ιεκθνθπηηάξσλ, 

ηα Β1 ιεκθνθχηηαξα θαη ηα Β ιεκθνθχηηαξα ηεο νξηαθήο δψλεο.(135, 136) Μειέηεο 

κε αλαζπλδπαζκέλα κνλνθισληθά αληηζψκαηα απφ αζζελείο κε ζηεξεφηππνπο 

BcRs(131, 133) έδεημαλ φηη ηα αλαζπλδπαζκέλα κνλνθισληθά αληηζψκαηα 

πξνζδέλνληαη ζε θπηηαξνπιαζκαηηθά θαη ππξεληθά απηναληηγφλα θαζψο θαη ζε θνηλά 

βαθηεξηαθά αληηγφλα.  
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Απηά ηα απηναληηγφλα ζπλήζσο είλαη θπηηαξνζθειεηηθά ζπζηαηηθά πνπ εθηίζεληαη 

ζηελ επηθάλεηα ησλ θπηηάξσλ θαηά ηελ απφπησζε, ζε ηξαπκαηηζκνχο ή ζηα πιαίζηα 

θπζηνινγηθψλ θαηαβνιηθψλ δηαδηθαζηψλ(137, 138), θαζψο επίζεο θαη κνλφθισλα 

κφξηα DNA.(120, 139) Σα θχηηαξα ηεο ΥΛΛ βξέζεθε επίζεο φηη δεζκεχνπλ 

λεναληηγφλα (neoantigens), π.ρ. κφξηα (απηίλεο) πνπ γίλνληαη αλνζνγφλα κεηά απφ 

ρεκηθή ηξνπνπνίεζε, π.ρ. νμείδσζε(133), θαη επίζεο μέλα αληηγφλα, π.ρ. ζπζηαηηθά 

ηνπ βαθηεξηαθνχ ηνηρψκαηνο.(137, 140) Δπίζεο, πξφζθαηα, ε νκάδα ηνπ Rosen(134) 

παξήγαγε κνλνθισληθά αληηζψκαηα απφ ΥΛΛ θπηηαξηθέο ζεηξέο κεηά 

κεηαζρεκαηηζκφ κε EBV θαη δηαπίζησζε αληηδξαζηηθφηεηα ελαληίνλ αληηγφλσλ κε 

επηηφπνπο θσζθαηηδπινρνιίλεο (π.ρ. πνιπζαθραξίηεο ηνπ S. pneumoniae θαη 

νμεηδσκέλα ιηπνζσκάηηα LDL). Σα δεδνκέλα απηά εγείξνπλ εξσηήκαηα γηα ηε 

κνξηαθή βάζε ηεο ΥΛΛ θαη ηνλίδνπλ ηε ζεκαζία αλαγλψξηζεο ηνπ/ησλ αληηγνληθψλ 

εξεζηζκάησλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε ιεπραηκνγέλεζε. 

΢ρεδφλ ην ~80% ησλ ακεηάιιαθησλ πεξηπηψζεσλ θαη ην ~15% ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

πεξηπηψζεσλ ΥΛΛ βξέζεθε φηη αληηδξνχλ in vitro πνιπαληηδξαζηηθά κε κηα ζεηξά 

ηδίσλ θαη μέλσλ αληηγφλσλ. Σα πεξηζζφηεξα αλαζπλδπαζκέλα κνλνθισληθά 

αληηζψκαηα πνπ πξνεξρφηαλ απφ κεηαιιαγκέλεο πεξηπηψζεηο δελ ήηαλ 

πνιπαληηδξαζηηθά αιιά κπνξνχζαλ λα γίλνπλ κεηά απφ αθαίξεζε ησλ κεηαιιάμεσλ 

ηνπο.(137) 

 

1.8.4 Μεηαβίβαζη ζήμαηορ μέζω ηος Β κςηηαπικού ςποδοσέα 

 

΢ηα θπζηνινγηθά Β ιεκθνθχηηαξα, ην απνηέιεζκα ηνπ ζήκαηνο πνπ κεηαβηβάδεηαη 

κέζσ ηνπ BcR εμαξηάηαη απφ ην ζηάδην ηεο σξίκαλζεο θαη/ή ελεξγνπνίεζεο ηνπ Β 

ιεκθνθπηηάξνπ. Έηζη, ηo ίδηo ζήκα κπνξεί λα επηθέξεη απφπησζε ζηα αλψξηκα Β 

ιεκθνθχηηαξα, ελψ, αληίζεηα, λα δηεγείξεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ψξηκσλ 

ιεκθνθπηηάξσλ. Σν επίπεδν ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ ΒcR πνηθίιεη αλάινγα κε ην 

ζζέλνο ηνπ αληηγφλνπ, ηελ ππθλφηεηα ηνπ αληηγνληθνχ επηηφπνπ θαη ηελ νξγάλσζή 

ηνπ. Δπίζεο, γηα ηελ έλαξμε κηαο άλνζεο απάληεζεο, ηα παξζέλα Β ιεκθνθχηηαξα 

απαηηνχλ κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε αληηγφλνπ απφ ηα Β ιεκθνθχηηαξα κλήκεο.  

Σα λενπιαζκαηηθά θχηηαξα ηεο ΥΛΛ πνηθίινπλ σο πξνο ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα 

κεηαβηβάδνπλ ζήκα κεηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ Β θπηηαξηθνχ ππνδνρέα.(141-143) Οη 

αζζελείο κε ακεηάιιαθηεο αιιεινπρίεο(144) θαη/ή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ZAP-

70(145) κεηαβηβάδνπλ ζήκα κέζσ ηεο αλνζνζθαηξίλεο επηθάλεηαο IgM. Ζ πξσηεΐλε 

ZAP-70 εκπιέθεηαη άκεζα ζε απηή ηε δηαδηθαζία αθνχ κεηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ 

BcR ζπλδέεηαη ζην ζχκπινθν ηνπ ππνδνρέα θαη επάγεη ηελ ελεξγνπνίεζε άιισλ 
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κνξίσλ ηεο ζεκαηνδνηηθήο νδνχ. Σν γεγνλφο απηφ πξνάγεη ηελ επηβίσζε θαη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ ησλ Β θπηηάξσλ θαη ίζσο ζρεηίδεηαη κε ηελ επηζεηηθή πνξεία ηεο 

λφζνπ ζηε ζπγθεθξηκέλε νκάδα αζζελψλ (Δηθφλα 14).(107) Αληίζεηα, ζηηο 

πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο ΥΛΛ πνπ θέξνπλ κεηαιιαγκέλεο αιιεινπρίεο, είλαη 

αδχλαηε ε κεηαβίβαζε ζήκαηνο κέζσ ηεο αλνζνζθαηξίλεο IgM in vitro. ΢ε πνζνζηφ 

πεξίπνπ 50% απηψλ ησλ πεξηπηψζεσλ, κεηαβίβαζε ζήκαηνο κπνξεί λα 

πξαγκαηνπνηεζεί είηε κέζσ ηεο αλνζνζθαηξίλεο επηθάλεηαο IgD είηε κέζσ ηνπ 

επηθνπξηθνχ κνξίνπ Igα (CD79α).(144) ΢ε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο, ε κεηαβίβαζε ηνπ 

ζήκαηνο, έρεη ζπζρεηηζζεί κε ηελ έθθξαζε ηνπ CD38.(144)  

Πξφζθαηα δεδνκέλα έδεημαλ φηη έλα πνζνζηφ αζζελψλ κε ΥΛΛ παξνπζηάδεη 

ηδηνζπζηαηηθή ελεξγνπνίεζε νξηζκέλσλ κνξίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζην ζεκαηνδνηηθφ 

κνλνπάηη θαζνδηθά ηνπ BcR. ΢πγθεθξηκέλα, ζε πεξηπηψζεηο ΥΛΛ ζηηο νπνίεο ε 

κεηαβίβαζε ζήκαηνο κέζσ ηεο αλνζνζθαηξίλεο επηθάλεηαο IgM δελ ήηαλ δπλαηή, 

βξέζεθε ζπλερήο ελεξγνπνίεζε ηεο θηλάζεο ERK θαη απμεκέλα επίπεδα ηνπ 

κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα NF-AT (nuclear factor of activated T cells), ελψ ε θηλάζε 

ΑΚΣ παξέκελε αλελεξγφο.(146) ΢ηα πνληίθηα, απηή ε θαηάζηαζε ραξαθηεξίδεη ηα 

αλεξγηθά Β ιεκθνθχηηαξα θαη κπνξεί λα ζεσξεζεί σο απνηέιεζκα δηαξθνχο 

αιιειεπίδξαζεο κε απηναληηγφλα.(147) Όια ηα παξαπάλσ απνηεινχλ ηζρπξή 

έλδεημε φηη ζε θάπνηεο πεξηπηψζεηο ΥΛΛ ηα ιεπραηκηθά θχηηαξα είλαη αλεξγηθά, 

πηζαλφλ εμαηηίαο παξαηεηακέλεο έθζεζεο ζε απηναληηγφλα.  

 

1.8.5 Τποδοσείρ θςζικήρ ανοζίαρ και ΥΛΛ 

H παξαηήξεζε φηη ηα B ιεκθνθχηηαξα ηεο ΥΛΛ κπνξεί λ’ αλαγλσξίδνπλ θνηλά 

βαθηεξηαθά αληηγφλα(127, 148-150) νδήγεζε ζηε αλάγθε κειέηεο ησλ ππνδνρέσλ 

ηεο θπζηθήο αλνζίαο. Σα κέρξη ηψξα δεδνκέλα ζρεηηθά κε ην πξνθίι έθθξαζεο ησλ 

ππνδνρέσλ ηεο θπζηθήο αλνζίαο ζηε ΥΛΛ είλαη πεξηνξηζκέλα θαη αθνξνχλ θπξίσο 

ηνπο TLRs θαη ηνπο NODs.  

Αξρηθά δηαπηζηψζεθε έθθξαζε ησλ TLR7 θαη TLR9(151) ελψ αξγφηεξα 

δηαπηζηψζεθε επηπιένλ έθθξαζε ησλ TLR1, TLR2, TLR6 θαη TLR10.(152) Δπηπιένλ, 

παξαηεξήζεθε απνπζία έθθξαζεο ησλ TLR3 θαη TLR5 θαη ρακειή έσο κεδεληθή 

κεηαγξαθή ησλ TLR4 θαη TLR8. Σέινο, δηαπηζηψζεθε έθθξαζε ησλ NOD1 θαη 

NOD2.(152) Οη κέρξη ηψξα κειέηεο έρνπλ δείμεη άκεζε ελεξγνπνίεζε ησλ TLR7 θαη 

TLR9 απφ εηδηθνχο αγσληζηέο. Ζ ελεξγνπνίεζε απηή νδεγεί ζε παξαγσγή 

θπηηαξνθηλψλ θαη ζπλδηεγεξηηθψλ κνξίσλ, επαηζζεηνπνηψληαο ηα λενπιαζκαηηθά Β 
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ιεκθνθχηηαξα ζηε δξάζε ησλ θπηηαξνηνμηθψλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ θαη ησλ 

ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ θαξκάθσλ.(151, 153)  

Ζ ελεξγνπνίεζε ησλ TLRs νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ NF-θB επάγνληαο ηελ 

έθθξαζε ζπλδηεγεξηηθψλ κνξίσλ.(154-158) Παξφι’ απηά νη επηπηψζεηο απφ ηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ TLRs ζηε ΥΛΛ είλαη αθφκα αζαθείο, ηδίσο αλαθνξηθά κε ηελ 

επηβίσζε, ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηελ απφπησζε ησλ λενπιαζκαηηθψλ 

ιεκθνθπηηάξσλ. ΢ρεηηθά κε ηνλ TLR9 ππάξρνπλ αληηθξνπφκελα απνηειέζκαηα. 

Πξφζθαηε κειέηε έδεημε φηη ε δηέγεξζε ηνπ TLR9 επάγεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ 

θπηηάξσλ ζε αζζελείο κε ακεηάιιαθηα γνλίδηα IGHV, ελψ ζηελ πεξίπησζε αζζελψλ 

κε κεηαιιαγκέλα γνλίδηα IGHV ηα θχηηαξα νδεγνχληαη ζε απφπησζε.(159) Ζ 

δηαθνξεηηθή απφθξηζε απνδφζεθε ζε απμεκέλε ζεκαηνδφηεζε ηεο πξσηετληθήο 

θηλάζεο Akt ζηηο πεξηπηψζεηο ησλ θπηηάξσλ πνπ πνιιαπιαζηαδφηαλ κεηά απφ 

δηέγεξζε ηνπ TLR9.  

΢ρεηηθά κε ηνλ TLR7, ηα απνηειέζκαηα επίζεο δελ είλαη ζαθή .(153) Τπάξρεη κεγάιε 

εηεξνγέλεηα ζηηο απαληήζεηο δηαθνξεηηθψλ αζζελψλ, γεγνλφο πνπ ζπλάδεη κε ηελ 

εηεξνγέλεηα ηεο λφζνπ θαη ππνδειψλεη ηελ αλάγθε γη’ αλάιπζε κεγαιχηεξεο νκάδαο 

αζζελψλ. Μηα πξφζθαηε κειέηε ππέδεημε φηη ν TLR7 επάγεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ ηνπ κνλνμεηδίνπ ηνπ αδψηνπ (NO) κέζσ ηεο ζεκαηνδφηεζεο ηνπ NF-θB 

κε απνηέιεζκα αλνρή ζηελ απφπησζε.(160) 
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2. ΑΝΣΗΚΔΗΜΔΝΟ ΣΖ΢ ΜΔΛΔΣΖ΢ 

 

Οη αλνζνζθαηξίλεο ησλ λενπιαζκαηηθψλ ιεκθνθπηηάξσλ ηεο ΥΛΛ εκθαλίδνπλ 

κνλαδηθά ραξαθηεξηζηηθά, ελδεηθηηθά επηινγήο απφ ηδηαίηεξα αληηγφλα, κε πην 

αμηνζεκείσην ηε ζηεξενηππία ηεο πεξηνρήο VH CDR3 κεηαμχ BCR δηαθνξεηηθψλ 

αζζελψλ. Ζ «ζηεξενηππία» ησλ BCR απνηειεί ηζρπξή έλδεημε επηινγήο απφ 

πεξηνξηζκέλε πνηθηιία αληηγφλσλ. Δπίζεο ππνδειψλεη φηη νη ιεπραηκηθνί θιψλνη κε 

«ζηεξεφηππνπο» BCR πηζαλφλ πξνέξρνληαη απφ έλαλ πιεζπζκφ Β ιεκθνθπηηάξσλ 

κε ηδηφηεηεο θπηηάξσλ ηεο έκθπηεο αλνζίαο, ηα νπνία εγγελψο εκθαλίδνπλ 

πεξηνξηζκέλε πνηθηιφηεηα.  

Πξφζθαηα in vitro δεδνκέλα παξέρνπλ ελδείμεηο γηα ην ξφιν ινηκψμεσλ απφ θνηλά 

παζνγφλα (βαθηήξηα θαη ηνχο) ζηε δηέγεξζε ησλ θισλνγελψλ θπηηάξσλ ηεο ΥΛΛ. 

Μάιηζηα, νη ζρεηηθέο κειέηεο επηβεβαηψλνπλ φηη ε κνξηαθή ζηεξενηππία ηνπ BCR 

ζπλνδεχεηαη απφ εηδηθή αλαγλψξηζε δηαθνξεηηθψλ, θαηά πεξίπησζε, παζνγφλσλ 

κηθξνβίσλ. Δθηφο απφ ηηο γελεηηθέο κεηαιιάμεηο, ε αιιειεπίδξαζε κε ην 

κηθξνπεξηβάιινλ θαίλεηαη λα ζπκβάιεη ζηελ επηινγή θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ 

λενπιαζκαηηθνχ θιψλνπ. Πνιιά δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ φηη ε δηέγεξζε κέζσ ηνπ 

ΒCR επεξεάδεη ηελ επηβίσζε θαη ην ζάλαην ησλ ιεπραηκηθψλ θπηηάξσλ. 

Οη ππνδνρείο ηεο έκθπηεο (TLR) αλνζίαο αλαγλσξίδνπλ ζηεξεφηππα δνκηθά κνηίβα 

ζε παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο, ελεξγνπνηνχλ ηελ έκθπηε αλνζία θαη επάγνπλ 

ηνπο κεραληζκνχο ηεο πξνζαξκνζηηθήο αλνζίαο. Πξφζθαηεο κειέηεο έδεημαλ φηη ε 

ελεξγνπνίεζε ησλ TLR κπνξεί λα δξάζεη σο ηξίην ζήκα γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ 

αλψξηκσλ Β ιεκθνθπηηάξσλ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ εηδηθή πξφζδεζε ηνπ αληηγφλνπ 

ζηνλ ππνδνρέα θαη ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηα βνεζεηηθά Σ ιεκθνθχηηαξα. Ζ 

ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ TLR εκπιέθεηαη ζηελ παζνγέλεζε αξθεηψλ λνζεκάησλ ηνπ 

αλζξψπνπ, κεηαμχ ησλ νπνίσλ ην άζζκα θαη ηα απηνάλνζα λνζήκαηα. Αξθεηέο 

θνξέο, ζηελ αλάπηπμε ησλ απηνάλνζσλ λνζεκάησλ εκπιέθνληαη ηνγελείο ινηκψμεηο 

(π.ρ. αλαθεξφκελε ζπζρέηηζε γηα ινίκσμε απφ ηνλ ηφ Epstein-Barr θαη αλάπηπμε 

ζπζηεκαηηθνχ εξπζεκαηψδνπο ιχθνπ). Πξφζθαηεο κειέηεο απνδεηθλχνπλ φηη ε 

αλαγλψξηζε ηηθψλ κνηίβσλ απφ ηνπο TLR επάγεη ηελ παξαγσγή θπηηαξνθηλψλ πνπ 

ελεξγνπνηνχλ απηναληηδξαζηηθά ιεκθνθχηηαξα θαη νδεγνχλ ζηελ αλάπηπμε 

απηνάλνζσλ λνζεκάησλ. 

Πξφζθαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ δηάθνξεο κειέηεο κε αληηθείκελν ηελ έθθξαζε θαη 

ιεηηνπξγηθφηεηα ησλ ππνδνρέσλ έκθπηεο αλνζίαο ζηα θχηηαξα ηεο ΥΛΛ. Σα 

απνηειέζκαηα δελ είλαη ζαθή, γεγνλφο πνπ νθείιεηαη θπξίσο ζην κηθξφ αξηζκφ ησλ 
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δεηγκάησλ πνπ αλαιχζεθαλ. Γεληθφηεξα, θαίλεηαη φηη ε ελεξγνπνίεζε ησλ TLR απφ 

ηνπο αγσληζηέο ηνπο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο αλνζνεληζρπηηθφο κεραληζκφο 

ζηα θχηηαξα ηεο ΥΛΛ. Έηζη, ηα θχηηαξα γίλνληαη πην επηξξεπή ζηελ 

αλνζνρεκεηνζεξαπεία. Χζηφζν, νη ζρεηηθέο θιηληθέο κειέηεο βξίζθνληαη ζε αξρηθή 

θάζε θαη η’ απνηειέζκαηά ηνπο είλαη ακθηιεγφκελα. 

Ζ δηαθαηλφκελε ζρέζε κεηαμχ άιιν-αληηδξαζηηθφηεηαο (ελαληίνλ παζνγφλσλ 

κηθξνβίσλ), απηναληηδξαζηηθφηεηαο θαη ΥΛΛ ππνδειψλεη ηελ αλάγθε κειέηεο φρη 

κφλν ησλ ππνδνρέσλ BCR αιιά επίζεο θαη ησλ ππνδνρέσλ ηεο έκθπηεο αλνζίαο γηα 

ηελ εμαγσγή αμηφπηζησλ ελδείμεσλ αλαθνξηθά κε ηε θχζε ησλ αληηγφλσλ πνπ 

δηεγείξνπλ ηα θισλνγελή ιεπραηκηθά θχηηαξα.  

΢ηφρνο ηεο παξνχζαο κειέηεο είλαη ν ραξαθηεξηζκφο ηνπ ξεπεξηνξίνπ θαη ηνπ 

πξνηχπνπ έθθξαζεο ησλ ππνδνρέσλ ΣLR ζηα Β ιεκθνθχηηαξα ηεο ΥΛΛ θαζψο 

επίζεο θαη ε αλίρλεπζε ηνπ επηπέδνπ έθθξαζεο κνξίσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζην 

ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη θαζνδηθά ησλ ππνδνρέσλ. Ζ κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

νκάδα 192 αζζελψλ κε ΥΛΛ κε ζθνπφ:  

 ηε ζπζρέηηζε πξνηχπσλ έθθξαζεο TLR θαη BCR ζηε ΥΛΛ 

 ηελ αλαδήηεζε «ζηεξενηππίαο» σο πξνο ην ξεπεξηφξην ησλ ππνδνρέσλ TLR 

ζε αζζελείο κε «ζηεξεφηππνπο» ππνδνρείο BCR 

 ηε δηεξεχλεζε πηζαλήο πξνγλσζηηθήο ζεκαζίαο εηδηθψλ πξνηχπσλ έθθξαζεο 

TLR ζηε ΥΛΛ.  
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3. ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ 

3.1 Ομάδα Μελέηηρ 

H νκάδα κειέηεο πεξηιάκβαλε 192 αζζελείο κε ηππηθή ρξφληα ιεκθνθπηηαξηθή 

ιεπραηκία (CD5+, CD19+, CD20+, CD23+) νη νπνίνη παξαθνινπζνχληαη ζην 

Αηκαηνινγηθφ Σκήκα ηνπ ΓΚΝ Νίθαηαο Πεηξαηά «Άγ.Παληειεήκσλ» θαη ηελ 

Αηκαηνινγηθή Κιηληθή ηνπ ΓΝΘ «Γ. Παπαληθνιάνπ». Ζ δηάγλσζε έγηλε ζχκθσλα κε ηα 

θξηηήξηα ηνπ NCI (National Cancer Institute).(161) Δθαηφλ δέθα ηξείο αζζελείο ήηαλ 

άλδξεο θαη 79 γπλαίθεο κε κέζε ειηθία θαηά ηε δηάγλσζε ηα 68 έηε (εχξνο, 39-86 

έηε). Δθαηφλ ζαξάληα ελλέα απφ ηνπο 165 αζζελείο κε δηαζέζηκα θιηληθά ζηνηρεία 

ήηαλ ζηαδίνπ Α, 12 ζηαδίνπ Β θαη 4 ζηαδίνπ C θαηά Binet. Δίθνζη έμη απφ ηνπο 169 

αζζελείο εμέθξαδαλ IgG αλνζνζθαηξίλε θαη 143 IgM/IgMD. Με φξην ζεηηθφηεηαο ην 

7%, 57/177 αζζελείο κε δηαζέζηκα δεδνκέλα εμέθξαδαλ CD38.  

 

3.2 Τλικά και μέθοδοι 

 

3.2.1 Μελέηη κλωνικών αναδιαηάξεων ηων γονιδίων ηηρ μεηαβληηήρ 

πεπιοσήρ ηηρ βαπιάρ αλςζίδαρ ηων ανοζοζθαιπινών  

 

3.2.1.1 Απομόνωζη μονοπύπηνων κςηηάπων από δείγμα πεπιθεπικού αίμαηορ 

 

H απνκφλσζε ησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ απφ ην αίκα έγηλε κεηά απφ δηαρσξηζκφ 

κε θπγνθέληξεζε ζε βαζκίδσζε ππθλφηεηαο, κε ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ θηθφιιε 

(Ficoll-Hypaque). 

 

3.2.1.2 Απομόνωζη RNA - ΢ύνθεζη cDNA 

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν ηνπ ζεηνθπαληθνχ 

γνπαληδηλίνπ. Ζ ζχλζεζε ηνπ cDNA έγηλε κε αληίζηξνθε κεηαγξαθή (reverse 

transcription, RT) in vitro ρξεζηκνπνηψληαο σο εθθηλεηέο εμαλνπθιενηίδηα ηπραίαο 

αιιεινπρίαο (random hexamers, RH). Ζ αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ηειηθφ 

φγθν 40 κl (Πίλαθαο 1). Σν έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε αληίζηξνθε 

κεηαγξαθάζε SuperScript II (SS II, Invitrogen, Paisley, UK) κε ην αληίζηνηρν 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 5x (RT buffer), ηξηθσζθνξηθά λνπθιενηίδηα (dNTPs) θαη 

αλαζηνιέα RNAαζψλ (RNAaseOUT, Invitrogen, Paisley, UK). Χο ππφζηξσκα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ 2κg RNA. Σν δηάιπκα RNA, H2O, RH, RNAaseOUT αξρηθά 
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ζεξκάλζεθε ζηνπο 650C γηα 5min κε ζηφρν ηελ απνδηάηαμε ησλ δεπηεξνηαγψλ δνκψλ 

ηνπ RNA θαη ζηε ζπλέρεηα κεηαθέξζεθε ζηνπο 40C γηα 5min. ΢ην αξρηθφ δηάιπκα 

πξνζηέζεθαλ RT buffer, dNTPs θαη αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε SS II. 

Πίνακαρ 2. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε ζχλζεζεο cDNA 

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

RNA 2κg 

RT buffer (5Υ) 8κl 

RNAaseOUT (40U/κl) 2κl 

dNTPs(10mM) 4κl 

RH (3κg/κl) 2κl 

SS II RT(200U/κl) 2κl 

ddH2O κέρξη ηειηθφ φγθν 40κl 

Σελικόρ όγκορ 40μl 

Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-΢χλζεζε cDNA: 420C, 60min  

-Αδξαλνπνίεζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο: 940C, 3min  

-Πξνζζήθε 60κl Ζ2Ο γηα ηειηθφ φγθν 100κl. 

 

Σν ελδερφκελν ςεπδψο αξλεηηθψλ απνηειεζκάησλ απφ αδπλακία ελίζρπζεο ηνπ 

RNA απνθιείζζεθε κε ελίζρπζε αιιεινπρηψλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζε κεηάγξαθα 

γνληδίσλ ηα νπνία εθθξάδνληαη πάληνηε ζηνλ ππφ αλάιπζε ηζηφ (κεηάγξαθα 

“αλαθνξάο”). ΢ηελ παξνχζα κειέηε, σο κεηάγξαθν “αλαθνξάο” ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

mRNA ηνπ γνληδίνπ RARα (Retinoic Acid Receptor α) ην νπνίν θσδηθνπνηεί έλαλ απφ 

ηνπο ππνδνρείο ηνπ ξεηηλντθνχ νμένο. 5κl ηνπ πξντφληνο cDNA εληζρχζεθαλ κε PCR 

ρξεζηκνπνηψληαο εθθηλεηέο (RAR6: 5΄-GGTGCCTCCCTACGCCTTCT-3΄ θαη RAR8: 

5΄-GGCGCTGACCCCATAGTGGT-3΄) εηδηθνχο γηα ηηο αιιεινπρίεο ηνπ RARα 

κεηαγξάθνπ (Πίλαθαο 3). 

 

Πίνακαρ 3. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο ηνπ γνληδίνπ RARα 

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

cDNA 3κl 

RBΥ10 5κl 

MgCl2 (50mM) 1,5κl 

dNTPs (10mM) 1κl 

RAR6 (10pm/κl) 2,5κl 

RAR8 (10pm/κl) 2,5κl 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κl) 0,5κl 

ddH2O 34κl 

Σελικόρ όγκορ 50μl 
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Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-αξρηθή απνδηάηαμε: 940C, 5min 

-θπξίσο αληίδξαζε: δηεμήρζεθε ζε 40 θχθινπο. Κάζε θχθινο πεξηιάκβαλε: 

  θάζε απνδηάηαμεο: 940C, 1min 

  θάζε ζχλδεζεο εθθηλεηψλ: 530C, 1min 

  θάζε επέθηαζεο κνξίσλ DNA: 720C, 1min θαη 30sec  

-ηειηθή επέθηαζε ζπληεζεηκέλσλ κνξίσλ DNA: 720C, 10min 

 

3.2.1.3 Δνίζσςζη κλωνικών αναδιαηάξεων ηων γονιδίων IGHV-IGHD-IGHJ με 

RT-PCR 

 

Κισληθέο αλαδηαηάμεηο ηεο κεηαβιεηήο πεξηνρήο ηεο βαξηάο αιπζίδαο ησλ 

αλνζνζθαηξηλψλ εληζρχζεθαλ κε ηελ ηερληθή RT-PCR. Γηα ηελ ελίζρπζε ησλ 

θισληθψλ αλαδηαηάμεσλ ρξεζηκνπνηήζεθε κείγκα ζπλαηλεηηθψλ εθθηλεηψλ 

(consensus primers) αληηπξνζσπεπηηθψλ γηα θαζεκία απφ ηηο έμη ππννκάδεο 

γνληδίσλ νδεγψλ IGHV (VHL1-6: Leader primers) ή ελαιιαθηηθά, 

αληηπξνζσπεπηηθψλ ηεο πεξηνρήο FR1 ησλ γνληδίσλ IGHV (VH1-6: FR1 primers) ζε 

ζπλδπαζκφ κε εθθηλεηέο αληηπξνζσπεπηηθνχο θαη ησλ 6 γνληδίσλ IGHJ (JH1-6) 

(Πίλαθεο 4,5).  

 

Πίνακαρ 4. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο ησλ αλαδηαηάμεσλ IGHV-IGHD-IGHJ  

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

cDNA 5κl 

RBΥ10 10κl 

MgCl2(1,5mM) 3κl 

dNTPs (10mM) 2κl 

Μείγκα εθθηλεηψλ VHL 1-6 ή VH 1-6 (10pm/κl έθαζηνο) 6κl 

Μείγκα εθθηλεηψλ JH1-6 (10pm/κl έθαζηνο) 6κl 

Taq πνιπκεξάζε(5U/κl) 0,5κl 

ddH2O 67,5κl 

Σελικόρ όγκορ 100μl 
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Πίνακαρ 5. Αιιεινπρίεο εθθηλεηψλ γηα ηελ ελίζρπζε ησλ αλαδηαηάμεσλ IGHV-IGHD-IGHJ 

Δκκινηηήρ Αλληλοςσία 

VHL1 5΄-AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAGG-3΄ 

VHL1b 5΄-AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAG (C/A)-3΄ 

VHL2a 5΄-AAATCGATACCACCATGGACACACTTTGCT (A/C) AC-3΄ 

VHL2b 5΄-AAATCGATACCACCATGGACATACTTTGTTCCAC-3΄  

VHL3a 5΄-AAATCGATACCACCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC-3΄ 

VHL3b 5΄-AAATCGATACCACCACCATGGA(A/G)(C/T)T(G/T)(G/T)G(G/A)CT(G/C/T)(A/C/T)GC-3΄ 

VHL4 5΄-AAATCGATACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTT-3΄ 

VHL5 5΄-AAATCGATACCACCATGGGGTCAACCGCCATC-3΄ 

VHL6 5΄-AAATCGATACCACCATGTCTGTCTCCTTCCTC-3΄ 

VH1 5΄ -CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG-3΄ 

VH2 5΄ -CAGGTCAACTTAAGGGAGTCTGG -3΄ 

VH3 5΄ -GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG -3΄ 

VH4 5΄ -CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG-3΄ 

VH5 5΄ -GAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGC-3΄ 

VH6 5΄ -CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGG-3΄ 

 
JH1-2 

 
5΄-TGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC-3΄ 

JH3 5΄-TGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC-3΄ 

JH4-5 5΄-TGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC-3΄ 

JH6 5΄-TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCC-3΄ 

 

Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-αξρηθή απνδηάηαμε: 940C, 5min 

-θπξίσο αληίδξαζε: δηεμήρζεθε ζε 40 θχθινπο. Κάζε θχθινο πεξηιάκβαλε: 

  θάζε απνδηάηαμεο: 940C, 1min 

  θάζε ζχλδεζεο εθθηλεηψλ: 590C, 1min 

  θάζε επέθηαζεο κνξίσλ DNA: 720C, 1 min  

-ηειηθή επέθηαζε ζπληεζεηκέλσλ κνξίσλ DNA: 720C, 10min 

 

3.2.1.4 Καθαπιζμόρ ηων πποϊόνηων RT-PCR 

 

Ο θαζαξηζκφο ησλ πξντφλησλ PCR απφ 3% πεθηή αγαξφδεο ρακεινχ ζεκείνπ ηήμεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany).  
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3.2.1.5 Ανάλςζη ηηρ αλληλοςσίαρ ηων πποϊόνηων RT-PCR 

 

Πξαγκαηνπνηήζεθε άκεζε αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο λνπθιενηηδίσλ θαη ησλ δχν 

αιπζίδσλ ησλ θαζαξηζκέλσλ πξντφλησλ RT-PCR κε ηε κέζνδν ηεξκαηηζκνχ ησλ 

λενζπληεζεηκέλσλ αιπζίδσλ DNA κε δηδενμπξηβνλνπθιενηίδηα (κέζνδνο Sanger) ζε 

απηφκαην αλαιπηή (CEQ 8000 Genetic Analysis System ηεο Beckman-Coulter). Γηα 

ηελ αλάιπζε ηνπ αληηζπλζεηηθνχ (3΄5΄, antisense) θιψλνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

ζπλαηλεηηθά νιηγνλνπθιενηίδηα, ζπκπιεξσκαηηθά κε ηηο αιιεινπρίεο ησλ γνληδίσλ 

IGHJ, ελψ γηα ηελ αλάιπζε ηνπ θσδηθνχ θιψλνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ εηδηθνί γηα ηελ 

αιιεινπρία εθθηλεηέο, νη νπνίνη ζρεδηάζηεθαλ κε βάζε ηελ αιιεινπρία πνπ 

πξνέθπςε απφ ην πξψην δηάβαζκα (αιιεινπρία αληηζπλζεηηθνχ θιψλνπ). Κάζε 

αληίδξαζε επαλαιήθζεθε ηνπιάρηζηνλ ηξεηο θνξέο ζε πξντφληα PCR ηξηψλ 

αλεμάξηεησλ αληηδξάζεσλ ελίζρπζεο πνπ είραλ πξαγκαηνπνηεζεί ζε δηαθνξεηηθέο 

εκέξεο.  

Ζ πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ γηα ηελ αληίδξαζε αλάιπζεο ηεο αιιεινπρίαο ησλ 

πξντφλησλ PCR έγηλε κε ηε βνήζεηα ηνπ Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) 

Quick Start Kit ηεο Beckman Coulter. Σν kit πεξηέρεη ην DTCS Quick Start Master 

Mix, ην Sample Loading Solution, γιπθνγφλν (20mg/ml) θαη ην επζπγξακκηζκέλν 

πιαζκίδην pUC18 (0,25κg/κl) κε ηνλ εθθηλεηή Μ13-47 (1,6pmol/κl) σο ζεηηθφ 

κάξηπξα γηα ηνλ έιεγρν ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο αληίδξαζεο.  

 

Γιαδικαζία 

α. Αρτική ανηίδραζη 

Ζ αξρηθή αληίδξαζε πεξηιάκβαλε ην θαζαξηζκέλν πξντφλ PCR, DTCS Quick Start 

Master Mix, θαηάιιειν εθθηλεηή (primer) θαη ddH2O (Πίλαθαο 6).  

 

Πίνακαρ 6. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε αλάιπζεο ηεο αιιεινπρίαο πξντφλησλ PCR 

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

DNA πξντφλησλ PCR 26-33ng 

Δθθηλεηήο 2κl 

Quick Start master mix 8κl 

ddH2O κέρξη ηειηθφ φγθν 20κl 

Σελικόρ όγκορ 20μl 
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Σσνθήκες ανηίδραζης:  

Ζ αληίδξαζε ζχλζεζεο δηεμήρζεθε ζε 30 θχθινπο. Κάζε θχθινο πεξηιάκβαλε: 

 -θάζε απνδηάηαμεο: 960C, 20sec 

 -θάζε ζχλδεζεο εθθηλεηψλ: 500C, 20sec 

 -θάζε επέθηαζεο κνξίσλ DNA: 600C, 4min 

 

Παξάιιεια γηα ηνλ έιεγρν ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο αληίδξαζεο εληζρχζεθε ζε 

αλεμάξηεηε αληίδξαζε ην επζπγξακκηζκέλν πιαζκίδην pUC18. Ζ αξρηθή αληίδξαζε 

πεξηιάκβαλε ην DNA ηνπ pUC18, Quick Start Master Mix, θαηάιιειν εθθηλεηή ν 

νπνίνο παξέρεηαη απφ ην kit θαη ddH2O (Πίλαθαο 7).  

 

Πίνακαρ 7. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε αλάιπζεο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ pUC18 

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

pUC18 DNA(0,25κg/κl) 0,5κl 

Δθθηλεηήο (sequencing primer, 1,6pmol/κl) 2κl 

Quick Start master mix 8κl 

ddH2O 9,5κl 

Σελικόρ όγκορ 20μl 

Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-αξρηθή απνδηάηαμε δεπηεξνηαγψλ δνκψλ: 960C, 1min 

-αληίδξαζε ζχλζεζεο: δηεμήρζε ζε 30 θχθινπο. Κάζε θχθινο πεξηιάκβαλε: 

  θάζε απνδηάηαμεο: 960C, 20sec 

  θάζε ζχλδεζεο εθθηλεηψλ: 500C, 20sec 

 θάζε επέθηαζεο κνξίσλ DNA: 600C, 4min 

 

β. Καθαριζμός προϊόνηος αρτικής ανηίδραζης 

1. Ακέζσο κεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο αξρηθήο αληίδξαζεο ζχλζεζεο ζε θάζε δείγκα 

πξνζηέζεθαλ 5κl απφ ην δηάιπκα δηαθνπήο ηεο αληίδξαζεο (stop solution). Σν 

stop solution πεξηέρεη 2κl δηαιχκαηνο 3Μ νμεηθνχ λαηξίνπ (pH 5,2), 2κl 

δηαιχκαηνο 100mM Να2-EDTA (pH 8,0) θαη 1κl γιπθνγφλν (20mg/ml) αλά 

αληίδξαζε.  

2. Αθνινχζεζε πξνζζήθε 60κl αηζαλφιεο 95% απφ ηελ θαηάςπμε, αλάδεπζε θαη 

θπγνθέληξεζε ζε 14000rpm ζηνπο 40C γηα 15min. 

3. Πξνζεθηηθή αθαίξεζε ηνπ ππεξθείκελνπ κε πηπέηηα. 

4. Πιχζηκν ηνπ ηδήκαηνο κε 200κl αηζαλφιεο 70% απφ ηελ θαηάςπμε, θπγνθέληξεζε 

ζε 14000rpm ζηνπο 40C γηα 2min θαη πξνζεθηηθή αθαίξεζε ηνπ ππεξθείκελνπ κε 

πηπέηηα. 
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5. Δπαλάιεςε ηνπ πιπζίκαηνο θαη πξνζεθηηθή αθαίξεζε ηνπ ππεξθείκελνπ κε 

πηπέηηα. 

6. ΢ηέγλσκα ηνπ ηδήκαηνο. 

7. Δπαλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 40κl Sample Loading Solution. 

8. Αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο λνπθιενηηδίσλ ζε απηφκαην αλαιπηή (CEQ 8000, 

Genetic Analysis System ηεο Beckman-Coulter). 

 

3.2.1.6 Ανάλςζη ηηρ καηανομήρ ηων μεηαλλάξεων ζηα γονίδια IGHV 

 

Οη αιιεινπρίεο ησλ γνληδίσλ πνπ πξνέθπςαλ κειεηήζεθαλ θαη ζπγθξίζεθαλ κε ηε 

ρξήζε ηνπ αιγνξίζκνπ ηνπ πξνγξάκκαηνο V-QUEST κε ηηο πην ζπγγελείο, κε 

αλαδηαηαγκέλεο αιιεινπρίεο ησλ γνληδίσλ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ πνπ έρνπλ 

θαηαρσξεζεί ζηε βάζε δεδνκέλσλ αλνζνγελεηηθήο IMGT (international 

ImMunoGeneTics database, http://imgt.cines.fr.). Τπνινγίζηεθε ε λνπθιενηηδηθή 

ηαπηφηεηα θάζε αλαδηαηαγκέλνπ γνληδίνπ κε ην αληίζηνηρo κε αλαδηαηαγκέλν γνλίδην 

(germline gene).(161, 162)  

 

1.Ολνκαηνινγία  

΢ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα νλνκαηνινγίαο ηεο IMGT 

(νλνκαηνινγία εγθεθξηκέλε απφ ην HUGO, Human Genome Organization,1999) γηα 

ηα γνληδηαθά ηκήκαηα IGHV, IGHD θαη IGHJ. Σν ζχζηεκα νλνκαηνινγίαο 

IMGT/HUGO εθηφο απφ ην φλνκα θάζε γνληδίνπ παξέρεη θαη πιεξνθνξίεο γηα ηνλ 

αξηζκφ ησλ αιιεινκφξθσλ θαη ηε ιεηηνπξγηθφηεηα ηνπ θάζε γνληδίνπ (σο ιεηηνπξγηθά 

νξίδνληαη ηα γνλίδηα κε αλνηρηφ πιαίζην αλάγλσζεο ρσξίο θσδηθφλην ηεξκαηηζκνχ, 

πνπ δηαζέηνπλ ιεηηνπξγηθά ξπζκηζηηθά ζηνηρεία, αιιεινπρίεο RSS ή αιιεινπρίεο 

ζπξξαθήο), φπσο θαη ηνπο αξηζκνχο πξφζβαζεο ησλ αιιεινπρηψλ αλαθνξάο 

(reference sequences) θαη ηνλ θσδηθφ πξφζβαζεο ID ζηηο βάζεηο δεδνκέλσλ 

Genome Database GDB θαη NCBI LocusLink, φπνπ έρνπλ θαηαηεζεί νη αιιεινπρίεο 

φισλ ησλ γνληδίσλ IGH ζηνλ άλζξσπν.  

 

2. Αξρέο ηαμηλφκεζεο θαη νλνκαηνινγίαο 

Σν φλνκα θάζε γνληδίνπ ζπληίζεηαη απφ ηέζζεξα κέξε: 

 Γελεηηθφο ηφπνο: νξίδεηαη σο IGH γηα ηε βαξηά θαη IGK/IGL γηα ηελ θ/ι ειαθξηά 

αιπζίδα ησλ αλνζνζθαηξηλψλ. 

 Οκάδα: δειψλεη ηνλ ηχπν ηνπ γνληδίνπ (V, D, J ή C) π.ρ. IGHV, IGKV, IGLV 

 Τπννκάδα: δειψλεη κηα νηθνγέλεηα γνληδίσλ πνπ αλήθνπλ ζηελ ίδηα νκάδα θαη 

έρνπλ ειάρηζηε ηαπηφηεηα 75%. (π.ρ. IGHV1, IGKV3, IGLV4) 
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 Γνλίδην: έλαο αξηζκφο πξνζηίζεηαη γηα λα νξίζεη ηελ αιιεινπρία ελφο γνληδίνπ (πρ. 

IGHV1-69) 

 Αιιειφκνξθν: γηα θάζε γνλίδην έρνπλ βξεζεί πνιπκνξθηζκνί ζε επίπεδν 

αιιεινπρίαο. Οη αιιεινπρίεο απηέο ζπγθξίλνληαη κε ηελ αιιεινπρία αλαθνξάο. 
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3.2.2 Μελέηη γονιδιακήρ έκθπαζηρ γονιδίων πος ζςμμεηέσοςν ζηην 

ζημαηοδοηική οδό ηων TLRs με ηη σπήζη ηων ζςζηοισιών PCR 

 

3.2.2.1 Απομόνωζη CD19+ λεμθοκςηηάπων από δείγμα πεπιθεπικού αίμαηορ 

 

Γηα ηελ απνκφλσζε ησλ CD19+ ιεκθνθπηηάξσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην Human B-cell 

enrichment cocktail kit (Rossette Sep. StemCell Technologies, Vancouver, BC, 

Canada), ζε δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο πνπ είραλ ιεθζεί κε αληηπεθηηθφ EDTA. 

To kit πεξηιακβάλεη κίγκα απφ κνλνθισληθά αληηζψκαηα (anti-CD2, CD3, CD16, 

CD36, CD56, CD66b) θαη γιπθνθνξίλεο Α πνπ ζρεκαηίδνπλ ηεηξακεξή θαη ζπλδένπλ 

ηα κε επηζπκεηά ιεπθνθχηηαξα κε ηα εξπζξνθχηηαξα κε ηειηθφ απνηέιεζκα ην 

ζρεκαηηζκφ αλνζν-ξνδεηψλ (Δηθφλα 11).  

Οη αλνζν-ξνδέηηεο ζηε ζπλέρεηα θαζηδάλνπλ κεηά απφ θπγνθέληξεζε ζε βαζκίδσζε 

ππθλφηεηαο κε ηε ρξήζε Ficoll-Paque™ PLUS, ελψ ηα Β ιεκθνθχηηαξα (CD19+ 

θχηηαξα) πνπ δε ζπλδένληαη κε ην κίγκα ησλ αληηζσκάησλ, ζπιιέγνληαη απφ ηε 

ζηνηβάδα κεηαμχ ηνπ πιάζκαηνο θαη ηεο θηθφιιεο (Δηθφλα 12). Έηζη επηηπγράλεηαη 

αξλεηηθή επηινγή ησλ B ιεκθνθπηηάξσλ. Ζ ζπγθέληξσζε ησλ CD19+ 

ιεκθνθπηηάξσλ ζην ηειηθφ ελαηψξεκα πξνζδηνξίδεηαη κε θπηηαξνκεηξεηή ξνήο.   

 

 

 

Δικόνα 11 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε αξλεηηθήο επηινγήο επηζπκεηνχ πιεζπζκνχ κε 

ηε κέζνδν ζρεκαηηζκνχ ξνδεηηψλ. Σα κε επηζπκεηά θχηηαξα ζρεκαηίδνπλ ξνδέηηεο 

κε ηα εξπζξνθχηηαξα κε ηε βνήζεηα ζπκπιφθσλ ηεηξακεξψλ αληηζσκάησλ θαη 

θαζηδάλνπλ.  
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Γιαδικαζία 

1. Πξνζζήθε 50κl RosetteSep® Human B Cell Enrichment Cocktail γηα θάζε ml 

νιηθνχ αίκαηνο. Ήπηα αλάδεπζε  

2. Δπψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 20 min 

3. Πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο [Phosphate buffered saline (PBS 

+ 2% Fetal bovine serum (FBS)]. Ήπηα αλάδεπζε  

4. Δπηζηνηβάδεπζε ζε Ficoll-Paque™ PLUS ππθλφηεηαο 1.077 g/ml κε ηδηαίηεξε 

πξνζνρή ψζηε λα εμαζθαιίδεηαη φηη δελ ππάξρεη αλάκεημε ηνπ κέζνπ 

επηζηνηβάδεπζεο κε ην δείγκα. 

5. Φπγνθέληξεζε ζε 2400rpm επί 20min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ΢πιινγή ησλ 

επηζπκεηψλ θπηηάξσλ (ζηνηβάδα πνπ βξίζθεηαη κεηαμχ πιάζκαηνο θαη Ficoll-

Paque™ PLUS) 

6. Πξνζζήθε 10ml δηαιχκαηνο PBS + 2% FBS. Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο κεηά 

απφ ήπηα αλαθίλεζε ζε 2400rpm γηα 15min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ  

7. Απφξξηςε ππεξθείκελνπ 

8. Eπαλαηψξηζε ησλ θπηηάξσλ θαη επαλάιεςε ζηαδίσλ 6 θαη 7 

9. Απφξξηςε ππεξθείκελνπ θαη επαλαηψξεζε ησλ θπηηάξσλ ζε 1ml δηαιχκαηνο 

PBS. 

10. Μέηξεζε ησλ θπηηάξσλ ζε απηφκαην αηκαηνινγηθφ αλαιπηή θαη ησλ CD19+ 

ιεκθνθπηηάξσλ κε θπηηαξνκεηξεηή ξνήο FACScan. 

11. Μεηαθνξά 1Υ107 θπηηάξσλ ζε ζσιελάξην eppendorf ησλ 2 ml γηα απνκφλσζε 

RNA θαη 1,5Υ107 θπηηάξσλ γηα απνκφλσζε πξσηετλψλ. 
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Δικόνα 12 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο Β ιεκθνθπηηάξσλ 

κε ην Human B-cell Enrichment Kit. 

 

 

3.2.2.2 Απομόνωζη ολικού RNA από CD19+ λεμθοκύηηαπα 

 

Ζ απνκφλσζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην RNA easy mini kit ηεο Qiagen (QIAGEN, 

Hilden, Germany). Ζ κεζνδνινγία ζπλδπάδεη ηελ επηιεθηηθή δεζκεπηηθή ηθαλφηεηα 

κηαο κεκβξάλεο κε δηνμείδην ηνπ ππξηηίνπ κε ηελ ηαρχηεηα πνπ παξέρεη ε 

κηθξνθπγνθέληξεζε. Έλα ζχζηεκα δηαιπκάησλ κε πςειή ζπγθέληξσζε αιάησλ 

επηηξέπεη ηε δέζκεπζε έσο 100 κg RNA κεγέζνπο κεγαιχηεξνπ ησλ 200 βάζεσλ ζηε 

κεκβξάλε ησλ ζηειψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη.  
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Μέζσ ηεο δηαδηθαζίαο απνκνλψλνληαη φια ηα κφξηα RNA κε κέγεζνο κεγαιχηεξν 

απφ 200 λνπθιενηίδηα. Ζ δηαδηθαζία εμαζθαιίδεη ηελ εθρχιηζε ηνπ mRNA θαζψο ηα 

πεξηζζφηεξα RNAs κε κέγεζνο κηθξφηεξν ησλ 200 λνπθιενηηδίσλ (φπσο ηα 5.8S 

rRNA, 5S rRNA, θαη ηα tRNAs, πνπ καδί ζπληζηνχλ 15–20% ηνπ νιηθνχ RNA) 

απνθιείνληαη επηιεθηηθά. 

΢ην kit πεξηιακβάλνληαη ην δηάιπκα RLT, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ιχζε ησλ 

θπηηάξσλ θαη πεξηέρεη άιαηα γνπαληδίλεο θαη ηα δηαιχκαηα RW1 θαη RPE πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ην πιχζηκν ηνπ δεζκεπκέλνπ ζηε κεκβξάλε ηεο ζηήιεο RNA 

θαη πεξηέρνπλ αηζαλφιε.  

 

Γιαδικαζία 

1. Φπγνθέληξεζε γηα 5 ιεπηά ζηηο 1900rpm, 1X107 CD19+ ιεκθνθπηηάξσλ πνπ 

απνκνλψζεθαλ θαηάιιεια φπσο αλαθέξεηαη ζηελ Δλφηεηα 3.2.2.1. Αθαίξεζε 

ππεξθείκελνπ κε κεγάιε πξνζνρή.  

2. Δπαλαηψξεζε ησλ θπηηάξσλ ζε 600κl δηαιχκαηνο RLT, ζην νπνίν έρεη πξνζηεζεί 

β-κεξθαπηναηζαλφιε (β-ΜΔ) (10 κl β-ME αλά 1 ml RLT δηαιχκαηνο) κε ζηφρν ηελ 

αδξαλνπνίεζε ησλ RNαζψλ. Ζ νκνγελνπνίεζε γίλεηαη κε ηε ρξήζε ζχξηγγαο θαη 

βειφλαο θαζψο ην ελαηψξεκα δηέξρεηαη ηνπιάρηζηνλ 5 θνξέο απφ κηα βειφλα 

δηακέηξνπ 21G πνπ έρεη πξνζαξκνζηεί θαηάιιεια ζε ζχξηγγα απαιιαγκέλε απφ 

RNάζεο. 

3. Πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ αηζαλφιεο 70% ζην νκνγελνπνηεκέλν ελαηψξεκα θαη θαιή 

αλάκημε κε ηε ρξήζε πηπέηηαο.  

4. Μεηαθνξά 700κl ηνπ δείγκαηνο ζηελ ζηήιε. Φπγνθέληξεζε γηα 15 sec ζηηο 

10.000 rpm ζηνπο 200C. Απφξξηςε ηνπ δείγκαηνο πνπ δηαπεξλά ηε ζηήιε. 

Δπαλάιεςε ηεο δηαδηθαζίαο γηα ηνλ ππφινηπν φγθν ηνπ δείγκαηνο. 

5. Πξνζζήθε 350κl δηαιχκαηνο RW1 ζηε ζηήιε. Φπγνθέληξεζε γηα 15 sec ζηηο 

10.000 rpm ζηνπο 200 C. Απφξξηςε ηνπ δείγκαηνο πνπ δηαπεξλά ηε ζηήιε. 

6. Πξνεηνηκαζία ηνπ δηαιχκαηνο DNάζεο (QIAGEN, Hilden, Germany). Γηα θαζέλα 

απφ ηα δείγκαηα παξαζθεπάδεηαη έλα δηάιπκα πνπ πεξηέρεη 10κl DNάζεο θαη 

70κl ηνπ δηαιχκαηνο RDD. Λφγσ ηεο επαηζζεζίαο ηεο DNάζεο ζηε θπζηθή 

απνδηάηαμε ε αλάκημε πξαγκαηνπνηείηαη κε ήπηα αλάδεπζε κε ηελ πηπέηηα. Σα 

80κl ηνπ δηαιχκαηνο πξνζηίζεληαη ζηε ζηήιε θαζελφο απφ ηα δείγκαηα θαη 

αθνινπζεί επψαζε ππφ αλάδεπζε ζηνπο 20-300 C γηα 30 ιεπηά, κε ζηφρν ηελ 

απνκάθξπλζε πξνζκίμεσλ απφ γελσκηθφ DNA (gDNA). 

7. Πξνζζήθε 350κl δηαιχκαηνο RW1 ζηε ζηήιε. Φπγνθέληξεζε γηα 15 sec ζηηο 

10.000 rpm ζηνπο 200 C. Απφξξηςε ηνπ δείγκαηνο πνπ δηαπεξλά ηε ζηήιε. 
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8. Πξνζζήθε 500 κl δηαιχκαηνο RPE ζηε ζηήιε. Φπγνθέληξεζε γηα 15 sec ζηηο 

10.000 rpm ζηνπο 200C. Απφξξηςε ηνπ δείγκαηνο πνπ δηαπεξλά ηε ζηήιε θαη 

πξνζεθηηθή απνκάθξπλζε απηήο ψζηε λα κελ έξζεη ζε επαθή κε ηελ αηζαλφιε 

ηνπ δηαιχκαηνο πνπ απνξξίπηεηαη. 

9. Ζ ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε έλα λέν θηαιίδην ζπιινγήο θαη πξαγκαηνπνηείηαη 

θπγνθέληξεζε γηα 1 min ζηηο 13.000 rpm ζηνπο 200C. Με απηφλ ηνλ ηξφπν 

απνκαθξχλεηαη πιήξσο ην δηάιπκα RPE πνπ ελδερνκέλσο παξέκελε ζηελ ζηήιε 

κεηά ην πξνεγνχκελν βήκα ηεο δηαδηθαζίαο. 

10. Ζ ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε ζσιελάξην eppendorff ησλ 1,5ml. Πξνζζήθε 30κl H2O 

απαιιαγκέλνπ απφ RΝάζεο ζηε ζηήιε. Αλακνλή γηα 5 min θαη θπγνθέληξεζε γηα 

1 min ζηηο 10.000 rpm ζηνπο 200C, γηα ηελ εθρχιηζε ηνπ RNA.  

11. Αθνινπζεί θσηνκέηξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηα 230nm, 260nm θαη 280nm γηα λα 

δηαπηζησζεί ηφζν ε πνηφηεηα φζν θαη ε πνζφηεηα RΝΑ. 

12. Απνζήθεπζε εθρπιίζκαηνο ζηνπο -800 C. 

 

 

 

Δικόνα 13 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο νιηθνχ RNA κε ην 

RNAeasy kit. 

 

 

3.2.2.3 ΢ύνθεζη cDNA 

 

Ζ ζχλζεζε ηνπ cDNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε αληίζηξνθε κεηαγξαθή in vitro κε ηε 

ρξήζε ηνπ RT² First Strand Kit (SABiosciences, USA). Σν kit πεξηιακβάλεη 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ gDNA (GE: 5X gDNA elimination 

buffer), αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε (RE3: RT Enzyme mix 3), ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ηεο 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (BC3: 5X Reverse transcription buffer), κίγκα εθθηλεηψλ 

(P2: εθθηλεηέο θαη εμσηεξηθφ κάξηπξα πνπ επηηξέπεη ηνλ εμσηεξηθφ πνηνηηθφ έιεγρν 

ηεο ζχλζεζεο cDNA) θαη ddH2O απαιιαγκέλν απφ RNάζεο. Υξεζηκνπνηήζεθε 1κg 
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νιηθνχ RNA θαη ε αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ηειηθφ φγθν 20κl. Αξρηθά 

απνκαθξχλζεθε ηπρφλ ππφιεηκκα gDNA κεηά απφ επψαζε κε ην εηδηθφ ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα απνκάθξπλζεο ηνπ gDNA θαη αθνινχζεζε ε ζχλζεζε ηνπ cDNA.  

 

Γιαδικαζία  

1. 2κl ηνπ δηαιχκαηνο GE πξνζηίζεληαη ζε 1κg RNA αλά δείγκα θαη ην δηάιπκα 

ζπκπιεξψλεηαη έσο ηειηθφ φγθν 10κl κε ddH2O απαιιαγκέλν απφ RNάζεο. 

2. Δπψαζε ηνπ δηαιχκαηνο ζηνπο 420C γηα 5min θαη κεηαθνξά ζηνπο 40C γηα 5min.  

3. ΢ην αξρηθφ δηάιπκα πξνζηίζεληαη ηα δηαιχκαηα BC3, P2, RE3 ζχκθσλα κε ηνλ 

πίλαθα πνπ αθνινπζεί. 

 

Πίνακαρ 8. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε ζχλζεζεο cDNA 

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

BC3  4κl 

P2  1κl 

RE3  2κl 

ddH2O (ειεχζεξν απφ RNase) 3κl 

Σελικόρ όγκορ 10μl 

 

Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-΢χλζεζε cDNA: 420C, 15min  

-Αδξαλνπνίεζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο: 950C, 5min  

-Πξνζζήθε 92κl Ζ2Ο γηα ηειηθφ φγθν 112κl 

 

Σν ελδερφκελν ςεπδψο αξλεηηθψλ απνηειεζκάησλ απφ αδπλακία ελίζρπζεο ηνπ 

RNA απνθιείζζεθε κε ελίζρπζε αιιεινπρηψλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα κεηάγξαθα ηνπ 

γνληδίνπ RARa (παξάγξαθνο 3.2.1.3). 

Γηα ηνλ έιεγρν ηεο απνηειεζκαηηθήο απνκάθξπλζεο ηνπ gDNA, 3κl ηνπ πξντφληνο 

cDNA εληζρχζεθαλ κε PCR ρξεζηκνπνηψληαο εηδηθνχο εθθηλεηέο γηα γνλίδην ηεο β-

αιπζίδαο ηεο αηκνζθαηξίλεο (A10: 5΄-TTTAGTAGCAATTTGTACTGA-3΄ θαη A2: 5΄-

CGCCCGCCCCGCCCCCGTGCCCCCCGCGCCGCCCGCCCCGCCCCCGCCCTG

GCTCCTGCCCTCCC-3΄) (Πίλαθαο 9). 
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Πίνακαρ 9. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο β-αιπζίδαο ηεο 

αηκνζθαηξίλεο  

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

cDNA 3κl 

RBx10 5κl 

MgCl2 (50mM) 2,5κl 

dNTPs (10mM) 1,5κl 

Α2 (10pmol/κl) 3κl 

Α10 (10pmol/κl) 3κl 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κl) 0,4κl 

ddH2O 31,6κl 

Σελικόρ όγκορ 50μl 

Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-αξρηθή απνδηάηαμε: 940C, 5min 

-θπξίσο αληίδξαζε: δηεμάγεηαη ζε 40 θχθινπο. Κάζε θχθινο πεξηιακβάλεη: 

  θάζε απνδηάηαμεο: 940C, 1min 

  θάζε ζχλδεζεο εθθηλεηψλ: 550C, 1min θαη 30sec 

  θάζε επέθηαζεο κνξίσλ DNA: 720C, 2 min  

-ηειηθή επέθηαζε ζπληεζεηκέλσλ κνξίσλ DNA: 720C, 4min 

 

 

3.2.2.4 ΢ςζηοισίερ PCR (PCR Arrays)  

 

Ζ κέζνδνο ζπλδπάδεη ηα πιενλεθηήκαηα ηεο πνζνηηθήο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν PCR κε 

ηε ρξήζε ηεο ρξσζηηθήο SYBR Green I (Real Time Quantitative PCR, RQ-PCR) κε 

ηε δπλαηφηεηα ησλ κηθξνζπζηνηρηψλ γηα ηαπηφρξνλε αλάιπζε πνιιψλ γνληδίσλ.  

 

3.2.2.4.1 Ποζοηική ζε ππαγμαηικό σπόνο PCR  

Ζ πνζνηηθή ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν PCR (RQ-PCR) είλαη ηερληθή πνζνηηθνχ 

πξνζδηνξηζκνχ ησλ πξντφλησλ PCR ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο. Βαζίδεηαη ζηελ 

ελεξγφηεηα 5΄λνπθιεάζεο ηεο Taq πνιπκεξάζεο θαη ζηε ζχλδεζε ηνπ πξντφληνο 

PCR κε θζνξηζκφρξσκα ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο. Αλάινγα κε ην είδνο ηνπ 

θζνξίδνληνο αληρλεπηή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε πεξίπησζε έρνπλ αλαπηπρζεί 

πνιιά δηαθνξεηηθά πξσηφθνιια RQ-PCR. ΢ήκεξα ρξεζηκνπνηνχληαη θπξίσο ηξία 

πξσηφθνιια RQ-PCR: ε αλάιπζε κε ηε ρξσζηηθή SYBR Green I, ε αλάιπζε κε 

αληρλεπηέο πδξφιπζεο θαη ηέινο, ε αλάιπζε κε αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ. Ζ αληίδξαζε 
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πξαγκαηνπνηείηαη ζε εηδηθφ ζεξκνθπθινπνηεηή πνπ θέξεη αληρλεπηή θζνξηζκνχ θαη 

ζπλδέεηαη κε ππνινγηζηηθφ ζχζηεκα κε θαηάιιειν πξφγξακκα. 

Ζ έληαζε θζνξηζκνχ πξνζδηνξίδεηαη ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο θαη είλαη αλάινγε 

ηεο πνζφηεηαο ηνπ πξντφληνο PCR ζε θάζε θχθιν. Ζ έληαζε απμάλεη εθζεηηθά θαηά 

ηελ εθζεηηθή θάζε ηεο αληίδξαζεο. Με βάζε ηελ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ ρσξίο 

εηδηθφηεηα, ην θζνξηζκφ δειαδή πνπ πξνέξρεηαη απφ ην πεξηβάιινλ (background), 

θαζνξίδεηαη ην δηαρσξηζηηθφ ζεκείν ή νπδφο (cut-off level) γηα ηνλ εηδηθφ θζνξηζκφ 

πνπ πξνέξρεηαη απνθιεηζηηθά απφ ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο. Απηφ ην φξην (ή 

γξακκή κεηάπησζεο) ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα ππνινγηζηεί ν θχθινο κεηάπησζεο 

(Threshold Cycle, Ct) θάζε δείγκαηνο, πνπ είλαη ν θχθινο ηεο αληίδξαζεο PCR ζηνλ 

νπνίν ν θζνξηζκφο ππεξβαίλεη γηα πξψηε θνξά ηνλ νπδφ κεηάβαζεο. Ο θχθινο 

κεηάπησζεο είλαη αληηζηξφθσο αλάινγνο πξνο ην πνζφ ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ 

πνπ πεξηέρεηαη ζην δείγκα. Mεγαιχηεξεο ηηκέο Ct είλαη ελδεηθηηθέο κηθξφηεξεο 

έθθξαζεο ηνπ πξνο κειέηε γνληδίνπ, θαζψο ρξεηάδεηαη κεγαιχηεξε ελίζρπζε έσο 

φηνπ ην πξντφλ θαηαζηεί αληρλεχζηκν. 

΢ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ε ρξσζηηθή SYBR Green I πνπ πξνζδέλεηαη 

ζηε κηθξή αχιαθα ηνπ δίθισλνπ DNA θη εληζρχεη πνιχ ην θζνξηζκφ ηνπ (Δηθφλα 14). 

Σν ζήκα θζνξηζκνχ απμάλεη ζηαδηαθά θαηά ηε θάζε επηκήθπλζεο, γίλεηαη κέγηζην 

ζην ηέινο θάζε αληίζηνηρεο θάζεο θαη κεηψλεηαη ή εθιείπεη θαηά ηε θάζε ηεο 

απνδηάηαμεο. Με δεδνκέλν φηη ε ηερληθή δελ είλαη απφιπηα εηδηθή θαη φηη ηαπηφρξνλα 

κπνξεί λ’ αληρλεχνληαη ηφζν δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ φζν θαη κε εηδηθά πξντφληα PCR, 

γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο έληαζεο θζνξηζκνχ ειέγρεηαη πάληα ε θακπχιε ηήμεο 

(melting curve) ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο. Αμηνινγνχληαη κφλν νη αληηδξάζεηο 

ζηηο νπνίεο είλαη νξαηή κφλν κηα θνξπθή ζηελ θακπχιε ηήμεο. 

 

   

Δικόνα 14 - Αλάιπζε RQ-PCR κε ηελ ρξήζε ηεο ρξσζηηθήο SYBR Green I 

 

Γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

δχν θχξηνη ηχπνη πνζνηηθνπνίεζεο: ε «ζρεηηθή» θαη ε «απφιπηε» 

πνζνηηθνπνίεζε.(163) Ζ «απφιπηε» πνζνηηθνπνίεζε βαζίδεηαη ζηελ θαηαζθεπή 
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πξφηππεο θακπχιεο (standard curve) κε ππνδεθαπιάζηεο δηαδνρηθέο αξαηψζεηο 

γλσζηψλ δεηγκάησλ, ζπλήζσο πιαζκηδηαθνχ DNA πνπ θέξεη ην γνλίδην πνπ καο 

ελδηαθέξεη.(163) Ζ ζεσξεηηθή θιίζε (slope) ηεο πξφηππεο θακπχιεο είλαη -3,32 γηα 

κηα αληίδξαζε PCR κε ηε κέγηζηε απνδνηηθφηεηα (efficiency). ΢ηε «ζρεηηθή» 

πνζνηηθνπνίεζε εληζρχεηαη παξάιιεια κε ην γνλίδην ζηφρν (gene of interest, GOI) 

θαη έλα γνλίδην αλαθνξάο θαη ην απνηέιεζκα εθθξάδεηαη ζπγθξηηηθά κε ην γνλίδην 

αλαθνξάο. Χο γνλίδηα αλαθνξάο ρξεζηκνπνηνχληαη γνλίδηα πνπ εθθξάδνληαη 

ζηαζεξά ζε φια ηα θχηηαξα (θπζηνινγηθά θαη λενπιαζκαηηθά), δελ επεξεάδνληαη απφ 

ηπρφλ ζεξαπεπηηθή αγσγή θαη δε ζρεηίδνληαη κε ςεπδνγνλίδηα. Χο θαηαιιειφηεξα 

γνλίδηα αλαθνξάο ζεσξνχληαη ηα ηδηνζπζηαηηθά (housekeeping genes, HKG). Γηα ηε 

«ζρεηηθή» πνζνηηθνπνίεζε ρξεζηκνπνηείηαη είηε ε κέζνδνο ηνπ 2-ΓΓCt θαηά ηελ νπνία 

αμηνινγείηαη ν Ct ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ θαη ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο είηε δεκηνπξγνχληαη 

δχν πξφηππεο θακπχιεο (κηα γηα ην γνλίδην αλαθνξάο θαη κηα γηα ην γνλίδην ζηφρν) 

θαη ην απνηέιεζκα εθθξάδεηαη σο αλαινγία έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ πξνο ην 

γνλίδην αλαθνξάο.(164) ΢ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ πέληε γνλίδηα 

αλαθνξάο θαη γηα ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ αμηνπνηήζεθε ν αιγφξηζκνο ηνπ 

2-ΓΓCt. 

 

3.2.2.4.2 Αξιολόγηζη αποηελεζμάηων με ηη μεθοδολογία ηος 2-ΔΔCη  

 

Γηα ηελ αμηνιφγεζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο RQ-PCR κε ηε κεζνδνινγία ηνπ 2-ΓΓCt 

ρξεζηκνπνηείηαη ν Ct ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ θαη ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο.  

Οη ηηκέο Ct πνπ παξέρνληαη απφ ηα φξγαλα ηεο RQ-PCR εηζάγνληαη ζε έλα 

(ινγηζηηθφ) θχιιν εξγαζίαο, φπσο ην Microsoft Excel, θαη αξρηθά ππνινγίδεηαη ε κέζε 

ηηκή ησλ Ct ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο. Αθνινπζεί ν ππνινγηζκφο ηνπ ΓCt απφ ηελ 

εμίζσζε: ΓCt = (Ct θάζε γνληδίνπ, CtGΟΗ) – (Μέζε ηηκή ησλ Ct ησλ γνληδίσλ 

αλαθνξάο, CtAVG HKG). 

Ζ πνζνηηθνπνίεζε ησλ ζρεηηθψλ αιιαγψλ ζηελ έθθξαζε γνληδίσλ κεηαμχ 

δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ θαζίζηαηαη εθηθηή κε ηνλ ππνινγηζκφ ηεο εμίζσζεο ηνπ 2-ΓΓCt. 

Γηα ηνλ ππνινγηζκφ απηφ κεηαμχ ι.ρ. δχν νκάδσλ αζζελψλ πξψηα ππνινγίδεηαη ε 

ηηκή ηνπ ΓΓCt (ΓΓCt = κέζε ηηκή ΓCt ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ ζηελ πξψηε νκάδα 

αζζελψλ – κέζε ηηκή ΓCt ηνπ ίδηνπ γνληδίνπ ζηε δεχηεξε νκάδα αζζελψλ) θαη ζηε 

ζπλέρεηα ην 2-ΓΓCt. Απφ ην 2-ΓΓCt ππνινγίδεηαη ε δηαθνξά έθθξαζεο ηνπ ππφ κειέηε 

γνληδίνπ ζηηο δχν ππννκάδεο. ΢πγθεθξηκέλα, εάλ ην 2-ΓΓCt είλαη >1 ε δηαθνξά 

έθθξαζεο ηζνχηαη κε ην 2-ΓΓCt , ελψ αλ είλαη <1 ηζνχηαη κε -1/2-ΓΓCt . ΢ηελ παξνχζα 

κειέηε, ε δηαθνξά ζηελ έθθξαζε ελφο γνληδίνπ κεηαμχ δχν ππννκάδσλ ζεσξήζεθε 

ζεκαληηθή κφλν φηαλ: i) ε δηαθνξά επηπέδσλ έθθξαζεο ήηαλ >2 ή <-2 (ελδεηθηηθή γηα 
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αχμεζε ή κείσζε ηεο έθθξαζεο, αληηζηνίρσο), θαη ii) ε δηαθνξά ησλ ηηκψλ ΓCt ήηαλ 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή (p<0,05) κε ηε ρξήζε ηνπ t-test.  

 

 

3.2.2.4.3 Μελέηη ζημαηοδοηικήρ οδού ηων TLRs με ηη σπήζη ηων ζςζηοισιών 

PCR (PCR Arrays)  

 

Με ηε κεζνδνινγία ησλ ζπζηνηρηψλ δίδεηαη ε δπλαηφηεηα ηαπηφρξνλεο ελίζρπζεο θαη 

ειέγρνπ ηεο έθθξαζεο πνιιψλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ππφ κειέηε 

ζεκαηνδνηηθή νδφ ζε κηα πιάθα 96 ζέζεσλ. Απηφ είλαη εθηθηφ κε ηελ ηνπνζέηεζε 

δεχγνπο εθθηλεηψλ ελφο δηαθνξεηηθνχ γνληδίνπ ζε θαζέλα απφ ηα 96 πεγαδάθηα ηεο 

πιάθαο. Έηζη, δίλεηαη ε δπλαηφηεηα ηαπηφρξνλεο ελίζρπζεο θαη ειέγρνπ ηεο 

έθθξαζεο 84 γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ζεκαηνδνηηθή νδφ πνπ κειεηάηαη 

θαζψο θαη 5 γνληδίσλ αλαθνξάο (housekeeping genes, HKG), ελψ παξάιιεια 

πξαγκαηνπνηείηαη έιεγρνο γηα ηελ παξνπζία πξφζκημεο απφ gDNA (Genomic DNA 

Control, GDC), ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (Reverse 

transcription controls, RTC) θαη ηελ πνηφηεηα ηεο αληίδξαζεο PCR (Positive PCR 

controls, PPC) . 

΢ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ν αλαιπηήο Chromo4 (BioRad) θαη ην RT² 

Profiler™ PCR Array kit (PAHS-018A array, SABiosciences, USA) ζην νπνίν 

πεξηιακβάλνληαη κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TLRs θαζψο θαη ζεκαληηθνί κεζνιαβεηέο 

ηεο ζεκαηνδφηεζεο κεηαμχ ησλ νπνίσλ πξνζαξκνγείο θαη πξσηετληθά κφξηα πνπ 

αιιειεπηδξνχλ κε ηνπο ππνδνρείο θαη ηειεζηέο ηεο TLR ζεκαηνδφηεζεο (Πίλαθεο 

9,10). Μφξηα πνπ αλήθνπλ ζε ελδνθπηηάξηα κνλνπάηηα κεηαβίβαζεο ηνπ ζήκαηνο 

(NF-θB, JNK/p38, NF/IL6, θαη IRF) θαη ελεξγνπνηνχληαη ζε επφκελα βήκαηα ηεο TLR 

ζεκαηνδφηεζεο ζπκπεξηιακβάλνληαη επίζεο ζηελ ζπζηνηρία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

(Πίλαθεο 9,10). Χο γνλίδηα αλαθνξάο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα γνλίδηα B2M (Beta 2 

microglobulin), HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1), RPLT13A 

(Ribosomal protein L13a), GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

θαη ACTB (beta actin).  
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Πίνακαρ 10. Γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηε ζεκαηνδνηηθή νδφ ησλ TLRs θαη ειέγρζεθαλ ζηελ 

παξνχζα κειέηε  

 
Ομάδερ γονιδίων 
 

 
Γονίδια 

Τποδοσείρ 
CD180, SIGIRR, TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, 
TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10 

Πποζαπμογείρ και μόπια πος 
αλληλεπιδπούν με ηοςρ TLRs 

BTK, CD14, HMGB1, HRAS, HSPA1A, HSPD1, 
LY86, LY96, MAPK8IP3, MYD88, PELI1, RIPK2, 
SARM1, TICAM2, TIRAP, TOLLIP, TICAM1, 
IRAK1, IRAK2, TRAF6 

Σελεζηέρ 
CASP8, EIF2AK2, FADD, MAP3K7, TAB1, 
NR2C2, PPARA, PRKRA, ECSIT, UBE2N, 
UBE2V1 

Γονίδια πος εμπλέκονηαι ζε 
ενδοκςηηάπια μονοπάηια 
μεηαβίβαζηρ ζήμαηορ           

Μονοπάηι NF-κB:  

CHUK, IKBKB, MAP3K1*, MAP4K4, NFKB1, 
NFKB2, NFKBIA, NFKBIL1, NFRKB, REL, RELA, 
CLEC4E, PTGS2 

Μονοπάηι JNK/p38:  

ELK1, FOS, JUN, MAP2K3, MAP2K4, MAP3K1*, 
MAPK8 

Μονοπάηι IRF:  

CXCL10, IFNA1, IFNB1, IFNG, IRF1, IRF3, TBK 

Κςηηαποκίνερ και ζςνδιεγεπηικά 
μόπια 

IL1A, IL1B, IL2, IL6, IL8, IL10, IL12A, CCL2, 
CSF2, CSF3, LTA, TNF, TNFRSF1A, CD80, 
CD86 

* Γνλίδηα πνπ αλήθνπλ ζε πεξηζζφηεξεο απφ κηα νκάδεο 
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Πίνακαρ 11.  Αλαιπηηθή πεξηγξαθή γνληδίσλ ηα νπνία ειέγρζεθαλ ζηελ παξνχζα κειέηε 

 
΢ςμβολιζμόρ 
γονιδίος 
(HUGO) 

 

Όνομα γονιδίος Δναλλακηικοί ζςμβολιζμοί 

BTK Bruton agammaglobulinemia 
tyrosine kinase 

ATK, XLA, PSCTK1, AGMX1, 
IMD1  

CASP8 Caspase 8, apoptosis-related 
cysteine peptidase 

MCH5, MACH, FLICE, Casp-8 

CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 MCP1, MCP-1, MCAF, SMC-
CF, GDCF-2, HC11, MGC9434, 
SCYA2 

CD14 CD14 molecule - 
CD180 CD180 molecule RP105, Ly78,LY64  
CD80 CD80 molecule CD28LG, CD28LG1 
CD86 CD86 molecule CD28LG2 
CHUK Conserved helix-loop-helix 

ubiquitous kinase 
TCF16, IKK1, IKK-alpha, IkBKA, 
NFKBIKA, IKKA 

CLEC4E C-type lectin domain family 4, 
member E 

mincle, CLECSF9 

CSF2 Colony stimulating factor 2 
(granulocyte-macrophage) 

GM-CSF 

CSF3 Colony stimulating factor 3 
(granulocyte) 

MGC45931, GCSF, G-CSF, 
C17orf33   

CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 IFI10, IP-10, crg-2, mob-1, C7, 
gIP-10, INP10, SCYB10 

ECSIT ECSIT homolog (Drosophila) SITPEC 
EIF2AK2 Eukaryotic translation initiation 

factor 2-alpha kinase 2 
PKR, EIF2AK1, PRKR  

ELK1 ELK1, member of ETS oncogene 
family 

- 

FADD Fas (TNFRSF6)-associated via 
death domain 

MORT1, GIG3 

FOS V-fos FBJ murine osteosarcoma 
viral oncogene homolog 

c-fos, AP-1 

HMGB1 High-mobility group box 1 HMG3, SBP-1, 
DKFZp686A04236, HMG1 

HRAS V-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral 
oncogene homolog HRAS1 

HSPA1A Heat shock 70kDa protein 1A HSP70-1, HSPA1 
HSPD1 Heat shock 60kDa protein 1 

(chaperonin) 
GROEL, HSP60, SPG13 

IFNA1 Interferon, alpha 1 IFNA@, IFL, IFN, IFN-ALPHA, 
IFNA13 

IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast IFB, IFF, IFNB  
IFNG Interferon, gamma  
IKBKB Inhibitor of kappa light polypeptide 

gene enhancer in B-cells, kinase 
beta 

IKK2, NFKBIKB, IKK-beta, IKKB 

IL10 Interleukin 10 CSIF, TGIF, IL10A, IL-10 
IL12A Interleukin 12A (natural killer cell 

stimulatory factor 1, cytotoxic 
lymphocyte maturation factor 1, 
p35) 

CLMF, IL-12A, p35, NFSK, 
NKSF1  

IL1A Interleukin 1, alpha IL1F1, IL-1A, IL1  
                                                                                                                                   

                                                                                                                                   ζπλέρεηα 
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Πίνακαρ 11 (ζςνέσεια) 

 
΢ςμβολιζμόρ 
γονιδίος 
(HUGO) 
 

Όνομα γονιδίος Δναλλακηικοί ζςμβολιζμοί 

IL1B Interleukin 1, beta IL1F2, IL-1B 
IL2 Interleukin 2 - 
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) IL-6, BSF2, HGF, HSF, IFNB2  
IL8 Interleukin 8 SCYB8, LUCT, LECT, MDNCF, 

TSG-1, CXCL8, IL-8, NAP-1, 3-
10C, MONAP, AMCF-I, LYNAP, 
NAF, b-ENAP, GCP-1, K60 

IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated 
kinase 1 

IRAK, pelle 

IRAK2 Interleukin-1 receptor-associated 
kinase 2 

- 

IRF1 Interferon regulatory factor 1 MAR 
IRF3 Interferon regulatory factor 3  
JUN Jun oncogene c-Jun, AP-1 
LTA Lymphotoxin alpha (TNF 

superfamily, member 1) 
TNFB 

LY86 Lymphocyte antigen 86 MD-1, dJ80N2.1 
LY96 Lymphocyte antigen 96 MD-2 
MAP2K3 Mitogen-activated protein kinase 

kinase 3 
MEK3, MKK3, MAPKK3, 
PRKMK3 

MAP2K4 Mitogen-activated protein kinase 
kinase 4 

MEK4, JNKK1, PRKMK4, 
MKK4, SERK1 

MAP3K1 Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase 1 

MEKK, MAPKKK1, MEKK1 

MAP3K7 Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase 7 

MEKK7, TAK1 

MAP4K4 Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase kinase 4 

HGK, NIK, FLH21957 

MAPK8 Mitogen-activated protein kinase 8 JNK, JNK1, SAPK1, PRKM8 
MAPK8IP3 Mitogen-activated protein kinase 8 

interacting protein 3 
KIAA1066, JSAP1, JIP3, syd 

MYD88 Myeloid differentiation primary 
response gene (88) 

- 

NFKB1 Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-
cells 1 

KBF1, p105, NFKB-p50, p50, 
NF-kappaB 

NFKB2 Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-
cells 2 (p49/p100) 

LYT-10, p52 

NFKBIA Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha 

IKBA, MAD-3, IkappaBalpha, 
NFKBI  

NFKBIL1 Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor-like 1 

IKBL, NFKBIL   

NFRKB Nuclear factor related to kappaB 
binding protein 

DKFZp547B2013, INO80G 

NR2C2 Nuclear receptor subfamily 2, group 
C, member 2 

TR2R1, hTAK1, TR4  

PELI1 Pellino homolog 1 (Drosophila) - 
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Πίνακαρ 11 (ζςνέσεια) 

 
΢ςμβολιζμόρ 
γονιδίος 
(HUGO) 
 

Όνομα γονιδίος Δναλλακηικοί ζςμβολιζμοί 

PPARA Peroxisome proliferator-activated 
receptor alpha 

hPPAR, NR1C1, PPAR 

PRKRA Protein kinase, interferon-inducible 
double stranded RNA dependent 
activator 

PACT, RAX, HSD14, DYT16 

REL V-rel reticuloendotheliosis viral 
oncogene homolog (avian) 

I-Rel, c-Rel 

RELA V-rel reticuloendotheliosis viral 
oncogene homolog A (avian) 

NFKB3, p65 

RIPK2 Receptor-interacting serine-
threonine kinase 2 

RICK, RIP2, CARDIAK, CARD3 

SARM1 Sterile alpha and TIR motif 
containing 1 

SARM, SAMD2, KIAA0524 

SIGIRR Single immunoglobulin and toll-
interleukin 1 receptor (TIR) domain 

TIR8 

TAB1 Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase 7 interacting protein 
1 

MAP3K7IP1 

TBK1 TANK-binding kinase 1 NAK 
TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 

1 
TRIF, TICAM-1, MGC35334, 
PRVTIRB 

TICAM2 Toll-like receptor adaptor molecule 
2 

TRAM, TICAM-2, TIRP 

TIRAP Toll-interleukin 1 receptor (TIR) 
domain containing adaptor protein 

Mal, wyatt 

TLR1 Toll-like receptor 1 rsc786, KIAA0012, CD281 
TLR10 Toll-like receptor 10 CD290 
TLR2 Toll-like receptor 2 TIL4, CD282 
TLR3 Toll-like receptor 3 CD283 
TLR4 Toll-like receptor 4 hToll, CD284 
TLR5 Toll-like receptor 5 TIL3, SLEB1, FLJ10052, 

MGC126430, MGC126431 
TLR6 Toll-like receptor 6 CD286 
TLR7 Toll-like receptor 7 - 
TLR8 Toll-like receptor 8 CD288 
TLR9 Toll-like receptor 9 CD289 
TNF Tumor necrosis factor (TNF 

superfamily, member 2) 
TNFSF2, DIF, TNF-alpha, TNFA  

TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor 
superfamily, member 1A 

TNF-R, TNFAR, TNFR60, TNF-
R-I, CD120a, TNF-R55, TNFR1  

TOLLIP Toll interacting protein IL-1RAcPIP 
TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 RNF85 
UBE2N Ubiquitin-conjugating enzyme E2N 

(UBC13 homolog, yeast) 
UbcH-ben, UBC13, MGC8489 

UBE2V1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 
variant 1 

UEV-1, CROC-1, UEV1A, 
CROC1, UBE2V 

B2M Beta-2-microglobulin - 
HPRT1 Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1 
HGPRT, HPRT 

RPL13A Ribosomal protein L13a TSTA1 
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Πίνακαρ 11 (ζςνέσεια) 

 
΢ςμβολιζμόρ 
γονιδίος 
(HUGO) 
 

Όνομα γονιδίος Δναλλακηικοί ζςμβολιζμοί 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 

GAPD 

ACTB Actin, beta - 

   
HUGO: Human Genome Organization 

 

Σν κίγκα ηεο αληίδξαζεο πεξηιάκβαλε cDNA, δηάιπκα RT² SYBR® Green qPCR 

Master Mix (SABiosciences, USA)  θαη ddH2O (Πίλαθαο 11).  

 

 Πίνακαρ 12. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ κίγκαηνο ηεο αληίδξαζεο  

Ανηιδπαζηήπια Όγκοι 

RT² SYBR
®
 Green qPCR Master Mix (πεξηέρεη ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα, HotStart DNA Taq πνιπκεξάζε, λνπθιενηίδηα θαη 
ρξσζηηθή SYBR Green I ) 

1275κl 

ddH2O 1173κl 

cDNA 102κl 

Σελικόρ όγκορ 2550μl 

 

25 κl απφ ην κίγκα ηεο αληίδξαζεο κνηξάζηεθαλ ζε θαζεκία απφ ηηο ζέζεηο ηεο 

πιάθαο, ε νπνία ζθξαγίζηεθε θαηάιιεια πξηλ ηνπνζεηεζεί ζηνλ ζεξκνθπθινπνηεηή 

Chromo4. 

Σσνθήκες ανηίδραζης:  

-αξρηθή απνδηάηαμε: 950C, 10min 

-θπξίσο αληίδξαζε: δηεμάγεηαη ζε 40 θχθινπο. Κάζε θχθινο πεξηιακβάλεη: 

  θάζε απνδηάηαμεο: 950C, 15sec 

  θάζε ζχλδεζεο εθθηλεηψλ: 550C, 40sec 

  θάζε επέθηαζεο κνξίσλ DNA: 720C, 30 sec  

-ηειηθή επέθηαζε ζπληεζεηκέλσλ κνξίσλ DNA: 720C, 5min 

Αθνινπζεί έλα πξφγξακκα melting curve. 

Σσνθήκες melting curve 

-950 C, 1min 

-650 C, 2min (OPTICS OFF) 

-Μεηάβαζε απφ ηνπο 650 C ζηνπο 950 C θαηά 20 C/ min (OPTICS ON) 
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Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο έθθξαζεο ησλ εμεηαδφκελσλ γνληδίσλ, αξρηθά ειέγρζεθε ε 

παξνπζία πξφζκημεο gDNA θαη ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο 

θαη ηεο αληίδξαζεο PCR ζε θάζε δείγκα. Ο έιεγρνο γηα ηελ παξνπζία πξφζκημεο απφ 

gDNA επηηεχρζεθε κε ηελ αλαδήηεζε αιιεινπρηψλ επαλαιακβαλφκελνπ gDNA. Όηαλ 

ε δηαθνξά κεηαμχ ησλ ηηκψλ Ct ηνπ GDC θαη ηεο κέζεο ηηκήο ησλ Ct ησλ HKG (ΓCt = 

CtGDC – CtAVG HKG) ήηαλ κεγαιχηεξε απφ 10, ην επίπεδν ηεο πξφζκημεο απφ gDNA 

ζεσξήζεθε αξθεηά ρακειφ ψζηε λα κελ επεξεάδεη ηα απνηειέζκαηα ηεο γνληδηαθήο 

έθθξαζεο. Ο έιεγρνο γηα ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο θαη 

ηελ πνηφηεηα ηεο αληίδξαζεο PCR πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 3 δηαθνξεηηθέο ζέζεηο γηα 

ην RTC θαη PPC αληηζηνίρσο. Έηζη ειέγρζεθε ε παξνπζία ηπρφλ πξνζκίμεσλ ζηα 

δείγκαηα RNA πνπ ζα κπνξνχζε λα επεξεάδνπλ ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθή ή ηελ 

ελίζρπζε ησλ πξντφλησλ PCR, αληηζηνίρσο. Ζ κέζε ηηκή Ct ησλ PPC ζα πξέπεη λα 

θπκαίλεηαη ζε ηηκέο 20 ± 2 θχθινπο αλά αληίδξαζε θαη δελ πξέπεη λα δηαθέξεη 

πεξηζζφηεξν απφ δχν θχθινπο κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ αληηδξάζεσλ πνπ ζα 

ζπγθξηζνχλ. Μεγαιχηεξεο δηαθνξέο ππνδειψλνπλ ηελ παξνπζία δηαθνξεηηθψλ 

πνζνηήησλ αλαζηνιέσλ ηεο αληίδξαζεο PCR. Γηαθνξέο αλάκεζα ζηε κέζεο ηηκέο Ct 

ησλ RTC θαη ησλ PPC (ΓCt = AVG Ct RTC – AVG Ct PPC) κηθξφηεξεο ηνπ 5 

ππνδειψλνπλ φηη δελ ππάξρεη αλαζηνιή ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. 

Μφλν ηα δείγκαηα πνπ πιεξνχζαλ ηηο παξαπάλσ πξνυπνζέζεηο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ 2-ΓΓCt θαη αμηνινγήζεθαλ πεξαηηέξσ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ ζεκαηνδνηηθή νδφ ησλ TLRs. 

 

 

3.2.3 Ανοζοαποηύπωζη καηά Western  

 

Κπηηαξηθέο πξσηεΐλεο εθρπιίζζεθαλ απφ θαζαξφ πιεζπζκφ CD19+ ιεκθνθπηηάξσλ 

πνπ απνκνλψζεθαλ  φπσο αλαθέξεηαη ζηελ παξάγξαθν 3.2.2.1. Ζ ιχζε ησλ 

θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ελφο ιπηηθνχ δηαιχκαηνο  πνπ 

πεξηιάκβαλε 0,5M Tris-HCl, 5M NaCl, 0,5M EDTA pH 7,4, 1% Triton X-100, 10% 

γιπθεξφιε, 0,1% SDS, 0,5% sodium deoxycholate θαη έλα κίγκα απφ αλαζηνιείο 

πξσηεαζψλ ζηνπο νπνίνπο ζπκπεξηιήθζεθαλ leupeptin (200mM) θαη PMSF 

(5κg/ml).  

Δίθνζη έσο ζαξάληα κηθξνγξακκάξηα πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο κεηαθέξζεθαλ ζε 

πεθηή 10% NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen, Paisley, UK) κεηά απφ απνδηάηαμε (ζηνπο 

700C γηα 10 ιεπηά) ππφ αλαγσγηθέο ζπλζήθεο. Ζ ειεθηξνθφξεζε ησλ πξσηετλψλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε επί 60 min ζε ηάζε 200 V κε θαηάιιειε ηνπνζέηεζε ηνπ 
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ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο NuPAGE MOPS (1x) ζηνπο ζαιάκνπο ηεο ειεθηξνθνξεηηθήο 

ζπζθεπήο Invitrogen XCell SureLock θαη πξνζζήθε 500κl δηαιχκαηνο antioxidant 

ζηνλ εζσηεξηθφ ζάιακν ηεο ζπζθεπήο. Ζ ειεθηξνκεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ ζε PVDF 

κεκβξάλεο (Biorad,USA) πξαγκαηνπνηήζεθε κε εθαξκνγή ειεθηξηθνχ πεδίνπ 25V γηα 

2 ψξεο κε ηε ρξήζε θαηάιιεινπ δηαιχκαηνο κεηαθνξάο (Tranfer buffer 1Υ) πνπ 

πεξηείρε κεζαλφιε (Δηθφλα 15). 

  

Δικόνα 15 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε δηάηαμεο γηα ηελ ειεθηξνκεηαθνξά ησλ 

πξσηετλψλ. 

 

Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ TLR1, TLR2, TLR8 θαη TLR9 πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηε 

ρξήζε θαηάιιεισλ κνλνθισληθψλ αληηζσκάησλ (Πίλαθαο 12).  

 

Πίνακαρ 13. Μνλνθισληθά αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε πεηξάκαηα Western 

Ανηίζωμα Δηαιπεία Απαίωζη 

Goat anti-human TLR1 R&D Systems, USA 1:200 

Goat anti-human TLR2 R&D Systems, USA 1:200 

Mouse anti-human TLR8  Santa Cruz Biotechnology, USA 1:200 

Mouse anti-human TLR9  Santa Cruz Biotechnology, USA 1:200 

Mouse anti-human β-αθηίλε Sigma-Aldrich, USA 1:5000 

 

Γηα ηελ αλνζναλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην WesternDot™ 625 

Western Blot Kit (Invitrogen, Paisley, UK). Ζ αλίρλεπζε ζηεξίδεηαη ζηελ παξνπζία 

ελφο δεπηεξνγελνχο αληηζψκαηνο ζε ζχκπινθν κε βηνηίλε (goat anti-mouse ή rabbit 

anti-goat θαηά πεξίπησζε αλάινγα κε ην πξσηνγελέο αληίζσκα) θαη ζηελ 
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αιιειεπίδξαζή ηνπ κε ην ζχκπινθν QdotR 625 ζηξεπηαβηδίλεο. Με δεδνκέλν φηη 

φηαλ ν λαλνθξχζηαιινο QdotR 625 δηεγεξζεί κε ππεξηψδε αθηηλνβνιία εθπέκπεη ζε 

κήθε θχκαηνο ηνπ κπιε θσηφο, ε αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ έγηλε δπλαηή κε ηε 

ρξήζε ηνπ ζπζηήκαηνο αλίρλεπζεο MiniBIS Pro UV (DNR Bio-Imaging Systems, 

Jerusalem, Israel) κε ην ινγηζκηθφ GelCapture ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηνπ 

θαηαζθεπαζηή. ΢ε θάζε δείγκα, ππνινγίδεηαη ε επηθάλεηα (εκβαδφλ) ηεο πξσηετληθήο 

«δψλεο» πνπ καο ελδηαθέξεη θαη ε αληίζηνηρε επηθάλεηα ηεο «δψλεο» ηεο β-αθηίλεο 

κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο GelQuant. Σν απνηέιεζκα εθθξάδεηαη σο ιφγνο ηεο 

επηθάλεηαο θάζε δψλεο πξνο ηελ αληίζηνηρε επηθάλεηα ηεο δψλεο ηεο β-αθηίλεο.  

 

 

Δικόνα 16 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε αλνζναλίρλεπζεο πξσηετλψλ κε ηε ρξήζε ηνπ 

WesternDot™ 625 Western Blot Kit 
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3.2.4 Κςηηαπομεηπία ποήρ (Flow cytometry) 

 

Πξνζδηνξίζηεθε κε θπηηαξνκεηξία ξνήο ε έθθξαζε ησλ TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, 

TLR7, TLR8 θαη TLR9 ζε CD19+ ιεκθνθχηηαξα κε θαηάιιεια κνλνθισληθά 

αληηζψκαηα (Πίλαθαο 13). Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ TLR7, TLR8 θαη TLR9 

πξαγκαηνπνηήζεθε ελδνθπηηαξηθή ρξψζε κε ηε ρξήζε ηνπ BD Cytofix/Cytoperm kit 

(BD Cytofix/CytopermTM Plus Fixation Kit; BD, San Diego, CA) ζχκθσλα κε ηηο 

νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. ΢ε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ε αλάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε 

κεηά απφ ηξηπιή ζήκαλζε κε anti-CD19 θαη 7-Amino-actinomycin D (7-AAD) vital dye 

(Beckman Coulter; Brea, CA) (ψζηε λ’ απνθιεηζηνχλ ηα λεθξά θχηηαξα). Καηάιιεινη 

ηζνηππηθνί κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα θαζέλαλ απφ ηνπο TLRs πνπ 

ειέγρζεθαλ. H αλάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ θπηηαξνκεηξεηή FACS CANTO 

(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA) θαη κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο BD FACS DIVA. Μφλν ηα 7-AAD αξλεηηθά (δσληαλά θχηηαξα) 

αλαιχζεθαλ γηα ηελ έθθξαζε ησλ TLRs.  

  

 Πίνακαρ 14- Αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεζαλ ζηελ θπηηαξνκεηξία ξνήο  

Ανηίζωμα Φθοπιζμόσπωμα     Δηαιπεία 

Mouse anti-human TLR1 (GD2.F4) FITC AbCam, UK 

Mouse anti-human TLR2 Alexa Fluor® 488 Invitrogen, USA 

Mouse anti-human TLR4 (HTA125) PE AbCam, UK 

Mouse anti-human TLR6 (TLR6.127) FITC AbCam, UK 

Rabbit anti-human TLR7 PE AbCam, UK 

Mouse anti-human TLR8 (303F1.14) Alexa Fluor® 488 IMGENEX, CA 

Mouse anti-human TLR9 (5G5)  FITC AbCam, UK 

Mouse anti-human CD80 (557226) FITC BD Pharmingen, USA 

Mouse anti-human CD86 (555658) PE BD Pharmingen, USA 

 

3.3 ΢ηαηιζηική Ανάλςζη 

Γηα φιεο ηηο αλαιχζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζηαηηζηηθφ πξφγξακκα SPSS 17.0 

(Statistical Package for Social Sciences) γηα Windows. Γηα ηηο πνζνηηθέο κεηαβιεηέο, 

πξνζδηνξίζηεθαλ νη κέζεο ηηκέο, νη δηάκεζεο, νη κέγηζηεο ή νη ειάρηζηεο ηηκέο θαη νη 

ηηκέο ηππηθήο απφθιηζεο. Ζ ζεκαζία ησλ δηπαξακεηξηθψλ ζπζρεηίζεσλ κεηαμχ ησλ 

παξαγφλησλ εθηηκήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ X2 θαη ηνπ T-test. Γηα ηε κειέηε ηεο 

επηβίσζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη θακπχιεο επηβίσζεο θαηά Kaplan-Meier. Ζ 

επηβίσζε ρσξίο πξφνδν λφζνπ (PFS) κεηξήζεθε απφ ηε δηάγλσζε κέρξη ηελ 

εκεξνκελία εμέιημεο ηεο λφζνπ, ελψ ε ζπλνιηθή επηβίσζε (OS) απφ ηε δηάγλσζε 

κέρξη ην ζάλαην αλεμάξηεηα απφ ηελ αηηία πνπ ηνλ πξνθάιεζε ή κέρξη ηελ ηειεπηαία 
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παξαθνινχζεζε ηνπ αζζελνχο. ΢ηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ επηβίσζε 

κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ εθηηκήζεθαλ κε ηε δνθηκαζία Log-Rank test. 

Υξεζηκνπνηήζεθε ε πνιππαξακεηξηθή αλάιπζε Cox, (Cox, propotional hazard 

multivariate regression analysis) γηα ηελ ηειηθή εθηίκεζε ηεο πξνγλσζηηθήο ζεκαζίαο 

ησλ δηαθφξσλ παξαγφλησλ πνπ κειεηήζεθαλ. Όιεο νη αλαιχζεηο έγηλαλ ζε επίπεδν 

ζεκαληηθφηεηαο 5%.  
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4. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

4.1 Ανάλςζη ηων γονιδίων ηων ανοζοζθαιπινών 

 

4.1.1 Ρεπεπηόπιο γονιδίων IGHV, IGHD και IGHJ 

Κισληθέο αλαδηαηάμεηο IGHV-IGHD-IGHJ αληρλεχζεθαλ ζε 191 πεξηπηψζεηο ΥΛΛ ηεο 

παξνχζαο κειέηεο. Αλαγλσξίζηεθαλ γνλίδηα πνπ αλήθνπλ ζε έμη απφ ηηο επηά 

ππννκάδεο ησλ γνληδίσλ IGHV. Δπηθξάηεζαλ γνλίδηα ηεο ππννκάδαο IGHV3 (79/191 

πεξηπηψζεηο, 41,4%) θαη αθνινχζεζαλ ηα γνλίδηα ησλ ππννκάδσλ IGHV4 (54/191 

πεξηπηψζεηο, 28,3%) θαη IGHV1 (44/191 πεξηπηψζεηο, 23,0%). ΢ην ζχλνιν ησλ 

αλαδηαηάμεσλ IGHV-IGHD-IGHJ αλαγλσξίζηεθαλ 40 δηαθνξεηηθά γνλίδηα IGHV. Σα 

ζπρλφηεξα γνλίδηα IGHV ήηαλ ηα IGHV4-34, IGHV3-7, IGHV1-69, IGHV3-23, IGHV3-

30, IGHV1-2, IGHV3-48 θαη IGHV4-39 ζε ζπκθσλία κε πξνεγνχκελεο κειέηεο 

(Δηθφλα 17, Πίλαθαο 15 ).(121, 123) 

 

Δικόνα 17 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο ζπρλφηεηαο ησλ γνληδίσλ IGHV ζηελ 

παξνχζα κειέηε. 
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Πίνακαρ 15 - Αξηζκφο πεξηπηψζεσλ θαη ζπρλφηεηα γνληδίσλ IGHV ζηελ παξνχζα κειέηε 

Γονίδιο IGHV 
Απιθμόρ 

αλληλοςσιών % 

IGHV1-18 5   2,6    

IGHV1-2 11   5,8    

IGHV1-24 1   0,5    

IGHV1-3 7   3,7    

IGHV1-46 2   1,0    

IGHV1-58 1   0,5    

IGHV1-69 14   7,3    

IGHV1-8 3   1,6    

IGHV2-26 1   0,5    

IGHV2-5 2   1,0    

IGHV3-11 3   1,6    

IGHV3-13 1   0,5    

IGHV3-15 3   1,6    

IGHV3-20 2   1,0    

IGHV3-21 3   1,6    

IGHV3-23 12   6,3    

IGHV3-30 11   5,8    

IGHV3-30-3 2   1,0    

IGHV3-33 6   3,1    

IGHV3-43 1   0,5    

IGHV3-48 8   4,2    

IGHV3-49 3   1,6    

IGHV3-53 2   1,0    

IGHV3-64 1   0,5    

IGHV3-66 1   0,5    

IGHV3-7 15   7,9    

IGHV3-73 1   0,5    

IGHV3-74 2   1,0    

IGHV3-9 2   1,0    

IGHV4-30-4 2   1,0    

IGHV4-31 4   2,1    

IGHV4-34 28  14,7    

IGHV4-39 8   4,2    

IGHV4-4 6   3,1    

IGHV4-59 2   1,0    

IGHV4-61 3   1,6    

IGHV4-b 1   0,5    

IGHV5-51 5   2,6    

IGHV5-a 3   1,6    

IGHV6-1 3   1,6    

΢ύνολο 191 100 

   

 

 

Aλαγλσξίζηεθαλ 6 δηαθνξεηηθά γνλίδηα IGHJ. ΢πρλφηεξν ήηαλ ην γνλίδην IGHJ4 

(87/191 πεξηπηψζεηο, 45,5%) θαη αθνινπζνχζε ην IGHJ6 (55/191 πεξηπηψζεηο, 

28,8%) (Δηθφλα 18, Πίλαθαο 16). 
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Δικόνα 18 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο ζπρλφηεηαο ησλ γνληδίσλ IGHJ ζηελ 

παξνχζα κειέηε. 

 

Πίνακαρ 16 - Ρεπεξηφξην γνληδίσλ IGHJ ζηελ παξνχζα κειέηε 

IGHJ γονίδιο Απιθμόρ αλληλοςσιών % 

IGHJ1 3 1,6 

IGHJ2 4 2,1 

IGHJ3 27 14,1 

IGHJ4 87 45,5 

IGHJ5 15 7,9 

IGHJ6 55 28,8 

΢ύνολο 191 100 

 

 

΢ην ζχλνιν ησλ αλαδηαηάμεσλ αλαγλσξίζηεθαλ 24 δηαθνξεηηθά γνλίδηα IGHD πνπ 

αλήθαλ ζε επηά ππννκάδεο. ΢ε ηξεηο απφ ηηο 191 αλαδηαηάμεηο δελ αλαγλσξίζηεθε 

γνλίδην ΗGHD. Δπηθξαηνχζαλ γνλίδηα ηεο ππννκάδαο IGHD3 (69/191 πεξηπηψζεηο, 

36,1%) θαη αθνινπζνχζαλ ηα γνλίδηα ηεο ππννκάδαο IGHD2 (40/191 πεξηπηψζεηο,  

20,9%). Σα πην ζπρλά γνλίδηα ήηαλ ηα IGHD3-3 θαη IGHD3-10 θαη αθνινπζνχζαλ ηα 

IGHD6-19, IGHD2-2, IGHD3-22 θαη IGHD2-15 (Δηθφλα 19 , Πίλαθαο 17). 
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Δικόνα 19 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο ζπρλφηεηαο ησλ γνληδίσλ IGHD ζηελ 

παξνχζα κειέηε, (ΓΑ= δελ αλαγλσξίζηεθαλ). 

 

Πίνακαρ 17 - Ρεπεξηφξην γνληδίσλ IGHD ζηελ παξνχζα κειέηε 

IGHD γονίδιο Απιθμόρ αλληλοςσιών % 

IGHD1-1 3 1,6 

IGHD1-14 4 2,1 

IGHD1-26 6 3,1 

IGHD1-7 3 1,6 

IGHD2-15 12 6,3 

IGHD2-2 18 9,4 

IGHD2-21 4 2,1 

IGHD2-8 6 3,1 

IGHD3-10 19 9,9 

IGHD3-16 9 4,7 

IGHD3-22 17 8,9 

IGHD3-3 19 9,9 

IGHD3-9 5 2,6 

IGHD4-17 5 2,6 

IGHD4-23 4 2,1 

IGHD4-4 5 2,6 

IGHD5-12 5 2,6 

IGHD5-24 10 5,2 

IGHD5-5 2 1,0 

IGHD6-13 5 2,6 

IGHD6-19 18 9,4 

IGHD6-25 1 0,5 

IGHD6-6 7 3,7 

IGHD7-27 1 0,5 

ΓΑ 3 1,6 

΢ύνολο 191 100 

*ΓΑ= δελ αλαγλσξίζηεθαλ 
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4.1.2 Ανάλςζη ηων μεηαλλάξεων ηων γονιδίων IGHV 

 

Με φξην νκνινγίαο ην 98%, νη αλαδηαηάμεηο IGHV-IGHD-IGHJ πνπ έθεξαλ γνλίδηα 

IGHV κε λνπθιενηηδηθή ηαπηφηεηα ≥98% σο πξνο ην αληίζηνηρν κε αλαδηαηαγκέλν 

γνλίδην (germline) ζεσξήζεθαλ ακεηάιιαθηεο, ελψ νη αλαδηαηάμεηο κε λνπθιενηηδηθή 

ηαπηφηεηα <98% ζεσξήζεθαλ κεηαιιαγκέλεο. ΢πλνιηθά, νη 124/191 (64,9%) 

αλαδηαηάμεηο ήηαλ κεηαιιαγκέλεο, ελψ νη 67/191 (35,1%) ακεηάιιαθηεο. Πελήληα δχν  

απφ ηηο 67 ακεηάιιαθηεο αθνινπζίεο είραλ 100% νκνηφηεηα πξνο ην αληίζηνηρν κε 

αλαδηαηαγκέλν γνλίδην («πξαγκαηηθά ακεηάιιαθηεο αιιεινπρίεο»). Παξαηεξήζεθε 

ζεκαληηθή δηαθνξά ζηε ζπρλφηεηα ρξεζηκνπνίεζεο ησλ γνληδίσλ IGHV ζηηο 2 

ππννκάδεο. ΢πρλφηεξα γνλίδηα ζηελ ππννκάδα ησλ κεηαιιαγκέλσλ ήηαλ ηα IGHV4-

34 θαη IGHV3-7, ελψ ηα γνλίδηα IGHV1-69 θαη IGHV4-39 ππεξίζρπζαλ ζηελ 

ππννκάδα ησλ ακεηάιιαθησλ ζε ζπκθσλία κε φιεο ηηο πξνεγνχκελεο κειέηεο 

(Δηθφλα 20, Πίλαθαο 18).(121, 123) 

 

 

Δικόνα 20 - ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ζπρλφηεξσλ IGHV γνληδίσλ ζηηο 

κεηαιιαγκέλεο (M) θαη ακεηάιιαθηεο (ΑΜ) αλαδηαηάμεηο. 
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Πίνακαρ 18 - Αξηζκφο πεξηπηψζεσλ θαη ζπρλφηεηα γνληδίσλ IGHV ζηηο κεηαιιαγκέλεο, 

ακεηάιιαθηεο θαη «πξαγκαηηθά» ακεηάιιαθηεο αιιεινπρίεο  

Γονίδιο IGHV 
Μεηαλλαγμένερ 

αλληλοςσίερ 
Αμεηάλλακηερ 
αλληλοςσίερ 

Ππαγμαηικά αμεηάλλακηερ 
αλληλοςσίερ 

  Απιθμόρ (%) Απιθμόρ (%) Απιθμόρ (%) 

IGHV1-18 3 (2,4%) 2 (3,0%) 1 (1,9%) 

IGHV1-2 4 (3,2%) 7 (10,4%) 6 (11,5%) 

IGHV1-24 0 (0,0%) 1 (1,5%) 0 (0,0%) 

IGHV1-3 2 (1,6%) 5 (7,5%) 5 (9,6%) 

IGHV1-46 1 (0,8%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV1-58 0 (0,0%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV1-69 0 (0,0%) 14 (20,9%) 11 (21,2%) 

IGHV1-8 2 (1,6%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV2-26 1 (0,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV2-5 1 (0,8%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV3-11 1 (0,8%) 2 (3,0%) 2 (3,8%) 

IGHV3-13 1 (0,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-15 3 (2,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-20 2 (1,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-21 2 (1,6%) 1 (1,5%) 0 (0,0%) 

IGHV3-23 8 (6,5%) 4 (6,0%) 3 (5,8%) 

IGHV3-30 8 (6,5%) 3 (4,5%) 3 (5,8%) 

IGHV3-30-3 1 (0,8%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV3-33 3 (2,4%) 3 (4,5%) 3 (5,8%) 

IGHV3-43 0 (0,0%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV3-48 7 (5,6%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV3-49 3 (2,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-53 2 (1,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-64 0 (0,0%) 1 (1,5%) 0 (0,0%) 

IGHV3-66 1 (0,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-7 13 (10,5%) 2 (3,0%) 2 (3,8%) 

IGHV3-73 1 (0,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-74 2 (1,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV3-9 1 (0,8%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV4-30-4 1 (0,8%) 1 (1,5%) 1 (1,9%) 

IGHV4-31 4 (3,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV4-34 28 (22,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV4-39 1 (0,8%) 7 (10,4%) 5 (9,6%) 

IGHV4-4 6 (4,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV4-59 2 (1,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV4-61 2 (1,6%) 1 (1,5%) 0 (0,0%) 

IGHV4-b 1 (0,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

IGHV5-51 3 (2,4%) 2 (3,0%) 1 (1,9%) 

IGHV5-a 0 (0,0%) 3 (4,5%) 1 (1,9%) 

IGHV6-1 3 (2,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

΢ύνολο 124 (100%) 67 (100%) 52 (100%) 

 

4.1.3 «΢ηεπεόηςπα ςποζύνολα» 

 

Με ηε ρξήζε θαζηεξσκέλσλ θξηηεξίσλ (βιέπε παξάγξαθν 1.8.2), 30/191 

πεξηπηψζεηο εμέθξαδαλ ζηεξεφηππνπο BcRs πνπ αλήθαλ ζε επηά δηαθνξεηηθά 
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ππνζχλνια. ΢ε απηή ηελ ππννκάδα, απφ 10 πεξηπηψζεηο εμέθξαδαλ IGHV1/5/7-

IGKV1(D)-39 BcR (ππνζχλνιν #1) ή IGHV4-34/IGKV2-30 BcR (ππνζχλνιν #4), 

αληηζηνίρσο, ελψ 4 πεξηπηψζεηο εμέθξαδαλ IGHV4-39/IGKV1(D)-39 BcR 

(ππνζχλνιν #8). Όιεο νη πεξηπηψζεηο πνπ αλήθαλ ζηα ππνζχλνια #1 θαη #8 ήηαλ 

ακεηάιιαθηεο, ελψ φιεο νη πεξηπηψζεηο ηνπ ππνζπλφινπ #4 ήηαλ κεηαιιαγκέλεο. 

 

Πίνακαρ 19 – Πεξηπηψζεηο πνπ αλήθνπλ ζε ππνζχλνια κε «ζηεξεφηππνπο» ππνδνρείο 

Α/Α #
1
 IGHV/IGHD/IGHJ γονίδιο % Μήκορ VH CDR3 VH CDR3 AA

2 
 

P5588 1 IGHV1-2/IGHD5-5/IGHJ4 100,0 13 CARGGWGYVVYFDYW 

IT01-0298 1 IGHV1-3/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CAREQWLGPYYFDYW 

IT01-0320 1 IGHV1-3/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CAREQWLAITHFDYW 

N5760 1 IGHV1-3/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CAREQWLVLHYFDYW 

P1173 1 IGHV5-a/IGHD6-19/IGHJ4 99,6 13 CAREQWLGIKNFDYW 

P2355 1 IGHV1-2/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CARAQWLVVTNFDYW 

P3506 1 IGHV1-2/IGHD6-19/IGHJ4 99,7 14 CARAQWLVLSVYFDYW 

P3870 1 IGHV1-2/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CARGQWLVQLNFDYW 

P5092 1 IGHV5-a/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CAREQWLVLEHFDYW 

P3073 1 IGHV1-3/IGHD6-19/IGHJ4 100,0 13 CAREQWLVRVNFDYW 

P6090 2 IGHV3-21/ND/IGHJ6 96,2 9 CVTDRNGMDVW 

P326 2 IGHV3-21/ND/IGHJ6 98,6 9 CAIDRNGMDVW 

P2920 4 IGHV4-34/IGHD3-10/IGHJ6 93,5 20 CARGYGDSPDTKRYYYFGLDVW 

P3020 4 IGHV4-34/IGHD3-10/IGH6 90,0 20 CARGYGTSDDTRRYYFYGMDVW 

P6520 4 IGHV4-34/IGHD3-10/IGH6 94,4 20 CARGYPEVPTTRRYYYYGMELW 

P103 4 IGHV4-34/IGHD3-10/IGH6 95,9 20 CARGYPDTPVVRRYYYYGMDVW 

P3916 4 IGHV4-34/IGHD3-10/IGH6 91,2 20 CARGYADSDVIRRYYYYGMDVW 

P1626  4 IGHV4-34/IGHD4-17/IGH6 94,8 18 CARSYGSTPTTRRYYYYGMDVW 

P1422 4 IGHV4-34/IGHD5-12/IGH6 91,9 20 CARGYADTPTFRRYYYYGMDVW 

P3551 4 IGHV4-34/IGHD5-12/IGH6 93,3 20 CARGWPEDAVTRRYYYYGMEIW 

P907 4 IGHV4-34/IGHD5-12/IGH6 93,2 20 CARGYGTSATTKRYYYYGMDVW 

IT01-0278 4 IGHV4-34/IGHD2-21/IGHJ6 93,2 20 CARSYGDSPSVRRYYYYGLDVW 

P2446 8 IGHV4-39/IGHD6-13/IGHJ5 99,7 19 CASLTGYSSSWYTPANWFDPW 

P1050 8 IGHV4-39/IGHD6-13/IGHJ5 100,0 19 CAIYQGYSSSWFSQVNWFDPW 

P1615 8 IGHV4-39/IGHD6-13/IGHJ5 100,0 19 CASRRGYSSSWFNVVAWFDPW 

IT01-0252 8 IGHV4-39/IGHD6-19/IGHJ5 100,0 19 CATRQSYSSGWYGGVNWFDPW 

P781 16 IGHV4-34/IGHD1-26/IGHJ6 95,0 24 CAGRFYCYGGNCNNANYYYYYGMDVW 

P1082 16 IGHV4-34/IGHD2-15/IGHJ6 96,3 24 CAGRFYCSGAGCDSEGFYYYYGLDVW 

N4932 33 IGHV4-39/IGHD3-22/IGHJ4 100,0 17 CARILWYYYDSSGNGGDYW 

N4969 262 IGHV3-30-3/IGHD2-2/IGHJ6 100,0 29 CAGRFYCSGAGCDSEGFYYYYGLDVW 
1
#: ζηεπεόηςπο ςποζύνολο, 

2
ΑΑ: αμινοξική αλληλοςσία 
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4.2 Μελέηη ηηρ έκθπαζηρ ηων γονιδίων πος ζςμμεηέσοςν ζηη 

ζημαηοδοηική οδό ηων TLRs  

 

4.2.1 Ανάλςζη ηηρ έκθπαζηρ ηων γονιδίων ζηο ζύνολο ηων αζθενών  

 

Αμηνινγήζεθαλ ηειηθά ηα 83 απφ ηα 84 γνλίδηα πνπ κειεηήζεθαλ κε ηελ ηερληθή ησλ 

ζπζηνηρηψλ PCR θαη ραξαθηεξίδνληαλ απφ θπζηνινγηθέο θακπχιεο θζνξηζκνχ ζηελ 

πιεηνλφηεηα ησλ αληηδξάζεσλ. Αληίζεηα, ε θακπχιε θζνξηζκνχ ηνπ γνληδίνπ PTGS2 

δελ ήηαλ θπζηνινγηθή ζηηο πεξηζζφηεξεο αληηδξάζεηο θαη γη’ απηφ ην ιφγν εμαηξέζεθε 

απφ πεξαηηέξσ κειέηε.  

Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ, o νπδφο εηδηθνχ θζνξηζκνχ 

(threshold value) ηέζεθε ζην 0,01 γηα φια ηα πεηξάκαηα θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξνζδηνξίζηεθε ε ηηκή Ct γηα θάζε γνλίδην ζε θάζε αληίδξαζε. Σηκέο Ct > 35 είλαη 

ελδεηθηηθέο απνπζίαο έθθξαζεο θαη ζεσξήζεθαλ ίζεο κε 35 γηα καζεκαηηθνχο ιφγνπο 

ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Σέζζεξα απφ ηα 5 γνλίδηα αλαθνξάο 

(Β2Μ, RPL13A, GAPDH, ACTB) είραλ ζηαζεξά επίπεδα mRNA κεηαμχ ησλ 

δεηγκάησλ θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο κέζεο ηηκήο Ct ησλ 

γνληδίσλ αλαθνξάο, ελψ γηα ην γνλίδην HPRT1 παξαηεξήζεθε ζεκαληηθή 

δηαθχκαλζε κεηαμχ ησλ αζζελψλ θαη γη’ απηφ απνθιείζηεθε απφ ηελ πεξαηηέξσ 

αλάιπζε.  

Σα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ θάζε γνληδίνπ θαζνξίζηεθαλ κε βάζε ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ 

ΓCt. Υαξαθηεξίζηεθαλ σο πςειά (δηάκεζε ηηκή ΓCt ≤6,6), ελδηάκεζα (δηάκεζε ηηκή 

ΓCt >6,6 θαη ≤9,9), ρακειά (δηάκεζε ηηκή ΓCt >9,9 θαη ≤13,2) θαη αξλεηηθά (δηάκεζε 

ηηκή ΓCt >13,2). Ζ δηαθνξά ζηελ έθθξαζε ελφο γνληδίνπ κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ 

ππννκάδσλ βαζίζηεθε ζηνλ ππνινγηζκφ ηνπ 2-ΓΓCt φπσο αλαιπηηθά αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία (παξάγξαθνο 3.2.2.4.2). Ζ δηαθνξά απηή ζεσξήζεθε ζεκαληηθή κφλν 

φηαλ: i) ε δηαθνξά επηπέδσλ έθθξαζεο ήηαλ >2 ή <-2 (ελδεηθηηθή γηα αχμεζε ή 

κείσζε ηεο έθθξαζεο, αληηζηνίρσο), θαη ii) ε δηαθνξά ησλ ηηκψλ ΓCt ήηαλ ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθή (p<0,05) κε ηε ρξήζε ηνπ t-test.  

Αλαιπηηθά ηα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ ηεο PCR Arrays δίλνληαη ζηνλ πίλαθα 

20, ελψ ζπλνπηηθή γξαθηθή απεηθφληζε ησλ απνηειεζκάησλ ζην ζχλνιν ησλ 

αζζελψλ δίλεηαη ζηελ εηθφλα 21. 
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Πίνακαρ 20 – Έθθξαζε ησλ γνληδίσλ ηεο ζεκαηνδνηηθήο νδνχ ησλ TLRs ζην ζχλνιν ησλ 

αζζελψλ 

 
Γονίδιο  

 
Μέζη ηιμή ΓCt 

 
Γιάμεζη ηιμή ΓCt 

 
SD 

 
Δπίπεδο έκθπαζηρ 

 

Τποδοσείρ 

CD180 4,82 4,80 1,24    ΤΦΖΛΟ 

TLR7 6,09 6,01 0,92    ΤΦΖΛΟ 

TLR1 8,85 8,91 0,98    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TLR6 6,99 6,94 0,91    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TLR10 7,33 7,11 1,27    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TLR2 10,78 10,70 1,68    ΥΑΜΖΛΟ 

TLR4* 12,05 11,96 2,06    ΥΑΜΖΛΟ 

TLR8* 12,27 12,73 2,43    ΥΑΜΖΛΟ 

TLR9 10,63 10,51 1,27    ΥΑΜΖΛΟ 

SIGIRR 13,58 13,42 1,31    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

TLR3 15,04 15,35 1,50    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

TLR5 14,82 15,11 1,61    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

΢ημαηοδοηικό ζύμπλοκο 

HMGB1 6,03 5,97 0,98    ΤΦΖΛΟ 

HRAS 6,34 6,30 0,91    ΤΦΖΛΟ 

HSPA1A 4,81 5,01 1,67    ΤΦΖΛΟ 

HSPD1 5,84 5,91 1,08    ΤΦΖΛΟ 

LY86 4,02 3,87 1,22    ΤΦΖΛΟ 

MAPK8IP3 4,98 4,91 1,13    ΤΦΖΛΟ 

MYD88 5,28 5,36 1,10    ΤΦΖΛΟ 

PELI1 3,17 3,04 1,20    ΤΦΖΛΟ 

RIPK2 6,59 6,58 0,89    ΤΦΖΛΟ 

TICAM1 6,00 6,00 0,87    ΤΦΖΛΟ 

TRAF6 6,29 6,34 0,87    ΤΦΖΛΟ 

BTK 6,97 6,98 1,19    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

IRAK1 8,60 8,36 1,74    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

IRAK2 8,17 8,16 1,23    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

LY96 6,80 6,82 0,91    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

SARM1 8,10 7,97 1,06    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TOLLIP 7,71 7,66 0,82    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TICAM2 10,36 10,24 1,15    ΥΑΜΖΛΟ 

TIRAP 10,66 10,56 1,09    ΥΑΜΖΛΟ 

CD14 14,06 14,20 1,48    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

Σελεζηέρ 

EIF2AK2 6,09 6,22 1,34    ΤΦΖΛΟ 

NR2C2 5,47 5,49 0,87    ΤΦΖΛΟ 

PRKRA 6,12 6,04 0,82    ΤΦΖΛΟ 

UBE2N 4,20 4,21 0,95    ΤΦΖΛΟ 

CASP8 8,90 8,98 1,13    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

FADD 7,86 7,85 0,96    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

                                                                                                                               ζπλέρεηα 
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Πίνακαρ 20 (ζςνέσεια) 
 

Γονίδιο  
 

Μέζη ηιμή ΓCt 
 

Γιάμεζη ηιμή ΓCt 
 

SD 
 

Δπίπεδο έκθπαζηρ 
 

Σελεζηέρ 

MAP3K7 7,67 7,68 1,00    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

PPARA 7,06 7,05 1,00    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TAB1 6,91 6,78 1,08    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

ECSIT 6,67 6,65 0,74    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

UBE2V1 11,78 11,55 1,40    ΥΑΜΖΛΟ 

Μονοπάηια NF-κB /JNK/p38 

CHUK 6,41 6,36 1,15    ΤΦΖΛΟ 

IKBKB 4,85 4,90 1,20    ΤΦΖΛΟ 

JUN 4,65 4,74 1,86    ΤΦΖΛΟ 

MAP2K3 5,95 5,93 0,96    ΤΦΖΛΟ 

MAP3K1 2,51 2,40 1,05    ΤΦΖΛΟ 

MAPK8 6,30 6,26 1,07    ΤΦΖΛΟ 

NFKB1 4,86 4,89 1,01    ΤΦΖΛΟ 

NFKBIA 2,97 2,99 1,08    ΤΦΖΛΟ 

REL 4,24 4,22 1,00    ΤΦΖΛΟ 

RELA 4,72 4,82 1,18    ΤΦΖΛΟ 

ELK1 8,13 8,12 1,18    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

FOS* 7,61 7,49 2,92    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

MAP2K4 6,72 6,70 0,98    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

MAP4K4* 7,66 7,10 2,09    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

NFKB2 8,48 8,39 0,95    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

NFKBIL1 8,91 9,55 2,37    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

NFRKB 7,16 7,09 0,97    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

CLEC4E 15,33 15,55 1,24    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

Κςηηαποκίνερ και ζςνδιεγεπηικά μόπια 

CD86* 7,12 6,76 2,23    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

LTA 7,69 7,66 1,26    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

TNF 7,51 7,61 1,51    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

IL12A 7,79 7,73 1,13    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

CD80* 11,47 11,51 2,51    ΥΑΜΖΛΟ 

IL1B* 12,49 12,71 2,22    ΥΑΜΖΛΟ 

IL8* 11,43 11,16 2,79    ΥΑΜΖΛΟ 

CCL2 15,03 15,24 1,38    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

CSF2 15,32 15,44 1,13    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

CSF3 15,44 15,56 1,01    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

IL10* 13,76 14,14 2,16    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

IL1A 14,28 14,43 1,40    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

IL2 15,05 15,19 1,39    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

IL6* 13,56 14,14 2,46    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

TNFRSF1A 14,41 14,59 1,29    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

                                                                                                                                ζπλέρεηα 
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Πίνακαρ 20 (ζςνέσεια) 
 

Γονίδιο  
 

Μέζη ηιμή ΓCt 
 

Γιάμεζη ηιμή ΓCt 
 

SD 
 

Δπίπεδο έκθπαζηρ 
 

Μονοπάηι IRF 

IRF1 6,06 6,10 1,35    ΤΦΖΛΟ 

IRF3 4,52 4,39 1,07    ΤΦΖΛΟ 

TBK1 7,29 7,37 0,80    ΔΝΓΗΑΜΔ΢Ο 

IFNG* 10,77 10,52 2,77    ΥΑΜΖΛΟ 

CXCL10 14,72 14,89 1,57    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

IFNA1 15,24 15,44 1,35    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 

IFNB1 14,51 14,68 1,38    ΑΡΝΖΣΗΚΟ 
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Δικόνα 21 - ΢σημαηική απεικόνιζη επιπέδων έκθπαζηρ μοπίων ηηρ 

ζημαηοδοηικήρ οδού TLR ζηη ΥΛΛ. Γηα ιφγνπο ζαθήλεηαο, ζε απηή ηελ εηθφλα 

παξνπζηάδνληαη κφλν ηα θπξηφηεξα κφξηα πνπ εκπιέθνληαη ζηε ζεκαηνδφηεζε ησλ 

TLRs. Λεπηνκεξή απνηειέζκαηα γηα ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ mRNA γηα φια ηα 

κφξηα πνπ αμηνινγήζεθαλ ζηα πιαίζηα απηήο ηεο κειέηεο ππάξρνπλ ζηνλ πίλαθα 20.  
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Αλαιπηηθά ε έθθξαζε ησλ 83 κνξίσλ πνπ αμηνινγήζεθαλ ζηελ παξνχζα ζεηξά έρεη 

σο εμήο:  

 

I. Τπνδνρείο 

΢πλνιηθά αλαιχζεθαλ 12 ππνδνρείο (TLR1-TLR10 θαη νη ζρεηηδφκελνη κε ηνπο TLR 

CD180 θαη SIGIRR/TIR8) (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 21). ΢ηελ παξνχζα αλάιπζε, ηα 

πςειφηεξα επίπεδα έθθξαζεο mRNA θαηαγξάθεθαλ γηα ηνλ TLR7 θαη ηνλ CD180. 

Δλδηάκεζε έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ηνπο TLR1, TLR6 θαη TLR10, ελψ νη TLR2 θαη 

TLR9 ραξαθηεξίδνληαλ απφ ρακειή έθθξαζε. Οη TLR4 θαη TLR8 είραλ ρακειή έσο 

κε αληρλεχζηκε έθθξαζε κε ζεκαληηθέο δηαθπκάλζεηο κεηαμχ ησλ ζεηηθψλ 

πεξηπηψζεσλ. Οη πεξηζζφηεξνη αζζελείο δελ εμέθξαδαλ TLR3 (174/192, 90,6%) θαη 

TLR5 (170/192, 88,5%). ΢ε 113/192 πεξηπηψζεηο (58,8%) δελ εθθξάδνληαλ ν 

αξλεηηθφο ξπζκηζηήο ηεο δξάζεο ησλ TLRs, SIGIRR/TIR8. ΢ηηο ειάρηζηεο 

πεξηπηψζεηο πνπ εθθξάδνληαλ νη TLR3, TLR5 θαη SIGIRR/TIR8, ηα επίπεδα 

έθθξαζεο ηνπ mRNA ήηαλ πνιχ ρακειά.  

 

II. ΢χκπινθν ζεκαηνδφηεζεο 

Μεηά ηελ αλαγλψξηζε ησλ αληίζηνηρσλ πξνζδεηψλ ηνπο, νη TLRs έξρνληαη ζ’ επαθή 

κε κφξηα πξνζαξκνγείο, κεηαμχ ησλ νπνίσλ νη MyD88, TIRAP, TICAM1, TICAM2 θαη 

SARM1 (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 21). Κάζε ππνδνρέαο αλαγλσξίδεη δηαθνξεηηθφ 

πξνζδέηε θαη ελεξγνπνηεί ζπγθεθξηκέλν ζπλδπαζκφ πξνζαξκνγέσλ. ΢ηε ζπλέρεηα, 

αθνινπζεί αιιειεπίδξαζε κε κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ θηλαζψλ IRAK ψζηε λα 

ζρεκαηηζηεί ην ζχκπινθν ζεκαηνδφηεζεο. Οη πξσηεΐλεο IRAK δηΐζηαληαη ζηε 

ζπλέρεηα απφ ην ζεκαηνδνηηθφ ζχκπινθν θαη αιιειεπηδξνχλ κε ηελ TRAF6.   

΢ρεδφλ φινη νη πξνζαξκνγείο θαη ηα κφξηα πνπ αιιειεπηδξνχλ κε ηνπο TLRs 

εθθξάδνληαλ ζε πςειά επίπεδα. Πην ζπγθεθξηκέλα, κεηαμχ ησλ πξνζαξκνγέσλ, 

πςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ηνλ MyD88, ην θεληξηθφ ζεκαηνδνηηθφ κφξην γηα 

φινπο ηνπο TLRs εθηφο ηνπ TLR3, θαη ηνλ TICAM1, πνπ είλαη ππεχζπλνο γηα ηε 

ζεκαηνδφηεζε απφ ηνπο TLR3 θαη TLR4. Ζ έθθξαζε ηνπ SARM1, ελφο αξλεηηθνχ 

ξπζκηζηή ηεο TICAM1-εμαξηψκελεο ζεκαηνδφηεζεο, ήηαλ ελδηάκεζε. Σέινο, ε 

έθθξαζε ησλ πξνζαξκνγέσλ TICAM2 θαη TIRAP, πνπ απαηηνχληαη γηα ηε κεηάδνζε 

ηνπ ζήκαηνο κέζσ MyD88 θαη TICAM1, ήηαλ ρακειή. Μεηαμχ ησλ κνξίσλ πνπ 

αιιειεπηδξνχλ κε ηνπο TLRs, πςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ηα PELI1, LY86, 

HSPA1A, MAP8IP3, HSPD1, HMGB1, HRAS θαη RIPK2 (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 21). Ζ 

έθθξαζε ηνπ TOLLIP, πνπ αλαζηέιιεη ηελ απηνθσζθνξπιίσζε θαη ελεξγνπνίεζε 

ησλ ΗRAK1 θαη TRAF6, ήηαλ ελδηάκεζε. Δπίζεο ελδηάκεζε ήηαλ θαη ε έθθξαζε ησλ 

LY96 θαη BTK. Τςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ην TRAF6, ελψ ε έθθξαζε ησλ 
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IRAK1 θαη IRAK2 ήηαλ ελδηάκεζε, κε ηελ έθθξαζε ηνπ IRAK1 λα ραξαθηεξίδεηαη 

επηπιένλ απφ ζεκαληηθέο δηαθπκάλζεηο. Όπσο αλακελφηαλ, δελ παξαηεξήζεθε 

έθθξαζε ηνπ CD14.  

 

III. Σειεζηέο 

Όινη νη ηειεζηέο πνπ αμηνινγήζεθαλ ζηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο 

δηαπηζηψζεθε φηη εθθξάδνληαη, κνινλφηη ζε δηαθνξεηηθά επίπεδα. Οη UBE2N θαη 

UBE2V1, ππνκνλάδεο ηνπ δηκεξνχο ζπκπιφθνπ πνπ εκπιέθεηαη ζηελ απνδφκεζε 

ηνπ TRAF6, εκθάληδαλ πνιχ δηαθνξεηηθή έθθξαζε (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 21). Πην 

ζπγθεθξηκέλα ηα επίπεδα ηνπ mRNA ηνπ UBE2N ήηαλ πνιχ πςειά (ηα πςειφηεξα 

πνπ θαηαγξάθεθαλ κεηαμχ ησλ ηειεζηψλ ηεο ζεκαηνδνηηθήο νδνχ ησλ TLRs), ελψ ηα 

επίπεδα mRNA ηνπ UBE2V1 ήηαλ νκνηνγελψο ρακειά. Μεηαμχ ησλ ππνινίπσλ 

ηειεζηψλ, πςειή έθθξαζε δηαπηζηψζεθε γηα ηνπο NR2C2, PRKRA θαη EIF2AK2. Σα 

γνλίδηα CASP8, FADD, MAP3K7, TAB1, PPARA ραξαθηεξίδνληαλ απφ ελδηάκεζε 

έθθξαζε. 

 

IV. Δλδνθπηηάξηα κνλνπάηηα ησλ NF-θB θαη JNK/p38  

Οη TLRs επάγνπλ ηελ έθθξαζε θπηηαξνθηλψλ θαη ζπλδηεγεξηηθψλ κνξίσλ κέζσ ηεο 

ελεξγνπνίεζεο ησλ ζεκαηνδνηηθψλ νδψλ ησλ NFθB θαη JNK/p38. ΢ηελ παξνχζα 

κειέηε, πςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ηα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ ην ζχκπινθν 

ησλ IθΒ θηλαζψλ (ΗΚΚ), ην νπνίν πεξηιακβάλεη ηελ CHUK (επίζεο γλσζηή σο ΗΚΚα) 

θαη ηελ IKBKB (επίζεο γλσζηή σο ΗΚΚβ) θαη ηνλ αλαζηνιέα ηνπ NF-θΒ, NFKBIA 

(επίζεο γλσζηφο σο ΗΚΒα). Ζ έθθξαζε ηνπ NFKBIL1 (πξσηεΐλε ηχπνπ ΗθΒ), πνπ 

αλαζηέιιεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ NF-θB απφ ηηο νδνχο ησλ TLR2 θαη TLR4, 

ραξαθηεξηδφηαλ απφ δηαθπκάλζεηο. Μεηαμχ ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο 

ππνκνλάδεο ηνπ NF-θB θαη απειεπζεξψλνληαη κεηά ηε θσζθνξπιίσζε ηνπ NFKBIA 

απφ ηηο IKKs, πςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ηα NFKB1 (p50), REL (c-rel) θαη 

RELA (p65), ελψ ε έθθξαζε ηνπ NFKB2 (p52) ήηαλ ελδηάκεζε (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 

21). 

Τςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε επίζεο γηα ηελ MAP3K1 θηλάζε, ελψ ε MAP4K4, πνπ 

ζεσξείηαη φηη ελεξγνπνηεί ηελ IKBKB, εκθάληδε εηεξνγελή έθθξαζε.  

Μεηαμχ ησλ κνξίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζην κνλνπάηη ησλ JNK/p38, ε πςειφηεξε 

έθθξαζε θαηαγξάθεθε γηα ηελ MAP3K1, πνπ επίζεο εκπιέθεηαη ζην κνλνπάηη ηνπ 

NF-θB. Ζ έθθξαζε ησλ MAP2K3 θαη MAPK8 ήηαλ πςειή, ελψ ηεο MAP2K4 

ελδηάκεζε (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 21). ΢εκαληηθέο δηαθπκάλζεηο θαηαγξάθεθαλ γηα ηνπο 

κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο JUN θαη FOS, φπνπ νη πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο είραλ 



88 

 

πςειή θαη ελδηάκεζε έθθξαζε, αληηζηνίρσο. Ζ έθθξαζε ηνπ ELK1 ήηαλ ελδηάκεζε, 

ελψ ε CLEC4E δελ εθθξαδφηαλ.  

 

V. Μνλνπάηη ησλ IRFs 

Οη TLRs κπνξεί επίζεο λα επάγνπλ ηληεξθεξφλεο ηχπνπ Η κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο 

ησλ παξαγφλησλ ξχζκηζεο ησλ ηληεξθεξνλψλ (interferon regulatory factors - IRFs). 

Απφ ηα κέιε ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ IRFs πνπ αμηνινγήζεθαλ, ε πςειφηεξε έθθξαζε 

θαηαγξάθεθε γηα ηνλ IRF3, πνπ ελεξγνπνηεί ηε κεηαγξαθή ησλ IFNs άιθα θαη βήηα 

θαζψο θαη άιισλ γνληδίσλ επαγφκελσλ απφ ηληεξθεξφλεο γνληδίσλ. Τςειή έθθξαζε 

θαηαγξάθεθε επίζεο γηα ηνλ IRF1. Ζ έθθξαζε ηεο IFNG παξνπζίαδε δηαθπκάλζεηο. Ζ 

TBK1 ραξαθηεξηδφηαλ απφ ελδηάκεζε έθθξαζε, ελψ νη IFNA1, IFNB1 θαη CXCL10 

δελ εθθξάδνληαλ (Πίλαθαο 20, Δηθφλα 21).  

 

VI. Κπηηαξνθίλεο θαη ζπλδηεγεξηηθά κφξηα 

Σα γνλίδηα LTA θαη TNF παξνπζίαδαλ ελδηάκεζε έθθξαζε. Σα επίπεδα έθθξαζεο 

ησλ IL8 θαη IL1B ήηαλ ρακειά κε ζεκαληηθέο δηαθπκάλζεηο κεηαμχ ησλ αζζελψλ. Ζ 

πιεηνςεθία ησλ πεξηπηψζεσλ ήηαλ αξλεηηθή γηα ηηο IL6 θαη IL10. ΢ηηο ειάρηζηεο 

πεξηπηψζεηο πνπ εθθξάδνληαλ νη IL6 θαη IL10, ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ mRNA ήηαλ 

πνιχ ρακειά. Γελ θαηαγξάθεθε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ TNFRSF1A, CCL2, 

CSF2, CSF3, IL1A θαη IL2. Ζ έθθξαζε ησλ CD80 θαη CD86 ήηαλ ρακειή θαη 

ελδηάκεζε, αληίζηνηρα, κε ζεκαληηθέο δηαθπκάλζεηο κεηαμχ ησλ αζζελψλ (Πίλαθαο 

20, Δηθφλα 21).  

 

 

4.2.2 Ππωηεϊνική έκθπαζη επιλεγμένων μοπίων ζημαηοδοηικήρ οδού 

ηων TLRs ζηη ΥΛΛ 

 

Γηα λα δηαπηζηψζνπκε αλ ηα παξαηεξνχκελα πξφηππα έθθξαζεο ζε επίπεδν mRNA 

αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ έθθξαζε ιεηηνπξγηθψλ πξσηετλψλ, αλαιχζακε κε 

θπηηαξνκεηξία ξνήο (FACS) θαη/ή Western blot (WB) ζε 30 θαη 59 πεξηπηψζεηο ΥΛΛ 

κε δηαζέζηκν ηθαλνπνηεηηθφ αξηζκφ θπηηάξσλ, αληίζηνηρα, ηνπο TLRs θαη ηηο 

πξσηεΐλεο CD80 θαη CD86 (Πίλαθεο 21, 22). 

Με φξην ζεηηθφηεηαο ην 5% κε ηελ θπηηαξνκεηξία ξνήο θάλεθε φηη, ζε ζπκθσλία κε ηα 

επίπεδα ησλ mRNAs ηνπο, νη πξσηεΐλεο TLR1, TLR7, TLR10 θαη CD86 εθθξάδνληαλ 

ζρεδφλ ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ΥΛΛ. Αληίζεηα δελ δηαπηζηψζεθε έθθξαζε ηνπ CD80 

ζε θακία πεξίπησζε. Έθθξαζε ηνπ TLR9 θαηαγξάθεθε ζε 8/30 (26,6%) πεξηπηψζεηο 
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πνπ ειέρζεζαλ, ελψ κφιηο 3/30 πεξηπηψζεηο δηέζεηαλ πεξηζζφηεξα απφ 10% ζεηηθά 

θχηηαξα. Ζ πξσηεΐλε TLR6 εθθξαδφηαλ ζε 20/30 πεξηπηψζεηο. Παξά ηα πςειά 

επίπεδα mRNA, ζηελ πιεηνςεθία ησλ πεξηπηψζεσλ (17/20) ν TLR6 εθθξαδφηαλ 

απφ έλα κηθξφ πνζνζηφ λενπιαζκαηηθψλ Β ιεκθνθπηηάξσλ (5-10%). Αληίζεηα νη 

TLR2 θαη TLR8 εθθξάδνληαλ απφ φιεο ζρεδφλ ηηο πεξηπηψζεηο παξά ηελ ρακειή 

έθθξαζε ηνπο ζε επίπεδν mRNA.  

 

Πίνακαρ 21 – Πνζνζηά % ζεηηθψλ λενπιαζκαηηθψλ Β θπηηάξσλ ζηελ θπηηαξνκεηξία ξνήο 

Α/Α TLR1 TLR2 TLR4 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10 CD80 CD86 

P103 8,2 21,1 2,0 5,0 70,7 54,7 5,1 21,2 0,7 63,9 

P1156 18,1 22,3 3,1 1,8 71,8 24,6 0,9 75,7 0,4 15,5 

P1188 51,4 36,6 6,4 4,9 75,5 26,6 0,9 80,3 0,4 54,5 

P1540 55,2 40,2 4,8 6,4 71,6 3,6 1,6 84,2 4,2 75,7 

P1626 21,3 19,1 2,6 8,1 63,5 21,1 44,9 34,3 3,9 9,9 

P1697 8,5 58,5 0,6 4,1 68,6 35,0 19,5 39,9 0,4 39,5 

P2355 63,0 25,9 1,9 18,7 87,1 32,5 3,7 46,9 0,2 15,1 

P3492 50,9 41,6 6,5 8,9 71,4 25,7 4,4 38,1 0,1 6,5 

P3870 62,0 43,9 1,5 6,2 81,1 56,9 3,0 93,5 4,6 21,0 

P427 19,9 28,5 2,9 4,1 65,6 45,7 3,0 48,1 2,7 22,4 

P4383 41,2 37,7 3,7 5,7 60,9 20,3 2,5 76,8 0,5 18,1 

P4557 37,3 12,1 2,4 7,1 54,6 25,2 1,8 69,4 0,6 44,9 

P4699 85,4 43,9 2,8 10,1 93,7 30,7 0,9 97,7 2,0 51,1 

P4712 21,6 31,7 2,4 6,2 62,8 35,4 4,0 42,7 3,1 18,0 

P4994 28,5 21,2 0,6 6,0 59,6 92,4 2,3 18,3 1,0 39,1 

P5017 27,7 34,6 2,7 4,4 66,7 23,9 1,1 53,1 0,1 13,5 

P5092 24,8 45,0 2,1 4,7 64,6 33,8 3,9 53,3 0,2 15,8 

P511 6,8 36,4 2,2 6,7 82,8 52,8 4,8 57,5 0,3 50,2 

P5283 13,3 42,4 0,7 6,3 85,1 26,0 24,3 48,5 0,1 23,7 

P571 67,3 56,9 3,0 13,8 92,0 45,8 1,9 82,1 0,1 23,9 

P5949 36,0 37,2 4,0 4,6 86,0 34,9 2,2 75,3 0,1 19,1 

P6124 37,2 32,3 3,1 5,6 83,6 57,0 1,2 54,5 0,1 34,7 

P7317 5,6 17,2 3,0 4,9 77,7 16,1 3,1 19,8 0,5 13,7 

P7395 56,0 34,6 6,3 5,8 80,5 50,0 6,9 70,7 0,1 5,3 

P775 42,7 23,0 3,7 6,2 87,1 36,8 4,6 52,7 0,8 94,2 

P781 29,7 32,0 2,3 5,7 92,5 67,7 3,9 46,0 2,6 52,2 

P8762 46,0 30,8 1,8 3,4 75,3 63,3 2,1 70,6 0,2 27,5 

Ρ3551 39,6 42,0 2,1 3,5 70,9 62,3 2,7 33,6 2,8 45,3 

Ρ3916 12,7 15,3 2,2 7,0 71,2 45,6 2,4 26,2 2,8 42,0 

Ρ5610 44,3 36,4 2,8 6,0 86,8 98,6 4,5 44,5 2,1 60,5 
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Σα πξφηππα έθθξαζεο ησλ TLR1, TLR2, TLR8 θαη TLR9 επηβεβαηψζεθαλ πεξαηηέξσ 

κε WB (Δηθφλα). Πην ζπγθεθξηκέλα, νη TLR1 θαη TLR2 ήηαλ ζεηηθνί ζε φιεο ηηο 

πεξηπηψζεηο πνπ ειέγρζεθαλ, ν TLR8 ήηαλ ζεηηθφο ζε 43/59 πεξηπηψζεηο (72,7%), 

ελψ ν TLR9 ήηαλ ζεηηθφο ζε 18/59 (30,5%) πεξηπηψζεηο, κε ρακειά επίπεδα 

έθθξαζεο ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο.  

 

Πίνακαρ 22 – Απνηειέζκαηα πεηξακάησλ Western. (Λφγνο πξνο ηε β-αθηίλε).  

Α/Α TLR1 TLR2 TLR8 TLR9 

N1713 0,193 0,313 0,000 0,000 

N1777 0,192 0,132 0,000 0,000 

N1887 0,074 0,185 0,108 0,000 

N2687 0,422 0,310 0,081 0,000 

N3517 0,215 0,128 0,148 0,131 

N3527 0,065 0,156 0,097 0,000 

N4617 0,168 0,170 0,000 0,000 

N4691 0,156 0,062 0,138 0,113 

N4707 0,060 0,114 0,137 0,000 

N4969 0,206 0,254 0,118 0,000 

N6015 0,275 0,179 0,000 0,062 

N6084 0,187 0,240 0,119 0,123 

P103 0,154 0,154 0,104 0,000 

P1050 0,118 0,105 0,000 0,060 

P1060 0,090 0,162 0,083 0,070 

P1097 0,228 0,155 0,101 0,000 

P1289 0,115 0,143 0,189 0,000 

P1615 0,065 0,120 0,093 0,000 

P1894 0,087 0,198 0,071 0,040 

P2329 0,178 0,293 0,000 0,000 

P2528 0,078 0,098 0,170 0,000 

P2685 0,110 0,110 0,117 0,000 

P2740 0,175 0,090 0,091 0,070 

P280 0,090 0,080 0,167 0,000 

P3020 0,084 0,122 0,000 0,000 

P3021 0,092 0,430 0,112 0,000 

P3073 0,120 0,070 0,082 0,000 

P317 0,096 0,189 0,162 0,031 

P325 0,101 0,079 0,198 0,039 

                                                                                                                                   ζπλέρεηα 
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Πίνακαρ 22 (ζςνέσεια) 

Α/Α TLR1 TLR2 TLR8 TLR9 

P326 0,063 0,090 0,142 0,000 

P3492 0,112 0,050 0,000 0,000 

P3716 0,130 0,065 0,101 0,107 

P3870 0,076 0,090 0,078 0,000 

P3966 0,080 0,173 0,125 0,000 

P4086 0,214 0,264 0,136 0,084 

P427 0,087 0,142 0,089 0,000 

P4383 0,080 0,096 0,080 0,000 

P4438 0,088 0,149 0,000 0,020 

P450 0,059 0,103 0,138 0,037 

P4994 0,088 0,146 0,203 0,000 

P5092 0,218 0,268 0,103 0,051 

P5231 0,155 0,213 0,122 0,000 

P5359 0,190 0,100 0,000 0,000 

P571 0,120 0,082 0,000 0,000 

P585 0,110 0,115 0,101 0,035 

P5949 0,130 0,184 0,000 0,050 

P5975 0,205 0,264 0,101 0,000 

P6079 0,159 0,166 0,130 0,000 

P6090 0,160 0,730 0,125 0,000 

P611 0,120 0,351 0,000 0,000 

P6124 0,115 0,202 0,067 0,000 

P6237 0,099 0,110 0,167 0,000 

P6832 0,145 0,384 0,000 0,000 

P7057 0,060 0,150 0,000 0,000 

P711 0,143 0,620 0,062 0,034 

P7395 0,154 0,108 0,084 0,000 

P8071 0,160 0,223 0,093 0,000 

Ν6450 0,285 0,195 0,000 0,000 

Ν6490 0,234 0,186 0,196 0,000 
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Δικόνα 22 - Έκθπαζη ηων TLR8 και TLR9 ζε επίπεδο mRNA και ππωηεΐνηρ 

ζηη ΥΛΛ.  Γηαγξάκκαηα RQ-PCR (πάλσ), απεηθνλίζεηο Western blotting (κέζν) θαη 

απνηειέζκαηα θπηηαξνκεηξίαο ξνήο (θάησ) γηα δχν αληηπξνζσπεπηηθέο πεξηπηψζεηο 

αζζελψλ. ΢πλνιηθά, ηφζν ηα επίπεδα mRNA φζν θαη ηα επίπεδα πξσηεΐλεο ηνπ 

TLR9 ήηαλ ρακειά, ελψ ηα πξσηετληθά επίπεδα ηνπ TLR8 ήηαλ ζρεηηθά πςειά παξά 

ηα ρακειά επίπεδα mRNA, ππνδειψλνληαο πηζαλή κεηα-κεηαγξαθηθή ξχζκηζε ηεο 

έθθξαζεο ηνπ TLR8. ACTB: β-αθηίλε.    
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4.2.3 ΢ςζσέηιζη ηος πποηύπος έκθπαζηρ ηων TLRs με ηα ιδιαίηεπα 

μοπιακά σαπακηηπιζηικά ηος BcR 

 

Αθνινχζεζε ζπγθξηηηθή κειέηε ηνπ πξνηχπνπ έθθξαζεο ησλ TLRs ζε ππννκάδεο 

αζζελψλ πνπ δηαθξίζεθαλ κε βάζε ηα ηδηαίηεξα κνξηαθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ BcR, 

φπσο ην status κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV, ην ξεπεξηφξην ησλ γνληδίσλ IGHV 

θαη ε έθθξαζε ζηεξεφηππσλ BcRs. 

 

I. Status κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV 

΢πγθξηηηθή κειέηε ηνπ πξνηχπνπ έθθξαζεο ζε ππννκάδεο αζζελψλ πνπ θέξνπλ 

κεηαιιαγκέλα έλαληη απηψλ πνπ θέξνπλ ακεηάιιαθηα γνλίδηα IGHV (124 θαη 67 

πεξηπηψζεηο, αληηζηνίρσο) απέδεημε απμεκέλε έθθξαζε ησλ CD80, CD86, IL6, IFNG 

θαη TLR4 θαη ειαηησκέλε έθθξαζε ησλ TLR8 θαη NFKBIL1 ζηε κεηαιιαγκέλε 

ππννκάδα ζε βαζκφ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθφ γηα φια ηα πξναλαθεξζέληα γνλίδηα 

(Δηθφλα 23, Πίλαθαο 23). H κεγαιχηεξε δηαθνξά δηαπηζηψζεθε γηα ην CD86. 

Γηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο CD86 δηαπηζηψζεθαλ επίζεο κε 

θπηηαξνκεηξία ξνήο: ζπγθεθξηκέλα, ην κέζν πνζνζηφ ζεηηθψλ θπηηάξσλ ζηελ 

ππννκάδα κε ηα κεηαιιαγκέλα γνλίδηα IGHV ήηαλ 42% (εχξνο, 9,9–94,2%) ελψ ζηελ 

ππννκάδα κε ηα ακεηάιιαθηα γνλίδηα IGHV ήηαλ 23% (εχξνο, 5,3–51,1%, p<0,01).  

 
 
Πίνακαρ 23 - Γνλίδηα κε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο έθθξαζεο mRNA ζε 

αζζελείο κε κεηαιιαγκέλνπο (Μ) ή ακεηάιιαθηνπο (ΑΜ) ππνδνρείο BcR.  

 

 Μ ΑΜ M vs ΑΜ M vs ΑΜ M vs ΑΜ 

Γονίδιο Μέζη ηιμή ΓCt Μέζη ηιμή ΓCt 2^-ΓΓCt FD p= 

CD80 11,02 12,31 2,44 2,44 0,00172 

CD86 6,37 8,54 4,50 4,50 <0,0001 

IL6 13,23 14,23 2,00 2,00 0,00466 

IFNG 10,30 11,67 2,58 2,58 0,00200 

TLR4 11,69 12,73 2,05 2,05 0,00190 

TLR8 12,60 11,70 0,54 -2,07 0,02150 

NFKBIL1 9,24 8,30 0,52 -2,02 0,02895 
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Δικόνα 23 - Γηαθνξεηηθή έθθξαζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην κνλνπάηη ησλ 

TLRs ζε αζζελείο κε ΥΛΛ πνπ θέξνπλ κεηαιιαγκέλνπο (Μ) ή ακεηάιιαθηνπο (ΑΜ) 

ππνδνρείο BcR. IL6: ηληεξιεπθίλε 6, IFNG: ηληεξθεξφλε-γ, NFKBIL1: Nuclear factor of 

kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor-like 1. ΢εκείσζε: 

Υακειφηεξεο ηηκέο ζηνλ άμνλα ησλ Y ζηελ πξαγκαηηθφηεηα είλαη ελδεηθηηθέο 

πςειφηεξσλ επηπέδσλ έθθξαζεο, ιακβάλνληαο ππφςε φηη ε ηηκή  θάζε δείγκαηνο 

ππνινγίδεηαη σο ε δηαθνξά κεηαμχ ηεο ηηκήο Ct ηνπ γνληδίνπ πνπ καο ελδηαθέξεη θαη 

ηεο κέζεο ηηκήο Ct ησλ ηδηνζπζηαηηθψλ γνληδίσλ. Πεξηζζφηεξεο ιεπηνκέξεηεο δίλνληαη 

ζηελ παξάγξαθν 3.2.2.4.2. Γηα ηελ θαηαζθεπή ησλ γξαθεκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

ινγηζκηθφ GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA). 

 

II. Ρεπεξηφξην ησλ γνληδίσλ IGHV θαη ζηεξενηππία ηνπ BcR 

Αλαιχζακε ηα πξφηππα γνληδηαθήο έθθξαζεο ζε πεξηπηψζεηο πνπ εθθξάδνπλ 

ζηεξεφηππνπο BcRs θαη ζπγθεθξηκέλα πεξηπηψζεηο πνπ αλήθαλ ζην ππνζχλνιν #4 

(κεηαιιαγκέλνο BcR IGHV4-34/1GKV2-30, 10 πεξηπηψζεηο), #1 (ακεηάιιαθηνο BcR 

IGHV1/5/7-IGKV1(D)-39, 10 πεξηπηψζεηο) θαη #8 (ακεηάιιαθηνο BcR IGHV4-

39/IGKV1(D)-39, 4 πεξηπηψζεηο). Παξαηεξήζεθαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο 

(p<0,05) θαη ζπγθεθξηκέλα: (i) απμεκέλε έθθξαζε ησλ TLR7 θαη NFKB1A θαη 

ειαηησκέλε έθθξαζε ησλ CD86 θαη TLR4 ζην ππνζχλνιν #1 έλαληη ηνπ ππνζπλφινπ 
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#4, αληηζηνίρσο, (ii) απμεκέλε έθθξαζε ησλ MAP4K4 θαη TLR4 θαη ειαηησκέλε 

έθθξαζε ησλ NFKB1A θαη RIPK2 ζην ππνζχλνιν #8 έλαληη ηνπ ππνζπλφινπ #1, 

αληηζηνίρσο, θαη ηέινο (iii) απμεκέλε έθθξαζε ηνπ LY96 θαη ειαηησκέλε έθθξαζε ησλ 

RIPK2 θαη CD86 ζην ππνζχλνιν #8 έλαληη ηνπ ππνζπλφινπ #4, αληηζηνίρσο 

(Πίλαθαο 24, Δηθφλα 24). 

 

 

 

Δικόνα 24 - Γιαθοπεηικά ππόηςπα έκθπαζηρ ζε ςποζύνολα με ζηεπεόηςποςρ 

BcRs. Κάζε ζηήιε αλαθέξεηαη ζε κηα δηαθνξεηηθή πεξίπησζε, ελψ θάζε θειί 

αλαπαξηζηά γξαθηθά ηα αθξηβή απνηειέζκαηα (ηηκέο ΓCt) γηα κηα δεδνκέλε 

πεξίπησζε. Υξεζηκνπνηψληαο έλαλ θψδηθα 2 ρξσκάησλ (θφθθηλν, πξάζηλν) ηα θειηά 

δηακνξθψζεθαλ θαηάιιεια ψζηε: θφθθηλν πςειή έθθξαζε, πξάζηλν ρακειή 

έθθξαζε. 1: ππνζχλνιν #1 (IGHV1/5/7-IGKV1(D)-39); 4: ππνζχλνιν #4 (IGHV4-

34/IGKV2-30); 8: ππνζχλνιν #8 (IGHV4-39/IGKV1(D)-39). 
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Πίνακαρ 24 - Γνλίδηα πνπ παξνπζίαζαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζε πεξηπηψζεηο 

πνπ έθεξαλ ζηεξεφηππνπο BcRs θαη αλήθαλ ζηα ππνζχλνια #1, #4 θαη #8. 

 
Γονίδιο 

 
Μέζη ηιμή 

ΓCt 
Μέζη ηιμή 

ΓCt 
2^-ΓΓCt 

 
Γιαθοπά 

έκθπαζηρ 
t-test 

p 

#1 vs #4 #1 #4 #1 vs #4 #1 vs #4 #1 vs #4 

CD86 8,13 5,46 0,16 -6,35 0,002 

TLR4 13,78 11,826 0,26 -3,89 0,025 

TLR7 5,39 6,42 2,05 2,05 0,031 

NFKB1A 2,63 3,60 1,96 2,06 0,024 

#1 vs #8 #1 #8 #1 vs #8 #1 vs #8 #1 vs #8 

NFKB1A 2,63 4,58 0,26 -3,88 0,008 

RIPK2 6,34 8,17 0,28 -3,55 0,028 

MAP4K4 8,59 6,46 4,37 4,37 0,031 

TLR4 13,78 9,42 20,56 20,56 0,036 

 #4 vs #8 #4 #8 #4 vs #8 #4 vs #8 #4 vs #8 

LY96 6,76 5,74 2,03 2,03 0,011 

RIPK2 6,70 8,17 0,36 -2,76 0,038 

CD86 5,46 7,89 0,19 -5,40 0,008 

 

 

Γηα λα δηαπηζησζεί αλ απηά ηα δηαθξηηά, εηδηθά γηα θάζε ππνζχλνιν (subset-biased) 

πξφηππα ήηαλ αλεμάξηεηα ηεο ρξήζεο ηνπ γνληδίνπ IGHV ή ηνπ status ησλ 

κεηαιιάμεσλ, επηθεληξσζήθακε ζηα επηκέξνπο ππνζχλνια θαη πξαγκαηνπνηήζακε 

ζπγθξίζεηο κεηαμχ ησλ πεξηπηψζεσλ πνπ αλήθαλ ζε θάπνην απφ ηα 

πξναλαθεξζέληα ππνζχλνια θαη ησλ πεξηπηψζεσλ πνπ έθεξαλ ηα ίδηα γνλίδηα IGHV 

ρσξίο λα αλήθνπλ ζε θάπνηα ζηεξεφηππν ππνζχλνιν. 

Πην ζπγθεθξηκέλα ζπγθξίλακε ην ππνζχλνιν #1 κε: (i) ηελ ππννκάδα πνπ έθεξε 

ακεηάιιαθηνπο ππνδνρείο BcR θαη (ii) ηηο πεξηπηψζεηο πνπ δελ αλήθνπλ ζην 

ππνζχλνιν #1 ελψ εθθξάδνπλ BcRs κε ηα γνλίδηα IGHV1/5/7-IGKV1(D)-39. ΢ηελ 

πξψηε ζχγθξηζε παξαηεξήζεθε πςειφηεξε έθθξαζε ηνπ UBE2V1 (p=0,011) ζην 

ππνζχλνιν #1, ελψ ε δεχηεξε ζχγθξηζε ππέδεημε φηη ην ππνζχλνιν #1 

ραξαθηεξίδνληαλ απφ πςειφηεξε έθθξαζε ηνπ TLR8 (p=0,0228) θαη ρακειφηεξε 

έθθξαζε ηεο IFNG (p=0,0061).  

Καη’ αληίζηνηρν ηξφπν ζπγθξίλακε ην ππνζχλνιν #4 κε: (i) ηελ ππννκάδα πνπ έθεξε 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο BcR θαη (ii) ηελ ππννκάδα πνπ έθεξε IGHV4-34 BcRs θαη 

δελ αλήθαλ ζην ππνζχλνιν #4. Σν ππνζχλνιν #4 ραξαθηεξίδνληαλ απφ πςειφηεξα 

επίπεδα έθθξαζεο ηνπ CD86 (p<0,05) θαη ρακειφηεξα επίπεδα ηεο IL10 (p<0,05) θαη 

ζηηο δχν ζπγθξίζεηο,. Δπηπιένλ, ην ππνζχλνιν #4 παξνπζίαδε ρακειφηεξε έθθξαζε 

ηεο IFNG (p<0,05) ζπγθξηλφκελν κε ηελ ππννκάδα πνπ έθεξε κεηαιιαγκέλνπο 
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ππνδνρείο BcR θαη ρακειφηεξε έθθξαζε ηνπ NFKBΗA (p<0,05) ζπγθξηλφκελν κε ηελ 

ηελ ππννκάδα πνπ έθεξε IGHV4-34 BcRs εθηφο ππνζπλφινπ #4  

Σέινο, ε ζχγθξηζε ησλ πεξηπηψζεσλ πνπ αλήθνπλ ζην ππνζχλνιν #8 κε εθείλεο 

πνπ δελ αλήθνπλ ζε ζηεξεφηππν ππνζχλνιν ππέδεημε πςειφηεξε έθθξαζε ηνπ LY96 

(p=0,0131) θαη ρακειφηεξε έθθξαζε ησλ RIPK2 (p=0,0453) θαη JUN (p=0,0272) ζηηο 

πεξηπηψζεηο πνπ αλήθνπλ ζην ζηεξεφηππν ππνζχλνιν #8. 

  

4.2.4 ΢ςζσέηιζη ηος πποηύπος έκθπαζηρ ηων TLRs με ηην έκθπαζη ηος 

CD38 

 

΢ηελ ζπλέρεηα αλαδεηήζακε ηελ παξνπζία δηαθνξψλ ζηα πξφηππα έθθξαζεο κεηαμχ 

ππννκάδσλ αζζελψλ πνπ δηαθξίζεθαλ κε βάζε ηελ έθθξαζε ηνπ CD38. 

Με φξην ζεηηθφηεηαο ην 7%, 57 απφ ηηο 177 πεξηπηψζεηο κε δηαζέζηκα ζηνηρεία, 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο CD38 ζεηηθέο θαη 120 πεξηπηψζεηο CD38 αξλεηηθέο. Ζ ζχγθξηζε 

κεηαμχ απηψλ ησλ 2 ππννκάδσλ ππέδεημε ρακειφηεξε έθθξαζε ησλ CD80 

(p<0,0001), CD86 (p<0,0001) θαη IFNG (p=0,024) θαη πςειφηεξε έθθξαζε ηνπ TLR8 

(p=0,005) ζηελ ππννκάδα ησλ CD38 ζεηηθψλ πεξηπηψζεσλ (Πίλαθαο 25, Δηθφλα 25).   
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Δικόνα 25 - Γηαθνξεηηθή έθθξαζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην κνλνπάηη ησλ 

TLRs αλάινγα κε ηελ έθθξαζε ηνπ CD38. IFNG: ηληεξθεξφλε-γ. 
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Πίνακαρ 25 - Γνλίδηα πνπ παξνπζίαζαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμχ 

CD38 αξλεηηθψλ (CD38 -) θαη CD38 ζεηηθψλ (CD38 +) πεξηπηψζεσλ 

 CD38 - CD38 +                                                 Γιαθοπά t-test 

Γονίδιο Μέζη ηιμή ΓCt Μέζη ηιμή ΓCt 2^-ΓΓCt έκθπαζηρ  p= 

CD80 10,76 12,65 3,69 3,69 <0,0001 

CD86 6,48 8,09 3,05 3,05 <0,0001 

IFNG 10,40 11,40 2,00 2,00 0,02422 

  TLR8 12,65 11,52 0,46 -2,19 0,00522 

      

 

4.2.5 ΢ςζσέηιζη ηος πποηύπος έκθπαζηρ ηων TLRs με ηην ππόοδο ηηρ 

νόζος και ηην ολική επιβίωζη 

 

΢ηελ παξνχζα κειέηε, κε κέζν ρξφλν παξαθνινχζεζεο ησλ αζζελψλ 53 κήλεο 

(εχξνο 4-278 κήλεο), πελήληα απφ ηνπο 163 αζζελείο κε δηαζέζηκα θιηληθά ζηνηρεία, 

παξνπζίαζαλ πξφνδν ηεο λφζνπ θαη 113 αζζελείο παξέκεηλαλ ζηαζεξνί. Ο κέζνο 

ρξφλνο ρσξίο πξφνδν ηεο λφζνπ (progression free survival, PFS) ήηαλ 72 κήλεο, ελψ 

ε κέζε επηβίσζε (overall survival, OS) ήηαλ 202 κήλεο (95% C.I.: 44,2-99,8 γηα PFS 

θαη 123-281 γηα ηελ OS). Ζ ζχγθξηζε κεηαμχ ησλ δχν ππννκάδσλ αζζελψλ ππέδεημε 

πςειφηεξε έθθξαζε ηνπ NFKBIL1 (p=0,0148) θαη ρακειφηεξε έθθξαζε ησλ CD86 

(p<0,0001) θαη IL6 (p=0,0039) ζηνπο αζζελείο πνπ παξνπζίαζαλ πξφνδν θαηά ηελ 

πνξεία ηεο λφζνπ (Δηθφλα 26, Πίλαθαο 26).  
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Δικόνα 26 - Γηαθνξεηηθή έθθξαζε CD86, IL6 θαη NFKBIL1 ζηελ ππννκάδα ησλ 

αζζελψλ κε ζηαζεξή πνξεία λφζνπ (΢Ν) έλαληη απηψλ πνπ παξνπζίαζαλ πξφνδν 

ηεο λφζνπ (ΠΝ). IL6: ηληεξιεπθίλε 6, NFKBIL1: Nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor-like 1.  
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Πίνακαρ 26 - Γνλίδηα πνπ παξνπζίαζαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ ππννκάδα ησλ 

αζζελψλ κε ζηαζεξή πνξεία λφζνπ (΢Ν) ελαληίνλ απηψλ πνπ παξνπζίαζαλ πξφνδν ηεο 

λφζνπ (ΠΝ)  

 

Γονίδιο ΠΝ ΢Ν 2^-ΓΓCt                                                Γιαθοπά t-test 

 Μέζη ηιμή ΓCt Μέζη ηιμή ΓCt  έκθπαζηρ p= 

CD86 7,90 6,60 0,41 -2,46 0,0002 

IL6 14,19 13,07 0,46 -2,17 0,0039 

NFKBIL1 7,94 9,21 2,41 2,41 0,0148 

 

Γνλίδηα κε ζεκαληηθέο δηαθπκάλζεηο ζηα επίπεδα έθθξαζεο αμηνινγήζεθαλ 

πεξαηηέξσ γηα πηζαλέο ζπζρεηίζεηο κε ηελ PFS ή ηελ OS. ΢ηε κνλνπαξακεηξηθή 

αλάιπζε, ζεκαληηθέο παξάκεηξνη (p<0,05) ηφζν γηα ηελ PFS φζν θαη γηα ηελ OS ήηαλ 

ην ζηάδην θαηά Binet ζηε δηάγλσζε, ην status ησλ κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV 

θαη ε έθθξαζε ηνπ CD38. Ζ αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ CD86, ηεο IL6 θαη ε κείσζε 

ηεο έθθξαζεο ηνπ NFKBIL1 εκθάληζαλ ζεηηθή ζπζρέηηζε κφλν κε ηελ PFS. Ζ 

πνιππαξακεηξηθή αλάιπζε (Cox proportional hazard regression analysis), πνπ 

πεξηειάκβαλε φιεο ηηο παξακέηξνπο πνπ παξνπζίαδαλ ζεκαληηθέο ζπζρεηίζεηο, 

ππέδεημε φηη κφλν ην ζηάδην ηεο λφζνπ θαηά ηε δηάγλσζε θαη ην status ησλ 

κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV δηαηήξεζαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε ηφζν 

κε ηελ PFS φζν θαη κε ηελ OS.  

 

Πίνακαρ 27 - Παξάκεηξνη πνπ παξνπζίαζαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ ΟS θαη ηελ 

PFS ζηελ ππννκάδα ησλ αζζελψλ κε ζηαζεξή πνξεία λφζνπ (΢Ν) έλαληη απηψλ πνπ 

παξνπζίαζαλ πξφνδν ηεο λφζνπ (ΠΝ)  

 

Παπάμεηπορ 
OS 

Log rank test 
PFS 

Log rank test 

Status μεηαλλάξεων <0,005 <0,005 

CD38 0,006 <0,005 

Binet <0,005 <0,005 

CD86 0,445 <0,005 

IL6 0,819 0,052 

NFKBIL1 0,959 <0,005 
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Δικόνα 27 - Κακπχιεο επηβίσζεο (OS) θαη επηβίσζεο ρσξίο πξφνδν λφζνπ (PFS) 

αλάινγα κε ην θιηληθφ ζηάδην θαηά ηε δηάγλσζε (Binet), ην status ησλ κεηαιιάμεσλ 

θαη ηελ έθθξαζε ηνπ CD38, (Μ=κεηαιιαγκέλνο, AΜ=ακεηάιιαθηνο) 
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Δικόνα 28 - Κακπχιεο επηβίσζεο (OS) θαη επηβίσζεο ρσξίο πξφνδν λφζνπ (PFS) 

αλάινγα κε ηελ έθθξαζε ησλ CD86, IL6 θαη NFKBIL1. 
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5. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 
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5. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

5.1 Γενικά 

 

Πξφζθαηα κνξηαθά, ιεηηνπξγηθά θαη επηδεκηνινγηθά δεδνκέλα πξνηείλνπλ φηη ηφζν 

απηναληηγφλα φζν θαη εμσγελή αληηγφλα πνπ εθθξάδνληαη απφ θνηλά παζνγφλα 

πηζαλφλ εκπιέθνληαη ζηελ αλνζν-παζνγέλεηα ηεο ΥΛΛ, επηιέγνληαο θαη δηεγείξνληαο 

ηα πξφδξνκα θχηηαξα ηεο ΥΛΛ (ή αθφκα θαη απηά θαζεαπηά ηα ΥΛΛ θχηηαξα) κέζσ 

θαηάιιεισλ αληηγνληθψλ ππνδνρέσλ.(165) Μέρξη ζήκεξα, ηδηαίηεξε έκθαζε έρεη 

δνζεί ζην ξφιν ππνδνρέσλ εηδηθήο αλνζίαο (BcRs), ελψ έρεη ζρεηηθά αγλνεζεί ην 

ελδερφκελν ηεο αληηγνληθήο δηέγεξζεο κέζσ ππνδνρέσλ ηεο έκθπηεο αλνζίαο, φπσο 

νη TLRs πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ ζπλδηεγεξηηθή δξάζε ζηηο άλνζεο απαληήζεηο 

εηδηθνχ ηχπνπ. 

Ζ παξνχζα κειέηε παξαθηλήζεθε απφ ηελ ππφζεζε φηη ζε θάπνηνπο αζζελείο ηα 

ιεπραηκηθά θχηηαξα πηζαλφλ ελεξγνπνηνχληαη απφ ηελ αλαγλψξηζε κηθξνβηαθψλ 

αληηγφλσλ ή απηναληηγφλσλ. Με δεδνκέλε ηε ζπλδηεγεξηηθή δξάζε ησλ TLR πξνο 

ηνπο BcRs, επηρεηξήζακε κηα εθηεηακκέλε κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ηεο 

ζεκαηνδνηηθήο νδνχ TLR ζε 192 αζζελείο κε ΥΛΛ, ηε κεγαιχηεξε ζεηξά δηεζλψο. Σν 

κέγεζνο ηεο νκάδαο κειέηεο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ επαλαιεςηκφηεηα ησλ 

απνηειεζκάησλ παξέρνπλ κεγάιε βεβαηφηεηα γηα ηελ αμηνπηζηία ησλ 

ζπκπεξαζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ αλάιπζε. 

Ζ ρξήζε ηεο ηερλνινγίαο ησλ ζπζηνηρηψλ PCR (PCR arrays) πνπ εθαξκφζηεθε ζηελ 

παξνχζα κειέηε επέηξεςε ηε ζπζζψξεπζε κεγάινπ φγθνπ πιεξνθνξηψλ πνπ 

αθνξνχλ φρη κφλν ζηελ έθθξαζε ησλ ίδησλ ησλ TLR αιιά θαη πνιιψλ κνξίσλ πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηε ζεκαηνδφηεζε. Ζ αλάιπζε πεξηιάκβαλε ηνπο ίδηνπο ηνπο TLRs, 

πξνζαξκνγείο, ηειεζηέο θαη αλαζηνιείο ηεο ζεκαηνδνηηθήο νδνχ TLR, θαζψο θαη 

δηάθνξα κέιε ησλ ζεκαηνδνηηθψλ νδψλ NF-θB, JNK/p38, NF/IL6 θαη IRF πνπ 

αιιειεπηδξνχλ κε ην κνλνπάηη ησλ ππνδνρέσλ TLR. 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ ππνδνρέσλ TLR δηαθέξνπλ ζηα 

δηάθνξα ζηάδηα δηαθνξνπνίεζεο ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ. Ζ έθθξαζή ηνπο είλαη 

ρακειή έσο κεδεληθή ζη’ αλψξηκα Β ιεκθνθχηηαξα ελψ απμάλεηαη ζηα Β 

ιεκθνθχηηαξα κλήκεο. Απηφ ζπλδέεηαη κε ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ BcR (25-26). Ζ 

πςειή έθθξαζε ησλ ππνδνρέσλ TLR6, TLR7 θαη TLR10 θαζψο θαη ε έθθξαζε ησλ 

ππνινίπσλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο (εθηφο ησλ TLR3, TLR5) ζε ρακειφηεξα επίπεδα 

εληζρχεη ηελ άπνςε φηη ηα Β ιεκθνθχηηαξα ηεο ΥΛΛ είλαη θχηηαξα κε εκπεηξία 

αληηγφλνπ. Χζηφζν, ε ηθαλφηεηα ησλ ππνδνρέσλ TLR λ’ αιιειεπηδξνχλ κε 
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δηαθνξεηηθνχο πξνζδέηεο θαη ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο ηνπ θπηηάξνπ δελ επηηξέπεη, 

πξνο ην παξφλ, ηελ εμαγσγή ζαθψλ ζπκπεξαζκάησλ ζρεηηθά κε ηε θχζε ηνπ 

αληηγφλνπ. 

Οη TLR9 θαη TLR7 είλαη ηα πιένλ κειεηεκέλα κφξηα ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TLR ζηε 

ΥΛΛ. Ζ δηέγεξζε ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ κε CpG νιηγνλνπθιενηίδηα, ην θπζηνινγηθφ 

πξνζδέηε ηνπ TLR9, έρεη σο απνηέιεζκα αχμεζε ηεο έθθξαζεο ησλ ζπλδηεγεξηηθψλ 

κνξίσλ, πηζαλφηαηα επάγνληαο ηελ αλνζνγνληθφηεηα ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ, ελψ έρεη 

επίζεο πνηθίιεο επηδξάζεηο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηελ απφπησζε.(157, 166) 

Χζηφζν πνιχ ιίγα ζηνηρεία είλαη γλσζηά αλαθνξηθά κε ηα επαθξηβή πξφηππα 

έθθξαζεο ηνπ TLR9 ζηε ΥΛΛ, θαζψο νη πεξηζζφηεξεο κειέηεο επηθεληξψλνληαη ζην 

ιεηηνπξγηθφ απνηέιεζκα κεηά απφ ηε δηέγεξζε.  

Ζ παξνχζα κειέηε, ε πξψηε πνπ εμέηαζε ηελ έθθξαζε ηνπ TLR9 ζηε ΥΛΛ κε 

ζπζηεκαηηθφ ηξφπν, απέδεημε ρακειά επίπεδα TLR9 mRNA θαη ρακειά επίπεδα 

πξσηεΐλεο ζηελ πιεηνλφηεηα ησλ πεξηπηψζεσλ. Απηά η’ απνηειέζκαηα βξίζθνληαη ζε 

ζπκθσλία κε κηα πξνεγνχκελε κειέηε, φπνπ αλαθέξνληαη δηαθπκάλζεηο ζηα επίπεδα 

έθθξαζεο mRNA θαη ρακειά πξσηετληθά επίπεδα ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο 

ΥΛΛ ζπγθξηηηθά κε ηελ θπηηαξηθή ζεηξά Β ιεκθψκαηνο BJAB ή θπζηνινγηθά Β 

ιεκθνθχηηαξα. Μία πηζαλή εμήγεζε απηνχ ηνπ ίζσο απξφζκελνπ επξήκαηνο 

(ιακβάλνληαο ππφςε φηη ε δηέγεξζε κε CpG νιηγνλνπθιενηίδηα ρξεζηκνπνηείηαη 

επξχηαηα γηα ηε ιήςε κεηαθάζεσλ ζηελ θιαζηθή θπηηαξνγελεηηθή αλάιπζε) είλαη φηη 

ε αλαγλψξηζε ησλ CpG νιηγνλνπθιενηηδίσλ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηείηαη φρη κφλν 

κέζσ ηνπ TLR9 αιιά θαη άιισλ ππνδνρέσλ πνπ αλαγλσξίδνπλ λνπθιετληθά 

νμέα.(159) ΢πλεπψο, νη επηδξάζεηο ησλ CpG νιηγνλνπθιενηηδίσλ δελ πξέπεη λα 

απνδίδνληαη απνθιεηζηηθά ζηε κεζνιαβνχκελε απφ ηνλ TLR9 ζεκαηνδφηεζε. Έλαο 

επηπξφζζεηνο παξάγνληαο πνπ πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε είλαη ε δηαθχκαλζε ηεο 

έθθξαζεο ηνπ TLR9 ππφ δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο θαη/ή ζε θχηηαξα δηαθνξεηηθήο 

θαηάζηαζεο ελεξγνπνίεζεο. 

Ζ πςειφηεξε έθθξαζε κεηαμχ ησλ ππνδνρέσλ θαηαγξάθεθε γηα ηνλ TLR7, ζε 

ζπκθσλία κε ηε βηβιηνγξαθία.(152) Απηφ εληζρχεη ηελ άπνςε φηη ε δηέγεξζε κέζσ 

ηνπ TLR7 κπνξεί λα είλαη ζεκαληηθή γηα ηε ζπκπεξηθνξά ηνπ λενπιαζκαηηθνχ 

θιψλνπ. ΢ην ίδην ζπκπέξαζκα θαηέιεμαλ κειέηεο ρνξήγεζεο αγσληζηψλ ηνπ TLR7, 

πνπ ππνδειψλνπλ φηη ν ζπγθεθξηκέλνο ππνδνρέαο ξπζκίδεη αξθεηέο αλνζνγνληθέο 

ηδηφηεηεο ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ (153, 167)θαη πηζαλφηαηα εκπιέθεηαη ζηελ αληίζηαζε 

ζηελ απφπησζε.(160) Τςειή έθθξαζε θαηαγξάθεθε επίζεο γηα ηνλ CD180, πνπ 

θέξεηαη λα πξνσζεί ηελ ελεξγνπνίεζε ηνζν ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ φζν θαη ησλ 

ελεξγνπνηεκέλσλ Β θχηηάξσλ.(168)  
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Δίλαη ελδηαθέξνλ φηη γηα ζπγθεθξηκέλνπο TLRs (TLR2, TLR6 θαη TLR8), 

αλαγλσξίζηεθαλ ζεκαληηθέο αλαληηζηνηρίεο κεηαμχ ησλ επηπέδσλ mRNA θαη 

πξσηεΐλεο, θαζψο ν πςειφο αξηζκφο mRNA κεηαγξάθσλ δελ αληηζηνηρνχζε πάληα 

ζε ηζρπξή πξσηετληθή έθθξαζε θαη ην αληίζηξνθν. Μνινλφηη πνιινί παξάγνληεο 

κπνξεί λα επζχλνληαη γη’ απηέο ηηο αλαληηζηνηρίεο, κεηαμχ ησλ νπνίσλ ε θπηηαξηθή 

εηεξνγέλεηα εληφο ησλ λενπιαζκαηηθψλ θιψλσλ, ε δηαθνξεηηθή θαηάζηαζε 

ελεξγνπνίεζε ησλ λενπιαζκαηηθψλ θπηηάξσλ, θαη ε δηαθνξεηηθή βησζηκφηεηα ησλ 

θπηηάξσλ κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ, απηά ηα απνηειέζκαηα κπνξνχλ λα απνηεινχλ 

έλδεημε κεηα-κεηαγξαθηθψλ κεραληζκψλ ξχζκηζεο πνπ ηξνπνπνηνχλ ηελ έθθξαζε 

ησλ TLR ζηε ΥΛΛ, ζε ζπκθσλία κε πξνεγνχκελεο κειέηεο γηα άιια αληηγφλα ηεο 

θπηηαξηθήο επηθάλεηαο (κεηαμχ ησλ νπνίσλ ε ζπλζεηάζε ηνπ ληηξηθνχ νμένο θαη ην 

CD71).(169, 170)  

 

5.2 ΢ςγκπιηική μελέηη ηηρ έκθπαζηρ ηων TLR ζε ςποομάδερ 

αζθενών με ΥΛΛ 

 

Ζ παξαηεξνχκελε κεηαβιεηφηεηα ησλ κνηίβσλ έθθξαζεο γηα νξηζκέλνπο TLRs θαη 

κφξηα θαζνδηθά απηψλ κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ πεξηπηψζεσλ ζηε ζπγθεθξηκέλε κειέηε 

καο νδήγεζαλ ζηε δηεξεχλεζε πηζαλψλ ζπζρεηίζεσλ κε άιια ραξαθηεξηζηηθά ησλ 

ΥΛΛ θιψλσλ. Λακβάλνληαο ππφςε φηη θάζε TLR αλαγλσξίδεη δηαθξηηά κνξηαθά 

κνηίβα παζνγφλσλ, ζα ήηαλ ινγηθφ λα ζεσξεζεί φηη απηή ε κεηαβιεηφηεηα ζα 

κπνξνχζε λ’ αληηθαηνπηξίδεη δηαθνξεηηθά πξφηππα θαη «ηζηνξηθά» αληηγνληθήο 

δηέγεξζεο. ΢ε απηφ ην πιαίζην πξνζέγγηζεο θαη ππφ ην θσο ησλ απμαλφκελσλ 

απνδείμεσλ γηα κηα εθηεηακκέλε “ζηηρνκπζία” κεηαμχ ησλ TLR- θαη BcR-

κεζνιαβνχκελσλ ζεκάησλ, αλαδεηήζακε πηζαλέο δηαθνξέο ζηε ζεκαηνδνηηθή νδφ 

TLR κεηαμχ πεξηπηψζεσλ ΥΛΛ πνπ δηαζέηνπλ BcRs κε δηαθνξεηηθά κνξηαθά 

ραξαθηεξηζηηθά. Αξρηθά, ζπγθξίλακε πεξηπηψζεηο κε κεηαιιαγκέλνπο έλαληη 

ακεηάιιαθησλ BcR θαη δηαπηζηψζακε κηθξέο δηαθνξέο, ζε ζπκθσλία κε ην 

νκνηνγελέο πξφηππν γνληδηαθήο έθθξαζεο ηεο ΥΛΛ αλεμέξηεηα απφ ην status ησλ 

γνληδηαθψλ κεηαιιάμεσλ. Μεηαμχ ησλ γνληδίσλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ δηαθνξέο 

ζηελ έθθξαζε, ηα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ ηα κφξηα CD80 θαη CD86, δχν ζπλ-

δηεγεξηηθά κφξηα πνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα Β7, ραξαθηεξίδνληαλ απφ αχμεζε ηεο 

έθθξαζεο κεηαμχ ησλ κεηαιιαγκέλσλ πεξηπηψζεσλ. Ζ δηαπίζησζε απηή είλαη 

ζχκθσλε κε πξνεγνχκελεο αλαθνξέο φηη ε δηέγεξζε ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ κέζσ ησλ 

TLRs θαη ηνπ CD40 επάγεη ηελ έθθξαζε ησλ CD80 θαη CD86, απμάλνληαο ηελ 

αλνζνγνληθφηεηά ηνπο.(157, 171) ΢ην πιαίζην απηφ, ζα κπνξνχζε λα ππνζηεξηρζεί 
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φηη νη IGHV-κεηαιιαγκέλεο πεξηπηψζεηο πνπ εθθξάδνπλ πςειφηεξα επίπεδα ησλ 

CD80 θαη CD86 είλαη δπλεηηθά πην αλνζνγφλεο θαη θαηά ζπλέπεηα πην επαίζζεηεο ζε 

έιεγρν απφ ην κηθξνπεξηβάιινλ, γεγνλφο πνπ εμεγεί, ηνπιάρηζηνλ ελ κέξεη, ηελ πην 

ήπηα θιηληθή ζπκπεξηθνξά ηνπο. 

Γηάθνξεο πξφζθαηεο κειέηεο ππνδειψλνπλ φηη νη ππννκάδεο ηεο ΥΛΛ πνπ 

θαζνξίδνληαη απφ ην status ησλ κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV (δειαδή IGHV 

κεηαιιαγκέλεο ή IGHV-ακεηάιιαθηεο) είλαη εηεξνγελείο. ΢ε θάζε θαηεγνξία πνπ 

θαζνξίδνληαη απφ ην status ησλ κεηαιιάμεσλ, νη πεξηπηψζεηο πνπ αλήθνπλ ζε 

ππνζχλνια κε δηαθξηηνχο «ζηεξεφηππνπο» BcRs επίζεο κνηξάδνληαη ηδηαίηεξεο, 

γελεηηθέο αλσκαιίεο, πξνθίι γνληδηαθήο έθθξαζεο θαη, πνιχ πηζαλφλ, θιηληθή εηθφλα 

θαη έθβαζε.(172, 173) Έηζη, έρεη δηαηππσζεί ε πξφηαζε φηη ε θιηληθή ζπκπεξηθνξά 

ηεο ΥΛΛ ζα κπνξνχζε λ’ αληηθαηνπηξίδεη ην πξνθίι αληηδξαζηηθφηεηαο ησλ 

ιεπραηκηθψλ θιψλσλ ζηελ αληηγνληθή δηέγεξζε.(174) 

Με απηφ ην ζθεπηηθφ, επηθεληξψζακε ηηο ζπγθξίζεηο καο ζε πεξηπηψζεηο πνπ 

αλήθνπλ ζε δηαθνξεηηθά ππνζχλνια κε «ζηεξεφηππνπο» BcRs, κε ηδηαίηεξε έκθαζε 

ζηα ππνζχλνια #1 θαη #4, ηα δχν κεγαιχηεξα ππνζχλνια ζηελ ακεηάιιαθηε θαη 

κεηαιιαγκέλε θαηεγνξία, αληηζηνίρσο, γηα ηα νπνία ππάξρνπλ δηαξθψο απμαλφκελεο 

ελδείμεηο φηη κπνξεί λα ζεσξεζνχλ σο πξφηππα ππνζχλνια «θαθήο» θαη «θαιήο» 

πξφγλσζεο αληηζηνίρσο.  

Ζ ζχγθξηζε ησλ δχν ππνζπλφισλ ππνδειψλεη κηα θαηάζηαζε TLR7-αλνρήο γηα ηνπο 

ΥΛΛ θιψλνπο πνπ αλήθνπλ ζην ππνζχλνιν #4. Όπσο αλαθέξζεθε πξφζθαηα, ηα Β 

θχηηαξα ηεο ΥΛΛ κπνξεί λα πεξάζνπλ ζε θαηάζηαζε αλνρήο κεηά δηέγεξζε ηνπ 

TLR7, πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ κείσζε ηεο έθθξαζεο ηνπ TLR7 ζε επίπεδν mRNA 

.(167) Ζ θαηαγξαθή ζεκαληηθήο κείσζεο ηεο έθθξαζεο ηνπ TLR7 ζην ππνζχλνιν 4 

είλαη ζχκθσλε κε απηή ηε ζεψξεζε. Σα θχηηαξα πνπ έρνπλ δηεγεξζεί κέζσ TLR7 

έρεη επίζεο αλαθεξζεί φηη παξνπζηάδνπλ πςειή έθθξαζε ζπλ-δηεγεξηηθψλ 

κνξίσλ(167), γεγνλφο πνπ βξίζθεηαη ζε ζπκθσλία κε ηελ αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ 

CD86 ζην ππνζχλνιν #4. Καηά ηε ζχγθξηζε ησλ IGHV4-34 πεξηπηψζεσλ ηνπ 

«ζηεξεφηππνπ» ππνζπλφινπ #4 κε: (i) πεξηπηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ IGHV4-34 

BcRs θαη δελ αλήθνπλ ζην «ζηεξεφηππν» ππνζχλνιν #4 θαη (ii) πεξηπηψζεηο κε 

κεηαιιαγκέλνπο BcRs πνπ ρξεζηκνπνηνχλ άιια IGHV γνλίδηα, δηαπηζηψζακε φηη 

πξφηππα έθθξαζεο ηνπ ππνζπλφινπ #4 ήηαλ ραξαθηεξηζηηθά ηνπ ππνζπλφινπ 

(subset #4-biased). ΢ε απηφ ην ζεκείν, αμίδεη λα ππνγξακκίζνπκε, φηη πξφηππα 

έθθξαζεο TLR ραξαθηεξηζηηθά «ζηεξεφηππσλ» ππνζπλφισλ αλεμάξηεηα απφ ηε 

ρξήζε ηνπ IGHV γνληδίνπ ή ην status ησλ κεηαιιάμεσλ, δηαηεξήζεθαλ επίζεο θαη 

θαηά ηε ζχγθξηζε πεξηπηψζεσλ πνπ αλήθνπλ ζηα ππνζχλνια #1 θαη #8. 
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Σέινο, κεηαβιεηφηεηα ηεο έθθξαζεο γηα ζπγθεθξηκέλνπο TLR θαη ζρεηηδφκελα κε 

απηνχο κφξηα παξαηεξήζεθε κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ ππνζπλφισλ αζζελψλ κε 

«ζηεξεφηππνπο» BcRs, πξνηείλνληαο φηη νη θιψλνη ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ κε δηαθξηηή 

αληίδξαζε ζην αληηγφλν έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λ’ αληαπνθξίλνληαη κε δηαθνξεηηθφ 

ηξφπν θαη ζε δηαθνξεηηθά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TLR, γεγνλφο πνπ ππαηλίζζεηαη 

ηελ παξνπζία ηδηαίηεξσλ πξνηχπσλ αλαγλψξηζεο θαη επηινγήο απφ αληίζηνηρνπο 

πξνζδέηεο. 

 

5.3 ΢ςμπεπάζμαηα 

 

΢πλνιηθά, ηα βαζηθά ζπκπεξάζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο ζπλνςίδνληαη σο εμήο. 

Πξψηνλ, φινη νη TLRs πνπ εθθξάδνληαη ζε ελεξγνπνηεκέλα Β θχηηαξα εθθξάδνληαη 

επίζεο θαη ζηε ΥΛΛ (κε δηαθπκάλζεηο σο πξνο ηα επίπεδα έθθξαζεο), εληζρχνληαο 

έηζη πεξαηηέξσ ηελ άπνςε φηη ηα ΥΛΛ Β θχηηαξα έρνπλ εκπεηξία ζε αληηγφλν (έρνπλ 

έξζεη ζε επαθή κε αληηγφλν). Γεχηεξνλ, νη λενπιαζκαηηθνί θιψλνη είλαη ηθαλνί γηα 

TLR ζεκαηνδφηεζε, δεδνκέλνπ φηη αξθεηνί TLRs εθθξάδνληαη ζε ζπλδπαζκφ κε ηνπο 

αληίζηνηρνπο δηακεζνιαβεηέο ηεο ζεκαηνδφηεζήο ηνπο. Σέινο, ε κεηαβιεηφηεηα ηεο 

έθθξαζεο γηα ζπγθεθξηκέλνπο TLRs θαη ζρεηηδφκελα κφξηα κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ 

ππνζπλφισλ αζζελψλ κε «ζηεξεφηππνπο» BcRs, ππνδειψλεη φηη νη ΥΛΛ θιψλνη κε 

δηαθξηηηθή αληηδξαζηηθφηεηα ζε αληηγφλν είλαη ζε ζέζε λ’ αληαπνθξίλνληαη κε 

μερσξηζηφ ηξφπν θαη ζε δηαθνξεηηθά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ TLR, ππνδειψλνληαο 

ηδηαίηεξα πξφηππα αλαγλψξηζεο θαη επηινγήο απφ ηνπο αληίζηνηρνπο πξνζδέηεο. 
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6. ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Ζ ρξφληα ιεκθνθπηηαξηθή ιεπραηκία (ΥΛΛ) είλαη ε πην ζπρλά εκθαληδφκελε ιεπραηκία 

ζην Γπηηθφ εκηζθαίξην. Υαξαθηεξίδεηαη απφ ηε ζπζζψξεπζε CD19+/CD5+/CD23+ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ πνπ θέξνπλ ρακειά επίπεδα επηθαλεηαθήο αλνζνζθαηξίλεο ζην 

αίκα, ην κπειφ ησλ νζηψλ θαη ηα δεπηεξνγελή ιεκθηθά φξγαλα. Παξά ηνλ νκνηνγελή 

θαηλφηππν, ε θιηληθή πνξεία ησλ αζζελψλ κε ΥΛΛ πνηθίιεη κε νξηζκέλνπο αζζελείο 

λα επηβηψλνπλ γηα πνιιά ρξφληα ρσξίο ζεξαπεία θαη ηειηθά λα πεζαίλνπλ απφ άιια 

αίηηα, ελψ άιινη λα παξνπζηάδνπλ επηζεηηθή λφζν κε κηθξή επηβίσζε παξά ηε 

ζεξαπεία.  

Σo θνξηίν ησλ ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ ησλ γνληδίσλ IGHV απνηειεί ζήκεξα ηνλ πην 

ζεκαληηθφ πξνγλσζηηθφ παξάγνληα γηα ηνπο αζζελείο κε ΥΛΛ. Οη αζζελείο πνπ 

θέξνπλ γνλίδηα IGHV κε πνζνζηφ λνπθιενηηδηθήο ηαπηφηεηαο ≥98% ζε ζρέζε πξνο 

ην αληίζηνηρν κε αλαδηαηαγκέλν γνλίδην (ακεηάιιαθηεο αιιεινπρίεο IGHV) ζπλήζσο 

έρνπλ θαθή θιηληθή πνξεία, ελψ, αληίζεηα, νη αζζελείο ησλ νπνίσλ ηα γνλίδηα IGHV 

έρνπλ λνπθιενηηδηθή ηαπηφηεηα <98% (κεηαιιαγκέλεο αιιεινπρίεο IGHV) επηβηψλνπλ 

γηα πνιιά ρξφληα ρσξίο ζεξαπεία θαη, ζπλήζσο, πεζαίλνπλ απφ άιια αίηηα.  

Μεηαγελέζηεξεο κειέηεο  ησλ γνληδίσλ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ ζηε ΥΛΛ έδεημαλ 

επηιεθηηθή ρξεζηκνπνίεζε γνληδίσλ ησλ αλνζνζθαηξηλψλ, θαη παξνπζία 

ππνζπλφισλ αζζελψλ κε ζηεξεφηππεο πεξηνρέο VH CDR3. Ζ ζηεξενηππία ηνπ Β 

θπηηαξηθνχ ππνδνρέα (BcR) ηεο εηδηθήο αλνζίαο απνηειεί ηζρπξή έλδεημε επηινγήο 

απφ πεξηνξηζκέλε πνηθηιία αληηγφλσλ. Δπίζεο ππνδειψλεη φηη νη ιεπραηκηθνί θιψλνη 

κε «ζηεξεφηππνπο» BcRs πηζαλφλ πξνέξρνληαη απφ έλαλ πιεζπζκφ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ κε ηδηφηεηεο θπηηάξσλ ηεο κε εηδηθήο ή θπζηθήο αλνζίαο, ηα νπνία 

εγγελψο εκθαλίδνπλ πεξηνξηζκέλε πνηθηιφηεηα.  

΢εκαληηθφ ξφιν ζηε ιεηηνπξγία ηεο θπζηθήο αλνζίαο δηαδξακαηίδνπλ νη ππνδνρείο 

TLRs. Ολνκάζηεθαλ έηζη ιφγσ ηεο νκνηφηεηαο ηνπο κε ηνπο ππνδνρείο Toll ηεο 

Drosophila. Δίλαη ππνδνρείο αλαγλψξηζεο κνξηαθψλ κνηίβσλ νη νπνίνη αλαγλσξίδνπλ 

ζηεξεφηππα δνκηθά κνηίβα ζε παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο θαη απηναληηγφλα.  

Μέρξη ζήκεξα έρνπλ αλαγλσξηζηεί 11 κέιε ηεο νηθνγέλεηαο TLR ζηνλ άλζξσπν.  

΢θνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ ε αλάιπζε ηνπ ξεπεξηνξίνπ θαη ηνπ πξνηχπνπ 

έθθξαζεο θαη ηεο ιεηηνπξγηθφηεηαο ησλ TLRs ζηε ΥΛΛ. Με ηελ ηερληθή ησλ 

ζπζηνηρηψλ PCR (PCR arrays) θαηαγξάθεθε ε έθθξαζε 84 γνληδίσλ πνπ 

θσδηθνπνηνχλ ππνδνρείο, πξνζαξκνγείο θαη ηειεζηέο ηεο ζεκαηνδνηηθήο νδνχ TLR, 

θαζψο θαη κέιε άιισλ ζεκαηνδνηηθψλ νδψλ πνπ αιιειεπηδξνχλ κε ηελ TLR 

ζεκαηνδφηεζε.  
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΢πλνιηθά αλαιχζεθαλ 192 αζζελείο θαη ζην ζχλνιν ηνπο δηαπηζηψζεθε πςειή 

έθθξαζε γηα ηνπο TLR7 θαη CD180, ελδηάκεζε γηα ηνπο TLR1, TLR6 θαη TLR10 θαη 

ρακειή έθθξαζε γηα ηνπο TLR2 θαη TLR9, ελψ δελ θαηαγξάθεθε έθθξαζε γηα ηνπο 

TLR3 θαη TLR5. Οη TLR4 θαη TLR8 ραξαθηεξίδνληαλ απφ ρακειή έσο κε αληρλεχζηκε 

έθθξαζε κε ζεκαληηθέο δηαθπκάλζεηο κεηαμχ ησλ ζεηηθψλ πεξηπηψζεσλ. Οη 

πεξηζζφηεξνη πξνζαξκνζηέο θαη ηειεζηέο ηεο TLR ζεκαηνδφηεζεο θαζψο θαη ηα 

κέιε ησλ ζεκαηνδνηηθψλ νδψλ NF-θB, JNK/p38, NF/IL6 θαη IRF πνπ κειεηήζεθαλ, 

ραξαθηεξίδνληαλ απφ ελδηάκεζε έσο πςειή έθθξαζε, ελψ ε έθθξαζε ησλ 

αλαζηνιέσλ ηεο ζεκαηνδφηεζεο ήηαλ γεληθά πνιχ ρακειή έσο κε αληρλεχζηκε.  

΢ην πιαίζην ηεο πξνηεηλφκελεο ζπλδηεγεξηηθήο δξάζεο πξνο ηνπο BcRs 

αλαδεηήζεθαλ δηαθνξέο σο πξνο ηα πξφηππα έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ηεο 

ζεκαηνδνηηθήο νδνχ TLR ζε ππννκάδεο κε βάζε ηα κνξηαθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ 

BcR, φπσο ην ξεπεξηφξην θαη ε έθθξαζε κεηαιιαγκέλσλ/ ακεηάιιαθησλ 

αιιεινπρηψλ IGHV ή ηελ έθθξαζε «ζηεξένηππσλ» BcRs. Ζ ζχγθξηζε κεηαμχ 

πεξηπηψζεσλ πνπ θέξνπλ κεηαιιαγκέλα ή ακεηαιιαθηα γνλίδηα IGHV, έδεημε 

ζεκαληηθή αχμεζε ηεο έθθξαζεο CD80, CD86, IL6, IFNγ θαη TLR4 θαη κείσζε ηεο 

έθθξαζεο ησλ TLR8 θαη NFKBIL1 κεηαμχ ησλ κεηαιιαγκέλσλ πεξηπηψζεσλ. 

Δπηπιένλ, ζεκαληηθέο δηαθνξέο δηαπηζηψζεθαλ κεηαμχ πεξηπηψζεσλ πνπ αλήθαλ ζε 

ππνζχλνια κε «ζηεξεφηππνπο» ππνδνρείο.  

΢πλνιηθά ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο παξέρνπλ ελδείμεηο φηη ε 

ζεκαηνδνηηθή νδφο ησλ TLR είλαη ελεξγφο ζηε ΥΛΛ, κε ζεκαληηθέο σζηφζν 

δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ ππννκάδσλ αζζελψλ. Απηφ ην γεγνλφο 

ππνζηεξίδεη ηελ άπνςε φηη ηα ιεπραηκηθά θχηηαξα ηεο ΥΛΛ είλαη Β ιεκθνθχηηαξα κε 

εκπεηξία αληηγφλνπ. Καηαδεηθλχεηαη επίζεο ε ζεκαζία ησλ ζπλδηεγεξηηθψλ ζεκάησλ 

ζηελ ηξνπνπνίεζε ηεο απάληεζεο ησλ θισλνηππηθψλ BcR. Σέινο, επηζεκαίλεηαη φηη 

ε «ζηεξενηππία» ζε επίπεδν BcR ζπλδέεηαη κε ηδηαίηεξα πξφηππα ελεξγνπνίεζεο ηεο 

νδνχ TLR, θαζψο νη θιψλνη ησλ ΥΛΛ θπηηάξσλ κε δηαθξηηή αληηδξαζηηθφηεηα πξνο 

ηα αληηγφλα κπνξνχλ λα απνθξίλνληαη δηαθνξεηηθά ζε δηαθνξεηηθνχο TLRs, γεγνλφο 

πνπ ππνδειψλεη εηδηθή θαηά πεξίπησζε αλαγλψξηζε θαη επηινγή απφ ηνπο 

αληίζηνηρνπο πξνζδέηεο. 
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7. ABSTRACT 

 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most frequently occurring leukemia in the 

Western Hemisphere. It is characterized by the accumulation in the blood, bone 

marrow and secondary lymph organs of CD19 +/ CD5 +/CD23+ B lymphocytes bearing 

low levels of surface immunoglobulin. Despite the homogenous phenotype, the 

clinical course of patients with CLL varies among patients. Some patients survive for 

many years without need of any treatment and eventually die from other causes, 

while others have aggressive disease with short survival despite treatment. 

Somatic hypermutation status of IGHV genes is currently the most important 

prognostic factor for patients with CLL. Patients carrying IGHV genes with nucleotide 

identity ≥ 98% compared to the corresponding germline gene (unmutated IGHV 

sequences) usually have a poor clinical course, whereas, patients whose IGHV 

genes have nucleotide identity <98% (mutated IGHV sequences) survive for many 

years without treatment and usually die from other causes. 

Subsequent studies of immunoglobulin genes in CLL showed selective use of 

immunoglobulin genes and the presence of subsets of patients with stereotype VH 

CDR3 regions. The stereotypy of the B cell receptor (BcR) is a strong indication of 

selection by a limited variety of antigens. Also, it implies that the B cells with 

stereotyped BcRs likely emanate from a population of B lymphocytes with attributes 

of innate immunity cells, which naturally present limited diversity.  

Toll-like Receptors (TLRs) play an important role in innate immunity. Mammalian 

TLRs hold their name from the Drosophila Toll protein. TLRs are pattern recognition 

receptors (PRRs), which recognize pathogen associated molecular patterns (PAMPs) 

and self-antigens. Up-to-date, 11 members of the TLR family have been recognized 

in human.  

The present study aimed at analyzing the repertoire, the profile of expression and the 

functionality of TLRs in CLL. The expression of 84 genes that encode receptors, 

adaptors and effectors of the TLR signaling pathway was investigated with PCR 

arrays. Overall, 192 patients were analyzed.  

High expression was recorded for TLR7 and CD180, intermediate expression for 

TLR1, TLR6 and TLR10 and low expression for TLR2 and TLR9, while no expression 

was recorded for TLR3 and TLR5. TLR4 and TLR8 had low-to-undetectable 

expression, with significant variation between positive cases. The majority of 

adaptors, effectors of TLR signaling and members of the NF-θB, JNK/p38, NF/IL6 

and IRF pathways downstream of TLR signaling were characterized by intermediate-
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to-high expression, while the expression of the negative regulators of signaling was 

low-to-undetectable. 

Given that TLRs have a co-stimulatory effect on the BcR, we sought for differences in 

gene expression profiles among subgroups of cases defined by BcR molecular 

features, such as the repertoire and mutational status of the IGHV genes or the 

expression of stereotyped BcRs. Comparison of cases carrying mutated vs. 

unmutated IGHV genes revealed significant upregulation of CD80, CD86, IL6, IFNγ, 

TLR4 and downregulation of TLR8 and NFKBIL1 among mutated cases. Significant 

differences were also found in different subsets carrying stereotyped BcRs, with 

potential implications about the nature of the antigenic stimulation.  

In conclusion, our data suggest that the TLR signaling pathway is functional in CLL, 

displaying important fluctuations in various subgroups of patients. This further 

supports the opinion that the leukemic CLL cells are antigen experienced. Moreover, 

it underlines the importance of co-stimulatory signals in modifying the response of 

clonotypic BcRs. Finally, it appears that BcR stereotypy corresponds to distinct 

activation patterns of the TLR signaling pathway, suggesting that CLL clones with 

distinctive antigen reactivity may also be able to respond to different TLRs, alluding 

to subset-biased recognition of and selection by the respective ligands. 
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Abstract  

 

Background 

Signaling through the B cell receptor (BcR) appears to be a major contributing factor 

in the pathogenesis of chronic lymphocytic leukemia (CLL). Toll-like receptors (TLR) 

bridge the innate and adaptive immune response by acting as co-stimulatory signals 

for B-cells. The available data on TLR expression in CLL are limited and derive from 

small series of patients. 

Design and Methods 

We profiled the expression of TLR signaling pathway-associated genes in 192 CLL 

cases and explored potential associations with molecular features of the clonotypic 

BcRs.  

Results 

CLL cells express all TLRs expressed by normal activated B cells, with high 

expression of TLR7 and CD180, intermediate of TLR1, TLR6, TLR10 and low of 

TLR2 and TLR9. The vast majority of adaptors, effectors and members of the NFKB, 

JNK/p38, NF/IL6 and IRF pathways are intermediately-to-highly expressed, while 

inhibitors of TLR activity are generally low-to-undetectable, indicating that the TLR-

signaling framework is competent in CLL. Significant differences were identified for 

selected genes between cases carrying mutated vs. unmutated IGHV genes or 

assigned to different subsets with stereotyped BcRs. The differentially expressed 

molecules include receptors, NFθB/MAPK signaling molecules and final targets of the 

cascade. 

Conclusions 

The observed variations are suggestive of distinctive activation patterns of the TLR 

signaling pathway in subgroups of CLL cases defined by BcR molecular features. 

Additionally, they indicate that different or concomitant signals acting through 

receptors other than the BcR can affect the behavior of the malignant clone.   
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Introduction   

 

A role for antigen in the development of chronic lymphocytic leukemia (CLL) is 

strongly suggested by the biased immunoglobulin heavy variable (IGHV) gene 

repertoire of the malignant clones, the prognostic implications of IGHV gene 

mutational status and the identification of subsets of patients with quasi-identical, 

stereotyped B cell receptors (BcR) who can also exhibit restricted demographic, 

biological and clinical features.(1-3)  

The structural homology of BcR is pointing out to a selection pressure exerted by 

common antigenic elements or classes of structurally similar epitopes that may 

trigger and/or facilitate the onset and evolution at least of some CLL clones.(4) The 

nature of the selecting antigens, the mechanistic aspects of their recognition by the 

clonotypic BcR and the functional impact of antigenic stimulation through the BcR 

remain largely unknown. Furthermore, the role of additional and concomitant ways of 

activating  CLL cells  through “non-specific” innate immune receptors(5), should also 

be considered, as these receptors concur with the BcR stimulation to the full 

activation of B lymphoid cells. 

The prototypic class of innate immune receptors includes the Toll-like receptors 

(TLRs)(6) that recognize molecular structures which are specific and evolutionarily 

conserved between pathogens. The central feature of microbe recognition by TLRs is 

the triggering of signaling pathways important for the activation of antigen presenting 

cells (APCs), including B cells(7). In this respect, given the role of APCs in the 

activation of T cells, TLRs may be considered as a “link” between innate and 

adaptive immunity.(8, 9)  

In recent years, the role of TLR in the physiology of B cells has received increasing 

attention as critical antigen-triggered  B-cell differentiation steps have been shown to 

be influenced by TLR-dependent signals, acting in concert with or superimposed to 

signals originating from the BcR.(10) The expression of TLR in normal naive and 

memory B cells has been mapped with naive B cells expressing low levels of TLR1, 

TLR6, TLR7, TLR8, TLR9 and TLR10, and memory B cells expressing high levels of 

TLR1, TLR6, TLR7, TLR9 and TLR10 along with low levels of TLR2, TLR4 and 

TLR8.(11-14)  

The stimulation of surface or endosomal TLRs leads to the activation of NF-θB and 

the induction of activation-induced cytidine deaminase (AID), which, in combination 

with cytokines, induces class switch recombination to specific isotypes.(15-17) This 

depends on the correct intracellular trafficking and localization of the engaged TLRs 

and on the presence of other signals, such as those emanating from the BcR.(10, 18-20) 
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The activation of B cells by TLR engagement may lead to a more efficient interaction 

with T cells and dendritic cells (DCs) due to the up-regulation of the co-stimulatory 

CD80 and MHCII molecules.(21, 22) Finally, TLR-dependent signals may be implicated 

in the regulation of B cell immune responses, either by inducing TLR tolerance or by 

subverting the mechanisms that ensure the silencing of autoreactive B cells, thus 

promoting autoreactivity.(23)   

Several TLR agonists have been used in clinical trials of CLL patients as adjuvants to 

improve the efficacy of chemotherapy.(24) Still the available data on TLR expression 

in CLL are limited(25-27) and have essentially shown that TLR7 and TLR9 are virtually 

always expressed. We recently reported that, in addition to TLR7 and TLR9, CLL 

cells can also express TLR1, TLR2, TLR6 and TLR10.(27) However, most studies, 

have analyzed small series of patients, thus precluding sound conclusions with 

regard to the exact TLR expression profile in CLL and preventing possible 

correlations with various clinicobiological features.  

We performed a systematic gene expression profiling of the TLR signaling pathway 

in a series of 192 patients with CLL. As TLRs have a co-stimulatory effect on the 

BcR, we sought for differences in gene expression profiles among subgroups of 

cases defined by BcR molecular features, such as the repertoire and mutational 

status of the IGHV genes or the expression of stereotyped BcRs. Significant 

variations indicative of distinctive activation patterns of the TLR signaling pathway 

were identified, especially among cases assigned to subsets with stereotyped BcRs. 

These findings suggest that different or concomitant signals acting through receptors 

other than BcR can affect the behavior of the malignant clone with implications for 

future functional studies that may eventually define the role of TLR signalling in the 

pathogenesis and evolution of CLL.   
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Design and Methods  

 

Patient group 

Peripheral blood samples were collected from 192 patients with typical CLL, all 

meeting the recently revised diagnostic criteria of the National Cancer Institute 

Working Group.(28) Demographic, clinical and biological data for the patient cohort are 

given in Supplemental Table 1. Patients were mostly untreated (n=155) or off therapy 

for a median of 24 months before study inclusion (range, 6-192). The study was 

approved by the local Ethics Review Committee of each participating Institution.  

 

Isolation of B cells 

CD19 positive B cells were negatively selected from peripheral blood samples with 

the use of the Human B-cell enrichment cocktail kit (RosetteSep; StemCell 

Technologies, Vancouver, BC, Canada) following the manufacturer’s instructions. 

The desired cells were collected as a highly enriched population by centrifugation on 

a ficoll-hypaque gradient. The purity of the isolated cell populations (CD19+ cells) 

was assessed with the use of flow cytometry in the cell suspension and always found 

to exceed 97%. 

 

RNA extraction and cDNA preparation 

Total cellular RNA was isolated with the Qiagen RNAeasy mini kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany). The isolation procedure included an additional incubation step with 

DNase (QIAGEN, Hilden, Germany) to ensure that the final product is devoid of 

genomic DNA (gDNA). One microgram RNA was reversed transcribed to cDNA using 

the RT2 First Strand Kit (SABiosciences, USA). 

 

PCR amplification and sequence analysis of IGHV-IGHD-IGHJ rearrangements 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) of IGHV-IGHD-IGHJ 

rearrangements was performed using IGHV leader primers along with appropriate 

IGHJ genes, as previously described.(29) Purified PCR amplicons were subjected to 

direct sequencing on both strands. Sequence data were analyzed using the IMGT® 

databases and the IMGT/V-QUEST tool (http://www.imgt.org).(30, 31) 

 

Gene expression profiling of the TLR signaling pathway 

Gene expression profiling of the TLR signaling pathway in CLL was performed by 

real-time quantitative PCR on cDNA arrays using the RT² Profiler™ PCR Array kit 

(PAHS-018A array, SABiosciences). The method combines the advantages of Real-
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Time Quantitative PCR (RQ-PCR) using SYBR Green I with the potential of 

analyzing the expression of multiple genes at once. Each RQ-PCR product was 

further validated by running a melting curve program immediately after the cycling 

program; only PCR products with one peak in temperatures above 800C were further 

evaluated. In addition, the hot start polymerase used in all experiments ensured for 

accurate results by both preventing the amplification of primer dimers and other non-

specific products and also providing high amplification efficiencies even for those 

genes that are more difficult to amplify.  

The array consists of a panel of 96 primer sets used for the amplification of 84 genes 

relevant to the TLR pathway (Supplemental Table 2) plus five housekeeping genes 

(B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH and ACTB), a genomic DNA Control, three reverse 

transcription and three PCR quality controls. Only samples passing the PCR array 

run quality control, assessing the absence of genomic DNA contamination and 

proper amplification of the reverse transcription controls and the positive PCR 

controls, were further evaluated. 

Data were obtained as threshold cycle (Ct) values. The threshold value was set to 

0.01 for all experiments. According to the manufacturer’s instructions, Ct values 

greater than 35 were indicative of no expression and further considered equal to 35 

for mathematical reasons. If a gene showed an erratic curve in a particular run, the 

corresponding results were not further evaluated. Four of the five housekeeping 

genes (B2M, RPL13A, GAPDH and ACTB) had stable mRNA levels, evidenced by 

the lack of significant differences in Ct values across the samples, and their average 

Ct value was used for ΓCt measurement; HPRT1 showed significant inter-patient 

variability and was excluded from the analysis. The Ct value consistency for the 

housekeeping genes indicates a proper normalization method and is used for ΓCt 

measurement. The difference between the Ct value of each gene of interest (GOI) 

and the average Ct value of housekeeping genes in each sample (Delta Ct value, 

ΓCt) was then measured. Based on ΓCt value, which indicates the expression level 

for each TLR pathway-associated gene in relation to the reference (i.e. the average 

expression of the housekeeping genes), cases were assigned to four different 

expression levels: high (median ΓCt value ≤6.6), intermediate (median ΓCt value 

>6.6 and ≤9.9), low (median ΓCt value >9.9 and ≤13.2) and negative (ΓCt value 

>13.2).  

Fold differences (FD) in gene expression between different subgroups of patients 

were measured by the 2-ΓΓCt algorithm.(32) The difference in expression of a certain 

gene between two subgroups was considered significant only if: (i) the fold difference 

in average 2-ΓΓCt values was >2 or <-2 (indicative of up-regulation or down-regulation, 
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respectively); and, (ii) the difference in ΓCt values was found statistically significant 

(p<0.05) by the t-test method. 

 

Western blot analysis 

Total cellular protein was isolated from purified B cells. Cells were washed twice with 

ice-cold PBS and lysed with lysis buffer (0.5M Tris-HCl, 5M NaCl, 0.5M EDTA pH 

7.4, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate and a 

cocktail of protease inhibitors containing leupeptin and PMSF). Twenty to forty 

micrograms of protein were run on a 10% NuPAGE Bis-Tris gel (Invitrogen, Paisley, 

UK) under denaturing and reducing conditions. Proteins were transferred to PVDF 

membranes (BioRad, USA). Nonspecific binding of antibody to the membrane was 

blocked by one-hour incubation with WesternDot blocking buffer. Immunoblot 

analysis was performed using goat anti-TLR1 (1: 200 dilution, R&D Systems, 

Minneapolis, USA), goat anti TLR2 (1: 200 dilution, R&D Systems, Minneapolis, 

USA), mouse anti-TLR8 (1: 200 dilution, Santa Cruz Biotechnology, California, USA) 

and mouse anti-TLR9 (1: 200 dilution, Santa Cruz Biotechnology, California, USA). 

Mouse anti-actin (1:5000 dilution, Invitrogen, Paisley, UK) was used as a protein 

marker for the quantification of the protein bands and MagicMark™ XP as a protein 

standard for molecular weight estimation. The immunodetection of proteins was 

performed with the use of the WesternDot™ 625 Western Blot Kit (Invitrogen, 

Paisley, UK). The detection step relies on a biotinylated secondary antibody, goat 

anti-mouse or rabbit anti-goat respectively, and the interaction with a QdotR 625 

streptavidin conjugate. Given that the QdotR 625 nanocrystal has a high extinction in 

the UV and blue wavelengths, the protein detection was performed with the use of 

MiniBIS Pro UV detection system (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel) 

according to the manufacturer’s protocol. Ratios of TLR protein band intensity 

relative to β-actin band intensity were calculated for each sample with the use of the 

software QelQuant, provided with the UV detection system. 

 

Flow cytometry 

CD19+ cells were collected and washed twice in PBS. The cells were stained with 

anti-TLR1 (AbCam, Cambridge, UK), anti-TLR2 (Caltag; Buckingham, UK), anti-

TLR4 (AbCam, Cambridge, UK) and anti-TLR6 (AbCam, Cambridge, UK) for 15 

minutes. Intracellular staining was performed for TLR7 (AbCam, Cambridge, UK), 

TLR8 (Dendritics; Lyon, France) and TLR9 (AbCam, Cambridge, UK) using the BD 

Cytofix/Cytoperm kit (BD Cytofix/CytopermTM Plus Fixation Kit; BD, San Diego, CA) 

following the manufacturer’s instructions. In all cases, the analysis was performed by 
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triple staining with anti-CD19 and 7-Amino-actinomycin D (7-AAD) vital dye 

(Beckman Coulter; Brea, CA) to exclude necrotic cells. Appropriate isotype controls 

were also used for each tested TLR. Details and concentrations of the reagents used 

in these experiments are given in Supplemental Table 3. Data were acquired on a 

BD FACS CANTO flow cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, 

San Jose, CA). The analysis was performed using the BD FACS DIVA software. Only 

7-AAD negative (viable cells) were analysed for TLR expression. 

 

Statistical analysis 

Descriptive statistics for discrete parameters included counts and frequency 

distributions. For quantitative variables, statistical measures included means, 

medians, standard deviation and min–max values. Significance of bivariate 

relationships between factors was assessed with the use of Chi-square and T-test 

tests. Progression-free survival (PFS) was measured from diagnosis to disease 

progression, and overall survival (OS) was measured from diagnosis to death or last 

follow-up. PFS and OS curves were plotted using the Kaplan-Meier method. Bivariate 

differences in survival distributions were studied with the use of Log-Rank test. 

Multivariate Cox regression models were implemented for the study of the 

simultaneous effect of factors on survival outcomes taking into account the relative 

effect of remaining parameters. Hazard ratios of outcomes under study were 

calculated for each parameter estimate as well as 95% confidence intervals. All 

analyses were performed at significance level of a 5% with the statistical package 

SPSS 17.0. 
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Results 

 

IGHV gene repertoire and mutational status 

IGHV-IGHD-IGHJ sequences were available for all cases of the study except one. 

Following the 98% cut-off value of identity to germline, 124/191 sequences (64.9%) 

were characterized as mutated, whereas the remainder (67/191 sequences, 35.1%) 

were characterized as unmutated; 52/67 unmutated sequences had 100% identity to 

germline. Detailed information on IGHV gene repertoire and mutational status is 

provided in Supplemental Table 4. Following previously described criteria, 30/191 

cases expressed stereotyped BcRs assigned to seven different subsets 

(Supplemental Table 5). Within this group, 10 cases each expressed IGHV1/5/7-

IGKV1(D)-39 BcRs (subset #1) or IGHV4-34/IGKV2-30 BcRs (subset #4), 

respectively, while 4 cases expressed IGHV4-39/IGKV1(D)-39 BcRs (subset #8). 

Subset #1 and #8 cases were uniformly unmutated, whereas subset #4 cases were 

uniformly mutated. 

 

Gene expression profiling of the TLR signaling pathway: analysis at cohort 

level 

Eighty-four genes relevant to the TLR signaling pathway were evaluated in the 

present study (Supplemental Table 2). The cDNA array included receptors, adaptors 

and proteins that interact with TLRs to form the signaling complex, plus effectors of 

TLR signaling pathway. Members of the NF-θB, JNK/p38 and IRF signaling pathways 

which are activated by TLR signaling complex were also included. Finally, the array 

included cytokines and co-stimulatory molecules induced by TLRs through the 

activation of the NF-θB and JNK/p38 signaling pathways.  

Eighty-three of the 84 genes showed normal fluorescence curves in the great 

majority of runs. In contrast, the PTGS2 gene showed an erratic fluorescence curve 

in most runs and was not further analyzed. As detailed in Design and Methods, for 

each of the 83 TLR pathway-associated genes finally evaluated, cases were 

assigned to four different mRNA expression levels (high, intermediate, low, negative) 

based on ΓCt values, which indicate the expression level for each gene of interest in 

relation to the reference (i.e. the average expression of four housekeeping genes, all 

with stable expression in all analyzed samples). A graphic summary of the results 

obtained at cohort level is given in Figure 1. Detailed results from the RQ-PCR 

experiments are listed in Table 1 and Supplemental Table 6.  

Totally, 12 receptors were analyzed (TLR1-10, and the TLR-associated CD180 and 

SIGIRR). The highest mRNA expression levels were recorded for TLR7 and CD180. 
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Intermediate expression was found for TLR1, TLR6 and TLR10, while TLR2 and 

TLR9 were generally characterized by low expression. TLR4 and TLR8 had low-to-

undetectable expression, with significant variation between the low positive cases. 

The great majority of cases were negative for TLR3, TLR5 and SIGIRR/TIR8 (Figure 

1, Table 1 and Supplemental Table 6).  

Almost all the adaptors and the TLR interacting proteins were highly expressed. In 

particular, among the adaptors, high expression was recorded for (i) MyD88, the 

central signaling molecule shared by all TLRs except TLR3, and (ii) TICAM1, which is 

responsible for mediating signaling from TLR3 and TLR4. The expression of the 

bridging adaptors TICAM2 and TIRAP, required for MyD88 and TICAM1 signaling, 

was low. The expression of TOLLIP, which inhibits subsequent events required for 

signaling was intermediate. Intermediate expression was also found for (i) the IL-1 

receptor-associated kinase 1 & 2 (IRAK1, IRAK2) which interact with the adapters to 

form the signaling complex and (ii) TRAF6, which is associated with the IRAK family 

members to mediate signaling (Figure 1, Table 1 and Supplemental Table 6).  

Several molecules that modulate the function of the TLR pathway (“effectors”) were 

found to be expressed in CLL, though variably. High to intermediate expression was 

recorded for all the genes involved in NF-θB and JNK/p38 pathways except for 

CLEC4E, which is also not expressed by normal B lymphocytes. Significant variability 

was identified for MAP4K4 and the transcriptional factors JUN and FOS, (Figure 1, 

Table 1 and Supplemental Table 6).  

Tumor necrosis factor (TNF) and lymphotoxin alpha (LTA, also known as TNF B) 

exhibited intermediate expression. Among interleukins (IL), low-to-undetectable 

mRNA levels were recorded for IL1B, IL6, IL8 and IL10 with significant variability 

among positive cases, while IL1A and IL2 were not expressed. The expression of 

CD80 and CD86 was low and intermediate, respectively, with significant inter-patient 

variability (Figure 1, Table 1 and Supplemental Table 6). 

Since TLRs can also induce type I interferons through the activation of interferon 

regulatory factors (IRFs), we also evaluated the expression of several members of 

the IRF pathway and found high expression for IRF1 and IRF3. In addition, the 

expression of IFNG was low with significant variation between different CLL cases 

(Figure 1, Table 1 and Supplemental Table 6).  
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TLR protein expression in CLL 

In order to determine whether the observed mRNA expression patterns reflect the 

actual proteins expressed, at least for selected TLR pathway-associated genes, flow 

cytometry (FACS) and/or Western blot (WB) analysis were carried out on the TLRs 

that were found to be expressed at the mRNA level (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, 

TLR7, TLR8, TLR9 and TLR10) plus the CD80 and CD86 molecules in 30 and 59 

cases, respectively, with available material. Detailed results from these experiments 

are given in Supplemental Tables 7 and 8. 

With a 5% cut-off value for positivity in FACS analysis, TLR1, TLR7, TLR10 and 

CD86 proteins were expressed in almost all CLL cases, in accordance to their mRNA 

levels, while CD80 was negative in all cases. TLR9 expression was detected in 8/30 

(26.6%) cases tested; however, only 3/30 cases carried more than 10% positive 

cells. TLR6 protein was expressed in 20/30 cases. Despite high mRNA levels, in 

most of the cases (17/20) the TLR6 was expressed by a minority of CLL cells (5-

10%).  In contrast, TLR2 and TLR8 proteins were expressed by almost all cases 

despite low mRNA expression.  

The FACS expression patterns of TLR1, TLR2, TLR8 and TLR9 were further 

confirmed by WB (Figure 2, Supplemental Table 8). In particular, TLR1 and TLR2 

were positive in all cases tested, TLR8 was positive in 43/59 cases (72.7%), while 

TLR9 was positive in 18/59 (30.5%) cases. The ratio of TLR9 relative to β-actin 

protein band intensity was low in most positive cases. 

 

Gene expression profiles in relation to BcR molecular features 

Based on the fact that TLRs are considered to have a co-stimulatory effect on the 

BcR, we sought for differences in expression profiles for TLR signaling pathway-

associated genes in subgroups of cases defined by BcR molecular features, such as 

the repertoire and mutational status of the IGHV genes or the expression of 

stereotyped BcRs. All comparisons were performed for the complete gene set 

profiled in the present study. However, in the following paragraphs, specific reference 

will be made only to those genes showing statistically different expression between 

the compared subgroups.   

 

I. IGHV gene mutational status 

Comparison in subgroups of cases carrying mutated vs. unmutated IGHV genes (124 

and 67 cases, respectively) revealed significant upregulation of CD80, CD86, IL6, 

IFNG and TLR4 and downregulation of TLR8 and NFKBIL1 (an IkB-like protein) in 

the mutated subgroup, with the greater difference recorded for CD86. Results from 
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this comparison are given graphically in Figure 3 and also detailed in Supplemental 

Table 9. Differences in CD86 protein expression were also found by FACS analysis: 

in particular, the median percentage of positive cells in the mutated and unmutated 

subgroups was 42% (range, 9.9 - 94.2%) and 18% (range, 5.3 - 51.1%), respectively 

(p<0.01).  

 

II. IGHV gene usage and BcR stereotypy 

We analyzed the gene expression profiles of cases expressing stereotyped BcRs 

utilizing certain IGHV genes by comparing subset #4 (mutated IGHV4-34/1GKV2-30 

BcR, 10 cases) vs. subset #1 (unmutated IGHV1/5/7-IGKV1(D)-39 BcR, 10 cases) 

vs. subset #8 (unmutated IGHV4-39/IGKV1(D)-39 BcR, 4 cases). Significant 

differences (p<0.05) were identified concerning: (i) upregulation of TLR7 and NFKBIA 

(also known as IkBalpha) and downregulation of CD86 and TLR4 in subset #1 vs 

subset #4 cases, respectively; (ii) upregulation of TLR4 and MAP4K4, which is 

considered to activate IKBKB and, and downregulation of NFKBIA and RIPK2 (a 

component of TLR signaling complex) in subset #8 vs subset #1 cases, respectively; 

and, finally, (iii) upregulation of LY96 (associates with the extracellular domain of 

TLR4 and TLR2 and enhances their responses to the respective ligands) and 

downregulation of RIPK2 and CD86 in subset #8 vs subset #4 cases, respectively. 

These differences are shown graphically in Figure 4 and also listed in full in 

Supplemental Table 9. 

In order to investigate whether these distinctive, “subset-biased” profiles were 

independent of IGHV gene usage or mutational status, we focused on subset #4, 

which we compared to: (i) all other mutated cases; and (ii) non-subset #4 cases with 

IGHV4-34 BcRs. In both comparisons, subset #4 cases expressed significantly 

higher levels of CD86 (p<0.05) and, vice versa, significantly lower levels of IL10 

(p<0.05). Additionally, subset #4 cases exhibited significantly lower expression of 

IFNG (p<0.05) compared to all other mutated cases and lower expression of NFKBIA 

(p<0.05) compared to non-subset #4 IGHV4-34 cases. 

 

Clinical correlations 

With a median follow-up time of 53 months (range: 4-278 months), the median PFS 

and OS times in the entire cohort were 72 and 202 months, respectively (95% C.I.: 

44.2-99.8 for PFS and 123-281 for OS). Genes with significant variation in 

expression level were further evaluated for possible correlations with PFS and OS. 

On univariate analysis, significant parameters (p<0.05) for both PFS and OS were 

Binet clinical stage at diagnosis, IGHV gene mutational status and CD38 expression; 
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upregulation of CD86, IL6 and downregulation of NFKBIL1 were correlated only with 

longer PFS (Table 2). Multivariate Cox regression analysis (including all factors with 

significant associations) revealed that only clinical stage at diagnosis and IGHV 

mutational status retained statistical significance for both PFS and OS. 

 

Discussion 

 

Molecular, functional and epidemiological findings indicate that both auto and 

exogenous antigens expressed by common pathogens might be involved in the 

initiation and/or progression of CLL by selecting and stimulating leukemic B cells 

endowed with the appropriate antigen receptors.(4) A large body of data has 

emphasized the role of adaptive immune receptors (BcRs), however, other 

possibilities have to be taken into account, including stimulation via innate immune 

receptors such as TLRs that have a co-stimulatory activity in adaptive immune 

responses. We here report a comprehensive gene expression profiling of the TLR 

signaling pathway in a series of 192 CLL patients showing that (i) CLL cells are 

molecularly competent for TLR signaling pathways with expression profiles indicative 

of antigen-activated B cells and (ii) also suggesting that TLR-mediated stimulation 

may be relevant to CLL development and evolution.  

TLR9 along with TLR7 are the most studied members of the TLR family in CLL. 

Stimulation of CLL cells with CpG oligonucleotides, the natural ligand of TLR9, up-

regulates the expression of co-stimulatory molecules, thereby potentially inducing the 

immunogenicity of CLL cells, and also has variable effects on proliferation and/or 

apoptosis.(33, 34) Most studies have focused only on the functional outcome after 

stimulation and relatively little is known regarding the precise expression patterns of 

TLR9 in CLL. Our finding of low TLR9 mRNA and protein levels in most cases, with 

only a minority exhibiting intermediate levels, are in keeping with a previous study 

reporting variable mRNA expression levels and low protein levels in most CLL 

cases.(35) Therefore, the effects of CpG stimulation, widely used to obtain 

metaphases in classic cytogenetic analysis, should not be attributed exclusively to 

TLR9-mediated signaling. Further, the fluctuations of TLR9 expression by cells under 

different experimental conditions and/or in a different activation status must be taken 

into account. 

The highest expression among the receptors was recorded for TLR7, in agreement 

with literature data.(27) This observation underlines the importance of stimulation via 

TLR7, as also shown by the treatment of CLL cells with TLR7 agonists, indicating 

that this receptor regulates a number of immunogenic properties(36, 37) and is possibly 
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involved in apoptosis resistance.(38) High expression was also recorded for CD180, 

going along with previous reports that CD180 may promote the activation of both CLL 

and activated B cells.(39)  

Interestingly, significant discrepancies were identified between mRNA and protein 

levels for certain TLRs (TLR2, TLR6 and TLR8), as a high number of mRNA 

transcripts did not always correspond to strong protein expression and vice versa. 

Several factors could account for these discrepancies such as cellular intraclonal 

heterogeneity, differential activation status of malignant cells, different cell viability in 

different samples etc. Still these results might also be taken as evidence that post-

transcriptional regulatory mechanisms might modulate TLR expression in CLL, in 

keeping with previous studies for other surface-membrane antigens (including nitric 

oxide synthase and CD71).(40, 41)  

The observed inter-patient variability regarding the expression patterns of some 

TLRs and downstream molecules prompted us to investigate potential associations 

with other features relating to molecular pathways that distinguish various subgroups 

of CLL patients. Given that each TLR recognizes distinct pathogen molecular 

patterns and that extensive “cross-talk” occurs between TLR- and BcR-mediated 

signals, it becomes reasonable to suggest that the observed variability might reflect 

distinctive antigen encounters. Along this line of reasoning, we explored potential 

differences in the TLR signaling pathway among CLL cases carrying BcRs with 

different molecular characteristics, in view of emerging evidence that the functional 

antigen reactivity profile endowed by the BcR likely underlies the biological behavior 

of the CLL clone, eventually determining clinical outcome.(2, 4, 42) 

First, we compared cases with mutated versus unmutated IG receptors and 

uncovered few differences, in keeping with the well established uniform gene 

expression profile of CLL regardless of IGHV gene mutational status.(43, 44) That 

notwithstanding, among the few genes differentially expressed, the co-stimulatory 

molecules CD80 and CD86 were significantly up-regulated in mutated cases. This 

finding is in agreement with previous reports showing that stimulation of CLL cells 

through TLRs as well as CD40 induces CD80 and CD86 expression and increases 

cell immunogenicity.(33, 45) A plausible interpretation is that mutated cases expressing 

higher levels of CD80 and CD86, being potentially more immunogenic, are more 

susceptible to microenvironmental control, which would explain at least in part, their 

more indolent clinical behavior.  

CLL subgroups defined by IGHV gene mutational status are not homogeneous. 

Rather, within each mutational category, cases assigned to subsets expressing 

distinct stereotyped BcRs have been shown to share distinctive, subset-biased 
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genomic aberrations, gene expression profiles and, very likely, clinical presentation 

and outcome(46, 47), leading to the concept that CLL clinical behavior might reflect the 

antigen reactivity profile of the leukemic clones.(42, 48, 49) On this basis, we narrowed 

down our comparisons to cases assigned to different subsets with stereotyped BcRs 

with a special focus on subsets #1 and #4. This choice was partly guided by practical 

considerations: individually, each subset accounts for only a small fraction of a given 

CLL cohort and therefore sample availability is a limiting factor. At the same time, 

subsets #1 and #4 are the most populated subsets in the unmutated and mutated 

category, respectively, with increasing evidence that they may be considered as 

prototypes of “bad prognosis” and “good prognosis” subsets.  

Comparison of the two subsets suggests a TLR7-tolerized state for CLL clones 

assigned to subset #4. As recently reported, CLL B cells can become TLR7-tolerized 

after exposure to TLR7 ligands with the tolerant state being recognized by the down-

regulated TLR7 mRNA levels and the expression of high levels of co-stimulatory 

molecules.(37) Our finding of significant down-regulation of TLR7 and up-regulation of 

CD86 in subset #4 is in line with this scenario. Notably, we observed “subset #4-

biased” profiles when we compared stereotyped subset #4 IGHV4-34 cases to: (i) 

cases utilizing “non-subset #4” IGHV4-34 BcRs; and, (ii) cases with mutated BcRs 

utilizing other IGHV genes. “Subset-biased” profiles of the TLR signaling pathway, 

independently of IGHV gene usage or mutational status, were also obtained when 

comparing unmutated cases belonging to subsets #1 and #8.  

In conclusion, the main findings of our study can be summarized as follows. First, all 

the TLRs expressed in activated B cells were also expressed (though variably) in 

CLL, further supporting the notion that CLL B cells are antigen-experienced. Second, 

the TLR-signaling framework is competent in CLL cells, since several TLRs are 

expressed together with their cognate signaling mediators. Finally, variability of 

expression for specific TLR and related molecules was observed within different 

subsets of patients with stereotyped BcR. This latter finding suggests that CLL clones 

with distinctive antigen reactivity are able to respond in a distinct fashion also to 

different members of the TLR family, alluding to subset-biased recognition of and 

selection by the respective ligands. 
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Table 1. mRNA expression levels for the 83 genes analyzed in the present study.  

Gene  Expression Level   Gene  Expression Level 

Receptors    NF-κB pathway /JNK/p38 pathway 

CD180 HIGH  CHUK HIGH 

TLR7 HIGH  IKBKB HIGH 

TLR1 INTERMEDIATE  JUN* HIGH 

TLR6 INTERMEDIATE  MAP2K3 HIGH 

TLR10 INTERMEDIATE  MAP3K1 HIGH 

TLR2 LOW  MAPK8 HIGH 

TLR4* LOW  NFKB1 HIGH 

TLR8* LOW  NFKBIA HIGH 

TLR9 LOW  REL HIGH 

SIGIRR NEGATIVE  RELA HIGH 

TLR3 NEGATIVE  ELK1 INTERMEDIATE 

TLR5 NEGATIVE  FOS* INTERMEDIATE 

Signaling complex  MAP2K4 INTERMEDIATE 

HMGB1 HIGH  MAP4K4* INTERMEDIATE 

HRAS HIGH  NFKB2 INTERMEDIATE 

HSPA1A HIGH  NFKBIL1 INTERMEDIATE 

HSPD1 HIGH  NFRKB INTERMEDIATE 

LY86 HIGH  CLEC4E NEGATIVE 

MAPK8IP3 HIGH 
 

Cytokines and costimulatory 
molecules 

MYD88 HIGH  CD86* INTERMEDIATE 

PELI1 HIGH  LTA INTERMEDIATE 

RIPK2 HIGH  TNF INTERMEDIATE 

TICAM1 HIGH  IL12A INTERMEDIATE 

TRAF6 HIGH  CD80* LOW 

BTK INTERMEDIATE  IL1B* LOW 

IRAK1 INTERMEDIATE  IL8* LOW 

IRAK2 INTERMEDIATE  CCL2 NEGATIVE 

LY96 INTERMEDIATE  CSF2 NEGATIVE 

SARM1 INTERMEDIATE  CSF3 NEGATIVE 

TOLLIP INTERMEDIATE  IL10* NEGATIVE 

TICAM2 LOW  IL1A NEGATIVE 

TIRAP LOW  IL2 NEGATIVE 

CD14 NEGATIVE  IL6* NEGATIVE 

Effectors    TNFRSF1A NEGATIVE 

EIF2AK2 HIGH  IRF pathway   

NR2C2 HIGH  IRF1 HIGH 

PRKRA HIGH  IRF3 HIGH 

UBE2N HIGH  TBK1 INTERMEDIATE 

CASP8 INTERMEDIATE  IFNG* LOW 

FADD INTERMEDIATE  CXCL10 NEGATIVE 

MAP3K7 INTERMEDIATE  IFNA1 NEGATIVE 

PPARA INTERMEDIATE  IFNB1 NEGATIVE 

TAB1 INTERMEDIATE    

ECSIT INTERMEDIATE    

UBE2V1 LOW       

*Cases with significant variation in this particular gene expression among different samples. 

Gene names are those approved by the HUGO Nomenclature Committee. Additional 

information is given in Supplemental Table 2.  
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Table 2. Clinical correlations: results from univariate analysis. 

 

 

Parameter 

Overall survival 

Log Rank test 

Progression-free survival 

Log Rank test 

IGHV gene mutational status <0.005 <0.005 

CD38 positivity (cutoff: 7%)   0.006 <0.005 

Binet stage (A vs. B+C) <0.005 <0.005 

Upregulation of CD86   0.445 <0.005 

Upregulation of IL6   0.819   0.052 

Downregulation of NFKBIL1   0.959 <0.005 

 

 

Legend to figures 

 

Figure 1. Expression patterns of the TLR signaling pathway in CLL. For clarity 

reasons, only the major molecules involved in TLR signaling are shown in the figure. 

Detailed results about the mRNA expression levels of all the molecules evaluated in 

this study can be found in Supplemental Table 6. Gene names are those approved 

by the HUGO Gene Nomenclature Committee. 

 

Figure 2. TLR8 and TLR9 mRNA and protein expression in CLL. RQ-PCR (upper 

diagrams), Western blotting (middle diagrams) and flow cytometry results (lower 

diagrams) are shown for two representative cases. Overall, both mRNA and protein 

levels for TLR9 were low, whereas TLR8 protein levels were relatively high despite 

generally low mRNA levels, indicating possible post-transcriptional regulation of 

TLR8 expression. ACTB: β-actin.    

 

Figure 3. Differential expression of TLR pathway-associated genes in CLL 

cases with mutated (M) or unmutated (UM) IG receptors. IL6: interleukin 6; IFNG: 

γ-interferon; NFKBIL1: Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

cells inhibitor-like 1. Note: lower values on the y axis in fact correspond to higher 

expression levels, given that ΓCt of each sample is determined as the difference 

between the Ct value of the gene of interest and the average Ct value of the 

housekeeping genes; for additional details, see Patients and Methods. The graphs 

were created using the GraphPad Prism 5 software (La Jolla, CA, USA). 

 

 



145 

 

Figure 4. Differential expression profiles in subsets of CLL cases with 

stereotyped BcRs. Each column concerns a different case, while each cell depicts 

graphically the actual results (ΓCt values) obtained for a given case. A 2-color scale 

formatting scheme was utilized for the conditional formatting of the cells, ranging 

from red (high) to green (low). 1: subset #1 (IGHV1/5/7-IGKV1(D)-39); 4: subset #4 

(IGHV4-34/IGKV2-30); 8: subset #8 (IGHV4-39/IGKV1(D)-39); subset numbering 

follows Stamatopoulos et al29.  
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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