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Περίληψη 

 

Η Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία (ΧΛΛ) είναι νεοπλασία ώριμων Β λεμφοκυττάρων. Η 

κλινική πορεία των ασθενών είναι εξαιρετικά ετερογενής, ενώ σε βιολογικό επίπεδο η νόσος 

οφείλεται σε συνδυασμό γενετικών παραγόντων και παραγόντων του κυτταρικού 

μικροπεριβάλλοντος. Στην πλειοψηφία των ασθενών, ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων 

παρουσιάζει μικρές αλλαγές στο χρόνο και η κατάσταση της ασθένειας μπορεί να παραμείνει 

σταθερή για χρόνια. Σε άλλους ασθενείς, η εξέλιξη της ασθένειας μπορεί να είναι αρκετά 

ταχύτερη, σε άμεση εξάρτηση από το ρυθμό πολλαπλασιασμού των λευχαιμικών κυττάρων. Σε 

αυτό το πλαίσιο, η ταυτοποίηση μοριακών βιοδεικτών, όπως οι γονιδιακές μεταλλάξεις και 

ποσοτική ανάλυση έκφρασης γονιδίων, πρωτεϊνών και άλλων μορίων βοηθά στη διάγνωση, τη 

σταδιοποίηση και την πρόγνωση της νόσου. Τα δεδομένα καταδεικνύουν πως ο κλωνοτυπικός 

Β κυτταρικός υποδοχέας (ΒκΥ) διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στην παθοφυσιολογία της ΧΛΛ, 

ενώ η διαρκής αλληλεπίδραση ανάμεσα στο λευχαιμικό κλώνο και τα κύτταρα του 

μικροπεριβάλλοντος μέσω του ΒκΥ επάγει φαινοτυπικές και λειτουργικές αποκλίσεις. 

Ο στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η αναζήτηση νέων βιοδεικτών από την προτυποποίηση 

της μελέτης των ανοσοσφαιρινών του ΒκΥ σε ασθενείς με ΧΛΛ. Πιο συγκεκριμένα, 

πραγματοποιήθηκε ενίσχυση με PCR των μορίων της ανοσοσφαιρίνης του κλωνοτυπικού ΒκΥ 

σε μια σειρά ασθενών με ΧΛΛ και δομική ανάλυση των συγκεκριμένων μορίων μέσω της 

χρήσης σύγχρονων εργαλείων βιοπληροφορικής. Με βάση τα δομικά δεδομένα, στο τελικό 

στάδιο πραγματοποιήθηκε ομαδοποίηση των ασθενών με απώτερο σκοπό τη βελτίωση της 

μοριακής τους ταξινόμησης. 

Η δομική ταξινόμηση των κλωνοτυπικών ανοσοσφαιρινών του ΒκΥ φαίνεται ότι μπορεί να 

προσφέρει σημαντικές πληροφορίες για τη βιολογία και την πρόγνωση της ΧΛΛ. Η παρούσα 

εργασία οδήγησε στην αναγνώριση ομάδων ασθενών με ΒκΥ που διαμορφώνονται δομικά από 

διακριτά ανοσογενετικά χαρακτηριστικά, όπως το αναδιαταγμένο γονίδιο IGHV και η 

κατάσταση της σωματικής υπερμεταλλαξιγένεσης, τα οποία φαίνεται να είναι σημαντικά για 

τη διαδικασία της αντιγονικής επιλογής και, επομένως, της κλωνικής εξέλιξης του νοσήματος. 

Αυτή η προσέγγιση αναμένεται να συμβάλει στη βαθύτερη κατανόηση της παθογένειας της 

ΧΛΛ και την ανάπτυξη στοχευμένων θεραπευτικών παρεμβάσεων. 

 

Λέξεις Κλειδιά :  Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία Β κυτταρικός υποδοχέας, Βιοδείκτες, 

Δομική ανάλυση, Ανοσοσφαιρίνες 
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Abstract 

 

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a neoplasm of mature B cells. The clinical course of 

patients is highly heterogeneous, while at the biological level the disease results from a 

combination of genetic factors and components of the cellular microenvironment. In most 

patients, white blood cell counts show minimal changes over time and the disease can remain 

stable for years. In others, disease progression may be significantly faster, directly depending 

on the proliferation rate of leukemic cells. In this context, the identification of molecular 

biomarkers - such as gene mutations and quantitative analysis of gene, protein, and other 

molecule expression - supports the diagnosis, staging, and prognosis of the disease. Data 

indicate that the clonotypic B-cell receptor (BcR) plays a central role in the pathophysiology of 

CLL, as continuous interaction between the leukemic clone and the microenvironment via the 

BcR induces phenotypic and functional divergence. 

The aim of this study was to explore novel biomarkers through the standardized analysis of 

immunoglobulin molecules of the clonotypic BcR in patients with CLL. Specifically, PCR 

amplification of the BcR immunoglobulin molecules was performed in a series of CLL patients, 

followed by structural analysis using modern bioinformatics tools. Based on the structural data, 

patients were subsequently grouped with the ultimate goal of improving their molecular 

classification. 

The structural classification of the clonotypic BcR immunoglobulins could provide important 

information on the biology and prognosis of CLL. The present study led to the identification of 

groups of patients with BcRs that are structurally shaped by distinct immunogenetic 

characteristics, such as the rearranged IGHV gene and the somatic hypermutations status, which 

appear to be important for the process of antigenic selection and, therefore, the clonal evolution 

of the disease. This approach is expected to contribute to a deeper understanding of the 

pathogenesis of CLL and the development of targeted therapeutic interventions. 

 

 

Keywords : Chronic Lymphocytic Leukemia, B Cell Receptor, Biomarkers, Structural Analysis, 

Immunoglobulins 
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Κεφάλαιο 1: Ανοσοποιητικό Σύστημα  

 

1.1 Γενικά  

Το ανοσοποιητικό σύστημα των σπονδυλωτών είναι ένα σύστημα άμυνας κατά της δράσης των 

παθογόνων μικροοργανισμών. Όταν ένας οργανισμός έρχεται σε επαφή με ένα παθογόνο, 

ενεργοποιούνται οι ανοσοποιητικοί μηχανισμοί για την εξάλειψη της απειλής και την 

αποκατάσταση της ομοιόστασης. Οι κύριοι ανοσοποιητικοί μηχανισμοί είναι οι αποκρίσεις της 

έμφυτης και της προσαρμοστικής ανοσίας. Αν και οι δύο αυτοί τύποι ανοσίας είναι διακριτοί, 

οι ανοσοποιητικοί μηχανισμοί αλληλεπιδρούν συνεχώς με το κοινό τους στοιχείο να είναι η 

συμμετοχή των λευκοκυττάρων. Τα λευκοκύτταρα είναι μια ετερογενής ομάδα κυττάρων που 

συντονίζουν και εκτελούν τις ανοσολογικές αποκρίσεις μόνο όταν υπάρχει απειλή και είναι 

ικανά για τη διάκριση μεταξύ του εαυτού και του ξένου (Janeway et al., 2001 | Kindt et al., 

2007)  

 

1.2 Αιμοποίηση 

Όλοι οι πληθυσμοί κυττάρων του αίματος προέρχονται από πολυδύναμα αιμοποιητικά 

βλαστικά κύτταρα (pluripotent hematopoietic stem cells, PHSCs), τα οποία είναι αρχέγονα 

προγονικά κύτταρα του μυελού των οστών. Τα PHSCs αυτοανανεώνονται και 

διαφοροποιούνται στα κοινά μυελικά προγονικά κύτταρα (common myeloid progenitors, 

CMPs) και τα κοινά λεμφικά προγονικά κύτταρα (common lymphoid progenitors, CLPs). Από 

τους κοινούς μυελικούς προγόνους προκύπτουν οι πληθυσμοί των λευκών αιμοσφαιρίων, των 

ερυθρών αιμοσφαιρίων και των μονοκυττάρων/μακροφάγων που συνδέουν την έμφυτη και την 

προσαρμοστική ανοσία. Οι κοινοί λεμφικοί πρόγονοι διαφοροποιούνται στα Β και Τ 

λεμφοκύτταρα, τα οποία αποτελούν βασικούς ρυθμιστές της προσαρμοστικής ανοσίας, καθώς 

και στα κύτταρα φυσικούς φονείς (natural killer, NK), τα οποία λειτουργούν κυρίως στο 

πλαίσιο της έμφυτης ανοσίας (Εικόνα 1) (Janeway et al., 2001 | Kindt et al., 2007). 
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Εικόνα 1. Διαφοροποίηση πολυδύναμων αιμοποιητικών κυττάρων. Πηγή: LODISH HF. 

Molecular cell biology. New York: W.H. Freeman and Company; 2004. 

 

Η διαδικασία της αιμοποίησης ρυθμίζεται από έναν πολύπλοκο μηχανισμό που περιλαμβάνει 

διάφορους αυξητικούς παράγοντες (κυτταροκίνες) που δρουν στα αντίστοιχα κύτταρα-

στόχους. Η έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων, όπως τα γονίδια που καθορίζουν τη 

γενεαλογική γραμμή και τα γονίδια που είναι ειδικά για τη γενεαλογική γραμμή, είναι 

απαραίτητη για τη «δέσμευση» των προγονικών κυττάρων σε ένα συγκεκριμένο μονοπάτι 

διαφοροποίησης, το οποίο ρυθμίζεται αυστηρά από ένα πολύπλοκο δίκτυο μεταγραφικών 

παραγόντων (Kindt et al., 2007). 

 

1.3 Έμφυτη Ανοσία 

Η έμφυτη ανοσία είναι μια ταχεία, μη ειδική απόκριση ενάντια σε οποιαδήποτε απειλή, η οποία 

εμποδίζει την είσοδο παθογόνων μικροοργανισμών στον οργανισμό ή τους καταπολεμά στα 

πρώτα στάδια της λοίμωξης. Η παρεμπόδιση της εισόδου των παθογόνων στον οργανισμό 

επιτυγχάνεται μέσω ανατομικών (δέρμα και βλεννογόνοι) και βιοχημικών φραγμών 

(λυσοζύμη, γαλακτικό οξύ, υδροχλωρικό οξύ), ενώ η μόλυνση των παθογόνων 

μικροοργανισμών αντιμετωπίζεται με μηχανισμούς όπως οι φλεγμονώδεις αντιδράσεις, η 

φαγοκυττάρωση, ο πυρετός και η παραγωγή αντιμικροβιακών ουσιών (π.χ. ιντερφερόνες, 

συμπλήρωμα, προπαλδίνη) (Janeway et al., 2001 | Chaplin, 2010). 



12 

 

Παρά την έλλειψη εξειδίκευσης, ο μηχανισμός της έμφυτης ανοσίας χαρακτηρίζεται από 

αυτοανοχή, δηλαδή από την ικανότητα αναγνώρισης των συστατικών του οργανισμού 

προκειμένου να αποφεύγεται η ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος έναντι 

αυτοαντιγόνων. 

Οι υποδοχείς αναγνώρισης προτύπων (pathogen recognition receptors, PRRs) εκφράζονται από 

κύτταρα της έμφυτης ανοσίας, όπως τα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα, τα οποία 

αναγνωρίζουν χαρακτηριστικές δομές στην επιφάνεια των παθογόνων, όπως π.χ. οι 

λιποπολυσακχαρίτες (lipopolysaccharides, LPS). Η αναγνώριση αυτών των δομών από τα 

κύτταρα της έμφυτης ανοσίας οδηγεί σε: (α) ενδοκυτταρική επεξεργασία των παθογόνων και 

παρουσίασή τους σε κύτταρα της προσαρμοστικής ανοσίας (παρουσίαση αντιγόνου), (β) 

ενεργοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών που οδηγούν σε ενισχυμένες ανοσολογικές 

αποκρίσεις και (γ) ενεργοποίηση των μονοπατιών οψωνινοποίησης και συμπληρώματος. Η 

φαγοκυττάρωση και η παρουσίαση αντιγόνων από ειδικά φαγοκύτταρα που έχουν 

εγκατασταθεί στους ιστούς είναι βασικές διαδικασίες για την έναρξη της προσαρμοστικής 

ανοσολογικής απόκρισης (Janeway et al., 2001). 

 

1.4 Προσαρμοστική Ανοσία 

Η προσαρμοστική ανοσία χαρακτηρίζεται από υψηλή εξειδίκευση και μνήμη. Αυτός ο τύπος 

ανοσίας περιλαμβάνει ειδικούς μηχανισμούς που επιτρέπουν τη διάκριση μεταξύ του εαυτού 

και του ξένου, καθοδηγώντας έτσι την παραγωγή εξειδικευμένων κυττάρων (κυτταρική 

προσαρμοστική ανοσία) και κυτταρικών προϊόντων (χημική προσαρμοστική ανοσία) 

προκειμένου να αντιμετωπιστεί αποτελεσματικά ο κίνδυνος της μόλυνσης (Kindt et al., 2007). 

Οι κύριοι ρυθμιστές της προσαρμοστικής ανοσίας είναι τα Τ και Β λεμφοκύτταρα. Αυτά τα 

κύτταρα διαθέτουν ειδικούς υποδοχείς στην επιφάνειά τους, που ονομάζονται υποδοχείς των Τ 

λεμφοκυττάρων (Τ κυτταρικοί υποδοχείς, ΤκΥ) και υποδοχείς των Β λεμφοκυττάρων (Β 

κυτταρικοί υποδοχείς, ΒκΥ), αντίστοιχα, για την αναγνώριση αντιγόνων. Αυτοί οι υποδοχείς 

έχουν ειδικές δομές που απαιτούνται για την υψηλή εξειδίκευση της αναγνώρισης των 

αντιγόνων (Kindt et al., 2007). 

Τα κύτταρα και τα προϊόντα της έμφυτης ανοσίας ενεργοποιούν τα Β και Τ λεμφοκύτταρα και 

διευκολύνουν την αλληλεπίδρασή τους με τα αντιγόνα των παθογόνων μικροοργανισμών. 

Τελικά, το αντιγόνο αναγνωρίζεται και προσδένεται από τον υποδοχέα ενός λεμφοκυττάρου, 

οδηγώντας στην ενεργοποίηση, τον πολλαπλασιασμό και την εξειδίκευση του τελευταίου σε 

"εκτελεστικό" κύτταρο. Τα εκτελεστικά κύτταρα εξουδετερώνουν πλήρως την απειλή με τη 

δράση τους. Επιπλέον, αυτή η διαδικασία οδηγεί στην παραγωγή κυττάρων μνήμης που 
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διατηρούν την ειδικότητά τους. Τα κύτταρα μνήμης «θυμούνται» το συγκεκριμένο παθογόνο, 

το οποίο προκάλεσε την ενεργοποίηση της προσαρμοστικής ανοσίας, επιτρέποντας έτσι στην 

ανοσολογική απάντηση να είναι πιο άμεση και αποτελεσματική σε πιθανή επόμενη έκθεση σε 

αυτό το παθογόνο (Janeway et al., 2001).  

 

1.5 Τ λεμφοκύτταρα  

Η δημιουργία, η εξέλιξη και η ωρίμανση των Τ λεμφοκυττάρων λαμβάνουν χώρα στα 

πρωτογενή λεμφικά όργανα. Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, τα Τ λεμφοκύτταρα 

προέρχονται από πολυδύναμα αιμοποιητικά κύτταρα που μετατρέπονται στους κοινούς 

λεμφικούς προγόνους (CLPs) στο μυελό των οστών. Στη συνέχεια, μετακινούνται στο θύμο 

αδένα, όπου χάνουν την ικανότητα να διαφοροποιηθούν σε Β λεμφοκύτταρα. Σε αυτό το στάδιο 

λαμβάνουν χώρα διάφορα στάδια διαφοροποίησης και επιλογής (ανεξάρτητα από αντιγόνο), 

οδηγώντας στην παραγωγή ώριμων και λειτουργικών Τ λεμφοκυττάρων. Κατά τη διάρκεια 

κάθε σταδίου αυτής της διαδικασίας, η διάκριση προκύπτει από την έκφραση ειδικών 

επιφανειακών δεικτών (clusters of differentiation, CDs) στα κύτταρα. Καθώς τα Τ 

λεμφοκύτταρα διαφοροποιούνται, εκφράζουν στην επιφάνειά τους ένα χαρακτηριστικό μόριο 

δέσμευσης αντιγόνου, γνωστό ως Τ κυτταρικό υποδοχέα (ΤκΥ). Αυτός ο υποδοχέας παρέχει 

στα ώριμα Τ λεμφοκύτταρα την ικανότητα να αναγνωρίζουν αντιγόνα που συνδέονται με 

πρωτεΐνες του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC) στην επιφάνεια των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων. 

 

Υπάρχουν δύο κύριοι πληθυσμοί Τ λεμφοκυττάρων: 

✔ Βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα (Τ helper cells - TH): Τ λεμφοκύτταρα που εκφράζουν 

στην επιφάνεια τους το δείκτη CD4 και αλληλεπιδρούν με αντιγόνα προσδεμένα με 

μόρια MHC τάξης ΙΙ. Αυτή η σύνδεση οδηγεί στην περαιτέρω διαφοροποίησή τους προς 

εκτελεστικά κύτταρα, τα οποία εκκρίνουν πληθώρα κυτταροκινών. Αυτά τα μόρια 

κυτταροκινών ενεργοποιούν διαφορετικούς κυτταρικούς πληθυσμούς (Β 

λεμφοκύτταρα, κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα, μακροφάγα, κ.ά.) που συμμετέχουν 

στις άνοσες αποκρίσεις.  

✔ Κυτταροτοξικά T λεμφοκύτταρα (T cytotoxic cells - TC): εκφράζουν στην επιφάνειά 

τους το δείκτη CD8 και αλληλεπιδρούν με αντιγόνα που προσδένονται σε μόρια MHC 

τάξης Ι. Μετά τη σύνδεση με αντιγόνο, τα κύτταρα αυτά αναπτύσσουν κυτταροτοξική 

δράση (Kindt et al., 2007). 
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1.6 Τ κυτταρικός υποδοχέας 

Η συμμετοχή των Τ λεμφοκυττάρων στο μηχανισμό της προσαρμοστικής ανοσίας βασίζεται 

στην ύπαρξη ενός αντιγονοειδικού υποδοχέα στην επιφάνεια αυτών των κυττάρων. Ο 

υποδοχέας αυτός ονομάζεται Τ κυτταρικός υποδοχέας (ΤκΥ) και διαμεσολαβεί σε όλα τα 

στάδια αναγνώρισης του αντιγόνου και στη διαφοροποίηση των Τ λεμφοκυττάρων σε 

εκτελεστικά κύτταρα κατά του εκάστοτε αντιγόνου. 

 

1.7 Δομή του Τ κυτταρικού υποδοχέα 

Οι ΤκΥ ανήκουν στην υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών και είναι πρωτεϊνικά ετεροδιμερή, 

τα οποία συνήθως αποτελούνται από αλυσίδες αβ και σπανιότερα από αλυσίδες γδ. Οι δύο 

αλυσίδες διαθέτουν ένα καρβοξυ-τελικό κυτταροπλασματικό άκρο μεγέθους 5-12 αμινοξέων. 

Πιο ανοδικά βρίσκεται μια διαμεμβρανική περιοχή πλούσια σε θετικά φορτισμένα αμινοξέα, 

με μήκος 21-22 αμινοξέα, η οποία αποτελεί τη θέση πρόσδεσης του υποδοχέα στην πλασματική 

μεμβράνη των Τ λεμφοκυττάρων. Αυτή η διαμεμβρανική περιοχή είναι υπεύθυνη για την 

αλληλεπίδραση των υποδοχέων των Τ-λεμφοκυττάρων με τα μόρια συνυποδοχέων CD3 και 

εμπλέκεται στη μεταγωγή σήματος στο εσωτερικό του κυττάρου. Ακόμα πιο ανοδικά 

εντοπίζεται το εξωκυτταρικό τμήμα του ετεροδιμερούς, το οποίο αποτελείται από μια 

αλληλουχία αμινοξέων με υψηλό ποσοστό καταλοίπων κυστεΐνης σε κάθε αλυσίδα και μήκος 

60-75 αμινοξέα. Η περιοχή αυτή περιέχει δύο τμήματα, τα οποία αναδιπλώνονται κατά μήκος 

κάθε αλυσίδας σχηματίζοντας δύο δισουλφιδικούς δεσμούς, οι οποίοι συνδέουν ισχυρά τις δύο 

αλυσίδες. Εντός αυτής της περιοχής, το αμινοτελικό άκρο της κάθε αλυσίδας είναι ιδιαίτερα 

μεταβλητό ως προς την αλληλουχία του σε νουκλεοτιδικό και αμινοξικό επίπεδο και 

αναφέρεται ως μεταβλητή περιοχή (V - variable region). Το υπόλοιπο τμήμα είναι αρκετά 

συντηρημένο και αναφέρεται ως σταθερή περιοχή (C - constant region). Επιπλέον, η μεταβλητή 

περιοχή περιέχει τρία υπερμεταβλητά τμήματα, καθένα από τα οποία καθορίζει την ειδική 

πρόσδεση του υποδοχέα σε διάφορα αντιγόνα (CDR - complementarity determining regions 1, 

2 και 3). Η β-αλυσίδα περιέχει μια επιπλέον υπερμεταβλητή περιοχή (CDR4), η οποία όμως 

δεν έρχεται σε επαφή με το αντιγόνο (Εικόνα 2) (Janeway et al., 2001 | Andersen et al., 2006 | 

Rudolph et al., 2006).  
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Εικόνα 2. Σχηματική απεικόνιση των Β και Τ κυτταρικών υποδοχέων. Πηγή: Kindt TJ, 

Goldsby RA, Osborne BA. Kuby Immunology. Kuby Immunol. 2007;6:574. 

 

1.8 Β λεμφοκύτταρα 

Ο μυελός των οστών είναι ένα από τα πιο σημαντικά λεμφικά όργανα (Carsetti, 2000). Το 

μικροπεριβάλλον του μυελού των οστών παρέχει ένα κατάλληλο υπόστρωμα που συμβάλλει 

στην ανάπτυξη των αιμοποιητικών βλαστικών κυττάρων (hematopoietic stem cells, HSCs). 

Όταν τα κύτταρα αυτά διαφοροποιούνται, εκφράζουν την κινάση τυροσίνης FLT3 και χάνουν 

την ικανότητα αυτοανανέωσης, αλλά παραμένουν ικανά να διαφοροποιούνται σε όλους τους 

τύπους των αιμοποιητικών κυττάρων. Σε αυτό το στάδιο ονομάζονται πολυδύναμα προγονικά 

κύτταρα (multipotent progenitors, MPPs) και έχουν την ικανότητα διαφοροποίησης σε κοινούς 

μυελικούς προγόνους (CMPs) και πρώιμα λεμφικά προγονικά κύτταρα (early lymphoid 

progenitors, ELPs). Στο μυελό των οστών, τα κύτταρα ELP διαφοροποιούνται περαιτέρω στους 

κοινούς λεμφικούς προγόνους (CLPs), οι οποίοι διαφοροποιούνται σε κύτταρα NK, Τ και Β 

λεμφοκύτταρα καθώς και δενδριτικά αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (dendritic cells, DCs).  

Το επόμενο στάδιο της ανάπτυξης των Β λεμφοκυττάρων είναι η ανάπτυξη του επιφανειακού 

υποδοχέα CD45 και της έκφρασης των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών Iga και VpreB. 

Ταυτόχρονα, ενεργοποιείται η διαδικασία του ανασυνδυασμού των γονιδίων της βαριάς 

αλυσίδας του μορίου της ανοσοσφαιρίνης. Τα κύτταρα σε αυτό το στάδιο ονομάζονται προ-

προ-Β λεμφοκύτταρα (pro-B cells). 
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Η έκφραση του υποδοχέα CD19 σηματοδοτεί την ολοκλήρωση του ανασυνδυασμού των 

γονιδίων της βαριάς αλυσίδας και συνδέεται με το στάδιο διαφοροποίησης των προ-Β 

λεμφοκυττάρων (pre-B cells) (Zhang et al., 2004). Επιπλέον, τα προ-Β λεμφοκύτταρα 

εκφράζουν τον υποδοχέα CD10, και παύουν να εκφράζουν τον υποδοχέα CD34 μαζί με το 

ένζυμο TdT. Στη συνέχεια, η βαριά αλυσίδα της ανοσοσφαιρίνης εκφράζεται στην επιφάνεια 

του κυττάρου, σε συνδυασμό με μια υποκατάστατη ελαφριά αλυσίδα (surrogate light chain, 

SLC). Η αλυσίδα αυτή αποτελείται από τις πρωτεΐνες λ5 και VpreB, αντιπροσωπεύει μια 

εναλλακτική μορφή ελαφριάς αλυσίδας και οδηγεί στη σωστή αναδίπλωση της βαριάς 

αλυσίδας (Clark et al., 2005). Το σύμπλοκο βαριάς αλυσίδας – υποκατάστατης ελαφριάς 

αλυσίδας σταθεροποιείται περαιτέρω από τις διαμεμβρανικές πρωτεϊνες Iga και Igβ 

(Martensson et al., 2007). 

 

1.9 Διαφοροποίηση ανεξάρτητη από αντιγόνο 

Όπως αναφέρθηκε, η διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων είναι στενά συνδεδεμένη με τον 

ανασυνδυασμό των γονιδίων που κωδικοποιούν τις βαριές και ελαφριές αλυσίδες των 

ανοσοσφαιρινών, οι οποίες συνθέτουν τους υποδοχείς των Β λεμφοκυττάρων (ΒκΥ). Αυτή η 

διαδικασία θεωρείται τυχαία και έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός μοναδικού ΒκΥ για 

κάθε Β λεμφοκύτταρο. Ως αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας προκύπτουν τα ανώριμα Β 

λεμφοκύτταρα, τα οποία χαρακτηρίζονται από την έκφραση ανοσοσφαιρινών με ισότυπο IgM 

στην επιφάνειά τους (Nowosad et al., 2016). 

Η κεντρική ανοχή, η οποία λαμβάνει χώρα στο μικροπεριβάλλον του μυελού των οστών, είναι 

μια κρίσιμη διαδικασία που βοηθά στην πρόληψη της αυτοανοσίας. Τα ανώριμα Β 

λεμφοκύτταρα υφίστανται αυστηρή επιλογή μέσω του ελέγχου του επιφανειακού ΒκΥ τους. 

Τα Β λεμφοκύτταρα που αναγνωρίζουν αυτοαντιγόνα με υψηλή συγγένεια υπόκεινται σε 

μηχανισμούς αρνητικής επιλογής, όπως η κλωνική εξάλειψη ή η αναδιάταξη των ΒκΥ τους. Η 

κλωνική εξάλειψη οδηγεί σε απόπτωση (προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος) των 

αυτοαντιδραστικών κυττάρων, ενώ η ρύθμιση των ΒκΥ παρέχει στα Β λεμφοκύτταρα μια 

δεύτερη ευκαιρία να αναδιατάξουν ξανά τα γονίδια των ανοσοσφαιρινών τους και να παράξουν 

ένα μη-αντιδραστικό ΒκΥ (Pelanda et al., 2022). 

Εάν αυτή η διαδικασία επιλογής αποτύχει, τα αυτοαντιδραστικά Β λεμφοκύτταρα μπορεί να 

διαφύγουν της κλωνικής εξάλειψης και να εισέλθουν στην κυκλοφορία του αίματος, όπου 

μπορούν να ενεργοποιηθούν και να διαφοροποιηθούν σε πλασματοκύτταρα που παράγουν 

αυτοαντισώματα. Αυτή η διαδικασία μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη αυτοάνοσων 

νοσημάτων όπως ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος, η ρευματοειδής αρθρίτιδα και η 
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σκλήρυνση κατά πλάκας (Treml et al., 2008). Οι μηχανισμοί με τους οποίους τα 

αυτοαντιδραστικά Β λεμφοκύτταρα καταφέρνουν να ξεφύγουν από τον έλεγχο της 

ανοσολογικής ανοχής δεν είναι πλήρως κατανοητοί. Γενικά, θεωρείται ότι εμπλέκονται κάποιοι 

γενετικοί παράγοντες, όπως πολυμορφισμοί σε γονίδια που ρυθμίζουν την ανοσολογική ανοχή, 

καθώς και περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως λοιμώξεις ή χρόνιες φλεγμονές (Nowosad et al., 

2016). 

Από την άλλη, τα Β λεμφοκύτταρα που δεν αναγνωρίζουν αυτοαντιγόνα επιλέγονται θετικά. 

Αυτά τα κύτταρα στη συνέχεια ωριμάζουν περαιτέρω, εκφράζοντας ανοσοσφαιρίνες με 

ισότυπο IgD στην επιφάνειά τους και μεταναστεύουν στα περιφερικά λεμφικά όργανα, όπου 

ολοκληρώνουν την ωρίμανσή τους (Nowosad et al., 2016). 

 

1.10 Διαφοροποίηση εξαρτώμενη από αντιγόνο 

Η αναγνώριση αντιγόνου από τα ανώριμα Β λεμφοκύτταρα είναι μια κρίσιμη διαδικασία για 

την ανοσολογική απόκριση. Αρχικά, τα κύτταρα εκφράζουν ένα ΒκΥ που έχει την ικανότητα 

να αναγνωρίζει ένα μεγάλο εύρος αντιγόνων με χαμηλή συγγένεια. Όταν το ανώριμο Β 

λεμφοκύτταρο έρχεται σε επαφή με ένα αντιγόνο, το δεσμεύει μέσω του ΒκΥ του και 

ενεργοποιείται. Στη συνέχεια, τα ενεργοποιημένα Β λεμφοκύτταρα μεταναστεύουν στα 

βλαστικά κέντρα των δευτερογενών λεμφικών οργάνων, όπως οι λεμφαδένες. Εκεί, τα Β 

λεμφοκύτταρα υφίστανται μια διαδικασία που είναι υπεύθυνη για την εισαγωγή μεταλλάξεων 

με αυξημένο ρυθμό στα ανασυνδυασμένα γονίδια των ανοσοσφαιρινών (immunoglobulins, 

IG). Αυτές οι μεταλλάξεις στοχεύουν στην αύξηση της συγγένειας του ΒκΥ για το 

συγκεκριμένο αντιγόνο. Τα Β λεμφοκύτταρα που εκφράζουν ΒκΥ με αυξημένη συγγένεια για 

το συγκεκριμένο αντιγόνο επιλέγονται για περαιτέρω ανάπτυξη και διαφοροποίηση. Τα 

υπόλοιπα, που επέδειξαν χαμηλή συγγένεια ή χαρακτηριστικά αυτοανοσίας, υπόκεινται στη 

διαδικασία της απόπτωσης (Pelanda et al., 2022). 

Τελικά, τα Β λεμφοκύτταρα που επιλέγονται διαφοροποιούνται είτε σε πλασματοκύτταρα, τα 

οποία παράγουν εξειδικευμένα αντισώματα, είτε σε Β λεμφοκύτταρα μνήμης, τα οποία 

παραμένουν στον οργανισμό για μεγάλο χρονικό διάστημα. Τα Β λεμφοκύτταρα μνήμης 

εξασφαλίζουν ταχεία και αποτελεσματική απόκριση σε μελλοντική επαφή με το ίδιο αντιγόνο, 

συμβάλλοντας με αυτό τον τρόπο στην ανοσολογική μνήμη του οργανισμού. 
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Συνολικά, αυτή η σειρά διεργασιών στα βλαστικά κέντρα επιτρέπει τη δημιουργία ώριμων, 

εξειδικευμένων και μη-αυτοαντιδραστικών Β λεμφοκυττάρων που έχουν την ικανότητα να 

αντιμετωπίζουν αποτελεσματικά τους παθογόνους μικροοργανισμούς, προσφέροντας 

μακροχρόνια προστασία στον οργανισμό (Nowosad et al., 2016). 

Τα ώριμα Β λεμφοκύτταρα εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος και διακρίνονται από τα 

ανώριμα Β λεμφοκύτταρα με βάση μια σειρά διακριτά χαρακτηριστικά. Εν συντομία, τα Β 

λεμφοκύτταρα μνήμης:  

(i) έχουν αυξημένη διάρκεια ζωής,  

(ii) εντοπίζονται κυρίως σε ανατομικές περιοχές όπου είναι πιο συχνή η παρουσία 

αντιγόνων, 

(iii) εμφανίζουν διαφορική έκφραση παραγόντων κυτταρικής ηρεμίας και 

αντιαποπτωτικών μορίων, καθώς και μεταφορέων σήματος, 

(iv) είναι ικανά, κατά την επανενεργοποίηση, να πολλαπλασιάζονται και να 

διαφοροποιούνται σε πλασματοκύτταρα που εκκρίνουν ταχέως μεγάλες ποσότητες 

αντισωμάτων, παρέχοντας έτσι αποτελεσματικότερη ανοσολογική απόκριση,  

(v) μπορούν να επανεισέλθουν στο μικροπεριβάλλον του βλαστικού κέντρου (germinal 

center, GC) και να υποβληθούν σε περαιτέρω ωρίμανση συγγένειας προκειμένου 

να βελτιωθεί ακόμα περισσότερο η ειδικότητα δέσμευσης του αντιγόνου. Σε 

μοριακό επίπεδο, η ωρίμανση συγγένειας καθορίζεται από δύο ανεξάρτητες αλλά 

μηχανιστικά σχετιζόμενες διαδικασίες που επηρεάζουν τον κλωνοτυπικό ΒκΥ, 

δηλαδή τη σωματική υπερμεταλλαξιγένεση (ΣΥΜ) και εναλλαγή ισοτύπου (ΕΙ) 

(Kurosaki et al., 2010 | Seifert & Kuppers, 2016). 

Η ΣΥΜ είναι ένας πολύ ειδικός μηχανισμός που αφορά στην εισαγωγή κυρίως σημειακών 

νουκλεοτιδικών αλλαγών στα ανασυνδυασμένα γονίδια των ανοσοσφαιρινών του ΒκΥ με 

ρυθμό που υπερβαίνει κατά πολύ το ρυθμό εισαγωγής μεταλλάξεων σε άλλες περιοχές του 

γονιδιώματος. Οι μεταλλάξεις της ΣΥΜ δε συμβαίνουν τυχαία, αλλά αντίθετα τείνουν να 

συγκεντρώνονται εντός των περιοχών που σχηματίζουν τη θέση δέσμευσης του αντιγόνου, 

δηλαδή τις περιοχές καθορισμού της συμπληρωματικότητας (CDRs), εμπλουτισμένες για 

συγκεκριμένα νουκλεοτιδικά μοτίβα που χρησιμεύουν ως hotspots. Εντός του GC, ένα Β 

λεμφοκύτταρο παράγει Β λεμφοκύτταρα που εκφράζουν διαφορετικές παραλλαγές της 

ανοσοσφαιρίνης του ΒκΥ, οι οποίες εμφανίζουν διαφορετικές συγγένειες για το δεδομένο 

αντιγόνο. Μερικοί από τους συνδυασμούς μεταλλάξεων θα οδηγήσουν σε υψηλότερη 

συγγένεια για το αντιγόνο και τα Β λεμφοκύτταρα που εκφράζουν αυτούς τους ΒκΥ θα 

επιλεγούν για ενεργοποίηση και πολλαπλασιασμό (Maul et al., 2010 |  Peled et al., 2008). Η 
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ΣΥΜ στοχεύει όχι μόνο στα ανασυνδυασμένα γονίδια των ανοσοσφαιρινών (IG) αλλά και 

ορισμένα γονίδια εκτός στόχου, αν και με χαμηλότερη συχνότητα, συμπεριλαμβανομένου του 

γονιδίου BCL6 και οποιασδήποτε άλλης αλληλουχίας εισαχθεί καθοδικά του υποκινητή των 

γονιδίων IGHV (Migliazza et al., 1995). 

Η CSR είναι ο δεύτερος μηχανισμός που συμμετέχει στην ωρίμανση συγγένειας εντός του GC 

και είναι υπεύθυνος για την αλλαγή του ισοτύπου του BκΥ IG. Υπάρχουν πέντε διαφορετικοί 

ισότυποι, δηλαδή οι IgM, IgG, IgA, IgE και IgD. Τα ανώριμα Β λεμφοκύτταρα εκφράζουν τους 

ισοτύπους IgM και/ή IgD, ενώ μετά την αναγνώριση αντιγόνου τα Β λεμφοκύτταρα μπορούν 

να εκφράσουν τους ισοτύπους IgG, IgA ή IgE. Η CSR αλλάζει τη σταθερή περιοχή της βαριάς 

αλυσίδας της BcR IG χωρίς καμία επίδραση στη μεταβλητή περιοχή, οδηγώντας στην έκφραση 

ενός μορίου ΒκΥ με υψηλή συγγένεια για το ίδιο αντιγόνο αλλά διαφορετικές εκτελεστικές 

λειτουργίες (Xu et al., 2012). 

Σε σπάνιες περιπτώσεις, τα Β λεμφοκύτταρα μνήμης στερούνται των επιδράσεων της ΣΥΜ στο 

BcR IG. Μια πιθανή εξήγηση για αυτό το φαινόμενο θα μπορούσε να είναι ότι αυτά τα κύτταρα 

προέρχονται από πρώιμα Β λεμφοκύτταρα του GC πριν από την έναρξη της διαδικασίας της 

ΣΥΜ (Seifert & Kuppers, 2016). Επιπλέον, υπάρχουν ενδείξεις ότι η ενεργοποίηση των Β 

λεμφοκυττάρων και η επακόλουθη γενιά των Β λεμφοκυττάρων μνήμης μπορεί να προκύψει 

εκτός του μικροπεριβάλλοντος του GC (Takemori et al., 2014). Πράγματι, έχει περιγραφεί μια 

ανεξάρτητη από GC αλλά εξαρτώμενη από τα Τ λεμφοκύτταρα οδός για το σχηματισμό Β 

λεμφοκυττάρων μνήμης, η οποία παράγει κύτταρα μνήμης με περιορισμένη ή καθόλου ΣΥΜ. 

Τέλος, ανάλογα με τον τύπο του αντιγόνου, το μικροπεριβάλλον όπου λαμβάνει χώρα η 

αναγνώριση του αντιγόνου και το συγκεκριμένο περιβάλλον κυτταροκινών, τα Β 

λεμφοκύτταρα μπορούν ακόμη και να υποβληθούν σε ΣΥΜ ή και CSR εκτός του GC, αν και 

η έκταση του συγκεκριμένου φαινομένου είναι περιορισμένη (Seifert & Kuppers, 2009). Ένα 

χαρακτηριστικό παράδειγμα Β λεμφοκυττάρων που λειτουργούν εκτός του GC αφορά τον 

πληθυσμό των Β λεμφοκυττάρων της οριακής ζώνης (marginal zone, MZ). Τα MZ B 

λεμφοκύτταρα παρέχουν μια προστασία πρώτης γραμμής έναντι παθογόνων που μεταδίδονται 

με το αίμα και ανταποκρίνονται γρήγορα στα ενθυλακωμένα βακτήρια μέσω της 

διαφοροποίησής τους σε ειδικά πλασματοκύτταρα. Επιπλέον, είναι υπεύθυνα για τις 

δραστηριότητες «καθαριότητας», καθώς αναγνωρίζουν και απομακρύνουν τα γηρασμένα 

κύτταρα και άλλα κυτταρικά υπολείμματα. Προκειμένου να εξυπηρετήσουν αυτές τις 

λειτουργίες, τα MZ Β λεμφοκύτταρα εκφράζουν ένα διακριτό και περιορισμένο ρεπερτόριο 

γονιδίων του BcR IG. Αξίζει να σημειωθεί ότι τουλάχιστον ένα κλάσμα των MZ B 

λεμφοκυττάρων, ιδιαίτερα στο σπλήνα, φέρουν πρότυπα ΣΥΜ τόσο στα γονίδια BcR IG όσο 
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και στο γονίδιο BCL6, επισημαίνοντας έναν ενεργό μηχανισμό ΣΥΜ (Weill et al., 2009). 

Επιπλέον, τα σπληνικά MZ Β λεμφοκύτταρα μοιράζονται φαινοτυπικές ομοιότητες με τα Β 

λεμφοκύτταρα μνήμης και εμφανίζουν ενισχυμένο δυναμικό ανοσολογικής απόκρισης. Αυτές 

οι ομοιότητες οδήγησαν στην υπόθεση ότι τα σπληνικά MZ Β λεμφοκύτταρα είναι είτε μετα-

GC προέλευσης, είτε προέρχονται από μια ανεξάρτητη οδό διαφοροποίησης (Pillai et al., 

2005). 

 

Κεφάλαιο 2:  Γενετική οργάνωση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών 

 

2.1 Γενικά  

Τα αντισώματα ή ανοσοσφαιρίνες είναι γλυκοπρωτεΐνες που συναντώνται είτε ως μέρος του 

BκΥ στην επιφάνεια των Β λεμφοκυττάρων, είτε ως εκκρινόμενα από τα πλασματοκύτταρα 

μόρια. Τα διαλυτά αντισώματα μεσολαβούν στη χυμική άνοση απόκριση, ενώ οι 

ανοσοσφαιρίνες του ΒκΥ επάγουν τον κλωνικό πολλαπλασιασμό των Β λεμφοκυττάρων, αφού 

συνδεθούν με το κατάλληλο αντιγόνο. Τα αντισώματα συμβάλλουν στην ανοσία με τρεις 

κύριους τρόπους. Πρώτον, συμμετέχουν στην εξουδετέρωση των παθογόνων 

μικροοργανισμών και των τοξινών. Δεύτερον, επιτελούν τη διαδικασία της οψωνινοποίησης, 

δηλαδή της κάλυψης της επιφάνειας ενός παθογόνου μικροοργανισμού με σκοπό την ενίσχυση 

της φαγοκυττάρωσής του. Τρίτον, ενεργοποιούν το σύστημα του συμπληρώματος, μιας ομάδας 

πρωτεϊνών στο πλάσμα του αίματος που σχετίζονται με την ανοσία και την άμυνα του 

οργανισμού.  

Η διαδικασία της παραγωγής αντισωμάτων ενεργοποιείται από την αλληλεπίδραση μεταξύ 

αντιγόνων και του ΒκΥ. Στη συνέχεια, εκκινά από τον ΒκΥ ένα σήμα, το οποίο καθοδηγεί την 

ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων που προωθούν τη σύνθεση αντισωμάτων. Αυτά τα 

αντισώματα είναι εξαιρετικά ειδικά για το αντιγόνο που διέγειρε αρχικά το Β λεμφοκύτταρο. 

Επομένως, μέσω της ανάπτυξης Β λεμφοκυττάρων μνήμης, το ανοσοποιητικό σύστημα αποκτά 

μνήμη για τα αντιγόνα που προκάλεσαν μια προηγούμενη αντίδραση. Τα κύτταρα μνήμης είναι 

ενδιάμεσα, διαφοροποιημένα Β κύτταρα που μπορούν να μετατραπούν γρήγορα σε 

πλασματοκύτταρα, ενώ τα αντισώματα που παράγονται αναγνωρίζουν τα αντιγόνα στα υγρά 

των ιστών και στον ορό (Goding, 1978). 
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2.2. Βασική δομή και λειτουργία των ανοσοσφαιρινών 

Τα αντισώματα ή ανοσοσφαιρίνες αποτελούνται από δύο πανομοιότυπες βαριές αλυσίδες και 

δύο πανομοιότυπες ελαφριές αλυσίδες σε διάταξη δομής ελαφριά-βαριά-βαριά-ελαφριά 

(Εικόνα 3). Οι σταθερές περιοχές (Fc) των βαριών αλυσίδων διαφέρουν μεταξύ των 

διαφορετικών ισοτύπων. Επιπλέον, τα αντισώματα περιέχουν μια περιοχή Fab στην οποία 

εντοπίζονται οι περιοχές συμπληρωματικότητας (CDR), οι οποίες αποτελούν τις θέσεις 

δέσμευσης του αντιγόνου. Υπάρχουν τρεις CDR στις μεταβλητές περιοχές (V) κάθε ελαφριάς 

buάκρο κάθε μονομερούς μορίου ανοσοσφαιρίνης. Όλα τα αντισώματα επιδεικνύουν μία ή 

περισσότερες λειτουργίες, συμπεριλαμβανομένης της ενεργοποίησης του συστήματος 

συμπληρώματος, της οψωνινοποίησης των παθογόνων μικροοργανισμών, της πρόληψης της 

προσκόλλησης των μικροβίων στις επιφάνειες του βλεννογόνου και της εξουδετέρωσης 

τοξινών και ιών (Burton, 1990).  

 

 

Εικόνα 3. Δομή της ανοσοσφαιρίνης, που αποτελεί ένα διμερές βαριών και ελαφριών 

αλυσίδων. 

 

2.3 Ισότυποι Ανοσοσφαιρινών 

2.3.1 Ανοσοσφαιρίνη ισοτύπου IgΜ 

Η ανοσοσφαιρίνη ισοτύπου IgM έχει μοριακό βάρος 970 Kd και μέση συγκέντρωση ορού 1,5 

mg/ml. Παράγεται κυρίως στο πλαίσιο της πρωτογενούς ανοσοαπόκρισης σε λοιμογόνους 

παράγοντες ή αντιγόνα. Στην πενταμερή μορφή τους, οι ανοσοσφαιρίνες IgM  ενεργοποιούν 

την κλασική οδό του συμπληρώματος. Ο ισότυπος IgM θεωρείται ότι έχει ιδιότητες ισχυρής 

συγκολλητίνης (π.χ. αντι-Α και αντι-Β ισοσυγκολλητίνη που υπάρχει στον τύπο Β και τον τύπο 

Α του αίματος, αντίστοιχα), ενώ το μονομερές της ανοσοσφαιρίνης IgM συναντάται ως ΒκΥ 

(έκφραση στην επιφάνεια των Β λεμφοκυττάρων) (Plomp et al., 2015). 
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2.3.2 Ανοσοσφαιρίνη ισοτύπου IgG 

Ο ισότυπος IgG είναι ένα μονομερές με μοριακό βάρος 146 Kd και συγκέντρωση ορού 9,0 

mg/mL. Ο συγκεκριμένος ισότυπος συντίθεται κυρίως στο πλαίσιο δευτερογενούς 

ανοσοαπόκρισης σε παθογόνα, μπορεί να ενεργοποιήσει την κλασική οδό του συμπληρώματος 

και ο ρόλος του θεωρείται εξαιρετικά προστατευτικός. Οι τέσσερις υποκατηγορίες του 

ισοτύπου IgG περιλαμβάνουν τους IgG1, IgG2, IgG3 και IgG4. Ο IgG1 αφορά περίπου στο 

65% του συνόλου των ανοσοσφαιρινών IgG. Συγκεκριμένα, ο ισότυπος IgG2 καθορίζει μια 

σημαντική άμυνα του ξενιστή έναντι των ενθυλακωμένων βακτηρίων. Ο ισότυπος IgG είναι η 

μόνη κατηγορία ανοσοσφαιρικών που διασχίζουν τον πλακούντα, καθώς η σταθερή περιοχή 

του συγκεκριμένου ισοτύπου συνδέεται με τους υποδοχείς που υπάρχουν στην επιφάνειά του, 

προστατεύοντας με αυτό τον τρόπο το νεογνό από μολυσματικές ασθένειες (Palmeira, 2012). 

Επομένως, ο ισότυπος IgG είναι ο πιο άφθονος στα νεογνά (Justiz Vaillant et al., 2024). 

 

2.3.3 Ανοσοσφαιρίνη ισοτύπου IgΑ 

Ο ισότυπος IgA εμφανίζεται σε 2 διαφορετικές μοριακές δομές: ως μονομερές και ως διμερές 

(εκκρινόμενη). Ο ισότυπος IgA του ορού έχει μοριακό βάρος 160 Kd και συγκέντρωση 3 

mg/mL. Η εκκρινόμενη IgA (sIgA) έχει μοριακό βάρος 385 Kd και μέση συγκέντρωση ορού 

0,05 mg/mL. Οι ανοσοσφαιρίνες IgA είναι οι πιο συχνές στις εκκρίσεις που βρίσκονται στο 

σάλιο, τα δάκρυα, το πρωτόγαλα, το εντερικό και το αναπαραγωγικό σύστημα, καθώς και τις 

αναπνευστικές εκκρίσεις. 

Ο ισότυπος IgA εμφανίζεται στους βλεννογόνους ως διμερές και προστατεύει τις επιθηλιακές 

επιφάνειες του πεπτικού, του αναπνευστικού και του ουρογεννητικού συστήματος. Οι 

ανοσοσφαιρίνες IgA διαθέτουν ένα εκκριτικό συστατικό που εμποδίζει την ενζυματική πέψη 

του. Ενεργοποιεί την εναλλακτική οδό ενεργοποίησης του συμπληρώματος (Poppelaars et al., 

2021). 

 

2.3.4 Ανοσοσφαιρίνη ισοτύπου IgΕ 

Οι ανοσοσφαιρίνες IgE συναντώνται ως μονομερή. Έχουν μοριακό βάρος 188 Kd και 

συγκέντρωση ορού 0,00005 mg/mL. Προστατεύουν από τα παράσιτα και συνδέονται με 

υποδοχείς υψηλής συγγένειας στα μαστοκύτταρα και τα βασεόφιλα, προκαλώντας σε κάποιες 

περιπτώσεις αλλεργικές αντιδράσεις (Maurer et al., 2018 | Mukai et al., 2021). Οι 

ανοσοσφαιρίνες IgE θεωρούνται η πιο σημαντική άμυνα του ξενιστή έναντι διαφόρων 

παρασιτικών λοιμώξεων, συμπεριλαμβανομένων εκείνων από τα Strongyloides stercoralis, 
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Trichinella spiralis, Ascaris lumbricoides και των αγκυλόστομων Necator americanus και 

Ancylostoma duodenale (Justiz Vaillant et al., 2024). 

 

2.3.5 Ανοσοσφαιρίνη ισοτύπου IgD 

Οι ανοσοσφαιρίνες IgD είναι μονομερή με μοριακό βάρος 184 Kd. Εντοπίζονται σε μικρή 

ποσότητα στον ορό (0,03 mg/mL) και έχουν άγνωστη δράση έναντι των παθογόνων. Επιπλέον, 

οι συγκεκριμένες ανοσοσφαιρίνες συναντώνται αρκετά συχνά στη μορφή του ΒκΥ (Gutzeit et 

al., 2018). Οι ανοσοσφαιρίνες IgD παίζουν ουσιαστικό ρόλο στη διαφοροποίηση των 

λεμφοκυττάρων που προκαλείται από αντιγόνο (Goding, 1978). 

 

2.4 Αλληλεπιδράσεις ανοσοσφαιρινών με κυτταρικούς υποδοχείς 

Οι ανοσοσφαιρίνες αλληλεπιδρούν με ειδικούς υποδοχείς σε διάφορους κυτταρικούς 

πληθυσμούς με σκοπό να εκπληρώσουν διάφορες βιολογικές λειτουργίες. Οι υποδοχείς αυτοί 

εκφράζονται κυρίως σε μονοπύρηνα κύτταρα, ιστιοκύτταρα, ουδετερόφιλα, κύτταρα φυσικοί 

φονείς και ηωσινόφιλα. Η σύνδεση μεταξύ ανοσοσφαιρινών και των σχετικών υποδοχέων 

προωθεί διάφορες δραστηριότητες, συμπεριλαμβανομένης της φαγοκυττάρωσης βακτηρίων 

(οψωνινοποίηση), της αποκοκκίωσης μαστοκυττάρων (όπως φαίνεται στην υπερευαισθησία 

τύπου Ι ή στην αλλεργική απόκριση), της θανάτωσης κακοήθων κυττάρων και της 

ενεργοποίησης κυττάρων που παρουσιάζουν αντιγόνο συμπεριλαμβανομένων των 

μακροφάγων και των δενδριτικών κυττάρων (Engels & Walz, 2018).  

 

2.5 Γενετικοί τόποι των ανοσοσφαιρινών 

Το ανοσοποιητικό σύστημα μπορεί να ανταποκριθεί σε πλήθος διαφορετικών αντιγόνων μέσω 

της παραγωγής ανοσοσφαιρινών με διαφορετικές ιδιότητες αναγνώρισης. Οι μηχανισμοί που 

συμβάλλουν στην τεράστια ποικιλία των ειδικοτήτων των ανοσοσφαιρινών περιλαμβάνουν την 

παρουσία πολλαπλών γονιδίων της περιοχής V στη βλαστική σειρά (ποικιλότητα αντισωμάτων 

που προκύπτει από τον ανασυνδυασμό αυτών των γονιδίων) καθώς και τις διαδικασίες ΣΥΜ 

και ΕΙ που προαναφέρθηκαν.  

Όσον αφορά στο γενετική οργάνωση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών, υπάρχουν δύο ομάδες 

γονιδίων που κωδικοποιούν τις ελαφριές αλυσίδες της ανοσοσφαιρίνης, τα γονίδια V (variable) 

και J (joining). Τα παραπάνω γονίδια, μαζί με τα γονίδια D (diversity), κωδικοποιούν τις βαριές 

αλυσίδες (Εικόνα 4). Ο ανασυνδυασμός των γονιδίων, οι ανασυνδυαστικές ανακρίβειες, η 

προσθήκη/αφαίρεση νουκλεοτιδίων στις θέσεις του ανασυνδυασμού, καθώς και οι 
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διαφορετικοί συνδυασμοί βαριών και ελαφριών αλυσίδων συμβάλλουν σημαντικά στην 

ποικιλομορφία των μορίων ανοσοσφαιρίνης (Wienand et al., 2019 | Lewis et al., 2005). 

Στο ανθρώπινο γονιδίωμα, ο γενετικός τόπος των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας IgH βρίσκεται 

στο χρωμόσωμα 14 (Haas & Tommaso, 1988). Όσον αφορά στην ελαφριά αλυσίδα, υπάρχουν 

δύο ισότυποι που ονομάζονται κάππα (κ) και λάμδα (λ). Ένα δεδομένο μόριο ανοσοσφαιρίνης 

διαθέτει είτε κ είτε λ αλυσίδες, ποτέ μία από τον κάθε ισότυπο. Οι αντίστοιχοι γενετικοί τόποι 

της κ και λ ελαφριάς αλυσίδας εντοπίζονται στα χρωμοσώματα 2 και 22, αντίστοιχα. Δεν έχει 

βρεθεί λειτουργική διαφορά μεταξύ αντισωμάτων που έχουν ελαφριές αλυσίδες κ ή λ. 

Επιπλέον, οποιοσδήποτε τύπος ελαφριάς αλυσίδας μπορεί να εκφραστεί σε αντισώματα 

οποιασδήποτε από τις πέντε κύριες κατηγορίες ισοτύπου της βαριάς αλυσίδας.  

Η αναλογία των δύο ισοτύπων ελαφριάς αλυσίδας ποικίλλει ανάλογα με το είδος του 

οργανισμού. Η μέση αναλογία κ προς λ είναι 20:1 στον ποντικό, ενώ στον άνθρωπο η αναλογία 

είναι 2:1 και στα βοοειδή είναι 1:20, αντίστοιχα. Οι σημαντικές διαφορές σε σχέση με αυτές 

τις δεδομένες αναλογίες μπορεί σε κάποιες περιπτώσεις να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση 

ενός κλώνου Β λεμφοκυττάρων. Σε αυτή την περίπτωση, όλα τα κύτταρα του εκπτυγμένου 

κλώνου (μεγάλος αριθμός πανομοιότυπων κυττάρων) θα εκφράζουν την ίδια ελαφριά αλυσίδα 

και αυτό το γεγονός αναμένεται να διαταράξει την αναμενόμενη αναλογία ελαφριών αλυσίδων 

σε ένα δεδομένο οργανισμό (Haas & Tommaso, 1988). 
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Εικόνα 4. Οργάνωση των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών της βαριάς και των ελαφριών 

αλυσίδων στον άνθρωπο: (Α) γονίδια της βαριάς αλυσίδας, (B) γονίδια της κ ελαφριάς 

αλυσίδας, (Γ) γονίδια της λ ελαφριάς αλυσίδας (Tomlinson M. Ian, Encyclopedia of 

Immunology - Second Edition, 1998). 
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2.6 Γονιδιακός ανασυνδυασμός VDJ 

Ο ανασυνδυασμός των γονιδίων V(D)J είναι μία κρίσιμη διαδικασία που μπορεί να οδηγήσει 

στη δημιουργία μιας εκτεταμένης ποικιλομορφίας των αντισωμάτων και των ΒκΥ IG, 

επιτρέποντας την αναγνώριση ενός σχεδόν απεριόριστου αριθμού αντιγόνων. Σε κυτταρικό 

επίπεδο, η διαδικασία πραγματοποιείται αποκλειστικά στα αναπτυσσόμενα Β λεμφοκύτταρα. 

Αυτή η διαδικασία λαμβάνει χώρα πριν από την έκθεση σε αντιγόνο και είναι θεμελιώδους 

σημασίας για τη δημιουργία ενός ποικίλου ρεπερτορίου ανοσοσφαιρινών του ΒκΥ. 

Τα γονίδια που κωδικοποιούν τις ανοσοσφαιρίνες οργανώνονται σε τρεις ομάδες: τα V 

(variable), D (diversity) και J (joining). Τα γονίδια V και J ανασυνδυάζονται για το σχηματισμό 

των ελαφριών αλυσίδων, ενώ για τις βαριές αλυσίδες εμπλέκονται γονίδια από τις ομάδες V, 

D και J. Κάθε κατηγορία περιλαμβάνει πολλαπλά γονίδια, και η τυχαία επιλογή ενός γονιδίου 

από κάθε κατηγορία αποτελεί το θεμέλιο της πρόκλησης ποικιλομορφίας στο ρεπερτόριο των 

ανοσοσφαιρινών. Αυτή η συνδυαστική ποικιλότητα ενισχύεται και από τη δυνατότητα 

παραγωγής διαφορετικών συνδυασμών βαριών και ελαφριών αλυσίδων ανοσοσφαιρίνης. 

Μάλιστα, η συνολική ποικιλομορφία ενισχύεται ακόμα περισσότερο μέσω της εισαγωγής ή 

διαγραφής νουκλεοτιδίων στις περιοχές των γονιδιακών συνδέσεων V-D και D-J. Αυτή η 

διαδικασία επιτυγχάνεται μέσω του ενζύμου TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase), το 

οποίο εισάγει τυχαία νουκλεοτίδια χωρίς την ανάγκη χρήσης εκμαγείου.  

Μέσω αυτών των μηχανισμών, κάθε Β λεμφοκύτταρο μπορεί να αποκτήσει μια μοναδική 

αλληλουχία που κωδικοποιεί το μεταβλητό τμήμα της ανοσοσφαιρίνης. Η διαδικασία του 

ανασυνδυασμού V(D)J ρυθμίζεται αυστηρά ώστε να διασφαλίζεται η έκφραση ενός μοναδικού 

μορίου IG από κάθε Β λεμφοκύτταρο μέσω του μηχανισμού της αλληλικής εξαίρεσης (allelic 

exclusion). Η ακριβής ολοκλήρωση του ανασυνδυασμού είναι απαραίτητη για την αποφυγή 

γενετικών βλαβών που μπορεί να οδηγήσουν σε παθολογίες, όπως o καρκίνος. Συνολικά, ο 

μηχανισμός αυτός αποτελεί τη βάση για την εξειδίκευση και την προσαρμοστικότητα του 

ανοσοποιητικού συστήματος, επιτρέποντας την παραγωγή εκατομμυρίων διαφορετικών 

αντισωμάτων και την αποτελεσματική αναγνώριση παθογόνων (Chi et al., 2020). 

 

2.6.1 Μηχανισμός του ανασυνδυασμού V(D)J  

Τα γονίδια των ανοσοσφαιρινών του ΒκΥ περιβάλλονται από συντηρημένες αλληλουχίες 

σήματος ανασυνδυασμού ή RSSs (recombination signal sequences). Οι RSSs αποτελούνται 

από μια συντηρημένη παλίνδρομη επταμερή αλληλουχία και μια εννιαμερή αλληλουχία 

πλούσια σε AT, διαχωρισμένες από μη συντηρημένες αλληλουχίες μήκους 12 ή 23 βάσεων. Ο 

ανασυνδυασμός V(D)J συμβαίνει μόνο μεταξύ δύο γονιδίων που περιβάλλονται από μη 
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συντηρημένες αλληλουχίες  με διαφορετικό μήκος, δηλαδή είτε 12 βάσεων (12RSS) είτε 23 

βάσεων (23RSS). Ο κανόνας αυτός είναι γνωστός ως κανόνας 12/23 και τον ανασυνδυασμό 

μεταξύ γονιδίων της ίδιας κατηγορίας (π.χ. μεταξύ δύο γονιδίων V), ενώ παράλληλα 

εξασφαλίζει τον ανασυνδυασμό των γονιδίων D πάντα ενδιάμεσα των γονιδίων V και J κατά 

το σχηματισμό της βαριάς αλυσίδας (Malu et al., 2012). 

Ο ανασυνδυασμός V(D)J απαιτεί τη δράση δύο ειδικών για τα Β λεμφοκύτταρα πρωτεϊνών, τις 

RAG1 και RAG2, οι οποίες αποτελούνται από 1040 και 527 αμινοξέα, αντίστοιχα. Η δράση 

τους βασίζεται στην ικανότητά τους να προκαλούν τη διάσπαση του DNA σε θέσεις με ειδική 

αλληλουχία. Οι δύο πρωτεΐνες RAG περιέχουν πολλαπλούς τομείς που αποτελούνται από 

βασικές και μη βασικές περιοχές. Οι βασικές περιοχές της RAG1 είναι υπεύθυνες για τη 

σύνδεση με τις συντηρημένες περιοχές RSS που εντοπίζονται εκατέρωθεν των γονιδίων V, (D), 

J, καθώς και για την κατάλυση της διάσπασης του DNA. Οι μη βασικές περιοχές της RAG1 

παρέχουν σημαντικές ρυθμιστικές λειτουργίες, αλλά ο μηχανισμός δεν είναι απόλυτα 

κατανοητός. Ο ρόλος της RAG2 είναι λιγότερο σαφής, αν και φαίνεται ότι είναι υπεύθυνη για 

την ενεργοποίηση της RAG1 προς την ειδική δέσμευση και διάσπαση της αλληλουχίας του 

DNA, καθώς και για την παροχή πρόσθετης ικανότητας δέσμευσης του DNA (Ru et al., 2015). 

Ο ανασυνδυασμός V(D)J χωρίζεται μηχανιστικά σε δύο φάσεις: την φάση της διάσπασης και 

την φάση της επιδιόρθωσης. Η φάση της διάσπασης ξεκινά από τα γονίδια RAG1 και RAG2 

που αναγνωρίζουν τις RSSs και προκαλούν μια θραύση διπλής έλικας (DSBs) μεταξύ των 

κωδικοποιητικών τμημάτων V, D, και J και των RSSs. Η αναγνώριση των RSS στο πλαίσιο 

της χρωματίνης διευκολύνεται από την αλληλεπίδραση της RAG2 με ιστόνες (Li et al., 2008). 

Αφού γίνει η διάσπαση του DNA στα όρια της επταμερούς συντηρημένης αλληλουχίας, οι 

RAGs εκτελούν μια αντίδραση τρανσεστεροποίησης. Σε εκείνο το στάδιο, το σύμπλοκο των 

πρωτεϊνών RAG βοηθά στην προσέγγιση των γονιδίων που πρόκειται να ανασυνδυαστούν πριν 

αυτά υποβληθούν σε επεξεργασία και συνδεθούν από τις πρωτεΐνες μη ομόλογης ένωσης 

άκρων (NHEJ) (Malu et al., 2012). 

 

2.7 Περιοχές CDR  

Όπως αναφέρθηκε, οι περιοχές καθορισμού της συμπληρωματικότητας (CDR) είναι 

σημαντικές για την ειδικότητα της αντιγονικής αναγνώρισης. Υπάρχουν τρεις τέτοιες περιοχές 

σε κάθε βαριά και ελαφριά αλυσίδα: οι CDR1, CDR2 και CDR3 (Osajima et al., 2014). 

Σε επίπεδο τοπολογίας, τα γονίδια V κωδικοποιούν τις δύο πρώτες περιοχές, τις CDR1 και 

CDR2. Η περιοχή CDR3 είναι η πιο μεταβλητή και, επομένως, η πιο σημαντική για την 
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αναγνώριση αντιγόνου καθώς προκύπτει μέσω της σύνδεσης των γονιδίων V,D και J για τη 

βαριά αλυσίδα ή V και J για την ελαφριά αλυσίδα. 

CDR1: η περιοχή CDR1 εντοπίζεται ανοδικά κατά μήκος των γονιδίων V. Αποτελεί μέρος της 

συνολικής επιφάνειας πρόσδεσης του αντιγόνου και επηρεάζει άμεσα την ειδικότητα της 

αλληλεπίδρασης (Osajima et al., 2014). 

CDR2: η περιοχή CDR2 συνδέεται με την CDR1 για να σχηματίσει την επιφάνεια 

αναγνώρισης του αντιγόνου, συμβάλλοντας στην ειδικότητα της αναγνώρισης. Ενώ η CDR1 

παρέχει μια γενική πλατφόρμα αναγνώρισης του αντιγόνου, η CDR2 συμβάλλει στο 

σχηματισμό ακριβούς σύνδεσης μεταξύ υποδοχέα και αντιγόνου (Gabrielli et al, 2009). 

CDR3: περικλείει την περιοχή σύνδεσης των γονιδίων V, (D) και J των αλυσίδων της 

ανοσοσφαιρίνης του ΒκΥ και εμφανίζει μεγαλύτερη ποικιλομορφία σε σύγκριση με τις CDR1 

και CDR2. Η CDR3 είναι υπεύθυνη για την ακριβή αλληλεπίδραση και πρόσδεση αντιγόνου, 

καθώς παρέχει την κύρια επιφάνεια αναγνώρισης. Η υψηλή ποικιλομορφία της CDR3 

οφείλεται στην ανακριβή σύνδεση των γονιδίων κατά τη διαδικασία του ανασυνδυασμού V(D)J 

(Shirai et al., 1999). 

Οι τρεις περιοχές CDR «συνεργάζονται» για να δημιουργήσουν ένα τεράστιο ρεπερτόριο ΒκΥ 

που μπορούν να αναγνωρίζουν και να προσδένονται σχεδόν στο σύνολο των αντιγόνων με 

υψηλή εξειδίκευση (Osajima et al., 2014). 

 

2.8 Συνδετική ετερογένεια 

Όπως αναφέρθηκε, η ποικιλομορφία των ΒκΥ αυξάνεται εντός των περιοχών CDR3, οι οποίες 

αφορούν στις περιοχές σύνδεσης των γονιδίων V, (D), και J επειδή οι διαδικασίες του 

ανασυνδυασμού είναι ανακριβείς. Πιο συγκεκριμένα, εξωνουκλεάσες μπορεί να αφαιρέσουν 

νουκλεοτίδια, ενώ παράλληλα νουκλεοτίδια μπορεί να προστεθούν με τυχαίο τρόπο από το 

ένζυμο τερματική δεοξυνουκλεοτιδυλοτρανσφεράση (TdT) (Dunn-Walters et al., 1995 | Engels 

& Walz, 2018). 

Συνολικά, οι πολυάριθμοι πιθανοί συνδυασμοί μεταξύ των γονιδίων V, (D) και J, καθώς και οι 

τροποποιήσεις που προκαλούνται στις περιοχές της σύνδεσής τους οδηγούν σε μια συνολική 

ποικιλότητα του ρεπερτορίου του ΒκΥ της τάξης του 10¹⁰–10¹¹, είναι οποία είναι υπεύθυνη για 

την εξαιρετική αποτελεσματικότητα της προσαρμοστικής ανοσίας (Grawunder et al., 1998). 
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2.9 Γενετικός τόπος της βαριάς αλυσίδας  

Ο γενετικός τόπος της βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης εντοπίζεται στη ζώνη 14.932.33 

του χρωμοσώματος 14, κοντά στο τελομερικό άκρο του μακριού βραχίονα. Ο 

προσανατολισμός των γονιδίων στο γενετικό τόπο της βαριάς αλυσίδας είναι ο εξής :  

                  τελομερές,  5’ IGHV - IGHD - IGHJ - IGHC 3’, κεντρομερίδιο (Εικόνα 5). 

Ο συγκεκριμένος γενετικός τόπος έχει μήκος 1250 kb και περιλαμβάνει 170 - 176 γονίδια ανά 

απλότυπο. Η ομάδα των γονιδίων IGHV περιλαμβάνει συνολικά 123-129 γονίδια. Από αυτά, 

82-88 γονίδια κατατάσσονται σε 7 υποομάδες γονιδίων, τις IGHV1 - IGHV7. Τα λειτουργικά 

γονίδια είναι 44, με τα 40 από αυτά να δίνουν αναγνωρίσιμα προϊόντα. Υπάρχουν επίσης 41 

ψευδογονίδια, τα οποία αποκλίνουν αρκετά σε επίπεδο αλληλουχίας ώστε να μην είναι δυνατή 

η κατάταξή τους στις παραπάνω υποομάδες.  

Η ομάδα των γονιδίων IGHD περιλαμβάνει 27 γονίδια, τα οποία κατατάσσονται σε 7 

υποομάδες, τις IGHD1 - IGHD7. Τα λειτουργικά γονίδια είναι 23, ενώ τα υπόλοιπα είναι 

ψευδογονίδια. Επιπλέον, στην ομάδα γονιδίων IGHJ περιλαμβάνονται 9 γονίδια, εκ των οποίων 

τα 6 είναι λειτουργικά. Τέλος, η ομάδα IGHC αποτελείται από 11 γονίδια στον πιο απλό 

απλότυπό της (Lefranc, 2001).  

                                                           

2.10 Γενετικoί τόποι της ελαφριάς αλυσίδας 

2.10.1  κ ελαφριά αλυσίδα 

Η κ ελαφριά αλυσίδα εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 2 και πιο συγκεκριμένα στη ζώνη 2p11.2 

του μικρού βραχίονα. Ο σχετικός γενετικός τόπος έχει μέγεθος 1820 kb (Εικόνα 5) και 

περιλαμβάνει συνολικά 82 γονίδια ανά απλοειδές γονιδίωμα. Η συντριπτική πλειοψηφία των 

σχετικών γονιδίων ανήκουν στη ομάδα γονιδίων IGKV και κατατάσσονται σε 7 υποομάδες, τις 

IGKV1 - IGKV7. Σε επίπεδο γονιδιώματος, τα γονίδια IGKV οργανώνονται σε δύο συστοιχίες 

οι οποίες απέχουν μεταξύ τους 800kb. Τέλος, στη συστοιχία γονιδίων IGKJ ανήκουν 5 γονίδια 

(Lefranc, 2001). 

 

2.10.2 λ ελαφριά αλυσίδα 

Η λ ελαφριά αλυσίδα εντοπίζεται στη ζώνη 22q11.2 του μεγάλου βραχίονα του χρωμοσώματος 

22, έχει μήκος 1.050 kb και περιέχει 87-96 γονίδια (Εικόνα 5). Τα 73-74 γονίδια ανήκουν στην 

ομάδα των γονιδίων IGLV, τα 7-11 ανήκουν στην ομάδα των γονιδίων IGVJ, ενώ τα υπόλοιπα 

7-11 γονίδια ανήκουν στην ομάδα IGLC, ανάλογα με τον απλότυπο. Τα 56-57 λειτουργικά 

γονίδια IGLV κατατάσσονται σε 11 υποομάδες, ενώ τα 17 ψευδογονίδια εμφανίζουν αρκετά 

μεγάλη απόκλιση και δεν είναι δυνατή η κατάταξή τους σε κάποια από τις σχετικές υποομάδες. 
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Τα γονίδια IGLJ είναι ισάριθμα με τα γονίδια IGLC και οργανώνονται σε ζεύγη γονιδίων 

(Lefranc, 2001). 

 

 

 

Εικόνα 5. (α) Τα γονιδιακά τμήματα μεταβλητής (V), ποικιλομορφίας (D) και ένωσης (J) 

διατάσσονται σε μη λειτουργική κατάσταση στη βλαστική σειρά. Κατά τη διάρκεια του 

ανασυνδυασμού V(D)J, ένα από τις ομάδες γονιδίων V, D και J (μόνο V και J στην περίπτωση 

των ελαφρών αλυσίδων) ανασυνδυάζεται τυχαία. Οι αλληλουχίες RSS διασφαλίζουν ότι τα 

γονίδια ανασυνδυάζονται με τη σωστή σειρά για να σχηματίσουν μια λειτουργική μεταβλητή 

περιοχή. Τα μπλε, πορτοκαλί και μωβ ορθογώνια αντιπροσωπεύουν τα γονίδια V, D και J, 

αντίστοιχα. Οι γκρίζες περιοχές αντιστοιχούν στις αλληλουχίες οδηγούς ανοδικά των γονιδίων 

V. Τα τιρκουάζ και τα κόκκινα τρίγωνα αντιπροσωπεύουν τις περιοχές 12 RSS και 23 RSS , 

αντίστοιχα. Τα εξόνια της σταθερής περιοχής αντιπροσωπεύονται από πράσινα ορθογώνια. (β) 
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Οι λειτουργικές μεταβλητές περιοχές αποτελούνται από τέσσερις διατηρημένες περιοχές 

δομικού πλαισίου (framework, FR) και τρεις ακόμη περιοχές καθορισμού της 

συμπληρωματικότητας (CDR). Οι περιοχές CDR3 είναι οι πιο μεταβλητές, καθώς εκτείνονται 

σε πολλαπλά γονίδια και περιέχουν τυχαία προστιθέμενα νουκλεοτίδια. (γ) Οι βρόχοι CDR 

είναι οι περιοχές της ανοσοσφαιρίνης που εμφανίζουν τη μεγαλύτερη επαφή με το αντιγόνο 

(PDB ID : 1 FVC). 

 

Κεφάλαιο 3 : Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία 

 

3.1 Γενικά  

Η μελέτη της χρόνιας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας (ΧΛΛ) ξεκινά το 1845, παρά το γεγονός 

ότι η πρώτη τεκμηριωμένη παρατήρηση των λευχαιμικών κυττάρων είχε γίνει από τον Joseph 

Lieutaud (“Elementa Physiologiae”, 1749). Μέσα στα χρόνια, η πρόοδος στον τομέα της 

έρευνας βοήθησε σημαντικά στην κατανόηση της αιτιολογίας και της θεραπείας της ΧΛΛ. Σε 

μια αναφορά του στην ιστορία της νόσου, ο Rai τη διακρίνει σε τρεις περιόδους: την 

αναγνώριση της ΧΛΛ σε κλινικό επίπεδο (1845-1924), τις αρχικές κλινικές μελέτες (1924-

1973) και τη σύγχρονη εποχή, από το 1973 μέχρι σήμερα (Rai, 1993). 

Όσον αφορά το κομμάτι της σύγχρονης ιστορίας της ΧΛΛ, παράγοντες όπως η ανοσολογική 

ταξινόμηση, η μοριακή κυτταρογενετική, η μελέτη του ιστορικού και των προγνωστικών 

βιοδεικτών, καθώς και η ανάπτυξη νέων θεραπειών προσφέρουν ελπίδα για τη μακροπρόθεσμξ 

διαχείριση της νόσου, ενώ παράλληλα έχουν συμβάλει σημαντικά στην κατανόηση της 

παθογένεσής της. Επιπροσθέτως, η βαθύτερη κατανόηση της διαφοροποίησης και της 

ανάπτυξης των φυσιολογικών Β λεμφοκυττάρων έχει βοηθήσει σημαντικά στη μελέτη της 

νόσου. 

Η ΧΛΛ είναι μια χρόνια κακοήθεια Β λεμφοκυττάρων που αντιπροσωπεύει το 30-40% όλων 

των λευχαιμιών στον ενήλικο πληθυσμό (Chiorazzi et al., 2005). Είναι μια ασθένεια με 

άγνωστη αιτιολογία και μεταβλητή κλινική πορεία, η οποία κυμαίνεται από πολύ ήπια έως 

μάλλον επιθετική, αντανακλώντας την υποκείμενη βιολογική ποικιλότητα. Πράγματι, η ΧΛΛ 

χαρακτηρίζεται από ένα πολύπλοκο βιολογικό «τοπίο»: η συνδυασμένη επίδραση των εγγενών 

κυτταρικών εκτροπών και της μικροπεριβαλλοντικής ενεργοποίησης αποτελεί τη βάση της 

χαρακτηριστικής αντίστασης των λευχαιμικών κυττάρων στην απόπτωση, ενώ παράλληλα 

προάγει τον πολλαπλασιασμό τους, οδηγώντας τελικά στην εμφάνιση και εξέλιξη της νόσου 

(Fischer & Hallek, 2017 | Hallek, 2015). 
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Τα νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα συσσωρεύονται στο αίμα, το μυελό των οστών και τους 

δευτερογενείς λεμφικούς ιστούς και εμφανίζουν χαρακτηριστικό ανοσοφαινότυπο (CD19+, 

CD5+ και CD23+, ασθενή έκφραση επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης και CD79b). Όσον αφορά 

σε αυτούς τους δείκτες, ο CD5 είναι μια γλυκοπρωτεΐνη που εκφράζεται φυσιολογικά μόνο στα 

βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα και στα Β-1 λεμφοκύτταρα, όπου ρυθμίζει το ενδοκυτταρικό 

δυναμικό από τους αντιγονικούς υποδοχείς των κυττάρων αυτών. Ο CD20 είναι μια 

φωσφοπρωτεΐνη που εκφράζεται φυσιολογικά στα Β λεμφοκύτταρα και ρυθμίζει τον 

πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίησή τους. Τέλος, ο CD23 εκφράζεται σε ώριμα Β 

λεμφοκύτταρα με ανοσοσφαιρίνες ισοτύπου IgE και άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος. Για τη διάγνωση της ΧΛΛ απαιτείται η παρουσία περισσότερων από 5.000 

κλωνικών Β λεμφοκυττάρων ανά μικρόλιτρο αίματος, με την έκπτυξη αυτή να πρέπει να 

διατηρηθεί για διάστημα μεγαλύτερο των τριών μηνών, εφόσον απουσιάζουν συμπτώματα ή 

άλλα σημεία της νόσου (Fabbri & Dalla-Favera, 2016 | Dighiero & Hamblin, 2008 | Rozman 

& Montserrat, 1995). 

Παρά τη μεγάλη πρόοδο που έχει συντελεστεί τις τελευταίες δεκαετίες σχετικά με την 

κατανόηση της παθοφυσιολογίας της νόσου, το κύτταρο προέλευσης παραμένει αδιευκρίνιστο. 

Στο πλαίσιο αυτό, γνωρίζουμε πλέον από φαινοτυπικά και γενετικά ευρήματα ότι τα κύτταρα 

της ΧΛΛ είναι ώριμα Β λεμφοκύτταρα που έχουν έρθει σε επαφή με αντιγόνο. Συγκεκριμένα, 

σειρά ενδείξεων τοποθετεί τον κλωνοτυπικό ΒκΥ σε κεντρικό ρόλο για την παθοφυσιολογία 

της νόσου, λόγω μιας σειράς δεδομένων: (α) το ρεπερτόριο των γονιδίων της μεταβλητής 

περιοχής των βαριών αλυσίδων των κλωνοτυπικών ανοσοσφαιρινών (IGH) της ΧΛΛ 

παρουσιάζει έντονη επιλεκτικότητα, (β) οι ασθενείς με ΧΛΛ κατατάσσονται σε διαφορετικές 

προγνωστικές ομάδες ανάλογα με το φορτίο της ΣΥΜ στο ανασυνδυασμένο γονίδιο IGHV, (γ) 

διαφορετικά υποσύνολα ασθενών εκφράζουν ταυτόσημες ή πολύ όμοιες στερεότυπες 

ανοσοσφαιρίνες στους ΒκΥ τους (stereotyped BcR IGs), εύρημα που υποδηλώνει επιλογή των 

κλωνοτυπικών Β λεμφοκυττάρων από συγκεκριμένους αντιγονικούς επιτόπους, και, (δ) 

φάρμακα που δρουν ως αναστολείς σηματοδότησης μέσω του ΒκΥ εμφανίζουν μεγάλη κλινική 

αποτελεσματικότητα (Rozman & Montserrat, 1995 | Burger et al., 2009 | Burger et al., 2013). 

Επιπλέον, δεδομένα από επιδημιολογικές, μοριακές και κυτταρικές μελέτες, καθώς και κλινικές 

παρατηρήσεις, τονίζουν την ιδιαίτερη σχέση της ΧΛΛ με αυτοάνοσα νοσήματα (Caligaris-

Cappio & Hamblin, 1999). 
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3.2 Δείκτες 

Η κλινική πορεία της ΧΛΛ χαρακτηρίζεται από σημαντική ετερογένεια, καθώς ορισμένοι 

ασθενείς επιβιώνουν για μεγάλο διάστημα χωρίς την ανάγκη θεραπείας, ενώ άλλοι 

παρουσιάζουν πιο επιθετική πορεία της νόσου, με περιορισμένη επιβίωση και αντίσταση στη 

θεραπεία. Αυτή η διαφοροποίηση έχει οδηγήσει σε έντονη έρευνα για την ταυτοποίηση 

προγνωστικών παραγόντων. 

 

3.3. Σωματικές μεταλλάξεις των γονιδίων IGHV  

Οι ασθενείς με ΧΛΛ κατατάσσονται σε δύο μεγάλες προγνωστικές ομάδες ανάλογα με το 

φορτίο της ΣΥΜ της κλωνοτυπικής ΒκΥ IG. Ασθενείς με ανασυνδυασμένα γονίδια IGHV με 

νουκλεοτιδική ταυτότητα ≥98% με το αντίστοιχο γονίδιο της βλαστικής σειράς (unmutated 

IGHV, UΜ) χαρακτηρίζονται από ταχεία εξέλιξη της νόσου και δυσμενή πρόγνωση. Αντίθετα, 

οι ασθενείς με >2% ταυτότητα του ανασυνδυασμένου γονιδίου IGHV σε σχέση με το 

αντίστοιχο της βλαστικής σειράς (mutated IGHV, Μ) χαρακτηρίζονται από ήπια κλινική 

πορεία και καλύτερη πρόγνωση. Αυτή η διαφορά στην κλινική πορεία μεταξύ των δύο ομάδων 

ασθενών προκύπτει ως αποτέλεσμα διαφορετικής σηματοδότησης μέσω του ΒκΥ, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 6  (Fabbri & Dalla-Favera, 2016 | Burger et al., 2009 | Malavasi et al., 

2015). 

 

 

Εικόνα 6. Χαρακτηριστικά των προγνωστικών υποομάδων των ασθενών με ΧΛΛ με ΒκΥ 

διαφορετικής ΣΥΜ. Πηγή: Fabbri G, Dalla-Favera R. The molecular pathogenesis of chronic 

lymphocytic leukaemia. Nat. Rev. Cancer. 2016;16(3):145–162. 
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3.4 Περιορισμένο ρεπερτόριο γονιδίων IGHV 

Η ανοσογενετική ανάλυση βρίσκεται στην πρώτη γραμμή της έρευνας για τη ΧΛΛ για 

περισσότερο από δύο δεκαετίες, προσφέροντας ισχυρές αποδείξεις ότι ο κλωνοτυπικός ΒκΥ 

IG εμπλέκεται σε ειδική αναγνώριση και επιλογή από (αυτο)αντιγόνα. Αυτή η διαδικασία 

πιθανώς διαμορφώνει την κυτταρική συμπεριφορά και το τελικό κλινικό αποτέλεσμα. Αρχικές 

μελέτες από τη δεκαετία του 1990 ανέφεραν σημαντικούς περιορισμούς της ΧΛΛ όσον αφορά 

στην έκφραση των γονιδίων IGHV με σαφή επικράτηση των IGHV1-69, IGHV3-7 και IGHV4-

34. Επιπλέον, οι μελέτες αυτές τεκμηρίωσαν την ύπαρξη προτύπων ΣΥΜ συμβατών με την 

αντιγονική επιλογή σε ένα σημαντικό κλάσμα των περιπτώσεων (Efremov et al., 1996 | 

Hashimoto et al., 1995). Αυτά τα ευρήματα επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια σε μεγαλύτερες 

σειρές ασθενών, υποδηλώνοντας την επιλογή των προγονικών κυττάρων της ΧΛΛ από ένα 

περιορισμένο σύνολο (αυτο)αντιγόνων (Fais et al., 1998 | Johnson et al., 1997). 

 

3.5 Στερεοτυπία του ΒκΥ 

Η σηματοδότηση μέσω του ΒκΥ διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στην παθογένεση της ΧΛΛ, 

καθώς τα κακοήθη Β λεμφοκύτταρα βασίζονται στα σχετικά σήαμτα για την επιβίωση και την 

ανάπτυξή τους. Συγκεκριμένα, έχει αναδειχτεί ότι ο ΒκΥ μπορεί να ενεργοποιηθεί είτε από 

(αυτό)αντιγόνα είτε ανεξάρτητα από αυτά ("τονική σηματοδότηση") και ότι η σηματοδότηση 

αυτή είναι απαραίτητη για την επιβίωση των κυττάρων της ΧΛΛ. Στο ίδιο πλαίσιο, η χορήγηση 

αναστολέων κινασών που ενεργοποιούνται μέσω του ΒκΥ, όπως η ΒΤΚ και η PI3Kδ, 

αναμένεται να αλλάξει τη θεραπευτική προσέγγιση για την ΧΛΛ και άλλες κακοήθειες των Β 

λεμφοκυττάρων (Burger et al., 2013). 

Ένα σημείο καμπής για την έρευνα στη ΧΛΛ ήταν το εύρημα ότι το 50% περίπου των 

περιπτώσεων που εκφράζουν ΒκΥ με το γονίδιο IGHV3-21 εμφάνισαν εξαιρετικά όμοια 

περιοχή CDR3 στη βαριά αλυσίδα (VH CDR3). Αυτές οι περιπτώσεις ΧΛΛ εξέφραζαν επίσης 

σχεδόν πανομοιότυπες ελαφριές αλυσίδες που έφεραν το γονίδιο IGLV3-21 (Tobin et al., 

2003). Σε πλήρη αντίθεση με την τυχαιότητα, το εύρημα του αξιοσημείωτου αυτού 

περιορισμού υποστήριξε την άποψη ότι η αντιγονική πίεση οδηγεί στην επιλογή ιδιαίτερων 

χαρακτηριστικών του κλωνοτυπικού BκΥ IG. Επόμενες μελέτες έδειξαν ότι οι περιορισμοί στη 

θέση δέσμευσης του αντιγόνου ήταν ένα χαρακτηριστικό του ρεπερτορίου της ΧΛΛ πέρα από 

τις περιπτώσεις που εξέφραζαν το γονίδιο IGHV3-21. Πράγματι, ένα σημαντικό ποσοστό 

ασθενών με ΧΛΛ αντιστοιχήθηκαν σε υποσύνολα που χαρακτηρίζονται από πολύ παρόμοιες, 

ή αλλιώς «στερεότυπες» περιοχές VH CDR3. Για τους λόγους αυτούς, προτάθηκε εύλογα ότι 
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οι κλωνοτυπικές ΒκΥ IG που ανήκουν στο ίδιο στερεότυπο υποσύνολο επιλέχθηκαν από ένα 

περιορισμένο εύρος κοινών αντιγονικών επιτόπων (Bomben et al., 2007 | Belessi et al., 2006).  

Η εμβάθυνση σε αυτό το φαινόμενο σε όλο και μεγαλύτερες σειρές ασθενών με ΧΛΛ 

(Agathangelidis et al., 2012; Darzentas et al., 2010) αποκάλυψε ότι οι στερεότυπες ΒκΥ IG 

αντιπροσώπευαν συλλογικά σχεδόν το ένα τρίτο των περιπτώσεων ΧΛΛ και αφορούσαν 

συνολικά σε ένα μεγάλο αριθμό στερεότυπων υποσυνόλων, των οποίων το μέγεθος κυμαινόταν 

από ένα μόνο ζευγάρι περιπτώσεων έως εκατοντάδες περιπτώσεις ("κύρια" υποσύνολα).  

Αναπόφευκτα, κατέστη σημαντικό να αντιμετωπιστεί το ζήτημα του κατά πόσον τα υποσύνολα 

με στερεότυπους ΒκΥ IGs εμφανίζονταν αποκλειστικά στη ΧΛΛ ή θα μπορούσαν να 

εμφανίζονται και σε άλλες κακοήθειες των Β λεμφοκυττάρων ή μη κακοήθεις οντότητες. Οι 

συγκρίσεις μεταξύ τέτοιων οντοτήτων εντόπισαν λίγες μόνο κοινές στερεότυπες VH CDR3, 

αποκαλύπτοντας έτσι ότι η πλειοψηφία των στερεότυπων ΒκΥ IG είναι ειδικές για τη ΧΛΛ. 

Οι λίγες αντιστοιχίες σε επίπεδο αλληλουχίας ΒκΥ IG αφορούσαν σε αυτοαντιδραστικούς 

κλώνους Β λεμφοκυττάρων, καθώς και σε λεμφοϋπερπλαστικές διαταραχές Β λεμφοκυττάρων 

που συνδέονταν άμεσα ή έμμεσα με λοιμώξεις από ορισμένα παθογόνα (π.χ. ο ιός της 

ηπατίτιδας C στην περίπτωση του στερεότυπου υποσυνόλου 13 της ΧΛΛ) (Kostareli et al., 

2012). Αν και οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί παραμένουν ασαφείς, αυτή η παρατήρηση 

υπογραμμίζει την ευελιξία των Β λεμφοκυττάρων, ενώ παράλληλα αμφισβητεί τη σημασία της 

«ευθείας» αντιστοίχισης 1:1 μεταξύ των φυσιολογικών υποπληθυσμών των Β λεμφοκυττάρων 

και των λευχαιμιών/λεμφωμάτων (Gemenetzi et al., 2020). 

Σε κλινικό επίπεδο, η κατηγοριοποίηση των ασθενών με ΧΛΛ που ανήκουν σε υποσύνολα με 

στερεότυπους ΒκΥ IGs, έχει οδηγήσει στην αναγνώριση υποομάδων της νόσου με ειδικά 

βιολογικά και κλινικά χαρακτηριστικά, παρέχοντας έναν πιο οργανωμένο τρόπο κατανόησης 

της νόσου (Agathangelidis et al., 2012 | Agathangelidis et al., 2014). 

Συνολικά, ο κλωνοτυπικός ΒκΥ IG βρίσκεται στον πυρήνα της κλινικής έρευνας για τη ΧΛΛ, 

προσδίδοντας της δυνατότητα εφαρμογής εξατομικευμένων θεραπειών για τα διαφορετικά 

υποσύνολα. Συγκεκριμένα, η αναγνώριση των σημαντικών χαρακτηριστικών του ΒκΥ IG και 

της σηματοδότησης μέσω του ΒκΥ για κάθε συγκεκριμένο στερεότυπο υποσύνολο παρέχει 

νέες δυνατότητες για την ανάπτυξη στοχευμένων θεραπειών (Stevenson & Caligaris-Cappio, 

2004). 
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3.6 Δομική ανάλυση των ανοσοσφαιρινών 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι όλες οι μελέτες που αναφέρθηκαν σχετικά με τη μελέτη του 

ρεπερτορίου του ΒκΥ IG στη ΧΛΛ βασίστηκαν στην αξιολόγηση σε επίπεδο αλληλουχίας με 

ελάχιστες ή μηδενικές αναφορές στη δομή των συγκεκριμένων μορίων.  

Στη ΧΛΛ, οι περιοχές CDR του ΒκΥ εμφανίζουν συχνά μοναδικά δομικά χαρακτηριστικά που 

τα διακρίνουν από τους αντίστοιχους υποδοχείς των φυσιολογικών Β λεμφοκυττάρων, 

συμβάλλοντας με αυτό τον τρόπο στην παθολογική συμπεριφορά των λευχαιμικών κυττάρων. 

Πιο συγκεκριμένα, οι CDR συχνά εμφανίζουν υψηλό βαθμό διατήρησης και δομικής 

ομοιότητας στη ΧΛΛ, ειδικά σε περιπτώσεις με στερεότυπους ΒκΥ, η οποία διευκολύνει τη 

δέσμευση αυτο-αντιγόνων ή μικροβιακών αντιγόνων, συμβάλλοντας στην 

πολυαντιδραστικότητα που παρατηρείται συνήθως στους ΒκΥ της ΧΛΛ. 

Επιπλέον, οι δομικές αναλύσεις με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ και πυρηνικό μαγνητικό 

συντονισμό (NMR) έχουν παράσχει σημαντικές πληροφορίες για τις συγκεκριμένες 

διαμορφώσεις των CDR στη ΧΛΛ. Αυτές οι μελέτες αποκάλυψαν ότι οι περιοχές CDR στους 

ΒκΥ της ΧΛΛ διαμορφώνονται συχνά με τρόπο που υποστηρίζει τη σύνδεση με πολλαπλά, 

δομικά σχετικά, αντιγόνα. Για παράδειγμα, η υδρόφοβη φύση ορισμένων περιοχών CDR3 

μπορεί να επιτρέψει αλληλεπιδράσεις με λιπιδικές δομές, οι οποίες είναι κοινές μεταξύ των 

αυτοαντιγόνων. Τέτοιες δομικές προσαρμογές υπογραμμίζουν την τάση των ΒκΥ της ΧΛΛ να 

εμπλέκονται σε αυτο- και πολύ-αντιδραστικότητα, χαρακτηριστικό γνώρισμα της νόσου 

(Forconi et al., 2022). 

Ένα άλλο βασικό εύρημα είναι η παρουσία διατηρημένων δομικών μοτίβων στις θέσεις 

δέσμευσης αντιγόνου, ιδιαίτερα και πάλι μεταξύ των στερεότυπων υποσυνόλων. Για 

παράδειγμα, οι ΒκΥ που χρησιμοποιούν το γονίδιο IGHV1-69 εμφανίζουν συχνά ένα 

χαρακτηριστικό υδρόφοβο θύλακα εντός της περιοχής CDR3, ο οποίος μπορεί να αναγνωρίσει 

διάφορα αντιγόνα με υδρόφοβους επιτόπους. Αυτό το δομικό χαρακτηριστικό όχι μόνο 

ενισχύει τη συγγένεια δέσμευσης για ορισμένα αντιγόνα, αλλά υποδηλώνει επίσης έναν κοινό 

μηχανισμό αναγνώρισης αντιγόνου μεταξύ ασθενών με ΧΛΛ που εκφράζουν παρόμοιους ΒκΥ. 

Από την άλλη, έχει παρατηρηθεί ότι τα λευχαιμικά κύτταρα που εκφράζουν βαριά αλυσίδα του 

γονιδίου IGHV3-21 έχουν τάση να συνδυάζονται με συγκεκριμένες ελαφριές αλυσίδες, κυρίως 

ισοτύπου λ (IGLV3-21), ανάλογα με το μοτίβο στην περιοχή VH CDR3 (Forconi et al., 2022). 

Συμπερασματικά, η λεπτομερής δομική ανάλυση των θέσεων δέσμευσης αντιγόνου και των 

περιοχών CDR σε ΒκΥ της ΧΛΛ έχει αποκαλύψει μια πολύπλοκη αλληλεπίδραση με 

διατηρημένα μοτίβα στο πλαίσιο της πολυαντιδραστικότητας (Agathangelidis et al., 2012). 
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Κεφάλαιο 4 : Σκοπός της μελέτης 

 

4.1 Σκοπός της μελέτης 

Ο σκοπός τους παρούσας μελέτης ήταν η αναζήτηση νέων ανοσογενετικών βιοδεικτών για την 

καλύτερη κατανόηση και ταξινόμηση τους Χρόνιας Λεμφοκυτταρικής Λευχαιμίας (ΧΛΛ). Στο 

πλαίσιο αυτό, η μελέτη επικεντρώθηκε στην προτυποποίηση τους ανάλυσης των 

ανοσοσφαιρινών του ΒκΥ (Β κυτταρικός υποδοχέας) σε ασθενείς με ΧΛΛ, προκειμένου να 

αναδειχθούν νέοι μοριακοί δείκτες που θα μπορούσαν να συμβάλουν στη διάγνωση, τη 

σταδιοποίηση και την πρόγνωση τους νόσου.  

Για τον σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε ενίσχυση με PCR των μορίων ανοσοσφαιρίνης του 

κλωνοτυπικού ΒκΥ σε ασθενείς με ΧΛΛ, ακολουθούμενη από δομική ανάλυση των μορίων 

αυτών χρησιμοποιώντας σύγχρονα εργαλεία βιοπληροφορικής. Στο τέλος τους διαδικασίας, 

πραγματοποιήθηκε ομαδοποίηση των ασθενών τους παρούσας μελέτης (ν=10) και άλλων 

ασθενών με ΧΛΛ (ν=166) με βάση τη δομή του κλωνοτυπικού ΒκΥ IG. Απώτερος σκοπός 

τους μελέτης ήταν να χαρακτηριστούν τα σημαντικά δομικά χαρακτηριστικά των 

συγκεκριμένων μορίων, τα οποία θα μπορούσαν στη συνέχεια να χρησιμοποιηθούν για τη 

βελτίωση τους μοριακής ταξινόμησης των ασθενών. Η βελτίωση τους ταξινόμησης των 

ασθενών θα μπορούσε στη συνέχεια να οδηγήσει σε μια καλύτερη κατηγοριοποίηση της νόσου 

και ενδεχομένως στην ανάπτυξη εξατομικευμένων θεραπειών για τους ασθενείς. 
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Κεφάλαιο 5 : Πειραματική Πορεία 

 

5.1 Υλικά και Μέθοδοι 

5.1.1 Ομάδα μελέτης 

Στην ομάδα μελέτης της παρούσας διπλωματικής εργασίας περιλήφθηκαν 10 ασθενείς με 

ΧΛΛ, στην περίπτωση των οποίων πραγματοποιήθηκε εκτενής εργαστηριακή ανάλυση 

δειγμάτων αίματος. Επιπλέον, συμπεριλήφθηκαν και ανοσογενετικά δεδομένα από 166 

ασθενείς με ΧΛΛ σκοπό την πραγματοποίηση συγκρίσεων σε βιοπληροφορικό επίπεδο με τα 

δεδομένα που παράχθηκαν στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας. 

  

5.2 Απομόνωση μονοπύρηνων κυττάρων 

Για την εκτέλεση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν 20 ml αίματος από κάθε ασθενή της 

ομάδας μελέτης. Από τα δείγματα αίματος απομονώθηκε ο πληθυσμός των μονοπύρηνων 

κυττάρων με βάση το εξής πρωτόκολλο: 

1) Προετοιμασία ενός σωληναρίου των 50 ml με 200 μl ΕDTA (αντιπηκτικό). Μετά την 

προσθήκη των 20 ml αίματος προστέθηκαν 15 ml διαλύματος RPMI. Ακολούθησε ανάμιξη του 

διαλύματος. 

2) Προσθήκη 15 ml φικόλης σε νέο σωληνάριο των 50 ml και επιστοίβαση του διαλύματος 

αίματος με μεγάλη προσοχή ώστε να μην αναμιχθεί με τη  φικόλη. 

3) Φυγοκέντρηση του σωληναρίου σε θερμοκρασία δωματίου για 20 min στις 2300 rpm χωρίς 

φρένο σε θερμοκρασία δωματίου. 

4) Συλλογή της στοιβάδας των μονοπύρηνων κυττάρων με προσοχή χρησιμοποιώντας 

πλαστική πιπέτα τύπου παστέρ. Μεταφορά των μονοπύρηνων κυττάρων σε νέο σωληνάριο των 

15 ml.  

5) Προσθήκη διαλύματος RPMI μέχρι τα 12 ml και ανάμιξη του διαλύματος με την ίδια πιπέτα. 

6) Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 8 min στις 2100 rpm με χαμηλό φρένο και 

απόρριψη του υπερκείμενου υγρού. 

7) Έκπλυση του ιζήματος των κυττάρων με 10 ml RPMI. 

8) Επανάληψη της προηγούμενης φυγοκέντρησης σε θερμοκρασία δωματίου και απόρριψη του 

υπερκείμενου υγρού.  

9) Έντονη ανάδευση του ιζήματος, προσθήκη 1 ml RPMI και μεταφορά του διαλύματος σε 

σωληνάριο τύπου eppendorf. Mέτρηση των ζωντανών κυττάρων σε αιμοκυτταρόμετρο. 
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Για τη μέτρηση του αριθμού των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε ειδική αντικειμενοφόρος πλάκα, 

γνωστή και ως αιμοκυτταρόμετρο (haemocytometer), με την οποία είναι δυνατή η μέτρηση 

κυττάρων που βρίσκονται σε εναιώρημα.  

Το αιμοκυτταρόμετρο (Εικόνα 7Α) περιέχει ένα ή δύο πλέγματα μέτρησης κυττάρων. Κάθε 

πλέγμα υποδιαιρείται σε 9 μεγάλα τετράγωνα με πλευρές μήκους 1 mm. Τα μεγάλα γωνιακά 

εξωτερικά τετράγωνα υποδιαιρούνται σε 16 μικρότερα τετράγωνα, καθένα από τα οποία έχει 

πλευρές με μήκος 0,25 mm. Το μεγάλο κεντρικό τετράγωνο υποδιαιρείται σε 25 μικρά 

τετράγωνα, καθένα από τα οποία έχει μήκος πλευράς 0,20 mm. Κάθε ένα από τα 25 μικρότερα 

τετράγωνα υποδιαιρείται σε 16 ακόμα μικρότερα τετράγωνα. Επομένως, το κεντρικό 

τετράγωνο περιέχει 16 x 25 = 400 πολύ μικρά τετράγωνα, καθένα από τα οποία έχει πλευρές 

μήκους 0,05 mm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7.  Α. Αιμοκυτταρόμετρο με δύο πλέγματα μέτρησης. Β. Πλάγια όψη του 

αιμοκυτταρόμετρου. 

 

Το επίπεδο κάθε πλέγματος είναι 0,1 mm χαμηλότερα απ' ότι το επίπεδο στήριξης της 

καλυπτρίδας (Εικόνα 7Β). Επομένως μεταξύ πλέγματος και καλυπτρίδας δημιουργείται ένας 

χώρος, ύψους 0,1 mm, στον οποίο εισέρχεται το εναιώρημα των κυττάρων. Στα 5 μικρά 

τετράγωνα του κεντρικού τετραγώνου γίνεται η μέτρηση μικρών κυττάρων (π.χ. ερυθρά 

αιμοσφαίρια), ενώ στα 4 μεγάλα ακραία τετράγωνα (Εικόνα 8, μπλε τετράγωνα) γίνεται η 

μέτρηση των λευκών αιμοσφαιρίων. Ο όγκος των τεσσάρων γωνιακών 16αδων είναι:  

                        0,1 mm x 1 mm x 1 mm = 0,1 mm3 = 10-4 cm3 = 10-4 ml  
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Επομένως αν είναι Ν ο μέσος αριθμός κυττάρων που υπάρχουν σε κάθε μια από τις γωνιακές 

16αδες τότε η συγκέντρωση των κυττάρων είναι:  

                      Μ κύτταρα / 10-4 ml = Μ x 104 κύτταρα /ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Μεγεθυμένη άποψη του πλέγματος μέτρησης. Α, B, C, D με όγκο 10-4 ml (μπλε 

κύκλοι στις γωνίες). 1, 2, 3, 4, 5 με όγκο 4x10-6 ml (πορτοκαλί κύκλοι στο κέντρο). Από τα 

κύτταρα που εφάπτονται στη περίμετρο, μετρούμε μόνον εκείνα που υπάρχουν στην επάνω και 

στην αριστερή πλευρά του κάθε τετραγώνου. Πηγή: 

https://eclass.upatras.gr/modules/document/file.php/BIO297/%CE%9D%CE%BF%203%20

%CE%9C%CE%AD%CF%84%CF%81%CE%B7%CF%83%CE%B7%20%CE%BA%CF%8

5%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%B9%CE%BA%CE%BF%CF%8D%20%CF%

80%CE%BB%CE%B7%CE%B8%CF%85%CF%83%CE%BC%CE%BF%CF%8D.pdf 

 

10) Επανάληψη της προηγούμενης φυγοκέντρησης σε θερμοκρασία δωματίου και απόρριψη 

του υπερκείμενου υγρού. 

 

https://eclass.upatras.gr/modules/document/file.php/BIO297/%CE%9D%CE%BF%203%20%CE%9C%CE%AD%CF%84%CF%81%CE%B7%CF%83%CE%B7%20%CE%BA%CF%85%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%B9%CE%BA%CE%BF%CF%8D%20%CF%80%CE%BB%CE%B7%CE%B8%CF%85%CF%83%CE%BC%CE%BF%CF%8D.pdf
https://eclass.upatras.gr/modules/document/file.php/BIO297/%CE%9D%CE%BF%203%20%CE%9C%CE%AD%CF%84%CF%81%CE%B7%CF%83%CE%B7%20%CE%BA%CF%85%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%B9%CE%BA%CE%BF%CF%8D%20%CF%80%CE%BB%CE%B7%CE%B8%CF%85%CF%83%CE%BC%CE%BF%CF%8D.pdf
https://eclass.upatras.gr/modules/document/file.php/BIO297/%CE%9D%CE%BF%203%20%CE%9C%CE%AD%CF%84%CF%81%CE%B7%CF%83%CE%B7%20%CE%BA%CF%85%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%B9%CE%BA%CE%BF%CF%8D%20%CF%80%CE%BB%CE%B7%CE%B8%CF%85%CF%83%CE%BC%CE%BF%CF%8D.pdf
https://eclass.upatras.gr/modules/document/file.php/BIO297/%CE%9D%CE%BF%203%20%CE%9C%CE%AD%CF%84%CF%81%CE%B7%CF%83%CE%B7%20%CE%BA%CF%85%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%B9%CE%BA%CE%BF%CF%8D%20%CF%80%CE%BB%CE%B7%CE%B8%CF%85%CF%83%CE%BC%CE%BF%CF%8D.pdf
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5.3 Απομόνωση RNA 

1) Προσθήκη 2-3 ml TRIzol στο σωληνάριο τύπου eppendorf με το ίζημα των κυττάρων. 

Ανάδευση, ομογενοποίηση και αποθήκευση στους -80 οC. Το TRIzol είναι ένα πλήρες, έτοιμο 

προς χρήση αντιδραστήριο για την απομόνωση ολικού RNA υψηλής ποιότητας. 

2) Προσθήκη 250 μl χλωροφορμίου για κάθε 1200 μl TRIzol και έντονη ανάδευση. Η 

προσθήκη του χλωροφορμίου θα οδηγήσει στη δημιουργία ενός διφασικού δείγματος.  

3) Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία 4 οC για 15 min στις 13000 rpm. Μεταφορά του 

υπερκείμενου υγρού σε σωληνάριο eppedorf όγκου 1.5 ml. Προσθήκη ίσου όγκου 

ισοπροπανόλης για την κατακρήμνιση του RNA. Ελαφριά ανακίνηση του σωληναρίου και 

αποθήκευση στους -20 οC για 14 με 18 ώρες.  

4) Φυγοκέντρηση στους 4 οC για 20 min στις 12000 rpm. Αφαίρεση του υπερκείμενου υγρού.  

5) Προσθήκη 800 μl αιθανόλης 70% και ανάδευση με πιπέτα.  

6) Φυγοκέντρηση στους 4 οC για 10 min στις 12000 rpm. Αφαίρεση του υπερκείμενου υγρού.  

7) Προσθήκη 800 μl αιθανόλης 100%. Ελαφριά ανάδευση με πιπέτα. 

8) Φυγοκέντρηση στους 4 οC για 10 min στις 12.000 rpm. Απόρριψη του υπερκείμενου υγρού 

και αποξήρανση του δείγματος με σκοπό την εξάτμιση των υπολειμμάτων αιθανόλης.  

9) Διάλυση του ιζήματος RNA σε 33 μl ddH2O. Ανάδευση με πιπέτα και αποθήκευση στους -

80 οC. 

 

5.4 Ποσοτικός Προσδιορισμός του RNA 

Αφού απομονώθηκε επιτυχώς το ολικό RNA των μονοπύρηνων κυττάρων, ελέγχθηκε η 

ακεραιότητά του και υπολογίστηκε η συγκέντρωσή του. Αρχικά, 1 μl ολικού RNA από κάθε 

δείγμα ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης περιεκτικότητας 1% (w/v) (Agarose 

Molecular biology grade, AG02, NIPPON Genetics). Σκοπός της συγκεκριμένης διαδικασίας 

ήταν η εκτίμηση της ακεραιότητας του RNA και ο εντοπισμός πιθανής πρόσμιξης  από 

γενωμικό DNA. Στις περιπτώσεις δειγμάτων RNA καλής ποιότητας, η ηλεκτροφόρηση 

καθιστά ευδιάκριτες δύο ζώνες που αντιστοιχούν στα ριβοσωμικά RNΑ 18S και 28S. Αν τα 

μόρια RNA είναι αποδομημένα (degraded), τότε παρατηρούνται ζώνες ποικίλου μεγέθους. 

Τέλος, αν υπάρχει πρόσμιξη από γενωμικό DNA θα φαίνεται παράλληλα μία ζώνη σε ύψος 

πολύ μεγαλύτερο από τη ζώνη του 28S RNA.  

Εφόσον οι εικόνες της ηλεκτροφόρησης των δειγμάτων της ομάδας μελέτης δεν υπέδειξαν την 

παρουσία προσμίξεων και αποδόμησης, το βήμα που ακολούθησε ήταν ο προσδιορισμός της 

συγκέντρωσης του RNA μέσω φωτομέτρησης.  
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Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το φασματοφωτόμετρο BioSpec Nano Spectrophotometer 

for Life Sciences (Shimadzu, Kyoto, Japan). Συγκεκριμένα, 1 μl κάθε δείγματος RNA 

τοποθετήθηκε στην ειδική κεφαλή του φωτομέτρου. Στη συνέχεια, το μηχάνημα δημιουργεί 

μια «κυψελίδα» εξαιτίας της επιφανειακής τάσης και πραγματοποιεί τις μετρήσεις με τη 

βοήθεια ενός λαμπτήρα ξένου (xenon). Το φως συγκεκριμένου μήκους κύματος διαπερνά 

κάθετα την κυψελίδα και η απορρόφηση μετριέται από το φωτόμετρο. Για να μειωθεί η 

πιθανότητα σφάλματος, η συγκέντρωση του RNA θα πρέπει να είναι μεγαλύτερη από 40 ng/μl. 

Η καθαρότητα υπολογίζεται μέσω του λόγου απορρόφησης του δείγματος στα 260nm προς 

εκείνη στα 280nm, ο οποίος στα δείγματα RNA υψηλής ποιότητας και καθαρότητας λαμβάνει 

μια τιμή μεταξύ 1,8 και 2. Επιπλέον, το φάσμα απορρόφησης που εμφανίζεται στο λογισμικό 

του μηχανήματος θα πρέπει να έχει ομαλές καμπύλες και άκρα σε συγκεκριμένα nm ώστε να 

θεωρείται ότι δεν υπάρχουν προσμίξεις.  

 

5.5 Σύνθεση cDNA  

Η σύνθεση του cDNA πραγματοποιήθηκε μέσω της διαδικασίας της αντίστροφης in vitro 

μεταγραφής (reverse transcription, RT) χρησιμοποιώντας ως εκκινητές ολιγονουκλεοτίδια 

τυχαίας αλληλουχίας [oligo (dT) primers].  

Κάθε αντίδραση είχε τελικό όγκο 20 μl, ενώ τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν και οι 

αντίστοιχες ποσότητες δίνονται στον Πίνακα 1. Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε ήταν η 

αντίστροφη μεταγραφάση FireScript. Για την αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής 

χρησιμοποιήθηκαν επίσης RT buffer (10x) με DDT, μίγμα dNTP (20Mm) και αναστολέας 

RNAασών (40 U/μl). Ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε ολικό RNA.  

Ανάλογα με τη συγκέντρωση του κάθε δείγματος χρησιμοποιήθηκε μέγιστη ποσότητα 8 μl 

RNA. Οι θερμικές συνθήκες της αντίδρασης δίνονται στον Πίνακα 2. 
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Αντιδραστήριο Ποσότητα (ανά αντίδραση) 

Firescript Enzyme 1 μl 

RT buffer 10Χ (250 mMTris-HCl, 375 

mM KCl, 15 mM MgCl2 2 μl 

RNAase (40 U/μl) 0,5 μl 

dNTPs(20mM) 0,5 μl 

Random Primers 1 μl 

RNA Sample 8 μl (μέγιστη ποσότητα) 

ddH2O 7 μl (ελάχιστη ποσότητα) 

Final volume. 20 μl 

              

Πίνακας 1. Αντιδραστήρια για τη διαδικασία σύνθεσης cDNA. 

 

Θερμοκρασία Διάρκεια Αριθμός 

κύκλων 

Περιγραφή 

65°C  5 min 1 Αποδιάταξη δευτεροταγών δομών στο 

RNA 

35°C  5 - 10 min 1 Υβριδισμός εκκινητών στο RNA 

52°C 29 min 1 Σύνθεση cDNA από το RNA με χρήση 

αντίστροφης μεταγραφάσης 

83°C 5 - 15 min 1 Απενεργοποίηση του ενζύμου 

αντίστροφης μεταγραφάσης 

4°C Αόριστος χρόνος 1 Διατήρηση του cDNA 

 

Πίνακας 2. Συνθήκες της αντίδρασης PCR για την σύνθεση της cDNA από το απομονωμένο 

RNA. 

 

5.6 PCR για την ενίσχυση του γονιδίου αναφοράς 

Για την εξακρίβωση της επιτυχίας της σύνθεσης cDNA πραγματοποιήθηκε PCR με ειδικούς 

εκκινητές για το γονίδιο της ακτίνης. Η ακτίνη είναι μια σημαντική πρωτεΐνη που εντοπίζεται 

τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στον πυρήνα των κυττάρων και χαρακτηρίζεται από την 

ικανότητά της να πολυμερίζεται σχηματίζοντας ελικοειδή νημάτια (F-ακτίνη). Στο 

κυτταρόπλασμα η ακτίνη αποτελεί μέρος του κυτταροσκελετού, ενώ στον πυρήνα του 
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κυττάρου έχει σημαντικό ρόλο στη γονιδιακή έκφραση και τη διατήρηση της γονιδιωματικής 

ακεραιότητας (Ulferts et al., 2021 | Kyheroinen et al., 2022).  

Οι ειδικοί εκκινητές σχεδιάστηκαν έτσι ώστε ο ένας να υβριδίζεται στο τέλος του 1ου εξωνίου 

και ο άλλος στο 2ο εξώνιο. Με αυτό τον τρόπο, το τμήμα DNA που παρεμβάλλεται μεταξύ των 

θέσεων υβριδισμού των εκκινητών περιέχει και το πρώτο εσώνιο του γονιδίου. Το 

συγκεκριμένο εσώνιο έχει μεγάλο μέγεθος, με αποτέλεσμα οι περιοχές υβριδισμού των 

εκκινητών να απέχουν μεταξύ τους στο γονιδίωμα περίπου 17.000 bp. Επομένως, είναι αδύνατη 

η ενίσχυση μέσω PCR του σχετικού τμήματος σε επίπεδο DNA. Αντίθετα, στο επίπεδο mRNA 

η διαδικασία της συρραφής θα έχει οδηγήσει στην απομάκρυνση του εσωνίου και οι περιοχές 

υβριδισμού των εκκινητών θα απέχουν μεταξύ τους μόνο 253bp (μέγεθος του προϊόντος PCR). 

Επιπλέον, το τελικό προϊόν PCR μπορεί να ελεγχθεί μέσω ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα 

αγαρόζης περιεκτικότητας 2% (Εικόνα 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Αποτελέσματα της PCR για το γονίδιο αναφοράς (ακτίνη) μετά από ηλεκτροφόρηση 

σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. 

 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση της αλληλουχίας του γονιδίου της 

ακτίνης ήταν οι εξής:  

∙ 5’ - GGTGCCTCCCTACGCCTTCT - 3’ 

 ∙ 5’ - GGCGCTGACCCCATAGTGGT - 3’  

 

5.7 PCR ενίσχυσης των κλωνικών αναδιατάξεων IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς 

αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών 

Η ενίσχυση της μεταβλητής περιοχής της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών 

πραγματοποιήθηκε με PCR με τη χρήση συναινετικών εκκινητών (consensus primers), ειδικών 

για την περιοχή οδηγό (leader sequence) που εντοπίζεται ανοδικά κάθε γονιδίου IGHV, καθώς 
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και εκκινητών ειδικών για τα γονίδια IGHJ. Οι 5’ συναινετικοί εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι αντιπροσωπευτικοί για καθεμιά από τις υποομάδες των γονιδίων 

IGHV (IGHV1 – IGHV6 / ο εκκινητής VHL1 λειτουργεί και για την υποομάδα IGHV7). 

Αντίστοιχα, οι 3’ συναινετικοί εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν είναι αντιπροσωπευτικοί για 

καθένα από τα έξι γονίδια IGHJ (IGHJ1 – IGHJ6) (Πίνακας 3). Για την αντίδραση της PCR 

χρησιμοποιήθηκαν τα αντιδραστήρια που αναφέρονται στον Πίνακα 3, ενώ ο τελικός όγκος 

της αντίδρασης ήταν 40 μl.   

 

Αντιδραστήριο Ποσότητα (ανά αντίδραση) 

δείγμα cDNA  5 μl 

10x PCR buffer [Invitrogen, 200 mMTris-HCl 

(pH 8.4), 500 mM KCl] 
4 μl 

MgCl2 (50 mM) 3 μl 

dNTPs (10mM) 1 μl 

Μίγμα εκκινητών VHL 1-6 (10 pm/μl) 3 μl 

Μίγμα εκκινητών IGHJ 3 μl 

ddH2O 24,8 μl 

Taq πολυμεράση (5 U/μl) 0,5 μl 

Τελικός όγκος 40 μl 

 

Πίνακας 3. Συστατικά για την αντίδραση PCR για την ενίσχυση των κλωνικών αναδιατάξεων 

IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση κλωνικών αναδιατάξεων IGHV-IGHD-

IGHJ της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών δίνονται στον Πίνακα 4, ενώ οι συνθήκες της 

αντίδρασης δίνονται στον Πίνακα 5. 
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Πίνακας 4. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν κατά την αντίδραση PCR για 

την ενίσχυση των κλωνικών αναδιατάξεων IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς αλυσίδας των 

ανοσοσφαιρινών. 

 

Θερμοκρασία Διάρκεια 
Αριθμός 

κύκλων 
Περιγραφή 

94 oC 3 min 1 ενεργοποίηση πολυμεράσης 

94  oC 30 sec 

39 

αποδιάταξη 

59  oC 1 min υβριδισμός 

72  oC 1 min επιμήκυνση 

72  oC 10 min  1 τελική επιμήκυνση 

18  oC ∞ 1 διατήρηση 

 

Πίνακας 5. Συνθήκες της αντίδρασης PCR για την ενίσχυση των κλωνικών αναδιατάξεων 

IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.8 Καθαρισμός των προϊόντων PCR 

Τα προϊόντα PCR υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χαμηλού σημείου 

τήξης, περιεκτικότητας 2-3%. Η ζώνη που αντιστοιχούσε στη μονοκλωνική αναδιάταξη IGHV-

IGHD-IGHJ (την αναδιάταξη που αντιστοιχούσε στη βαριά αλυσίδα του ΒκΥ IG που 

IGHV leader εκκινητές  Αλληλουχία 5’ – 3’ 

IGHV1L  AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAGG 

IGHV2L  AAATCGATACCACCATGGACATACTTTGTTCCAC  

IGHV3aL  AAATCGATACCACCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC  

IGHV3bL  AAATCGATACCACCACCATGGA 

IGHV4L   AAATCGATACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTT 

IGHV5L   AAATCGATACCACCATGGGGTCAACCGCCATC 

IGHV6L  AAATCGATACCACCATGTCTGTCTCCTTCCTC  

IGHJ εκκινητές  Αλληλουχία 5’ – 3’ 

IGHJ CTTACCTGAGGAGACGGTGACC 
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εκφράζεται από τα λευχαιμικά κύτταρα) αντιστοιχούσε σε μέγεθος 400-450 ζευγών βάσεων 

(Εικόνα 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Προϊόντα PCR των κλωνικών αναδιατάξεων IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς 

αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

Η συκεκριμένη ζώνη αφαιρέθηκε από την πηκτή με τη χρήση χειρουργικού νυστεριού και ο 

καθαρισμός του προϊόντος PCR πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up kit, σύμφωνα με το ενδεδειγμένο πρωτόκολλο (Εικόνα 11): 

1) Για κάθε 150 mg του τμήματος αγαρόζης που αφαιρέθηκε, προστέθηκαν 300 μl από το 

αντιδραστήριο ΝΤ1 σε σωληνάριο τύπου eppendorf.  

2) Το σωληνάριο με την απομονωμένη ζώνη αγαρόζης και το αντιδραστήριο ΝΤ1 

τοποθετήθηκε στο υδατόλουτρο στους 50-55οC για 3-5 min  μέχρι το χρονικό σημείο που 

έλιωσε η αγαρόζη. Πραγματοποιήθηκε ανάδευση με Vortex ανά 1 min, μέχρι την πλήρη 

ομογενοποίηση της αγαρόζης με το αντιδραστήριο NT1. 

3) Μεταφορά του διαλύματος σε μια καθαρή στήλη του kit (μέγιστος όγκος 500 μl).  

4) Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 30 sec στις 11.000 rpm.  

5) Απόρριψη του υγρού που διαπέρασε τη στήλη. 

6) Προσθήκη 500 μl από το buffer ΝΤ3 του kit.  

7) Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 30 sec στις 11.000 rpm.  

8) Απόρριψη του υγρού που διαπέρασε τη στήλη.  

9) Προσθήκη 300 μl από το buffer NT3 του kit. 

10) Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 min στις 11.000 rpm. 

      Δείγμα 1             Δείγμα 2     Αρνητικός μάρτυρας     ladder 
                                                                  (blank) 



48 

 

11) Μεταφορά της στήλης σε καθαρό σωληνάριο τύπου eppendorf.  

12) Προσθήκη 12 μl από το buffer Nt3 του kit. 

13) Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 min στις 11.000 rpm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας καθαρισμού των προϊόντων PCR. 

 

5.9 Ανάλυση ποιότητας και ποσότητας των καθαρών προϊόντων PCR 

Έπειτα από την απομόνωση του τελικού προϊόντος από τη στήλη, το προϊόν ηλεκτροφορήθηκε 

σε πήκτωμα αγαρόζης περιεκτικότητας 2%. Επίσης, για πιο ακριβή αποτέλεσματα το 

καθαρισμένο  προϊόν κάθε δείγματος φωτομετρήθηκε στο φασματοφωτόμετρο BioSpec Nano 

Spectrophotometer for Life Sciences (Shimadzu, Kyoto, Japan). Συγκεκριμένα, 1 μl κάθε 

δείγματος καθαρισμένου προϊόντος PCR τοποθετήθηκε στην ειδική κεφαλή του φωτομέτρου, 

όπως και στη φωτομέτρηση των δειγμάτων RNA. Λόγω της χαμηλής συγκέντρωσης των 

δειγμάτων, τα καθαρισμένα προϊόντα PCR υποβλήθηκαν σε επαναληπτική αντίδραση 

ενίσχυσης με 38 κύκλους (Πίνακες 6 & 7).  
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Αντιδραστήριο Ποσότητα (ανά αντίδραση) 

Προϊόν PCR  10 μl 

10x PCR buffer [Invitrogen, 200 mMTris-HCl (pH 

8.4), 500 mM KCl] 
4 μl 

MgCl2 (50 mM) 3 μl 

dNTPs (10mM) 1 μl 

Μίγμα εκκινητών VHL 1-6 (10 pm/μl) 3 μl 

Μίγμα εκκινητών IGHJ 3 μl 

ddH2O 19,8 μl 

Taq πολυμεράση (5 U/μl) 0,5 μl 

Τελικός όγκος 40 μl 

 

Πίνακας 6. Αντιδραστήρια για την αντίδραση ενίσχυσης με PCR των καθαρισμένων 

προϊόντων PCR των κλωνικών αναδιατάξεων IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς αλυσίδας των 

ανοσοσφαιρινών. 

 

Θερμοκρασία Διάρκεια Αριθμός κύκλων Περιγραφή 

94 oC 3 min 1 ενεργοποίηση πολυμεράσης 

94  oC 30 sec 

38 

αποδιάταξη 

59  oC 1 min υβριδισμός 

72  oC 1 min επιμήκυνση 

72  oC 10 min 1 τελική επιμήκυνση 

18  oC ∞ 1 διατήρηση 

 

Πίνακας 7. Συνθήκες αντίδρασης της ενίσχυσης με PCR των καθαρισμένων προϊόντων PCR 

των κλωνικών αναδιατάξεων IGHV-IGHD-IGHJ της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.10 PCR ενίσχυσης των κλωνικών αναδιατάξεων IGLV-IGLJ της ελαφριάς αλυσίδας 

των ανοσοσφαιρινών  

Οι κλωνικές αναδιατάξεις της μεταβλητής περιοχής της ελαφριάς αλυσίδας των 

ανοσοσφαιρινών ενισχύθηκαν και αυτές με την τεχνική PCR. Για την ενίσχυση των 
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αναδιατάξεων IGKV-J της κ ελαφριάς αλυσίδας χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές VΚ1-6 και οι 

JΚ1-5 στη μορφή ισομοριακού μίγματος (Πίνακας 8). Οι εκκινητές VΚ1-6 είναι 

αντιπροσωπευτικοί για καθεμιά από τις έξι υποομάδες γονιδίων IGKV (υβριδίζονται στην 

περιοχή FR1 των γονιδίων IGKV), ενώ οι εκκινητές JΚ1-5 είναι αντιπροσωπευτικοί για τα 

γονίδια IGKJ, αντίστοιχα. Στις αντιδράσεις χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα το cDNA που 

συντέθηκε από το ολικό RNA κάθε δείγματος της μελέτης. Τα αντιδραστήρια δίνονται στον 

Πίνακα 9, ενώ οι συνθήκες της αντίδρασης δίνονται στον Πίνακα 10. 

 

IGKV FR1 εκκινητές  Αλληλουχία 5’ – 3’ 

VK1 GACATCCAGATGACCCAGTCTCC 

VK2 GATGTTGTGATGACTCAGTCTCC 

VK3 GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCC 

VK4 GACATCGTGATGACCCAGTCTCC 

IVK5  GAAACGACACTCACGCAGTCTCC 

VK6 GAAATTGTGCTGACTCAGTCTTCC 

IGKJ εκκινητές  Αλληλουχία 5’ – 3’ 

JK1 ACGTTTGATTTCCACCTTGGTCCC 

JK2 ACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCC 

JK3 ACGTTTGATATCCACTTTGGTCCC 

JK4 ACGTTTGATCTCCACCTTGGTCCC 

JK5 ACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCCC 

 

Πίνακας 8. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν κατά την αντίδραση της PCR 

για την ενίσχυση των κλωνικών αναδιατάξεων IGKV-J της ελαφριάς αλυσίδας των 

ανοσοσφαιρινών. 
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Αντιδραστήριο Ποσότητα (ανά αντίδραση) 

Δείγμα cDNA  8 μl 

10x PCR buffer [Invitrogen, 200 mMTris-HCl 

(pH 8.4), 500 mM KCl] 4 μl 

MgCl2 (50 mM) 2 μl 

dNTPs (10mM) 1 μl 

Μίγμα εκκινητών VΚ1-6 (10 pm/μl) 3 μl 

mixΜίγμα εκκινητών JΚ1-5 3 μl 

ddH2O 18,5 μl 

Taq polymerase (5 U/μl) 0,5 μl 

Τελικός όγκος 40 μl 

 

Πίνακας 9. Αντιδραστήρια για την ενίσχυση με PCR των κλωνικών αναδιατάξεων IGKV-J της 

ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

Θερμοκρασία  Διάρκεια Αριθμός κύκλων Περιγραφή 

95 oC 3 min 1 

ενεργοποίηση 

πολυμεράσης 

95  oC 1 min 

39 

αποδιάταξη 

59  oC 1 min υβριδισμός 

72  oC 1 min επιμήκυνση 

72  oC 10 min  1 τελική επιμήκυνση 

18  oC ∞ 1 διατήρηση 

 

Πίνακας 10. Συνθήκες αντίδρασης της ενίσχυσης με PCR των κλωνικών αναδιατάξεων IGKV-

J της ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.11 Καθαρισμός των προϊόντων PCR των κλωνικών αναδιατάξεων  IGKV/IGKJ της 

ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών 

Τα προϊόντα PCR υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χαμηλού σημείου 

τήξης, περιεκτικότητας 2-3%. Η ζώνη που αντιστοιχούσε στη μονοκλωνική αναδιάταξη 

αντιστοιχούσε στα 300-350 ζεύγη βάσεων (Εικόνα 12).   
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Εικόνα 12. Ποιοτικά αποτελέσματα της PCR των κλωνικών αναδιατάξεων IGKV-J της 

ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.12 Ανάλυση ποιότητας και ποσότητας των καθαρών προϊόντων PCR 

Όπως και στην περίπτωση της ενίσχυσης των αναδιατάξεων της βαριάς αλυσίδας, τα προϊόντα 

PCR υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξης 

περιεκτικότητας 2-3%. Στη συνέχεια ακολούθησε ο καθαρισμός τους από το πήκτωμα. Τα 

καθαρισμένα προϊόντα PCR ηλεκτροφορήθηκαν ξανά σε πήκτωμα αγαρόζης περιεκτικότητας 

2%. Λόγω της χαμηλής συγκέντρωσης των δειγμάτων, τα καθαρισμένα προϊόντα PCR 

υποβλήθηκαν σε επαναληπτική αντίδραση ενίσχυσης στους 38 κύκλους (Πίνακες 11 & 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δείγμα 1        Δείγμα 2       Δείγμα 3     Αρνητικός       ladder 
                                                                     μάρτυρας    
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Αντιδραστήριο Ποσότητα (ανά αντίδραση) 

Δείγμα cDNA  10 μl 

10x PCR buffer [Invitrogen, 200 mMTris-HCl 

(pH 8.4), 500 mM KCl] 4 μl 

MgCl2 (50 mM) 2 μl 

dNTPs (10mM) 1 μl 

Μίγμα εκκινητών VΚ1-6 (10 pm/μl) 3 μl 

Μίγμα εκκινητών JΚ1-5 3 μl 

ddH2O 16,5 μl 

Taq polymerase (5 U/μl) 0,5 μl 

Τελικός όγκος 40 μl 

 

Πίνακας 11. Αντιδραστήρια για την αντίδραση ενίσχυσης με PCR των καθαρισμένων 

προϊόντων PCR των κλωνικών αναδιατάξεων IGKV-J της ελαφριάς αλυσίδας των 

ανοσοσφαιρινών. 

 

Θερμοκρασία  Διάρκεια Αριθμός κύκλων Περιγραφή 

95 oC 3 min 1 

ενεργοποίηση 

πολυμεράσης 

95  oC 1 min 

38 

αποδιάταξη 

59  oC 1 min υβριδισμός 

72  oC 1 min επιμήκυνση 

72  oC 10 min  1 τελική επιμήκυνση 

18  oC ∞ 1 διατήρηση 

 

Πίνακας 12. Συνθήκες αντίδρασης της ενίσχυσης με PCR των καθαρισμένων προϊόντων PCR 

των κλωνικών αναδιατάξεων IGKV-J της ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.13 Αλληλούχηση των προϊόντων PCR για τις αναδιατάξεις της βαριάς αλυσίδας κατά 

Sanger 

⮚ Ο καθορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων PCR πραγματοποιήθηκε 

με τη μέθοδο κατά Sanger στο μηχάνημα ABI3730xl.  
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Η τεχνική της αλληλούχησης κατά Sanger, γνωστή επίσης ως "μέθοδος τερματισμού 

αλυσίδας", αναπτύχθηκε από τον Frederick Sanger και την ομάδα του το 1977 . Συνήθως, αυτή 

η μέθοδος χρησιμοποιείται για την προσδιορισμό αλληλουχίας τμημάτων DNA μικρότερων 

από 1.000 βάσεις. 

Η αλληλούχηση κατά Sanger θεωρείται ως το «χρυσό πρότυπο» με ακρίβεια αλληλούχησης 

βάσης 99.99% και χρησιμοποιείται για την επιβεβαίωση γενετικών παραλλαγών. Επίσης, 

εφαρμόστηκε στο Πρόγραμμα Αλληλούχησης του Ανθρώπινου Γονιδιώματος για την ανάλυση 

της αλληλουχίας μικρών τμημάτων ανθρώπινου DNA, με μέγεθος 900 βάσεων ή μικρότερων. 

Κατά την αλληλούχηση, ένας συμπληρωματικός εκκινητής DNA χρησιμοποιείται ως σημείο 

εκκίνησης, ενώ η πολυμεράση επεκτείνει το τμήμα του εκκινητή προσθέτοντας 

συμπληρωματικά τετραφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs). Η αντίδραση τερματίζεται 

μέσω της χρήσης τετραφωσφορικών διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTPs) που είναι συνδεδεμένα 

με φθορίζουσες χρωστικές. 

Από τη διαδικασία αυτή προκύπτουν τμήματα DNA διαφορετικού μεγέθους λόγω του 

τερματισμού της αντίδρασης σε κάθε πιθανή θέση. Στη συνέχεια, τα μόρια DNA διαχωρίζονται 

με βάση το μέγεθός τους σε ηλεκτρικό πεδίο, και ο ανιχνευτής καταγράφει την ένταση και το 

σήμα του φθορισμού από κάθε μόριο DNA, παρέχοντας μια σειρά κορυφών που αντιστοιχούν 

στην αλληλουχία του. 

 

5.14 Προετοιμασία δεδομένων 

Στο πλαίσιο του αρχικού πειραματικού σχεδιασμού θα πραγματοποιούνταν η παράλληλη 

ανάλυση των αναδιατάξεων τόσο της βαριάς όσο και της ελαφριάς αλυσίδας (κ ή λ) του 

κλωνοτυπικού ΒκΥ κάθε ασθενούς, με σκοπό την πληρέστερη καταγραφή και δομική 

αξιολόγηση του ανοσολογικού ρεπερτορίου. Ωστόσο, κατά την πειραματική φάση της 

εργασίας διαπιστώθηκε ότι η ποιότητα της αλληλούχησης των προϊόντων PCR για τις ελαφριές 

αλυσίδες δεν ήταν ικανοποιητική. Οι αναλύσεις παρήγαγαν δεδομένα μειωμένης ευκρίνειας 

και ανεπαρκές σήμα, καθιστώντας την περαιτέρω επεξεργασία τους επισφαλή και ενδεχομένως 

παραπλανητική. Λαμβάνοντας υπόψη τα δεδομένα αυτά, κρίθηκε σκόπιμο να μη 

χρησιμοποιηθούν τα δεδομένα που αφορούσαν τις ελαφριές αλυσίδες από την παρούσα 

εργασία. Ως εκ τούτου, η ανάλυση που πραγματοποιήθηκε βασίστηκε αποκλειστικά στα 

αποτελέσματα της αλληλούχησης των προϊόντων PCR για τις αναδιατάξεις της βαριάς 

αλυσίδας. Αξίζει να σημειωθεί ότι η βαριά αλυσίδα έχει τον κυρίαρχο ρόλο στην 

ποικιλομορφία και την ειδικότητα του ΒκΥ, καθώς αφορά στο μεγαλύτερο τμήμα της δομής 



55 

 

του (Schatz et al., 2011). Επομένως, η επικέντρωση στην ανάλυση της βαριάς αλυσίδας 

αναμένεται να παρέχει επαρκή πληροφορία για τη μελέτη της  δομής του ΒκΥ. 

 

5.15 Βιοπληροφορική Ανάλυση δεδομένων 

5.15.1 Εργαλείο Chromas  

Το εργαλείο Chromas είναι ένα λογισμικό που έχει σχεδιαστεί με σκοπό την ανάλυση 

αλληλουχιών DNA. Επιτρέπει την προβολή και την επεξεργασία μιας ακολουθίας 

χρωματογραφημάτων που λαμβάνονται από διάφορες πλατφόρμες αλληλούχησης. Το 

λογισμικό επιτρέπει στους χρήστες να «πλοηγούνται» στα χρωματογραφήματα (Εικόνα 13), 

να διαχωρίζουν τις κορυφές και να παρατηρούν τις βάσεις με λεπτομέρεια. Αυτό τονίζεται από 

το γεγονός ότι είναι επίσης σε θέση να διαβάζει τις πιο κοινές μορφές αρχείων, όπως SCF και 

ABIF, και είναι επίσης συμβατό με το ZTR, ένα εξαιρετικά δημοφιλές sequencer. 

Παρέχει τυπικά βοηθητικά εργαλεία, όπως τη χρήση περικοπής, εκτύπωσης και εξαγωγής 

ακολουθιών σε διάφορες μορφές. 

 

 

Εικόνα 13. Παράδειγμα χρωματογραφήματος ενός προϊόντος PCR των κλωνικών 

αναδιατάξεων IGKV-J της ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.15.2 IMGT/V-QUEST 

Το IMGT/V-QUEST είναι ένα ευρέως αναγνωρισμένο διαδικτυακό εργαλείο της βάσης 

δεδομένων IMGT (ImMunoGeneTics), που αποτελεί τη διεθνή αναφορά για την ανοσογενετική 

και την ανοσοπληροφορική. Αυτό το εργαλείο είναι εξειδικευμένο για την ανάλυση της 

μεταβλητής (V) περιοχής ανοσοσφαιρινών (IG) ή υποδοχέων Τ λεμφοκυττάρων (ΤκΥ). Είναι 

εξαιρετικά χρήσιμο για ερευνητές στην ανοσολογία και συναφείς τομείς, καθώς είναι σε θέση 
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να χαρακτηρίζει επακριβώς τις αναδιατάξεις των γονιδίων IG και ΤκΥ, οι οποίες είναι κρίσιμες 

για την προσαρμοστική ανοσολογική απόκριση. 

Το εργαλείο παρέχει μια ενδελεχή ανάλυση αλληλουχίας που περιλαμβάνει την ανίχνευση των 

γονιδίων V, D και J, επιτρέποντας στους χρήστες να λάβουν τις πιο ολοκληρωμένες και 

λεπτομερείς πληροφορίες σχετικά με τη χρήση γονιδίων, τη ΣΥΜ και τις σχέσεις μεταξύ 

διαφορετικών αναδιατάξεων. Οι χρήστες εισάγουν στο εργαλείο τις νουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες των αναδιατάξεων, και στη συνέχεια το IMGT/V-QUEST παρουσιάζει τα 

αποτελέσματα με τη μορφή μιας φιλικής προς το χρήστη πλατφόρμας με γραφικές 

αναπαραστάσεις και δεδομένα με δυνατότητα λήψης (Εικόνα 14). 

 

 

Εικόνα 14. Παραδείγματα αποτελέσματος του εργαλείου IMGT/V-QUEST από την ανάλυση 

δεδομένων της παρούσας μελέτης. 

 

5.15.3 SAbPred 

Το εργαλείο SAbPred (Structural Antibody Prediction) παρέχει προβλέψεις για την 

τρισδιάστατη δομή των αντισωμάτων. Η διαδικασία λειτουργίας του SAbPred ξεκινά με την 

εισαγωγή από τον χρήστη της αλληλουχίας αμινοξέων της ανοσοσφαιρίνης, ξεχωριστά για τη 

βαριά και την ελαφριά αλυσίδα (Εικόνα 15). Μόλις εισαχθεί η αλληλουχία, το SAbPred 

προχωρά στον προσδιορισμό των διαφόρων περιοχών της ανοσοσφαιρίνης, 
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συμπεριλαμβανομένων των θέσεων πρόσδεσης και των περιοχών που καθορίζουν τη 

συμπληρωματικότητα (CDR), οι οποίες είναι σημαντικές για τη σύνδεση με το αντιγόνο. Στη 

συνέχεια, το εργαλείο χρησιμοποιεί υπολογιστικά μοντέλα και αλγορίθμους για να προβλέψει 

την τρισδιάστατη διάταξη των αμινοξέων. Η διαδικασία εκτιμά τις δυνάμεις που επηρεάζουν 

τη δομή της ανοσοσφαιρίνης, συμπεριλαμβανομένων των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων, των 

δεσμών υδρογόνου και των δυνάμεων van der Waals. Με βάση αυτές τις εκτιμήσεις, το 

SAbPred δημιουργεί ένα τρισδιάστατο μοντέλο της ανοσοσφαιρίνης, απεικονίζοντας την 

ακριβή διάταξη των περιοχών πρόσδεσης. 

Η αξιολόγηση του μοντέλου περιλαμβάνει τη σύγκριση με γνωστές δομές ανοσοσφαιρινών, 

εάν υπάρχουν, ή με άλλες θεωρητικές εκτιμήσεις. Η διαδικασία αυτή επιτρέπει τον εντοπισμό 

και τη διόρθωση πιθανών αποκλίσεων, βελτιώνοντας την ακρίβεια του μοντέλου πρόβλεψης. 

 

 

Εικόνα 15. Παράδειγμα της επιφάνειας διεπαφής του εργαλείου SAbPred για την παραγωγή 

μοντέλων των μορίων των ανοσοσφαιρινών. 

 

5.15.4 PDBefold 

Το PDBefold είναι ένα ειδικό υπολογιστικό εργαλείο που έχει σχεδιαστεί για τη σύγκριση και 

τον προσδιορισμό τρισδιάστατων πρωτεϊνικών δομών. Βασίζεται στη βάση δεδομένων Protein 

Data Bank (PDB), η οποία περιέχει λεπτομερείς πληροφορίες σχετικά με τις δομές των 
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πρωτεϊνών, και διευκολύνει την κατανόηση της βιολογικής λειτουργίας και της εξέλιξης των 

πρωτεϊνών μέσω της ανάλυσης των δομών τους. 

Η λειτουργία των πρωτεϊνών εξαρτάται άμεσα από την τρισδιάστατη δομή τους και το 

PDBefold συμβάλλει στην καλύτερη κατανόηση αυτής της σχέσης δομής-λειτουργίας 

συγκρίνοντας τις τρισδιάστατες δομές των πρωτεϊνών με τις γνωστές τρισδιάστατες δομές της 

βάσης δεδομένων PDB. Συγκεκριμένα, το PDBefold χρησιμοποιεί μαθηματικούς και 

υπολογιστικούς αλγορίθμους για την ανάλυση και τη σύγκριση των τρισδιάστατων δομών των 

πρωτεϊνών. 

Με βάση το εργαλείο PDBefold πραγματοποιήθηκε δομική σύγκριση όλων των πιθανών 

ζευγών των παραγόμενων μοντέλων και κατασκευάστηκε ένας πίνακας αποστάσεων (distance 

matrix) της μετρικής RMSD (Root Mean Square Deviation) (Εικόνα 16). Η μετρική RMSD 

είναι κρίσιμη για τη δομική σύγκριση πρωτεϊνικών δομών. Μετρά ποσοτικά τη μέση απόσταση 

μεταξύ των αντίστοιχων ατόμων (συνήθως της ραχοκοκαλιάς) δύο δομών πρωτεΐνης μετά τη 

βέλτιστη υπέρθεση. Παρέχει μια ενιαία αριθμητική τιμή που συνοψίζει πόσο όμοιες ή 

διαφορετικές είναι οι δύο πρωτεϊνικές δομές. Μια χαμηλή τιμή RMSD υποδηλώνει υψηλότερο 

βαθμό ομοιότητας, ενώ μια υψηλότερη τιμή RMSD υποδηλώνει μεγαλύτερη δομική απόκλιση. 

 

 

Εικόνα 16. Τμήμα του πίνακα αποστάσεων της μετρικής RMSD που παράχθηκε με το εργαλείο 

PDBefold κατά την ανάλυση των δεδομένων. 

 

5.15.5 Ιεραρχική ταξινόμηση των δομών των ανοσοσφαιρινών 

Η ιεραρχική συγκεντρωτική μέθοδος ταξινόμησης (hierarchical agglomerative clustering) είναι 

μια προσέγγιση ταξινόμησης από κάτω προς τα πάνω, που δημιουργεί σταδιακά μεγαλύτερες 

συστάδες δεδομένων, με ιεραρχικό τρόπο. Στην αρχή, κάθε σημείο δεδομένων θεωρείται ως 

μια ξεχωριστή συστάδα. Σε κάθε επανάληψη, οι δύο συστάδες που είναι πιο κοντά η μία με την 
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άλλη συγχωνεύονται σε μια ενιαία συστάδα. Η διαδικασία συνεχίζεται έως ότου όλες οι 

συστάδες συγχωνευθούν σε μια ενιαία συστάδα, το οποίο περιέχει όλα τα σημεία των 

δεδομένων. Η απόσταση μεταξύ δύο συστάδων ορίζεται ως η μέση τιμή των αποστάσεων ανά 

ζεύγη μεταξύ κάθε ζεύγους σημείων στις δύο συστάδες. Η ιεραρχική ταξινόμηση έχει ως 

αποτέλεσμα μια δενδροειδή αναπαράσταση των δεδομένων. Η κοπή του δέντρου σε ένα 

καθορισμένο ύψος έχει ως αποτέλεσμα τη ομαδοποίηση των δεδομένων σε διαφορετικές 

συστάδες. Το ύψος της κοπής προσδιορίζεται από τον καθορισμό του αριθμού των επιθυμητών 

συστάδων. 
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Κεφάλαιο 6 : Αποτελέσματα 

 

Α. Παρουσίαση των βασικών ανοσογενετικών χαρακτηριστικών της ομάδας μελέτης 

Στην παρούσα εργασία, μελετήθηκαν τα ανοσογενετικά χαρακτηριστικά της ομάδας μελέτης 

ασθενών με χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία (ΧΛΛ). Η ομάδα μελέτης περιλάμβανε 

συνολικά 176 ασθενείς. Για 10 από αυτούς, η πλήρης επεξεργασία των δειγμάτων 

πραγματοποιήθηκε στο πλαίσιο της παρούσας μελέτης. Ακολούθησε η ανάλυση των 

ανοσογενετικών δεδομένων για το σύνολο των ασθενών της ομάδας μελέτης. 

Στη συνέχεια αναφέρονται τα βασικά ανοσογενετικά χαρακτηριστικά των αναδιατάξεων της 

βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών (immunoglobulin heavy chain, IGH) στο σύνολο των 

ασθενών της ομάδας μελέτης.  

 

1. Υποομάδα γονιδίων ΙGHV 

 

Υποομάδα IGHV Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

IGHV1 40 22,7 

IGHV2 2 1,1 

IGHV3 85 48,3 

IGHV4 40 22,7 

IGHV5 5 2,8 

IGHV6 4 2,3 

IGHV7 0 0,0 

Σύνολο 176 100 

 

Πίνακας 6.1. Συχνότητα των υποομάδων γονιδίων IGHV στους 176 ασθενείς της ομάδας 

μελέτης. 

 

Η ανάλυση της κατανομής των υποομάδων γονιδίων IGHV (Πίνακας 6.1) έδειξε ότι η 

υποομάδα IGHV3 είναι ήταν η πλέον συχνή, αντιπροσωπεύοντας το 48,3% του συνόλου. 

Ακολούθησαν οι υποομάδες IGHV1 και IGHV4, οι οποίες εμφάνισαν ίση συχνότητα, με 

ποσοστό 22,7% η καθεμία. Τέλος, οι υποομάδες IGHV2, IGHV5 και IGHV6 παρουσίασαν 

χαμηλή συχνότητα, κυμαινόμενη από 1,1% έως 2,8%, ενώ η υποομάδα IGHV7 δεν 

εμφανίστηκε σε καμία περίπτωση. Συνολικά, οι τρεις κύριες υποομάδες IGHV3, IGHV1 και 
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IGHV4 αντιστοιχούσαν στο 93,7% του συνόλου των περιπτώσεων. Αυτή η κατανομή 

υποδεικνύει μια σαφή επικράτηση συγκεκριμένων αυτών των υποομάδων, πιθανώς 

αντανακλώντας τη βιολογική σημασία τους καθώς και τον αριθμό γονιδίων που ανήκουν στην 

κάθε υποομάδα. 

 

2. Γονίδια ΙGHV 

 

Γονίδιο IGHV Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

IGHV1-18 1 0,6 

IGHV1-2 8 4,5 

IGHV1-3 3 1,7 

IGHV1-46 3 1,7 

IGHV1-58 1 0,6 

IGHV1-69 7 4,0 

IGHV1-69D 14 8,0 

IGHV1-8 3 1,7 

IGHV2-26 1 0,6 

IGHV2-5 1 0,6 

IGHV3-11 2 1,1 

IGHV3-15 5 2,8 

IGHV3-20 1 0,6 

IGHV3-21 2 1,1 

IGHV3-23 4 2,3 

IGHV3-23D 9 5,1 

IGHV3-30 4 2,3 

IGHV3-30-3 5 2,8 

IGHV3-30-5 11 6,3 

IGHV3-33 5 2,8 

IGHV3-48 7 4,0 

IGHV3-49 2 1,1 

IGHV3-53 3 1,7 

IGHV3-64 1 0,6 

IGHV3-66 1 0,6 
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IGHV3-7 16 9,1 

IGHV3-72 4 2,3 

IGHV3-73 2 1,1 

IGHV3-74 3 1,7 

IGHV3-9 2 1,1 

IGHV4-30 5 2,8 

IGHV4-31 1 0,6 

IGHV4-34 14 8,0 

IGHV4-39 5 2,8 

IGHV4-4 3 1,7 

IGHV4-59 5 2,8 

IGHV4-61 3 1,7 

IGHV5-10-1 1 0,6 

IGHV5-51 4 2,3 

IGHV6-1 4 2,3 

Σύνολο 176 100 

 

Πίνακας 6.2. Πρότυπα κατανομής της έκφρασης των γονιδίων IGHV στους 176 ασθενείς της 

ομάδας μελέτης. 

 

Ο Πίνακας 6.2 παρουσιάζει την κατανομή των γονιδίων IGHV στις περιπτώσεις της ομάδας 

μελέτης. Συνολικά, αναγνωρίστηκαν 40 διαφορετικά γονίδια IGHV, με σημαντικές διαφορές 

ως προς τη συχνότητα εμφάνισης του κάθε γονιδίου. Οχτώ γονίδια εμφάνισαν υψηλή 

συχνότητα (≥4%), τα οποία στο σύνολό τους αντιπροσώπευαν το 49% του συνόλου των 

περιπτώσεων. 

Το γονίδιο με τη μεγαλύτερη συχνότητα ήταν το IGHV3-7 (ποσοστό 9,1%), ακολουθούμενο 

από τα IGHV1-69D και IGHV4-34, το καθένα από τα οποία εμφάνισε συχνότητα 8,0%. Άλλα 

γονίδια με υψηλή συχνότητα ήταν τα IGHV3-30-5 και IGHV3-23D με συχνότητες με 6,3% και 

5,1%, αντίστοιχα. Τα υπόλοιπα συχνά γονίδια ήταν τα IGHV1-2 (4,5%), IGHV1-69 (4,0%), 

και IGHV3-48 (4,0%). Επιπλέον, μια μεγάλη σειρά 15 γονιδίων εμφάνισαν χαμηλότερα 

ποσοστά που κυμαίνονταν μεταξύ 0,6% και 2,8%, όπως τα IGHV3-30, IGHV3-15, και IGHV4-

30. Τέλος, τα γονίδια με τη χαμηλότερη συχνότητα (0,6%) ήταν τα IGHV1-18, IGHV1-58, 

IGHV2-26, IGHV2-5, IGHV3-20, IGHV3-64, IGHV3-66, IGHV4-31 και IGHV5-10-1. 
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3. Υποομάδα γονιδίων ΙGHD 

 

Υποομάδα IGHD Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

IGHD1 6 3,4 

IGHD2 34 19,4 

IGHD3 72 53,3 

IGHD4 9 5,1 

IGHD5 21 12,0 

IGHD6 31 17,7 

IGHD7 2 1,1 

Σύνολο 175 100 

 

Πίνακας 6.3. Συχνότητα των υποομάδων γονιδίων IGHD σε 175 ασθενείς της ομάδας μελέτης. 

Σε μια περίπτωση δεν εντοπίστηκε γονίδιο IGHD στον αντίστοιχο ανασυνδυασμό της βαριάς 

αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης. 

 

Ο Πίνακας 6.3 παρουσιάζει την κατανομή των υποομάδων IGHD στις 175 περιπτώσεις της 

ομάδας μελέτης – όπως αναφέρθηκε, το εργαλείο ανάλυσης IMGT/V-QUEST δεν εντόπισε 

κάποιο γονίδιο IGHD σε μια περίπτωση. Με βάση τα ευρήματά μας, η υποομάδα IGHD3 ήταν 

η πιο επικρατής, αντιπροσωπεύοντας το 53,3% του συνόλου. Ακολούθησαν οι υποομάδες 

IGHD2 και IGHD6 με συχνότητες 19,4% και 17,7%, αντίστοιχα. Η υποομάδα IGHD5 

εμφάνισε ποσοστό 12%, ενώ οι υποομάδες IGHD4 και IGHD1 έχουν μικρότερη συχνότητα 

με ποσοστά 5,1% και 3,4%, αντίστοιχα. Τέλος, η υποομάδα IGHD7 εμφανίστηκε πιο σπάνια 

από όλες τις άλλες υποομάδες, με ποσοστό μόλις 1,1%. Συνολικά, η κατανομή έδειξε ότι 

περισσότερες από τις μισές περιπτώσεις εξέφραζαν γονίδια της υποομάδας IGHD3, ενώ οι 

υπόλοιπες υποομάδες συνέβαλαν με μικρότερα ποσοστά.  
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4. Γονίδια ΙGHD 

 

Γονίδιο IGHD Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

IGHD1-1 1 0,6 

IGHD1-14 2 1,1 

IGHD1-26 3 1,7 

IGHD2-15 7 4,0 

IGHD2-2 17 9,7 

IGHD2-21 7 4,0 

IGHD2-8 3 1,7 

IGHD3-10 19 10,9 

IGHD3-16 15 8,6 

IGHD3-22 11 6,3 

IGHD3-3 27 15,4 

IGHD4-11 1 0,6 

IGHD4-17 4 2,3 

IGHD4-23 4 2,3 

IGHD5-12 4 2,3 

IGHD5-18 7 4,0 

IGHD5-24 10 5,7 

IGHD6-13 11 6,3 

IGHD6-19 16 9,1 

IGHD6-6 4 2,3 

IGHD7-27 2 1,1 

Σύνολο 175 100 

 

Πίνακας 6.4. Πρότυπα κατανομής της έκφρασης των γονιδίων IGHD στους 175 ασθενείς της 

ομάδας μελέτης. 

 

Ο Πίνακας 6.4 παρουσιάζει την κατανομή των γονιδίων IGHD στις περιπτώσεις της ομάδας 

μελέτης. Συνολικά, αναγνωρίστηκαν 21 διαφορετικά γονίδια IGHD, με σημαντικές διαφορές 

ως τα πρότυπα έκφρασης του κάθε γονιδίου. Ένδεκα γονίδια εμφάνισαν υψηλή συχνότητα 

(≥4%), τα οποία στο σύνολό τους αντιπροσώπευαν το 84% του συνόλου των περιπτώσεων. 
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Σε επίπεδο μεμονωμένου γονιδίου, το γονίδιο IGHD3-3 ήταν το πιο συχνό, αντιπροσωπεύοντας 

το 15,4% του συνόλου. Ακολούθησαν τα γονίδια IGHD3-10, IGHD2-2 και IGHD6-19 με 

συχνότητες 10,9%, 9,7% με 9,1%, αντίστοιχα. Τα γονίδια IGHD3-16, IGHD3-22 και IGHD6-

13 εμφάνισαν επίσης σημαντικές συχνότητες (8,6%, 6,3% και 6,3%, αντίστοιχα). Μέτρια 

συχνότητα εμφάνισαν το γονίδιο IGHD5-24 (5,7%) καθώς και τα γονίδια IGHD5-18, IGHD2-

15, και IGHD2-21 (4,0% το καθένα). Λιγότερο συχνά εμφανίστηκαν τα γονίδια IGHD4-17, 

IGHD4-23, IGHD5-12, και IGHD6-6 (2,3% το καθένα), ενώ πιο σπάνια ήταν τα γονίδια 

IGHD1-14 και IGHD7-27 με συχνότητα μόλις 1,1%. Τέλος, τα IGHD1-1 και IGHD4-11 

παρουσίασαν τη χαμηλότερη συχνότητα, με 0,6% το καθένα. Η κατανομή υποδεικνύει ότι λίγα 

γονίδια εμφάνισαν υψηλή επικράτηση, ενώ η πλειοψηφία των γονιδίων εμφάνισε μικρότερα 

ποσοστά συχνότητας. 

 

5. Γονίδια ΙGHJ 

 

Γονίδιο IGHJ  Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

IGHJ1 4 2,3 

IGHJ2 7 4,0 

IGHJ3 20 11,4 

IGHJ4 76 43,2 

IGHJ5 17 9,7 

IGHJ6 52 29,5 

Σύνολο 176 100 

 

Πίνακας 6.5. Πρότυπα κατανομής της έκφρασης των γονιδίων IGHJ στους 176 ασθενείς της 

ομάδας μελέτης. 

 

Ο Πίνακας 6.5 παρουσιάζει την κατανομή των γονιδίων IGHJ στις 176 περιπτώσεις της ομάδας 

μελέτης. Το γονίδιο IGHJ4 ήταν το πιο συχνό, αντιπροσωπεύοντας το 43,2% του συνόλου. 

Ακολούθησε το  γονίδιο IGHJ6 με 29,5%, καταδεικνύοντας τη σημαντική συμμετοχή αυτών 

των δύο γονιδίων στη συνολική κατανομή. Τα γονίδια IGHJ3 και IGHJ5 εμφάνισαν μέτρια 

συχνότητα, με ποσοστά 11,4% και 9,7%, αντίστοιχα. Τέλος, τα γονίδια IGHJ2 (4,0%) και 

IGHJ1 (2,3%) ήταν εξαιρετικά σπάνια. Συνολικά, η πλειονότητα των περιπτώσεων εξέφραζαν 

τα γονίδια IGHJ4 και IGHJ6, τα οποία κάλυπταν συνολικά πάνω από το 70% των περιπτώσεων, 

αναδεικνύοντας την ύπαρξη μιας ανισομερούς κατανομής των γονιδίων IGHJ. 
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6. Κατάσταση ΣΥΜ 

 

Κατάσταση ΣΥΜ Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

Μεταλλαγμένη (<98%) 108 61,4 

Αμετάλλακτη (≥98%,<100%) 17 9,7 

Πλήρως αμετάλλακτη (100%) 51 29,0 

Σύνολο 176 100 

 

Πίνακας 6.6. Πρότυπα κατανομής των αναδιατάξεων των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας της 

ανοσοσφαιρίνης με βάση το μεταλλακτικό φορτίο της ΣΥΜ στους 176 ασθενείς της ομάδας 

μελέτης. 

 

Ο Πίνακας 6.6 παρουσιάζει την κατανομή των αναδιατάξεων των ασθενών της ομάδας 

μελέτης με βάση της κατάσταση της ΣΥΜ. Η πλειοψηφία των περιπτώσεων εξέφραζε 

ανασυνδυασμένες ανοσοσφαιρίνες με σημαντικό φορτίο μεταλλάξεων (ομοιότητα με το μη 

αναδιαταγμένο γονίδιο IGHV <98%), αντιπροσωπεύοντας το 61,4% του συνόλου. 

Ακολούθησαν οι περιπτώσεις με πλήρως αμετάλλακτες αλληλουχίες ανοσοσφαιρίνης (100% 

ομοιότητα με το μη αναδιαταγμένο γονίδιο IGHV) με συχνότητα 29%. Τέλος, οι περιπτώσεις 

με αμετάλλακτες αλληλουχίες, οι οποίες στην πραγματικότητα χαρακτηρίζονται από μικρό 

φορτίο ΣΥΜ (ομοιότητα με το μη αναδιαταγμένο γονίδιο IGHV ≥98% και <100%) εμφάνισαν 

τη χαμηλότερη συχνότητα, με ποσοστό 9,7%. 

 

7. Μήκος περιοχής CDR3 

 

Μήκος CDR3 Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

7 aa 1 0,6 

8 aa 1 0,6 

9 aa 5 2,8 

10 aa 7 4,0 

11 aa 9 5,1 

12 aa 18 10,2 

13 aa 16 9,1 

14 aa 15 8,5 
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15 aa 10 5,7 

16 aa 11 6,3 

17 aa 11 6,3 

18 aa 6 3,4 

19 aa 11 6,3 

20 aa 13 7,4 

21 aa 8 4,5 

22 aa 10 5,7 

23 aa 5 2,8 

24 aa 6 3,4 

25 aa 5 2,8 

26 aa 4 2,3 

27 aa 1 0,6 

28 aa 1 0,6 

29 aa 1 0,6 

30 aa 1 0,6 

Σύνολο 176 100 

aa: amino acids, αμινοξέα 

 

Πίνακας 6.7. Πρότυπα κατανομής των αναδιατάξεων των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας της 

ανοσοσφαιρίνης με βάση το μήκος της περιοχής CDR3 στους 176 ασθενείς της ομάδας 

μελέτης. 

 

Ο Πίνακας 6.7 παρουσιάζει την κατανομή των αναδιατάξεων των γονιδίων της βαριάς 

αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης με βάση το μήκος της περιοχής CDR3 στις περιπτώσεις της 

ομάδας μελέτης. Συνολικά, αναγνωρίστηκαν 24 διαφορετικά μήκη για την περιοχή CDR3, με 

σημαντικές διαφορές ως προς τη συχνότητά τους. Δέκα διακριτά μήκη της περιοχής CDR3 

εμφάνισαν υψηλή συχνότητα (≥5%), αντιπροσωπεύοντας το 70,6% του συνόλου των 

περιπτώσεων. 

Το συχνότερο μήκος για την περιοχή CDR3 ήταν τα 12 αμινοξέα (aa), το οποίο αντιπροσώπευε 

το 10,2% των περιπτώσεων, ακολουθούμενο από τα μήκη 13 aa με 9,1% και 14 aa με 8,5%, 

αντίστοιχα. Τα μήκη 20 aa (7,4%), 16 aa, 17 aa, και 19 aa (6,3% το καθένα) εμφάνισαν επίσης 

σημαντική συχνότητα. Μικρότερη συχνότητα παρατηρήθηκε για τα μήκη 15 aa και 22 aa, τα 

οποία εμφανίστηκαν το καθένα με συχνότητα 5,7%, και το μήκος 11 aa (5,1%).  
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Μικρότερα ποσοστά παρατηρήθηκαν για τα μήκη 18 aa και 24 aa (3,4% το καθένα), καθώς και 

για τα μήκη 9 aa, 23 aa, και 25 aa, τα οποία εμφανίστηκαν με ποσοστό 2,8% το καθένα. Τέλος, 

τα μήκη 7 aa, 8 aa, 27 aa, 28 aa, 29 aa, και 30 aa εμφάνισαν τη χαμηλότερη συχνότητα, με μόλις 

0,6% το καθένα. Συνολικά, η πλειονότητα των περιπτώσεων εμφάνισε μήκος περιοχής CDR3 

είτε μεταξύ 11-17 aa (συνολικό ποσοστό 51,2%) είτε μεταξύ 19-22 aa (συνολικό ποσοστό 

23.9%), υποδεικνύοντας μια τάση για την επιλογή αναδιατάξεων ανοσοσφαιρινών με μέτριο 

μήκος περιοχής CDR3. 

 

8. Στερεότυπα υποσύνολα 

 

Στερεότυπο υποσύνολο Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

#1 7 30,4 

#3 2 8,8 

#4 4 17,4 

#5 1 4,3 

#6 3 13,1 

#14 1 4,3 

#59 3 13,1 

#77 1 4,3 

#7Η 1 4,3 

Σύνολο 23 100 

 

Πίνακας 6.8. Πρότυπα κατανομής των αναδιατάξεων που ταξινομήθηκαν στα κύρια 

στερεότυπα υποσύνολα στους 176 ασθενείς της ομάδας μελέτης. 

 

Ο Πίνακας 6.8 παρουσιάζει την κατανομή των αναδιατάξεων του συνόλου των περιπτώσεων 

της ομάδας μελέτης στα κύρια στερεότυπα υποσύνολα. Συνολικά,  σε στερεοτύπα υποσύνολα 

ταξινομήθηκαν 23 περιπτώσεις, που αντιστοιχούν στο 13,1% του συνόλου της ομάδας μελέτης. 

Στο επίπεδο του μεμονωμένου υποσυνόλου, το στερεότυπο υποσύνολο #1 ήταν το πιο συχνό, 

με 7 περιπτώσεις (30.4%), ενώ τα υποσύνολα #4, #6 και #59 ακολούθησαν με 4 (17,4%), 3 

(13,1%) και 3 (13,1%) περιπτώσεις, αντίστοιχα. Το υποσύνολο #4 περιλάμβανε 2 περιπτώσεις 

(8,8%), ενώ τα υποσύνολα #5, #14, #77, και #7Η κατέγραψαν μόλις 1 περίπτωση το καθένα 

(4,3% για το κάθε υποσύνολο). Η κατανομή υποδεικνύει ότι κάποια στερεότυπα υποσύνολα 



69 

 

(όπως το κύριο υποσύνολο #1) ήταν πολύ συχνά στην ομάδα μελέτης της παρούσας εργασίας, 

ενώ τα υπόλοιπα εμφανίστηκαν σπανιότερα. 

 

Β. Παρουσίαση των αποτελεσμάτων της ιεραρχικής ταξινόμησης 

Η ταξινόμηση των τρισδιάστατων μοντέλων των ανοσοσφαιρινών με βάση το βαθμό 

ομοιότητας της δομής τους οδήγησε στη δημιουργία 13 συστάδων (clusters), οι οποίες 

συνολικά συμπεριέλαβαν 175/176 μοντέλα. Πιο συγκεκριμένα, το μέγεθος του κάθε cluster 

δίνεται στον Πίνακα 6.9, ενώ τα αποτελέσματα της ταξινόμησης δίνονται στην Εικόνα 17. 

 

Συστάδα (cluster) Αριθμός περιπτώσεων % περιπτώσεων 

1 8 4,6 

2 8 4,6 

3 7 4 

4 3 1,7 

5 2 1,1 

6 8 4,6 

7 44 25,1 

8 3 1,7 

9 34 19,4 

10 52 29,7 

11 1 0,6 

12 4 2,3 

13 1 0,6 

Σύνολο 175 100 

 

Πίνακας 6.9. Πρότυπα κατανομής των τρισδιάστατων μοντέλων των αναδιατάξεων της 

ομάδας μελέτης σε clusters με βάση τη συγκριτική ανάλυση των δομών τους. 
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Εικόνα 17. Αποτελέσματα της ιεραρχικής ταξινόμησης των τρισδιάστατων μοντέλων των 

αναδιατάξεων της ομάδας μελέτης σε 13 συστάδες (clusters) με βάση τη συγκριτική ανάλυση 

των δομών τους. 
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Στη συνέχεια, ακολούθησε συγκριτική ανάλυση των ανοσογενετικών χαρακτηριστικών μεταξύ 

των περιπτώσεων που ταξινομήθηκαν σε διακριτά clusters, με σκοπό την αναγνώριση των 

χαρακτηριστικών που παίζουν πιο κρίσιμο ρόλο στη δομή των αντίστοιχων ΒκΥ IG. Η 

συγκεκριμένη ανάλυση επικεντρώθηκε στα clusters 7, 9 και 10, λόγω του μεγάλου αριθμού 

περιπτώσεων που περιλάμβαναν. 

Το Cluster 7, το οποίο περιλάμβανε 44 περιπτώσεις, εμφάνισε μια σαφή επικράτηση 

περιπτώσεων της υποομάδας γονιδίων IGHV4 (26/44 περιπτώσεις, 57,5%). Αντίθετα, το 

Cluster 9, με 34 περιπτώσεις, εμφάνισε σχεδόν απόλυτη κυριαρχία της υποομάδας γονιδίων 

IGHV1 (30/34 περιπτώσεις, 88,2%). Τέλος, το Cluster 10, το οποίο ήταν το μεγαλύτερο με 52 

περιπτώσεις, εμφάνισε σχεδόν απόλυτη κυριαρχία της υποομάδας IGHV3 (50/52 περιπτώσεις, 

96,2%), καθιστώντας το ιδιαίτερα ομοιογενές. Η στατιστική αξιολόγηση των συγκεκριμένων 

διαφορών με τη μέθοδο χ2 ανέδειξε τη μεγάλη σημασία τους (p<0.00001). 

Εξετάζοντας στη συνέχεια την κατανομή των γονιδίων IGHV μεταξύ των 3 μεγάλων clusters, 

το γονίδιο IGHV4-34 κυριάρχησε στο ρεπερτόριο του Cluster 7 (13/44 περιπτώσεις, 29,5%) 

ενώ σχεδόν απουσίαζε από τα clusters 9 (0/34 περιπτώσεις, 0%) και 10 (1/52 περιπτώσεις, 

1,9%). Η συγκεκριμένη διαφορά στη κατανομή του γονιδίου IGHV4-34 ήταν στατιστικά 

σημαντική (p=0.000026). Αντίστοιχα, το γονίδιο IGHV1-69 αφορούσε στην πλειοψηφία των 

περιπτώσεων του cluster 9 (19/34 περιπτώσεις, 55,9%) αλλά απουσίαζε από τα clusters 7 (1/44 

περιπτώσεις, 2,3%) και 10 (0/52 περιπτώσεις, 0%). Η συγκεκριμένη διαφορά στη κατανομή 

του γονιδίου IGHV1-69 ήταν στατιστικά σημαντική (p<0.00001). Τέλος, το cluster 10 

εμφάνισε ως επικρατή τα γονίδια IGHV3-30 (15/52 περιπτώσεις, 28,9%), IGHV3-23 (8/52 

περιπτώσεις, 12,5%) και IGHV3-7 (6/52 περιπτώσεις, 11,5%). Τα γονίδια αυτά ήταν απόντα 

από τα clusters 7 (0, 1 και 1 περίπτωση ανά γονίδιο, αντίστοιχα) και 9 (0, 0 και 1 περίπτωση 

ανά γονίδιο, αντίστοιχα). Η διαφορά στη συνολική κατανομή των γονιδίων IGHV3-30, 

IGHV3-23 και IGHV3-7 ήταν στατιστικά σημαντική (p<0.00001). 

Το Cluster 7 εμφάνισε μια σαφή επικράτηση περιπτώσεων της υποομάδας γονιδίων IGHD3 

(15/44 περιπτώσεις, 34,1%), ακολουθούμενη από την υποομάδα IGHD2 (11/44 περιπτώσεις, 

25%). Το Cluster 9 εμφάνισε σχετικά όμοιο πρότυπο, με κυριαρχία της υποομάδας γονιδίων 

IGHD3 (18/34 περιπτώσεις, 52,9%), ακολουθούμενη από την υποομάδα IGHD6 (7/44 

περιπτώσεις, 20,6%). Τέλος, στο Cluster 10 η IGHD3 αποτέλεσε τη συχνότερη υποομάδα 

(26/52 περιπτώσεις, 50,0%), ενώ ακολούθησε η υποομάδα IGHD6 (9/52 περιπτώσεις, 17,3%). 

Συνολικά, οι διαφορές στην κατανομή των υποομάδων γονιδίων IGHD3, IGHD2 και IGHD6 

δεν ήταν στατιστικά σημαντικές (p=0.174272, p=0.209261 και p=0.544623, αντίστοιχα). Λόγω 
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της απουσίας σημαντικών διαφορών στην κατανομή των υποομάδων IGHD δεν 

πραγματοποιήθηκε έλεγχος της κατανομής των επιμέρους γονιδίων IGHD.  

Αναφορικά με τα γονίδια IGHJ, τα clusters 7, 9 και 10 παρουσιάζουν αυξημένες συχνότητες 

για τα γονίδια IGHJ4 και IGHJ6. Στο Cluster 7, το γονίδιο IGHJ4 ήταν κυρίαρχο (22/44 

περιπτώσεις, 50,0%), ακολουθούμενο από το IGHJ6 (11/44 περιπτώσεις, 25,0%). Παρόμοια 

κατανομή παρατηρήθηκε στο Cluster 9, όπου το IGHJ4 κυριαρχούσε με ποσοστό 47,1% (16/34 

περιπτώσεις) ακολουθούμενο από το IGHJ6 (10/34 περιπτώσεις, 29,4%). Το ίδιο πρότυπο 

παρατηρήθηκε και στο Cluster 10, με την κυριαρχία των γονιδίων IGHJ4 (21/52 περιπτώσεις, 

40,4%) και IGHJ6 (15/52 περιπτώσεις, 28,8%). Συνολικά, οι διαφορές στην κατανομή των 

γονιδίων IGHJ4 και IGHJ6 δεν ήταν στατιστικά σημαντικές (p=0.624674 και p=0.885124, 

αντίστοιχα).  

Η ανάλυση του φορτίου της ΣΥΜ έδειξε ότι η πλειοψηφία των περιπτώσεων ήταν 

μεταλλαγμένες στα clusters 7 (28/44 περιπτώσεις, 63,6%) και 10 (39/52 περιπτώσεις, 75%). 

Αντίθετα, στο Cluster 9 επικρατούσαν οι περιπτώσεις με πλήρως αμετάλλακτες 

ανοσοσφαιρίνες (22/34 περιπτώσεις, 62,9%). Συνολικά, οι διαφορές στην κατανομή των 

περιπτώσεων ανάλογα με την κατάσταση ΣΥΜ μεταξύ των clusters 7, 9 και 10 ήταν 

σημαντικές για τις μεταλλαγμένες και πλήρως αμετάλλακτες ανοσοσφαιρίνες (p=0.000032 και 

p=0.000025, αντίστοιχα) και μη σημαντικές για τις περιπτώσεις με αμετάλλακτες 

ανοσοσφαιρίνες (p=0.615445).  

Η κατανομή του μήκους της περιοχής CDR3 παρουσίασε σημαντικές διαφορές μεταξύ των 

clusters 7, 9 και 10. Συγκεκριμένα, στο cluster 7 επικρατούσαν τα μήκη 19 aa (6/44 

περιπτώσεις, 13,6%), 11 aa (5/44 περιπτώσεις, 11,4%) και 14 aa (5/44 περιπτώσεις, 11,4%). 

Το cluster 9 χαρακτηρίστηκε από την επικράτηση των μηκών 12 aa (7/34 περιπτώσεις, 20,6%) 

και 13 aa (6/34 περιπτώσεις, 17,6%). Στο Cluster 10, κυριαρχούσαν τα μήκη 16 aa (9/52 

περιπτώσεις, 17,3%), 14 aa (7/52 περιπτώσεις, 13,5%) και 12 aa (11,5%). Συνολικά, οι 

διαφορές στην κατανομή των μηκών της περιοχής CDR3 μεταξύ των clusters 7, 9 και 10 ήταν 

σημαντικές για τα μήκη 12 aa και 16 aa (p=0.034239 και p=0.012481, αντίστοιχα) και μη 

σημαντικές για τα μήκη 13 aa, 14 aa και 19 aa (p=0.096577, p=0.263742 και p=0.170239, 

αντίστοιχα).  

Τέλος, όσον αφορά στην κατανομή των περιπτώσεων που ανήκαν σε στερεότυπα υποσυνόλα 

μεταξύ των clusters 7, 9 και 10, μελετήθηκε συγκεκριμένα η κατανομή των περιπτώσεων του 

υποσυνόλου #1 καθώς και του συνόλου των περιπτώσεων. Συγκεκριμένα, οι περιπτώσεις του 

υποσυνόλου #1 εμφανίστηκαν κυρίως στο cluster 9 (4/34 περιπτώσεις, 11,8%) ενώ ήταν 

πρακτικά απούσες από τα clusters 7 (1/44 περιπτώσεις, 2,3%) και 10 (0/52 περιπτώσεις, 0%). 
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Για το σύνολο των περιπτώσεων που ανήκαν σε στερεότυπα υποσύνολα, παρατηρήθηκε ένα 

παρόμοιο πρότυπο καθώς αυτές ήταν πιο συχνές στο cluster 9 (13/34 περιπτώσεις, 38,2%) ενώ 

ήταν πρακτικά απούσες από τα clusters 7 (5/44 περιπτώσεις, 11,4%) και 10 (0/52 περιπτώσεις, 

0%). Συνολικά, οι διαφορές στην κατανομή των περιπτώσεων του υποσυνόλου #1 ήταν σχεδόν 

στατιστικά σημαντικές (p=0.068831). Αντίθετα, οι διαφορές στην κατανομή του συνόλου των 

περιπτώσεων που ανήκαν σε στερεότυπα υποσύνολα μεταξύ των clusters 7, 9 και 10 ήταν 

στατιστικά σημαντικές (p=0.000014). 

Συνολικά, τα μεγαλύτερα clusters 7, 9 και 10 εμφάνισαν σημαντικές διαφορές ως προς την 

κατανομή των περιπτώσεων με βάση την υποομάδα γονιδίων IGHV και τα επιμέρους γονίδια 

IGHV, καθώς και όσον αφορά στην κατάσταση ΣΥΜ, συγκεκριμένα μήκη της περιοχής CDR3 

και την ταξινόμηση σε στερεότυπα υποσύνολα. 
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Κεφάλαιο 7 : Συζήτηση/ Συμπεράσματα 

 

Δομική ταξινόμηση των κλωνοτυπικών ΒκΥ IG στη ΧΛΛ 

Η μοριακή αρχιτεκτονική του ΒκΥ στη ΧΛΛ μπορεί να χρησιμεύσει τόσο ως αποτύπωμα της 

γενεαλογίας των λευχαιμικών κυττάρων, δηλαδή να παράσχει πληροφορίες για τον πληθυσμό 

των προγονικών Β λεμφοκυττάρων, όσο και ως λειτουργικός παράγοντας της συμπεριφοράς 

τους. Η περιεκτική ανάλυση των τρισδιάστατων μοντέλων των ΒκΥ IG σε 176 ασθενείς με 

ΧΛΛ υποδεικνύει ότι η δομική ομαδοποίηση οδηγεί σε μια ταξινόμηση των ασθενών σε ομάδες 

με διακριτούς συνδυασμούς ανοσογενετικών χαρακτηριστικών. Επομένως, αυτή η προσέγγιση 

μπορεί να προσφέρει νέα γνώση σχετικά με τις πιέσεις της αντιγονικής επιλογής, την 

πιθανότητα κλωνικής εξέλιξης και την πιθανή εφαρμογή ειδικών θεραπειών με στόχο το ΒκΥ 

IG. 

 

Μελέτες σχετικά με τρισδιάστατες δομές του ΒκΥ IG στη ΧΛΛ 

Η σημασία της ανάλυσης της τρισδιάστατης δομής των κλωνοτυπικών ΒκΥ IG έχει τονιστεί 

από πρόσφατες μελέτες που χρησιμοποιούν προηγμένες τεχνικές βιοπληροφορικής για την 

ομαδοποίηση των πρωτεϊνικών δομών με βάση τις γεωμετρικές τους ιδιότητες. Σε μια σχετική 

ανάλυση και ταξινόμηση μεγάλης κλίμακας (Marcatili et al., 2013) των θέσεων πρόσδεσης 

αντιγόνου των κλωνοτυπικών ΒκΥ IG από 366 ασθενείς με ΧΛΛ αναγνωρίστηκε, όπως και 

στην παρούσα μελέτη, ένας περιορισμένος αριθμός διακριτών συστάδων, καθεμία από τις 

οποίες χαρακτηριζόταν από κοινά δομικά χαρακτηριστικά και φυσικοχημικές ιδιότητες. 

Μάλιστα, όπως και στην παρούσα μελέτη, ένας από τους παράγοντες που παρουσίασε 

σημαντική συσχέτιση ήταν η κατάσταση της ΣΥΜ αλλά και η παρουσία στερεότυπων 

υποδοχέων. Ιδιαίτερης σημασίας ήταν ότι η δομική ταξινόμηση με βάση το ΒκΥ IG  έδειξε 

ανώτερη προγνωστική αξία, τουλάχιστον για κάποιες από τις περιπτώσεις.  

Επιπλέον, μια πιο πρόσφατη μελέτη (Polychronidou et al., 2018) πρότεινε μια νέα προσέγγιση 

ομαδοποίησης με βάση το σχήμα που ενσωματώνει μεθόδους 3D αναγνώρισης αντικειμένων 

για την ταξινόμηση των δομών του ΒκΥ IG σε ασθενείς με ΧΛΛ. Αυτή η μελέτη έδειξε ότι η 

δομική ομαδοποίηση βελτιώνει την ακρίβεια σε σχέση με τις παραδοσιακές μεθόδους που 

βασίζονται αποκλειστικά στην αλληλουχία όταν συσχετίζει τα χαρακτηριστικά του ΒκΥ IG με 

κλινικά δεδομένα. Συγκεκριμένα, έδειξε ότι τα διατηρημένα δομικά μοτίβα μέσα σε 

στερεότυπα υποσύνολα θα μπορούσαν να συνδεθούν με κοινές ιδιότητες δέσμευσης αντιγόνου 

και μοτίβα εξέλιξης της νόσου. Επομένως, τα δεδομένα και αυτής της μελέτης υποδεικνύουν 
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τη σημασία συγκεκριμένων ανοσογενετικών χαρακτηριστικών της βαριάς αλυσίδας του ΒκΥ 

IG στον καθορισμό της δομής του μορίου, η οποία είναι εξαιρετικά σημαντική για την 

εξειδίκευση της αντιγονικής αναγνώρισης. 

 

Το γονίδιο IGHV και η ΣΥΜ επηρεάζουν σημαντικά τη δομή του ΒκΥ IG  

Η παρούσα μελέτη ανέδειξε τη σημασία του γονιδίου IGHV και της κατάστασης ΣΥΜ στη 

δομή του ΒκΥ IG. Το εύρημα αυτό αναδείχτηκε αρχικά από σημαντικές διαφορές στο 

ρεπερτόριο των συγκεκριμένων γονιδίων σε υποομάδες της ΧΛΛ με διαφορετική πρόγνωση: 

συγκεκριμένα παρατηρείται επικράτηση του γονιδίου IGHV1-69 στην αμετάλλακτη ΧΛΛ (Α-

ΧΛΛ) έναντι της επικράτησης των γονιδίων IGHV3-7, IGHV3-23 και IGHV3-30 στη 

μεταλλαγμένη ΧΛΛ (Μ-ΧΛΛ) (Vardi et al., 2014). Η διαφορά αυτή πιθανόν να αντανακλά 

πιθανές αποκλίσεις στη δομική βελτιστοποίηση του ΒκΥ IG στο πλαίσιο της ΧΛΛ. Οι 

κλωνοτυπικοί ΒκΥ IG στην Α-ΧΛΛ, οι οποίοι εξέφραζαν κυρίως το γονίδιο IGHV1-69, 

υιοθετούν κυρίως ανοιχτές διαμορφώσεις με εκτεταμένους βρόχους στην περιοχή CDR3, 

δημιουργώντας με αυτό τον τρόπο θύλακες προσβάσιμους από διαλύτες εμπλουτισμένους σε 

αρωματικά κατάλοιπα (Phe, Tyr, Trp). Αυτή η αρχιτεκτονική διευκολύνει χαμηλής συγγένειας, 

πολυσθενείς αλληλεπιδράσεις με λιπιδικά αυτοαντιγόνα, όπως η οξειδωμένη LDL και τα 

αποπτωτικά κυτταρικά υπολείμματα, σύμφωνα με την «έμφυτη» αντιδραστικότητα που 

παρατηρείται στην Α-ΧΛΛ (Catera et al., 2008). Ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι η 

έκφραση του γονιδίου IGHV σχετίζεται άμεσα με την αντιγονική αναγνώριση: συγκεκριμένα, 

μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι ανασυνδυασμένα αντισώματα από ασθενείς με ΧΛΛ που 

εξέφραζαν τα γονίδια IGHV1-69 ή IGHV3-21, αλλά όχι το γονίδιο IGHV4-39, αντιδρούσαν 

έναντι μίας μόνο πρωτεΐνης του ανθρώπινου κυτταρομεγαλοϊού (human cytomegalovirus, 

CMV). Η πρωτεΐνη CMV ταυτοποιήθηκε ως η μεγάλη δομική φωσφοπρωτεΐνη pUL32 

(Steininger et al., 2012). 

Αντίθετα, οι δομές του ΒκΥ IG σε περιπτώσεις Μ-ΧΛΛ εμφάνισαν πιο συμπαγείς περιοχές 

δέσμευσης του αντιγόνου, λόγω του μικρού μήκους της περιοχής CDR3. Επιπλέον, η εισαγωγή 

της ΣΥΜ μειώνει την αυτοαντιδραστικότητα εισάγοντας δομικές αλλαγές (π.χ. Ν-

γλυκοζυλίωση σε περιοχές πλαισίου) που καλύπτουν τις περιοχές που συμμετέχουν στις 

πολυδραστικές διεπαφές. Σε αυτό το πλαίσιο, ιδιαίτερα ενδιαφέρον ήταν το εύρημα ότι η 

επαναφορά των μεταλλαγμένων αλληλουχιών στις αντίστοιχες της βλαστικής σειράς 

αποκατέστησε την πολυαντιδραστικότητα και την αυτοαντιδραστικότητα in vitro (Hervé et al., 

2005). 
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Οι ΒκΥ IG της Μ-ΧΛΛ επιδεικνύουν συχνά ειδική αντιδραστικότητα έναντι 

κυτταροπλασματικών αντιγόνων (π.χ. πυρηνικά ή κυτταροπλασματικά αντιγόνα σε κύτταρα 

HEp-2) (Hervé et al., 2005), αυτοαντιγόνων (π.χ. έναντι της IIA βαριάς αλυσίδας της μη μυϊκής 

μυοσίνης, η οποία εμπλέκεται στην απόπτωση και την αυτοανοσία) (Chu et al., 2008) και 

μικροβιακών αντιγόνων (π.χ. πολυσακχαρίτες β-γλυκάνης)  (Hatzi et al., 2006). 

 

Μήκος CDR3 και Στερεοτυπία: Δομική Σύγκλιση στην Αναγνώριση Αντιγόνου 

Το μήκος της περιοχής CDR3 προέκυψε ως μια σημαντική παράμετρος που διέπει τη δομική 

ομαδοποίηση του ΒκΥ IG στην παρούσα μελέτη. Γενικά, οι ΒκΥ IG με μεγαλύτερες περιοχές 

CDR3 εμφανίζουν αυξημένη δομική ετερογένεια και δυνατότητα δέσμευσης αντιγόνου, 

χαρακτηριστικά που σχετίζονται με την πολυαντιδραστικότητα (Hatzi et al., 2006). Στο πλαίσιο 

της ΧΛΛ, οι περιπτώσεις με μεγάλες περιοχές CDR3 (>18 αμινοξέα) συναντώνται κυρίως στην 

Α-ΧΛΛ και είναι εν μέρει υπεύθυνες για την εκδήλωση πολυαντιδραστικότητας. Αντίθετα, οι 

περιπτώσεις με κοντές περιοχές CDR3 (<15 αμινοξέα) εντοπίζονται στη Μ-XΛΛ και 

περιορίζουν τη δέσμευση σε μικρότερους, καλά καθορισμένους επίτοπους, ευνοώντας τη 

διαδικασία της ωρίμανσης συγγένειας. 

Στο πλαίσιο της στερεοτυπίας του ΒκΥ IG, μια σχετική μελέτη έδειξε ότι αντισώματα από το 

υποσύνολο #6 (IGHV1-69/IGKV3-20) αναγνωρίζουν τη ΙΙΑ βαριά αλυσίδα της μη μυϊκής 

μυοσίνης (MYHIIA)  (Chu et al., 2008). Κανονικά μια ενδοκυτταρική πρωτεΐνη, όπως η 

MYHIIA, εκτίθεται στην επιφάνεια των αποπτωτικών κυττάρων, ορίζοντας ένα υποσύνολο 

γνωστό ως αποπτωτικά κύτταρα που εκτίθενται στη μυοσίνη (MEACs) (Conti et al., 2008). 

Είναι σημαντικό ότι η δέσμευση MEAC δεν ήταν αποκλειστική για το υποσύνολο #6, καθώς 

πολλαπλά μονοκλωνικά αντισώματα ΧΛΛ αναγνώρισαν αυτά τα αποπτωτικά κύτταρα. Από 

προγνωστική άποψη, η ισχυρή δέσμευση MEAC συσχετίστηκε με κακή επιβίωση των 

ασθενών, ανεξάρτητα από την κατάσταση της ΣΥΜ. Συγκεκριμένα, τα mAbs από το ίδιο 

στερεότυπο υποσύνολο εμφάνισαν παρόμοια προφίλ δέσμευσης MEAC, ενισχύοντας τη 

λειτουργική και κλινική συνάφεια της στερεοτυπίας του ΒκΥ IG στη ΧΛΛ (Agathangelidis et 

al., 2020). 

Περαιτέρω στοιχεία που συνδέουν τα μικροβιακά παθογόνα με την ανάπτυξη ΧΛΛ προέκυψαν 

από μια μοριακή μελέτη που έδειξε σημαντικά υψηλότερο επιπολασμό επίμονων λοιμώξεων 

από EBV και/ή CMV σε περιπτώσεις του υποσυνόλου #4 σε σύγκριση με άλλες περιπτώσεις 

ΧΛΛ (Kostareli et al., 2009). Επιπλέον, ένα μικρότερο υποσύνολο, το υποσύνολο #13 (IGHV4-

59/IGKV3-20), συσχετίστηκε με λοίμωξη από τον ιό της ηπατίτιδας C (HCV), με μοριακά 
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χαρακτηριστικά που μοιάζουν με μικτή κρυοσφαιριναιμία τύπου II που σχετίζεται με τον HCV 

(Kostareli et al., 2012). 

Διακεκριμένα πρότυπα αντιδραστικότητας παρατηρήθηκαν επίσης σε στερεότυπα υποσύνολα 

της ΧΛΛ με επιθετική νόσο (Gounari et al., 2015). Αντισώματα από περιπτώσεις του 

υποσυνόλου #8 εμφάνισαν σύνδεση υψηλής συγγένειας ενάντια σε ένα ευρύ φάσμα αντιγόνων, 

συμπεριλαμβανομένων μικροβιακών συστατικών, αυτοαντιγόνων και νεο-επιτόπων που 

προκύπτουν από οξειδωτικό στρες κατά την απόπτωση. Αντίθετα, τα αντισώματα του 

υποσυνόλου #1 εμφάνισαν μόνο μέτρια προς χαμηλή αντιδραστικότητα, ιδιαίτερα προς τα 

προϊόντα οξείδωσης και το dsDNA, με ελάχιστη δέσμευση στο LPS. Τέλος, τα αντισώματα 

από περιπτώσεις του υποσυνόλου #2, παρά την επιθετική κλινική τους πορεία, δεν έδειξαν 

ανιχνεύσιμη αντιγονική αντιδραστικότητα. Η ευρεία αντιγονική αναγνώριση του υποσυνόλου 

#8 μπορεί να παρέχει συνεχή διέγερση σε προγονικά ή κλωνικά κύτταρα, οδηγώντας την 

εξέλιξη της νόσου και ευνοώντας την επιλογή πιο επιθετικών λευχαιμικών κυττάρων. 

 

Σύνοψη 

Χαρτογραφώντας το δομικό τοπίο του ΒκΥ IG στη ΧΛΛ, αυτή η μελέτη παρέχει ένα πλαίσιο 

για την επανερμηνεία της ανοσογενετικής ετερογένειας της νόσου. Η συσχέτιση δομικών 

χαρακτηριστικών με μοριακά και κλινικά δεδομένα αναμένεται να βοηθήσει στην ανάπτυξη 

ενός ενοποιημένου μοντέλου παθογένεσης της ΧΛΛ, όπου η αρχιτεκτονική του ΒκΥ IG  

καθορίζει τις πιέσεις αντιγονικής επιλογής, διαμορφώνει τις εξελικτικές τροχιές και υπαγορεύει 

τις θεραπευτικές επιλογές. 
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