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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Η παρούσα εργασία εκπονήθηκε στα πλαίσια της υποχρεωτικής πτυχιακής εργασίας κατά τη διάρκεια του 4ου Ακαδημαϊκού έτους των σπουδών μου στο Τ.Ε.Ι. Αθήνας στο τμήμα Ιατρικών Εργαστηρίων υπό την επίβλεψη του κ. Κριεμπάρδη Γ. Αναστάσιου.

Ο σκοπός της εργασίας με τίτλο «Βιοχημεία- Αιματολογία- Ανοσολογία της Χρόνιας Λεμφογενούς Λευχαιμίας» ήταν να αναπτυχθούν τα βιοχημικά, αιματολογικά και ανοσολογικά εργαστηριακά ευρήματα που οδηγούν στη διάγνωση της νόσου.

Η εργασία χωρίζεται σε δύο μέρη, το γενικό και το ειδικό. Στο πρώτο, το γενικό, γίνεται αναφορά για τις λευχαιμίες όπως η παθογένειά τους, τα αίτια, η διαίρεσή τους, η πορεία, τα κλινικά συμπτώματα, η διαγνωστική προσέγγιση και η θεραπεία. Στη συνέχεια αναπτύσσονται τα τέσσερα είδη των λευχαιμιών εκτενέστερα, (οξεία μυελογενής, οξεία λεμφογενής, χρόνια μυελογενής και χρόνια λεμφογενής λευχαιμία).

Στο δεύτερο και ειδικό μέρος της εργασίας αναπτύσσονται τα εργαστηριακά ευρήματα για τη Χρόνια Λεμφογενή Λευχαιμία. Το πρώτο μέρος αφορά τους βιοχημικούς δείκτες, οι οποίοι δεν αποτελούν διαγνωστικό παράγοντα της νόσου αλλά συνεκτιμόνται με τα αιματολογικά ευρήματα (γενική εξέταση αίματος και μυελόγραμμα) και με τα ευρήματα των ανοσολογικών εξετάσεων (κυτταρομετρία ροής και FISH) που αναλύονται στο δεύτερο και τρίτο μέρος αντίστοιχα.
ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η χρόνια λεμφογενής λευχαιμία (ΧΛΛ) χαρακτηρίζεται από την προοδευτική μονοκλωνική αύξηση του αριθμού των λεμφοκυττάρων (κυρίως των Β- λεμφοκυττάρων), τα οποία αθροίζονται στους λεμφικούς ιστούς, στο μυελό των οστών και στο αίμα. Ορίζεται με βάση το χαρακτηριστικό ανοσοφαινότυπο των Β-κυττάρων, ο οποίος είναι CD5+, CD19+, CD23+, FMC7-, ενώ οι δείκτες CD20, CD79b/CD22 και οι επιφανειακές ανοσοσφαιρίνες ανευρίσκονται σε χαμηλά επίπεδα με ασθενή έκφραση.

Πρόκειται για το συνηθέστερο τύπο λευχαιμίας στο δυτικό κόσμο καλύπτοντας περίπου το 30% του συνόλου των λευχαιμιών, ενώ είναι σπάνια στην Ασία. Η επίπτωσή της στις ΗΠΑ ανέρχεται σε 3,35–3,69/100.000 για τους άνδρες και 1,61–1,92 για τις γυναίκες. Το 80% των ασθενών είναι >60 ετών, με μέσο όρο ηλικίας προσβολής τα 69 έτη. Το οικογενειακό ιστορικό με ΧΛΛ ή άλλης λεμφοϋπερπλαστικής νόσου αποτελεί ισχυρό παράγοντα κινδύνου και ισχύει στο 10% των περιπτώσεων, αυξάνοντας έτσι τον κίνδυνο για τους πρώτου βαθμού συγγενείς νοσούντων κατά 30 φορές. Επίσης, έχει περιγραφεί σε ποσοστό 13,5% η υποκλινική μορφή της νόσου μεταξύ των συγγενών πρώτου και δεύτερου βαθμού (μονοκλωνική Β-λεμφοκυττάρωση), δηλαδή ανίχνευση λεμφοκυττάρων στο αίμα με τον τυπικό ανοσοφαινότυπο, χωρίς να μπορεί να γίνει πρόβλεψη για τη μετάπτωση σε νόσο.
Τέλος, παρά την πρόοδο που έχει συντελέσει στην κατανόηση των παθοφυσιολογικών μηχανισμών της νόσου και στην αποκάλυψη προγνωστικών παραγόντων, η ΧΛΛ παραμένει νόσος χωρίς ίαση. Θεραπευτικός στόχος προς το παρόν είναι η υποστροφή της νόσου, πλήρης και μακροχρόνια κατά το δυνατόν. Στην κλινική πράξη, ο θεράπων ιατρός καλείται να επιλέξει μεταξύ των διαθέσιμων θεραπευτικών δυνατοτήτων λαμβάνοντας υπόψη τη φυσική κατάσταση του ασθενούς, τους επιβαρυντικούς παράγοντες και το στάδιο Rai ή Binet.
Κεφάλαιο 1. ΛΕΥΧΑΙΜΙΕΣ
1.1 Ιστορική Αναδρομή
Η λευχαιμία είναι γνωστή από την εποχή του πατέρα της Ιατρικής, Ιπποκράτη, αλλά ως ξεχωριστή οντότητα καθιερώθηκε το 1845 από τον Virchow στη Γερμανία, στον οποίο οφείλεται και η ονομασία της νόσου λόγω του λευκού χρώματος του αίματος εξαιτίας της αύξησης των λευκών αιμοσφαιρίων. Οι Benett και Graigie στη Σκοτία τη διαπίστωσαν ως νόσο με τις ιστολογικές μελέτες τους και σχεδόν ταυτόχρονα, το 1850, ο Donne, Γάλλος πρωτοπόρος, τη μελέτησε στο μικροσκόπιο. Το 1868 ο Newmann απέδωσε την αιτιολογία της νόσου σε βλάβη του μυελού των οστών και το 1877 περιγράφθηκε η οξεία λευχαιμία από τον Erlich. Τo 1900, με τη μελέτη της μυελοβλάστης από τον Naegeli, επιτεύχθηκε η διαίρεση των λευχαιμιών σε μυελογενείς και σε λεμφογενείς. Το 1913 οι Reschard και Schilling-Torgau περιέγραψαν την μονοκυτταρική λευχαιμία. Το 1920 εφαρμόστηκε η ακτινοβολία ως θεραπευτική προσέγγιση της νόσου και στα τέλη της δεκαετίας του 1940 έγινε η χρήση των κορτικοστεροειδών και ανταγωνιστικών του φυλλικού οξέος για την αντιμετώπιση της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας (ΟΛΛ). Το 1948 άρχισε να εφαρμόζεται η χημειοθεραπεία και ακολούθησε, το 1960, η βελτίωση της θεραπευτικής προσέγγισης με τη χορήγηση σχημάτων (συνδυασμός φαρμάκων) χημειοθεραπείας και ακτινοβολίας του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ). Την τελευταία δεκαπενταετία, η μεταμόσχευση του μυελού των οστών έδωσε νέες ελπίδες στους πάσχοντες και τις οικογένειες τους (Παπακωνσταντίνου, 2007).
1.2 Ορισμός

Ως λευχαιμίες ορίζονται οι παθολογικές καταστάσεις αγνώστου αιτιολογίας και χαρακτηρίζονται από νεοπλασματική υπερπλασία των κυττάρων της λευκής σειράς. Πρόκειται για υπερπλασία κακοήθους κλώνου μιας σειράς της οποίας τα κύτταρα καταλαμβάνουν τον μυελό, με ταυτόχρονη καταστολή των άλλων σειρών (Henderon et al., 2002).
1.3 Παθογένεια
Με τη μοριακή γενετική θεώρηση της λευχαιμιογένεσης, σημαντική θέση κατέχουν τα πρωτοογκογονίδια (cellular oncogenes, c-ones), τα οποία είναι κυτταρικά γονίδια ανενεργά σε φυσιολογικές συνθήκες. Τα γονίδια αυτά ευθύνονται για την πρόκληση κακοήθους νόσου, επειδή με την ενεργοποίησή τους τροποποιούνται σε ενεργά ογκογονίδια (oncogenes). Η ενεργοποίηση των πρωτοογκογονιδίων γίνεται με τους εξής μηχανισμούς: 

1) τη σωματική μεταλλαγή ενός αρχέγονου κυττάρου (αλλαγή στην αλληλουχία των βάσεων ορισμένων ογκογονιδίων),
2) την επέκταση (προσθήκη ενός επιπλέον χρωμοσώματος) ή την επάλειψη (ολοκληρωτική ή εν μέρει, ενός χρωμοσώματος) ,
3) τη χρωμοσωμική αναδιάταξη (αμοιβαία ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ δύο χρωμοσωμάτων και δημιουργία υβριδικού γονιδίου) και

4) την ενίσχυση (αυτοπολλαπλασιασμός γονιδίων). 

Επίσης, ως παράγοντες ενεργοποίησης των πρωτοογκογονιδίων σε ογκογονίδια αναφέρονται τα ογκογονίδια ρετροϊών (Παπακωνσταντίνου, 2007). 

1.4 Αίτια
Ο μηχανισμός της λευχαιμιογένεσης είναι πολυσύνθετος και πολύπλοκος με γενετικές και περιβαλλοντικές αιτιολογικές συνιστώσες. Οι αιτίες που προκαλούν τις λευχαιμίες είναι άγνωστες στις περισσότερες περιπτώσεις. Σε μικρό αριθμό περιπτώσεων υπάρχει κληρονομική, γενετική και περιβαλλοντική αιτιολογία. 
Παράγοντες που συμβάλλουν στην πρόκληση των λευχαιμιών μπορεί να είναι είτε γενετικοί είτε και περιβαλλοντικοί. 

Οι γενετικοί παράγοντες έχουν σχέση με το κληρονομούμενο γενετικό υλικό (DNA) και τα χρωμοσώματα. 
Ασθενείς με ορισμένα σύνδρομα, όπως σύνδρομο Down
, σύνδρομο Bloom
 και αναιμία τύπου Fanconi
 έχουν αυξημένο κίνδυνο να παρουσιάσουν λευχαιμία. 
Οι περιβαλλοντικοί παράγοντες που έχουν ενοχοποιηθεί και δημιουργούν λευχαιμίες είναι η ιονίζουσα ακτινοβολία όπως για παράδειγμα η ατομική ακτινοβολία και οι ακτίνες Χ που χρησιμοποιούνται για τις ακτινογραφίες.

Μια άλλη κατηγορία παραγόντων που έχουν σχέση με την πρόκληση λευχαιμίας είναι ορισμένες χημικές ουσίες (πχ το βενζόλιο) και φάρμακα (πχ η κυκλοφωσφαμίδη και η μελφαλάνη).
Ορισμένες κατηγορίες χημειοθεραπείας όπως οι αλκυλωτικοί παράγοντες έχουν ενοχοποιηθεί για την πρόκληση δευτερογενών λευχαιμιών.

Επίσης έχουν ενοχοποιηθεί για λευχαιμιογένεση και οι ιογενείς λοιμώξεις. Ορισμένοι ιοί όπως η οικογένεια ιών HTLV είναι υπεύθυνοι για την πρόκληση ορισμένων λευχαιμιών και λεμφωμάτων τύπου Τ στους ενήλικες.

Υπάρχουν και άλλοι ιοί που εμπλέκονται στη γένεση όγκων όπως ο ιός λοιμώδους μονοπυρήνωσης (Epstein-Barr), ο κυτταρομεγελοϊός (cytomegalovirus- CMV) και ο ιός της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (ιός HIV) (http://www.medlook.net).
1.5 Διαίρεση Λευχαιμιών
Οι λευχαιμίες διαιρούνται με βάση το πόσο γρήγορα εξελίσσεται η ασθένεια και η κατάσταση χειροτερεύει. Η λευχαιμία είναι είτε χρόνια (η οποία συνήθως επιδεινώνεται αργά) είτε οξεία (η οποία συνήθως επιδεινώνεται γρήγορα):

Χρόνια λευχαιμία: Στα αρχικά στάδια, επειδή τα λευχαιμικά κύτταρα, επιτελούν ακόμα κάποιες από τις εργασίες των κανονικών λευκών αιμοσφαιρίων, οι πάσχοντες δεν έχουν ιδιαίτερα κλινικά συμπτώματα. Οι γιατροί βρίσκουν συχνά τη χρόνια λευχαιμία κατά τη διάρκεια εργαστηριακών εξετάσεων ρουτίνας πριν εμφανιστούν ακόμα συμπτώματα.

Η κατάσταση χειροτερεύει καθώς ο αριθμός των λευχαιμικών κυττάρων στο αίμα αυξάνεται, εκδηλώνονται τα συμπτώματα, όπως η διόγκωση των λεμφαδένων ή λοιμώξεις. Όταν τα συμπτώματα εμφανίζονται, συνήθως είναι ήπια στην αρχή και επιδεινώνονται σταδιακά.
Οξεία λευχαιμία: Τα λευχαιμικά κύτταρα δεν επιτελούν τις εργασίες των κανονικών λευκών αιμοσφαιρίων. Ο αριθμός των λευχαιμικών κυττάρων αυξάνεται ραγδαία και η οξεία λευχαιμία επιδεινώνεται συνήθως γρήγορα (http://www.cancer.gov).
Οι οξείες και χρόνιες λευχαιμίες υποδιαιρούνται περαιτέρω. Ανάλογα με το είδος προέλευσης και της μικροσκοπικής εμφάνισης του νεοπλασματικού κυτταρικού κλώνου που πάσχει και δεσπόζει στο μυελό των οστών και στο περιφερικό αίμα διακρίνονται σε λεμφογενείς και μυελογενείς, έτσι έχουμε τις χρόνιες μυελογενείς και λεμφογενείς λευχαιμίες και τις οξείες μυελογενείς, λεμφογενείς και μονοκυτταρικές λευχαιμίες. Όταν πρόκειται για χρόνιες η διάκριση είναι σχετικά εύκολη. Όταν όμως πρόκειται για οξείες τότε υπάρχει δυσχέρεια και η ταξινόμησή τους είναι δύσκολη (http://www.medlook.net).
1.6 Πορεία της νόσου
Άλματα στην αντιμετώπιση της λευχαιμίας έχει κάνει τα τελευταία χρόνια η ιατρική με τις νέες θεραπείες και τα νέα φαρμάκα όπως το «imatinib» (Glivec) και πρόσφατα έβαλε ακόμη ένα δυνατό όπλο στη φαρέτρα της, κατά της λευχαιμίας, το Sprycel (Dasatinib). Τα ποσοστά ίασης γενικά κυμαίνονται από 30-45% και αυξάνουν με τη μεταμόσχευση στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων. Τα νεότερα επιτεύγματα της επιστήμης αφορούν μονοκλωνικά αντισώματα και εξειδικευμένα φάρμακα που απευθύνονται στοχευμένα στα λευχαιμικά κύτταρα και στις γενετικές βλάβες που φέρουν, αποφεύγοντας έτσι τις επιπλοκές της χημειοθεραπείας ενώ ταυτόχρονα έχει αυξηθεί κατακόρυφα το προσδόκιμο επιβίωσης (http://www.healthierworld.gr), (http://www.elliniki-ygeia.gr). 
{Αναγνωστόπουλος Αχιλλέας, πρόεδρος της Ελληνικής Αιματολογικής Εταιρείας, κατά τη διάρκεια Συνέντευξης Τύπου, με αφορμή την Ευρωπαϊκή Εβδομάδα κατά της λευχαιμίας και των λεμφωμάτων (21 με 28 Ιουνίου 2007)}.
1.7 Κλινικά συμπτώματα
Η κλινική εικόνα σχετίζεται με την απώθηση και έκπτωση της λειτουργίας του φυσιολογικού μυελού. Χαρακτηρίζεται από την προσβολή της κοκκιώδους σειράς με αποτέλεσμα να αναπτύσσονται λοιμώξεις και πυρετικά επεισόδια. Σε μεγάλο ποσοστό προκύπτει αναιμία με κλινικές εκδηλώσεις  αδυναμία, εύκολη κόπωση, ανορεξία και ωχρότητα λόγω της προσβολής της ερυθράς σειράς. Η προσβολή της λεμφικής σειράς οδηγεί σε ανοσοανεπάρκεια και οι λοιμώξεις συνήθως αφορούν το αναπνευστικό και το ουροποιητικό σύστημα. Επιπλέον, η προσβολή της μεγακαρυοκυτταρικής σειράς έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση της θρομβοπενίας. Στην εξέλιξη της νόσου πιθανά να εμφανιστεί ηπατομεγαλία, λεμφαδενοπάθεια, σπληνομεγαλία λόγω διήθησης των αντίστοιχων οργάνων, νευρολογικές εκδηλώσεις (διήθηση εγκεφάλου) και  διήθηση άλλων οργάνων που οδηγεί σε διαταραχές στη λειτουργία τους. Ως κλινική εικόνα οι ασθενείς εμφανίζουν απώλεια βάρους, πυρετό, εφιδρώσεις (Πάγκαλης, 2008) και πόνο στα οστά ή στις αρθρώσεις (http://www.cancer.gov ).
1.8 Διαγνωστική προσέγγιση
Η διαγνωστική προσέγγιση της λευχαιμίας στην κλινική πράξη γίνεται σταδιακά, αρχίζοντας από τις απλές και συνήθεις εξετάσεις και προχωρώντας σε περιπλοκότερες και ειδικότερες. Αρχικά γίνεται ένας πλήρης έλεγχος, μελέτη και αξιολόγηση των στοιχείων του αίματος. Στη συνέχεια πραγματοποιείται αναρρόφηση μυελού των οστών ή /και οστεομυελική βιοψία για τη μελέτη των κυττάρων, τον κυτταροχημικό (ιστοχημικό), τον ανοσοκυτταροχημικό, τον κυτταρογενετικό και το μοριακό έλεγχο. Ο κυτταροχημικός (ιστοχημικός) έλεγχος, ο οποίος περιλαμβάνει μεθόδους που επιτρέπουν την ανίχνευση ενζύμων ή άλλων ουσιών μέσα στο πρωτόπλασμα των αιμοποιητικών κυττάρων, έτσι ώστε οι ποσοτικές διαφορές ή ο βαθμός δραστηριότητας του ενζύμου, να αποτελούν δείκτες ταυτοποίησης των κυττάρων (Bain, 2010). Οι περισσότερο χρησιμοποιούμενες κυτταροχημικές δοκιμασίες είναι:
· PAS (periodic acid-Schiff reaction).
· Μυελοϋπεροξειδάση (MPO-myeloperoxidase)

· Αλκαλική φωσφατάση των λευκοκυττάρων (LAP- leukocyte alkalic phosphatase).

· Όξινη φωσφατάση.
· Sudan Black B (SBB).
· Τελική τρανσφεράση (TdT- terminal deoxynucleotidyl transferase).

· Ειδικές και μη ειδικές εστεράσες.

· Ανοσοκυτταροχημικός έλεγχος.

· Κυτταρογενετικός έλεγχος (καρυότυπος)

· Μοριακός έλεγχος –ανίχνευση ελάχιστης υπολειμματικής νόσου

(MRD – minimal residual disease).

· Κυτταρικές καλλιέργειες in vitro.
· Άλλες μέθοδοι γενετικού ελέγχου, όπως ο συνδυασμός FISH και PCR (FLIP –fluorescence in situ PCR ) και ο συνδυασμός FISH και ανοσοφαινότυπου (FICTION- fluorescence immunophenotyping in interphase cytogenetics) αφορούν περισσότερο ερευνητικές εφαρμογές (Παπακωνσταντίνου, 2007).
1.9 Θεραπεία
Η θεραπεία των λευχαιμιών χωρίζεται σε δύο κύρια μέρη, στην υποστηρικτική και στην ειδική αντιλευχαιμική (Ιωαννίδου-Παπακωνσταντίνου, 2007). Η υποστηρικτική θεραπεία σχετίζεται με την ψυχολογική κατάσταση του ασθενή. Απαραίτητη είναι η ηθική τόνωση και η συναισθηματική υποστήριξη από τους συγγενείς, τον ιατρό και το νοσηλευτικό προσωπικό. Μεγάλη σημασία έχει και η υγιεινή διαμονή, η διατροφή καθώς και οι αυστηροί κανόνες ασηψίας (Henderon et al., 2002). 
Προέχει η αντιμετώπιση της αναιμίας και των αιμορραγιών λόγω των συμπυκνωμένων ερυθρών και αιμοπεταλίων, η αντιμετώπιση πιθανών λοιμώξεων και η ενίσχυση της ανοσίας (Henderon et al., 2002). 
Η ειδική αντιλευχαιμική θεραπεία περιλαμβάνει τη χημειοθεραπεία (κυτταροστατικά ή αντιλευχαιμικά φάρμακα όπως ανθρακυκλίνες και αλκυλιούντες παράγοντες), (Hillman et al., 2010).
Η χημειοθεραπεία πιθανά είναι μονοθεραπεία ή συνδυασμένη, η οποία και προτιμάται γιατί επιτυγχάνεται η καταστροφή περισσότερων λευχαιμικών κυττάρων ενώ επιβραδύνεται και η δημιουργία κυτταρικού νεοπλασματικού κλώνου ανθεκτικού στη χημειοθεραπεία. Επίσης, σε αυτό το μέρος της θεραπείας εντάσσεται η ακτινοθεραπεία (τοπική ή ολοσωματική – τα λευχαιμικά κύτταρα είναι ακτινοευαίσθητα), η μεταμόσχευση του μυελού των οστών και πολυδύναμων προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων από το περιφερικό αίμα, η σπληνεκτομή (κυρίως στις χρόνιες λευχαιμίες επί καλής γενικής κατάστασης του ασθενούς), χρήση αίματος ομφάλιου λώρου- πλακούντα και τα μονοκλωνικά αντισώματα (Hillman et al., 2010). Την τελευταία δεκαετία, τα μονοκλωνικά αντισώματα έχουν επηρεάσει δραματικά τη θεραπεία αιματολογικών κακοηθειών (Morris et al., 2009). Τέλος στην ειδική αντιλευχαιμική θεραπεία βρίσκονται οι κυτταροκίνες, η θεραπεία σε μοριακό επίπεδο και η γονιαδιακή θεραπεία- εξάλειψη νεοπλασματικού κλώνου (Hillman et al., 2010).

Κεφάλαιο 2. ΕΙΔΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΩΝ
2.1 ΟΞΕΙΕΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΕΣ
2.1.1 Οξεία Μυελογενής Λευχαιμία (ΟΜΛ)-Acute Myeloid Leukaemia(AML)
Η οξεία μυελογενής λευχαιμία (ΟΜΛ) είναι κακοήθης νεοπλασία του αίματος και προσβάλλει τη μυελοειδή κατηγορία των κυττάρων. Αρχίζει με μια αλλαγή σε ένα μόνο κύτταρο στο μυελό των οστών (Karp, 2010).
Είναι μια νόσος με σημαντική ετερογένεια, τόσο στην απόκριση της θεραπείας όσο και στην επιβίωση. Το σύνδρομο Down και άλλες γενετικές διαταραχές όχι τόσο συχνές, όπως η αναιμία Fanconi και το σύνδρομο Shwachman-Diamond
 σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης της ΟΜΛ. Η κυτταρογένεια, η ηλικία, αλλά και φυσική κατάσταση έχουν καθορίσει τη μακρά πρόγνωση και θεραπεία (Foran, 2010).
Η πρόγνωση της λευχαιμίας είναι άσχημη λόγω της ηλικίας των ασθενών που προσβάλει (συνήθως ενήλικες 40 ετών και άνω) και είναι εκείνη που αποτελεί τον ευνοϊκότερο προγνωστικό παράγοντα για την επίτευξη πλήρους ύφεσης και επιβίωσης του ατόμου (Henderon et al., 2002).
Η ποιότητα ζωής διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε ηλικιωμένους ασθενείς με ΟΜΛ κατά τη διάγνωση ως προγνωστικός παράγοντας για την επιβίωση και πιθανό παράγοντα για την απόφαση της θεραπείας (Oliva et al., 2011).
H ΟΜΛ με ένα πολύπλοκο καρυότυπο (CK) έχει συχνές μεταβολές των γονιδίων TP53 και πολύ κακή πρόγνωση. Η ανάλυση FISH ως προς τα TP53 πραγματοποιείται κατά τη διάγνωση και έχει προγνωστική αξία όσον αφορά την ανταπόκριση χημειοθεραπείας και ως εκ τούτου διευκολύνει την ταχεία λήψη αποφάσεων σχετικά με τις στρατηγικές θεραπείας (Tavor et al., 2011).
Επιπλέον, οι γενετικές αλλαγές αποτελούν πιθανούς στόχους για τις δοκιμαζόμενες θεραπείες και πιθανά να δράσουν για να σταματήσει η μεγάλη αύξηση των ΟΜΛ κυττάρων, περιορίζοντας ταυτόχρονα βλάβες στα φυσιολογικά κύτταρα. Ένα τέτοιο γονίδιο είναι το γονίδιο τυροσίνης κινάσης-3, το οποίο μεταλλάσσεται σε περίπου 30% των ενηλίκων ασθενών με ΟΜΛ και έχει σημαντικό αντίκτυπο στην πρόγνωση (Pemmaraju, 2011). 
Επίσης, ο πιο σημαντικός προγνωστικός παράγοντας για την κακή συνολική επιβίωση είναι η νοσηρότητα, ο πιο σημαντικός προγνωστικός δείκτης για το ποσοστό της πλήρους διαγραφής του ορού είναι η γαλακτική αφυδρογονάση (LDH) και ο πιο σημαντικός προγνωστικός παράγοντας του πρόωρου θανάτου είναι η λευκοκυττάρωση (Djunic, 2011).
Η έλευση της Μοριακής Διαγνωστικής έχει αναγγείλει μια έκρηξη νέων προγνωστικών παραγόντων, συμπεριλαμβανομένων των γονιδιακών μεταλλαγών σε KIT, (FMS-όπως της κινάσης τυροσίνης 3) (Foran, 2010).
Με τη βοήθεια της έκφρασης microRNA και με τη μεθυλίωση του DNA έχουν περιγραφεί πρόσφατα σημαντικές νέες προγνωστικές υποομάδες AML και συμβάλλουν στην κατανόηση της βιολογίας της νόσου (Foran, 2010).
Οι νέες κλινικές και οι μοριακοί προγνωστικοί δείκτες άρχισαν να βελτιώνουν σημαντικά την κατανόηση της βιολογίας της ΟΜΛ. Οι προγνωστικοί παράγοντες και τεχνολογίες πιθανά να προσδιορίσουν τους νέους στόχους για θεραπεία και να καθορίσουν ποιοι είναι επωφελήσιμοι από την εκάστοτε θεραπεία (Foran, 2010).
Η έγκαιρη και ακριβής διάγνωση της αιματολογικής κακοήθειας είναι ζωτικής σημασίας για την κατάλληλη κλινική αντιμετώπιση. Η οξεία λευχαιμία είναι μια διαφορετική ομάδα κακοηθειών με μια σειρά από κλινικά περιστατικά, προβλέψεις, και προνομιούχα θεραπευτικά πρωτόκολλα (Peters & Ansari, 2011).
Η διάγνωση γίνεται με τη γενική εξέταση αίματος (και επίχρισμα αίματος) (εικ.1) και με το μυελόγραμμα (άωρα βλαστικά κύτταρα σε ποσοστό >30% των εμπύρηνων κυττάρων του μυελού –εικ.2). Η αναρρόφηση του μυελού των οστών και η βιοψία αυτού είναι δύο από τις σημαντικότερες δοκιμές που γίνονται (Greer et al., 2009).
Η ταξινόμηση που επικαλείται κυρίως σε μορφολογικά και κυτταροχημικά  χαρακτηριστικά, είναι ο ανοσοφαινότυπος, οι κυτταρογενετικές μέθοδοι και τα μοριακά δεδομένα που ενσωματώνονται για τον καθορισμό κλινικά σημαντικών διαγνωστικών κατηγοριών. Η κυτταρομετρία ροής παρέχει ταχύ και λεπτομερή καθορισμό της έκφρασης των αντιγόνων στην οξεία λευχαιμία και σε συνδυασμό με την εκτίμηση των μορφολογικών αποτελεσμάτων, δείχνει συχνά μια οριστική διάγνωση. Μετά την αρχική διάγνωση, το ανοσοφαινοτυπικό αποτύπωμα της λευχαιμίας παρέχει μια χρήσιμη αναφορά για την παρακολούθηση της ανταπόκρισης στη θεραπεία, της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου, και την επανάληψη (Peters & Ansari, 2011).
Υπάρχουν διάφοροι τύποι της AML και ονομάζονται υπο-τύποι. Οι περισσότεροι ασθενείς που διαγνώστηκαν με ΟΜΛ έχουν μια από τους οκτώ διαφορετικούς υπό-τυπους (κατά FAB):

M0
μυελοβλαστική, σε ειδική ανάλυση

M1
μυελοβλαστική, χωρίς ωρίμανση

Μ2
μυελοβλαστική, με ωρίμανση

Μ3
προμυελοκυτταρική

M4
μυελομονοκυτταρική

M5
μονοκυτταρική

M6
ερυθρολευχαιμίας

M7      μεγακαρυοκυτταρική

H θεραπεία για την ΟΜΛ μπορεί να διαφέρει ανάλογα τον υπότυπο (Kaushansky et al., 2010).
Η θεραπεία που σχετίζεται με την οξεία λευχαιμία, είναι η εξελικτική μορφή της κυτταροτοξικής θεραπείας που χρησιμοποιείται για την πρωτοβάθμια θεραπεία του καρκίνου (Itzhar et al., 2011).
Η χημειοθεραπεία και η ακτινοθεραπεία είναι μέθοδοι θεραπείας που πιθανά να μειώνουν τον αριθμό των ερυθρών αιμοσφαιρίων (ερυθροπενία). Επίσης, οι ασθενείς εμφανίζουν συνήθως μείωση του αριθμού των αιμοπεταλίων (θρομβοπενία). Μακρόχρονη και μεγάλη πτώση των λευκών αιμοσφαιρίων (λευκοπενία) πιθανά να οδηγήσει σε λοίμωξη. Για τους πάνω λόγους η εξέλιξη της νόσου είναι ταχεία που χωρίς θεραπεία ο ασθενής οδηγείται στο θάνατο λόγω αιμορραγίας ή λοίμωξης. Τέτοιες λοιμώξεις συνήθως αντιμετωπίζονται με αντιβιοτικά (Henderon et al., 2002). Ως θεραπεία, χορηγούνται και φάρμακα με ανθρακυκλίνες που η εντατικοποίηση της δόσης τους σε νεαρούς ασθενείς με ΟΜΛ πρόσφατα έδειξε τη βελτίωση των αποτελεσμάτων (Greer et al., 2009).
Η επιβίωση των ασθενών με ΟΜΛ βελτιώνεται με το συνδυασμό νέων τύπων χημειοθεραπείας (Ofran & Rowe, 2011).
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Εικόνα 1 Αιματολογικό επίχρισμα οξείας μυελογενούς λευχαιμίας. Παρατηρούνται άωρα 

βλαστικά κύτταρα. Χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Παπακωνσταντίνου, 2007).
[image: image4.jpg]



Εικόνα 2 Επίχρισμα μυελού οξείας μυελογενούς λευχαιμίας. Παρατηρείται υπερπλασία των μεγάλων μυελοβλαστών. Χρώση Wright (Ανατύπωση από Μελέτης, 2000).
2.1.2 Οξεία Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία (ΟΛΛ) - Acute Lymphocytic Leukemia (ALL)

Η οξεία λεμφοκυτταρική λευχαιμία είναι ένας από τους τύπους κακοήθειας του αίματος. Αναφέρεται επίσης ως οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία και οξεία λεμφοειδή λευχαιμία (Kaushansky et al., 2010).
Η νόσος σχετίζεται με την παιδική ηλικία, αποτελεί την πιο συχνή νεοπλασία και τη δεύτερη αιτία θανάτου μετά τα ατυχήματα (Πάγκαλης, 2008). Στην Ευρώπη, η ΟΛΛ αντιπροσωπεύει περίπου το 80% της λευχαιμίας στα παιδιά ηλικίας 0-14 ετών. Η ΟΛΛ έχει ετήσια συχνότητα εμφάνισης έως και 40 περιπτώσεις ανά εκατομμύριο παιδιών μεταξύ των βιομηχανικών χωρών της Δυτικής Ευρώπης και έως 30-35 περιπτώσεις ανά εκατομμύριο σε χώρες της Ανατολικής Ευρώπης (http://www.euro.who.int).
Η ΟΛΛ ξεκινά με μια μεταλλαγή σε ένα μόνο κύτταρο στο μυελό των οστών. Οι επιστήμονες μελετούν τις ακριβείς γενετικές αλλαγές που προκαλούνται σε ένα φυσιολογικό κύτταρο ώστε να γίνει κακοήθες. Ελάχιστοι παράγοντες έχουν συσχετισθεί με αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης της ΟΛΛ. Η έκθεση σε υψηλές δόσεις ακτινοθεραπείας που χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία άλλων τύπων κακοηθειών είναι ένας γνωστός παράγοντας κινδύνου (Henderon et al., 2002).
Η κυτταρογενετική και οι μοριακές διαταραχές, σήμερα, θεωρούνται προγνωστικοί δείκτες πρόβλεψης στις οξείες λευχαιμίες. Η ενιαία έκφραση των αντιγόνων και τα αντιγονικά πρότυπα σπάνια έχουν επιπτώσεις στην πρόγνωση. Ωστόσο, οι φαινότυποι είναι σαφώς οριοθετημένες ζώνες οι οποίες λειτουργούν ως υποκατάστατα για την υποκείμενη γενετική εκτροπή της κλινικής σημασίας (Paietta, 2010).
Για τη διάγνωση, χρησιμοποιείται αίμα (εικ.3) και μυελός των οστών (εικ.4). Μια γενική αίματος χρησιμοποιείται για να βοηθήσει στη διάγνωση της ΟΛΛ. Παρατηρείται μείωση των ερυθρών αιμοσφαιρίων, του αιματοκρίτη, της αιμοσφαιρίνης και αύξηση των λευκών αιμοσφαιρίων (Bain, 2010). Η ένταση της θεραπείας καθορίζεται από τον αριθμό των λευκών αιμοσφαιρίων και η μη ύφεση της νόσου και ο υποτροπιασμός στους ασθενείς, έχουν σημαντικά υψηλότερες επιπτώσεις στην εξέλιξη της νόσου (Vaitkevičienė et al., 2010).
Μυελόγραμμα και βιοψία είναι δύο από τις δοκιμές που γίνονται. Το μυελόγραμμα χρησιμοποιείται για την κυτταρογενετική ανάλυση, τον ανοσοφαινότυπο και για άλλες εξετάσεις. Η βιοψία δίνει πληροφορίες για τη διήθηση της νόσου στο μυελό. Ανοσοφαινοτυπική μέθοδος χρησιμοποιείται για να δειχτεί αν τα λευχαιμικά κύτταρα του ασθενούς είναι Β ή Τ κύτταρα. Οι περισσότεροι άνθρωποι με ΟΛΛ έχουν Β-τύπου κύτταρα (Bain, 2010).
Η διάκριση της ΟΜΛ από την ΟΛΛ βασίζεται στα χαρακτηριστικά των βλαστών που επικρατούν στη νόσο. Οι λεμφοβλάστες της ΟΛΛ δε φέρουν ποτέ ραβδία Auer στο πρωτόπλασμά τους και είναι αρνητικές στη χρώση για μυελοϋπεροξειδάση, Sudan Black και την ειδική εστεράση α-Napthol As-D chloracetate (Παπακωνσταντίνου, 2007).
Η αναζήτηση για πιο αποτελεσματική και ασφαλέστερη αντι-λευχαιμική θεραπεία οδήγησε στην αναγνώριση αρκετών νέων παραγόντων που δείχνουν δράση έναντι συγκεκριμένων τύπων της ΟΛΛ. Τρία νουκλεοτίδια ανάλογα της πουρίνης (nelarabine, κλοφαραβίνη, και forodesine) έχουν δειχτεί να έχουν μεγάλη δραστηριότητα σε ασθενείς με υποτροπιάζουσα ή ανθεκτική ΟΛΛ. Από αυτά, η nelarabine, ανήκει στην ομάδα των χημειοθεραπευτικών φαρμάκων που ονομάζονται αντινεοπλασματικά και έχει κλινικό όφελος σε ασθενείς με Τ-κύτταρα στην ΟΛΛ (Larson, 2007).
Επίσης, η κλοφαραβίνη έχει κλινική δραστηριότητα σε ασθενείς μικρής ηλικίας, με συνολικό ποσοστό ανταπόκρισης 30%, και μερικοί ασθενείς είναι σε θέση να προχωρήσουν σε αλλογενή μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων (Larson, 2007). Οι πιο συχνές ανεπιθύμητες ενέργειες που σχετίζονται με την κλοφαραβίνη είναι από το γαστρεντερικό, μυελοκαταστολές, ηπατοτοξικότητα, νεφρική δυσλειτουργία, και ανορεξία. Η προσεκτική παρακολούθηση των ασθενών είναι αναγκαία για να εξασφαλίζεται ο έγκαιρος εντοπισμός και η άμεση επέμβαση (Dressel et al., 2011).
Η forodesine είναι η πιο πρόσφατη, με ένα μοναδικό μηχανισμό που έχει δείξει δραστηριότητα σε υποτροπιάζουσα και ανθεκτική λευχαιμία Τ- και Β-κυττάρων και δερματικά λεμφώματα. Παρόλο που η κλινική εμπειρία είναι περιορισμένη, η τοξικότητα φαίνεται να είναι ήπια (Larson, 2007).
Για την λευχαιμία, οι αναστολείς του κυτταρικού κύκλου, όπως η κλοφαραβίνη και η nelarabine, έχουν δείξει μεγάλη ικανότητα στο να αυξήσουν την αποτελεσματικότητα της θεραπείας της νόσου. Οι στοχευόμενοι παράγοντες, όπως αναστολείς της τυροσινικής κινάσης και τα μονοκλωνικά αντισώματα (όπως οι αναστολείς GD2 για νευροβλάστωμα και αντι-CD22 αντισωμάτων για την προ-Β οξεία λεμφοκυτταρική λευχαιμία) οδηγούν στη μελλοντική θεραπεία (Horton & Berg, 2010).
Αν και τα ποσοστά θεραπείας για παιδιά με κακοήθειες είναι περίπου 70% και η επιβίωση τους έχει βελτιωθεί σημαντικά κατά την τελευταία δεκαετία, το ποσοστό αυτών που υποτροπιάζουν έχει παραμείνει στάσιμο (Horton & Berg, 2010). Διερευνήθηκε η έκβαση των παιδιών με ΟΛΛ που υποτροπίασαν στις τρέχουσες θεραπευτικές αγωγές και αποδείχθηκε ότι το idarubicin
 και το mitoxantrone
 παρέχουν ένα σημαντικό πλεονέκτημα στην ελεύθερη πρόοδο και τη συνολική επιβίωση, ένα δυνητικά χρήσιμο κλινικό εύρημα, που δικαιολογεί περαιτέρω διερεύνηση (Parker et al., 2010). 
Σε έκθεση σχετικά με τη μεταχείριση των παιδιών και των εφήβων με ΟΛΛ, στην πρώτη υποτροπή αναφέρθηκε πρωτόκολλο για: 

(1) Εντατική χημειοθεραπεία που προηγείται της αλλογενούς μεταμόσχευσης βλαστικών κύτταρων, στις αρχές της υποτροπής του μυελού των οστών.
(2) Περιστρεφόμενη χημειοθεραπεία στα τέλη υποτροπής, χωρίς δότη.
(3) Αναβολή της ακτινοβολίας στο εγκεφαλονωτιαίο και

(4) Θεραπεία σε πολύ προχωρημένη υποτροπή του μυελού των οστών με τη χημειοθεραπεία μόνο (Berg et al., 2011).
Τα άκρως αποτελεσματικά νέα μέσα για την θεραπεία της ΟΛΛ θα προσδιοριστούν κατά την επόμενη δεκαετία. Ένας παράγοντας που συμβάλλει είναι η ανάπτυξη των πιο αντιπροσωπευτικών προκλινικών μοντέλων με ΟΛΛ για τον έλεγχο και την ιεράρχηση των νέων συντελεστών. Μια σημαντική τάση στην ανάπτυξη φαρμάκων για την ΟΛΛ είναι η αυξανόμενη κατανόηση σε μοριακό επίπεδο των γονιδιωματικών αλλαγών. Τελευταία σημαντική τάση είναι η αυξανόμενη διαθεσιμότητα νέων παραγόντων ενάντια των σχετικών μοριακών στόχων. Μοριακοί στοχευόμενοι παράγοντες που εξετάζονται σε αυτή την επανεξέταση περιλαμβάνουν νέα αντισώματα που βασίζονται στα φάρμακα που στοχεύουν ενάντια στα επιφανειακά αντιγόνα της λευχαιμίας, όπως αναστολείς πρωτεασωμάτων, αναστολείς mTOR, JAK αναστολείς, αναστολείς της κινάσης και αναστολείς της οικογένειας των πρωτεϊνών Bcl-2 (Smith, 2009).
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Εικόνα 3 Επίχρισμα περιφερικού αίματος οξείας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας. Άωρα λεμφοκύτταρα με μεγάλους πυρήνες. Χρώση May-Grunwald και Giemsa, (Ανατύπωση από http://library.med.utah.edu).
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Εικόνα 4 Επίχρισμα μυελού οξείας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας. Υπερπλασία των μικρών λεμφοβλαστών. Χρώση Wright (Ανατύπωση από Μελέτης, 2000).
2.1.3 Διφαινοτυπική Οξεία Λευχαιμία (ΔΟΛ) – Biphenotypic Acute Leukemia (Bal)
Είναι ένα σπάνιο είδος λευχαιμίας που παρουσιάζεται με υψηλό βαθμό ετερογένειας ενώ δεν είναι καλά καθορισμένη. Στην ίδια κυτταρική σειρά υπάρχει έκφραση μυελοειδών και λεμφοειδών δεικτών, ενώ ο όρος διπλοκυτταρική (bilineage) αναφέρεται σε σπάνιες περιπτώσεις, όπου υπάρχει διπλός κυτταρικός πληθυσμός, δηλαδή μυελοειδής και λεμφοειδής (υβριδική λευχαιμία) (Zhang et al., 2011).
Έχει αποδειχθεί στο παρελθόν ότι ο συνδυασμός θεραπευτικής αγωγής για ΟΛΛ εμφανίζει καλύτερο ποσοστό πλήρους ύφεσης σε σύγκριση με αγωγή για ΟΜΛ, σε ποσοστό 71% έναντι 33% αντίστοιχα. Ασθενείς που έπασχαν από ΔΟΛ, με σύνθετους καρυότυπους ή με αναδιάταξη του χρωμοσώματος 11 είχαν σημαντικά μειωμένο ποσοστό επιβίωσης σε σύγκριση με ασθενείς με φυσιολογικό, t (8, 21), ή t (9, 22) καρυότυπο. Η πιθανότητα για ολική επιβίωση και για επιβίωση απαλλαγμένη από τη νόσο στα 2 έτη είναι 26% και 18%, αντίστοιχα. Τα ευρήματα, μαρτυρούν ότι η ΔΟΛ δείχνει υψηλή επίπτωση στους φυσιολογικούς καρυότυπους και κακή πρόγνωση. Συνδυασμός αγωγών ή η αγωγή της ΟΛΛ (βασισμένη στα πρωτόκολλα) είναι αποτελεσματικές για τη θεραπεία της ΔΟΛ (Zhang et al., 2011).
2.1.4 Συγγενής Οξεία Λευχαιμία -Congenital Acute Leukemia
Η συγγενής οξεία λευχαιμία είναι σπάνια και παρουσιάζεται συνήθως ως μια επιθετική νόσος με κακή πρόγνωση. Η διαφορική διάγνωση είναι παροδική και μυελοϋπερπλαστικές διαταραχές παρατηρούνται στο σύνδρομο Down. Έχοντας ως παράδειγμα την περίπτωση ενός φαινομενικά υγιούς νεογέννητου αγοριού που εμφανίζει φυσιολογικές τιμές κυττάρων στο περιφερικό αίμα, παρατηρήθηκε ότι η κατάσταση του παιδιού παρέμεινε αμετάβλητη κατά τη διάρκεια του πρώτου έτους της ζωής (Campos et al., 2011).
Με κυτταρομετρία ροής έχει δειχτεί χαμηλή έκφραση των CD38, HLA-DR και CD33 δεικτών ενώ όλοι οι άλλοι δείκτες ήταν αρνητικοί. Με in situ υβριδοποίηση φθορισμού, δεν παρουσιάστηκε καμία ανακατάταξη ενώ οι μοριακές μελέτες ήταν αρνητικές. Τα αποτελέσματα παρέμειναν σταθερά κατά τη διάρκεια αρκετών μηνών. Μετά από 1 χρόνο, οι μετρήσεις έδειξαν στο περιφερικό αίμα θρομβοπενία, με αύξηση των βλαστικών κυττάρων που εμφανίζουν το ίδιο φαινότυπο. Κλινικά, παρατηρήθηκε διογκωμένος σπλήνας. Το παιδί δεν απάντησε στη χημειοθεραπεία. Πραγματοποιήθηκε μεταμόσχευση κυττάρων ομφάλιου λώρου μετά από παρακολούθηση 12 μηνών, το παιδί είναι σε καλή κατάσταση (Campos et al., 2011).
2.1.5 Οξεία Αδιαφοροποίητη Λευχαιμία - Acute Undifferentiated Leukaemia (AUL)
Η οξεία αδιαφοροποίητη λευχαιμία σύμφωνα με τα μορφολογικά και κυτταροχημικά κριτήρια κατά FAB δεν ταξινομείται. Παρουσιάζει στοιχεία αωρότητας και ελάχιστη μυελοειδή ή λεμφοειδή διαφοροποίηση, δηλαδή δεν προκύπτουν σαφή στοιχεία υπέρ της ΟMΛ ή της ΟΛΛ , αλλά ούτε και υπέρ μίας διφαινοτυπικής οξείας λευχαιμίας. Η σημασία της έγκειται στο γεγονός ότι εμφανίζει ανθεκτικότητα στη θεραπεία, ενώ δεν είναι λίγοι αυτοί που πιστεύουν ότι αποτελεί μία υποδιαίρεση χωρίς πρακτική σημασία (Ozbek et al., 2007).
2.1.6 Σπάνιες Μορφές Οξείας Λευχαιμίας

Επιγραμματικά αναφέρονται οι all-hand mirror variant (hmv-all) (κύτταρα λεμφοειδή με μορφολογία που μοιάζει με καθρέπτη χειρός). Μια σπάνια παραλλαγή των κυττάρων μελετήθηκε σε έναν 20χρονο, ο οποίος παρουσιάστηκε με πολλαπλά δακτύλια. Ακτινογραφίες αποκάλυψαν δύο ωλένες (μία υποτυπώδης) και μία ακτίνα. Υπήρχε επανάληψη της βραχιόνιας κεφαλής. Τα μοναδικά χαρακτηριστικά της παρούσας υπόθεσης είναι η ηλικία του ασθενούς πριν από την έναρξη της θεραπείας (Jafari & Sharifi, 2005).
Επίσης άλλες μορφές είναι η κοκκιώδη ALL (Τ- και ΝΚ- κύτταρα), η ALL- ηωσινοφιλία, η οξεία βασεοφιλική λευχαιμία και η ηωσινοφιλική λευχαιμία (Henderon et al., 2002).
2.2 ΧΡΟΝΙΕΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΕΣ
2.2.1 Χρόνια Μυελογενής Λευχαιμία (ΧΜΛ) - Chronic Myelocytic Leukaemia (CML)

Η χρόνια μυελογενής ή μυελική ή κοκκιοκυτταρική λευχαιμία εντάσσεται στα μυελοϋπερπλαστικά νοσήματα και η νόσος αφορά κυρίως την κοκκιώδη, αλλά και την ερυθρά, τη μεγακαρυοκυτταρική και τη λεμφοκυτταρική σειρά (Kaushansky et al., 2010).

Είναι μια κλωνική μυελοϋπερπλαστική διαταραχή που προκύπτει λόγω μεταλλαγής ενός αρχέγονου αιμοποιητικού κυττάρου. Η ΧΜΛ είναι μία από τις καλύτερα κατανοητές κακοήθειες, όπως προκύπτει από την ίδια γενετική μεταλλαγή (Perl & Carroll, 2011). Αποδίδεται σε επίκτητη ανωμαλία του αρχέγονου αιμοποιητικού κυττάρου, το οποίο φέρει το υβριδικό γονίδιο BCR/ABL, δηλαδή τη μετάθεση t(9;22) που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p210, πρωτεΐνη με αυξημένη δραστηριότητα κινάσης τυροσίνης. Ως αποτέλεσμα, της ανωμαλίας αυτής, εμφανίζεται δυσαρμονία ωρίμανσης πυρήνα/ πρωτοπλάσματος, με ελαττωμένο ρυθμό ωρίμανσης και επακόλουθες μορφολογικές διαταραχές που χαρακτηρίζουν τη ΧΜΛ. Λόγω διαταραχών της κυτταρικής απόπτωσης, τα πολυμορφοπύρηνα στη ΧΜΛ ζουν περισσότερο σε σύγκριση με τα φυσιολογικά (Copland, 2009).
Προσβάλει συνήθως άτομα μέσης προς μεγάλης ηλικίας (50-60 ετών) και σπάνια άτομα ηλικίας κάτω των 20 ετών. Με την πάροδο της ηλικίας αυξάνεται η συχνότητα της νόσου και επιβαρύνεται η πρόγνωση, η οποία είναι καλύτερη στη μέση παρά στη μεγάλη ηλικία (>70 ετών). Η νόσος εξελίσσεται σε βλαστική κρίση και καταλήγει συνήθως σε ΟΜΛ. Ο θάνατος επέρχεται από αιμορραγία ή σηψαιμία (Mughal et al., 2007).
Η ΧΜΛ χαρακτηρίζεται από την υπερπαραγωγή των κοκκιοκυττάρων (εικ.5), που οδηγεί σε υψηλό αριθμό λευκών αιμοσφαιρίων και σπληνομεγαλία. Με βάση τα κλινικά συμπτώματα και τα εργαστηριακά ευρήματα, η ΧΜΛ ταξινομείται σε τρεις κλινικές φάσεις, συχνά ξεκινώντας με τη χρόνια φάση, σε επιταχυνόμενη φάση και καταλήγει σε μια τελική φάση που ονομάζεται βλαστική. Η βλαστική φάση είναι κλινικά παρόμοια με την οξεία λευχαιμία. Ειδικότερα με την Β-οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία (ΟΛΛ-Β) που είναι μια σοβαρή μορφή οξείας λευχαιμίας και δεν υπάρχει αποτελεσματική θεραπεία (Chen et al., 2010). Η ΧΜΛ μπορεί να εξελιχθεί από μια αργή ανάπτυξη χρόνιας φάσης σε μια επιθετική φάση (Ito et al., 2010). 
Ανάλογα με την φάση της νόσου τα εργαστηριακά ευρήματα είναι διαφορετικά. Τα κοινά χαρακτηριστικά είναι η λευκοκυττάρωση, με ουδετεροφιλία, βασεοφιλία, και ηωσινοφιλία. Τα λευκά αιμοσφαίρια είναι όλων των βαθμίδων διαφοροποίησης, με κυρίαρχο κύτταρα το μυελοκύτταρο (εικ.6). Από το βιοχημικό έλεγχο παρατηρείται αύξηση της βιταμίνης Β12 και του ουρικού οξέος, που είναι παράλληλη με εκείνη της λευκοκυττάρωσης. Τέλος από το μυελό των οστών, χαρακτηριστικό εύρημα είναι η εκσεσημασμένη κυτταροβρίθεια (παχύρρευστος μυελός) και η ανώμαλη μυελοποίηση (Παπακωνσταντίνου, 2007).
Η ΧΜΛ είναι μια διαταραχή αιμοποιητικών βλαστικών κυττάρων κατά την οποία η διάγνωση επιβεβαιώνεται με την ανίχνευση ενός γενετικού δείκτη, του χρωμοσώματος Φιλαδέλφεια (Ph), το οποίο ανευρίσκεται σε σχεδόν 90% των περιπτώσεων. Μερικοί PH1 αρνητικοί ασθενείς μπορεί να δίνουν θετικό αποτέλεσμα για το ανώμαλο γονίδιο, ή για τη παθολογική πρωτεΐνη που σχετίζεται με το χρωμόσωμα αυτό. Οι πιο ευαίσθητες δοκιμές, όπως  η PCR ή η FISH χρησιμοποιούνται και σήμερα για τη διάγνωση της ΧΜΛ η οποία βασίζεται, όχι μόνο στην κυτταρογενετική, αλλά και στη μοριακή ανάλυση. Η καλύτερη κατανόηση της βιολογίας της ΧΜΛ προέρχεται από τις τελευταίες έρευνες και απαιτεί μια βαθύτερη γνώση σχετικά με τα επιδημιολογικά δεδομένα, σε κάθε γεωγραφική περιοχή, οπότε η σύνταξη ενός εθνικού ή/ και Ευρωπαϊκού μητρώου ασθενών με ΧΜΛ πιθανά να προσφέρει πολύτιμα στοιχεία σχετικά με την πραγματική συχνότητα εμφάνισης της ασθένειας (Vlădăreanu et al., 2010).
Η αδυναμία των αναστολέων κινάσης BCR/ABL να σκοτώσουν εντελώς τα βλαστικά κύτταρα λευχαιμίας (LSC) δείχνει ότι οι αναστολείς της κινάσης είναι απίθανο να θεραπεύσουν τη ΧΜΛ. Επιπλέον, η αντοχή στα φάρμακα λόγω της ανάπτυξης των BCR/ABL μεταλλαγών εμφανίζεται πριν και κατά τη διάρκεια της θεραπείας της ΧΜΛ με αναστολείς κινάσης. Ένα κρίσιμο θέμα για την επίλυση αυτού του προβλήματος είναι να κατανοηθεί πλήρως η βιολογία των LSCs, και να προσδιοριστούν τα βασικά γονίδια που παίζουν σημαντικό ρόλο στην επιβίωση και την αυτο-ανανέωση των LSCs (Chen et al., 2010).
Αυτή η νόσος είναι η πρώτη κακοήθης διαταραχή με μια συγκεκριμένη γενετική ανωμαλία. Γνωστή ως μια ασθένεια με μια αδυσώπητη εξέλιξη σε οξεία λευχαιμία για πολλά χρόνια, η φυσική ιστορία της έχει βελτιωθεί δραματικά με τη χρήση των αναστολέων της τυροσινικής κινάσης (TKI) (Bumbea et al., 2010).
Η έννοια που καθοδηγεί σήμερα την ανάπτυξη των θεραπειών του καρκίνου είναι οι πράκτορες (χαρακτηριστικό παράδειγμα το imatinib, ως αναστολέας της τυροσίνης κινάσης) που στρέφονται κατά συγκεκριμένων πρωτεϊνών που διευκολύνουν την καρκινογένεση ή διατηρούν έναν κακοήθη φαινότυπο και θα έχουν μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα, λιγότερη τοξικότητα και μια πιο παρατεταμένη ανταπόκριση σε σχέση με τις παραδοσιακές, κυτταροτοξικά, χημειοθεραπευτικές αγωγές (Driscoll et al., 2011).
Οι αναστολείς TKI έφεραν επανάσταση στη θεραπεία της ΧΜΛ και είναι πλέον ευρέως αποδεκτή ως η αρχική θεραπεία εκλογής στην εν λόγω ασθένεια, υποσκελίζοντας την ιντερφερόνη και την αλλογενή μεταμόσχευση βλαστικών κυττάρων. Σήμερα υπάρχουν τρία φάρμακα που εγκρίθηκαν από την αμερικανική Υπηρεσία Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) για τη θεραπεία πρώτης γραμμής της ΧΜΛ το imatinib, το nilotinib και το dasatinib. Ένα τέταρτο φάρμακο, το bosutinib, μπορεί να κερδίσει επίσης έγκριση από την FDA το 2011. Ο στόχος της αναθεώρησης αυτής είναι να συνοψίσει τις πιο πρόσφατες πληροφορίες σχετικά με την αρχική θεραπεία της ΧΜΛ (Okimoto & Van Etten, 2011).
Η επιτυχία στη θεραπεία της ΧΜΛ από το imatinib, αναστέλλοντας την BCR-ABL ενεργοποίηση της κινάσης της τυροσίνης και διακόπτοντας έτσι τα σηματοδοτικά μονοπάτια που οδηγούν σε λευχαιμία, με εντυπωσιακό όφελος επιβίωσης, άνοιξε το δρόμο για νέα αισιοδοξία στο χώρο των θεραπειών (Peterson, 2011).
Η διαχείριση των νεοδιαγνωσθέντων με ΧΜΛ ασθενών κατά την επόμενη δεκαετία θα αρχίσει να μοιάζει με αντιβιοτική θεραπεία λοίμωξης, με εξατομικευμένη θεραπεία με βάση τους εκάστοτε παράγοντες κινδύνου, συν-νοσηρότητας και την ανοχή. Επιπλέον, το κόστος της θεραπείας θα αναδυθεί ως ένας σημαντικός παράγοντας. Στο πλαίσιο αυτό, οι κλινικές δοκιμές για τον προσανατολισμό λήψης αποφάσεων σε νεοδιαγνωσθέντες ασθενείς με ΧΜΛ είναι απαραίτητες (Okimoto & Van Etten, 2011).
Τέλος η μέση επιβίωση ανέρχεται σε 4-5 χρόνια και είναι η ίδια και στα δύο φύλα. Η επιβίωση των ασθενών με CML έχει βελτιωθεί σημαντικά με την εισαγωγή του imatinib, αναστολέα της τυροσίνης κινάσης. Οι ασθενείς σε θεραπεία με το imatinib επιτυγχάνουν μόνιμη και  πλήρη κυτταρογενετική και μοριακή ύφεση. Ασθενείς οι οποίοι είναι κατά κύριο λόγο διαθλαστικοί στο imatinib είναι η μειοψηφία και αυτή η ομάδα έχει κακή πρόγνωση (Burchert & Neubauer, 2011).
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Εικόνα 5 Επίχρισμα μυελού χρόνιας μυελογενούς λευχαιμίας. Αξιοσημείωτη υπερπλασία κοκκιωδών κυττάρων σε διάφορα στάδια ωρίμανσης. Χρώση Wright (Ανατύπωση από Παπακωνσταντίνου, 2007).
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Εικόνα 6 Επίχρισμα περιφερικού αίματος σε χρόνια μυελογενή λευχαιμία. Παρατηρείται λεμφοκυττάρωση με κυρίαρχο κύτταρο το μυελοκύτταρο. Χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Παπακωνσταντίνου, 2007).
2.2.2 Χρόνια Μυελομονοκυτταρική Λευχαιμία - Chronic Myelomonocytic Leukaemia(CMML)

Η χρόνια μυελομονοκυτταρική λευχαιμία (CMML) είναι μια υποκατηγορία των μυελοδυσπλαστικών / μυελοϋπερπλαστικών νεοπλασμάτων (Song, 2010) και η προγνωστική αξία των κυτταρογενετικών ευρημάτων είναι ασαφής (Such et al. 2011).
Η νόσος παρουσιάζεται κυρίως σε μεγάλες ηλικίες. Οι μεταλλαγές σε TET2, RUNX1 και JAK2 (V617F) σχετίζονται με μυελοδυσπλαστικά ή/ και μυελοϋπερπλαστικά σύνδρομα, και πιο συγκεκριμένα με τη CMML ( Pérez et al., 2010).
Η θεραπεία που δίνεται είναι azacitidine και decitabine και έχουν λάβει έγκριση από την FDA (Costa et al., 2010).
2.2.3 Νεανική Μυελομονοκυτταρική Λευχαιμία - Juvenile Myelomonocytic Leukemia (JMML)
Η νεανική μυελομονοκυτταρική λευχαιμία (JMML) είναι μια σπάνια, μυελοδυσπλαστική – μυελοϋπερπλαστική ασθένεια και συνήθως παρουσιάζεται στην πρώιμη παιδική ηλικία. Η διαταραχή αυτή είναι δύσκολο να διακριθεί από άλλα μυελοϋπερπλαστικά σύνδρομα, όπως τη CML λόγω των ομοιοτήτων σε κλινικά και εργαστηριακά ευρήματα του μυελού των οστών (Azma et al., 2009).
Παρά τα μοναδικά βιολογικά χαρακτηριστικά, όπως η απόλυτη μονοκυττάρωση με δυσπλασία, έλλειψη χρωμοσώματος της Φιλαδέλφειας ή BCR-ABL πρωτεΐνη σύντηξης, υπερ- γ-γλουτιναιμία και αύξηση του επίπεδου της αιμοσφαιρίνης του εμβρύου, η διαταραχή αυτή δεν πληροί τα κριτήρια για συμπερίληψη στη ΧΜΛ ή στη CMML ομάδα (Azma et al., 2009).
Μεταλλαγές στο NF1 (νευρινωμάτωση 1), PTPN11, ΕΚΑ, KRAS και CBL έχουν αναφερθεί να διαδραματίζουν έναν παθογενετικό ρόλο στη JMML (Sugimoto et al., 2010).
Ασθενείς με JMML έχουν μικρή ανταπόκριση στη χημειοθεραπεία, και η πιθανότητα επιβίωσης χωρίς μεταμόσχευση αλλογενών αιμοποιητικών βλαστοκυττάρων είναι μικρότερη από 10%. Η εκδήλωση και η  επιβίωση μετά τη μεταμόσχευση αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων είναι μεταξύ 24 και 54%. Η χρήση των μεθόδων θεραπείας, όπως η εντατική χημειοθεραπεία και η σπληνεκτομή πριν από τη μεταμόσχευση αρχέγονων κυττάρων δεν έχει δειχτεί να βελτιώνει το αποτέλεσμα. Το ποσοστό υποτροπής μετά τη μεταμόσχευση είναι πάνω από 30% (Yoshimi et al., 2010). 
2.2.4
Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία (ΧΛΛ) - Chronic Lymphocytic Leukaemia (CLL)
Η χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία ή χρόνια λεμφογενής λευχαιμία είναι μια κακοήθεια των ώριμων Β κυττάρων που εμφανίζει τεράστια κλινική ετερογένεια (εικ.7 & εικ.8). Πολλοί ασθενείς έχουν μια νωχελική νόσο που δεν απαιτεί θεραπεία για πολλά χρόνια, ενώ άλλοι παρουσιάζουν μία επιθετική και συμπτωματική λευχαιμία που απαιτείται άμεση θεραπεία (Parker & Strout, 2011).
Είναι μια νόσος που πλήττει κυρίως ηλικιωμένους (Bryan & Borthakur., 2010). Η αιτιολογία της ΧΛΛ δεν είναι γνωστή. Σε αντίθεση με άλλες μορφές λευχαιμίας, η πιθανότητα εμφάνισης της ΧΛΛ δεν αυξάνεται λόγω έκθεσης σε ουσίες αλκινίου, σε ραδιενέργεια ή σε χημικά. Δε σχετίζεται με την έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία, περιβαλλοντικούς και χημικούς παράγοντες ή ιούς. Σημαντικό ρόλο στην αιτιολογία της ΧΛΛ έχουν οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες, η ογκογένεση και οι RNA νεοπλασματικοί ιοί (Πάγκαλης, 2008).
Για πολλές δεκαετίες, η αρχική θεραπεία για τους περισσότερους ασθενείς περιορίστηκε σε θεραπεία αλκυλιωτικής μονοθεραπείας. Εντός των τελευταίων δύο δεκαετιών, έχει σημειωθεί μεγάλη πρόοδος στην κατανόηση της βιολογίας της ΧΛΛ και την ανάπτυξη πιο αποτελεσματικών θεραπευτικών στρατηγικών στις οποίες χρησιμοποιούνται μονοκλωνικά αντισώματα, όπως το rituximab (αντι-CD20). Επιπλέον, η αναγνώριση της συνεργασίας μεταξύ fludarabine, κυκλοφωσφαμίδη, και rituximab (FCR) οδήγησε τους ερευνητές να διερευνήσουν την κλινική δράση της FCR στη Φάση ΙΙ και ΙΙΙ (Bryan & Borthakur, 2010). Επίσης το ofatumumab είναι δεύτερης γενιάς με ανθρώπινα αντι-CD20 μονοκλωνικά αντισώματα που συνδέονται με το μικρό εξωκυτταρικό βρόχο του CD20, παράγοντας έτσι εξαρτώμενη από το συμπλήρωμα κυτταρική λύση και κύτταρα αντισώματα- μεσολαβητές για την κυτταροτοξικότητα στα κύτταρα που εκφράζουν το CD20. Το ofatumumab χορηγείται σε ασθενείς που είναι ανθεκτικοί σε φλουδαραβίνη και alemtuzumab (Reagan & Castillo, 2011).
Ωστόσο, ασθενείς με διάφορα συνοδά νοσήματα έχουν αυξημένη τοξικότητα σε αυτές τις νεότερες θεραπείες. Είναι αναγκαίο να ληφθούν αποτελεσματικά μέτρα, ώστε να γίνονται οι σωστές προσεγγίσεις στον εκάστοτε ασθενή. Επιπλέον, υπάρχει ακόμα ένα υποσύνολο ασθενών που είναι ανθεκτικοί στην κανονική φλουδαραβίνη και συνεχίζουν να έχουν πολύ κακή επιβίωση (Abrisqueta et al., 2011).
Δεν υπάρχει κανένα προφανές πλεονέκτημα επιβίωσης για την έγκαιρη θεραπεία έναντι της παρατήρησης, αλλά το χρονοδιάγραμμα για το πότε ένας ασθενής θα χρειαστεί θεραπευτική αγωγή είναι εξαιρετικά απρόβλεπτο. Έτσι, υπήρξε μεγάλο ενδιαφέρον για τον εντοπισμό προγνωστικών δεικτών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να διαχωριστούν οι ασθενείς που μπορεί να έχουν μια επιθετική μορφή της ΧΛΛ και ενδέχεται να επωφεληθούν από την έγκαιρη παρέμβαση (Parker & Strout, 2011).
Αν και τα κλινικά συστήματα έχουν χρησιμοποιηθεί για τη διαστρωμάτωση ασθενών σε κατηγορίες κινδύνου, τους λείπει η ικανότητα να προβλέψουν την εξέλιξη της νόσου ή την ανταπόκριση στη θεραπεία. Οι πρόσφατες πρόοδοι στην κατανόηση της βιολογίας της ΧΛΛ οδήγησε στον εντοπισμό πολλών κυτταρικών και μοριακών δεικτών για την προγνωστική και θεραπευτική σημασία (Parker & Strout, 2011).
Στις ΧΛΛ περιλαμβάνονται η ΧΛΛ από Β-κύτταρα που είναι και η συνηθέστερη μορφή λευχαιμίας, η ΧΛΛ από Τ-κύτταρα (σπάνια νόσος, προσβάλει νεότερα άτομα),η λευχαιμική φάση μη Hodgkin λεμφώματος (συχνά τίθεται εσφαλμένη διάγνωση ΧΛΛ), η λευχαιμία με μεγάλα κοκκιώδη Τ-λεμφοκύτταρα και σπανιότερα ΝΚ κύτταρα, η προλεμφοκυτταρική λευχαιμία, η λευχαιμία από τριχωτά κύτταρα και το σύνδρομο Sezary (Πάγκαλης, 2008).
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Εικόνα 7 Επίχρισμα αίματος επί ΧΛΛ. Πέραν των συνήθων μικρών, ώριμων λεμφοκυττάρων διακρίνονται οι χαρακτηριστικές πυρηνικές σκιές, χρώση May-Grunwald και Giemsa, μεγέθυνση Χ400 (Ανατύπωση από Πάγκαλης, 2008).
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Εικόνα 8 Επίχρισμα αίματος επί ΧΛΛ. Λεμφοκύτταρα με πλασματοκυτταροειδή διαφοροποίηση, χρώση May-Grunwald και Giemsa, μεγέθυνση Χ1000 (Ανατύπωση από Πάγκαλης, 2008).
Κεφάλαιο 3 ΒΙΟΧΗΜΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ

3.1 Εισαγωγή

Ο συνήθης βιοχημικός έλεγχος στη ΧΛΛ είναι κατά κανόνα εντός φυσιολογικών ορίων. Υπάρχουν ορισμένα ευρήματα ωστόσο που χρησιμεύουν ως σημαντικοί προγνωστικοί δείκτες. Η ΧΛΛ κατά τη διάγνωσή της είναι μια νόσος ασυμπτωματική. Η αντικειμενική εξέταση είναι φυσιολογική στο 30 - 40% των ασθενών. Στους υπόλοιπους ασθενείς συχνότερο εύρημα είναι η λεμφαδενοπάθεια, ακολουθούμενη από την σπληνομεγαλία και την ηπατομεγαλία. Ως συνέπεια της διήθησης των οργάνων είναι η αύξηση ορισμένων βιοχημικών δεικτών, οι οποίοι σχετίζονται με τα συγκεκριμένα όργανα (Πάγκαλης, 2008).
3.2 Γαλακτική Αφυδρογενάση (Lacticodehydrogenase - LDH)
Η γαλακτική αφυδρογενάση είναι ένα ένζυμο που υπάρχει σε όλα τα κύτταρα του σώματος, άρα οι αυξημένες τιμές στη δραστικότητα του ενζύμου στον ορό δε επισημαίνουν κάποια ειδική οργανική προέλευση. Η γαλακτική αφυδρογενάση έχει πέντε ισοένζυμα (LD-1, LD-2, LD-3, LD-4, LD-5) και χαρακτηρίζουν κατά κύριο λόγο το ήπαρ, την καρδιά, τους μύες, τους πνεύμονες και τους νεφρούς. Το 82% των ασθενών με κακοήθεια εμφανίζουν διπλάσια επίπεδα LDH από το ανώτατο φυσιολογικό όριο (53-137 IU/L), (Φύτου, 2005).
Επιπλέον, είναι αυξημένη σε ασθενείς με κακοήθειες αίματος και έχει αποδειχθεί ότι είναι ένας σημαντικός προγνωστικός παράγοντας. Η ανάλυση της LDH και κυρίως του ισοενζύμου 2 (LD-2) σε ασθενείς, μαρτυρούν αιματολογική νόσο και αυτή είναι η πιο ενδιαφέρουσα άποψη της προγνωστικής αξίας από τη συνολική LDH στον ορό (Bouafia et al., 2004).
3.3 Βήτα 2-Μικροσφαιρίνη (B2M)
Η βήτα 2 - μικροσφαιρίνη γνωστή ως B2M αποτελεί πρωτεϊνικό κλάσμα κατηγορίας Ι και λαμβάνεται μετά από ηλεκτροφόρηση. Υπάρχει σε όλα τα εμπύρηνα κύτταρα (εξαιρούνται τα ερυθρά αιμοσφαίρια) και αυξάνεται σε περιπτώσεις ηπατικών και νεφρικών βλαβών και έχει ανεξάρτητη προγνωστική σημασία (Φύτου, 2005).
Πιστεύεται γενικά ότι η Β2Μ απελευθερώνεται από τα κύτταρα της ΧΛΛ και οι τιμές που λαμβάνονται είναι σχετικές με το στάδιο της νόσου. Η διαγνωστική αξία της συγκέντρωσής της στον ορό πιθανά να ποικίλλει κατά τη διάρκεια της νόσου και να είναι σχετικά χαμηλή στα αρχικά στάδια, όταν η έκφραση των νεοπλασματικών κυττάρων είναι χαμηλή και ανεξάρτητα από την μετέπειτα κλινική έκβαση της ασθένειας. Ακόμα και στη νεότερη εποχή και με τους εξελιγμένους προγνωστικούς δείκτες, η B2M παραμένει ένας απλός αλλά πολύ ισχυρός προγνωστικός δείκτης (www.medlook.net). 
Το επίπεδο της LDH συσχετίστηκε σημαντικά με μικρότερη συνολική επιβίωση. Η Β2M δεν έχει αποδειχθεί να έχει οποιαδήποτε σχέση με τη συνολική επιβίωση. Ο συνολικός χρόνος επιβίωσης των ασθενών με αυξημένους τους δείκτες LDH και B2MG ήταν μικρότερη από ότι στην ομάδα των ασθενών με φυσιολογικά επίπεδα τόσο της LDH όσο και της Β2MG. Το συμπέρασμα είναι ότι οι τιμές της LDH στον ορό και το στάδιο Binet αποτελούν σημαντικούς προγνωστικούς παράγοντες για τη ΧΛΛ (Shen et al., 2007).
3.4 Yπογαμμασφαιριναιμία

Η ανάπτυξη της υπογαμμασφαιριναιμίας αυξάνεται από 8% κατά τη διάγνωση σε ποσοστό 65% στα 10 έτη (διάγραμμα 1). Το έλλειμμα αφορά αρχικά τις τάξεις ανοσοσφαιρινών IgΑ και IgΜ και ακολούθως την IgG. Η υποθρεψία και η χημειοθεραπεία είναι δυνατόν να συμβάλουν στην ελαττωμένη σύνθεση των ανοσοσφαιρινών. Η ανάπτυξη υπογαμμασφαιριναιμίας δεν επηρεάζεται από τη χορήγηση κυτταροστατικής αγωγής και την επίτευξη ύφεσης, είναι συχνότερη σε ασθενείς με στάδιο νόσου B ή C κατά Binet, διάχυτο τύπο διήθησης μυελού και επίπεδ γ- σφαιρινών στα κατώτερα φυσιολογικά όρια (0.7 – 1.0 g/dl) κατά τη διάγνωση. Συνέπεια στης μείωσης της χυμικής ανοσίας είναι ότι ο ασθενής είναι επιρρεπής στις λοιμώξεις από βακτηρίδια, ιούς και μύκητες. Η αυξημένη ευαισθησία προς τη λοίμωξη επιτείνεται από την ουδετεροπενία (Πάγκαλης, 2008).
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Διάγραμμα 1. Ανάπτυξη υπογαμμασφαιριναιμίας σε ασθενείς με ΧΛΛ. Σε 10 έτη από τη διάγνωση της νόσου το 65% των ασθενών καθίστανται υπογαμμασφαιριναιμικοί. Το ποσοστό αυτό αυξάνεται στο 89% για τους ασθενείς που κατά τη διάγνωση έχουν οριακά επίπεδα γ- σφαιρινών είναι όμως μόνο 37% για τους αρχικά υπεργαμμασφαιρινικούς ασθενείς (Πάγκαλης, 2008).
3.5 Yπεργαμμασφαιριναιμία- 
Η υπεργαμμασφαιριναιμία είναι κατά κανόνα πολυκλωνική. Στο 5% περίπου των ασθενών ανιχνεύεται μικρό κλάσμα μονοκλωνικής ή ολιγοκλωνικής ανοσοσφαιρίνης (Φύτου, 2005).
3.6 Αγγειοποιητίνη-2 (Ang2)

Το σύμπλεγμα της αγγειοποιητίνης με τον υποδοχέα της Tie-2 φαίνεται ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην αγγειογένεση σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις ρυθμίζοντας την ομοιόσταση, την ωρίμανση και την αναδιοργάνωση του αγγειακού δικτύου. Έχουν ταυτοποιηθεί δύο είδη υπoδοχέων αγγειοποιητίνης, ο Tie-1 και ο Tie-2, με μεγάλη ομολογία αμινοξέων μεταξύ τους και εκφράζονται κυρίως από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Έχουν ταυτοποιηθεί επίσης τέσσερα είδη αγγειοποιητίνης που συνδέονται με τον υποδοχέα Tie-2, η Ang-1, η Ang-2, η Ang-3 και η Ang-4, από τα οποία έχουν μελετηθεί περισσότερο οι Ang-1 και Ang-2 οι οποίες συνδέονται με τον υποδοχέα με παρόμοια συγγένεια (Φύτου, 2005).
Η Ang-2 παράγεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα μετά από κατάλληλη ενεργοποίηση τους και η δράση της στα κύτταρα αυτά ποικίλλει σημαντικά ανάλογα με το εάν δρα με αυτοκρινή ή παρακρινή τρόπο. Κυρίως δρα ως απoσταθεροποιητής των συνάψεων μεταξύ των ενδοθηλιακών κυττάρων και των περικυττάρων και προάγει την αγγειογένεση με την παρουσία ενεργοποιητών όπως ο VEGF (Φύτου, 2005).
Η Ang2 προστέθηκε ως προγνωστική δύναμη και βοήθησε στη βελτίωση της πρόγνωσης της ΧΛΛ. Το επίπεδο της Ang2 στο πλάσμα μπορεί να είναι ένας χρήσιμος ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για ΧΛΛ (Maffei et al., 2010).
3.7 Yπερασβεστιαιμία

Η υπερασβεστιαιμία διακρίνεται στη χυμική υπερασβεστιαιμία και στην υπερασβεστιαιμία από τοπικές οστεολύσεις. Η χυμική βρίσκεται σε ποσοστό 80% των νεοπλασιών. Αποδίδεται στην έκκριση παραθορμόνης (PTH) (PTH-related protein) και προκαλεί απορρόφηση οστικής μάζας και κατακράτηση ασβεστίου από τους νεφρούς. Η υπερασβεστιαιμία από τοπικές οστεολύσεις σε ποσοστό <20%. παρατηρείται σε διάφορες κακοήθειες όπως των πνευμόνων, κεφαλής, λαιμού, νεφρών, ωοθηκών. Η υπερασβεστιαιμία οφείλεται σε αυξημένη δραστηριότητα των οστεοκλαστών που προκαλούν καταστροφή των οστών σε μεταστατικές περιοχές (Φύτου, 2005).
Στη ΧΛΛ παρατηρείται υπερασβαστιειμία λόγω της αυξημένης οστικής απορρόφησης (Μελέτης, 2000).
3.8 Υπολευκωματιναιμία

Υπολευκωματιναιμία ανευρίσκεται σπάνια και συσχετίζεται με χειρότερη πρόγνωση. Συχνό εύρημα είναι η διαταραχή των γ-σφαιρινών (Μελέτης, 2000).
3.9 Αλκαλική Φωσφατάση, ALP
Η αλκαλική φωσφατάση ανήκει σε ομάδα ενζύμων και στους ασθενείς με ΧΛΛ αυξάνεται αρκετά, έως και 2,5 φορές πάνω από τις τιμές αναφοράς (Μελέτης, 2000).
3.10 Κοβαλαμίνη, Β12

Η Κοβαλαμίνη είναι οργανική ένωση, υδατοδιαλυτή βιταμίνη και δρα ως συνένζυμο Β12 σε αντιδράσεις μετάθεσης υδρογόνου και στη σύνθεση νουκλεϊνικών οξέων (Φύτου, 2005). Ο προσδιορισμός της γίνεται με ραδιενεργή σήμανση ή με ειδικούς αυτόματους αναλυτές. Στη ΧΛΛ η Β12 στον ορό του ασθενούς εμφανίζεται αυξημένη διότι αυξάνεται η τρανσκοβαλαμίνη λευκοκυτταρικής προέλευσης (Handin et al., 2002).
3.11 Ουρικό Οξύ

Αυξημένη συγκέντρωση ουρικού οξέος εμφανίζεται όταν παρατηρηθεί καταβολισμός των πυρήνων των κυττάρων του οργανισμού, που πιθανά να συμβεί σε ασθενείς υποβαλλόμενους σε χημειοθεραπεία για τη νόσο. Στην περίπτωση αυτή το ουρικό οξύ πρέπει να παρακολουθείται ανελλιπώς και να χορηγείται θεραπεία, ώστε να αποφευχθούν πολύ υψηλές τιμές που μπορεί να είναι τοξικές για τους νεφρούς (Μελέτης, 2000).
3.12 Αμινοτρασφεράσες
Ανάλογα με το στάδιο της νόσου υπάρχουν και κάποιοι άλλοι ενζυμικοί δείκτες που βρίσκονται αυξημένοι λόγω της διήθησης των οργάνων (σπληνομεγαλία και ηπατομεγαλία) (Handin et al., 2002).
Η ασπαρτική αμινοτρανσφεράση, (AST), υπάρχει στη μεγαλύτερη συγκέντρωση στην καρδιά, στο ήπαρ, στους σκελετικούς μύες και σε μικρότερες συγγεντρώσεις στους νεφρούς, το πάγκρεας και τα ερυθρά αιμοσφαίρια, επομένως καταστροφή ενός ή περισσοτέρων από αυτούς τους ιστούς προκαλεί πιθανή αύξηση των τιμών της δραστικότητας του ενζύμου στον ορό (Φύτου, 2005).

Η αλανίνη αμινοτρανσφεράση, (ALT), υπάρχει στη μεγαλύτερη ποσότητα στο ήπαρ και ακολουθούν νεφροί, καρδιά και οι σκελετικοί μύες. Επειδή και οι δύο υπάρχουν στα ίδια όργανα, η αύξηση της ενεργότητάς τους στο αίμα δεν αποτελεί ειδικό ή μοναδικό εξειδικευμένο δείκτη (Φύτου, 2005).
Κεφάλαιο 4. ΑΙΜΑΤΟΛΟΓΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ 
4.1 Γενική Εξέταση Αίματος και Επίχρισμα Αίματος

Η ΧΛΛ αποτελεί μία ασυμπτωματική νόσο και η διάγνωσή της, συχνά, αποτελεί τυχαίο εύρημα εργαστηριακού ελέγχου. Η γενική εξέταση αίματος είναι η πιο γρήγορη και σημαντικότερη εξέταση. Χαρακτηρίζεται από αυξημένο αριθμό λευκών αιμοσφαιρίων, αύξηση του απόλυτου αριθμού των δικτυοερυθροκυττάρων και πιθανά, ελάττωση των ερυθρών αιμοσφαιρίων, μείωση του αιματοκρίτη και της αιμοσφαιρίνης (Tkachuk & Hirschmann, 2007).
Η νόσος ονομάστηκε «λευχαιμία» λόγω της λευκοκυττάρωσης. Αν και οι φυσιολογικές τιμές
 των λευκών αιμοσφαιρίων είναι 4,6-10,2 x 103/μl (εικ.9), στη ΧΛΛ ο αριθμός αυξάνεται πάνω από 10,2 x 103/μl και διαπιστώνεται λευκοκυττάρωση με απόλυτη λεμφοκυττάρωση (εικ.10) (Henderon et al., 2002).
Η διάγνωση της ΧΛΛ προϋποθέτει την παρουσία λεμφοκυττάρωσης στο αίμα (>5.0 x 103/μl). Η λεμφοκυττάρωση κατά κανόνα συνοδεύεται και από λευκοκυττάρωση. Τα λεμφοκύτταρα του αίματος είναι περισσότερα από 30 x 103/μl στα 2/3 των περιπτώσεων, ενώ μπορεί να υπερβαίνουν και τις 100 x 103/μl (Πάγκαλης, 2008).
Μορφολογικά τα λευχαιμικά λεμφοκύτταρα είναι μικρά, με ώριμη χρωματίνη
, μέτρια ποσότητα κυτταροπλάσματος
 και η διακρινόμενη κυτταρική μεμβράνη. Χαρακτηριστική είναι η παρουσία πυρηνικών σκιών (σκιές Gumprecht ή smudge cells), που αποτελούν εύθραυστα λεμφοκύτταρα τα οποία καταστρέφονται κατά την επίστρωση (εικ.11 & εικ.12). Οι πυρηνικές σκιές απαντούν συχνά σε νοσήματα με έντονη λεμφοκυττάρωση, ενώ φυσιολογικά ανευρίσκονται και σε βρέφη (Πάγκαλης, 2008). Ένα χαρακτηριστικό των πυρηνικών σκιών είναι ότι δεν έχουν κανένα ίχνος από χρώμα ή υπολείμματα κυτταροπλάσματος. Πιθανά τα κύτταρα έχουν ελαττωματική, ή δεν έχουν καθόλου, μεμβράνη ενώ δεν αποτελούν παράγοντα πρόβλεψης στην επιβίωση των ασθενών με ΧΛΛ (Nowakowski et al., 2009).
Το περίγραμμα του πυρήνα και του πρωτοπλάσματος
 είναι κανονικό, αν και μπορεί να εμφανιστούν διαταραχές όπως νεφροειδής πυρήνας ή με δαντελωτή παρυφή σε αρκετές περιπτώσεις. Το πρωτόπλασμα είναι ομοιογενές και ελαφρά βασεόφιλο χωρίς κοκκία. Η χρωματίνη του πυρήνα είναι χαρακτηριστικά αδρή, που διαχωρίζεται από στενές διαυγείς περιοχές, ενώ δεν εμφανίζονται πυρήνια. Αρκετές φορές τα κύτταρα έχουν αφθονότερο κυτταρόπλασμα. Μερικές φορές τα κύτταρα εμφανίζουν διαταραχές του περιγράμματος του πυρήνα, κάνοντας δύσκολη τη διάκριση από τη λευχαιμική εικόνα οζώδους λεμφώματος (διάκριση ανοσοφαινοτυπικά). Περίπου στο 20- 30% των περιπτώσεων στο περιφερικό αίμα υπάρχουν μικρά και μεγάλα λεμφοκύτταρα (μικτός τύπος) με μέτρια ποσότητα βασεόφιλου πρωτοπλάσματος χωρίς κοκκία, πυρήνα με αδρή κατανομή χρωματίνης και δυσδιάκριτα πυρήνια (προλεμφοκύτταρα <15%), ενώ άλλες φορές τα μεγάλα λεμφοκύτταρα έχουν πυρήνα με λεπτή κατανομή χρωματίνης και εμφανή πυρήνια (προλεμφοκύτταρα από 15- 55%) (Tkachuk & Hirschmann, 2007).
Στο 15% των περιπτώσεων της ΧΛΛ κυρίως η μορφολογία των λεμφοκυττάρων είναι «άτυπη» (εικ.13). Η «άτυπη» μορφολογία πιθανά να συνίσταται είτε στην παρουσία προλεμφοκυττάρων σε αναλογία μεγαλύτερη από 10% ή στην παρουσία σε αναλογία >15% μεγαλύτερων κυττάρων, κυττάρων με εντομή (εικ.14) ή λεμφοκυττάρων με πλασματοκυτταροειδή διαφοροποίηση (Πάγκαλης, 2008).
Στους περισσότερους ασθενείς με ΧΛΛ τα λευχαιμικά κύτταρα έχουν φυσιολογική μορφή μικρών λεμφοκυττάρων. Ένας μικρός πληθυσμός λεμφοκυττάρων παρουσιάζει ανώμαλη μορφή και σε μερικούς ασθενείς ο μέσος όρος λεμφοκυττάρων είναι μεγαλύτερος από το κανονικό και φαίνονται κάπως ανώριμα. Επίσης, σπάνια τα λεμφοκύτταρα φέρουν κρυσταλλικές εναποθέσεις ανοσοσφαιρίνης (εικ.15) (Handin et al., 2002).
Στη ΧΛΛ, πάρα πολλά βλαστικά κύτταρα του αίματος εξελίσσονται σε παθολογικά λεμφοκύτταρα και δεν γίνονται υγιή λευκά αιμοσφαίρια (εικ.16 & εικ.17). Τα λεμφοκύτταρα δεν είναι σε θέση να καταπολεμούν τις λοιμώξεις, με αποτέλεσμα, ο αριθμός των λεμφοκυττάρων να αυξάνεται στο μυελό των οστών και στο αίμα με αποτέλεσμα να υπάρχει λιγότερος χώρος για τα υγιή λευκά αιμοσφαίρια, τα ερυθρά αιμοσφαίρια και τα αιμοπετάλια και πιθανά να οδηγεί σε λοίμωξη, αναιμία και εύκολη αιμορραγία (www.cancer.gov ).
Αν και η αύξηση των λευκών αιμοσφαιρίων κατά τη διάγνωση της ΧΛΛ φαίνεται να προβλέπει μικρότερη επιβίωση, δεν έχει επιβεβαιωθεί ότι επηρεάζει την επιβίωση των ασθενών και η σημασία της κατά την πορεία της νόσου παραμένει ασαφής (Silverman et al., 2002).
Η λεμφαδενοπάθεια ακολουθούμενη από την σπληνομεγαλία και την ηπατομεγαλία είναι συχνό εύρημα της ΧΛΛ. Τα λεμφοκύτταρα αίματος, ωστόσο, αν και ο αριθμός τους είναι υψηλός, σχετίζονται ελάχιστα με το βαθμό διήθησης των οργάνων (Vroblová et al., 2009).
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Εικόνα 9. Φυσιολογικές Τιμές γενικής εξέτασης αίματος ασθενούς. Ευγενική χορηγία από το νοσοκομείο «Η Σωτηρία». 
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Εικόνα 10. Χαρακτηριστική εικόνα γενικής εξέτασης αίματος ασθενούς με ΧΛΛ. Ευγενική χορηγία από το νοσοκομείο «Η Σωτηρία». 
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Εικόνα 11. Τυπικό εύρημα στο περιφερικό αίμα. Σημαντική αύξηση των μικρών λεμφοκυττάρων (μέχρι 500.000 μl). Α – και υπολευχαιμικές μορφές. Με βέλος σημειώνονται οι σκιές των πυρήνων κατά Gumprecht = δείκτης ιδιαίτερης προσβολής των λεμφικών- λευχαιμικών κυττάρων, χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Tkachum & Hirschmann, 2007).
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Εικόνα 12. Περιφερικό αίμα: εκτός από τα λεμφοκύτταρα στη ΧΛΛ υπάρχουν και βλαστοειδή κύτταρα (λεμφοβλάστες- βέλος), χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Tkachum & Hirschmann, 2007).
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Εικόνα 13. Παρασκεύασμα αίματος: σε προχωρημένο στάδιο ΧΛΛ με έντονες ατυπίες των λεμφοκυττάρων (βέλος), χρώση May-Grunwald και Giemsa, μεγέθυνση Χ500 (Ανατύπωση από Tkachum & Hirschmann, 2007).
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Εικόνα 14. Παρασκεύασμα αίματος: λεμφοκύτταρα μερικώς με εντομή (βέλος), χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Tkachum & Hirschmann, 2007).
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Εικόνα 15. Τα κλωνογενή Β- λεμφοκύτταρα φέρουν κρυσταλλικές εναποθέσεις ανοσοσφαιρίνης (βέλος), χρώση Jenner- Giemsa (Ανατύπωση από Theml et al., 2004).
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Εικόνα 16. Περιφερικό αίμα: Βλαστοειδή κύτταρα (βέλος), χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Anderson & Poulsen, 2003).
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Εικόνα 17. Ιδιαίτερη μεγάλη βλαστική μορφή στο περιφερικό αίμα επί ΧΛΛ- η λεγόμενη παρα- ανοσοβλάστη, χρώση May-Grunwald και Giemsa (Ανατύπωση από Anderson & Poulsen, 2003).
Σημειώνεται ότι ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων δεν είναι ο παράγοντας για τον προσδιορισμό έναρξης της θεραπείας για τη ΧΛΛ. Οι παράγοντες που μελετώνται είναι οι εξής:

1) τα λευκά αιμοσφαίρια είναι >10 x 109/L και δείχνουν συμπτώματα της ΧΛΛ που σχετίζονται με επιπλοκές, 

2) ακόμη και αν τα λευκά αιμοσφαίρια είναι <10 x 109/L υπάρχουν ωστόσο επιπλοκές και

3) ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων αυξάνεται συνεχώς και σε σύντομο χρονικό διάστημα (Haferlach et al., 2010).
Επιπλέον, πιθανά να παρατηρούνται διακυμάνσεις στον αριθμό των λεμφοκυττάρων σε ασθενείς χωρίς θεραπεία. Σε ασθενή με μεγάλη κοκκώδη λεμφοκυτταρική λευχαιμία παρατηρείται σημαντική λεμφοκυττάρωση, αντίθετα σε ορισμένους ασθενείς χωρίς θεραπεία ο αριθμός λεμφοκυττάρων σταθεροποιείται τελικά και δεν αυξάνεται περαιτέρω για μήνες ή έτη (Kaushansky et al., 2010).
Η διάγνωση εξετάζεται σε κάθε άτομο με επιμονή για λεμφοκυττάρωση κυρίως όταν η αιτία είναι άγνωστη ή για μια προοδευτική, περισσότερο ή λιγότερο, συνεχή αύξηση του αριθμού των λεμφοκυττάρων αίματος ενώ επιβεβαιώνεται από την μονοκλωνική φύση της λεμφοκυττάρωσης (Bain, 2010).
Ο αριθμός των άλλων αιματολογικών παραμέτρων (ερυθρά αιμοσφαίρια, αιματοκρίτης και αιμοσφαιρίνη) αρχικά είναι φυσιολογικός, όμως σε προχωρημένο στάδιο της νόσου όμως ελαττώνεται είτε λόγω της διήθησης του μυελού από νεοπλασματικά κύτταρα είτε λόγω ανάπτυξης των αυτο-αντισωμάτων εμφανίζοντας έτσι θρομβοπενία και ουδετεροπενία. Η εμφάνιση αναιμίας ή και θρομβοπενίας κατά την διάγνωση είναι στοιχείο πιθανής κακής πρόγνωσης. Η αναιμία είναι συνήθως ορθόχρωμη και ορθοκυτταρική (Hoffbrand et al., 2009).
Οι αυτοάνοσες επιπλοκές εμφανίζονται στο 1/4 των ασθενών με ΧΛΛ και έχουν κυρίως στόχο τα κύτταρα του αίματος. Αναιμία με επίπεδα αιμοσφαιρίνης <11 g/dl παρατηρείται στο 10-15% των περιπτώσεων ενώ θρομβοκυτταροπενία (<100 x 109/L) στο 10%. Συνηθέστερα η παρουσία αναιμίας ή/και θρομβοκυτταροπενίας οφείλεται στην εκτεταμένη διήθηση του μυελού των οστών από τη νόσο, πιθανα οφείλεται και σε αυτοάνοσο μηχανισμό ή υπερσπληνισμό (Πάγκαλης, 2008).
Η αυτοάνοση αιμολυτική αναιμία είναι μία συχνή εκδήλωση και δυνητικά απειλητική για τη ζωή, γεγονός που πιθανά να περιπλέξει την πορεία της ΧΛΛ. Λιγότερο συχνές είναι η ανοσολογική θρομβοκυτταροπενία, η απλασία της ερυθράς σειράς και η ουδετεροπενία (Dearden, 2008).
Ο κίνδυνος εμφάνισης της αυτοάνοσης αιμολυτικής αναιμίας αυξάνεται με τη χορήγηση πουρινών. Οι περισσότεροι ασθενείς απαντούν στη χορήγηση κορτικοστεροειδών με ή χωρίς χημειοθεραπεία αλλά οι μισοί περίπου εμφανίζουν εν συνεχεία υποτροπή. Η ανάπτυξη της αναιμίας δεν επηρεάζει την επιβίωση των ασθενών εκτός της προβλεπόμενης από το στάδιο της νόσου (Gentile et al., 2008).
Σε μία παρατηρητική επιδημιολογική μελέτη διαπιστώθηκε ότι σε 132 ασθενείς με ΧΛΛ, στη διάρκεια μιας περιόδου 12,5 χρόνων, το 90% χαρακτηρίστηκε από επίκτητη ανοσοποιητική ελάττωση, το 4,5% ανέπτυξε αυτοάνοση αιμολυτική αναιμία, το 3,8% θρομβοκυτταροπενία και το 0,8% είχε καθαρή απλασία των κυττάρων του αίματος (Dearden et al., 2008).
Στις περιπτώσεις αυτοάνοσης αιμολυτικής αναιμίας, στο επίχρισμα περιφερικού αίματος υπάρχει η αντίστοιχη μορφολογία των ερυθρών αιμοσφαιρίων, εμφανίζονται σφαιροκύτταρα και πολυχρωματοφιλία και πιθανά να υπάρχει δικτυοερυθροκυττάρωση ενώ η άμεση δοκιμασία Coombs είναι θετική. Πρόκειται για μία άμεση αντισφαιρινική δοκιμασία που ανιχνεύει ατελή αντισώματα, στην πλειονότητα τους αντισώματα IgGs. Η αναιμία επίσης πιθανά έχει τους χαρακτήρες της «αναιμίας της χρόνιας νόσου» (Πάγκαλης, 2008).
Η αυτοάνοση θρομβοπενία εμφανίζεται λόγω της βλάβης στο μυελό των οστών, μέσω της οποίας εκτοπίζονται τα φυσιολογικά κύτταρα του μυελού με το μεγαλύτερο αριθμό των ανώριμων λευκών αιμοσφαιρίων και οδηγεί σε θρομβοπενία. Ως συνέπεια είναι η δυσκολία πήξης του αίματος. Άτομα με λευχαιμία εύκολα μπορεί να αποκτήσουν μώλωπες και μεγάλες αιμορραγίες. Μετά τη χορήγηση πουρινών η θρομβοπενία εμφανίζεται συχνότερα όπως συμβαίνει και στην αυτοάνοση αιμολυτική αναιμία (Kyasa et al., 2003).
Μεταξύ των ασθενών με αναιμία ή θρομβοπενία, η θνησιμότητα είναι σημαντικά υψηλότερη σε εκείνους που έχουν μυελική ανεπάρκεια σε σύγκριση με μία αυτοάνοση αιτιολογία (Greer et al., 2009).
4.2 Μυελόγραμμα- Βιοψία Μυελού των Οστών

Ο μυελός των οστών είναι ο ρευστός ιστός που βρίσκεται μέσα στα οστά του σώματος και κυρίως στα οστά της πυέλου και του στέρνου. Περιέχει αρχέγονα κύτταρα, τα οποία όταν ωριμάσουν μετατρέπονται σε λευκά αιμοσφαίρια, ερυθρά αιμοσφαίρια και αιμοπετάλια. Τα αρχέγονα κύτταρα είναι αδιαφοροποίητα κύτταρα, δηλαδή δεν έχουν λάβει την τελική τους μορφή και δεν επιτελούν ακόμα την τελική τους λειτουργία. Όλα τα κύτταρα του αίματος, προέρχονται από αυτά τα αρχέγονα κύτταρα (Bain et al., 2001).
Στη ΧΛΛ ο μυελός των οστών είναι εξ’ ορισμού διηθημένος από νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα. Όσο πιο προχωρημένη είναι η νόσος, τόσο υψηλότερος είναι ο βαθμός διήθησης του μυελού των οστών. Η εκτίμηση του μυελογράμματος και της βιοψίας έχει καθοριστική σημασία, δεδομένου ότι η λευχαιμία αναπτύσσεται πρωτοπαθώς στο μυελό. Επιπλέον, παρέχεται η δυνατότητα εκτίμησης των υπολειμματικών, φυσιολογικών στοιχείων της αιμοποίησης (Πάγκαλης, 2008).
Η εκτέλεση του μυελογράμματος και της βιοψίας του μυελού είναι μια απλή διαδικασία που διαρκεί περίπου 20 λεπτά και γίνεται με παρακέντηση, συνήθως στην οπίσθια άνω λαγόνια άκανθα μετά από τοπική αναισθησία. Επιπλοκές όπως λοίμωξη ή αιμορραγία είναι εξαιρετικά σπάνιες εφόσον τηρηθούν οι κανόνες αντισηψίας ενώ όταν ο αριθμός των αιμοπεταλίων είναι χαμηλότερος από 50 x 103/μl, αρκεί τοπική πίεση για 5 λεπτά περίπου στο σημείο παρακέντησης για την αποφυγή εκχύμωσης ή αιματώματος (Hillman et al., 2010).
Το μυελόγραμμα αποκαλύπτει συνήθως διήθηση από λεμφοκύτταρα σε ποσοστό άνω του 30%. Η μορφολογία των λεμφοκυττάρων είναι παρόμοια με αυτή του αίματος (μικρά ώριμα λεμφοκύτταρα). Η χρώση κατά Wright του επιχρίσματος του μυελού παρέχει την καλύτερη κυτταρολογική εικόνα των λευχαιμικών κυττάρων και επιπλέον παρέχει υλικό για κυτταροχημικές χρώσεις (εικ.18 & εικ.19) (Bain, 2010).
Η οστεομυελική βιοψία παρέχει περισσότερες πληροφορίες για τον τύπο διήθησης του μυελού, καθώς και για τον τρόπο ανάπτυξης και προσβολής του από τα νεοπλασματικά κύτταρα. Η διήθηση είναι οζώδης στο 7% των περιπτώσεων, διάμεση στο 34% που σχετίζεται με καλύτερη πρόγνωση και με το αρχικό στάδιο της νόσου, μεικτή (οζώδης και διάμεση) στο 24% η οποία συνδέεται με μία καλύτερη πρόγνωση και διάχυτη στο 35%. Ο διάχυτος τύπος διήθησης του μυελού συνδέεται με τη χειρότερη πρόγνωση της νόσου. (εικ.20) (Πάγκαλης, 2008).
Επιπλέον, προς αποκλεισμό του λεμφώματος μη Hodgkin (οζώδους τύπου) ή λεμφώματος από μικρά λεμφοκύτταρα, είναι απαραίτητη η οστεομυελική βιοψία και ο ανοσοφαινότυπος με τη χρήση κυτταρομετρίας ροής (Handin et al., 2002).
Χρήσιμη είναι η βιοψία όταν δε διαπιστώνεται ικανή λεμφοκυτταρική διήθηση στο μυελόγραμμα, με αποτέλεσμα να επιβεβαιώνεται η διήθηση, ο τύπος της και η παρουσία ή απουσία ίνωσης. Επίσης, η μορφολογία των λεμφοκυττάρων στη βιοψία του μυελού είναι παρόμοια με αυτήν που ανευρίσκεται στο αίμα (μικρά ώριμα λεμφοκύτταρα), (Oudat et al., 2003).
Λεμφοκύτταρα του μυελού των οστών υπάρχουν ανεξάρτητα της λεμφικής λευχαιμίας ή ανοσοκυτταρώματος, επί μυελοπαθειών, αυτοάνοσων νόσων και νεανικής αναιμίας σε σιδηροπενία. Ακόμα είναι δυνατό η λήψη να έχει γίνει από φυσιολογικό ή αντιδραστικά μεγεθυσμένο λεμφαδένα, οπότε δίνεται η εντύπωση διάχυτης λεμφογενούς διήθησης του μυελού των οστών (Hoffbrand et al., 2009).
Η βιοψία και η κυτταρομετρία ροής
 υπερέχουν του μυελογράμματος για την ανίχνευση διήθησης από λεμφοκύτταρα. Η κυτταρομετρία ροής είναι ελαφρά πιο ευαίσθητη από το μυελόγραμμα στην ανίχνευση της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου στη ΧΛΛ, ενώ η βιοψία πιθανά να είναι ελαφρά καλύτερη στην εύρεση του μη Hodgkin λεμφώματος (Sah et al., 2003).
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Εικόνα 18. Παρασκεύασμα μυελού των οστών σε ΧΛΛ. Παρά τη μεγάλη αύξηση των λεμφοκυττάρων διακρίνονται ακόμη στοιχεία της μυελοποιΐας =σημείο σχετικής καλοήθειας της νόσου. Χρώση Wright (Ανατύπωση από Bain, 2010).
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Εικόνα 19. Μυελός των οστών επί ΧΛΛ (παρασκεύασμα από τεμαχίδια). Σημαντική διήθηση από λεμφικά κύτταρα, που αποτελούνται από μικρά λεμφοκύτταρα και μία λεμφοβλάστη (βέλος). Το x νορμοβλάστη. Χρώση Wright (Ανατύπωση από Bain, 2010).
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Εικόνα 20. Ευρήματα οστεομυελικής βιοψίας επί ΧΛΛ. Επισημαίνονται οι 4 τύποι διήθησης του μυελού από τη νόσο. Α) οζώδης, Β) διάμεσος, Γ) μεικτός, Δ) Διάχυτος. Χρώση αιματοξυλίνης- ηωσίνης, μεγέθυνση Χ40 (Ανατύπωση από Πάγκαλης 2008).
4.3 Βιοψία Λεμφαδένων

Η βιοψία λεμφαδένων, συνήθως δείχνει διαταραχή της φυσιολογικής αρχιτεκτονικής του λεμφαδένα. Χαρακτηριστικό εύρημα στις βιοψίες λεμφαδένων με ΧΛΛ είναι η διάχυτη διήθηση από μικρά, ώριμα λεμφοκύτταρα. Επίσης, πιθανά, να ανευρεθούν μεγαλύτερα κύτταρα, που φέρονται ως «παρα-ανοσοβλάστες», δημιουργώντας σε μερικές περιπτώσεις ψευδοοζώδες πρότυπο ανάπτυξης (εικ.21). Η ιστολογική εικόνα είναι ταυτόσημη με εκείνη του λεμφώματος από μικρά λεμφοκύτταρα. Η διάκριση των δύο αυτών νοσολογικών οντοτήτων βασίζεται στα αιματολογικά ευρήματα. Επιπλέον διαφέρει το πρότυπο έκφρασης μορίων προσκόλλησης στην επιφάνεια των λεμφοκυττάρων (Πάγκαλης, 2008).
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Εικόνα 21. Βιοψία λεμφαδένος ασθενούς με ΧΛΛ /λέμφωμα από μικρά λεμφοκύτταρα. Διακρίνονται άφθονα μικρά νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα και λίγα μεγαλύτερα κύτταρα (παραανοσοβλάστες, βέλη). Χρώση αιματοξυλίνης- ηωσίνης, μεγέθυνση Χ400 (Ανατύπωση από Πάγκαλης, 2008).
Κεφάλαιο 5. ΣΤΑΔΙΟΠΟΙΗΣΗ
5.1 Καθορισμός Εκτάσεως Νόσου 

Η σταδιοποίηση της νόσου βασίζεται στα συστήματα κατά Rai και Binet. Τα συστήματα αυτά βασίζονται στην αξιολόγηση της ύπαρξης και της έκτασης περιφερικής (ψηλαφητής) λεμφαδενοπάθειας, της παρουσίας της σπληνομεγαλίας και ηπατομεγαλίας στην αντικειμενική εξέταση και της παρουσίας αναιμίας ή / και θρομβοπενίας. Η συνεχώς αυξανόμενη χρήση των προληπτικών αιματολογικών εξετάσεων έχει οδηγήσει στην πρωϊμότερη διάγνωση της νόσου και τη σημαντική αύξηση της συχνότητας των σταδίων Rai και Binet (Greer et al., 2009).
Η σταδιοποίηση κατά Rai, γίνεται ανάλογα με τον αριθμό των λεμφοκυττάρων στο μυελό και στην περιφέρεια και την ύπαρξη λεμφαδενικής, ηπατικής ή σπληνικής διόγκωσης, αναιμίας ή θρομβοπενίας (πίνακας 1), (Μελέτης, 2000).
	Στάδιο
	Ευρήματα
	Επιβίωση σε μήνες

	0.
	Μόνο λεμφοκυττάρωση στο αίμα και στο μυελό
	>140

	Ι.
	Λεμφοκυττάρωση με ψηλαφητή λεμφαδενοπάθεια
	95

	ΙΙ.
	Λεμφοκυττάρωση με ηπατική ή/και σπληνική διόγκωση
	70

	ΙΙΙ.
	Λεμφοκυττάρωση με αναιμία     

(Hb <11 g/dl)
	20

	ΙV.
	Λεμφοκυττάρωση με θρομβοπενία (αιμοπετάλια <100.000/μl)
	20


Πίνακας 1. Σταδιοποίηση κατά Rai (Ανατύπωση από Μελέτης, 2000).

Στην κατά Rai ταξινόμηση οι άρρωστοι διακρίνονται σε ομάδες χαμηλού (στάδιο 0), ενδιάμεσου (στάδια Ι και ΙΙ) και υψηλού κινδύνου (στάδια ΙΙΙ και IV). Οι περισσότεροι άρρωστοι στη διάγνωση εμφανίζονται στις ομάδες χαμηλού ή ενδιάμεσου κινδύνου (Greer et al., 2009).
Η ταξινόμηση κατά Binet έχει ως κριτήρια την έκταση των λεμφαδενικών διογκώσεων (διόγκωση ήπατος, και σπλήνας επίσης μαζί με λεμφαδενικές διογκώσεις) και τη γενική εξέταση αίματος (πίνακας 2), (Μελέτης, 2000).
	Στάδιο 
	Ευρήματα
	Επιβίωση σε μήνες

	Α
	Hb >10g/dl, PLT >100.000/μl, λιγότερες από 3 θέσεις με διόγκωση λεμφαδένων (περίπου 55% των περιπτώσεων ΧΛΛ)
	120

	Β
	Hb >10g/dl, PLT >100.000/μl, περισσότερες από 3 θέσεις με διόγκωση λεμφαδένων (περίπου 30% των περιπτώσεων ΧΛΛ)
	70

	C
	Hb <10g/dl, PLT <100.000/μl, (περίπου 15% των περιπτώσεων ΧΛΛ)
	20


Πίνακας 2. Σταδιοποίηση κατά Binet (Ανατύπωση από Μελέτης, 2000).
Η μέση επιβίωση αρρώστων με πρώιμο στάδιο (Rai0 και Binet Α), είναι άνω των 10 ετών, με ενδιάμεσο στάδιο (Rai Ι-ΙΙ, Binet Β) 5-7 χρόνια, ενώ οι ασθενείς με προχωρημένο στάδιο (Rai ΙΙΙ- IV, Binet C) έχουν μέση επιβίωση 1- 2 χρόνια (Greer et al.,2009).
Κεφάλαιο 6. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΑ

6.1 ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑ ΡΟΗΣ

6.1.1 Εισαγωγή
Οι ρίζες της κυτταρομετρίας ροής (flow cytometry) εντοπίζονται στα μέσα του 20ου αιώνα και η εκτενής χρήση της αρχίζει στη δεκαετία του 1970, με την εμφάνιση και των πρώτων εμπορικών συστημάτων. Στο κλινικό εργαστήριο αποκτά σημαντική θέση στα μέσα της δεκαετίας του 1980 λόγω της εξάπλωσης του ιού της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (ιός HIV) και ταυτόχρονα της βελτίωσης των τεχνικών συστημάτων (ρευστοδυναμικών και οπτικών) (Shapiro, 2003).
Η κυτταρομετρία ροής αποτελεί συνδυασμένη εφαρμογή των προόδων που επιτεύχθηκαν, ανεξάρτητα, τα τελευταία χρόνια, στους τομείς της επιστήμης των ηλεκτρονικών υπολογιστών, της τεχνολογίας των Laser, της παραγωγής μονοκλωνικών αντισωμάτων, της κυτταροχημείας και της χημείας των φθοριοχρωμάτων. Βασίζεται στην ανάλυση του κάθε κυττάρου ξεχωριστά. Σχεδιάστηκε για να ενισχύσει τη μικροσκοπική ανάλυση των κυττάρων με τη χρήση φθοριζόντων ιχνηθετών και υποστρωμάτων. Αν και αρχικά αναπτύχτηκε με κύριο σκοπό τον κυτταροδιαχωρισμό, σήμερα αποτελεί ένα διαγνωστικό εργαλείο στα κλινικά εργαστήρια αλλά και εξαιρετικά χρήσιμη τεχνική στα ερευνητικά εργαστήρια. Η κυτταρομετρία ροής αποτελεί μια ραγδαία εξελιγμένη τεχνική, που χρησιμοποιείται για να μετράει ταυτόχρονα και αργότερα να αναλύει πολλαπλά φυσικά ή/και χημικά χαρακτηριστικά μικροσκοπικών σωματιδίων, συνήθως κυττάρων (Γερμενής, 2000).
Τις τελευταίες δεκαετίες, η αξία της έχει εκτιμηθεί σημαντικά σε ποικίλες βιολογικές και ιατρικές εφαρμογές. Μια βασική εφαρμογή της αφορά την αιματολογία, στην οποία χρησιμοποιείται για το χαρακτηρισμό των αντιγόνων της κυτταρικής μεμβράνης (ανοσοφαινότυπος) δειγμάτων αίματος και συμβάλλει έτσι στη διάγνωση αιματολογικών κακοηθειών (Nguyen et al., 2007).
Οι ιδιότητες που μετρούνται, σε μία εξέταση κυτταρομετρίας ροής, περιλαμβάνουν το σχετικό μέγεθος του κάθε σωματιδίου, την εσωτερική πολυπλοκότητά του, καθώς και την ένταση φθορισμού του. Το φαινόμενο του φθορισμού πιθανά να προέρχεται εξαιτίας των φυσικών φθοριζουσών συστατικών ενός σωματιδίου ή με την επισύναψη σε αυτό κατάλληλων φθοριζουσών ουσιών. Η μέτρηση του φθορισμού χρησιμοποιείται, με κατάλληλη προ-επεξεργασία του εκάστοτε εξεταζόμενου δείγματος. Κάθε σωματίδιο μεγέθους 0,2 - 150 μm θεωρείται κατάλληλο για κυτταρομετρική ανάλυση (Shapiro, 2003).
6.1.2 Εφαρμογή 

Η εφαρμογή της κυτταρομετρίας ροής στη μελέτη των ανοσολογικών, αιματολογικών και νεοπλασματικών νοσημάτων έδωσε σημαντική ώθηση στην κλινική έρευνα αλλά και στην καθημερινή διαγνωστική. Η ανάλυση του ανοσοφαινότυπου, αποτελεί σήμερα την ευρύτερα διαδεδομένη κλινική εφαρμογή της κυτταρομετρίας ροής και με αυτή τη μελέτη επιτυγχάνεται η ανίχνευση παθολογικών κυττάρων και ο προσδιορισμός διαταραχών της σύστασης των φυσιολογικών κυτταρικών πληθυσμών. Η συμβολή της κυτταρομετρίας ροής, στον τομέα της κυτταρικής βιολογίας διευρύνεται σημαντικά από τη συνεχή παραγωγή νέων μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι πλήθους αντιγόνων των κυτταρικών επιφανειών (Γερμενής, 2000). Ειδικότερα η ανοσοφαινοτυπική ανάλυση έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιμη στις ακόλουθες περιπτώσεις: 
· καθορισμός της κυτταρικής προέλευσης και του σταδίου διαφοροποίησης των λεμφωμάτων και των λευχαιμιών (Γερμενής, 2000),
· πρώιμος καθορισμός της υποτροπής κακοήθων αιματολογικών νοσημάτων (Varma & Naseem, 2011),

· διάγνωση και παρακολούθηση κληρονομικών και επίκτητων ανοσοανεπαρκειών (Γερμενής, 2000),
· παρακολούθηση των αποτελεσμάτων της χημειοθεραπείας,

· διάγνωση και παρακολούθηση αυτοάνοσων νοσημάτων (Wang et al., 2011) και

· προγεννητική και νεογνική διάγνωση κοινών ανοσολογικών και αιματολογικών ανωμαλιών (Curtis et al., 2011).
Άλλα πεδία κλινικών εφαρμογών, στα οποία η κυτταρομετρία ροής κατακτά καθημερινά περισσότερο έδαφος, υποκαθιστώντας κλασικές μεθόδους είναι τα αντιαιμοπεταλιακά και αντιερυθροκυτταρικά αντισώματα, η γονιδιακή τυποποίηση (Human Leukocyte Antigenes/ HLA- τυποποίηση)
, η διασταύρωση ιστοσυμβατότητας, η μικτή καλλιέργεια λεμφοκυττάρων, οι υποδοχείς οιστρογόνων
, η μέτρηση ανοσοσυμπλεγμάτων
 (κύτταρα Raji), η χρωμοσωμιακή ανάλυση, ο προσδιορισμός και αρίθμηση μικροοργανισμών, η ανάλυση σπέρματος (Γερμενής, 2000).
6.1.3 Κυτταρομετρητής Ροής

Ένας κυτταρομετρητής ροής απαρτίζεται από τρία βασικά υποσυστήματα, το σύστημα ρευστοδυναμικής, το οπτικό σύστημα και το ηλεκτρονικό σύστημα.

• το σύστημα ρευστοδυναμικής μεταφέρει τα σωματίδια με τη μορφή ρεύματος υγρού προς τη δέσμη laser για ανάλυση,
• το οπτικό σύστημα αποτελείται από lasers που εκπέμπουν φως προς τα σωματίδια και από οπτικά φίλτρα που κατευθύνουν τα προκύπτοντα σήματα φωτός προς τους κατάλληλους ανιχνευτές και 
• το ηλεκτρονικό σύστημα, το οποίο μετατρέπει τα σήματα φωτός σε ηλεκτρονικά σήματα, τα οποία απεικονίζονται και επεξεργάζονται σε ηλεκτρονικό υπολογιστή (Shapiro, 2003).
6.1.4 Αρχή Μεθόδου

Στον κυτταρομετρητή ροής, τα σωματίδια βρίσκονται αιωρούμενα σε ένα υδροδυναμικά κατευθυνόμενο ρεύμα υγρού, το οποίο διέρχεται μέσω μιας δέσμης φωτός, συνήθως φωτός laser, ενός συγκεκριμένου μήκους κύματος. Όταν μια ακτίνα φωτός προσπίπτει σε ένα σωματίδιο, το φως σκεδάζεται ή απορροφάται (εικ.22). Στη δεύτερη περίπτωση, το απορροφημένο φως ενδέχεται να επανεκπεμφθεί με τη μορφή φθορισμού σε κάποιο άλλο μήκος κύματος. Ένα πλήθος από κατάλληλα τοποθετημένους φακούς στρέφονται προς το σημείο που το ρεύμα υγρού διέρχεται μέσω της δέσμης φωτός: ένας φακός κατά μήκος της κατεύθυνσης της δέσμης, που συλλέγει την πρόσθια σκέδαση φωτός (forward scatter - FS) και οι υπόλοιποι κάθετα σε αυτήν, εκ των οποίων ένας συλλέγει την πλάγια σκέδαση φωτός (side scatter - SS) και οι υπόλοιποι συλλέγουν φθορισμό σε διάφορα μήκη κύματος. Η ένταση της FS αντιστοιχεί στο σχετικό μέγεθος του σωματιδίου, ενώ η ένταση της SS εξαρτάται από τη σχετική εσωτερική πολυπλοκότητά του (όταν πρόκειται για κύτταρο, από το σχήμα του πυρήνα, το πλήθος των κυτταροπλασματικών κόκκων, την τραχύτητα της μεμβράνης, κ.λ.π) (Carey et al., 2007).
Αφού συλλεχθούν το σκεδασμένο φως και ο φθορισμός ανακατευθύνονται προς κατάλληλους ανιχνευτές, οι οποίοι παράγουν ηλεκτρονικά σήματα έντασης ανάλογης αυτής των οπτικών σημάτων που δέχονται. Στη συνέχεια, τα παραγόμενα ηλεκτρονικά σήματα υφίστανται επεξεργασία από μια ακολουθία από γραμμικούς και λογαριθμικούς ενισχυτές. Η λογαριθμική ενίσχυση πιο συχνά χρησιμοποιείται στη μέτρηση του φθορισμού, αλλά κάποιες φορές και για την επεξεργασία της πλάγιας σκέδασης φωτός. Αυτός ο τύπος ενίσχυσης διευρύνει την κλίμακα των χαμηλών σημάτων και συμπιέζει αυτή των υψηλών. Τα δεδομένα που προκύπτουν, αποθηκεύονται ως αρχεία στον υπολογιστή και μπορούν να απεικονιστούν με τη μορφή διαγραμμάτων μίας ή πολλαπλών διαστάσεων, ώστε στη συνέχεια να αναλυθούν (Carey et al., 2007).
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Εικόνα 22. Η κυψέλη ροής των κυτταρομέτρων. Η δέσμη laser προσπίπτει κάθετα στα υπό εξέταση κύτταρα, η μονήρης διάταξη των οποίων επιτυγχάνεται με τη βοήθεια υδροδυναμικού συστήματος (Ανατύπωση από Γερμενής, 2000).
6.1.5 Παραγωγή Σκέδασης Φωτός

Η σκέδαση φωτός πραγματοποιείται όταν ένα σωματίδιο εκτρέπει μια προσπίπτουσα ακτίνα φωτός. Η έκταση στην οποία συμβαίνει αυτό εξαρτάται από κάποια φυσικά χαρακτηριστικά του σωματιδίου, συγκεκριμένα από το μέγεθος και την εσωτερική του πολυπλοκότητα. Παράγοντες που επηρεάζουν τη σκέδαση φωτός σε ένα κύτταρο είναι η μεμβράνη, ο πυρήνας, καθώς και κάθε κοκκώδες υλικό στο εσωτερικό του. Το σχήμα και η τοπογραφία του κυττάρου επίσης συμβάλλουν στη συνολική σκέδαση φωτός (Watson, 2007).
Το φως που σκεδάζεται προς τα μπρος (forward scatter - FS) είναι ανάλογο με το εμβαδόν της επιφάνειας του κυττάρου ή το μέγεθός του. Η FS είναι μια μέτρηση που προκύπτει περισσότερο από το περιθλασμένο φως και ανιχνεύεται από μια φωτοδίοδο ακριβώς πάνω στον άξονα της πρόσθιας κατεύθυνσης της εισερχόμενης ακτίνας laser. Το φως που σκεδάζεται προς τα πλάγια (side scatter - SS) είναι ανάλογο της εσωτερικής πολυπλοκότητας του κυττάρου. Η SS αποτελεί μια μέτρηση που προκύπτει περισσότερο από το διαθλασμένο φως, το οποίο παράγεται σε οποιαδήποτε επιφάνεια στο εσωτερικό του κυττάρου που παρουσιάζει μεταβολή στο δείκτη διάθλασης. Μπορεί να συλλεχθεί από κατάλληλους φακούς τοποθετημένους περίπου κάθετα στον άξονα της πρόσθιας κατεύθυνσης της εισερχόμενης ακτίνας laser και να ανακατευθυνθεί στον κατάλληλο ανιχνευτή (Watson, 2007).
Κάθε φθορίζουσα χημική ένωση, που αποκαλείται και φθοριόχρωμα (fluorochrome), απορροφά φωτεινή ενέργεια σε κάποιο εύρος μηκών κύματος, το οποίο είναι χαρακτηριστικό για την ένωση αυτή. Η απορρόφηση αναγκάζει ένα ηλεκτρόνιο να ανυψωθεί σε κάποιο ανώτερο ενεργειακό επίπεδο. Το διεγερμένο ηλεκτρόνιο γρήγορα επανέρχεται στην αρχική του ενεργειακή κατάσταση, εκπέμποντας την ενέργεια διέγερσής του με τη μορφή φωτονίου. Αυτή η ενεργειακή μετάβαση καλείται φθορισμός. Το εύρος μηκών κύματος στο οποίο η φθορίζουσα ένωση διεγείρεται ονομάζεται φάσμα διέγερσης. Εφόσον περισσότερη ενέργεια καταναλώνεται στις μεταβάσεις διέγερσης από ότι εκπέμπεται στις μεταβάσεις εκπομπής, τα μήκη κύματος εκπομπής είναι μεγαλύτερα σε σχέση με τα μήκη κύματος διέγερσης. Το εύρος των μηκών κύματος εκπομπής μιας φθορίζουσας ένωσης καλείται φάσμα εκπομπής (Watson, 2007).
Η κυτταρομετρία ροής δεν έχει σταματήσει να εξελίσσεται. Η ανάπτυξη των ανιχνευτών φθορισμού φάσματος, η ένταξη των τεχνικών μοριακής βιολογίας με κυτταρομετρία ροής, καθώς και η αξιολόγηση των κυττάρων χωρίς δείκτες, όπως οι κυτταροκίνες
 είναι τα βασικά συστατικά στη συνεχιζόμενη εξέλιξή της (McCoy, 2002).
6.1.6 Ανοσοφαινότυπος

Η χρήση των μονοκλωνικών αντισωμάτων έχει μεγάλη εφαρμογή στην ανίχνευση πρωτεϊνών που εκφράζονται στην επιφάνεια των λεμφοκυττάρων, αλλά και πολλών άλλων κυττάρων. Τέτοια πρωτεϊνικά μόρια χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση κυτταρικών υποπληθισμών και ονομάζονται κυτταρικοί ή ανοσιακοί δέικτες (Πάγκαλης, 2008).
Τα μονοκλωνικά αντισώματα χρησιμοποιούνται για τη φαινοτυπική κατάταξη των λευχαιμικών, και όχι μόνο, κυττάρων. Αναγνωρίζουν αρχέγονα πολυδύναμα, ώριμα και άωρα Β- και Τ- λεμφοκύτταρα, πρώιμα, διεγερμένα, ΝΚ-κύτταρα, θυμοκύτταρα, μονοκύτταρα, κοκκιοκύτταρα, πλασματοκύτταρα, κύτταρα της μεγακαρυοκυτταρικής σειράς, αιμοπετάλια, γλυκοπρωτεΐνες προσκόλλησης, μακροφάγα, κύτταρα Reed-Sternberg, ενδοθηλιακά κύτταρα, κυτταροκίνες, βαριές και ελαφριές αλυσίδες, κύτταρα ερυθράς σειράς GpA ή γλυκοφορίνη Α (Handin et al., 2002).
Σήμερα ανιχνεύονται τρία, ή και περισσότερα αντιγόνα συγχρόνως στο ίδιο λευχαιμικό κύτταρο. Ομάδες από δύο ή περισσότερα μονοκλωνικά αντισώματα που αναγνωρίζουν παρόμοιους επιτόπους σε φυσιολογικά ή νεοπλασματικά κύτταρα, ονομάζονται αντιγόνα διαφοροποίησης (CD- clusters of differentiation) (πίνακας 3). Έχουν αξιολογηθεί περισσότερα από 1.500 μονοκλωμικά αντισώματα, με τα οποία έχουν χαρακτηριστεί περισσότερα από 160 πρωτεϊνικά μόρια (CD) (Πάγκαλης, 2008).
Ο προσδιορισμός του ανοσοφαινότυπου είναι καθοριστικός για την αναγνώριση των λεμφοκυττάρων, άρα για τη διάγνωση, τη διαφορική διάγνωση και σε ορισμένες περιπτώσεις και για την πρόγνωση (Πάγκαλης, 2008). Με τον προσδιορισμό του ανοσοφαινότυπου διευκρινίζεται η νόσος που προέρχεται από Τ-λεμφοκύτταρα, τα οποία έχουν τον επιφανειακό δείκτη CD7 (Bremer et al., 2006). Πρόκειται για ένα ποσοστό <1% στο σύνολο των περιπτώσεων ΧΛΛ, αν και υποστηρίζεται ότι πρόκειται για μορφή προλεμφοκυτταρικής λευχαιμίας (Tkachuk & Hirschmann, 2007).
Τα νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα στη ΧΛΛ εκφράζουν τους παν-Β δείκτες CD19 και CD20. Χαρακτηριστικό εύρημα είναι η συνέκφραση στα Β-λεμφοκύτταρα του κυτταρικού αντιγόνου CD5 σε ποσοστό άνω του 90% των περιπτώσεων (εικ. 23), (πίνακας 4), (Giordano et al., 2011).
Η έκφραση του αντιγόνου CD23 είναι συχνή. Είναι δείκτης ενεργοποίησης και καθώς υφίσταται αυτόματη πρωτεόλυση, παράγει αυξημένα επίπεδα CD23 στον ορό, τα οποία είναι ενδεικτικά της προόδου της νόσου (Di Raimondo et al., 2002). Η ανάλυση της κυτταρομετρίας ροής της έκφρασης CD23 με CD5+ κύτταρα είναι μια ευρέως εφαρμοσμένη μέθοδος στη διαφορική διάγνωση της ΧΛΛ. Οι υψηλές τιμές του CD23 και η υψηλή ένταση φθορισμού σχετίζονται με ΧΛΛ (Barna et al., 2008).
Για την ανοσοφαινοτυπική διάγνωση της Β-ΧΛΛ έχει αναπτυχθεί ένα σύστημα βαθμολόγησης, κατά το οποίο ο χαρακτηριστικός ανοσοφαινότυπος των Β-κυττάρων είναι CD5+, CD19+, CD23+, FMC7-. Τα CD4+ και CD7+ στη Β-ΧΛΛ συνεκφράζονται (Jani et al., 2007). Αν και η διαγνωστική ακρίβεια του συστήματος αυτού είναι ικανοποιητική, η χρησιμότητά του περιορίζεται επειδή οι περιπτώσεις Β-ΧΛΛ με «άτυπη» μορφολογία, οι οποίες συνηθέστερα εγείρουν διαφοροδιαγνωστικά προβλήματα, συχνά έχουν και «άτυπο» ανοσοφαινότυπο. Τα αντιγόνα επιφάνειας CD19, CD20, CD21, και CD23 αποτελούν τα πλέον συχνά αντιγόνα των Β-λεμφοκυττάρων (www.mednet.gr).
Το CD38 ανευρίσκεται στο 20% των περιπτώσεων, ενώ τα αντιγόνα CD22 και FMC7 δεν εκφράζονται ή εκφράζονται ασθενώς. Το FMC7 ανευρίσκεται αρνητικό στο 84% των ασθενών και είναι δείκτης προλεμφοκυτταρικής λευχαιμίας και λευχαιμίας εκ τριχωτών κυττάρων ( Xu et al., 2009).
Το CD38 είναι μια ακόμη σημαντική επιφανειακή πρωτεΐνη και συνδυάζεται με δυσμενή πρόγνωση. Ασθενείς με θετική έκφραση του CD38 έχουν σημαντικά μικρότερη συνολική επιβίωση από τους ασθενείς με αρνητικό CD38. Η έκφραση του CD38 και του FMC7 συσχετίζεται με άτυπη μορφολογία και παρουσία τρισωμίας 12. Τυπικό εύρημα είναι η απουσία της έκφρασης του CD79b στο 95% των περιπτώσεων, σε αντίθεση με άλλα Β-χρόνια λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα και είναι συστατικό του συμπλέγματος αντιγόνου-υποδοχέα στην επιφάνεια των Β-λεμφοκυττάρων (Xu et al., 2009).
Το αντιγόνο CD5 φυσιολογικά αποτελεί αντιγόνο Τ-λεμφοκυττάρων. Εάν όμως, παραδόξως, το CD5 αντιγόνο εκφράζεται μαζί με κάποιο από τα αντιγόνα CD19+, CD20+, CD21+ και CD23+ στο ίδιο κύτταρο, για παράδειγμα CD5+/ CD23+, τότε επιβεβαιώνεται η διάγνωση της Β-ΧΛΛ και είναι χαρακτηριστικό της εύρημα σε ποσοστό σχεδόν 95%. Το 60% περίπου της ΧΛΛ από Β- κύτταρα εκφράζουν το CD180 (Porakishvili et al., 2011).
Τα CD5+ κύτταρα πιθανά να προκαλούν έκκριση αντισωμάτων DNA και ρευματοειδών παραγόντων in vitro. Ανευρίσκεται επίσης, με αυξημένο αριθμό στο περιφερικό αίμα ασθενών με αυτοάνοσα νοσήματα (ρευματοειδή αρθρίτιδα, συστηματικός ερυθηματώδης λύκος) και μετά από αλλογενή μεταμόσχευση μυελού των οστών και πιστεύεται ότι αποτελούν την πηγή αυτοαντισωμάτων (πιθανά να ευθύνονται για την εμφάνιση αυτοάνοσων διαταραχών στο 20% των περιπτώσεων με ΧΛΛ). Η προλεμφοκυτταρική μορφή της ΧΛΛ, Β κυττάρων, δεν εκφράζει το CD5 (Handin et al., 2002).
Η έκφραση του CD8 θεωρείται ως δείκτης της επιθετικής μορφής της νόσου, εφόσον υπάρχει και η έκφραση του CD19 στα Β κύτταρα της ΧΛΛ (Stagno et al., 2009).
Η έκφραση του CD74 έχει προταθεί για να χρησιμεύσει ως προγνωστικός παράγοντας σε κακοήθειες και χρησιμοποιείται ως δείκτης εξέλιξης της νόσου (Shachar & Haran, 2011).
Το CD11c εκφράζεται στη ΧΛΛ σε ποσοστό έως και 90% των περιπτώσεων. Αντίθετα η έκφρασή του είναι σπάνια στο λέμφωμα από κύτταρα του μανδύα 
(mantle cell lymphoma -MCL) και μπορεί να βοηθήσει στη διαφοροποίηση των CD5+ Β-κυτταρικών νεοπλασιών (Kraus et al., 2010).
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Εικόνα 23. Ανοσοφαινότυπος λεμφοκυττάρων ΧΛΛ. Στην εικόνα (α) απεικονίζεται η συνέκφραση του παν –Β δείκτη CD19 και του χαρακτηριστικού για τη νόσο δείκτη CD5 και δεξιά (β) η συνέκφραση του παν Β δείκτη CD20 με χαμηλή ένταση φθορισμού και του δείκτη ενεργοποίησης CD23 (Ανατύπωση από Πάγκαλης, 2008).
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Πίνακας 3 Χαρακτηριστική εικόνα αποτελεσμάτων ανοσοφαινότυπου σε υγειές άτομο. Η έκφραση των αντιγόνων διαφοροποίησης (CD) είναι εντός φυσιολογικών τιμών. (Ευγενική χορηγία από το νοσοκομείο «Η Σωτηρία»).
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Πίνακας 4 Χαρακτηριστική εικόνα αποτελεσμάτων ανοσοφαινότυπου σε ασθενή που πάσχει από ΧΛΛ. Παρατηρείται η συνέκφραση των αντιγόνων διαφοροποίησης, το CD5 με το CD19 και το CD23 με το CD19, σε υψηλό ποσοστό (%) (Ευγενική χορηγία από το νοσοκομείο «Η Σωτηρία»).
6.2 ΦΘΟΡΙΣΜΟΣ IN SITU ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΥ (FISH)
6.2.1 Εισαγωγή
Ο in situ υβριδισμός με φθορίζοντες ιχνηθέτες (fluorescent in situ hybridization - FISH) είναι μια τεχνική σήμανσης των νουκλεϊνικών οξέων
 του κυττάρου στο φυσικό τους χώρο (in situ), δηλαδή είτε στα όρια του πυρήνα κατά τη διάρκεια της μεσόφασης
, είτε επί των χρωμοσωμάτων, στη μιτωτική διαίρεση
 (Andreeff & Pinkel, 2000).
Αποτέλεσε αναμφισβήτητα ένα από τα χρησιμότερα νέα «τεχνικά εργαλεία» της Βιολογίας και Ιατρικής. Η συμβολή στη χαρτογράφηση του ανθρώπινου γονιδιώματος ήταν πολύτιμη. Η νέα τεχνική αποδείχθηκε αναντικατάστατη στη διάγνωση πολλών συγγενών δύσμορφων συνδρόμων και ενσωματώθηκε στη διαγνωστική των νεοπλασιών, οι οποίες θεωρούνται εξ ορισμού «γενετικά» νοσήματα. Περισσότερο άμεση ήταν η αξιοποίηση του FISH στις αιματολογικές κακοήθειες. Ο FISH αποτελεί ένα καταξιωμένο μέσο στην αρχική διαγνωστική προσέγγιση οποιασδήποτε αιματολογικής κακοήθειας και σε αρκετές περιπτώσεις, τη μοναδική αποτελεσματική μέθοδο μελέτης των βιολογικών χαρακτήρων της νόσου (Andreeff & Pinkel, 2000).
Οι εξελίξεις στη βιοϊατρική τεχνολογία συνέβαλαν καθοριστικά στην απλοποίηση της τεχνικής του FISH και οδήγησαν ακόμη και στην αυτοματοποίηση ορισμένων σταδίων της (Andreeff & Pinkel, 2000).
6.2.2 Αρχή Μεθόδου
Ο FISH έγκειται στη σήμανση των τμημάτων των νουκλεϊνικών οξέων στη φυσική τους θέση (επί του χρωμοσώματος ή στα πλαίσια του μεσοφασικού πυρήνα). Το τμήμα του νουκλεϊνικού οξέος που πρόκειται να σημανθεί αποτελεί την αλληλουχία – στόχο. Ως ιχνηθέτης χρησιμοποιείται μία τεχνική (συνθετική) αλληλουχία νουκλεοτιδίων, συμπληρωματική ως προς τον στόχο της και συνδεδεμένη με φθορίζουσα ουσία. Η τεχνική αποσκοπεί στην εξασφάλιση των κατάλληλων συνθηκών, ώστε οι δύο αλληλουχίες (στόχος και ιχνηθέτης) να «υβριδισθούν», δηλαδή να συνδεθούν με βάση το νόμο της συμπληροματικότητας. Το αποτέλεσμα αξιολογείται με εξέταση του παρασκευάσματος σε μικροσκόπιο φθορισμού εφοδιασμένο με τα ενδεδειγμένα φίλτρα για τις φθορίζουσες χρωστικές που χρησιμοποιούνται (Clark, 2003).
6.2.3 Υλικό
Η τεχνική FISH είναι κατεξοχή εφαρμόσιμη σε μιτωτικά παρασκευάσματα που προορίζονται για κυτταρογενετική μελέτη. Στην αιματολογία κατάλληλο είναι οποιοδήποτε παρασκεύασμα θεωρείται «κυτταρολογικό», δηλαδή οποιαδήποτε επίστρωση κυττάρων σε αντικειμενοφόρες πλάκες, ανεξάρτητα από την προέλευσή τους. Η ευρύτατη αυτή κατηγορία περιλαμβάνει τα επιχρίσματα περιφερικού αίματος, μυελού των οστών ή άλλων βιολογικών υγρών (πλευριτικό ή ασκητικό υγρό), τα αποτυπώματα οποιουδήποτε ιστού, που αφαιρείται για βιοψία, τις επιστρώσεις του υλικού που αναρροφάται μέσω λεπτής σταγόνας, τις συλλογές των αιμοποιητικών κυττάρων που προορίζονται για μεταμόσχευση και κυτταρικούς πληθυσμούς που προκύπτουν από τη διαδικασία διαχωρισμού (www.nature.com).
6.2.4 Ιχνηθέτες

Οι ιχνηθέτες είναι συνθετικές δίκλωνες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων, συμπληρωματικές ως προς την αλληλουχία – στόχο που προορίζεται για σήμανση. Το μέσο σήμανσης είναι φθορίζουσες ουσίες επί των ιχνηθετών (φθοριοχρώματα). Η σύνθεση των ιχνηθετών εξαρτάται από την αναζητούμενη γενετική βλάβη. Το ίδιο ισχύει και για το μήκος της, το οποίο μπορεί να καλύπτει από ένα γονίδιο (ή και τμήμα γονιδίου) έως ένα πλήρες χρωμόσωμα (Andreeff & Pinkel, 2000).
Σήμερα, για τις καθημερινές εφαρμογές τα περισσότερα εργαστήρια προμηθεύονται εμπορικά διαθέσιμους ιχνηθέτες ή συνδυασμούς αυτών, οι οποίοι διατίθενται συνδεδεμένοι με το αντίστοιχο φθοριόχρωμα (Andreeff & Pinkel, 2000).
6.2.5 Τεχνική

Παρά τις μικροδιαφορές που επιβάλλονται από το είδος των βιολογικών υγρών και την προέλευση των αντιδραστηρίων, η τεχνική κατά FISH περιλαμβάνει ορισμένα κοινά στάδια, τα οποία αποτελούν την προετοιμασία του παρασκευάσματος και του ιχνηθέτη και στη συνέχεια την εξασφάλιση κατάλληλων συνθηκών για τον υβριδισμό
. Η τεχνική έχει τα εξής στάδια (εικ.24):

· αποδιάταξη των αλληλουχιών – στόχων (θέρμανση για λίγα λεπτά στους 70 – 75oC, διάνοιξη της διπλής έλικας του DNA, σε όλο το μήκος του),

· αποδιάταξη ιχνηθέτη (η κατάλληλη ποσότητα του ιχνηθέτη αναμεμειγμένη με ειδικό «αποδιατακτικό» διάλυμα, θερμαίνεται (>70oC) για λίγα λεπτά με σκοπό την αναδιάταξη της σεσημασμένης αλληλουχίας),

· επώαση υβριδισμού (ο αποδιατεταγμένος ιχνηθέτης μεταφέρεται στο αποδιατεταγμένο παρασκεύασμα και συγκρατείται στην επιθυμητή περιοχή μελέτης με καλυπτρίδα. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 37 oC για 6-16 ώρες. Η διάρκεια αυτή είναι αντιστρόφως ανάλογη του μήκους κύματος του ιχνηθέτη. Στο διάστημα αυτό επιτυγχάνεται ο υβριδισμός, δηλαδή η σύνδεση στόχου –ιχνηθέτη),

· έκπλυση (η απαραίτητη ποσότητα του ιχνηθέτη απομακρύνεται πάντα με θέρμανση του σεσημασμένου παρασκευάσματος σε ειδικό διάλυμα. Το στάδιο αυτό είναι αυστηρά περιορισμένου χρόνου) (Clark, 2003).
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Εικόνα 24. Τα βασικά στάδια της τεχνικής FISH σχηματικά: Α) βασικά αντιδραστήρια (Σ: αλληλουχία στόχος, Ι: ιχνηθέτης), Β) αποδιάταξη, Γ) υβριδισμός στόχου- ιχνηθέτη, Δ) αξιολόγηση στο μικροσκόπιο φθορισμού (Ανατύπωση από Clark, 2003).
Πριν τη μελέτη στο μικροσκόπιο προστίθεται ως «αντίχρωση» ένα φθοριόχρωμα, το οποίο δεσμεύεται μη ειδικά στο DNA με σκοπό να προσανατολίσει τον παρατηρητή (Clark, 2003).
Η πάνω τεχνική αφορά τη σήμανση αλληλουχιών DNA. Στα πλαίσια αυτά το mRNA του κυττάρου (το οποίο υπεισέρχεται μόνο στη μεσοφασική εφαρμογή του FISH), δε δημιουργεί πρόβλημα, δεδομένου ότι η πρωτοταγής δομή του διαφέρει αισθητά από την αντίστοιχη του DNA (δεν περιέχει τις μη κωδικές περιοχές: introns
) και ως συνέπεια, δεν αποτελεί στόχο υβριδισμού. Η σήμανση του mRNA είναι εφικτή με FISH αλλά ως τεχνική παρουσιάζει μεγαλύτερες δυσκολίες. Προϋποθέτει τον κατάλληλο ιχνηθέτη, ο οποίος ταυτίζεται με το αντίστοιχο «συμπληρωματικό» DNA (cDNA) και τα σήματα πιθανά να εμφανίζονται διάχυτα τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα. Επιπλέον, το mRNA είναι κατά κανόνα μικρομοριακό και η ανίχνευσή του ενδέχεται να απαιτεί  ενίσχυση του στόχου με in situ εφαρμογή της PCR με ανάστροφη μεταγραφάση (Reverse Transcriptase- PCR: RT-PCR) (Clark, 2003).
Στις περισσότερες αιματολογικές κακοήθειες οι γενετικές βλάβες αναζητούνται σε επίπεδο mRNA και συχνότερα εφαρμόζεται η PCR με χρήση ανάστροφης μεταγραφάσης, η οποία αναζητεί προφανώς το υπόστρωμά της στο κυτταρόπλασμα. Αυτό απαιτεί ακέραια κύτταρα (Γερμενής, 2000).
6.3 Καρυότυπος

Η συμβατική καρυοτυπική ανάλυση (καρυοτυπική μελέτη) και η PCR (ιδίως η PCR με χρήση ανάστροφης μεταγραφάσης) χρησιμοποιούνται ευρύτατα και είναι αναντικατάστατες σε ορισμένες εφαρμογές. Η καρυοτυπική μελέτη έγκειται στη βραχυπρόθεσμη καλλιέργεια κυττάρων, στην αναστολή της μιτωτικής διαίρεσης στο στάδιο της μετάφασης, στην ωσμωτική κατάργηση της ακεραιότητας του κυττάρου, στην επεξεργασία της ακεραιότητας των χρωμοσωμάτων με ειδικές χρωστικές και στην εκτίμηση της μορφολογίας σε οπτικό μικροσκόπιο. Ο καρυότυπος αποτελεί το μοναδικό πρακτικό μέσο συνολικής εποπτείας του γενετικού υλικού. Η πλήρης εποπτεία του καρυότυπου της συμβατικής κυτταρογενετικής βασίζεται στην εκτίμηση της μορφολογίας των χρωμοσωμάτων. Η κατάδειξη των αριθμητικών ατυπιών είναι απλή υπόθεση. Τα προβλήματα ανακύπτουν όταν οι μεταβολές είναι μικρής κλίμακας, δηλαδή δεν επηρεάζουν τη σύσταση των χρωμοσωμάτων σε βαθμό ώστε να γίνει αντιληπτή. Αυτές οι υπομικροσκοπικές ατυπίες ανευρίσκονται συνήθως στα αιματολογικά νεοπλάσματα και έχουν μεγάλη κλινική σημασία (περιορισμένα χρωμοσωμικά ελλείμματα, τα οποία είναι συνηθέστατα στα χρόνια λεμφοϋπερπλαστικά σύνδρομα και συχνά υπαγορεύουν τις θεραπευτικές αποφάσεις) (Γερμενής, 2000).
6.4 Χρωμοσωμικές Μεταβολές και Μοριακά Ευρήματα
Οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες ανευρίσκονταν σε περισσότερους από τους μισούς ασθενείς με την κλασική κυτταρογενετική, ενώ με τη μέθοδο FISH (fluorescence in situ hybridization) καταδεικνύεται η ύπαρξη παθολογικού καρυοτύπου στο 80% των περιπτώσεων Β-ΧΛΛ, συνήθως με τη μορφή ελλείψεων χρωμοσωμικών περιοχών. Μεταξύ των ασθενών με παθολογικό καρυότυπο, το 65% έχουν μία, το 25 % δύο και το 10% τρεις ή περισσότερες χρωμοσωμικές βλάβες. Καθεμιά από αυτές, αλλά και ο συνδυασμός τους, έχει συσχετιστεί με διαφορετική πρόγνωση, χειρότερη πάντως απ’ ότι στο φυσιολογικό καρυότυπο (Πάγκαλης, 2008). Οι σημαντικότερες είναι οι εξής:
•Εξάλειψη στο 13q: Εμφανίζεται νωρίς, με συχνότητα >50%.
Περιλαμβάνει το γονίδιο του ρετινοβλαστώματος (RΒ1), ελεγκτή του κυτταρικού κύκλου. Είναι η καλοηθέστερη ανωμαλία, καθώς δεν μεταβάλλει την επιβίωση σε σύγκριση με την πλήρη απουσία ανωμαλιών και συνδυάζεται συχνότερα με το μεταλλαγμένο τύπο της ΧΛΛ (Πάγκαλης, 2008).
•Εξάλειψη στο 11q: Περιλαμβάνει το γονίδιο αταξίας -τηλεαγγειεκτασίας (ΑΤΜ) (Austen et al., 2005).

•Εξάλειψη στο 17p: Περιλαμβάνει το γονίδιο ΤΡ53. Όπως και το γονίδιο αταξίας -τηλεαγγειεκτασίας, ρυθμίζει την απάντηση στη βλάβη του γενετικού υλικού, ενώ η εξάλειψή τους συνδυάζεται με αντοχή στη χημειοθεραπεία. Αυτές οι εξαλείψεις είναι συχνές στο μη μεταλλαγμένο τύπο της ΧΛΛ με τη δυσμενέστερη πρόγνωση, ενώ συχνά οι εν λόγω ασθενείς παρουσιάζουν έντονη συμπτωματολογία, με εκ-σεσημασμένη σπληνομεγαλία και λεμφαδενοπάθεια, νυκτερινές εφιδρώσεις και απώλεια βάρους (Zenz et al., 2011).
•Τρισωμία 12: Περιλαμβάνει το γονίδιο MDM2. Η τρισωμία 12 μειώνει τα επίπεδα ελεύθερου p53 και ανευρίσκεται συχνότερα στις παραλλαγές της νόσου και συγκεκριμένα, στη προλεμφοκυτταρική ΧΛΛ, όπου εκτός των τυπικών μικρών κυττάρων υπάρχει και πληθυσμός προλεμφοκυττάρων 11–54% και στην «άτυπη» ΧΛΛ, όπου υπάρχει ποσοστό >15% κυττάρων με εντομή και <10% προλεμφοκυττάρων (Πάγκαλης, 2008).
• Εξάλειψη στο 6q21,50 αντιμετάθεση t(1;6)(p35,3, p25,2) (Calin et al., 2002).
• Διάφορες εξαλείψεις, όπως για παράδειγμα στις θέσεις 13q14,3, 17p13, Xp11,3, 9q22,1, μπορεί να επηρεάζουν την έκφραση γονιδίων microRNA (Calin & Liu, 2004). Τα γονίδια microRNA δρουν ρυθμιστικά σε μετα-μεταγραφικό επίπεδο και η μεταβολή της έκφρασης ορισμένων από αυτά (microRNA signature) έχει συσχετιστεί με το χρόνο που μεσολαβεί από τη διάγνωση έως την έναρξη θεραπείας (Calin et al., 2005). Οι εκάστοτε χρωμοσωμικές ανωμαλίες τείνουν να συνδυάζονται με τον έναν ή τον άλλο τύπο ΧΛΛ και ταυτόχρονα αποτελούν ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα. Καθώς οι ελλείψεις των συγκεκριμένων γονιδίων φέρουν μεταβολές σε μόρια που επηρεάζουν τον κυτταρικό κύκλο, την απόπτωση και τη μεταφορά μηνυμάτων μέσω του υποδοχέα των Β-κυττάρων, φαίνεται ότι παίζουν ρόλο στην παθογένεια της νόσου (Kienle & Korz, 2005).
6.5 ZAP-70

Η ZAP-70 (zeta-associated protein of 70 kDa) είναι ένας πολύ σημαντικός δείκτης, που μπορεί να αντικαταστήσει, όσον αφορά στην πρόγνωση, τη διάκριση σε μεταλλαγμένο και μη μεταλλαγμένο τύπο. Πρόκειται για κυτταροπλασματική κινάση της τυροσίνης, με ρόλο στη μεταβίβαση σημάτων από τον Τ- υποδοχέα. Εκφράζεται φυσιολογικά από Τ-λεμφοκύτταρα και όχι από Β-λεμφοκύτταρα. Ωστόσο, υψηλά επίπεδα ZAP-70 εκκρίνονται από Β-κύτταρα του μη μεταλλαγμένου τύπου ΧΛΛ και σχετίζονται με επιθετικότερη νόσο και μικρότερο χρόνο επιβίωσης (Orchard et al., 2004).
Η έρευνα των Rassenti et al., το 2004, προχώρησε ένα βήμα πιο πέρα, δείχνοντας ότι, παρά τη συσχέτιση της πρωτεΐνης με το μη μεταλλαγμένο τύπο, η πρώτη αποτελεί ισχυρότερο προγνωστικό παράγοντα από εκείνον. Σύμφωνα με την παραπάνω μελέτη, σε 164 ασθενείς με μη μεταλλαγμένο τύπο ZAP-70 (-) θετικοί ήταν το 71%, ενώ σε 143 με μεταλλαγμένο τύπο ZAP-70 (-) θετικοί ήταν το 17%. Συγκρίνοντας τις ομάδες κατά τον τύπο, η διαφορά στην επιδείνωση της νόσου δεν ήταν στατιστικά σημαντική (p=0,07): 2,8 χρόνια κατά μέσο όρο έναντι 4,2 χρόνια από τη διάγνωση στην έναρξη θεραπείας. Συγκρίνοντας όμως κατά τη ΖΑΡ-70, ανευρίσκεται στατιστικά πολύ σημαντική διαφορά (p<0,001) μεταξύ των 11 και 7,1 ετών. Με δεδομένο μάλιστα ότι η μέτρηση της πρωτεΐνης στον ορό είναι πιο εύκολη και οικονομική διαδικασία από την αναγνώριση του γονιδίου IGVH, το ZAP-70 αποκτά πλέον πρωτεύοντα ρόλο στο σχεδιασμό θεραπευτικής προσέγγισης για τον ασθενή (Rassenti et al., 2004). Πολύ υψηλό ποσοστό του ZAP-70+ κυττάρων αποτελεί ένδειξη κακής πρόγνωσης σε Β-ΧΛΛ (Marjanovic et al., 2008).
Έχει δειχτεί βελτίωση στην ανίχνευση κακοηθειών με τη χρήση ειδικών εξωκυτταρικών microRNAs (miRNAs) στο πλάσμα. Στη ΧΛΛ, που είναι μια ανίατη αιματολογική διαταραχή, η διάγνωση και η βελτίωση της ταξινόμησης των ασθενειών θα ήταν πολύ χρήσιμη για πιο αποτελεσματικές θεραπείες. Οι miRNAs που κυκλοφορούν πιθανά να είναι ευαίσθητοι βιοδείκτες για ΧΛΛ, επειδή ορισμένοι εξωκυττάριοι miRNAs είναι παρόντες στη νόσο αυτή, στο πλάσμα σε επίπεδα με αξιοσημείωτη διαφορά από τους υγιείς μάρτυρες και από ασθενείς που πάσχουν από άλλες αιματολογικές κακοήθειες (Moussay et al., 2001).
6.6 CD38

Η έκφραση του CD38 στην επιφάνεια των Β-λεμφοκυττάρων αποτελεί ανεξάρτητο αρνητικό προγνωστικό παράγοντα, παρόλο που συνήθως συνδυάζεται με μη μεταλλαγμένο τύπο και υψηλές τιμές ΖΑΡ-70. Η θετικότητα του δείκτη ορίζεται ως έκφραση σε >30% των κυττάρων. Πολλοί ερευνητές προτείνουν το συνδυασμό των δεικτών CD38 και ΖΑΡ-70 ως τον ιδανικότερο (Del Giudice et al., 2005).
6.7 LPL/ADAM29

Έχει αναγνωριστεί η υπερέκφραση των LPL (lipoprotein lipase- λιποπρωτεΐνη λιπάση) και ADAM29 (a disintegrin and metalloproteinase domain 29) γονιδίων στο μη μεταλλαγμένο και μεταλλαγμένο τύπο της ΧΛΛ, αντίστοιχα. Η διερεύνηση της προγνωστικής αξίας του λόγου των mRNAs τους, έδειξε ότι αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα. Στο 80% των ασθενών, όπου βρέθηκαν ταυτόχρονα θετικά ή αρνητικά τα LPL/ADAM29 και ΖΑΡ-70, αυτά επέτρεπαν σχεδόν απόλυτη εκτίμηση (99%) του τύπου της νόσου, μη μεταλλαγμένου ή μεταλλαγμένου, αντίστοιχα (Oppezzo et al.,2005).
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ

Σκοπός της πτυχιακής εργασίας «Βιοχημεία- Αιματολογία- Ανοσολογία Χρόνιας Λεμφογενούς Λευχαιμίας» ήταν η μελέτη των εργαστηριακών ευρημάτων που οδηγούν στη διάγνωση της ΧΛΛ. 

Η ΧΛΛ είναι μία χρόνια διαταραχή που παρατηρείται κυρίως στο δυτικό κόσμο. Χαρακτηρίζεται από τη συσσώρευση ώριμων λεμφοκυττάρων (κυρίως Β- κυττάρων) με συνέπεια την ανάπτυξη της λεμφαδενοπάθειας και της ηπατοσπληνομεγαλίας. Στα αρχικά στάδια (κατά Rai και Binet), δεν υπάρχουν ευρήματα από τη φυσική εξέταση και η διάγνωση γίνεται τυχαία από αιματολογική εξέταση ρουτίνας. Το αίμα και ο μυελός είναι πάντα προσβεβλημένα.

Τα χαρακτηριστικά βιοχημικά ευρήματα που εμφανίζονται αυξημένα στη ΧΛΛ είναι η γαλακτική αφυδρογενάση και η Βήτα-2 μικροσφαιρίνη. Ωστόσο από μόνα τους δεν αποτελούν διαγνωστικούς δείκτες. Μεγάλη σημασία δίνεται στην γενική εξέταση αίματος, κατά την οποία παρατηρείται αυξημένος αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων και των λεμφοκυττάρων. Με τη μορφολογία των κυττάρων που εξετάζεται στο μικροσκόπιο συνεκτιμάται και ο αυξημένος αριθμός αυτών. Το μυελόγραμμα και η βιοψία του μυελού των οστών είναι σημαντικοί δείκτες γιατί η λευχαιμία αναπτύσσεται πρωτοπαθώς στο μυελό. Το μυελόγραμμα αποκαλύπτει τη διήθηση από λεμφοκύτταρα και η βιοψία παρέχει πληροφορίες για τον τύπο της διήθησης στο μυελό. Επιπλέον, ως προς το ανοσολογικό κομμάτι η κυτταρομετρία ροής και ο καρυότυπος αποτελούν δύο σπουδαία εργαστηριακά ευρήματα γιατί ο προσδιορισμός του ανοσοφαινότυπου και του καρυότυπου είναι καθοριστικός για τη διάγνωση και την πορεία της νόσου.

Σήμερα οι γνώσεις μας για την βιολογία της νόσου έχουν αυξηθεί σημαντικά έτσι ώστε η επιλογή της θεραπείας, όταν αυτή είναι απαραίτητη, να γίνεται με πιο αντικειμενικά κριτήρια. Η επιβίωση των ασθενών, φαίνεται να έχει επιμηκυνθεί σημαντικά, δεν είναι όμως σαφές εάν αυτό οφείλεται στην εφαρμογή αποτελεσματικότερης θεραπείας ή απλώς στη διάγνωση της νόσου σε πολύ πρωϊμότερα στάδια.

ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Ο όρος «λευχαιμία» είναι γνωστός από πολύ παλιά και περιγράφει μία παθολογική κατάσταση που χαρακτηρίζεται από νεοπλασματική υπερπλασία των λευκών αιμοσφαιρίων. Ως προς την παθογένεια της νόσου, σημαντικό ρόλο παίζει η μετατροπή των πρωτοογκογονοδίων σε ενεργά ογκογονίδια. Υπάρχουν διάφοροι παράγοντες που προκαλούν λευχαιμία, οι οποίοι όμως τις περισσότερες φορές είναι άγνωστοι. Σε μικρό ποσοστό φαίνεται πως υπάρχει κληρονομική, γενετική και περιβαλλοντική αιτιολογία. Οι λευχαιμίες διακρίνονται με βάση την ταχύτητα εξέλιξης της ασθένειας σε χρόνιες λευχαιμίες -των οποίων η διάγνωση αποτελεί τυχαίο εύρημα σε εξέταση ρουτίνας με ήπια ή καθόλου συμπτώματα- και σε οξείες λευχαιμίες -που χαρακτηρίζονται από έντονα συμπτώματα-. Ανάλογα με το είδος προέλευσης και την μικροσκοπική εμφάνιση του νεοπλασματικού κυτταρικού κλώνου που πάσχει και δεσπόζει στο μυελό των οστών και το περιφερικό αίμα, οι λευχαιμίες διακρίνονται σε λεμφογενείς και μυελογενείς.

Η Χρόνια Λεμφογενής Λευχαιμία είναι ένας τύπος λευχαιμίας που ανάλογα με την προέλευση του νεοπλασματικού κλώνου που υπερπλάσσεται διακρίνεται στη χρόνια λεμφογενή λευχαιμία από Β-κύτταρα και στη χρόνια λεμφογενή λευχαιμία από Τ-κύτταρα. Η νόσος προσβάλλει κυρίως ηλικιωμένα άτομα, ενώ η αιτιολογία της δεν είναι πλήρως γνωστή. Κάποιοι ασθενείς παρουσιάζουν ήπια συμπτώματα που δεν απαιτούν θεραπεία, ενώ άλλοι παρουσιάζουν συμπτωματική και επιθετική νόσο που απαιτεί άμεση θεραπεία.

Σημαντικό κομμάτι αποτελεί η εργαστηριακή διάγνωση της νόσου η οποία βασίζεται σε συνεκτίμηση βιοχημικών, αιματολογικών και ανοσολογικών ευρημάτων.

Τα βιοχημικά ευρήματα, δεν οδηγούν στη διάγνωση, παρ’ όλα αυτά αξιολογούνται μαζί με τα υπόλοιπα ευρήματα. Οι ασθενείς με ΧΛΛ παρουσιάζουν αυξημένη LDH και β2 μικροσφαιρίνη ορού, υπογαμμασφαιριναιμία και υπερασβεστιαιμία. Χρήσιμος είναι και ο προσδιορισμός της αγγειοποιητίνης-2. Άλλα βιοχημικά ευρήματα αποτελούν η υπολευκωματιναιμία, τα αυξημένα επίπεδα αλκαλικής φωσφατάσης, κοβαλαμίνης, ουρικού οξέος και των αμινοτρανσφερασών. 

Το αιματολογικό κομμάτι περιλαμβάνει τη γενική εξέταση αίματος όπου διαπιστώνεται λευκοκυττάρωση με απόλυτη λεμφοκυττάρωση, ενώ χρήσιμη είναι και η παρασκευή αιματολογικού επιχρίσματος όπου παρατηρείται η μορφολογία των κυττάρων. Εξίσου σημαντική είναι και η διενέργεια μυελογράμματος όπου διαπιστώνεται διήθηση του μυελού από νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα, ενώ σημαντική θέση κατέχει και  η βιοψία του μυελού. Τέλος, η βιοψία λεμφαδένων χαρακτηρίζεται από διάχυτη διήθηση από μικρά, ώριμα λεμφοκύτταρα.

Το ανοσολογικό κομμάτι περιλαμβάνει μία ομάδα μεθόδων και δεικτών στην οποία συμπεριλαμβάνεται η κυτταρομετρία ροής (ανάλυση ανοσοφαινότυπου), η μέθοδος FISH (φθορισμός in situ υβριδισμού), η καρυοτυπική μελέτη, χρωμοσωμικές ανωμαλίες και μοριακά ευρήματα, καθώς και οι δείκτες ZAP 70, CD38 και LPL/ADAM29. 

Τέλος, για να γίνει η σωστή διάγνωση της νόσου συνεκτιμόνται όλα τα εργαστηριακά ευρήματα τα οποία οδηγούν το θεράποντα ιατρό στη στάδιποίηση της νόσου, στην εξέλιξη της και στη λήψη αποφάσεων για τη χορήγηση θεραπείας για τον εκάστοτε ασθενή.
SUMMARY
The term “leukemia” is known a long time ago and describes a pathological condition characterized by neoplastic proliferation of white blood cells. As regards to the pathogenesis of the disease of major importance is the conversion of proto-oncogenes into active oncogenes. There are several factors that cause leukemia but they are mostly unknown. A small percentage there seems to be of hereditary, genetic and environmental aetiology. Leukemias are distinguished by the rate of progression of disease in chronic leukemias-the diagnosis is an accidental finding on routine tests with mild or no symptoms-and in acute leukemias characterized by intense symptoms. Depending on the origin and the microscopic appearance of the neoplastic clone of cells suffering and dominating in the bone marrow and peripheral blood, leukemias are distinguished in lymphatic and myeloid.
CLL is a type of leukemia which according to the origin of the malignant clone that proliferates out of control is distinguished in CLL from B-cells and CLL from T-cells. The disease affects mainly elderly and the aetiology is not fully known. Some patients have mild symptoms not requiring treatment while others have incidental and aggressive disease requiring immediate treatment.

Important part is the laboratory diagnosis of the disease which is based on assessment of biochemical, hematological and immunological findings.

The biochemical findings do not lead to diagnosis, nevertheless, they are assessed along with the other findings. Patients with CLL have increased levels of LDH and β2microglobulin, hypogammaglobulimnemia, hypercalcemia. Useful is the determination of angiopoietin-2. Other biochemical findings are hypoalbuminaemia, increased levels of ALP, cobalamin, uric acid as well as AST and ALT. 

The hematological part includes the blood count where leukocytosis is found out with absolute lymphocytosis, while useful is the preparation of hematological smear at which we can observe the morphology of the cells. Of equal importance is the performance of myelogram where there is infiltration of bone marrow from tumor lymphocytes. Biopsy of bone marrow holds an important place. Finally, the lymph node biopsy is characterized by diffuse infiltration of small, mature lymphocytes.

The immunological part includes a group of methods and indicators which include flow cytometry (immunophenotyping analysis), the method of FISH (fluorescence in situ hybridization), the study of caryotype, chromosomal defects and molecular findings as well as the following indicators: ZAP 70, CD38 and LPL/ADAM29.

Finally, in order to correctly diagnose the disease all laboratory findings must be evaluated so that the physician can be led to the staging and development of the disease as well as decide on granting therapy for each patient. 
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�Τρισωμία 21. Είναι μία χρωμοσωμική ανωμαλία, στην οποία οι ασθενείς έχουν τρία χρωμοσώματα 21 (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�).


�Σπάνια αυτοσωματική υποτελή χρωμοσωαμτική διαταραχή, χαρακτηρίζεται από υψηλή συχνότητα θραύσης και αναδιατάξεων στα επηρεαζόμενα χρωμοσώματα του ασθενούς (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�).


�Αυτοσωματική υπολειπόμενη γενετική διαταραχή (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�).


� Σπάνια αυτοσωματική υπολειπόμενη διαταραχή. Χαρακτηρίζεται από εξωτερική παγκρεατική ανεπάρκεια, δυσλειτουργία των οστών, προδιάθεση για λευχαιμία και σκελετικές ανωμαλίες (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�).  


� Είναι μία αντιλευχαιμική ανθρακυκλίνη, ένα είδος αντιβιοτικού, που χρησιμοποιείται στη θεραπεία πρώτης γραμμής. Διανέμεται με τα εμπορικά ονόματα Zavedos (UK) και Idamycin (USA) (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�). 


� Είναι μία ανθρακινόνη και όχι ανθρακυκλίνη και έχει αντινεοπλασματικές ιδιότητες (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�).  


� Σύμφωνα με τις τιμές αναφοράς του νοσοκομείου «Σωτηρία».


� Ο πυρήνας του κυττάρου περιέχει DNA, το οποίο μαζί με διάφορες πρωτεΐνες και ελάχιστο RNA αποτελούν τη χρωματίνη (Δημουλά, 2007).


� Βρίσκεται στο εσωτερικό της κυτταρικής μεμβράνης και μέσα σε αυτό ο πυρήνας του κυττάρου, ο οποίος χωρίζεται από το κυτταρόπλασμα από την πυρηνική μεμβράνη (Δημουλά, 2007).


� Πρωτόπλασμα είναι η ουσία διαβίωσης μέσα κύτταρο. Στο απλούστερο επίπεδο, είναι διαιρετό σε κυτταρόπλασμα και � HYPERLINK "http://wikipedia.qwika.com/en2el/Nucleoplasm" \o "Nucleoplasm" �πυρηνόπλασμα� (Δημουλά, 2007).





� Η κυτταρομετρία ροής αποτελεί μία τεχνική γρήγορη, ποσοτική, δυναμική και πολυπαραμετρική. Βασίζεται στην ανάλυση του κάθε κυττάρου ξεχωριστά (� HYPERLINK "http://www.medlook.net" ��www.medlook.net�). 


� Τα ανθρώπινα HLA αντιγόνα είναι ουσιώδη για τη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήματος και ειδικότερα για την αναγνώριση και τη διάκριση των κυττάρων του ίδιου του οργανισμού και τη διάκρισή τους από μη φυσιολογικά κύτταρα (καρκινικά) αλλά και «ξένους» εισβολείς, όπως οι παθογόνοι μικροοργανισμοί (� HYPERLINK "http://www.stem-health.gr" ��www.stem-health.gr�). 


� Πρόκειται για πρωτεΐνες – υποδοχείς στον πυρήνα του κυττάρου που ενεργοποιούνται από τις στεροειδείς ορμόνες (� HYPERLINK "http://www.mednet.gr" ��www.mednet.gr�). 


� Oμάδα συνδεδεμένων μεταξύ τους αντιγόνων και αντισωμάτων (� HYPERLINK "http://www.helsim.gr" ��www.helsim.gr�). 


� Είναι πρωτεΐνες που συνθέτονται από ανοσοϊκανά ή μη κύτταρα, τα δραστικά κύτταρα (effector cells), σε ανταπόκριση προς κάποιο ερέθισμα (� HYPERLINK "http://www.lemoni.gr/shop/results.asp?keyword=Ταμπακούδης,%20Παναγιώτης%20Γ." �Ταμπακούδης�, 2004).


� Το Λέμφωμα του Μανδύα αντιπροσωπεύει το 3-10% όλων των μη Hodgkin λεμφωμάτων (κακοήθεια του λεμφικού ιστού). Η συχνότητα εμφάνισής του αυξάνεται με την ηλικία και παρατηρείται κατά συντριπτική πλειοψηφία σε άνδρες (� HYPERLINK "http://www.medlook.net" ��www.medlook.net�). 


� Πολύπλοκη ένωση που αποτελείται από μακριές αλυσίδες από μόρια (τα νουκλεοτίδια) (Δημουλά, 2007).


� Η διάρκεια κατά την οποία λαμβάνει χώρα η ανάπτυξη των σωματικών κυττάρων και η αντιγραφή του DNA (Γερμενής, 2000).


� Η διαίρεση των σωματικών κυττάρων σε δύο απολύτως όμοια θυγατρικά κύτταρα (Γερμενής, 2000).


� Είναι η � HYPERLINK "http://el.science.wikia.com/wiki/%CE%94%CE%B9%CE%B1%CF%83%CF%84%CE%B1%CF%8D%CF%81%CF%89%CF%83%CE%B7" \o "Διασταύρωση" �διασταύρωση� δύο γενετικά ανόμοιων ατόμων (Γερμενής, 2000).


� Περιοχές των γονιδίων που δε μεταφράζονται σε πρωτεΐνες (Γερμενής, 2000).
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