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Μοριακοί δείκτες προγνωστικής 
κατηγοριοποίησης και παρακολούθησης 
της ελάχιστης υπολειμματικής νόσου  
στην Οξεία Μυελογενή Λευχαιμία

Μέχρι σήμερα, τα ευρήματα της κυτταρογενετικής μελέτης κατά τη διάγνωση 

παρέχουν τις σημαντικότερες πληροφορίες για την πρόγνωση των ασθενών με 

Οξεία Μυελογενή Λευχαιμία (ΟΜΛ) και χρησιμοποιούνται για την κατηγοριο-

ποίησή τους σε τρεις διακριτές προγνωστικές ομάδες (καλής, ενδιάμεσης και 

κακής πρόγνωσης). Στους ασθενείς της ομάδας καλής πρόγνωσης απαντώνται 

συγκεκριμένα χιμαιρικά γονίδια (PML/RARα, AML1/ETO, CBFβ/MYH11), στην 

ταυτοποίηση της παρουσίας των οποίων μπορούν να συμβάλλουν εκτός 

από την κλασική κυτταρογενετική και οι τεχνικές της Μοριακής Βιολογίας. 

Η πλειοψηφία των ασθενών με ΟΜΛ ανήκει στην ενδιάμεσης πρόγνωσης 

ομάδα και οι περισσότεροι από αυτούς (το 45% περίπου του συνόλου των 

περιπτώσεων ΟΜΛ) εμφανίζουν φυσιολογικό καρυότυπο κατά τη διάγνωση 

της νόσου (cytogenetically normal-acute myeloid leukemia, CN-AML). Με 

τη βοήθεια των τεχνικών της Μοριακής Βιολογίας, στους συγκεκριμένους 

ασθενείς διαπιστώθηκε η παρουσία μεταλλάξεων σε αρκετά γονίδια (FLT3, 

NPM1, CEBPA, MLL, N-RAS, RUNX1, WT-1, IDH), καθώς και αυξημένη έκφραση 

άλλων γονιδίων (WT-1, EVI1, PRAME, BAALC, ERG, MN-1). Από όλα αυτά, για την 

προγνωστική κατηγοριοποίηση των ασθενών με CN-AML ενδιαφέρουν τα 

γονίδια της NPM1, του FLT3 και του CEBPA. Επίσης, πρόσφατα, αρκετές μελέ-

τες που αφορούν σε ασθενείς με t(8;21) ΟΜΛ έχουν αναδείξει την παρουσία 

μεταλλάξεων σε ορισμένα γονίδια (c-KIT, N-RAS, FLT3). Στις συγκεκριμένες 

περιπτώσεις, η παρουσία μεταλλάξεων του c-KIT (εντοπιζόμενες κυρίως στο 

exon 8) έχει συσχετιστεί με αρνητική πρόγνωση. Η παρακολούθηση της Ελάχι-

στης Υπολειμματικής Νόσου (ΕΥΝ) μετά τη χημειοθεραπεία (Χ/Θ) εδραίωσης 

είναι σημαντική για την αξιολόγηση του κινδύνου υποτροπής της νόσου 

στον κάθε ασθενή με ΟΜΛ ξεχωριστά. Η δυνατότητα παρακολούθησης της 

ΕΥΝ στην ΟΜΛ με τις μοριακές τεχνικές ενισχύθηκε σημαντικά τόσο από τη 

χρήση της Real Time Quantitative-Polymerase Chain Reaction (RQ-PCR), όσο 

και από την ταυτοποίηση ενός σημαντικού αριθμού γονιδίων-«στόχων» τα 

οποία αναφέρθηκαν προηγουμένως. Σ’ ό,τι αφορά στη συμβολή των μοριακών 

τεχνικών στην παρακολούθηση της ΕΥΝ αξίζει να επισημανθεί ότι, εκτός από 

τα χιμαιρικά γονίδια PML/RARα, AML1/ETO και CBFβ/MYH11, το γονίδιο της 

NPM1 και το WT-1 αποτελούν τα πλέον υποσχόμενα γονίδια-«στόχους» για 

την παρακολούθηση της ΕΥΝ στην ΟΜΛ με την τεχνική της RQ-PCR.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Στις ταξινομήσεις της Οξείας Μυελογενούς Λευχαιμίας 

(ΟΜΛ) από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (WHO) (2001 

και 2008), εκτός από τα ευρήματα της κυτταρομορφολο-

γίας και της ανοσοφαινοτυπικής μελέτης, σημαντικό ρόλο 

απέκτησαν τα ευρήματα αφ’ ενός της κυτταρογενετικής 

και αφ’ ετέρου των τεχνικών της Μοριακής Βιολογίας. 

Στην παρούσα ανασκόπηση, η οποία θα βασιστεί στην 

ταξινόμηση του WHO του 2008, θα επιχειρηθεί η ανάδειξη 

της αξίας των τεχνικών της Μοριακής Βιολογίας όχι μόνο 

στην τεκμηρίωση της διάγνωσης της ΟΜΛ, αλλά και στην 

προγνωστική κατηγοριοποίησή της, καθώς και στη μελέτη 

της Ελάχιστης Υπολειμματικής Νόσου (ΕΥΝ).



ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ ΕΛΑΧΙΣΤΗΣ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΙΚΗΣ ΝΟΣΟΥ ΣΤΗΝ ΟΞΕΙΑ ΜΥΕΛΟΓΕΝΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ 567

2. ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ ΠΡΟΓΝΩΣΤΙΚΗΣ 

ΚΑΤΗΓΟΡΙΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΗΣ ΟΞΕΙΑΣ 

ΜΥΕΛΟΓΕΝΟΥΣ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑΣ 

Η ταξινόμηση της ΟΜΛ κατά WHO (2008) κατηγοριοποιεί 

τις ΟΜΛ ως εξής: (α) ΟΜΛ με συγκεκριμένες κυτταρογενετι-

κές ανωμαλίες (πίν. 1), (β) ΟΜΛ με δυσπλασία τουλάχιστον 

δύο σειρών, (γ) δευτεροπαθείς (μετά από θεραπεία για 

άλλη νεοπλασία) ΟΜΛ, (δ) ΟΜΛ μη ταξινομούμενες στις 

προαναφερθείσες υποκατηγορίες, (ε) μυελικό σάρκωμα, (στ) 

ΟΜΛ σχετιζόμενες με το σύνδρομο Down και (ζ) δενδριτικές 

ΟΜΛ.1 Μέχρι σήμερα, τα ευρήματα της κυτταρογενετικής 

μελέτης κατά τη διάγνωση παρέχουν τις σημαντικότερες 

πληροφορίες για την πρόγνωση των ασθενών με ΟΜΛ 

και χρησιμοποιούνται για την κατηγοριοποίησή τους σε 

τρεις διακριτές προγνωστικές ομάδες (καλής, ενδιάμεσης 

και κακής πρόγνωσης).2−5 Οι ασθενείς της ομάδας καλής 

(favorable) πρόγνωσης (25% περίπου του συνόλου των 

περιπτώσεων ΟΜΛ) ανήκουν στην ομάδα των ΟΜΛ με 

συγκεκριμένες κυτταρογενετικές ανωμαλίες και χαρακτηρί-

ζονται από την παρουσία χιμαιρικών γονιδίων (PML/RARα, 

AML1/ETO, CBFβ/MYH11), τα οποία προκύπτουν, αντίστοιχα, 

από τις ακόλουθες χρωμοσωμικές αντιμεταθέσεις: t(15;17), 

t(8;21), inv(16).2−5 Η πλειοψηφία των ασθενών με ΟΜΛ 

(55−60% περίπου) ανήκει στην ενδιάμεσης (intermediate) 

πρόγνωσης ομάδα και οι περισσότεροι από αυτούς (το 45% 

περίπου του συνόλου των περιπτώσεων ΟΜΛ) εμφανίζουν 

φυσιολογικό καρυότυπο κατά τη διάγνωση της νόσου.2−5 

Από τα προαναφερθέντα καθίσταται σαφές ότι τουλάχιστον 

για τους ασθενείς με ΟΜΛ καλής πρόγνωσης, εκτός από 

την κλασική κυτταρογενετική, υπάρχει και η δυνατότητα 

ταυτοποίησής τους μέσω της ανάδειξης της παρουσίας των 

χιμαιρικών γονιδίων PML/RARα, AML1/ETO και CBFβ/MYH11 

με τη βοήθεια των τεχνικών της Μοριακής Βιολογίας.6 Η 

πλέον ευαίσθητη τεχνική ανίχνευσης των παραγομένων 

μεταγράφων από τα προαναφερθέντα χιμαιρικά γονίδια 

είναι η Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR). Η συγκεκριμένη στρατηγική χρησιμοποιείται κατά 

τη διάγνωση της ΟΜΛ στις ακόλουθες περιπτώσεις: (α) 

Όταν η αναρρόφηση ικανοποιητικής ποσότητας μυελού 

των οστών είναι αδύνατη (συνήθως λόγω υψηλού φορτίου 

νόσου) και υπάρχουν ενδείξεις (κλινικές, μορφολογικές, 

ανοσοφαινοτυπικές) ενδεχόμενης παρουσίας t(15;17) ΟΜΛ, 

t(8;21) ΟΜΛ ή inv(16) ΟΜΛ, (β) όταν οι καλλιέργειες του 

μυελού των οστών αποτυγχάνουν συνολικά ή εν μέρει να 

οδηγήσουν στην παραγωγή ικανοποιητικού αριθμού αξιο-

λογήσιμων μεταφάσεων, ενώ υπάρχουν ενδείξεις (κλινικές, 

μορφολογικές, ανοσοφαινοτυπικές) ενδεχόμενης παρουσίας 

t(15;17) ΟΜΛ, t(8;21) ΟΜΛ ή inv(16) ΟΜΛ και (γ) όταν ο 

καρυότυπος είναι φυσιολογικός, ενώ υπάρχουν ενδείξεις 

(κλινικές, μορφολογικές, ανοσοφαινοτυπικές) ενδεχόμενης 

παρουσίας t(15;17) ΟΜΛ, t(8;21) ΟΜΛ ή inv(16) ΟΜΛ. Από 

αναδρομικές μελέτες προκύπτει το συμπέρασμα ότι η 

κλασική κυτταρογενετική αποτυγχάνει να αναδείξει την 

παρουσία της t(15;17) στο 5−10% των περιπτώσεων, της 

t(8;21) ΟΜΛ στο 8−10% των περιπτώσεων και της inv(16) 

στο 4−5% των περιπτώσεων.7 

2.1. Έλεγχος παρουσίας χιμαιρικών γονιδίων

2.1.1. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR). Το πρώτο βήμα της εν λόγω τεχνικής είναι η 

ανάστροφη μεταγραφή RNA σε cDNA (complementary 

DNA) με τη χρήση του ενζύμου ανάστροφη μεταγραφάση 

(reverse transcriptase) και κατάλληλων εκκινητών (primers). 

Στη συνέχεια, με κλασική PCR επιτυγχάνεται ο πολλαπλα-

σιασμός του επιθυμητού τμήματος cDNA.8 

2.1.2. Ανίχνευση PML/RARα μεταγράφων κατά τη διάγνωση 

της ΟΜΛ. Όπως είναι γνωστό, η t(15;17) οδηγεί στο σχημα-

τισμό του PML/RARα χιμαιρικού γονιδίου, με αποτέλεσμα 

την παραγωγή των ομώνυμων μεταγράφων. Το γονίδιο PML 

εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 15, ενώ το γονίδιο RARα στο 

χρωμόσωμα 17. Από τη σύντηξη αυτών των δύο γονιδίων 

προκύπτει το χιμαιρικό γονίδιο PML/RARα στο χρωμόσωμα 

15. Η ανίχνευση των PML/RARα χιμαιρικών μεταγράφων 

κατά τη διάγνωση της ΟΜΛ είναι εύκολη με την εφαρμογή 

της RT-PCR με τους εκκινητές (primers) και τις συνθήκες 

αντίδρασης που παρουσιάστηκαν στη βιβλιογραφία από 

την ομάδα BIOMED-1 το 1999. Σημειώνεται ότι υπάρχουν 

τρεις διαφορετικοί τύποι PML/RARα χιμαιρικών μεταγράφων 

(bcr1, bcr2 και bcr3), ανάλογα με τη θέση θραύσης του 

γονιδίου PML στο χρωμόσωμα 15. Αυτό συνεπάγεται ότι 

σε κάθε περίπτωση πιθανής t(15;17) ΟΜΛ θα πρέπει να 

πραγματοποιούνται τρεις διαφορετικές RT-PCR.8

2.1.3. Ανίχνευση AML1/ETO μεταγράφων κατά τη διά-

Πίνακας 1. Οξεία μυελογενής λευχαιμία (ΟΜΛ) με συγκεκριμένες κυτ-
ταρογενετικές ανωμαλίες.

t(8;21) ΟΜΛ

inv(16) ΟΜΛ

t(15;17) ΟΜΛ

t(9;11) ΟΜΛ

t(6;9) ΟΜΛ

inv(3)-t(3;3) ΟΜΛ

t(1;22) ΟΜΛ

ΟΜΛ με γονιδιακές μεταλλάξεις

 ΟΜΛ με μεταλλάξεις του γονιδίου NPM1

 ΟΜΛ με μεταλλάξεις του γονιδίου CEBPA
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γνωση της ΟΜΛ. Όπως είναι γνωστό, η t(8;21) οδηγεί στο 

σχηματισμό του RUNX1/RUNX1T1 (AML1/ETO) χιμαιρικού 

γονιδίου, με αποτέλεσμα την παραγωγή των ομώνυμων 

μεταγράφων. Το γονίδιο AML1 εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 

21, ενώ το γονίδιο ETO στο χρωμόσωμα 8. Από τη σύντηξη 

των δύο συγκεκριμένων γονιδίων προκύπτει το χιμαιρικό 

γονίδιο AML1/ETO στο χρωμόσωμα 21. Η ανίχνευση των 

AML1/ETO χιμαιρικών μεταγράφων κατά τη διάγνωση της 

ΟΜΛ είναι εύκολη με την εφαρμογή της RT-PCR με τους 

εκκινητές (primers) και τις συνθήκες αντίδρασης που παρου-

σιάστηκαν στη βιβλιογραφία από την ομάδα BIOMED-1 το 

1999. Σημειώνεται ότι υπάρχει ένας και μόνο τύπος AML1/

ETO χιμαιρικών μεταγράφων, επειδή οι θέσεις θραύσης του 

γονιδίου AML1 στο χρωμόσωμα 21 και του γονιδίου ETO 

στο χρωμόσωμα 8 είναι σταθερές.8

2.1.4. Ανίχνευση CBFβ/MYH11 μεταγράφων κατά τη διάγνω-

ση της ΟΜΛ. Όπως είναι γνωστό, η t(16;16) ή inv(16) οδηγεί 

στο σχηματισμό του CBFβ/MYH11 χιμαιρικού γονιδίου, με 

αποτέλεσμα την παραγωγή των ομώνυμων μεταγράφων. 

Τόσο το γονίδιο CBFβ όσο και το γονίδιο MYH11 εντοπίζο-

νται στο χρωμόσωμα 16. Από τη σύντηξη αυτών των δύο 

γονιδίων προκύπτει το χιμαιρικό γονίδιο CBFβ/MYH11 στο 

χρωμόσωμα 16. Η ανίχνευση των χιμαιρικών μεταγράφων 

CBFβ/MYH11 κατά τη διάγνωση της ΟΜΛ είναι εύκολη με 

την εφαρμογή της RT-PCR με τους εκκινητές (primers) και 

τις συνθήκες αντίδρασης που παρουσιάστηκαν στη βιβλιο-

γραφία από την ομάδα BIOMED-1 το 1999. Σημειώνεται ότι 

υπάρχουν δέκα διαφορετικοί τύποι CBFβ/MYH11 χιμαιρικών 

μεταγράφων (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J), ανάλογα με τις θέσεις 

θραύσης των γονιδίων CBFβ (δύο διαφορετικές) και MYH11 

(10 διαφορετικές) στο χρωμόσωμα 16. Αυτό συνεπάγεται 

ότι σε κάθε περίπτωση πιθανής inv(16) ΟΜΛ θα πρέπει 

να εφαρμόζονται τουλάχιστον δύο διαφορετικές RT-PCR. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι στη συντριπτική πλειοψηφία των 

περιπτώσεων t(16;16) ή inv(16) ΟΜΛ (85%) ανιχνεύονται 

τύπου Α CBFβ/MYH11 χιμαιρικά μετάγραφα.8

2.2. Έλεγχος παρουσίας γονιδιακών μεταλλάξεων

Η διαπίστωση της ύπαρξης γονιδιακών μεταλλάξεων, 

αλλά και αυξημένης έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων, 

κατέδειξε την ετερογένεια των περιπτώσεων της ΟΜΛ ακόμη 

και μέσα στις κυτταρογενετικά καθορισμένες προγνωστικές 

ομάδες, ιδιαίτερα δε στη μεγαλύτερη από αυτές (ενδιάμεσης 

πρόγνωσης), στην οποία περιλαμβάνονται οι ασθενείς με 

φυσιολογικό καρυότυπο (Cytogenetically Normal-Acute 

Myeloid Leukemia, CN-AML).6 Ειδικότερα, κατά την τελευταία 

δεκαπενταετία έχει διαπιστωθεί η παρουσία μεταλλάξεων 

σε αρκετά γονίδια (FLT3, NPM1, CEBPA, MLL, N-RAS, RUNX1, 

WT-1, IDH), καθώς και αυξημένη έκφραση άλλων γονιδίων 

(WT-1, EVI1, PRAME, BAALC, ERG, MN-1).6 Οι μεταλλάξεις και 

η αυξημένη έκφραση των προαναφερθέντων γονιδίων 

κατά κύριο λόγο ανιχνεύονται σε ασθενείς με CN-AML. Οι 

μεταλλάξεις των FLT3, NPM1 και CEBPA χρησιμοποιούνται 

ήδη για την προγνωστική κατηγοριοποίηση των ασθενών 

με CN-AML.6 Επιπρόσθετα, όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι 

μεταλλάξεις των NPM1 και CEBPA χρησιμοποιούνται και στη 

διαγνωστική κατηγοριοποίηση της ΟΜΛ κατά WHO (2008).1

2.2.1. FLT3/ITD. Το FLT3 γονίδιο (χρωμόσωμα 13q12) 

κωδικοποιεί την ομώνυμη πρωτεΐνη-υποδοχέα των προ-

γονικών αιμοποιητικών κυττάρων με δραστικότητα τυρο-

σινικής κινάσης. Ο ενδογενής αναδιπλασιασμός τμήματος 

του γονιδίου (FLT3 Internal Tandem Duplication, FLT3/ITD) 

που εντοπίζεται στα exon 14−15 οδηγεί στην επιμήκυνση 

των παραγομένων μεταγράφων κατά 3−400 βάσεις (συνή-

θως 30−150). Η επίπτωση του FLT3/ITD στη CN-AML είναι 

περίπου 35% και στο σύνολο των ΟΜΛ 25−30% περίπου. 

Όλες οι μελέτες συμφωνούν για την αρνητική προγνωστική 

αξία του FLT3/ITD στη CN-AML. Η ανίχνευση του FLT3/ITD 

μπορεί να πραγματοποιηθεί με ηλεκτροφόρηση σε γέλη 

αγαρόζης μετά από κλασική PCR, ή με Capillary Electropho-

resis αnd Fragment Analysis μετά από κλασική ή RT-PCR 

με χρήση φθοριζόντων εκκινητών. Με τη συγκεκριμένη 

τεχνική υπάρχει η δυνατότητα ανίχνευσης μικρού μεγέθους 

αναδιπλασιασμών (κάτω από 20 βάσεις).9,10

2.2.2. Μεταλλάξεις του γονιδίου NPM1. Οι συγκεκριμένες 

μεταλλάξεις εντοπίζονται στο exon 12 του γονιδίου ΝΡΜ1 

(χρωμόσωμα 5q35) και οδηγούν στην επιμήκυνσή του 

κατά τέσσερις βάσεις. Οι μεταλλάξεις του γονιδίου ΝΡΜ1 

ανιχνεύονται στο 50% περίπου των ενηλίκων ασθενών με 

CN-AML και στο 35% περίπου του συνόλου των περιπτώσε-

ων ΟΜΛ. Κατά συνέπεια, είναι οι συχνότερα ανιχνευόμενες 

μεταλλάξεις στην ΟΜΛ. Όλες πλέον οι μελέτες συμφωνούν 

για τη θετική προγνωστική αξία της παρουσίας των ΝΡΜ1 

μεταλλάξεων με σύγχρονη απουσία του FLT3/ITD σε ασθενείς 

με CN-AML. Έχουν περιγραφεί >30 παραλλαγές μεταλλά-

ξεων με υπεροχή τριών (A, B και D), οι οποίες καλύπτουν 

τουλάχιστον το 90% των περιπτώσεων. Οι συγκεκριμένες 

μεταλλάξεις ανιχνεύονται είτε με ανάλυση αλληλουχίας βά-

σεων (sequencing) μετά από κλασική PCR, είτε με Capillary 

Electrophoresis and Fragment Analysis μετά από κλασική 

ή RT-PCR με χρήση φθοριζόντων εκκινητών.11−13

2.2.3. Μεταλλάξεις του CEBPA γονιδίου. Το CEBPA γονίδιο 

(χρωμόσωμα 19q13) κωδικοποιεί την ομώνυμη πρωτεΐνη 

με δραστικότητα μεταγραφικού παράγοντα, η οποία έχει 

σημαντική συμβολή στη διαφοροποίηση της μυελικής 

σειράς. Οι μεταλλάξεις στο ένα και μοναδικό exon του 

προαναφερθέντος γονιδίου οδηγούν σε διαταραχή της 

λειτουργικότητας του CEBPA μεταγραφικού παράγοντα, 

με τελική συνέπεια την αναστολή διαφοροποίησης της 

μυελικής σειράς. Η επίπτωση των CEBPA μεταλλάξεων 
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στους ενήλικες ασθενείς με CN-AML είναι περίπου 15% 

(10% περίπου για το σύνολο των περιπτώσεων ΟΜΛ). Όλες 

σχεδόν οι μελέτες συμφωνούν για τη θετική προγνωστική 

αξία των μεταλλάξεων του γονιδίου CEBPA (ιδιαίτερα των 

biallelic) στους ασθενείς με CN-AML. Οι συγκεκριμένες 

μεταλλάξεις ανιχνεύονται με ανάλυση αλληλουχίας βάσεων 

(sequencing) μετά από κλασική PCR.14−16

2.2.4. Core Binding Factor (CBF) ΟΜΛ. Οι CBF ΟΜΛ, οι 

οποίες χαρακτηρίζονται από την παρουσία της t(8;21) ή 

της inv(16), αποτελούν το 15% περίπου του συνόλου των 

περιπτώσεων ΟΜΛ. Παρά το γεγονός ότι η πρόγνωση των 

CBF ΟΜΛ χαρακτηρίζεται ευνοϊκή, τουλάχιστον το 30% 

των εν λόγω ασθενών υποτροπιάζουν μετά την αρχική 

ανταπόκριση της νόσου. Πρόσφατα, αρκετές μελέτες που 

αφορούν σε ασθενείς με CBF ΟΜΛ έχουν αναδείξει την 

παρουσία μεταλλάξεων σε ορισμένα γονίδια (c-KIT, N-RAS, 

FLT3) στη συγκεκριμένη ομάδα ασθενών. Οι μεταλλάξεις του 

c-KIT γονιδίου (χρωμόσωμα 4q11), το οποίο κωδικοποιεί 

την ομώνυμη πρωτεΐνη-υποδοχέα, εντοπίζονται είτε στο 

exon 8 (απαλείψεις/προσθήκες βάσεων), είτε στο exon 

17 (σημειακές μεταλλάξεις). Απαντώνται στο 20−30% 

των περιπτώσεων CBF ΟΜΛ. Στις περιπτώσεις των ασθε-

νών με t(8;21) ΟΜΛ, η παρουσία μεταλλάξεων του c-KIT 

(εντοπιζόμενες κυρίως στο exon 8) έχουν συσχετιστεί με 

αρνητική πρόγνωση. Τα αποτελέσματα των μελετών ανα-

φορικά με την προγνωστική αξία των c-KIT μεταλλάξεων 

(εντοπιζόμενων κυρίως στο exon 17) στους ασθενείς με 

inv(16) ΟΜΛ είναι αντικρουόμενα. Στις περισσότερες των 

περιπτώσεων δεν τεκμηριώνεται η αρνητική προγνωστική 

τους αξία για τη συγκεκριμένη ομάδα ασθενών. Διάφορες 

τεχνικές χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση μεταλλάξεων 

του c-KIT, με σημαντικότερες την ανάλυση αλληλουχίας 

βάσεων (sequencing) και τη Melting Curve Analysis.17−19

3. ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗΣ  

ΤΗΣ ΕΛΑΧΙΣΤΗΣ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΙΚΗΣ ΝΟΣΟΥ 

ΣΤΗΝ ΟΞΕΙΑ ΜΥΕΛΟΓΕΝΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ

Είναι γνωστό ότι η εξέλιξη του κάθε ασθενούς με ΟΜΛ 

ξεχωριστά δεν μπορεί να εκτιμηθεί αξιόπιστα, ενώ σημαντικό 

προγνωστικό παράγοντα αποτελεί ο βαθμός ανταπόκρισης 

στη χημειοθεραπεία (Χ/Θ) εφόδου. Η παρακολούθηση της 

Ελάχιστης Υπολειμματικής Νόσου (ΕΥΝ) μετά τη Χ/Θ εφόδου 

και ιδιαίτερα μετά τη Χ/Θ εδραίωσης είναι σημαντική για την 

αξιολόγηση του κινδύνου υποτροπής της νόσου στον κάθε 

ασθενή με ΟΜΛ ξεχωριστά.20−24 Κατά την τελευταία 20ετία, 

διάφορες τεχνικές (κυτταρομετρία ροής, τεχνικές Μοριακής 

Βιολογίας) έχουν βελτιώσει τη δυνατότητα ανίχνευσης ΕΥΝ 

κάτω από το όριο ευαισθησίας της κυτταρομορφολογίας 

και της κλασικής κυτταρογενετικής. Η επίμονη προσπάθεια 

πρώιμης ανίχνευσης της υποτροπής (ανοσοφαινοτυπικής 

ή μοριακής) στους ασθενείς με ΟΜΛ δικαιώνεται από τη 

δυνατότητα αποτελεσματικότερης αντιμετώπισής της σε 

σύγκριση με την αιματολογική υποτροπή. Η δυνατότητα 

παρακολούθησης της ΕΥΝ στην ΟΜΛ με τις μοριακές τεχνικές 

ενισχύθηκε σημαντικά τόσο από τη χρήση της RQ-PCR όσο 

και από την ταυτοποίηση ενός σημαντικού αριθμού γονιδί-

ων-«στόχων», τα οποία αναφέρθηκαν προηγουμένως.6,25 Στη 

συνέχεια, θα μας απασχολήσει η συμβολή της παρουσίας 

χιμαιρικών γονιδίων (PML/RARα, AML1/ETO, CBFβ/MYH11), 

γονιδιακών μεταλλάξεων και της υπερέκφρασης γονιδίων 

στη μελέτη της ΕΥΝ σε ασθενείς με ΟΜΛ. Θα προηγηθεί 

μια σύντομη περιγραφή της τεχνικής της RQ-PCR.

3.1. Real Time Quantitative-Polymerase Chain Reaction

Η τεχνική της RQ-PCR είναι ενδεχομένως η πλέον 

αξιόπιστη και ευαίσθητη μέθοδος παρακολούθησης του 

φορτίου της νόσου στις αιματολογικές κακοήθειες. Η 

συγκεκριμένη μεθοδολογία βασίζεται (α) στη δράση της 

5-νουκλεάσης της Taq πολυμεράσης και (β) στη δυνατότητα 

σύνδεσης φθοριοχρώματος στο προϊόν της PCR. Χρησι-

μοποιούνται ειδικοί θερμοκυκλοποιητές, οι οποίοι έχουν 

τη δυνατότητα ανίχνευσης φθορισμού και συνδέονται με 

κατάλληλα υπολογιστικά συστήματα. Η ένταση φθορισμού 

προσδιορίζεται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης και είναι 

ανάλογη της ποσότητας του προϊόντος της PCR. Με βάση 

την ένταση του χωρίς ειδικότητα φθορισμού (background) 

καθορίζεται σε κάθε περίπτωση ένα όριο (cut off ) αναγκαίο 

για την αξιολόγηση του αποτελέσματος. Η έκφραση του 

αποτελέσματος είναι είτε απόλυτη είτε σχετική. Η απόλυτη 

έκφραση βασίζεται στη χρήση πρότυπης καμπύλης, η οποία 

προκύπτει από αραιώσεις δειγμάτων πλασμιδιακού DNA με 

ενσωματωμένο το εξεταζόμενο γονίδιο. Η σχετική έκφραση 

βασίζεται στη συγκριτική αξιολόγηση του αριθμού των 

παραγομένων μεταγράφων του γονιδίου-«στόχου» με τον 

αντίστοιχο των παραγομένων από ένα γονίδιο αναφοράς. 

Τα χρησιμοποιούμενα γονίδια αναφοράς έχουν σταθερή 

έκφραση σε όλα τα κύτταρα. Το συνηθέστερα χρησιμοποι-

ούμενο γονίδιο αναφοράς στη μελέτη των αιματολογικών 

κακοηθειών είναι το ABL.25 

3.2. Έλεγχος παρουσίας χιμαιρικών γονιδίων

3.2.1. Ανίχνευση PML/RARα μεταγράφων. Το 2009 δημοσι-

εύτηκαν κατευθυντήριες οδηγίες για το χειρισμό ασθενών με 

t(15;17) ΟΜΛ. Με βάση τις οδηγίες αυτές, η μοριακή ύφεση 

(μη ανίχνευση PML/RARα μεταγράφων με RQ-PCR) είναι ο 

θεραπευτικός στόχος στην t(15;17) ΟΜΛ.26 Η μοριακή εκτί-

μηση της ανταπόκρισης στη θεραπεία εφόδου με RQ-PCR 

δεν έχει κλινική χρησιμότητα. Αντίθετα, το αποτέλεσμα της 
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RQ-PCR σε δείγμα μυελού των οστών μετά τον τελευταίο 

κύκλο θεραπείας (δηλαδή μετά το τέλος της θεραπείας 

εδραίωσης) παρέχει σημαντικές πληροφορίες σχετικά 

με τον κίνδυνο υποτροπής της νόσου. Η μοριακή ύφεση 

στη συγκεκριμένη χρονική στιγμή συνδέεται με μειωμένο 

κίνδυνο υποτροπής. Οι ασθενείς με t(15;17) ΟΜΛ, στους 

οποίους ανιχνεύεται η παρουσία PML-RARα μεταγράφων με 

RQ-PCR σε οποιαδήποτε χρονική στιγμή μετά το πέρας της 

θεραπείας εδραίωσης, θα πρέπει να επανελέγχονται μετά 

από δύο εβδομάδες προκειμένου να επιβεβαιωθεί η μοριακή 

υποτροπή της νόσου. Είναι γνωστό ότι τα αποτελέσματα 

της θεραπευτικής αντιμετώπισης της υποτροπής της συγκε-

κριμένης νόσου είναι πολύ καλύτερα όταν αυτή λαμβάνει 

χώρα πρώιμα σε φάση μοριακής υποτροπής (δηλαδή πριν 

από την εμφάνιση αιματολογικής υποτροπής). Η ανίχνευση 

των PML/RARα μεταγράφων για την παρακολούθηση των 

ασθενών με t(15;17) ΟΜΛ γίνεται με RQ-PCR. Οι εκκινητές 

(primers) και οι συνθήκες αντίδρασης παρουσιάστηκαν 

στη βιβλιογραφία από την ομάδα EAC το 2003.27 Όπως 

έχει αναφερθεί ήδη, υπάρχουν τρεις διαφορετικοί τύποι 

PML/RARα χιμαιρικών μεταγράφων (bcr1, bcr2 και bcr3). Με 

RQ-PCR επιχειρείται η ανίχνευση ενός τύπου μεταγράφων 

που έχει ήδη ταυτοποιηθεί κατά τη διάγνωση με RΤ-PCR. 

Υπάρχουν δύο βασικά πρωτόκολλα ελέγχου ασθενών 

πασχόντων από t(15;17) ΟΜΛ με RQ-PCR. Στο πρώτο, 

προβλέπεται έλεγχος δειγμάτων μυελού των οστών μετά 

την ολοκλήρωση της Χ/Θ εδραίωσης, ανά τρίμηνο κατά 

το πρώτο έτος παρακολούθησης, ανά τετράμηνο κατά το 

δεύτερο έτος παρακολούθησης και ανά εξάμηνο μετά το 

δεύτερο έτος παρακολούθησης μέχρι τη διακοπή της (με 

την ολοκλήρωση του πέμπτου έτους παρακολούθησης). 

Στο δεύτερο, προβλέπεται έλεγχος δειγμάτων μυελού των 

οστών μετά την ολοκλήρωση της Χ/Θ εδραίωσης και ανά 

τρίμηνο για 3 έτη παρακολούθησης.

3.2.2. Ανίχνευση AML1/ETO μεταγράφων. Η ποσοτική 

μέτρηση των AML1/ETO χιμαιρικών μεταγράφων στις t(8;21) 

ΟΜΛ με RQ-PCR για την εκτίμηση υπολειμματικής νόσου 

έχει χρησιμοποιηθεί από πολλές ομάδες, προκειμένου να 

βρεθούν οι ασθενείς με υψηλές πιθανότητες υποτροπής. 

Στην κλινική πράξη, ασθενείς σε αιματολογική ύφεση 

και με σταθερά χαμηλά ή μηδενικά επίπεδα AML1/ETO 

χιμαιρικών μεταγράφων μετά από την ολοκλήρωση της 

Χ/Θ εδραίωσης παραμένουν σε ύφεση, ενώ ασθενείς με 

αυξανόμενα επίπεδα ή θετικοποίηση αρνητικής RQ-PCR 

(επιβεβαιωμένης με διαφορά 15 ημερών) οδηγούνται σε 

αιματολογική υποτροπή της νόσου.28 Για τις μετρήσεις 

των AML1/ETO χιμαιρικών μεταγράφων στις t(8;21) ΟΜΛ 

με RQ-PCR για την εκτίμηση υπολειμματικής νόσου μπο-

ρεί να χρησιμοποιηθεί τόσο μυελός των οστών, όσο και 

περιφερικό αίμα.28 Οι εκκινητές (primers) και οι συνθήκες 

της RQ-PCR για την ανίχνευση των AML1/ETO χιμαιρικών 

μεταγράφων παρουσιάστηκαν στη βιβλιογραφία από την 

ομάδα EAC το 2003.27 Υπάρχει ένα βασικό πρωτόκολλο 

ελέγχου ασθενών πασχόντων από t(8;21) ΟΜΛ με RQ-PCR. 

Σε αυτό, προβλέπεται έλεγχος δειγμάτων είτε μυελού των 

οστών είτε περιφερικού αίματος μετά την ολοκλήρωση 

της Χ/Θ εδραίωσης, ανά τρίμηνο κατά το πρώτο έτος 

παρακολούθησης, ανά τετράμηνο κατά το δεύτερο έτος 

παρακολούθησης και ανά εξάμηνο μετά το δεύτερο έτος 

παρακολούθησης μέχρι τη διακοπή της (με την ολοκλήρωση 

του πέμπτου έτους παρακολούθησης).

3.2.3. Ανίχνευση CBFβ/MYH11 μεταγράφων. Όπως περι-

γράφηκε προηγουμένως για τους ασθενείς με t(8;21) ΟΜΛ, 

έτσι και οι ασθενείς με inv(16) ΟΜΛ σε αιματολογική ύφεση 

και με σταθερά χαμηλά ή μηδενικά επίπεδα χιμαιρικών 

CBFβ/MYH11 μεταγράφων μετά από την ολοκλήρωση της 

Χ/Θ εδραίωσης παραμένουν σε ύφεση, ενώ ασθενείς με 

αυξανόμενα επίπεδα ή θετικοποίηση αρνητικής RQ-PCR 

(επιβεβαιωμένης με διαφορά 15 ημερών) οδηγούνται σε 

αιματολογική υποτροπή της νόσου.28 Για τις μετρήσεις των 

CBFβ/MYH11 χιμαιρικών μεταγράφων στις inv(16) ΟΜΛ με 

RQ-PCR για την εκτίμηση υπολειμματικής νόσου μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί τόσο μυελός των οστών, όσο και περιφερικό 

αίμα.28 Οι εκκινητές (primers) και οι συνθήκες της RQ-PCR 

για την ανίχνευση των CBFβ/MYH11 χιμαιρικών μεταγρά-

φων παρουσιάστηκαν στη βιβλιογραφία από την ομάδα 

EAC το 2003.27 Όπως έχει ήδη αναφερθεί, υπάρχουν δέκα 

διαφορετικοί τύποι CBFβ/MYH11 χιμαιρικών μεταγράφων (A, 

B, C, D, E, F, G, H, I, J). Με RQ-PCR, επιχειρείται η ανίχνευση 

ενός τύπου μεταγράφων που έχει ήδη ταυτοποιηθεί κατά 

τη διάγνωση με RΤ-PCR. Υπάρχει ένα βασικό πρωτόκολλο 

ελέγχου ασθενών πασχόντων από inv(16) ΟΜΛ με RQ-PCR. 

Σε αυτό, προβλέπεται έλεγχος δειγμάτων είτε μυελού των 

οστών είτε περιφερικού αίματος μετά από την ολοκλήρω-

ση της Χ/Θ εδραίωσης, ανά τρίμηνο κατά το πρώτο έτος 

παρακολούθησης, ανά τετράμηνο κατά το δεύτερο έτος 

παρακολούθησης και ανά εξάμηνο μετά το δεύτερο έτος 

παρακολούθησης μέχρι τη διακοπή της (με την ολοκλήρωση 

του πέμπτου έτους παρακολούθησης).

3.3. Έλεγχος παρουσίας γονιδιακών μεταλλάξεων

3.3.1. Μεταλλάξεις του γονιδίου NPM1. Όπως αναφέρ-

θηκε προηγουμένως, έχουν περιγραφεί μέχρι σήμερα >30 

παραλλαγές μεταλλάξεων του γονιδίου NPM1 με υπεροχή 

τριών (A, B και D), οι οποίες καλύπτουν τουλάχιστον το 90% 

των περιπτώσεων. Από το 2006 και μετά, αρκετές μελέτες 

έχουν δημοσιευτεί αναφορικά με τη χρήση της RQ-PCR για 

τη μέτρηση μεταλλαγμένων μεταγράφων ΝΡΜ1 (A, B και D) 

κατά την παρακολούθηση της ΕΥΝ στην ΟΜΛ.29 Η ευαισθησία 
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της μεθόδου είναι υψηλή, κυμαινόμενη μεταξύ 1/10.000 και 

1/1.000.000. Μελέτες περιπτώσεων ασθενών στη διάγνωση 

και στην υποτροπή επιβεβαιώνουν τη σταθερή (στο 100% 

των περιπτώσεων) παρουσία των μεταλλάξεων της NPM1.30−32 

Όλες σχεδόν οι σχετικές μελέτες συμφωνούν ότι η μείωση 

του αριθμού των μεταγράφων της NPM1 κατά δύο ή τρεις 

λογάριθμους μετά από τη Χ/Θ εδραίωσης συνοδεύεται από 

μικρότερη πιθανότητα υποτροπής της ΟΜΛ, ενώ η άνοδος 

του αριθμού των μεταγράφων κατά ένα λογάριθμο σε δύο 

τουλάχιστον συνεχόμενες μετρήσεις (σε μεσοδιαστήματα 

15 ημερών ή ενός μήνα) προαναγγέλλει την αιματολογική 

υποτροπή εντός 1−6 μηνών (διάμεσος χρόνος περίπου 3 

μήνες).30−32 Αξίζει να σημειωθεί ότι σε αρκετές από αυτές 

τις μελέτες το χρησιμοποιούμενο cDNA προερχόταν από 

το περιφερικό αίμα, γεγονός που καθιστά την προαναφερ-

θείσα μέθοδο αρκετά χρηστική και συνέβαλε στη σχετικά 

ευρεία διάδοσή της. 

4. ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΥΞΗΜΕΝΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ

Η χρήση των χιμαιρικών γονιδίων και των μεταλλάξεων 

της NPM1 ως «στόχων» για την παρακολούθηση της ΕΥΝ 

στην ΟΜΛ αδυνατεί να καλύψει το σύνολο των περιπτώ-

σεων, με αποτέλεσμα να εκτιμάται ότι για το 40% περίπου 

των ασθενών με ΟΜΛ δεν υπάρχει κάποια ειδική γενετική 

βλάβη χρήσιμη για την παρακολούθηση της ΕΥΝ.6 Στις πε-

ριπτώσεις αυτές, υπήρξε η σκέψη να χρησιμοποιηθούν ως 

«στόχοι» για τη μελέτη της ΕΥΝ με την τεχνική της RQ-PCR 

γονίδια με αυξημένη έκφραση στην ΟΜΛ, με κυριότερο 

εκπρόσωπο το WT-1. 

4.1. Υπερέκφραση του Wilms tumor 1 (WT-1) γονιδίου 

Το WT-1 γονίδιο (χρωμόσωμα 11p13) κωδικοποιεί 

ένα μεταγραφικό παράγοντα με ποικίλη δραστικότητα, 

εξαρτώμενη από τα γονίδια και τα κύτταρα-στόχους. Έχει 

διαπιστωθεί υπερέκφρασή του στην ΟΜΛ, οριζόμενη ως 

αύξηση του αριθμού των WT-1 μεταγράφων τουλάχιστον 

κατά τρεις λογαρίθμους σε σύγκριση με τους υγιείς μάρ-

τυρες, στο 70−85% των ασθενών.33 Για το λόγο αυτόν, η 

μελέτη των μεταγράφων του WT-1 φαντάζει ως αξιόπιστη 

στρατηγική για την παρακολούθηση της ΕΥΝ στην ΟΜΛ. 

Η ευαισθησία της μεθόδου κυμαίνεται συνήθως μεταξύ 

1/10.000−1/100.000.34−37 Πρόσφατες μελέτες απέδειξαν 

ότι η μείωση του αριθμού των μεταγράφων του WT-1 

μετά από τη Χ/Θ εδραίωσης κάτω από δύο λογαρίθμους, 

σε σύγκριση με αυτόν της διάγνωσης, έχει συσχετιστεί με 

αυξημένο κίνδυνο υποτροπής της ΟΜΛ. Η μοριακή υποτρο-

πή (αύξηση του αριθμού των WT-1 μεταγράφων κατά έναν 

τουλάχιστον λογάριθμο) ήταν προάγγελος αιματολογικής 

υποτροπής σε χρονικό διάστημα κυμαινόμενο μεταξύ 1−3 

μηνών.34−37 Αξίζει να σημειωθεί ότι σε αρκετές από τις μελέτες 

που αναφέρθηκαν προηγουμένως το χρησιμοποιούμενο 

cDNA προερχόταν από το περιφερικό αίμα, γεγονός που 

καθιστά την προαναφερθείσα μέθοδο παρακολούθησης 

της ΕΥΝ στην ΟΜΛ αρκετά χρηστική και συνέβαλε στη 

σχετικά ευρεία διάδοσή της. 

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Σ’ ό,τι αφορά στη συμβολή των μοριακών τεχνικών 

στην προγνωστική κατηγοριοποίηση των ασθενών με 

ΟΜΛ αξίζει να επισημανθούν τα ακόλουθα: (α) Η θετική 

προγνωστική αξία της παρουσίας των t(8;21), t(15;17) και 

inv(16), καθώς και των αντίστοιχων χιμαιρικών γονιδίων 

PML/RARα, AML1/ETO και CBFβ/MYH11 είναι δεδομένη. (β) Η 

θετική προγνωστική αξία της παρουσίας των μεταλλάξεων 

της NPM1 με τη σύγχρονη απουσία του Flt-3/ITD και των 

biallelic μεταλλάξεων του CEBPA θεωρείται πλέον τεκμη-

ριωμένη για τους ασθενείς με CN-AML. (γ) Το ενδιαφέρον 

για τη μελέτη των μεταλλάξεων του c-KIT στις t(8;21) ΟΜΛ 

διευρύνεται συνεχώς.

Σ’ ό,τι αφορά στη συμβολή των μοριακών τεχνικών 

στην παρακολούθηση της ΕΥΝ αξίζει να επισημανθεί ότι, 

εκτός από τα χιμαιρικά γονίδια PML/RARα, AML1/ETO και 

CBFβ/MYH11, το γονίδιο της NPM1 και το WT-1 αποτελούν 

τα πλέον υποσχόμενα γονίδια-«στόχους» για την παρακο-

λούθηση της ΕΥΝ στην ΟΜΛ με την τεχνική της RQ-PCR.
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