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ÉóôéêÝò ìéêñïóõóôïé÷ßåò óôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ
êáé ìïñéáêÞ äéåñåýíçóç ôïõ óõóôÞìáôïò DNA
MMR óôïí êáñêßíï ôïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ

ÓÊÏÐÏÓ Ç åöáñìïãÞ ôùí éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí êáé ôçò õðïëïãéóôéêÞò
ìïñöïìåôñßáò óôç óõíäõáóìÝíç äéåñåýíçóç ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò Ýê-
öñáóçò ôùí ðñùôåúíþí MLH1, MSH2 êáé MSH6 ôïõ óõóôÞìáôïò åðéäéüñ-
èùóçò óöáëìÜôùí ôïõ DNA (DNA mismatch repair system) êáé ôçò áóôÜ-
èåéáò ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 3, 9, 16 êáé 17 óå óðïñáäéêÜ áäåíïêáñêéíþ-
ìáôá ôïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ. ÕËÉÊÏ-ÌÅÈÏÄÏÓ ÌåëåôÞèçêå ç áíïóïúóôï÷ç-
ìéêÞ Ýêöñáóç ôùí ìïñßùí MLH1, MSH2, MSH6 ìå óýóôçìá áõôüìáôçò
áíïóïúóôï÷çìåßáò ôüóï óå âéïðôéêü üóï êáé óå êõôôáñïëïãéêü (åíäï÷åé-
ñïõñãéêÜ áðïôõðþìáôá) õëéêü ðñïåñ÷üìåíï áðü 60 áäåíïêáñêéíþìáôá
ðá÷Ýïò åíôÝñïõ (4 õøçëÞò, 40 ìÝóçò êáé 16 ÷áìçëÞò äéáöïñïðïßçóçò).
Åöáñìüóôçêå, ðáñÜëëçëá, ç ìïñéáêÞ ôå÷íéêÞ ôïõ ÷ñùìïãüíïõ in situ
õâñéäéóìïý ìå ôç ÷ñÞóç ôùí é÷íçèåôþí ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 3, 9, 16
êáé 17. Ôï óýíïëï ôùí ðåñéðôþóåùí óõìðåñéåëÞöèç óå Ýíáí êýâï ðáñá-
ößíçò ìå ôçí åöáñìïãÞ ôçò ìåèüäïõ ôùí éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí (tissue
microarrays). Ç ðïóïôéêÞ åêôßìçóç ôçò Ýêöñáóçò ôïõ MLH1 ðñáãìáôï-
ðïéÞèçêå ìå óýóôçìá áíÜëõóçò åéêüíáò, ìå ôï ïðïßï õðïëïãßóôçêå ç
Ýíôáóç ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò, üðùò êáé ç ìÝôñçóç ôùí óçìÜôùí
ôùí êåíôñïìåñþí áíÜ ðõñÞíá, åíþ ç óôáôéóôéêÞ åðåîåñãáóßá ôùí äåäï-
ìÝíùí ðñáãìáôïðïéÞèçêå ìå ôçí åöáñìïãÞ ôïõ ëïãéóìéêïý óôáôéóôéêÞò
SPSS version 11.0-äïêéìáóßåò independent samples T êáé chi square.
ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ Áðþëåéá ôçò Ýêöñáóçò Þ õðïÝêöñáóç ôùí MLH1, MSH2
êáé MSH6 ðáñáôçñÞèçêå óå 8 ðåñéóôáôéêÜ (13%). Õðåñßó÷õóå ç áðþëåéá
ôçò Ýêöñáóçò ôïõ MLH1 (7/8). Óå 1/8 ðåñéóôáôéêÜ ðáñïõóéÜóôçêå óõí-
äõáóìÝíç õðïÝêöñáóç Þ áðþëåéá Ýêöñáóçò êáé ôùí 3 äåéêôþí, óå 4/8
üãêïõò äýï äåéêôþí, åíþ óôá õðüëïéðá 3 ðáñáôçñÞèçêå ìïíáäéáßá áðþ-
ëåéá Ýêöñáóçò äåéêôþí. ÓôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÝò äéáöïñÝò (Ñ<0,01) ðá-
ñáôçñÞèçêáí óôç óýãêñéóç ìåôáîý ôùí ïìÜäùí êáíïíéêÞò Ýêöñáóçò (52
üãêïé) êáé õðïÝêöñáóçò (8 üãêïé) ìå âÜóç ôçí Ýêöñáóç ôïõ MLH1 êáé
ôçí áóôÜèåéá Þ ôç óôáèåñüôçôá ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 9 êáé 17. Áíåõðëï-
åéäßá (2,5 [ïñéáêÞ]�5 óÞìáôá/áíÜ ðõñÞíá) ðáñáôçñÞèçêå óå ìåãáëýôå-
ñï âáèìü óôçí ðñþôç ïìÜäá, åýñçìá ôï ïðïßï óõó÷åôßæåôáé ìå ÷åéñüôå-
ñç ðñüãíùóç, åéäéêÜ üóïí áöïñÜ óôçí áóôÜèåéá ôïõ ÷ñùìïóþìáôïò 17.
ÔÝëïò, ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ (Ñ<0,01) óôçí åíôü-
ðéóç ôùí üãêùí, êáèþò 6/8 åîïñìþíôáí áðü ôï äåîéü êüëïí. ÓÕÌÐÅÑÁ-
ÓÌÁÔÁ Ç ëåéôïõñãéêÞ Ýêðôùóç ôïõ óõóôÞìáôïò åðéäéüñèùóçò ôïõ DNA
ïäçãåß óôï öáéíüìåíï ôçò ìéêñïäïñõöïñéêÞò áóôÜèåéáò. Ç áíïóïúóôï-
÷çìéêÞ áðþëåéá Þ ç õðïÝêöñáóç ôïõ ãïíéäßïõ MLH1 óôçí ðëåéïøçößá
ôùí üãêùí áõôþí õðïäçëþíåé ôïí êñéôéêü ñüëï ôïõ óôçí áðåíåñãïðïßç-
óç ôïõ óõóôÞìáôïò. Ïé üãêïé áõôïß, ïé ïðïßïé ÷áñáêôçñßæïíôáé áðü ìÝóç
ðñïò ÷áìçëÞ äéáöïñïðïßçóç, óôçí ðëåéïíüôçôÜ ôïõò åìöáíßæïíôáé ÷ñù-
ìïóùìéáêÜ óôáèåñïß üóïí áöïñÜ óôá åîåôáæüìåíá ÷ñùìïóþìáôá, åíþ,
ìå åîáßñåóç ôï ÷ñùìüóùìá 3, ç áíåõðëïåéäßá öáßíåôáé íá ðëÞôôåé óå
ìåãáëýôåñï âáèìü ôïõò áíïóïúóôï÷çìéêÜ óôáèåñïýò üãêïõò.
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Ï êáñêßíïò ôïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ áðïôåëåß ðñïúüí ôçò

óõíäõáóìÝíçò êáé áëëçëïäéÜäï÷çò åðßäñáóçò ãåíåôé-

êþí óõìâÜíôùí, ôá ïðïßá ìåôáôñÝðïõí ôï öõóéïëïãéêü

âëåííïãüíï áñ÷éêÜ óå äõóðëáóôéêü (aberrant crypt foci,

ðñüäñïìåò åóôéáêÝò äõóðëáóôéêÝò êñýðôåò), óôç óõíÝ-

÷åéá óå íåïðëáóìáôéêü (áäåíùìáôþäçò åîÝëéîç) êáé

êáôüðéí, ìå ôçí ðÜñïäï ôïõ ÷ñüíïõ, óå êáñêéíéêü (êáñ-

êéíéêÞ åîáëëáãÞ). Ôá ðñüôõðá áíÜðôõîçò ôïõ åí ëüãù

êáñêßíïõ åðéôñÝðïõí ôçí ôáîéíüìçóç ôùí ðåñéóôáôéêþí

óå åêåßíá ðïõ áíÞêïõí óôçí êáôçãïñßá ôïõ êëçñïíïìé-

êïý êáñêßíïõ ÷ùñßò ðïëõðïäßáóç (hereditary nonpoly-

posis colorectal cancer, HNCC), óå åêåßíá ðïõ åìöáíß-

æïõí ïéêïãåíÞ ðïëõðïäßáóç (familial adenomatous poly-

posis, êëçñïíïìïýìåíåò ìåôáëëÜîåéò ôïõ ãïíéäßïõ APC)

êáé óôéò óðïñáäéêÝò ìïñöÝò åêäÞëùóçò (sporadic cancer),

üðïõ ôï õðüóôñùìá åîüñìçóçò ôïõ üãêïõ ùò áðïôÝëå-

óìá óõóóþñåõóçò ãåíåôéêþí óöáëìÜôùí ôåëåß õðü äéå-

ñåýíçóç.1

Ôï óýíäñïìï Lynch Þ HNCC áðïôåëåß ìéá ãåíåôéêÜ

ìåôáâéâáæüìåíç ìå ôïí åðéêñáôïýíôá áõôïóùìéêü ÷á-

ñáêôÞñá äéáôáñá÷Þ êáé ó÷åôßæåôáé ìå ôçí áíÜðôõîç êáñ-

êéíþìáôïò ôïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ, åíäïìçôñéêïý êáñêéíþ-

ìáôïò, êáñêßíïõ ôïõ ëåðôïý åíôÝñïõ, ôïõ ïõñçôÞñá Þ

ôçò íåöñéêÞò ðõÝëïõ óðáíéüôåñá. Ç êáñêéíïãåíåôéêÞ

äéáäéêáóßá óõó÷åôßæåôáé ìå ìåôáëëÜîåéò (germline muta-

tions) óå 5 ãïíéäéáêïýò åðßôïðïõò õðåýèõíïõò ãéá ôçí

åðáíïñèùôéêÞ ëåéôïõñãßá ôïõ DNA óå ðåñéðôþóåéò áóôï-

÷ßáò óõíôáéñéÜóìáôïò ôùí âÜóåùí (DNA mismatch repair

function).2 To óýóôçìá áõôü áðïôåëåß Ýíá «ãåíåôéêü áðï-

ëßèùìá» ôïõ ïñãáíéóìïý, üðùò êáé ïé ôá÷Ýùò åðáíá-

ëáìâáíüìåíåò ïëéãïíïõêëåïôéäéêÝò áëëçëïõ÷ßåò (óõíÞ-

èùò áðïôåëïýìåíåò áðü 2–6 æåýãç âÜóåùí) ðïõ óõã-

êñïôïýí ôï ìéêñïäïñõöïñéêü DNA (microsatellite DNA)

êáé ôá êõñéüôåñá ãïíßäéá åäñÜæïíôáé óôïõò âñá÷åßò âñá-

÷ßïíåò ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2 (MSH2-2p21, MSH6-2p22)

êáé 3 (ÌLÇ1-3p31). Tá ðáñáãüìåíá áðü ôá ãïíßäéá

áõôÜ ðñùôåúíéêÜ ðñïúüíôá åëÝã÷ïõí ôõ÷üí ëÜèç áíá-

äõüìåíá êáôÜ ôç äéáäéêáóßá áíôéãñáöÞò ôïõ DNA. Ôï

ôåëåõôáßï áðïôåëåß Ýíá åõáßóèçôï, åýèñáõóôï âéïëïãé-

êü ìüñéï. ÊÜèå êýôôáñï õðïëïãßæåôáé üôé óôåñåßôáé 10.000

âÜóåùí áíÜ çìÝñá áðü ôïí êáôáêåñìáôéóìü ôïõ ìïñßïõ

ëüãù ôçò èåñìïêñáóßáò ôïõ óþìáôïò Þ ëüãù ìç÷áíé-

êþí åðéâáñýíóåùí êáé ôá äéáéñïýìåíá êýôôáñá åéóÜ-

ãïõí åðéðñüóèåôá ëÜèç êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò áíôéãñá-

öÞò ôïõ. Äýï äéáöïñåôéêÜ åôåñïäéìåñÞ óõìðëÝãìáôá,

ðñïóïìïéÜæïíôá óôï óýóôçìá MutS ôùí âáêôçñßùí, åß-

íáé õðåýèõíá ãéá ôçí áíáãíþñéóç ôùí ëáèþí: MSH2-

MSH3 êáé MSH2-MSH6. Êáé åíþ ç ðáñïõóßá ôïõ MSH2

óôï óýìðëåãìá åßíáé åðéâåâëçìÝíç, ôï MSH3 ìðïñåß íá

áíôéêáôáóôÞóåé ôï MSH6 óôç äéïñèùôéêÞ äéáäéêáóßá ôçò

åéóáãùãÞò ëáèþí, áëëÜ ü÷é ôùí ìïíïâáóéêþí åëëåéðôé-

êþí æåõãáñéþí (single-base mispairs). Ôçí áíáãíþñéóç

ôùí ëáèþí áêïëïõèåß ç äñÜóç ôïõ óõìðëÝãìáôïò ôùí

åôåñïäéìåñþí MLH1-MLH2, ôá ïðïßá ðñïóïìïéÜæïõí

óôï óýóôçìá MutL ôùí âáêôçñßùí êáé åðéôåëïýí ôçí

êýñéá åðéäéïñèùôéêÞ äéáäéêáóßá ôçò áíáóõãêñüôçóçò êáé

ôïõ óõíôáéñéÜóìáôïò ôùí âÜóåùí. ̧ ëëåéøç ôçò åðéäéïñ-

èùôéêÞò áõôÞò éêáíüôçôáò ôïõ ìïñßïõ ôïõ DNA ëüãù

ìåôÜëëáîçò ðñïêáëåß ôçí åêäÞëùóç ôçò ìéêñïäïñõ-

öïñéêÞò áóôÜèåéáò. Ìéá ïìÜäá ãåíåôéêþí åðéôüðùí (loci-

áëëçëïõ÷ßåò ìéêñïäïñõöïñéêïý DNA) ðïõ ðåñéëáìâÜ-

íåé ôá BAT25, BAT26, BAT40, D2S123, D5S346,

D17S250 óõíéóôÜôáé ùò äåßêôçò ãéá ôéò ìåëÝôåò ìïñéá-

êÞò âéïëïãßáò (áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò,

PCR).3 Ç áíåýñåóç ìåôáëëÜîåùí óå äýï ôïõëÜ÷éóôïí

áëëçëïõ÷ßåò ôáõôü÷ñïíá åßíáé äçëùôéêÞ áíÜðôõîçò

õøçëïý âáèìïý ìéêñïäïñõöïñéêÞò áóôÜèåéáò (MSI-high).

Ç ðáèïëïãéêÞ åìöÜíéóç ìüíï åíüò ôùí ðñïçãïýìåíùí

ìéêñïäïñõöïñéêþí áëëçëïõ÷éþí óõíéóôÜ ÷áìçëïý

âáèìïý ìéêñïäïñõöïñéêÞ áóôÜèåéá (MSI-low), åíþ êá-

ìéÜ ìåôáâïëÞ äçëùôéêÞ áóôÜèåéáò óôïõò äåßêôåò ëïãßæå-

ôáé ùò ìéêñïäïñõöïñéêÞ óôáèåñüôçôá (MSS).

Ïé ìåëÝôåò êáôáäåéêíýïõí üôé óå 60% ôùí ðåñéðôþ-

óåùí HNCC êáé 15–20% ôùí ðåñéóôáôéêþí óðïñáäéêÞò

åìöÜíéóçò êáñêßíïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ ðáñáôçñåßôáé ôï

öáéíüìåíï ôçò ìéêñïäïñõöïñéêÞò áóôÜèåéáò.4 Ï êýñéïò

ìç÷áíéóìüò ìïñéáêÞò áðïññýèìéóçò ðåñéëáìâÜíåé áðþ-

ëåéá ôçò åôåñïæõãùôßáò (LOH) êáé óçìåéáêÞ ìåôÜëëáîç

ôïõ åíáðïìåßíáíôïò áëëçëßïõ Þ ïìüæõãç áðÜëåéøÞ ôïõò,

åíþ ðáñáôçñåßôáé êáé õðåñìåèõëßùóç ôïõ õðïêéíçôÞ ôïõ

ãïíéäßïõ.5 Ç óçìáíôéêÞ êëéíéêÞ ðáñáôÞñçóç üìùò áöï-

ñÜ óôçí ðñüãíùóç ôùí áóèåíþí ðïõ åìöáíßæïõí ôç

íüóï, êáèþò ìåãÜëåò óåéñÝò êëéíéêþí ìåëåôþí äéáðß-

óôùóáí åêëåêôéêüôçôá óôçí áíáôïìéêÞ åíôüðéóç (äåîéü

êüëïí), åðÝêôáóç ôïõ ðñïóäüêéìïõ åðéâßùóçò êáé êáëý-

ôåñç áíôáðüêñéóç óôç ÷çìåéïèåñáðåßá (5FU).6

Ðñùôáñ÷éêü óêïðü ôçò Ýñåõíáò áðïôÝëåóå ç åõáé-

óèçôïðïßçóç ôùí ïãêïëüãùí óôç äéá÷åßñéóç ôùí áóèå-

íþí ðïõ ðëçñïýí ôá ìïñéáêÜ êñéôÞñéá ôçò Ýêðôùóçò

ôïõ óõóôÞìáôïò DNA MMR, êáèþò ïé ôåëåõôáßïé ÷á-

ñáêôçñßæïíôáé áðü åðÝêôáóç ôïõ ðñïóäüêéìïõ åðéâßù-

óçò êáé áíôáðüêñéóç óôç ÷çìåéïèåñáðåßá. Ç ðáñïýóá

ìåëÝôç, ç ïðïßá áðïôåëåß ìéá áðü ôéò ðñþôåò áõôïý ôïõ

åßäïõò óôïí åëëçíéêü ÷þñï ìå ôçí åöáñìïãÞ ôå÷íïëï-

ãßáò áé÷ìÞò, üðùò ôùí éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí (tissue

microarrays) êáé õðïëïãéóôéêÞò ìïñöïìåôñßáò –compu-

terized image analysis– (ðõêíïìåôñéêÞ ìåëÝôç, optical

density) óôç óõíäõáóìÝíç äéåñåýíçóç áíïóïúóôï÷çìé-

êÞò Ýêöñáóçò êáé ìïñéáêÞò áóôÜèåéáò (÷ñùìïãüíïõ in

situ õâñéäéóìïý, CISH), Ýèåóå ùò äéôôü óôü÷ï ôçí ðïóï-
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ôéêÞ åêôßìçóç ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò Ýêöñáóçò ôùí ðñï-

áíáöåñüìåíùí ðñùôåúíþí óå ó÷Ýóç ìå ôçí áóôÜèåéá

ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 3, 9, 16 êáé 17.

Ôï ÷ñùìüóùìá 17 åðéëÝ÷èçêå íá ðëáéóéþóåé ôç ìï-

ñéáêÞ ìåëÝôç, êáèþò öéëïîåíåß óôïõò âñá÷ßïíÝò ôïõ

ðëÞèïò êïìâéêþí ãïíéäßùí, üðùò Tp53, topoisomerase

IIa, HER2/NEU, BRCA1, ôùí ïðïßùí ç áóôÜèåéá óõí-

ôåëåß óôçí êáñêéíïãåíåôéêÞ äéáäéêáóßá. Åðßóçò, ôï ÷ñù-

ìüóùìá 16 åðéëÝ÷èçêå ëüãù ôçò åíôüðéóçò óå áõôü

(ãïíéäéáêÞ èÝóç: 16q22) ôïõ ãïíéäßïõ ðïõ êùäéêïðïéåß

ôçí ðñùôåÀíç Å-êáíô÷åñßíç (e-cadherin). Ôá ìÝëç ôçò

ïéêïãÝíåéáò ôùí êáíô÷åñéíþí (E-N-P cadherin) áðïôå-

ëïýí äéáìåìâñáíéêÝò ãëõêïðñùôåÀíåò ðïõ åðÜãïõí ôçí

áóâåóôï-åîáñôþìåíç äéáêõôôáñéêÞ ðñïóêüëëçóç, óõíôå-

ëþíôáò –ìÝóù ôçò óýíäåóçò ìå ôéò êõôôáñïðëáóìáôéêÝò

ðñùôåÀíåò ôçò ïéêïãÝíåéáò ôùí êáôåíéíþí (á, â, ã)– óôç

óôáèåñüôçôá ôùí íçìáôßùí ôçò áêôßíçò êáé êáô’ åðÝêôá-

óç óôç óôéâáñüôçôá ôïõ êõôôáñïóêåëåôïý, åíþ ðáñÜë-

ëçëá, ìå ôç ìåóïëÜâçóç ôçò â-êáôåíßíçò, ñõèìßæåôáé ç

ìåôáãùãÞ óçìÜôùí ðñïò ôïí ðõñÞíá. Óôïí êáñêßíï ôïõ

ðá÷Ýïò åíôÝñïõ, ç áðïññýèìéóç ôùí ðñùôåúíþí óõíå-

ðÜãåôáé ôçí áðåëåõèÝñùóç ôïõ äéçèçôéêïý êáé ìåôáóôá-

ôéêïý äõíáìéêïý ôïõ üãêïõ. Óôï ÷ñùìüóùìá 9, ôÝëïò,

åäñÜæåôáé ôï ïãêïêáôáóôáëôéêü ãïíßäéï p16 (9p21-22),

ôï ïðïßï áðïôåëåß áñíçôéêü ñõèìéóôÞ ôïõ êõôôáñéêïý

êýêëïõ êáé ìáæß ìå ôá DCC (18q), APC (5q) êáé p53

(17p) öáßíåôáé íá áðïôåëåß óôü÷ï ðñþéìçò áðïññýèìé-

óçò óôïí åí ëüãù êáñêßíï. Ùò ìïñéáêüò äåßêôçò ÷ñù-

ìïóùìéáêÞò áóôÜèåéáò åðéëÝ÷èçêáí ïé áëëçëïõ÷ßåò ôïõ

á-äïñõöïñéêïý DNA (á-satellite DNA), ðïõ óõãêñïôïýí

ôá êåíôñïìåñÞ.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

Ôï õëéêü áíáäýèçêå áðü ôçí áñ÷åéáêÞ éóôéêÞ âÜóç ôïõ

Ðáèïëïãïáíáôïìéêïý ÔìÞìáôïò ôïõ 417 ÍÉÌÔÓ êáé áöïñïý-

óå óå êýâïõò ðáñáößíçò 60 óðïñáäéêþí ðñùôïðáèþí áäåíï-

êáñêéíùìÜôùí ðá÷Ýïò åíôÝñïõ, ðñïúüíôùí äåîéÜò (17) êáé

áñéóôåñÞò (43) ôïðéêÞò Þ åêôåôáìÝíçò êïëåêôïìÞò, áðü ôá ïðïßá

4 õøçëÞò äéáöïñïðïßçóçò, 40 ìÝóçò êáé 16 ÷áìçëÞò êáé âáè-

ìïíïìçìÝíùí óýìöùíá ìå ôï óýóôçìá óôáäéïðïßçóçò ASTLER-

COLLER óå 33 Â1–Â2 êáé 27 C1–C2. Aöïñïýóáí óå 32

Üññåíåò áóèåíåßò ìÝóçò çëéêßáò 75,4 êáé 28 èÞëåéò ìÝóçò

çëéêßáò 77,2 åôþí.

ÊáôáóêåõÞ éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí
(tissue microarrays)

Ôá óõóôÞìáôá éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí ðñïóöÝñïõí ôç äõ-

íáôüôçôá ôáõôü÷ñïíçò ìåëÝôçò íåïðëáóìÜôùí ðñïåñ÷üìåíùí

áðü äéáöïñåôéêïýò áóèåíåßò. ÌÝóù ìéáò óõã÷ñïíéêÜ êéíïýìå-

íçò ôñÜðåæáò êáé ìå Ýíá óýóôçìá äüôç-äÝêôç, áðïêüðôïíôáé

êáé åìöõôåýïíôáé ðïëëáðëïß éóôéêïß êýëéíäñïé óå Ýíáí êýâï

ðáñáößíçò, óõìðõêíþíïíôáò äñáìáôéêÜ ôï ÷þñï, ôï ÷ñüíï êáé

ôï êüóôïò ôùí áíïóïúóôï÷çìéêþí êáé ìïñéáêþí äéåñåõíÞóå-

ùí, åíþ ðáñÜëëçëá óõãêñïôåßôáé ìéá ôåñÜóôéá âÜóç éóôéêþí

äåäïìÝíùí óå åëÜ÷éóôï áðïèçêåõôéêü ÷þñï. ×ñçóéìïðïéÞèçêå

ôï óýóôçìá TMArrayer 100 ôçò åôáéñåßáò Chemicon (åéê. 1)

êáé óõãêñïôÞèçêå Ýíáò êýâïò ðáñáößíçò, ìå åíóùìáôùìÝíï

ôï óýíïëï ôùí 60 üãêùí óå ðáñáëëçëïãñáììáôéêÞ äéÜôáîç 6

éóôéêþí êõëßíäñùí äéáìÝôñïõ 1 mm áíÜ óåéñÜ (10 óåéñÝò).

Åðáêïëïýèçóå ìéêñïôüìçóç óå ôïìÝò ðÜ÷ïõò 2–3 ìm ðñïïñé-

óìÝíåò ãéá ÷ñþóç çùóßíçò-áéìáôïîõëßíçò êáé áíïóïúóôï÷ç-

ìåßá, êáèþò êáé ôùí 4–5 ìm ãéá ìïñéáêÞ ìåëÝôç. ÐáñÜëëçëá,

ôï ðñùôüêïëëï ôçò áíïóïúóôï÷çìåßáò åöáñìüóôçêå ôñïðïðïéç-

ìÝíï êáé óå óðïñáäéêÜ åíäï÷åéñïõñãéêÜ åðé÷ñßóìáôá (imprints).

ÊáôÜ ôç ìéêñïôüìçóç êáé ëüãù ôçò Üíéóçò åãêëåéóìÝíçò óå

âÜèïò ðïóüôçôáò ôùí éóôþí ôùí äéáöïñåôéêþí ðåñéóôáôéêþí

óõìâáßíåé óå Ýíá ìéêñü ðïóïóôü áðþëåéá õëéêïý, ðïõ ìåôá-

öñÜæåôáé ùò Ýëëåéøç ôçò áíôßóôïé÷çò êõêëéêÞò åðéöÜíåéáò (spot)

óôï ðëáêßäéï. ¼ðïõ óõíÝâç áõôü, ðñáãìáôïðïéÞèçêå ç áíôß-

óôïé÷ç ìåëÝôç óå óõìâáôéêü ðëáêßäéï.

Áíïóïúóôï÷çìéêÞ äéåñåýíçóç

ÅðéëÝ÷èçêáí ôá ðïëõêëùíéêÜ áíôéóþìáôá (rabbit polyclonal)

anti-MLH1 (N20-Santa Cruz) êáé anti-MSH6/GTBP (H 141-

Santa Cruz), êáèþò êáé ôï ìïíïêëùíéêü (mouse monoclonal)

Åéêüíá 1. ÊáôáóêåõÞ éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí: Áðü ôïí êýâï ðáñáößíçò óôï ðëáêßäéï (÷ñþóç çùóßíçò-áéìáôïîõëßíçò).
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anti-MSH2 (2MSH01-neomarkers/Lab vision) êáé óå áñáéþó-

åéò 1:200, 1:50 êáé 1:80, áíôßóôïé÷á. Åöáñìüóôçêå ôï ðñùôü-

êïëëï áíïóïúóôï÷çìéêÞò ìåèüäïõ ôùí äýï óôáäßùí (en vision-

two step method). Óýìöùíá ìå ôçí ôå÷íéêÞ êáé áöïý ðñïçãç-

èåß áðïðáñáößíùóç ôùí Þäç èåñìáíèåéóþí ôïìþí óôïí êëßâá-

íï óå 37 ïC, ç åðþáóÞ ôïõò ðñáãìáôïðïéåßôáé ìå ôéò áíïóï-

óöáéñßíåò íá äåóìåýïíôáé óå Ýíá ðïëõìåñÝò äåîôñÜíçò óçìá-

óìÝíï ìå ôçí õðåñïîåéäÜóç ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 30–40 min

êáé ïðôéêïðïéåßôáé ôï áðïôÝëåóìá ôçò óýíäåóçò åíóôáëëÜóóï-

íôáò óôéò ôïìÝò ùò ÷ñùìïãüíï 3,3-ôåôñáûäñï÷ëùñéêÞ

äéáìéíïâåíæéäßíç (DAB) ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 5 min. Ç üëç

äéáäéêáóßá, ç ïðïßá âáóßæåôáé óôçí ðáñÜêáìøç ôçò äÝóìåõóçò

ìå ôç âéïôßíç áðïäßäïíôáò êáèáñüôåñï õðüóôñùìá, ðñáãìáôï-

ðïéÞèçêå ìå ôï áõôüìáôï ìç÷Üíçìá áíïóïúóôï÷çìåßáò É 6000

ôçò åôáéñåßáò Biogenex. Ùò áðïäåêôÞ êñßèçêå ç ðõñçíéêÞ ÷ñþ-

óç (åéê. 2).

ÌïñéáêÞ äéåñåýíçóç

Ç ìåëÝôç ôçò áóôÜèåéáò ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 3, 9, 16 êáé

17 ðñáãìáôïðïéÞèçêå ìå ôçí åöáñìïãÞ ôïõ ÷ñùìïãüíïõ in

situ õâñéäéóìïý (chromogenic in situ hybridization, CISH). Ç

ìïñéáêÞ áõôÞ ôå÷íéêÞ áðïôåëåß ìéá ðáñáëëáãÞ ôïõ êëáóéêïý

õâñéäéóìïý, åêìåôáëëåõüìåíç ìéá ôýðïõ áíïóïúóôï÷çìåßáò äéá-

äéêáóßá êáé ðáñÝ÷åé ôç äõíáôüôçôá åêôßìçóçò ôçò áñéèìçôéêÞò

÷ñùìïóùìéáêÞò Þ åéäéêÞò ãïíéäéáêÞò êáôÜóôáóçò, åíôÜóóï-

íôáò ôá óÞìáôá ôùí äïìþí ôïõò óôï êõôôáñéêü (ðõñçíéêü)

ðåñéâÜëëïí. Óå áíôßèåóç ìå ôïí FISH, ðñïóöÝñåé ôç äõíáôüôç-

ôá áõôÞò ôçò óõíåêôßìçóçò óå ìåãÝèõíóç áêüìç êáé ´40 óå

óõìâáôéêÜ ìéêñïóêüðéá êáé ôá ðáñáãüìåíá ðëáêßäéá áðïèç-

êåýïíôáé üðùò ôá áíïóïúóôï÷çìéêÜ ÷ñùóèÝíôá. ×ñçóéìïðïéÞ-

èçêå ôï ðñùôüêïëëï CISH ôçò åôáéñåßáò Zymed, êáèþò êáé ïé

êåíôñïìåñåßò ìÞëåéò ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 3, 9, 16 êáé 17

(biotin labeled centromeric probes-Zymed kit/Cambeo). Ôá

ðëáêßäéá ôïðïèåôïýíôáí óôïí êëßâáíï êáé óôïõò 37 ïC, åíþ

ãéá 2–4 þñåò ç èåñìïêñáóßá áíåñ÷üôáí óôïõò 60 ïC. Ôçí

áðïðáñáößíùóç êáé ðñïèÝñìáíóç ôùí ôïìþí ìå åðßèåóç ôïõ

åíæýìïõ ðåøßíç äéáäå÷üôáí ç áöõäÜôùóç (ðñïïäåõôéêÜ áíéïýóá

óåéñÜ áëêïïëþí), ç áðïäéÜôáîç ôçò äéðëÞò Ýëéêáò ôïõ DNA

êáé óôç óõíÝ÷åéá ï õâñéäéóìüò óýìöùíá ìå ôçí áîéùìáôéêÞ

áñ÷Þ ôçò óõìðëçñùìáôéêüôçôáò ôùí âÜóåùí. Ç åðþáóç áõôÞ

ðñáãìáôïðïéåßôï óôïõò 37 ïC êáé ãéá ÷ñïíéêü äéÜóôçìá 12–48

ùñþí (overnight). Ôçí åíóùìÜôùóç áõôÞ ôùí âéïôõëéùìÝíùí

êåíôñïìåñþí é÷íçèåôþí (probes) áêïëïýèçóå Ýêðëõóç êáé óýí-

äåóç ìå ôï óýìðëïêï õðåñïîåéäÜóçò-óôñåðôáâéäßíçò (HRP)

êáé óôç óõíÝ÷åéá ç óýíäåóç óçìáéíüôáí ìå 3,3-ôåôñáûäñï-

÷ëùñéêÞ äéáìéíïâåíæéäßíç (DAB) ùò ÷ñùìïãüíï. Åðáêïëïýèç-

óå áíôß÷ñùóç ìå áéìáôïîõëßíç, Ýêðëõóç, áöõäÜôùóç êáé åìðï-

ôéóìüò óå îõëüëç ãéá ôåëéêÞ åðéêÜëõøç. Ôá êåíôñïìåñÞ ôùí

÷ñùìïóùìÜôùí áíé÷íåýïíôáí ùò ðõêíï÷ñùìáôéêÝò óôßîåéò (dots)

óôï ðåñéâÜëëïí ôïõ ðõñÞíá (åéê. 3) êáé ç áðïôßìçóÞ ôïõò ðñáã-

ìáôïðïéåßôï óýìöùíá ìå ôïí ðßíáêá áîéïëüãçóçò (ðßí. 1).

Ìå äåäïìÝíç ôçí ôõ÷áéïðïéçìÝíç êáé áíïìïéüìïñöç ðõñç-

íéêÞ äéáóôñùìÜôùóç óôï åãêëåéóìÝíï óå êýâïõò ðáñáößíçò

Åéêüíá 2. Éóôéêüò êýëéíäñïò äéáìÝôñïõ 1 mm (´2,5). ̧ êöñáóç êáé áðþëåéá ôçò Ýêöñáóçò ôçò ðñùôåÀíçò MLH1 (´10). Åíäï÷åéñïõñãéêü áðïôýðùìá

(imprint) åìöáíßæïí ôçí ðõñçíéêÞ áíïóïêõôôáñï÷çìéêÞ ÷ñþóç (´20).

Åéêüíá 3. ÁíÜäåéîç ôùí êåíôñïìåñþí ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 3 (áñéóôåñÜ), 16 (êÝíôñï) êáé 17 (äåîéÜ) ìå CISH (´40). Áíåõðëïåéäßá ôïõ ÷ñùìïóþìáôïò

16, öõóéïëïãéêü äéðëïåéäéêü ôï ÷ñùìüóùìá 3, åíþ êÜðïéïé õðïðëçèõóìïß óôï ÷ñùìüóùìá 17 ðáñïõóéÜæïõí åðßóçò áíåõðëïåéäßá.
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Ðßíáêáò 1. Áîéïëüãçóç óçìÜôùí êåíôñïìåñþí ÷ñùìáôïóùìÜôùí.

ÓÞìáôá áíÜ ðõñÞíá Áîéïëüãçóç óçìÜôùí êåíôñïìåñþí

1 Ìïíïóùìßá

2 Öõóéïëïãéêü

3–5 Áíåõðëïåéäßá

>50% ôùí ìåôñïýìåíùí ðõñÞíùí ôïõ êõôôáñéêïý ðëçèõóìïý (óõìâáôéêÜ)

âéïðôéêü õëéêü, ï åîåôáæüìåíïò êõôôáñéêüò õðïðëçèõóìüò ÷á-

ñáêôçñßæåôáé óôáôéóôéêÜ áðü ôçí ðñïåîÜñ÷ïõóá ÷ñùìïóùìéáêÞ

êáôÜóôáóç (áóôÜèåéá Þ óôáèåñüôçôá) ôïõ äåßãìáôïò (ð.÷. ìï-

íïóùìßá óå >50% ôùí åîåôáæüìåíùí ðõñÞíùí). Ç äéáðßóôùóç

óõíýðáñîçò äéáöïñåôéêþí êõôôáñéêþí õðïðëçèõóìþí ìå áíåõ-

ðëïåéäßá Þ ÷ñùìïóùìéáêÞ óôáèåñüôçôá ìðïñåß íá åñìçíåõèåß

ìÝóù ôçò åôåñïãÝíåéáò, ôçí ïðïßá åìöáíßæïõí ïé êáñêéíéêïß

üãêïé, êáèþò áíáäýïíôáé êëþíïé ìå åíóùìÜôùóç íÝùí ãåíå-

ôéêþí óõìâÜíôùí (÷ñùìïóùìéáêÝò Þ åéäéêÝò ãïíéäéáêÝò áóôÜ-

èåéåò) ðïõ ÷áñáêôçñßæïíôáé áðü åðéèåôéêüôåñç âéïëïãéêÞ óõìðå-

ñéöïñÜ.

ÕðïëïãéóôéêÞ ìïñöïìåôñéêÞ ìåëÝôç (image analysis)

Ç ðïóïôéêÞ ìÝôñçóç ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò Ýêöñáóçò ôçò

ðñùôåÀíçò MLH1 ðñáãìáôïðïéÞèçêå óôï Ðáèïëïãïáíáôïìéêü

ÅñãáóôÞñéï ôïõ 417 ÍÉÌÔÓ ìå çìéáõôüìáôï óýóôçìá áíÜëõ-

óçò åéêüíáò DIS (image analysis system: Intel Pentium IV/

Camera Microwave Systems (640´480), Matrox II Framegrab-

ber, ìéêñïóêüðéï Olympus BX-50-ëïãéóìéêü: Windows 98/

Image Pro Plus version 3.0-Media Cybernetics 1997. Óå êÜèå

áíïóïúóôï÷çìéêÞ ôïìÞ åðéëÝ÷èçêáí 5 áíôéðñïóùðåõôéêÜ ðåäßá

õðü ìåãÝèõíóç ´40 êáé ìåôñÞèçêå êáé áîéïëïãÞèçêå, ôåëéêÜ,

óôáôéóôéêÜ ç Ýíôáóç ôçò åéäéêÞò ðõñçíéêÞò ðñïóñïöçèåßóáò

÷ñþóçò ôïõ MLH1, áöïý ðñïçãïõìÝíùò êáôáóêåõÜóôçêå ç

áíôßóôïé÷ç ìáêñïåíôïëÞ óå BasicProPlus ãéá ôïí êáèïñéóìü

ôïõ ÷ñùìáôéêïý åýñïõò (óôçí ðñïêåéìÝíç ðåñßðôùóç, áðï÷ñþ-

óåéò ôïõ êáöÝ ÷ñþìáôïò ôçò DAB) êáôÜ ôï ðñüôõðï RGB

(red/green/blue). Ôï åýñïò ôçò ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò åêôåßíåôáé

óå Ýíá öÜóìá 256 óõíå÷üìåíùí ôéìþí (0–255), üðïõ ôï 0

áíôéðñïóùðåýåé ôï áðüëõôï ìáýñï êáé ôï 255 ôï áðüëõôï ëåõ-

êü óôï ãêñé öÜóìá ôïõ õðïëïãéóôéêïý óõóôÞìáôïò ðïõ

÷ñçóéìïðïéÞèçêå (gray scale BPP 8 bit 0–255). Ôï êÜèå åéêï-

íïóôïé÷åßï (pixel) óôç ìåôñïýìåíç åéêüíá ëáìâÜíåé ìéá ôéìÞ

ðïõ áíôéðñïóùðåýåé áêñéâþò ôç óõíéóôáìÝíç ôùí ðñïáíá-

öåñèÝíôùí âáóéêþí ÷ñùìÜôùí. Ç øçöéïðïéçìÝíç åéêüíá ôïõ

ìéêñïóêïðßïõ êáôáëÜìâáíå óôáèåñü ðëáßóéï ìÝôñçóçò óôçí

ïèüíç ôïõ õðïëïãéóôÞ (active frame) Ýêôáóçò 16848 ìm2, äçëáäÞ

ôï 25% ðåñßðïõ ôïõ ïðôéêïý ðåäßïõ ôïõ ìéêñïóêïðßïõ óôç ìåãÝ-

èõíóç ´40 (åéê. 4).

Ìå áíôßóôïé÷ï ôñüðï êáé ôñïðïðïéçìÝíç ìáêñïåíôïëÞ ðñáã-

ìáôþèçêå êáé ç ðïóïôéêÞ åêôßìçóç ôïõ ÷ñùìïãüíïõ in situ

õâñéäéóìïý, êáôÜ ôçí ïðïßá õðïëïãßóôçêå ï áñéèìüò ôùí ìåìï-

íùìÝíùí óçìÜôùí (centromeric signals) ôùí õðü åîÝôáóç ÷ñù-

ìïóùìÜôùí óå 5 ïðôéêÜ ðåäßá êáé óå ìåãÝèõíóç ́ 100 (åéê. 5).

Åéêüíá 4. ÓôÜäéá õðïëïãéóôéêÞò áíÜëõóçò åéêüíáò ãéá åêôßìçóç ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò áíïóï÷ñþóçò ôçò MLH1.

Åéêüíá 5. ÓôÜäéá õðïëïãéóôéêÞò áíÜëõóçò åéêüíáò ãéá åêôßìçóç ÷ñùìïóùìéáêÞò áóôÜèåéáò.
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¸ìöáóç áðïäüèçêå óôçí åðéëïãÞ ôùí ðåäßùí ðïõ ðáñïõóßá-

æáí ÷ñùìïóùìéáêÞ áóôÜèåéá. ÊÜèå ðåñéóôáôéêü, êáôÜ ôçí ïëï-

êëÞñùóç ôçò ìÝôñçóçò ôùí ðáñáìÝôñùí Ýíôáóçò Þ áñéèìïý

óçìÜôùí áíÜ ðõñÞíá, áñ÷åéïèåôåßôï óå ëïãéóôéêü öýëëï (excel

sheet).

ÐñÝðåé íá óçìåéùèåß üôé, ëüãù ôçò çìéáõôüìáôçò äéá÷åßñé-

óçò ôùí øçöéáêþí åéêüíùí, åðéôñÝðåôáé óôï ÷åéñéóôÞ-éáôñü íá

åðåìâáßíåé áðïêüðôïíôáò Þ åíóùìáôþíïíôáò ÷þñïõò, ïé ïðïß-

ïé Ý÷ïõí äéáöýãåé ôçò åðïðôåßáò ôïõ ðñïãñÜììáôïò ëüãù ôçò

ðïéüôçôáò ôçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò Þ ëüãù áäõíáìßáò

äéá÷ùñéóìïý (splitting) ôùí áíôéêåéìÝíùí (åðéêáëõðôüìåíá

êýôôáñá), áõîÜíïíôáò ôçí åõáéóèçóßá êáé ôçí åéäéêüôçôá ôçò

ìåèüäïõ.

ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç

Ç óôáôéóôéêÞ åðåîåñãáóßá ôùí äåäïìÝíùí ðñáãìáôïðïéÞ-

èçêå ìå ôçí åöáñìïãÞ ôïõ ëïãéóìéêïý ðñïãñÜììáôïò SPSS

version 11.0. Ç óýãêñéóç ôùí ìÝóùí ôéìþí ôçò ìåôáâëçôÞò ôçò

ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò ðñáãìáôïðïéÞèçêå ìå ôéò äïêéìáóßåò

independent sample t, åíþ ìå ôç äïêéìáóßá chi square ðñáã-

ìáôïðïéÞèçêå ç óõó÷Ýôéóç ìå ôïõò ÷áñáêôÞñåò ôïõ éóôïëïãé-

êïý ôýðïõ (äéáöïñïðïßçóç-óôáäéïðïßçóç-åíôüðéóç), êáèþò êáé

ìå ôçí êáôÜóôáóç óôáèåñüôçôáò Þ áóôÜèåéáò ôùí ÷ñùìïóùìÜ-

ôùí (äéðëïåéäéêüôçôá Þ áíåõðëïåéäßá). Ùò óôáôéóôéêÜ óçìáíôé-

êÝò êñßèçêáí óõó÷åôßóåéò ðïõ åìöÜíéæáí ôéìÞ Ñ<0,05. Ôá áðï-

ôåëÝóìáôá ðáñïõóéÜæïíôáé óôïí ðßíáêá 2 [ìÝóç ôéìÞ Ýíôáóçò

áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò (MLH1 STAIN INT) êáé ìÝóç ôéìÞ

óçìÜôùí êåíôñïìåñþí áíÜ ðõñÞíá (Chr 2, 3, 9, 16, 17)].

AÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Ç ïìÜäá ôùí 60 óðïñáäéêþí áäåíïêáñêéíùìÜôùí

ôïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ åìöÜíéóå óõíïëéêÜ áðþëåéá ôçò

Ýêöñáóçò ôùí MLH1, MSH2 êáé MSH6 óå 8 ðåñéóôá-

ôéêÜ (13%). Õðåñßó÷õóå ç áðþëåéá ôçò Ýêöñáóçò ôïõ

MLH1 (7/8), óå 1/8 ðåñéóôáôéêÜ ðáñïõóéÜóôçêå óõí-

äõáóìÝíç õðïÝêöñáóç Þ áðþëåéá Ýêöñáóçò êáé ôùí 3

äåéêôþí, óå 4/8 üãêïõò äýï äåéêôþí, åíþ óôá õðüëïéðá

3 ðáñáôçñÞèçêå ìïíáäéáßá áðþëåéá äåéêôþí. Ç ìÝóç

ôéìÞ ôçò ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò ôïõ MLH1 ðáñïõóßáóå

óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôéò óõãêñßóåéò ôùí ïìÜ-

äùí Ýêöñáóçò êáé õðïÝêöñáóçò (Ñ<0,001) ôùí üãêùí,

åíþ äåí óõó÷åôßóôçêå ìå ôï âáèìü äéáöïñïðïßçóçò

(Ñ<0,918–Ñ<0,09) (åéê. 6).

Ðßíáêáò 2. ÓõãêåíôñùôéêÜ áðïôåëÝóìáôá áíïóïúóôï÷çìéêÞò êáé ìïñéáêÞò ìåëÝôçò.

á/á Öýëï, Äéáöïñïðïßçóç Åíôüðéóç ÓôÜäéï Á C MLH1 Chr 2 Chr 3 Chr 9 Chr 16 Chr17

çëéêßá STAIN INT

1 Á 70 ×áìçëÞ Áíéüí B2 125,287 2,3 2,1 2,5 2,8 2,6

2 Á 78 ×áìçëÞ Áíéüí C2 157,229 3,8 3,1 1,9 2,7 2,2

3 È 80 XáìçëÞ Ôõöëü B1 172,992 2,0 2,4 2,6 2,5 2,0

4 Á 75 ÌÝóç ÅãêÜñóéï Â2 167,198 1,6 1,8 2,0 1,8 1,8

5 È 74 ÌÝóç ÓéãìïåéäÝò B1 183,992 1,9 2,2 1,7 2,0 2,0

6 Á 91 ÌÝóç ÅãêÜñóéï Â2 192,446 2,9 2,3 1,9 2,5 3,1

7 È 62 ÌÝóç ÓéãìïåéäÝò C2 156,782 3,2 1,7 2,9 1,7 1,9

8 È 61 ÌÝóç Áíéüí C1 169,772 2,2 1,9 2,2 1,9 2,3

Óôáèåñïß (52)    112,390 2,5 1,8 2,5 2,7 3,2

MLH1 STAINT INT: ÌÝóç ôéìÞ Ýíôáóçò áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò, Chr: ×ñùìüóùìá

Åéêüíá 5. ÓôÜäéá õðïëïãéóôéêÞò áíÜëõóçò åéêüíáò ãéá åêôßìçóç ÷ñùìïóùìéáêÞò áóôÜèåéáò.
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Åéêüíá 6. ÑáâäïãñáììéêÞ áíáðáñÜóôáóç ôçò óõó÷Ýôéóçò ôùí ðåñéóôáôé-

êþí (1–8) êáé ôçò ïìÜäáò ôùí öõóéïëïãéêþí üóïí áöïñÜ óôçí áíïóï-

Ýêöñáóç üãêùí (Ö) ìå ôçí ïðôéêÞ ðõêíüôçôá ôçò ÷ñþóçò.

Ç ìïñéáêÞ áíÜëõóç êáôÝäåéîå:

– ×ñùìïóùìéáêÞ óôáèåñüôçôá ãéá ôï ÷ñùìüóùìá 2 óå

5/8 üãêïõò êáé áíåõðëïåéäßá ãéá ôïõò õðüëïéðïõò,

åíþ óôçí ïìÜäá ôùí óôáèåñþí áíïóïúóôï÷çìéêÜ

ïñéáêÞ áíåõðëïåéäßá

– ×ñùìïóùìéáêÞ óôáèåñüôçôá ãéá ôï ÷ñùìüóùìá 3 óå

6/8 üãêïõò êáé áíåõðëïåéäßá ãéá ôïõò õðüëïéðïõò,

åíþ óôçí ïìÜäá ôùí óôáèåñþí åðßóçò õðåñßó÷õóå ç

óôáèåñüôçôá (äéðëïåéäßá)

– ×ñùìïóùìéáêÞ óôáèåñüôçôá ãéá ôï ÷ñùìüóùìá 9 óå

5/8 üãêïõò êáé áíåõðëïåéäßá ãéá ôïõò õðüëïéðïõò,

åíþ óôçí ïìÜäá ôùí óôáèåñþí ïñéáêÞ áíåõðëïåéäßá

– ×ñùìïóùìéáêÞ óôáèåñüôçôá ãéá ôï ÷ñùìüóùìá 16

óå 4/8 üãêïõò êáé áíåõðëïåéäßá ãéá ôïõò õðüëïé-

ðïõò, åíþ óôçí ïìÜäá ôùí óôáèåñþí áíåõðëïåéäßá

– ×ñùìïóùìéáêÞ óôáèåñüôçôá ãéá ôï ÷ñùìüóùìá 17

óå 6/8 üãêïõò êáé áíåõðëïåéäßá ãéá ôïõò õðüëïé-

ðïõò, åíþ óôçí ïìÜäá ôùí óôáèåñþí áíåõðëïåéäßá.

ÓôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÝò äéáöïñÝò, üìùò (Ñ<0,01), ðá-

ñáôçñÞèçêáí óôç óýãêñéóç ìåôáîý ôùí ïìÜäùí êáíïíé-

êÞò Ýêöñáóçò (52 üãêïé) êáé õðïÝêöñáóçò (8 üãêïé)

ìå âÜóç ôçí Ýêöñáóç ôïõ MLH1 êáé ôçí áóôÜèåéá Þ ôç

óôáèåñüôçôá ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí 2, 9 êáé 17. Áíåõðëï-

åéäßá (2,5 [ïñéáêÞ] – 5 óÞìáôá áíÜ ðõñÞíá) ðáñáôçñÞ-

èçêå óå ìåãáëýôåñï âáèìü óôçí ðñþôç ïìÜäá, åýñçìá

ôï ïðïßï óõó÷åôßæåôáé ìå ÷åéñüôåñç ðñüãíùóç, åéäéêÜ

üóïí áöïñÜ óôçí áóôÜèåéá ôïõ ÷ñùìïóþìáôïò 17 (åéê.

7). ÔÝëïò, ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ

(Ñ<0,01) óôçí åíôüðéóç ôùí üãêùí, êáèþò 6/8 åîïñ-

ìþíôáí áðü ôï äåîéü êüëïí, åíþ äåí ðáñáôçñÞèçêå

äéáöïñÜ óôç óõó÷Ýôéóç ìå ôï öýëï. ÓçìáíôéêÞ ðáñÜìå-

ôñï áðïôåëåß üìùò êáé ôï ãåãïíüò üôé üãêïé ìå Ýëëåéøç

Ýêöñáóçò óå ôïõëÜ÷éóôïí 2 áðü ôá åîåôáæüìåíá áíôé-

óþìáôá åìöÜíéóáí ÷áñáêôçñéóôéêÞ ëåìöïêõôôáñéêÞ áíôß-

äñáóç (åéê. 8).

Åéêüíá 7. ÑáâäïãñáììéêÞ áíáðáñÜóôáóç ôçò óõó÷Ýôéóçò ôùí ðåñéóôáôé-

êþí (1–8) êáé ôçò ïìÜäáò ôùí öõóéïëïãéêþí üóïí áöïñÜ óôçí áíïóï-

Ýêöñáóç üãêùí (Ö) ìå ôçí êáôÜóôáóç ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí (Chr) 2, 3, 9,

16 êáé 17.

Åéêüíá 8. ËåìöïêõôôáñéêÞ äéÞèçóç ôïõ üãêïõ (ìÝóçò äéáöïñïðïßçóçò

áäåíïêáñêßíùìá ðá÷Ýïò åíôÝñïõ ìå õðïÝêöñáóç MLH1 êáé MSH2).

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

Ç ëåéôïõñãéêÞ Ýêðôùóç ôïõ óõóôÞìáôïò åðéäéüñèù-

óçò ôïõ DNA (DNA mismatch repair system) ïäçãåß

óôï öáéíüìåíï ôçò ìéêñïäïñõöïñéêÞò áóôÜèåéáò.7 Ç

áíïóïúóôï÷çìéêÞ áðþëåéá Þ ç õðïÝêöñáóç óå ðïóïóôü

13% óõó÷åôßæåôáé ðåñéóóüôåñï ìå ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ

õðïÝêöñáóç ôïõ ãïíéäßïõ MLH1 (~85%) óôïõò üãêïõò

áõôïýò, ãåãïíüò ðïõ õðïäçëþíåé ôïí êñéôéêü ñüëï ôïõ

óôçí áðåíåñãïðïßçóç ôïõ óõóôÞìáôïò. Ïé üãêïé áõôïß,

ïé ïðïßïé ÷áñáêôçñßæïíôáé áðü ìÝóç ðñïò ÷áìçëÞ äéá-

öïñïðïßçóç, óôçí ðëåéïíüôçôÜ ôïõò åìöáíßæïíôáé ÷ñù-

ìïóùìéáêÜ óôáèåñïß üóïí áöïñÜ óôá åîåôáæüìåíá ÷ñù-

ìïóþìáôá, åíþ, ìå åîáßñåóç ôï ÷ñùìüóùìá 3, ç áíåõðëï-

åéäßá öáßíåôáé íá ðëÞôôåé óå ìåãáëýôåñï âáèìü ôïõò

áíïóïúóôï÷çìéêÜ óôáèåñïýò üãêïõò.8 Ç ëåìöïêõôôáñé-

êÞ áíôßäñáóç (êõñßùò Ô-ëåìöïêýôôáñá CD3+) áðïôåëåß

äéáðéóôùìÝíï óõìâÜí óôïõò üãêïõò ðïõ åìöáíßæïõí

ìéêñïäïñõöïñéêÞ áóôÜèåéá êáé ãéá ôçí åîÞãçóç ôçò
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êáëýôåñçò ðñüãíùóçò ôùí áóèåíþí (áõîçìÝíï ðñïó-

äüêéìï åðéâßùóçò, áíôáðüêñéóç óôç ÷çìåéïèåñáðåßá)

ðñïôåßíåôáé áêñéâþò áõôÞ ç åñãþäçò áíôáðüêñéóç ôïõ

áíïóéáêïý óõóôÞìáôïò êáé ï åãêëùâéóìüò ôïõ üãêïõ

ìÝóá ó’ áõôÞ ôç ëåìöïêõôôáñéêÞ ðëçììõñßäá, üðùò óõì-

âáßíåé êáé óå ìõåëïåéäïýò ôýðïõ êáñêßíïõò Üëëùí ïñ-

ãÜíùí.9 ÔÝëïò, ðñÜãìáôé, äéáðéóôþèçêå åêëåêôéêüôçôá

óôï õðüóôñùìá áíÜäõóçò ôïõ üãêïõ, êáèþò ~75% åîïñ-

ìþíôáí áðü ôï äåîéü êüëïí, ãåãïíüò ðïõ ôïõò ðñïóäß-

äåé Üëëç ìéá éäéïôõðßá.10 Éäéáßôåñï üìùò åíäéáöÝñïí

ðáñïõóéÜæïõí äéáðéóôùìÝíåò ðåñéðôþóåéò áóèåíþí ìå

óõíýðáñîç óðïñáäéêþí êáñêéíéêþí üãêùí (åíäïìçôñßïõ,

ðá÷Ýïò åíôÝñïõ Þ ìáóôïý), óôïõò ïðïßïõò ôáõôïðïéåßôáé

ôï öáéíüìåíï ôçò ìéêñïäïñõöïñéêÞò áóôÜèåéáò.11 Ïðùó-

äÞðïôå, åêôüò áðü ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ äéåñåýíçóç, óôçí

ðåñßðôùóç ôçò ìéêñïäïñõöïñéêÞò áóôÜèåéáò áðáñáßôç-

ôïò ðñïâÜëëåé ï Ýëåã÷ïò ìÝóù ôçò áëõóéäùôÞò áíôß-

äñáóçò ôçò ðïëõìåñÜóçò (PCR) ãéá ôçí ôáõôïðïßçóÞ

ôçò, üðùò ðåñéãñÜöçêå óôçí åéóáãùãÞ.12

Ç åöáñìïãÞ ôïõ óõóôÞìáôïò ôùí éóôéêþí ìéêñïóõ-

óôïé÷éþí êáé ç ðïóïôéêÞ åêôßìçóç ìå ôá óýã÷ñïíá õðï-

ëïãéóôéêÜ óõóôÞìáôá áíÜëõóçò åéêüíáò áðïôåëåß åðá-

íÜóôáóç óôç äéá÷åßñéóç ôùí éóôéêþí äåäïìÝíùí, åíþ ç

óõíäõáóìÝíç åöáñìïãÞ áíïóïúóôï÷çìåßáò êáé ÷ñùìï-

ãüíïõ in situ õâñéäéóìïý (CISH) ðñïóäßäåé ìéá íÝá

äéÜóôáóç óôéò ðáèïëïãïáíáôïìéêÝò ìåëÝôåò. ÐñÝðåé íá

óçìåéùèåß ãéá ôïí ôåëåõôáßï üôé ç áðïôßìçóç ôùí óçìÜ-

ôùí ãïíéäßùí Þ ÷ñùìïóùìÜôùí óå âéïðôéêü õëéêü õðü-

êåéôáé óôç ó÷åôéêüôçôá ôçò áðïôýðùóÞò ôïõò óôï åýñïò

ôùí 4 Þ 5 ìm êáôÜ ôç ìéêñïôüìçóç ôïõ õëéêïý, åíþ

ðëÝïí áîéüðéóôç ðñïâÜëëåé ßóùò ç åöáñìïãÞ ôçò ìåèü-

äïõ –ìå ôñïðïðïéçìÝíï ãéá ôç öýóç ôïõ õëéêïý ðñùôü-

êïëëï– óå êõôôáñïëïãéêü õëéêü åíäï÷åéñïõñãéêþí åðé-

÷ñéóìÜôùí (intraoperative imprints), åíäï÷åéñïõñãéêþí

âéïøéþí ìå ëåðôÞ âåëüíç (intraoperative FNABs) Þ åðå-

îåñãáóìÝíï ìå ôç ìÝèïäï ôçò õãñÞò ìïíïåðßðåäçò óôé-

âÜäáò (ThinPrep), üðïõ äéáöõëÜóóåôáé ç áêåñáéüôçôá

ôïõ ðõñÞíá êáé êáôÜ óõíÝðåéá ìåéþíåôáé ç «áèÝáôç» ìç

ìéêñïôïìçèåßóá ðïóüôçôÜ ôïõ. Ïé ôåëåõôáßåò áõôÝò êõô-

ôáñïëïãéêÝò ìÝèïäïé ÷áñáêôçñßæïíôáé, ëüãù ôçò ãíç-

óéüôçôáò ôïõ õëéêïý, áðü áõîçìÝíç äéáãíùóôéêÞ áêñß-

âåéá (~98%).

Ôá óõóôÞìáôá éóôéêþí ìéêñïóõóôïé÷éþí (tissue micro-

arrays) ðñïÝêõøáí ùò ôï áðïôÝëåóìá ôçò áíáæÞôçóçò

ìåèüäùí êáé ôå÷íïëïãßáò ãéá ôç äéá÷åßñéóç êáé Ýñåõíá

äéáñêþò áõîáíüìåíïõ üãêïõ éóôéêþí äåäïìÝíùí.13 ÁõôÞ

ç áäÞñéôç áíÜãêç ãéá ó÷åäéáóìü êáé åêôÝëåóç ðïëõú-

óôéêþí ìåëåôþí ìå ôáõôü÷ñïíç óõìðýêíùóç ôïõ ÷þñïõ,

ôïõ ÷ñüíïõ êáé öõóéêÜ ôïõ êüóôïõò ïäÞãçóå óôçí åöåý-

ñåóÞ ôïõò. Ç ðñþôç äçìïóéåõìÝíç áíáêïßíùóç ãéá ôç

öéëïóïößá êáé ôçí ôå÷íïëïãßá ôïõ óõóôÞìáôïò ðñïÞëèå

áðü ôïõò Kononen et al “tissue microarrays for high –

throughput molecular profiling of hundreds of specimens”

(Nat Med 1998, 4:844–847) êáé Ýêôïôå ïé äçìïóéåýóåéò

áõîÜíïõí ìå ãåùìåôñéêÞ ðñüïäï, ðéóôïðïéþíôáò ôçí

ôåñÜóôéá áðÞ÷çóç ôïõ åã÷åéñÞìáôïò óôï åñåõíçôéêü

ðáãêüóìéï óôåñÝùìá.

Ôá óõíÞèç óõóôÞìáôá ðåñéëáìâÜíïõí ùò õëéêïôå÷íé-

êÞ õðïäïìÞ (hardware) ìéá ôñÜðåæá, åðß ôçò ïðïßáò öé-

ëïîåíåßôáé Ýíá óýóôçìá äüôç-äÝêôç êáé Ýíá óõìâáôéêü

ìéêñïóêüðéï. Ôï ðëáêßäéï åéóÝñ÷åôáé ðñïò ìéêñïóêüðç-

óç êáé ï áíôßóôïé÷ïò êýâïò ðáñáößíçò ôïðïèåôåßôáé óôç

èÝóç ôïõ äüôç, åíþ ðáñÜëëçëá ï êýâïò áðü ôïí ïðïßï

èá ðñïêýøåé ç éóôéêÞ ìéêñïóõóôïé÷ßá ôïðïèåôåßôáé óôç

èÝóç ôïõ äÝêôç. Ç óõã÷ñïíéêÞ êßíçóç ôçò ôñÜðåæáò

åðéôñÝðåé ôç óôü÷åõóç, ôçí áðïêïðÞ êáé ôçí åìöýôåõóç

éóôéêþí êõëßíäñùí ðïõ ðåñéëáìâÜíïõí ìåãÜëï áñéèìü

åíóùìáôùìÝíùí éóôéêþí êõëßíäñùí –Ýùò êáé 1000, äéá-

ìÝôñïõ 0,6 mm– ðñïåñ÷üìåíùí áðü âéïðôéêü õëéêü äéá-

öïñåôéêþí áóèåíþí. Ïé êýâïé áõôïß ìéêñïôïìïýíôáé êáé

åöáñìüæïíôáé éóôï÷çìéêÝò Þ áíïóïúóôï÷çìéêÝò ÷ñþóåéò,

êáèþò åðßóçò êáé ìïñéáêÝò ôå÷íéêÝò üðùò ï öèïñßæùí

in situ õâñéäéóìüò (FISH) Þ ï ÷ñùìïãüíïõ in situ õâñé-

äéóìüò (CISH), ãéá ôçí áíÜäåéîç ðñùôåúíþí Þ ÷ñùìï-

óùìÜôùí êáé åéäéêþí ãïíéäéáêþí èÝóåùí, áíôßóôïé÷á.

Ç åõñåßá ÷ñÞóç ôùí óõóôçìÜôùí áõôþí åðéôñÝðåé

ðëÝïí êáé ôçí Üóêçóç êñéôéêÞò ãéá ôçí áîéïðéóôßá êáé

ôçí ùöåëéìüôçôá ôçò ìåèüäïõ. ¼ëïé óõìöùíïýí üôé

áðïôåëïýí åðáíÜóôáóç óôçí ôå÷íïëïãßá äéá÷åßñéóçò

ìåãÜëïõ üãêïõ éóôéêþí äåäïìÝíùí, ìå áðþôåñï óôü÷ï

ôç óõãêñüôçóç ôåñÜóôéùí âéâëéïèçêþí äåäïìÝíùí (tissue

libraries). Ôï æÞôçìá ðïõ ôÝèçêå ðñïò ðñïâëçìáôéóìü

áíáöåñüôáí óôçí áíôéðñïóùðåõôéêüôçôá ôïõ åìöõôåõ-

ìÝíïõ éóôïý óå ó÷Ýóç ìå ôïí üãêï. Ç åíäïãåíÞò åôåñï-

ãÝíåéá ôïõ íåïðëÜóìáôïò ùò áðïôÝëåóìá áíáäõüìåíçò

ðïëõêëùíéêÞò åîÝëéîçò áðïôåëåß Þäç äõó÷åñÞ êáôÜóôá-

óç ãéá éóôéêÝò ôáõôïðïéÞóåéò. Ìå äåäïìÝíç ôç óõññß-

êíùóç ôïõ åîåôáæüìåíïõ äåßãìáôïò, êáèþò ìéá óêçíù-

ìÝíç óå ðáñáößíç óõìâáôéêÞ ôïìÞ áíôéêáèßóôáôáé áðü

Ýíáí éóôéêü êýëéíäñï åëÜ÷éóôçò äéáìÝôñïõ, åãåßñåôáé

áêñéâþò ôï èÝìá ôçò áîéïðéóôßáò ôïõ ôåëéêïý áðïôåëÝ-

óìáôïò ìéáò áíïóïúóôï÷çìéêÞò Þ ìïñéáêÞò ìåëÝôçò êáé

êáôÜ ðüóï áõôü åêöñÜæåé ïëüêëçñç ôçí ðáèïëïãßá ôïõ

åîåôáæüìåíïõ üãêïõ. Óýã÷ñïíåò óõãêñéôéêÝò ìåëÝôåò,

üðùò ôùí Camp et al, êáôÝäåéîáí èåôéêÞ óõó÷Ýôéóç ôùí

áðïôåëåóìÜôùí ìåôáîý óõìâáôéêÞò êáé íÝáò ôå÷íéêÞò

êáôÜ 95%, åíþ ôï ðïóïóôü áõôü ìåôáâëÞèçêå óå 99%,

üôáí ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí 4 éóôéêïß êýëéíäñïé áíÜ ðåñé-

óôáôéêü.14 Ç ìåëÝôç áöïñïýóå óôç äéåñåýíçóç ôçò áíï-

óïúóôï÷çìéêÞò Ýêöñáóçò ôùí äåéêôþí HER2/neu êáé
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ïéóôñïãïíéêþí-ðñïãåóôåñïíéêþí õðïäï÷Ýùí óå ìáóôé-

êïýò êáñêßíïõò. Ðáñüìïéá áðïôåëÝóìáôá áíáêïßíùóå ç

ïìÜäá ôùí Hoos et al, äéåñåõíþíôáò ôçí áíïóïúóôï÷ç-

ìéêÞ Ýêöñáóç ôùí äåéêôþí ki 67, p53 êáé rB óå éíïâëá-

óôéêïýò üãêïõò ìå ìÝóç ôéìÞ óýãêñéóçò ôï ðïóïóôü ôïõ

94%, åíþ ïé Robin et al, áíáëýïíôáò 88 ðñïóôáôéêïýò

êáñêßíïõò (10 éóôéêïýò êõëßíäñïõò áðü ôïí êáèÝíá),

äéáðßóôùóáí üôé óå 99% ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ Ýêöñáóç

ôïõ ki 67 Þôáí áíôéðñïóùðåõôéêÞ, ìå ìÝãéóôï áñéèìü 3

éóôéêþí êõëßíäñùí áíÜ ðåñéóôáôéêü.15

ÅîåôÜæïíôáò áðü ìçäåíéêÞ âÜóç ôç óõó÷Ýôéóç óõì-

âáôéêÞò êáé åéäéêÞò ôå÷íéêÞò ðñÝðåé íá áíáëïãéóôïýìå

ôá åîÞò áñéèìçôéêÜ äåäïìÝíá: Ï åãêëåéóìÝíïò óå óõì-

âáôéêü êýâï ðáñáößíçò éóôüò êáëýðôåé ìéá åðéöÜíåéá

3´2 cm ðåñßðïõ. Ìå âÜèïò ôïìÞò 3 ìm, ï åîåôáæüìåíïò

éóôéêüò üãêïò ðñïóåããßæåé ôá 0,0018 cm3. ̧ íáò éóôéêüò

êýëéíäñïò äéáìÝôñïõ 0,6 mm ðåñéëáìâÜíåé éóôéêü üãêï

0,00000108 cm3 êáé áíôéðñïóùðåýåé ìüëéò ôï 1/1600

ôïõ ðñïáíáöåñüìåíïõ óõìâáôéêïý. ¼ìùò, ï óõìâáôéêÜ

åîåôáæüìåíïò éóôéêüò üãêïò óå Ýíá íåüðëáóìá äéáìÝ-

ôñïõ 4 cm áðïôåëåß ìüíï ôï 1/19000 êáé óå áíôßóôïé÷ï

äéáìÝôñïõ 8 cm ìüëéò ôï 1/150000 ôïõ üëïõ íåïðëÜ-

óìáôïò. Ãßíåôáé áíôéëçðôÞ, óõãêñßíïíôáò ôéò áíáöåñü-

ìåíåò ôÜîåéò ìåãåèþí, ç ó÷åôéêüôçôá ðïõ äéÝðåé ôçí

áíôéìåôþðéóç ôùí óõãêåêñéìÝíùí ðñïò áíÜëõóç äåéã-

ìÜôùí, ôüóï óå óõìâáôéêÞ üóï êáé óå ìéêñïóõóôïé÷éáêÞ

ìïñöÞ. Åíôýðùóç åðßóçò ðñïêáëåß ôï óõìðÝñáóìá, óôï

ïðïßï êáôÝëçîå ç ïìÜäá ìåëÝôçò ôïõ êáñêßíïõ ôïõ ìá-

óôïý ìå åðéêåöáëÞò ôïõò Torhorst et al, êáôÜ ôçí áíÜ-

ëõóç ôùí äåäïìÝíùí áíïóïúóôï÷çìéêÞò Ýêöñáóçò ôçò

p53 êáé óõó÷åôéóìïý ìå ôçí ðñüãíùóç ôïõ äåßêôç. Åíþ

ôá TMAs êáôÝäåéîáí ôçí åðéâåâáéùìÝíç óõó÷Ýôéóç, ïé

óõìâáôéêÝò ôïìÝò áðÝôõ÷áí íá ôçí ðéóôïðïéÞóïõí.16

Ôï ìÝãåèïò ôçò ó÷åôéêüôçôáò, ëïéðüí, üóïí áöïñÜ

óôçí áíôéðñïóùðåõôéêüôçôá ôïõ äåßãìáôïò, öáßíåôáé íá

ìç óêéÜæåé ôçí êýñéá áñåôÞ ôçò ìåèüäïõ, ç ïðïßá, óå

óõíäõáóìü ìå ôçí åöáñìïãÞ ôùí óõóôçìÜôùí ãïíéäéá-

êþí ìéêñïóõóôïé÷éþí (c DNA arrays), áðïôåëåß ôçí áé÷-

ìÞ ôïõ äüñáôïò óôçí åîÝôáóç êáé ôçí áðïôßìçóç ôçò

éóôéêÞò ðëçñïöïñßáò ìåãÜëïõ üãêïõ ðåñéóôáôéêþí êáé

óå óõíäõáóìü ìå ôç óýã÷ñïíç õðïëïãéóôéêÞ áíÜëõóç

åéêüíáò (digital image analysis) ðõñïäïôåß ôçí åîÝëéîç

ôçò ìåôáìïñéáêÞò åðï÷Þò.
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Tissue microarrays in immunohistochemical expression and molecular detection of DNA MMR
system instability in colorectal cancer

E. TSIAMBAS,1 L. MANAIOS,2 A. MELA,3 A. STAMATELOPOULOS,4 A. EMMANOUILIDOU,3 A. KARAMERIS1

1Department of Pathology, Laboratory of Image Analysis, 417 VA Hospital, 2Department of Surgery,

417 VA Hospital, 3Department of Clinical Cytology, 417 VA Hospital, 4Experimental Surgery Unit,

Medical School, University of Athens, Athens, Greece

Archives of Hellenic Medicine 2006, 23(5):473–482

OBJECTIVE To evaluate immunohistochemical expression DNA MMR (mismatch repair system) proteins

(MLH1, MSH2 and MSH6-GTBP) in sporadic colon adenocarcinomas, correlating the results with chromosomal

instability of chromosome 2, 3, 9, 16 and 17. Microsatellite instability (MSI) in colorectal tumors can be

detected in up to 15% of incident colorectal cancers. MSI in sporadic colorectal cancers is primarily due to

epigenetic silencing of MLH1, while MSI is almost universal in tumors from HNPCC family members due to

germline MMR gene mutation with loss or mutational inactivation of the second copy as a somatic event. There

is evidence that tumor MSI is associated with a better outcome than the rest of large bowel malignancy.

METHOD Using tissue microarrays technology one paraffin block was created in which were embedded 60

histologically confirmed colon adenocarcinoma samples with a core diameter of 1 mm. Immunohistochemistry

and chromogenic in situ hybridization were performed using an automated staining system. A computerized

image analysis method was applied by the use of a semi-automated system. Statistical analysis was performed

using the SPSS program. RESULTS Loss or low levels of expression were observed in 8/60 (13%) cases. A



482 Å. ÔÓÉÁÌÐÁÓ êáé óõí

high predominance of this event was observed in the expression of MLH1 (7/8, 85%). Aneuploidy of chromo-

some 2, 9, 16 and 17 was detected predominantly in the group of immunohistochemically stable cancers. In

addition, 75% of cases which demonstrated combined loss of expression in at least 2 markers were character-

ized by lymphocytic infiltration. CONCLUSIONS Chromosomal instability is a common genetic event in

colorectal cancers. A subset characterized by microsatellite instability and loss of expression in DNA MMR genes

correlates with better prognosis (longer survival, response to chemotherapy).
................................................................................................................................................................................
Key words: Colorectal cancer, DNA MMR, Tissue microarrays
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