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Πρόλογος 
Tα τελευταία χρόνια διάφορα νέα μοριακά εργαλεία έχουν προταθεί, για να 

βοηθήσουν τους παθολόγους ογκολόγους προκειμένου να απαντήσουν στις 

τρεις κρίσιμες ερωτήσεις που αφορούν την αντιμετώπιση του πρώιμου καρκίνου 

του μαστού: α) ποιες γυναίκες έχουν τόσο καλή πρόγνωση, ώστε να μπορούμε 

με ασφάλεια να αποφύγουμε τη χορήγηση μιας ενδεχομένως τοξικής 

χημειοθεραπείας (πρόγνωση); β) ποια θεραπεία θα είναι πιο αποτελεσματική για 

τη κάθε συγκεκριμένη ασθενή (πρόβλεψη); και γ) ποιες γυναίκες παραμένουν σε 

υψηλό κίνδυνο υποτροπής και απαιτούν τη χορήγηση δευτερογενούς 

συμπληρωματικής θεραπείας. Ένας τρόπος για να απαντηθούν αυτά τα 

ερωτήματα είναι η μελέτη της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου (minimal residual 

disease, MRD), δηλαδή των μικρομεταστατικών κυττάρων που δεν είναι 

ανιχνεύσιμα με τις συνήθεις διαγνωστικές τεχνικές. Η παρουσία διάσπαρτων 

καρκινικών κυττάρων (Disseminated Tumor Cells, DTCs) στον μυελό των οστών 

έχει συσχετισθεί με πτωχή κλινική έκβαση στον πρώιμο καρκίνο του μαστού σε 

πολλές μελέτες. Ωστόσο, η ανίχνευση των κυκλοφορούντων καρκινικών 

κυττάρων (Circulating Tumor Cells, CTCs) του περιφερικού αίματος είναι 

ευκολότερη και επιτρέπει την επαναλαμβανόμενη εκτίμηση και παρακολούθηση 

της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου. Ήδη από το 1996 είχε δημιουργηθεί στo 

Ιατρικό Τμήμα του Πανεπιστημίου Κρήτης μια ερευνητική ομάδα με στόχο την 

ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων στο αίμα ασθενών με καρκίνο του 

μαστού. 
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Μόλις 6 μήνες αφού ξεκίνησα την ειδικότητα της Παθολογικής Ογκολογίας, 

οι καθηγητές μου κ. Β. Γεωργούλιας και κ. Δ Μαυρουδής μού έκαναν την τιμή να 

μου προτείνουν την εκπόνηση διδακτορικής διατριβής. Το θέμα που μου κέντρισε 

το ενδιαφέρον αφορούσε την μελέτη των μικρομεταστατικών κυττάρων στον 

καρκίνο του μαστού. Η μελέτη της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου, μετά τη 

χειρουργική επέμβαση εξαίρεσης του πρωτοπαθούς όγκου σε ασθενείς με 

πρώιμο καρκίνο του μαστού, έχει εξαιρετικό ενδιαφέρον, διότι μπορεί όχι μόνο να 

μας βοηθήσει να κατανοήσουμε τη βιολογία της μετάστασης στον καρκίνο του 

μαστού, αλλά και να μπορέσουμε να προβλέψουμε την έκβαση της νόσου σε 

κάθε ασθενή. Επιπλέον, στο μέλλον ο φαινοτυπικός και γονοτυπικός 

χαρακτηρισμός των μικρομεταστατικών κυττάρων μπορεί να μας βοηθήσει να 

καταλάβουμε τους μηχανισμούς αποτυχίας της συμπληρωματικής θεραπείας και 

να εντοπίσουμε καινούργιους θεραπευτικούς στόχους για καινοτόμες στρατηγικές 

συμπληρωματικής χημειοθεραπείας. Επομένως, η μελέτη της μικρομεταστατικής 

νόσου μπορεί να βοηθήσει στο μέλλον τους κλινικούς ογκολόγους να 

προσφέρουν εξατομικευμένη θεραπεία στους ασθενείς τους.  

Ήδη το εργαστήριο Βιολογίας του Καρκίνου του Ιατρικού Τμήματος του 

Πανεπιστημίου Κρήτης σε συνεργασία με το εργαστήριο Αναλυτικής Χημείας του 

Πανεπιστημίου Αθηνών, είχε εκτεταμένη εμπειρία με τη χρήση της CK19 για την 

ανίχνευση κυκλοφορούντων μικρομεταστατικών κυττάρων στο περιφερικό αίμα 

ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού. Οι μελέτες των δύο εργαστήριων 

έδειξαν ότι η ανίχνευση της CK19 ήταν ένας ανεξάρτητος προγνωστικός 

παράγοντας πτωχής έκβασης σε γυναίκες με πρώιμο καρκίνο του μαστού. Με 
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δεδομένη την ετερογένεια των μικρομεταστατικών κυττάρων, η ιδέα για την 

παρούσα διατριβή ήταν να εξετασθεί αν η χρήση περισσότερων του ενός δεικτών 

μπορούσε να βελτιώσει την ευαισθησία και την ειδικότητα της εξέτασης να 

προβλέπει την υποτροπή της νόσου. Έτσι χρησιμοποιήθηκαν, εκτός από τη 

μέθοδο για την ενίσχυση του γονιδίου της CK19, μια ακόμη μέθοδος για την 

ενίσχυση του HER2 γονιδίου (αναπτύχθηκε από την κα Μ. Περράκη) και μια για 

την ενίσχυση του γονιδίου της mammaglobin-Α (αναπτύχθηκε από το εργαστήριο 

της κα Λιανίδου). Στην παρούσα διατριβή εφαρμόσθηκε μια μέθοδος που 

συνδυάζει τους 3 δείκτες (CΚ-19, mammaglobin-A και HER2) για την ανίχνευση 

μικρομεταστατικών κυττάρων στο αίμα ασθενών με καρκίνο του μαστού, η οποία 

ελέγχθηκε για την προγνωστική της αξία σε 175 ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του 

μαστού. Η έρευνα αυτή είναι η πρώτη δημοσιευμένη στη διεθνή βιβλιογραφία 

στην οποία αποδεικνύεται ότι η ανίχνευση CTCs με τη χρήση μιας RT-PCR 

πολλαπλών δεικτών έχει ανεξάρτητη προγνωστική αξία σε ασθενείς με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού. 

 Η μέθοδος αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την διαστρωμάτωση του 

κινδύνου υποτροπής σε κλινικές μελέτες πρώιμου καρκίνου του μαστού. Ωστόσο, 

απαραίτητη είναι μια διεθνής πολυκεντρική μελέτη στην οποία η κλινική 

χρησιμότητα της παραπάνω μεθόδου θα ελεγχθεί σε διαφορετικά εργαστήρια και 

στην οποία θα απαντηθούν ερωτήματα, όπως η σταθερότητα του δείγματος κατά 

τη μεταφορά, η επαναληψιμότητα των αποτελεσμάτων ανάμεσα σε διαφορετικά 

εργαστήρια και ο έλεγχος της εγκυρότητας των αποτελεσμάτων μας σε 

διαφορετικούς πληθυσμούς ασθενών. Τώρα, αξιοποιώντας τη γνώση και 
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εμπειρία που αποκτήθηκε κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής, 

καταβάλλεται προσπάθεια για μεταφορά της τεχνολογίας και της τεχνογνωσίας 

για την μελέτη των CTCs στο εργαστήριο Μεταφραστικής Ερευνας του Jules 

Bordet Institut, Brussels, Belgium που διευθύνεται από τον Αναπλ. Καθηγητή κ. 

Χρήστο Σωτηρίου. Ο στόχος της προσπάθειας αυτής είναι η αξιολόγηση των 

CTCs ως προγνωστικών και προβλεπτικών εργαλείων στα πλαίσια 

πολυκεντρικών διεθνών προοπτικών μελετών στις οποίες ερωτήματα για την 

κλινική χρήση των CTCs είναι δευτερεύοντες ή πρωτεύοντες στόχοι των μελετών.  

Ευχαριστώ θερμά όλους τους δασκάλους μου, ιδιαίτερα τους καθηγητές 

μου κ. Β. Γεωργούλια και κ. Δ. Μαυρουδή τόσο για την τιμή να μου αναθέσουν 

την εκπόνηση της συγκεκριμένης διδακτορικής διατριβής, όσο και για το 

ενδιαφέρον με το οποίο επέβλεψαν κάθε στάδιο από την αρχή της εκπόνησής 

της μέχρι και την ολοκλήρωσή της. Τους ευχαριστώ, γιατί μου έμαθαν να θέτω 

ερωτήματα και να βρίσκω τρόπους να τα προσεγγίζω, να συγγράφω 

επιστημονικές εργασίες και να δουλεύω συλλογικά προσφέροντας σε μια ομάδα. 

Τέλος τους ευχαριστώ, γιατί μου έδειξαν, ο καθένας με το παράδειγμά του, πώς 

να προσεγγίζω τον ογκολογικό άρρωστο και να του προσφέρω τις υπηρεσίες 

μου. Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Αναπλ. Καθηγητή κ. Δ. Μαυρουδή, 

ο οποίος ήταν και ο επιβλέπων της διατριβής μου, γιατί χωρίς τη συνεχή βοήθειά 

του δεν θα ήταν δυνατή η πραγματοποίησή της. Ευχαριστώ την Αναπλ. 

Καθηγήτρια Αναλυτικής Χημείας κα Ε. Λιανίδου, για τις πολύτιμες επιστημονικές 

παρατηρήσεις της καθ’ όλη την διάρκεια εκπόνησης της διατριβής μου. 

Ευχαριστώ τις βιολόγους Μ. Περράκη, Γ. Καλλέργη, Σ. Αποστολάκη και Μ. 
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Ντούλια για τις πολύτιμες υποδείξεις τoυς και τη βοήθειά τους στην εκτέλεση των 

πειραμάτων. Ευχαριστώ τον Αναπλ. Καθηγητή Βιοστατιστικής κ. Γρ. Χλουβεράκη 

και την κα Δώρα Χατζηδάκη για τη βοήθειά τους σε θέματα Βιοστατιστικής, τον 

Αναπλ. Καθηγητή Παθολογικής Ανατομικής κ. Ε. Σταθόπουλο και την 

παθολογοανατόμο κα Μ. Καφούση για την εκτίμηση των παθολογοανατομικών 

χαρακτηριστικών των όγκων των ασθενών που αναλύθηκαν για την παρούσα 

διατριβή. Επίσης, ευχαριστώ τα υπόλοιπα μέλη της επταμελούς επιτροπής, τους 

Καθηγητές κ. Σαμώνη, κ.Στουρνάρα, τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Θεωδορόπουλο, 

και την Λέκτορα κ. Αγγελάκη για τις παρατηρήσεις τους αναφορικά με την 

διατριβή μου. Ευχαριστώ τον κ. Χρήστο Σωτηρίου, Αναπλ. Καθηγητή του 

Ελεύθερου Πανεπιστημίου των Βρυξελλών για τις γόνιμες συζητήσεις που είχα 

μαζί του αναφορικά με τη βιολογία του καρκίνου του μαστού καθώς και για την 

γονιδιακή ανάλυση του πρωτοπαθούς όγκου με τη χρήση μικροσυστοιχιών. 

Επίσης ευχαριστώ όλους τους ιατρούς, τις νοσηλεύτριες, τις γραμματείς της 

Παθολογικής Ογκολογικής Κλινικής του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 

Ηρακλείου Κρήτης, τα μέλη της ομάδας Κλινικών Μελετών και όλο το προσωπικό 

του Εργαστηρίου Βιολογίας του Καρκίνου καθώς και αυτό της Παγκρήτιας 

Ένωσης Βιοϊατρικών Ερευνών για την βοήθειά τους καθ΄ όλη τη διάρκεια 

εκπόνησης της διατριβής μου. Τέλος, ευχαριστώ όλες τις ασθενείς που πρόθυμα 

δέχθηκαν να συμμετάσχουν στη μελέτη ελπίζοντας ότι, ακόμα και εάν δεν 

βοηθηθούν οι ίδιες, η γνώση που θα παραχθεί θα μπορούσε να βοηθήσει τις 

μελλοντικές γενεές.  
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1. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
1.1. Προγνωστικοί/προβλεπτικοί παράγοντες στον καρκίνο του 
μαστού 

O καρκίνος του μαστού είναι ο συχνότερος καρκίνος που προσβάλλει τις 

γυναίκες. To 2006 είχαν διαγνωσθεί στην Ευρώπη 429.900 νέες περιπτώσεις 

καρκίνου του μαστού και είχε διαπιστωθεί ότι ο καρκίνος αυτός ήταν η συχνότερη 

αιτία θανάτου από καρκίνο (131.900 θάνατοι) μετά από τον καρκίνο του 

πνεύμονα και τον κολοορθικό καρκίνο(1). Στην αντιμετώπιση του πρώιμου 

καρκίνου του μαστού ο παθολόγος ογκολόγος πρέπει καθημερινά στην κλινική 

πράξη να απαντήσει σε δύο ερωτήματα:  

α. Μπορώ να εντοπίσω τις γυναίκες που έχουν καλή πρόγνωση και δεν 

χρειάζονται χημειοθεραπεία ως μέρος της συμπληρωματικής συστηματικής τους 

θεραπείας; 

β. Μπορώ να εντοπίσω ποιός συνδυασμός συμπληρωματικής 

συστηματικής θεραπείας είναι ο καλύτερος για κάθε γυναίκα; 

Για την απάντηση στο πρώτο ερώτημα οι παθολόγοι ογκολόγοι 

χρησιμοποιούν τις κατευθυντήριες οδηγίες στις οποίες έχουν καταλήξει διάφορες 

ομάδες ειδικών(2) ή και αλγόριθμους, όπως το Nottingham Prognostic Index(3) 

και το Adjuvant Online(4;5). Τα ανωτέρω εργαλεία συνδυάζουν την προγνωστική 

πληροφορία από διάφορα καθιερωμένα κλινικά χαρακτηριστικά του ασθενή και 

παθολογοανατομικά χαρακτηριστικά του όγκου, για να βοηθήσουν το γιατρό να 

εκτιμήσει την πρόγνωση του ασθενή. Για το δεύτερο ερώτημα δύο δείκτες 

χρησιμοποιούνται κυρίως στην καθημερινή πράξη: Η έκφραση του υποδοχέα των 

οιστρογόνων (ER) στον πρωτοπαθή όγκο καθορίζει αν θα δώσουμε ενδοκρινική 
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θεραπεία, ενώ η έκφραση του υποδοχέα HER2 αν θα δώσουμε θεραπεία με 

trastuzumab σε γυναίκες με καρκίνο του μαστού.  

Έτσι τα ακόλουθα κλινικοεργαστηριακά δεδομένα χρησιμοποιούνται στην 

καθημερινή κλινική πράξη από τους ογκολόγους 

 

1.1.1. Η ηλικία 
Αν και υπήρξαν αρκετές αντικρουόμενες ανακοινώσεις για τον ρόλο που 

διαδραματίζει η ηλικία εμφάνισης της νόσου στην πορεία του καρκίνου του 

μαστού, το 1994 δημοσιεύθηκαν δυο μεγάλες μελέτες από τις οποίες φάνηκε ότι 

ηλικία διάγνωσης μικρότερη των 35 ετών αποτελεί ανεξάρτητο επιβαρυντικό 

προγνωστικό παράγοντα(6;7). 

 

1.1.2. Το μέγεθος του όγκου 
Το μέγεθος του πρωτοπαθούς όγκου αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό 

παράγοντα για υποτροπή της νόσου. Σε μια σειρά 13.464 ασθενών με 

αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες, διαπιστώθηκε ότι η 5ετής επιβίωση για τις 

ασθενείς με όγκους μέγιστης διαμέτρου μικρότερης από 1cm ήταν 99% και 

μειωνόταν στο 89%, όταν ο όγκος είχε διάμετρο από 1 έως 3cm και 86% σε 

όγκους από 3 έως 5cm(8). Σύμφωνα με την τελευταία ΤΝΜ ταξινόμηση, οι όγκοι 

του μαστού διακρίνονται σε 4 βασικές κατηγορίες με βάση το μέγεθος τους: Τ1 

όγκοι ≤2cm, 2cm<Τ2 όγκοι≤5cm, Τ3 όγκοι>5cm και T4 όγκοι οποιουδήποτε 

μεγέθους με απευθείας επέκταση στο θωρακικό τοίχωμα και το δέρμα(9). 
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1.1.3. Η διήθηση των μασχαλιαίων λεμφαδένων 
Στις περισσότερες κλινικές μελέτες, η διαστρωμάτωση των ασθενών 

γίνεται σε τέσσερις ομάδες οι οποίες περιλαμβάνουν την ομάδα των ασθενών 

χωρίς διηθημένους λεμφαδένες, και τις ομάδες με 1 έως 3, με 4 έως 9 και με 

πάνω από 10 διηθημένους λεμφαδένες. Η 5ετής επιβίωση για την πρώτη ομάδα 

είναι 83%, και 73%, 46% και 28% αντίστοιχα για τις υπόλοιπες(10). Τα ποσοστά 

επιβίωσης επηρεάζονται τόσο από την ύπαρξη ή όχι μεταστατικής εστίας στους 

μασχαλιαίους λεμφαδένες, όσο και από το επίπεδο εντόπισης των διηθημένων 

λεμφαδένων, τον αριθμό των διηθημένων λεμφαδένων, την ποσότητα της 

μεταστατικής νόσου, την παρουσία ή όχι εξωλεμφαδενικής διασποράς και την 

παρουσία νεοπλασματικών κυττάρων στα προσαγωγά αγγεία. Στην τελευταία 

TNM ταξινόμηση για τη διήθηση των μασχαλιαίων λεμφαδένων 

χρησιμοποιούνται τρεις όροι: μεμονωμένα καρκινικά κύτταρα (isolated tumor 

cells), μικρομεταστάσεις (micrometastases) και μακρομεταστάσεις 

(macrometastases)(9). Ως μεμονωμένα καρκινικά κύτταρα ορίζονται μεμονωμένα 

κύτταρα ή μικρές ομάδες κυττάρων όχι μεγαλύτερες από 0.2mm χωρίς ιστολογική 

απόδειξη κακοήθους δραστηριότητας, όπως κυτταρικό πολλαπλασιασμό ή 

αντίδραση του στρώματος. Ως μικρομεταστάσεις ορίζονται διηθήσεις καρκινικών 

κυττάρων >0.2mm και <2mm, ενώ ως μακρομεταστάσεις διηθήσεις >2mm. Κατά 

παράδοση, η κατάσταση των μασχαλιαίων λεμφαδένων ελεγχόταν με 

λεμφαδενικό καθαρισμό επιπέδου Ι και ΙΙ. Πιο πρόσφατα άρχισε να κερδίζει 

έδαφος η βιοψία του λεμφαδένα φρουρού, η εντόπιση του οποίου, όταν γίνει με 

συνδυασμό χρώσης με κυανούν του μεθυλενίου και ραδιοεπισημασμένου 
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κολλοειδούς, είναι ακριβής και συμβαδίζει με την κλασική σταδιοποίηση της 

νόσου σε ποσοστό πάνω από 95%(11).  

 

1.1.4. Ο βαθμός ιστολογικής κακοήθειας 
Παρότι ο ιστολογικός βαθμός κακοήθειας θεωρείται κλασικός 

προγνωστικός παράγοντας στον καρκίνο του μαστού(12), η χρήση του ήταν από 

τα περισσότερο αμφιλεγόμενα ζητήματα που εξετάσθηκαν από την Breast Task 

Force κατά τη συζήτηση του τελευταίου AJCC Cancer Staging. Τελικώς ο 

ιστολογικός βαθμός κακοήθειας δεν έχει συμπεριληφθεί στην τελευταία 

ταξινόμηση(9). H αξιολόγηση του ιστολογικού βαθμού κακοήθειας δεν είχε αρχικά 

ικανοποιητική επαναληψιμότητα στα διάφορα εργαστήρια. Με στόχο να γίνει η 

εκτίμηση του ιστολογικού βαθμού κακοήθειας πιο ποσοτική, οι Elston και Ellis 

σχεδίασαν μια τροποποίηση του συστήματος των Bloom και Richardson, 

συγκεκριμένα τον κατά Nottingham ιστολογικό βαθμό κακοήθειας (Nottingham 

combined histologic grade)(13). Αυτό το σύστημα βασίζεται σε μια ημιποσοτική 

εκτίμηση τριών μορφολογικών χαρακτηριστικών (ποσοστό σχηματισμού 

σωληναρίων, βαθμός πυρηνικού πλειομορφισμού, και η μέτρηση των μιτώσεων 

σε ένα προκαθορισμένο πεδίο). Κάθε χαρακτηριστικό βαθμολογείται με μια τιμή 

από 1 εως 3 και τελικά υπολογίζεται ένα συνολικό score. Με ένα score 3, 4 ή 5 ο 

όγκος χαρακτηρίζεται grade 1, με score 6 ή 7 χαρακτηρίζεται grade 2 και με 

score 8 ή 9 grade 3. 
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1.1.5. Η διήθηση αγγείων και λεμφαγγείων 
Υπάρχουν εργασίες από τις οποίες προκύπτει ότι η διήθηση αγγείων και 

λεμφαγγείων αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για τις ασθενείς 

χωρίς διηθημένους μασχαλιαίους λεμφαδένες(14). Από μια μελέτη της 

International Breast Cancer Study Group με 1.275 ασθενείς χωρίς διηθημένους 

μασχαλιαίους λεμφαδένες, η παρουσία lymphovascular invasion (LVI) συνδεόταν 

με αύξηση κατά 15% του ποσοστού υποτροπής(15). 

 

1.1.6. Οι υποδοχείς των οιστρογόνων και προγεστερόνης 
Η ανίχνευση και μέτρηση των οιστρογονικών και προγεστερονικών 

υποδοχέων γινόταν παλιότερα με βιοχημικές μεθόδους σε ομογενοποιημένο 

φρέσκο ιστό, ενώ σήμερα γίνεται με ανοσοϊστοχημικές μεθόδους σε τομές 

παραφίνης. Τελευταία ερευνάται η εκτίμησή τους με ποσοτική RT-PCR σε ιστό 

παραφίνης(16;17). 

Με βάση την τελευταία μεταανάλυση των Early Breast Cancer Trialists’ 

Collaborative Group (EBCTCG), ασθενείς με ΕR-αρνητικούς όγκους 

υποτροπιάζουν συχνότερα τα πρώτα 5 χρόνια από τη διάγνωση, ενώ ασθενείς 

με ER-θετικούς όγκους υποτροπιάζουν συχνότερα τα έτη 5-15. Συνολικά το 

ποσοστό των παρατηρούμενων υποτροπών στην 15ετία είναι ανεξάρτητο από 

την κατάσταση του ER-υποδοχέα του πρωτοπαθούς όγκου(18). Επομένως ο 

ER-υποδοχέας χρησιμοποιείται κυρίως ως παράγοντας ανταπόκρισης σε 

ορμονοθεραπεία. Μέχρι πρόσφατα, σε αρκετά εργαστήρια, για να χαρακτηρισθεί 

ένας όγκος θετικός για ορμονικούς υποδοχείς, θα έπρεπε αυτοί να εκφράζονται 

τουλάχιστον στο 10% των κυττάρων. Όμως από μια ανασκόπηση διαφόρων 
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μελετών, προέκυψε ότι ακόμη και όταν μόνο το 1% των κυττάρων εκφράζει 

οιστρογονικούς υποδοχείς, μπορεί να υπάρξει σημαντικό όφελος από την 

συμπληρωματική χορήγηση αντιοιστρoγόνων(19). 

 

1.1.7. Ο υποδοχέας του HER2 
Ο έλεγχος για υπερέκφραση του HER2 γίνεται με ανοσοϊστοχημεία, αλλά η 

εξέταση επιβεβαίωσης είναι η μέθοδος του φθορίζοντος in situ υβριδισμού 

(Fluoresent In Situ Hybridization, FISH)(20). Η υπερέκφρασή του συνδέεται με 

φτωχότερη πρόγνωση(21). Παρ’ όλα αυτά χρησιμοποιείται όχι τόσο ως 

προγνωστικός δείκτης αλλά κυρίως ως δείκτης πρόβλεψης της ανταπόκρισης 

στο trastuzumab. 

Για να δοθεί απάντηση στα δύο βασικά ερωτήματα, της εκτίμησης της 

πρόγνωσης και της πρόβλεψης της ανταπόκρισης στη θεραπεία, έχουν προταθεί 

και βρίσκονται σε διάφορα στάδια ανάπτυξης διάφοροι δείκτες μετρώμενοι με 

διάφορες τεχνολογίες (22). Από τους δείκτες του περιφερικού αίματος οι δείκτες 

CEA, CA 15-3, CA27.29 έχει αποδειχθεί ότι μπορεί να βοηθήσουν στην 

αντιμετώπιση μεταστατικού καρκίνου του μαστού, ιδιαίτερα όταν δεν υπάρχει 

μετρήσιμη νόσος. Για μερικούς δείκτες που αφορούν εξέταση του πρωτοπαθούς 

όγκου (uPA/PAI-1, δύο γονιδιακές υπογραφές όπως το MammaPrint και το 

Oncotype DX), ενώ υπάρχουν αρκετά στοιχεία για την κλινική τους χρησιμότητα, 

δεν υπάρχει απόδειξη επιπέδου 1 (level I evidence) ότι η χρήση τους μπορεί να 

βελτιώσει την αντιμετώπιση ασθενών με καρκίνο του μαστού. Παρ’ όλα αυτά το 
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Oncotype DX έχει αρχίσει να χρησιμοποιείται από πολλούς Παθολόγους 

Ογκολόγους στην καθημερινή κλινική πράξη στις ΗΠΑ. 

Τέλος με βάση τις κατευθυντήριες οδηγίες του ASCO για τους παρακάτω 

δείκτες δεν υπάρχουν ακόμη αρκετά στοιχεία, ώστε να χρησιμοποιηθούν στην 

αντιμετώπιση του καρκίνου του μαστού: Δείκτες του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού ανιχνεύσιμοι με βάση την ανοσοϊστοχημεία (π.χ Ki67, cyclin 

D, cyclin E, p27, p21, thymidine kinase, topoisomerase II) ή με βάση την 

κυτταρομετρία ροής (π.χ DNA content, S phase,), το κυκλοφορούν εξωκυττάριο 

τμήμα του HER2 υποδοχέα, οι μετρήσεις του p53, της Cathepsin D, τμημάτων 

της Cyclin E, η πρωτεωμική ανάλυση, η ανίχνευση Κυκλοφορούντων Καρκινικών 

Κυττάρων (Circulating Tumor Cells, CTCs) στο αίμα ασθενών και διάσπαρτων 

καρκινικών κυττάρων (Disseminated Tumor Cells, DTCs) στον μυελό των οστών 

ασθενών με καρκίνο του μαστού(22). 

 

1.1.8. CEA, CA 15-3, CA27.29 
Δεν υπάρχουν αρκετά στοιχεία που να υποστηρίζουν τη χρήση των 

ανωτέρω δεικτών στη διάγνωση, παρακολούθηση και θεραπεία ασθενών με 

πρώιμο καρκίνο του μαστού, ενώ οι ανωτέρω δείκτες μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σε συνδυασμό με το ιστορικό, τη φυσική εξέταση και τις 

απεικονιστικές διαγνωστικές εξετάσεις για την παρακολούθηση της απάντησης 

στη θεραπεία ασθενών με μεταστατικό καρκίνο του μαστού ιδιαίτερα αυτών που 

δεν έχουν μετρητή νόσο. 

 

 17



1.1.9. Γονιδιακές υπογραφές  
Η εφαρμογή της τεχνολογίας των μικροσυστοιχιών και η 

αποκωδικοποίηση της αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώματος επέτρεψε 

στους επιστήμονες να μελετήσουν ταυτόχρονα την έκφραση χιλιάδων γονιδίων. 

Οι μελέτες αυτές της γονιδιακής έκφρασης είχαν ως αποτέλεσμα:  

α. Μια καινούρια μοριακή ταξινόμηση του καρκίνου του μαστού σε μοριακούς 

υποτύπους με κλινική σημασία και επιπλέον σημαντική συμβολή στην κατανόηση 

διαφόρων ογκογενετικών μονοπατιών και της διαδικασίας της μετάστασης. 

β. Νέα εργαλεία για την πρόβλεψη της υποτροπής της νόσου και της 

ανταπόκρισης σε διάφορες θεραπείες. 

H ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης σε επίπεδο γονιδιώματος στον 

καρκίνο του μαστού επιβεβαίωσε ότι ο καρκίνος αυτός δεν είναι μια νοσολογική 

κατάσταση, αλλά αποτελείται από μοριακά διαφορετικές ασθένειες. Τέσσερα 

μοριακά πορτραίτα καρκίνου του μαστού παρατηρήθηκαν επανειλημμένα από 

ανεξάρτητους ερευνητές(23-26). Αυτά περιλαμβάνουν: (α) Basal-like πορτραίτο 

που αντιστοιχεί κυρίως σε ER- και HER2-αρνητικά, υψηλού βαθμού ιστολογικής 

κακοήθειας, διηθητικά πορογενή καρκινώματα (β) τους Luminal-A όγκους που 

είναι ER-θετικά χαμηλού βαθμού ιστολογικής κακοήθειας, διηθητικά πορογενή 

καρκινώματα (γ) τους Luminal-B όγκους που είναι επίσης ER-θετικοί αλλά 

υψηλού βαθμού κακοήθειας και τους (δ) HER2-θετικούς όγκους που 

χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με το HER2. Οι 

ER-αρνητικοί και ER–θετικοί όγκοι διαφέρουν στην έκφραση όχι μόνο ενός 

ορμονικού υποδοχέα αλλά σε επίπεδο έκφρασης χιλιάδων γονιδίων (διάφορες 

κυτταροκερατίνες, ER-ρυθμιζόμενα γονίδια και γονίδια σχετιζόμενα με τον 
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κυτταρικό πολλαπλασιασμό καθώς και πολλά γονίδια με άγνωστη μέχρι στιγμής 

λειτουργία όσον αφορά την βιολογία του καρκίνου).  

Όσον αφορά την ανάπτυξη γονιδιακών υπογραφών για την πρόγνωση της 

υποτροπής έχουν χρησιμοποιηθεί τρεις διαφορετικές προσεγγίσεις: 

α. Η “top-down” προσέγγιση, η οποία συγκρίνει δεδομένα γονιδιακής 

έκφρασης από σειρές ασθενών με γνωστή κλινική έκβαση για να εντοπίσει 

γονίδια που σχετίζονται με την πρόγνωση χωρίς καμία a priori βιολογική 

υπόθεση.  

β. Η “hypothesis driven or bottom-up” προσέγγιση, η οποία εντοπίζει 

αρχικά πρότυπα γονιδιακής έκφρασης που σχετίζονται με ένα βιολογικό 

φαινότυπο ή ένα μοριακό μονοπάτι και στην συνέχεια συσχετίζει τα δεδομένα 

αυτά με την κλινική έκβαση.  

γ. Η “candidate gene” προσέγγιση η οποία συνδυάζει συγκεκριμένα 

γονίδια που έχουν ενδιαφέρον με βάση την υπάρχουσα γνώση της βιολογίας του 

μαστού σε ένα πολυπαραγοντικό προγνωστικό μοντέλο. 

‘Ενα παράδειγμα της “top-down” προσέγγισης είναι η γονιδιακή υπογραφή 

των 70-γονιδίων (MammaPrint, Agendia Inc., Amsterdam, Netherlands) που 

αναπτύχθηκε από ερευνητές στο Netherlands Cancer Institute (NKI). Η 

υπογραφή αυτή εγκρίθηκε πρόσφατα από τον οργανισμό U.S. Food and Drug 

Administration (FDA), για να βοηθήσει στην εκτίμηση της πρόγνωσης σε 

ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού και αρνητικούς μασχαλιαίους 

λεμφαδένες(27). Η μέθοδος αυτή μετράει την έκφραση 70-γονιδίων και 

υπολογίζει ένα προγνωστικό score το οποίο μπορεί να χρησιμοποιηθεί, για να 
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κατατάξει ασθενείς σε ομάδες «καλής» και «πτωχής» πρόγνωσης. Η υπογραφή 

αυτή ελέγχθηκε σε δύο διαφορετικές σειρές ασθενών. Σε μια σειρά 295 ασθενών, 

οι ασθενείς με τη γονιδιακή υπογραφή «καλής» πρόγνωσης είχαν επιβίωση 

ελεύθερη απομακρυσμένων μεταστάσεων 95% (standard error [SE] ± 2%) και 

85% (SE ± 4%) στα 5 και 10 χρόνια, αντίστοιχα, ενώ οι ασθενείς με την «πτωχή» 

μοριακή υπογραφή είχαν 60% (SE ± 4%) και 50% (SE ± 4.5%) αντίστοιχα (28). 

Μια δεύτερη μελέτη (n=307) επιβεβαίωσε τα ανωτέρω ευρήματα(29). Είναι 

σημαντικό, ότι η συγκεκριμένη υπογραφή μπόρεσε να ξεχωρίσει υποομάδες 

ασθενών διαφορετικής πρόγνωσης μέσα στις ομάδες ασθενών διαφορετικού 

κλινικού κινδύνου, όπως αυτές έχουν οριστεί χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα 

Adjuvant Online (www.adjuvantonline.com). Με άλλα λόγια, μερικοί κλινικώς 

υψηλού κινδύνου ασθενείς μπορούσαν να επαναπροσδιοριστούν ως χαμηλού 

κινδύνου ασθενείς με βάση την γονιδιακή τους υπογραφή, και το αντίθετο.  

Ένα παράδειγμα της “hypothesis driven or bottom-up” προσέγγισης είναι 

το Genomic Grade Index που ανέπτυξαν οι Σωτηρίου και συνεργάτες(30). Οι 

ερευνητές αυτοί προσπάθησαν να ανιχνεύσουν σε επίπεδο γονιδιακής έκφρασης 

τις διαφορές ανάμεσα σε όγκους χαμηλής και υψηλής κακοήθειας υποθέτοντας 

ότι τα γονίδια με διαφοροποιημένη έκφραση θα μπορούσαν να βελτιώσουν την 

πρόγνωση στην ομάδα των όγκων οι οποίοι χαρακτηρίζονται με βάση την 

μορφολογία ως όγκοι ενδιάμεσης κακοήθειας. Χρησιμοποιώντας αυτήν την 

προσέγγιση ταυτοποιήθηκε μια υπογραφή 97-γονιδίων η οποία μπόρεσε να 

ξεχωρίσει όγκους χαμηλής από όγκους υψηλής κακοήθειας και να χωρίσει τους 

όγκους ενδιάμεσης κακοήθειας σε δύο ξεχωριστές υποομάδες χαμηλής και 
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υψηλής κακοήθειας με διαφορετική πρόγνωση. Παρόμοια αποτελέσματα 

παρατηρήθηκαν σε διάφορες ανεξάρτητες βάσεις δεδομένων που 

δημιουργήθηκαν με διαφορετικές πλατφόρμες μικροσυστοιχιών(30).  

Ένα παράδειγμα της “candidate gene” προσέγγισης είναι το Oncotype DX 

(Genomic Health, Inc., Redwood City, CA) το οποίο χρησιμοποιεί την Q-RT-PCR 

τεχνολογία. Η μέθοδος αυτή είναι εμπορικά διαθέσιμη στις ΗΠΑ, για να βοηθήσει 

τους κλινικούς ογκολόγους στη λήψη θεραπευτικής απόφασης και μετράει την 

έκφραση του ER και HER2 καθώς και διαφόρων άλλων ER-ρυθμιζόμενων 

μεταγράφων καθώς και γονιδίων που σχετίζονται με τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. Ένα σημαντικό πλεονέκτημα του Oncotype DX είναι ότι 

συνδυάζει τα ανωτέρω αποτελέσματα σε ένα απλό και εύκολα κατανοητό σκορ 

υποτροπής “recurrence score” (RS). Το RS μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια 

συνεχής μεταβλητή για την εκτίμηση της πιθανότητας υποτροπής στα 10 χρόνια 

ή μπορεί να χρησιμοποιηθεί, για να κατατάξει τους ασθενείς σε κατηγορίες 

χαμηλού, ενδιάμεσου και υψηλού κινδύνου.  

Η συσχέτιση ανάμεσα στο RS και την απομακρυσμένη υποτροπή 

εξετάσθηκε σε ιστούς παραφίνης από 668 ασθενείς με ER-θετικούς όγκους με 

αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες που έλαβαν μόνο ταμοξιφαίνη στην κλινική 

μελέτη National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) B14. Τα 

ποσοστά 10-ετούς απομακρυσμένης υποτροπής ήταν 7% (95% CI: 4-10%), 14% 

(95% CI: 8-20%), και 30% (95%CI: 24-37%) για κατηγορίες χαμηλού, ενδιάμεσου 

και υψηλού κινδύνου αντίστοιχα (p<0.001)(16). Έτσι οι ER-θετικοί ασθενείς με 

υψηλό RS δεν θεραπεύονται αποτελεσματικά με 5 χρόνια ταμοξιφαίνης. Η αξία 
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του RS ως καθαρά προγνωστικού παράγοντα εξετάσθηκε επίσης στο σκέλος 

ελέγχου στην B-14 μελέτη, όπου φάνηκε ότι το RS έχει προγνωστική αξία στους 

ΕR-θετικούς ασθενείς ακόμη και απουσία ενδοκρινικής θεραπείας(16). H 

συσχέτιση ανάμεσα στο RS και το όφελος από συμπληρωματική χημειοθεραπεία 

με κυκλοφωσφαμίδη, μεθοτρεξάτη, και 5-φθοριοουρακίλη (CMF) σε ER-θετικούς 

ασθενείς με αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες που έλαβαν ταμοξιφαίνη 

εξετάσθηκε σε μια υποομάδα ασθενών από την τυχαιοποιημένη κλινική μελέτη 

NSABP B20 (n=651)(31). Υψηλότερο RS σχετίσθηκε με μεγαλύτερο όφελος από 

CMF χημειοθεραπεία. Όταν έγινε σύγκριση της πρόγνωσης με βάση τα κλινικά 

δεδομένα και το RS, παρατηρήθηκε σε 1/3 των περιπτώσεων διαφορά ανάμεσα 

στην κλινική και την γενωμική πρόβλεψη. Στις περιπτώσεις αυτές, η γονιδιακή 

υπογραφή προέβλεψε με μεγαλύτερη ακρίβεια την 10-ετή επιβίωση ελεύθερη 

υποτροπής(32). 

Διάφοροι ερευνητές έχουν αναπτύξει διαφορετικές γονιδιακές 

υπογραφές(33). Οι διάφορες αυτές υπογραφές έχουν λίγα κοινά γονίδια. Αυτό 

μπορεί να προκαλεί έκπληξη αρχικά, αλλά είναι συχνό χαρακτηριστικό 

δεδομένων που περιέχουν μεγάλο αριθμό στενά σχετιζόμενων μεταβλητών. 

Πολλοί διαφορετικοί συνδυασμοί των σχετιζόμενων μεταβλητών μπορεί να 

επιλεγούν, ώστε να δημιουργηθούν γονιδιακές υπογραφές με παρόμοια 

προγνωστική αξία. Έτσι, όταν 5 διαφορετικές γονιδιακές υπογραφές ελέγχθηκαν 

στην ίδια σειρά ασθενών, 4 από τις 5 είχαν παρόμοια προγνωστική αξία(34). 

Αυτή η παρατήρηση επιβεβαιώθηκε σε μια πρόσφατη μεταανάλυση δημόσια 

διαθέσιμων κλινικών δεδομένων και δεδομένων γονιδιακής έκφρασης από 3000 
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ασθενείς με καρκίνο του μαστού, η οποία μελέτησε συνολικά 9 γονιδιακές 

υπογραφές. Κάθε μια από αυτές τις γονιδιακές υπογραφές είχε παρόμοια 

προγνωστική ικανότητα παρά τη μικρή επικάλυψη όσον αφορά τα γονίδια που 

την αποτελούν. Μερικά πολύ σημαντικά συμπεράσματα προέκυψαν από την 

ανάλυση αυτή:  

α. Τα γονίδια που σχετίζονται με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό ήταν 

κυρίως υπεύθυνα για την προγνωστική ικανότητα κάθε υπογραφής. 

β. Οι γονιδιακές υπογραφές ήταν πολύ χρήσιμες στην ταξινόμηση των ER-

θετικών ασθενών στην κατηγορία υψηλού ή χαμηλού κινδύνου για υποτροπή, 

αλλά ήταν λιγότερο χρήσιμες στους ασθενείς με ER-αρνητικούς καθώς και HER2-

θετικούς όγκους.  

γ. Η διήθηση των μασχαλιαίων λεμφαδένων και το μέγεθος του όγκου 

διατήρησαν την προγνωστική τους αξία που ενισχύει την άποψη ότι τόσο οι 

γονιδιακές υπογραφές όσο και κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά του όγκου είναι 

απαραίτητα για μια πιο κατά το δυνατόν ακριβή εκτίμηση της πρόγνωσης σε 

ασθενείς με καρκίνο του μαστού.  

 Η πρώτη γενιά των γονιδιακών υπογραφών χαρακτηρίζεται από μεγάλα 

διαστήματα εμπιστοσύνης ως προς την ακρίβεια πρόβλεψης του κινδύνου 

υποτροπής και θανάτου, γι αυτό και η πραγματική τους ακρίβεια μένει να 

καθοριστεί. Μια κατάλληλη θεραπευτική απόφαση μπορεί να ληφθεί και χωρίς 

την χρήση αυτών των tests. Ωστόσο, όταν οι κλινικές παράμετροι δεν βοηθούν ή 

όταν οι ασθενείς δεν είναι σίγουροι για τη θεραπευτική τους αγωγή, οι γονιδιακές 

υπογραφές μπορεί να βοηθήσουν στην διαδικασία λήψης της απόφασης.  
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 Είναι σημαντικό να τονιστεί ότι καμία προοπτική τυχαιοποιημένη μελέτη 

δεν έχει ολοκληρωθεί η οποία να συγκρίνει τη λήψη θεραπευτικής απόφασης με 

βάση τις κλινικές παραμέτρους μόνο ή λαμβάνοντας υπόψη και τις γονιδιακές 

υπογραφές. Δυο τέτοιες μελέτες βρίσκονται σε εξέλιξη, η μελέτη MINDACT στην 

Ευρώπη, στην οποία δοκιμάζεται το Mammaprint και η μελέτη TAILORX στις 

ΗΠΑ, στην οποία δοκιμάζεται το Oncotype DX. Δεδομένα επιβίωσης από τις 

παραπάνω μελέτες δεν θα είναι διαθέσιμα για αρκετά χρόνια. Ωστόσο, το κλινικό 

όφελος από την χρήση αυτών των γονιδιακών υπογραφών μπορεί να είναι 

ανεξάρτητο από το όφελος για την επιβίωση. Μπορεί να υποστηριχθεί ότι η 

προγνωστική πληροφορία η οποία βοηθά τους ασθενείς και τους γιατρούς τους 

να νιώθουν πιο άνετοι με μια συγκεκριμένη θεραπευτική απόφαση έχει από μόνη 

της αξία.  

 

1.1.10. uPA/PAI-1  
Με βάση της τελευταίες οδηγίες του ASCO η μέτρηση του uPA/PAI-1 με 

ELISA σε 300 mg φρέσκου ή κατεψυγμένου ιστού από καρκίνο του μαστού (το 

λιγότερο) μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον καθορισμό της πρόγνωσης σε 

ασθενείς με νεοδιαγνωσθέντα καρκίνο του μαστού και αρνητικούς μασχαλιαίους 

λεμφαδένες(22). Ανοσοϊστοχημική ανίχνευση γι αυτούς τους δείκτες δεν είναι 

ακριβής, ενώ η προγνωστική αξία της ELISA από μικρότερους όγκους ιστού, 

όπως από core βιοψίες, δεν έχει εκτιμηθεί. Χαμηλά επίπεδα και των δύο δεικτών 

έχουν συσχετισθεί με χαμηλό κίνδυνο υποτροπής ειδικά σε γυναίκες με ER-
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θετικούς όγκους που λαμβάνουν ενδοκρινική θεραπεία, τόσο ώστε η 

χημειοθεραπεία να προσφέρει μόνο πολύ μικρό επιπλέον όφελος.  

Έχουν δημοσιευθεί τα πρώιμα αποτελέσματα μιας προοπτικής μελέτης η 

οποία χρησιμοποίησε τα επίπεδα uPA/PAI-1, για να στρωματοποιήσει ασθενείς 

με αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες(35). Στη μελέτη εντάχθηκαν 556 

ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού και αρνητικούς μασχαλιαίους 

λεμφαδένες. Ασθενείς των οποίων οι όγκοι παρουσίαζαν χαμηλή έκφραση των 

δύο αυτών δεικτών δεν έλαβαν συμπληρωματική χημειοθεραπεία, αλλά τέθηκαν 

σε παρακουλούθηση. Ασθενείς των οποίων οι όγκοι είχαν υψηλά επίπεδα 

έκφρασης του uPA και PAI-1, τυχαιοποιήθηκαν να λάβουν συμπληρωματική 

χημειοθεραπεία με CMF ή καθόλου συμπληρωματική χημειοθεραπεία. Σ’ αυτή τη 

δημοσίευση η εκτιμώμενη υποτροπή στην 3-ετία για τους 241 ασθενείς με 

χαμηλά επίπεδα έκφρασης uPA/PAI-1 ήταν 6.7%, με ένα διάμεσο διάστημα 

παρακολούθησης 32 μηνών(35). Περίπου ο διπλός αριθμός υποτροπών 

παρατηρήθηκε σε ασθενείς με υψηλά επίπεδα έκφρασης είτε uPA είτε και PAI-1 

που δεν έλαβαν χημειοθεραπεία και ο κίνδυνος υποτροπής στην ομάδα των 

ασθενών που έλαβαν συμπληρωματική χημειοθεραπεία ήταν 0.56 του κινδύνου 

των ασθενών που δεν έλαβαν θεραπεία(35). Σε μια άλλη προοπτική κλινική 

μελέτη που είναι σε εξέλιξη, ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού και 

αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες τυχαιοποιούνται ανάμεσα σε μια ομάδα 

στην οποία οι κλινικές αποφάσεις σχετικά με τη χορήγηση συμπληρωματικής 

χημειοθεραπείας λαμβάνονται χρησιμοπιώντας τα uPA/PAI-επίπεδα, ενώ στην 

άλλη ομάδα λαμβάνονται με βάση της ισχύουσες κατευθυντήριες οδηγίες. 
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 Μέχρι τώρα η συγκεκριμένη εξέταση δεν χρησιμοποιείται στην καθημερινή 

κλινική πράξη, διότι αφενός δεν υπάρχει προοπτική τυχαιοποιημένη μελέτη που 

να αποδεικνύει ότι χρησιμοποιώντας αυτό το τεστ βελτιώνεται η κλινική έκβαση 

ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού, αφετέρου διότι χρειάζεται μεγάλη 

ποσότητα φρέσκου ή κατεψυγμένου ιστού. 

 

1.1.11. Ελάχιστη υπολειπόμενη νόσος (Minimal Residual Disease, 
MRD) 

To TNM σύστημα για τη σταδιοποίηση του καρκίνου του μαστού δε μπορεί 

να εντοπίσει με ακρίβεια την υποομάδα των γυναικών με μικρούς όγκους και 

αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες οι οποίες υποτροπιάζουν και πεθαίνουν 

από τον καρκίνο του μαστού(8). Γι αυτό πολλοί ερευνητές υπέθεσαν ότι η 

ανίχνευση μικρομεταστάσεων στο μυελό των οστών (DTCs)(36-38) ή στο 

περιφερικό αίμα (CTCs)(39-42) μπορεί να συμβάλλει σε καλύτερη πρόγνωση 

πέρα από το TNM σύστημα. Επιπλέον, τα μικρομεταστατικά κύτταρα τα οποία 

δεν είναι ανιχνεύσιμα με τις απεικονιστικές και εργαστηριακές εξετάσεις που 

χρησιμοποιούνται στην καθημερινή πράξη, όταν ανιχνεύονται μετά από 

χειρουργική επέμβαση για πρώιμο καρκίνο του μαστού, θεωρείται ότι 

συμβάλλουν στην υποτροπή της νόσου και γι αυτό είναι οι στόχοι της 

συμπληρωματικής χημειοθεραπείας. Κατά συνέπεια, η μελέτη αυτών των 

κυττάρων πέρα από την προγνωστική αξία έχει τη δυνατότητα να χρησιμοποιηθεί 

ως εργαλείο για την πρόβλεψη της ανταπόκρισης της ασθενούς στη 

συμπληρωματική θεραπεία .  
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Ωστόσο οι κατευθυντήριες οδηγίες της Αμερικανικής Εταιρείας Κλινικής 

Ογκολογίας (ASCO) για τους καρκινικούς δείκτες στον καρκίνο του μαστού 

θεωρούν ότι τα δεδομένα σήμερα δεν είναι αρκετά, για να προτείνουν την 

εκτίμηση των DTCs στο μυελό ως απαραίτητη εξέταση για την αντιμετώπιση 

γυναικών με καρκίνο του μαστού(22). Ομοίως, η ίδια εταιρεία πρότεινε ότι η 

μέτρηση CTCs δεν θα πρέπει να χρησιμοιείται για να τίθεται η διάγνωση 

καρκίνου του μαστού ούτε θα πρέπει να επηρεάζει οποιαδήποτε θεραπευτική 

απόφαση σε αυτές τις ασθενείς(22). Ωστόσο, είναι η πρώτη φορά που η εκτίμηση 

των CTCs/DTCs έχει συμπεριληφθεί στις οδηγίες της Αμερικανικής Εταιρείας 

Κλινικής Ογκολογίας και το panel θεώρησε ότι τα δεδομένα είναι ενδιαφέροντα 

και θα πρέπει να μελετηθούν περαιτέρω στο μέλλον(22).  

H μελέτη της μικρομεταστατικής νόσου έχει προσφέρει σημαντικές 

πληροφορίες για την κατανόηση της βιολογίας της μετάστασης. Η ομάδα του C. 

Klein έδειξε ότι τα DTCs του μυελού των οστών είχαν πιο πρώιμες γενωμικές 

αλλαγές σε σχέση με τα καρκινικά κύτταρα του πρωτοπαθούς όγκου. Προτείνει 

κατ’ αυτόν τον τρόπο ότι η διασπορά των καρκινικών κυττάρων είναι πρώιμο 

φαινόμενο στην ογκογένεση του καρκίνου του μαστού και ότι κατά συνέπεια 

ακόμη και όταν η διάγνωση γίνει σε πρώιμο στάδιο, θα πρέπει να θεωρείται σε 

πολλούς ασθενείς ως ήδη συστηματική νόσος(43;44). 
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1.2. Ορισμός των μικρομεταστατικών κυττάρων: Κυκλοφορούντα 
Καρκινικά Κύτταρα, (Circulating Tumor Cells, CTCs), Διάσπαρτα 
Καρκινικά Κύτταρα, (Disseminated Tumor Cells, DTCs) 

Διάσπαρτα Καρκινικά Κύτταρα, (Disseminated Tumor Cells, DTCs) 

ορίζονται ως «κρυφά» επιθηλιακά κύτταρα τα οποία ανιχνεύονται στο μυελό των 

οστών γυναικών με καρκίνο του μαστού. Κυκλοφορούντα Καρκινικά Κύτταρα, 

(Circulating Tumor Cells, CTCs) ορίζονται ως «κρυφά» επιθηλιακά κύτταρα τα 

οποία ανιχνεύονται στο περιφερικό αίμα γυναικών με καρκίνο του μαστού. 

Επιθηλιακά κύτταρα ανιχνεύνται σπάνια στο μυελό των οστών και στο 

περιφερικό αίμα υγιών γυναικών. Διάφοροι ερευνητές έχουν αποδείξει ότι τα 

περισσότερα από τα ανιχνεύσιμα επιθηλιακά κύτταρα στο μυελό των οστών(44-

46) ή στο περιφερικό αίμα(47) γυναικών με καρκίνο του μαστού είναι καρκινικά 

κύτταρα.  

 

1.3. Mέθοδοι και περιορισμοί για την ανίχνευση των 
μικρομεταστατικών κυττάρων 

Εξ ορισμού, τα μικρομεταστικά κύτταρα δεν είναι ανιχνεύσιμα με την 

καθιερωμένη χρώση αιματοξυλίνης-εωσίνης. Αυτά τα κύτταρα ανιχνεύονται 

συνήθως μετά από ένα αρχικό στάδιο εμπλουτισμού (διαβαθμιζόμενη 

φυγοκέντριση με τη χρήση Ficoll/Hypaque, OncoQuick, διήθηση, τεχνικές 

ανοσομαγνητικού διαχωρισμού, όπως διαχωρισμός κυττάρων με τη χρήση 

μαγνητικού πεδίου και μαγνητικών σφαιριδίων επικαλυμμένων με ειδικά 

αντισώματα) χρησιμοποιώντας είτε άμεσες μεθόδους, κυρίως μεθόδους που 

βασίζονται στη χρήση αντισωμάτων (ανοσοκυτταροχημεία, ανοσοφθορισμός, 
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κυτταρομετρία ροής) είτε έμμεσες μεθόδους, κυρίως μεθόδους που βασίζονται 

στην ανίχνευση νουκλεϊκών οξέων (mRNA μεταγράφων με RT-PCR)(42;48-51). 

Διάφοροι ερευνητές έχουν συγκρίνει διαφορετικές μεθόδους ανίχνευσης των 

μικρομεταστατικών κυττάρων(52;53). Οι μέθοδοι που βασίζονται στην ανίχευση 

νουκλεϊκών οξέων θεωρούνται γενικά πιο ευαίσθητες, ενώ η 

ανοσοκυτταροχημεία προσφέρει το πλεονέκτημα ότι επιτρέπει την εκτίμηση της 

μορφολογίας των κυττάρων.  

  Μια τεχνική που βασίζεται στον ανοσοφθορισμό και την κυτταρομετρία 

ροής αποτελεί τη βάση ενός ημι-αυτοματοποιημένου συστήματος, CellSearch 

system (Veridex, Warren, New Jersey, USA), το οποίο έχει πρόσφατα εγκριθεί 

από τον FDA. To σύστημα αυτό επιτρέπει την ανίχνευση και τον χαρακτηρισμό 

των CTCs. Μετά από ένα αρχικό στάδιο εμπλουτισμού χρησιμοποιώντας 

σφαιρίδια επικαλυμμένα με αντίσωμα έναντι του EPCAM (epithelial cell adhesion 

molecule), ακολουθεί χρώση των EPCAM-θετικών κυττάρων με αντίσωμα ειδικό 

για τις κυτταροκερατίνες 8,18,19, με αντίσωμα ειδικό για το CD45 και με 4’6-

diamidino-2-phenylindole-2 (DAPI)(54). Ως CTC χαρακτηρίζεται ένα κύτταρo 

θετικό για κυτταροκερατίνη και DAPI αλλά αρνητικό για το CD45. 

Έχουν δημοσιευθεί επίσης μέθοδοι με τις οποίες έχει επιτευχθεί ανίχνευση 

CTCs από ολικό αίμα χωρίς να προηγηθεί άλλο στάδιο εμπλουτισμού παρά μόνο 

λύση ερυθρών(55;56). Όσον αφορά τον ανοσοφθορισμό η προτιμώμενη μέθοδος 

ανίχνευσης είναι η αυτοματοποιημένη ψηφιακή μικροσκοπία (automated digital 

microscopy, ADM). Ωστόσο η μέθοδος αυτή είναι πολύ αργή στη σάρωση. Έχει 

δημοσιευθεί η χρησιμοποίηση της τεχνολογίας των οπτικών ινών για τη σάρωση 
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μεγάλων επιφανειών (fiber-optic array scanning technology, FAST), η οποία 

εφαρμόζει τεχνικές laser-printing για την επίλυση του προβλήματος ανίχνευσης 

σπάνιων κυττάρων(55). Με την FAST κυτταρομετρία, μπορεί να γίνει διέγερση 

φθοριζουσών χρωστικών σε 300,000 κύτταρα ανά δευτερόλεπτο, και η εκπομπή 

φθορισμού συλλέγεται με ένα εξαιρετικά μεγάλο οπτικό πεδίο. Με τον τρόπο αυτό 

η ταχύτητα σάρωσης είναι 500 φορές μεγαλύτερη από την ταχύτητα σάρωσης με 

την τεχνική της ADM με παρόμοια ευαισθησία και αυξημένη ειδικότητα(55). Οι 

ερευνητές προτείνουν τη συνδυασμένη χρήση της τεχνολογίας FAST και της 

ADM για την ανίχνευση σπάνιων CTCs σε ασθενείς με πρώιμα στάδια 

καρκίνου(55). Εκτιμάται ότι σε πρώιμα στάδια του καρκίνου, μικρομεταστατικά 

κύτταρα ανευρίσκονται στην κυκλοφορία σε συγκεντρώσεις 1 μικρομεταστατικό 

κύτταρο ανά 106 ως 107 μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίματος(57). Aν 

λάβουμε υπόψη μας το κατώτερο όριο ανίχνευσης, χρειαζόμαστε ένα δείγμα με 

100 εκκατομύρια αιμοποιητικά κύτταρα, για να ανιχνεύσουμε τουλάχιστο ένα 

CTC με υψηλή πιθανότητα (99.995%). Για την ανάλυση με ADM ενός τέτοιου 

δείγματος, ένας κυτταροπαθολόγος θα χρειαζόταν 18 ώρες, για να αναλύσει 

3,000–30,000 εικόνες(2–5). Αντίθετα χρησιμοποιώντας την τεχνολογία FAST, μια 

πρώτη σάρωση 100 εκατομμυρίων κυττάρων καταλήγει σε 1,500 εικόνες, οι 

οποίες μετά από επανασάρωση με ADM μειώνονται σε 300 και έτσι ο ίδιος 

κυτταροπαθολόγος χρειάζεται τελικά μόνο 5 min, για να τις αναλύσει. Το 

πλεονέκτημα με τη χρήση της FAST τεχνολογίας είναι ότι δεν είναι απαραίτητες 

τεχνικές εμπλουτισμού οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα την ελαττωμένη 

ευαισθησία λόγω απώλειας κυττάρων(55).  
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Μια άλλη μέθοδος έχει προταθεί για την ανίχνευση κυκλοφορούντων 

επιθηλιακών καρκινικών κυττάρων (Circulating Epithelial Tumor Cells, CETCs) 

χωρίς να προηγηθεί στάδιο εμπλουτισμού. Αυτή χρησιμοποιεί laser scanning 

κυτταρομετρητή για την ανίχνευση επιθηλιακών κυττάρων μετά από χρώση με 

αντισώματα έναντι του EpCAM και CD45 επισημασμένα με φθορίζουσες 

ουσίες(56). 

Πρόσφατα, η Nagrath και συνεργάτες δημοσίευσαν την ανάπτυξη μιας 

νέας τεχνικής (‘CTC-chip’) ικανής για την αποτελεσματική και επιλεκτική 

απομόνωση ανέπαφων CTCs από ολικό αίμα. Η τεχνολογία βασίζεται στην 

αντίδραση ανάμεσα σε CTCs και μικροκηλίδες επικαλυμμένες με αντίσωμα έναντι 

του EpCAM κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες ροής, και δεν απαιτεί 

προηγουμένως σήμανση ή άλλη επεξεργασία των δειγμάτων(58).  

Για την ανίχνευση των CTCs/DTCs, διάφοροι δείκτες έχουν επιλεγεί με 

βάση την έκφρασή τους στα επιθηλιακά αλλά όχι στα μεσεγχυματογενή κύτταρα 

(epithelial-specific markers) ή με βάση την ειδικότητα της έκφρασής τους στο 

μαζικό αδένα (breast tissue-specific markers). Από τους διάφορους δείκτες, 

αυτός που έχει περισσότερο μελετηθεί είναι οι κυτταροκερατίνες, οι οποίες είναι 

διάμεσα ινίδια του κυτταροσκελετού των επιθηλιακών κυττάρων(59). Οι 

κυτταροκερατίνες που έχουν μελετηθεί περισσότερο στον καρκίνο του μαστού 

είναι οι CK8,18,19 . 

Ψευδώς θετικά αποτελέσματα έχουν παρατηρηθεί χρησιμοποιώντας είτε 

τις μεθόδους που βασίζονται στα νουκλεϊκά οξέα είτε τις μεθόδους που 

βασίζονται στα αντισώματα(49). Η επιμόλυνση με γενωμικό DNA κατά τη 
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διάρκεια της απομόνωσης ολικού RNA, η παράτυπη έκφραση ή επαγωγή της 

έκφρασης δεικτών CTCs/DTCs σε μονοπύρηνα ή λεμφοκύτταρα από 

κυτταροκίνες και η παρουσία ψευδογονιδίων της CK19 έχουν αναφερθεί ως αίτια 

για ψευδώς θετικά αποτελέσματα, όταν γίνεται χρήση των μεθόδων που 

βασίζονται στα νουκλεϊκά οξέα(49;60-63). Η χρήση ποσοτικής RT-PCR η οποία 

μερικές φορές μπορεί να ξεχωρίσει χαμηλά επίπεδα παράτυπης έκφρασης από 

υψηλότερα επίπεδα που παρατηρούνται στον καρκίνο του μαστού καθώς επίσης 

και ο σχεδιασμός των εκκινητών, ώστε να μην ενισχύουν γενωμικό DNA ή 

ψευδογονίδια, μπορούν ως ένα βαθμό να λύσουν τα παραπάνω 

προβλήματα(64). Παρόμοιοι περιορισμοί έχουν περιγραφεί με μεθόδους που 

βασίζονται στη χρήση αντισωμάτων. Πολλά από τα αντισώματα τα οποία 

χρησιμοποιούνται για τη χρώση επιθηλιακών κυττάρων ή κυττάρων καρκίνου του 

μαστού είναι γνωστό ότι περιστασιακά προκαλούν τη χρώση αιμοποιητικών 

κυττάρων τα οποία έχουν παράτυπη έκφραση κυτταροκερατινών (CK19) ή 

MUC1. Μη ειδική χρώση πλασματοκυττάρων μπορεί επίσης να συμβεί εξαιτίας 

της αντίδρασης αλκαλικής φωσφατάσης εναντίον των k και λ ελαφρών αλύσεων 

στην επιφάνεια του κυττάρου. Η βελτιστοποίηση των αντισωμάτων και η χρήση 

των κατάλληλων αρνητικών δειγμάτων ελέγχου έχουν χρησιμοποιηθεί για την 

αντιμετώπιση των ανωτέρω προβλημάτων.  

Η αξιοπιστία του προσδιορισμού καρκινο-σχετιζόμενων μεταγράφων 

mRNA με RT-PCR και real time RT-PCR για την ανίχνευση των CTCs στο 

περιφερικό αίμα, μπορεί επίσης να περιοριστεί από τους προαναλυτικούς 

παράγοντες, όπως το χρονικό διάστημα που μεσολαβεί από τη δειγματοληψία 
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μέχρι την επεξεργασία του δείγματος, ο χρόνος της ανάλυσης και η θερμοκρασία 

κατά τη διάρκεια της παραμονής και της επεξεργασίας, τα οποία έχει δειχθεί, ότι 

επηρεάζουν την γονιδιακή έκφραση (65). Επιπλέον, τροποποίηση της γονιδιακής 

έκφρασης μπορεί να προκληθεί από τη φλεβοτομή, την επαφή με ξένες 

επιφάνειες ή ακόμη μετά από έκθεση σε συστατικά από λυμένα κύτταρα, όπως η 

αιμοσφαιρίνη. Μάλιστα το ενδοκυττάριο RNA μπορεί να αποικοδομηθεί κατά την 

ex vivo παραμονή του αίματος από ειδικές και μη ειδικές ενδογενείς 

ριβονουκλεάσες (65). Μελέτες που διερεύνησαν την επίπτωση της ex vivo 

επώασης των δειγμάτων αίματος στα επίπεδα έκφρασης πολλών γονιδίων με 

μικροσυστοιχίες κατέληξαν ότι πολλά γονίδια που εκφράζονται από τα κύτταρα 

του αίματος είναι πολύ ευαίσθητα στην ex vivo επεξεργασία των δειγμάτων. 

Μάλιστα προτείνουν ότι σηματοδοτικά μονοπάτια που σχετίζονται με την υποξία 

και το κυτταρικό στρες μπορεί να ενεργοποιούνται στα δείγματα, των οποίων η 

επεξεργασία καθυστερεί, ενώ σημαντικοί κυτταρικοί μηχανισμοί, όπως ο 

κυτταρικός κύκλος, ο πολλαπλασιασμός, η μεταγραφική ρύθμιση και η 

απόπτωση μπορεί να καταστέλλονται στα δείγματα αυτά(65). Αξιοσημείωτο είναι 

το γεγονός, ότι μεταγραφικές αποκρίσεις στο στρες συμβαίνουν μόλις 2 ώρες 

μετά την αιμοληψία(65). Κατά την ανίχνευση CTCs στο περιφερικό αίμα, η 

καθυστέρηση επεξεργασίας των δειγμάτων περιφερικού αίματος – εκτός από 

αλλαγές στα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης των λευκών αιμοσφαιρίων – 

αυξάνει τις πιθανότητες πρόκλησης απόπτωσης στα CTCs λόγω απομάκρυνσής 

τους από το in vivo μικροπεριβάλλον τους. Κατά συνέπεια, τα δείγματα αίματος 

και το RNA θα πρέπει να υφίστανται άμεση επεξεργασία μετά τη συλλογή τους, 
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για να αποφευχθεί η αλλοίωση της in vivo γονιδιακής έκφρασης από ex vivo 

αποκρίσεις στο στρες, ιδιαίτερα όταν η ποσότητα του RNA στόχου είναι πάρα 

πολύ μικρή, όπως ισχύει στην περίπτωση της ανίχνευσης CTCs στο περιφερικό 

αίμα. Εναλλακτικά, υπάρχουν εμπορικά διαθέσιμα kit, όπως το PAXgene 

(Qiagen), για τη συλλογή, σταθεροποίηση και απευθείας απομόνωση του RNA 

από ολικό αίμα, τα οποία εξασφαλίζουν σταθεροποίηση του RNA μέχρι και για 5 

μέρες μετά τη δειγματοληψία.  

 

1.4. CTCs και διάγνωση του καρκίνου του μαστού 
Διάφορες μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει τη μοριακή ανίχνευση δεικτών 

μικρομεταστατικών κυττάρων ως εργαλείο για την πρώιμη διάγνωση του 

καρκίνου του μαστού(66;67). Η Reinholz και συνεργάτες σε δημοσίευσή τους 

διαπίστωσαν ότι η μοριακή ανίχνευση CTCs μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε 

συνδυασμό με τη μαστογραφία και τη φυσική εξέταση για την πρώιμη διάγνωση 

του καρκίνου του μαστού. H μέθοδος που ανέπτυξαν βασίζεται στην ανίχνευση 

μεταγράφων των γονιδίων mammaglobin-A (MGB1) και B305D-C. Έτσι 

ανέπτυξαν ένα διαγνωστικό τεστ το οποίο είχε ευαισθησία 70.5% και ειδικότητα 

81% για τη διάγνωση καρκίνου του μαστού σε γυναίκες οι οποίες υποβλήθηκαν 

σε βιοψία για βλάβες του μαστού, ανιχνεύσιμες σε έλεγχο με μαστογραφία(66). Ο 

Chen και συνεργάτες ανέπτυξαν μια μέθοδο βασισμένη σε συστοιχίες για την 

ταυτόχρονη ανίχνευση πολλαπλών mRNA δεικτών για την διάγνωση του 

καρκίνου του μαστού(67). Η ευαισθησία και ειδικότητα της μεθόδου για τη 

διάγνωση του καρκίνου του μαστού ήταν 80.6% και 83.8%, αντίστοιχα (67).  
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1.5. CTCs/DTCs και πρόγνωση του καρκίνου του μαστού  
Η προγνωστική σημασία της ανίχνευσης DTCs και CTCs στον καρκίνο του 

μαστού έχει μελετηθεί από διάφορες ερευνητικές ομάδες (βλ Πίνακα 1) 
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Πίνακας 1. Προγνωστική σημασία των DTCs και CTCs στον καρκίνο του μαστού 

 

 

Στάδιο Ιστός Μέθοδος 
εμπλουτισμού 

Δείκτης Α/Α  Ανίχνευση (%) Ανεξάρτητη 
Προγνωστική 
Αξία 

Ref 

I-III BM Ficoll / ICC CK 4703 30.6 DFS, DDFS, 
BCSS,OS 

(38) 

I-III BM Ficoll / ICC CK  552 36 DMFS, OS (68) 
I-III BM Ficoll / ICC CK  228 12.7 RFS, OS (69) 
I-II1 BM Ficoll / ICC CK 484 30.8 NR (70)  
I-II BM Ficoll / ICC CK 128 13.3 NR (71) 
I-III BM Ficoll / ICC MUC 727 43.3 DDFS, OS (36) 
I-III BM Ficoll / ICC MUC 350 25 No (72) 
I-III BM Ficoll / ICC CK18, HER2 52 CK+:100 

CK+/HER2+:60 
OS (73) 

I-III BM Ficoll / IF CK,HER2 137 CK+:34, 
CK+/HER2+12 

NR (74) 

IV PB IS CK 177 49 PFS, OS (75) 
IV PB Ficoll / RT-PCR Multi2 103 29.1 No (76) 
I-IV PB Filtration / ICC  CK8 123 I-III:25 

IV:11.6 
I-III:No 
IV:TTP 

(77) 

I-IV PB EL / RT-PCR Multi3 65 69 NR (78) 
IV PB Ficoll / IS / PCR 

ELISA  
Telomerase 25 84 NR (79) 

I-III PB Ficoll / RT-PCR CK19 148 29.7 DFI , OS (39) 
I-III PB Ficoll / RT-PCR CK19 444 40.8 DFS, OS (41) 
I-II1 PB Ficoll / RT-PCR CK19 167 21.6 DFS, OS (40) 
I-III PB Ficoll / RT-PCR Multi4 175 44 DFS 

 
(80) 

I-III PB Ficoll / RT-PCR MGB1 101 13.9 DFI (81) 
I-II PB Ficoll / RT-PCR HER2 214 21 DFI (82) 
I-III PB IS / ICC CK, HER2 35 48.6 No (83) 
NED PB 

BM 
Ficoll, IS, ICC CK 341 CTCs: 10 

DTCs:14 
NR (84) 

I-IV PB 
BM 

Ficoll, ICC CK 114 CTCs: 24.5 
DTCs: 59 

DTCs for DFS (85) 

I-IV PB 
BM 

Ficoll, RT-PCR CK19 
MGB1 

148 PB:15 
BM:28 

CK19+DTCs for 
OS 

(86) 

I-IV PB EL / IS / ICC CK 75 28 NR (87) 
I-IV PB Ficoll / RT-PCR CK19 109 44 NR (88) 
I-IV PB IS / RT-PCR MUC 94 37 NR (89) 
I-IV PB EL / RT-PCR MGB1 78 24.3 NR (90) 
NED, 
IV 

PB EL / RT-PCR MGB1 310 
157 

NED: 2 
IV:29 

OS (91) 

I-IV PB Ficoll / RT-PCR EGFRvIII 62 43.5 NR (92) 

Α/Α: Αριθμός Ασθενών, NED: Απουσία μακροσκοπικά ορατής νόσου, BM: Μυελός των οστών, PB: 
Περιφερικό Αίμα NR: Δεν έχει δημοσιευθεί, CTCs : Κυκλοφορούντα Καρκινικά Κύτταρα, DTCs : Διάσπαρτα 
Καρκινικά Κύτταρα, MNCs: Μονοπύρηνα Κύτταρα, ICC: Ανοσοϊστοχημεία, IF: Ανοσοφθορισμός, IS: 
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Ανοσομαγνητικός διαχωρισμός, EL: Λύση ερυθροκυττάρων, CK: Κυτταροκερατίνη, Muc: Μουκίνη, MGB1: 
Mammaglobin-A, EGFRvIII: Epidermal Growth Factor Receptor variantIII, I-II1: ‘Ογκοι με αρνητικούς 
μασχαλιαίους λεμφαδένες, Multi-marker2: (CK19, p1B, PS2 and EGP2), Multi-marker3 [human chorionic 
gonadotropin (hCG), c-Met, 134-N-acetylgalactosaminyl- transferase (GalNAc-T), and tumor–associated 
antigen (MAGE-A3)], Multi-marker4: (CK19, MGB1 and HER2), 5 : CTCs-θετικοί ασθενείς έχουν τουλάχιστον 
ένα mRNAmarker θετικό, DFS: Επιβίωση Ελεύθερη Νόσου, DDFS: Επιβίωση Ελεύθερη Απομακρυσμένων 
Μεταστάσεων, BCSS: Επιβίωση Ελεύθερη Καρκίνου του Μαστού, OS: Ολική Επιβίωση, DMFS: Επιβίωση 
Ελεύθερη Απομακρυσμένων Μεταστάσεων, RF: Επιβίωση Ελεύθερη Υποτροπής , DFI: Διάστημα Ελεύθερο 
Νόσου, PFS: Επιβίωση Ελεύθερη Προόδου Νόσου, TTP: Χρόνος εως την υποτροπή, RT-PCR: Αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμεράσης μετά από αντίστροφη μεταγραφή, Ct : Cycle threshold (όριο του κύκλου), 
Nested6:Στην περίπτωση της διπλής RT-PCR, τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ανιχνεύσιμα και μη 
ανιχνεύσιμα, Eq: ισοδύναμα 
 
 

1.5.1 Προγνωστική αξία των μικρομεταστατικών κυττάρων στο 
μεταστατικό καρκίνο του μαστού 

Στις περισσότερες μελέτες αναφορικά με την προγνωστική αξία των CTCS 

στο μεταστατικό καρκίνο του μαστού έχει χρησιμοποιηθεί το CellSearch system. 

Η παρουσία ≥ 5 CTCS/7.5mL αίματος σε 177 ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο 

του μαστού (μετρήσιμη νόσος) πριν την έναρξη της θεραπείας, ήταν ένας 

ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για επιβίωση ελεύθερη υποτροπής 

(DFS) και για την ολική επιβίωση (OS)(75). Επιπλέον η παρακολούθηση CTCs 

με το CellSearch προτάθηκε ως ανώτερος δείκτης από τις συνήθεις 

απεικονιστικές εξετάσεις, για την πρόβλεψη της OS σε ασθενείς με μεταστατικό 

καρκίνο του μαστού(93). Είναι ενδιαφέρον ότι, όταν η προγνωστική πληροφορία 

της ανίχνευσης CTCs ήταν γνωστή, η εκτίμηση της πρόγνωσης 

χρησιμοποιώντας τις απεικονιστικές διαγνωστικές εξετάσεις δεν μπορούσε να 

βελτιώσει με στατιστικώς σημαντικό τρόπο την πρόγνωση, ενώ, όταν τα 

αποτελέσματα από τις απεικονιστικές εξετάσεις ήταν διαθέσιμα, η πληροφορία 

αναφορικά με την ανίχνευση CTCs μπορούσε να διαχωρίσει περαιτέρω τους 

ασθενείς σε υποομάδες διαφορετικής πρόγνωσης. Επιπλέον, στην ίδια σειρά 

ασθενών με μετρήσιμο μεταστατικό καρκίνο του μαστού, η ανίχνευση CTCs σε 
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διαφορετικά χρονικά σημεία κατά τη διάρκεια της θεραπείας σχετίσθηκε με 

ελαττωμένη DFS και OS(94). Ο Hayes και συνεργάτες εκτίμησαν την DFS και την 

OS σε 4 ομάδες ασθενών, ασθενείς με: (α) <5 CTCs/7.5mL αίματος σε όλες τις 

αιμοληψίες, (β) ≥5 CTCs/7.5mL στην αρχική αιμοληψία και <5 CTCs/7.5mL στην 

τελευταία αιμοληψία, (γ) <5 CTCs/7.5mL στην αρχική αιμοληψία και ≥5 

CTCs/7.5mL στην τελευταία αιμοληψία, και (δ) ≥5 CTCs/7.5mL σε όλες τις 

αιμοληψίες. Ασθενείς με ≥5 CTCs/7.5mL σε όλες τις αιμοληψίες είχε τη μικρότερη 

διάμεση DFS και OS σε σχέση με οποιαδήποτε από τις άλλες ομάδες .Ασθενείς 

των οποίων η συγκέντρωση των CTCs μεταβλήθηκε από ≥5 CTCs σε <5 

CTCs/7.5mL κατά τη διάρκεια της θεραπείας εμφάνισαν DFS και OS παρόμοια 

με αυτή των ασθενών στους οποίους τα CTCS δεν ήταν ποτέ αυξημένα. Τέλος, η 

OS ασθενών των οποίων η συγκέντρωση των CTCs μεταβλήθηκε από <5 CTCs 

σε ≥5 CTCs/7.5mL ήταν ελαττωμένη σε σχέση με την OS ασθενών των οποίων 

τα CTCs παρέμειναν χαμηλά, αλλά ήταν μεγαλύτερη από την OS των ασθενών 

που είχαν πάντα ≥5 CTCs/7.5 mL. Επιπλέον, οι Cristofanilli και συνεργάτες 

έδειξαν ότι η ανίχνευση  ≥5 CTCs/7.5mL ήταν προγνωστικός παράγοντας 

ελαττωμένης OS σε ασθενείς με ΕR-θετικό/ HER2-αρνητικό και triple-negative 

μεταστατικό καρκίνο του μαστού και ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός 

παράγοντας πέρα από το φορτίο της νόσου(95). Τα δεδομένα για την 

παρακολούθηση των CTCs με το CellSearch αφορούν κυρίως ασθενείς με 

μετρήσιμο μεταστατικό καρκίνο του μαστού που ξεκινούν χημειοθεραπεία αλλά 

όχι ενδοκρινική θεραπεία. Μια άλλη πολυκεντρική μελέτη από διαφορετικούς 

ερευνητές εξέτασε την αναλυτική ικανότητα του CellSearch σε ασθενείς με 
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μεταστατικό καρκίνο του μαστού(96). Όταν διπλά δείγματα από 14 ασθενείς με 

μεταστατικό καρκίνο του μαστού εξετάσθηκαν σε δύο διαφορετικά μηχανήματα 

CellSearch και μάλιστα σε δύο διαφορετικά ερευνητικά κέντρα στη Γερμανία, 

παρατηρήθηκε συμφωνία σε ποσοστό 78.6%. Στις περιπτώσεις όπου υπήρχε 

ασυμφωνία των αποτελεσμάτων τα δείγματα περιείχαν 2–4 CTCs/7.5mL αίματος. 

Γι’ αυτό το λόγο, μια παρόμοια μελέτη για την εκτίμηση της επαναληψιμότητας 

ανάμεσα σε διαφορετικά κέντρα και διαφορετικά CellSearch μηχανήματα σε 

ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού είναι αναγκαία, δεδομένου ότι αυτοί οι 

ασθενείς έχουν χαμηλά επίπεδα CTCs. Για να αποδειχθεί αν η ανίχνευση CTCs 

μπορεί να βελτιώσει την κλινική έκβαση ασθενών με μεταστατικό καρκίνο του 

μαστού, το Southwest Oncology Group (SWOG) έχει ξεκινήσει μια κλινική μελέτη 

φάσης III (ClinicalTrials.gov NCT00382018). Σκοπός της μελέτης αυτής είναι να 

συγκρίνει την αλλαγή χημειοθεραπείας σε σχέση με τη διατήρηση της 

χημειοθεραπείας σε ασθενείς που έχουν υψηλά επίπεδα CTCs ένα μήνα μετά 

την έναρξη της χημειοθεραπείας. Διάφοροι ερευνητές έχουν δημοσιεύσει άλλες 

λιγότερο τυποποιημένες μεθόδους με τη χρήση είτε αντισωμάτων είτε νουκλεϊκών 

οξέων για την ανίχνευση CTCs/DTCs στον μεταστατικό καρκίνο του 

μαστού.(76;77;79;97;98) 

 

1.5.2. Προγνωστική αξία των μικρομεταστατικών κυττάρων στον 
πρώιμο καρκίνο του μαστού 
1.5.2.1. DTCs 

Αρκετές μελέτες έχουν ερευνήσει την προγνωστική αξία των DTCs στο 

μυελό των οστών στον πρώιμο καρκίνο του μαστού και αρκετές από αυτές 
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απέτυχαν να δείξουν την ανεξάρτητη προγνωστική αξία των DTCs, όταν 

ελέγχθηκαν για τα “γνωστά” χαρακτηριστικά του πρωτοπαθούς όγκου(36;37;70-

72;99-101). Μια μεταανάλυση στην οποία αναλύθηκαν δεδομένα από 4703 

ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού μπόρεσε να απαντήσει αξιόπιστα στο 

παραπάνω ερώτημα(38). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, 

DTCs ανιχνεύθηκαν σε 30.6% των ασθενών κατά τη διάρκεια της επέμβασης για 

την αφαίρεση του πρωτοπαθούς όγκου και η ανίχνευσή τους ήταν ένας 

ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας πτωχής πρόγνωσης. Σε σύγκριση με τις 

γυναίκες χωρίς μικρομεταστατικά κύτταρα στο μυελό, οι ασθενείς με ανιχνεύσιμα 

μικρομεταστατικά κύτταρα στο μυελό είχαν μεγαλύτερους όγκους με υψηλότερο 

βαθμό ιστολογικής κακοήθειας, και επιπλέον είχαν πιο συχνά διηθημένους 

μασχαλιαίους λεμφαδένες και ER-αρνητικούς όγκους. To διάμεσο διάστημα 

παρακολούθησης των ασθενών χωρίς υποτροπή ήταν 62 μήνες. Κατά την 

περίοδο αυτή 1192 ασθενείς (25.3%) υποτροπίασαν. Η παρουσία 

μικρομεταστάσεων ήταν προγνωστικός παράγοντας πτωχής OS και DFS καθώς 

επίσης και επιβίωσης ελεύθερης απομακρυσμένων μεταστάσεων. Για την 

υποομάδα των ασθενών χαμηλού κινδύνου με pT1N0 όγκους (n=1036), η 

παρουσία DTCs σχετίσθηκε με αύξηση του κινδύνου για απομακρυσμένες 

μεταστάσεις και για θάνατο κατά τη διάρκεια των 5 πρώτων ετών 

παρακολούθησης(38). Σε πολυπαραγοντική ανάλυση, η παρουσία DTCs ήταν 

ανεξάρτητος παράγοντας πτωχής πρόγνωσης. Ωστόσο, σύμφωνα με τις ASCO 

2007 κατευθυντήριες οδηγίες, τα παραπάνω δεδομένα δεν επαρκούν, ώστε να 

θεωρηθεί ότι μία ασθενής με ένα μικρό όγκο χαμηλού βαθμού κακοήθειας, με 
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αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες και με ανιχνεύσιμα μικρομεταστατικά 

κύτταρα στο μυελό των οστών έχει σαφώς χειρότερη πρόγνωση σε σύγκριση με 

μία ασθενή στην οποία δεν ανιχνεύονται αυτά τα κύτταρα, ώστε να δικαιολογείται 

διαφοροποίηση όσον αφορά τις κατευθυντήριες οδηγίες για συμπληρωματική 

θεραπεία(22). 

Εκτός από την παραπάνω μεταανάλυση στην οποία η προγνωστική αξία 

των μικρομεταστατικών κυττάρων εξετάσθηκε με λήψη δείγματος μυελού των 

οστών κατά τη διάρκεια του χειρουργείου αφαίρεσης του πρωτοπαθούς όγκου, ο 

Janni και συνεργάτες σε μελέτη τους διαπίστωσαν ότι η ανεύρεση DTCs κατά τη 

διάρκεια του διαστήματος παρακολούθησης σε γυναίκες με καρκίνο του μαστού 

ελεύθερες υποτροπής ήταν ένας ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για 

μειωμένη DFS και OS (69). 

 

1.5.2.2. CTCs 
Από τους διάφορους δείκτες για την ανίχνευση CTCS, αυτός που έχει 

μελετηθεί περισσότερο είναι η Cytokeratin-19 (CK19). Η CK19 είναι μια πρωτεΐνη 

του κυτταροσκελετού που εκφράζεται στα επιθηλιακά αλλά όχι στα 

μεσεγχυματικά κύτταρα και έχει μελετηθεί εκτενώς από τη δική μας ομάδα και 

από άλλες(51). Το γονίδιo της CK19 έχει εντοπισθεί στο χρωμόσωμα 17 (17q21-

q22), συνίσταται από 4667 νουκλεοτίδια και περιλαμβάνει 6 εξόνια και 5 ιντρόνια, 

ενώ το mRNA της αποτελείται από 1360 νουκλεοτίδια. Επίσης, έχουν βρεθεί και 

δύο ψευδογονίδια της CK19, το CK19a(102) και το CK19b(103) τα οποία 

εμφανίζουν ομολογία με το γονίδιο της CK19 κατά 90% και 85%, αντίστοιχα. H 

CK19 πρωτεΐνη αποτελείται από 400 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος 44098D. 
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Η Σταθοπούλου και συνεργάτες σε δημοσίευση τους διαπίστωσαν ότι η 

ανίχνευση με διπλή RT-PCR CK19mRNA-θετικών κυττάρων στο περιφερικό αίμα 

γυναικών με πρώιμο καρκίνο του μαστού ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός 

παράγοντας ελαττωμένης DFS και OS. Αργότερα οι ίδιοι ερευνητές ανέπτυξαν 

μια realtime RT-PCR για την ποσοτικοποίηση των CK19mRNA 

μεταγράφων(104). Ο Ξενίδης και συνεργάτες χρησιμοποίησαν αυτήν τη μέθοδο 

και ανίχνευσαν CK19mRNA-θετικά κύτταρα στο περιφερικό αίμα σε ποσοστό 

21.6% από 167 ασθενείς με αρνητικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες πριν από την 

χορήγηση συμπληρωματικής χημειοθεραπείας. Η παρουσία αυτών των 

κυττάρων ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας μειωμένης DFS και OS 

(40). Σε μια σειρά 444 γυναικών με πρώιμο καρκίνο του μαστού, ο Ιγνατιάδης και 

συνεργάτες ανίχνευσαν CK19mRNA-θετικά κύτταρα με την ίδια RT-PCR 

πραγματικού χρόνου στο περιφερικό αίμα σε ποσοστό 40.8% ασθενών πριν τη 

χορήγηση συμπληρωματικής χημειοθεραπείας(41). Η παρουσία αυτών των 

κυττάρων ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας μειωμένης DFS και OS. 

Επιπλέον, ο Ξενίδης και συνεργάτες έδειξαν ότι CK19mRNA-θετικά κύτταρα 

ανιχνεύθηκαν μετά τn χορήγηση συμπληρωματικής χημειοθεραπείας σε ποσοστό 

32.7% από 450 ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού και η παρουσία τους 

ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας μειωμένης DFS και OS(105). 

Διάφοροι ερευνητές έχουν δημοσιεύσει για τη μοριακή ή ανοσοϊστοχημική 

ανίχνευση CTCs χρησιμοποιώντας τις κυτταροκερατίνες ως δείκτη (87;88). 

Στη μελέτη SUCCESS, >1 CTCS/23mL (μέσος όρος 13, εύρος 2-827), 

περιφερικού αίματος ανιχνεύθηκε με το CellSearch System σε ποσοστό 9.6% 
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από 1767 ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού και θετικούς μασχαλιαίους 

λεμφαδένες και υψηλού κινδύνου ασθενείς με αρνητικούς μασχαλιαίους 

λεμφαδένες(106). Από τους 852 ασθενείς με λήψη αίματος πριν από την έναρξη 

της συμπληρωματικής χημειοθεραπείας και μετά την ολοκλήρωσή της, 11% είχαν 

>1CTCs/23mL πριν την έναρξη της συμπληρωματικής χημειοθεραπείας (μέσος 

όρος 7, εύρος 2-166), ενώ 7% των ασθενών είχαν >1CTCs/23mL μετά την 

ολοκλήρωσή της (μέσος όρος 6, εύρος 2-84). Από τους ασθενείς, που ήταν 

αρχικά CTCs-θετικοί, 10% παρέμειναν θετικοί (n=9) και 90% ήταν CTCs-

αρνητικοί μετά τη χημειοθεραπεία (n=82). Εξαιτίας του μικρού διαστήματος 

παρακολούθησης, τα δεδομένα για την προγνωστική αξία της ανίχνευσης CTCs 

δεν έχουν ακόμη δημοσιευθεί. Αντίθετα με το μεταστατικό καρκίνο του μαστού, 

δεν έχει ακόμη καθοριστεί το cut-off, προκειμένου ένας ασθενής με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού να θεωρηθεί ως CTCs-θετικός, όταν υποβληθεί στη 

δοκιμασία ανίχνευσης των μικρομεταστατικών κυττάρων με το CellSearch 

σύστημα. 

Μια άλλη μέθοδος έχει προταθεί για την ανίχνευση κυκλοφορούντων 

επιθηλιακών καρκινικών κυττάρων (Circulating Epithelial Tumor Cells, CETCs). 

Αυτή χρησιμοποιεί laser scanning κυτταρομετρητή για την ανίχνευση 

επιθηλιακών κυττάρων μετά από χρώση με EpCAM και CD45 φθορίζον 

αντίσωμα αντίστοιχα. Ο αριθμός των CETCs που ανιχνεύθηκαν ανά mL ήταν 0-

100.000. Δεν ανιχνεύθηκαν επιθηλιακά κύτταρα σε 97% από υγιείς εθελοντές και 

σε 38 από 40 ασθενείς με αιματολογικές κακοήθειες. Με την ανωτέρω μέθοδο, 

CETCs ανιχνεύθηκαν σε όλους τους ασθενείς από μια σειρά 91 ασθενών με 
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πρώιμο καρκίνο του μαστού. Οι αριθμοί των CETCs αναλύθηκαν πριν την έναρξη 

συμπληρωματικής χημειοθεραπείας, πριν από κάθε νέο κύκλο χημειοθεραπείας, 

και πριν το τέλος της χημειοθεραπείας. Τρεις τύποι απάντησης σε 

χημειοθεραπεία παρατηρήθηκαν:  

α. Ελάττωση στον αριθμό των κυττάρων (>10 φορές) 

β. Οριακές αλλαγές στον αριθμό των κυττάρων (<10 φορές) και  

γ. Αύξηση ή ελάττωση με επακόλουθη αύξηση (>10 φορές) στον αριθμό 

των CETCs. 

Είκοσι υποτροπές (22%) παρατηρήθηκαν κατά τη διάρκεια των 40 μηνών 

του διαστήματος παρακολούθησης, με μια υποτροπή στην ομάδα 1 (28 ασθενείς) 

, 5 υποτροπές στην ομάδα 2 (30 ασθενείς), και 14 υποτροπές στην ομάδα 3 (33 

ασθενείς). Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά ανάμεσα στους 

ασθενείς που είχαν ελάττωση των κυττάρων και σε αυτούς που είχαν αύξηση των 

κυττάρων(107). 

 

1.5.2.3. CTCs ή DTCs  
Σε σχέση με τη αναρρόφηση μυελού των οστών, η λήψη περιφερικού 

αίματος είναι πιο εύκολη και πιο αποδεκτή από τους ασθενείς και τους 

θεράποντες ιατρούς. Γι αυτό είναι σημαντικό, κατά πόσο η λήψη περιφερικού 

αίματος μπορεί να αντικαταστήσει την αναρρόφηση μυελού των οστών για την 

εκτίμηση της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου. Ο Wiedswang και συνεργάτες 

συνέκριναν την προγνωστική αξία των CTCs με αυτή των DTCs 

χρησιμοποιώντας ανοσοκυτταροχημεία σε 341 ασθενείς με καρκίνο του μαστού 

στους οποίους η λήψη του μυελού και του αίματος έγινε μετά από ένα διάμεσο 
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διάστημα παρακολούθησης 40 μηνών μετά την αρχική επέμβαση(84).Δείγματα 

περιφερικού αίματος αλλά όχι μυελού των οστών υποβλήθηκαν σε αρνητικό 

ανοσομαγνητικό εμπλουτισμό (αναλύθηκαν 10X106 μονοπύρηνα κύτταρα 

περιφερικού αίματος έναντι 2X106 μονοπύρηνων κύτταρων μυελού των οστών). 

Παρ’ ότι και τα CTCs (10% των ασθενών) και τα DTCs (14% των ασθενών) 

συσχετίσθηκαν σημαντικά με την κλινική έκβαση, τα DTCs είχαν μεγαλύτερη 

προγνωστική αξία από τα CTCs(84). Ο Pierga και συνεργάτες συνέκριναν την 

ανίχνευση κυτταροκερατίνης-θετικών CTCs και DTCs με ένα αυτοματοποιημένο 

σύστημα ανοσοϊστοχημικής ανίχνευσης σε 114 ασθενείς με καρκίνο του 

μαστού(85). Συνολικά 3-5mL μυελού των οστών και 7–14mL αίματος έχουν 

ληφθεί από κάθε ασθενή και τελικά 3x106 μονοπύρηνα κύτταρα που 

απομονώθηκαν με Ficoll (3 slides για κάθε ασθενή και για κάθε δείγμα μυελού 

των οστών και δείγμα περιφερικού αίματος) υποβλήθηκαν σε ανοσοϊστοχημεία 

με αντισώματα έναντι της CK 8, 18, and 19 για την παρουσία CTCs και DTCs, 

αντίστοιχα. Στους μη-μεταστατικούς ασθενείς (n =75), η παρουσία DTCs αλλά όχι 

CTCs ήταν προγνωστικός παράγοντας για ελαττωμένη DFS (85). Σε μια άλλη 

μελέτη oι Benoy και συνεργάτες χρησιμοπoίησαν 9mL περιφερικού αίματος και 

9mL μυελού των οστών για την απομόνωση μονοπύρηνων κυττάρων με Ficoll. 

Εν συνεχεία έγινε απομόνωση RNA και τελικά για τη σύνθεση cDNA 

χρησιμοποιήθηκαν 2μg ολικού RNA. Δείγματα περιφερικού αίματος και μυελού 

των οστών έχουν συλλεγεί από 148 ασθενείς με πρώιμο (n=116) και μεταστατικό 

(n=32) καρκίνο του μαστού πριν την έναρξη οποιασδήποτε τοπικής ή 

συστηματικής θεραπείας. Το μέσο διάστημα παρακολούθησης ήταν 786 ημέρες. 
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Χρησιμοποιώντας φυσιολογικούς εθελοντές καθώς και ασθενείς με αιματολογικές 

κακοήθειες ως ομάδα ελέγχου, βρέθηκε αυξημένη έκφραση της CK19 σε 42 

(28%) δείγματα μυελού των οστών και σε 22 (15%) δείγματα περιφερικού 

αίματος. Η έκφραση της mammaglobin-A ήταν αυξημένη σε 20% δειγμάτων 

μυελού των οστών και περιφερικού αίματος ασθενών με καρκίνο του μαστού. 

Ασθενείς με αυξημένη έκφραση είτε της CK19 είτε της mammaglobin-A στο μυελό 

των οστών αλλά όχι στο περιφερικό αίμα είχαν χειρότερη OS(86). Αν και οι 

παραπάνω μελέτες δείχνουν ότι τα DTCs έχουν ανώτερη προγνωστική αξία από 

τα CTCS στον πρώιμο καρκίνο του μαστού, δεν έχουν ποτέ συγκριθεί στην ίδια 

σειρά ασθενών οι καλύτερες τεχνικές για την ανίχνευση DTCs στο μυελό 

(ανοσοκυτταροχημεία(38) και CTCS στο περιφερικό αίμα (π.χ real-time RT-PCR 

για τη CK19(40;41;64;104)). 

 

1.5.3. Ανίχνευση CTCs/DTCs στον πρώιμο καρκίνο του μαστού: έχει 
πάντα προγνωστική σημασία; 

Περίπου 30%-50% των ασθενών με καρκίνο του μαστού και ανιχνεύσιμα 

μικρομεταστατικά κύτταρα θα αναπτύξουν κλινικά εμφανείς μεταστάσεις με ένα 

διάμεσο διάστημα παρακολούθησης 62 μηνών για αυτούς που δεν έχουν 

πεθάνει(38). Ταυτόχρονα ακόμη και ασθενείς χωρίς DTCs υποτροπιάζουν και 

πεθαίνουν από καρκίνο του μαστού(38). Ταυτόχρονα, μόνο 30% από τους 

ασθενείς με CK19mRNA-θετικά κύτταρα υποτροπιάζουν, ενώ μόνο 15% των 

ασθενών στους οποίους τα ανωτέρω κύτταρα δεν ανιχνεύονται υποτροπιάζουν 

και πεθαίνουν από καρκίνο του μαστού μετά από ένα διάμεσο διάστημα 

παρακολούθησης 5 ετών(41). Όσον αφορά το γεγονός ότι ασθενείς χωρίς 
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ανιχνεύσιμα DTCs/CTCs υποτροπιάζουν, αυτό μπορεί να οφείλεται είτε σε 

πρόβλημα κατά τη λήψη του δείγματος (sampling error) ή μπορεί να αποδοθεί 

στην μη ικανοποιητική ευαισθησία των κυτταροκερατινών ως δείκτη για την 

ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων. Πράγματι, η διασπορά των καρκινικών 

κυττάρων έχει σχετισθεί με την epithelial-mesenchymal transition, EMT και με την 

απώλεια των επιθηλιακών δεικτών(108). Αντιθέτως, όσον αφορά τους ασθενείς 

με ανιχνεύσιμα DTCs/CTCs που δεν υποτροπιάζουν, αυτό μπορεί να αποδοθεί 

στην ανίχνευση αποπτωτικών κυττάρων, ή κυττάρων που δε μπορούν να 

αυτοπολλαπλασιαστούν και επιπλέον στην περίπτωση των DTCs του μυελού 

των οστών, αυτό μπορεί να αποδοθεί στις αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στο 

στρώμα του μυελού των οστών και τα DTCs που μπορεί να ευνοήσουν την 

ανάπτυξη ή όχι κλινικά εμφανών μεταστάσεων(109). Επιπλέον μελέτες με 

μικροσυστοιχίες και συγκριτικό γενωμικό υβριδισμό (Comparative Genomic 

Hybridization, CGH) έχουν δείξει ότι ο καρκίνος του μαστού είναι μια γενετικά 

ετερογενής νόσος (23;33) και ότι DTCs προερχόμενα από ένα δεδομένο ασθενή 

με καρκίνο του μαστού xωρίς κλινικά εμφανή μετάσταση (στάδιο Μ0) είναι 

γενετικά ετερογενή(46). Αυτή η ετερογένεια ελαττώθηκε σημαντικά με την κλινική 

εμφάνιση μεταστάσεων(110). H εικόνα 1 δείχνει ανάγλυφα την ετερογένεια των 

μικρομεταστατικών κυττάρων(50). Αντισώματα έναντι κυτταροκερατινών, τα 

οποία χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση DTCs έχουν χρησιμοποιηθεί σε 

συνδυασμό με αντισώματα εναντίον αντιγόνων καρκινικών κυττάρων για το 

φαινοτυπικό χαρακτηρισμό των μικρομεταστατικών κυττάρων. Όπως φαίνεται τα 

DTCs εκφράζουν σε ποσοστό ως 10% αντιγόνα που σχετίζονται με τον κυτταρικό 
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πολλαπλασιασμό, σε ποσοστό 35% το HLA-1 αντιγόνο, σε ποσοστό 70% το 

αντιγόνο cERB2 και το uPAR. 

 

Εικ 1. Το ποσοστό των ασθενών με κυτταροκερατίνη θετικά κύτταρα που εκφράζουν μια 
συγκεκριμένη ογκοπρωτεΐνη φαίνεται στον άξονα y, ενώ στον άξονα χ απεικονίζονται αντιγόνα 
ογκοπρωτεϊνών. Το χρώμα των στηλών καθορίζει σε ποιά λειτουργική κατηγορία ανήκει το 
συγκεκριμένο αντιγόνο. Έτσι, με ρόζ χρώμα απεικονίζονται τα αντιγόνα που σχετίζονται με τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό, με κίτρινο χρώμα οι αυξητικοί υποδοχείς, με πράσινο τα αντιγόνα 
που σχετίζονται με την ανοσιακή απάντηση, με γκρί τα μόρια πρόσδεσης και με μπλε οι 
πρωτεάσες και οι σχετιζόμενες με πρωτεΐνες πρωτεάσες. EGFR, epidermal growth factor 
receptor υποδοχέας του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα; EMMPRIN, extracellularmatrix 
metalloproteinase inducer; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule επιθηλιακό μόριο 
προσκόλλησης; HLA, human leukocyte antigen Ανθρώπινο λευκοκυτταρικό αντιγόνο; 
transferin-R, transferin receptor υποδοχέας τρανσφερίνης; uPAR, urokinase-type plasminogen 
activator receptor, υποδοχέας ενεργοποιητή του πλασμινογόνου του τύπου της ουροκινάσης. 
(Αναδημοσίευση από το Pantel et al. Nat Rev Cancer 2004; 4:448-456). 

 
 
 
 
 
Έχουν χρησιμοποιηθεί διάφορες προσεγγίσεις για την αύξηση της 

ευαισθησίας ανίχνευσης CTCs καθώς επίσης και για την ανίχνευση 

υποπληθυσμών CTCs με επιθετική βιολογική συμπεριφορά, οι οποίοι θα 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πιο ειδικοί δείκτες για την πρόγνωση 

υποτροπής: 
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1.5.3.1. Χρήση άλλων δεικτών εκτός από τις κυτταροκερατίνες για την 
ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων 

Διάφοροι ερευνητές έχουν χρησιμοποιήσει διαφορετικούς δείκτες για την 

ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων, όπως οι mucins, mammoglobin-A 

(MGB1), maspin, καρκινοεμβρυικό αντιγόνο (CEA), HER2, EGFRvIII, cathepsin 

D, survivin, TWIST1(81;82;89-92;111-116). Παρακάτω θα αναλυθούν 

περισσότερο διεξοδικά δύο δείκτες, η mammoglobin-A (MGB1) και το HER2, οι 

οποίοι μαζί με την CK19 αποτέλεσαν τους τρεις δείκτες με βάση τους οποίους 

έγινε η ανίχνευση των CTCs στην παρούσα διατριβή. 

 
1.5.3.1.1. HER2 

To HER2 γονιδιο στον καρκίνο του μαστού έχει δειχθεί ότι σχετίζεται με 

αντίσταση στη θεραπεία και ελαττωμένη επιβίωση (117-119). Ταυτόχρονα η 

έκφραση του HER2 στον πρωτοπαθή όγκο έχει χρησιμοποιηθεί ως 

προβλεπτικός δείκτης για ανταπόκριση στη θεραπεία με trastuzumab.Το γονίδιo 

του HER2 έχει εντοπισθεί στο χρωμόσωμα 17 (17q21.1), συνίσταται από 28661 

νουκλεοτίδια και περιλαμβάνει 27 εξόνια και 26 ιντρόνια, ενώ το μέγεθος του 

μεταγράφου είναι 4624bp. H HER2 πρωτεΐνη αποτελείται από 1255 αμινοξέα και 

έχει μοριακό βάρος 137,910 D. 

 

Έκφραση του mRNA του HER2 στο μυελό των οστών 

Ο Braun και συνεργάτες εξέτασαν 4Χ105 μονοπύρηνα κύτταρα ανά 

ασθενή μετά από επεξεργασία μυελού με διαβαθμισμένη φυγοκέντριση Ficoll. Οι 

ερευνητές αυτοί δημοσίευσαν πρώτοι ότι το HER2 συνεκφράζονταν σε 31 από τις 

52 γυναίκες με ανιχνεύσιμα CK18-θετικά DTCs(73). Οι ασθενείς με HER2-θετικά 
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DTCs είχαν σημαντκά ελαττωμένη OS σε σχέση με ασθενείς με HER2-αρνητικά 

DTCs(73). Ο Solomayer και συνεργάτες ξεκίνησαν από 10-20mL μυελού των 

οστών και αφού απομόνωσαν μονοπύρηνα κύτταρα με διαβαθμισμένη 

φυγοκέντριση με Ficoll, χρησιμοποίησαν διπλό ανοσοφθορισμό με αντίσωμα 

έναντι παγκυτταροκερατίνης και anti-HER2 και ανέφεραν HER2-θετικότητα σε 20 

από 46 ασθενείς με κυτταροκερατίνη θετικά DTCs(74).  

 

Έκφραση του mRNA του HER2 στο περιφερικό αίμα 

Ο Wulfing και συνεργάτες χρησιμοποίησαν 50mL περιφερικού αίματος ανά 

ασθενή σε συνδυασμό με διαβαθμισμένη φυγοκέντριση και ανοσομαγνητικό 

διαχωρισμό και στη συνέχεια διπλή ανοσοϊστοχημική χρώση με αντισώματα 

έναντι της κυτταροκερατίνης και του HER2 για την ταυτοποίηση HER2-θετικών 

CTCs σε ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού. Ήταν οι πρώτοι που έδειξαν 

ότι η παρουσία HER2-θετικών CTCs σχετίσθηκε με ελαττωμένη DFS και OS σε 

ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού που έλαβαν συμπληρωματική 

χημειοθεραπεία και ενδοκρινική θεραπεία(83). Η Αποστολάκη και συνεργάτες 

ξεκίνησαν από 20mL περιφερικό αίμα και μετά απομόνωση μονοπυρήνων με 

Ficoll, εφάρμοσαν διπλή RT-PCR, για να ανιχνεύσουν HER2mRNA-θετικά 

κύτταρα στο περιφερικό αίμα σε 21% από 214 ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του 

μαστού μετά το τέλος της χορήγησης συμπληρωματικής χημειοθεραπείας. Η 

ανίχνευση τους ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για ελαττωμένη 

DFS(82). Επιπλέον δείξαμε ότι η ταυτόχρονη ανίχνευση CK19mRNA και HER2 

mRNA-θετικών κυττάρων πριν την χορήγηση συμπληρωματικής 
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χημειοθεραπείας σε 185 ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού ήταν 

ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για DFS (120). Συνολικά, 63 (34%) από 

τους 185 ασθενείς είχαν ανιχνεύσιμα CK19mRNA-θετικά κύτταρα και 33 (52.3%) 

από αυτούς είχαν επίσης ανιχνεύσιμα HER2mRNA-θετικά κύτταρα. Ασθενείς με 

CK19mRNA+ / HER2mRNA+ κύτταρα είχαν μικρότερη DFS αλλά όχι OS σε 

σχέση με τους CK19mRNA+ / HER2mRNA- ασθενείς (Εικόνα 2 και 3).  
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Εικ 2. Επιβίωση ελεύθερη νόσου σε ομάδες ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού με βάση τη 
μοριακή ανίχνευση CK19mRNA+ και HER2mRNA+ κυττάρων στο περιφερικό αίμα. 
(Αναδημοσίευση από το Ignatiadis et al Clin Breast Cancer 2007; 7: 883-889).  
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Εικ 3. Ολική επιβίωση σε ομάδες ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού με βάση τη μοριακή 
ανίχνευση CK19mRNA+ και HER2mRNA+ κυττάρων στο περιφερικό αίμα. (Αναδημοσίευση από 
το Ignatiadis et al Clin Breast Cancer 2007; 7: 883-889).  
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1.5.3.1.2.Mammaglobin-Α 
Η mammaglobin-Α έχει περιγραφεί για πρώτη φορά ως μια νέα πρωτεΐνη 

η οποία κωδικοποιείται από ένα νέο c-DNA που απομονώθηκε από πρωτοπαθές 

ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα του μαστού και εκφράζεται σε διαφορετικό βαθμό σε 

διάφορες κυτταρικές σειρές καρκίνου μαζικού αδένα(121). Η πρωτεΐνη είναι 

ομόλογη με αρκετές εκκρινόμενες επιθηλιακές πρωτεΐνες, και κατατάσσεται ως 

μέλος της οικογένειας της μητροσφαιρίνης (uteroglobin gene family)(121). Ο 

Watson και συνεργάτες δεν διαπίστωσαν έκφραση της μαστοσφαιρίνης σε 

άλλους ιστούς, όπως ωοθήκη, μήτρα, πνεύμονα, πλακούντα(121). Έτσι η 

τελευταία θεωρείται πρωτεΐνη ειδική για το μαζικό αδένα. Η λειτουργία της 

συγκεκριμένης πρωτεΐνης στη διαδικασία της ογκογένεσης του καρκίνου του 

μαστού είναι ακόμη αδιευκρίνιστη. H mammaglobin A (SCGB2A2) και η lipophilin 

B (SCGB1D2), είναι δύο μέλη της υπεροικογένειας των secretoglobin οι οποίες 

συνεκφράζονται στον καρκίνο του μαστού και θεωρούνται πρωτείνες ειδικές του 

μαζικού αδένα. Το γονίδιo της mammaglobin-A, συνίσταται από 2998 

νουκλεοτίδια, περιλαμβάνει 3 εξόνια και 2 ιντρόνια, ενώ το mRNA της αποτελείται 

από 502 νουκλεοτίδια. To γονίδιο της mammaglobin-Α έχει εντοπισθεί με 

φθορίζοντα in situ υβριδισμό (FISH) στο χρωμόσωμα 11 band q13. Ο Watson και 

συνεργάτες εξέτασαν το ρόλο που παίζει ο υποκινητής του γονιδίου (1000bp) στα 

διαφορετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου στους μαστικούς καρκινικούς 

όγκους και στις κυτταρικές καρκινικές σειρές. Η μεταγραφική αυτή περιοχή 

εκκίνησης βρέθηκε ότι είναι ίδια τόσο στις μαστικές καρκινικές κυτταρικές σειρές 

που εμφανίζουν υψηλά επίπεδα έκφρασης mammaglobin-Α, όσο και σε εκείνες 
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που δεν εμφανίζουν. Οι ερευνητές θεωρούν ότι τα δεδομένα αυτά συνηγορούν 

στη διαπίστωση ότι η υπερέκφραση της mammaglobin-Α στον καρκίνο του 

μαστού επιτελείται μετά από πολύπλοκο μεταγραφικό έλεγχο σε πιο 

απομακρυσμένες αλληλουχίες (πέρα από τα 1000bp που εξετάσθηκαν)(122). 

Παρ’ όλα αυτά όμως η ίδια ομάδα ερευνητών δεν μπόρεσε να αποδείξει ότι τα 

στεροειδή, όπως η οιστραδιόλη, τα ανδρογόνα, η προγεστερόνη και η 

δεξαμεθαζόνη (dexamethasone) επηρεάζουν την μεταγραφή της mammaglobin-

Α. Τελευταία έχει αποδειχθεί ότι τα PEA3, AP-1, και μια μοναδική 

επαναλαμβανόμενη αλληλουχία συμμετέχουν στην μεταγραφική ρύθμιση της 

mammaglobin-Α(123). Η πρωτεΐνη mammaglobin A αποτελείται από 93 αμινοξέα 

και το μοριακό της βάρος είναι 10,499D. 

 

Έκφραση της Mammaglobin-Α σε πρωτοπαθή όγκο καρκίνου του μαστού 
Ο Watson και συνεργάτες μελέτησαν την έκφραση της πρωτεΐνης της 

mammaglobin-Α με ανοσοϊστοχημεία στον πρωτοπαθή όγκο και την συσχέτισαν 

με τον ιστολογικό βαθμό κακοήθειας(124). Θετικά βρέθηκαν 81/100 (81%) 

δείγματα μαστικών καρκινικών όγκων, χωρίς στατιστικά σημαντική διαφορά 

ανάλογα με τον ιστολογικό βαθμό κακοήθειας. Οι Núñez-Villar και συνεργάτες 

μελέτησαν 128 φρέσκα/κατεψυγμένα δείγματα πρωτοπαθούς όγκου από 

ασθενείς με καρκίνο του μαστού με την μέθοδο της RT-PCR και 

ποσοτικοποίησαν την έκφραση του mRNA της mammaglobin-Α (125). Σε 

μονοπαραγοντική ανάλυση, υψηλή έκφραση της mammaglobin-Α (πάνω από τη 

διάμεση τιμή των δειγμάτων που εξετάσθηκαν) συσχετίσθηκε σημαντικά (P<0.05) 

με την έκφραση του ER και του PR, με χαμηλή τιμή Ki67, με χαμηλό βαθμό 
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ιστολογικής κακοήθειας και με την απουσία διήθησης των μασχαλιαίων 

λεμφαδένων(P=0.058). Οι ερευνητές κατέληξαν ότι η αυξημένη έκφραση 

mammaglobin-Α σχετίσθηκε με λιγότερο επιθετικό φαινότυπο του καρκίνου του 

μαστού(125). Σε πρόσφατη δημοσίευση μελετήθηκαν τα επίπεδα της έκφρασης 

του mRNA της mammaglobin-Α με real-time RT-PCR σε φρέσκα/κατεψυγμένα 

δείγματα πρωτοπαθούς όγκου από 280 ασθενείς με χειρουργήσιμο καρκίνο του 

μαστού(126). Διαπιστώθηκε ότι υψηλά επίπεδα έκφρασής της στον πρωτοπαθή 

όγκο σχετίζονται με όγκους χαμηλού βαθμού κακοήθειας, με θετικούς ορμονικούς 

υποδοχείς σε μετεμμηνοπαυσιακές γυναίκες και ότι η έκφρασή της έχει 

ανεξάρτητη προγνωστική αξία για το ελεύθερο νόσου διάστημα, ιδιαίτερα στις 

ασθενείς που έλαβαν συμπληρωματική ορμονοθεραπεία με ταμοξιφαίνη.  

 

Έκφραση της Μαmmaglobin-Α σε άλλους καρκινικούς ιστούς  
O Grunewald και συνεργάτες βρήκαν ότι η έκφραση του mRNA της 

mammaglobin-Α με nested RT-PCR δεν περιοριζόταν μόνο στο φυσιολογικό 

μαζικό αδένα και τον καρκίνο του μαστού, αλλά παρατηρήθηκε και σε καρκίνο 

των ωοθηκών, του ενδομητρίου, του τραχήλου ακόμη και σε περιπτώσεις 

καλοήθους υπερπλασίας και καρκίνου του προστάτη. Αντίθετα, δεν 

παρατηρήθηκε έκφραση της mammaglobin-Α σε κανένα από τα δείγματα 

περιφερικού αίματος και μυελού των οστών από υγιείς εθελοντές και ασθενείς με 

αιμοτολογικές κακοήθειες(127). Ο Zafrakas και συνεργάτες ανέλυσαν την 

έκφραση των δύο αυτών γονιδίων σε ένα μεγάλο αριθμό ανθρώπινων όγκων (n = 

309) και αντίστοιχων φυσιολογικών ιστών (n = 309), για να εκτιμήσουν την 

ειδικότητα της ιστικής τους έκφρασης. Και τα δύο γονίδια βρέθηκε ότι 
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εκφράζονται σημαντικά εκτός από τον καρκίνο του μαστού και σε όγκους του 

γυναικείου γεννητικού συστήματος, π.χ καρκίνο του ενδομητρίου, των ωοθηκών 

και του τραχήλου(128).  

 

Έκφραση της Mammaglobin-Α στους μασχαλιαίους λεμφαδένες 
Διάφορες μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει τη mammaglobin-Α μόνη της ή σε 

συνδυασμό με άλλους δείκτες για την ανίχνευση μικρο- ή μακρομεταστατικής 

νόσου στους λεμφαδένες (129-136). Υπάρχει μια εμπορικά διαθέσιμη μέθοδος η 

οποία χρησιμοποιεί real-time RT-PCR για την ενίσχυση του mRNA της 

mammaglobin-Α και της CK 19 [GeneSearch Breast Lymph Node (BLN) Assay, 

Veridex LLC, Warren, NJ] με σκοπό την ανίχνευση μεταστάσεων στον 

λεμφαδένα φρουρό (sentinel lymph node, SLNs) σε ασθενείς με καρκίνο του 

μαστού. Βρέθηκε ότι η ευαισθησία της μεθόδου αυτής ήταν συγκρίσιμη με αυτήν 

της ιστοπαθολογικής εξέτασης του SLN, όταν αναλύθηκε με διαδοχικές τομές 1.5 

με 2 mm(136). Η μέθοδος αυτή μπορεί να έχει σημαντικές κλινικές προεκτάσεις, 

καθώς επιτρέπει να εξετασθεί κατά τη διάρκεια του χειρουργείου μέσα σε 30’ αν 

υπάρχει διήθηση του λεμφαδένα φρουρού και έτσι ο χειρουργός μπορεί να 

αποφασίσει διεγχειρητικά αν θα προχωρήσει ή όχι σε λεμφαδενικό καθαρισμό 

της μασχάλης. Αντίθετα η ιστοπαθολογική εξέταση του λεμφαδένα φρουρού 

μπορεί να γίνει μόνο μετεγχειρητικά. 

 

Έκφραση του mRNA της Mammaglobin-Α στο μυελό των οστών 
Διάφοροι ερευνητές έχουν ανιχνεύσει το mRNA της mammaglobin-Α στο 

μυελό των οστών ασθενών με καρκίνο του μαστού. O Ooka και συνεργάτες 
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ανέλυσαν 111 δείγματα μυελού των οστών ασθενών με καρκίνο του μαστού, 

χρησιμοποιώντας την PCR σε πραγματικό χρόνο για την ενίσχυση του mRNA 

της mammaglobin-Α. Μονοπύρηνα κύτταρα απομονώθηκαν με διαβαθμιζόμενη 

φυγοκέντριση χρησιμοποιώντας το Lymphprep και μετά την απομόνωση ολικού 

RNA, 1 μg από αυτό χρησιμοποιήθηκε για σύνθεση cDNA. Οι ασθενείς που 

βρέθηκαν θετικοί (29,7%) στο συγκεκριμένο γονίδιο, είχαν υψηλότερη πιθανότητα 

να υποτροπιάσουν. Στην παραπάνω μελέτη, η ανεύρεση μικρομεταστάσεων στο 

μυελό των οστών με τη χρήση της mammaglobin-A ήταν ανεξάρτητος 

προγνωστικός παράγοντας για ελαττωμένη DFS. Μία άλλη μελέτη που 

παρουσιάζει υψηλό ποσοστό θετικότητας τόσο σε δείγματα μυελού των οστών 

όσο και σε δείγματα περιφερικού αίματος ασθενών με μεταστατικό καρκίνο του 

μαστού, είναι αυτή των Bossolasco και συνεργατών του(137). Οι ερευνητές αυτοί 

χρησιμοποιώντας διπλή PCR, ανίχνευσαν έκφραση της mammaglobin-Α στο 

23,7% των δειγμάτων.  

 

Έκφραση του mRNA της Mammaglobin-Α στο περιφερικό αίμα 
H ανίχευση του mRNA της mammaglobin-Α, ως δείκτη μικρομετάστασης 

στο περιφερικό αίμα σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού έχει μελετηθεί από 

διάφορους ερευνητές(90;111;138-143). Πρώτος ο Ζαch και συνεργάτες 

ανίχνευσαν το mRNA της mammaglobin-A στο περιφερικό αίμα ασθενών με 

καρκίνο του μαστού. Ξεκίνησαν από 10mL αίματος και μετά από λύση των 

ερυθρών αιμοσφαιρίων απομόνωσαν ολικό RNA. Διαλύματα RNA, ξεκινώντας 

από 5mL περιφερικού αίματος, χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση cDNA 

ανεξάρτητα από την ολική ποσότητα του RNA. Στη συνέχεια οι ερευνητές 
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εφάρμοσαν nested PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της mammaglobin-Α. Το 

αναλυτικό όριο ανίχνευσης της μεθόδου τους ήταν 1 SKBR5 κύτταρο σε 106-107 

λευκά αιμοσφαίρια. Όσον αφορά την ειδικότητα κανένα από 27 φυσιολογικά 

άτομα και 39 από 41 ασθενείς με διάφορες κακοήθειες, εκτός από καρκίνο του 

μαστού, δεν είχαν ανιχνεύσιμο mRNA της mammaglobin-A στο περιφερικό αίμα. 

Οι παραπάνω ερευνητές εξέτασαν την προγνωστική αξία της μεθόδου τους σε 

μια σειρά δειγμάτων περιφερικού αίματος από 143 ασθενείς με καλοήθεις 

παθήσεις του μαστού και από 467 γυναίκες με καρκίνο του μαστού(91). Κανένας 

από τους ασθενείς με καλοήθη πάθηση του μαστού δεν ήταν θετικός για τη 

mammaglobin-A, ενώ θετικοί για mammaglobin-A ήταν 5/310 (2%) ασθενείς με 

καρκίνο του μαστού αλλά χωρίς μακροσκοπικά ορατή νόσο κατά την εισαγωγή 

τους στη μελέτη καθώς και 46 από τους 157 (29%) ασθενείς με μεταστατική 

νόσο(91). Η ανίχνευση της mammaglobin-A είχε προγνωστική αξία τόσο στους 

ασθενείς χωρίς μακροσκοπικά ορατή νόσο όσο και σε αυτούς με μεταστατική 

νόσο. Μάλιστα στους ασθενείς με μεταστατική νόσο ήταν ανεξάρτητος 

προγνωστικός παράγοντας κακής πρόγνωσης(91).  

Αργότερα η Silva και συνεργάτες ανέπτυξαν με τη σειρά τους nested RT-

PCR για την ανίχνευση της mammaglobin-A(90). Ξεκίνησαν από 5mL αίματος και 

μετά από λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων απομόνωσαν ολικό RNA. Στη 

συνέχεια έγινε σύνθεση cDNA ξεκινώντας από 1.5μg ολικού RNA. 

Xρησιμοποιώντας την κυτταρική σειρά T47D το όριο ανίχνευσης ήταν ένα 

καρκινικό κύτταρο σε 106 αιμοποιητικά κύτταρα. Η mammaglobin-Α δεν 

ανιχνεύθηκε σε κανένα αιμοποιητικό δείγμα από 43 ασθενείς με αιματολογικές 
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κακοήθειες, από 14 ασθενείς με συμπαγείς όγκους πλην καρκίνου του μαστού 

και από 33 φυσιολογικούς εθελοντές. Πρόσφατα η παραπάνω ομάδα δημοσίευσε 

δεδομένα ανίχνευσης της mammaglobin-A σε 321 ασθενείς με καρκίνο του 

μαστού οι οποίοι έλαβαν (νεο)συμπληρωματική χημειοθεραπεία(144). Διαδοχικά 

δείγματα αίματος είχαν ληφθεί από τους παραπάνω ασθενείς πριν την χορήγηση 

χημειοθεραπείας και κατά τη διάρκεια του διαστήματος παρακολούθησής τους. 

Mετά από διάμεσο διάστημα παρακολούθησης 43 μηνών, 59 ασθενείς ανέπτυξαν 

μετάσταση και 32 πέθαναν από τη νόσο. Σε 278 ασθενείς με διαθέσιμα δείγματα 

αίματος πριν τη χορήγηση χημειοθεραπείας, η ανίχνευση του mRNA της 

mammaglobin-A δεν σχετίσθηκε με αυξημένο κίνδυνο υποτροπής. Παραδόξως, 

διαπίστωσαν ότι ασθενείς οι οποίοι ήταν τουλάχιστο μια φορά θετικοί για τη 

mammaglobin A είχαν καλύτερη DFS σε σχέση με τους ασθενείς οι οποίοι ήταν 

συνεχώς αρνητικοί για τη mammaglobin-A, αντίθετα με την αρχική υπόθεση της 

μελέτης(144). 

Eκτός από τις παραπάνω μελέτες, διάφορες ερευνητικές ομάδες έχουν 

ανακοινώσει πρώιμα αποτελέσματα ανίχνευσης της mammaglobin-A σε διάφορες 

μελέτες που είναι σε εξέλιξη χωρίς όμως δεδομένα συσχέτισης με κλινική έκβαση. 

Η Cerveira και συνεργάτες χρησιμοποίησαν one-step RT-PCR για την ανίχνευση 

του mRNA της mammaglobin-A στο περιφερικό αίμα ασθενών με καρκίνο του 

μαστού. Χρησιμοποίησαν 8mL περιφερικού αίματος και στη συνέχεια 

απομόνωσαν τα εμπύρηνα κύτταρα χρησιμοποιώντας διάλυμα λύσης ερυθρών 

αιμοσφαιρίων. Για τη σύνθεση του cDNA χρησιμοποίησαν 0.5-5μg ολικού RNA 

καθώς και ειδικούς εκκινητές. Η mammaglobin-A ανιχνεύθηκε στο περιφερικό 
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αίμα 22 από 54 (41%) ασθενείς με καρκίνο του μαστού. Η μέθοδος αυτή είχε 

αυξημένη ευαισθησία και πολύ καλή ειδικότητα καθώς η mammaglobin-Α δεν 

ανιχνεύθηκε, σε κανένα από 38 φυσιολογικούς εθελοντές και μόνο σε ένα από 18 

ασθενείς με αιματολογικές κακοήθειες. Βρέθηκε θετική συσχέτιση ανάμεσα στην 

ανίχνευση mammaglobin-Α και στο στάδιο της νόσου. 

Ο Gargano και συνεργάτες χρησιμοποίησαν real-time RT-PCR για την 

ανίχνευση της mammaglobin-A στο περιφερικό αίμα ασθενών με καρκίνο του 

μαστού(145). Συγκεκριμένα 2.5mL αίματος είχαν συλλεγεί σε paxgene tubes και 

ολικό RNA απομονώθηκε από το ολικό αίμα. Για την σύνθεση του cDNA 

χρησιμοποιήθηκε 5μg ολικού RNA. Κανένας από τους 35 φυσιολογικούς 

εθελοντές δεν ήταν θετικός, ενώ 3 από τους 36 (8%) ασθενείς με καρκίνο του 

μαστού ήταν θετικοί για τη mammaglobin-Α. 

Ο Grunewald και συνεργάτες χρησιμοποίησαν nested RT-PCR, για να 

συγκρίνουν την ευαισθησία και την ειδικότητα της mammaglobin-Α του 

epidermal-growth-factor receptor (EGFR), και της cytokeratin 19 (CK19) ως 

δεικτών για την ανίχνευση CTCs στο περιφερικό αίμα ασθενών με καρκίνο του 

μαστού. Σε δείγματα περιφερικού αίματος από ασθενείς με καρκίνο του μαστού, 

11 (8%), 13 (10%), και 64 (48%) ήταν θετικά για το mRNA της mammaglobin-A, 

EGF-R, ή CK19, αντίστοιχα. Κανένα από τα δείγματα αίματος από φυσιολογικούς 

εθελοντές και από ασθενείς με αιματολογικές κακοήθειες δεν ήταν θετικό για τη 

mammaglobin-Α, ενώ το CK19mRNA βρέθηκε στο περιφερικό αίμα 12 (39%) 

υγιών εθελοντών. Μετάγραφα του EGFR και της CK19 ανιχνεύθηκαν σε 5 (25%) 

και 2 (10%), αντίστοιχα, ασθενών με αιματολογικές κακοήθειες. Για το λόγο αυτό 
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οι παραπάνω ερευνητές κατέληξαν ότι η mammaglobin-Α είναι πιο ειδικός δείκτης 

για την ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων από την CK19 και τον 

EGFR(143). 

Συμπεραίνουμε λοιπόν ότι διάφορες ερευνητές έχουν ανακοινώσει 

διαφορετικά ποσοστά ανίχνευσης της mammaglobin-Α και διαφορετικά 

αποτελέσματα όσον αφορά τον ρόλο της ως εργαλείου πρόγνωσης στον καρκίνο 

του μαστού (66;81;90;91;144). Έτσι, ο ρόλος της ως προγνωστικός δείκτης για 

την ανίνευση μικρομεταστατικών κυττάρων στο αίμα ασθενών με πρώιμο καρκίνο 

του μαστού παραμένει ασαφής.  

Ο Bernstein και συνεργάτες ανέπτυξαν μια μέθοδο ELISA για την 

ανίχνευση της mammaglobin στον ορό η οποία μπόρεσε να διαφοροποιήσει 

φυσιολογικές γυναίκες από γυναίκες με καρκίνο του μαστού και τα αποτελέσματα 

ήταν επαναλήψιμα σε δείγματα που είχαν αποθηκευθεί για διαφορετικό χρονικό 

διάστημα και με διαφορετικές συνθήκες(146). Ο ρόλος αυτής της μεθόδου τόσο 

στην διάγνωση όσο και στην παρακολούθηση ασθενών με καρκίνο του μαστού 

πρέπει να εκτιμηθεί περαιτέρω. 

 O Mercatali και συνεργάτες χρησιμοποίησαν nested RT- PCR για την 

ανίχνευση της maspin και της mammaglobin-B στο περιφερικό αίμα ασθενών με 

πρώιμο καρκίνο του μαστού. Χρησιμοποιήθηκαν 2.5mL αίματος τα οποία είχαν 

συλλεγεί σε Paxgene tubes για την απομόνωση ολικού RNA. Συνολικά 500ng 

oλικού RNA χρησιμοποιήθηκαν για την σύνθεση cDNA. Η maspin ανιχνεύθηκε σε 

3 (11%) από 27 φυσιολογικούς εθελοντές και σε 34 (24%) από 140 ασθενείς. Η 
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mammaglobin-B δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα φυσιολογικό εθελοντή, ενώ 

ανιχνεύθηκε σε 10 (7%) από τους 140 ασθενείς.  

 
Mammaglobin-Α και πλευριτική συλλογή 

Τέλος η ανίχνευση του mRNA της mammaglobin-Α έχει χρησιμοποιηθεί σε 

συνδυασμό με την κυτταρολογική εξέταση για τη διαφορική διάγνωση της 

κακοήθους πλευριτικής συλλογής (127;147;148). 

 

1.5.3.1.3. EGFR 
Ο EGFRvIII (Epidermal growth factor receptor variant III) είναι το πιο κοινό 

προϊόν μετάλλαξης του EGFR με αποτέλεσμα την απάλειψη των εξονίων 2-7 που 

αντιστοιχεί τελικά σε απάλειψη 801 ζευγών βάσεων από το mRNA του 

EGFR(149). Ο υποδοχέας EGFRvIII είναι συνεχώς ενεργοποιημένος και η 

ενεργοποίησή του δεν εξαρτάται από την πρόσδεση κάποιου συνδέτη(150). Ούτε 

η πρωτεΐνη, ούτε το mRNA του EGFRvIII έχει απομονωθεί σε φυσιολογικούς 

ιστούς ενηλίκων, συμπεριλαμβανομένου και του φυσιολογικού μαζικού 

αδένα(151). Πρόσφατες in vivo και in vitro μελέτες υποστηρίζουν ότι η έκφραση 

του EGFRvIII συμμετέχει στην διαδικασία της ογκογένεσης στον ανθρώπινο 

καρκίνο του μαστού(150). Ο συγκεκριμένος υποδοχέας εκφράζεται σε μεγάλη 

ποικιλία ανθρώπινων όγκων και βέβαια στον καρκίνο του μαστού (στον τελευταίο 

σε ποσοστό 67-78% )(151). Σε πρόσφατη μελέτη, η ανίχνευση του EGFRvIII με 

nested RT-PCR σε περιφερικό αίμα ασθενών με καρκίνο του μαστού έδωσε 

πρώιμα ενθαρρυντικά αποτελέσματα για τη χρησιμοποίηση του ως δείκτη 

μικρομεταστατικής νόσου. Συγκεκριμένα ανιχνεύθηκε σε 10/33 ασθενείς (30%) με 
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καρκίνο του μαστού Τ1Ν0 και σε 7/11 ασθενείς (63,6%) με μεταστατικό καρκίνο 

του μαστού(92). 

 
1.5.3.1.4. Survivin 

Ο Yie και συνεργάτες έχουν δημοσιεύσει μια RT-PCR ELISA (2mL 

περιφερικού αίματος ανά ασθενή) για την ανίχνευση κυττάρων που εκφράζουν 

survivin στο περιφερικό αίμα ασθενών με καρκίνο του μαστού. Σε 17 ασθενείς με 

πρώιμο καρκίνο του μαστού, η παρουσία αυτών των κυττάρων σχετίσθηκε με 

αυξημένο κίνδυνο υποτροπής της νόσου(115) 

Οι ανωτέρω δείκτες ανίχνευσης των μικρομεταστατικών κυττάρων καθώς 

και άλλοι έχουν χρησιμοποιηθεί είτε μεμονωμένα είτε για την ανάπτυξη RT-PCR 

μεθόδων πολλαπλών δεικτών. Ο Taback και συνεργάτες χρησιμοποίησαν 

ανθρώπινη χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG), τον υποδοχέα c-Met, την 134-N-

acetylgalactosaminyl- transferase, και το καρκινικό αντιγόνο MAGE-A3 για να 

αναπτύξουν μια RT-PCR πολλαπλών δεικτών την οποία συνδύασαν με ένα 

αυτόματο σύστημα ηλεκτροχημικής ανίχνευσης για την αναζήτηση CTCs στον 

καρκίνο του μαστού(78). Ο Zehentner και συνεργάτες διάλεξαν τέσσερις 

διαφορετικούς δείκτες, (Mammaglobin-A, B305D, GABRP and B726P), για να 

αναπτύξουν μια πολλαπλών δεικτών real time RT-PCR για την ανίχνευση CTCs 

στον καρκίνο του μαστού(152). Ωστόσο δεν έχει δημοσιευθεί η προγνωστική 

σημασία της ανίχνευσης CTCs στον καρκίνο του μαστού χρησιμοποιώντας τις 

ανωτέρω μεθόδους. 
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1.5.3.2. Μελέτη της δυνατότητας πολλαπλασιασμού των 
μικρομεταστατικών κυττάρων 

Δύο διαφορετικές ομάδες ερευνητών διαπίστωσαν ότι η δυνατότητα 

πολλαπλασιασμού των DTCs του μυελού σε ex vivo καλλιέργειες συσχετίσθηκε 

με την κλινική έκβαση(153;154). Πράγματι, η σημαντική ανάπτυξη των 

καρκινικών κυττάρων σε καλλιέργεια συσχετίσθηκε με αυξημένη πιθανότητα 

θανάτου από καρκίνο. 

 

1.5.3.3. Μέθοδοι για την διάκριση αποπτωτικών από μη αποπτωτικά 
μικρομεταστατικά κύτταρα 

Γενικά, όταν χρησιμοποιούνται οι μέθοδοι που βασίζονται στην ανίχνευση 

νουκλεϊκών οξέων, η ανεύρεση mRNA αντιγράφων στο περιφερικό αίμα σημαίνει 

την παρουσία ζωντανών κυττάρων από τα οποία προέρχονται αυτά τα 

αντίγραφα, διότι η βιωσιμότητα του RNA που απελευθερώνεται από τα κύτταρα 

είναι πτωχή και η παρουσία mRNA μεταγράφων σημαίνει ότι τα αντίγραφα 

προέρχονται από ζωντανά κύτταρα τα οποία είναι ικανά να εκτελούν τη 

λειτουργία της μεταγραφής. Επιπλέον, η Alix-Panabieres και συνεργάτες 

χρησιμοποίησαν το EPISPOT, για να ανιχνεύσουν ζωντανά μη αποπτωτικά 

CTCs(155). Η μέθοδος επιτρέπει την ανίχνευση έκκρισης συγκεκριμένης 

πρωτεΐνης σε επίπεδο μεμονωμένου κυττάρου. Η Fehm και συνεργάτες 

ανίχνευσαν αποπτωτικά DTCs χρησιμοποιώντας ανοσοκυτταροχημεία σε 36 από 

157 (23%) ασθενείς με καρκίνο του μαστού που έλαβαν νεο-συμπληρωματική 

χημειοθεραπεία(156). Είναι ενδιαφέρον ότι η απάντηση στη θεραπεία ασθενών 

με καρκίνο του μαστού αποτυπώθηκε με την παρουσία αποπτωτικών DTCs.  
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1.5.3.4. Μελέτη της έκφρασης του φαινοτύπου των βλαστικών 
κυττάρων στα μικρομεταστατικά κύτταρα 

Με δεδομένη την ταυτοποίηση καρκινικών κυττάρων του μαστού με 

ιδιότητες βλαστικών κυττάρων με τον CD44+CD24-/low φαινότυπο(157), είναι 

πιθανό μικρομεταστατικά κύτταρα με τον παραπάνω φαινότυπο να 

αντιπροσωπεύουν ένα υποπληθυσμό με ιδιαίτερη προγνωστική αξία. Ο Balic και 

συνεργάτες χρησιμοποίησαν ανοσοϊστοχημεία τριπλής χρώσης, για να 

εκτιμήσουν 50 δείγματα μυελού των οστών θετικά στην κυτταροκερατίνη από 

ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού για την παρουσία του ανωτέρω 

φαινοτύπου(158). Αυτός ο φαινότυπος ανιχνεύθηκε σε όλα τα CK+ δείγματα και ο 

διάμεσος επιπολασμός του ήταν 65% των DTCs που ανιχνεύθηκαν ανά ασθενή, 

ενώ το ποσοστό ανίχνευσης του ανωτέρου φαινοτύπου σε πρωτοπαθείς όγκους 

ήταν <10% των κυττάρων(158). Αντίστοιχη μελέτη για την έκφραση του 

φαινοτύπου των βλαστικών κυττάρων στα CTCs έχει πρόσφατα 

ανακοινωθεί(159). 

 

1.6. Μελέτη της προγνωστικής αξίας των μικρομεταστατικών 
κυττάρων στα πλαίσια διεθνών πολυκεντρικών μελετών  

Ο Μikhitarian και συνεργάτες ανακοίνωσαν αποτελέσματα από μια 

προοπτική πολυκεντρική μελέτη στη οποία έλαβαν μέρος ασθενείς με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού(160). Από κάθε άρρωστο συνέλεξαν δείγματα από μυελό 

των οστών, περιφερικό αίμα και λεμφαδένα φρουρό. Οι ερευνητές ανακοίνωσαν 

δεδομένα μοριακής ανίχνευσης μικρομεταστατικών κυττάρων από 215 ασθενείς 

στο περιφερικό αίμα και από 177 ασθενείς στον μυελό των οστών. Στη μελέτη 

αυτή τα δείγματα περιφερικού αίματος και μυελού των οστών είχαν αποσταλεί 
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στο κεντρικό εργαστήριο για επεξεργασία σε EDTA tubes σε θερμοκρασία 

δωματίου μέσα σε 24-48 ώρες. Η μελέτη αυτή είναι σημαντική, γιατί είναι από τις 

πρώτες στην οποία η μοριακή ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων εξετάζεται 

στα πλαίσια διεθνούς πολυκεντρικής μελέτης. Αρχικά εφαρμόσθηκε 

διαβαθμισμένη φυγοκέντριση Ficoll για την απομόνωση των μονοπυρήνων 

κυττάρων του περιφερικού αίματος και του μυελού των οστών και στη συνέχεια 

έγινε απομόνωση ολικού RNA και σύνθεση του cDNA από 5μg ολικού RNA. Στη 

μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκαν 7 γονίδια που σχετίζονται με τον καρκίνο του 

μαστού [mammaglobin-A, CEA, CK19, PIP, muc1, PSE, Erb (μυελός των οστών 

μόνο) EpCAM (περιφερικό αίμα μόνο). Από τους επτά αυτούς δείκτες η CK19, 

muc1 και ErbB2 δεν χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση λόγω της αυξημένης 

έκφρασής τους σε φυσιολογικούς εθελοντές. Χρησιμοποιώντας ως όριο 

ανίχνευσης τις τρεις σταθερές αποκλίσεις από το μέσο όρο της έκφρασης σε 

φυσιολογικούς εθελοντές, 63% (136/215) των δειγμάτων αίματος και 11% 

(19/177) των δειγμάτων μυελού των οστών ήταν θετικά για ένα τουλάχιστο 

καρκινικό δείκτη. Η υπερέκφραση της mammaglobin-A είχε στατιστικώς 

σημαντική συσχέτιση με υψηλό βαθμό ιστολογικής κακοήθειας (p =.0315). 

Αντίθετα δεν υπήρχε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση ανάμεσα στη θετικότητα 

του περιφερικού αίματος για τους ανωτέρω δείκτες και το παθολογικό (H&E) ή 

μοριακό (RT-PCR) status των μασχαλιαίων λεμφαδένων. Αποτελέσματα 

συσχέτισης της μοριακής ανίχνευσης μικρομεταστατικών κυττάρων με την κλινική 

έκβαση δεν δημοσιεύθηκαν ακόμη.  
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Η Reinholz και συνεργάτες έχουν ξεκινήσει να μελετούν τα CTCs στα 

πλαίσια μιας από τις μεγαλύτερες συνεργατικές ογκολογικές ομάδες στις ΗΠΑ, 

του ΝCCTG. Στις μελέτες αυτές οι περισσότεροι ασθενείς προέρχονται από 

νοσοκομεία της κοινότητας (διαφορετικά από τη Mayo Clinic στην οποία γίνεται η 

επεξεργασία των δειγμάτων). Από τον Αύγουστο του 2003 ως τον Αύγουστο του 

2007, έχουν συλλεγεί περίπου 894 δείγματα αίματος για ανάλυση CTCs (από 

271 ασθενείς) με επιτυχία σε 9 μελέτες φάσης ΙΙ του ΝCCTG (8 μελέτες σε 

ασθενείς με μεταστατικό και 1 μελέτη σε ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του 

μαστού, Μ. Reinholz, προσωπική επικοινωνία). Τα δείγματα αίματος από τους 

παραπάνω ασθενείς έχουν υποστεί επεξεργασία συνήθως μέσα σε 24 ώρες από 

τη λήψη του αίματος. Επιπλέον η συμμόρφωση των διαφόρων νοσοκομείων του 

NCCTG για την λήψη και αποστολή διαδοχικών δειγμάτων αίματος έχει αυξηθεί 

από το 77% στις μελέτες που ξεκίνησαν το 2003-2005 στο 92% για τις μελέτες 

που ξεκίνησαν το 2006-2007. Η Reinholz και συνεργάτες χρησιμοποίησαν CD45-

αρνητικό εμπλουτισμό CTCS και qRT/PCR, για να χαρακτηρίσουν CTCs από 

10mL ολικού αίματος που ελήφθησαν από ασθενείς με καρκίνο του μαστού που 

έλαβαν μέρος σε 3 μελέτες (N0234, N0336, N0338) φάσης ΙΙ του NCCTG (161). 

Μετρήθηκε η σχετική γονιδιακή έκφραση (2-ΔΔCt algorithm; 2 θετικό δείγμα) για 

την CK19, mammaglobin-A και την TTK (γονίδιο ρυθμιστικό του κυτταρικού 

κύκλου) μετά από κανονικοποίηση για τη β2-μικροσφαρίνη και για την έκφραση 

σε φυσιολογικούς δότες εθελοντές. Ένα 58% και 75% των ασθενών με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού είχαν ανιχνεύσιμη έκφραση της CK19 και της mammaglobin-

A στο αρχικό δείγμα (161) H προγνωστική σημασία της ανίχνευσης CTCS στα 
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πλαίσια της παραπάνω μελέτης μένει να τεκμηριωθεί μετά από διάστημα 

παρακολούθησης. 

 

1.7. Ελάχιστη υπολειπόμενη νόσος και μοριακά πορτραίτα του 
καρκίνου του μαστού 

Ο Ιγνατιάδης και συνεργάτες δημοσιεύσαν την πρώτη μελέτη που 

διερεύνησε την προγνωστική αξία των μικρομεταστατικών κυττάρων σε σχέση με 

τα μοριακά πορτραίτα του πρώιμου καρκίνου του μαστού(41). Η παρουσία 

CK19mRNA-θετικών CTCs ήταν παράγοντας κακής πρόγνωσης σε γυναίκες με 

ER-αρνητικό αλλά όχι σε αυτές με ER-θετικό πρώιμο καρκίνο του μαστού, παρά 

το παρόμοιο ποσοστό ασθενών με CK19mRNA-θετικά κύτταρα στις δύο 

υποομάδες. Επιπλέον, η παρουσία CK19mRNA-θετικών κυττάρων σχετίσθηκε με 

ελαττωμένη DFS και OS στην «triple-negative» και HER2-θετική, αλλά όχι στην 

ER-θετική/HER2-αρνητική υποομάδα (Εικόνα 4 και 5) (41). 
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Eικ 4. Α,Β,C,D,E,F. Επιβίωση ελεύθερη νόσου σε ασθενείς με και χωρίς CK19mRNA-θετικά 
CTCs: (A) όλοι οι ασθενείς, (B) ER-αρνητική, (C) ER-θετική, (D) triple-negative, (E) HER2-θετική, 
and (F) ER-θετική/HER2-αρνητική υποομάδα. (Αναδημοσίευση από το Ignatiadis, M. et al. J Clin 
Oncol; 25:5194-5202, 2007). 
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Eικ 5. Α,Β,C,D,E,F. Ολική επιβίωση σε ασθενείς με και χωρίς CK19mRNA-θετικά CTCS: (A) όλοι 
οι ασθενείς, (B) ER-αρνητική, (C) ER-θετική, (D) triple-negative, (E) HER2-θετική, and (F) ER-
θετική/HER2-αρνητική υποομάδα. (Αναδημοσίευση από το Ignatiadis, M. et al. J Clin Oncol; 
25:5194-5202 2007). 
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Κατά τη διάρκεια του 5-ετούς διάμεσου διαστήματος παρακολούθησης της 

μελέτης οι ασθενείς με ER-αρνητικούς όγκους εμφάνισαν υποτροπή της νόσου 

πιο συχνά από ό,τι ασθενείς με ER-θετικούς όγκους (28% έναντι 16.5%, 

p=0.004). Αυτό συμφωνεί με την μεταανάλυση της Οξφόρδης, στην οποία ER-

αρνητικοί ασθενείς εμφάνισαν υποτροπή πιο συχνά από ό,τι ER-θετικοί ασθενείς 

κατά τη διάρκεια των 5 πρώτων ετών μετά τη διάγνωση(162). Γι’ αυτό, τα 

CK19mRNA+ κύτταρα σχετίσθηκαν με την ανάπτυξη «πρώιμων» μεταστάσεων 

μέσα στα πρώτα 5 χρόνια από τη διάγνωση στους ασθενείς με ER-αρνητικούς 

αλλά όχι ER-θετικούς όγκους. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι στους ασθενείς με 

ER-αρνητικούς όγκους, τα μικρομεταστατικά κύτταρα τα στοχεύει μόνο η 

συμπληρωματική χημειοθεραπεία, ενώ στους ασθενείς με ER-θετικούς όγκους τα 

στοχεύει επιπλέον και η συμπληρωματική ενδοκρινική θεραπεία. Παρ΄όλα αυτά 

φαίνεται ότι οι καμπύλες επιβίωσης στους ασθενείς με ER-θετικούς όγκους 

τείνουν να διαφοροποιηθούν μετά από 5 χρόνια το οποίο είναι συμβατό με τα 5 

χρόνια χορήγησης ταμοξιφαίνης, που έλαβαν οι ER-θετικοί ασθενείς. Γι’ αυτό το 

λόγο μετά από μεγαλύτερο διάστημα παρακολούθησης, τα αρχικά επίπεδα του 

CK19mRNA μπορεί να έχουν προγνωστική αξία για τους ER-θετικούς ασθενείς 

και έτσι να μας βοηθήσουν να βρούμε τους ασθενείς εκείνους που μπορεί να 

ωφεληθούν από την χορήγηση ενδοκρινικής θεραπείας πέρα από τα 5 χρόνια. 

Έτσι το 5-ετές διάστημα παρακολούθησης είναι σχετικά μικρό για να εξαχθούν 

οριστικά συμπεράσματα για τους ER-Θετικούς ασθενείς. Επιπλέον, δεδομένου 

ότι όλοι οι ασθενείς στη μελέτη έλαβαν συμπληρωματική χημειοθεραπεία με ή 

χωρίς ενδοκρινική θεραπεία, η πληροφορία της ανίχνευσης CK19mRNA+ 
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κυττάρων δεν είναι αμιγώς προγνωστική. Με βάση τα αποτελέσματά μας θα 

μπορούσε να υποτεθεί ότι τα CK19mRNA-θετικά κύτταρα έχουν διαφορετική 

βιολογική συμπεριφορά σε ασθενείς με ER-αρνητικούς (“basal-like CTCs”) και 

ER-θετικούς (“luminal-like CTCs”) όγκους. Ωστόσο, ο μοριακός και 

ανοσοφαινοτυπικός χαρακτηρισμός των CK19mRNA+ κυττάρων σε ασθενείς με 

ER-αρνητικούς και ER-θετικούς όγκους απαιτείται για την επαλήθευση της 

ανωτέρω υπόθεσης. Επιπλέον θα μπορούσε να υποστηριχθεί ότι η παρουσία 

CK19mRNA+ κυττάρων σε ένα δεδομένο ασθενή πιθανώς αντανακλά τη βιολογία 

του πρωτοπαθούς όγκου, όπως αυτή καθορίζεται από τον ER. Όπως αναφέραμε 

με βάση τον Klein και συνεργάτες, τα μικρομεταστατικά κύτταρα είναι ετερογενή 

σε έναν ασθενή με πρώιμο καρκίνο του μαστού(46). Με δεδομένη την 

ταυτοποίηση καρκινικών κυττάρων με κάποιες ιδιότητες που χαρακτηρίζουν τα 

βλαστικά/προγονικά κύτταρα (157) είναι ενδιαφέρον να εξετάσουμε αν υπάρχουν 

διαφορετικοί υποπληθυσμοί μικρομεταστατικών κυττάρων με ιδιότητες 

βλαστικών/προγονικών κυττάρων που είναι υπεύθυνα για την ανάπτυξη 

μεταστάσεων σε ασθενείς με ER-αρνητικούς και ER-θετικούς όγκους. 

Είναι ενδιαφέρον ότι, με βαση τις περισσότερες γονιδιακές υπογραφές, η 

πλειοψηφία των ER-αρνητικών όγκων χαρακτηρίζονται ως όγκοι πτωχής 

πρόγνωσης, ενώ οι ER-θετικοί όγκοι συνιστούν ένα μείγμα όγκων καλής και 

κακής πρόγνωσης(33;163). Γι αυτό είναι ενδιαφέρον να μελετηθεί προοπτικά η 

υπόθεση ότι συνδυάζοντας την εξέταση του γονιδιακού προφίλ του 

πρωτοπαθούς όγκου με την ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων μπορούμε 

περαιτέρω να βελτιώσουμε την πρόγνωση στον πρώιμο καρκίνο του μαστού. 
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1.8. CTCs/DTCs και πρόβλεψη στον καρκίνο του μαστού 
Πέρα από το ρόλο της ελάχιστης υπολειπόμενης νόσου ως εργαλείου 

πρόγνωσης, μεγαλύτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο ρόλος της ως εργαλείου 

πρόβλεψης. Ο Klein και συνεργάτες έχουν δείξει ότι τα μικρομεταστατικά κύτταρα 

έχουν πιο πρώιμο γενωμικό προφιλ από ό,τι τα κύτταρα του πρωτοπαθούς 

όγκου(44). Με το δεδομένο ότι τα μικρομεταστατικά κύτταρα είναι ο στόχος της 

συμπληρωματικής χημειοθεραπείας είναι ίσως απαραίτητο οι παθολόγοι 

ογκολόγοι να λάβουν υπόψη τους τα χαρακτηριστικά όχι μόνο του πρωτοπαθούς 

όγκου αλλά και αυτά των μικρομεταστατικών κυττάρων, ώστε να βελτιωθεί η 

επιβίωση των ασθενών με καρκίνο του μαστού. 

 

1.8.1. Γονοτυπική και φαινοτυπική ανάλυση CTCs/DTCs 
Διάφοροι ερευνητές έχουν προσπαθήσει να αναλύσουν φαινοτυπικά 

μεμονωμένα μικρομεταστατικά κύτταρα. Η Meng και συνεργάτες χρησιμοποίησαν 

μια ευαίσθητη μέθοδο, για να απομονώσουν CTCs από το αίμα και να 

εκτιμήσουν την έκφραση του HER-2 γονιδίου με in situ φθορίζοντα 

υβριδισμό(164). Σε δημοσίευση τους έδειξαν ότι 9 από 24 ασθενείς με καρκίνο 

του μαστού και HER2-αρνητικό πρωτοπαθή όγκο, εμφάνισαν ενίσχυση του 

HER2 γονιδίου στα CTCs τους κατά τη διάρκεια που η νόσος τους 

εξελισσόταν(164). Επίσης η Meng και συνεργάτες έδειξαν ότι υπάρχει μια τάση 

για ταυτόχρονη ενίσχυση του HER2 και του υποδοχέα της ουροκινάσης 

ενεργοποιητή του πλασμινογόνου (uPAR) σε μεμονωμένα CTCs(165). Η 
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Καλλέργη και συνεργάτες έδειξαν ότι παρατηρείται αυξημένη έκφραση 

ενεργοποιημένων κινασών και HER2 πρωτεΐνης σε μεμονωμένα CTCs (Εικόνα 

6)(166). 

  

 

Εικ.6. Άθροισμα HER2-θετικών CTCs από μια γυναίκα με καρκίνο του μαστού μετά από χρώση 
διπλού ανοσοφθορισμού.  

 

Ο Smirnov και συνεργάτες χρησιμοποίησαν την τεχνολογία των 

μικροσυστοιχιών, για να δημιουργήσουν το αποτύπωμα της γονιδιακής έκφρασης 

CTCs από ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο. Έτσι ανακάλυψαν μια λίστα από 

γονίδια που εκφράζονται αποκλειστικά σε CTCs(167). Επίσης έχει δημοσιευθεί 

ότι το αποτύπωμα της γονιδιακής έκφρασης μεμονωμένων κυττάρων είναι εφικτό 

σε μικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων(168). O Watson και συνεργάτες 

μελέτησαν το συνολικό προφίλ γονιδιακής έκφρασης σε EpCAM-εμπλουτισμένα 

κύτταρα μυελού των οστών από ασθενείς με καρκίνο του μαστού που έλαβαν 

νεοσυμπληρωματική χημειοθεραπεία(116) Βρήκαν μια υπογραφή 

μικρομεταστατικών κυττάρων μυελού των οστών μετά το τέλος της 

χημειοθεραπείας. Ανάμεσα στα μετάγραφα της παραπάνω υπογραφής 

ταυτοποιήθηκε και το TWIST1(116). Σε ανεξάρτητη σειρά δειγμάτων μυελού των 

οστών η έκφραση του TWIST1 σχετίσθηκε με πρώιμη υποτροπή της νόσου. 
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Με βάση τα παραπάνω δεδομένα φαίνεται ότι η φαινοτυπική και 

γονοτυπική ανάλυση των μικρομεταστατικών CTCs είναι απαραίτητη για τη 

ταυτοποίηση νέων στόχων για την αποτελεσματική στόχευση αυτών των 

κυττάρων.  

 

1.8.2. CTCs/DTCs και χημειοθεραπεία/ενδοκρινική θεραπεία  
Διάφορες μελέτες έχουν δείξει ότι τα CTCs/DTCs είναι ανθεκτικά στη 

χημειοθεραπεία(68;169-172), πιθανώς εξαιτίας της ελαττωμένης ικανότητάς τους 

για πολλαπλασιασμό(110). Ο Ξενίδης και συνεργάτες έδειξαν ότι η συνεχής 

ανίχνευση CK19mRNA-θετικών κυττάρων σε 119 ασθενείς με 

ορμονοευαίσθητους όγκους κατά τη χορήγηση ταμοξιφαίνης ήταν ένας 

ανεξάρτητος παράγοντας για ελαττωμένη DFS και OS. Για το λόγο αυτό η 

συνεχής ανίχνευση CK19mRNA-θετικών κυττάρων κατά τη χορήγηση 

συμπληρωματικής θεραπείας με ταμοξιφαίνη θα πρέπει να μελετηθεί περαιτέρω 

ως ένας δείκτης αντίστασης στην ταμοξιφαίνη και ανάγκης για χορήγηση 

εναλλακτικής ορμονοθεραπείας, όπως οι αναστολείς της αρωματάσης. 

 

1.8.3. Ανίχνευση CTCs και απάντηση στη νεοσυμπληρωματική 
χημειοθεραπεία 

Επιπλέον, έχουν ανακοινωθεί αποτελέσματα από την προοπτική 

ανίχνευση CTCs με το CellSearchTM σε 7.5mL περιφερικού αίματος πριν από τη 

χορήγηση νεοσυμπληρωματικής χημειοθεραπείας στα πλαίσια της μελέτης 

GeparQuattro . Ανιχνεύθηκαν ≥1CTCs σε 54 (22%) από τους 245 ασθενείς που 

εντάχθηκαν στην παραπάνω μελέτη. CTCs επίσης ανιχνεύθηκαν σε 7 από τους 
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67 ασθενείς (10.4%) μετά τη χορήγηση της χημειοθεραπείας(173). Σε μια άλλη 

μελέτη νεοσυμπληρωματικής χημειοθεραπείας ανιχνεύθηκαν CTCs με το 

CellSearchTM χρησιμοποιώντας 30mL περιφερικού αίματος ανά ασθενή πριν από 

τη χορήγηση νεοσυμπληρωματικής χημειοθεραπείας και μετά την ολοκλήρωσή 

της(174). Χρησιμοποιώντας >2 CTCs ως το cutoff για τον ορισμό αυξημένων 

CTCS, συσχετίσθηκε η ανίχνευση CTCs μετά τη χημειοθεραπεία με την 

παθολογική πλήρη ύφεση (pathologic complete response, pCR). Όλοι οι 

ασθενείς με ανιχνεύσιμα CTCs μετά τη νεοσυμπληρωματική χημειοθεραπεία 

είχαν υπολειπόμενη νόσο κατά τη διάρκεια του χειρουργείου, ενώ δεν 

ανιχνεύθηκαν CTCs σε ασθενείς με παθολογική πλήρη ύφεση (pCR). Ωστόσο η 

απουσία CTCs μετά τη χορήγηση νεοσυμπληρωματικής χημειοθεραπείας δεν 

μπορούσε να αποτελέσει κριτήριο για να προβλεφθεί η πλήρης ύφεση(174). H 

Pachmann και συνεργάτες χρησιμοποίησαν την MAINTRAC® ανάλυση και 

ανίχνευσαν κυκλοφορούντα επιθηλιακά κύτταρα σε όλους τους ασθενείς (n=30) 

που μελέτησαν πριν από την χορήγηση νεοσυμπληρωματικής χημειοθεραπείας, 

με αριθμό ανιχνεύσιμων κυττάρων από 600 εως 273,150 κύτταρα/mL (μέσος 

αριθμός 11,876 κύτταρα/mL)(175). Οι ερευνητές αυτοί έδειξαν ότι η ελάττωση 

στον αριθμό των ΚΕΚΚ μπορούσε με ακρίβεια να προβλέψει την ελάττωση του 

πρωτοπαθούς όγκου στο χειρουργείο(175).  

 

1.8.4. CTCs/DTCs και νεώτερες στοχευμένες θεραπείες 
Καθώς η χημειοθεραπεία και ενδοκρινική θεραπεία δεν μπορούν να 

εξαλείψουν όλα τα μικρομεταστατικά κύτταρα, αρκετοί ερευνητές στόχευσαν τα 
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DTCs/CTCs χρησιμοποιώντας μονοκλωνικά αντισώματα. Το μονοκλωνικό 

αντίσωμα 17-1A (αντίσωμα εναντίον του επιθηλιακού μορίου προσκολλήσεως 

EpCAM) είχε ως αποτέλεσμα την σημαντική ελάττωση των EpCAM+/CK+ DTCs 

σε γυναίκες με μεταστατικό καρκίνο του μαστού(176;177). Επιπλέον, η 

Μποζιονέλλου και συνεργάτες σε δημοσίευση τους έδειξαν ότι η σύντομη 

χορήγηση trastuzumab μπορεί να εξαφανίσει χημειο- και ορμονοανθεκτικά 

CK19mRNA- και HER2mRNA-θετικά CTCs και DTCs σε 20 (67%) από 30 

ασθενείς με πρώιμο και μεταστατικό καρκίνο του μαστού(178). Πρόσφατα ο 

Barok και συνεργάτες έδειξαν ότι το trastuzumab ελαττώνει τον αριθμό των 

CTCS και DTCs, ενώ ο πρωτοπαθής όγκος εμφανίζει αντίσταση στο trastuzumab 

σε μοντέλο αλλομοσχεύματος SCID επίμυος(179).  

 

1.9. CTCs/DTCs ως εργαλείο πρόγνωσης και πρόβλεψης. 
Έτοιμο για κλινική εφαρμογή; 

Τα CTCs μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μια βιοψία σε πραγματικό 

χρόνο για την εκτίμηση και παρακολούθηση της αποτελεσματικότητας της 

θεραπείας, καθώς η λήψη του αίματος μπορεί να επαναληφθεί πολλές φορές, 

κάτι το οποίο δεν ισχύει για την αναρρόφηση μυελού των οστών. Γι αυτό οι 

περισσότερες σχεδιαζόμενες ή πραγματοποιούμενες κλινικές μελέτες 

χρησιμοποιούν CTCs περιφερικού αίματος αντί για DTCs μυελού των οστών, για 

να μελετήσουν την ελάχιστη υπολειπόμενη νόσο ως εργαλείο πρόγνωσης και 

πρόβλεψης στον καρκίνο του μαστού. Παρ’ ότι υπάρχουν δεδομένα ότι τα 

DTCs/CTCs έχουν την δυνατότητα να αποτελέσουν προγνωστικά και 

προβλεπτικά εργαλεία για την εξατομίκευση της θεραπείας στον καρκίνο του 
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μαστού αρκετά προβλήματα πρέπει να αντιμετωπισθούν πριν αυτά 

χρησιμοποιηθούν στην καθημερινή κλινική πράξη: 

1.9.1 Η ανίχνευση DTCs/CTCs δεν είναι τυποποιημένη 

Αρκετές προσπάθειες έχουν γίνει τα τελευταία χρόνια για την τυποποίηση της 

ανίχνευσης των DTCs/CTCs(180-182). Ωστόσο, αρκετοί ερευνητές έχουν 

ανιχνεύσει DTCs/CTCs σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού, ξεκινώντας από 

διαφορετικό όγκο μυελού των οστών/περιφερικού αίματος, και έχουν 

χρησιμοποιήσει διαφορετικές τεχνικές εμπλουτισμού και διαφορετικές μεθόδους ή 

καρκινικούς δείκτες για την ανίχνευση τους, οπότε η σύγκριση των 

αποτελεσμάτων είναι δύσκολη. DTCs έχουν κυρίως ανιχνευθεί χρησιμοποιώντας 

ανοσοκυτταροχημεία με αντισώματα έναντι της κυτταροκερατίνης και του MUC1. 

H ανίχνευση CTCs έχει βασισθεί στην χρησιμοποίηση κυτταροκερατινών ως 

καρκινικού δείκτη. Ωστόσο, ακόμη και σε μελέτες που χρησιμοποιήθηκε η ίδια 

μέθοδος ανίχνευσης και ο ίδιος δείκτης δεν χρησιμοποιήθηκαν κοινές 

τυποποιημένες διαδικασίες (π.χ. διαφορετικοί εκκινητές, συνθήκες και 

πλατφόρμες ενίσχυσης για την RT-PCR, ή διαφορετικά αντισώματα, πρωτόκολλα 

και συστήματα ανίχνευσης για την ανοσοκυτταροχημεία και τον ανοσοφθορισμό). 

Γι’ αυτό οι μέθοδοι που έχουν χρησιμοποιηθεί χαρακτηρίζονται συχνά από 

χαμηλή τυποποίηση και επαναληψιμότητα, ενώ οι τιμές cut-off που έχουν 

επιλεγεί για τον καθορισμό του θετικού αποτελέσματος για DTCs/CTCs δεν 

έχουν τεκμηριωθεί επαρκώς σε ανεξάρτητες σειρές ασθενών.  

1.9.2. Προβλήματα που παρουσιάζουν δημοσιευμένες μελέτες για 

DTCs/CTCs 
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Πολλές δημοσιευμένες μελέτες για CTCs είχαν πτωχό στατιστικό σχεδιασμό, 

μικρό δείγμα ασθενών, ήταν αναδρομικές και δεν δημοσιεύθηκαν με βάση τις 

κατευθυντήριες οδηγίες για τη δημοσίευση καρκινικών δεικτών(183).  

1.9.3. Καμία δημοσιευμένη μελέτη δεν έχει δείξει μέχρι τώρα ότι 

χρησιμοποιώντας DTCs/CTCs ως προγνωστικό/προβλεπτικό εργαλείο 

μπορούμε να βελτιώσουμε την κλινική έκβαση ασθενών με καρκίνο του 

μαστού 

 Οι Henry και Hayes δημοσίευσαν ένα διάγραμμα ροής για την ανάπτυξη ενός 

καρκινικού δείκτη στο οποίο περιέγραψαν τη διαδικασία η οποία πρέπει να 

ακολουθηθεί, ώστε ένας καρκινικός δείκτης να χρησιμοποιείται στην κλινική 

πράξη. Αρχικά, θα πρέπει να αναπτυχθεί η μέθοδος που θα μετράει τον 

καρκινικό δείκτη με ακρίβεια και επαναληψιμότητα. Έπειτα μια αρχική υπόθεση-

κλινικό σενάριο με βάση αυτόν τον δείκτη θα πρέπει να τεκμηριωθεί ιδανικά σε 

αρχειακό υλικό από προοπτικές μελέτες(184). Τελικώς, μια προοπτική κλινική 

μελέτη θα πρέπει να σχεδιασθεί έτσι, ώστε σε αυτήν οι θεραπευτικές απoφάσεις 

στο πειραματικό σκέλος της μελέτης θα πρέπει τουλάχιστον μερικώς να 

βασίζονται στα CTCs/DTCs. Με αυτό τον τρόπο, μπορεί να δειχθεί με εγκυρότητα 

ότι χρησιμοποιώντας CTCs/DTCs μπορούμε να βελτιώσουμε την κλινική έκβαση 

σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού. 
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1.10. Στόχοι της διατριβής 
O καρκίνος του μαστού είναι ο συχνότερος καρκίνος που προσβάλλει τις 

γυναίκες. Στην αντιμετώπιση του πρώιμου καρκίνου του μαστού ο παθολόγος 

ογκολόγος πρέπει καθημερινά στην κλινική πράξη να απαντήσει σε 2 ερωτήματα:  

α. Μπορώ να εντοπίσω τις γυναίκες που έχουν καλή πρόγνωση και δεν 

χρειάζονται χημειοθεραπεία ως μέρος της συστηματικής τους θεραπείας; 

β. Μπορώ να εντοπίσω ποιός συνδυασμός συστηματικής θεραπείας είναι 

ο καλύτερος για κάθε γυναίκα; 

Για την απάντηση στο πρώτο ερώτημα οι παθολόγοι ογκολόγοι 

χρησιμοποιούν είτε τις κατευθυντήριες οδηγίες στις οποίες έχουν καταλήξει 

διάφορες ομάδες ειδικών(2) είτε αλγορίθμους, όπως το Nottingham Prognostic 

Index(3) και το Adjuvant Online(4;5). Τα ανωτέρω εργαλεία συνδυάζουν την 

προγνωστική πληροφορία από διάφορα καθιερωμένα κλινικά χαρακτηριστικά του 

ασθενή και παθολογοανατομικά χαρακτηριστικά του όγκου, για να βοηθήσουν το 

γιατρό να εκτιμήσει την πρόγνωση του ασθενή. Για το δεύτερο ερώτημα δύο 

δείκτες χρησιμοποιούνται στην καθημερινή πράξη: Η έκφραση του υποδοχέα ER 

στον πρωτοπαθή όγκο καθορίζει αν θα δώσουμε ενδοκρινική θεραπεία, ενώ η 

έκφραση του υποδοχέα HER2 αν θα δώσουμε trastuzumab σε γυναίκες με 

καρκίνο του μαστού. Για την απάντηση στα δύο ανωτέρω βασικά ερωτήματα 

διάφοροι δείκτες μετρώμενοι με διάφορες τεχνολογίες έχουν προταθεί και 

βρίσκονται σε διάφορα στάδια ανάπτυξης, αλλά κανένας από αυτούς δεν 

χρησιμοποιείται στην καθημερινή πράξη(22).  

Τα τελευταία 10 χρόνια το Εργαστήριο Βιολογίας του Καρκίνου της 

Παθολογικής Ογκολογικής Κλινικής του Πανεπιστημιακού Nοσοκομείου 
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Ηρακλείου σε συνεργασία με το Εργαστήριο Αναλυτικής Χημείας του 

Πανεπιστημίου Αθηνών μελετά τη μοριακή ανίχνευση CTCs στο αίμα ασθενών με 

καρκίνο του μαστού ως εργαλείο, για να βοηθήσει στην απάντηση των δύο 

ανωτέρω ερωτημάτων. Ο δείκτης ο οποίος έχει επιλεγεί για την μοριακή 

ανίχνευση των CTCs είναι η CK19. Η ανίχνευση CTCs χρησιμοποιώντας την 

CK19 βελτίωσε την ικανότητά μας να απαντούμε στο πρώτο ερώτημα 

προσφέροντας ανεξάρτητη προγνωστική πληροφορία πέρα από αυτή των 

καθιερωμένων κλινικών και παθολογοανατομικών εργαλείων που 

χρησιμοποιούμε στην κλινική πράξη(39-41). Ωστόσο είναι γνωστό ότι τα 

μικρομεταστατικά κύτταρα είναι ετερογενή σε ένα συγκεκριμένο ασθενή(46) και 

έτσι πιθανώς ένας δείκτης δεν είναι αρκετός για τη μελέτη τους. Eπιπλέον έχουμε 

δείξει ότι μόνο 30% από τους ασθενείς με CK19mRNA-θετικά κύτταρα 

υποτροπιάζουν, ενώ 15% των ασθενών στους οποίους τα ανωτέρω κύτταρα δεν 

ανιχνεύονται υποτροπιάζουν και πεθαίνουν από καρκίνο του μαστού μετά από 

ένα διάμεσο διάστημα παρακολούθησης 5 ετών(41). Ο στόχος της παρούσης 

διατριβής είναι να αυξήσει την ευαισθησία και την ειδικότητα της μοριακής 

ανίχνευσης μικρομεταστατικών κυττάρων ως εργαλείου, για να προβλέπει 

την υποτροπή της νόσου σε γυναίκες με πρώιμο καρκίνο του μαστού. Για 

το σκοπό αυτό μελετήσαμε την προγνωστική αξία της μοριακής 

ανίχνευσης μικρομεταστατικών κυττάρων στο αίμα ασθενών με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού μετά τη χειρουργική αφαίρεση του πρωτοπαθούς 

όγκου και πριν από τη χορήγηση συστηματικής χημειοθεραπείας 

χρησιμοποιώντας 3 δείκτες: την CK19, την Mammaglobin-A (MGB1) και το 
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HER2. Στην παρούσα διατριβή αναπτύξαμε ένα εργαλείο μοριακής ανίχνευσης 

CTCs το οποίο θα ελεγχθεί μελλοντικά για τη δυνατότητά του να μας βοηθήσει να 

απαντήσουμε καλύτερα στο δεύτερο ερώτημα, δηλαδή πoιος συνδυασμός 

συστηματικής θεραπείας είναι ο καλύτερος για κάθε γυναίκα. Ο στόχος αυτός 

είναι πέρα από τα όρια της παρούσης διατριβής. 
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2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
2.1. Οι Ασθενείς 

Στην μελέτη εντάχθηκαν 175 ασθενείς με ιστολογικά επιβεβαιωμένο, 

πρώιμο καρκίνο του μαστού που έλαβαν συμπληρωματική χημειοθεραπεία. Πριν 

από τη χειρουργική επέμβαση, όλες οι ασθενείς υποβλήθηκαν σε απεικονιστικό 

έλεγχο, για να αποκλεισθεί η παρουσία μεταστατικών εστιών. Ο έλεγχος 

περιλάμβανε ακτινογραφία θώρακος, μαστογραφία, υπερηχογράφημα ήπατος 

και σπινθηρογράφημα οστών, ενώ όπου κρίθηκε απαραίτητο διενεργήθηκε 

περαιτέρω έλεγχος με υπολογιστική αξονική τομογραφία ή μαγνητική 

τομογραφία. Η χειρουργική θεραπεία ήταν μαστεκτομή ή ογκεκτομή με 

λεμφαδενικό καθαρισμό της μασχάλης. Ασθενείς που υποβλήθηκαν είτε σε 

ογκεκτομή είτε είχαν ≥4 διηθημένους μασχαλιαίους λεμφαδένες έλαβαν 

ακτινοθεραπεία. 

Τρεις εβδομάδες, τουλάχιστον, μετά την χειρουργική επέμβαση και πριν 

από την έναρξη οποιασδήποτε συμπληρωματικής χημειοθεραπείας, γινόταν 

ενημέρωση των ασθενών, τους δινόταν το έντυπο πληροφόρησης το οποίο 

εγκρίθηκε από την Επιστημονική Επιτροπή και την Επιτροπή Βιοηθικής του 

Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ηρακλείου και στη συνέχεια, μετά την έγγραφη 

συγκατάθεσή τους, εντάσσονταν στην μελέτη. Ακολουθούσε λήψη αίματος για 

έλεγχο παρουσίας CTCs πριν την έναρξη της χημειοθεραπείας και μετά το τέλος 

της.  

Τα χημειοθεραπευτικά σχήματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής :  
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- CMF (Cyclophosphamide 600mg/m2, Methotrexate 40mg/m2 και 5-Fluouracil 

600mg/m2, τις ημέρες 1 και 8, σε κύκλους 28 ημερών, για 6 κύκλους). 

- FEC (5-Fluouracil 500mg/m2, Cyclophosphamide 500mg/m2 και Epirubicin 

75mg/m2 κάθε 21 ημέρες, για 6 κύκλους). 

- T/EC (Docetaxel 100mg/m2 κάθε 21 ημέρες, για 4 κύκλους ακολουθούμενο 

από Epirubicin 75mg/m2 και Cyclophosphamide 700mg/m2 κάθε 21 ημέρες, 

για 4 κύκλους). 

Δεν υπήρχαν υποομάδες ασθενών που έλαβαν μόνο ορμονοθεραπεία ή 

που δεν έλαβαν καμία συστηματική θεραπεία. Ασθενείς με HER2 θετικό όγκο 

δεν έλαβαν συμπληρωματική θεραπεία με trastuzumab, διότι όλοι οι ασθενείς 

εντάχθηκαν στην μελέτη πριν από τη δημοσίευση των θετικών αποτελεσμάτων 

των μελετών χορήγησης trastuzumab σε ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του 

μαστού (185-187). Όλοι οι ασθενείς ή με ER-θετικούς ή με PR-θετικούς όγκους 

έλαβαν είτε ταμοξιφαίνη 20 mg ημερησίως για 5 χρόνια είτε ταμοξιφαίνη για 2 

χρόνια ακολουθούμενη από λετροζόλη για 3 χρόνια είτε μόνο λετροζόλη για 5 

χρόνια. Όσες ασθενείς ήταν προεμμηνοπαυσιακές τέθηκαν σε φαρμακευτική 

ωοθηκική καταστολή με LHRH ανάλογα για 2 χρόνια.  

H παρακολούθηση των ασθενών έγινε στα εξωτερικά ιατρεία της 

Παθολογικής Ογκολογικής κλινικής, αρχικά κάθε τρεις μήνες για τα δυο πρώτα 

έτη, κάθε έξι μήνες έως τη συμπλήρωση πέντε ετών και στη συνέχεια μια φορά 

τον χρόνο. Ο έλεγχος περιελάμβανε κλινική εξέταση της ασθενούς, γενική 

αίματος, βιοχημικό έλεγχο, μέτρηση καρκινικών δεικτών, μαστογραφία, 

ακτινογραφία θώρακος και υπερηχογράφημα άνω κοιλίας (ή υπολογιστική 
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αξονική τομογραφία θώρακος και άνω-κάτω κοιλίας), σπινθηρογράφημα οστών ή 

όποια άλλη εξέταση κρινόταν απαραίτητη.  

2.2. Οι Μέθοδοι 

2.2.1. Μοριακή ανίχνευση CK19mRNA+, MGB1mRNA+, HER2mRNA+ 
CTCs 
2.2.1.1. Κλινικά δείγματα 

Περιφερικό αίμα (20mL σε EDTA) είχε ληφθεί από κάθε ασθενή 3-4 

εβδομάδες μετά το χειρουργείο και πριν από την έναρξη συμπληρωματικής 

χημειοθεραπείας. Για την αποφυγή επιμόλυνσης με επιθηλιακά κύτταρα από το 

δέρμα, αίμα για την ανάλυση μικρομεταστατικών κυττάρων λαμβανόταν στο μέσο 

της φλεβοκέντησης, αφού είχαν απορριφθεί τα πρώτα 5mL αίματος.  

 

2.2.1.2. Απομόνωση μονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίματος 
(Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs) 

Το αίμα (20mL) τοποθετείται σε σωληνάριο γενικής αίματος που περιέχει 

EDTA και ακολούθως μεταφέρεται σε ένα σωληνάριο φυγοκέντρισης των 50mL. 

Στη συνέχεια, το αίμα αραιώνεται με ίσο όγκο στείρου διαλύματος PBS (8,0 g/L 

NaCl, 0,2g/L KCl, 1,15 g/L Na2HPO4, 0,2 g/L K2HPO4, pH 7,3) και το διάλυμα 

επιστοιβάζεται σε σωληνάριο πολυπροπυλενίου τύπου Falcon των 50mL, όπου 

έχει ήδη προστεθεί Ficoll με πυκνότητα 1,077g/mL (Ficoll-Histopaque 1077, 

Sigma) όγκου ίσου με 1/2 του όγκου του διαλύματος. Το αραιωμένο αίμα 

τοποθετείται με προσοχή πάνω στην επιφάνεια της Ficoll, ώστε να μην 

αναμειχθούν τα δυο υγρά και τελικά να σχηματισθούν δυο στιβάδες με αίμα και 

Ficoll.  
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Πραγματοποιείται διαβαθμισμένη φυγοκέντριση του δείγματος (στα 1.200 

g, για 30 min, στους 4 οC). Μετά την φυγοκέντριση η στιβάδα των μονοπύρηνων 

κυττάρων βρίσκεται μεταξύ της στιβάδας της Ficoll και της στιβάδας ορού και 

PBS. Αφού συλλεγεί ο δακτύλιος των μονοπύρηνων σε ξεχωριστό 

αποστειρωμένο σωληνάριο φυγοκέντρου με προσοχή, ώστε να αναρροφηθεί η 

ελάχιστη δυνατή ποσότητα Ficoll η οποία είναι κυτταροτοξική, τα μονοπύρηνα 

κύτταρα εκπλένονται δύο φορές με PBS (50mL, φυγοκέντριση στα 1.600 g, για 

10 min, στους 18 οC). Τέλος, απομακρύνεται το υπερκείμενο υγρό και το ίζημα 

των κυττάρων είτε χρησιμοποιείται αμέσως, είτε φυλάσσεται στους -80 οC.  

Μεταξύ των δυο εκπλύσεων με PBS γίνεται η καταμέτρηση των ζωντανών 

κυττάρων. Αναμειγνύονται 10μL από το διαλυμένο ίζημα με 90 μL χρωστικής 

κυανού του τρυπανίου (Sigma) και γίνεται μικροσκόπηση σε πλάκα 

κυτταρομέτρησης. Τα αποπτωτικά κύτταρα προσλαμβάνουν χρωστική (μπλε) και 

εξαιρούνται από την καταμέτρηση, όπως επίσης και τα ερυθρά με βάση το 

μέγεθος και το σχήμα τους. 

 

2.2.1.3. Απομόνωση ολικού RNA 
Η μέθοδος που ακολουθείται για την απομόνωση του RNA αποτελεί 

τροποποίηση της μεθόδου που αναπτύχθηκε από τους Chomczynski και 

Sacchi(188). Με τη μέθοδο αυτή μπορεί να απομονωθεί το ολικό RNA από 0,1 

έως 15 kb σε μήκος. Η εκχύλιση του RNA γίνεται χρησιμοποιώντας το 

αντιδραστήριο Trizol (Gibco, BRL). Η λύση των κυττάρων βασίζεται στην 

παρουσία ισοθειοκυανικής γουανιδίνης, ενός αποδιατακτικού παράγοντα, ο 

 87



οποίος βοηθάει στην απομάκρυνση των πρωτεϊνών από τα σύμπλοκα τους με το 

RNA και επιπλέον αναστέλλει τις ριβονουκλεάσες (RNases) που ελευθερώνονται 

από οργανίδια, όπως ο πυρήνας και τα λυσοσώματα, κατά τη λύση των 

κυττάρων. Η αναστολή αυτή επιτρέπει την απομόνωση μη αποδομημένου RNA. 

Η όλη προετοιμασία και ολοκλήρωση της μεθόδου, εκτός των φυγοκεντρίσεων, 

γίνεται σε απαγωγό κάθετης νηματικής ροής για εξασφάλιση συνθηκών 

ελεύθερων από μολύνσεις. 

Αρχικά 1x106 κύτταρα αναμιγνύονται με 1mL αντιδραστηρίου Trizol σε 

σωληνάρια από πολυπροπυλένιο και τα κύτταρα διασπώνται, αφού αναδευτούν 

και διαπεραστούν επανειλημμένως από σύριγγα ινσουλίνης (26 gauge needle). 

Όταν το διάλυμα γίνει διαυγές, επωάζεται για 5 min στους 15-30 °C και στη 

συνέχεια, αφού προστεθούν 200 μL χλωροφορμίου, το μίγμα αναδεύεται 

μηχανικά για 15 sec. Το διάλυμα αφού επωαστεί για 10 min στους 15-30 °C, 

υποβάλλεται σε φυγοκέντριση για 10 min στα 12.000 g, στους 4 °C.  

Το διάλυμα κατά τη φυγοκέντριση διαχωρίζεται σε τρεις φάσεις: α.στην 

κατώτερη ερυθρωπή, οργανική φάση στην οποία παραμένουν οι πρωτεΐνες και 

όλα τα κυτταρικά υπολείμματα, β. στην λευκωπή μεσόφαση στην οποία 

παραμένει το DNA και γ. στην ανώτερη διαυγή, υδάτινη φάση στην οποία 

βρίσκεται το ολικό RNA των κυττάρων. Η υδάτινη φάση μεταφέρεται σε ένα 

στείρο, RNase-free σωληνάριο πολυπροπυλενίου, και προστίθεται ίση περίπου 

ποσότητα 100% ισοπροπανόλης (500 μL) και το διάλυμα αναδεύεται ελαφρά. 

Ακολουθεί επώαση σε πάγο για 15 min και φυγοκέντριση για 10 min στα 
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12.000g, στους 4 °C, οπότε η ισοπροπυλική αλκοόλη προκαλεί κατακρήμνιση 

του RNA με τη μορφή ενός καθαρού πηκτώδους ιζήματος.  

Στη συνέχεια, γίνεται έκπλυση του ιζήματος με 1 mL 75% αιθανόλη σε 

δισαπεσταγμένο νερό (ddH2O) επεξεργασμένο με αναστολέα νουκλεασών DEPC 

(διεθυλπυροκαρβονικό άλας 97%, Sigma). Ακολουθεί ανάδευση του διαλύματος  

και φυγοκέντριση του για 5 min στα 7.500 g, στους 4 °C. Αν το ίζημα είναι έντονα 

λευκό επαναλαμβάνουμε την έκπλυση άλλη μια φορά.  

Τέλος, αφού αποχυθεί το υπερκείμενο υγρό και στεγνώσει τελείως το 

ίζημα από την αιθανόλη (είτε εκτιθέμενο στο αέρα, είτε σε κενό αέρα για 5-10 

min), επαναδιαλύεται σε 20-30 μL DEPC-ddH2O, σε σωληνάριο τύπου eppedorf 

και τοποθετείται για 10 min στους 55-65 °C (είτε σε υδατόλουτρο, είτε σε 

κλίβανο), ώστε να ολοκληρωθεί η διαλυτοποίηση του RNA. Από το τελικό υδατικό 

διάλυμα χρησιμοποιείται 1 μL για ποσοτικό προσδιορισμό της συγκέντρωσης του 

RNA στη συσκευή nanodrop, ενώ το υπόλοιπο φυλάσσεται στους -80 °C, σε 2 

κλάσματα, εάν είναι >20 μL, μέχρι να χρησιμοποιηθεί. 

 

2.2.1.4. Σύνθεση του συμπληρωματικού DNA (cDNA) 
Η αντίστροφη μεταγραφή του αγγελιοφόρου RNA (mRNA) προς 

συμπληρωματικό DNA πραγματοποιείται με τη βοήθεια του ενζύμου «ανάστροφη 

μεταγραφάση» και χρησιμοποιείται το σύστημα Thermoscript RT-PCR (Gibco, 

BRL). Το ένζυμο για να ξεκινήσει την σύνθεση του cDNA χρειάζεται ένα αρχικό 

τμήμα συμπληρωματικό της 5’-3’-poly-(A) περιοχής του mRNA. Συνήθως, 

χρησιμοποιείται για τον ρόλο αυτό μια αλληλουχία πολυθυμίνης (oligo-dT). Η 

σύνθεση γίνεται με την προσθήκη ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs).  
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Αρχικά προετοιμάζεται σε ένα σωληνάριο τύπου eppedorf απαλλαγμένο 

από DNάσες (DNase-free), ένα μίγμα αντίδρασης που περιλαμβάνει: 

α) δείγμα ολικού RNA (1-5 μg RNA, ανάλογα με την περίπτωση), 

β) εκκινητή (primer), όπου στην περίπτωση απλού πολυαδενυλικού  

RNA χρησιμοποιείται 1 μL Oligo (dT) 20 (50 μM) και 

γ) DEPC-H2O σε ποσότητα που να συμπληρώνεται συνολικός όγκος του  

μίγματος 10 μL. 

Στη συνέχεια πραγματοποιείται αποδιάταξη του RNA και του εκκινητή 

επωάζοντας το μίγμα για 5 min στους 65 °C σε θερμικό κυκλοποιητή και άμεση 

τοποθέτησή του σε πάγο. Με τη διαδικασία αυτή, θέρμανσης και ψύξης, 

καταστρέφονται τυχόν συσσωματώματα ή δευτεροταγείς δομές που θα 

μπορούσαν να εμποδίσουν την έναρξη σχηματισμού του cDNA.  

Κατόπιν, αφού αναδευτεί το ρυθμιστικό διάλυμα της αντίστροφης μεταγραφής 

για 5 sec σε κυκλικό αναδευτήρα (vortex), προετοιμάζεται το κύριο μίγμα της 

αντίδρασης σε τελικό όγκο 10 μL το οποίο περιλαμβάνει: 

α) 4 μL ρυθμιστικού διαλύματος για cDNA (5x),   

β) 1 μL διθειοθρεϊτόλης (DTT, 0.1 M),  

γ) 1 μL διαλύματος αναστολέα RΝασών (RNaseOUT, 40 U/μL),  

δ) 1 μL DEPC-H2O,  

ε) 2 μL μίγματος τριφωσφορικών δεοξυνουκλεοζιτών (dNTP mix, 10 mM), και  

στ) 1 μL αντίστροφης μεταγραφάσης (ThermOScript RT, 5 U/μL)  

Tο παραπάνω μίγμα προστίθεται στο αρχικό και στη συνέχεια 

πραγματοποιείται επώαση του δείγματος για 60 min στους 50 °C, όπου 
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υβριδοποιείται ο εκκινητής Oligo (dT)20 και δρα η αντίστροφη μεταγραφάση, σε 

προθερμασμένο θερμικό κυκλοποιητή. Η αντίδραση τερματίζεται με επώαση του 

δείγματος για 5 min στους 85 °C, όπου αποδιατάσσονται τα υβρίδια RNA-cDNA 

και απενεργοποιείται η αντίστροφη μεταγραφάση, ενώ τελικά στο διάλυμα 

προστίθεται 1 μL RNase H για την αποδόμηση του συμπληρωματικού RNA και 

ακολουθεί επώαση για 20 min στους 37 °C. Το cDNA είτε χρησιμοποιείται 

αμέσως στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) είτε φυλάσσεται 

στους -20 °C. 

 

2.2.1.5. Δείκτες για την ανίχνευση CTCs 
Οι δείκτες που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή για την 

ανίχνευση των CTCs είναι η CK19, η MGB1 και το HER2. 

 

2.2.1.6. Έλεγχος ποιότητας των RNA δειγμάτων της RT-PCR 
Ο έλεγχος της ποιότητας των RNA δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με RT-

PCR αντίδραση ενίσχυσης ενός γονιδίου βασικής λειτουργίας (housekeeping 

gene) της β-ακτίνης. Τα δείγματα με θετική ανίχνευση κατά την ηλεκτροφόρηση 

σε agarose gel 2%, θεωρούνται ότι βρίσκονται σε καλά διατηρημένη κατάσταση.  

Στον πίνακα 2 περιγράφονται οι αλληλουχίες των 4 εκκινητών που 

χρησιμοποιήθηκαν στην μελέτη.  

Στους πίνακες 3,4,5,6,7,8,9 και 10 περιγράφονται τα αντιδραστήρια και οι 

συνθήκες της αντίδρασης PCR για την ενίσχυση του cDNA της CK19, MGB1, 

HER2 και β-ακτίνης.  
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Πίνακας 2. Αλληλουχίες των εκκινητών των 4 δεικτών που χρησιμοποιήθηκαν 
στη μελέτη 
 

Δείκτης Μέθοδος Εκκινητές Αλληλουχία 5′-3′ Προιόν Ref 
     (104) 
CK19 Real-time RT-PCR Πρόσθιος1 GCACTACAGCCACTACTACACGA  
  Ανάστροφος1 CTCATGCGCAGAGCCTGTT  
     
  Ανιχνευτής υβριδισμού FL TGTCCTGCAGATCGACAACGCCC-FL  
  Ανιχνευτής υβριδισμού LC 

 
LCRed640-CTGGCTGCAGATGACTTCCGAACC 

159bp 

 

MGB1 Nested RT-PCR Πρόσθιος1 CAATCAATCCACAAGTGTCTAA (81) 
  Ανάστροφος1 AACATGTATAGCAGGTTTCAAC 

1st PCR 
328bp  

      
  Πρόσθιος2 ACGGATGAAACTCTGAGCAATG  
  Ανάστροφος2 CAGTTCTGTGAGCCAAAGGT 

2nd PCR 
106bp  

      
HER2 Nested RT-PCR Πρόσθιος1 TCCTCCTCGCCCTCTTGC (82) 
  Ανάστροφος1 GCGGGTCTCCATTGTCTA 

1st PCR 
330bp  

      
  Πρόσθιος2 AGCCGCGAGCACCCAAGT  
  Ανάστροφος2 TTGGTGGGCAGGTAGGTGAGT T 

2nd PCR 
147bp  

      
β-ακτίνη RT-PCR Πρόσθιος CATCCTGTCGGCAATGCCAGG 154bp  
  Ανάστροφος CTTCTTGGGCATGGAGTCCTG   

 
 
CK19: Κυτταροκερατίνη 19, MGB1: Μammaglobin- Α, real time RT-PCR: Πραγματικού χρόνου, 
με ανάστροφη μεταγραφή, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, nested RT-PCR : Διπλή, με 
ανάστροφη μεταγραφή, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, bp:Ζεύγη βάσεων. 
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Πίνακας 3. Συνθήκες real-time PCR για την ενίσχυση του CK19mRNA(104) 
 

Στάδιο PCR 1η PCR 

Αρχικός διαχωρισμός των κλώνων του DNA 95˚C/5 min 

Διαχωρισμός των κλώνων του DNA 95˚C/10sec 

Υβριδισμός εκκινητών στο DNA 55 ˚C/20sec 

Επέκταση εκκινητών 72 ˚C/20sec 

Αριθμός κύκλων 50 

 
Πίνακας 4. Συστατικά των αντιδράσεων real-time PCR για την ενίσχυση του 
CK19mRNA(104) 
 

Διαλύματα Όγκος (μl) 

 PCR 

Πρόσθιος εκκινητής, (3 μM) 1 

Ανάστροφος εκκινητής, (3 μM) 1 

Ανιχνευτής υβριδισμού CK19-FL 1 

Ανιχνευτής υβριδισμού CK19-LC 1 

BSA  (10μg/μl) 0.3 

dNTPs, (10 μM) 0.4 

MgCl2, 50 mM 1 

PCR ρυθμιστικό διάλυμα (χωρίς MgCl2),(10x) 2 

cDNA 1 

Taq πολυμεράση, 5 U/μL 0.2 

DEPC-treated H2O 11.1 

Συνολικός όγκος, μL 20.0 
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Πίνακας 5. Συνθήκες διπλής PCR για την ενίσχυση του MGB1mRNA(81) 
 

Στάδιο PCR 1η PCR 2η PCR 

Αρχικός διαχωρισμός των κλώνων του DNA 94 ˚C/5 min 94 ˚C/5 min 

Διαχωρισμός των κλώνων του DNA 94 ˚C/45 s 94 ˚C/45 s 

Υβριδισμός εκκινητών στο DNA 55 ˚C/30 s 62˚C/30 s 

Επέκταση εκκινητών 72 ˚C/45 s 72 ˚C/45 s 

Τελική επέκταση των εκκινητών 72 ˚C/5 min 72 ˚C/5 min 

Αριθμός κύκλων 35 35 

 
 
Πίνακας 6. Συστατικά των αντιδράσεων διπλής PCR για την ενίσχυση του 
MGB1mRNA(81) 
 

Διαλύματα Προστιθέμενος   όγκος (μL)

 1η PCR 2η PCR 

Πρόσθιος εκκινητής, (3 μM) 1,25 1,25 

Ανάστροφος εκκινητής, (3 μM) 1,25 1,25 

dNTPs, (10 μM) 0,5 0,5 

MgCl2, 50 mM 1,25 1,25 

PCR ρυθμιστικό διάλυμα (χωρίς MgCl2),(10x) 2,5 2,5 

cDNA 1 - 

Προϊόν 1ης PCR - 1 

Taq πολυμεράση, 5 U/μL 0,2 0,2 

DEPC-treated H2O 17,05 17,05 

Συνολικός όγκος, μL 25,00 25,00 
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Πίνακας 7. Συνθήκες διπλής PCR για την ενίσχυση του HER2mRNA(82) 

Στάδιο PCR 1η PCR 2η PCR 

Αρχικός διαχωρισμός των κλώνων του DNA 94οC/6min 94οC/3min 

Διαχωρισμός των κλώνων του DNA 94οC/50sec 94οC/30sec 

Υβριδισμός εκκινητών στο DNA 58 οC/2.30min 

72 οC/30sec (5cycles) 

70 οC/30sec (5cycles) 

68 οC/30sec (5cycles) 

66 οC/30sec (5cycles) 

64 οC/30sec (5cycles) 

62οC/30sec (15cycles) 

Επέκταση εκκινητών 72 οC/30sec 72 οC/30sec 

Τελική επέκταση των εκκινητών 72 οC/10min 72 οC/7min 

Αριθμός κύκλων 35 40 

 
Πίνακας 8. Συστατικά των αντιδράσεων διπλής PCR για την ενίσχυση του 

HER2mRNA(82) 

Διαλύματα Προστιθέμενος   όγκος (μL) 

 1η PCR 2η PCR 

Πρόσθιος εκκινητής, (100 mM) 0.4 0.4 

Ανάστροφος εκκινητής, (100 mM) 0.4 0.4 

dNTPs, (10 μM) 1 1 

MgCl2, 50 mM 1.5 1.5 

PCR ρυθμιστικό διάλυμα (χωρίς MgCl2),(10x) 5 5 

cDNA 5  

Προϊόν 1ης PCR  10 

Taq πολυμεράση, 5 U/μL 0.5 0.5 

DEPC-treated H2O 36.2 31.2 

Συνολικός όγκος, μL 50 50 
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Πίνακας 9 Συνθήκες PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β-ακτίνης 

Στάδιο PCR Συνθήκες 

Αρχικός διαχωρισμός των κλώνων του DNA 94 ˚C - 2 min 

Διαχωρισμός των κλώνων του DNA 94 ˚C - 30 sec 

Υβριδισμός εκκινητών στο DNA 60 ˚C - 30 sec 

Επέκταση εκκινητών 72 ˚C - 45 sec 

Τελική επέκταση των εκκινητών 72 ˚C - 4 min 

Αριθμός κύκλων 35 

 
 
 
 
 

Πίνακας 10 Συστατικά της αντίδρασης PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β-

ακτίνης 

Διαλύματα Προστιθέμενος όγκος (μL) 

Πρόσθιος εκκινητής, 10 μM 1  

Ανάστροφος εκκινητής, 10 μM 1  

dNTPs, 5 μM 2  

MgCl2, 50 mM 1,5  

10x PCR ρυθμιστικό διάλυμα (χωρίς MgCl2) 5  

cDNA 1  

Taq πολυμεράση, 5 U/μL 0,2  

DEPC-treated H2O 36,3  

Συνολικός όγκος 50,0 
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2.2.1.7. Ευαισθησία και ειδικότητα RT-PCR πολλαπλών δεικτών 

Η πραγματικού χρόνου RT-PCR μέθοδος για την ανίχνευση CK19mRNA+ 

αναπτύχθηκε από την Σταθοπούλου και συνεργάτες(104). Με βάση το αναλυτικό 

όριο ανίχνευσης της μεθόδου, η παρουσία ≥0.6 MCF-7 ισοδυνάμων/5μg ολικού 

RNA θεωρήθηκε θετικό αποτέλεσμα (Εικ. 7).  

 

 

 

Εικ 7. Χαρακτηριστικές καμπύλες πραγματικού χρόνου RT-PCR για τη CK19 χρησιμοποιώντας 
cDNA από διαδοχικές αραιώσεις RNA που αντιστοιχεί σε 1, 10, 102 103, 104 MCF-7 κύτταρα, 
αντίστοιχα. (Αναδημοσίευση από το Stathopoulou et al Clin Cancer Res 2003; 9:5145-5151) 
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Χρησιμοποιώντας το ανωτέρω cut-off, μόνο 2 από τις 89 υγιείς γυναίκες ήταν 

θετικές (2.2%) (104). Επιπλέον χρησιμοποιώντας την παραπάνω μέθοδο καμία 

από τις 9 γυναίκες με καλοήθη νόσο του μαστού δεν είχε θετικό δείγμα αίματος. 

Η διπλή RT-PCR για την ανίχνευση MGB1mRNA+ κυττάρων αναπτύχθηκε 

από την Ντούλια και συνεργάτες(81). Για τον καθορισμό της ευαισθησίας της 

μεθόδου, διαδοχικές αραιώσεις RNA από 5 κυτταρικές σειρές, τις MDA-MB-415, 

MDA-MB-435, T-47D, SKBR-3 and MCF-7, που αντιστοιχούν σε 1, 10, 102, 103 

and 104 κύτταρα για κάθε κυτταρική σειρά χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση 

cDNA. Η διπλή RT-PCR μπορούσε να ανιχνεύσει MGB1mRNA που αντιστοιχεί 

σε 1 MDA-MB-415, 10 SKBR-3, 103 MDA-MB-435 και 103 T-47D κύτταρα, 

αντίστοιχα (Εικ 8).  

 

 

Εικ 8. Όριο ανίχνευσης της διπλής PCR για mRNA της mammaglobin-Α σε κυτταρικές σειρές 
καρκίνου του μαστού. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (agarose 2% w/v) με διπλή PCR, L-
Δείκτης μοριακών βαρών 100 bp, Διαδοχικές αραιώσεις 104-1/μl κύτταρο των κυτταρικών σειρών 
MDA-MB-415, MDA-MB-435, T-47D, MCF-7 και SK-BR-3. 

 

 

Το MGB1mRNA είχε ασθενή έκφραση στην MCF-7 κυτταρική σειρά. Η 

μέθοδος ήταν εξαιρετικά ειδική καθώς καμία από τις 30 υγιείς γυναίκες, τις 20 

γυναίκες με μεταστατικό κολοορθικό καρκίνο και τις 20 γυναίκες με μη 
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μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα, οι οποίες ελέγχθηκαν, δεν είχε θετικό 

δείγμα(81).  

Τέλος, η διπλή RT-PCR για την ανίχνευση των HER2mRNA+ κυττάρων 

αναπτύχθηκε από τις Αποστολάκη, Περράκη και συνεργάτες (189). Για να 

μελετηθεί η ευαισθησία της μεθόδου, αναμίχθηκαν MCF-7 και SKBR3 κύτταρα με 

φυσιολογικά PBMCs σε αναλογία από 1:10 σε 1:106, απομονώθηκε ολικό RNA 

από αυτές τις κυτταρικές αραιώσεις και ελέγχθηκε για HER2mRNA με διπλή RT-

PCR. Σε 3 από τα 3 πειράματα, η μέθοδος μπορούσε να ανιχνεύσει 1 MCF-7 

κύτταρο σε 105 και 1 SKBR3 κύτταρο σε 106 φυσιολογικά PBMCs. Στην εικόνα 9 

φαίνεται ένα δοσοεξαρτώμενο 147bp σήμα που αντιστοιχεί στο HER2 mRNA της 

σειράς SKBR3, ενώ το 154bp σήμα που αντιστοιχεί στο γονίδιο της β-ακτίνης, 

έχει την ίδια ένταση σε όλες τις αραιώσεις. HER2mRNA+ κύτταρα δεν 

ανιχνεύθηκαν σε καμιά από τις 31 υγιείς γυναίκες, τις 20 ασθενείς με μεταστατικό 

κολοορθικό καρκίνο και τις 12 γυναίκες με καλοήθεις παθήσεις του μαστού 

(82;189). 
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Εικ 9. Δοσοεξαρτώμενο 147bp σήμα που αντιστοιχεί στο HER2 mRNA της σειράς SKBR3, ενώ 
το 154bp σήμα που αντιστοιχεί στο γονίδιο της β-ακτίνης, έχει την ίδια ένταση σε όλες τις 
αραιώσεις. 

 

 

 

Συνολικά η ευαισθησία της RT-PCR πολλαπλών δεικτών ελέγχθηκε σε 

πειράματα ενοφθαλισμού αίματος υγιών δοτών με κύτταρα από τις κυτταρικές 

σειρές MCF-7 και SKBR3. Σε 3 από τα 4 πειράματα, η παραπάνω μέθοδος 

μπορούσε να ανιχνεύσει 1 MCF-7 ή 1 SKBR3 κύτταρα σε 106 φυσιολογικά 

PBMCS. Η ειδικότητα της RT-PCR πολλαπλών δεικτών ερευνήθηκε σε 31 υγιείς 

γυναίκες. Απ’ αυτές, 30 ήταν αρνητικές και για τους 3 δείκτες, ενώ μια είχε το 

CK19mRNA+/MGB1mRNA-/HER2mRNA- μοριακό προφίλ. 
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2.2.2. Ανίχνευση CTCs με την τεχνική του ανοσοφθορισμού 
PBMCs απομονώθηκαν με διαβαθμισμένη φυγοκέντριση 

χρησιμοποιώντας Ficoll-Hypaque (d=1.077g/mol) στα 1800rpm για 30min. Τα 

απομονωθέντα PBMCs εκπλύθηκαν με PBS και υποβλήθηκαν σε φυγοκέντριση 

στα 1500rpm για 10min. Τελικά διάλυμα που περιείχε 250000 κύτταρα 

υποβλήθηκε σε φυγοκέντριση σε θετικά φορτισμένη αντικειμενοφόρο πλάκα. 

Με πειράματα διπλού ανοσοφθορισμού μελετήθηκε η έκφραση 

κυτταροκερατινών, της MGB1 και του HER2 σε cytospins από PBMCs 10 

ασθενών με καρκίνο του μαστού. Δύο διαφορετικά αντισώματα 

παγκυτταροκερατίνης χρησιμοποιήθηκαν: το A45-B/B3 ένα anti-mouse 

μονοκλωνικό αντίσωμα, ειδικό για τη CK8, CK18 και CK19 (Micromet Munich, 

Germany) ή ένα anti-rabbit πολυκλωνικό αντίσωμα παγκυτταροκερατίνης (Santa 

Cruz Biotechnology, CA, USA) ανάλογα με το δεύτερο αντιγόνο που 

χρησιμοποιήθηκε, όπως έχει περιγραφεί προηγουμένως(166). Σε όλα τα 

πειράματα έχει χρησιμοποιηθεί 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen, 

USA) για τη χρώση του πυρήνα. Πιο συγκεκριμένα, cytospins από PBMCs 

μονιμοποιήθηκαν με κρύο διάλυμα ακετόνης:μεθανόλης 9:1 για 20 min και 

υποβλήθηκαν σε χρώση για κυτταροκερατίνη με το απαραίτητο αντίσωμα. Στη 

συνέχεια, το ίδιο δείγμα επωάσθηκε με MGB1 anti-goat πολυκλωνικό (Santa 

Cruz Biotechnology, CA, USA) ή με HER2 anti-mouse μονοκλωνικό αντίσωμα 

(Oncogene, Dermstadt, Germany), αντίστοιχα για 45 min. Στη συνέχεια εκθέσαμε 

τα κύτταρα για 1 h στο αντίστοιχο δευτερεύον αντίσωμα: Rhodamine anti-rabbit 
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(Chemicon International Inc, Temecula, CA, USA) για την παγκυτταροκερατίνη, 

FITC anti-mouse (Chemicon International Inc, Temecula, CA, USA) για το A45-

B/B3 ή το HER2 και Rhodamine anti-goat (Chemicon International Inc, 

Temecula, CA, USA) για τη MGB1. Πειράματα διπλής χρώσης 

πραγματοποιήθηκαν επίσης για την MGB1 και το HER2 ακολουθώντας το ίδιο 

πρωτόκολλο. Τα slides εκτιμήθηκαν χρησιμοποιώντας laser συνεστιακή 

μικροσκοπία (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Germany) και οι εικόνες 

αναλύθηκαν με το αντίστοιχο λογισμικό. Κάθε δείκτης εξετάσθηκε επίσης σε 

συνδυασμό με anti-CD45 αντίσωμα (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), για να 

αποκλεισθεί η συνέκφραση των 2 δεικτών στα αιμοποιητικά κύτταρα.  

 

2.2.3. Ανοσοϊστοχημεία στον πρωτοπαθή όγκο για την έκφραση του 
HER2 και της MGB1 

Η έκφραση του HER2 στον πρωτοπαθή όγκο μελετήθηκε με 

ανοσοϊστοχημεία χρησιμοποιώντας το μονοκλωνικό αντίσωμα CB11 

(Novacastra, Newcastle Upon Tyne, UK), και το OPTIMAX αυτοματοποιημένο 

σύστημα (Biogenex Laboratories, San Ramon, CA, USA). Η ανάγνωση των 

αποτελεσμάτων βασίσθηκε στα κριτήρια που προτείνει η DAKO A/S για το 

HercepTest. 

Όσον αφορά την έκφραση της MGB1 στον πρωτοπαθή όγκο, αυτή 

μελετήθηκε με ανοσοϊστοχημεία χρησιμοποιώντας το μονοκλωνικό αντίσωμα 

MGB1 (Biologo Bioprime, Kronshagen, Germany) σε 1/50 αραίωση μετά από 

ολονύχτια επώαση και το AP polymer (Lab Vision, Fremont, CA, USA) σύστημα 

με Fast Red ως χρωμογόνο. Τομές από καρκίνο του μαστού γνωστής 
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θετικότητας χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες. Αρνητικοί μάρτυρες έγιναν 

αντικείμενο επεξεργασίας, αφού παραλείφθηκε το πρωτοπαθές αντίσωμα και 

αντικαταστάθηκε με μη άνοσο ορό. Η ανάγνωση των αποτελεσμάτων έγινε 

χρησιμοποιώντας το ίδιο σύστημα που χρησιμοποίησαν οι Watson και 

συνεργάτες (124).: 0: αρνητική χρώση, 1: ασθενής σποραδική χρώση σε 

λιγότερο από 50% των καρκινικών κυττάρων, 2: ασθενής σποραδική χρώση σε 

περισσότερο από 50% των καρκινικών κυττάρων, 3: έντονη διάχυτη 

κυτταροπλασματική  χρώση σε λιγότερο από 50% των καρκινικών κυττάρων, και 

4: έντονη διάχυτη κυτταροπλασματική χρώση σε περισσότερο από 50% των 

καρκινικών κυττάρων. Μόνο το αποτέλεσμα 3 ή 4 θεωρήθηκε MGB1-θετικό. 

 

2.3. Στατιστική ανάλυση 
Δεδομένα περιγραφικής στατιστικής εκφράστηκαν ως μέσοι όροι (mean) 

και ως ποσοστά (%). Συνεχείς μεταβλητές συγκρίθηκαν ανάμεσα στις δύο 

υποομάδες με unpaired t-test, ενώ δίτιμες μεταβλητές συγκρίθηκαν με chi-square 

or Fisher’s exact test. Ο χρόνος από την ένταξη στη μελέτη ως την υποτροπή της 

νόσου (Επιβίωση Ελεύθερη Νόσου, Disease Free Survival, DFS) και ο χρόνος 

από την ένταξη στην μελέτη ως το θάνατο (Ολική Επιβίωση, Overall Survival, 

OS) ήταν οι κύριες εξαρτημένες μεταβλητές της μελέτης. Οι καμπύλες της DFS 

και της OS για τις διάφορες υποομάδες των ασθενών δημιουργήθηκαν με τη 

μέθοδο Kaplan-Meier(190) και συγκρίθηκαν με το log-rank test για μια 

μονοπαραγοντική ανάλυση της προγνωστικής σημασίας της ανεύρεσης 

μικρομεταστατικών κυττάρων με τη χρήση διαφόρων δεικτών κατά την ένταξη 
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στην μελέτη. Γνωστοί προγνωστικοί κλινικο-παθολογικοί παράγοντες, όπως η 

εμμηνοπαυσιακή κατάσταση της γυναίκας (προεμμηνοπαυσιακή vs 

μετεμμηνοπαυσιακή), το μέγεθος του όγκου (T2-3 vs T1), η διήθηση μασχαλιαίων 

λεμφαδένων (ναι vs όχι), ο ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης (III vs I-II), ο 

υποδοχέας οιστρογόνων (αρνητικός vs θετικός), ο υποδοχέας προγεστερόνης 

(αρνητικός vs θετικός), η έκφραση του HER2 στον πρωτοπαθή όγκο (αρνητική vs 

θετική), το σχήμα χημειοθεραπείας (FEC/EC-T vs CMF) και επιπλεόν η 

ανίχνευση CK19mRNA+ κυττάρων (ναι vs όχι), MGB1mRNA+ κυττάρων (ναι vs 

όχι), και HER2mRNA+ κυττάρων (ναι vs όχι), ελέγχθησαν με μονοπαραγοντική 

ανάλυση. Μεταβλητές οι οποίες βρέθηκαν να είναι σημαντικές στη 

μονοπαραγοντική ανάλυση εντάχθηκαν σε πολυπαραγοντικό Cox μοντέλο 

αναλογικής παλινδρόμησης κινδύνου (stepwise multivariate Cox proportional 

hazards model), ώστε να ανευρεθούν ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες για 

DFS και OS (191). Είσοδος και απόσυρση από το μοντέλο ορίστηκε στο 5% και 

10%, αντίστοιχα. Όλες οι στατιστικές δοκιμασίες πραγματοποιήθηκαν στο 5% 

επίπεδο σημαντικότητας. Το SPSS 15 στατιστικό πακέτο χρησιμοποιήθηκε για 

την ανάλυση 

 

2.4. Αποτελέσματα 

2.4.1. Χαρακτηριστικά των ασθενών και ανίχνευση CTCs. 
 Τα χαρακτηριστικά των ασθενών αποτυπώνονται στον Πίνακα 11. Η 

διάμεση ηλικία των ασθενών ήταν 54 χρόνια (εύρος 28-75 χρόνια) και 66.9% 

υπεβλήθησαν σε ογκεκτομή. Από τις 175 ασθενείς, 41.1% ήταν 
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προεμμηνοπαυσιακές, 66.9% είχαν όγκο > 2cm, 44.6% είχαν όγκο με ιστολογικό 

βαθμό κακοήθειας ΙΙΙ, 41.1% είχαν όγκο με αρνητικούς οιστρογονικούς υποδοχείς 

και 68% είχαν διήθηση μασχαλιαίων λεμφαδένων. Συνολικά, CK19mRNA+, 

MGB1mRNA+ και HER2mRNA+ κύτταρα ανιχνεύθηκαν σε 72 (41.1%), 14 (8%) 

και 50 (28.6%) από τις 175 ασθενείς, αντιστοίχως. Η ανίχνευση CTCs δεν 

συσχετίσθηκε με κανένα από τα γνωστά κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά, 

εκτός από την ανίχνευση MGB1mRNA+ κυττάρων, η οποία συσχετίσθηκε 

σημαντικά με την παρουσία πρωτοπαθούς όγκου > 2cm (Πίνακας 11). Με βάση 

την ανίχνευση των 3 μοριακών δεικτών οι ασθενείς είχαν ένα από τα παρακάτω 

μοριακά προφίλ: CK19mRNA+ / MGB1mRNA+ / HER2mRNA+ (n=8), 

CK19mRNA+ / MGB1mRNA+ / HER2mRNA- (n=1), CK19mRNA+ / 

MGB1mRNA- / HER2mRNA+ (n=42), CK19mRNA+ / MGB1mRNA-/ 

HER2mRNA- (n=21), CK19mRNA- / MGB1mRNA+ / HER2mRNA- (n=5), 

CK19mRNA- / MGB1mRNA- / HER2mRNA- (n=98).  
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Πίνακας 11. Χαρακτηριστικά των ασθενών 
 Ασθενείς CK19 

mRNA+ 
MGB1 

mRNA+ 
HER2 mRNA+ 

 No (%) No (%) No (%) No (%) 
Ασθενείς 175 72 (41.1) 14 (8) 50 (28.6) 
Ηλικία     
Διάμεση (μέγιστη, 
ελάχιστη) 

54 (28-75) 54.5 (28-74) 57.5 (37-75) 55 (28-74) 

Εμμηνοπαυσιακή 
κατάσταση 

    

Προεμμηνοπαυσιακή  72 (41.1) 31 (43.1) 4 (5.6) 21 (29.2) 
Μετεμμηνοπαυσιακή 103 (58.9) 41 (39.8) 10 (9.7) 29 (28.2) 
Μέγεθος όγκου     
≤ 2.0cm 58 (33.1) 21 (36.2) 1 (1.7) 14 (24.1) 
> 2.0cm 117 (66.9) 51 (43.6) 13 (11.1) 36 (30.8) 
Ιστολογικός βαθμός 
διαφοροποίησης 

    

I/II 84 (48) 35 (41.7) 8 (9.5) 24 (28.6) 
III 78 (44.6) 31 (39.7) 4 (5.1) 23 (29.5) 
Λοβιδιακό/άγνωστο 13 (7.4) 6 2 3 
Διηθημένοι Λεμφαδένες     
0 56 (32) 24 (42.9) 4 (7.1) 16 (28.6) 
1-3 49 (28) 19 (38.8) 4 (8.2) 14 (28.6) 
≥ 4 70 (40) 29 (41.4) 6 (8.6) 20 (28.6) 
Υποδοχέας οιστρογόνων      
Θετικός 101 (57.7) 41 (40.6) 7 (6.9) 29 (28.7) 
Αρνητικός 72 (41.1) 31 (43.1) 7 (9.7) 21 (29.2) 
Άγνωστος 2 (1.1)    
Υποδοχέας 
προγεστερόνης  

    

Θετικός 67 (38.3) 31 (46.3) 5 (7.5) 21 (31.3) 
Αρνητικός 106 (60.6) 41 (38.7) 9 (8.5) 29 (27.4) 
Άγνωστος 2 (1.1)    
HER2     
Αρνητικό 0, 1+, 2+ IHC 124 (70.9) 55 (44.4) 10 (8.1) 38 (30.6) 
Θετικό 3+ IHC 48 (27.4) 16 (33.3) 3 (6.3) 11 (22.9) 
Άγνωστο 3 (1.7) 1  1 1 
Χειρουργείο     
Ογκεκτομή 117 (66.9) 47 (40.2) 9 (7.7) 33 (28.2) 
Μαστεκτομή 58 (33.1) 25 (43.1) 5 (8.6) 17 (29.3) 
Χημειοθεραπεία     
CMF 26 (14.9) 11 (42.3) 3 (11.5) 8 (30.8) 
FEC 95 (54.3) 39 (41.1) 7 (7.4) 27 (28.4) 
T/EC 54 (30.9) 22 (40.7) 4 (7.4) 15 (27.8) 

Υποτροπές 49 (28) 32 (65.3) 9 (18.4) 25 (51) 

Θάνατοι 26 (14.9) 16 (61.5) 5 (19.2) 11 (42.3) 
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ER: υποδοχέας οιστρογόνων; PR: υποδοχέας προγεστερόνης; HER2: cerbB2, L: ογκεκτομή; M: 
μαστεκτομή, IHC: ανοσοϊστοχημεία; FEC: 5-φθοριοουρακίλη, επιρουβικίνη, κυκλοφωσφαμίδη; 
EC-T: επιρουβικίνη, κυκλοφωσφαμίδη – δοσεταξέλη; CMF: κυκλοφωσφαμίδη, μεθοτρεξάτη, 5-
φθοριοουρακίλη CK19: Κυτταροκερατίνη 19, MGB1: Mammaglobin-Α 
 
 

2.4.2. Έκφραση του HER2 στον πρωτοπαθή όγκο και ανίχνευση 
CTCs  

Από τις 175 ασθενείς, 48 (27.4%) είχαν HER2-θετικό πρωτοπαθή όγκο 

(IHC 3+). Ταυτόχρονη ανίχνευση CK19mRNA+ και HER2mRNA+ κυττάρων 

παρατηρήθηκε σε 11 από 48 (22.9%) ασθενείς με HER2-θετικό πρωτοπαθή όγκο 

και σε 38 από 124 (30.6%) ασθενείς με HER2-αρνητικό πρωτοπαθή όγκο. Όλοι 

οι ασθενείς που είχαν HER2mRNA+ δείγματα αίματος ήταν επίσης CK19mRNA+.  

 

2.4.3. Έκφραση της MGB1 στον πρωτοπαθή όγκο και ανίχνευση 
CTCs 

 Από 28 ασθενείς στους οποίους ήταν διαθέσιμα μπλοκ παραφίνης από 

τον πρωτοπαθή όγκο, 9 ασθενείς ήταν MGB1-θετικοί: (score 3 και 4) και 19 

ασθενείς χαρακτηρίσθηκαν MGB1-χαμηλής έκφρασης/αρνητικοί (score 2, 1, 0). 

Χαρακτηριστικές φωτογραφίες χρώσης με MGB1 σε πρωτοπαθείς όγκους 

καρκίνου του μαστού από τους ανωτέρω ασθενείς απεικονίζονται στην εικόνα 10. 

Με ενδιαφέρον παρατηρήσαμε ότι τρεις από τους 19 ασθενείς με MGB1- 

χαμηλής έκφρασης/αρνητικούς όγκους είχαν ανιχνεύσιμα MGB1mRNA+ κύτταρα. 

Τα ανωτέρω αποτελέσματα θα πρέπει να ερμηνευθούν με προσοχή λόγω του 

μικρού αριθμού των ασθενών που εξετάσθηκαν. 
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Εικ 10. Χαρακτηριστικά παραδείγματα χρώσης της mammaglobin-Α σε 3 διαφορετικές 
περιπτώσεις πρωτοπαθούς όγκου καρκίνου του μαστού: αρνητική χρώση (A), ασθενής και 
σποραδική χρώση (B), έντονη διάχυτη κυτταροπλασματική χρώση (C). (A,B,C: Μεγένθυση x40). 
 

2.4.4. Ανοσοφαινότυπος CTCs 
Πειράματα διπλού ανοσοφθορισμού επιβεβαίωσαν την παρουσία των 

ακόλουθων φαινοτύπων CTCs: CK+/MGB1+, CK+/MGB1-, CK-/MGB1+, 

CK+/HER2+, CK+/HER2-, MGB1+/HER2- and MGB1+/HER2+. Πέντε 

χαρακτηριστικοί ανοσοφαινότυποι CTCs από 5 διαφορετικές ασθενείς 

απεικονίζονται στην Εικ11. Έξι από τις 10 ασθενείς που εξετάσθηκαν είχαν πάνω 

από ένα ανοσοφαινότυπο CTCs. Υπήρχε 100% συμφωνία ανάμεσα στον 

φαινότυπο των καρκινικών κυττάρων, όπως αυτός καθορίσθηκε με 

ανοσοφθορισμό, και το μοριακό προφίλ, όπως διαπιστώθηκε με RT-PCR για τις 

10 ανωτέρω ασθενείς. 
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Εικ 11. A,B,C,D,E. Πέντε διαφορετικοί ανοσοφαινότυποι CTCs από 5 διαφορετικούς ασθενείς: 
CK+/MGB1- (A), CK-/MGB1+ (B) CK+/MGB1+ (C), CK+/HER2+ (D), MGB1+/HER2+ (E).  
(A,B,C): Αντιπροσωπευτική μικρογραφία με τη χρήση laser συνεστιακού μικροσκοπίου τομών 
από cytospins μονοπυρήνων κυττάρων περιφερικού αίματος στα οποία εφαρμόσθηκε διπλή 
χρώση με μονοκλωνικό αντίσωμα παγκυτταροκερατίνης A45-B/B3 (πράσινο, a,d,g), πολυκλωνικό 
αντίσωμα mammaglobin-Α, (κόκκινο, b,e,h) και overlay τομές (c, f, i). (Μεγένθυση x600).  
(D): Αντιπροσωπευτική μικρογραφία με τη χρήση laser συνεστιακού μικροσκοπίου τομών από 
cytospins μονοπυρήνων κυττάρων περιφερικού αίματος στα οποία εφαρμόσθηκε διπλή χρώση με 
πολυκλωνικό αντίσωμα παγκυτταροκερατίνης (κόκκινο, j) και HER2 μονοκλωνικό αντίσωμα 
(πράσινο, k) και overlay τομές (l). (Μεγένθυση x600).  
(E): Αντιπροσωπευτική μικρογραφία με τη χρήση laser συνεστιακού μικροσκοπίου τομών από 
cytospins μονοπυρήνων κυττάρων περιφερικού αίματος στα οποία εφαρμόσθηκε διπλή χρώση με 
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πολυκλωνικό αντίσωμα mammaglobin-Α, (κόκκινο, m), και HER2 μονοκλωνικό αντίσωμα 
(πράσινο, n) και overlay τομές (o). (Μεγένθυση x600).  
(Αναδημοσίευση από το Ignatiadis et al Clin Cancer Res 2008;14: 2593-2600). 
 

2.4.5. Μοριακό προφίλ CTCs και κλινική έκβαση 
 Κατά τη διάμεση περίοδο παρακολούθησης της μελέτης, 15 (15.3%) 

υποτροπές συνέβησαν στις 98 ασθενείς χωρίς κανένα θετικό δείκτη (CK19, 

MGB1, HER2) στο περιφερικό αίμα έναντι 8 (30.7%) υποτροπών στις 26 

ασθενείς με 1 θετικό δείκτη, 20 (46.5%) υποτροπών στις 43 ασθενείς με 2 

θετικούς δείκτες και 6 (75%) υποτροπών στις 8 ασθενείς με 3 θετικούς δείκτες 

(Πίνακας 12).  
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Πίνακας 12. Ομάδες ασθενών με βάση το μοριακό προφιλ των CTCs και κλινική 
έκβαση 
 
 

 

Δείκτες (+) 
/ 3 δείκτες 

Α CK19 
mRNA 

MGB1 
mRNA 

HER2 
mRNA 

Υ Θ Διάμεση DFS 
χρόνια (95% CI) 

P* Διάμεση 
OS 

P* 

0 98 - - - 15 9 ΔΕ  ΔΕ  
 

1 
 

26 
+ - -  

8 
 

5 
 

ΔΕ 
 

.092 
 

ΔΕ 
 

.202
  - + -       

 
2 

 
43 

+ - +  
20

 
9 

 
<.001 

 
ΔΕ 

 
.104

  + + -   

 
7.25 (6-8.5) 

   
 

3 
 

8 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

6 
 

3 
 

2 ( 0-4.1) 
 
 

 
ΔΕ 

 

 
Total 

 
175 

    
49 

 
26 

 
ΔΕ 

  
ΔΕ 

 

Α: Ασθενείς, CK19: Κυτταροκερατίνη 19, MGB1: Mammaglobin-Α, Υ: Υποτροπές, Θ: Θάνατοι, 
DFS: Επιβίωση Ελεύθερη Νόσου, OS: Ολική επιβίωση, 95% CI: 95% Διάστημα Εμπιστοσύνης, 
ΔΕ: Δεν επιτεύχθηκε  
*P: αναφέρεται στη σύγκριση με την ομάδα στην οποία όλοι οι δείκτες είναι αρνητικοί 
(CK19mRNA-/MGB1mRNA-/HER2mRNA-),  
Συγκρίσεις με τη χρήση του log-rank τεστ έγιναν μόνο ανάμεσα σε ομάδες που είχαν τουλάχιστον 
20 ασθενείς η κάθε μια.  
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Η εκτιμώμενη διάμεση DFS ήταν 2 έτη (95% CI 0-4.079 χρόνια) για τις 

ασθενείς με 3 θετικούς δείκτες, 7.250 χρόνια (95% CI 5.994-8.506 χρόνια) για τις 

ασθενείς με 2 θετικούς δείκτες, ενώ η διάμεση DFS δε μπορεί να εκτιμηθεί ακόμη 

για τις ασθενείς με ένα ή κανένα θετικό δείκτη (Εικ. 12Α). Επιπλέον, σε σχέση με 

τις ασθενείς χωρίς θετικό δείκτη, οι ασθενείς με ένα θετικό δείκτη είχαν μια μη 

στατιστικώς σημαντική τάση για μικρότερη DFS (log-rank test, p=0.092), ενώ οι 

ασθενείς με 2 και 3 θετικούς δείκτες είχαν στατιστικώς σημαντικά μικρότερη DFS 

(log-rank tests, p<0.001 και p<0.001, αντίστοιχα). Η εκτιμώμενη 5-ετής DFS για 

τις ασθενείς με 3,2,1 και 0 θετικό δείκτη ήταν 25%, 67%, 76.3% και 86%, 

αντίστοιχα. 

Παρομοίως, 9 (9.1%) θάνατοι συνέβησαν από τις 98 ασθενείς χωρίς 

θετικό δείκτη, 5 (19.2%) από τις 26 ασθενείς με 1 θετικό δείκτη, 9 (20.9%) από τις 

43 ασθενείς με 2 θετικούς δείκτες και 3 (37.5%) από τις 8 ασθενείς με 3 θετικούς 

δείκτες (Πίνακας 9). Η διάμεση OS για τις ανωτέρω υποομάδες ασθενών δεν 

μπορεί να εκτιμηθεί (Εικ. 12Β). Ωστόσο σε σχέση με ασθενείς χωρίς θετικό 

δείκτη, ασθενείς με ένα και δύο θετικούς δείκτες είχαν μια μη στατιστικώς 

σημαντική τάση για χειρότερη OS (log-rank tests, p=0.076 και 0.104, αντίστοιχα), 

ενώ ασθενείς με 3 θετικούς δείκτες είχαν στατιστικώς σημαντικά μικρότερη OS 

(log-rank test, p=0.010). Η εκτιμώμενη 5-ετής OS για τις ασθενείς με 3,2,1 και 0 

θετικούς δείκτες ήταν 62.5%, 85.9%, 79.5% και 92.4%, αντίστοιχα.  

Η συσχέτιση ανάμεσα στην ανίχνευση ενός μόνο δείκτη (CK19, MGB1, 

HER2) ή συνδυασμού 2 δεικτών (CK19/MGB1, CK19/HER2, MGB1/HER2) και 

DFS/OS παρουσιάζονται στις Εικ.13,14 αντίστοιχα.  
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Εικ 12. A,B. Ελεύθερη νόσου επιβίωση (A) και ολική επιβίωση (B) σε υποομάδες ασθενών με 
πρώιμο καρκίνο του μαστού με βάση τη μοριακή ανίχνευση CTCs χρησιμοποιώντας ένα 
συνδυασμό 3 δεικτών (CK19, MGB1 και HER2). (Αναδημοσίευση από το Ignatiadis et al Clin 
Cancer Res 2008;14: 2593-2600). 
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Εικ. 13. A,B,C,D,E,F. Ελεύθερη νόσου επιβίωση (A,Β,C) και ολική επιβίωση (D,E,F) σε 
υποομάδες ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού με βάση τη μοριακή ανίχνευση CTCs 
χρησιμοποιώντας έναν μόνο από τους 3 δείκτες (CK19, MGB1 και HER2), κάθε φορά. 
(Αναδημοσίευση από το Ignatiadis et al Clin Cancer Res 2008;14: 2593-2600). 
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MGB1mRNA+ / HER2mRNA- (N=5)

MGB1mRNA- / HER2mRNA+  (N=63)

MGB1mRNA+ / HER2mRNA+  (N=9)

E F

 
 
 
 
Εικ. 14. A,B,C,D,E,F. Ελεύθερη νόσου επιβίωση (A,Β,C) και ολική επιβίωση (D,E,F) σε 
υποομάδες ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού με βάση τη μοριακή ανίχνευση CTCs 
χρησιμοποιώντας 3 ζεύγη δεικτών (CK19, MGB1), (CK19, HER2), (MGB1, HER2), κάθε φορά. 
(Αναδημοσίευση από το Ignatiadis et al Clin Cancer Res 2008;14: 2593-2600). 
 

 

2.4.6. Μονοπαραγοντική και Πολυπαραγοντική ανάλυση 
Στη μονοπαραγοντική ανάλυση, παράγοντες που σχετίστηκαν με 

στατιστικώς σημαντικά ελαττωμένη DFS ήταν το μέγεθος του πρωτοπαθούς 

όγκου >2cm, όγκοι με αρνητικούς οιστρογονικούς υποδοχείς, η ανίχνευση 

CK19mRNA+ κυττάρων, MGB1mRNA+ κυττάρων και HER2mRNA+ κυττάρων, 

ενώ η ανίχνευση CΚ-19mRNA+ κυττάρων και MGB1mRNA+ κυττάρων επίσης 

σχετίσθηκε σημαντικά με ελαττωμένη OS (Πίνακας13).  
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Στην πολυπαραγοντική ανάλυση, όγκοι με αρνητικούς οιστρογονικούς 

ποδοχείς και η ανίχνευση CK19mRNA+ κυττάρων και MGB1mRNA+ κυττάρων 

ήταν α

υ

νεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες για χειρότερη DFS (Πίνακας14). Η 

ανίχνευση CK19mRNA+ κυττάρων και MGB1mRNA+ κυττάρων δεν ήταν οριακά 

ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για ελαττωμένη OS (Πίνακας14). 
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Πίνακας 13. Μονοπαραγοντική ανάλυση για την επιβίωση ελεύθερη νόσου και την 
ολική επιβίωση σε ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού. 

 
 
 

 

 
Παράμετρος 

 

 
Hazard 
Ratio 

 
95% CI 

 

 
p 

 
DFS 

 

 
Εμμηνοπαυσιακή κατάσταση (προ vs μετά) 
Μέγεθος του όγκου (T2-3 vs T1) 
Ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης (III vs I/II) 
Διηθημένοι λεμφαδένες (ναι vs όχι) 
Υποδοχέας οιστρογόνων (αρνητικός vs θετκός) 
Υποδοχέας προγεστερόνης (αρνητικός vs θετκός) 
HER2, πρωτοπαθής όγκος (αρνητικός vs θετκός) 
Συμπληρωματική χημειοθεραπεία (FEC/T-EC vs CMF) 
CK19 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
MGB1 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
HER2 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
 

 
0.739 
2.292 
1.661 
1.587 
2.446 
1.072 
1.651 
1.708 
2.967 
3.275 
2.869 

 

 
0.410-1.331 
1.112-4.725 
0.911-3.030 
0.827-3.046 
1.375-4.350 
0.597-1.923 
0.920-2.963 
0.677-4.310 
1.647-5.344 
1.586-6.763 
1.638-5.025 

 
0.313 
0.025 
0.098 
0.165 
0.002 
0.816 
0.093 
0.257 

<0.001 
0.001 

<0.001 

 
OS  

 

Εμμηνοπαυσιακή κατάσταση (προ vs μετα) 
Μέγεθος του όγκου (T2-3 vs T1) 
Ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης (III vs I/II) 
Διηθημένοι λεμφαδένες (ναι vs όχι) 
Υποδοχέας οιστρογόνων (αρνητικός vs θετκός) 
Υποδοχέας προγεστερόνης (αρνητικός vs θετκός) 
HER2, πρωτοπαθής όγκος (αρνητικός vs θετκός) 
Συμπληρωματική χημειοθεραπεία (FEC/T-EC vs CMF) 
CK19 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
MGB1 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
HER2 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 

 

1.032 
2.670 
1.806 
2.836 
2.122 
1.040 
1.249 
1.459 
2.257 
2.867 
1.806 

0.474-2.246 
0.920-7.750 
0.781-4.173 
0.977-8.234 
0.973-4.626 
0.472-2.293 
0.539-2.896 
0.438-4.863 
1.024-4.977 
1.081-7.606 
0.828-3.938 

0.938 
0.071 
0.167 
0.055 
0.058 
0.922 
0.604 
0.538 
0.044 
0.034 
0.137 

 
CK19: Κυτταροκερατίνη 19, MGB1: Mammaglobin-Α, 95% CI: 95% Διάστημα Εμπιστοσύνης, 

 
 

 117



 
Πίνακας 14. Ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες με πολυπαραγοντική ανάλυση  
για DFS και OS σε ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού 

 

Παράμετρος 
 

 
Hazard 
Ratio 95% CI P 

DFS 
Μέγεθος του όγκου (T2-3 vs T1) 
Υποδοχέας οιστρογόνων (αρνητικός vs θετκός) 
CK19 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
MGB1 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
HER2 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 

 
 

1.954 
2.459 
3.085 
2.633 
1.781 

 
 

0.899-4.248 
1.375-4.398 
1.687-5.642 
1.251-5.541 
0.750-4.229 

 
 

0.091 
0.002 

<0.001 
0.011 
0.191 

OS 
CK19 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 
MGB1 mRNA+ κύτταρα (ναι vs όχι) 

 

 
2.102 
2.521 

 
0.947-4.665 
0.942-6.745 

 
0.068 
0.066 

 
CK19: Κυτταροκερατίνη 19, MGB1: Mammaglobin-Α, 95% CI: 95% Διάστημα Εμπιστοσύνης, 
DFS: Επιβίωση Ελεύθερη Νόσου, OS: Ολική επιβίωση, 
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2.5. Συζήτηση 
Σε προηγούμενη μας δημοσίευση δείξαμε ότι η ανίχνευση στο περιφερικό 

αίμα με real-time RT-PCR, CK19mRNA+ κυττάρων πριν την έναρξη 

συμπληρωματικής χημειοθεραπείας είναι ανεξάρτητος προγνωστικός 

παράγοντας για μικρότερη DFS και OS σε γυναίκες με πρώιμο καρκίνο του 

μαστού(40;41). Στην παρούσα μελέτη, για πρώτη φορά αποδεικνύεται ότι 

χρησιμοποιώντας μια RT-PCR με 3 δείκτες, η ανίχνευση CK19mRNA+ και 

MGB1mRNA+ κυττάρων ήταν και οι δύο ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες 

για ελαττωμένη OS. Η ανίχνευση HER2mRNA+ κυττάρων ήταν προγνωστικός 

παράγοντας για μειωμένη DFS σε μονοπαραγοντική ανάλυση, αλλά δεν 

διατήρησε ανεξάρτητη προγνωστική αξία για μειωμένη DFS στην 

πολυπαραγοντική ανάλυση. 

Επιπλέον, η RT-PCR πολλαπλών δεικτών, που χρησιμοποιήθηκε 

εμφάνισε ελαφρώς αυξημένη ευαισθησία για την ανίχνευση CTCs σε σχέση με 

την RT-PCR ενός δείκτη (CK19), ανιχνεύοντας 5 επιπλέον CK19-/MGB1+/HER2- 

ασθενείς. Δύο από αυτές τις 5 ασθενείς υποτροπίασαν και μια πέθανε από 

καρκίνο του μαστού. Σε μία από αυτές τις 5 ασθενείς, cytospins από PBMCS 

ήταν διαθέσιμα και η παρουσία CK-/MGB1+ κυττάρων επιβεβαιώθηκε με 

ανοσοφθορισμό (Εικ11B). Ο φαινότυπος CK-/MGB1+ έχει ήδη δημοσιευθεί ως 

ένας σπάνιος ανοσοφαινότυπος των CTCs(192). Επιπλέον οι ακόλουθοι 

φαινότυποι CTCs παρατηρήθηκαν σε 10 ασθενείς που μελετήθηκαν: 

CK+/MGB1+, CK+/MGB1-, CK+/HER2+, CK+/HER2-, MGB1+/HER2- και 
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MGB1+/HER2+. Υπήρχε 100% συμφωνία ανάμεσα στον φαινότυπο των 

καρκινικών κυττάρων, όπως αυτός καθορίσθηκε με ανοσοφθορισμό, και το 

μοριακό προφίλ, όπως διαπιστώθηκε με RT-PCR για τις 10 ανωτέρω ασθενείς. 

Ωστόσο, τα ανωτέρω αποτελέσματα θα πρέπει να ερμηνευθούν με προσοχή 

λόγω του μικρού αριθμού των ασθενών που μελετήθηκαν.  

Αν και στη μελέτη μας, η ανίχνευση της MGB1 αναδείχθηκε ως 

ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για μικρότερη DFS, η χαμηλή της 

ευαισθησία (μόνο 8% θετικοί ασθενείς) περιορίζει την περαιτέρω ανάπτυξή της 

ως δείκτη με κλινική σημασία. Η ανίχνευση της MGB1 θα μπορούσε να βελτιωθεί, 

αν προσθέσουμε ένα στάδιο εμπλουτισμού επιθηλιακών κυττάρων με 

ανοσομαγνητικά σφαιρίδια, όπως έχει ήδη δημοσιευθεί από άλλους 

ερευνητές(66). Τα ποσοστά ανίχνευσης της MGB1 στον πρώιμο καρκίνο του 

μαστού ποικίλλουν σημαντικά στις δημοσιευμένες μελέτες από 2 σε 22% 

(86;90;91;145). Η διαφοροποίηση αυτή μπορεί να αποδοθεί στις διαφορετικές 

τεχνικές ανίχνευσης που έχουν χρησιμοποιηθεί με διαφορετική ευαισθησία και 

ειδικότητα, στους διαφορετικούς πληθυσμούς ασθενών που έχουν μελετηθεί και 

πιθανώς στην έλλειψη δεδομένων που συγκρίνουν την έκφραση MGB1 στον 

πρωτοπαθή όγκο και την έκφραση της στο αίμα. Ένα από τα μειονεκτήματα της 

παρούσας μελέτης είναι η έλλειψη στοιχείων για την έκφραση της MGB1 στον 

πρωτοπαθή όγκο. Μόνο πρωτοπαθείς όγκοι από 28 ασθενείς, στους οποίους το 

μπλοκ παραφίνης ήταν διαθέσιμο, εξετάσθηκαν και η MGB1 βρέθηκε να 

υπερεκφράζεται σε 9 (32%) από αυτούς. Ήταν ενδιαφέρον ότι MGB1mRNA+ 

κύτταρα ανιχνεύθηκαν σε 3 από τους 19 ασθενείς των οποίων ο πρωτοπαθής 
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όγκος δεν υπερέκφραζε MGB1. Κατά πόσο αυτή η διαφοροποίηση στην έκφραση 

της MGB1 μεταξύ του πρωτοπαθούς όγκου και του περιφερικού αίματος 

οφείλεται στις διαφορετικές τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν ή στο γεγονός ότι 

υπάρχει διαφορά στην έκφραση μεταξύ του πρωτοπαθούς όγκου και των 

μικρομεταστατικών κυττάρων, όπως έχει ήδη αναφερθεί για την έκφραση του 

HER2 (178), δεν μπορεί να διευκρινιστεί λόγω του χαμηλού αριθμού των 

ασθενών που εξετάσθηκαν. Η ανίχνευση της έκφρασης της MGB1 στον 

πρωτοπαθή όγκο με ανοσοϊστοχημεία έχει διαπιστωθεί από άλλους ερευνητές σε 

ένα ποσοστό μόνο των ασθενών με καρκίνο του μαστού 48-80% (193). Ομοίως, 

στο επίπεδο του mRNA, αν και η MGB1 έχει βρεθεί να εκφράζεται στο 93% των 

ασθενών με καρκίνο του μαστού, τα επίπεδα έκφρασης της MGB1 ποικίλλουν 

πάνω από 10,000 φορές (125). Υψηλά επίπεδα έκφρασης της MGB1 στον 

πρωτοπαθή όγκο έχουν σχετισθεί με όγκους με λιγότερο επιθετικό φαινότυπο 

(χαμηλού βαθμού κακοήθειας, ER-θετικοί όγκοι) (125). Προς το παρόν, δεν είναι 

γνωστό αν η διαφορετική έκφραση της MGB1 στον πρωτοπαθή όγκο επηρεάζει 

την ανίχνευση κυκλοφορούντων MGB1mRNA+ κυττάρων. 

Με δεδομένο ότι η έκφραση της ογκοπρωτεΐνης του HER2 στον 

πρωτοπαθή όγκο έχει σχετισθεί με πτωχή πρόγνωση, διάφοροι ερευνητές έχουν 

μελετήσει την έκφραση του HER2 στα μικρομεταστατικά κύτταρα (73;74;82;83). 

Στην παρούσα διατριβή από τους 77 ασθενείς, που είχαν ανιχνεύσιμα 

μικρομεταστατικά κύτταρα με την RT-PCR πολλαπλών δεικτών, 50 (64.9%) είχαν 

HER2-θετικά κύτταρα. Οι ασθενείς αυτοί είχαν χειρότερη πρόγνωση από τους 

ασθενείς με HER2-αρνητικά μικρομεταστατικά κύτταρα. Αν και οι ανωτέρω 
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μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει διαφορετικές μεθόδους για την ανίχνευση και τον 

χαρακτηρισμό του HER2 status των CTCs/DTCs, έχουν ανιχνευθεί HER2-θετικά 

κύτταρα από όλους τους ερευνητές στους μισούς περίπου ασθενείς με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού και ανιχνεύσιμα μικρομεταστατικά κύτταρα. Οι ασθενείς αυτοί 

έχουν χειρότερη πρόγνωση από ό,τι οι ασθενείς με CTCs/DTCs που δεν 

εκφράζουν HER2.  

Παρότι η RT-PCR των 3 δεικτών βελτίωσε σε μικρό βαθμό την ευαισθησία 

ανίχνευσης CTCs σε σχέση με την RT-PCR ενός δείκτη (CK19), η παρουσία 2 ή 

3 θετικών δεικτών στο περιφερικό αίμα σχετίσθηκε με προοδευτικά χειρότερη 

πρόγνωση σε σχέση με την παρουσία ενός θετικού δείκτη. Γι’ αυτό η RT-PCR 

των 3 δεικτών έχει προγνωστική αξία για τη διαστρωμάτωση των ασθενών σε 

μελέτες χορήγησης συμπληρωματικής χημειοθεραπείας σε ασθενείς με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού. Έχουν δημοσιευθεί από άλλους ερευνητές διάφορες RT-

PCR πολλαπλών δεικτών για την ανίχνευση μικρομεταστατικών κυττάρων στο 

αίμα ασθενών με καρκίνο του μαστού. Οι Taback και συνεργάτες 

χρησιμοποίησαν ανθρώπινη χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG), τον υποδοχέα c-

Met, την 134-N-acetylgalactosaminyl- transferase, και το καρκινικό αντιγόνο 

MAGE-A3, για να αναπτύξουν μια RT-PCR πολλαπλών δεικτών την οποία 

συνδύασαν με ένα αυτόματο σύστημα ηλεκτροχημικής ανίχνευσης για την 

αναζήτηση CTCs στον καρκίνο του μαστού (78). Οι Zehentner και συνεργάτες 

διάλεξαν 4 διαφορετικούς δείκτες, (Mammaglobin-A, B305D, GABRP and 

B726P), για να αναπτύξουν μια πολλαπλών δεικτών πραγματικού χρόνου RT-

PCR για την ανίχνευση CTCs στον καρκίνο του μαστού (152). Οι Bosma και 
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συνεργάτες χρησιμοποίησαν ποσοτική RT-PCR 4 δεικτών (p1B, PS2, CK19, και 

EGP2), για να ανιχνεύσουν μικρομεταστατικά κύτταρα στο αίμα ασθενών με 

καρκίνο του μαστού. Ο Chen και συνεργάτες ανέπτυξαν μια μέθοδο βασισμένη 

σε συστοιχίες για την ταυτόχρονη ανίχνευση πολλαπλών mRNA δεικτών για την 

διάγνωση του καρκίνου του μαστού(67). Σε καμιά από τις παραπάνω 

δημοσιεύσεις η ανίχνευση CTCs με τη χρήση RT-PCR πολλαπλών δεικτών δεν 

έχει συσχετισθεί με την κλινική έκβαση των ασθενών. Η δημοσίευση της 

παρούσας διατριβής είναι η πρώτη μελέτη στη διεθνή βιβλιογραφία στην οποία η 

ανίχνευση CTCs με τη χρήση μιας RT-PCR πολλαπλών δεικτών έχει ανεξάρτητη 

προγνωστική αξία σε ασθενείς με πρώιμο καρκίνο του μαστού (80). 

Όσον αφορά τη χρήση της RT-PCR πολλαπλών δεικτών ως εργαλείου 

πρόβλεψης, η παρουσία HER2mRNA+ κυττάρων στο περιφερικό αίμα, στον 

πρώιμο καρκίνο του μαστού, θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για την επιλογή 

ασθενών που θα μπορούσαν να ωφεληθούν από θεραπείες έναντι του 

HER2(178). Πρώιμα αποτελέσματα από μια υποανάλυση της μελέτης NSABP B-

31 έχουν δείξει ότι το όφελος από τη συμπληρωματική χορήγηση trastuzumab 

μπορεί να μη περιορίζεται αποκλειστικά στους ασθενείς με IHC3+ or FISH-

θετικούς πρωτοπαθείς όγκους (194). Το όφελος από τη χορήγηση trastuzumab 

σε ασθενείς με HER2-αρνητικό πρωτοπαθή όγκο μπορεί να σχετίζεται με την 

αποτελεσματική στόχευση HER2-θετικών CTCs (178). Στη μελέτη μας, 

CK19mRNA+ και HER2 mRNA+ κύτταρα ανιχνεύθηκαν σε 38 από τις 124 

(30.6%) γυναίκες με HER2-αρνητικούς πρωτοπαθείς όγκους και αυτές οι 

γυναίκες δε θα μπορούσαν, με βάση τις ισχύουσες κατευθυντήριες οδηγίες, να 
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λάβουν trastuzumab. Η ομάδα μας, όπως και άλλες ερευνητικές ομάδες, έχουν 

δείξει ότι το trastuzumab μπορεί να εκκαθαρίσει με αποτελεσματικότητα τα CTCs 

και DTCs που υπερεκφράζουν το HER2, ανεξάρτητα από την έκφραση του 

HER2 στον πρωτοπαθή όγκο σε γυναίκες με πρώιμο και μεταστατικό καρκίνο του 

μαστού (164;178). Επιπλέον, δεν είναι σαφές αν ασθενείς με HER2-θετικό 

πρωτοπαθή όγκο, χωρίς όμως την ανίχνευση HER2-θετικών CTCs και/ή DTCs, 

ωφελούνται λιγότερο από τη συμπληρωματική χορήγηση trastuzumab, καθώς η 

παρουσία μικρομεταστατικών κυττάρων δεν μελετήθηκε στις κλινικές μελέτες του 

trastuzumab στον πρώιμο καρκίνο του μαστού(185-187). Ομοίως, η παρουσία 

στο περιφερικό αίμα, MGB1mRNA+ κυττάρων στον πρώιμο καρκίνο του μαστού, 

θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για την επιλογή ασθενών που θα μπορούσαν 

δυνητικά να ωφεληθούν από ένα εμβόλιο εναντίον MGB1+ κυττάρων(195). 

Ο ρόλος της ανωτέρω RT-PCR πολλαπλών δεικτών ως προγνωστικού 

εργαλείου στον πρώιμο καρκίνο του μαστού, καθώς και ως εργαλείου πρόβλεψης 

για ανταπόκριση σε θεραπείες έναντι του HER2 και της MGB1, θα πρέπει να 

εκτιμηθεί σε προοπτικές μελέτες όπου η προγνωστική και / ή η προβλεπτική αξία 

της ανίχνευσης CTCs θα είναι ο πρωταρχικός στόχος της μελέτης (184). 
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3.1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σκοπός: Η μελέτη της προγνωστικής αξίας της μοριακής ανίχνευσης 

Κυκλοφορούντων Καρκινικών Κυττάρων (CTCs) χρησιμοποιώντας 3 δείκτες 

[Cytokeratin(CK) 19, Mammaglobin A (MGB1) και HER2] στον πρώιμο καρκίνο 

του μαστού. 

Πειραματικός σχεδιασμός: Ανιχνεύθηκαν CK19mRNA+, MGB1mRNA+, και 

HER2mRNA+ κύτταρα χρησιμοποιώντας real-time (CK19) και nested (MGB1 and 

HER2) RT-PCR, στο περιφερικό αίμα 175 γυναικών με καρκίνο του μαστού 

σταδίου I-III πριν την χορήγηση συμπληρωματικής χημειοθεραπείας. Η 

ανίχνευση CTCs σχετίσθηκε με την κλινική έκβαση. Σε 10 ασθενείς 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοφθορισμού, για να μελετηθεί η 

συνέκφραση της CK, MGB1 και του HER2 στα CTCs. 

Αποτελέσματα: Στους 175 ασθενείς ανιχνεύθηκαν CK19mRNA+, MGB1mRNA+ 

και HER2mRNA+ κύτταρα σε 41.1%, 8% και 28.6% αντίστοιχα. Οι ασθενείς είχαν 

ένα από τα ακόλουθα μοριακά προφίλ: 

CK19mRNA+/MGB1mRNA+/HER2mRNA+ (n=8) , 

CK19mRNA+/MGB1mRNA+/HER2mRNA- (n=1), CK19mRNA+/MGB1mRNA- 

/HER2mRNA+ (n=42), CK19mRNA+/MGB1mRNA-/HER2mRNA- (n=21), 

CK19mRNA-/MGB1mRNA+/HER2mRNA- (n=5), CK19mRNA-/MGB1mRNA- 

/HER2mRNA- (n=98). Πειράματα διπλού ανοσοφθορισμού επιβεβαίωσαν την 

παρουσία των ακόλουθων φαινοτύπων CTCs: CK+/MGB1+, CK+/MGB1-, CK-

/MGB1+, CK+/HER2+, CK+/HER2-, MGB1+/HER2- and MGB1+/HER2+. Σε 
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μονοπαραγοντική ανάλυση, η ανίχνευση CK19mRNA+, MGB1mRNA+ και 

HER2mRNA+ κυττάρων σχετίσθηκε με ελαττωμένη επιβίωση ελεύθερη νόσου 

(DFS), (p<0.001, p=0.001 και p<0.001, αντίστοιχα), ενώ η ανίχνευση 

CK19mRNA+ and MGB1mRNA+ CTCs σχετίσθηκε με μειωμένη συνολική 

επιβίωση (p=0.044 και p=0.034, αντίστοιχα). Σε πολυπαραγοντική ανάλυση, οι 

όγκοι αρνητικοί για τον υποδοχέα οιστρογόνων και η ανίχνευση CK19mRNA+ και 

MGB1mRNA+ κυττάρων ήταν ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες 

ελαττωμένης DFS.  

Συμπέρασμα: Η ανίχνευση στο περιφερικό αίμα CK19mRNA+ και MGB1mRNA+ 

κυττάρων πριν την χορήγηση συμπληρωματικής χημειοθεραπείας είναι 

προγνωστικός παράγοντας ελαττωμένης DFS σε γυναίκες με πρώιμο καρκίνο 

του μαστού. 
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3.2. SUMMARY 

Purpose: To investigate the prognostic value of the molecular detection of 

Circulating Tumor Cells (CTCs) using 3 markers [Cytokeratin(CK) 19, 

Mammaglobin A (MGB1) and HER2] in early breast cancer. 

Experimental design: CK19mRNA+, MGB1mRNA+, and HER2mRNA+ cells, 

were detected using real-time (CK19) and nested (MGB1 and HER2) RT-PCR, in 

the peripheral blood of 175 women with stage I-III breast cancer before the 

initiation of adjuvant chemotherapy. CTCs’ detection was correlated with clinical 

outcome. In 10 patients, immunofluoresence staining experiments were 

performed to investigate the co-expression of CK, MGB1 and HER2 in CTCs. 

Results: CK19mRNA+, MGB1mRNA+ and HER2mRNA+ cells were detected in 

41.1%, 8% and 28.6% of the 175 patients, respectively. Patients had one of the 

following molecular profiles: CK19mRNA+/MGB1mRNA+/HER2mRNA+ (n=8), 

CK19mRNA+/MGB1mRNA+/HER2mRNA- (n=1), CK19mRNA+/MGB1mRNA- 

/HER2mRNA+ (n=42), CK19mRNA+/MGB1mRNA-/HER2mRNA- (n=21), 

CK19mRNA-/MGB1mRNA+/HER2mRNA- (n=5), CK19mRNA-/MGB1mRNA- 

/HER2mRNA- (n=98). Double immunofluoresence experiments confirmed the 

following CTC phenotypes: CK+/MGB1+, CK+/MGB1-, CK-/MGB1+, 

CK+/HER2+, CK+/HER2-, MGB1+/HER2- and MGB1+/HER2+. In univariate 

analysis, the detection of CK19mRNA+, MGB1mRNA+ and HER2mRNA+ cells 

was associated with shorter disease-free survival (DFS), (p<0.001, p=0.001 and 

p<0.001, respectively), whereas the detection of CK19mRNA+ and 
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MGB1mRNA+ cells was associated with worse overall survival (p=0.044 and 

p=0.034, respectively). In multivariate analysis, estrogen receptor-negative 

tumors and the detection of CK19mRNA+ and MGB1mRNA+ cells were 

independently associated with worse DFS. 

Conclusion: The detection of peripheral blood CK19mRNA+ and MGB1mRNA+ 

cells before adjuvant chemotherapy predicts poor DFS in women with early 

breast cancer.  
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5. ΓΛΩΣΣΑΡΙΟ 
Συντομογραφία Επεξήγηση Μετάφραση 
ADM Automated Digital Microscopy Αυτοματοποιημένη Ψηφιακή Μικροσκοπία 
AJCC American Joint Committee on Cancer  
ASCO American Society of Clinical Oncology Αμερικανική Εταιρεία Κλινικής Ογκολογίας 
BCSS Breast Cancer Specific Survival Επιβίωση Ελεύθερη Καρκίνου του Μαστού
BM Bone Marrow Μυελός των Οστών 
BP Base Pairs Ζεύγη Βάσεων 
CA 15-3 Cancer Antigen 15-3 Καρκινικό Αντιγόνο 15-3 
CA 27.29 Cancer Antigen 27.29 Καρκινικό Αντιγόνο 27.29 
cDNA Complementary DNA Συμπληρωματικό DNA 
CEA Carcinoembryonic Antigen Καρκινοεμβρυϊκό Αντιγόνο 
CETCs Circulating Epithelial Tumor Cells Κυκλοφορούντα Επιθηλιακά Καρκινικά 

Κύτταρα 
CI Confidence Interval Διάστημα Εμπιστοσύνης 
CK Cytokeratin Κυτταροκερατίνη 
CK19 Cytokeratin 19 Κυτταροκερατίνη 19 
CMF Cyclophosphamide Methotraxate 

Fluorouracil 
 

Ct Cycle Threshold Όριο του Κύκλου 
CTCs Circulating Tumor Cells  Κυκλοφορούντα Καρκινικά Κύτταρα 
DDFS Distant Disease Free Survival Επιβίωση Ελεύθερη Απομακρυσμένης 

Νόσου 
DFI Disease Free Interval Διάστημα Ελεύθερο Νόσου 
DFS Disease Free Survival Επιβίωση Ελεύθερη Νόσου 
DMFS Distant Metastasis Free Survival Επιβίωση Ελεύθερη Απομακρυσμένων 

Μεταστάσεων  
DNA Deoxyribonucleic Acid Δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 
dNTPs Deoxynucleosides Δεοξυνουκλεοτίδια 
DTCs Disseminated Tumor Cells Διάσπαρτα Καρκινικά Κύτταρα 
EBCTCG Early Breast Cancer Trialists 

Collaborative Group 
 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid  
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor  Υποδοχέας Επιδερμικού Αυξητικού 

Παράγοντα 
EL Erythrocyte Lysis Λύση ερυθρών αιμοσφαιρίων 
EMT Epithelial Mesenchymal Transition  
EPCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule Μόριο Προσκόλλησης Επιθηλιακών 

Κυττάρων 
ER Estrogen Receptor Υποδοχέας Οιστρογόνων 
FAST Fiber-optic Array Scanning Technology  
FDA Food and Drug Administration Οργανισμός Τροφίμων και Φαρμάκων 
FEC Fluorouracil, Epirubicin, 

Cyclophosphamide  
 

FISH Fluorescent In situ Hybridization Φθορίζων ιn situ Yβριδισμός 
hCG Human Chorionic Gonadotropin Ανθρώπινη Χοριακή Γοναδοτροπίνη 
HER2 Human Epidermal Growth Factor 

Receptor-2 
Υποδοχέας Επιδερμικού Αυξητικού 
Παράγοντα-2 
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HLA Human Leucocyte Antigen Ανθρώπειο Λευκοκυτταρικό Αντιγόνο 
ICC Immunocytochemistry Ανοσοκυτταροχημεία 
IF Immunofluoresence Ανοσοφθορισμός 
IHC Immuohistochemistry Ανοσοϊστοχημεία 
IS Immunomagnetic Separation Ανοσομαγνητικός Διαχωρισμός 
MGB1 Mammaglobin-1 Μαστοσφαιρίνη Α 
mL Milliliter  
MNCs Mononuclear Cells Μονοπύρηνα Κύτταρα 
MRD Minimal Residual Disease Ελάχιστη Υπολειπόμενη Νόσος 
mRNA Messenger RNA Αγγελιοφόρο RNA 
NED Non Evidence of Disease Απουσία νόσου 
NSABP National Surgical Adjuvant Breast and 

Bowel Project 
 

OS Overall Survival Ολική Επιβίωση 
PB Peripheral Blood Περιφερικό Αίμα 
PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells Μονοπύρηνα Κύτταρα Περιφερικού 

Αίματος 
PBS Phosphate Buffered Saline  
PCR Polymerase Chain Reaction Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  
PFS Relapse Free Survival Επιβίωση Ελεύθερη Υποτροπής 
PR Progesterone Receptor Υποδοχέας Προγεστερόνης 
Q-RT-PCR Quantitative RT-PCR Ποσοτική RT-PCR 
RF References Βιβλιογραφικές Αναφορές 
RNA Ribonucleic Acid Ριβονουκλεϊκό οξύ 
RS Recurrence Score Σκορ υποτροπής 
RT Radiotherapy Ακτινοθεραπεία 
SE Standard Error Τυπικό σφάλμα 
SWOG Southwest Oncology Group  
T/EC Docetaxel / Epirubicin 

Cyclophosphamide 
 

TNM Tumor Node Metastasis Όγκος Λεμφαδένας Μετάσταση 
TTP Time to Progression Διάστημα ως την Υποτροπή 
uPA/PAI-1 Urokinase-type Plasminogen Activator / 

Plasminogen Activator Ιnhibitor 1 
Ενεργοποιητής του πλασμινογόνου τύπου 
ουροκινάσης / Αναστολέας του 
ενεργοποιητή του πλασμινογόνου 1 
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