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Áíïóïåíôüðéóç ôçò êõôïêåñáôßíçò 8
óå ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá
ôïõ ìáóôïý óå çìßëåðôåò ôïìÝò
åðïîéêþí ñçôéíþí
ÓÊÏÐÏÓ Ïé êõôïêåñáôßíåò áíÞêïõí óôá åíäéÜìåóá éíßäéá ôïõ êõôôáñï-
óêåëåôïý ôùí åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí. Ï óõíäõáóìüò ôùí êõôïêåñá-
ôéíþí ðïõ åêöñÜæïíôáé óå Ýíá åðéèÞëéï åßíáé åéäéêüò ãéá ôï óõãêåêñéìÝ-
íï åßäïò åðéèçëßïõ. Ç êõôïêåñáôßíç 8 (Ê8) åêöñÜæåôáé êõñßùò óôá
áðëÜ åðéèÞëéá, üðùò óôá êýôôáñá ôïõ ðüñïõ ôïõ ìáæéêïý áäÝíá, êáèþò
êáé óôá áíôßóôïé÷á íåïðëÜóìáôá. Ç Ê8 öáßíåôáé íá åìðëÝêåôáé óôçí
åíßó÷õóç ôçò åðéèåôéêüôçôáò ôùí êáñêéíéêþí êõôôÜñùí ìáóôïý in vit-
ro. ¸÷åé åíôïðéóôåß, óå êáëëéÝñãåéá, óôçí åðéöÜíåéá ôùí êáñêéíéêþí
êõôôÜñùí, êáèþò êáé óôï êáëëéåñãçôéêü ìÝóï. Ìå âÜóç ôï ãåãïíüò
üôé ç áêñéâÞò êáôáíïìÞ êáé ëåéôïõñãßá ôçò Ê8 in vivo äåí Ý÷åé áêüìá
äéåõêñéíéóôåß, óêïðüò ôçò ðáñïýóáò åñãáóßáò Þôáí ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ
ìåëÝôç, óå åðßðåäï ïðôéêïý ìéêñïóêïðßïõ, ôçò êáôáíïìÞò ôçò Ê8 óå
çìßëåðôåò ôïìÝò åðïîéêþí ñçôéíþí ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí êáñêéíùìÜ-
ôùí ìáóôïý, ìå ôçí ðñïïðôéêÞ ôçò ëåðôïìåñïýò ìåëÝôçò ôçò óå åðßðåäï
çëåêôñïíéêïý ìéêñïóêïðßïõ (ÇÌ). Åðßóçò, åîåôÜóôçêå ï ñüëïò ôçò Ê8
ùò ðñïãíùóôéêïý ðáñÜãïíôá óôá ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá
ìáóôïý. ÕËÉÊÏ-ÌÅÈÏÄÏÓ ÌåëåôÞèçêáí 9 ðåñéðôþóåéò äéçèçôéêþí ðïñï-
ãåíþí êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý êáé 4 ðåñéðôþóåéò éíïáäåíùìÜôùí. Áðü
êÜèå ðåñßðôùóç, ìéêñÜ ôåìÜ÷éá öñÝóêïõ éóôïý ìïíéìïðïéÞèçêáí, áöõ-
äáôþèçêáí êáé åãêëåßóôçêáí óå ìßãìá åðïîéêþí ñçôéíþí. ÌåôÜ ôç äéÜ-
âñùóç ôïõ ðïëõìåñïýò ôùí åðïîéêþí ñçôéíþí áðü çìßëåðôåò ôïìÝò
åðéëåãìÝíùí êáñêéíéêþí ðåñéï÷þí, åöáñìüóôçêå ç Ýììåóç áíïóïúóôï-
÷çìéêÞ ìÝèïäïò äýï âçìÜôùí ôçò áíïóïûðåñïîåéäÜóçò ãéá ôçí åíôü-
ðéóç ôçò Ê8. Áêïëïýèçóå øçöéáêÞ áíÜëõóç åéêüíùí ôùí êáñêéíéêþí
êõôôÜñùí ãéá ôç ìÝôñçóç ôçò ìÝóçò ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò ôïõ êõôôáñï-
ðëÜóìáôüò ôïõò, ðïõ áíôéðñïóùðåýåé ôï âáèìü Ýêöñáóçò ôçò Ê8. ¼ëá
ôá äåäïìÝíá áíáëýèçêáí óôáôéóôéêÜ. ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ Óå üëåò ôéò
ðåñéðôþóåéò ôùí ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý ðáñá-
ôçñÞèçêå äéáâÜèìéóç ôçò áíôßäñáóçò ùò ðñïò ôçí Ê8 óôï êõôôáñü-
ðëáóìá ôùí êáñêéíéêþí êõôôÜñùí. Óôá êáëïÞèç íåïðëÜóìáôá ç áíôß-
äñáóç Þôáí ðéï Ýíôïíç êáé ïìïéïãåíÞò, åíþ óôïõò áñíçôéêïýò ìÜñôõñåò
äåí ðáñáôçñÞèçêå áíôßäñáóç. Ç óôáôéóôéêÞ åðåîåñãáóßá ôùí ìåôñÞ-
óåùí ôçò ìÝóçò êõôôáñïðëáóìáôéêÞò ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò ôùí êáñêéíé-
êþí êõôôÜñùí Ýäåéîå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ ìåôáîý ôùí
âáèìþí êáêïÞèåéáò ÉÉ, ÉÉÉ êáé ôùí éíïáäåíùìÜôùí, åíþ äåí Þôáí óôáôé-
óôéêþò óçìáíôéêÝò ïé äéáöïñÝò ìåôáîý ôùí äéáöüñùí âáèìþí êáêïÞ-
èåéáò. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ Ï ôñüðïò åðåîåñãáóßáò ôïõ õðü ìåëÝôç õëéêïý
åîáóöÜëéóå ôçí åðéôõ÷Þ êáé åéäéêÞ áíïóïåíôüðéóç ôçò Ê8 óå çìßëåðôåò
ôïìÝò ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý. ¸ôóé, äßíåôáé ç
äõíáôüôçôá ôï ßäéï áêñéâþò õëéêü íá ÷ñçóéìïðïéçèåß ãéá ðåñáéôÝñù
ìåëÝôç ôçò õðåñìéêñïóêïðéêÞò êáôáíïìÞò ôçò Ê8 óôï ÇÌ. Ôá óôáôé-
óôéêÜ áðïôåëÝóìáôá Ýäåéîáí üôé ï âáèìüò Ýêöñáóçò ôçò Ê8 äåí áðïôå-
ëåß áóöáëÞ äåßêôç ãéá ôçí åêôßìçóç ôïõ âáèìïý êáêïÞèåéáò, áíôßèåôá
üìùò áðïôåëåß áóöáëÞ äåßêôç äéÜêñéóçò ìåôáîý êáêïÞèåéáò êáé
êáëïÞèåéáò.
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Ï é êõôïêåñáôßíåò õðÜãïíôáé óôá åíäéÜìåóá éíßäéá ôïõ
êõôôáñïóêåëåôïý. Áðïôåëïýí ïìÜäá 20 äéáöïñåôéêþí
ðåðôéäßùí,1–4 ðïõ óõíäõÜæïíôáé áíÜ äýï ãéá íá
óõíèÝóïõí åôåñïäéìåñÞ. Ïé êõôïêåñáôßíåò âñßóêïíôáé
óå äéÜöïñá åßäç éóôþí êáé åßíáé Üöèïíåò óôá åðéèÞëéá.
Ï óõíäõáóìüò ôùí êõôïêåñáôéíþí ðïõ åêöñÜæïíôáé ó'
Ýíá åðéèÞëéï åßíáé åéäéêüò ãéá ôïí ôýðï ôïõ óõãêåêñé-
ìÝíïõ åðéèçëßïõ êáé åîáñôÜôáé áðü ôï âáèìü äéáöïñï-
ðïßçóçò ôùí êõôôÜñùí.1,5–7 Åßíáé ÷áñáêôçñéóôéêü üôé, üôáí
öõóéïëïãéêÜ êýôôáñá åíüò åðéèçëßïõ õößóôáíôáé åîáë-
ëáãÞ, óõíå÷ßæïõí íá åêöñÜæïõí óõíÞèùò ôïí ßäéï óõí-
äõáóìü êõôïêåñáôéíþí üðùò êáé ôá áíôßóôïé÷á öõóéïëï-
ãéêÜ, áðü ôá ïðïßá Ý÷ïõí ðñïÝëèåé. 8,9 Ç äéáðßóôùóç áõôÞ
Ý÷åé ðñïóöÝñåé ìåãÜëç âïÞèåéá óôç äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç
êáé óôï äéá÷ùñéóìü êáôÜ êáôçãï-ñßåò ôùí åðéèçëéáêþí
üãêùí, 10 ìå ôçí åöáñìïãÞ ìåèüäùí áíïóïúóôï÷çìéêïý
åíôïðéóìïý ôùí êõôïêåñáôéíþí óå ìåãÜëç ðïéêéëßá éóôþí.
Ï áêñéâÞò ëåéôïõñãéêüò ñüëïò ôùí êõôïêåñáôéíþí ðáñá-
ìÝíåé áêüìç Üãíùóôïò11,12 êáé ç ðéèáíÞ éêáíüôçôÜ ôïõò
íá áëëÜæïõí ôï äõíáìéêü ôçò êáñêéíïãÝíåóçò áðáéôåß
ðåñáéôÝñù ìåëÝôç.13

ÌåãÜëï åíäéáöÝñïí ðáñïõóéÜæåé ç êõôïêåñáôßíç 8
(Ê8), ç ïðïßá åêöñÜæåôáé êõñßùò óôá áðëÜ åðéèÞëéá,
üðùò óå áõôü ôïõ ðüñïõ ôïõ ìáæéêïý áäÝíá, óôï åðéèÞëéï
ôçò ôñá÷åßáò, ôçò ïõñïäü÷ïõ êýóôçò êáé óôá çðáôïêýô-
ôáñá.3 Ç Ê8 óõíèÝôåé åôåñïðïëõìåñÝò ìå ôçí êõôïêåñá-
ôßíç 18 (Ê18) Þ ôçí êõôïêåñáôßíç 19 (Ê19), ãéá íá
äéáìïñöùèåß ôï åíäéÜìåóï éíßäéï ôïõ êõôôáñïóêåëåôïý.
Ç Ê8, ìáæß ìå ôéò Ê18 êáé Ê19, åßíáé áðü ôéò ðñþôåò
êõôïêåñáôßíåò ðïõ åêöñÜæïíôáé êáôÜ ôç öõëïãïíßá êÜôù
áðü öõóéïëïãéêÝò óõíèÞêåò,14 åíþ óõíÞèùò åêöñÜæåôáé
óå ìåãÜëï âáèìü êáé óôá åðéèçëéáêÜ íåïðëÜóìáôá.3 Ï
âáèìüò Ýêöñáóçò ôçò Ê8 ðïéêßëëåé áíÜëïãá ìå ôï âáèìü
äéáöïñïðïßçóçò ôùí áäåíïêáñêéíùìÜôùí, ìå ôïõò ðéï
êáëÜ äéáöïñïðïéçìÝíïõò üãêïõò íá åìöáíßæïõí ðéï
äéÜ÷õôç Ýêöñáóç ôçò Ê8.15

H K8, óýìöùíá ìå ðñüóöáôåò ìåëÝôåò, åìðëÝêåôáé óôç
ñýèìéóç ôçò åðéèåôéêüôçôáò ôùí êáñêéíéêþí êõôôÜñùí
ìáóôïý in vitro, äñþíôáò ùò õðïäï÷Ýáò ôïõ ðëáóìéíï-
ãüíïõ.16–19 ÅðéðëÝïí, ç Ê8 Ý÷åé åíôïðéóôåß, óå õðåñìéêñï-
óêïðéêü åðßðåäï, óôçí åðéöÜíåéá êáñêéíéêþí êõôôÜñùí
ôçò áíèñþðéíçò êõôôáñéêÞò óåéñÜò ìáóôïý MCF-7 ìÝóá
óå êõóôéêïýò ó÷çìáôéóìïýò ôçò êõôôáñéêÞò ìåìâñÜíçò.20

Áð' áõôïýò ôïõò êõóôéêïýò ó÷çìáôéóìïýò åßíáé äõíáôü
íá ðñïÝñ÷åôáé ç Ê8 ðïõ åíôïðßæåôáé óôï êáëëéåñãçôéêü
õëéêü ôçò ßäéáò óåéñÜò. H åîùêõôôÜñéá åíôüðéóç ôçò Ê8
êáé in vivo Ý÷åé ìåãÜëç êëéíéêÞ óçìáóßá, ãéáôß ç äéÜ÷õóÞ
ôçò óôïí åîùêõôôÜñéï ÷þñï êáé ç äßïäüò ôçò óôçí
êõêëïöïñßá ôïõ áßìáôïò èá ìðïñïýóå íá áðïôåëÝóåé
êáñêéíéêü äåßêôç.21

Ìå âÜóç ôá ðáñáðÜíù êáé ôï ãåãïíüò üôé ç áêñéâÞò
êáôáíïìÞ êáé ëåéôïõñãßá ôçò Ê8 in vivo äåí Ý÷åé áêüìç
äéåõêñéíéóôåß, óêïðüò ôçò ðáñïýóáò åñãáóßáò Þôáí ç
áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìåëÝôç ôçò êáôáíïìÞò ôçò Ê8, óå
åðßðåäï ïðôéêïý ìéêñïóêïðßïõ, óå ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ
êáñêéíþìáôá ìáóôïý, åãêëåéóìÝíá óå ìßãìá åðïîéêþí
ñçôéíþí. Åöáñìüóôçêå ç Ýììåóç áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìÝèï-
äïò äýï âçìÜôùí ôçò õðåñïîåéäÜóçò óå çìßëåðôåò ôïìÝò
õëéêïý âéïøßáò áðü ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá
ìáóôïý. Óôç óõíÝ÷åéá, Ýãéíå ìïñöïìåôñéêÞ ìåëÝôç ôùí
êáñêéíéêþí êõôôÜñùí óôï ïðôéêü ìéêñïóêüðéï ìå óýóôç-
ìá øçöéáêÞò áíÜëõóçò åéêüíáò, óýìöùíá ìå ôá õðÜ-
ñ÷ïíôá âéâëéïãñáöéêÜ äåäïìÝíá.22–25 Ôá áðïôåëÝóìáôá
åðåîåñãÜóôçêáí óôáôéóôéêÜ, ãéá íá åîåôáóôåß ç óõó÷Ýôéóç
ôïõ âáèìïý Ýêöñáóçò ôçò Ê8 ìå ôï âáèìü êáêïÞèåéáò
ôïõ õðü ìåëÝôç õëéêïý, ìå áðþôåñï óêïðü íá ãßíåé
åöéêôÞ ç åêôßìçóç ôïõ ñüëïõ ôçò Ê8 ùò ðñïãíùóôéêïý
ðáñÜãïíôá óôá ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá ìá-
óôïý. 

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

ÌåëåôÞèçêå õëéêü âéïøßáò áðü 9 ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ
êáñêéíþìáôá ìáóôïý êáé 4 éíïáäåíþìáôá, ìåôÜ áðü
÷åéñïõñãéêÞ áöáßñåóÞ ôïõò áðü ãõíáßêåò. Ï áñéèìüò ôùí
ðåñéðôþóåùí êñßèçêå ùò åðáñêÞò ìå ôçí åöáñìïãÞ
êáôÜëëçëùí (óôáôéóôéêþí) êñéôçñßùí åëÝã÷ïõ. Ï âáèìüò
êáêïÞèåéáò ôùí íåïðëáóìÜôùí êáèïñßóôçêå óýìöùíá ìå ôï
óýóôçìá âáèìïðïßçóçò Bloom-Richardson (Nottingham mod-
ification). Aðü ôéò 9 ðåñéðôþóåéò ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí
êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý, 3 Þôáí grade I, 3 grade II êáé 3 grade
III. Ôï õëéêü ðñïóöÝñèçêå áðü ôï Éáôñéêü ÊÝíôñï ÄéÜãíùóçò
êáé Ðáñáêïëïýèçóçò «Ðñüëçøéò».

Åðåîåñãáóßá ôïõ éóôïý

Áðü êÜèå ðåñßðôùóç, ìéêñü ôìÞìá íùðïý éóôïý (5–10 mm3)
åìâáðôéæüôáí óå ìïíéìïðïéçôéêü äéÜëõìá ãëïõôáñáëäåàäçò
2,5% óå öùóöïñéêü ñõèìéóôéêü äéÜëõìá (PBS) 0,01 Ì, pH
7,4, ãéá 1 þñá óôïõò 4 °C. Óôç óõíÝ÷åéá, êïâüôáí óå ìéêñü-
ôåñá éóôïôåìÜ÷éá (1–1,5 mm3). Ó’ áõôü ôï óôÜäéï, õðÞñ÷å
äõíáôüôçôá ðáñáìïíÞò ôùí éóôïôåìá÷ßùí óôï PBS óôïõò 4 °C
ìÝ÷ñé 3 ìÝñåò. Áêïëïõèïýóå äåýôåñç ìïíéìïðïßçóç ôùí
éóôïôåìá÷ßùí óå õäáôéêü äéÜëõìá ôåôñïîåéäßïõ ôïõ ïóìßïõ 1%
ãéá 1 þñá óôïõò 4 °C êáé ÝêðëõóÞ ôïõò ìå PBS (3×10 min)
óôïõò 4 °C. Óôç óõíÝ÷åéá, ãéíüôáí óôáäéáêÞ áöõäÜôùóç ôùí
éóôïôåìá÷ßùí, óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ, ìå åìâÜðôéóÞ ôïõò
óå áõîáíüìåíåò óõãêåíôñþóåéò õäáôéêþí äéáëõìÜôùí
áéèõëéêÞò áëêïüëçò 30%, 50%, 70%, 90%, ãéá 10 min óôï
êÜèå äéÜëõìá, êáé ôåëéêÜ óå áðüëõôç áéèõëéêÞ áëêïüëç (3×10
min). Óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ, áêïëïõèïýóå, áñ÷éêÜ,
åìðüôéóç ôùí éóôïôåìá÷ßùí ìå ïîåßäéï ôïõ ðñïðõëåíßïõ (3×5
min) êáé êáôüðéí óôáäéáêÞ åìðüôéóÞ ôïõò áðü ìßãìá åðïîéêþí
ñçôéíþí (Epon-Araldite)/ïîåéäßïõ ôïõ ðñïðõëåíßïõ óå
äéáëýìáôá áõîáíüìåíçò óõãêÝíôñùóçò, óå áíáëïãßåò: (á) 1:2



ãéá 15 min, (â) 1:1 ãéá 30 min, (ã) 2:1 ãéá 60 min, êáé ôåëéêÜ
óå êáèáñü ìßãìá ñçôéíþí (3×15 min). Óôç óõíÝ÷åéá, ãéíüôáí
óêÞíùóç ôùí éóôïôåìá÷ßùí óå åéäéêÜ åðßðåäá åëáóôéêÜ
åêìáãåßá êáé ðïëõìåñéóìüò ôùí åðïîéêþí ñçôéíþí óå êëßâáíï
óôïõò 60 °C ãéá 24 þñåò.26 Áðü êÜøïõëåò, ðïõ åß÷áí åðéëåãåß
ôõ÷áßá, êüâïíôáí áñ÷éêÜ óå õðåñìéêñïôüìï LKB III çìßëåðôåò
ôïìÝò ôïõ éóôïý, ðÜ÷ïõò 1 ìm, ãéá íá åêôéìçèåß éóôïëïãéêÜ ç
ðåñéï÷Þ ôçò âéïøßáò, êáé óôç óõíÝ÷åéá êüâïíôáí çìßëåðôåò
ôïìÝò ßäéïõ ðÜ÷ïõò áðü ðåñéï÷Ýò ðïõ óôï ìåãáëýôåñï ìÝñïò
ôïõò åß÷áí êáñêéíéêÜ êýôôáñá. Ïé ôïìÝò áõôÝò ôïõ éóôïý
ôïðïèåôïýíôáí óå áíôéêåéìåíïöüñåò ðëÜêåò êáëõììÝíåò ìå
poly-L-ëõóßíç (#P 8920, Sigma, USA), þóôå íá áðïöåõ÷èåß
ç áðïêüëëçóç ôùí ôïìþí êáôÜ ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ
äéáäéêáóßá.27 Ç êÜëõøç ôùí áíôéêåéìåíïöüñùí ðëáêþí
ãéíüôáí ìå õäáôéêü äéÜëõìá poly-L-ëõóßíçò (1:10), óýìöùíá
ìå ôéò ïäçãßåò ôçò åôáéñåßáò.

Áíïóïúóôï÷çìåßá

Óôéò çìßëåðôåò ôïìÝò åðïîéêþí ñçôéíþí åöáñìüóôçêå ç
Ýììåóç ìÝèïäïò äýï âçìÜôùí ôçò áíïóïûðåñïîåéäÜóçò.28,29

¼ëá ôá âÞìáôá ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ìåèüäïõ ðñáãìáôï-
ðïéÞèçêáí óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ, åêôüò áðü ôï âÞìá ôçò
åðþáóçò óôï ðñùôïãåíÝò áíôßóùìá.

Ëüãù ôçò õäñüöïâçò öýóçò ôùí åðïîéêþí ñçôéíþí (ðïõ
êáèéóôÜ äýóêïëç ôçí ðñüóâáóç ôùí áíïóïúóôï÷çìéêþí áíôé-
äñáóôçñßùí óôïí éóôü), ðñéí áðü ôçí åöáñìïãÞ ôçò áíïóïú-
óôï÷çìéêÞò ìåèüäïõ ãéíüôáí ÷çìéêÞ äéÜâñùóç ôùí ôïìþí,
ìå åìâÜðôéóÞ ôïõò óå êïñåóìÝíï áëêïïëéêü äéÜëõìá
áéèïîåéäßïõ ôïõ íáôñßïõ, ãéá 10 min, óå èåñìïêñáóßá
äùìáôßïõ. Óôç óõíÝ÷åéá ãéíüôáí (á) óôáäéáêÞ åíõäÜôùóç ôùí
ôïìþí ìå åìâÜðôéóÞ ôïõò óå 100%, 90%, 70%, 50% õäáôéêÜ
äéáëýìáôá áéèõëéêÞò áëêïüëçò, ãéá 5 min óå êÜèå äéÜëõìá,
êáé ôåëéêÜ óå äéóáðåóôáãìÝíï íåñü (dH2O), (â) áðåíåñãï-
ðïßçóç ôçò åíäïãåíïýò õðåñïîåéäÜóçò, ìå åìâÜðôéóç ôùí
ôïìþí óå õäáôéêü äéÜëõìá 0,3% Ç2Ï2 (#1.07210.1000, Mer-
ck, Germany) ãéá 30 min, óå óêïôåéíü ìÝñïò, (ã) îÝðëõìá ìå
dH2O (2×5 min) êáé óôç óõíÝ÷åéá ìå PBS, pH 7,4 (3×5 min),
(ä) äÝóìåõóç ôùí ìç åéäéêþí èÝóåùí ðñüóäåóçò ìå åðþáóç
ôùí ôïìþí óå äéÜëõìá 20% ïñïý êïõíåëéïý (#X 0902,
DAKO, Denmark, óå PBS), (å) åðþáóç ìå ôï ðñùôïãåíÝò
ìïíïêëùíéêü áíôßóùìá êõôïêåñáôßíçò 8 (#C5301, Sigma,
Germany) óå ôåëéêÞ áñáßùóç 1:20 óå PBS ðïõ ðåñéåß÷å 1%
ëåõêùìáôßíçò ïñïý åìâñýïõ âïüò (BSA) (#Á7638, Sigma,
Germany), ãéá 20 þñåò, óôïõò 4 °C, (óô) îÝðëõìá ìå PBS
(3×5 min), (æ) åðþáóç ìå ôï äåõôåñïãåíÝò áíôßóùìá
óõíäåäåìÝíï ìå õðåñïîåéäÜóç (#P161, DAKO, Germany)
óå ôåëéêÞ áñáßùóç 1:20 óå PBS, pH 7,4 ãéá 1 þñá, (ç)
îÝðëõìá ìå PBS (3×5 min), (è) åðþáóç ìå ôï äéÜëõìá ôïõ
÷ñùìïãüíïõ 3,3´-ôåôñáûäñï÷ëùñéêÞ äéáìéíïâåíæéäßíç (DAB)
(#18865, Boehringer Ingelheim Bioproducts, Germany)
0,05% ðáñïõóßá 0,024% H2O2 (#1.07210.1000, Merck, Ger-
many) ãéá 7 min, (é) îÝðëõìá ìå íåñü âñýóçò êáé óôç óõíÝ÷åéá
ìå dH2O ãéá 5 min, (éá) óõìðëçñùìáôéêÞ ÷ñþóç ìå áéìáôï-
îõëßíç Harris (#35194 6T, BDH, Germany) ãéá 20 min, (éâ)
îÝðëõìá ìå dH2O, (éã) áöõäÜôùóç óå õäáôéêÜ äéáëýìáôá
áéèõëéêÞò áëêïüëçò 50%, 70%, 90%, ãéá 3 min óå êÜèå

äéÜëõìá, êáé óå 100% áéèõëéêÞ áëêïüëç ãéá 3 min, äéáýãáóç
óå îõëüëç êáé êÜëõøç ôùí ôïìþí ìå DPX (#36029 4H, B-
DH, Germany). Ç ðáñáôÞñçóç ôùí ôïìþí ãéíüôáí óå ïðôéêü
ìéêñïóêüðéï Zeiss Axiolab åöïäéáóìÝíï ìå öáêïýò Zeiss
Achroplan. Ðåñéï÷Ýò êáñêéíéêþí êõôôÜñùí êáôáãñÜöïíôáí
ìå âéíôåïêÜìåñá õøçëÞò áíÜëõóçò SONY CCD-IRIS, ðïõ
Þôáí ðñïóáñìïóìÝíç óôï ïðôéêü ìéêñïóêüðéï, êáé ïé åéêüíåò
áðïèçêåýïíôáí óå Ç/Õ Pentium II 350 MHz. Ç åêôýðùóç
ôùí åéêüíùí ãéíüôáí óå åêôõðùôÞ Hewlett-Packard Color
LaserJet 4.500 õøçëÞò áíÜëõóçò.

ÌÜñôõñåò

Ãéá ôïí Ýëåã÷ï ôçò åéäéêüôçôáò ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò áíôß-
äñáóçò ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí áñíçôéêïß ìÜñôõñåò, äçëáäÞ êáôÜ
ôçí åöáñìïãÞ ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò áíôßäñáóçò åß÷å ðáñáëåé-
öèåß ôï âÞìá ôçò åðþáóçò ôùí ôïìþí ôïõ éóôïý ìå ôï ðñùôïãå-
íÝò áíôßóùìá.

Óýóôçìá áíÜëõóçò åéêüíáò – Ìïñöïìåôñßá 

Ãéá ôç ìïñöïìåôñéêÞ ìåëÝôç ôùí êáñêéíéêþí êõôôÜñùí êáé
ôçí áîéïëüãçóç ôïõ âáèìïý Ýêöñáóçò ôçò êõôïêåñáôßíçò 8
(Ê8) óå áõôÜ, ãéíüôáí øçöéáêÞ áíÜëõóç åéêüíùí ôïõ õëéêïý.
Åéäéêüôåñá, åéêüíåò êáñêéíéêþí êõôôÜñùí, ìåôÜ áðü
ðáñáôÞñçóç ìå ôïí áíôéêåéìåíéêü êáôáäõôéêü öáêü 100 ×,
êáôáãñÜöïíôáí ìå âéíôåïêÜìåñá SONY CCD-IRIS õøçëÞò
áíÜëõóçò, ðñïóáñìïóìÝíç óôï ïðôéêü ìéêñïóêüðéï, êáé
åðåîåñãÜæïíôáí øçöéáêÜ óå Ç/Õ Pentium II 350 MHz, ìå
÷ñÞóç ôïõ åéäéêïý ðñïãñÜììáôïò ìïñöïìåôñßáò Image-Pro
Plus 3.1 ôçò Media Cybernetics. ÓõãêåêñéìÝíá, óôçí êÜèå
åéêüíá, ìå åéäéêü óýóôçìá ìáêñïåíôïëþí, ãéíüôáí (á) áõôüìáôç
âáèìïíüìçóç ôïõ öùôéóìïý ôçò, (â) ìåôáôñïðÞ ôçò åéêüíáò óå
äéáâÜèìéóç ôïõ ãêñé (0–256), (ã) âáèìïíüìçóç ôçò êëßìáêáò
ôçò ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò (ÏÐ) ìå âÜóç ôçí åëÜ÷éóôç êáé ìÝãéóôç
öùôåéíüôçôá ôçò áóðñüìáõñçò åéêüíáò, (ä) ïñéóìüò êáé
ìÝôñçóç ôïõ åìâáäïý ôïõ êáñêéíéêïý êõôôÜñïõ êáé ôïõ
åìâáäïý ôïõ ðõñÞíá, ãéá íá âñåèåß ôï åìâáäüí ôïõ
êõôôáñïðëÜóìáôïò êáé (å) áõôüìáôç ìÝôñçóç ôçò ìÝóçò ÏÐ
óôï êáèïñéóìÝíï êõôôáñüðëáóìá, ðïõ áíôéðñïóùðåýåé ôï
âáèìü áíôßäñáóçò ùò ðñïò ôçí Ê8. Áðü êÜèå ðåñßðôùóç
ãéíüôáí ìÝôñçóç ôçò êõôôáñïðëáóìáôéêÞò ÏÐ óå 50 êáñêéíéêÜ
êýôôáñá. Ôá áðïôåëÝóìáôá ôùí ìåôñÞóåùí êáôá÷ùñïýíôáí
áõôüìáôá êáé åðåîåñãÜæïíôáí óå ëïãéóôéêÜ öýëëá óôï
ðñüãñáììá Excel. Ïé ßäéåò ìåôñÞóåéò ãßíïíôáí êáé óôá
íåïðëáóìáôéêÜ åðéèçëéáêÜ êýôôáñá ôùí éíïáäåíùìÜôùí.

ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç

Óôçí ðáñïõóßáóç ôùí áðïôåëåóìÜôùí, ç ïìÜäá ôùí
éíïáäåíùìÜôùí ÷áñáêôçñßóôçêå ùò «âáèìüò êáêïÞèåéáò 0»,
óå áíôéðáñÜèåóç ìå ôïõò âáèìïýò êáêïÞèåéáò É, ÉÉ êáé ÉÉÉ, ôùí
ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí êáñêéíùìÜôùí ôïõ ìáóôïý ðïõ
ìåëåôÞèçêáí. Ç óôáôéóôéêÞ áíÜëõóç äéåíåñãÞèçêå ìå ôï
óôáôéóôéêü ðáêÝôï SAS. ×ñçóéìïðïéÞèçêå ëïãáñéèìéêüò
ìåôáó÷çìáôéóìüò ôùí ìåôñÞóåùí ôçò ÏÐ ãéá ôçí åðßôåõîç
êáíïíéêüôçôáò. Ãéá ôç äéåñåýíçóç ôçò äéáöïñÜò ôùí ÏÐ óôç
ëïãáñéèìéêÞ êëßìáêá ìåôáîý ôùí äéáöüñùí âáèìþí êáêïÞèåé-

586 Ó. ×ÁÂÁÊÇ êáé óõí
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áò ôùí íåïðëáóìÜôùí ÷ñçóéìïðïéÞèçêå Ýíá ìïíôÝëï ôõ÷áßùí
åðéäñÜóåùí (Random effects models).30 Óå áõôü ôï ìïíôÝëï
ëáìâÜíåôáé õðüøç ôï ãåãïíüò üôé ðïëëáðëÜ êýôôáñá
ðñïÝñ÷ïíôáé áðü ôï ßäéï Üôïìï. ÐåñáéôÝñù, ìå ôç ìÝèïäï
ðïëëáðëþí óõãêñßóåùí ôïõ Scheffe 31 Ýãéíáí áíÜ äýï
óõãêñßóåéò ìåôáîý ôùí âáèìþí êáêïÞèåéáò. ¼ëá ôá
áíáöåñüìåíá ðáñáôçñïýìåíá åðßðåäá óçìáíôéêüôçôáò (P-val-
ues) åßíáé áìößðëåõñá. ÓôáôéóôéêÞ óçìáíôéêüôçôá áíáöÝñåôáé
üôáí P<0,05.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Óôá ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá ìáóôïý ðïõ
ìåëåôÞèçêáí, ç áäåíéêÞ äéáöïñïðïßçóç ìåéùíüôáí üóï
áýîáíå ï âáèìüò êáêïÞèåéáò ôïõ êáñêéíþìáôïò. Ôá
êáñêéíéêÜ êýôôáñá, äéáôáãìÝíá óå ìåãÜëåò Þ ìéêñÝò
óôñïããõëÝò Þ ôáéíéïåéäåßò áèñïßóåéò, ÷áñáêôçñßæïíôáí
áðü ðïéêéëßá óå ìÝãåèïò êáé ó÷Þìá. Ïé ðõñÞíåò ôïõò
Þôáí ìåãÜëïé, óõ÷íÜ ìå ðõñçíßóêïõò êáé ðïëýìïñöïé.
Óôá êáëïÞèç íåïðëÜóìáôá ðïõ ìåëåôÞèçêáí, ôá åðéèç-
ëéáêÜ êýôôáñá Þôáí ðéï ïìïéüìïñöá, ìå ìéêñüôåñïõò
ðõñÞíåò êáé ÷ùñßò ìéôþóåéò. Ç áñ÷éôåêôïíéêÞ äïìÞ ôïõ
éóôïý Þôáí ðéï êáëÜ äéáôçñçìÝíç.

Áíïóïúóôï÷çìåßá

Óå üëåò ôéò ðåñéðôþóåéò ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí
êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý ðïõ ìåëåôÞèçêáí, ç êõôïêåñáôßíç
8 (Ê8) åíôïðßóôçêå óôï êõôôáñüðëáóìá ôùí êáñêéíéêþí
êõôôÜñùí. Êáé óôïõò ôñåéò âáèìïýò êáêïÞèåéáò, äçëáäÞ
óôá grade I, grade II êáé grade III, ðáñáôçñÞèçêå
äéáâÜèìéóç ôçò áíôßäñáóçò ùò ðñïò ôçí Ê8 óôá
êáñêéíéêÜ êýôôáñá êÜèå ðåñßðôùóçò. ÓõãêåêñéìÝíá, óå
ïìÜäåò êáñêéíéêþí êõôôÜñùí, êÜðïéá êýôôáñá åß÷áí
Ýíôïíç áíôßäñáóç ùò ðñïò ôçí Ê8 óôï êõôôáñüðëáóìÜ
ôïõò (åéêüíåò 1, 2), Üëëá åß÷áí ìÝôñéá áíôßäñáóç (åéê.
3), åíþ ãåéôïíéêÜ ôïõò êýôôáñá Þôáí áñíçôéêÜ ùò ðñïò
ôçí Ê8 (åéêüíåò 2, 3).

Áðü ôç ìåëÝôç ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò åíôüðéóçò ôçò Ê8
óôá êáñêéíéêÜ êýôôáñá ôùí ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí
êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý, ðáñáôçñÞèçêáí ïé åîÞò ôýðïé
áíôßäñáóçò: 

á. ¸íôïíç áíôßäñáóç ôçò Ê8 ïìïéüìïñöá êáôáíåìçìÝíç
óå üëç ôçí Ýêôáóç ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò ôïõ
êáñêéíéêïý êõôôÜñïõ (åéêüíåò 1, 2) 

â. ÌÝôñéá áíôßäñáóç ôçò Ê8 ïìïéüìïñöá êáôáíåìçìÝíç
óå üëç ôçí Ýêôáóç ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò ôïõ
êáñêéíéêïý êõôôÜñïõ (åéêüíåò 2, 3) 

ã. ¸íôïíç Ýêöñáóç ôçò Ê8 óôçí ðåñéöÝñåéá ôïõ
êõôôáñïðëÜóìáôïò êáé ãýñù áðü ôïí ðõñÞíá ôïõ
êáñêéíéêïý êõôôÜñïõ (åéê. 4)

ä. ¸íôïíåò êáé ìåãÜëåò åóôéáêÝò åíáðïèÝóåéò ôçò Ê8
êõñßùò óôçí ðåñéöÝñåéá ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò, áëëÜ
êáé ìéêñüôåñåò åóôéáêÝò åíáðïèÝóåéò ôçò Ê8 êáôáíå-
ìçìÝíåò óå üëç ôçí Ýêôáóç ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò
ôïõ êáñêéíéêïý êõôôÜñïõ (åéê. 5)

å. ¸íôïíç Ýêöñáóç ôçò Ê8 ãýñù áðü êõôôáñïðëáóìá-
ôéêÜ êõóôßäéá. Óå ïñéóìÝíá áðü áõôÜ ç áíôßäñáóç äåí
Þôáí ïìïéüìïñöá êáôáíåìçìÝíç, åíþ ãýñù áðü Üëëá
êõóôßäéá ç áíôßäñáóç Þôáí áñíçôéêÞ (åéê. 6).

Óôá êáëïÞèç íåïðëÜóìáôá, ç áíôßäñáóç ùò ðñïò ôçí
Ê8 óôï êõôôáñüðëáóìá ôùí ðéï êáëÜ äéáöïñïðïéçìÝíùí

Å é ê ü í á  1 . ÊáñêéíéêÜ êýôôáñá óå ðïñïãåíÝò äéçèçôéêü êáñêßíùìá
ìáóôïý grade I ìå Ýíôïíç êõôôáñïðëáóìáôéêÞ Ýêöñáóç ôçò Ê8 (êåöáëÝò
âåëþí), ëüãù ôïõ êáëïý âáèìïý äéáöïñïðïßçóçò ôïõ êáñêéíþìáôïò.
Ïé ðõñÞíåò (Ð) êáé ôá óôñùìáôéêÜ óôïé÷åßá (áóôåñßóêïò) åßíáé áñíçôéêÜ
ùò ðñïò ôçí Ê8 (×500).

Åéêüíá 2 . Áêáíüíéóôåò áèñïßóåéò êáñêéíéêþí êõôôÜñùí óå ðïñïãåíÝò
äéçèçôéêü êáñêßíùìá ìáóôïý grade III. Ðáñáôçñïýíôáé ïñéóìÝíá
êýôôáñá ìå Ýíôïíç áíôßäñáóç (êåöáëÝò âåëþí) ùò ðñïò ôçí Ê8, Üëëá
ìå ìÝôñéá áíôßäñáóç (ðá÷éÜ âÝëç), êáèþò êáé ãåéôïíéêÜ ôïõò ìå áñíçôéêÞ
áíôßäñáóç (ëåðôÜ âÝëç) (×500).
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êõôôÜñùí Þôáí åíôïíüôåñç êáé ðéï ïìïéïãåíÞò (åéê. 7).
Óôéò ðåñéðôþóåéò üðïõ åß÷å ðáñáëåéöèåß ôï ðñùôïãåíÝò
áíôßóùìá (áñíçôéêïß ìÜñôõñåò), äåí ðáñáôçñÞèçêå
áíôßäñáóç (åéê. 8).

ÓôáôéóôéêÞ

ÐåñéãñáöéêÜ óôáôéóôéêÜ ìÝôñá ôùí ÏÐ (ìÝóïò±
ôõðéêÞ áðüêëéóç) áíÜ Üôïìï êáé óõíïëéêÜ ãéá êÜèå
âáèìü êáêïÞèåéáò ðáñïõóéÜæïíôáé óôïí ðßíáêá 1. Óôçí
åéêüíá 9, äßíåôáé Ýíá äéÜãñáììá ðëáéóßïõ-áðïëÞîåùí

ôçò êáôáíïìÞò ôïõ ëïãáñßèìïõ ôùí ÏÐ áíÜ âáèìü
êáêïÞèåéáò. ÂñÝèçêå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ
ôùí ÏÐ óôç ëïãáñéèìéêÞ êëßìáêá (P=0,0001) ìåôáîý
ôùí äéáöïñåôéêþí ïìÜäùí âáèìþí êáêïÞèåéáò (0, É,
ÉÉ êáé ÉÉÉ). Åéäéêüôåñá, âÜóåé ôçò ìåèüäïõ ðïëëáðëþí
óõãêñßóåùí ôïõ Scheffe, âñÝèçêå üôé ï ëïãÜñéèìïò ôùí
ÏÐ êáôÜ ìÝóï üñï äéáöÝñåé óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÜ
ìåôáîý ôùí ïìÜäùí âáèìïý êáêïÞèåéáò ÉÉ êáé 0 (P=
0,032), êáèþò êáé ìåôáîý ôùí ïìÜäùí âáèìïý êáêïÞ-
èåéáò ÉÉÉ êáé 0 (P=0,0003), åíþ áðÝ÷åé åëÜ÷éóôá áðü
ôá åðßðåäá óôáôéóôéêÞò óçìáíôéêüôçôáò ç äéáöïñÜ ìåôá-

Å é ê ü í á  4 . ÏìÜäá êáñêéíéêþí êõôôÜñùí óå ðåñßðôùóç ðïñïãåíïýò
äéçèçôéêïý êáñêéíþìáôïò ìáóôïý. Ðáñáôçñåßôáé Ýíôïíç Ýêöñáóç ôçò
Ê8 óôçí ðåñéöÝñåéá ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò êáé ãýñù áðü ôïí ðõñÞíá
(êåöáëÝò âåëþí). Óå ãåéôïíéêü êýôôáñï (áóôåñßóêïò) äéáêñßíïíôáé
Ýíôïíåò åóôéáêÝò åíáðïèÝóåéò ôçò Ê8 (êåöáëÝò âåëþí). Ïé ðõñÞíåò
ôùí êõôôÜñùí (Ð) åßíáé áñíçôéêïß ùò ðñïò ôçí Ê8 (×1300).

Åéêüíá 5 . ÏìÜäá êáñêéíéêþí êõôôÜñùí óå ðåñßðôùóç ðïñïãåíïýò
äéçèçôéêïý êáñêéíþìáôïò ìáóôïý, üðïõ ó' Ýíá êýôôáñï ðáñáôçñïýíôáé
Ýíôïíåò åóôéáêÝò åíáðïèÝóåéò ôçò Ê8 (êåöáëÝò âåëþí), ðïõ
äéáôÜóóïíôáé êõñßùò óôçí ðåñéöÝñåéá ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò. Ôá
ãåéôïíéêÜ êýôôáñá åßíáé áñíçôéêÜ ùò ðñïò ôçí Ê8 (ëåðôü âÝëïò) (×1300).

Å é ê ü í á  6. ÏìÜäá êáñêéíéêþí êõôôÜñùí óå ðåñßðôùóç ðïñïãåíïýò
äéçèçôéêïý êáñêéíþìáôïò ìáóôïý, ìå Ýíôïíïõò ðõñçíßóêïõò êáé ðïëëÜ
êõóôßäéá óôï êõôôáñüðëáóìÜ ôïõò. Ãýñù áðü áñêåôÜ êõóôßäéá
ðáñáôçñåßôáé Ýíôïíç áíôßäñáóç ùò ðñïò ôçí Ê8 (êåöáëÝò âåëþí), åíþ
óå Üëëá äåí ðáñáôçñåßôáé áíôßäñáóç (ëåðôÜ âÝëç) (×1300).

Å é ê ü í á  3 . ÏìÜäá êáñêéíéêþí êõôôÜñùí óå ðïñïãåíÝò äéçèçôéêü
êáñêßíùìá ìáóôïý grade II ìå ìéêñÞ äéáôÞñçóç ôçò áäåíéêÞò
äéáöïñïðïßçóçò. Ðáñáôçñïýíôáé ëßãá êýôôáñá ìå ìÝôñéá áíôßäñáóç ùò
ðñïò ôçí Ê8 (ðá÷éÜ âÝëç), åíþ ôá ðåñéóóüôåñá äåí åêöñÜæïõí ôçí Ê8
(ëåðôÜ âÝëç) (×500).
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îý âáèìïý êáêïÞèåéáò É êáé 0 (P=0,067). Ìç óôáôé-
óôéêþò óçìáíôéêÝò Þôáí ïé äéáöïñÝò ìåôáîý ôùí äéáöü-
ñùí âáèìþí êáêïÞèåéáò (P=0,995, P=0,461 êáé
P=0,621, ãéá ôç óýãêñéóç É Ýíáíôé ÉÉ, É Ýíáíôé ÉÉÉ êáé ÉÉ
Ýíáíôé ÉÉÉ, áíôßóôïé÷á).

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

Óôçí åñãáóßá áõôÞ ãßíåôáé ìå åðéôõ÷ßá áíïóïåíôüðéóç
ôçò Ê8 ìå ÷ñÞóç DAB ùò ÷ñùìïãüíïõ, óå çìßëåðôåò
ôïìÝò áðü ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá ìáóôïý.

Ç åðéôõ÷ßá ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ìåèüäïõ ðïõ
åöáñìüæåôáé åîáñôÜôáé óå ìåãÜëï âáèìü áðü ôï åßäïò
ôïõ ìïíéìïðïéçôéêïý ìÝóïõ ðïõ ÷ñçóéìïðïéåßôáé, áðü ôï
÷ñüíï ìïíéìïðïßçóçò ôïõ éóôïý êáé áðü ôï ìÝãåèïò ôïõ

éóôïôåìá÷ßïõ ðïõ ðñüêåéôáé íá ìïíéìïðïéçèåß, ìå óêïðü
ôç äéáôÞñçóç ôçò êáëÞò ìïñöïëïãßáò ôïõ éóôïý, áëëÜ
êáé ôçò áíôéãïíéêüôçôÜò ôïõ, 32,33 þóôå íá ìçí êáëýðôïíôáé
ïé äéáèÝóéìåò áíôéãïíéêÝò èÝóåéò ìå ôçí áíÜðôõîç
ðëåõñéêþí äåóìþí ãýñù áðü áõôÝò.34 Óýìöùíá ìå ôç
äéåèíÞ âéâëéïãñáößá, ç ÷ñÞóç öïñìüëçò ùò ìïíéìïðïéç-
ôéêïý ìÝóïõ Ý÷åé áñíçôéêÞ åðßäñáóç óôçí áíïóïåíôüðéóç
áíôéãïíéêþí èÝóåùí óå ìüñéá êõôïêåñáôéíþí êáé Üëëùí
âéïìïñßùí, ìå áðïôÝëåóìá íá áðáéôåßôáé ç ÷ñÞóç ðñùôåú-
íáóþí ãéá ôçí áðïêÜëõøç ôùí áíôéãïíéêþí èÝóåùí. 35,36

Å é ê ü í á  7 . ÌéêñÝò ïìÜäåò íåïðëáóìáôéêþí åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí óå
éíïáäÝíùìá ìáóôïý ìå Ýíôïíç êõôôáñïðëáóìáôéêÞ Ýêöñáóç ôçò Ê8
(êåöáëÝò âåëþí). Ðáñáôçñåßôáé ìåãáëýôåñç áäåíéêÞ äéáöïñïðïßçóç
êáé êáëýôåñç äéáôÞñçóç ôçò áñ÷éôåêôïíéêÞò ôïõ éóôïý (× 500).

Åéêüíá 9 . ÄéÜãñáììá ðëáéóßïõ-áðïëÞîåùí ôçò êáôáíïìÞò ôïõ ëïãá-
ñßèìïõ ôùí ïðôéêþí ðõêíïôÞôùí (ÏÐ) áíÜ âáèìü êáêïÞèåéáò.

Åéêüíá 8 . Ï áñíçôéêüò ìÜñôõñáò óå ðåñßðôùóç ðïñïãåíïýò äéçèç-
ôéêïý êáñêéíþìáôïò ìáóôïý, üðïõ äåí ðáñáôçñåßôáé êáíÝíá åßäïò
áíïóïåíôüðéóçò ùò ðñïò ôçí Ê8 (×500).

Ð ß í á ê á ò  1 . ÐåñéãñáöéêÜ óôáôéóôéêÜ ìÝôñá ôùí ïðôéêþí ðõêíïôÞôùí
(ÏÐ) áíÜ Üôïìï êáé óõíïëéêÜ ãéá êÜèå ïìÜäá âáèìïý êáêïÞèåéáò.

0 (Éíïáäåíþìáôá) ¢ôïìï 1 (Í=50) 8,08±8,04
¢ôïìï 2 (Í=50) 6,91±6,97
¢ôïìï 3 (Í=50) 9,88±6,48
¢ôïìï 4 (Í=50) 5,67±4,46
Óýíïëï (Í=200) 7,64±6,75

I ¢ôïìï 1 (Í=50) 16,22±23,57
¢ôïìï 2 (Í=50) 26,74±33,77
¢ôïìï 3 (Í=50) 95,21±120,15
Óýíïëï (Í=150) 46,06±80,87

II ¢ôïìï 1 (Í=50) 13,08±21,81
¢ôïìï 2 (Í=50) 68,42±98,32
¢ôïìï 3 (Í=50) 57,18±71,89
Óýíïëï (Í=150) 46,23±74,90

III ¢ôïìï 1 (Í=50) 55,25±51,80
¢ôïìï 2 (Í=50) 105,45±214,37
¢ôïìï 3 (Í=50) 105,92±243,22
Óýíïëï (Í=150) 88,87±189,78

ÏÐ
Âáèìüò Áñéèìüò  êõ ô ôÜñùí  ðïõ Ì Ý ó ï ò ± ô õ ð é ê Þ
êáêïÞèå éáò ì å ô ñ Þ è ç ê á í  á í Ü  Ü ô ï ì ï áðüêëéóç



Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá, ôï ìéêñü ìÝãåèïò ôùí éóôïôå-
ìá÷ßùí (1–1,5 mm3), ðïõ ìïíéìïðïéïýíôáí óå ó÷åôéêÜ
ìåãÜëç óõãêÝíôñùóç ãëïõôáñáëäåàäçò (2,5%) ãéá 1
þñá óôïõò 4 °C, åîáóöÜëéóå ôçí êáëÞ äéáôÞñçóç ôçò
ìïñöïëïãßáò ôïõ éóôïý, áëëÜ ôáõôü÷ñïíá êáé ôçí
áíôéãïíéêüôçôÜ ôïõ ùò ðñïò ôçí Ê8, ìå áðïôÝëåóìá íá
áðïäïèåß ëåðôïìåñÞò áíïóïåíôüðéóç.

Ðñéí áðü ôçí åöáñìïãÞ áíïóïúóôï÷çìéêÞò ìåèüäïõ óå
çìßëåðôåò ôïìÝò åðïîéêþí ñçôéíþí, åßíáé áðáñáßôçôç ç
åðþáóç ôùí ôïìþí ìå êáôÜëëçëï ìÝóï, þóôå íá
äéáâñùèåß ôï ðïëõìåñÝò ôùí ñçôéíþí êáé íá åßíáé äõíáôÞ
ç äéåßóäõóç ôùí áíïóïúóôï÷çìéêþí áíôéäñáóôçñßùí óôïí
éóôü. Ç ÷ñïíéêÞ äéÜñêåéá üìùò ôçò åðþáóçò áðïôåëåß
êñßóéìï ðáñÜãïíôá ãéá ôçí åðéôõ÷Þ Ýêâáóç ôçò áíïóïú-
óôï÷çìéêÞò áíôßäñáóçò, ãéáôß ç ìáêñü÷ñïíç åðþáóç
êáôáóôñÝöåé ôç ìïñöïëïãßá ôïõ éóôïý, åíþ ç âñá÷ý÷ñïíç
äåí áöáéñåß ïëïêëçñùôéêÜ ôç ñçôßíç, åðçñåÜæïíôáò
áñíçôéêÜ ôï âáèìü ôçò áíïóïáíôßäñáóçò. Óôçí ðáñïýóá
åñãáóßá, ç åðþáóç ôùí çìßëåðôùí ôïìþí, ðÜ÷ïõò 1 ìm,
óå êïñåóìÝíï áëêïïëéêü äéÜëõìá áéèïîåéäßïõ ôïõ íáôñßïõ
ãéá 10 min, Ýäùóå ôá êáëýôåñá áíïóïúóôï÷çìéêÜ áðïôåëÝ-
óìáôá.

Ç åðåîåñãáóßá êáé ç ðñïåôïéìáóßá ôïõ õëéêïý ðïõ
÷ñçóéìïðïéÞèçêå åðéôñÝðåé ôç ìïñöïëïãéêÞ êáé áíïóïú-
óôï÷çìéêÞ ìåëÝôç ôïõ ßäéïõ õëéêïý êáé óå õðåñìéêñï-
óêïðéêü åðßðåäï, ìå ðáñáôÞñçóç óôï çëåêôñïíéêü
ìéêñïóêüðéï äéÝëåõóçò. ¸ôóé, ìðïñåß íá ãßíåé Üìåóç
óýãêñéóç ôïõ áíïóïúóôï÷çìéêïý åíôïðéóìïý ôçò Ê8 óå
äéáäï÷éêÜ ãåéôïíéêÝò çìßëåðôåò êáé õðÝñëåðôåò ôïìÝò ôïõ
éóôïý êáé ç óõó÷ÝôéóÞ ôçò ìå õðåñìéêñïóêïðéêÝò äïìÝò.
ÅðïìÝíùò, åßíáé äõíáôüò ï áêñéâÞò åíôïðéóìüò ôçò Ê8
óôá ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá ìáóôïý.

Ç øçöéáêÞ áíÜëõóç åéêüíáò ÷ñçóéìïðïéåßôáé üëï êáé
ðåñéóóüôåñï óôçí ðáèïëïãéêÞ áíáôïìéêÞ êáé óôçí
éóôïëïãßá ãéá ôç ìÝôñçóç êáé áîéïëüãçóç ìïñöïëïãéêþí
êáé ïðôéêþí ðáñáìÝôñùí óå éóôïëïãéêÜ ðáñáóêåõÜ-
óìáôá, êáôÜëëçëá éóôï÷çìéêÜ Þ áíïóïúóôï÷çìéêÜ ÷ñùìá-
ôéóìÝíá.22 Óôïí êáñêßíï ôïõ ìáóôïý, ç áíïóïåíôüðéóç
âéïëïãéêþí äåéêôþí êáé ç ìåëÝôç ôïõò ìå øçöéáêü óý-
óôçìá áíÜëõóçò åéêüíáò äßíåé ôç äõíáôüôçôá áíôéêåéìå-
íéêÞò êáé åðáíáëáìâáíüìåíçò åêôßìçóçò êáé áîéïëü-
ãçóçò ôùí áðïôåëåóìÜôùí, Ýôóé þóôå íá åðéôõã÷Üíåôáé
áêñéâÝóôåñç äéÜãíùóç êáé ðñüãíùóç.23,25,37 Áðü ôéò
ìåôñÞóåéò, ìå ôï øçöéáêü óýóôçìá áíÜëõóçò åéêüíáò,
ôùí êõôôáñïðëáóìáôéêþí ÏÐ óôá êáñêéíéêÜ êýôôáñá ôùí
ðïñïãåíþí äéçèçôéêþí êáñêéíùìÜôùí ìáóôïý ðïõ
ìåëåôÞèçêáí, ãßíåôáé öáíåñÞ ç åôåñïãÝíåéá óôçí Ýêöñá-
óç ôçò Ê8, ôüóï óå åðßðåäï ðåñßðôùóçò, áðü ôç ìåãÜëç
ôõðéêÞ áðüêëéóç ôùí ôéìþí, üóï êáé ìåôáîý ôùí
ðåñéðôþóåùí ðïõ áíÞêïõí óôïí ßäéï âáèìü êáêïÞèåéáò.
Áíôßèåôá, óôá ìåëåôçèÝíôá êáëïÞèç íåïðëÜóìáôá
(éíïáäåíþìáôá) ç ôõðéêÞ áðüêëéóç äåí åßíáé ôüóï

ìåãÜëç êáé ïé ôéìÝò ôùí ÏÐ ìåôáîý ôùí ðåñéðôþóåùí
åßíáé ðéï ïìïéüìïñöåò. 

Ç óôáôéóôéêÞ áíÜëõóç Ýäåéîå üôé, ìåôáîý ôùí âáèìþí
êáêïÞèåéáò ôùí ðåñéðôþóåùí ôïõ ðïñïãåíïýò äéçèçôéêïý
êáñêéíþìáôïò ìáóôïý ðïõ ìåëåôÞèçêáí, äåí õðÜñ÷åé
óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôçí Ýêöñáóç ôçò Ê8. Ôï
äåäïìÝíï áõôü Ýñ÷åôáé óå óõìöùíßá ìå ðñïçãïýìåíç
ìåëÝôç ôùí Heatley et al (1995), 38 óôçí ïðïßá Ýãéíå
óõãêñéôéêÞ ìåëÝôç ôçò Ýêöñáóçò ôùí êõôïêåñáôéíþí ìå
áíïóïúóôï÷çìéêÝò ìåèüäïõò óå êáëïÞèç êáé êáêïÞèç
íåïðëÜóìáôá ôïõ ìáóôïý. Ïé åñåõíçôÝò áõôïß êáôÝëçîáí
óôï óõìðÝñáóìá, ìåôáîý Üëëùí, üôé, áõîáíïìÝíïõ ôïõ
âáèìïý êáêïÞèåéáò óôá óõãêåêñéìÝíá íåïðëÜóìáôá, ç
ìåôáâïëÞ ôçò Ýêöñáóçò ôùí êõôïêåñáôéíþí –üðïõ
ðáñáôçñåßôáé– äåí åßíáé óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ.

ÅðïìÝíùò, áðü ôá ìÝ÷ñé ôþñá áðïôåëÝóìáôá öáßíåôáé
üôé, áöåíüò ìåí ï âáèìüò Ýêöñáóçò ôçò Ê8 äåí áðïôåëåß
áóöáëÞ äåßêôç ãéá ôçí åêôßìçóç ôïõ âáèìïý êáêïÞèåéáò
óôá ðïñïãåíÞ äéçèçôéêÜ êáñêéíþìáôá ôïõ ìáóôïý êáé
áöåôÝñïõ ìðïñåß íá áðïôåëÝóåé áóöáëÞ äåßêôç äéÜ-
êñéóçò ìåôáîý êáêïÞèåéáò êáé êáëïÞèåéáò. Ï äåßêôçò
áõôüò èá ìðïñïýóå ìåëëïíôéêÜ íá ÷ñçóéìïðïéçèåß ãéá
äéáãíùóôéêÝò äéáäéêáóßåò êáé ðñïò ôçí êáôåýèõíóç áõôÞ
ðéóôåýåôáé üôé èá âïçèÞóåé áðïôåëåóìáôéêÜ ç ïëïêëÞ-
ñùóç ôçò ìåëÝôçò óôï çëåêôñïíéêü ìéêñïóêüðéï.

ÅÕ×ÁÑÉÓÔÉÅÓ

Ç ðáñïýóá åñãáóßá ÷ñçìáôïäïôÞèçêå áðü ôïí ÅËÊÅ
ôïõ Ðáíåðéóôçìßïõ Áèçíþí (êùä. 70/4/3495) êáé áðü
ôçí ÅñåõíçôéêÞ Åðé÷ïñÞãçóç Áêáäçìáúêïý ¸ôïõò 1999
ôçò ÉáôñéêÞò Ó÷ïëÞò ôïõ Ðáíåðéóôçìßïõ Áèçíþí (Ýôïõò
1999) ãéá ôçí åíßó÷õóç åñåõíçôéêþí ðñïãñáììÜôùí. Ïé
óõããñáöåßò åêöñÜæïõí ôéò åõ÷áñéóôßåò ôïõò óôïí éáôñü
ê. Óô. Âáóßëáñï, Üìéóèï åðßêïõñï êáèçãçôÞ ôçò ÉáôñéêÞò
Ó÷ïëÞò ôïõ Ðáíåðéóôçìßïõ Áèçíþí, ãéá ôçí ðñïóöïñÜ
ôïõ õðü ìåëÝôç õëéêïý áðü ôï Éáôñéêü ÊÝíôñï ÄéÜãíùóçò
êáé Ðáñáêïëïýèçóçò «Ðñüëçøéò», ôçí êáèçãÞôñéá êá
Ì. Éóéäùñßäïõ, õðåýèõíç ôçò ÅñåõíçôéêÞò ÌïíÜäáò
Éóôï÷çìåßáò êáé ÊõôôáñéêÞò Âéïëïãßáò ôçò Øõ÷éáôñéêÞò
ÊëéíéêÞò ôïõ Ðáíåðéóôçìßïõ Áèçíþí óôï ÁéãéíÞôåéï
Íïóïêïìåßï, ãéá ôçí ðáñá÷þñçóç ôïõ õðåñìéêñïôüìïõ,
ôç óôáôéóôéêü êá ×ñ. Óùôçñïðïýëïõ, ãéá ôç äéåîïäéêÞ
åðåîåñãáóßá êáé óôáôéóôéêÞ áíÜëõóç ôùí äåäïìÝíùí, êáé
ôçí ôå÷íïëüãï ôïõ Ðáèïëïãïáíáôïìéêïý Åñãáóôçñßïõ
ôïõ Åõãåíßäåéïõ Èåñáðåõôçñßïõ ê. Á. Óôåñãéþôç, ãéá ôçí
áìÝñéóôç êáé ïõóéáóôéêÞ âïÞèåéá óôç óõëëïãÞ ôïõ õðü
ìåëÝôç õëéêïý. ÔÝëïò, ïé óõããñáöåßò åõ÷áñéóôïýí èåñìÜ
ôçí åôáéñåßá óõóôçìÜôùí áíÜëõóçò øçöéáêÞò åéêüíáò
Digital Image Systems ãéá ôçí Üøïãç ôå÷íéêÞ õðïóôÞñéîç
ôïõ õðïëïãéóôéêïý óõóôÞìáôïò ìïñöïìåôñßáò êáé
áíÜëõóçò åéêüíáò, êáèþò êáé ãéá ôïí ðñïãñáììáôéóìü
ôùí ìáêñïåíôïëþí.
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Immunolocalization of cytokeratin 8 on epoxy resin semithin sections
of infiltrating ductal breast carcinomas
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OBJECTIVE Cytokeratins belong to the intermediate filament family of the epithelial cells. The cytokeratin class
expressed in an epithelial cell is cell specific. Cytokeratin 8 (CK8) is present in simple epithelia, such as mam -
mary gland duct cells, and in related neoplasms. CK8 may be implicated in the promotion of breast cancer cell
invasiveness in vitro . It is immunolocalized at the outer phase of the cellular membrane of breast cancer cells
and is also released into the culture medium; the precise distribution and function of CK8 in vivo has not yet
been elucidated. The purpose of this study was the immunolocalization of CK8, under the light microscope, on
epoxy resin semithin sections of infiltrating ductal breast carcinomas. The role of CK8 as a prognostic factor was
also investigated in infiltrating ductal breast carcinomas. METHOD Nine cases of infiltrating ductal breast car-
cinoma and 4 cases of fibroadenoma were studied. In each case, small pieces of fresh tissue were fixed, dehy-
drated, and embedded in a mixture of epoxy resins. After removal of the epoxy resin polymer in semithin sec -
tions of selected cancerous areas, the two step indirect immunoperoxidase method was applied for CK8
immunolocalization. The average optical density in the cytoplasm of the cancer cells, which represents the CK8
expression, was measured by image analysis and the results were analysed statistically. RESULTS In all cases of
infiltrating ductal breast carcinoma, grading of CK8 immunoreaction in the cytoplasm of cancer cells was
observed, but in the benign neoplasms the reaction was more intense and uniform. No reaction was observed
in negative controls. Statistically significant difference was observed in the average cytoplasmic optical density
of the cancer cells, between histological grades II, III and the fibroadenomas, while there was no statistically sig-
nificant difference between histological grades I, II and III. CONCLUSIONS The tissue preparation procedure
assured successful and specific CK8 immunolocalization on semithin sections of infiltrating ductal breast carci-
nomas. It is possible that using the same experimental material, the detailed distribution of CK8 can be further
studied under the electron microscope. The statistical analysis showed that the value of CK8 expression in assess-
ing tumor grade appears to be limited, where as it can be used as a safe indicator to distinguish malignant from
benign tumors.

ABSTRACT

Key words: Breast, Cytokeratin 8, Ductal infiltrating carcinoma, Immunohistochemistry, Morphometry
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