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Λακωνίας: Καταγραφή των τελευταίων πέντε (5) ετών.  
6. Ο επιπολασµός της ηπατίτιδας B σε εθελοντές αιµοδότες του νοµού 

Λακωνίας: Καταγραφή των τελευταίων πέντε (5) ετών. 
7. Σύγχρονη διάγνωση 3 πρωτοπαθών Καρκίνων ∆ιαφορετικού Ιστολογικού 

τύπου σε άνδρες ασθενείς. 
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8. Οξεία εστιακή βακτηριακή νεφρίτιδα ή νεφρικό απόστηµα:µια 
υπερηχοτοµογραφική διάγνωση(παρουσιάστηκε στο 16ο Πανελλήνιο 
Ουρολογικό Συνέδριο). 

 
 
∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ∆ΙΕΘΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΙΚΑ 
 

 

1.  Kostoula Demopoulos, Demetrios A. Arvanitis, Dimitrios A. Vassilakis, 
Nikolaos M. Siafakas, Demetrios A. Spandidos.  MYCL1 ,FHIT ,SPARC, 
p16INK4and TP53 genes associated to lung cancer in idiopathic pulmonary 
fibrosis. J.Cell.Mol.Med.Vol 6,No 2,2002 pp.215-222.  

2. Kostoula Demopoulos, Demetrios A. Arvanitis, Dimitris A. Vassilakis , 
Nikolaos M. Siafakas and Demetrios A. Spandidos .Genomic instability on 
hMSH2, hMLH1, CD48 and IRF4 loci in pulmonary sarcoidosis.International 
Journal of Biological Markers,Vol.17, Νo.4,pp.224-230. 

 
 
∆Ι∆ΑΚΤΙΚΟ ΕΡΓΟ 
 

1999-2000 ∆ιδασκαλία στα ΙΕΚ Σπάρτης στα µαθήµατα «Βασικές Βιολογικές 
Έννοιες-Φυσιολογία» και «Αποστειρώσεις και Σκεύη Εργαστηρίου» .  
 
 
ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΕΙΣ ΣΥΝΕ∆ΡΙΩΝ 
 

      6ο Πανελλήνιο Συνέδριο Γεροντολογίας-Γηριατρικής 
5o και 6ο Πανελλήνιο Συνέδριο Παθολογίας 
2ο, 3ο 4ο και 5ο Επιστηµονικό Συνέδριο Φοιτητών Ιατρικής Ελλάδος 
11ο Πανελλήνιο Ακτινολογικό Συνέδριο 
1η Ελληνοβουλγαρική Ιατρική Συνάντηση 
16ο και 17ο  Ιατρικό Συνέδριο Ενόπλων ∆υνάµεων 
3ο Συνέδριο Χειρουργικής Εταιρίας Βορείου Ελλάδος 
9ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο Νοσηµάτων Θώρακος 
2ο Πανελλήνιο Συνέδριο Χειρουργικής Θώρακος – Καρδιάς – Αγγείων 
1η ∆ιεθνής Συνάντηση της Ελληνικής Εταιρίας Αεροδιαστηµικής 
3ο Ετήσιο Αθλητιατρικό Επιµορφωτικό Σεµινάριο 
11ο Βορειοελλαδικό Ιατρικό Συνέδριο 
1ο Εθνικό Συνέδριο ΑΙDS και Σεξουαλικά Μεταδιδόµενων Νοσηµάτων 
17ο Εθνικό Συνέδριο Χειρουργικών Λοιµώξεων 
15ο Πανελλήνιο Συνέδριο Γαστρεντερολογίας  
3ο ∆ιεθνές Συνέδριο Αθλητιατρικής Εταιρίας Βορείου Ελλάδος 
7ο Πανελλήνιο Αιµατολογικό Συνέδριο                                                                                                    
2ο Πανελλήνιο Συνέδριο Μελέτης Εξαρτησιογόνων Ουσιών 
5th World Congress on Advances in Oncology 
3rd International Symposium on Molecular Medicine   
12ο Ουρολογικό Συµπόσιο (συµµετοχή και στην οργανωτική επιτροπή) 
6ο Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσοκοµειακών Λοιµώξεων και υγιεινής στο χώρο του 

Νοσοκοµείου 
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27ο Ετήσιο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο  
6ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ιολογίας 
8ο Πανελλήνιο Συνέδριο Μαιευτικής και Γυναικολογίας 
Μετεκπαιδευτικό σεµινάριο στην Κλινική Βιοχηµεία στην Παιδιατρική 
13ο Πανελλήνιο Συνέδριο AIDS 
5o Πανελλήνιο Συνέδριο Ανοσολογίας 
12ο Πανελλήνιο Συνέδριο Αιµατολογίας 
6th World Congress on Advances in Oncology 
4th International Symposium on Molecular Medicine 
16o Mετεκπαιδευτικό Σεµινάριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας 
3ο ∆ιανοσοκοµειακό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας ∆υτικής Ελλάδος 
20ο  Εθνικό Συνέδριο Μικροβιολογίας και 2ο  Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής 

Βιοπαθολογίας 
28ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο. 
16o Πανελλήνιο Ουρολογικό Συνέδριο 
8o Πανελλήνιο Συνέδριο Παθολογίας. 
7th World Congress on Advances in Oncology 
5th International Symposium on Molecular Medicine 
23o Πανελλήνιο Συνέδριο Χειρουργικής 
19ο Ιατρικό Συνέδριο Ενόπλων ∆υνάµεων 
∆ιήµερο Επιστηµονικό Συµπόσιο µε θέµα «AIDS» 
Ηµερίδα “Oυρολοιµώξεις”(Eρρίκος Ντυνάν) 
Μηχανισµοί αντοχής και έλεγχος ευαισθησίας των µικροβίων στα αντιβιοτικά 
29ο Πανελλήνιο Ιατρικό συνέδριο 
 
 
 
ΣΥΜΜΕΤΟΧΕΣ ΣΕ ΕΠΙΜΟΡΦΩΤΙΚΑ  ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ 
 
1. Σύγχρονη διαγνωστική µεθοδολογία σε λοιµώδη και αυτοάνοσα νοσήµατα 

(Ινστιτούτο Pasteur-2000) 
2. 1ο Μετεκπαιδευτικό Σεµινάριο Αντιµικροβιακής Χηµειοθεραπείας(Χειµώνας 

2002) 
3. 11ο Μετεκπαιδευτικό σεµινάριο:∆ιάχυτες διάµεσες πνευµονοπάθειες(2002) 
 
 
 
 
ΜΕΛΟΣ 
 
1.Ιατρικού Συλλόγου Αθηνών. 
2.Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας. 
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                                         ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
 
 
Η διδακτορική  αυτή διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Ιολογίας του 

Τµήµατος Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Κρήτης το χρονικό διάστηµα 2000-2003. 

Ολοκληρώνοντας τη συγγραφή αισθάνοµαι την επιθυµία και το χρέος να 

ευχαριστήσω όλους όσους συνέβαλαν σε αυτό το εκπόνηµα. Πρώτα από όλους 

ευχαριστώ τον καθηγητή µου και δάσκαλο στην Ιατρική Τέχνη ∆.Α.Σπαντίδο που 

µε παρότρυνε να ασχοληθώ µε αυτό εδώ το θέµα. Τον ευχαριστώ για την 

ενθάρρυνση και το κουράγιο που πάντα µου έδινε, τις πολύτιµες συµβουλές του, 

τις εύστοχες υποδείξεις και χρήσιµες συζητήσεις που κάναµε σε όλο αυτό το 

διάστηµα αλλά κυρίως για την γνώση και εµπειρία που µου µετέδωσε. Θα ήταν 

παράλειψη να µην εκφράσω τις ολόθερµες ευχαριστίες µου και στα άλλα δύο 

µέλη της τριµελούς επιτροπής, τον καθηγητή Ν.Σιαφάκα και το λέκτορα 

Μ.Φρουδαράκη καθώς και τα υπόλοιπα µέλη της επταµελούς επιτροπής για τη 

συµµετοχή τους στη διαδικασία αξιολόγησης της διατριβής µου. 

Ευχαριστώ επίσης όλα τα µέλη του εργαστηρίου Ιολογίας για την άψογη 

συνεργασία και ιδιαίτερα τους:∆.Α.Αρβανίτη, Ι.∆ιαλυνά, Σ.Μυγιάκη 

Α.Ζαφειρόπουλο και Γ.Σουφλά. 

Ιδιαίτερα ευχαριστώ τον άνδρα µου Στάθη Πανταζή για τη συµπαράσταση του, 

την κατανόηση και τις συµβουλές που µου παρείχε καθόλη τη διάρκεια αυτού του 

εκπονήµατος. 
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                                                            ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Η ιδιοπαθής πνευµονική ίνωση (ΙΡF) είναι µια ειδική µορφή χρόνιας διάµεσης 

πνευµονίας που περιορίζεται στον πνεύµονα και χαρακτηρίζεται από ινοβλαστική 

απάντηση µε ήπια µόνο σηµεία φλεγµονής .Σχεδόν πάντα οδηγεί σε ινωτική 

αποδόµηση του πνεύµονα. Πρόσφατα βρέθηκαν µερικές γενετικές αλλοιώσεις σε 

µικροδορυφορικό επίπεδο που είναι πιο συχνές στη νόσο. Στην παρούσα µελέτη 

χρησιµοποιήσαµε 40 εκκινητές µικροδορυφορικού DNA, οι µισοί από τους 

οποίους βρίσκονταν σε περιοχές που απαλείφονται συχνά στον καρκίνο του 

πνεύµονα. Με τη βοήθεια της πολλαπλής PCR µελετήσαµε 26 δείγµατα πτυέλων 

από ασθενείς µε ΙΡF και 26 από υγιείς και τα συγκρίναµε µε τα αντίστοιχα από το 

φλεβικό αίµα. Απώλεια ετεροζυγωτίας βρέθηκε σε 10 (38,5%) ασθενείς σε ένα 

τουλάχιστον τόπο ενώ κανείς από τους υγιείς δεν εµφάνιζε αλλαγές στους υπό 

µελέτη δείκτες. Η πλειοψηφία των αλλαγών (81,8%) βρέθηκε σε δείκτες που 

είχαν προηγούµενα συνδεθεί µε καρκίνο πνεύµονα στις περιοχές 1p34.3, 3p21.32-

p21.1, 5q32-q33.1, 9p21 και 17p13.1 όπου έχουν χαρτογραφηθεί τα γονίδια 

MYCL1, hMLH1, SPARC, p16Ink4 και TP53. Τα δεδοµένα αυτά φωτίζουν µια 

άλλη πτυχή στη παθογένεση της IPF και στη σύνδεσή της µε τον καρκίνο του 

πνεύµονα. 

Από την άλλη πλευρά, η πνευµονική σαρκοείδωση µοιράζεται χαρακτηριστικά 

τόσο της άνοσης νόσου όσο και της νεοπλασίας και παρουσιάζει αλλαγές σε 

µικροδορυφορικό επίπεδο σε δείγµατα πτυέλων σαρκοειδικών ασθενών. Aπώλεια  

ετεροζυγωτίας (LOH) βρέθηκε σε 13 από τους 38 (34,2%) ασθενείς σε ένα 

τουλάχιστον γενετικό τόπο. Οι αλλαγές αφορούσαν δείκτες που εδράζονταν σε 

γονίδια του επιδιορθωτικού συστήµατος κακώς ζευγαρωµένων βάσεων του 

DNA(MMR)  hMSH2 (2p22.3-p16.1) και hMLH1 (3p21.32-p21.1), καθώς και 

στα γονίδια CD48 (1q21-q23) και IRF4  (6p23-p25)που συνδέονται µε την 

ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων. Μικροδορυφορική αστάθεια (ΜΙΝ) 

παρατηρήθηκε σε πέντε περιπτώσεις (13,2%) σε ένα τουλάχιστον τόπο. Τα 

δεδοµένα αυτά δείχνουν ότι η γενετική αστάθεια στην πνευµονική σαρκοείδωση 

µπορεί να οφείλεται σε ελαττώµατα  του MMR ενώ οι αλλαγές στους λεµφο-

ειδικούς παράγοντες µπορεί να οδηγούν στο σχηµατισµό κοκκιώµατος. 
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                                          ABSTRACT 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a specific form of chronic interstitial pneumonia 

limited to the lung and characterized by a fibroproliferative response with only minor signs of 

inflammation, which almost always causes rapid fibrotic destruction of the lung. Recently, we 

reported that genetic alterations at the microsatellite level are frequent in this disease. In this 

study, we used 40 microsatellite DNA primers, approximately half of them located on regions 

frequently deleted in lung cancer. We analyzed, using multiplex PCR-based microsatellite 

assays, 26 sputum specimens from IPF patients and 26 from healthy matched subjects, versus 

correspondent venous blood. Loss of heterozygosity (LOH) was found in ten (38.5%) patients in 

at least one locus, while none of the healthy subjects exhibited any genetic alteration in the 

studied markers. The majority of these alterations (81.8%) were found on markers previously 

associated with lung cancer located on 1p34.3, 3p21.32-p21.1, 5q32-q33.1, 9p21 and 17p13.1 

where MYCL1, hMLH1, SPARC, p16Ink4 and TP53 genes have been mapped. These data 

provide new insights on IPF pathogenesis as well as a new perspective for its correlation with 

lung cancer.  

On the other hand, pulmonary sarcoidosis shares certain features with immune disease and 

neoplasia, and microsatellite DNA alterations are detectable in sputum specimens of pulmonary 

sarcoidosis patients. The biological basis and significance of these findings remain obscure, 

while information regarding the genetic basis of the disease is limited. Using multiplex PCR-

based microsatellite analysis, we investigated 40 markers located on 1p, 1q, 2p, 2q, 3p, 5q, 6p, 

7p, 9p, 11q, 14q and 17p in 38 sputum specimens of pulmonary sarcoidosis patients. Loss of 

heterozygosity (LOH) was found in 13 of 38 (34.2%) patients in at least one locus. These 

alterations occurred in the subset of markers located in or close to DNA mismatch repair 

(MMR) genes, hMSH2 (2p22.3-p16.1) and hMLH1 (3p21.32-p21.1), as well as in CD48 (1q21-

q23) and IRF4  (6p23-p25) genes associated with lymphocyte activation. Microsatellite 

instability (MIN) was observed in five cases (13.2%) in at least one locus. Our data suggest that 

genomic instability in pulmonary sarcoidosis could be due to MMR defects, while alterations of 

lymphocyte-specific agents could account for granuloma formation. 
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∆ΙΑΧΥΤΕΣ ∆ΙΑΜΕΣΕΣ  

ΠΝΕΥΜΟΝΟΠΑΘΕΙΕΣ(DIFFUSE INTERSTITIAL 

LUNG DISEASES-DILD) 
 

 

1.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 
Πρόκειται για χρόνια νοσήµατα του κατωτέρου αναπνευστικού συστήµατος 

που χαρακτηρίζονται από φλεγµονή, αποδιοργάνωση της φυσιολογικής δοµής των 

κυψελιδικών τοιχωµάτων και έκπτωση της λειτουργίας τους. Πρωτοπεριγράφτηκαν 

πριν 65 περίπου χρόνια όταν οι Hamman και  Rich   είχαν τέσσερις ασθενείς που 

κατέληξαν από άγνωστης αιτιολογίας διάχυτη διάµεση ίνωση των πνευµόνων µέσα 

σε λίγες εβδοµάδες(1). 

 

 

 

 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΣ 

 
Είναι οµάδα ετερογενών παθολογικών καταστάσεων που χαρακτηρίζονται 

από αλλοιώσεις της δοµής των κυψελίδων, της υφής του διάµεσου ιστού, των αγγείων 

και των βρογχιολίων. Είναι δυνατό να προσβληθούν οι αεραγωγοί ως και ο 

υπεζωκότας. ∆ηλαδή οι παθήσεις δεν περιορίζονται στα µεσοκυψελιδικά 

διαφράγµατα όπως αναφέρει ο όρος «διάµεσες». 

Σε αυτές ανήκει µεγάλος αριθµός παθήσεων διαφορετικής αιτιολογίας που 

εµφανίζουν κοινά κλινικά , απεικονιστικά ,παθολογοανατοµικά, παθοφυσιολογικά 

και λειτουργικά ευρήµατα(2,3). 
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1.3 ΕΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 
∆εν είναι καλά µελετηµένη και ποικίλει ανάλογα µε τον τύπο της πάθησης. 

Σύµφωνα µε µια έρευνα η συνολική συχνότητα είναι 80,9 ανά 100.000 στους άνδρες 

και 67,2 ανά 100.000 στις γυναίκες(4), δηλαδή λίγο µεγαλύτερη στους άνδρες. 

Είναι σχετικά συχνά νοσήµατα µεταξύ των πνευµονικών παθήσεων και 

ιδιαίτερα η ιδιοπαθής και δευτεροπαθής πνευµονική ίνωση. 

 

 

 

 

1.4 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ 

 
Υπάρχει διαφωνία σχετικά µε την ταξινόµηση. Μερικοί περιορίζουν τον όρο 

«ιδιοπαθείς διάµεσες πνευµονοπάθειες» στις διαταραχές που αφορούν στο επιθηλιακό 

και συνδετικό ιστό των κυψελιδικών διαφραγµάτων. Ωστόσο οι κλινικοί διευρύνουν 

τον όρο περιλαµβάνοντας διαταραχές και στον περιβρογχικό/ περιβρογχιλιακό 

συνδετικό ιστό ,τα ενδολοβιακά διαφράγµατα ,τους λεµφαδένες και τα αγγεία. 

Σήµερα περισσότερες από 180 διαφορετικές παθήσεις περιλαµβάνονται στη 

κατηγορία των διάχυτων διάµεσων πνευµονοπαθειών από τις οποίες τα 2/3 είναι 

άγνωστης αιτιολογίας. Κάθε οµάδα µπορεί να διαιρεθεί σε υποοµάδες σύµφωνα µε 

αιτιολογικά ή παθολογοανατοµικά κριτήρια(5). 

 

 

 

 

1.4.1  ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΚΗ 
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Πίνακας 1: Νόσοι διάµεσου πνευµονικού ιστού γνωστής αιτιολογίας. 

 

 

1. Ανόργανες σκόνες (συχνότερες) 

     Πυρίτιο, αµίαντος, τάλκ, καολίνη, αλουµίνιο, αντιµόνιο, άνθρακας, βηρύλλιο, 

τιτάνιο, κάδµιο. 

2.Οργανικές σκόνες 

     σπόροι µυκήτων, πρωτεΐνες βακτηριδίων, συνθετικές οργανικές ενώσεις         

(Πνεύµονας των γεωργών, βαγάκωση).  

 3.Τοξικά αέρια και οσµές 

      Οξυγόνο, χλωρίνη, SO2 ,οξείδια Mn, Mg, Ni, Cu, Zn. 

4.Φάρµακα 

       α κυτταροστατικά 

       β.αντιβιοτικά 

       γ.άλλα(χρυσός, διφαινυλυδαντοίνη, προπανολόλη κτλ.) 

       δ.δηλητήρια (Paraquat) 

       ε.αναλγητικά και υπνωτικά 

       στ.αντιαρρυθµικά 

5.Ακτινοβολία 

6.Λοιµώδη αίτια (θερµόφιλοι ακτινοµύκητες, Αspergillus sp.,µύκητες,   

µυκοβακτήρια Pneumonocystis carinii) 

7.Παθήσεις άλλων οργάνων 

        Χρόνιο πνευµονικό οίδηµα 

        Χρόνια ουραιµία. 

8.Αλλεργία 

9.Τραύµα 

10. Μεταβολικές παθήσεις. 
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Πίνακας 2: Νόσοι διάµεσου πνευµονικού ιστού άγνωστης αιτιολογίας. 

 

1.Ιδιοπαθής πνευµονική ίνωση (45% των διάµεσων πνευµονοπαθειών). 

2.Αυτοάνοσα ρευµατικά νοσήµατα(π.χ. λύκος, σκληρόδερµα, ρευµατοειδής 

αρθρίτιδα, µικτή κολλαγόνωση.) 

3.Σαρκοείδωση. 

4.Ιστιοκυττάρωση Χ. 

5.Σύνδροµο Goodpasture. 

6.Ιδιοπαθής πνευµονική αιµοσιδήρωση. 

7.Νόσος Wegener. 

8.Λεµφοκυτταρικές διηθητικές διαταραχές. 

9.Αγγειίτιδες. 

10.Αµυλοείδωση. 

11.Χρόνια ηωσινοφιλική πνευµονία. 

12.Νόσος Whipple. 

13.Αγκυλοποιητική σπονδυλοαρθρίτιδα 

14.Οξέα αιµορραγικά σύνδροµα πνευµονα (Ρ.Η.S) 

15.ΑRDS 

16.Φλεγµονώδης νόσος εντέρου. 

17.Κοκκιωµάτωση Langerhans’. 

18.Πνευµονική κυψελιδική πρωτεΐνωση. 

19.Κυψελιδική µικρολιθίαση. 

20.Λεµφαγγειωµάτωση. 

21.Κληρονοµικές παθήσεις (π.χ. οζώδης σκλήρυνση, νευροϊνωµάτωση). 

22.Φλεβοαποφρακτική νόσος του πνεύµονα. 

23.Μικρολιθίαση. 
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1.4.2 ΠΑΘΟΛΟΓΟΑΝΑΤΟΜΙΚΗ 

 
Σύµφωνα µε την ταξινόµηση του Liebow(6)  οι κατηγορίες είναι οι 

ακόλουθες: 

i) συνήθης διάµεση πνευµονία (Usual interstitial pneumonia) 

ii)  λεµφοκυτταρική διάµεση πνευµονία (Lymphoid interstitial 

pneumonia)  

iii)  αποφολιδωτική διάµεση πνευµονία (Desquamative 

interstitial pneumonia). 

iv) Γιγαντοκυτταρική διάµεση πνευµονία(Giant cell 

interstitial pneumonia) 

v) Βρογχιολίτιδα µε διάµεση πνευµονία (bronchiolotis with 

interstitial pneumonia ) 

 

Οι Katzenstein και Myers(7) πρόσθεσαν άλλες δύο κατηγορίες, τις :οξεία 

διάµεση πνευµονία (Acute interstitial pneumonia) και µη ειδική διάµεση 

πνευµονία (nonspecific interstitial pneumonia). 

 

 

 

 

1.5 ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 

 

1.5.1. ΑΝΑΤΟΜΙΑ ∆ΙΑΜΕΣΟΥ ΙΣΤΟΥ 

 
Οι κυψελίδες αποτελούνται από ένα µονό στρώµα επιθηλιακών κυττάρων 

πάνω σε µία βασική στιβάδα. Περισσότερα από το 90% αυτών των κυττάρων 

είναι τύπου Ι διαφοροποιηµένα και ευάλωτα στον τραυµατισµό. Τα υπόλοιπα 

είναι τύπο ΙΙ µεταβολικώς ενεργά κύτταρα που παράγουν µια σειρά από 

πρωτεΐνες όπως η φιµπρονεκτίνη, κολλαγόνο τύπου ΙV ,λαµινίνη ,συστατικά του 

συµπληρώµατος, παράγοντες συγκόλλησης, κυτοκίνες και πρωτεογλυκάνες. 
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Τα κύτταρα αυτά συµβάλλουν στη διατήρηση της δοµής των κυψελίδων 

και στην αποκατάσταση ενδεχοµένων βλαβών.  

Τα κυψελιδικά µακροφάγα παράγονται στο µυελό των οστό από 

αρχέγονα κύτταρα του διάµεσου χώρου. Όταν υπάρχει αυξηµένη ανάγκη σε 

αυτά, πολλαπλασιάζονται όσα βρίσκονται ήδη στον κυψελιδικό αυλό ή 

µεταναστεύουν από το διάµεσο ιστό. Στη συνέχεια µεταφέρονται στο φάρυγγα 

µέσω των τελικών βρογχιολίων και µε τη βοήθεια των αναπνευστικών κινήσεων 

αποβάλλονται µε την απόχρεµψη. Ο ρόλος τους στις διάµεσες πνευµονοπάθειες 

είναι σηµαντικός και κυρίως στις ανοσολογικές αντιδράσεις που συµβαίνουν.  

O διάµεσος κυψελιδικός ιστός αποτελεί το υπόστρωµα του πνεύµονα και 

εντοπίζεται γύρω από τις αεροφόρες οδούς, περιαγγειακά και κεντρολοβιδιακά. 

∆ιακλαδίζεται, εισχωρεί µεταξύ των κυψελιδωτών πόρων και σχηµατίζει το 

διάµεσο χώρο των κυψελιδικών διαφραγµάτων που αποτελείται από 

ιστιοκύτταρα, σιτευτικά κύτταρα, ελαστικές ,δικτυωτές ίνες, ίνες κολλαγόνου και 

σπάνιους ινοβλάστες. Είναι σχετικά χαλαρός σε αντίθεση µε τα κυψελιδικά 

κύτταρα που συνδέονται στενά έτσι ώστε οι αεραγωγοί να είναι στεγανοί. 

Ανάµεσα στον κυψελιδικό διάµεσο ιστό υπάρχουν τα πνευµονικά τριχοειδή που 

αποτελούνται από ένα στρώµα ενδοθηλιακών κυττάρων πάνω σε µια βασική 

στιβάδα .Αυτή διαχωρίζεται από τη βασική επιθηλιακή στιβάδα µε τα κυψελιδικά 

διαφράγµατα. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι και αυτά ευάλωτα στον 

τραυµατισµό και έχουν την ικανότητα να µεταναστεύουν ,διασπείρονται , 

πολλαπλασιάζονται και να παράγουν συστατικά της τριχοειδικής βασικής 

στιβάδας και αναστολείς πρωτεασών (8).  

Τα λεµφαγγεία του πνεύµονα αναπτύσσονται σε ένα επιπολής δίκτυο 

κάτω από τον υπεζωκότα και σε ένα εν τω βάθει που συνοδεύει το βρογχικό 

δέντρο. Ξεκινούν από τα µεσολόβια διαφραγµάτια και τις κορυφές των 

κυψελιδικών πόρων και παροχετεύουν το υγρό του διάµεσου χώρου. Στη 

διαδικασία αυτή συµβάλλει και ο συνδετικός ιστός που περιβάλλει τα βρογχικά 

αγγεία. 
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1.5.2 ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΑ ∆ΙΑΜΕΣΟΥ ΙΣΤΟΥ 

 
Ο κυψελιδικός διάµεσος ιστός περιέχει µεσεγχυµατικά κύτταρα (ινοβλάστες) 

,µονοκύτταρα/µακροφάγα και σπάνια λεµφοκύτταρα µέσα σε µεσοκυττάρια 

ουσία(3,8).Οι ινοβλάστες είναι η κύρια πηγή µεσοκυττάριων µακροµορίων, 

φιµπρονεκτίνης, λαµινίνης, ελαστίνης, γλυκοπρωτεϊνών και σε κυτταροκαλλιέργειες 

συνθέτουν κολλαγόνο τύπου Ι, ΙΙ, IV,V και VI. Μερικοί ινοβλάστες παράγουν 

κυτοκίνες (π.χ. τον platelet-derived growth factor και άλλους αυξητικούς παράγοντες) 

, ένζυµα και βιοενεργά λιπίδια όπως η προσταγλανδίνη Ε2. Μονοκύτταρα, 

µακροφάγα και λεµφοκύτταρα είναι τα κύρια µεταναστευτικά κύτταρα που 

βρίσκονται στον κυψελιδικό διάµεσο ιστό. Τα µακροφάγα µπορούν να παράγουν µια 

σειρά από κυτοκίνες, βιοενεργά λιπίδια και πρωτεϊνάσες. 

Ινοβλάστες, κύτταρα τύπου ΙΙ και ενδοθηλιακά επιτελούν εξειδικευµένες 

λειτουργίες µε σκοπό την αποκατάσταση της βλάβης. Άλλα συνθέτουν συνδετικό 

ιστό και µεσοκυττάριες πρωτεΐνες και άλλα αντικαθιστούν τα κατεστραµµένα 

κύτταρα.    

Οι διάφοροι τύποι του κολλαγόνου αποτελούν το 60% του βάρους του 

διάµεσου συνδετικού ιστού και κυρίως οι τύποι Ι και ΙΙΙ σε αναλογία 2:1 ενώ 

αυξηµένα είναι και τα επίπεδα του κολλαγόνου τύπου V. Η ελαστίνη αποτελεί το 

30% ενώ οι γλυκοζαµινογλυκάνες και οι πρωτεογλυκάνες λιγότερο από το 1%. 

Συµπερασµατικά, ο διάµεσος ιστός ενισχύει την άµυνα του αναπνευστικού 

µέσω ανοσολογικών µηχανισµών και παραγωγής κυττάρων φλεγµονής. Παράλληλα 

µέσω της τριχοκυψελιδικής µεµβράνης ρυθµίζει την ανταλλαγή ουσιών και βοηθά 

στη διατήρηση της αρχιτεκτονικής δοµής των κυψελίδων.  
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1.5.3 ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Όλα ξεκινούν µε τη φλεγµονή των κυψελίδων ως απάντηση στην επίδραση 

διαφόρων βλαπτικών αιτιών που εισπνέονται ή φθάνουν µέσω της κυκλοφορίας. 

Μέσα στις κυψελίδες, στον περιαγγειακό χώρο  και στο διάµεσο πνευµονικό ιστό 

συγκεντρώνονται φλεγµονώδη κύτταρα, όπως λεµφοκύτταρα στη σαρκοείδωση και 

πολυµορφοπύρηνα στην ιδιοπαθή πνευµονική ίνωση αλλά και κυψελιδικά 

µακροφάγα, ηωσινόφιλα. Το γεγονός αυτό οδηγεί στην ανάπτυξη αγγειίτιδας ή 

κυψελιδίτιδας που ο βαθµός της καθορίζει την περαιτέρω πορεία. Αν ολοκληρωθεί η 

διαδικασία θα συµβεί διαταραχή στο ρυθµό ανανέωσης /καταστροφής των στοιχείων 

του διάµεσου ιστού µε αποτέλεσµα τη συνεχή αύξηση του συνδετικού ιστού των 

µεσοκυψελιδικών διαφραγµάτων και την ίνωση των πνευµόνων. Στα παραπάνω 

συµβάλλουν και δύο άλλοι µηχανισµοί: η άµεση τοξική επίδραση και η πρόκληση 

άνοσης αντίδρασης.(Εικ.1).  

H βασική στιβάδα αποδοµείται και έτσι χάνεται ο σκελετός για την 

αποκατάσταση των κυψελίδων. Σε απάντηση στα παραπάνω γεγονότα, τα κύτταρα 

των κυψελίδων απελευθερώνουν ενεργές ρίζες οξυγόνου, πρωτεΐνάσες, παράγωγα 

του αραχιδονικού οξέος, συστατικά του συµπληρώµατος και κυτοκίνες όπως τον 

TNF.Υπάρχει η γενική άποψη ότι όταν καταστραφεί η βασική στιβάδα οι κυψελίδες 

δε µπορούν να αποκατασταθούν. 

Η εικόνα της «µελισσοκηρύθρας» προκύπτει από το συνδυασµό κυψελιδίτιδας 

και ινώδους απάντησης. Εδώ παίζουν ρόλο οι κολλαγενάσες και άλλες πρωτεΐνάσες, 

που παράγονται από τα µακροφάγα, τα ουδετερόφιλα και άλλα κυψελιδικά κύτταρα. 

Η ίνωση δεν επηρεάζει τις παρακείµενες στα βρογχιόλια αεροφόρες οδούς. 

Πρέπει βέβαια να αναφέρουµε ότι υπάρχουν και περιπτώσεις στις οποίες η 

κυψελιδίτιδα, όπως η λεµφοκυτταρική , όχι µόνο δεν καταλήγει σε ίνωση αλλά 

µπορεί να αποτελεί την «ορθή» απάντηση του πνεύµονα σε τοξικές π.χ. ουσίες ή 

µηχανισµό άµυνας έναντι της νεοπλασίας(9-15). 

Ο περιορισµός στις διηθητικές πνευµονοπάθειες οφείλεται κυρίως σε 

µηχανικούς λόγους. Οι διηθηµένοι και ινωτικοί πνεύµονες απαιτούν µεγάλες πιέσεις 

από τους αναπνευστικούς µύες για να εκπτυχθούν. 

Στις διηθητικές πνευµονοπάθειες προσβάλλονται και οι µικροί αεραγωγοί και 

τα µικρά πνευµονικά αγγεία χωρίς όµως σοβαρές διαταραχές της δοµής τους. 
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Aξιοσηµείωτο είναι ότι διάφοροι τύποι διάχυτων διάµεσων πνευµονοπαθειών 

διαφορετικής αιτιολογίας µπορεί να έχουν παρόµοια ιστολογικά ευρήµατα όπως οι 

ιογενείς πνευµονίες µε την οξεία διάµεση πνευµονία , τις πνευµονοπάθειες λόγω 

ασβέστωσης ,φαρµάκων ή ρευµατοειδούς αρθρίτιδας. 

 Στο σύνδροµο Hamman-Rich υπάρχει εξοίδηση και πάχυνση του τοιχώµατος 

των κυψελίδων λόγω της συγκέντρωσης λεµφοκυττάρων, ινοβλαστών και 

µυοϊνοβλαστών. Οι κυψελίδες είναι γεµάτες µε µακροφάγα. 

 

 

 

 

Εικ.1. Παθοφυσιολογία διάχυτων διηθητικών πνευµονοπαθειών. 

 
Άµεση τοξική επίδραση              Φλεγµονώδης αντίδραση           Ανοσολογική 

βλάβη  (ακτινοβολία, δηλητη                   

- ριώδη αέρια)                 (ενεργοποίηση C,απελευθέρωση        (Αb,εναπόθεση  

                                       ενζύµων, τoξικές ρίζες)                    ανοσοσυµπλε-                                 
                                                                                                  γµάτων)    
 

          ⇓                                            ⇓                          ⇓ 

                                   
                               Eπιθηλιακή/Ενδοθηλιακή καταστροφή και/ή νέκρωση 

                                         ∆ιαχωρισµός βασικής µεµβράνης 

                                                    ⇓                                             
                                                Κυψελιδίτιδα ή αγγειίτιδα 

                                                                     ⇓ 

                          Εκτόπιση ή διήθηση πνεύµονα από ινοβλάστες                        

                                                                       ⇓ 
                                     ∆ύσπνοια και διαταραχή της ανταλλαγής των αερίων 

                                   ⇓                                  ⇓ 
                                      Υποχώρηση                         Πνευµονική ίνωση 
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1.6 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΡΟ∆ΙΑΘΕΣΗ 

 
Παρόλο που η αιτιοπαθογένεια αυτών των νοσηµάτων παραµένει άγνωστη, 

έχουν αυξηθεί οι γνώσεις µας σχετικά µε τη γενετική τους βάση(16). Φαίνεται πως 

έχει µεγάλη σηµασία αφού όλοι όσοι εκτίθονται σε ινοποιούς παράγοντες δεν 

εµφανίζουν νόσο. Έχουν αναφερθεί περιπτώσεις οικογενειών όπου η νόσος 

εµφανίζεται σε µονοζυγώτες διδύµους και σε συγγενείς 1ου βαθµού. Επίσης οι 

διάµεσες πνευµονοπάθειες συνοδεύουν κληρονοµικά σύνδροµα. Οι γενετικοί µαζί µε 

τους περιβαλλοντικούς παράγοντες καθορίζουν την κλινική έκφραση.  

Σχετικά µε τους γενετικούς παράγοντες φαίνεται πως είναι πολύπλοκοι και 

πολλαπλοί. Περιλαµβάνουν γονίδια που σχετίζονται µε κυτοκίνες, παράγοντες 

αύξησης, οξειδωτικά συστήµατα και συστήµατα επιδιόρθωσης του DNA , HLA 

αντιγόνα. Η άλλοτε άλλη συµµετοχή αυτών των γονιδίων, η γενετική ποικιλοµορφία 

και η πληθώρα των εξωγενών παραγόντων επίδρασης εξηγούν το ευρύ κλινικό φάσµα 

αυτών των παθήσεων.   

Ορισµένοι HLA φαινότυποι συνδέονται µε τη σοβαρότητα των νόσων. 

Έρευνες έχουν δείξει µεταβολές στην έκφραση του γονιδίου του κολλαγόνου και στη 

µεταγραφική ρύθµιση της σύνθεσης του. Έχει βρεθεί αύξηση στη µεταγραφή του 

γονιδίου και στον αγγελιαφόρο mRNA. 

Είναι φανερό πως η ανεύρεση αλληλόµορφων γονιδίων που προδιαθέτουν 

στην εµφάνιση διάµεσων πνευµονοπαθειών θα βοηθήσει στην έγκαιρη πρόβλεψη και 

άµεση αντιµετώπιση αυτών µε στόχο τη µείωση της θνησιµότητας και νοσηρότητας. 

 

 

 

 

1.7 ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ 

 
Το φάσµα των κλινικών εκδηλώσεων είναι τόσο µεγάλο όσο και ο αριθµός 

των παθήσεων που υπάγονται σε αυτή την κατηγορία. Οι περισσότεροι ασθενείς 

προσέρχονται µε δύσπνοια που έχει εγκατασταθεί απότοµα και είναι προοδευτικά 
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επιδεινούµενη στην άσκηση, µε µειωµένη ικανότητα για σωµατική προσπάθεια και 

µε ξηρό µη παραγωγικό βήχα. Είναι δυνατό να παρατηρηθεί επίσης πυρετός, 

πλευριτικός πόνος ,αιµόπτυση αλλά και εξωπνευµονικές εκδηλώσεις. 

Η πνευµονική υπέρταση, η πνευµονική καρδία και η κυάνωση αποτελούν 

όψιµα ευρήµατα αυτών των νόσων. 

Ωστόσο είναι δυνατό διάχυτες διάµεσες πνευµονοπάθειες που έχουν 

επιβεβαιωθεί παθολογοανατοµικά να είναι ασυµπτωµατικές. 

 

 

 

 

1.8 ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ-ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ 

 
Η εκτόπιση των φυσιολογικών ανατοµικών στοιχείων του πνεύµονα από 

ινώδη ιστό οδηγεί σε περιοριστικού τύπου διαταραχή αερισµού µε σταδιακή 

ελάττωση όλων των πνευµονικών όγκων, της ενδοτικότητας και της ικανότητας 

διάχυσης. Η σχέση FEV1/FVC και οι πνευµονικές αντιστάσεις είναι φυσιολογικές. Η 

ροή είναι συνήθως φυσιολογική ή αυξηµένη, αν ληφθεί υπόψη ο όγκος του πνεύµονα.  

Οι πνευµονικοί όγκοι και οι χωρητικότητες εξαρτώνται από το στάδιο της νόσου 

καθώς και από τον τύπο της. Στη σαρκοείδωση σταδίου ΙΙΙ, στην πνευµονία από 

υπερευαισθησία, στην οζώδη σκλήρυνση, στην νευροϊνωµάτωση και στο ηωσινόφιλο 

κοκκίωµα η ολική πνευµονική χωρητικότητα είναι αυξηµένη. 

Η απώλεια των κυψελίδων προκαλεί διαταραχή της ισορροπίας αερισµού-

αιµάτωσης. Από την εξέταση των αερίων αίµατος υπάρχει υποξαιµία λόγω µείωσης 

της ικανότητας διάχυσης. Η υποξαιµία επιτείνεται µε την άσκηση επειδή η διήθηση 

των πνευµονικών αγγείων οδηγεί σε απώλεια των εφεδρειών που φυσιολογικά έχει η 

πνευµονική κυκλοφορία. Υπάρχει και υποκαπνία από  υπεραερισµό λόγω ερεθισµού 

των παρατριχοειδών υποδοχέων από τη διήθηση και αργότερα την υποξαιµία (17,18).  

Ορολογικές εξετάσεις για αντιπυρηνικά αντισώµατα και ρευµατοειδή 

παράγοντα είναι θετικά στο 20-40% των ασθενών, χωρίς όµως να είναι διαγνωστικά. 

Σε µερικές περιπτώσεις τα ΑNCAs µπορεί να είναι διαγνωστικά όπως στην 

περίπτωση της κοκκιωµάτωσης Wegener’s. 
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Η ακτινογραφία θώρακος δε θέτει τη διάγνωση αλλά µπορεί να επιβεβαιώσει 

την ύπαρξη διάχυτης διάµεσης πνευµονοπάθειας µε τις χαρακτηριστικές διάχυτες 

ακτινοσκιερές βλάβες και στα δύο πνευµονικά πεδία. Είναι δυνατό η ακτινογραφία 

θώρακος να είναι φυσιολογική και να υπάρχει µόνο µείωση της ικανότητας διάχυσης 

του CO και υποξυγοναιµία.  

 

 

 

 

1.9 ΠΡΟΓΝΩΣΗ 

 
Mπορεί να είναι οξείες, υποξείες ή χρόνιες. Μερικές είναι 

αυτοπεριοριζόµενες, χωρίς θεραπεία. Άλλες απαντούν καλά στη θεραπεία και το 

υπόλειµµα βλάβης στον πνεύµονα είναι µικρό. Υπάρχουν άλλες που δεν απαντούν 

στη θεραπεία και εξελίσσονται σε διάχυτη ίνωση µε αποδόµηση των κυψελίδων και 

διαταραχή στην ανταλλαγή των αερίων(19,3). 

Η ηλικία θεωρείται καλός προγνωστικός παράγοντας αφού οι νεότεροι 

αποκαθιστούν ευκολότερα τις βλάβες των κυψελίδων και απαντούν καλύτερα στη 

θεραπεία. Η συνύπαρξη άλλων παρεγχυµατικών νόσων επιδεινώνει την πρόγνωση. 

 

 

 

 

1.10  ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ 

 

Οι περισσότερες από τις διηθητικές παθήσεις απαιτούν ανοιχτή βιοψία 

πνεύµονα για τη διάγνωση εκτός από τη σαρκοείδωση που µπορεί να διαγνωστεί και 

µε διαβρογχική βιοψία. Το σπινθηρογράφηµα γαλλίου που προσλαµβάνεται µόνο από 

τα φλεγµονώδη κύτταρα  και η βρογχοκυψελιδική έκπλυση δε δίνουν ειδική 

διάγνωση αλλά βοηθούν στο να εκτιµηθεί ο χαρακτήρας και η έκταση της φλεγµονής. 

Ιδιαίτερα χρήσιµη είναι η βρογχοκυψελιδική έκπλυση σε περίπτωση λοίµωξης από 

πνευµονοκύστη Carinii ή µυκοβακτήρια καθώς και όταν η κυτταρολογική εξέταση 

αποκαλύπτει την παρουσία καρκινικών κυττάρων. 
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ΣΑΡΚΟΕΙ∆ΩΣΗ 
 

 

2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ-ΟΡΙΣΜΟΣ 

 
Πρωτοπεριγράφτηκε το 1869 ως «δερµατοπάθεια των Hutchinson και Boek» 

ενώ η πολυσυστηµατική της εντόπιση έγινε γνωστή το 1917. Από την πρώτη διεθνή 

συνάντηση για τη σαρκοείδωση στην Ουάσιγκτον το 1960, ο ορισµός της 

σαρκοείδωσης έχει αναθεωρηθεί πολλές φορές(20).Παράλληλα, η τεχνική του BAL 

και οι ανοσοϊστοχηµικές µέθοδοι που επιτρέπουν πρόσβαση στα κυτταρικά και µη 

συστατικά των πασχουσών περιοχών απέτυχαν να θέσουν µια νέα υπόθεση σχετικά 

µε την εξέλιξη της νόσου.  

Για περισσότερο από εκατό χρόνια παραµένει άγνωστης αιτιολογίας χρόνια 

συστηµατική κοκκιωµατώδης πάθηση(21). Πρόκειται για απάντηση υπερευαισθησίας 

στις σαρκοειδικές περιοχές. Χαρακτηρίζεται από συγκεντρώσεις επιθηλιοειδών 

κυττάρων χωρίς τυροειδοποίηση σε όλα τα προσβεβληµένα όργανα ή ιστούς, χωρίς 

αυτό να είναι ειδικό εύρηµα . Είναι δυνατό να υπάρχει ινωδοειδής νέκρωση στο 

κέντρο µερικών κοκκιωµάτων(22,23). Οι βλάβες εντοπίζονται κυρίως ενδοθωρακικά 

µε διόγκωση των πυλαίων και παρεγχυµατικών λεµφαδένων και διήθηση του 

πνευµονικού παρεγχύµατος. Οι κυριότερες θέσεις εξωθωρακικής εντόπισης είναι το 

δέρµα και τα µάτια. 

Mαζί µε την ιδιοπαθή πνευµονική ίνωση αποτελούν τις πιο συχνές διάµεσες 

πνευµονοπάθειες(24). 
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2.2  ΕΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Η επίπτωση της νόσου είναι 1-64 περιπτώσεις ανά 100.000 πληθυσµού 

ανάλογα µε τη χώρα και τη φυλή(25-27). Το τόσο ευρύ φάσµα της επίπτωσης 

οφείλεται αφενός στις µεγάλες γεωγραφικές και εθνικές διακυµάνσεις και αφετέρου 

στην έλλειψη ενός κοινά αποδεκτού ορισµού της πάθησης. Εντοπίζεται παγκοσµίως 

αλλά απαντά κυρίως στις αναπτυγµένες χώρες. Η συχνότητά της  είναι δεκαπλάσια 

στο µαύρο πληθυσµό των Η.Π.Α όπου είναι πιο επιθετική και µε εξωθωρακικές 

εντοπίσεις. Το ίδιο συµβαίνει και µε τους Ινδούς που ζουν στην Αγγλία(28,29). 

Παρόλα αυτά το 79% των ασθενών ανά τον κόσµο είναι λευκοί. Επίσης τα όργανα 

που προσβάλλονται διαφέρουν µεταξύ των χωρών, των φυλών και των ατόµων(20). 

Στη Σουηδία, το σύνδροµο Loefgren(οξεία µορφή της νόσου) είναι συχνότερο σε 

σχέση µε άλλες χώρες.  

Έχει βρεθεί εποχιακή κατανοµή της νόσου στην Ελλάδα (70% των 

περιπτώσεων εµφανίζονται µεταξύ Μάρτη και Μάη κάθε χρόνο), στην 

Ισπανία(περίπου 50% των διαγνώσεων µεταξύ Απρίλη και Ιούνη) και στην Ιαπωνία 

(µεταξύ Ιουνίου και Ιουλίου)(30,31). Στην Αµερική και στην Αγγλία η επίπτωση 

είναι µεγαλύτερη στους υγιείς εργάτες από ότι στο γενικό πληθυσµό ενώ άλλη µελέτη 

αναφέρει µεγαλύτερη συχνότητα µεταξύ του πληρώµατος πλοίων, αεροπλάνων και 

πυροσβεστών(32-38).  

Παρατηρείται κυρίως στην τρίτη και τέταρτη δεκαετία της ζωής παρόλο που 

µπορεί να εµφανιστεί και στα 70 χρόνια. Τα δύο τρίτα των ασθενών είναι κάτω από 

40 χρ. τη στιγµή της διάγνωσης. Μάλλον προσβάλλει συχνότερα τις γυναίκες 

τουλάχιστον στο µαύρο πληθυσµό(39).  

 

 

2.3 ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Από το 1869 που ο Jonathan Hutchinson πρώτος περιέγραψε τη νόσο ως 

σήµερα έχουν γίνει πολλές προσπάθειες για να καθοριστούν τα αίτια της νόσου. 
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Παράγοντες φλεγµονής , χηµικά, φάρµακα, αλλεργία(πχ. γύρη του πεύκου, 

ζιρκόνιο, άλλα µέταλλα), αυτοανοσία  και γενετικοί παράγοντες έχουν ενοχοποιηθεί. 

Παρόλο που πολλές µελέτες θεωρούν τη σαρκοείδωση ένα είδος φυµατίωσης, αυτό 

δεν έχει αποδειχθεί(40). Ωστόσο τα άτυπα µυκοβακτήρια ,οι νοκάρδιες, τα 

µυκοπλάσµατα και τα προπιονοβακτήρια(Propionibacterium acnes και P.granulosum) 

ίσως παίζουν ρόλο σε µια µικρή οµάδα ασθενών(41-46). Ορισµένοι ερευνητές 

αναφέρουν µεγαλύτερη ανίχνευση µυκοβακτηριακού DNA από σπληνικούς ιστούς 

και BAL ασθενών σε σχέση µε το υγιές δείγµα ελέγχου(41,42,47,48). Ωστόσο δεν 

έχει αποµονωθεί ως τώρα µυκοβακτηρίδιο από καλλιέργειες προσβεβληµένου ιστού 

ούτε έχει επιτευχθεί πειραµατικά φυµατίωση µετά από ένεση σαρκοειδικού ιστού. 

 Ιοί, όπως της ερυθράς ,της ιλαράς, της γρίππης , της παραγρίππης έχουν 

ενοχοποηθεί. Επιπλέον αυξηµένοι τίτλοι αντισωµάτων έναντι του Epstein Barr για 

παράδειγµα έχουν βρεθεί. Πιστεύεται ότι οι µικροοργανισµοί κατορθώνουν να 

επιβιώνουν στο σαρκοειδικό ιστό λόγω διαταραχής της ανοσίας σε αυτούς. Πάντως 

ως τώρα ούτε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο ούτε οι ιστοκαλλιέργειες  έχουν 

κατορθώσει να αποκαλύψουν κάποιο λοιµογόνο παράγοντα. Μελετώντας τα 

ανοσολογικά χαρακτηριστικά της νόσου, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι πρόκειται για 

µια αντίδραση υπερευαισθησίας σε επίµονα περιβαλλοντικά οργανικά αντιγόνα. Η 

εισπνοή γύρης πεύκου, σκόνης ροδάκινου, ταλκ και η δευτερογενής οξάλωση έχουν 

ενοχοποιηθεί, χωρίς όµως αυτό να έχει αποδειχθεί(49-51). Oυσίες που µοιάζουν µε το 

βηρύλλιο µπορεί να είναι αιτίες(52-54). Όλοι αυτοί οι αντιγονικοί παράγοντες 

ελάχιστα αποδοµούνται στα µακροφάγα. 

Έχει βρεθεί σχέση της σαρκοείδωσης  µε άλλες νόσους του κολλαγόνου ,όπως 

το σύνδροµο Sjogren , η ρευµατοειδής αρθρίτιδα και η µυασθένεια Gravis(55-57). 

Οι νεότερες µελέτες αναφέρουν ότι η σαρκοείδωση δεν οφείλεται σε ένα 

παράγοντα αλλά είναι το αποτέλεσµα πολλών παθογενετικών παραγόντων που 

οδηγούν στην ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων.  
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2.4  ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ-ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Τα κοκκιώµατα στη σαρκοείδωση έχουν παρόµοια ιστολογική εικόνα µε αυτά 

της φυµατίωσης. Στην τελευταία γνωρίζουµε ότι έχουµε αντίδραση υπερευαισθησίας 

τύπου ΙV , κάτι που πιστεύουµε ότι συµβαίνει και στη σαρκοείδωση. Μελέτες  

κυττάρων στο BAL έχουν βοηθήσει στην κατανόηση των µηχανισµών που οδηγούν 

στο σχηµατισµό των σαρκοειδικών περιοχών(54). 

Υπάρχει παθολογική λειτουργία των θυµοεξαρτώµενων T λεµφοκυττάρων µε 

αποτέλεσµα τη συγκέντρωση κυψελιδικών µακροφάγων και το σχηµατισµό 

κοκκιώµατος(Εικ.2). Το αρχικό ερέθισµα για τη διέγερση των λεµφοκυττάρων 

παραµένει άγνωστο. Ίσως ο διεγερµένος υποδοχέας των CD3 λεµφοκυττάρων από 

ένα αντιγόνο ή αυτοαντιγόνο του µείζονος συστήµατος ιστοσυµβατότητας (ΗLA) 

τάξης ΙΙ στα µονοκυτταρικά φαγοκύτταρα ενεργοποιεί τα λεµφοκύτταρα. 

  Στο σηµείο αυτό ενδιαφέρον παρουσιάζει η εκλεκτική χρήση των 

αντιγονικών θέσεων του υποδοχέα των T κυττάρων(TCR) από τα διάφορα αντιγόνα. 

Η πλειοψηφία των T κυττάρων χρησιµοποιούν την TCR-α/β αλυσίδα ενώ η TCR γ/δ 

ίσως παίζει ρόλο στην κοκκιωµατώδη απάντηση(58). Έρευνα έδειξε ότι οι ασθενείς 

µε σαρκοείδωση έχουν µεγαλύτερους αριθµούς Vγ9 και Vδ2 αντιγράφων σε σχέση 

µε τους υγιείς και η περιορισµένη ποικιλία των TCR συνδετικών θέσεων συνδέεται 

µε απάντηση σε συγκεκριµένα ερεθίσµατα, πιθανώς αντιγονικά. Στους ίδιους 

ασθενείς βρέθηκε και αυξηµένο ποσοστό των γ/δ T κυττάρων που εκφράζουν τις 

Vδ1(59,60). 

  Τα ενεργοποιηµένα T λεµφοκύτταρα εκκρίνουν ουσίες όπως η ιντερλευκίνη 

2 (ΙL-2) που προάγει τον πολλαπλασιασµό τους ,ο χηµειοτακτικός παράγοντας των 

µονοκυττάρων και ο παράγοντας αναστολής της µετανάστευσής τους που προάγει τη 

µετανάστευση των µονοκυττάρων και τη διαφοροποίησή τους σε µακροφάγα και 

επιθηλιοειδή κύτταρα . Επίσης παράγουν και λεµφοκίνες µε αποτέλεσµα την 

πολυκλωνική διέγερση των Β λεµφοκυττάρων και την υπεργαµµασφαιριναιµία(61). 

Τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα παράγουν ιντερλευκίνη -1,  - 6 και συντελούν στην 

πνευµονική ίνωση µέσω της ιντερφερόνης γ και της φιµπρονεκτίνης. Είναι κύτταρα- 

κλειδιά για την ενεργό ιστική ανάπλαση µέσω της απελευθέρωσης κυτοκινών, 

χυµοκινών µε προφλεγµονώδη και ινωγενετική δραστηριότητα ,ενεργών ριζών 

οξυγόνου και πρωτεολυτικών ενζύµων. Οι κυτοκίνες µαζί µε τα µονοπύρηνα 
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φαγοκύτταρα ενεργοποιούνται και πολλαπλασιάζονται στο σηµείο της φλεγµονής µε 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό κοκκιώµατος. 

Τα αυξηµένα επίπεδα mRNA και πρωτεϊνών για την ΙL-12,IL-18 και την 

ιντερφερόνη γ στους σαρκοειδικούς ασθενείς επιβεβαιώνουν την ανοσολογική-

φλεγµονώδη απάντηση τύπου ΤΗ1(62-64). Προς την κατεύθυνση αυτή συµβάλλουν 

και η ιστική συγκέντρωση CD4+ λεµφοκυττάρων που ανευρίσκονται αυξηµένα στο 

ΒΑL.Αυξηµένος είναι και ο λόγος CD4/CD8.Η ιστική αναδόµηση στην σαρκοείδωση 

προέρχεται από την ισορροπία µεταξύ της διάσπασης των υπαρχόντων πρωτεϊνών της 

µεσοκυττάριας ουσίας και της παραγωγής νέων. Πράγµατι ,αυξηµένες συγκεντρώσεις 

φιµπρονεκτίνης και προκολλαγόνου τύπου ΙΙΙ έχουν βρεθεί στο BAL ασθενών µε 

σαρκοείδωση(65). 

Tα αυξηµένα επίπεδα του TGFb στις σαρκοειδικές περιοχές δείχνουν το ρόλο 

του ως πιθανό ινωτικό παράγοντα αλλά και τον αρνητικό ρυθµιστικό του ρόλο στην 

ανοσολογική απάντηση(66). Nεότερες µελέτες δείχνουν πως υπάρχει µια πολύπλοκη 

σχέση µεταξύ των ανοσοκυττάρων, των φλεγµονωδών διαµεσολαβητών των 

πρωτεϊνών του συνδετικού ιστού και του καταρράκτη της συγκόλλησης-ινωδόλυσης 

που προάγει το σχηµατισµό κοκκιώµατος(67). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον αποκτούν τελευταία οι µεταλοπρωτεϊνάσες(ΜΜΡς) και 

οι αναστολείς τους(ΤΜΜΡς). Η οικογένεια των µεταλοπρωτεϊνασών περιέχει 

περισσότερες από 20 ενδοπεπτιδάσες που έχουν την ικανότητα να διασπούν τις 

σηµαντικότερες ουσίες του διάµεσου ιστού, κάτι που τις καθιστά απαραίτητες στην 

ανάπτυξη και αναδόµηση των ιστών(68). O ρόλος τους είναι ακόµη πιο περίπλοκος 

αφού έχει βρεθεί ότι συµβάλλουν και στην παραγωγή και οργάνωση µορίων της 

µεσοκυττάριας ουσίας, κάτι που ίσως εξηγεί το παράδοξο εύρηµα της αυξηµένης 

δραστηριότητας τους σε ινωτικούς ιστούς(69). Στη σαρκοείδωση έχει βρεθεί 

αυξηµένη παραγωγή ΜΜΡ-2 από τα κυψελιδικά µακροφάγα , αυξηµένα επίπεδα 

ΜΜΡ-9 στα πτύελα και αυξηµένη δραστηριότητα κολλαγόνου στο BAL(70-72). 

Επιπλέον έχει βρεθεί ότι τα κύτταρα του πυρήνα των κοκκιωµάτων δείχνουν ειδικές 

αντιδράσεις για τις ΜΜΡς, κάτι που επισηµαίνει τον ξεχωριστό ρόλο αυτών των 

κυττάρων στη διατήρηση της φλεγµονώδους απάντησης και στο σχηµατισµό 

κοκκιώµατος. Ένας ενεργοποιητής των ΜΜΡ-2, ο ΜΤ1-ΜΜΡ φαίνεται πως διαχέεται 

µαζί µε το στόχο του σε αυτά τα κύτταρα. Ωστόσο παραµένει αδιευκρίνιστο αν η 

ανίχνευση των ΜΜΡς στους σαρκοειδικούς ιστούς µπορεί να είναι χρήσιµο για την 

πρόγνωση της νόσου.   
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Το µετατρεπτικό ένζυµο της αγγειοτενσίνης και η ενεργός βιταµίνη D ίσως 

παίζουν ρόλο ως µεσολαβητές που αυξάνουν τη φλεγµονώδη απάντηση. 

 

Eικ.2. Παθογένεση της σαρκοείδωσης. 

 

                                           

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τα περισσότερα από τα σαρκοειδικά κοκκιώµατα (>60%)υποχωρούν τα 

επόµενα 2-5 χρόνια. Το γεγονός αυτό συνδέεται µε εισροή CD8+ λεµφοκυττάρων και 

την IL-10 που καταστέλλει τη φλεγµονώδη απάντηση(73). Οι υπόλοιποι ασθενείς θα 

αναπτύξουν χρόνια νόσο µε φλεγµονή και απόφραξη των ζωτικών δοµών και θα 

οδηγηθούν στην ίνωση.  Οι IL-8, IL-12 και ο TNF συνδέονται µε χρόνια νόσο. Η 

αύξηση της IL-8  έχει συνδεθεί µε τον TGFβ, µια κυτοκίνη που προάγει την 

ίνωση(74-76). 
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Η ανενεργία στην αντίδραση φυµατίνης(έκπτωση της αντίδρασης 

υπερευαισθησίας επιβραδυνοµένου τύπου)  εξηγείται από την απουσία τοπικά 

λεµφοκυττάρων και άρα λεµφοκινών λόγω της συγκέντρωσής τους στα κοκκιώµατα. 
 

 

 

 

2.5 ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΤΟΜΙΚΗ 

 
Χαρακτηρίζεται από οζώδεις, πυκνές ,καλά περιγεγραµµένες αθροίσεις 

επιθηλιοειδών κυττάρων και γιγαντοκυττάρων του Langerhans που προκύπτουν από 

σύντηξη µακροφάγων(77-79) σε ένα ή περισσότερα όργανα. Τα επιθηλιοειδή 

κύτταρα προέρχονται από µακροφάγα και αποτελούν τον κεντρικό πυρήνα που 

περιβάλλεται από ινοβλάστες και κύτταρα χρόνιας φλεγµονής στις κυτταρικά 

ευαίσθητες θέσεις προσβολής. Συνήθως αυτά τα κοκκιώµατα δεν εµφανίζουν 

κεντρική τυροειδική νέκρωση. Ωριµάζουν µε συσσώρευση υαλίνης και ινοβλαστών 

και αντικαθίστανται από ινώδη συνδετικό ιστό (εικόνα δίκην «µελισσοκηρύθρας»). 

Επίσης είναι δυνατό να υπάρχουν σωµάτια Schaumann και αστεροειδή, χωρίς να 

είναι ευρήµατα ειδικά της νόσου. Στα κοκκιώµατα οφείλονται οι τελικές 

υδροξυλιώσεις, οι ενεργοποιήσεις της προβιταµίνης D και άρα η υπερασβεστιαιµία 

της σαρκοείδωσης. 

 Η οδός µετανάστευσής τους είναι η λεµφική και έτσι εξηγείται γιατί 

εµφανίζονται κατά µήκος του βρογχοαγγειακού δέντρου, των ενδολοβιδιακών και 

κυψελιδικών διαφραγµάτων. Στους βρογχικούς βλεννογόνους είναι καλά 

σχηµατισµένα και εύκολα προσβάσιµα στις βρογχικές βιοψίες.  

Η κοκκιωµατώδης αγγειίτιδα συνήθως ακολουθεί τα παρεγχυµατικά 

κοκκιώµατα λόγω της συνάφειας των κοκκιωµάτων µε τα αγγεία.H διήθηση του 

πνευµονικού παρεγχύµατος από µακροφάγα και T λεµφοκύτταρα διαχωρίζει τη 

σαρκοείδωση από άλλες διάµεσες πνευµονοπάθειες όπως την ινοποιό κυψελιδίτιδα 

όπου επικρατούν τα πολυµορφοπύρηνα. Τα λεµφοκύτταρα που ανευρίσκονται στα 

κοκκιώµατα είναι µεγαλύτερα από τα φυσιολογικά και εκφράζουν στην επιφάνειά 

τους το CD4 αντιγόνο. Καθώς η νόσος γίνεται λιγότερο ενεργός τα CD4 µειώνονται 

και επικρατούν τα CD8 στις παρυφές των κοκκιωµάτων(80,81).  
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Κοκκιώµατα µπορούν να εµφανιστούν και αλλού όπως στο δέρµα, στους 

λεµφαδένες, στο ήπαρ ,στο σπλήνα, στα µάτια ,στις αρθρώσεις, στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα ,στους µύες. 

Η εµφάνιση κοκκιωµάτων δεν είναι ειδική της νόσου καθώς και σε άλλες 

καταστάσεις είναι πιθανό να βρίσκονται όπως στην φυµατίωση , στις εν τω βάθει 

µυκητιασικές λοιµώξεις και σε κακοήθειες (λέµφωµα, καρκίνος πνεύµονα και 

µαστού)(82-84). 

 

 

 

 

2.6 ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ  

 
Θεωρητικά τα συµπτώµατα της σαρκοείδωσης προέρχονται από α)τη 

συµπίεση από τη µάζα του κοκκιώµατος των επιθηλιοειδών κυττάρων β) τη 

δυσλειτουργία λόγω των ενεργώς µεταβολικά κοκκιωµάτων γ) τη µη κοκκιωµατώδη 

άνοση αγγειίτιδα δ) τις ινώδεις αλλαγές µετά την υποχώρηση των κοκκιωδών 

βλαβών. 

Τα συµπτώµατα παρουσιάζουν µεγάλη ποικιλία ανάλογα µε τη διάρκεια ,την 

έκταση της νόσου αλλά και το προσβεβληµένο όργανο. Μπορεί να είναι µη 

ειδικά.50% των ασθενών θα εµφανίσουν συµπτώµατα από τον πνεύµονα, το 25% 

συστηµατικά συµπτώµατα και το 7% εξωπνευµονική προσβολή. Στους υπολοίπους η 

νόσος διαδράµει ασυµπτωµατικά και η διάγνωσή της είναι τυχαία(85). Αυτό 

συµβαίνει κυρίως µε τους Λευκούς και τους Ασιάτες σε αντίθεση µε τους Μαύρους 

όπου τα συµπτώµατα είναι έντονα. 

Η σαρκοείδωση µπορεί να είναι οξεία ,υποξεία ή χρόνια. Στην πρώτη 

περίπτωση η νόσος ξεκινά αιφνίδια και συνήθως αυτοϊάται. Αντίθετα στη δεύτερη 

περίπτωση η έναρξη είναι ασαφής και η πορεία αυτής ποικίλη. 

Από το αναπνευστικό σύστηµα µπορεί να έχουµε βήχα, δύσπνοια, θωρακικό 

πόνο, αιµόπτυση ή να µην υπάρχουν συµπτώµατα παρά τη σοβαρότητα των 

ακτινολογικών ευρηµάτων. Η δύσπνοια συνήθως εµφανίζεται σε µεταγενέστερη 

ινωτική φάση και συνδέεται µε απόφραξη των αεραγωγών.  Η προσβολή των 

οφθαλµών παρατηρείται ως και το 25% των περιπτώσεων µε ποικίλες κλινικές 
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εκδηλώσεις. Υπάρχουν συστηµατικά συµπτώµατα όπως χαµηλός πυρετός , απώλεια 

βάρους ,καταβολή. Παράλληλα µπορεί να προσβληθούν το δέρµα(οζώδες ερύθηµα µε 

πολυαρθραλγία), το λεµφικό σύστηµα, το πεπτικό(ηπατοσπληνοµεγαλία), το νευρικό, 

το µυοσκελετικό, το καρδιαγγειακό, οι σιελογόνοι αδένες (Eικ.2),(86). Oι 

εξωπνευµονικές εκδηλώσεις µπορεί να ποικίλουν ανάλογα µε τη φυλή και το 

φύλο(87,29). 

Συνήθως η νόσος υποχωρεί µόνη της µε πλήρη εξάλειψη σε 1-2 χρόνια όµως 

σε µικρό ποσοστό παρατηρούνται µόνιµες διαταραχές και ινώδεις αλλοιώσεις. Σε ένα 

ποσοστό 10% είναι δυνατό να έχουµε προοδευτική πνευµονική ίνωση, 

βρογχιεκτασίες και εξωπνευµονικές αλλοιώσεις. Ο πνευµοθώρακας, η αιµόπτυση και 

η αναπνευστική ανεπάρκεια είναι δυνατό να επιπλέξουν αυτό το προχωρηµένο στάδιο 

της σαρκοείδωσης. Καλύτερη είναι η πρόγνωση για τους ασθενείς µε πυλαία 

λεµφαδενοπάθεια ενώ η συµµετοχή του παρεγχύµατος επιδεινώνει τη διάγνωση. Η 

εµφάνιση οζώδους ερυθήµατος σχετίζεται µε καλή έκβαση. 5% περίπου των ασθενών 

καταλήγουν λόγω αναπνευστικής ανεπάρκειας. 

 

Εικ.3. Κλινικά ευρήµατα σαρκοείδωσης. 
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2.7. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ-ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΑ 

ΕΥΡΗΜΑΤΑ 

 
Υπάρχουν µη ειδικά ευρήµατα όπως  αύξηση της ταχύτητας καθίζησης, 

υπερασβεστιαιµία, υπερασβεστιουρία, αναιµία, λεµφοπενία µε χαµηλή σχέση Τ4/Τ8, 

υπεργαµµασφαιριναιµία(στο 30% των ασθενών),  αύξηση της συγκέντρωσης του 

µετατρεπτικού ενζύµου της αγγειοτενσίνης(στο 60-70%) . Στο βρογχοκυψελιδικό 

έκκριµα ο αριθµός των Τ λεµφοκυττάρων είναι αυξηµένος µε υπεροχή των Τ4-

βοηθητικών.Όλα αυτά δείχνουν την έκπτωση της υπερευαισθησίας επιβραδυνοµένου 

τύπου. 

Με βάση τα ευρήµατα της ακτινογραφίας θώρακος η πνευµονική 

σαρκοείδωση σταδιοποιείται ως εξής: Στάδιο 0: φυσιολογική ακτινογραφία(5-10%). 

Στάδιο 1:αµφοτερόπλευρη συµµετρική πυλαία λεµφαδενοπάθεια(50%), Στάδιο 2: 

αδενοπάθεια µε πνευµονικές διηθήσεις(25%), Στάδιο 3: µόνο πνευµονικές 

διηθήσεις(15%). Ακόµη κι αν οι βλάβες είναι ετερόπλευρες γίνονται 

αµφοτερόπλευρες στην πορεία της νόσου. Η σταδιοποίηση δε συµβαδίζει µε τη 

φυσική πορεία της νόσου(88-90). 

Ο έλεγχος της αναπνευστικής λειτουργίας αποκαλύπτει διαταραχές 

περιοριστικού τύπου µε ελάττωση του δείκτη διάχυσης και της ενδοτικότητας. 

 
 

 

2.8. ΣΑΡΚΟΕΙ∆ΩΣΗ ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΠΝΕΥΜΟΝΑ 

 
Η σχέση µεταξύ σαρκοείδωσης και καρκίνου ,ιδίως του πνεύµονα και 

λέµφωµα( 3 ως 11 φορές συχνότερο) έχει τεθεί εδώ και δύο δεκαετίες όταν 

παρουσιάστηκε η πρώτη δηµοσίευση από τον Brincker το 1974(91). ∆εδοµένου ότι 

στη χρόνια φλεγµονή υπάρχει αυξηµένη πιθανότητα για λέµφωµα και άλλες 

κακοήθειες ,το ίδιο θα έπρεπε να συµβαίνει και στη σαρκοείδωση(92-98). 
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Προτάθηκε πως υπάρχει ένα σύνδροµο σαρκοείδωσης-λεµφώµατος(92) στο 

οποίο ο χρόνιος ενεργός τύπος της σαρκοείδωσης ευθύνεται για τον αυξηµένο 

κίνδυνο για κακοήθη µεταλλαγή των λεµφοειδών κυττάρων. O προβληµατισµός στις 

περιπτώσεις καρκίνου πνεύµονα και λεµφώµατος ήταν αν αυτές οφείλονταν σε κακή 

ταξινόµηση ως σαρκοείδωση περιπτώσεων που µιµούνται καρκίνο και αντίστροφα 

λόγω των κοινών ακτινολογικών ευρηµάτων και της έλλειψης ιστολογικής 

επιβεβαίωσης (99-103). Μια πιο πρόσφατη δηµοσίευση αναφέρει 16 κακοήθειες σε 

243 ασθενείς µε σαρκοείδωση αλλά πέντε συµπεριλαµβανόµενου καρκίνου πνεύµονα 

και λεµφώµατος ήταν κακώς ταξινοµηµένες σαρκοειδικές βλάβες(104). Πολλές άλλες 

αναφορές περιπτώσεων για συνύπαρξη καρκίνου και σαρκοείδωσης  υπάρχουν αλλά 

όλες αυτές είναι χρήσιµες µόνο για γενίκευση υποθέσεων και όχι για έλεγχο 

αυτών(105-108). Επίσης δε γνωρίζουµε αν οι αναφερόµενες περιπτώσεις αυξηµένης 

πιθανότητας για καρκίνο ήταν λόγω καπνίσµατος και άλλων περιβαλλοντικών 

συνθηκών ή αποτελούν χαρακτηριστικό της σαρκοείδωσης. 

Σαρκοειδικά κοκκιώµατα µπορούν να παρατηρηθούν σε όγκους και στους 

περιοχικούς λεµφαδένες, ιδιαίτερα σε νέους ασθενείς. Αυτό δεν αποτελεί απαραίτητα 

µετάσταση αλλά τοπική αντίδραση ή αντίσταση των καρκινικών κυττάρων. 

Ο Yamagushi αναφέρει πως πολλοί από τους θανάτους των σαρκοειδικών 

ήταν λόγω καρκίνου του πνεύµονα και πνευµονικών λοιµώξεων αλλά είναι 

αδιευκρίνιστο πως έγινε η διάγνωση της σαρκοείδωσης(109).    

Το κυριότερο πρόβληµα είναι η δυσκολία στην ταξινόµηση και άρα στην 

ερµηνεία για τον πιθανό κίνδυνο για κακοήθεια.                                                                                           

 

 

 

 

2.9. ΓΕΝΕΤΙΚΗ 

 
Oρισµένα άτοµα έχουν την τάση να αναπτύξουν σαρκοείδωση και είναι πιο 

ευαίσθητα στους αιτιολογικούς παράγοντες. Αναφέρονται  περίπου 400 περιπτώσεις 

οικογενούς σαρκοείδωσης(110-115) σε µέλη οικογενειών πρώτου και δευτέρου 

βαθµού. Οικογενής χαρακτηρίζεται η νόσος όταν τουλάχιστον ένας συγγενής έχει την 
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ίδια διάγνωση µε τον πάσχοντα.Είναι πιο συχνή στους µονοωογενείς διδύµους από 

ότι στους ετερογενείς. 

 Συγκεκριµένοι γενετικοί πολυµορφισµοί έχουν συνδεθεί µε αυξηµένη 

επίπτωση της νόσου, όπως ποικιλοµορφία στο MHC στο βραχύ σκέλος του 

χρωµοσώµατος 6(116-126). Τα αντιγόνα HLA DR11,12,14,15,17, DRw6 

προδιαθέτουν στην εµφάνιση της νόσου ενώ τα HLA DR 1,3,4  και ίσως HLA 

DQ*0202 λειτουργούν µάλλον προστατευτικά. Άλλη µελέτη έδειξε ότι η συχνότητα 

του DR5 αλληλίου ήταν αυξηµένη στους άνδρες σαρκοειδικούς των οποίων η 

πρόγνωση ήταν φτωχή ενώ το BF F αλλήλιο ήταν αυξηµένο στις γυναίκες που 

νοσούσαν(127). Επίσης φαίνεται ότι τα αντιγόνα HLA-B8 και HLA-DR3 σχετίζονται 

µε καλύτερη πρόγνωση και εκδηλώσεις πυλαίας λεµφαδενίτιδας και οζώδους 

ερυθήµατος µόνο όµως στους λευκούς. Το ΗLA-Β8 συνδέεται µε το οζώδες ερύθηµα 

και την αρθρίτιδα ενώ το HLA-Β27 µε ραγοειδίτιδα(128). Μελέτη σε περιπτώσεις µη 

οικογενούς σαρκοείδωσης έδειξε τη σχέση δύο αλληλίων στις θέσεις D6S105 και 

FTPH στο χρωµόσωµα 6p(129). 

Το σύµπλεγµα του TNF που εδράζεται κοντά στο  MHC τάξης ΙΙ στο 

χρωµόσωµα 6 ίσως παίζει σηµαντικό ρόλο στη σοβαρότητα της νόσου µαζί µε τα 

αλληλόµορφα του MHC τάξης ΙΙ. Ο πολυµορφισµός –308 στον προαγωγέα του TNF 

έχει συνδεθεί µε το σύνδροµο Lofgren που είναι µια µορφή σαρκοείδωσης µε καλή 

πρόγνωση. Άλλος καλά µελετηµένος πολυµορφισµός είναι ο 267 στο ιντρόνιο 16 του 

γονιδίου που κωδικοποιεί το µετατρεπτικό ένζυµο της αγγειοτενσίνης. Προς το παρόν 

δεν έχει βρεθεί σχέση αυτού µε την νόσο παρά την πληθώρα των µελετών που έχουν 

γίνει(133-135).Και άλλοι πολυµορφισµοί φαίνεται πως παίζουν ρόλο(130-132). 

Συµπερασµατικά ακόµη κι αν δεχθούµε ότι υπάρχει γενετική προδιάθεση στη 

σαρκοείδωση , το πρότυπο της κληρονοµικότητας καθορίζεται από περισσότερα από 

ένα γονίδια. Η ανεύρεση νέων χρωµοσωµικών δεικτών µεγαλύτερης ευκρίνειας και οι 

µελέτες οικογενών και σποραδικών περιπτώσεων ίσως βοηθήσουν να ξεκαθαριστούν 

οι γενετικοί παράγοντες που επηρεάζουν την εµφάνιση και έκβαση της νόσου.  
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2.10.∆ΙΑΓΝΩΣΗ-ΠΡΟΓΝΩΣΗ 

 
Η διάγνωση βασίζεται στην ιστολογική ανεύρεση των χωρίς τυροειδοποίηση 

κοκκιωµάτων και στον αποκλεισµό των άλλων ειδικών αιτιών κοκκιωµάτωσης. Τις 

περισσότερες φορές η διάγνωση επιβεβαιώνεται µε ιστολογική εξέταση του υλικού 

της διαβρογχικής βιοψίας στη διάρκεια βρογχοσκόπησης. Βέβαια η ανοιχτή βιοψία 

πνεύµονα και προσβεβληµένων πυλαίων λεµφαδένων είναι παθογνωµική της νόσου. 

Τα ευρήµατα στο βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα (αύξηση των Τ4 έναντι των Τ8) 

δεν είναι παθογνωµικά και βοηθούν µόνο στην παρακολούθηση της νόσου. Τα 

δείγµατα από τη βιοψία πρέπει να καλλιεργούνται και για µυκοβακτήρια και µύκητες. 

Το σπινθηρογράφηµα µε Ga67  έχει χαµηλή ειδικότητα. Το Ga67 συγκεντρώνεται στα 

µακροφάγα των προσβεβληµένων οργάνων. 

Η πρόγνωση είναι συνήθως καλή και οι περισσότεροι θα αποκατασταθούν 

πλήρως σε µήνες ή χρόνια(136). Το ποσοστό θνησιµότητας είναι 5-8%. Σε 10-15% 

των ασθενών η νόσος θα εξελιχθεί και θα εµφανιστούν εξωθωρακικές εντοπίσεις.  

Για τους ασθενείς µε αµφοτερόπλευρη πυλαία λεµφαδενοπάθεια ειδικά για τους 

ασυµπτωµατικούς κάτω των 30 χρ. κατά την έναρξη της νόσου η πρόγνωση είναι 

πολύ καλή(137). Tα απεικονιστικά ευρήµατα συνήθως υποχωρούν σε 2 χρόνια. Η 

πρόγνωση για ασθενείς µε εξωθωρακικές εντοπίσεις είναι συγκριτικά πιο 

φτωχή(138). Η µεγάλη ηλικία αποτελεί κακό προγνωστικό παράγοντα. Σηµαντικός 

προγνωστικός παράγοντας είναι ο τρόπος έναρξης της νόσου. Μια οξεία έναρξη µε 

οζώδες ερύθηµα ή ασυµπτωµατική αµφοτερόπλευρη πυλαία λεµφαδενοπάθεια είναι 

συνήθως αυτοπεριοριζόµενη σε σχέση µε µια βραδεία έναρξη µε εξωθωρακικές 

εντοπίσεις που µπορεί να οδηγήσει στην ίνωση και σε οργανική δυσλειτουργία.  
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I∆ΙΟΠΑΘΗΣ ΠΝΕΥΜΟΝΙΚΗ ΙΝΩΣΗ 

 

 

3.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ-ΟΡΙΣΜΟΣ 

 
Περισσότερες από 3.015 βιβλιογραφικές αναφορές τα τελευταία δέκα χρόνια 

υπάρχουν για την πάθηση που ονοµάζεται και κρυπτογενής ινοποιητική κυψελιδίτιδα 

(cryptogenic fibrosing alveolitis)  στη Μεγάλη Βρετανία από το 1964 (Scadding). 

Βέβαια ο όρος αυτός αναφέρεται και στις διάχυτες διάµεσες πνευµονοπάθειες από 

κολλαγονόσους. Αντίθετα στις Η.Π.Α. διαχωρίζονται σαφώς οι δυο αυτές 

καταστάσεις αφού έχουν διαφορετικά παθολογοανατοµικά ευρήµατα και πρόγνωση. 

Για παράδειγµα, η εντοπισµένη ινοποιητική κυψελιδίτιδα έχει καλύτερη πορεία από 

αυτή που συνυπάρχει µε το σκληρόδερµα, τη ρευµατοειδή αρθρίτιδα και τη 

δερµατοµυοσίτιδα. 

Η ιδιοπαθής διάµεση ίνωση χαρακτηρίζεται από φλεγµονή και ίνωση του 

διάµεσου πνευµονικού ιστού, των περιφερικών αεραγωγών και η αιτιολογία της 

παραµένει ασαφής. Η φλεγµονή συµβαίνει ενδοκυψελιδικά όπου το κυψελιδικό 

εξίδρωµα ενσωµατώνεται στι διάµεσο χώρο. 

Όταν η νόσος πρωτοπεριγράφτηκε (1907) η διάγνωση βασιζόταν σε κλινικά 

και απεικονιστικά κριτήρια και λίγοι ασθενείς έκαναν ανοικτή βιοψία πνεύµονα. 

Όταν όµως η βιοψία γενικεύτηκε, πολλοί διαφορετικοί ιστολογικοί τύποι  εντάχθηκαν 

κάτω από τον όρο ιδιοπαθή πνευµονική ίνωση λόγω του κοινού στοιχείου της ίνωσης. 

Έχουν γίνει πολλές προσπάθειες ταξινόµησης των διαφόρων τύπων, όπως αυτή των 

Liebow και Carrington µε µορφολογικά κριτήρια (επικρατόν φλεγµονώδες κύτταρο) 

η οποία όµως είχε πολλούς επικηρυκτές και δεν καθιερώθηκε (139). Σήµερα 

γνωρίζουµε ότι πολλές από αυτές τις ιστοπαθολογικές οντότητες έχουν διαφορετική 

κλινική πορεία, πρόγνωση και απάντηση στη θεραπεία.(Πίνακας 3).Για παράδειγµα, 

η διαφορική διάγνωση µεταξύ της NSIP και της UIP έχει µεγάλη σηµασία γιατί η 

πρώτη έχει θεραπεία και καλή πρόγνωση σε αντίθεση µε τη δεύτερη που δεν 

έχει(80% και 20% αντίστοιχα επιβίωση)(140). 
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Πίνακας 3.Ταξινόµηση κατά Καtzenstein και Myers(1998) της ιδιοπαθούς 

διάµεσης πνευµονίας µε βάση παθολογοανατοµικά στοιχεία. 

 

1.Συνήθης διάµεση πνευµονία( Usual interstitial pneumonitis-UIP) 

2.Aποφολιδωτική  διάµεση πνευµονία  (Desquamative interstitial 

pneumonitis-DIP)  

3.Οξεία διάµεση πνευµονία  ή σύνδροµο των Hamman-Rich(Acute interstitial 

pneumonitis-AIP) 

4.Μη ειδική διάµεση πνευµονία  (Nonspecific interstitial pneumonitis-NSIP) 

5.Οργανοποιός αποφρακτική βρογχιολίτιδα -πνευµονία(Bronchiolitis 

obliterans organizing pneumonia-BOOP) 

 
Η λεµφοειδής διάµεση πνευµονία που παλιότερα κατατασσόταν στις 

παραπάνω ταυτίζεται σήµερα µε τη λεµφοϋπερπλαστική νόσο. Όµοια, η 

γιγαντοκυτταρική διάµεση πνευµονία ανήκει πλέον στις πνευµονοκονιώσεις. 

Σήµερα είναι κοινά αποδεκτό ότι η UIP είναι το παθολογοανατοµικό 

ισοδύναµο της ιδιοπαθούς πνευµονικής ίνωσης που αποτελεί το 25-30% των 

περιπτώσεων και όλοι οι άλλοι τύποι είναι διαφορετικές οντότητες(142). Περιπτώσεις 

IPF σε έδαφος νοσήµατος του κολλαγόνου περιγράφονται χωριστά γιατί έχουν 

διαφορετική κλινική πορεία, πρόγνωση και απάντηση στη θεραπεία.. 

Είναι σαφές ότι πρέπει να γίνεται προσπάθεια ακριβούς διάγνωσης µε τη 

βοήθεια της ανοιχτής βιοψίας όλων των ιστοπαθολογικών οντοτήτων που παλιά 

εντάσσονταν κάτω από το γενικό όρο «ιδιοπαθής πνευµονική ίνωση»(143). Η 

Αµερικανική Εταιρεία θώρακος (ΑΤS) και η Ευρωπαϊκή Πνευµονολογική Εταιρεία 

(ERS) έχουν καθορίσει µε οµοφωνία τα κριτήρια διάγνωσης και το χειρισµό των 

ασθενών µε IPF έτσι ώστε να υπάρχει µια ενιαία θεώρηση της νόσου παγκοσµίως.  
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3.2. ΕΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Η ιδιοπαθής πνευµονική ίνωση αποτελεί το 25-30% των διάµεσων 

πνευµονοπαθειών. 

Η επίπτωση και ο επιπολασµός της νόσου δεν είναι σαφώς καθορισµένα. 

Μερικές µελέτες αναφέρουν ότι η συχνότητα της νόσου είναι 3 µε 5 περιπτώσεις ανά 

100.000 άτοµα και 0,3 νέα περιστατικά ανά 100.000 εµφανίζονται ανά έτος(144,145). 

Mια πιο πρόσφατη όµως µελέτη από το Νέο Μεξικό ανεβάζει την επίπτωση σε 29 

περιπτώσεις ανά 100.000 ανδρών και 27 για τις γυναίκες(4). Οι Scott και συν.(1990) 

αναφέρουν επίπτωση 6 ανά 100.000 στην Αγγλία και στην Ουαλία. Αυτές οι 

διαφορές οφείλονται στο ότι λείπει ένας κοινός ορισµός, σε διαφορετικά κριτήρια 

διάγνωσης στις πληθυσµιακές µελέτες και σε πιθανή αύξηση της επίπτωσης. 

Οι ασθενείς είναι συνήθως µέσης ηλικίας(µεταξύ 40 και 70χρ.) αλλά η νόσος 

µπορεί να εµφανιστεί από τη νηπιακή ως την προχωρηµένη ηλικία Αναφέρονται 

περιπτώσεις ηλικιωµένων 80 χρ. αλλά και βρεφών λίγων µηνών που 

πρωτοδιαγνώστηκε η πάθηση σε αυτή την ηλικία. Τα δύο τρίτα των ασθενών είναι 

πάνω από 60χρ. όταν διαγιγνώσκεται η πάθηση µε µέση ηλικία διάγνωσης τα 

66χρ(146-152). Η επίπτωση της νόσου αυξάνει µε την ηλικία(153). Ο επιπολασµός 

για τους ενήλικες 35-44χρ. είναι 2,7 ανά 100.000 ενώ για αυτούς πάνω από 75χρ. 175 

ανά 100.000. ∆εν είναι σαφές αν ένα παρόµοιο σύνδροµο υφίσταται στα παιδιά. Αν 

ναι ,τότε είναι πολύ σπάνιο(154,155).Οι τύποι DIP, AIP, NSIP φαίνεται να 

εµφανίζονται σε νεότερες ηλικίες από ότι η UIP, δηλαδή οι µεν πρώτες µεταξύ 42-49 

χρ. και η δεύτερη 57-65 χρ. 

Είναι πιο συχνή στους άνδρες από ότι στις γυναίκες σε αναλογία 1:1 ως 

2:1(156) ενώ όταν συνυπάρχουν παθήσεις του κολλαγόνου η αναλογία είναι περίπου 

η ίδια. 

Η UIP και η NSIP είναι συχνότερες (60%και 30% αντίστοιχα) σε σχέση µε τη 

DIP και AIP που είναι πιο σπάνιες(157,158). 

Η νόσος δεν εµφανίζει γεωγραφική κατανοµή. Απαντά µε την ίδια συχνότητα 

σε αστικούς και αγροτικούς πληθυσµούς και δε δείχνει προτίµηση σε φύλο ή έθνος. Η 

θνησιµότητα ανά ηλικία διαφέρει γεωγραφικά λόγω διαφορετικής έκθεσης σε 

επαγγελµατικούς και περιβαλλοντικούς παράγοντες. Στις Ηνωµένες Πολιτείες 

Αµερικής τα ποσοστά θνησιµότητας είναι µεγαλύτερα στο Νότο από ότι στο Βορρά 
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ενώ στην Αγγλία µεγαλύτερα ποσοστά παρατηρούνται στις βιοµηχανικές 

περιοχές(159). 

 

 
 

 

3.3. ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Έχει προταθεί ότι περιβαλλοντικοί παράγοντες είναι σηµαντικοί στην 

παθογένεια της νόσου όπως µέταλλα και οργανικές σκόνες(160,161). Ο κίνδυνος 

ανάπτυξης ίνωσης αυξάνει καθώς αυξάνουν τα χρόνια έκθεσης σε αυτές. Σκόνες που 

περιέχουν µόλυβδο, χαλκό, πεύκο, διαλυτικά και η ατοπία ενοχοποιούνται 

κυρίως(160,168,169).  

 Περισσότεροι από το 75% των ασθενών είναι ή ήταν καπνιστές . Σε µεγάλες 

επιδηµιολογικές µελέτες φάνηκε ότι το κάπνισµα συνδέεται ισχυρά µε την IPF ως 

ανεξάρτητος προδιαθεσικός παράγοντας(162-164,170). 

Ιογενείς φλεγµονές ,κυρίως της οµάδας των ερπητοϊών, έχουν επίσης 

αναφερθεί ότι συνδέονται µε τη νόσο. Το καψιδικό αντιγόνο του ιού έχει βρεθεί σε 

πνευµονικό ιστό µετά από ανοσοφθορισµό. Και άλλοι ιοί ,όπως της γρίππης, ο CMV, 

της ηπατίτιδας C ,ο ΗΙV-1 ,της ερυθράς αλλά και µυκοπλάσµατα και λεγιωνέλλες 

έχουν ενοχοποιηθεί. Ως τώρα δεν υπάρχει καµία σαφής ένδειξη αυτών(165,166,173-

191).  

Έχει προταθεί ότι τα ανοσοσυµπλέγµατα που είναι παρόντα στο πνευµονικό 

παρέγχυµα παίζουν ρόλο στην έναρξη και διατήρηση της ανοσιακής και 

φλεγµονώδους διεργασίας που οδηγεί σε ίνωση(167).Έχουν βρεθεί στον ορό ασθενών 

µε ΙΡF αντισώµατα έναντι της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, ενός µέλους µιας οικογένειας 

ενζύµων που σχετίζονται µε την αντιγραφή του DNA, τη µετάφραση, τον 

ανασυνδυασµό. Επίσης έχουν βρεθεί αυξηµένα τα Β λεµφοκύτταρα που εκκρίνουν 

ΙgG και τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα, χωρίς όµως να γνωρίζουµε τη σηµασία 

αυτών των ευρηµάτων στην παθογένεση της IPF. 

Όλοι οι παραπάνω παράγοντες φαίνεται πως επιδρούν σε άλλοτε άλλη 

συχνότητα σε γενετικώς προδιατεθειµένα άτοµα µε αποτέλεσµα την εµφάνιση της 

ιδιοπαθούς διάµεσης ίνωσης. 
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Και διάφοροι άλλοι παράγοντες έχουν ενοχοποιηθεί χωρίς όµως να έχει 

αποδειχθεί και ο σαφής ρόλος τους στην αιτιολογία της νόσου. Τέτοιοι είναι η 

γαστροοισοφαγική παλινδρόµηση και τα αντικαταθλιπτικά(171,172). 

 

 

 

3.4. ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ-ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ 

 
Οι δυσκολίες στην προσέγγιση της παθογένειας της νόσου οφείλονται στα 

ακόλουθα: α) η πνευµονική ίνωση είναι το αποτέλεσµα της βιολογικής απάντησης σε 

µια σειρά παραγόντων. β) οι περισσότερες µελέτες αφορούν σε ετερογενή οµάδα 

ασθενών µε ή χωρίς θεραπεία, µε ή χωρίς άλλες παθήσεις ή επαγγελµατική έκθεση 

και η παρακολούθησή τους είναι χρονικά περιορισµένη γ)οι περισσότερες δοκιµασίες 

είναι µη ειδικές και µε χαµηλή ευαισθησία  δ) τα ευρήµατα είναι συχνά 

αντικρουόµενα αφού για παράδειγµα οι εξετάσεις αίµατος δείχνουν ανοσολογική 

νόσο ενώ η εξέταση του BAL υπογραµµίζει τη φλεγµονώδη φύση της πάθησης.   

Η αρχική υπόθεση επικεντρωνόταν σε ένα άγνωστο παράγοντα που 

µεσολαβούσε σε ένα κύκλο χρόνιας φλεγµονώδους βλάβης των κυψελίδων σε 

γενετικώς προδιατεθιµένα άτοµα και  κατέληγε σε ίνωση βαθµιαία ή απότοµα. Αν ο 

κύκλος αυτός διακοπτόταν πριν συµβούν ιστικές βλάβες ,η ίνωση µπορούσε να 

αποφευχθεί. H νεότερη υπόθεση έχει κάπως τροποποιηθεί (Eικ.4). 

Σήµερα γνωρίζουµε ότι η νόσος οφείλεται στη διαταραχή της ισορροπίας 

καταστροφής-αποκατάστασης των στοιχείων του διαµέσου ιστού. Η πιο πάνω 

διαδικασία έχει προφανώς ανοσιακή βάση χωρίς να γνωρίζουµε το εκλυτικό της 

αίτιο. Ολόκληρη η επιφάνεια του αναπνευστικού βλεννογόνου διαθέτει 

ανοσοδραστικά κύτταρα που ανάλογα µε τα ερεθίσµατα που θα δεχθούν διεγείρονται, 

µετακινούνται και διαφοροποιούνται σε άλλα κύτταρα.  

 Η συγκέντρωση των µακροφάγων εξαρτάται εν µέρει από την παραγωγή 

τµηµάτων της φιµπρονεκτίνης. Ανοσοσυµπλέγµατα διεγείρουν τα κυψελιδικά 

µακροφάγα να εκκρίνουν χηµειοτακτικούς παράγοντες( συστατικά του 

συµπληρώµατος, µικροοργανισµοί κτλ.) που προσελκύουν ουδετερόφιλα στα 

κυψελιδικά τριχοειδή. Τα κύτταρα αυτά παράγουν οξειδωτικές ουσίες , 

µυελοϋπεροξειδάση, ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και υδροξυλίου και πρωτεάσες που 
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καταστρέφουν το κυψελιδικό τοίχωµα. Οι ελεύθερες ρίζες είναι υπεύθυνες για την 

καταστροφή του κυψελιδικού επιθηλίου και ενδοθηλίου. Τα διεγερµένα 

ουδετερόφιλα του αίµατος είναι κυτταροτοξικά για τους ινοβλάστες, δράση που 

αναστέλλεται από την ανεπάρκεια της γλουταθειόνης. Η φλεγµονώδης απάντηση 

µοιάζει περισσότερο µε την Τh-2 ανοσιακή απάντηση. Υπάρχουν ηωσινόφιλα, 

µαστοκύτταρα(αύξηση επιπέδων ισταµίνης) και αυξηµένα ποσά Τh-2 κυτοκινών 

,ιντερλευκίνης 4 και 13(192-196).Παράλληλα τα µακροφάγα εκλύουν 

πολυπεπτιδικούς αυξητικούς παράγοντες που διεγείρουν τα µεσεγχυµατικά κύτταρα 

να πολλαπλασιαστούν.  Μεταξύ του πληθυσµού των τελευταίων υπάρχει διαφορετική 

ικανότητα πολλαπλασιασµού. Τα µεσεγχυµατικά κύτταρα µε τη σειρά τους παράγουν 

κολλαγόνο και φιµπρονεκτίνη και έτσι αυξάνεται ο συνδετικός ιστός και έχουµε 

ίνωση.Eπιπλέον επηρεάζουν τη σύνθεση της διάµεσης ουσίας , εκκρίνοντας 

κολλαγενάση και λυσοσωµικά ένζυµα. Έχει βρεθεί αυξηµένη έκφραση των γονιδίων 

του κολλαγόνου και η µεταγραφή τους είναι καθοριστικός παράγοντας για την ίνωση. 

Τα διαµεσολαβητικά φλεγµονώδη µόρια πυροδοτούν ή διατηρούν τις 

φλεγµονώδεις και ανοσολογικές διεργασίες που οδηγούν στην ίνωση. Το mRNA της 

IL-8 έχει βρεθεί πως υπερεκφράζεται στα κυψελιδικά µακροφάγα ασθενών µε IPF. Η 

ΙL-8 είναι ένα νέο πολυπεπτίδιο που έχει πιθανή εκλεκτική χηµειοτακτική δράση στα 

ουδετερόφιλα. Επιπλέον τα επίπεδα έκφρασης του mRNA της IL-8 και η ΙL-8 

συνδέονται µε τον αριθµό των ουδετεροφίλων στο BAL ασθενών µε IPF.  

O TGF-b στο ανγεννόµενο κυψελιδικό επιθήλιο είναι µια κυτοκίνη- κλειδί για 

την ίνωση. Εκφράζεται σε µεγάλο ποσοστό και επιδρά στο σχηµατισµό συνδετικού 

ιστού. Προάγει την έκφραση των γονιδίων του κολλαγόνου και την παραγωγή 

κολλαγόνου τύπου Ι από τους ινοβλάστες. Αυξηµένη έκφραση του mRNA του TGF-b 

έχει βρεθεί σε ασθενείς µε IPF. Και άλλες κυτοκίνες όπως ο TNFa, o platelet-derived 

growth factor, και πρωτεάσες(κολλαγενάση ,ελαστάση) εµπλέκονται. 

Tα λεµφοκύτταρα και ιδίως τα ΟΚΤ8+Τα διασπείρονται στο διάµεσο χώρο 

και συχνά οργανώνονται σε οµάδες µε βλαστικό κέντρο. Η λεµφοκυττάρωση είναι 

παρούσα σε υποκλινικά και πρώιµα στάδια της νόσου και είναι προάγγελος της 

εξέλιξης της.  

Στα αρχικά στάδια της ίνωσης είναι αυξηµένο το κολλαγόνο τύπου ΙΙΙ ενώ 

αργότερα το τύπου Ι. Επίσης ασθενείς µε µεγαλύτερο ποσοστό κολλαγόνο τύπου ΙΙΙ 

έχουν καλύτερη κλινική εικόνα. Ωστόσο ο ρυθµός σύνθεσης του κολλαγόνου δε 
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διαφέρει από αυτό των υγιών αλλά τα επίπεδα του τύπου ΙΙΙ προκολλαγόνου 

αµινοτελικού πεπτιδίου είναι αυξηµένα. 

Το σήµα κατατεθέν της ιδιοπαθούς πνευµονικής ίνωσης είναι οι ινοβλαστικές 

εστίες. Χαρακτηρίζονται από αντιγραφή των µεσεγχυµατικών κυττάρων και άφθονη 

εναπόθεση εξωκυττάριας ουσίας. Είναι τυπικές της κυψελιδικής επιθηλιακής βλάβης 

µε ενδολοβιακή εναπόθεση και αποδιοργάνωση των παρακείµενων αεραγωγών(197). 

∆ιαµεσολαβητές που υπεισέρχονται στην αποκατάσταση της βλάβης ,όπως ο 

transforming growth factor β1 και ο connective tissue growth factor εκφράζονται σε 

αυτές τις θέσεις(198,199).Αλλά και άλλα ρυθµιστικά πεπτίδια όπως ο platelet-derived 

growth factor,fibroblast growth factors, fibroblast activating factors, insuline-like 

growth factor, IL-1, TNF φαίνεται πως παίζουν ρόλο(200). 

Μυοϊνοβλάστες, λείες µυικές ίνες και άλλα συσταλτά διάµεσα κύτταρα 

εµφανίζονται στην ΙPF. 

Αρχικά είχε δοθεί έµφαση στο διάµεσο ιστό ως η κύρια θέση φλεγµονής και 

παθογένειας . Ο πρωταρχικός ρόλος του ενδοκυψελιδικού ιστού στο σχηµατισµό 

κοκκιωµάτων δείχνει τη µεγάλη σηµασία του επιθηλίου στη φλεγµονή πιθανώς κάτω 

από την επίδραση ρυθµιστικών παραγόντων(201). 

Εικόνα 4: Η αρχική και η νεότερη υπόθεση σχετικά µε την παθογένεια της 

ιδοπαθούς πνευµονικής ίνωσης. 

 

Αρχική υπόθεση                                     Νεότερη υπόθεση 
       Ερέθισµα                                       Επαναλαµβανόµενο ερέθισµα                               

              ⇓                                                               ⇓    Γενετικοί παράγοντες     

Χρόνια φλεγµονή                                Πνευµονική βλάβη                             ⇓             

⇓ 

             ⇓                                                           ⇓                                      Φλεγµονή   Τh1-Th2 

ισορροπία 

         Βλάβη                                         ∆ιαταραχή στην αποκατάστασή της↵               

↵    

   

              ⇓                                                                      ⇓ 

         Ίνωση                                                              Ίνωση 
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3.5. ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΤΟΜΙΚΗ 

 
Η υπερτροφία και η υπερπλασία των µορφολογικά και λειτουργικά 

επηρεασµένων κυψελιδικών κυττάρων τύπου ΙΙ είναι κοινό εύρηµα σε όλες σχεδόν 

τις διάµεσες πνευµονοπάθειες. Παράλληλα έχουν βρεθεί ανωµαλίες των 

φωσφολιπιδικών συστατικών του πνευµονικού επιφανειακού παράγοντα που 

συνδέονται µε την κλινική εικόνα της IPF.  

Χαρακτηριστικό εύρηµα στη UIP είναι η ποικιλία των βλαβών ανά περιοχή 

αφού συµβαίνουν σε διαφορετικά χρονικά διαστήµατα. Έτσι εµφανίζονται ινωτικές 

περιοχές ,κυρίως στην περιφέρεια ,µε εικόνα «µελισσοκηρύθρας» ανάµεσα σε υγιές 

πνευµονικό παρέγχυµα. Επίσης διακρίνονται περιοχές ενεργού και ανενεργού ίνωσης, 

δηλ. άλλες µε εικόνα «µελισσοκηρύθρας» και άλλες µε οξεία φλεγµονή, 

πολλαπλασιαζόµενους ινοβλάστες και µυοϊνοβλάστες(14,202). Υπάρχουν ώριµοι 

ινοβλάστες και άλλοι µε ελάχιστο σχηµατισµό κολλαγόνου. Οι τελευταίες αυτές  

περιοχές αποτελούν  πρώιµα παθολογοανατοµικά χαρακτηριστικά της UIP(203).Η 

ετερογένεια των βλαβών πιθανώς οφείλεται στη διαφορετική διεισδυτικότητα των 

εισπνεόµενων σωµατιδίων ,στη διαφορετική διαλυτότητα των εισπνεόµενων αερίων 

και στη διαφορετική κατανοµή του αερισµού-αιµάτωσης. Οι διαφορές αυτές εξηγούν 

γιατί η συγκέντρωση του κολλαγόνου είναι αυξηµένη ενώ η σύνθεση του παραµένει 

φυσιολογική. Υπερπλασία των κυττάρων τύπου ΙΙ και αυξηµένος αριθµός 

µακροφάγων χαρακτηρίζουν τα κυψελιδικά διαφράγµατα. Στα πρώιµα στάδια της 

νόσου υπάρχει ενεργός κυψελιδίτιδα µε ελάχιστη ίνωση ενώ σε προχωρηµένα στάδια 

παρατηρείται περιορισµένη κυψελιδίτιδα µε µέγιστη ίνωση. 

Οι αεροφόρες οδοί διατείνονται και περιέχουν όχι µόνο µακροφάγα και άλλα 

κύτταρα φλεγµονής αλλά και κρυστάλλους χοληστερίνης, βλέννη και νεκρωµένους 

ιστούς. Το τοίχωµά τους αποτελείται από υπερπλαστικό επιθήλιο όπως και των 

αιµοφόρων αγγείων. Υπερπλασία υφίστανται και οι λείες µυϊκές ίνες. 

Αντίθετα στην ΝSIP υπάρχει οµοιογένεια µε διήθηση των κυψελίδων µε 

λεµφοκύτταρα ,πλασµατοκύτταρα µε αποτέλεσµα την πάχυνση των διαφραγµάτων 

τους. Οι βλάβες είναι χρονικά οµοιόµορφες αλλά υπάρχουν και περιοχές υγιούς 
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πνευµονικού παρεγχύµατος. Η φλεγµονή φαίνεται πως είναι πιο χαρακτηριστικό 

εύρηµα σε σχέση µε την UIP.  

Η οξεία διάµεση πνευµονία (AIP)  ή σύνδροµο των Hamman-Rich 

χαρακτηρίζεται από διήθηση από µονοπύρηνα και εµφανίζει οµοιότητες µε το ARDS. 

Tα κυψελιδικά διαφράγµατα παχύνονται λόγω οιδήµατος, φλεγµονώδους κυτταρικής 

διήθησης, πολλαπλασιασµού των ινοβλαστών και επιθηλιακής 

υπερπλασίας(204,205).Ο πολλαπλασιασµός των ινοβλαστών είναι διάχυτος σε σχέση 

µε την UIP όπου είναι εστιακός παρόλο που υπάρχουν µεταβολές στη σοβαρότητα 

των βλαβών ανά περιοχή. Τα πνευµονοκύτταρα τύπου ΙΙ υπερπλάσσονται και 

εµφανίζουν ατυπία. Οι βλάβες εντοπίζονται κυρίως στα κυψελιδικά διαφράγµατα 

αλλά και στους αεραγωγούς. 

Στην DIP οι κυψελίδες βρίθουν µακροφάγων και γι’ αυτό η νόσος ονοµάζεται 

και πνευµονία από κυψελιδικά µακροφάγα.(Alveolar macrophage pneumonia-AMP). 

Τα µακροφάγα συγκεντρώνονται γύρω από τα βρογχιόλια αλλά και διάχυτα στο 

πνευµονικά παρέγχυµα. Η συσσώρευση  τους υπερκαλύπτει τη διάµεση πνευµονία.Tα 

βρογχιόλια των κυψελιδικών διαφραγµάτων παχύνονται και τα πνευµονοκύτταρα 

υπερπλάσσονται. Η εικόνα δεν είναι οµοιόµορφη αλλά γενικά απουσιάζουν οι 

περιοχές «µελισσοκηρύθρας» και οι ινοβλαστικές και η ίνωση είναι ήπια(206).  

Στην BOOP η φλεγµονή επικεντρώνεται στους περιβρογχικούς διάµεσους και 

κυψελιδικούς πόρους(207).Αφρώδη µακροφάγα συναντώνται συχνά. Ενδοαυλικές 

µάζες συνδετικού ιστού υπάρχουν στις κυψελίδες, τα βρογχιόλια και τους 

αεραγωγούς. 

Συµπερασµατικά, η κοινή παθολογοανατοµική βλάβη είναι η γεωγραφικά και 

χρονικά ετερογενής παρεγχυµατική ίνωση σε έδαφος ήπιας φλεγµονής. Σε 

προχωρηµένα στάδια οι πνεύµονες υφίστανται ρίκνωση και µοιάζουν µακροσκοπικά 

µε το κιρρωτικό ήπαρ ,γι’αυτό η πάθηση παλιά λεγόταν «κυστική κίρρωση του 

πνεύµονα». Ο υπεζωκότας σπάνια γίνεται ινωτικός αλλά µπορεί να συµβεί 

ασβέστωσή του. 
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3.6. ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ  

 
Πρώτες εκδηλώσεις είναι η προοδευτικά αυξανόµενη δύσπνοια , η µη αντοχή 

στην προσπάθεια, ο θωρακικός πόνος και ο ξηρός ερεθιστικός βήχας. Η δύσπνοια και 

ο βήχας συχνά συνοδεύονται και από συστηµατικά συµπτώµατα όπως η κόπωση, η 

ανορεξία ,η µυαλγία , η αρθραλγία, οι νυχτερινοί ιδρώτες και η απώλεια 

βάρους(157).Τα πιο πάνω συµπτώµατα µπορεί να υποδύονται γρίππη. Όµοια και στην 

αρχή η πάθηση µπορεί να µοιάζει µε ιογενή λοίµωξη ή λοίµωξη από µυκόπλασµα. 

5% των ασθενών είναι ασυµπτωµατικοί τη στιγµή της διάγνωσης. 

 Συχνά προηγείται µια λοίµωξη του ανωτέρου αναπνευστικού συστήµατος. 

Σηµεία πνευµονικής υπέρτασης µε κυάνωση και πληκτροδακτυλία µε συνοδό 

υπερτροφική οστεαρθροπάθεια εµφανίζονται αργά στην πορεία της νόσου. Αριστερή 

καρδιακή ανεπάρκεια παρατηρείται σε ένα 10% των ασθενών µε σοβαρή IPF(208). 

Μπορεί να συνυπάρχουν παθήσεις όπως ο ερυθηµατώδης λύκος, η ρευµατοειδής 

αρθρίτιδα και το σκληρόδερµα. 

 

 

 

3.7. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ-ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΑ 

ΕΥΡΗΜΑΤΑ 

 
Συνήθως είναι µη ειδικά. Η ΤΚΕ µπορεί να είναι αυξηµένη το ίδιο και η LDH, 

χωρίς όµως να είναι ειδικά ευρήµατα. Η υποξαιµία είναι συχνή αλλά σπάνια υπάρχει 

πολυκυτταραιµία. Τα επίπεδα των κυκλοφορούντων ανοσοσυµπλεγµάτων και τα 

επίπεδα των ανοσοσφαιρινών (ιδίως των ΙgG) είναι αυξηµένα σε ποσοστό 30% και 

συνδέονται ιστοπαθολογικά µε µεγαλύτερη φλεγµονή. Αnti-DNA αντισώµατα 

ανευρίσκονται στο 7-25% των ασθενών, ρευµατοειδής παράγοντας στο 14% και 

κρυοσφαιρίνες  στο 41%.  

∆είχνει πρότυπο περιοριστικής πνευµονοπάθειας µε ελαττωµένη την ολική 

πνευµονική χωρητικότητα και τη DLCO (ικανότητα διάχυσης του πνεύµονα) ενώ ο 

λόγος FEV1/FVC είναι αυξηµένος. Η υποοξυγοναιµία επιδεινώνεται στην κόπωση. Η 
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ΡαCO2 είναι φυσιολογική ή ελαττωµένη και το pΗ φυσιολογικό. Η κυψελιδο-

αρτηριακή διαφορά οξυγόνου είναι αυξηµένη στην ηρεµία ακόµη και όταν η ΡαΟ2 

είναι φυσιολογική(209). Ωστόσο σε αρχικά στάδια µπορεί τα ευρήµατα αυτά να 

απουσιάζουν. 

Τα κύτταρα που λαµβάνονται µε τη βρογχοκυψελιδική έκπλυση µπορεί να 

είναι ενδεικτικά του τύπου της φλεγµονής των κυψελίδων. Συνήθως βρίσκονται 

αυξηµένα τα µακροφάγα και τα ουδετερόφιλα, µπορεί όµως και τα ηωσινόφιλα και τα 

λεµφοκύτταρα(210). 

Η ακτινογραφία θώρακος δείχνει συνήθως διάσπαρτες οζώδεις ή δικτυοζώδεις 

σκιάσεις κυρίως στα κάτω πνευµονικά πεδία και στην περιφέρεια των πνευµόνων. 

Περίπου το 14% των ιστολογικά επιβεβαιωµένων έχει φυσιολογική ακτινογραφία. 

Εικόνα «µελισσοκηρύθρας» παρατηρείται σε προχωρηµένη ίνωση(211). 

H αξονική τοµογραφία επιτρέπει τη µελέτη του παρεγχύµατος ως το επίπεδο 

των πνευµονικών λοβιδίων(212). 

Είναι κοινά αποδεκτό ότι η ανοικτή βιοψία βοηθά στη σωστή διάγνωση και 

άρα στην κατάλληλη θεραπευτική αντιµετώπιση(213,214) ιδιαίτερα στους ασθενείς 

που έχουν άτυπα κλινικά και απεικονιστικά ευρήµατα. Τα αποτελέσµατα της βιοψίας 

πρέπει να συνεκτιµηθούν µε τα κλινικά στοιχεία γιατί παρόµοια παθολογοανατοµικά 

ευρήµατα µπορεί να έχουµε και µετά από ιογενείς λοµώξεις, επίδραση τοξικών 

ουσιών ή ακτινοβολίας. 

 
  

 

3.8. ΠΡΟΓΝΩΣΗ 

 
Συνήθως η νόσος είναι προοδευτική αλλά η πρόγνωση της πορείας της είναι 

δύσκολο να προδιαγραφεί. Ο µέσος χρόνος επιβίωσης είναι 4-5 χρόνια(216) ή κατά 

άλλους 28,2 µήνες από την έναρξη των αναπνευστικών συµπτωµάτων(220). Το 

ποσοστό θνησιµότητας είναι 50% τα 5 πρώτα χρόνια µετά τη διάγνωση, παρόλο που 

το στάδιο της νόσου και οι υποκείµενες παθήσεις µπορεί να επηρεάσουν την έκβαση. 

Καµία ως τώρα θεραπεία δεν έχει καταφέρει να αυξήσει το χρόνο 

επιβίωσης(215).40% των ασθενών καταλήγουν λόγω αναπνευστικής ανεπάρκειας 
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αλλά και  επιπλοκών της νόσου(216).Στην Ιαπωνία τα ποσοστά θνησιµότητας είναι 

3,3 για τους άνδρες και 2,5 για τις γυναίκες ανά 100.000 πληθυσµού. 

Η πρόγνωση είναι καλύτερη σε γυναίκες κάτω των 50 χρ. µε βραχεία περίοδο 

συµπτωµάτων, καλή πνευµονική λειτουργία , περιορισµένη ίνωση, υψηλότερη PaO2 

,υπεροχή λεµφοκυττάρων στο κυψελιδικό έκπλυµα και καλή απάντηση στα 

κορτικοειδή.(158,148,217-221,151).Η λεµφοκυττάρωση στο BAL εµφανίζεται 

εκλεκτικά σε όσους έχουν καλή απάντηση στη θεραπεία. Αντίθετα η ηωσινοφιλία στο 

BAL συνδέεται µε προοδευτική επιδείνωση. Πάντως ο καλύτερος προγνωστικός 

παράγοντας είναι τα ιστολογικά ευρήµατα. Οι φλεγµονώδεις βλάβες είναι 

αναστρέψιµες σε αντίθεση µε την εικόνα δίκην «µελισσοκηρύθρας» και την υαλοειδή 

εκφύλιση που δεν υποστρέφονται. 

Σε σπάνιες άλλοτε περιπτώσεις είναι δυνατό η πάθηση να οδηγήσει σε θάνατο 

από αναπνευστική ανεπάρκεια µέσα σε 6 µήνες από την εγκατάσταση των 

συµπτωµάτων(σύνδροµο των Hamman-Rich). Είναι εκπληκτικό πως σε όσους 

καταφέρουν να επιβιώσουν η πνευµονική λειτουργία αποκαθίσταται 

πλήρως(222,223). 

 

 

 

 

3.9. I∆ΙΟΠΑΘΗΣ ΠΝΕΥΜΟΝΙΚΗ ΙΝΩΣΗ ΚΑΙ 

ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΠΝΕΥΜΟΝΑ 

 
H επίπτωση του βρογχογενούς καρκινώµατος είναι αυξηµένη(9,8-31%) σε 

ασθενείς µε IPF(151,224-230) σε σχέση µε τους υγιείς(2-6,4%). Συγκεκριµένα ο 

κίνδυνος για καρκίνο του πνεύµονα στους ασθενείς µε IPF σε σχέση µε το γενικό 

πληθυσµό είναι 14:1 και είναι  αιτία θανάτου για περισσότερους από το 10% αυτών 

(151). Αυτή η παρατήρηση είναι σηµαντική για την πρόγνωση και θεραπεία της 

ίνωσης αλλά και για την κατανόηση των αιτιών του καρκίνου του πνεύµονα. 

Παραµένει αντιφατικό  αν το γεγονός αυτό της συνύπαρξης οφείλεται στην ίνωση και 

χρόνια φλεγµονή ή αν έχει σχέση µε το κάπνισµα και την επαγγελµατική 

έκθεση(232,233). 
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Άλλες µελέτες αναφέρουν ότι το κάπνισµα είναι ανεξάρτητος και 

επιπρόσθετος παράγοντας κινδύνου και η πιθανότητα συνύπαρξης  Ca και IPF 

συνδέεται µε το κάπνισµα(144,146,170). Σε αντίθεση µε αυτές τις απόψεις, ο 

Hubbard και συν.(231) αναφέρουν ότι ο κίνδυνος για καρκίνο πνεύµονα 

συνδεδεµένου µε IPF είναι διπλάσιος στους µη καπνιστές σε σχέση µε τους 

καπνιστές. 

 Το αντίστοιχο µοντέλο της εύρεσης καρκίνου του εντέρου σε ασθενείς µε 

ελκώδη κολίτιδα κάνει λιγότερο εκπληκτική την εµφάνιση καρκίνου του πνεύµονα 

στους ασθενείς µε ίνωση(234).Άλλα παρόµοια µοντέλα είναι αυτά του καρκίνου του 

στοµάχου µετά από επιµένουσα φλεγµονή µε το H.pylori και το ηπατοκυτταρικό Cα 

σε ηπατίτιδα Β ή C.  Ίσως η χρόνια φλεγµονή προκαλεί εκτεταµένη καταστροφή στο 

DNA, αναστολή της G1φάσης -απόπτωση µε αποτέλεσµα την υπερέκφραση και 

µετάλλαξη του γονιδίου p53 και άρα την καρκινογένεση(235). 

 Στην IPF η επούλωση οδηγεί πιθανώς στη συγκέντρωση καρκινογόνων 

παραγόντων. Πράγµατι υψηλές συγκεντρώσεις καρκινοεµβρυικού αντιγόνου έχουν 

βρεθεί στο BAL ασθενών µε ίνωση και αποτελεί δείκτη της προκακοήθους 

µεταπλασίας και υπερπλασίας. Αυτές οι αλλαγές στον πνευµονικό ιστό µε 

αποτέλεσµα την επιθηλιακή ατυπία περιφερικά προδιαθέτουν στην εµφάνιση 

διεισδυτικής κακοήθειας. Μια άλλη πιθανή εξήγηση είναι των κοινών αιτιών των δύο 

αυτών νόσων. 

Την άποψη της συνύπαρξης καρκίνου και IPF ενισχύει και το γεγονός ότι 

κυτοκίνες παράγονται τόσο στην IPF όσο και στον καρκίνο του πνεύµονα. Ίσως 

παίζει ρόλο κατά τη διάρκεια των φλεγµονωδών και επιδιορθωτικών διαδικασιών η 

µετάλλαξη στο Κ-ras που αποτελεί ένα πρώιµο γεγονός στην πνευµονική 

καρκινογένεση. 

Οι επιδηµιολογικές µελέτες σχετικά µε τη σχέση IPF και καρκίνου είναι 

λίγες(236-238). Αν θεωρήσουµε πως υπάρχει σχέση µεταξύ IPF και καρκίνου, αυτή 

µπορεί να οφείλεται σε έκθεση σε περιβαλλοντικούς και επαγγελµατικούς 

παράγοντες . Ο Lee και συν. αναφέρουν ότι σε σχέση µε τα περισσότερα 

καρκινώµατα που εντοπίζονται στους άνω λοβούς ,τα καρκινώµατα που συνδέονται 

µε την IPF βρίσκονται κυρίως στον κατώτερο λοβό και κυρίως (65,6%) περιφερικά 

όπου η ίνωση είναι προχωρηµένη(233). Οι ιστολογικοί τους τύποι δε διαφέρουν σε 

σχέση µε αυτούς των ασθενών χωρίς ίνωση. Ιδιαίτερα συχνά απαντούν τα 

αδενοκαρκινώµατα και κυρίως το βρογχοκυψελιδικό και το µικροκυτταρικό. 
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Mικροσκοπικά το αδενοκαρκίνωµα πολλαπλασιάζεται στην επιφάνεια των 

πεπαχυσµένων κυψελιδικών τοιχωµάτων και στα διευρυσµένα βρογχιόλια. 

Μένει να απαντηθούν πολλά ερωτήµατα ακόµη όπως για παράδειγµα αν η 

εντόπιση και οι ιστολογικοί τύποι του καρκίνου είναι διαφορετικοί σε αυτούς µε IPF 

και χωρίς. 

 
 

 

 

3.10.ΓΕΝΕΤΙΚΗ 

 
Περισσότερο από το 3% των περιπτώσεων ιδιοπαθούς πνευµονικής ίνωσης 

εµφανίζονται σε µέλη οικογενειών(239-247,16). Η υπόθεση ότι η IPF συµβαίνει σε 

γενετικώς προδιατεθειµένα άτοµα που δεν µπορούν να ελέγξουν τις φλεγµονώδεις, 

ανοσολογικές και ινωτικές διαδικασίες στον πνεύµονα µετά από έκθεση σε 

διάφορους παράγοντες στηρίζεται σε αξιόλογες µελέτες αλλά κανένας γενετικός 

παράγοντας δεν έχει πλήρως ταυτοποιηθεί. Υποστηρίζεται επίσης ότι ο γενετικός 

παράγοντας καθορίζει την κλινική έκφραση της νόσου. 

Έχει βρεθεί αυξηµένη συχνότητα των HLA-B12, HLA-B15, HLA-Dw6, 

HLA-DR2 και  HLA-B8(σε γυναίκες µε έναρξη των συµπτωµάτων πριν τα 50χρ.) και 

µειωµένη συχνότητα του HLA-Dw3(248-250). Μελέτες στην περιοχή της α1-

αντιθρυψίνης στο χρωµόσωµα 14 έδειξαν σηµαντική αύξηση του non-MM 

φαινοτύπου και ειδικά του ΜΖ(251-253). Μια άλλη περιοχή του χρωµοσώµατος 14, η 

ανοσοσφαιρίνη γ συνδέεται µε την οικογενή πνευµονική ίνωση. Λέγοντας οικογενή 

πνευµονική ίνωση εννοούµε την εµφάνιση νόσου ιστολογικά επιβεβαιωµένης σε 

τουλάχιστον δύο µέλη αυτής(254). Ο απλότυπος GM1 συνδέεται µε την IPF. Η σχέση 

της νόσου µε άλλες κληρονοµικές όπως το σύνδροµο Hermansky-Pudlak, η 

νευροϊνωµάτωση, η νόσος Gaucher’s, η νόσος Niemann-Pick ,η οικογενής 

υπερασβεστιουρική υπερασβεστιαιµία ενισχύουν την άποψη της γενετικής βάσης της 

νόσου. 

Η κλινική εικόνα ,τα ευρήµατα στη φυσική εξέταση , οι ραδιογραφικές και 

ιστοπαθολογικές ανωµαλίες στην οικογενή πάθηση είναι διαφορετικές από τα 

ευρήµατα στις σποραδικές περιπτώσεις. Η νόσος µπορεί να ξεκινά από την παιδική 
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ηλικία. Μονοωγενείς δίδυµοι έχουν συνήθως παρόµοια ηλικία έναρξης της νόσου και 

κλινική εικόνα , ακόµη και αν ζουν σε διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές. 

Ασυµπτωµατικά µέλη οικογενειών µε  οικογενή νόσο έχουν αυξηµένη επίπτωση 

κυψελιδικής φλεγµονής µε αυξηµένες τιµές ουδετεροφίλων και ενεργοποιηµένων 

µακροφάγων. 

Ο τύπος της κληρονοµικότητας µάλλον είναι ο επικρατών αυτοσωµικός µε 

ποικίλη διεισδυτικότητα(243).  

Παρόλο που έχουν παρατηρηθεί πολυµορφισµοί στον ανταγωνιστή του 

υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1, του TNFa και περιοχών του ΗLA, δεν υπάρχει σαφής 

κλινική ένδειξη της γενετικής βάσης της νόσου(255,256). 

Φαίνεται πως όλοι αυτοί οι παράγοντες σε διαφορετικό βαθµό καθορίζουν τη 

φαινοτυπική έκφραση της ίνωσης στην πάθηση. 
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ΓΕΝΕΤΙΚΗ 
 

4.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 
Γνωρίζουµε ότι ο καρκίνος είναι µια πολύπλοκη και πολυσταδιακή διαδικασία 

που περιλαµβάνει ενεργοποίηση, συνεχή πολλαπλασιασµό, απώλεια αναστολής, 

είσοδο και µετάσταση των καρκινικών κυτττάρων στους γειτονικούς ιστούς. 

Γενετικοί αλλά και επιγενετικοί παράγοντες προκαλούν απώλεια του φυσιολογικού 

ελέγχου της κυτταρικής δραστηριότητας. Σε όλα αυτά εµπλέκονται γονίδια που 

ρυθµίζουν την κυτταρική αύξηση και θάνατο ,τη γενετική αστάθεια και την 

αποκατάσταση των βλαβών του DNA. Τα πιο πάνω γονίδια µπορεί να υποστούν 

µονοσηµειακές µεταλλάξεις, απώλεια χρωµοσωµικών βραχιόνων, χρωµοσωµικές 

µεταθέσεις ή πολλαπλασιασµό.  

Όλες οι διαδικασίες που οδηγούν σε κακοήθεια περιλαµβάνουν γενετικές και 

επιγενετικές επιρροές µε αποτέλεσµα την επικράτηση κλώνων µε επιθετικές 

αυξητικές ιδιότητες. Μόνο ένα µικρό µέρος των µεταλλαγών που προδιαθέτουν σε 

καρκίνο αφορούν τους γαµέτες ενώ η πλειοψηφία αυτών είναι σωµατικές και 

παρούσες στα νεοπλαστικά κύτταρα των προσβεβληµένων ατόµων. Υπάρχουν τρεις 

τύποι γονιδίων που είναι στόχοι των καρκινικών µεταλλαγών : τα ογκογονίδια ,τα 

ογκοκατασταλτικά και τα γονίδια επιδιόρθωσης του DNA. Είναι ενδιαφέρουσα η 

µελέτη του βιοχηµικού τους ρόλου και η συµµετοχή τους στα διάφορα στάδια της 

κακοήθους εξλλαγής. 

Σήµερα οι προσπάθειές µας επικεντρώνονται στο ρόλο τους στην πρώιµη 

διάγνωση και πρόγνωση των όγκων. Για παράδειγµα στον καρκίνο του πνεύµονα, το 

p53 έχει θέση στην πρώιµη διάγνωση της νόσου και στην πρόγνωση µαζί µε τα  K-

ras, HER-2/neu και myc. Επίσης τα p53 ,HER-2/neu εµπλέκονται στην αντίσταση 

στα φάρµακα και άρα µπορεί να χρησιµοποιηθούν ως χηµειοευαίσθητοι δείκτες. 
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4.2 ΟΓΚΟΓΟΝΙ∆ΙΑ 

 
Τα ογκογονίδια είναι αποτέλεσµα ενεργοποίησης των πρωτο-ογκογονιδίων 

µετά από µεταλλαγή(π.χ. ras) , πολλαπλασιασµό ή υπερέκφραση(π.χ.myc). Τα πρωτο-

ογκογονίδια συµµετέχουν στη φυσιολογικά ανάπτυξη ,διαφοροποίηση  και 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων. Κωδικοποιούν πρωτεΐνες που παίζουν ρόλο στην 

επαγωγή σήµατος ή στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου. Όταν υπερεκφράζονται ή 

αλλοιώνονται δοµικά,  οι πρωτεΐνες τους  επιλεκτικά προκαλούν τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων που τις εκφράζουν. 

Ο µετασχηµατισµός ενός δεδοµένου κυττάρου επηρεάζεται τόσο από τον τύπο 

του ογκογονιδίου που είναι ενεργό στο κύτταρο όσο και από την ποσότητα του 

προϊόντος του. Η ικανότητα ενός ογκογονιδίου να αθανατοποιεί τα κύτταρα 

συνδέεται µε την ικανότητά του να µπλοκάρει τη διαφοροποίηση. Ένα ογκογονίδιο 

δεν είναι αρκετό για να προκαλέσει κακοήθη µετασχηµατισµό αλλά χρειάζεται 

συνεργική δράση µε άλλα για την επαγωγή του καρκίνου. 

Tα περισσότερα ογκογονίδια είναι όµοια µε αυτά που ελέγχουν την κυτταρική 

διαίρεση και αύξηση. Παρόλο που η ρύθµιση της κυτταρικής διαίρεσης δεν είναι 

πλήρως κατανοητή ,τέσσερις τύποι πρωτεϊνών συµµετέχουν σε αυτή: οι αυξητικοί 

παράγοντες, οι υποδοχείς των αυξητικών παραγόντων, οι ενδοκυτταρικοί διαβιβαστές 

µηνυµάτων και οι ρυθµιστικές πρωτεΐνες της µεταγραφής. Η ταξινόµηση έγινε 

σύµφωνα µε το λειτουργικό τους ρόλο σε οδούς επαγωγής σήµατος. 

Α) Αυξητικοί παράγοντες (Ογκογονίδια τάξης Ι). Τα ογκογονίδια  σπάνια 

προέρχονται από γονίδια που κωδικοποιούν αυξητικούς παράγοντες. Μόνο ένα τέτοιο 

γονίδιο, το sis έχει ταυτοποιηθεί. Κωδικοποιεί µια µορφή  αυξητικού παράγοντα που 

παράγεται από τα αιµοπετάλια(PDGF) και µετασχηµατίζει κύτταρα που έχουν τον 

PDGF υποδοχέα. Έχουν σχηµατιστεί τεχνητά ογκογονίδια τάξης Ι, π.χ. όταν το 

γονίδιο που κωδικοποιεί τον παράγοντα που διεγείρει τα κοκκιοκύτταρα-

µακροφάγα(GM-CSF) εισαχθεί σε ένα κύτταρο που έχει GM-CSF υποδοχέα ,τότε 
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διεγείρει την κυτταρική διαίρεση και αύξηση. Αυτή η αυτοδιέγερση ονοµάζεται 

αυτοκρινής επαγωγή. 

Β) Υποδοχείς ορµονών και αυξητικών παραγόντων (Ογκογονίδια τάξης 

ΙΙ) 

Η τάξη αυτή διαιρείται σε δύο κατηγορίες: τους υποδοχείς της κυτταρικής 

µεµβράνης και τους ενδοκυττάριους υποδοχείς. Οι πρώτοι στέλνουν ένα αυξητικό 

µήνυµα στο κύτταρο µετά την πρόσδεση του αυξητικού παράγοντα. Μερικοί 

υποδοχείς έχουν δράση κινασών στην κυτταροπλασµατική τους περιοχή και 

φωσφωρυλιώνουν τυροσίνες πρωτεϊνών. Τα γονίδια αυτών των υποδοχέων γίνονται 

ογκογονίδια όταν µεταλλαχθούν µε τέτοιο τρόπο ώστε οι υποδοχείς που 

κωδικοποιούν να παραµείνουν ενεργοί ακόµη και απουσία του προσδενόµενου 

παράγοντα. Σε  περίπτωση που λείπει η περιοχή πρόσδεσης του σήµατος ο 

τροποποιηµένος υποδοχέας παραµένει διαρκώς ενεργός. Έτσι ένα κύτταρο που έχει 

αυτό τον υποδοχέα διαιρείται και αυξάνεται ανεξάρτητα από τους παράγοντες που 

ρυθµίζουν την ανάπτυξή του. 

Παράδειγµα ενδοκυττάριου υποδοχέα είναι αυτού της θυρεοειδούς ορµόνης. 

Φυσιολογικά ο ρόλος της ορµόνης είναι να ενεργοποιεί τον υποδοχέα προς 

ρυθµιστική πρωτεΐνη της µεταγραφής. Το ογκογονίδιο erbA παράγει έναν 

τροποποιηµένο υποδοχέα erbA που πιθανόν συναγωνίζεται τον ενδογενή υποδοχέα 

της θυρεοειδούς ορµόνης ,προκαλώντας ανάπτυξη χωρίς έλεγχο. Το ογκογονίδιο 

erbA δε µετασχηµατίζει πλήρως τα κύτταρα, αλλά λειτουργεί συνεργατικά µε την 

erbB διαµεµβρανική φωσφοπρωτεΐνη που είναι παράγωγο του υποδοχέα επιδερµικής 

ανάπτυξης(ΕGF). Απαντά στον καρκίνο του µαστού και των ωοθηκών όπου το 20-

30% αυτών εµφανίζουν πολλαπλασιασµό και υπερέκφραση, κάτι που συνδέεται µε 

φτωχή πρόγνωση. 

Γ) Ενδοκυτταρικοί διαβιβαστές µηνυµάτων (Ογκογονίδια τάξης ΙΙΙ)  

Κωδικοποιούν προϊόντα που ανήκουν στις εξής κατηγορίες: κινάσες 

πρωτεϊνικών τυροσινών ,κινάσες σερίνης/θρεονίνης, Ras πρωτεΐνες και συγγενείς 

πρωτεΐνες της φωσφωλιπάσης C.  

∆)  Ρυθµιστικές πρωτεΐνες της µεταγραφής(Ογκογονίδια τάξης IV) 

Παράδειγµα τέτοιων ογκογονιδίων είναι το jun και το myc. 

 

Σχετικά µε τη διαδικασία ογκογένεσης παρουσία των ογκογονιδίων 

,πιστεύουµε ότι τα κύτταρα που περιέχουν µια εναρκτήρια µετάλλαξη σε ένα 
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ογκογονίδιο παραµένουν εφησυχασµένα και ρυθµίζονται από γειτονικά µέχρι να 

ελευθερωθούν µε την αθανατοποίηση , κλωνική διαλογή και θάνατο των κυττάρων 

που τα περιβάλλουν. 

Περίπου το 20% των δειγµάτων του DNA από πολυάριθµες κυτταρικές σειρές 

ανθρωπίνων κυττάρων και κυτταρικών όγκων έχουν ικανότητα µετασχηµατισµού. 

Έτσι τα ογκογονίδια είναι συνήθη στους ανθρώπινους καρκίνους. Τα περισσότερα 

από αυτά είναι συγγενή προς τη c-ras οικογένεια. Μέχρι σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί 

τρία c-ras-συγγενή γονίδια ,το γονίδιο neu και αρκετά άλλα. Κυτταρικά ογκογονίδια 

έχουν βρεθεί στις λευχαιµίες, καρκίνους της ουροδόχου κύστης, πνευµόνων, παχέος 

εντέρου και νευρικού ιστού. Τα κυτταρικά ογκογονίδια δεν είναι αναγκαία ιστοειδικά 

στη δράση τους ,δηλαδή το ίδιο γονίδιο µπορεί να είναι λειτουργικό σε όγκους 

διαφόρων ιστών. 

Σχετικά µε το ρόλο των ογκογονιδίων ως προγνωστικοί παράγοντες, έχει 

βρεθεί ότι τα myc είναι αρνητικοί προγνωστικοί παράγοντες για το µικροκυτταρικό 

καρκίνο του πνεύµονα ενώ µεταλλαγές στο K-ras και υπερέκφραση του HER-2/neu 

είναι αρνητικοί προγνωστικοί παράγοντες για τα αδενοκαρκινώµατα. Αντίθετα η 

έκφραση του bcl-2 έχει θετική προγνωστική αξία για τα µη µικροκυτταρικά 

καρκινώµατα. 

 

 

 

4.3 ΟΓΚΟΚΑΤΑΣΤΑΛΤΙΚΑ ΓΟΝΙ∆ΙΑ 

 
Η ανάπτυξη σχεδόν όλων των κοινών καρκίνων του ανθρώπου συνοδεύεται 

µε απώλεια ή µεταλλαγή ενός ή περισσότερων ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Αυτά 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες που ρυθµίζουν αρνητικά  την ανάπτυξη των κυττάρων και 

επηρεάζουν την επαγωγή σήµατος και τη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου. Για να 

εµφανίσουν ογκογόνο δράση πρέπει και τα δύο αλληλόµορφα να αδρανοποιηθούν. 

Τελευταία περισσότερα από δώδεκα ογκοκατασταλτικά ή υποψήφια 

ογκοκατασταλτικά µε σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση έχουν ταυτοποιηθεί και 

αναµένεται η ταχεία ανακάλυψη πολλών άλλων τα επόµενα χρόνια. 
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Το πρώτο ογκοκατασταλτικό γονίδιο που µελετήθηκε ήταν του 

ρετινοβλαστώµατος(Rb) στο 13q14 χρωµόσωµα που κωδικοποιεί µια πυρηνική 

πρωτεΐνη ,την p105 . Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η ύπαρξη µεταλλαγών του Rb 

και στα δύο αλληλόµορφα έχει διαπιστωθεί σε κύτταρα πολλών διαφορετικών όγκων 

εκτός του ρετινοβλαστώµατος , όπως του πνεύµονα και του προστάτη. Ο 

πρωταρχικός ρόλος του Rb είναι η ρύθµιση της µετάβασης από τη φάση G1 στη φάση 

S,συνδεόµενο µε ρυθµιστικές πρωτεΐνες, όπως c-myc και µεταγραφικός παράγοντας 

E2F . 

Το p53 στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 17 είναι ίσως  το πιο συχνά 

επηρεαζόµενο στις κακοήθειες και αποτελεί για πολλούς το ¨φύλακα του 

γονιδιώµατος¨. Ελέγχει τη συσσώρευση βλαβών του DNA.Κωδικοποιεί µια πυρηνική 

φωσφοπρωτεΐνη  που λειτουργεί ως παράγοντας µεταγραφής ,συνδεόµενη µε ειδικές 

DNA αλληλουχίες και ρυθµίζοντας την έκφραση άλλων γονιδίων, όπως το MDM-2, 

p21 κλπ.  Πιο συγκεκριµένα υπερρυθµίζει το bcl-2 και υπορρυθµίζει την έκφραση 

του Bax  και p21. Το Bax προάγει την απόπτωση και το p21 αναστέλλει την κυκλίνη- 

εξαρτώµενες κινάσες. Η πρωτεΐνη p53 µεσολαβεί στην κυτταρική απάντηση σε 

βλάβες του DNA µε δύο µηχανισµούς: πρώτον αναστολή του κυτταρικού κύκλου στη 

φάση G1 και δεύτερον µεσολάβηση στην απόπτωση. Εποµένως η απενεργοποίηση 

του p53 οδηγεί σε απώλεια του ελέγχου δύο σηµαντικών λειτουργιών: του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού και θανάτου(257). Απώλεια του p53 οδηγεί στο 

σύνδροµο Li-Fraumeni που χαρακτηρίζεται από προδιάθεση για ορισµένους τύπους 

καρκίνου. Όταν λείπουν και τα δύο αντίγραφα του p53 οι όγκοι είναι µεταστατικοί 

και το ποσοστό επιβίωσης χαµηλό(258).Επιπλέον, οι µεταλλάξεις p53 στη γαµετική 

σειρά προκειµένου να επιταχύνουν την ογκογένεση στους ιστούς µπορεί να 

συνεργάζονται µε τις µεταλλάξεις στο Rb . 

Ένα άλλο ογκοκατασταλτικό γονίδιο, το p16 στο 9p χρωµόσωµα 

απενεργοποιείται µε οµόζυγη απαλειφή, ενδογονιδιακή µετάλλαξη ή υπερµεθυλίωση 

της περιοχής CpG του προαγωγέα του p16. Η πρωτεΐνη του γονιδίου ρυθµίζει τους 

αναστολείς των κινασών που ελέγχουν τον κυτταρικό κύκλο. Εµποδίζει την 

ενεργοποίηση της CDK4 µε σύνδεση των CDK4 υποοµάδων και προλαµβάνει την 

επίδραση µε την κυκλίνη D. 

Το DPC4 στο µακρύ σκέλος του χρωµοσώµατος 18 απενεργοποιείται µε 

οµόζυγη απαλοιφή αλλά και µε απώλεια ετεροζυγωτίας και ενδογονιδιακή 
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µετάλλαξη. Το προϊόν του έχει µεγάλη σηµασία στη µετάδοση µηνυµάτων µέσω του 

µεταφραφικού αυξητικού παράγοντα TGF-β(259). 

Το ΡΤΕΝ γονίδιο κωδικοποιεί µια φωσφολιπιδική φωσφατάση που το κύριο 

υπόστρωµά της είναι η ΡΙΡ3. Άρα απώλεια της λειτουργίας του ΡΤΕΝ οδηγεί σε 

ενεργοποίηση της δραστηριότητας της κινάσης ΡΚΒ/ΑΚΤ µε αποτέλεσµα τη 

µειωµένη ευαισθησία στον κυτταρικό θάνατο. Μεταλλάξεις στο ΡΤΕΝ έχουν βρεθεί 

στον καρκίνο του προστάτη, στο γλοιοβλάστωµα, στον καρκίνο του µαστού και του 

ενδοµητρίου(260). 

Το WT1 γονίδιο εδράζεται στο χρωµόσωµα 11και είναι απαραίτητο για τη 

φυσιολογική ανάπτυξη του νεφρού. Μεταλλάξεις σε αυτό σχετίζονται µε τον 

οικογενή τύπο της νόσου του Wilms και σπάνια παρατηρούνται σε σποραδικούς 

όγκους.  

  

 

 

 

4.4 ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΕΠΙ∆ΙΟΡΘΩΣΗΣ ΤΟΥ 

DNA 

 
Το σύστηµα επιδιόρθωσης του DNA(DNA mismatch repair (MMR) system) 

είναι σηµαντικό για τη διατήρηση της γενετικής σταθερότητας . Όλες οι κύριες 

λειτουργίες του ΜΜR, όπως η διόρθωση των βιοσυνθετικών λαθών και λαθών 

αντιγραφής, η επιβίωση των βλαβών του DNAκαι η πρόληψη του ανασυνδυασµού 

µεταξύ µη ιδίων αλληλουχιών εξυπηρετούν αυτό το σκοπό(262-264). Η αρχική 

απενεργοποίηση του MMR που ελέγχει τη σταθερότητα της αντιγραφής του DNA 

οδηγεί σε γενετική αστάθεια και αύξηση του ρυθµού µεταλλαξιογένεσης σε γονίδια 

που εµπλέκονται στον καρκίνο(π.χ. τον κληρονοµικό µη πολυποσικό καρκίνο του 

εντέρου). Κύτταρα µε ελαττώµατα στο ΜΜR σύστηµα έχουν 100-1000 φορές 

µεγαλύτερη πιθανότητα για µεταλλαγές και άρα για σποραδικούς ή οικογενείς 

καρκίνους. Βέβαια πιστεύουµε ότι µια απενεργοποίηση ενός γονιδίου επιδιόρθωσης 

του DNA δεν αποτελεί ένα µεταλλακτικό γεγονός από µόνο του αλλά απαιτούνται 

και επιπρόσθετες γενετικές αλλαγές ώστε τα κύτταρα να γίνουν κακοήθη. ∆ιάφορες 
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θετικές ή αρνητικές επιλεκτικές πιέσεις µπορεί να οδηγήσουν σε διαφορετικά 

ποσοστά µεταλλάξεων. Επίσης ρόλο παίζουν ο τύπος της µετάλλαξης και η 

φυσιολογία του κυττάρου. 
Τουλάχιστον 6 διαφορετικές πρωτεΐνες του MMR έχουν αναγνωριστεί. Η 

MSH2 σχηµατίζει ετεροδιµερή µε την MSH6 ή MSH3 ανάλογα µε τον τύπο της 

περιοχής που επιδιορθώνεται. Ένα ετεροδιµερές των MLH1 και PMS2 συντονίζει την 

αλληλεπίδραση µεταξύ του MMR και πρωτεϊνών απαραίτητων για το MMR. Οι 

τελευταίες περιλαµβάνουν τουλάχιστον εξωνουκλεάση 1, τις DNA πολυµεράσες δ 

και ίσως ελικάσες. Επιπλέον οµόλογα των πρωτεϊνών του MMR χρειάζονται για 

λειτουργίες άλλες από αυτές του MMR. Σε αυτές περιλαµβάνονται οι MSH4 και 

MSH5 που είναι απαραίτητες για το µειωτικό ανασυνδυασµό . 

 

 

 

 

4.5 ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟ DNA 

 
Οι διαδοχικά επαναλαµβανόµενες περιοχές του DNA είναι διάσπαρτες στο 

ανθρώπινο γονιδίωµα  των ευκαρυωτικών οργανισµών και δεν έχουν κωδικοποιητική 

λειτουργία. ∆ιακρίνονται σε δορυφορικό DNA µε πολύ υψηλά διαδοχικά 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες, σε µεταθετά στοιχεία που είναι µέτρια 

επαναλαµβανόµενες κινητές διάσπαρτες αλληλουχίες και τέλος σε µικροδορυφορικό 

DNA. Αυτό χαρακτηρίζεται από µέτρια διαδοχικά επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες. 

Είναι βραχείες συστοιχίες (2-5bp) νουκλεοτιδικών επαναλήψεων στο γονιδίωµα 

.Κυρίως επαναλαµβάνονται οι διπλέτες CA/GT. Στον άνθρωπο υπάρχουν 

τουλάχιστον 30.000 θέσεις µικροδορυφορικών αλληλουχιών DNA. Ο αριθµός των 

αντιγράφων ποικίλλει χαρακτηριστικά µέσα σε ένα πληθυσµό. Ο µέσος όρος του 

µεγέθους των συστοιχειών των µικροδορυφορικών αλληλουχιών του DNA είναι της 

τάξεως του 100 αλλά συχνά παρατηρούνται αποκλίσεις από το µέσο όρο. Πολλοί 

παράγοντες µπορεί να επηρεάσουν το µήκος των επαναλαµβανόµενων 

νουκλεοτιδικών µονάδων στις διαδοχικές συστοιχείες των αλληλουχιών του DNA. 

Tέτοιοι είναι η ενίσχυση κάποιου γονιδίου (µέσω παράλειψης, κυκλικής αντιγραφής 

ή άνισης ανταλλαγής) και η µετάλλαξη µε αντικατάσταση βάσης. Από αυτούς τους 
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µηχανισµούς η παράλειψη κατά την αντιγραφή του DNA είναι η κύρια αιτία του 

πολυµορφισµού µήκους που οδηγεί σε αλλαγές µήκους λίγων βάσεων κάθε φορά. 

  Οι αλληλουχίες αυτές οριοθετούν τις περιοχές που συντελείται η ανταλλαγή 

ανάµεσα στις αδερφές χρωµατίδες κατά το γενετικό ανασυνδυασµό, διασφαλίζοντας 

την ακρίβεια του και προλαµβάνοντας τον µιτωτικό ανασυνδυασµό ανάµεσα στα 

χρωµοσώµατα. Βέβαια δεν απαιτείται απόλυτη οµολογία , γι’ αυτό µικρά λάθη δεν 

επηρεάζουν το πλαίσιο ανάγνωσης σε παρακείµενα γονίδια.  

Οι ανασυνδυασµοί των διαδοχικά επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών του 

DNA µπορεί να οδηγήσουν σε χρωµοσωµικές ανακατατάξεις και µεταλλάξεις µέσω 

ενίσχυσης των µικροδορυφορικών αλληλουχιών. Οι µεταλλάξεις των γονιδίων που 

ελέγχουν το µηχανισµό αποκατάστασης των λαθών κατά την αντιγραφή του DNA 

µπορεί να οδηγήσουν σε αστάθεια των µικροδορυφορικών αλληλουχιών του DNA 

,αφού τα λάθη που έγιναν κατά την αντιγραφή δε µπορούν να διορθωθούν. Η 

συχνότητα µε την οποία συµβαίνουν αυτές οι αλλοιώσεις στο µήκος των διαδοχικά 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών του µικροδορυφορικού DNA είναι πολύ 

υψηλότερη από την κανονική συχνότητα µετάλλαξης. 

Το µικροδορυφορικό DNA λόγω της ευρείας διάδοσης του στο γονιδίωµα , 

του πολυµορφισµού του  και της δυνατότητας εφαρµογής της PCR αποτελεί 

σηµαντικό δείκτη µελέτης του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Έχοντας το ως ιδανικό 

πειραµατικό µοντέλο, µελετάται η πιστότητα στην αντιγραφή του DNA στα 

καρκινικά κύτταρα. 

 

 

 

 

4.6 ΑΠΩΛΕΙΑ ΕΤΕΡΟΖΥΓΩΤΙΑΣ(LOH) 

 
Ως απώλεια ετεροζυγωτίας χαρακτηρίζεται η απώλεια ενός αλληλοµόρφου 

που παρατηρείται στους όγκους και όχι στο φυσιολογικό DNA λόγω άνισου 

επιχιασµού κατά το ζευγάρωµα των αδερφών χρωµατίδων ή την αντιγραφή του 

DNA.Αν η απουσία ενός αντιγράφου(ετεροζυγωτία) είναι σιωπηλή, η ογκογένεση 

µπορεί να συµβεί µε την απώλεια ενός δεύτερου αντιγράφου (απώλεια 

ετεροζυγωτίας). Ωστόσο και η ετεροζυγωτία από µόνη της µπορεί να οδηγήσει στην 
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καρκινογένεση, ιδιαίτερα στις περιπτώσεις της συνεργικής επιρροής µε άλλα γονίδια. 

Η απώλεια της ετεροζυγωτίας είναι χαρακτηριστικό των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων. Όσον αφορά τον αριθµό της επανάληψης των αλληλουχιών , υπερβαίνει το 

90% στο φυσιολογικό πληθυσµό. 

LOH βρέθηκε σε µικρότερη συχνότητα στους ΜΙΝ+ µη πολυποσικούς 

καρκίνους του εντέρου(HNPCC) σε σχέση µε τους ΜΙΝ- ,ενώ στο µικροκυτταρικό 

καρκίνο του πνεύµονα οι ΜΙΝ+ και οι ΜΙΝ- καρκίνοι είχαν την ίδια συχνότητα LOH. 

Στον καρκίνο του πνεύµονα LOH έχει βρεθεί στις περιοχές 3p,5q,17p,13q, 

10q και 4q. 

Η απώλεια ετεροζυγωτίας βοηθά στην εύρεση των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων σε µια πάθηση αλλά και στον καθορισµό της θέσης νέων τέτοιων γονιδίων. 

 

 

 

 

4.7 ΑΣΤΑΘΕΙΑ ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟΥ 

DNA(ΜΙΝ) 

 
Μεταλλαγές στο σύστηµα κακώς επιδιορθωµένων βάσεων του DNA(MMR) 

οδηγεί σε µοριακές αλλαγές που είναι υπεύθυνες για την ΜΙΝ. Το ποσοστό των 

µεταλλάξεων έχει σχέση µε το µήκος της επαναλαµβανόµενης αλληλουχίας και τη 

φύση της , καθώς υπάρχουν επιρροές από παρακείµενες αλληλουχίες.  H MIN είναι 

αποτέλεσµα της παράλειψης κατά την αντιγραφή  µικροδορυφορικών αλληλουχιών , 

κάτι που συµβαίνει συχνότερα σε αυτές. Χρωµοσωµικές περιοχές µε 

µικροδορυφορικούς δείκτες υψηλής συχνότητας ΜΙΝ  συνδέονται µε ορισµένους 

τύπους καρκίνου και αναφέρονται ως ΜΙΝ hot spots. Η αστάθεια µπορεί να αφορά 

όχι µόνο µια µονή επαναλαµβανόµενη αλληλουχία αλλά διάφορες περιοχές του 

χρωµοσώµατος που διαφέρουν στους διάφορους όγκους. 

Παρόλο που δεν αναφέρεται βιβλιογραφικά σχέση της ΜΙΝ µε την 

ιστοπαθολογία , έχει βρεθεί στατιστικά µεγαλύτερη συχνότητα ΜΙΝ σε ορισµένους 
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υποτύπους καρκίνου. Η ΜΙΝ µπορεί να εµφανίζεται σε πρώιµο ή απώτερο στάδιο της 

ογκογένεσης και έχει βρεθεί και σε µη νεοπλαστικούς ιστούς. 

Η ΜΙΝ που συνδέεται µε επίκτητες µεταλλαγές στο σύστηµα επιδιόρθωσης 

του DNA(κυρίως hMSH2/hMLH1) φαίνεται να χαρακτηρίζει τον κληρονοµικό µη 

πολυπωσικό καρκίνο του εντέρου(HNPCC) και µερικούς νεανικούς καρκίνους 

εντέρου και όχι τους µη-HNPCC όγκους(265-267). hMSH1/hMLH1 µεταλλαγές 

σπάνια αναφέρονται σε άλλους ΜΙΝ+ τύπους καρκίνου όπως του ενδοµητρίου και 

των ωοθηκών. Στους ΜΙΝ+ καρκίνους χωρίς µεταλλαγές hMSH2/hMLH1 φαίνεται 

πως άλλοι παράγοντες του συστήµατος κακώς επιδιορθωµένων βάσεων του DNA 

είναι υπεύθυνοι για την παρατηρούµενη αστάθεια, όπως ο hMSH6.  Στους 

σποραδικούς καρκίνους του εντέρου η συχνότητα των ΜΙΝ+ περιπτώσεων είναι 15-

20% ενώ σε ασθενείς κάτω των 35χρ. µπορεί να φτάσει το 58%(268). Η αµέσως 

επόµενη υψηλή συχνότητα ΜΙΝ παρατηρείται στον παγκρεατικό καρκίνο. 

H MIN αντανακλά µια υποκείµενη γενετική αστάθεια , αποτέλεσµα 

απενεργοποίησης και των δύο αλληλοµόρφων σε µια περιοχή του συστήµατος 

επιδιόρθωσης του DNA. hMSH2/hMLH1 µεταλλαγές σπάνια αναφέρονται σε άλλους 

εκτός από τους ΜΙΝ+ καρκίνους του εντέρου. 

To ποσοστό των αυθόρµητων αλλαγών σε µικρές επαναλαµβανόµενες 

αλληλουχίες 6 βάσεων είναι τρεις φορές υψηλότερο από ότι σε αυτές των δύο 

βάσεων. Επιπλέον οι αυθόρµητες µεταλλαγές σε µικροδορυφορικούς δείκτες τρι- και 

τετρανουκλεοτιδίων είναι 50 φορές συχνότερες από ότι στους δινουκλεοτιδικούς µε 

αποτέλεσµα τα δύο συστήµατα να µην είναι συγκρίσιµα και οι δινουκλεοτιδικοί να 

προτιµώνται στην εκτίµηση της γενετικής αστάθειας. Ο σχεδιασµός γενετικών 

δεικτών όπως οι δείκτες του µικροδορυφορικού DNA δίνει τη δυνατότητα έρευνας σε 

όλο το γονιδίωµα χρωµοσωµικών περιοχών για ανεύρεση αστάθειας και συσχέτιση 

αυτής µε παθολογικές καταστάσεις. 

∆εν έχει καθοριστεί βιβλιογραφικά ο αριθµός των δεικτών που πρέπει να 

χρησιµοποιηθούν προκειµένου ένας όγκος να χαρακτηριστεί ως ΜΙΝ+/-. Πάντως 

δηµοσιευµένες µελέτες που χαρακτηρίζουν όγκους ως ΜΙΝ-  χρησιµοποιώντας τρεις 

µικροδορυφορικούς δείκτες δε θεωρούνται λιγότερο ακριβείς από αυτές που 

χρησιµοποιούν τέσσερις ή περισσότερους. 

Τα πρώτα γονίδια στα οποία περιγράφηκε µικροδορυφορική αστάθεια είναι τα 

TGFβRII, BAX, IGFIIR, MSH3 ,MSH6. Σήµερα η οµάδα τους έχει κατά πολύ 

διευρυνθεί. 
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Ανάλυση για ΜΙΝ του DNA των όγκων µπορεί να ανιχνεύσει σωµατικές 

µεταλλαγές που συµβαίνουν στα διάφορα στάδια της ογκογένεσης και να 

προκαθορίσει την αντίσταση στους αλκυλιωτικούς παράγοντες. Έχει βρεθεί ότι οι 

ΜΙΝ+ φαινότυποι συνδέονται µε αντίσταση  στους αλκυλιωτικούς παράγοντες. 

  

 

 

 

4.8 ΓΕΝΕΤΙΚΕΣ ΑΛΛΟΙΩΣΕΙΣ ΣΕ ΑΛΛΕΣ 

ΠΑΘΗΣΕΙΣ 
 

Στο σηµείο αυτό θα αναφερθούµε σε γενετικές αλλοιώσεις που αφορούν σε 

παθήσεις εκτός από τη σαρκοείδωση και την ιδιοπαθή ίνωση, αφού οι δύο τελευταίες 

θα αναλυθούν εκτενώς παρακάτω.  

ΜΙΝ έχει βρεθεί στις αθηρωµατικές πλάκες και σχετίζεται µε την εµφάνιση 

στεφανιαίας νόσου(269-275). Γενετικές αλλοιώσεις έχουν παρατηρηθεί και σε 

παθήσεις οφθαλµικές (πτερύγιο), νευρολογικές(χορεία του Huntington,σύνδροµο 

εύθραυστου χρωµοσώµατος Χ)(276-280). Bέβαια στις παραπάνω περιπτώσεις οι 

περιοχές που υφίστανται αύξηση είναι περιορισµένες και η αστάθειά τους δεν 

αντανακλά γενικότερη αύξηση του αριθµού των µεταλλάξεων. Η γενετική αστάθεια 

έχει συσχετιστεί και µε αύξηση του ποσοστού των αποβαλλόµενων εµβρύων(281-

284). Μικροδορυφορικές αλλοιώσεις εµφανίζονται και σε καλοήθεις παθήσεις του 

µαστού και του ήπατος(285,286). 

ΜΙΝ και LOH έχει βρεθεί και σε καλοήθεις πνευµονικές παθήσεις όπως η 

χρόνια αποφρακτική πνευµονοπάθεια(287-292). 

Πέρα από τον καρκίνο του πνεύµονα, ΜΙΝ και LOH παρατηρείται και σε 

άλλες κακοήθειες, όπως του γαστρεντερικού(έντερο,ήπαρ,στόµαχος,οισοφάγος), του 

θυρεοειδούς, του ουροποιητικού, του νευρικού(γλοιοβλάστωµα) και του 

γεννητικού(µαστός, τράχηλος)(293-305). Οι χρωµοσωµικές περιοχές που κυρίως 

εντοπίζονται οι αλλοιώσεις φαίνονται στον παρακάτω πίνακα 4. 
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Πίνακας 4. Οι σποραδικοί καρκίνοι και οι απώλειες χρωµοσωµικών περιοχών. 

 

ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΟΡΓΑΝΑ 

1q,1p,3p,6qq,11p,13q,16q,17q,17p ΜΑΣΤΟΣ 

3p,5q,8p,11p,13q,17p ΠΝΕΥΜΟΝΑΣ 

3p,5q,17p ΝΕΦΡΟΙ 

6q,9p,11p ∆ΕΡΜΑ 

3p,11q,17p TΡΑΧΗΛΟΣ 

3p,6q,11p,13q,17p ΩΟΘΗΚΕΣ 

3p,11p,17p ΟΡΧΕΙΣ 

8p,10q,16q ΠΡΟΣΤΑΤΗΣ 

1p,2p,5q,8p,11q,13q,14q,17p ΠΑΧΥ ΕΝΤΕΡΟ 

13q,18q ΣΤΟΜΑΧΟΣ 

3p,6q,8p,11,17p ΠΑΓΚΡΕΑΣ 
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ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΠΡΩΤΟ 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 
 

5.1 ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ-ΚΡΙΤΗΡΙΑ 

ΕΠΙΛΟΓΗΣ ΑΣΘΕΝΩΝ 

 
Πτύελα και φλεβικό αίµα συλλέχθηκαν από 52 ασθενείς που διαγνώστηκαν 

και παρακολουθούνταν στην Πνευµονολογική Κλινική του Περιφεριακού 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου και εµφάνιζαν κλινικά , 

ακτινολογικά(HRCT) και ιστολογικά χαρακτηριστικά συµβατά µε ιδιοπαθή 

πνευµονική ίνωση(IPF). Η διάγνωση της IPF έγινε µε βιοψία πνεύµονα (ανοιχτή 

θωρακική βιοψία ή θωρακοσκοπική επέµβαση µε τη βοήθεια video) και έδειξε 

διάµεση πνευµονία (UIP) ,την παρουσία χαρακτηριστικού κριγµού στην ακρόαση, 

µεταβολές στις πνευµονικές δοκιµασίες και την απουσία διηθήσεων στην HRCT. 

Ασθενείς µε περιβαλλοντική έκθεση σε ινωτικούς παράγοντες αποκλείστηκαν. Άλλα 

κριτήρια αποκλεισµού ήταν η συνύπαρξη χρόνιας νόσου ,πνευµονικής λοίµωξης ή 

κακοήθειας. Η µέση ηλικία των ασθενών ήταν τα 72 χρόνια(από 57 ως 82 

χρόνια).Σαράντα από τους ασθενείς ήταν άντρες και 12 γυναίκες. Τριάντα έξι από 

τους ασθενείς ήταν καπνιστές . Η διάρκεια της νόσου ήταν 3,3±1,4 χρόνια. Για να 

επιβεβαιώσουµε ότι τα δείγµατα των πτυέλων ήταν από την κατώτερη αναπνευστική 

οδό εξετάστηκαν µικροσκοπικά και κατάλληλα θεωρήθηκαν αυτά που είχαν λιγότερα 

από 10 επιθηλιακά κύτταρα κατά οπτικό πεδίο(305).Οι µετρήσεις των πνευµονικών 

λειτουργιών έγιναν όπως προηγούµενα(306). Γραπτή συγκατάθεση πάρθηκε από 

όλους τους ασθενείς που µετείχαν στη µελέτη και έγινε σύµφωνα µε τους κανόνες της 

ιατρικής δεοντολογίας. Τα κλινικά και εργαστηριακά ευρήµατα των ασθενών µε IPF 

φαίνονται στον Πίνακα 5. 
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Πίνακας  5. Χαρακτηριστικά ασθενών µε ΙPF. 

 

Συνολικός αριθµός                       52 

Άνδρες                                          40 

Γυναίκες                                       12 

Μέση ηλικία±SD(έτη)                  72(±15) 

∆ιάρκεια νόσου(έτη)                     3.3± 1.4 

 Σπιροµέτρηση   

FEV1 (% προβλ.)                           70±6  

FVC   (% προβλ.)                           68±7 

FEV1/FVC                                      91±4 

PaO2(mmHg) σε ηρεµία                 68±7 

PaCO2(mmHg) σε ηρεµία               40±3 

PH                                                    7.37±0.2 

 

 

 

 

5.2  ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ 

ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟ ΑΙΜΑ 

 
Συλλέχθησαν περίπου 5ml περιφερικού αίµατος και διατηρήθηκαν µε 

αντιπηκτικό (Κ-Na EDTA) σε θερµοκρασία 4οC. Έγινε λύση των ερυθρών 

αιµοσφαιρίων (απύρηνα) µετά από επώαση του αίµατος σε ρυθµιστικό διάλυµα που 

περιείχε 10mM Tris HCL pH 8.0, 320mM σουκρόζη, 5mM MgCl2 και 1% Τριτον-Χ-

100. Μετά από ήπια ανάδευση του διαλύµατος σε θερµοκρασία δωµατίου έγινε 

φυγοκέντρηση σε 2.500 rpm. Το κυτταρικό ίζηµα που συλλέχθηκε επαναιωρήθηκε σε 

διάλυµα που περιείχε Tris pH 8.0 400mM, EDTA 60mM, NaCl 150mM και SDS 1%. 

Ακολούθησε η προσθήκη υπερχλωρικού νατρίου, προσθήκη χλωροφορµίου και 

κατακρήµνιση του DNA µε αιθανόλη. 
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5.3   ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ  

ΠΤΥΕΛΑ 

     
Για την εκχύλιση χρωµοσωµικού DNA από τα πτύελα χρησιµοποιήθηκε  

διάλυµα λύσης (10mM EDTA, 10mM TrispH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% SDS) 

προκειµένου να οµογενοποιηθούν. Ακολούθησε προσθήκη πρωτεϊνάσης Κ σε τελική 

συγκέντρωση 100µg/mL και επώαση του οµογενοποιηµένου ιστού σε θερµοκρασία 

60οC.Στη συνέχεια έγινε εκχύλιση του DNA µε ίσες ποσότητες 

φαινόλης/χλωροφορµίου για 1h σε θερµοκρασία 37οC. To DNA κατακρηµνίστηκε µε 

προσθήκη µισού όγκου οξεικού αµµωνίου και 2,5 όγκων απόλυτης αιθανόλης και 

φυγοκεντρήθηκε σε θερµοκρασία 4οC σε 13000 rpm. Το κατακρηµνισµένο DNA 

εκπλύθηκε µε 70% αιθανόλη, η οποία αφού αποµακρύνθηκε επαναραιώθηκε το DNA 

σε ddH2O και διατηρήθηκε σε θερµοκρασία 4οC. To DNA φωτοµετρήθηκε στα 

260nm και στα 280nm προκειµένου να καθοριστεί η ποσότητα και η καθαρότητά 

του(308). 

 

 

 

5.4 ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ(PCR) 

 
5.4.1.Aρχές µεθόδου 

 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης ή PCR πρωτοεµφαρµόστηκε από την 

οµάδα των ερευνητών  Mullis, Fallona και Saiki της εταιρείας Cetus και αποτελεί 

αναµφίβολα επανάσταση στη βιοϊατρική έρευνα µε ευρύτατο φάσµα εφαρµογών. 

Αντικατέστησε καθολικά τους µέχρι τότε υπάρχοντες τρόπους ανάλυσης του DNA σε 

ερευνητικά και διαγνωστικά εργαστήρια. Το βραβείο Νόµπελ Χηµείας απενεµήθη 
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στον Mullis τον Οκτώβριο του 1993 για την καθοριστικά συµβολή του στην 

ανακάλυψη και ανάπτυξη της τεχνικής PCR.   

Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται ταχέως(2-3h) η σύνθεση “in vitro” ενός 

τµήµατος DNA, γνωστής αλλά και άγνωστης αλληλουχίας. Σε χρονικό διάστηµα 

λίγων ωρών η συγκεκριµένη περιοχή του DNA(DNA-στόχος)πολλαπλασιάζεται 

σε ένα µεγάλο αριθµό αντιγράφων που εξαρτάται από τον αριθµό των κύκλων 

της αντίδρασης. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην κινητική επανασύνδεσης 

των αποδιαταγµένων συµπληρωµατικών αλύσων δίκλωνου νουκλεινικού οξέος 

που ανέπτυξαν οι Britten και Kohne στα τέλη της δεκαετίας του 1960. Εκεί που 

άλλες τεχνικές υψηλής ευαισθησίας όπως οι τεχνικές µοριακού υβριδισµού 

(Southern, Nothern) αποδεικνύονται ανεπαρκείς, η PCR επιτυγχάνει την 

επέκταση του DNA-στόχου σε σηµείο που να γίνεται ευχερώς ανιχνεύσιµο. 

Το DNA-στόχος αποτελεί το πρότυπο DNA στην αλυσιδωτή αντίδραση 

της πολυµεράσης. Ως αφετηρίες χρησιµοποιούνται 2 συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια (15-25 βάσεων) µε δοµή συµπληρωµατική προς τις πλευρικές 

αλληλουχίες του DNA-στόχου, καθένα αντίστοιχα προς τον ένα κλώνο του 

στόχου και µε αντίθετη κατεύθυνση. Το πρώτο στάδιο της PCR είναι η 

µετουσίωση του DNA-στόχου κατά την οποία το δίκλωνο DNA µετατρέπεται σε 

µονόκλωνο. Στη συνέχεια συνδέονται τα δύο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια που 

λέγονται εκκινητές (primers) στις δύο πλευρές του DNA-στόχου, στους 

αντίστοιχους κλώνους(δεύτερο στάδιο).Με τη δράση της θερµοανθεκτικής Taq 

DNA πολυµεράσης, ενός ενζύµου προερχόµενου από θερµόφιλα βακτήρια, 

προστίθενται συµπληρωµατικές βάσεις δεοξυριβονουκλεοτιδίων στο 3΄άκρο 

κάθε εκκινητή και η άλυσος επεκτείνεται(τρίτο στάδιο). Έτσι σχηµατίζονται δύο 

νέες άλυσοι ή κλώνοι του DNA συµπληρωµατικές ως προς αυτές των δύο 

κλώνων του προτύπου DNA και το DNA-στόχος έχει µε αυτό τον τρόπο 

διπλασιαστεί. Τα τρία αυτά στάδια, δηλαδή η µετουσίωση(denaturation), o 

υβριδισµός των εκκινητών (annealing) και η επέκταση των εκκινητών µε τη 

σύνθεση νέου κλώνου(extention) αποτελεί ένα κύκλο της αντίδρασης. 

Στο τέλος του πρώτου κύκλου της αντίδρασης οι κλώνοι του DNA-

στόχου είναι 4 και αποτελούν πρότυπα για τη σύνθεση νέων κλώνων DNA στο 

δεύτερο κύκλο. Στο τέλος του δεύτερου κύκλου οι κλώνοι θα είναι 8 και 

αυξάνοντας τον αριθµό των κύκλων αυξάνει εκθετικά και ο αριθµός των 

ανατύπων του DNA-στόχου, επειδή οι κλώνοι που σχηµατίζονται 
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χρησιµοποιούνται ως πρότυπα στον επόµενο κύκλο. Γι’ αυτό και ονοµάστηκε η 

αντίδραση “αλυσιδωτή”, επειδή η νεοσυντιθέµενη αλυσίδα του DNA λειτουργεί 

ως πρότυπο αντιγραφής για περαιτέρω σύνθεση DNA σε διαδοχικούς κύκλους. 

Έτσι επιτυγχάνεται µεγέθυνση του DNA-στόχου 2η όπου η ο αριθµός των 

κύκλων( βλ.Σχήµα 1και 2). Συνήθως η PCR πραγµατοποιείται επί 25-40 κύκλους 

.Ο αριθµός των αντιγράφων του DNA υπολογίζεται µε βάση την εξίσωση 

Ν=η(1+e)c , όπου Ν η τελική ποσότητα του προϊόντος ,η= η αρχική ποσότητα του 

DNA, e η απόδοση της αντίδρασης και c ο αριθµός των κύκλων της PCR (Mullis 

and Faloona, 1987). Ωστόσο ο εκθετικός πολλαπλασιασµός των αντιγράφων 

αλλοιώνεται στους τελευταίους κύκλους εµφανίζοντας plateau , λόγω 

εξάντλησης των αποθεµάτων των δεοξυριβονουκλεοτιδίων , των εκκινητών και 

της σταδιακής απενεργοποίησης της πολυµεράσης εξαιτίας των 

επαναλαµβανόµενων υψηλών θερµοκρασιών στο στάδιο της αποδιάταξης(309). 

Το κύριο προϊόν της PCR είναι δίκλωνο DNA που περιβάλλεται από 

εκκινητές των οποίων τα 5΄άκρα είναι και τα άκρα του προϊόντος της PCR.To 

µέγεθος του σε ζεύγη βάσεων (bp)είναι ίσο µε το άθροισµα των βάσεων των 

εκκινητών και της παρεµβαλλόµενης αλληλουχίας του DNA-στόχου. Είναι 

δυνατό κατά τους πρώτους κύκλους της PCR να σχηµατιστούν µακρύτερα 

µονόκλωνα µόρια DNA που αποτελούν ένα ελάχιστο ποσοστό στο συνολικό 

προϊόν της PCR και άρα δεν είναι ανιχνεύσιµα.  

Όλη η αντίδραση PCR ολοκληρώνεται στο ίδιο µίγµα αντιδραστηρίων για 

το οποίο απαιτείται: DNA-στόχος, εκκινητές, τριφωσφωρικά 

δεοξυριβονουκλεοτίδια, Taq DNA πολυµεράση, ιόντα Mg απαραίτητα για την 

ενζυµική δράση και κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα pH 8.2 για τη δράση του 

ενζύµου. Η Taq πολυµεράση αποµονώθηκε από το βακτήριο Thermus aquatiqus 

(Taq) και έχει την ιδιότητα να είναι ενεργή ακόµη και στους 95οC ,θερµοκρασία 

που απαιτείται για τη µετουσίωση του DNA-στόχου επί 40min. 

Κάθε κύκλος PCR περιλαµβάνει 3 διαφορετικές θερµοκρασίες για τα 

στάδια της µετουσίωσης, του υβριδισµού και της επέκτασης. Η µετουσίωση του 

DNA γίνεται σε θερµοκρασία 92-95οC για 30 περίπου sec,ο υβριδισµός ανάλογα 

µε τη σύνθεση των βάσεων Α/Τ, G/C σε θερµοκρασία 50-65οC επί 1-2 min και η 

επέκταση σε θερµοκρασία 70-78οC επί 1-2 min. Οι εναλλαγές της θερµοκρασίας 

ανάµεσα σε κάθε κύκλο επιτυγχάνονται µε αυτοµατοποιηµένες συσκευές ,τους 

θερµοκυκλοποιητές που έχουν τη δυνατότητα να ανεβοκατεβάζουν τη 
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θερµοκρασία µεταξύ των τριών προαναφερόµενων θερµοκρασιών σε λιγότερο 

από 1 min για αυξοµείωση θερµοκρασίας 40οC. 

Προκειµένου να ποσοτικοποιηθούν τα αποτελέσµατα της PCR πρέπει να 

τερµατιστεί η αντίδραση στην εκθετική της φάση. Έτσι γίνεται γραµµική 

αντιστοίχηση της τελικής ποσότητας του προϊόντος µε την αρχική ποσότητα του 

DNA.Συνήθως σχεδιάζεται µια πρότυπη καµπύλη µε διαδοχικές αραιώσεις του 

DNA-στόχου ώστε να βρεθούν οι συθήκες στις οποίες η σχέση είναι γραµµική.  

Συνήθως 100ng ολικού DNA αρκούν για να επιτευχθεί η γονιδιακή 

επέκταση του DNA-στόχου. Απαραίτητη προϋπόθεση για να γίνει αυτό είναι η 

ακεραιότητά του. Ακόµα και θραύσµατα γενετικού υλικού είναι δυνατό να 

ανιχνευθούν µε την PCR. Η αλληλουχία των βάσεων του DNA-στόχου µπορεί να 

είναι άγνωστη αλλά η αλληλουχία βάσεων των πλευρικών περιοχών του DNA-

στόχου θα πρέπει να είναι γνωστή ώστε να κατασκευαστούν οι εκκινητές  . Ο 

αριθµός των κύκλων της PCR προκειµένου να έχουµε µια επαρκή µεγέθυνση 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση του DNA-στόχου και την απόδοση της PCR σε 

κάθε κύκλο µεγέθυνσης. Υπερβολικός αριθµός κύκλων οδηγεί σε αύξηση των µη 

ειδικών προϊόντων της γονιδιακής επέκτασης ενώ µικρότερος από τον 

απαιτούµενο στη µη ανίχνευση του DNA-στόχου. 

Η ευαισθησία της µεθόδου αυξάνεται ακόµη περισσότερο µε την 

επανενίσχυση των προϊόντων της πρώτης αντίδρασης. Αυτό γίνεται µε τη 

βοήθεια εκκινητών που υβριδίζουν εσωτερικότερα των πρώτων στη 

συγκεκριµένη αλληλουχία-στόχο.   
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Σχήµα 1 
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Σχήµα 2 
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5.4.2.  Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR  

 
          i)Εκκινητές  

           Θα πρέπει να επιλεχθούν πάνω σε µη µεταβλητές περιοχές του 

DNA-στόχου που θα µεγεθυνθεί µεταξύ των δύο εκκινητών. Αυτοί θα πρέπει να 

έχουν παραπλήσιο αριθµό βάσεων G/C ,να µη παρουσιάζουν 

συµπληρωµατικότητα στο 3΄ή στο 5΄άκρο τους ώστε να αποφεύγεται ο 

σχηµατισµός διµερών και η απόστασή τους να είναι µεγαλύτερη των 100 βάσεων 

για να επιτρέπεται ο σχηµατισµός νέου κλώνου DNA.∆εδοµένου ότι µια 

αλληλουχία DNA µήκους 20bp είναι µοναδική  στο γονιδίωµα ,οι εκκινητές θα 

πρέπει να είναι τουλάχιστον 20µερή ώστε να επιτευχθεί ειδική ενίσχυση των 

αλληλουχιών. H συνηθισµένη συγκέντρωση ενός 20µερούς εκκινητή σε µια PCR 

αντίδραση είναι 0,5µM. 

Οι εκκινητές θα πρέπει να έχουν παραπλήσια θερµοκρασία αποδιάταξης ή 

τήξεως(Τm,melting temperature).Σύµφωνα µε τον τύπο των Thein και Wallace  

Τm=(4 x αριθµός βάσεων G+C)+(2 x αριθµός βάσεων Α+Τα). Ένα επιθυµητό 

Τm θα πρέπει να κυµαίνεται µεταξύ 55-57οC. Όσο µεγαλύτερη είναι η Τm τόσο 

µεγαλύτερο υβριδισµό πετυχαίνουµε αλλά χαµηλής απόδοσης. Όσο µικρότερη 

είναι η Tm τόσο καλύτερη απόδοση έχουµε σε βάρος της ειδικότητας, µε 

αποτέλεσµα πολλά παραπροϊόντα. H ειδικότητα της αντίδρασης οφείλεται και 

στη θερµοκρασία υβριδισµού(Τα,annealing temperature) των εκκινητών. 

Συνήθως η Τα επιλέγεται να είναι 5-10οC µικτότερη της Tm. Όσο πιο κοντά 

είναι η Τα στην Τm τόσο πιο πολύ αυξάνει η ειδικότητα. 

                      

             ii) Iόντα Μg 

       Μεγάλες συγκεντρώσεις αυξάνουν την ενεργότητα της Ταq πολυµεράσης 

αλλά  µειώνουν την πιστότητά της. Η ιδανικότερη συγκέντρωση ιόντων Μg είναι 

25mM/αντίδραση . 

Η ειδικότητα καθώς και η απόδοση της αντίδρασης εξαρτάται επίσης από 

τον αριθµό των κύκλων, τη συγκέντρωση της Ταq καθώς και τη συγκέντρωση 

των εκκινητών και του DNA–στόχου. Προκειµένου να βελτιστοποιηθούν οι 

συνθήκες της αντίδρασης µε δεδοµένο ζεύγος εκκινητών γίνονται πειράµατα στα 

οποία µεταβάλλονται ανεξάρτητα µεταξύ τους η θερµοκρασία αναδιάταξης και η 
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συγκέντρωση ιόντων Μg. H ειδικότητα του προϊόντος της PCR σε βέλτιστες 

συνθήκες επιβεβαιώνεται ως ένα οµοιογενές προϊόν σε ηλεκτροφόρηση 

πηκτώµατος αγαρόζης, το µέγεθος του οποίου ταυτίζεται µε το µέγεθος του 

DNA-στόχου.  

 

                  

5.4.3.     Ρυθµιστικά διαλύµατα της PCR 

 
        Αυτά ρυθµίζουν το pH και παρέχουν συµπαράγοντες και σταθεροποιητές 

για τη µέγιστη απόδοση της αντίδρασης. Χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα : 

       Ρυθµιστικό διάλυµα Α: 670mM Tris.HCl, pH 8.5, 166 mM θειϊκό 

αµµώνιο, 67 mM χλωριούχο µαγνήσιο, 1,7 mg/ml BSA, 100µΜ β-µερκαπτοαιθανόλη 

και 1% (w/v) Triton X-100. 

       Ρυθµιστικό διάλυµα B: 75mM Tris.HCl, pH 9.0, 20 mM θειϊκό αµµώνιο, 

0.01%(w/v) Tween 20, 2.5 mM θειϊκό µαγνήσιο. 

       Ρυθµιστικό διάλυµα C: 50mM Tris HCl, pH 8.3, 50mM χλωριούχο κάλιο, 

10 mΜ χλωριούχο µαγνήσιο, 10µΜ διθειοθρειτόλη ,ο.5 µΜ σπερµιδίνη. 

        

          

 

5.4.4. Σχεδιασµός εκκινητών  

 
Σαράντα πολυµορφικοί δείκτες που βρίσκονται στις περιοχές 1p, 1q 2p, 2q, 

3p, 5q, 6p, 7p,9p, 11q, 14q και17p (Πιν.6 και Εικ.5) µελετήθηκαν µε σκοπό να 

καθοριστούν οι χρωµοσωµικές περιοχές που µεταβάλλονται στην IPF και άρα 

αποτελούν µέρος της γενετικής βάσης της νόσου και εµπλέκονται στην 

αιτιοπαθογένειά της.  
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Πίνακας 6. Οι εκκινητές του µικροδορυφορικού DNA που 

µελετήθηκαν. 

 

Εκκινητές 
Κυττογενετική 

περιοχή 
Ετεροζυγωτία 

Εύρος 

µεγέθους 

αλληλοµόρφου 

Αναγκαία 

συγκέντρωση 

εκκινητή στην 

πολλαπλή PCR (nM) 

Οµάδα 

εκκινητών l* 

D1S416 1q24 0.82 

146-

162 130 I 

D1S186  1p34.3 0.84 

82-

106 100 G 

D1S116  1p31-p21 0.65 

89-

101 100 F 

APOA2 1q21-q23 0.70 

131-

145 150 E 

D1S104  1q2-q23 0.76 

152-

168 150 G 

D1S180 1q42 0.90 

163-

189 150 H 

ACTN2  1q42-q43 0.50 105 120 H 

D2S119 2p22.3-p16.1 0.80 221 175 A 

D2S123 2p22.3-p16.1 0.76 196 140 A 

D2S177  2p22.3-p16.1 0.85 276 225 A 

D2S147 2p22.3-p16.1 0.73 111 80 A 

D2S2182  2p22.3-p16.1 0.78 234 180 C 

D2S288  2p22.3-p16.1 0.62 

276-

284 250 C 

D2S2291  2p22.3-p16.1 0.76 245 320 D 

D2S138  2q24.1-q32.1 0.67 115 100 B 

D2S164 2q24.1-q32.1 0.83 195 175 B 

D2S103  2q24.1-q32.1 0.82 

109-

125 120 D 

D2S311  2q24.1-q32.1 0.81 

185-

207 150 D 

D2S105  2q24.1-q32.1 0.69 

107-

125 130 E 

D3S1611  

3p21.32-

p21.1 0.66 258 260 B 

D3S1612 3p21.32- 0.69 100 80 C 
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p21.1 

D3S1478  

3p21.32-

p21.1 0.98 

109-

152 130 C 

D3S647 

3p21.32-

p21.1 0.73 100 90 D 

D3S1260  

3p21.32-

p21.1 0.66 268 230 E 

D3S1561 

3p21.32-

p21.1 0.65 226 180 E 

D5S207  5q31.3-q33.3 0.68 

135-

143 130 K 

D5S376  5q32-q33.1 0.72 

117-

129 100 I 

D6S2225  6p21.3 0.38 152 140 J 

D6S1002 6p21.3-p22.1 0.32 

240-

244 200 K 

D6S429  6p23-p25 0.74 

222-

238 200 I 

D6S259 6p23-p25 0.73 

267-

285 260 K 

D6S263  

6pter, 6p23-

p25 0.82 

90-

114 80 J 

D7S519  7p15-q22 0.81 

256-

268 230 F 

D9S161  9p21 0.78 

119-

135 120 F 

D9S270  9p21 0.71 

87-

101 100 H 

D11S1876  11q21-q22.3 1.00 

123-

135 100 J 

D14S72  

14pter, 

14q11.1-q11.2 0.83 

257-

271 200 J 

D14S258  14q23-q24.3 0.80 

170-

182 160 I 

D14S292 

14qter, 

14q32.1-q32.3 0.74 

110-

118 100 G 

TP53  17p13.1 0.90 

103-

135 130 K 

* Οµάδα εκκινητών της πολλαπλής αντίδρασης. 
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 Εικ.5 Οι χρωµοσωµικές περιοχές στις οποίες εδράζονται οι εκκινητές. 

 



 79 
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5.4.5. Συνθήκες των αντιδράσεων της PCR 

 
Σαράντα(40) δείκτες µικροδορυφορικού DNA (Research Genet-ics,US) 

πολλαπλασιάστηκαν σε 11 οµάδες τριπλών και τετραπλών αντιδράσεων(Πίνακας 

7).Εισαγάγαµε 100 ng γενοµικού DNA σε µίγµα PCR αντίδρασης που περιείχε  1X 

PCR buffer, 400 µM dNTPs, 2.66 mM MgCl2 και 0.35UTaq DNA polymerase (Life 

Technologies Ltd.,Gaithersburg,Scotland,United Kingdom).Για να διαχωρίσουµε τις 

αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις από κάθε 

εκκινητή(Πίνακας 7).Οι παράµετροι πολλαπλασιασµού είναι οι ακόλουθοι: αρχική 

αποδιάταξη για 3 λεπτά, 30 κύκλοι στους 94°C για 30 δευτερόλεπτα, 55°C για 30 

δευτερόλεπτα και 72°C για 30 δευτερόλεπτα. Το τελικό στάδιο της επέκτασης γίνεται 

στους 72°C για 10 λεπτά. Oι PCR αντιδράσεις έγιναν στη συσκευή PTC-100(MJ 

Research, Inc, Watertown, MA, USA). 
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5.5 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΟΥ DNA 

 
Το DNA ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης ή ακρυλαµιδίου. Η επιλογή 

του πηκτώµατος έγινε µε βάση το µέγεθος του DNA που επρόκειτο να 

ηλεκτροφορηθεί και από τη διακριτική ικανότητα που αναµέναµε να επιτευχθεί. Το 

πήκτωµα αγαρόζης (µέση συγκέντρωση 1 ως 2%) είναι πιο κατάλληλο για 

ηλεκτροφόρηση µεγάλων τµηµάτων DNA και για µεγάλες διαφορές µεγέθους 

τµηµάτων που πρόκειται να διαχωριστούν .Αντίθετα το πήκτωµα ακρυλαµιδίου(19:1 

µίγµα ακρυλαµιδίου/bis ακρυλαµιδίου )επιλέγεται σε περιπτώσεις µικρότερων 

τµηµάτων DNA και για µικρές διαφορές µεγέθους ανάµεσά τους. 

Και τα δύο είδη πηκτωµάτων σχηµατίζονται σε υδατικό µέσο που περιέχει 1Χ 

ΤΒΕ ρυθµιστικό διάλυµα (0.09 ΤrisHCl, 0.09M βορικό οξύ, 2.5mM EDTA, pH 8.3). 

H πήξη επιτυγχάνεται για την αγαρόζη µε στερεοποίησή της µετά από πτώση της 

θερµοκρασίας( προηγείται τήξη της µε βρασµό) και για το ακρυλαµίδιο µε προσθήκη 

50µl τετραµεθυλ-αιθυλενο-διαµίνης(ΤΕΜΕD) και 160µl υπερθειϊκού αµµωνίου 25% 

για κάθε 65 ml διαλύµατος ακρυλαµιδίου. 

Το υπό ηλεκτροφόρηση δείγµα του DNA επαναιωρείται σε διάλυµα 

φόρτωσης που περιέχει 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης,0.25% κυανό του ξυλενίου 

και 25% φυκόλη. 

 

 

 

5.6 ΧΡΩΣΗ ΤΟΥ DNA ΜΕ ΝΙΤΡΙΚΟ ΑΡΓΥΡΟ 

 
Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου. Έχει µεγάλη ευαισθησία και γι’αυτό χρησιµοποιείται αντί της 

ραδιενέργειας. Μειονεκτεί στη µη ειδική χρώση του DNA δεδοµένου ότι 

χρωµατίζεται και το µονόκλωνο DNA, το RNA καθώς και οι πρωτεΐνες. Έτσι 
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απαραίτητη προϋπόθεση για την εφαρµογή της είναι η ύπαρξη καθαρού και ειδικού 

DNA. Συχνά χρησιµοποιείται για την ηλεκτροφόρηση προϊόντων της PCR. 

To πήκτωµα ακρυλαµιδίου τοποθετείται υπό ανάδευση σε µονιµοποιητικό 

διάλυµα που περιέχει 10% αιθανόλη και 0.5% οξικό οξύ για 10 min. Ακολουθεί η 

προσθήκη διαλύµατος νιτρικού αργύρου 0.1%(w/v) για 20 min σε ηµίφως, πλύσιµο 

µε νερό και προσθήκη του διαλύµατος εµφάνισης που περιέχει 0.4 Ν ΝαΟΗ και 

0.15%(ν/ν) φορµαλδεύδη. Η αντίδραση τερµατίζεται µε την προσθήκη διαλύµατος 

ανθρακικού νατρίου 0.75%(w/v). 

Η χρώση µε βρωµιούχο εθίδιο εφαρµόζεται όταν το DNA πρόκειται να 

ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα αγαρόζης. Κατά την παρασκευή του τελευταίου 

προστίθεται βρωµιούχο εθίδιο σε συγκέντρωση 10mg/ml.Το βρωµιούχο εθίδιο 

παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων των νουκλεοτιδίων και φθορίζει παρουσία 

υπεριώδους ακτινοβολίας και έτσι αποκαλύπτονται  οι ζώνες του DNA του PCR 

προϊόντος. 

 

 

 

 

5.7 ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΠΛΟΤΥΠΟΥ ΜΕ ∆ΕΙΚΤΕΣ 

ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟΥ DNA 
 

Οι πολυµορφικές αυτές περιοχές ενισχύονται µε τη βοήθεια της αντίδρασης 

αλυσιδωτής πολυµεράσης (PCR) και τα προϊόντα ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου 10% και χρωµατίζονται µε νιτρικό άργυρο. Επειδή οι αλληλουχίες του 

DNA είναι επαναλαµβανόµενες και υπάρχει πολυµορφισµός δηλαδή ετεροζυγωτία θα 

πρέπει η αντίδραση να διατηρείται στην εκθετική της φάση αφού είναι ηµιποσοτική 

µέθοδος προσδιορισµού της σχετικής έντασης των δύο αλληλοµόρφων. Επίσης θα 

πρέπει να επιδιώκεται η καλύτερη δυνατή διακριτική ικανότητα δεδοµένου ότι είναι 

δυνατό τα αλληλόµορφα να διαφέρουν σε δύο µόνο ζεύγη βάσεων. 
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5.8 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

 
Ως απώλεια ετεροζυγωτίας ( LOH) θεωρήθηκε εκείνη η περίπτωση στην 

οποία η ένταση ενός αλληλοµόρφου ήταν τουλάχιστον 50% µικρότερη σε σχέση µε 

το άλλο. Αυτό προέκυπτε µετά από σύγκριση του DNA από τα πτύελα των ασθενών 

και το φλεβικό αίµα. Ως µικροδορυφορική αστάθεια (ΜΙΝ) θεωρήθηκε η αλλαγή 

στην κινητικότητα του ενός ή και των δύο αλληλοµόρφων ή ακόµη και η εµφάνιση 

νέου. Αυτό προέκυπτε και πάλι µετά από σύγκριση του DNA από τα πτύελα των 

ασθενών και το φλεβικό αίµα.  
 

 

 

                                                                                                                     

5.9 ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ 

ΕΙΚΟΝΑΣ  -ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ  

 
Η σάρωση των πηκτωµάτων έγινε από την Agfa SnapScan 1212u (Ag-fa- 

Gevaert N.V., Belgium). Η φωτεινότητα [Integrated density (ID= (Mean 

OD-Background OD)* pixels; OD, optical density) ] των ζωνών 

χρησιµοποιήθηκε ως ποσοτική παράµετρος και υπολογίστηκε µε ψηφιακή απεικόνιση 

µε το σύστηµα Adobe Photoshop 6.0 software (Adobe Systems Inc., US). Η απώλεια 

της ετεροζυγωτίας υπολογίστηκε σε ετερόζυγη περίπτωση όταν η αναλογία 

 

ID allele1 (sputum DNA) / ID allele2 (sputum DNA) 

ID allele1 (blood DNA) / ID allele2 (blood DNA) 

 

ήταν >1.49 ή <0.58 µε ευαισθησία 99.5%. Η µικροδορυφορική αστάθεια (MIN) 

υπολογίστηκε όταν ένα νέο εµφανιζόµενο αλληλόµορφο παρατηρήθηκε στα  πτύελα 

σε σχέση µε το αίµα του ίδιου ασθενούς. Ανάλυση των LOH ή MIN θετικών 

περιπτώσεων έγινε τρεις φορές και τα αποτελέσµατα ήταν επιτυχώς αναπαραγώγιµα. 

 Η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το SPSS στατιστικό λογισµικό(SPSS 

Inc.,Chicago,IL,USA). Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν ως µέση ±SD διακύµανση. 
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Το x2 χρησιµοποιήθηκε για τη σύγκριση των επί τοις εκατό ποσοστών.∆ιαφορές στις 

µέσες τιµές των ποσοτικών µετρήσεων ελέχθηκαν  χρησιµοποιώντας τη δοκιµασία 

Student t-test και Mann-Whitney U . Στατιστικά σηµαντικές θεωρήθηκαν οι 

συσχετίσεις µε µονοδύναµο επίπεδο σηµαντικότητας p<0.05. Μοντέλα πολλαπλής 

γραµµικής ή λογαριθµικής αλληλοσυσχέτισης χρησιµοποιήθηκαν για τη συσχέτιση 

µε τη βαρύτητα και τη διάρκεια της νόσου. Όλοι οι πίνακες επεξεργάστηκαν µε το 

πρόγραµµα Excel Microsoft Office 2000. 

 

 

 

 

5.10 ETAIΡΙΕΣ ΠΡΟΕΛΕΥΣΗΣ ΥΛΙΚΩΝ 

 
1,2-διυδροξυ-αιθυλενο-δισ-ακρυλαµίδιο-ΒDH 

Άγαρ-Difco 

Αγαρόζη-Gibco BRL 

Αιθανόλη-BDH 

Αιθυλενο-διαµινο-τετραοξικό οξύ-BDH 

Ακρυλαµίδιο-BDH 

Ανθρακικό νάτριο-Sigma 

Βορικό οξύ-BDH 

Βρωµιούχο αιθίδιο-Sigma 

Γλυκερόλη-Gibco BRL 

∆ιαιθυλ-πυροκαρβονικό οξύ-BDH 

∆ιθειοθρειτόληSigma 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο-BDH 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια-Βοehringer Manheim 

Ένζυµα περιορισµού-Νew England Biolabs 

Θειϊκό αµµώνιο-BDH 

Ισοπροπανόλη-BDH 

Κιτρικό νάτριο-BDH 

Kυανό της βρωµοφαινόλης-Sigma 

Λυσοζύµη-Sigma 
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Μεθανόλη-Fluka 

Μεµβράνες διαπίδυσης πόρων διαµέτρου 10mm-Sigma 

MOPS-Sigma 

Νιτρικός άργυρος-Sigma 

Oξεικό αµµώνιο- Sigma 

Οξεικό κάλιο -Sigma 

Οξεικό νάτριο- Sigma 

Οξεικό οξύ-BDH 

Πρωτεϊνάση Κ-Sigma 

Ριβονουκλεάση Α-Sigma 

RNAzol B-China Biotex 

SDS-Sigma 

SuperScript II RT, Life Techologies 

Taq πολυµεράση-Gibco BRL 

TEMED-Sigma 

Tris base-BDH 

Triton-X-100-Sigma 

Trizol-Gibco BRL 

Tween-20-Sigma 

Υδροξείδιο του νατρίου-Sigma 

Υδροχλωρικό οξύ-BDH 

Υπερθειϊκό αµµώνιο-Gibco BRL 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου-BDH 

Φαινόλη-BDH 

Φορµαλδεύδη-BDH 

Φορµαµίδιο-BDH 

Χλωριούχο καίσιο-Sigma 

Χλωριούχο κάλιο-Sigma 

Χλωριούχο λίθιο-Sigma 

Χλωριούχο µαγγάνιο-Sigma 

Χλωριούχο µαγνήσιο-Sigma 

Χλωριούχο νάτριο-Sigma 

Χλωροφόρµιο-Fluka 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 

6.1. ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ  ΑΛΛΟΙΩΣΕΩΝ ΤΟΥ 

ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟΥ DNA ΣΤΗΝ Ι∆ΙΟΠΑΘΗ 

ΠΝΕΥΜΟΝΙΚΗ ΙΝΩΣΗ 

 
Μελετήσαµε 52 ζεύγη πτυέλων/φλεβικού αίµατος από ασθενείς µε ιδιοπαθή 

πνευµονική ίνωση µε 40 µικροδορυφορικούς δείκτες συνολικά. Η συχνότητα της 

αστάθειας για κάθε δείκτη κυµαινόταν µεταξύ 0% και 10%, ενώ το ποσοστό της 

ετεροζυγωτίας µεταξύ 0,32 και 1(Πίνακας 8).Είκοσι δείγµατα από ασθενείς µε IPF 

εµφάνισαν LOH(38,5%) σε ένα τουλάχιστον γενετικό τόπο. Παρόλο που ΜΙΝ 

παρατηρήθηκε σε 10 περιπτώσεις(19,2%), κανείς δεν πληρούσε τα κριτήρια της 

συνύπαρξης σε πέντε τουλάχιστον δείκτες ώστε να χαρακτηριστεί ως  ψευδώς θετικός 

φαινότυπος αντιγραφής[replication error-positive phe-notype 

(RER+)](310).Αναλυτική παρουσίαση των γονοτύπων των θετικών για 

µικροδορυφορικές αλλαγές φαίνεται στον Πίνακα 8. 

LOH παρατηρήθηκε συχνότερα στον D3S1260(10,5%) , D3S1612(10%) και 

TP53(8%).Ο οµόζυγος γονότυπος του δείγµατος σε ένα µικροδορυφορικό δείκτη 

DNA θεωρήθηκε ως µη πληροφοριακός στην LOH ανάλυση. Οι χρωµοσωµικές 

περιοχές που εµφάνισαν LOH ήταν 1p34.3(4,3%), 3p21.32-p21.1(15,4%,5q32-

q33.1(5,3%), 9p21(4,8%) και 17p13.1(8%) όπου τα γονίδια MYCL1, FHIT, SPARC, 

p16ink4 και TP53  εδράζονται(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/). 

Υποοµάδες  ασθενών µε IPF ,θετικών και αρνητικών για LOH συγκρίθηκαν. 

Καµία στατιστικά σηµαντική διαφορά δε βρέθηκε µεταξύ των υποοµάδων σχετικά µε 

την ηλικία ,φύλο, στάδιο, διάρκεια νόσου και κάπνισµα. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/
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Πίνακας 7. Οι εκκινητές του µικροδορυφορικού DNA που 

µελετήθηκαν 

 

Εκκινητές 
Κυττογενετική 

περιοχή 
Ετεροζυγωτία 

Εύρος 

µεγέθους 

αλληλοµόρφου 

Αναγκαία 

συγκέντρωση 

εκκινητή στην 

πολλαπλή PCR (nM) 

Οµάδα 

εκκινητών l* 

D1S416 1q24 0.82 

146-

162 130 I 

D1S186  1p34.3 0.84 

82-

106 100 G 

D1S116  1p31-p21 0.65 

89-

101 100 F 

APOA2 1q21-q23 0.70 

131-

145 150 E 

D1S104  1q2-q23 0.76 

152-

168 150 G 

D1S180 1q42 0.90 

163-

189 150 H 

ACTN2  1q42-q43 0.50 105 120 H 

D2S119 2p22.3-p16.1 0.80 221 175 A 

D2S123 2p22.3-p16.1 0.76 196 140 A 

D2S177  2p22.3-p16.1 0.85 276 225 A 

D2S147 2p22.3-p16.1 0.73 111 80 A 

D2S2182  2p22.3-p16.1 0.78 234 180 C 

D2S288  2p22.3-p16.1 0.62 

276-

284 250 C 

D2S2291  2p22.3-p16.1 0.76 245 320 D 

D2S138  2q24.1-q32.1 0.67 115 100 B 

D2S164 2q24.1-q32.1 0.83 195 175 B 

D2S103  2q24.1-q32.1 0.82 

109-

125 120 D 

D2S311  2q24.1-q32.1 0.81 

185-

207 150 D 

D2S105  2q24.1-q32.1 0.69 

107-

125 130 E 

D3S1611  

3p21.32-

p21.1 0.66 258 260 B 
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D3S1612 

3p21.32-

p21.1 0.69 100 80 C 

D3S1478  

3p21.32-

p21.1 0.98 

109-

152 130 C 

D3S647 

3p21.32-

p21.1 0.73 100 90 D 

D3S1260  

3p21.32-

p21.1 0.66 268 230 E 

D3S1561 

3p21.32-

p21.1 0.65 226 180 E 

D5S207  5q31.3-q33.3 0.68 

135-

143 130 K 

D5S376  5q32-q33.1 0.72 

117-

129 100 I 

D6S2225  6p21.3 0.38 152 140 J 

D6S1002 6p21.3-p22.1 0.32 

240-

244 200 K 

D6S429  6p23-p25 0.74 

222-

238 200 I 

D6S259 6p23-p25 0.73 

267-

285 260 K 

D6S263  

6pter, 6p23-

p25 0.82 

90-

114 80 J 

D7S519  7p15-q22 0.81 

256-

268 230 F 

D9S161  9p21 0.78 

119-

135 120 F 

D9S270  9p21 0.71 

87-

101 100 H 

D11S1876  11q21-q22.3 1.00 

123-

135 100 J 

D14S72  

14pter, 

14q11.1-q11.2 0.83 

257-

271 200 J 

D14S258  14q23-q24.3 0.80 

170-

182 160 I 

D14S292 

14qter, 

14q32.1-q32.3 0.74 

110-

118 100 G 

TP53  17p13.1 0.90 

103-

135 130 K 

* Οµάδα εκκινητών της πολλαπλής αντίδρασης. 
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Πίνακας 8. Οι γονότυποι των περιπτώσεων ιδιοπαθούς πνευµονικής 

ίνωσης µε απώλεια ετεροζυγωτίας(LOH) και αστάθεια του µικροδορυφορικού 

DNA(MIN) 
Marker 1 5 8 10 11 12 13 16 18 20 23 24 25 27 29 30 31 33 35 38 40 41 43 47 49 51 LOH 

(%)
MIN 
(%)

D1S416 H H H H H H NI H H NI H NI H H H H H H H H H H H H H H 0,0 0,0

D1S186 H H H LOH H H H H H H H H H NI LOH H NI H H H NI H H H H H 4,3 0,0

D1S116 NI NI H H H H H H NI H H NI H H H NI H H NI H H NI NI H H H 0,0 0,0

APOA2 H H NI H NI H NI H H H H H NI NI H H H H NI H H H H H H MIN 0,0 1,9

D1S104 H H MIN H H H H NI H NI H NI H H H NI NI H H H NI H H H H H 0,0 1,9

D1S180 H H H H H H H LOH H H H H H H H LOH H H H H H H NI H H H 4,0 0,0

ACTN2 H NI NI H NI H H NI NI H H NI NI NI H H NI H H H H H H NI H NI 0,0 0,0

D2S119 NI H H NI H H H H H H H H H H H NI H H H H NI H H H H H 0,0 0,0

D2S123 H NI H H H NI H NI H H H NI H MIN H H H NI H H H H H H H NI 0,0 1,9

D2S177 H H H H H H H H H H H H H NI H H H H NI H H NI H H H H 0,0 0,0

D2S147 H H H H H H H H NI NI H H H H H NI H H H H H H NI NI H H 0,0 0,0

D2S2182 NI MIN H H H H NI H H H H H H H H H NI H H H H H H H NI H 0,0 1,9

D2S288 H H NI NI H H NI H NI H H H NI H NI NI H H H NI H NI NI H H H 0,0 0,0

D2S2291 H H H H NI H H H NI H H NI H NI H H H H H H H H H H H H 0,0 0,0

D2S138 H H H H H H H H H H H H NI H H NI H NI NI NI NI H H H H NI 0,0 0,0

D2S164 H H H NI H H H H H H H NI MIN NI H H H H H H H H H H H H 0,0 1,9

D2S103 H H H H H H H NI H H NI H NI H H H H H H H H H H H H H 0,0 0,0

D2S311 H NI NI H H H NI H H H H H H H NI H H H H H H H H H H H 0,0 0,0

D2S105 H H H H NI NI H NI H H H NI H H H NI NI H H H H H H NI H H 0,0 0,0

D3S1611 NI NI H H NI H H H MIN H H H NI H H H H H NI NI H NI H H H H 0,0 1,9

D3S1612 LOH LOH NI H H H NI H H H H NI H H H H H LOH NI H H LOH H NI NI H 10,0 0,0

D3S1478 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 0,0 0,0

D3S647 H H NI H H NI H H H LOH H H H H NI H H H H H H H H NI H NI 4,8 0,0

D3S1260 H NI H H H H LOH NI H H H LOH H H H NI H H LOH NI NI NI NI LOH H H 10,5 0,0

D3S1561 H H H H H H H H H H NI H NI NI H NI NI H NI H H H H H NI H 0,0 0,0

D5S207 H H NI H H NI H H NI H H H NI H NI H H H H MIN NI H H H H NI 0,0 1,9

D5S376 NI NI H H H LOH NI H H H NI NI H H H H H H H LOH H H NI NI H H 5,3 0,0

D6S2225 H NI NI H H NI NI H NI NI NI NI NI NI H NI H H NI H NI H H NI H NI 0,0 0,0

D6S1002 H H NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI H NI NI H NI NI NI H NI H H H NI H 0,0 0,0

D6S429 NI H H NI H H H H H H H H H H H NI H H H NI NI NI H H H H 0,0 0,0

D6S259 H NI NI H H H H H H NI H NI H H H H H H NI H H H H NI H H 0,0 0,0

D6S263 H H H H H H H H H H NI H H H H NI H H NI H H H NI H H H 0,0 0,0

D7S519 H H H H MIN H NI H NI H H H H H NI H H NI H H NI H H H H H 0,0 1,9

D9S161 H H H NI LOH H H NI H H MIN NI H H H H H NI H H NI H LOH H H H 4,8 1,9

D9S270 H H NI H H NI H H NI H H H H H NI H H H H H H NI H H H NI 0,0 0,0

D11S1876 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H 0,0 0,0

D14S72 H H H H H H H H H NI H H H NI H H H H NI H H H H H H H 0,0 0,0

D14S258 H H H H H H H H H H H H NI H NI H H H H H H H NI NI H H 0,0 0,0

D14S292 NI H H H H H H H H H NI H H H H NI MIN H H NI H H NI H H NI 0,0 1,9

TP53 H NI H H LOH H H H H H H H LOH H H H H H H H LOH H H H LOH H 8,0 0,0  
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 

7.1 Ι∆ΙΟΠΑΘΗΣ ΠΝΕΥΜΟΝΙΚΗ ΙΝΩΣΗ 

 

 
Στην παρούσα διατριβή επιχειρήσαµε ανάλυση του µικροδορυφορικού DNA 

µε ισχυρά πολυµορφικούς δείκτες µε σκοπό να καθορίσουµε τις ύποπτες γενετικές 

περιοχές για την ανάπτυξη IPF. Η επιλογή των ύποπτων περιοχών για τη µελέτη της 

LOH και ΜΙΝ βασίστηκε σε προηγούµενες σχετικές µελέτες που αφορούσαν την IPF 

ή τον καρκίνο του πνεύµονα (320-323,312,313,315). Τα πειράµατα έγιναν σε 

δείγµατα πτυέλων. Αυτά δε φαίνεται να υστερούν σε ευαισθησία και ειδικότητα ως 

προς την ανίχνευση ΜΙΝ και LOH σε σχέση µε  δείγµατα από διαφορετικές θέσεις 

του τραχειοβρογχικού δέντρου. Και αυτό γιατί οι επιθηλιακές επιφάνειες κατά µήκος 

του τραχειοβρογχικού δέντρου αποτελούνται από ταχέως πολλαπλασιαζόµενους 

πληθυσµούς κυττάρων που αποβάλλονται απευθείας στα πτύελα. Οι πληθυσµοί αυτοί 

εµφανίζουν παρόµοιες γενετικές αλλοιώσεις. 

Η επίπτωση της LOH(ένδειξη πιθανών ογκοκατασταλτικών γονιδίων)  ήταν 

38,5% στους IPF ασθενείς µε µεταβολές τουλάχιστον σε ένα γενετικό τόπο. Οι 

θετικές για LOH περιοχές παρατηρήθηκαν στους µικροδορυφορικούς δείκτες που 

βρίσκονταν στα γονίδια MYCL1, FHIT, SPARC, p16ink4και TP53 σε ποσοστό 4,3% 

,15,4%, 5,3% ,4,8% και 8% αντίστοιχα. Σύµφωνα µε τη θεωρία των «δύο 

χτυπηµάτων» του Knudson , η LΟΗ είναι το σηµείο-κλειδί για την ύπαρξη 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων.  

Προηγούµενες µελέτες σχετικά µε την LOH στην IPF έδειξαν επίπτωση 

µεταξύ 39% και 52%(314,315).Τέτοιες διαφορές µπορεί να οφείλονται στο 

διαφορετικό είδος δειγµάτων, πτύελα(314) όπου η επιµόλυνση µε υγιή κύτταρα είναι 

µεγαλύτερη(ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα) από ότι σε τοµές πνευµονικού 

ιστού(315) καθώς και στον αποκλεισµό ή όχι αυτών µε κακοήθειες. Η µονιµοποίηση 

µε παραφίνη µπορεί και αυτή να δηµιουργήσει προβλήµατα στην εκτίµηση της PCR 

ανάλυσης. 
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Καµία ως τώρα µελέτη δεν υπάρχει σχετικά µε τον αριθµό των γενετικών 

τόπων που πρέπει να αναλυθούν και το πόσοι από αυτούς πρέπει να εµφανίζουν 

αλλαγές έτσι ώστε να θεωρηθούν ως υψηλού βαθµού για ΜΙΝ ή LOH. Παρόλα αυτά 

δεχόµαστε ότι ένα δείγµα είναι χαµηλού βαθµού για  ΜΙΝ ή LOH όταν εµφανίζει 

αστάθεια σε ένα γενετικό τόπο ενώ όταν η αστάθεια είναι σε περισσότερους τόπους 

τότε το δείγµα θεωρείται υψηλού βαθµού για ΜΙΝ ή LOH . 
 

Το MYCL1 είναι µέλος µιας οικογένειας γονιδίων που κωδικοποιούν 

πυρηνικές πρωτεΐνες βραχέως χρόνου ηµιζωής που δρουν ως µεταγραφικοί 

παράγοντες και ρυθµίζουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και διαφοροποίηση(316). 

Μεταβολές σε αυτή την περιοχή   έχουν περιγραφεί στον καρκίνο του πνεύµονα(317) 

καθώς και LOH στο τµήµα αυτό του χρωµοσώµατος(318). 

Ανωµαλίες στην έκφραση σε µια εύθραυστη οµάδα ιστιδίνης, το γονίδιο 

FHIT,  έχουν αναφερθεί ότι συµβαίνουν συχνά σε πολλές µορφές καρκίνου όπως στο 

µικροκυτταρικό Cα πνεύµονα(NSCLC)(319) αλλά και στην IPF(315). Το 

ογκοκατασταλτικό αυτό γονίδιο βρίσκεται στην 3p14.2 περιοχή και περιλαµβάνει το 

εύθραυστο FRA3B τµήµα. Το ποσοστό απώλειας του αλληλοµόρφου είναι µεγάλο 

στις περιοχές της µεταπλασίας στην IPF και ακόµη µεγαλύτερο στην IPF µαζί µε 

καρκίνο του πνεύµονα. O Uematsu και συν. βρήκαν συχνότητα LOH 17% στο γονίδιο 

FHIT, κάτι που επιβεβαιώνεται  από τη FISH ανάλυση σε ασθενείς µε IPF χωρίς 

καρκίνο(315) όπου βρέθηκε LOH σε ποσοστό 15,4% στην ίδια περιοχή.  Οι 

µεταλλαγές αυτές συµβαίνουν όχι µόνο de novo αλλά και µετά από έκθεση σε 

µιτογόνα (περιβαλλοντικοί και επαγγελµατικοί παράγοντες) . Για παράδειγµα η 

άσβεστος και το κάπνισµα συνδέονται µε µεταλλάξεις στο γονίδιο FHIT και 

ανωµαλίες στην έκφρασή του. Η έκφραση του FHIT είναι ελαττωµένη σε περιοχές 

µεταπλασίας γύρω από σχηµατισµούς δίκην µελισσοκηρύθρας. 

Το γονίδιο SPARC εκφράζει τη µεσοκυττάρια πρωτεΐνη  SPARC(secreted 

protein acidic and rich in cystein) που εµφανίζεται σε διάφορα στάδια της ανάπτυξης 

και απαντά πρωτογενώς σε ιστούς ενηλίκων που είναι ύποπτοι για µεταλλαγή καθώς 

και σε τραύµα και νόσο(320). Το SPARC ανήκει σε µια οικογένεια γονιδίων που 

επηρεάζουν την κυτταρική συµπεριφορά και έχουν  οµοιότητες στη δοµή τους. 

Συµβάλλει στην οργάνωση της µεσοκυττάριας ουσίας στο συνδετικό ιστό και τις 

βασικές µεµβράνες. Επηρεάζει την ινωδογένεση χάρη στην ικανότητά του να 

συνδέεται µε το κολλαγόνο ή µέσω άλλων άγνωστων µηχανισµών. Η ικανότητα της 
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πρωτεΐνης  SPARC να συνδέεται µε πρωτεΐνες του ενδοπλασµατικού δικτύου, να 

ρυθµίζει την αποτελεσµατικότητα αυξητικών παραγόντων ,να επηρεάζει την έκφραση 

µεταλλοπρωτεινών και να αλλάζει το κυτταρικό σχήµα ενισχύει την άποψη ότι η 

SPARC λειτουργεί ως ρυθµιστής την σύνδεσης του κυττάρου µε την εξωκυττάρια 

ουσία κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και ως απάντηση στο τραύµα(320). 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η IPF συνδέεται περισσότερο µε την ανώµαλη 

επούλωση του τραύµατος παρά µε τη φλεγµονή. Άρα η σχέση µεταξύ SPARC και 

IPF αντανακλά αυτό το χαρακτηριστικό. 

Η σχέση µεταξύ IPF και καρκίνου (226,311,216,232) οδήγησε στην υπόθεση 

ότι η LOH στα γονίδια p16ink4και TP53(όπως φάνηκε στη µελέτη µας) µπορεί να 

εµπλέκεται στην παθογένεια της νόσου λόγω απώλειας λειτουργικού αλληλοµόρφου. 

Το γονίδιο p53 αναστέλλει την κυτταρική αύξηση µε ρύθµιση της G1/S φάσης στον 

κυτταρικό κύκλο και µεσολαβεί στην απόπτωση ως απάντηση σε βλάβες του DNA. Ο 

αρχέγονος τύπος του γονιδίου ενισχύει την κυτταρική αύξηση ενώ το κύτταρο 

προσπαθεί να επιδιορθώσει τις βλάβες του DNA. Επίσης προάγει την απόπτωση σε 

εκείνα τα κύτταρα που έχουν κατεστραµµένο DNA ή πολλαπλασιάζονται αδιάκοπα.  

Αλλαγές στην έκφραση του p53 έχουν βρεθεί σε επίπεδο πρωτεϊνών(312)  

καθώς και µεταλλάξεις στο γονίδιο(313). Οι σηµειακές µεταλλάξεις στο p53 γονίδιο 

συνήθως οδηγούν σε αλλαγές στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης και αυξηµένη 

σταθερότητα, µε αποτέλεσµα τη συσσώρευσή της στον πυρήνα. Οι µεταλλάξεις αυτές 

συµβαίνουν κυρίως στην περιφέρεια του πνεύµονα όπου και η επίπτωση του 

καρκίνου είναι µεγαλύτερη και αποτελούν πρώιµα γεγονότα στη διαδικασία της 

ογκογένεσης.   

Το p21 προέρχεται από κύτταρα που περιέχουν τον αρχέγονο τύπο του p53 

µετά από έκθεση σε καταστρεπτικούς για το DNA παράγοντες και όχι το 

µεταλλαγµένο p53. Όπως και το  p53 υπερεκφράζονται στα υπερπλαστικά τύπου ΙΙ 

πνευµονοκύτταρα και στα βρογχικά επιθήλια. p53 και p21 παίζουν εξίσου 

σηµαντικούς ρόλους στην αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και προάγουν 

την αποκατάσταση της βλάβης των ιστών στην IPF. Aπώλεια της λειτουργίας του p53 

οδηγεί σε ελάττωση της έκφρασης του p21. Η παραγωγή του p53και p21 είναι 

αυξηµένη σε αυξηµένη καταστροφή του DNA σε ασθενείς µε IPF. 

Αξιοσηµείωτο είναι ότι αλλαγές στο p53 δεν εµφανίζονται µόνο στην 

καρκινογένεση αλλά και στην οξεία φλεγµονή. Ο Αντωνιάδης και συν. υποστηρίζουν 

µια αντίστροφη σχέση µεταξύ αυξητικών παραγόντων και επιπέδων p53. Κατά την 
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επούλωση η έκφραση των αυξητικών παραγόντων καταστέλλεται και η p53 αυξάνει , 

φτάνοντας στο µέγιστο τη στιγµή της πλήρους επιθηλιοποίησης και της επούλωσης . 

Mελέτες αναφέρουν ότι ο πολλαπλασιασµός των ινοβλαστών είναι αποτέλεσµα της 

επιθηλιακής βλάβης. Τα επιθηλιακά κύτταρα απελευθερώνουν κυτοκίνες που 

υπορρυθµίζουν τη δραστηριότητα των ινοβλαστών. 

 Ο TGF-b βρίσκεται κυρίως στα επιθηλιακά κύτταρα των κυψελίδων και 

υπερπαράγεται στους πνεύµονες ασθενών µε προχωρηµένη IPF. Έχει βρεθεί 

αυξηµένη έκφρασή του σε περιοχές πλούσιες σε µακροφάγα που πυροδοτούν την 

ίνωση. Ο TGF-b αναστέλλει την κυτταρική αύξηση και συνδέεται µε αλλαγές στη 

φωσφορυλίωση της p53 πρωτεΐνης . Επίσης υπορρυθµίζει τη p21.  

ΜΙΝ βρέθηκε σε ποσοστό 19,2% στα δικά µας δείγµατα. Πάντως κανένα από 

αυτά δεν είχε ψευδώς θετικό φαινότυπο αντιγραφής[replication error-positive phe-

notype (RER+)], λόγω ίσως ασήµαντων µεταβολών στη δραστηριότητα του  

επιδιορθωτικού συστήµατος κακώς ζευγαρωµένων βάσεων  DNA(mismatch repair 

genes-MMR)(310). 

Ωστόσο πρέπει να τονιστεί ότι γενετικές αλλοιώσεις του τύπου της LOH και 

ΜΙΝ δεν απαντούν µόνο στην ΙPF αλλά και σε άλλες παθήσεις. Για παράδειγµα 

γενετική αστάθεια έχει βρεθεί σε νευρολογικές, οφθαλµικές, καρδιακές παθήσεις 

αλλά και παθήσεις του ήπατος και του µαστού,στη χρόνια αποφρακτική 

πνευµονοπάθεια. Εκτός από τις παραπάνω καλοήθεις παθήσεις, LOH και ΜΙΝ 

εµφανίζουν και οι όγκοι των περισσοτέρων οργάνων(269-291). 

Σχετικά µε το ρόλο του καπνίσµατος, η µελέτη µας δεν έδειξε µεγαλύτερη 

συχνότητα LOH ή ΜΙΝ στους καπνιστές από ότι στους µη και άρα το κάπνισµα δε 

σχετίζεται µε τη γενετική αστάθεια στην IPF. Ωστόσο τα δεδοµένα στη διεθνή 

βιβλιογραφία πάνω σε αυτό το θέµα είναι αντικρουόµενα(163,314,290).   

Όσον αφορά στην κλινική εικόνα των ασθενών και τη βαρύτητα της νόσου 

υποοµάδες  ασθενών µε IPF ,θετικών και αρνητικών για LOH συγκρίθηκαν. Καµία 

στατιστικά σηµαντική διαφορά δε βρέθηκε µεταξύ των υποοµάδων σχετικά µε την 

ηλικία ,φύλο, στάδιο, διάρκεια νόσου και κάπνισµα, γεγονός που µας οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι η γενετική αστάθεια είναι ανεξάρτητη της σοβαρότητας της 

πάθησης. 

Η υπόθεση ότι η IPF συµβαίνει σε γενετικώς προδιατεθειµένα άτοµα που δεν 

µπορούν να ελέγξουν τις φλεγµονώδεις, ανοσολογικές και ινωτικές διαδικασίες στον 

πνεύµονα µετά από έκθεση σε διάφορους παράγοντες στηρίζεται σε αξιόλογες 
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µελέτες αλλά κανένας γενετικός παράγοντας δεν έχει πλήρως ταυτοποιηθεί(239-

245,162). Φαίνεται πως η διαδικασία είναι πολυσύνθετη ,πολυεστιακή και η 

κληρονοµικότητα µαζί µε τους εξωγενείς παράγοντες καθορίζουν τη φαινοτυπική 

έκφραση της νόσου. 

Συµπερασµατικά, τα δεδοµένα µας δείχνουν η IPF εµφανίζει αλλαγές σε 

µοριακό επίπεδο και η LOH και η ΜΙΝ είναι χρήσιµοι δείκτες για την ανίχνευση 

αυτών. Οι αλλαγές που συµβαίνουν είναι παρόµοιες µε αυτές του καρκίνου και  της 

επούλωσης τραύµατος. Η χρόνια φλεγµονή στην IPF οδηγεί σε επαναλαµβανόµενους 

κύκλους βλαβών και αποκατάστασης των επιθηλιακών κυττάρων στους βρόγχους και 

στις κυψελίδες. Οι περιοχές της µεταπλασίας αποτελούν πρόκληση στην έρευνα της 

ανθρώπινης καρκινογένεσης στην περιφέρεια του πνεύµονα. Γονίδια που 

εµπλέκονται σε διαφορετικά κυτταρικά µονοπάτια όπως αυτά του κυτταρικού 

κύκλου, της απόπτωσης και της απάντησης στη φλεγµονή πρέπει να 

συνυπολογίζονται στην παθογένεια της νόσου. Αποµένει η λεπτοµερής 

χαρτογράφηση των χρωµοσωµικών περιοχών που πιθανώς εδράζονται τέτοια γονίδια. 
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ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ∆ΕΥΤΕΡΟ 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 
 

8.1 ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ-ΚΡΙΤΗΡΙΑ 

ΕΠΙΛΟΓΗΣ ΑΣΘΕΝΩΝ 

 
Τριανταοκτώ(38) ζεύγη από πρωινά πτύελα και φλεβικό αίµα ασθενών µε 

σαρκοείδωση µελετήθηκαν. Όλα τα δείγµατα προέρχονταν από ασθενείς που 

παρακολουθούνταν στην Πνευµονολογική Κλινική του Περιφερειακού 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου(ΠΕ.ΠΑ.ΓΝΗ).∆εκαεννέα(19) ασθενείς 

λάµβαναν θεραπεία µε κορτικοειδή. Τα χαρακτηριστικά των ασθενών φαίνονται στον 

Πίνακα 9.Ασθενείς που είχαν χρόνια νόσο, πνευµονική λοίµωξη ή κακοήθεια 

αποκλείστηκαν από τη µελέτη. Για να επιβεβαιώσουµε ότι τα δείγµατα των πτυέλων 

προέρχονται από την κατώτερη αναπνευστική οδό, εξετάστηκαν µικροσκοπικά και 

θεωρήθηκαν κατάλληλα όσα είχαν περισσότερα από 10 πυοσφαίρια κατά οπτικό 

πεδίο(306). Οι αναπνευστικές δοκιµασίες εκτελέστηκαν όπως περιγράφεται 

προηγούµενα(307).Η µέση ζωτική χωρητικότητα υπολογίστηκε σε 48%.Υπήρχε η 

γραπτή συγκατάθεση όλων όσων µετείχαν και η έρευνα έγινε σύµφωνα µε τους 

κανόνες της ιατρικής δεοντολογίας 
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Πίνακας 9 .Χαρακτηριστικά ασθενών µε σαρκοείδωση 
                 
Συνολικός αριθµός                                     38   

 Στάδιο Ι                                                      10 

Στάδιο ΙΙ                                                      21 

Στάδιο ΙΙΙ                                                     5 

Στάδιο ΙV                                                     2 

Άνδρες                                                        25 

Γυναίκες                                                     13 

Μέση ηλικία±SD(έτη)                                55.2±11.5   

∆ιάρκεια νόσου(έτη)                                   3.7± 1.6 

Σπιροµέτρηση 

FEV1( % προβλ.)                                        76.3 ± 3.8 

FVC (% προβλ.)                                          88.6 ± 2.3 

FEV1/FVC                                                   82.7 ± 2.5 
 

 

 
 

8.2  ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ 

ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟ ΑΙΜΑ 

 
Συλλέχθησαν περίπου 5ml περιφερικού αίµατος και διατηρήθηκαν µε 

αντιπηκτικό (Κ-Na EDTA) σε θερµοκρασία 4οC. Έγινε λύση των ερυθρών 

αιµοσφαιρίων (απύρηνα) µετά από επώαση του αίµατος σε ρυθµιστικό διάλυµα που 

περιείχε 10mM Tris HCL pH 8.0, 320mM σουκρόζη, 5mM MgCl2 και 1% Τριτον-Χ-

100. Μετά από ήπια ανάδευση του διαλύµατος σε θερµοκρασία δωµατίου έγινε 

φυγοκέντρηση σε 2.500 rpm. Το κυτταρικό ίζηµα που συλλέχθηκε επαναιωρήθηκε σε 

διάλυµα που περιείχε Tris pH 8.0 400mM, EDTA 60mM, NaCl 150mM και SDS 1%. 
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Ακολούθησε η προσθήκη υπερχλωρικού νατρίου, προσθήκη χλωροφορµίου και 

κατακρήµνιση του DNA µε αιθανόλη. 

 

 

8.3   ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ  

ΠΤΥΕΛΑ 

     
Για την εκχύλιση χρωµοσωµικού DNA από τα πτύελα χρησιµοποιήθηκε  

διάλυµα λύσης (10mM EDTA, 10mM TrispH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% SDS) 

προκειµένου να οµογενοποιηθούν. Ακολούθησε προσθήκη πρωτεϊνάσης Κ σε τελική 

συγκέντρωση 100µg/mL και επώαση του οµογενοποιηµένου ιστού σε θερµοκρασία 

60οC.Στη συνέχεια έγινε εκχύλιση του DNA µε ίσες ποσότητες 

φαινόλης/χλωροφορµίου για 1h σε θερµοκρασία 37οC. To DNA κατακρηµνίστηκε µε 

προσθήκη µισού όγκου οξεικού αµµωνίου και 2,5 όγκων απόλυτης αιθανόλης και 

φυγοκεντρήθηκε σε θερµοκρασία 4οC σε 13000 rpm. Το κατακρηµνισµένο DNA 

εκπλύθηκε µε 70% αιθανόλη, η οποία αφού αποµακρύνθηκε επαναραιώθηκε το DNA 

σε ddH2O και διατηρήθηκε σε θερµοκρασία 4οC. To DNA φωτοµετρήθηκε στα 

260nm και στα 280nm προκειµένου να καθοριστεί η ποσότητα και η καθαρότητά 

του(308). 

 

 

 

8.4. ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ(PCR) 

 
8.4.1.Aρχές µεθόδου 

 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης ή PCR πρωτοεµφαρµόστηκε από την 

οµάδα των ερευνητών  Mullis, Fallona και Saiki της εταιρείας Cetus και αποτελεί 

αναµφίβολα επανάσταση στη βιοϊατρική έρευνα µε ευρύτατο φάσµα εφαρµογών. 

Αντικατέστησε καθολικά τους µέχρι τότε υπάρχοντες τρόπους ανάλυσης του DNA σε 
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ερευνητικά και διαγνωστικά εργαστήρια. Το βραβείο Νόµπελ Χηµείας απενεµήθη 

στον Mullis τον Οκτώβριο του 1993 για την καθοριστικά συµβολή του στην 

ανακάλυψη και ανάπτυξη της τεχνικής PCR.   

Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται ταχέως(2-3h) η σύνθεση “in vitro” ενός 

τµήµατος DNA, γνωστής αλλά και άγνωστης αλληλουχίας. Σε χρονικό διάστηµα 

λίγων ωρών η συγκεκριµένη περιοχή του DNA(DNA-στόχος)πολλαπλασιάζεται σε 

ένα µεγάλο αριθµό αντιγράφων που εξαρτάται από τον αριθµό των κύκλων της 

αντίδρασης. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην κινητική επανασύνδεσης των 

αποδιαταγµένων συµπληρωµατικών αλύσων δίκλωνου νουκλεϊνικού οξέος που 

ανέπτυξαν οι Britten και Kohne στα τέλη της δεκαετίας του 1960. Εκεί που άλλες 

τεχνικές υψηλής ευαισθησίας όπως οι τεχνικές µοριακού υβριδισµού (Southern, 

Nothern) αποδεικνύονται ανεπαρκείς, η PCR επιτυγχάνει την επέκταση του DNA-

στόχου σε σηµείο που να γίνεται ευχερώς ανιχνεύσιµο. 

Το DNA-στόχος αποτελεί το πρότυπο DNA στην αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης. Ως αφετηρίες χρησιµοποιούνται 2 συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (15-25 

βάσεων) µε δοµή συµπληρωµατική προς τις πλευρικές αλληλουχίες του DNA-

στόχου, καθένα αντίστοιχα προς τον ένα κλώνο του στόχου και µε αντίθετη 

κατεύθυνση. Το πρώτο στάδιο της PCR είναι η µετουσίωση του DNA-στόχου κατά 

την οποία το δίκλωνο DNA µετατρέπεται σε µονόκλωνο. Στη συνέχεια συνδέονται τα 

δύο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια που λέγονται εκκινητές (primers) στις δύο πλευρές 

του DNA-στόχου, στους αντίστοιχους κλώνους(δεύτερο στάδιο).Με τη δράση της 

θερµοανθεκτικής Taq DNA πολυµεράσης, ενός ενζύµου προερχόµενου από 

θερµόφιλα βακτήρια, προστίθενται συµπληρωµατικές βάσεις 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων στο 3΄άκρο κάθε εκκινητή και η άλυσος επεκτείνεται(τρίτο 

στάδιο). Έτσι σχηµατίζονται δύο νέες άλυσοι ή κλώνοι του DNA συµπληρωµατικές 

ως προς αυτές των δύο κλώνων του προτύπου DNA και το DNA-στόχος έχει µε αυτό 

τον τρόπο διπλασιαστεί. Τα τρία αυτά στάδια, δηλαδή η µετουσίωση(denaturation), o 

υβριδισµός των εκκινητών (annealing) και η επέκταση των εκκινητών µε τη σύνθεση 

νέου κλώνου(extention) αποτελεί ένα κύκλο της αντίδρασης. 

Στο τέλος του πρώτου κύκλου της αντίδρασης οι κλώνοι του DNA-στόχου 

είναι 4 και αποτελούν πρότυπα για τη σύνθεση νέων κλώνων DNA στο δεύτερο 

κύκλο. Στο τέλος του δεύτερου κύκλου οι κλώνοι θα είναι 8 και αυξάνοντας τον 

αριθµό των κύκλων αυξάνει εκθετικά και ο αριθµός των ανατύπων του DNA-στόχου, 

επειδή οι κλώνοι που σχηµατίζονται χρησιµοποιούνται ως πρότυπα στον επόµενο 
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κύκλο. Γι’ αυτό και ονοµάστηκε η αντίδραση “αλυσιδωτή”, επειδή η νεοσυντιθέµενη 

αλυσίδα του DNA λειτουργεί ως πρότυπο αντιγραφής για περαιτέρω σύνθεση DNA 

σε διαδοχικούς κύκλους. Έτσι επιτυγχάνεται µεγέθυνση του DNA-στόχου 2η όπου η ο 

αριθµός των κύκλων( βλ.Σχήµα 3και 4). Συνήθως η PCR πραγµατοποιείται επί 25-40 

κύκλους .Ο αριθµός των αντιγράφων του DNA υπολογίζεται µε βάση την εξίσωση 

Ν=η(1+e)c , όπου Ν η τελική ποσότητα του προϊόντος ,η= η αρχική ποσότητα του 

DNA, e η απόδοση της αντίδρασης και c ο αριθµός των κύκλων της PCR (Mullis and 

Faloona, 1987). Ωστόσο ο εκθετικός πολλαπλασιασµός των αντιγράφων αλλοιώνεται 

στους τελευταίους κύκλους εµφανίζοντας plateau , λόγω εξάντλησης των 

αποθεµάτων των δεοξυριβονουκλεοτιδίων , των εκκινητών και της σταδιακής 

απενεργοποίησης της πολυµεράσης εξαιτίας των επαναλαµβανόµενων υψηλών 

θερµοκρασιών στο στάδιο της αποδιάταξης(309). 

Το κύριο προϊόν της PCR είναι δίκλωνο DNA που περιβάλλεται από 

εκκινητές των οποίων τα 5΄άκρα είναι και τα άκρα του προϊόντος της PCR.To 

µέγεθος του σε ζεύγη βάσεων (bp)είναι ίσο µε το άθροισµα των βάσεων των 

εκκινητών και της παρεµβαλλόµενης αλληλουχίας του DNA-στόχου. Είναι δυνατό 

κατά τους πρώτους κύκλους της PCR να σχηµατιστούν µακρύτερα µονόκλωνα µόρια 

DNA που αποτελούν ένα ελάχιστο ποσοστό στο συνολικό προϊόν της PCR και άρα 

δεν είναι ανιχνεύσιµα.  

Όλη η αντίδραση PCR ολοκληρώνεται στο ίδιο µίγµα αντιδραστηρίων για το 

οποίο απαιτείται: DNA-στόχος, εκκινητές, τριφωσφωρικά δεοξυριβονουκλεοτίδια, 

Taq DNA πολυµεράση, ιόντα Mg απαραίτητα για την ενζυµική δράση και κατάλληλο 

ρυθµιστικό διάλυµα pH 8.2 για τη δράση του ενζύµου. Η Taq πολυµεράση 

αποµονώθηκε από το βακτήριο Thermus aquatiqus (Taq) και έχει την ιδιότητα να 

είναι ενεργή ακόµη και στους 95οC ,θερµοκρασία που απαιτείται για τη µετουσίωση 

του DNA-στόχου επί 40min. 

Κάθε κύκλος PCR περιλαµβάνει 3 διαφορετικές θερµοκρασίες για τα στάδια 

της µετουσίωσης, του υβριδισµού και της επέκτασης. Η µετουσίωση του DNA 

γίνεται σε θερµοκρασία 92-95οC για 30 περίπου sec,ο υβριδισµός ανάλογα µε τη 

σύνθεση των βάσεων Α/Τ, G/C σε θερµοκρασία 50-65οC επί 1-2 min και η επέκταση 

σε θερµοκρασία 70-78οC επί 1-2 min. Οι εναλλαγές της θερµοκρασίας ανάµεσα σε 

κάθε κύκλο επιτυγχάνονται µε αυτοµατοποιηµένες συσκευές ,τους 

θερµοκυκλοποιητές που έχουν τη δυνατότητα να ανεβοκατεβάζουν τη θερµοκρασία 
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µεταξύ των τριών προαναφερόµενων θερµοκρασιών σε λιγότερο από 1 min για 

αυξοµείωση θερµοκρασίας 40οC. 

Προκειµένου να ποσοτικοποιηθούν τα αποτελέσµατα της PCR πρέπει να 

τερµατιστεί η αντίδραση στην εκθετική της φάση. Έτσι γίνεται γραµµική 

αντιστοίχηση της τελικής ποσότητας του προϊόντος µε την αρχική ποσότητα του 

DNA.Συνήθως σχεδιάζεται µια πρότυπη καµπύλη µε διαδοχικές αραιώσεις του DNA-

στόχου ώστε να βρεθούν οι συθήκες στις οποίες η σχέση είναι γραµµική.  

Συνήθως 100ng ολικού DNA αρκούν για να επιτευχθεί η γονιδιακή επέκταση 

του DNA-στόχου. Απαραίτητη προϋπόθεση για να γίνει αυτό είναι η ακεραιότητά 

του. Ακόµα και θραύσµατα γενετικού υλικού είναι δυνατό να ανιχνευθούν µε την 

PCR. Η αλληλουχία των βάσεων του DNA-στόχου µπορεί να είναι άγνωστη αλλά η 

αλληλουχία βάσεων των πλευρικών περιοχών του DNA-στόχου θα πρέπει να είναι 

γνωστή ώστε να κατασκευαστούν οι εκκινητές  . Ο αριθµός των κύκλων της PCR 

προκειµένου να έχουµε µια επαρκή µεγέθυνση εξαρτάται από τη συγκέντρωση του 

DNA-στόχου και την απόδοση της PCR σε κάθε κύκλο µεγέθυνσης. Υπερβολικός 

αριθµός κύκλων οδηγεί σε αύξηση των µη ειδικών προϊόντων της γονιδιακής 

επέκτασης ενώ µικρότερος από τον απαιτούµενο στη µη ανίχνευση του DNA στόχου. 

Η ευαισθησία της µεθόδου αυξάνεται ακόµη περισσότερο µε την 

επανενίσχυση των προϊόντων της πρώτης αντίδρασης. Αυτό γίνεται µε τη βοήθεια 

εκκινητών που υβριδίζουν εσωτερικότερα των πρώτων στη συγκεκριµένη 

αλληλουχία-στόχο.   
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Σχήµα 4 
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8.4.2. Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR 

 
          i)Εκκινητές 

  

           Θα πρέπει να επιλεχθούν πάνω σε µη µεταβλητές περιοχές του 

DNA-στόχου που θα µεγεθυνθεί µεταξύ των δύο εκκινητών. Αυτοί θα πρέπει να 

έχουν παραπλήσιο αριθµό βάσεων G/C ,να µη παρουσιάζουν 

συµπληρωµατικότητα στο 3΄ή στο 5΄άκρο τους ώστε να αποφεύγεται ο 

σχηµατισµός διµερών και η απόστασή τους να είναι µεγαλύτερη των 100 βάσεων 

για να επιτρέπεται ο σχηµατισµός νέου κλώνου DNA.∆εδοµένου ότι µια 

αλληλουχία DNA µήκους 20bp είναι µοναδική  στο γονιδίωµα ,οι εκκινητές θα 

πρέπει να είναι τουλάχιστον 20µερή ώστε να επιτευχθεί ειδική ενίσχυση των 

αλληλουχιών. H συνηθισµένη συγκέντρωση ενός 20µερούς εκκινητή σε µια PCR 

αντίδραση είναι 0,5µM. 

Οι εκκινητές θα πρέπει να έχουν παραπλήσια θερµοκρασία αποδιάταξης ή 

τήξεως(Τm,melting temperature).Σύµφωνα µε τον τύπο των Thein και Wallace  

Τm=(4 x αριθµός βάσεων G+C)+(2 x αριθµός βάσεων Α+Τα). Ένα επιθυµητό 

Τm θα πρέπει να κυµαίνεται µεταξύ 55-57οC. Όσο µεγαλύτερη είναι η Τm τόσο 

µεγαλύτερο υβριδισµό πετυχαίνουµε αλλά χαµηλής απόδοσης. Όσο µικρότερη 

είναι η Tm τόσο καλύτερη απόδοση έχουµε σε βάρος της ειδικότητας, µε 

αποτέλεσµα πολλά παραπροϊόντα. H ειδικότητα της αντίδρασης οφείλεται και 

στη θερµοκρασία υβριδισµού(Τα,annealing temperature) των εκκινητών. 

Συνήθως η Τα επιλέγεται να είναι 5-10οC µικτότερη της Tm. Όσο πιο κοντά 

είναι η Τα στην Τm τόσο πιο πολύ αυξάνει η ειδικότητα. 

                      

             ii) Iόντα Μg 

 

       Μεγάλες συγκεντρώσεις αυξάνουν την ενεργότητα της Ταq πολυµεράσης 

αλλά      µειώνουν την πιστότητά της. Η ιδανικότερη συγκέντρωση ιόντων Μg είναι 

25mM/αντίδραση . 

 

Η ειδικότητα καθώς και η απόδοση της αντίδρασης εξαρτάται επίσης από 

τον αριθµό των κύκλων, τη συγκέντρωση της Ταq καθώς και τη συγκέντρωση 
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των εκκινητών και του DNA–στόχου. Προκειµένου να βελτιστοποιηθούν οι 

συνθήκες της αντίδρασης µε δεδοµένο ζεύγος εκκινητών γίνονται πειράµατα στα 

οποία µεταβάλλονται ανεξάρτητα µεταξύ τους η θερµοκρασία αναδιάταξης και η 

συγκέντρωση ιόντων Μg. H ειδικότητα του προϊόντος της PCR σε βέλτιστες 

συνθήκες επιβεβαιώνεται ως ένα οµοιογενές προϊόν σε ηλεκτροφόρηση 

πηκτώµατος αγαρόζης, το µέγεθος του οποίου ταυτίζεται µε το µέγεθος του 

DNA-στόχου.  

 

                  

 

 

8.4.3. Ρυθµιστικά διαλύµατα της PCR 

 
        Αυτά ρυθµίζουν το pH και παρέχουν συµπαράγοντες και σταθεροποιητές 

για τη µέγιστη απόδοση της αντίδρασης. Χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα : 

       Ρυθµιστικό διάλυµα Α: 670mM Tris.HCl, pH 8.5, 166 mM θειϊκό 

αµµώνιο, 67 mM χλωριούχο µαγνήσιο, 1,7 mg/ml BSA, 100µΜ β-µερκαπτοαιθανόλη 

και 1% (w/v) Triton X-100. 

       Ρυθµιστικό διάλυµα B: 75mM Tris.HCl, pH 9.0, 20 mM θειϊκό αµµώνιο, 

0.01%(w/v) Tween 20, 2.5 mM θειϊκό µαγνήσιο. 

       Ρυθµιστικό διάλυµα C: 50mM Tris HCl, pH 8.3, 50mM χλωριούχο κάλιο, 

10 mΜ χλωριούχο µαγνήσιο, 10µΜ διθειοθρειτόλη ,ο.5 µΜ σπερµιδίνη. 

        

8.4.4. Σχεδιασµός εκκινητών  

 
Σαράντα(40) δείκτες µικροδορυφορικού DNA (Research Genet-ics,US) 

πολλαπλασιάστηκαν σε 11 οµάδες τριπλών και τετραπλών αντιδράσεων(Πίνακας 

10,Εικ.6). 
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Πίνακας 10.Οι εκκινητές του µικροδορυφορικού DNA που µελετήθηκαν 

Εκκινητής Κυτογενετική   περιοχή Ετεροζυγωτία 

Εύρος 

µεγέθους 

αλληλοµόρφου 

Αναγκαία 

συγκέντρωση 

εκκινητή στην 

πολλαπλή PCR (nM) 

Οµάδα 

εκκινητών* 

D1S416 1q24 0.82 146-162 130 H 

D1S186  1p34.3 0.84 82-106 100 G 

D1S116  1p31-p21 0.65 89-101 100 F 

APOA2 1q21-q23 0.70 131-145 150 F 

D1S104  1q2-q23 0.76 152-168 150 G 

D1S180 1q42 0.90 163-189 150 H 

ACTN2  1q42-q43 0.50 105 120 H 

D2S119 

2p22.3-

p16.1 0.80 221 175 A 

D2S123 

2p22.3-

p16.1 0.76 196 140 A 

D2S177  

2p22.3-

p16.1 0.85 276 225 A 

D2S147 

2p22.3-

p16.1 0.73 111 80 A 

D2S2182  

2p22.3-

p16.1 0.78 234 180 C 

D2S288  

2p22.3-

p16.1 0.62 276-284 250 C 

D2S2291  

2p22.3-

p16.1 0.76 245 320 D 

D2S138  

2q24.1-

q32.1 0.67 115 100 B 

D2S164 

2q24.1-

q32.1 0.83 195 175 B 

D2S103  

2q24.1-

q32.1 0.82 109-125 120 D 

D2S311  

2q24.1-

q32.1 0.81 185-207 150 D 

D2S105  

2q24.1-

q32.1 0.69 107-125 130 E 

D3S1611  

3p21.32-

p21.1 0.66 258 260 B 
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D3S1612 

3p21.32-

p21.1 0.69 100 80 C 

D3S1478  

3p21.32-

p21.1 0.98 109-152 130 C 

D3S647 

3p21.32-

p21.1 0.73 100 90 D 

D3S1260  

3p21.32-

p21.1 0.66 268 230 E 

D3S1561 

3p21.32-

p21.1 0.65 226 180 E 

D5S207  

5q31.3-

q33.3 0.68 135-143 130 K 

D5S376  5q32-q33.1 0.72 117-129 100 I 

D6S2225  6p21.3 0.38 152 140 J 

D6S1002 

6p21.3-

p22.1 0.32 240-244 200 K 

D6S429  6p23-p25 0.74 222-238 200 I 

D6S259 6p23-p25 0.73 267-285 260 K 

D6S263  

6pter, 6p23-

p25 0.82 90-114 80 J 

D7S519  7p15-q22 0.81 256-268 230 F 

D9S161  9p21 0.78 119-135 120 F 

D9S270  9p21 0.71 87-101 100 H 

D11S187

6  11q21-q22.3 1.00 123-135 100 J 

D14S72  

14pter, 

14q11.1-q11.2 0.83 257-271 200 J 

D14S258  14q23-q24.3 0.80 170-182 160 I 

D14S292 

14qter, 

14q32.1-q32.3 0.74 110-118 100 K 

TP53  17p13.1 0.90 103-135 130 G 

*Οµάδα εκκινητών της πολλαπλής αντίδρασης. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=8769115&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=9410894&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=11304472&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=12136229&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=11605728&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=9924343&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=10851263&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=7575545&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=9238661&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=10994502&dopt=Abstract
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Εικ.6 Οι χρωµοσωµικές περιοχές στις οποίες εδράζονται οι εκκινητές. 
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8.4.5. Συνθήκες των αντιδράσεων της PCR 

 
Εισαγάγαµε 100 ng γενοµικού DNA σε µίγµα PCR αντίδρασης που περιείχε  

1X 

PCR buffer, 400 µM dNTPs, 2.66 mM MgCl2 και 0.35UTaq DNA 

πολυµεράση (GIBCO BRL, Life Technologies).Για να διαχωρίσουµε τις αντιδράσεις 

χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις από κάθε εκκινητή(Πίνακας 11).Οι 

παράµετροι πολλαπλασιασµού ήταν οι ακόλουθοι: αρχική αποδιάταξη για 3 λεπτά, 30 

κύκλοι στους 94°C για 30 δευτερόλεπτα, 55°C για 30 δευτερόλεπτα και 72°C για 30 

δευτερόλεπτα. Το τελικό στάδιο της επέκτασης έγινε στους 72°C για 10 λεπτά. Τα 

προϊόντα της  PCR αντίδρασης ηλεκτροφορήθηκαν σε 10% πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου και χρωµατίστηκαν µε νιτρικό άργυρο. 

 

 

 

8.5 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΟΥ DNA 

 
Το DNA ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης ή ακρυλαµιδίου. Η επιλογή 

του πηκτώµατος έγινε µε βάση το µέγεθος του DNA που επρόκειτο να 

ηλεκτροφορηθεί και από τη διακριτική ικανότητα που αναµέναµε να επιτευχθεί. Το 

πήκτωµα αγαρόζης (µέση συγκέντρωση 1 ως 2%) είναι πιο κατάλληλο για 

ηλεκτροφόρηση µεγάλων τµηµάτων DNA και για µεγάλες διαφορές µεγέθους 

τµηµάτων που πρόκειται να διαχωριστούν .Αντίθετα το πήκτωµα ακρυλαµιδίου(19:1 

µίγµα ακρυλαµιδίου/bis ακρυλαµιδίου )επιλέγεται σε περιπτώσεις µικρότερων 

τµηµάτων DNA και για µικρές διαφορές µεγέθους ανάµεσά τους. 

Και τα δύο είδη πηκτωµάτων σχηµατίζονται σε υδατικό µέσο που περιέχει 1Χ 

ΤΒΕ ρυθµιστικό διάλυµα (0.09 ΤrisHCl, 0.09M βορικό οξύ, 2.5mM EDTA, pH 8.3). 

H πήξη επιτυγχάνεται για την αγαρόζη µε στερεοποίησή της µετά από πτώση της 

θερµοκρασίας (προηγείται τήξη της µε βρασµό) και για το ακρυλαµίδιο µε προσθήκη 
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50µl τετραµεθυλ-αιθυλενο-διαµίνης(ΤΕΜΕD) και 160µl υπερθειϊκού αµµωνίου 25% 

για κάθε 65 ml διαλύµατος ακρυλαµιδίου. 

Το υπό ηλεκτροφόρηση δείγµα του DNA επαναιωρείται σε διάλυµα 

φόρτωσης που περιέχει 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης,0.25% κυανό του ξυλενίου 

και 25% φυκόλη. 

 

 

 

 

8.6 ΧΡΩΣΗ ΤΟΥ DNA ΜΕ ΝΙΤΡΙΚΟ ΑΡΓΥΡΟ 

 
Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου. Έχει µεγάλη ευαισθησία και γι’αυτό χρησιµοποιείται αντί της 

ραδιενέργειας. Μειονεκτεί στη µη ειδική χρώση του DNA δεδοµένου ότι 

χρωµατίζεται και το µονόκλωνο DNA, το RNA καθώς και οι πρωτεΐνες. Έτσι 

απαραίτητη προϋπόθεση για την εφαρµογή της είναι η ύπαρξη καθαρού και ειδικού 

DNA. Συχνά χρησιµοποιείται για την ηλεκτροφόρηση προϊόντων της PCR. 

To πήκτωµα ακρυλαµιδίου τοποθετείται υπό ανάδευση σε µονιµοποιητικό 

διάλυµα που περιέχει 10% αιθανόλη και 0.5% οξεικό οξύ για 10 min. Ακολουθεί η 

προσθήκη διαλύµατος νιτρικού αργύρου 0.1%(w/v) για 20 min σε ηµίφως, πλύσιµο 

µε νερό και προσθήκη του διαλύµατος εµφάνισης που περιέχει 0.4 Ν ΝαΟΗ και 

0.15%(ν/ν) φορµαλδεϋδη. Η αντίδραση τερµατίζεται µε την προσθήκη διαλύµατος 

ανθρακικού νατρίου 0.75%(w/v). 

Η χρώση µε βρωµιούχο εθίδιο εφαρµόζεται όταν το DNA πρόκειται να 

ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα αγαρόζης. Κατά την παρασκευή του τελευταίου 

προστίθεται βρωµιούχο εθίδιο σε συγκέντρωση 10mg/ml. Αφού ολοκληρωθεί η 

ηλεκτροφόρηση οι ζώνες του DNA είναι ορατές µετά από έκθεση του πηκτώµατος σε 

υπεριώδη ακτινοβολία UV. 
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8.7 ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΠΛΟΤΥΠΟΥ ΜΕ ∆ΕΙΚΤΕΣ 

ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟΥ DNA 
 

Οι πολυµορφικές αυτές περιοχές ενισχύονται µε τη βοήθεια της αντίδρασης 

αλυσιδωτής πολυµεράσης (PCR) και τα προϊόντα ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου 10% και χρωµατίζονται µε νιτρικό άργυρο. Επειδή οι αλληλουχίες του 

DNA είναι επαναλαµβανόµενες και υπάρχει πολυµορφισµός δηλαδή ετεροζυγωτία θα 

πρέπει η αντίδραση να διατηρείται στην εκθετική της φάση αφού είναι ηµιποσοτική 

µέθοδος προσδιορισµού της σχετικής έντασης των δύο αλληλοµόρφων. Επίσης θα 

πρέπει να επιδιώκεται η καλύτερη δυνατή διακριτική ικανότητα δεδοµένου ότι είναι 

δυνατό τα αλληλόµορφα να διαφέρουν σε δύο µόνο ζεύγη βάσεων. 
 

 

 

 

8.8 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 

Ως απώλεια ετεροζυγωτίας ( LOH) θεωρήθηκε εκείνη η περίπτωση στην 

οποία η ένταση ενός αλληλοµόρφου ήταν τουλάχιστον 50% µικρότερη σε σχέση µε 

το άλλο. Αυτό προέκυπτε µετά από σύγκριση του DNA από τα πτύελα των ασθενών 

και το φλεβικό αίµα. Ως µικροδορυφορική αστάθεια (ΜΙΝ) θεωρήθηκε η αλλαγή 

στην κινητικότητα του ενός ή και των δύο αλληλοµόρφων ή ακόµη και η εµφάνιση 

νέου. Αυτό προέκυπτε και πάλι µετά από σύγκριση του DNA από τα πτύελα των 

ασθενών και το φλεβικό αίµα.  
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8.9 ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΕΙΚΟΝΑΣ- 

ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ  
 

Η σάρωση των πηκτωµάτων έγινε από την Agfa SnapScan 1212u (Agfa- 

Gevaert N.V., Belgium). Η φωτεινότητα [Integrated density (ID= (Mean 

OD-Background OD)* pixels; OD, optical density) ] των ζωνών χρησιµοποιήθηκε ως 

ποσοτική παράµετρος και υπολογίστηκε µε ψηφιακή απεικόνιση µε το σύστηµα 

Adobe Photoshop 6.0 software (Adobe Systems Inc., US). Η απώλεια της 

ετεροζυγωτίας υπολογίστηκε σε ετερόζυγη περίπτωση όταν η αναλογία 

 

ID allele1 (sputum DNA) / ID allele2 (sputum DNA) 

ID allele1 (blood DNA) / ID allele2 (blood DNA) 

 

ήταν >1.49 ή <0.58 µε ευαισθησία 99.5%. Η µικροδορυφορική αστάθεια (MIN) 

υπολογίστηκε όταν ένα νέο εµφανιζόµενο αλληλόµορφο παρατηρήθηκε στα  πτύελα 

σε σχέση µε το αίµα του ίδιου ασθενούς. Ανάλυση των LOH ή MIN θετικών 

περιπτώσεων έγινε τρεις φορές και τα αποτελέσµατα ήταν επιτυχώς αναπαραγώγιµα. 

 Η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το SPSS στατιστικό λογισµικό(SPSS 

Inc.,Chicago,IL,USA). Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν ως µέση ±SD διακύµανση. 

Το x2 χρησιµοποιήθηκε για τη σύγκριση των επί τοις εκατό ποσοστών.∆ιαφορές στις 

µέσες τιµές των ποσοτικών µετρήσεων ελέχθηκαν  χρησιµοποιώντας τη δοκιµασία 

Student t-test και Mann-Whitney U . Στατιστικά σηµαντικές θεωρήθηκαν οι 

συσχετίσεις µε µονοδύναµο επίπεδο σηµαντικότητας p<0.05. Μοντέλα πολλαπλής 

γραµµικής ή λογαριθµικής αλληλοσυσχέτισης χρησιµοποιήθηκαν για τη συσχέτιση 

µε τη βαρύτητα και τη διάρκεια της νόσου. Όλοι οι πίνακες επεξεργάστηκαν µε το 

πρόγραµµα Excel Microsoft Office 2000. 
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8.10 ETAIΡΙΕΣ ΠΡΟΕΛΕΥΣΗΣ ΥΛΙΚΩΝ 
 

1,2-διυδροξυ-αιθυλενο-δισ-ακρυλαµίδιο-ΒDH 

Άγαρ-Difco 

Αγαρόζη-Gibco BRL 

Αιθανόλη-BDH 

Αιθυλενο-διαµινο-τετραοξικό οξύ-BDH 

Ακρυλαµίδιο-BDH 

Ανθρακικό νάτριο-Sigma 

Βορικό οξύ-BDH 

Βρωµιούχο αιθίδιο-Sigma 

Γλυκερόλη-Gibco BRL 

∆ιαιθυλ-πυροκαρβονικό οξύ-BDH 

∆ιθειοθρειτόληSigma 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο-BDH 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια-Βοehringer Manheim 

¨Ένζυµα περιορισµού-Νew England Biolabs 

Θειικό αµµώνιο-BDH 

Ισοπροπανόλη-BDH 

Κιτρικό νάτριο-BDH 

Kυανό της βρωµοφαινόλης-Sigma 

Λυσοζύµη-Sigma 

Μεθανόλη-Fluka 

Μεµβράνες διαπίδυσης πόρων διαµέτρου 10mm-Sigma 

MOPS-Sigma 

Νιτρικός άργυρος-Sigma 

Oξεικό αµµώνιο- Sigma 

Οξεικό κάλιο -Sigma 

Οξεικό νάτριο- Sigma 

Οξεικό οξύ-BDH 

Πρωτεϊνάση Κ-Sigma 

Ριβονουκλεάση Α-Sigma 

RNAzol B-China Biotex 
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SDS-Sigma 

SuperScript II RT, Life Techologies 

Taq πολυµεράση-Gibco BRL 

TEMED-Sigma 

Tris base-BDH 

Triton-X-100-Sigma 

Trizol-Gibco BRL 

Tween-20-Sigma 

Υδροξείδιο του νατρίου-Sigma 

Υδροχλωρικό οξύ-BDH 

Υπερθειϊκό αµµώνιο-Gibco BRL 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου-BDH 

Φαινόλη-BDH 

Φορµαλδεύδη-BDH 

Φορµαµίδιο-BDH 

Χλωριούχο καίσιο-Sigma 

Χλωριούχο κάλιο-Sigma 

Χλωριούχο λίθιο-Sigma 

Χλωριούχο µαγγάνιο-Sigma 

Χλωριούχο µαγνήσιο-Sigma 

Χλωριούχο νάτριο-Sigma 

Χλωροφόρµιο-Fluka 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

9.1. ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ  ΑΛΛΟΙΩΣΕΩΝ ΤΟΥ 

ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟΥ DNA ΣΤΗ ΣΑΡΚΟΕΙ∆ΩΣΗ 
 

Μελετήσαµε 38 ζεύγη πτύελα/φλεβικό αίµα από ασθενείς µε πνευµονική 

σαρκοείδωση µε συνολικά 40 µικροδορυφορικούς δείκτες. Η επίπτωση της αστάθειας 

για καθένα δείκτη κυµαινόταν µεταξύ 0% και 10%.(Πίνακας 12) και το ποσοστό της 

ετεροζυγωτίας µεταξύ 0.32 και 1.00(Πίνακας 11).∆εκατρία (13) δείγµατα ασθενών µε 

πνευµονική σαρκοείδωση εµφάνισαν  LOH(34.2%) σε ένα τουλάχιστον από τους 

εξεταζόµενους γενετικούς τόπους. Παρόλο που ΜΙΝ παρατηρήθηκε σε πέντε 

περιπτώσεις(13.2%), κανείς από αυτούς δεν πληρούσε τα κριτήρια της συνύπαρξης 

ΜΙΝ σε τουλάχιστον πέντε δείκτες ώστε να χαρακτηριστεί ως ψευδώς θετικός 

φαινότυπος αντιγραφής[replication error-positive phe-notype (RER+)] 

(310).Χαρακτηριστικά παραδείγµατα φαίνονται στην εικόνα 7. Αναλυτική 

παρουσίαση των γονοτύπων δίνεται στον Πίνακα 11.LOH παρατηρείται συχνότερα 

στο D2S147(10.0%), ακολουθούµενο από το D6S429 (9.4%), D6S263 (8.8%)και 

APOA2 (6.9%).Οµόζυγος γονότυπος δείκτη µικροδορυφορικού DNA θεωρείται µη 

πληροφοριακός για την LOH ανάλυση. Η κλασµατική απώλεια  αλληλοµόρφου(FAL) 

υπολογίστηκε για κάθε δείγµα ως (θέση µε LOH)/συνολική πληροφοριακή 

θέση)(325).Το υψηλότερο ποσοστό FAL βρέθηκε σε µια γυναίκα 52 χρονών µε 

σαρκοείδωση σταδίου ΙΙ. Το µέσο ποσοστό FAL για τις LOH-θετικές περιπτώσεις 

ήταν 0.006.Τέσσερις από τις δώδεκα χρωµοσωµικές περιοχές που εµφάνιζαν LOH 

1q21-q23, 2p22.3-p16.1,3p21.3-p21.1 and 6p23-p25 βρίσκονταν στις περιοχές CD48, 

hMSH2, hMLH1και IRF4 αντίστοιχα (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/). Oι 

υποοµάδες των ασθενών µε σαρκοείδωση που ήταν είτε θετικές είτε αρνητικές για 

LOH συγκρίθηκαν. Καµία στατιστικά σηµαντική διαφορά δε βρέθηκε µεταξύ των 

δύο υποοµάδων σε σχέση µε την ηλικία, το φύλο, το στάδιο, τη διάρκεια της νόσου, 

το κάπνισµα, τη θεραπεία µε κορτικοειδή, τα αέρια αίµατος και τις σπιροµετρικές 

µετρήσεις. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/
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Πίνακας 11.Οι εκκινητές του µικροδορυφορικού DNA που µελετήθηκαν 

Εκκινητής Κυτογενετική περιοχή Ετεροζυγωτία 
Εύρος µεγέθους 

αλληλοµόρφου 

Αναγκαία 

συγκέντρωση εκκινητή 

στην πολλαπλή PCR (nM) 

Οµάδα 

εκκινητών* 

D1S416 1q24 0.82 146-162 130 H 

D1S186  1p34.3 0.84 82-106 100 G 

D1S116  

1p31-

p21 0.65 89-101 100 F 

APOA2 

1q21-

q23 0.70 131-145 150 F 

D1S104  1q2-q23 0.76 152-168 150 G 

D1S180 1q42 0.90 163-189 150 H 

ACTN2  

1q42-

q43 0.50 105 120 H 

D2S119 

2p22.3-

p16.1 0.80 221 175 A 

D2S123 

2p22.3-

p16.1 0.76 196 140 A 

D2S177  

2p22.3-

p16.1 0.85 276 225 A 

D2S147 

2p22.3-

p16.1 0.73 111 80 A 

D2S2182  

2p22.3-

p16.1 0.78 234 180 C 

D2S288  

2p22.3-

p16.1 0.62 276-284 250 C 

D2S2291  

2p22.3-

p16.1 0.76 245 320 D 

D2S138  

2q24.1-

q32.1 0.67 115 100 B 

D2S164 

2q24.1-

q32.1 0.83 195 175 B 

D2S103  

2q24.1-

q32.1 0.82 109-125 120 D 
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D2S311  

2q24.1-

q32.1 0.81 185-207 150 D 

D2S105  

2q24.1-

q32.1 0.69 107-125 130 E 

D3S1611  

3p21.32-

p21.1 0.66 258 260 B 

D3S1612 

3p21.32-

p21.1 0.69 100 80 C 

D3S1478  

3p21.32-

p21.1 0.98 109-152 130 C 

D3S647 

3p21.32-

p21.1 0.73 100 90 D 

D3S1260  

3p21.32-

p21.1 0.66 268 230 E 

D3S1561 

3p21.32-

p21.1 0.65 226 180 E 

D5S207  

5q31.3-

q33.3 0.68 135-143 130 K 

D5S376  

5q32-

q33.1 0.72 117-129 100 I 

D6S2225  6p21.3 0.38 152 140 J 

D6S1002 

6p21.3-

p22.1 0.32 240-244 200 K 

D6S429  

6p23-

p25 0.74 222-238 200 I 

D6S259 

6p23-

p25 0.73 267-285 260 K 

D6S263  

6pter, 

6p23-p25 0.82 90-114 80 J 

D7S519  

7p15-

q22 0.81 256-268 230 F 

D9S161  9p21 0.78 119-135 120 F 

D9S270  9p21 0.71 87-101 100 H 
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D11S1876  

11q21-

q22.3 1.00 123-135 100 J 

D14S72  

14pter, 

14q11.1-q11.2 0.83 257-271 200 J 

D14S258  

14q23-

q24.3 0.80 170-182 160 I 

D14S292 

14qter, 

14q32.1-q32.3 0.74 110-118 100 K 

TP53  17p13.1 0.90 103-135 130 G 

*Οµάδα εκκινητών της πολλαπλής αντίδρασης. 
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Πίνακας 12.Οι γονότυποι των περιπτώσεων που µελετήθηκαν 

 
Οι Εκκινητές του Μικροδορυφορικού  DNA  

Α
ρι
θµ
ό

ς α
σθ
εν
ού
ς 

Η
λι
κί
α 

D
1

S4
16

 

D
1

S1
86

 

D
1

S1
16

 

A
P

O
A

2 

D
1

S1
04

 

D
1

S1
80

 

A

C
TN

2 

D
2

S1
19

 

D
2

S1
23

 

D
2

S1
77

 

D
2

S1
47

 

D
2

S2
18

2 

D
2

S2
88

 

D
2

S2
29

1 

D
2

S1
38

 

D
2

S1
64

 

D
2

S1
03

 

D
2

S3
11

 

D
2

S1
05

 

D
3

S1
61

1 

FA
L*

 

3 

N

I I I I I .00 

1 

H

I I I I I I .00 

8 

H

I I I I I I .00 

7 

H

I I I .03 

0 

H

I I OH I I .03 

5 

H

I I I I .00 

4 

H

I I OH I I .03 

2 

H

I I I I I .00 

7 

H

I I OH I .03 

0 2 

N

I I I I I .00 

1 0 

H

I I I I .00 

2 5 

H

I I I I .00 

3 3 

H

I I I .00 

4 1 

H

I I I I .03 

5 3 

H

I I I I .00 

6 2 

N

I I I I .00 

7 2 

H

I .00 

8 4 

H

I I I .00 

9 7 

H

I I I I I .00 

0 7 

H

I I I I .00 

1 7 

H

I I I I .03 

2 2 

H

.00 

3 1 

H

I I I I I .00 



 121 

4 5 

H

I I .00 

5 0 

H

I I .00 

6 3 

H

I I I I .00 

7 8 

N

I OH I I .03 

8 9 

H

I I I .00 
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0 4 
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Σηµείωση:FAL: Κλάσµα απώλειας αλληλοµόρφου, ΝΙ:Μη πληροφοριακό,Η:ετεροζυγώτης,LOH:απώλεια ετεροζυγωτίας. 
 

 

 

Πίνακας 12. (συνέχεια) Οι γονότυποι των περιπτώσεων 
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1 0 I I I I .00 
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Σηµείωση:FAL: Κλάσµα απώλειας αλληλοµόρφου, ΝΙ:Μη πληροφοριακό,Η:ετεροζυγώτης,LOH:απώλεια ετεροζυγωτίας. 
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Εικόνα 7:Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα LOH και ΜΙΝ. Τα βέλη 

δείχνουν το αλληλόµορφο µε την ελαττωµένη φωτεινότητα. Οι αριθµοί δείχνουν το 

νούµερο του δείγµατος.Ν φυσιολογικό DNA και S σαρκοειδικό DNA.  
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

9.1 ΣΑΡΚΟΕΙ∆ΩΣΗ 

 
Η σαρκοείδωση χαρακτηρίζεται από κοκκιωµατώδεις, καλά σχηµατισµένες 

οζιδιακές φλεγµονώδεις περιοχές άγνωστης αιτιολογίας µε συγκεντρωµένα 

µονοπύρηνα φαγοκύτταρα(326).Κατά τη διάρκεια της συγκέντρωσης των 

µονοπύρηνων φλεγµονωδών κυττάρων στο όργανο-στόχος, µακροφάγα 

συσσωρεύονται και διαφοροποιούνται σε επιθηλιοειδή και πολυπύρηνα γιγάντια 

κύτταρα(ΜGC) ,ενώ άφθονα CD4 κύτταρα διασπείρονται µεταξύ των φλεγµονωδών 

κυττάρων(81). Η γενετική αστάθεια ,χαρακτηριστικό της ανθρώπινης νεοπλασίας έχει 

βρεθεί στην πνευµονική σαρκοείδωση(330), ενώ η σχέση της µε τον καρκίνο του 

πνεύµονα παραµένει ασαφής(326-329). Ίσως υπάρχει αυξηµένη πιθανότητα για 

λεµφώµατα αλλά η συχνότητα δεν πρέπει να διαφέρει από αυτή που παρατηρείται σε 

άλλες χρόνιες παθήσεις , όπως τη ρευµατοειδή αρθρίτιδα ή τη φλεγµονώδη νόσο του 

εντέρου. 

Στην παρούσα διατριβή, χρησιµοποιήσαµε τη µικροδορυφορική ανάλυση του 

DNA µε ισχυρά πολυµορφικούς παράγοντες για να καθορίσουµε τους υποψήφιους 

γενετικούς τόπους για την ανάπτυξη πνευµονικής σαρκοείδωσης. Η επιλογή των 

ύποπτων περιοχών για τη µελέτη της LOH και ΜΙΝ βασίστηκε σε προηγούµενες 

σχετικές µελέτες που αφορούσαν τη σαρκοείδωση. Τα πειράµατα έγιναν σε δείγµατα 

πτυέλων. Αυτά δε φαίνεται να υστερούν σε ευαισθησία και ειδικότητα ως προς την 

ανίχνευση ΜΙΝ και LOH σε σχέση µε  δείγµατα από διαφορετικές θέσεις του 

τραχειοβρογχικού δέντρου. Και αυτό γιατί οι επιθηλιακές επιφάνειες κατά µήκος του 

τραχειοβρογχικού δέντρου αποτελούνται από ταχέως πολλαπλασιαζόµενους 

πληθυσµούς κυττάρων που αποβάλλονται απευθείας στα πτύελα. Οι πληθυσµοί αυτοί 

εµφανίζουν παρόµοιες γενετικές αλλοιώσεις. 

Καµία ως τώρα µελέτη δεν υπάρχει σχετικά µε τον αριθµό των γενετικών 

τόπων που πρέπει να αναλυθούν και το πόσοι από αυτούς πρέπει να εµφανίζουν 

αλλαγές έτσι ώστε να θεωρηθούν ως υψηλού βαθµού για ΜΙΝ ή LOH. Παρόλα αυτά 

δεχόµαστε ότι ένα δείγµα είναι χαµηλού βαθµού για  ΜΙΝ ή LOH όταν εµφανίζει 

αστάθεια σε ένα γενετικό τόπο ενώ όταν η αστάθεια είναι σε περισσότερους τόπους 

τότε το δείγµα θεωρείται υψηλού βαθµού για ΜΙΝ ή LOH (324). Πάντως ΜΙΝ και 
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LOH είναι χρήσιµοι δείκτες για την ανίχνευση εκείνων των γενετικών αλλαγών που 

οδηγούν σε σαρκοείδωση. 

Η συχνότητα της LOH ήταν 34.2% στους ασθενείς µε σαρκοείδωση ,µε ένα 

τουλάχιστον γενετικό τόπο επηρεασµένο. LOH θετικές περιπτώσεις παρατηρήθηκαν 

σε µικροδορυφορικούς DNA δείκτες που βρίσκονται κοντά στα γονίδια του 

επιδιορθωτικού συστήµατος κακώς ζευγαρωµένων βάσεων  DNA(mismatch repair 

genes-MMR)( hMSH2 και hMLH1) και σε λεµφο-δραστικούς ειδικούς 

παράγοντες(CD48 and IRF4). Η σταθερή εµφάνιση της γενετικής αστάθειας σε 

µικροδορυφορικούς δείκτες κοντά στα γονίδια του MMR σε ασθενείς µε 

σαρκοείδωση υποδηλώνει πως το φαινόµενο µπορεί να συνδέεται άµεσα µε την 

παθογένεια της νόσου. 

Τα γονίδια hMSH2(human mutS homologue 2) και hMLH1(human mutS 

homologue 1) είναι µέρος του MMR συστήµατος και σχετίζονται µε την αύξηση της 

πιστότητας στην αντιγραφή του DNA.Το MMR σύστηµα ανακαλύφθηκε στους 

προκαρυωτικούς οργανισµούς και πρόσφατα σχετίστηκε µε τον καρκίνο(6). Στον 

άνθρωπο δύο διαφορετικά ετεροδιµερή συµπλέγµατα των MutS-σχετικών πρωτεϊνών 

(hMSH2-hMSH3 και hMSH2-hMSH6) και άλλα δύο των MutL-σχετικών πρωτεϊνών 

(hMLH1-hPMS2 και hMLH1-hPMS1) θεωρούνται θεµελιώδη στο MMR(332,262). 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι απαιτείται απενεργοποίηση και των δύο αντιγράφων 

του hMSH2 γονιδίου προκειµένου να εκφραστεί ο µεταλλαγµένος φαινότυπος αφού 

και ένα λειτουργικό γονίδιο έχει τέτοια ενζυµική δραστηριότητα ώστε να αποφευχθεί 

η αστάθεια της µικροδορυφορικής περιοχής.  

Μεταλλάξεις στα hMSH2 και hMLH1 που εµπλέκονται στον κληρονοµικό µη 

πολυποµατώδη καρκίνο του εντέρου(HNPCC ) παράγουν το φαινότυπο RER+ επειδή 

εµφανίζουν δοµική βλάβη(310). Όγκοι RER+ δεν εµφανίζουν MMR δραστηριότητα 

σε βιοχηµικές δοκιµασίες(325,331).ΜΙΝ βρέθηκε στη γένεση νέων αλληλοµόρφων 

σε 13.2% των περιπτώσεων µας. Κανένα από τα δείγµατα µας δεν παρουσίασε 

ψευδώς θετικό φαινότυπο αντιγραφής(RER+) όπως φαίνεται από την συνύπαρξη 

MIN σε τουλάχιστον πέντε δείκτες, πιθανώς λόγω ασήµαντων αλλαγών στην MMR 

δραστηριότητα. 

Το CD48 γονίδιο είναι µέρος της δραστηριοποίησης µιας γλυκοπρωτεΐνης της 

κυτταρικής επιφάνειας που εκφράζεται πρωτογενώς σε διεγερµένα 

λεµφοκύτταρα(274).Επιπλέον ο IRF4 είναι ένας ανθρώπινος παράγοντας ρυθµιστικός 

της ιντερφερόνης που εκφράζεται στον σπλήνα, στα λεµφοκύτταρα και στα 
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µελανοκύτταρα.(275).LOH σε αυτές τις δύο περιοχές µπορεί να παριστά σηµαντικό 

βήµα στο σχηµατισµό κοκκιώµατος σε σχέση µε τη µερικώς φλεγµονώδη φύση της 

σαρκοείδωσης. 

Ωστόσο πρέπει να τονιστεί ότι γενετικές αλλοιώσεις του τύπου της LOH και 

ΜΙΝ δεν απαντούν µόνο στη σαρκοείδωση αλλά και σε άλλες παθήσεις. Για 

παράδειγµα, γενετική αστάθεια έχει βρεθεί σε νευρολογικές, οφθαλµικές, καρδιακές 

παθήσεις αλλά και παθήσεις του ήπατος και του µαστού,στη χρόνια αποφρακτική 

πνευµονοπάθεια. Εκτός από τις παραπάνω καλοήθεις παθήσεις, LOH και ΜΙΝ 

εµφανίζουν και οι όγκοι των περισσοτέρων οργάνων(269-291). 

Σχετικά µε το ρόλο του καπνίσµατος, η µελέτη µας δεν έδειξε µεγαλύτερη 

συχνότητα LOH ή ΜΙΝ στους καπνιστές από ότι στους µη και άρα το κάπνισµα δε 

σχετίζεται µε τη γενετική αστάθεια στη σαρκοείδωση. Ωστόσο τα δεδοµένα στη 

διεθνή βιβλιογραφία πάνω σε αυτό το θέµα είναι αντικρουόµενα(162-164,299).   

Όσον αφορά στην κλινική εικόνα των ασθενών και τη βαρύτητα της νόσου 

,υποοµάδες  ασθενών µε σαρκοείδωση ,θετικών και αρνητικών για LOH 

συγκρίθηκαν. Καµία στατιστικά σηµαντική διαφορά δε βρέθηκε µεταξύ των 

υποοµάδων σχετικά µε την ηλικία ,φύλο, στάδιο, διάρκεια νόσου και κάπνισµα, 

γεγονός που µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η γενετική αστάθεια είναι ανεξάρτητη 

της σοβαρότητας της πάθησης. 

Η υπόθεση ότι η σαρκοείδωση συµβαίνει σε γενετικώς προδιατεθειµένα 

άτοµα που δεν µπορούν να ελέγξουν τις φλεγµονώδεις, ανοσολογικές και ινωτικές 

διαδικασίες στον πνεύµονα µετά από έκθεση σε διάφορους παράγοντες στηρίζεται σε 

αξιόλογες µελέτες αλλά κανένας γενετικός παράγοντας δεν έχει πλήρως 

ταυτοποιηθεί(239-246). Φαίνεται πως η διαδικασία είναι πολυσύνθετη ,πολυεστιακή 

και η κληρονοµικότητα µαζί µε τους εξωγενείς παράγοντες καθορίζουν τη 

φαινοτυπική έκφραση της νόσου. 

Συµπερασµατικά ,τα δεδοµένα µας συνηγορούν υπέρ της πολυπαραγοντικής 

φύσης της πνευµονικής σαρκοείδωσης ,στην οποία γενετικές ή επιγενετικές αλλαγές 

αλληλεπιδρούν µε περιβαλλοντικούς παράγοντες για την εµφάνιση του φαινοτύπου 

της νόσου. Αποτυχία επιδιόρθωσης του DNA καθώς και αλλαγές σε λεµφο-ειδικούς 

παράγοντες µπορεί να συµβάλλουν στην παθογένεια της νόσου. 
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