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Introduction-Aim: Colorectal cancer is one of the leading causes of cancer 
related-deaths worldwide. EGFR glycoprotein is frequently expressed in colorectal 
carcinomas and recent research is focused on its prognostic and therapeutic implica-
tions. There are few data on the correlation of EGFR protein expression and gene 
status in colorectal carcinomas. In the present study we evaluated the correlation 
of EGFR protein expression with EGFR gene numerical aberrations in colorectal 
carcinomas. 

Materials and Methods: We investigated 61 colorectal carcinomas for EGFR 
expression with immunohistochemistry and EGFR gene and chromosome 7 status 
using EGFR Spectrum Orange/CEP7 Spectrum Green probes by fluorescent in situ 
hybridization (FISH). 

Results: EGFR protein expression was detected in 33/61 cases (54%) and over-
expression (2+, 3+) in 11/33 cases. EGFR/CEP7 ratio ranged from 0.86-8.11 with 
a mean of 1.17. High level amplification (EGFR/CEP7 ratio >2) of EGFR gene 
was observed in one IHC EGFR negative case, whereas low level amplification 
(EGFR/CEP7 ratio >1.3-2) in 2 cases (EGFR 1+, EGFR-). Increased EGFR gene 
signals were found in 24/61 (39%) cases, while gene indeterminate or definitive 
loss was not detected. CEP7 gain was calculated in 13 cases, indeterminate loss in 
4 cases and definitive loss in 1 case. Polyploidy and polysomy were observed in 10 
and 4 cases, respectively. EGFR gene amplification was found only in low-grade 
carcinomas with high pathologic stage (C2) and advanced clinical stage (TNM stage 
III). EGFR gene copy gain was detected in low and high grade tumors of early and 
advanced clinical stage (II-IV).
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Conclusions: EGFR immunohistochemical expression was independent of gene 
status. The detected EGFR gene amplification in negative for protein expression 
cases suggests that FISH method may be useful in cases where the production of 
EGFR protein is absent.

Key words: Colon carcinoma, EGFR, FISH, immunohistochemistry.

Εισαγωγή-Σκοπός: Ο ορθοκολικός καρκίνος αποτελεί ένα από τα πιο συχνά 
κακοήθη νεοπλάσματα παγκοσμίως. Ο EGFR υποδοχέας εκφράζεται συχνά στον 
ορθοκολικό καρκίνο και αποτελεί αντικείμενο έρευνας τόσο σε προγνωστικό όσο και 
σε θεραπευτικό επίπεδο. Οι εργασίες σχετικά με τη μελέτη της ανοσοιστοχημικής 
έκφρασης του EGFR και την εκτίμηση των αντιγράφων (ενίσχυση) του αντίστοιχου 
γονιδίου με FISH στο καρκίνωμα του παχέος εντέρου είναι σπάνιες. Ως εκ τούτου 
προέκυψε ο σχεδιασμός της παρούσας εργασίας με σκοπό τη συγκριτική μελέτη της 
έκφρασης του EGFR σε επίπεδο πρωτεΐνης με ανοσοϊστοχημεία και του γονιδίου 
σε επίπεδο DNA με FISH σε μία σειρά καρκινωμάτων παχέος εντέρου.

Υλικό-Μέθοδος: Αρχειακό υλικό από 61 περιπτώσεις καρκινωμάτων παχέος 
εντέρου μελετήθηκε ανοσοϊστοχημικά με τη μέθοδο στρεπταβιδίνης-βιοτίνης ως 
προς την έκφραση του EGFR. Με τη μέθοδο FISH και χρησιμοποιώντας το σύ-
μπλεγμα ιχνηθετών EGFR Spectrum Orange/CEP7 Spectrum Green διερευνήθηκε 
η κατάσταση του EGFR γονιδίου (EGFR gene status) καθώς και ενδεχόμενες άλλες 
αριθμητικές χρωμοσωμικές διαταραχές. Επιπρόσθετα αναλύθηκαν τα αποτελέ-
σματα και ως προς τα ιστολογικά και κλινικά δεδομένα.

Αποτελέσματα: Ανοσοϊστοχημική έκφραση του EGFR παρατηρήθηκε σε 33/61 
(54%) περιπτώσεις, ενώ υπερέκφραση (2+, 3+) σε 11 από αυτές. Ο λόγος EGFR/
CEP7 κυμάνθηκε από 0,86-8,11 με μέσο όρο 1,17. Υψηλού βαθμού ενίσχυση του 
EGFR γονιδίου (λόγος EGFR/CEP7 >2) ανευρέθηκε σε μία περίπτωση (EGFR-), 
ενώ χαμηλού βαθμού ενίσχυση (λόγος EGFR/CEP7 >1,3-2) σε 2 (EGFR 1+, EGFR-) 
περιπτώσεις. Επαύξηση του EGFR γονιδίου εμφάνισαν 24 (39%) περιπτώσεις. 
Μερική ή ολική απώλεια του EGFR γονιδίου δεν παρατηρήθηκε. Επαύξηση του 
CEP7 παρουσίασαν 13 περιπτώσεις, ενώ μερική απώλεια 4 και ολική απώλεια 1 
περίπτωση. Πολυπλοειδία εμφάνισαν 10 και πολυσωμία 4 περιπτώσεις. Ενίσχυση 
του EGFR γονιδίου βρέθηκε μόνο σε νεοπλάσματα χαμηλής κακοήθειας, υψηλού 
ιστολογικού σταδίου (C2) και προχωρημένου κλινικού σταδίου (ΙΙΙ), ενώ επαύ-
ξηση του γονιδίου EGFR διαπιστώθηκε και σε καρκινώματα υψηλής κακοήθειας, 
με ή χωρίς λεμφαδενικές μεταστάσεις, αρχόμενου ή και προχωρημένου κλινικού 
σταδίου (ΙΙ-IV).

Συμπεράσματα: Η ανοσοϊστοχημική έκφραση του EGFR ήταν ανεξάρτητη 
της γονιδιακής ενίσχυσης ή επαύξησης καθώς και των υπόλοιπων χρωμοσωμικών 
διαταραχών. Η ενίσχυση του γονιδίου EGFR που παρατηρήθηκε σε περιπτώσεις 
με αρνητική ανοσοχρώση δείχνει ότι η μέθοδος FISH μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
στην ανάδειξη περιπτώσεων με αναστολή/απώλεια της έκφρασης του EGFR υπο-
δοχέα.

Λέξεις κλειδιά: Ανοσοϊστοχημεία, FISH, EGFR, καρκίνωμα παχέος εντέρου

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το ορθοκολικό καρκίνωμα αποτελεί μία 
από τις συχνότερες αιτίες θανάτου τόσο στις 

ανεπτυγμένες όσο και στις αναπτυσσόμενες 
χώρες. Παγκοσμίως, είναι το τέταρτο πιο συχνό 
κακοήθες νεόπλασμα με πάνω από 1.000.000 
νέες περιπτώσεις το χρόνο και αντίστοιχα 
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>500.000 περίπου θανάτους1. Αν και η χει-
ρουργική εξαίρεση του όγκου αποτελεί την 
πρώτη θεραπευτική επιλογή, αρκετοί ασθενείς 
εμφανίζουν υποτροπές και καταλήγουν λόγω 
της νόσου. Η ακτινοθεραπεία έχει χρησιμοποι-
ηθεί ως συμπληρωματική θεραπευτική αγωγή 
χωρίς όμως να βελτιώσει την επιβίωση2. Βασικό 
όπλο στη θεραπεία του ορθοκολικού καρκίνου 
αποτελεί η χημειοθεραπευτική αγωγή.

Τα τελευταία χρόνια η ραγδαία εξέλιξη 
της βιολογίας και των βασικών επιστημών 
γενικότερα οδήγησε στην ανακάλυψη και απο-
σαφήνιση κυτταρικών οδών που εμπλέκονται 
στην ανάπτυξη της νεοπλασίας, στην επιβίω-
ση ή στην απόπτωση και στη μετανάστευση 
των νεοπλασματικών κυττάρων. Επιπρόσθετα 
αναγνωρίσθηκαν σε νεοπλασματικούς ιστούς 
μόρια τα οποία αποτελούν στόχους ειδικής 
θεραπείας. Σήμερα, ένα από τα πολλά υπο-
σχόμενα μόρια στόχους στη θεραπεία του 
ορθοκολικού και όχι μόνο καρκίνου αποτελεί 
ο υποδοχέας του επιδερμιδικού αυξητικού 
παράγοντα (epidermal growth factor receptor-
EGFR).

Ο EGFR (HER-1) είναι μία διαμεμβρανική 
γλυκοπρωτεΐνη και ειδικότερα μια τυροσινική 
κινάση, μέλος της οικογένειας HER, η οποία 
εμπλέκεται σε πληθώρα κυτταρικών οδών που 
επηρεάζουν την κυτταρική αύξηση ήτοι τον 
πολλαπλασιασμό, τη διαφοροποίηση και τον 
προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο3. Έχει 
αποδειχθεί ότι η υπερενεργοποίηση του EGFR 
από ειδικούς προσδέτες παίζει σημαντικό ρόλο 
στην ογκογένεση λόγω της επίδρασης του σε 
βασικές κυτταρικές οδούς όπως της Akt/PKB 
κινάσης, της MAPK/ERK κινάσης, του STAT 
και άλλων. Η υπερέκφραση του EGFR έχει 
συσχετισθεί επίσης με χαμηλό προσδόκιμο επι-
βίωσης σε συμπαγείς όγκους4,5, ενώ στο καρκί-
νωμα του παχέος εντέρου η προγνωστική αξία 
του EGFR δεν είναι ιδιαίτερα σημαντική6.

Η υπερέκφραση του EGFR και ο ενεργός 
του ρόλος σε σημαντικότατες κυτταρικές λει-
τουργίες οδήγησε στη δημιουργία χιμαιρικών 
μονοκλωνικών αντισωμάτων που στοχεύουν 
στο εξωκυττάριο τμήμα του EGFR (cetuximab, 
panitumumab) με αποτέλεσμα την αναστολή 
σύνδεσης με τους προσδέτες, καθώς και ανα-
στολέων της τυροσινικής δράσης του ενδοκυτ-
τάριου τμήματος του EGFR μορίου (erlotinib, 
gefitinib). Σε πρόσφατη μελέτη φαίνεται ότι 
η μονοθεραπεία με cetuximab (ErbituxTM) ή 
ο συνδυασμός με irinotecan σε ασθενείς με 

ανθεκτικό στην irinotecan καρκίνωμα παχέος 
εντέρου βελτίωσε την επιβίωση και την εξέλιξη 
της νόσου7.

Στο καρκίνωμα του παχέος εντέρου η ανο-
σοϊστοχημική έκφραση του EGFR εμφανίζει 
μεγάλες διακυμάνσεις (41%->80%)8-11 και 
φαίνεται να μην σχετίζεται άμεσα με χρωμο-
σωμικές ανωμαλίες ή μεταλλάξεις του EGFR 
γονίδιου8,12. Υπάρχουν αντικρουόμενα απο-
τελέσματα ως προς την ανοσοϊστοχημική έκ-
φραση του EGFR στους πρωτοπαθείς όγκους 
και στις μεταστάσεις10,11. Επιπροσθέτως αντι-
κρουόμενα είναι τα ευρήματα όσον αφορά τη 
συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης της EGFR 
γλυκοπρωτεΐνης και της ενίσχυσης του γονιδί-
ου EGFR που ανιχνεύεται με μοριακές τεχνικές 
και ειδικότερα με FISH8,12,13.

Σκοπός της εργασίας αυτής είναι η συσχέ-
τιση της ανοσοϊστοχημικής έκφρασης του 
EGFR με την ενδεχόμενη παρουσία αριθμη-
τικών διαταραχών του αντίστοιχου γονιδίου 
(ενίσχυση, επαύξηση, απώλεια) ή/και τυχόν 
χρωμοσωμικές αριθμητικές ανωμαλίες (ανευ-
πλοειδία χρωμοσώματος 7), καθώς επίσης και 
μεταξύ των ανοσοϊστοχημικών και μοριακών 
ευρημάτων μας με κλινικές και ιστολογικές 
παραμέτρους.

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Το υλικό μας αφορούσε 61 περιπτώσεις 
ασθενών με καρκίνωμα παχέος εντέρου. Όλοι 
οι ασθενείς υποβλήθηκαν σε χειρουργική επέμ-
βαση, ενώ κανένας δεν έλαβε προεγχειρητική 
χημειοθεραπεία ή ακτινοβολία. Το υλικό, κύβοι 
παραφίνης από αντιπροσωπευτικές θέσεις του 
κάθε νεοπλάσματος, προέρχονταν από το αρ-
χείο του Εργαστηρίου Γενικής Παθολογίας και 
Παθολογικής Ανατομικής της Ιατρικής Σχολής 
του Α.Π.Θ. και από την Ελληνική Συνεργα-
ζόμενη Ογκολογική Ομάδα. Η ιστολογική 
ταξινόμηση των καρκινωμάτων έγινε σύμφωνα 
με τα κριτήρια της Παγκόσμιας Οργάνωσης 
Υγείας (ΠΟΥ-WHO) σε καλής, μέτριας και 
χαμηλής διαφοροποίησης14. Επίσης χρησιμο-
ποιήθηκε και το σύστημα ταξινόμησης των 2 
βαθμών κακοήθειας: τα καρκινώματα καλής 
και μέτριας διαφοροποίησης κατατάσσονται 
στην ομάδα αδενοκαρκινωμάτων χαμηλού 
βαθμού κακοήθειας ενώ τα χαμηλής διαφο-
ροποίησης (εδώ συμπεριλαμβάνονται και τα 
βλεννώδη) ταξινομούνται ως υψηλού βαθμού 
κακοήθειας14. Η παθολογοανατομική σταδι-
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οποίηση έγινε σύμφωνα με το σύστημα κατά 
Astler-Coller15 και η κλινική σταδιοποίηση 
της νόσου σύμφωνα με το σύστημα ΤΝΜ14. 
Τα κλινικά και παθολογοανατομικά στοιχεία 
αναφέρονται στον Πίνακα 1.

Ανοσοϊστοχημεία (ΑΙΧ)
Η ανοσοϊστοχημική μέθοδος εφαρμόσθη-

κε σε πρόσφατες τομές παραφίνης από κάθε 

Εικόνα 1β. Αντιπροσωπευτική περιοχή της 
περίπτωσης στην Εικ. 1α με φθορίζοντα in situ 
υβριδισμό. Όλα τα νεοπλασματικά κύτταρα 
εμφανίζουν υψηλού βαθμού ενίσχυση του γο-
νιδίου EGFR (πολλαπλά ερυθρά σήματα). Τα 
πράσινα σήματα αντιστοιχούν στο κεντρομε-
ρίδιο του χρωμοσώματος 7 (CEP7), x1000.

Εικόνα 1α. Αδενοκαρκίνωμα παχέος εντέρου 
αρνητικό στον EGFR. Αριστερά διακρίνονται 
κύτταρα της βλεννογονίου μυϊκής στιβάδας 
θετικά για τον εν λόγω υποδοχέα ΑΙΧ x400.

όγκο, πάχους 2,5 μm. Χρησιμοποιήθηκε η 
μέθοδος της σημασμένης στρεπταβιδίνης-βιο-
τίνης (LSAB). Ειδικότερα οι τομές επωάσθηκαν 
στους 60οC για 16-18 ώρες, αποπαραφινώθη-
καν και αφυδατώθηκαν. Η εξουδετέρωση της 
ενδογενούς υπεροξειδάσης έγινε με τη χρη-
σιμοποίηση διαλύματος μεθανόλης και 30% 
Η2Ο2 για 20 λεπτά. Ακολούθησε επώαση των 
τομών για 8 λεπτά στους 37οC με πρωτεϊνάση Κ 
(DakoCytomation, DK) και στη συνέχεια επώ-
αση για 10 λεπτά σε Powerblock (BioGenex, 
USA) για να αποφευχθεί η μη-ειδική χρώση 
του υποστρώματος. Το μονοκλωνικό αντί-
σωμα έναντι του εξωκυττάριου τμήματος του 
EGFR (1:50 αραίωση, κλώνος 31G7, ZYMED, 
USA) επωάσθηκε για 18 ώρες σε θερμοκρασία 
4οC. Στη συνέχεια, έγινε επώαση 30 λεπτών 
με το συνδεδεμένο με βιοτίνη δευτερογενές 
αντίσωμα (biotinylated secondary antibody, 
mouse/rabbit, DakoCytomation) και επώαση 
με σημασμένη με ένζυμο στεπταβιδίνη (label, 
BioGenex) για 30 λεπτά. Ακολούθησε η εφαρ-
μογή της διαμινοβενζιδίνης (DAB, BioGenex) 
ως χρωμογόνου για 8 λεπτά, καλό ξέπλυμα των 
τομών σε τρεχούμενο νερό και αντίχρωση των 
τομών με αιματοξυλίνη Mayer’s (BioGenex) 
για 20 δεύτερα. Σε όλες τις φάσεις τις ανοσοϊ-
στοχημικής διαδικασίας χρησιμοποιήθηκε TBS 
(DakoCytomation) ως ρυθμιστικό διάλυμα για 
το ξέπλυμα των ιστολογικών τομών.

Τα αποτελέσματα των ανοσοχρώσεων 
αξιολογήθηκαν ανά ζεύγη από 3 παρατηρη-
τές (ΜΜ-ΕΒ, ΜΜ-ΙΚ). Η αξιολόγηση έγι-
νε «τυφλά» χωρίς τη γνώση των κλινικών 
ή ιστολογικών δεδομένων. Σε περιπτώσεις 
ασυμφωνίας μεταξύ των παρατηρητών ακο-
λούθησε επανεξέταση των περιπτώσεων και 
από τους 3 παρατηρητές ώστε να επιτευχθεί 
συναίνεση. Η θετικότητα της ανοχρώσης αξι-
ολογήθηκε σε ολόκληρη την τομή σύμφωνα 
με τα εγκεκριμένα από το FDA (Food and 
Drug Administration) κριτήρια για το EGFR 
pharmDxTM (DakoCytomation). Ειδικότερα, 
οποιαδήποτε ανοσοιστοχημική χρώση των 
κυτταρικών μεμβρανών του όγκου (πλήρης 
ή ατελής περιφερειακή), που υπερβαίνει τη 
χρωστική ένταση του υποστρώματος σε πο-
σοστό θετικών κυττάρων >1%, αξιολογήθηκε 
ως θετική. Επιπρόσθετα, η ένταση της χρώσης 
αξιολογήθηκε σύμφωνα με το προτεινόμενο 
τετραβάθμιο σύστημα ως εξής: 0: απουσία 
χρωστικής αντίδρασης, κυτταροπλασμική ή 
κοκκώδης χρώση, 1+: ήπια χρωστική αντίδρα-
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ση (αμυδρή μεμβρανική χρώση), 2+: μέτρια 
χρωστική αντίδραση (μέτριας έντασης πλήρης 
ή ατελής μεμβρανική χρώση), 3+: έντονη χρω-
στική αντίδραση (έντονος χρωματισμός του 
κυτταρικού περιγράμματος, ολικός ή τμηματι-
κός)16,17. Οι περιπτώσεις με χρωστική αντίδρα-

ση 2+ και 3+ θεωρήθηκαν ότι υπερέκφραζαν 
τον EGFR18. Ως θετικός εσωτερικός μάρτυρας 
χρησιμοποιήθηκε το περινεύριο και οι λείες 
μυϊκές ίνες των μυϊκών χιτώνων, όπου υπήρχαν, 
ενώ ως εξωτερικός θετικός μάρτυρας γνωστό 
για τη θετικότητα του αδενοκαρκίνωμα παχέος 

Πίνακας 1. Συσχέτιση της έκφρασης του EGFR με AIX και FISH και των χρωμοσωμικών ανωμαλιών με 
τις κλινικο-παθολογοανατομικές παραμέτρους

Aνοσοϊστοχημεία (AIX) FISH
EGFR  CEP7

Έκφραση P Υπερέκφραση P Ενίσχυση P Επαύξηση P Απώλεια P Επαύξηση P
+/-** +/- +/- +/- +/- +/-

Φύλο 0,11 NS NS NS NS NS
Άνδρες 22/13 5/30 2/33 13/22 2/33 6/29
Γυναίκες 11/15 6/20 1/25 11/15 3/23 7/19

Μέγεθος του 
όγκου (εκ)

NS NS NS NS NS

<3 3/5 2/6 1/7 3/5 1/7 NS 1/7
3-6 24/15 7/32 1/38 16/23 4/35 10/29
>6 6/8 2/12 1/13 5/9 0/12 2/12

Εντόπιση του 
όγκου*

NS NS NS NS NS NS

Δεξιό κόλο 9/5 2/12 2/12 5/9 2/12 4/10
Αριστερό 
κόλο

19/15 7/27 1/33 12/22 2/32 6/28

Ορθό 3/5 1/7 0/8 4/4 1/7 1/7
Διαφοροποίση 
του όγκου

0,16 NS NS NS NS NS

Καλή 2/1 1/2 0/3 1/2 0/3 0/3
Μέτρια 27/23 10/40 3/47 21/29 4/46 12/38
Χαμηλή 3/0 0/5 0/3 1/2 1/2 0/3
Βλεννώδες 1/4 0/3 0/5 1/4 0/5 1/4

Βαθμός 
κακοήθειας

NS NS NS NS NS NS

Χαμηλή 29/24 10/43 3/50 22/31 4/49 1/41
Υψηλή 4/4 1/7 0/8 2/6 1/7 1/7

Σταδιοποίηση NS NS NS 0,15 NS NS
Β1 2/1 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
B2 9/7 3/13 0/16 7/9 2/14 5/11
C1 6/2 3/5 0/8 1/7 0/8 1/7
C2 16/18 5/29 3/31 16/18 3/31 7/27

Στάδιο νόσου 
(ΤΝΜ)

NS NS NS NS NS NS

Ι 2/0 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
ΙΙ 7/5 2/10 0/12 5/7 2/10 3/9
ΙΙΙ 21/21 8/34 3/39 17/25 3/39 9/33
IV 3/2 1/4 0/5 2/3 0/5 1/4

Τιμή του P<0,05 θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική. * 56 περιπτώσεις, ** θετικές περιπτώσεις/αρνητικές 
περιπτώσεις
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εντέρου. Αρνητικό μάρτυρα αποτέλεσαν οι 
λεμφοκυτταρικές αθροίσεις.

Φθορίζων In Situ Υβριδισμός (FISH)
Η μέθοδος FISH εφαρμόσθηκε σε τομές 

παραφίνης πάχους 3,5μm χρησιμοποιώντας 
το εμπορικά διαθέσιμο σύμπλεγμα ιχνηθε-
τών LSITM EGFR Spectrum Orange/CEP7 
Spectrum Green Probe (Vysis, USA). Ο EGFR 

Spectrum Orange (ερυθρό σήμα) ιχνηθέτης 
έχει μέγεθος 300 kb και σημαίνει ολόκληρο το 
γονίδιο του EGFR που βρίσκεται στο τμήμα 
7p12, ενώ ο CEP7 ιχνηθέτης που είναι σημα-
σμένος με Spectrum Green (πράσινο σήμα), 
χρησιμοποιείται για την ανίχνευση του α-δο-
ρυφορικού DNA που αντιστοιχεί στην περιοχή 
του κεντρομεριδίου του χρωμοσώματος 7 
(7p11,1-q11,1). Η τεχνική έγινε σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο της εταιρείας με μικρές αλλαγές. 
Ειδικότερα, η αποπαραφίνωση των τομών έγινε 
με ολονύκτια επώαση στους 60οC την οποία 
ακολούθησε εμβάπτιση σε ξυλόλη (2x5 λεπτά) 
και αφυδάτωση σε 100% αλκοόλη (2x5 λεπτά). 
Οι τομές στη συνέχεια αφέθηκαν να στεγνώ-
σουν σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε 
προκατεργασία του ιστού με NaSCN (80˚C για 
30 λεπτά) και πέψη με πρωτεάση (37˚C για 10 
λεπτά). Η αποδιάταξη του DNA έγινε με εμ-
βύθιση των τομών σε φορμαμίδη 70%, pH 7,5, 
στους 72˚C για 5 λεπτά. Ακολούθησε ο υβρι-
δισμός ο οποίος έγινε με ολονύκτια επώαση 
των τομών με 10μL του ιχνηθέτη στους 37˚C. 
Την επόμενη ημέρα ακολούθησε μεθυβριδική 
ξέπλυση με διάλυμα SSC και 0,3% NP-40 σε 
θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά και εμβύθι-
ση των τομών στο ίδιο διάλυμα στους 72˚C για 
7 λεπτά. Επακολούθησε στέγνωμα των τομών, 
αντίχρωση με DAPI, στέγνωμα στον αέρα και 
κάλυψη. Η αξιολόγηση του υβριδισμού έγινε 
σε μικροσκόπιο Zeiss (Axioskop 2 plus HBO 
100) το οποίο φέρει υψηλής ποιότητας αντι-
κειμενικούς φακούς, επιλεγμένα φίλτρα (EX 
BP360/51 για την DAPI, EX BP485/17 για το 
FITC/spectrum green και EX BP560/18 για 
τη rhodamine/spectrum orange) καθώς και 
ψηφιακή κάμερα. Η ανάλυση των ψηφιακών 
εικόνων έγινε με τη βοήθεια ειδικού προγράμ-
ματος (FISH ImagerTM METASYSTEMS).

Αξιολόγηση των αριθμητικών γονιδιακών 
διαταραχών

Η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων του 
FISH έγινε ταυτόχρονα από 2 παρατηρητές 
(ΜΜ, ΙΚ). Τα φθορίζοντα υβριδικά σήματα 
μετρήθηκαν σε 100 μη επικαλυπτόμενους 
νεοπλασματικούς πυρήνες. Υπολογίσθηκε ο 
μέσος όρος σημάτων για το EGFR γονίδιο, το 
κεντρομερίδιο 7 (CEP7) καθώς και ο λόγος 
EGFR/CEP7. Περιπτώσεις στις οποίες ανευ-
ρεθήκαν σωροί ερυθρών σημάτων (cluster 
type signals) που αντιστοιχούν σε πολλαπλά 
αντίγραφα του γονιδίου EGFR και με λόγο 

Εικόνα 2α. Έντονη θετικότητα (+3) των νεο-
πλασματικών κυττάρων με ατελή και σε αρκετά 
κύτταρα πλήρη μεμβρανική χρωστική αντίδρα-
ση για τον EGFR υποδοχέα, ΑΙΧ x400.

Εικόνα 2β. Φθορίζων in situ υβριδισμός της 
ίδιας περίπτωσης στην οποία παρατηρήθηκε 
πολυσωμία. Παρατηρείται σε αρκετά νεοπλα-
σματικά κύτταρα αύξηση τόσο του αριθμού 
των αντιγράφων του γονιδίου EGFR (ερυθρά 
σήματα) όσο και του CEP7 (πράσινα σήματα), 
x1000.
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EGFR/CEP7 >2 θεωρήθηκαν ότι έχουν υψη-
λή ενίσχυση, ενώ περιπτώσεις με διάσπαρτα 
ερυθρά σήματα (scattered type signals) και με 
λόγο EGFR/CEP7 >1,3-2 χαμηλή ενίσχυση12,19. 
Ως επαύξηση του γονιδίου EGFR θεωρήθηκε η 
καταγραφή >2 ερυθρών σημάτων σε >20% των 
καταμετρημένων κυττάρων, ενώ ως ολική ή με-
ρική απώλεια ορίσθηκε όταν κατά αντιστοιχία 
σε ποσοστό >30% και 20-30% των κυττάρων 
εμφάνιζε απώλεια των ερυθρών σημάτων20. Οι 
ανωτέρω οριακές τιμές χρησιμοποιήθηκαν και 
για τον καθορισμό της αριθμητικής επαύξησης 
και της ολικής ή μερικής απώλειας του χρωμο-
σώματος 7. Άλλες αριθμητικές χρωμοσωμικές 
ανωμαλίες που καταμετρήθηκαν είναι η τρι-
σωμία (3 πράσινα σήματα σε ≥20% των κυτ-
τάρων), η πολυσωμία (>4 πράσινα σήματα σε 
≥20% των κυττάρων) και η πολυπλοειδία (>2 
πράσινα σήματα σε ≥20% των κυττάρων)21.

Στατιστική Ανάλυση
Η στατιστική ανάλυση έγινε με τη χρήση 

του προγράμματος SPSS 11,5 (SPSS Inc, USA) 
για το λειτουργικό σύστημα Windows XP 
(Microsoft, USA). Χρησιμοποιήθηκε η μέθο-
δος ανάλυσης μη παραμετρικών μεταβλητών 
Pearson’s chi-square (x2) για τη συσχέτιση 
μεταξύ της ΑΙΧ έκφρασης του EGFR και της 
ενίσχυσης, της επαύξησης ή της απώλειας 
του γονιδίου EGFR και των χρωμοσωμικών 
αριθμητικών ανωμαλιών του χρωμοσώματος 
7 (τρισωμία, πολυσωμία, πολυπλοειδία, απώ-
λεια). Επιπλέον, έγινε συσχέτιση των ΑΙΧ και 
όλων των μοριακών ευρημάτων με τις κλινικές 
και λοιπές παραμέτρους. Τιμή του x2 <0,05 
θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Η ηλικία των ασθενών κυμαινόταν από 31 
έως 75 ετών με μέσο όρο εμφάνισης της νόσου 
τα 58,5 (±10,2) έτη. Ανοσοϊστοχημική έκφρα-
ση του EGFR παρατηρήθηκε σε 33/61 (54%) 
περιπτώσεις, ενώ υπερέκφραση (2+, 3+) σε 11 
από αυτές. Ο αριθμός σημάτων του γονιδίου 
EGFR ανά περίπτωση κυμάνθηκε από 1,12 έως 
14,20 με μέση τιμή 2,02, ενώ σε 10 περιπτώσεις 
η τιμή ήταν >2,20. Αντίστοιχα για το CEP7 ο 
αριθμός σημάτων κυμάνθηκε από 1,17-3,07 με 
μέση τιμή 1,90 και σε 6 περιπτώσεις >2,20. Ο 
λόγος EGFR/CEP7 κυμάνθηκε από 0,86-8,11 
με μέσο όρο 1,17. Υψηλού βαθμού ενίσχυση 
του γονιδίου EGFR ανευρέθηκε σε μία περί-

πτωση (αρνητική ανοσοχρώση, EGFR-), ενώ 
χαμηλού βαθμού ενίσχυση σε 2 (EGFR 1+, 
EGFR-) περιπτώσεις. Επαύξηση του γονιδίου 
EGFR εμφάνισαν 24 (39%) περιπτώσεις, ενώ 
απώλεια δεν καταμετρήθηκε σε καμία περίπτω-
ση. Αντίστοιχα, επαύξηση του CEP7 παρουσί-
ασαν 13, μερική απώλεια 4 και ολική απώλεια 
1 περιπτώσεις. Πολυπλοειδία εμφάνισαν 10 
και πολυσωμία 4 περιπτώσεις. Επαύξηση του 
EGFR/απώλεια του CEP7 παρατηρήθηκε σε 3 
περιπτώσεις, ενώ ο συνδυασμός επαύξησης και 
των δύο σημάτων (ερυθρών και πρασίνων) σε 
10 περιπτώσεις. Συνολικά αριθμητικές ανωμα-
λίες της γονιδιακής κατάστασης (gene profile) 
εμφάνισαν 27/61 (44%) περιπτώσεις.

Η ανοσοϊστοχημική έκφραση του EGFR 
όπως φαίνεται στον Πίνακα 2 ήταν ανεξάρτητη 
της γονιδιακής ενίσχυσης ή επαύξησης. Πα-
ρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση 
μεταξύ της υπερέκφρασης του EGFR και της 
πολυπλοειδίας (p=0,048).

Στατιστικά σημαντική συσχέτιση ως προς 
την έκφραση/υπερέκφραση του EGFR σε σχέ-
ση με την εντόπιση, τον βαθμό κακοήθειας, τη 
διαφοροποίηση και τη σταδιοποίηση του νεο-

Πίνακας 2. Στατιστική ανάλυση των αποτελεσμά-
των ΑΙΧ και FISH 

P
Έκφραση 

ΕGFR
Υπερέκφραση 

EGFR
Ενίσχυση EGFR 

γονιδίου 
0,46 0,4

Επαύξηση EGFR 
γονιδίου

0,99 0,64

Απώλεια EGFR 
γονιδίου

ΔΠ ΔΠ

Επαύξηση CEP7 0,52 0,78
Απώλεια CEP7 0,51 0,27
Ενίσχυση EGFR/

Eνίσχυση CEP7
0,33 0,89

Ενίσχυση EGFR/
Απώλεια CEP7 

0,46 0,4

Τρισωμία Χρ. 7 0,18 0,23
Πολυσωμία Χρ. 7 0,86 0,71
Πολυπλοειδία Χρ. 7 0,68 0,048
Η τιμή του P <0,05 θεωρήθηκε στατιστικά σημα-
ντική και τονίζεται με την έντονη γραφή. ΑΙΧ: 
Ανοσοιστοχημεία, ΔΕ: Δεν πραγματοποιήθηκε στα-
τιστική ανάλυση λόγω μη ανεύρεσης περιπτώσεων 
με απώλεια του γονιδίου EGFR.
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πλάσματος δεν παρατηρήθηκε. Ενίσχυση του 
γονιδίου EGFR βρέθηκε μόνο σε νεοπλάσματα 
χαμηλής κακοήθειας (μέτριας διαφοροποίη-
σης), υψηλού ιστολογικού σταδίου (C2) και 
προχωρημένου κλινικού σταδίου (ΙΙΙ), ενώ 
επαύξηση του γονιδίου EGFR διαπιστώθηκε 
και σε καρκινώματα υψηλής κακοήθειας, με ή 
χωρίς λεμφαδενικές μεταστάσεις, αρχόμενου 
ή και προχωρημένου κλινικού σταδίου (ΙΙ-IV). 
Αξιοπρόσεκτο είναι ότι κανένα καρκίνωμα του 
ορθού δεν παρουσίασε κάποια χρωμοσωμική 
ανωμαλία του τύπου της πολυπλοειδίας (τρι-
σωμία, πολυσωμία). Η στατιστική ανάλυση 
των αποτελεσμάτων της μελέτης μας παρου-
σιάζεται στον Πίνακα 1, ενώ στον Πίνακα 2 
καταγράφονται οι συσχετίσεις μεταξύ της 
ανοσοϊστοχημικής έκφρασης του EGFR και 
των ευρημάτων FISH.

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στο αδενοκαρκίνωμα του παχέος εντέρου 
τα νεοπλασματικά κύτταρα εμφανίζουν ση-
μαντικού βαθμού χρωμοσωμικές ανωμαλίες. 
Αυτές είναι αριθμητικές και αφορούν είτε ενι-
σχύσεις (5p, 6p, 7, 8q, 13q, 17q, 19q, 20q και 
Xq) είτε απώλειες ολόκληρων χρωμοσωμάτων, 
τμημάτων ή σκελών χρωμοσωμάτων (1p, 4q, 
8p, 14q, 18q, χρ. 11)22-25. Στα καρκινώματα του 
παχέος εντέρου, όπως φαίνεται από διάφορες 
μελέτες, κάποιες χρωμοσωμικές διαταραχές 
σχετίζονται με βραχεία επιβίωση (απώλεια 1p, 
4q, 8p, 14q, 18q, χρ. 11, επαύξηση 20q)24,25, ενώ 
άλλες με την εξέλιξη της νόσου (ανευπλοειδία 
χρ. 18)26.

Για την έρευνα των χρωμοσωμικών ανωμα-
λιών ο συγκριτικός υβριδισμός γονιδιώματος 
(comparative genomic hybridization, CGH) 
αποτελεί μια σημαντικά χρήσιμη μέθοδο, ενώ 
είναι ευρέως αποδεκτό ότι η εφαρμογή του 
φθορίζοντος in situ υβριδισμού (FISH) με 
τη χρησιμοποίηση ειδικών δορυφορικών κε-
ντρομεριδιακών δεικτών DNA αποτελεί μία 
αξιόπιστη μέθοδο για τον προσδιορισμό της 
πλοειδίας. Επιπρόσθετα η μέθοδος FISH χρη-
σιμοποιείται και στην ανίχνευση της ενίσχυ-
σης ή της απώλειας συγκεκριμένων γονιδίων 
(HER-2, PTEN, TOPOISOMERASE II, C-
MYC, p16, p53 κ.α.) καθώς και χρωμοσωμικών 
μεταθέσεων, ενώ υπερέχει της ποσοτικής PCR 
μεθόδου στην ανίχνευση της χαμηλής επαύ-
ξησης/ενίσχυσης του γονιδίου EGFR (λόγος 
EGFR/CEP7 <3)12,13.

Ενώ για την αξιολόγηση με FISH του HER-2 
εφαρμόζεται ένα γενικώς αποδεκτό σύστημα 
καταμέτρησης/εκτίμησης, στην περίπτωση του 
EGFR δεν υπάρχει έως τώρα ένα ενιαίο ευρέως 
αποδεκτό σύστημα εκτίμησης με αποτέλεσμα 
να παρατηρούνται ποικίλα αποτελέσματα. 
Όπως παρουσιάζεται στη βιβλιογραφία το πο-
σοστό ενίσχυσης του γονιδίου EGFR με FISH 
είναι σχετικά χαμηλό και κυρίως του τύπου της 
χαμηλής ενίσχυσης (λόγος EGFR/CEP7 από 
1,3-2), ενώ η υψηλού τύπου ενίσχυση (λόγος 
EGFR/CEP7 >2) είναι σπάνια. Στα γλοιώματα 
το ποσοστό ενίσχυσης του EGFR κυμαίνεται 
από 15% έως 45%27,28, στο καρκίνωμα του στο-
μάχου 7,4%29, στο καρκίνωμα του μαστού από 
6,3%-19,4%30,31, στα θυμώματα 22%32 και στο 
πλακώδες καρκίνωμα του οισοφάγου 14%33. 
Στον ορθοκολικό καρκίνο η ενίσχυση του 
EGFR κυμαίνεται από 0-58%8,12,13.

Στην παρούσα μελέτη παρατηρήσαμε ενί-
σχυση του γονιδίου EGFR στο 5% και 2% των 
περιπτώσεων με βάση την οριακή τιμή του 
λόγου EGFR/CEP7 (>1,3 και >2) αντιστοίχως 
που χρησιμοποιήθηκε. Η ενίσχυση αυτή παρα-
τηρήθηκε σε 2 αρνητικές ανοσοϊστοχημικά για 
τον EGFR περιπτώσεις, ενώ η τρίτη εμφάνισε 
ήπια ατελή μεμβρανική χρωστική αντίδραση 
(1+). Στην περίπτωση με την υψηλού τύπου 
ενίσχυση (EGFR-) τα υβριδικά σήματα σχημά-
τιζαν κυρίως σωρούς (cluster type signals) ενώ 
στις υπόλοιπες 2 τα σήματα ήταν διασκορπι-
σμένα (scattered type signals). Σε αντίστοιχη 
μελέτη οι Ooi και συν.12 περιέγραψαν ενίσχυση 
του EGFR στο 58% των περιπτώσεων ορθοκο-
λικού καρκίνου με μέτρια (2+) ή έντονη (3+) 
ανοσοχρώση, ενώ καμία περίπτωση με χρώση 
1+ καθώς και τα περιστατικά μάρτυρες που 
χρησιμοποιήθηκαν έδειξαν ενίσχυση του γο-
νιδίου EGFR. H πλειοψηφία των περιπτώσεων 
εμφάνιζε ενίσχυση του τύπου των διάσπαρτων 
σημάτων, ενώ 2/11 ήταν κυρίως του τύπου των 
σωρών. Ενίσχυση του γονιδίου EGFR σε 7/29 
(21%) αναφέρεται και από τους Moroni και 
συν.13. Σε αντιδιαστολή με τα ευρήματα των 
παραπάνω, οι Sauer και συν8 δεν παρατήρησαν 
ενίσχυση του γονιδίου EGFR (όταν ο λόγος 
EGFR/CEP7 >2) σε καμία από τις εξεταζόμενες 
περιπτώσεις (48 καρκινώματα ορθού).

Η γονιδιακή ενίσχυση του EGFR δεν σχε-
τίζεται απαραίτητα με την ΑΙΧ έκφραση της 
πρωτεΐνης8. Στην παρούσα μελέτη όσο και στη 
μελέτη των Sauer και συν. η έκφραση/υπερέκ-
φραση του EGFR σε ΑΙΧ επίπεδο ήταν ανεξάρ-
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τητη της ενίσχυσης του γονιδίου EGFR, ενώ 
στη μελέτη των Ooi και συν.12 η υπερέκφραση 
εμφάνισε στατιστικά σημαντική συσχέτιση με 
τη γονιδιακή ενίσχυση του EGFR.

Σε πρόσφατη μελέτη με FISH του μεταστα-
τικού ορθοκολικού καρκίνου οι Moroni και 
συν. παρατήρησαν ότι οι ασθενείς (8/9) που 
απάντησαν στη στοχευμένη θεραπεία με ανα-
στολείς του EGFR (cetuximab, panitumumab) 
είχαν υψηλό λόγο αντιγράφων γονιδίου EGFR/
πυρήνα κυττάρου (μέση τιμή 6,90), ενώ η με-
γάλη πλειοψηφία των ασθενών (19/20) χωρίς 
ανταπόκριση στη θεραπεία είχε χαμηλό λόγο 
αντιγράφων γονιδίου EGFR/πυρήνα κυττάρου 
(μέση τιμή 1,93). Αν και ο αριθμός των ασθενών 
της παραπάνω μελέτης είναι μικρός (29/31) 
φαίνεται ότι η ανίχνευση της επαύξησης/ενί-
σχυσης του γονιδίου EGFR με FISH μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως μέθοδος επιλογής ασθενών 
που πιθανόν να επωφεληθούν από τη θεραπεία 
με μονοκλωνικά αντισώματα. Η παραπάνω 
μελέτη εξηγεί εν μέρει τα αποτελέσματα των 
Chung και συν9 οι οποίοι παρατήρησαν απά-
ντηση στη θεραπεία με cetuximab ασθενών με 
αρνητική ΑΙΧ έκφραση του EGFR.

Από την εργασία μας προκύπτει υψηλό 
ποσοστό επαύξησης 24/61 (39%) του γονιδί-
ου EGFR με σχεδόν παρόμοια κατανομή στα 
EGFR+ και EGFR- καρκινώματα (Πίν. 2) και 
συνδυασμός επαύξησης του γονιδίου EGFR 
και του χρωμοσώματος 7 σε 10 περιπτώσεις. 
Επαύξηση του γονιδίου EGFR με FISH ανα-
φέρεται στο 15% των περιπτώσεων από τους 
Sauer και συν. χρησιμοποιώντας ως σύστημα 
αξιολόγησης τον λόγο αντιγράφων γονιδίου 
EGFR/αριθμός χρωμοσωμάτων 7 με οριακή 
τιμή 1,2. Επαύξηση του 7p παρατηρήθηκε 
από τους De Angelis και συν. με την τεχνική 
CGH.

Συμπερασματικά, φαίνεται από τα αποτε-
λέσματα της μελέτης μας, ότι η γονιδιακή ενί-
σχυση και επαύξηση του EGFR δεν σχετίζεται 
απαραίτητα με την ανοσοϊστοχημική έκφραση 
της πρωτεΐνης. Επιπρόσθετα, η ενίσχυση του 
γονιδίου EGFR που παρατηρήσαμε σε ανοσοϊ-
στοχημικά αρνητικές περιπτώσεις δείχνει ότι η 
μέθοδος FISH είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί 
για την ανάδειξη περιπτώσεων που θα μπο-
ρούσαν να επωφεληθούν από τη στοχευμένη 
θεραπεία. Από την άλλη πλευρά λόγω της 
ύπαρξης στη διεθνή βιβλιογραφία ολιγάριθμων 
εργασιών (3 συνολικά εργασίες που υπέπε-
σαν στην αντίληψη μας και τα αποτελέσματα 

τους αναφέρονται) με διαφορετικό σύστημα 
αξιολόγησης της ενίσχυσης/επαύξησης του 
γονιδίου EGFR καθώς και της ανοσοϊστοχη-
μικής χρώσης δεν είναι απολύτως εφικτή μία 
σύγκριση των μεταξύ τους αποτελεσμάτων και 
η αντιπαράθεση με τα δικά μας αποτελέσματα. 
Ως εκ τούτου για τον προσδιορισμό της ενίσχυ-
σης/επαύξησης του γονιδίου EGFR με σκοπό 
την αποτελεσματικότερη θεραπευτική αντιμε-
τώπιση των ασθενών με ορθοκολικό καρκίνο 
απαιτείται περαιτέρω λεπτομερής διερεύνηση 
σε μοριακό επίπεδο και κλινική συσχέτιση.

Η παρούσα εργασία τιμήθηκε με το βραβείο 
«Γ. Τηνιακός» για την καλύτερη εργασία με 
θέμα την Παθολογική Ανατομική του Πεπτικού 
Συστήματος στα πλαίσια του 10ου Πανελλήνιου 
Συνεδρίου Παθολογικής Ανατομικής, Ιωάννινα, 
Μάιος 2006.
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