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ΠΡΟΛΟΓΟΣ
Η αιματολογία μελετά τη φυσιολογική σύσταση του αίματος και ασχολείται με κάθε διαταραχή που αφορά τόσο τα έμμορφα όσο και τα άμμορφα στοιχεία του καθώς και τα διάφορα αιμοποιητικά όργανα.

Η αιματολογία με την αλματώδη ανάπτυξη της και με τις νεές γνώσεις και τεχνικές της μοριακής βιολογίας, σημείωσε αλματώδη πρόοδο στη διάγνωση και θεραπεία σοβαρών αιματολογικών παθήσεων, ώστε σήμερα να αποτελεί ένα από τους σπουδαιότερους κλάδους της ιατρικής επιστήμης.

Διακρίνεται σε κλινική και εγαστηριακή αιματολογία. Από αυτούς τους κλάδους, η κλινική αιματολογία ασχολείται με τις παθήσεις του αίματος, ενώ η εργαστηριακή με μετρήσεις και προσδιορισμούς των στοιχείων του αίματος.

Επιλέγωντας την εργασία αυτή έπρεπε να συλέξω στοιχεία τα οποία αφορούν και τους δύο κλάδους της αιματολογίας και να επικεντρώθω στις λευχαιμίες και στις εργαστηριακές τεχνικές που αφορούν αυτά τα κακοήθη νοσήματα.  
Η λευχαιμία σε ένα γενικό νοσοκο​μείο δεν αποτελεί σπάνιο νόσημα, όπως προ​κύπτει από την εμπειρία μας ως τεχνολoγικό προσωπικό. Είναι συνεπώς απαραίτητο, τόσο σε εργαστηριακό όσο και σε κλινικό επίπεδο, η διάκριση του τύπου της λευχαιμίας αλλά και των υποτύπων της, λεμφοβλαστικής λευχαιμίας (ALL), μυελοβλαστικής λευχαιμίας (AML), για την επιλογή της καλύτερης θεραπείας. 
Με την εργασία αυτή παραθέτω κάποιες γενικές γνώσεις για τους διάφορους τύπους λευχαιμίας στο πρώτο μέρος καθώς και ανάλυση των χρώσεων και την χρησιμότητά τους στη εργαστηριακή διάγνωσή των λευχαιμιών. 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ Α΄ : ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ : ΛΕΥΧΑΙΜΙΕΣ
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1. ΓΕΝΙΚΑ
Ορισμός: Οι λευχαιμίες είναι νεοπλασματικές διαταραχές του αιμοποιητικού ιστού. Χαρακτηρίζονται από υπερβολική ανάπτυξη του λευκοκυτταρικού ιστού, ο οποίος κατά κανόνα εκτός του μυελού διηθεί διάφορα όργανα όπως το ήπαρ, το σπλήνα, τους λεμφαδένες και άλλα. Στο περιφερικό αίμα συνήθως συνυπάρχουν ποιοτικές και ποσοτικές μεταβολές των λευκοκυττάρων.

Οι λευχαιμίες, όπως δηλώνει και η ίδια η λέξη, είναι παθολογικές καταστάσεις όπου παρατηρείται αύξηση του αριθμού των λευκών αιμοσφαιρίων πάνω από το φυσιολογικό όριο, με την προϋπόθεση ότι η αύξηση αυτή, οφείλεται σε κλωνική αύξηση ενός είδους κυττάρου.

Είναι νοσήματα του αίματος, άγνωστης αιτιολογίας, που χαρακτηρίζονται από νεοπλασματική εξαλλαγή, υπερπλασία των κυττάρων της λευκής σειράς του αίματος και από ανώμαλο πολλαπλασιασμό των κυττάρων των λευκοποιητικών ιστών δηλαδή αυτών που παράγουν τα λευκά αιμοσφαίρια ή λευκοκύτταρα και από την είσοδο των κυττάρων αυτών στη κυκλοφορία του αίματος πριν από την ωρίμανσή τους.

Είναι η συχνότερη κακοήθης νεοπλασματική νόσος της παιδικής ηλικίας και χαρακτηρίζεται από τη συνεχή άθροιση νεοπλασματικών αιμοποιητικών κυττάρων στο μυελό των οστών. Είναι νόσημα με ευρύ και ετερογενές φάσμα τόσο ως προς τον αιματολογικό και κλινικό φαινότυπο, όσο και ως προς τους υποκείμενους βιολογικούς μηχανισμούς της παθογένειας της. Ο ακριβής παθογενετικός μηχανισμός της δεν έχει πλήρως διευκρινισθεί, αλλά είναι πολύ πιθανό να οφείλεται σε γενετική βλάβη του πολυδύναμου αιμοποιητικού προγονικού κυττάρου, που οδηγεί σε κλωνική εξάπλωση και αναστολή της διαφοροποίησής του σε κάποιο στάδιο της ωρίμανσής του (Leachs και συνεργάτες 2002).
1.1.  Διαίρεση λευχαιμιών

Οι λευχαιμίες διαιρούνται σε οξείες και χρόνιες. Στις οξείες κυριαρχούν τα άωρα ή μη διαφοροποιημένα κύτταρα. Τα άωρα κύτταρα καλούνται βλάστες και ειδικότερα όταν προέρχονται από τη μυελική σειρά ονομάζονται Μυελοβλάστες, ενώ όταν προέρχονται από τη λεμφική σειρά Λεμφοβλάστες. Η πορεία της νόσου είναι ταχεία αν δεν επέλθει θεραπεία. Είναι μια νόσος βαριάς μορφής και εισβάλλει απότομα. Στις χρόνιες λευχαιμίες κυριαρχούν τα ώριμα ή καλά διαφοροποιημένα κύτταρα εδώ η πορεία της νόσου είναι μακρύτερη από ότι στις οξείες λευχαιμίες.

Οι οξείες και χρόνιες λευχαιμίες υποδιαιρούνται ανάλογα με το είδος του κυττάρου που πάσχει. Οι οξείες λευχαιμίες διακρίνονται σε οξεία μυελογενή, λεμφογενή και μονοκυτταρική (σπάνια) ενώ οι χρόνιες λευχαιμίες διακρίνονται σε χρόνια μυελογενή και χρόνια λεμφογενή λευχαιμία (Γαρδίκας 1981).
2. ΟΞΕΙΑ ΜΥΕΛΟΓΕΝΗΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ
Ο όρος οξεία μυελογενής λευχαιμία είναι γενικός και περιλαμβάνει τις οξείες λευχαιμίες της κοκκιώδους (μυελικής), της μονοκυτταρικής, της ερυθράς και της μεγακαρυοκυτταρικής σειράς. Για το λόγω αυτό πολλοί συγγραφείς χρησιμοποιούν τον όρο οξείες μη λεμφοκυτταρικές λευχαιμίες. Η οξεία μυελογενής λευχαιμία προσβάλλει κυρίως μεγαλύτερα σε ηλικία άτομα και όχι παιδιά. Στην οξεία μυελογενή λευχαιμία έχουν βελτιωθεί σημαντικά τα ποσοστά ίασης με την εφαρμογή πιο δραστικών χημειοθεραπειών και την ευρεία εφαρμογή της αλλογενούς και αυτόλογης μεταμόσχευσης του μυελού των οστών (Γαρδίκας 1981).Στις συνηθισμένες χρώσεις τόσο ιστολογικών τομών όσο και επιχρισμάτων είναι δύσκολη και πολλές φορές αδύνατη η αναγνώριση και η μεταξύ τους διάκριση των διαφόρων λευχαιμικών βλαστικών μορφών. Για τη ταυτοποίησή τους είναι απαραίτητες:

α) διάφορες ενζυματικές ιστοχημικές ή κυτταροχημικές μέθοδοι όπως είναι η χλωροοξεική εστεράση και η μυελουπεροξειδάση,
β) κυρίως η ανοσοιστοχημική ανίχνευση των διαφόρων βιολογικών δεικτών και των ειδικών αντιγονικών ομάδων που χαρακτηρίζουν τις διάφορες κυτταρικές σειρές.  Ιστογενετικά φαίνεται ότι οι λευχαιμίες είναι αποτέλεσμα νεοπλασματικής εξαλλαγής πολυδύναμων αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων και για αυτό από άποψη κυτταρικής σύνθεσης χαρακτηρίζονται από σημαντική ετερογένεια.  Ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο που επικρατεί οι οξείες μυελογενείς λευχαιμίες διακρίνονται (ταξινόμηση FAB) σε επτά κατηγορίες. Η Μ1 αντιστοιχεί στην οξεία μυελοβλαστική λευχαιμία χωρίς διαφοροποίηση. Οι βλάστες συνήθως δεν έχουν κοκκία ή περιέχουν ελάχιστα αζουρόφιλα κοκκία και σωμάτια Auer (τα ραβδία Auer είναι αζουροφιλικά κρυσταλλόμορφα κοκκία, τα οποία προκύπτουν από τη συγχώνευση προτωγενών λυσοσωμικών κοκκίων των μυελοειδών πρόδρομων κυττάρων). Η θετικότητα στην μυελουπεροξειδάση και στην χλωροοξεική εστεράση είναι περιορισμένη. Η Μ2 αντιπροσωπεύει την οξεία μυελοβλαστική λευχαιμία με διαφοροποίηση. Εκτός από τις μυελοβλάστες υπάρχουν και μυελοκύτταρα όλων των σταδίων καθώς και δυσπλαστικά ώριμα λευκοκύτταρα (κύτταρα Peulger). Η θετικότητα στα πιο πάνω ένζυμα είναι σαφής και η παρουσία σωματίων Auer πιο εμφανής. Η Μ3 αντιστοιχεί στην οξεία προμυελοκυτταρική λευχαιμία που κλινικά χαρακτηρίζεται από ταχεία εξέλιξη με αιμορραγικά φαινόμενα και αλλοιώσεις διάσπαρτης ενδαγγειακής πήξης (Παρασκευόπουλος  Π.Σ., 1990).

Μικροσκοπικά συνήθως τα προμυελοκύτταρα εμφανίζουν υπερκοκκίωση και δέσμες από λεπτά σωμάτια Auer. Τα πιο πάνω ένζυμα είναι έντονα θετικά. Σε σπάνιες περιπτώσεις, όταν συνδυάζεται με αντιμετάθεση μεταξύ χρωμοσωμάτων 15/17, είναι δυνατόν να υπάρχει υποκοκκίωση. Η Μ4 αντιστοιχεί στην οξεία μυελομονοκυτταρική λευχαιμία που χαρακτηρίζεται από κυτταρικά στοιχεία διαφοροποίησης προς την κοκκιοκυτταρική και μονοκυτταρική σειρά. Στην τελευταία ανήκει το 20% τουλάχιστον των λευχαιμικών κυττάρων.

Πολλές φορές τα ίδια κύτταρα παρουσιάζουν μικτούς χαρακτήρες (π.χ. θετικότητα συγχρόνως στην χλωροοξεική και στην μη ειδική εστεράση). Η Μ5 αποτελεί την αμιγή οξεία μονοβλαστική λευχαιμία στην οποία επικρατούν τα άωρα μονοβλαστικά κυτταρικά στοιχεία. Η Μ6 αντιστοιχεί στην οξεία ερυθρολευχαιμία ή σύνδρομο di Gulielmo, στην οποία συμμετέχουν σε ποσοστό μέχρι 50% άτυπες ερυθροβλάστες, με μεγαλοβλαστικούς χαρακτήρες ή πολυπύρηνες, με έντονη θετικότητα του κυτταροπλάσματος στην χρώση PAS (Παρασκευόπουλος  Π.Σ., 1990).
Μπορεί να συνυπάρχουν και άτυπα μεγακαρυοκύτταρα. Συνήθως μεταπίπτει τελικά σε λευχαιμία Μ1, Μ2 ή Μ4. Η Μ7 αντιστοιχεί στην οξεία μεγακαρυοβλαστική λευχαιμία. Στον κυτταροβριθή μυελό των οστών επικρατούν οι μεγακαρυοβλάστες. Αυτές ποικίλουν σε μέγεθος, συνήθως είναι μονοπύρηνες, χωρίς λόβωση, άωρες και χωρίς παραγωγή αιμοπεταλίων. Είναι δυνατόν να συγχυσθούν προς άλλα άωρα κυτταρικά και κυρίως μεγαλοβλαστικά ερυθροβλαστικά στοιχεία. Η ανοσοϊστοχημική τους ταυτοποίηση πολλές φορές είναι απαραίτητη (Παρασκευόπουλος Π.Σ., 1990).

3. ΟΞΕΙΑ ΛΕΜΦΟΒΛΑΣΤΙΚΗ (ΛΕΜΦΟΓΕΝΗΣ) ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Η οξεία λεμφογενής λευχαιμία (ΟΛΛ) είναι ο πιο συχνός «καρκίνος» της παιδικής ηλικίας. Στην ενήλικο ζωή η συχνότητα της οξείας λεμφογενούς λευχαιμίας ελαττώνεται, ενώ αυξάνεται η συχνότητα της οξείας μυελογενούς λευχαιμίας φθάνοντας ένα ποσοστό 90% του συνόλου των οξειών λευχαιμιών.

Η ΟΛΛ αποτελεί το 2ο αίτιο θανάτου σε παιδιά κάτω των 15 ετών. Για πολλά χρόνια η οξεία λευχαιμία συνδεόταν με αναπόφευκτο θάνατο. Σήμερα τα 2/3 των παιδιών με ΟΛΛ και το 1/3 των ενηλίκων θεραπεύονται (Μandrell P, Pritcard M, 2006). 
Η οξεία λεμφογενής λευχαιμία των παιδιών έχει καλύτερη πρόγνωση από την οξεία μυελογενή των ενηλίκων. Επίσης πρέπει να σημειωθεί ότι φάρμακα που δίνουν καλά αποτελέσματα στην οξεία λεμφογενή λευχαιμία, δεν ωφελούν στην οξεία μυελοβλαστική και αντίστροφα. Αποτελεί νεοπλασματική νόσο που προέρχεται από τη μη ελεγχόμενη από ρυθμιστικούς μηχανισμούς αύξηση των άωρων κυττάρων της λεμφικής σειράς (λεμφοβλάστες), τα οποία καταλαμβάνουν το μυελό των οστών, εκτοπίζοντας τις φυσιολογικές σειρές του αίματος. Η συμπτωματολογία με την οποία εμφανίζεται η νόσος ποικίλλει ανάλογα με την κυτταρική σειρά του μυελού των οστών που εκτοπίζεται πρώτη. Συχνά το προέχον σύμπτωμα είναι μια συνεχώς επιτεινόμενη ωχρότητα που συνοδεύεται από αδυναμία και έντονη καταβολή. Η εμφάνιση πετεχιών και εκχυμώσεων στο δέρμα με αιμορραγική διάθεση και αιμορραγίες από τα ούλα, τη μύτη ή και αιματουρία, είναι, σε ορισμένες περιπτώσεις, τα πρώτα σημεία τα οποία κάνει την εισβολή της η νόσος. Η ελάττωση του αριθμού των κοκκιοκυττάρων επίσης είναι αιτία επιμένουσας λοιμώξεως, με πυρετό και αρθραλγίες που στην αρχή αντιμετωπίζονται σαν κοινές λοιμώξεις και χάνεται πολύτιμος χρόνος μέχρι τη σωστή διάγνωση και θεραπεία. Η κλινική εξέταση, με την ανακάλυψη διογκωμένων λεμφαδενικών ομάδων και ψηλαφητού σπλήνα, σε συνδυασμό με τη συχνά υπάρχουσα αναιμία θα οδηγήσει στη διάγνωση που θα επιβεβαιωθεί με αιματολογικό έλεγχο και μυελόγραμμα. Η εξέταση του περιφερικού αίματος δίνει πληροφορίες για το είδος των βλαστικών κυττάρων που προκάλεσαν τη νόσο και για τον αριθμό των αιμοπεταλίων που κυκλοφορούν (Μandrell Pn, Pritcard M, 2006; Παρασκευόπουλος Π.Σ, 1990).
Το μυελόγραμμα δίνει το μέτρο της διηθήσεως του μυελού των οστών και στοιχεία για τις διάφορες σειρές του αίματος, που στη συνέχεια θα χρησιμεύσουν ως δείκτης της αποτελεσματικότητας της θεραπείας που εφαρμόστηκε. Η μορφολογική μελέτη των βλαστικών κυττάρων και η κατάταξή τους με μια από τις σήμερα χρησιμοποιούμενες ταξινομήσεις έχει ουσιαστική αξία, αφού σχετίζεται με την πρόγνωση και την εξέλιξη της νόσου. Η κατάταξη που χρησιμοποιείται από το FAB (French American British cooperative group) (L1, L2, L3) έχει προγνωστική μόνο αξία, αφού ξεχωρίζει τα βλαστικά κύτταρα σε μικρά ή μεγάλα (με αντίστοιχα καλή ή κακή πρόγνωση),χωρίς να καλύπτει το σύνολο των ποικιλιών της νόσου. Για το λόγω αυτό, θεωρούμε την κατάταξη του που (WHO) περισσότερο κατατοπιστική, με τις περισσότερες υποκατηγορίες βλαστικών κυττάρων.

Τα βλαστικά λευχαιμικά στοιχεία δεν εμφανίζουν τους ενζυματικούς χαρακτήρες των μυελικών κυτταρικών στοιχείων και είναι αρνητικά στο μαύρο Sudan, στην μυελοϋπεροξειδάση και στην χλωροοξεική εστεράση. Αντίθετα εμφανίζουν ανοσοϊστοχημικούς δείκτες λεμφοειδών κυττάρων. Μορφολογικά αποτελούν ετερογενή ομάδα (Μandrell Pn ,Pritcard M, 2006).
Επιπλέον, κατά FAB είναι δυνατόν να διακριθούν σε τρεις μορφολογικές κατηγορίες. Η L1 περιλαμβάνει τις περιπτώσεις με τα μικρότερα λεμφοβλαστικά κύτταρα με λίγο κυτταρόπλασμα, ομαλούς πυρήνες και δυσδιάκριτα πυρήνια. Η L2 αποτελείται από μεγάλα λεμφοβλαστικά κύτταρα με πυρήνες ανωμάλους, εντετμημένους ή και σπειροειδείς, εμφανή πυρήνια και μέτριο κυτταρόπλασμα. Πολλές φορές ανευρίσκονται PAS θετικά κοκκία. Στις κατηγορίες L1 και L2 υπάγονται οι περισσότερες ALL T-κυτταρικής αρχής. Στην L3 οι λεμφοβλάστες έχουν υποστρόγγυλους, σχεδόν ομαλούς, ομοιόμορφους πυρήνες με εμφανή πυρήνια και μέτρια άφθονο και έντονα βασίφιλο κυτταρόπλασμα. Αυτό συχνά έχει στα επιχρίσματα άφθονα κενοτόπια. Γενικά υπάρχει ομοιότητα προς τα κύτταρα του λεμφώματος Burkitt(είναι ένας τύπος πρωτοπαθούς λεμφώματος του λεπτού εντέρου). Οι λευχαιμίες της κατηγορίας L3 είναι κατά κανόνα Β-κυτταρικής αρχής. Γενικά πιο ακριβής και με προγνωστική σημασία φαίνεται να είναι η ανοσομορφολογική ταξινόμηση των λεμφοβλαστικών λευχαιμιών σε B-ALL, T-ALL και Non B/ Non T-ALL. Οι οξείες λεμφοβλαστικές λευχαιμίες Β-κυτταρικής αρχής διακρίνονται σε α) προ- Β-κυτταρικές (Pre-B-ALL) που τα κύτταρά τους είναι θετικά στο CALLA, στο HLA-DR, στην TdT, και στις κυτταροπλασματικές IgM. Αντίθετα δεν έχουν ανοσοσφαιρίνες επιφάνειας (SIgM). Οι περισσότερες περιπτώσεις ανήκουν στην μορφολογική κατηγορία L1, β) Β-κυτταρικές (κυρίως Β-ALL) που τα κύτταρά τους είναι θετικά στις SIgM, στο HLA-DR, δυνητικά στο CALLA και αρνητικά στην TdT. Ανήκουν στην μορφολογική κατηγορία L3. Οι T-ALL είναι θετικές στο Leu1, στην TdT, στο HLA-DR και σχεδόν πάντοτε αρνητικές στο CALLA. Οι Non B/ Non T-ALL ή Null-ALL είναι θετικές μόνον στο CALLA και στην ΤdT.

Την καλύτερη πρόγνωση έχουν οι περιπτώσεις της τελευταίας κατηγορίας με πολύ υψηλά ποσοστά επιβίωσης μεγαλύτερης των 5 ετών. Πολλά παιδιά θεωρούνται ως πλήρως θεραπευμένα. Ακολουθούν οι T-ALL. Την χειρότερη πρόγνωση παρουσιάζουν οι Β-ALL.

Η εργαστηριακή διερεύνηση της ΟΛΛ δίνει στοιχεία για την πρόγνωση και την εξέλιξη της νόσου. Ο μακρολεμφοβλαστικός και ανοσοβλαστικός τύπος είναι κακής προγνώσεως και η ύπαρξη υποδοχέων επιφάνειας Β τύπου ή Τ τύπου θεωρείται σημείο κακής προγνώσεως σε σχέση με τις κοινές ΟΛΛ που θεωρούνται καλής προγνώσεως και είναι συνήθως Pre-B (Μandrell Pn, Pritcard M, 2006).
Ένας αριθμός κλινικών και εργαστηριακών ευρημάτων θεωρούνται ότι έχουν κακή προγνωστική αξία και επηρεάζουν δυσμενώς την πρόγνωση. Όπως, η αύξηση του αριθμού των λευκών αιμοσφαιρίων πολύ πάνω από το φυσιολογικό, ο μορφολογικός τύπος βλαστών (μακρολεμφοβλάστες, L3), το άρρεν φύλλο, το διογκωμένο ήπαρ, η ύπαρξη μάζας στο μεσοθωράκιο, η ύπαρξη διογκωμένων λεμφαδένων, η ύπαρξη υποδοχέων Τ τύπου, ηλικία μεγαλύτερη από 7 χρόνια, πολύ μικρός αριθμός αιμοπεταλίων και αρνητική αντίδραση PAS (λιγότερα από 5% θετικά κύτταρα). Η ύπαρξη λοιμώξεως είναι επίσης παράγοντας επιβαρυντικός για την πρόγνωση της νόσου (Μandrell Pn, Pritcard M, 2006).
Η στενή συνεργασία του αιματολογικού εργαστηρίου με τον κλινικό μπορεί να βοηθήσει σημαντικά στην αντιμετώπιση των λοιμώξεων, παίρνοντας συχνές καλλιέργειες (στοματική κοιλότητα, μύτη, πτύελα, ούρα και αίμα) με τις οποίες θα καθορίζεται ο μικροβιακός πληθυσμός που υπάρχει και η ευαισθησία του στα αντιβιοτικά. Η ταχύτητα με την οποία εξελίσσεται η νόσος αποτελεί επίσης παράγοντα που επηρεάζει την πρόγνωση. Ο καθορισμός του χρόνου διπλασιασμού των βλαστικών κυττάρων (dublication time) αποτελεί παράμετρο που θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψη για το είδος αλλά και τη διάρκεια της θεραπείας. (Μandrell Pn, Pritcard M, 2006).
Η θεραπεία της νόσου περιλαμβάνει, όπως σε όλες τις περιπτώσεις της οξείας λευχαιμίας τη θεραπεία εφόδου (induction) με την οποία προσπαθούμε να περιορίσουμε την εξέλιξη και την έκταση της νόσου, την προφυλακτική θεραπεία του ΚΝΣ και την θεραπεία συντηρήσεως. Στη θεραπεία εφόδου χρησιμοποιούμε, ανάλογα με το είδος των κυττάρων, συνδυασμό Βινκριστίνης, Ασπαραγινάσης και Πρεδνιζολόνης για τις μορφές που έχουν καλή πρόγνωση ενώ για τις περιπτώσεις που έχουν κακή πρόγνωση στα παραπάνω κυτταροστατικά προστίθεται και η Αδριαμυκίνη και η Αραβινοσυλκυττοσίδη. Μετά την επιτυχία πλήρους υφέσεως ακολουθεί προστατευτική θεραπεία του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) με ακτινοβόληση της βάσεως του κρανίου με 2500 rads και ταυτόχρονη έγχυση Μεθοτρεξάνης ενδοραχιαίως (6-8 εγχύσεις, με συχνότητα δύο την εβδομάδα). Η προφυλακτική θεραπεία του ΚΝΣ αποσκοπεί στην αποστείρωση του νευρικού συστήματος από λευχαιμικές εντοπίσεις με απευθείας έγχυση των κυτταροστατικών στο σπονδυλικό σωλήνα, γιατί ο αιματοεγκεφαλικός φραγμός δεν επιτρέπει στα κυτταροστατικά που χορηγούνται με ενδοφλέβια έγχυση να περάσουν στον εγκέφαλο. Οι πιο συνηθισμένες εστίες εντοπίσεως των λευχαιμικών διηθήσεων στον εγκέφαλο είναι τα χοριοειδή πλέγματα.

Η θεραπεία συντηρήσεως αρχίζει αμέσως μετά την επιτυχία πλήρους υφέσεως για να προκαλέσει βαθμιαία ελάττωση των λευχαιμικών κυττάρων που έχουν απομείνει, με αντικειμενικό σκοπό την πλήρη εκρίζωση της νόσου. Θεωρητικά, κατά την πλήρη ύφεση ο αριθμός των λευχαιμικών κυττάρων έχει περιοριστεί και η νόσος δεν είναι ανιχνεύσιμη. Τα βλαστικά κύτταρα ανευρίσκονται στο μυελό των οστών σε αναλογία 3-5%. Σημαντικό ποσοστό ασθενών (20-50%) παρουσιάζει υποτροπή στην πρώτη τριετία, είτε απαρχής στο μυελό των οστών είτε εξωμυελικά (ΚΝΣ και όρχεις στα αγόρια). Η υποτροπή πρέπει να αντιμετωπίζεται με γενικευμένη χημειοθεραπεία ακόμη και όταν εντοπίζεται εξωμυελικά (όρχεις), γιατί την εξωμυελική υποτροπή ακολουθεί σύντομα κατά κανόνα και υποτροπή των στο μυελό των οστών. Η υποτροπή στο ΚΝΣ αντιμετωπίζεται με εγχύσεις Μεθοτρεξάτης, Κορτικοειδών και Αραβινοσυλκυτοσίδης ενδοραχιαία με φτωχά και πρόσκαιρα αποτελέσματα (Μandrell Pn, Pritcard M, 2006).
Σε γενικές γραμμές τα αποτελέσματα της πολυχημειοθεραπείας είναι λιγότερο ικανοποιητικά (<50% σε σχέση με >90%) κατά την υποτροπή από εκείνα της αρχικής θεραπείας γιατί και τα βλαστικά κύτταρα αποκτούν ανοχή στα κυτταροστατικά φάρμακα και οι εφεδρείες του οργανισμού του ασθενούς είναι λιγότερες. Η μεταμόσχευση μυελού των οστών από συμβατό δότη δοκιμάζεται σε ορισμένα κέντρα του εξωτερικού με ικανοποιητικά αποτελέσματα, όμως όλα τα προβλήματα που προκαλεί η εμπλοκή στη θεραπεία του συστήματος ανοσίας, ακόμη και σε πλήρη ταυτότητα των συστημάτων ιστοσυμβατότητα δότη – δέκτη δεν έχουν επιλυθεί (χρόνια GVH, απόρριψη κ.α.) (Redaelli και συνεργάτες 2005).
4. ΧΡΟΝΙΑ ΜΥΕΛΟΓΕΝΗΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Η χρόνια μυελογενής λευχαιμία εμφανίζεται συνήθως σε άτομα ηλικίας 30-50 ετών και παρατηρείται πιο συχνά στους άνδρες. Είναι σπάνια σε άτομα κάτω των 10 και άνω των 70 ετών. Η ετήσια συχνότητα εμφάνισης της νόσου παγκοσμίως είναι 1/100.000 του πληθυσμού. Η έναρξη της νόσου είναι βραδεία. Ο άρρωστος παραμένει για μακρύ χρονικό διάστημα χωρίς ενοχλήματα και η διάγνωση γίνεται από τυχαία εξέταση είτε αιματολογική είτε κλινική κατά την οποία διαπιστώνεται σπληνομεγαλία και αυξημένη παραγωγή και παρουσία κοκκιοκυττάρων (200.000 – 1.000.000/ μL). Η μέση διάρκεια ζωής μετά τη διάγνωση δεν ξεπερνά τα τρία χρόνια. Πολύ σπάνια η επιβίωσή του ατόμου φθάνει τα δέκα χρόνια. Η νόσος καταλήγει σχεδόν πάντοτε σε θάνατο. Συνήθως οι περισσότεροι άρρωστοι πεθαίνουν από οξεία μυελοβλαστική κρίση, κατά την οποία κυριαρχεί το άωρο κύτταρο ή βλάστη. Η χρόνια μυελογενής λευχαιμία χαρακτηρίζεται από μη ελεγχόμενο πολλαπλασιασμό της μυελικής σειράς, παρουσία του χρωμοσώματος Φιλαδέλφεια, και διφασική πορεία, με αρχική χρόνια φάση και σταθερή τελική εκτροπή σε οξεία λευχαιμία. Επίσης χαρακτηρίζεται και από υπερπλασία κυρίως της κοκκιώδους σειράς σε όλα τα στάδια ωρίμανσης.

Τις περισσότερες φορές, δεν μπορεί να ενοχοποιηθεί κάποιος προδιαθεσικός παράγοντας για την εμφάνιση της νόσου. Η συχνότητα πάντως αυξήθηκε σημαντικά στους επιζήσαντες της ατομικής βόμβας στη Χιροσίμα και το Ναγκασάκι. Συσχέτιση με ιούς ή τοξικές χημικές ουσίες δεν έχει αποδειχθεί.

Τα τελευταία χρόνια επιτεύχθηκε εξαιρετική πρόοδος στην κατανόηση των μηχανισμών που εμπλέκονται στην παθογένεση και την εξέλιξη της ΧΜΛ Η νόσος αυτή αποτελεί σήμερα την καλύτερα μελετημένη νεοπλασία στον άνθρωπο (D’antonio J., 2005).
Παρόλα αυτά, η γνώση για όσα συμβαίνουν σε μοριακό επίπεδο είναι ακόμη περιορισμένη. Ήδη από το 1960, αναγνωρίστηκε από τους Nowell και Hungerford ένα μικρό χρωμόσωμα στα αιμοποιητικά και μόνο κύτταρα ασθενών με ΧΜΛ, των οποίων ο συστηματικός καρυότυπος ήταν φυσιολογικός. Το παθολογικό αυτό χρωμόσωμα ονομάστηκε χρωμόσωμα Φιλαδέλφεια (Ph) και πολύ αργότερα αποκαλύφθηκε ότι το χρωμόσωμα Ph είναι το προϊόν μιας αμοιβαίας μετάθεσης γενετικού υλικού μεταξύ των μακρών σκελών των χρωμοσωμάτων 9 και 22. Τα σημεία θραύσης των χρωμοσωμάτων εντοπίστηκαν στις περιοχές q34 και q11 αντίστοιχα και μετάθεση περιγράφεται ως t (9;22) (q34;q11). Το ποσό του χρωμοσωμικού υλικού που μεταφέρεται από το 22 στο 9 είναι πολύ μεγαλύτερο από αυτό που μεταφέρεται από το 9 στο 22, με αποτέλεσμα να δημιουργείται ένα μικρό χρωμόσωμα 22 που εύκολα αναγνωρίζεται μικροσκοπικά ως χρωμόσωμα Φιλαδέλφεια. Η μετάθεση αυτή ανιχνεύεται σε ποσοστό περίπου 95% των ασθενών με ΧΜΛ και μάλιστα σε όλες τις μεταφάσεις που προκύπτουν από την ειδική καλλιέργεια του μυελού των οστών στη διάγνωση της νόσου. Η παρουσία της σε κύτταρα όχι μόνο της μυελικής, αλλά και της ερυθράς, τα μονοκυτταρικής, της βασεοφιλικής, της ηωσινοφιλικής και της μεγακαρυοκυτταρικής σειράς, και ακόμη στα Β λεμφοκύτταρα, αποδεικνύει ότι η βλάβη σημειώθηκε στο επίπεδο του αρχέγονου πολυδύναμου αιμοποιητικού κυττάρου. Σε μοριακό επίπεδο, αποτέλεσμα της αμοιβαίας μετακίνησης γενετικού υλικού μεταξύ των χρωμοσωμάτων 9 και 22 είναι η μεταφορά του πρωτοογκονιδίου c-abl από το χρωμόσωμα 9 στην περιοχή bcr του χρωμοσώματος 22και ο σχηματισμός ενός υβριδικού γονιδίου, του bcr/abl. Σε ένα μικρό ποσοστό ασθενών με ΧΜΛ η μετάθεση (9;22) δεν είναι ορατή στην χρωμοσωματική ανάλυση μικροσκοπικά, παρόλο που η γονιδιακή μετακίνηση και η σύνθεση του bcr/abl έχει συμβεί. Στις περιπτώσεις αυτές η παρουσία του χιμαιρικού γονιδίου bcr/abl ανιχνεύεται με ανάλυση του DNA, με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Οι ασθενείς αυτοί χαρακτηρίζονται σαν Ph αρνητικοί – bcr/abl θετικοί και διαφέρουν από τις τυπικές Ph-θετικές περιπτώσεις ΧΜΛ. Για το υπόλοιπο μικρό ποσοστό των ασθενών με κλινικά και εργαστηριακά ευρήματα παρόμοια με της ΧΜΛ αλλά αρνητικών τόσο για το Ph όσο και για το bcr/abl, η διάγνωση της ΧΜΛ αμφισβητείται. Τις περισσότερες φορές οι ασθενείς έχουν άλλο μυελοπαραγωγικό ή μυελοδυσπλαστικό νόσημα και η πρόγνωση είναι κατά κανόνα χειρότερη από αυτή της κλασικής ΧΜΛ. Το προϊόν του χιμαιρικού γονιδίου bcr/abl είναι ένα ανώμαλο RNA και τελικά μια ανώμαλη χιμαιρική πρωτεΐνη μοριακού βάρους 210 kd (P210).Πρόκειται για μια ενεργοποιημένη μορφή της κινάσης της τυροσίνης που φυσιολογικά παράγει το γονίδιο abl και η οποία έχει μοριακό βάρος 145 kd. Πάντως, η παθογενετική συσχέτιση του bcr/abl με την ανάπτυξη της λευχαιμίας είναι βέβαιη και έχει πειστικά αποδειχθεί με την πρόκληση λευχαιμίας σε ποντίκια με τη μεταφορά της Ρ210 στα κύτταρά τους.
Εφόσον η λευχαιμιογένεση είναι σαφώς πολυσταδιακή διαδικασία, θεωρείται σήμερα βέβαιο ότι το bcr/abl ξεκινά μια κλιμακωτή διαδικασία που καταλήγει στην ανάπτυξη της λευχαιμίας. Αν η εμφάνιση του Ph και του bcr/abl είναι το αρχικό γεγονός ή έχει προηγηθεί κάτι άλλο, ένα είναι ερώτημα που δεν έχει οριστικά απαντηθεί. Χρωμόσωμα Ph παρατηρείται, εκτός από τη ΧΜΛ και σε μερικές περιπτώσεις οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας, συχνότερα των ενηλίκων, όπου μάλιστα η παρουσία του επιβαρύνει εξαιρετικά την πρόγνωση. Η μετάθεση είναι ίδια, η t (9;22) (q34;q11), εντούτοις το σημείο θραύσης στο bcr είναι διαφορετικό, με αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας διαφορετικής χιμαιρικής πρωτεΐνης με μοριακό βάρος 190 kd. Στην τελική φάση της ΧΜΛ >80% των ασθενών έχει μία ή περισσότερες επιπρόσθετες χρωμοσωματικές ανωμαλίες.  Συχνότερες τέτοιες βλάβες είναι η τρισωμία 8 (+8), το ισοχρωμόσωμα 17 (i17) ή ένα δεύτερο Ph. Η ανίχνευση αυτών των διαταραχών στην πορεία της νόσου μετά την διάγνωση προαναγγέλλει την επιταχυνόμενη φάση και τη βλαστική κρίση 2-6 μήνες πριν την κλινική ή αιματολογική τους εκδήλωση  (D’antonio J., 2005). Ο Leach S και συνεργάτες του  υποστηρίζουν ότι η τοξικότητα που παρουσιάζει η μοριακή θεραπεία με την χρήση ειδικών πρωτεϊνών κινάσης για την χρονία μυελογική λευχαιμία αποτελεί σύμπτωμα που απαιτεί την ανάμειξη και παρέμβαση των νοσηλευτών για την αντιμετώπιση των ασθενών.
5. ΚΛΙΝΙΚΗ ΚΑΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΕΙΚΟΝΑ

5.1. Χρόνια φάση

Τα κύρια συμπτώματα της νόσου εκδηλώνονται με καταβολή δυνάμεων, αίσθημα βάρους στην αριστερή κοιλία, απώλεια βάρους και εφιδρώσεις. Πιο σπάνια μπορεί να υπάρχουν αιμορραγικές εκδηλώσεις. Τα συμπτώματα αυτά οφείλονται στην αναιμία, τη σπληνομεγαλία και τον υπερμεταβολισμό. Σχεδόν στο 20% των ασθενών η νόσος αποκαλύπτεται από τυχαία εξέταση αίματος. Ο σπλήνας στην πλειονότητα των ασθενών είναι ψηλαφητός >10cm από το πλευρικό τόξο, ενώ ηπατομεγαλία παρατηρείται στο 50%. Η αναιμία είναι συχνή, η θρομβοπενία σπάνια, ενώ συχνότερα παρατηρείται θρομβοκυττάρωση. Η υπόνοια της νόσου εγείρεται με την εξέταση του λευκοκυτταρικού τύπου, όπου εκφράζονται όλες οι άωρες και ώριμες μορφές της μυελικής σειράς στο περιφερικό αίμα με επικράτηση των μυελοκυττάρων και των πολυμορφοπυρήνων (Παπακωνσταντίνου Α. 2007).
Τα βασεόφιλα και τα ηωσινόφιλα είναι αυξημένα, ενώ οι βλάστες ξεπερνούν στη χρόνια φάση το 10%. Τα πολυμορφοπύρηνα είναι ενεργά και οι λοιμώξεις σπάνιες σε αυτή τη φάση. Η αλκαλική φωσφατάση των πολυμορφοπύρηνων (LAP) είναι χαρακτηριστικά ελαττωμένη έως μηδενική και βοηθά στη διαφορική διάγνωση από άλλες λευκοκυτταρώσεις όπου είναι φυσιολογική ή αυξημένη. Ο μυελός των οστών χαρακτηρίζεται από εξαιρετικά αυξημένη κυτταροβρίθεια, με εξαφάνιση των κοινοτοπιών του λίπους και επικράτηση της μυελικής σειράς. Ο λόγος μυελικής προς ερυθρά σειρά φθάνει το 25/1, ενώ φυσιολογικά κυμαίνεται από 2- 5/1. Τα μεγακαρυοκύτταρα είναι πολλά, συχνά με δυσπλαστική εμφάνιση, και η ερυθρά σειρά κατά κανόνα ελαττωμένη. Η κυτταρογενετική ανάλυση με ειδική καλλιέργεια του μυελού αποκαλύπτει την παρουσία του χρωμοσώματος Ph σε όλες τις μεταφάσεις που αναλύονται και θέτει οριστικά τη διάγνωση της νόσου ( Παπακωνσταντίνου Α., 2007, D’Antonio J.,  2005).
Έχει υπολογιστεί ότι το διάστημα που μεσολαβεί από το πρώτο κύτταρο που υπέστη την κακοήθη εξαλλαγή και εμφάνισε το χρωμόσωμα Ph μέχρι την πλήρη κατάληψη του μυελού από τον Ph+ κλώνο που προήλθε από αυτό το κύτταρο, είναι τα 6,3 χρόνια. Στη φάση αυτά τα λευκά του περιφερικού αίματος έχουν είδη χαμηλή LAP. Ακολουθεί μια προκλινική φάση, διάρκειας χρόνου 5-19 περίπου μηνών, με προοδευτική λευκοκυττάρωση και στη συνέχεια, έρχεται η κλινικά εμφανής χρόνια φάση με μέση διάρκεια 3 – 4 χρόνια. Η διάρκεια της χρόνιας φάσης καθορίζει ουσιαστικά και την επιβίωση των ασθενών, αφού μετά την βλαστική εκτροπή η επιβίωση είναι εξαιρετικά περιορισμένη (D’Antonio J., 2005).
5.2 Επιταχυνόμενη φάση και βλαστική κρίση.

Συνήθως μεταξύ της χρόνιας φάσης και της τελικής βλαστικής κρίσης μεσολαβεί η λεγόμενη επιταχυνόμενη φάση της νόσου. Η έναρξη της φάσης αυτής είναι συχνά ασαφής και η επιδείνωση της νόσου προοδευτική. Τα χαρακτηριστικά της επιταχυνόμενης φάσης της ΧΜΛ είναι η μη περαιτέρω ανταπόκριση στη θεραπεία, η οποία μέχρι τότε απέδιδε, η επιδείνωση των κλινικών συμπτωμάτων (απώλεια βάρους, ηπατομεγαλία, έντονη κόπωση, προοδευτική αύξηση της σπληνικής διογκώσεως, εφιδρώσεις, πυρετός και οστικοί πόνοι). Τα ευρήματα που ανιχνεύουμε εργαστηριακώς είναι: επιδείνωση της αναιμίας, θρομβοπενία ή επιμένουσα θρομβοκυττάρωση, ταχεία αύξηση του αριθμού των λευκών με αλλαγές στο λευκοκυτταρικό τύπο. Τα ηωσινόφιλα και τα βασίφιλα αυξάνουν >20%, οι βλάστες ξεπερνούν το 10% και αυξάνουν προοδευτικά μέχρι την τελική εικόνα οξείας λευχαιμίας με ποσοστό βλαστών και προμυελοκυττάρων στο περιφερικό αίμα και το μυελό >30%. Η οξεία λευχαιμία είναι συνήθως μυελοειδής και σπανιότερα λεμφοβλαστικού τύπου. Η επιταχυνόμενη φάση μπορεί να διαρκέσει 1 – 2 χρόνια και ο θάνατος κατά τη διάρκειά της είναι συνήθως αποτέλεσμα λοίμωξης ή αιμορραγίας. Πολύ σπάνια, η ενδιάμεση αυτή φάση δεν γίνεται αντιληπτή ή λείπει τελείως και η μετάβαση γίνεται απότομα από τη χρόνια φάση στη βλαστική κρίση. Η νόσος στην τελική αυτή φάση είναι πολύ ανθεκτική στη θεραπεία και η επιβίωση μετά τη μετατροπή είναι μόλις 2 – 4 μήνες. Η νόσος παραμένει θανατηφόρα για μεγάλο ποσοστό αρρώστων παρά την εξαιρετική πρόοδο που συντελέστηκε τα τελευταία χρόνια στη διαλεύκανση της λευχαιμιογένεσης στη ΧΜΛ. Ωστόσο βελτίωση στην πρόγνωση έχει ασφαλώς επιτευχθεί και αυτό οφείλεται στην πιο έγκαιρη διάγνωση, τη βελτίωση των θεραπευτικών μέσων, αλλά και τη βελτίωση της υποστηρικτικής θεραπείας. Η θεραπεία της χρόνιας φάσης περιλαμβάνει φάρμακα κυτταροστατικά, όπως είναι η υδροξυουρία ή μπουσουλφάνη, που καταστέλλουν την νεοπλασματική παραγωγή κυττάρων (D’Antonio J., 2005).
Όλα τα φάρμακα αυτά επιτυγχάνουν βελτιωμένες ή και φυσιολογικές τιμές των αιματολογικών παραμέτρων στο περιφερικό αίμα. Σχεδόν η μέση επιβίωση με τα φάρμακα αυτά είναι 3 – 4 χρόνια και τουλάχιστον η πενταετής επιβίωση επιτυγχάνεται σε < 20% των αρρώστων. Στις μέρες μας υπάρχουν νέες θεραπευτικές δυνατότητες, όπως η αλλογενής μεταμόσχευση μυελού και η θεραπεία με ιντερφερόνη. Αυτές οι θεραπείες μας δίνουν πολύ καλύτερες προοπτικές σε ένα τουλάχιστον ορισμένο ποσοστό των αρρώστων με ΧΜΛ. Επιπλέον η μεταμόσχευση μυελού των οστών είναι ικανή να προσφέρει ίαση, αλλά το μειονέκτημά της είναι ότι εφαρμόζεται μόνο σε νέα άτομα ηλικίας (< 50 ετών), τα οποία είναι λίγα με αυτό το νόσημα και με την προϋπόθεση πως υπάρχει οπωσδήποτε συμβατός δότης μυελού (D’Antonio J., 2005, Παπακωνσταντίνου Α. 2007).
Όμως η πιθανότητα ανεύρεσης ενός συμβατού δότη είναι σχετικά μικρή, καλύπτει το 20% για τους ασθενείς με χρόνια μυελογενή λευχαιμία και από τους αρρώστους οι οποίοι υποβάλλονται σε μεταμόσχευση απαλλάσσονται από τη νόσο τουλάχιστον το 50 – 60%. Οι υπόλοιποι ασθενείς με τη ΧΜΛ υποτροπιάζουν ή και πεθαίνουν από διάφορες επιπλοκές που έχουνε σχέση με τη μεταμόσχευση. Η θεραπεία με την ιντερφερόνη α (IFNα) εφαρμόζεται περίπου τα τελευταία 20 χρόνια και το ευχάριστο γεγονός είναι ότι προκαλεί, εκτός από αιματολογικές και κλινικές υφέσεις όπως λέγονται, αλλά και κυτταρογενετικές υφέσεις. Όπως ελάττωση ή εξαφάνιση του παθολογικού κλώνου σε ένα ικανοποιητικό ποσοστό των ασθενών. Η δράση της IFN είναι διαφορετική από αυτήν των κυτταροστατικών. Είναι πιθανόν να ευνοεί την ανάπτυξη του μη ορατού αλλά υπαρκτού όπως φαίνεται φυσιολογικού κλώνου στη ΧΜΛ, σε σχέση με τον παθολογικό Ph+ κλώνο τον οποίο προοδευτικά καταστέλλει, χωρίς την πρόκληση μυελικής απλασίας. Η IFN φαίνεται ότι παρατείνει την μέση επιβίωση (τουλάχιστον 5 έτη) και για ένα ποσοστό ασθενών εκείνο με την παρατεινόμενη κυτταρογενετική ύφεση είναι ικανή να οδηγήσει και στην ίαση. Επίσης ακόμη καλύτερα αποτελέσματα κατορθώνονται με το συνδυασμό της IFN με τα κυτταροστατικά φάρμακα, όπως είναι η αρασιτίνη. Επιπλέον στην αντιμετώπιση της χρόνιας μυελογενούς λευχαιμίας χρησιμοποιούνται επίσης η αυτομεταμόσχευση με υψηλές δόσεις χημειοθεραπείας και ακτινοβολίας και η προσπάθεια απομάκρυνσης του παθολογικού κλώνου από το μόσχευμα που θα επαναχορηγηθεί, ή με την επιλογή φυσιολογικών προγονικών κυττάρων για επανέγχυση με εξειδικευμένες διαδικασίες. Στην τελική φάση η νόσος παρουσιάζει μια ανθεκτικότητα στη θεραπεία. Εδώ και πολύ λίγα χρόνια όμως δοκιμάζεται μια νέα, επαναστατική μέθοδος και μορφή θεραπείας, που για πρώτη φορά εφαρμόζεται σε κακοήθη νόσο. Πρόκειται για την ουσία STI 571 ή imatinib, που είναι ένας αναστολέας πολύ ισχυρός και εκλεκτικός της δράσης που προκαλείται από την παθολογική κινάση της τυροσίνης του bcr/abl. Το STI 571 αναστέλλει την μεταγωγή του σήματος που θεωρείται υπεύθυνο για την αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και την αναστολή της απόπτωσης, του προγραμματισμένου δηλαδή κυτταρικού θανάτου που οδηγούν στην λευχαιμία. Είναι λίγο νωρίς να γνωρίζουμε την τελική επίδραση της ουσίας αυτής στην επιβίωση, αναμένεται όμως να πραγματοποιήσει και να επιφέρει μεγάλη παράταση της χρόνιας φάσης και πολύ πιθανόν την ίαση.Έτσι στις μέρες μας εκτός από τον πολύ νέο ασθενή με ΧΜΛ που διαθέτει συμβατό δότη και ο οποίος θα κατευθυνθεί προς την μεταμόσχευση του μυελού των οστών, οι υπόλοιποι ασθενείς αξίζει να δοκιμάσουν αυτή τη νέα θεραπεία η οποία είναι πολλά υποσχόμενη και να μείνουν σε αυτή εφόσον έχουν μια ικανοποιητική κυτταρογενετική ανταπόκριση (D’Antonio J., 2005). 
O Redaelli.A και οι συνεργάτες του (2004)του υποστηρίζουν ότι η χρόνια μυελογενής λευχαιμία αποτελεί το 14% των λευχαιμιών και παρουσιάζεται με συχνότητα 1 στις 100.000 παγκοσμίως. Είναι σπάνια σε παιδιά και τα συμπτώματά της είναι κόπωση, χάσιμο βάρους και κοιλιακή δυσανεξία λόγω της διόγκωσης του σπληνός. Τα λευκά αιμοσφαίρια κυμαίνονται από 100 – 600 μl. Έχει τρεις φάσεις τη χρόνια την επιταχυνόμενη και την blast φάση. Η διάγνωση γίνεται συχνά στη χρόνια φάση. Το χρωμόσωμα Φιλαδέλφεια, μία ιδιάζουσα γενετική μετάλλαξη που παρουσιάζεται στη μετατόπιση χρωμοσωμάτων 22 και 9 αλλαγή στις λευχαιμικές αλλαγές στη νόσο. Η χρόνια μυελογενής λευχαιμία είναι μία κατάσταση που πλήττει περίπου 600 άτομα το χρόνο στο Ηνωμένο Βασίλειο. Η μόνη επαναστατική θεραπεία είναι η μεταμόσχευση του μυελού των οστών. Ιmatinib mesylate (αναστολής της tyrosine kinase θυροσινικής κυτάσης) από το 2002 δίνεται σε όλες τις φάσεις της χρόνιας μυελογενούς λευχαιμίας. Από την αποτελεσματικότητά του έχει μπει στη θεραπεία των περισσότερων ασθενών. Σε ασθενείς που δεν ανταποκρίνονται στο Imatinib δίνεται το BMS – 354825 και AMN107. Οι νοσηλεύτριες ογκολογίας πρέπει να είναι ενήμερες για τις νέες θεραπείες για τη νόσο και την αποτελεσματικότητα τους για την ασθένεια αυτή.
6. ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΜΦΟΓΕΝΗΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Η χρόνια λεμφογενής λευχαιμία είναι μια νεοπλασματική νόσος που χαρακτηρίζεται από συσσώρευση μονοκλωνικών λεμφοκυττάρων στο αίμα και στο μυελό των οστών με ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά συνήθως (95%) Β-κυττάρου και πιο σπάνια (2 – 5%) Τα κυττάρου και διηθούν τους λεμφαδένες και το σπλήνα.

Η χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία είναι η πιο συχνή λευχαιμία στο δυτικό ημισφαίριο μετέχοντας με 25 – 30% στο σύνολο των λευχαιμιών. Στις ασιατικές χώρες (Ιαπωνία, Κίνα) είναι πολύ λιγότερο συχνή. Οι πάσχοντες από αυτή τη νόσο είναι συνήθως πέραν της ηλικίας των 60 ετών, ενώ εμφανίζεται σπάνια σε ηλικίες κάτω των 30 ετών. Επίσης είναι συχνότερη στα άρρενα άτομα. Η αιτιολογία της νόσου είναι μέχρι τώρα άγνωστη και δεν έχει βρεθεί συσχέτιση με ακτινοβολία ή χημικούς παράγοντες, ούτε κάποια σαφής σχέση με ρετροιούς. Έχει παρατηρηθεί δύο έως τρεις φορές συχνότερη επίπτωση μεταξύ συγγενών, που μπορεί να παρουσιάζουν επίσης αυξημένη συχνότητα αυτοάνωσων διαταραχών. Λόγω λειτουργικής μειονεξίας των λεμφοκυττάρων και ελαττωμένης παραγωγής αντισωμάτων υπάρχει αυξημένη συχνότητα λοιμώξεων, ενώ συχνά εμφανίζεται αυτοάνωση αιμολυτική αναιμία.

Η νόσος συνήθως είναι χωρίς συμπτώματα και η διάγνωσή της γίνεται τυχαία από έστω μια απλή γενική αίματος στην οποία διαπιστώνεται αύξηση του αριθμού των λευκών αιμοσφαιρίων (από 20.000-150.000 ανά μL), που στην πλειονότητά τους είναι ώριμα μικρά λεμφοκύτταρα. Άλλοτε πάλι, ο ίδιος ο ασθενής ανακαλύπτει τη διόγκωση των λεμφαδένων του. Μερικές φορές όμως, υπάρχουν συμπτώματα όπως εύκολη κόπωση, νυχτερινοί ιδρώτες, καταβολή δυνάμεων, απώλεια βάρους και πυρετός. Όλα αυτά τα συμπτώματα παρουσιάζονται πιο συχνά και γίνονται πιο εμφανή σε προχωρημένα στάδια της νόσου. Επίσης η ουδετεροπενία, η υπογαμμασφαιριναιμία και η μείωση της άμυνας του οργανισμού επιδεινώνονται με τη βαθμιαία εξέλιξη της νόσου, οι διάφορες λοιμώξεις από μύκητες, βακτηρίδια και ιούς αποτελούν το πιο συχνό κλινικό πρόβλημα για τους ασθενείς με χρόνια λεμφογενή λευχαιμία. Άλλα αίτια που επιβαρύνουν την κλινική εικόνα στα πιο οψιμότερα στάδια είναι η αναιμία και η θρομβοκυτταροπενία, οι οποίες με τη σειρά τους έχουν ως βασική αιτία τη διήθηση του μυελού, συχνά όμως υπάρχει αυτοάνοσος μηχανισμός, ο οποίος τις προκαλεί ή τις επιδεινώνει. Στην αναιμία και τη θρομβοκυτταροπενία είναι δυνατόν να υπάρχει και να συμμετέχει ένας διογκωμένος σπλήνας με υπερσπληνισμό. Στη φυσική εξέταση αποκαλύπτεται μια διόγκωση των λεμφαδένων, του σπλήνα και του ήπατος. Σε περισσότερους από το 70% των ασθενών οι λεμφαδένες ψηλαφώνται και χαρακτηρίζονται υπόσκληροι, κινητοί και ανώδυνοι.
 Η διόγκωση του σπλήνα, άλλοτε είναι μόλις ψηλαφητή και άλλοτε είναι μεγάλη, καθώς και αποτελεί το αρχικό εύρημα στο 50-75% των περιπτώσεων που ασθενούν και τέλος η διόγκωση του ήπατος είναι μικρότερη σε μέγεθος και εμφανίζεται λιγότερο συχνά. Στο αίμα των ασθενών κυριαρχεί μια απόλυτη σταθερή λεμφοκυττάρωση, άνω των 5.000/μl, παρατηρείται συχνά μεταξύ 40.000 – 150.000/ μl. Αυτά τα κύτταρα έχουν μια εμφάνιση ενός ώριμου λεμφοκύτταρου και είναι εύθραυστα στην Παρασκευή των επιχρισμάτων αφήνοντας πυρηνικά υπολείμματα «smudge» cells. Η βιοψία του μυελού είναι πολύ χρήσιμη στο μυελό των οστών υπάρχει διήθηση από τα ίδια τα λεμφοκύτταρα, σε ποσοστό περίπου 30-99% των εμπύρηνων κυττάρων. Στο ένα τέταρτο των περιπτώσεων με ΧΛΛ υπάρχει αναιμία ή θρομβοκυτταροπενία, σημαντικού βαθμού στο 15% περίπου των ασθενών, ενώ στο 8 – 10% των ασθενών η αναιμία είναι αυτοάνοσου τύπου αιμολυτική (Redaelli A και συνεργάτες 2004). Αξίζει να σημειωθεί πως μια λεμφοκυττάρωση πάνω από 5.000/μl η οποία επιμένει, έχει μονοκλωνικό χαρακτήρα και συνήθως ανοσοφαινότυπο Β-κυττάρου.

Αυτό είναι ένα βασικό στοιχείο για τη διάγνωση και το διαχωρισμό της ΧΛΛ από τις άλλες μη νεοπλασματικές λεμφοκυτταρώσεις όπως (αυτοάνοσα σύνδρομα, λοιμώξεις από ιούς, χρόνιες φλεγμονές κ.α.) (Redaelli .A και συνεργάτες 2004, Παπακωνσταντίνου Α., 2007).
Η μέση επιβίωση της ΧΛΛ είναι περίπου 4 – 5 χρόνια, όμως υπάρχει ένα μεγάλο εύρος (2-20 χρόνια) γύρω από αυτόν τον μέσο όρο. Η αρχική έκταση της νόσου και η εξελικτική της συμπεριφορά αποτελούν τα βασικά στοιχεία για την πρόγνωση της νόσου. Επιβαρυντικά στοιχεία στη ΧΛΛ μπορούν να θεωρηθούν η διάχυτη κατανομή της διήθησης στη βιοψία του μυελού, η ύπαρξη διαταραχών στον καρυότυπο και η μη επαρκής ανταπόκριση στη θεραπεία της νόσου. Σε κάθε περίπτωση ΧΛΛ παρακολουθείται αρχικά η συμπεριφορά της νόσου. Όταν έχουμε να αντιμετωπίσουμε μια σχετικά ανεκτή και στάσιμη κλινική κατάσταση αυτή παρακολουθείται χωρίς ειδική θεραπεία διότι μια πρώιμη θεραπεία με φάρμακα κυτταροτοξικά δεν αποδείχθηκε ότι παρατείνει την επιβίωση, αλλά αντιθέτως προσφέρει μόνο παρενέργειες. Κάποιοι ασθενείς όμως σε στάδια III ή IV κατά Rai ή στάδιο C κατά Binet συνιστάται να υποβάλλονται σε ειδική θεραπεία εξαρχής.  Στις άλλες περιπτώσεις μετά την αρχική παρατήρηση της συμπεριφοράς της νόσου, σημάδια για την έναρξη μιας ειδικής αγωγής μας δίνουν η εμφάνιση προοδευτικών γενικών συμπτωμάτων που συνδέονται με τη νόσο, η εμφάνιση θρομβοκυτταροπενίας ή αναιμίας, η προοδευτική αύξηση του αριθμού των λεμφοκυττάρων, η αύξηση του όγκου των λεμφαδένων, του σπληνός ή του ήπατος και οι πολύ συχνές και επανεμφανιζόμενες λοιμώξεις.
Ένας χημειοθεραπευτικός παράγοντας είναι η χλωραμβουκίλη είτε σε διαλείποντα σχήματα (40 mg κάθε 4 εβδομάδες), είτε συνεχώς (0,1-0,2 mg ανά χ.β.σ. κάθε μέρα), τροποποιώντας τη δόση ανάλογα με την απάντηση. Όταν υπάρχουν αυτοάνοσες διαταραχές, συνήθως χορηγείται μαζί και πρεδνιζόνη (60-100 mg/ ημέρα). Πάντως μια πολύ πρόσφατη και εξαιρετική επιτυχία φαίνεται να έχει για τη ΧΛΛ, προς το παρόν ως δεύτερης γραμμής θεραπεία, Fludarabine ή 2 - chlorodeoxyadenosine (Redaelli.Α και συνεργάτες 2004). Η οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία αποτελεί το 12% όλων των λευχαιμιών και η παγκόσμια αναλογία είναι 1 – 4.75 στις 100.000 άτομα.

Ιταλία, ΗΠΑ, Σουηδία και Κόστα Ρίκα είναι χώρες με την περισσότερη συχνότητα περιστατικών. Κληρονομικές, γενετικές και πιθανόν έκθεση σε ακτινοβολία ή χημικά είναι μερικά από τα κυριότερα αίτιά της νόσου. Είναι κυρίως παιδική νόσος αλλά απαντάται και σε ενήλικες. Το 2003 στις ΗΠΑ καταγράφηκαν 5.800 θάνατοι από τη νόσο. Τα σημάδια και τα συμπτώματα δεν είναι ιδιαίτερα και περιλαμβάνουν τον πυρετό, την αναιμία, πετέχια και οστικό και αρθρικό πόνο. Χημειοθεραπεία, κρανίο- ακτινοβολία και μεταμόσχευση βλαστικών κυττάρων (stem cell) είναι η ενδεδειγμένη θεραπεία. Ολική θεραπεία ειδικά σε παιδιά είναι σχεδόν 100%. Ο χρόνος επιβίωσης για 10 χρόνια είναι 63% σε παιδιά και 25 – 35% σε ενήλικες. Αυτό δείχνει την ανάγκη για νέες θεραπευτικές μεθόδους και σκευάσματα για την ακόμη μεγαλύτερη παράταση της ζωής (Becker SE, 2007).
7. ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ ΑΠΟ ΤΡΙΧΩΤΑ ΚΥΤΤΑΡΑ

Η λευχαιμία από τριχωτά κύτταρα (Hairy Cell Leukemia ή Leukemic Reticuloendotheliosis) έχει περιγραφεί το 1958 από τον Bouroncle και τους συνεεργάτες του ως ξεχωριστή κλινική οντότητα. Η παθολογική αυτή κατάσταση είναι μια σχετικά σπάνια χρόνια λεμφουπερπλαστική νόσος, η οποία χαρακτηρίζεται από την παρουσία στο αίμα νεοπλασματικών Β -λεμφοκυττάρων με έκδηλες κυτταροπλασματικές προσεκβολές. Τα κύτταρα αυτά διηθούν το μυελό των οστών και το σπλήνα, προκαλώντας συνήθως παγκυτταροπενία. Η νόσος εμφανίζεται πιο συχνά σε ηλικίες μεταξύ της τέταρτης μέχρι και έκτης δεκαετίας αν και έχουν περιγραφεί και κάποιες περιπτώσεις σε ηλικίες από 23 έως και 80 ετών. Είναι μια νόσος με χρόνια διαδρομή και προσβάλλει συχνότερα του άνδρες παρά τις γυναίκες με αναλογία 6/1. Όταν αυτή η νόσος κάνει την εμφάνισή της, δημιουργεί διάφορα συμπτώματα όπως εύκολη κόπωση, πυρετό, αιμορραγική διάθεση, απώλεια βάρους, ένα αίσθημα βάρους στο αριστερό υποχόνδριο και κάποιες ενοχλήσεις από τη σπληνομεγαλία. Στη κλινική εξέταση ανευρίσκεται σπληνομεγαλία, ο σπλήνας είναι ψηλαφητός στο 80% των περιπτώσεων και λιγότερο συχνά ανευρίσκεται μια διόγκωση του ήπατος. Οι λεμφαδένες είναι αψηλάφητοι. Στις περισσότερες περιπτώσεις υπάρχει παγκυτταροπενία στο αίμα που οφείλεται σε αιμοποιητική ανεπάρκεια από τη διήθηση του μυελού και εν μέρει από τον υπερσπληνισμό, μπορεί να υπάρχει επίσης στο περιφερικό αίμα αναιμία, λευκοπενία ή και θρομβοπενία. Το μυελόγραμμα στις περισσότερες περιπτώσεις είναι φτωχό σε κύτταρα και δεν είναι διαγνωστικό. Η παρουσία στο επίχρισμα του αίματος των παθολογικών τριχωτών λεμφοκυττάρων με τις χαρακτηριστικές προεκβολές είναι βασική για τον προσανατολισμό της διάγνωσης. Η αναρρόφηση μυελού είναι συχνά χωρίς αποτέλεσμα, εξαιτίας της ίνωσης. Η βιοψία του μυελού είναι απαραίτητη για την διάγνωση, καθώς δείχνει τη διήθηση του μυελού από τα τριχωτά κύτταρα  (Becker SE, 2007).
Τα κύτταρα αυτά, τόσο του μυελού όσο και του περιφερικού αίματος, έχουν έντονα θετική την αντίδραση της όξινης φωσφατάσης με τη μορφή των πολλαπλών λεπτών κοκκίων, που δείχνει χαρακτηριστική ανθεκτικότητα στην ανασταλτική δράση του τρυγικού οξέος. Η οριστική διάγνωση βασίζεται και στα ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Μορφολογικά, σε κυτταρολογικά παρασκευάσματα τα τριχωτά κύτταρα έχουν χαρακτηριστικά μέσου μεγέθους λεμφοειδών κυττάρων με σχετικά ώριμο πυρήνα (στρογγυλό ή νεφροειδή) και εύθρυπτο κυτταρόπλασμα που δίνει την εντύπωση ότι έχει λεπτές προσεκβολές σαν τρίχες. Το χαρακτηριστικό αυτό έδωσε στα κύτταρα αυτά την ονομασία τριχωτά κύτταρα. Η εξέλιξη της νόσου είναι άλλοτε βραδεία και άλλοτε υποξεία ή οξεία με μέση επιβίωση 50 μήνες. Έχουν όμως περιγραφεί και κάποιες περιπτώσεις μακρότερης επιβίωσης που φθάνουν μέχρι και τα 27 χρόνια. Η σπληνεκτομή αποτελούσε ένα βασικό μέσο θεραπείας στο παρελθόν το οποίο έχει αποδώσει μέχρι σήμερα σημαντικά αποτελέσματα με υποχώρηση της νόσου και μακρές υφέσεις. Η θεραπεία με κορτικοειδή βοηθάει μόνο συμπτωματικά, χωρίς να προκαλεί ύφεση της νόσου. Η μονοθεραπεία με χλωραμβουκίλη και η πολυχημειοθεραπεία δεν έδωσαν ικανοποιητικά αποτελέσματα. Η εφαρμογή όμως της ιντερφερόνης στη θεραπεία της νόσου ήταν εντυπωσιακή, γιατί μπόρεσε να προκαλέσει ύφεση σε υψηλό σχετικά ποσοστό ασθενών. Εξαιρετικά θεραπευτικά αποτελέσματα φαίνεται να έχουν όμως και οι ανάλογοι των πουρινών νεότεροι παράγοντες, όπως η 2–chlorodeoxyadenosine καθώς και η πεντοστατίνη  (Becker SE, 2007).
8. ΧΡΟΝΙΑ ΠΡΟΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Η χρόνια προλεμφοκυτταρική λευχαιμία (ΧΠΡΛ) αποτελεί μια νοσολογική οντότητα που παλιότερα συγχεόταν με τη ΧΛΛ. Αυτή η νόσος περιγράφηκε από τον Galton, το 1974, ως μια πολύ ξεχωριστή νόσος.  Η τυπική ΧΠΡΛ είναι Τ τύπου λεμφοπαραγωγικό νόσημα με μια πορεία υποξεία και χαρακτηριστικά λεμφοειδή κύτταρα (προλεμφοκύτταρα) στο περιφερικό αίμα και το μυελό των οστών. Τα χαρακτηριστικά των προλεμφοκυττάρων είναι ότι έχουν μια σχετικά πυκνή χρωματίνη και ένα εμφανές πυρήνιο. Το κυτταρόπλασμα είναι είναι ελαφρά βασεόφιλο καθώς και ευδιάκριτο.

Έχουν περιγραφεί και κάποιες περιπτώσεις ΧΠΡΛ που τα κύτταρά τους παρουσιάζουν χαρακτήρες Β λεμφοκυττάρων. Η αντίδραση της όξινης φωσφατάσης και της όξινης εστεράσης (ΑΝΑΕ) είναι μια θετική αντίδραση με τη μορφή μονήρους βωλίου (χαρακτηριστικού των Τ – λεμφοκυττάρων). Η όξινη φωσφατάση δεν αναστέλλεται με την προσθήκη τρυγικού οξέος (Tartral Resistant Acid Phosphatase). H νόσος παρουσιάζει μια κλινική εικόνα με συμπτώματα όπως η εκσεσημασμένη λεμφαδενοπάθεια και η μεγάλη διόγκωση του σπλήνα. Είναι μια δύσκολη περίπτωση νόσου για αυτό και η θεραπευτική της αντιμετώπιση η οποία πραγματοποιείται με πολυχημειοθεραπεία, παρέχει φτωχά αποτελέσματα (Redaelli και συνεργάτες  2004).
9. ΧΡΟΝΙΑ ΜΥΕΛΟΜΟΝΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ (ΧΜΜΛ)

Η ΧΜΜΛ προσβάλει κυρίως άτομα μεγάλης ηλικίας τα οποία έχουν ξεπεράσει την έκτη δεκαετία της ηλικίας τους. Επίσης η νόσος προσβάλλει σχετικά πιο συχνά τις γυναίκες και λιγότερο συχνά τους άνδρες. Στη χρόνια μυελομονοκυτταρική λευχαιμία από κυτταρολογική άποψη, στο μυελό των οστών και στο περιφερικό αίμα επικρατούν κύτταρα της μυελικής σειράς του τύπου του μυελοκυττάρου, καθώς επίσης και ένας αριθμός κυττάρων της μονοκυτταρικής σειράς που συνήθως ξεπερνούν το 10%.

Αυτή η νόσος κατατάσσεται σήμερα στα μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα, γιατί έχει πάρα πολλά κοινά χαρακτηριστικά με αυτά, όπως δυσπλαστικά στοιχεία στην μυελική σειρά (χωρίς κοκκία) αλλά και την ερυθρά σειρά (μεγαλοβλαστοειδή χαρακτηριστικά – πολυπύρηνες ερυθροβλάστες) (Παρασκευόπουλος ΠΣ., 1990).
Πιο παλιά, η νόσος εκλαμβανόταν πότε ως οξεία μυελομονοβλαστική λευχαιμία και πότε ως χρόνια μυελογενής. Όλα αυτά λόγω της ποικιλομορφίας των κυτταρικών στοιχείων και της άλλοτε διαφορετικής συμμετοχής της μονοκυτταρικής σειράς, και μάλιστα με την παρουσία κάποιες φορές βλαστικών κυττάρων τα οποία μοιάζουν με μονοβλάστες.

Η παθογένεια της νόσου δείχνει τη βλάβη να εντοπίζεται στο πολυδύναμο μητρικό κύτταρο (Stem Cell) που από κάποια αιτία παθαίνει κακοήθη μετατροπή (Μalignant Transformation). H νόσος εμφανίζεται με επικράτηση κατ’ εξοχήν των μυελικών και μονοκυτταρικών στοιχείων. Τα παθολογικά χαρακτηριστικά των άλλων σειρών όπως της (ερυθράς και μεγακαρυοκυτταρικής) και η εμφάνιση της νόσου μερικές φορές σαν ερυθρομονοκυτταρική λευχαιμία εξηγούνται λόγω της εντόπισης της βλάβης στο πολυδύναμο μητρικό κύτταρο (CFU – S). Η πορεία της νόσου καθώς και η κλινική της εικόνα φαίνεται πως συνδέονται άμεσα με την κυτταρολογική εικόνα του μυελού των οστών καθώς και του περιφερικού αίματος.  Εντοπίζουμε δύο διαφορετικές ομάδες ασθενών που σε κάθε μία επικρατούν διαφορετικά συμπτώματα (Παρασκευόπουλος ΠΣ., 1990). Στην πρώτη ομάδα στην οποία επικρατούν κυρίως τα ώριμα στοιχεία της μυελικής και μονοκυτταρικής σειράς (μυελοκύτταρα – μονοκύτταρα). Η πορεία της νόσου σε αυτή την ομάδα είναι χρόνια με κύριο σύμπτωμα την επικράτηση της αναιμίας και εδώ η επιβίωση φτάνει έως και τα πέντε χρόνια. Στην δεύτερη ομάδα στην οποία επικρατούν αωρότερα κυτταρικά στοιχεία (προμυελοκύτταρα –προμονοκύτταρα και ένας μικρός αριθμός μονοβλαστών) εξελίσσεται πιο γρήγορα με πιο συχνό σύμπτωμα τις αιμορραγίες και με μια μικρή σχετικά επιβίωση η οποία φτάνει τους (4 μήνες μέχρι και τα 1 -2 χρόνια). Η αιτία των αιμορραγιών είναι η θρομβοπενία αλλά και οι ποιοτικές βλάβες των αιμοπεταλίων.  Τα μονοκυτταρικά στοιχεία δείχνουν πως συνδέονται επιπλέον με την ύπαρξη της λεμφαδενοπάθειας καθώς και της σπληνομεγαλίας οι οποίες δεν είναι σπάνιες σε αυτή τη νόσο. Το χρωμόσωμα Φιλαδέλφεια (Ph’) το οποίο είναι θετικό στο 90% της χρόνιας μυελογενούς λευχαιμίας στην χρόνια μυελομονοκυτταρική λευχαιμία είναι πάντοτε αρνητικό. Το scor της αλκαλικής φωσφατάσης των λευκοκυττάρων είναι στα φυσιολογικά όρια ή άνω των φυσιολογικών επιπέδων και ποτέ δεν είναι χαμηλό. Επίσης στον ορό του αίματος των ασθενών, υπάρχει μια αύξηση της λυσοζύμης (μουραμιδάση) η ποσότητα της οποίας είναι ανάλογη προς το βαθμό της μονοκυτταρώσεως. Θα πρέπει επίσης να λαμβάνονται υπόψη οι καταστάσεις εκείνες, οι οποίες μπορεί να είναι καλοήθεις ή κακοήθεις, στις οποίες μπορεί και να παρατηρηθεί μια λευκοκυττάρωση με αύξηση του αριθμού των μονοκυττάρων όπως είναι η φυματίωση, η υποξεία ενδοκαρδίτιδα και η κίρρωση του ήπατος, αλλά και νεοπλάσματα που μπορεί να έχουν καταλάβει το μυελό των οστών, καθώς και η νόσος του Hodgkin. Όσοι έχουν προσβληθεί από την νόσο αυτή η θεραπεία η οποία είναι ανάγκη να τους παραχθεί είναι ένα πρόβλημα γι’ αυτούς που σχετίζεται με τον κυτταρικό τύπο της νόσου, αλλά και με την προχωρημένη σχετικά ηλικία των ασθενών που πάσχουν από αυτήν τη νόσο. Παρόλα αυτά τους δίνεται μια συμπτωματική αγωγή με μεταγγίσεις αίματος και τη χορήγηση κορτικοειδών στις χρονιότερες μορφές ή και χαμηλές δόσεις Αra – C (Αραβινοσυλκυτοσίδης) φαίνεται ότι αποτελούν τη θεραπεία εκλογής. Κάποιες πιο επιθετικές θεραπείες φαίνεται πως αυξάνουν τη θνητότητα των ασθενών με χρόνια μυελομονοκυτταρική λευχαιμία χωρίς καν να πετυχαίνουν κάποια αξιόλογα θεραπευτικά αποτελέσματα (Παρασκευόπουλος ΠΣ., 1990).
10. ΧΡΟΝΙΑ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Η νόσος αυτή αντιστοιχεί στο 22 – 30% των λευχαιμιών με ποσοστό παγκοσμίως <1 και 5,5 για 100.000 ανθρώπους. Αυστραλία, ΗΠΑ, Ιρλανδία, και Ιταλία έχουν τα υψηλότερα ποσοστά. Η χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία παρουσιάζεται σε ενήλικες και περισσότερο στους άνδρες παρά στις γυναίκες και πιο συχνά παρουσιάζεται στους λευκούς παρά στους έγχρωμους. Η μέση ηλικία διάγνωσης είναι 64 – 70 ετών. Πενταετές βιώσιμη περίοδος στις ΗΠΑ είναι 83% <65 ετών και 68% 65+ ετών. Αναφέρονται κληρονομικοί και γενετικοί παράγοντες.

Άτομα με κοντινό συγγένειας ασθενή που είχε νοσήσει από αυτή τη νόσο έχουν αυξημένο κίνδυνο. Συνήθως η διάγνωση γίνεται μετά από μια εξέταση ρουτίνας και στα ευρήματά της ανακαλύπτουμε έναν αυξημένο αριθμό λεμφοκυττάρων (Colby και συνεργάτες 2003). 
Ομάδες υψηλού κινδύνου: Οι άνδρες είναι αυτοί οι οποίοι προσβάλλονται πιο συχνά από ότι οι γυναίκες. Η οξεία μυελοβλαστική λευχαιμία καλύπτει το 15% επί του συνόλου των λευχαιμιών και προσβάλλει συνήθως τους ενήλικες αλλά κυρίως άτομα άνω των 60 ετών. Αντίθετα η οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία καλύπτει το 20 – 30% επί του συνόλου και προσβάλλει κυρίως άτομα της παιδικής ηλικίας 3 – 5 ετών. Η χρόνια μυελογενής λευχαιμία ανήκει στο ποσοστό των (20 – 25%) και προσβάλλει ενήλικες ηλικίας 50 – 60 ετών όπως και η χρόνια λεμφογενής λευχαιμία η οποία δεν απαντάται στην παιδική ηλικία (Παπακωνστάντινου Α., 2007).
Οι πιο ένοχοι παράγοντες για εμφάνιση λευχαιμίας είναι:
1. Διάφορες χημικές ουσίες (π.χ. πετρέλαιο, βενζίνη, κυτταροστατικά φάρμακα).

2. Ιονίζουσα ακτινοβολία.

3. Διάφοροι ιοί (ρετροιοί τύπου C).

4. Κληρονομικότητα.

5. Γενετικοί προδιαθεσικοί παράγοντες.( Παπαδοπούλος  κα συνεργάτες 2000)
11. Η ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΛΕΥΧΑΙΜΙΩΝ

Μία ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι το γεγονός ότι η λευχαιμία έχει εντυπωθεί στο λαϊκό υποσυνείδητο ως ένας παιδικός καρκίνος. Είναι πράγματι όμως ο συχνότερος παιδικός καρκίνος αλλά στην πραγματικότητα, προσβάλλει εννιά φορές περισσότερους ενήλικες από ότι παιδιά διεκδικώντας συνολικά περίπου το 2% των περιπτώσεων καρκίνου. Προσβάλλει ελάχιστα πιο συχνά τους άνδρες. Ουδείς γνωρίζει όμως τι ακριβώς προκαλεί τη λευχαιμία.  Η αιτιολογία των λευχαιμιών πρέπει να θεωρείται αδιευκρίνιστη. Ιδιαίτερο όμως ρόλο παίζουν:

Α) Οι ακτινοβολίες, τυχαίες ή ιατρογενείς όπως η ιονίζουσα ακτινοβολία για παράδειγμα η ατομική ακτινοβολία. Οι ακτίνες Χ που χρησιμοποιούνται για τις ακτινογραφίες είχαν αποδειχθεί ότι προκαλούσαν λευχαιμίες στα παιδιά παλαιότερα στις δεκαετίες του 40 και του 50 όταν χρησιμοποιούνταν για διαγνωστικούς σκοπούς υψηλότερες δόσεις, διαφορετική τεχνολογία και δεν λαμβάνονταν οι αναγκαίες προφυλάξεις ιδιαίτερα κατά το πρώτο τρίμηνο της εγκυμοσύνης. Σήμερα πάντως δεν υπάρχει κίνδυνος πρόκλησης λευχαιμίας με την χρήση των σύγχρονων διαγνωστικών ακτινογραφικών μεθόδων. Η ιονίζουσα ακτινοβολία μπορεί να προκαλέσει θραύσεις χρωμοσωμάτων. Άτομα που επέζησαν από την ατομική βόμβα στο Ναγκασάκι και στη Χιροσίμα, αλλά και άτομα που υποβλήθηκαν σε ακτινοθεραπεία, εμφάνισαν σε αυξημένο ποσοστό όλες τις μορφές λευχαιμίας, εκτός από τη χρόνια λεμφογενή λευχαιμία. Οι λευχαιμίες εμφανίστηκαν 1,5 έτος μετά την έκθεση στην ακτινοβολία και είχαν μέγιστη συχνότητα στα 6 με 7 έτη.
Β) Χημειοθεραπευτικοί παράγοντες κυρίως μετά από μακροχρόνια ή και συνδυασμένη με ακτινοβολίες χρήση. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν οι μυελογενείς λευχαιμίες σε νόσο του Hodgkin που θεραπεύτηκαν μετά από χορήγηση κυτταροστατικών φαρμάκων εμφάνισαν σε μικρό ποσοστό, μετά από 4– 5 έτη, οξεία λευχαιμία ή άλλες νεοπλασίες. Καθώς και τα αντινεοπλασματικά (κυτταροστατικά) φάρμακα δρουν με ποικίλο τρόπο στον πολλαπλασιασμό και επομένως στο DNA των κυττάρων, πολλά χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση κακοήθων νεοπλασιών και ενέχουν σε κάποιο μικρό ποσοστό τον κίνδυνο ενός νέου καρκίνου.

Γ) Τοξικοί και χημικοί παράγοντες όπως είναι το βενζόλιο και τα παράγωγά του τα οποία ενοχοποιούνται για την ανάπτυξη οξείας λευχαιμίας. Τα τελευταία έτη διερευνάται και η δράση άλλων χημικών ουσιών όπως (χρωστικές μαλλιών, εντομοκτόνα κ.α.), χωρίς όμως να έχουμε σαφή και ξεκάθαρα αποτελέσματα.

Δ) Ιογενείς παράγοντες. Αυτοί έχουν αποδεδειγμένα ενοχοποιηθεί αιτιολογικά στις λευχαιμίες των ζώων και κυρίως των πτηνών. Στους ανθρώπους υπάρχουν ενδείξεις και όχι αποδείξεις.Τελευταία πάντως στην Τ – κυτταρική λευχαιμία πλειόμορφο λέμφωμα των ενηλίκων (κυρίως της Άπω Ανατολής) έχει αποδειχθεί ως αιτιολογικός παράγοντας ο ιός HTLV -1. Οι ρετροιοί εισέρχονται μέσα στο κύτταρο, μετατρέποντας το RNA τους σε DNA και το ενσωματώνουν στο κυτταρικό DNA. Η εισβολή του ιικού DNA στο ανθρώπινο DNA μπορεί να μετατρέψει το κύτταρο σε λευχαιμικό. 

Ε) Γενετικοί – Κληρονομικοί παράγοντες. Κληρονομικές καταστάσεις που προδιαθέτουν σε χρωμοσωματική αστάθεια, όπως είναι η αναιμία Fanconi, το σύνδρομο Bloom, το σύνδρομο Down, ενέχουν αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης οξειών λευχαιμιών. Μελέτες σε οικογένειες λευχαιμικών ασθενών έδειξαν αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης οξείας λευχαιμίας στα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας, συγκριτικά με το φυσιολογικό πληθυσμό.

ΣΤ) Άλλα αιματολογικά νοσήματα. Τα χρόνια μυελουπερπλαστικά σύνδρομα, τα μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα η απλαστική αναιμία και η παροξυσμική νυχτερινή αιμοσφαιρινουρία συνοδεύονται από αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης οξείας λευχαιμίας. Θα πρέπει να τονιστεί ιδιαίτερα ότι η πολύ μεγάλη πλειοψηφία των ασθενών που παρουσιάζονται με denovο οξεία λευχαιμία δεν υπόκεινται σε κανένα από αυτούς τους παράγοντες κινδύνου που αναφέρθηκαν. Σε αυτούς τους ασθενείς τα αίτια που οδήγησαν στην ανάπτυξη της νόσου παραμένουν άγνωστα.

Η ύπαρξη ενός ή περισσοτέρων από τους προαναφερθέντες παράγοντες κινδύνου δεν σημαίνει βεβαίως ότι κάποιος θα νοσήσει, ούτε η απουσία τους ότι αποκλείεται να αρρωστήσει. Τέλος, όσον αφορά τα πολυσυζητημένα ισχυρά ηλεκτρομαγνητικά πεδία που δημιουργούνται γύρω από γραμμές ρεύματος υψηλής τάσης ή κεραίες κινητής τηλεφωνίας, δεν υπάρχουν προς το παρόν πειστικά επιστημονικά στοιχεία που να τα ενοχοποιούν ως προδιαθεσικούς παράγοντες (Colby και συνεργάτες, 2003).
12. Η ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΤΩΝ ΛΕΥΧΑΙΜΙΩΝ

Τα σημεία και τα συμπτώματα που παρουσιάζουν τα παιδιά με λευχαιμία, οφείλονται στη διήθηση από τα λευχαιμικά κύτταρα του μυελού των οστών και των άλλων οργάνων. Γενικά τα παιδιά παρουσιάζουν μια αλλαγή της γενικής τους κατάστασης με κάποια ατονία και κούραση, χλομάδα και μια δυσκολία στο περπάτημα. Μπορεί να έχουν πυρετό περίπου το (60% των περιπτώσεων) και να παραπονιούνται για πόνο στα κόκαλα και στις αρθρώσεις τους. Η διήθηση του μυελού των οστών προκαλεί αναιμία και μείωση του αριθμού των αιμοπεταλίων μέσα στο αίμα με κίνδυνο να δημιουργούνται αιμορραγίες. Επίσης ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων μπορεί να είναι αυξημένος αλλά και σε μερικές περιπτώσεις φυσιολογικός ή μειωμένος. Ο αριθμός των ουδετερόφιλων τα οποία είναι σημαντικά κύτταρα για την άμυνα του οργανισμού είναι μειωμένος. Όταν υπάρχει αναιμία λόγω πτώσης της αιμοσφαιρίνης που προκαλείται από την καταστροφή του φυσιολογικού μυελού από τα λευχαιμικά κύτταρα τότε τα παιδιά μπορεί να έχουν εκτός από την χλωμάδα και την κούραση, ταχυκαρδία, δύσπνοια και ακόμη καρδιακή ανεπάρκεια.

Μια άλλη συνηθισμένη εκδήλωση της λευχαιμίας είναι η εμφάνιση λεμφαδενοπαθειών που είναι διογκωμένοι παθολογικοί λεμφαδένες και συνήθως ανώδυνοι. Οι λεμφαδένες βρίσκονται σε πολλές περιοχές του σώματος και γι’ αυτό οι λεμφαδενοπάθειες μπορούν να βρεθούν σε διάφορες ανατομικές λεμφατικές περιοχές όπως είναι: ο λαιμός, οι μασχάλες, οι βουβωνικές χώρες, το μεσοθωράκιο και αλλού. Σε αρκετές περιπτώσεις μπορεί να εμφανιστούν ανώμαλες μάζες, όγκοι σε διάφορες περιοχές που είναι αποικίες και εστίες λευχαιμικών κυττάρων που πολλαπλασιάζονται ανεξέλεγκτα. Το μέγεθος του ήπατος και της σπλήνας μπορεί να αυξηθούν λόγω της διήθησής τους από τους λεμφοβλάστες ή τους μυελοβλάστες που είναι τα λευχαιμικά κύτταρα που βλέπουμε στις οξείες λευχαιμίες με αποτέλεσμα να έχουμε ηπατομεγαλία ή σπληνομεγαλία. Οι οξείες λευχαιμίες έχουν τάση να διηθούν το κεντρικό νευρικό σύστημα, δηλαδή τον εγκέφαλο και τον νωτιαίο μυελό. Λόγω αυτής της διήθησης οι ασθενείς μπορεί να έχουν πονοκέφαλους, εμετούς, οίδημα των θηλών, παραλυσίες των κρανιακών νεύρων ή και στραβισμό (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
Σε ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να δημιουργηθεί παραλυσία κάποιου μέρους του σώματος ή ημιπληγία. Οι σπασμοί, ο πόνος στη πλάτη με παραλυσία των κάτω μελών λόγω πίεσης του νωτιαίου μυελού από μια λευχαιμική μάζα, οι παραγκεφαλικές ανωμαλίες με αταξία, υποτονία ή δυσμετρία είναι νευρολογικές καταστάσεις που παρουσιάζονται ανάλογα με την περιοχή του εγκεφάλου που προσβάλλεται.

Επίσης δεν είναι σπάνιες οι περιπτώσεις όπου έχουμε αιμορραγίες στον εγκέφαλο είτε λόγω του ότι τα λευκά αιμοσφαίρια είναι πολύ αυξημένα είτε διότι η λευχαιμία δημιουργεί θρομβοπενία (χαμηλά αιμοπετάλια) καθώς και προβλήματα της πήξης του αίματος.

Οι λευχαιμίες μπορούν να επηρεάσουν και το ουροποιητικό και το γεννητικό σύστημα. Στα αγόρια είναι κλασική η διήθηση των όρχεων που εκδηλώνεται με μια ανώδυνη μεγέθυνση του ενός ή ακόμη και των δύο όρχεων. Η διήθηση των ωοθηκών είναι σπανιότερη. Ο πριαπισμός είναι μια σπάνια επιπλοκή που συναντάται ιδιαίτερα σε λευχαιμίες με πολύ ψηλό αριθμό λευκών αιμοσφαιρίων. Πρόκειται για μια επώδυνη συνεχή στύση και που συνοδεύεται από άσχημη πρόγνωση.

Οι νεφροί διηθούνται συχνά από τις λευχαιμίες με αποτέλεσμα να δημιουργούνται σοβαρές λειτουργικές διαταραχές που ιδιαίτερα όταν αρχίσει η θεραπεία μπορεί να δημιουργηθούν επιπλοκές οι οποίες απειλούν άμεσα τη ζωή. Η διήθηση των νεφρών εκδηλώνεται με νεφρομεγαλία η οποία μπορεί να φανεί κλινικά ή καλύτερα με τη χρήση υπερήχων. κλινικά ή καλύτερα με τη χρήση υπερήχων (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
Το γαστρεντερικό σύστημα μπορεί να επηρεαστεί αρκετά συχνά. Η αιμορραγία από το πεπτικό σύστημα όπως επίσης και η νεκρωτική εντεροπάθεια ή η τυφλίτιδα είναι σοβαρές επιπλοκές που προκαλεί η λευχαιμία στο σύστημα αυτό. Τα οστά και οι αρθρώσεις διηθούνται από τα λευχαιμικά κύτταρα και προκαλούν πόνο που παρουσιάζεται αρχικά στο 25% των ασθενών. Ο πόνος αυτός οφείλεται στη διήθηση του περιόστεου, έμφραγμα στα οστά ή ακόμη διάταση της μυελικής κοιλότητας των οστών που προκαλείται από τα λευχαιμικά κύτταρα. Η διήθηση του δέρματος είναι πολύ συχνή στα νεογέννητα που πάσχουν από λευχαιμία ή ακόμη στις οξείες μυελοβλαστικές λευχαιμίες. Παρουσιάζεται με χαρακτηριστικά οζίδια μέσα στο δέρμα.
Οι πνεύμονες και η καρδιά διηθούνται από την ασθένεια. Σε περιπτώσεις που τα λευκά αιμοσφαίρια είναι πολύ υψηλά τότε δημιουργούνται προβλήματα λευκόστασης μέσα στα αγγεία του πνεύμονα με αποτέλεσμα να επηρεάζεται σοβαρά η πνευμονική λειτουργία με δύσπνοια, μείωση του οξυγόνου στο αίμα και σοβαρή αναπνευστική ανεπάρκεια. Η παρουσία μάζας λεμφαδένων στο μεσοθωράκιο μπορεί σε ορισμένες περιπτώσεις να συνδέεται με κακή πρόγνωση και επιδεινώνει την κατάσταση. Συνοπτικά μπορούμε να πούμε πως οι λευχαιμίες έχουν μια πολυσύνθετη κλινική εικόνα η οποία οφείλεται στη διήθηση σχεδόν όλων των συστημάτων του οργανισμού από τα λευχαιμικά κύτταρα. Αυτό δεν σημαίνει ότι όλα όσα έχουν περιγραφεί πιο πάνω είναι πάντοτε παρόντα. Εκείνο που συμβαίνει είναι ένας συνδυασμός ορισμένων σημείων και συμπτωμάτων ανάλογα με το είδος και την ταχύτητα εξέλιξης ή επιθετικότητα αν μπορούμε να πούμε, της λευχαιμίας. Επίσης δεν σημαίνει ότι εάν κάποια από τα σημεία πιο πάνω υπάρχουν θα πει ότι το παιδί έχει λευχαιμία. Εκείνο που πρέπει να γίνεται είναι ότι σε περίπτωση που το παιδί παρουσιάσει κάποια ασυνήθιστα σημεία ή συμπτώματα τότε πρέπει να εξετάζεται από τον παιδίατρο ο οποίος θα κρίνει εάν χρειάζεται περαιτέρω εξειδικευμένη διαγνωστική διερεύνηση (Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
Συμπτωματολογία των Λευχαιμιών:

1. Πυρετός ή νυχτερινοί ιδρώτες.
2. Συχνές μολύνσεις.
3. Αίσθημα αδυναμίας και κούρασης.
4. Πονοκέφαλος.
5. Μώλωπες που εμφανίζονται με το παραμικρό χτύπημα και αιμορραγίες μικρές ή σοβαρές σε διάφορα μέρη του σώματος. Είναι δυνατόν να υπάρχουν αιμορραγίες από τα ούλα, από τη μύτη ακόμη και από το έντερο. Εκτός από τους μώλωπες στο δέρμα μπορούν να εμφανιστούν μικρά κόκκινα σημεία που ονομάζονται πετέχιες. Είναι στην ουσία μικρές αιμορραγίες κάτω από το δέρμα και οφείλονται στη μείωση του αριθμού των αιμοπεταλίων στο αίμα.

6. Πόνοι στα κόκαλα και τις αρθρώσεις.
7. Πρήξιμο, ενοχλήσεις και πόνοι στην κοιλιά.
8. Μεγάλοι παθολογικοί λεμφαδένες σε διάφορα μέρη του σώματος όπως η μασχάλη, ο λαιμός και οι βουβωνικές περιοχές.

9. Απώλεια βάρους και ανορεξία.

Στην οξεία λευχαιμία οι ασθενείς νιώθουν πολύ άσχημα σε μικρότερο χρονικό διάστημα. Μπορεί να παρουσιάσουν επίσης εμετούς, σύγχυση, μυϊκή αδυναμία και σπασμούς. Καθώς και αίσθημα παλμών, αιμορραγίες δέρματος ή βλεννογόνων όπως (ουλορραγίες, ρινορραγία, μέλαινες), λοιμώξεις δέρματος, αναπνευστικού και ουροποιητικού, κεφαλαλγία και δυσλειτουργία κρανιακών νεύρων, αυξημένη οστική ευαισθησία, ανορεξία, αίσθημα κοιλιακής πληρότητας καθώς και φλεγμονώδεις διηθήσεις οργάνων, οίδημα θηλής και ηπατοσπληνομεγαλία (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
Τα λευχαιμικά κύτταρα έχουν τάση να εισβάλουν στο κεντρικό νευρικό σύστημα και στον εγκέφαλο δημιουργώντας έτσι και νευρολογικά προβλήματα. Επίσης τα κύτταρα της λευχαιμίας συγκεντρώνονται στους όρχεις και είναι δυνατόν να προκαλέσουν πρήξιμο στον έναν ή και στους δύο όρχεις που συνήθως είναι ανώδυνο. Όπως έχουμε αναφέρει πιο πάνω, η ύπαρξη ενός ή περισσότερων συμπτωμάτων από τον κατάλογο αυτό, δεν δείχνει ότι ο ασθενής πάσχει από λευχαιμία. Υπάρχουν πολλές άλλες ασθένειες που μπορούν να δώσουν ανάλογη εικόνα. Όταν ο ασθενής παρουσιάσει τέτοια προβλήματα θα πρέπει να ζητήσει βοήθεια από τον γιατρό του. Ο γιατρός είναι αυτός που θα κρίνει και θα αποφασίσει εάν χρειάζονται να γίνουν εξετάσεις για να γίνει η διάγνωση της ασθένειας που προκαλεί αυτά τα συμπτώματα. Στην λευχαιμία των τριχωτών κυττάρων οι συχνότερες κλινικές εκδηλώσεις που παρουσιάζονται είναι η καταβολή των δυνάμεων, ο πυρετός, μια απώλεια βάρους καθώς και ενοχλήσεις από τη σπληνομεγαλία διότι ο σπλήνας είναι ψηλαφητός στο 80% των περιπτώσεων. Επίσης συχνά υπάρχει παγκυτταροπενία στο αίμα, η οποία οφείλεται σε αιμοποιητική ανεπάρκεια από τη διήθηση του μυελού και εν μέρει από τον υπερσπληνισμό (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
13. ΔΙΑΦΟΡΙΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Η διαφορική διάγνωση έχει σαν στόχο την προσεκτική μελέτη της ασθένειας και τη διαφοροποίηση της από άλλες παθήσεις, κακοήθεις ή καλοήθεις, οι οποίες μιμούνται τις λευχαιμίες. Διότι πράγματι υπάρχουν αρκετές ασθένειες που παρουσιάζουν παρόμοιες κλινικές εικόνες. Γι’ αυτό πρέπει να γίνεται μια πολύ προσεκτική μελέτη των ατόμων αυτών που είναι ύποπτοι ότι πάσχουν από λευχαιμία για να αποφεύγονται σοβαρότατα λάθη λόγω ασθενειών που κατά κάποιο τρόπο μιμούνται τις λευχαιμίες.

Μεταξύ των ασθενειών αυτών οι πιο συχνές είναι:

1. Η οξεία ιδιοπαθική θρομβοπενική πορφύρα.
2. Το νευροβλάστωμα.
3. Διάφοροι άλλοι καρκίνοι του παιδιού που μπορεί να διηθήσουν τον μυελό.
4. των οστών όπως τα λεμφώματα, το ρετινοβλάστωμα, ο πρωτοπαθής.
5. νευροεκτοδερμικός όγκος.

6. Ο κοκκύτης.
7. Ιώσεις, όπως η λοιμώδης μονοπυρήνωση, οι χρόνιες λοιμώξεις με τον ιό του.
8. Epstein – Barr και λοιμώξεις με άλλους ιούς που μπορούν να προκαλέσουν.
9. πανκυτταροπενίες ή επιλεκτικές κυτταροπενίες.
10. Μυελοδυσπλασίες.
11. Η χρόνια νεανική ρευματοειδής αρθρίτιδα.
12. Η απλαστική αναιμία.
13. Το Kala azar (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).

Η διάγνωση είναι συνήθως εύκολη με την τυπική εργαστηριακή εικόνα της νόσου. Στις περιπτώσεις με μικρή σχετικά λευκοκυττάρωση, η διαφορική διάγνωση από μη εμφανή λοίμωξη ή λευχαιμοειδή αντίδραση ως συνέπεια νεοπλασματικής διήθησης του μυελού θα στηριχτεί, εκτός από το ιστορικό και την απουσία συνήθως σπληνομεγαλίας στις καταστάσεις αυτές, στα μικρότερα ποσοστά άωρων κυττάρων στο περιφερικό αίμα και τη LAP που συνήθως ανευρίσκεται φυσιολογική ή αυξημένη. Στη διαφορική διάγνωση από οριακές περιπτώσεις άλλων μυελοπαραγωγικών συνδρόμων, εκτός από τη LAP, ουσιαστική είναι η παθογνωμική για τη ΧΜΛ ανίχνευση του χρωμοσώματος Ph ή του ογκογονιδίου bcr/abl και της P210. Λεμφοκυττάρωση πάνω από 5.000 / μl που επιμένει, έχει μονοκλωνικό χαρακτήρα και συνήθως ανοσοφαινότυπο Β – κυττάρου, είναι το βασικό στοιχείο για τη διάγνωση και το διαχωρισμό της ΧΛΛ από άλλες μη νεοπλασματικές λεμφοκυτταρώσεις (λοιμώξεις από ιούς, αυτοάνοσα σύνδρομα, χρόνιες φλεγμονές κ.α.). Πιο δύσκολη μερικές φορές είναι η διαφορική διάγνωση της ΧΛΛ από άλλα λεμφοϋπερπλαστικά σύνδρομα, η οποία τελικά θα στηριχθεί στα ιστοπαθολογικά στοιχεία και κυρίως τα ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά των κυττάρων (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
14. ΔΙΑΓΝΩΣΗ – ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ

Η διαγνωστική διερεύνηση έχει ως στόχο να μελετήσει με κάθε τρόπο την ασθένεια για να τεκμηριώσει πέραν πάσης αμφιβολίας την ύπαρξη της λευχαιμίας και να προσδιορίσει τα χαρακτηριστικά της. Επιπλέον η αρχική διερεύνηση θα αξιολογήσει τις επιπλοκές που ήδη η ασθένεια έχει δημιουργήσει για να δοθεί έγκαιρα η αναγκαία υποστηρικτική θεραπεία. Με βάση τα συμπτώματα και την κλινική του εξέταση, ο ιατρός θα ζητήσει μια σειρά από εργαστηριακές εξετάσεις αν υποψιάζεται τη νόσο.

Οι απαραίτητες εξετάσεις που πρέπει να γίνονται στην αρχική διαγνωστική διερεύνηση είναι:
1.
Κλινική εξέταση του ατόμου και λήψη λεπτομερούς προσωπικού καθώς και οικογενειακού ιστορικού.
2.
Γενική εξέταση αίματος δίνει πληροφορίες για τα επίπεδα της αιμοσφαιρίνης, των λευκών αιμοσφαιρίων, των αιμοπεταλίων όπου μεταξύ των άλλων θα διαπιστώσει αυξημένα τα λευκά αιμοσφαίρια και μειωμένα τα υπόλοιπα. Επίσης μελετούνται στο μικροσκόπιο τα χαρακτηριστικά των λευκών αιμοσφαιρίων και των λευχαιμικών βλαστών εάν υπάρχουν (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
3.
Μελέτη του μυελού των οστών η μελέτη αυτή είναι απαραίτητη για τη διάγνως της λευχαιμίας. Θα προχωρήσει σε βιοψία του μυελού των οστών είτε αναρροφώντας από ένα οστό της λεκάνης είτε λαμβάνοντας ένα μικρό κυλινδρικό τμήμα αυτού, πάντα υπό τοπική αναισθησία. Στη μελέτη του μυελού περιλαμβάνονται η μορφολογική εξέταση, η κυτταροχημική μελέτη των βλαστών, ο ανοσοφαινότυπος, ο καρυότυπος και η μελέτη των ογκογονιδίων της συγκεκριμένης λευχαιμίας με μεθόδους μοριακής βιολογίας.

4.
Ακτινογραφία του θώρακα σε ορισμένες λευχαιμίες μπορεί να υπάρχει μάζα στο μεσοθωράκιο όπως στις περιπτώσεις λευχαιμιών τύπου Τ.

5.
Ακτινογραφίες του σκελετού είναι πολύ πιθανόν σε ορισμένες περιπτώσεις να υπάρχουν ακτινολογικά ευρήματα στα οστά τα οποία είναι χαρακτηριστικά των λευχαιμιών όπως οι οστεολυτικές ζώνες, οι εγκάρσιες διαυγείς ζώνες στις μεταφύσεις καθώς και ο σχηματισμός ενός νέου οστού υπό το περιόστεο.
6.
Βιοχημική εξέταση του αίματος δίνει πληροφορίες για την νεφρική λειτουργία, τους ηλεκτρολύτες του αίματος, τη νεφρική λειτουργία, τα επίπεδα ανοσοσφαιρινών καθώς και τους δείκτες φλεγμονής και μόλυνσης. Στον έλεγχο αυτό μπορεί να βρεθούν σοβαρές ανωμαλίες που έχουν προκληθεί από τη λευχαιμία και για τις οποίες χρειάζεται άμεση διόρθωση. Επίσης στη βιοχημική εξέταση του αίματος μετρούνται τα επίπεδα του ουρικού οξέος καθώς και των ενζύμων LDH τα οποία μπορεί να είναι αυξημένα στις λευχαιμίες.
7.
Εξέταση του εγκεφαλονωτιαίου υγρού το οποίο θα ληφθεί με οσφυονωτιαία παρακέντηση. Η εξέταση αυτή θα επιτρέψει να φανεί εάν υπήρχε αρχικά διήθηση του κεντρικού νευρικού συστήματος από τη λευχαιμία.
8.
Μελέτη της πήξης του αίματος.
9.
Μελέτη της καρδιακής λειτουργίας η οποία θα πραγματοποιηθεί με ηλεκτροκαρδιογράφημα και με υπερηχογραφική μελέτη της καρδιάς. Μετά το τέλος αυτής της έρευνας θα μπορέσει να τοποθετηθεί η διάγνωση είτε της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας (ΟΛΛ) είτε της οξείας μυελοβλαστικής λευχαιμίας (ΟΜΛ). (Παπακωνσταντίνου Α., 2007, Παρασκεύοπουλος ΠΣ., 1990).
Η ταξινόμηση της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας βασίζεται πάνω στο σύστημα FAB όσον αφορά την μορφολογία. Υπάρχουν βασικά 3 κατηγορίες ανάλογα με τα χαρακτηριστικά των κυττάρων:L1, L2 και L3. Η ταξινόμηση σύμφωνα με τον ανοσοφαινότυπο κατατάσσει τις ΟΛΛ σε τύπου Τ και τύπου Β και οι οποίες υποδιαιρούνται σε άλλες υποκατηγορίες. Η ταξινόμηση των ΟΜΛ περιλαμβάνει 7 κατηγορίες ΜΟ, Μ1, Μ2, Μ3, Μ4, Μ5, Μ6 και Μ7 οι οποίες έχουν η κάθε μια τα δικά της ιδιαίτερα χαρακτηριστικά.

Η μελέτη του καρυότυπου, δηλαδή του χρωμοσωμικού περιεχομένου των ανωμάλων κυττάρων επιτρέπει την αναγνώριση, εάν υπάρχουν, ανωμαλιών της δομής ή του αριθμού των χρωμοσωμάτων. Η μελέτη του DNA επιτρέπει την ανίχνευση ογκογονιδίων που μπορεί υπάρχουν. Ο Mandrell BN., Pritchard M(2006) υποστηρίζει στο άρθρο του με τίτλο:

Αποφασιστικότητα (αποδοχή) στη διάγνωση και τη θεραπεία της λευχαιμίας, ότι:
Είναι πολύ πολύπλοκη κατάσταση η αντιμετώπιση ανθρώπων που τους έχει διαγνωστεί η λευχαιμία. Και πρέπει να έχουν οι ασθενείς πρόσβαση σε πληροφορίες, ψυχολογική υποστήριξη, πνευματική υποστήριξη, επιμόρφωση για την θεραπεία και την συμμετοχή τους σε κλινικές δοκιμές. 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ Β’
ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ: ΚΥΤΤΑΡΟΧΗΜΕΙΑ
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1. ΓENIKA:
Με τον όρο κυτταροχημεία περιγράφονται όλες εκείνες οι χρώσεις που εφαρμόζονται σε επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών, στοχεύοντας στην ανίχνευση ειδικών ενζύμων και ουσιών που περιέχονται στα κύτταρα. Η κυτταροχημεία είναι ιδιαίτερα χρήσιμη στη μελέτη άωρων κυττάρων (π.χ. βλάστες), αλλά και όλων των μορφών των λευκοκυττάρων, καθώς η απλή μελέτη της μορφολογίας με τις συμβατικές χρώσεις (π.χ. May Grunwald-Giemsa) δεν μπορεί με βεβαιότητα να διακρίνει το στάδιο διαφοροποίησής τους (Παπακωνσταντίνου Α., 2007). Τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει σημαντικές πρόοδοι στην ταξινόμηση, τη μορφολο​γική ανάλυση και εν γένει στην όλη μελέτη των λευχαιμιών (δείκτες επιφανείας, μονο-κλωνικά αντισώματα, χρωμοσώματα). Παρ' όλα αυτά, οι ιστοχημικές χρώσεις εξακολου​θούν να κατέχουν πρωταρχική θέση στη μελέτη των αώρων κυττάρων του αίματος και του μυελού των οστών, γιατί η μορφολογία αυτών των κυττάρων, όπως φαίνεται με το επίχρισμα περιφερικού αίματος (Εικ.1) και του μυελού των οστών (Εικ.2) με την χρωστική Romanowsky και τις παραλλαγές της, δεν είναι κατάλληλη να προσδιορίσει τα χαρακτηριστικά της κυτταρικής διαφοροποίησης (Παπαντριανταφύλλου και συν., 1989)
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Εικ.1. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος.  Ανατύπωση  από  Shauna C. Anderson και Keila B. Pullsen, 2005). 
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Εικ.2.Επίχρισμα  μυελού.  Ανατύπωση  από  Shauna C. Anderson, Keila B. Pullsen 2005.
1.1. Αναφορά στον Romanowsky:

Οι χρωστικές Romanowsky είναι σύνθετες. Συγκεκριμένα αναμειγνύ​ονται δυο ή περισσότερες χρωστικές και επιδρούν μεταξύ τους για τη δημι​ουργία μιας νέας συνθέσεως, η οποία συχνά διαθέτει επιπλέον ιδιότητες χρώσεως. Οι χρωστικές Romanowsky είναι επίσης ουδέτερες χρωστικές και ονομάζονται έτσι. διότι η σύνθετη χρωστική προκύπτει από τη μείξη μιας όξινης και μιας βασικής χρωστικής.

Ο Romanowsky ανέμειξε διαλύματα ηωσίνης και κυανού του μεθυλε​νίου και το διάλυμα που, προέκυψε, το χρησιμοποίησε για τη βαφή επιχρισμάτων. Η ανάμειξη αυτή οδήγησε στο συμπέρασμα, ότι δημιουργή​θηκε κάποια σύνθετη χρωστική με καλή αλλά ασταθή απόδοση χρώσεως. Για αυτό το λόγο δημιουργήθηκαν και επιπλεον χρωσεις που σκοπό έχουν την σταθερή απόδοση χρώσεως αλλά και την βελτίωση της διαδικασίας διεξαγωγής αποτελέσματος (Βοργιά και συν., 1995).

1.2. Οι κυτταροχημικές χρώσεις εφαρμόζονται κατά κύριο λόγο στη διάγνωση και στη ταξινόμηση των λευχαιμιών:
α. Στη διαφορική διάγνωση της οξείας μυελοβλαστικής λευχαιμίας από την οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία, στη διάκριση του σταδίου διαφοροποίησης των άωρων κοκκιοκυττάρων και των άωρων μονοκυττάρων στις οξείες λευχαιμίες, καθώς και στην αναγνώριση υποτύπων της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας.

β. Στο χαρακτηρισμό των κυττάρων στις χρόνιες λεμφοκυτταρικές λευχαιμίες.

γ. Στη διαφορική διάγνωση της λευκοκυττάρωσης και της λευχαιμοειδούς αντίδρασης από τις μυελοϋπερπλαστικές ανωμαλίες.

δ. Στη μελέτη ανωμαλιών ή συγγενών ελλείψεων ενζύμων των ουδετεροφίλων (π.χ. στα μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα).

ε. Στην παρακολούθηση της κλινικής, πορείας ορισμένων αιματολογικών κακοηθειών μετά τη θεραπεία (Παπακωνσταντίνου Α., 2007).
Η κυτταροχημεία ακόμα συμβάλλει στο χα​ρακτηρισμό των κυττάρων των χρονίων λεμφοϋπερπλαστικών και μυελοϋπερπλαστικών συνδρόμων και για τη μελέτη των ανώμαλων ενζύμων των ουδετεροφίλων, όπως στα μυε-λοδυσπλαστικά σύνδρομα (Παπαντριανταφύλλου και συν., 1989, Παπαευθύμιου, 2005).
Ο παρακάτω πίνακας εμφανίζει τα ποσοστά ασθενών με λευχαιμία και τη διαφοροποίηση αυτών:           
ΠΙΝΑΚΑΣ I.

Ανατύπωση από Παπαντριανταφύλλου και συνεργάτες 1989.
Μορφολογική ταξινόμηση της AML και αντίστοιχη French-American-British (FAB) ταξινόμηση.

	ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΤΥΠΟΣ
	
	FAB
	
	
	(272 ασθενείς)
(%)

	Μυελοβλαστική (AMBL)
	
	
	
	
	

	(αδιαφοροποίητη)
	
	Μ-1
	
	
	15

	(μυελοβλαστική) 
	
	Μ-2
	
	
	45

	Προμυελοκυτταρική(APL)
	
	M-3
	
	
	7

	Μυελομονοκυτταρική(AMML)
	
	M-4
	
	
	14

	Mονικυτταρική(AMOL)
	
	M-5
	
	
	17

	Ερυθρολευχαιμία(AEL)
	
	M-6
	
	
	2

	Μεγακαρυοκυτταρική(AMEGL)
	
	(NONE)
	
	
	


Όπως προαναφέρθηκε παραπάνω οι κυτταροχημικές χρώσεις, εφαρμοζόμενες σε αιματολογικά παρασκευάσματα, ανιχνεύουν στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων ένζυμα, όπως η υπεροξειδάση, η αλκαλική φωσφατάση, η όξινη φωσφατάση, εστεράσες, η λυσοζύμη, αλλά και άλλες ουσίες, όπως πολυσακχαρίτες (γλυκογόνο), φωσφολιπίδια, σίδηρο κ.λπ. Η παρουσία ή η απουσία των ουσιών και των ενζύμων, ο διαφορετικός βαθμός δραστικότητας των ενζύμων στα διάφορα αιμοποιητικά κύτταρα, η αναστολή της δράσης των ενζύμων παρουσία κάποιων ουσιών, αλλά και η μορφή θετικότητας της χρώσης (διάχυτη, λεπτά, αδρά ή συσσωρευμένα κοκκία), είναι εκείνα που αξιολογούνται και αποτελούν τους δείκτες καθορισμού της ταυτότητας των αιμοποιητικών κυττάρων.
1.3. Σε γενικές γραμμές, η ανίχνευση των παραπάνω ουσιών και ενζύμων στηρίζεται σε δύο βασικές αρχές:
Η ανίχνευση των παραπάνω ουσιών(υπεροξειδάση,αλκαλική φωσφατάση,όξινη φωσφατάση,εστεράσες λυσοζύμη) αλλά και ενζύμων( γλυκογόνο,φωσφολιπίδια)στηρίζεται σε δύο βασικές αρχές. Αναλυτικότερα:
Ι. Στην προσθήκη κάποιας χημικής ουσίας σε μορφή διαλύματος, η οποία θα αντιδράσει με την προς ανίχνευση ουσία και θα παράγει έγχρωμο αδιάλυτο ίζημα, ορατό από οπτικό μικροσκόπιο [(χρώση σιδήρου (Fe)]. Στην περίπτωση που το παραγόμενο προϊόν δεν είναι ορατό, στο προστιθέμενο διάλυμα υπάρχει και δεύτερη ενεργός ουσία που θα αντιδράσει με αυτό και θα παράγει έγχρωμο αδιάλυτο ίζημα, ορατό στο οπτικό μικροσκόπιο.

ΙΙ. Στην προσθήκη κατάλληλου υποστρώματος (υπεροξείδιο, παράγωγα ναθφόλης κ.λπ.) στο οποίο θα δράσει (υδρόλυση υποστρώματος, οξείδωση υποστρώματος κ.λπ.) το προς ανίχνευση ένζυμο. Το παραγόμενο προϊόν θα αντιδράσει στη συνέχεια με ένα δεύτερο συστατικό του υποστρώματος και θα παραχθεί έγχρωμο αδιάλυτο ίζημα.


Η παρουσία έγχρωμου ιζήματος καθορίζει τη θετική αντίδραση, η οποία βαθμολογείται με +, ++, +++ ή με 0, 1, 2, 3, 4 (αλκαλική φωσφατάση ουδετεροφίλων) ανάλογα με τον αριθμό και το μέγεθος των κοκκίων, την ένταση του διάχυτου χρώματος στο πρωτόπλασμα και τον αριθμό των κυττάρων που παρουσιάζουν θετικότητα.


Είναι σημαντικό να τονισθεί ότι στην αξιοπιστία των τεχνικών αυτών παίζει ρόλο η αυστηρή τήρηση του πρωτοκόλλου, του pH, των θερμοκρασιών και των συγκεντρώσεων των αντιδραστηρίων. Σημαντικό ρόλο επίσης παίζει η σωστή φύλαξη των αντιδραστηρίων και η καθαρότητα των γυάλινων σκευών που θα χρησιμοποιηθούν. Απαραίτητη είναι η χρήση επιχρισμάτων ως μαρτύρων ποιοτικού ελέγχου της αντίδρασης.


Παρακάτω περιγράφονται οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες κυτταροχημικές χρώσεις στο αιματολογικό εργαστήριο. Επειδή υπάρχουν για τις περισσότερες χρώσεις παραπάνω από μια τεχνικές, θεωρήθηκε σκόπιμο να περιγραφούν οι πιο απλές (Παπακωνσταντίνου A., 2007).
ΠΙΝΑΚΑΣ IΙ.

Ανατύπωση από Παπαντριανταφύλλου και συνεργάτες 1989.
	Υπότυποι
	ΚΥΤΤΑΡΟΧΗΜΕΙΑ

	
	MPO
	SSB
	NACE
	ANAE
	PAS
	ACP

	M0
	(±)

	-
	-
	-
	
	-

	M1
	+
	+
	+
	-
	
	±

	M2
	+
	+
	+
	-
	
	+

	M3
	+
	+
	+
	-
	
	+

	M4
	+
	+
	+
	+
	
	+

	M5a
	-
	-
	-
	+
	
	+

	M5b
	+
	+
	-
	+
	
	+

	M6(ερυθροβλάστη)
	-
	-
	-
	-
	+
	±

	M6(μυελοβλάστη)
	+
	-
	+
	+
	+
	±

	M7
	-
	-
	-
	±
	±
	+


2. ΣΥΧΝΟΤΕΡΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΣΤΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΤΩΝ ΛΕΥΧΑΙΜΙΩΝ
2.1. Μυελοϋπεροξειδάση (myeloperaxidase, MPO)

H μυελοϋπεροξειδάση είναι ένα λυσοσωματικό ένζυμο, το οποίο βρίσκεται στα αζουρόφιλα κοκκία των κοκκιοκυττάρων και των μονοκυττάρων. Στην ενζυμική φύση της μυελοϋπεροξειδάσης στηρίζεται η ανίχνευσή της, παρουσία του κατάλληλου υποστρώματος. Στις περισσότερες μεθόδους, ως υπόστρωμα χρησιμοποιείται η βενζιδίνη (ισχυρό καρκινογόνο) και, ειδικότερα, η διυδροχλωρική βενζιδίνη (ως λιγότερο καρκινογόνος ουσία) (Παπακωνσταντίνου Α., 2007). Η αντίδραση της υπεροξειδάσης είναι θε​τική στα κύτταρα της κοκκιώδους και ηωσινοφιλικής σειράς, ενώ είναι αρνητική στα λεμ​φοκύτταρα και τα κύτταρα της ερυθράς σειράς (Παπαντριανταφύλλου και συν., 1989).
ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ: Η μυελοϋπεροξειδάση καταλύει τη μεταφορά δύο ηλεκτρονίων από το υπόστρωμα στο υπεροξείδιο του υδρογόνου, με αποτέλεσμα την παραγωγή οξειδωμένου υποστρώματος και νερού. Το οξειδωμένο υπόστρωμα κατακρημνίζεται στις θέσεις όπου εντοπίζεται η μυελοϋπεροξειδάση και εμφανίζεται στο οπτικό μικροσκόπιο με τη μορφή καστανών ή κυανών-μαύρων κοκκίων, ανάλογα με τη μέθοδο.

ΤΕΧΝΙΚΗ Α

Αντιδραστήρια

1.Θειικός χαλκός (CuSO4)

2.Βενζιδίνη (NH2 6H4C6H4NH2)
3.Υπεροξείδιο του υδρογόνου 30% (H2O2)
4.Σαφρανίνη

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

Μονιμοποιητικό: Υδατικό διάλυμα θειικού χαλκού 0,05% (άνυδρο) ή 0,8% ένυδρο

Διάλυμα επώασης: Υδατικό διάλυμα βενζιδίνης 0,2% διηθημένο, στο οποίο προστίθενται 2 σταγόνες υπεροξειδίου του υδρογόνου 0,3% πριν  από τη χρήση

Αντίχρωση: Σαφρανίνη 1%

ΜΕΘΟΔΟΣ:

1. Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με διάλυμα θειικού χαλκού 0,5% για 30 δευτερόλεπτα (sec)
2. Απομάκρυνση του διαλύματος με απλή αναστροφή των παρασκευασμάτων (χωρίς έκπλυση)

3. Επικάλυψη με διάλυμα βενζιδίνης 0,2% για 2 λεπτά (min)
4. ΄Εκπλυση με αποσταγμένο νερό

5. Αντίχρωση με σαφρανίνη 1% για 5 min. Πλύσιμο με νερό βρύσης και στέγνωμα.

ΤΕΧΝΙΚΗ Β

Αντιδραστήρια

1.Βενζιδίνη υδροχλωρική (NH2 6H4C6H4NH2 2HCl)

2.Θειικός ψευδάργυρος (ZnSO4)
3.Οξικό νάτριο (CH2COONa)

4.Καυστικό νάτριο (NaOH) 1 N

5.Απόλυτη αιθανόλη 95% (C2H5OH)
6.Υπεροξείδιο του υδρογόνου 30% (H2O2) 

7.Φορμαλδεϋδη 40%

8.Giemsa 10%

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

Μονιμοποιητικό: Ένα μέρος φορμαλδεϋδης 40% και εννέα μέρη απόλυτης αιθανόλης 95%

Υδατικό διάλυμα ΖnSO4, 8%

Αιθανόλη 30%

Υπεροξειδίου του υδρογόνου 0,3%

Μητρικό διάλυμα επώασης: 0,9g βενζιδίνης διαλύονται σε 300 mL. αιθανόλης 30% σε θερμαινόμενο αναδευτήρα και προστίθενται 3 mL. Διαλύματος ZnSO4 3,8%, 1,8g CH3COONa. Διόρθωση pH:6 με NaOH 1 N. Διήθηση και φύλαξη σε σκοτεινή φιάλη σε θερμοκρασία δωματίου.

Διάλυμα επώασης: Σε 10 mL. μητρικού διαλύματος επώασης προσθήκη 0,07 mL. Υπεροξειδίου του υδρογόνου 0,3% πριν από τη χρήση (Παπακωνσταντίνου A., 2007).
ΜΕΘΟΔΟΣ:

1. Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με το διάλυμα μονιμοποίησης για 60 sec. Πλύσιμο σε νερό βρύσης

2. Επικάλυψη με το διάλυμα επώασης για 10 sec.  Πλύσιμο σε νερό βρύσης

3. Αντίχρωση με Giemsa για 10 sec. Πλύσιμο σε νερό βρύσης.

4.Στέγνωμα και κάλυψη με καλυπτρίδα των επιχρισμάτων.

5.Μικροσκόπηση.
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η μυελοϋπεροξειδάση εμφανίζεται στο οπτικό μικροσκόπιο με τη μορφή κυανών-μαύρων ή καστανών κοκκίων (Εικ.4).

Θετική αντίδραση δίνουν τα ουδετερόφιλα, τα ηωσινόφιλα, τα βασεόφιλα και όλα τα κύτταρα της μυελικής σειράς σε κάθε στάδιο της διαφοροποίησής τους (προμυελοκύτταρα, μυελοκύτταρα κ.λπ). Επίσης, θετική αντίδραση δίνουν τα μονοκύτταρα (κοκκία μικρότερα από αυτά των κοκκιοκυττάρων), τα προμονοκύτταρα, τα ραβδία Auer των λευχαιμικών μυελοβλαστών, οι ερυθροβλάστες της ερυθρολευχαιμίας.


Αρνητική αντίδραση δίνουν τα λεμφοκύτταρα, οι λεμφοβλάστες και οι μονοβλάστες. Επίσης, αρνητική αντίδραση δίνουν και οι βλάστες της οξείας μυελοβλαστικής λευχαιμίας Μ0, όπως επίσης και όλα τα στάδια ωρίμανσης των κοκκιοκυττάρων από τις μυελοβλάστες έως τα ώριμα κύτταρα ατόμων με συγγενή έλλειψη μυελοϋπεροξειδάσης (Εικ.3) (Παπακωνσταντίνου Α., 2007). Η κύρια αξία της μυελοϋπερο-ξειδάσης έγκειται στη διάκριση της AML(οξεία μυελογενής λευχαιμία) (θε​τική αντίδραση) από την ALL(οξεία λεμφογενής λευχαιμία) (αρνητική αντί​δραση) (Παπαντριανταφύλλου και συν., 1989, Παπαευθύμιου 2005).
ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:


Για τη χρώση της ΜΡΟ μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών με ή χωρίς αντιπηκτικό. Η δραστικότητα της ΜΡΟ δεν επηρεάζεται από αντιπηκτικά, όπως η ηπαρίνη, τα οξαλικά άλατα και το EDTA. Στην περίπτωση όμως που τα δείγματα περιέχουν αντιπηκτικό, τα επιχρίσματα πρέπει να ετοιμάζονται μέσα σε έξι ώρες από τη λήψη. Τα επιχρίσματα μπορούν να φυλαχθούν μέχρι μία εβδομάδα στους 4οC. (Παπακωνστάντινου Α., 2007).
Η χρώση μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σε πλακίδια που φυλάσσονται σε θερμοκρασία δωματίου για μεγάλο χρονικό διάστημα. Οι αποκλίσεις από το pH που προτείνεται θα πρέπει να είναι μικρές. Η επικάλυψη των επιχρισμάτων με το τελίκο διάλυμα χρώσης δεν θα πρέπει να παρατείνεται. Έχει σημειωθεί ότι στην παράταση χρόνου επώασης το επίχρισμα παίρνει ένα βαθύ πράσινο χρώμα με φυσσαλίδες που δυσχεραίνουν την ερμημεία της αντίδρασης. Ο χρόνος της αντίδρασης πρέπει να είναι ο ελάχιστος που απαιτείται για την ανάδειξη των λεπτομερειών του κυττάρου (Παπαευθύμιου, 2005).

Ιδιαίτερη προσοχή και σχολαστική τήρηση των μέτρων ασφαλείας απαιτείται στη διάλυση της βενζιδίνης, γιατί είναι ισχυρή καρκινογόνος ουσία (Παπακωνσταντίνου Α., 2007).
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Εικ.3. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  αρνητικό  στη  χρώση  μυελουπεροξειδάσης. Ανατύπωση  από  Shauna C. Anderson, Keila B. Pullsen 2005.
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Εικ.4.Επίχρισμα   περιφερικού   αίματος   θετικό   στη   χρώση   μυελουπεροξειδάσης. 

Ανατύπωση   από   Shauna C . Anderson,  Keila B. Pullsen 2005.
2.2 Αντίδραση μέλανος του Sudan (Sudan black B reaction)
  Όπως και η μυελοϋπεροξειδάση, έτσι και αυτή χρωματίζει τα αζουρόφιλα κοκκία των ουδετεροφίλων, των μονοκυττάρων και των ηωσινοφίλων (Παπακωνσταντίνου 2007). Η Sudan Black Β αντίδραση είναι χρήσι​μη για το διαχωρισμό της AML από την AMOL και ALL (Παπαντριανταφύλλου και συνεργάτες 1989).

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ: Ο βιοχημικός μηχανισμός με τον οποίο βάφει η χρωστική αυτή δεν είναι πλήρως κατανοητός. Έχουν διατυπωθεί δύο θεωρίες: (α) Σύμφωνα με την πρώτη θεωρία, η χρωστική βάφει τη λιπιδική μεμβράνη των κοκκίων που περιέχουν τη μυελοϋπεροξειδάση, λόγω των οξύφιλων αμινομάδων της. (β) Η δεύτερη θεωρία υποστηρίζει ότι η χρωστική δρα μέσω ενός ενζυμικού μηχανισμού, στον οποίο πιθανά εμπλέκεται η μυελοϋπεροξειδάση.

ΤΕΧΝΙΚΗ:

Αντιδραστήρια

1.Φορμαλδεϋδη

2.Sudan back B

3.Απόλυτη αιθανόλη

4.Κρυσταλλική φαινόλη

5.Όξινο φωσφορικό νάτριο (Na2HPO4-12H2O)

6.Σαφρανίνη
ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

. Μονιμοποιητικό: Φορμαλδεϋδη 40%

. Διάλυμα Α: Sudan black B 0,3% σε απόλυτη αιθανόλη, καλή ανάδευση για να διαλυθεί η χρωστική και διήθηση. Φύλαξη στους 4οC για 12 μήνες

. Όξινο φωσφορικό νάτριο (Na2HPO4-12H2O) 0,3%

 Διάλυμα Β: Διάλυση 16 g κρυσταλλικής φαινόλης σε 30 Ml απόλυτης αιθανόλης και προσθήκη σε 100 Ml. 0,3% Na2HPO4-12H2O. Αν άδευση μέχρι η φαινόλη να διαλυθεί καλά και διήθηση.
Διάλυμα επώασης: Προσθήκη 30 mL. από το διάλυμα Α σε 20 Ml του διαλύματος Β και διήθηση. Φύλαξη στους 40οC για 2-3 μήνες

Απόλυτη αιθανόλη 70%

Αντίχρωση: Σαφρανίνη 1%

ΜΕΘΟΔΟΣ:

1.Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων σε ατμούς φορμαλδεϋδης για 10 min. Τοποθέτηση εμποτισμένου (με διάλυμα μονιμοποίησης) διηθητικού χαρτιού στον πυθμένα δοχείου τύπου Coplin(ειδικό γυάλινο η’ πλαστικό δοχείο που χρησιμεύει για την διεκπεραίωση των χρώσεων)σε υδατόλουτρο στους 37οC 20-30min πριν από την έναρξη της χρώσης. Εναλλακτικά, η μονιμοποίηση των παρασκευασμάτων μπορεί να γίνει με εμβάπτισή τους σε διάλυμα που αποτελείται από ένα μέρος φορμαλδεϋδης 40% και εννέα μέρη απόλυτης αιθανόλης, για 5 min.

2.΄Ηπιο πλύσιμο σε νερό βρύσης για 5-10 min. Παράταση του χρόνου πλύσης επηρεάζει την ένταση του αποτελέσματος. Ήπιο στέγνωμα.

3.Εμβάπτιση στο διάλυμα επώασης για 50-60 min

Πλύσιμο με ανάδευση σε απόλυτη αιθανόλη 70% για 3-5min για την απομάκρυνση ιζημάτων από τη χρωστική

Πλύσιμο με νερό βρύσης για 2 min.

4.Αντίχρωση με σαφρανίνη 1% για 5min . Πλύσιμο με νερό βρύσης και στέγνωμα.
5.Στέγνωμα, κάλυψη, μικροσκόπηση.  
AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η θετική αντίδραση εμφανίζεται στο οπτικό μικροσκόπιο με τη μορφή μαύρων κοκκίων στο κυτταρόπλασμα (Εικ.5) .

Τα πρώιμα κύτταρα της κοκκιώδους σειράς εμφανίζουν ασθενή θετικότητα στο κυτταρόπλασμά τους, η οποία αυξάνεται όσο αυτά ωριμάζουν. Θετικά βάφονται τα πρωτογενή και τα ειδικά κοκκία των ουδετεροφίλων, στα ηωσινόφιλα παρατηρείται θετικότητα στα κοκκία περιφερικά, ενώ στα βασεόφιλα η θετικότητα ακολουθεί το μοτίβο των ουδετεροφίλων. Στις οξείες μυελοβλαστικές λευχαιμίες οι μυελοβλάστες εμφανίζουν ασθενή έως έντονη εντοπισμένη θετικότητα, στις μονοκυτταρικές διάσπαρτα θετικά κοκκία, ενώ στις μυελομονοκυτταρικές εμφανίζεται μικτό μοτίβο. Επίσης, θετικά βάφονται και τα ραβδία Auer.


Aρνητική αντίδραση δίνουν τα φυσιολογικά κύτταρα της ερυθράς και της λεμφικής σειράς, όπως επίσης και τα μονοκύτταρα (εκτός σπανίων περιπτώσεων, όπου εμφανίζουν διακριτά διάσπαρτα κοκκία). Στις οξείες λεμφοβλαστικές λευχαιμίες οι λεμφοβλάστες είναι αρνητικές.

ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:

Για τη χρώση της Sudan black μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών με ή χωρίς αντιπηκτικό.


Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται στη διάλυση της φαινόλης, γιατί είναι καυστική (Παπακωνσταντίνου Α., 2007).
Η διάλυση της sudan black πρέπει να γίνεται σε μαγνήτικο αναδεύτηρα και να παραμένει σε θερμοκρασία δωματίου για δύο μέρες. Η φαινόλη είναι ιδιαίτερα καυστίκη,νπροκαλεί εγκαύματα και για αυτό η διάλυσή της σε απόλυτη αιθανόλη θα πρέπει να γίνεται με μεγάλη προσοχή. Το διάλυμα χρώσης έχει διάρκεια ένα μήνα. Ιδιαίτερη προσοχή δίνουμε στο στάδιο 2, στην εμβάπτιση γιατί το διάλυμα χρώσης είναι πολύ πυκνό και μετά την απομάκρυνση από τα επιχρίσματα αφήνει ίζημα. Θα πρέπει τα επιχρίσματα να παραμένουν 5 λεπτά περίπου σε διάλυμα 70% αιθανόλης για την καλύτερη απομάκρυνση του ιζήματος.Αυτό θα πρέπει να επαναλαμβάνεται μέχρις ότου τα επιχρίσματα απαλλαγούν τελειώς του ιζήματος της χρωστικής.Εάν αυτό δεν γίνει τότε στην επικάλυψη το ίζημα μουτζουρώνει το επίχρισμα με αποτέλεσμα να μην μπορεί να ερμηνευθεί (Παπαευθυμίου 2005).
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Εικ.5 Επίχρισμα   περιφερικού  αίματος  θετικό  στη  χρώση  Sudan black. Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
2.3. Αντίδραση υπεριωδικού οξέος-schiff (periodic acid Schiff reaction, PAS)


To υπεριωδικό οξύ έχει την ιδιότητα να βάφει μονοσακχαρίτες, πολυσακχαρίτες, γλυκοπρωτεΐνες,  βλεννοπρωτεΐνες και εγκεφαλοσίδια. Στα κύτταρα του αιμοποιητικού ιστού μας ενδιαφέρε το γλυκογόνο (πολυσακχαρίτης) και όχι οι υπόλοιπες ενώσεις που μπορεί να βαφούν. Η επιβεβαιώση ότι η ουσία που βάφεται είναι γλυκογόνο είναι δυνατή εάν γίνει επεξεργασία του παρασκευάσματος με ένα ένζυμο, τη διαστάση, που έχει την ιδιότητα να διασπά το γλυκογόνο. Για κάθε δείγμα εξετάζονται δύο παρασκευάσματα: το ένα από αυτά θα υποβληθεί σε πέψη με διαστάση. Στην περίπτωση αναστολής του θετικού αποτελέσματος στο επεξεργασμένο με διαστάση παρασκεύασμα, επιβεβαιώνεται η παρουσία γλυκογόνου. Οι υπόλοιπες PAS θετικές ενώσεις δεν επηρεάζονται από την πέψη με διαστάση.

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ: Η αντίδραση PAS στηρίζεται στην απελευθέρωση καρβοξυλικών ριζών από τους μονοπολυσακχαρίτες και τα πρωτεϊνικά τους σύμπλοκα, που στη συνέχεια οξειδώνονται σε διαλδεϋδες από το υπεριωδικό οξύ. Οι διαλδεϋδες, με τη σειρά τους, αντιδρούν με τη βασική φουξίνη του αντιδραστηρίου Schiff, δίνοντας έντονο φούξια χρώμα στο προϊόν της αντίδρασης.

ΤΕΧΝΙΚΗ  Α

Αντιδραστήρια

1.Μεθανόλη

2.Υπεριωδικό οξύ (HIO42H2O)

3.Αντιδραστήριο Schiff

4.Baσική φουξίνη

5.Θειονυλοχλωρίδιο (SOCI2)

6.Ενεργός άνθρακας

7.Μethyl green

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:
Μονιμοποιητικό: Μεθανόλη
Υδατικό διάλυμα υπεριωδικού οξέος 1%: Φύλαξη σε σκουρόχρωμη φιάλη σε θερμοκρασία δωματίου για τρεις μήνες (για μεγαλύτερη περίοδο, φύλαξη στους 4οC)

Αντιδραστήριο Schiff: Διάλυση 1 g βασικής φουξίνης σε 400 mL. αποσταγμένου νερού θερμοκρασίας βρασμού (μέσα σε απαγωγό).


Αφού το διάλυμα ψυχθεί (περίπου 500 C), διηθείται και προστίθεται σε αυτό 1 mL θειονυλοχλωριδίου.  Παραμονή στο σκοτάδι για 12 ώρες. Προσθήκη 2 g ενεργού άνθρακα, ανάδευση και διήθηση. Φύλαξη σε σκουρόχρωμη φιάλη στους 0-4ο C για 3-6 μήνες, ανάλογα με τη χρήση.
Αντίχρωση: Methyl green 1%.

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με το διάλυμα μονιμοποίησης για 10 min

Πλύσιμο με νερό βρύσης, στέγνωμα σε θερμοκρασία δωματίου.

Εμβάπτιση των παρασκευασμάτων σε υδατικό διάλυμα υπεριωδικού οξέος 1% για 30 min. Πλύσιμο με νερό βρύσης.

Εμβάπτιση των παρασκευασμάτων στο αντιδραστήριο Schiff για 45-60 min. Πλύσιμο με νερό βρύσης.

Αντίχρωση με methyl green 1% για 5-7 min. Πλύσιμο με νερό βρύσης και στέγνωμα.

ΤΕΧΝΙΚΗ Β (Επεξεργασία με διαστάση)


Η τεχνική είναι ίδια με την τεχνική Α. Η διαφορά έγκειται στην παρεμβολή μίας επώασης, η οποία πραγματοποιείται με το διάλυμα της διαστάσης μετά το πλύσιμο, που γίνεται αφού μονιμοποιηθούν τα παρασκευάσματα. Η επώαση διαρκεί 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου και ακολουθείται από εμβάπτιση των παρασκευασμάτων στο υδατικό διάλυμα υπεριωδικού οξέος 1% για 30 min. Διάλυμα διαστάσης: Διάλυση 1 g διαστάσης σε 1000 mL. NaCl 0,9%.

AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η θετική αντίδραση εμφανίζεται στο οπτικό μικροσκόπιο με διάχυτο άτονο ρόδινο χρώμα ή με τη μορφή λεπτών, αδρών ή συσσωρευμένων φούξια κοκκίων (Εικ.7) .


Τα κύτταρα της κοκκιώδους σειράς, με εξαίρεση την αδιαφοροποίητη μυελοβλάστη, που εναι αρνητική στη χρώση (Εικ.6), εμφανίζουν ασθενή θετικότητα (λίγα λεπτά κοκκία και απαλό ρόδινο κυτταρόπλασμα), η οποία γίνεται εντονότερη κατά την ωρίμανση των κυττάρων. Τα ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα είναι έντονα θετικά, με άφθονα λεπτά κοκκία που καλύπτουν όλο το κυτταρόπλασμα, σε αντίθεση 
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με τα ηωσινόφιλα, των οποίων τα χαρακτηριστικά κοκκία παραμένουν άβαφα, ενώ το κυτταρόπλασμά τους βάφεται απαλό ρόδινο. Τέλος, τα βασεόφιλα φέρουν αδρά θετικά κοκκία. Τα λεμφοκύτταρα φυσιολογικά έχουν πολύ λιγότερο υλικό, που βάφεται θετικό σε σχέση με τα κοκκιοκύτταρα. παρόλ’αυτά, είναι δυνατόν να  παρατηρηθούν σε αυτά λίγα λεπτά ή και αδρά κοκκία, ενώ ένα ποσοστό 1-2% εμφανίζει θετικότητα με τη μορφή συσσωματωμένων κοκκίων περιπυρηνικά. Αιμοπετάλια και μεγακαρυοκύτταρα είναι θετικά, όπως επίσης και τα μονοκύτταρα, που φέρουν λεπτά διάσπαρτα θετικά κοκκία.


Τα λεμφοκύτταρα των Β-λεμφοϋπερπλαστικών διαταραχών (π.χ. χρονία λεμφοκυτταρική λευχαιμία, προλεμφοκυτταρική λευχαιμία κ.λπ.) συχνά έχουν αυξημένο αριθμό θετικών κοκκίων, ενώ οι λεμφοβλάστες παρουσιάζουν συσσωματώματα θετικών κοκκίων (χαρακτηριστικό εύρημα στην κοινή λεμφοβλαστική λευχαιμία των παιδιών). Οι ερυθροβλάστες, οι οποίες φυσιολογικά είναι αρνητικές, εμφανίζουν διάχυτη θετικότητα στην ερυθρολευχαιμία, στη θαλασσαιμία, στη σιδηροπενική αναιμία, στη μυελοσκλήρυνση, στην κακοήθη αναιμία, στην απλαστική αναιμία, στους διάφορους τύπους λευχαιμίας κ.λπ. (Παπακωνσταντίνου 2007)

Είναι φανερό από τα παραπάνω ότι η αξία της αντίδρασης είναι περιορισμένη στη διάγνωση μερικών περιπτώσεων AEL(οξεία ερυθρολαστική λευχαιμία) και ALL (Παπαντριανταφύλλου και συνεργάτες 1989) .
ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ


Για τη χρώση PAS μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών με ή χωρίς αντιπηκτικό. Επιχρίσματα, τα οποία έχουν μονιμοποιηθεί με μεθανόλη ή έχουν βαφεί με χρωστικές Romanowsky μήνες ή χρόνια πριν, μπορούν να βαφούν ικανοποιητικά (Παπακωνσταντίνου Α., 2007) .
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Εικ.7. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  θετικό  στη  χρώση  PAS.  Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
2.4 Αλκαλική φωσφατάση ουδετερόφιλων πολυμορφοπυρήνων (neutrophil alkaline phosphatase NAP, LAP)


Η αλκαλική φωσφατάση είναι ένα ένζυμο που ανιχνεύεται κυτταροχημικά στα ώριμα ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα και σπάνια στα ραβδοπύρηνα. Στα υπόλοιπα κύτταρα του περιφερικού αίματος δεν ανιχνεύεται, ενώ εντοπίζεται στα δικτυοενδοθηλιακά κύτταρα και τους οστεοβλάστες του στρώματος του μυελού των οστών. Αρχικά, η ΝΑΡ θεωρήθηκε ότι εντοπίζεται στα δευτερογενή κοκκία των ουδετεροφίλων, μελέτες όμως που έγιναν,έδειξαν ότι συνδέεται με ένα μεμβρανώδες συστατικό του κυτταροπλάσματος, ένα ανώμαλα διαμορφωμένο δίκτυο που διέφερε από τα πρωτογενή και δευτερογενή κοκκία ή τα άλλα κυτταροπλασματικά οργανίλια.


ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ: Η ΝΑΡ υδρολύει, παρουσία ιόντων μαγνησίου και Ph 9,0-10,0, ένα υπόστρωμα παραγώγων a-ναφθόλης (naphthol AS, AS-BI, AS-MX  κ.λπ.). Η ναφθόλη που προκύπτει αντιδρά με διαζωνικό άλας (Fast Blue BB, Fast Blue BBN, Fast Rest κ.λπ), με αποτέλεσμα την κατακρήμνιση έγχρωμου αδιάλυτου ιζήματος.

ΤΕΧΝΙΚΗ:

Αντιδραστήρια

1.Μεθανόλη

2.Φορμαλδεϋδη

3.Tris buffer
4.N, N-dimethylformamide

5.Naphithol AS phosphate

6.Fast blue BB

7.Σαφρανίνη

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

Μονιμοποιητικό: Ένα μέρος φορμαλδεΰδης και εννέα μέρη μεθανόλης. Φύλαξη στους -200C για 2-3 εβδομάδες

Μητρικό διάλυμα υποστρώματος: Διάλυση 30mg Naphthol AS phosphate σε 0,5 mL. N,N-dimethylformamide. Προσθήκη 3,63 g This buffer και συμπλήρωση στα 100 mL. με αποσταγμένο νερό. Ρύθμιση pH στο 9,0 (τελική συγκέντρωση This buffer 03 mol/L). Το διάλυμα παραμένει σταθερό για αρκετούς μήνες στους 2-40C (το pH πρέπει να ελέγχεται πριν από κάθε χρήση)

Διάλυμα εργασίας: Διάλυση 10 mg Fast blue BB σε 10 mL. μητρικού διαλύματος υποστρώματος, αυτόματη ανάμιξη και αμέσως διήθηση πάνω στα παρασκευάσματα

Αντίχρωση: Σαφρανίνη 0,5%

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με το διάλυμα μονιμοποίησης για 30 sec στους 0-5 0C.
΄Ηπιο πλύσιμο με τρεχούμενο νερό βρύσης για 15 sec. Στέγνωμα σε θερμοκρασία δωματίου.
Επικάλυψη με το διάλυμα επώασης (η παρασκευή και η διήθηση πριν από τη χρήση) για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου και πλύσιμο (4X) με νερό βρύσης.
Αντίχρωση με σαφρανίνη 0,5% για 5 min.
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η θετική αντίδραση εμφανίζεται στο οπτικό μικροσκόπιο με τη μορφή κυανών κοκκίων στα πολυμορφοπύρηνα και σπανιότερα στα ραβδοπύρηνα (Eικ.9), ενώ τα υπόλοιπα κύτταρα του περιφερικού αίματος είναι αρνητικά (Εικ.8). Ανάλογα με την ένταση του χρώματος και τον αριθμό των κοκκίων στο κυτταρόπλασμα, το κάθε κύτταρο βαθμολογείται για τη θετικότητά του ως εξής:

0= Απουσία χρώματος

1= Ασθενής διάχυτη θετικότητα ή σποραδικά κοκκία

2= Διάχυτη θετικότητα με μέτριο αριθμό κοκκίων

3= Ισχυρή θετικότητα με πολυάριθμα κοκκία

4= Πολύ ισχυρή θετικότητα με πολυάριθμα κοκκία, τα οποία συνήθως καλύπτουν τον πυρήνα.


Βαθμολογούνται 100 ουδετερόφιλα και ραβδοπύρηνα και ανάλογα με την περίπτωση δίνουν άθροισμα βαθμολογίας 0-400. Στη βαθμολόγηση δεν συμπεριλαμβάνονται οι αωρότερες μορφές ουδετεροφίλων. Οι φυσιολογικές τιμές κυμαίνονται από 20-100 και εξαρτώνται από την τεχνική, τα αντιδραστήρια και τα κριτήρια βαθμολογίας. Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, κρίνεται απαραίτητο κάθε εργαστήριο να προσδιορίζει τις δικές του φυσιολογικές τιμές.


Η φυσιολογική τιμή στις γυναίκες και στα παιδιά είναι μεγαλύτερη από αυτή των ανδρών, ενώ στα νεογέννητα κυμαίνεται από 150-300.


Αυξημένες τιμές παρατηρούνται σε λοιμώξεις, σε λευχαιμοειδείς αντιδράσεις, σε κίρρωση του ήπατος, στο σύνδρομο Down, στην ιδιοπαθή πολυκυτταραιμία, στην ιδιοπαθή θρομβοκυτταραιμία, στην απλαστική αναιμία, στη μυελοσκλήρυνση και στη μυελική απλασία. Η αλκαλική φωσφατάση επηρεάζεται από τα οιστρογόνα και τα κορτικοστεροειδή, γεγονός που εξηγεί την αύξηση της τιμής της στην εγκυμοσύνη. Επίσης, αυξημένες τιμές παρατηρούνται στο ενεργό λέμφωμα Hodgkin, αλλά όχι στο λέμφωμα μη-Hodgkin.


Χαμηλά επίπεδα παρατηρούνται στη χρονία μυελογενή λευχαιμία σε εκτροπή και στην οξεία μυελογενή λευχαιμία (ελαττωμένη έως και μηδενική), σε αντίθεση με την οξεία λεμφοβλαστική, όπου τα επίπεδα είναι φυσιολογικά ή αυξημένα. Στις μονοκυτταρικές και στις μυελομονοκυτταρικές λευχαιμίες οι τιμές είναι ενδιάμεσες συχνότερα, παρά αυξημένες. Στη νυκτερινή παροξυσμική αιμοσφαιρινουρία, η τιμή μειώνεται με την εξέλιξη του νοσήματος.


Η αξία της ΝΑΡ έγκειται στη συμβολή της στη διαφορική διάγνωση της χρονίας μυελογενούς λευχαιμίας από τα μυελοϋπερπλαστικά σύνδρομα.

ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:


Στη ΝΑΡ προτιμώνται πρόσφατα επιχρίσματα περιφερικού αίματος ξηραμένα στον αέρα. Δείγματα που ελήφθησαν με αντιπηκτικό ΕDTA εμφανίζουν ελάττωση της δραστικότητας της ΝΑΡ μετά από 30 min. Η μονιμοποίηση νωπών επιχρισμάτων μπορεί να καθυστερήσει μέχρι 24 ώρες χωρίς σημαντική απώλεια της δραστικότητάς της.


Απαραίτητη στη ΝΑΡ είναι η χρήση επιχρισμάτων ελέγχου (controls) της τεχνικής. Δείγματα που μονιμοποιήθηκαν διατηρούνται για 6 εβδομάδες στους 40C και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μάρτυρες ποιοτικού ελέγχου της αντίδρασης.


Συνιστάται η χρήση δύο τέτοιων επιχρισμάτων, ενός φυσιολογικού και ενός με αυξημένη τιμή (π.χ. λευκοκυττάρωση από λοίμωξη).


Εικ.8. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος αρνητικό  στη χρώση  NAP.  Ανατύπωση  από Shauna C.Anderson,Keila B.Pullsen 2005.
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Eικ.9. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  θετικό στη  χρώση  NAP.  Ανατύπωση  από Shauna C.Anderson,Keila B.Pullsen 2005.
2.5 .΄Οξινη φωσφατάση (TRAP)

Η όξινη φωσφατάση είναι μια υδρολάση που υπάρχει στα περισσότερα κύτταρα του αιμοποιητικού ιστού. Εντοπίζεται στα μυελοκύτταρα, τα ουδετερόφιλα, τα λεμφοκύτταρα, τα πλασματοκύτταρα, τα μεγακαρυοκύτταρα, τα αιμοπετάλια, τις μονοβλάστες, τα προμονοκύτταρα, τα μονοκύτταρα και τα μακροφάγα.


ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ:: Η όξινη φωσφατάση υδρολύει ένα υπόστρωμα ναφθόλης (naphthol AS-BI phosphate), σε pH 5,0, με αποτέλεσμα την παραγωγή ναφθόλης, που στη συνέχεια αντιδρά με διαζωνικό άλας (Fast Garnet GBC) ή εξαζωνικό (6-άζωτο-παραροζαλίνη) και παράγεται καστανέρυθρο ίζημα στις θέσεις δράσης του ενζύμου. Το τρυγικό οξύ αναστέλλει τη δράση των περισσοτέρων ισοενζύμων της φωσφατάσης, όχι όμως και του ισοενζύμου 5 στα κύτταρα της τριχωτής λευχαιμίας (Hairy Cell Leukaemia, HCL).

ΤΕΧΝΙΚΗ Α

Αντιδραστήρια

1.Μεθανόλη

2.Ακετόνη

3.Κιτρικό οξύ

4.Τρι-υδρο-οξικό νάτριο (CH2COONa.3H2O)

5.Bαρβιτουρικό Νa

6.Naphthol AS-BI phosphate

7.N,N-dimethyloformamide

8.Νιτρώδες Na (NaNO2)

9.Pararosanilin chloride

10.HCI πυκνό
11.Methyl green

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

Μονιμοποιητικό: Ανάμιξη 10 mL μεθανόλης, 60 mL ακετόνης, 30 mL αποσταγμένου νερού, 0,63 g κιτρικού οξέος. Ρύθμιση του Ph στο 5,4. Φύλαξη στους 4 0C και εβδομαδιαίος έλεγχος του pH.

Διάλυμα Α (Michaeli’s buffer): Προσθήκη 19,5 g τρι-υδρο-οξικού νατρίου (CH3COONa.3H2O) και 29,5 g βαρβιτουρικού Na σε 1000 mL αποσταγμένο νερό. Ρύθμιση του pH στο 5,4. Φύλαξη στους 40C.

Υπόστρωμα: Διάλυση 25 mg Naphthol AS-BI phosphate σε 2,5 mL N,N-dimethyloformamide. Φύλαξη στους 40C

Υδατικό διάλυμα νιτρώδους Na (NaNO2​) 4%

Διάλυμα Pararosanitin chloride: Διάλυση 1 g Pararosanilin chloride σε 20 mL αποσταγμένου νερού και προσθήκη mL HC1. Ήπια θέρμανση, ψύξη σε θερμοκρασία δωματίου και διήθηση. Φύλαξη σε σκοτάδι στους 40C για κάθε διάλυμα, παραμονή 2 min και αμέσως προσθήκη στο διάλυμα εργασίας

Διάλυμα Pararosanilin chloride/Νιτρώδους Na 4%. Ανάμιξη 2 Ml από το κάθε διάλυμα, παραμονή 2 min και αμέσως προσθήκη στο διάλυμα εργασίας

Διάλυμα εργασίας: Ανάμιξη 92,5 mL διαλύματος Α, 2,5 Ml υποστρώματος, 32,5 Ml αποσταγμένου νερού και 4 mL διαλύματος Pararosanilin chloride Nιτρώδους Na 4%. Ρύθμιση του pH στο 5,0

Αντίχρωση: Methyl green 1% σε Michaeli’s buffer και pH 4,0.

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με το διάλυμα μονιμοποίησης για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Πλύσιμο με νερό βρύσης. Στη φάση αυτή, τα παρασκευάσματα μπορούν να παραμείνουν 1-2 εβδομάδες στους -2000C
Eπώαση των παρασκευασμάτων στο διάλυμα εργασίας για 60 min στους 370C. Πλύσιμο με νερό βρύσης.

Αντίχρωση με Methyl green 1% για 1 min.

ΤΕΧΝΙΚΗ Β (αναστολή με τρυγικό οξύ)


Η τεχνική είναι ίδια με την τεχνική Α. Η διαφορά έγκειται στην προσθήκη 375 mg L(+)-τρυγικού οξέος σε 50 mL διαλύματος εργασίας. Η τεχνική Α πραγματοποιείται παράλληλα με την τεχνική Β, για να μπορούν να αξιολογηθούν τα αποτελέσματα στη μελέτη της τριχωτής λευχαιμίας.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η δραστικότητα του ενζύμου εμφανίζεται ως διάχυτο καστανέρυθρο ίζημα. Ιδιαίτερη σημασία έχει η καταγραφή του τύπου θετικότητας, δηλαδή η κατανομή του ενζύμου μέσα στο κύτταρο.


Στην τεχνική αυτή χρησιμοποιείται AS-BI phosphate και Fast Garnet GBC, αντί 6-άζωτο-παραροζαλίνης, δίνοντας αρκετά ικανοποιητικά αποτελέσματα στην ανίχνευση του ενζύμου στην κοκκιώδη σειρά. Για τα λεμφοκύτταρα και τα μονοκύτταρα, η χρήση AS-BI phosphate και 6-άζωτο-παραροζαλίνης ίσως είναι καλύτερη.


Όλες σχεδόν οι Τ-λεμφοϋπερπλασίες χαρακτηρίζονται από έντονη θετικότητα στην όξινη φωσφατάση. Στις CLL η αντίδραση είναι θετική, όπως επίσης και στις Τ-ΑLL (η αντίδραση εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα, στην περιοχή που αντιστοιχεί στο σύστημα Golgi). Ομοίως, τα δύο τρίτα των περιπτώσεων στις Τα-προλεμφοκυτταρικές λευχαιμίες παρουσιάζουν θετική αντίδραση. Όλες οι παραπάνω περιπτώσεις εμφανίζουν ανθεκτικότητα στο τρυγικό οξύ (Εικ.10) .


Στα φυσιολογικά Τ-λεμφοκύτταρα η όξινη φωσφατάση αποτελεί πρώϊμο δείκτη διαφοροποίησης.


Στις Β-κυτταρικές διαταραχές η αντίδραση είναι ασθενής ή αρνητική, με εξαίρεση τα κύτταρα της τριχωτής λευχαιμίας, τα οποία παρουσιάζουν έντονη δραστικότητα του ενζύμου, που είναι ανθεκτική στην επεξεργασία με τρυγικό οξύ. Στις οξείες μυελοβλαστικές λευχαιμίες, οι βλάστες και τα μονοκύτταρα αντιδρούν θετικά (Εικ.11) .


Η αξία της αντίδρασης της όξινης φωσφατάσης έγκειται στο γεγονός ότι αποτελεί σημαντικό εργαλείο στην ταξινόμηση των λεμφοϋπερπλαστικών διαταραχών (Παπακωνσταντίνου Α., 2007) .
ΠAΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:

Η μέθοδος απαιτεί ακριβείς ποσότητες αντιδραστηρίων και ακριβή ρύθμιση του pΗ όπου αυτό αναφέρεται.

Απαιτείται πολύ καλή ανάδευση των διαλυμάτων διότι τα φωσφορικά άλατα είναι δυσδιάλυ-τα (κρυστάλωση).

Για να διαπιστωθεί ότι η μέθοδος εξελίσσεται κανονικά, πρέπει, αφού περάσει τουλάχιστον ο μισός χρόνος επώασης, να ελεχθεί το επίχρισμα του μάρτυρα. Η εκτίμηση του επιχρίσματος του μάρτυρα θα πρέπει να γίνει σύντομα ώστε να παραμένει νωπό. Στη συνέχεια το επίχρισμα συνεχίζεται να επωάζεται. Η χρώση έχει ολοκληρωθεί, όταν τα μονοκύτταρα παρουσιάσουν σκούρο καφέ χρώμα.

Σαν εναλλακτικό αντιδραστήριο του Fast Garnent Β μπορεί να χρησιμοποιηθεί η hexazotized pararozaline που δίνει καφέ χρώμα.

Ο χρόνος αντίχρωσης δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 2 με 3 λεπτά. Αν αυτό συμβεί τότε υπάρχει περίπτωση να είναι δυσχερής ο εντοπισμός της ενζυματικής αντίδρασης, επειδή ο έντονος χρωματισμός της αιματοξυλίνης (κόκκινο σκούρο) επικαλύπτει το βασικό χρωματισμό του προϊόντος (καφέ) με συνέπεια να μην μπορεί να μελετηθεί η αντίδραση (Παπαευθημίου 2005) .
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Εικ.10.Επίχρισμα περιφερικού αίματος αρνητικό στη χρώση της όξινης φωσφατάσης. Ανατύπωση από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
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Εικ.11.Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  θετικό  στη χρώση  της όξινης  φωσφατάσης. Ανατύπωση   από   Shauna C.Anderson,Keila B.Pullsen 2005.
2.6. Αντίδραση κυανού της Πρωσίας (χρώση Fe)


ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ:: Ο τρισθενής σίδηρος (Fe3+) αντιδρά με οξινισμένο σιδηροκυανιούχο κάλιο, με αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας ένωσης γνωστής με την ονομασία «κυανό του Βερολίνου».

ΤΕΧΝΙΚΗ Α

Αντιδραστήρια

1.Μεθανόλη

2.Σιδηροκυανιούχο κάλιο

3.Υδροχλωρικό οξύ (HCI)

4.Σαφρανίνη

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

Μονιμοποιητικό: Μεθανόλη

Διάλυμα σιδηροκυανιούχου καλίου 4%

Διάλυμα 0,2 Ν ΗCl

Διάλυμα επώασης: Ίσα μέρη σιδηροκυανιούχου καλίου 4% και διαλύματος 0,2 Ν ΗCl αναμιγνύονται λίγο πριν από τη χρήση

Αντίχρωση: Σαφρανίνη 0,1%

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με το διάλυμα μονιμοποίησης για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου. Πλύσιμο με νερό βρύσης

Εμβάπτιση στο διάλυμα επώασης για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου (ή στους 56 0C)

Πλύσιμο με τρεχούμενο νερό βρύσης για περίπου 15 min

Αντίχρωση με σαφρανίνη 0,1% για 5 min.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Ο σίδηρος εμφανίζεται ως πράσινο-κυανό υλικό με τη μορφή κοκκίων στα σιδηροκύτταρα (ερυθροκύτταρα που περιέχουν αιμοσιδηρίνη) και στις σιδηροβλάστες, με τη μορφή στρώματος συσσωρευμένων κοκκίων, είτε ελεύθερων (εξωκυττάρων), είτε εντός των φαγοκυττάρων (Εικ.13) .


Σιδηροκύτταρα δεν παρατηρούνται φυσιολογικά στο περιφερικό αίμα, ενώ εμφανίζονται μετά από σπληνεκτομή, σε σιδηροβλαστικές αναιμίες, σε αιμολυτικές αναιμίες και σε σπληνική ατροφία. Οι σιδηροβλάστες φυσιολογικά περιέχουν λίγα διάσπαρτα κοκκία σιδήρου. Οι σιδηροβλάστες αυξάνονται στις αιμολυτικές και στις μεγαλοβλαστικές αναιμίες, στην αιμοχρωμάτωση, στην αιμοσιδήρωση κ.λπ. Όταν υπάρχει ανωμαλία στη σύνθεση της Hb, τα κοκκία στις σιδηροβλάστες κατανέμονται γύρω από τον πυρήνα ως δακτύλιος και ονομάζονται δακτυλιοειδείς σιδηροβλάστες.


Η σημασία της εφαρμογής της ιστοχημικής αντίδρασης της όξινης φωσφατάσης είναι στην ταξινόμηση των λεμφοϋπερπλαστικών συνδρόμων (Παπακωνσταντίνου Α., 2007) .
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Εικ.12.Εικόνα  περιφερικού  αίματος  αρνητικού   στη  χρώση  κυανού  της  Πρωσίας. 

  Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson,Keila B.Pullsen 2005.
ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:


Μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών με ή χωρίς αντιπηκτικό. Δείγματα που ελήφθησαν με αντιπηκτικό EDTA δίνουν επιχρίσματα που θεωρούνται ικανοποιητικά. Συνιστάται η χρήση επιχρισμάτων ως μαρτύρων ποιοτικού ελέγχου της αντίδρασης.


Προσοχή απαιτείται στη χρήση του σιδηροκυανιούχου καλίου, γιατί είναι ιδιαίτερα τοξικό (Παπαευθημίου 2005).
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Εικ.13.Εικόνα  περιφερικού  αίματος  θετικού στη  χρώση  κυανού  της  Πρωσίας.

 Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson,Keila B.Pullsen 2005.
2.7. Εστεράσες

Οι εστεράσες είναι λυσοσωματικά ένζυμα, τα οποία υδρολύουν αλειφατικούς και αρωματικούς εστέρες. Σε ηλεκτροφόρηση με πηκτή ακριλαμίδης, αναγνωρίζονται εννέα ισοένζυμα στα φυσιολογικά κύτταρα του αίματος.


Τα ισοένζυμα στις διάφορες κυτταρικές σειρές ανιχνεύονται, ανάλογα με τη δραστικότητά τους, παρουσία κατάλληλων υποστρωμάτων (a-naphthol acetate, a-naphthol butyrate, naphthol AS acetate, naphthol AS-D acetate και naphthol AS-D chloracetate).


Από τα εννέα ισοένζυμα που ανιχνεύθηκαν, τα 1,2,7,8 και 9 αντιπροσωπεύουν τις «ειδικές εστεράσες» και ανιχνεύοντα κυρίως με το υπόστρωμα AS-D chloracetate. Tα 3,4,5 και 6 αντιπροσωπεύουν τις μη «ειδικές εστεράσες», οι οποίες είναι ευαίσθητες στη δράση του NaF, βρίσκονται στα μονοκύτταρα, στα μεγακαρυθοκύτταρα και στα αιμοπετάλια και ανιχνεύονται με a-naphthol acetate και a-naphthol butyrate. H Naphthol AS (ή AS-D) αντιδρά με τα περισσότερα ισοένζυμα, αλλά αναστέλλεται από το NaF στις μη ειδικές εστεράσες.

2.7.1. Αντίδραση a-naphthol acetate esterase (μη ειδική) (ΑΝΑΕ)

Αρχή της μεθόδου: Η ενζυμική υδρόλυση του εστέρα από την εστεράση απελευθερώνει ναφθόλη, που με τη σειρά της ενώνεται με άλας διαζωνίου και οδηγεί στην παραγωγή ενός αδιάλυτου ιζήματος στην περιοχή όπου εντοπίζεται το ένζυμο.
ΤΕΧΝΙΚΗ  Α

Αντιδραστήρια

1.Ακετόνη

2.Φορμαλδεϋδη

3.Όξινο φωσφορικό νάτριο (Na2HPO4)

΄4.Οξινο φωσφορικό κάλιο (KH2PO4)

5.A-naphthol acetate

6.2-μεθοξυαιθανόλη

7.Ένυδρο όξινο φωσφορικό νάτριο (NaH2PO4-H2O)

8.6-άζωτο-παραροζαλίνη (διάλυμα Pararosanilin chloride/Νιτρώδους Na 4%, όπως στην όξινη φωσφατάση)

9.Methyl green

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

 Μονιμοποιητικό: Ανάμιξη 40 mL ακετόνης, 25 mL φορμαλδεϋδης, 35%, 20mg  Na2HPO4 100 mg KH2PO4 και 30 mL αποσταγμένου νερού. Διήθηση και φύλαξη σε θερμοκρασία δωματίου για ένα μήνα

Διάλυμα a-naphthol acetate: Διάλυση 50 mg a-naphthol acetate σε 2,5 mL 2-μεθοξυαιθανόλης

Φωσφορικό διάλυμα (buffer): Διάλυση 1,24g Na2 Na2HPO4 και 180 mg NaH2 PO4H2O σε 100 mL αποσταγμένου νερού. Ρύθμιση Ph στο 7,6

Διάλυμα επώασης: Ανάμιξη 2,5 mL διαλύματος α-naphthol acetate, 44,5 mL φωσφορικού διαλύματος (buffer) και 4 mL 6-αζωτο-παραροζαλίνης παρασκευασμένης λίγο πριν. Ρύθμιση Ph στο 6,1 και διήθηση

Αντίχρωση: Methyl green 1% σε Michaeli’s buffer και pH=4,0 όπως στην όξινη φωσφατάση.

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων με το διάλυμα μονιμοποίησης για 30 sec. Πλύσιμο με νερό βρύσης και στέγνωμα στον αέρα.

Επώαση των παρασκευασμάτων στο διάλυμα επώασης για 45min σε σκοτάδι. Πλύσιμο με νερό βρύσης

Αντίχρωση με Methyl green 1% για 1 min.

TΕΧΝΙΚΗ  Β (αναστολή με NaF)


H τεχνική είναι ίδια με την τεχνική Α. Η διαφορά έγκειται στην προσθήκη 75 mg NaF σε 50 mL διαλύματος εργασίας. Η τεχνική Α πραγματοποιείται παράλληλα με την τεχνική Β, για να μπορούν να αξιολογηθούν τα αποτελέσματα.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η δραστικότητα του ενζύμου εμφανίζεται με τη μορφή έντονα ερυθρών κοκκίων.


Το ένζυμο ανιχνεύεται στα κύτταρα της μονοκυτταρικής σειράς και ουσιαστικά απουσιάζει από τα κύτταρα της κοκκιώδους. Στα Τ-λεμφοκύτταρα παρατηρείται χαρακτηριστική εντοπισμένη ενζυμική δραστικότητα, η οποία μοιάζει με κηλίδα (dot-like) και είναι ανθεκτική στο NaF (Εικ.15), σε αντίθεση με τη διάχυτη θετικότητα των μονοκυττάρων, η οποία αναστέλλεται παρουσία NaF (Εικ.14) .


H ANAE χρησιμοποιείται στη μελέτη των λευχαιμικών κυττάρων. Στα φυσιολογικά δείγματα βοηθά στο διαχωρισμό των μονοκυττάρων από τα Τ-λεμφοκύτταρα, λόγω του διαφορετικού μοτίβου που εμφανίζουν στη θετική αντίδραση και την αντοχή στην παρουσία NaF.


Στις λευχαιμίες και στα λεμφοϋπερπλαστικά σύνδρομα έχει τις εξής εφαρμογές: (α) Στις ΟΜΛ εξυπηρετεί στη διάγνωση της Μ5 (διάχυτη έντονη αντίδραση, ευαίσθητη στο ΝaF), στη διάγνωση των Μ6 και Μ7 (βλάστες με έντονα θετική αντίδραση εντοπισμένη στην περιοχή του συστήματος Golgi, ευαίσθητη στο NaF), (β) Στις ΟΛΛ, η ΑΝΑΕ μαζί με την όξινη φωσφατάση συμμετέχει στη διάγνωση της Τ-ΟΛΛ. (γ) Στις χρόνιες Τ και Β-λευχαιμίες βοηθά στη διαφορική διάγνωση της Τ-προλεμφοκυτταρικής (θετική αντίδραση) από τη Β-προλεμφοκυτταρική (αρνητική αντίδραση) (Παπακωνσταντίνου 2007) .
ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:


 Μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών με ή χωρίς αντιπηκτικό. Δείγματα που ελήφθησαν με αντιπηκτικό ΕDTA δίνουν επιχρίσματα που θεωρούνται ικανοποιητικά. Τα επιχρίσματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν μέχρι και 4 εβδομάδες μετά την παρασκευή τους. Συνιστάται η χρήση επιχρισμάτων ως μαρτύρων ποιοτικού ελέγχου της αντίδρασης (Παπακωνσταντίνου 2007, Παπαευθημίου 2005) .
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Εικ.14.Εικόνα   επιχρίσματος   περιφερικού   αίματος  αρνητική  στη  χρώση  ΑΝΑΕ  (With fluoride inhibition).  Ανατύπωση   από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
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Εικ.15. Εικόνα  επιχρίσματος  περιφερικού  αίματος  αρνητική  στη  χρώση  ΑΝΑΕ (With fluoride inhibition).  Ανατύπωση   από   Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005
2.7.2 Αντίδραση a-naphthol AS-D chloroacetate esterase (ειδική εστεράση) (Chlor-E)


AΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ: Η ενζυμική υδρόλυση του εστέρα από την εστεράση απελευθερώνει ναφθόλη, που με τη σειρά της ενώνεται με άλας διαζωνίου και οδηγεί στην παραγωγή ενός αδιάλυτου ιζήματος στην περιοχή όπου εντοπίζεται το ένζυμο.

Αντιδραστήρια:

1.Φορμαλδεϋδη

2.Όξινο φωσφορικό νάτριο (NaHPO4)

3.Ένυδρο όξινο φωσφορικό νάτριο (NaH2PO4-Η2Ο)

4.A-naphthol AS-D chloroacetate

5.Fast blue BB
6.Ακετόνη
7.Σαφρανίνη
ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ:

Μονιμοποιητικό: Φορμαλδεϋδη
Διάλυμα a-naphthol AS-D chloroacetate: Διάλυση 10 mg a-naphthol AS-D chloroacetate σε 4 mL ακετόνη
Φωσφορικό διάλυμα (buffer): Διάλυση 85 mg NaH2PO4H2O  και 1,35 g Na2HPO4σε 100 mL αποσταγμένου νερού. Ρύθμιση Ph στο 8,0

Διάλυμα επώασης: Σε 50 mL φωσφορικού διαλύματος (buffer) διάλυση 75mg Fast blue BB και προσθήκη 0,5 mL διαλύματος α-naphthol AS-D chloroacetate. Διήθηση

Αντίχρωση: Σαφρανίνη 0,1% 

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση παρασκευασμάτων σε ατμούς φορμαλδεϋδης για 4 min

Τοποθέτηση εμποτισμένου (με διάλυμα μονιμοποίησης) διηθητικού χαρτιού στον πυθμένα δοχείου τύπου Coplin σε υδατόλουτρο στους 370 C 20-30 min πριν από την έναρξη της χρώσης

Πλύσιμο με νερό βρύσης και στέγνωμα στον αέρα

Επώαση των παρασκευασμάτων στο διάλυμα επώασης για 15 min σε σκοτάδι

Πλύσιμο με νερό βρύσης

Αντίχρωση με σαφρανίνη 0,1% για 5 min

AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:


Η δραστικότητα του ενζύμου εμφανίζεται με τη μορφή έντονα κυανών κοκκίων (Εικ.17) .

Το ένζυμο που υδρολύει την α-naphthol AS-D chloroacetate θεωρείται ειδικό για τα κύτταρα της κοκκιώδους σειράς και δεν αναστέλλεται από το NaF. Μικρή ή μηδενική δραστικότητα παρατηρείται στα λεμφοκύτταρα και στα μονοκύτταρα (Εικ.16) . Υπάρχει ειδική συσχέτιση των αποτελεσμάτων της Chlor-E με εκείνα της υπεροξειδάσης και του Sudan black B.
ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ:

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιχρίσματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών με ή χωρίς αντιπητικό. Δείγματα που ελήφθησαν με αντιπηκτικό EDTA δίνουν επιχρίσματα που θεωρούνται ικανοποιητικά. Τα επιχρίσματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν μέχρι και 4 εβδομάδες μετά την Παρασκευή τους. Συνιστάται η χρήση επιχρισμάτων ως μαρτύρων ποιοτικού ελέγχου της αντίδρασης. (Παπακωνσταντίνου 2007, Παπαευθημίου 2005)
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Εικ.16.Επίχρισμα περιφερικού αίματος αρνητικό στη χρώση ειδικής εστεράσης.  Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
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Εικ.17.Επίχρισμα  περιφερικού αίματος  θετικό στη χρώση  ειδικής  εστεράσης. 

Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
2.7.3. Διπλή αντίδραση εστεράσης (μη ειδική-ειδική)

Πρόκειται για το συνδυασμό των δύο προηγούμενων χρώσεων, της ANAE και της Chlor-E. Αρχικά, εκτελείται η αντίδραση της ΑΝΑΕ χωρίς να γίνει αντίχρωση, τα παρασκευάσματα πλένονται σε νερό για 5 min και στη συνέχεια εκτελείται η Chlor-E, παραλείποντας το στάδιο της μονιμοποίησης και επιλέγοντας για αντίχρωση μια χρωστική που δεν θα καλύψει το αποτέλεσμα των αντιδράσεων.


Στόχος της διπλής αντίδρασης εστεράσης είναι ο εντοπισμός στο ίδιο παρασκεύασμα και των δύο εστερασών, αφού είναι διαφορετικό το χρώμα των κοκκίων (ΑΝΑΕ: έντονα ερυθρών κοκκίων και Chlor-E: έντονα κυανών κοκκίων). Η αντίδραση χρησιμοποιείται στην αναγνώριση της Μ4 (οξεία μυελομονοκυτταρική λευχαιμία), στην οποία συνυπάρχουν τόσο μονοκυτταρικά όσο και κοκκιοκυτταρικά στοιχεία (Εικ.18) (Παπακωνσταντίνου 2007) .
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Εικ.18. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  θετικό  στη  χρώση  διπλής  εστεράσης. 

Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
2.8. Λοιπές όξινες υδρολάσες


Δύο ένζυμα, η β-γλυκουρονιδάση και η β-γλυκοζο-αμινιδάση, ανιχνεύονται με ανάλογες κυτταροχημικές χρώσεις σε μεγάλη συγκέντρωση στις Τ-εξαρτώμενες περιοχές των λεμφαδένων, ενώ απουσιάζουν πλήρως ή βρίσκονται σε πολύ μικρή συγκέντρωση στις αντίστοιχες Β-εξαρτώμενες περιοχές. Καθώς η μέθοδος δεν χρησιμοποιείται πλέον στο αιματολογικό εργαστήριο, δεν θεωρείται σκόπιμη η περιγραφή της.
2.9. Λυσοζύμη (μουραμιδάση)


Τα φυσιολογικά μονοκύτταρα και τα ουδετερόφιλα δίνουν θετική τη δοκιμασία αυτή, σε αντίθεση με τα λεμφοκύτταρα, που δίνουν αρνητική αντίδραση. Στο φυσιολογικό μυελό των οστών, παρατηρείται θετικότητα από το στάδιο του μυελοκυττάρου προς τις πιο ώριμες μορφές. Στην οξεία λευχαιμία, μυελοβλάστες και λεμφοβλάστες είναι αρνητικές, ενώ τα προμονοκύτταρα, τα μονοκύτταρα και σπάνια οι μονοβλάστες είναι θετικά. Όπως και στην περίπτωση της β-γλυκουρονιδάσης και της β-γλυκοζο-αμινιδάσης, η μέθοδος δεν χρησιμοποιείται πλέον στο αιματολογικό εργαστήριο και δεν θεωρείται σκόπιμη η περιγραφή της.

2.10. Τελική δεοξυνουκλεοτιδυλ-τρανσφεράση (TDT)

.
Η TDT είναι μία DNA πολυμεράση που α​νευρίσκεται σε κύτταρα της λεμφικής σειράς. Η τεχνική αφορά βιοχημική μέθοδο ή ανοσο-φθορισμό. Η TDT δίνει θετικά αποτελέσματα σε όλους τους τύπους της ALL (Common ALL, PRE-B ALL,Null-ALL,TALL). Η B-ALL δίνει αρ​νητικά αποτελέσματα. 

Η TDT είναι μέθοδος εκλογής για τη διάκριση της ALL από την AM L. Στη βλαστική κρίση της χρονίας μυελογενούς λευχαιμίας (CGL) η TDT δοκιμασία είναι θετι​κή στον λεμφοβλαστικό τύπο εκτροπής. Στο Τ λεμφοβλαστικό λέμφωμα η TDT δοκιμασία είναι θετική.(Εικ.20)
Στις χρόνιες Τ-λεμφοκυτταρικές υπερπλα​σίες, η TDT δοκιμασία είναι αρνητική(Εικ.19), ενώ αν-t ιθέτως στις οξείες Τ-λεμφοκυτταρικές υπερ-

λασίες η δοκιμασία δίνει θετικά αποτελέ​σματα.

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ:

1.Πρωτογενή αντισώματα:1:40 διαλυμένα σε 2% BSA και 0,1% NaN3 σε TBS.

2.Αντισώματα γέφυρας:1:25 διαλυμένα σε 2% BSA και 0,05% NaN3 σε TBS.

3.ANTI-Ig ποντικών απο κουνέλια DAKO Code No Z 25902

3.Σύμλεγμα APAAP: 1:50 διαλυμένα σε 2% BSA και 0,05% NaN3 σε TBS.

ΜΕΘΟΔΟΣ:

Επισίμανση των θέσεων με επαρκή πυκνότητα κυττάρων πάνω στα παρασκευάσματα

Μονιμοποίηση σε καθαρή ακετόνη στους 4^C επι 10min.

1-2min έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα TBS.Το παρασκεύασμα δεν θα πρέπει να ξηρανθεί εως ότου είναι τελείως έτοιμο.

60 min επώαση με περίπου 15 ml πρωτογενών μονοκλονικών αντισωμάτων 1:40(μετα την προσθήκη των πρωτογενών αντισωμάτων προσεκτική απομάκρυνση των γεφυρών και των συμπλεγμάτων APAAP).

3Χ2 min έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα TBS
30 min επώαση με περίπου 15ml συμλέγματα APAAP 1:50

1Χ2 min έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα TBS.

 30 min επώαση με περίπου 15 ml σθμλέγματα APAAP 1:50.

 1Χ2 min έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα TBS
20 min επώαση με διάλυμα χρωστικής.

 1Χ2 min έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα TBS
10 min έκπλυση με νερό βρύσης

Κάλυψη με υδατικό μέσο(Mount-Quick Aqueous) (Heckner.F, Freund.M  2007)
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Εικ.19.Επίχρισμα   περιφερικού  αίματος  αρνητικό  στη  χρώση  TDT. Ανατύπωση από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
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Εικ.20 Επίχρισμα  περιφερικού αίματος θετικό στη χρώση TDT. Ανατύπωση  από Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
ΠΙΝΑΚΑΣ ΙΙΙ

Ανατύπωση από Παπαντριανταφύλλου και συνεργάτες 1989
	Μέθοδος
	COMMON-ALL
	NULL-ALL
	TALL
	B-ALL

	Μορφολογία
	L1-L2
	L1-L2
	L1-L2
	L3

	PAS
	+ ή + +
(τραχέα κοκκία)
	- ή + +
	- ή +
	     -

	οξ. φωσφατάση
	- ή +
	- ή + +
	+ + ή + + +
	     -

	ΑΝΑΕ
	                   -
	- ή +
	+ ή + +
	     -

	Υπεροξειδάση SUDAN·BLACK
	              -
	     -
	        -
	-


ΠΙΝΑΚΑΣ ΙV
Ανατύπωση από Παπαντριανταφύλλου και συνεργάτες 1989
	Ασθένεια
	Ανοσολογικός υπότυπος
	ΑΝΑΕ
	Όξινη φωσφατάση
	B-glucuronidase B-glucosaminidase

	CLL

Χρόνια Λεμφοκυτ​ταρική Λευχαιμία
	Β
T 
	-

-ή ±
	-

+ +
	-

+ + +

	PLL

Προλεμφοκυτταρική Λευχαιμία
	Β

Τ
	+ + +
	- ή + ± ή + +
	+ + +

	Λεμφώματα
	Β

Τ*
	-

+ +
	- ή +

+ ή + + +
	-

+ +

	HCL

Λευχαιμία τριχωτών κυττάρων
	Β
	-/ +
	+ +

Ανθεκτική στο τρυγικό οξύ
	-


3. ΧΡΩΣΕΙΣ ΠΟΥ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ ΛΙΓΟΤΕΡΟ ΣΥΧΝΑ ΣΤΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΤΩΝ ΛΕΥΧΑΙΜΙΩΝ

3.1. Χρώση του κυανού της τουιλιδίνης  (κατά Undritz)

ΑΡΧΗ ΜΕΘΟΔΟΥ:

Το κυανό της τουιλιδίνης,αντιδρά με τους οξείς πολυσακχαρίτες και σχηματίζει μεταχρωματικά σωματίδια.
ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ:
1.Κορεσμένο διάλυμα κυανού της τουιλιδίνης-μεθανολης.(1g κυανού της τουιλιδίνης διαλύεται σε 100 ml μεθανόλης)
ΜΕΘΟΔΟΣ:

Μονιμοποίηση 10 min και ταυτόχρονη χρώση των ξηραθέντων στον αέρα επιχρισμάτων με έγχυση του διαλύματος κυανού της τουιλιδίνης-μεθανόλης.
Έκπλυση με νερό βρύσης

Ξήρανση στον αέρα.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:

Η κοκκίωση των βασεόφιλων τόσο του αίματος,όσο και των ιστών αποκτά μια ερυθρωιδή χρώση ως αποτέλεσμα της έντονης μεταχρωματικής δράσης των ανόργανων θειικών οξέων (Εικ.21) .
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Εικ.21. Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  θετική  στη  χρώση  κυανό  της  τουιλιδίνης. 

Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
3.2. Χρώση Kleihauer-Betke
Αυτή η χρώση χρωματίζει τα ερυθρά αιμοσφαίρια με βάση την ποσότητα αιμοσφαιρίνης F  που υπάρχει στα κύτταρα.

Ερυθρά που περιέχουν αιμοσφαιρίνη F θα χρωματιστούν κόκκινα.

Ερυθρά που δεν περιέχουν αυτή την αιμοσφαιρίνη θα έχουν ορατή μόνο την εξωτερική μεμβράνη τους (ghost cells).

H αξία της στη διάγνωση και ταυτοποίηση των λευχαιμιών, δεν έχει διερευνηθεί πλήρως ( Heckner.F, Freund.M  2007).
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Εικ.22.Επίχρισμα  περιφερικού  αίματος  με παρουσία  ερυθρών  με την αιμοσφαίνη F αλλά  και  ghost cells. Ανατύπωση  από  Shauna C.Anderson, Keila B.Pullsen 2005.
4. ΓΕΝΙΚΟΤΕΡΗ ΣΥΜΒΟΛΗ ΤΗΣ ΚΥΤΤΑΡΟΧΗΜΕΙΑΣ ΚΑΙ ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΕΠΙΛΟΓΗΣ ΤΩΝ ΚΑΤΑΛΛΗΛΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΑΝΑ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗ
4.1 Η συμβολή της κυτταροχείας στη διαγνωστική των λευχαιμιών και των μυελοδυσπλαστικών συνδρόμων:

Η κυτταροχημεία εδραίωσε το ρόλο της στη διαγνωστική προσέγγιση της ΟΜΛ με λίγες αλλά ουσιαστικές κυτταροχημικές αντιδράσεις. Η ομάδα εργασίας ICSH (International Council for Standardization in Hematology), σε μια προσπάθεια προτύπωσης των τεχνικών ταξινόμησης της οξείας λευχαιμίας μεταξύ των εργαστηρίων, επέλεξε τρεις αντιδράσεις πρώτης γραμμής: (α) Μυελοϋπεροξειδάση (ΜΡΟ), (β) α-ναφθυλ-οξική εστεράση (ΑΝΑΕ), (γ) Ναφθολ-ΑS-D χλωροξική εστεράση (Chlor-E). ΄Ετσι, η κυτταροχημεία δεν επεκτείνεται σε πολλαπλές κυτταροχημικές αντιδράσεις για να διαγνώσει τον τύπο της ΟΜΛ, αλλά συμπληρώνει τη μορφολογία και με τη σειρά της συμπληρώνεται από τις ανοσολογικές τεχνικές.

4.2 Η επιλογή των κυτταροχημικών χρώσεων μετά την αρχική μορφολογική εκτίμηση ακολουθεί την εξής λογική:
α. Χρώσεις που ελέγχουν τη διαφοροποίηση του βλαστικού κυττάρου. Μια βλάστη που μορφολογικά δεν παρουσιάζει στοιχεία διαφοροποίησης εξετάζεται για στοιχεία μυελογενούς διαφοροποίησης. Για το λόγο αυτό, χρησιμοποιούνται οι αντιδράσεις της μυελοϋπεροξειδάσης ή η ισοδύναμή της Sudan black B. H Sudan black B μπορεί να φανεί χρήσιμη σε περιπτώσεις με ανώμαλη μη ενζυμικά δραστική ΜΡΟ, χωρίς όμως να μπορεί να θεωρηθεί απόλυτα παθογνωμονική της μυελογενούς διαφοροποίησης.

β. Χρώσεις που ελέγχουν τη διαφοροποίηση της κοκκιώδους ή της μονοκυτταρικής σειράς. Οι μη ειδικές εστεράσες, στην ουσία, χρησιμοποιούνται για την αναζήτηση της μονοκυτταρικής προέλευσης. Ορισμένες εστεράσεις απαιτούν την αναστολή της χρώσης για να τεκμηριωθεί η μονοκυτταρική προέλευση. Η ομάδα εργασίας ICSH προτείνει την ΑΝΑΕ από τις μη ειδικές εστεράσες και τη Chlor-E από τις ειδικές.


Η κυτταροχημεία στη μελέτη της ΟΛΛ παίζει δευτερεύοντα ρόλο, αφού δεν υπάρχει απόλυτη ειδική κυτταροχημική χρώση και η διάγνωση γίνεται εξ αποκλεισμού. Οι συνηθέστερες κυτταροχημικές χρώσεις που σχετίζονται με την ΟΛΛ είναι η PAS και η όξινη φωσφατάση. Η PAS προσδιορίζει τους κυτταροπλασματικούς υδατάνθρακες. Η μορφολογία των αδρών κοκκίων είναι χαρακτηριστική στην ΟΛΛ, αλλά δεν είναι ειδική, αφού παρατηρείται και σε μερικές ΟΜΛ.


Για τη διάγνωση και την κατάταξη των ΜΔΣ δεν είναι αρκετή η μορφολογική μελέτη παρασκευασμάτων μυελού και περιφερικού αίματος. Πρώτιστη βασική κυτταροχημική χρώση είναι το κυανό της Πρωσίας, η οποία χρωματίζει την αιμοσιδηρίνη, τις σιδηροβλάστες και τα σιδηροκύτταρα. Επίσης, η ΜΡΟ, η Sudan black B και η Chlor-E είναι απαραίτητες για τη διάκριση της κοκκιοκυτταρικής σειράς (Παπακωνσταντίνου 2007, Παπαευθημίου 2005) .
ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η τυποποίηση και ταξινόμηση των λευχαιμιών αποτελεί βασικό χαρακτηριστικό της κλινικής αξιολόγησης ενός ασθενούς καθώς και της πορείας της θεραπευτικής αγωγής.

Το πρώτο μέρος της εργασίας αυτής, αναφέρει κάποιες θεωρητικές γνώσεις που επιβάλεται να κατέχει όποιος εργάζεται και έχει ώς αντικείμενο τις λευχαιμιές, όπως την βασική διαίρεση τους, καθώς και τους υποτύπους. Ακολούθει η αιτιολογία των λευχαιμιών, η κλινική εικόνα καθώς και η διαγνωστική διερεύνηση, πολύ σημαντικές γνώσεις τόσο για τον κλινικό όσο και για τον εργαστηριακό ,αφού η πορεία της εργαστηρίακης πρακτικής επηρεάζεται άμεσα από αυτή την γνώση. 
Το δεύτερο μέρος  αναφέρεται αποκλειστικά στις εργαστηριακές πρακτικές που μπορούν να εφαρμοστούν  για την τυποποίηση αυτής της κακοηθούς νεοπλασίας του αίματος . Παραθέτωνται οι βασικές χρώσεις που χρησιμοποιούνται καθώς και μερικές νεότερες που δεν έχει ακόμα διευθετηθεί η διαγνωστική τους αξία. Οι πίνακες ολοκληρώνουν την εργασία παρουσιάζοντας στατιστικά δεδομένα για την κατανομή της νόσου στον πληθυσμό και την  αντίδραση κάθε υποτύπου στις κυτταροχημικες χρώσεις.
Σκοπός της εργασίας είναι η καλύτερη κατανόηση της σχέσης της κυτταροχημείας με τις λευχαιμιές, όπου παρόλο που αυτή η σχέση τείνει να αντικατασταθεί από τις μοριάκες τεχνικές, συνεχίζει να παρέχει σημαντικές πληροφορίες για αυτή την αιματολογική νόσο.
ABSTRACT
The standardization and classification of leukemias constitute basic characteristic of clinical evaluation of a patient as well as course of therapeutic education.

The first part reports certain theoretical knowledge that is obligate for whoever works and has as object the leukemias, as their basic division as well as the formulations. The next step embraces the explanation of leukemias, the clinical picture as well as the diagnostics investigation, very important knowledge for clinical and for laboratorial personel, because laboratorial practice is influenced immediately by this knowledge.

The second part is reported exclusively in the laboratorial practices that can be applied for the standardization of this malignant neoplasia of blood. After this, I compare the basic pigmentations that are used as well as certain new that still has not been regulated their diagnostics value. This issue is completed by the tables,which are presenting statistical data on the distribution of illness in each population and the reaction of the formulations in the cytochemical pigmentations.

Aim of this work is the better comprehension of relation of cytochemistry with the leukemias, even if this relation tends to be replaced by the molecular techniques, though it continues providing important information on this haematological illness.
ΕΠΙΛΟΓΟΣ
Είναι γεγονός ότι η αξία των κυτταροχημικών εξετάσεων είναι αναμφισβήτητη στη με​λέτη και τη μορφολογική ταξινόμηση διαφό​ρων αιματολογικών νοσημάτων. Όμως η βάση για οποιανδήποτε μελέτη εξακολουθεί να παραμένει το επίχρισμα του περιφερικού αίματος και του μυελού των οστών με τη χρωστική Romanowsky και τις παραλλαγές της (May-Grunwald-Giemsa).

Συμπερασματικά οι κυτταροχημικές εξετά​σεις παρέχουν ενδείξεις σχετικά με τον τύπο και την κατεύθυνση της κυτταρικής διαφορο​ποίησης και θα πρέπει να θεωρούνται συμπλη​ρωματικά και όχι υποκατάστατα για τη μορφο​λογική ανάλυση των αιματολογικών νοσημά​των.
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