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Background/aim: HER2/neu overexpression is observed in different proportions 
of pancreatic ductal adenocarcinomas (PDAC). However, the specific mechanisms 
of gene deregulation and chemo resistance to novel targeted therapeutic agents 
remain under investigation. Our aim was to identify HER2/neu gene alterations 
in PDAC correlating them to its protein levels and also to PTEN suppressor gene 
expression, which normally opposes the activation of PI3K-Akt-m TOR signaling 
pathway. Materials and Methods: Using tissue microarray technology, fifty (n=50) 
paraffin embedded tissue samples of histologically confirmed primary PDACs were 
cored at a diameter of 1mm and re-embedded into one final recipient block. Ten 
(n=10) samples of normal epithelia, adjacent to cancerous tissue were used as 
normal control group. Immunohistochemistry was performed by the use of anti-
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HER2/neu monoclonal antibody (TAB 250) and anti-PTEN polyclonal antibody. 
Chromogenic in situ hybridization was applied based on the use of HER2/neu gene 
and 17 centromeric probes, respectively. Protein expression levels were evaluated 
using an image analysis system. SPSS (chi square test and interrater kappa) was 
performed for statistical analysis. Results: HER2/neu protein over expression was 
observed in 10/50 (20%) and was correlated only to tumor grade (p=0.019). Low 
levels or loss of PTEN protein expression were observed in 17/50 (34%) cases and 
were significantly associated to tumor grade and stage (p=0.044 and p=0.02, re-
spectively) Gene analysis identified 8/50 (16%) HER2/neu low-level gene amplified 
cases. Chromosome 17 analysis detected aneuploidy in 19/50 (38%) cases. Simul-
taneous HER2/neu overexpression and reduced PTEN expression was observed in 
7 cases, whereas six of them demonstrated HER2/neu gene amplification (overall 
95% CI kappa=0.12). In the control group, HER2/neu protein overexpression was 
identified in one case, whereas two cases demonstrated low-level PTEN protein 
expression. Conclusions: Our results indicate that a subset of PDAC is character-
ized by simultaneous HER2/neu over- and PTEN reduced expression including 
sporadic cases of HER2/neu gene amplification. The efficacy of targeted therapeutic 
strategies with monoclonal antibodies, such as trastuzumab, which, on binding to 
the HER2/neu receptor, stabilize and activate PTEN, may be reduced by the loss 
of PTEN expression in PDACs. In cases of HER2/neu gene amplification, which in 
breast cancer are associated to therapeutic response to these agents, the potential 
survival benefit for the PDAC patients is possibly lost.

Key words: pancreatic cancer, tissue microarrays, HER2/neu, PTEN, HER2/neu 
and PTEN in ductal pancreatic adenocarcinoma

Εισαγωγή - Σκοπός: Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο PTEN(phosphatase and 
tensin homolog deleted on 10q23) αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή του συστήματος 
μεταγωγής σημάτων προς τον πυρήνα PI3-K/Akt και η απορρύθμισή του στο 
αδενοκαρκίνωμα του μαστού –μέσω κυρίως σημειακής μετάλλαξης- συνδέεται με 
την ευαισθησία του όγκου σε στοχευμένη αντι- HER2/neu θεραπεία (μονοκλωνικό 
αντίσωμα trastuzumab). Η διερεύνηση του ρόλου του στο πορογενές αδενοκαρκί-
νωμα του παγκρέατος, το οποίο αποτελεί ένα υψηλής κακοήθειας και εξαιρετικά 
πτωχής πρόγνωσης νεόπλασμα αποτέλεσε στόχο της μελέτης. Υλικό - Μέθοδοι: 
Κατασκευάσθηκε με σύστημα ιστικών μικροσυστοιχιών ένας κύβος παραφίνης (διαμ 
ιστικών κυλίνδρων 1mm) με εμφυτευμένο το σύνολο των περιστατικών (n=50). 
Εν συνεχεία, διενεργήθηκε, σε συνεχείς μικροτομηθείσες τομές, ανοσοϊστοχημικός 
έλεγχος για την ανάδειξη της έκφρασης των δύο πρωτεϊνών (HER2/neu και PTEN), 
καθώς και Χρωμογόνος in Situ Υβριδισμός για τη διερεύνηση της αστάθειας του 
χρωμοσώματος 17 και του γονιδίου HER2/neu. Τα αποτελέσματα της ανοσοϊστο-
χημείας ποσοτικοποιήθηκαν με την εφαρμογή ημιαυτόματου συστήματος ανάλυ-
σης εικόνας, ενώ η στατιστική επεξεργασία πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό 
SPSS v 11.0 (chi square test, interrater kappa). Αποτελέσματα: Ανοσοϊστοχημική 
υπερέκφραση της πρωτεΐνης HER2/neu (2+,3+) παρατηρήθηκε σε 10/50 (20%), 
ενώ απώλεια ή υποέκφραση της PTEN σε 17/50 (34%) των εξετασθέντων όγκων. 
Ανευπλοειδία του χρωμοσώματος 17 παρατηρήθηκε σε 19/50 (38%), ενώ ενίσχυση 
του γονιδίου σε 8 (16%) όγκους. Ταυτόχρονη υπερέκφραση HER2/neu με απώλεια/
υποέκφραση PTEN παρατηρήθηκε σε 7 όγκους, 6 εκ των οποίων εμφάνιζαν ενίσχυ-
ση του γονιδίου HER2/neu (overall 95% CI kappa=0.12). Στατιστικά σημαντική 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Ο καρκίνος της εξωκρινούς μοίρας του πα-
γκρέατος, ο οποίος λόγω της υφέρπουσας, σιω-
πηλής ανάπτυξης φέρει το θλιβερό προσωνύμιο 
“silent killer’’, αποτελεί την 5η αιτία θανάτου 
- συνδεδεμένη με κακόηθες νόσημα- στις χώρες 
του δυτικού κόσμου, ενώ στις κακοήθειες τις 
προερχόμενες από το γαστρεντερικό σύστημα 
καταλαμβάνει τη δεύτερη θέση, αμέσως μετά 
από το αδενοκαρκίνωμα του παχέος εντέρου1. 
Όσον αφορά στην επίπτωση του πορογενούς 
αδενοκαρκινώματος στο γενικό πληθυσμό, 
αυτό αποτελεί τη συχνότερη κακοήθεια του 
οργάνου, αντιπροσωπεύοντας το 80-90% του 
συνόλου των εξορμώμενων από την εξωκρινή 
μοίρα του οργάνου όγκων2.

Οι διαταραχές του γενετικού υποστρώμα-
τος, κατά την εκδήλωση της καρκινογενετικής 
διαδικασίας του παγκρέατος, περιλαμβάνουν 
μια ευρεία ποικιλία συμβάντων όπως αριθμητι-
κού ή δομικού τύπου χρωμοσωμικές ανωμαλίες 
(ανευπλοειδία, ελλείματα, διαμεταθέσεις) ή 
γονιδιακές τροποποιήσεις (σημειακές μεταλ-
λάξεις, ενίσχυση, μικροδορυφορική αστάθεια, 
διαγραφή, απώλεια της ετεροζυγωτίας ή ομό-
ζυγη εξάλλειψη των δύο αλληλίων)3. Οι πα-
θολογικές αυτές τροποποιήσεις του γενετικού 
υλικού φαίνεται ότι ακολουθούν μια χρονική 
ακολουθία δεδομένου ότι η μοριακή ανίχνευ-
σή τους συμπίπτει με κάποιο από τα στάδια 
της προαναφερόμενης καρκινογενετικής δι-
αδικασίας (Παγκρεατικές Ενδοεπιθηλιακές 
Νεοπλασίες – PanIns I-III) με οριακές αποκλί-
σεις κατά τη σύγκριση παρόμοιων μελετών4,5.
Η ανακάλυψη των εμπλεκομένων γονιδίων 

πραγματοποιήθηκε με τη μοριακή ανάλυση 
σποραδικών περιστατικών καρκίνου ή μελών 
οικογενειων με κληρονομική προδιάθεση για 
καρκίνο6.

Κομβικό ρόλο στη δημιουργία και κυρίως 
εξέλιξη του πορογενούς αδενοκαρκινώμα-
τος του παγκρέατος φαίνεται να διαδραμα-
τίζουν και τα συμπλέγματα των αυξητικών 
παραγόντων (Growth Factors) με τους αντί-
στοιχους υποδοχείς (Receptors)7. Η βιοχη-
μική δομή των τελευταίων περιλαμβάνει 
το εξωκυττάριο τμήμα σύνδεσης πλούσιο 
σε κυστεΐνη (extracellular ligand – binding 
domain), μια υδρόφοβη διαμεμβρανική γέφυρα 
(hydrophobic transmembrane domain) και το 
ενδοκυττάριο τμήμα με τις τυροσινοκινασι-
νικές αλληλουχίες (intracellular cytoplasmic 
tyrosine kinase domain)8. Ειδικά η διερεύνη-
ση των απορρυθμιστικών μηχανισμών του 
ογκογονιδίου HER2/neu αποτελεί πρόκληση, 
καθώς η υπερενεργοποίησή του σχετίζεται όχι 
μόνο με επιβαρυμένη πρόγνωση (μικρό προσ-
δόκιμο επιβίωσης, χημειοαντοχή, αυξημένο 
μεταστατικό δυναμικό) σε καρκίνους, όπως 
το αδενοκαρκίνωμα του μαστού, αλλά και με 
την εφαρμογή των νεότευκτων στρατηγικών 
στοχευμένων θεραπειών (novel targeted thera-
peutic strategies)9.

Το ογκογονίδιο HER2/neu εδράζεται στο 
χρωμόσωμα 17 (γονιδιακή θέση 17q12-21) και 
αρχικά αναγνωρίσθηκε ως ενεργοποιούμενο 
γονίδιο στο με χημικούς παράγοντες προ-
κληθέν νευροβλάστωμα σε πειραματόζωα10. 
Η αντικατάσταση βαλίνης με γλουταμικό οξύ 
στη διαμεμβρανική περιοχή του μορίου της 
ογκοπρωτεΐνης NEU, όπως πρωταρχικά είχε 

συσχέτιση παρατηρήθηκε μεταξύ της έκφρασης του HER2/neu και του βαθμού 
διαφοροποίησης (p=0.019), ενώ η έκφραση του PTEN συσχετίσθηκε οριακά με το 
βαθμό διαφοροποίησης (p=0.044), και σημαντικά με το στάδιο της νόσου (p=0.02). 
Συμπεράσματα: Ένα κλάσμα πασχόντων από πορογενές αδενοκαρκίνωμα του πα-
γκρέατος πληροί τα μοριακά κριτήρια (ενίσχυση ογκογονιδίου HER2/neu και όχι 
ανοσοέκφραση του PTEN) για εφαρμογή στοχευμένης θεραπείας με μονοκλωνικά 
αντισώματα. Όμως η ταυτόχρονη απορρύθμιση του PTEN πιθανότατα ελαττώνει 
σε μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με το αδενοκαρκίνωμα του μαστού την ευαισθησία 
στη συγκεκριμένη θεραπεία, διότι λόγω της αποσταθεροποίησής του δεν επάγεται 
η κατασταλτική δράση του μονοκλωνικού αντισώματος στο σύστημα μεταγωγής 
σημάτων προς τον πυρήνα PI3-K/Akt.

Λέξεις-κλειδιά: καρκίνος παγκρέατος, ιστικές μικροσυστοιχίες, HER2/neu, 
PTEN
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ονομασθεί, ενισχύει την ικανότητα για ογκο-
γόνο μετασχηματισμό της (oncogenic transfor-
mation). Η παραγόμενη ογκοπρωτεΐνη, μορι-
ακού βάρους 185 kDa, δρα ως διαμεμβρανικός 
υποδοχέας τύπου 1 και ανήκει λειτουργικά 
στην οικογένεια των υποδοχέων του επιδερ-
μικού αυξητικού παράγοντα (EGFR/HER). Η 
οικογένεια αυτή περιλαμβάνει 4 μέλη γνωστά 
ως HER1/EGFR/c-erb-B1, HER2/neu/c-erb-
B2, HER3/c-erb-B3 και HER4/c-erb–B411. Υπό 
φυσιολογικές συνθήκες η συνεργική δράση 
του υποδοχέα HER2/neu/c-erb-B2 με τους 
υπόλοιπους, μέσω σχηματισμού ετεροδιμερών, 
ρυθμίζει το ρυθμό κυτταρικής ανάπτυξης, τη 
διαφοροποίηση και την επιβίωση των κυττά-
ρων. Κάτω από ορισμένες συνθήκες γονιδι-
ακής μετατροπής και αστάθειας μεταβιβάζει 
μιτογόνα σήματα μετά από διμερισμό του με 
τον HER3 και σύνδεση με τον παράγοντα neu 
ή heregulin. Η ενισχυμένη αυτή μεταγραφική 
δραστηριότητα οδηγεί τελικά στην ογκογένε-
ση και αργότερα στη μεταστατική διαδικασία. 
Ειδικότερα στον καρκίνο του παγκρέατος, ενώ 
η υπερέκφραση του μορίου φαίνεται ότι κυμαί-
νεται σε μέτρια ποσοστά (15-20%), η ενίσχυση 
του γονιδίου (gene amplification) αλλά και η 
αστάθεια (ανευπλοειδία) του χρωμοσώματος 
17 αποτελεί ισχυρό προγνωστικό παράγοντα 
για επιθετικότερη βιολογική συμπεριφορά του 
νεοπλάσματος12-14.

Σκοπό της παρούσας μελέτης αποτέλεσε 
η διερεύνηση του ρόλου του HER2/neu στο 
πορογενές αδενοκαρκίνωμα του παγκρέα-
τος με την εφαρμογή συστήματος ιστικών 
μικροσυστοιχιών (tissue microarrays), τόσο 
σε γονιδιακό και πρωτεϊνικό επίπεδο και ο συ-
σχετισμός της δράσης του με εκείνη του ογκο-
κατασταλτικού γονιδίου PTEN (phosphatase 
and tensin homolog deleted on 10q23). Το 
τελευταίο αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή του 
συστήματος μεταγωγής σημάτων προς τον 
πυρήνα PI3-K/Akt και η απορρύθμισή του 
στο αδενοκαρκίνωμα του μαστού –μέσω κυ-
ρίως σημειακής μετάλλαξης- συνδέεται με την 
ευαισθησία του όγκου σε στοχευμένη αντι- 
HER2/neu θεραπεία (μονοκλωνικό αντίσωμα 
trastuzumab)15,16.

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Υλικό
Το υλικό αφορούσε σε 50 σποραδικά πρωτο-

παθή πορογενή αδενοκαρκινώματα παγκρέα-

τος μονιμοποιημένα σε ουδέτερη φορμόλη και 
εμβυθισμένο σε παραφίνη, προϊόντα μερικής ή 
εκτεταμένης παγκρεατεκτομής (κατά Whipple) 
και βαθμονομημένα - όσον αφορά τη διαφο-
ροποίηση και τη σταδιοποίηση- σύμφωνα με 
τα ιστολογικά κριτήρια της WHO17. Ως ομάδα 
ελέγχου, χρησιμοποιήθηκαν 10 περιπτώσεις 
φυσιολογικού παγκρεατικού ιστού, κείμενα 
πλησίον των καρκινικών πληθυσμών. Τα κλι-
νικοπαθολογοανατομικά γνωρίσματα των 
εξεταζόμενων περιπτώσεων περιλαμβάνονται 
στον Πίνακα 1.

Μέθοδοι
1. Κατασκευή ιστικών μικροσυστοιχιών (Tissue 
Microarrays)

Τα συστήματα ιστικών μικροσυστοιχιών 
προσφέρουν τη δυνατότητα ταυτόχρονης 
μελέτης νεοπλασμάτων προερχόμενων από 
διαφορετικούς ασθενείς. Μέσω μιας συγχρο-
νικά κινούμενης τράπεζας και με ένα σύστημα 
δότη-δέκτη αποκόπτονται και εμφυτεύονται 
πολλαπλοί ιστικοί κύλινδροι σε ένα κύβο πα-
ραφίνης συμπυκνώνοντας δραματικά το χώρο, 
το χρόνο και το κόστος των ανοσοϊστοχημικών 
και μοριακών διερευνήσεων, ενώ παράλληλα 
συγκροτείται μια τεράστια βάση ιστικών δεδο-
μένων σε ελάχιστο αποθηκευτικό χώρο.

Στη συγκεκριμένη μελέτη και αφού προη-
γουμένως σημάνθηκαν οι θέσεις ενδιαφέροντος 
στα πλακίδια με ένα συμβατικό μικροσκόπιο 
(Olympus BX-50, USA), χρησιμοποιήθηκε το 
σύστημα ΑΤΑ 100 (Chemicon International, 
CA, USA). Συγκροτήθηκε ένας κύβος παραφί-
νης με ενσωματωμένο το σύνολο των 50 όγκων 
και των 10 μαρτύρων σε παραλληλογραμμική 

Πίνακας 1. Κλινικοπαθολογοανατομικά γνωρί-
σματα των περιστατικών

n=50 %
Φύλο Άρρεν 29 58

Θήλυ 21 42
Αν Προέλευση Κεφαλή 41 82

Σώμα 5 10
Ουρά 4 8

Διαφοροποίηση 1 10 20
2 20 40
3 20 40

Σταδιοποίηση I 9 18
II 5 10
III-IV 36 72
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διάταξη 6 ιστικών κυλίνδρων διαμ 1 mm ανά 
σειρά (20 σειρές: δύο ιστικοί κύλινδροι ανά 
περιστατικό). Επακολούθησε μικροτόμηση 
σε τομές πάχους 2-3 μm. Η ιστοχημική επε-
ξεργασία πραγματοποιήθηκε με τη χρώση 
Ηωσίνη-Αιματοξυλίνη (H&E). Κατά τη μικρο-
σκόπηση επιβεβαιώθηκε η επάρκεια όλων των 
εξεταζόμενων περιστατικών, καθώς το καθένα 
αντιπροσωπεύονταν από έναν ή δύο ιστικούς 
κυλίνδρους (Εικ. 1).

2. Ανοσοϊστοχημεία (ΙHC)
Για τη διερεύνηση της πρωτεϊνικής έκφρα-

σης των γονιδίων HER2/neu και PTEN επι-
λέχθηκαν τα αντισώματα mouse monoclonal 
anti- HER2/neu (TAB 250-InVitrogen/Zymed, 
USA) σε αραίωση 1:70 και rabbit polyclonal 
anti-PTEN (PN37- InVitrogen/Zymed, USA) 
σε αραίωση 1:60. Τα αντισώματα αυτά αναγνω-
ρίζουν το εξωκυττάριο τμήμα του ογκογονιδίου 
και το καρβοξυτελικό άκρο του ογκοκατα-
σταλτικού γονιδίου, αντίστοιχα. Εφαρμόσθηκε 
το πρωτόκολλο ανοσοϊστοχημικής μεθόδου 
δύο σταδίων (En Vision-two step method) σε 
ιστικές τομές των 3μm, τοποθετημένες αρχικά 
σε κλίβανο και θερμοκρασία 37oC. Σύμφωνα 
με την τεχνική και αφού προηγήθηκε απο-
παραφίνωση, προοδευτική ενυδάτωση και 
αδρανοποίηση της ενδογενούς υπεροξειδά-
σης, η επώαση των τομών με τα αντισώματα 
πραγματοποιήθηκε σε χρονικό διάστημα 30 
min, ενώ επακολούθησε η δέσμευσή τους σε 
ένα πολυμερές δεξτράνης σημασμένο με υπε-
ροξειδάση (Horseradish peroxidase labeled 
polymer-HRP LP) για χρονικό διάστημα 20 
min σε θερμοκρασία 25οC (EDTA-PH 8.0). 
Επακολούθησε η ενστάλαξη στις τομές δια-

λύματος 3,3-τετραυδροχλωρικής διαμινοβεν-
ζιδίνης (DAB) για χρονικό διάστημα 5 min 
(χρωμογόνο για οπτικοποίηση της σύνδεσης 
αντιγονικού επιτόπου-αντισώματος), αντίχρω-
ση με εμβάπτιση σε διάλυμα αιματοξυλίνης, 
προοδευτική αφυδάτωση, εμβάπτιση σε ξυλό-
λη και επικάλυψη. Η όλη διαδικασία, η οποία 
βασίζεται στην παράκαμψη της δέσμευσης 
με τη βιοτίνη –το πάγκρεας παράγει μέτριες 
ποσότητες ενδογενούς βιοτίνης σε σχέση με 
άλλα όργανα, όπως το ήπαρ- αποδίδοντας 
καθαρότερο υπόστρωμα, πραγματοποιήθηκε 
με το αυτόματο μηχάνημα ανοσοϊστοχημείας 
I-6000 (Biogenex, USA). Ως αποδεκτή κρίθη-
κε η κυτταρομεμβρανική και υπομεμβρανική 
κυτταροπλασματική χρώση για το HER2/neu, 
ενώ για το PTEN η κυτταροπλασματική χρώ-
ση (Εικ. 2α). Ως μάρτυρες προτύπου ανοσο-
χρώσης χρησιμοποιήθηκαν ιστικά δείγματα 
αδενοκαρκινώματος μαστού με έκφραση των 
προαναφερθέντων μορίων, όπως προτείνουν 
οι αντίστοιχοι πάροχοι των αντισωμάτων. Η 
αξιολόγηση της ανοσοϊστοχημικής χρώσης 
βασίσθηκε σε συνδυασμό συμβατικής (ποιο-
τικής) και αναλυτικής (ποσοτικής) εκτίμησης 
(Πίνακας 2α).

3. Χρωμογόνος in situ Υβριδισμός (CΙSH)
Η μελέτη της αστάθειας του χρωμοσώ-

ματος 17, καθώς και της ειδικής γονιδιακής 
αστάθειας του υποδοχέα HER2/neu πραγ-
ματοποιήθηκε με την εφαρμογή του Χρωμο-
γόνου in situ Υβριδισμού (Chromogenic In 
situ Hybridization-CISH). Εφαρμόσθηκε το 
πρωτόκολλο CISH SPOTLIGHT (InVitro-
gen/Zymed, USA) και χρησιμοποιήθηκαν ο 
ιχνηθέτης του γονιδίου (digoxygenin-labeled 
HER2/NEU amplification probe) καθώς και η 
κεντρομερής μήλη (αλληλουχίες α-δορυφο-
ρικού DNA) του χρωμοσώματος17 (biotin-
labeled centromeric probe-Zymed kit). Τα 
πλακίδια τοποθετήθηκαν στον κλίβανο και 
στους 37oC, ενώ για 2-4 ώρες η θερμοκρασία 
ρυθμίστηκε στους 60oC. Την αποπαραφίνωση 
και προθέρμανση των τομών με δράση του 
ενζύμου πεψίνη διαδέχθηκε η αφυδάτωση, η 
αποδιάταξη της διπλής έλικας του DNA και εν 
συνεχεία ο υβριδισμός σύμφωνα με την αξιω-
ματική αρχή της συμπληρωματικότητας των 
βάσεων. Η επώαση πραγματοποιήθηκε στους 
37oC και για χρονικό διάστημα 12-48 ωρών 
(overnight). Την ενσωμάτωση του βιοτυλιω-
μένου κεντρομερούς ιχνηθέτη ακολούθησε έκ-

Εικόνα 1. Ιστικοί κύλινδροι διαμ. 1mm (αρ-
χική μεγέθυνση 10x). α. Χρώση Η&Ε. β. Υπε-
ρέκφραση του γονιδίου HER2/neu (score 3+ 
ισχυρή, συνεχής κυτταρομεμβρανική χρώση). 
γ. Ισχυρή έκφραση του γονιδίου PTEN (διά-
χυτη, αδρή κυτταροπλασματική επεκτεινόμενη 
στην κυτταρική μεμβράνη χρώση).
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πλυση και σύνδεση με το σύμπλοκο υπεροξει-
δάσης-στρεπταβιδίνης (HRP), ενώ του ειδικού 
γονιδιακού ιχνηθέτη σύνδεση με πολυμερές και 
εν συνεχείa οι συνδέσεις αυτές σημάνθηκαν με 
3,3-τετραϋδροχλωρική διαμινοβενζιδίνη (DAB) 
ως χρωμογόνο. Επακολούθησε αντίχρωση με 
αιματοξυλίνη, έκπλυση, αφυδάτωση και εμπο-
τισμός σε ξυλόλη για τελική επικάλυψη. Τα 
κεντρομερή των χρωμοσωμάτων και τα αντί-
γραφα των γονιδιακών θέσεων ανιχνεύονται 
ως πυκνοχρωματικές καφέ ή μπλε στίξεις (dots) 
- μεμονωμένες (scattered) ή διατασσόμενες σε 
μικρού ή μεγάλου μεγέθους αθροίσεις (clus-
ters)- στο περιβάλλον του πυρήνα (Εικ. 2β) και 
η αποτίμησή τους πραγματοποιείται σύμφωνα 
με τον πίνακα αξιολόγησης (CISH evaluation 
guidelines-Πίνακας 2β).

4. Υπολογιστική μορφομετρική μελέτη 
(Computerized Image analysis)

Η ποσοτική μέτρηση της ανοσοϊστοχημικής 
έκφρασης των πρωτεϊνών HER2/neu (περιπτώ-
σεις ποιοτικά χαρακτηριζόμενες ως 2+, 3+) και 
PTEN πραγματοποιήθηκε στο Παθολογοανα-
τομικό Εργαστήριο του 417 ΝΙΜΤΣ με Ημιαυ-
τόματο Σύστημα Ανάλυσης Εικόνας DIS (Ιmage 

Πίνακας 2.
Α. Εκτίμηση ανοσοϊστοχημικής χρώσης
Ποιοτική αξιολόγηση ανοσοϊστοχημικής χρώσης 
HER2/neu

0 Απώλεια χρώσης ή χρώση <10% των 
κυττάρων
1+ Ομοιογενώς κατανεμημένη αχνή, τμηματική 
χρώση >10% ή ετερογενής >50%
2+ Ομοιογενώς κατανεμημένη εμφανής 
περιγεγραμμένη χρώση >10% ή ετερογενής 
>50%
3+ Ομοιογενώς κατανεμημένη, ισχυρή, αδρή 
περιγεγραμμένη χρώση >10% ή ετερογενής 
>50%

Ποσοτική αξιολόγηση ανοσοϊστοχημικής χρώσης 
HER2/neu (ομάδα υπερέκφρασης 2+, 3+)

Μέτρια επίπεδα ανοσοχρώσης: τιμές έντασης 
ανοσοχρώσης 101-130
Υψηλά επίπεδα ανοσοχρώσης: τιμές έντασης 
ανοσοχρώσης 0-100

Β. Εκτίμηση σημάτων χρωμογόνου in situ υβριδι
σμού
ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΣΗΜΑΤΩΝ ΚΕΝΤΡΟΜΕΡΩΝ
ΣΗΜΑΤΑ ΑΝΑ ΠΥΡΗΝΑ

1 ΜΟΝΟΣΩΜΙΑ
2 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟ

3 --5 ΑΝΕΥΠΛΟΕΙΔΙΑ
* >50% των μετρούμενων πυρήνων του 
κυτταρικού πληθυσμού (συμβατικά)

ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΣΗΜΑΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ
ΣΗΜΑΤΑ ΑΝΑ ΠΥΡΗΝΑ

2 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟ
1 ή 3--5 ΠΙΘΑΝΗ 

ΔΙΑΓΡΑΦΗ
(DELETION)

ΕΛΕΓΧΟΣ ΧΡΩΜ 7 ή 17 ΓΙΑ 
ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗ ΑΝΕΥΠΛΟΕΙΔΙΑΣ

6--10# ΧΑΜΗΛΗ 
ΕΝΙΣΧΥΣΗ

(LOW 
AMPLIFICATION)

ΕΛΕΓΧΟΣ ΧΡΩΜ 7ή 17 ΓΙΑ 
ΑΠΟΚΛΕΙΣΜΟ ΑΝΕΥΠΛΟΕΙΔΙΑΣ

>10# ΥΨΗΛΗ ΕΝΙΣΧΥΣΗ (HIGH 
AMPLIFICATION)

# μεμονωμένα σήματα ή ομάδες (clusters)
*>50% των μετρούμενων πυρήνων του 
κυτταρικού πληθυσμού(συμβατικά)

Analysis System:Intel Pentium IV/ CAMERA 
MICROWAVE SYSTEMS (800X600), Matrox 
II FRAMEGRABBER, Μικροσκόπιο Olympus 
BX-50-Λογισμικό:Windows XP/Image Pro Plus 

Εικόνα 2. Ανίχνευση αριθμητικής αστάθειας 
ογκογονιδίου HER2/neu με την εφαρμογή του 
Χρωμογόνου in situ Υβριδισμού. Μεγάλου με-
γέθους  συσσωματώματα αντιγράφων γονιδίου 
(μπλε βέλη), μεμονωμένα ή μικρού μεγέθους 
συσσωματώματα αντιγράφων γονιδίου (κόκ-
κινα βέλη), μεικτό πρότυπο με μεμονωμένα και 
διατασσόμενα σε συσσωματώματα αντίγραφα 
γονιδίων (κίτρινα βέλη). Φυσιολογικό πρότυπο 
(2 σήματα ανά πυρήνα-Δεξιά άνω) και Υψηλού 
βαθμού ενίσχυση σε αδενοκαρκίνωμα του μα-
στού (Αριστερά κάτω).
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version 3.0-Media Cybernetics 1997).
Σε κάθε ανοσοϊστοχημική τομή επιλέχθηκαν 

5 αντιπροσωπευτικά πεδία υπό μεγέθυνση 40x 
και μετρήθηκε η ένταση της ανοσοϊστοχημικής 
χρώσης (staining intensity) τόσο της ειδικής 
μεμβρανικής όσο και κυτταροπλασματικής 
έκφρασης των εξεταζόμενων πρωτεϊνών, αφού 
προηγουμένως κατασκευάσθηκε η αντίστοιχη 
μακροεντολή σε BasicProPlus για τον καθορι-
σμό του χρωματικού εύρους (στην προκειμένη 
περίπτωση αποχρώσεις του καφέ χρώματος 
της DAB ) κατά το πρότυπο RGB (Red/Green/
Blue). Το εύρος της έντασης της χρώσης εκτεί-
νεται σε ένα φάσμα 256 συνεχόμενων τιμών 
(0-255), όπου το 0 αντιπροσωπεύει το απόλυτο 
μαύρο και το 255 το απόλυτο λευκό στο γκρί 
φάσμα του υπολογιστικού συστήματος που 
χρησιμοποιήθηκε (Gray scale BPP 8 bit 0-255). 
Το κάθε εικονοστοιχείο (pixel) στη μετρούμενη 
εικόνα λαμβάνει μια τιμή που αντιπροσωπεύει 
ακριβώς τη συνισταμένη των προαναφερθέ-
ντων βασικών χρωμάτων. Η ψηφιοποιημένη ει-
κόνα του μικροσκοπίου καταλάμβανε σταθερό 
πλαίσιο μέτρησης στην οθόνη του υπολογιστή 
(active frame) εκτάσεως 16848 μm2 , δηλ το 1/4 
περίπου του οπτικού πεδίου του μικροσκοπίου 
στη μεγέθυνση 40x (Εικ 3).

5. Στατιστική επεξεργασία
Η στατιστική επεξεργασία των δεδομένων 

πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή του λο-
γισμικού στατιστικής SPSS version 11.0. Εφαρ-
μόσθηκε η δοκιμασία Chi Square test για τη 
διενέργεια των συγκρίσεων μεταξύ των τιμών 

της έντασης της ανοσοχρώσης και των κλινι-
κοπαθολογοανατομικών παραμέτρων (φύλο, 
βαθμός διαφοροποίησης, στάδιο της νόσου). 
Ως επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας μετα-
ξύ των ανωτέρω συσχετίσεων ορίστηκε p<0,05. 
Παράλληλα εφαρμόσθηκε η δοκιμασία Cohen’s 
interrater kappa 95%CI (εύρος τιμών 0-1) για 
την ανάδειξη της συσχέτισης της ανοσοέκφρα-
σης των δύο δεικτών . Τα αποτελέσματα της 
συνδυασμένης ανοσοϊστοχημικής και μοριακής 
μελέτης παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Μοριακή ανάλυση
Σύμφωνα με την εκτίμηση των σημάτων του 

υβριδισμού, σε 8/50 (16%) των περιπτώσεων 
παρατηρήθηκε ενίσχυση του γονιδίου HER2/
neu (gene amplification). Σε 3/8 περιπτώσεις 
ευρέθηκε υψηλού βαθμού γονιδιακή ενίσχυ-
ση, ενώ στις υπόλοιπες 5/8 χαμηλού βαθμού. 
Συσχετίζοντας την αστάθεια του γονιδίου με 
το βαθμό διαφοροποίησης και το στάδιο της 
νόσου δεν αναδείχθηκαν στατιστικά σημαντι-
κές διαφορές (p=0.326 και p=0.58, αντίστοι-
χα). Από την ανάλυση της κατάστασης του 
χρωμοσώματος 17, ανευπλοειδία (3-5 σήματα 
κεντρομερών ανά πυρήνα) παρατηρήθηκε σε 
19/50 (38%) των περιστατικών. Συνδυασμένη 
ανευπλοειδία και υψηλού βαθμού γονιδιακή 
ενίσχυση παρατηρήθηκαν σε 2/19 (11%) των 
περιστατικών. Η στατιστική επεξεργασία δεν 
ανάδειξε ισχυρή συσχέτιση τόσο με το βαθμό 

Πίνακας 3. Αποτελέσματα (IHC-CISH) και στα-
τιστικές συσχετίσεις
Δείκτης n=50 Grade* Stage*
HER2/neu γονίδιο 0,326 0.58
Φυσιολογικό 42
Ενίσχυση 8
Χρωμόσωμα 17 0,682 0.37
Φυσιολογικό 31
Ανευπλοειδία 19
HER2/neu πρωτεΐνη 0,019 0.58
Υποέκφραση (0/1+) 40
Υπερέκφραση (2+/3+) 10
PTEN πρωτεΐνη 0,044 0.02
Υποέκφραση/Απώλεια 17
Υπερέκφραση 33
* chi square test (p values)

Εικόνα 3. Ανίχνευση επιπέδων ανοσοϊστο-
χημικής χρώσης HER2/neu με την εφαρμογή 
υπολογιστικής ανάλυσης εικόνας. α-δ Διαφο-
ρετικά επίπεδα έκφρασης (score 0, 1+, 2+, 3+ 
αντίστοιχα). ε Η σημασμένη με κόκκινο χρώμα 
περιοχή αντιπροσωπεύει την κυτταρομεμβρα-
νική/υπομεμβρανική χρώση.



Διερεύνηση HER2 και PTEN στον παγκρεατικό καρκίνο	 33

διαφοροποίησης (p=0.682) όσο και με το βαθ-
μό διαφοροποίησης (p=0.37), καθώς και με την 
κατάσταση του γονιδίου HER2/neu (p=0.354). 
Στην ομάδα των φυσιολογικών παγκρεατικών 
επιθηλίων δεν ανευρέθηκαν χρωμοσωμιακές ή 
γονιδιακές τροποποιήσεις.

Ανοσοϊστοχημική Ανάλυση
Σύμφωνα με τη συνδυασμένη ποιοτική 

και ποσοτική εκτίμηση της πρωτεϊνικής έκ-
φρασης του ογκογονιδίου HER2/neu, 29/50 
(58%) των περιπτώσεων χαρακτηρίστηκαν ως 
0 (αρνητικά), ενώ 11/50 (22%) ως 1+ (ασθε-
νής έκφραση). Ανοσοϊστοχημικά ισχυρή έκ-
φραση παρατηρήθηκε σε 10/50 (20%) των 
περιστατικών. Ως 3+ (ισχυρής έντασης, αδρή, 
συνεχής κυτταρομεμβρανική χρώση) χαρα-
κτηρίστηκαν 4/10 (40%) περιστατικά, ενώ τα 
υπόλοιπα 6/10 (60%) ως 2+ (μέτριας έντασης, 
αδρή, συνεχής κυτταρομεμβρανική χρώση). 
Στατιστικά σημαντική αναδείχθηκε η συσχέ-
τιση της πρωτεϊνικής έκφρασης με το βαθμό 
διαφοροποίησης του εξεταζόμενου νεοπλά-
σματος (p=0.019), αλλά όχι και με το στάδιο 
της νόσου (p=0,58). Παράλληλα, η πρωτεϊνική 
έκφραση συσχετίσθηκε με την κατάσταση του 
γονιδίου (p=0,006). Η πρωτεϊνική έκφραση 
του ογκοκατασταλτικού γονιδίου PTEN (κυτ-
ταροπλασματική, διάχυτη, επεκτεινόμενη σε 
διάφορο βαθμό προς την κυτταρική μεμβράνη) 
παρατηρήθηκε μειωμένη ή απούσα σε 17/50 
(34%) των περιστατικών, ενώ στα υπόλοιπα 
33/50 (66%) κυμάνθηκε σε μέτρια έως ισχυρά 
επίπεδα έντασης της ανοσοχρώσης. Η έκφραση 
του PTEN συσχετίσθηκε οριακά με το βαθμό 
διαφοροποίησης (p=0,044), αλλα ισχυρά με το 
στάδιο της νόσου (p=0,02).

Ιδιαίτερη παρατήρηση αποτελεί η ταυτό-
χρονη υπερέκφραση του HER2/neu με απώ-
λεια/υποέκφραση του PTEN, η οποία παρατη-
ρήθηκε σε 7 όγκους, 6 εκ των οποίων εμφάνιζαν 
ενίσχυση του γονιδίου HER2/neu (overall 95% 
CI kappa=0,12). Τέλος, στην ομάδα των φυσι-
ολογικών παγκρεατικών επιθηλίων ανευρέθη 
ένα περιστατικό με μέτρια υπερέκφραση του 
HER2/neu, καθώς και δύο με μειωμένη ένταση 
χρώσης του PTEN.

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η συνδυασμένη ανοσοϊστοχημική και μο-
ριακή μελέτη σε ιστικές μικροσυστοιχίες πο-
ρογενών αδενοκαρκινωμάτων παγκρέατος 

κατέδειξε σημαντική αλληλεξάρτηση της πρω-
τεϊνικής έκφρασης των εξεταζόμενων γονιδίων 
HER2/neu και PTEN. Η υπερέκφραση του 
πρώτου παρατηρήθηκε σε μικρότερο ποσοστό 
(20%) από ότι συμβαίνει στο αδενοκαρκίνωμα 
του μαστού (~30-35%) και συσχετίσθηκε με 
μία παράμετρο της βιολογικής συμπεριφοράς 
του νεοπλάσματος (βαθμός διαφοροποίησης). 
Μελέτες της έκφρασης του HER2/neu στο 
αδενοκαρκίνωμα του παγκρέατος καταλήγουν 
σε αντικρουόμενες στατιστικές συσχετίσεις17,18. 
Η ανάλυση των αριθμητικών παραλλαγών του 
γονιδίου καταδυκνύει ότι η ενίσχυση (υψηλού 
ή χαμηλού βαθμού), παρά το γεγονός ότι δε 
συσχετίζεται με το βαθμό διαφοροποίησης ή 
το στάδιο της νόσου, αποτελεί σημαντικό γε-
νετικό συμβάν. Νεώτερες μελέτες με πρότυπο 
το αδενοκαρκίνωμα του μαστού αλλά και του 
παχέος εντέρου προτείνουν ότι η ανταπόκριση 
στις νεότευκτες στοχευμένες θεραπείες, που 
περιλαμβάνουν μονοκλωνικά αντισώματα-
αποκλειστές της εξωκυτάριας δομής του υπο-
δοχέα ή μικρού μοριακού βάρους μόρια-ανα-
στολείς των τυροσινακινασικών αλληλουχιών, 
εξαρτάται όχι από τα επίπεδα της πρωτεϊνικής 
έκφρασης αλλά από το μηχανισμό της γο-
νιδιακής απορρύθμισης υποδοχέων όπως οι 
HER2/neu και EGFR19,20. Ασθενείς πάσχοντες 
από τους προαναφερόμενους τύπους καρκίνου 
καρπώθηκαν οφέλη προσδόκιμου επιβίωσης, 
ποιότητας ζωής και ανταπόκριση στη συμβατι-
κή χημειοθεραπεία (κυρίως με αναστολείς της 
δράσης των Τοποισομερασών Ι-ΙΙ πχ irrinote-
can, anthracyclines-doxorubicin) όταν ταυτο-
ποιήθηκε σε αυτούς με μοριακή ανάλυση (PCR, 
FISH, CISH) η eνίσχυση των αντίστοιχων γο-
νιδίων. Ασθενείς στους οποίους ο μηχανισμός 
απορρύθμισης διέφερε (σημειακή μετάλλαξη, 
διαγραφή γονιδίου) και παρά το γεγονός ότι 
ανοσοϊστοχημικά παρατηρήθηκε υπερέκφραση 
του αντίστοιχου μορίου παρουσίασαν πτωχή 
πρόγνωση και χημειοανταπόκριση21.

Σε αντίθεση με το διηθητικό αδενοκαρκί-
νωμα του μαστού, όπου η ανοσοϊστοχημική 
υπερέκφραση του HER2/neu (2+, 3+) οφεί-
λεται κυρίως στην ενίσχυση του γονιδίου, στο 
εξεταζόμενο πορογενές αδενοκαρκίνωμα του 
παγκρέατος αναγνωρίσθηκαν περιπτώσεις 
ενίσχυσης του γονιδίου χωρίς πρωτεϊνική 
υπερέκφραση (score 1+), ακόμη και με απουσία 
της ανοσοχρώσης (score 0). Το γεγονός αυτό 
μας οδηγεί στην αναζήτηση άλλων μηχανι-
σμών τροποποίησης του ογκογονιδίου κατά 
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την καρκινογενετική διαδικασία του οργάνου, 
εμπλέκοντας και την αστάθεια του χρωμοσώ-
ματος 17 που το φιλοξενεί22.

In vitro και in vivo μελέτες της ανταπόκρι-
σης σε θεραπεία με μονοκλωνικά αντισώμα-
τα- αποκλειστές της εξωκυττάριας δομής του 
μορίου (trastuzumab) κατέδειξαν σε καρκίνους, 
όπως του στομάχου, του πνεύμονα ή ακόμη και 
του παγκρέατος θετικά αποτελέσματα, ειδικά 
σε υποομάδες ασθενών ή πειραματοζώων που 
πληρούσαν το μοριακό κριτήριο της γονιδια-
κής ενίσχυσης (gene amplification) 23-25. Όμως 
σε σημαντική υποομάδα ασθενών (~35%) πα-
σχόντων από αδενοκαρκίνωμα του μαστού και 
παρά το γεγονός της συνδυασμένης πρωτεϊνι-
κής υπερέκφρασης/γονιδιακής ενίσχυσης του 
μορίου παρατηρείται αυξημένη χημειοαντοχή, 
επιπλοκές κατά τη συμβατική προαναφερόμε-
νη χημειοθεραπεία (καρδιο-μυελοτοξικότητα) 
και πτωχή πρόγνωση κατά την εφαρμογή των 
σχημάτων στοχευμένων θεραπειών26,27. Μία 
πρόσφατα δημοσιευμένη μελέτη πραγματεύ-
τηκε το ζήτημα αυτό συσχετίζοντας τη δράση 
του HER2/neu με την αντίστοιχη του ογκοκα-
τασταλτικού γονιδίου PTEN28. Οι ερευνητές 
αναλύοντας τόσο τη γονιδιακή κατάσταση όσο 
και τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου κατέλη-
ξαν στην παραδοχή ότι η λειτουργική έκπτωση 
του γονιδίου που αντανακλά στη μειωμένη 
πρωτεϊνική παραγωγή του ευθύνονται για την 
αντίσταση του νεοπλάσματος στη στοχευμένη 
μονοκλωνική αγωγή.

Υπό φυσιολογικές συνθήκες το ογκοκα-
τασταλτικό γονίδιο PTEN (phosphatase and 
tensin homolog deleted on 10q23) αποτελεί 
αρνητικό ρυθμιστή του συστήματος μεταγωγής 
σημάτων προς τον πυρήνα PI3-K/Akt/Mtor, 
αποφωσφορυλιώνοντας τις κινάσες Src και 
PI3K, οι οποίες ενεργοποιούμενες επάγουν την 
ογκογόνο δράση του HER2/neu αποστέλλο-
ντας διαρκή και ανεξέλεγκτα μιτογόνα σήματα 
προς τον πυρήνα29. Απώλεια της γονιδιακής 
λειτουργίας λόγω σημειακής μετάλλαξης, απώ-
λειας της ετεροζυγωτίας (LOH) ή επιγενετικών 
τροποποιήσεων (epigenetic downmodulation) 
οδηγεί σε έλλειψη της παραγόμενης πρωτεί-
νης και η αδυναμία μετακίνησής της προς την 
κυτταρική μεμβράνη στερεί το υπόστρωμα 
πρόσδεσης του μονοκλωνικού αντισώματος 
και του αποκλεισμού της εξωκυττάριας δομής 
του υποδοχέα HER2/neu30. Στον καρκίνο του 
παγκρέατος η πρωτεϊνική υποέκφραση δεν 
οφείλεται σε σημειακή μετάλλαξη, αλλά σε μη-

χανισμούς όπως διαταραχή της μεθυλίωσης του 
προαγωγέα του γονιδίου ή σε μετα-μεταγραφι-
κές (m RNA) τροποποιήσεις, όπως συμβαίνει 
και στο νεφροκυτταρικό καρκίνωμα31,32.

Στην παρούσα μελέτη η διερεύνηση της συ-
σχέτισης των απορρυθμίσεων των δύο μορίων 
HER2/neu και PTEN προτείνει ένα αξιόπιστο 
σχήμα εξήγησης του ρόλου που διαδραματίζει 
το δεύτερο στην προοπτική εφαρμογής στο-
χευμένης θεραπείας στο πορογενές αδενο-
καρκίνωμα του παγκρέατος. Η υποέκφραση ή 
απουσία της πρωτεϊνικής έκφρασης του PTEN 
στις περιπτώσεις της γονιδιακής ενίσχυσης του 
HER2/neu στερεί πιθανόν τη δράση της σύν-
δεσης του μονοκλωνικού αντισώματος στον 
υποδοχέα, μέσω του μηχανισμού που περιγρά-
φεται ανωτέρω προσεγγίζοντας το πρότυπο 
του αδενοκαρκινώματος του μαστού. Κατά 
συνέπεια από τις περιπτώσεις με γονιδιακή 
ενίσχυση του HER2/neu (n=8), έξι συνδέονται 
με χαμηλά επίπεδα έκφρασης του PTEN και 
συνεπώς με αδυναμία προρπορισμού κλινικού 
οφέλους από την εφαρμογή της στοχευμένης 
αυτής θεραπείας. Για τις εναπομείνασες δύο 
περιπτώσεις που χαρακτηρίζονται από φυσι-
ολογική έκφραση του μορίου προβάλλει ως 
πιθανή η εφαρμογή της ανωτέρω θεραπευτικής 
προσέγγισης, αφού όμως ελεγχθούν τα επίπεδα 
των πρωτεϊνών που συμμετέχουν στο εν λόγω 
μοριακό μονοπάτι.

Η προσέγγιση του ζητήματος της εφαρμο-
γής στοχευμένων θεραπειών που ήδη έχουν 
εγκριθεί σε καρκίνους όπως του μαστού, του 
παχέος εντέρου, του πνεύμονα και δυνητικά 
του παγκρέατος απαιτεί επιτακτικά την ανα-
θεώρηση της παθολογοανατομικής έποψης. 
Παρά το γεγονός ότι η ανοσοϊστοχημεία εξα-
κολουθεί να αποτελεί μια διαδικασία καθημερι-
νής διερεύνησης της έκφρασης των μορίων, εν 
τούτοις ως μέθοδος εμπίπτει σε περιορισμούς 
ή τεχνικής φύσεως κωλύματα (ποιότητα μονι-
μοποίησης που αντανακλά τη διατήρηση των 
αντιγονικών επιτόπων, διαφορετικά αντισώμα-
τα και πρωτόκολλα ανοσοχρώσης, υποκειμε-
νική εκτίμηση του αποτελέσματος)33. Για την 
πληρέστερη αντίληψη των τροποποιήσεων 
που υφίστανται κριτικά γονίδια όπως οι υπο-
δοχείς EGFR, HER2/neu, VEGFR απαιτείται 
η μοριακή διερεύνηση. Στην παρούσα μελέτη 
εφαρμόσθηκε ο Χρωμογόνου in situ Υβριδι-
σμός (CISH). Η μοριακή αυτή τεχνική αποτελεί 
μια παραλλαγή του κλασσικού Υβριδισμού, 
εκμεταλλευόμενη μια διαδικασία τύπου ανο-
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σοιστοχημείας και παρέχει τη δυνατότητα 
εκτίμησης της αριθμητικής χρωμοσωμιακής ή 
ειδικής γονιδιακής κατάστασης, εντάσσοντας 
τα σήματα των δομών τους στο πυρηνικό 
περιβάλλον. Προσφέρει σε αντίθεση με τον 
Φθορίζοντα Υβριδισμό (FISH) τη δυνατότη-
τα συνεκτίμησης γενετικής και ιστολογικής 
εικόνας σε μικρές μεγεθύνσεις (20x, 40x) και 
σε συμβατικά μικροσκόπια και τα παραγόμενα 
πλακίδια αποθηκεύονται όπως τα χρωσθέντα 
ανοσοιστοχημικά34. Μελέτες σύγκρισης των 
αποτελεσμάτων, όπως προκύπτουν από την 
εφαρμογή των δύο αυτών μεθόδων, καταδει-
κνύουν υψηλά ποσοστά συσχέτισης (concor-
dance 95-98%)35,36. Παράλληλα η εφαρμογή 
νέων τεχνολογιών όπως τα συστήματα ιστι-
κών ή γονιδιακών μικροσυστοιχιών (tissue 
or cDna microarrays) και η υπολογιστική 
ανάλυση εικόνας επεκτείνουν τις δυνατότητες 
της σύγχρονης Παθολογικής Ανατομικής με 
το σχεδιασμό και υλοποίηση πολυπαραγοντι-
κών μελετών σε μεγάλο αριθμό περιπτώσεων, 
καθώς και την ακριβή, ταχεία διαχείριση των 
εξαγομένων δεδομένων, αντίστοιχα37-39.

Συμπερασματικά η μελέτη αυτή - μέρος της 
οποίας έχει γίνει αποδεκτό για δημοσίευση σε 
διεθνή έγκριτα ιατρικά περιοδικά - παρουσιάζει 
ένα πρότυπο περισσότερο ορθολογικής δια-
χείρισης ασθενών πασχόντων από πορογενές 
αδενοκαρκίνωμα του παγκρέατος με εστίαση 
στην πιθανή στοχευμένη anti-HER2/neu θερα-
πεία40. Ένα κλάσμα πασχόντων από πορογενές 
αδενοκαρκίνωμα του παγκρέατος πληροί τα 
μοριακά κριτήρια (ενίσχυση ογκογονιδίου 
HER2/neu και όχι ανοσοέκφραση) για εφαρ-
μογή θεραπείας με μονοκλωνικά αντισώματα. 
Η ταυτόχρονη όμως απορρύθμιση του PTEN 
πιθανότατα στερεί σε μεγαλύτερο βαθμό σε 
σχέση με το αδενοκαρκίνωμα του μαστού την 
ευαισθησία στη συγκεκριμένη θεραπεία, διότι 
λόγω της αποσταθεροποίησης του PTEN δεν 
επάγεται η κατασταλτική δράση του μονοκλω-
νικού αντισώματος στο σύστημα μεταγωγής 
σημάτων προς τον πυρήνα PI3-K/Akt.
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