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Δσταρηζηίες  

 
Οινθιεξψλνληαο απηή  ηελ δηαηξηβή, ζα  ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ επηβιέπνληα κνπ 

θαζεγεηή ζε απηή ηελ εξγαζία Κo Μαπξνπδή Γεκήηξην πνπ κνπ έδσζε ηελ επθαηξία, 

κε παξαθίλεζε θαη  κε εκπηζηεχζεθε ζε απηφ ηνλ δχζθνιν δξφκν, δείρλνληαο ππνκνλή 

θαη επηκνλή. Δπίζεο ηδηαηηέξσο, ηα ππφινηπα κέιε ηεο ηξηκεινχο επηηξνπήο Κν 

Γεσξγνχιηα Βαζίιεην θαη Κα Ληαλίδνπ Δχε πνπ κε ελζάξξπλαλ λα ζπλερίζσ θαη κε 

βνήζεζαλ κε ηηο πνιχηηκεο ζπκβνπιέο ηνπο ζε απηή ηελ δηαδξνκή. Έλα κεγάιν 

επραξηζηψ ζα ήζεια λα πσ ζηελ Κα νθία Αγγειάθε ε νπνία θαζ’ φιε ηελ δηάξθεηα 

εθπφλεζεο ηεο δηαηξηβήο κε θαζνδεγνχζε θαη κε βνήζεζε ζηελ ζπγγξαθή ηεο 

μελφγισζζεο δεκνζίεπζεο. ε φιε απηή ηελ πξνζπάζεηα δελ ζα κπνξνχζα λα κελ 

αλαθέξσ ηνπο εθιεθηνχο ζπλαδέιθνπο θαη θίινπο νη νπνίνη εθηφο απφ ηελ ςπρνινγηθή 

ζηήξημε πνπ κνπ παξείραλ φιν απηφ ην δηάζηεκα θαη κε ελζάξξπλαλ ζπλερψο λα 

πξνρσξήζσ, κε βνήζεζαλ θαη εκπξάθησο ζην πεηξακαηηθφ θνκκάηη ηεο εξγαζίαο 

απηήο. Σειεπηαίν, αιιά δηφινπ αζήκαλην ην θεθάιαην ηεο νηθνγέλεηαο κνπ ην νπνίν 

ζηάζεθε δίπια κνπ βξάρνο φιν απηφ ην δηάζηεκα δείρλνληαο ακέξηζηε 

ζπκπαξάζηαζε θαη ελζάξξπλζε. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Δηζαγωγή: Πνιιέο ηερλνινγίεο απνκφλσζεο θαη αλίρλεπζεο ησλ θπθινθνξνχλησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (circulating tumor cells, CTCs ή ΚΚΚ) έρνπλ αλαπηπρζεί ηα 

ηειεπηαία ρξφληα κε ξαγδαίν ξπζκφ. Παξ΄ φια απηά ε αζπκθσλία κεηαμχ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ κεζφδσλ είλαη κεγάιε, γεγνλφο πνπ δπζρεξαίλεη ηελ εθαξκνγή ηνπο 

ζηελ θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε. ε απηή ηελ κειέηε, ζθνπφο είλαη  λα ζπγθξίλνπκε 

ηξεηο κεζνδνινγίεο αλίρλεπζεο ησλ θπηηάξσλ ζην αίκα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαη 

πξψηκν θαξθίλν καζηνχ: ηελ πνζνηηθή αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο 

πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ [Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction 

(RT-qPCR)] γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ mRNA ηεο θπηηαξνθεξαηίλεο 19 [Cytokeratin 19 

(CK19)], ηνλ αλνζνθζνξηζκφ ζε επηζηξσκέλεο αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο θαη ην 

εγθεθξηκέλν απφ ηνλ Ακεξηθάληθν Οξγαληζκφ Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ (Food and 

Drug  Administration, FDA) ζχζηεκα Cell Search (Menarini, Silicon Biosystems, Italy), 

θαζψο θαη λα εθηηκήζνπκε ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αλίρλεπζεο ζε ζρέζε κε ηελ 

θιηληθή έθβαζε ησλ αζζελψλ.  

Μέζοδοη: 200 αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ θαη 164 κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν 

καζηνχ ειέγρζεζαλ πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ή πξψηεο γξακκήο ζεξαπείαο 

ρξεζηκνπνηψληαο ην ζχζηεκα Cell Search , ηελ RT-qPCR γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ CK-

19 mRNA θαη ηελ ηερληθή ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs. 

Αποηειέζκαηα: Με ην Cell Search System, ην πνζνζηφ ησλ αζζελψλ κε πξψηκε 

λφζν πνπ είραλ CTCs (cut off ≥1 θαη ≥2 CTCs ζε 23 ml αίκαηνο) ήηαλ 37% θαη 16.5% 

αληίζηνηρα, κε  RT-qPCR 18.0% θαη κε αλνζνθζνξηζκφ 16.9%. Μεηαμχ ησλ κεζφδσλ 

δελ ππήξμε ζπκθσλία. Όζνλ αθνξά ζηνπο κεηαζηαηηθνχο αζζελείο,  κε ην Cell Search 

System, αληρλεχηεθαλ CTCs ζην 34.8% θαη 53.7% ησλ αζζελψλ αληίζηνηρα (γηα ≥ 5 

θαη ≥ 2 CTCs ζε 7.5 ml αίκαηνο), κε RT-qPCR 37.8% θαη κε αλνζνθζνξηζκφ 28.5%. 

Μία ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπκθσλία παξαηεξήζεθε κεηαμχ ηνπ Cell Search System  

θαη ηεο  RT-qPCR.  ε πνζνζηφ 60.8% ησλ πεξηπηψζεσλ, δηαθνξεηηθή έθθξαζε ηνπ 

EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule) θαη ηεο CK-19 ζηα CTCs κε 

αλνζνθζνξηζκφ ζα κπνξνχζε λα εμεγήζεη ελ κέξεη ηηο δηαθσλίεο κεηαμχ CellSearch 

System θαη RT-qPCR.  ηελ νκάδα ησλ αζζελψλ κε κεηαζηαηηθή λφζν ε αλίρλεπζε 

ησλ CTCs κε νπνηαδήπνηε απφ ηηο ηξείο κεζφδνπο ζρεηίδνληαλ κε κεησκέλε ζπλνιηθή 

επηβίσζε.  
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σκπέραζκα: Μία ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπκθσλία παξαηεξήζεθε φζνλ αθνξά ηελ 

αλίρλεπζε ησλ CTCs κε ηελ ηερλνινγία Cell Search System θαη RT-qPCR ζηνπο 

κεηαζηαηηθνχο αζζελείο θαη φρη ζηνπο αζζελείο κε πξψηκε λφζν καζηνχ. Δμαηηίαο ηεο 

εηεξνγέλεηαο ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, θάπνηεο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ 

ζα κπνξνχζαλ λα δηθαηνινγεζνχλ. Η αλίρλεπζε ησλ CTCs κε φιεο ηηο κεζφδνπο 

απνδείρζεθε φηη είρε πξνγλσζηηθή ζεκαζία ζηηο αζζελείο κε κεηαζηαηηθή λφζν. 
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ABSTRACT 

Background: Several techniques have been developed for the detection of circulating 

tumor cells (CTCs) in patients with breast cancer. We designed this study to compare 

the CellSearchTM system, with real time reverse transcription quantitative polymerase 

chain reaction (RT-qPCR) and an immunofluorescent method for CTC detection in 

patients with breast cancer.  

Methods: Blood was obtained from patients with early and metastatic breast cancer 

before the initiation of adjuvant or first-line chemotherapy. Different aliquots of the 

same blood sample were evaluated for the presence of CTCs by the CellSearchTM 

System, the RT-qPCR and by double immunofluorescence (IF) microscopy. 

Results: In early breast cancer, using the CellSearchTM System, 37% and 16.5% of 

patients were CTC-positive (cut-offs ≥1 and ≥2 CTCs per 23 ml of blood), 18.0% by 

RT-qPCR and 16.9% by IF. In the metastatic setting, 34.8% of patients had ≥ 5 and 

53.7% had ≥ 2 CTCs per 7.5 ml of blood, 37.8% were CTC-positive by RT-qPCR, and 

28.5% by IF. In 60.8% of cases presenting discordant results by CellSearchTM and RT-

qPCR, the differential expression of EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule) and 

CK19 on CTCs, could explain the discrepancies observed.  

Conclusion: A significant concordance in CTC detection between the CellSearchTM 

and RT-qPCR was observed in metastatic setting. CTC detection by either method 

had prognostic relevance in metastatic patients. Discordant results could be explained 

in part by CTC heterogeneity.  
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1. ΘΔΧΡΖΣΗΚΟ ΜΔΡΟ 

1.1 Καρθίλος ηοσ Μαζηού  

  Ο θαξθίλνο ηνπ καζηνχ απνηειεί πιένλ κε βάζε ηα ζηνηρεία ηνπ Global Cancer 

Observatory (https://gco.iarc.fr) 2020 ηελ πην ζπρλή κνξθή θαξθίλνπ θαη είλαη ην 

ζπρλφηεξν θαθφεζεο λεφπιαζκα ζηηο γπλαίθεο παγθνζκίσο (2.1 εθαηνκκχξηα), ε 

δεχηεξε αηηία ζαλάηνπ απφ θαξθίλν ζηηο γπλαίθεο ηεο Ακεξηθήο, αθνινπζψληαο ηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. ε φιεο ηηο γσληέο ηνπ πιαλήηε, ν θαξθίλνο ηνπ καζηνχ 

ζπλερψο απμάλεηαη, αιιά θπξίσο ε αχμεζε παξαηεξείηαη ζηηο βηνκεραληθέο ρψξεο. 

Πεξίπνπ ην κηζφ πνζνζηφ ησλ πεξηπηψζεσλ ζε παγθφζκηα θιίκαθα παξαηεξείηαη ζηηο 

αλαπηπζζφκελεο ρψξεο, ίζσο ζρεηηδφκελν κε ηνλ δπηηθφ ηξφπν δσήο, ν νπνίνο 

παξαπέκπεη ζε θαθή δηαηξνθή, θάπληζκα, ππεξβνιηθφ ζηξεο, ειιηπή θπζηθή 

δξαζηεξηφηεηα [1]. Δθηηκάηαη φηη ην 2018, 627.000 άλζξσπνη πέζαλαλ παγθνζκίσο 

απφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ θαη δηαγλψζηεθαλ πεξί ηα 2,089 εθαηνκκχξηα γπλαίθεο 

παγθνζκίσο. 36% ησλ νγθνινγηθψλ αζζελψλ απνηεινχλ νη αζζελείο κε δηαγλσζκέλν 

θαξθίλν ηνπ καζηνχ . Μφλν 1% ησλ πεξηπηψζεσλ αθνξά άλδξεο [2]. Η πηζαλφηεηα κία 

γπλαίθα λα λνζήζεη απφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ θαηά ηελ  δηάξθεηα ηεο δσήο ηεο έρεη 

απμεζεί απφ 1/11 ην 1975, ζην 1/8 ζήκεξα (breast cancer landscape).  

  Ο θαξθίλνο ηνπ καζηνχ ρσξίδεηαη ζε 3 κεγάιεο  νκάδεο αλάινγα κε ηελ παξνπζία ή 

απνπζία έθθξαζεο ησλ κνξηαθψλ δεηθηψλ: νηζηξνγνληθνί ή πξνγεζηεξνληθνί 

ππνδνρείο θαη human epidermal growth factor 2 (ERBB2/HER2). 70% ησλ αζζελψλ 

παξνπζηάδνπλ θαξθίλν ζεηηθφ ζε νξκνλνππνδνρείο θαη αξλεηηθφ Her2, 15-20% ζεηηθφ 

ζε Her2 θαη 15% κε ηξηπιά αξλεηηθφ πξνθίι ζηνπο ζπγθεθξηκέλνπο  κνξηαθνχο 

δείθηεο. Πεξηζζφηεξν απφ  90% ησλ θαξθίλσλ ηνπ καζηνχ ηελ ζηηγκή ηεο δηάγλσζεο 

είλαη κε-κεηαζηαηηθνί. Οη θαξθίλνη κε ηξηπιά αξλεηηθφ πξνθίι έρνπλ κεγαιχηεξε 

πηζαλφηεηα ππνηξνπήο ζπγθξηηηθά κε ηνπο δχν άιινπο ππφηππνπο [3].  

  Η πηζαλφηεηα γεληθεπκέλεο ππνηξνπήο ηεο λφζνπ, είλαη πεξίπνπ ηεο ηάμεσο ηνπ 

30% ζηελ δεθαεηία πνπ αθνινπζεί ηελ δηάγλσζε, αθφκα θαη ζηηο πεξηπηψζεηο πνπ 

δηαγηγλψζθνληαη ζε πξψηκα ζηάδηα [4]. Ο θαξθίλνο ηνπ καζηνχ απνδεηθλχεηαη κία 

εηεξνγελήο αζζέλεηα ε νπνία απνηειείηαη απφ κία πιεζψξα δηαθνξεηηθψλ 

θαηλνηχπσλ πνπ απαηηεί ηελ αλάγθε αλάπηπμεο ζηνρεπκέλσλ θαη εμαηνκηθεπκέλσλ γηα 

θάζε αζζελή ζεξαπεηψλ [5]. Δίλαη κία αζζέλεηα θαηά ηελ νπνία ηα λενπιαζκαηηθά 
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θχηηαξα ηνπ καδηθνχ αδέλα πνιιαπιαζηάδνληαη αλεμέιεγθηα μεθεχγνληαο ηεο 

θπζηνινγηθήο ηνπο ιεηηνπξγίαο. Αλάινγα κε ηνλ ηχπν ησλ θπηηάξσλ ζηνλ καζηφ ηα 

νπνία κεηαιιάζζνληαη ζε θαξθηληθά δηαρσξίδνπκε θαη ηνπο ηχπνπο θαξθίλνπ ηνπ 

καζηνχ (ινβηαθφο, πνξνγελήο). Λνβηαθφο νλνκάδεηαη ν θαξθίλνο πνπ πξνέξρεηαη απφ 

ηα θχηηαξα ησλ αδεληθψλ ινβίσλ, απηά δειαδή πνπ παξάγνπλ ην γάια, ελψ 

πνξνγελήο νλνκάδεηαη ν θαξθίλνο ν νπνίνο πξνέξρεηαη απφ θχηηαξα ησλ πφξσλ ηνπ 

καζηνχ, απηά δειαδή πνπ κεηαθέξνπλ ην γάια. Αλάινγα κε ην πφζν βαζηά έρεη 

πξνρσξήζεη έλαο θαξθίλνο κέζα ζην καζηφ, ρσξίδεηαη ζε in situ θαη ζε δηεζεηηθό. 

Δπίζεο αλάινγα κε ην πφζν γξήγνξα πνιιαπιαζηάδνληαη ηα θχηηαξα θαη πφζν 

γξήγνξα κεγαιψλεη ν φγθνο, αλαθεξφκαζηε ζε βαζκφ θαθνήζεηαο 1, 2, 3 μεθηλψληαο 

απφ ηνλ αξγφ θαη πξνρσξψληαο πξνο ηνλ γξήγνξν ξπζκφ αλάπηπμεο. Ο θαξθίλνο 

κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί σο πςειήο, κέζεο ή ρακειήο δηαθνξνπνίεζεο θάηη ην νπνίν 

ζπλδέεηαη κε δείθηε επηζεηηθφηεηαο ηνπ θαξθίλνπ. Όζν πην ρακειή είλαη ε 

δηαθνξνπνίεζε ηνπ θαξθίλνπ, ηφζν πην γξήγνξα εμειίζζεηαη ν φγθνο. 

   Η αγγεηνγέλεζε πνπ επηηειείηαη απφ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ θπηηάξσλ ζηελ 

πξσηνπαζή εζηία, δεκηνπξγεί ηελ αηκάησζε πνπ απαηηείηαη γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ 

φγθνπ κέζσ ηεο δεκηνπξγίαο ησλ ηξηρνεηδψλ αγγείσλ [6]. Η αγγεηνγέλεζε δηεπθνιχλεη 

ηα θαξθηληθά θχηηαξα λα δηαθεχγνπλ θαη λα δηεηζδχνπλ ζηνλ κεζνθπηηάξην ρψξν πνπ 

πεξηβάιεη ηνλ πξσηνπαζή φγθν κε επαθφινπζν θαη ηελ είζνδφ ηνπο ζηε ζπζηεκαηηθή 

θπθινθνξία [7,8]. Η δηείζδπζε ησλ θπηηάξσλ ζην γεηηνληθφ ηζηφ θαη ν αλεμέιεγθηνο 

πνιιαπιαζηαζκφο ηνπο νδεγεί  ζην ζρεκαηηζκφ κεηαζηάζεσλ [9], πνπ ζεσξείηαη θαη ε 

θχξηα αηηία ζαλάηνπ. Σν 1889, έλαο Άγγινο ρεηξνπξγφο κε ην φλνκα Stephen Paget 

ζην πξψην ηεχρνο ηνπ πεξηνδηθνχ Lancet, εηζήγαγε ηελ ππφζεζε ηνπ ¨ζπφξνπ θαη 

εδάθνπο¨ ζχκθσλα κε ηελ νπνία ε κεηάζηαζε ζηεξίδεηαη ζηελ δηαζηαχξσζε κεηαμχ 

επηιεγκέλσλ θαξθηληθψλ  θπηηάξσλ (θαξπφο) θαη ελφο ζπγθεθξηκέλνπ νξγαληθνχ 

κηθξνπεξηβάιινληνο  (έδαθνο)  [10].  

  Βαζηδφκελνη ζε απηή ηελ ζεσξία, πιεζψξα κειεηψλ έρνπλ αλαπηπρζεί πξνθεηκέλνπ 

λα αλαθαιχςνπλ πψο ν θαξπφο “θαξθηληθφ θχηηαξν” κπνξεί λα ζπληειέζεη ζηελ 

δεκηνπξγία κεηαζηάζεσλ [11].  Παξ' φιν πνπ ν ξπζκφο δηαθπγήο ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ απφ ηελ πξσηαξρηθή εζηία παξακέλεη άγλσζηνο, ζχκθσλα κε πεηξακαηηθά 

κνληέια, εθαηνκκχξηα θαξθηληθά θχηηαξα δηαρένληαη ζηνλ νξγαληζκφ, αιιά έλαο κηθξφο 

αξηζκφο είλαη απηφο ν νπνίνο ζα θηάζεη ζε απνκαθξπζκέλα φξγαλα, ζα επηβηψζεη ζε 

ιεζαξγηθή θαηάζηαζε αθφκε θαη γηα ρξφληα, ζα δηαθχγεη ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 
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ζπζηήκαηνο θαη ηεο ζπζηεκαηηθήο ζεξαπείαο θαη ζα απνηειέζεη κεηέπεηηα ηελ αηηία ηεο 

απνκαθξπζκέλεο κεηάζηαζεο [12]. Η πξνζαξκνγή ζε έλα λέν κηθξνπεξηβάιινλ θαη ν 

πνιιαπιαζηαζκφο ελφο κφλν θπηηάξνπ ζε απνκαθξπζκέλν ζεκείν ζαθέζηαηα 

πξνυπνζέηεη θάπνηα ραξαθηεξηζηηθά πνπ πξέπεη λα έρεη ην θχηηαξν ή λα έρεη 

απνθηήζεη, φπσο ε ηθαλφηεηα δηαπεξαηφηεηαο, ε θηλεηηθφηεηα,  νη πνηθίιεο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηνπ θπηηάξνπ θαη ηνπ πεξηβάιινληνο ζηξψκαηνο φπσο π.ρ ζε 

ζπλζήθεο ππνμίαο. Οη λέεο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο ζα δψζνπλ ην ζήκα ζηα 

θχηηαξα ψζηε λα μεθηλήζνπλ λα πνιιαπιαζηάδνληαη πάιη ζην απνκαθξπζκέλν φξγαλν 

[13]. ηηο δπηηθέο ρψξεο, 30-40% ησλ αζζελψλ δηαγλσζζέλησλ κε ρεηξνπξγήζηκν 

θαξθίλν ηνπ καζηνχ πεζαίλεη απφ ηελ λφζν ιφγσ ηεο κεηαζηαηηθήο ππνηξνπήο [14]. 

1.2 Κσθιοθορούληα θαρθηληθά θύηηαρα 

  Σα λενπιαζκαηηθά θχηηαξα πνπ αληρλεχνληαη ζην αίκα ή ην κπειφ ησλ νζηψλ, 

νλνκάδνληαη κηθξνκεηαζηαηηθά θχηηαξα (micrometastatic ή occult tumor cells) θαη 

έρνπλ παξαηεξεζεί πξσηίζησο ζην αίκα κέζσ κηθξνζθνπίνπ εδψ θαη ζρεδφλ 160 

ρξφληα. Ο Σhomas Ashworth, έλαο Απζηξαιφο θπζηθφο, ην 1869 ήηαλ ν πξψηνο ν 

νπνίνο αλαθέξζεθε ζηελ παξνπζία ησλ θπηηάξσλ απηψλ [15] θαη απφ ηφηε πνιιέο 

κειέηεο ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί επηζεκαίλνπλ ηελ 

παξνπζία θαη θιηληθή ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο ηνπο ζην αίκα αζζελψλ [16] [17].  Η 

δπζθνιία αλίρλεπζήο ηνπο έγθεηηαη ζην γεγνλφο φηη ηα θχηηαξα απηά είλαη πνιχ ζπάληα 

ζην αίκα (πεξίπνπ 1 αλά 106 κε 107 ιεπθά αηκνζθαίξηα) [18], πεξηζηνηρηδφκελα απφ 

δηζεθαηνκκχξηα θπζηνινγηθά αηκνπνηεηηθά ή θαη θπζηνινγηθά επηζειηαθά θχηηαξα [19]. 

Αξρηθά ην ελδηαθέξνλ ζηξάθεθε  ζηελ ηαπηνπνίεζε θαη κειέηε ησλ δηεζπαξκέλσλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (ΓΚΚ) ζην κπειφ ησλ νζηψλ.  

  Ο κπειφο ησλ νζηψλ ζεσξείηαη κία δεμακελή θαξθηληθψλ θπηηάξσλ θαηά ηελ νπνία 

ηα θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα (circulating tumor cells, CTCs) κεηαλαζηεχνπλ 

κέζσ ηεο θπθινθνξίαο πξνθεηκέλνπ λα επηβηψζνπλ θαη λα επεθηαζνχλ κέζσ ηεο 

δεκηνπξγίαο ησλ κεηαζηάζεσλ [20]. Πνιιέο κειέηεο ηα ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ δείμεη 

ηελ ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο ησλ δηεζπαξκέλσλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (ΓΚΚ) ζην 

κπειφ ησλ νζηψλ ζπλδένληαο ηε παξνπζία ηνπο κε ρεηξφηεξε θιηληθή έθβαζε [21], 

αιιά ε δηαδηθαζία ηεο δεηγκαηνιεςίαο απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ είλαη επίπνλε θαη 

επψδπλε, κε απνηέιεζκα λα απνηξέπεη ηελ επαλάιεςή ηεο ζε ηαθηά ρξνληθά 

δηαζηήκαηα. Αληίζεηα, ε δηαδηθαζία ηεο απιήο θαη ζρεηηθά αλψδπλεο αηκνιεςίαο πνπ 
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Δηθφλα 1. Μεηαζηαηηθή δηαδηθαζία: Tα θαξθηληθά θχηηαξα εηζέξρνληαη ζηελ αηκαηηθή 

θπθινθνξία παζεηηθά ή ελεξγά κέζσ βηνινγηθψλ γεγνλφησλ φπσο επηζειην-κεζεγρπκαηηθή 

κεηάβαζε. Σα ΓΚΚ πξέπεη λα πξνζπειάζνπλ δηάθνξα εκπφδηα πξνθεηκέλνπ λα θζάζνπλ 

ζηα απνκαθξπζκέλα φξγαλα, λα αλαπηπρζνχλ ηνπηθά θαη λα πξνθαιέζνπλ κεηαζηάζεηο ή λα 

παξακείλνπλ ζε ιεζαξγηθή θαηάζηαζε. 

 

 

κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί ζε ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα είηε θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο 

ζεξαπείαο ησλ αζζελψλ είηε ηεο πεξαηηέξσ παξαθνινχζεζήο ηνπο, είλαη απηή ε νπνία 

πξνηηκάηαη πξνθεηκέλνπ λα καο δψζεη πιεξνθνξίεο γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ 

θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  Tα CTCs ζεσξνχληαη σο πγξή βηνςία πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ θαζψο κπνξνχλ λα καο 

δψζνπλ πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ην κνξηαθφ πξνθίι ηνπ φγθνπ αιιά θαη ην θνξηίν ηεο 

λφζνπ ζε νπνηαδήπνηε ρξνληθή ζηηγκή [18,22]. Μπνξεί λα απνηειέζνπλ απφ ηα πην 

ζεκαληηθά ππνζρφκελα ηεζη ζηελ νγθνινγία φπσο απνηειεί ε κέηξεζε ηνπ δαράξνπ 

γηα ηελ δηαρείξηζε ηεο ζεξαπείαο κε ηλζνπιίλε ζηνπο δηαβεηηθνχο [23]. Σα 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπο κπνξνχλ λα θαζνξίζνπλ ηελ επηινγή ζεξαπεηψλ φζνλ αθνξά ζηε 

ζηφρεπζε εηδηθψλ κνξίσλ δεηθηψλ πνπ εθθξάδνληαη ζηα θχηηαξα απηά [24].  

  Έλαο ζεκαληηθφο πεξηνξηζκφο θαηά ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs είλαη ε κεγάιε 

εηεξνγέλεηα ησλ θπηηάξσλ απηψλ σο πξνο ηελ έθθξαζε ησλ δηαθφξσλ κνξίσλ. Δίλαη 

επίζεο γλσζηή πιένλ ε ζεκαληηθή δηαθνξνπνίεζε ηεο έθθξαζεο δηαθφξσλ κνξίσλ 

κεηαμχ πξσηνπαζνχο φγθνπ θαη CTCs, ή αθφκε θαη κεηαμχ κεηάζηαζεο θαη CTCs 

ζηνλ ίδην αζζελή [25]. Δπηπιένλ, έρεη παξαηεξεζεί κεγάιε εηεξνγέλεηα ηνπ κνξηαθνχ 

πξνθίι ησλ CTCs κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ αζζελψλ [26]. Λφγσ ηεο έιιεηςεο εηδηθψλ 

δεηθηψλ γηα ηα CTCs, ε ηαπηνπνίεζή ηνπο πξαγκαηνπνηείηαη θπξίσο βάζεη ηεο 

Joosse, S.A. et al., EMBO Mol Med. 2015; 7(1):1-11 
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αλίρλεπζεο κνξίσλ πνπ εθθξάδνληαη ζηα θχηηαξα επηζειηαθήο πξνέιεπζεο θαη φρη ζηα 

θχηηαξα ηνπ αίκαηνο. Αλάινγα κε ηνλ ηχπν ηνπ θαξθίλνπ ρξεζηκνπνηνχληαη δείθηεο 

επηζειηαθήο πξνέιεπζεο, φπσο είλαη νη θπηηαξνθεξαηίλεο (cytokeratin, CK), νη νπνίεο 

είλαη ελδηάκεζα θπηηαξνπιαζκαηηθά ηλίδηα, θαη ν θαξθίλν-ζρεηηδφκελνο κεηαγσγέαο 

ζήκαηνο αζβεζηίνπ EpCAM (Δpithelial Cell Adhesion Molecule), ή ε απνπζία ηνπ 

ιεπθνθπηηαξηθνχ δείθηε CD45 (Cluster of Differentiation 45) ή θαη άιισλ εηδηθψλ 

δεηθηψλ ζε θαξθηληθνχο ηζηνχο, φπσο MUC1 (Mucin 1, Cell Surface Associated) θαη 

HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) [27]. Λφγσ ηεο ζπαληφηεηαο ηνπ 

πιεζπζκνχ ησλ CTCs, ν εκπινπηηζκφο ησλ θπηηάξσλ απηψλ είλαη απαξαίηεηε 

πξνυπφζεζε πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ε αλίρλεπζή ηνπο. 

1.3 Σετλοιογίες αλίτλεσζες ηωλ θσθιοθορούληωλ θαρθηληθώλ θσηηάρωλ  

  Η αλίρλεπζε ησλ CTCs παξακέλεη κία κεγάιε ηερληθή πξφθιεζε, παξ φιε ηελ 

ζπλερή αλάπηπμε νινέλα θαη πην ζπλαξπαζηηθψλ ηερλνινγηψλ [28]. Ωζηφζν ε 

εηδηθφηεηα θαη θιηληθή ρξεζηκφηεηα απηψλ ησλ κεζφδσλ κέλεη λα απνδεηρζεί ζε 

κεγάιεο πξννπηηθέο πνιπθεληξηθέο κειέηεο πξνθεηκέλνπ λα ιεθζνχλ ζνβαξά ππφςηλ 

ζηελ θιηληθή πξάμε [29].  Δμαηηίαο ηνπ γεγνλφηνο φηη ηα CTCs ζπλαληψληαη ζε πνιχ 

κηθξέο ζπγθεληξψζεηο ζην αίκα, ν εκπινπηηζκφο ζπλήζσο πξνυπάξρεη ηεο αλίρλεπζεο 

[30]. 

  Ο εκπινπηηζκφο ησλ CTCs επηηπγράλεηαη κέζσ ηεο ρξήζεο δηαθφξσλ ηερλνινγηψλ  

πνπ βαζίδνληαη ζηηο δηαθνξεηηθέο ηδηφηεηεο ησλ CTCs πνπ ηα θάλνπλ λα μερσξίδνπλ 

απφ ηα πεξηβάιινληα θπζηνινγηθά αηκνπνηεηηθά θχηηαξα,  φπσο είλαη ην κέγεζνο, ε 

ππθλφηεηα, ην ειεθηξηθφ θνξηίν θαη ε ηθαλφηεηα παξακφξθσζεο, είηε ζε βηνινγηθά 

ραξαθηεξηζηηθά, φπσο είλαη ε έθθξαζε νξηζκέλσλ κνξίσλ, ε βησζηκφηεηα θαη ε 

ηθαλφηεηα  εηζβνιήο [31]. Ο εκπινπηηζκφο ησλ CTCs βάζεη ηνπ απμεκέλνπ ηνπο 

κεγέζνπο είλαη ζήκεξα δπλαηφο κέζσ κηαο ζεηξάο ζπζθεπψλ πνπ εκπεξηέρνπλ εηδηθά 

θίιηξα κεκβξάλεο, φπσο είλαη νη ηερλνινγίεο: ScreenCell® (French Company) [32], 

CellOptics® [33], ε κηθξνζπζθεπή MEMS (PRIME FARADAY) (micro electro-

mechanical system) [34] θαη ε ηερλνινγία ISET (RARE CELLS) (Isolation by Size of 

Epithelial Tumor Cells) ε νπνία δελ ζηεξίδεηαη ζηελ αλίρλεπζε εηδηθψλ δεηθηψλ, αιιά 

ζην κεγαιχηεξν κέγεζνο ησλ θπηηάξσλ απηψλ ζε ζρέζε κε ηα θχηηαξα ηνπ αίκαηνο, 

επηηξέπνληαο ζηα θαξθηληθά θχηηαξα λα ζπγθξαηνχληαη πάλσ ζε κία κεκβξάλε γηα 

κειινληηθφ ραξαθηεξηζκφ κέζσ ρξψζεο κε εηδηθά αληηζψκαηα ή κνξηαθήο αλάιπζεο 
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DNA/RNA κεηά απφ κηθξνηφκεζε κε ιέηδεξ [35]. To Parsortix System (Angle, PLC, UK) 

είλαη κία αθφκε ηερλνινγία ε νπνία ρξεζηκνπνηεί αίκα αζζελψλ γηα ηε ζπιινγή ησλ 

λενπιαζκαηηθψλ θπηηάξσλ βάζεη κεγέζνπο κέζσ κηαο θαζέηαο, ηα νπνία κπνξνχλ 

ζηε ζπλέρεηα λα βαθνχλ κε αληηζψκαηα, λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα κνξηαθή αλάιπζε 

είηε αθφκε θαη λα θαιιηεξγεζνχλ. Μία άιιε κνξθή εκπινπηηζκνχ επηηπγράλεηαη βάζεη 

ηεο δηαθνξεηηθήο ππθλφηεηαο ησλ CTCs, φπσο γηα παξάδεηγκα είλαη ε θπγνθέληξεζε 

κε δηαβάζκηζε ππθλφηεηαο θηθφιεο [36] θαη ε ζπζθεπή OncoQuick™ (Hexal Gentech 

and Greiner Bio-One) [37]. Σν κεηνλέθηεκα ησλ παξαπάλσ κεζφδσλ είλαη ε απμεκέλε 

πηζαλφηεηα απψιεηαο νξηζκέλσλ ππνπιεζπζκψλ κε δηαθνξεηηθφ κέγεζνο θαη 

ππθλφηεηα [36,38], ιφγσ ηεο κεγάιεο εηεξνγέλεηαο ησλ CTCs. 

  Μηα ζεηξά απφ ζπζθεπέο έρνπλ επίζεο θαηαζθεπαζηεί γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ CTCs 

βάζεη ηεο ηθαλφηεηαο παξακφξθσζεο θαη ηνπ ειεθηξηθνχ ηνπο θνξηίνπ, φπσο είλαη ε 

θσηναθνπζηηθή θπηηαξνκεηξία ξνήο [39], έλα θαηλνηφκν ηζηπ ηξηζδηάζηαηεο 

γεσκεηξίαο ην νπνίν βαζίδεηαη ζηε δηαθνξεηηθή ηθαλφηεηα παξακφξθσζεο ησλ 

θπηηάξσλ [40], ζπζθεπέο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ηελ θιαζκαηνπνίεζε κέζσ πνιιαπιψλ 

νπψλ (multiorifice flow fractionation, MOFF) ή ηε δηειεθηξνθφξεζε (dielectrophoresis, 

DEP) [41,42] θαη ε ζπζθεπή ApoStream, ε νπνία παγηδεχεη ηα θαξθηληθά θχηηαξα ζε 

ζάιακν ξνήο [43]. 

  Μία ελαιιαθηηθή πξνζέγγηζε εκπινπηηζκνχ αθνξά ζηνλ αλνζνκαγλεηηθφ 

δηαρσξηζκφ ησλ θπηηάξσλ κε ηε ρξήζε καγλεηηθψλ ζθαηξηδίσλ επηθαιπκκέλσλ κε 

αληηζψκαηα θαη ηε βνήζεηα θαηάιιεινπ καγλήηε, φπσο γηα παξάδεηγκα είλαη ε ζεηηθή 

επηινγή ησλ CTCs κε ηε ρξήζε ζθαηξηδίσλ επηθαιπκκέλσλ κε αληίζσκα έλαληη ηνπ 

EpCAM, ην νπνίν εθθξάδεηαη ζηελ πιεηνςεθία ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ δηαθφξσλ 

φγθσλ [44,45]. Δλαιιαθηηθά, είλαη δπλαηή ε αξλεηηθή επηινγή ησλ CTCs, κέζσ 

απνκάθξπλζεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ αίκαηνο έπεηηα απφ ρξήζε ζθαηξηδίσλ κε αληίζσκα 

έλαληη ηνπ θνηλνχ ιεπθνθπηηαξηθνχ αληηγφλνπ CD45 [46]. Η θπξηφηεξε κέζνδνο 

ηαπηνπνίεζεο CTCs ζην αίκα πνπ βαζίδεηαη ζηνλ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ βάζεη 

ηεο έθθξαζεο ηνπ EpCAM είλαη ε ηερλνινγία CellSearch, ε νπνία είλαη θαη ε κνλαδηθή 

ηερληθή απνκφλσζεο θαη αλίρλεπζεο CTCs κε έγθξηζε απφ ηνλ Ακεξηθαληθφ 

Οξγαληζκφ Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ (FDA) [47] πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε αζζελείο κε 

θαξθίλν καζηνχ, παρένο εληέξνπ θαη πξνζηάηε, απνδεηθλχνληαο ηελ θιηληθή ζεκαζία 

ηεο αλίρλεπζεο ησλ θπηηάξσλ απηψλ [48-50]. 
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  Άιιεο κεζνδνινγίεο ζηηο νπνίεο πξαγκαηνπνηείηαη αλνζνκαγλεηηθή απνκφλσζε 

βάζεη έθθξαζεο, είλαη ην MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) [51] θαη ην AdnaTest 

ζην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη έλα κείγκα καγλεηηθψλ ζθαηξηδίσλ επηθαιπκκέλσλ κε 

αληηζψκαηα έλαληη ηνπ EpCAM θαη ηνπ MUC1 πξνθεηκέλνπ λα απνκνλψζεη ηα CTCs 

θαη ελ ζπλερεία κέζσ πνζνηηθήο PCR λα αληρλεχζεη γνλίδηα [52]. Ωο ελαιιαθηηθέο 

ζηξαηεγηθέο ησλ αλνζνινγηθψλ κεζφδσλ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ ΚΚΚ πνπ 

αλαπηχρζεθαλ, ζηεξίδνληαη ζηελ παξνπζία mRNA γλσζηψλ κνξίσλ φπσο πρ. είλαη ην 

CK19 mRNA γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ καζηνχ ην νπνίν πνιχ ζπρλά  ζπλαληάηαη ζε θιηληθέο 

κειέηεο [28]. Κάπνηα κεηάγξαθα φπσο πρ. απηά πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο πξσηεΐλεο 

CK18, CK19, CK20, MUC1 PSA, CEA, εθθξάδνληαη παξφια απηά ζε ρακειά επίπεδα 

ζηα θπζηνινγηθά θχηηαξα θαη ζηα θχηηαξα ηνπ κπεινχ ησλ νζηψλ [28,53] επνκέλσο 

πνζνηηθέο RT-PCR κε επηθαηξνπνηεκέλεο  ηηκέο cut off  απαηηνχληαη λα 

αληηκεησπίζνπλ ην πξφβιεκα. Σν 2011, ε Μάξθνπ κε ηελ νκάδα ηεο πεξηέγξαςε κία 

επαίζζεηε ηερληθή [54]. 

  Σν CTC chip πνπ αλαπηχρζεθε ηα ηειεπηαία ρξφληα απνηειεί κία πιαηθφξκα ε 

νπνία επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε ησλ CTCs απφ νιηθφ αίκα, ην νπνίν ξέεη κέζα ζε 

θνιψλεο αλάκεζα ζε κηθξνβνζξία επηθαιπκκέλα κε αληίζσκα EpCAM ππφ 

ειεγρφκελεο ζπλζήθεο ξνήο θαη ηελ αλίρλεπζή ηνπο κε αληηζψκαηα έλαληη ησλ CK θαη 

CD45 [55,56] κε ηδηαίηεξα πςειή απφδνζε θαη θαζαξφηεηα. Αληίζηνηρα ηζηπ είλαη ην 

Ephesia chip [57], ην IsoFlux system [58], ην Herringbone-Chip [59] θαη ε ζπζθεπή 

JETTATM [60].  

  Δπίζεο, ε ηερληθή RARE (RosetteSep-Applied imaging Rare Event), ε νπνία 

ζπλδπάδεη ην καγλεηηθφ δηαρσξηζκφ ησλ CTCs κέζσ έθπιπζεο ησλ CD45-ζεηηθψλ 

θπζηνινγηθψλ θπηηάξσλ θαη επηπιένλ ζηε δηαθνξεηηθή ππθλφηεηα ησλ θπηηάξσλ [61]. 

Σέινο, κία θαηλνηφκνο ηερληθή πνπ πεξηιακβάλεη ηε ζηφρεπζε ησλ CTCs ζε νιηθφ 

αίκα, ρξεζηκνπνηψληαο καγλεηηθή απνκφλσζε κε ζθαηξίδηα, ζε ζπλδπαζκφ κε 

θαζκαηνζθνπία θαη λαλνζσκαηίδηα SERS [Surface-Enhanced Raman Scattering 

(SERS)] ζπλδεδεκέλα κε αληίζσκα έλαληη ησλ EpCAM, HER2 ή EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor) [62,63]. 

  Παξ’ φια απηά, είλαη πιένλ γλσζηή ε αδπλακία ησλ παξαπάλσ κεζφδσλ λα 

απνκνλψζνπλ ηνλ ππνπιεζπζκφ ησλ CTCs πνπ δελ εθθξάδνπλ ην κφξην EpCAM, 

ζηα πιαίζηα ηεο Δπηζειην-Μεζεγρπκαηηθήο Μεηάβαζεο [Epithelial to Mesenchymal 
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Transition (EMT)] πνπ ζπρλά πθίζηαληαη ηα θαξθηληθά θχηηαξα θαηά ηελ είζνδφ ηνπο 

ζηε θπθινθνξία [64]. H κεηάβαζε απνηειεί κία πνιχπινθε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία 

ηα θχηηαξα απνθηνχλ κία απμεκέλε θηλεηηθφηεηα, ράλνληαο ηελ θπηηαξηθή γεηηλίαζε θαη 

κεξηθψο ή νιηθά ηνλ επηζειηαθφ ηνπο θαηλφηππν (έθθξαζε epCAM, E-cadherin θαη CK) 

ζε κεζεγρπκαηηθφ (έθθξαζε Ν- cadherin, Vimentin). Οη ηερλνινγίεο βαζηδφκελεο ζηελ 

αλίρλεπζε ησλ επηζειηαθψλ αληηγφλσλ, ην πηζαλφηεξν είλαη λα ράζνπλ 

ππνπιεζπζκνχο επηζεηηθψλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ [30], επνκέλσο 

ππάξρεη κηα απμεκέλε αλάγθε βειηίσζεο ηερλνινγηψλ νη νπνίεο λα αληρλεχνπλ δείθηεο 

ησλ νπνίσλ ε έθθξαζε δελ κεηψλεηαη αηζζεηά θαηά ηελ επηζειην-κεζεγρπκαηηθή 

θαηάζηαζε.  ε θακία απφ ηηο κεζφδνπο αλίρλεπζεο ησλ CTCs, είηε απηέο βαζίδνληαη 

ζηνλ αλνζνκαγλεηηθφ δηαρσξηζκφ, είηε ζηηο δηαθνξεηηθέο θπζηθέο ηδηφηεηεο ησλ 

θπηηάξσλ, δελ επηηπγράλεηαη ε απφιπηε απνκφλσζε ησλ CTCs ρσξίο πξφζκημε 

θπζηνινγηθψλ θπηηάξσλ. Αληηζέησο, ηα ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ αλαπηπρζεί ηερληθέο 

πνπ επηηξέπνπλ ηελ απνκφλσζε κεκνλσκέλσλ CTCs κε απφιπηε θαζαξφηεηα, φπσο 

είλαη ε απνκφλσζε κε ηε βνήζεηα ηνπ εηδηθνχ κηθξνρεηξηζηή TransferMan NKII [65] θαη 

ην απηνκαηνπνηεκέλν ζχζηεκα DEPArray, ην νπνίν απνκνλψλεη κνλήξε CTCs κέζσ 

δηειεθηξνθφξεζεο, έπεηηα απφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ κέζσ ηνπ Cell Search 

System [66]. H VyCAP είλαη κία εηαηξεία βηνηερλνινγίαο ε νπνία ζρεδηάδεη εμνπιηζκφ 

γηα ηελ απνκφλσζε, αλίρλεπζε θαη αλάιπζε θαξθηληθψλ θπηηάξσλ απφ βηνινγηθά 

δείγκαηα. Ο εμνπιηζκφο εκπεξηέρεη ην hardware, software θαη επηθαηξνπνηεκέλα 

πξσηφθνιια. Η αλίρλεπζε ησλ θπηηάξσλ επηηπγράλεηαη κέζσ ελφο ζπζηήκαηνο 

θηιηξαξίζκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηεί θίιηξν κε πξνθαζνξηζκέλνπο πφξνπο (5.0 ± 0.2µm) 

θαη ελφο απεηθνληζηηθνχ ζπζηήκαηνο πνπ αλαιχεη ηα επηιεγκέλα θχηηαξα (VyCAP 

FORMAL SITE). 

  Μία επίζεο ηδηαίηεξα θαηλνηφκνο κεζνδνινγία πνπ αλαπηχρζεθε πξφζθαηα είλαη ην 

CellCollectorTM, ην νπνίν απνηειείηαη απφ έλα εηδηθφ ζχξκα επηθαιπκκέλν κε 

αλνζνζθαηξίδηα EpCAM, ην νπνίν εηζέξρεηαη κέζσ εηδηθνχ θαζεηήξα ζηε θιέβα ηνπ 

αζζελή, επηηξέπνληαο ηελ in vivo αλίρλεπζε ησλ CTCs ζηελ θπθινθνξία (Gilupi 

nanodetectorR) κε ηελ παγίδεπζε ηνπο απφ ηα αλνζνζθαηξίδηα anti-EpCAM. Η 

κέζνδνο επηηξέπεη ηελ αλάιπζε 1,5 ιίηξνπ αίκαηνο ζε δηάξθεηα κηζήο ψξαο, 

απμάλνληαο θαηά πνιχ ηελ επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ [67]. Μία ελαιιαθηηθή πξνζέγγηζε 

είλαη ε αλάπηπμε ηεο ιεπθαθαίξεζεο θαη έθινπζεο αίκαηνο αζζελψλ γηα ηελ 

πεξαηηέξσ αλάιπζε CTCs ex vivo ρξεζηκνπνηψληαο ηελ θπηηαξνκεηξία ξνήο θαη ηελ 
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Δηθφλα 2. Σερλνινγίεο εκπινπηηζκνχ θαη αλίρλεπζεο ησλ ΚΚΚ. 

αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν γηα κνξηαθφ 

ραξαθηεξηζκφ [68].  
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 Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ηερληθέο πςειέο ζε εηδηθφηεηα θαη επαηζζεζία φζνλ αθνξά 

ηελ αλίρλεπζε θπθινθνξνχληνο DNA πνπ απνξξέεη απφ θαξθηληθά θχηηαξα ηνπ φγθνπ 

(circulating tumor DNA, ctDNA) θαη έρεη ππνζηεί αιιαγέο, έρνπλ αλαπηπρζεί θαη νη 

νπνίεο ζα κπνξνχζαλ λα θαλνχλ ηδηαίηεξα ρξήζηκεο ζηελ θιηληθή πξάμε. Η 

ζπγθέληξσζε ηνπ ειεχζεξνπ θπθινθνξνχληνο θαξθηληθνχ DNA είλαη πςειή ζηνπο 

θαξθηλνπαζείο. Νσξίο ζην κνλνπάηη ηεο θαξθηλνγέλεζεο, απνπησηηθά θαη λεθξσηηθά 

θχηηαξα απειεπζεξψλνπλ DNA ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο [29]. ην πεξηθεξηθφ 

αίκα, ην θπθινθνξνχλ DNA ζπλαληάηαη πξσηίζησο κε ηελ κνξθή ησλ 

λνπθιενζσκάησλ, ππνδεηθλχνληαο φηη δηαηεξεί έζησ θαη ειάρηζηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο 

ρξσκαηίλεο ηνπ ππξήλα. Σν DNA κπνξεί λα απνκνλσζεί απφ ην αίκα θαη νη γελεηηθέο 

θαη επηγελεηηθέο αιιαγέο κπνξνχλ λα θαζνξηζηνχλ [69]. Δπηγελεηηθέο αιιαγέο αθνξνχλ 

ηελ κεζπιίσζε ηνπ DNA θαη αιιαγέο ζηελ δηάηαμε ηεο ρξσκαηίλεο ησλ ηζηνλψλ [70]. 

Δπηγελεηηθέο αιιαγέο ζε ρξσκνζσκηθέο πεξηνρέο γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ 

θαξθηλνγέλεζε κπνξεί λα επεξεάζεη ξπζκηζηηθνχο κεραληζκνχο  πνπ εκπιέθνληαη 

ζηελ θαθνήζε κεηαιιαγή. Ωζηφζν νη αιιαγέο ζην θπθινθνξνχλ DNA ζην αίκα δελ 

κνηάδνπλ απαξαίηεηα κε ηηο αιιαγέο πνπ ζπκβαίλνπλ ζηνλ πξσηνπαζή φγθν. Απηφ ελ 

κέξεη κπνξεί λα νθείιεηαη ζηα ΚΚΚ ή ζηα ΓΚΚ ηα νπνία θαη απηά κε ηελ ζεηξά ηνπο 

απειεπζεξψλνπλ DNA ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο.  

  Η αλίρλεπζε ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ ζην ctDNA κπνξεί λα δψζεη 

αληηπξνζσπεπηηθή πιεξνθνξία γηα ην γνληδίσκα ηνπ φγθνπ θαη λα απνηειέζεη κία 

ελαιιαθηηθή κε επεκβαηηθή κέζνδνο. Σν ctDNA δίλεη ην πεξηζψξην ειέγρνπ ηεο 

αληαπφθξηζεο ζηελ ζεξαπεία θαη ηελ απνθπγή αλαπνηειεζκαηηθψλ ζεξαπεηψλ, φπσο 

θαη ε απμεκέλε αλίρλεπζε ησλ επηπέδσλ ηνπ κπνξεί λα πξνβιέςεη επηζεηηθφηεηα ηεο 

αζζέλεηαο αξθεηφ δηάζηεκα πξηλ ηηο απεηθνληζηηθέο κεζφδνπο [71]. Σέινο, ε ηερλνινγία 

EPISPOT (EPithelial ImmunoSPOT) απνηειεί κία κεζνδνινγία πνπ ηαπηνπνηεί έκκεζα 

ηελ παξνπζία δσληαλψλ CTCs ηα νπνία είλαη θαη ηα ιεηηνπξγηθά ηα νπνία ζα δψζνπλ 

κεηαζηάζεηο, κέζσ αλίρλεπζεο ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη ή δηαρένληαη ειεχζεξα 

απφ ηα CTCs ζε θαιιηέξγεηα πνπ δηαξθεί 24 κε 48 ψξεο [72]. 

 

ηνλ Πίλαθα 1 παξαζέηνληαη θάπνηεο απφ ηηο ηερλνινγίεο  αλίρλεπζεο ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ θαη νη αξρέο ιεηηνπξγίαο ηνπο [30].  
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 Eηθφλα 3. Cell Search System Overview 

 

 

1.4 Σετλοιογίες αλίτλεσζες ηωλ θσθιοθορούληωλ θαρθηληθώλ θσηηάρωλ ποσ 

τρεζηκοποηήζεθαλ ζηε ζσγθεθρηκέλε κειέηε 

 

  Μία γεληθή ηαμηλφκεζε ησλ κεζνδνινγηψλ αλίρλεπζεο ησλ CTCs ζηεξίδεηαη ζηελ 

αλίρλεπζε πξσηετλψλ πνπ εθθξάδνληαη ζηα θχηηαξα ή ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ ηνπο, 

θαηεγνξηνπνηψληαο ηηο ζε θπηηαξνκεηξηθέο θαη κνξηαθέο, αληίζηνηρα [31]. Καη νη δχν 

θαηεγνξίεο βαζίδνληαη ζηε ρξήζε εηδηθψλ δεηθηψλ, σζηφζν νη θπηηαξνκεηξηθέο κέζνδνη 

εκπεξηέρνπλ ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ηνλ παξάγνληα ηεο ππνθεηκεληθήο αμηνιφγεζεο. Η 

ππνθεηκεληθφηεηα αθνξά αθφκε θαη ηηο εκη-απηνκαηνπνηεκέλεο κεζφδνπο, φπσο ην 

Cell Search System. Σν ζπγθεθξηκέλν κεράλεκα απνηειείηαη απφ 2 κέξε: α) ην Cell 

Tracks AutoPrep System θαη β) ην Cell Tracks Analyzer II. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbreviations: Ab, antibody; BM, bone marrow; Cath-D, cathepsin D; CepC, circulating epithelial cell; CK, cytokeratin; CTC, circulating tumor cell; DAPI, 

4’,6-diamidino- 2-phenylindole; DEP, dielectrophoresis; DTC, disseminated tumor cell; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule; EPISPOT, EPIthelial 
immunoSPOT; ESA, epithelial specific antigen; FDA, Food and Drug Administration; FISH, fluorescent in situ hybridization; ISET, isolation by size of 

epithelial tumor cells; MUC1, mucine 1; NSCLC, non-small-cell lung cancer; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; PSA, prostate specific antigen; 

RBC, red blood cell; RT-PCR, reverse transcription polymerase chain reaction; TG, thyroglobulin. [30] 
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Δηθφλα 4. CELL SEARCH EPITHELIAL CELL KIT 

 

Δηθφλα 5. ΑΡΥΗ ΛΔΙΣΟΤΡΓΙΑ ΣΟΤ CELLSEARCH 

SYSTEM  

 

ην πξψην ηκήκα γίλεηαη 

απνκφλσζε ησλ 

επηζειηαθψλ θπηηάξσλ κε 

ηελ ρξήζε ηνπ CELL 

SEARCH EPITHELIAL 

CELL KIT ην νπνίν 

πεξηέρεη καγλεηηθά 

ζθαηξίδηα επηθαιπκ-κέλα 

κε anti-ΔpCAM 

αληηζψκαηα.  

ηε ζπλέρεηα,  αθνινπζεί ε ρξψζε ησλ απνκνλσζέλησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ κε 

θζνξίδνληα αληηζψκαηα έλαληη ησλ θπηηαξνθεξαηηλψλ 8, 18, 19 (anti-CK PE) θαη ηνπ 

CD45 κεκβξαληθνχ ππνδνρέα ησλ ιεπθνθπηηάξσλ (Anti-CD45 APC), ψζηε λα ππάξμεη 

δηαρσξηζκφο απφ ηελ πιεζψξα ησλ αηκνπνηεηηθψλ. Δπίζεο πξαγκαηνπνηείηαη 

ππξεληθή ρξψζε κε 4′,6-diamidino-2-phenylindole/DAPI γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ 

ππξήλσλ  ελψ ππάξρεη θαη ε δπλαηφηεηα ρξήζεο ελφο αθφκε αληηζψκαηνο επηινγήο 

[48] γηα πεξαηηέξσ ραξαθηεξηζκφ.  
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Δηθφλα 6. MAGNEST DEVICE 

 

  ην δεχηεξν ηκήκα ηνπ ζπζηήκαηνο, ην ηειηθφ πξντφλ απφ ηελ πξψηε επεμεξγαζία 

πνπ πεξηέρεη ηα επηιεγκέλα θχηηαξα ζε έλα ηξηρνεηδέο, απνζεθεχεηαη ζε κία καγλεηηθή 

θσιηά ε νπνία απνηειείηαη απφ 

δχν καγλήηεο πνπ ελψλνληαη 

κεηαμχ ηνπο κε έλα κέηαιιν. Η 

θσιηά ηνπνζεηείηαη ζε κία βάζε 

φπνπ ζαξψλεηαη φιε ε επηθάλεηά 

ηεο απφ έλα εκί-απηφκαην 

κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ  κε 4 

θίιηξα θαη κία ςεθηαθή θάκεξα ε 

νπνία ζπιιέγεη εηθφλεο. 

 

 

  Οη εηθφλεο πνπ ζπγθεληξψλνληαη, νκαδνπνηνχληαη θαη πξνβάιινληαη ζηελ νζφλε 

ελφο ππνινγηζηή, έηνηκεο γηα αμηνιφγεζε απφ ηνλ εθάζηνηε ρεηξηζηή. Σα 

κηθξνκεηαζηαηηθά θπηηάξα ηαπηνπνηνχληαη κε βάζε ηνλ θαηλφηππν DAPI(+), CD45(-), 

CK(+) (Cell Search System Manual, Veridex) 

 

 

Δηθφλα 7. πιινγή εηθφλσλ φπσο απεηθνλίδνληαη ζην Cell Search System 



25 

 

   

 Μία άιιε ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs είλαη ε  

αλνζνθπηηαξνρεκεία  ε νπνία ζηεξίδεηαη ζηε ρξήζε αληηζσκάησλ εηδηθψλ έλαληη 

κεκβξαληθψλ ή θπηηαξνπιαζκαηηθψλ αληηγφλσλ ησλ κηθξνκεηαζηαηηθψλ θπηηάξσλ θαη 

έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε πνιιέο κειέηεο αλίρλεπζεο ησλ θπηηάξσλ απηψλ ζην κπειφ 

ησλ νζηψλ. Η αλνζνθπηηαξνρεκεία είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηε κέζνδνο θαη κπνξεί λα 

αληρλεχζεη αθφκε θαη 1-2 θαξθηληθά θχηηαξα ζε 1.000.000 θπζηνινγηθά κνλνπχξελα 

θχηηαξα κπεινχ ησλ νζηψλ. Η κέζνδνο κπνξεί λα απηνκαηνπνηεζεί κε ηελ ρξήζε ελφο 

ζαξσηή πνπ γξήγνξα θαη αμηφπηζηα κπνξεί λα εθηειέζεη ηελ κηθξνζθνπηθή απεηθφληζε 

ελφο κεγάινπ αξηζκνχ θπηηαξνινγηθψλ δεηγκάησλ θαη λα αληρλεχζεη ηα 

κηθξνκεηαζηαηηθά θχηηαξα [73].  

 

  Ο αλνζνθζνξηζκφο είλαη κηα άιιε κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηεί αληηζψκαηα εηδηθά γηα 

αληηγφλα επηζειηαθήο πξνέιεπζεο ηα νπνία πξνζδέλνληαη κε θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο 

θαη αληρλεχνπλ ηα θχηηαξα ηνπ ελδηαθέξνληφο καο κε ην κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Πέξαλ ηνπ απινχ κηθξνζθφπηνπ θζνξηζκνχ θαη ηεο ζπλεζηηαθήο κηθξνζθνπίαο 

ζάξσζεο κε laser (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM) πνπ έρνπλ επξέσο 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλίρλεπζε θαη ην θαηλνηππηθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs [74,75], 

ηα ηειεπηαία ρξφληα έρεη ρξεζηκνπνηεζεί έλα εκη-απηνκαηνπνηεκέλν ζχζηεκα 

κηθξνζθνπίαο θζνξηζκνχ, ην ζχζηεκα ARIOL, ην νπνίν πεξηιακβάλεη ινγηζκηθφ 

θαηαζθεπαζκέλν εηδηθά γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs [76,77]. Η κεζνδνινγία απηή 

Δηθφλα 8. Αλνζνθζνξηζκφο 
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Δηθφλα 9. ARIOL SYSTEM 

 

παξέρεη ηε δπλαηφηεηα ηνπ πνιιαπινχ ηαπηφρξνλνπ ραξαθηεξηζκνχ ησλ CTCs έπεηηα 

απφ αλνζνθζνξηζκφ κε δηαθνξεηηθά αληηζψκαηα, ηελ απηφκαηε ζάξσζε κεγάινπ 

αξηζκνχ δεηγκάησλ θαη ηνλ εληνπηζκφ ησλ CTCs βάζεη θξηηεξίσλ πνπ νξίδνληαη απφ 

ην ρεηξηζηή. Σν ζχζηεκα ARIOL επηηξέπεη επίζεο ηνλ πεξαηηέξσ θαηλνηππηθφ 

ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs σο πξνο επηπιένλ κφξηα ηνπ ελδηαθέξνληνο, αλάινγα κε ηηο 

αλάγθεο θάζε κειέηεο, θαζψο επίζεο θαη ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο έληαζεο ηεο 

έθθξαζεο θάζε κνξίνπ, ζπκβάιινληαο ζηελ πην νινθιεξσκέλε πξνζέγγηζε ηεο 

αμηνιφγεζεο ησλ CTCs ζηε βάζε ηεο ζεκαληηθήο ηνπο εηεξνγέλεηαο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η αλίρλεπζε ησλ CTCs έρεη επίζεο επηηεπρζεί ηα ηειεπηαία ρξφληα κέζσ απιήο 

θπηηαξνκεηξίαο ξνήο, κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ έλαληη EpCAM, CK θαη CD45 [78].  

 

  Οη κνξηαθέο ηερληθέο αλίρλεπζεο ησλ CTCs ζεσξνχληαη πην επαίζζεηεο θαη 

αληηθεηκεληθέο ζε ζρέζε κε ηηο θπηηαξνκεηξηθέο κεζφδνπο. Ωζηφζν δελ επηηξέπνπλ ην 

κνξθνινγηθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ θπηηάξσλ θαη επηπιένλ απαηηνχλ θαιχηεξν 

εκπινπηηζκφ ηνπ δείγκαηνο ζε CTCs, θαζψο ε πξφζκημε κε ηα θπζηνινγηθά θχηηαξα 

κεηψλεη πνιχ ηελ εηδηθφηεηά ηνπο [79,80]. Η αλίρλεπζε ηνπ DNA ησλ CTCs είλαη δπλαηή 

κέζσ ηεο κεζφδνπ αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (polymerase chain reaction, 

PCR), ε νπνία σζηφζν έρεη ην κεηνλέθηεκα ησλ ςεπδψο ζεηηθψλ απνηειεζκάησλ, 

ιφγσ ηεο αλίρλεπζεο θαη ηνπ ειεχζεξνπ DNA πνπ απειεπζεξψλεηαη ζην αίκα απφ 

απνπησηηθά CTCs [81]. Γηα ην ιφγν απηφ νη πεξηζζφηεξεο κειέηεο ρξεζηκνπνηνχλ ηε 

κέζνδν αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (reverse 

transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ mRNA, ην 

νπνίν πξνέξρεηαη θπξίσο απφ δσληαλά CTCs δεδνκέλνπ ηνπ ηδηαίηεξα κηθξνχ ρξφλνπ 
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δσήο ηνπ [82]. Η πξνγλσζηηθή αμία ηεο αλίρλεπζεο γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε 

θαξθηληθά θαη επηζειηαθά αληηγφλα, έρεη επαλεηιεκκέλα δεηρζεί κέζσ RT-PCR ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ καζηνχ, κε ην mRNA ηεο CK19 λα απνηειεί ην ζπρλφηεξα κειεηεκέλν 

κφξην ζε θιηληθέο κειέηεο [83-85].  Η CK19 είλαη κηα πξσηεΐλε ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ ε 

νπνία εθθξάδεηαη ζηα επηζειηαθά αιιά φρη ζηα κεζεγρπκαηηθά θχηηαξα. Σν γνλίδην ηεο 

CK19 έρεη εληνπηζζεί ζην ρξσκφζσκα 17, ζπλίζηαηαη απφ 4667 λνπθιενηίδηα θαη 

πεξηιακβάλεη 6 εμψληα θαη 5 ηληξφληα. Η αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο 

επηηξέπεη ηελ εηδηθή  ελδπκηθή ελίζρπζε  κίαο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο DNA. ηελ 

πεξίπησζε ελίζρπζεο ελφο ηκήκαηνο RNA, έλα πεξαηηέξσ βήκα αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθήο ηνπ RNA ζε cDNA κέζσ ηεο ρξήζεο ελφο ελδχκνπ, ηεο αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο  πξέπεη λα πξνεγεζεί ηεο RT-PCR. Η κέζνδνο ρξεζηκνπνηεί δχν 

ζπλζεηηθά ηκήκαηα DNA (εθθηλεηέο ή primers), νη νπνίνη αληίζηνηρα πβξηδνπνηνχληαη 

ζε θάζε κία απφ ηηο δχν έιηθεο ηνπ DNA πνπ καο ελδηαθέξεη. ην ζεκείν πάλσ ζην 

DNA  φπνπ εγθαζίζηαληαη νη εθθηλεηέο, ε DNA πνιπκεξάζε ζπλζέηεη κηα 

ζπκπιεξσκαηηθή έιηθα. Η ζπλερήο δεκηνπξγία θαηλνχξγηνπ θιψλνπ βνεζάεη ζηελ 

ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA-ζηφρνπ (PCR-A revolutionary method in 

Diagnostics, Roche). Σν πξντφλ απηήο ηεο πξψηεο PCR ρξεζηκνπνηείηαη σο εθκαγείν 

γηα κηα δεχηεξε αληίδξαζε PCR (nested PCR). Γηα ηελ nested PCR ρξεζηκνπνηείηαη 

έλα δεχγνο εθθηλεηψλ, ζπκπιεξσκαηηθφ σο πξνο ηελ αιιεινπρία-ζηφρν, πνπ 

πβξηδνπνηείηαη ζε εζσηεξηθή πεξηνρή απφ απηήο ηεο πξψηεο PCR. Σν ηειηθφ πξντφλ 

απφ ηηο 2 αληηδξάζεηο PCR εληνπίδεηαη αθνχ γίλεη ειεθηξνθφξεζή ηνπ ζε πήθησκα 

αγαξφδεο. Οη θχξηνη πεξηνξηζκνί ζηηο κνξηαθέο κεζφδνπο είλαη ε εηεξνγέλεηα ηεο 

έθθξαζεο ησλ δηαθφξσλ δεηθηψλ, θαζψο επίζεο θαη ε ζεκαληηθή πξφζκημε ησλ 

δεηγκάησλ κε θπζηνινγηθά θχηηαξα ηνπ αίκαηνο, ηα νπνία είλαη δπλαηφλ λα εθθξάδνπλ 

επηζειηαθνχο ή θαξθηληθνχο δείθηεο, αλ θαη ζε ηδηαίηεξα ρακειά επίπεδα [86,87]. Γηα ην 

ιφγν απηφ ρξεζηκνπνηείηαη πιένλ επξέσο ε πνζνηηθή RT-PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ 

(RT-qPCR), ε νπνία παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αθελφο ηεο πνζνηηθνπνίεζεο ηνπ 

θαξθηληθνχ θνξηίνπ θαη αθεηέξνπ ηνπ πξνζδηνξηζκνχ ελφο νξίνπ κεηαγξάθσλ ηνπ 

εθάζηνηε δείθηε κεηαμχ ζεηηθνχ θαη αξλεηηθνχ ζε CTCs δείγκαηνο, απμάλνληαο 

ηδηαίηεξα ηελ εηδηθφηεηα ηεο αλίρλεπζεο [28,88,89]   

 

 ηελ πεξίπησζε ηεο real time RT-qPCR, ε εληφπηζε ηνπ πξντφληνο ηεο PCR γίλεηαη 

κε ηε βνήζεηα ελφο δεχγνπο αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ πνπ είλαη ζεκαζκέλνη κε 

ρξσζηηθέο (ρξσζηηθή/δφηεο-ρξσζηηθή/δέθηεο). Μέζσ ηνπ θαηλνκέλνπ FRET 
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(Fluorescence Resonance Energy Transfer), ζην ηειηθφ ζηάδην ε ρξσζηηθή-δέθηεο 

εθπέκπεη θζνξηζκφ, ε έληαζε ηνπ νπνίνπ πξνζδηνξίδεηαη ζε θαηάιιειν κήθνο 

θχκαηνο απφ έλα κεράλεκα π.ρ. ην LightCycler (Roche) θαη είλαη αλάινγε ηνπ πνζνχ 

ηνπ DNA πνπ ζπληίζεηαη θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR (PCR-A 

revolutionary method in Diagnostics, Roche). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5 Κιηληθή ζεκαζία αλίτλεσζες ηωλ θσθιοθορούληωλ θαρθηληθώλ θσηηάρωλ 

 

  Η αλίρλεπζε ησλ CTCs κέζσ ηεο αλάπηπμεο ησλ ηερλνινγηψλ ζε πξψηκν ή 

κεηαζηαηηθφ ζηάδην αλάπηπμεο ηνπ θαξθίλνπ, κπνξεί λα καο επηηξέςεη λα εθηηκήζνπκε 

ην ξίζθν ππνηξνπήο θαη επηβίσζεο. Πνιιέο εξεπλεηηθέο νκάδεο αζρνινχληαη θαη 

έρνπλ αλαδείμεη ηελ ζεκαληηθή πξνγλσζηηθή ζεκαζία ησλ CTCs  ζηνλ κεηαζηαηηθφ 

θαξθίλν καζηνχ [16,40], θαη ζε άιινπο ζπκπαγείο θαξθίλνπο φπσο ν πξνζηάηεο [49], ν  

θνιννξζηθφο θαξθίλνο [50] θαη ν πλεχκνλαο [90,91] θαη ηα νπνία δείρλνπλ λα 

ππεξηεξνχλ ησλ ζπκβαηηθψλ απεηθνληζηηθψλ κεζφδσλ ζρεηηθά κε ηελ εθηίκεζε ηεο 

αληαπφθξηζεο [92]. Ωζηφζν, ε κεγάιε πξφθιεζε γηα ηηο ηερλνινγίεο αλίρλεπζεο  

αθνξά αζζελείο  ζε πξψηκα ζηάδηα φπνπ ην θνξηίν λφζνπ είλαη ηδηαίηεξα ρακειφ. 

Δλζαξξπληηθά είλαη ηα ζηνηρεία φζνλ αθνξά ηα CTCs ζε ρακειά επίπεδα, ηα νπνία 

δείρλνπλ λα έρνπλ πξνγλσζηηθή ζεκαζία ζηνλ θαξθίλν ηνπ καζηνχ [17,93] ζηνλ 

γπλαηθνινγηθφ θαξθίλν [94,95] θαη θνιννξζηθφ θαξθίλν [96]. Η αλάιπζε κεγαιχηεξσλ 

πνζνηήησλ αίκαηνο  ζα κπνξνχζε λα  βνεζήζεη ζηελ θαιχηεξε αλίρλεπζε ησλ CTCs 

ζε απηή ηελ νκάδα αζζελψλ [67,97]. 

Δηθφλα 10. Αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο ζε 

πξαγκαηηθφ ρξφλν γηα ηελ CK-19 mRNA [87] 
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  Μειέηεο πνπ δηελεξγήζεθαλ ζην εξγαζηήξην καο, έδεημαλ φηη ε κνξηαθή αλίρλεπζε 

CK19 mRNA ζεηηθψλ θπηηάξσλ κέζσ nested  RT-PCR ζην πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ 

ζηαδίνπ Ι θαη ΙΙ θαξθίλνπ ηνπ καζηνχ πξηλ ηελ ρνξήγεζε ζπκπιεξσκαηηθήο 

ρεκεηνζεξαπείαο, είλαη έλαο αλεμάξηεηνο πξνγλσζηηθφο παξάγνληαο πνπ ζρεηίδεηαη 

κε θαθή έθβαζε ηεο λφζνπ [98]. ε κία άιιε κειέηε πνπ έγηλε ζε αζζελείο κε 

ρεηξνπξγήζηκν θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην πέξαο ηεο ζπκπιεξσκαηηθήο 

ρεκεηνζεξαπείαο, θάλεθε φηη ε κνξηαθή αλίρλεπζε CK19 mRNA ζεηηθψλ θπηηάξσλ 

κέζσ nested RT-PCR, ζρεηίδεηαη κε απμεκέλν θίλδπλν ππνηξνπήο θαη κεησκέλν 

ειεπζέξνπ λφζνπ δηάζηεκα ζε αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν ηνπ καζηνχ πνπ είραλ 

ιηγφηεξνπο απφ ηέζζεξηο δηεζεκέλνπο καζραιηαίνπο ιεκθαδέλεο [99]. 

 

  ην εξγαζηήξηφ καο, δεδνκέλα ζε κεγάιν αξηζκφ αζζελψλ κε πξψηκν θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ, ε κνξηαθή αλίρλεπζε CK19 mRNA ζεηηθψλ θπηηάξσλ ζε πεξηθεξηθφ αίκα 

κέζσ real time RT-qPCR πξηλ ηελ ρνξήγεζε ζπκπιεξσκαηηθήο ρεκεηνζεξαπείαο 

βξέζεθε φηη ήηαλ αλεμάξηεηνο θαθφο πξνγλσζηηθφο δείθηεο ηδηαίηεξα ζε αζζελείο κε 

φγθνπο αξλεηηθνχο ζε νηζηξνγνληθνχο ππνδνρείο (ΔR-negative), ηξηπιά αξλεηηθνχο 

(triple negative) θαη HER-2 ζεηηθνχο φγθνπο [100]. Δπίζεο κε ηελ ίδηα κεζνδνινγία 

απνδείρηεθε φηη ε αλίρλεπζε ησλ CK19 mRNA ζεηηθψλ θπηηάξσλ θαζ’ φιε ηελ 

δηάξθεηα ρνξήγεζεο ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο κε ηακνμηθέλε, απνηειεί έλα 

αλεμάξηεην δπζκελή πξνγλσζηηθφ παξάγνληα πνπ ζρεηίδεηαη κε απμεκέλν θίλδπλν 

ππνηξνπήο, κεησκέλν ειεπζέξνπ λφζνπ δηάζηεκα, κεησκέλε ζπλνιηθή επηβίσζε θαη 

ζάλαην απφ ηε λφζν [101].  

 

  ε κία πξφζθαηε κειέηε, ε αλίρλεπζε CK19 mRNA ζεηηθψλ  CTCs ζην πεξηθεξηθφ 

αίκα αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ, κέζσ ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο 

πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν, πξηλ θαη κεηά ην πέξαο ηεο ζπκπιεξσκαηηθήο 

ρεκεηνζεξαπείαο απνηειεί πξνγλσζηηθφ παξάγνληα γηα πξψηκε ππνηξνπή [102].  To 

ζπλερψο απμαλφκελν ελδηαθέξνλ φζνλ αθνξά ηελ αλάδεημε ηεο θιηληθήο ζεκαζίαο 

αλίρλεπζεο ησλ CTCs, νδήγεζε ζηελ πξψηε κειέηε STIC CTC METABREAST ε 

νπνία έδεημε φηη κε ηελ αλίρλεπζε ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζε 

αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ, ηνπο έζεζε ππφ ρεκεηνζεξαπεία ή 

νξκνλνζεξαπεία. πγθεθξηκέλα, νη αζζελείο κε απμεκέλα CTCs νη νπνίνη ζχκθσλα κε 

ηνπο θιηληθνχο,ζεσξήζεθαλ ρακεινχ ξίζθνπ, ηειηθά επλνήζεθαλ απφ ηελ ρνξήγεζε 
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ρεκεηνζεξαπείαο [127]. Δπίζεο ζε κία άιιε κειέηε,  ε αλίρλεπζε CK19 mRNA ζεηηθψλ 

CTCs ζην πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ, κέζσ ηεο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν κεηά ην πέξαο ηεο 

πξψηεο γξακκήο ζεξαπείαο ζρεηίδεηαη κε κεησκέλε επηβίσζε [103].   

  ε αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ ε αλίρλεπζε CK19 mRNA ζεηηθψλ 

θπηηάξσλ ζην αίκα κέζσ ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο ζε 

πξαγκαηηθφ ρξφλν πξηλ ηελ έλαξμε πξψηεο γξακκήο ζεξαπείαο απνηειεί δείθηε θαθήο 

πξφγλσζεο φπσο απεδείρζε ζε κία άιιε κειέηε ηνπ εξγαζηεξίνπ [104]. 

 

  Μειέηεο έδεημαλ φηη ε αλίρλεπζε  CK ζεηηθψλ θπηηάξσλ ζην πεξηθεξηθφ αίκα 

αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ κε ηελ ηερλνινγία CellSearch System 

(>=5 θχηηαξα/7.5 ml νιηθνχ αίκαηνο) πξηλ ηελ ρνξήγεζε ρεκεηνζεξαπείαο, απνηειεί 

αλεμάξηεην πξνγλσζηηθφ παξάγνληα θαη ζρεηίδεηαη κε κεησκέλν ειεπζέξνπ λφζνπ 

δηάζηεκα θαη ζπλνιηθή επηβίσζε [48]. ε κία άιιε κειέηε,  ε αλίρλεπζε  CK ζεηηθψλ 

θπηηάξσλ κε ηελ ηερλνινγία CellSearch (>=5 θχηηαξα/7.5 ml νιηθνχ αίκαηνο) ζην 

πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ θαζ’ φιε ηελ δηάξθεηα 

ρνξήγεζεο ηεο ρεκεηνζεξαπείαο, ήηαλ κία ζαθήο έλδεημε ηαρείαο εμέιημεο ηεο λφζνπ 

ιφγσ αλζεθηηθφηεηαο ζηε ζεξαπεία θαη απμεκέλεο ζλεζηκφηεηαο [105]. Ο Hayes θαη νη 

ζπλεξγάηεο ηνπ εθηίκεζαλ ηε ζπλνιηθή επηβίσζε [Overall Survival (OS)] θαη ην 

ειεπζέξνπ λφζνπ δηάζηεκα [Disease Free Survival (DFS)] ζε 4 νκάδεο αζζελψλ:  α) 

<5 CTCs /7.5ml αίκαηνο ζε φιεο ηηο αηκνιεςίεο, β) >=5 CTCs/7.5ml ζηελ αξρηθή 

αηκνιεςία θαη <5 CTCS/7.5ml ζηελ ηειεπηαία αηκνιεςία γ) <5 CTCs/7.5ml ζηελ 

αξρηθή αηκνιεςία θαη >=5 CTCs/7.5ml ζηελ ηειεπηαία αηκνιεςία θαη δ) >= 5 

CTCs/7.5ml ζε φιεο ηηο αηκνιεςίεο. Η ηειεπηαία θαηεγνξία αζζελψλ ήηαλ απηή νη 

νπνία είρε ην κηθξφηεξν ειεπζέξνπ λφζνπ δηάζηεκα θαη κεησκέλε ζπλνιηθή επηβίσζε 

ζε ζρέζε κε ηηο ππφινηπεο. Δπίζεο, ε νκάδα ησλ αζζελψλ κε >=5 CTCs/7.5ml πνπ 

κεηαβιήζεθε ζε <5 CTCS/7.5ml θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο εκθάληζαλ DFS θαη 

OS παξφκνηα κε απηή ησλ αζζελψλ πνπ δελ ήηαλ πνηέ απμεκέλα. Σέινο, ζε αζζελείο 

πνπ είραλ <5 CTCs θαη κεηαβιεζήθαλ ζε >= 5 CTCs ζε 7.5ml αίκαηνο, ε ζπλνιηθή 

επηβίσζε ήηαλ κεησκέλε ζε ζρέζε κε ηελ ζπλνιηθή επηβίσζε αζζελψλ ζηνπο νπνίνπο 

ηα CTCS παξακέλνπλ ρακειά, αιιά κεγαιχηεξε απφ απηψλ πνπ ην θνξηίν ηνπο ήηαλ 

πάληα απμεκέλν. Ο Cristofanilli έδεημε επίζεο φηη ε αλίρλεπζε >=5 CTCs/7.5ml ήηαλ 

πξνγλσζηηθφο παξάγνληαο κεησκέλεο ζπλνιηθήο επηβίσζεο ζε αζζελείο κε  ER 



31 

 

ζεηηθφ/HER-2 αξλεηηθφ θαη ηξηπιά αξλεηηθφ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ πέξαλ απφ ην 

θνξηίν ηεο λφζνπ [106]. 

  ε κία πνιπθεληξηθή κειέηε πνπ δηεμήρζε ζε δχν δηαθνξεηηθά θέληξα ζηελ 

Γεξκαλία ειέγρζεθε ε αλαιπηηθή ηθαλφηεηα δχν δηαθνξεηηθψλ κεραλεκάησλ Cell 

Search σο πξνο ηελ αλίρλεπζε θπηηάξσλ αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ. 

Γηπιά δείγκαηα απφ 14 αζζελείο εμεηάζζεθαλ μερσξηζηά απφ δχν δηαθνξεηηθά Cell 

Search κεραλήκαηα θαη παξαηεξήζεθε ζπκθσλία ζε πνζνζηφ 78.6% [107]. Μία ηέηνηα 

κειέηε ζα άμηδε ηνλ θφπν λα δηεμαρζεί ζε αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ φπνπ ην 

θνξηίν λφζνπ είλαη αξθεηά ρακειφ.  

 

  ηελ κειέηε SUCCESS πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πιεζπζκφ 1767 αζζελψλ κε 

πξψηκν θαξθίλν καζηνχ θαη ζεηηθνχο καζραιηαίνπο ιεκθαδέλεο φπσο επίζεο θαη ζε 

πςεινχ θηλδχλνπ αζζελείο κε αξλεηηθνχο καζραιηαίνπο ιεκθαδέλεο πξηλ θαη κεηά ην 

πέξαο ηεο ζπκπιεξσκαηηθήο ρεκεηνζεξαπείαο βαζηζκέλε ζε ηαμάλεο, >1 CTCs/23ml 

αληρλεχζεθε ζην 9.6% ησλ αζζελψλ ηελ ζηηγκή ηεο δηάγλσζεο πξηλ ηελ έλαξμε ηεο 

ρεκεηνζεξαπείαο. Απφ ηνπο αζζελείο πνπ ήηαλ αξρηθά CTCs ζεηηθνί, 10% παξέκεηλαλ 

ζεηηθνί θαη 90% ήηαλ αξλεηηθνί κεηά ηελ ρεκεηνζεξαπεία [108]. Οη αζζελείο ζηνπο 

νπνίνπο δελ αληρλεχζεθαλ θαζφινπ CTCs είραλ ζεκαληηθά θαιχηεξε πξφγλσζε [109]. 

 

2. ΚΟΠΟ ΜΔΛΔΣΖ  

 

  Σα ηειεπηαία ρξφληα ε αλάπηπμε κεζνδνινγηψλ πνπ ζηνρεχνπλ ζηελ 

απνηειεζκαηηθή απνκφλσζε θαη αλίρλεπζε ησλ CTCs ζην αίκα αζζελψλ κε θαξθίλν 

είλαη ξαγδαία. Παξφια απηά ε αζπκθσλία σο πξνο ηελ επαηζζεζία ησλ κεζφδσλ  

αλίρλεπζεο ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ 

κεζφδσλ είλαη κεγάιε [110,111], γεγνλφο πνπ δπζρεξαίλεη ηελ εθαξκνγή ηνπο ζηελ 

θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε. Ο ζθνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο είλαη α) λα ζπγθξίλνπκε 

ηξείο κεζνδνινγίεο αλίρλεπζεο ησλ θπηηάξσλ ζην αίκα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαη 

πξψηκν θαξθίλν καζηνχ ζπγθεθξηκέλα ηελ πνζνηηθή RT-PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ γηα 

ηελ αλίρλεπζε ηνπ CK19 mRNA, ηνλ αλνζνθζνξηζκφ ζε επηζηξσκέλεο 

αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο θαη ηελ πιαηθφξκα Cell Search System θαη β) λα 

εθηηκήζνπκε ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αλίρλεπζεο ζε ζπζρέηηζε κε ηελ θιηληθή 

έθβαζε ησλ αζζελψλ.  
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3. ΤΛΗΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

3.1 Αζζελείς  

 

  200 αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν θαη 164 αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ 

πνπ εμεηάζηεθαλ ζηελ Παζνινγηθή-Ογθνινγηθή Κιηληθή ηνπ Παλεπηζηεκηαθνχ 

Ννζνθνκείνπ Ηξαθιείνπ  θαζψο θαη ζηελ Ογθνινγηθή Κιηληθή ηνπ Θεξαπεπηεξίνπ 

ΙΑΩ Αζελψλ θαη νη νπνίνη ήηαλ κεγαιχηεξνη ησλ 18 ρξνλψλ θαη ρσξίο ηζηνξηθφ άιιεο 

θαθνήζεηαο ηα ηειεπηαία 5 ρξφληα πήξαλ κέξνο ζηελ κειέηε, γηα ηελ αλίρλεπζε 

θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζην αίκα ηνπο πξν ηεο έλαξμεο 

ζπκπιεξσκαηηθήο ή πξψηεο γξακκήο ζεξαπείαο αληίζηνηρα. 26 θπζηνινγηθνί 

αηκνδφηεο ζπκπεξηειήθζεζαλ ζηελ κειέηε ζαλ νκάδα ειέγρνπ.  Όινη νη 

ζπκκεηέρνληεο έδσζαλ ηελ έγγξαθε ζπγθαηάζεζή ηνπο πξνθεηκέλνπ λα πάξνπλ 

κέξνο ζηελ κειέηε. 

  

3.2 Αποκόλωζε κολοπύρελωλ θσηηάρωλ περηθερηθού αίκαηος  

 

  Απφ θάζε ζπκκεηέρνληα ειήθζεζαλ 20 ml θιεβηθνχ αίκαηνο ζε ζσιελάξηα πνπ 

πεξηέρνπλ EDTA (αηζπιελνδηακηλνηεηξανμηθφ νμχ/ethylenediamine tetraacetic acid) κία 

νπζία κε αληηπεθηηθή δξάζε. Σα πξψηα 5ml αίκαηνο πνπ ειήθζεζαλ, απνξξίθζεθαλ 

πξνθεηκέλνπ λα απνθεπρζεί ε πξφζκημε κε ηα επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ δέξκαηνο. Σν 

αίκα  αξαηψλεηαη κε ίζν φγθν ηζφηνλνπ δηαιχκαηνο 0,9% NaCl θαη ζηξψλεηαη ζηάγδελ 

ζε δχν ζσιελάξηα πνιππξνππιελίνπ ηχπνπ falcon ησλ 50ml  πνπ πεξηέρνπλ  12.5 ml  

Ficoll-Hypaque 1077 (Sigma) ππφ ζηείξεο ζπλζήθεο θαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σα 

ζσιελάξηα θπγνθεληξνχληαη ζηηο 1800 ζηξνθέο/ιεπηφ (rpm) γηα 30 ιεπηά ρσξίο 

θξέλν ζηνπο 4νC . Μεηά ηε θπγνθέληξεζε, ιφγσ ηεο εηδηθήο ππθλφηεηαο ηεο θηθφιεο 

(1,077 gr/ml), δεκηνπξγείηαη έλαο δαθηχιηνο κεηαμχ ηνπ θιάζκαηνο ηεο θηθφιεο θαη ηνπ 

πιάζκαηνο ν νπνίνο πεξηέρεη ηα κνλνπχξελα θχηηαξα ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, φπνπ 

εκπεξηέρνληαη θαη ηα CTCs, ν νπνίνο ζπιιέγεηαη ρσξίο λα δηαηαξαρζεί ε ζηνηβάδα ηεο 

θηθφιεο. ηε ζπλέρεηα ηα θχηηαξα κεηαθέξνληαη ζε λέν ζσιελάξην ησλ 50 ml ζην 

νπνίν πξνζζέηνπκε 40ml ηζφηνλνπ δηαιχκαηνο PBS-PH 7.3 θαη ην δηάιπκα 

θπγνθεληξείηαη ζηηο 1600 ζηξνθέο γηα 10 ιεπηά ζηνπο 25oC. Η έθπιπζε ησλ θπηηάξσλ 
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επαλαιακβάλεηαη δχν θνξέο. ην ηέινο ηα θχηηαξα επαλαδηαιχνληαη ζε 10ml PBS θαη 

αθνινπζεί ε θαηακέηξεζή ηνπο κε ηε βνήζεηα ηεο ρξσζηηθήο θπαλνχ ηνπ ηξππαλίνπ 

(Trypan Blue), αηκαηνθπηηαξφκεηξνπ Mallasez θαη νπηηθνχ κηθξνζθνπίνπ. ηα πιαίζηα 

ηεο παξνχζαο κειέηεο, έλα κέξνο απφ ηα απνκνλσκέλα κνλνπχξελα θχηηαξα ππφ 

κνξθή ηδήκαηνο θπιάζζεηαη ζηνπο -80νC  γηα ηε δηαδηθαζία ηεο αιπζηδσηήο 

αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ είηε επηζηξψλνληαη ζε 

αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο (500.000 θχηηαξα/πιαθάθη) πξνθεηκέλνπ λα αθνινπζήζεη 

αλνζνθζνξηζκφο θαη παξαηήξεζε κε κηθξνζθνπία. 

 

3.3 Καηακέηρεζε θσηηάρωλ κε ηε τρήζε αηκαηοθσηηαρόκεηροσ θαη οπηηθής  

κηθροζθοπίας 

 

  Μεηά ηελ δηάιπζε ησλ απνκνλσζέλησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ ζε 10 ml PBS, 

κεηαθέξνληαη 10κl θπηηαξηθνχ δηαιχκαηνο ζε ζσιελάξην ησλ 1,5ml, ζην νπνίν 

πξνζηίζεληαη 90κl ρξσζηηθήο Trypan Blue. Η νπζία απηή έρεη ηελ ηδηφηεηα λα 

ελζσκαηψλεηαη ζηηο κεκβξάλεο ησλ λεθξψλ θαη απνπησηηθψλ θπηηάξσλ, 

ρξσκαηίδνληάο ηα κπιε. Αθνινπζεί θαιή αλάδεπζε θαη κεηαθνξά 20κl απφ ην δηάιπκα 

ζε αηκαηνθπηηαξφκεηξν (Mallasez) θαη κε ηε ρξήζε θαηάιιεινπ νπηηθνχ κηθξνζθνπίνπ 

(OLYMPUS Bx40F) πξαγκαηνπνηείηαη κέηξεζε ησλ δσληαλψλ θπηηάξσλ, δειαδή 

εθείλσλ πνπ δελ εκθαλίδνπλ ρξψζε, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Ο 

ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ππνινγίδεηαη σο εμήο: 

 

σλοιηθός αρηζκός θσηηάρωλ = 

(Αρηζκός κεηρεζέληωλ θσηηάρωλ/9(α)) x 104
(β) x 10(γ) x ηειηθός όγθος δηαιύκαηος 

α: αξηζκφο κεηξεζέλησλ κεγάισλ ηεηξαγψλσλ 

β: ζηαζεξή ηηκή αηκαηνθπηηαξφκεηξνπ, αληηζηνηρεί ζηνλ φγθν δηαιχκαηνο πνπ 

θαιχπηεηαη απφ ηα 16 ηεηξάγσλα, ν νπνίνο ηζνχηαη κε 0.1 mm3 

γ: αξαίσζε 1:10 ηεο ρξσζηηθήο Trypan Blue 

 

3.4 Δπίζηρωζε θσηηάρωλ ζε αληηθεηκελοθόρες πιάθες 

 

Αθνχ κεηξεζεί ν αθξηβήο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ, πξνζηίζεηαη αλάινγε πνζφηεηα 

δηαιχκαηνο PBS/FBS 2% ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε . ηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη 500κl 

θπηηαξηθνχ δηαιχκαηνο κέζα ζε εηδηθά ζσιελάξηα πνπ εθαξκφδνληαη ζηελ επηθάλεηα 

θάζε αληηθεηκελνθφξνπ πιάθαο θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζε θπηηαξνθπγφθεληξν 
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κε εηδηθέο ζήθεο γηα αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο γηα 2 ιεπηά ζηηο 2000 ζηξνθέο. Σέινο, νη 

αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο αθήλνληαη έσο φηνπ ζηεγλψζνπλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

θαη ελ ζπλερεία είηε ρξεζηκνπνηνχληαη άκεζα γηα αλνζνθζνξηζκφ, είηε θπιάζζνληαη 

ζηνπο -80νC γηα κεγάιν ρξνληθφ δηάζηεκα. 

 

3.5 Αλίτλεσζε ηωλ θσθιοθορούληωλ θαρθηληθώλ θσηηάρωλ κε αλοζοθζορηζκό  

 

  Με ηελ βνήζεηα ηεο κηθξνζθνπίαο θζνξηζκνχ ή ηεο θπηηαξνκεηξίαο ξνήο, ν 

αλνζνθζνξηζκφο επηηξέπεη ηνλ έιεγρν ησλ θπηηάξσλ γηα ηελ παξνπζία 

ζπγθεθξηκέλσλ αληηγφλσλ, κέζσ ηεο ρξήζεο εηδηθψλ κνλνθισληθψλ ή πνιπθισληθψλ 

αληηζσκάησλ. Καηά ηνλ έμμεσο ανοσοφθορισμό, ην αληίζσκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

γηα λα αληηδξάζεη κε ην θπηηαξηθφ αληηγφλν δελ είλαη ην ίδην ζεκαζκέλν θη επνκέλσο 

απαηηείηαη ε ρξήζε ελφο δεχηεξνπ αληηζψκαηνο, ην νπνίν είλαη ζεκαζκέλν κε 

θζνξίδνπζα νπζία, ην νπνίν πξνζδέλεηαη ζην πξψην. Καηά ηνλ άμεσο 

ανοσοφθορισμό, ην αληίζσκα πνπ πξνζδέλεηαη ζην αληηγφλν είλαη άκεζα ζεκαζκέλν 

κε θζνξίδνπζα ρξσζηηθή. Ο εληνπηζκφο ησλ CTCs αλάκεζα ζηα PBMCs βαζίζηεθε 

ζηελ ηαπηνπνίεζε ηεο επηζειηαθήο ηνπο πξνέιεπζεο, δειαδή ζηελ αλίρλεπζε ηεο 

έθθξαζεο ησλ θπηηαξνθεξαηηλψλ 8, 18 θαη 19, έλαληη ησλ νπνίσλ πξνζδέλεηαη εηδηθά 

ην αληίζσκα A45-Β/Β3, είηε ζηελ αλίρλεπζε ηνπ κνξίνπ επηθαλείαο ησλ επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ EpCAM. Η απνπζία ηεο έθθξαζεο ηνπ κνξίνπ επηθαλείαο ησλ 

αηκνπνηεηηθψλ θπηηάξσλ CD45 ρξεζηκνπνηήζεθε επηπιένλ γηα ηελ επηβεβαίσζε φηη ηα 

θχηηαξα πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ήηαλ CTCs θαη φρη αηκνπνηεηηθά θχηηαξα ζηα νπνία 

ππήξρε έθηνπε έθθξαζε ηεο θπηηαξνθεξαηίλεο ή ηνπ EpCAM.  

 

  Αξρηθά, ηα πιαθίδηα κε επηζηξσκέλα θχηηαξα εθηίζεληαη γηα 15min ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, ψζηε λα απνςπρζνχλ. Αθνινπζεί ε επψαζε ηνπο κε δηάιπκα παγσκέλεο 

αθεηφλεο/κεζαλφιεο ζε αλαινγία 9:1 γηα 20 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε 

ζθνπφ ηελ κνληκνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ. πλερίδεηαη ε νξηδφληηα ηνπνζέηεζή ηνπο ζε 

εηδηθή θαζεηίλα, φπνπ πξαγκαηνπνηνχληαη ηξεηο εθπιχζεηο κε δηάιπκα PBS, δηάξθεηαο 

3 ιεπηψλ θαη αθνινπζεί επψαζε κε δηάιπκα PBS/5% FBS, 0.9mM CaCl2, 0.5mM 

MgCl2 γηα κία ψξα, γηα ηελ θάιπςε ησλ κε εηδηθψλ ζέζεσλ πξφζδεζεο ηνπ 

αληηζψκαηνο. Αθνινπζεί ε επψαζε ησλ πιαθηδίσλ κε αληίζσκα anti-CD45 (θνηλφ 

αληηγφλν ησλ ιεπθνθπηηάξσλ/rabbit) γηα 1 ψξα αθνινπζνχκελν απφ ην δεπηεξνηαγέο 

ζεκαζκέλν κε alexa 555 (anti-rabbit) γηα 45 ιεπηά. ηε ζπλέρεηα,  πξνζηίζεηαη 
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αληίζσκα Α45-Β/Β3 ( εηδηθφ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ θπηηαξνθεξαηηλψλ 8/18 ή θαη 

19/mouse) γηα 1 ψξα αθνινπζνχκελν απφ ην αληίζηνηρν δεπηεξνηαγέο ζεκαζκέλν κε 

FITC (anti-mouse) γηα 45 ιεπηά. Έπεηηα απφ θάζε επψαζε, αθνινπζνχλ πάληνηε 3 

εθπιχζεηο κε  δηάιπκα έθπιπζεο δηάξθεηαο 3 ιεπηψλ γηα ηελ απνκάθξπλζε ηεο 

πεξίζζεηαο ηνπ κε δεζκεπκέλνπ αληηζψκαηνο. Η πνζφηεηα ηνπ αληηζψκαηνο πνπ 

πξνζηίζεληαη αλά πιαθίδην είλαη 100κl, έηζη ψζηε λα θαιπθζεί φιε ε επηθάλεηα ηνπ 

πιαθηδίνπ. Σέινο, ζε θάζε πιαθίδην πξνζηίζεηαη κία ζηαγφλα θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο 

Dapi anti-fade, ε νπνία πξνζδέλεηαη απεπζείαο ζην DNA θαη ζεκαίλεη ηνλ ππξήλα ησλ 

θπηηάξσλ. ηελ επηθάλεηα θάζε πιαθηδίνπ ηνπνζεηείηαη θαιππηξίδα, πξνθεηκέλνπ λα 

αθνινπζήζεη ε παξαηήξεζε ζην κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ.  

 

  ε θάζε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ ιακβάλεη ρψξα ζπκπεξηιακβάλνληαη πάληνηε 

πιαθίδηα επηζηξσκέλα κε θαηάιιειεο θαξθηληθέο ζεηξέο πνπ εθθξάδνπλ ή δελ 

εθθξάδνπλ ην θάζε αληίζσκα, σο ζεηηθνί θαη αξλεηηθνί κάξηπξεο, αληηζηνίρσο. Ωο 

επηπιένλ αξλεηηθφο κάξηπξαο γηα θάζε αληίζσκα, ζπκπεξηιακβάλεηαη πάληνηε έλα 

πιαθίδην ζην νπνίν δελ γίλεηαη πξνζζήθε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ αληηζψκαηνο, 

πξνζηίζεηαη φκσο ην θζνξηφρξσκα κε ην νπνίν απηφ ζεκαίλεηαη, θαζψο θαη φια ηα 

ππφινηπα αληηζψκαηα θαη θζνξηνρξψκαηα. Με ηνλ ηξφπν απηφ ππάξρεη ε πιεξνθνξία 

ηνπ ζνξχβνπ απφ φια ηα αληηζψκαηα θαη θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

ρξψζεο, εμαζθαιίδνληαο ηελ θαιχηεξε εηδηθφηεηα ηνπ ζήκαηνο πνπ αμηνινγείηαη ζηε 

ζπλέρεηα σο ζεηηθή έθθξαζε.  

 

  Σα πιαθίδηα αμηνινγνχληαη απφ ηνλ εθάζηνηε παξαηεξεηή κε ηελ βνήζεηα laser 

ζπλεζηηαθήο κηθξoζθνπίαο (Leica DM 2500, Heidelberg, Germany) φπνπ, κπνξνχλ λα 

αληρλεπηνχλ ηαπηφρξνλα δηαθνξεηηθέο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο κε δηαθξηηά θάζκαηα 

απνξξφθεζεο θαη εθπνκπήο. Σα θχηηαξα ηα νπνία αμηνινγήζεθαλ θαη ζεσξήζεθαλ 

σο θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα ήηαλ απηά ηα νπνία παξνπζίαδαλ έθθξαζε 

θπηηαξνθεξαηηλψλ θαη απνπζίαδε ε έθθξαζε ηνπ θνηλνχ ιεπθνθπηηαξηθνχ αληηγφλνπ 

θαη επίζεο θάιππηαλ ηα θπηηαξνκνξθνινγηθά θξηηήξηα ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ηα 

νπνία έρνπλ πξνηαζεί απφ ηελ Meng et al.  (ζεηηθή ππξεληθή ρξψζε, πςειή 

ππξεληθή/θπηηαξνπιαζκαηηθή επηθάλεηα, κέγεζνο κεγαιχηεξν ησλ ιεπθψλ 

αηκνζθαηξίσλ). ε θάζε αζζελή εμεηάζηεθαλ 2 πιαθίδηα επηζηξσκέλα κε 500,000 

κνλνπχξελα θχηηαξα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ην θαζέλα θαη ηα απνηειέζκαηα 

εθθξάζηεθαλ σο αξηζκφο θαξθηληθψλ θπηηάξσλ/106 κνλνπχξελα θχηηαξα. Η 
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αλίρλεπζε έζησ θαη ελφο θαξθηληθνχ θπηηάξνπ/106 κνλνπχξελα θχηηαξα ζεσξήζεθε 

ζεηηθή. 

  Πξνθεηκέλνπ λα αμηνινγήζνπκε ηελ επαλαιεςηκφηεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο 

ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ,  10 θαη 100 θχηηαξα θαξθηληθήο θπηηαξηθήο ζεηξάο καζηνχ MCF-

7 αλακείρζεθαλ κε 1,000,000 θχηηαξα θπζηνινγηθνχ αηκνδφηε θαη  κεηά απφ 

απνκφλσζε κέζσ θπγνθέληξεζεο δηαβάζκηζεο ππθλφηεηαο θηθφιεο, 

αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο επηζηξψζεθαλ κε 500,000 θχηηαξα/πιάθα θαη  δχν ηπραίεο 

πιάθεο επηιέρζεζαλ απφ ηελ θάζε ζπγθέληξσζε θαη ζεκάλζεθαλ κε αληηζψκαηα 

CD45/A45B-B/3 γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. Σν πείξακα 

επαλαιήθζεθε ηξείο θνξέο θαη ηα απνηειέζκαηα απεηθνλίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 2. 

 

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηηο δηαθνξέο φζνλ αθνξά ηελ αλίρλεπζε ησλ 

θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ κεηαμχ Cell Search System θαη RT-qPCR ζε 

αζζελείο, πεηξάκαηα ηξηπιήο ρξψζεο αλνζνθζνξηζκνχ πξαγκαηνπνηήζεθαλ. Η 

ηερληθή πνπ αθνινπζήζεθε έρεη πεξηγξαθεί αλαιπηηθά παξαπάλσ. πγθεθξηκέλα, 

MCF-7 cells spiked/ 

106 PBMCs 
CTC detection 

 Cytospin 1 Cytospin 2 CTC-Positivity 

10 - + + 

10 - + + 

10 + + + 

100 + + + 

100 + + + 

100 + + + 

ΠΙΝΑΚΑ 2. Δπαλαιεςηκφηεηα ηεο ηερληθήο ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ κέζσ πξνζζήθεο MCF 

7 θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (10 θαη 100 θπηηάξσλ αληίζηνηρα) ζε 106 κνλνπχξελα θχηηαξα 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. Σα πεηξάκαηα επαλαιήθζεθαλ ηξεηο θνξέο  θαη αληηθεηκελνθφξεο 

πιάθεο κε 500,000 θχηηαξα ειέγρζεθαλ. Γχν ηπραία πιαθίδηα κειεηήζεθαλ ζε θάζε 

ζπγθέληξσζε. Θεηηθφηεηα ραξαθηεξίζηεθε ε παξνπζία έζησ θαη ελφο CK ζεηηθνχ 

θπηηάξνπ/ εθαηνκκχξην θχηηαξα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. 
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Δηθφλα 12. Έθθξαζε ηεο CK19, EpCAM θαη CD45 ζε ΚΚΚ αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ 

Α) Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα απφ δχν ΚΚΚ ηα νπνία είλαη ζεηηθά σο πξφο ηε CK19 θαη 

EpCAM κέζα ζε πιεζπζκφ PBMCS. (B) Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα απφ έλα ΚΚΚ ζεηηθφ 

γηα CK19. (C) Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα απφ έλα ΚΚΚ ζεηηθφ σο πξνο ην EpCAM. 

Δηθφλεο έρνπλ πξνθχςεη απφ ην ARIOL System (X60). 

 

αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο επηζηξσκέλεο κε θχηηαξα αμηνινγήζεθαλ σο πξνο ηελ 

έθθξαζε κνξίσλ ηνπ θνηλνχ ιεπθνθπηηαξηθνχ αληηγφλνπ (CD45), θπηηαξνθεξαηίλεο 

19 (CK19) θαη ηνπ κνξίνπ επηθαλείαο ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ/θαξθίλν-

ζρεηηδφκελνο κεηαγσγέαο ζήκαηνο αζβεζηίνπ EpCAM (epithelial cell adhesion 

molecule). Οη αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο επσάζηεθαλ αξρηθά κε  anti CD45 αληίζσκα 

(mouse) αθνινπζνχκελν απφ ην αληίζηνηρν θζνξηφρξσκα (Αlexa 633/far red anti-

mouse), κεηέπεηηα κε anti EpCAM αληίζσκα (rabbit) ζπλνδεπφκελν κε ην 

θζνξηφρξσκα Alexa 555 (anti-rabbit) θαη ηειεπηαία κε ην anti-CK 19 (mouse)  

ζεκαζκέλν κε fluorescein isothiocyanate  (CK19 FITCH conjugated). Σα πιαθίδηα 

αμηνινγήζεθαλ κε ηελ ρξήζε ηνπ εκί-απηφκαηνπ ζπζηήκαηνο κηθξνζθνπίαο ARIOL ην 

νπνίν έρεη ηε δπλαηφηεηα κέζσ εηδηθνχ ινγηζκηθνχ λα πξαγκαηνπνηεί κία εκη-

απηνκαηνπνηεκέλε αμηνιφγεζε πνιιαπιψλ δεηγκάησλ, βάζεη ζπγθεθξηκέλσλ 

παξακέηξσλ πνπ νξίδνληαη απφ ην ρξήζηε. Γχν πιαθίδηα κειεηήζεθαλ αλά αζζελή 

θαη ην απνηέιεζκα εθθξάζζεθε σο αξηζκφο θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ/106 κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ. 
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3.6 Αποκόλωζε οιηθού RNA 

 

  Η κέζνδνο πνπ αθνινπζείηαη έρεη ηξνπνπνηεζεί απφ ηελ αξρηθή πνπ αλαπηχρζεθε 

απφ ηνπο Chomczynski θαη Sacchi (1987, single step method of RNA isolation). ην 

ίδεκα ησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ, πνπ έρεη δηαηεξεζεί ζηνπο -80oC θαη ην νπνίν 

κεηαθέξνπκε ζε πάγν, πξνζηίζεηαη 1ml Trizol (Gibco, Invitrogen) θαη αλαδεχεηαη κε 

ζχξηγγα  ηλζνπιίλεο (1ml) ψζηε λα επηηεπρζεί πιήξεο δηαιπηνπνίεζε  ησλ θπηηάξσλ. 

ηε ζπλέρεηα,  πξνζηίζεηαη 200κl ρισξνθφξκην θαη ην κίγκα αλαδεχεηαη έληνλα  θαη 

επσάδεηαη ζηνλ πάγν γηα 5 ιεπηά.  Η ιχζε ησλ θπηηάξσλ βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία 

ηζνζεηνθπαληθήο γνπαληδίλεο, ελφο απνδηαηαθηηθνχ παξάγνληα, ν νπνίνο βνεζάεη ζηελ 

απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλψλ απφ ηα ζχκπινθα ηνπο κε ην RNA θαη επηπιένλ 

αλαζηέιιεη ηηο ξηβνλνπθιεάζεο πνπ ειεπζεξψλνληαη απφ νξγαλίδηα, φπσο ν ππξήλαο 

θαη ηα ιπζνζψκαηα, θαηά ηελ ιχζε ησλ θπηηάξσλ. Σν δηάιπκα θπγνθεληξείηαη ζε 

12.000 rcf γηα 15 ιεπηά ζηνπο 4νC. Μεηά ηελ θπγνθέληξεζε, ην δηάιπκα δηαρσξίδεηαη 

ζε ηξεηο θάζεηο: α) ζηελ θαηψηεξε εξπζξσπή, νξγαληθή θάζε ζηελ νπνία παξακέλνπλ 

νη πξσηεΐλεο θαη φια ηα θπηηαξηθά ππνιείκκαηα β) ζηελ ιεπθσπή κεζφθαζε ζηελ 

νπνία παξακέλεη ην DNA θαη ζηελ αλψηεξε δηαπγή, πδάηηλε θάζε ζηελ νπνία 

βξίζθεηαη ην νιηθφ RNA ησλ θπηηάξσλ. Η πδάηηλε θάζε πνπ πεξηέρεη ην RNA 

κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιελάξην, ζην νπνίν πξνζζέηνπκε 500 κl ηζνπξνπαλφιεο θαη ην 

αλαδεχνπκε ειαθξά. Αθνινπζεί επψαζε γηα 16-18 ψξεο ζηνπο -20νC έηζη  ψζηε 

επηηπγράλεηαη ε θαηαθξήκληζε ηνπ RNA κε ηελ κνξθή ελφο πεθηψδνπο ηδήκαηνο θαη 

ηελ επφκελε εκέξα ην δηάιπκα  θπγνθεληξείηαη ζε 12.000 rcf γηα 10 ιεπηά  ζηνπο 4νC, 

απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν  θαη ζην ίδεκα πξνζηίζεηαη 1ml 75% αηζαλφιεο. Σν 

δηάιπκα  θπγνθεληξείηαη ζε 7600 rcf γηα 6 ιεπηά ζηνπο  4νC θαη απνκαθξχλεηαη ε 

αηζαλφιε (2 θνξέο). Αθνχ ην ίδεκα ζηεγλψζεη ηειείσο είηε εθηεζεηκέλν ζηνλ αέξα, είηε 

ζε θελφ αέξα γηα 5-10 ιεπηά, ην RNA  δηαιχεηαη ζε 15 κl  RNA storage buffer (Ambion, 

USA). To δηάιπκα ηνπνζεηείηαη ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 55ν C γηα 10 ιεπηά. Μηθξή 

πνζφηεηα RNA (5 κg) ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε ζχλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνχ DNA 

(cDNA) κέζσ ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. H ζπγθέληξσζε ηνπ RNA πνπ απαηηείηαη 

ππνινγίδεηαη κε ηε κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ηνπ δείγκαηνο ζηα 260nm ζην 

Nanodrop Spectrophotometer ND-1000. Σα δείγκαηα ηνπ RNA θπιάζζνληαη ζηνπο -

80νC.  
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3.7 ύλζεζε ζσκπιερωκαηηθού DNA (cDNA) 

 

   ηελ PCR αληίδξαζε γηα ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ  ηεο αιιεινπρίαο ζηφρνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη  σο εθκαγείν ην cDΝΑ πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθή 

ηνπ mRNA. Αξρηθά, κεηαηξέπνπκε ην mRNA ζε cDNA θαη έπεηηα  αθνινπζεί ε 

ζχλζεζε κεγάινπ αξηζκνχ αληηγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ πνπ καο ελδηαθέξεη απφ ην cDNA 

(PCR). H ζχλζεζε ηνπ cDNA γίλεηαη κε ην SUPERSCRIPTTM III PlatinumTwo-Step 

qRT-PCR Kit (Ιnvitrogen) ην νπνίν πεξηέρεη ην RT ENZYME MIX πνπ πεξηιακβάλεη ην 

έλδπκν ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (SUPER SCRIPT RT) θαη κηα RnaseOUT, 

έλαο αλαζπλδπαζκέλνο αλαζηνιέαο ξηβνλνπθιεάζεο πξνθεηκέλνπ λα πξνζηαηεχζεη 

ηελ θαηαθξήκληζε ηνπ RNA. Σν έλδπκν ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο κπνξεί λα 

ζπλζέζεη ζπκπιεξσκαηηθφ DNA ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο. Σν θηη επίζεο πεξηέρεη  ην 

κίγκα αληίδξαζεο, 2Υ RT REACTION MIX ην νπνίν πεξηιακβάλεη oligo DT, 10mM 

MgCl2, dNTPS. πγθεθξηκέλα ζε θάζε δείγκα ηνπνζεηνχκε 10κl απφ ην Reactiνn Mix 

θαη 2 κl απφ ην RT enzyme mix. O ππφινηπνο φγθνο απνηειείηαη απφ ην δείγκα RNA 

(5κg RNA) θαη ην λεξφ (DEPC-H20) θαη αλέξρεηαη ζπλνιηθά ζηα 8 κl. Σν δείγκα ην 

νπνίν έρεη πξνεηνηκαζηεί ζε πάγν (φγθνπ 20κl) ηνπνζεηείηαη ζε ζεξκηθφ θπθινπνηεηή 

θαη επσάδεηαη αξρηθά 10 ιεπηά ζηνπο 25oC, 50 ιεπηά ζηνπο 42oC, θαη 5 ιεπηά ζηνπο 

85 oC, φπνπ απνδηαηάζζνληαη ηα πβξίδηα RNA-cDNA θαη απελεξγνπνηείηαη ε 

αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε. Μεηέπεηηα ηνπνζεηείηαη ζηνλ πάγν φπνπ πξνζζέηνπκε1 κl 

RNASE  H γηα ηα ηειηθά 20 ιεπηά ζηνπο 37 βαζκνχο, φπνπ ζπληειείηαη ε απoδφκεζε 

ηνπ ζπκπιεξσκαηηθνχ RNA. Σν πξντφλ θπιάζζεηαη ζηνπο -20oC,   κέρξη ρξήζεο ηνπ 

γηα ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο. 

 

3.8 Αισζηδωηή αληίδραζε ποισκεράζες ζε πραγκαηηθο τρόλο (Real time PCR)  

 

  ηελ αληίδξαζε ρξεζηκνπνηείηαη σο εθκαγείν ην cDNA. Δπαλαιακβαλφκελνη θχθινη  

θαηαιήγνπλ ζηνλ εθζεηηθφ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ ηκήκαηνο cDNA πνπ νξίδεηαη απφ 

ηνπο εθθηλεηέο. ηελ πεξίπησζε ηεο Real Time RT-PCR, νη εθθηλεηέο νη νπνίνη ζα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ είλαη νη αθφινπζνη: α) ην Cytokeratin-19 Quantification Kit πνπ 

ρξεζηκνπνηεί ηνπο εθθηλεηέο do2 For2 εηδηθνχο γηα ηελ θπηηαξνθεξαηίλε 19, νη νπνίνη 

δελ αληρλεχνπλ γελνκηθφ DNA, νχηε ηα δχν ςεπδνγνλίδηα ηεο CK19 θαη είλαη:  
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CK19 for2 (forward primer)/CgggACAAgATTCTTggT θαη CK19 do2 (reverse primer)/ 

CgTTgATGTCggCCTCCA [72].  

 

Οη αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ (probes) νη νπνίνη ρξεζηκνπνηνχληαη θαη ζηηο δχν παξαπάλσ 

πεξηπηψζεηο είλαη:  

CK-19-FL/ TgTCCTgCAgATCgACAACgCCC-FL 

CK-19-LC/LCRed640-CTggCTgCAgATgACTTCCgAACC,  

ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν [70].  

 

  πγθεθξηκέλα, ην δείγκα καο ην νπνίν έρεη φγθν 10κl, πεξηιακβάλεη 1 κl cDNA καδί 

κε 9 κl δηαιχκαηνο  ηα νπνία εκπεξηέρνπλ, 1 κl PCR Synthesis buffer (10x), 0.5  50Mm 

MgCl2, 0.2 dNTPS 10κM, 0.15 BSA 10κg/κl, 5  H20, 0.1 platinum taq polymerase, 0.5  

3κΜ do primer, 0.5 3κΜ for primer, 0.5 ck19-fl probe, 0.5 ck19-lc  εθθηλεηέο θαη 

αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ (TIBMOLBIOL/, Berlin, Germany) θαη ην νπνίν ηνπνζεηείηαη ζηα 

ηξηρνεηδή ηνπ κεραλήκαηνο Light Cycler (ROCHE), πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ε 

αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο θαη ν πνιιαπιαζηαζκφο ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ. 

Γηα ηνλ έιεγρν ηεο πνηφηεηαο ησλ RNA δεηγκάησλ ζα γίλεη real time RT-PCR 

αληίδξαζε ελίζρπζεο ελφο γνληδίνπ βαζηθήο ιεηηνπξγίαο (housekeeping gene), ηνπ 

GAPDH.  Σα δείγκαηα κε ζεηηθή αλίρλεπζε θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε ηδει αγαξφδεο 

2%, ζεσξνχληαη φηη βξίζθνληαη ζε θαιά δηαηεξεκέλε θαηάζηαζε.  

Η πνζνηηθνπνίεζε ησλ δεηγκάησλ γίλεηαη ζε ζρέζε κε πξφηππα δείγκαηα (δηαδνρηθέο 

αξαηψζεηο MCF-7 θαξθηληθψλ θπηηάξσλ καζηνχ) ηα νπνία παξέρνπλ ηελ θακπχιε 

αλαθνξάο ζην Light Cycler System Software 3.1 πάλσ ζηελ νπνία ζηεξίδεηαη ν 

πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ άγλσζηνπ δείγκαηνο. Σα απνηειέζκαηα 

εθθξάδνληαη ζαλ ηζνδχλακα  ησλ MCF-7 θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, καζηνχ ζηα 5κg 

ζπλνιηθνχ RNA. αλ θαηψηεξν φξην αλίρλεπζεο έρεη πξνζδηνξηζηεί, ην >0.6 MCF-7 

cell equivalents/5κg RNA ησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ησλ 

αζζελψλ. 
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Δηθφλα 13. Πνζνηηθνπνίεζε ησλ CK-

19 mRNA ζεηηθψλ θπηηάξσλ κε ηελ 

ρξήζε ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ 

ρξφλν ζην LightCycler System.  

A. Λνγαξηζκηθή θακπχιε ηνπ ζήκαηνο 

θζνξηζκνχ (F2/F1) θαηά ηελ ελίζρπζε 

ηνπ πξντφληνο. Οη θακπχιεο απφ 

δεμηά πξνο ηα αξηζηεξά αληηζηνηρνχλ 

ζε 1, 10, 100, 1000 θαη 10000 

θχηηαξα MCF-7, ελψ ε επζεία γξακκή 

αληηπξνζσπεχεη ηνλ αξλεηηθφ 

κάξηπξα.  

Β. Cps (crossing points): αξηζκφο ησλ 

θχθισλ vs ηνλ ινγάξηζκν ηνπ αξηζκνχ 

ησλ MCF-7 θπηηάξσλ  [87] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9 Cell Search System 

 

  Πεξηθεξηθφ αίκα ζπιιέγεηαη ζε εηδηθά ζσιελάξηα (CELL Save Preservative Tubes) 

ηα νπνία πεξηέρνπλ αληηπεθηηθφ EDTA θαη θάπνην ζπληεξεηηθφ θπηηάξσλ. Σν EDTA 

απνξξνθά ηα ηφληα αζβεζηίνπ, εκπνδίδνληαο ηελ πήμε ηνπ αίκαηνο θαη ην ζπληεξεηηθφ 

δηαηεξεί ηελ κνξθνινγία θαη ηελ επηθαλεηαθή έθθξαζε ηνπ αληηγφλνπ ησλ επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ. Σν αίκα ην νπνίν ζπιιέγεηαη ζηα εηδηθά ζσιελάξηα κπνξεί λα επεμεξγαζηεί 

εληφο 96 σξψλ εθφζνλ δηαηεξεζεί ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ηελ πεξίπησζε 

αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ  ζπιιέγνληαη 7.5 ml αίκαηνο, ελψ γηα 

αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ θαη ζεσξεηηθά κηθξφηεξν θνξηίν λφζνπ, 

απαηηνχληαη 23ml. Αλαιπηηθφηεξα, ζηελ πξψηε πεξίπησζε, ηo νιηθφ αίκα πνπ έρεη 

ζπιιερζεί ζην εηδηθφ ζσιελάξην ζα κεηαθεξζεί ζε θσληθφ ζσιελάξην ην νπνίν 

πεξηέρεηαη ζην  cell search epithelial cell kit θαη ζα αξαησζεί κε 6.5ml ελφο δηαιχκαηνο 

πνπ παξέρεηαη απφ ην kit (dilution buffer), ζα αλαδεπζεί κε ην ρέξη 5 θνξέο θαη ζα 

θπγνθεληξεζεί γηα 10 ιεπηά ζηα 800 g κε ην θξέλν αλελεξγφ. Μέζα ζηελ επφκελε 

ψξα, ην δείγκα απηνχζην, ζα ηνπνζεηεζεί επάλσ ζην κεράλεκα (Cell Tracks AutoPrep 

Α 

Β 
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System) γηα ηo πξψην ζηάδην ηεο επεμεξγαζίαο. Μεηά ηελ επηινγή ησλ θπηηάξσλ κε 

ηελ ρξήζε ηνπ cell search epithelial cell kit ζην ηξηρνεηδέο, ην δείγκα  ζα πεξάζεη ζην 

Cell Tracks Analyzer II πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ε αμηνιφγεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

ελδηαθέξνληνο, φπσο πξναλαθέξζεθε ζε παξαπάλσ ελφηεηα. ηελ πεξίπησζε 

αζζελψλ κε πξψηκν θαξθίλν ηνπ καζηνχ, 23ml ζα επεμεξγαζηνχλ. Αξρηθά 16.5ml 

αίκαηνο  ζα ηνπνζεηεζνχλ ζε 50 ml ζσιελάξην πνιππξνππιελίνπ θαη ζα 

θπγνθεληξεζνχλ γηα 10 ιεπηά ρσξίο θξέλν ζηα 800g. Μεηά ην ηέινο ηεο 

θπγνθέληξεζεο, ην πιάζκα απνκαθξχλεηαη, ην δείγκα αξαηψλεηαη κε πεξίπνπ 10 ml 

δηαιχκαηνο πνπ πεξηέρεηαη ζην θηη (dilution buffer), αλαδεχεηαη 8 θνξέο πάλσ θάησ θαη 

αθνινχζσο επηζηξψλεηαη ζε 4ml θηθφιεο κε κνξηαθφ βάξνο 1083 gr/ml θαη 

θπγνθέληξεζε ζηα 400g γηα 10 ιεπηά ρσξίο θξέλν. Μεηά ηελ θπγνθέληξεζε, ν 

δαθηχιηνο ζπιιέγεηαη, κεηαθέξεηαη ζην cell save tube πνπ παξέρεηαη απφ ην θηη, ζην 

νπνίν ήδε έρνπκε βάιεη 6.5 ml αίκαηνο πξνθεηκέλνπ λα θζάζνπκε ζηνλ επηζπκεηφ 

φγθν ησλ 23 ml θαη ζπκπιεξψλνπκε κε dilution buffer έσο ηα 14ml φπσο γίλεηαη θαη 

ζηε  πεξίπησζε ησλ δεηγκάησλ αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν. Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ζηα 800g ρσξίο θξέλν γηα 10 ιεπηά. Σν δείγκα κεηά ην πέξαο ηνπ 

ρξφλνπ ηνπνζεηείηαη ζην Cell Tracks Autoprep System, πξνθεηκέλνπ λα αθνινπζεζεί ε 

ίδηα δηαδηθαζία. 

  Πξνθεηκέλνπ λα ειέγμνπκε ηελ πνηφηεηα θαη επαηζζεζία ηνπ ζπζηήκαηνο (cell 

search epithelial cell kit, cell tracks autoprep system, cell tracks analyzer ii), ζε θάζε 

πείξακα κε αζζελείο ην νπνίν πξαγκαηνπνηείηαη ζην cell tracks autoprep system, έλα 

δείγκα ειέγρνπ (control) πεξηιακβάλεηαη. πγθεθξηκέλα, ην θηαιίδην ηνπ δείγκαηνο 

ειέγρνπ πεξηέρεη έλα πιεζπζκφ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ καζηνχ (SKBR3) κε 

ζπγθεθξηκέλα ραξαθηεξηζηηθά (κνληκνπνηεκέλα θχηηαξα) ηνπ νπνίνπ ην πεξηερφκελν 

ην αλαδεχνπκε 5 θνξέο πάλσ θάησ θαη ην κεηαθέξνπκε ζε θσληθφ ζσιελάξην κε bar 

code γηα λα αλαγλσξίδεηαη απφ ην κεράλεκα. ην δεχηεξν ηκήκα ηνπ ζπζηήκαηνο, ηα 

θχηηαξα ηνπ δείγκαηνο ειέγρνπ ηα νπνία αλαιχνληαη, πξέπεη λα εκπίπηνπλ ζε 

ζπγθεθξηκέλεο αλακελφκελεο ηηκέο (low/high) ψζηε λα ζεσξήζνπκε φηη ε πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία έρεη επηηεπρζεί κε ηνλ θαιχηεξν ηξφπν. 

 

3.10 ηαηηζηηθός ζτεδηαζκός θαη αλάισζε 

Ο ζηφρνο απηήο ηεο κειέηεο είλαη λα ζπγθξίλνπκε ηξείο ηερληθέο αλίρλεπζεο CTCs ζε 

αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαη πξψηκν θαξθίλν καζηνχ θαη λα αμηνινγήζνπκε ηελ 

ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο σο πξνο ηελ θιηληθή έθβαζε ησλ αζζελψλ. 
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  Οη ζπλνπηηθνί πίλαθεο παξέρνληαη γηα φιεο ηηο βαζηθέο κεηαβιεηέο θαη κεηαβιεηέο 

απνηειεζκαηηθφηεηαο, φπνπ απαηηείηαη. πλερφκελεο κεηαβιεηέο ζπλνςίδνληαη κε 

ζηαηηζηηθνχο φξνπο (n, mean, standard deviation, range, and median). Σν ειεπζέξνπ 

λφζνπ δηάζηεκα ζηνπο αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ, ραξαθηεξίζηεθε ην 

δηάζηεκα απφ ηελ ζηηγκή πνπ εηζήρζεζαλ ζηελ κειέηε, κέρξη ηελ ζηηγκή πνπ 

εκθαλίζηεθε ε πξψηε έλδεημε ππνηξνπήο (θιηληθά ή απεηθνληζηηθά) ή ζάλαηνο απφ 

νπνηαδήπνηε αηηία. αλ ειεχζεξν ππνηξνπήο δηάζηεκα ζηνπο αζζελείο κε κεηαζηαηηθή 

λφζν, ραξαθηεξίζηεθε ην δηάζηεκα απφ ηελ ζηηγκή πνπ εηζήρζεζαλ ζηελ κειέηε, 

κέρξη ηελ ζηηγκή πνπ εκθαλίζηεθε ε πξψηε έλδεημε ππνηξνπήο (θιηληθά ή 

απεηθνληζηηθά) ή ζάλαηνο απφ νπνηαδήπνηε αηηία. Η ζπλνιηθή επηβίσζε αμηνινγήζεθε 

απφ ηελ ζηηγκή ηεο έλαξμεο ζπκκεηνρήο ζηελ κειέηε κέρξη ηελ εκεξνκελία ζαλάηνπ 

απφ νπνηαδήπνηε αηηία ή ηελ εκεξνκελία ηνπ ηειεπηαίνπ ειέγρνπ. Πνηνηηθνί 

παξάγνληεο αμηνινγήζεθαλ κε ην Pearson’s Chi-square test ή κε ην Fisher’s exact 

test, φπνπ απαηηήζεθε. Γηαθνξέο ζηηο ζεηηθφηεηεο αμηνινγήζεθαλ κε ην McNemar 

Σest. Σν Κappa Σest ρξεζηκνπνηήζεθε ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο πξνθεηκέλνπ λα 

εθηηκήζεη ηηο ζπκθσλίεο κεηαμχ ησλ ηξηψλ ηερληθψλ. H θαλνληθφηεηα ησλ ζπλερφκελσλ 

κεηαβιεηψλ ειέγρζεθε κε ην Kolmogorov-Smirnov test ελψ ην Spearman’s exact test 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα αμηνινγήζεη ηηο ζπζρεηίζεηο κεηαμχ ησλ ηξηψλ κεζφδσλ. DFS, 

PFS, OS εθηηκήζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ηελ Kaplan-Meier αλάιπζε θαη νη ζπγθξίζεηο 

κέζσ ηνπ log-rank test. Όια ηα ζηαηηζηηθά ηεζη ήηαλ ακθίπιεπξα  θαη νη ηηκέο ηνπ 

p<0.05 ζεσξήζεθαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο. Η πιεξνθνξία αλαιχζεθε κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο SPSS (Statistical software, version 22.0 (SPSS Inc. Chicago Il, USA). 

 

4. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

  Γηαθφζηνη αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ πξηλ ηελ έλαξμε ηεο 

ρεκεηνζεξαπείαο θαη 164 αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ πξηλ ηελ έλαξμε ηεο 

πξψηεο γξακκήο ζεξαπείαο πήξαλ κέξνο ζηελ κειέηε σο πξνο ηελ αλίρλεπζε ησλ 

θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ κέζσ ηεο ρξήζεο real time RT-PCR, Cell 

Search System θαη αλνζνθζνξηζκνχ φπνπ κειεηήζεθε κηθξφηεξνο αξηζκφο αζζελψλ 

απφ θάζε νκάδα (178 ζηελ πεξίπησζε ησλ αζζελψλ κε πξψηκε λφζν θαη 105 κε 

κεηαζηαηηθή λφζν). Σα ραξαθηεξηζηηθά ησλ αζζελψλ απεηθνλίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3. 
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ΠΙΝΑΚΑ 3  

Υαραθηερηζηηθά αζζελώλ 

A) Πξψηκνο Καξθίλνο Μαζηνχ  
 
 

 

No of Patients 
 
N =172 

 
% 

Age  
  Median (min –max) 

 
50 (25-81) 

 

Menopausal status   

  Premenopausal 64 37.2 

  Postmenopausal 108 62.8 

Type of Surgery    

 Breast conserving surgery 123 71.5 

 Mastectomy 49 28.5 

Histology   

 Ductal 153 89.0 

 Lobular 11 6.4 

 Mixed 6 3.5 

Mucinous 2 1.2 

Tumor size   

≤2 cm 70 40.7 

2 - 5cm 85 49.4 

≥5cm 17 9.9 

Lymph Nodes   

 0 49 28.5 

 1-3 82 47.7 

 ≥4 41 23.8 

Grade   

  I 8 4.7 

  II 73 42.4 

  III 83 48.3 

  Lobular 6 3.5 

  Unknown 2 1.2 

 Hormone Receptor Status   

  ER and/or PR positive  132 76.7 

  ER and PR negative 40 23.3 

Her2   

  Negative 134 77.9 

  Positive  38 22.1 

Relapse   

  Yes 32 18.6 

  No 140 81.4 

Status   

  Dead 19 11.0 

  Alive 153 89.0 
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B) Μεηαζηαηηθφο Καξθίλνο Μαζηνχ  
 

 
No of Patients 

 
N =137 

 
% 

Age  
  Median (min –max) 

 
61.0 (23-82) 

 

Menopausal status   

  Premenopausal 34 24.8 

  Postmenopausal 103 75.2 

 
Primary Breast Cancer at diagnosis 

  

  Yes 91 66.4 

  No 46 33.6 

 
Prior Adjuvant  therapy  

  

  Chemotherapy 81 59.1 

  Hormone therapy only 7 5.1 

  Unknown 3 2.2 

 
Hormone Receptor Status  

  

  ER and/or PR positive 103 75.2 

  ER and PR negative 30 21.9 

  Unknown 4 2.9 

 
Her2 

  

  Negative 110 80.3 

  Positive  22 16.1 

  Unknown 5 3.6 

 
Metastatic Disease status 

  

  Visceral 93 67.9 

  Non Visceral 44 32.1 

 
Best response 

  

  CR+PR 73 53.3 

  SD+PD 64 46.7 

 
Relapses 

  

  Yes 112 81.8 

  No 25 18.2 

 
Status 

  

  Dead 74 54.0 

  Alive 63 46.0 
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4.1 Αλίτλεσζε επηζειηαθώλ θσηηάρωλ ζηο περηθερηθό αίκα σγηώλ αηκοδοηώλ 

 

  Κακία αλίρλεπζε σο πξνο ηελ έθθξαζε ηεο θπηηαξνθεξαηίλεο 19 mRNA  δελ 

βξέζεθε ζην πεξηθεξηθφ αίκα 26 πγηψλ αηκνδνηψλ κέζσ ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (real time RT PCR). ηελ πεξίπησζε ηνπ 

αλνζνθζνξηζκνχ, έλαο ζηνπο 26 πγηείο αηκνδφηεο δηέζεηε έλα θχηηαξν ζην έλα 

εθαηνκκχξην κνλνπχξελα θχηηαξα ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. ην Cell Search System, 

ζε έλαλ αηκνδφηε αληρλεχηεθε έλα θχηηαξν ζεηηθφ ζηελ θπηηαξνθεξαηίλε φηαλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε 7.5 ml φγθνο αίκαηνο, ελψ ζε δχν αηκνδφηεο αληρλεχζεθε απφ έλα  

θχηηαξν ζεηηθφ ζηελ θπηηαξνθεξαηίλε φηαλ ν φγθνο αίκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

ήηαλ 23ml. 

 

 

4.2 Αλίτλεσζε θσθιοθορούληωλ θαρθηληθώλ θσηηάρωλ ζηο αίκα αζζελώλ κε 

πρώηκο θαρθίλο καζηού 

 

  ε 36/200 (18%) αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ πξηλ ηελ έλαξμε ηεο 

ζεξαπείαο αληρλεχηεθαλ θχηηαξα κέζσ ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο. 

Με ην Cell Search System, 74 (37%) θαη 33 (16.5%) αζζελείο είραλ αληρλεχζηκα 

θχηηαξα (cut off ≥1 θαη  ≥2, αληίζηνηρα). 30 αζζελείο/178 (16.9%) νη νπνίνη 

εθηηκήζεθαλ κέζσ ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ θαη νπηηθήο κηθξνζθνπίαο, παξνπζίαζαλ 

ζεηηθφηεηα ζηα θπθινθνξνχληα  θαξθηληθά θχηηαξα. ηελ πεξίπησζε ηνπ cut off  

≥1CTCs /23ml αίκαηνο, ν ξπζκφο ζεηηθφηεηαο κε έζησ θαη κία εθ ησλ ηξηψλ κεζφδσλ, 

αλέξρεηαη ζην 38.5%. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε πηζαλφηεηα αλίρλεπζεο CTCs ζε έλα 

αζζελή θαη κε ηηο ηξείο κεζφδνπο αλέξρεηαη κφιηο ζην 2.5%. Οη δηαθνξέο ζηελ 

ζεηηθφηεηα κεηαμχ ησλ ηξηψλ κεζφδσλ κειεηήζεθε κε  ηελ ρξήζε ηνπ Mc Nemar Test. 

 

  Οη αζζελείο ήηαλ πην πηζαλφ λα είλαη ζεηηθνί ζηελ παξνπζία θπθινθνξνχλησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ κέζσ ηνπ Cell Search System (ζην cut off ≥1) παξά κέζσ ηεο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο  πνιπκεξαζεο  (37% vs 18.0%, P<0.001)  ή ηνπ 

αλνζνθζνξηζκνχ (37% vs 16.9%, P<0.001).  

 

  Η ζπλνιηθή ζπκθσλία (concordance)  κεηαμχ ηεο RT-qPCR θαη ηνπ CellSearch, (ε 

νπνία ππνινγίδεηαη φηαλ ην δείγκα είλαη είηε δηπιά ζεηηθφ είηε δηπιά αξλεηηθφ ζηηο δχν 
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απηέο κεζφδνπο)  είλαη 62% and 73.5% γηα ηα  cut-offs  ≥1 and ≥2, αληίζηνηρα 

(κ=0.088, p=0.161 θαη  κ=0.072, p=0.307, κ- test). Αληηζηνίρσο, ε  ζπλνιηθή ζπκθσλία  

κεηαμχ ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ θαη ηνπ CellSearch είλαη 61.8% and 71.9%  γηα ηα cut-

offs ≥1 and ≥2, αληίζηνηρα (κ=0.078, p=0.233 and κ=<0, p=0.976, κ- test).  Σέινο ε 

ζπκθσλία κεηαμχ αλνζνθζνξηζκφπ θαη RT-qPCR είλαη  73% (κ=0.086, p=0.248, κ- 

test).  Οη ξπζκνί ζπκθσλίαο κεηαμχ ησλ κεζφδσλ απεηθνλίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 4Α. 

 

 
A. Πρώηκος Καρθίλος Μαζηού  
 

 

4.3 Αλίτλεσζε θσθιοθορούληωλ θαρθηληθώλ θσηηάρωλ ζηο αίκα αζζελώλ κε 

κεηαζηαηηθό θαρθίλο καζηού  

 

 Υξεζηκνπνηψληαο ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο, 62/164 αζζελείο κε 

κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ είραλ αληρλεχζηκν CK19 mRNA ζην αίκα. Με ην Cell 

Search System, 57 (34.8%) αζζελείο είραλ ≥ 5 θαη 88 (53.7%) είραλ ≥ 2 CTCs/7.5ml 

αίκαηνο.  Μεηαμχ ησλ 105 αζζελψλ πνπ ειέγρζεθαλ κε αλνζνθζνξηζκφ, 30 αζζελείο 

εκθάληζαλ θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα (28.6%). ην cut-off ησλ  ≥ 5 CTCs/7.5 

ml αίκαηνο γηα ην CellSearch system, 6.1% ησλ αζζελψλ είραλ αληρλεχζηκα CTCs θαη 

κε ηηο ηξείο κεζφδνπο θαη  64% κε έζησ θαη  κία κέζνδν. 

 

 K 

coefficient 

p-value Degree of 

agreement 

Agreement 

(%) 

Cell search (cut-off ≥1) vs 

RT-qPCR 

0.088 0.161 Poor 62 

Cell search (cut-off ≥1) vs 

IF 

0.078 0.233 Poor 61.8 

Cell search (cut-off ≥2) vs 

RT-qPCR 

0.072 0.307 Poor 73.5 

Cell search (cut-off ≥2) vs 

IF 

0 0.976 None 71.9 

RT-qPCR vs IF 0.086 0.248 Poor 73.0 

  
ΠΙΝΑΚΑ  4A. πκθσλίεο κεηαμχ ησλ ηξηψλ κεζφδσλ ζηνλ πξψηκν θαξθίλν ηνπ καζηνχ 
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 ηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζηελ ζεηηθφηεηα παξαηεξήζεθε κεηαμχ ηνπ CellSearch 

(cut-off ≥2), ηεο  RT-qPCR θαη ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ. Αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν 

καζηνχ παξνπζίαζαλ κεγαιχηεξε ζεηηθφηεηα ζε CTCs κέζσ ηεο αλίρλεπζεο κε ην 

CellSearch System ζπγθξηηηθά κε ηελ  real-time RT–qPCR (53.7 vs 37.8%, P=0.001, 

McNemar test) ή κε ηνλ αλνζνθζνξηζκφ (56.2% vs 28.6%, P<0.001, McNemar test).  

Δπίζεο, ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζηελ ζεηηθφηεηα παξαηεξήζεθε κεηαμχ ηεο RT-

qPCR θαη ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ (52.4% vs 28.6%, P=0.001, McNemar test). 

 

 Η ζπλνιηθή ζπκθσλία κεηαμχ ηεο RT-qPCR θαη ηνπ CellSearch ήηαλ  63.4% and 

67.7% (κ=0.281, p<0.001 and κ=0.302, p<0.001, κ- test) γηα ≥ 2 θαη ≥ 5 CTCs, 

αληίζηνηρα. Όζνλ αθνξά ηελ ζχγθξηζε κεηαμχ CellSearch θαη αλνζνθζνξηζκνχ ε 

ζπκθσλία ήηαλ  49.5% (κ=0.041, p=0.619, κ-test) θαη 58.1% (κ=0.049, p=0.607, κ-

test) γηα ≥ 2 θαη ≥ 5 CTCS αληίζηνηρα, ελψ ε ζπκθσλία κεηαμχ RT-qPCR θαη 

αλνζνθζνξηζκνχ ήηαλ 49.5% (κ=0.011, p=0.902, κ-test).  Οη ξπζκνί ζπζρέηηζεο ησλ 

ηξηψλ κεζφδσλ ζηνλ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ απεηθνλίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 4Β. 

 
 B. Μεηαζηαηηθός Καρθίλος Μαζηού 

 

4.4 Έθθραζε ηωλ κορίωλ EpCam θαη  CK19 ζηα θσθιοθορούληα θαρθηληθά 

θύηηαρα  ζε αζζελείς κε θαρθίλο καζηού 

  Πξνθεηκέλνπ λα εμεξεπλήζνπκε ηελ ζρέζε πνπ κπνξεί λα έρεη ε εηεξνγέλεηα ησλ 

θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ σο πξνο ηηο δηαθνξέο ζηελ αλίρλεπζε 

 K 

coefficient 

p-value Degree of 

agreement 

Agreement 

(%) 

Cell search (cut-off 

≥2) vs RT-qPCR 

0.281 <0.001 Fair 63.4 

Cell search (cut-off 

≥2) vs IF 

0.041 0.619 Poor 49.5 

Cell search (cut-off 

≥5) vs RT-qPCR 

0.302 <0.001 Fair 67.7 

Cell search (cut-off 

≥5) vs IF 

0.049 0.607 Poor 58.1 

RT-qPCR vs IF 0.011 0.902 Poor 49.5 

  
ΠΙΝΑΚΑ  4Β. πκθσλίεο κεηαμχ ησλ ηξηψλ κεζφδσλ ζηνλ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ 
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ρξεζηκνπνηψληαο ηηο ηξεηο κεζφδνπο, πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνχ γηα ηελ αλίρλεπζε 

ηξηψλ δεηθηψλ (EpCam, CD45, CK19) πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε αληηθεηκελνθφξεο 

πιάθεο επηζηξσκέλεο κε κνλνπχξελα θχηηαξα ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο απφ 72 

αζζελείο πνπ παξνπζίαδαλ κεγάιεο δηαθνξέο σο πξνο ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs 

κέζσ ηνπ  CellSearch System θαη  RT-qPCR. Καηά ηνλ αλνζνθζνξηζκφ, CTCs 

εληνπίζηεθαλ ζε 23  (31.94%) απφ ηνπο  72 αζζελείο. ε 7 απφ ηνπο  23 αζζελείο 

CTCs αληρλεχηεθαλ κε RT-qPCR κφλν [(CellSearch (-)/RT-qPCR(+)] θαη ζε 16 κε ην 

CellSearch κφλν [CellSearch (+)/RT-qPCR(-)]. Μεηαμχ ελφο ζπλφινπ 747 CTCs 

αληρλεχζηκσλ κε αλνζνθζνξηζκφ, 34% εμέθξαδαλ ζπγρξφλσο  CK19 θαη EpCAM 

[CK19(+)/EpCAM(+)], 26% ήηαλ CK19(-) /EpCAM(+) θαη 39% CK19(+)/EpCAM(-). 

Οη δηαθνξεηηθνί αλνζνθαηλφηππνη ησλ CTCs ζε θάζε αζζελή απεηθνλίδνληαη ζηνλ 

Πίλαθα 5. 

    IF 

  CellSearch
TM

 
CK19
mRNA 

CK19(+)/                        
EpCAM(+) 

CK19(+)/ 
EpCAM(-) 

CK19(-)/                      
EpCAM(+) 

 Pt 
No 

No of 
CTCS 

+/- 
 

Nο OF CTCS 
 1 0 + 0 21 0 

 2 0 + 0 2 0 

 3 0 + 0 115 0 

 4 0 + 0 1 0 

 5 0 + 0 37 0 

 6 0 + 0 1 0 

  
7 

0 + 0 1 1 

 8 2 - 0 0 1 

 9 3 - 0 0 2 

 10 2 - 161 100 0 

 11 3 - 1 14 0 

 12 3 - 18 0 0 

 13 3 - 2 1 0 

 14 25 - 0 0 1 

 15 27 - 22 0 2 

 16 9 - 1 1 0 

 17 80 - 52 0 155 

 18 21 - 1 0 0 

 19 7 - 0 0 26 

 20 9 - 0 0 2 

 21 21 - 0 0 1 

 22 8 - 0 0 2 

 23 3 - 0 0 2 

  ΠΙΝΑΚΑ 5. Υαξαθηεξηζκφο ηεο έθθξαζεο CK19 θαη EpCAM ζηα CTCs αζζελψλ πνπ 

παξνπζίαδαλ δηαθνξέο ζηελ αλίρλεπζε CTCs κέζσ ηνπ Cell Search θαη ηεο RT-qPCR κε ηελ 

ρξήζε κηθξνζθνπίαο θζνξηζκνχ  
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  Όπσο δηαθαίλεηαη, 6 απφ ηνπο 7 αζζελείο νη νπνίνη ήηαλ ζεηηθνί ζε CTCs κέζσ ηεο  

RT-qPCR κφλν (# 1-6), δηέζεηαλ θχηηαξα απνθιεηζηθά CK19(+)/EpCAM(-), ηα νπνία 

δελ ζα κπνξνχζε λα αληρλεχζεη ην CellSearch system εμαηηίαο ηεο απνπζίαο 

έθθξαζεο ηνπ EpCAM ελψ ζε κία πεξίπησζε  (# 7), CK19(+)/EpCAM(-) καδί κε 

CK19(-) /EpCAM(+) CTCS παξαηεξήζεθαλ. Όζνλ αθνξά ηνπο αζζελείο πνπ είραλ 

αληρλεχζηκα CTCs κέζσ ηνπ CellSearch κφλν, 50% ησλ αζζελψλ είραλ απνθιεηζηηθά 

EpCAM(+) /CK19(-) CTCS (patients # 8, 9, 14, 19, 20, 21, 22, 23), δηθαηνινγψληαο 

έηζη ην αξλεηηθφ απνηέιεζκα ηεο αλίρλεπζεο κέζσ ηεο RT-qPCR for CK19 mRNA, 

13% (#12, 18) είραλ απνθιεηζηηθά CK19(+)/EpCAM(+) CTCS, ελψ νη ππφινηπνη 

αζζελείο παξνπζίαζαλ κεγάιε  εηεξνγέλεηα ζηνλ θαηλφηππν ησλ θπθινθνξνχλησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. 

 

4.5 Προγλωζηηθή ζεκαζία ηες αλίτλεσζες ηωλ CTCs κε ηης ηρεης κεζόδοσς, 

ζηολ πρώηκο θαη κεηαζηαηηθό θαρθίλο καζηού   

 

  Η πξνγλσζηηθή ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ αμηνινγήζεθε ζε έλα ζχλνιν 172 αζζελψλ κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ πνπ 

είραλ δηαζέζηκα θιηληθά ζηνηρεία. Κπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα αληρλεχηεθαλ ζην 

30.8% θαη 12.8%  (cut off ≥ 1 θαη  ≥ 2 CTCs αληίζηνηρα) ρξεζηκνπνηψληαο ην Cell 

Search System, ζην 18.6% κε ηελ  RT-qPCR θαη ζην 19.2%  κε ηνλ αλνζνθζνξηζκφ. 

Μεηά απφ κία κέζε δηάξθεηα παξαθνινχζεζεο 74.8 κελψλ (εχξνο  2.1-100.7), 32 

αζζελείο  (18.6%)  παξνπζίαζαλ επαλεκθάληζε (ππνηξνπή) ηεο λφζνπ θαη 18 (11.0%) 

είραλ πεζάλεη. Γελ ππήξρε δηαθνξά ζηνλ αξηζκφ ησλ ππνηξνπψλ ή ησλ ζαλάησλ 

κεηαμχ αζζελψλ πνπ είραλ αληρλεχζηκα ή κε θαξθηληθά θχηηαξα, αλεμαξηήησο ηεο 

κεζφδνπ πνπ αθνινπζήζεθε. Σελ ζηηγκή ηεο αλάιπζεο,  ην  κέζν ειεπζέξνπ λφζνπ 

δηάζηεκα θαη ε ζπλνιηθή επηβίσζε δελ ήηαλ αθφκα δπλαηφλ λα πξνζδηνξηζηνχλ.  

 

  Όζνλ αθνξά ηελ πξνγλσζηηθή ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο ησλ θπθινθνξνχλησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζηνπο κεηαζηαηηθνχο αζζελείο, 137 άηνκα κειεηήζεθαλ. CTCs 

αληρλεχηεθαλ ζχκθσλα κε ηελ ηερλνινγία Cell Search System ζην 52.6% θαη 38% ησλ 

αζζελψλ (γηα ≥ 2 θαη ≥ 5 CTCs cut offs, αληίζηνηρα), ζην 39.4%  κε RT-qPCR θαη ζην 

29.5% κε αλνζνθζνξηζκφ. Μεηά απφ κία κέζε δηάξθεηα παξαθνινχζεζεο 45.6 κελψλ 

(εχξνο 0.3 - 68.3),  ην κέζν ειεπζέξνπ ππνηξνπήο δηάζηεκα ζε αζζελείο κε 

αληρλεχζηκα CTCs ζε αληίζεζε κε αζζελείο ρσξίο αληρλεχζηκα CTCs ζχκθσλα κε ην 
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ΓΙΑΓΡΑΜΜΑ 1. Kaplan–Meier θακπχιεο επηβίσζεο (A) δηάζηεκα επηβίσζεο ειεχζεξν ππνηξνπήο θαη  

(B) ζπλνιηθή επηβίσζε ζχκθσλα κε ηελ απνπζία (-) ή παξνπζία (+) ΚΚΚ ζην πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε 

κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ, ρξεζηκνπνηψληαο ην CellSearh System ( ≥5 ΚΚΚ), RT-PCR θαη IF 

 

Cell Search System, (ζηα ≥ 2 and ≥ 5 CTCs), ήηαλ  7.9  ζπγθξηηηθά  κε 22.4 κήλεο  

(p<0.001) θαη 7.4  ζε αληίζεζε κε 18.7 κήλεο (p<0.001),  αληίζηνηρα. Απφ ηελ άιιε 

πιεπξά, δελ βξέζεθε θακία ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζην κέζν ειεπζέξνπ 

ππνηξνπήο δηάζηεκα  ζε αζζελείο κε αληρλεχζηκα ή κε CTCs  ρξεζηκνπνηψληαο  ηελ 

ηερληθή ηεο qRT-PCR (p=0.081) ή ηελ κέζνδν ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ (p=0.180). Η κέζε 

ζπλνιηθή επηβίσζε ζε αζζελείο κε αληρλεχζηκα θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα ζε 

αληίζεζε κε αζζελείο ρσξίο αληρλεχζηκα θαξθηληθά θχηηαξα ρξεζηκνπνηψληαο ην 

ζχζηεκα Cell Search ήηαλ  23.8 κήλεο (≥ 2 cut off) ζπγθξηηηθά κε  53.7 κήλεο 

(p<0.001) θαη 18.5  κήλεο  (≥ 5 cut off) ζπγθξηηηθά κε  47.7 κήλεο (p<0.001), 

αληίζηνηρα. Παξνκνίσο, ε αλίρλεπζε ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ είηε 

κε ηελ κέζνδν ηεο πνζνηηθήο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο 

πνιπκεξάζεο (qRT-PCR) είηε κέζσ ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ (IF) θάλεθε λα ζρεηίδεηαη κε 

ζεκαληηθά κεησκέλε κέζε ζπλνιηθή επηβίσζε (29.7 ζπγθξηηηθά κε  44.9 κήλεο, 

p=0.023  θαη 26.5 ζπγθξηηηθά κε  44.9 κήλεο,  p=0.043, αληίζηνηρα). 

 

Αληηπξνζσπεπηηθέο θακπχιεο επηβίσζεο απεηθνλίδνληαη ζην Γηάγξακκα 1. 
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5. ΤΕΖΣΖΖ 

 

  Ο ζεκαληηθφο ξφινο ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζην κνλνπάηη ηεο 

κεηαζηαηηθήο δηαδηθαζίαο είλαη επξέσο γλσζηφο [112,113]. Πνιιέο θιηληθέο κειέηεο 

έρνπλ δηελεξγεζεί φπνπ έρνπλ απνδείμεη φηη ε αλίρλεπζε ησλ CTCs ζρεηίδεηαη κε 

κεησκέλν ειεπζέξνπ λφζνπ δηάζηεκα θαη ζπλνιηθή επηβίσζε ζε αζζελείο κε  

ρεηξνπξγήζηκν θαξθίλν καζηνχ πξηλ ή κεηά ην ηέινο ηεο ρεκεηνζεξαπείαο [83-85, 98-

100]. Η νκάδα ηνπ Cristofanilli, ηo 2004, απέδεημε ηελ ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο ησλ 

CTCs ζηνλ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ, φζνλ αθνξά ηελ ππνηξνπή ηεο λφζνπ 

θαη ηελ ζπλνιηθή επηβίσζε [48]. 

  Η θιηληθή ζεκαζία ηεο αλίρλεπζεο ησλ δηεζπαξκέλσλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζηνλ 

κπειφ ησλ νζηψλ αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ έρεη απνδεηρζεί απφ επξσπατθέο 

νκάδεο [21].  

  Γηάθνξεο ηερλνινγίεο αλίρλεπζεο ησλ CTCs ππάξρνπλ νη νπνίεο δηαθέξνπλ ζηελ 

κέζνδν θαη ζηνπο δείθηεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ απνκφλσζε θαη εληνπηζκφ 

ησλ θπηηάξσλ, ηνλ φγθν ηνπ αίκαηνο πνπ αλαιχεηαη θαη ηνλ θαζνξηζκφ ηεο ζεηηθφηεηαο 

αλίρλεπζεο. Σν γεγνλφο φηη ν πιεζπζκφο ησλ CTCs  είλαη πνιχ ζπάληνο θαη ην δείγκα 

αλάιπζεο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηηο εθάζηνηε ηερλνινγίεο αλίρλεπζεο  είλαη πνιχ 

πεξηνξηζκέλν, δεκηνπξγεί ηξνρνπέδε ζηελ εμαγσγή αζθαιψλ ζπκπεξαζκάησλ. 

   Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ιακβάλνληαο ππφςε ηελ ζεκαληηθή εηεξνγέλεηα ησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, δελ είλαη ζαθέο θαηά πφζν απηέο νη κέζνδνη αληρλεχνπλ φια ηα 

CTCs ή αθφκε θαη ηνλ ίδην ππνπιεζπζκφ ησλ CTCs πνπ εμαηηίαο ηεο επηζειην- 

κεζεγρπκαηηθήο κεηάβαζεο, κπνξεί λα δηαθχγνπλ ηεο αλίρλεπζεο, ηδηαίηεξα κε ηελ 

ρξήζε κεζφδσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχλ επηζειηαθνχο δείθηεο γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ [76,114,115]. Ωο απνηέιεζκα, ε ζχγθξηζε κεηαμχ δηαθφξσλ 

θιηληθψλ κειεηψλ πνπ πεξηιακβάλνπλ αλίρλεπζε CTCs είλαη δχζθνιε παξά ην 

γεγνλφο πσο πνιιέο αλαθνξέο έρνπλ ζπζρεηίζεη ηελ χπαξμε CTCs κε ηελ θιηληθή 

έθβαζε. Γη’ απηφ ε ζχζηαζε είλαη φηη ε αλίρλεπζε ησλ CTCs  δελ κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί αθφκα σο εξγαιείν ζηελ θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε.  Σν Cell Search 

System είλαη ε κφλε εκηαπηνκαηνπνηεκέλε κέζνδνο αλίρλεπζεο θαη θαηακέηξεζεο ησλ 

CTCs ην νπνίν έρεη πάξεη έγθξηζε απφ ηνλ Ακεξηθαληθφ Οξγαληζκφ Σξνθίκσλ θαη 

Φαξκάθσλ γηα ρξήζε ζε αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ, παρένο εληέξνπ θαη 

πξνζηάηε. Η πξνγλσζηηθή ζεκαζία ηεο χπαξμεο ησλ CTCs ζε πξψηκν θαξθίλν 

καζηνχ έρεη δεηρζεί ζε πνιιέο κειέηεο, απιά δελ ππάξρεη αθφκε θάπνηα θνηλά 
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απνδεθηή κέζνδνο απνκφλσζεο θαη αλίρλεπζεο ησλ CTCs γηα ηελ ζπγθεθξηκέλε 

νκάδα αζζελψλ [17,84,85,116,117]. ηελ παξνχζα κειέηε, έγηλε ε πξνζπάζεηα 

ζχγθξηζεο ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ κεζφδσλ αλίρλεπζεο ησλ CTCs ζε πξψηκν θαη 

κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ: α) ηνπ Cell Search System β) ηεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ mRNA ηεο 

θπηηαξνθεξαηίλεο 19 ζε πεξηθεξηθφ αίκα θαη γ) ηεο κεζφδνπ αλνζνθζνξηζκνχ γηα ηνλ 

εληνπηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ εθθξάδνπλ θπηηαξνθεξαηίλε.  

Σα θχξηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο θάζε κεζφδνπ απεηθνλίδνληαη ζπλνπηηθά ζηνλ Πίλαθα 6.  

 

 

  Οη ηξείο παξαπάλσ κέζνδνη ρξεζηκνπνηνχλ ηελ αλίρλεπζε ησλ θπηηαξνθεξαηηλψλ 

ζαλ δείθηεο ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ. Ωζηφζν, ζα πξέπεη λα αλαθεξζεί φηη ζε 

αλνζνθπηηαξνρεκηθή ρξψζε δεηγκάησλ πξνεξρφκελσλ απφ ηνλ κπειφ ησλ νζηψλ 

αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ κε κία επξεία  γθάκα θπηηαξνθεξαηηλψλ, αληρλεχηεθαλ 

δηεζπαξκέλα θαξθηληθά (CK19+) θχηηαξα ηεο ηάμεο ησλ  52.6±11.5% [118].  

 

  Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο δείρλνπλ κία πνιιή ζεκαληηθή ζπκθσλία 

ζηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs κε ηελ RT-qPCR  θαη ηνπ ζπζηήκαηνο CellSearch ζηελ 

κεηαζηαηηθή νκάδα ησλ αζζελψλ, αιιά φρη ζηνπο αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν 

καζηνχ. Κακία ζπκθσλία σο πξνο ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs δελ απνδείρζεθε κεηαμχ 

ηνπ ζπζηήκαηνο CellSearch  θαη ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ ή ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ θαη ηεο  

Assay 
Blood 
volume 

Enrichment 
method 

Detection method Cut-off 

Cell Search 

7.5ml/23ml 
(metastatic/ 
adjuvant 
disease) 

Ferrofluids 
containing EpCAM 
antibodies 

Immunodetection of CK 8, 18, 19 
and DAPI staining, lack of CD45 
detection 

≥2, ≥5 CTCS 
/7.5ML 
≥1,≥2 CTCS 
/23ML 
 

RT-qPCR 20 ml 
Manually operated 
density gradient 
centrifugation  

RT-qPCR for CK19 mRNA 

0.6 MCF-7 
equivalents/5
κg RNA 
Not necessary 
for For2Dν2 
primers 

Immunoflu
orescence 

10
6 
PBMCs 

Manually operated 
density gradient 
centrifugation 

Immunodetection of CK 8, 18, 19 
and DAPI staining, lack of CD45 
detection 

≥1 CTCS/ 10
6
 

PBMCs 

  
ΠΙΝΑΚΑ 6. Κχξηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ 3 ηερλνινγηψλ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs: 
CellSearch system, RT- qPCR γηα CK19 mRNA θαη αλνζνθζνξηζκφο 
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RT-qPCR ζηνπο αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ ή πξψηκν θαξθίλν καζηνχ. Όκσο ζα πξέπεη 

λα ζεκεησζεί ν κεγάινο αξηζκφο αξλεηηθψλ δεηγκάησλ θαη κε ηηο ηξείο κεζφδνπο, 

ηδηαίηεξα ζηνπο αζζελείο κε πξψηκν θαξθίλν καζηνχ. ηελ πεξίπησζε ησλ αζζελψλ 

κε κεηαζηαηηθή λφζν ε αλίρλεπζε ησλ CTCs κε θαζεκία απφ ηηο ηξείο κεζφδνπο είρε 

ζεκαληηθή πξνγλσζηηθή αμία.  

 

  Πξνεγνχκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη αληηθξνπφκελα απνηειέζκαηα φζνλ αθνξά 

δηαθνξεηηθέο κεζφδνπο αλίρλεπζεο CTCs ζε αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν. Η 

ζχγθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο CellSearch θαη ηνπ AdnaTest Breast Cancer, κίαο εκπνξηθά 

δηαζέζηκεο κνξηαθήο κεζφδνπ πνπ πεξηιακβάλεη θπηηαξηθή απνκφλσζε κέζσ ηεο 

ρξήζεο ελφο θνθηέηι αληηζσκάησλ έλαληη ηνπ EpCAM θαη MUC-1 ζπλδεδεκέλα κε 

καγλεηηθά ζσκαηίδηα θαη αθνινπζνχκελν απφ κηα αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο 

πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ γηα EpCAM, MUC-1 θαη  HER2, αλέδεημε 

ζεκαληηθή ζπκθσλία κεηαμχ ησλ δχν κεζφδσλ ζε αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν 

καζηνχ [119]. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, κία άιιε κειέηε φπνπ ζπγθξίζεθε ην CellSearch 

κε ην AdnaTest Breast Cancer θαη ηελ  RT-qPCR γηα  CK19 θαη καζηνζθαηξίλε ζε 

κεηαζηαηηθνχο αζζελείο, αλαθέξεη δηαθνξεηηθά πνζνζηά αλίρλεπζεο θαη κία κέηξηα 

ζπκθσλία κεηαμχ ησλ κεζφδσλ [110]. Δπίζεο, κία ζχγθξηζε κεηαμχ ηνπ ζπζηήκαηνο 

CellSearch θαη ηεο ηερληθήο Onco-Quick, έδεημε φηη ην  CellSearchTM είλαη κηα πην 

αθξηβήο θαη επαίζζεηε κέζνδνο, φζνλ αθνξά ζηελ αλίρλεπζε θαη ηελ θαηακέηξεζε ησλ 

CTCs [120].  

 

  ηε κειέηε καο, ε αλίρλεπζε ησλ CTCs κεηαμχ ησλ αζζελψλ κε πξψηκε λφζν ήηαλ  

37% θαη 16.5% (κε cut offs ≥1 θαη ≥2 CTCs) γηα ην ζχζηεκα CellSearch, 16.9% 

ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ αλνζνθζνξηζκφ θαη 18% κε ηελ real time RT-qPCR. Μία άιιε 

πξνγελέζηεξε κειέηε απφ ηελ νκάδα καο ε νπνία ρξεζηκνπνίεζε ηελ ίδηα πςειήο 

επαηζζεζίαο θαη εηδηθφηεηαο PCR κέζνδν ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν, αλέδεημε κηα 

ζεηηθφηεηα ηεο ηάμεσο 20.6% ζε 160 αζζελείο κε πξψηκε λφζν νη νπνίνη είραλ 

αληρλεχζηκα CK19 mRNA ζεηηθά θχηηαξα ζην πεξηθεξηθφ αίκα [88]. Παξνκνίσο ζε κία 

κεγάιε πνιπθεληξηθή κειέηε, ηελ SUCCESS trial, 21.5% ησλ αζζελψλ κε πξψηκν 

θαξθίλν καζηνχ είραλ αληρλεχζηκν ηνπιάρηζηνλ έλα CTCs ζε 23 ml αίκαηνο κε ηελ 

ρξήζε ηνπ ζπζηήκαηνο Cell Search [17], ελψ ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο, αληρλεχηεθαλ 

CTCs ζε πνζνζηφ έσο θαη 30% ζε αζζελείο κε πξψηκε λφζν κε ηελ ίδηα πιαηθφξκα 

[121,122]. Δπίζεο ζηελ κειέηε SUCCESS, 20.6% ησλ 1221 αζζελψλ πνπ πήξαλ 
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κέξνο, είραλ έζησ θαη έλα αληρλεχζηκν CTCs κέζσ ρεηξνθίλεηεο 

αλνζνθπηηαξνρεκηθήο ρξψζεο, (MICC) ρξεζηκνπνηψληαο anti-CK antibody A45-B/B3 

ζηα κνλνπχξελα θχηηαξα ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο [123]. ηελ δηθή καο κειέηε, ελψ νη 

ζπρλφηεηεο αλίρλεπζεο θαη κε ηηο ηξείο κεζφδνπο είλαη ζπγθξίζηκεο, ηα πνζνζηά 

ζπκθσλίαο (concordance) σο πξνο ηελ ζεηηθφηεηα ήηαλ ρακειά, ελψ ηα πνζνζηά 

ζπκθσλίαο σο πξνο ηα αξλεηηθά ήηαλ κέηξηα, ζπκβάιινληαο ζπλνιηθά ζε ζεκαληηθή 

δηαθσλία κεηαμχ ησλ κεζφδσλ.  

 

  ηνλ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ, 53.7% ησλ αζζελψλ είραλ ≥ 2 CTCs/7.5 ml 

αίκαηνο. Υξεζηκνπνηψληαο ην ίδην  cut-off, ν Cristofanilli θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε 

παξνπζία ησλ CTCs ήηαλ 64% κεηαμχ αζζελψλ κε κεηαζηαηηθή λφζν πνπ δελ είραλ 

πάξεη πξνεγνχκελα θακία ζεξαπεία [48]. Σν ζχζηεκα CellSearch θαη ε RT-qPCR γηα 

ηελ CK19 mRNA έδεημαλ ζπγθξίζηκεο ζπρλφηεηεο αλίρλεπζεο ζηνπο κεηαζηαηηθνχο 

αζζελείο ηδηαίηεξα ζην cut-off  ≥5 CTCs/ 7.5 ml αίκαηνο.  Έηζη ζε αληίζεζε κε ηνπο 

αζζελείο κε πξψηκε λφζν, κία ζεκαληηθή ζπκθσλία κεηαμχ ηνπ CellSearch θαη ηεο RT-

qPCR  ήηαλ εκθαλήο ζηε κεηαζηαηηθή νκάδα αζζελψλ. Απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζην 

απμεκέλν θνξηίν ησλ CTCs ή ίζσο ζε έλαλ πην νκνηνγελέο γελεηηθά πιεζπζκφ ησλ 

CTCs πνπ κπνξεί λα ππάξρεη ζηνπο κεηαζηαηηθνχο αζζελείο ζπγθξηηηθά κε απηνχο 

πνπ έρνπλ πξψηκε λφζν [124]. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε ζχγθξηζε κεηαμχ ηνπ Cell 

Search θαη ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ, φπσο θαη ηεο RT-qPCR θαη ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ, 

έδεημε ζεκαληηθή δηαθσλία ζηνπο κεηαζηαηηθνχο αζζελείο.  

 

  Οη ηερληθέο δηαθνξέο ζηηο πξν-αλαιπηηθέο θαη αλαιπηηθέο δηαδηθαζίεο πνπ 

απνηεινχλ κέξνο ζε θαζεκία απφ ηηο κεζφδνπο αλίρλεπζεο ζα κπνξνχζαλ ελ κέξεη λα 

δηθαηνινγήζνπλ ηηο αζπκθσλίεο κεηαμχ ησλ κεζφδσλ πνπ παξαηεξήζεθαλ. Ο φγθνο 

αίκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηνλ αλνζνθζνξηζκφ είλαη ιηγφηεξνο ζε ζρέζε κε ην Cell 

Search ή ηελ RT-qPCR. Δπίζεο δηαθνξεηηθέο είλαη νη ηερληθέο απνκφλσζεο  πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηηο 3 κεζφδνπο: απηφκαηνο αλνζνκαγλεηηθφο δηαρσξηζκφο 

ζηεξηδφκελνο ζηελ έθθξαζε ηνπ EpCAM γηα ην CellSearch,  ελψ κία ρεηξσλαθηηθή 

δηαδηθαζία πνπ πεξηιακβάλεη δηαβαζκηζκέλε θπγνθέληξεζε ησλ δεηγκάησλ ζχκθσλα 

κε ηελ ππθλφηεηα ηεο θηθφιεο ζηελ πεξίπησζε ηεο RT-qPCR θαη ηνπ 

αλνζνθζνξηζκνχ. Δλψ ε αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ 

ρξφλν ζεσξείηαη κία εηδηθή θαη επαίζζεηε ηερλνινγία δελ καο επηηξέπεη αθξηβή 
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εθηίκεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ CTCs ζην δείγκα, παξά κφλν ηνλ αξηζκφ ησλ κεηαγξάθσλ 

ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ. 

 

  Δπίζεο δηαθνξεηηθά cut-offs φξηζαλ ηελ ζεηηθφηεηα ηεο θάζε κεζφδνπ. 

 

  Έλαο άιινο ζεκαληηθφο παξάγνληαο πνπ ζα κπνξνχζε λα εμεγήζεη ηηο δηαθσλίεο 

κεηαμχ ησλ κεζφδσλ ιφγσ ηεο εηεξνγέλεηαο ησλ CTCs, είλαη φηη ε θάζε κέζνδνο 

αμηνινγεί δηαθνξεηηθνχο δείθηεο ησλ CTCs.  Πξνθεηκέλνπ λα εμεξεπλήζνπκε ηελ 

βαζηκφηεηα απηήο ηεο ππφζεζεο, πεηξάκαηα ηξηπινχ αλνζνθζνξηζκνχ, 

ρξεζηκνπνηψληαο αληηζψκαηα έλαληη ηνπ EpCAM, CK19 θαη CD45 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο επηζηξσκέλεο κε κνλνπχξελα 

θχηηαξα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο αζζελψλ πνπ παξνπζίαδαλ δηαθνξέο ζηελ αλίρλεπζε 

CTCs κέζσ ηνπ Cell Search θαη ηεο RT-qPCR.  Όπσο παξνπζηάδεηαη ζηνλ Πίλαθα 5, 

ε έθθξαζε ησλ κνξίσλ ζηα θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα εκθαλίδεη 

δηαθνξνπνίεζε ηφζν ζηνλ ίδην ηνλ αζζελή φζν θαη κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ αζζελψλ.  

Δπηπξνζζέησο ζηα 2/3 ησλ αζζελψλ, ε δηαθνξεηηθή έθθξαζε ησλ δεηθηψλ ζα 

κπνξνχζε λα εμεγήζεη ηελ δηαθσλία κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ CellSearch θαη 

ηεο RT-qPCR  πνπ παξαηεξήζεθε. 

   H πνιππινθφηεηα ηεο ζχγθξηζεο ησλ ηξηψλ ηερληθψλ φζνλ αθνξά ηελ παξνπζία 

ησλ CTCs, απεηθνλίδεηαη πνιχ σξαία ζηελ αλαθνξά απφ ηελ ηξαηή θαη ζπλεξγάηεο, 

φπνπ αμηνινγνχληαη ηξεηο κνξηαθέο κέζνδνη γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπο: κηα singleplex RT-

qPCR κέζνδνο γηα CK-19, κηα multiplex RT-qPCR γηα CK-19, HER-2, MAGE- A3, θαη 

PBGD θαη ην AdnaTest Breast Cancer [89].  ηελ κειέηε απηή, ππήξμε πνιχ θαιή 

ζπκθσλία κεηαμχ singleplex RT-qPCR θαη multiplex RT-qPCR  ζηελ νκάδα ησλ 

αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν, φηαλ ν ίδηνο ζηφρνο αληρλεχηεθε ζηα ίδηα cDNA, κε 

ην ίδην ζεη εθθηλεηψλ θαη αληρλεπηψλ. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, δηαθσλίεο ππήξμαλ 

κεηαμχ ησλ κεζφδσλ, φηαλ δηαθνξεηηθά γελεηηθά κεηάγξαθα ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

πξνθεηκέλνπ λα εθηηκήζνπλ ηελ ζεηηθφηεηα  ησλ CTCs, θάηη ην νπνίν ππνζηεξίδεη ηελ 

ζεκαζία ηεο εηεξνγέλεηαο ησλ CTCs σο πξνο ηελ αλίρλεπζή ηνπο.  

Ίζσο ε πην ζεκαληηθή παξάκεηξνο ζηε ζχγθξηζε δηαθνξεηηθψλ κεζνδνινγηψλ είλαη 

εάλ απηέο αλαγλσξίδνπλ θιηληθά παξεκθεξείο πιεζπζκνχο CTCs. Απφ ηελ άιιε 

πιεπξά, ε κειέηε ηεο πξνγλσζηηθήο ζεκαζίαο ηεο αλίρλεπζεο ησλ CTCs βαζίδεηαη ζε 

κεγάιν βαζκφ ζηελ ηερλνινγία πνπ ρξεζηκνπνηείηαη. Σo Cell Search System θαίλεηαη  

λα ππεξηεξεί ηνπ ADNA test, ζηελ πξφβιεςε ηεο θιηληθήο έθβαζεο ησλ αζζελψλ φζνλ 
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αθνξά αζζελείο κε πξνρσξεκέλν ζηάδην θαξθίλν ηνπ καζηνχ [111]. ηελ κειέηε 

SUCCESS [17], ε αλίρλεπζε ησλ CTCs κε ηελ κέζνδν ηνπ Cell Search, θαίλεηαη λα 

ζρεηίδεηαη κε θησρή θιηληθή έθβαζε αζζελψλ κε πξψηκε λφζν, ελψ απφ ηελ άιιε ζηελ 

ίδηα κειέηε, ε πξνγλσζηηθή ζεκαζία ησλ CTCs δελ κπνξεί λα ηεθκεξησζεί κε ηελ 

ρξήζε ηνπ MICC [123]. Απηά ηα απνηειέζκαηα ππνδειψλνπλ φηη δηαθνξεηηθέο κέζνδνη 

αλίρλεπζεο ησλ CTCs κπνξνχλ λα αλαγλσξίζνπλ δηαθνξεηηθνχο ππνπιεζπζκνχο 

ησλ θπηηάξσλ απηψλ ν νπνίνο θαζέλαο ηνπο κπνξεί λα ζρεηίδεηαη δηαθνξεηηθά κε ηελ 

θιηληθή έθβαζε ησλ αζζελψλ. ηελ κειέηε καο, ε πξνγλσζηηθή ζεκαζία ηεο 

αλίρλεπζεο ησλ CTCs, δελ κπνξεί λα ηεθκεξησζεί ζηελ πεξίπησζε αζζελψλ κε 

πξψηκε λφζν. Απφ ηελ άιιε, ζηελ πεξίπησζε ησλ αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν, ε 

αλίρλεπζε ησλ CTCs κε θαζεκία απφ ηηο ηξείο κεζφδνπο, απνηειεί πξνγλσζηηθφ 

παξάγνληα γηα κεησκέλε ζπλνιηθή επηβίσζε. Σα θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα 

απνηεινχλ αλεξρφκελνπο βηνδείθηεο, κία πγξή βηνςία, πνπ ζα θαζνξίζεη πξφγλσζε 

θαη ζα ιεθζεί ππφςε γηα πξνζσπνπνηεκέλεο ζεξαπείεο. Ο κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο 

ζπγθεθξηκέλσλ ππνηχπσλ CTCs  πνπ ππάξρεη εμαηηίαο ηεο έθθξαζεο δηαθνξεηηθψλ 

γνληδίσλ ζα βνεζήζεη ζηελ θαιχηεξε θαηαλφεζε  ηεο βηνινγίαο ηεο κεηάζηαζεο, ζηελ 

αληίζηαζε ζε θαζηεξσκέλεο ζεξαπείεο (ΔΜΣ, θαξθηληθφο ιήζαξγνο??) [125], φπσο θαη 

ζηελ αλάδεημε λέσλ ζεξαπεπηηθψλ ζηφρσλ γηα βηνινγηθέο ζεξαπείεο. 

 

6. ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

 

  πκπεξαζκαηηθά, απηή ε κειέηε καο ππνδεηθλχεη φηη ε πνηθηινκνξθία ησλ πξν- θαη 

αλαιπηηθψλ δηαδηθαζηψλ ησλ δηαθνξεηηθψλ κεζφδσλ αλίρλεπζεο ησλ CTCs απνηειεί 

έλαλ ζεκαληηθφ πεξηνξηζηηθφ παξάγνληα φζνλ αθνξά ηελ πηζαλφηεηα αλίρλεπζεο 

CTCs θαη ηελ ζπλεπαθφινπζε απφθαζε πνπ πξέπεη λα παξζεί ζε θιηληθφ επίπεδν κε 

βάζε ηα CTCs σο εξγαιείν αλίρλεπζεο κηθξνκεηαζηαηηθήο λφζνπ ή ζηελ 

δηαζηξσκάησζε ησλ αζζελψλ ζε θιηληθέο δνθηκέο. Σν γεγνλφο ηεο εηεξνγέλεηαο ησλ 

CTCs, ηεο ζπαληφηεηαο, ηνπ πεξηνξηζκέλνπ πνζνηηθά βηνινγηθνχ δείγκαηνο πνπ 

κειεηάηαη, απνηεινχλ ηξνρνπέδε ζηελ αλαιπηηθή δηαδηθαζία θαη ηαπηφρξνλα κία 

πξφθιεζε. Δξεπλεηηθά πξσηφθνιια θαη κέζνδνη γηα ηελ απνκφλσζε, αλίρλεπζε θαη 

ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs πξέπεη λα βειηηζηνπνηεζνχλ θαη λα επηθπξσζνχλ ζε 

κειινληηθέο θιηληθέο δνθηκέο. Γηα κεγαιχηεξε απνηειεζκαηηθφηεηα, ζα απνηειoχζε κία 

κέζνδνο ε νπνία ζα κπνξoχζε λα αληρλεχζεη φινπο ηνπο ηχπνπο θαξθηληθψλ 
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θπηηάξσλ (π.ρ επηζειηαθνχ, επηζειην-κεζεγρπκαηηθνχ, κεζεγρπκαηηθνχ θαη 

κεζεγρπκαηηθνχ /βιαζηηθνχ ηχπνπ [126]). 
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ΤΝΣΜΗΔΙ (ABBREVIATIONS):  
 

CTC CIRCULATING TUMOR CELL 

CK 18, 19, 20 CYTOKERATIN 18, 19, 20 

ERBB2/HER2 HUMAN EPIDERMAL GROWTH 

FACTOR RECEPTOR 2 

EPCAM EPITHELIAL CELL ADHESION 

MOLECULE 

EMT EPITHELIO-MESENCHYMATIC 

TRANSITION 

MET MESENCHYMATIC-EPITHELIO 

TRANSITION 

MUC MUCIN 

CD45 CLUSTER OF DIFFERENTIATION 45 

FITC FLUORESCEIN ISOTHIOCYANATE  

FDA FOOD AND DRUG ADMINISTRATION  

CT DNA CIRCULATING TUMOR DNA 

RT qPCR REVERSE TRANSCRIPTION 

QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN 

REACTION 

PSA PROSTATE SPECIFIC ANTIGEN 

CEA CARCINO EMBRYONIC ANTIGEN 

PE PHYCOERYTHRIN 

APC ALLOPHYCOCYANIN 

DFS DISEASE FREE SURVIVAL 

PFS PROGRESSION FREE SURVIVAL 

OS OVERALL SURVIVAL 

FRET FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY 

TRANSFER 

IF IMMUNOFLUORESCENCE 

PBS PHOSPHATE BUFFER SALINE 

FBS FETAL BOVINE SERUM 

EDTA ETHYLENEDIAMINE TETRAACETIC 

ACID 

KKK ΚΤΚΛΟΦΟΡΟΤΝΣΑ ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ 

ΚΤΣΣΑΡΑ 

ΔΚΚ ΔΙΕΠΑΡΜΕΝΑ ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ 
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