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1. Επιδηµιολογία  
 
 

Ο καρκίνος του µαστού αποτελεί το συχνότερο κακόηθες 

νεόπλασµα και τη δεύτερη σε συχνότητα αιτία θανάτου από 

καρκίνο, µετά τον καρκίνο του πνεύµονα, στις γυναίκες1. Στη 

διάρκεια του 20ου αιώνα η επίπτωση της νόσου αυξήθηκε στις 

αναπτυγµένες χώρες λόγω αλλαγών στις διατροφικές συνήθειες 

και τη γονιµότητα, συγκεκριµένα λόγω αυξηµένης κατανάλωσης 

τροφών πλούσιων σε ζωϊκό λίπος και τεκνοποίησης σε ηλικία 

µεγαλύτερη των 30 ετών. Αντίθετα, τις τελευταίες 2 δεκαετίες 

παρατηρείται µείωση στη θνητότητα από τη νόσο λόγω της 

δυνατότητας για πρωϊµότερη διάγνωση και αποτελεσµατικότερη 

θεραπεία. 

 Με τη συστηµατική εφαρµογή του µαστογραφικού 

screening, το 75-80% των περιπτώσεων καρκίνου του µαστού 

είναι σταδίου Ι ή ΙΙ κατά τη διάγνωση και τα 2/3 περίπου αυτών 

έχουν ιστολογικά αρνητικούς µασχαλιαίους λεµφαδένες. Επίσης, 

το 5% περίπου των ασθενών έχουν κλινικά ανιχνεύσιµη 

µεταστατική νόσο κατά τη στιγµή της διάγνωσης. Ο καρκίνος του 

µαστού αποτελεί στην πραγµατικότητα µια ετερογενή νοσολογική 

οντότητα µε κύριο χαρακτηριστικό την τάση για πρώιµη αιµατογενή 

διασπορά των καρκινικών κυττάρων που καθορίζει και την 

πρόγνωση2. Το ποσοστό των ασθενών που, ενώ κλινικά είναι 

ελεύθεροι µεταστάσεων, εντούτοις έχουν µικροµεταστατική νόσο 

κατά τη στιγµή της διάγνωσης φτάνει το 30-40%2.   

 

 

 



 - 7 - 

2. Προγνωστικοί/προβλεπτικοί παράγοντες στον καρκίνο 

του µαστού 

 

Οι διάφοροι γνωστοί προγνωστικοί παράγοντες, όπως το 

µέγεθος του όγκου, ο βαθµός διαφοροποίησης των κυττάρων και η 

έκφραση ορµονικών υποδοχέων, παρέχουν έµµεσες µόνο 

πληροφορίες για την επιθετικότητα της νόσου και την πιθανότητα 

αποµακρυσµένης διασποράς. Η παρουσία διηθηµένων από 

καρκινικά κύτταρα µασχαλιαίων λεµφαδένων κατά τη διάγνωση, 

αποτελεί τον πιο σηµαντικό δυσµενή προγνωστικό παράγοντα που 

σηµατοδοτεί το πρώτο βήµα στην ανάπτυξη συστηµατικής νόσου2. 

Εντούτοις, το 30% περίπου των γυναικών χωρίς διήθηση 

µασχαλιαίων λεµφαδένων στο αρχικό χειρουργείο θα αναπτύξει 

µεταστατική νόσο και θα πεθάνει από αυτή εντός των πρώτων 5-

10 χρόνων από τη διάγνωση, ενώ το 10-20% αυτών µε εξαρχής 

αποµακρυσµένες µεταστάσεις έχει αρνητικούς µασχαλιαίους 

λεµφαδένες3,4. Η υποτροπή εποµένως σε αποµακρυσµένες θέσεις 

µπορεί να πραγµατοποιηθεί ακόµη και απουσία διήθησης των 

µασχαλιαίων λεµφαδένων, γεγονός που υποδηλώνει τη σηµασία 

της αιµατογενούς διασποράς των καρκινικών κυττάρων στη 

διαδικασία αυτή. 

 

 

3. Ελάχιστη υπολειπόµενη νόσος (Minimal Residual 

Disease, MRD) 

 

 Το καθιερωµένο για τη σταδιοποίηση του καρκίνου του 

µαστού σύστηµα ΤΝΜ, δεν µπορεί µε ακρίβεια να διακρίνει την 

υποοµάδα εκείνη των γυναικών µε µικρούς όγκους και αρνητικούς 
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µασχαλιαίους λεµφαδένες οι οποίες υποτροπιάζουν και πεθαίνουν 

από τον καρκίνο του µαστού5. Γι’ αυτό πολλοί ερευνητές υπέθεσαν 

ότι η ανίχνευση «µικροµεταστάσεων»  στο µυελό των οστών ή στο 

περιφερικό αίµα των ασθενών µπορεί να βελτιώσει την 

πληροφορία που παίρνουµε από το ΤΝΜ σύστηµα σχετικά µε την 

πρόγνωση. Επιπλέον, στον πρώιµο καρκίνο του µαστού, τα 

ανιχνεύσιµα µικροµεταστατικά κύτταρα αµέσως µετά τη 

χειρουργική εξαίρεση του όγκου αποτελούν στόχο της 

συµπληρωµατικής θεραπείας. Κατά συνέπεια, η παρακολούθηση 

αυτών των κυττάρων θα µπορούσε να παρέχει τη δυνατότητα 

εκτίµησης της ανταπόκρισης της ασθενούς στη θεραπεία. Ωστόσο, 

η µελέτη της µικροµεταστατικής νόσου παραµένει σε ερευνητικό 

επίπεδο, χωρίς να έχει ακόµη καθιερωθεί στην κλινική πράξη ως 

βασικό εργαλείο για τη διάγνωση του καρκίνου του µαστού, τη 

λήψη θεραπευτικής απόφασης και την παρακολούθηση των 

ασθενών6. 

Σύµφωνα µε τη νέα ταξινόµηση της American Joint Committee 

on Cancer (AJCC) του 2010, η παρουσία κυκλοφορούντων 

καρκινικών κυττάρων στο περιφερικό αίµα (CTCs) και 

διεσπαρµένων καρκινικών κυττάρων (≤ 0.2 mm) στο µυελό των 

οστών (DTCs) ή σε άλλους ιστούς πλην των περιοχικών 

λεµφαδένων (π.χ. ωοθήκες που αφαιρέθηκαν προφυλακτικά) 

ταξινοµείται σε µια νεοσυσταθείσα (Μ) κατηγορία µε τον όρο 

M0(i+). Παρόλα αυτά, µε το δεδοµένο ότι δεν υπάρχει κλινικά ή/και 

απεικονιστικά µεταστατική νόσος, η σταδιοποίηση των ασθενών 

δεν αλλάζει και γίνεται µε βάση τα (Τ) και (Ν).  
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4. Βιολογία της µετάστασης 

 

Η ανάπτυξη µεταστάσεων οφείλεται στη «διασπορά» των 

καρκινικών κυττάρων του πρωτοπαθούς όγκου σε άλλα όργανα. Η 

µελέτη της µικροµεταστατικής νόσου έχει προσφέρει σηµαντικές 

πληροφορίες για την κατανόηση της βιολογίας της µετάστασης. Ο 

Klein και συν.7 έδειξαν ότι τα διεσπαρµένα καρκινικά κύτταρα του 

µυελού των οστών είχαν πιο πρώιµες γενωµικές αλλαγές σε σχέση 

µε τα καρκινικά κύτταρα του πρωτοπαθούς όγκου. Το γεγονός 

αυτό είναι ενδεικτικό ότι η διασπορά των καρκινικών κυττάρων 

είναι πρώιµο φαινόµενο που πιθανότατα συµβαίνει νωρίς κατά τη 

διαδικασία της ογκογένεσης7. Συνεπώς, ακόµη και όταν η 

διάγνωση γίνεται σε πρώιµο στάδιο, ο καρκίνος του µαστού θα 

πρέπει να θεωρείται σε πολλούς ασθενείς ως ήδη συστηµατική 

νόσος. Πρόκειται για µια εξαιρετικά πολύπλοκη διαδικασία 

διαδοχικών βηµάτων που ξεκινά µε την είσοδο των καρκινικών 

κυττάρων στην κυκλοφορία του αίµατος και καταλήγει στον 

πολλαπλασιασµό τους και το σχηµατισµό δευτεροπαθών αποικιών 

σε αποµακρυσµένες θέσεις. Μόνο ένα πολύ µικρό ποσοστό 

(µικρότερο του 0.01%) των κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων 

επιτυγχάνει τελικά αυτό το στόχο, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

διαδικασία της µετάστασης είναι ιδιαίτερα αναποτελεσµατική και 

ευνοεί την επιβίωση µιας µικρής µειοψηφίας καρκινικών 

κυττάρων8. Σύµφωνα µε τα στοιχεία αυτά, η µελέτη των 

διεσπαρµένων/κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων ή, όπως 

αλλιώς ονοµάζεται της µικροµεταστατικής νόσου, παρέχει 

σηµαντικές προγνωστικές πληροφορίες και επιτρέπει το 

χαρακτηρισµό των ασθενών υψηλού κινδύνου για υποτροπή και 

την επιλογή της κατάλληλης θεραπευτικής προσέγγισης9,10. 
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5. Μέθοδοι ανίχνευσης των µικροµεταστατικών κυττάρων 

 

Όπως έχουν δείξει διάφοροι ερευνητές, είναι δυνατή η 

ανίχνευση των µεµονωµένων καρκινικών κυττάρων τόσο στο 

περιφερικό αίµα (κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα – Circulating 

Tumor Cells, CTCs) όσο και στο µυελό των οστών (διεσπαρµένα 

καρκινικά κύτταρα – Disseminated Tumor Cells, DTCs) ασθενών 

µε πρώιµο ή και µεταστατικό καρκίνο του µαστού.  

Η παρουσία των κυττάρων αυτών διαφεύγει των συµβατικών 

ιστοπαθολογοανατοµικών τεχνικών, δηλαδή εξ’ ορισµού δεν είναι 

ανιχνεύσιµα µε την καθιερωµένη χρώση αιµατοξυλίνης-ηωσίνης. 

Συνήθως προηγείται 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).  

Οι µέθοδοι ανίχνευσης των µικροµεταστατικών κυττάρων 

(ανοσοκυτταροχηµεία, ανοσοφθορισµός, κυτταροµετρία ροής) 

βασίζονται  στη χρήση µονοκλωνικών αντισωµάτων κατά µορίων, 

όπως οι κυτταροκερατίνες, τα οποία εκφράζονται στα επιθηλιακής 

προέλευσης καρκινικά κύτταρα αλλά όχι στα µεσεγχυµατικά 

αιµοποιητικά κύτταρα11-13. Η παρουσία των πρωτεϊνών αυτών στο 

περιφερικό αίµα ή/και το µυελό των οστών, αποτελεί ισχυρή 

ένδειξη αιµατογενούς διασποράς επιθηλιακής προέλευσης 

νεοπλασµατικών κυττάρων14. Στην περίπτωση του καρκίνου του 

µαστού, οι κυτταροκερατίνες που έχουν περισσότερο µελετηθεί 

είναι οι CK-8,18,19 ενώ µεγαλύτερη ειδικότητα και ευαισθησία 

φαίνεται να παρουσιάζει η κυτταροκερατίνη-19 (CK-19)15. 
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Μοριακές τεχνικές έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί στη µελέτη της 

µικροµεταστατικής νόσου στο µυελό των οστών, εναλλακτικά της 

ευρύτερα χρησιµοποιούµενης ανοσοκυτταροχηµείας. Οι µέθοδοι 

της PCR και RT-PCR βασίζονται στην ανίχνευση συγκεκριµένων 

αλληλουχιών στα µικροµεταστατικά κύτταρα, σε επίπεδο DNA και 

mRNA αντίστοιχα, που τα διαφοροποιούν από τα αιµοποιητικά 

κύτταρα11-13. ∆ιάφοροι ερευνητές έχουν συγκρίνει διαφορετικές 

µεθόδους ανίχνευσης των µικροµεταστατικών κυττάρων16,17. Οι 

µέθοδοι που βασίζονται στην ανίχνευση νουκλεϊκών οξέων 

θεωρούνται γενικά πιο ευαίσθητες, ενώ η ανοσοκυτταροχηµεία 

προσφέρει το πλεονέκτηµα ότι επιτρέπει την εκτίµηση της 

µορφολογίας των κυττάρων. 

Ανοσοκυτταροχηµικά έχει επιβεβαιωθεί η παρουσία 

καρκινικών κυττάρων στο µυελό των οστών σε ποσοστό 20-30% 

των ασθενών µε πρώιµο καρκίνο του µαστού15.  Η ευαισθησία της 

µεθόδου εκτιµάται σε περίπου 1 καρκινικό κύτταρο ανά 104 έως 

105 φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα18,19. Ο περιορισµός στη 

διαγνωστική αξία της µεθόδου οφείλεται στη διασταυρούµενη 

αντίδραση των χρησιµοποιούµενων µονοκλωνικών αντισωµάτων 

µε τα φυσιολογικά κύτταρα του µυελού20-22.  

Με τη χρήση της PCR, «ενισχύεται» το DNA του δείγµατος, 

παρέχοντας τη δυνατότητα ανίχνευσης ενός εξαιρετικά µικρού 

αριθµού καρκινικών κυττάρων από ένα συνολικό κυτταρικό 

πληθυσµό. Εποµένως, τα ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα 

περιορίζονται και βελτιώνεται η ευαισθησία της µεθόδου. 

Συγκεκριµένα, η RT-PCR έχει τη δυνατότητα ανίχνευσης 1 

καρκινικού κυττάρου ανά 106 µονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού 

αίµατος ή µυελού, δηλαδή ευαισθησία τουλάχιστον 10 φορές 

µεγαλύτερη από αυτή της ανοσοκυτταροχηµείας. Ένα σηµαντικό 
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µειονέκτηµα είναι η µικρή ειδικότητα, λόγω της έλλειψης ειδικών 

για τον κάθε τύπο επιθηλιακού όγκου αλληλουχιών, που περιορίζει 

τη διαγνωστική αξία της µεθόδου12. 

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. Το σύστηµα αυτό επιτρέπει την ανίχνευση και το 

χαρακτηρισµό των CTCs. Μετά από ένα αρχικό στάδιο 

εµπλουτισµού µε τη χρήση σφαιριδίων επικαλυµµένων 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)23. Ως CTC 

χαρακτηρίζεται ένα κύτταρο θετικό για κυτταροκερατίνη και DAPI 

και αρνητικό για το CD45. 

 Έχουν δηµοσιευθεί επίσης µέθοδοι µε τις οποίες 

επιτυγχάνεται ανίχνευση CTCs από ολικό αίµα χωρίς να 

προηγηθεί άλλο στάδιο εµπλουτισµού παρά µόνο λύση 

ερυθρών24,25. Όσον αφορά στον ανοσοφθορισµό, η προτιµώµενη 

µέθοδος ανίχνευσης είναι η αυτοµατοποιηµένη ψηφιακή 

µικροσκοπία (automated digital microscopy, ADM), που όµως είναι 

πολύ αργή στη σάρωση. Έχει δηµοσιευθεί η χρήση της 

τεχνολογίας των οπτικών ινών για τη σάρωση µεγάλων 

επιφανειών (fiber-optic array scanning technology, FAST), η οποία 

εφαρµόζει τεχνικές laser-printing για την επίλυση του προβλήµατος 

ανίχνευσης σπάνιων κυττάρων24. Με τη FAST κυτταροµετρία, 

µπορεί να γίνει διέγερση φθοριζουσών χρωστικών σε 300.000 

κύτταρα ανά δευτερόλεπτο και η εκποµπή φθορισµού συλλέγεται 
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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 ειδικότητα24. Οι ερευνητές προτείνουν τη συνδυασµένη 

χρήση της τεχνολογίας FAST και της ADM για την ανίχνευση 

σπάνιων CTCs σε ασθενείς µε πρώιµο στάδιο καρκίνου24. 

Εκτιµάται ότι σε πρώιµα στάδια καρκίνου, µικροµεταστατικά 

κύτταρα ανευρίσκονται στην κυκλοφορία σε συγκεντρώσεις 1 ανά 

106 έως 107 µονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίµατος26. Αν 

λάβουµε υπόψη µας το κατώτερο όριο ανίχνευσης, χρειαζόµαστε 

ένα δείγµα µε 100 εκατοµµύρια αιµοποιητικά κύτταρα για να 

ανιχνεύσουµε τουλάχιστον 1 CTC µε υψηλή πιθανότητα 

(99,995%). Για την ανάλυση µε ADM ενός τέτοιου δείγµατος, ένας 

κυτταρολόγος θα χρειαζόταν 18 ώρες για να αναλύσει 3000-30000 

εικόνες. Χρησιµοποιώντας όµως την τεχνολογία FAST, µια πρώτη 

σάρωση 100 εκατοµµυρίων κυττάρων καταλήγει σε 1500 εικόνες, 

οι οποίες µετά από επανασάρωση µε ADM µειώνονται σε 300 και 

έτσι ο ίδιος κυτταρολόγος χρειάζεται τελικά µόνο 5 λεπτά 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 

κυττάρων24. 

 Μια άλλη µέθοδος έχει προταθεί για την ανίχνευση 

κυκλοφορούντων επιθηλιακών 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 σηµασµένα µε φθορίζουσες ουσίες25. 
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 Πρόσφατα, ο Nagrath και συν. δηµοσίευσαν την ανάπτυξη 

µιας νέας τεχνικής (“CTC-chip”) ικανής για την αποτελεσµατική 

ανίχνευση και επιλεκτική αποµόνωση ανέπαφων CTCs από ολικό 

αίµα. Η τεχνολογία βασίζεται στην αντίδραση ανάµεσα σε CTCs 

και µικροβοθρία (microposts) επικαλυµµένα µε αντίσωµα έναντι 

του EpCAM κάτω από αυστηρά ελεγχόµενες συνθήκες µικροροής, 

και δεν απαιτεί προηγουµένως σήµανση ή άλλη επεξεργασία των 

δειγµάτων27.  

 Ψευδώς θετικά αποτελέσµατα έχουν παρατηρηθεί 

χρησιµοποιώντας είτε τις µεθόδους που βασίζονται στα νουκλεϊκά 

οξέα είτε αυτές που βασίζονται στα αντισώµατα28. Η επιµόλυνση 

µε γενωµικό DNA κατά τη διάρκεια της αποµόνωσης ολικού RNA, 

η έκτοπη ή παράτυπη (illegitimate) έκφραση ή επαγωγή της 

έκφρασης επιθηλιακών δεικτών CTCs/DTCs σε µονοπύρηνα 

αιµοποιητικά κύτταρα ή λεµφοκύτταρα από κυτταροκίνες και η 

παρουσία ψευδογονιδίων της CK-19 έχουν αναφερθεί ως αίτια για 

τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα, µε τη χρήση των µεθόδων που 

βασίζονται στα νουκλεϊκά οξέα28-32. 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 

προβλήµατα33.  

 Παρόµοιοι περιορισµοί έχουν περιγραφεί µε µεθόδους που 

βασίζονται στη χρήση αντισωµάτων. Πολλά από τα αντισώµατα 

που χρησιµοποιούνται για τη χρώση επιθηλιακών κυττάρων ή 

κυττάρων καρκίνου του µαστού είναι γνωστό ότι περιστασιακά 

βάφουν αιµοποιητικά κύτταρα µε παράτυπη έκφραση 
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κυτταροκερατινών (CK-19) ή MUC1. Μη ειδική χρώση 

πλασµατοκυττάρων µπορεί επίσης να συµβεί εξαιτίας της 

αντίδρασης αλκαλικής φωσφατάσης εναντίον των κ και λ ελαφρών 

αλύσων στην επιφάνεια του κυττάρου. Η βελτιστοποίηση των 

αντισωµάτων και η χρήση των κατάλληλων αρνητικών δειγµάτων 

ελέγχου βοηθούν στην αντιµετώπιση των παραπάνω 

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 

επηρεαστεί από παράγοντες όπως το χρονικό διάστηµα που 

µεσολαβεί από τη λήψη µέχρι την επεξεργασία του δείγµατος, ο 

χρόνος της ανάλυσης και η θερµοκρασία κατά την επεξεργασία, τα 

οποία επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση34. Επιπλέον, 

τροποποίηση της γονιδιακής έκφρασης µπορεί να προκληθεί από 

την επιµόλυνση, την επαφή µε ξένες επιφάνειες ή ακόµη την 

έκθεση σε συστατικά από λυµένα κύτταρα, όπως η αιµοσφαιρίνη. 

Το ενδοκυττάριο RNA µπορεί να αποδοµηθεί κατά την ex vivo 

παραµονή του αίµατος, από ειδικές και µη ειδικές ενδογενείς 

ριβονουκλεάσες34. 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. 

Πιθανολογούν ότι σηµατοδοτικά µονοπάτια που σχετίζονται µε την 

υποξία και το κυτταρικό στρες µπορεί να ενεργοποιούνται στα 

δείγµατα, των οποίων η επεξεργασία καθυστερεί, ενώ σηµαντικοί 

µηχανισµοί, όπως ο κυτταρικός κύκλος, ο πολλαπλασιασµός, η 

µεταγραφική ρύθµιση και η απόπτωση µπορεί να καταστέλλονται 
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στα δείγµατα αυτά34. Αξιοσηµείωτο είναι ότι µεταγραφικές 

αποκρίσεις στο στρες συµβαίνουν µόλις 2 ώρες µετά την 

αιµοληψία34.  

 Κατά την ανίχνευση CTCs στο περιφερικό αίµα, η 

καθυστέρηση επεξεργασίας των δειγµάτων, 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, 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 διαθέσιµα kit στο 

εµπόριο, 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 ηµέρες µετά τη δειγµατοληψία.     

 

6. Προγνωστική αξία των µικροµεταστατικών κυττάρων 

στο µεταστατικό καρκίνο του µαστού 

 

Κατά τη διάρκεια των δύο τελευταίων δεκαετιών, έχουν 

πραγµατοποιηθεί πολλές µελέτες για την εκτίµηση της επίπτωσης 

και της προγνωστικής αξίας των µικροµεταστατικών κυττάρων σε 

ασθενείς τόσο µε πρώιµο όσο και µε µεταστατικό καρκίνο του 

µαστού. 

Στο µεταστατικό καρκίνο του µαστού, η πλειοψηφία των 

µελετών αναφορικά µε την προγνωστική σηµασία των 
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κυκλοφορούντων στο περιφερικό αίµα καρκινικών κυττάρων 

(CTCs) προέρχεται από την οµάδα του Cristofanilli και συν. 

(University of Texas M.D. Anderson Cancer Center) µε τη χρήση 

του CellSearch system. Ως κατώτατο όριο διάκρισης των ασθενών 

σε θετικούς και αρνητικούς ορίσθηκε η παρουσία 5 CTCs/7.5ml 

αίµατος (θετικοί: ≥ 5 CTCs/7.5ml, αρνητικοί < 5 CTCs/7.5ml).  

Σε 177 ασθενείς µε µετρήσιµη νόσο από µεταστατικό καρκίνο 

του µαστού, ο αριθµός των κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων 

πριν την έναρξη θεραπείας αποδείχθηκε ανεξάρτητος 

προγνωστικός παράγοντας για την επιβίωση ελεύθερη υποτροπής 

(PFS) και την ολική επιβίωση (OS)10. Συγκεκριµένα, θετικοί 

ασθενείς µε ≥ 5 CTCs/7.5ml αίµατος είχαν µικρότερη διάµεση PFS 

(2.7 µήνες έναντι 7.0 µήνες, p<0.001) και µικρότερη OS (10.1 

µήνες έναντι >18 µήνες, p<0.001) συγκριτικά µε τους αρνητικούς 

(< 5 CTCs/7.5ml). Η διαφορά µεταξύ των οµάδων διατηρείται και 

στην πρώτη επίσκεψη, 3 εβδοµάδες µετά την έναρξη της 

θεραπείας (PFS 2.1 µήνες έναντι 7.0 µήνες, p<0.001 και OS 8.2 

µήνες έναντι > 18 µήνες, p<0.001). Αξιοσηµείωτο είναι ότι ενώ το 

50% περίπου των ασθενών είχε αυξηµένα CTCs πριν τη θεραπεία, 

µόνο στο 30% αυτών παρέµειναν αυξηµένα στην πρώτη επίσκεψη, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι το 40% περίπου των αρχικά θετικών 

ασθενών ωφελήθηκε από τη θεραπεία10. 

Οι ίδιοι ερευνητές δηµοσίευσαν ανάλυση της υποοµάδας των 

83 από τους 177 ασθενείς, µε πρόσφατα διαγνωσµένο 

µεταστατικό καρκίνο του µαστού που ήταν υποψήφιοι για έναρξη 

θεραπείας πρώτης γραµµής35. Πρόκειται για την υποοµάδα που 

αναµένεται να έχει το µεγαλύτερο όφελος από το σχεδιασµό και 

την αξιολόγηση της θεραπείας µε βάση προγνωστικούς 

παράγοντες. Η ανίχνευση κατά τη διάγνωση και η παραµονή 
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αυξηµένων CTCs 3 µε 4 εβδοµάδες µετά την έναρξη της 

θεραπείας έχει σηµαντική προγνωστική αξία, ιδιαίτερα για τις 

γυναίκες µε αρνητικούς ορµονικούς υποδοχείς που λαµβάνουν 

χηµειοθεραπεία35. Με τη χρήση της συγκεκριµένης τεχνολογίας 

µπορούν να αναγνωρισθούν οι ανθεκτικές στη χηµειοθεραπεία 

ασθενείς που ενδεχόµενα θα ωφεληθούν από την έγκαιρη αλλαγή 

θεραπευτικού χειρισµού.  

Είναι ενδιαφέρον ότι, όταν εκτός των απεικονιστικών 

εξετάσεων υπάρχει διαθέσιµη και η πληροφορία για την ανίχνευση 

των CTCs, οι ασθενείς µπορούν να σταδιοποιηθούν περαιτέρω σε 

υποοµάδες διαφορετικής πρόγνωσης και ενδεχοµένως 

διαφορετικής θεραπευτικής προσέγγισης. Επιπλέον, η 

παρακολούθηση των CTCs µε το CellSearch προτείνεται ως 

ανώτερος δείκτης έκβασης της νόσου συγκριτικά µε τις κλασικές 

απεικονιστικές µεθόδους36. Η πληροφορία από τα CTCs παρέχεται 

πιο πρώιµα, αναπαράγεται ευκολότερα και έχει ισχυρότερη 

προγνωστική αξία για την επιβίωση των ασθενών µε µεταστατικό 

καρκίνο του µαστού. 

Στην ίδια σειρά των 177 ασθενών µε µετρήσιµη νόσο από 

µεταστατικό καρκίνο του µαστού, η ανίχνευση αυξηµένων CTCs σε 

διαφορετικές χρονικές στιγµές κατά τη διάρκεια της θεραπείας 

συσχετίσθηκε µε χειρότερη πρόγνωση, ταχύτερη επιδείνωση της 

νόσου και µικρότερη επιβίωση37. Η εκτίµηση της PFS και OS από 

τους Hayes και συν. έγινε σε 4 διαφορετικές οµάδες ασθενών µε: 

(οµάδα 1) <5 CTCs/7.5ml αίµατος σε όλα τα δείγµατα, (οµάδα 2) ≥ 

5 CTCs στο αρχικό δείγµα πριν τη θεραπεία και < 5 CTCs στο 

τελευταίο, (οµάδα 3) < 5 CTCs στο αρχικό που αυξήθηκαν σε ≥ 5 

CTCs στο τελευταίο δείγµα και (οµάδα 4) ≥ 5 CTCs σε όλα τα 

δείγµατα. Οι ασθενείς της οµάδας 4 είχαν τη χειρότερη πρόγνωση 
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µε τη µικρότερη διάµεση PFS και OS από οποιαδήποτε άλλη 

οµάδα. Η διάµεση PFS στις άλλες οµάδες δεν διέφερε σηµαντικά. 

Αναφορικά µε την ολική επιβίωση, ήταν χειρότερη στην οµάδα 4 

συγκριτικά µε τις υπόλοιπες. Οι ασθενείς της οµάδας 2 που 

µείωσαν τα CTCs < 5 στη διάρκεια της θεραπείας, είχαν παρόµοια 

OS µε αυτή των ασθενών που ποτέ δεν είχαν αυξηµένα CTCs. 

Τέλος, η OS των ασθενών που αύξησαν τα CTCs κατά τη διάρκεια 

της θεραπείας ήταν χειρότερη από αυτούς µε < 5 CTCs αλλά 

καλύτερη από την οµάδα 4 µε συνεχώς ≥ 5 CTCs (σχήµα 1)37.  

Οι Cristofanilli και συν. έδειξαν επίσης ότι η ύπαρξη ≥ 5 

CTCs/7.5ml αίµατος σχετίζεται µε µικρότερη ολική επιβίωση σε 

ασθενείς µε ER-θετικό/HER2-αρνητικό και triple-negative 

µεταστατικό καρκίνο του µαστού, ενώ αποτελεί προγνωστικό 

παράγοντα ανεξάρτητο της έκτασης της νόσου38. 

Σε πολυκεντρική µελέτη όπου συµµετείχαν 3 διαφορετικά και 

ανεξάρτητα ερευνητικά εργαστήρια εκτιµήθηκε η αναλυτική 

ικανότητα και αξιοπιστία του CellSearch στην ανίχνευση των 

κυκλοφορούντων κυττάρων από µεταστατικό καρκίνο του 

µαστού39. Η ασυµφωνία µεταξύ των αποτελεσµάτων ήταν σε 

ποσοστό 21.4%, και αφορούσε σε δείγµατα αίµατος µε µικρό 

αριθµό CTCs. 

 Σε εξέλιξη βρίσκεται προοπτική τυχαιοποιηµένη µελέτη 

φάσης ΙΙΙ (Southwest Oncology Group - SWOG) για την επίδραση 

που έχει στην κλινική έκβαση της νόσου η αλλαγή θεραπευτικού 

σχήµατος ή η διατήρησή του µέχρι κλινικής/απεικονιστικής 

προόδου νόσου, µε κριτήριο την ανίχνευση αυξηµένων CTCs µετά 

από 1 κύκλο χηµειοθεραπείας 1ης γραµµής, σε ασθενείς µε 

µεταστατικό καρκίνο του µαστού (SWOG protocol S0500). 
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7. Προγνωστική αξία των µικροµεταστατικών κυττάρων 

στον πρώιµο καρκίνο του µαστού 

 

Ο δείκτης που περισσότερο έχει µελετηθεί για την ανίχνευση 

της µικροµεταστατικής νόσου είναι η Cytokeratin-19 (CK-19). 

∆ιάφοροι άλλοι δείκτες έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί ανεξάρτητα ή 

σε συνδυασµούς (CK-18, mucin-1, καρκινοεµβρυϊκό αντιγόνο και 

mammaglobin). H CK-19 είναι µια πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού 

που εκφράζεται στα επιθηλιακά αλλά όχι στα µεσεγχυµατικά 

κύτταρα. Το γονίδιο της CK-19 εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 17 

(17q21-q22), αποτελείται 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 CK-

19, το CK-19a(102) και το CK-19b(103) τα οποία εµφανίζουν 

οµολογία µε το γονίδιο της CK-19 κατά 90% και 85%, αντίστοιχα. 

Η CK-19 πρωτεΐνη αποτελείται από 400 αµινοξέα και έχει µοριακό 

βάρος 44098D. Η CK-19 έχει εκτενώς χρησιµοποιηθεί από 

διάφορους ερευνητές για την ανίχνευση καρκινικών κυττάρων 

µαστού σε λεµφαδένες, µυελό των οστών και περιφερικό αίµα. 

 

Α. ∆ιεσπαρµένα καρκινικά κύτταρα (DTCs) 

 

Σ’ ότι αφορά στον πρώιµο καρκίνο του µαστού, η παρουσία 

διεσπαρµένων καρκινικών κυττάρων στο µυελό των οστών 

αποτελεί ανεξάρτητο δυσµενή προγνωστικό παράγοντα και 

σχετίζεται µε στατιστικώς σηµαντικά µεγαλύτερο κίνδυνο 

εµφάνισης αποµακρυσµένων µεταστάσεων, ιδιαίτερα στα οστά, 

αλλά και σε άλλα όργανα. Επίσης, η ύπαρξη µικροµεταστατικής 

νόσου σχετίζεται µε στατιστικά σηµαντική µείωση της συνολικής 
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επιβίωσης20,21,40-45. Σε µελέτη του Braun και συν.40, CK-θετικά 

κύτταρα στο µυελό των οστών βρέθηκαν σε 199 (36%) από τους 

552 συνολικά ασθενείς µε καρκίνο µαστού σταδίου Ι-ΙΙΙ, στη φάση 

της αρχικής εξαίρεσης του πρωτοπαθούς όγκου. Στα τέσσερα 

χρόνια παρακολούθησης, η συνολική επιβίωση των ασθενών 

χωρίς µικροµεταστατική νόσο ήταν 93% έναντι 68% αυτών µε ένα 

ή περισσότερα CK-θετικά κύτταρα στο µυελό των οστών. Η 

συσχέτιση είναι ανεξάρτητη της ύπαρξης ή όχι διηθηµένων 

λεµφαδένων, καθώς και της χορήγησης ή όχι συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας. Συγκεκριµένα, η συνολική επιβίωση των 

ασθενών µε DTCs και αρνητικούς µασχαλιαίους λεµφαδένες είναι 

ανάλογη αυτής των ασθενών µε θετικούς λεµφαδένες, χωρίς 

DTCs. Επιπλέον, η παρουσία DTCs συσχετίσθηκε µε σηµαντικά 

αυξηµένο κίνδυνο αποµακρυσµένης υποτροπής, όχι όµως και 

τοπικής40.   

Τα παραπάνω δεδοµένα επιβεβαιώθηκαν και σε µετα-

ανάλυση 9 µελετών που συµπεριέλαβε 4703 ασθενείς µε καρκίνο 

µαστού σταδίου Ι, ΙΙ και ΙΙΙ46. Η παρουσία DTCs ανιχνεύθηκε σε 

ποσοστό 30.6% των ασθενών, κατά τη διάρκεια της επέµβασης για 

εξαίρεση του πρωτοπαθούς όγκου, και ήταν ανεξάρτητος 

δυσµενής προγνωστικός παράγοντας. Οι ασθενείς αυτές, 

συγκρινόµενες µε τις γυναίκες χωρίς µικροµεταστατικά κύτταρα 

στο µυελό, είχαν όγκους µεγαλύτερης διαµέτρου και υψηλότερου 

βαθµού ιστολογικής κακοήθειας, µεγαλύτερη συχνότητα 

διηθηµένων µασχαλιαίων λεµφαδένων και µεγαλύτερο ποσοστό 

αρνητικών ορµονικών υποδοχέων. Συγκεκριµένα, το ποσοστό 

ανίχνευσης DTCs σε ασθενείς µε Τ3-4 όγκους είναι 72% έναντι 

38% σε ασθενείς µε Τ1-2 όγκους, ενώ DTCs βρέθηκαν στο 55% 
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των ασθενών µε θετικούς λεµφαδένες έναντι 31% των ασθενών µε 

αρνητικούς λεµφαδένες46.  

Στο διάµεσο διάστηµα παρακολούθησης των ασθενών που 

ήταν 62 µήνες, 1192 ασθενείς (ποσοστό 25.3%) υποτροπίασαν 

ενώ το 75% των θανάτων προήλθε από καρκίνο του µαστού.   

Τόσο η ελεύθερη νόσου και αποµακρυσµένων µεταστάσεων 

επιβίωση όσο και η συνολική επιβίωση ήταν σηµαντικά βραχύτερα 

στους ασθενείς µε µικροµεταστατική νόσο. Στην πολυπαραγοντική 

ανάλυση, η παρουσία DTCs αποτέλεσε ανεξάρτητο δυσµενή 

προγνωστικό παράγοντα της επιβίωσης46.   

Αξιοσηµείωτο είναι ότι για την υποοµάδα των 1036 ασθενών 

χαµηλού κινδύνου, µε όγκους µέχρι 2 cm και αρνητικούς 

λεµφαδένες (pT1N0), η παρουσία DTCs σχετίσθηκε µε αυξηµένο 

κίνδυνο αποµακρυσµένων µεταστάσεων και θανάτου κατά τη 

διάρκεια των 5 πρώτων ετών. Επίσης, οι 807 ασθενείς της 

υποοµάδας αυτής µε αρνητική µικροµεταστατική νόσο που δεν 

έλαβαν συστηµατική συµπληρωµατική θεραπεία, είχαν ένα 

ποσοστό 5-ετούς επιβίωσης της τάξεως του 94%46.  

Σύµφωνα µε µελέτες που δηµοσιεύθηκαν το 1989, 

επιβεβαιώθηκε το όφελος της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας 

στην ελεύθερη νόσου επιβίωση ασθενών µε αρνητικούς 

µασχαλιαίους λεµφαδένες47-50. Παρά ταύτα, και λόγω των 

σοβαρών ανεπιθύµητων ενεργειών των φαρµάκων, επιβάλλεται η 

καθιέρωση συγκεκριµένων κριτηρίων για τη διάκριση των ασθενών 

µε αρνητικούς λεµφαδένες που δυνητικά ωφελούνται από τη 

συµπληρωµατική χηµειοθεραπεία. Η παρουσία DTCs θα 

µπορούσε να αποτελέσει κριτήριο επιλογής των υποψήφιων για 

συµπληρωµατική θεραπεία pT1N0 ασθενών. Ωστόσο, τα 

υπάρχοντα δεδοµένα δεν είναι επαρκή για να συµπεριληφθεί στις 
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κατευθυντήριες οδηγίες του ASCO6. Η πλειοψηφία των µελετών 

δεν έχει την απαιτούµενη στατιστική ισχύ, λόγω του µικρού 

αριθµού ασθενών και του περιορισµένου χρόνου 

παρακολούθησης. ∆ύο µόνο µελέτες, δηµοσίευσαν δεδοµένα 

ασθενών µε πρώιµο καρκίνο του µαστού και ανιχνεύσιµα DTCs για 

διάστηµα παρακολούθησης µεγαλύτερο των 5 ετών51,52.  

Ο Janni και συν.51 µελέτησαν την προγνωστική αξία της 

παρουσίας µεµονωµένων καρκινικών κυττάρων στο µυελό 

ασθενών µετά την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής θεραπείας. 

Η ανίχνευση DTCs κατά το διάστηµα παρακολούθησης των 

ασθενών, ήταν προγνωστικός παράγοντας για αυξηµένο κίνδυνο 

υποτροπής και θανάτου. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν 

προγενέστερη µελέτη των Wiedswang και συν.52 σε 356 ασθενείς 

µε ανιχνεύσιµα DTCs 3 χρόνια µετά την αρχική διάγνωση. Μετά 

από διάµεσο διάστηµα παρακολούθησης 66 µηνών, η παρουσία 

DTCs ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για µειωµένη 

DFS και OS52.  

 

Β. Κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα (CTCs) 

 

 Η συστηµατική παρακολούθηση των CTCs πριν, κατά τη 

διάρκεια και µετά την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής 

θεραπείας στον καρκίνο του µαστού, θα µπορούσε να αποτελέσει 

δείκτη για την έγκαιρη διάγνωση της ανθεκτικής νόσου και την 

επιλογή της αποτελεσµατικότερης θεραπευτικής στρατηγικής. 
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Β1. Προγνωστική αξία των CTCs πριν τη συµπληρωµατική 

χηµειοθεραπεία  

 Η Stathopoulou et al δηµοσίευσαν για πρώτη φορά σχετικά 

µε την προγνωστική σηµασία της ανίχνευσης CTCs στο αίµα 

γυναικών µε πρώιµο καρκίνο του µαστού πριν από τη 

συµπληρωµατική θεραπεία53. Σε 148 ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο 

του µαστού (σταδίου Ι και ΙΙ) ανιχνεύθηκε το CK19mRNA στο αίµα 

µε τη µέθοδο της nested RT-PCR. Το ποσοστό των ασθενών µε 

CK19mRNA-θετικά κύτταρα ήταν 29.7% (44 ασθενείς), ενώ δεν 

υπήρχε συσχέτιση της ανίχνευσης CTCs µε το στάδιο, το µέγεθος 

και το βαθµό κακοήθειας του όγκου, τον αριθµό των διηθηµένων 

µασχαλιαίων λεµφαδένων, ή τους ορµονικούς υποδοχείς. Μετά 

από 28 µήνες διάµεσης παρακολούθησης, 19 ασθενείς (12.8%) 

είχαν υποτροπή και 8 (5.4%) πέθαναν από τη νόσο. Επίσης, οι 

CTC-θετικές ασθενείς είχαν φτωχότερη PFS (p=0.0007) και OS 

(p=0.01) από τις CTC-αρνητικές. Στην πολυπαραγοντική ανάλυση, 

η ανίχνευση CTCs ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας 

για αυξηµένο κίνδυνο υποτροπής και θανάτου53.  

 Η ίδια οµάδα ερευνητών ανέπτυξε µια real-time RT-PCR για 

τον ποσοτικό προσδιορισµό των CK19mRNA µεταγράφων54. Η 

µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε από τον Ignatiadis et al για την 

ανίχνευση CTCs σε µια µεγαλύτερη σειρά 444 γυναικών µε 

καρκίνο µαστού σταδίου Ι-ΙΙΙ πριν τη χορήγηση συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας55. Τα αποτελέσµατα επιβεβαίωσαν το βραχύτερο 

DFS και OS (p<0.001) των CTC-θετικών ασθενών (ποσοστό 

40.8%).   

 

Β2. Προγνωστική αξία των CTCs µετά τη συµπληρωµατική 

χηµειοθεραπεία 
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 Η πρώτη αναφορά στην προγνωστική σηµασία των CTCs 

µετά την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας 

έγινε από τον Xenidis et al56. Με τη χρήση της nested RT-PCR, 

έδειξαν ότι ασθενείς µε CK19mRNA θετικά κύτταρα και λιγότερους 

από 4 διηθηµένους µασχαλιαίους λεµφαδένες είχαν αυξηµένο 

κίνδυνο υποτροπής και βραχύτερο DFS56. 

 Πρόσφατα, οι ίδιοι ερευνητές επιβεβαίωσαν τα παραπάνω 

αποτελέσµατα σε µια µεγαλύτερη σειρά ασθενών, εκτιµώντας 

ταυτόχρονα την ανταπόκριση των CTCs στη συµπληρωµατική 

χηµειοθεραπεία57. ∆είγµα αίµατος από 437 ασθενείς µε πρώιµο 

καρκίνο του µαστού ελήφθη πριν τη χορήγηση και µετά την 

ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας. 179 

ασθενείς (41%) ήταν αρχικά CTC-θετικές και οι µισές ασθενείς 

(51%) αρνητικοποίησαν τα CTCs µετά τη θεραπεία. Αξιοσηµείωτο 

είναι ότι, 22% των ασθενών µε αρχικά µη ανιχνεύσιµα CTCs έγιναν 

θετικές για ανίχνευση CTCs παρά τη χορήγηση της θεραπείας. Το 

γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι συχνά τα CTCs είναι ανθεκτικά στην 

καθιερωµένη συµπληρωµατική χηµειοθεραπεία. Σηµαντικά 

βραχύτερο DFS και OS αναφέρθηκε για τις CTC-θετικές ασθενείς 

µετά τη χηµειοθεραπεία, ενώ η ανίχνευση CK19mRNA θετικών 

κυττάρων πριν και µετά τη θεραπεία σχετίσθηκε µε χειρότερη 

κλινική έκβαση και ήταν ανεξάρτητος δυσµενής προγνωστικός 

παράγοντας για DFS και OS στην πολυπαραγοντική ανάλυση. 

Επίσης, η ανίχνευση CTCs µετά την ολοκλήρωση της 

συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας αποτελεί ανεξάρτητο 

παράγοντα κινδύνου, ενδεικτικό της ύπαρξης χηµειο-ανθεκτικής 

υπολειπόµενης νόσου57. 
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Β3. Προγνωστική αξία των CTCs σε πρώιµο καρκίνο µαστού 

µε αρνητικούς λεµφαδένες  

 

 Περίπου 30% των ασθενών µε πρώιµο καρκίνο του µαστού 

και αρνητικούς λεµφαδένες θα υποτροπιάσει µε αποµακρυσµένες 

µεταστάσεις και θα πεθάνει από αυτό58. Οι Xenidis et al  

µελέτησαν την προγνωστική αξία των CTCs σε 167 τέτοιες 

ασθενείς59. CK19-θετικά κύτταρα ανιχνεύθηκαν µε τη µέθοδο της 

real-time RT-PCR σε ποσοστό 21.6% των ασθενών. ∆εν υπήρχε 

συσχέτιση της ανίχνευσης CTCs µε άλλους γνωστούς 

προγνωστικούς παράγοντες· µόνο ασθενείς µε HER2-θετικούς 

όγκους (score 2+ ή 3+ µε ανοσοϊστοχηµεία) είχαν συχνότερα 

ανιχνεύσιµα CTCs σε σχέση µε ασθενείς µε HER2-αρνητικούς 

όγκους (p=0.033). Στην πολυπαραγοντική ανάλυση, η ανίχνευση 

CTCs σχετίσθηκε µε πρώιµη αποµακρυσµένη υποτροπή και 

θάνατο λόγω νόσου59. Τα αποτελέσµατα είναι ενδεικτικά ότι η 

αιµατογενής διασπορά καρκινικών κυττάρων συµβαίνει πρώιµα 

στην πορεία της νόσου και προηγείται της λεµφογενούς 

διασποράς.   

 

Β4. Προγνωστική αξία των CTCs κατά τη διάρκεια της 

συµπληρωµατικής ορµονοθεραπείας  

 

 Ο Xenidis et al µελέτησαν την κλινική σηµασία της 

ανίχνευσης CTCs σε 119 γυναίκες µε HR-θετικούς όγκους που 

έλαβαν συµπληρωµατική θεραπεία µε ταµοξιφαίνη, 

χρησιµοποιώντας τη real-time RT-PCR60. Συνολικά, 22 ασθενείς 

(18.5%) ήταν CTC-θετικές µετά την ολοκλήρωση της 

συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας και πριν την έναρξη της 
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ταµοξιφαίνης. Η πλειοψηφία αυτών (68.2%) ήταν επίσης 

ανθεκτικές στην ταµοξιφαίνη (12.6% των 119 γυναικών παρέµειναν 

CTC-θετικές), ενώ 68 ασθενείς (57.1%) παρέµειναν συνεχώς CTC-

αρνητικές σ’ όλο το διάστηµα της παρακολούθησης. Η αποτυχία 

της ταµοξιφαίνης να εξαλείψει τα κυκλοφορούντα καρκινικά 

κύτταρα ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για 

µειωµένη DFS και OS60.  

 ∆εδοµένης της ύπαρξης των αναστολέων αρωµατάσης ως 

εναλλακτικής της ταµοξιφαίνης ορµονοθεραπείας για τις 

µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες, ασθενείς που παραµένουν CTC-

θετικές κατά τη λήψη ταµοξιφαίνης θα µπορούσαν να αλλάξουν σε 

αναστολέα αρωµατάσης.  

 

Β5. Προγνωστική αξία των CTCs σε µοριακούς υποτύπους 

του πρώιµου καρκίνου του µαστού 

 

 Στην πραγµατικότητα, ο καρκίνος του µαστού δεν είναι µία 

νόσος µε διαφορετικά µορφολογικά χαρακτηριστικά, αλλά µια 

οµάδα µοριακά ετερογενών νεοπλασιών61. Τέσσερα κύρια µοριακά 

πορτραίτα καρκίνου του µαστού έχουν αναγνωριστεί µε βάση το 

προφίλ γονιδιακής έκφρασης62. Ο basal-like τύπος (αντιστοιχεί 

κυρίως στους ER, PR και HER2-αρνητικούς όγκους, δηλ. τους 

«τριπλά αρνητικούς»), ο luminal-A (ER-θετικοί, χαµηλού βαθµού 

κακοήθειας), ο luminal-B (ER-θετικοί αλλά µε χαµηλή έκφραση 

ορµονικών υποδοχέων, υψηλού βαθµού ιστολογικής κακοήθειας) 

και ο HER2-θετικός, όγκοι µε υπερέκφραση του Her2 γονιδίου. 

 Εκτός των διαφορών στο προφίλ γονιδιακής έκφρασης, οι 

ER-αρνητικοί και ER-θετικοί όγκοι διαφέρουν τόσο στην 

ανταπόκρισή τους στη θεραπεία όσο και στη βιολογική τους 
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συµπεριφορά58. Σύµφωνα µε την τελευταία µετα-ανάλυση του 

2000 από το Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group 

(EBCTCG) που δηµοσιεύτηκε το 2005, γυναίκες µε ER-αρνητικό 

πρώιµο καρκίνο του µαστού υποτροπιάζουν συχνότερα στη 

διάρκεια των 5 πρώτων χρόνων από τη διάγνωση σε σχέση µε τις 

ER-θετικές γυναίκες. Επιπλέον, γυναίκες µε ER-θετικούς όγκους 

συχνά υποτροπιάζουν µετά από 5-15 χρόνια58.  

 Οι Ignatiadis et al δηµοσίευσαν την πρώτη µελέτη για την 

προγνωστική αξία των CTCs στους διαφορετικούς υποτύπους του 

πρώιµου καρκίνου του µαστού55. Συνολικά 444 ασθενείς 

ελέγχθηκαν για CK19mRNA-θετικά κύτταρα µε real-time RT-PCR 

πριν την έναρξη της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας και 181 

(40.8%) ήταν CTC-θετικές. Αναλυτικά, CTCs ανιχνεύθηκαν σε 109 

(41.9%) από 260 ER-θετικές ασθενείς, 71 (40.6%) από 175 ER-

αρνητικές, 27 (35%) από 77 «τριπλά αρνητικές», 35 (39.8%) από 

88 HER2-θετικές ασθενείς και 82 (44.1%) από 186 ασθενείς µε 

ER-θετικούς/HER2-αρνητικούς όγκους. Μετά από διάµεσο 

διάστηµα παρακολούθησης 53.5 µηνών, η ανίχνευση CTCs 

σχετίσθηκε µε µειωµένη DFS και OS στο σύνολο των ασθενών. 

Ωστόσο, στην ανάλυση των υποοµάδων, η παρουσία CTCs ήταν 

δυσµενής προγνωστικός παράγοντας στις ER-αρνητικές αλλά όχι 

και στις ER-θετικές γυναίκες, παρά το παρόµοιο ποσοστό 

ασθενών µε κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα στις 2 υποοµάδες. 

Επιπλέον, η παρουσία CTCs σχετίσθηκε µε µειωµένη DFS και OS 

στις «τριπλά αρνητικές» και τις HER2-θετικές, αλλά όχι στις ER-

θετικές/HER2-αρνητικές γυναίκες. Στην πολυπαραγοντική 

ανάλυση, η αλληλεπίδραση µεταξύ CTCs και ER υποδοχέων ήταν 

ο ισχυρότερος ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για 

µειωµένη DFS και OS55.  
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Η µελέτη έδειξε για πρώτη φορά τη διαφορετική 

προγνωστική σηµασία της ανίχνευσης CTCs στους διαφορετικούς 

µοριακούς υποτύπους του πρώιµου καρκίνου του µαστού55. Θα 

ήταν ενδιαφέρον, εποµένως, να µελετηθεί προοπτικά ο 

συνδυασµός ανάλυσης του γονιδιακού προφίλ του πρωτοπαθούς 

όγκου και ανίχνευσης µικροµεταστατικών κυττάρων, µε σκοπό την 

βελτίωση της πρόγνωσης στον πρώιµο καρκίνο του µαστού.  

Στην ίδια µελέτη55, κατά τη διάρκεια της 5-ετούς 

παρακολούθησης, ασθενείς µε ER-αρνητικούς όγκους 

υποτροπίασαν συχνότερα σε σχέση µε τις ER-θετικές ασθενείς 

(28% έναντι 16.5%, p=0.004), γεγονός που συµφωνεί µε τα 

αποτελέσµατα της EBCTCG µετα-ανάλυσης. Εποµένως, τα CTCs 

σχετίσθηκαν µε την «πρώιµη» ανάπτυξη µεταστάσεων στα 5 

πρώτα χρόνια από τη διάγνωση, στους ER-αρνητικούς αλλά όχι 

και στους ER-θετικούς όγκους. Πιθανά το γεγονός ότι οι ER-

αρνητικές ασθενείς λαµβάνουν µόνο χηµειοθεραπεία ενώ οι ER-

θετικές λαµβάνουν και ορµονοθεραπεία µε σκοπό την εξάλειψη 

των µικροµεταστατικών κυττάρων, να είναι µια εξήγηση. Πράγµατι, 

οι καµπύλες επιβίωσης στις ER-θετικές γυναίκες τείνουν να 

διαφοροποιηθούν µετά τα 5 χρόνια που διακόπτουν την 

ορµονοθεραπεία. Συνεπώς, η παρουσία CTCs αρχικά στις ER-

θετικές ασθενείς θα µπορούσε να βοηθήσει στη διάκριση εκείνων 

που µπορεί να ωφεληθούν από την παράταση της 

ορµονοθεραπείας και πέραν των 5 ετών.  
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8. Ετερογένεια και χρήση πολλαπλών δεικτών στην 

ανίχνευση CTCs    

 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των µελετών, µόνο το 30% 

των CK19mRNA-θετικών ασθενών θα υποτροπιάσει, ενώ 15% 

των αρνητικών ασθενών επίσης υποτροπιάζει και πεθαίνει από 

καρκίνο του µαστού µετά από διάµεσο διάστηµα παρακολούθησης 

5 ετών55. Σ’ ότι αφορά στους ασθενείς µε ανιχνεύσιµα DTCs ή 

CTCs που δεν υποτροπιάζουν, γεννιέται το ερώτηµα αν τα 

κύτταρα αυτά είναι βιώσιµα ή αποπτωτικά και αν µπορούν να 

πολλαπλασιαστούν. Η ικανότητα πολλαπλασιασµού των DTCs 

από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού και άλλους επιθηλιακούς 

όγκους έχει τεκµηριωθεί δεδοµένου ότι µπορούν να καλλιεργηθούν 

in vitro63. Στην περίπτωση των DTCs του µυελού των οστών, 

πρέπει να ληφθούν υπόψη και οι αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στα 

κύτταρα αυτά και το στρώµα του µυελού που µπορεί να ευνοήσουν 

την ανάπτυξη ή όχι κλινικά εµφανών µεταστάσεων. Αξιοσηµείωτο 

είναι ότι, σε µία µελέτη τα CTCs εξέφραζαν δείκτες που 

υποδηλώνουν ότι είναι περισσότερο επιρρεπή στην απόπτωση και 

τον κυτταρικό θάνατο από τα DTCs64. Επιπλέον, η Kallergi et al 

έδειξαν ότι µεµονωµένα CTCs παρουσιάζουν αυξηµένη έκφραση 

ενεργοποιηµένων κινασών, οι οποίες ρυθµίζουν 

«µεταναστευτικούς» µηχανισµούς, γεγονός που ενισχύει την 

υπόθεση της µεταστατικής ικανότητας των κυττάρων αυτών65. 

 Σ’ ότι αφορά στους DTCs ή CTCs-αρνητικούς ασθενείς που 

υποτροπιάζουν, αυτό µπορεί να οφείλεται είτε σε πρόβληµα κατά 

τη λήψη του δείγµατος ή µπορεί να αποδοθεί στην µη 

ικανοποιητική ευαισθησία των κυτταροκερατινών ως δείκτη για την 

ανίχνευση µικροµεταστατικών κυττάρων. Πράγµατι, η διασπορά 
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των καρκινικών κυττάρων έχει συσχετισθεί µε την απώλεια των 

επιθηλιακών δεικτών66.  

 Μελέτες έχουν δείξει ότι ο καρκίνος του µαστού είναι µια 

γενετικά ετερογενής νόσος62,67. Επίσης, DTCs προερχόµενα από 

ένα συγκεκριµένο ασθενή µε καρκίνο του µαστού χωρίς κλινικά 

εµφανή µετάσταση (στάδιο Μ0), είναι γενετικά ετερογενή68 ενώ µε 

την κλινική εµφάνιση µεταστάσεων η ετερογένεια αυτή ελαττώνεται 

σηµαντικά69. Στη µελέτη του Pantel et al70, αντισώµατα εναντίον 

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 

προκύπτει, τα DTCs εκφράζουν σε ποσοστό έως 10% αντιγόνα 

που σχετίζονται µε τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, σε ποσοστό 

35% το HLA-class 1 (Human leukocyte antigen-class 1), σε 

ποσοστό 70% το αντιγόνο ERBB2 και το uPAR (urokinase-type 

plasminogen activator receptor)70. 

 Σε µια προσπάθεια να αυξηθεί η ευαισθησία ανίχνευσης των 

CTCs και να αναγνωρισθούν υποπληθυσµοί CTCs µε επιθετική 

βιολογική συµπεριφορά και ιδιαίτερη προγνωστική αξία, έχουν 

χρησιµοποιηθεί εκτός της CK19 και άλλοι δείκτες, όπως οι mucins, 

mammaglobin-A(MGB1), maspin, καρκινοεµβρϋικό αντιγόνο 

(CEA), HER2, EGFRvIII, cathepsin D, survivin18,71-73.  

 Οι Ignatiadis et al74 µελέτησαν την προγνωστική σηµασία της 

ανάλυσης τριών δεικτών µικροµεταστατικής νόσου (CK19, 

mammaglobin-A και HER2) στο αίµα 175 γυναικών µε καρκίνο 

µαστού σταδίου Ι-ΙΙΙ πριν την έναρξη συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας. Η ανάλυση έγινε µε real-time (CK19) και nested 

(MGB1και HER2) RT-PCR. Ασθενείς µε CK19mRNA-θετικά και 
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MGB1mRNA-θετικά κύτταρα είχαν τη χειρότερη OS, ενώ ασθενείς 

µε HER2mRNA-θετικά κύτταρα είχαν βραχύτερο DFS. Στην 

πολυπαραγοντική ανάλυση, η ανίχνευση CK19mRNA-θετικών και 

MGB1mRNA-θετικών κυττάρων και το ER-αρνητικό status του 

όγκου ήταν ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες µικρότερου 

DFS74. 

 

9. CTCs µε φαινότυπο βλαστικών κυττάρων 

 

 Σύµφωνα µε πρόσφατα δεδοµένα, οι όγκοι αναπτύσσονται 

µε αφετηρία ένα µικρό υποπληθυσµό καρκινικών κυττάρων, τα 

καρκινικά βλαστικά κύτταρα. Με την ίδια λογική, υποθέτουµε ότι τα 

ικανά κύτταρα να δώσουν µεταστάσεις είναι διεσπαρµένα βλαστικά 

κύτταρα από τον πρωτοπαθή όγκο75. Συγκεκριµένα, τα καρκινικά 

κύτταρα του µαστού µε ιδιότητες βλαστικών κυττάρων έχουν 

ταυτοποιηθεί µε τον CD44+CD24-/low φαινότυπο76.  

 Ο Balic et al χρησιµοποίησαν ανοσοϊστοχηµεία τριπλής 

χρώσης για να ανιχνεύσουν την παρουσία κυττάρων µε τον 

CD44+CD24-/low φαινότυπο σε 50 δείγµατα µυελού των οστών 

ασθενών µε πρώιµο καρκίνο του µαστού78. Ο ανωτέρω 

φαινότυπος ανιχνεύθηκε σε όλα τα CK-θετικά δείγµατα, ενώ σε 

άλλη µελέτη77 η παρουσία των συγκεκριµένων κυττάρων 

σχετίσθηκε µε την ανάπτυξη αποµακρυσµένων µεταστάσεων. 

Πρόσφατα έχει περιγραφεί η αυξηµένη δραστηριότητα της 

aldehyde dehydrogenase (ALDH 1)1 ως δείκτης αναγνώρισης των 

βλαστικών κυττάρων καρκίνου µαστού79.  

 Οι Theodoropoulos et al80 ανακοίνωσαν πρόσφατα την 

ανίχνευση ενός υποπληθυσµού CTCs µε φαινοτύπους βλαστικών 

κυττάρων (CD44+CD24-/low και ALDH1high/CD24-/low) σε δείγµατα 
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αίµατος 30 ασθενών µε µεταστατικό καρκίνο του µαστού. 

Συνολικά, 1439 CTCs ανιχνεύθηκαν σε 20 (66.7%) από τις 30 

γυναίκες, ενώ 16 (80%) από τις 20 ήταν θετικές για CD44+CD24-  

/low CTCs. Το ποσοστό των CD44+CD24-/low κυττάρων στο συνολικό 

πληθυσµό των CTCs που ανιχνεύθηκαν ήταν 35.2%. Παροµοίως, 

ποσοστό 17.7% των CTCs από 7 ασθενείς που αναλύθηκαν είχαν 

τον ALDH1high/CD24-/low φαινότυπο. Παρόλα αυτά, η ετερογένεια 

του υπό µελέτη πληθυσµού (διαφορετικά σχήµατα 

χηµειοθεραπείας για µεταστατική νόσο), δεν επιτρέπει την κλινική 

συσχέτιση των αποτελεσµάτων80.  

 Επιπλέον µελέτες απαιτούνται για το συσχετισµό της 

παρουσίας CTCs µε φαινότυπο βλαστικών κυττάρων και της 

κλινικής έκβασης ασθενών µε καρκίνο του µαστού. Απώτερος 

σκοπός είναι η ανεύρεση πιθανών θεραπευτικών στόχων για την 

αποτελεσµατική εξάλειψη των κυττάρων αυτών.  

 

10. ∆ράση της χηµειοθεραπείας/ορµονοθεραπείας στα 

DTCs/ CTCs 

 

 ∆ιάφοροι ερευνητές έχουν δείξει ότι τα µικροµεταστατικά 

κύτταρα είναι ανθεκτικά στη χηµειοθεραπεία, πιθανώς λόγω της 

ελαττωµένης ικανότητάς τους για πολλαπλασιασµό.  

 Ο Braun και συν.81 από το 2000 επισήµαναν την ανάγκη 

ανεύρεσης προβλεπτικών δεικτών για τη δράση της 

συµπληρωµατικής θεραπείας σε ασθενείς µε συµπαγείς όγκους 

και µελέτησαν την ανταπόκριση των DTCs στη χηµειοθεραπεία σε 

59 ασθενείς µε προχωρηµένο καρκίνο του µαστού. Από τους 59 

ασθενείς, 29 (49.2%)  είχαν CK-θετικά κύτταρα στο µυελό των 

οστών πριν την έναρξη της χηµειοθεραπείας. Μετά τη 
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χηµειοθεραπεία, λιγότεροι από το 50% των αρχικά CK-θετικών 

ασθενών (14 στους 29, ποσοστό 48.3%) ήταν αρνητικοί, ενώ 11 

(36.7%) από τους 30 προηγούµενα CK-αρνητικούς είχαν 

θετικοποιηθεί. Στην πολυπαραγοντική ανάλυση, η παρουσία DTCs 

µετά τη χηµειοθεραπεία ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός 

παράγοντας για µειωµένη OS81. Οι ερευνητές καταλήγουν ότι τα 

συνήθως χρησιµοποιούµενα κυτταροτοξικά φάρµακα δεν 

εξαλείφουν πλήρως τα µικροµεταστατικά κύτταρα, γεγονός που 

σχετίζεται µε χειρότερη πρόγνωση.  

Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι λίγα µόνο από τα κύτταρα αυτά 

είναι σε φάση πολλαπλασιασµού, ενώ στην πλειοψηφία τους 

βρίσκονται στη φάση G0 του κυτταρικού κύκλου. Αυτό 

επιβεβαιώνεται από τους Pantel et al69 που µελέτησαν την 

έκφραση δεικτών κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Ki-67 και p120) 

και του ογκογονιδίου ErbB2 στα µικροµεταστατικά κύτταρα. 

Συγκεκριµένα, έκφραση Ki-67 ή p120 στα µικροµεταστατικά 

κύτταρα παρατηρήθηκε µόνο σε 11 (15.9%) από τους 69 ασθενείς 

µε καρκίνο που µελετήθηκαν. Αντίθετα, η υπερέκφραση του ErbB2 

πρωτο-ογκογονιδίου φαίνεται να είναι ιδιαίτερα συχνή στα κύτταρα 

αυτά (67.6% των ασθενών µε καρκίνο του µαστού), γεγονός 

ενδεικτικό «επιλογής» συγκεκριµένων κυττάρων νωρίς κατά τη 

διαδικασία της µετάστασης69.  

Τα ίδια συµπεράσµατα έχουν επιβεβαιωθεί και από άλλους 

ερευνητές. Οι Becker et al82 συσχέτισαν την ανίχνευση DTCs και 

την ανταπόκριση στην προεγχειρητική θεραπεία ασθενών µε 

πρώιµο καρκίνο του µαστού. 60 (50%) από τους 120 ασθενείς της 

µελέτης είχαν ανιχνεύσιµα DTCs πριν τη χηµειοθεραπεία. Τα 

ποσοστά ανταπόκρισης ήταν 18% για παθολογοανατοµική πλήρη 

ανταπόκριση και 52% για µερική ανταπόκριση. Ωστόσο, 36% των 
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ασθενών στην οµάδα της πλήρους ανταπόκρισης και 48% στην 

οµάδα της µερικής ανταπόκρισης, ήταν DTC-θετικοί µετά τη 

χηµειοθεραπεία82.  

Οι Xenidis et al57 µελέτησαν επίσης την ανταπόκριση των 

κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων στη συµπληρωµατική 

χηµειοθεραπεία σε 437 ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού. 

Μόνο το 49% των αρχικά θετικών ασθενών αρνητικοποίησε τα 

CTCs µετά τη θεραπεία, ενώ αξιοσηµείωτο είναι ότι 22% των 

αρχικά CTC-αρνητικών ασθενών έγινε θετικό παρά τη θεραπεία. 

Επίσης, η ίδια οµάδα ερευνητών έδειξε την αντοχή των CTCs και 

στην ορµονική θεραπεία60. Η πλειοψηφία των ασθενών της 

µελέτης (68.2%) που παρέµειναν CTC-θετικές µετά τη 

συµπληρωµατική χηµειοθεραπεία, ήταν ανθεκτικές και στη 

χορήγηση ταµοξιφαίνης. Οι ερευνητές καταλήγουν ότι η συνεχής 

ανίχνευση CK19mRNA-θετικών κυττάρων σε ασθενείς µε 

ορµονοευαίσθητη νόσο κατά τη χορήγηση ταµοξιφαίνης, είναι 

ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας για ελαττωµένη DFS και 

OS60. 

 

11. Στόχευση των µικροµεταστατικών κυττάρων µε 

µονοκλωνικά αντισώµατα  

 

 ∆εδοµένου ότι η χηµειοθεραπεία και ορµονοθεραπεία δεν 

µπορούν να εξαλείψουν τα µικροµεταστατικά κύτταρα, ενώ η 

συνεχής ανίχνευσή τους αποτελεί δυσµενή προγνωστικό 

παράγοντα, ερευνητές επιχείρησαν τη στόχευση των 

µικροµεταστατικών κυττάρων µε ανεξάρτητα του κυτταρικού 

κύκλου µόρια, όπως τα µονοκλωνικά αντισώµατα.  
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 Οι Braun et al83 µελέτησαν τη δράση του µονοκλωνικού 

αντισώµατος 17-1Α (Edrecolomab) στην εξάλειψη των 

EpCAM+/CK+ DTCs στο µυελό των οστών 10 ασθενών µε 

µεταστατικό καρκίνο του µαστού. Το 17-1Α είναι αντίσωµα 

εναντίον του επιθηλιακού µορίου προσκολλήσεως EpCAM. Σε 

όλες τις ασθενείς, µε τη χορήγηση µίας µόνο δόσης 500 mg 

Edrecolomab, παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση στο µέσο αριθµό 

τόσο των CK+ κυττάρων (73 έναντι 15, p=0.003) όσο και των 

EpCAM+/CK+ κυττάρων (17 έναντι 1, p=0.003) ανά 106 κύτταρα 

µυελού. Πλήρης εξάλειψη των EpCAM+ κυττάρων παρατηρήθηκε 

σε 4 ασθενείς83.  

  

 

12. HER-2 

  

 Το ογκογονίδιο HER2 εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 17 

(17q21) και κωδικοποιεί την έκφραση του C-erbB2, µιας 

διαµεµβρανικής γλυκοπρωτεΐνης 185 Kd µε δράση κινάσης της 

τυροσίνης. Η πρωτεΐνη HER2/ErbB2 ανήκει σε µία οικογένεια που 

περιλαµβάνει 4 µέλη (EGFR-1 ή ErbB1, HER2 ή ErbB2, ErbB3 και 

ErbB4). Οι υποδοχείς αυτοί σχηµατίζουν διµερή (οµο- και/ή ετερο-

διµερή) στην κυτταρική µεµβράνη, συνδέονται µε αυξητικούς 

παράγοντες, ενεργοποιούνται και µεταδίδουν τα κυτταρικά 

µηνύµατα84. 

 ∆ιάφοροι ερευνητές µε πρώτο τους Slamon et al έδειξαν ότι 

η υπερέκφραση του HER2 υποδοχέα, που παρατηρείται στο 20-

25% των πρωτοπαθών όγκων καρκίνου του µαστού85, αποτελεί 

ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για µειωµένη επιβίωση86. 

Συγκεκριµένα, ενώ η µέση επιβίωση των ασθενών µε πρώιµο 



 - 37 -

καρκίνο του µαστού και υπερέκφραση του HER-2 είναι 3 χρόνια, η 

µέση επιβίωση αυτών µε φυσιολογικά επίπεδα HER-2 είναι 6-7 

χρόνια87. Εξίσου σηµαντική φαίνεται ότι είναι και η σχέση της 

υπερέκφρασης του HER-2 µε την πτωχή κλινική ανταπόκριση της 

νόσου µετά από συστηµατική θεραπεία  (χηµειοθεραπεία, 

ορµονοθεραπεία), αν και τα δεδοµένα είναι ακόµη 

αλληλοσυγκρουόµενα88-90. Επιπλέον, η ενίσχυση και/ή η 

υπερέκφραση του HER2 γονιδίου είναι προβλεπτικός παράγοντας 

του οφέλους από τη χορήγηση του αντι-HER2 µονοκλωνικού 

αντισώµατος trastuzumab (Herceptin).   

 

13. Έκφραση του HER2 στα DTCs 

 

 Σύµφωνα µε διάφορους ερευνητές, τα διεσπαρµένα 

καρκινικά κύτταρα αποτελούν έναν ετερογενή πληθυσµό, µε 

κάποια από αυτά να έχουν περισσότερο επιθετική συµπεριφορά 

που οδηγεί στη δηµιουργία αποµακρυσµένων µεταστάσεων. Ως 

προγνωστικός δείκτης της βιολογικής συµπεριφοράς και της 

«µεταστατικότητας» των DTCs έχει προταθεί η έκφραση του HER2 

υποδοχέα69. Όπως ήδη έχει αναφερθεί, σε αντίθεση µε τον 

πρωτοπαθή όγκο όπου η υπερέκφραση του HER2 υποδοχέα 

περιορίζεται στο 20-25% των περιπτώσεων, η έκφρασή του στα 

διεσπαρµένα στο µυελό των οστών καρκινικά κύτταρα φτάνει το 

67.6% των ασθενών69. Το γεγονός αυτό δεν έχει µόνο σηµαντική 

προγνωστική αξία για την κλινική έκβαση των ασθενών µε πρώιµο 

καρκίνο του µαστού, αλλά και προβλεπτική αξία για την 

ανταπόκριση στη συµπληρωµατική θεραπεία που στοχεύει τη 

µικροµεταστατική νόσο. Επιπλέον, ο HER2 υποδοχέας αποτελεί 

στόχο βιολογικών θεραπειών, όπως το µονοκλωνικό αντίσωµα 
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trastuzumab, και η έκφρασή του φαίνεται να σχετίζεται µε 

αντίσταση στη χηµειοθεραπεία ασθενών µε καρκίνο του µαστού88-

90. 

 Οι Braun et al δηµοσίευσαν πρώτοι δεδοµένα για την 

προγνωστική αξία της υπερέκφρασης του erbB2 στα διασπαρµένα 

στο µυελό των οστών καρκινικά κύτταρα, 52 ασθενών µε πρώιµο 

καρκίνο του µαστού91. Έκφραση HER2 πρωτεΐνης στα CK18-

θετικά DTCs βρέθηκε σε 31 από τους 52 (60%) ασθενείς, 

ανεξαρτήτως διηθηµένων λεµφαδένων, µεγέθους όγκου, βαθµού 

ιστολογικής διαφοροποίησης ή έκφρασης HER2 στα κύτταρα του 

πρωτοπαθούς όγκου. Μετά από διάµεσο διάστηµα 

παρακολούθησης 64 µηνών, ασθενείς µε HER2-θετικά DTCs 

εµφάνιζαν µεγαλύτερη συχνότητα ανάπτυξης µεταστάσεων σε 

σχέση µε ασθενείς µε HER2-αρνητικά DTCs (21 έναντι 7 

επεισόδια, p=0.032). Στην πολυπαραγοντική ανάλυση, η παρουσία 

HER2-θετικών DTCs ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός 

παράγοντας για αυξηµένο κίνδυνο υποτροπής και µειωµένη ολική 

επιβίωση (OS)91. 

 Oι Solomayer et al92 πήραν 10-20ml µυελού των οστών και 

αφού αποµόνωσαν µονοπύρηνα κύτταρα µε διαβαθµισµένη 

φυγοκέντριση µε Ficoll, χρησιµοποίησαν διπλό ανοσοφθορισµό µε 

αντίσωµα έναντι πανκυτταροκερατίνης και anti-HER2. Ανέφεραν 

HER2-θετικότητα σε 20 από τους 46 ασθενείς µε CK-θετικά 

DTCs92.  

   

14. Έκφραση του HER2 στα CTCs 

 

 Οι Wülfing et al93 πρώτοι µελέτησαν την προγνωστική αξία 

των HER2-θετικών CTCs σε ασθενείς µε καρκίνο µαστού σταδίου 
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Ι-ΙΙΙ. Για την ταυτοποίηση των HER2-θετικών CTCs 

χρησιµοποίησαν 50ml περιφερικού αίµατος ανά ασθενή σε 

συνδυασµό µε διαβαθµισµένη φυγοκέντριση και ανοσοµαγνητικό 

διαχωρισµό και στη συνέχεια διπλή ανοσοϊστοχηµική χρώση µε 

αντίσωµατα έναντι της κυτταροκερατίνης και του HER2. Ένα έως 

οκτώ CTCs ανιχνεύθηκαν στο περιφερικό αίµα των 17 από τους 

35 (48.6%) ασθενών. Η παρουσία HER2-θετικών CTCs 

σχετίσθηκε µε σηµαντικά µειωµένη DFS (p<0.005) και OS (p<0.05) 

σε ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού93.  

 Η Apostolaki et al72 αποµόνωσαν µονοπύρηνα του 

περιφερικού αίµατος µετά από φυγοκέντρηση σε Ficoll και 

χρησιµοποιώντας µία µεθοδολογία nested RT-PCR µελέτησαν την 

παρουσία HER2mRNA-θετικών κυττάρων σε 214 ασθενείς µε 

πρώιµο καρκίνο του µαστού µετά το τέλος της συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας. HER2-θετικά κύτταρα ανιχνεύθηκαν σε ποσοστό 

21% των ασθενών και η παρουσία τους ήταν ανεξάρτητος 

προγνωστικός παράγοντας για ελαττωµένη DFS72. 

 Οι Ignatiadis et al94 έδειξαν ότι η ταυτόχρονη ανίχνευση 

CK19mRNA-θετικών και HER2mRNA-θετικών κυττάρων σε 185 

ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού πριν τη χορήγηση 

συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας ήταν ανεξάρτητος 

προγνωστικός παράγοντας για ελαττωµένη DFS. Συνολικά, 63 

από τους 185 (34%) ασθενείς είχαν ανιχνεύσιµα CK19mRNA-

θετικά κύτταρα και 33 (52.3%) από αυτούς είχαν και ανιχνεύσιµα 

HER2mRNA-θετικά κύτταρα. CK19mRNA+ / HER2mRNA+ 

ασθενείς είχαν σηµαντικά µικρότερη DFS αλλά όχι και OS σε 

σχέση µε τους CK19mRNA+ / HER2mRNA- ασθενείς94.  
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15. Trastuzumab (Herceptin) 

 

To trastuzumab είναι ένα ανθρωποποιηµένο µονοκλωνικό 

αντίσωµα που αντιδρά ανοσολογικά µε τον υποδοχέα HER-2 

(Human Epidermal Growth Factor Receptor-2). Η ανάπτυξη του 

αντισώµατος είναι αποτέλεσµα µακρόχρονης έρευνας σχετικά µε 

τη δράση και το ρόλο του HER-2 στην ανάπτυξη και την 

πρόγνωση του καρκίνου του µαστού85. Ο ακριβής µηχανισµός 

δράσης του trastuzumab δεν είναι πλήρως γνωστός. Από τα έως 

τώρα επιστηµονικά δεδοµένα φαίνεται ότι οι σηµαντικότεροι 

αντινεοπλασµατικοί µηχανισµοί δράσης του είναι ο άµεσος 

ανταγωνισµός του µε παράγοντες ανάπτυξης/ενεργοποίησης του 

δικτύου HER2, επιτάχυνση της ενδοκύττωσης και αποδόµησης 

των υποδοχέων HER2, καταστολή των παραγόντων ανάπτυξης 

του αγγειακού ενδοθηλίου και της νεοαγγείωσης και ενεργοποίηση 

του µηχανισµού καταστροφής των νεοπλασµατικών κυττάρων 

µέσω των φυσικών κυτταροκτόνων κυττάρων (ΝΚ κύτταρα) και της 

εξαρτώµενης από το αντίσωµα κυτταρικής τοξικότητας (ADCC)95. 

 Η αξιολόγηση της έκφρασης και ο ρόλος του HER-2 έχουν 

διερευνηθεί τα τελευταία χρόνια σε πολλές κλινικές µελέτες. 

Μεταξύ των διαθέσιµων µεθόδων οι πιο κοινές είναι η 

ανοσοϊστοχηµική µέθοδος, η οποία αξιολογεί την πρωτεϊνική 

έκφραση, και ο φθορίζων in situ υβριδισµός (FISH), που αξιολογεί 

τη γονιδιακή ενίσχυση. Η σηµερινή πρακτική της χρήσης αυτών 

των µεθόδων είναι ότι σε ασθενείς µε µέτρια ανοσοιστοχηµική 

θετική έκφραση του C-erbB2 (2+) είναι απαραίτητος ο έλεγχος της 

γονιδιακής ενίσχυσης µε τη µέθοδο του FISH96.  

 Η πρωτεΐνη HER2 αποτελεί σηµαντικό θεραπευτικό στόχο 

στον καρκίνο του µαστού97. Σε προκλινικές µελέτες µονοκλωνικά 
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αντισώµατα που αντιδρούν µε το C-erbB2 προκάλεσαν αναστολή 

της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων που εµφάνιζαν 

υπερέκφραση του HER298. Στη συνέχεια, το trastuzumab έδειξε 

ενθαρρυντικά αποτελέσµατα (ανταποκρίσεις 12-27%) σε κλινικές 

µελέτες φάσεως ΙΙ ως µονοθεραπεία σε ασθενείς µε µεταστατικό 

καρκίνο του µαστού (ΜΚΜ) και υπερέκφραση του HER299,100. Τα 

σχετικά χαµηλά ποσοστά ανταποκρίσεων αυτών των µελετών 

αποδόθηκαν αφενός στο γεγονός ότι οι ασθενείς είχαν 

προηγουµένως λάβει πολλές γραµµές χηµειοθεραπείας και 

αφετέρου στην περιορισµένη γνώση που υπήρχε σχετικά µε την 

αξιολόγηση της θετικότητας του HER2. 

 Το εβδοµαδιαίο σχήµα χορήγησης του trastuzumab (αρχική 

δόση εφόδου 4 mg/Kg και στη συνέχεια 2 mg/Kg) καθιερώθηκε στη 

συνέχεια από τυχαιοποιηµένες κλινικές µελέτες. Επιπλέον, 

δεδοµένου ότι το αντίσωµα έχει µεγάλο χρόνο ηµίσειας ζωής, η 

αύξηση της δόσης δεν βρέθηκε να συνοδεύεται και από αύξηση 

της αποτελεσµατικότητάς του101. Κλινικές µελέτες φάσεως ΙΙ 

έδειξαν ότι η χορήγηση του trastuzumab κάθε 3 εβδοµάδες (αρχική 

δόση εφόδου 8 mg/Kg και στη συνέχεια 6 mg/Kg) είχε ως 

αποτέλεσµα ανίχνευση παρόµοιων επιπέδων φαρµάκου στον ορό 

µε την εβδοµαδιαία χορήγηση102. Παρόλο που δεν υπάρχουν 

δεδοµένα από κλινικές µελέτες φάσεως ΙΙΙ που να τα συγκρίνουν, 

τα δύο δοσολογικά σχήµατα χρησιµοποιούνται εξίσου σε κλινικές 

µελέτες και στην κλινική πράξη.  

 Η βασική κλινική µελέτη που καθιέρωσε το συνδυασµό 

trastuzumab και χηµειοθεραπείας ως θεραπεία πρώτης γραµµής 

σε ασθενείς µε µεταστατικό καρκίνο του µαστού, δηµοσιεύθηκε 

από τους Slamon et al103. 469 µη-προθεραπευµένες ασθενείς µε 

IHC HER2-θετικό ΜΚΜ τυχαιοποιήθηκαν να λάβουν µόνο 
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πακλιταξέλη ή το συνδυασµό πακλιταξέλης και trastuzumab. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της µελέτης, η προσθήκη του 

αντισώµατος αύξησε το PFS (4.6 έναντι 7.4 µήνες, p<0.001) και τη 

διάµεση επιβίωση (20.3 έναντι 25.1 µήνες, p=0.046) των 

ασθενών103. Ακολούθησαν κλινικές µελέτες που αξιολόγησαν το 

συνδυασµό του trastuzumab µε διάφορα άλλα χηµειοθεραπευτικά 

φάρµακα που χρησιµοποιούνται στο ΜΚΜ (καπεσιταµπίνη, 

βινορελµπίνη, γεµσιταµπίνη, πλατινούχα), µε ποσοστά 

αντικειµενικών ανταποκρίσεων 24-81%104.  

 Η δραστικότητα του συνδυασµού trastuzumab µε 

πακλιταξέλη αξιολογήθηκε και ως προεγχειρητική θεραπεία σε 40 

ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού και υπερέκφραση του 

HER-2, µε πολύ καλά αποτελέσµατα (ανταπόκριση 75% και 

παθολογοανατοµική πλήρης ανταπόκριση της νόσου 18%)105. 

 Σ’ ότι αφορά στον πρώιµο καρκίνο του µαστού, 4 µεγάλες 

τυχαιοποιηµένες µελέτες έδειξαν ότι η προσθήκη trastuzumab για 

1 έτος στην επικουρική θεραπεία προσφέρει όφελος τόσο στο DFS 

όσο και στο OS, στις γυναίκες µε HER2-θετικούς όγκους106-109. Η 

χορήγηση του trastuzumab στις µελέτες έγινε είτε ως 

µονοθεραπεία108 µετά την ολοκλήρωση της επικουρικής 

χηµειοθεραπείας, είτε σε συνδυασµό µε ταξάνη µετά από 4 

κύκλους σχήµατος ανθρακυκλίνης106,107, είτε σε συνδυασµό µε 

δοσιταξέλη και καρβοπλατίνα σε σχήµα που δεν περιέχει 

ανθρακυκλίνη109. Ανεξαρτήτως ωστόσο του τρόπου χορήγησης, το 

όφελος της προσθήκης του trastuzumab στην επικουρική θεραπεία 

ήταν σηµαντικό µε µείωση του κινδύνου υποτροπής κατά περίπου 

40%. Ο βέλτιστος τρόπος και διάρκεια χορήγησης του 

αντισώµατος µένουν να αποδειχθούν.  
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Η σηµαντικότερη ανεπιθύµητη ενέργεια του trastuzumab 

είναι η καρδιοτοξικότητα, η οποία χαρακτηρίζεται από 

καρδιοµυοπάθεια µε µείωση του κλάσµατος εξωθήσεως της 

αριστερής κοιλίας (LVEF). Ο µηχανισµός της φαίνεται να είναι 

διαφορετικός από την αντίστοιχη καρδιοτοξικότητα των 

ανθρακυκλινών, ενώ θα πρέπει να τονιστεί ότι συνήθως είναι 

αναστρέψιµη110. Στη µελέτη των Slamon et al103, το ποσοστό 

καρδιοτοξικότητας ήταν 27% στις ασθενείς που έλαβαν 

trastuzumab µε ανθρακυκλίνη, 15% σε αυτές που το έλαβαν µε 

πακλιταξέλη και 5% σε ασθενείς που έλαβαν µόνο 

ανθρακυκλίνη103. Αν και δεν υπάρχει καθιερωµένος αλγόριθµος για 

την παρακολούθηση των ασθενών που λαµβάνουν trastuzumab, 

οι περισσότερες κλινικές µελέτες σε ασθενείς µε ΜΚΜ 

περιελάµβαναν µία αρχική µέτρηση του LVEF και στη συνέχεια 

τακτική αξιολόγηση του LVEF κάθε 8-16 εβδοµάδες111,112. 

 Η χρήση του αντισώµατος καθιερώθηκε τελευταία και σε 

άλλα κακοήθη νεοπλάσµατα, όπως ο µεταστατικός καρκίνος του 

στοµάχου.      

   

 

16. Στόχος της διατριβής 

 

 Ο καρκίνος του µαστού είναι ο συχνότερος καρκίνος που 

προσβάλλει τις γυναίκες και η δεύτερη σε συχνότητα αιτία θανάτου 

από καρκίνο, µετά τον καρκίνο του πνεύµονα. Παρά τη σηµαντική 

πρόοδο που έχει γίνει τις τελευταίες δεκαετίες στη διάγνωση και τη 

θεραπευτική αντιµετώπιση της νόσου, ο αριθµός των θανάτων 

από τη νόσο παγκοσµίως ξεπερνά τις 200.000 κάθε χρόνο. 
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Ο καρκίνος του µαστού αποτελεί στην πραγµατικότητα µια 

οµάδα ετερογενών νεοπλασιών µε κύριο χαρακτηριστικό την τάση 

για πρώιµη αιµατογενή διασπορά των καρκινικών κυττάρων. Η 

ανίχνευση µεµονωµένων καρκινικών κυττάρων είναι δυνατή τόσο 

στο περιφερικό αίµα (κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα – 

Circulating Tumor Cells, CTCs) όσο και στο µυελό των οστών 

(διεσπαρµένα καρκινικά κύτταρα – Disseminated Tumor Cells, 

DTCs) ασθενών µε πρώιµο ή και µεταστατικό καρκίνο του µαστού. 

Το ποσοστό των ασθενών που, ενώ κλινικά είναι ελεύθερο 

µεταστάσεων, εντούτοις έχει µικροµεταστατική νόσο κατά τη 

στιγµή της διάγνωσης φτάνει το 30-40%. 

Κατά τη διάρκεια των δύο τελευταίων δεκαετιών, έχουν 

πραγµατοποιηθεί πολλές µελέτες για την εκτίµηση της επίπτωσης 

και της προγνωστικής αξίας των µικροµεταστατικών κυττάρων σε 

ασθενείς τόσο µε πρώιµο όσο και µε µεταστατικό καρκίνο του 

µαστού2,19-27. Το Εργαστήριο Βιολογίας του Καρκίνου της 

Παθολογικής-Ογκολογικής Κλινικής του ΠΑ.Γ.Ν.Η σε συνεργασία 

µε το Εργαστήριο Αναλυτικής Χηµείας του Πανεπιστηµίου Αθηνών 

µελετά τα τελευταία 10 χρόνια τη µοριακή ανίχνευση CTCs στο 

αίµα ασθενών µε καρκίνο του µαστού, ως εργαλείο για τη βελτίωση 

της προγνωστικής πληροφορίας πέραν αυτής των κλασικών 

κλινικών και παθολογοανατοµικών παραγόντων. Όπως έχει 

αποδειχθεί, η ανίχνευση DTCs/CTCs σχετίζεται µε στατιστικώς 

σηµαντικά µεγαλύτερο κίνδυνο εµφάνισης αποµακρυσµένων 

µεταστάσεων και αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα 

για µειωµένη επιβίωση. 

Τα µικροµεταστατικά κύτταρα είναι ανθεκτικά στη 

χηµειοθεραπεία σε ποσοστό ασθενών που φτάνει µέχρι και το 

50%, πιθανώς λόγω της ελαττωµένης ικανότητάς τους για 
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πολλαπλασιασµό. Εντούτοις, κάποια από τα κύτταρα αυτά 

εµφανίζουν περισσότερο επιθετική συµπεριφορά και οδηγούν στη 

δηµιουργία αποµακρυσµένων µεταστάσεων. Ως δείκτης της 

βιολογικής συµπεριφοράς και της «µεταστατικότητας» των 

διεσπαρµένων καρκινικών κυττάρων έχει προταθεί η έκφραση του 

HER2 υποδοχέα. Η υπερέκφραση του HER2 φτάνει στο 60% των 

ασθενών µε θετικά DTCs, ανεξαρτήτως της έκφρασης του 

υποδοχέα στον πρωτοπαθή όγκο όπου περιορίζεται στο 20-25% 

των περιπτώσεων. Η υπερέκφραση του HER2 στα DTCs αποτελεί 

ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για αυξηµένο κίνδυνο 

υποτροπής και µειωµένη επιβίωση.  

∆εδοµένης της δραστικότητας του αντι-HER2 

µονοκλωνικού αντισώµατος trastuzumab στον HER2-θετικό 

πρώιµο και µεταστατικό καρκίνο του µαστού, διερευνήθηκε η 

επίδραση του αντισώµατος στα DTCs και CTCs αυτών των 

ασθενών. Στόχος της παρούσης διατριβής ήταν να δείξει α) αν 

ένας βιολογικός παράγοντας, όπως το trastuzumab, µπορεί 

να συµβάλλει στην εξάλειψη των µικροµεταστατικών 

κυττάρων που επιβιώνουν παρά τη χορήγηση της κλασικής 

χηµειοθεραπείας και β) αν η χορήγηση του trastuzumab σε 

ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού πού έχουν 

ανιχνεύσιµα CTCs µετά την ολοκλήρωση της 

συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας επηρεάζει την κλινική 

έκβαση της νόσου.    
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Α. Μελέτη της επίδρασης του trastuzumab στα CK19mRNA-

θετικά CTCs ή/και DTCs ασθενών µε καρκίνο του µαστού 

 

1. Ασθενείς / Κριτήρια ένταξης 

 

Στη µελέτη εντάχθηκαν 30 προθεραπευµένες ασθενείς µε 

πρώιµο ή µεταστατικό καρκίνο του µαστού, µε κύριο κριτήριο τη 

θετική ανίχνευση CK-19mRNA κυττάρων µε τη µέθοδο της nested 

RT-PCR στο περιφερικό αίµα και/ή στο µυελό των οστών µετά την 

ολοκλήρωση της χηµειοθεραπείας ή/και της ορµονικής θεραπείας. 

Όλες οι ασθενείς θα έπρεπε προηγουµένως να έχουν λάβει 

τουλάχιστον µία γραµµή χηµειοθεραπείας ή/και ορµονοθεραπείας, 

εφόσον ενδείκνυται, πριν την επιβεβαίωση της CK-19mRNA 

θετικότητας. Οι προηγηθείσες θεραπείες έπρεπε να έχουν 

ολοκληρωθεί τουλάχιστον 1 µήνα προ της ένταξης στη µελέτη ενώ 

δεν επιτρεπόταν να έχει προηγηθεί θεραπεία µε trastuzumab 

(Herceptin). Μετά την ένταξη στη µελέτη δεν επιτρεπόταν η 

συγχορήγηση άλλης αντινεοπλασµατικής θεραπείας, συνεπώς 

ασθενείς µε κλινική επιδείνωση της νόσου που απαιτούσε άµεση 

έναρξη άλλης θεραπείας εξέρχονταν της µελέτης.  

Απαραίτητη προϋπόθεση για την ένταξη στη µελέτη ήταν η 

απουσία ιστορικού σοβαρής καρδιοπάθειας και η ύπαρξη 

φυσιολογικού κλάσµατος εξωθήσεως της αριστερής κοιλίας (LVEF) 

σε υπερηχογράφηµα καρδιάς ή ραδιοϊσοτοπική κοιλιογραφία 

(MUGA, Technetium-99 multiple gated acquisition-scan).  

Στον Πίνακα 1, φαίνονται τα χαρακτηριστικά των ασθενών που 

συµµετείχαν στη µελέτη. Η διάµεση ηλικία ήταν 53 έτη και 13 

ασθενείς (43%) ήταν προεµµηνοπαυσιακές. Επίσης, 13 ασθενείς 

(43%) είχαν πρώιµη νόσο σταδίου Ι-ΙΙΙ, ενώ 17 ασθενείς (57%) 
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είχαν µεταστατικό καρκίνο του µαστού. 11 ασθενείς (37%) είχαν 

αρνητικούς ορµονικούς υποδοχείς στον πρωτοπαθή όγκο. 

Υπερέκφραση HER2 (2+ ή 3+) στον πρωτοπαθή όγκο βρέθηκε 

σε 10 (33%) ασθενείς, µε ανοσοϊστοχηµεία. Ωστόσο, η 

υπερέκφραση του HER2 στον πρωτοπαθή όγκο δεν αποτέλεσε 

κριτήριο ένταξης στη µελέτη, δεδοµένου ότι µε βάση βιβλιογραφικά 

δεδοµένα η υπερέκφραση του HER2 στα διεσπαρµένα στο µυελό 

καρκινικά κύτταρα ανέρχεται σε ποσοστό περίπου 60% και είναι 

ανεξάρτητη αυτής του πρωτοπαθούς όγκου 69,91. Ασθενείς µε 

HER2-θετικό όγκο δεν έλαβαν συµπληρωµατική θεραπεία µε 

trastuzumab, αφού η ένταξή τους στη µελέτη έγινε πριν τη 

δηµοσίευση των θετικών αποτελεσµάτων των µελετών χορήγησης 

trastuzumab σε ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού106-109. Η 

πλειοψηφία των ασθενών µε µεταστατική νόσο είχε προηγουµένως 

λάβει πολλαπλές γραµµές χηµειοθεραπείας, µε διάµεσο αριθµό 

χηµειοθεραπευτικών σχηµάτων για το σύνολο των ασθενών 1 

(εύρος, 1-4 σχήµατα).  Όλα τα διαθέσιµα δείγµατα αναλύθηκαν και 

για το HER2mRNA µε τη µέθοδο της nested RT-PCR. 

Η επιλογή και η ένταξη των ασθενών στη µελέτη έγινε κατά το 

χρονικό διάστηµα Μάρτιος 2001 έως και Νοέµβριος 2002. Προ της 

ένταξης στη µελέτη γινόταν ενηµέρωση των ασθενών µε έντυπο 

πληροφόρησης εγκεκριµένο από την Επιστηµονική Επιτροπή του 

ΠΑ.Γ.Ν.Η και δινόταν έγγραφη συγκατάθεση συµµετοχής. Η 

συλλογή των δειγµάτων αίµατος και µυελού των οστών, η 

χορήγηση του αντισώµατος και η παρακολούθηση των ασθενών 

έγινε στα εξωτερικά ιατρεία της Παθολογικής-Ογκολογικής Κλινικής 

του ΠΑ.Γ.Ν.Η. 
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Πίνακας 1. Χαρακτηριστικά ασθενών 

Αριθµός ασθενών     30 

Ηλικία, διάµεση (εύρος)    53 (31-75) 

Εµµηνοπαυσιακή κατάσταση 

 Προεµµηνοπαυσιακές   13 (43%) 

 Μετεµµηνοπαυσιακές   17  (57%) 

Στάδιο νόσου 

 Ι      3 (10%) 

 ΙΙ      6 (20%) 

 ΙΙΙ      4 (13%) 

 IV      17 (57%) 

Έκφραση ορµονικών υποδοχέων 

 ER+PR+     6 (20%) 

 ER+PR-     7 (23%) 

 ER-PR+     4 (13%) 

 ER-PR-     11 (37%) 

 Άγνωστο     2 (7%) 

Έκφραση HER-2 πρωτοπαθούς όγκου 

 3+      6 (20%) 

 2+      4 (13%) 

 1+      5 (17%) 

 0      14 (47%) 

 Άγνωστο     1 (3%) 

Προηγηθείσα θεραπεία 

 Χειρουργείο     30 (100%) 

 Ακτινοθεραπεία    18 (60%) 

Ορµονική θεραπεία    12 (40%) 

Χηµειοθεραπεία    30 (100%) 

 Επικουρική    22 (73%) 

 Προεγχειρητική   7 (23%) 

 1η γραµµή    17 (57%) 

 ≥2η γραµµή    10 (33%) 
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2. ∆είγµατα / Θεραπεία 

 

2.1. Λήψη δειγµάτων 

 

  Η ανίχνευση του CK-19mRNA στο περιφερικό αίµα και το 

µυελό των οστών γινόταν στους παρακάτω χρόνους: α) ως 

πρώτος έλεγχος (screening) για την ανίχνευση της ύπαρξης 

ανθεκτικών στη χηµειοθεραπεία ή/και ορµονοθεραπεία 

διάσπαρτων καρκινικών κυττάρων µετά την ολοκλήρωση της 

θεραπείας, β) πριν την έναρξη χορήγησης του Herceptin για 

επιβεβαίωση των θετικών αποτελεσµάτων, γ) µετά τη χορήγηση 

του Herceptin για εκτίµηση του αποτελέσµατος και δ) ανά 3 µήνες 

στη διάρκεια της παρακολούθησης µέχρι την επανεµφάνιση CK-

19mRNA θετικών κυττάρων. 

 ∆είγµατα περιφερικού αίµατος (20 mL σε EDTA) 

λαµβάνονταν στο µέσο της φλεβοκέντησης, αφού είχαν 

απορριφθεί τα πρώτα 5 mL αίµατος. Η διαδικασία αυτή γινόταν 

προληπτικά για την αποφυγή επιµόλυνσης του δείγµατος κατά τη 

λήψη του µε επιθηλιακά κύτταρα της επιδερµίδας. Αναρρόφηση 

δειγµάτων µυελού των οστών (4 mL σε EDTA) γινόταν από την 

οπίσθια λαγόνια ακρολοφία, υπό τοπική αναισθησία. 

 

2.2. Θεραπεία 

   

Μελετήθηκαν 2 διαφορετικά κλινικά δόκιµα σχήµατα 

χορήγησης του trastuzumab (Herceptin, Roche, Basel, 

Switzerland). Οι πρώτες 20 ασθενείς έλαβαν trastuzumab 

(ενδοφλέβια) σε δόση εφόδου 4 mg/Kg βάρους σώµατος 

ακολουθούµενου από δόση 2 mg/Kg ανά εβδοµάδα για 4-8 
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διαδοχικές εβδοµάδες. Η ανασύσταση του αντισώµατος γινόταν σε 

250 mL διαλύµατος χλωριούχου νατρίου (NaCl) 0.9% και η έγχυσή 

του διαρκούσε 30 λεπτά. Μετά τις 4 πρώτες βδοµάδες χορήγησης 

του αντισώµατος, γινόταν επανεκτίµηση των CK-19mRNA 

κυττάρων µε nested RT-PCR. Αν αυτό ήταν αρνητικό τόσο στο 

περιφερικό αίµα όσο και στο µυελό η χορήγηση του trastuzumab 

διακοπτόταν, ενώ αν εξακολουθούσε να είναι θετικό είτε στο 

περιφερικό αίµα είτε στο µυελό, το αντίσωµα δινόταν για 4 

επιπλέον βδοµάδες και ακολουθούσε επανάληψη της RT-PCR για 

CK-19mRNA. Επί εµµονής του θετικού αποτελέσµατος η 

χορήγηση σταµατούσε. Οι τελευταίες 10 ασθενείς έλαβαν 

trastuzumab σε δόση εφόδου 8 mg/Kg βάρους σώµατος 

ακολουθούµενου από δόση 6 mg/Kg χορηγούµενων κάθε 3 

βδοµάδες για 2-3 φορές. Εάν µετά τις 2 πρώτες εγχύσεις το CK-

19mRNA ήταν αρνητικό τόσο στο αίµα όσο και στο µυελό, η 

χορήγηση του trastuzumab διακοπτόταν ενώ αν παρέµενε θετικό 

είτε στο αίµα είτε στο µυελό γινόταν µία επιπλέον έγχυση 

trastuzumab στα 6 mg/Kg και ακολουθούσε επανάληψη της RT-

PCR. Επί εµµονής του θετικού αποτελέσµατος η χορήγηση 

σταµατούσε. 

 Επιπλέον, προκειµένου να αποκλειστεί η πιθανότητα µη 

ειδικής δράσης του αντισώµατος, σε µια οµάδα ελέγχου 5 CK-

19mRNA θετικών ασθενών που πληρούσαν τα κριτήρια ένταξης 

της µελέτης, χορηγήθηκε ανοσοσφαιρίνη IgG ενδοφλέβια 

(Sandoglobulin, Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland) στη 

δόση των 500 mg/Kg εφ’ άπαξ. Η ανίχνευση του CK-19mRNA µε 

RT-PCR επαναλήφθηκε 1 εβδοµάδα µετά τη χορήγηση της 

ανοσοσφαιρίνης. 
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2.3. Παρακολούθηση 

 

Προκειµένου να εκτιµηθεί η επίδραση του Herceptin στην 

εξάλειψη των διεσπαρµένων καρκινικών κυττάρων, έγινε 

ανίχνευση του CK-19mRNA µε τη µέθοδο της RT-PCR σε δείγµατα 

περιφερικού αίµατος και µυελού των οστών ανά 3 µήνες µετά την 

ολοκλήρωση της χορήγησης του αντισώµατος. Η χρονική διάρκεια 

της αρνητικοποίησης υπολογίστηκε από τη στιγµή του πρώτου 

CK-19mRNA αρνητικού αποτελέσµατος τόσο στο αίµα όσο και στο 

µυελό µέχρι την επανεµφάνιση CK-19mRNA θετικών κυττάρων 

στο αίµα ή/και στο µυελό ή µέχρι το θάνατο της ασθενούς. Όλες οι 

ασθενείς παρακολουθούνταν στενά για ανεπιθύµητες ενέργειες και 

ιδιαίτερα για καρδιοτοξικότητα µε τακτικό προσδιορισµό του 

κλάσµατος εξωθήσεως της αριστερής κοιλίας µε MUGA scan ή 

υπερηχογράφηµα καρδιάς.  

 

 

3. Μέθοδοι 

 

Μοριακή ανίχνευση CK19mRNA+ κυττάρων στο 

περιφερικό αίµα και το µυελό των οστών 

 

3.1. Αποµόνωση µονοπύρηνων κυττάρων  

 

Το δείγµα αίµατος (20 mL) ή µυελού των οστών (4 mL) µετά τη 

λήψη του τοποθετείται σε σωληνάριο γενικής αίµατος που περιέχει 

EDTA και ακολούθως µεταφέρεται σε ένα σωληνάριο 

φυγοκέντρισης των 50 mL. Στη συνέχεια, το δείγµα αραιώνεται (1/1 

όγκο PBS για το περιφερικό αίµα και 1/4-5 όγκους PBS για το 
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µυελό των οστών) µε στείρο διάλυµα PBS (8.0 g/L NaCl, 0.2g/L 

KCl, 1.15g/L Na2HPO4, 0.2g/L K2HPO4, pH 7.3). Το διάλυµα 

τοποθετείται σε σωληνάριο πολυπροπυλενίου τύπου Falcon των 

50 mL, όπου έχει ήδη προστεθεί Ficoll µε πυκνότητα 1,077g/mL 

(Ficoll-Histopaque 1077, Sigma) όγκου ίσου µε το ½ του όγκου του 

διαλύµατος. Το αραιωµένο δείγµα τοποθετείται µε προσοχή πάνω 

στην επιφάνεια της Ficoll, ώστε να µην αναµειχθούν τα δύο υγρά 

και τελικά να σχηµατισθούν δύο στιβάδες µε δείγµα και Ficoll. 

Πραγµατοποιείται διαβαθµισµένη φυγοκέντριση του δείγµατος 

(στα 1.200g, για 30 min, στους 4 οC). Μετά τη φυγοκέντριση η 

στιβάδα των µονοπύρηνων κυττάρων βρίσκεται µεταξύ της 

στιβάδας της Ficoll και της στιβάδας ορού και PBS. Η Ficoll 

έχοντας ειδική πυκνότητα µεταξύ των λεµφοκυττάρων/ 

µονοπύρηνων και ερυθροκυττάρων/ κοκκιοκυττάρων διαχωρίζει τις 

δύο στιβάδες και γίνεται δυνατή η λήψη των µονοπύρηνων.  

Αφού συλλεχθεί 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 πλένονται 2 φορές µε PBS 

(50 mL, φυγοκέντριση στα 1.600g 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 2 εκπλύσεων µε PBS γίνεται η καταµέτρηση των 

ζωντανών κυττάρων. Αναµειγνύονται 10µL από το διαλυµένο ίζηµα 

µε 90µL 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.  
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3.2. Αποµόνωση ολικού RNA    

 

Η µέθοδος που ακολουθείται για την αποµόνωση του RNA 

αποτελεί τροποποίηση της µεθόδου που αναπτύχθηκε από τους 

Chomczynski και Sacchi113. Με τη µέθοδο αυτή µπορεί να 

αποµονωθεί το ολικό RNA από 0.1 έως 15kb 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 

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 1Χ106  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 οC και στη συνέχεια, 

αφού προστεθούν 200µL χλωροφορµίου, το µίγµα αναδεύεται 

µηχανικά για 15 sec. Το διάλυµα αφού επωαστεί για 10 min στους 

15-30 οC, φυγοκεντρείται για 10 min στα 12.000g, στους 4οC. 

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) 
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στη 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, προστίθεται ίση περίπου 

ποσότητα 100% ισοπροπανόλης (500µL) και το διάλυµα 

αναδεύεται ελαφρά. Ακολουθεί επώαση σε πάγο για 15 min και 

φυγοκέντριση για 10 min στα 12.000g, στους 4 οC, 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 φυγοκέντρισή του 

για 5 min στα 7.500g, στους 4 οC. Αν το ίζηµα είναι έντονα λευκό, 

επαναλαµβάνουµε την έκπλυση άλλη µια φορά.   

Τέλος, αφού χυθεί το υπερκείµενο υγρό και στεγνώσει τελείως 

το ίζηµα από την αιθανόλη (είτε εκτιθέµενο στον αέρα, είτε σε κενό 

αέρα για 5-10 min), επαναδιαλύεται σε 20-30 µL DEPC-ddH2O, σε 

σωληνάριο τύπου eppendorf και τοποθετείται για 10 min στους 55-

65 οC (είτε σε υδατόλουτρο, είτε σε κλίβανο), ώστε να ολοκληρωθεί 

η διαλυτοποίηση του RNA. Από το τελικό υδατικό διάλυµα 

χρησιµοποιείται 1µL για ποσοτικό προσδιορισµό της 

συγκέντρωσης του RNA στη συσκευή nanodrop, ενώ το υπόλοιπο 

φυλάσσεται στους -80οC, σε 2 κλάσµατα εάν είναι >20µL, µέχρι να 

χρησιµοποιηθεί. 
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3.3. 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 τη σύνθεση του cDNA χρειάζεται ένα αρχικό τµήµα 

συµπληρωµατικό της 5΄-3΄-poly-(A) περιοχής του mRNA. 

Συνήθως, για το ρόλο αυτό χρησιµοποιείται µια αλληλουχία 

πολυθυµίνης (oligo-dT). Η σύνθεση γίνεται µε την προσθήκη 

ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs). 

Αρχικά προετοιµάζεται σε ένα σωληνάριο τύπου eppendorf 

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), που στην περίπτωση απλού πολυαδενυλικού 

RNA χρησιµοποιείται 1 µL Oligo (dT)20 (50µΜ) 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 οC 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 10µL το οποίο περιλαµβάνει: 
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α) 4 µL ρυθµιστικού διαλύµατος για cDNA (5x) 

β) 1 µL διθειοθρεϊτόλης (DTT, 0.1 M) 

γ) 1 µL διαλύµατος αναστολέα RNασών (RNaseOUT, 40U/µL) 

δ) 1 µL DEPC-H2O 

ε) 2 µL µίγµατος τριφωσφορικών δεοξυνουκλεοζιτών (dNTP mix, 

10 mM) και 

στ) 1 µL αντίστροφης µεταγραφάσης (ThermοScript RT, 5 U/µL). 

 Το παραπάνω µίγµα προστίθεται στο αρχικό και στη 

συνέχεια πραγµατοποιείται επώαση του δείγµατος για 60 min 

στους 50 οC, όπου 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 οC, 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 οC. Το cDNA είτε χρησιµοποιείται αµέσως στην 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), είτε φυλάσσεται στους 

-20 οC.   

 

3.4. 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. 
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3.5. Ανίχνευση του CK19mRNA µε RT-PCR  

 

Για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης χρησιµοποιήθηκε ο 

θερµικός κυκλοποιητής Thermoscript RT-PCR system (Gibco, 

BRL). Η µονάδα αυτή διαθέτει υποδοχές για σωληνάρια PCR των 

0.5 mL αλλά και των 0.2 mL. Μπορεί να υποβάλλει τα δείγµατα σε 

κύκλους αλλαγής θερµοκρασίας µεταξύ των 4o C και 99o C, χωρίς 

τη χρήση εξωτερικών παροχών εκτός του βασικού ενισχυτή. Ένα 

µεγάλο πλεονέκτηµα του µοντέλου αυτού είναι το θερµαινόµενο 

κάλυµµα που διαθέτει, το οποίο συγχρονίζεται άριστα µε την 

κυρίως βάση, αποφεύγοντας έτσι µια ενδεχόµενη εξάτµιση των 

δειγµάτων στις υψηλές θερµοκρασίες. 

Για κάθε δείγµα διενεργήθηκαν παράλληλα 2 διαφορετικές PCR 

για την ενίσχυση της CK-19 και της β-ακτίνης, µε τους αντίστοιχους 

αρνητικούς µάρτυρες. Ο πολλαπλασιασµός του cDNA 

ολοκληρώνεται σε δύο στάδια (two steps PCR). 

Στο πρώτο στάδιο (πρώτη RT-PCR) για την ενίσχυση του 

γονιδίου-στόχου, το cDNA επωάζεται παρουσία των ειδικών 

εξωτερικών εκκινητών (P1 και P2, Genset, Paris, France), 

µίγµατος dNTPs (Invitrogen, US), διαλύµατος MgCl2, Platinum Taq 

πολυµεράσης (Invitrogen, US) και ρυθµιστικού διαλύµατος PCR 

(Invitrogen, US). Η επώαση του µίγµατος πραγµατοποιείται στη 

συσκευή PCR για 35 κύκλους. 

Στο δεύτερο στάδιο (nested RT-PCR) για την ενίσχυση του 

αρχικού σήµατος, ποσότητα του προϊόντος του πρώτου σταδίου 

επωάζεται παρουσία των ειδικών εσωτερικών εκκινητών (P3 και 

P4) και µίγµατος dNTPs, διαλύµατος MgCl2, Taq πολυµεράσης και 

ρυθµιστικού διαλύµατος PCR.  
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Ως θετικός µάρτυρας κατά την ανάπτυξη της µεθοδολογίας του 

προσδιορισµού του CK19mRNA, χρησιµοποιήθηκε η ανθρώπινη 

κυτταρική σειρά καρκίνου του µαστού MCF-7, στην οποία 

εκφράζεται το γονίδιο της CK-19. Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε 

µονοστιβάδες, σε φιάλες καλλιέργειας (επιφάνειας 25 ή 75 cm2) και 

σε επωαστήρα κυττάρων ατµόσφαιρας 5% (ν/ν) CO2 σε αέρα και 

θερµοκρασία 37 oC. Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε η 

ανθρώπινη κυτταρική σειρά πλασµατοκυτταρικής λευχαιµίας ARH-

77, η οποία δεν εκφράζει CK-19. 

Η ανίχνευση και ταυτοποίηση του προϊόντος της PCR 

πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. Η 

τεχνική στηρίζεται στο γεγονός ότι το DNA σε ουδέτερο pH είναι 

αρνητικά φορτισµένο, λόγω των φωσφορικών οµάδων του. Έτσι, 

τα διάφορα µόρια DNA µετακινούνται κατά την ηλεκτροφόρηση 

προς το θετικό ηλεκτρόδιο, µε ταχύτητα αντιστρόφως ανάλογη του 

λογαρίθµου (log10) του αριθµού των βάσεών τους. Επειδή η πηκτή 

εµποδίζει την τυχαία διάχυση των µορίων, τα µόρια διαφορετικού 

µήκους διαχωρίζονται σε ζώνες (bands). Οι ζώνες αυτές 

καθίστανται ορατές κατόπιν σύνδεσης του DNA µε ειδικά µόρια, 

όπως το βρωµιούχο αιθίδιο (ethidium bromide) που έχει την 

ικανότητα να παρεµβάλλεται στη διπλή έλικα και να σχηµατίζει 

φθορίζον σύµπλοκο µε το DNA. Με τον τρόπο αυτό µπορούν να 

ανιχνευθούν ακόµα και ελάχιστες ποσότητες DNA (έως 1 ng) µε 

άµεση εξέταση του πηκτώµατος κατόπιν διέγερσης µε ακτινοβολία 

UV. Οι ζώνες του DNA µπορούν να ανακτηθούν από το πήκτωµα 

και να χρησιµοποιηθούν για διάφορους σκοπούς.  

Η ευαισθησία της ανίχνευσης του CK19mRNA µε τη µέθοδο της 

nested RT-PCR εκτιµήθηκε σε µελέτη των Stathopoulou et al53 

Βρέθηκε ότι η µέθοδος µπορεί να ανιχνεύσει 1 MCF-7 κύτταρο 
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ανάµεσα σε 106 φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα. Στην ίδια 

µελέτη, η ειδικότητα της ανίχνευσης εκτιµήθηκε µε µονοπύρηνα 

κύτταρα περιφερικού αίµατος από 54 υγιείς γυναίκες δότριες και 

βρέθηκε ότι µόνο 2 (3.7%) δείγµατα ήταν θετικά, ενώ 52 (96.3%) 

δείγµατα ήταν αρνητικά53.  

    

Στους Πίνακες 2-6 περιγράφονται οι αλληλουχίες των 4 

εκκινητών, τα αντιδραστήρια και οι συνθήκες της PCR για την 

ενίσχυση του cDNA της CK-19 και της β-ακτίνης (Stathopoulou A 

et al., Datta YH et al. 1994)53,12.   

   

   

 

Πίνακας 2. Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στη 

µελέτη για την CK-19 και τη β-ακτίνη 

 

∆είκτης Μέθοδος Εκκινητές Αλληλουχία 5΄-3΄ Προιόν (bp) 

CK-19 Nested 

RT-PCR 

Πρόσθιος (P1) 

Ανάστροφος (P2) 

Πρόσθιος (P3) 

Ανάστροφος (P4) 

AAGCTAACCATGCAGAACCTCAACGACCGC 

TTATTGGCAGGTCAGGAGAAGAGCC 

TCCCGCGACTACAGCCACTACTACACGACC 

CGCGACTTGATGTCCATGAGCCGCTGGTAC 

745 

Β-ακτίνη Nested 

RT-PCR 

Πρόσθιος (Α1) 

Ανάστροφος (Α2) 

CATCCTGTCGGCAATGCCAGG 

CTTCTTGGGCATGGAGTCCTG 

154 
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Πίνακας 3. Συνθήκες PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β-

ακτίνης 

Στάδιο PCR Συνθήκες 

Αρχικός διαχωρισµός των κλώνων του DNA 

∆ιαχωρισµός των κλώνων του DNA 

Υβριδισµός εκκινητών στο DNA 

Επέκταση εκκινητών 

Τελική επέκταση των εκκινητών 

94oC – 2 min 

94oC – 30 sec 

60oC – 30 sec 

72oC – 45 sec 

72oC – 4 min 

Αριθµός κύκλων 35 

 

 

 

Πίνακας 4. Συστατικά της αντίδρασης PCR για τη ενίσχυση του 

γονιδίου της β-ακτίνης 

∆ιαλύµατα Προστιθέµενος όγκος (µL) 

Πρόσθιος εκκινητής, (10 µM) 

Ανάστροφος εκκινητής, (10 µM) 

dNTPs, (5 µΜ) 

MgCl2, 50 mM 

PCR ρυθµιστικό διάλυµα (χωρίς MgCl2), (10X) 

cDNA 

Taq πολυµεράση, 5 U/µL 

DEPC-treated H2O 

1 

1 

2 

1.5 

5 

1 

0.2 

36.3 

Συνολικός όγκος 50 
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Πίνακας 5. Συνθήκες της PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της 

CK-19 

Στάδιο PCR 1η PCR 2η PCR 

Αρχικός διαχωρισµός των κλώνων του DNA 94 oC-6min 94 oC-2min 

∆ιαχωρισµός των κλώνων του DNA 94 oC-50sec 94 oC-50sec 

Υβριδισµός εκκινητών στο DNA 

Επέκταση εκκινητών 

72 oC 

2:30min 

72 oC 

2min 

Τελική επέκταση των εκκινητών 72 oC-10min 72 oC-10min 

Αριθµός κύκλων 35 35 

 

 

 

Πίνακας 6. Συστατικά των αντιδράσεων PCR για την ενίσχυση του 

γονιδίου της CK-19 

∆ιαλύµατα Προστιθέµενος όγκος (µL) 

 

Πρόσθιος εκκινητής, (10 µM) 

Ανάστροφος εκκινητής, (10 µM) 

dNTPs, (5 µΜ) 

MgCl2, 50 mM 

PCR ρυθµιστικό διάλυµα (χωρίς MgCl2), (10X) 

cDNA 

Προϊόν 1ης PCR  

Taq πολυµεράση, 5 U/µL 

DEPC-treated H2O 

1η PCR 

1 

1 

2 

1.5 

5 

5 

- 

0.2 

34.3 

2η PCR 

1 

1 

2 

1.5 

5 

- 

3 

0.2 

36.3 

Συνολικός όγκος, µL 50 50 
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3.6. Ανίχνευση του HER2mRNA µε RT-PCR 

 

Η ανίχνευση της έκφρασης του HER2mRNA στα CK19-θετικά 

δείγµατα, προ της χορήγησης του trastuzumab, 

πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της nested RT-PCR και το 

σύστηµα ThermoScript RT-PCR. 

Η διπλή RT-PCR για την ανίχνευση των HER2mRNA+ 

κυττάρων αναπτύχθηκε από τους Apostolaki et al72 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 2 φαίνεται ένα δοσοεξαρτώµενο 147bp σήµα που 

αντιστοιχεί στο HER2mRNA 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 µαστού72,114.  

Σχετικά µε την ευαισθησία της µεθόδου στη συγκεκριµένη 

µελέτη, ελέγχθηκαν διαφορετικές αραιώσεις MCF-7 και T47D 

HER2-θετικών κυττάρων καρκίνου του µαστού. Στα πειράµατα, η 

nested RT-PCR του ολικού RNA µπορούσε να ανιχνεύσει το 

HER2mRNA από την αραίωση των 10 και πάνω MCF-7 ή T47D 

κυττάρων, ωστόσο στο 1 από τα 5 πειράµατα το HER2mRNA 

ανιχνεύθηκε στην αραίωση του 1 κυττάρου (εικόνα 1). 



 - 64 -

 
Εικόνα 1. Nested RT-PCR µε διαδοχικές αραιώσεις MCF-7 κυττάρων 

καρκίνου µαστού. Ανίχνευση του HER2mRNA στη 2η PCR στην αραίωση του 

1 κυττάρου (1 στα 5 πειράµατα).  

 

Στους πίνακες 7, 8 και 9 περιγράφονται οι αλληλουχίες των 4 

εκκινητών, τα αντιδραστήρια και οι συνθήκες της PCR για την 

ενίσχυση του HER2mRNA (Apostolaki S et al)72. 

 

  

Πίνακας 7. Αλληλουχίες εκκινητών PCR για το HER-2. 

 

∆είκτης Μέθοδος Εκκινητές Αλληλουχία 5΄-3΄ Προϊόν (bp) 

HER-2 Nested 

RT-PCR 

Πρόσθιος (Her-2-A) 

Ανάστροφος (Her-2-B) 

Πρόσθιος (Her-2-C) 

Ανάστροφος (Her-2-D) 

TCCTCCTCGCCCTCTTGC 

GCGGGTCTCCATTGTCTA 

AGCCGCGAGCACCCAAGT 

ACCTGCTGAACTGGTGTATGCA 

1η PCR   330 

 

2η PCR   147 
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Πίνακας 8. Συνθήκες RT-PCR για την ενίσχυση του HER2mRNA72 

Στάδιο PCR 1η PCR 2η PCR 

Αρχικός διαχωρισµός των κλώνων του DNA 

∆ιαχωρισµός των κλώνων του DNA 

 

 

 

Υβριδισµός εκκινητών στο DNA 

 

 

 

Επέκταση εκκινητών 

Τελική επέκταση των εκκινητών 

94oC/6min 

94oC/50sec 

 

 

 

58oC/2.30min 

 

 

 

72oC/30sec 

72oC/10min 

94oC/3min 

94oC/30sec 

72oC/30sec (5cycles) 

70oC/30sec (5cycles) 

68oC/30sec (5cycles) 

 

66oC/30sec (5cycles) 

64oC/30sec (5cycles) 

62oC/30sec (15cycles) 

72oC/30sec 

72oC/7min 

Αριθµός κύκλων 35 40 

 

 

Πίνακας 9. Συστατικά των αντιδράσεων PCR για την ενίσχυση του 

HER2mRNA72  

∆ιαλύµατα Προστιθέµενος όγκος (µL) 

 

Πρόσθιος εκκινητής, (100 mM) 

Ανάστροφος εκκινητής, (100 mM) 

dNTPs, (10 µΜ) 

MgCl2, 50 mM 

PCR ρυθµιστικό διάλυµα (χωρίς MgCl2), (10X) 

cDNA 

Προϊόν 1ης PCR  

Taq πολυµεράση, 5 U/µL 

DEPC-treated H2O 

1η PCR 

0.4 

0.4 

1 

1.5 

5 

5 

 

0.5 

36.2 

2η PCR 

0.4 

0.4 

1 

1.5 

5 

 

10 

0.5 

31.2 

Συνολικός όγκος, µL 50 50 
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3.7. Ανίχνευση του CK19mRNA µε real-time RT-PCR 

 

Επιπλέον της nested RT-PCR, στην παρούσα µελέτη έγινε και 

ποσοτικός προσδιορισµός του CK19mRNA µε τη µέθοδο της real-

time RT-PCR, στα διαθέσιµα δείγµατα πριν και µετά τη χορήγηση 

του trastuzumab. 

Η real-time RT-PCR µέθοδος για την ανίχνευση CK19mRNA+ 

κυττάρων αναπτύχθηκε από τους Stathopoulou et al54 Με βάση το 

αναλυτικό όριο ανίχνευσης της µεθόδου, η παρουσία ≥ 0.6 MCF-7 

ισοδυνάµων κυττάρων/5µg ολικού RNA θεωρήθηκε θετικό 

αποτέλεσµα (εικόνα 2). 

  
Εικόνα 2. Χαρακτηριστικές καµπύλες real-time RT-PCR για τη CK19 

χρησιµοποιώντας cDNA από διαδοχικές αραιώσεις RNA που αντιστοιχεί σε 1, 

10, 102, 103, 104 MCF-7 κύτταρα, αντίστοιχα (Stathopoulou A, et al. Clin 

Cancer Res 2003). 
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Χρησιµοποιώντας το ανωτέρω cut-off, µόνο 2 από τις 89 υγιείς 

γυναίκες ήταν θετικές (2.2%)54. Επιπλέον, χρησιµοποιώντας την 

παραπάνω µέθοδο καµία από τις 9 γυναίκες µε καλοήθη νόσο του 

µαστού δεν είχε θετικό δείγµα αίµατος. 

Για την πραγµατοποίηση της real-time PCR, αρχικά 

παρασκευάζεται το µίγµα της αντίδρασης ανάλογα µε τον αριθµό 

των προς εξέταση δειγµάτων, αναµιγνύοντας τις ποσότητες των 

αντιδραστηρίων τα οποία µοιράζονται άµεσα στα τριχοειδή και 

προσθέτοντας τέλος το cDNA κάθε δείγµατος. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση των τριχοειδών και η εκτέλεση του πειράµατος της 

PCR πραγµατικού χρόνου στο όργανο LightCycler system (Roche 

Diagnostics) µε την επιλογή του κατάλληλου προγράµµατος. 

Ο σχεδιασµός και η σύνθεση των εκκινητών πραγµατοποιήθηκε 

στα εργαστήρια της εταιρίας TIB MOLBIOL (Berlin, Germany). Για 

τον έλεγχο της ποιότητας των cDNA δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε 

µε real-time RT-PCR ενίσχυση δύο γονιδίων βασικής λειτουργίας 

(housekeeping genes), της glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) και της porphobilinogen deaminase 

(PBGD). Οι εκκινητές και οι ανιχνευτές για την GAPDH 

σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν από την εταιρία TIB 

MOLBIOL, ενώ για την PBGD χρησιµοποιήθηκε το PBGD 

LightCycler-h-PBGD housekeeping gene set (Roche, Switzerland).  

Στους Πίνακες 10,11 και 12 περιγράφονται οι αλληλουχίες των 

εκκινητών , οι συνθήκες και τα αντιδραστήρια της real-time RT-

PCR για την ενίσχυση του CK19mRNA (Stathopoulou A, et al)54.  
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Πίνακας 10. Αλληλουχίες των 4 εκκινητών της real-time RT-PCR 

 

∆είκτης Μέθοδος Εκκινητές Αλληλουχία 5΄-3΄ Προϊόν 

CK-19 Real-time 

RT-PCR 

Πρόσθιος 1 

Ανάστροφος 1 

Ανιχνευτής υβριδισµού FL 

Ανιχνευτής υβριδισµού LC 

 

GCACTACAGCCACTACTACACGA 

CTCATGCGCAGAGCCTGTT 

TGTCCTGCAGATCGACAACGCCC-FL 

LCRed640-CTGGCTGCAGATGACTTCCGAACC 

 

159 bp 

 

 

 

 

Πίνακας 11. Συνθήκες real-time PCR για την ενίσχυση του 

CK19mRNA54  

Στάδιο PCR 1η PCR 

Αρχικός διαχωρισµός των κλώνων του DNA 

∆ιαχωρισµός των κλώνων του DNA 

Υβριδισµός εκκινητών στο DNA 

Επέκταση εκκινητών 

95oC/5min 

95oC/10sec 

60oC/10sec 

72oC/20sec 

Αριθµός κύκλων 50 
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Πίνακας 12. Συστατικά των αντιδράσεων real-time PCR για την 

ενίσχυση του CK19mRNA54  

∆ιαλύµατα Όγκος (µL) 

 

Πρόσθιος εκκινητής, (3 µΜ) 

Ανάστροφος εκκινητής, (3 µΜ) 

Ανιχνευτής υβριδισµού CK19-FL 

Ανιχνευτής υβριδισµού CK19-LC 

BSA (10µg/µl) 

dNTPs (10µΜ) 

MgCl2, 50mM 

PCR ρυθµιστικό διάλυµα (χωρίς MgCl2), (10X) 

cDNA 

Taq πολυµεράση, 5 U/µL 

DEPC-treated H2O 

PCR 

1 

1 

1 

1 

0.3 

0.4 

1 

2 

1 

0.2 

11.1 

Συνολικός όγκος, µL 20.0 
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3.8. Ανοσοϊστοχηµεία για την έκφραση του HER-2 στον 

πρωτοπαθή όγκο 

 

Η έκφραση του HER2 στον πρωτοπαθή όγκο µελετήθηκε µε 

ανοσοϊστοχηµεία , τη χρήση του µονοκλωνικού αντισώµατος CB11 

(NCL-CB11, Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, 

United Kingdom) 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 (DAKO A/S, Glostrup, Denmark). Η 

µεµβρανική ένταση χρώσης βαθµολογήθηκε µε κλίµακα από 0 έως 

3+: το score 0 και 1+ θεωρήθηκε αρνητικό, το score 2+ θεωρήθηκε 

ασθενώς θετικό, και το score 3+ θεωρήθηκε (έντονα) θετικό. 

 

3.9. Φθορίζων in situ υβριδισµός (FISH) για έκφραση του 

HER-2 στα µικροµεταστατικά κύτταρα και Ανευσωµία 

 

Από το περιφερικό αίµα ή τον µυελό των οστών, τα 

µονοπύρηνα κύτταρα διαχωρίζονται µε διαβαθµιζόµενη 

φυγοκέντριση και µε τη χρήση Ficoll/Hypaque.  

Στη συνέχεια, στρώνονται πλακίδια (5Χ105 µονοπύρηνα 

κύτταρα/πλακίδιο) µε κυτταροφυγόκεντρο και φυλάσσονται στους -

70οC. Για να χρησιµοποιηθούν τα πλακίδια πρέπει να µείνουν σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 15 min. Εµβαπτίζονται σε 70% οξεικό 

οξύ για 30 sec, πλένονται και αφυδατώνονται σε αιθανόλη. 

Εµβαπτίζονται σε παγωµένη ακετόνη για 2 min και στεγνώνουν 

στον αέρα. Στη συνέχεια τοποθετούνται σε 2Χ SSC διάλυµα (pH 

5.3) για 2 min στους 73οC.  
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Ακολουθεί πρωτεϊνόλυση µε pepsin για 5 min στους 37οC και 

στη συνέχεια τα πλακίδια τοποθετούνται σε διάλυµα 2Χ SSC για 1 

min σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί σταθεροποίηση σε 

ρυθµιστικό διάλυµα formalin για 5 min και σε 2Χ SSC για 1 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου και αφυδατώνεται µε αιθανόλη. 

Για την υβριδοποίηση χρησιµοποιούµε τους ανιχνευτές (probes) 

PathVysion HER-2 DNA και ένα σετ ανιχνευτών Ανευσωµίας του 

Μαστού (Vysis, Downers Grove, IL) οι οποίοι επωάζονται στους 

85οC για 2 min και στη συνέχεια 24h στους 37οC. Την εποµένη τα 

πλακίδια τοποθετούνται σε ένα ρυθµιστικό διάλυµα για 2 min 

στους 72οC. Προσθέτουµε 10µL από 4΄,6-diamidino-2- 

phenylindole (DAPI) και τοποθετούµε καλυπτρίδες. Τα πλακίδια 

µπορούν να αποθηκευτούν στους -20οC.  

Η αξιολόγηση γίνεται µε το µικροσκόπιο Axioplane 2 Nikon µε 

φίλτρα Vysis και οι εικόνες επεξεργάζονται µε το σύστηµα 

Metasystems’ ISIS fluorescence in situ hybridization (FISH) 

imaging system (Altlussheim, Germany). Για τον ανιχνευτή HER-

2/neu χρησιµοποιούµε τα φίλτρα πορτοκαλί, πράσινο και DAPI. 

Για τον ανιχνευτή Ανευσωµίας του Μαστού χρησιµοποιούµε τα 

φίλτρα κόκκινο, χρυσό, πράσινο, µπλε και DAPI. 

Θεωρούµε FISH HER-2/neu θετικά τα κύτταρα µε >4 πορτοκαλί 

σήµατα ή το κλάσµα HER-2/neu πορτοκαλί σήµατα προς CEP17 

(χρωµόσωµα 17) πράσινα σήµατα ≥ 2 σε περίπτωση 

ανευπλοϊδίας. Σε ένα φυσιολογικό διπλοειδές κύτταρο, υπάρχουν 

2 αντίγραφα για καθένα από τα ακόλουθα: 

LSI 1 (2 χρυσά σήµατα), CEP8 (χρωµόσωµα 8) [2 κόκκινα 

σήµατα], CEP11 (χρωµόσωµα 11) [2 πράσινα σήµατα] και CEP17 

(χρωµόσωµα 17) [2 µπλε σήµατα].  
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     Ο αριθµός των αντιγράφων από περισσότερα ή λιγότερα από 2 

σήµατα για οποιονδήποτε ανιχνευτή υποδεικνύει ενίσχυση ή 

απώλεια χρωµοσώµατος, αντίστοιχα. 
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Β. Μελέτη της επίδρασης του trastuzumab στην κλινική 

έκβαση των ασθενών µε πρώϊµο καρκίνο του µαστού και 

ανιχνεύσιµα CK19mRNA- θετικά κύτταρα µετά την 

ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας  

 

1. Σκεπτικό 

 

 Η ανίχνευση ανθεκτικών CK+/HER2+ DTCs και CTCs µετά 

την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας αποτελεί 

δυσµενή προγνωστικό παράγοντα για την επιβίωση ασθενών µε 

πρώϊµο καρκίνο του µαστού57. Επίσης, σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα του πρώτου µέρους της παρούσας µελέτης, το 

trastuzumab επιτυγχάνει την εξάλειψη των CK19mRNA-θετικών 

CTCs και DTCs ανεξάρτητα από το HER2 status του 

πρωτοπαθούς όγκου131. 

 Με βάση τα παραπάνω δεδοµένα, µελετήσαµε τη 

«συµπληρωµατική χορήγηση» του trastuzumab σε ασθενείς µε 

χηµειοανθεκτικά CTCs µε σκοπό τη µείωση της επίπτωσης των 

κλινικών υποτροπών. 

 

2. Ασθενείς και µέθοδοι 

 

 Η µελέτη συµπεριέλαβε γυναίκες µε πρώϊµο HER2-αρνητικό 

καρκίνο του µαστού και αυξηµένο κίνδυνο υποτροπής λόγω της 

παρουσίας CK19mRNA-θετικών κυκλοφορούντων καρκινικών 

κυττάρων, πριν και µετά την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας ή/και ακτινοθεραπείας. Οι ασθενείς µε HER2-

θετικούς όγκους εξαιρέθηκαν από τη µελέτη, δεδοµένου ότι η 
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χορήγηση του trastuzumab αποτελεί για αυτές καθιερωµένη 

συµπληρωµατική θεραπεία.  

 Όλες οι ασθενείς είχαν προηγουµένως λάβει την 

καθιερωµένη συµπληρωµατική συστηµατική χηµειοθεραπεία 

(σχήµατα CMF, FEC ή διαδοχική χορήγηση του συνδυασµού 

epirubicin/cyclophosphamide ακολουθούµενου από docetaxel) και 

ακτινοθεραπεία, µε βάση τις διεθνείς κατευθυντήριες οδηγίες. 

Επιπλέον, οι µετεµµηνοπαυσιακές ασθενείς µε 

ορµονοευαίσθητους όγκους ελάµβαναν ταµοξιφαίνη ή αναστολέα 

αρωµατάσης ενώ οι προεµµηνοπαυσιακές ελάµβαναν LH/RH 

αγωνιστές και ταµοξιφαίνη.    

 

3. ∆είγµατα και ανίχνευση CK19mRNA 

 

 Όλες οι ασθενείς µε πρώϊµο καρκίνο του µαστού 

υποβάλλονται σε έλεγχο ρουτίνας για την παρουσία CK19mRNA-

θετικών CTCs, µε τη µέθοδο της real-time PCR, κατά την αρχική 

σταδιοποίηση της νόσου και πριν την έναρξη οποιασδήποτε 

συστηµατικής θεραπείας. Επιπλέον, η ανίχνευση των CK19mRNA-

θετικών CTCs επαναλαµβάνεται συστηµατικά αµέσως µετά την 

ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας και 

ακτινοθεραπείας και ακολούθως ανά 3 µήνες. Η χορηγούµενη 

θεραπεία είναι ανεξάρτητη της ύπαρξης ή όχι CK19mRNA-θετικών 

CTCs στο περιφερικό αίµα. 

 ∆είγµατα περιφερικού αίµατος στη µελέτη ελήφθησαν: 1) 

πριν και µετά την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας/ακτινοθεραπείας, 2) στις ασθενείς που 

τυχαιοποιήθηκαν στο σκέλος του trastuzumab, µετά την 6η 

χορήγηση του αντισώµατος και 3) στις ασθενείς που 
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τυχαιοποιήθηκαν στο σκέλος της παρακολούθησης, 4 µήνες µετά 

την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας/ακτινοθεραπείας (χρόνος που αντιστοιχεί στην 

ολοκλήρωση της 6ης χορήγησης του trastuzumab). 

 

4. Θεραπεία και παρακολούθηση 

 

 Οι ασθενείς τυχαιοποιήθηκαν είτε στο σκέλος του 

trastuzumab (Herceptin, Roche, Basel, Switzerland; αρχική δόση 

εφόδου 8 mg/kg βάρους σώµατος σε ενδοφλέβια έγχυση 30 

λεπτών ακολουθούµενη από 5 επιπλέον χορηγήσεις στη δόση των 

6 mg/kg, κάθε 3 βδοµάδες) είτε στο σκέλος της παρακολούθησης 

µόνο. ∆εν επιτρεπόταν συγχορήγηση άλλης θεραπείας, πλην της 

συµπληρωµατικής ορµονοθεραπείας για τις ασθενείς µε 

ορµονοευαίσθητους όγκους.  

 Όλες οι ασθενείς της µελέτης υποβάλλονταν σε τακτική 

παρακολούθηση ανά 3 µήνες για τα πρώτα 2 χρόνια, ανά 6 µήνες 

για τα επόµενα 3 χρόνια και ανά έτος στη συνέχεια για τον 

αποκλεισµό µεταστατικής νόσου, µε τον συνήθη 

κλινικοεργαστηριακό και απεικονιστικό έλεγχο. Επιπλέον, προ και 

µετά της χορήγησης του trastuzumab γινόταν εκτίµηση του 

κλάσµατος εξωθήσεως της αριστερής κοιλίας (LVEF) για τον 

έλεγχο της καρδιοτοξικότητας του αντισώµατος.  

 

5. Στόχοι – στατιστική ανάλυση  

 

 Πρωτεύον στόχος της µελέτης ήταν η ελεύθερη νόσου 

επιβίωση (DFS) στα 3 χρόνια, η οποία υπολογίστηκε ως το 

χρονικό διάστηµα από την ηµέρα τυχαιοποίησης έως την 
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υποτροπή της νόσου, το θάνατο από οποιαδήποτε αιτία, την 

εµφάνιση δεύτερου πρωτοπαθούς νεοπλάσµατος, ή την τελευταία 

ηµέρα παρακολούθησης για ασθενείς χωρίς ένδειξη υποτροπής. 

∆ευτερεύον στόχος της µελέτης ήταν το ποσοστό εξάλειψης των 

CK19mRNA-θετικών κυττάρων.  

 Με βάση δεδοµένα προηγούµενων µελετών, η ελεύθερη 

νόσου επιβίωση (DFS) στα 3 χρόνια για ασθενείς µε ανιχνεύσιµα 

CK19mRNA-θετικά κύτταρα τόσο πριν όσο και µετά την 

καθιερωµένη συµπληρωµατική χηµειοθεραπεία ήταν 60%. 

Εκτιµήθηκε ότι απαιτούνταν η ένταξη 32 ασθενών σε κάθε σκέλος 

προκειµένου να δείξουµε 50% αύξηση του DFS για το σκέλος του 

trastuzumab µε ισχύ 80% και βαθµό στατιστικής σηµαντικότητας 

0.05. 

 Ως παράγοντες διαστρωµάτωσης για την τυχαιοποίηση των 

ασθενών χρησιµοποιήθηκαν το εµµηνοπαυσιακό status και το 

status των µασχαλιαίων λεµφαδένων και των ορµονικών 

υποδοχέων.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Α. Μελέτη της επίδρασης του trastuzumab στα CK19mRNA-

θετικά CTCs ή/και DTCs ασθενών µε καρκίνο του µαστού. 

 

Α.1. Χαρακτηριστικά ασθενών προ της ένταξης στη µελέτη 

 

Στον Πίνακα 13 φαίνεται το στάδιο της νόσου κατά την ένταξη 

στη µελέτη και το χρονικό διάστηµα αναφορικά µε τις 

προηγηθείσες θεραπείες, για τις 30 ασθενείς που έλαβαν θεραπεία 

µε trastuzumab και για τις 5 ασθενείς της «οµάδας ελέγχου» που 

έλαβαν την ανοσοσφαιρίνη IgG στο πρώτο αυτό στάδιο της 

µελέτης. Με βάση τα κριτήρια ένταξης όλες οι ασθενείς είχαν 

CK19mRNA-θετικά κύτταρα µε τη µέθοδο της nested RT-PCR στο 

περιφερικό αίµα και/ή στο µυελό των οστών, µετά την ολοκλήρωση 

της χηµειοθεραπείας και/ή ορµονοθεραπείας και προ της ένταξής 

τους στη µελέτη.  

Σε 25 από τις 30 ασθενείς (83%), ανιχνεύθηκε επιπλέον 

έκφραση HER2mRNA µε nested RT-PCR στα CK19-θετικά 

δείγµατα περιφερικού αίµατος και/ή µυελού των οστών προ της 

χορήγησης του trastuzumab. Σε 5 από τις παραπάνω ασθενείς, 

µονοπύρηνα κύτταρα από τα προ της χορήγησης του trastuzumab 

CK19-θετικά δείγµατα περιφερικού αίµατος και/ή µυελού των 

οστών ελέγχθηκαν για ανίχνευση γονιδιακής ενίσχυσης του HER2 

µε την µέθοδο FISH. Κύτταρα µε ενίσχυση του HER-2/neu γονιδίου 

µε >10 σήµατα και λόγο HER-2/neu προς CEP17 >4 

διαπιστώθηκαν και στις 5 περιπτώσεις πού εξετάσθηκαν. Επίσης, 

σε 2 περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν κύτταρα µε χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες µε τη χρήση του Breast Aneusomy probe set (Vysis) 

στα γονίδια LSI1, CEP8, CEP11 και CEP17 (Εικόνα 3).       
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Πίνακας 13. Στάδιο νόσου και χρονικό διάστηµα ένταξης στη µελέτη 

αναφορικά µε τις προηγηθείσες θεραπείες, για τις 35 ασθενείς  

Ασθενής Στάδιο 

νόσου 

Αριθµός προηγούµενων 

χηµειοθεραπειών 

Αριθµός προηγούµενων 

ορµονοθεραπειών 

Χρονική φάση ένταξης  

αναφορικά µε προηγούµενες θεραπείες 

1 Ι 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

2 Ι 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

3 Ι 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

4 ΙΙΑ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

5 ΙΙΑ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

6 ΙΙΑ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

7 ΙΙΑ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

8 ΙΙΒ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

9 ΙΙΒ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

10 ΙΙΒ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

11 ΙΙΙΑ 1 1 Μετά τη συµπληρωµατική ορµονοθεραπεία 

12 ΙΙΙΒ 1 1 Μετά ορµονοθεραπεία 

13 ΙΙΙΒ 1 1 Μετά ορµονοθεραπεία 

14 ΙΙΙΒ 1 1 Μετά ορµονοθεραπεία 

15 IV 3 2 Μετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

16 IV 2 1 3 µήνες µετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

17 IV 4 3 Μετά 4ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

18 IV 2 2 Μετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

19 IV 2 2 Μετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

20 IV 1 1 2 µήνες µετά 1ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

21 IV 2 2 2 µήνες µετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

22 IV 1 1 Μετά 1ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

23 IV 3 2 Μετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

24 IV 2 2 Μετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

25 IV 3 2 Μετά 3ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

26 IV 2  Μετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

27 IV 2  3 µήνες µετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

28 IV 3 1 Μετά 1ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

29 IV 1 1 Μετά 1ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

30 IV 2  5 µήνες µετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

31 IV 2  1 µήνα µετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

32 IV 1  Μετά 1ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

33 IV 1 2 6 µήνες µετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 

34 IV 2 1 3 µήνες µετά 2ης γραµµής χηµειοθεραπεία 

35 IV 1 2 Μετά 2ης γραµµής ορµονοθεραπεία 
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Εικόνα 3. A. 2 καρκινικά κύτταρα µαστού µε ανωµαλίες στα 

χρωµοσώµατα 8 (κόκκινο σήµα), 11 (πράσινο σήµα) και 17 (γαλάζιο σήµα) 

µε τη µέθοδο FISH και το Breast Aneusomy probe set from Vysis. Β. 4 

καρκινικά κύτταρα µαστού µε ενίσχυση του HER-2/neu γονιδίου (>10 

κόκκινα σήµατα ανά κύτταρο) µε τη µέθοδο FISH και το PathVysion HER-2 

DNA probe. 
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Α.2. Ανταπόκριση στο trastuzumab του CK-19mRNA µε 

nested RT-PCR  

  

Οι πρώτες 20 ασθενείς έλαβαν trastuzumab 2 mg/Kg 

εβδοµαδιαίως για 4-8 διαδοχικές εβδοµάδες. Όπως φαίνεται στον 

Πίνακα 11, προ της χορήγησης του trastuzumab, 12 ασθενείς 

(60%) είχαν CK-19mRNA θετικά κύτταρα ανιχνεύσιµα µόνο στο 

µυελό των οστών, 2 (10%) µόνο στο περιφερικό αίµα, και 5 (25%) 

τόσο στο περιφερικό αίµα όσο και στο µυελό. Σε µία ασθενή, είχε 

γίνει ανίχνευση CK-19mRNA µόνο στο περιφερικό αίµα, που ήταν 

θετικό. Μετά από 4 εβδοµαδιαίες εγχύσεις trastuzumab, 15 

ασθενείς (75%) αρνητικοποίησαν το CK-19mRNA και γι’ αυτό 

διέκοψαν τη θεραπεία. Οι υπόλοιπες 5 ασθενείς που παρέµειναν 

CK-19mRNA θετικές έλαβαν 4 επιπλέον εβδοµαδιαίες εγχύσεις 

trastuzumab (σύνολο 8 βδοµάδες), µετά τις όποιες όλες οι 

ασθενείς εκτός από µία αρνητικοποίησαν το CK-19mRNA. Έτσι 

συνολικά, µετά από 4-8 εβδοµαδιαίες εγχύσεις, 19 στις 20 (95%) 

ασθενείς αρνητικοποίησαν το CK-19mRNA, και µόνο µία (5%) 

ασθενής παρέµεινε θετική παρά τη χορήγηση του trastuzumab 

(ασθενής µε τον αριθµό 4 στον Πίνακα 11). 

 Οι τελευταίες 10 ασθενείς έλαβαν trastuzumab 6 mg/Kg κάθε 

3 βδοµάδες για 6-9 διαδοχικές βδοµάδες. Όπως φαίνεται στον 

Πίνακα 11, προ της έναρξης της θεραπείας, 2 (20%) ασθενείς 

είχαν CK-19mRNA θετικά κύτταρα µόνο στο µυελό των οστών, 1 

(10%) τόσο στο αίµα όσο και στο µυελό, ενώ στις υπόλοιπες 7 

(70%) ασθενείς ελέγχθηκε µόνο το περιφερικό αίµα και ήταν 

θετικό. Μετά τις 6 πρώτες βδοµάδες (2 εγχύσεις trastuzumab), 6 

(60%) ασθενείς αρνητικοποίησαν το CK-19mRNA και διέκοψαν τη 

θεραπεία. Οι υπόλοιπες 4 ασθενείς που παρέµειναν CK-19mRNA 
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θετικές έλαβαν µία επιπλέον έγχυση trastuzumab (σύνολο 9 

βδοµάδες), µετά την οποία όλες εκτός από µία ασθενή 

αρνητικοποίησαν το CK-19mRNA. Έτσι συνολικά, 9 στις 10 (90%) 

ασθενείς αρνητικοποίησαν το CK-19mRNA µετά από 2-3 εγχύσεις 

trastuzumab κάθε 3 βδοµάδες. Μόνο µία (10%) ασθενής παρέµεινε 

θετική (ασθενής µε τον αριθµό 13 στον Πίνακα 13). 

 Μετά από διάµεσο χρόνο παρακολούθησης 6 µηνών (εύρος, 

2-22+), η διάµεση διάρκεια διατήρησης του αρνητικού για CK-

19mRNA ελέγχου στο σύνολο των 30 ασθενών ήταν 6 µήνες 

(εύρος, 0-21+), ενώ 13 (43%) ασθενείς εµφάνισαν ξανά CK-

19mRNA θετικά κύτταρα στο αίµα ή/και στο µυελό. Η διάµεση 

διάρκεια εξαφάνισης των CK-19mRNA θετικών κυττάρων 

σύµφωνα µε το στάδιο της νόσου κατά την ένταξη στη µελέτη έχει 

ως εξής: 9 µήνες (εύρος, 9-18) για το στάδιο Ι, 9 µήνες (εύρος, 3-

9+) για το στάδιο ΙΙ, 12 µήνες (εύρος, 3-21+) για το στάδιο ΙΙΙ, και 6 

µήνες (εύρος, 3-15+) για το στάδιο IV [p=0.07 για τη σύγκριση 

σταδίου IV (µεταστατικό) έναντι σταδίων Ι-ΙΙΙ (µη µεταστατικό) µε το 

log-rank test]. ∆ύο ασθενείς έλαβαν εκ νέου trastuzumab όταν 

ξαναέγιναν CK-19mRNA θετικές, και αρνητικοποίησαν ξανά το 

σήµα και οι δύο µετά από 4 εβδοµαδιαίες εγχύσεις των 2 mg/Kg. 

18 στις 30 (60%) ασθενείς διέκοψαν την παρακολούθηση λόγω: µη 

ανταπόκρισης στο trastuzumab (n=2), επανεµφάνισης CK-

19mRNA θετικών κυττάρων (n=13), και προόδου νόσου και 

θανάτου χωρίς επανεµφάνιση CK-19mRNA θετικών κυττάρων 

(n=3). Τέλος, 12 ασθενείς παρέµειναν CK-19mRNA αρνητικές. 
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Α.3. Ανταπόκριση στο trastuzumab του CK-19mRNA µε 

real-time RT-PCR  

 

Για την επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων, όλα τα δείγµατα 

περιφερικού αίµατος και µυελού που ήταν διαθέσιµα µετά τη 

χορήγηση του trastuzumab αναλύθηκαν και µε real-time RT-PCR 

για CK-19mRNA. Βρέθηκε ότι 10 στις 30 (33%) ασθενείς είχαν 

ανιχνεύσιµα CK-19mRNA θετικά κύτταρα. Συγκεκριµένα, για 20 

ασθενείς, τόσο η nested όσο και η real-time RT-PCR ήταν 

αρνητικές, για 2 ασθενείς ήταν και οι δύο θετικές και για 8 ασθενείς 

η real-time RT-PCR ήταν θετική ενώ η nested RT-PCR ήταν 

αρνητική. Το ποσοστό συµφωνίας θετικών και αρνητικών 

αποτελεσµάτων ήταν 73.3% (22 στις 30 ασθενείς). Αντικρουόµενα 

αποτελέσµατα διαπιστώθηκαν σε 4 δείγµατα µυελού, 2 

περιφερικού αίµατος ή και τα δυο (n=2). Όλες οι ασθενείς στις 

οποίες τα αποτελέσµατα ήταν αντικρουόµενα ως προς τις δύο 

µεθόδους, είχαν µεταστατική νόσο κατά την ένταξη στη µελέτη. Τα 

θετικά δείγµατα περιείχαν ένα µέσο αριθµό 3.15 (εύρος, 0.6-14.3) 

MCF-7 ισοδύναµων κυττάρων/5µg RNA. Για 16 ασθενείς, των 

οποίων δείγµατα περιφερικού αίµατος και µυελού προ και µετά τη 

χορήγηση του trastuzumab αναλύθηκαν µε real-time RT-PCR για 

CK-19mRNA, παρατηρήθηκε µείωση του αριθµού των MCF-7 

ισοδύναµων κυττάρων/5µg RNA από 3.84 (προ trastuzumab) σε 

0.36 (µετά trastuzumab; Wilcoxon paired t test, P<0.001; Εικόνα 

4).  
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Εικόνα 4. Ανίχνευση CK-19mRNA µε real-time RT-PCR πριν και µετά το 

trastuzumab στο αίµα και το µυελό 16 ασθενών µε καρκίνο µαστού. 

 

 

Α.4. Χορήγηση ανοσοσφαιρίνης 

 

Σ’ ότι αφορά στις 5 ασθενείς ελέγχου που πληρούσαν τα 

κριτήρια ένταξης στη µελέτη (όλες ήταν CK19mRNA-θετικές στο 

περιφερικό αίµα παρά την προηγηθείσα χηµειοθεραπεία) και 

έλαβαν ανοσοσφαιρίνη IgG (Sandoglobulin) 500 mg/Kg (ΕΦ), σε 

καµιά δεν παρατηρήθηκε αρνητικοποίηση της ανίχνευσης της CK-

19mRNA µετά την χορήγησή της ανοσοσφαιρίνης. Η χορήγηση 

της ανοσοσφαιρίνης έγινε προκειµένου να αποκλεισθεί η 

πιθανότητα µη ειδικής δράσης του trastuzumab στην εξάλειψη των 

CK19mRNA-θετικών κυττάρων. Το στάδιο της νόσου και οι 

προηγηθείσες θεραπείας των 5 ασθενών της «οµάδας ελέγχου» 

φαίνονται στον Πίνακα 14 (ασθενείς µε αριθµούς 7 και 32-35). 
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Πίνακας 14. Αποτελέσµατα ανίχνευσης CK19mRNA µε nested 

RT-PCR για τις 35 ασθενείς 

 
 

CK-19mRNA 

µετά θεραπεία 

(ΜΟ/ΠΑ) 

 

∆ιάστηµα παρακολούθησης  

µετά θεραπεία µε trastuzumab (µήνες) 

(ΜΟ/ΠΑ) 

 

 

 

Αριθµός 

ασθενούς 

 

 

HER-2 

status 

όγκου 

 

Έκφραση 

HER-2mRNA στα 

CK19-θετικά 

δείγµατα 

προ θεραπείας 

 

 

 

Είδος 

θεραπείας 

 

CK19mRNA 

προ 

θεραπείας 

(ΜΟ/ΠΑ)  

4-6 βδ. 8-9 βδ. 

 

3 µ.       6 µ.         9 µ.      12 µ.    15 µ.    18 µ.    21µ. 

 

∆ιάρκεια 

CK19mRNA 

αρνητικού 

(µήνες) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

 0 

 0 

 0 

+1 

 0 

 0 

+2 

+1 

 0 

 0 

+3 

+3 

+1 

 0 

+3 

+3 

 0 

+2 

+2 

+2 

 0 

+3 

+2 

 0 

 0 

+1 

 0 

UK 

+1 

 0 

+3 

+3 

 0 

+1 

+1 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

nd 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

nd 

nd 

nd 

nd 

Weekly 

3-weekly 

3-weekly 

Weekly 

Weekly 

3-weekly 

control 

Weekly 

3-weekly 

3-weekly 

Weekly 

Weekly 

3-weekly 

3-weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

Weekly 

3-weekly 

3-weekly 

3-weekly 

control 

control 

control 

control 

+/- 

nd/+ 

nd/+ 

+/- 

nd/+ 

nd/+ 

nd/+ 

+/+ 

nd/+ 

nd/+ 

+/- 

+/- 

+/- 

nd/+ 

+/- 

+/- 

+/+ 

+/+ 

+/- 

+/+ 

+/- 

-/+ 

+/+ 

+/- 

+/- 

+/- 

-/+ 

+/- 

+/- 

nd/+ 

+/+ 

nd/+ 

nd/+ 

nd/+ 

nd/+ 

-/- 

nd/+ 

nd/- 

+/- 

nd/- 

nd/- 

nd/+ 

+/- 

nd/- 

nd/- 

+/- 

-/- 

+/+ 

nd/+ 

+/- 

-/- 

-/- 

+/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

nd/+ 

-/- 

nd/+ 

nd/+ 

nd/+ 

nd/+ 

 

nd/- 

+/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+/+ 

nd/- 

-/- 

 

-/- 

 

 

 

-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

nd/- 

-/- 

nd/- 

nd/+ 

 

nd/+ 

nd/- 

 

nd/+ 

nd/- 

nd/- 

-/- 

-/- 

 

nd/- 

-/- 

-/- 

+/- 

-/- 

-/- 

+/+ 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

-/- 

+/- 

nd/+ 

+/- 

-/- 

nd/- 

-/- 

-/- 

nd/- 

 

 

 

nd/- 

 

 

nd/- 

-/- 

-/- 

-/- 

 

 

-/- 

-/- 

 

dead 

-/- 

 

-/- 

-/- 

dead 

-/- 

-/- 

 

 

 

-/- 

nd/- 

-/- 

nd/- 

 

 

 

nd/- 

 

 

nd/- 

-/- 

-/- 

-/- 

 

 

+/+ 

-/- 

 

 

-/- 

 

-/- 

-/- 

 

-/- 

dead 

 

 

 

-/- 

-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-/- 

-/- 

 

 

 

-/- 

 

 

-/- 

 

-/- 

-/- 

 

-/- 

-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-/- 

 

 

 

 

+/+ 

 

 

+/+ 

 

-/- 

+/- 

 

-/- 

nd/+ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-/- 

18 

9+ 

9 

0 

3 

9+ 

 

3 

9+ 

9+ 

21+ 

12+ 

0 

3+ 

9 

15 

3 

3 

15 

3 

15+ 

15 

3 

15+ 

6 

3 

3 

3 

9+ 

6+ 

3+ 

 

 

 

 

Συντοµεύσεις: ΜΟ: µυελός οστών, ΠΑ: περιφερικό αίµα, UK: άγνωστο, nd: δεν έγινε 
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Α.5. Τοξικότητα του trastuzumab  

 

H ανεπιθύµητες ενέργειες του trastuzumab περιορίστηκαν σε 

ήπια αλλεργική αντίδραση κατά τη διάρκεια της πρώτης έγχυσης, 

µε δεκατική πυρετική κίνηση και φρίκια σε 8 (27%) ασθενείς. Όλες 

οι ασθενείς ολοκλήρωσαν τις προβλεπόµενες χορηγήσεις του 

αντισώµατος. ∆εν παρατηρήθηκε αιµατολογική ή βιοχηµική 

τοξικότητα. Σε καµιά ασθενή δεν παρατηρήθηκε ελάττωση του 

κλάσµατος εξωθήσεως της αριστερής κοιλίας >10% της τιµής 

βάσης, µετά τη χορήγηση του trastuzumab. Επίσης, καµιά 

ασθενής δεν παρουσίασε συµπτωµατική συµφορητική καρδιακή 

ανεπάρκεια.  

 

Β. Τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη φάσης ΙΙ της χορήγησης 

trastuzumab σε ασθενείς µε πρώϊµο καρκίνο του µαστού και 

ανιχνεύσιµα CK19mRNA- θετικά CTCs µετά την ολοκλήρωση 

της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας   

 

Β.1. Ασθενείς 

 

Από ένα σύνολο 378 ασθενών που θεραπεύθηκαν στην 

Παθολογική-Ογκολογική Κλινική κατά το χρονικό διάστηµα από το 

Φεβρουάριο 2003 έως το ∆εκέµβριο 2008, 75 ασθενείς (36 στο 

σκέλος του trastuzumab και 39 στο σκέλος της παρακολούθησης, 

αντίστοιχα) πληρούσαν τα κριτήρια ένταξης και συµπεριελήφθησαν 

στην τελική ανάλυση της µελέτης. Όλες οι ασθενείς έλαβαν τις 6 

προβλεπόµενες χορηγήσεις του trastuzumab χωρίς σοβαρή 

καρδιοτοξικότητα ή άλλες ανεπιθύµητες ενέργειες. Τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών φαίνονται στον Πίνακα 15. 
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Πίνακας 15. Χαρακτηριστικά ασθενών 
 
 

 
 

 TRASTUZUMAB  
ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗ  

Αριθµός ασθενών 
 
36 

  
39 

 

ΗΛΙΚΙΑ 
∆ιάµεση 
Εύρος 

 
53.0 
28 - 73 

  
51.0 
29 – 72 

 

 Αριθµός %  
Αριθµός % p-value 

ΕΜΜΗΝΟΠΑΥΣΙΑΚΟ 
STATUS 
Προεµµηνοπαυσιακές 
Μετεµµηνοπαυσιακές 

 
 
18 
18 

 
 
50.0 
50.0 

  
 
19 
20 

 
 
48.7 
51.3 

 
0.619 

ΜΕΓΕΘΟΣ ΟΓΚΟΥ 
     <2.0 cm 
     2.0-5.0 cm 
     > 5.0 cm 

 
14 
21 
1 

 
38.9 
58.3 
2.8 

  
17 
19 
3 

 
43.6 
48.7 
7.7 

 
0.529 

ΛΕΜΦΑ∆ΕΝΕΣ 
     0 
     1 – 3 
     ≥ 4 

 
13 
13 
10 

 
36.1 
36.1 
27.8 

  
6 
17 
16 

 
15.4 
43.6 
41.0 

 
0.112 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΟ GRADE 
     I/II 
     III 

 
 
18 
18 

 
 
50.0 
50.0 

  
 
19 
20 

 
 
48.7 
51.3 

 
0.912 

ΟΙΣΤΡΟΓΟΝΙΚΟΙ  
ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ 
     ER+ 
     ER– 

 
 
22 
14 

 
 
61.1 
38.9 

  
 
22 
17 

 
 
56.4 
43.6 

 
0.815 

ΠΡΟΓΕΣΤΕΡΟΝΙΚΟΙ 
ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ 
     PR+ 
     PR– 

 
 
20 
16 

 
 
55.6 
44.4 

  
 
19 
20 

 
 
48.7 
51.3 

 
0.646 

ΧΕΙΡΟΥΡΓΕΙΟ 
     ∆ιατήρηση µαστού 
     Μαστεκτοµή 

 
19 
17 

 
52.8 
47.2 

  
23 
16 

 
59.0 
41.0 

0.646 

ΣΥΜΠΛΗΡΩΜΑΤΙΚΗ 
ΧΗΜΕΙΟΘΕΡΑΠΕΙΑ 
     Ανθρακυκλίνες 
     Ταξάνες 
     Και τα δύο 
     Άλλη 

 
 
17 
1 
15 
3 

 
 
47.2 
2.8 
41.7 
8.3 

  
 
18 
0 
19 
2 

 
 
46.2 
0.0 
48.7 
5.1 

 
 
0.664 

ΑΚΤΙΝΟΘΕΡΑΠΕΙΑ 
     Ναι 
     Όχι 

 
26 
10 

 
72.2 
27.8 

  
34 
5 

 
87.2 
12.8 

0.106 

ΟΡΜΟΝΟΘΕΡΑΠΕΙΑ 
     Ναι 
     Όχι 

 
26 
10 

 
72.2 
27.8 

  
28 
11 

 
71.8 
28.2 

0.967 
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Β.2. Ανίχνευση CK19mRNA- θετικών κυττάρων  
 

 Μετά την ολοκλήρωση των 6 χορηγήσεων, 23 από τις 32 

(72%, 4 ασθενείς δεν είχαν εκτίµηση CTCs) ασθενείς στο σκέλος 

του trastuzumab αρνητικοποίησαν το CK19mRNA. Αντίθετα, µόνο 

7 (26%) από τις 27 ασθενείς στο σκέλος της παρακολούθησης που 

δεν είχαν ανιχνεύσιµα CK19mRNA CTCs 4 µήνες µετά την 

ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας (12 ασθενείς 

δεν είχαν εκτίµηση CTCs) (p=0.001). Επιπλέον, ο διάµεσος 

αριθµός CK19mRNA-θετικών κυττάρων ήταν σηµαντικά µειωµένος 

µετά τη χορήγηση του trastuzumab (p<0.001), σε αντίθεση µε την 

οµάδα παρακολούθησης όπου ο διάµεσος αριθµός CK19mRNA-

θετικών κυττάρων στους 4 µήνες δεν είχε µεταβληθεί σηµαντικά 

(p=0.085, πίνακας 16). Επιπρόσθετα, ο διάµεσος αριθµός 

CK19mRNA-θετικών κυττάρων µετά την χορήγηση του 

trastuzumab ήταν σηµαντικά µικρότερος από των ασθενών στο 

σκέλος της παρακολούθησης (p<0.001, πίνακας 16). 

 

Πίνακας 16. Ανίχνευση CK19mRNA-θετικών κυττάρων πριν και µετά τη 

θεραπεία στις 2 οµάδες ασθενών 

 
CK19mRNA(+) κυτ. 
    διάµεση  
    (εύρος) 

 
Trastuzumab  
 
(n=36) 

 
Παρακολούθηση  
 
(n=39) 

 
p-value  

Έναρξη µελέτης 1.3 
(0.6-13.0) 

2.0 
(0.6-25.0)   0.131a 

Τέλος trastuzumab/ 
4 µήνες παρακολούθηση 

0.0 
(0.0-4.5) 

1.0 
(0.0-5.0) <0.001a 

p-value  <0.001b 0.085b  

aMann-Whitney test, bWilcoxon Signed Ranks test 
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Β.3. Έκφραση HER2 στα CK+ CTCs 

 

 Σε 57 ασθενείς που υπήρχε διαθέσιµο υλικό έγινε ανίχνευση 

µε ανοσοφθορισµό για την παρουσία CK+/HER2+ κυττάρων. 

CK+/HER2+ CTCs ανιχνεύθηκαν σε 51 από τις 57 (90%) ασθενείς 

που ελέχθησαν. Σε 9 από τις ασθενείς αυτές, όλα τα ανιχνευθέντα 

CTCs ήταν CK+/HER2+ ενώ στις υπόλοιπες 42 (82%) ασθενείς 

ανιχνεύθηκε και η παρουσία ενός υποπληθυσµού CK+/HER2- 

CTCs. Ο διάµεσος αριθµός CK+/HER2+ CTCs ήταν 2.0 (εύρος, 1-

37) στο σκέλος του trastuzumab και 2.0 (εύρος, 1-47) στο σκέλος 

της παρακολούθησης.  

 

Β.4. Υποτροπή και επιβίωση 

 

 Μετά από διάµεσο χρόνο παρακολούθησης 67.2 µηνών 

(εύρος, 6.83-92.97), 19 (25%) ασθενείς εµφάνισαν 

αποµακρυσµένη υποτροπή. Όλες οι υποτροπές, πλην τεσσάρων, 

συνέβησαν σε ασθενείς στο σκέλος της παρακολούθησης 

(p=0.008, πίνακας 17). Επιπλέον, η επίπτωση των υποτροπών 

ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη στο σκέλος της παρακολούθησης 

συγκριτικά µε το σκέλος του trastuzumab, για τις 

µετεµµηνοπαυσιακές γυναίκες (p=0.006), για τους όγκους µε 

αρνητικούς ορµονικούς υποδοχείς (p=0.042) και για τις ασθενείς µε 

>3 διηθηµένους µασχαλιαίους λεµφαδένες (p=0.004) (πίνακας 17). 

Παρόλα αυτά, στο interaction test υπάρχει ετερογένεια µόνο 

µεταξύ των διαφόρων οµάδων µε βάση το status των µασχαλιαίων 

λεµφαδένων (σχήµα 5). Όπως φαίνεται στο σχήµα 6, το διάµεσο 

DFS δεν έχει ακόµη προσδιοριστεί, υπάρχει όµως σηµαντική 

διαφορά υπέρ των ασθενών που έλαβαν trastuzumab (p=0.008).  
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 ∆εν υπήρχε σηµαντική διαφορά σ’ ότι αφορά στη συνολική 

επιβίωση µεταξύ των δύο σκελών της µελέτης (p=0.506,σχήµα 7).  

Επίσης, όπως φάνηκε στη µονοπαραγοντική ανάλυση, ο µόνος 

στατιστικά σηµαντικός παράγοντας που σχετίστηκε µε µείωση του 

DFS ήταν η τυχαιοποίηση στο σκέλος της παρακολούθησης 

(p=0.014, πίνακας 18). Για το λόγο αυτό δεν ακολούθησε 

πολυπαραγοντική ανάλυση. 

 

 

 

Πίνακας 17. Επίπτωση κλινικών υποτροπών σε ασθενείς µε πρώϊµο καρκίνο 

του µαστού µε βάση τη θεραπεία 

  

 

 

 

 

 Υποτροπές (n) 

Οµάδα ασθενών Παρακολούθηση  Trastuzumab  p-value 

Σύνολο ασθενών 15 (38.5%) 4 (11.1%) 0.008 

Προεµµηνοπαυσιακές 4 (21.0%) 2 (11.0%) 0.660 

Μετεµµηνοπαυσιακές 11 (55.0%) 2 (11.0%) 0.006 

Ορµονοευαίσθητες 10 (40%) 4 (17.0%) 0.114 

Ορµονοανθεκτικές 5 (36.0%) 0 (0%) 0.042 

Λεµφαδένες: N0 0 (0%) 2 (15.0%) 0.999 

Λεµφαδένες: N1-3 6 (35.0%) 2 (15.0%) 0.407 

Λεµφαδένες: N>3 9 (56.0%) 0 (0.0%) 0.004 
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Σχήµα 5: ∆ιάγραµµα Forest plot για την επίδραση του trastuzumab στις 
υποτροπές 
 

 
 

Σχήµα 6: Καµπύλες Kaplan-Meier για ελεύθερη νόσου επιβίωση (DFS) 
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Σχήµα 7:  Καµπύλες Kaplan-Meier για συνολική επιβίωση (OS) 

 

100806040200

Overal Survival (months)

100

80

60

40

20

0

P
ro

po
rt

io
n 

of
 P

at
ie

nt
s 

(%
)

Log-Rank test: p=0.506

Trastuzumab

Observation

 

 

Πίνακας 18. Μονοπαραγοντική ανάλυση για ελεύθερη νόσου επιβίωση (DFS) 

και συνολική επιβίωση (OS) 

 DFS OS 

 RR 95%CI p-value RR 95%CI p-value 

Εµµηνοπαυσιακό status 

(µετα vs προ) 

 

2.126 

 

0.803-5.627 

 

0.129 

 

1.763 

 

0.323-9.640 

 

0.513 

Μέγεθος όγκου (>2cm vs ≤2cm) 1.552 0.590-4.084 0.374 1.453 0.266-7.942 0.666 

Λεµφαδένες (≥4 vs < 4) 1.677 0.681-4.129 0.261 1.678 0.338-8.325 0.527 

Ιστολογικό grade (III vs I/II) 1.422 0.574-3.525 0.447 2.386 0.434-13.105 0.317 

ER (αρνητικοί vs θετικοί) 0.568 0.204-1.581 0.279 0.829 0.151-4.555 0.829 

PR (αρνητικοί vs θετικοί) 1.969 0.785-4.938 0.149 1.357 0.272-6.779 0.710 

HR (αρνητικοί vs άλλο) 0.867 0.310-2.424 0.785 1.203 0.217-6.657 0.832 

Trastuzumab (όχι vs ναι) 3.985 1.321-12.021 0.014 1.765 0.323-9.644 0.512 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ      

 

 Το πρώτο µέρος της παρούσας µελέτης αφορά στην 

πιλοτική διερεύνηση της επίδρασης του µονοκλωνικού 

αντισώµατος trastuzumab στα χηµειοανθεκτικά και 

ορµονοανθεκτικά διεσπαρµένα/κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα 

στο µυελό των οστών και το αίµα σε ασθενείς µε καρκίνο του 

µαστού. Τα κύτταρα αυτά ανιχνεύθηκαν παρά την προηγηθείσα 

χορήγηση συστηµατικής θεραπείας και µετά την ολοκλήρωσή της.   

Ως δείκτης για την ανίχνευση των µικροµεταστατικών 

κυττάρων στο αίµα και το µυελό των οστών χρησιµοποιήθηκε η 

κυτταροκερατίνη-19 (CK-19), η οποία έχει µελετηθεί εκτενώς τόσο 

από τη δική µας όσο και από άλλες ερευνητικές 

οµάδες17,18,30,115,116. Πιστεύεται ότι η CK-19 είναι, υπό ορισµένες 

προϋποθέσεις, ο δείκτης µε το συνδυασµό µεγαλύτερης 

ευαισθησίας και ειδικότητας στην ανίχνευση καρκινικών κυττάρων 

στο αίµα και το µυελό των οστών ασθενών µε καρκίνο του 

µαστού18,115. Ωστόσο, από ορισµένους ερευνητές έχουν αναφερθεί 

«ψευδώς θετικά» αποτελέσµατα σε δείγµατα αίµατος ή µυελού των 

οστών από υγιείς γυναίκες δότριες ή από ασθενείς µε 

αιµατολογικές κακοήθειες ή µεταστατικό κολοορθικό καρκίνο18. 

Πιθανές εξηγήσεις για τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα µπορεί να 

είναι η ύπαρξη των ψευδογονιδίων a και b117 της CK-19, η 

επιµόλυνση των δειγµάτων από επιθηλιακά κύτταρα της 

επιδερµίδας κατά τη φλεβοκέντηση118 ή η έκτοπη έκφραση του CK-

19 γονιδίου στα φυσιολογικά ή αιµοποιητικά κύτταρα29,119, στα 

πλαίσια της εν δυνάµει έκφρασης οποιουδήποτε γονιδίου από 

οποιοδήποτε κύτταρο120.  
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 Η έκτοπη εντόπιση επιθηλιακών κυττάρων στο αίµα ή το 

µυελό των οστών, δεν αρκεί από µόνη της για να επιβεβαιώσει την 

νεοπλασµατική τους φύση. Τα απαραίτητα στοιχεία προέρχονται 

από αναλύσεις γενετικού υλικού και κυτταροκαλλιέργειες, όπου 

τεκµηριώνεται η ύπαρξη ανωµαλιών στα χρωµοσώµατα 7, 8, 11, 

17 και 18 σε κύτταρα µυελού των οστών ασθενών µε καρκίνο του 

µαστού121. Επίσης, επιβεβαιώνεται η in vitro ικανότητα 

πολλαπλασιασµού των µικροµεταστατικών κυττάρων η οποία είναι 

ευθέως ανάλογη του σταδίου της νόσου και της κλινικής έκβασης 

του ασθενούς µετά το χειρουργείο63. Στην πραγµατικότητα, τα 

µικροµεταστατικά κύτταρα αποτελούν ένα ετερογενή πληθυσµό 

κυττάρων µε διαφορετική βιολογική συµπεριφορά68. Παράλληλα, η 

υπερέκφραση υποδοχέων αυξητικών παραγόντων όπως ο HER-

2/neu διαχωρίζει έναν υποπληθυσµό περισσότερο επιθετικών CK-

θετικών κυττάρων122,91. Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήσαµε 

τη µέθοδο FISH για την ανίχνευση τόσο της ενίσχυσης του HER-

2/neu γονιδίου όσο και ανωµαλιών στα χρωµοσώµατα 1, 8, 11 και 

17, προκειµένου να επιβεβαιώσουµε την κακοήθη φύση των CK-

θετικών κυττάρων σε ένα περιορισµένο αριθµό ασθενών. 

Παρόµοια µεθοδολογία έχει εφαρµοστεί προηγουµένως και από 

άλλους ερευνητές123-125.                        

∆ιάφοροι ερευνητές έχουν δείξει ότι η ανίχνευση 

CK19mRNA-θετικών κυττάρων στο µυελό των οστών40,46 και το 

περιφερικό αίµα53 ασθενών µε πρώιµο καρκίνο του µαστού, 

αποτελεί ανεξάρτητο δυσµενή προγνωστικό παράγοντα για 

µειωµένη ελεύθερη νόσου και συνολική επιβίωση, κατά τη 

διάγνωση και πριν τη χορήγηση συµπληρωµατικής 

χηµειοθεραπείας. 
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 Η χηµειοθεραπεία συχνά αποτυγχάνει να εξαλείψει τα 

διεσπαρµένα καρκινικά κύτταρα σε ποσοστό που φτάνει το 50% 

των ασθενών µε καρκίνο του µαστού81,57, ενώ η ανίχνευση CTCs 

µετά την ολοκλήρωση της συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας 

αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου, ενδεικτικό της ύπαρξης 

χηµειο-ανθεκτικής υπολειπόµενης νόσου57. Συνεπώς, είναι 

σηµαντικό να µελετήσουµε αν ένας βιολογικός παράγοντας µπορεί 

να στοχεύσει αποτελεσµατικά τα χηµειοανθεκτικά αυτά κύτταρα και 

µε τον τρόπο αυτό να µειώσει την πιθανότητα υποτροπής της 

νόσου (πρώιµο στάδιο) ή να επιβραδύνει την εξέλιξή της 

(προχωρηµένο στάδιο). 

 Ο HER-2 αποτελεί µέλος της οικογένειας των υποδοχέων 

του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα οι οποίοι, αλληλεπιδρώντας 

µεταξύ τους και µε διάφορους προσδέτες, ενεργοποιούν τα 

ενδοκυττάρια µονοπάτια µετάδοσης σήµατος που ελέγχουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Αυτό πιθανότατα εξηγεί και το 

γεγονός ότι η υπερέκφραση του HER-2 υποδοχέα στον 

πρωτοπαθή όγκο αποτελεί δυσµενή προγνωστικό παράγοντα 

στον καρκίνο του µαστού85. Παράλληλα, αποτελεί και προβλεπτικό 

παράγοντα ανταπόκρισης στη θεραπεία µε trastuzumab101. 

Ερευνητές έχουν προηγουµένως επισηµάνει την υψηλή 

έκφραση του HER-2 στα µικροµεταστατικά κύτταρα που φτάνει σε 

υπερδιπλάσιο ποσοστό αυτής του πρωτοπαθούς όγκου (>60% 

έναντι 20-25%)69,91. Με βάση το δεδοµένο αυτό, στην παρούσα 

µελέτη χρησιµοποιήθηκε το αντι-HER2 µονοκλωνικό αντίσωµα 

trastuzumab για τη στόχευση των CK-19mRNA θετικών κυττάρων. 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν, για πρώτη φορά, ότι ένα βραχύ σχήµα 

χορήγησης του trastuzumab µπορεί να ελαττώσει σηµαντικά ή και 
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να εξαλείψει τα χηµειοανθεκτικά διεσπαρµένα καρκινικά κύτταρα 

στο αίµα και το µυελό των οστών ασθενών µε καρκίνο του µαστού. 

Η επιλογή των ασθενών της µελέτης έγινε µε κριτήριο µόνο 

την ανίχνευση CK19mRNA-θετικών κυττάρων στο περιφερικό αίµα 

και/ή στο µυελό των οστών µετά την ολοκλήρωση της 

συστηµατικής θεραπείας. Η πλειοψηφία των ασθενών µε 

µεταστατική νόσο είχε προηγουµένως λάβει διάφορα 

χηµειοθεραπευτικά σχήµατα, ενώ ασθενείς µε ορµονο-ευαίσθητη 

νόσο είχαν επίσης λάβει και ορµονική θεραπεία. Γυναίκες µε 

πρώιµο καρκίνο του µαστού είχαν ολοκληρώσει τη 

συµπληρωµατική χηµειοθεραπεία, καθώς και την ορµονοθεραπεία 

αν είχαν όγκους µε θετικούς ορµονικούς υποδοχείς. Συνεπώς, τα 

ανιχνεύσιµα CK19mRNA-θετικά κύτταρα προ της ένταξης στη 

µελέτη ήταν πραγµατικά ανθεκτικά στις «καθιερωµένες» 

θεραπείες. Η έκφραση του HER-2 στον πρωτοπαθή όγκο δεν 

αποτέλεσε κριτήριο επιλογής των ασθενών, λόγω της συχνής 

(υπερδιπλάσιας) έκφρασής του στα µικροµεταστατικά κύτταρα69,91.  

Επιπλέον, η εξ' επαγωγής αντιστοίχηση του HER-2 status του 

πρωτοπαθούς όγκου στα µικροµεταστατικά κύτταρα, δεν είναι 

αξιόπιστη91. Ωστόσο, το γεγονός ότι 28 από τις 30 (93%) γυναίκες 

αρνητικοποίησαν το CK19mRNA µε nested RT-PCR µετά από 4-8 

εβδοµαδιαίες ή 2-3 χορηγήσεις ανά τρεις εβδοµάδες, υποδηλώνει 

ότι τα µικροµεταστατικά κύτταρα είναι ευαίσθητα στο trastuzumab, 

πιθανότατα λόγω υπερέκφρασης του HER-2 υποδοχέα.  

Οι Paik et al δηµοσίευσαν πρόσφατα τα αποτελέσµατα 

υποανάλυσης της µελέτης NSABP B-31 που συνέκρινε τον 

καθιερωµένο συνδυασµό 4 κύκλων doxorubicin και 

cyclophosphamide ακολουθούµενου από 4 κύκλους paclitaxel 

(ACT) έναντι του ίδιου συνδυασµού µε την προσθήκη trastuzumab 
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(ACTH), ως συµπληρωµατική θεραπεία σε ασθενείς µε πρώϊµο 

καρκίνο του µαστού126. Μεταξύ 1787 ασθενών των οποίων τα 

δείγµατα ιστού αναλύθηκαν σε κεντρικό εργαστήριο µε τις 

µεθόδους FISH και ανοσοϊστοχηµείας (HIC), οι 174 (ποσοστό 

9.7%) βρέθηκαν να έχουν HER2-αρνητικούς όγκους (FISH 

αρνητικό και HIC <+3). Παρόλα αυτά, ακόµη και οι ασθενείς αυτές, 

µε τους HER2-αρνητικούς πρωτοπαθείς όγκους, ωφελήθηκαν από 

τη χορήγηση του trastuzumab (p=0.014). Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα θα µπορούσαν να είναι ενδεικτικά ότι το όφελος 

από τη συµπληρωµατική χορήγηση του trastuzumab στον πρώϊµο 

καρκίνο του µαστού δεν περιορίζεται µόνο στους όγκους µε 

υπερέκφραση του HER2 υποδοχέα126.         

Αναδροµικά αναλύσαµε την έκφραση του HER-2mRNA στα 

προ-trastuzumab CK19-θετικά δείγµατα αίµατος και µυελού µε 

nested RT-PCR και βρέθηκε θετική ανίχνευση σε ποσοστό 83% 

(25 από τις 30 ασθενείς). Επιπλέον, σε 5 ασθενείς για τις οποίες 

υπήρχαν διαθέσιµα µονοπύρηνα κύτταρα από τα προ-trastuzumab 

δείγµατα αίµατος και µυελού (δεν υπήρχαν διαθέσιµα για τις 

υπόλοιπες 25 ασθενείς), επιβεβαιώθηκε µε FISH η ύπαρξη 

κυττάρων µε ενίσχυση του HER-2/neu γονιδίου. Επίσης, τα ίδια 

δείγµατα ήταν HER2mRNA-θετικά µε RT-PCR. Αξιοσηµείωτο είναι 

ότι στη δική µας µελέτη, το ποσοστό έκφρασης του HER-2 στα 

µικροµεταστατικά κύτταρα είναι υψηλότερο από το αναφερόµενο 

60-67% στη διεθνή βιβλιογραφία, µε ανοσοϊστοχηµικές 

µεθόδους69,91. Αν λάβουµε υπόψη ότι το ποσοστό των ασθενών 

που αρνητικοποίησαν το CK19mRNA µε nested RT-PCR 

υπερβαίνει το ποσοστό της HER2mRNA έκφρασης στα προ-

trastuzumab δείγµατα, πιθανολογούµε ότι σε κάποιες ασθενείς µε 

µικρό αριθµό CK19-θετικών κυττάρων η έκφραση του HER-2 ήταν 
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κάτω από το όριο ανίχνευσης της RT-PCR µεθόδου. Πράγµατι, 

στις διαδοχικές αραιώσεις MCF-7 κυττάρων, η διακριτική ικανότητα 

της nested RT-PCR για το HER2mRNA περιοριζόταν στην 

αραίωση των 10 κυττάρων στο εκατοµµύριο PBMCs.  

Τα αποτελέσµατα της nested RT-PCR, µετά τη χορήγηση 

του αντισώµατος, επιβεβαιώθηκαν και µε ποσοτικό προσδιορισµό 

του CK19mRNA µε real-time RT-PCR, όπου 20 από τις 30 

ασθενείς (67%) ήταν αρνητικές. Η ποσοτική RT-PCR µε τη χρήση 

του συστήµατος LightCycler είναι σε συµφωνία µε τη nested RT-

PCR ως προς τη θετικότητα και αρνητικότητα, σε µεγάλο αριθµό 

δειγµάτων54. Αξιοσηµείωτο είναι ότι, σε 16 ασθενείς µε διαθέσιµα 

δείγµατα αίµατος ή µυελού για ανίχνευση του CK19mRNA µε real-

time RT-PCR πριν και µετά τη χορήγηση του trastuzumab, ο µέσος 

αριθµός κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων 

υποδεκαπλασιάστηκε (1log) (εικόνα 4). Παρόλα αυτά, θα πρέπει 

να είµαστε επιφυλακτικοί στην ερµηνεία των αποτελεσµάτων από 

τη χορήγηση του trastuzumab, αφού το CK19mRNA-αρνητικό 

σήµα στη real-time RT-PCR µετά τη χορήγηση του αντισώµατος 

µπορεί να οφείλεται σε µείωση των κυκλοφορούντων κυττάρων 

κάτω από το όριο ανίχνευσης της µεθόδου και όχι απαραίτητα 

στην ολοσχερή εξάλειψή τους.  

Προκειµένου να ελέγξουµε την πιθανότητα µη ειδικής 

κυτταροτοξικής δράσης του trastuzumab, χορηγήσαµε 

ανοσοσφαιρίνη IgG σε µια «οµάδα ελέγχου» 5 CK19mRNA-

θετικών ασθενών που πληρούσαν τα κριτήρια ένταξης και είχαν 

παρόµοια χαρακτηριστικά µε τον πληθυσµό της µελέτης. Από τις 

ασθενείς αυτές καµιά δεν αρνητικοποίησε το CK19mRNA µε τη 

χορήγηση της ανοσοσφαιρίνης. Επίσης, για να αποκλείσουµε την 

επίδραση του trastuzumab που υπήρχε στα δείγµατα στην εξέλιξη 
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της RT-PCR, εκθέσαµε διαδοχικές αραιώσεις MCF-7 κυττάρων σε 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις αντισώµατος (στα 2, 100 και 200 

nmol/L) για 24-48 ώρες. Η ανίχνευση CK19mRNA µε nested RT-

PCR ήταν δυνατή έως την αραίωση του 1 MCF-7 κυττάρου ανά 

106 φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα. 

Κατά το χρονικό διάστηµα παρακολούθησης των ασθενών, 

µε συχνή λήψη δειγµάτων αίµατος και µυελού των οστών, 

παρατηρήσαµε ότι η εξάλειψη των CK19mRNA-θετικών κυττάρων 

δεν ήταν βραχεία αλλά διαρκούσε αρκετούς µήνες ακόµη και στις 

ασθενείς µε µεταστατική νόσο. Αυτό είναι ιδιαίτερα σηµαντικό αν 

σκεφτούµε ότι οι µεταστατικές εστίες «τροφοδοτούν» συνεχώς την 

κυκλοφορία του αίµατος µε νέα καρκινικά κύτταρα. Πιθανότατα το 

παρατεταµένο αποτέλεσµα οφείλεται στο µεγάλο χρόνο ηµίσειας 

ζωής του trastuzumab στον οργανισµό, το οποίο παραµένει 

αρκετούς µήνες µετά από επαναλαµβανόµενες εγχύσεις127. 

Αξιοσηµείωτο είναι ότι η επαναχορήγηση του trastuzumab σε 2 

ασθενείς που έγιναν CK19mRNA-θετικές κατά τη διάρκεια της 

παρακολούθησης, ήταν ακόµη αποτελεσµατική. Θα µπορούσαµε 

εποµένως, µε επαναλαµβανόµενες χορηγήσεις του αντισώµατος, 

είτε ανά τακτά χρονικά διαστήµατα είτε επί CK19mRNA-θετικού 

αποτελέσµατος στην RT-PCR, να παρατείνουµε το χρονικό 

διάστηµα µη ανιχνεύσιµων κυκλοφορούντων CK19mRNA-θετικών 

κυττάρων σε ασθενείς µε καρκίνο του µαστού. 

∆εδοµένης της δραστικότητας του trastuzumab στο HER2-

θετικό καρκίνο του µαστού101,103, καλά τεκµηριωµένη θεωρείται και 

η καρδιοτοξικότητα ως η σοβαρότερη ανεπιθύµητη ενέργεια του 

αντισώµατος που φτάνει το 3-7% όταν αυτό χορηγείται ως 

µονοθεραπεία111. Στη δική µας µελέτη, µε το βραχύ σχήµα 

χορήγησης του trastuzumab δεν παρατηρήθηκε σοβαρή καρδιακή 
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ή άλλη τοξικότητα, εκτός της γνωστής και καλά περιγεγραµµένης 

αντίδρασης υπερευαισθησίας κατά τη διάρκεια της πρώτης 

έγχυσης.   

Τα αποτελέσµατά µας ενισχύουν τη θέση του trastuzumab 

στη συµπληρωµατική θεραπεία του καρκίνου του µαστού αλλά και 

στη θεραπεία της µεταστατικής νόσου. Ωστόσο, ασαφή 

παραµένουν ακόµα και σήµερα τα δεδοµένα αναφορικά µε τη 

βέλτιστη διάρκεια και τρόπο χορήγησής του128. Επίσης, µένει να 

αποδειχθεί σε µελλοντικές µελέτες, η θεραπευτική αξία της 

εξάλειψης των µικροµεταστατικών κυττάρων µε το  trastuzumab 

ανεξαρτήτως της έκφρασης του HER-2 στον πρωτοπαθή όγκο. 

Άλλοι ερευνητές έχουν επίσης χρησιµοποιήσει µονοκλωνικά 

αντισώµατα για τη στόχευση των µικροµεταστατικών κυττάρων, µε 

ποικίλα αποτελέσµατα. Οι Schlimok et al129, χρησιµοποιώντας το 

µονοκλωνικό Lewis Y αντίσωµα, πέτυχαν τη σηµαντική µείωση ή 

εξάλειψη των CK-θετικών/LewisY-θετικών κυττάρων σε 5 από τους 

10 ασθενείς µε µικροµεταστατικά κύτταρα από καρκίνο του µαστού 

στο µυελό των οστών. Οι Braun et al83 χρησιµοποίησαν το 

µονοκλωνικό αντίσωµα 17-1Α (Edrecolomab), ενάντια στο 

επιθηλιακό µόριο προσκολλήσεως EpCAM, και πέτυχαν σηµαντική 

µείωση και σε 4 περιπτώσεις πλήρη εξάλειψη των EpCAM+/CK+ 

κυττάρων από το µυελό των οστών 10 ασθενών µε προχωρηµένο 

καρκίνο του µαστού. Πιο πρόσφατα, οι Kirchner et al130 

χρησιµοποίησαν το ίδιο µονοκλωνικό αντίσωµα (Edrecolomab) σε 

9 ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού και µικροµεταστατική 

νόσο στο µυελό των οστών µετά τη συµπληρωµατική 

χηµειοθεραπεία. Οι ερευνητές αναφέρουν πλήρη εξάλειψη των 

κυττάρων στους 7 και σηµαντική µείωση στους υπόλοιπους 2 

ασθενείς. 
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Η υπερέκφραση του HER-2 υποδοχέα τόσο στον 

πρωτοπαθή όγκο85 όσο και στα µικροµεταστατικά κύτταρα91, όπως 

έχει αποδειχθεί, αποτελεί δυσµενή προγνωστικό παράγοντα. 

Συνεπώς, η χρήση του trastuzumab ενάντια στα HER2-θετικά 

κύτταρα στην παρούσα µελέτη έχει το πλεονέκτηµα, σε σχέση µε 

άλλα µονοκλωνικά αντισώµατα, ότι στοχεύει στην εξάλειψη ενός 

πληθυσµού καρκινικών κυττάρων µε ιδιαίτερα επιθετική βιολογική 

συµπεριφορά. Παρόλα αυτά, απαιτείται τεκµηρίωση του κλινικού 

οφέλους από την εξάλειψη των µικροµεταστατικών κυττάρων, 

προκειµένου αυτή η πειραµατική προσέγγιση να αποκτήσει 

πρακτική εφαρµογή. Χρειάζονται προοπτικές µελέτες για τη 

διερεύνηση των φαινοτυπικών και γονοτυπικών χαρακτηριστικών 

των µικροµεταστατικών κυττάρων, καθώς και του οφέλους από την 

εξάλειψή τους στην πρόγνωση των ασθενών µε καρκίνο του 

µαστού.  

Για το λόγο αυτό σχεδιάσαµε µια τυχαιοποιηµένη µελέτη 

φάσης ΙΙ, προκειµένου να εκτιµήσουµε το όφελος από την εξάλειψη 

των κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων µε τη 

«συµπληρωµατική χορήγηση» του trastuzumab στην κλινική 

έκβαση ασθενών µε πρώϊµο καρκίνο του µαστού.  Πρόκειται για 

την πρώτη τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη της δράσης µιας 

«συµπληρωµατικής» θεραπείας που στοχεύει τα χηµειο-ανθεκτικά 

κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα (CTCs) σε ασθενείς µε πρώϊµο 

καρκίνο του µαστού.  

Tα αποτελέσµατα της κλινικής αυτής µελέτης έδειξαν ότι η 

χορήγηση του αντισώµατος πέτυχε εξάλειψη των κυττάρων και 

σηµαντική µείωση των ασθενών µε ανιχνεύσιµα CTCs στο 

περιφερικό αίµα. Επιπλέον, η στόχευση των ανθεκτικών CTCs µε 

το trastuzumab επιτυγχάνει στατιστικά σηµαντική µείωση του 
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κινδύνου υποτροπής και παράταση της ελεύθερης νόσου 

επιβίωσης (DFS).  

 Στο πρώτο µέρος της παρούσας διατριβής δείξαµε ότι µε τη 

χορήγηση 3-4 εγχύσεων trastuzumab σε ασθενείς µε ανιχνεύσιµα 

CK19mRNA-θετικά CTCs ή/και DTCs επιτυγχάνουµε εξάλειψη των 

κυττάρων αυτών σε ποσοστό 67% των ασθενών131. Παρόλα αυτά, 

σε κάποιους ασθενείς επανεµφανίζονται τα CK19mRNA-θετικά 

κύτταρα 1-3 µήνες µετά τη διακοπή του αντισώµατος. Με βάση την 

παρατήρηση αυτή, στην τυχαιοποιηµένη µελέτη φάσης ΙΙ 

επιλέξαµε τη χορήγηση 6 κύκλων trastuzumab. Φαίνεται πως ενώ 

η χορήγηση του trastuzumab επιτυγχάνει µείωση των CTCs σε µη 

ανιχνεύσιµα επίπεδα, ο εναποµείνας κυτταρικός πληθυσµός 

οδηγεί σε πρώϊµη επανεµφάνιση των CK19mRNA-θετικών CTCs.  

 Η υψηλή αποτελεσµατικότητα του trastuzumab στην 

εξάλειψη των CK19mRNA-θετικών CTCs µπορεί να αποδοθεί στο 

γεγονός ότι το 90% σχεδόν των ασθενών που εκτιµήθηκαν είχε 

υπερέκφραση του HER2 στα CTCs. Εποµένως, µπορούµε να 

υποθέσουµε ότι η µειωµένη επίπτωση των κλινικών υποτροπών 

και η σηµαντική παράταση της ελεύθερης νόσου επιβίωσης (DFS) 

στις ασθενείς που έλαβαν trastuzumab, αποδίδεται στην 

οφειλόµενη στο trastuzumab εξάλειψη των CTCs. Επιπρόσθετα, 

πρέπει να επισηµάνουµε ότι η µελέτη πραγµατοποιήθηκε σε ένα 

πληθυσµό ασθενών υψηλού κινδύνου µε ανιχνεύσιµα 

CK19mRNA-θετικά CTCs µετά την ολοκλήρωση της 

συµπληρωµατικής χηµειοθεραπείας, γεγονός που σχετίζεται µε 

χειρότερη πρόγνωση σ’ ότι αφορά στον κίνδυνο υποτροπής και 

την επιβίωση57.  

Είναι αποδεδειγµένο ότι η έκφραση του HER2 στα CTCs 

ή/και DTCs είναι ανεξάρτητη της έκφρασής του στον πρωτοπαθή 
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όγκο, ενώ στην παρούσα µελέτη το όφελος από το trastuzumab 

παρατηρήθηκε σε ασθενείς µε HER2-αρνητικό πρωτοπαθή όγκο. 

Τα αποτελέσµατά µας είναι σε συµφωνία µε την υποοµάδα 

γυναικών µε πρώϊµο καρκίνο του µαστού της µελέτης NSABP B-31 

που ωφελήθηκαν από τη «συµπληρωµατική» χορήγηση του 

trastuzumab παρόλο που είχαν HER2-αρνητικούς όγκους126. Με 

βάση την παρατήρηση αυτή, το όφελος του trastuzumab θα 

µπορούσε να οφείλεται στην εξάλειψη των CK+/HER2+ CTCs και 

να  µην περιορίζεται στις ασθενείς µε HER2-θετικούς πρωτοπαθείς 

όγκους. Επιπλέον, γεννιέται το ερώτηµα αν επιµέρους µοριακά 

χαρακτηριστικά των CTCs/DTCs θα µπορούσαν να αποτελέσουν 

προβλεπτικούς δείκτες της δραστικότητας στοχευµένων 

θεραπειών σε ασθενείς µε συµπαγείς όγκους.  

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της µελέτης µας είναι 

ενδεικτικά της κλινικής σηµασίας που µπορεί να έχει η στόχευση 

των χηµειο-ανθεκτικών CTCs µε τη «συµπληρωµατική» χορήγηση 

του trastuzumab, δεδοµένου ότι µείωσε τις κλινικές υποτροπές σε 

ασθενείς µε πρώϊµο καρκίνο του µαστού και ανιχνεύσιµα 

CK19mRNA-θετικά CTCs. Απαιτείται επιβεβαίωση των 

αποτελεσµάτων µε µια µεγαλύτερη, πολυκεντρική, προοπτική 

τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη. 
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Ι. Εκπαίδευση – Θέσεις:   

 
♦ Εισαγωγή στην Ιατρική Σχολή του Πανεπιστηµίου Κρήτης, µε Πανελλήνιες 

εξετάσεις, το 1991 και αποφοίτηση στις 30/7/1997 µε γενικό βαθµό «Λίαν 

Καλώς» (Μ.Ο. 7.94 ). 

♦ Υποχρεωτική υπηρεσία υπαίθρου στο Περιφερικό Ιατρείο Αγίου Μύρωνα, 

Ηρακλείου Κρήτης από 1/9/1997 έως 1/3/1999. 

♦ Ειδίκευση στην Παθολογία, στην Παθολογική Κλινική του Πανεπιστηµιακού 

Νοσοκοµείου Ηρακλείου από 6/8/1999 έως 6/8/2001 (2 έτη) και από 

18/9/2002 έως 18/9/2003 (1 έτος).  

♦ Επιστηµονικός συνεργάτης, υπεύθυνος ιατρός διεθνών κλινικών µελετών, 

στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου 

Ηρακλείου από 9/2001 µέχρι και 9/2002 (∆/ντής: Καθηγητής Β. 

Γεωργούλιας). 
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♦ Ειδίκευση στην Παθολογική-Ογκολογία, στην Παθολογική-Ογκολογική 

Κλινική του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου από 3/11/2003 έως 

3/11/2006 (3 έτη) (∆/ντής: Καθηγητής Β. Γεωργούλιας). 

♦ Επιστηµονικός συνεργάτης πλήρους απασχόλησης στην Παθολογική 

Ογκολογική Κλινική του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου από 

1/1/2007 µέχρι και 5/3/2008 (∆/ντής: Καθηγητής Β. Γεωργούλιας). 

♦ Επικουρική ιατρός στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου (∆/ντής: Καθηγητής Β. 

Γεωργούλιας) από 6/3/2008 µέχρι και 6/3/2009 (1 έτος), από 6/4/2009 

µέχρι και 6/4/2010 (1 έτος) και από 16/6/2010 µέχρι και 8/9/2010, οπότε 

παραιτήθηκα προκειµένου να διορισθώ σε θέση Επιµελητή Β΄.   

♦ Επιµελήτρια Β΄ στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου (∆/ντής: Καθηγητής Β. 

Γεωργούλιας) από 9/9/2010 µέχρι και σήµερα. 

 

ΙΙ. Συµµετοχή σε επιστηµονικές εταιρίες: 

1. Τακτικό µέλος της Εταιρίας Ογκολόγων-Παθολόγων Ελλάδος. 

2. Τακτικό µέλος της Ελληνικής Εταιρίας Γηριατρικής Ογκολογίας. 

3. Μέλος της American Society of Clinical Oncology. 

 

ΙΙΙ. Κλινικό έργο: 

Κατά τις χρονικές περιόδους 8/1999 – 8/2001 και 9/2002 – 9/2003 

υπηρέτησα ως ειδικευόµενη ιατρός στην Παθολογική Κλινική του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου, για την απόκτηση της 
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προαπαιτούµενης για την ειδικότητα της Παθολογικής-Ογκολογίας 3ετούς 

εκπαίδευσης στη Γενική Παθολογία.  

Κατά το 1 έτος της αναµονής µου για την έναρξη της κυρίως 

ειδικότητας της Παθολογικής-Ογκολογίας, 9/2001 - 9/2002, άρχισα να 

εργάζοµαι στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του ΠΑ.Γ.Ν.Η ως υπεύθυνος 

ιατρός των διεθνών κλινικών µελετών. Απέκτησα σηµαντική εµπειρία τόσο στο 

σχεδιασµό και τη διεξαγωγή των κλινικών µελετών, όσο και στην αξιολόγηση 

και παρακολούθηση των ασθενών που µετείχαν σε αυτές. 

Κατά τη χρονική περίοδο 3/11/2003 – 3/11/2006 υπηρέτησα σαν 

ειδικευόµενη ιατρός στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου, για την απόκτηση του τίτλου 

ειδικότητας Παθολογίας – Ογκολογίας. Στα πλαίσια της τριετούς ειδίκευσής 

µου εκπαιδεύτηκα επί δίµηνο, 10/1/2005 – 10/3/2005, στο Ακτινοθεραπευτικό 

τµήµα του Αρεταιείου Νοσοκοµείου του όποιου παρακολούθησα τόσο τις 

κλινικές όσο και τις επιστηµονικές δραστηριότητες. Η εµπειρία αυτή συνέβαλε 

σηµαντικά στην κατάρτισή µου σχετικά µε το σχεδιασµό της ακτινοθεραπείας 

και την παρακολούθηση των ασθενών που υποβάλλονται σ’ αυτή. Επίσης, επί 

εξάµηνο, 2/5/2006 – 26/10/2006, εκπαιδεύτηκα στο Beatson Oncology Center 

της Γλασκόβης/Σκωτίας υπό τον καθηγητή Jim Cassidy, διεθνώς 

αναγνωρισµένο Ογκολόγο-ερευνητή στις νεοπλασίες του γαστρεντερικού 

συστήµατος. Κατά το διάστηµα αυτό παρακολουθούσα το εκπαιδευτικό 

πρόγραµµα και ασκούσα τα κλινικά µου καθήκοντα καθηµερινά στα τακτικά 

εξωτερικά ιατρεία του Νοσοκοµείου, µε ιδιαίτερο ενδιαφέρον στις νεοπλασίες 

του γαστρεντερικού και του ουροποιητικού συστήµατος. Η εκπαίδευση στο 
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εξειδικευµένο αυτό Ογκολογικό Κέντρο έδωσε σηµαντική ώθηση στην κλινική 

µου εµπειρία στην Ογκολογία.  

Μετά την απόκτηση του τίτλου ειδικότητας της Παθολογικής – 

Ογκολογίας τον 1/2007 και για περίπου 1 χρόνο, µέχρι τον 2/2008, εργάστηκα 

ως επιστηµονικός συνεργάτης της Παθολογικής – Ογκολογικής Κλινικής του 

ΠΑ.Γ.Ν.Η. Από τον 3/2008 και µέχρι τον 9/2010 κατείχα θέση επικουρικού 

ιατρού στην Παθολογική – Ογκολογική Κλινική του ΠΑ.Γ.Ν.Η. Κατά το 

διάστηµα αυτό, ασκώντας καθήκοντα Επιµελητή Β’, ανέλαβα σταδιακά ολοένα 

και πιο υπεύθυνο ρόλο στην καθηµερινή περίθαλψη των νοσηλευοµένων 

ασθενών ( 42 κλίνες) και στη διεκπεραίωση της διακίνησης των ασθενών στη 

µονάδα ηµερήσιας χηµειοθεραπείας. Συµµετείχα πλήρως στο πρόγραµµα 

εφηµεριών της κλινικής και στην άσκηση συµβουλευτικής Ογκολογίας στις 

διάφορες κλινικές του ΠΑ.Γ.Ν.Η. Από τον 9/2010 και µέχρι σήµερα κατέχω 

θέση Επιµελήτριας Β΄ στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του ΠΑ.Γ.Ν.Η, 

συµµετέχοντας πλήρως στο κλινικό και εκπαιδευτικό έργο καθώς και στο 

πρόγραµµα εφηµεριών της Κλινικής.  

 

  

ΙV. Εκπαιδευτικό έργο: 

Α. Ως εκπαιδευόµενος: 

Έχω παρακολουθήσει περί τα 30 ελληνικά και διεθνή ιατρικά συνέδρια, εκ των 

οποίων τα σηµαντικότερα είναι τα ακόλουθα: 

1. 25th ESMO Congress, 13-17 October 2000, Hamburg-Germany. 

2. 11th ECCO Conference, 21-25 October 2001, Lisbon-Portugal. 



 - 125 -

3. ASCO (American Society of Clinical Oncology) Annual Meeting 2002, 

May 18-21, Orlando-FL.  

4. 8th International Conference Primary Therapy of Early Breast Cancer, 

12-15 March 2003, St. Gallen-Switzerland.   

5. Πρόγραµµα Ενέργεια Συνεχιζόµενης Επαγγελµατικής Κατάρτισης, 

«Αντινεοπλασµατική Χηµειοθεραπεία» µε 80 ώρες θεωρητική κατάρτιση από 

9/10/03 µέχρι 27/10/03, στο πλαίσιο του Επιχειρησιακού Προγράµµατος 

«Υγεία – Πρόνοια» 2000-2006 του Γ΄ Κοινοτικού Πλαισίου Στήριξης. 

6. 3rd Postgraduate Workshop of “THEAGENIO” Anticancer Institute, with 

the title “Breast Cancer: the global approach”. 26 June 2004,Thessaloniki. 

7. 29th ESMO Congress, 29 October-2 November 2004, Vienna-Austria.  

8. ESMO Scientific & Educational Conference (ESEC). 2-5 June 2005, 

Budapest. 

9. 13th ECCO Congress, 30 October-3 November 2005, Paris-France. 

10. 31st ESMO Congress, 29 September-3 October 2006, Istanbul-Turkey. 

11. 5th Masterclass in Clinical Oncology by the European School of 

Oncology (ESO). 11-17 February 2006, St. Julians – Malta. 

12. Workshop “Advanced Course on Breast Cancer” at the Jules Bordet 

Institute. 28-30 June 2006, Brussels – Belgium. 

13. European perspectives in Urologic Oncology. A Case-Based Congress 

to Enhance Patient Management. 1-3 February 2007, Barcelona – Spain. 

14. Παρακολούθηση µαθηµάτων 1ου κύκλου σπουδών ΚΑΚΟΗΘΗ 

ΝΕΟΠΛΑΣΜΑΤΑ ΘΩΡΑΚΟΣ – ΘΥΡΕΟΕΙ∆ΟΥΣ: «Από τη βασική έρευνα στη 

θεραπεία» της Ελληνικής Ακαδηµίας Ογκολογίας (συνολικής διάρκειας 20 

διδακτικών ωρών). Αθήνα, 20 Μαΐου 2007. 
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15. 6th European Breast Cancer Conference (EBCC-6), 15-19 April 2008, 

Berlin-Germany. 

16. 33rd ESMO Congress, 12-16 September 2008, Stockholm-Sweden. 

17. Greek-Austrian Exchange experiences meeting on metastatic liver 

disease from colorectal cancer. 5-6 December 2008, Vienna-Austria. 

18. 4th European International Kidney Cancer Symposium, 8-9 May 2009, 

Berlin-Germany. 

19. 35th ESMO Congress, 8-12 October 2010, Milan-Italy. 

20. “Advances and Perspectives in Thoracic and Upper Aerodigestive 

Malignancies” International Symposium, 10-13 March 2011, Athens-Greece. 

21. 6th European International Kidney Cancer Symposium, 6-7 May 2011, 

Warsaw-Poland. 

22. 16th ECCO Congress, 23-27 September 2011, Stockholm-Sweden. 

23. “Changing the Roadmap for GIST Survival” International Meeting, 21-

23 October 2011, Athens-Greece. 

24. “Advances and Perspectives in Geriatric Oncology” International 

Symposium, 17-18 February 2012, Athens-Greece. 

25. IGUCC 4 “Advances in prostate cancer” Educational Symposium, 

31March-1 April 2012, Prague-Czech Republic. 
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Β. Ως εκπαιδευτής:  

 

 

Β1. Συµµετοχή µε εισηγήσεις στα παρακάτω εκπαιδευτικά σεµινάρια – ιατρικά 

συνέδρια: 

1. 2ο Επιστηµονικό Συνέδριο Φοιτητών Ιατρικής Ελλάδος 1996. 

Στρογγυλή Τράπεζα: Καρκίνος παχέος εντέρου. 

Συντονιστής: Ο. Μανούσος. Εισηγητές: Ε. Ξυνός, Σ. Μυγιάκης, Α. Πάλλης, Β. 

Μποζιονέλου, Ι. Σουγκλάκος, Μ. Τσαρδή. 

2. 1ο Μετεκπαιδευτικό Σεµινάριο για την γαστρεντερική κινητικότητα. 

Ηράκλειο, ∆εκέµβριος 1999. 

Εισήγηση µε θέµα: ∆ωδεκαδακτυλο-γαστρο-οισοφαγική παλινδρόµηση.    

3. 13ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 6-9 Απριλίου 

2006. Στρογγυλή τράπεζα: Χηµειοπροφύλαξη του καρκίνου. 

Εισήγηση: Εµβόλια. Το παράδειγµα του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. 

4. 15ο Μετεκπαιδευτικό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 7-11 

Νοεµβρίου 2007. Στρογγυλή τράπεζα: Νέα µόρια στην Ογκολογία. 

Εισήγηση: Αναστολείς της mTOR. 

5. Θερινά Μαθήµατα Ογκολογίας - 2η ∆ιαπανεπιστηµιακή 

Συνάντηση (Summer school), 21-25 Ιουλίου 2008. 

Εισήγηση µε θέµα: Εξελίξεις στη θεραπεία των ασθενών µε κολοορθικό 

καρκίνο. 

6. 16ο Μετεκπαιδευτικό Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 12-15 

Νοεµβρίου 2008. Στρογγυλή τράπεζα: Καρκίνος µαστού. 
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Εισήγηση: Συµπληρωµατική χηµειοθεραπεία στον καρκίνο µαστού: 

χρειάζονται οι ανθρακυκλίνες; 

7. 15ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 29-31 Οκτωβρίου 2010. Στρογγυλή 

τράπεζα: Σύγχρονα θεραπευτικά προβλήµατα σε συχνούς καρκίνους. 

Εισήγηση: Βιολογικοί δείκτες καρκίνου του παχέος εντέρου και στοχευµένη 

θεραπεία. 

8. Θερινά Μαθήµατα Ογκολογίας (5ο Summer School), Ηράκλειο 

Κρήτης 23-29 Ιουλίου 2012. 

Εισήγηση µε θέµα: Καρκίνος αγνώστου πρωτοπαθούς εστίας. 

 

 

 

Β2. Εκπαίδευση ειδικευοµένων Παθολογικής –Ογκολογίας στα πλαίσια του 

εκπαιδευτικού προγράµµατος της Κλινικής. 

Β3. Εκπαίδευση φοιτητών 3ου έτους στην Κλινική Σηµειολογία. 

Β4. Συµµετοχή στην εκπαίδευση νοσηλευτών του ΠΑ.Γ.Ν.Η στο πλαίσιο του 

προγράµµατος απόκτησης νοσηλευτικής ειδικότητας στην Παθολογία.  

Β5. Εκπαίδευση ειδικευοµένων Παθολογίας στα πλαίσια του κύκλου 

µαθηµάτων «Ανασκόπηση Παθολογίας» Ιανουάριος-Φεβρουάριος 2011. 

Εισήγηση µε θέµα: «Αρχές Ογκολογίας».  
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V. Επιστηµονικό- Ερευνητικό έργο: 

 
1. Εργασία, κατά την περίοδο 1998-1999, στο εργαστήριο µελέτης της 

κινητικότητας του πεπτικού της Γενικής Χειρουργικής Κλινικής του ΠΑ.Γ.Ν.Η. 

2. Συµµετοχή στα ερευνητικά προγράµµατα της Παθολογικής-Ογκολογικής 

Κλινικής, αποτέλεσµα των οποίων είναι οι παρακάτω αναφερόµενες 

δηµοσιεύσεις σε ιατρικά περιοδικά και ανακοινώσεις σε συνέδρια.  

3. Εκπόνηση διδακτορικής διατριβής µε θέµα: «Μελέτη της επίδρασης του 

HERCEPTIN (TRASTUZUMAB) σε κυκλοφορούντα CK-19 mRNA θετικά 

κύτταρα, στο αίµα και το µυελό των οστών, ασθενών µε καρκίνο του µαστού». 

 

 

 

 

VI. Επιστηµονικές δηµοσιεύσεις 

Α. Ξενόγλωσσα περιοδικά 

 
1. Assessment of vascular maturation in lung and br east carcinomas 

using a novel basement membrane component, LH39. 

S. Kakolyris, A. Giatromanolaki, M. Koukourakis, L. Kaklamanis, Ch. Kouroussis, V. 

Bozionelou , V. Georgoulias, K.C. Gatter, A.L. Harris. Anticancer Research 21: 4311-

4316 (2001). 

2. A Dose-Escalation Study of Oxaliplatin and Vinor elbine in Patients 

with Advanced Solid Tumors. 

S. Kakolyris, C. Kouroussis, M. Koukourakis, D. Mavroudis, K. Malas, N. Vardakis, V. 

Bozionelou , K. Kalbakis, V. Georgoulias. Oncology 2002; 63(3):213-218.  
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3. A Dose Escalation Study of Docetaxel and Oxalipl atin Combination in 

Patients with Metastatic Breast and Non-small Cell Lung Cancer.  

Ch. Kouroussis, S. Agelaki, D. Mavroudis, S. Kakolyris, N. Androulakis, K. Kalbakis, 

J. Souglakos, K. Malas, V. Bozionelou , A. Pallis, H. Adamtziki, V. Georgoulias. 

Anticancer Research 23: 785-792 (2003). 

4. ZD1839, a novel, oral epidermal growth factor re ceptor-tyrosine 

kinase inhibitor, as salvage treatment in patients with advanced non-

small cell lung cancer. Experience from a single ce nter participating in a 

compassionate use program.  

A. Pallis, D. Mavroudis, N. Androulakis, J. Souglakos, C. Kouroussis, V. Bozionelou , 

I. Vlachonikolis, V. Georgoulias. Lung Cancer 40 (2003) 301-307.  

5. Salvage Treatment of Metastatic Breast Cancer wi th Docetaxel and 

Carboplatin. 

D. Mavroudis, A. Alexopoulos, N. Malamos, A. Ardavanis, C. Kandylis, E. Stavrinidis, 

Ch. Kouroussis, S. Agelaki, N. Androulakis, V. Bozionelou , V. Georgoulias. 

Oncology 2003 ; 64 :207-212.  

6. High incidence of pulmonary toxicity of weekly d ocetaxel and 

gemcitabine in patients with non-small cell lung ca ncer: Results of a 

dose-finding study.  

Ch. Kouroussis, D. Mavroudis, S. Kakolyris, A. Voloudaki, K. Kalbakis, J. Souglakos, 

S. Agelaki, K. Malas V. Bozionelou , V. Georgoulias. Lung Cancer (2004) 44, 363-

368.  

7.  Detection of CK-19 mRNA-positive cells in the perip heral blood of 

breast cancer patients with histologically and immu nohistochemically 

negative axillary lymph nodes.  
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 E. N. Stathopoulos, E. Sanidas, M. Kafousi, D. Mavroudis, J. Askoxylakis, V. 

Bozionelou , M. Perraki, D. Tsiftsis & V. Georgoulias. Ann Oncol. 2005, Feb;16(2): 

240-6.  

8. Trastuzumab Administration Can Effectively Targe t Chemotherapy-

Resistant Cytokeratin-19 Messenger RNA-Positive Tum or Cells in the 

Peripheral Blood and Bone Marrow of Patients With B reast Cancer.  

 V. Bozionelou , D. Mavroudis, M. Perraki, S. Papadopoulos, S. Apostolaki, E. 

Stathopoulos, A. Stathopoulou, E. Lianidou, V. Georgoulias. Clinical Cancer 

Research Vol. 10, 8185-8194, December 15, 2004.  

9. Circulating HER2 mRNA-positive cells in the periphe ral blood of 

patients with stage I and II breast cancer after th e administration of 

adjuvant chemotherapy: evaluation of their clinical  relevance. 

 Apostolaki S, Perraki M, Pallis A, Bozionelou V , Agelaki S, Kanellou P, Kotsakis A, 

Politaki E, Kalbakis K, Kalykaki A, Vamvakas L, Georgoulias V, Mavroudis D. Ann 

Oncology 2007, May; 18(5):851-8. 

10. A dose escalation and pharmacokinetic study of biweekly 

pegylated liposomal doxorubicin, paclitaxel and gem citabine in patients 

with advanced solid tumors. 

Bozionelou V , Vamvakas L, Pappas P, Agelaki S, Androulakis N, Kalykaki A, 

Nikolaidou M, Kentepozidis N, Giassas S, Marselos M, Georgoulias V, Mavroudis D. 

Br J Cancer. 2007, Jul 2; 97(1):43-9. 

11. Dose escalating clinical study of high dose inf usional 5-

fluorouracil and leukovorin (AIO regimen) plus alte rnate weekly 

administration of oxaliplatin and irinotecan in pat ients with advanced 

tumors of the gastrointestinal tract. 
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Gkioulbasanis I, Souglakos J, Vardakis N, Kotsakis A, Saridaki Z, Kentepozidis N, 

Polyzos A, Giassas S, Ignatiadis M, Bozionelou V , Christophylakis C, Georgoulias 

V. J BUON. 2007, Apr-Jun; 12(2):197-202.  

12. A dose escalation study of the biweekly adminis tration of 

paclitaxel, oxaliplatin and capecitabine in patient s with advanced solid 

tumors. 

Z. Saridaki, V. Bozionelou , N. Kentepozidis, A. Kotsakis, N. Vardakis, A. Kalykaki, I. 

Gioulbasanis, A. karabeazis, L. Vamvakas, V. Georgoulias, D. Mavroudis.  

Oncology 2007; 72:45-50. 

13. A phase I trial of gemcitabine, docetaxel and c arboplatin 

administered every 2 weeks as first line treatment in patients with 

advanced breast cancer. 

Bozionelou V , Kalbakis K, Vamvakas L, Agelaki S, Androulakis N, Kalykaki A, 

Georgoulias V, Mavroudis D. 

Cancer Chemother Pharmacol. 2009 Jan 22. 

14. Salvage chemotherapy with Gemcitabine and Pegyl ated 

Liposomal Doxorubicin in pretreated patients with o varian cancer: A 

multicenter phase II study. 

A. kalykaki, P. Papakotoulas, I. Boukovinas, N. Vardakis, V. Bozionelou , I. 

Barthalitis, A. Athanasiadis, A. Polyzos, A. Potamianou, D. Mavroudis, V. 

Georgoulias. 

Forum of Clinical Oncology, June 2010. 

15. Second-line chemotherapy with Capecitabine (Xel oda) and 

Docetaxel (Taxotere) in previously treated, unresec table 

adenocarcinoma of pancreas: the final results of a phase II trial. 
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Katopodis O, Polyzos A, Kentepozidis N, Giassas S, Rovithi M, Bozionelou V , 

Kalbakis K, Vamvakas L, Mavroudis D, Georgoulias V. 

Cancer Chemother Pharmacol. 2010 Apr 29. [Epub ahead of print]   

16. Salvage treatment in metastatic breast cancer w ith weekly 

paclitaxel and bevacizumab. 

Polyzos A, Kalbakis K, Kentepozidis N, Giassas S, Kalykaki A, Vardakis N, 

Bozionelou V,  Saloustros E, Kontopodis E, Georgoulias V, Mavroudis D. 

Cancer Chemother Pharmacol. 2010 Oct 5. [Epub ahead of print]  

17. A retrospective analysis of non-platinum-based first- and second-

line chemotherapy in patients with advanced non-sma ll cell lung cancer. 

Kotsakis A, Hatzidaki D, Vamvakas L, Vardakis N, Kalykaki A, Bozionelou V , 

Androulakis N, Kalbakis K, Saridaki Z, Georgoulias V, Agelaki S. 

Anticancer Res. 2010 Oct; 30(10):4335-42. 

18. Efficacy and treatment tolerance in older patie nts with NSCLC: a 

meta-analysis of five phase III randomized trials c onducted by the 

Hellenic Oncology Research Group. 

Pallis AG, Karampeazis A, Vamvakas L, Vardakis N, Kotsakis A, Bozionelou V , 

Kalykaki A, Hatzidaki D, Mavroudis D, Georgoulias V. 

Ann Oncol 2011 Nov; 22(11):2448-55. Epub 2011 Mar 10. 

19. Empirical therapy with ceftazidime combined wit h levofloxacin or 

once-daily amikacin for febrile neutropenia in pati ents with neoplasia: a 

prospective comparative study. 

Samonis G, Koutsounaki E, Karageorgopoulos DE, Mitsikostas P, Kalpadaki C, 

Bozionelou V , Bompolaki I, Sgouros J, Taktikou V, Falagas ME. 

Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2011 Oct 31. [Epub ahead of print]  

20. Trastuzumab decreases the incidence of clinical  relapses in 

patients with early breast cancer presenting chemot herapy-resistant 
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CK19mRNA-positive circulating tumor cells: results of a randomized 

phase II study. 

Georgoulias V, Bozionelou V , Agelaki S, Perraki M, Apostolaki S, Kallergi G, 

Kalbakis K, Xyrafas A, Mavroudis D. 

Ann Oncol. 2012 Feb 29. [Epub ahead of print] 

21. Clinical relevance of circulating CK-19mRNA-pos itive tumour cells 

before front-line treatment in patients with metast atic breast cancer. 

Androulakis N, Agelaki S, Perraki M, Apostolaki S, Bozionelou V , Pallis A, Kalbakis 

K, Xyrafas A, Mavroudis D, Georgoulias V. 

Br J Cancer 2012 Jun 5; 106(12): 1917-25. 

22. Paclitaxel in combination with carboplatin as s alvage treatment in 

patients with castration-resistant prostate cancer:  a Hellenic oncology 

research group mylticenter phase II study. 

Kentepozidis N, Soultati A, Giassas S, Vardakis N, Kalykaki A, Kotsakis A, 

Papadimitraki E, Pantazopoulos N, Bozionelou V , Georgoulias V. 

Cancer Chemother Pharmacol 2012 Jul;70(1): 161-8.  

23. A multicenter phase II trial of docetaxel and c apecitabine as 

salvage treatment in anthracycline and taxane-pretr eated patients with 

metastatic breast cancer. 

Karachaliou N, Ziras N, Syrigos K, Tryfonidis K, Papadimitraki E, Kontopodis E, 

Bozionelou V , Kalykaki A, Georgoulias V, Mavroudis D. 

Cancer Chemother Pharmacol 2012 Jul;70 (1): 169-76. 
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Β. Ελληνικά περιοδικά 

1. Χορήγηση ZD1839, ενός αναστολέα της τυροσινικής κινάσης του 

επιδερµικού αυξητικού παράγοντα, ως θεραπεία διάσωσης σε ασθενείς 

µε εκτεταµένο µη-µικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύµονα. Η εµπειρία της 

Ογκολογικής Κλινικής του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου.  

Α. Πάλλης, ∆. Μαυρουδής, Β. Μποζιονέλου, Ν. Ξενίδης, Γ. Μηλάκη, Ν. Βαρδάκης, 

Β. Γεωργούλιας.  

Βήµα Κλινικής Ογκολογίας 2002, 1(4): 208-219.     

2. Χορήγηση του συνδυασµού Γεµσιταµπίνης και Ιρινοτεκάνης σε 

ασθενείς µε µεταστατικό καρκίνο µαστού που έχουν λάβει θεραπεία µε 

ταξάνες και ανθρακυκλίνες: Μια πολυκεντρική µελέτη φάσης ΙΙ.  

Β. Μποζιονέλου, Σ. Αγγελάκη, Χ. Κουρούσης, Α. Αρδαβάνης, Κ. Καλµπάκης, Κ. 

Μαλάς, Ν. Μαλάµος, Α. Αλεξόπουλος, Ε. Τσελεπατιώτης, Β. Γεωργούλιας.  

Βήµα Κλινικής Ογκολογίας 2003, 2 (3/4): 272-278.  

  

  

VII. Ανακοινώσεις σε Επιστηµονικά Συνέδρια 

Α. ∆ιεθνή Συνέδρια 
 
 
1. Salvage chemotherapy with cyclophosphamide(C) an d high dose 

leucovorin(LV) and a 48-hour continuous infusion (C I) 5-fluorouracil(5-

FU) in anthracycline-taxane refractory metastatic b reast cancer (MBC). A 

phase II study. 

K. Kalbakis, Ch. Kouroussis, J. Souglakos, S. Agelaki, D. Mavroudis, D. Reppa, V. 

Bozionelou , I. Kazakou, G. Samonis, V. Georgoulias.  
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25th ESMO Congress, Hamburg; October 2000.  

2. Phase I study of the topotecan and epirubicin co mbination as 

second-line treatment in small cell lung cancer (SC LC). 

S. Agelaki, D. Mavroudis, A. Rapti, Ch. Palamidas, J. Stavrakakis, Ch. Kouroussis, K. 

Kalbakis, N. Vardakis, L. Vamvakas, N. Klapsinos, V. Bozionelou , A. Pallis, V. 

Georgoulias.  

11th International Congress on Anti-Cancer Treatment; Paris, February 2001. 

3. A phase I study of weekly docetaxel (D) and gemc itabine (G) in 

advanced non-small cell lung cancer. 

Ch. Kouroussis, S. Kakolyris, D. Mavroudis, K. Kalbakis, J. Souglakos, L. Vamvakas, 

I. Mixaki, A. Pallis, N. Xenidis, V. Bozionelou , V. Georgoulias.  

11th International Congress on Anti-Cancer Treatment; Paris, February 2001. 

4. A phase I study of weekly docetaxel (D) and gemc itabine (G) in 

advanced non-small cell lung cancer. 

 Ch. Kouroussis, S. Kakolyris, D. Mavroudis, K. Kalbakis, J. Souglakos, L. 

Vamvakas, K. Malas, V. Bozionelou , N. Androulakis, H. Adamtziki, N. Xenidis, V. 

Georgoulias. 

 American Society of Clinical Oncology (ASCO), San Francisco; 12-19 May 2001. 

5. Treatment of pancreatic cancer with a combinatio n of irinotecan 

and gemcitabine. 

G. Stathopoulos, S. Agelaki, D. Mavroudis, N. Androulakis, A. Dimopoulos, G. 

Rigatos, Ch. Couroussis, J. Souglakos, V. Bozionelou , H. Adamtziki, V. 

Georgoulias.   

American Society of Clinical Oncology (ASCO), San Francisco; 12-19 May 2001. 

6. A phase I study with oxaliplatin (LOHP) plus leu kovorin (LV)/5-

fluorouracil (5-FU) in a weekly schedule (AIO) in p atients with advanced 

solid tumors. Preliminary results. 
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J. Souglakos, S. Kakolyris, N. Androulakis, Ch. Kouroussis, K. Kalbakis, S. Agelaki, 

N. Vardakis, V. Bozionelou , A. Pallis, V. Georgoulias. 

3rd World Congress on Gastrointestinal Cancer 2001, Barcelona-Spain. 

7. Phase I study of weekly paclitaxel and liposomal  doxorubicin in 

patients with advanced solid tumors. 

N. Androulakis, Ch. Kouroussis, D. Mavroudis, S. Agelaki, J. Souglakos, N. Vardakis, 

A. Pallis, V. Bozionelou , V. Georgoulias.  

11th ECCO Congress, Lisbon; 21-26 October 2001. 

8. A phase I study with oxaliplatin (LOHP) plus leu kovorin (LV)/5-

fluorouracil (5-FU) in a weekly schedule (AIO) in p atients with advanced 

solid tumors. Preliminary results. 

J. Souglakos, S. Kakolyris, N. Androulakis, Ch. Kouroussis, K. Kalbakis, S. Agelaki, 

N. Vardakis, V. Bozionelou , A. Pallis, V. Georgoulias. 

11th ECCO Congress, Lisbon; 21-26 October 2001. 

9. Phase I study of the oxaliplatin/capecitabine co mbination in 

patients with advanced solid tumors: A preliminary report. 

S. Kakolyris, J. Souglakos, Ch. Kouroussis, S. Agelaki, N. Vardakis, D. Mavroudis, V. 

Bozionelou , N. Androulakis, N. Xenidis, V. Georgoulias. 

11th ECCO Congress, Lisbon; 21-26 October 2001. 

10. A phase I study of weekly docetaxel (D) and gem citabine (G) in 

advanced non-small cell lung cancer. 

Ch. Kouroussis, S. Kakolyris, D. Mavroudis, K. Kalbakis, J. Souglakos, L. Vamvakas, 

K. Malas, V. Bozionelou , N. Androulakis, H. Adamtziki, N. Xenidis, V. Georgoulias. 

4th International Congress of Lung Cancer, Halkidiki, April 2001. 

11. Salvage treatment with the combination of gemci tabine and 

irinotecan in breast cancer patients pretreated wit h taxanes and 

anthracyclines: A multicenter phase II study. 
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µε Docetaxel για την θεραπεία συµπαγών όγκων. 

Γ. Σαµώνης, Ν. Ανδρουλάκης, Χ. Κουρούσης, Σ. Κακολύρης, Κ. Καλµπάκης, Ν. 

Βαρδάκης, Β. Μποζιονέλου, Ν. Κλαψινός, Χ. Χριστοδούλου, Γ. Σκανδαλάκης, 

Β.Γεωργούλιας.   

10ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Μάρτιος 2001. 

14. Μελέτη φάσης Ι µε τοποτεκάνη χορηγούµενη για 3 συνεχόµενες 

ηµέρες ανά 2 εβδοµάδες σε ασθενείς µε ανθεκτικούς συµπαγείς όγκους. 

Σ. Κακολύρης,  Χ. Κουρούσης,  Κ. Μαλλάς, Ι. Σουγκλάκος, ∆. Μαυρουδής, Σ. 

Αγγελάκη, Κ. Καλµπάκης, Ν. Ανδρουλάκης, Ν. Βαρδάκης, Β. Μποζιονέλου, Α. 

Πάλλης, Β. Γεωργούλιας.   

10ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Μάρτιος 2001. 

15. Μελέτη φάσης Ι εβδοµαδιαίας χορήγησης του συνδυασµού 

gemcitabine και docetaxel σε ασθενείς µε προχωρηµένο µη-

µικροκυτταρικό καρκίνο πνεύµονα σαν θεραπεία πρώτης γραµµής. 

Χ. Κουρούσης, Σ. Κακολύρης,  ∆. Μαυρουδής, Κ. Καλµπάκης, Ν. Ανδρουλάκης, Σ. 

Αγγελάκη, Κ. Μαλλάς, Β. Μποζιονέλου, Ν. Βαρδάκης, Γ. Σαµώνης, Β. Γεωργούλιας.  

10ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, Μάρτιος 2001. 
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16. Μελέτη φάσης Ι της χορήγησης oxaliplatin (LOHP) σε συνδυασµό 

µε εβδοµαδιαία χορήγηση λευκοβορίνης (LV) και συνεχή έγχυση 5-

φθοριουρακίλης σε ασθενείς µε συµπαγείς όγκους. 

Σ. Αγγελάκη, Κ. Καλµπάκης, Χ. Κουρούσης, Ν. Ανδρουλάκης, Σ. Κακολύρης, Ι. 

Σουγκλάκος, Ν. Βαρδάκης, Β. Μποζιονέλου, ∆. Μαυρουδής, Β. Γεωργούλιας. 

Πανεπιστηµιακή Παθολογική Ογκολογική Κλινική, ΠΕΠΑΓΝΗ, Ηράκλειο, Κρήτη.  

11ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 4-6 Απριλίου 2002.  

17. Μελέτη της επίδρασης του Herceptin (trastuzumab) σε mRNA CK-

19 θετικά κύτταρα, στο αίµα και το µυελό των οστών, ασθενών µε 

καρκίνο του µαστού. 

Β. Μποζιονέλου, ∆. Μαυρουδής, Μ. Περράκη, Ν. Βαρδάκης, Α. Πάλλης, Β. 

Γεωργούλιας. Πανεπιστηµιακή Παθολογική-Ογκολογική Κλινική, ΠΕΠΑΓΝΗ, 

Ηράκλειο, Κρήτη.  

11ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 4-6 Απριλίου 2002. 

18. Μελέτη της επίδρασης του Herceptin (trastuzumab) σε mRNA CK-

19 θετικά κύτταρα, στο αίµα και το µυελό των οστών, ασθενών µε 

καρκίνο του µαστού. 

Β. Μποζιονέλου, ∆. Μαυρουδής, Μ. Περράκη, Ν. Βαρδάκης, Ι. Σουγκλάκος, Ν. 

Ανδρουλάκης, Ν. Ξενίδης, Α. Πάλλης, Β. Γεωργούλιας.  

11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 1-3 Νοεµβρίου 2002.  

19. Προκαταρκτικά αποτελέσµατα µιας πολυκεντρικής 

τυχαιοποιηµένης κλινικής δοκιµής φάσης ΙΙΙ του docetaxel/gemcitabine 

(DG) έναντι του συνδυασµού vinorelbine/cisplatin (VC) σε ασθενείς µε 

προχωρηµένο µη-µικροκυτταρικό καρκίνο πνεύµονα (ΜΜΚΚΠ).  
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Ν. Ανδρουλάκης, Κ. Καλµπάκης, Σ. Αγγελάκη, Σ. Κακολύρης, Ι. Σουγκλάκος, Ν. 

Βαρδάκης, Β. Μποζιονέλου, Β. Γεωργούλιας.  

11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 1-3 Νοεµβρίου 2002. 

20. Μελέτη της αστάθειας µικροδορυφορικού DNA σε ασθενείς µε 

κολοορθικό καρκίνο που έχουν θεραπευθεί µε το συνδυασµό Irinotecan 

(CPT-11), Oxaliplatin (LOHP) και 5-FU/LV (De Gramont regimen)- 

FOLFOXIRI. Συσχέτιση της αστάθειας αλληλουχίας µε κλινικές 

παραµέτρους και θεραπευτική έκβαση. 

Ζ. Σαριδάκη, Μ. Τζαρδή, Μ. Περράκη, ∆. Μαυρουδής, Ν. Βαρδάκης, Α. Καλυκάκη, Γ. 

Μηλάκη, Α. Πάλλης, Β. Μποζιονέλου, Β. Γεωργούλιας. 

Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 21-28 Απριλίου 2004, Αθήνα. 

21. Μοριακή ανίχνευση των HER2 mRNA θετικών κυττάρων στο 

περιφερικό αίµα ασθενών µε χειρουργήσιµο καρκίνο του µαστού. 

∆. Μαυρουδής, Μ. Περράκη, Γ. Καλλέργη, Α. Πάλλης, Π. Κανέλλου, Λ. Καλµαντή, Ν. 

Ξενίδης, Β. Μποζιονέλου, Ε. Μανουσάκης, Β. Γεωργούλιας. 

2ο ∆ιεταιρικό Αντικαρκινικό Συνέδριο, 17-23 Μαρτίου 2005, Αθήνα. 

22. Μελέτη φάσης Ι του συνδυασµού Paclitaxel, Oxaliplatin και 

Capecitabine χορηγούµενα κάθε 2 εβδοµάδες σε ασθενείς µε 

εκτεταµένους συµπαγείς όγκους. 

Ζ. Σαριδάκη, Β. Μποζιονέλου, Κ. Καλµπάκης, Ν. Βαρδάκης, Α. Κωτσάκης, Λ. 

Βαµβακάς, Α. Καλυκάκη, Ν. Κεντεποζίδης, Σ. Γιασσάς, ∆. Μαυρουδής, Β. 

Γεωργούλιας.  

3ο Πανελλήνιο ∆ιεταιρικό Αντικαρκινικό Συνέδριο, 26-29 Απριλίου 2007. 
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23. Εφαρµογή του πρωτοκόλλου εκτίµησης της θρέψης MINI 

NUTRITIONAL ASSESSMENT (MNA) – SCORE σε ηλικιωµένους ασθενείς 

µε καρκίνο του πνεύµονα. Συσχέτιση µε κλινικο-εργαστηριακές 

παραµέτρους. 

Ι. Γκιουλµπασάνης, Λ. Βαµβακάς, Α. Καραµπεάζης, Ε. Σαλούστρος, Ζ. Γιαννούση, Β. 

Μποζιονέλου, Κ. Καλµπάκης, Γ. Μηλάκη, Ι. Σουγκλάκος, ∆. Μαυρουδής. 

3η Χειµερινή ∆ιηµερίδα Ελληνικής Εταιρίας Γηριατρικής Ογκολογίας: «ΝΕΟΤΕΡΕΣ 

ΕΞΕΛΙΞΕΙΣ ΣΤΗ ΓΗΡΙΑΤΡΙΚΗ ΟΓΚΟΛΟΓΙΑ». 7-8 ∆εκεµβρίου 2007, Θεσσαλονίκη. 

24. Πολυδιάστατη γηριατρική αξιολόγηση ηλικιωµένων ασθενών µε 

καρκίνο στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του Πανεπιστηµιακού 

Νοσοκοµείου Ηρακλείου. 

Λ. Βαµβακάς, Α. Καραµπεάζης, Ε. Σαλούστρος, Ι. Γκιουλµπασάνης, Ζ. Γιαννούση, Ν. 

Βαρδάκης, Γ. Σφακιωτάκη, Γ. Μηλάκη, Κ. Καλµπάκης, Β. Μποζιονέλου.  

14ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 8-14 Μαίου 2008, Αθήνα. 

25. Το trastuzumab µειώνει την επίπτωση των κλινικών υποτροπών 

σε ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού και χηµειο-ανθεκτικά CK-

19mRNA-θετικά κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα: αποτελέσµατα από 

τυχαιοποιηµένη µελέτη φάσης ΙΙ. Αναρτηµένη ανακοίνωση. 

Β Μποζιονέλου, Σ. Αγγελάκη, Μ. Περράκη, Σ. Αποστολάκη, Γ. Καλλέργη, Κ. 

Καλµπάκης, Α. Ξυραφάς, ∆. Μαυρουδής, Β. Γεωργούλιας. 

18ο Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Ογκολογίας, 26-28 Απριλίου 2012, Αθήνα. 
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VIII. Προϋπηρεσία 

Από τον Μάρτιο του 2008 µέχρι τον Σεπτέµβριο του 2010 υπηρέτησα ως 

Επικουρική ιατρός στην Παθολογική-Ογκολογική Κλινική του ΠΑ.Γ.Ν.Η, ενώ 

από τον Σεπτέµβριο του 2010 µέχρι και σήµερα υπηρετώ στην Παθολογική-

Ογκολογική Κλινική σε θέση Επιµελητή Β΄, συµµετέχοντας πλήρως στις 

κλινικές και εκπαιδευτικές δραστηριότητες του τµήµατος. 
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Featured Article

Trastuzumab Administration Can Effectively Target Chemotherapy-
Resistant Cytokeratin-19 Messenger RNA–Positive Tumor
Cells in the Peripheral Blood and Bone Marrow of
Patients With Breast Cancer

Vassiliki Bozionellou,1 Dimitris Mavroudis,1

Maria Perraki,3 Savvas Papadopoulos,4

Stella Apostolaki,3 Efstathios Stathopoulos,2

Aliki Stathopoulou,5 Evi Lianidou,5 and
Vassilis Georgoulias1

Departments of 1Medical Oncology, and 2Pathology, University
General Hospital of Heraklion, and 3Laboratory of Tumor Cell
Biology, School of Medicine, University of Crete, Crete; and
4Department of Pathology, Hygeia Hospital of Athens, and
5Laboratory of Analytical Chemistry, Department of Chemistry,
University of Athens, Athens, Greece

ABSTRACT
Purpose: The detection of disseminated occult breast

cancer cells in peripheral blood and bone marrow is associ-
ated with poor prognosis. Since a high proportion of these
cells express the HER-2 receptor, we evaluated the effective-
ness of the anti-HER-2 antibody trastuzumab (Herceptin)
administration to eliminate them.

Experimental Design: Thirty patients with prior chem-
otherapy exposure were recruited to the study on the basis
of having detectable cytokeratin-19 (CK-19) mRNA tran-
scripts by nested reverse transcription (RT)-PCR in the
peripheral blood and/or bone marrow. There were 13 pa-
tients with stage I, II, or III breast cancer and 17 with stage
IV disease. They were treated in two cohorts with either 4 to
8 weekly infusions of trastuzumab at 2 mg/kg (4 mg/kg
loading dose; 20 patients) or 2 to 3 infusions every 3 weeks
at 6 mg/kg (8 mg/kg loading dose; 10 patients). All of the
patients’ samples were also analyzed for HER-2 by nested
RT-PCR, but detectable HER-2 messenger RNA (mRNA)
was not required for inclusion in the study. After trastu-
zumab infusions, patients were closely monitored by nested

RT-PCR and real-time RT-PCR for the detection of CK-19
mRNA-positive cells.

Results: Before trastuzumab infusions, CK-19 mRNA-
positive cells were detected in the peripheral blood (n � 10),
bone marrow (n � 14), or both (n � 6). In 25 of 30 patients
(83%), HER-2 mRNA expression was detected by nested
RT-PCR in the pretrastuzumab CK-19–positive sample. Af-
ter trastuzumab infusions, overall, 28 of 30 (93%) patients
became CK-19 mRNA negative by nested RT-PCR and 20 of
30 (67%) by real-time RT-PCR. After a median follow-up of
6 months (range 2 to 22�), the median duration of CK-19
mRNA negativity by nested RT-PCR was 9, 12, and 6
months for stage I/II, III, and IV disease, respectively.

Conclusions: Therapy-resistant CK-19 mRNA-positive
cells in the peripheral blood and bone marrow can be effec-
tively targeted by trastuzumab administration. Further
studies are needed to evaluate the prognostic significance of
the disappearance of these cells.

INTRODUCTION
The development of metastases is because of the migration

of tumor cells from the original tumor to distant organs. This
phenomenon probably occurs early during the evolution of the
disease and, in some cases, even before the surgical excision of
the primary tumor. Many investigators have shown that by using
either monoclonal antibodies against molecules expressed on
epithelial but not on mesenchymal cells, or molecular biology
techniques, occult tumor cells can be detected in the bone
marrow and/or the peripheral blood of patients with early and
metastatic breast cancer (1–3). Moreover, prospective studies in
patients with early stage breast cancer have shown that the
detection of disseminated occult tumor cells in the bone marrow
or the peripheral blood is an independent adverse prognostic
factor associated with decreased disease-free interval and over-
all survival (4, 5).

In many patients, these disseminated occult tumor cells are
not killed by the administration of chemotherapeutic agents,
probably because only a minority of these cells are in the
proliferation phase of the cell cycle (6). Indeed, most of the cells
are dormant, resting in the G0 phase of the cell cycle, as shown
by the absence of Ki-67 positivity (7). However, under certain
conditions, these cells can grow and give rise to overt metasta-
ses. Although disseminated tumor cells have heterogeneous
proliferative potential, their in vitro growth characteristics cor-
relate well with prognosis and to a large extent determine the
final clinical outcome (8).

The malignant phenotype of these cells is suggested by
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many lines of evidence. These cells usually harbor multiple
chromosomal aberrations characteristic of neoplastic cells and
were found to be clonogenic in cell cultures (8, 9). Furthermore,
the detection of these cells after the administration of chemo-
therapy is associated with an increased risk of relapse and
reduced survival (10).

Nonetheless, not all of the disseminated occult tumor cells
have the same metastatic potential. Being a heterogeneous pop-
ulation, some of these cells exhibit a more aggressive behavior
by generating early metastases. The HER-2 receptor, product of
the human erbB2 proto-oncogene, has been proposed as a prog-
nostic marker for the fate of these cells. Although HER-2 is
overexpressed in 25 to 30% of the primary breast carcinomas, it
is detected in 67.6% of patients with disseminated occult tumor
cells in the bone marrow (7). Moreover, Braun et al. (11)
detected HER-2 expression in 60% of patients with bone mar-
row micrometastases and independently of HER-2 expression
on the primary tumor. In multivariate analysis, the expression of
HER-2 on the disseminated occult tumor cells was an independ-
ent prognostic factor associated with increased risk of relapse
and reduced survival (11). Therefore, the expression of HER-2
receptor could represent a putative marker for the malignant
potential of these cells, and at the same time, a suitable target for
their elimination.

In this pilot study, we investigated the effectiveness of
the recombinant human anti-HER-2 monoclonal antibody
(rhuMAb-HER2, trastuzumab, Herceptin) to target the chemore-
sistant occult tumor cells in the peripheral blood and bone
marrow of patients with breast cancer. For the detection and
follow-up of these cells, we used a nested reverse transcription
(RT)-PCR and a real-time RT-PCR assay specific for cytokera-
tin-19 (CK-19) messenger (mRNA). In our previous experience,
the nested RT-PCR assay was capable of detecting one tumor
cell among one million normal peripheral blood mononuclear
cells, and in two large cohorts of patients, positive results
obtained before or after chemotherapy had significant prognos-
tic implications (5, 12). Therefore, it was very important to
determine if trastuzumab could successfully be used against the
CK-19 mRNA-positive cells that escape the cytotoxic effect of
standard chemotherapy.

PATIENTS AND METHODS
Patient Population. Eligible patients for this study were

women with either locoregional or metastatic breast cancer who
tested CK-19 mRNA positive by nested RT-PCR in the periph-
eral blood and/or the bone marrow after the administration of
chemotherapy and/or hormone treatment. Demonstration of
HER-2 overexpression or gene amplification in the primary
tumor was not required for study entry. All of the patients
should have received at least one type of standard chemother-
apy, and if eligible, hormonal therapy, before positivity for
CK-19 mRNA was determined. No prior trastuzumab therapy
was allowed. All of the previous therapies should have been
discontinued at least 1 month before study entry. No other
concomitant anticancer therapy was allowed after entering the
study. Patients with clinically progressive disease requiring
prompt administration of other anticancer therapy were ex-
cluded from the study. Patients should also have no significant

cardiac history and a normal left ventricular ejection fraction on
Technetium-99 multiple gated acquisition scan or echocardio-
gram. CK-19 mRNA investigations were done in the peripheral
blood and bone marrow according to the following schedule: (a)
as screening for the detection of resistant tumor cells after
completion of standard chemotherapy and hormonal therapy; (b)
positive results were confirmed by repeat testing before trastu-
zumab administration; (c) after trastuzumab infusions to assess
the efficacy; and (d) every 3 months thereafter during the
follow-up until CK-19 mRNA positivity reappeared. Blood
samples (20 mL) in EDTA were obtained at the mid of vein
puncture after the first 5 mL of blood were discarded. This
precaution was undertaken to avoid contamination of blood with
epidermal (epithelial) cells during sample collection. Bone mar-
row (4 mL) in EDTA was aspirated from the posterior iliac
crest, under local anesthesia. All of the blood sample collec-
tions, bone marrow aspirations, and antibody infusions were
done at the Department of Medical Oncology, University Gen-
eral Hospital of Heraklion (Crete, Greece). All of the patients
including those who received immunoglobulin IgG gave their
written informed consent to participate in the study, which was
approved by the Ethics and Scientific Committees of our Insti-
tution.

Treatment. Two different and clinically relevant admin-
istration schedules of trastuzumab (Herceptin, Roche, Basel,
Switzerland) were investigated. The first 20 eligible patients
received trastuzumab i.v. at a loading dose of 4 mg/kg of body
weight followed by 2 mg/kg once a week for 4 to 8 consecutive
weeks. The antibody infusion was prepared in sterile glass
bottles containing 250 mL of 0.9% NaCl and infused over a time
period of 30 minutes. Patients were evaluated by nested RT-
PCR after 4 weekly trastuzumab infusions. If no CK-19 mRNA
signal was detectable in both peripheral blood and bone marrow,
the trastuzumab administration was stopped. If the CK-19
mRNA signal was still present in either the peripheral blood or
bone marrow, trastuzumab was given for an additional 4 weeks,
and then repeat testing by RT-PCR was done. If still positive, no
additional treatment was given. A second cohort of 10 eligible
patients received trastuzumab i.v. at a loading dose of 8 mg/kg
of body weight followed by 6 mg/kg administered every 3
weeks for 2 to 3 times. If after the first two infusions the patient
tested negative for CK-19 mRNA in both peripheral blood and
bone marrow, then trastuzumab administration was stopped. If
either peripheral blood or bone marrow were still positive for
CK-19 mRNA, one more trastuzumab infusion at 6 mg/kg was
given, and then repeat testing by RT-PCR was done. If still
positive, no additional treatment was administered. To assess
the possibility of a nonspecific effect from the antibody admin-
istration, in a control group of 5 CK-19 mRNA-positive patients
who fulfilled all of the predefined eligibility criteria of the study,
treatment consisted of immunoglobulin IgG (Sandoglobulin,
Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland) administered i.v. at
the dose of 500 mg/kg given once at the recommended infusion
rate. In those patients, repeat testing by RT-PCR for CK-19
mRNA was done 1 week after the immunoglobulin infusion.

Follow-up. To assess the efficacy of this approach, we
monitored the detection of disseminated tumor cells by RT-PCR
for CK-19 mRNA in the follow-up peripheral blood and bone
marrow samples every 3 months after the completion of trastu-
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zumab administration. The duration of CK-19 negativity was
measured from the time that the first CK-19 mRNA-negative
results were obtained in both the peripheral blood and bone
marrow, after the completion of trastuzumab therapy, until the
first CK-19 mRNA-positive results were detected again in either
the peripheral blood and/or bone marrow or until death. All of
the patients were closely monitored for possible toxicities
throughout the study. Especially cardiotoxicity was evaluated by
repeating the assessment of left ventricular ejection fraction on
MUGA scan or echocardiogram after the completion of trastu-
zumab infusions.

Sample Preparation. The procedure for the separation
of peripheral blood mononuclear cells from peripheral blood
and bone marrow samples as well as the RNA extraction was
done exactly as described previously (5, 12). All of the prepa-
rations and handling steps of RNA took place in a laminar flow
hood, under RNase-free conditions. The isolated RNA was
dissolved in diethyl pyrocarbonate-treated water and stored at
�80°C until used. RNA integrity was tested by PCR amplifi-
cation of the �-actin housekeeping gene. Only samples with
�-actin expression were additionally tested to avoid false neg-
ative results. As positive and negative controls for CK-19
mRNA expression, RNA samples were also prepared from the
breast carcinoma cell line MCF-7 and the plasmacytoma cell
line ARH-77, respectively.

Reverse Transcription-PCR for Cytokeratin-19. RT
of RNA was carried out as described previously (5, 12). Two
different PCR reactions, with the respective negative controls,
were done with each sample to amplify fragments of CK-19 and
�-actin. The sequences of primers used for CK-19 and �-actin
as well as the PCR conditions were exactly the same as in our
previous publications (5, 12). The corresponding sizes of PCR
products were 745 bp for CK-19 and 154 bp for �-actin. The
primers extend across at least an intron, thus an eventual DNA
contamination would not pose a significant problem. All of the
RT-PCR results were confirmed as positive or negative by
repeating the assay three times for each individual sample. On
repeat testing the results of the RT-PCR assay were highly
reproducible. The sensitivity of CK-19 mRNA detection by
nested RT-PCR was evaluated in a previous study and was
found that this assay was capable of consistently detecting 1
MCF-7 cell among 106 normal hematopoietic cells (5). In the
same study, the specificity of the detection was evaluated with
peripheral blood mononuclear cells from 54 healthy female
blood donors and was found that only 2 (3.7%) samples were
positive, whereas 52 (96.3%) samples were negative (5).

Reverse Transcription-PCR for HER-2. The expres-
sion of HER-2 mRNA in the CK-19–positive samples before
trastuzumab administration was investigated by doing nested

RT-PCR. The cDNA was synthesized from 5 �g total RNA with
the ThermoScript RT-PCR system (Invitrogen Ltd., Paisley,
United Kingdom). To amplify cDNA, 5 �L were subjected to
first PCR in 50 �L of PCR buffer [10 mmol/L of HCL, buffer
(pH 8.3), 50 mmol/L KCl, and 2.5 mmol/L MgCl2] containing
1 mmol/L deoxynucleotide triphosphate, 0.5 mmol/L of primers
(Her-2A and Her-2B), and 2.5 units platinum TaqDNA polym-
erase (Invitrogen). For the second round of amplification (nested
PCR), a 2-�L aliquot of the first PCR product was added to the
same PCR buffer with 1 mmol/L deoxynucleotide triphosphate,
0.5 mmol/L of primers (Her-2C and Her-2D), and 2.5 units
platinum TaqDNA polymerase. The primer sequences and the
PCR protocols for the first and nested PCR are presented in
Tables 1 and 2, respectively. The nested PCR was done with a
modified touchdown program as described previously (13). All
of the PCR products were resolved by agarose 2% gel stained
with ethidium bromide and photographed under UV conditions.
To determine the sensitivity of the assay, total RNA decreasing
dilutions of MCF7 and T47D HER-2–positive breast carcinoma
cell lines were tested. In these experiments, the nested RT-PCR
assay was consistently capable of detecting the HER-2 mRNA
signal of 10 or more MCF7 or T47D cells, although the dilution
of one cell was detected in only 1 of 5 experiments (Fig. 1).

Real-time Reverse Transcription-PCR for Cytokera-
tin-19 mRNA. In addition to the nested RT-PCR, the CK-19
mRNA signal was investigated by quantitative real-time RT-
PCR with the LightCycler system (Roche Diagnostics) as de-

Table 2 PCR protocols for HER-2

PCR step
HER-2

1st PCR
No of
cycles

HER-2
2nd PCR

No of
cycles

Denaturation 6 min/94°C 1 3 min/94°C 1
50 s/94°C 1 30 s/94°C 5

30 s/72°C
30 s/94°C 5
30 s/70°C
30 s/72°C
30 s/94°C 5
30 s/68°C
30 s/72°C

Amplification 35 30 s/94°C 5
2:30 min/58°C 30 s/66°C

30 s/72°C
30 s/94°C 5
30 s/64°C
30 s/72°C
30 s/94°C 15
30 s/62°C
30 s/72°C

Final extension 10 min/72°C 1 7 min/72°C 1

Table 1 Oligonucleotide primers for HER-2 PCR

PCR Primer Sequence 5�–3�� Product (bp)

1st Sense (Her-2-A) 5�TCC TCC TCG CCCTCTTGC 3� 330
Antisense (Her-2-B) 5�GCGGGTCTCCATTGTCTA 3�

2nd Sense (Her-2-C) 5�AGCCGCGAGCACCCAAGT 3� 147
Antisense (Her-2-D) 5�ACCTGCTGAACTGGTGTATGCA 3�

� GenBank accession no. M11730.
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scribed previously (14). The primers and the hybridization
probes used for CK-19 were designed and synthesized by TIB
MOLBIOL (Berlin, Germany; ref. 14). To ensure that amplifi-
able material was present in all of the specimens, and to avoid
false negative results, real-time amplification of glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase and porphobilinogen deaminase
housekeeping genes was done for all of the samples (14).
Real-time PCR was done in a total volume of 20 �L in the
LightCycler glass capillaries. For the PCR, 2 �L of cDNA were
placed into a 18-�L reaction volume containing 1 �L of the
sense primer CK19-for (3 �mol/L), 1 �L of the antisense primer
CK19-do (3 �mol/L), 2.4 �L of the LightCycler Fast Start DNA
Master Hybridization Probes reagent (10� concentration), 1 �L
of the probe CK19-FL (3 �mol/L), 1 �L of the probe CK19-LC
(3 �mol/L), and diethyl pyrocarbonate-H2O was added to the
final volume. PCR reaction was initiated with a 10-minute
denaturation at 95°C and terminated with a 30-second cooling
step at 40°C. The cycling protocol consisted of denaturation step
at 95°C for 10 seconds, annealing at 60°C for 10 seconds, and
extension at 72°C for 20 seconds and repeated for 50 times.
Fluorescence detection was done at the end of each annealing
step for 0 seconds.

For quantification, an external calibration curve was ob-
tained by using external standard cDNAs. Total RNA was
prepared from 1 � 106 MCF-7 cells (as verified by a hemocy-
tometer). Serial dilutions of this RNA preparation in diethyl
pyrocarbonate-treated water, corresponding to 1 to 10,000
MCF-7 cells, were used for cDNA synthesis. These cDNAs
were kept in aliquots at �20°C and used throughout the study as
external standards. This calibration curve was created by plot-
ting the number of MCF-7 cells corresponding to each external
standard cDNA versus the value of its crossing point. The
number of circulating CK-19 mRNA-positive cells for all of the
tested samples was expressed as MCF-7 cell equivalents/5 �g of
total-RNA, as determined by LightCycler software 3.1, accord-
ing to the external standard calibration curve.

Fluorescence In situ Hybridization for HER-2 and
Aneusomy. Mononuclear cells were separated by density cen-
trifugation of peripheral blood and bone marrow samples
through Ficoll-Hypaque, and cytospins were prepared (5 � 105

mononuclear cells/slide) and stored at �70°C until used. Then
frozen slides were left at room temperature for 15 minutes,
immersed in 70% acetic acid for 30 seconds, washed and de-
hydrated in ETOH, immersed in cold acetone for 2 minutes, and
air dried. Thereafter, they were placed in 2� SSC solution (pH
5.3) for 2 minutes at 73°C. Proteolysis with pepsin was done for
5 minutes at 37°C, and then slides were placed in 2� SSC
solution for 1 minute at room temperature with post fixation in

formalin buffer solution for 5 minutes and in 2� SSC for 1
minute at room temperature and dehydrated in ETOH. For
hybridization, the PathVysion HER-2 DNA probe and Breast
Aneusomy probe set (Vysis, Downers Grove, IL) were used at
85°C for 2 minutes and overnight at 37°C. The next morning
slides were placed in the posthybridization wash buffer for 2
minutes at 72°C, 10 �L of 4�,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) were added, and the covered slides were stored at
�20°C.

The microscopic examination was done with an Axioplane
2 Nikon microscope with Vysis filters, and the images were
processed with the Metasystems’ ISIS fluorescence in situ hy-
bridization (FISH) imaging system (Altlussheim, Germany). For
HER-2/neu probe, we used single-band filters for orange, green,
and DAPI and for Breast Aneusomy probe set single band filters
for red, gold, green, aqua, and DAPI. We considered FISH
HER-2/neu positive the cells with �4 orange signals or a ratio
of HER-2/neu orange signals to CEP17 green signals �2 in
cases of aneuploidy. In a normal diploid cell, there are two
copies of each of the following: LSI 1 (two gold signals), CEP
8 (two red signals), CEP 11 (two green signals), and CEP 17
(two aqua signals). Copy numbers of more or less than two
signals of any probe indicates chromosome gain or loss, respec-
tively.

Immunohistochemistry for HER-2 Overexpression in
the Primary Tumor. Immunohistochemistry with the mono-
clonal antibody CB11 (NCL-CB11, Novocastra Laboratories,
Newcastle upon Tyne, United Kingdom), at a dilution of 1 of 50
with incubation period of 60 minutes, was done with the OP-
TIMAX automated system (with the Super Sensitive Link-Label
Detection System RTU Multilink AP/Fast Red, QA200OXE
purchased from BioGenex Laboratories, San Ramon, CA), after
antigen retrieval by microwave pretreatment at 500 watts for
3 � 5 minutes in citrate buffer (0.01 mol/L, pH 6). Scoring was
based on the criteria recommended by DAKO A/S for the
HercepTest (DAKO A/S, Glostrup, Denmark). Only membrane
staining intensity and pattern was scored with the 0 to 3� scale:
scores of 0 to 1� were considered negative, score 2� was
considered weak positive, and score 3� was considered
(strongly) positive.

RESULTS
Patient Characteristics. Between March 2001 and No-

vember 2002 we screened 115 breast cancer patients (42 with
stage I/II, 18 with stage III, and 55 with stage IV disease) to
enroll 30 patients and five controls in this study. Table 3 shows
the pretreatment patient characteristics. The median age was 53
years, and 13 (43%) patients were premenopausal. Seventeen
(57%) patients had metastatic disease, 4 (13%) patients had
stage III, and 9 patients had (30%) stage I to II. Eleven (37%)
patients had primary tumors lacking estrogen and progesterone
receptor expression, although HER-2 overexpression (2� or
3�) on the primary tumor was present in 10 (33%) patients.
Prior treatment included neoadjuvant and/or adjuvant chemo-
therapy and hormonal therapy for the 13 patients with nonmeta-
static disease; most patients with metastases had already re-
ceived multiple chemotherapy regimens. The median number of
prior chemotherapy regimens for the entire group was 1 (range

Fig. 1 Nested RT-PCR of total RNA decreasing dilutions of the
MCF-7 breast carcinoma cell line showing amplification of the HER-2
mRNA signal in the second PCR down to the dilution of one tumor cell
(1 of 5 experiments).

8188 Trastuzumab Targets CK-19–Positive Cells

 American Association for Cancer Research Copyright © 2004 
 on October 22, 2012clincancerres.aacrjournals.orgDownloaded from 

DOI:10.1158/1078-0432.CCR-03-0094

http://clincancerres.aacrjournals.org/
http://www.aacr.org/


1 to 4). No patient had previously received trastuzumab treat-
ment. Table 4 shows the disease stage at study enrollment and
time elapsed from prior systemic therapies for 30 patients
treated with trastuzumab infusions and 5 “control” patients
treated with immunoglobulin IgG. All of the patients had CK-19
mRNA-positive cells detected by nested RT-PCR in the periph-
eral blood and/or bone marrow after the completion of chemo-
therapy and/or hormonal therapy and before study entry. In 25
of 30 patients (83%), HER-2 mRNA expression was detected
by nested RT-PCR in the pretrastuzumab treatment CK-19–
positive peripheral blood and/or bone marrow sample. In 5 of
those patients for whom mononuclear cells cytospins on slides
had been prepared from the pretrastuzumab treatment CK-19–
positive peripheral blood and/or bone marrow sample, we found
cells presenting FISH amplification of the HER-2/neu gene with
�10 signals and a HER-2/neu to CEP17 ratio �4 in all of the
five cases and aneusomy cells as detected by LSI 1, CEP 8, CEP
11, and CEP 17 with chromosomal gain or loss in two of the
cases (Fig. 2).

Response to Trastuzumab Administration by Nested
Reverse Transcription-PCR for Cytokeratin-19 mRNA.
The first 20 patients received trastuzumab 2 mg/kg weekly for 4
to 8 consecutive weeks. As shown in Table 5, before trastu-
zumab treatment, 12 (60%) patients had CK-19 mRNA detected
only in the bone marrow, 2 (10%) only in the peripheral blood,
and 5 (25%) both in peripheral blood and bone marrow. In 1
patient (number 19), only peripheral blood CK-19 mRNA was
done, which was positive. After 4 weekly trastuzumab infusions,
15 (75%) patients had become negative for the CK-19 mRNA

transcripts and discontinued additional treatment. The other 5
patients who remained CK-19 mRNA positive received 4 addi-
tional weekly trastuzumab infusions (total of 8 weeks), after
which all but 1 patient became negative for CK-19 mRNA.
So overall, after 4 or 8 weekly infusions, 19 of 20 (95%) pa-
tients had turned CK-19 mRNA negative, and only 1 (5%)
patient remained positive despite trastuzumab administration
(patient number 4 on Table 5).

The next 10 patients received trastuzumab 6 mg/kg every 3
weeks for 6 to 9 consecutive weeks. As shown in Table 5, before
treatment, 2 (20%) patients had CK-19 mRNA detected only in
the bone marrow, 1 (10%) in both peripheral blood and bone
marrow, and for the remaining 7 (70%) patients, only the
peripheral blood was tested, and it was positive. After 6 weeks
(2 trastuzumab infusions), 6 (60%) patients had become nega-
tive for CK-19 mRNA transcripts, and additional treatment was
discontinued. The other 4 patients who remained CK-19 mRNA
positive received one additional trastuzumab infusion (total of 9
weeks), after which all but 1 patient became negative for CK-19
mRNA. So overall, 9 of 10 (90%) patients had turned CK-19
mRNA negative with 2 to 3 trastuzumab infusions given every
3 weeks. Only 1 (10%) patient remained positive (patient num-
ber 13 on Table 5).

After a median follow-up of 6 (range 2 to 22�) months, the
median duration of CK-19 mRNA negativity for the whole
group of 30 patients was 6 months (range 0 to 21�), and 13
(43%) patients had become CK-19 mRNA positive. The median
duration of CK-19 mRNA negativity according to the stage of
disease at study entry was as follows: 9 months (range 9 to 18)
for stage I, 9 months (range 3 to 9�) for stage II, 12 months
(range 3 to 21�) for stage III, and 6 months (range 3 to 15�)
for stage IV [P � 0.07 for the comparison of stage IV (meta-
static) versus stage I to III (nonmetastatic) by the log-rank test].
Two patients were retreated with trastuzumab when they be-
came CK-19 mRNA positive, and both turned negative again
after 4 weekly infusions of 2 mg/kg. At this time, 18 of 30
(60%) patients have discontinued follow-up because of the
following reasons: no response to trastuzumab (n � 2);
reappearance of CK-19 mRNA-positive cells (n � 13); and
disease progression and death without detectable CK-19
mRNA (n � 3). Twelve patients are still CK-19 mRNA
negative on follow-up.

Response to Trastuzumab Administration by Real-
Time Reverse Transcription-PCR for Cytokeratin-19
mRNA. To verify the absence of CK-19 mRNA transcripts,
all of the post-trastuzumab treatment peripheral blood and bone
marrow samples were also analyzed by real-time RT-PCR, and
10 of 30 (33%) patients had detectable CK-19 mRNA. More
specifically, for 20 patients, both the nested and the real-time
RT-PCR of the post-transtuzumab samples were negative, for 2
patients both were positive, and for 8 patients the real-time
RT-PCR was positive, whereas the nested RT-PCR was nega-
tive; the concordance rate for positivity and negativity was
73.3% (22 of 30 patients). The discordant results were obtained
in bone marrow samples (n � 4), peripheral blood samples (n �
2), or both (n � 2). All of these patients in whom discordant
results were obtained with the two methods had metastatic
disease at study entry. The positive samples contained a mean of
3.15 (range 0.6 to 14.3) MCF-7 cell equivalents/5 �g of total-

Table 3 Patient characteristics

Number of patients 30
Age, median (range) 53 (31–75)
Menopausal status

Premenopausal 13 (43%)
Postmenopausal 17 (57%)

Disease stage
I 3 (10%)
II 6 (20%)
III 4 (13%)
IV 17 (57%)

Hormone receptor expression of primary tumor
ER�PR� 6 (20%)
ER�PR� 7 (23%)
ER�PR� 4 (13%)
ER�PR� 11 (37%)
Unknown 2 (7%)

HER-2 expression of primary tumor
3� 6 (20%)
2� 4 (13%)
1� 5 (17%)
0 14 (47%)
Unknown 1 (3%)

Prior treatment
Surgery 30 (100%)
Radiation 18 (60%)
Hormonal therapy 12 (40%)
Chemotherapy 30 (100%)

adjuvant 22 (73%)
neoadjuvant 7 (23%)
1st line metastatic 17 (57%)
�2nd line metastatic 10 (33%)
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RNA. For 16 patients who had both pre- and post-trastuzumab
treatment peripheral blood or bone marrow samples analyzed by
real-time RT-PCR for CK-19 mRNA, there was a reduction in
the mean number of MCF-7 cell equivalents/5 �g of total-RNA
from 3.84 (pretrastuzumab) to 0.36 (post-trastuzumab; Wil-
coxon paired t test, P 	 0.001; Fig. 3).

Trastuzumab Toxicity. Trastuzumab-related toxicity
consisted primarily of a mild allergic reaction during the infu-
sion with low grade fever and chills in 8 (27%) patients. All of
the patients were able to complete the scheduled treatments. No
hematologic or biochemical toxicity was observed. In no patient
was the post-treatment left ventricular ejection fraction de-
creased by �10% of baseline value, and no one developed
symptomatic congestive heart failure.

Immunoglobulin Administration. To investigate the
possibility of a nonspecific effect of trastuzumab infusions on
the elimination of CK-19 mRNA-positive cells, we administered
immunoglobulin IgG (Sandoglobulin) 500 mg/kg i.v. to 5 pa-
tients who fulfilled all of the eligibility criteria for this study (all
of the patients were CK-19 mRNA positive in the peripheral
blood despite prior chemotherapy). The disease stage at study
enrollment and prior treatments received for these 5 patients are

shown in Table 4 (patient numbers 7, 32 to 35). None of these
patients became CK-19 mRNA negative after the immunoglob-
ulin administration.

DISCUSSION
In this pilot study, we used the anti-HER-2 monoclonal

antibody trastuzumab to target the chemotherapy-resistant
CK-19 mRNA-positive breast cancer cells in the peripheral
blood and bone marrow. Our group, as well as other investiga-
tors, has previously used the detection of CK-19 mRNA as a
marker for the presence of breast cancer cells in the peripheral
blood and bone marrow (15–17, reviewed in 18). Although the
CK-19 mRNA is not an ideal marker for breast cancer cell
detection, mainly because of a low rate of false positives in
normal females and patients with hematologic malignancies (5),
it is the most sensitive assay with good specificity under opti-
mized conditions (19). The malignant nature of cytokeratin-
positive cells has been shown with genomic analysis and spe-
cialized cell culture assays (8, 9, 20, 21). In this study, we were
able to cross-validate in a limited number of patients the ma-
lignant nature of these cytokeratin-positive cells by doing FISH

Table 4 Disease stage at study enrollment and prior treatment of 30 patients treated with trastuzumab infusions and 5 control patients treated
with immunoglobulin IgG

Patient
number

Disease stage
at study

enrollment

Number of prior
chemotherapy

regimens

Number of prior
hormonal
therapies

Patient enrollment on the study and time
elapsed from previous systemic therapy

1 I 1 1 After adjuvant hormonal therapy
2 I 1 1 After adjuvant hormonal therapy
3 I 1 1 After adjuvant hormonal therapy
4 IIA 1 1 After adjuvant hormonal therapy
5 IIA 1 1 After adjuvant hormonal therapy
6 IIA 1 1 After adjuvant hormonal therapy
7 IIA 1 1 After adjuvant hormonal therapy
8 IIB 1 1 After adjuvant hormonal therapy
9 IIB 1 1 After adjuvant hormonal therapy

10 IIB 1 1 After adjuvant hormonal therapy
11 IIIA 1 1 After adjuvant hormonal therapy
12 IIIB 1 1 After hormonal therapy
13 IIIB 1 1 After hormonal therapy
14 IIIB 1 1 After hormonal therapy
15 IV 3 2 After 2nd line hormonal therapy
16 IV 2 1 3 mo from 2nd line chemotherapy
17 IV 4 3 After 4th line chemotherapy
18 IV 2 2 After 2nd line hormonal therapy
19 IV 2 2 After 2nd line hormonal therapy
20 IV 1 1 2 mo from 1st line hormonal therapy
21 IV 2 2 2 mo from 2nd line chemotherapy
22 IV 1 1 After 1st line hormonal therapy
23 IV 3 2 After 2nd line hormonal therapy
24 IV 2 2 After 2nd line hormonal therapy
25 IV 3 2 After 3rd line chemotherapy
26 IV 2 After 2nd line chemotherapy
27 IV 2 3 mo from 2nd line chemotherapy
28 IV 3 1 After 1st line hormonal therapy
29 IV 1 1 After 1st line hormonal therapy
30 IV 2 5 mo from 2nd line chemotherapy
31 IV 2 1 mo from 2nd line chemotherapy
32 IV 1 After 1st line chemotherapy
33 IV 1 2 6 mo from 2nd line hormonal therapy
34 IV 2 1 3 mo from 2nd line chemotherapy
35 IV 1 2 After 2nd line hormonal therapy
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analysis for HER-2/neu gene amplification and aneusomy de-
tection for chromosomes 1, 8, 11, and 17. Other investigators
have also used FISH analysis for these markers to detect breast
cancer cells in cytological specimens (22–24). Furthermore, in a
previous study we have shown that in patients with early breast
cancer, the detection of CK-19 mRNA-positive cells in the
peripheral blood before the administration of adjuvant chemo-
therapy was an independent prognostic marker of reduced
disease-free interval (P � 0.0007) and overall survival (P �
0.01; ref. 5). We as well as other investigators have reported that
chemotherapy might fail to eliminate occult tumor cells in up to
50% of breast cancer patients, and that the persistence of these
chemotherapy-resistant cells could have adverse prognostic im-
plications (12, 25, 26). Therefore, it is important to determine if
novel biological agents can be used effectively to target these
chemoresistant cells.

HER-2 is a member of a family of receptors that interact

with each other and various ligands to stimulate mitogenic
signal transduction pathways leading to increased cell prolifer-
ation (27). This perhaps explains why HER-2 overexpression is
an indicator of poor prognosis in breast tumors (28). On the
contrary, HER-2 overexpression is predictive of response to
trastuzumab therapy (29). Taking advantage of the reported high
expression of HER-2 on micrometastatic breast cancer cells (7,
11), we used the humanized anti-HER-2 monoclonal antibody
trastuzumab to target the disseminated CK-19 mRNA-positive
cells. This is the first study to show that a short course of
trastuzumab infusions can very effectively reduce to undetect-
able levels the chemotherapy-resistant disseminated tumor cells
in the blood and bone marrow of breast cancer patients.

For this study, we selected the patients only on the basis of
having detectable CK-19 mRNA-positive cells in the peripheral
blood and/or bone marrow after the administration of chemo-
therapy. Most patients with metastatic disease had previously

Fig. 2 A. Four breast cancer
cells with HER-2/neu amplifica-
tion (�10 orange signals per
cell) in a FISH preparation with
PathVysion HER-2 DNA probe.
B. Two breast cancer cells with
aneusomy in chromosomes 8
(red signal), 11 (green signal),
and 17 (aqua signal) in a FISH
preparation with Breast Aneu-
somy probe set from Vysis.
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failed multiple different chemotherapy regimens, although pa-
tients with hormone-receptor positive tumors had also received
hormonal treatment. Patients with operable breast cancer had
completed the administration of adjuvant chemotherapy and
those with hormone-receptor positive tumors had also received
adjuvant hormonal therapy. So the detected CK-19 mRNA-
positive cells were truly resistant to “standard” therapies. We
did not select our patients based on HER-2 overexpression in the
primary tumor, because HER-2 overexpression in the micro-
metastatic cells is much more common and has been reported at
two-fold the frequency of detection than in the primary tumors
(7, 11). Furthermore, extrapolation for HER-2 positivity of the
micrometastatic cells from the detection on the primary tumor
has been shown to be unreliable (11). Nevertheless, in 28 of 30
(93%) patients, the CK-19 mRNA signal as measured by nested
RT-PCR disappeared after 4 to 8 weekly or 2 to 3 3-weekly
infusions of trastuzumab, indicating that CK-19 mRNA-positive
cells were susceptible to trastuzumab therapy most likely
because of HER-2 receptor expression. We retrospectively an-
alyzed HER-2 mRNA expression in the pretrastuzumab CK-19–

positive peripheral blood and bone marrow samples by RT-
PCR, and we found them positive in 25 of 30 patients (83%).
Furthermore, in 5 patients for whom pretreatment peripheral
blood or bone marrow mononuclear cells cytospins were avail-
able (cytospins not available for the remaining 25 patients), we
found cells with FISH amplification of the HER-2/neu gene in
all of the cases. These samples confirmed by FISH to have cells
with HER-2/neu gene amplification also tested positive for
HER-2 mRNA expression. This frequency of HER-2 expression
in the micrometastatic cells is higher than the 60 to 67% re-
ported in the literature with an immunohistochemical method (7,
11). As the elimination rate of the CK-19 mRNA signal by
nested RT-PCR exceeds that of HER-2 mRNA expression in the
pretrastuzumab samples, it is possible that HER-2 expression
was below the detection limit of the RT-PCR assay in some
patients with a low number of CK-19–positive cells. Indeed, in
the decreasing dilution experiments with MCF-7 cells, the
nested RT-PCR for HER-2 mRNA reliably detected the signal
of 10 or more tumor cells.

Furthermore, the results of the quantitative real-time RT-

Table 5 Results of CK-19 mRNA detection by nested RT-PCR for the 30 patients treated with trastuzumab and the 5 control patients

Patient
number

Tumor
HER-2
status

HER-2 mRNA
expression on
pretreatment

CK-19–positive
sample

Type
of

treatment

CK-19
mRNA
Before

treatment
(BM/PB)

CK-19 mRNA after
treatment (BM/PB)

Follow-up post-trastuzumab
treatment (BM/PB)

Duration of
CK-19
mRNA

negativity
(mo)4–6 wks 8–9 wks 3 mo 6 mo 9 mo 12 mo 15 mo 18 mo 21 mo

1 0 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� nd/� 18
2 0 � 3-weekly nd/� nd/� nd/� nd/� nd/� nd/� 9�

3 0 � 3-weekly nd/� nd/� �/� nd/� 9
4 �1 � weekly �/� �/� 0
5 0 � weekly nd/� nd/� nd/� 3
6 0 � 3-weekly nd/� nd/� nd/� nd/� nd/� 9�

7 �2 nd control nd/� nd/�
8 �1 � weekly �/� �/� nd/� 3
9 0 � 3-weekly nd/� nd/� nd/� nd/� nd/� 9�

10 0 � 3-weekly nd/� nd/� nd/� �/� �/� 9�

11 �3 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� 21�

12 �3 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� 12�

13 �1 � 3-weekly �/� �/� �/� 0
14 0 � 3-weekly nd/� nd/� nd/� nd/� 3�

15 �3 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� 9
16 �3 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� 15
17 0 � weekly �/� �/� �/� �/� 3
18 �2 � weekly �/� �/� �/� dead 3
19 �2 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� 15
20 �2 � weekly �/� �/� �/� 3
21 0 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� 15�

22 �3 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� 15
23 �2 � weekly �/� �/� �/� dead 3
24 0 � weekly �/� �/� �/� �/� �/� �/� �/� 15�

25 0 � weekly �/� �/� �/� �/� dead 6
26 �1 � weekly �/� �/� �/� 3
27 0 � weekly �/� �/� nd/� 3
28 UK � weekly �/� �/� �/� 3
29 �1 � 3-weekly �/� �/� �/� �/� �/� 9�

30 0 � 3-weekly nd/� nd/� nd/� nd/� nd/� 6
�

31 �3 � 3-weekly �/� �/� �/� 3�

32 �3 nd Control nd/� nd/�
33 0 nd Control nd/� nd/�
34 �1 nd Control nd/� nd/�
35 �1 nd Control nd/� nd/�

Abbreviations: BM, bone marrow; PB, peripheral blood; nd, not done; UK, unknown.
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PCR assay confirmed those of nested RT-PCR, because no
CK-19 mRNA transcripts were detectable in 20 of 30 patients
(67%) after the trastuzumab infusions. This quantitative RT-
PCR assay for CK-19 mRNA detection with the LightCycler
system has been developed and compared with nested RT-PCR
in a many samples with a good concordance in respect to
positivity and negativity (14). Interestingly, in 16 patients who
had both pre- and post-trastuzumab treatment peripheral blood
or bone marrow samples available for analysis by real-time
RT-PCR for CK-19 mRNA, there was a 10-fold (1 log) reduc-
tion in the mean number of circulating tumor cells. Therefore,
our results on the efficacy of trastuzumab should be interpreted
with caution, because the lack of detection of the CK-19 mRNA
signal after the infusions might represent a reduction of circu-
lating tumor cells below the detection limit of the assay and not
necessarily the elimination of all of the tumor cells.

To investigate the possibility of a nonspecific cytotoxic
effect of trastuzumab, we administered immunoglobulin IgG to
a control group of 5 CK-19 mRNA-positive patients who ful-
filled all of the eligibility criteria of the study and according to
their characteristics were no different from the study population,
and none of them turned negative with the immunoglobulin
infusions. Moreover, to exclude an interference in the RT-PCR
assay by the presence of trastuzumab in the samples we exposed
dilutions of MCF-7 cells to increasing concentrations of trastu-
zumab (at 2, 100, and 200 nmol/L) for 24 to 48 hours. CK-19
mRNA transcripts were still detectable by the nested RT-PCR
assay down to the dilution of 1 MCF-7 cell among 106 normal
hematopoietic cells (data not shown).

With close monitoring by RT-PCR of the peripheral blood
and bone marrow during the follow-up, we observed that the
disappearance of CK-19 mRNA signal was not short-lived as it
lasted for several months even in patients with metastatic dis-
ease. This is especially important because overt metastases
could easily “seed” the circulating blood with new tumor cells.
Perhaps this lasting effect is because of the long half-life of

trastuzumab in the body, which is estimated to be several
months after multiple infusions (30). Interestingly, trastuzumab
was still effective in 2 patients who were retreated when the
CK-19 mRNA signal reappeared during the follow-up. There-
fore, it might be possible with repeated trastuzumab adminis-
trations, given either periodically or on demand when the RT-
PCR assay becomes positive, to prolong the time that circulating
CK-19 mRNA-positive cells are not detectable.

Whereas the efficacy of trastuzumab in HER-2 overex-
pressing breast tumors is proven (29, 31), so is the risk of
cardiac toxicity estimated to be 3 to 7% when trastuzumab
monotherapy is used (32). In our study, we observed no cardiac
or other significant toxicity with the short courses of trastu-
zumab except of the well-described hypersensitivity reaction,
which occurs during the infusion. Considering the observed high
efficacy of trastuzumab in reducing to undetectable levels the
chemoresistant occult tumor cells in peripheral blood and bone
marrow, our results additionally strengthen the rationale for
using trastuzumab in the adjuvant treatment of breast cancer.
However, the efficacy and safety of administering trastuzumab
in the adjuvant setting is still under clinical investigation (33).
Moreover, the prognostic significance of the disappearance of
these occult tumor cells in terms of reduction in the risk of
relapse and death remains to be proven.

Other investigators have also used monoclonal antibody-
based treatments to target the disseminated occult tumor cells
with variable success. Schlimok et al. (34) used a monoclonal
Lewis Y antibody, and observed eradication or significant re-
duction of CK-positive/Lewis Y-positive cells, in 5 of 10 breast
cancer patients presenting with micrometastatic tumor cells in
the bone marrow. Braun et al. (35) used the murine monoclonal
antibody 17-1A (Edrecolomab) directed against the epithelial
adhesion molecule EpCAM and showed a marked reduction,
and in 4 cases complete elimination, of EpCAM�/CK� cells
from the bone marrow of 10 patients with advanced breast
cancer. More recently, Kirchner et al. (36) used the same mono-
clonal antibody (Edrecolomab) in nine patients with early breast
cancer, who had bone marrow micrometastases after adjuvant
chemotherapy, and observed complete elimination in seven and
significant reduction in the remaining 2 patients.

Considering that HER-2 overexpression in the primary
tumor (28) or the micrometastatic tumor cells (11) is a poor
prognostic marker, our approach of targeting HER-2–positive
tumor cells has the comparative advantage, over other antibody-
based treatments, of aiming at the elimination of malignant cells
with an aggressive biological phenotype. However, until a
meaningful clinical benefit from the disappearance of these cells
is clearly shown, this experimental approach cannot be recom-
mended. Future studies will need to evaluate the immunophe-
notypic and genomic characteristics of disseminated occult tu-
mor cells as well as the potential clinical benefit from their
elimination.
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Trastuzumab decreases the incidence of clinical
relapses in patients with early breast cancer presenting
chemotherapy-resistant CK-19mRNA-positive
circulating tumor cells: results of a randomized phase II
study
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Background: Since the detection of circulating tumor cells (CTCs) which express HER2 is an adverse prognostic
factor in early breast cancer patients, we investigated the effect of trastuzumab on patients’ clinical outcome.
Patients and methods: Seventy five women with HER2 (-) breast cancer and detectable CK19 mRNA-positive CTCs
before and after adjuvant chemotherapy, were randomized to receive either trastuzumab (n = 36) or observation (n =
39). CK19 mRNA-positive CTCs were detected by RT-PCR and double stained CK(+)/HER2(+) cells by
immunofluorescence. The primary endpoint was the 3-year disease-free survival rate.
Results: Fifty-one (89%) of the 57 analyzed patients had HER2-expressing CTCs. After trastuzumab administration, 27
of 36 (75%) women became CK19 mRNA-negative compared to seven of 39 (17.9%) in the observation arm (p =
0.001). After a median follow up time of 67.2 months, four (11%) and 15 (38%) relapses were observed in the
trastuzumab and observation arm, respectively (p = 0.008); subgroup analysis indicated that this effect was mainly
confined to women with >3 involved axillary lymph nodes (p = 0.004). The median DFS was also significantly higher for
the trastuzumab-treated patients (p = 0.008).
Conclusion: Administration of trastuzumab can eliminate chemotherapy-resistant CK19 mRNA-positive CTCs, reduce
the risk of disease recurrence and prolong the DFS.
Key words: trastuzumab, breast cancer, circulating tumor cells, micrometastasis, CK-19, HER2

introduction
The detection of disseminated (DTCs) and circulating (CTCs)
tumor cells in patients with early stage breast cancer [1-3]is a
well recognized independent prognostic factor associated with
increased risk of disease recurrence and disease-related death
[3-7]. Recent studies have demonstrated that adjuvant
chemotherapy [8-10] or tamoxifen [11] cannot eliminate
DTCs/CTCs probably because of their non-proliferating and/or
dormant state [12]. Moreover, the proliferative potential and
the in vitro growth characteristics of DTCs [13]as well as their
persistence after adjuvant chemotherapy and/or tamoxifen are
associated with unfavorable prognosis [8-11].

DTCs and CTCs may express the HER2 oncoprotein in 60-
70% early stage patients with breast cancer [14-17], and often
present HER2 gene amplification and aneusomy [18,19].
Interestingly, HER2 expression on DTCs/CTCs is independent
of its expression on primary tumor cells [16-22]. A shift of
breast cancer patients’ CTCs from HER2(-) to HER2(+) status
[23] has been attributed to acquired HER2 gene amplification
during cancer progression [24]. The detection of HER2
oncoprotein on DTCs and CTCs has been associated with an
increased risk of death [16-22]and decreased disease-free
interval [22]; moreover, HER2 mRNA-positive CTCs have
independent prognostic value for worse disease-free and overall
survival [25,26].
The humanized monoclonal antibody trastuzumab

(Herceptin), which is directed against the extracellular domain
of the HER2 protein, has been shown to inhibit the in vitro
and in vivo growth of malignant cells and enhance the anti-
tumor efficacy of some chemotherapeutic agents [27]. In
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addition, trastuzumab is part of the standard care of patients
with HER2-positive tumors in the adjuvant and metastatic
settings.
We have reported that trastuzumab can effectively eliminate

CK19 mRNA-positive CTCs and DTCs in women with breast
cancer irrespectively of the HER2 status of primary tumor cells
[19]. Based on this observation and the fact that the detection
of CK + /HER2+ DTCs/CTCs is an adverse prognostic factor
for patients’ outcome, we investigated whether “secondary
adjuvant” administration of trastuzumab could decrease the
incidence of relapses in patients with chemotherapy-resistant
CTCs; the study was conducted in women with early stage
HER2-negative breast cancer who were at high risk of relapse
because they had detectable CK19 mRNA-positive CTCs
before and after the completion of adjuvant chemotherapy
[5,10]. Our results demonstrate that treatment with “secondary
adjuvant” trastuzumab resulted in a significantly reduced
probability of disease relapse and increased disease-free
interval compared to patients receiving only standard
treatment.

patients and methods

patients
Women with histologically confirmed operable (stage I-III) breast
adenocarcinoma with detectable CK19 mRNA-positive CTCs both before
and after the administration of adjuvant chemotherapy and radiotherapy
(when indicated), treated in our Department were eligible [10]. Additional
inclusion criteria were: age >18 years, surgery (lumpectomy or
mastectomy) for the primary tumor, performance status 0-2 (WHO),
adequate bone marrow, renal and liver function, normal left ventricular
ejection fraction (LVEF), absence of a second primary tumor (except of in
situ cervical cancer or a squamous skin cancer) and, absence of any clinical
or radiological evidence of distant metastasis. Since the study was initiated
in 2003 and before the approval of trastuzumab administration in the
adjuvant setting (2005), initially no limitation concerning the HER2 status
of the primary tumor was applied; from 2005, an amendment excluded
patients with HER2-positive tumors from the study since trastuzumab was
for them standard adjuvant treatment. HER2 status was determined by
immunohistochemistry (IHC; 3 + ) or/and FISH (for 1-2 + by IHC).
Patients received standard adjuvant systemic treatment (CMF or FEC
regimens or sequential combination of epirubicin/cyclophosphamide
followed by docetaxel) as well as radiation therapy according to the
international guidelines. Furthermore, postmenopausal patients with
hormone receptor-positive tumors received either tamoxifen or aromatase
inhibitors whereas pre-menopausal patients were treated with LH/RH
analogues and tamoxifen.

CK19 mRNA testing
All patients were routinely assessed for the presence of CK19 mRNA-
positive CTCs at the time of initial staging of their disease and before any
systemic treatment; in addition, patients were sequentially assessed for the
presence of CK19 mRNA-positive CTCs after the completion of adjuvant
chemotherapy and radiotherapy as well as every 3 months thereafter.
Patients’ treatment was independent of their CK19 mRNA status.
Peripheral blood in EDTA was obtained: i) before and after the completion
of adjuvant chemotherapy/radiotherapy; ii) in patients randomized to the
trastuzumab arm after the 6th administration of trastuzumab and iii) in
those enrolled in the observation arm, 4 months after the completion of

adjuvant chemotherapy/radiotherapy (a period corresponding to that of
“secondary adjuvant” trastuzumab administration). All blood samples were
obtained in the middle of vein puncture, RNA was extracted from
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) within 6 hours and CK19
mRNA-positive cells were detected by real-time PCR as described [28].
According to the analytical detection limit of our assay, values ≥0.6 MCF-7
equivalents/ 5 µg of total RNA were considered as a positive result. Using
the above cut-off, only two (2.2%) out of 89 female healthy donors were
positive whereas none of 11 women with benign breast disease had positive
blood samples.

Detection of CK + /HER2+ cells
Cytospins (250.000 PBMCs/slide) were prepared by cyto-centrifugation, air
dried and stored at –800C. CK-positive cells in PBMCs’ cytospins were
assessed by immunofluorescence using the mouse A45-B/B3 (detecting
CK8, CK18 and CK19) (Micromet Munich, Germany) antibody as
previously reported [29,30]. The Meng’s et al [13] cyto-morphological
criteria (i.e. high nuclear/cytoplasmic ratio, larger cells than white blood
cells etc) were used in order to characterize a CK-positive cell as a CTC.
Cytospins were also double stained with anti-CD45 (Santa Cruz, Santa
Cruz, CA, USA) and A45-B/B3 antibodies in order to exclude possible
ectopic expression of cytokeratins on hematopoietic cells [28,29]. For HER2
detection on CTCs, slides were stained for cytokeratin along with the
corresponding secondary (FITC) Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) and then, the anti-HER2 anti-rabbit (Cell Signalling Technology,
Boston, MA, USA) and the corresponding Alexa Fluor 555 anti-rabbit
secondary antibodies (Invitrogen) were added. SKBR3 tumor cells were
used as positive control; negative controls were the same cells stained with
the secondary IgG isotype antibody (Invitrogen) without adding the
primary antibody. Finally, Dapi-antifade reagent (Invitrogen) was added to
each sample. Slides were evaluated using a confocal laser scanning
microscope (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Germany) and images were
analyzed with the respective software. Specific staining was easy to
distinguish because of the differential intracellular distribution [31].

treatment
Patients received either trastuzumab (Herceptin, Roche, Basel, Switzerland;
a loading dose of 8mg/kg as a 30-minutes IV infusion followed by 5
administrations of 6mg/kg IV, every 3 weeks) or only observation. No other
treatment was allowed except of the adjuvant hormone treatment for
patients with hormone receptor-positive tumors. All patients were followed
every 3 months for the first 2 years, every 6 months for the subsequent 3
years and every year thereafter with clinical, biochemical, tumor markers
(CEA and CA 15.3) and imaging studies (chest x-rays, abdominal
ultrasound or additional tests if clinically indicated) in order to exclude
distant metastases. Trastuzumab-related cardiac toxicity was monitored by
assessment of the LVEF before and after the administration of trastuzumab.
Patients gave their informed consent to participate in the study which was
approved by the Ethics and Scientific Committees of our Institution.

statistical analysis
In this pilot, randomized phase II trial, patients were centrally randomized,
using a computer-derived random allocation sequence; stratification factors
were the menopausal, axillary lymph node and hormone receptor status.
The primary end-point of the study was disease-free survival (DFS) rate at
3 years. Secondary endpoint was the elimination rate of CK19 mRNA-
positive cells. DFS was measured from the date of randomization to the
date of relapse or second malignancy or the date of death from any cause
or last follow-up in the case of living patients without evidence of disease.
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Based on previous data from our laboratory it was assumed that the DFS
rate at 3 years of patients with CK-19 mRNA-positive cells both before and
after adjuvant chemotherapy receiving standard treatment would be 60%; it
was estimated that 32 evaluable patients should be enrolled on each arm to
show a 50% increase of DFS rate for the trastuzumab arm with a power of
80% at a statistical significant level of 0.05.

Cox proportional hazards model for time to event data was used for the
univariate analysis along with Log-Rank test for the Kaplan-Meier curves.
The Wilcoxon test was used to investigate differences in related samples.
Analysis also included contingency tables, t or Mann-Whitney tests and
Chi-square tests. Significant interaction between effectiveness of
trastuzumab administration and other clinicopathological variables was
assessed by using heterogeneity tests and forest plots were made. The
statistical significant level was set at 0.05 (2-sided).

results

patients and treatment
From February 2003-December 2008, 378 patients (310 and 68
with HER2-negative and -positive early breast cancer,
respectively) were treated. 148 (39%) patients with detectable
CK19 mRNA-positive CTCs before any adjuvant systemic
treatment represent the cohort of patients screened for this
trial. Of those, 100 (26%) patients also had detectable CK19
mRNA-positive CTCs after the completion of adjuvant
chemotherapy and radiotherapy and were eligible for study
enrollment; three patients were excluded since they did not
meet the inclusion criteria (two had a second primary tumor
and one severe heart failure) whereas two other patients
refused to participate in the trial. Ninety-five patients were
randomized to the trastuzumab (n = 46) or observation (n =
49) arm. Among them, nine (20%) and 10 (20%) patients,
randomized in the trastuzumab and the observation arm,
respectively before 2005, had a HER2-positive primary tumor
and were excluded from the final analysis. One additional
patient, randomized to receive trastuzumab, withdrew her
consent before treatment administration and, therefore, 36 and
39 patients were evaluable in the trastuzumab and the
observation arm, respectively, and were included in the final
analysis (CONSORT diagram; Figure 1). The clinico-

pathological characteristics of the enrolled patients as well as
the administered treatment [adjuvant chemotherapy,
radiotherapy and hormone treatment] were well balanced
(Table 1). All patients received the six scheduled trastuzumab
cycles uneventfully without significant cardiac or other
toxicities.

detection of CK19 mRNA-positive cells
At the end of trastuzumab therapy, 23 of 32 (72%; 4 patients
had no CTCs’ enumeration) women turned CK19 mRNA-
negative whereas only seven of 27 (26%; 12 patients had no
CTCs’ enumeration) women of the observation arm had
undetectable CK19 mRNA-positive CTCs 4 months
(corresponding to the period of trastuzumab administration)

Figure 1. CONSORT diagram of the study

Table 1. Patients’ characteristics

Trastuzumab Observation

Patients enrolled 36 39
AGE
Median 53.0 51.0
Range 28–73 29 – 72

Number % Number % p-value
Menopausal Status
Premenopausal 18 50.0 19 48.7 0.619
Postmenopausal 18 50.0 20 51.3
Tumor Size cm
<2.0 14 38.9 17 43.6 0.529
2.0-5.0 cm 21 58.3 19 48.7
> 5.0 cm 1 2.8 3 7.7
Lymph Nodes
0 13 36.1 6 15.4 0.112
1 – 3 13 36.1 17 43.6
≥ 4 10 27.8 16 41.0
Histologic Grade
I/II 18 50.0 19 48.7 0.912
III 18 50.0 20 51.3
Estrogen Receptors
ER+ 22 61.1 22 56.4 0.815
ER− 14 38.9 17 43.6
Progesterone Receptors
PR+ 20 55.6 19 48.7 0.646
PR− 16 44.4 20 51.3
Surgery

Breast conserving 19 52.8 23 59.0 0.646
Mastectomy 17 47.2 16 41.0
Adjuvant Chemotherapy
Anthracycline 17 47.2 18 46.2 0.664
Taxanes 1 2.8 0 0.0
Both 15 41.7 19 48.7
Other 3 8.3 2 5.1
Radiotherapy
Yes 26 72.2 34 87.2 0.106
No 10 27.8 5 12.8
Hormonotherapy
Yes 26 72.2 28 71.8 0.967
No 10 27.8 11 28.2

ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor.
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after the completion of adjuvant chemotherapy (p = 0.001).
The median number of CK19 mRNA-positive cells was
significantly decreased at the end of trastuzumab
administration (p < 0.001); conversely, the median number of
CK19 mRNA-positive cells of patients enrolled in the
observation arm was not statistically different during the
corresponding period (Table 2; p = 0.085). In addition, the
median number of CK19 mRNA-positive CTCs at the end of
trastuzumab administration was significantly lower than that of
patients enrolled in the observation arm (Table 2; p <0.001).

HER2 expression on CK+ CTCs
Double staining experiments for the detection of CK + /HER2+
CTCs were performed in 57 patients for whom adequate
material was available (in 18 patients, cytospins were
inappropriate for analysis due to the intense background in the
negative controls). CK + /HER2+ CTCs could be detected in 51
(90%) of the evaluable patients. In nine patients all the
recognized CTCs were CK + /HER2+ whereas in 42 (82%)
patients the existence of a subpopulation of CK + /HER2-
CTCs could also be detected. The median number of CK
+ /HER2+ CTCs was 2.0 (range, 1-37) in the trastuzumab arm
and 2.0 (range, 1-47) in the observation arm.

disease recurrence and survival
After a median follow up period of 67.2 months (range, 6.83-
92.97), 19 (25%) patients presented a distant relapse. All but
four of these relapses occurred in patients enrolled in the
observation arm (p = 0.008; Table 3). There was no difference
in terms of clinical relapses between the two arms according to
menopausal (p = 0.66), hormone receptor (p= 0.114) status or
patients with N0 (p = 0.456) or <3 involved axillary lymph
nodes (p = 0.212) (Table 3). Conversely, the incidence of
relapses was significantly higher in the observation than in the
trastuzumab arm in post-menopausal patients (p = 0.006),
those with hormone receptor-negative tumors (p = 0.042) and
patients with >3 involved axillary lymph nodes (p = 0.004)
(Table 3). Ηowever, the interaction test could demonstrate
heterogeneity only between the axillary lymph nodes’ groups
(Figure 2). Although the median DFS has not yet been reached,
it was significantly longer in patients treated with trastuzumab
(p = 0.008; Figure 3).
Six (8.0%) patients died because of disease progression

during the follow up period; all but two deaths occurred in the

group of patients randomized to the observation arm (p =
0.676). There was no significant difference in terms of overall
survival between the two arms (Supplemantary Figure 1; p =
0.506); there was no significant interaction between the
different groups for trastuzumab effect on overall survival or
Disease Free Survival.

univariate and multivariate analysis
Univariate analysis including menopausal status, tumor size,
number of infiltrated axillary lymph nodes, histopathological
grade, ER, PR status and trastuzumab administration revealed
that only randomization to the observation arm was significantly
(p = 0.014) associated with a decreased DFS (Table 4). Since
only one parameter emerged as significant in the univariate
analysis no further multivariate analysis was performed.
Moreover, none of the examined parameters showed any
significant association with overall survival (Table 4).

discussion
To the best of our knowledge this is the first randomized
clinical study investigating the effect of a “secondary” adjuvant
therapy targeting chemotherapy-resistant CTCs in patients
with early breast cancer. The results demonstrate that targeting
chemo-resistant CTCs with trastuzumab significantly reduced
the risk of relapse and prolonged the DFS. Moreover, the
administration of trastuzumab resulted in a significantly
decreased number of patients with detectable CTCs by
eliminating these cells.
The development of clinical recurrences in patients with

operable breast cancer is due to the migration of tumor cells
from the primary tumor to distant organs even before the
surgical excision of the primary tumor. Using
immunocytochemical or molecular techniques [1-3], epithelial
cells, with genetic heterogeneity [32], loss of heterozygosity
[33] or/and chromosomal aberrations [34],can be detected in
the bone marrow and the peripheral blood of patients with
early breast cancer. The detection of these cells is associated
with an unfavorable outcome[4,7]. Moreover, the detection of
CTCs after adjuvant treatment (chemotherapy or tamoxifen),
is an independent adverse prognostic factor [8,10-12]; since
these cells are resistant to chemotherapy and tamoxifen, it is
important to define whether biological treatments could
effectively target them.
HER2/neu expression is involved in cell proliferation [35]

and is associated with poor clinical outcome [36]. Since HER2
is expressed on DTCs or/and CTCs in breast cancer patients
[12,14-17]it was considered as a suitable target for the
development of a “secondary adjuvant” biologic therapy. We
have demonstrated that the administration of 3-4 trastuzumab
infusions in patients with detectable CK19 mRNA-positive
CTCs or/and DTCs could specifically eliminate these cells in
67% of patients[19]. In the current study, we chose to
administer 6 cycles of trastuzumab based on the observation
from our “proof-of-principle” study (19) that in some patients
CK19 mRNA-positive cells reappeared 1-3 months after the
discontinuation of trastuzumab. This finding suggests that
despite the decrease of CTCs’ number in trastuzumab-treated

Table 2. Detection of CK19 mRNA-positive cells before and after
treatment in the two patients’ groups

CK19mRNA(+) cells
(median (range)

Trastuzumab
(n = 36)

Observation
(n = 39)

p-value

Study entry 1.3 (0.6-13.0) 2.0 (0.6-25.0) 0.131a

End of trastuzumab/ 4 months
observation

0.0 (0.0-4.5) 1.0 (0.0-5.0) <0.001a

p-value <0.001b 0.085b

aMann-Whitney test.
bWilcoxon Signed Ranks test. mRNA, messenger RNA.
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patients under the detection limit of the assay, residual
populations of CTCs lead to early relapse of CK19 mRNA-
positive CTCs [18]. Similarly, Barok et al [37]using a xenograft
model, demonstrated that trastuzumab significantly decreased
the number of DTCs and CTCs even in cases with
trastuzumab-resistant primary tumor. The high efficacy of
trastuzumab on the elimination of CK19 mRNA-positive CTCs
should be attributed to the fact that almost 90% of the
evaluated patients had HER2-expressing CTCs. Therefore, we
can hypothesize that the trastuzumab-induced elimination of
CTCs might have resulted in the decreased incidence of disease
recurrences in patients treated with trastuzumab; in addition,
the administration of trastuzumab was associated with a
significantly prolonged DFS.
These results were obtained in a rather high risk group of

patients since all of them had detectable CK19 mRNA-positive
CTCs after adjuvant chemotherapy, which has been shown to
confer the worst prognosis in terms of clinical relapses and
disease-related deaths [10]. In addition, although subgroup
analysis indicated that the trastuzumab effect was mainly
observed in post-menopausal patients with hormone receptor-
negative tumors and with >3 involved lymph nodes, the

interaction test demonstrated heterogeneity only with lymph
nodes; therefore, larger studies are required to elucidate these
observations.
The described beneficial effect of trastuzumab was observed

in patients with HER2-negative primary tumors. It is well
known that HER2 expression on DTCs or/and CTCs is not
correlated with the HER2 status of the primary tumor [15,17-
19,21,22]and occult tumor cells can acquire HER2 gene
amplification over time [24,25]. Our findings may explain the
intriguing results from a subset analysis of the NSABP B-31
trial in women with early breast cancer who derived benefit
from adjuvant trastuzumab although they had HER2-negative
tumors by central testing [38]. This observation suggests that
the benefit of trastuzumab might not be confined exclusively to
patients with HER2-positive primary tumors. Moreover, the
reported data raise the question whether the molecular
characteristics of CTCs/DTCs in patients with solid tumors
could be more predictive of the efficacy of targeted treatments.
Undoubtfully, the current study has some important

limitations: i) Since the control group did not receive placebo
we cannot totally exclude a “non-specific” treatment effect of
trastuzumab although we have previously shown that non-
specific immunoglobulin failed to eliminate CTCs [19]. ii) The
small number of enrolled patients limits the statistical power of
our study and therefore, our results should be considered as
‘proof of principle”. iii) Nineteen HER2-positive patients
enrolled before 2005 were excluded from the final analysis in
order to avoid a bias due to HER2 status heterogeneity. iv)
Finally, the study did not include monitoring of the CK
(+)/HER2(+) CTCs, during trastuzumab treatment.
In conclusion, our results provide preliminary evidence that

targeting chemotherapy-resistant CTCs may be clinically
meaningful since “secondary” adjuvant trastuzumab, in
patients with early breast cancer and detectable CK19 mRNA-
positive cells, reduced the probability of disease recurrence. A
larger, multicenter, prospective randomized clinical trial is
required to confirm these findings. Moreover, the molecular
characterization of CTCs during treatment and at the time of
relapse could improve our understanding on the role of CTCs
in the metastatic process.

Figure 2. Forest plot diagram for trastuzumab efficacy on relapse rate according to various clinico-pathologic parameters.

Figure 3. Kaplan-Meier curve of Disease-Free Survival.
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Glutathione S-transferase P1 c.313A >G polymorphism
could be useful in the prediction of doxorubicin
response in breast cancer patients
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Background: Identification of predicting factors for anthracyclines-based chemotherapy remains a clinical challenge.
Glutathione S-transferase (GSTs) enzymes detoxify chemotherapy drugs and their metabolites. Several polymorphisms
in GST genes result in reduced or no activity of the enzymes. Specifically, GSTM1 and GSTT1 genes are
polymorphically deleted, the polymorphism GSTP1 c.313A > G (rs1695) determines the amino acid substitution
Ile105Val, where the Val-containing enzyme has reduced activity. Also, GSTA1*B allele has reduced levels of GSTA1
enzyme. Several polymorphisms in GSTs have been associated with differences in survival for cancer patients treated
with chemotherapy.
Patients and methods: We genotyped a total of five polymorphisms in GSTM1, GSTT1, GSTP1 and GSTA1 genes
in 159 patients with locally advanced breast cancer, treated with single-agent doxorubicin or docetaxel (Taxotere).
Gene expression microarrays were performed in 67 breast tumor samples. We correlate this data with treatment
outcome.
Results: In multivariate analysis, patients homozygous GG for GSTP1 c.313A > G SNP had a lower risk of
chemoresistance when treated with doxorubicin (odds ratio 0.106; confidence interval 0.012–0.898; P = 0.040). No
association was found in the docetaxel arm. Also, we found that GSTP1 expression varied significantly among breast
cancer molecular subtypes.
Conclusions: GSTP1 may constitute another tool contributing to individualized anthracycline-based therapy.
Key words: breast cancer, GSTP1, doxorubicin

introduction
Anthracyclines are widely used in breast cancer treatment [1–
4]; however, they are associated with severe side-effects as bone
marrow dysfunction [5] or cardiovascular toxicity [6–8] and
therefore clinical benefits must be balanced against the risk of

serious toxic effects. Thus, the identification of factors
predicting anthracyclines response in breast cancer patients is
clearly warranted.
Anthracyclines-induced cell toxicity is generally believed to

be mediated through oxidative damage to cells [9–11] although
other mechanisms have been described [12, 13].
The glutathione S-transferase (GSTs) enzymes detoxify

chemotherapeutic drugs or their metabolites by catalyzing the
reduction of these compounds through its conjugation with
glutathione [14, 15]. Particularly, the GSTα, μ, π and θ
enzymes detoxify numerous molecules resulting from reactive
oxidant damage [16]. Certain GSTs polymorphisms have been
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