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1. ÅÉÓÁÃÙÃÇ

Åßíáé ãåãïíüò üôé ç ìïñöïëïãéêÞ áîéïëüãç-
óç åîáêïëïõèåß ìÝ÷ñé óÞìåñá í' áðïôåëåß ôïí
"èåìÝëéï ëßèï" óôç äéáãíùóôéêÞ áéìïðáèïëï-
ãïáíáôïìßá. Åíôïýôïéò åßíáé ðëÝïí áðïäåêôü,
üôé ç óõíäõáóìÝíç åêôßìçóç ôçò "êëáóóéêÞò"
ìïñöïëïãßáò ðñïò ôá äåäïìÝíá ôùí êõôôáñï-
÷çìéêþí, áíïóïúóôï÷çìéêþí, êõôôáñïãåíåôéêþí
êáé ìïñéáêþí ìåëåôþí åßíáé áðïöáóéóôéêÞò
óçìáóßáò óôç äéÜãíùóç, èåñáðåßá êáé êáôá-
íüçóç ôçò ðáèïöõóéïëïãßáò ôùí íüóùí ôïõ áé-
ìïðïéçôéêïý êáé ëåìöïäéêôõùôïý éóôïý.

Ï Õâñéäéóìüò In Situ [In Situ Hybridiza-
tion (ISH)], áðïôåëåß ìéá áðü ôéò âáóéêÝò ôå-
÷íéêÝò ôïõ ìïñéáêïý õâñéäéóìïý, ìÝóù ôùí
ïðïßùí áíé÷íåýïíôáé åéäéêÝò DNA Þ RNA áë-
ëçëïõ÷ßåò. Âáóéêü ðëåïíÝêôçìá ôïõ ISH, ôï
ïðïßï ôïí äéáöïñïðïéåß áðü ôéò õðüëïéðåò ôå-
÷íéêÝò ìïñéáêïý õâñéäéóìïý (õâñéäéóìüò ößë-
ôñïõ, in vitro õâñéäéóìüò) êáé ôçí áëõóùôÞ
áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò (PCR), åßíáé üôé ôï

DNA Þ RNA óôü÷ïò áíé÷íåýïíôáé áðåõèåßáò
óôïí áêÝñáéï éóôü, êýôôáñï Þ ÷ñùìüóùìá. Áíôß-
èåôá, óôéò ìïñéáêÝò ôå÷íéêÝò ðïõ ðñïáíáöÝñ-
èçêáí, ðñïçãåßôáé ç êáôáóôñïöÞ ôïõ éóôïý Þ
êõôôÜñïõ ãéá ôçí áðïìüíùóç ôïõ DÍÁ Þ RNA
ìå áðïôÝëåóìá áäõíáìßá ìïñöïëïãéêÞò áîéï-
ëüãçóçò. Ç âáóéêÞ áõôÞ äéáöïñÜ êÜíåé ôïí
ISH ôç ìåèïäïëïãßá åêëïãÞò, åéäéêüôåñá ãéá
ôïí ðáèïëïãïáíáôüìï, åöüóïí ðáñÝ÷åé ôo
áäéáìöéóâÞôçôï ðëåïíÝêôçìá ôçò Üìåóçò óõ-
ó÷Ýôéóçò ôùí ãïíïôõðéêþí ðñïò ôïõò ìïñöï-
ëïãéêïýò êáé áíïóïúóôï÷çìéêïýò ÷áñáêôÞñåò
óå åðßðåäï ìåìïíùìÝíïõ êõôôÜñïõ óå éóôïëï-
ãéêÝò ôïìÝò üóï êáé êõôôáñïëïãéêÜ ðáñáóêåõÜ-
óìáôá.

ÓÞìåñá, ìåôÜ ôç äéáöïñïðïßçóç êáé åîÝëé-
îÞ ôçò, ç ìåèïäïëïãßá ôïõ ISH ÷ñçóéìïðïéåß-
ôáé ìå ïëïÝíá áõîáíüìåíç óõ÷íüôçôá óôï ÷þñï
ôçò áéìïðáèïëïãïáíáôïìßáò óôï åñåõíçôéêü
åðßðåäï üóï êáé ôçí êáèçìåñéíÞ äéáãíùóôéêÞ
ðñáêôéêÞ.

Añ÷åßá ÐáèïëïãéêÞò ÁíáôïìéêÞò 1998, 12(1):4-12
Archives Hellenic Pathol 1998, 12(1):4-12
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áíáãíþóôçò ðáñáðÝìðôåôáé óôç âéâëéïãñáöéêÞ
áíáöïñÜ1.

Ôï âáóéêüôåñï ßóùò ðñüâëçìá óôçí åöáñ-
ìïãÞ ôïõ ISH åßíáé ç åîáóöÜëéóç ôïõ êáôÜë-
ëçëïõ áíé÷íåõôÞ. Ïé áíé÷íåõôÝò, ðñïêåéìÝíïõ
ãéá ôçí áíß÷íåõóç DNA óôü÷ùí, áöïñïýí óå
äßêëùíï DNA, óõíèåôéêÜ ïëéãïíïõêëåïôßäéá
(ìïíÞñç ç ðïëëáðëÜ) êáé ìïíüêëùíï DNA.
Ãéá ôçí áíß÷íåõóç åîÜëëïõ RNA óôü÷ùí ÷ñç-
óéìïðïéïýíôáé áíé÷íåõôÝò ôïõ ôýðïõ åßôå ôïõ
ìïíüêëùíïõ áíôéóõíèåôéêïý (antisense) RNA,
åßôå óõíèåôéêÜ ïëéãïíïõêëåïôßäéá (ìïíÞñç Þ
ðïëëáðëÜ).

Ïé åí ÷ñÞóåé óÞìåñá áíé÷íåõôÝò åßíáé åßôå
ñáäéåíåñãÜ óåóçìáóìÝíïé óõíÞèùò ìå 35S, 3Ç
êáé 32P êáé áíé÷íåýïíôáé ìå áõôïñáäéïãñáößá
åßôå ìç ñáäéïúóïôïðéêÜ óåóçìáóìÝíïé óõíÞ-
èùò ìå Âéïôßíç Þ äéãïîéãåíßíç. Ç ôåëåõôáßá
áõôç õðåñå÷åé ôçò âéïôßíçò, ëüãù ôïõ üôé ç
åíäïãåíÞò âéïôßíç ôùí éóôþí äõíáôüí íá Ý÷åé
ùò áðïôÝëåóìá ìÞ åéäéêÞ áíôßäñáóç ìå ôï
óýóôçìá áíáãíþñéóçò. Ìéá ðáñåîÞãçóç, ç
ïðïßá åîáêïëïõèåß áêüìç êáé óÞìåñá íá éó÷ýåé,
åßíáé üôé ïé ñáäéåíåñãÜ óåóçìáóìåíïé áíé÷íåõ-
ôÝò Ý÷ïõí ìåãáëýôåñç åõáéóèçóßá óôçí áíß-
÷íåõóç ôùí óôü÷ùí óå ó÷Ýóç ðñïò ôïõò ìç
éóïôïðéêÜ óåóçìáóìÝíïõò. Åßíáé ãåãïíüò üôé
ç Üðïøç áõôÞ áëÞèåõå ìÝ÷ñé ðñï 3-5 ÷ñüíùí.
ÓÞìåñá åí ôïýôïéò ç åéóáãùãÞ ìÞ éóïôïðéêÜ
óåóçìáóìÝíùí áíé÷íåõôþí êõñßùò ìå äéãïîé-
ãåíßíç, óå óõíäõáóìü ìå ôç ÷ñçóéìïðïßçóç
åõáßóèçôùí åíæõìéêþí Þ áíïóïåíæõìéêþí óõ-
óôçìÜôùí áíáãíþñéóçò óôï öùôïìéêñïóêüðéï,
Ý÷åé óçìáíôéêÜ áõîÞóåé ôçí åõáéóèçóßá ôùí
ìç éóïôïðéêþí ìåèüäùí ISH. Ïé ôåëåõôáßåò
áõôÝò ôåßíïõí íá õðïêáôáóôÞóïõí ôá ñáäéïú-
óïôïðéêÜ óõóôÞìáôá, Ýíáíôé ôùí ïðïßùí ðëåï-
íåêôïýí êáôÜ ôï üôé ÷áñáêôçñßæïíôáé áðü áóöÜ-
ëåéá, ôá÷ýôçôá, óôáèåñüôçôá, õøçëÞ äéáêñéôé-
êüôçôá (resolution), äéáôÞñçóç ôùí ìïñöïëï-
ãéêþí ÷áñáêôÞñùí, äõíáôüôçôá óýã÷ñïíçò
åöáñìïãÞò ISH êáé áíïóïúóôï÷çìåßáò êáèþò
êáé áíß÷íåõóçò ðåñéóóïôÝñùí ôïõ åíüò óôü-
÷ùí.

¼óïí áöïñÜ åîÜëëïõ óôçí åðßäñáóç ôùí
óõíèçêþí õâñéäéóìïý óôçí áðïôåëåóìáôéêüôç-
ôá ôïõ õâñéäéóìïý èá ðñÝðåé íá áíáöåñèåß üôé
ç éó÷ýò ôïõ õâñéäéóìïý óôïí ISH åîáñôÜôáé
áðü ðïéêßëïõò ðáñÜãïíôåò üðùò ôï ìÞêïò ôïõ
áíé÷íåõôÞ, ç èåñìïêñáóßá, ôï ÑÇ, ç óõãêÝ-
íôñùóç ôïõ áðïäéáôáêôïý (denaturant) (ð.÷.
öïñìáìßäéï), ç óõãêÝíôñùóç ôïõ Üëáôïò óôï
ñõèìéóôéêü äéÜëõìá ôïõ õâñéäéóìïý êáé ï

2. ÂÁÓÉÊÇ ÁÑ×Ç ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏËÏÃÉÊÏ
ÕÐÏÓÔÑÙÌÁ ÔÏÕ ISH

Ï ISH, üðùò ï õèñéäéóìüò ößëôñïõ êáé ï in
vitro õâñéäéóìüò, óôçñßæåôáé óôç ÂáóéêÞ áñ÷Þ,
üôé åéäéêÝò áëëçëïõ÷ßåò ôïõ éóôéêïý Þ êõôôáñé-
êïý DNA Þ RÍÁ (óôü÷ïò (target)) äõíáôüí íá
óõíäåèïýí (õâñéäßóïõí) ìå óåóçìáóìÝíïõò
ìïíüêëùíïõò DNA Þ RNA áíé÷íåõôÝò (probes)
óõìðëçñùìáôéêÞò áëëçëïõ÷ßáò, êÜôù áðü êá-
ôÜëëçëåò óõíèÞêåò, Ýôóé. þóôå íá ó÷çìáôéóèïýí
õâñßäéá. Ôá ôåëåõôáßá áõôÜ äõíáôüí íá ãßíïõí
ïñáôÜ ìå åéäéêÜ óõóôÞìáôá áíáãíþñéóçò (Åé-
êüíá 1).

Ç åðéôõ÷ßá ôïõ ISH åîáñôÜôáé áðü ðïëëÝò
ðáñáìÝôñïõò, ïé âáóéêüôåñåò ôùí ïðïßùí åßíáé:
á) ï áñéèìüò ôùí õðáñ÷üíôùí DNA Þ RÍÁ
áíôéãñÜöùí, â) ç åðßäñáóç ôçò åðåîåñãáóßáò
êáé ìïíéìïðïßçóçò ôïõ éóôïý óôç äéáôÞñçóç
êáé ðñïóðåëáóéìüôçôá ôïõ óôü÷ïõ, ã) ï ôýðïò
ôïõ áíé÷íåõôÞ, ä) ç ìÝèïäïò óÞìáíóçò ôïõ
áíé÷íåõôÞ, å) ç åõáéóèçóßá ôçò ìåèüäïõ ãéá
ôçí áíáãíþñéóç ôïõ óÞìáôïò, êáé æ) ïé óõíèÞ-
êåò êáôÜ êáé ìåôÜ ôïí õâñéäéóìü.

Ç äéåîïäéêÞ áíÜëõóç ôùí ðáñáìÝôñùí ðïõ
ðñïáíáöÝñèçêáí åêöåýãåé ôùí óôü÷ùí ôïõ óõ-
ãêåêñéìÝíïõ êåöáëáßïõ, ïé ïðïßïé êáôÜ ÂÜóç
åóôéÜæïíôáé óôéò åöáñìïãåò ôïõ ISH óÞìåñá
óôçí áéìïðáèïëïãïáíáôïìßá. Ãéá ôïõò ëüãïõò
áõôïõò èá áêïëïõèÞóåé ìéá óýíôïìç áíáöïñÜ
óôéò óõãêåêñéìÝíåò ðáñáìÝôñïõò. Ãéá åêôåíÝ-
óôåñç áíÜëõóç ôçò ìåèïäïëïãßáò ôïõ ISH ï

Åéêüíá 1. Áíôéóõíèåôéêüò RNA áíé÷íåõôÞò ìå óå-
óçìáóìÝíç ïõñáêßëç Ýíáíôé ôïõ mRÍÁ óôü÷ïõ (#
ðáñéóôÜ óÞìáíóç ôïõ áíé÷íåõôÞ)
[Áðü Çöffler Ç and Ìüller J. Verh Dtsch Ges Path
1994]
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âáèìüò ôçò ïìïëïãßáò ôïõ áíé÷íåõôÞ ðñïò ôï
óôü÷ï.

Óôïí ðßíáêá 1 áíáöÝñïíôáé ôá âáóéêÜ äéá-
äï÷éêÜ óôÜäéá êáôÜ ôçí åöáñìïãÞ åíüò êëáó-
óéêïý ðñùôïêüëëïõ ISH óå ôïìÝò ðáñáößíçò
êáèþò êáé ï óêïðüò ôïõ êÜèå óôáäßïõ.

ÉÉÉ. ÁÎÉÏËÏÃÇÓÇ ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÙÍ
ISH

ÅÉÄÉÊÏÔÇÔÁ

ÂáóéêÜ áßôéá ìç åéäéêÞò áíôßäñáóçò óôïí
ISH áðïôåëïýí: 1) ç ïìïëïãßá ôïõ áíé÷íåõôÞ
ìå Áëëçëïõ÷ßåò Üëëåò åêôüò ôïõ ðñïò áíß-
÷íåõóç óôü÷ïõ, 2) ìç åéäéêÞ óýíäåóç ôïõ áíé-
÷íåõôÞ ðñïò ôï ñéâïóùìéêü RNA (ðïõ áðïôå-
ëåß ôï 90% ôïõ ïëéêïý êõôôáñéêïý RNA), 3)
ðïéêéëßåò üóïí áöïñÜ ôï ìÞêïò êáé ôïí ôýðï
ôïõ áíé÷íåõôÞ, 4) óõíèÞêåò ìåéùìÝíçò áõôç-
ñüôçôáò (low stringency) êáôÜ ôïí õâñéäéóìü
êáé 5) ìÞ åéäéêÝò áíôéäñÜóåéò óôï óýóôçìá
áíáãíþñéóçò üðùò ç åíäïãåíÞò âéïôßíç üôáí
÷ñçóéìïðïéïýíôáé âéïôéíéëéùìÝíïé áíé÷íåõôÝò.

ÅÕÁÉÓÈÇÓÉÁ

¸íá áðü ôá ÂáóéêÜ ðëåïíåêôÞìáôá ôïõ ISH
åßíáé ï õøçëüò âáèìüò åõáéóèçóßáò ðïõ äõ-
íáôüí íá åðéôåõ÷èåß êÜôù áðü êáôÜëëçëåò
óõíèÞêåò. ÌåñéêÜ áðü ôá ðñïâëÞìáôá ìåéùìÝ-
íçò åõáéóèçóßáò óôïí ISH äõíáôüí íá ðñïêý-
øïõí ëüãù: É) áêáôÜëëçëçò åðåîåñãáóßáò ôùí
éóôþí ìå áðïôÝëåóìá åßôå áðþëåéá ôùí mRNA
óôü÷ùí åßôå Ýíôïíçò äéáóôáõñïýìåíçò áíôßäñá-
óçò áðü ôï ìïíéìïðïéçôéêü õãñü ìå áðïôÝëå-
óìá äõó÷Ýñåéá ðñïóðÝëáóçò ôïõ óôü÷ïõ áðü
ôïí áíé÷íåõôÞ, êáé 2) ðñïâëçìÜôùí óôç äïìÞ
êáé óÞìáíóç ôïõ áíé÷íåõôÞ.

ÌÁÑÔÕÑÅÓ

Åê ôùí ùí ïõê Üíåõ ðáñáìÝôñïõò óôçí
åðéôõ÷ßá ôïõ ISH áðïôåëïýí ïé åðáñêåßò ìÜñ-
ôõñåò, ìÝóù ôùí ïðïßùí Èá åðéâåâáéùèåß, üôé
ôá áíé÷íåõüìåíá óÞìáôá ðáñéóôïýí üíôùò
õâñßäéá áíé÷íåõôþí/óôü÷ùí. Ïé åêÜóôïôå ÷ñç-
óéìïðïéçìÝíïé ìÜñôõñåò åîáñôþíôáé áðü ôïí
áíé÷íåõôÞ üóï êáé ôï ðõñçíéêü ïîý óôü÷ï.

Óôïí ðßíáêá 2 áíáöÝñïíôáé ïé Âáóéêüôåñïé
êáôÜ ðåñßðôùóç ìÜñôõñåò óôï ISH.

Ðßíáêáò 1.

ÓôÜäéá ISH Óêïðüò

• ÅìâÜðôéóç êåíþí áíôéêåéìåíïöüñùí « Ðáñåìðüäéóç áðïêüëëçóçò éóôïëïãéêÞò ôïìÞò
ðëáêþí óå ïñãáíïóéëÜíéï

• Åðåîåñãáóßá éóôïý
- Ìïíéìïðïßçóç óå 10% ñõèì. äéÜëõìá öïñìüëçò « ÄéáôÞñçóç éêáíïðïéçôéêÞò ìïñöïëïãßáò.
(pÇ 7.0) Åðßôåõîç õâñéäéóìïý éêáíïðïéçôéêÞò éó÷ýïò
- Åðåîåñãáóßá éóôïëïãéêþí ôïìþí ìå ðñùôåÜóåò « Áýîçóç ôçò ðñïóðåëáóéìüôçôáò ôïõ óôü÷ïõ

áðü ôïí áíé÷íåõôÞ
• Åôïéìáóßá ìßãìáôïò óåóçìáóìÝíïõ

áíé÷íåõôïý êáé áðïäéáôáêôïý
• ÅöáñìïãÞ ôïõ ìßãìáôïò áíé÷íåõôïý « ÁðïäéÜôáîç óôü÷ïõ êáé áíé÷íåõôïý DNA/RNA

/áðïäéáôáêôïý óôçí éóôïëïãéêÞ
ôïìÞ óå èåñìïêñáóßá 95-100ïC

• ÔïðïèÝôçóç éóôïëïãéêþí ôïìþí óå 37ïC « Õâñéäéóìüò óôü÷ïõ/áíé÷íåõôïý
åðß 2 þñåò

• Ðëýóéìï ôïìþí ìåôÜ õâñéäïðïßçóç ìå 2,5% « Ìåßùóç ìç åéäéêÞò áíôßäñáóçò áíé÷íåõôÞ
áíôéïñü áëâïõìßíçò âïïåéäïýò ðñïò Üëëá åêôüò ôïõ óôü÷ïõ ìüñéá

DNA, RNA, ðñùôåÀíåò
• ÅöáñìïãÞ óõóôÞìáôïò áíáãíþñéóçò
n ãéá âéïôßíç: óýìðëïêï óôñåðôáâéäßíçò
/áëêáëéêÞò öùóöáôÜóçò « Áíß÷íåõóç óÞìáôïò õâñéäéóìïý óôï
n ãéá äéíïîéíåíßíç: óýìðëïêï áíôéäéãïîéãåíßíçò öùôïìéêñïóêüðéï
/áëêáëéêÞò öùóöáôÜóçò
- Áíôß÷ñùóç ìå nuclear fast red
- ÊÜëõøç éóôïëïãéêþí ôïìþí
- Ìéêñïóêüðçóç

(Áðü Íuïíï G., 1994)
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Ðßíáêáò 3. ÅöáñìïãÝò ôïõ ISH óôçí Áéìïðáèïëï-
ãïáíáôïìßá

É. Áíß÷íåõóç éþí ìå äõíçôéêüôçôá áéôéïðáèïãåíå-
ôéêÞò óõó÷Ýôéóçò ðñïò áéìáôïëïãéêÝò êáêïÞèåéåò
(ÅÂV, HHV-6, HHV-8, HTLV-1).

ÉÉ. ÊõôôáñïãåíåôéêÞ áéìáôïëïãéêþí êáêïçèåéþí
(FISH)

ÉÉÉ. Áíß÷íåõóç ãïíéäßùí êáé ðñïúüíôùí Ýêöñáóçò
ãïíéäßùí (mRÍÁ)
• Ôáîéíüìçóç Ïîåéþí Ëåõ÷áéìéþí

- Áíß÷íåõóç mRNA ìõåëïûðåñïîåéäÜóçò
• Êáèïñéóìüò ÊõôôáñéêÞò ÐñïÝëåõóçò êáé Êëù-

íéêüôçôáò
- ê/ë åëáöñÝò Üëõóïé áíïóïóöáéñéíþí
- â-Üëõóïò ôïõ Ô- êõôôáñéêïý õðïäï÷Ýá

• ¸êöñáóç Ïãêïãïíéäßùí
- ras, âcl-2, myc

• ¸êöñáóç êõôôïêéíþí

ôùí áíïóïëïãéêþí/áíïóïúóôï÷çìéêþí ìåèüäùí
óôç ìåëÝôç ôùí éþóåùí, åöüóïí ðáñÝ÷åé ôç
äõíáôüôçôá áíß÷íåõóçò ðñþéìçò Þ ëáíèÜíïõ-
óáò éïãåíïýò ëïßìùîçò ìå õøçëü âáèìü åõáé-
óèçóßáò êáé åéäéêüôçôáò. ×áñáêôçñéóôéêü ðá-
ñÜäåéãìá áðïôåëåß ç áíß÷íåõóç ôïõ HIV-É
óå Ýíá ðïëý ìéêñü ðïóïóôü ìïíïðõñÞíùí
êõôôÜñùí ôïõ ðåñéöåñéêïý áßìáôïò óå áóèå-
íåßò ïñïáñíçôéêïýò êáôÜ ôç öÜóç äéåíÝñãåéáò
ôçò ìåëÝôçò. Ìåßæïí ðëåïíÝêôçìá ôïõ ISH
óÞìåñá, áðïôåëåß ç äõíáôüôçôá åöáñìïãÞò ôïõ
óå éóôïëïãéêÝò ôïìÝò, íùðïý Þ ìïíéìïðïéçìÝ-
íïõ éóôïý ìå ìç ñáäéïßóïôïðéêÜ óõóôÞìáôá
áíß÷íåõóçò êáé áíáãíþñéóçò, ôá ïðïßá êõ-
êëïöïñïýí ðëÝïí åõñÝá. ÅîÜëëïõ ï ISH, ðÜ-
íôá ìå ôçí Ýííïéá ôçò äõíáôüôçôÜò ôçò áðåõ-
èåßáò áíß÷íåõóçò ôçò éïãåíïýò ëïßìùîçò, åßôå
óå åðßðåäï DNA Þ RNA, èåùñåßôáé áäéáìöé-
óâÞôçôçò óðïõäáéüôçôáò óôç ìåëÝôç ôùí éþ-
óåùí åöüóïí åðéôñÝðåé:
1. Ôç óýãêñéóç êáé ôáîéíüìçóç ôùí éþí óå

ôýðïõò, õðïôýðïõò êáé ïìÜäåò. Ç äõíáôü-
ôçôá áõôÞ óõìâÜëëåé ïõóéáóôéêÜ óôçí áðÜ-
íôçóç åðéäçìéïëïãéêÞò öýóåùò åñùôçìÜôùí.

2. Ôçí áíÜëõóç ôïõ ôñüðïõ ìüëõíóçò êáé ôñï-
ðéóìïý óå åðßðåäï ìåìïíùìÝíïõ êõôôÜñïõ
åßôå áíåîáñôÞôùò åßôå óå óõíäõáóìü ìå ôçí
áíïóïßóôï÷çìåßá. ÌåñéêÜ ìüíï ðáñáäåßã-
ìáôá ôùí ðëåïíåêôçìÜôùí ôçò óõãêåêñéìÝ-
íçò ìåèïäïëïãßáò áðïôåëïýí ç áíß÷íåõóç:
á) ôïõ HIV-É óôá äåíäñéôéêÜ äéêôõïêýôôáñá
-ôùí âëáóôéêþí êÝíôñùí ôùí ëåìöïæéäßùí,
ôá êýôôáñá Langerhans ôïõ äÝñìáôïò, êá-
èþò êáé ôá ìåãáêáñõïêýôôáñá êáé CD4+

ëåìöïêýôôáñá óôïí ìõåëü HIV-1+ áóèåíþí
êáé â) ôïõ áíèñþðåéïõ åñðçôïßïý 6 (HHV-
6) óôá Ô-, Â- ëåìöïêýôôáñá, ôá ìåãáêáñõï-
êýôôáñá êáé åðéèçëéáêÜ êýôôáñá.

3. Ôçí ôáõôïðïßçóç êáé êõôôáñéêÞ åíôüðéóç
ðåñéóóïôÝñùí ôçò ìéáò éïãåíþí ëïéìþîåùí,
üðùò ç óýã÷ñïíç áíß÷íåõóç ôïõ íÝïõ áí-
èñþðåéïõ åñðçôïéïý 8 [Çuman Herpes Vi-
rus 8 (HHV-8)], êáé ôïõ EBV óôá ëåìöùìá-
ôþäç êýôôáñá ôïõ ëåìöþìáôïò ôùí êïéëïôÞ-
ôùí ôïõ óþìáôïò [Âïdy Cavity Based Lym-
phoma (BCBL)].

4. Ôçí áíß÷íåõóç éïãåíïýò ëïßìùîçò óå êá-
êïÞèåéò üãêïõò. Áðü åôþí Þäç Ý÷åé åðé÷åé-
ñçèåß ç áéôéïëïãéêÞ óõó÷Ýôéóç ìåôáîý ôùí
ëåìöïôñüðùí éþí, óõìðåñéëáìâáíïìÝíùí ôïõ
EBV, ôïõ HHV-6 êáé ôïõ HTLV-1 êáé ïñé-
óìÝíùí ôýðùí ëåìöïûðåñðëáóôéêþí åîåñ-
ãáóéþí. Åéäéêüôåñá üóïí áöïñÜ ôïí EBV,

Ðßíáêáò 2. ÌÜñôõñåò óôïí ISH

• ÊõôôáñéêÝò óåéñÝò (èåôéêïß êáé áñíçôéêïß ìÜñôõ-
ñåò)

• Õâñéäéóìüò êáôÜ Sïuôhern êáé Nïrthern Blot
• Óõíäõáóìüò ISH êáé áíïóïúóôï÷çìåßáò
• Õâñéäéóìüò ìå äéáöïñåôéêïýò áíé÷íåõôÝò óõìðëç-

ñùìáôéêÞò áëëçëïõ÷ßáò ðñïò ôï ßäéï DNA Þ
RNA óôü÷ï.

• Ðñïûâñéäéóìüò ôïõ áíé÷íåõôïý ìå cDNA Þ cRNA.
• Yâñéäéóìüò ìå ìç ïìüëïãïõò áíé÷íåõôÝò ìå üìïéï

ìÞêïò.
• Ðñïåðåîåñãáóßá ôïõ éóôïý ìå RÍÁÜóç êáé

DNAÜóç.

[Áðü Çöffler Ç. and Ìüller J. Verh Dtsch Ges Path
1994]

IV. ÅÖÁÑÌÏÃÅÓ ISH ÓÔÇÍ ÁÉÌÏÐÁÈÏ-
ËÏÃÏÁÍÁÔÏÌÉÁ (Ðßíáêáò 3)

Á. ÁÍÉ×ÍÅÕÓÇ ÉÙÍ

Ôçí "êëáóóéêÞ" ìåèïäïëïãßá óôçí áíß÷íåõ-
óç éïãåíþí ëïéìþîåùí áðïôåëåß êáôÜ êáíüíá ç
áíïóïëïãéêÞ ìåëÝôç ôçò Ýêöñáóçò ôùí éïãå-
íþí áíôéãüíùí åßôå óôïí ïñü åßôå óôïí éóôü
(áíïóïúóôï÷çìéêÜ) ìå áíôéóþìáôá Ýíáíôé ôùí
äïìéêþí éïãåíþí ðñùôåúíþí. Åíôïýôïéò ïé "êëáó-
óéêÝò" áõôÝò áíïóïëïãéêÝò ìÝèïäïé áäõíáôïýí
í' áíé÷íåýóïõí éïãåíÞ ëïßìùîç åðß: 1) ìç ðá-
ñáãùãéêþí Þ åëÜ÷éóôá ðáñáãùãéêþí éïãåíþí
ëïéìþîåùí êáé 2) áíïóïêáôáóôïëÞò. Ï ISHI ìå
ôçí áðåõèåßáò áíß÷íåõóç éïãåíïýò DNA, áíå-
îáñôÞôùò ôïõ ñõèìïý ìåôáãñáöÞò Þ êáé ðñù-
ôåßíéêÞò ôïõ Ýêöñáóçò, õðåñÝ÷åé áíáìößâïëá
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ïé ìåëÝôåò ìå ISH óõíÝâáëáí êáèïñéóôéêÜ
óôçí ôåêìçñßùóç ôçò åíôüðéóÞò ôïõ óôá íåï-
ðëáóìáôéêÜ êáé ìç êõôôáñéêÜ óôïé÷åßá äéá-
öüñùí ïìÜäùí êáêïÞèùí ëåìöïûðåñðëá-
óôéêþí åîåñãáóéþí. Åßíáé ãåãïíüò, üôé êáôÜ
êáéñïýò, åðéäçìéïëïãéêÝò, ïñïëïãéêÝò êáé
ìïñéáêÝò ìåëÝôåò (Southern blot, PCR) åß-
÷áí åðéóçìÜíåé ôç óõó÷Ýôéóç ìåôáîý EBV
êáé ïñéóìÝíùí ôýðùí êáêïÞèùí ëåìöïû-
ðåñðëáóôéêþí åîåñãáóéþí üðùò ôï ëÝìöù-
ìá Burkitt êáé ç íüóïò ôïõ Hodgkin. Ðá-
ñÝìåíå åíôïýôïéò áäéåõêñßíéóôï ðïéïò êõô-
ôáñéêüò ðëçèõóìüò áðïôåëïýóå ôïí îåíé-
óôÞ ôïõ EBV. Ï ISH åðÝôñåøå ãéá ðñþôç
öïñÜ ôçí Üìåóç áíß÷íåõóç ôïõ DNA ôïõ
EBV óôá ëåìöùìáôþäç êýôôáñá ôïõ ëåì-
öþìáôïò Burkitt êáèþò êáé ôá Reed-Stern-
berg, ôá Hodgkin êýôôáñá êáé ôá ìéêñÜ
ëåìöïêýôôáñá ôçò íüóïõ ôïõ Hodgkin, óôïõò
éóôïëïãéêïýò õðïôýðïõò ôçò ìéêôÞò êõôôá-
ñïâñßèåéáò êáé ôçò ïæþäïõò óêëÞñõíóçò.
ÅîÜëëïõ ôá áðïôåëÝóìáôá ìåôáãåíÝóôåñùí
ìåëåôþí ìå ôç ìåèïäïëïãßá ôïõ RNA-ISH
Ýíáíôé ìéêñþí ìç ìåôáãñáöïìÝíùí RNAS
(EBER-É) åðéâåâáßùóáí ôçí ýðáñîç ôïõ EBV,
åêôüò ôïõ ëåìöþìáôïò Burkitt êáé ôçò íü-
óïõ ôïõ Hodgkin, óôá íåïðëáóìáôéêÜ êýô-
ôáñá êáé Üëëùí ïìÜäùí ëåìöïûðåñðëáóôé-
êþí åîåñãáóéþí üðùò ôï Êi-1 áíáðëáóôéêü
ëÝìöùìá áðü ìåãÜëá ëåìöïêýôôáñá, ôï áã-
ãåéï-áíïóïâëáóôéêïý ôýðïõ ðåñéöåñéêü Ô-
ëÝìöùìá, ç ëåõ÷áéìßá áðü ôñé÷ùôÜ ëåìöï-
êýôôáñá êáé ôá RS-like êýôôáñá ïñéóìÝíùí
ôýðùí ìç Hodgkin ëåìöùìÜôùí, ìåôáîý ôùí
ïðïßùí êáé ôï äéÜ÷õôï Â-ëÝìöùìá áðü ìé-
êñÜ ëåìöïêýôôáñá.
Ç áíß÷íåõóç ôïõ EBV óôá íåïðëáóìáôéêÜ

êýôôáñá ôùí êáêïÞèùí ëåìöïûðåñðëáóôéêþí
åîåñãáóéþí, ÷ùñßò íá ôåêìçñéþíåé, åíéó÷ýåé
ôçí Üðïøç ôçò áéôéïëïãéêÞò óõó÷Ýôéóçò ôïõ
EBV óôçí ðáèïãÝíåóç ôùí óõãêåêñéìÝíùí
ëåìöïûðåñðëáóôéêþí åîåñãáóéþí.

Ðñüóöáôá ôáõôïðïéÞèçêå Ýíá íÝï ìÝëïò ôçò
ïìÜäáò ôùí åñðçôïúþí, öåñüìåíï ùò Áíèñþ-
ðåéïò Åñðçôïúüò 8 [Çuman Herpes Virus 8
(HHV-8)]. ÌåëÝôåò ìå ISH êáé ISH-PCR Ýäåé-
îáí üôé ï HHV-8 áíé÷íåýåôáé óå éäéáßôåñá õøç-
ëÝò óõãêåíôñþóåéò óôá íåïðëáóìáôéêÜ êýôôá-
ñá ôïõ óõíüëïõ ôùí óáñêùìÜôùí Kaposi êá-
èþò ôïõ óðÜíéïõ ôýðïõ ëåìöþìáôïò, ôï ïðïßï
öÝñåôáé ùò ëÝìöùìá ôùí êïéëïôÞôùí ôïõ óþ-
ìáôïò [Body Cavity Based Lymphoma (BCBL)]
êáé ðáñáôçñåßôáé ìå áõîçìÝíç óõ÷íüôçôá óôïõò

HIV-1+ áóèåíåßò. Åðß ôç âÜóåé ôùí äåäïìÝíùí
áõôþí åêöñÜæåôáé ç Üðïøç ôçò óôåíÞò áéôéï-
ðáèïãåíåôéêÞò óõó÷Ýôéóçò ìåôáîý HHV-8 áöå-
íüò êáé ôïõ óáñêþìáôïò Kaposi üóï êáé ôïõ
BCBL áöåôÝñïõ.

Â. ÁÍÉ×ÍÅÕÓÇ ×ÑÙÌÏÓÙÌÉÊÙÍ ÁÍÙ-
ÌÁËÉÙÍ

Ç áíß÷íåõóç ÷ñùìïóùìéêþí áíùìáëéþí
(ìåôáèÝóåùí, ðïëëáðëáóéáóìþí êáé åëëåßøåùí
ôìçìÜôùí ÷ñùìïóùìÜôùí) ìå ôç ÷ñçóéìïðïßç-
óç ISH êáé åéäéêþí ÷ñùìïóùìéêþí áíé÷íåõ-
ôþí áðïôåëåß óÞìåñá ìéá áðü ôéò ðëÝïí åõñÝá
äéáäåäïìÝíåò åöáñìïãÝò ôïõ ISH. Ç óõãêå-
êñéìÝíç ìåèïäïëïãßá (óå áíôßèåóç ìå ôçí êëáó-
óéêÞ êõôôáñïãåíåôéêÞ) åðéôñÝðåé ôç ìåëÝôç ôùí
÷ñùìïóùìÜôùí ôüóï êáôÜ ôç ìåôÜöáóç üóï
êáé êáôÜ ôçí åíäéÜìåóç öÜóç (interphase) êáé
öÝñåôáé óôç âéâëéïãñáößá ùò êõôôáñïãåíåôéêÞ
åíäéÜìåóçò öÜóçò (Interphase Cytogenetics) -
×ñùìïóùìéêüò ISH (Chromosomal ISH (CISH)/
Fluorescent ISH (FISH)).

Ìå ôçí FISH åßíáé äõíáôÞ ç ìåëÝôç áñéè-
ìçôéêþí üóï êáé äïìéêþí ÷ñùìïóùìéêþí áíù-
ìáëéþí óôï óýíïëï ó÷åäüí ôùí ìåëåôþìåíùí
êõôôÜñùí. ÐáñÜëëçëá ç FISH äõíáôüí íá ÷ñç-
óéìïðïéçèåß óå éóôïëïãéêÝò ôïìÝò ðáñáößíçò ç
êõôôáñïëïãéêÜ ðáñáóêåõÜóìáôá ìå áðïôÝëå-
óìá äõíáôüôçôá Üìåóçò óõó÷Ýôéóçò ôçò ÷ñù-
ìïóùìéêÞò áíùìáëßáò ðñïò ôçí áñ÷éôå-
êôïíéêÞ, ìïñöïëïãßá êáé óå óõíäõáóìü ìå
áíïóïúóôï÷çìåßá, êáé ôïí áíïóïöáéíüôõðï.
×áñáêôçñéóôéêÜ ðáñáäåßãìáôá óõíäõáóìïý
FISH êáé áíïóïúóôï÷çìåßáò óå ôïìÝò ðáñáöß-
íçò áðïôåëïýí 1) ç áíß÷íåõóç ôñéóùìßáò 3 á)
óôï 30% ôïõ óõíüëïõ ôùí ìåëåôçèÝíôùí ãá-
óôñéêþí, ÷áìçëÞò êáêïÞèåéáò ëåìöùìÜôùí
ôýðïõ MALT óå ïñéóìÝíåò ìåëÝôåò êáé â) óå
ìéêñüôåñï óõãêñéôéêÜ ðïóïóôü ðåñéöåñéêþí Ô-
ëåìöùìÜôùí ôïõ ôýðïõ êáôåîï÷Þ ôçò áããåéïá-
íïóïâëáóôéêÞò ëåìöáäåíïðÜèåéáò, 2) ç ðáñïõ-
óßá áõîçìÝíùí áíôéãñÜöùí ôïõ ÷ñùìïóþìá-
ôïò 7 óôá õøçëÞò êáêïçèåßáò ðåñéöåñéêÜ Ô-
ëåìöþìáôá êáé 3) ç áíß÷íåõóç ôçò ìåôÜèåóçò
âcr-abl óôï 50% ó÷åäüí ôùí áóèåíþí ìå ÷ñï-
íßá ìõåëïãåíÞ ëåõ÷áéìßá (ìéêôïý êïêêéï-ìå-
ãáêáñõïêõôôáñéêïý õðïôýðïõ), ôüóï óôá êõô-
ôáñéêÜ óôïé÷åßá ôçò ìõåëéêÞò üóï êáé ìåãá-
êáñõïêõôôáñéêÞò óåéñÜò óå ôïìÝò ðáñáößíçò
ïóôåïìõåëéêÞò âéïøßáò.
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Ã. ÁÍÉ×ÍÅÕÓÇ ÅÊÖÑÁÓÇÓ ÃÏÍÉÄÉÙÍ ÌÅ
ISH ÅÍÁÍÔÉ ÔÏÕ mRNA

Ç áíß÷íåõóç ôçò Ýêöñáóçò ôùí ãïíéäßùí
åßôå óå åðßðåäï mRNA åßôå ðñùôåÀíçò åßíáé
áðïöáóéóôéêÞò óçìáóßáò óôçí ðåñáéôÝñù ôáõ-
ôïðïßçóç ôùí öõóéïëïãéêþí üóï êáé íåïðëá-
óìáôéêþí êõôôáñéêþí ðëçèõóìþí. Ç áíß÷íåõ-
óç ôùí ðñùôåúíþí åðéôõã÷Üíåôáé óõíÞèùò ìå
ôç ÷ñçóéìïðïßçóç åéäéêþí áíôéóùìÜôùí Ýíá-
íôé ôùí ðñïò áíß÷íåõóç ðñùôåúíþí. Åí ôïý-
ôïéò, ðáñÜ ôçí ýðáñîç åíüò êáèçìåñéíÜ äéåõ-
ñõíüìåíïõ öÜóìáôïò åéäéêþí (ìïíïêëùíéêþí)
áíôéóùìÜôùí êáé ôç ÷ñçóéìïðïßçóç åõáßóèç-
ôùí áíïóïúóôï÷çìéêþí ôå÷íéêþí, ç áíïóïúóôï-
÷çìåßá áäõíáôåß íá ôáõôïðïéÞóåé ìå áðüëõôç
áóöÜëåéá ôï êýôôáñï, óôï ïðïßï óõíôßèåôáé ç
áíïóïúóôï÷çìéêÜ áíé÷íåõüìåíç ðñùôåÀíç. Ôï
ãåãïíüò áõôü ïöåßëåôáé óôï ü,ôé Ýíá áíé÷íåõü-
ìåíï ðåðôßäéï äõíáôüí íá óõíôßèåôáé óå Üëëï
êýôôáñï êáé íá ðñïóëáìâÜíåôáé ìÝóù ðéíï-
êýôôùóçò Þ åíäïêýôôùóçò áðü Üëëï êýôôáñï,
óôï ïðïßï êáé äõíáôüí íá áíé÷íåýÝôáé áíï-
óïúóôï÷çìéêÜ. ÅîÜëëïõ ï âáèìüò áíïóïäñá-
óôéêüôçôáò åíüò ðåðôéäßïõ åðçñåÜæåôáé áðü ôï
ñõèìü óýíèåóçò, áðïäüìçóçò Þ êáé åêêñéóÞò
ôïõ. ¸ôóé êýôôáñá ôá ïðïßá ðáñïõóéÜæïõí
áõîçìÝíï ñõèìü óýíèåóçò åíüò ðåðôéäßïõ äõ-
íáôüí óôïí áíïóïúóôï÷çìéêü Ýëåã÷ï íá åßíáé
áñíçôéêÜ ãéá ôï óõãêåêñéìÝíï ðåðôßäéï, ëüãù
ôçò ôá÷åßáò áðïäüìçóçò Þ êáé åêêñéóÞò ôïõ.
ÔÝëïò ìç åéäéêÞ, äéáóôáõñïýìåíç áíïóïáíôß-
äñáóç, ëüãù ìåñéêÞò ïìïëïãßáò áëëçëïõ÷éþí
ôùí ðïëõêëùíéêþí üóï êáé ôùí ìïíïêëùíéêþí
áíôéóùìÜôùí, äõíáôüí íá ïäçãÞóåé óå øåõäþò
èåôéêÜ áðïôåëÝóìáôá. ×áñáêôçñéóðêÜ áíáöÝ-
ñåôáé ç äéáóôáõñïýìåíç áíïóïáíôßäñáóç áíôé-
óùìÜôùí Ýíáíôé ôùí ðñùôåúíþí ôïõ êõôôáñï-
óêåëåôïý ðñïò ðñïúüíôá Ýêöñáóçò ïãêïãïíé-
äßùí êáé éþí. ÅîÜëëïõ ôá áèñïéóìÝíá ðëÝïí
âéâëéïãñáöéêÜ äåäïìÝíá, åðéóçìáßíïõí ôïí
õøçëü âáèìü äéáóôáõñïýìåíçò áíïóïáíôßäñá-
óçò ìåôáîý ôùí áíôéóùìÜôùí Ýíáíôé ôùí ðñïúü-
íôùí Ýêöñáóçò ôùí ïãêïãïíéäßùí. Åðß ôç âÜ-
óåé ôùí äåäïìÝíùí áõôþí åßíáé ðëÝïí ðñïöá-
íÝò, üôé ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ áíß÷íåõóç ôùí
ðñïúüíôùí Ýêöñáóçò ïñéóìÝíùí ïãêïãïíéäßùí
Þ áõîçôéêþí ðáñáãüíôùí êáé óðáíéüôåñá ôùí
ãüíùí ôùí áíïóïóöáéñéíþí åßíáé ðñïâëçìáôé-
êÞ Þ êáé áäýíáôç.

Óôïõò ðåñéïñéóìïýò áõôïýò ôçò áíïóïúóôï-
÷çìåßáò, ï ISH áðïôåëåß óçìáíôéêÞ åíáëëá-
êôéêÞ ëýóç, åöüóïí åðéôñÝðåé ôçí ôáõôïðïßçóç
åíüò êõôôáñéêïý ðëçèõóìïý, åðß ôç âÜóåé ôçò

ðïóïôéêÞò áíß÷íåõóçò ôùí åéäéêþí mRNAS, ôá
ïðïßá êùäéêïðïéïýí ãéá ôá ðñïò áíß÷íåõóç
ðñïúüíôá. Ìå ôç ìåèïäïëïãßá áõôÞ åßíáé ðá-
ñÜëëçëá äõíáôÞ ç åêôßìçóç ôïõ åíåñãçôé-
êïý ñõèìïý ìåôáãñáöÞò åíüò åéäéêïý ãïíé-
äßïõ.

Êáôüðéí áõôþí ï RNA ISH åßôå áíåîÜñôç-
ôá, åßôå óå óõíäõáóìü ìå ôçí áíïóïúóôï÷ç-
ìåßá, ÷ñçóéìïðïéåßôáé ìå ïëïÝíá áõîáíüìåíç
óõ÷íüôçôá óôïí ÷þñï ôçò áéìïðáèïëïãïáíá-
ôïìßáò. ÂáóéêÝò åöáñìïãÝò ôïõ áðïôåëïýí ç
åðéâåâáßùóç êõôôáñéêÞò ðñïÝëåõóçò êáé êëù-
íéêüôçôáò óôéò ëåìöïûðåñðëáóôéêÝò óõíÞèùò
åîåñãáóßåò êáèþò êáé ç áíß÷íåõóç ôçò Ýêöñá-
óçò ôùí ïãêïãïíéäßùí êáé áõîçôéêþí ðáñáãü-
íôùí (êõôôïêéíþí).

1. Ôáõôïðïßçóç êõôôáñéêÞò ðñïÝëåõóçò êáé
êëùíéêüôçôáò

Åßíáé ðëÝïí ãåãïíüò, üôé ç ìïíïêëùíéêüôç-
ôá äåí áðïôåëåß Ýííïéá ôáõôüóçìç ôçò êáêïÞ-
èåéáò. Ðáñ' üëá áõôÜ ç êáôÜäåéîç ôçò ìïíï-
êëùíéêÞò öýóçò ìéáò ëåìöïêõôôáñéêÞò äéÞèç-
óçò áðïôåëåß ïõóéáóôéêÞ ðáñÜìåôñï êáôÜ ôç
äéáãíùóôéêÞ áîéïëüãçóç ôùí ëåìöïûðåñðëá-
óôéêþí åîåñãáóéþí.

ÊëáóóéêÜ ÷ñçóéìïðïéïýìåíåò ìåèïäïëïãßåò
óôçí êáôÜäåéîç êëùíéêüôçôáò áðïôåëïýí: 1) ç
êõôôáñïìåôñßá ñïÞò êáé ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ
ìåëÝôç ôïìþí êñõïóôÜôïõ óôéò Â-ëåìöïûðåñ-
ðëáóôéêÝò åîåñãáóßåò ìå óôü÷ï ôçí áíß÷íåõóç
ðåñéïñéóìïý åëáöñþí áëýóåùí óå åðßðåäï
áíïóïóöáéñßíçò åðéöáíåßáò (Slg) êáé 2) ç êáôÜ
Sïuthern blot êáé PCR áíÜëõóç ãéá ôçí áíß-
÷íåõóç êëùíéêüôçôáò óôéò Â- êáé Ô- ëåìöïû-
ðåñðëáóôéêÝò åîåñãáóßåò ìå ôçí Ýííïéá áíß-
÷íåõóçò êëùíéêþí áíáóõíäõáóìþí ôùí ãüíùí
ôùí áíïóïóöáéñéíþí (Ig) êáé ôïõ Ô-êõôôáñéêïý
õðïäï÷Ýá (TCR) áíôßóôïé÷á. Åíôïýôïéò ïé óõ-
ãêåêñéìÝíåò ìåèïäïëïãßåò ðáñïõóéÜæïõí ìåéï-
íåêôÞìáôá üðùò: 1) áíáãêáéüôçôá ìåëÝôçò íù-
ðïý Þ êáôåøõãìÝíïõ éóôïý, 2) ðåñéïñéóìÝíç
åéäéêüôçôá êáé åõáéóèçóßá êáèþò êáé áíÜãêç
ýðáñîçò ìåãÜëçò ðïóüôçôáò éóôïý óôçí êáôÜ
Sïuthern êáé Northern blot áíÜëõóç êáé 3)
áäõíáìßá áîéïëüãçóçò, óå ïñéóìÝíåò ðåñéðôþ-
óåéò, ôùí áíïóïúóôï÷çìéêþí åõñçìÜôùí óå ôï-
ìÝò êñõïóôÜôïõ åßôå ëüãù ôçò åîùêõôôÜñéáò
áíïóïóöáéñßíçò åßôå ìç åéäéêÞò ðñïóñüöçóçò
áðü Üëëá, åêôüò ôùí Â-ëåìöïêõôôÜñùí, êõôôá-
ñéêÜ óôïé÷åßá.

Ï ISH, êáé åéäéêüôåñá ï ìç éóïôõðéêüò ISH
(Íïn isotopic in situ hybridization (NISH)) ìå
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äéãïîéãåíßíç ùò ìüñéï óÞìáíóçò ôïõ áíé÷íåõ-
ôïý, ðáñáêÜìðôïíôáò ôïõò ðáñáðÜíù ðåñéïñé-
óìïýò óõìâÜëëåé êáèïñéóôéêÜ óôçí ôáõôïðïßç-
óç Â- êáé Ô- êëùíéêüôçôáò ìå ôçí Ýííïéá áíß-
÷íåõóçò ôïõ mRNA ôùí åëáöñþí áëýóåùí êáé
ôïõ Ô-êõôôáñéêïý õðïäï÷Ýá áíôßóôïé÷á. Ôï
óçìáíôéêü ðëåïíÝêôçìá ôçò óõãêåêñéìÝíçò
ìåèïäïëïãßáò, åßíáé üôé äõíáôüí íá åöáñìï-
óèåß ìå åðéôõ÷ßá êáé óå ôïìÝò ðáñáößíçò. Ç
áîßá ôçò áíß÷íåõóçò ìå RNA ISH ôïõ mRNA
ôùí åëáöñþí áëýóåùí ôùí áíïóïóöáéñéíþí
åßíáé áäéáìöéóâÞôçôç, åöüóïí åðéôñÝðåé ôçí
ôåêìçñßùóç êëùíéêüôçôáò á) óå ìç åêêñéôéêÜ
(non secreting) Þ êáé ìç ðáñáãùãéêÜ (non-
producing) ìõåëþìáôá êáé â) óå Üëëåò Â-ëåì-
öïûðåñðëáóôéêÝò åîåñãáóßåò áñíçôéêÝò ãéá
áíïóïóöáéñßíç åðéöáíåßáò Þ êõôôáñïðëÜóìá-
ôïò üðùò ôï óêëçñõíôéêü ëÝìöùìá ôïõ ìåóï-
èùñáêßïõ áðü ìåãÜëá äéáõãÞ êýôôáñá, Þ áíï-
óïûðåñðëáóôéêÞ íüóïò ôïõ ëåðôïý åíôÝñïõ
(IPSID), êáèþò êáé ïñéóìÝíïé ôýðïé ïæùäþí Þ
Üëëùí Â-ëåìöùìÜôùí. Ìå ôçí ôñïðïðïßçóç ôçò
ìåèïäïëïãßáò ôïõ RNA ISH, ãéá ôçí áíß÷íåõ-
óç ôïõ mRNA ôùí åëáöñþí áëýóåùí ôùí áíï-
óïóöáéñéíþí, ìå ôç ÷ñçóéìïðïßçóç ìéêñïêõ-
ìÜôùí, Ýãéíå ãéá ðñþôç öïñÜ äõíáôÞ, ó÷åôéêÜ
ðñüóöáôá, ç åðéâåâáßùóç ôüóï ôçò Â-êõôôáñé-
êÞò ðñïÝëåõóçò üóï êáé êëùíéêüôçôáò ôùí L
and Ç êõôôÜñùí ôïõ ïæþäïõò ëåìöïåðéêñá-
ôïýíôïò ôýðïõ ôçò íüóïõ ôïõ Hodgkin. Ðéï
óõãêåêñéìÝíá ìå ôç óõãêåêñéìÝíç ìåèïäïëï-
ãßá áíé÷íåýèçêå mRNA ôùí åëáöñþí áëý-
óåùí ôùí áíïóïóöáéñéíþí (ê Þ ë) óôá Land Ç
êýôôáñá óå ðïóïóôü 60% ôùí ìåëåôçèÝíôùí
ðåñéóôáôéêþí ïæþäïõò ëåìöïåðéêñáôïýíôïò
õðüôõðïõ.

Ç åðéâåâáßùóç Ô-êëùíéêüôçôáò ìå RNA ìç
éóïôïðéêü ISH óå ôïìÝò ðáñáößíçò ðåñéãñÜ-
öçêå ðïëý ðñüóöáôá. Ç ìåèïäïëïãßá áõôÞ,
åðéôñÝðïíôáò ôçí áíß÷íåõóç ôïõ mRNA ôïõ
Tcrâ, ìå ôç ÷ñçóéìïðïßçóç åéäéêþí êëùíéêþí
áíé÷íåõôþí óåóçìáóìÝíùí ìå äéãïîéãåíßíç
áðïôåëåß áäéáìöéóâÞôçôï áðüêôçìá óôï ÷þñï
ôùí ëåìöïûðåñðëáóôéêþí åîåñãáóéþí. Ç áîßá
ôçò óõãêåêñéìÝíçò ìåèüäïõ ãßíåôáé ðñïöáíÞò,
áí ëçöèåß õðüøç, üôé ðñïêåéìÝíïõ ãéá ôçí Ô-
êõôôáñéêÞ óåéñÜ, äåí õößóôáôáé áíïóïúóôï÷ç-
ìéêüò äåßêôçò êëùíéêüôçôáò, üðùò ï ðåñéïñé-
óìüò ôùí åëáöñþí áëýóåùí óôç Â-êõôôáñéêÞ
óåéñÜ.

2. Áíß÷íåõóç Ýêöñáóçò ïãêïãïíéäßùí

Ï ñüëïò ôùí ïãêïãïíéäßùí óôçí ïãêïãÝíå-

óç åßíáé ðëÝïí áäéáìöéóâÞôçôïò. ÌåëÝôåò ôùí
ìç Hodgkin ëåìöùìÜôùí ìå RNA ISH üóïí
áöïñÜ ôçí Ýêöñáóç ôùí ðñùôïïãêïãïíéäßùí
fos, c-myc, myb, Êi-ras, Ha-ras êáé Í-ras Ýäåé-
îáí óõó÷Ýôéóç ìåôáîý ôçò Ýêöñáóçò ôïõ Êi-
ras êáé ôùí õøçëÞò êáêïçèåßáò ðåñéöåñéêþí
Ô-ëåìöùìÜôùí. ¢Áëëåò åîÜëëïõ ìåëÝôåò ìå RNA
ISH üóïí áöïñÜ óôçí Ýêöñáóç ôïõ mRNA
ôïõ âcl-2 ïãêïãïíéäßïõ óå öõóéïëïãéêïýò ëåì-
öáäÝíåò êáé ïæþäç ëåìöþìáôá êáôÝäåéîáí ôçí
õøçëüôåñç ÝêöñáóÞ ôïõ áíôßóôïé÷á ðñïò ôá
âëáóôéêÜ êÝíôñá ôùí áíôéäñáóôéêþí ëåìöïæé-
äßùí. Ôï åýñçìá áõôü áðïêôÜ éäéáßôåñç áîßá,
áí ëçöèåß õðüøç, üôé ôá âëáóôéêÜ êÝíôñá ôùí
áíôéäñáóôéêþí ëåìöïæéäßùí ÷áñáêôçñßæïíôáé
áðü áðïõóßá Ýêöñáóçò ôçò âcl-2 ðñùôåÀíçò.

3. Áíß÷íåõóç Ýêöñáóçò áõîçôéêþí ðáñáãüíôùí

Ïé êõôôïêßíåò áðïôåëïýí äéáëõôïýò äéáìå-
óïëáâçôÝò ìå êáèïñéóôéêü ñüëï óôçí êõôôáñé-
êÞ åðéêïéíùíßá êáé ôç öõóéïëïãéêÞ áíïóïëï-
ãéêÞ áðÜíôçóç. Ìåôáîý ôùí ðïéêßëùí âéïëïãé-
êþí éäéïôÞôùí ôùí, ïé êõôôïêßíåò èåùñïýíôáé
âáóéêïß ðáñÜãïíôåò óôçí Ýíáñîç ôïõ êõôôáñé-
êïý ðïëëáðëáóéáóìïý, ôç äéáöïñïðïßçóç êáé
åíåñãïðïßçóç ôùí áéìïðïéçôéêþí êõôôáñéêþí
óôïé÷åßùí. Åðß ôç âÜóåé ôùí äåäïìÝíùí áõôþí
åßíáé ðñïöáíÝò, üôé ç ìåëÝôç ôçò ðáñáãùãÞò
êáé Ýêöñáóçò ôùí êõôôïêéíþí in situ áðü ôá
íåïðëáóìáôéêÜ üóï êáé áíôéäñáóôéêÜ êõôôáñé-
êÜ óôïé÷åßá äõíáôüí íá óõìâÜëëåé 1) óôçí
ðåñáéôÝñù ôáîéíüìçóç ôùí ëåìöïûðåñðëáóôé-
êþí åîåñãáóéþí êáé 2) íá áðïôåëÝóåé ôç âÜóç
ãéá äõíçôéêÝò èåñáðåõôéêÝò ðáñåìâÜóåéò üðùò
ìå ôá ìïíïêëùíéêÜ áíôéóþìáôá êáé ôá áíôé-
óõíèåôéêÜ ïëéãïíïõêëåïôßäéá.

Ôç ìåèïäïëïãßá åêëïãÞò óôç ìåëÝôç ôçò
Ýêöñáóçò ôùí êõôôïêéíþí, áðïôåëåß ï RNA
ISH, ãéá ôïõò ëüãïõò ðïõ áíáëõôéêÜ åêôÝèç-
êáí óôçí åéóáãùãÞ ôïõ êåöáëáßïõ ôçò Ýêöñá-
óçò ãïíéäßùí. ×áñáêôçñéóôéêÜ ðáñáäåßãìáôá
ôçò óõìâïëÞò ôçò óõãêåêñéìÝíçò ìåèïäïëï-
ãßáò óôïí ÷þñï ôùí ëåìöïûðåñðëáóôéêþí åîåñ-
ãáóéþí áðïôåëïýí: 1) Ç áíß÷íåõóç éíôåñëåõ-
êéíþí (IL), üðùò ôçò IL-Ia, IL-5, IL-4, IL-6, IL-
7, IL-9 êáé TNF ôüóï óôá íåïðëáóìáôéêÜ üóï
êáé ôá ìéêñÜ ëåìöïêýôôáñá ôçò íüóïõ ôïõ
Hodgkin. Ðéï óõãêåêñéìÝíá ç ðáñïõóßá ôçò
IL-5 óôá R-S êýôôáñá, óôçí ðëåéïíüôçôá ôùí
ðåñéðôþóåùí ìéêôÞò êõôôáñïâñßèåéáò êáé ïæþ-
äïõò óêëÞñõíóçò, óõíäÝåôáé ðñïò ôçí çùóé-
íïöéëßá, ç ïðïßá ÷áñáêôçñéóôéêÜ óõíïäåýåé ôïõò
óõãêåêñéìÝíïõò õðïôýðïõò ôçò íüóïõ ôïõ
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Hodgkin. ÅîÜëëïõ ç Ýêöñáóç TGF-â óôá çù-
óéíüöéëá ëåõêïêýôôáñá ôçò ïæþäïõò óêëÞñõí-
óçò óõíäÝåôáé ìå ôç óêëÞñõíóç, ç ïðïßá ÷á-
ñáêôçñßæåé ôïí óõãêåêñéìÝíï õðüôõðï. Åßíáé
åðß ôïõ ðñïêåéìÝíïõ ãíùóôÞ ç äñÜóç ôçò óõ-
ãêåêñéìÝíçò êõôôïêßíçò ùò ðáñÜãïíôïò õðï-
âïçèïýíôïò ôïí ðïëëáðëáóéáóìü ôùí éíïèëá-
óôþí êáé ôç óýíèåóç êïëëáãüíïõ.

Ðñïò ôï ðáñüí ôïõëÜ÷éóôïí ç óçìáóßá ôçò
åêëåêôéêÞò Ýêöñáóçò ôùí êõôôïêéíþí óôç íüóï
ôïõ Hodgkin, åßíáé Üãíùóôç. Åíôïýôïéò áñêå-
ôÝò áðü áõôÝò äõíáôüí íá óõíäÝïíôáé êáé íá
åîçãïýí ôüóï ôá ìïñöïëïãéêÜ üóï êáé ôá êëé-
íéêÜ ãíùñßóìáôá ôçò íüóïõ.

'Ïóïí áöïñÜ óôá ìç Hodgkin ëåìöþìáôá
ìåôáîý ôùí ôýðùí ïé ïðïßïé Ý÷ïõí êáôÜ êáé-
ñïýò óõíäåèåß ìå äñÜóç êõôôïêéíþí, áíáöÝñï-
íôáé ôá ðåñéöåñéêÜ Ô-ëåìöþìáôá, ôï êåíôñï-
âëáóôéêü-êåíôñïêõôôáñéêü ëÝìöùìá êáé ôï
áíáðëáóôéêü Êi-1 ëÝìöùìá áðü ìåãÜëá ëåì-
öïêýôôáñá.

V. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ - ÐÑÏÏÐÔÉÊÅÓ

Ç áíß÷íåõóç êáé åíôüðéóç åéäéêþí áëëç-
ëïõ÷éþí íïõêëåúêþí ïîÝùí óôá êýôôáñá ìÝóù
ôïõ ISH áðïôåëåß ôç ãÝöõñá ìåôáîý ôçò ìï-
íôÝñíáò ìïñéáêÞò âéïëïãßáò áöåíüò êáé ôçò
ðáñáäïóéáêÞò "êáèáñÜ ìïñöïëïãéêÞò" ðáèï-
ëïãéêÞò áíáôïìéêÞò áöåôÝñïõ. ÂáóéêÞ ðñïû-
ðüèåóç ãéá ôçí åðéôõ÷ßá ôïõ ISH áðïôåëåß ç
åðéëïãÞ ôïõ êáôáëëçëüôåñïõ êáôÜ ðåñßðôùóç
ôýðïõ áíé÷íåõôïý, ôñüðïõ óÞìáíóçò êáé óõ-
óôÞìáôïò áíáãíþñéóçò. ¸ôóé ç éóïôïðéêÞ óÞ-
ìáíóç èåùñåßôáé üôé áðïôåëåß áêüìç ôç ìåèï-
äïëïãßá åêëïãÞò óôçí áíß÷íåõóç ìéêñïý áñéè-
ìïý áíôéãñÜöùí mRNAS. Ãéá ôçí áíß÷íåõóç
áíôßèåôá DNA Þ ìåãÜëïõ áñéèìïý áíôéãñÜ-
öùí mRNAS ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ìå éêáíïðïéç-
ôéêÜ áðïôåëÝóìáôá ìç éóïôïðéêÝò ìÝèïäïé.

Åéäéêüôåñá óôçí áéìïðáèïëïãïáíáôïìßá, ï
ISH Ý÷åé ôý÷åé åõñåßáò åöáñìïãÞò óôç ìåëÝôç:
á) éïãåíþí áëëçëïõ÷éþí, êáé â) ÷ñùìïóùìé-
êþí áíùìáëéþí. ¢Áëëåò åöáñìïãÝò ôïõ, üðùò
ç áíß÷íåõóç ðñïúüíôùí Ýêöñáóçò êõôôáñéêþí
ãïíéäßùí, äåí ÷ñçóéìïðïéïýíôáé óå åõñåßá
êëßìáêá, ëüãù ôçò ó÷åôéêÜ ìåéùìÝíçò åõáé-
óèçóßáò ôçò ìåèüäïõ, ðïõ ïöåßëåôáé óôçí ðá-
ñïõóßá ìéêñïý áñéèìïý áíôéãñÜöùí mRNAS.
Óôéò ðåñéðôþóåéò áõôÝò óçìáíôéêÞ åíáëëáêôéêÞ
ëýóç áðïôåëåß ï ðïëëáðëáóéáóìüò áñ÷éêÜ ôïõ
ðñïò áíß÷íåõóç óôü÷ïõ, ìÝóù PCR êáé åí óõ-
íå÷åßá ISH ìå ôïí êáôÜëëçëï áíé÷íåõôÞ óôá

ðëáßóéá PCR in situ õâñéäéóìïý (PCR in situ
Hybridization). Èá ðñÝðåé åíôïýôïéò íá óç-
ìåéùèåß üôéé ðáñÜ ôá áäéáìöéóâÞôçôá ðëåïíå-
êôÞìáôÜ ôçò, ç óõãêåêñéìÝíç ìåèïäïëïãßá, ðñïò
ôï ðáñüí ôïõëÜ÷éóôïí äåí Ý÷åé ôý÷åé åõñåßáò
åöáñìïãÞò, ëüãù ôå÷íéêÞò êáèáñÜ öýóåùò ðñï-
âëçìÜôùí.

ÅîÜëëïõ, ç ìåèïäïëïãßá ôïõ óõíäõáóìïý
ISH êáé áíïóïúóôï÷çìåßáò áõîÜíåé óçìáíôéêÜ
ôçí åõáéóèçóßá ôçò ìåèüäïõ, åöüóïí åðéôñÝ-
ðåé ôçí áíáãíþñéóç êáé êõôôáñéêÞ åíôüðéóç
åéäéêþí DNA Þ RNA óôü÷ùí ìÝóá áðü Ýíá
åôåñïãåíÞ êõôôáñéêü ðëçèõóìü.

Ç óõíäõáóìÝíç ÷ñçóéìïðïßçóç ôïõ ISH
ðñïò Üëëåò ìïñéáêÝò, áíïóïúóôï÷çìéêÝò êáé
êõôôáñïãåíåôéêÝò ôå÷íéêÝò êáé ç áîéïëüãçóç
ôùí áðïôåëåóìÜôùí ôùí, ðÜíôá óôá ðëáßóéá
ôçò "êëáóóéêÞò ìïñöïëïãßáò", óõìâÜëëåé ïõ-
óéáóôéêÜ óôç äéÜãíùóç, èåñáðåõôéêÞ áíôéìåôþ-
ðéóç êáé êáôáíüçóç ôçò áéôéïðáèïãÝíåéáò ôùí
íüóùí ôïõ áéìïðïéçôéêïý éóôïý. Ç áëìáôþäçò
ðñüïäïò ôçò ôå÷íïëïãßáò, ìå ôç äéáöïñïðïßç-
óç ôùí ìïñéáêþí ôå÷íéêþí áöÝíüò êáé ôçí åé-
óáãùãÞ åíüò óõíå÷þò äéåõñõíüìåíïõ öÜóìá-
ôïò êëùíïðïéçìÝíùí áëëçëïõ÷éþí áöåôÝñïõ,
áðïôåëåß åããýçóç, üôé ï ISH èá áðïôåëÝóåé
óôï ìÝëëïí ìåèïäïëïãßá ñïõôßíáò ìå åõñý
öÜóìá åöáñìïãþí óôç äéáãíùóôéêÞ êáé åñåõ-
íçôéêÞ áéìïðáèïëïãïáíáôïìßá. Åðß ôç âÜóåé
ôùí ôåëåõôáßùí áõôþí äåäïìÝíùí, åßíáé ðñï-
öáíÞò ç õðï÷ñÝùóç ôïõ ðáèïëïãïáíáôüìïõ ôïõ
óÞìåñá íá ìåñéìíÞóåé ãéá ôç äçìéïõñãßá ôñÜ-
ðåæáò éóôþí, åßôå ìå ôçí Ýííïéá êáôåøõãìÝíïõ
õëéêïý åßôå êýâùí ðáñáößíçò, ïé ïðïßïé äõíá-
ôüí íá áðïôåëÝóïõí ôï áíôéêåßìåíï ìåëëïíôé-
êþí ìïñéáêþí Þ Üëëùí ìåëåôþí.
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