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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Β Χρόνια Λεμφοϋπερπλαστικά Σύνδρομα 

Τα Β Χρόνια Λεμφοϋπερπλαστικά Νοσήματα ή Β Χρόνιες Λεμφοϋπερπλασίες, 

αποτελούν μία ευρεία και ετερογενή ομάδα λεμφοειδών διαταραχών που προκύπτουν 

από την κλωνική επέκταση μορφολογικά ώριμων Β κυττάρων. Η νεοπλασματική 

εξαλλαγή πραγματοποιείται σε σχετικά προωθημένα στάδια της διαφοροποίησης της 

Β λεμφικής σειράς (Matutes et al, 1989; Montserrat 1997; Orfao et al, 2003), στο 

μυελό των οστών, την περιφέρεια στους λεμφαδένες ή σε άλλους δευτερογενείς 

λεμφικούς ιστούς  (Harris et al, 1994). Οι χρόνιες λεμφοϋπερπλασίες αντιστοιχούν 

κατά κάποιο τρόπο στα διάφορα στάδια διαφοροποίησης των Β κυττάρων γεγονός 

που είναι ιδιαίτερα βοηθητικό στην ταξινόμηση και την ονοματολογία τους. Προτού 

προχωρήσουμε στην περιγραφή των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών, περιγράφονται 

συνοπτικά τα διάφορα στάδια κατά τη διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων, η 

οποία πραγματοποιείται κυρίως στο μυελό των οστών και δευτερευόντως στην 

περιφέρεια.  

 

1.2 Διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων στο μυελό των οστών 

Τα Β λεμφοκύτταρα προέρχονται από τη διαφοροποίηση των πολυδύναμων ή 

αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (pluripotent hematopoietic stem cells, PHSCs) 

στο μυελό των οστών. Η διαφοροποίηση των PHSCs σε Β λεμφοκύτταρα εξελίσσεται 

σε διαδοχικά στάδια, που περιγράφονται από τις αναδιατάξεις των γονιδίων των 

ανοσοσφαιρινών και την έκφραση των ανοσοσφαιρινών, μορίων προσκόλλησης και 

υποδοχέων αυξητικών παραγόντων στην επιφάνεια των Β λεμφοκυττάρων (Gu et al, 

1991; Pillai et al, 2004; Longerich et al, 2006; Le Βien et al, 2008).  

Οι αναδιατάξεις των γονιδίων των ανοσοσφαιρινών εξελίσσονται ιεραρχικά. Η 

πρώτη αναδιάταξη πραγματοποιείται μεταξύ των γονιδιακών τμημάτων IGHD και 

IGHJ. Το γεγονός αυτό «δεσμεύει» τα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα να 

διαφοροποιηθούν σε Β λεμφοκύτταρα. Σε αυτή τη φάση το κύτταρο καλείται 

προγονικό Β κύτταρο (pro B cell) (Εικόνα 1). Ακολουθεί ο ανασυνδυασμός ενός 

τμήματος IGHV και του γενετικού συμπλόκου IGHD-J. Στην περίπτωση που η πρώτη 

αναδιάταξη βαριάς αλυσίδας είναι μη παραγωγική, η αναδιάταξη VHDHJH συνεχίζει 

στο άλλο χρωμόσωμα. Με την ολοκλήρωση του ανασυνδυασμού IGHV-D-J και την 

παραγωγή βαριάς αλυσίδας, το κύτταρο ονομάζεται προ-Β λεμφοκύτταρο Ι (pre B-
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cell I) και εκφράζει στην επιφάνειά του βαριά αλυσίδα ισοτύπου Μ σε συνδυασμό με 

τα προϊόντα των γονιδίων VpreB και λ5. Τα προϊόντα αυτών των γονιδίων 

αναφέρονται ως «υποκατάστατες ελαφριές» αλυσίδες (surrogate light chains, SLC) 

και είναι ομόλογα των κ και λ ελαφρών αλυσίδων. Σε αυτή τη φάση το κύτταρο 

καλείται μεγάλο προ-Β λεμφοκύτταρο ΙΙ (large pre B-cell II) και ο επιφανειακός 

υποδοχέας του, προ-Β υποδοχέας (pre-BCR). O προ-Β υποδοχέας είναι σύμπλοκο 

που περιλαμβάνει τη βαριά αλυσίδα, τις SLC και τους συνυποδοχείς (co-receptors) 

Igα και Igβ, οι οποίοι είναι απαραίτητοι για τη λειτουργία του. Το σύμπλοκο αυτό 

δίνει σήμα στο εξελισσόμενο κύτταρο να αναπτυχθεί ταχύτερα και αποτρέπει 

περαιτέρω αναδιατάξεις των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας. Τα κύτταρα που δεν 

εκφράζουν προ-BCR οδηγούνται σε απόπτωση. 

Τα κύτταρα που εκφράζουν προ-ΒCR υποδοχέα επιλέγονται θετικά, 

μετατρέπονται σε μικρά προ-Β λεμφοκύτταρα Ι, διακόπτουν τον ανασυνδυασμό των 

γονιδίων IGH (αλληλόμορφος αποκλεισμός, allelic exclusion) και αρχίζουν τον 

ανασυνδυασμό των γονιδίων που κωδικοποιούν τις ελαφρές αλυσίδες. Πρώτα 

αναδιατάσσονται οι κ ελαφρές αλυσίδες και, εάν αποτύχουν, ακολουθούν οι λ. Μία 

επιτυχής αναδιάταξη οδηγεί στην παραγωγή κ αλυσίδας και στη δημιουργία μιας 

πλήρους ΙgMκ, ενώ αναστέλλονται οι περαιτέρω γονιδιακές αναδιατάξεις. Αν η 

προσπάθεια παραγωγής μιας κ ελαφράς αλυσίδας αποτύχει, αναδιατάσσεται ο 

γενετικός τόπος της λ αλυσίδας. Εάν το κύτταρο αποκτήσει μια λειτουργική λ 

αλυσίδα, εκφράζει στην επιφάνειά του μια πλήρη ΙgMλ. 

Η έκφραση επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης ΙgM μετατρέπει το κύτταρο σε 

ανώριμο Β λεμφοκύτταρο (immature B-cell) που αλληλεπιδρά με αντιγόνα του 

περιβάλλοντος. Όσα ανώριμα Β λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν αυτοαντιγόνα στο 

μυελό των οστών εξαλείφονται ή καθίστανται ανεκτικά εναντίον αυτόλογων 

κυττάρων και ιστών. Όσα Β κύτταρα δεν αλληλεπιδρούν με κάποιο αυτοαντιγόνο 

εγκαταλείπουν τον μυελό των οστών και πραγματοποιούν εναλλακτικό μάτισμα 

(alternative splicing) των mRNA των βαριών αλυσίδων προκειμένου να εκφράσουν 

στην επιφάνειά τους ΙgM και IgD. Έπειτα μεταναστεύουν στα δευτερογενή λεμφικά 

όργανα (λεμφαδένες, σπλήνας, λεμφικός ιστός των βλεννογόνων), όπου ονομάζονται 

πλέον ώριμα παρθένα Β λεμφοκύτταρα. 

Ορισμένα δυνητικά αυτοδραστικά Β κύτταρα δεν εξαλείφονται νωρίς κατά την 

εξέλιξη της Β σειράς. Τα Β κύτταρα που εξαλείφονται στο μικροπεριβάλλον του 

μυελού των οστών αναγνωρίζουν κυρίως πολυδύναμα αντιγόνα ενώ η διαλογή για 
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την ανοχή σε διαλυτά αντιγόνα, π.χ. πρωτεΐνες του ορού ή πρωτεΐνες συγκεκριμένων 

κυτταρικών τύπων, εξασφαλίζεται στην περιφέρεια. Η αυτοανοχή των Β 

λεμφοκυττάρων επιτυγχάνεται με τους εξής μηχανισμούς: 

 

(i) Εξάλειψη των κλώνων (clonal deletion): Ανώριμα Β λεμφοκύτταρα που 

αναγνωρίζουν πολυσθενή αντιγόνα μέσω της επιφανειακής IgM εξαλείφονται 

με απόπτωση 
 

(ii) Ανέργια (Anergy): Ανώριμα Β κύτταρα στο μυελό των οστών ή ώριμα Β 

κύτταρα στην περιφέρεια τα οποία αναγνωρίζουν αυτοαντιγόνα καθίστανται 

ανενεργά και χάνουν την επιφανειακή τους IgM. Tα κύτταρα αυτά 

εξακολουθούν να εκφράζουν φυσιολογικά επίπεδα IgD και να κυκλοφορούν 

ελεύθερα στην περιφέρεια 
 

(iii) Διόρθωση υποδοχέα (receptor editing): Ανώριμα αυτοαντιδραστικά Β 

κύτταρα τα οποία είναι προορισμένα να πεθάνουν, συνεχίζουν να εκφράζουν 

RAG-1 και RAG-2 επιτρέποντας τη συνέχιση της αναδιάταξης των γονιδίων 

της ελαφράς αλυσίδας. Η αντικατάσταση της ελαφράς αλυσίδας μπορεί να 

αλλάξει τον υποδοχέα που εμφανίζει αυτοαντιδραστικότητα με έναν άλλον μη 

αυτοαντιδραστικό (Gay et al, 1993; Tiegs et al, 1993)  

 

1.3 Διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων στην περιφέρεια 

Στα δευτερογενή λεμφικά όργανα τα ώριμα παρθένα Β λεμφοκύτταρα έρχονται σε 

επαφή με αντιγόνα και υφίστανται ένα δεύτερο κύκλο διαφοροποίησης. Για το λόγο 

αυτό, έχει επικρατήσει η άποψη ότι η διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων μπορεί 

να διακριθεί σε δύο φάσεις, την ανεξάρτητη και την εξαρτώμενη από το αντιγόνο. 

Ωστόσο, η διάκριση αυτή είναι συμβατική και αφορά μόνο στα εξωγενή αντιγόνα.  

Τα ώριμα παρθένα Β λεμφοκύτταρα αφήνουν την κυκλοφορία και εισέρχονται 

στο φλοιό των λεμφικών οργάνων μέσω των φλεβιδίων με υψηλό ενδοθήλιο. Εκεί, τα 

Β κύτταρα έρχονται σε επαφή με διάφορα αντιγόνα μέσω της επιφανειακής τους 

ανοσοσφαιρίνης. Η επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη παίζει διπλό ρόλο στην 

ενεργοποίηση των Β λεμφοκυττάρων. Πρώτον, όταν προσδέσει το αντιγόνο 

μεταβιβάζει σήμα στο εσωτερικό του κυττάρου. Δεύτερον, αποδίδει το αντιγόνο σε 

ενδοκυττάριες δομές όπου αποδομείται σε μικρότερα τμήματα, τα οποία στη συνέχεια 

εκτίθενται στην επιφάνεια του Β κυττάρου ως πεπτίδια δεσμευμένα σε μόρια του 

μείζονος συστήματος ιστοσυμβατότητας (MHC) τάξης II. Το σύμπλοκο πεπτίδιο-
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MHC τάξης II αναγνωρίζεται στη συνέχεια από αντιγονο-ειδικά δραστικά CD4
+
 

βοηθητικά Τ κύτταρα (ΤΗ κύτταρα) (Parker et al, 1993).  

Μόλις τα βοηθητικά Τ κύτταρα αναγνωρίσουν το κατάλληλο σύμπλοκο 

πεπτιδίου-MHC τάξης II, συνθέτουν τόσο μεμβρανικά όσο και εκκρινόμενα 

ανοσοδραστικά μόρια. Το πιο σημαντικό ανοσοδραστικό μόριο είναι ο συνδέτης του 

CD40 (CD40 ligand, CD40L) που συνδέεται με τον CD40 στην επιφάνεια των Β 

κυττάρων. Η δέσμευση του CD40 στον CD40L έχει σαν αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση των Β λεμφοκυττάρων (Noelle et al, 1992; Klaus et al, 1997). Ο 

κυτταρικός πολλαπλασιασμός αλλά και η διαφοροποίηση των Β κυττάρων σε 

πλασματοκύτταρα προωθείται και από διάφορες κυτταροκίνες, οι οποίες εκκρίνονται 

από τα Τ λεμφοκύτταρα και δρουν τοπικά έτσι ώστε να δράσουν μόνο στα αντιγονο-

ειδικά Β λεμφοκύτταρα - στόχους. Σημαντικό ρόλο σε αυτήν την διαδικασία παίζουν 

η ιντερλευκίνη (IL)-4, η IL-5 και η IL-6. Σημειωτέον ότι μετά την επαφή με το 

αντιγόνο τα ενεργοποιημένα Β κύτταρα πολλαπλασιάζουν την έκφραση των 

επιφανειακών υποδοχέων ιντερλευκίνης (κυρίως ΙL-2). 

Μετά την αντιγονική διέγερση τα Β κύτταρα που ενεργοποιούνται στις περιοχές 

των Τ κυττάρων ακολουθούν διαφορετική πορεία. Μερικά διαφοροποιούνται σε 

πλασματοκύτταρα, που εκκρίνουν IgM παρέχοντας έτσι μία πρώιμη μορφή 

κυκλοφορούντων αντισωμάτων, ενώ άλλα μεταναστεύουν στο κέντρο των 

λεμφοζιδίων όπου δημιουργούν τα βλαστικά κέντρα (germinal centers). Τα βλαστικά 

κέντρα είναι περιοχές ταχέως πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης των Β 

λεμφοκυττάρων και σχηματίζονται περίπου μία εβδομάδα (7-10 ημέρες) μετά την 

αντιγονική διέγερση. Στο βλαστικό κέντρο, τα ώριμα Β κύτταρα διαφοροποιούνται σε 

κεντροβλάστες (centroblasts) (Εικόνα 1). Οι κεντροβλάστες είναι μεγάλα κύτταρα 

που διαιρούνται συχνά, ενώ δεν εκφράζουν επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη. Στις 

κεντροβλάστες, τα αναδιαταγμένα γονίδια της μεταβλητής περιοχής της 

ανοσοσφαιρίνης, συσσωρεύουν μεταλλάξεις με ρυθμό περίπου 10
-3

/ζεύγος 

βάσεων/κυτταρική διαίρεση, τιμή που είναι ένα εκατομμύριο φορές μεγαλύτερη από 

την κανονική συχνότητα μετάλλαξης άλλων γονιδίων του ανθρώπου. Το αποτέλεσμα 

των μεταλλάξεων είναι η δημιουργία υποδοχέων που έχουν πολύ μεγαλύτερη 

συγγένεια για το δεδομένο αντιγόνο. Ο ταχύς πολλαπλασιασμός των Β 

λεμφοκυττάρων στο βλαστικό κέντρο, αυξάνει πολύ τον αριθμό των ειδικών για το 

αντιγόνο Β λεμφοκυττάρων. Τελικά, ο πολλαπλασιασμός σταματά και η 

κεντροβλάστη μεταπίπτει σε κεντροκύτταρο.  
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Εικόνα 1. Τα στάδια διαφοροποίησης των Β λεμφοκυττάρων στο μυελό των οστών και τη 

περιφέρεια. Η διαδικασία ωρίμανσης των κυττάρων στο μυελό των οστών είναι 

αντιγονοανεξάρτητη, ενώ η ενεργοποίηση και η διαφοροποίηση των ώριμων Β κυττάρων στα 

περιφερικά λεμφικά όργανα απαιτεί αντιγόνο. 

 

Ανατομικά, στο βλαστικό κέντρο σχηματίζονται δύο περιοχές, η σκοτεινή ζώνη (dark 

zone) και η φωτεινή ζώνη (light zone). H σκοτεινή ζώνη είναι η περιοχή όπου 

αθροίζονται οι διαιρούμενες κεντροβλάστες, που υπόκεινται στη διαδικασία της 

σωματικής υπερμετάλλαξης (somatic hypermutation), ενώ η φωτεινή περιοχή, 

περιέχει τα κεντροκύτταρα που φέρουν το μεταλλαγμένο υποδοχέα (Jacob et al, 1991; 

Berek, 1992) (Εικόνα 2). Τα κεντροκύτταρα εκφράζουν μεταλλαγμένη 

ανοσοσφαιρίνη επιφανείας που μπορεί να δεσμεύει το αντιγόνο καλύτερα, λιγότερο 

καλά ή καθόλου. Στη φωτεινή ζώνη υπάρχουν επίσης τα δενδριτικά κύτταρα των 

λεμφοζιδίων (follicular dendritic cells, FDCs) και αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

(antigen presenting cells, ΑPCs) που παίζουν σημαντικό ρόλο στην επιλογή των 

κεντροκυττάρων που δεσμεύουν το αντιγόνο με υψηλή συγγένεια. Τα κεντροκύτταρα 

δέχονται συνδιεγερτικά σήματα από Τ λεμφοκύτταρα και τα FDCs. Αν η σωματική 

υπερμετάλλαξη έχει ελαττώσει τη συγγένεια της επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης για το 

αντιγόνο, τα κεντροκύτταρα θα οδηγηθούν γρήγορα σε απόπτωση, ενώ, αντίθετα, τα 

κεντροκύτταρα που εκφράζουν μεταλλαγμένη ανοσοσφαιρίνη που προσδένει 
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ικανοποιητικά το αντιγόνο ενεργοποιούν την έκφραση του αντιαποπτωτικού γονιδίου 

BCL2 και διασώζονται από την απόπτωση (Klein et al, 2008). Αμέσως μετά τη 

σωματική υπερμετάλλαξη, στη φωτεινή ζώνη του βλαστικού κέντρου συμβαίνει 

ακόμα μία διαδικασία τροποποίησης της βαριάς αλυσίδας, γνωστή ως μεταστροφή 

ισοτύπου ή μετάπτωση τάξης (isotype switch) (Εικόνα 2).  

Η μεταστροφή ισοτύπου είναι αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης του υποδοχέα 

CD40 του Β λεμφοκυττάρου με τον CD40L ενός Τ λεμφοκυττάρου παρουσία 

κυτταροκινών, όπως η ιντερφερόνη (IFN)-γ, IL4 και αυξητικός παράγοντας 

μετασχηματισμού (TGF)-β. Οι κυτταροκίνες απελευθερώνονται από τα 

ενεργοποιημένα ΤH κύτταρα, δεσμεύονται από τα πολλαπλασιαζόμενα Β κύτταρα 

(κεντροκύτταρα) και επάγουν τη μεταστροφή ισοτύπου προκαλώντας αλλαγή στον 

ανασυνδυασμό θέσεων που βρίσκονται στο 5΄ άκρο κάθε IGHC γονιδιακού τμήματος 

(Aruffo et al, 1993; Harriman et al, 1993). Οι κυτταροκίνες κατευθύνουν τη διεργασία 

επιλεκτικά, με την έννοια ότι διαφορετικές κυτταροκίνες προκαλούν μεταστροφή 

προς διαφορετικούς ισοτύπους (η IFN-γ προκαλεί μεταστροφή προς IgG3 ή IgG2a, η 

IL-4 μεταστροφή προς IgG1 ή IgΕ, ενώ ο TGF-β μεταστροφή προς IgG2β ή ΙgΑ). Τα 

Β λεμφοκύτταρα με υποδοχείς υψηλής συγγένειας που επιλέγονται από το αντιγόνο 

εγκαταλείπουν το βλαστικό κέντρο και μετατρέπονται σε πλασματοκύτταρα ή σε Β 

λεμφοκύτταρα μνήμης.  

Η διαφοροποίηση σε πλασματοκύτταρα φαίνεται ότι καθορίζεται από την 

παρουσία μορίων CD23, διαλυτών ή δεσμευμένων στα FDCs. Τα πλασματοκύτταρα 

δεν εκφράζουν επιφανειακή Ig ούτε MHC τάξης II και παράγουν αντισώματα 

ανεξάρτητα από την επίδραση του αντιγόνου ή των βοηθητικών Τ λεμφοκυττάρων. 

Έχουν πλούσιο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο και το κυτταρόπλασμά τους περιέχει 

άφθονες ανοσοσφαιρίνες που αποτελούν το 10-20% των συντιθέμενων πρωτεϊνών. 

Τα πλασματοκύτταρα είναι τελικώς διαφοροποιημένα κύτταρα που έχουν χάσει την 

ικανότητα να αλλάζουν ισότυπο και να υφίστανται σωματική υπερμετάλλαξη. Ζουν 

τέσσερις εβδομάδες στον μυελό των οστών ή στη βασική μεμβράνη των επιθηλιακών 

επιφανειών, έτσι ώστε να περιορίζεται ο χρόνος της ανοσολογικής απάντησης.  

Τα Β λεμφοκύτταρα μνήμης, αντίθετα από τα πλασματοκύτταρα, είναι κύτταρα 

σε ηρεμία, με μεγάλη διάρκεια ζωής, που δεν παράγουν αντισώματα. Ωστόσο, 

διαθέτουν υποδοχέα με υψηλή συγγένεια για το αντιγόνο και έχουν υποστεί 

μεταστροφή ισοτύπου. Τα κύτταρα αυτά, σε επόμενη επαφή με το αντιγόνο, μπορεί 

να διαφοροποιηθούν σε πλασματοκύτταρα και να εκδηλώσουν ταχύτερη και 
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εντονότερη δευτερογενή ανοσολογική απάντηση. Επιπλέον, τα Β λεμφοκύτταρα 

μνήμης δεν περιορίζονται στο σημείο της αλληλεπίδρασης με το αντιγόνο, αλλά 

κυκλοφορούν στην περιφέρεια. Η διαφοροποίηση σε Β λεμφοκύτταρα μνήμης 

επάγεται από την αλληλεπίδραση CD40L-CD40 και έχει ως αποτέλεσμα την έκφραση 

του αντιαποπτωτικού γονιδίου Bcl-xL. 

 
Εικόνα 2. Απεικόνιση της διαδικασίας διαφοροποίησης ενός ενεργοποιημένου από αντιγόνο           

Β κυττάρου σε πλασματοκύτταρα και Β κύτταρα μνήμης που λαμβάνει χώρα στο βλαστικό κέντρο.    

 

1.4 Ταξινόμηση των ώριμων Β λεμφοειδών νεοπλασμάτων 

Η διάγνωση και η ταξινόμηση των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών (ΒΧΛ) στηρίζεται 

σε κλινικά, κυτταρομορφολογικά, ιστολογικά, ανοσοφαινοτυπικά, κυτταρογενετικά 

και μοριακά χαρακτηριστικά (Swerdlow et al, 2008; Hallek et al, 2008). Σύμφωνα με 

τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (πρώτη δημοσίευση το 2001, αναθεώρηση το 

2008) τα συνηθέστερα Β χρόνια λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα διακρίνονται στις 

εξής κατηγορίες: 

– Β χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία (Β-ΧΛΛ ή ΧΛΛ) / Λέμφωμα από Μικρά 

Ώριμα Κύτταρα (ΛΜΩΚ) 

– Β Προλεμφοκυτταρική Λευχαιμία (ΒΠΛ) 

– Τριχωτή Λευχαιμία (ΤΧ) 



 

10 
 

Οι νεοπλασίες αυτές εμφανίζονται αρχικά στο περιφερικό αίμα και στο μυελό των 

οστών, αλλά συχνά εκδηλώνονται και στα δευτερογενή λεμφικά όργανα. Το ΛΜΩΚ 

αποτελεί μία ιδιαίτερη περίπτωση, καθώς εκδηλώνεται συνήθως σαν λεμφαδενικό 

λέμφωμα και όχι σαν λευχαιμία. Παρόλα αυτά, σύμφωνα με τον Παγκόσμιο 

Οργανισμό Υγείας, το ΛΜΩΚ θα πρέπει να κατηγοριοποιείται μαζί με τη ΧΛΛ λόγω 

της μεγάλης μορφολογικής και ανοσοφαινοτυπικής ομοιότητας των κλωνικών 

κυττάρων των δύο περιπτώσεων. Σήμερα, οι δύο αυτές οντότητες θεωρούνται ως 

διαφορετικές εκφάνσεις της ίδιας νόσου.  

 

– Λεμφοπλασματοκυτταρικό Λέμφωμα (ΛΠΛ) / Μακροσφαιριναιμία Waldenström 

– Εξωλεμφαδενικό ΜALT (mucosa-associated lymphoid tissue) λέμφωμα    

– Οζώδες λέμφωμα (ΟΛ) 

– Λέμφωμα Κυττάρων Μανδύα (ΛΚΜ) 

– Σπληνικό Λέμφωμα Οριακής Ζώνης (ΣΛΟΖ) 

– Λέμφωμα Βurkitt  

– Διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β κύτταρα (ΔΛΜΚ) 

– Πλασμαβλαστικό Λέμφωμα 

 

Τα λεμφώματα εκδηλώνονται αρχικά στους λεμφαδένες και/ή τον σπλήνα, αλλά 

ορισμένες φορές εμφανίζουν λευχαιμική διασπορά (ιδιαίτερα τα ΟΛ, ΛΚΜ και το 

ΛΠΛ). Τα νοσήματα που εμπίπτουν στις τρεις τελευταίες κατηγορίες παραδισιακά 

αναφέρονται ως «λεμφώματα υψηλής κακοήθειας λόγω του υψηλού μιτωτικού 

δυναμικού των νεοπλασματικών κυττάρων. Τέλος, υπό την ευρεία έννοια, στα 

λεμφώματα από ώριμα κύτταρα μπορούν να υπαχθούν και οι πλασματοκυτταρικές 

δυσκρασίες (πολλαπλούν μυέλωμα, πλασματοκυτταρική λευχαιμία, νόσοι βαρέων 

αλύσεων, κ.ά) 

 

1.5 Σχέση μεταξύ των Β χρόνιων Λεμφοϋπερπλασιών και των 

σταδίων διαφοροποίησης των Β κυττάρων 

Τα χαρακτηριστικά των κλωνικών Β κύτταρων διαφέρουν ανάλογα με το είδος της Β 

χρόνιας λεμφοϋπερπλασίας που μελετάται κάθε φορά. Τα χαρακτηριστικά των 

νεοπλασματικών Β κυττάρων, αντανακλούν συνήθως ένα συγκεκριμένο στάδιο στην 

οντογένεση των Β κυττάρων, στο οποίο σταμάτησε η διαφοροποίηση τη στιγμή της 
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κλωνικής εξαλλαγής και επέκτασης (Ηallek et al, 2008). Αρκετές ανοσοφαινοτυπικές 

μελέτες έχουν αναγνωρίσει κοινά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά μεταξύ των 

νεοπλασματικών και των φυσιολογικών Β κυττάρων, με σκοπό να εντοπίσουν το 

ακριβές στάδιο διαφοροποίησης στη σειρά των Β κυττάρων από το οποίο 

προέρχονται τα εξαλλαγμένα κύτταρα (Jennings et al, 1997). Με βάση τα 

αποτελέσματα αυτά οι διάφορες Β χρόνιες λεμφοϋπερπλασίες (ΒΧΛ) μπορούν να 

διακριθούν σε μία από τις ακόλουθες κατηγορίες:  

 ΒΧΛ που προέρχονται από Β κύτταρα που δεν έχουν εισέλθει στο βλαστικό 

κέντρο και επομένως δεν φέρουν σωματικές υπερμεταλλάξεις στα IGHV γονίδια. 

Στην κατηγορία αυτή εμπίπτουν ορισμένες ΧΛΛ, το ΛΚΜ και το ΣΛΟΖ 

 

 ΒΧΛ που προέρχονται από Β κύτταρα που έχουν εισέλθει στο βλαστικό κέντρο 

και φέρουν υπερμεταλλαγμένα ΙGHV γονίδια. Οι πιο χαρακτηριστικές 

νεοπλασίες τέτοιας μορφής είναι το ΟΛ, το ΔΛΜΚ και το Λέμφωμα Burkitt 

 

 ΒΧΛ που προέρχονται από Β κύτταρα που έχουν εξέλθει από το βλαστικό 

κέντρο, όπως το ΛΠΛ και το πολλαπλούν μυέλωμα (ΠΜ) 

 

 ΒΧΛ που προέρχονται από Β κύτταρα μνήμης. Στην κατηγορία αυτή εμπίπτουν 

ορισμένες ΧΛΛ/ΛΜΩΚ, η ΤΧ και η ΒΠΛ. 

 
Από τα παραπάνω φαίνεται ότι για τις περισσότερες χρόνιες λεμφοϋπερπλασίες 

μπορεί να προσδιοριστεί με σχετική ακρίβεια το στάδιο της διαφοροποίησης των Β 

κυττάρων από το οποίο προέρχεται ο κλώνος. Στην περίπτωση της ΧΛΛ όμως τα 

στοιχεία δεν είναι απολύτως σαφή. Κάποια δεδομένα υποστηρίζουν την προέλευση 

της ΧΛΛ από ένα Β κύτταρο πριν την είσοδο του στο βλαστικό κέντρο, ενώ κάποια 

άλλα προτείνουν ότι η ΧΛΛ προκύπτει από την κλωνική επέκταση των Β 

λεμφοκυττάρων που επιλέγονται μετά από την επαφή με το αντιγόνο στο βλαστικό 

κέντρο (Caligaris-Cappio et al, 1999; Chiorazzi et al, 2011) (Εικόνα 3).  

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι εκτός από τις ανοσοφαινοτυπικές ομοιότητες μεταξύ 

των φυσιολογικών Β κυττάρων από τα διάφορα στάδια διαφοροποίησης και των 

κλωνικών κυττάρων των αντίστοιχων ΒΧΛ, υπάρχουν και σημαντικές διαφορές στα 

επίπεδα έκφρασης αρκετών πρωτεϊνών. Οι διαφορές αυτές πιθανότατα οφείλονται 

στις γενετικές αλλοιώσεις των κλωνικών Β κυττάρων και/ή στη μειωμένη 

αλληλεπίδραση των νεοπλασματικών κυττάρων με στοιχεία από το μικροπεριβάλλον 
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τους που εμποδίζει τη σηματοδότηση για την έκφραση συγκεκριμένων δεικτών 

(Οrfao et al, 2003).  

Από το σύνολο των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών, η πιο συχνή ΒΧΛ στο δυτικό 

κόσμο και η περισσότερο μελετημένη είναι η ΧΛΛ (Jemal et al, 2009). Η νεοπλασία 

αυτή θα αποτελεί την κύρια βάση αναφοράς για την κατανόηση της βιολογίας και των 

μηχανισμών που ενεργοποιούνται στη Μονοκλωνική Β Λεμφοκυττάρωση, λόγω της 

μεγάλης τους ομοιότητας. Για το λόγο αυτό στην επόμενη ενότητα παρουσιάζονται τα 

σημαντικότερα βιολογικά και κλινικά χαρακτηριστικά της ΧΛΛ, στα οποία 

βασίστηκε εν πολλοίς ο προγραμματισμός της παρούσας διατριβής.  

 

 
 

Εικόνα 3. Η κυτταρική προέλευση των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών. Τα μαύρα βέλη 

δείχνουν τη διαδοχή των γεγονότων κατά την διαφοροποίηση της Β σειράς, ενώ τα μπλε βέλη 

δείχνουν το στάδιο της διαφοροποίησης από το οποίο πιστεύεται ότι προέρχονται οι διάφορες 

νεοπλασίες. ΒΧΛΛ: Β Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία, ΣΛΟΖ: Σπληνικό Λέμφωμα Οριακής 

Ζώνης, ΟΛ: Οζώδες Λέμφωμα, ΔΛΜΚ: Διάχυτο Λέμφωμα από Μεγάλα Β  Κύτταρα, ΛΚΜ: 

Λέμφωμα Κυττάρων Μανδύα, ΛΠΛ: Λεμφοπλασματοκυτταρικό Λέμφωμα, ΠΜ: Πολλαπλούν 

Μυέλωμα, ΤΧ: Τριχωτή Λευχαιμία, ΒΠΛ: B Προλεμφοκυτταρική Λευχαιμία 
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1.6 Χρόνια λεμφοκυτταρική Λευχαιμία (ΧΛΛ) 

Η ΧΛΛ χαρακτηρίζεται από τη συσσώρευση κλωνικών Β κυττάρων στο αίμα, το 

μυελό των οστών και τα δευτερογενή λεμφικά όργανα. Ο αριθμός των κλωνικών 

κυττάρων μπορεί να είναι μικρός έως πολύ μεγάλος ανάλογα με το είδος και το 

στάδιο της νόσου. Τα νεοπλασματικά κύτταρα έχουν μια χαρακτηριστική 

φαινοτυπική εικόνα και εκφράζουν CD5, CD19 και CD23, ενώ συνήθως φέρουν 

χαμηλά επίπεδα επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης. Η ΧΛΛ προσβάλλει κυρίως 

ηλικιωμένους (στο 75% των περιπτώσεων εκδηλώνεται σε άτομα ≥50 ετών) με 

διάμεση ηλικία διάγνωσης τα 65 έτη, αλλά σε σπάνιες περιπτώσεις μπορεί να 

διαγνωσθεί ακόμα και σε άτομα < 18 ετών. Οι επιδημιολογικές μελέτες δείχνουν μία 

διπλάσια σχεδόν επίπτωση της νόσου στους άνδρες, αλλά οι λόγοι για αυτό το φυλο-

εξαρτώμενο κίνδυνο εμφάνισης δεν έχουν εξακριβωθεί. Παρά τον ομοιογενή 

φαινότυπο, η κλινική πορεία των ασθενών με ΧΛΛ ποικίλει: ορισμένοι ασθενείς 

επιβιώνουν για πολλά χρόνια χωρίς θεραπεία και τελικά καταλήγουν από άλλα αίτια, 

ενώ άλλοι παρουσιάζουν μια πιο επιθετική πορεία της νόσου με μικρή ολική 

επιβίωση παρά τη λήψη θεραπευτικής αγωγής (Chiorazzi et al, 2005).  

Η μεγάλη κλινική ετερογένεια οδήγησε στην αναζήτηση προγνωστικών 

παραγόντων για την πρώιμη διάγνωση των ασθενών με επιθετική νόσο με στόχο την 

έγκαιρη και πιο αποτελεσματική αντιμετώπιση. Αρχικά αναπτύχθηκαν δύο κύρια 

κλινικά συστήματα σταδιοποίησης, κατά Rai και κατά Binet, τα οποία 

χρησιμοποιούνται και σήμερα διότι προσφέρουν σημαντικές πληροφορίες σχετικά με 

την επιβίωση των ασθενών (Rai et al, 1975; Binet et al, 1977). Τα συστήματα αυτά 

είναι ιδιαίτερα χρήσιμα στην περίπτωση ασθενών ενδιάμεσου ή προχωρημένου 

σταδίου (Rai ≥ 2 και Binet ≥ B σταδίου, αντίστοιχα) αλλά δεν είναι ικανά να 

προβλέψουν με ακρίβεια την εξέλιξη της νόσου σε ασθενείς που διαγιγνώσκονται σε 

πρώιμο στάδιο. Έτσι, αναζητήθηκαν επιπρόσθετοι προγνωστικοί παράγοντες οι 

οποίοι σε συνδυασμό με τα συστήματα Rai και/ή Binet θα μπορούσαν να καθορίζουν 

πληρέστερα ομάδες ασθενών με καλή ή κακή πρόγνωση (Catovsky et al, 1989; Knauf 

et al, 1997; Antic et al, 2011).  

Η παθογένεια της νόσου παραμένει έως και σήμερα άγνωστη, ωστόσο τα 

τελευταία χρόνια έχουν γίνει σημαντικές πρόοδοι σχετικά με την εύρεση των 

μηχανισμών που εμπλέκονται στην εξαλλαγή των φυσιολογικών Β κυττάρων σε 

νεοπλασματικά ΧΛΛ κύτταρα. Η καλύτερη κατανόηση της παθογένειας της νόσου 

οδήγησε και στην εύρεση μιας σειράς νέων «βιολογικών» δεικτών, οι οποίοι αφενός 
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επιτρέπουν την πρόβλεψη της έκβασης των ασθενών και αφετέρου χρησιμοποιούνται 

στη επιλογή του καλύτερου θεραπευτικού σχήματος σε κάθε περίπτωση. Οι 

σημαντικότεροι προγνωστικοί δείκτες που χρησιμοποιούνται σήμερα στην 

αξιολόγηση της ΧΛΛ είναι διάφοροι γενετικοί και κυτταρογενετικοί παράγοντες, 

ανοσοφαινοτυπικοί δείκτες, το φορτίο των σωματικών μεταλλάξεων της IgVH 

περιοχής, και η παρουσία κλωνικής εξέλιξης.  

 

Κυτταρογενετικοί παράγοντες 

Η συχνότητα ανίχνευσης χρωμοσωμικών ανωμαλιών κυμαίνεται στο 30-50% των 

περιπτώσεων ΧΛΛ με τεχνικές κλασικής κυτταρογενετικής (καρυότυπος) και έως 

75% με την τεχνική του μεσοφασικού φθορίζοντος in situ υβριδισμού (i-FISH) 

(Dicker et al, 2006). Με βάση τις παρατηρήσεις των Dohner et al (2000), 

δημιουργήθηκε ένα σύστημα ιεράρχησης των κυτταρογενετικών ατυπιών στη ΧΛΛ 

ως προς την προγνωστική τους αξία. Σύμφωνα με αυτό οι ασθενείς διακρίνονται σε 

τρεις κατηγορίες:  

 

 Αυτοί που δεν έχουν κάποια κυτταρογενετική ατυπία ή φέρουν έλλειμμα στην 

περιοχή 13q14 [del(13q14)] εμφανίζουν καλύτερη κλινική πορεία και βραδύτερη 

εξέλιξη της νόσου. Μάλιστα, η ύπαρξη του del(13q14) πιθανώς αποτελεί δείκτη 

καλύτερης πρόγνωσης συγκριτικά με την πλήρη απουσία κάποιας 

κυτταρογενετικής ατυπίας. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι το έλλειμμα της 13q14 

περιοχής αποτελεί τη συνηθέστερη ατυπία στη ΧΛΛ και η αξιολόγησή του ως 

δείκτη καλής πρόγνωσης πρέπει να πραγματοποιείται μόνο στην περίπτωση που   

αποτελεί το μοναδικό κυτταρογενετικό εύρημα.  

 

 Οι ασθενείς που εμφανίζουν τρισωμία 12 (+12) θεωρείται ότι έχουν ενδιάμεση 

έως δυσμενή πρόγνωση αναλόγως και των υπόλοιπων κλινικών 

χαρακτηριστικών. Η +12 αποτελεί τη δεύτερη πιο συχνή κυτταρογενετική ατυπία 

μετά το del(13q14). 

 

  Οι ασθενείς που εμφανίζουν έλλειμμα στην περιοχή 11q22 [del(11q22)] όπου 

εδράζονται τα γονίδια RDX (Radixin) και ΑΤΜ (Αtaxia Telangiectasia Mutated) 

και ιδιαίτερα αυτοί που εμφανίζουν έλλειμμα στην περιοχή 17p13 [del(17p13)] 

όπου εδράζεται το γονίδιο ΤP53 εμφανίζουν ταχεία εξέλιξη της νόσου και έχουν 

μικρή επιβίωση. 
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Πολυάριθμες μελέτες έχουν επιβεβαιώσει τα ευρήματα του Dohner και το σύστημα 

αυτό είναι ευρέως αποδεκτό για την κλινική ταξινόμηση των ασθενών (Dewald et al, 

2003; Dicker et al, 2006; Reddy 2006; Shanafelt et al, 2006; Haferlach et al, 2010). 

Επιπρόσθετες λιγότερο συχνές ατυπίες στη ΧΛΛ αποτελούν η αναδιάταξη του 

γονιδίου ΙGH [t(14q32)], το έλλειμμα της περιοχής 6q23 [del(6q23)] όπου εδράζεται 

το γονίδιο MYB και το έλλειμμα της 18q21 [t(18q21] περιοχής, όπου εδράζεται το 

γονίδιο BCL2. Η αναδιάταξη του ΙGH έχει συσχετισθεί με πιο επιθετική μορφή της 

νόσου (Cavazzini et al, 2008), ενώ το del(6q23) αποτελεί μάλλον δευτερογενή βλάβη 

της ΧΛΛ που εμφανίζεται σε πιο προχωρημένα στάδια της ασθένειας (Wang et al, 

2011; Parikh et al, 2013a). 

 

Ανοσοφαινοτυπικοί δείκτες  

Από τους ανοσοφαινοτυπικούς δείκτες, σημαντικό ρόλο στην πρόγνωση της ΧΛΛ 

παίζουν οι πρωτεΐνες CD38 και ZAP-70, τα υψηλά επίπεδα των οποίων αποτελούν 

αρνητικούς προγνωστικούς δείκτες στην έκβαση της νόσου. Η CD38 είναι μία 

διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη η οποία εκφράζεται σε διαφορετικούς τύπους 

αιματολογικών κυττάρων. Η πρωτεΐνη εκδηλώνει μία σχετικά πολύπλοκη 

(εξω)ενζυμική ενεργότητα με βασική λειτουργία τη μετατροπή ενδοκυττάριων 

σημάτων που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 

επιβίωσης του κυττάρου (Shubinsky et al, 1997). Επιπλέον συμμετέχει ενεργά στη 

διαδικασία πρόσδεσης των κυττάρων σε ενδοθηλιακά κύτταρα, λειτουργώντας ως 

μόριο προσκόλλησης (Deaglio et al, 2000). Πολλές μελέτες μέχρι σήμερα έχουν 

συσχετίσει τα υψηλά επίπεδα της CD38 με πιο επιθετική κλινική πορεία των ασθενών 

με ΧΛΛ (Domingo-Domenech et al, 2002; Dürig et al, 2002; Hamblin et al, 2002; 

Ghia et al, 2003). Επιπλέον, η έκφραση της CD38 έχει συσχετισθεί και με άλλους 

αρνητικούς προγνωστικούς δείκτες όπως με την παρουσία κυτταρογενετικών ατυπιών 

κακής πρόγνωσης, τo αμετάλλακτο «φορτίο» των σωματικών μεταλλάξεων των 

γονιδίακών τμημάτων ΙGHV και την παρουσία κλωνικής εξέλιξης (βλ. παρακάτω) 

(Krober et al, 2002; Quijano et al, 2008; Ouilette et al, 2010).   

Η ZAP-70 (zeta-associated protein of 70 kDa) είναι μία ενδοκυττάρια κινάση της 

τυροσίνης που εκφράζεται φυσιολογικά στα Τ και στα φυσικά φονικά (ΝΚ)-κύτταρα, 

και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην έναρξη της Τ σηματοδότησης. Η ΖΑP-70 

είναι ομόλογη της πρωτεΐνης Syk, μίας κινάσης η οποία ελέγχει τη μεταβίβαση του 

σήματος μέσω του υποδοχέα των Β λεμφοκυττάρων. Η έκφραση της ΖΑP-70 από τα 
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Β λεμφοκύτταρα της ΧΛΛ αρχικά θεωρήθηκε αποτέλεσμα της κακοήθους 

εξαλλαγής, αφού η συγκεκριμένη πρωτεΐνη δεν ήταν γνωστό ότι εκφράζεται από τα 

φυσιολογικά Β κύτταρα. Η επιβεβαίωση ωστόσο της έκφρασης της ZAP-70 σε 

φυσιολογικά Β λεμφοκύτταρα και συγκεκριμένα σε υποπληθυσμούς Β 

λεμφοκυττάρων των αμυγδαλών και του σπλήνα με φαινότυπο διεγερμένων 

λεμφοκυττάρων, ανέτρεψε τις προηγούμενες απόψεις (Νolz et al, 2005; Scielzo et al, 

2006; Cutrova et al, 2006; Crespo et al, 2006). Σήμερα πιστεύεται ότι η έκφραση της 

ΖΑP-70 στα κύτταρα της ΧΛΛ προκαλεί αυξημένη μεταβίβαση του σήματος του Β 

κυτταρικού υποδοχέα, γεγονός που πιθανόν συσχετίζεται με κακή πρόγνωση της 

νόσου. Όπως συμβαίνει με την CD38, έτσι και η υψηλή έκφραση της ΖΑP-70 έχει 

συσχετισθεί με  άλλους δείκτες κακής πρόγνωσης (Crespo et al, 2003; Orchard et al, 

2004; Rassenti et al, 2004; Laurenti et al, 2005; Hus et al, 2005).  

 

Φορτίο σωματικών μεταλλάξεων IGHV 

Το φορτίο των σωματικών μεταλλάξεων των γονιδίακών τμημάτων IGHV αποτελεί 

επίσης ένα σημαντικό προγνωστικό παράγοντα για τους ασθενείς με ΧΛΛ. Δύο 

ανεξάρτητες ερευνητικές ομάδες έδειξαν ότι το φορτίο των σωματικών μεταλλάξεων 

των κλωνοτυπικών τμημάτων IGHV της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών 

διακρίνει τους ασθενείς ΧΛΛ σε δύο υποομάδες (Damle et al, 1999; Hamblin et al, 

1999). Η πρώτη περιλαμβάνει ασθενείς που φέρουν τμήματα IGHV με νουκλεοτιδική 

ταυτότητα ≥ 98% σε σχέση προς το αντίστοιχο μη αναδιατεταγμένο γονίδιο 

(αμετάλλακτες αλληλουχίες IGHV), ενώ η δεύτερη περιλαμβάνει τους ασθενείς των 

οποίων τα τμήματα IGHV έχουν νουκλεοτιδική ταυτότητα < 98% (μεταλλαγμένες 

αλληλουχίες IGHV). Το όριο του 2% αρχικά επιλέχτηκε ώστε να αποφευχθεί το 

ενδεχόμενο κάποιες από τις διαφορές να αντιστοιχούν σε άγνωστους 

πολυμορφισμούς του γενετικού τόπου ΙGH. Οι ασθενείς με αμετάλλακτες 

αλληλουχίες συνήθως έχουν κακή κλινική πορεία, ενώ αντίθετα οι ασθενείς με 

μεταλλαγμένες αλληλουχίες επιβιώνουν για πολλά χρόνια χωρίς θεραπεία και, 

συνήθως καταλήγουν από άλλα αίτια. 

 

Μοριακοί/Γενετικοί δείκτες 

Οι γενετικοί δείκτες αποτελούν μία σχετικά νέα παράμετρο στην αξιολόγηση των 

ασθενών με ΧΛΛ. Ένας από αυτούς είναι το μοριακό προφίλ των microRNAs 

(Nikoloso et al, 2007). Μελέτες έδειξαν ότι η έκφραση συγκεκριμένου συνδυασμού 
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microRNAs (miR186, miR15a, miR132, miR16-1, miR102 και miR29c) συνδέεται με 

καλύτερη πρόγνωση στη ΧΛΛ (Calin et al, 2005). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι δύο από αυτά τα microRNAs (τα miR15a και miR16-1) εντοπίζονται 

στην περιοχή 13q14.3 που αποτελεί όπως αναφέρθηκε πολύ συχνό γενετικό τόπο για 

ελλείμματα. Ωστόσο, η έκφραση αυτών των microRNAs φαίνεται ότι καταστέλλεται 

στις περισσότερες περιπτώσεις ΧΛΛ (πιθανά μέσω σημειακών μεταλλαγών) 

ανεξάρτητα από την ύπαρξη ή όχι του ελλείμματος del(13q14) ή άλλων ατυπιών. Η 

καταστολή της έκφρασης των miR15a και miR16-1 φαίνεται ότι σχετίζεται με την 

υπερέκφραση της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης BCL-2, η οποία χαρακτηρίζει τα 

νεοπλασματικά κύτταρα της ΧΛΛ. 

Επιπρόσθετα, τα τελευταία χρόνια έχουν βρεθεί γονιδιακοί τόποι επιρρεπείς σε 

μεταλλάξεις που φαίνεται πως σχετίζονται σε σημαντικό βαθμό με την κλινική πορεία 

της ΧΛΛ. Οι μεταλλάξεις αυτές είναι συνήθως σημειακές (συνώνυμες, μη 

συνώνυμες, σημειακά ελλείμματα) και αφορούν ογκογονίδια, ογκοκατασταλτικά 

γονίδια και γονίδια που εμπλέκονται σε μηχανισμούς σηματοδότησης. Τα 

σημαντικότερα από αυτά είναι τα γονίδια NOTCH-1, SF3B1, BIRC3 και το 

ογκοκατασταλτικό TP53 (Cortese et al, 2014; Malicikova et al, 2014; Baliakas et al, 

2014). Σημειωτέον, οι εξετάσεις για την ανίχνευση των μεταλλάξεων δεν 

πραγματοποιούνται σε επίπεδο ρουτίνας κατά την διάγνωση του ασθενούς, παρά τα 

μέχρι σήμερα αποτελέσματα που δείχνουν σημαντική συσχέτιση με την κλινική 

πορεία του ασθενούς.   

 

Κλωνική εξέλιξη 

Η κλωνική εξέλιξη σε μία νεοπλασία είναι μία δυναμική διαδικασία κατά την οποία ο 

νεοπλασματικός κλώνος αναπτύσσει δευτερογενώς σωματικές βλάβες, επιπρόσθετα 

από αυτές που προκάλεσαν την καρκινική εξαλλαγή (Nowell et al, 1976; Greaves et 

al, 2012). Οι επιπρόσθετες ατυπίες εντοπίζονται αρχικά σε ένα μικρό ποσοστό των 

κυττάρων του κλώνου (υποκλώνος), αλλά με την πάροδο του χρόνου μπορεί να 

επικρατήσουν και να αφορούν το σύνολο του νεοπλασματικού πληθυσμού (κλωνική 

επιλογή). H ύπαρξη κλωνικής εξέλιξης θεωρείται αρνητικός προγνωστικός δείκτης 

στη ΧΛΛ και έχει συσχετισθεί με άλλους δείκτες κακής πρόγνωσης, όπως τα υψηλά 

επίπεδα έκφρασης της ΖΑP-70 και το αμετάλλακτο φορτίο μεταλλάξεων του IGHV 

(Shanafelt et al, 2006; Lopez et al, 2013).  
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1.7 Μονοκλωνική Β Λεμφοκυττάρωση (MΒL) 

Η Μονοκλωνική Β Λεμφοκυττάρωση (Monoclonal B cell lymphocytosis, ΜBL) 

αποτελεί μία αιματολογική κατάσταση, η οποία χαρακτηρίζεται από την παρουσία 

μικρού αριθμού μονοκλωνικών Β κυττάρων στο περιφερικό αίμα υγιών ατόμων. Τα 

τελευταία χρόνια αποτελεί αντικείμενο εντατικής μελέτης καθώς θεωρείται η 

πρόδρομος μορφή της Β-ΧΛΛ, του πιο συχνού τύπου νεοπλασίας στο δυτικό κόσμο. 

Οι φορείς της MBL δεν εμφανίζουν κλινικά συμπτώματα και η ανίχνευσή τους 

πραγματοποιείται σε τυχαίους εργαστηριακούς ελέγχους, ή σε αιματολογικούς 

ελέγχους περιστατικών που έχουν νοσηλευθεί για διαφορετικό λόγο. Τα διαγνωστικά 

κριτήρια για να χαρακτηριστεί μία κατάσταση ως MBL διατυπώθηκαν το 2005 από 

τους Marti et al και αναπροσαρμόστηκαν το 2008 από τους Hallek et al. Σύμφωνα με 

τα κριτήρια αυτά, η διάγνωση της MBL πραγματοποιείται με κυτταρομετρία ροής 

όταν πληρούνται οι ακόλουθες προϋποθέσεις:  

 

– περιορισμός του μονοκλωνικού Β πληθυσμού στην περιφέρεια σε επίπεδο κάτω 

των 5.000 κυττάρων/μL, 
 

– περιορισμός της ελαφράς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης (light chain restriction) σε 

επίπεδα κ:λ > 3:1 ή < 0,3:1, 
  

– ανοσοφαινότυπος των μονοκλωνικών Β κυττάρων ανάλογος με χαρακτηριστικό 

φαινότυπο χρόνιας λεμφοϋπερπλασίας,  
 

– διήθηση του μυελού των οστών από τον ίδιο πληθυσμό σε επίπεδο κάτω του 20% 

επί του συνόλου των εμπύρηνων κυττάρων, 
 

– απουσία λεμφαδενοπάθειας, ηπατομεγαλίας και σπληνομεγαλίας, καθώς και 

απουσία κλινικών ενδείξεων λεμφικής διήθησης σε άλλους ιστούς, 
 

– απουσία κλινικών ενδείξεων συστηματικού αυτοάνοσου νοσήματος ή λοίμωξης, 
 

– πλήρης κλινική και εργαστηριακή σταθερότητα για τουλάχιστον τρεις μήνες. 

Στο σημείο αυτό θα πρέπει να επισημανθούν τα εξής:  

 

1. Οι φορείς της MBL είναι υγιή άτομα χωρίς κλινικά συμπτώματα. Ένα πολύ 

μικρό ποσοστό από αυτούς θα χρειαστεί μελλοντικά θεραπεία. Επομένως, ο 

χαρακτηρισμός «ασθενείς» για τα άτομα με MBL είναι λανθασμένος και θα 

πρέπει να αποφεύγεται. 
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2. Το όριο των 5000 κυττάρων/μL χρησιμοποιείται ουσιαστικά για τη διάκριση 

μεταξύ της ΧΛΛ-προσομοιάζουσας (CLL-like) ΜΒL και της ΧΛΛ. Παρόλο που 

η τιμή αυτή καθιερώθηκε ύστερα από αρκετές κλινικές παρατηρήσεις, κατά 

καιρούς έχουν διατυπωθεί ενστάσεις ως προς την καταλληλότητα του 

συγκεκριμένου ορίου. Ενδεικτικά, οι Shanafelt et al (2009a) προτείνουν ως 

καταλληλότερο όριο την τιμή των 11000 Β κυττάρων/μL, βασιζόμενοι σε 

δεδομένα από την ανάλυση επιβίωσης των ατόμων με ΜΒL και από τον χρόνο 

που μεσολαβεί από τη διάγνωση της ΜBL μέχρι τη χορήγηση θεραπείας (εάν 

χρειαστεί). 
 

3. Σύμφωνα με τις οδηγίες για την διάγνωση και τη θεραπεία της ΧΛΛ (Ηallek et 

al, 2008), η βιοψία του μυελού αποτελεί προαιρετική και όχι απαραίτητη εξέταση 

κατά την παρακολούθηση των ασθενών. Επομένως, με βάση τα αναθεωρημένα 

διαγνωστικά κριτήρια της ΜΒL, το ποσοστό διήθησης του μυελού (< 20%) δε 

χρειάζεται να λαμβάνεται υπ’ όψιν για το χαρακτηρισμό μιας κατάστασης (τις 

περισσότερες φορές δεν υπάρχουν διαθέσιμες πληροφορίες).  
 

4. Ο μονοκλωνικός Β πληθυσμός μπορεί να αντιπροσωπεύει υποσύνολο των 

συνολικών Β κυττάρων. Σε αυτήν την περίπτωση, η μονοκλωνικότητα που 

ορίστηκε με βάση τον περιορισμό της ελαφριάς αλυσίδας δεν μπορεί να 

ανιχνευτεί επί του συνολικού Β πληθυσμού αλλά μόνο στον μικρό πληθυσμό των 

κυττάρων με τον χαρακτηριστικό ανοσοφαινότυπο κάποιας χρόνιας 

λεμφοϋπερπλασίας. 
 

5. Απαιτούνται τουλάχιστον τρία χρώματα κατά την κυτταρομετρική ανάλυση για 

να επιβεβαιωθεί η κλωνικότητα (CD19 ή CD20, anti-kappa και anti-lambda).  
 

6. Ο αριθμός των κυττάρων που αναλύονται πρέπει να είναι τέτοιος ώστε να 

δημιουργείται ένας πληθυσμός από τουλάχιστον 50 μονοκλωνικά κύτταρα.  
 

7. Η κυτταρομετρική ανάλυση δεν είναι απαραίτητο να επαναλαμβάνεται (ώστε να 

διαπιστωθεί εάν ο μονοκλωνικός πληθυσμός παραμένει στην περιφέρεια μετά 

από ένα χρονικό διάστημα), στην περίπτωση που η μονοκλωνικότητα μπορεί να 

επιβεβαιωθεί με κάποια άλλη τεχνική (πχ. φθορίζων in-situ υβριδισμός). Παρόλα 

αυτά, η κυτταρομετρική επανάληψη βοηθάει στην πιο ολοκληρωμένη 

παρακολούθηση του περιστατικού και παρέχει σημαντικές λεπτομέρειες για την 

βιολογία και την εξέλιξη της MBL. 
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1.7.1 Κατηγοριοποίηση της MBL 

Η MBL αποτελεί μία ιδιαίτερα ετερογενή ομάδα περιστατικών με ποικίλα κλινικά και 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Για την πιο αποτελεσματική μελέτη των περιστατικών 

έχουν καθιερωθεί κάποιες ομαδοποιήσεις που βασίζονται είτε σε φαινοτυπικά 

δεδομένα, είτε στον αριθμό των Β λεμφοκυττάρων του μονοκλωνικού πληθυσμού. 

 

1.7.1.1 Κατηγοριοποίηση βάσει του ανοσοφαινοτύπου 

Σύμφωνα με τα κριτήρια που διατυπώθηκαν από τους Marti et al (2005), η 

συντριπτική πλειονότητα των MBL περιπτώσεων μπορεί να διακριθεί 

ανοσοφαινοτυπικά σε μία από τις τρεις ακόλουθες κατηγορίες:  
 

i) CLL-like MBL: Εκφράζουν τους επιφανειακούς δείκτες CD5 και CD23, έχουν 

ασθενή έκφραση του CD20 και συνήθως ασθενή έκφραση της επιφανειακής 

ανοσοσφαιρίνης (CD5
+
CD20

dim
CD23

+
sIg

low
). Αποτελούν το 70-75% όλων των 

ΜBL περιπτώσεων. 

 

ii) Μη τυπικές MBL (atypical ΜΒL): Εκφράζουν CD5 και έντονο CD20, ενώ 

συνήθως δεν εκφράζουν το CD23 (CD5
+
CD20

bright
CD23

dim/-
). O ανοσοφαινότυπος 

ομοιάζει πολλές φορές με αυτόν του ΛΚΜ και σε κάθε περίπτωση απαιτείται 

έλεγχος για τη μετάθεση t(11;14). 

 

iii)  CD5 αρνητικές ΜΒL (CD5
neg 

ΜΒL ή non-CLL MBL): Δεν εκφράζουν τον δείκτη 

CD5 και συνήθως είναι επίσης CD10
-
. Πιθανώς αποτελούν μία πρόδρομη 

κατάσταση του Λεμφώματος Οριακής Ζώνης (ΛΟΖ). Λόγω του γεγονότος ότι 

αρκετά μη επιθετικά ΛΚΜ είναι CD5
neg

, ενδείκνυται και εδώ ο κυτταρογενετικός 

έλεγχος για την αναζήτηση της t(11;14). 

 

Οι CLL-like MBL έχουν μελετηθεί σε πολύ μεγαλύτερο βαθμό από τις υπόλοιπες 

φαινοτυπικές κατηγορίες. Ένας βασικός λόγος είναι το συντριπτικά υψηλότερο 

ποσοστό εμφάνισης τους στο γενικό πληθυσμό. Ένας δεύτερος λόγος αποτελεί η 

συσχέτισή τους με την ΧΛΛ, η οποία προσελκύει ένα έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον 

λόγω της συχνότητας εμφάνισής της (η πιο συχνή μορφή λευχαιμίας στο δυτικό 

κόσμο). Σε αντιδιαστολή, οι βιβλιογραφικές αναφορές για τις atypical και/ή τις 

CD5
neg 

MBL περιπτώσεις είναι περιορισμένες (Amato et al, 2007; Nieto et al; 2010; 

Shim et al, 2010, Shim et al, 2014). 
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Στην Εικόνα 4 παρουσιάζονται τρία χαρακτηριστικά MBL περιστατικά, ένα από 

κάθε φαινοτυπική κατηγορία.  Η στρατηγική που ακολουθείται για την αναγνώριση 

και τη διάκριση μεταξύ των τριών φαινοτυπικών ομάδων απαιτεί ένα πρώτο 

διάγραμμα οριοθέτησης του Β κυτταρικού πληθυσμού, ένα σημειακό διάγραμμα (dot 

plot) μεταξύ του CD5 και του CD20, και ένα τρίτο διάγραμμα για την ανάλυση της 

μονοκλωνικότητας βάσει του λόγου κ/λ.   

 
 

Εικόνα 4. Ανοσοφαινοτυπική κατηγοριοποίηση της MBL. Η CLL-like ΜΒL διακρίνεται 

από την atypical ΜΒL από τη διαφορετική έκφραση του CD20. 

 

1.7.1.2 Κατηγοριοποίηση βάσει του αριθμού των Β κυττάρων 

Ο αριθμός των μονοκλωνικών Β λεμφοκυττάρων έχει ιδιαίτερη σημασία στην MBL 

και χρησιμοποιείται για τη διάκριση μεταξύ δύο ξεχωριστών ΜΒL οντοτήτων: τις 

MBL χαμηλού αριθμού (low-count MBL) και τις MBL υψηλού αριθμού ή “κλινικές” 

MBL (high count MBL ή clinical MBL) (Rawstron et al, 2010; Shanafelt et al, 2010). 

Οι MBL χαμηλού αριθμού έχουν φυσιολογικά επίπεδα Β κυττάρων στο περιφερικό 
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αίμα και δεν σχετίζονται με απόλυτη λεμφοκυττάρωση. Η μέση συγκέντρωση των 

μονοκλωνικών Β κυττάρων στο περιφερικό αίμα έχει υπολογιστεί στο 1 κύτταρο/μL, 

και επομένως η ανίχνευση τους πραγματοποιείται μόνο σε μελέτες σάρωσης του 

γενικού πληθυσμού και μόνο με κυτταρομετρικές τεχνικές υψηλής ευαισθησίας. Οι 

MBL χαμηλού αριθμού έχουν περιορισμένη δυναμική πολλαπλασιασμού και μέχρι 

σήμερα δεν έχει αποδειχθεί ότι εξελίσσονται σε κλινική νόσο με τη πάροδο του 

χρόνου (Rawstron et al, 2010; Fazi et al, 2011). Μάλιστα, σύμφωνα με τους Fazi et al, 

κάποιοι από τους μονοκλωνικούς πληθυσμούς χαμηλού αριθμού (ιδιαίτερα οι atypical 

και οι CD5
neg

) μπορεί να εμφανίζονται μόνο παροδικά στο περιφερικό αίμα.  

Οι MBL υψηλού αριθμού χαρακτηρίζονται από αρκετά μεγαλύτερους αριθμούς 

μονοκλωνικών Β κυττάρων στο περιφερικό αίμα και με μία μέση τιμή περίπου στα 

3000 κύτταρα/μL (Fung et al, 2007; Shim et al, 2007; Mulligan et al, 2008; Rossi et 

al, 2009). Λόγω του μεγάλου τους αριθμού στο περιφερικό αίμα, για την ανίχνευσή 

τους δεν απαιτούνται οι τεχνικές πολύ υψηλής ευαισθησίας που χρησιμοποιούνται 

στην περίπτωση των MBL χαμηλού αριθμού. Σε αντίθεση επίσης με τις MBL 

χαμηλού αριθμού, ένα μικρό ποσοστό των κλινικών MBL μπορεί να εξελιχθεί σε 

«επίσημη» νόσο.
 

Ο αριθμός των μονοκλωνικών Β κυττάρων έχει επίσης ιδιαίτερη κλινική σημασία 

και εντός της κατηγορίας των MBL περιπτώσεων υψηλού αριθμού. Σύμφωνα με τις 

παρατηρήσεις από τρεις ανεξάρτητες μελέτες, ο υψηλός αριθμός των Β κυττάρων 

αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου για την εξέλιξη σε κλινική νεοπλασία 

(Rawstron et al, 2008; Shanafelt et al, 2009b; Rossi et al, 2009). Πιο συγκεκριμένα, 

στις μελέτες των Rawstron et al και Rossi et al, παρουσιάζονται τρεις ομάδες MBL με 

διαφορετική κλινική πορεία, οι οποίες διαχωρίζονται με  βάση τον αριθμό των Β 

κυττάρων στο περιφερικό αίμα.. Οι περιπτώσεις με υψηλούς αριθμούς Β κυττάρων 

κατά τη διάγνωση (≥ 4000 κύτταρα/μL κατά Rawstron et al, ≥ 3700 κύτταρα/μL κατά 

Rossi et al) έχουν αυξημένο κίνδυνο εξέλιξης σε νόσο, οι περιπτώσεις με ενδιάμεσους 

αριθμούς Β κυττάρων (1900-4000 κύτταρα/μL κατά Rawstron et al, 1200-3700 

κύτταρα/μL κατά Rossi et al) μεταπίπτουν σε ΧΛΛ σε μικρότερο ποσοστό, ενώ οι 

περιπτώσεις με τους μικρότερους αριθμούς κλωνικών Β κυττάρων (≤ 1900 

κύτταρα/μL κατά Rawstron et al, ≤ 1200 κύτταρα/μL κατά Rossi et al) εξελίσσονται 

σε πολύ μικρότερο ποσοστό και σε μεγαλύτερο βάθος χρόνου από τους υπολοίπους. 

Θα πρέπει να σημειωθεί πως οι παρατηρήσεις αυτές πραγματοποιήθηκαν 

αποκλειστικά σε MBL περιστατικά της CLL-like φαινοτυπικής κατηγορίας.  
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1.7.2 Συχνότητα εμφάνισης της MBL 

Η συχνότητα εμφάνισης της MBL στο γενικό (ή στον εξεταζόμενο ανά περίπτωση) 

πληθυσμό εμφανίζει μεγάλη ετερογένεια στις διάφορες δημοσιευμένες εργασίες. Το 

εύρος της απόκλισης είναι πολύ μεγάλο και κυμαίνεται μεταξύ 0,12% έως 18% 

(Rawstron et al, 2002a; Rawstron et al, 2002b; Marti et al, 2003; Ghia et al, 2004; 

Rachel et al, 2007; Shim et al, 2007; Rawstron et al, 2008; Dagklis et al, 2009; Matos 

et al, 2009; Nieto et al, 2009). Στον Πίνακα 1 συνοψίζονται τα ποσοστά εμφάνισης 

της MBL στο γενικό πληθυσμό από τις κυριότερες βιβλιογραφικές αναφορές. Η 

μεγάλη απόκλιση που παρατηρείται στις διάφορες μελέτες, έγκειται στην διαφορετική 

ευαισθησία της τεχνικής ανίχνευσης (κυτταρομετρία ροής) αλλά και στα 

χαρακτηριστικά του πληθυσμού που εξετάζεται κάθε φορά. 

Η ανάπτυξη της τεχνολογίας των τελευταίων ετών και η αναβάθμιση του 

εξοπλισμού των δημόσιων φορέων υγείας, έχουν επιτρέψει πλέον την ανίχνευση της 

MBL σε ένα πολύ μεγαλύτερο αριθμό υγιών ατόμων από ότι παλαιότερα. Οι πρώτες 

μελέτες «σάρωσης» (screening) του γενικού πληθυσμού, έδειξαν ότι η συχνότητα 

εμφάνισης της MBL είναι εξαιρετικά μικρή και απαντάται σε ποσοστό 0,2 - 0,6%  

(Rachel et al, 2007; Shim et al, 2007). Στις μελέτες αυτές, η ανίχνευση (διάγνωση) 

των περιστατικών πραγματοποιήθηκε με κυτταρομετρία ροής δύο χρωμάτων, δηλαδή 

με τεχνική χαμηλής ευαισθησίας, η οποία δεν μπορούσε να ανιχνεύσει εκείνα τα 

ΜΒL περιστατικά, στα οποία ο μονοκλωνικός πληθυσμός βρισκόταν σε χαμηλά 

επίπεδα στο περιφερικό αίμα. Επιπρόσθετα, η χρησιμοποίηση κυτταρομετρίας ροής 

δύο χρωμάτων θέτει υπό αμφισβήτηση την διαδικασία ανίχνευσης των περιστατικών 

(βλ. παρατήρηση 4). Λόγω του πολύ μικρού ποσοστού της MBL στις μελέτες αυτές, 

οι τρεις μελέτες «σάρωσης» ευρείας κλίμακας που ακολούθησαν, χρησιμοποίησαν 

κυτταρομετρία ροής 4, 5 ή 8 χρωμάτων με αισθητές βελτιώσεις στην ευαισθησία της 

τεχνικής (Rawstron et al, 2008; Dagklis et al 2009; Nieto et al, 2009). Το αποτέλεσμα 

ήταν η ανίχνευση της MBL στο 5% περίπου του γενικού πληθυσμού, δηλαδή σε 

ποσοστό δέκα φορές μεγαλύτερο από το ποσοστό των προηγούμενων μελετών.   

Τα χαρακτηριστικά του εξεταζόμενου πληθυσμού παίζει επίσης καθοριστικό 

ρόλο στη συχνότητα εμφάνισης της MBL. Όπως περιγράφεται αναλυτικότερα στην 

επόμενη παράγραφο, η αυξημένη ηλικία, το άρρεν φύλο, αλλά κυρίως η ύπαρξη 

συγγένειας πρώτου βαθμού με ασθενείς που πάσχουν από ΧΛΛ ή άλλη 

λεμφοϋπερπλασία, αποτελούν ανεξάρτητους παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση 

της MBL. 
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Πίνακας 1. Συχνότητα εμφάνισης της ΜΒL  

Αναφορά 

Έτος 

Πληθυσμός Ν† 
Ηλικία 

(Έτη)‡ 

Κυτταρομετρία 

Ροής 

(Χρώματα) 

Ποσοστό 

MBL 

Συχνότητα της ΜΒL σε μελέτες δοτών αίματος ή σε ασθενείς εξωτερικών ιατρείων 

Shim et al, 

2007 

Γενικός πληθυσμός 

(ΗΠΑ) 
1926 

53 

(40-78) 
2 0,6% 

Rachel et al, 

2007 
Αιμοδότες (ΗΠΑ) 5141 

45 

(18-79) 
2 0,14% 

Dagklis et al, 

2009 

Γενικός πληθυσμός 

(Ιταλία) 
1725 

55 

(18-102) 
5 5,2% 

Nieto et al, 

2009 

Κλινική μονάδα 

Εξωτερικών Ιατρείων 

(Ισπανία) 

608 
62 

(40-97) 
8 12% 

Rawstron et al, 

2002a 

Κλινική μονάδα 

Εξωτερικών Ιατρείων 

(Αγγλία) 

910 >40 4 3,5% 

Ghia et al, 

2004 

Κλινική μονάδα 

Εξωτερικών Ιατρείων 

(Ιταλία) 

500 
74 

(65-98) 
4 4,4% 

Rawstron et al, 

2008 

Κλινική μονάδα 

Εξωτερικών Ιατρείων 

(Αγγλία) 

1520 
74 

(60-80) 
4 5,1% 

Συχνότητα της ΜΒL σε ασυμπτωματικούς συγγενείς ασθενών με ΧΛΛ 

Rawstron et al, 

2002b 

Συγγενείς πρώτου 

βαθμού από 21 

οικογένειες με ΧΛΛ 

59 
ΔΑ 

(23-86) 
4 13,6% 

Marti et al, 

2003 

Συγγενείς πρώτου 

βαθμού από 9 

οικογένειες με ΧΛΛ 

33 ΔΑ 2 18% 

Lanasa et al, 

2011 

Συγγενείς πρώτου 

βαθμού από 63 

οικογένειες με ΧΛΛ 

622 
51  

(22-78) 
4 16,2% 

Goldin et al, 

2010 

Συγγενείς πρώτου 

βαθμού από 140 

οικογένειες με ΧΛΛ 

505 
55 

(< 40 - > 90) 
4 17% 

Matos et al, 

2009 

Συγγενείς πρώτου 

βαθμού σποραδικών 

ΧΛΛ περιπτώσεων 

167 
ΔΑ 

(18-84) 
4 3,6% 

† Συνολικός αριθμός εξεταζόμενων ατόμων,  

‡ Διάμεση τιμή (εύρος)  

ΧΛΛ: Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία, ΔΑ: Δεν Αναφέρεται 
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1.7.3 Παράγοντες κινδύνου για την εμφάνιση ΜΒL 

Οι λόγοι που οδηγούν στην εμφάνιση της MBL δεν έχουν αποσαφηνισθεί. Παρόλα 

αυτά, οι διάφορες επιδημιολογικές μελέτες έχουν αναγνωρίσει κάποιους παράγοντες 

κινδύνου. Το φύλο για παράδειγμα αποτελεί έναν παράγοντα κινδύνου, καθώς οι 

άντρες έχουν διπλάσια πιθανότητα εμφάνισης ΜΒL σε σχέση με τις γυναίκες (Marti 

et al, 2005; Parikh et al, 2013b). Η ηλικία αποτελεί ένα δεύτερο ανεξάρτητο 

παράγοντα κινδύνου για την εμφάνιση της MBL, καθώς, σε δύο ανεξάρτητες 

εργασίες, η συχνότητα της MBL βρέθηκε πως αυξάνεται παράλληλα με την ηλικία 

(Ghia et al, 2004; Rawstron et al; 2008). Πιο συγκεκριμένα, η παρουσία των 

μονοκλωνικών Β πληθυσμών ανιχνεύθηκε σε εξαιρετικά χαμηλά ποσοστά (<0,5%) 

στα άτομα που ήταν μικρότερα από 40 έτη, σε ποσοστό 2,1% για άτομα 40-59 ετών, 

στο 5-5,5% για άτομα 60-89 ετών και στο 50% των ατόμων με ηλικία >90 ετών του 

γενικού πληθυσμού. Από τις παρατηρήσεις αυτές διαφαίνεται πως η ύπαρξη της MBL 

αποτελεί ένα μάλλον φυσιολογικό φαινόμενο στους ηλικιωμένους ανθρώπους που 

ενδεχομένως να σχετίζεται με την ανοσογήρανση του οργανισμού (Ghia et al, 2004).  

Tο οικογενειακό ιστορικό των ατόμων φαίνεται πως επηρεάζει σε πολύ μεγάλο 

βαθμό τη γενική προδιάθεση για την εμφάνιση MBL. Οι συγγενείς των ασθενών με 

«οικογενή ΧΛΛ» εμφανίζουν ΜΒL σε αρκετά μεγαλύτερη συχνότητα από αυτή που 

αναμένεται βάσει των παρατηρούμενων ποσοστών στο γενικό πληθυσμό. Ο 

χαρακτηρισμός «οικογενής ΧΛΛ» χρησιμοποιείται σε αντιδιαστολή με το 

χαρακτηρισμό «σποραδική ΧΛΛ» (ή απλά ΧΛΛ) για να περιγράψει εκείνους τους 

ασθενείς οι οποίοι έχουν τουλάχιστον δύο συγγενείς πρώτου βαθμού που επίσης 

πάσχουν από ΧΛΛ ή κάποια άλλη Β χρόνια λεμφοϋπερπλασία. Τέσσερις μελέτες 

μέχρι σήμερα σε συγγενείς ασθενών που πάσχουν από οικογενή ΧΛΛ,  

καταδεικνύουν την ύπαρξη MBL κλώνων σε ένα ποσοστό 13,6-18%, δηλαδή με 

συχνότητα εμφάνισης 3-5 φορές υψηλότερη από αυτή που παρατηρείται στο γενικό 

πληθυσμό (Rawstron et al, 2002; Marti et al, 2003; Goldin et al, 2010; Lanasa et al, 

2011). Οι παρατηρήσεις αυτές αποτέλεσαν το έναυσμα για την εντατική μελέτη της 

MBL, καθώς ενοχοποιήθηκε ως η πρόδρομη μορφή της κλινικής ΧΛΛ. Αντίστοιχες 

επιδημιολογικές μελέτες σε συγγενείς σποραδικών ΧΛΛ έδειξαν μία μικρή αύξηση 

στη συχνότητα εμφάνισης MBL σε σχέση με αυτά που παρατηρούνται στο γενικό 

πληθυσμό (Μatos et al, 2009). 

Η συγκριτική μελέτη της CLL-like MBL με τη ΧΛΛ αποκάλυψε κάποιους 

κοινούς παράγοντες κινδύνου μεταξύ των δύο καταστάσεων. Για παράδειγμα, έχουν 
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βρεθεί ορισμένοι γενετικοί πολυμορφισμοί που σχετίζονται με τον αυξημένο κίνδυνο 

εμφάνισης της ΧΛΛ (Slager et al, 2012; Berndt et al, 2013). Αντίστοιχα, κάποιες 

προκαταρκτικές μελέτες αποκαλύπτουν την ύπαρξη των συγκεκριμένων 

πολυμορφισμών σε πολύ μεγάλη συχνότητα στις MBL περιπτώσεις (Crowther-

Swanepoel et al, 2010). Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν τη σύνδεση που 

υπάρχει μεταξύ της MBL και της κλινικής νόσου και αναδεικνύουν κοινά στοιχεία 

γενετικής επιρρέπειας στις δύο καταστάσεις.   

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι περίπου το ένα τρίτο των ασθενών με ΧΛΛ 

εμφανίζουν στερεοτυπία στον υποδοχέα των Β κυττάρων (ΒCR). Η στερεοτυπία 

αφορά συνήθως στην CDR3 περιοχή του ΒCR που προκύπτει από το μη τυχαίο 

συνδυασμό στην επιλογή των γονιδιακών τμημάτων της μεταβλητής περιοχής της 

βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης (τμήματα ΙGHV) (Agathangelidis et al, 2012). 

Οι δομικές ομοιότητες στους BCR των διαφόρων περιπτώσεων υποδεικνύουν ότι οι 

υποδοχείς έχουν την ικανότητα να συνδέονται με συγκεκριμένα αντιγόνα. Τα 

αντιγόνα αυτά παραμένουν άγνωστα μέχρι σήμερα. Παρόλα αυτά, η CDR3 

στερεοτυπία έχει βρεθεί και στις MBL περιπτώσεις. Στη μελέτη των Vardi et al, το 

συγκεκριμένο στερεότυπικό πρότυπο βρέθηκε σε ποσοστό 5,5% ατόμων με ΜΒL 

χαμηλού αριθμού, σε ποσοστό 22% περιπτώσεων με MBL υψηλού αριθμού και σε 

ποσοστό 20% ασθενών ΧΛΛ σε αρχόμενο στάδιο (στάδιο 0 κατά Rai).  

Το ιστορικό χρόνιων λοιμώξεων φαίνεται επίσης πως αυξάνει τον κίνδυνο 

εμφάνισης ΜΒL και ΧΛΛ. Σε μία μεγάλη προοπτική κλινική μελέτη που 

πραγματοποιήθηκε στη Δανία από το 1977 μέχρι το 1997 και περιελάμβανε την 

κλινική παρακολούθηση >20.000 ατόμων, αποδείχθηκε ότι το ιστορικό της 

πνευμονίας σχετιζόταν με στατιστικά σημαντική αύξηση στον κίνδυνο εμφάνισης 

ΧΛΛ (Anderson et al, 2009). Τα αντίστοιχα δεδομένα για την ενδεχόμενη συσχέτιση 

μεταξύ πνευμονίας και MBL είναι λιγότερα ισχυρά αλλά φαίνεται πως υπάρχει μία 

σύνδεση, η οποία επιβάλλεται να επιβεβαιωθεί σε μεγαλύτερο δείγμα ατόμων. 

Επιπλέον, πρόσφατα δημοσιεύθηκε μία εργασία που συνδέει την MBL με τη λοίμωξη 

από ηπατίτιδα C. Συγκεκριμένα, από τους 123 ασθενείς με χρόνια ηπατίτιδα C, οι 35 

(28,5%) εμφάνισαν MBL, οι περισσότεροι από τους οποίους βρίσκονταν σε 

προχωρημένα στάδια της ηπατίτιδας. Το ποσοστό αυτό είναι περίπου 5 φορές 

μεγαλύτερο από το αντίστοιχο ποσοστό που παρατηρήθηκε στο γενικό πληθυσμό 

(Fazi et al, 2010). 

 



 
 

27 
 

1.7.4 Η ΜΒL αποτελεί την πρόδρομο κατάσταση της ΧΛΛ 

Για αρκετά χρόνια η MBL είχε ενοχοποιηθεί ως η πρόδρομη μορφή της ΧΛΛ. Η  

πρώτη ένδειξη όπως αναφέρθηκε, ήταν ότι οι συγγενείς ασθενών με οικογενή ΧΛΛ 

εμφάνιζαν MBL με πολύ μεγαλύτερη συχνότητα σε σχέση με τα υγιή άτομα του 

γενικού πληθυσμού. Η δεύτερη ισχυρή ένδειξη προερχόταν από τα αποτελέσματα της 

παρακολούθησης των φορέων MBL σε κλινικό επίπεδο, δηλαδή από το γεγονός ότι  

αρκετοί από τους φορείς MBL εμφάνιζαν ΧΛΛ στην πορεία του χρόνου. Οι 

περισσότεροι όμως από τους φορείς της MBL παρέμεναν σε υποκλινική κατάσταση 

και αυτό δημιουργούσε σύγχυση στους ερευνητές. Η οριστική επιβεβαίωση ότι η 

MBL αποτελεί την πρόδρομο κατάσταση της ΧΛΛ, προήλθε από τη μελέτη των 

Landgren et al (2009). 

Σε μία μεγάλη προοπτική μελέτη που πραγματοποιήθηκε στις ΗΠΑ στα πλαίσια 

ενός διεθνούς προγράμματος μελέτης για τον καρκίνο του προστάτη και τον καρκίνο 

του πνεύμονα, συλλέχθηκε ένας πολύ μεγάλος αριθμός δειγμάτων αίματος από 

εθελοντές και ασθενείς. Τα άτομα παρακολουθούνταν για ένα μεγάλο χρονικό 

διάστημα από την υπεύθυνη επιστημονική ομάδα, η οποία κατέγραφε την κλινική 

τους πορεία. Από αυτά, 45 άτομα διαγνώσθηκαν με ΧΛΛ αρκετά χρόνια μετά την 

εισαγωγή τους στο πρόγραμμα της κλινικής μελέτης. Ο Landgren και οι συνεργάτες 

του σκέφτηκαν να αναλύσουν τα αρχικά δείγματα αίματος που είχαν συλλεχθεί κατά 

την έναρξη του προγράμματος. Η κυτταρομετρική ανάλυση των αρχικώ δειγμάτων 

αποκάλυψε την ύπαρξη ενός μονοκλωνικού Β πληθυσμού στα 44 από τα 45 (97,8%) 

περιστατικά. Ο αιματολογικός έλεγχος κατέδειξε την παρουσία του κλωνικού 

πληθυσμού σε χαμηλά επίπεδα στο περιφερικό αίμα (<5000 Β κύτταρα/μL), ενώ τα 

κλινικά χαρακτηριστικά των περιστατικών κατά την έναρξη της προοπτικής μελέτης 

ήταν τέτοια, που πληρούσαν τα κριτήρια για τον χαρακτηρισμό τους ως ΜΒL. Με τη 

μελέτη αυτή επομένως, αποδείχτηκε πως πρακτικά όλες οι ΧΛΛ προέρχονται από το 

προκλινικό στάδιο της MBL (Landgren et al, 2009). 

Θα πρέπει να τονιστεί, ότι η αντίστροφη σχέση δεν ισχύει, δηλαδή η διάγνωση 

της MBL δε συνεπάγεται απαραίτητα και μετάπτωση σε ΧΛΛ. Για την ακρίβεια, οι 

διάφορες επιδημιολογικές μελέτες δείχνουν ότι μία δεδομένη χρονική στιγμή σε ένα 

πληθυσμό μελέτης (πχ. το γενικό πληθυσμό μιας χώρας), η MBL απαντάται με 

συχνότητα 100-1000 φορές μεγαλύτερη από ότι η κλινική ΧΛΛ. Επομένως, ένα πολύ 

μικρό ποσοστό των φορέων MBL θα εξελιχθεί σε ΧΛΛ με την πάροδο του χρόνου. 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, οι MBL χαμηλού αριθμού δεν εξελίσσονται ποτέ σε 
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MBL υψηλού αριθμού και πόσο μάλλον σε «επίσημη» ΧΛΛ ή άλλη 

λεμφοϋπερπλασία. Οι παρατηρήσεις αυτές προέρχονται από προοπτικές μελέτες σε 

σχετικά μεγάλες σειρές περιστατικών (Rawstron et al, 2010; Fazi et al, 2011; Lanasa 

et al, 2011), αλλά όπως επισημαίνουν και οι ίδιοι οι ερευνητές, δεν αποκλείεται να 

αποδειχθεί μία κλινική μετάπτωση σε πολύ μεγάλο βάθος χρόνου. Από τις MBL 

υψηλού αριθμού, έχει υπολογιστεί ότι μόνο το 1-2% κάθε χρόνο εξελίσσεται σε 

«επίσημη» ΧΛΛ που απαιτεί θεραπεία (Rawstron et al, 2008; Shanafelt et al, 2009b). 

Αναμφίβολα λοιπόν γεννήθηκε το ερώτημα σχετικά με το ποιοι θα μπορούσε να είναι 

οι υπεύθυνοι παράγοντες που καθορίζουν την μετάπτωση από το προκλινικό στο 

κλινικό στάδιο της νόσου.  

 

1.7.5 Παράγοντες κινδύνου για την κλινική εξέλιξη σε νόσο 

Παρά το γεγονός ότι είναι γνωστοί διάφοροι παράγοντες κινδύνου που σχετίζονται με 

την κλινική συμπεριφορά της ΧΛΛ, υπάρχουν σχετικά λίγες πληροφορίες για τη 

φυσική πορεία της MBL. Σε μία αναδρομική μελέτη που περιελάμβανε 302 

περιστατικά MBL υψηλού αριθμού από τα αρχεία της Mayo Clinic, η υψηλή 

έκφραση του CD38 συσχετίστηκε με πιο γρήγορη εξέλιξη των περιστατικών σε νόσο 

(Shanafelt et al, 2009b). Στη μελέτη αυτή βέβαια, δεν υπήρχαν επαρκή δεδομένα από 

άλλες σημαντικές κλινικές παραμέτρους (ΖΑP-70, κυτταρογενετικός έλεγχος, βαθμός 

μετάλλαξης IGHV γονιδιακών τμημάτων), με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η 

πλήρης αξιολόγηση όλων των πιθανών παραγόντων κινδύνου.  

Σε δύο ανεξάρτητες μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε μία σειρά από 78 και 

123 CLL-like MBL υψηλού αριθμού στην Βρετανία και την Ιταλία αντίστοιχα, η 

πολυπαραμετρική ανάλυση έδειξε πως ο μόνος παράγοντας κινδύνου για την εξέλιξη 

της MBL σε ΧΛΛ ήταν ο αυξημένος αριθμός των Β κυττάρων κατά τη στιγμή της 

διάγνωσης (Rawstron et al, 2008; Rossi et al, 2009). Τέλος, στην μελέτη των Kern et 

al (2012), ο έλεγχος και η παρακολούθηση 298 περιπτώσεων MBL υψηλού αριθμού 

έδειξε μερικά ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Στη μονοπαραμετρική ανάλυση, τα 

υψηλά επίπεδα της ΖΑP-70, η ύπαρξη αμετάλλακτης IGHV αλληλουχίας, καθώς και 

η ύπαρξη τρισωμίας 12 και/ή del(11q22) σχετίστηκαν σημαντικά με μικρότερους 

χρόνους εξέλιξης σε κλινική νόσο. Στην πολυπαραμετρική ανάλυση όμως, μόνο η 

παρουσία αμετάλλακτης IGHV διατήρησε την ανεξάρτητη προγνωστική της αξία 

(Kern et al, 2012).  
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Με βάση όλα τα παραπάνω, γίνεται αντιληπτό ότι τόσο οι παράγοντες που είναι 

υπεύθυνοι για την εμφάνιση της MBL, όσο και αυτοί που είναι υπεύθυνοι για την 

κλινική μετάπτωση μιας MBL σε νόσο, δεν πλήρως γνωστοί. Υπάρχουν ενδείξεις για 

τη συμμετοχή ανοσοφαινοτυπικών, μοριακών, κυτταρογενετικών και ανοσολογικών 

παραμέτρων αλλά το μέγεθος της επιρροής τους και ο ακριβής τους μηχανισμός στις 

διαδικασίες αυτές παραμένουν θέματα προς διευκρίνιση. Στην Εικόνα 5 

παρουσιάζεται σχηματικά μία σύνοψη των όσων αναφέρθηκαν για την δημιουργία 

και την κλινική εξέλιξη του μονοκλωνικού Β πληθυσμού.   

 

 
 

Εικόνα 5.  Υποθετικό μοντέλο για τη μοριακή παθογένεια στη ΧΛΛ, προσαρμοσμένο από Κarube et al, 2014 
 

Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, ένα φυσιολογικό Β κύτταρο υφίσταται κλωνική επιλογή και πολλαπλασιάζεται, είτε 

σε μικρό βαθμό μεταπίπτοντας στην κατάσταση της MBL χαμηλού αριθμού, είτε σε μεγαλύτερο βαθμό, οπότε και 

χαρακτηρίζεται ως MBL υψηλού αριθμού. Οι ΜΒL χαμηλού αριθμού δεν μεταπίπτουν σε κλινική νόσο, ενώ από 

τις MBL υψηλού αριθμού, ένα ποσοστό 1-2% κάθε χρόνο θα εξελιχθεί σε ΧΛΛ. Οι λόγοι για την δημιουργία του 

κλώνου και τη μετάπτωση στη νόσο παραμένουν άγνωστοι μέχρι σήμερα.   
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Σε ορισμένες μελέτες αναφέρονται πληροφορίες για τη συνολική επιβίωση των MBL 

περιστατικών. Στη μελέτη των Rawstron et al (2008), το 34% των MBL υψηλού 

αριθμού που εξελίχθηκαν σε νόσο, απεβίωσαν έπειτα από διάμεσο χρόνο 6,7 ετών 

από τη στιγμή της διάγνωσης. Το υψηλό αυτό ποσοστό όμως ήταν στην 

πραγματικότητα παραπλανητικό, αφού μόνο στο 2% καταγράφηκε ως επίσημη αιτία  

θανάτου η επιθετική πορεία της ΧΛΛ. Σε μία άλλη αναδρομική εξέταση 312 ΜΒL 

υψηλού αριθμού, βρέθηκε πως η συνολική επιβίωση δεν διέφερε από την αντίστοιχη 

επιβίωση που παρατηρούνταν σε άτομα ίδιου φύλου και ηλικίας του γενικού 

πληθυσμού (Shanafelt et al, 2012). Βέβαια, θα πρέπει να αναφερθεί, πως η συνολική 

επιβίωση των ΜΒL περιστατικών που εμφάνισαν υψηλά επίπεδα έκφρασης για τον 

δείκτη CD38, ήταν μικρότερη κατά 10-20% σε σχέση με τα άτομα του γενικού 

πληθυσμού. Στην ίδια εργασία, πραγματοποιήθηκε επίσης σύγκριση στην επιβίωση 

των ασθενών ΧΛΛ αρχικού σταδίου και ατόμων MBL ίδιας ηλικίας και φύλου, και 

τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι ασθενείς με ΧΛΛ σταδίου 0 κατά Rai είχαν 

σημαντικά μικρότερη επιβίωση από αυτήν των φορέων ΜΒL.  

Με βάση τα συνολικά διαθέσιμα στοιχεία που υπάρχουν για τις MBL χαμηλού 

αριθμού και τις MBL υψηλού αριθμού, διατυπώθηκαν κάποιες γενικές οδηγίες για τη 

παρακολούθηση των περιστατικών (Parikh et al, 2013b). Τα κυριότερα σημεία από 

τις προτεινόμενες οδηγίες παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 2). 

 

Πίνακας 2. Γενικές οδηγίες για την κλινική παρακολούθηση της MBL 

Κλινική Παρακολούθηση MBL χαμηλού αριθμού MBL υψηλού αριθμού 

Ενημέρωση-Παρακολούθηση Ναι Ναι 

Κλινική εξέταση 
Χωρίς διαφοροποίηση από τη 

καθιερωμένη εξέταση ρουτίνας 
Ετησίως 

Αιματολογικός έλεγχος Ανά 1-2 χρόνια Ετησίως 

Ανοσοφαινοτυπικός έλεγχος 

(καταμέτρηση Β κυττάρων) 
Όχι Ετησίως 

Έλεγχος για δευτερογενείς 
(μη αιματολογικές) κακοήθειες 

Χωρίς διαφοροποίηση από τον 

καθιερωμένο έλεγχο ρουτίνας 

Έλεγχος σε ολόκληρο 

το σώμα 

Παρακολούθηση λοιμώξεων Όχι Ναι 
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

Η παρούσα εργασία έχει τρεις διακριτούς στόχους: i) την περιγραφή των 

χαρακτηριστικών της MBL, ii) την αναζήτηση μεταβολών που συμβαίνουν στο 

προκλινικό στάδιο κατά την κλινική εξέλιξη των περιστατικών και iii) τη διερεύνηση 

των μηχανισμών που ευθύνονται για τη μετάπτωση από το προκλινικό στο κλινικό 

στάδιο της νόσου. 

 

Στόχος I 

Η περιγραφή των χαρακτηριστικών της MBL πραγματοποιήθηκε με την ανάλυση των 

κλινικών, αιματολογικών, ανοσοφαινοτυπικών και κυτταρογενετικών παραμέτρων 

της κάθε περίπτωσης. Κατά την ανοσοφαινοτυπική μελέτη των περιστατικών 

ελέγχθηκαν τα επίπεδα έκφρασης πολλών επιφανειακών και ενδοκυττάριων δεικτών 

με την τεχνική της κυτταρομετρίας ροής. Επιπρόσθετα δε, πραγματοποιήθηκε 

διεξοδική ανάλυση σε κάθε δείγμα, ώστε αφενός να χαρακτηριστεί η βασική 

ανοσοφαινοτυπική ΜΒL κατηγορία στην οποία ανήκει το περιστατικό, και αφετέρου 

για να γίνει μια πιο ειδική υποκατηγοριοποίηση με βάση την ευρύτερη γενικότερη 

ανοσοφαινοτυπική του ταυτότητα. Κατά αυτόν τον τρόπο κάθε φαινότυπος MBL 

συγκρίθηκε με τους καλά χαρακτηρισμένους ανοσοφαινότυπους των Β χρόνιων 

λεμφοϋπερπλασιών και ταξινομήθηκε βάσει των κοινών τους χαρακτηριστικών.  

Η κυτταρογενετική μελέτη αφορούσε στον έλεγχο των χρωμοσωμικών βλαβών 

που φέρουν τα κύτταρα του κλώνου. Κάθε δείγμα ελέγχθηκε για την ύπαρξη εκείνων 

των κυτταρογενετικών ατυπιών που απαντώνται συχνότερα στις «επίσημες» χρόνιες 

νεοπλασίες των Β κυττάρων. Θα πρέπει να επισημανθεί, πως η πλειοψηφία των 

αντίστοιχων δημοσιευμένων εργασιών μέχρι σήμερα, έχουν μελετήσει μόνο την 

ύπαρξη των κυτταρογενετικών βλαβών που απαντώνται στην επίσημη ΧΛΛ («πάνελ» 

4 ιχνηθετών). Στη παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε ένα ευρύ φάσμα ιχνηθετών 

(«πάνελ» 11 ιχνηθετών) για την διερεύνηση των συνηθέστερων ατυπιών που 

ανιχνεύονται σε όλα τα Β χρόνια λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα (ΧΛΛ, ΛΚΜ, 

ΣΛΟΖ, ΛΠΛ). Επιπρόσθετα, για την σωστή αξιολόγηση της συχνότητας εμφάνισης 

των διαφόρων ατυπιών στην ΜΒL, κάθε περιστατικό υφίσταντο τον ίδιο πλήρη 

κυτταρογενετικό έλεγχο, ανεξάρτητα από την ανοσοφαινοτυπική του κατηγορία. 

Η κλινικοεργαστηριακή ανάλυση των περιστατικών περιελάμβανε την ανάλυση 

των δημογραφικών χαρακτηριστικών (ηλικία, φύλο, κλπ), των αιματολογικών, αλλά 
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και άλλων παραμέτρων με κλινική σημασία (π.χ. ποσοστό διήθησης μυελού, 

προγνωστικοί δείκτες, κ.ά). Για την πιο ολοκληρωμένη περιγραφή των 

χαρακτηριστικών της MBL, αλλά και για την καλύτερη κατανόηση της βιολογικής 

τους σημασίας, όλες οι παράμετροι που αναλύθηκαν, ελέγχθηκαν στατιστικά ως προς 

τις μεταξύ τους συσχετίσεις και συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα χαρακτηριστικά που 

απαντώνται στην κλινική κατάσταση. 

 

Στόχος ΙΙ 

Τα περισσότερα από τα περιστατικά που περιγράφονται στην παρούσα εργασία, 

βρίσκονται υπό συνεχή παρακολούθηση από το εργαστήριό μας, ώστε αφενός να 

καταγράφονται τυχόν μεταβολές που παρατηρούνται σε αιματολογικό, 

ανοσοφαινοτυπικό και μοριακό επίπεδο, και αφετέρου για να διαπιστωθεί εάν και 

πότε ένα περιστατικό θα εξελιχθεί σε κλινική νεοπλασία. Με άλλα λόγια, η συνεχής 

παρακολούθηση των φορέων της MBL επιτρέπει την αξιολόγηση της σταθερότητας 

των διαφόρων κλινικοεργαστηριακών παραμέτρων και δίνει πληροφορίες για την 

επιρρέπεια που εμφανίζει η ΜΒL για μεταβολές (κλινική εξέλιξη). 

 Σε αιματολογικό επίπεδο ελέγχθηκαν ενδεχόμενες μεταβολές στον απόλυτο 

αριθμό των λευκών αιμοσφαιρίων και γενικά στους αριθμούς των έμμορφων 

συστατικών του περιφερικού αίματος (απόλυτος αριθμός λεμφοκυττάρων, 

ουδετεροφίλων, μονοκυττάρων, αιμοπεταλίων), αλλά και στη σχετική τους αναλογία 

επί του συνολικού λευκοκυτταρικού πληθυσμού. Ιδιαίτερη προσοχή δόθηκε επίσης, 

στις μεταβολές που επισυμβαίνουν στη σχετική αναλογία των Β, Τ και ΝΚ κυττάρων 

επί του συνολικού λεμφοκυτταρικού πληθυσμού. Σε ανοσοφαινοτυπικό επίπεδο 

ελέγχθηκε η παραμονή του κλώνου στο περιφερικό αίμα των φορέων ΜΒL κατά τη 

διάρκεια παρακολούθησης τους (αφορά κυρίως τις atypical και τις CD5
neg 

περιπτώσεις για τις οποίες υπάρχουν πιθανές ενδείξεις ότι η παρουσία του κλώνου 

μπορεί να σχετίζεται με ανοσολογική απόκριση και επομένως να είναι παροδική), 

αλλά και πιθανές μεταβολές στους επιφανειακούς δείκτες με κλινική και 

προγνωστική σημασία. Τέλος, σε μοριακό επίπεδο, μελετήθηκε η ύπαρξη κλωνικής 

εξέλιξης, δηλαδή η δημιουργία κυτταρογενετικών ατυπιών, που δεν αναδείχθηκαν 

κατά την αρχική μελέτη του κλώνου. Θα πρέπει να επισημάνουμε πως η παρούσα 

εργασία αποτελεί την πρώτη προοπτική μελέτη που διερευνά την ύπαρξη κλωνικής 

εξέλιξης στο προκλινικό επίπεδο της ΜΒL. 
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Στόχος ΙΙΙ 

Η κλινική παρακολούθηση της πορείας των ατόμων με MΒL μπορεί να δώσει 

σημαντικές πληροφορίες σχετικά με τους μηχανισμούς που εμπλέκονται στην κλινική 

μετάπτωση σε ΧΛΛ ή άλλη λεμφοϋπερπλασία. Έτσι, όλες οι διαθέσιμες παράμετροι 

μπόρεσαν να συσχετισθούν με την πιθανότητα εξέλιξης σε νόσο και με το χρόνο που 

θα μεσολαβήσει από τη στιγμή της διάγνωσης της ΜΒL έως τη στιγμή της κλινικής 

μετάπτωσης. Αυτή η προσέγγιση έχει μία καθαρά προγνωστική αξία, καθώς με βάση 

τις παραμέτρους που εντοπίζονται στην αρχή, επιχειρείται μία εκτίμηση για την 

πορεία της διαταραχής και αξιολογείται ο κίνδυνος εμφάνισης της ΧΛΛ ή κάποιας 

άλλης Β λεμφοϋπερπλασίας.  
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3. ΟΜΑΔΑ ΜΕΛΕΤΗΣ - ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

3.1 Ομάδα μελέτης 

Η παρούσα εργασία περιλαμβάνει τη μελέτη 171 ατόμων με τεκμηριωμένη διάγνωση 

MBL, με βάση τα ισχύοντα διαγνωστικά κριτήρια (Marti et al, 2005; Hallek et al, 

2008). Στην πλειονότητά τους (n=117), τα περιστατικά αυτά διαγνώσθηκαν στο 

Αιματολογικό Εργαστήριο του ΓΝΑ “Γ. Γεννηματάς” από τον Μάιο του 2005 μέχρι 

τον Μάρτιο του 2014 (65/117 περιστατικά κατά τη διάρκεια εκπόνησης της 

διατριβής), 31 περιστατικά διαγνώσθηκαν από άλλα νοσοκομεία της Αττικής και της 

περιφέρειας, ενώ τα υπόλοιπα 23 περιστατικά προέκυψαν από την αναδρομική 

μελέτη του αρχείου του εργαστηρίου.  

Όσον αφορά στην τελευταία περίπτωση, πρέπει να σημειωθεί ότι τα σημερινά 

διαγνωστικά κριτήρια που διαφοροποιούν την MBL από τις κλινικά έκδηλες 

λεμφοϋπερπλασίες διαμορφώθηκαν το 2005,
 
λαμβάνοντας ως βασικό γνώμονα τον 

αριθμό των Β λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα. Σύμφωνα όμως με τα κριτήρια 

που προτάθηκαν το 1988 και αναθεωρήθηκαν το 1996 από το Εθνικό Ινστιτούτο 

Καρκίνου των ΗΠΑ (National Cancer Institute - NCI), ως κριτήριο κακοήθειας 

χρησιμοποιούνταν ο απόλυτος αριθμός λευκοκυττάρων, και όχι ο αριθμός των Β 

κυττάρων. Έτσι, αρκετές περιπτώσεις ΜΒL με βάση τα σημερινά δεδομένα, θα 

μπορούσαν να είχαν χαρακτηριστεί ως Β-ΧΛΛ σταδίου 0 κατά Rai με βάση τα 

κριτήρια του 1988 και στη συνέχεια του 1996 (Einhorst et al, 2007). Ανατρέχοντας 

λοιπόν στο αρχείο του εργαστηρίου μας για την περίοδο 1996-2005, και αναλύοντας 

τα περιστατικά που είχαν χαρακτηριστεί ως ΧΛΛ σταδίου 0 κατά Rai, βρήκαμε 23 

περιστατικά, τα οποία θα έπρεπε να χαρακτηριστούν ως MBL με βάση τα σημερινά 

κριτήρια διάγνωσης.     

Επειδή τα άτομα με MBL είναι καθ’ όλα υγιή και δεν εκδηλώνουν εμφανή 

κλινικά συμπτώματα, στις περισσότερες περιπτώσεις η διάγνωση πραγματοποιούνταν 

τυχαία κατά τον εργαστηριακό έλεγχο ρουτίνας του εργαστηρίου μας ή εργαστηρίων 

από άλλα νοσοκομεία (check-up, κλπ), ή κατά τον αιματολογικό έλεγχο ασθενών, 

που είχαν νοσηλευθεί σε κάποια κλινική για λόγους που δεν αφορούσαν διαταραχές 

της αιμοποίησης. Τα υπόλοιπα περιστατικά προέκυψαν από τη ανάλυση δειγμάτων 

αίματος από συγγενείς πρώτου βαθμού ασθενών, που είχαν διαγνωσθεί στο παρελθόν 

με Β-ΧΛΛ από το εργαστήριό μας, και δέχτηκαν να παραχωρήσουν περιφερικό αίμα 

για εξέταση. 
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 Για την παρακολούθηση της εξέλιξης της διαταραχής πραγματοποιήθηκε 

επανέλεγχος στο σύνολο σχεδόν των περιστατικών, τόσο σε αιματολογικό, όσο και σε 

ανοσοφαινοτυπικό και κυτταρογενετικό επίπεδο. O αιματολογικός επανέλεγχος 

πραγματοποιούνταν κάθε 8-12 μήνες για να καταγραφούν τυχόν αλλαγές σε επίπεδο 

απόλυτων αριθμών ή σχετικών αναλογιών μεταξύ των στοιχείων του αίματος (μέσος 

αριθμός αιματολογικών επανελέγχων 5, εύρος 1-9). Ο κυτταρογενετικός επανέλεγχος 

πραγματοποιήθηκε σε 149 περιστατικά για να διαπιστωθούν τυχόν αλλαγές σε 

μοριακό επίπεδο. Ο επανέλεγχος αφορούσε ουσιαστικά επανάληψη της αναζήτησης 

του πλήρους φάσματος κυτταρογενετικών ατυπιών που είχαν ελεγχθεί κατά τη στιγμή 

της διάγνωσης (βλ. παρακάτω), και πραγματοποιήθηκε τουλάχιστον 18 μήνες μετά 

την αρχική κυτταρογενετική αξιολόγηση (διάμεσος χρόνος επαναξιολόγησης με i-

FISH: 26 μήνες). Σε 27 περιστατικά πραγματοποιήθηκε και τρίτος έλεγχος FISH 

(δεύτερος επανέλεγχος), εξαιτίας κλινικών ή εργαστηριακών ενδείξεων για εξέλιξη 

της νόσου. Τέλος, σε 79 περιστατικά πραγματοποιήθηκε ανοσοφαινοτυπικός 

επανέλεγχος (διάμεσος χρόνος από τη στιγμή της διάγνωσης: 36 μήνες, εύρος 11-95 

μήνες) ώστε να διαπιστωθούν ενδεχόμενες αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης των 

πρωτεϊνικών δεικτών, αλλά και για την αξιολόγηση πιθανών αλλαγών στη σχετική 

αναλογία των λεμφοκυτταρικών υποπληθυσμών (Β, Τ, ΝΚ κύτταρα).   

Η μετάπτωση σε κλινική νόσο βασίστηκε στην υπέρβαση του ορίου των 5000 Β 

κυττάρων/μL (αύξηση πάνω από 5000 Β κύτταρα/μL για χρονικό διάστημα 

τουλάχιστον τριών μηνών), στην εμφάνιση λεμφαδενοπάθειας ή οργανομεγαλίας και 

σπανίως (λόγω απουσίας επανελέγχων) στο επίπεδο της διήθησης του μυελού 

(αύξηση σε ποσοστό >20%). Στην περίπτωση κλινικής εξέλιξης καταγράφηκαν οι 

εξής παράμετροι: i) ημερομηνία εξέλιξης σε ΧΛΛ ή άλλη λεμφοϋπερπλασία, ii) 

χρόνος διπλασιασμού των λευκών αιμοσφαιρίων και iii) ημερομηνία έναρξης 

θεραπείας.  

 

3.2 Αιματολογικός Έλεγχος 

Η μέτρηση των αιματολογικών παραμέτρων της MBL, τόσο κατά τη διάγνωση, όσο 

και κατά τους διάφορους επανελέγχους των περιστατικών, πραγματοποιήθηκε με τον 

αυτόματο αιματολογικό αναλυτή COULTER LH 750 (Beckman Coulter, Atlanta, 

GA) στο Αιματολογικό Τμήμα του ΓΝΑ «Γ.Γεννηματάς» (Εικόνα 6). Οι παράμετροι 

που μετρήθηκαν και αξιολογήθηκαν ήταν οι εξής: ο απόλυτος αριθμός λευκών 

αιμοσφαιρίων, ο λευκοκυτταρικός τύπος δηλαδή ο απόλυτος αριθμός των 
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λεμφοκυττάρων, των ουδετεροφίλων, των μονοκυττάρων και των υπόλοιπων μεσαίων 

κυττάρων του αίματος (βασεόφιλα, ηωσινόφιλα), το επίπεδο λεμφοκυττάρωσης 

(εκφραζόμενο από το λόγο του αριθμού των λεμφοκυττάρων προς το συνολικό 

αριθμό των λευκών αιμοσφαιρίων), ο αριθμός των αιμοπεταλίων, καθώς και τα 

επίπεδα της αιμοσφαιρίνης. O αναλυτής υπόκειτο σε τακτικούς ποιοτικούς ελέγχους 

λειτουργίας από εξειδικευμένο προσωπικό της εταιρείας παροχής.  

 
 

 

Εικόνα 6. Αιματολογικός αναλυτής COULTER LH 750  

 

3.3 Ανοσοφαινοτυπική Ανάλυση 

Η ανοσοφαινοτυπική ανάλυση των δειγμάτων, δηλαδή η ανάλυση της έκφρασης 

συγκεκριμένων επιφανειακών και ενδοκυττάριων πρωτεϊνικών μορίων, 

πραγματοποιήθηκε με την τεχνική της κυτταρομετρίας ροής (Εικόνα 7). Κατά την 

εφαρμογή της τεχνικής χρησιμοποιούνται μονοκλωνικά αντισώματα, έναντι των 

πρωτεϊνών που θέλουμε να μελετήσουμε. Τα αντισώματα αυτά είναι συνδεδεμένα με 

κατάλληλα φθοριοχρώματα (πχ φλουοροσκεΐνη, φυκοερυθρίνη, κ.ά), τα οποία 

εκπέμπουν σήματα συγκεκριμένου μήκους κύματος όταν διεγερθούν από τη δέσμη 

λέιζερ του κυτταρομέτρου.  

Τα σήματα που εκπέμπονται προσλαμβάνονται από ειδικούς ανιχνευτές που 

βρίσκονται κατά μήκος ή κάθετα στη δέσμη του διερχόμενου λέιζερ. Στη συνέχεια, 
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με τη βοήθεια ενός συστήματος τροποποίησης σήματος από αναλογικό σε ψηφιακό 

(Analogue-to-Digital Conversion, ADC), τα σήματα φθορισμού, όπως και τα σήματα 

πρόσθιου και πλάγιου σκεδασμού, ενισχύονται με τη βοήθεια φωτοπολλαπλασιαστών 

και μετατρέπονται σε ψηφιακά σήματα που μπορούν να απεικονιστούν γραμμικά ή 

λογαριθμικά σε Η/Υ. Τέλος, ακολουθεί η ανάλυση των σημάτων στον Η/Υ που είναι 

εφοδιασμένος με το κατάλληλο λογισμικό  (Εικόνα 7). Στην παρούσα εργασία, για 

την ανάλυση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το κυτταρόμετρο FC500 (Beckman 

Coulter, Miami, FL), εφοδιασμένο με αερόψυκτο λέιζερ χαμηλής ισχύος αργού 

(488nm), ενώ για την επεξεργασία των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το 

λογισμικό CXP (Beckman Coulter, Miami, FL).  

 

Εικόνα 7. Απλουστευμένη απεικόνιση της αρχής λειτουργίας της κυτταρομετρίας ροής. 
 

 Τα κύτταρα του δείγματος, τα οποία έχουν σημανθεί με αντισώματα συνδεδεμένα με 

φθορίζουσες ουσίες, περνούν σε νηματική ροή εμπρός από τη δέσμη του λέιζερ, οι 

φθορίζουσες ουσίες διεγείρονται και εκπέμπουν φως. Οι ανιχνευτές προσλαμβάνουν τα 

εκπεμπόμενα σήματα, πραγματοποιείται η μετατροπή τους σε ψηφιακή μορφή και αναλύονται 

σε H/Y.  
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3.3.1 Πρωτόκολλα ανάλυσης 

Με την κυτταρομετρική ανάλυση έγινε δυνατή η μελέτη της έκφρασης 

συγκεκριμένων επιφανειακών και κυτταροπλασματικών δεικτών του Β κλωνικού 

πληθυσμού. Με τον τρόπο αυτό λήφθηκαν πληροφορίες για το είδος, το επίπεδο 

διαφοροποίησης αλλά και για ορισμένες πτυχές της λειτουργικής κατάστασης των Β 

λεμφοκυττάρων. Στον Πίνακα 3 παρουσιάζονται τα τρία διακριτά πρωτόκολλα 

ανάλυσης που χρησιμοποιήθηκαν και το σύνολο των πρωτεϊνικών δεικτών που 

αξιολογήθηκαν σε κάθε ΜΒL δείγμα. Γενικά, τα πρωτόκολλα αυτά προσαρμόστηκαν 

στα καθιερωμένα πρωτόκολλα ρουτίνας του Εργαστηρίου Κυτταρομετρίας Ροής του 

ΓΝΑ “Γ. Γεννηματάς” που χρησιμοποιούνται για την ανάλυση και τη 

διαφοροδιάγνωση μεταξύ των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλαστικών νοσημάτων. Για τους 

σκοπούς της εργασίας όμως, στα περισσότερα δείγματα χρησιμοποιήθηκαν και 

επιπρόσθετοι δείκτες για την πληρέστερη ανάλυση και τον καλύτερο χαρακτηρισμό 

της ανοσοφαινοτυπικής εικόνας των MBL περιστατικών. 

 

Πίνακας 3. Επιφανειακοί και ενδοκυττάριοι δείκτες που αναλύθηκαν ανοσοφαινοτυπικά 

Πρωτόκολλο Ανάλυσης Δείκτες 

Πρωτόκολλο 

τυποποίησης 

Πρωτόκολλο 
 Ρουτίνας 

CD3, CD5, CD10, CD20, CD22, CD23, CD27, 

CD38, CD43, CD79b, FMC7 

Επιπλέον Δείκτες 
CD9, CD11c, CD25, CD79a CD103, CD123, 

 BDCA1 (CD1c) 

Πρωτόκολλο έκφρασης ανοσοσφαιρίνης IgA, IgG, IgM, IgD, κ, λ 

Προγνωστικό πρωτόκολλο Β-ΧΛΛ ZAP70, CD38  

 

Ο κυτταρομετρητής ροής που χρησιμοποιήθηκε μπορεί να ανιχνεύει παράλληλα έως 

και πέντε διακριτά φάσματα εκπομπής που παράγονται από τη διέγερση και εκπομπή 

των εξής φθοριοχρωμάτων: i) Ισοθειοκυανική Φλουορεσκεΐνη (FITC), ii) 

Φυκοερυθρίνη (PE), iii) Φυκοερυθρίνη-Ερυθρό του Tέξας (ECD), iv) Φυκοκυανίνη-

Ερυθρίνη 5 (PC5), και v) Φυκοκυανίνη-Ερυθρίνη 7 (PC7). Επομένως, δεν ήταν 

δυνατόν να αναλυθούν ταυτόχρονα όλοι οι πρωτεϊνικοί δείκτες που αναφέρθηκαν. 

Στον Πίνακα 4 παρουσιάζονται οι συνδυασμοί των αντισωμάτων και των 
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φθοριοχρωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε πρωτόκολλο ανάλυσης. Τα 

αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν παρέχονταν από τις εταιρείες Biolegend (San 

Diego, CA), Beckman Coulter (Brea, CA), Beckton Dickinson (Franklin Lakes, NJ), 

Dako (Glostrup, Denmark) και Catlag MedSystems (Buckingham, UK) 

 

Πίνακας 4. Συνδυασμός αντισωμάτων-φθοριοχρωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν 
κατά την ανοσοφαινοτυπική ανάλυση 

ΠΑΝΕΛ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ  ΠΑΝΕΛ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ 

FITC PE PC5  FITC PE ECD PC5 PC7 

CON* CON* CD19    CON* CON* CON*  

CD5 CD20 CD19  Igκ Igλ CD20 CD5 CD19 

CD43 CD79b CD19  IgM IgD CD20 CD5 CD19 

FMC7 CD23 CD19  IgG+IgA IgM+IgD CD20 CD5 CD19 

CD38 CD10 CD19                          

CD22 CD27 CD19                         ΠΡΟΓΝΩΣΤΙΚΟ ΠΑΝΕΛ B-ΧΛΛ 

CD66 BDCA1 CD19   FITC PE PC7  

CD103 CD25 CD19   CD3 CON* CD19  

CD11c CD123 CD19   CD3 ZAP70 CD19  

CD9 CD79a CD19   CD3 CD38 CD19  

* Ισοτυπικοί μάρτυρες που χρησιμοποιούνταν σε κάθε ανάλυση οποιουδήποτε δείγματος 

 

Η πορεία που ακολουθήθηκε από τη στιγμή της παραλαβής του υλικού (περιφερικό 

αίμα) μέχρι την ανάλυση στο κυτταρόμετρο, περιλαμβάνει μερικά απλά βήματα. 

Συνοπτικά, το πρωτόκολλο για την ανίχνευση αντιγόνων επιφανείας εκτός των 

επιφανειακών ανοσοσφαιρινών έχει ως εξής: 
 

 Λήψη 2-3 mL περιφερικού αίματος σε σωληνάριο που περιέχει EDTA 

 Επώαση 50 μL δείγματος με 10μL από κάθε μονοκλωνικό αντίσωμα για 15 

λεπτά απουσία φωτός 

 Λύση ερυθρών αιμοσφαιρίων με προσθήκη 2 mL λυτικού διαλύματος (Versalyse 

Lysing Solution, Beckman Coulter, Miami, FL) για 10 λεπτά 

 Φυγοκέντρηση (300 g) για 10 λεπτά 

 Απόχυση υπερκείμενου και επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος (pellet) σε 500 μL 

ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (PBS) pH 7,2 

 Ανάλυση στον Κυτταρομετρητή 
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Στην περίπτωση όπου θέλαμε να μελετήσουμε την έκφραση των επιφανειακών 

ανοσοσφαιρινών, ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία, μόνο που πριν από την επώαση 

του δείγματος με τα αντισώματα προηγήθηκε φυγοκέντρηση (300 g) και απόχυση του 

υπερκείμενου ώστε να απομακρυνθούν οι ανοσοσφαιρίνες του ορού που θα 

δημιουργούσαν προβλήματα «θορύβου» στην ανάλυση. 

Στην περίπτωση όπου θέλαμε να αναλύσουμε εκτός από τους επιφανειακούς και 

ενδοκυττάριους δείκτες στη διαδικασία προστίθενται ορισμένα βήματα, λόγω της 

ανάγκης που δημιουργείται για την πρόσβαση των αντισωμάτων στο εσωτερικό των 

κυττάρων. Τα αντισώματα πρέπει να περάσουν το φραγμό της πλασματικής 

μεμβράνης και για το λόγο αυτό χρησιμοποιούνται κατάλληλα μεμβρανικά 

διατρητικά διαλύματα. Συνοπτικά η πορεία που ακολουθήθηκε για την ταυτόχρονη 

μελέτη επιφανειακών και ενδοκυττάριων αντιγόνων είχε ως εξής:  

 

 Λήψη 2-3 mL περιφερικού αίματος σε δοκιμαστικό σωληνάριο με EDTA 

 Προσθήκη 50 μL δείγματος σε ειδικά πλαστικά σωληνάρια για κάθε συνδυασμό 

αντισωμάτων που θέλουμε να μελετήσουμε  

 Επώαση του δείγματος με 10 μL από κάθε μονοκλωνικό αντίσωμα επιφανείας 

για 15 λεπτά στο σκοτάδι 

 Προσθήκη 100 μL του διαλύματος Α του μονιμοποιητικού FΙΧ & PERM (Caltag 

Medsystems, Buckingham, UK) για 10 λεπτά 

 Φυγοκέντρηση (300 g) για 10 λεπτά 

 Απόχυση και προσθήκη 10 μL από κάθε μονοκλωνικό αντίσωμα για  

ενδοκυττάρια αντιγόνα και 100 μL του διαλύματος Β του μονιμοποιητικού FIX 

& PERM. Επώαση για 15 λεπτά απουσία φωτός  

 Φυγοκέντρηση (300 g) 

 Απόχυση και επαναδιαλυτοποίηση σε 500 μL PBS 

 Ανάλυση στον Κυτταρομετρητή 
 

 

Η διαδικασία αυτή ακολουθήθηκε στο προγνωστικό πάνελ της ΧΛΛ για την μέτρηση 

της ΖΑP-70 και, σε ορισμένες περιπτώσεις, για την μέτρηση των ενδοκυττάριων 

ανοσοσφαιρινών (όταν τα επίπεδα έκφρασης των επιφανειακών ανοσοσφαιρινών 

ήταν χαμηλά).   
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3.3.2 Στρατηγική επεξεργασίας των δεδομένων στον κυτταρομετρητή ροής 

Τα πρωτόκολλα ανάλυσης που περιγράφηκαν, αφορούν τη μελέτη του Β 

λεμφοκυτταρικού πληθυσμού. Έτσι, σε πρώτο επίπεδο ανάλυσης στο κυτταρόμετρο, 

απαιτείται ο διαχωρισμός των Β λεμφοκυττάρων από τα υπόλοιπα κύτταρα με την 

κατάλληλη στρατηγική περιχαράκωσης. Η στρατηγική αυτή είναι συνήθως απλή και 

απαιτεί δύο διαγράμματα dot plots (Εικόνα 8).  

 
 

Εικόνα 8. Στρατηγική περιχαράκωσης Β λεμφοκυττάρων για περαιτέρω ανάλυση. 
 

Αριστερά: Το βασικό διάγραμμα πρόσθιου (FS) και πλάγιου (SS) σκεδασμού, με το οποίο 

αποκλείεται ο «θόρυβος» του δείγματος και επιλέγονται τα λευκά αιμοσφαίρια (περίγραμμα A). 

Δεξιά: Το διάγραμμα επιλογής των Β-λεμφοκυττάρων, τα οποία διακρίνονται από την 

θετικότητά τους στο CD19 (περίγραμμα Β). Ο Β κυτταρικός πληθυσμός αποτελεί το 38,3% επί 

του συνόλου των λευκών αιμοσφαιρίων.  

 

Στο πρώτο διάγραμμα πρόσθιου (FS) και πλάγιου (SS) σκεδασμού επιλέγονται μόνο 

τα ζωντανά λευκά αιμοσφαίρια του αίματος, ενώ αντίστοιχα αποκλείεται ο 

«θόρυβος» του δείγματος (θραύσματα κυττάρων, κ.ά) και τα νεκρά κύτταρα. Στη 

συνέχεια, ο πληθυσμός που επιλέχθηκε από το πρώτο διάγραμμα αναλύεται σε 

δεύτερο dot plot διάγραμμα πλάγιου σκεδασμού συναρτήσει του CD19. Ο Β 

κυτταρικός πληθυσμός συγκροτείται από τα CD19
+ 

κύτταρα του δείγματος, τα οποία 

τις περισσότερες φορές σχηματίζουν ένα διακριτό συγκρότημα κυττάρων. Ακολουθεί 

η περιχαράκωση των CD19
+ 

κυττάρων ώστε να εκτιμηθεί αφενός ο απόλυτος αριθμός 

των Β λεμφοκυττάρων του δείγματος και το ποσοστό των Β λεμφοκυττάρων επί του 



 
 

47 
 

συνόλου των λευκοκυττάρων (Β στοιχείο), και αφετέρου, για να μελετηθούν τα 

επιμέρους ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά του Β κυτταρικού πληθυσμού στα 

επόμενα βήματα.   

Για να μπορέσει να πραγματοποιηθεί με αξιοπιστία η μέτρηση των επιφανειακών 

και/ή ενδοκυττάριων αντιγόνων, θα πρέπει να προηγηθεί η οριοθέτηση της αρνητικής 

έκφρασης των διαφόρων δεικτών. Η οριοθέτηση πραγματοποιείται με τη χρήση 

αρνητικών μαρτύρων στα κύτταρα του δείγματος. Ως αρνητικοί μάρτυρες 

χρησιμοποιούνται ισοτυπικά μονοκλωνικά αντισώματα (isotype controls), τα οποία 

είναι σημασμένα με τα ίδια φθοριοχρώματα που χρησιμοποιούνται για την ανάλυση 

των δειγμάτων (Εικόνα 9). Η διαδικασία αυτή επαναλήφθηκε κάθε φορά πριν από 

την ανάλυση ενός MBL δείγματος. 

 

Εικόνα 9. Η οριοθέτηση της αρνητικής έκφρασης με την χρήση του ισοτυπικού αρνητικού 

μάρτυρα (isotype control). 

 

Αφού πραγματοποιηθεί ο προσδιορισμός των ορίων ανίχνευσης, μπορούμε να 

αναλύσουμε τα δείγματά μας και να εξάγουμε συμπεράσματα σχετικά με τα επίπεδα 

έκφρασης των πρωτεϊνών που μας ενδιαφέρουν κάθε φορά. Στην Εικόνα 10 

παρουσιάζεται ένα ενδεικτικό παράδειγμα όπου τα Β λεμφοκύτταρα του δείγματός 

(έχει προηγηθεί η περιχαράκωση των CD19
+
 κυττάρων) εκφράζουν στο σύνολό τους 

τον επιφανειακό δείκτη CD23, ενώ αντίθετα δεν εκφράζουν την πρωτεΐνη FMC7. 
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Εικόνα 10. Η μέτρηση των δεικτών FMC7 και CD23 σε μία περίπτωση MBL.  

Επάνω: Απεικόνιση του τύπου dot plot. Κάτω: Απεικόνιση με τη βοήθεια ιστογραμμάτων.   

 

3.3.3 Ανάλυση Ανοσοσφαιρινών 

Η ανάλυση των ανοσοσφαιρινών αποτελεί ουσιώδες στάδιο στον χαρακτηρισμό όλων 

των Β λεμφοϋπερπλασιών. Η ύπαρξη κλωνικότητας (που συνεπάγεται παθολογία) 

στηρίζεται στην ανάλυση της ελαφράς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης, ενώ η ανάλυση 

της βαριάς ανοσοσφαιρινικής αλυσίδας μπορεί να δώσει σημαντικές πληροφορίες για 

το επίπεδο διαφοροποίησης των Β κυττάρων. Γενικά, η διάκριση των Β κυττάρων σε 

υποκατηγορίες βασίζεται στη διαφορετική έκφραση των IgM, IgD, IgG και IgA, και 

αυτό έχει ποικίλες εφαρμογές στην Αιματολογία, τόσο σε παθολογικές όσο και σε 

φυσιολογικές καταστάσεις. 

.  



 
 

49 
 

Στην περίπτωση της MBL, η μελέτη της ανοσοσφαιρίνης αποτελεί το 

ουσιαστικότερο κομμάτι της ανοσοφαινοτυπικής ανάλυσης, αφού, με βάση τα 

καθιερωμένα διαγνωστικά κριτήρια (Μarti et al, 2005), η τεκμηρίωση της διάγνωσης 

στηρίζεται στην μονοκλωνικότητα των Β κυττάρων όπως ορίζεται από τον λόγο της κ 

προς τη λ ελαφρά αλυσίδα (κ/λ > 3:1 ή κ/λ < 0,3:1). Επιπρόσθετα, από την ανάλυση 

της ανοσοσφαιρίνης λαμβάνονται πληροφορίες για το μέγεθος του Β κλωνικού 

πληθυσμού στο σύνολο των CD19
+
 κυττάρων.  Στην Εικόνα 11 παρατίθεται ένα 

παράδειγμα από την ανοσοσφαιρινική ανάλυση των Β κυττάρων σε μία περίπτωση 

MBL σε επίπεδο βαριάς και ελαφράς αλυσίδας. 
 

 

 

 
Εικόνα 11. Ανοσοσφαιρινική ανάλυση σε μία περίπτωση MBL. Τα Β λεμφοκύτταρα 

(12% επί του συνόλου των λευκών αιμοσφαιρίων) είναι στην πλειοψηφία τους κ 

μονοκλωνικά (κ/λ>3:1) και εκφράζουν κυρίως IgM και IgD ανοσοσφαιρίνη. Το 71,2% 

των Β κυττάρων εκφράζουν ταυτόχρονα IgM και IgD, το 4,8% εκφράζει μόνο IgM, ενώ 

τα υπόλοιπα Β κύτταρα (23,9%) εκφράζουν IgA και/ή IgG.  
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3.3.4 Ανάλυση των δεικτών CD38 και ZAP-70 

Με βάση τα παραπάνω, για να πραγματοποιηθεί η μέτρηση των επιπέδων έκφρασης 

ενός δείκτη (συμπεριλαμβανομένων και των ανοσοσφαιρινών), εκτιμάται το ποσοστό 

των Β κυττάρων που βρίσκονται θετικά στο δείκτη (επί των συνολικών CD19
+
 

κυττάρων του δείγματος) με βάση τα όρια ανίχνευσης που προσδιορίζονται από τη 

χρήση των ισοτυπικών μαρτύρων. Επομένως, η έκφραση ενός δείκτη στα Β κύτταρα 

αντιμετωπίζεται στατιστικά ως συνεχής μεταβλητή που μπορεί να λαμβάνει τιμές από 

0% έως 100% επί του συνολικού Β πληθυσμού.  

Στην περίπτωση των δεικτών CD38 και ZAP-70 όμως, ακολουθείται διαφορετική 

διαδικασία για την εκτίμηση της έκφρασής τους. Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, 

οι δείκτες αυτοί αποτελούν προγνωστικούς παράγοντες στη ΧΛΛ, και τα αυξημένα 

επίπεδά τους θεωρούνται ως ανεξάρτητοι δείκτες κακής πρόγνωσης για την κλινική 

πορεία των ασθενών (Hamblin et al, 2002; Crespo et al, 2003). Σε αντίθεση με τους 

υπόλοιπους φαινοτυπικούς δείκτες, η αξιολόγηση των επιπέδων έκφρασης των δύο 

αυτών δεικτών, πραγματοποιείται με βάση καθιερωμένες τιμές αναφοράς. Δηλαδή, η 

θετικότητα στην έκφραση των δεικτών αντιμετωπίζεται στατιστικά ως ποιοτική 

μεταβλητή (εκφράζει/δεν εκφράζει), αναλόγως με το αν το ποσοστό των Β κυττάρων 

που βρίσκονται θετικά για έναν από τους δύο δείκτες υπερβαίνει το καθιερωμένο 

ποσοστό αναφοράς. Για το δείκτη CD38, το ποσοστό αναφοράς έχει καθιερωθεί το 

30% (δηλαδή ένα δείγμα είναι θετικό στον δείκτη μόνο εάν >30% των Β κυττάρων 

εκφράζουν το CD38) (Damle et al, 1999), ενώ για τη ΖΑP-70 το ποσοστό αναφοράς 

έχει καθιερωθεί στο 20% (Wiestner et al, 2003; Orchard et al, 2004).  

Μία ακόμα ιδιαιτερότητα αφορά στην εκτίμηση της έκφρασης της ΖΑP-70, η 

ανάλυση της οποίας γίνεται με διαφορετικό τρόπο από τους υπόλοιπους δείκτες, 

Γενικά, για τη μελέτη της ΖAP-70, έχουν προταθεί αρκετές διαφορετικές τεχνικές 

ανάλυσης. Στην παρούσα εργασία (αλλά και στις εφαρμογές ρουτίνας του 

εργαστηρίου Κυτταρομετρίας Ροής του Νοσοκομείου), ακολουθήθηκε η 

προτεινόμενη μέθοδος ανάλυσης που προέρχεται από την Ευρωπαϊκή Ομάδα 

Μελέτης της ZAP-70 (Εικόνα 12). Σύμφωνα με αυτήν, για την ανάλυση της 

έκφρασης της πρωτεΐνης στον Β πληθυσμό χρησιμοποιούνται δύο μάρτυρες.  

Σε πρώτο επίπεδο, οριοθετείται η αρνητική έκφραση της ΖΑP-70 με βάση τον 

αυτοφθορισμό των κυττάρων και όχι με βάση τη χρήση κάποιου ισοτυπικού μάρτυρα. 

Τα όρια αρνητικής έκφρασης προσδιορίζονται τόσο για τον Β, όσο και για τον Τ 

κυτταρικό πληθυσμό του δείγματος. Σε δεύτερο επίπεδο, προσδιορίζεται το ποσοστό 
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των κυττάρων που εκφράζουν την ΖΑP-70, με βάση την οριοθέτηση που 

πραγματοποιήθηκε στο προηγούμενο βήμα. Η ανάλυση είναι απαραίτητο να 

πραγματοποιηθεί σε κάθε λεμφοκυτταρικό πληθυσμό ξεχωριστά (Β και Τ), και εάν τα 

ΖΑP-70
+
 Τ κύτταρα βρίσκονται σε ποσοστό > 90% επί του συνολικού Τ πληθυσμού, 

το ποσοστό των ΖΑP-70
+
 B κυττάρων που λαμβάνεται, θεωρείται αξιόπιστο.  

 

Εικόνα 12. O τρόπος ανάλυσης της ΖΑP-70 που ακολουθήθηκε στην παρούσα εργασία. 

Αρχικά με βάση τον πρόσθιο (FC) και πλάγιο (SS) σκεδασμό, περιφράσσονται τα λεμφοκύτταρα (34,6%, πύλη Α στο άνω 

αριστερά dot lot), από όπου διαχωρίζονται τα Τ κύτταρα (CD3+, 27,4%) και τα Β κύτταρα (CD19+, 62,3%) (άνω δεξιά 

dot plot). Η οριοθέτηση της αρνητικής έκφρασης βασίζεται στον αυτοφθορισμό των Β (0,7%, μεσαίο αριστερά 

ιστόγραμμα) και Τ κυττάρων (0%, μεσαίο δεξιά ιστόγραμμα) και όχι σε κάποιον ισοτυπικό μάρτυρα. Ο T κυτταρικός 

πληθυσμός χρησιμοποιείται ως θετικός μάρτυρας (95,8%, κάτω δεξιά ιστόγραμμα) για την εκτίμηση του ποσοστού των 

ZAP-70+ B κυττάρων (37,1%, κάτω αριστερά ιστόγραμμα). 
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3.4 Κυτταρογενετική ανάλυση 

Η κυτταρογενετική ανάλυση πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή μεσοφασικού 

φθορίζοντος in-situ υβριδισμού (Interphase FISH, i-FISH) για τη διερεύνηση 

γενετικών αλλοιώσεων στα κύτταρα του κλωνικού πληθυσμού. Με τον i-FISH 

ανιχνεύονται ανωμαλίες στο επίπεδο των χρωμοσωμάτων, καθώς η διακριτική 

ικανότητα της τεχνικής προσδιορίζεται στο επίπεδο των 10
4
 ζευγών βάσεων (bp). 

Επομένως, με την εφαρμογή του FISH δύναται να ανιχνευτούν τόσο αριθμητικές 

ατυπίες (μονοσωμίες, τρισωμίες, υπερδιπλοειδία), όσο και δομικές χρωμοσωμικές 

ανωμαλίες (ελλείμματα και προσθήκες ολόκληρων χρωμοσωμικών τμημάτων ή 

γονιδίων, αναδιατάξεις, αμοιβαίες μετατοπίσεις, αναστροφές, κ.ά), αλλά δεν μπορούν 

να ανιχνευθούν αλλοιώσεις μικρότερης κλίμακας (πχ. σημειακές μεταλλάξεις). 

Οι κλασικές κυτταρογενετικές τεχνικές (καρυότυπος) έχουν μικρότερη 

διακριτική ικανότητα από τον FISH, καθώς μπορούν να ανιχνεύσουν χρωμοσωμικές 

αλλοιώσεις μεγέθους ≥ 10
6
 bp. Το μεγάλο πλεονέκτημα του i-FISH όμως, είναι ότι 

εφαρμόζεται σε μεσοφασικούς πυρήνες, διατηρώντας αναλλοίωτους τους 

κυτταρικούς χαρακτήρες του προς ανάλυση υλικού. Αντίθετα, στον καρυότυπο οι 

κυτταρικοί χαρακτήρες καταστρέφονται, ενώ η ανίχνευση των αλλοιώσεων 

προϋποθέτει ότι τα κλωνικά κύτταρα βρίσκονται στο στάδιο της μετάφασης της 

μίτωσης. Επομένως, με τη χρήση του i-FISH μπορούμε αφενός, να 

ποσοτικοποιήσουμε τον παθολογικό πληθυσμό επί του συνόλου των κυττάρων που 

αναλύονται κάθε φορά, και αφετέρου, να ανιχνεύσουμε κυτταρογενετικές ατυπίες 

ακόμη και στα κύτταρα που έχουν πολύ χαμηλό μιτωτικό δυναμικό. Στο σημείο αυτό 

θα πρέπει να επισημάνουμε ότι τα κλωνικά κύτταρα της MBL, όπως και τα 

παθολογικά κύτταρα όλων των χρόνιων Β λεμφοϋπερπλασιών, έχουν περιορισμένη 

μιτωτική δραστηριότητα, τουλάχιστον in vitro.   

Κατά την εφαρμογή του i-FISH, χρησιμοποιούνται ειδικοί ιχνηθέτες DNA που 

είναι συμπληρωματικοί προς την περιοχή του γονιδιώματος που θέλουμε να 

μελετήσουμε. Οι ιχνηθέτες είναι σεσημασμένοι με κατάλληλη φθορίζουσα χρωστική, 

και επομένως, όταν πραγματοποιηθεί η υβριδοποίηση στο προς ανάλυση υλικό, η 

αλληλουχία - στόχος μπορεί να γίνει ορατή με τη βοήθεια ενός μικροσκοπίου 

φθορισμού που είναι εφοδιασμένο με τα κατάλληλα φίλτρα. Η βασική αρχή της 

τεχνικής παρουσιάζεται στην εικόνα που ακολουθεί (Εικόνα 13).  
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Εικόνα 13. Αρχή λειτουργίας του FISH, προσαρμοσμένη από Speicher et al, (2005) 
 

 

(a): Για την εφαρμογή του FISH είναι απαραίτητα ένας DNA ιχνηθέτης (probe) και μία 

αλληλουχία - στόχος (target). (b): Πριν την υβριδοποίηση ο ιχνηθέτης σημαίνεται έμμεσα 

(σήμανση με τροποποιημένα νουκλεοτίδια που φέρουν απτένιο) ή άμεσα (σήμανση με 

νουκλελοτίδια που φέρουν φθορίζουσα ουσία). (c): Αποδιάταξη ιχνηθέτη και της αλληλουχίας - 

στόχου. (d): Υβριδοποίηση μεταξύ του ιχνηθέτη και της αλληλουχίας - στόχου. (e): Εάν η 

σήμανση του ιχνηθέτη έχει πραγματοποιηθεί με έμμεσο τρόπο, τότε απαιτείται ένα επιπλέον 

βήμα για να μπορεί να γίνει ορατό το μη φθορίζoν απτένιο. Αυτό επιτυγχάνεται συνήθως με την 

προσθήκη ενός φθορίζοντος αντισώματος έναντι του απτενίου.   

 

Στην Εικόνα 13 διακρίνονται δύο τύποι ιχνηθετών ανάλογα με τον τρόπο που έχει 

πραγματοποιηθεί η σήμανση. Σήμερα, η πλειοψηφία των εργαστηρίων μοριακής 

κυτταρογενετικής χρησιμοποιούν ιχνηθέτες άμεσα σεσημασμένους με φθορίζουσα 

χρωστική ουσία. 
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3.4.1 Περιγραφή ιχνηθετών 

Κατά τον κυτταρογενετικό έλεγχο της MBL χρησιμοποιήθηκε ένα ευρύ φάσμα 

εμπορικών ιχνηθετών για τη μελέτη των συνηθέστερων χρωμοσωμικών ατυπιών που 

απαντώνται στο σύνολο των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλαστικών νοσημάτων. Όλοι οι 

ιχνηθέτες που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από την εταιρία Abbott Park, IL, USA) 

και είναι άμεσα σεσημασμένοι με φθορίζουσες χρωστικές. Ο έλεγχος περιελάμβανε 

ένα πάνελ 11 ελέγχων και πραγματοποιήθηκε σε κάθε δείγμα MBL, ανεξάρτητα από 

τη φαινοτυπική του κατηγορία. Συγκεκριμένα, σε κάθε περίπτωση αναζητήθηκαν οι 

εξής ατυπίες:  

i) Έλλειμμα των περιοχών 13q14 και 13q34 [del(13q14) και del(13q34)] 

ii) Τρισωμία του χρωμοσώματος 12 (+12)    

iii) Μονοσωμία του χρωμοσώματος 11 ή έλλειμμα της περιοχής 11q22 [-11 ή 

del(11q22)] 

iv) Μονοσωμία του χρωμοσώματος 17 ή έλλειμμα της περιοχής 17p13 [-17 ή 

del(17p13)] 

v) Μονοσωμία του χρωμοσώματος 6 ή έλλειμμα της περιοχής 6q23 [-6 ή del(6q23)] 

vi) Αμοιβαία χρωμοσωμική μετατόπιση μεταξύ των μακρών σκελών των 

χρωμοσωμάτων 11 και 14, με σημεία θραύσεως τις περιοχές 11q13 και 14q32 

[t(11;14)(q13)(q32)] 

vii) Αναδιάταξη της περιοχής 14q32 [t(14q32)] 

viii) Αναδιάταξη της περιοχής 18q21 [t(18q21)] 

ix) Μονοσωμία του χρωμοσώματος 7 ή έλλειμμα της περιοχής 7q31 [-7 ή del(7q31)] 

x) Τρισωμία του χρωμοσώματος 3 (+3) 

xi) Μονοσωμία του χρωμοσώματος 9 ή έλλειμμα της περιοχής 9p21 [-9 ή del(9p21)] 

 

Oι τέσσερις πρώτοι έλεγχοι [i)-iv)] συνθέτουν το σύνηθες πάνελ ελέγχων που 

εφαρμόζεται σε επίπεδο ρουτίνας στη ΧΛΛ (βλ. Ενότητα 1.6). Από αυτές η τρισωμία 

του χρωμοσώματος 12 και σε μικρότερο βαθμό το del(17p13) έχουν ανιχνευτεί στο 

σύνολο των διάφορων λεμφοϋπερπλασιών. To del(6q23) αποτελεί δευτερογενή 

βλάβη της ΧΛΛ που σχετίζεται με πιο προχωρημένα στάδια της νόσου. Η αναδιάταξη 

t(11;14) εντοπίζεται κυρίως στο ΛΚΜ, αλλά σε ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να 

εμφανίζεται σε λεμφοϋπερπλασίες με διαφορετική ιστολογική εικόνα. Ο έλεγχος για 

την αναδιάταξη της 14q32 περιοχής (όπου εδράζεται το IGΗ γονίδιο) 
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πραγματοποιήθηκε για τον προσδιορισμό αναδιατάξεων διαφορετικών από την 

t(11;14). Οι αναδιατάξεις αυτές εντοπίζονται στη ΧΛΛ, αλλά και σε άλλα χρόνια Β 

λεμφικά νοσήματα. Η αναδιάταξη της 18q21 περιοχής, όπου εδράζεται το γονίδιο 

ΒCL2, ανευρίσκεται συχνά στο ΟΛ αλλά και σε περιπτώσεις ΧΛΛ, ενώ το del(7q31) 

και η τρισωμία του χρωμοσώματος 3 αφορούν CD5
neg

 λεμφοϋπερπλασίες και κυρίως 

το ΣΛΟΖ. Τέλος, το έλλειμμα της περιοχής 9p21 αφορά βλάβη δυσμενούς 

πρόγνωσης στο ΛΚΜ και τη ΧΛΛ και συνήθως εμφανίζεται ως δευτερογενής 

κυτταρογενετική βλάβη στα πλαίσια κλωνικής εξέλιξης.  

Οι ιχνηθέτες του i-FISH, ανάλογα με την περιοχή και το είδος της ατυπίας που 

ανιχνεύουν, μπορούν να ομαδοποιηθούν σε τρεις βασικές κατηγορίες: α) τους 

ιχνηθέτες ενός ή δύο χρωμάτων (single color ή dual color), β) τους ιχνηθέτες «διπλού 

υβριδικού σήματος» (dual fusion) και γ) τους ιχνηθέτες αποχωρισμού (break-apart) 

(Εικόνα 14). Οι πρώτοι χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση αριθμητικών 

χρωμοσωμικών ατυπιών ή για την εύρεση ελλειμμάτων και προσθηκών μιας 

χρωμοσωμικής περιοχής. Οι ιχνηθέτες διπλού υβριδικού σήματος χρησιμοποιούνται 

για την ανίχνευση αμοιβαίων χρωμοσωμικών μετατοπίσεων με γνωστά σημεία 

θραύσεως [πχ t(11;14)(q13;q32)]. Οι ιχνηθέτες αποχωρισμού χρησιμοποιούνται για 

την ανίχνευση χρωμοσωμικών μεταθέσεων μιας περιοχής ή ενός γονιδίου. Σε 

αντίθεση με τους ιχνηθέτες διπλού υβριδικού σήματος, οι ιχνηθέτες αποχωρισμού 

εφαρμόζονται σε περιπτώσεις όπου μία χρωμοσωμική περιοχή μπορεί να 

μετατοπιστεί αμοιβαία με περισσότερες από μία «συνοδές» χρωμοσωμικές περιοχές. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η περιοχή 14q32 (περιοχή που εδράζεται το 

γονίδιο IGH) η οποία συμμετέχει σε αμοιβαίες μετατοπίσεις διαφορετικών 

χρωμοσωμικών περιοχών, όπως η t(11;14)(q13;q32), η t(14;18)(q32;q21), η 

t(14;19)(q32;p13) και άλλες.  
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Εικόνα 14. Χαρακτηριστικά παραδείγματα ιχνηθετών FISH. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14. Χαρακτηριστικά παραδείγματα ιχνηθετών FISH. Α. Ιχνηθέτης δύο χρωμάτων για την ανίχνευση του 

ελλείμματος στη 13q14 περιοχή. Η περιοχή αναφοράς 13q34 χρησιμοποιείται σαν εσωτερικός μάρτυρας για τη διάκριση 

μεταξύ ελλείμματος και μονοσωμίας. Β. Ιχνηθέτης διπλού υβριδικού σήματος για την ανίχνευση της αναδιάταξης 

t(11;14). Όταν υπάρχει αναδιάταξη, σχηματίζονται δύο υβριδικές περιοχές από τη σύμπτωση ενός τμήματος της 11q13 

περιοχής και ενός τμήματος της 14q32 περιοχής. Η μία υβριδική περιοχή σχηματίζεται στο χρωμόσωμα 11 και η άλλη στο 

χρωμόσωμα 14. Γ. Ιχνηθέτης τύπου break-apart για την ανίχνευση της αναδιάταξης του IGH γονιδίου. Οι ιχνηθέτες 

αυτού του τύπου αποτελούνται από δύο επί μέρους ιχνηθέτες διαφορετικού χρώματος (πράσινο/κόκκινο), που 

αναγνωρίζουν γειτονικές περιοχές στο χρωμόσωμα. Επί απουσίας της αναδιάταξης οι γειτονικοί ιχνηθέτες παρέχουν 

εικόνα ενός υβριδικού (κίτρινου) σήματος στο μικροσκόπιο φθορισμού, ενώ όταν πραγματοποιείται η αναδιάταξη, οι 

περιοχές αυτές απομακρύνονται και δίνουν την εικόνα δύο διακριτών σημάτων (ένα κόκκινο και ένα πράσινο). 
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3.4.2 Προσδιορισμός ευαισθησίας i-FISH 

Τα ανώτατα όρια ψευδώς θετικών ευρημάτων της τεχνικής προσδιορίστηκαν για κάθε 

ιχνηθέτη χωριστά. Ο προσδιορισμός των ορίων (cut-off values) πραγματοποιήθηκε σε 

Β κύτταρα περιφερικού αίματος υγιών δοτών, ύστερα από απομόνωση με 

κυτταροδιαχωριστή ή με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό (η ίδια διαδικασία 

ακολουθήθηκε για τη μελέτη των MBL περιστατικών, βλ. παρακάτω). Σε κάθε 

περίπτωση, αξιολογήθηκαν 500 κύτταρα από κάθε δότη (συνολικά λήφθηκαν 

δείγματα από 5 διαφορετικούς δότες) και υπολογίστηκε το παρατηρούμενο ποσοστό 

(%) της «ατυπίας» στα φυσιολογικά κύτταρα. Κάθε μέτρηση επαναλήφθηκε 3 φορές 

από δύο διαφορετικά άτομα του εργαστηρίου. Το ανώτατο όριο ψευδώς θετικών 

ευρημάτων για κάθε ιχνηθέτη, προσδιορίστηκε ως η μέση τιμή του ποσοστού της 

ατυπίας από κάθε μέτρηση συν 3 τυπικές αποκλίσεις της αντίστοιχης κατανομής 

τιμών (Πίνακας 5).  
 

Πίνακας 5. Συνοπτική περιγραφή των ιχνηθετών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

Ιχνηθέτης Τεχνολογία 
Μήκος Ιχνηθέτη 

(kb) 

Χρωμοσωμική 

περιοχή 

Χρωμοσωμική 

βλάβη 

Όριο ψευδώς 

θετικών 

ευρημάτων 

Κύριο 

γονίδιο 

ανίχνευσης 

D13S319/13q34 
Δύο 

χρωμάτων 

13q14:135 kb 

13q34: 612 kb 

13q14.3/ 

13q34 
del(13q14) 7% 

miR15a 

miR16-1 

ATM/CEP11 
Δύο 

χρωμάτων 
732 kb 

11q22.3/ 

11p11.11-q11 
-11/del(11q22) 8% ATM 

CEP12 
Ενός 

χρώματος 
ΔΑ 12p11.1-q11 +12 4% - 

TP53/CEP17 
Δύο 

χρωμάτων 
172 kb 

17p13.1/ 

17p11.1-q11.1 
del(17p13) 8% TP53 

CEP6 (D6Z1) 
Ενός 

χρώματος 
ΔΑ 12p11.1-q11 -6 4% - 

MYB 
Ενός 

χρώματος 
740 kb 6q23 del(6q23) 8% MYB 

IgH/CCND1 DF 
Διπλής 

σύντηξης 

IGH: 775 kb 

CCND1: 378 kb 
14q32/11q13 

t(11;14) 

(q13)(q32) 
5% IGH/CCND1 

LSI IgH 

Dual Color 
Break-apart 250+900 kb 14q32 t(14q32) 6% ΙGH 

LSI BCL2 

Dual Color 
Break-apart 854+608 kb 18q21 t(18q21) 3% BCL2 

CDKN2A/CEP9 
Δύο 

Χρωμάτων 
222 kb 

9p21/ 

9p11-q11 
-9/del(9p21) 8% INK4 

D7S522/CEP7 
Δύο 

Χρωμάτων 
224 kb 

7q31/ 

7p11.1-q11.1 
-7/del(7q31) 7% - 

CEP3 (D3Z1) 
Ενός 

χρώματος 
ΔΑ 3p11.1-q11.1 +3 3% - 

ΔΑ: Δεν Αναφέρεται 
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3.4.3 Εφαρμογή Μεσοφασικού Φθορίζοντος in-situ Υβριδισμού (i-FISH) 

Από τη στιγμή που παραλαμβάνεται ένα δείγμα για κυτταρογενετικό έλεγχο, 

ακολουθείται μία συγκεκριμένη πορεία μέχρι την ανάλυση στο μικροσκόπιο 

φθορισμού. Επιγραμματικά η πορεία αυτή έχει ως εξής: Παραλαβή υλικού 

(περιφερικό αίμα και/ή μυελός των οστών) → Εμπλουτισμός δείγματος με θετική 

επιλογή των Β-λεμφοκυττάρων → Έλεγχος απομονωμένων κυττάρων  → Εφαρμογή 

i-FISH → Παρατήρηση σε μικροσκόπιο φθορισμού. 

 

3.4.3.1 Παραλαβή υλικού 

Στην περίπτωση δειγμάτων που προέρχονταν από το Νοσοκομείο μας, η παραλαβή 

του υλικού πραγματοποιούταν από εξειδικευμένο προσωπικό του Αιματολογικού 

τμήματος. Στην πλειονότητα των περιπτώσεων, το προς ανάλυση δείγμα ήταν 

περιφερικό αίμα και για τη συλλογή χρησιμοποιήθηκαν ειδικές σύριγγες και 

σωληνάρια με αντιπηκτικό (EDTA). Σε ορισμένες περιπτώσεις, επιπρόσθετα του 

περιφερικού αίματος, αποστέλλονταν δείγματα μυελού των οστών για 

κυτταρογενετικό έλεγχο, η λήψη του οποίου πραγματοποιούνταν από το προσωπικό 

της Αιματολογικής Κλινικής του νοσοκομείου. Όταν το δείγμα προερχόταν από άλλο 

νοσοκομείο ή κλινική (περιφερικό αίμα), η παραλαβή από το εργαστήριο μας 

πραγματοποιούνταν εντός 6 ωρών από την στιγμή της συλλογής κατόπιν 

συνεννοήσεως.  

Μετά την παραλαβή, το δείγμα λάμβανε ειδικό αριθμό με βάση την 

αρχειοθέτηση του εργαστηρίου Μοριακής Κυτταρογενετικής του Νοσοκομείου. 

Παράλληλα, πραγματοποιούνταν πλήρης καταγραφή των στοιχείων του ατόμου 

(ονοματεπώνυμο, φύλο, ηλικία), τα οποία μαζί με τα υπόλοιπα διαθέσιμα 

κλινικοεργαστηριακά δεδομένα (αιματολογικές μετρήσεις, ανοσοφαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά, κλπ)  αποθηκεύονταν σε υπολογιστικό φύλλο Excel. 

 

3.4.3.2 Εμπλουτισμός δείγματος με θετική επιλογή των Β κυττάρων 

Μετά την παραλαβή δείγματος περιφερικού αίματος και πριν από την εφαρμογή του 

FISH, ακολουθούσε μία διαδικασία εμπλουτισμού του δείγματος σε Β λεμφοκύτταρα. 

Η διαδικασία αυτή δεν ακολουθείται σε επίπεδο ρουτίνας του εργαστηρίου, αλλά 

πραγματοποιήθηκε για τους σκοπούς της παρούσας διατριβής. Με τη διαδικασία του 

εμπλουτισμού, μπορούσαν να ποσοτικοποιηθούν τα κυτταρογενετικά ευρήματα, 
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καθώς ο έλεγχος FISH εφαρμόστηκε σε καθαρούς πληθυσμούς Β κυττάρων 

(κλωνικών), και επομένως ήταν δυνατή η εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με το 

ποσοστό του Β κλώνου που φέρει την ατυπία. Επιπρόσθετα, η διαδικασία του 

εμπλουτισμού ήταν ιδιαίτερα χρήσιμη στις περιπτώσεις όπου η διήθηση του αίματος 

από τον κλωνικό Β πληθυσμό ήταν μικρή (< 10%) και προσέγγιζε τα όρια 

ευαισθησίας της τεχνικής. 

Συνολικά, για τα 164 MBL περιστατικά με έναν κλώνο, ο εμπλουτισμός 

πραγματοποιήθηκε με δύο τρόπους: i) με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό (149 

περιστατικά) ή ii) με κυτταροδιαχωριστή ροής (15 περιστατικά). Κριτήριο για τη 

διαδικασία εμπλουτισμού αποτέλεσε το ποσοστό των φυσιολογικών Β κυττάρων 

(χωρίς κλωνικότητα με βάση το λόγο κ/λ) επί του συνολικού Β πληθυσμού. 

 
3.4.3.2.1 Εμπλουτισμός του δείγματος με ανοσομαγνητικό διαχωρισμό 

Η διαδικασία αυτή εφαρμόστηκε στις περιπτώσεις εκείνες όπου η παρουσία των 

φυσιολογικών Β κυττάρων στο περιφερικό αίμα ήταν πολύ μικρή (<5% επί του 

συνόλου των Β κυττάρων). Ο διαχωρισμός πραγματοποιήθηκε με θετική επιλογή επί 

των CD19
+ 

κυττάρων του δείγματος με τη χρήση του Easysep Human Whole Blood 

CD19 positive selection kit (Stemcell 18084). H διαδικασία σχηματικά παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 15. Συνοπτικά, τα στάδια έχουν ως εξής:   
 

1. Μεταφορά 4,5 ml περιφερικού αίματος σε δοκιμαστικό σωλήνα χωρητικότητας 

14 mL από πολυστυρένιο. 
 

2. Προσθήκη 4,5 mL διαλύματος λύσης Εasysep που περιέχεται στο kit για την 

απομάκρυνση των ερυθρών.  
 

3.  Προσθήκη 125 μL από το διάλυμα θετικής επιλογής που παρέχεται στο kit 

(EasySep Positive Selection Coctail). Ακολουθεί καλή ανάμιξη και επώαση σε 

θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά. 
 

4. Προσθήκη 125 μL από το διάλυμα μαγνητικών νανοσφαιριδίων και περιέχεται 

στο kit. Ακολουθεί καλή ανάμιξη και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 10 

λεπτά. 
 

5. Μετά την επώαση ακολουθεί ελαφρά ανάδευση για 1 λεπτό. Στη συνέχεια ο 

δοκιμαστικός σωλήνας τοποθετείται χωρίς πώμα στον μαγνήτη (“The Big Easy” 

EasySep Magnet), για 10 λεπτά. 
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6. Απόχυση του υπερκείμενου με μια απότομη συνεχή κίνηση (αναποδογυρίζουμε 

τον μαγνήτη μαζί με τον σωλήνα). Τα CD19
+
 κύτταρα στα οποία έχουν 

προσκολληθεί τα νανοσφαιρίδια παραμένουν μέσα στον σωλήνα, συγκρατούμενα 

από το μαγνητικό πεδίο του μαγνήτη. Το σύστημα μαγνήτη-σωλήνα αφήνεται 

αναποδογυρισμένο για 2-3 δευτερόλεπτα και στη συνέχεια επαναφέρεται σε 

όρθια θέση.  
 

7. Ο σωλήνας αφαιρείται από το μαγνήτη και προστίθεται 1 mL διαλύματος PBS 

που περιέχει 2% FBS και 1 mM EDTA (Διάλυμα 1). Ακολουθεί ελαφρά 

ανάδευση και στη συνέχεια ο σωλήνας τοποθετείται πάλι στο μαγνήτη για 5 

λεπτά. 

 

Τα στάδια 6 και 7 επαναλαμβάνονται δύο ακόμα φορές. Στη συνέχεια ακολουθεί 

απόχυση του Διαλύματος 1, αφαιρείται ο σωλήνας από τον μαγνήτη και τα θετικά 

επιλεγμένα CD19
+ 

κύτταρα επαναιωρούνται σε 500μL διαλύματος  PBS/FBS 

3:1. Τέλος, τα κύτταρα συλλέγονται σε πλάκες πολυλυσίνης ύστερα από ήπια 

κυτταροφυγοκέντρηση.  

 

 

 
 

Εικόνα 15. Σχηματική απεικόνιση του ανοσομαγνητικού διαχωρισμού των CD19
+
  

κυττάρων του δείγματος. 
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3.4.3.2.2 Εμπλουτισμός με κυτταροδιαχωριστή ροής (sorting) 

Η διαδικασία αυτή εφαρμόστηκε στις περιπτώσεις όπου τα φυσιολογικά Β κύτταρα 

βρίσκονταν σε ποσοστό >5% επί του συνολικού Β κυτταρικού πληθυσμού. Για την 

διαδικασία χρησιμοποιήθηκε ο κυτταροδιαχωριστής ροής Μοflo XDP (Beckman 

Coulter, Miami, FL). Τα κύτταρα - στόχοι (κλωνικά Β κύτταρα) επιλέγονταν με βάση 

τον περιορισμό της ελαφράς αλυσίδας και την έκφραση άλλων δεικτών που διέφεραν 

κατά περίπτωση μεταξύ των φυσιολογικών και των κλωνικών Β κυττάρων (συνήθως 

CD5 και/ή CD20). Ένα ποσοστό από τα επιλεγμένα κλωνικά κύτταρα συλλέγονταν 

σε δοκιμαστικούς σωλήνες για τον έλεγχο της καταλληλότητας του υλικού, ενώ τα 

υπόλοιπα κύτταρα συλλέγονταν σε αντικειμενοφόρους πλάκες πολυλυσίνης, 

εμποτισμένες με διάλυμα PBS/FBS 3:1 για την μετέπειτα εφαρμογή του i-FISH.  

 

3.4.3.3 Έλεγχος απομονωμένων κυττάρων 

Ανεξάρτητα από το είδος της μεθόδου εμπλουτισμού που ακολουθήθηκε, η ποιότητα 

και η καθαρότητα των απομονωμένων Β κυττάρων ελεγχόταν κάθε φορά με 

κυτταρομετρία ροής προκειμένου να εκτιμηθεί η καταλληλότητα και η αρτιότητα των 

επιλεγμένων κυττάρων. Εάν το προς ανάλυση υλικό κρίνονταν κατάλληλο, οι  πλάκες 

πολυλυσίνης με τα απομονωμένα Β-κύτταρα μονιμοποιούνταν σε διάλυμα 

μεθανόλης/οξικού οξέος (αναλογία 3:1) και αποθηκεύονταν μέχρι την εφαρμογή του 

μεσοφασικού FISH. 

 

3.4.3.4 Εφαρμογή i-FISH 

Αφού διαπιστωθεί η αρτιότητα και η καταλληλότητα των απομονωμένων κυττάρων 

μπορεί να πραγματοποιηθεί η εφαρμογή του υβριδισμού με συγκεκριμένους 

φθορίζοντες ιχνηθέτες. Η διαδικασία περιλαμβάνει: 

1. Αποδιάταξη του δείγματος: Θέρμανση του δείγματος στους 73°C, σε διάλυμα 

φορμαμιδίου για 5 λεπτά. Το DNA αποδιατάσσεται σε δύο μονόκλωνες 

συμπληρωματικές αλυσίδες λόγω της διάσπασης των δεσμών υδρογόνου που 

αναπτύσσονται μεταξύ των αζωτούχων βάσεων. 

 

 

2. Αφυδάτωση και μονιμοποίηση του δείγματος: Αμέσως μετά την αποδιάταξη του 

DNA, τα δείγματα εμβαπτίζονται σε ανιούσα σειρά αλκοολών (70% και 85%) 

για 1 min, με τελική εμβάπτιση σε απόλυτη αλκοόλη για 3 min. Με τον τρόπο 
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αυτό επιτυγχάνεται η απόλυτη αφυδάτωση και μονιμοποίηση του υλικού, ώστε 

να μην αποκολληθεί και καταστραφεί κατά τα επόμενα βήματα της μεθόδου. 

 

3. Ανασύσταση των ιχνηθετών: Οι ιχνηθέτες που χρησιμοποιούνται μπορεί να είναι 

έτοιμοι για χρήση (“ready to use”), αλλά συνήθως πρέπει να προηγηθεί η 

ανασύστασή τους πριν την εφαρμογή τους στο προς ανάλυση δείγμα. Στην 

περίπτωση αυτή, οι ιχνηθέτες έρχονται σε διαφορετική συσκευασία από το 

ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) στο οποίο πρέπει να διαλυθούν. Ακολουθώντας τις 

προτεινόμενες οδηγίες για κάθε ιχνηθέτη, η ανασύσταση περιελάμβανε 

συγκεκριμένη ποσότητα ανάλογα με τον αριθμό των δειγμάτων που πρόκειται να 

αναλυθούν. Επειδή οι ιχνηθέτες που χρησιμοποιούνται είναι άμεσα συνδεδεμένοι 

(σημασμένοι) με φθορίζουσες ουσίες, η ανασύσταση τους αλλά και οποιαδήποτε 

διαδικασία ακολουθείται από εδώ και στο εξής, πραγματοποιείται σε σκοτεινό 

περιβάλλον, λόγω της ευαισθησίας των φθοριζουσών ουσιών στο φως. 

 

4. Αποδιάταξη των ιχνηθετών: Οι ιχνηθέτες είναι συνήθως δίκλωνοι και επομένως, 

για να πραγματοποιηθεί ο υβριδισμός με το DNA του δείγματος, πρέπει 

προηγουμένως να γίνουν μονόκλωνοι. Η αποδιάταξη πραγματοποιείται με 

θέρμανση στους 73°C απουσία φωτός, δεδομένου ότι στο διάλυμα των ιχνηθετών 

περιέχεται φορμαμίδιο. 

 

5. Υβριδισμός: Προσθήκη των αποδιατεταγμένων ιχνηθετών στο επίσης 

αποδιατεταγμένο DNA του δείγματος (10 μL ιχνηθέτη ανά δείγμα) και κάλυψη 

με καλυπτρίδα. Ακολουθεί η σφράγιση της καλυπτρίδας με ειδικό υλικό 

αεροστεγούς σφράγισης (Marabu - Fixogum), ώστε να αποφευχθεί η εξάτμιση 

του ιχνηθέτη. Στη συνέχεια, τα πλακάκια τοποθετούνται σε κλίβανο στους 37°C 

και σε συνθήκες σχετικής υγρασίας για διάστημα 12-16 ωρών (overnight). 

 

6. Απομάκρυνση μη ειδικών συνδέσεων και έκπλυση περίσσειας ιχνηθέτη: Μετά την 

επώαση, αφαιρείται η καλυπτρίδα πάνω από κάθε περιοχή υβριδισμού, και 

ακολουθεί ο καθαρισμός του δείγματος από την ποσότητα του ιχνηθέτη που δεν 

έχει προσκολληθεί στο DNA και από τον ιχνηθέτη που έχει προσκολληθεί μη 

ειδικά στο προς ανάλυση υλικό. Τα πλακάκια αρχικά τοποθετούνται σε διάλυμα 

0,4X SSC / 0,3% NP-40 (SSC: Invitrogen 15557-044, NP-40: Abbott 07J05-001) 

στους 73°C για 2 λεπτά και στη συνέχεια εμβαπτίζονται σε διάλυμα 2X SSC / 

0,1% NP-40 στους 25°C για 1 λεπτό.  
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7. Παρατήρηση σε μικροσκόπιο φθορισμού: Αφού τα πλακάκια με το δείγμα 

στεγνώσουν πολύ καλά, τοποθετούνται 10 μL anti-fade DAPI (Αbbott 06J50-

001) σε κάθε περιοχή υβριδισμού και ακολουθεί κάλυψη με γυάλινη καλυπτρίδα. 

Η παρατήρηση πραγματοποιείται σε μικροσκόπιο φθορισμού Olympus BX51 

εφοδιασμένο με τα κατάλληλα φίλτρα, με τη χρήση ελαιοκαταδυτικού φακού 

100X. Για τη λήψη των φωτογραφιών φθορισμού χρησιμοποιήθηκε η 

ενσωματωμένη κάμερα Olympus PM-C35DX. 

 

3.5 Στατιστική Ανάλυση 

Για όλες τις στατιστικές αναλύσεις χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα SPSS 20.0 (IBM 

Statistical Package for Social Sciences v.20, Inc., Chicago, IL) σε λογισμικό 

Windows 7. Στην περίπτωση των ποσοτικών μεταβλητών προσδιορίστηκαν οι μέσες 

τιμές, οι διάμεσες τιμές, οι μέγιστες και οι ελάχιστες τιμές και οι τιμές της τυπικής 

απόκλισης. Η μονοπαραμετρική ανάλυση πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή του 

Fisher’s exact test στην περίπτωση των κατηγορικών μεταβλητών και με τη χρήση 

παραμετρικών (t-test/one way ANOVA) ή μη παραμετρικών ελέγχων (Mann 

Whitney/Kruskal Wallis) στην περίπτωση των ποσοτικών μεταβλητών. Για το λόγο 

αυτό, οι τιμές των ποσοτικών μεταβλητών ελέγχονταν κάθε φορά ως προς το είδος 

της κατανομής τους (εάν ακολουθούν κανονική ή μη κατανομή) με την εφαρμογή των 

κατάλληλων ελέγχων κανονικότητας (D’Agostino & Pearson omnibus normality test 

και Kolmogorov-Smirnov test) (D’Agostino, 1986; Freedman, 1979). 

Η επιβίωση χωρίς πρόοδο νόσου (Progression Free Survival, PFS) υπολογίστηκε 

ως το χρονικό διάστημα από την διάγνωση μέχρι την ημερομηνία εξέλιξης της νόσου, 

ενώ η επιβίωση χωρίς θεραπεία (Treatment Free Survival, TFS) υπολογίστηκε ως το 

χρονικό διάστημα από τη διάγνωση έως την έναρξη της θεραπείας. Για την περιγραφή 

του PFS και του TFS χρησιμοποιήθηκαν οι καμπύλες Kaplan-Meier, ενώ οι διαφορές 

στην επιβίωση χωρίς νόσο και χωρίς θεραπεία μεταξύ των ομάδων εκτιμήθηκαν με τη 

δοκιμασία log-rank test. Στην προσπάθεια πρόβλεψης της πορείας εξέλιξης των MBL 

περιπτώσεων, ελέγξαμε όλες τις μεταβλητές ως προς τον κίνδυνο εμφάνισης 

επίσημης νόσου. Στην περίπτωση των ποσοτικών μεταβλητών, τα κατάλληλα όρια 

τιμών (cut-off points) για την πρόβλεψη εξέλιξης μιας MBL σε κλινική νόσο 

προσδιορίστηκαν με την βοήθεια των καμπυλών ROC (Receiver-Operating 

Characteristic curves, ROC). H τελική προγνωστική σημασία των διαφόρων 
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παραμέτρων εκτιμήθηκε με την πολυπαραμετρική ανάλυση Cox (Cox proportional 

hazard multivariate regression analysis). Σε κάθε περίπτωση, οι αναλύσεις έγιναν σε 

επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 5% (P value ≤ 0,05).   
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Στην παρούσα εργασία αναλύθηκαν συνολικά 171 MBL περιστατικά. Από αυτά τα 75 

είχαν το χαρακτηριστικό CLL-like φαινότυπο, τα 39 είχαν atypical και τα 50 είχαν 

CD5
neg 

φαινότυπο. Στα υπόλοιπα επτά περιστατικά ανιχνεύθηκαν δύο διακριτοί 

ανοσοφαινοτυπικά MBL πληθυσμοί στο περιφερικό αίμα,  οι οποίοι διαχωρίστηκαν 

και μελετήθηκαν χωριστά ως προς τα επιμέρους τους χαρακτηριστικά. Η περιγραφή 

των διφαινοτυπικών αυτών περιστατικών παρατίθεται σε ξεχωριστό κεφάλαιο. Τα 

υπόλοιπα περιστατικά ομαδοποιήθηκαν, όπως αναφέρθηκε, σε μία από τις βασικές 

φαινοτυπικές κατηγορίες και αξιολογήθηκαν ως προς πιθανές διαφορές στα κλινικά, 

δημογραφικά, βιολογικά, ανοσοφαινοτυπικά και κυτταρογενετικά χαρακτηριστικά.  

 

4.1.1 Περιγραφή δημογραφικών, κλινικών και αιματολογικών 

παραμέτρων στην MBL 

 Συνολικά, τα 164 περιστατικά με έναν μονοκλωνικό πληθυσμό στο περιφερικό αίμα 

είχαν διάμεση ηλικία τα 66 έτη (εύρος 26 - 92), ενώ ο λόγος άντρες/γυναίκες βρέθηκε 

ίσος με 1,1:1. Η διάμεση τιμή του αριθμού των λευκών αιμοσφαιρίων ήταν 11,0 x 

10
9
/L (εύρος 3,4 - 31,5), με μία διάμεση τιμή στον αριθμό των λεμφοκυττάρων ίση με 

6,1 x 10
9
/L (εύρος 1,1 – 12,6) και διάμεση τιμή στον αριθμό των Β κυττάρων ίση με 

3,1 x 10
9
/L (εύρος 0,7 – 4,98).  

Η κυτταρομετρική ανάλυση αποκάλυψε έναν CLL-like φαινότυπο σε 75 άτομα 

(45,7%), έναν atypical φαινότυπο σε 39 περιστατικά (23,8%) και έναν CD5
neg 

φαινότυπο σε 50 περιπτώσεις (30,5%). Τα ποσοστά αυτά δεν είναι αντιπροσωπευτικά 

των συχνοτήτων εμφάνισης των διαφόρων φαινοτυπικών κατηγοριών στον γενικό 

πληθυσμό, και αποκλίνουν από τις τιμές που εμφανίζονται στη βιβλιογραφία, δηλαδή 

επικράτηση της CLL-like ομάδας στο 75-80% όλων των ΜΒL περιπτώσεων 

(Rawstron et al, 2008; Dagklis et al, 2009; Nieto et al, 2009). Ο βασικότερος λόγος 

για την απόκλιση αυτή έγκειται στο είδος των δειγμάτων που έφθασαν για ανάλυση 

στο εργαστήριό μας (κλινική προέλευσης, κλπ). Στον πίνακα που ακολουθεί 

(Πίνακας 6) παρουσιάζονται τα κλινικοεργαστηριακά, αιματολογικά και διάφορα 

βιολογικά χαρακτηριστικά των MBL περιπτώσεων ανά φαινοτυπική κατηγορία και οι 

διαφορές που εντοπίζονται μεταξύ αυτών. 
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Πίνακας 6. Σύνοψη κλινικοεργαστηριακών και βιολογικών παραμέτρων της ΜΒL 

Χαρακτηριστικό CLL-like MBL Atypical  MBL CD5neg MBL P-value 

Κλινικές - Αιματολογικές παράμετροι 

Ηλικία (σε έτη) 63,6 ± 12,5 † 68,9 ± 10,1 66,9 ± 13,4 0,2372 

Άρρεν φύλο 35/75 (46,7%) 26/39 (66,7%) 24/50 (48%) 0,046 
α
 

Οικογενειακό Ιστορικό 
αιματολογικής κακοήθειας 

4/75 (5,3%) 2/39 (5,1%) 1/50 (2%) 0,8378 

Αιμοσφαιρίνη (g/dL) 13,9 ± 1,4 12,8 ± 2,2 13,1 ± 1,7 0,0042 
β
 

Αιμοπετάλια ( x109/L) 212 ± 68 210 ±73 213 ± 100 0,9878 

Διήθηση του μυελού (%) 10,5 ± 6,5 12,0 ± 6,1 11,0 ± 5,8 0,9373 

Αριθμός λευκοκυττάρων/μL 11092 ± 2567 10290 ± 3520 11370 ± 5542 0,5106 

Αριθμός λεμφοκυττάρων/μL 6100 ± 1852 5650 ± 2221 5574 ± 2553 0,4792 

Ποσοστό λεμφοκυττάρων 
(%) επί των λευκοκυττάρων 

54,7 ± 9,1 55,1 ± 12,7 51,6 ± 14,6 0,3913 

Αριθμός Β κυττάρων/μL 3501 ± 1157 3240 ± 1403 2375 ± 1378 0,0006 
γ
 

Αριθμός T/NK-κυττάρων/Μl 2700 ± 1373 2411 ± 1342 3258 ± 1965 0,0463 
γ
 

B στοιχείο επί των 
λεμφοκυττάρων (%) 

56,6 ± 15,6 56,5 ± 16,5 42,1 ± 18,8 0,0003 
γ
 

Β κύτταρα με φαινότυπο MBL (%) 93,5 ± 5,5 95,1 ± 3,9 95,4 ± 3,8 0,3886 

Ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

CD38 ≥ 30% 12/75 (16%) 8/32 (25%) 6/50 (12%) 0,3528 

ZAP-70 ≥ 20% 21/70 (30%) 19/35 (54,3%) 18/49 (36,8%) 0,0277 
α
 

κ ελαφρά αλυσίδα 44/75 (58,7%) 25/39 (64,1%) 34/50 (68%) 0,4432 

Βαριά αλυσίδα ανοσοσφαιρίνης     

IgM 22/75 (29,3%) 13/39 (33,3%) 16/50 (32%) 0,7854 

IgD 11/75 (14,7%) 1/39 (2,5%) 1/50 (2%) 0,2387 

IgMD 37/75 (49,3%) 18/39 (46,2%) 19/50 (38%) 0,3845 

IgG 5/75 (6,6%) 4/39 (10,3%) 14/50 (28,6%) 0,0055 
γ
 

Κυτταρογενετικές παράμετροι 

Βλάβη FISH 46/75 (61,3 %) 21/39 (53,8%) 19/50 (38%) 0,0107 

Ποσοστό Β κυττάρων με ατυπίες 
επί του συνολικού  
Β πληθυσμού (%) ‡ 

93,7 ± 4,4 94,5 ± 5,2 92,2 ± 5,3 0,4418 

† Μέση τιμή ± τυπική απόκλιση για τις συνεχείς μεταβλητές 

‡ Για τις περιπτώσεις με ατυπίες 
a
: σύγκριση μεταξύ της atypical  έναντι της CLL-like και/ή της CD5neg κατηγορίας  

β
: σύγκριση μεταξύ CLL-like έναντι της atypical και/ή της CD5neg κατηγορίας 

γ
: σύγκριση μεταξύ της CD5neg έναντι της CLL-like και/ή της atypical κατηγορίας  
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Τα δημογραφικά χαρακτηριστικά έδειξαν μία σαφή επικράτηση του άρρενος φύλου 

στις atypical περιπτώσεις (συχνότητα άρρενος φύλου: 66,7% στην atypical έναντι 

46,2% στη CLL-like και 48% στη CD5
neg 

κατηγορία, P<0,05). Επιπρόσθετα, η μέση 

ηλικία των ατόμων με atypical ΜΒL (κατά τη στιγμή της διάγνωσης) ήταν  

μεγαλύτερη από ότι στις άλλες δύο φαινοτυπικές κατηγορίες, χωρίς ωστόσο οι 

διαφορές να έχουν στατιστικά σημαντική σημασία. Τα ευρήματα αυτά βρίσκονται σε 

συμφωνία με τα δημογραφικά δεδομένα της MBL που παρουσιάζονται από τους Nieto 

et al (2009). Από τις υπόλοιπες κλινικές παραμέτρους παρατηρήθηκε μία σημαντική 

διαφορά στα επίπεδα της αιμοσφαιρίνης, με τις CLL-like περιπτώσεις να εμφανίζουν 

στατιστικά υψηλότερες τιμές σε σχέση με τις άλλες δύο φαινοτυπικές κατηγορίες 

(P<0,01). 

Όσον αφορά στις αιματολογικές μετρήσεις, οι τρεις ομάδες έδειξαν παρόμοια 

στοιχεία στους απόλυτους αριθμούς των περισσότερων έμμορφων συστατικών του 

αίματος (αριθμός λευκών αιμοσφαιρίων, αριθμός λεμφοκυττάρων, ουδετερόφιλων, 

μονοκυττάρων, αιμοπεταλίων, κλπ), αλλά διέφεραν ως προς την αναλογία των 

λεμφοκυτταρικών υποπληθυσμών επί του συνολικού λεμφοκυτταρικού πληθυσμού. 

Συγκεκριμένα, οι CD5
neg 

περιπτώσεις είχαν σημαντικά μικρότερους αριθμούς Β 

κυττάρων από τις άλλες δύο ομάδες, και οι διαφορές αυτές βρέθηκαν στατιστικά 

σημαντικές τόσο σε επίπεδο απόλυτων αριθμών (μέση τιμή Β κυττάρων/μL: 2375 

στις CD5
neg

 έναντι 3240 στις atypical και 3501 στις CLL-like περιπτώσεις, 

P=0,0006), όσο και σε επίπεδο ποσοστών (%) των Β κυττάρων επί του συνολικού 

λεμφοκυτταρικού πληθυσμού (μέση τιμή: 42,1% στις CD5
neg 

έναντι 56,5% στις 

atypical και 56,6% στις CLL-like MBL, P=0,0003). Όπως είναι λογικό, η αντίστροφη 

τάση εμφανίστηκε για το μη Β στοιχείο (δηλαδή το άθροισμα των T και NK 

κυττάρων) του λεμφοκυτταρικού πληθυσμού, όπου είχαμε υψηλότερους αριθμούς και 

ποσοστά στις CD5
neg 

περιπτώσεις έναντι των άλλων δύο φαινοτυπικών ομάδων. 

Η CD5
neg 

ομάδα ήταν η περισσότερο ετερογενής τόσο ως προς το είδος της 

βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης των κλωνικών Β κυττάρων, όσο και προς το 

είδος της κυτταρογενετικής ατυπίας που εντοπίστηκε σε μοριακό επίπεδο (βλ. 

παράγραφο 4.1.3). Τέλος, σχετικά με τους προγνωστικούς δείκτες CD38 και ZAP-70, 

τα αποτελέσματα έδειξαν παρόμοια επίπεδα έκφρασης μόνο για το CD38. Η ZAP-70 

εμφάνισε μεγαλύτερα ποσοστά έκφρασης στις atypical και CD5
neg 

ομάδες σε σχέση 

με την CLL-like MBL, δεδομένα που συμφωνούν με προηγούμενα δημοσιευμένα 

ευρήματα από τους Lanasa et al (2011) σε ΜΒL χαμηλού αριθμού. 
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4.1.2 Ανοσοφαινοτυπική ανάλυση 

Για την ανοσοφαινοτυπική μελέτη των περιστατικών πραγματοποιήθηκαν δύο στάδια 

ανάλυσης. Σε πρώτο στάδιο, μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης καθενός δείκτη 

χωριστά και αξιολογήθηκαν οι διαφορές τους στις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες. Σε 

δεύτερο στάδιο, αξιολογήθηκε η γενική φαινοτυπική εικόνα κάθε MBL από το 

σύνολο των διαθέσιμων δεικτών.   

 

4.1.2.1 Αξιολόγηση μεμονωμένων δεικτών 

Στον Πίνακα 7 παρουσιάζονται οι διαφορές στα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών 

για τις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες. Η έκφραση αναφέρεται στο ποσοστό (%) των 

Β κυττάρων που βρέθηκαν θετικά για κάθε δείκτη επί του συνόλου των CD19
+ 

κυττάρων που αναλύθηκαν σε κάθε δείγμα. Σε κάθε περίπτωση (και ανά τακτά 

χρονικά διαστήματα) χρησιμοποιήθηκε ισοτυπικός μάρτυρας για τον προσδιορισμό 

των κατώτερων ορίων θετικότητας του εκάστοτε δείκτη.  

Οι τρεις φαινοτυπικές ομάδες είχαν διαφορετικά επίπεδα έκφρασης στους μισούς 

περίπου από τους δείκτες που αναλύθηκαν. Συγκεκριμένα, οι δείκτες CD23 και CD27 

εμφάνισαν αυξημένη έκφραση στις CLL-like περιπτώσεις και ενδιάμεση (o CD27) ή 

χαμηλή (o CD23) έκφραση, τόσο στις atypical όσο και στις CD5
neg 

περιπτώσεις 

(P<0,001 μεταξύ CLL-like έναντι των άλλων φαινοτυπικών κατηγοριών και για τους 

δύο δείκτες). Σε αντίθεση, οι δείκτες CD22, CD79a, CD79b και ο CD1c (BDCA-1) 

εκφράζονταν κυρίως στις μη CLL-like ομάδες (P<0,0001 μεταξύ της CLL-like έναντι 

της atypical και/ή της CD5
neg 

κατηγορίας). 

 Εξαιρετικά ενδιαφέροντα ήταν τα αποτελέσματα για τα επίπεδα έκφρασης των 

επιφανειακών δεικτών FMC7 και CD43, οι οποίοι παρουσίασαν μία κλιμακούμενη 

τάση αύξησης στις τρεις ομάδες MBL. Συγκεκριμένα, η πρωτεΐνη FMC7 εκφραζόταν 

σε χαμηλά επίπεδα στις CLL-like περιπτώσεις, σε ενδιάμεσα επίπεδα στις atypical και 

σε πολύ υψηλά επίπεδα στις CD5
neg 

περιπτώσεις [μέση τιμή (%) των CD19
+
FMC7

+ 

κυττάρων επί του συνόλου των Β κυττάρων: 27,0 στις CLL-like έναντι 45,4 στις 

atypical και. 65,9 στις CD5
neg 

περιπτώσεις, P<0,0001]. Η αντίθετη τάση 

παρατηρήθηκε για την πρωτεΐνη CD43, που εκφραζόταν στο σύνολο των Β κυττάρων 

στις CLL-like περιπτώσεις, περίπου στα μισά από τα μονοκλωνικά Β κύτταρα στις 

atypical περιπτώσεις και σε πολύ μικρό ποσοστό του κλωνικού πληθυσμού στις 

CD5
neg

 ΜΒL [μέση τιμή (%) των CD19
+
CD43

+ 
κυττάρων επί του συνόλου των Β 
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κυττάρων: 91,1 στις CLL-like έναντι 48,4 στις atypical και 24,0 στις CD5
neg 

περιπτώσεις, P<0,0001]. Οι υπόλοιποι δείκτες (CD9, CD10, CD25, CD38, CD103, 

CD123, IgM, IgD, IgG) δεν παρουσίασαν εμφανείς διαφορές μεταξύ των τριών 

φαινοτυπικών ομάδων.  

 

Πίνακας 7. Επίπεδα έκφρασης επιφανειακών δεικτών στις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες 

Επιφανειακός 

δείκτης 
CLL-like MBL (n) Atypical MBL (n) CD5neg  MBL (n) P-value 

CD5 89,0 ± 10,8 (75) † 83,3 ± 15,2 (39) 15,9 ± 15,0 (50) < 0,0001α 

CD9 63,9 ± 18,9 (30) 77,8 ± 19,8 (13) 74,1 ± 23,1 (19) 0,1472 

CD10 5,0 ± 6,1 (75) 6,0 ± 6,7 (39) 8,0 ± 16,7 (50) 0,2324 

CD11c 30,9 ± 19,5 (75) 30,0 ± 21,2 (39) 30,6 ± 25,8 (50) 0,9802 

CD22 58,7 ± 34,8 (75) 81,8 ± 27,8 (39) 83,3 ± 25,2 (50) < 0,0001β 

CD23 75,7 ± 21,5 (75) 26,3 ± 18,4 (39) 24,6 ± 25,6 (50) < 0,0001β 

CD25 15,8 ± 22,5 (70) 23,5 ± 29,1 (35) 12,6 ± 24,8 (50) 0,1242 

CD27 73,2 ± 22,4 (75) 55,3 ± 35,3 (39) 47,5 ± 30,7 (47) 0,0002 β 

CD38 12,8 ±  21,7 (75) 16,5 ± 23,7 (39) 11,2 ± 20,8 (50) 0,2758 

CD43 91,1 ± 15,5 (65) 48,4 ± 35,7 (33) 24,0 ± 27,8 (50) < 0,0001γ 

CD79a 50,0 ± 28,7 (56) 74,3 ± 27,9 (31) 77,8 ± 28,9 (39) < 0,0001γ 

CD79b 55,0 ± 33,9 (70) 74,1 ± 32,9 (33) 85,3 ± 28,2 (50) < 0,0001γ 

CD1c (BDCA-1) 10,5 ± 12,6 (53) 47,2 ± 36,9 (27) 44,5 ±28,8 (32) < 0,0001γ 

FMC7 27,0 ± 25,8 (70) 45,4 ± 33,3 (34) 65,9 ±  35,3 (50) < 0,0001γ 

CD103 0,9 ± 0,9 (49) 1,6 ± 1,5 (28) 4,4 ± 13,9 (41) 0,1449 

CD123 6,0 ± 13,5 (62) 4,0 ±7,9 (34) 8,6 ± 20,1 (47) 0,1923 

IgM 74,2 ±32,9 (75) 77,5 ± 35,0 (39) 74,6 ±36,7 (50) 0,7390 

IgD 50,5  ± 36,6 (75) 53,3 ± 33,6 (39) 47,5 ± 40,1(50) 0,3420 

IgG 33,7 ± 38,5 (75) 46,3 ± 40,9 (39) 46,2 ± 40,9 (50) 0,1295 
 

† Οι αριθμοί δείχνουν τη μέση τιμή του ποσοστού (± τυπική απόκλιση) των Β κυττάρων που είναι 

θετικά για ένα δείκτη επί του συνολικού CD19+ πληθυσμού. Οι αριθμοί στην παρένθεση 

αντιστοιχούν στον αριθμό των περιστατικών που αναλύθηκαν σε κάθε κατηγορία ανά περίπτωση 
a: σύγκριση μεταξύ της CD5neg ομάδας έναντι της CLL-like και/ή της atypical κατηγορίας  
β: σύγκριση μεταξύ CLL-like έναντι της CD5neg και/ή της atypical κατηγορίας  
γ: σύγκριση μεταξύ όλων των ΜΒL κατηγοριών 
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4.1.2.2 Αξιολόγηση της συνολικής φαινοτυπικής εικόνας 

Σε αυτό το στάδιο, τα κύτταρα του κάθε κλώνου μελετήθηκαν ως προς την γενική 

φαινοτυπική τους εικόνα με βάση την συνέκφραση των διαφόρων δεικτών. Με τη 

χρήση κατάλληλου λογισμικού, ο μονοκλωνικός Β πληθυσμός του κάθε δείγματος 

επιλέγχθηκε με περιχαράκωση των μονοκλωνικών κ ή λ CD19
+
 κυττάρων και 

αναλύθηκε σε πολλαπλά διαγράμματα dot plots. Έτσι, βάσει του συνολικού 

φάσματος έκφρασης των Β κυττάρων για όλους τους πρωτεϊνικούς δείκτες, και 

σύμφωνα με τις οδηγίες του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας (WHO, 2008), κάθε 

ΜBL μπορούσε να υποκατηγοριοποιηθεί (επιπρόσθετα από τη βασική φαινοτυπική 

της κατηγορία) με βάση την ομοιότητα της προς τους καλά χαρακτηρισμένους 

φαινοτύπους των χρόνιων Β λεμφοϋπερπλασιών. Για παράδειγμα, εάν τα κύτταρα του 

κλώνου ήταν CD19
+
CD5

+
CD20

dim
CD23

+
FMC7

dim
CD79b

dim
, τότε αυτή η ΜΒL θα 

χαρακτηριζόταν ως CLL-like κατηγορίας με τον χαρακτηριστικό φαινότυπο της ΧΛΛ 

(Εικόνα 16).  

 
Εικόνα 16 . CLL-like MBL με φαινοτυπική εικόνα τυπικής Χρόνιας Λεμφοκυτταρικής Λευχαιμίας. 

 

Τα B κύτταρα του δείγματος (CD19
+
, 57,7% επί των συνολικών κυττάρων του δείγματος) 

εκφράζουν έντονα CD5 και CD23 και CD43 αλλά ασθενώς CD20, FMC-7 και CD79b.   
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Στον Πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 8) παρουσιάζεται η υποκατηγοριοποίηση των 

MBL με βάση την ευρύτερη φαινοτυπική τους εικόνα. 

 

Πίνακας 8. Χαρακτηριστικά φαινοτυπικά προφίλ των 164 μονοκλωνικών περιπτώσεων 

 Χαρακτηριστικό Ανοσοφαινοτυπικό προφίλ 

Κατηγορία ΜΒL 
Τυπική 

ΧΛΛ 

Μη τυπική 

ΧΛΛ 
ΣΛΟΖ/ΛΠΛ ΧΛ† ΛΚΜ 

CD5+ 

ΣΛΟΖ 
ΤΧ ΟΛ Σύνολο 

CLL-like MBL 65 10       75 

Atypical MBL  9  14 12 4   39 

CD5neg MBL  4 35 8   2 1 50 

Σύνολο 65 23 35 22 12 4 2 1 164 

 

 

 

 

 

Από τις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες, η πιο ομοιογενής ομάδα ήταν η CLL-like, 

καθώς 65/75 (86,7%) περιπτώσεις εμφάνισαν τον χαρακτηριστικό φαινότυπο της 

ΧΛΛ με υψηλό score Catovsky (5 ή 6) (score Catovsky: απλός δείκτης που προκύπτει 

από τη συνεκτίμηση ανοσοφαινοτυπικών δεικτών και χρησιμοποιείται για τη 

διάκριση της ΧΛΛ από άλλες συναφείς λεμφοϋπερπλασίες). Οι υπόλοιπες 10 

περιπτώσεις της κατηγορίας αυτής είχαν και αυτές εικόνα XΛΛ, αλλά με 

περισσότερο άτυπα χαρακτηριστικά και επομένως με ένα χαμηλότερο score Catovsky 

(3 ή 4). Μεγάλη ανοσοφαινοτυπική ομοιογένεια παρατηρήθηκε και στην CD5
neg 

κατηγορία, αφού 35/50 (70%) περιπτώσεις είχαν φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

ΛΟΖ/ΛΠΛ (η ανοσοφαινοτυπική διάκριση μεταξύ ΛΟΖ και ΛΠΛ είναι ιδιαίτερα 

δύσκολη σε επίπεδο «επίσημης νόσου» και συνηθίζεται να εντάσσονατι σαν ενιαία 

φαινοτυπική κατηγορία). Η atypical κατηγορία τέλος, εμφάνισε σημαντική 

φαινοτυπική ετερογένεια με την πλειοψηφία των περιπτώσεων (14/39, 35,9%) να μην 

έχουν μία τυπική ανοσοφαινοτυπική εικόνα. Από τις υπόλοιπες περιπτώσεις, εννέα 

ΧΛΛ: Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία, ΣΛΟΖ/ΛΠΛ: Σπληνικό Λέμφωμα Οριακής 
Ζώνης/Λεμφοπλασματοκυτταρικό Λέμφωμα, ΧΛ: Χρόνια Λεμφοϋπερπλασία, ΛΚΜ: Λέμφωμα 
Κυττάρων Μανδύα, ΤΧ: Τριχωτή Λευχαιμία, ΟΛ: Οζώδες Λέμφωμα 
†: Μία ανοσοφαινοτυπική εικόνα χαρακτηρίστηκε ως ΧΛ όταν τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά δεν 
ήταν ειδικά ή όταν ο φαινότυπος θεωρήθηκε ενδιάμεσος μεταξύ δύο ή περισσοτέρων χρόνιων 
λεμφοϋπερπλασιών 
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κλώνοι (9/39, 35,9%) έδειξαν την χαρακτηριστική εικόνα ενός ΛΚΜ και τέσσερις 

κλώνοι (4/39, 10,3%) εμφάνισαν εικόνα ενός σχετικά ασυνήθιστου CD5
+ 

ΛΟΖ.  

 
4.1.3 Κυτταρογενετική ανάλυση 

Τα κυτταρογενετικά ευρήματα της κάθε φαινοτυπικής κατηγορίας παρουσιάζονται 

στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 9).  

 
 

Πίνακας 9. Χρωμοσωμικές ατυπίες κατά την αρχική αξιολόγηση 

Ευρήματα με i-FISH Αριθμός περιστατικών 

CLL-like MBL (n=75) 

Φυσιολογικά (απουσία ατυπίας) 29 

del(13q14) x1 (ημίζυγο έλλειμμα) 25 

del(13q14) x2 (ομόζυγο έλλειμμα) 7 

+12 7 

del(13q14) x1/del(13q14) x2 2 

del(11q22) 2 

t(14q32) 1 

del(13q14)x1/+12 † 1 

del(13q14)/del(11q22) † 1 

Atypical MBL (n=39) 

Φυσιολογικά (απουσία ατυπίας) 18 

del(13q14)x1 8 

+12 5 

t(11;14) 5 

+3 2 

del(13q14)/+12/3x14q32 † 1 

CD5
neg

 MBL (n=50) 

Φυσιολογικά (απουσία ατυπίας) 31 

+12 5 

+3 4 

t(14q32) 4 

del(7q31) 3 

del(11q22) 1 

+12//3x18q21 † 1 

del(13q14)x1/del(17p13) † 1 

 † Οι ατυπίες ανευρίσκονται στο ίδιο ποσοστό του κυτταρικού κλώνου 
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Συνολικά, 86/164 (52,4%) MBL εμφάνισαν τουλάχιστον μία χρωμοσωμική ατυπία. Η 

συνηθέστερη χρωμοσωμική βλάβη ήταν το έλλειμμα της περιοχής 13q14 που 

εντοπίστηκε συνολικά σε 46/164 (28%) περιπτώσεις. Στις 33 από τις περιπτώσεις 

αυτές (25 CLL-like και οχτώ atypical), η ατυπία εμφανίστηκε ως αποκλειστικό 

κυτταρογενετικό εύρημα (στην ημίζυγη μορφή του ελλείμματος), που αποτελεί 

δείκτη καλής πρόγνωσης σύμφωνα με την ταξινόμηση κατά Dohner στη ΧΛΛ 

(Dohner et al, 2000). Σε επτά από τις 46 περιπτώσεις, το έλλειμμα ήταν ομόζυγο, ενώ 

σε δύο περιστατικά η ατυπία εμφανίστηκε ως χίμαιρα ημιζύγου/ομοζύγου 

ελλείμματος, δηλαδή ένα ποσοστό των κυττάρων του κλώνου είχαν ημίζυγο έλλειμμα 

και το υπόλοιπο ποσοστό, ομόζυγο del(13q14) (Εικόνα 17Α-Γ). Οι υπόλοιπες 

τέσσερις περιπτώσεις αφορούσαν περιστατικά με πολλαπλές χρωμοσωμικές βλάβες 

(δύο ή περισσότερες).  

Οι ατυπίες δυσμενούς πρόγνωσης [del(11q22) και del(17p13) κατά Dohner], 

καθώς και η ύπαρξη πολλαπλών ατυπιών βρέθηκαν σε πολύ μικρά ποσοστά. 

Συγκεκριμένα, το έλλειμμα της περιοχής 11q22 εντοπίστηκε σε τρεις μόλις κλώνους 

(δύο CLL-like και έναν atypical) (1,8%), το έλλειμμα της 17p13 περιοχής σε ένα 

μόνο CD5
neg

 κλώνο (0,6%), ενώ η παρουσία πολλαπλών βλαβών εντοπίστηκε σε 

πέντε συνολικά περιπτώσεις όλων των φαινοτυπικών κατηγοριών (3%). Όπως 

αναφέρθηκε και προηγουμένως, στα τέσσερα από αυτά τα περιστατικά συμμετείχε το 

καλής πρόγνωσης ημίζυγο del(13q4) (Εικόνα 17Α).   

Η συχνότητα εμφάνισης των ατυπιών διέφερε στις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες 

με τις CD5
neg 

ΜΒL να εμφανίζουν τις λιγότερες βλάβες (συχνότητα εμφάνισης 

ατυπίας: 34,3% στις CD5
neg 

έναντι 53,8% στις atypical και 61,3% στις CLL-like, 

P=0,0107). Εκτός όμως από τη συχνότητα εμφάνισης, παρουσιάστηκαν εμφανείς 

διαφορές και ως προς το είδος της κυτταρογενετικής ατυπίας. Στον Πίνακα 9 

φαίνεται πως κάθε φαινοτυπική κατηγορία παρουσίασε ένα διακριτό φάσμα ατυπιών. 

Μάλιστα, κάποιες βλάβες εμφανίζονταν μόνο σε μία συγκεκριμένη MBL κατηγορία. 

Για παράδειγμα, το ομόζυγο del(13q14) (Εικόνα 17Β), καθώς και ο συνδυασμός 

ημιζύγου/ομοζύγου del(13q14) (Εικόνα 17Γ), εμφανίστηκε μόνο στις CLL-like 

περιπτώσεις, η αναδιάταξη t(11;14) (Εικόνα 17Ε), εμφανίστηκε μόνο στην atypical 

ομάδα σε πέντε περιστατικά (συχνότητα εμφάνισης: 3%), ενώ το έλλειμμα της 7q31 

περιοχής ανιχνεύτηκε μόνο στη CD5
neg 

κατηγορία σε τρία περιστατικά (συχνότητα 

εμφάνισης 1,8%). Σε αντιδιαστολή η τρισωμία 12, που αποτελούσε το δεύτερο πιο 
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συχνό κυτταρογενετικό εύρημα (19/164 ΜΒL, 11,6%), ήταν η μόνη ατυπία που 

εντοπίστηκε και στις τρεις φαινοτυπικές ομάδες (Εικόνα 17Δ). 

Από τις υπόλοιπες ατυπίες που ελέγχθηκαν, η αναδιάταξη του IgH γονιδίου 

[δηλαδή η t(14q32) διαφορετική από την t(11;14)] ανιχνεύτηκε σε πέντε περιστατικά 

(τέσσερα CD5
neg

 και ένα CLL-like) (3%), ενώ η τρισωμία του χρωμοσώματος 3 σε 

έξι περιστατικά (τέσσερα CD5
neg 

και δύο atypical) (3,7%). Τέλος, όσον αφορά το 

έλλειμμα της περιοχής 6q23, το έλλειμμα της περιοχής 9p21 καθώς και την 

αναδιάταξη του γονιδίου BCL2 [t(18q21], δεν ανιχνεύτηκαν σε καμία από τις 

περιπτώσεις που αναλύθηκαν (0/165, 0%), υποστηρίζοντας ότι μάλλον αποτελούν 

δευτερογενείς βλάβες που συμβαίνουν σε πιο προχωρημένα στάδια στη διαδικασία 

της λεμφωματογένεσης.  

 

 

Εικόνα 17. Χαρακτηριστικές κυτταρογενετικές ατυπίες. Α: Ημίζυγο έλλειμμα της 13q14 περιοχής . Β: 

Ομόζυγο del(13q14). Γ: Συνδυασμός ημιζύγου και ομοζύγου del(13q14). Δ: Τρισωμία 12. Ε: t(11;14). 

Οι κίτρινοι κύκλοι απεικονίζουν φυσιολογικά κύτταρα. 
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Το γεγονός ότι η τεχνική i-FISH εφαρμόστηκε σε επιχρίσματα απομονωμένων 

μονοκλωνικών Β κυττάρων υψηλής καθαρότητας, επέτρεψε την ποσοτικοποίηση του 

αριθμού των Β κυττάρων που έφεραν μία κυτταρογενετική βλάβη, ως προς το σύνολο 

των μονοκλωνικών CD19
+
 κυττάρων που αξιολογήθηκαν σε κάθε δείγμα. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν, ότι όταν ανιχνευόταν μία χρωμοσωμική βλάβη (ανεξάρτητα 

από το είδος της φαινοτυπικής κατηγορίας), αυτή βρισκόταν στη μεγάλη πλειοψηφία 

των κυττάρων του κλωνικού πληθυσμού (Εικόνα 18). Συγκεκριμένα, στα 85/86 

(98,8%) MBL περιστατικά με κάποια ατυπία, τουλάχιστον το 80% των ελεγχόμενων 

κυττάρων του κλώνου έφεραν την ατυπία. Μάλιστα, σε 81/86 (94,2%) περιπτώσεις, η 

ατυπία αφορούσε ένα ποσοστό >85% επί των συνολικά παρατηρούμενων κυττάρων, 

ενώ μόνο σε μία περίπτωση, η ατυπία αφορούσε το 78% των Β κυττάρων του 

κλώνου. Αξίζει να σημειωθεί πως τα αποτελέσματα αυτά βρίσκονται σε ασυμφωνία 

με τις παρατηρήσεις των Lanasa et al (2011), σύμφωνα με τις οποίες, όταν 

εντοπίζονταν μία ατυπία αυτή αφορούσε ένα μικρό μόνο ποσοστό των κυττάρων του 

κλώνου. Στην μελέτη όμως αυτή, οι περιπτώσεις MBL ήταν χαμηλού αριθμού (low-

count ΜΒL), ενώ στην παρούσα μελέτη, όλες οι MBL περιπτώσεις ήταν υψηλού 

αριθμού (high-count ΜΒL).  

 

 

Εικόνα 18. Αριθμός των Β κυττάρων που φέρουν μία ατυπία συναρτήσει του συνολικού αριθμού που αξιολογήθηκε.  

Αριστερά: CLL-like περιστατικά. Δεξιά: Atypical και CD5
neg

 περιστατικά. Κάθε σύμβολο αντιπροσωπεύει μία MBL 

περίπτωση. 
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4.1.4 Συσχέτιση των διάφορων παραμέτρων 

Για την πληρέστερη περιγραφή των χαρακτηριστικών της MBL αλλά και για την 

καλύτερη αξιολόγηση των διαφορών μεταξύ των τριών φαινοτυπικών κατηγοριών, 

πραγματοποιήθηκαν εκτενείς συσχετίσεις μεταξύ των διάφορων αιματολογικών, 

φαινοτυπικών και κυτταρογενετικών χαρακτηριστικών της MBL. 

 

4.1.4.1 Συσχέτιση κυτταρογενετικών και κλινικοεργαστηριακών παραμέτρων 

Ένα από τα ερωτήματα που τέθηκαν, ήταν εάν η ύπαρξη κυτταρογενετικής ατυπίας 

μπορεί να συσχετισθεί με κάποια από τις κλινικές και αιματολογικές παραμέτρους ή 

με την έκφραση των προγνωστικών δεικτών CD38 και ZAP-70. Στον Πίνακα 11 

παρουσιάζονται οι αναλύσεις για κάθε φαινοτυπική κατηγορία ξεχωριστά. 

Πίνακας 11. Ανάλυση των κλινικοεργαστηριακών παραμέτρων συναρτήσει της ύπαρξης FISH βλάβης 

 

CLL-like ΜΒL Atypical ΜΒL CD5
neg

 MBL 

FISH 

βλάβη 

N=46 

Χωρίς 

βλάβη 

N=29 

FISH  

βλάβη 

N=21 

Χωρίς 

βλάβη 

N=18 

FISH  

βλάβη 

N=19 

Χωρίς 

βλάβη 

N=31 

Ηλικία 64 ± 13,7 63,2 ± 11,0 67,9 ± 9,8 69,8 ± 10,4 65,3 ± 13,1 67,9 ± 14,8 

Άρρεν Φύλο/σύνολο 

περιστατικών 
22/46 13/29 13/21 13/18 8/19 16/31 

Αιμοσφαιρίνη (g/dL) 13,6 ± 1,8 14,2 ± 2,0 12,7 ± 2,5 12,8 ± 2,1 13,3 ± 1,9 13 ± 1,7 

Αιμοπετάλια (x10
9
/L) 207 ± 63 217 ± 70 210 ±71 211 ± 68 208 ± 95 218 ± 103 

Διήθηση μυελού (%) 10,3 ± 6,1 10,7 ± 6,6 12 ± 6,5 11,8 ± 5,7 10,7 ± 5,6 11,2 ± 6,0 

Αριθμός 

λευκοκυττάρων/μL 

11180 ± 

2512 

10860 ± 

2651 

11350 ± 

3820 

9150 ± 

3418 

11280 ± 

5217 

11410 ± 

5600 

Αριθμός 

λεμφοκυττάρων /μL 

6150 ± 

1819 

6050 ± 

1941 

5805 ± 

2221 

5507 ± 

2397 

5661 ± 

2550 

5495 ± 

2598 

Αριθμός 

Β κυττάρων /μL 

3565 ± 

1161 

3452 ± 

1087 

3388 ± 

1500 

3097 ± 

1666 

2380 ± 

1419 

2370 ± 

1357 

Αριθμός Τ/ΝΚ-

κυττάρων 

2740 ± 

1332 

2590 ± 

1405 

2411 ± 

1375 

2411 ± 

1315 

3271 ± 

2004 

3159 ± 

1875 

Β στοιχείο (%) 

επί λεμφοκυττάρων 
58,0 ± 16,0 57,1 ± 15 57,7 ± 16,7 56,2± 16,5 42,0 ± 19,0 43 ± 18,8 

CD38 ≥ 30% 7/46 5/29 5/21 3/18 2/19 4/31 

ZAP-70 ≤ 20% 13/46 8/29 10/21 9/18 8/19 11/31 
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Τα αποτελέσματα ουσιαστικά έδειξαν την απουσία συσχέτισης μεταξύ των διαφόρων 

κλινικοεργαστηριακών ή αιματολογικών χαρακτηριστικών και της ύπαρξης 

κυτταρογενετικής ατυπίας. Η μόνη στατιστικά σημαντική συσχέτιση βρέθηκε μεταξύ 

του αριθμού των λευκών αιμοσφαιρίων και της παρουσίας FISH ατυπίας στην 

atypical κατηγορία, με τις περιπτώσεις που είχαν βλάβη να εμφανίζουν υψηλότερους 

αριθμούς λευκών αιμοσφαιρίων κατά τη διάγνωση. Η συσχέτιση αυτή πάντως δεν 

επιβεβαιώθηκε στις άλλες δύο MBL κατηγορίες και ενδέχεται να οφείλεται στον 

μικρό αριθμό του δείγματος στην atypical ομάδα. 

Ενδιαφέρουσα κρίνεται η απουσία σύνδεσης μεταξύ χρωμοσωμικής βλάβης και 

της έκφρασης του CD38 και/ή της ΖAP-70, καθότι είναι τεκμηριωμένη η 

αλληλοσυσχέτισή τους σε επίπεδο «επίσημης» νόσου (Krober et al, 2002; Reddy, 

2006). Μία πιθανή εξήγηση για τη διαφορά αυτή μεταξύ του κλινικού και του 

προκλινικού σταδίου της MBL, έγκειται στο είδος των κυτταρογενετικών ατυπιών 

που εντοπίζονται σε κάθε περίπτωση. Σε επίπεδο κλινικής νόσου, η παρουσία 

ατυπιών δυσμενούς πρόγνωσης είναι σημαντικά μεγαλύτερη από ότι στην MBL όπου 

η πλειοψηφία των ατυπιών (περίπου 60%) αφορούν στο καλής πρόγνωσης del(13q14) 

και στην ενδιάμεσης πρόγνωσης τρισωμία 12 (βλ. Πίνακα 9).  

 

 4.1.4.2 Συσχέτιση ανοσοφαινοτυπικών και κυτταρογενετικών παραμέτρων 

Στην παράγραφο 4.1.3 παρουσιάστηκαν οι κυτταρογενετικές ατυπίες ανά βασική 

φαινοτυπική κατηγορία, με τα αποτελέσματα να δείχνουν ένα ξεχωριστό πάνελ 

ατυπιών σε κάθε ομάδα. Στην παρούσα ενότητα πραγματοποιήθηκε μία εκτενέστερη 

συσχέτιση των FISH ευρημάτων με τα ειδικά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά της κάθε 

MBL περίπτωσης. Συγκεκριμένα, σε πρώτο επίπεδο τα κυτταρογενετικά ευρήματα 

συσχετίσθηκαν με την ειδική φαινοτυπική εικόνα που εμφάνιζε το κάθε περιστατικό, 

ενώ σε δεύτερο επίπεδο οι FISH ατυπίες συσχετίστηκαν με τα επίπεδα έκφρασης του 

κάθε δείκτη χωριστά. 

 

4.1.4.2.1 Συσχέτιση ευρημάτων FISH με την χαρακτηριστική φαινοτυπική 

εικόνα των χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών   

 

Στον Πίνακα 12 που ακολουθεί παρουσιάζεται η ανάλυση των διάφορων 

κυτταρογενετικών χαρακτηριστικών συναρτήσει της ειδικής φαινοτυπικής εικόνας 

που βρέθηκε σε κάθε περίπτωση. 
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Πίνακας 12 . Κυτταρογενετικά ευρήματα συναρτήσει της ειδικής ανοσοφαινοτυπικής εικόνας των MBL περιπτώσεων 

 
Βασική ανοσοφαινοτυπική 

MBL κατηγορία 
Ευρήματα i-FISH  

Ανοσοφαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά 

CLL-like 

(n=75) 

Atypical 

(n=39) 

CD5
neg 

(n=50) 
Φυσιολογικά 

del(13q14) 

+12 del(11q22) t(11;14) t(14q32) del(7q31) +3 
Πολλαπλές 

ατυπίες 
Ημίζυγο Ομόζυγο 

Ημίζυγο/ 

Ομόζυγο 

Τυπική ΧΛΛ 65   24 23 6 2 6 2  1   1
α 

Άτυπη ΧΛΛ 10   5 2 1  1      1
β 

Σύνολο 75   29 25 7 2 7 2  1   2 
 

ΧΛ
 

 14  5 4   2     2 1
γ
 

ΛΚΜ  12  6    1  5     

Άτυπη ΧΛΛ  9  4 3   2       

(CD5
+
) ΛΟΖ  4  3 1          

Σύνολο  39  18 8   5  5   2 1 
 

ΛΟΖ/ΛΠΛ   35 23    3   2 3 3 1
δ 

ΧΛ   8 5       1  1 1
ε 

Άτυπη ΧΛΛ   4 2    1 1      

ΤΧ   2 1       1    

ΟΛ   1     1       

Σύνολο   50 31    5 1  4 3 4 2 

Συντομεύσεις: ΧΛΛ: Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία, ΧΛ: Χρόνια Λεμφοϋπερπλασία, ΛΚΜ: Λέμφωμα Κυττάρων Μανδύα, ΛΟΖ: Λέμφωμα Οριακής Ζώνης, 

ΛΠΛ: Λεμφοπλασματοκυτταρικό Λέμφωμα, ΤΧ: Τριχωτή Λευχαιμία, ΟΛ: Οζώδες Λέμφωμα 
a
del(13q14)/del(11q22) 

 βdel(13q14)/+12 

 γ del(13q14)x2/+12/3x(14q32) 

 δ+12/3x(18q21) 
 ε del(13q14)/del(17p13)
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Στον συνοπτικό αυτό πίνακα, διαφαίνεται η σημαντική ετερογένεια σε φαινοτυπικό 

και κυτταρογενετικό επίπεδο, τόσο μεταξύ των τριών κατηγοριών, όσο και εντός της 

ίδιας κατηγορίας. Κάθε φαινοτυπική κατηγορία εμφανίζει ένα διακριτό φάσμα 

ατυπιών, ενώ σε μεγαλύτερο επίπεδο ανάλυσης μπορούν να εντοπιστούν σημαντικές 

συσχετίσεις μεταξύ συγκεκριμένων χρωμοσωμικών βλαβών και των ειδικών 

φαινοτυπικών εικόνων. 

Συγκεκριμένα, το ομόζυγο έλλειμμα της 13q14 περιοχής όπως και ο συνδυασμός 

ημιζύγου/ομοζύγου del(13q14) συσχετίστηκαν με τη χαρακτηριστική φαινοτυπική 

εικόνα της τυπικής ΧΛΛ. Σημαντική ήταν επίσης η συσχέτιση μεταξύ της t(11;14) 

και της φαινοτυπικής εικόνας ΛΚΜ, καθώς και τα πέντε περιστατικά με την ατυπία, 

εμφάνισαν το χαρακτηριστικό φαινοτυπικό της συγκεκριμένης νόσου [πιθανώς 

αφορούν περιστατικά με ένα «υποκλινικό» (indolent) ΛΚΜ, βλ. συζήτηση]. Τέλος, 

το έλλειμμα της περιοχής 7q31 φαίνεται πως συνδέεται με τη φαινοτυπική εικόνα 

ενός ΛΟΖ/ΛΠΛ, αν και ο αριθμός των περιστατικών με την συγκεκριμένη ατυπία 

(n=3) δεν επιτρέπει την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. Σε αντίθεση, η τρισωμία 

12 ανιχνεύτηκε σε μεγάλη ποικιλία διαφορετικών ανοσοφαινοτυπικών εικόνων 

(τυπική και άτυπη ΧΛΛ, ΛΚΜ, ΛΟΖ/ΛΠΛ, ΟΛ, ΧΛ) που καλύπτουν το μεγαλύτερο 

τμήμα του συνολικού φάσματος των φαινοτυπικών εικόνων που έχουν χαρακτηριστεί 

στα χρόνια λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα.  

 

4.1.4.2.2 Συσχέτιση ατυπιών με συγκεκριμένους επιφανειακούς δείκτες 

Όσον αφορά τη συσχέτιση των κυτταρογενετικών ατυπιών με τους διάφορους 

φαινοτυπικούς δείκτες, η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε περιστατικά εντός της ίδιας 

φαινοτυπικής κατηγορίας (ώστε να περιοριστούν τα σφάλματα λόγω φαινοτυπικής 

ετερογένειας) και για εκείνες τις ατυπίες όπου υπήρχε ικανοποιητικός αριθμός 

περιστατικών για την στατιστική ανάλυση. Έτσι, τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των 

CLL-like περιστατικών με +12 συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα χαρακτηριστικά των 

CLL-like περιπτώσεων με del(13q14) ή αυτών που δεν είχαν κάποια κυτταρογενετική 

βλάβη (Εικόνα 19Α-Γ). Αντίστοιχα, τα επίπεδα έκφρασης των επιφανειακών δεικτών 

για τις atypical MBL με t(11;14), συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα ποσοστά έκφρασης 

των atypical περιπτώσεων που εμφάνισαν del(13q14) ή αυτών που δεν είχαν κάποια 

ατυπία (Εικόνα 19Δ-Ε). 
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Εντός της CLL-like κατηγορίας, οι περιπτώσεις με +12 εμφάνισαν υψηλότερα 

ποσοστά έκφρασης για τους δείκτες FMC7, CD22 και για τον προγνωστικό δείκτη 

CD38 σε σχέση με τις άλλες δύο ομάδες (P<0,05 και για τους τρεις δείκτες). 

Μάλιστα, στην περίπτωση του CD22, οι έξι από τις επτά  περιπτώσεις με +12 

εξέφραζαν το δείκτη στο σύνολο σχεδόν των κυττάρων του Β κλωνικού πληθυσμού. 

Αντιστοίχως, εντός της atypical κατηγορίας, τα περιστατικά με t(11;14) εμφάνισαν 

αυξημένη έκφραση του δείκτη CD38 [μέση τιμή του ποσοστού (%) των CD38
+
 

κυττάρων στο σύνολο του CD19
+
 πληθυσμού: 44,9 για τις t(11;14) περιπτώσεις 

έναντι 19,6 για τα del(13q14) και 13,1 για τα περιστατικά χωρίς ατυπία, P=0,04], και 

πλήρη έλλειψη του δείκτη CD11c [μέση τιμή του ποσοστού (%) των CD11c
+
 

κυττάρων στο σύνολο του CD19
+
 πληθυσμού: 6,1 για τις t(11;14) περιπτώσεις έναντι 

39,4 για τα del(13q14) και 35,3 για τα περιστατικά χωρίς ατυπία, P=0,008]. 

 

Εικόνα 19. Συσχέτιση κυτταρογενετικών ατυπιών με ανοσοφαινοτυπικούς δείκτες. 
 

Α-Γ: Οι CLL-like ΜΒL με τρισωμία 12 εμφανίζουν υψηλότερα ποσοστά έκφρασης των δεικτών 

FMC7, CD38 και CD22 συγκριτικά με τα CLL-like περιστατικά χωρίς ατυπία ή με del(13q14). 

Δ,Ε: Οι atypical MBL με t(11;14) εκφράζουν περισσότερο CD38 και λιγότερο CD22 σε σχέση 

με atypical περιστατικά χωρίς ατυπία ή με del(13q14). *: P<0,5,  **:P<0,1, ***:P<0,01 
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4.1.5 Σύγκριση με κλινικές λεμφοϋπερπλασίες 

Στην προσπάθεια να κατανοήσουμε περισσότερο τη βιολογία της MBL, τα διάφορα 

κλινικοεργαστηριακά, φαινοτυπικά και κυτταρογενετικά χαρακτηριστικά που 

παρουσιάστηκαν προηγουμένως, συσχετίσθηκαν με τα αντίστοιχα χαρακτηριστικά 

των χρόνιων λεμφοϋπερπλαστικών νοσημάτων. Για τη μεγαλύτερη ομοιογένεια των 

προς ανάλυση ομάδων (και αντίστοιχα την ελαχιστοποίηση των τυχαίων σφαλμάτων 

λόγω φαινοτυπικής ετερογένειας), οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν υπό το φάσμα 

μιας κοινής φαινοτυπικής εικόνας. Συγκεκριμένα, οι CLL-like ΜΒL με τον 

χαρακτηριστικό φαινότυπο της ΧΛΛ (Ν=65, βλ. Πίνακα 12) συγκρίθηκαν με 

περιστατικά που έχουν διαγνωσθεί με ΧΛΛ, και αντίστοιχα, οι CD5
neg 

MBL με τον 

χαρακτηριστικό φαινότυπο ΛΟΖ/ΛΠΛ (Ν=35) συγκρίθηκαν με ασθενείς με 

τεκμηριωμένη διάγνωση ΛOZ.  

Όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 13 τα δημογραφικά χαρακτηριστικά των 

ΜΒL περιπτώσεων και των ασθενών με «επίσημη» νόσο δεν διέφεραν σημαντικά. 

Παρόλο που οι φορείς με MBL ήταν κατά γενική ομολογία νεότερα άτομα από τους 

ασθενείς με ΧΛΛ ή ΛΟΖ αντίστοιχα, οι διαφορές στο δικό μας δείγμα περιστατικών 

δεν βρέθηκαν στατιστικά σημαντικές. Παρόμοιες ήταν επίσης οι μετρήσεις στις τιμές 

της αιμοσφαιρίνης και των αιμοπεταλίων, καθώς και στο είδος της ελαφράς ή/και της 

βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης του κλωνικού πληθυσμού. Όσον αφορά τους 

προγνωστικούς δείκτες CD38 και ΖΑP-70, οι αναλύσεις μας δεν έδειξαν σημαντικές 

αποκλίσεις μεταξύ του κλινικού σταδίου και του σταδίου της MBL. Διαφορές 

εντοπίστηκαν μόνο στην περίπτωση της ZAP-70 και μόνο στην περίπτωση σύγκρισης 

της CLL-like MBL με περιστατικά ΧΛΛ προχωρημένου σταδίου (Rai 3-4). 

Όπως ήταν αναμενόμενο, οι ΜΒL εμφάνισαν πολύ χαμηλότερους αριθμούς σε 

επίπεδο λευκών αιμοσφαιρίων, συνολικών λεμφοκυττάρων και Β κυττάρων. Εκτός 

όμως από τις αποκλίσεις αυτές (που προβλέπονται από τον ορισμό της MBL), 

εμφανίστηκαν και διαφορές ως προς την κατανομή του λεμφοκυτταρικού πληθυσμού. 

Ειδικότερα, το άθροισμα των Τ και ΝΚ κυττάρων [εκφραζόμενο ως ποσοστό (%) επί 

του συνολικού λεμφοκυτταρικού πληθυσμού] βρέθηκε σημαντικά αυξημένο, τόσο 

στην CLL-like όσο και στη CD5
neg 

MBL σε σχέση με την «επίσημη» ΧΛΛ και ΛΟΖ 

αντίστοιχα (P<0,0001 και για τις δύο περιπτώσεις, Εικόνα 20). Σημειωτέον ότι τόσο 

σε επίπεδο MBL, όσο και σε επίπεδο «επίσημης» νόσου, οι CD5
neg 

περιπτώσεις 

διαθέτουν αυξημένα επίπεδα του μη Β στοιχείου (Τ/ΝΚ κύτταρα) στο περιφερικό 
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αίμα, σε σχέση με τις αντίστοιχες CD5
+
 περιπτώσεις [Τ/ΝΚ στοιχείο (%) επί 

συνολικών λεμφοκυττάρων: 57% στις CD5
neg 

MBL έναντι 44% στις CLL-like MBL, 

P<0,01, και 35% στο ΛΟΖ έναντι 19-22% στη ΧΛΛ όλων των σταδίων Rai, P<0,01]. 

   

Πίνακας 13. Σύγκριση μεταξύ MBL και επίσημης νόσου υπό το πρίσμα του κοινού ανοσοφαινότυπου 

Χαρακτηριστικό 
CLL-like 

ΜΒL 

XΛΛ  

(Rai 0) 
P-value CD5

neg
 MBL ΛΟΖ P-value 

Ηλικία (χρόνια) 64,0 ± 12,1† 66,7 ± 12,5 0,1056 66,7 ± 13,1 68,5 ± 14 0,7985 

Άρρεν φύλο/σύνολο 

περιστατικών 
31/65 (47,7%) 52/102 (51%) 0,7515 18/35 (51,4%) 32/6 (49,2%) 0,9575 

Αιμοσφαιρίνη (g/dL) 14,0 ± 1,5 13,0 ± 2,27 0,1010 13,2 ± 1,8 12,2 ± 2,6 0,0950 

Αιμοπετάλια (x10
9
/L) 215 ± 68,7 197 ± 78,1 0,0903 212 ± 99,5 193 ± 87 0,4520 

Αιματολογικές Παράμετροι 

Αριθμός λευκοκυττάτων 

 /Μl 
10900 ± 2397 23205 ± 10777 < 0,0001 11280 ± 5140 18069 ± 10500 < 0,0001 

Αριθμός λεμφοκυττάρων 

/μL 
6100 ± 1852 13100 ± 4130 < 0,0001 5358 ± 2485 11265 ± 9658 0,0005 

Ποσοστό λεμφοκυττάρων 

(%) επί των λευκοκυττάρων 
54,6 ± 9,5 71,8 ± 11,8 < 0,0001 50,8 ± 14,5 57,8 ± 22,9 0,1930 

Αριθμός Β κυττάρων/μL 3501 ± 1157 10453 ± 3097 < 0,0001 2315 ± 1374 7345 ± 2574 < 0,0001 

Αριθμός T/NK-κυττάρων 

/μL 
2700 ± 1373 2610 ± 1342 0,4514 3140 ± 1853 3864 ± 2019 0,7079 

 B στοιχείο επί των 

λεμφοκυττάρων (%) 
55,8 ± 14,6 79,8 ± 16,8 < 0,0001 43 ± 17,9 64,8 ± 21,6 < 0,0001 

Β κύτταρα με φαινότυπο 

MBL (%) 
93,5 ± 5,5 95,8 ± 3,78 0,2787 95,8 ± 3,6 96,3 ± 2,9 0,8745 

Ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

CD38 ≥ 30% 12/65 (18,5%) 26/102 (25,4%) 0,3462 4/35 (11,4%) 7/65 (10,8%) 0,9885 

ZAP70 ≥ 20% 20/65 (30,7%) 33/102 (32,4%) 0,8660 18/35 (51,4%) 15/36 (41,7%) 0,4791 

κ ελαφριά αλυσίδα 44/75 (58,7%) 58/102 (56,9%) 0,8782 23/35 (65,7%) 42/65 (64,6%) 0,9752 

Βαριά αλυσίδα ανοσοσφαιρίνης     

IgM 18/65 (27,7%) 29/102 (28,4%) 0,9887 11/35 (31,4%) 22/65 (33,8%) 0,9785 

IgD 10/65 (15,4%) 17/102 (16,7%) 0,8660 1/35 (2,8%) 1/65 (1,5%) 0,8465 

IgMD 33/65 (50,8%) 49/102 (48%) 0,7531 14/35 (40%) 27/65 (41,5%) 0,9885 

IgG 4/65 (9,2%) 7/102 (6,9%) 0,7692 9/35 (25,7%) 15/65 (23,1%) 0,8168 

Κυτταρογενετικές παράμετροι 

Βλάβη FISH 41/65 (63,1%) 80/102 (77,4%) 0,0344 19/50 (38%) 46/65 (70,8%) 0,0006 
 

† Για τις συνεχείς μεταβλητές οι τιμές αναφέρεται η μέση τιμή (± τυπική απόκλιση) 

ΧΛΛ: Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία, ΛΟΖ: Λέμφωμα Οριακής ζώνης  
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Σημαντικές διαφορές μεταξύ του προκλινικού και κλινικού σταδίου 

εντοπίστηκαν ακόμα και σε κυτταρογενετικό επίπεδο. Οι διαφορές αυτές αφορούσαν 

αφενός τη συχνότητα εμφάνισης των ατυπιών (οι ΜΒL περιπτώσεις εμφάνιζαν 

λιγότερο συχνά χρωμοσωμικές ατυπίες σε σχέση με τους ασθενείς των χρόνιων 

νοσημάτων, P<0,001) και αφετέρου το είδος των χρωμοσωμικών αλλοιώσεων 

(Εικόνα 20). Οι ατυπίες δυσμενούς πρόγνωσης [del(11q22), del(17p13)], καθώς και η 

ύπαρξη περισσότερων της μιας χρωμοσωμικής βλάβης, αφορούσαν κυρίως 

περιστατικά με προχωρημένα στάδια νόσου (P<0,0001 μεταξύ CLL-like MBL έναντι 

ΧΛΛ όλων των σταδίων Rai και μεταξύ CD5
neg 

MBL έναντι ΛΟΖ). Μάλιστα, όσο 

πιο προχωρημένο ήταν το στάδιο της νόσου, τόσο πιο συχνή ήταν η εμφάνιση των 

ατυπιών υψηλού κινδύνου ή μιας περισσότερο σύνθετης κυτταρογενετικής σύστασης. 

 

Εικόνα 20. Σύγκριση MBL με κλινικές λεμφοϋπερπλασίες. Τα διαγράμματα απεικονίζουν διαφορές στο 

είδος των κυτταρογενετικών ατυπιών και στο Τ-ΝΚ στοιχείο επί του συνολικού λεμφοκυττaρικού 

πληθυσμού. Α-Γ: Σύγκριση μεταξύ CLL-like ΜΒL και χρόνιας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας όλων των 

κλινικών σταδίων. κάθε σταδίου Rai. B-Δ: Σύγκριση μεταξύ CD5neg MBL και κλινικού Λεμφώματος 

Οριακής Ζώνης. ***: P<0,001 
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4.1.6 Διφαινοτυπικές MBL 

Μεταξύ των περιπτώσεων MBL που ανιχνεύτηκαν από το Εργαστήριο 

Κυτταρομετρίας Ροής, εντοπίστηκαν επτά διφαινοτυπικά περιστατικά, δηλαδή 

περιστατικά με την ταυτόχρονη παρουσία δύο διακριτών μονοκλωνικών πληθυσμών 

στο περιφερικό αίμα. Η ανάλυση των περιστατικών αυτών αποκάλυψε μία μεγάλη 

ετερογένεια στο είδος των διαφορετικών πληθυσμών που μπορεί να συνυπάρχουν στο 

περιφερικό αίμα των φορέων MBL. Συγκεκριμένα στα διφαινοτυπικά περιστατικά 

που εντοπίστηκαν περιλαμβάνονται:  

 

 Τρία περιστατικά με τη συνύπαρξη ενός CLL-like και ενός CD5
neg 

πληθυσμού με 

τη χαρακτηριστική εικόνα ενός ΛΟΖ/ΛΠΛ φαινοτύπου. Και οι δύο πληθυσμοί σε 

κάθε περίπτωση είχαν την ίδια ελαφρά αλυσίδα (sIgκ) 
 

 Δύο περιστατικά με τη συνύπαρξη ενός CLL-like και ενός atypical πληθυσμού. 

Στο ένα από τα δύο περιστατικά οι δύο πληθυσμοί είχαν την ίδια sIgκ ελαφριά 

αλυσίδα, ενώ στο άλλο, ο CLL-like κλώνος εξέφραζε sIgκ και ο atypical sIgκ 
 

 Ένα περιστατικό με δύο διακριτούς CLL-like μονοκλωνικούς πληθυσμούς και 

την ίδια κ ελαφρά αλυσίδα 

 

 Ένα περιστατικό με δύο διακριτούς CD5
neg 

κλώνους και την ίδια κ ελαφρά 

αλυσίδα. Ο ένας από τους δύο κλώνους ήταν SS
high

IgG
+ 

με επιμέρους 

ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά ΤΧ, ενώ ο άλλος ήταν SS
low

IgMD
+ 

με τη 

χαρακτηριστική εικόνα ενός ΛΟΖ/ΛΠΛ φαινοτύπου (Εικόνα 21). 

 

Η στρατηγική περιχαράκωσης που ακολουθήθηκε για την ανάλυση και την 

απομόνωση καθενός από τους δύο πληθυσμούς ανά περίπτωση, καθώς και τα 

ιδιαίτερα ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά του καθενός παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 14. Οι δύο Β πληθυσμοί ανά περίπτωση ήταν συνήθως σαφώς διακριτοί σε 

ένα dot plot CD5 συναρτήσει του CD20, πάνω στο οποίο βασίστηκε και η 

απομόνωση τους με κυτταροδιαχωριστή ροής. Στις έξι από τις επτά περιπτώσεις οι 

δύο πληθυσμοί έφεραν την ίδια ελαφρά αλυσίδα και επομένως δεν μπορεί να 

τεκμηριωθεί ότι οι διφαινοτυπικοί πληθυσμοί είναι ταυτοχρόνως και δίκλωνοι. Το 

ίδιο όμως δεν ισχύει για την 5
η
 περίπτωση του Πίνακα 14 στην οποία οι δύο διακριτοί 

πληθυσμοί-κλώνοι χαρακτηρίζονταν από διαφορετική ελαφρά αλυσίδα. 
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Πίνακας 14. Περιγραφή των επτά διφαινοτυπικών ΜΒL περιπτώσεων  

Περίπτωση 
Στρατηγική περιχαράκωσης 

(Gating strategy) 

Ποσοστό (%)  

επί του συνολικού 

CD19
+
 πληθυσμού 

Ελαφρά 

αλυσίδα 

Βαριά 

αλυσίδα 
Ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά † Κυτταρογενετική 

1η  

CD5
+
CD20

dim 
(CLL-like)

 
54.3 κ - CD43

+
CD22

dim
CD23

dim
CD27

+
CD79b

-
CD200

-
 Φυσιολογικό 

CD5
neg

CD20
bright 

(ΣΛΟΖ/ΛΠΛ) 45.7 κ IgM CD43
- 
CD22

++
CD23

+
CD27

dim
CD79b

+
CD200

+
 Φυσιολογικό 

2
η
 

CD5
+
CD20

dim
 (CLL-like) 15.0 κ IgMD CD43

+
CD22

dim
CD23

+
CD25

+
CD27

+
BDCA-1

-
 Φυσιολογικό 

CD5
neg

CD20
bright 

(ΣΛΟΖ/ΛΠΛ) 85.0 κ IgMD CD43
- 

CD22
++

CD23
+
CD25

-
CD27

-
BDCA-1

+
 Φυσιολογικό 

3
η
 

CD5
+
CD20

dim 
(CLL-like)

 
33,8 κ  - CD43

+
CD22

dim
CD79b

- 
sIgk

bright
 Φυσιολογικό 

CD5
neg

CD20
bright 

(ΣΛΟΖ/ΛΠΛ)
 

66,2 κ IgM CD43
-
CD22

++
CD79b

+
sIgk

dim
 Φυσιολογικό 

4
η
 

CD5
+
CD20

dim
 (CLL-like) 66.0 κ - CD38

-
FMC7

-
 Φυσιολογικό 

CD5
+
CD20

bright 
(atypical)

 
34.0 κ IgM CD38

+
FMC7

+
 Φυσιολογικό 

5
η
 

CD5
+
CD20

dim 
(CLL-like)

 
41.5 κ IgMD  Φυσιολογικό 

CD5
dim

CD20
bright 

(atypical) 58.5 λ IgMD  Φυσιολογικό 

6
η
 

CD5
bright 

(CLL-like) 64.0 λ IgD CD22
dim

CD79b
+
 

Del(13q14) 

(92%) ‡ 

CD5
dim

 (CLL-like) 36.0 λ IgD CD22
+
CD79b

dim
 

Del(13q14) 

(95%) ‡ 

7
η
 

CD5
neg 

SS
high

 (ΤΧ) 57.0 κ IgG CD25
+
CD103

+
CD123

+
CD11c

++
CD200

-
TCL1

+/-
 Φυσιολογικό 

CD5
neg 

SS
low 

(ΣΛΟΖ/ΛΠΛ) 43.0 κ IgMD CD25
-
CD103

-
CD123

-
CD11c

-
CD200

+
TCL1

-
 Φυσιολογικό 

† Αναφέρονται τα χαρακτηριστικά που διαφοροποιούν τους δύο κλώνους ανά περίσταση 

‡ Ποσοστό των Β κυττάρων που φέρνουν το del(13q14) επί των συνολικών Β κυττάρων που αξιολογήθηκαν 
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Μετά το διαχωρισμό τους, πραγματοποιήθηκε ο ίδιος κυτταρογενετικός έλεγχος σε 

κάθε έναν πληθυσμό ξεχωριστά. Στις έξι από τις επτά διφαινοτυπικές MBL δεν 

ανιχνεύτηκε κάποια χρωμοσωμική ανωμαλία σε κανέναν από τους δύο διακριτούς 

πληθυσμούς. Ωστόσο, στην περίπτωση με τους δύο συνυπάρχοντες CLL-like 

κλώνους (6
η
 περίπτωση του Πίνακα 14) ανιχνεύτηκε del(13q14) και στους δύο 

πληθυσμούς και μάλιστα σε παρόμοιο ποσοστό κυττάρων επί των συνολικών 

μονοκλωνικών κυττάρων που αξιολογήθηκαν. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει οτι η 

χρωμοσωμική βλάβη πραγματοποιήθηκε σε κάποιο πρόδρομο στάδιο της Β σειράς, 

πριν από τη διαφοροποίηση στους δύο διακριτούς CLL-like πληθυσμούς.  

 

 
Εικόνα 21. Χαρακτηριστικές διφαινοτυπικές περιπτώσεις. Αριστερά: Συνύπαρξη ενός 

CD5negCD20bright (60,1%) και ενός CD5+CD20dim (26%) Β πληθυσμού. Και οι δύο πληθυσμοί 

εκφράζουν κ ελαφρά αλυσίδα αλλά σε διαφορετικά επίπεδα. Δεξιά: Δύο διακριτοί Β πληθυσμοί με 

διαφορετικούς πλάγιους σκεδασμούς. Ο SShigh πληθυσμός (Β2) εκφράζει CD123 και IgG ενώ ο 

SSlow πληθυσμός (B1) εκφράζει IgD και καθόλου CD123. 
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4.2 Καταγραφή μεταβολών στο προκλινικό στάδιο 

Ένας από τους βασικούς στόχους της παρούσας εργασίας ήταν η καταγραφή των 

μεταβολών που πραγματοποιούνται στο προκλινικό στάδιο, κατά την πορεία εξέλιξης 

της διαταραχής. Για το λόγο αυτό τα άτομα με MBL υφίσταντο τακτικούς 

επανελέγχους σε αιματολογικό, ανοσοφαινοτυπικό και κυτταρογενετικό επίπεδο, 

χωρίς απαραίτητα να υπάρχουν ενδείξεις εξέλιξης σε κλινική νόσο.  

Ο αιματολογικός επανέλεγχος ανά περίπτωση πραγματοποιούνταν για να 

αποκαλυφθούν πιθανές μεταβολές στους απόλυτους αριθμούς των έμμορφων 

συστατικών του αίματος, στις σχετικές τους αναλογίες, καθώς και στα επίπεδα της 

αιμοσφαιρίνης. Ο ανοσοφαινοτυπικός επανέλεγχος πραγματοποιούνταν για την 

αξιολόγηση μεταβολές στα επίπεδα των πρωτεϊνών του κλωνικού πληθυσμού αλλά 

και για τυχόν αλλαγές στους διάφορους υποπληθυσμούς των λεμφοκυττάρων (Β, Τ 

και ΝΚ κύτταρα). Τέλος, ο κυτταρογενετικός επανέλεγχος πραγματοποιήθηκε για τη 

διερεύνηση μεταβολών σε μοριακό επίπεδο κατά τη διάρκεια της παραμονής στο 

προκλινικό στάδιο. 

 

4.2.1 Κινητική Β λεμφοκυττάρων 

Όπως αναφέρθηκε και στην παράγραφο 3.1, σε 79 περιπτώσεις πραγματοποιήθηκε 

πλήρης ανοσοφαινοτυπικός επανέλεγχος. Στις μισές από αυτές (40/79), δεν 

διαπιστώθηκαν σημαντικές μεταβολές στις βασικές αιματολογικές μετρήσεις ή στην 

κατανομή του λεμφοκυτταρικού πληθυσμού. Στις υπόλοιπες 39 όμως, διαπιστώθηκαν 

σημαντικές αλλαγές οι οποίες παρουσιάζονται αναλυτικά στον Πίνακα 15. Από την 

προσεκτική μελέτη των δεδομένων αυτών μπορούμε να διακρίνουμε δύο διακριτές 

ομάδες περιστατικών με διαφορετικά πρότυπα Β κινητικής: i) 21 περιστατικά 

παρουσίασαν μία σταθερή αύξηση σε όλες σχεδόν τις αιματολογικές μετρήσεις, 

δηλαδή στον απόλυτο αριθμό των λευκών αιμοσφαιρίων, τον απόλυτο αριθμό των 

λεμφοκυττάρων και των ουδετεροφίλων, τον απόλυτο αριθμό των Β λεμφοκυττάρων 

και, στις περισσότερες περιπτώσεις, στον απόλυτο αριθμό των Τ/ΝΚ κυττάρων, και 

ii) 18 περιστατικά διατήρησαν σταθερά τα επίπεδα στους απόλυτους αριθμούς των 

λευκών αιμοσφαιρίων και των λεμφοκυττάρων τους, αλλά παρουσίασαν σημαντική 

αύξηση στον απόλυτο αριθμό των Β κυττάρων εις βάρος του απόλυτου αριθμού των 

Τ/ΝΚ κυττάρων τους.  
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Το κοινό χαρακτηριστικό και στα δύο πρότυπα Β κινητικής ήταν η αύξηση του Β 

στοιχείου στο περιφερικό αίμα (εκφραζόμενο ως ο λόγος του αριθμού των Β 

κυττάρων προς τον συνολικό αριθμό των λεμφοκυττάρων, Β cell compartment-BCC). 

Mε άλλα λόγια, κάθε φορά που διαπιστώθηκε μεταβολή σε αιματολογικό επίπεδο, 

ανεξάρτητα από το πρότυπο της Β κινητικής, παρατηρήθηκε αύξηση στην τιμή του 

BCC, παράλληλα με την αύξηση του απόλυτου αριθμού των Β κυττάρων (Εικόνα 

22). Αντίστροφα, σε όλες αυτές τις περιπτώσεις, παρατηρήθηκε μείωση στην τιμή του 

Τ/ΝΚ στοιχείου [εκφραζόμενο ως ποσοστό (%) επί των συνολικών λεμφοκυττάρων], 

παρά την αύξηση του απόλυτου αριθμού των T/NK κυττάρων. 

 
 

Εικόνα 22. Σχηματική απεικόνιση της αύξησης του Β στοιχείου κατά την κλινική εξέλιξη της MBL 

Αριστερά: Περιστατικά με αύξηση στους απόλυτους αριθμούς όλων των στοιχείων του αίματος. Δεξιά: 

Περιστατικά  που διατηρούν σταθερούς τους αριθμούς των λευκών αιμοσφαιρίων και των ολικών 

λεμφοκυττάρων. 

*1st: Πρώτος επανέλεγχος με διαπιστωμένη μεταβολή στο Β στοιχείο  

# Last: Τελευταίος χρονικά επανέλεγχος με διαπιστωμένη μεταβολή 

ΧΛΛ: Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία 
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Πίνακας 15. Κινητική στο προκλινικό στάδιο   

Περίπτωση/ 

Κατηγορία MBL 

Αριθμός λευκών 

αιμοσφαιρίων 

Αριθμός 

λεμφοκυττάρων 

Αριθμός  

Β κυττάρων 

Αριθμός Τ/ΝΚ 

κυττάρων 

Τ/ΝΚ στοιχείο (%)  

επί λεμφοκυττάρων 
Κυτταρογενετική 

Πρότυπο 

Κινητικής 

 Αρχικά† Επ/έλεγχος‡ Αρχικά Επ/έλεγχος Αρχικά Επ/έλεγχος Αρχικά Επ/έλεγχος Αρχικά Επ/έλεγχος   

1. CLL-like 9300 11430 5194 5520 3074 4480 2120 1040 40,8 18,9 del(13q14) ↑ 

2. CLL-like 11000 14050 6611 8444 3498 4897 3113 3546 47,1 42,0 del(13q14) ↑ 

3. CLL-like 4150 9720 1896 6901 768 3314 1110 3587 59,0 52,0 del(13q14) ↑ 

4. CLL-like 11500 17400 6083 11435 4446 9148 1637 1829 26,9 20,0 del(13q14) ↑ 

5. CLL-like 18000 17580 12600 12484 4212 4896 8391 7590 66,6 60,8 del(13q14) → 

6. CLL-like 10600 10450 6280 6284 2650 3439 3630 2846 57,8 45,3 del(13q14) → 

7. CLL-like 14700 14780 7871 7806 3381 3790 4486 4012 57,0 51,4 del(13q14) → 

8. CLL-like 11200 14000 6529 8694 2620 3999 3910 4694 59,9 54,0 del(13q14) ↑ 

9. CLL-like 10260 11620 5207 5785 3127 3880 2082 1903 40,0 32,9 del(13q14) ↑ 

10. CLL-like 11700 11920 7150 7301 3825 4563 3325 2738 46,5 37,5 del(13q14) → 

11. CLL-like 14200 14180 8120 8211 3484 4087 4636 4121 57,1 50,2 
del(13q14)x1/ 

del(13q14)x2 
→ 

12. CLL-like 8970 12420 4834 6150 3142 4587 1692 1562 35,0 25,4 del(13q14)x2 ↑ 

13. CLL-like 12800 13000 6272 7540 2152 4780 4120 2760 65,7 36,6 del(13q14)x2 → 

14. CLL-like 10200 10460 5916 5950 3060 3544 2856 2403 48,3 40,4 del(13q14)x2 → 

15. CLL-like 9630 9850 5277 5301 3543 3926 1734 1372 32,9 25,9 +12 → 

16. CLL-like 10970 12380 4936 5786 3647 4803 1288 1041 26,1 18,0 +12 ↑ 

17. CLL-like 7690 7700 3190 3230 976 1792 2214 1437 69,4 44,5 del(13q14)/+12 → 

18. CLL-like 11000 12530 8349 9026 3839 4567 4510 4422 54,0 49,0 del(11q22) ↑ 
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19. CLL-like 10300 14100 7039 8511 3472 4560 3568 3941 50,7 46,3 Χωρίς ατυπία ↑ 

20. CLL-like 10900 15100 6040 9211 4773 7341 1813 1870 30,0 20,3 Χωρίς ατυπία ↑ 

21. CLL-like 8660 8800 6120 6253 3756 4295 2362 1957 38,6 31,3 Χωρίς ατυπία → 

22. CLL-like 12800 14100 6566 7426 4510 5040 2056 1523 31,3 23,2 Χωρίς ατυπία ↑ 

23. CLL-like 10500 10650 6048 6085 3420 4267 2630 1819 43,5 29,9 Χωρίς ατυπία → 

24. CLL-like 10390 10370 6109 6115 2877 3840 3232 2274 52,9 37,2 Χωρίς ατυπία → 

25. CLL-like 10300 10330 6010 5930 3227 3988 2783 1939 46,3 32,7 Χωρίς ατυπία → 

26. CLL-like 13300 13380 6540 6588 3045 3897 3492 2688 53,4 40,8 Χωρίς ατυπία → 

27. CLL-like 9580 12690 3669 5044 2567 3681 1100 1361 30,0 27,0 Χωρίς ατυπία ↑ 

28. CLL-like 12150 14790 3948 5312 3025 4305 707 1009 23,4 19,0 Χωρίς ατυπία ↑ 

29. CLL-like 13090 15700 7474 8006 3679 4788 3797 3218 50,8 40,2 Χωρίς ατυπία ↑ 

30. CLL-like 9690 11370 5358 5923 2948 4324 2411 1599 45,0 27,0 Χωρίς ατυπία ↑ 

31. Atypical 11700 11400 6095 6294 4234 4821 1859 1472 30,5 23,4 Χωρίς ατυπία → 

32. Atypical 9300 12100 4240 6087 2547 3889 1657 2197 39,1 36,1 Χωρίς ατυπία ↑ 

33. Atypical 7260 7530 4050 4233 2962 3475 1088 758 26,9 17,9 
del(13q14)x1/ 

+12/3x(14q32) 
→ 

34. Atypical 12540 15100 6152 7062 3896 4743 2258 2316 36,7 32,8 +12 ↑ 

35. Atypical 11240 13740 4192 5955 1690 2599 2507 3358 59,7 56,4 Del(13q14) ↑ 

36. CD5
neg

 12200 12180 5990 5980 2294 3014 3696 2966 61,7 49,6 Χωρίς ατυπία → 

37.   CD5
neg

 11300 11560 4090 4137 2531 3144 1558 993 38,1 24,0 Χωρίς ατυπία → 

38.   CD5
neg

 12100 16000 7760 10540 3158 4980 4601 5565 59,3 52,8 
del(13q14)/ 

del(17p13) 
↑ 

39. CD5
neg

 13600 19800 6740 11100 3808 6882 2932 4212 43,0 38,0 +3 ↑ 

†: Αναφέρεται στη στιγμή διάγνωσης της MBL 
‡: Αναφέρεται στη στιγμή διαπίστωσης της μεταβολής 
↑: Αύξηση στον αριθμό των λευκών αιμοσφαιρίων, στον αριθμό των λεμφοκυττάρων και στον αριθμό των Β κυττάρων 
→: Σταθερός  ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων και ο αριθμός των λεμφοκυττάρων αλλά αύξηση στον αριθμό των Β κυττάρων 
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4.2.2. Κλωνική εξέλιξη 

Το φαινόμενο της κλωνικής εξέλιξης, δηλαδή της ανάπτυξης δευτερογενών ατυπιών 

στο γονιδίωμα των κλωνικών κυττάρων είναι αρκετά σύνηθες στις Β αιματολογικές 

κακοήθειες ακόμα και στις χρόνιες μορφές. Μάλιστα, όπως ήδη αναφέρθηκε και στην 

εισαγωγή, στην περίπτωση της ΧΛΛ η παρουσία κλωνικής εξέλιξης αποτελεί 

αρνητικό προγνωστικό δείκτη και έχει συσχετισθεί με πιο επιθετικές μορφές της 

νόσου. Από όσο μπορούμε να γνωρίζουμε, το φαινόμενο της κλωνικής εξέλιξης δεν 

έχει μελετηθεί μέχρι σήμερα στο προκλινικό στάδιο της MBL. Για τους σκοπούς της 

εργασίας αυτής, ως παρουσία κλωνικής εξέλιξης θεωρήθηκε: 

i) Η συνύπαρξη δύο ή περισσότερων κυτταρογενετικών ατυπιών κατά τη στιγμή της 

διάγνωσης, συμπεριλαμβανομένων και των περιπτώσεων με ομόζυγο έλλειμμα της 

13q14 περιοχής ή με συνδυασμό ημιζύγου/ομοζύγου del(13q14). Οι βλάβες αυτές 

είναι μάλλον απίθανο να προέκυψαν την ίδια χρονική στιγμή στο γονιδίωμα ενός 

ατόμου και κατά πάσα πιθανότητα αποτελούν ανεξάρτητα και διαδοχικά μοριακά 

γεγονότα (Εικόνα 23). 
 

ii) Η όψιμη εμφάνιση μίας χρωμοσωμικής βλάβης, η οποία ήταν απούσα κατά τη 

στιγμή της διάγνωσης (πρώτος κυτταρογενετικός έλεγχος) και εντοπίστηκε κατά τον 

κυτταρογενετικό επανέλεγχο του περιστατικού. 

 

 

Εικόνα 23. MBL περιστατικά με πολλαπλές χρωμοσωμικές ατυπίες κατά τη στιγμή της διάγνωσης. 
  

Α-Β: del(13q14) και del(11q22) στο ίδιο δείγμα. Από το ποσοστό των κυττάρων με ατυπία (λευκά 

βέλη) φαίνεται πως ο 13q- αποτελεί υποκλώνο του 11q-. Το σύνολο σχεδόν των Β κυττάρων φέρει 

το del(11q22), ενώ τα μισά περίπου κύτταρα φέρουν το del(13q14). Γ: Συνύπαρξη +12 και 

del(13q14) στο σύνολο των κυττάρων του κλώνου. 

13q14  13q34 13q14  13q34 13q14  13q34 12  cen 13q14  13q34 c 12  cen  13q14  13q34 Γ 11q22  11cen Β Α 



 

 
 

Συνολικά, 19 περιπτώσεις (12,8%) παρουσίασαν ενδείξεις κλωνικής εξέλιξης. 

Σύμφωνα με την πρώτη θεώρηση, 13 περιστατικά βρέθηκαν με περισσότερες από μία 

βλάβες κατά την αρχική κυτταρογενετική αξιολόγηση. Από αυτά, έξι είχαν ομόζυγο 

έλλειμμα στην 13q14 περιοχή, δύο είχαν συνδυασμό ημιζύγου/ομοζύγου del(13q14) 

και πέντε περιστατικά είχαν πολλαπλές ανωμαλίες (Πίνακας 9).  

Σύμφωνα με τη δεύτερη θεώρηση, έξι περιστατικά εμφάνισαν μία νέα ατυπία 

κατά τον κυτταρογενετικό επανέλεγχο (Πίνακας 16). Τρία από τα περιστατικά αυτά 

(δύο CLL-like και ένα atypical) που είχαν βρεθεί φυσιολογικά κατά την αρχική 

αξιολόγηση, εμφάνισαν del(13q14) κατά τον επανέλεγχο. Σε μία άλλη CLL-like 

περίπτωση, το ημίζυγο del(13q14) εξελίχθηκε σε συνδυασμό ημιζύγου/ομοζύγου 

ελλείμματος. Σε μία πέμπτη περίπτωση (CLL-like MBL) εμφανίστηκε τρισωμία 12 

επιπρόσθετα του αρχικού del(13q14), ενώ τέλος, στην έκτη περίπτωση (επίσης CLL-

like MBL), εμφανίστηκε del(13q14) επί τη βάσει προϋπάρχουσας τρισωμίας 12. Να 

σημειωθεί πως στις τρεις από τις έξι αυτές περιπτώσεις, οι νέες ατυπίες  αφορούσαν 

υποκλώνο του Β κλωνικού πληθυσμού, δηλαδή εντοπίστηκαν σε ένα μικρότερο 

ποσοστό κυττάρων από το αντίστοιχο ποσοστό που έφερε την πρωτογενή ατυπία. 

 

Πίνακας 16. Κλωνική εξέλιξη με την εμφάνιση νέων ατυπιών 

Αρχικός έλεγχος FISH 
FISH κατά την κλωνική 

εξέλιξη 
Επανέλεγχος 

(μήνες) 
Ανοσοφαινοτυπική 

κατηγορία 

Φυσιολογικός del(13q14)x1 (85%) 24 CLL-like MBL 

Φυσιολογικός del(13q14)x1 (61%) 28 Atypical MBL 

Φυσιολογικός del(13q14)x1 (90%) 30 CLL-like MBL 

del(13q14)x1 (90%) 
del(13q14)x1 (60%) 
del(13q14)x2 (30%) 

28 CLL-like MBL 

del(13q14)x1 (92%) 

1ος επανέλεγχος 
del(13q14)x1 (93%) 

+12 (48%) 
 

2ος επανέλεγχος 
del(13q14)x1 (91%) 

+12 (87%) 

26 
 
 
 

36 

CLL-like MBL 

+12 (95%) 
+12 (95%) 

del(13q14)x1 (89%) 
24 CLL-like MBL 

Τα ποσοστά στην παρένθεση αναφέρονται στο ποσοστό των Β κυττάρων που φέρουν την 

ατυπία στο σύνολο των Β κυττάρων που αναλύθηκαν 
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4.2.3 Συσχέτιση κλωνικής εξέλιξης με άλλες παραμέτρους 

Σε επίπεδο «επίσημης» ΧΛΛ η κλωνική εξέλιξη έχει συσχετισθεί με συγκεκριμένες 

παραμέτρους, όπως τα υψηλά επίπεδα ZAP-70 (Shanafelt et al, 2007) ή με το επίπεδο 

σωματικών μεταλλάξεων (<2%) στο γονίδιο IgHV (Lopez et al, 2013). Εύλογα 

λοιπόν, προκύπτει το ερώτημα εάν οι ίδιες ή άλλες παράμετροι μπορούν να 

συσχετισθούν με την κλωνική εξέλιξη στο στάδιο της MBL (Πίνακας 17). Ο έλεγχος  

της συσχέτισης πραγματοποιήθηκε εντός της CLL-like κατηγορίας καθώς 16 από τις 

19 περιπτώσεις με κλωνική εξέλιξη ανήκαν σε αυτήν την κατηγορία.  

Πίνακας 17. Σύγκριση των διάφορων παραμέτρων σε CLL-like περιπτώσεις με και 

χωρίς κλωνική εξέλιξη 

Παράμετρος 
MBL με κλωνική 

εξέλιξη 

MBL χωρίς 

κλωνική εξέλιξη 
P-value 

Άρρεν φύλο/σύνολο περιστατικών 8/16 (50%) 27/59 (45,8%) 0,7849 

Ηλικία (σε έτη) 63,8 ± 13,2 † 63,2 ± 12,19 0,8115 

HB (g/dL) 13,9 ± 1,7 14,0 ± 1,4 0,6556 

Διήθηση Μυελού (%) 10,3 ± 6,5 10,6 ± 6,6 0,8463 

Αριθμός Αιμοπεταλίων (x109/L) 201 ± 75 214 ± 68 0,3896 

Αριθμός λευκοκυττάρων/μL 11150 ± 2753 11032 ± 2514 0,5587 

Αριθμός λεμφοκυττάρων/μL 6270 ± 1920  6098 ± 1852 0,4186 

Αριθμός Β κυττάρων/μL 3610 ± 1240 3481 ± 1167 0,6289 

Αριθμός Τ/ΝΚ κυττάρων/μL 2612 ± 1415 2715 ± 1357 0,5371 

B στοιχείο επί των 

 λεμφοκυττάρων (%) 
58,6 ± 16,9 55,8 ± 15,3 0,4720 

ZAP-70 ≥ 20% 9/16 (56,3%) 12/54 (22,2%) 0,0127 

CD38 ≥ 30% 3/16 (18,8%) 9/59 (15,3%)  0,7114 

†Μέση τιμή ± τυπική απόκλιση για τις συνεχείς μεταβλητές 
 

Τα αποτελέσματα δεν έδειξαν κάποια στατιστικά σημαντική συσχέτιση μεταξύ της 

κλωνικής εξέλιξης και των αιματολογικών ή άλλων χαρακτηριστικών που 

μελετήθηκαν. Διαφαίνεται μία τάση συσχέτισης μεταξύ των υψηλών επιπέδων της 

ZAP-70 και της συχνότητας εμφάνισης κλωνικής εξέλιξης (όπως και στη ΧΛΛ), 

αλλά ο αριθμός των περιστατικών είναι σχετικά μικρός για να αναδειχθεί αυτή η τάση 

σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο.    



 

 
 

4.3 Κλινική αξιολόγηση των διαφόρων παραμέτρων 

Στο τελευταίο τμήμα της εργασίας, πραγματοποιήθηκε μία συσχέτιση των διάφορων 

παραμέτρων των ΜBL περιστατικών ως προς τον κίνδυνο εξέλιξης σε κλινική νόσο. 

Με άλλα λόγια, εκτιμήθηκε η προγνωστική αξία των διάφορων παραμέτρων που ήταν 

διαθέσιμες κατά τη στιγμή της διάγνωσης, αλλά και των μεταβολών που 

παρατηρούνται κατά τη διάρκεια της παραμονής στο προκλινικό στάδιο (πρότυπο Β 

κινητικής, κλωνική εξέλιξη).     

 

4.3.1 Μετάπτωση σε κλινική λεμφοϋπερπλασία 

Μέχρι σήμερα, και ύστερα από διάμεσο χρόνο παρακολούθησης 78 μηνών στις 149 

MBL περιπτώσεις για τις οποίες υπάρχουν διαθέσιμες πληροφορίες ως προς την 

κλινική τους πορεία, 55 περιστατικά (36,9%) έχουν εξελιχθεί σε ΧΛΛ ή άλλη 

λεμφοϋπερπλασία. Από αυτά, 32 περιστατικά (21,5%) παρουσίασαν διπλασιασμό 

στον αριθμό των λευκοκυττάρων, ενώ 17 περιπτώσεις (11,4%) έχουν ήδη λάβει 

θεραπευτική αγωγή. Ειδικότερα, μέχρι σήμερα έχει παρατηρηθεί κλινική εξέλιξη σε 

25/65 (38,5%) CLL-like MBL, σε 13/35 (37,1%) atypical MBL και σε 17/49 (34,7%) 

CD5
neg

 περιστατικά. Από τα υπόλοιπα 94 περιστατικά που δεν εξελίχθηκαν σε νόσο, 

τα 76 παρουσίασαν πλήρη σταθερότητα στις διάφορες αιματολογικές και κλινικές 

παραμέτρους, ενώ στα υπόλοιπα 18 εμφανίστηκαν κάποιες ενδείξεις εξέλιξης, χωρίς 

ωστόσο να μπορεί να τεκμηριωθεί μετάπτωση σε κλινική νόσο με βάση τα ισχύοντα 

διαγνωστικά κριτήρια (πχ. υπήρχε αύξηση στον αριθμό των Β κυττάρων χωρίς 

ωστόσο υπέρβαση του ορίου των 5000 B κυττάρων/μL).  

Παρά το γεγονός ότι τα ποσοστά κλινικής εξέλιξης βρέθηκαν παρόμοια στις 

τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες, ο κίνδυνος μετάπτωσης σε νόσο (υπολογιζόμενος με 

βάση το χρόνο που μεσολαβεί από τη στιγμή της MBL διάγνωσης μέχρι τη στιγμή 

της επίσημης διάγνωσης της νόσου, PFS) διέφερε σημαντικά. Συγκεκριμένα, οι 

atypical ΜΒL παρουσίασαν τον βραχύτερο χρόνο εξέλιξης (διάμεσος χρόνος 

μετάπτωσης: 45 μήνες), οι CLL-like MBL ενδιάμεσο (διάμεσος χρόνος μετάπτωσης: 

56 μήνες), ενώ τα CD5
neg

 περιστατικά τον μεγαλύτερο (διάμεσος χρόνος 

μετάπτωσης: 84 μήνες). Οι διαφορές μεταξύ της CD5
neg

 κατηγορίας και των άλλων 

δύο MBL ομάδων βρέθηκαν στατιστικά σημαντικές (Εικόνα 24).  
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Εικόνα 24. Ρυθμός εξέλιξης σε κλινική νόσο (σε ποσοστό %) στις τρεις MBL κατηγορίες 

 

4.3.2 Αξιολόγηση παραμέτρων κατά τη διάγνωση 

Το επόμενο βήμα ήταν να διαπιστωθεί εάν κάποια από τα χαρακτηριστικά των MBL 

έχουν προγνωστική αξία. Έτσι το σύνολο των διαθέσιμων κλινικών, αιματολογικών, 

φαινοτυπικών ή κυτταρογενετικών παραμέτρων, αξιολογήθηκαν ως προς τον κίνδυνο 

εξέλιξης σε νόσο. Λόγω του γεγονότος ότι οι τρεις ΜΒL κατηγορίες εμφάνισαν 

διαφορές ως προς τον χρόνο κλινικής εξέλιξης, η κάθε ανάλυση πραγματοποιήθηκε 

για κάθε φαινοτυπική κατηγορία ξεχωριστά (Πίνακες 18-20).   

Οι παράμετροι που αξιολογήθηκαν ήταν η ηλικία, το φύλο, τα επίπεδα της 

αιμοσφαιρίνης, ο αριθμός των αιμοπεταλίων, ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων, ο 

αριθμός των λεμφοκυττάρων, ο αριθμός των Β κυττάρων, ο αριθμός του αθροίσματος 

των Τα και ΝΚ-κυττάρων, το ποσοστό (%) των Β κυττάρων επί του συνολικού 

λεμφοκυτταρικού πληθυσμού, το ποσοστό διήθησης του μυελού,  η ύπαρξη 

κυτταρογενετικής ατυπίας, το είδος της κυτταρογενετικής ατυπίας, και η θετικότητα 

στην έκφραση των προγνωστικών δεικτών CD38 (CD38 ≥ 30%) και ZAP-70 (ZAP-

70 ≥ 20%). Στην περίπτωση των συνεχών μεταβλητών, τα κατάλληλα όρια που 

προσδιορίζουν καλύτερα τον κίνδυνο εξέλιξης σε νόσο, βρέθηκαν με τη βοήθεια των 



 

 
 

καμπυλών ROC. Ιδιαίτερα στην περίπτωση του αριθμού των Β κυττάρων, η εύρεση 

των ορίων που προσδιορίζουν κατά τον βέλτιστο τρόπο τη μετάπτωση σε κλινική 

λεμφοϋπερπλασία, πραγματοποιήθηκε με συνεχείς δοκιμασίες log-rank, κατά τις 

οποίες αυξανόταν κάθε φορά ο αριθμός των Β κυττάρων κατά 100 κύτταρα/μL.   

 

Πίνακας 18. Αξιολόγηση των παραμέτρων κατά τη διάγνωση των CLL-like ΜΒL ως προς τον κίνδυνο εξέλιξης νόσου 

Μεταβλητή 
Cut-off point/ 

Κατηγορία 

Αριθμός 

Περιστατικών* 

P-value 

Μονοπαραμετρική 

Ανάλυση  

P-value 

Πολυπαραμετρική 

Ανάλυση 

Hazard 

Ratio 

(95% CI) 

Μετάπτωση σε νόσο: 25/65 CLL-like MBL 

Ηλικία (χρόνια) ≥ 65 vs. < 65 31(13) vs. 34(12) 0,8357 - - 

Φύλο ♂/♀ 31(12) vs. 34(13) 0,9339 - - 

Αιμοσφαιρίνη (g/dL) ≥ 13.2 vs. < 13.2 40(15) vs. 25(10) 0,3707 - - 

Αιμοπετάλια (x109/L) ≥ 200 vs. < 200 35(13) vs. 30(12) 0,4029 - - 

 Αριθμός 
λευκοκυττάρων /μL 

≥ 11000 vs. < 11000 35(15) vs. 30(10) 0,1373 - - 

 Αριθμός 
λεμφοκυττάρων/μL 

≥ 6500 vs. < 6500 25(9) vs. 40(16) 0,0351 0,353 - 

Αριθμός Β κυττάρων 
/μL 

≥ 3900 vs. 

2000-3900 vs. 

≤ 2000 

20(13) vs. 

35(10) vs. 

10(2) 
0,0004 0,004 

3,87  

(1,55-9,64) 

Αριθμός Τ/ΝΚ 
κυττάρων /μL) 

≥ 2800 vs. < 2800 33(11) vs. 32(14) 0,1159  - - 

Ποσοστό (%) Β 
κυττάρων επί ολικών 

λεμφοκυττάρων  

≥ 50 vs. < 50  30(15) vs. 35(10)  0,1017 - - 

Ύπαρξη FISH βλάβης Ναι/όχι 40(14) vs. 25(11) 0,4862 - - 

Είδος FISH ατυπίας † 
Χωρίς ατυπία ή 

del(13q14)x1 vs. 

 +12 ή del(11q22)  

47(14) vs. 9(5) 0,1801 - - 

Διήθηση μυελού(%) ≥ 10% vs. < 10% 34(10) vs. 31(15) 0,1155 - - 

CD38 ≥ 30% Ναι/Όχι 12(5) vs. 53(20) 0,5422 - - 

ZAP70 ≥ 20% Ναι/Όχι 20(10) vs. 45(15) 0,2281 - - 

* Αριθμός των περιστατικών με ένα συγκεκριμένο χαρακτηριστικό (ποιοτικές μεταβλητές) ή με μία τιμή πάνω από την 

ευρεθείσα τιμή του cut-off (ποσοτικές μεταβλητές) έναντι του αριθμού των περιπτώσεων χωρίς το χαρακτηριστικό ή με 

τιμή μικρότερη από αυτή του cut-off. Οι αριθμοί στην παρένθεση αναφέρονται στις περιπτώσεις που εξελίχτηκαν σε 

νόσο σε κάθε περίπτωση 

† Προσαρμοσμένο στην ταξινόμηση κατά Dohner (Dohner et al, 2000) 
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Η μονοπαραμετρική ανάλυση αποκάλυψε πως ο απόλυτος αριθμός των 

λεμφοκυττάρων και  των Β κυττάρων κατά τη διάγνωση σχετίζεται με τον κίνδυνο 

εξέλιξης σε κλινική νόσο για τις CLL-like ΜΒL περιπτώσεις. Στην πολυπαραμετρική 

ανάλυση όμως, μόνο ο αριθμός των Β κυττάρων διατήρησε ανεξάρτητη στατιστική 

αξία. 

 

Πίνακας 19 . Αξιολόγηση των παραμέτρων κατά τη διάγνωση των atypical ΜΒL στον κίνδυνο εξέλιξης νόσου 

Μεταβλητή 
Cut-off point/ 

Κατηγορία* 

Αριθμός 

Περιστατικών 

P-value 

Μονοπαραμετρική 

Ανάλυση † 

P-value 

Πολυπαραμετρική 

Ανάλυση‡ 

Hazard 

Ratio 

(95% CI) 

Μετάπτωση σε νόσο: 13/35 atypical MBL 

Ηλικία (χρόνια) ≥ 70 vs. < 70 18(7) vs. 17(6) 0,2015 - - 

Φύλο ♂/♀ 23(8) vs. 12(5) 0,2289 - - 

Αιμοσφαιρίνη (g/dL) ≥ 13 vs. < 13 21(8) vs. 14(5) 0,6718 - - 

Αιμοπετάλια (x109/L) ≥ 200 vs. < 200 16(6) vs. 19(7) 0,3264 - - 

 Αριθμός λευκών 
αιμοσφαιρίων/μL 

≥ 11000 vs. < 11000 17(8) vs. 18(5) 0,1312 - - 

 Αριθμός 
λεμφοκυττάρων/μL 

≥ 6600 vs. < 6600 15(7) vs. 20(6) 0,0393 0,080 - 

Αριθμός Β κυττάρων 
/Μl 

≥ 3600 vs. < 3600 15(7) vs. 20(6) 0,0050 0,038 
5,22 

(1,43-13,1) 

Αριθμός Τ/ΝΚ 
κυττάρων/μL 

≥ 2000 vs. < 2000  23(8) vs. 12(5) 0,1169 - - 

Ποσοστό (%) Β 
κυττάρων επί ολικών 

λεμφοκυττάρων  
≥ 60 vs. < 60 18(7) vs. 17(6) 0,1287 - - 

Ύπαρξη FISH βλάβης Ναι/Όχι 21(6) vs. 18 (7) 0,3458 - - 

Είδος FISH ατυπίας 
Χωρίς ατυπία ή 

del(13q14)x1 

 vs. Άλλες ατυπίες 

22(9) vs. 13(4) 0,0699 - - 

Διήθηση Μυελού(%) ≥ 10% vs. < 10% 16(6) vs. 19(7) 0,6969 - - 

CD38 ≥ 30% Ναι/Όχι 7(3) vs. 28(10) 0,9576 - - 

ZAP70 ≥ 20% Ναι/Όχι 19(8) vs. 16(5) 0,1010 - - 

 

Στον Πίνακα 19 φαίνεται πως και στην περίπτωση των atypical περιπτώσεων, η 

μονοπαραμετρική ανάλυση ανέδειξε τον αυξημένο αριθμό των λεμφοκυττάρων και 

των Β κυττάρων ως αρνητικούς προγνωστικούς παράγοντες για την μετάπτωση σε 

κλινική νόσο. Στην πολυπαραμετρική ανάλυση όμως, κατά αντίστοιχο τρόπο με τις 



 

 
 

CLL-like περιπτώσεις, μόνο ο αριθμός των Β κυττάρων διατήρησε την ανεξάρτητη 

προγνωστική του ισχύ. 

 

Πίνακας 20. Αξιολόγηση των παραμέτρων κατά τη διάγνωση των CD5neg ΜΒL στον κίνδυνο εξέλιξης νόσου 

Μεταβλητή 
Cut-off point/ 

Κατηγορία* 

Αριθμός 

Περιστατικών 

P-value 

Μονοπαραμετρική 

Ανάλυση † 

P-value 

Πολυπαραμετρική 

Ανάλυση‡ 

Hazard 

Ratio 

(95% CI) 

Μετάπτωση σε νόσο: 17/49 CD5
neg

MBL 

Ηλικία (χρόνια) ≥ 70 vs. < 70 20(8)  vs. 29(9) 0,5438 - - 

Φύλο ♂/♀ 24(9) vs. 25(8) 0,3031 - - 

Αιμοσφαιρίνη (g/dL) ≥ 13 vs. < 13 27(9) vs. 22(8) 0,5502 - - 

Αιμοπετάλια (x109/L) ≥ 200 vs. < 200 28(10) vs. 21(7) 0,6187 - - 

 Αριθμός λευκών 
αιμοσφαιρίων/μL 

≥ 11000 vs.< 11000 27(9) vs. 22(8) 0,1852 - - 

 Αριθμός 
λεμφοκυττάρων μL 

≥ 6300 vs. < 6300 20(7) vs. 29(10) 0,1556 - - 

Αριθμός Β κυττάρων 
/μL 

≥ 3500 vs. < 3500 19(11) vs. 30(6) 0,0055 - 
4,29 

(1,54-11,99) 

Αριθμός Τ/ΝΚ 
κυττάρων/μL 

≥ 3000 vs. < 3000 22(7) vs. 27(10) 0,4456 - - 

Ποσοστό (%) Β 
κυττάρων επί ολικών 

λεμφοκυττάρων  

≥ 37 vs. < 37  23(7) vs. 26(10) 0,3896 - - 

Ύπαρξη FISH βλάβης Ναι/Όχι 19(7) vs. 30(10) 0,7397 - - 

Διήθηση Μυελού(%) ≥ 10% vs. < 10% 23(8) vs. 26(9) 0,6776 - - 

CD38 ≥ 30% Ναι/Όχι 6(2) vs. 43(15) 0,7515 - - 

ZAP70 ≥ 20% Ναι/Όχι 25(10) vs. 24(7) 0,2259 - - 

 

Στις CD5
neg 

MBL, μόνο ο αριθμός των Β κυττάρων εμφάνισε στατιστικά σημαντική 

συσχέτιση με τον κίνδυνο εξέλιξης σε νόσο. Συνολικά λοιπόν, τα αποτελέσματα 

δείχνουν ότι ο αυξημένος αριθμός Β κυττάρων κατά τη διάγνωση αποτελεί έναν 

κοινό αρνητικό προγνωστικό παράγοντα και στις τρεις διακριτές φαινοτυπικές 

κατηγορίες. Ενισχύεται έτσι η άποψη ότι πιθανώς υπάρχει μία κοινή βιολογία σε όλες 

τις ΜΒL και επιπρόσθετα κοινοί μηχανισμοί εξέλιξης σε κλινική λεμφοϋπερπλασία. 

Στην Εικόνα 25 απεικονίζεται σχηματικά η επίδραση του αριθμού των Β κυττάρων 

στην κλινική εξέλιξη των τριών κατηγοριών της ΜΒL.  
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Εικόνα 25. Εξέλιξη χωρίς πρόοδο νόσου (%) συναρτήσει του αριθμού των Β κυττάρων κατά τη 

διάγνωση στις τρεις MBL κατηγορίες. 
 

* Στις CLL-like MBL βρέθηκαν δύο σημεία που προσδιορίζουν καλύτερα τον κίνδυνο εξέλιξης σε νόσο. 

Άτομα με ≤ 2000 Β κύτταρα/μL είχαν τον μικρότερο κίνδυνο, άτομα με 2000-3900 Β κύτταρα/μL είχαν 

ενδιάμεσο κίνδυνο, ενώ αυτοί με ≥ 3900 Β κύτταρα/μL είχαν τον μεγαλύτερο κίνδυνο. 

 

4.3.3 Αξιολόγηση αλλαγών στο προκλινικό στάδιο 

Εκτός από τις παραμέτρους κατά τη στιγμή της διάγνωσης, αξιολογήθηκαν και οι 

μεταβολές που παρατηρήθηκαν σε προκλινικό επίπεδο για να διαπιστωθεί εάν έχουν 

κλινική σημασία. Το είδος του προτύπου της B κινητικής δεν φαίνεται πως έχει 

κάποια κλινική αξία ως προς τον κίνδυνο εξέλιξης σε νόσο. Αντίθετα, η ύπαρξη 

κλωνικής εξέλιξης φαίνεται πως αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για την κλινική 

εξέλιξη της MBL.   

 



 

 
 

Τα άτομα με κλωνική εξέλιξη εμφάνισαν πολύ μικρότερο χρόνο εξέλιξης σε 

νεοπλασία (διάμεση τιμή: 39 μήνες) σε σύγκριση με αυτούς που βρέθηκαν 

κυτταρογενετικά σταθεροί (διάμεση τιμή: 65 μήνες) (HR: 4,52 95% CI: 1,61-12,68, , 

Εικόνα 26, Πίνακας 21). Επειδή τα περισσότερα από τα περιστατικά που εμφάνισαν 

κλωνική εξέλιξη ανήκαν στη CLL-like κατηγορία (16/19 περιστατικά), η ανάλυση 

του κινδύνου εξέλιξης σε νόσο περιορίστηκε σε αυτήν την κατηγορία (μεγαλύτερη 

ομοιογένεια του δείγματος), παρόλο που η προγνωστική αξία της παραμέτρου δεν 

έχανε την στατιστική της ισχύ όταν συμπεριλαμβάνονταν το σύνολο των 

περιστατικών στην ανάλυση. Η πολυπαραμετρική ανάλυση ανέδειξε τόσο τον αριθμό 

των Β λεμφοκυττάρων κατά τη διάγνωση, όσο και την ύπαρξη της κλωνικής εξέλιξης 

στο προκλινικό στάδιο της MBL, ως ανεξάρτητους αρνητικούς προγνωστικούς 

παράγοντες για την εξέλιξη στην ΧΛΛ ή άλλη λεμφοϋπερπλασία (Πίνακας 21).  

 

Εικόνα 26. Κίνδυνος μετάπτωσης σε νόσο συναρτήσει της ύπαρξης κλωνικής εξέλιξης. 
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Πίνακας 21. Αξιολόγηση των αλλαγών που συμβαίνουν σε προκλινικό στάδιο ως προς τον κίνδυνο εξέλιξης νόσου 

Μεταβλητή 
Cut-off point/ 

Κατηγορία 

Αριθμός 

Περιστατικών 

P-value 

Μονοπαραμετρική 

Ανάλυση † 

P-value 

Πολυπαραμετρική 

Ανάλυση‡ 

Hazard 

Ratio 

(95% CI) 

Μετάπτωση σε νόσο: 25/65 CLL-like MBL, 13/35 atypical MBL και 17/49 CD5
neg 

MBL 

Πρότυπο Β κινητικής † ↑ vs. →  21(13) vs. 18(9) 0,5895  -  - 

Κλωνική εξέλιξη‡ Ναι/Όχι 16(10) vs. 50(15) 0,0041 0,008 
4,52  

(1,61-12,68) 

Αριθμός Β κυττάρων 
(ανά μL)‡ 

≥ 3900 vs. 

2000-3900 vs. 

≤ 2000 

20(13) vs. 

35(10) vs. 

10(2) 
0,0004 0,004 

3.87  

(1,55-9,64) 

 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, 17 από τα 55 περιστατικά που εξελίχθηκαν σε 

ΧΛΛ ή άλλη νεοπλασία έχουν ήδη ξεκινήσει θεραπευτική αγωγή. Από αυτά, τα εννέα 

εμφάνισαν κλωνική εξέλιξη στο προκλινικό στάδιο, ενώ τα υπόλοιπα οχτώ βρέθηκαν 

σταθερά σε κυτταρογενετικό επίπεδο. Αν και ο αριθμός των περιστατικών που 

έλαβαν θεραπεία είναι μικρός και αποδυναμώνει τη στατιστική ισχύ των αναλύσεων, 

εν τούτοις η ανάλυση επιβίωσης χωρίς θεραπεία (TFS), έδειξε μία εμφανή τάση: 

συγκεκριμένα, τα περιστατικά με κλωνική εξέλιξη στο προκλινικό στάδιο της MBL 

εμφανίζουν σημαντικά μικρότερους χρόνους έναρξης θεραπείας συγκριτικά με τα 

υπόλοιπα περιστατικά (Εικόνα 27). Οι παρατηρήσεις αυτές έχουν μεγάλο ενδιαφέρον 

και, αν επιβεβαιωθούν σε μεγαλύτερο δείγμα ασθενών, θα αναδείξουν την κλωνική 

εξέλιξη σε ένα πολύ χρήσιμο βιοδείκτη με αρνητική προγνωστική αξία για την 

κλινική πορεία των MBL περιστατικών.   



 

 
 

 

Εικόνα 27. Η παρουσία κλωνικής εξέλιξης από το προκλινικό στάδιο αποτελεί 

αρνητικό προγνωστικό βιοδείκτη για την κλινική πορεία των περιστατικών με MBL. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η Μονοκλωνική Β Λεμφοκυττάρωση (MBL) αποτελεί αντικείμενο εντατικής 

έρευνας καθώς θεωρείται η πρόδρομος μορφή της Β-ΧΛΛ. Με την μελέτη των 

Landgren et al (2009) επιβεβαιώθηκε ουσιαστικά πως όλοι οι ασθενείς με ΧΛΛ έχουν 

περάσει από το προκλινικό στάδιο της CLL-like MBL, πριν από την επίσημη 

διάγνωση της νόσου. Αντίστροφα όμως, αυτό δεν σημαίνει πως κάθε περίπτωση 

MBL θα εξελιχθεί σε κλινική νόσο. Στην πραγματικότητα, ένα ποσοστό περίπου 1-

2% κάθε χρόνο θα εξελιχθεί σε κλινική κατάσταση που θα καθιστά αναγκαία τη 

θεραπευτική παρέμβαση (Rawstron et al, 2008; Shanafelt et al, 2009), ενώ η μεγάλη 

πλειονότητα των MBL περιπτώσεων θα παραμένουν  στο προκλινικό στάδιο και δε 

θα εξελιχθούν ποτέ σε νεοπλασία (Bennett et al, 2009; Shanafelt et al 2010).
 

Μέχρι σήμερα, οι διάφοροι μηχανισμοί που κατευθύνουν αυτήν την εξέλιξη από 

το προκλινικό στο κλινικό στάδιο παραμένουν άγνωστοι και οι διαθέσιμες 

πληροφορίες προέρχονται από μελέτες που περιλαμβάνουν σχεδόν αποκλειστικά 

CLL-like περιπτώσεις. Εάν θεωρήσουμε ότι η MBL αποτελεί το πρόδρομο στάδιο και 

άλλων χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών εκτός της ΧΛΛ, τότε τα ερευνητικά ερωτήματα 

σχετικά με την μετάβαση από το προκλινικό στο κλινικό στάδιο της νόσου γίνονται 

ακόμα πιο σύνθετα. Υπάρχει άραγε μια κοινή βιολογική υπόσταση σε όλες τις MBL 

(και των τριών φαινοτυπικών κατηγοριών) που τους επιτρέπει να παραμένουν στο 

προκλινικό στάδιο; Ποιοι είναι οι μηχανισμοί που καθορίζουν τη μετάβαση στη νόσο; 

Μπορούμε να προβλέψουμε την πορεία της διαταραχής με βάση τα χαρακτηριστικά 

της MBL κατά τη στιγμή της διάγνωσης; Για να απαντήσουμε στα ερωτήματα αυτά, 

αλλά και για να εντοπίσουμε πιθανές μεταβολές που συμβαίνουν κατά την κλινική 

εξέλιξη της MBL, πραγματοποιήσαμε έναν εκτεταμένο έλεγχο σε 171 περιπτώσεις 

MBL υψηλού αριθμού από όλες τις φαινοτυπικές κατηγορίες, και παρακολουθήσαμε 

την πορεία τους για ένα μεγάλο χρονικό διάστημα (διάμεσος χρόνος 

παρακολούθησης 78 μήνες). 

Όπως περιγράφηκε στην Ενότητα 2, η παρούσα εργασία είχε τρεις διακριτούς 

στόχους: i) την περιγραφή των χαρακτηριστικών της ΜΒL, ii) την καταγραφή των 

μεταβολών που παρατηρούνται στο προκλινικό στάδιο, και iii) τη διερεύνηση  των 

μηχανισμών που ενδέχεται να οδηγήσουν από το προκλινικό στάδιο στη νόσο. 

Κατ’αντιστοιχίαν, η ενότητα της συζήτησης διαρθρώνεται σε τρία βασικά εδάφια με 

αναφορές σε κάθε έναν από τους στόχους που τέθηκαν.   



 

 
 

 

5.1 Χαρακτηριστικά της MBL 

Υπάρχουν αρκετές δημοσιευμένες εργασίες που περιγράφουν τα χαρακτηριστικά της 

MBL, αλλά στη συντριπτική τους πλειοψηφία οι μελέτες αυτές αφορούσαν μόνο 

CLL-like περιστατικά (είτε λόγω της μεγαλύτερης συχνότητας εμφάνισής τους τους 

στο γενικό πληθυσμό, είτε λόγω του επιστημονικού ενδιαφέροντος για τη πρόδρομο 

μορφή της ΧΛΛ). Στη παρούσα εργασία όμως, περιγράφεται ένας ικανοποιητικός 

αριθμός περιπτώσεων MBL όλων των ανοσοφαινοτυπικών κατηγοριών, γεγονός που 

μας παρέχει τη δυνατότητα να προχωρήσουμε στις σχετικές συγκρίσεις.  

Η ανοσοφαινοτυπική κατηγοριοποίηση των MBL περιπτώσεων στηρίζεται στην 

έκφραση κυρίως του CD5 και του CD20, και, δευτερευόντως στην έκφραση του 

CD23 και της επιφανειακής ανοσοσφαιρίνης. Παρόλα αυτά, υπάρχουν περιπτώσεις οι 

οποίες είναι δύσκολο να ενταχθούν σε μία από τις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες, 

λόγω αποκλίσεων από τα καθιερωμένα κριτήρια (οι αποκλίσεις αφορούν κυρίως στον 

δείκτη CD20 και σε μικρότερο βαθμό στην επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη) (d’Arena et 

al 2001; Ho et al, 2009; De Tute, 2011). Για αυτές τις περιπτώσεις, θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν οι δείκτες CD43 και FMC7 σαν επιπρόσθετα κριτήρια στην 

προσπάθεια ένταξης σε μία από τις βασικές κατηγορίες, καθώς, από το σύνολο των 

δεικτών που χρησιμοποιήθηκαν για τους σκοπούς της παρούσας μελέτης, ήταν οι 

μόνοι με σαφείς διαφορές μεταξύ των τριών ομάδων. 

Σε γενικότερο επίπεδο ανάλυσης της συνολικής ανοσοφαινοτυπικής εικόνας των 

περιστατικών, η χρησιμοποίηση ενός μεγάλου αριθμού πρωτεϊνικών δεικτών 

αποκάλυψε μία μεγάλη ποικιλία από διαφορετικούς φαινοτύπους στο σύνολο των 

περιστατικών. Οι φαινοτυπικές εικόνες διέφεραν σημαντικά ακόμα και μεταξύ 

περιστατικών της ίδιας MBL κατηγορίας (ιδιαίτερα εντός της atypical κατηγορίας) 

και γενικά αντιστοιχούσαν στους καλά χαρακτηρισμένους ανοσοφαινότυπους όλου 

του φάσματος των χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών. Οι παρατηρήσεις αυτές έχουν διττή 

σημασία: Πρώτον, «φωτογραφίζουν» τη μεγάλη ανοσοφαινοτυπική ετερογένεια που 

υπάρχει μεταξύ των MBL περιπτώσεων της ίδιας κατηγορίας και θέτουν υπό 

αμφισβήτηση (τουλάχιστον εν μέρει) την καταλληλότητα των καθιερωμένων 

φαινοτυπικών κριτηρίων ως προς τη συνοχή των ομαδοποιημένων περιστατικών. 

Δεύτερον, υποδεικνύουν ότι η παρακολούθηση σε βάθος χρόνου των περιστατικών με 

φαινότυπο διαφορετικό από αυτόν της ΧΛΛ, θα μπορούσε να αποκαλύψει ότι και 
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άλλες χρόνιες λεμφοϋπερπλασίες διέρχονται από ένα προκλινικό στάδιο πριν την 

εκδήλωση της επίσημης νόσου (Furtado et al, 2011; Jares et al, 2012; Karube et al, 

2014; Xochelli et al, 2014).  

Η κυτταρογενετική ανάλυση μπορεί επίσης να μας δώσει χρήσιμες πληροφορίες 

για την βιολογία της MBL. Όπως έγινε και με την ανοσοφαινοτυπική ανάλυση, για 

την κυτταρογενετική διερεύνηση των περιστατικών χρησιμοποιήθηκε ένα ευρύ 

φάσμα ιχνηθετών για την ανίχνευση των συνηθέστερων κυτταρογενετικών ατυπιών 

που εντοπίζονται σε όλες τις χρόνιες λεμφοϋπερπλασίες. Θα πρέπει να αναφερθεί, 

πως σε αντίστοιχες εργασίες ΜΒL, η κυτταρογενετική αξιολόγηση των περιστατικών 

αφορούσε μόνο την ανίχνευση των τεσσάρων πιο κοινών ατυπιών [(del(13q14), +12, 

del(11q22), del(17p13)] που παρατηρούνται στην κλινική ΧΛΛ (Rawstron et al, 

2008; Shanafelt et al, 2009; Rossi et al, 2009; Molica et al, 2011, Henriques et al, 

2013).  

Συνολικά, το έλλειμμα της περιοχής 13q14 ήταν η συνηθέστερη κυτταρογενετική 

ατυπία (ανίχνευση σε 46/164 μονοκλωνικές περιπτώσεις, 28%) ακολουθούμενη από 

την τρισωμία του χρωμοσώματος 12 (ανίχνευση σε 20/164 μονοκλωνικές 

περιπτώσεις, 12,2%). Οι παρατηρήσεις αυτές, μαζί με το γεγονός ότι οι δύο αυτές 

ατυπίες αποτελούν τα συχνότερα ευρήματα σε MBL περιπτώσεις χαμηλού αριθμού 

που δεν εξελίσσονται σε νόσο (Fazi et al, 2011; Lanasa et al, 2011), υποστηρίζουν ότι 

μάλλον πρόκειται για πρωτογενείς χρωμοσωμικές ατυπίες που συμβαίνουν πρώιμα 

στη διαδικασία της λευχαιμογένεσης. Εξάλλου, η εύρεση μιας διφαινοτυπικής 

περίπτωσης με del(13q14) και στους δύο συνυπάρχοντες μονοκλωνικούς πληθυσμούς 

(ενός CLL-like και ενός CD5
neg 

κλώνου), υποδεικνύει πως η ατυπία εγκαταστάθηκε 

σε ένα πρόδρομο στάδιο στη γραμμή διαφοροποίησης των Β λεμφοκυττάρων και 

οπωσδήποτε πριν από τη διάκριση σε μία CD5
+
 και σε μία CD5

neg 
κλωνική σειρά. 

Αθροιστικά, οι παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνουν την τρέχουσα άποψη πως οι 

πρωταρχικές γενετικές βλάβες συμβαίνουν πολύ νωρίς κατά την οντογένεση της Β 

σειράς, ίσως ακόμα και στο πολυδύναμα (CD34
+
) αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα 

(Damm et al, 2014).  

Σε αντιδιαστολή, οι ατυπίες del(11q22) και del(17p13) ανιχνεύτηκαν σε ποσοστά 

2,3% και 0,6%, ενώ οι βλάβες del(9p21) και del(6q23) δεν εντοπίστηκαν σε κανέναν 

MBL κλώνο. Τα αποτελέσματα αυτά υποστηρίζουν την άποψη ότι οι συγκεκριμένες 

ατυπίες αφορούν βλάβες που εμφανίζονται στα πιο προχωρημένα στάδια της νόσου 

(Parikh et al, 2013; Henriques et al, 2013). Η ανίχνευση της αναδιάταξης t(11;14) σε 



 

 
 

πέντε atypical MBL περιπτώσεις με φαινοτυπικά χαρακτηριστικά ΛΚΜ, μπορεί να 

ισοδυναμεί με τη διάγνωση ενός «υποκλινικού» (indolent) λεμφώματος κυττάρων 

μανδύα (Fernandez et al, 2010; Jares et al, 2012). Ο χαρακτηρισμός αυτός δόθηκε 

σχετικά πρόσφατα για να προσδιορίσει ένα υποσύνολο ασθενών ΛΚΜ με t(11;14) 

που έχουν καλύτερη κλινική πορεία και μεγαλύτερη συνολική επιβίωση από τις 

υπόλοιπες περιπτώσεις (Furtado et al, 2011). Θα πρέπει να σημειωθεί, πως καμία από 

τις πέντε MBL με t(11;14) δεν εξελίχτηκε σε κλινική νεοπλασία, ούτε εμφάνισε 

μεταβολές σε μοριακό ή αιματολογικό επίπεδο κατά τη διάρκεια της 

παρακολούθησης των περιστατικών (διάμεση τιμή παρακολούθησης: 52 μήνες, 

εύρος: 38-68). Τέλος, η διάγνωση της τρισωμίας του χρωμοσώματος 3 και το 

έλλειμμα της περιοχής 7q31 θα μπορούσαν να αποτελέσουν χαρακτηριστικά 

γνωρίσματα της πρόδρομης κατάστασης ενός λεμφώματος οριακής ζώνης, αλλά αυτή 

η υπόθεση πρέπει να ελεγχθεί σε μία μεγάλη σειρά ατόμων με CD5
neg 

MBL (Xochelli 

et al, 2014). 

Τα αποτελέσματα επίσης καταδεικνύουν μια μεγάλη ποικιλομορφία 

χρωμοσωμικών ατυπιών μεταξύ των τριών φαινοτυπικών ομάδων, γεγονός που 

ενισχύει την αντίληψη περί μεγάλης ετερογένειας εντός της MBL. Πιο συγκεκριμένα, 

κάθε φαινοτυπική κατηγορία εμφάνισε ένα συγκεκριμένο φάσμα ατυπιών, με τις 

CD5
neg 

περιπτώσεις να έχουν τη μεγαλύτερη ετερογένεια όσον αφορά την ύπαρξη 

διαφορετικών βλαβών. Η ύπαρξη ομόζυγου del(13q14), t(11;14) και del(7q31) 

ανιχνεύτηκε μόνο σε CLL-like, atypical και CD5
neg 

περιστατικά αντίστοιχα, γεγονός 

που υποδεικνύει ότι η παρουσία συγκεκριμένων βλαβών είναι άμεσα συνδεδεμένη με 

τον ανοσοφαινότυπο, ακόμα και στο προκλινικό στάδιο της νόσου. Σε υποστήριξη 

αυτού, βρέθηκε πως η παρουσία +12 και t(11;14) σχετιζόταν σημαντικά με τα 

ποσοστά έκφρασης ορισμένων επιφανειακών δεικτών [υψηλά επίπεδα έκφρασης των 

FMC7, CD22 και CD38 στις περιπτώσεις με τρισωμία 12; υψηλή έκφραση του CD38 

και απουσία έκφρασης του CD11c στις περιπτώσεις με t(11;14)], κατά παρόμοιο 

τρόπο με ότι έχει παρατηρηθεί στην κλινική ΧΛΛ (Krӧber et al, 2002; Quijano et al, 

2008) και στο ΛΚΜ (Argatoff et al, 1997; Kraus et al, 2010), αντίστοιχα. 

Η τρισωμία 12 ήταν η μόνη ατυπία που εντοπίστηκε και στις τρεις φαινοτυπικές 

κατηγορίες. Αυτό μπορεί πιθανώς να εξηγηθεί από το γεγονός ότι σε επίπεδο 

«επίσημης» νόσου, η +12 έχει βρεθεί σε όλες σχεδόν τις χρόνιες λεμφοϋπερπλασίες 

είτε σαν αποκλειστικό εύρημα είτε σαν μέρος ενός σύνθετου καρυότυπου (Schlette et 

al, 2005; Huh et al, 2011). Επιπλέον, στη ΧΛΛ, η παρουσία της βλάβης έχει 
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συσχετισθεί τόσο με  μορφολογικές όσο και με ανοσοφαινοτυπικές ιδιομορφίες 

(Matutes et al, 1999; Callet-Bauchu et al; 2005, Santos et al, 2012). Συνεπώς, η 

παρουσία της +12 σε όλες τις κατηγορίες MBL μπορεί να αντανακλά ένα κοινό 

βιολογικό χαρακτηριστικό που συμβαίνει νωρίς κατά τη διαδικασία της εξαλλαγής. 

Η εφαρμογή του FISH σε καθαρούς πληθυσμούς κλωνικών Β κυττάρων, μας 

επέτρεψε να εκτιμήσουμε με αντικειμενικό τρόπο το ποσοστό των κυττάρων που 

φέρουν μία χρωμοσωμική βλάβη σε σχέση με τον συνολικό Β πληθυσμό. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν σαφώς ότι όταν υπήρχε χρωμοσωμική βλάβη, αυτή ήταν 

παρούσα σε όλα σχεδόν τα κύτταρα του κλώνου. Το εύρημα αυτό υποδεικνύει ότι η 

κλωνική επιλογή έχει ήδη ολοκληρωθεί από το προκλινικό στάδιο, τουλάχιστον όσον 

αφορά τα «πρωτογενή» ογκογενετικά συμβάντα σε μοριακό επίπεδο. 

Τα κλινικοεργαστηριακά και δημογραφικά χαρακτηριστικά διέφεραν επίσης 

σημαντικά στις τρεις κατηγορίες. Για παράδειγμα, η διάγνωση της MBL αφορούσε 

άτομα μεγαλύτερης ηλικίας για τις atypical και τις CD5
neg 

περιπτώσεις. Ακόμα, στην 

κατηγορία των atypical περιπτώσεων παρατηρήθηκε μία σαφής επικράτηση του 

αντρικού φύλου, γεγονός που επιβεβαιώνει προηγούμενα αποτελέσματα από τους 

Nieto et al (2010). Η αξιολόγηση των αιματολογικών παραμέτρων έδειξε πως οι 

CD5
neg 

MBL είχαν μία αξιοσημείωτα μικρότερη παρουσία του Β στοιχείου στο 

περιφερικό αίμα, είτε σε επίπεδο απόλυτου αριθμού των Β κυττάρων, είτε σε επίπεδο 

ποσοστού (%) επί του συνόλου των λεμφοκυττάρων. Ενδεικτικά, μόνο σε 17/50 

(34%) CD5
neg 

περιπτώσεις η παρουσία του Β στοιχείου ξεπερνούσε το 50% των 

λεμφοκυττάρων, σε αντίθεση με τις atypical και τις CLL-like περιπτώσεις, όπου 

50/75 (66,7%) και 26/39 (66,7%) περιπτώσεις αντίστοιχα, είχαν Β λεμφοκύτταρα σε 

ποσοστό > 50% επί του συνολικού λεμφοκυτταρικού πληθυσμού. 

Κατ’αντιστοιχίαν, η παρουσία του μη Β στοιχείου, δηλαδή του Τ/ΝΚ στοιχείου, 

ήταν αυξημένη στις CD5
neg 

περιπτώσεις. Η ίδια τάση παρατηρήθηκε και σε επίπεδο 

«επίσημης» νόσου, όπου ο αριθμός των Τ/ΝΚ κυττάρων βρέθηκε πολύ μεγαλύτερος 

στο ΛΟΖ (CD5
neg 

λέμφωμα) από ότι στην κλινική ΧΛΛ (CD5
+ 

Β λευχαιμία). Η 

αυξημένη παρουσία του Τ/NK στοιχείου στις περιπτώσεις αυτές προτείνει μία 

δυναμική αλληλεπίδραση των CD5
neg 

κλωνικών κυττάρων με το μικροπεριβάλλον 

τους, τόσο στο προκλινικό, όσο και στο κλινικό στάδιο της νόσου (Rosenquist et al, 

2014; Scott et al, 2014). Συγκεκριμένα στην ΜΒL, η αλληλεπίδραση αυτή θα 

μπορούσε να συντελεί στη συντήρηση των CD5
neg 

κυττάρων, αλλά και στη 

διατήρησή τους σε μία προκλινική κατάσταση (με χαμηλό δυναμικό 



 

 
 

πολλαπλασιασμού) (Ghia et al, 2002; Caliqaris-Cappio et al, 2014; Rosenquist et al, 

2014). Εξάλλου, οι CD5
neg 

MBL εξελίχθηκαν πολύ πιο αργά σε κλινική νόσο σε 

σχέση με τις atypical και τις CLL-like MBL περιπτώσεις, γεγονός που ενισχύει την 

υπόθεση αυτή. 

Από όλα τα παραπάνω διαφαίνεται η μεγάλη ετερογένεια που υπάρχει μεταξύ 

των τριών φαινοτυπικών ομάδων της MBL αλλά ενίοτε και εντός της ίδιας 

κατηγορίας. Παρόλα αυτά, η αξιολόγηση των ευρημάτων αποκάλυψε και αρκετά 

κοινά στοιχεία μεταξύ όλων των ΜΒL. Οι βασικές αιματολογικές παράμετροι για 

παράδειγμα (απόλυτος αριθμός λευκών αιμοσφαιρίων, αριθμός λεμφοκυττάρων, 

αριθμός ουδετερόφιλων, κλπ) δεν διέφεραν μεταξύ των τριών ομάδων. Επιπλέον, 

κάποιες κλινικές μετρήσεις, όπως ο αριθμός των αιμοπεταλίων ή ο βαθμός διήθησης 

του μυελού, βρέθηκαν επίσης παραπλήσιες σε όλες τις περιπτώσεις. Ένα ακόμα κοινό 

χαρακτηριστικό στοιχείο, ήταν η σχεδόν πλήρης έλλειψη φυσιολογικών Β κυττάρων 

στο σύνολο του CD19
+ 

πληθυσμού κάθε ΜΒL περιστατικού. Σύμφωνα με τους 

Shanafelt et al (2009) και Hauswirth et al (2012), υπάρχει μία αρνητική συσχέτιση 

μεταξύ του αριθμού των κλωνικών Β κυττάρων και του φυσιολογικού Β φορτίου στο 

περιφερικό αίμα (όσο περισσότερα τα κύτταρα της MBL, τόσο λιγότερα τα 

φυσιολογικά Β κύτταρα). Επειδή όλες οι MBL που περιλαμβάνονται στην παρούσα 

μελέτη ήταν υψηλού αριθμού, θεωρείται μάλλον αναμενόμενο το γεγονός, ότι δηλαδή 

μόνο 8/164 (4,9%) μονοκλωνικές περιπτώσεις εμφάνισαν >5% φυσιολογικά Β 

κύτταρα επί του συνόλου των CD19
+
 κυττάρων τους.  

Στην προσπάθεια καλύτερης κατανόησης της βιολογίας της MBL 

πραγματοποιήθηκε σύγκριση των διαφόρων παραμέτρων μεταξύ της προκλινικής 

κατάστασης και της «επίσημης» νόσου. Η σύγκριση πραγματοποιήθηκε υπό τη βάση 

ενός κοινού βασικού φαινοτύπου, δηλαδή οι CLL-like ΜΒL συγκρίθηκαν με 

ασθενείς ΧΛΛ και οι CD5
neg 

ΜΒL (με τη χαρακτηριστική φαινοτυπική εικόνα 

ΛΟΖ/ΛΠΛ) συγκρίθηκαν με ασθενείς ΛΟΖ. Και οι δύο κατηγορίες MBL βρέθηκαν 

να έχουν μικρότερο αριθμό χρωμοσωμικών ατυπιών σε σχέση με τις αντίστοιχες 

κλινικές νεοπλασίες. Επίσης, το είδος των βλαβών ήταν διαφορετικό, καθώς οι 

ατυπίες κακής πρόγνωσης [del(11q22), del(17p13)] ανιχνεύθηκαν πρακτικά μόνο 

στην κλινική νόσο. Παρομοίως, η παρουσία ενός πιο σύνθετου καρυοτύπου (ύπαρξη 

δύο ή περισσοτέρων βλαβών στον ίδιο κλώνο) ήταν χαρακτηριστικό των «επίσημων» 

νοσημάτων, υποδεικνύοντας ότι η γενετική αστάθεια αποτελεί φαινόμενο των πιο 

προχωρημένων σταδίων της ασθένειας. Ένα ακόμα κοινό χαρακτηριστικό των δύο 
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κατηγοριών ΜΒL σε σχέση με τις κλινικές περιπτώσεις, ήταν η σημαντικά 

μεγαλύτερη παρουσία Τ/ΝΚ στοιχείου επί του συνόλου των λεμφοκυττάρων. Τα 

κύτταρα αυτά, μαζί και με άλλα κύτταρα του μικροπεριβάλλοντος, φαίνεται ότι 

δημιουργούν ένα υποστηρικτικό δίκτυο για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό 

των λεμφωματικών κυττάρων (Liu et al, 2014). Παράλληλα, το περιορισμένο τους 

ποσοστό, τόσο στην ΧΛΛ, όσο και στο κλινικό ΛΟΖ, μπορεί να υποδεικνύει ότι 

ασκούν ένα ρόλο ανοσοεπιτήρησης στο προκλινικό στάδιο της MBL. Με βάση τη 

θεωρία αυτή, τα Τ/ΝΚ κύτταρα ενδέχεται να διατηρούν τον Β λεμφωματικό 

πληθυσμό σε αδρανή κατάσταση και σε σταθερά επίπεδα στο περιφερικό αίμα 

(Kallies et al, 2014). 

Μεταξύ των ΜΒL που αναλύθηκαν, βρέθηκαν και 7 διφαινοτυπικά περιστατικά, 

δηλαδή περιστατικά με ταυτόχρονη παρουσία δύο διακριτών μονοκλωνικών 

πληθυσμών στο περιφερικό αίμα, επιβεβαιώνοντας αντίστοιχες παρατηρήσεις από 

προηγούμενες δημοσιευμένες εργασίες (Lanasa et al 2010; Chiorazzi et al, 2011; 

Henriques et al, 2014). Ανοσογενετικές μελέτες προτείνουν την αντιγονο-εξαρτώμενη 

φύση των δι(πολυ)κλωνικών Β πληθυσμών στο περιφερικό αίμα (Kostarelli et al, 

2010; Coelho et al, 2013), με την πιθανή εμπλοκή πολλαπλών αντιγόνων/επιτόπων 

(Henriques et al, 2014). Μία εκτεταμένη ανοσογενετική και μοριακή παρακολούθηση 

τέτοιων περιστατικών θα μπορούσε να αποκαλύψει πιθανές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των συνυπαρχόντων μονοκλωνικών πληθυσμών [για παράδειγμα εάν κάποιος 

επικρατεί έναντι του(ων) άλλου(ων)] και θα βοηθούσε στην κατανόηση των 

παθογενετικών μηχανισμών των Β χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών.  

 

5.2 Αξιολόγηση με βάση την παρακολούθηση των περιστατικών ΜΒL 

Ο τακτικός αιματολογικός, ανοσοφαινοτυπικός και κυτταρογενετικός επανέλεγχος 

των περιστατικών αποκάλυψε σημαντικές μεταβολές που συμβαίνουν στο προκλινικό 

στάδιο. Αρχικά παρατηρήθηκαν δύο διακριτά πρότυπα κινητικής των Β κυττάρων, 

που πιθανά να αντανακλούν και διαφορετικές οδούς εξέλιξης σε χρόνια 

λεμφοϋπερπλασία: i) αύξηση στους απόλυτους αριθμούς όλων των έμμορφων 

συστατικών του αίματος συμπεριλαμβανομένου και του Β στοιχείου και ii) αύξηση 

μόνο στο Β στοιχείο, με αντίστοιχη μείωση του Τ/ΝΚ στοιχείου των λεμφοκυττάρων. 

Και τα δύο πρότυπα αλλαγών οδήγησαν σε ένα υψηλότερο λόγο του αριθμού των Β 

κυττάρων προς τον συνολικό αριθμό των λεμφοκυττάρων. 



 

 
 

Παρόλο που η διάγνωση μιας λευχαιμίας, ακόμα και χρόνιας μορφής, μπορεί να 

προκαλέσει προβλήματα ψυχολογικής φύσεως στον ασθενή (άγχος, στρες, κλπ)  

(Molica et al, 2005; Shanafelt et al, 2007) είναι σημαντικό να μη διαφεύγει της 

προσοχής του κλινικού γιατρού μία MBL περίπτωση που μπορεί να έχει εξελιχθεί σε 

ΧΛΛ ή άλλη λεμφοϋπερπλασία. Έτσι, οι παρατηρήσεις σχετικά με τα διακριτά 

πρότυπα μεταβολών της Β κινητικής στο προκλινικό στάδιο της MBL έχουν άμεση 

κλινική εφαρμογή, καθώς υποδεικνύουν πως ένας τυπικός αιματολογικός 

επανέλεγχος δε θα μπορούσε να αποκαλύψει μία πιθανή εξέλιξη σε νόσο για τις 

περιπτώσεις που ακολουθούν το δεύτερο πρότυπο αλλαγών. Για αυτές τις 

περιπτώσεις, ένας ανοσοφαινοτυπικός επανέλεγχος (για την αξιολόγηση των 

λεμφοκυτταρικών υποπληθυσμών) θα μπορούσε να αποκαλύψει πρόωρα μία πιθανή 

μετάπτωση σε κλινική κατάσταση.  

H παρακολούθηση των MBL περιστατικών αποκάλυψε μεταβολές που 

συμβαίνουν σε μοριακό επίπεδο στα κύτταρα του κλώνου. Μάλιστα, από όσο είναι 

δυνατόν να γνωρίζουμε, η παρούσα εργασία αποτελεί την πρώτη αναφορά για την 

ύπαρξη κλωνικής εξέλιξης στην MBL. Τα αποτελέσματα έδειξαν πως το φαινόμενο 

της κλωνικής εξέλιξης είναι μάλλον ασύνηθες (συχνότητα: 19/149, 12,8%), αλλά 

ωστόσο συμβαίνει σε όλες τις φαινοτυπικές κατηγορίες. Η κλωνική εξέλιξη φαίνεται 

πως συμβαίνει ανεξάρτητα από άλλους παράγοντες αφού, δεν μπορούσε να 

συσχετιστεί με κάποια από τις αιματολογικές (πχ αριθμός λευκών αιμοσφαιρίων, 

αριθμός λεμφοκυττάρων, αριθμός Β/Τ/ΝΚ κυττάρων, κλπ), ανοσοφαινοτυπικές ή 

κλινικές παραμέτρους, ούτε με κάποιον από τους προγνωστικούς δείκτες (CD38, 

ZAP-70). Θα είχε μεγάλο ενδιαφέρον η διερεύνηση της σχέσης μεταξύ της κλωνικής 

εξέλιξης και του επιπέδου μεταλλάξεων του γονιδίου της βαριάς αλυσίδας της 

ανοσοσφαιρίνης στην MBL, καθώς είναι γνωστό πως η κλωνική εξέλιξη σχετίζεται 

με αμετάλλακτες VH αλληλουχίες στη ΧΛΛ (Stilgenbauer et al, 2007; Lopez et al, 

2013). Δυστυχώς όμως, στο πλαίσιο αυτής της μελέτης, πληροφορίες για το φορτίο 

των μεταλλάξεων του IgVΗ γονιδίου ήταν διαθέσιμες για λίγα μόνο από τα MBL 

περιστατικά που μελετήθηκαν εδώ. 
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5.3 Αξιολόγηση των διαφόρων παραμέτρων στην κλινική πορεία της MBL 

Σε πρώτο επίπεδο ανάλυσης, εξετάστηκε ποια από τις τρεις φαινοτυπικές κατηγορίες 

είχε τον μεγαλύτερο κίνδυνο εξέλιξης σε κλινική λεμφοϋπερπλασία. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ένα σημαντικά μικρότερο διάμεσο χρόνο μετάπτωσης σε 

κλινική νόσο για τις atypical περιπτώσεις, γεγονός που μπορεί να οφείλεται στα 

αυξημένα επίπεδα της ZAP-70 που είχαν αρκετά από τα atypical περιστατικά. Σε 

δεύτερο επίπεδο, αξιολογήθηκαν τα διάφορα χαρακτηριστικά της MBL σε μία 

προσπάθεια να βρεθούν εκείνες οι παράμετροι που θα μπορούσαν να έχουν μία 

προγνωστική αξία για την πορεία εξέλιξης της διαταραχής. Ο έλεγχος 

πραγματοποιήθηκε για κάθε φαινοτυπική κατηγορία χωριστά, ώστε να εξαλειφθούν 

οι παράγοντες ετερογένειας του δείγματος, και εφαρμόστηκε τόσο για τις διαθέσιμες 

παραμέτρους κατά τη στιγμή της διάγνωσης, όσο και για το είδος των μεταβολών που 

συμβαίνουν κατά την πορεία της διαταραχής (πρότυπο κινητικής, κλωνική εξέλιξη).  

Από τις διαθέσιμες παραμέτρους κατά τη διάγνωση, μόνο ο απόλυτος αριθμός 

των Β κυττάρων συσχετίσθηκε με την κλινική πορεία των φορέων MBL. Τα άτομα με 

αυξημένο αριθμό των Β κυττάρων παρουσίασαν βραχύτερους χρόνους εξέλιξης σε 

νόσο. Στη βιβλιογραφία υπάρχουν τρεις βασικές εργασίες που αποδεικνύουν την 

εμπλοκή του απόλυτου αριθμού των B κυττάρων στην εξέλιξη της MBL, αλλά οι 

μελέτες αυτές είχαν πραγματοποιηθεί μόνο σε CLL-like περιπτώσεις που 

εξελίσσονταν σε ΧΛΛ (Rawstron et al, 2008; Shanafelt et al, 2009; Rossi et al, 2009). 

Η παρούσα εργασία επιβεβαιώνει τα ευρήματα αυτά και επιπρόσθετα, υποδεικνύει 

ότι πιθανώς υπάρχουν κοινοί προγνωστικοί παράγοντες και κοινοί μηχανισμοί 

εξέλιξης σε όλες τις κατηγορίες MBL.  

Η παρουσία κλωνικής εξέλιξης αποτέλεσε τη δεύτερη ανεξάρτητη παράμετρο 

που συσχετίσθηκε σημαντικά με τον αυξημένο κίνδυνο μετάπτωσης της MBL σε 

κλινική λεμφοϋπερπλασία. Επιπλέον, παρά το μικρό δείγμα ασθενών που έχουμε 

μέχρι στιγμής, η κλωνική εξέλιξη φαίνεται πως συσχετίζεται με τον χρόνο έναρξης 

της θεραπείας, για τα άτομα που εξελίχθηκαν από ΜΒL σε ΧΛΛ ή άλλη κλινική 

κατάσταση. Οι παρατηρήσεις αυτές παραπέμπουν σε προηγούμενες μελέτες που 

αναδεικνύουν την κλωνική εξέλιξη σαν έναν ανεξάρτητο αρνητικό προγνωστικό 

παράγοντα στη ΧΛΛ (Shanafelt et al, 2006; Lopez et al, 2013), και υποστηρίζουν ότι 

η γονιδιωματική αστάθεια έχει σημαντική κλινική σημασία, ακόμα και όταν 

συμβαίνει από το προκλινικό στάδιο.  



 

 
 

5.4 Συμπεράσματα 

Ανακεφαλαιώνοντας, τα δεδομένα μας αναδεικνύουν τη μεγάλη ετερογένεια που 

υπάρχει ανάμεσα στις MBL διαφορετικών φαινοτυπικών κατηγοριών, αλλά ενίοτε 

και εντός της ίδιας κατηγορίας. Ωστόσο, παρά τα μοναδικά χαρακτηριστικά της κάθε 

ομάδας, διαφαίνεται πως υπάρχει μία κοινή βιολογία μεταξύ των περιστατικών (που 

επιτρέπει την παραμονή στην προκλινική κατάσταση) και κοινοί μηχανισμοί που 

εμπλέκονται στην εξέλιξη της νόσου. 

Η σύγκριση με περιστατικά χρόνιων λεμφοϋπερπλασιών υποδεικνύει ότι το είδος 

των γενετικών βλαβών, καθώς και τα περιβαλλοντικά ερεθίσματα παίζουν σημαντικό 

ρόλο στη βιολογία της ΜΒL. Βέβαια, παρόλο που συγκεκριμένες χρωμοσωμικές 

ατυπίες [del(13q14), +12] συμβαίνουν νωρίς κατά την πορεία εξαλλαγής, δεν 

φαίνεται ότι αφ’ εαυτές επηρεάζουν την εξέλιξη σε κλινική νόσο. Αντιθέτως, η 

ύπαρξη γονιδιωματικής αστάθειας (που αποτελεί και το σημαντικότερο εύρημα της 

παρούσας εργασίας), καθώς και ο υψηλός αριθμός των Β κυττάρων κατά τη στιγμή 

της διάγνωσης, αποτελούν ανεξάρτητους παράγοντες που καθορίζουν την πορεία 

εξέλιξης της νόσου. Μία συνδυασμένη προσέγγιση για την εκτενή ανάλυση των 

ανοσολογικών και γενετικών χαρακτηριστικών της MBL, θα μπορούσε να είναι το 

«κλειδί» για την αποκάλυψη των ειδικών μηχανισμών που εμπλέκονται στην 

παθογένεση της ΧΛΛ και πιθανά, και πιθανώς και των άλλων  Β χρόνιων 

λεμφοϋπερπλασιών. 
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7. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Η Μονοκλωνική Β Λεμφοκυττάρωση (ΜΒL) αποτελεί την πρόδρομο μορφή της Β 

Χρόνιας Λεμφικής Λευχαιμίας (XΛΛ) και πιθανότατα και άλλων χρόνιων 

λεμφοϋπρπλασιών του περιφερικού αίματος. Σύμφωνα με τα κριτήρια που 

διατυπώθηκαν το 2005 από τους Marti et al, για να χαρακτηριστεί μία κατάσταση ως 

MBL θα πρέπει να υπάρχει ένας μονοκλωνικός πληθυσμός Β κυττάρων στο 

περιφερικό αίμα, και να  πληρούνται τα ακόλουθα κριτήρια: 

 

– Περιορισμός του μονοκλωνικού Β πληθυσμού στην περιφέρεια σε επίπεδο κάτω 

των 5.000 κυττάρων/μL 

– Μονοκλωνικότητα ως προς την ελαφρά αλυσίδα της ανοσοσφαιρίνης (light chain 

restriction) σε επίπεδα κ:λ > 3:1 ή < 0,3:1 

– διήθηση του μυελού των οστών από τον ίδιο πληθυσμό σε επίπεδο κάτω του 20% 

(επί του συνόλου των εμπύρηνων κυττάρων) 

– απουσία λεμφαδενοπάθειας, ηπατομεγαλίας και σπληνομεγαλίας, καθώς και 

απουσία κλινικών ενδείξεων λεμφικής διήθησης σε άλλους ιστούς 

– απουσία κλινικών ενδείξεων συστηματικού αυτοάνοσου νοσήματος ή λοίμωξης 

– πλήρης κλινική και εργαστηριακή σταθερότητα, τουλάχιστον επί τρεις μήνες 

 

Οι διάφορες μελέτες ανασκόπησης αλλά και μελέτες «screening» υγιών ατόμων, 

έδειξαν ότι το φαινόμενο παρατηρείται με συχνότητα περίπου 3-5% στο γενικό 

πληθυσμό και σε ποσοστό 5-8% για άτομα ηλικίας άνω των 60 ετών. Δεδομένου 

όμως, ότι οι φορείς είναι ασυμπτωματικοί και δε φέρουν χαρακτηριστικά κλινικά 

συμπτώματα, η ανίχνευση της διαταραχής είναι σπάνια και πραγματοποιείται 

συνήθως τυχαία κατά τον αιματολογικό έλεγχο που πραγματοποιείται σε επίπεδο 

ρουτίνας. Συνεπώς, η κλινική της σημασία και τα βιολογικά της χαρακτηριστικά 

παραμένουν ανεπαρκώς τεκμηριωμένα. 

Η MBL διακρίνεται ανοσοφαινοτυπικά σε τρεις κατηγορίες: α) τις CLL-like ΜΒL 

(CD5
+
CD20

dim
CD23

+
) που έχουν τον χαρακτηριστικό φαινότυπο της ΧΛΛ, β) τις 

atypical ΜΒL (CD5
+
CD20

bright
 και συνήθως CD23

+
) και γ) τις CD5

neg
 MBL. Οι 

atypical και οι CD5
neg

 περιπτώσεις αποτελούν αθροιστικά το 15-20% όλων των MBL,  

και οι διαθέσιμες πληροφορίες που υπάρχουν στη βιβλιογραφία είναι περιορισμένες. 

Εκτός από τον ανοσοφαινότυπο, η MBL κατηγοριοποιείται με βάση τον αριθμό των 



 

 
 

Β λεμφοκυττάρων σε δύο ομάδες: i) τις MBL «χαμηλού αριθμού» (μέση τιμή Β 

κυττάρων: 1 κύτταρο/μl) και ii) τις MBL «υψηλού αριθμού» (μέση τιμή Β-κυττάρων: 

3000 κύτταρα/μl). Οι MBL χαμηλού αριθμού δεν εξελίσσονται ποτέ σε κλινική 

λεμφοϋπερπλασία. Αντίθετα οι MBL υψηλού αριθμού έχει υπολογιστεί ότι 

μεταπίπτουν σε ΧΛΛ ή άλλη νόσο σε ένα ποσοστό 1-2% κάθε χρόνο και για αυτό το 

λόγο έχουν προσελκύσει το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας.  

Στην παρούσα εργασία αναλύθηκαν 171 MBL περιστατικά «υψηλού αριθμού». 

Ο βασικός σκοπός της εργασίας ήταν η κατανόηση της βιολογίας της MBL και η 

κατανόηση των μηχανισμών που εμπλέκονται στη μετάβαση από το προκλινικό, στο 

κλινικό στάδια της νόσου. Συγκεκριμένα, τέθηκαν οι εξής στόχοι: 

 

i) Περιγραφή και σύγκριση των τριών φαινοτυπικών κατηγοριών σε αιματολογικό, 

φαινοτυπικό, κυτταρογενετικό και κλινικοεργαστηριακό επίπεδο. 

 

ii) Καταγραφή των αλλαγών κατά τη πορεία της διαταραχής, όπως το είδος της 

κινητικής των Β-κυττάρων και τη διερεύνηση της ύπαρξης κλωνικής εξέλιξης. 

 

iii)  Αξιολόγηση των διάφορων παραμέτρων κατά τη διάγνωση, καθώς και των 

αλλαγών που συμβαίνουν στο προκλινικό στάδιο ως προς τον κίνδυνο εξέλιξης 

σε κλινική νόσο.  

 

Τα αποτελέσματα μας αναδεικνύουν την τεράστια ετερογένεια που υπάρχει τόσο 

μεταξύ των τριών φαινοτυπικών κατηγοριών, όσο και εντός της ίδιας κατηγορίας. Η 

ετερογένεια αυτή έγκειται στη μεγάλη ποικιλομορφία που απαντάται σε φαινοτυπικό, 

κυτταρογενετικό αλλά και αιματολογικό επίπεδο. Κάθε φαινοτυπική κατηγορία 

εμφάνισε ξεχωριστό πάνελ φαινοτυπικών προφίλ (των διαφόρων λεμφοϋπερπλασιών) 

και κυτταρογενετικών ατυπιών. Σε αντιδιαστολή, αρκετές από τις 

κλινικοεργαστηριακές παραμέτρους βρέθηκαν παρόμοιες στις τρεις κατηγορίες. 

Επιπρόσθετα, τα αποτελέσματα από τη σύγκριση των χαρακτηριστικών των MBL 

περιπτώσεων με τα αντίστοιχα χαρακτηριστικά από ασθενείς που είχαν την ίδια 

φαινοτυπική εικόνα, υποδεικνύουν πως υπάρχει μια κοινή βιολογία σε όλες τις MBL.   

Οι συχνοί επανέλεγχοι αποκάλυψαν δύο διακριτά πρότυπα κινητικής των Β-

κυττάρων όταν πραγματοποιούνταν μία αλλαγή: i) αύξηση στους απόλυτους 

αριθμούς όλων των στοιχείων του αίματος και ii) διατήρηση σταθερών αριθμών των 

λευκών και των λεμφοκυττάρων και αύξηση μόνο στον αριθμό των Β-κυττάρων. Το 
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κοινό χαρακτηριστικό των δύο διακριτών προτύπων κινητικής ήταν ότι ο λόγος 

B/Τ&ΝΚ-κυττάρων αυξανόταν κάθε φορά που είχαμε μία αλλαγή. Οι επανέλεγχοι 

αποκάλυψαν επίσης ότι η κλωνική εξέλιξη πραγματοποιείται στο προκλινικό στάδιο 

της MBL, σαν μία δυναμική διαδικασία όπου ο MBL κλώνος μπορεί να αναπτύσσει 

επιπρόσθετες χρωμοσωμικές βλάβες, χωρίς απαραίτητα να υπάρχει μετάπτωση σε 

κλινική νόσο.   

Το εύρημα της ύπαρξης κλωνικής εξέλιξης στην MBL είναι πολύ σημαντικό 

καθώς είναι η πρώτη φορά που αναφέρεται κάτι αντίστοιχο στη βιβλιογραφία. Ακόμα 

σημαντικότερο όμως είναι το γεγονός, πως τα περιστατικά που εμφάνισαν κλωνική 

εξέλιξη παρουσίασαν μεγαλύτερο κίνδυνο μετάπτωσης σε ΧΛΛ (ή άλλη 

λεμφοϋπερπλασία). Από τις υπόλοιπες παραμέτρους που αναλύθηκαν, ο αυξημένος 

αριθμός των Β λεμφοκυττάρων κατά τη διάγνωση αναδείχτηκε ως αρνητικός 

προγνωστικός παράγοντας για την μετάπτωση σε νόσο. Η αξιολόγηση των διάφορων 

παραμέτρων ως προς τον κίνδυνο μετάπτωσης σε κλινική νόσο πραγματοποιήθηκε 

για κάθε φαινοτυπική κατηγορία ξεχωριστά. Τα αποτελέσματα έδειξαν πως ο 

αυξημένος αριθμός των Β λεμφοκυττάρων καθόριζε αρνητικά την πρόγνωση σε κάθε 

κατηγορία, ενισχύοντας την άποψη ότι μεταξύ των διάφορων MBL υπάρχει ένα κοινό 

βιολογικό υπόστρωμα και πιθανότατα κοινοί μηχανισμοί εξέλιξης σε επίσημη νόσο. 

Στην πολυπαραμετρική ανάλυση, η κλωνική εξέλιξη και ο απόλυτος αριθμός των Β 

κυττάρων διατήρησαν την ανεξάρτητη προγνωστική τους ισχύ. 
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7. Summary 

Monoclonal B-cell Lymphocytosis (MBL) is the prelude of Chronic Lymphocytic 

Leukemia (CLL) and probably other chronic lymphoproliferations. MBL is 

characterized by the presence of a monoclonal B cell expansion at small numbers in 

the peripheral blood of an otherwise healthy individual. The diagnostic criteria for 

MBL were proposed by Marti et al in 2005 and are the following: 

 

– Absolute B cell count < 5000 cells/μL, 

– Light chain restriction ratio >3:1 or < 0.3:1,  

– Bone marrow infiltration <20% by monoclonal population  

– Normal physical examination (no organomegaly or lymphadenopathy or other 

features of a lymphoproliferative disorder, 

– No evidence of an underlying autoimmune/infectious disease, 

– Repeat assessment should demonstrate that the monoclonal B-cell expansion is 

stable over a 3-month period. 

 

Data from retrospective studies and screening studies of healthy people have revealed 

that MBL is detected in a low frequency: 3-5% in general population, 5-8% for people 

>60 years old. Most MBL cases are asymptomatic, and thus the diagnosis usually 

occurs randomly during routine hematological check-ups. Due to its low frequency, 

the biological and clinical features of MBL remain unexplored.  

Immunophenotypically, MBL may be classified into one of the following 

categories: a) CLL-like ΜΒL with a typical CLL phenotype (CD5
+
CD20

dim
CD23

+
), 

b) atypical ΜΒL (CD5
+
CD20

bright
  and usually CD23

+
) and c) CD5

neg
 MBL. Atypical 

and CD5
neg

 cases account for about 15-20% of all MBL όλων των MBL and the 

available information of these subsets is limited, as only a restricted number of such 

cases have been recorded.  

The number of circulating B-cells holds also great importance in MBL and is used 

to distinguish between two separate MBL entities: i) “low count MBL” with a median 

clonal B-cell concentration of 1cell/μL and ii) “high count” with a median absolute B-

cell count of about 3000 cells/μl. Low count MBL are rarely found to progress to 

clinical MBL or to overt leukemia, whereas high count MBL has been estimated to 

progress to CLL at a rate of approximately 1-2% per year. 



 

 
 

The present study included 171 high count MBL individuals with at least one 

monoclonal B-cell population in their peripheral blood. We analyzed a sufficient 

number of cases in order to understand the biology of MBL and the mechanisms 

underlying the progression from MBL to the clinical state of CLL or another 

lymphoproliferation. More specific, the following goals were set: 

 

i) Comparison of the three phenotypic categories according to haematological, 

biological, phenotypic and cytogenetic features.  

ii) Detection of changes that occur in the preclinical sate of MBL, regarding the B 

cell kinetics and/or the presence of clonal evolution). 

iii) Estimate the risk of progression from MBL to overt disease according to the 

parameters found at the time of diagnosis or to the changes happen during the 

course of the disease.     

 

Our findings highlight that there is a high heterogeneity among MBL cases. The 

heterogeneity is observed not only among the different MBL subsets but also within 

the same group, and refers mainly to clinical, immunophenotypic and cytogenetic 

features. Each phenotypic subset showed a distinct panel of phenotypic profiles and 

cytogenetic aberrations. However, on the same time, many hematological and 

biologic parameters were common among the three subsets. Moreover, the 

comparison of MBL individuals with a number of patients from our archive (on the 

basis of the same phenotypic profile) indicate that there are common biologic features  

shared among all MBL cases, which differentiate MBL from clinical disease. 

Follow-up monitoring revealed two different patterns of B-cell kinetics: i) an 

increase in apparently all blood counts and ii) an elevated B-cell count at the expense 

of non B-cells, on the basis of stable total white blood cells and lymphocytes. 

Interestingly, both patterns resulted in the increase in the proportion of B-cell 

component among the total lymphocyte count. The i-FISH reevaluation revealed that 

clonal evolution is detected in all subsets of MBL, as a dynamic process, by which the 

B cell clone may acquire additional aberrations without necessarily a subsequent 

progression to overt disease. 

To our knowledge this is the first study exploring clonal evolution in the 

preclinical MBL. Most importantly, our results showed that MBL individuals with 

clonal evolution carried a higher risk of progression to CLL or other 
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lymphoproliferative disorder. Moreover, the increased numbers of absolute B cell 

count at diagnosis could predict a shorter time to progression to overt disease. 

Noteworthy, the B cell count at diagnosis was a risk factor for all three MBL subsets, 

suggesting that there may be common biologic pathways and mechanisms which lead 

to the progression to overt disease. In multivariable analysis both absolute B cell 

count at diagnosis and the presence of clonal evolution, retained their independent 

prognostic value. 
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Abstract 

Monoclonal B-cell Lymphocytosis (MBL) is regarded as the prelude of chronic 

lymphocytic leukemia (CLL) and possibly other chronic lymphoproliferative 

disorders (CLPDs). A number of retrospective studies have evaluated clinical and 

biological parameters of CLL-like MBL but the mechanism(s) underlying the 

transition to overt CLL remains elusive. This prospective study was based on a long-

term follow-up of 149 clinical MBL (cMBL) cases, both with CLL-like but also with 

other phenotypes. We tested for changes during the preclinical phase and evaluated 

their risk for progression to overt disease. All cases were re-evaluated during the 

study period for changes in haematological, phenotypic and cytogenetic features. 

Clonal evolution (13.5%) was detectable in all MBL groups and together with B-cell 

count proved independent risk factors for progression to clinical disease. Moreover, 

follow-up monitoring revealed two different patterns of B-cell kinetics which both 

resulted in the increase in the proportion of B-cell component among the total 

lymphocyte count. Our results indicate that clonal evolution and absolute B-cell 

count, but not the presence or kind of chromosome aberrations, are independent risk 

factors for all MBL subsets. These findings, together with changes in flow cytometry 

data, may have important implications for the proper monitoring of MBL cases. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Introduction 

Monoclonal B-cell lymphocytosis (MBL) has attracted a substantial research interest 

as the prelude of chronic lymphoproliferative disorders and mostly of chronic 

lymphocytic leukemia (CLL).
1
 According to current diagnostic criteria, MBL is a 

preclinical hematologic condition characterized by the presence of monoclonal B-cell 

expansions at small concentrations (<5x10
9 

cells/L) in the peripheral blood of 

otherwise healthy individuals.
2,3

 Recently, technical improvements in flow cytometry 

have allowed the detection of such clones in much higher numbers of healthy 

individuals than previously anticipated.
4-6

 The prevalence of MBL varies from 0.12% 

to 18%, highly depending on the sensitivity of methods used and the population 

screened.
4-11

 In immunophenotypic terms, MBL can be divided into 3 main 

categories: i) CLL-like MBL (CD5
+
CD20

dim
CD23

+
sIg

low
) which accounts for about 

70-75% of all MBL cases; ii) atypical MBL (CD5
+
CD20

bright/+
) which are mainly 

CD23
dim/- 

and iii) CD5
neg

 MBL.
2,3

  

Overall, the prevalence of MBL is 10-100 fold higher than that of CLL, meaning 

that most MBL cases will not evolve to overt disease. The clinical importance of 

MBL is strongly correlated with the number of monoclonal B-cells.
12

 Low-count 

MBL has a normal absolute B-cell count and has not been observed to progress to 

overt disease over the years.
12,13

 Interestingly, population based studies show, that the 

presence of CLL-like clones is rather a normal phenomenon among the elderly
11

 

(especially for individuals older than 65 years), with age being an independent risk 

factor for MBL.
4
 On the other hand, high-count or “clinical” MBL may be 

characterized by absolute lymphocytosis and has been estimated to progress to CLL at 

a rate of approximately 1-2% per year.
14,15

 

The specific mechanisms and molecular events occurring during MBL 

progression and those responsible for the transition into the clinical state of CLL or 

other chronic lymphoproliferative disorders are far from being completely elucidated. 

To test for possible changes in molecular and biological features during progression 

of MBL, we applied a haematologic, immunophenotypic and extended cytogenetic 

analysis of 149 clinical MBL clones of all three phenotypic categories, which were re-

evaluated at least once during a long-term follow-up (median: 76 months). To the best 

of our knowledge, this is the first prospective study exploring the clonal evolution of 

MBL. 



 

 
 

Individuals and Methods 

Individuals enrolled 

The study included 149 cases (78 men and 71 women) presenting with a monoclonal 

B-cell population in the peripheral blood and characterized as MBL of any type 

according to current diagnostic criteria. All individuals attended the outpatient clinics 

of our hospital between January 2001 and September 2012, and they had no history or 

evidence of a haematological/solid neoplasia or autoimmune disorder. All participants 

are alive after a median follow-up of 76 months and provided written informed 

consent to use laboratory data for research studies. The study followed the rules of the 

Interval Review Board and adhered to the declaration of Helsinki. 

Subjects enrolled in this study, underwent a regular haematologic follow-up every 

8-12 months (median number of follow-ups: 5, range 2-9). A flow cytometry analysis 

was performed at diagnosis and repeated in some cases, at least for the quantitation of 

the major lymphocyte subpopulations (i.e. B, T and NK cells). FISH analysis was 

performed at presentation and repeated at least once for all individuals, no sooner than 

18 months after the initial testing (median interval to FISH repetition: 26 months, 

range 18-48). 25/149 cases were subjected to a third FISH analysis due to signs of 

disease progression.   

The following variables were recorded: date of visit, age, sex, white blood cell 

count (WBC count), absolute lymphocyte count (ALC), absolute B-cell count, 

phenotypically aberrant B-cell count, absolute T-cell count, absolute NK-cell count, 

hemoglobin concentration, platelet count, expression of each phenotypic marker, bone 

marrow (BM) infiltration rate and pattern, FISH findings and percentage of B-cells 

carrying the aberration. In case of disease progression, the following variables were 

recorded: i) date of progression to CLL or other CLPD, based on B-cell cut-off limit 

of 5x10
9 

cells/L (persisting for three months), and/or an increase in BM infiltration 

rate >20%, and/or the appearance of lymphadenopathy/organomegaly, ii) date of 

lymphocyte doubling, iii) date of treatment initiation.   

 

Flow cytometry 

The diagnosis of monoclonal B-cell lymphocytosis was performed by flow cytometry 

using a 5 color FC500 (Beckman Coulter, USA). Peripheral blood cells were stained 

for CD3, CD4, CD5, CD8, CD9, CD10, CD19, CD20, CD23, CD38, CD103, CD123, 



 
 

 

CD45, FMC7, CD79b, CD11c, ZAP70, kappa and lambda light chains and for IgM, 

IgD, IgG and IgA. At least 500.000 events were evaluated for each sample and 

clonality was assessed by the kappa/lambda ratio (at least > 10:1 or < 1:5). The basic 

gating strategy included a first gating of CD45
+
 cells which were further analyzed on 

a CD20 vs. CD5 plot. CD5
+
 and CD5

neg 
cells were gated separately for kappa/lambda 

analysis. Cases with CD5 positivity, moderate or bright expression of CD20 and low 

or no expression of CD23 were considered as atypical. Positivity of protein markers 

was based on the analysis of isotype controls for every marker. Cases with more than 

one distinct B-cell expansions were excluded from further analysis. 

 

Sorting/Immunomagnetic purification 

In cases where normal B-cells exceeding 5% of the total B-cell count, a sorting 

process was applied. The target (clonal) cells were selected according to the basic 

immunophenotypic gating strategy and kappa/lambda restriction. Sorted cells were 

directly collected in polylysine slides, previously coated with PBS/FCS 3:1. 

Otherwise, in cases with the whole B-cell population almost completely consisting of 

light chain restricted cells, CD19
+
 cells were immunomagnetically separated using 

“Easystep Human Whole Blood CD19 positive selection kit” (Stemcell 18084) and 

laid on slides after mild cytocentrifugation. In all cases, a cytometry analysis was 

performed to verify the purity and the viability of the isolated cells. All slides 

obtained were fixed in methanol:acetic acid 3:1 until the subsequent FISH evaluation. 

 

FISH testing 

The presence of chromosome aberrations was assessed by interphase FISH (i-FISH) 

on the slides prepared as described above. In all cases, regardless of the phenotypic 

category, the study employed the following panel of commercial probes or probe 

combinations (Abbott Molecular, Ilinois USA): i) 13q14 (D13S319)/13q34, ii) 

chromosome 12 centromere, iii) chromosome 11 centromere/11q22.3 (ATM gene), 

iv) chromosome 17 centromere/17p13.1 (TP53 gene), v) 11q13/14q32 

(CCND1/IGH), vi) 14q32 (IGH) rearrangement set, vii) 18q21 (BCL2) rearrangement 

set, viii) chromosome 3 centromere, and ix) chromosome 7 centromere/7q31. The 

same probe set was used for the initial and each follow-up FISH assessment. Nuclei 

were counterstained with DAPI and examined under a fluorescent microscope 

(Olympus BX51) equipped with the appropriate filters. The result was based on the 



 

 
 

observation of at least 200 evaluable nuclei by two independent researchers. The cut-

off levels for each probe applied, were obtained by the study of 

sorted/immunomagnetically separated CD19
+
 cells from healthy donors, and set as the 

mean + 3x standard deviation of the respective measures. 

 

Statistical analysis 

The analysis was performed with Statistical Package for the Social Sciences software 

v.20 (IBM SPSS Statistics, Inc., Chicago, IL, USA). Differences in categorical 

variables were assessed with the Fisher’s exact test. Continuous variables were 

evaluated with parametric (t-test/one-way ANOVA) or non-parametric tests (Mann-

Whitney/Kruskal-Wallis) depending on the form of the respective distribution of 

values. So, prior to each statistical evaluation, the distribution of continuous variables 

was examined with D’Agostino & Pearson omnibus normality test
16

 and/or 

Kolmogorov-Smirnov test.
17

 Differences in time-to-event analysis were evaluated 

using standard Kaplan-Meier curves and log-rank statistics. In case of continuous 

variables, the optimal cut-off points, for predicting the progression to overt disease, 

were defined using the receiver-operator characteristic (ROC) curves. Multivariate 

analysis was performed by Cox proportional hazard regression. All analyses were 

two-sided and statistical significance was assumed at p < 0.05. 

 

Results 

Demographic, hematologic and phenotypic data 

The median age of all 149 individuals enrolled was 66 years (range 26-92), with a 

male to female ratio 1.1:1. The median value of total white blood cell count was 

11.0x10
9
/L (range 3.4-31.5) with a median absolute lymphocyte count 6.1 x 10

9
/L 

(range 1.1-12.6) and a median B-cell count 3.1 x 10
9
/L (range 0.2-4.98). The flow 

cytometry analysis showed a CLL-like phenotype in 65 subjects (43.6%), an atypical 

one in 35 (23.5%) and a CD5
neg

 one in 49 (32.9%).  

Comparison of the three phenotypic groups revealed dissimilarities in biological 

and hematological features (Table 1). In particular, CD5
neg

 MBL had a significant 

lower B-cell count (median 2655 vs. 3351 in CLL-like vs. 3387 cells/μl in atypical 

ΜBL, p=0.009) and a lower B-cell compartment (%) of the total lymphocyte count 

(median: 44.8 in CD5
neg

 vs. 57.1 in CLL-like vs. 61.1 in atypical MBL, p=0.004). 



 
 

 

Moreover, both CD5
neg 

and atypical MBL, showed increased expression of ZAP-70 as 

compared with the CLL-like group (p=0.034) in accordance with a previous study.
18

 

In contrast, no differences were found with regard to CD38 expression among the 

three groups. In general, CD5
neg

 MBL exhibited less often cytogenetic aberrations 

than the other groups (frequency: 38.8% in CD5
neg 

vs. 60% in both CLL-like and 

atypical MBL, p=0.038). Details on the results of the FISH study are given below. 

 

Initial i-FISH results 

Initial i-FISH findings of all MBL cases by phenotypic category are summarized on 

Table 2. Overall, 79/149 (53%) cases had a FISH abnormality, with del(13q14) being 

the most frequent (41/149, 27.5% of all MBL and 31/65, 47.7% in the CLL-like 

group). The second more common finding was +12, present in 18/149 (12.1%) of all 

cases. Each category showed a distinct cytogenetic pattern. Namely, biallelic and 

concurrent monoallelic/biallelic del(13q14) was found only in CLL-like clones, while 

t(11;14) was detected only in atypical and del(7q31) only in CD5
neg 

clones. 

del(11q22) and t(14q32) were present both in CLL-like and CD5
neg

 groups, whereas 

trisomy 3 was found both in atypical and CD5
neg 

cases. In contrast, trisomy 12, as a 

sole abnormality, was the only common finding among the 3 groups (7.7%, 14.3%, 

10.2% in CLL-like, atypical and CD5
neg

 clones respectively). Multiple abnormalities 

were also present in a small proportion of all MBL groups. Notably, del(13q14) 

participated in four of the five clones with more than one aberration.  

Since i-FISH tests were performed on smears containing highly purified clonal B-

cells, we were able to quantify cells carrying any specific aberration as a rate of the 

total B-cell population examined. All cases had the aberration detected present in 

>80% of evaluable cells and all but five cases, had the aberration present in >85% of 

evaluable cells. This tendency was confirmed for all three MBL phenotypic groups 

(Figure 1).  

 

Clonal evolution 

Clonal evolution in a neoplasmatic condition may be regarded as an evolutionary 

process, driven by consecutive somatic cell mutations with sequential, sub-clonal 

selection.
19,20 

In other words, anything that proclaims a stepwise gain of molecular 

alteration could be indicative of clonal progression. Hence, for the purpose of this 

study, clonal evolution was recognized when more than one chromosome aberrations 



 

 
 

were found at diagnosis (including biallelic and concomitant monoallelic/biallelic 

13q14 deletion), or when a late appearing lesion was detected at re-evaluation.  

Overall, 19 cases (12.8%) showed evidence of clonal evolution. In the first 

context 13 subjects have been found with a combination of aberrations during initial 

FISH examination: six of them with homozygous loss of 13q14, two cases with 

concomitant monoallelic/biallelic del(13q14) and five cases with multiple 

abnormalities (Table 2). At cytogenetic re-evaluation, six individuals showed novel 

abnormalities which were absent at presentation. Three cases found normal at initial 

FISH tests (two CLL-like and one atypical case), acquired del(13q14) during follow-

up. In another CLL-like case, a hemizygous 13q14 deletion evolved to the coexistence 

of hemizygous/homozygous loss. In the fifth case, a CLL-like MBL, +12 appeared in 

addition to del(13q14) already detected at diagnosis and in the sixth, also a CLL-like 

clone, there was the reverse sequence of events, i.e. a novel del(13q14) was acquired 

on the basis of a pre-existing +12. Noteworthy, in three of these six cases, the newly 

appearing abnormalities involved only a subset of clonal B-cells (Table 3). 

 

Kinetics at preclinical stage  

The size of the B-cell compartment (BCC), as the rate of the total B-cell count to the 

total lymphocyte count, was calculated by flow cytometric assessment. Non B-cell 

compartment (n-BCC) considered as the proportion of the total lymphocyte count 

occupied by T and NK-cells. Apart from the initial analysis, these figures were 

reassessed in 75/149 MBL clones (54 CLL-like, 12 atypical and 9 CD5
neg

) during 

follow-up (median follow-up period: 28 months, range 11-68). In 36 of them (48%), 

the basic figures remained stable during the study period. However, in the remaining 

39 (52%, 30 CLL-like, 5 atypical and 4 CD5
neg

), significant changes were found after 

a median time of 30 months. The later cases could be divided into two groups 

according to one of the following characteristics: i) 21 cases showed a steady increase 

in all relevant blood counts, i.e. total WBC, neutrophil count, ALC, absolute B-cell 

count and (in most of the cases) absolute non-B cell count; ii) 18 cases showed an 

elevated B-cell count at the expense of non B-cells, on the basis of stable total WBC 

and ALC (Supplemental Table 1).  

Noteworthy, the common feature in both patterns of change was the increase of 

the BCC rate among total lymphocytes (Figure 2). Conversely, the n-BCC rate was 



 
 

 

decreased in both groups despite their absolute count rise in most cases of the first 

pattern (Supplemental Table 1). 

 

Progression to CLPDs 

To date, 55 cases (36.9%) have progressed to overt disease and 17 cases (11.4%) have 

required treatment. The three MBL subgroups showed different risk of progression. In 

particular, progression occurred in 25/65 (38.5%) of CLL-like (median time: 56 

months), in 13/35 (37.1%) of atypical (median: 45 months), and in 17/49 (34.7%) of 

CD5
neg

 cases (median: 84 months) (p<0.05 between CD5
neg 

vs. atypical or CLL-like 

cases) (Figure 3a).    

We searched for correlations between “time to progression” and clinical or 

biological features at diagnosis in each of the three phenotypic subsets. The variables 

tested were age, sex, WBC, ALC, B-cell count, BCC, platelet count, hemoglobin 

level, BM infiltration rate, CD38 ≥30%, ZAP70 ≥20%, kinetics pattern at preclinical 

stage (as described above), initial FISH findings and the presence of clonal evolution 

(Table 4). The univariate analysis showed that the absolute lymphocyte count was a 

significant risk factor for disease progression in both CLL-like and atypical MBL 

groups (p<0.01) but not in the CD5
neg 

subset. However, in the multivariate analysis, 

the ALC did not attain statistical significance as an independent risk factor in any of 

the two MBL groups.  

The absolute B-cell count was also significantly related to "time to progression” 

and this tendency was verified for all three subsets. With the B-cell count treated as a 

continuous variable, an attempt was made to define the optimal risk cut-off points. In 

particular, a running log-rank test with a step-increase of 100 cells/μL revealed two 

peaks with better prediction value for CLL-like MBL (HR: 3.87, 95% CI: 1.55-9.64). 

Cases with an initial B-cell count of more than 3900/μL, carried a high risk of 

progression (median time: 39 months), those with a count between 2000-3900/μl had 

an intermediate risk (median time: 58 months), whereas those with a count below 

2000/μl showed a significantly lower probability (median: 102 months). Following 

the same approach, we found one peak of 3600/μl for atypical (HR: 5.22, 95% CI: 

1.43-13.10) and one peak of 3500/μl for CD5
neg

 MBL (HR: 4.29, 95% CI: 1.54-11.99) 

(Figures 3b,c,d).  

Of the remaining variables, only clonal evolution showed a significant 

association with time to progression. Since 15/19 cases with clonal evolution were of 



 

 
 

CLL-like immunophenotype, risk analysis was restricted to this subset for better 

homogeneity, though statistical significance was not affected when all cases were 

included. Individuals with clonal evolution had a shorter time to progression (median: 

39 months), when compared to those who were cytogenetically stable (median: 65 

months) (HR: 4.52 95% CI: 1.61-12.68, Figure 3e). Our initial data in time to 

treatment analysis reveal the same tendency (Supplemental Figure 1), although this 

needs to be validated in a larger patient sample size.  

Both B-cell count and clonal evolution retained their independent prognostic 

value in the multivariate Cox analysis (Table 4). 

 

Discussion  

It is generally believed that in all CLL patients, the clinically apparent disease is 

preceded by a preclinical CLL-like MBL phase.
1
 However, apart from “low-count” 

MBL which persists over time,
12

 high-count MBL progresses to overt CLL requiring 

treatment at a low rate of 1-2% per year,
14,15

 which implies that many MBL cases will 

not evolve to a clinical state.
21,22

 To date, the essential events underlying this 

transition remain unknown or are a matter of debate. This topic becomes even more 

challenging if one considers that MBL is also regarded as the prelude for B-cell 

lymphoproliferative disorders other than CLL, where details on the evolution to the 

clinical state are lacking.
18,23,24

 To address these issues, we performed a prospective 

study, based on an extended cytogenetic and hematological re-evaluation of 149 MBL 

clones, regardless of their specific phenotypic features. 

Firstly, our data disclose dissimilarities between the three different MBL groups, 

with CD5
neg

 MBL being the most heterogeneous. Though the three groups showed 

similar levels regarding the basic blood counts, CD5
neg

 cases exhibited lower absolute 

B-cell counts and a smaller B-cell compartment, defined as % of the total 

lymphocytes. The increased proportion of T/NK component in these cases, together 

with the fact that CD5
neg 

MBL showed the lowest risk of progression to an overt 

disease (compared to atypical or CLL-like MBL), could probably indicate a more 

active role of microenvironmental “by-stander” T/NK cells in this group, that 

dynamically interact with the CD5
neg

 cells and maintain the clone in an indolent 

state.
25-27 

Along the line of heterogeneity, a different pattern of chromosome 

aberrations was found in each group. Again, the CD5
neg

 subset showed a significantly 



 
 

 

lower prevalence of FISH aberrations, with 30/49 (61.2%) CD5
neg 

clones carrying no 

abnormalities. 

Cytogenetic analysis can illuminate important aspects in the biology of MBL and 

whether specific aberrations confer an increased risk for progression towards overt 

disease remains to be clarified. Many studies so far have investigated the prevalence 

of chromosome abnormalities in “clinical” and/or in “low-count” MBL, but the 

majority included only CLL-like clones and investigated only the presence of the four 

most common abnormalities observed in CLL.
12,14,28-31

 In this study, we have applied 

a common FISH analysis in all cases and employed a broad panel of probes targeting 

a wider spectrum of aberrations, including those frequently found in other 

lymphoproliferations like t(11;14)(q13;q32), +3, 7q-, or rearrangements of the BCL2 

and IGH genes. As expected, del(13q14) was the commonest finding in our cohort, 

found both in CLL-like and atypical groups (47,7% and 25.7% respectively). Trisomy 

12 was the second most frequent aberration, and interestingly was the only common 

finding in all three categories. This may be related to atypical morphological and/or 

immunophenotypic features in overt CLL carrying +12.
32,33

 Moreover, this aberration 

has also been found in all B-cell lymphoproliferative disorders, either as the sole 

karyotypic finding or as part of a complex karyotype.
34-36

 Hence, its detection in all 

three phenotypic groups of our study may reflect a shared biological feature, 

occurring at an early stage of the transformation process. On the other hand, 

del(11q22) and del(17p13) were only found in two CLL-like and one CD5
neg 

clones 

respectively, thus supporting the view that they represent rather late cytogenetic 

events, related to an advanced disease stage.
19,28

 The detection of CCND1/IGH fusion 

in 5 of our 35 atypical MBL cases may be equivalent to the diagnosis of “indolent” 

mantle cell lymphoma.
37,38

 Finally, whether the detection of +3 or 7q- could be 

considered as the hallmark of a preclinical stage of marginal zone lymphoma deserves 

to be investigated in larger number of cases.
39

  

Since FISH was performed on highly purified clonal populations, we could 

estimate the rate of target-cells carrying a chromosome abnormality. We found that 

apparently all cells of the clonal expansion carried the aberration detected. In contrast, 

a previous study by Lanasa et al
18

 has demonstrated that the cytogenetic abnormalities 

occurred only in a small proportion of MBL phenotypic sorted cells. However, the 

majority of MBL cases in Lanasa’s study were “low-count” monoclonal expansions 

found during a systematic screening of unaffected members of CLL families, whereas 



 

 
 

in our study, all described cases referred to a clinical course diagnosed during 

investigation of a persistent lymphocytosis. Altogether, these observations imply that 

the clonal selection has already been completed at the preclinical stage of high-count 

MBL (but not in low-count MBL), at least regarding the primary oncogenetic events. 

On the other hand, the high frequency of del(13q14) or trisomy 12 in low-count MBL 

studies
13,18

 as well as the lack of correlation between genetic lesions and time to 

progression in our study, indicate that these aberrations on themselves may not play a 

pivotal role in MBL progression.   

Although the diagnosis of -even a chronic- leukemia imposes significant 

distress,
40,41

 it is essential that MBL cases evolving to clinical disease must not be 

missed. The regular follow-up in our series, revealed two distinct patterns of kinetics 

in MBL: i) an increase in all absolute blood counts or ii) an increase in the B-cell 

component only with a corresponding decrease in T/NK compartment. Interestingly, 

both progression patterns ended up with a higher ratio of B-cells among the total 

lymphocyte count. This observation points out that a standard haematological follow-

up could be insufficient to identify disease progression in cases following the second 

pattern of changes. Therefore, a differential immunophenotypic enumeration of the 

basic lymphocyte subpopulations is more informative for the early recognition of a 

potential progression.   

Another novel aspect of the present study is the prospective evaluation of clonal 

evolution as an ongoing mutational process in MBL. Our results demonstrate that 

clonal evolution is a rather uncommon event at the preclinical stage (cumulative 

frequency: 19/149, 12.8%), but still detectable in all three MBL subgroups. In our 

cohort, clonal evolution was not related to other clinical or biological parameters (i.e. 

WBC, ALC, CD38, ZAP-70, data not shown), but, importantly, was significantly 

associated with the risk of progression to clinical disease. Moreover, despite the small 

number of subjects, our preliminary data show a significant correlation to the time to 

treatment initiation in progressed cases. This observation may resonate previous 

studies demonstrating that clonal evolution is an independent negative prognostic 

factor in CLL
42,43

 and implicates that genomic instability may play a role, already at 

the preclinical stage. Since clonal evolution has been associated with unmutated VH 

status in CLL,
44

 it would be of great interest to examine for this intercorrelation in the 

preclinical state. Unfortunately, data for the VH mutation status were not available for 

the majority of our cases.  



 
 

 

Besides clonal evolution, the absolute B-cell count at diagnosis could 

independently predict the risk of progression to overt leukemia. Individuals with a 

higher B-cell count showed a shorter time to progression and this tendency was 

confirmed in all phenotypic groups. These observations verify similar findings in 

previous studies on CLL-like MBL
14,29

 and in the same time, are indicative of 

common risk factors for all different MBL categories. 

In summary, our data indicate potential patterns of evolution of MBL, either as 

the kinetics at the preclinical level or as the process of transition to overt leukemia. 

The three phenotypically defined MBL subgroups have unique characteristics, but 

they seem to share common features involved in the development of clinical disease. 

Although certain chromosome aberrations occur early in the transformation process, it 

is the apparent genomic instability, manifested by the acquisition of additional 

abnormalities, which -together with increased B-cell counts at diagnosis- constitute 

the stronger determinants of disease progression. 
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Table 1. Clinical, biological and haematological features of individuals enrolled 

Characteristic 
CLL-like MBL 

(n=65) 

Atypical MBL 

(n=35) 

CD5
neg

 MBL 

(n=49) 
P 

Age (years) 64 (26-91)† 70 (42-80) 67 (27-92) 0.0652 

Male sex 31/65 (47.7%) 23/35 (65.7%) 24/49 (49%) 0.2122 

HB (g/dL) 14 (10-17.1) 13.6 (10.4-17.1) 13.4 (10.5-16.9) 0.0448
a
 

Platelets (x10
9
/L) 214 (127-353) 219 (113-376) 218 (80-335) 0.9661 

WBC (per μl) 10900 (4150-18000) 11000 (3430-18000) 11300 (4110-31500) 0.8535 

ALC (per μl) 6010 (1896-12600) 6370 (2250-9580) 6013 (1080-12200) 0.7752 

B-cell count (per μl) 3351 (406-4974) 3387 (418-4950) 2655 (153-4969) 0.0087
b 

B-cell compartment to 

total lymphocytes (%) 
57.1 (15.8-78.3) 61.1 (18.3-76.6) 44.8 (3.5-82.3) 0.0040

b 

FISH abnormality 39/65 (60%) 21/35 (60%) 19/49 (38.8%) 0.0370
b 

B-cells with MBL 

phenotype (%) 
93.5(45.6-100) 95.1(73.6-100) 95.4 (72-100) 0.3886 

BM infiltration (%) 10.5 (0-20) 12 (0-18) 11 (0-20) 0.9373 

CD38>30% 12/65 (18.5%) 7/35 (20%) 6/49 (12.2%) 0.4426 

ZAP70>20% 20/65 (30.8 %) 19/35 (54.3%) 25/49 (51%) 0.0343
c 

Hb: Hemoglobin, WBCs: White blood cells, ALC: Absolute lymphocyte count, BM: Bone Marrow 

†: Median value (with range in parenthesis) for continuous variables. 
a
: Significance p<0.05 between CD5

neg 
and CLL-like MBL. 

b
: Significance p<0.05 between CD5

neg 
and CLL-like & between CD5

neg 
and atypical MBL. 

c
: Significance p<0.05 between CLL-like and atypical & between CLL-like and CD5

neg
 MBL. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Table 2.  Chromosome abnormalities at initial FISH analysis 

Baseline FISH Result No of cases 

CLL-like MBL (n=65) 

Normal 26 

del(13q14)x1 21 

del(13q14)x2 6 

+12 5 

del(13q14)x1/del(13q14)x2 2 

del(11q22) 2 

t(14q32) 1 

del(13q14)x1/+12 † 1 

del(13q14)/del(11q22) † 1 

Atypical MBL (n=35) 

Normal 14 

del(13q14)x1 8 

+12 5 

t(11;14) 5 

+3 2 

del(13q14)/+12/3x14q32 † 1 

CD5
neg

 MBL (n=49) 

Normal 30 

+12 5 

+3 4 

t(14q32) 4 

del(7q31) 3 

del(11q22) 1 

+12/3x18q21 † 1 

del(13q14)x1/del(17p13) † 1 

†: All abnormalities present in the same cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Table 3. Clonal evolution as indicated by newly appearing cytogenetic findings 

Initial FISH FISH at Clonal Evolution Follow -up (months) Immunophentotype 

Normal del(13q14)x1 (85%) 24 CLL-like MBL 

Normal del(13q14)x1 (61%) 28 Atypical MBL 

Normal del(13q14)x1 (90%) 30 CLL-like MBL 

del(13q14)x1 (90%) 
del(13q14)x1 (60%) 

del(13q14)x2 (30%) 
28 CLL-like MBL 

del(13q14)x1 (92%) 

1st follow-up 

del(13q14)x1 (93%) 

+12 (48%) 

 

2nd follow-up 

del(13q14)x1 (91%) 

+12 (87%) 

26 

 

 

 

36 

CLL-like MBL 

+12 (95%) 
+12 (95%) 

del(13q14)x1 (89%) 
24 CLL-like MBL 

The percentages in the parentheses refer to the percentage of B-cells carrying the abnormality 

among total B-cells evaluated.



 
 

 
 

Table 4. Risks of progression to overt leukemia according to features at diagnosis 

Variable Cut-off point/category* No of subjects ¥ 

P-value 

Univariate 

analysis † 

P-value 

Multivariate 

analysis ‡ 

Hazard Ratio 

(95% CI) 

Progression in 25/65 CLL-like MBL 

Age (years) ≥ 65 vs. < 65 31(13) vs. 34(12) 0.8357 - - 

Sex M/F 31(12) vs. 34(13) 0.9339 - - 

HB (g/dL) ≥ 13.2 vs. < 13.2 40(15) vs. 25(10) 0.3707 - - 

Platelets (x10
9
/L) ≥ 200 vs. < 200 35(13) vs. 30(12) 0.4029 - - 

WBC (per μl) ≥ 11000 vs. < 11000 35(15) vs. 30(10) 0.1373 - - 

ALC (per μl) ≥ 6500 vs. < 6500 25(9) vs. 40(16) 0.0351 0.353 - 

B-cell count (per μl) 

≥ 3900 vs. 

2000-3900 vs. 

≤ 2000 

20(13) vs. 

35(10) vs. 

10(2) 
0.0004 0.004 3.87 (1.55-9.64) 

FISH abnormality 
del(13q14)x1/normal vs. 

+12/del(11q22) 
47(14) vs. 9(6) 0.1801  - - 

Clonal evolution Yes/No 15(10) vs. 50(15) 0.0041 0.008 4.52 (1.61-12.68) 

BM infiltration (%) ≥ 10% vs. < 10% 34(10) vs. 31(15) 0.1155 - - 

CD38>30% Yes/no 12(5) vs. 53(20) 0.5422 - - 

ZAP70>20% Yes/no 20(10) vs. 45(15) 0.2281 - - 

Progression in 13/35 Atypical MBL 

Age (years) ≥ 70 vs. < 70 18(7) vs. 17(6) 0.2015 - - 

Sex M/F 23(8) vs. 12(5) 0.2289 - - 

HB (g/dL) ≥ 13 vs. < 13 21(8) vs. 14(5) 0.6718 - - 

Platelets x10
9
/L ≥ 200 vs. < 200 16(6) vs. 19(7) 0.3264 - - 

WBC (per μl) ≥ 11000 vs. < 11000 17(8) vs. 18(5) 0.1312 - - 

ALC (per μl) ≥ 6600 vs. < 6600 15(7) vs. 20(6) 0.0393 0.080 - 

B-cell count (per μl) ≥ 3600 vs. < 3600 15(7) vs. 20(6) 0.0125 0.038 5.22(1.43-13.1) 

FISH abnormality 
Normal/del(13q14) vs. 

other aberrations 
22(9) vs. 13(4) 0.0699 - - 

BM infiltration (%) ≥ 10% vs. < 10% 16(6) vs. 19(7) 0.6969 - - 

CD38>30% Yes/no 7(3) vs. 28(10) 0.9576 - - 

ZAP70>20% Yes/no 19(8) vs. 16(5) 0.1010 - - 

Progression in 17/49 CD5
neg

 

Age (years) ≥ 70 vs. < 70 20(8)  vs. 29(9) 0.5438 - - 

Male sex M/F 24(9) vs. 25(8) 0.3031 - - 

HB (g/dL) ≥ 13 vs. < 13 27(9) vs. 22(8) 0.5502 - - 

Platelets x10
9
/L ≥ 200 vs. < 200 28(10) vs. 21(7) 0.6187 - - 

WBC (per μl) ≥ 11000 vs. < 11000 27(9) vs. 22(8) 0.1852 - - 

ALC (per μl) ≥ 6300 vs. < 6300 20(7) vs. 29(10) 0.1556 - - 

B-cell count (per μl) ≥ 3500 vs. < 3500 19(11) vs. 30(6) 0.0055 - 4.29(1.54-11.99) 

FISH abnormality Yes/no 19(7) vs. 30(10) 0.7397 - - 

BM infiltration (%) ≥ 10% vs. < 10% 23(8) vs. 26(9) 0.6776 - - 

CD38>30% Yes/no 6(2) vs. 43(15) 0.7515 - - 

ZAP70>20% Yes/no 25(10) vs. 24(7) 0.2259 - - 

  *The optimal cut-off points for continuous variables were defined from the receiver-operator characteristic (ROC) curves. 

¥: Number of individuals with a specific feature or with a value at or above the cut-off point vs. the number of individuals 

without this feature or with a value below the cut-off point. Numbers in parentheses refer to subjects that have progressed to 

an overt disease in each case.    

†: Univariate analysis was assessed with Log-Rank test. 

‡: Multivariate analysis was assessed with Cox proportional hazard model. 



 

 
 

 

 

 

FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Number of cells carrying a cytogenetic aberration as a percentage to 

total number of cells evaluated (initial evaluation). Left: CLL-like clones. Right: 

Atypical and CD5
neg 

clones. Each symbol represents a single MBL case. 

 

 

Figure 2. B-cell compartment (%) increase according to the two different 

patterns of kinetics. Left: Cases showing increase in absolute blood counts. Right: 

Cases with stable WBC and ALC. *1st: First reevaluation with detectable changes in 

B-cell compartment. 
#
Last: Last follow-up with a detectable change in B-cell 

compartment 

 

 

Figure 3. Risk of progression from MBL to CLL or other CLPD. a: Time to 

progression according to phenotypic subgroup. b,c,d: Progression free survival 

according to absolute B-cell count for CLL-like (b), atypical (c) and CD5
neg

 (d) MBL. 

e: Progression free survival according to the presence of clonal evolution for all cases 
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