
Met de interfase In Situ Hybridisatie (ISH) techniek
kunnen specifieke nucleïnezuursequenties in het DNA
van morfologisch intacte cellen zichtbaar worden ge-
maakt. Hiermee kunnen numerieke of structurele
chromosoomafwijkingen worden herkend. Sommige
cytogenetische afwijkingen zijn specifiek voor een
bepaalde hematologische maligniteit en leveren een
bijdrage aan het stellen van diagnose en prognose.
Toepassing van ISH is mogelijk op routinematig ge-
kleurde bloed- en beenmerguitstrijkjes. ISH gecombi-
neerd met cytologie (May-Grünwald Giemsa) of im-
munologie geeft informatie over het celtype waar de
chromosomale afwijking zich in bevindt. Zo kunnen
chronisch lymfatische leukemie cellen worden ge-
screend op de aanwezigheid van een extra chromo-
soom 12. Deze afwijking is geassocieerd met een aty-
pische celmorfologie. Chronisch myeloïde leukemie
en acute lymfatische leukemie cellen kunnen worden
gescreend op een translocatie van chromosoom 9 met
22, t(9;22) (het Philadelphia chromosoom). Met pro-
bes specifiek voor de geslachtschromosomen kan na
een beenmergtransplantatie worden beoordeeld of de
hematologische cellen afkomstig zijn uit het trans-
plantaat, mits donor en ontvanger van verschillend
geslacht zijn. Dit chimerisme onderzoek is bruikbaar
voor het evalueren van de uitgroei van het transplan-
taat. 
In dit artikel wordt kort ingegaan op het principe, de
methode en toepassing bij de diagnose van patiënten
met hematologische maligniteiten.

Trefwoorden: in situ hybridisatie; cytologie; immuno-
logie.

De maligne aandoeningen van het hematopoïetisch
systeem zijn vaak geassocieerd met specifieke cyto-
genetische afwijkingen. In normale cellen worden 46
chromosomen (23 paren) aangetroffen. Bij hematolo-
gische maligniteiten kunnen zowel numerieke chro-

mosoom afwijkingen (d.w.z. winst of verlies van een
chromosoom), als structurele chromosoom afwijkin-
gen (bijv de uitwisseling van DNA tussen twee of
meerdere chromosomen, translocaties) voorkomen.
Verlies van chromosoom 7 (monosomie 7) of de
winst van extra chromosoom 8 (trisomie 8) wordt ge-
regeld gezien bij het myelodysplastisch syndroom
(MDS) en de acute myeloïde leukemie (AML) (1,2).
Ook myeloproliferatieve aandoeningen kunnen der-
gelijke cytogenetische afwijkingen vertonen. Triso-
mie 12 komt frequent voor bij de chronisch lymfati-
sche leukemie (CLL) (3,4). Een bekend voorbeeld
van een structurele afwijking is de translocatie tussen
chromosoom 9 en 22, t(9;22) (het Philadelphia chro-
mosoom). Deze afwijking komt zowel bij de chro-
nisch myeloïde leukemie (CML) als bij de acute lym-
fatische leukemie (ALL) voor (5,6). Herkenning van
de chromosomale afwijking is belangrijk voor de dia-
gnostiek en in sommige gevallen de prognose. Bo-
vendien kan de afwijking dienen als merker voor ver-
volgonderzoek om het effect van de behandeling te
beoordelen.
Bij de conventionele cytogenetische technieken wor-
den cellen met behulp van kweektechnieken in deling
(metafase) gebracht. De individuele chromosomen
worden aangekleurd (gebandeerd) en op afwijkingen
beoordeeld. Zowel numerieke als structurele afwij-
kingen worden herkend. Met deze techniek echter
worden uitsluitend delende cellen beoordeeld. Niet
delende (interfase) cellen kunnen niet worden geana-
lyseerd. Om die reden zijn de resultaten van de meta-
fase analyse niet altijd representatief voor de totale
celpopulatie (7,8).
Interfase cytogenetica kent deze beperking niet (9).
Een van de gebruikte technieken is de interfase In
Situ Hybridisatie (ISH) (10). Deze techniek is geba-
seerd op het enkelstrengs maken van DNA bij hoge
temperaturen. Bij afkoeling vindt hereniging van de
DNA strengen plaats. Ook complementair DNA van
buitenaf (probe) zal zich binden (hybridiseren). Is de
probe voorzien van een reportermolecuul zoals bio-
tine dan kan deze na hybridisatie gedetecteerd wor-
den, bijv met avidine-fluorochroom. In chromosomen
en in de kern is de gehybridiseerde probe vervolgens
herkenbaar als een kleine gekleurde vlek (“spot”).
Voor vele regio’s in een chromosoom is complemen-
tair DNA als probe beschikbaar. Afhankelijk van de
klinische vraagstelling wordt de probekeuze bepaald.
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Cellen kunnen worden gescreend op de aanwezigheid
van een specifieke chromosomale afwijking maar de
uitslag van het conventionele metafase onderzoek
kan ook aanleiding zijn tot het gericht toepassen van
interfase ISH voor de detectie van een of meerdere
chromosoomafwijkingen. Overigens sluit een positief
ISH resultaat andere chromosomale afwijkingen na-
tuurlijk niet uit.
De combinatie van ISH met al langer bestaande cyto-
logische en immunologische technieken maakt het
mogelijk de cytogenetische afwijking te herleiden tot
een cytologisch of immunologisch geïdentificeerde
cel (11,12).

Historie
De In situ hybridisatie techniek is in 1969 ontwikkeld
door Pardue en Gall en door John et al (13,14). De te
hybridiseren probe werd gemerkt met radio-isotopen
en de gevormde hybriden gedetecteerd met behulp
van auto-radiografie. Uitsluitend repeterende base-
paar volgordes die geïsoleerd konden worden uit
muizen DNA, viraal DNA of ribosomaal RNA wer-
den gebruikt als probe.
Door de introductie en verbetering van onder andere
cloningstechnieken zijn probes voor vele regio’s in
het genoom beschikbaar gekomen (15,16). Tegelij-
kertijd werden technieken ontwikkeld om de probes
met stabielere merkers dan radio-isotopen te modifi-
ceren. (17-21). Op dit moment is inbouw van biotine
of digoxigenine gemodificeerde nucleïnezuren in de
probe met behulp van DNA of RNA polymerases de
meest gebruikte methode (18,19). Deze techniek staat
bekend onder de naam “nicktranslatie”. Dankzij de
ontwikkelingen in de immunocytochemie kunnen de
gehybridiseerde probes worden aangekleurd met
fluorochromen, enzymen of colloïdaal goud (22-24).
Eventueel kan het verkregen ISH signaal nog worden
versterkt (25). Ook werden methodes ontwikkeld om
fluorochroom of enzym gemerkte nucleotiden in de
probe te introduceren (26,27). Voordeel hiervan is dat
de probes direct na hybridisatie kunnen worden gede-
tecteerd. ISH is nu toepasbaar op metafase en inter-
fase chromosomen met een of multipele probes. Ook
kan de techniek worden gecombineerd met cytologie
en immunologie (11,12). 

Techniek

Probes
Er worden verschillende soorten DNA-probes ge-
bruikt voor het aantonen van numerieke en structurele
chromosoom afwijkingen (28). Probes die de repete-
rende basepaarvolgordes in de centromeer regio (de
verbindingsplaats tussen de korte en lange arm van
een chromosoom) herkennen zijn vaak chromosoom
specifiek en daarmee geschikt voor het aantonen van
verlies of winst van een chromosoom. De basepaar
volgordes kunnen honderd tot duizenden keren in de
centromeer regio voorkomen. Hechting van een probe
aan deze regio resulteert in een hybride die enkele
duizenden kilobaseparen groot is en duidelijk herken-
baar is als ISH spot. Voor veel chromosomen zijn cen-
tromeerprobes commercieel verkrijgbaar.

Zogenaamde “single copy probes” bevatten een base-
paarvolgorde die maar één keer in het genoom voor-
komt. Indien er probes beschikbaar zijn die bijvoor-
beeld breukpunten van chromosomen herkennen bij
translocatie dan kunnen deze gebruikt worden voor
het aantonen van chromosoom fusies.
Probes die grote stukken van een chromosoom of een
heel chromosoom (chromosome paintings) herkennen
worden minder vaak gebruikt in interfase ISH. De
hybridisatiespots zijn groot en moeilijker te beoor-
delen.
Meerdere technieken zijn beschreven om de probes te
voorzien van een reportermolecuul (10). De meest
gebruikte techniek is de “nicktranslatie”: in het DNA
worden breuken gemaakt met behulp van het enzym
DNAse waarna met DNA-polymerase, nucleotiden
en een gemerkt dUTP nieuwe DNA-strengen worden
gesynthetiseerd. Het dUTP kan gebonden zijn aan
een reportermolecuul zoals biotine of digoxigenine
dat later met indirecte immunocytochemische metho-
des zichtbaar wordt gemaakt. Het dUTP kan ook di-
rect gekoppeld zijn aan een fluorochroom of enzym.
De meeste commercieel verkrijgbare DNA-probes
zijn al voorzien van een reportermolecuul, fluoro-
chroom of enzym.

Preparaten en fixatie
De ISH techniek kan worden toegepast op routine-
matige gemaakte bloed- en beenmergpreparaten. Mits
goed verpakt kunnen de preparaten enkele maanden
bij -20°C worden bewaard (11). Meerdere fixatie-
technieken zijn bruikbaar zoals aceton/methanol,
azijnzuur/methanol, formaldehyde of de May-Grün-
wald-Giemsa (MGG) kleuring.

Voorbehandeling
Endogene enzyminactivatie is bij gebruik van een en-
zym als merker meestal niet nodig. De hoge tempera-
turen tijdens het enkelstrengs maken van het cellu-
laire DNA denatureren de meeste eiwitten. Om
achtergrond aankleuring te verminderen worden de
preparaten voorbehandeld met RNAse. Proteolytische
behandelingen met pepsine, protease en zoutzuur zijn
op routinematig gemaakte bloed- en beenmergprepa-
raten niet aan te raden. De morfologie van de cellen
wordt bedorven en de kans bestaat dat de cellen losla-
ten van het objectglas. Eventueel kan voor het maken
van de preparaten het objectglas worden voorzien van
een laag poly-l-lysine om adhesie van de cellen aan
het glas te vergroten.

Denaturatie en hybridisatie
Het enkelstrengs maken (denatureren) van het cellu-
laire DNA dient te gebeuren met behoud van de mor-
fologie van de cel. Denaturatie in alkalisch milieu is
bijna geheel vervangen door verhitting met behulp
van het smeltpunt verlagende formamide. De prepa-
raten worden enkele minuten in ± 70% formamide
van 70-80°C ondergedompeld. Onder dezelfde om-
standigheden wordt het DNA van de probe gedenatu-
reerd. Indien de probe op het preparaat wordt aange-
bracht kan de denaturatie tegelijkertijd plaatsvinden.
Een verwarmingsplaat met een constante temperatuur
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is dan een vereiste. Als de probe groot is en naast de
specifieke basepaarsequenties ook veel basepaarvolg-
ordes bevat die op alle chromosomen voorkomen, is
voorbehandelen met ongelabeld competitie-DNA ge-
wenst. Hechting van de probe aan alle chromosomen
wordt hiermee onderdrukt. Het hybridiseren gebeurt
meestal overnacht bij 37°C, maar kortere hybridisatie-
tijden zijn ook mogelijk. 

Post-hybridisatie
Post-hybridisatiewasstappen moeten de ruis die non-
specifieke hybridisatie geeft verminderen. De strin-
gentie van het wassen is afhankelijk van zoutconcen-
tratie en temperatuur. Hoe hoger de temperatuur en
hoe lager de zoutconcentratie hoe stringenter de was-
stap. 

Detectie
Voor de niet-radioactieve detectie van de gemerkte
probes worden zowel fluorochromen, enzymen als
colloïdaal goud gebruikt (12). Met fluorochromen als
fluoresceïne isothiocyanate (FITC), Texas Red of
amino-methylcoumarin-acetic acid (AMCA) wordt
een hoge sensitiviteit en een hoge signaalresolutie be-
reikt. Nadelen zijn de uitdoving van de signalen bij
aanstraling en de autofluorescentie van sommige cel-
len. Enzymen als peroxidase of alkalische fosfatase
kennen deze bezwaren niet en hebben bovendien als
voordeel dat de hybridisatiespots met een conventio-
nele lichtmicroscoop kunnen worden beoordeeld. Mi-
croscopie voor de detectie van colloïdaal goud is bin-
nen de meeste laboratoria niet voorhanden. Deze
methode zal niet verder worden behandeld.
Bij gebruik van meerdere probes wordt gebruik ge-
maakt van verschillend gekleurde fluorochromen of
enzymen.
Met immunocytochemische technieken kunnen de
ISH-spots ook worden versterkt. Een recente ontwik-
keling is de “catalyzed reporter deposition” techniek
(CARD). Deze amplificatietechniek is gebaseerd op
de afzetting van gebiotinyleerd tyramine (BT) op de
plaats van de probe. Het BT kan vervolgens gevisu-
aliseerd worden met fluorochroom of enzym gemerkt

avidine. De intensiteit van de ISH-spot neemt daar-
door sterk toe (29-30).
Bij gebruik van fluorochromen worden de preparaten
ingebed in een “anti-fade” oplossing en een kern aan-
kleurende stof zoals propidiumjodide of 4,6 diamid-
ino-2-phenyl-indole (DAPI). Bij gebruik van enzy-
men kunnen cellen worden tegengekleurd met bijv.
hematoxiline of methylgroen.

Beoordeling
In normale cellen met twee kopieën van een chromo-
soom verwacht men bij gebruik van een chromosoom
specifieke centromeerprobe twee ISH-spots per cel.
Door inefficiënte hybridisatie of door co-localisatie
van twee spots zal in in diploïde cellen niettemin in ±
5% minder dan 2 spots te zien zijn (11). Omgekeerd
zal in ± 2% van de cellen een verhoogd aantal hybri-
disatiespots worden waargenomen. Deze afwijkende
waarneming kan worden veroorzaakt worden door
een te hoge probeconcentratie of aspecifieke hybridi-
satie. Vanwege deze referentiewaarden kan een mo-
nosomie 7 dus worden opgepikt indien bij meer dan
5% van de cellen één hybridisatiespot wordt aange-
toond. Naar analogie kan een trisomie worden her-
kend indien bij meer dan 2% van de cellen 3 hybridi-
satiespots per cel worden gezien.
Wanneer breekpuntspecifieke probes worden gebruikt
om chromosoomtranslocaties aan te tonen en twee-
kleurendetectie dan zullen in normale cellen twee
keer twee spots worden gezien die los van elkaar lig-
gen. In ± 3% van de normale cellen zal een “fusie
spot” te zien zijn (31-32). Het percentage normale
cellen met een afwijkend aantal spots of “fusie spot”
is afhankelijk van de specificiteit van de probe en de
celrijkdom van het preparaat. Een hoge cellulariteit
en daarmee compacte kernen geven meer kans op
“fusiespots”.
Deze referentiewaarden dienen per laboratorium en
per probe bepaald te worden. De percentages geven
aan dat de techniek minder geschikt is voor de detec-
tie van minimale residuale ziekte.

Interfase ISH in combinatie met andere technie-
ken
Het identificeren van cellen met een chromosomale
afwijking is mogelijk door cytologie en interfase 
ISH te combineren. Preparaten worden eerst met
MGG gekleurd en de cellen worden vastgelegd op dia
of video. Daarna wordt op het zelfde preparaat ISH
toegepast. Het ISH resultaat wordt tegelijkertijd met
de cytologie (dia of video) beoordeeld (11) (figuur 1).
Voor het simultaan beoordelen van immunofenotype
en een chromosoom in een interfase-cel zijn vele
technieken beschreven (12). Een daarvan is de
APAAP/FISH techniek (33,34). Deze techniek ge-
bruikt het alkalische fosfatase-anti alkalische fosfa-
tase (APAAP) detectiesysteem. De monoclonale anti-
stof wordt gedetecteerd met behulp van APAAP en
een azo-dye kleuringsprocedure. Dit resulteert in een
roodgekleurd precipitaat dat zichtbaar is met doorval-
lend licht maar ook in de fluorescentie microscoop bij
gebruik van een FITC filter combinatie. Het APAAP-
complex blijft op de cel aanwezig tijdens de ISH-pro-
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Figuur 1. A: MGG-gekleurd bloed van een patiënt met myelo-
proliferatieve aandoening; B: ISH toegepast op dezelfde cellen
met een probe, specifiek voor chromosoom 8. De segmenten
geven met drie spots de trisomie weer; in de lymfocyt zijn twee
chromosomen 8 te zien.

A B



cedure. Als APAAP wordt gebruikt ten behoeve van
de immunophenotypering en FITC als merker in de
ISH-procedure dan resulteert dit in het zichtbaar ma-
ken van het immunofenotype (APAAP=rood) en het
genotype (FITC=groen) in de zelfde interfase-cel.
Detectie van fluorescerende ISH-spots met behulp
van flowcytometrie heeft als voordeel dat grote aan-
tallen cellen kunnen worden beoordeeld (35,36).
Daarvoor worden cellen (kernen) in suspensie gehy-
bridiseerd. De combinatie van ISH en flowcytometrie
is bruikbaar in het chimerisme onderzoek: cellen po-
sitief of negatief voor een Y chromosoom kunnen
worden onderscheiden.

Enkele toepassingen

Chronisch lymfatische leukemie (CLL)
Bij ± 20% van de patiënten met B-CLL wordt een
trisomie 12 gevonden (3,4). Deze chromosoomafwij-
king is geassocieerd met een atypische celmorfologie.
De analyse van metafase chromosomen wordt be-
moeilijkt door een lage mitose-activiteit van de tu-
morcellen. Met interfase ISH, eventueel gecombi-
neerd met cytologie of immunofenotypering, is het
afwijkende karyotype snel te herkennen.

Chronisch Myeloïde Leukemie (CML)
Het Philadelphia chromosoom is bewijzend voor de
diagnose CML. De uitwisseling van het Abelson
(Abl) gen op chromosoom 9 (q34) met het “break-
point cluster region” (BCR) gen op chromosoom 22
(q11) resulteert in het BCR-Abl fusiegen op chromo-
soom 22. Dit fusiegen codeert voor een 210 kD fusie-
eiwit dat waarschijnlijk een centrale rol speelt in de
pathogenese van de leukemie. Voor zowel de regio
van het BCR-gen als het Abl-gen zijn probes beschik-
baar. Als BCR met FITC (groen) wordt aangekleurd
en Abl met Texas Red (rood), dan zal bij fusie van de
twee genen een rood-groene spot ontstaan. (32).

Acute lymfatische leukemie (ALL)
Het Philadelphia chromsoom is ook aanwezig bij
± 30% van de volwassen patiënten met een ALL (6).
Bij deze patiënten is het soms moeilijk voldoende
beenmerg te aspireren voor het conventionele meta-
fase-onderzoek. De ISH-techniek kan dan worden
toegepast op depjes van de beenmergbiopsie.

Chimerisme
Indien bij beenmergtransplantatie donor en ontvanger
van tegenovergesteld geslacht zijn, kan het X en Y
chromosoom dienen als merker voor vervolgstudies.
Met probes welke specifiek zijn voor de geslachts-
chromosomen kan volledig donorchimerisme, par-
tieel chimerisme of afstoting van het transplantaat
worden vastgesteld (35,36).
Interfase in situ hybridisatie is in combinatie met cel
indentificatie technieken een belangrijk hulpmiddel
geworden binnen de diagnostiek en het vervolgen van
hematologische maligniteiten. 

Dankwoord. 
Wij zijn Dr. Ir. A.A.M. Ermens, Diaconessenhuis, Eindhoven,
erkentelijk voor zijn commentaar. 
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Summary

Some applications of Interfase in situ hybridization using DNA
probes in the haematological laboratory. Lom K van, Smit
EME, Släter R, Löwenberg B. Ned Tijdschr Klin Chem 1998;
23: 3-7.
Using the interfase in situ hybridization (ISH) technique, the
presence of specific nucleic acid sequences can be detected in
the DNA of morphologically intact cells. ISH can be used to
demonstrate numerical or structural chromosomal abnormali-
ties. Some of these cytogenetic aberrations are known to be
specific for a certain type of haematological malignancy and
their presence can contribute to the diagnosis and the assess-
ment of the prognosis of the patient. ISH can be applied to
routinely stained blood and bone marrow smears. When com-
bined with cytology (May-Grünwald Giemsa) or immunology
ISH can provide information on celltype and karyotype at the
same time. For example chronic lymphocytic leukaemia cells
can be screened for the presence of an extra chromosome 12,
an abnormality associated with an atypical cell morphology.
Chronic myeloid leukaemia and acute lymphoblastic leu-
kaemia cells can be screened for the translocation between
chromosomes 9 and 22, t(9;22) (the Philadelphia chromo-
some). Following allogeneic bone marrow transplantation,
ISH with probes specific for the sex chromosomes can be used
to investigate whether the blood cells originate from the trans-
plant, provided donor and recipient are of the opposite sex.
This type of investigation is useful for evaluating the engraft-
ment of donor arrived hematopoiesis.
Here we briefly describe the principle, method and applica-
bility of ISH to haematological malignancies.
Keywords: in situ hybridization; cytology; immunology.
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