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ÐÑÙÔÏÔÕÐÇ ÅÑÃÁÓÉÁ

ÌåëÝôç ôçò êéíçôéêÞò ôùí èõëáêéêþí êáé ôùí ãåííçôéêþí
êõôôÜñùí êáôÜ ôçí áíÜðôõîç ôçò ùïèÞêçò óôïí áñïõñáßï

ÌðáëëÜ Ì., Áããåëïðïýëïõ Ñ., ËáâñÜíïò Ã., Êßôôáò ×.

Study of the kinetics of germ and granulosa cells during ovary
development in the rat

Balla M., Angelopoulou R., Lavranos G., Kittas C.
Laboratory of Histology and Embryology, Medical School, Athens University

Aim: Study of the kinetics of germ and granulosa cells in the developing ovary
of Wistar rats during fetal and neonatal life. Evaluation of the nuclear antigens Ki-
67 and PCNA as markers of mitotic activity in the gonad and correlation of the
findings with others taken from other studies of cell proliferation (mitotic index,
BrdU labeling).

Material and Methods: Immunohistochemical detection of PCNA and Ki-67
proteins was performed using PC10 (Dako) and NCL-Ki-67 (Novocastra) antibodies
in embryos and neonates. Estimation of reactive/total cell ratio, per cell type (germ
and granulosa cells) and visual field was achieved using the Image Pro Plus
Software.

Results: Before birth, using the PCNA antibody, the percentage of labeled/
total germ cells (Labeling Index, LI) increases from 71.19 at 14.5 days post coitum
(dpc) to 75.66 at 18.5 dpc. It then decreases to 28.57% at birth (22.5 dpc). Immedi-
ately after birth, the percentage of labeled/total germ cells increases, reaching
43.58% at 1 day post partum (dpp). Thereafter a further decrease in the percentage
of reactive cells is observed resulting to a significant drop of the LI at 7 dpp
(18.41%). Using the Ki-67 antibody, the percentage of labeled/total germ cells is
generally lower although the fluctuation is similar with that observed using the
first marker of cell proliferation. Using the PCNA antibody, the LI of granulosa
cells in the developing ovary, increases from 0.70 (at 14.5 dpc) to 28.94 (at 18.5 dpc)
and then drops to 18.03 (at 20.5 dpc). At birth, the percentage of reactive granulosa
cells, reaches 27.66% and remains high thereafter, reaching a peak value of 49.22%
at 7 dpp. Using the Ki-67 antibody, the percentage of labeled/total granulosa cells
is generally lower although the fluctuation is similar with that observed using the
first antibody.

Discussion: Using the PCNA antibody, the peak value of reactive/total germ
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cells is observed at 18.5 dpc and the percentage drops thereafter, reaching a mini-
mum level at 7 dpp. Accordingly, using the Ki-67 antibody, the LI is maximum at
14.5 dpc and minimum at 7 dpp. Between 18.5 and 20.5 dpc, the proliferation rate
remains high. On the other hand, granulosa cell reaction ratio to both antibodies
(PCNA and Ki-67) increases continuously throughout the examined period of time
with a maximum value at 7 dpp.

Key words: ovary, gonadal development, morphogenesis, cell proliferation,
mitotic index, granulosa cells

Óêïðüò: ÌåëÝôç ôçò êéíçôéêÞò ôùí ãåííçôéêþí êáé èõëáêéêþí êõôôÜñùí óôçí
áíáðôõóóüìåíç ùïèÞêç áñïõñáßùí Wistar ðñéí êáé ìåôÜ ôç ãÝííçóç. Áîéïëüãçóç
ôùí ðõñçíéêþí äåéêôþí Ki-67 êáé PCNA ãéá ôç äéåñåýíçóç ôçò ìéôùôéêÞò äñáóôç-
ñéüôçôáò óôç ãïíÜäá êáé óõó÷Ýôéóç ôùí åõñçìÜôùí ìå Üëëåò ôå÷íéêÝò ìåëÝôçò ôïõ
êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý (êáôáìÝôñçóç ìéôþóåùí áíÜ ïðôéêü ðåäßï, óÞìáíóç
ìå ñáäéåíåñãü BrdU).

Õëéêü êáé ÌÝèïäïò: Áíß÷íåõóç ôùí ðõñçíéêþí áíôéãüíùí PCNA êáé Ki-67 óôá
åðéèçëéáêÜ (èõëáêéêÜ) êáé ôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá ùïèÞêçò ìå ôá áíôéäñáóôÞñéá
PC10 (Dako) êáé NCL-Ki-67 (Novocastra). Õðïëïãéóìüò ôïõ äåßêôç óÞìáíóçò, áíÜ
êõôôáñéêü ôýðï êáé ïðôéêü ðåäßï, ìå ôï ëïãéóìéêü áíÜëõóçò åéêüíáò Image Pro
Plus.

ÁðïôåëÝóìáôá: ÊáôÜ ôçí åìâñõúêÞ ðåñßïäï, ôï ðïóïóôü (%) ôùí áíôéäñþíôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí óôï PCNA áõîÜíåé áðü 71,19 óôéò 14,5 çìÝñåò ðñéí áðü ôç
ãÝííçóç (ÇÐÃ) óå 75,66 óôéò 18,5 ÇÐÃ. Áêïëïýèùò åëáôôþíåôáé óçìáíôéêÜ öèÜíï-
íôáò êáôÜ ôç ãÝííçóç ôï 28,57% (22 çìåñþí/ÊÃ). ÌåôÜ ôç ãÝííçóç, ðáñïõóéÜæåé
ìßá åëáöñÜ áíÜêáìøç ôçí 1ç çìÝñá (ÇÌÃ) ôçò ôÜîçò ôïõ 43,58%, ç ïðïßá áíáóôÝë-
ëåôáé ìå áðïôÝëåóìá ôçí ðåñáéôÝñù åëÜôôùóç ôïõ ðïóïóôïý óå 18,41% ôçí 7ç ÇÌÃ
êáé áõôÞ åßíáé ç åëÜ÷éóôç ôéìÞ. Ìå ôï Ki-67, ôï ðïóïóôü ôùí áíôéäñþíôùí ãåííçôé-
êþí êõôôÜñùí åßíáé ãåíéêÜ ìéêñüôåñï êáé ç åðéìÝñïõò äéáêýìáíóç åßíáé ðáñüìïéá.
Ï äåßêôçò óÞìáíóçò PCNA ãéá ôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, óôçí áíáðôõóóüìåíç ùïèÞ-
êç, áõîÜíåé ìåôáîý 14,5 ÇÐÃ êáé 18,5 ÇÐÃ áðü 0,70 óå 28,90 êáé åëáôôþíåôáé,
ìÝ÷ñé ôéò 20,5 ÇÐÃ óå 18,03. ÊáôÜ ôç ãÝííçóç áíÝñ÷åôáé óå 27,66% êáé ðáñáìÝíåé
óå õøçëÜ åðßðåäá, ìåôÜ ôç ãÝííçóç, öèÜíïíôáò ôï ìÝãéóôï 49,22% ôçí 7ç ÇÌÃ. Ãéá
ôï Ki-67, ôï ðïóïóôü ôùí áíôéäñþíôùí åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí, åßíáé ãåíéêÜ ìéêñüôå-
ñï ìå ðáñüìïéá ôÜóç ìåôáâïëÞò.

ÓõìðåñÜóìáôá: H áíôßäñáóç óôï äåßêôç PCNA åßíáé åíôïíüôåñç åêåßíçò ðïõ
áöïñÜ óôï Ki-67, ôüóï ãéá ôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, üóï êáé ãéá ôá êýôôáñá ôçò
ãåííçôéêÞò óåéñÜò. Ç ìåãáëýôåñç Ýêöñáóç ôïõ PCNA ìðïñåß íá åêöñÜæåé ôçí
áíôßäñáóç ôùí êõôôÜñùí óôá åêöõëéóôéêÜ êýìáôá ðïõ óçìåéþíïíôáé óôçí ùïèÞêç
ôïõ áñïõñáßïõ, äåäïìÝíçò ôçò óõììåôï÷Þò ôïõ óôïõò ìç÷áíéóìïýò åðéäéüñèùóçò
ôïõ DNA. Ç õðåñï÷Þ óôçí áíôßäñáóç ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí óôï PCNA, óå
ó÷Ýóç ìå ôá èõëáêéêÜ, áíôáíáêëÜ ôç óõíå÷Þ ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá ôùí êõôôÜñùí
áõôþí, ìÝ÷ñé ôï ôÝëïò ôçò ðåñéüäïõ ìåëÝôçò, óå áíôßèåóç ìå ôá èõëáêéêÜ, ôá ïðïßá
áíôéäñïýí ìå ó÷åôéêÞ êáèõóôÝñçóç. Ç äéáöïñÜ áõôÞ ßóùò ïöåßëåôáé óå ìéá ôïðéêÞ
åðáãùãÞ ôïõ åðéèçëßïõ, ìåôÜ ôçí Üöéîç ôùí áñ÷Ýãïíùí âëáóôéêþí ãåííçôéêþí êõô-
ôÜñùí óôçí ðåñéï÷Þ ôçò ãïíáäéêÞò êáôáâïëÞò.

ËÝîåéò åõñåôçñßïõ: ùïèÞêç, ãïíáäéêÞ ìïñöïãÝíåóç, êõôôáñéêüò ðïëëáðëáóéá-
óìüò, ìéôùôéêüò äåßêôçò, ãåííçôéêÜ êýôôáñá, èõëáêéêÜ êýôôáñá
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ÅÉÓÁÃÙÃÇ

1. ÊéíçôéêÞ ôùí êõôôáñéêþí ðëçèõóìþí
ôçò áíáðôõóóüìåíçò ùïèÞêçò

Ç óåéñÜ ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí, üðùò
Üëëùóôå êáé ç óåéñÜ ôùí óùìáôéêþí êõôôÜ-
ñùí, äçìéïõñãåßôáé êáôÜ ôçí ðåñßïäï ó÷çìá-
ôéóìïý ôùí âëáóôéêþí äåñìÜôùí. Ôá ðñþôá
ãåííçôéêÜ êýôôáñá ïíïìÜæïíôáé áñ÷Ýãïíá âëá-
óôéêÜ ãåííçôéêÜ êýôôáñá (ÁÂÃÊ) êáé äéáôç-
ñïýí ôçí ïíïìáóßá áõôÞ áðü ôç óôéãìÞ ðïõ
ðñùôïåìöáíßæïíôáé ìÝ÷ñé ôçí åßóïäü ôïõò óôç
ãïíáäéêÞ áêñïëïößá1. ÌåôÜ ôçí åðïßêéóç ôçò
ãïíÜäáò êáëïýíôáé âëáóôéêÜ ãåííçôéêÜ êýô-
ôáñá (ÂÃÊ) êáé óõíéóôïýí ôïí ðëÝïí óçìáíôé-
êü êõôôáñéêü ðëçèõóìü, êáèþò êáèïñßæïõí ôï
äõíáìéêü ãïíéìüôçôáò ôùí áôüìùí, ìÝóù ôçò
ðáñáãùãÞò ôùí þñéìùí ãáìåôþí, óðåñìáôï-
æùáñßïõ êáé ùïêõôôÜñïõ2.

ÊáôÜ ôçí ðåñßïäï ôçò ãáìåôïãÝíåóçò ðá-
ñáôçñïýíôáé äýï áíôßèåôåò äéåñãáóßåò óôïí
ðëçèõóìü ôùí âëáóôéêþí ãåííçôéêþí êõôôÜ-
ñùí. ¸íôïíïò ðïëëáðëáóéáóìüò, áö’ åíüò êáé
óçìáíôéêÞ åêöýëéóç, áö’ åôÝñïõ. ÌåôñÞóåéò
óôéò ãïíÜäåò ôùí èçëõêþí åìâñýùí Ýäåéîáí
üôé, ï áñéèìüò ôùí ÂÃÊ ìåôáâÜëëåôáé óçìá-
íôéêÜ êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò åìâñõúêÞò áíÜ-
ðôõîçò áëëÜ êáé ìåôÜ ôç ãÝííçóç. ¼ôáí óôá-
ìáôÞóåé ç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá, ç ôý÷ç ôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí åßíáé äéáöïñåôéêÞ óôá
äýï öýëá. ÓõãêåêñéìÝíá, óôï èçëõêü áñ÷ßæåé
ç ðñüöáóç ôçò ìåßùóçò É ãéá ôç ìåôáôñïðÞ
ôùí ÂÃÊ óå ðñùôïãåíÞ ùïêýôôáñá3.

Ãéá ôç ìåëÝôç ôïõ êõôôáñéêïý ðïëëáðëá-
óéáóìïý óôçí áíáðôõóóüìåíç ùïèÞêç ôïõ
áñïõñáßïõ, éäéáßôåñï åíäéáöÝñïí ðáñïõóéÜæïõí
ïñéóìÝíåò åìâñõúêÝò çëéêßåò, êáôÜ ôéò ïðïßåò,
óýìöùíá ìå ôá áðïôåëÝóìáôá ôùí Beaumont
êáé Mandl êáé ôéò ðáñáôçñÞóåéò ôïõ Prepin4-6,
ðáñïõóéÜæïíôáé ìåôñÞóéìåò ìåôáâïëÝò óôçí
êéíçôéêÞ ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí. Óõãêåêñé-
ìÝíá, óôéò èçëõêÝò ãïíÜäåò ìåôñïýíôáé, êáôÜ
ôçí çëéêßá ôùí 14,5 çìåñþí ôçò êýçóçò,
11,5´103 âëáóôéêÜ ãåííçôéêÜ êýôôáñá. Áêïëïõ-
èåß Ýíôïíç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá Ýùò ôéò 18,5
çìÝñåò, ïðüôå ìåôñïýíôáé 75´103 ùïãüíéá (ìÝ-
ãéóôïò áñéèìüò). Óôï óôÜäéï áõôü, ç ìéôùôéêÞ
äñáóôçñéüôçôá óôáìáôÜ. Áêñéâþò ôçí ßäéá ðå-
ñßïäï óõìâáßíïõí äýï ãåãïíüôá åîáéñåôéêÞò
óçìáóßáò ãéá ôçí áíáðáñáãùãéêÞ æùÞ ôïõ
èçëõêïý: ç Ýíáñîç ôçò ðñüöáóçò ôçò ìåßùóçò
É4-6, ïðüôå ôá ÂÃÊ ìåôáôñÝðïíôáé óå ðñùôïãå-
íÞ ùïêýôôáñá êáé ç åíåñãïðïßçóç ôçò áðï-
ðôùôéêÞò äéåñãáóßáò. Ôï áðïðôùôéêü êýìá ðïõ

ðáñáôçñåßôáé óôï èçëõêü, êáôÜ ôçí ðåñéãåí-
íçôéêÞ ðåñßïäï, åëáôôþíåé ôïí áñéèìü ôùí ãåí-
íçôéêþí êõôôÜñùí, þóôå, 2 çìÝñåò ìåôÜ ôç ãÝí-
íçóç, íá äéáôçñåßôáé ìüíï ôï 1/3 ôïõ áñéèìïý
áé÷ìÞò/ìåãßóôïõ (27´103).

Ïé åñåõíçôÝò ðïõ ìåëÝôçóáí ôçí ùïãÝíåóç
óôïí Üíèñùðï ðáñáôÞñçóáí üôé, ðåñßðïõ 10%
ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí ÷Üíïíôáé ìåôáîý ôçò
18çò êáé 20çò åâäïìÜäáò ôçò åìâñõúêÞò æùÞò.
Áõôüò ï “êõôôáñéêüò èÜíáôïò” èåùñåßôáé ùò ï
êýñéïò ìç÷áíéóìüò áðïìÜêñõíóçò ôùí ãåííç-
ôéêþí êõôôÜñùí êáé ðåñéëáìâÜíåé äéáöïñåôé-
êïýò ðáñÜãïíôåò áðü áõôïýò ðïõ åìðëÝêï-
íôáé óôçí áôñçóßá ôùí áíáðôõóóüìåíùí ùï-
èõëáêßùí7,8. ÓõãêåêñéìÝíá, ï ðëçèõóìüò ôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí åßíáé ôçò ôÜîçò ôùí 5-
7´106, êáôÜ ôïí 5ï ìÞíá ôçò êýçóçò åíþ, êáôÜ
ôç ãÝííçóç, ï áñéèìüò áõôüò Ý÷åé åëáôôùèåß
óå 7´105. ¼ìùò, ìüíï 400-500 ùïêýôôáñá ðñü-
êåéôáé íá áðåëåõèåñùèïýí êáôÜ ôç äéÜñêåéá
ôùí ùïññçêôéêþí êýêëùí. Ç ìáæéêÞ áðþëåéá
ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí ãßíåôáé, êõñßùò, êáôÜ
ôçí ùïãÝíåóç, áëëÜ óõíå÷ßæåôáé êáé ìåôÜ ôç
ãÝííçóç, êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò ùïèõëáêéïãÝ-
íåóçò.

Óôá èçëáóôéêÜ êáé óôá õðüëïéðá óðïíäõ-
ëùôÜ, ôá èçëõêÜ ãåííçôéêÜ êýôôáñá ðåñéâÜë-
ëïíôáé áðü ôï äéáöïñïðïéçìÝíï óùìáôéêü óôïé-
÷åßï, ôá èõëáêéêÜ êýôôáñá. Ï ñüëïò ôùí ôå-
ëåõôáßùí óôç öõóéïëïãßá ôùí ãåííçôéêþí êõô-
ôÜñùí åßíáé óðïõäáßïò. ÓõãêåêñéìÝíá, åëÝã-
÷ïõí ôçí Ýíáñîç ôçò ìåßùóçò êáé ôçí åîÝëéîÞ
ôçò. Ôï ãåãïíüò áõôü, åíéó÷ýåé ôçí õðïøßá
óõó÷Ýôéóçò ôïõ ñõèìïý ðïëëáðëáóéáóìïý ôùí
äýï êõôôáñéêþí ôýðùí êáôÜ ôçí ùïèçêéêÞ áíÜ-
ðôõîç.

Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá, åêôéìÜôáé ç ìéôùôé-
êÞ äñáóôçñéüôçôá ôùí ãåííçôéêþí êáé èõëáêé-
êþí (óùìáôéêþí) êõôôÜñùí óå Ýìâñõá êáé íåï-
ãíÜ áñïõñáßïõ, çëéêßáò 14,5 çìåñþí ðñßí áðü
ôç ãÝííçóç (ÇÐÃ) Ýùò êáé 7 çìåñþí ìåôÜ ôç
ãÝííçóç (ÇÌÃ).

2. ÌÝèïäïé Åêôßìçóçò ôïõ Êõôôáñéêïý
Ðïëëáðëáóéáóìïý - PCNA êáé Ki-67

Óôï ðáñåëèüí, ãéá ôç ìåëÝôç ôïõ êõôôáñé-
êïý ðïëëáðëáóéáóìïý ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ç
ìÝôñçóç ôïõ áñéèìïý ôùí ìéôþóåùí êáôÜ ïðôé-
êü ðåäßï. ¢Áëëåò ìÝèïäïé åêôßìçóçò ôïõ êõô-
ôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý âáóßæïíôáé óôç óÞ-
ìáíóç íïõêëåïôéäßùí ìå 3Ç-èõìéäßíç êáé âñù-
ìïäåóïîõïõñéäßíç (BrdU) êáé Ý÷ïõí Þäç åöáñ-
ìïóôåß óôç ìåëÝôç ôçò ìéôùôéêÞò äñáóôçñéüôç-
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êÞò Ó÷ïëÞò ôïõ Ðáíåðéóôçìßïõ Áèçíþí. Ï
öùôéóìüò ñõèìßæåôáé óå 12 þñåò öùò êáé 12
þñåò óêïôÜäé êáé ç èåñìïêñáóßá óôïõò 220C.
Ôá ðåéñáìáôüæùá ðßíïõí íåñü âñýóçò êáé ôñÝ-
öïíôáé êáôÜ âïýëçóç ìå ôõðïðïéçìÝíç ôñïöÞ
ðïõ ðáñáóêåõÜæåôáé êáé äéáôßèåôáé áðü ôçí
åôáéñåßá Áöïß ÊåñáìÜñç êáé Óßá ÏÅ.

2. ÁíáðáñáãùãÞ

Ãéá ôçí ðñïåôïéìáóßá ïìÜäùí ðåéñáìáôï-
æþùí óõãêåêñéìÝíçò çëéêßáò, áñóåíéêïß áñïõ-
ñáßïé (åðéâÞôïñåò) ôïðïèåôïýíôáé áíÜ Ýíáò óå
êëïõâß 5–6 èçëõêþí ãéá ìßá íý÷ôá (17:00 Ýùò
9:00). Ôçí åðïìÝíç, ï áñóåíéêüò áðïóýñåôáé
êáé ëáìâÜíïíôáé êïëðéêÜ åðé÷ñßóìáôá áðü ôá
èçëõêÜ ãéá íá äéáðéóôùèåß, óôçí ðåñßðôùóç
ðïõ ðáñáôçñïýíôáé óðåñìáôïæùÜñéá, ç ãïíé-
ìïðïßçóç. ÅêôéìÜôáé üôé, ç Ýíáñîç ôçò êýçóçò
ãßíåôáé ôçí 2:00 þñá, ôç íý÷ôá ôçò óõíýðáñ-
îçò ôïõ áñóåíéêïý ìå ôá èçëõêÜ, åðåéäÞ ôüôå
óõìâáßíåé ç ùïññçîßá êáé ç ãïíéìïðïßçóç13.
Ç çëéêßá ôùí åìâñýùí áñïõñáßùí õðïëïãßæå-
ôáé áðü ôç óôéãìÞ ôçò ãïíéìïðïßçóçò (ÇÐÃ)
(÷ñüíïò ìçäÝí) êáé åêöñÜæåôáé óå çìÝñåò êáé
êëÜóìáôá çìÝñáò. Ï ôïêåôüò óôïí áñïõñáßï
ãßíåôáé óôéò 22,5 çìÝñåò êáé ç çëéêßá ôùí
íåïãíþí, ìåôÜ ôç ãÝííçóç (ÇÌÃ), õðïëïãßæå-
ôáé êáô’ áýîïíôá áñéèìü çìåñþí, äçëáäÞ 1, 3,
5 êáé 714,15.

3. ËÞøç åìâñýùí

Ôá êõïöïñïýíôá èçëõêÜ, áíáéóèçôïðïéïý-
íôáé ìå áéèÝñá (Diethylether, MERCK). Êáôü-
ðéí äéáôïìÞò ôïõ ðñüóèéïõ êïéëéáêïý ôïé÷þ-
ìáôïò, áðïêáëýðôåôáé êÜèå êÝñáò ôçò ìÞôñáò,
äéáíïßãåôáé Üóçðôá êáé áöáéñïýíôáé ôá Ýì-
âñõá, ðåñéâáëëüìåíá áðü ôéò ìåìâñÜíåò ôïõò.
Óå Ýìâñõá çëéêßáò ìéêñüôåñçò ôùí 14,5 ÇÐÃ,
ôï öýëï ôïõ åìâñýïõ äéáðéóôþíåôáé ìå ôçí
ôå÷íéêÞ ôçò öõëåôéêÞò ÷ñùìáôßíçò (óùìÜôéï
Barr)16,17.

4. Ìéêñï÷åéñïõñãéêÞ áöáßñåóç ãïíÜäùí

Ôá Ýìâñõá êáé ôá íåïãíÜ áíáéóèçôïðïéïý-
íôáé ìå áéèÝñá (Diethylether, MERCK). Ç
áöáßñåóç ôùí ãïíÜäùí ãßíåôáé óôï óôåñåïìé-
êñïóêüðéï (Zeiss Stemi SV 11). ÅðéëÝãïíôáé
ïé åìâñõúêÝò çëéêßåò ôùí 14,5 ÇÐÃ (37 æþá),
18,5 ÇÐÃ (14 æþá), 20,5 ÇÐÃ (15 æþá) êáé
22,5/ãÝííçóç (19 æþá). ÌåôÜ ôç ãÝííçóç, åðé-
ëÝãïíôáé ïé çëéêßåò 1 (12 æþá), 3 (12 æþá), 5
(14 æþá) êáé 7 ÇÌÃ (30 æþá), ðïõ áðïôåëåß ôç
ìåãáëýôåñç çëéêßá ìåëÝôçò óôï ðåéñáìáôéêü

ôáò óå ðïéêéëßá ïñãÜíùí, ìå óõãêñßóéìá ìå-
ôáîý ôïõò áðïôåëÝóìáôá9. Ùóôüóï, ç åéóáãùãÞ
ìïñéáêþí äåéêôþí åðéôñÝðåé ôç ìåëÝôç ôïõ
êõôôáñéêïý êýêëïõ, êáé åðïìÝíùò êáé ôçò ìé-
ôùôéêÞò äñáóôçñéüôçôáò ìå åîáéñåôéêÞ åõáéóèç-
óßá. Äýï ôÝôïéïé äåßêôåò åßíáé ôá ðõñçíéêÜ
áíôéãüíá PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) êáé Ki-67.

Ôï ìïíïêëùíéêü áíôßóùìá PC10 ðïõ ÷ñç-
óéìïðïéåßôáé ãéá ôçí åíôüðéóç ôïõ PCNA êáôÜ
ôç ìåëÝôç ôçò ìéôùôéêÞò äñáóôçñéüôçôáò óå
üãêïõò, áëëÜ êáé óå áíáðôõóóüìåíïõò éóôïýò,
ðáñáóêåõÜóôçêå áðü ôïõò Wassem êáé Lane
ôï 1990. Ôï PCNA áðáíôÜôáé óå ðïéêßëåò
óõãêåíôñþóåéò êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôïõ êõôôáñé-
êïý êýêëïõ ìå ìÝãéóôç óõãêÝíôñùóç êáôÜ ôç
äéÜñêåéá ôçò S öÜóçò. PCNA èåôéêïß ðõñÞíåò,
ùóôüóï, ðáñáôçñÞèçêáí êáé êáôÜ ôç äéÜñêåéá
ôùí G1, S êáé G2 öÜóåùí ôïõ êõôôáñéêïý êý-
êëïõ. Áíôßèåôá, ôï Ki-67 åêöñÜæåôáé óå üëåò
ôéò öÜóåéò ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ, åêôüò áðü
ôç öÜóç çñåìßáò G0 êáé ôçí áñ÷Þ ôçò öÜóçò
G1. Åìöáíßæåé ìÝãéóôç ôéìÞ óôç G2 êáé óôï
ôÝëïò ôçò Ì öÜóçò10-12.

Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá, äéåñåõíÜôáé ç êé-
íçôéêÞ ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí óôçí áíá-
ðôõóóüìåíç ùïèÞêç, êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò
åìâñõúêÞò áíÜðôõîçò áëëÜ êáé áìÝóùò ìåôÜ
ôç ãÝííçóç. ÐáñÜëëçëá, åîåôÜæåôáé ï ðïëëá-
ðëáóéáóìüò ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí, ôá ïðïßá
åëÝã÷ïõí ôçí Ýíáñîç ôçò ìåßùóçò êáé ôçí åîÝ-
ëéîÞ ôçò. Åöáñìüæåôáé ç ìÝèïäïò ôçò áíïóïú-
óôï÷çìéêÞò åíôüðéóçò ôùí ðõñçíéêþí áíôéãü-
íùí PCNA (Proliferating Cell Nuclear Anti-
gen) êáé Ki-67 êáé åêôéìÜôáé ï áñéèìüò ôùí
áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí, óôïõò äýï êõôôáñéêïýò
ðëçèõóìïýò. Ôá áðïôåëÝóìáôá ðïõ ðñïêýðôïõí,
ìå êÜèå áíôéãüíï-äåßêôç, óõãêñßíïíôáé ìåôáîý
ôïõò, áëëÜ êáé ìå åõñÞìáôá ðáëáéüôåñùí ìå-
ëåôþí, óôïí ßäéï Þ Üëëïõò éóôïýò, ðïõ âáóßæï-
íôáé óå äéáöïñåôéêÝò ôå÷íéêÝò, ðñïóäéïñéóìïý
êõôôÜñùí óôç öÜóç S êáé óôç ìßôùóç.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

1. Ðåéñáìáôüæùá

×ñçóéìïðïéïýíôáé áñïõñáßïé óôåëÝ÷ïõò
Wistar áðü ôçí áðïéêßá ðåéñáìáôïæþùí ôïõ
Åëëçíéêïý Éíóôéôïýôïõ Pasteur. Ôá ðåéñáìáôü-
æùá ÷ùñßæïíôáé óå ïìÜäåò áñóåíéêþí êáé èç-
ëõêþí êáé äéáôçñïýíôáé óå åéäéêÜ ðëáóôéêÜ
êëïõâéÜ, óå êëéìáôéæüìåíï ÷þñï ôïõ Åñãáóôç-
ñßïõ Éóôïëïãßáò êáé Åìâñõïëïãßáò ôçò Éáôñé-
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ðñùôüêïëëï.

5. Éóôïëïãßá

Ïé éóôïß ìåôÜ ôçí áöáßñåóç êáé ôçí Ýêðëõ-
óÞ ôïõò óå ñõèìéóôéêü äéÜëõìá PB (0,1 mol/
L, pH 7,4) ìïíéìïðïéïýíôáé óå äéÜëõìá ðá-
ñáöïñìáëäåàäçò 4% óå PB ãéá 1 þñá, ðñï-
êåéìÝíïõ íá ÷ñçóéìïðïéçèïýí ãéá ôçí áíï-
óïúóôï÷çìåßá. Ç óêÞíùóç ãßíåôáé óå ðáñáöß-
íç êáé ïé ôïìÝò, ðÜ÷ïõò 5 ìm, êüâïíôáé óå
óåéñÜ êáé ôïðïèåôïýíôáé óå áíôéêåéìåíïöüñåò
ðëÜêåò ðïõ áñéèìïýíôáé êáô’áýîïíôá áñéèìü.
ËáìâÜíåôáé ìßá óôéò 5 Þ ìßá óôéò 10 áíôéêåé-
ìåíïöüñåò ðëÜêåò êáé ïé ôïìÝò ôïõ éóôïý ÷ñù-
ìáôßæïíôáé ìå äéáëýìáôá áéìáôïîõëßíçò êáé
çùóßíçò. Ïé åíäéÜìåóåò ôïìÝò ÷ñçóéìïðïéïý-
íôáé ãéá ôçí áíïóïúóôï÷çìåßá. Ç áðïðáñáöß-
íùóç ãßíåôáé óå îõëüëç êáé ç åíõäÜôùóç óå
äéáëýìáôá áéèáíüëçò. Ç ðáñáôÞñçóç ãßíåôáé
óå öùôïìéêñïóêüðéï Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany.

6. Aíïóïúóôï÷çìåßá

Ïé áíôéêåéìåíïöüñåò ðëÜêåò ðïõ öÝñïõí
ôéò ôïìÝò ôïõ éóôïý ðÜ÷ïõò 5 ìm åßíáé åðé-
óôñùìÝíåò ìå poly-L-lysine (poly-L-lysine, Sig-
ma Chemical Co). ÌåôÜ ôçí áðïðáñáößíùóç
êáé åíõäÜôùóç ôùí éóôéêþí ôïìþí ãßíåôáé ç
áðïêÜëõøç ôùí áíôéãïíéêþí åðéôüðùí ìå åðå-
îåñãáóßá óå äéÜëõìá êéôñéêïý ïîÝïò 10 mM,
pH 6.0 êáé èÝñìáíóç óå öïýñíï ìéêñïêõìÜ-
ôùí ãéá 10 min. Áêïëïõèåß ç áäñáíïðïßçóç
ôçò åíäïãåíïýò õðåñïîåéäÜóçò, ãéá ôçí åîïõ-
äåôÝñùóç ôçò ìç åéäéêÞò ÷ñþóçò êáé ç åðþá-
óç ìå 10% normal horse serum óå ñõèìéóôéêü
äéÜëõìá PBS (120 mM/L NaCl, 11,5 mM/L
NaH2PO4, 31,3 mM/L KH2PO4, pH 7,4) óå
õãñÞ áôìüóöáéñá êáé èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ.
Ç åðþáóç ôïõ éóôïý ìå ôï ðñùôïãåíÝò ìïíï-
êëùíéêü áíôßóùìá (PC10, Dako), êáé ôïí ðï-
ëõêëùíéêü ïñü (NCL-Ki-67, Novocastra) ãéá
ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ åíôüðéóç ôùí ðõñçíéêþí
áíôéãüíùí PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) êáé Ki-67, ãßíåôáé óå áñáßùóç 1:200
êáé 1:100 áíôßóôïé÷á, óå èåñìïêñáóßá 370C
ãéá 60 min. ÌåôÜ ôçí Ýêðëõóç óå PBS áêï-
ëïõèåß ç åðþáóç ìå ôï âéïôéíõëéùìÝíï äåõôå-
ñïãåíÝò áíôßóùìá êáé åí óõíå÷åßá, ìå ôï äéÜ-
ëõìá óôñåðôáâéäßíçò óå PBS. Ç áðïêÜëõøç
ôùí èÝóåùí äÝóìåõóçò ôïõ áíôéóþìáôïò ãßíå-
ôáé ìå 3,3´äéáìéíïâåíæéäßíç (DAB)/H2O2 êáé ç
áíôßäñáóç áíáäåéêíýåôáé ìå ÷ñþóç ôùí ìç
áíôéäñþíôùí ðõñÞíùí ìå áéìáôïîõëßíç. Ç

êáôÜëëçëç áñáßùóç ôïõ ðñùôïãåíïýò áíôéóþ-
ìáôïò åëÝã÷åôáé ìå äïêéìáóßá äéáöïñåôéêþí
áñáéþóåùí êáé åðéëïãÞ åêåßíçò ðïõ äßíåé ôï
êáëýôåñï áðïôÝëåóìá, ÷ùñßò áíôßäñáóç ôïõ
õðïóôñþìáôïò.

7. ÌïñöïìåôñéêÞ áíÜëõóç åéêüíáò

Ãéá ôá PCNA êáé Ki67 ç ÷ñþóç åßíáé ðõ-
ñçíéêÞ êáé ïé áíôéäñþíôåò ðõñÞíåò ÷ñùìáôß-
æïíôáé êáöÝ. Ùò èåôéêïß, ÷áñáêôçñßæïíôáé ïé
ðõñÞíåò ðïõ ðñïóëáìâÜíïõí ôï ÷ñùìïãüíï
óå åðéöÜíåéá ìåãáëýôåñç Þ ßóç ôïõ 1/3 ôçò
óõíïëéêÞò. Ïé ðõñÞíåò ðïõ äåí áíôéäñïýí
âÜöïíôáé ìå ôçí áéìáôïîõëßíç ìðëÝ. ÅîåôÜæï-
íôáé ôïìÝò óå óåéñÜ áðü ùïèÞêç åìâñýùí êáé
íåïãíþí áñïõñáßùí Wistar. Ïé ôïìÝò êÜèå ãï-
íÜäáò, ãéá üëåò ôéò çëéêßåò, ðáñáôçñïýíôáé
óôï ìéêñïóêüðéï Zeiss Axiolab áðü äýï áíå-
îÜñôçôïõò åñåõíçôÝò êáé ìåôñþíôáé ôá èåôéêÜ
ãåííçôéêÜ êáé èõëáêéêÜ êýôôáñá. Ç áíôßäñá-
óç áîéïëïãåßôáé ìå ôï ëïãéóìéêü Image Pro
Plus ìå âÜóç ìáêñï-åíôïëÞ áíáãíþñéóçò ôùí
óçìáóìÝíùí ìå 3,3´äéáìéíïâåíæéäßíç (DAB)/
H2O2 êõôôÜñùí, ðïõ ðáñåß÷å ï êáôáóêåõá-
óôÞò. Ç ßäéá ìáêñï-åíôïëÞ åðéôñÝðåé ôç äéÜ-
êñéóç ìåôáîý ãåííçôéêþí êáé èõëáêéêþí êõô-
ôÜñùí, ìå âÜóç ôï ìÝãåèïò êáé ôçí áíáëïãßá
ôùí äéáóôÜóåþí ôïõò. Ôá åõñÞìáôá ðïõ ðñï-
êýðôïõí óõãêñßíïíôáé ìå ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò
Üìåóçò êáôáìÝôñçóçò ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜ-
ñùí áðü ôïõò äýï áíåîÜñôçôïõò åñåõíçôÝò.
Ùò áðïäåêôü ìÝôñï áðüêëéóçò ìåôáîý ôùí
åñåõíçôþí, áëëÜ êáé ìåôáîý ìáêñï-åíôïëÞò êáé
åñåõíçôþí, ïñßæåôáé ôï 5% ôïõ áðüëõôïõ áñéè-
ìïý ôùí êõôôÜñùí. Óå ðåñßðôùóç ìç áðïäå-
êôÞò áðüêëéóçò ãßíåôáé åðáíÜëçøç ôçò ìÝôñç-
óçò. Ùò ôåëéêÞ ôéìÞ èåùñåßôáé ï ìÝóïò üñïò
ôùí åðéìÝñïõò ìåôñÞóåùí ãéá êÜèå ïðôéêü
ðåäßï.

Ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ôïõ äåßêôç óÞìáí-
óçò [Labeling Index, LI = áñéèìüò êõôôÜñùí
(ãåííçôéêþí, èõëáêéêþí) ðïõ áíôéäñïýí, ðñïò
ôï óýíïëï ôùí êõôôÜñùí åðß ôïéò %], óå êÜèå
çëéêßá åîåôÜæïíôáé 10 ïðôéêÜ ðåäßá ìå ìÝóï
üñï êõôôÜñùí ôçò ôÜîçò ôùí 1000.

8. ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç

×ñçóéìïðïéåßôáé ç äïêéìáóßá ôïõ student
(t test) ãéá óýãêñéóç äýï ìÝóùí ôéìþí ìå 158
âáèìïýò åëåõèåñßáò. Ãéá ôç ó÷Ýóç ôùí áðïôå-
ëåóìÜôùí ùò ðñïò ôï ÷ñüíï õðïëïãßæåôáé ï
óõíôåëåóôÞò áðëÞò ãñáììéêÞò åîÜñôçóçò â ðïõ
áîéïëïãåßôáé ìå t test óå 6 âáèìïýò åëåõèå-
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ñßáò. ÔÝëïò, õðïëïãßæåôáé ï óõíôåëåóôÞò ãñáì-
ìéêÞò óõó÷Ýôéóçò ãéá ôïõò 2 äåßêôåò êõôôáñé-
êïý ðïëëáðëáóéáóìïý óôïõò 2 êõôôáñéêïýò
ðëçèõóìïýò ðïõ åîåôÜæïíôáé, ÷ñçóéìïðïéþíôáò
ôï ãñáììéêü óõíôåëåóôÞ óõó÷Ýôéóçò r êáôÜ
Pearson.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Óôïí ðßíáêá 1, áíáãñÜöïíôáé ôá ðïóïóôÜ
(%) ôùí áíôéäñþíôùí (áíïóïèåôéêþí) êõôôÜñùí
(ãåííçôéêþí, èõëáêéêþí) ãéá ôï äåßêôç PCNA.
¼óïí áöïñÜ óôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá, ðáñáôç-
ñåßôáé Ýíôïíç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá ìåôáîý
14,5 ÇÐÃ êáé 18,5 ÇÐÃ. Åí óõíå÷åßá, ç áý-
îçóç ôïõ êõôôáñéêïý ðëçèõóìïý äéáêüðôåôáé
ìÝ÷ñé ôéò 22,5 ÇÐÃ (êáôÜ ôç ãÝííçóç) (28,57%).

ÌåôÜ ôç ãÝííçóç, ðáñáôçñåßôáé ðñüóêáéñç
åðáíáäñáóôçñéïðïßçóç ôïõ êõôôáñéêïý ðïë-
ëáðëáóéáóìïý ìÝ÷ñé ôçí 1ç ÇÌÃ (43,58%) ç
ïðïßá áíáóôÝëëåôáé ìåôÜ ôçí çëéêßá áõôÞ. ÊáôÜ
óõíÝðåéá, óôï äéÜóôçìá ìåôáîý 3çò êáé 7çò ÇÌÃ,
ôï ðïóïóôü ôùí áíôéäñþíôùí ãåííçôéêþí êõô-
ôÜñùí öèßíåé óçìáíôéêÜ, öèÜíïíôáò ôï åëÜ÷é-
óôï (18,41%) ôçí ôåëåõôáßá çìÝñá ôçò ðåñéü-
äïõ ìåëÝôçò (ÄéÜãñáììá 1).

Óôçí ðåñßðôùóç ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí
äéáðéóôþíåôáé Ýíôïíç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá
êáôÜ ôçí åìâñõúêÞ ðåñßïäï, óôá äéáóôÞìáôá
14,5 ÇÐÃ - 18,5 ÇÐÃ êáé 20,5 ÇÐÃ - 22,5
ÇÐÃ, ïðüôå, áêñéâþò ðñéí áðü ôç ãÝííçóç, ôï
ðïóïóôü ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí éóïýôáé
ìå 27,66%. Ç äéáêïðÞ ôïõ êõôôáñéêïý ðïëëá-
ðëáóéáóìïý ðïõ ðáñáôçñåßôáé ìåôáîý ôçò 18çò

êáé ôçò 20çò çìÝñáò ôçò åìâñõúêÞò æùÞò åßíáé
ðåñéïñéóìÝíçò äéÜñêåéáò êáé Ýêôáóçò. Óôç
íåïãíéêÞ ùïèÞêç, ôá ðïóïóôÜ ôùí áíïóïèåôé-
êþí êõôôÜñùí êõìáßíïíôáé óå ó÷åôéêÜ õøçëÜ
åðßðåäá, äåí ìåôáâÜëëïíôáé óçìáíôéêÜ êáé óôéò
7 ÇÌÃ êáôáãñÜöåôáé ç ìÝãéóôç ôéìÞ (49,22%)
(ÄéÜãñáììá 1).

Óôïí ðßíáêá 2, áíáãñÜöïíôáé ôá ðïóïóôÜ
(%) ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí (ãåííçôéêþí,
èõëáêéêþí) ãéá ôï äåßêôç Ki-67. ¼óïí áöïñÜ
óôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá, ðñéí áðü ôç ãÝííçóç,
ðáñáôçñåßôáé óçìáíôéêÞ ðôþóç ôïõ äåßêôç
óÞìáíóçò ìÝ÷ñé ôéò 18,5 ÇÐÃ, ïðüôå ôï ðïóï-

Ðßíáêáò 1. Ðïóïóôü (%) áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí [ãåííçôéêþí, èõëáêéêþí (óùìáôéêþí)] ãéá ôï äåßêôç PCNA.

PCNA 14,5 ÇÐÃ 18,5 ÇÐÃ 20,5 ÇÐÃ 22,5 ÇÐÃ 1 ÇÌÃ 3 ÇÌÃ 5 ÇÌÃ 7 ÇÌÃ

ÃåííçôéêÜ êýôôáñá 71,19 75,66 73,26 28,57 43,58 42,17 41,71 18,41
ÈõëáêéêÜ êýôôáñá 0,70 28,90 18,03 27,66 33,69 22,88 34,25 49,22

ÄéÜãñáììá 1. Ðïóïóôü (%) áíôéäñþíôùí êõô-
ôÜñùí [ãåííçôéêþí, èõëáêéêþí (óùìáôéêþí)] ãéá
ôï äåßêôç PCNA.

óôü ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí ìåéþíåôáé áðü
43,67% (14,5 ÇÐÃ) óå 27,09% (18,5 ÇÐÃ).
Óôç óõíÝ÷åéá, ç äéáêýìáíóç ôïõ ðïóïóôïý
ôùí áíïóïèåôéêþí/áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí åß-
íáé ìéêñÞ (32,11% óôéò 20,5 ÇÐÃ, 28,62%
óôéò 22,5 ÇÐÃ) ìÝ÷ñé ôç ãÝííçóç. Óõíåðþò,
ìåôÜ ôéò 14,5 ÇÐÃ, åðáíáäñáóôçñéïðïßçóç ôçò
ìéôùôéêÞò äñáóôçñéüôçôáò ðáñáôçñåßôáé ìüíï
óôï äéÜóôçìá ìåôáîý 18,5 ÇÐÃ êáé 20,5 ÇÐÃ.

ÌåôÜ ôç ãÝííçóç, ï ìéôùôéêüò ìç÷áíéóìüò
ðáñáìÝíåé áíåíåñãüò ìÝ÷ñé ôï ôÝëïò ôçò ðå-
ñéüäïõ ìåëÝôçò (7 ÇÌÃ) êáé ôï ðïóïóôü ôùí
áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí ðÝöôåé óôï 9,42%, ðïõ
áðïôåëåß ôçí åëÜ÷éóôç ôéìÞ (ÄéÜãñáììá 2).

Óôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, ðáñáôçñåßôáé óç-
ìáíôéêÞ áýîçóç ôïõ ñõèìïý ôïõ êõôôáñéêïý
ðïëëáðëáóéáóìïý ìÝ÷ñé ôç ãÝííçóç (áðü
0,87% óôéò 14,5 ÇÐÃ, ôï ðïóïóôü ôùí áíôé-
äñþíôùí êõôôÜñùí öèÜíåé óôéò 22,5 ÇÐÃ ôï
24,96%). Ç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá óõíå÷ßæåé
êáé ìåôÜ ôç ãÝííçóç, óå ìéêñüôåñï üìùò âáè-
ìü, ìå áðïôÝëåóìá ôï ìåãáëýôåñï ðïóïóôü
áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí íá ðáñáôçñåßôáé, üðùò
êáé óôçí ðåñßðôùóç ôïõ PCNA, ôçí 7ç ÇÌÃ
(44,28%) (ÄéÜãñáììá 2).

Äéáðéóôþíåôáé, åðßóçò, üôé, ç çëéêßá óôçí
ïðïßá ðáñáôçñåßôáé ç áé÷ìÞ ôçò ìéôùôéêÞò
äñáóôçñéüôçôáò äéáöÝñåé êáé åßíáé áíÜëïãç
ôïõ êõôôáñéêïý ôýðïõ. Óôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá,
ðáñáôçñåßôáé óôéò 18,5 ÇÐÃ (óôçí ðåñßðôùóç
ôïõ PCNA) êáé óôéò 14,5 ÇÐÃ (óôçí ðåñßðôù-
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áðïôåëÝóìáôá ðáñáôßèåíôáé óôïí ðßíáêá 3.
¼ðùò ðñïêýðôåé áðü ôá ðñïáíáöåñèÝíôá,

ç áíôßäñáóç ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí óôï
äåßêôç PCNA äéáöÝñåé óå óôáôéóôéêÜ ðïëý
óçìáíôéêü âáèìü (p <0,001), óå ó÷Ýóç ìå ôçí
áíôßäñáóç ôùí éäßùí êõôôÜñùí óôï Ki-67, áëëÜ
êáé óå ó÷Ýóç ìå ôçí áíôßäñáóç ôùí èõëáêé-
êþí êõôôÜñùí óôï PCNA. Áíôßèåôá, äåí ôåê-
ìçñéþíåôáé êÜðïéá äéáöïñÜ óå ó÷Ýóç ìå ôéò
õðüëïéðåò óõãêñßóåéò, äçëáäÞ áíÜìåóá óôçí
áíôßäñáóç ãåííçôéêþí êáé èõëáêéêþí êõôôÜ-
ñùí óôï Ki-67 êáé áíÜìåóá óôçí áíôßäñáóç
ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí óôïõò äýï äåßêôåò.

ÅðéðëÝïí, åîåôÜæåôáé ç ðéèáíÞ ðáñïõóßá
ãñáììéêÞò åîÜñôçóçò ôçò áíôßäñáóçò ôùí êõô-
ôÜñùí óôá ðõñçíéêÜ áíôéãüíá áðü ôçí çëéêßá
ôïõ ðåéñáìáôïæþïõ êáôÜ ôç ëÞøç ôïõ äåßãìá-
ôïò. Ùò äåßêôçò åëÝã÷ïõ ôçò ó÷Ýóçò áõôÞò
÷ñçóéìïðïéåßôáé ï óõíôåëåóôÞò áðëÞò ãñáììé-
êÞò åîÜñôçóçò, èåùñþíôáò ùò áíåîÜñôçôç ìå-
ôáâëçôÞ ôï ÷ñüíï-çëéêßá ôïõ áñïõñáßïõ (óå
çìÝñåò, ìå ôç ìéêñüôåñç çëéêßá äåéãìáôïëç-
øßáò íá áíôéóôïé÷åß óôçí ôéìÞ ìçäÝí) êáé åîáñ-
ôçìÝíç ìåôáâëçôÞ ôï ðïóïóôü áíôßäñáóçò óå
êÜèå áíôéãüíï, ãéá ôïõò äýï êõôôáñéêïýò ôý-
ðïõò ðïõ ìåëåôþíôáé (áíôßäñáóç ãåííçôéêþí
êõôôÜñùí óôï äåßêôç Ki-67, áíôßäñáóç èõëáêé-
êþí êõôôÜñùí óôï äåßêôç Ki-67, áíôßäñáóç
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí óôï äåßêôç PCNA êáé
áíôßäñáóç èõëáêéêþí êõôôÜñùí óôï äåßêôç

Ðßíáêáò 2. Ðïóïóôü (%) áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí [ãåííçôéêþí, èõëáêéêþí (óùìáôéêþí)] ãéá ôï äåßêôç Ki-67.

Ki-67 14,5 ÇÐÃ 18,5 ÇÐÃ 20,5 ÇÐÃ 22,5 ÇÐÃ 1 ÇÌÃ 3 ÇÌÃ 5 ÇÌÃ 7 ÇÌÃ

ÃåííçôéêÜ êýôôáñá 43,67 27,09 32,11 28,62 26,83 25,99 11,88 9,42
ÈõëáêéêÜ êýôôáñá 0,87 9,74 24,57 24,96 32,12 32,53 41,92 44,28

ÄéÜãñáììá 2. Ðïóïóôü (%) áíôéäñþíôùí êõô-
ôÜñùí [ãåííçôéêþí, èõëáêéêþí (óùìáôéêþí)] ãéá
ôï äåßêôç Ki-67.

Ðßíáêáò 3. Óýãêñéóç ìÝóïõ üñïõ áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí (ãåííçôéêþí - GC, èõëáêéêþí - GrC) áíÜ äåßêôç
êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý êáé êõôôáñéêü ðëçèõóìü (âáèìïß åëåõèåñßáò=158)

Ðïóïóôü Ðïóïóôü Ðïóïóôü Ðïóïóôü
áíôéäñþíôùí áíôéäñþíôùí áíôéäñþíôùí áíôéäñþíôùí
ãåííçôéêþí èõëáêéêþí ãåííçôéêþí èõëáêéêþí
êõôôÜñùí-GC êõôôÜñùí-GrC êõôôÜñùí-GC êõôôÜñùí-GrC
óôï Ki-67 óôï Ki-67 óôï PCNA óôï PCNA

ÌÝóïò üñïò 25,9725 26,5715 49,12613 26,6605
ÔõðéêÞ áðüêëéóç 12,88715 15,88987 22,02427 15,6758
Óýãêñéóç Áíôßäñáóç Áíôßäñáóç GC Áíôßäñáóç Áíôßäñáóç GrC
ìÝóùí ôéìþí GC-GrC óôï óôïõò äåßêôåò GC-GrC óôïõò äåßêôåò

äåßêôç Ki-67 Ki-67/PCNA óôï äåßêôç PCNA Ki-67/PCNA
ÔéìÞ T-test 0,261872 8,115672 7,433006 0,035664
P ¼÷é óôáôéóôéêÜ <0,001 <0,001 ¼÷é óôáôéóôéêÜ

óçìáíôéêü óçìáíôéêü

óç ôïõ Ki-67), åíþ, óôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, ôï
ìÝãéóôï ðïóïóôü áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí, ðá-
ñáôçñåßôáé ôçí 7ç ÇÌÃ (êáé ãéá ôïõò äýï
äåßêôåò êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý).

Ãéá ôç óôáôéóôéêÞ áîéïëüãçóç ôùí ìåôñÞ-
óåùí ðñáãìáôïðïéïýíôáé óõãêñßóåéò áíÜìåóá
óôéò ìÝóåò ôéìÝò áíôßäñáóçò ôùí ãåííçôéêþí
êáé ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí, ðñïêåéìÝíïõ íá
äéáðéóôùèåß ç ðéèáíÞ ýðáñîç óôáôéóôéêÜ óç-
ìáíôéêÞò äéáöïñÜò. Ïé óõãêñßóåéò ãßíïíôáé ìå
âÜóç ôç äïêéìáóßá t test ãéá 158 âáèìïýò
åëåõèåñßáò (áðü ôïí ôýðï n1+n2-2, ìå n1=n2=80
ìåôñÞóåéò ãéá êÜèå êõôôáñéêü ôýðï) êáé ôá
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PCNA). Ôá áðïôåëÝóìáôá áíáãñÜöïíôáé óôïí
ðßíáêá 4.

Áðü ôçí åêôßìçóç ôïõ óõíôåëåóôÞ ãñáììé-
êÞò åîÜñôçóçò, óôéò ôÝóóåñåéò óåéñÝò ðåéñá-
ìáôéêþí äåäïìÝíùí ðïõ ðñïáíáöÝñèçêáí,
ðñïêýðôåé óáöþò óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ åîÜñ-
ôçóç áíÜìåóá óôçí çëéêßá ôïõ ðåéñáìáôïæþïõ
êáé ôï äåßêôç ðïëëáðëáóéáóìïý ôùí äýï ôý-
ðùí êõôôÜñùí (ãåííçôéêÜ êáé èõëáêéêÜ) áíå-
îÜñôçôá áðü ôï áíôéãüíï ðïõ ÷ñçóéìïðïéåßôáé
ùò äåßêôçò. Ç åîÜñôçóç åßíáé óôáôéóôéêÜ óç-
ìáíôéêÞ óôï åðßðåäï ôïõ 99% ãéá ôá ãåííçôé-
êÜ êýôôáñá ðïõ óçìÜíèçêáí ìå Ki-67 êáé óôï
åðßðåäï ôïõ 95% óôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá ðïõ
óçìÜíèçêáí ìå PCNA êáé õðïäçëþíåé óôáèå-
ñÞ åëÜôôùóç ôçò áíôßäñáóçò ìå ôçí ðÜñïäï
ôïõ ÷ñüíïõ. Ãéá ôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, ç åîÜñ-
ôçóç ôçò áíôßäñáóçò áðü ôï ÷ñüíï åßíáé óôá-
ôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ óôï åðßðåäï ôïõ 99,9% ìå
ôï Ki-67 êáé óôï åðßðåäï ôïõ 99% ìå ôï PCNA,
áëëÜ åäþ ç áíôßäñáóç áõîÜíåôáé óôáèåñÜ ìå
ôï ÷ñüíï.

ÔÝëïò, åîåôÜæåôáé ï óõíôåëåóôÞò ãñáììéêÞò
óõó÷Ýôéóçò êáôÜ Pearson, ùò äåßêôçò óõììå-
ôáâïëÞò/óõó÷Ýôéóçò ôçò áíôßäñáóçò ôïõ åíüò
êõôôáñéêïý ðëçèõóìïý óå Ýíá áíôéãüíï óå
ó÷Ýóç ìå ôï äåýôåñï êõôôáñéêü ðëçèõóìü,
êáèþò êáé óå ó÷Ýóç ìå ôçí áíôßäñáóç ôïõ
ßäéïõ êõôôáñéêïý ðëçèõóìïý óôï äåýôåñï áíôé-
ãüíï ôçò ìåëÝôçò. Ïé õðïëïãéóìïß áõôïß áîéï-

ëïãÞèçêáí óôïõò 78 âáèìïýò åëåõèåñßáò (n-
2, ìå n=80 ðåéñáìáôéêÝò ìåôñÞóåéò) êáé ôá
åõñÞìáôá ðáñáôßèåíôáé óôïí ðßíáêá 5.

Áðü ôïí ðßíáêá óçìåéþíåôáé üôé ç áíôßäñá-
óç ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí óôï Ki-67 êáé ôï
PCNA óõó÷åôßæåôáé ãñáììéêÜ, ìå âåâáéüôçôá
99,9%, ìå ôçí áíôßäñáóç ôùí èõëáêéêþí êõô-
ôÜñùí óôïõò ßäéïõò äåßêôåò. Áêüìç, óôáôéóôéêÜ
óçìáíôéêÞ óôï åðßðåäï ôïõ 99,9% åêôéìÜôáé ç
ãñáììéêÞ óõó÷Ýôéóç ôçò áíôßäñáóçò ôùí ãåí-
íçôéêþí êõôôÜñùí óôï Ki-67, óå ó÷Ýóç ìå ôï
PCNA, åíþ áíÜëïãçò âåâáéüôçôáò åßíáé êáé ç
óõó÷Ýôéóç ôçò áíôßäñáóçò ôùí èõëáêéêþí êõô-
ôÜñùí óôá ßäéá áíôéãüíá.

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

1. Áîéïëüãçóç ôùí ðõñçíéêþí äåéêôþí
Ki-67 êáé PCNA êáé óõó÷Ýôéóç
ôùí åõñçìÜôùí ìå Üëëåò ôå÷íéêÝò ìåëÝôçò
ôïõ êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý
(êáôáìÝôñçóç ìéôþóåùí áíÜ ïðôéêü ðåäßï,
óÞìáíóç ìå ñáäéåíåñãü BrdU)

Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá, äéåñåõíÜôáé ç êé-
íçôéêÞ ôùí ãåííçôéêþí êáé ôùí èõëáêéêþí êõô-
ôÜñùí, êáôÜ ôçí åìâñõúêÞ êáé íåïãíéêÞ ðåñßï-
äï, ìå åêôßìçóç ôçò ìåôáâïëÞò ôïõ ðïóïóôïý
ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí óå äýï äåßêôåò êõô-
ôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý. Ç ìÝèïäïò ðïõ
÷ñçóéìïðïéåßôáé óõãêñßíåôáé ìå ðñïçãïýìå-

Ðßíáêáò 5. Åêôßìçóç óõíôåëåóôÞ ãñáììéêÞò óõó÷Ýôéóçò êáôÜ Pearson (r) ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí
(ãåííçôéêþí - GC, èõëáêéêþí - GrC) áíÜ äåßêôç êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý êáé êõôôáñéêü ðëçèõóìü
(âáèìïß åëåõèåñßáò=78)

Ðïóïóôü Ðïóïóôü Ðïóïóôü Ðïóïóôü
áíôéäñþíôùí áíôéäñþíôùí áíôéäñþíôùí áíôéäñþíôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí
óôï äåßêôç Ki-67 óôï äåßêôç Ki-67 óôï äåßêôç PCNA óôï äåßêôç PCNA

ÓõíôåëåóôÞò r -0,8719308 0,6800933 -0,70694 0,800187
Óõãêñéíüìåíåò Áíôßäñáóç GC-GrC Áíôßäñáóç GC Áíôßäñáóç GC-GrC Áíôßäñáóç GrC
ìÝóåò ôéìÝò óôï äåßêôç Ki-67 óôïõò äåßêôåò óôï äåßêôç PCNA óôïõò äåßêôåò

Ki-67/PCNA Ki-67/PCNA
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Ðßíáêáò 4. Åêôßìçóç óõíôåëåóôÞ ãñáììéêÞò åîÜñôçóçò (â) ôçò áíôßäñáóçò ôùí êõôôÜñùí (ãåííçôéêþí - GC,
èõëáêéêþí - GrC) áðü ôçí çëéêßá (âáèìïß åëåõèåñßáò=6)

Ðïóïóôü áíôéäñþíôùí Ðïóïóôü áíôéäñþíôùí Ðïóïóôü áíôéäñþíôùí Ðïóïóôü áíôéäñþíôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí
óôï äåßêôç Ki-67 óôï äåßêôç Ki-67 óôï äåßêôç PCNA óôï äåßêôç PCNA

ÔéìÞ B -2,0487912 2,9938225 -3,64094 2,430037
T-test B -5,7246162 11,82454 -3,55698 3,876858
P <0,01 <0,001 <0,05 <0,01
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óìÜôùí ôçò ðáñïýóáò åñãáóßáò ìå áíôßóôïé÷á
ðïõ Ý÷ïõí ëçöèåß áðü ôçí åöáñìïãÞ Üëëùí
ôå÷íéêþí. Óôï ðáñåëèüí, ãéá ôç ìåëÝôç ôïõ
êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý ÷ñçóéìïðïéÞèçêå
ç ìÝôñçóç ôïõ áñéèìïý ôùí ìéôþóåùí êáôÜ
ïðôéêü ðåäßï. Ç ìÝèïäïò áõôÞ âáóßæåôáé óôç
÷áñáêôçñéóôéêÞ ìïñöïëïãßá ðïõ ëáìâÜíåé ï
ðõñÞíáò êáôÜ ôç ìåôÜöáóç êáé áíÜöáóç ôçò
ìßôùóçò, ïðüôå êáé äéáêñßíïíôáé ôá äéá÷ùñé-
óìÝíá ÷ñùìïóþìáôá ðÜíù óôçí Üôñáêôï. Ùóôü-
óï, ç áîéïðéóôßá ôçò ìåèüäïõ ðåñéïñßæåôáé áðü
ôï ãåãïíüò üôé, áîéïðïéïýíôáé ìüíï ôá ìïñöï-
ëïãéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôïõ ìéôùôéêïý êõôôÜ-
ñïõ, ôùí ïðïßùí ï åíôïðéóìüò åîáñôÜôáé óå
óçìáíôéêü âáèìü áðü ôçí åìðåéñßá ôïõ åñåõ-
íçôÞ êáé ôéò óõíèÞêåò åðåîåñãáóßáò ôïõ éóôïý.
ÅðéðëÝïí, ç ìÝèïäïò åìöáíßæåé ìéêñÞ åõáé-
óèçóßá, áí êáé ç åéäéêüôçôÜ ôçò åßíáé éêáíï-
ðïéçôéêÞ. ÅéäéêÜ óå ó÷Ýóç ìå ôçí áíáðôõóóü-
ìåíç ùïèÞêç áñïõñáßïõ, ç êáôáìÝôñçóç ôùí
ìéôþóåùí áðü ôïõò Beaumont êáé Mandl Ýäåé-
îå õøçëü ìéôùôéêü äåßêôç Ýùò ôéò 18 çìÝñåò
ðñéí áðü ôç ãÝííçóç êáé áêïëïýèùò áðïõóßá
ìéôþóåùí ìåôÜ ôç ãÝííçóç4.

¢Áëëç ìÝèïäïò åêôßìçóçò ôïõ êõôôáñéêïý
ðïëëáðëáóéáóìïý âáóßæåôáé óôç óÞìáíóç íïõ-
êëåïôéäßùí ìå 3Ç-èõìéäßíç êáé âñùìïäåóïîõïõ-
ñéäßíç (BrdU)9. Ç ôå÷íéêÞ áõôÞ áíé÷íåýåé ôçí
åíóùìÜôùóç ôùí óçìáóìÝíùí íïõêëåïôéäßùí
êáôÜ ôçí áíôéãñáöÞ. Ç ÷ñÞóç ñáäéåíÝñãåéáò
óôá áñ÷éêÜ ðñùôüêïëëá ôçò ìåèüäïõ åíóùìÜ-
ôùóçò 3Ç-èõìéäßíçò êáé BrdU, óõíéóôïýóå Ýíáí
åðéðëÝïí êßíäõíï ãéá ôï åñåõíçôéêü ðñïóùðé-
êü, ìå áíáðüöåõêôç ôçí êÜðïéïõ âáèìïý áë-
ëïßùóç ôïõ ìïñßïõ-óôü÷ïõ, äçëáäÞ ôïõ DNA.
ÅðéðëÝïí, ç ìÝèïäïò äåí áðÝêëåéå ôç óÞìáí-
óç ìïíüêëùíùí áëýóùí êáé åíôïìþí óôï DNA,
üðùò áõôÝò ðïõ ðñïêýðôïõí êáôÜ ôéò äéåñãá-
óßåò åðéäéüñèùóçò, áëëÜ êáé êáôÜ ôçí áðü-
ðôùóç. ÔÝëïò, ðáñÜ ôçí ôå÷íïëïãéêÞ åîÝëéîç,
ç åõáéóèçóßá ôùí óõóêåõþí ðïóïôéêïðïßçóçò
ôïõ óÞìáôïò ðïéêßëåé óçìáíôéêÜ. Ãéá üëïõò
ôïõò ðñïáíáöåñèÝíôåò ëüãïõò, ç ìÝèïäïò áõôÞ
ôåßíåé óÞìåñá íá áíôéêáôáóôáèåß áðü ôå÷íéêÝò
ðñïóäéïñéóìïý ìïñéáêþí äåéêôþí êõôôáñéêïý
ðïëëáðëáóéáóìïý (PCNA êáé Ki-67), ïé ïðïßåò
ðñïôéìÞèçêáí êáé óôçí ðáñïýóá ìåëÝôç.

Óôéò ðåñéóóüôåñåò ðïóïôéêÝò ìåèüäïõò áíß-
÷íåõóçò ôïõ PCNA åöáñìüæåôáé ï õðïëïãé-
óìüò ôïõ äåßêôç óÞìáíóçò (LI). Óå ðáãêñåáôé-
êÜ êõøåëéäéêÜ êýôôáñá áñïõñáßïõ ç áðüëõôç
ôéìÞ ôùí PCNA èåôéêþí êõôôÜñùí óå ó÷Ýóç
ìå áõôÞ ðïõ ìåôñÞèçêå ìå áõôïñáäéïãñáößá

íåò ôå÷íéêÝò (ìÝôñçóç ìéôþóåùí êáôÜ ïðôéêü
ðåäßï, óÞìáíóç íïõêëåïôéäßùí ìå 3Ç-èõìéäß-
íç, åíóùìÜôùóç âñùìïäåóïîõïõñéäßíçò êáôÜ
ôï äéðëáóéáóìü ôïõ ðõñçíéêïý ãïíéäéþìáôïò)
ðñïóäéïñéóìïý êõôôÜñùí óôç öÜóç S êáé óôç
ìßôùóç.

Ôï PCNA åßíáé ìßá üîéíç ðõñçíéêÞ ðñù-
ôåÀíç ìïñéáêïý âÜñïõò 36 kDa, åðéêïõñéêÞ
ôçò DNA ðïëõìåñÜóçò ä. Åðßóçò, áëëçëåðé-
äñÜ ìå ôçí DNA ðïëõìåñÜóç å ç ïðïßá óõì-
ìåôÝ÷åé óôçí åðéäéüñèùóç. Ôï PCNA áðáíôÜ-
ôáé óå ðïéêßëåò óõãêåíôñþóåéò êáôÜ ôç äéÜñ-
êåéá ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ ìå ìÝãéóôç óõ-
ãêÝíôñùóç óôçí S öÜóç. PCNA èåôéêïß ðõñÞ-
íåò, ùóôüóï, ðáñáôçñÞèçêáí êáé êáôÜ ôç äéÜñ-
êåéá ôùí G1, S êáé G2 öÜóåùí, áëëÜ êáé óå
êýôôáñá ðïõ âñßóêïíôáé óå çñåìßá10.

Ôï ðõñçíéêü áíôéãüíï Ki-67 åßíáé Ýíáò
äåýôåñïò äåßêôçò ðïëëáðëáóéáóìïý. ÕðÜñ÷åé
óå äýï ìïñöÝò ìïñéáêïý âÜñïõò 359 êáé 320
kDa. ÅêöñÜæåôáé óå üëåò ôéò öÜóåéò ôïõ êõôôá-
ñéêïý êýêëïõ, åêôüò áðü ôç öÜóç çñåìßáò G0

êáé ôçí áñ÷Þ ôçò öÜóçò G1, ìå ìÝãéóôç ôéìÞ
óôç G2 êáé óôï ôÝëïò ôçò Ì öÜóçò êáé åëÜ÷é-
óôï áìÝóùò ìåôÜ ôç ìßôùóç. ÊáôÜ ôç öÜóç G1,
ôï áíôéãüíï Ki-67 åíôïðßæåôáé óôï ðõñÞíéï åíþ
óôéò õðüëïéðåò öÜóåéò áíé÷íåýåôáé êáé óôçí
ðõñçíéêÞ èåìÝëéá ïõóßá. Ï âéïëïãéêüò ÷ñü-
íïò õðïäéðëáóéáóìïý ôïõ áíôéãüíïõ åßíáé ëé-
ãüôåñïò áðü ìßá þñá. Äåí ëáìâÜíåé ìÝñïò
óôçí åðéäéüñèùóç ôïõ DNA18.

Óõãêñßíïíôáò ôá ðïóïóôÜ ôùí áíôéäñþíôùí
êõôôÜñùí óôéò äéÜöïñåò çëéêßåò ãéá êÜèå êõô-
ôáñéêü ðëçèõóìü êáé äåßêôç ðïëëáðëáóéáóìïý,
äéáðéóôþíåôáé üôé, ç áíôßäñáóç óôï äåßêôç
PCNA åßíáé åíôïíüôåñç åêåßíçò ðïõ áöïñÜ
óôï Ki-67, ôüóï ãéá ôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, üóï
êáé ãéá ôá êýôôáñá ôçò ãåííçôéêÞò óåéñÜò. Ç
äéáöïñÜ ðïõ ðáñáôçñåßôáé óôçí Ýêöñáóç ôùí
äýï áõôþí ðõñçíéêþí áíôéãüíùí äéêáéïëïãåß-
ôáé áí ëçöèïýí õðüøç ïé äéáöïñåôéêÝò öÜóåéò
ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ óôéò ïðïßåò ôá ôåëåõ-
ôáßá åêöñÜæïíôáé. Ç ìåãáëýôåñç Ýêöñáóç ôïõ
PCNA ìðïñåß íá åêöñÜæåé ôçí áíôßäñáóç ôùí
êõôôÜñùí óôá åêöõëéóôéêÜ êýìáôá ðïõ óç-
ìåéþíïíôáé óôçí ùïèÞêç ôïõ áñïõñáßïõ. Äç-
ëáäÞ, åðåéäÞ êáôÜ ôç äéáäéêáóßá áõôÞ êåñìá-
ôßæåôáé ôï DNA óå íïõêëåïóùìáôéêÜ ïëéãïìå-
ñÞ åßíáé ðéèáíüí ôï PCNA íá åìðëÝêåôáé êáé
óå äéåñãáóßåò åðéäéüñèùóçò ôçò âëÜâçò óôá,
õðü åîÝôáóç, êýôôáñá.

ÅîåôÜæïíôáò ôçí áîéïðéóôßá ôçò ìåèüäïõ,
ãßíåôáé ðñïóðÜèåéá óýãêñéóçò ôùí áðïôåëå-
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ìå 3Ç-èõìéäßíç, Þôáí 10 öïñÝò õøçëüôåñç. Ôï
ßäéï ðáñáôçñÞèçêå üôáí ôá êýôôáñá ìåôñÞèç-
êáí ìå ôéò äýï ìåèüäïõò, êáôÜ ôç äéÜñêåéá
ôçò áíÜðôõîçò Þ êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò áíá-
ãÝííçóçò11. Åðßóçò, áíÜëïãï áðïôÝëåóìá Ý÷åé
ðáñáôçñçèåß óå êýôôáñá áðü ôï êüëïí áñïõ-
ñáßïõ, óå êýôôáñá êáëëéÝñãåéáò êáé óå ïñé-
óìÝíïõò íåïðëáóìáôéêïýò éóôïýò.

Ç åîÞãçóç ãéá ôçí ôåëåõôáßá ðáñáôÞñçóç
âáóßæåôáé óôï ÷ñüíï õðïäéðëáóéáóìïý ôïõ
PCNA, ï ïðïßïò åßíáé, ðåñßðïõ, 20 h. Óýìöù-
íá ìå áõôü, ôá PCNA èåôéêÜ êýôôáñá äåí
áíôéðñïóùðåýïõí ôá êýôôáñá ðïõ âñßóêïíôáé
óôçí S öÜóç óå ìßá ïñéóìÝíç ÷ñïíéêÞ óôéãìÞ
áëëÜ ôï óýíïëï ôùí êõôôÜñùí ðïõ ðÝñáóáí
áðü ôçí S öÜóç11. Ïé M. Connolly et al., ìåëÝ-
ôçóáí ôïí êõôôáñéêü ðïëëáðëáóéáóìü óôï Þðáñ
åíÞëéêïõ áñïõñáßïõ ìå ôï PCNA êáé ôç âñù-
ìïäåóïîõïõñéäßíç. Ìåôáîý ôùí äýï ìåôñÞóåùí
äåí õðÞñ÷å óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ, áí
êáé ãéá ôï PCNA ïé ìåôñÞóåéò áöïñïýóáí
êýôôáñá ôçò S êáé ôïõ ôÝëïõò ôçò G1 öÜóçò,
åíþ ãéá ôç âñùìïäåóïîõïõñéäßíç, êýôôáñá ðïõ
ðñáãìáôïðïéïýóáí áíôéãñáöÞ ôïõ DNA.

2. ÃåííçôéêÜ êýôôáñá

¼óïí áöïñÜ óôç äéåñåýíçóç ôçò ìåôáâï-
ëÞò ôïõ ðïóïóôïý ôùí áíôéäñþíôùí ãåííçôé-
êþí êõôôÜñùí óôïõò äýï äåßêôåò êõôôáñéêïý
ðïëëáðëáóéáóìïý, ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò ðá-
ñïýóáò åñãáóßáò áîéïëïãïýíôáé âÜóåé ðñïãå-
íÝóôåñùí åõñçìÜôùí. ÓõãêåêñéìÝíá, ïé ìåôñÞ-
óåéò ôùí Beaumont êáé Mandl êáé ïé ìåôáãå-
íÝóôåñåò ðáñáôçñÞóåéò ôïõ Prepin4-6, áíáäåé-
êíýïõí áîéïëïãÞóéìåò ìåôáâïëÝò óôçí êéíçôé-
êÞ ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí. Êáôüðéí, äçëá-
äÞ, ìÝôñçóçò ôïõ áñéèìïý ôùí ìéôþóåùí äéá-
ðéóôþíåôáé üôé, óôéò 14,5 ÇÐÃ, óôéò èçëõêÝò
ãïíÜäåò ôïõ áñïõñáßïõ, ìåôñïýíôáé 11,5´103

ÂÃÊ. Áêïëïõèåß Ýíôïíç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôç-
ôá Ýùò ôéò 18,5 çìÝñåò ïðüôå ìåôñïýíôáé 75´103

ùïãüíéá (ìÝãéóôïò áñéèìüò), åíþ ôï áðïðôùôé-
êü êýìá ðïõ ðáñáôçñåßôáé êáôÜ ôçí ðåñéãåí-
íçôéêÞ ðåñßïäï ðñïêáëåß óçìáíôéêÞ ðôþóç ôïõ
áñéèìïý ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí ìåôÜ ôç
ãÝííçóç. ÓõãêåêñéìÝíá, óôéò 2 çìÝñåò ìåôÜ ôç
ãÝííçóç, ìüíï ôï 1/3 ôïõ áñéèìïý áé÷ìÞò/
ìÝãéóôïõ ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí äéáôçñåß-
ôáé (27´103).

Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá, óôçí ðåñßðôùóç ôïõ
PCNA, ôá åõñÞìáôá óõìöùíïýí ìå ôá áíôß-
óôïé÷á ôùí ðñïáíáöåñèÝíôùí åñåõíçôþí êá-
èþò, ìåôÜ ôçí çëéêßá ôùí 14,5 ÇÐÃ (71,20%)

ðáñáôçñåßôáé Ýíôïíç ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá
ìÝ÷ñé ôéò 18,5 ÇÐÃ ïðüôå ï äåßêôçò óÞìáíóçò
áíÝñ÷åôáé óôï 75,66, ðïõ áðïôåëåß ôç ìÝãéóôç
ôéìÞ. Óôï óôÜäéï áõôü ðáñáôçñåßôáé äéáêïðÞ
ôçò ìéôùôéêÞò äñáóôçñéüôçôáò êáé Ýíáñîç ôçò
ðñüöáóçò ôçò ìåßùóçò É. Áõôü Ý÷åé ùò áðïôÝ-
ëåóìá ôç óçìáíôéêÞ ðôþóç ôïõ áñéèìïý ôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí ôüóï êáôÜ ôçí ðåñéãåí-
íçôéêÞ ðåñßïäï üóï êáé ìåôÜ ôç ãÝííçóç.
ÌÜëéóôá, ôï ðïóïóôü ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜ-
ñùí (18,41%), óôéò 7 çìÝñåò ìåôÜ ôç ãÝííçóç,
åßíáé ìéêñüôåñï ôïõ ¼ ôïõ ðïóïóôïý áé÷ìÞò/
ìÝãéóôïõ (75,66%).

Óôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá ðïõ áíôéäñïýí óôï
áíôéãüíï Ki-67, ðáñáôçñåßôáé Ýíôïíç ìéôùôéêÞ
äñáóôçñéüôçôá óôéò 14,5 ÇÐÃ (43,67%). Ôï
ðïóïóôü áõôü äéáôçñåßôáé õøçëü ìÝ÷ñé êáé ôéò
20,5 ÇÐÃ (32,11%), ìå åîáßñåóç ôç äéáêýìáí-
óç ðïõ ðáñáôçñåßôáé óôéò 18,5 ÇÐÃ. ¸êôïôå,
üðùò êáé óôçí ðåñßðôùóç ôïõ PCNA, óçìåéþ-
íåôáé óçìáíôéêÞ ðôþóç ôïõ áñéèìïý ôùí ãåí-
íçôéêþí êõôôÜñùí ìÝ÷ñé êáé ôéò 7 ÇÌÃ (9,42%).
Ç ðáñáôçñïýìåíç, áé÷ìÞ áíôßäñáóçò óôï Ki-
67, äåí óõìöùíåß ìå ôá åõñÞìáôá áðü ôçí
åêôßìçóç ôçò áíôßäñáóçò ãéá ôï PCNA Þ ìå
ôçí êáìðýëç ôùí Beaumont êáé Mandl. Ðéèá-
íïëïãåßôáé üôé, áõôÞ ç äéáöïñÜ ïöåßëåôáé óôçí
áõîçìÝíç åéäéêüôçôá ôïõ áíôéãüíïõ, ëüãù ôçò
ìç óõììåôï÷Þò ôïõ óå ìç÷áíéóìïýò åðéäéüñ-
èùóçò ôïõ DNA, óå áíôßèåóç ìå ôï PCNA,
áëëÜ êáé óôéò äéáöïñÝò ðïõ ðáñáôçñïýíôáé
ìåôáîý ôùí äýï äåéêôþí ðïëëáðëáóéáóìïý ùò
ðñïò ôï ÷ñüíï õðïäéðëáóéáóìïý êáé ôç ìÝãé-
óôç Ýêöñáóç áõôþí êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôïõ êõô-
ôáñéêïý êýêëïõ.

3. ÈõëáêéêÜ (óùìáôéêÜ) êýôôáñá

Ôï ðïóïóôü ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí ðïõ
áíôéäñÜ óôï PCNA, åìöáíßæåé äéáêõìÜíóåéò,
ôüóï ðñéí üóï êáé ìåôÜ ôç ãÝííçóç. Ðáñáôç-
ñåßôáé äçëáäÞ üôé ôá óùìáôéêÜ êýôôáñá áñ÷ß-
æïõí íá ðïëëáðëáóéÜæïíôáé óôçí áíáðôõóóü-
ìåíç ùïèÞêç, ìåôÜ ôéò 14,5 ÇÐÃ. ¸êôïôå, ï
áñéèìüò ôùí áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí äéáôçñåß-
ôáé ó÷åäüí óôáèåñüò êáé öèÜíåé ôï ìÝãéóôï
(49,22%) óôéò 7 ÇÌÃ. Óå ãåíéêÝò ãñáììÝò, ôá
óùìáôéêÜ êýôôáñá óôçí ùïèÞêç ôùí åìâñýùí
êáé ôùí íåïãíþí áíôéäñïýí óå ìéêñüôåñï âáè-
ìü óôï PCNA óå ó÷Ýóç ìå ôá ãåííçôéêÜ êýô-
ôáñá. ÁíÜëïãá áíôéäñïýí ôá èõëáêéêÜ êýôôá-
ñá óôï Ki-67, êáèþò áñ÷ßæïõí íá ðïëëáðëá-
óéÜæïíôáé ìåôÜ ôéò 14,5 ÇÐÃ. Ôï ðïóïóôü ôùí
áíôéäñþíôùí êõôôÜñùí áõîÜíåé êáè’üëç ôç äéÜñ-
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êåéá ôçò ðåñéüäïõ ðïõ åîåôÜæåôáé êáôÜ Ýíá
óõíå÷Ýò ðñüôõðï. ¼ðùò êáé óôçí ðåñßðôùóç
ôïõ PCNA, ï ìÝãéóôïò áñéèìüò ìéôùôéêþí
óùìáôéêþí êõôôÜñùí ðáñáôçñåßôáé óôéò 7 ÇÌÃ
(44,28%).

4. ÓôáôéóôéêÞ áîéïëüãçóç

Áðü ôç óôáôéóôéêÞ åðåîåñãáóßá ôùí áðïôå-
ëåóìÜôùí, äåí ðñïêýðôåé óôáôéóôéêÜ óçìáíôé-
êÞ äéáöïñÜ óôçí áíôßäñáóç ôùí ãåííçôéêþí
êáé ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí óôï Ki-67. Åðß-
óçò, äåí ðñïêýðôåé óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéá-
öïñÜ óôçí áíôßäñáóç ôùí èõëáêéêþí êõôôÜ-
ñùí óôï äåßêôç Ki-67, óå ó÷Ýóç ìå ôï äåßêôç
PCNA. Ôá áðïôåëÝóìáôá áõôÜ áöïñïýí óôï
óýíïëï ôùí ìåôñÞóåùí êáé, åðïìÝíùò, áðïôõ-
ðþíïõí ìüíï ôï ìÝóï üñï áíôßäñáóçò ôùí
êõôôÜñùí êáé ü÷é ôç äéá÷ñïíéêÞ ôÜóç ôçò ìå-
ôáâïëÞò. ÐÜíôùò, áêüìç êáé ç áðëÞ ðáñáôÞ-
ñçóç ôùí äéáãñáììÜôùí êõôôáñéêÞò áíôßäñá-
óçò - ÷ñüíïõ (ÄéáãñÜììáôá 1-2) ïäçãåß óôï
óõìðÝñáóìá üôé, ãéá ôá èõëáêéêÜ êýôôáñá, ç
áíôßäñáóç óôï Ki-67 óõìðßðôåé áäñÜ ìå ôçí
áíôßäñáóç óôï PCNA, ãéá üëç ôçí ðåñßïäï
ìåëÝôçò êáé ôï ßäéï óõìâáßíåé ãéá ôá ãåííçôé-
êÜ êýôôáñá. Åðéðñüóèåôá, ç óýãêñéóç ôùí
áðïôåëåóìÜôùí ãéá ôïõò äýï êõôôáñéêïýò ôý-
ðïõò óôï Ki-67 áðïêáëýðôåé üôé, ïé ôÜóåéò
åßíáé áíôßèåôåò (öèßíïõóá êáé áýîïõóá, áíôß-
óôïé÷á) ìå ìßá ìÝóç ôéìÞ êáé ãéá ôéò äýï
êáìðýëåò ðåñß ôï 26%. ÁõôÞ áêñéâþò ç ìÝóç
ôéìÞ áíôßäñáóçò åßíáé ôï ìÝôñï óýãêñéóçò óôï
t-test, ìå áðïôÝëåóìá íá ìçí êáôï÷õñþíåôáé ç
äéáöïñÜ óôéò äýï óåéñÝò áðïôåëåóìÜôùí.

Óå ó÷Ýóç ìå ôç óÞìáíóç ôùí ãåííçôéêþí
êõôôÜñùí óôï PCNA, ðáñáôçñåßôáé Ýíá ðïóï-
óôü áíôßäñáóçò ôçò ôÜîçò ôïõ 49%, ôï ïðïßï
äéáöÝñåé ìå âáèìü âåâáéüôçôáò 99,9%, ôüóï
áðü ôçí áíôßäñáóç ôùí ßäéùí êõôôÜñùí óôï
Ki-67, üóï êáé áðü ôçí áíôßäñáóç ôùí èõëá-
êéêþí êõôôÜñùí óôïí ßäéï äåßêôç. Ãéá ôç äéá-
öïñÜ óÞìáíóçò áíÜìåóá óôïõò äýï äåßêôåò
öáßíåôáé üôé åõèýíåôáé ç êõìáéíüìåíç åõáé-
óèçóßá óôçí Ýêöñáóç ôïõ Ki-67 êáé ôïõ PCNA
óå êÜèå öÜóç ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ. Åðé-
ðñüóèåôá, ôá ìéêñüôåñá ðïóïóôÜ ðïõ ðáñáôç-
ñïýíôáé óôçí ðåñßðôùóç ôïõ Ki-67 äéêáéïëï-
ãïýíôáé áí ëçöèåß õðüøç üôé ôï PCNA åßíáé
ðñùôåÀíç åðéêïõñéêÞ ôùí ðïëõìåñáóþí ä êáé
å19,20 êáé, êáôÜ óõíÝðåéá, åßíáé ðéèáíü íá åìðëÝ-
êåôáé óôéò äéåñãáóßåò åðéäéüñèùóçò ôïõ DNA
ìåôÜ ôç âëÜâç. Ç ìåãáëýôåñç Ýêöñáóç ôïõ
PCNA ìðïñåß íá åêöñÜæåé ôçí áíôßäñáóç ôùí

êõôôÜñùí óôï áðïðôùôéêü êýìá ðïõ óçìåéþíå-
ôáé óôçí ùïèÞêç ôïõ áñïõñáßïõ êáôÜ ôçí ðå-
ñéãåííçôéêÞ ðåñßïäï.

ÐÜíôùò, ðñÝðåé íá åðéóçìáíèåß üôé ç äéá-
öïñÜ åõáéóèçóßáò ôùí äýï áíôéãüíùí åðçñåÜ-
æåé, êõñßùò, ôç óÞìáíóç ôùí ãåííçôéêþí êõô-
ôÜñùí, åíþ óôá èõëáêéêÜ êýôôáñá åßíáé ðïëý
ðåñéïñéóìÝíç (26,7 Ýíáíôé 26,6%) êáé äåí ïäç-
ãåß óå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêü åýñçìá. Ç õðå-
ñï÷Þ óôçí áíôßäñáóç ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜ-
ñùí óôï PCNA, óå ó÷Ýóç ìå ôá èõëáêéêÜ,
áíôáíáêëÜ ôç óõíå÷Þ ìéôùôéêÞ äñáóôçñéüôçôá
ôùí êõôôÜñùí áõôþí, ìÝ÷ñé ôï ôÝëïò ôçò ðå-
ñéüäïõ ìåëÝôçò, óå áíôßèåóç ìå ôá èõëáêéêÜ,
ôá ïðïßá áíôéäñïýí ìå ó÷åôéêÞ êáèõóôÝñçóç
êáé öèÜíïõí óå õøçëÞ óÞìáíóç ìüíï óôéò
ìåãáëýôåñåò çëéêßåò. Ç äéáöïñÜ áõôÞ ïöåßëå-
ôáé ßóùò óôçí åðáãüìåíç áíôßäñáóç ôïõ åðé-
èçëßïõ, ìåôÜ ôï ó÷çìáôéóìü ôçò ãïíáäéêÞò
êáôáâïëÞò êáé ôçí õðïäï÷Þ ôùí ãåííçôéêþí
êõôôÜñùí, ôá ïðïßá áíôéäñïýí ìå Ýíá óõíå÷Þ
ñõèìü, ìÝ÷ñé íá öôÜóïõí óôçí áíáóôïëÞ ôçò
áíÜðôõîÞò ôïõò, ìå ôç äñÜóç ôùí ÏÌÉs (Ïocyte
Ìeiosis Énhibitors).

Áðü ôç ìåëÝôç óõó÷Ýôéóçò çëéêßáò êáé êõô-
ôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý áíáäåéêíýåôáé ãñáì-
ìéêÞ åîÜñôçóç ôçò áíôßäñáóçò ôùí èõëáêéêþí
êõôôÜñùí (êáé óôá äýï áíôéãüíá ôïõ ðåéñÜìá-
ôïò) ìå ôçí çëéêßá ôùí ðåéñáìáôïæþùí. Öáßíå-
ôáé ðùò ôá êýôôáñá áõôÜ äåí åìöáíßæïõí åîå-
óçìáóìÝíåò áðïðôùôéêÝò áé÷ìÝò, ìå áðïôÝëå-
óìá ï ðïëëáðëáóéáóìüò ôïõò íá åíôåßíåôáé
êáôÜ ïìáëü ôñüðï ìå ôçí ðÜñïäï ôïõ ÷ñüíïõ.
Áíôßèåôá, ôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá, åìöáíßæïõí
óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ áñíçôéêÞ ãñáììéêÞ åîÜñ-
ôçóç ôïõ äåßêôç óÞìáíóçò áðü ôï ÷ñüíï êáé
ìå ôïõò äýï áíôéãïíéêïýò äåßêôåò. Ôá ãåííçôé-
êÜ êýôôáñá åìöáíßæïíôáé ìå Ýíá éó÷õñü ìéôù-
ôéêü äõíáìéêü óôçí áñ÷Þ ôçò ìåëÝôçò, ôï ïðïßï
üìùò åîáíôëåßôáé âáèìéáßá ìå ôï ó÷çìáôéóìü
êáé ôçí ùñßìáíóç ôùí ùïèõëáêßùí, ãéá íá
êáôáëÞîåé óôçí áíáóôïëÞ ôïõ ðïëëáðëáóéá-
óìïý êáôÜ ôç íåïãíéêÞ çëéêßá. Óå áíôßèåóç ìå
ôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá óôïí áíáðôõóóüìåíï üñ÷é,
ç ùïèÞêç äåí åìöáíßæåé äéáäï÷éêÜ áðïðôùôé-
êÜ êýìáôá, ôá ïðïßá èá ìðïñïýóáí íá äé-
êáéïëïãÞóïõí Ýíá ðáëìéêü, ìç ãñáììéêü ðñü-
ôõðï áíôßäñáóçò-÷ñüíïõ21.

ÔÝëïò, ïé äåßêôåò ãñáììéêÞò óõó÷Ýôéóçò êáôÜ
Pearson äßíïõí ôç äõíáôüôçôá åëÝã÷ïõ ôçò
åóùôåñéêÞò óõìöùíßáò ôùí äåäïìÝíùí ôïõ ðåé-
ñÜìáôïò. Óýìöùíá ìå ôá áðïôåëÝóìáôá, óôá-
ôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ ãñáììéêÞ óõó÷Ýôéóç õðÜñ-
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÷åé áíÜìåóá óôéò ìåôñÞóåéò á) ôùí ãåííçôéêþí
êõôôÜñùí ãéá ôï Ki-67 êáé ôï PCNA êáé â)
ôùí èõëáêéêþí êõôôÜñùí ãéá ôï Ki-67 êáé ôï
PCNA. Ïé óõó÷åôßóåéò áõôÝò åíéó÷ýïõí ôçí
áîéïðéóôßá ôùí ìåôñÞóåùí, áöïý ï êõôôáñéêüò
ðïëëáðëáóéáóìüò ôåêìçñéþíåôáé óå êÜèå çëé-
êßá êáé áðü ôïõò äýï äåßêôåò ðïõ ÷ñçóéìï-
ðïéïýíôáé, ÷ùñßò áîéïóçìåßùôåò áðïêëßóåéò.
Áíôßèåôá, ìå âåâáéüôçôá 99,9% ðñïêýðôåé áñ-
íçôéêÞ ãñáììéêÞ óõó÷Ýôéóç ôçò áíôßäñáóçò
ôïõ åíüò êõôôáñéêïý ôýðïõ óå ó÷Ýóç ìå ôïí
Üëëï, áíåîÜñôçôá áðü ôï áíôéãüíï ðïõ ÷ñçóé-
ìïðïéåßôáé ãéá ôç óÞìáíóç. ÁõôÞ ç äéáðßóôù-
óç åíéó÷ýåé ôçí õðïøßá ãéá ôçí ýðáñîç åíüò
åßäïõò áíôáãùíéóôéêÞò ó÷Ýóçò ãåííçôéêþí êáé
èõëáêéêþí êõôôÜñùí (ôñïöéêÞ áëëçëåîÜñôçóç,
ðáñáêñéíÞò óçìáôïäüôçóç), êáôÜ ôçí ïðïßá ï
ðïëëáðëáóéáóìüò ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí
åðÜãåé ôçí áíôßäñáóç ôïõ åðéèçëßïõ, ôï ïðïßï
ìå ôç óåéñÜ ôïõ áíáóôÝëëåé ôïí ðïëëáðëáóéá-
óìü ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí. ÁõôÞ ç áëëç-
ëåðßäñáóç ãßíåôáé áíôéëçðôÞ ìå ôï âáèìéáßï
ðåñéïñéóìü óôïí áñéèìü ôùí ìéôþóåùí ôùí
ãåííçôéêþí êõôôÜñùí êáé ôçí ðáñÜëëçëç åðá-
ãùãÞ ôçò ìßôùóçò ôùí èõëáêéêþí.

Áðü ôçí åñãáóßá áõôÞ ðñïêýðôåé Ýíáò áõ-
óôçñÜ êáèïñéóìÝíïò ìç÷áíéóìüò áíÜðôõîçò
ôçò ùïèÞêçò, ðïõ åðçñåÜæåé ìå äéáöïñåôéêü
ôñüðï ôá èõëáêéêÜ êáé ôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá.
Ï áñéèìüò ôùí ðñþôùí áõîÜíåé óõíå÷þò åíþ
ôá äåýôåñá ðáñïõóéÜæïõí áðïðôùôéêÞ äñáóôç-
ñéüôçôá ðïõ ïäçãåß óôçí åëÜôôùóç ôïõ áñéè-
ìïý ôïõò ìåôÜ ôç ãÝííçóç. Áõôü õðïäçëþíåé
üôé, óôçí áíáðôõóóüìåíç ùïèÞêç ó÷çìáôßæå-
ôáé ìßá äåîáìåíÞ ùïêõôôÜñùí ðïõ äéáôçñåßôáé
ìÝ÷ñé ôçí Ýíáñîç ôçò áíáðáñáãùãéêÞò ðåñéü-
äïõ êáé öèßíåé, áêïëïýèùò, ìÝ÷ñé ôç ãÞñáíóç.
ÐåñáéôÝñù ðåéñáìáôéêÜ äåäïìÝíá áðáéôïýíôáé
ãéá ôç äéåõêñßíçóç ôùí ðáñáãüíôùí ðïõ ñõè-
ìßæïõí áõôÝò ôéò ó÷Ýóåéò êáé ôï ìç÷áíéóìü ìå
ôïí ïðïßï åêôñÝðïíôáé êáôÜ ôçí åêäÞëùóç ôùí
äéáöüñùí ðáèïëïãéêþí öáéíïôýðùí.
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