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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Οη κεηαιιάμεηο ζην γελεηηθφ πιηθφ είλαη ζπλδεδεκέλεο κε ηε βηνινγία ηνπ θαξθίλνπ θαη 

ζπλεπψο ε αλίρλεπζή ηνπο απνηειεί έλα απφ ηα πην ζεκαληηθά ζεκεία ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ 

εξεπλεηηθνχ πεδίνπ. 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία, έγηλε πξνζπάζεηα αλάπηπμεο κηαο κεζφδνπ αλίρλεπζεο 

κεηαιιάμεσλ πςειήο επαηζζεζίαο θαη εηδηθφηεηαο, επηιέγνληαο απφ έλα επξχ θάζκα 

κεζνδνινγηψλ πνπ είλαη απηή ηε ζηηγκή δηαζέζηκεο ζηε δηεζλή βηβιηνγξαθία. Απψηεξνο 

ζηφρνο είλαη ε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA, ην νπνίν έρεη εκπιαθεί γεληθά 

ζηελ θαξθηλνγέλεζε θαη ηδηαηηέξσο ζηνλ θαξθίλν ηνπ καζηνχ. 

΢ε πξψηε θάζε ειέρζεθαλ δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ θπθινθνξνχληα θαξθηληθά 

θχηηαξα, δείγκαηα cDNA θαζψο θαη δείγκαηα cell free DNA απφ πγηείο αηκνδφηεο (24, 20, 

12, αληίζηνηρα), απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κε δηάγλσζε κεηάζηαζεο (34, 10, 

45, αληίζηνηρα), θαζψο θαη αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξν 

επηθνπξηθήο ζεξαπείαο (60, 56, 25, αληίζηνηρα). Ζ κεζνδνινγία ηνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είρε 

απαπηπρζεί ζην εξγαζηήξηφ καο θαη βαζίδεηαη ζηελ αλάιπζε πςειήο δηαθξηηηθφηεηαο 

θακππιψλ ηήμεσο (HRMA)1. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ζηα δείγκαηα cell free DNA ην 

20% ησλ αζζελψλ κε κεηάζηαζε θαη ην 12% ησλ αζζελψλ πξν επηθνπξηθήο ζεξαπείαο 

έθεξαλ ηε κεηάιιαμε ζην εμφλην 20. Δπίζεο, ζηα δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ 

θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα ην 3% ησλ αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ πξν 

επηθνπξηθήο ζεξαπείαο έθεξαλ ηε κεηάιιαμε απηή. Αληίζεηα, ζηα δείγκαηα cDNA δε 

βξέζεθε ζεηηθφ απνηέιεζκα ζε θακία θαηεγνξία δεηγκάησλ.  

΢ηε ζπλέρεηα αλαπηχρζεθε ε κεζνδνινγία ηεο ARMS-PCR θαη ζπκπιεξσκαηηθά ν 

ζπλδπαζκφο ηεο κε ηελ αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο HRMA παξνπζία πξντφληνο 

εζσηεξηθνχ ειέγρνπ, εθηειψληαο αληίδξαζε Real-time PCR. Μεηά ηελ απαξαίηεηε 

βειηηζηνπνίεζε  ησλ δχν κεζνδνινγηψλ, αμηνινγήζεθε ε νξζφηεηα ησλ απνηειεζκάησλ  

ηνπο κε εθαξκνγή ζε δείγκαηα DNA απφ ηζηνχο παξαθίλεο ηα νπνία είραλ ειεγρζεί κε ηελ 

ηερλνινγία ηνπ DNA Sequencing. ΢ηε ζπλέρεηα ειέγρζεθε ε επαηζζεζία ησλ δχν κεζφδσλ 

κε ηελ εθαξκνγή ηνπο ζε κία ζεηξά κεηγκάησλ θπζηνινγηθνχ θαη κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ 

ζε δηαθνξεηηθά πνζνζηά. 

 

ΘΔΜΑΣΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ: Αλάιπζε κεηαιιάμεσλ 

ΛΔΞΔΗ΢ ΚΛΔΗ∆ΗΑ: PIK3CA, HRMA, ARMS-PCR, CTCs, cfDNA 
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ABSTRACT 

Mutations in DNA are associated with the biology of cancer and therefore their detection is 

one of the most important issues in this cancer research. 

In the present study, an attempt was made to choose a method for the detection of 

mutations, characterized by high sensitivity and specificity, among a wide range of 

methodologies that are currently available in literature. The next step was to detect 

mutations in PIK3CA gene which has been implicated in carcinogenesis in general and 

particularly in breast cancer. 

First, samples of genomic DNA (gDNA) isolated from circulating tumor cells (CTC), 

samples of cDNA and samples of cell free DNA (cfDNA) were tested for the presence of 

the mutation in exon 20 of the PIK3CA gene. These samples were isolated from peripheral 

blood of patients with operable breast cancer (60, 56, 25, respectively), patients with 

metastatic breast cancer (34, 10, 45, respectively) and healthy donors (24, 20, 12, 

respectively). The methodology used, was previously developed in our laboratory and is 

based on High Resolution Melting Analysis (HRMA)1. In cfDNA this method detected 

PIK3CA mutations in exon 20 in 20% of samples of patients with metastatic breast cancer 

as well as in 12% of samples of patients with operable breast cancer. Additionally, PIK3CA 

mutation on exon 20 was detected in 3% of samples of gDNA isolated from CTCs in 

patients with operable cancer. No mutation was detected in all samples of cDNA. 

We then developed two new methodologies based on ARMS-PCR and ARMS-HRMA in 

order to detect mutations in very low percentages. The application of ARMS-PCR and 

additionally its combination with HRMA in the presence of an internal control was selected.  

After the optimization of all steps, the methodologies were evaluated in terms of accuracy 

by applying them in DNA isolated from FFPE samples, which were previously analyzed by 

DNA Sequencing. ARMS-PCR and ARMS-PCR-HRMA were evaluated in terms of 

sensitivity by using a number of mixtures of normal and mutant allele at different rates. 

 

 

 

SUBJECT AREA: Mutation analysis 

KEYWORDS: PIK3CA, HRMA, ARMS-PCR, CTCs, cfDNA 
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Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  1 

ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1 

ΣΔΥΝΗΚΔ΢ ΑΝΑΛΤ΢Ζ΢ ΜΔΣΑΛΛΑΞΔΧΝ ΠΟΤ ΢ΥΔΣΗΕΟΝΣΑΗ ΜΔ ΣΖΝ 

ΚΑΡΚΗΝΟΓΔΝΔ΢Ζ 

1.1 Ζ βηνινγία ηνπ θαξθίλνπ2 

Ζ θχζε ηνπ θαξθίλνπ ππνδεηθλχεη κία λφζν ράνπο, φπνπ παξαηεξείηαη απνζπληνληζκφο 

ηεο ππάξρνπζαο βηνινγηθήο ηάμεο κέζα ζηνλ νξγαληζκφ. Πην εηδηθά, νη δηαηαξαρέο πνπ 

ζπλνδεχνπλ ηε λφζν θαίλεηαη λα πεγάδνπλ απεπζείαο απφ δπζιεηηνπξγία ησλ κεραληζκψλ 

ειέγρνπ, πνπ είλαη ππεχζπλνη γηα ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ. ΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα, 

ππάξρνπλ πνιιέο επθαηξίεο κία ηέηνηα δηαηαξαρή λα επεξεάζεη ζεκαληηθά ηηο ιεηηνπξγίεο 

ηνπ νξγαληζκνχ. Σα πεξηζζφηεξα απφ ηα 1013 θχηηαξα πνπ απνηεινχλ ηνλ αλζξψπηλν 

νξγαληζκφ ζπλερίδνπλ λα κεηαθέξνπλ ηε γελεηηθή πιεξνθνξία πνπ επζχλεηαη γηα ηε  

δεκηνπξγία ηνπο, θαη ίζσο κειινληηθά ηνπο επηηξέςεη λα πνιιαπιαζηαζηνχλ γηα κία αθφκε 

θνξά. Απηφ δηθαηνινγεί ην γεγνλφο φηη, ν θίλδπλνο ηνπ αλεμέιεγθηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ 

είλαη ζεκαληηθφο γηα ηελ επηβίσζε ησλ νξγαληζκψλ. 

΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα, ν θίλδπλνο αλάπηπμεο θαξθίλνπ είλαη πνιχ κεγαιχηεξνο απφ ην 1013 

κέγεζνο ηνπ θπηηαξηθνχ πιεζπζκνχ, αθνχ ν αξηζκφο απηφο απνηειεί έλα κέζν φξν ηνπ 

θπηηαξηθνχ πιεζπζκνχ ελφο ελήιηθνπ αηφκνπ. Ο ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ πνπ 

ζρεκαηίδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δσήο είλαη θαηά κέζν φξν 1016, γεγνλφο πνπ 

απνδεηθλχεη φηη πξαγκαηνπνηείηαη ηεξάζηηνο αξηζκφο θπηηαξηθψλ θχθισλ - 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ ζαλάηνπ θαη ηεο αληηθαηάζηαζεο (πεξίπνπ 107 θχθινη / 

δεπηεξφιεπην). Κάζε θνξά πνπ ζρεκαηίδεηαη έλα λέν θχηηαξν κέζσ ηεο πνιχπινθεο 

δηαδηθαζίαο ηεο θπηηαξηθήο αλάπηπμεο θαη δηαίξεζεο, ππάξρεη κεγάιε πηζαλφηεηα λα 

ζπκβεί ιάζνο. Χο εθ ηνχηνπ, ε πηζαλφηεηα λα επηηεπρζεί κηα ηέηνηα θαηαζηξνθή κε 

απνηέιεζκα ην ζρεκαηηζκφ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ είλαη πνιχ κεγάιε. 

Απφ ηε ζηηγκή πνπ κηα θπζηνινγηθή βηνινγηθή ιεηηνπξγία ηνπ θπηηάξνπ κπνξεί λα 

δεκηνπξγήζεη απμεκέλε πηζαλφηεηα αλάπηπμεο θαξθίλνπ, ζα ήηαλ αλακελφκελν νη 

αλζξψπηλνη πιεζπζκνί λα βηψλνπλ ηέηνηα πεξηζηαηηθά κε παξφκνηα ζπρλφηεηα. Χζηφζν, 

θαηά ηελ εμέηαζε ησλ πνζνζηψλ εκθάληζεο θαξθίλνπ, γίλεηαη ακέζσο αληηιεπηφ φηη νη 

πηζαλφηεηεο εθδήισζεο δηαθνξεηηθψλ ηχπσλ θαξθίλνπ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά κεηαμχ ησλ 

πιεζπζκψλ απηψλ. 

Κάπνηα είδε θαξθίλνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παξνπζία φγθσλ πνπ ζρεκαηίδνληαη ηπραία ή 

νθείινληαη ζε αλαπφθεπθηα αηπρήκαηα θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ, θαη 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  2 

ζπλεπψο εκθαλίδνληαη κε παξφκνηα ζπρλφηεηα κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ πιεζπζκψλ. Παξ‟ 

φια απηά, ζηελ αλάπηπμε θάπνησλ ηχπσλ θαξθίλνπ παξεκβαίλνπλ ζπγθεθξηκέλνη 

παξάγνληεο θαη απμάλνπλ αηζζεηά ηνλ αξηζκφ ησλ πεξηζηαηηθψλ ζε ζπγθεθξηκέλεο νκάδεο 

αηφκσλ. Οη δχν πξνθαλείο παξάγνληεο πνπ ζπληεινχλ ζε απηφ είλαη ε θιεξνλνκηθφηεηα 

θαη ην πεξηβάιινλ. Γηαθνξεηηθνί πιεζπζκνί κπνξεί λα θέξνπλ θαξθηλν-επαίζζεηα 

αιιειφκνξθα ζε πνιχ δηαθνξεηηθέο ζπρλφηεηεο, ελψ παξάιιεια ην πεξηβάιινλ 

δηαβίσζεο ζπληειεί ζεκαληηθά ζηελ αλάπηπμε θαη εμέιημε ηεο λφζνπ. 

΢πκπεξαίλνπκε ινηπφλ φηη νη φγθνη, ζηα πεξηζζφηεξα είδε θαξθίλσλ, δελ πξνέξρνληαη απφ 

ην εμσηεξηθφ πεξηβάιινλ αιιά πεγάδνπλ απφ ηνπο ίδηνπο ηνπο θπζηνινγηθνχο ηζηνχο. 

Δπηπιένλ απνδείρζεθε φηη έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα κεηαθηλνχληαη κέζα ζηα φξηα ηνπ 

αλζξψπηλνπ νξγαληζκνχ, κε απνηέιεζκα λα γίλνληαη αληρλεχζηκνη φγθνη ζε δηαθνξεηηθά 

ζεκεία θαη ζπλήζσο αξθεηά απνκαθξπζκέλνη απφ ηελ αξρηθή θαξθηληθή εζηία. Απηφ 

θαλεξψλεη ηελ ηάζε ηνπο λα δηαζπείξνληαη θαη λα ζρεκαηίδνπλ λέεο απνηθίεο θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ (κεηάζηαζε). 

Με ηελ ηζηνπαζνινγηθή αλάιπζε θαηέζηε δπλαηή ε θαηαλφεζε ηεο ζρέζεο κεηαμχ ηεο 

θιηληθήο ζπκπεξηθνξάο ηνπ φγθνπ θαη ησλ κηθξνζθνπηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηνπ. Πην 

ζεκαληηθά είλαη ηα θξηηήξηα κε βάζε ηα νπνία νη δηάθνξνη φγθνη θαηαηάζζνληαη ζε κία απφ 

ηηο δχν κεγάιεο θαηεγνξίεο αλάινγα κε ην βαζκφ επηζεηηθήο αλάπηπμεο. Απηνί πνπ 

αλαπηχζζνληαη ηνπηθά, ρσξίο λα εηζβάινπλ ζε γεηηνληθνχο ηζηνχο ραξαθηεξίδνληαη σο 

θαινήζεηο (benign), ελψ απηνί πνπ έρνπλ ηελ ηάζε λα εηζβάινπλ ζε γεηηνληθνχο ηζηνχο 

θαη είλαη ππεχζπλνη γηα ηε δεκηνπξγία κεηάζηαζεο νλνκάδνληαη θαθνήζεηο (malignant). 

Παξάιιεια, νη δηάθνξνη θαξθηληθνί φγθνη κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ κε βάζε ηελ 

πξνέιεπζή ηνπο. Αλ ν φγθνο ζρεκαηίδεηαη απφ θχηηαξα πνπ πξνέξρνληαη απφ έλα θνηλφ 

πξνγνληθφ θχηηαξν, ηφηε ραξαθηεξίδεηαη σο κνλνθισληθόο (monoclonal). Δλαιιαθηηθά, 

αλ ε κάδα ηνπ φγθνπ απνηειείηαη απφ κία ζεηξά γελεηηθά δηαθνξνπνηεκέλσλ θπηηαξηθψλ 

ππνπιεζπζκψλ, πνπ δελ παξέρνπλ θακία έλδεημε θνηλήο πξνέιεπζεο, ηφηε ν φγθνο 

ραξαθηεξίδεηαη σο πνιπθισληθόο (polyclonal). 
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1.2 Μεηαιιάμεηο θαη θαξθίλνο 

1.2.1 Δηζαγσγή 

Οη κεηαιιάμεηο είλαη κφληκεο αιιαγέο ή αιινηψζεηο ζην γελεηηθφ πιηθφ ελφο θπηηάξνπ, νη 

νπνίεο επεξεάδνπλ ηε λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ελφο ή πεξηζζνηέξσλ γνληδίσλ. Οη 

πεξηζζφηεξεο είλαη επηβιαβείο, εθφζνλ δελ επηδηνξζσζνχλ. Δπηπρψο, φκσο, νη 

πεξηζζφηεξεο απφ ηηο πξναλαθεξζείζεο κεηαιιάμεηο δελ εθδειψλνληαη, αθνχ ην 

αληηζηαζκηζηηθφ γνλίδην ηνπ νκφινγνπ (ή αιιειφκνξθνπ) ρξσκνζψκαηνο είλαη 

θπζηνινγηθφ, ελψ γηα ηελ εθδήισζε θάπνηαο γελεηηθήο αζζέλεηαο είλαη απαξαίηεην λα 

ππάξρεη κεηάιιαμε θαη ζηα δχν νκφινγα ρξσκνζψκαηα ζην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην απφ ην 

νπνίν εμαξηάηαη ε αζζέλεηα. 

Πνιιέο απφ απηέο ηηο κεηαιιάμεηο ησλ γνληδίσλ ζπλδέζεθαλ απφ λσξίο κε ηελ αλάπηπμε 

δηαθφξσλ ηχπσλ θαξθίλνπ, θαη γηα ην ιφγν απηφ ε αλάπηπμε ηερληθψλ γηα ηελ αλίρλεπζε 

απηψλ ησλ κεηαιιάμεσλ ζην DNA εγθαίξσο έγηλε απαξαίηεηε. Οη ηερληθέο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζήκεξα γηα ηελ αλάιπζε θαη ηελ ηαπηνπνίεζε κεηαιιάμεσλ είλαη 

πνηθίιεο θαη βαζίδνληαη ζε πνιιέο δηαθνξεηηθέο αξρέο. Οη πξψηεο απφπεηξεο έγηλαλ κε ηε 

ρξήζε πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ θαη ε εκθάληζε ηνπ απνηειέζκαηνο γηλφηαλ κε 

ειεθηξνθνξεηηθφ δηαρσξηζκφ θαη ηελ ηερληθή ηεο απνηύπσζεο (blotting). Γξήγνξα 

φκσο, θάλεθε ε αδπλακία απηήο ηεο πξνζέγγηζεο αθνχ φιεο νη αιιαγέο ζηελ αιιεινπρία 

ηνπ DNA δελ νδεγνχλ θαη‟ αλάγθε θαη ζε αιιαγή θάπνηαο ζέζεο πξφζδεζεο 

πεξηνξηζηηθνχ ελδχκνπ – θάηη πνπ νδήγεζε ζε ςεπδψο αξλεηηθά απνηειέζκαηα. Γη‟ απηφ 

αλαπηχρζεθαλ λέεο ηερληθέο πνπ ζηεξίδνληαη ζε άιιεο ηδηφηεηεο ηνπ γελεηηθνχ πιηθνχ. 

Οη ηερληθέο αλάιπζεο κεηαιιάμεσλ κπνξνχλ λα ρσξηζζνχλ ζε δχν κεγάιεο θαηεγνξίεο, 

αλαιφγσο κε ην αλ κπνξνχλ λα πξνζδηνξίζνπλ γλσζηέο ή λα αληρλεχζνπλ άγλσζηεο 

κεηαιιάμεηο. Δάλ είλαη γλσζηφ ην θάζκα ησλ κεηαιιάμεσλ, ηφηε ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ 

ηερληθέο πνπ κπνξνχλ λα «ζηνρεχζνπλ» ζπγθεθξηκέλεο κεηαιιάμεηο (ηερληθέο ζάξσζεο), 

ελψ ζε αληίζεηε πεξίπησζε ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ ηερληθέο πνπ κπνξνχλ λα 

πξνζδηνξίζνπλ νπνηαδήπνηε κεηάιιαμε.3 

Σελ ηειεπηαία δεθαεηία, ε αλάγθε γηα αλίρλεπζε αιιεινπρηψλ γνληδίσλ πνπ πεξηέρνπλ 

κεηαιιάμεηο, παξνπζία πεξίζζεηαο ηεο θπζηνινγηθήο αιιεινπρίαο, ζπλαληάηαη πνιχ ζπρλά 

ζηε γελεηηθή ηνπ θαξθίλνπ. Σα θιηληθά δείγκαηα πνπ πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην ηνλ φγθν 

(βηνςίεο), ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο ζπληζηνχλ αλνκνηνγελή κείγκαηα δηαθφξσλ ηχπσλ 

θπηηάξσλ, θχηηαξα ηνπ ζηξψκαηνο θαη θαξθηληθά θχηηαξα, πνπ πεξηιακβάλνπλ έλα κεγάιν 

εχξνο κεηαιιάμεσλ. 
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Μία πξφθιεζε θαηά ηελ αλάπηπμε θιηληθψλ θαη δηαγλσζηηθψλ εθαξκνγψλ, είλαη ε 

ηθαλφηεηα αλίρλεπζεο, θιηληθψο ζεκαληηθψλ κεηαιιάμεσλ θαη αιιειίσλ πνπ εκθαλίδνληαη 

ζε πνιχ ρακειέο ζπγθεληξψζεηο κέζα ζε έλα δείγκα. Ζ δπλαηφηεηα δηάθξηζεο 

κεηαιιάμεσλ είλαη ζεκαληηθή γηα πνιινχο ιφγνπο, αιιά ηδηαηηέξσο γη‟ απηνχο πνπ 

αθνινπζνχλ: (α) ε έγθαηξε αλίρλεπζε ηνπ φγθνπ κε αλάιπζε δεηγκάησλ ηζηψλ ή 

ζσκαηηθψλ πγξψλ (πιάζκα θαη νξφο), (β) ε εθηίκεζε ηεο ππνιεηκκαηηθήο λφζνπ κεηά ηε 

ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, (γ) ζηαδηνπνίεζε ηεο λφζνπ θαη θαζνξηζκφο κνξηαθνχ πξνθίι ηνπ 

φγθνπ γηα πξφγλσζε ή θαζνξηζκφ εμαηνκηθεπκέλεο ζεξαπείαο θαη (δ) ν έιεγρνο θαη ε 

παξαθνινχζεζε ηεο εμέιημεο ηεο λφζνπ (χθεζε/ππνηξνπή). Ζ απνδνηηθή αλίρλεπζε 

ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν εμαξηάηαη ζεκαληηθά απφ ηελ 

εηδηθφηεηα ησλ ηερληθψλ θαη ησλ κεζφδσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη. Ζ αλίρλεπζε θαη ε 

ηαπηνπνίεζε κεηαιιάμεσλ ζε νγθνγνλίδηα θαη νγθνθαηαζηαιηηθά γνλίδηα απαηηνχλ 

αλάιπζε πξν-θαξθηληθψλ ή θαξθηληθψλ ηζηψλ, ζσκαηηθψλ πγξψλ, θαζψο θαη DNA πνπ 

απειεπζεξψλεηαη απφ ηα θχηηαξα θαη θπθινθνξεί ζην αίκα.4 

Σα ηειεπηαία ρξφληα, κεηά ηε ζπζρέηηζε ησλ θπθινθνξνύλησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ 

(Circulating Tumour Cells, CTCs) θαη ηνπ ειεύζεξνπ θπηηάξσλ DNA (cell-free DNA, 

cfDNA) κε ηνλ θαξθίλν θαη ηε κεηάζηαζε, ην ελδηαθέξνλ ζηξάθεθε πξνο ηελ αλάπηπμε 

κεζνδνινγηψλ θαη ηερληθψλ βειηησκέλεο εηδηθφηεηαο θαη επαηζζεζίαο. Μεηαιιαγκέλν DNA 

πνπ ζρεηίδεηαη κε ηνλ φγθν, έρεη θαλεί φηη είλαη παξφλ ηφζν ζηα θπθινθνξνχληα θαξθηληθά 

θχηηαξα ζην αίκα, φζν θαη ζε ηκήκαηα DNA ειεχζεξα ζην πιάζκα. Ζ εμαθξίβσζε ηεο 

παξνπζίαο ζπάλησλ κεηαιιάμεσλ, πνπ ζπλδένληαη κε ηνλ φγθν, ζην αίκα ζα ήηαλ ν 

θαιχηεξνο δείθηεο κέηξεζεο ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο ζεξαπείαο θαη ηεο πξψηκεο 

ππνηξνπήο.5 Άξα, ζηφρνο ησλ λέσλ κεζφδσλ είλαη ε ηθαλφηεηα αλίρλεπζεο ζσκαηηθψλ 

κεηαιιάμεσλ ζην DNA ζε δείγκαηα φπνπ ηα κεηαιιαγκέλα αιιήιηα βξίζθνληαη ζε πνιχ 

ρακειή ζπγθέληξσζε ζε ζχγθξηζε κε ηα θπζηνινγηθά.6  

 

1.2.2 Καηεγνξίεο κεηαιιάμεσλ3 

Χο κεηάιιαμε (mutation) νξίδεηαη κία κφληκε αιιαγή ή αιινίσζε ζην γελεηηθφ πιηθφ ελφο 

θπηηάξνπ, ε νπνία επεξεάδεη ηε λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ελφο ή πεξηζζνηέξσλ γνληδίσλ. 

Ζ θαηάηαμε φισλ απηψλ ησλ κεηαιιάμεσλ κπνξεί λα γίλεη κε δηάθνξνπο ηξφπνπο. Έηζη, 

κία αξρηθή θαηάηαμε ζα κπνξνχζε λα γίλεη ζχκθσλα κε ην είδνο ηεο βάζεο πνπ 

αληηθαζηζηά θαη αληηθαζίζηαηαη θάζε θνξά. Καη‟ απηφλ ηνλ ηξφπν, αλαθέξνληαη: 
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 Μεηαιιάμεηο κεηάπησζεο (transition), φπνπ κία πνπξίλε (αδελίλε Α ή γνπαλίλε 

G) αληηθαζίζηαηαη απφ κία άιιε πνπξίλε ή κία ππξηκηδίλε (ζπκίλε T ή θπηνζίλε C) 

αληηθαζίζηαηαη απφ κία άιιε ππξηκηδίλε. 

 Μεηαιιάμεηο κεηαζηξνθήο (transversion) φπνπ κία πνπξίλε αληηθαζίζηαηαη απφ 

κία ππξηκηδίλε ή ην αληίζηξνθν. 

 Μία δεχηεξε θαη ίζσο πεξηζζφηεξν γλσζηή θαηάηαμε γίλεηαη βάζεη ηνπ κεγέζνπο ηνπ 

γελεηηθνχ πιηθνχ πνπ πθίζηαηαη κεηάιιαμε. 

 Μεηαιιάμεηο πνπ πξνθαινχλ κεγάιεο αλαδηαηάμεηο ζην κφξην ηνπ DNA, φπσο 

ειιείκκαηα (deletions) ή πξνζζήθεο (insertions) κεγάισλ ηκεκάησλ DNA. 

 ΢εκεηαθέο κεηαιιάμεηο (point mutations), φπνπ κία κφλν βάζε είλαη απηή πνπ 

πθίζηαηαη ηελ «αιινίσζε». 

Με ηε ζεηξά ηνπο ηψξα νη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο, σο θαη νη πην δηαδεδνκέλεο, ρσξίδνληαη 

ζηηο: 

 Μεηαιιάμεηο κε ιάζνο λφεκα ή παξαλνεκαηηθέο (missense), δειαδή κεηαιιάμεηο 

φπνπ ε αιιαγή ηεο βάζεο νδεγεί θαηά ηε κεηάθξαζε ζε αληηθαηάζηαζε ελφο 

ακηλνμένο απφ άιιν. 

 Μεηαιιάμεηο ρσξίο λφεκα ή κε λνεκαηηθέο (nonsense), δειαδή κεηαιιάμεηο φπνπ 

ε αιιαγή βάζεο νδεγεί θαηά ηε κεηάθξαζε ζηε δεκηνπξγία ελφο εθ ησλ ηξηψλ 

θσδηθνλίσλ ιήμεο (stop codon) ηεο πξσηετλνζχλζεζεο (UAA, UAG, UGA), θαη 

εμαηηίαο απηνχ, δεκηνπξγνχληαη αθξσηεξηαζκέλεο πξσηεΐλεο κε κηθξφηεξν κέγεζνο 

θαη κεησκέλε ιεηηνπξγηθφηεηα (truncated protein). 

 Μεηαιιάμεηο αιιαγήο πιαηζίνπ αλάγλσζεο (frameshift), ζηηο νπνίεο ππάξρεη 

πξνζζήθε  ή έιιεηκκα  ελφο ή πεξηζζνηέξσλ λνπθιενηηδίσλ -ρσξίο φκσο ν αξηζκφο 

ησλ πξνζηηζέκελσλ ή αθαηξνχκελσλ λνπθιενηηδίσλ λα είλαη πνιιαπιάζην ηνπ 3 - 

κε απνηέιεζκα λα αιιάδεη ην πιαίζην αλάγλσζεο θαη λα δεκηνπξγείηαη εληειψο 

δηαθνξεηηθή πξσηεΐλε. Ζ πξσηετλνζχλζεζε ζπλερίδεηαη κέρξη ηελ εχξεζε 

θσδηθνλίνπ ιήμεο θαη ε πξσηεΐλε κπνξεί λα είλαη νπνηνπδήπνηε κεγέζνπο ζε ζρέζε 

κε ηε θπζηνινγηθή. Απηέο νη κεηαιιάμεηο ραξαθηεξίδνληαη θαη σο παζνγλσκηθέο. 

 ΢ησπεξέο (silent) κεηαιιάμεηο, δειαδή κεηαιιάμεηο ζηηο νπνίεο έρεη αληηθαηαζηαζεί 

ην ηξίην λνπθιενηίδην θάπνηνπ θσδηθνλίνπ θαη ιφγσ  ηνπ εθθπιηζκνχ ηνπ γελεηηθνχ 

θψδηθα, ε κεηάιιαμε απηή δε ζπλεπάγεηαη ηελ αιιαγή θάπνηνπ ακηλνμένο θαηά ηε 

κεηάθξαζε. Οη κεηαιιάμεηο απηέο θαινχληαη θαη ζεκεηαθνί πνιπκνξθηζκνί 

(Single Nucleotide Polymorphisms – SNPs), είλαη πνιχ ζπρλέο – αλαθέξεηαη φηη 
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ζην αλζξψπηλν γνληδίσκα ππάξρνπλ ηέηνηεο δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ ησλ δχν 

αιιειίσλ θάζε 1:250 έσο 1:300 βάζεηο. 

 Μεηαιιάμεηο ζηηο ζπληεξεηηθέο αιιεινπρίεο καηίζκαηνο (splicing) ηληξνλίσλ, 

δειαδή κεηαιιάμεηο πνπ επεξεάδνπλ ηελ σξίκαλζε ηνπ mRNA παξεκπνδίδνληαο 

ηε ζσζηή απνθνπή ησλ αιιεινπρηψλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα ηληξφληα θαη ηελ 

επαλαζπγθφιιεζε ησλ αιιεινπρηψλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα εμφληα. 

 Μεηαιιάμεηο ζηνπο ππνθηλεηέο (promoter) ησλ γνληδίσλ φπνπ ζπλήζσο 

εληνπίδνληαη ζε ζέζεηο δέζκεπζεο κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ, κε απνηέιεζκα ηε 

κείσζε ηεο ηθαλφηεηαο κεηαγξαθήο απηνχ ηνπ γνληδίνπ. 

 Μεηαιιάμεηο ζηηο κε κεηαθξαδφκελεο αιιεινπρίεο (ηληξφληα) ησλ γνληδίσλ, κε 

θπζηθή απφξξνηα ηε κεησκέλε ηθαλφηεηα πξσηετλνζχλζεζεο. 

Οη κεηαιιάμεηο, ζα κπνξνχζαλ επηπξνζζέησο λα ρσξηζζνχλ ζηηο θιεξνλνκνύκελεο 

(hereditary) θαη ζηηο επίθηεηεο ή απζόξκεηεο (acquired or spontaneous). Οη 

θιεξνλνκνχκελεο κεηαιιάμεηο  είλαη απηέο πνπ κεηαβηβάδνληαη απφ γεληά ζε γεληά, γηαηί 

βξίζθνληαη ζην γελεηηθφ πιηθφ ησλ γακεηηθψλ θπηηάξσλ, ελψ νη επίθηεηεο ή απζφξκεηεο  

είλαη ην απνηέιεζκα ηπραίσλ ιαζψλ ζηελ αληηγξαθή ηνπ DNA,  ζπλαληψληαη ζηα ζσκαηηθά 

θχηηαξα θαη δε κεηαβηβάδνληαη απφ γεληά ζε γεληά. Οη ζσκαηηθέο κεηαιιάμεηο (somatic 

mutations) ζπλήζσο ππάξρνπλ ζε πνιχ ρακειά επίπεδα παξνπζία πςειψλ επηπέδσλ 

θπζηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ «θπζηθνύ ηύπνπ» (wild-type) πνπ ιεηηνπξγνχλ ζαλ 

ππφβαζξν. Γηα ην ιφγν απηφ, είλαη απαξαίηεηε ε αλάπηπμε κεζφδσλ κε κεγαιχηεξε 

επαηζζεζία ζπγθξηηηθά κε απηέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα αλάιπζε κεηαιιάμεσλ ζηε 

γακεηηθή ζεηξά (germline mutations). 

 

1.3 Σερληθέο Αλάιπζεο Μεηαιιάμεσλ 

Αθνινχζσο, αλαιχνληαη εθηελέζηεξα κεξηθέο απφ ηηο γλσζηφηεξεο θαη πιένλ 

θαζηεξσκέλεο ηερληθέο αλάιπζεο κεηαιιάμεσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε επξεία θιίκαθα. 

Αξρηθά δίλεηαη ν πίλαθαο 1.1, φπνπ θαηαγξάθνληαη ζπλνπηηθά νη ηερληθέο απηέο. 
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Πίλαθαο 1.1 ΢πλνπηηθόο πίλαθαο κεζόδσλ αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ 

Μέζνδνο αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ 
Γλσζηέο 

Μεηαιιάμεηο 

Άγλσζηεο 

Μεηαιιάμεηο 

DNA Sequencing + + 

Αιιεινχρεζε DNA ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (Pyrosequencing) + + 

Sequencing λέαο γεληάο (NGS) + + 

Co-amplification at Lower Temperature (COLD-PCR) 
+ 

“fast” COLD-PCR 

+ 

“full” COLD-PCR 

Φαζκαηνκεηξία Μάδαο (MALDI-TOF MS) + + 

Μηθξνζπζηνηρίεο Οιηγνλνπθιενηηδίσλ DNA (DNA Microarrays) + + 

Τςειήο δηαθξηηηθφηεηαο αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο (HRMA) + + 

Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) - + 

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) - + 

Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE) - + 

Protein Truncation Test (PTT) - + 

Denaturing High Performance Liquid Chromatography (D-HPLC) - + 

Aλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ κε ρξήζε πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ 
(RFLPs) 

+ - 

Πνζνηηθή PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ κε ρξήζε αληρλεπηψλ 
πβξηδηζκνχ (RT-qPCR) 

+ - 

Πεπηηδηθά Ννπθιετθά Ομέα (PNAs)/«Κιεηδσκέλα» Ννπθιετθά 
Ομέα (LNAs) 

+ - 

Αιιεινεηδηθή ελίζρπζε PCR (ASA-PCR) + - 

Αζχκκεηξε PCR κε ρξήζε αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ + - 

Allele-specific oligonucleotides (ASO) + - 
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1.3.1 Σερληθέο αλάιπζεο κεηαιιάμεσλ πνπ βαζίδνληαη ζηνλ ειεθηξνθνξεηηθό 

δηαρσξηζκό 

1.3.1.1 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism, Αλάιπζε κε βάζε ηνλ 

πνιπκνξθηζκό ηεο δηακόξθσζεο κνλόθισλνπ DNA)3 

Ζ αλάιπζε SSCP ή αιιηψο SSCA (Single Strand Conformation Analysis) είλαη κία 

ηερληθή απιή θαη ζρεηηθά γξήγνξε γηα ηελ αλίρλεπζε άγλσζησλ κεηαιιάμεσλ. Βαζίδεηαη 

ζηελ ηδηφηεηα πνπ έρεη ην κνλόθισλν DNA (ssDNA - single stranded DNA) λα 

ζρεκαηίδεη δεπηεξνηαγείο δνκέο. Οη δεπηεξνηαγείο δνκέο ηνπ κνλφθισλνπ DNA νθείινληαη 

ζε ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ βάζεσλ ηεο αιιεινπρίαο ηνπ. Ζ αιιαγή 

κηαο κφλν βάζεο (ζεκεηαθή κεηάιιαμε) ελδέρεηαη λα δψζεη κία δηαθνξεηηθή δεπηεξνηαγή 

δνκή άξα θαη δηακφξθσζε απφ απηήλ ηνπ θπζηνινγηθνχ κνξίνπ. Οκνίσο, θαη ν 

ζπκπιεξσκαηηθφο ηνπ θιψλνο δηακνξθψλεηαη δηαθνξεηηθά. Καηά απηφλ ηνλ ηξφπν, ε 

ειεθηξνθφξεζε αθφκα θη ελφο θπζηνινγηθνχ κνξίνπ -ππφ κε απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο, 

φπνπ απηφ παξακέλεη κνλφθισλν- ζα δψζεη ηνπιάρηζηνλ δχν δψλεο. Ζ παξνπζία ησλ 

πεξηζζνηέξσλ ησλ δχν δσλψλ εμεγείηαη απφ ην γεγνλφο φηη κηα νπνηαδήπνηε αιιεινπρία 

DNA κπνξεί λα απνθηήζεη παξαπάλσ απφ κία ζηαζεξέο δηακνξθψζεηο. Καηά ηελ 

ειεθηξνθφξεζε δείγκαηνο πνπ θέξεη κία ζεκεηαθή κεηάιιαμε παξαηεξνχληαη δχν ή 

ηέζζεξηο δψλεο (ηνπιάρηζηνλ φζνλ αθνξά ηηο θχξηεο) αλαιφγσο αλ πξφθεηηαη γηα 

νκνδπγψηε ή εηεξνδπγψηε αληηζηνίρσο.(΢ρήκα 1.1) 

Αλ θαη ζεσξεηηθά, νπνηαδήπνηε ζεκεηαθή κεηάιιαμε κπνξεί λα αληρλεπζεί κε ηελ ηερληθή 

ηεο SSCP εληνχηνηο, ππάξρνπλ πεξηπηψζεηο, φπνπ ε ηερληθή SSCP δίλεη ςεπδψο αξλεηηθά 

απνηειέζκαηα. Απηφ κπνξεί λα ζπκβεί εάλ ε κεηάιιαμε βξίζθεηαη ζε ηέηνηα ζέζε πάλσ 

ζηελ ειεγρφκελε πεξηνρή ηνπ DNA, πνπ ε πξνθαινχκελε κεηαβνιή ζηε δηακφξθσζή ηνπ 

είλαη απφ αζήκαληε έσο κεδεληθή. Δπίζεο, αλ ην κέγεζνο ηεο πεξηνρήο DNA πνπ 

ειέγρεηαη είλαη κεγαιχηεξν ησλ 200-300 bp, ηφηε κία ζεκεηαθή κεηάιιαμε δελ κπνξεί λα 

επηθέξεη δξαζηηθή αιιαγή ζηε δεπηεξνηαγή δνκή ηνπ DNA.7 

Σν βαζηθφηεξν πιενλέθηεκα ηεο κεζφδνπ SSCP, είλαη θπξίσο ε επθνιία πνπ παξνπζηάδεη 

θαζ‟ φιε ηε δηαδηθαζία εθηέιεζεο ηνπ πεηξάκαηνο ελψ ην θχξην κεηνλέθηεκα ηεο SSCP 

είλαη ε έιιεηςε επαηζζεζίαο, ε νπνία νθείιεηαη ζηελ αδπλακία ηεο ηερληθήο λα αληρλεχεη 

θάπνηεο κεηαιιάμεηο, ηδίσο φηαλ δελ πιεξνχληαη νη πξνυπνζέζεηο πνπ πξναλαθέξζεθαλ.  
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΢ρήκα 1.1 Θεσξεηηθή απεηθόληζε αλάιπζεο SSCP (αξηζηεξά). Σππηθό ειεθηξνθόξεκα SSCP (δεμηά). 

Φπζηνινγηθό δείγκα, νκνδπγσηηθό κεηαιιαγκέλν θαη εηεξνδπγσηηθό κεηαιιαγκέλν.3 

 

1.3.1.2 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, Ζιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή 

κε θιίζε απνδηαηαθηηθνύ)3 

Ο δηαρσξηζκφο κε ηελ DGGE βαζίδεηαη ζηε δηαθνξά θηλεηηθφηεηαο πνπ έρεη κία 

λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ζε ζρέζε κε κία άιιε, φηαλ θηλείηαη ζε πεθηή πνπ πεξηέρεη (κία 

δεδνκέλε) βαζκίδσζε ζε απνδηαηαθηηθφ.  

Καηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ελφο δείγκαηνο DNA ζε πεθηή κε θιίζε απνδηαηαθηηθνχ, ε 

αξρηθή ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθφηεηα είλαη ζπλάξηεζε κφλν ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ηνπ 

DNA. Όκσο, θαζψο ην δείγκα DNA κεηαθηλείηαη ζε πεξηνρέο δηαξθψο απμαλφκελεο 

ζπγθέληξσζεο απνδηαηαθηηθνχ, επέξρεηαη ζηαδηαθά κεξηθή ηήμε/απνδηάηαμε θάπνηαο 

πεξηνρήο DNA ηνπ δείγκαηνο, ε νπνία έρεη ηε κηθξφηεξε ζεξκνθξαζία ηήμεο (melting 

temperature, Tm). H Tm κηαο θχξηαο πεξηνρήο εμαξηάηαη απφ ηελ αιιεινπρία ησλ 

λνπθιενηηδίσλ θαη δηαθνξνπνηείηαη ζεκαληηθά αθφκα θαη κε ηελ αιιαγή κίαο κφλν βάζεο. 

Έηζη, ην κφξην DNA κεξηθψο απνδηαηαγκέλν έρεη κεησκέλε θηλεηηθφηεηα θαη κπνξεί πιένλ 

λα αθηλεηνπνηεζεί, αθνχ ε δηαθιαδηδφκελε δνκή πνπ παξνπζηάδεη ζην ζεκείν ηήμεο, ηνπ 

απαγνξεχεη λα θηλεζεί δηακέζνπ ηνπ πιέγκαηνο ηεο πεθηήο. 

΢ε κηα αλάιπζε DGGE, γηα θπζηνινγηθά άηνκα θαη γηα νκνδπγψηεο αλακέλεηαη κηα δψλε. 

Γηα εηεξνδπγψηεο δηαρσξίδνληαη ηέζζεξηο δψλεο, νη νπνίεο πξνθχπηνπλ απφ ηελ αλάκεημε 

ηνπ θπζηνινγηθνχ κε ην κεηαιιαγκέλν γνλίδην. (΢ρήκα 1.2) 

 Ζ DGGE πιενλεθηεί σο κέζνδνο αλάιπζεο ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ ιφγσ ηεο πςειήο ηεο 

επαηζζεζίαο (κέρξη θαη 100%).7 Βαζηθφηεξν κεηνλέθηεκα ηεο ηερληθήο DGGE, είλαη ε 

αλάγθε παξαζθεπήο πεθηψλ κε βαζκίδσζε ζηε ζπγθέληξσζε ηνπ απνδηαηαθηηθνχ. 
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΢ρήκα 1.2 Αξρή κεζόδνπ DGGE γηα θπζηνινγηθό δείγκα, νκνδπγσηηθό κεηαιιαγκέλν  θαη 

εηεξνδπγσηηθό κεηαιιαγκέλν (αξηζηεξά) θαη ηππηθό ειεθηξνθόξεκα DGGE (δεμηά).3  

 

1.3.1.3 TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis, Ζιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή 

κε βαζκίδσζε ζεξκνθξαζίαο) 

Ζ κέζνδνο TGGE απνηειεί κηα παξαιιαγή ηεο κεζφδνπ DGGE, θαζψο αληί ηεο ρξήζεο 

βαζκίδσζεο ζπγθέληξσζεο ρεκηθψλ απνδηαηαθηηθψλ, ρξεζηκνπνηείηαη βαζκίδσζε 

ζεξκνθξαζίαο.8 Αλ θαη ε αξρή ηεο κεζφδνπ απηήο είλαη ίδηα κε εθείλε ηεο DGGE, 

παξνπζηάδεη επηπξνζζέησο ην κεγάιν πιενλέθηεκα ηεο απνθπγήο παξαζθεπήο πεθηψλ 

βαζκίδσζεο ζπγθέληξσζεο απνδηαηαθηηθνχ. Aπνηειείηαη απφ εμεηδηθεπκέλε νξγαλνινγία 

δηαηήξεζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζε δηαθνξεηηθέο ηηκέο πάλσ ζηελ ίδηα πεθηή, γεγνλφο πνπ 

αλεβάδεη θαηά πνιχ ην θφζηνο ηεο ζπζθεπήο. Δπίζεο, είλαη αλαγθαία ε ρξεζηκνπνίεζε 

νιηγνλνπθιενηηδηθψλ εθθηλεηψλ πινχζησλ ζε γνπαλίλε θαη θπηνζίλε (GC-clamps), θάηη ην 

νπνίν ηζρχεη θαη γηα ηε DGGE.9  

1.3.1.4 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLPs, Aλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ 

κε ρξήζε πεξηνξηζηηθώλ ελδύκσλ) 

Ζ ηερληθή RFLPs ήηαλ απφ ηηο πξψηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλάιπζε DNA ηφζν 

ζηε Μνξηαθή Γηαγλσζηηθή, φζν θαη ζηε Γελεηηθή. ΢ήκεξα, ε ρξήζε ηεο δελ είλαη ηφζν 

επξεία φζν ζην παξειζφλ, ιφγσ ηεο αλαθάιπςεο λέσλ ηερληθψλ, πην απιψλ, γξήγνξσλ 

θαη επαίζζεησλ. Ζ ρξήζε πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ θαη ε εκθάληζε ηνπ απνηειέζκαηνο κε 

ειεθηξνθνξεηηθφ δηαρσξηζκφ θαη ηελ ηερληθή ηεο απνηχπσζεο ήηαλ απφ ηηο πξψηεο 

πξνζεγγίζεηο γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ. 

Ζ βαζηθή ηερληθή γηα ηελ αλίρλεπζε RFLPs πεξηιακβάλεη ηνλ ηεκαρηζκφ ηνπ δίθισλνπ 

DNA απφ έλα πεξηνξηζηηθφ έλδπκν, ην νπνίν έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα αλαγλσξίδεη θαη λα 
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«θφβεη» ην DNA ζε ζπγθεθξηκέλν ζεκείν ηεο αιιεινπρίαο κε κία δηαδηθαζία πνπ 

νλνκάδεηαη ελδπκηθή πέςε. Σν πεξηνξηζηηθφ έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θάζε θνξά κπνξεί 

λα αλαγλσξίδεη θαη λα «θφβεη» είηε ηε κεηαιιαγκέλε αιιεινπρία DNA ζην ζεκείν ηεο 

κεηάιιαμεο, είηε ηε θπζηνινγηθή αθήλνληαο ηελ άιιε αλεπεξέαζηε. Τπάξρνπλ επίζεο 

πεξηνξηζηηθά έλδπκα πνπ αλαγλσξίδνπλ θαη «θφβνπλ» ηελ αιιεινπρία ζε ζεκεία φπνπ 

ππάξρεη κε ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ, αληρλεχνληαο έηζη άγλσζηεο κεηαιιάμεηο ή 

πνιπκνξθηζκνχο. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα ηκήκαηα DNA πνπ πξνθχπηνπλ κεηά ηελ ελδπκηθή 

πέςε δηαρσξίδνληαη θαη ηαπηνπνηείηαη ην κέγεζφο ηνπο κε D-HPLC ή κε απιή 

ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο φπνπ ε δηάθξηζε γίλεηαη κε βάζε ην κέγεζνο ησλ 

ηκεκάησλ ηνπ DNA (αξηζκφο δεπγψλ βάζεσλ). (΢ρήκα 1.3) Μηα ζπκβαηηθή PCR 

πξνεγείηαη φιεο ηεο παξαπάλσ δηαδηθαζίαο κε ζθνπφ ηελ ελίζρπζε ελφο ζπγθεθξηκέλνπ 

ηκήκαηνο DNA πνπ πεξηέρεη ηε κεηάιιαμε. Σα πξνηφληα ηεο PCR ζα ππνζηνχλ ελδπκηθή 

πέςε κε πεξηνξηζηηθφ έλδπκν θαη ζηε ζπλέρεηα αλάιπζε ησλ RFLPs. 

 

΢ρήκα 1.3 Αξρή κεζόδνπ αλάιπζεο RFLPs. 

 

Παξ‟ φιε ηε ζρεηηθή έιιεηςε επαηζζεζίαο, ε αλάιπζε ησλ RFLPs είλαη απιή ζηελ εθηέιεζε 

θαη ζρεηηθά ρακεινχ θφζηνπο θαη γη‟ απηφ ην ιφγν αλαθέξεηαη σο ρξήζηκε ζαλ ηερληθή 

«ζάξσζεο».10  
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1.3.2 Σερληθέο αλάιπζεο κεηαιιάμεσλ πνπ βαζίδνληαη ζηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

αιιεινπρίαο ησλ βάζεσλ 

1.3.2.1 Πξνζδηνξηζκόο ηεο αιιεινπρίαο ησλ βάζεσλ ηνπ DNA – Maxam & Gilbert 

Sequencing, Sanger Sequencing 

Με ηνλ φξν απηφ, έρεη θαζηεξσζεί ε ηερληθή πξνζδηνξηζκνχ ηεο αιιεινπρίαο ησλ βάζεσλ 

δενμπξηβνλνπθιετθψλ νμέσλ (DNA) θαη γεληθφηεξα ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ (δειαδή θαη 

RNA). Έλαο ζεκαληηθφο ζηαζκφο ζηελ αλάιπζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ έγηλε ην 1977 φηαλ 

πεξηγξάθεθε γηα πξψηε θνξά απφ ηνπο Maxam & Gilbert11 κηα κέζνδνο αλάιπζεο ηεο 

αιιεινπρίαο ηνπ DNA κε ρεκηθή απνηθνδφκεζε ησλ βάζεσλ. Αξγφηεξα ην ίδην έηνο, 

πξνηάζεθε απφ ηνλ Sanger θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ12 κηα ελδπκηθή κέζνδνο γηα ηελ 

αλάγλσζε ηεο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο βαζηδφκελε ζηνλ πξφσξν ηεξκαηηζκφ ηεο 

λνπθιετθήο ζχλζεζεο. ΢ήκεξα, νη δχν απηέο κέζνδνη έρνπλ ππνζηεί αξθεηέο 

ηξνπνπνηήζεηο (δεκηνπξγία δηάθνξσλ πξσηνθφιισλ), νη βαζηθέο ηνπο αξρέο φκσο 

εμαθνινπζνχλ λα παξακέλνπλ αλαιινίσηεο. Όια ηα ζχγρξνλα απηνκαηνπνηεκέλα 

κεραλήκαηα αλάιπζεο ηνπ DNA (DNA sequencers) ζηεξίδνληαη θπξίσο ζηελ εθαξκνγή 

ηεο κεζφδνπ ηνπ Sanger. 

H κέζνδνο ησλ Maxam & Gilbert βαζίδεηαη ζηελ ηδηφηεηα νξηζκέλσλ ρεκηθψλ ελψζεσλ, 

φπσο ε πδξαδίλε, ην δηκεζπινζεητθφ (DMS) ή ην θνξκηθφ νμχ, λα κπνξνχλ λα 

ηξνπνπνηήζνπλ ηηο βάζεηο ηνπ DNA εληφο ηνπ κνξίνπ απηνχ.11 Σν DNA πνπ πξννξίδεηαη 

γηα αλάιπζε/αλάγλσζε, επηζεκαίλεηαη κε θάπνην ξαδηντζφηνπν ζε έλα απφ ηα 3‟,5‟ άθξα 

ηνπ, θαη αθνινχζσο κε ηε βνήζεηα ησλ πξναλαθεξζέλησλ ρεκηθψλ ελψζεσλ, 

ηξνπνπνηείηαη ζε ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο αληηδξάζεηο -ζε θάζε κία εθ ησλ νπνίσλ 

ρξεζηκνπνηείηαη έλα απφ ηα παξαπάλσ αληηδξαζηήξηα- ζε ζπγθεθξηκέλε βάζε γηα θάζε 

αληίδξαζε. Αθνινχζσο πξνζηίζεηαη ην αληηδξαζηήξην πηπεξηδίλε, ην νπνίν θαηαιχεη ην 

ζπάζηκν ηνπ θσζθνδηεζηεξηθνχ δεζκνχ ζην ζεκείν ηεο ηξνπνπνηεκέλεο βάζεο. 

Αθνινπζεί ν δηαρσξηζκφο ησλ παξαγφκελσλ πξντφλησλ κε ειεθηξνθφξεζε ζε εηδηθή 

πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ κεγάιεο δηαρσξηζηηθήο ηθαλφηεηαο θαη θαηφπηλ απηνξαδηνγξαθία 

ζε θηικ. Με απηφ ηνλ ηξφπν, εκθαλίδνληαη νιηγνλνπθιενηηδηθά πξντφληα ηα νπνία έρνπλ σο 

αξρή ην επηζεκαζκέλν άθξν θαη ηεξκαηίδνπλ ζε φιεο ηηο δπλαηέο αλά είδνο βάζεηο ζε θάζε 

κία απφ ηηο ηέζζεξεηο δηαθνξεηηθέο αληηδξάζεηο. (΢ρήκα 1.4) Ζ κέζνδνο ησλ Maxam & 

Gilbert παξνπζηάδεη αξθεηέο δπζθνιίεο απφ πιεπξάο εθηέιεζεο, ελψ ηα αληηδξαζηήξηα  

πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη είλαη ηνμηθά θαη αζηαζή. Παξ‟ φια απηά φκσο, παξνπζηάδεη θαη 

θάπνηα πιενλεθηήκαηα ζπγθξηηηθά κε ηε κέζνδν ηνπ Sanger: α) δε ρξεηάδεηαη λα πξνεγεζεί 

αληίδξαζε PCR έηζη ψζηε λα εληζρπζεί ε αιιεινπρία πνπ πξφθεηηαη λα αλαιπζεί β) 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  13 

αλαιχεη απεπζείαο ηκήκαηα γελσκηθνχ DNA, ρσξίο λα απαηηείηαη ελδπκηθή ελίζρπζε θαηά 

ηελ νπνία ελδέρεηαη λα ζπκβνχλ ιάζε γ) ε πηζαλφηεηα λα ζπκβνχλ ιάζε ιφγσ 

δεπηεξνηαγψλ δνκψλ ηεο αιιεινπρίαο πνπ αλαιχεηαη είλαη πνιχ πεξηνξηζκέλε.13 

΢ρήκα 1.4 Αξρή ηεο ρεκηθήο κεζόδνπ DNA sequencing θαηά Maxam & Gilbert.3  

 

Ζ κέζνδνο ησλ Maxam θαη Gilbert έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε δηάθνξεο πεξηπηψζεηο φπσο : α) 

ε αιιεινχρεζε γελσκηθνχ DNA κε παξάιιειε εμαγσγή πιεξνθνξηψλ ζρεηηθά κε ηε 

κεζπιίσζε ηνπ DNA θαζψο θαη ηε δνκή ηεο ρξσκαηίλεο14 β) ε αλίρλεπζε ζεκεηαθψλ 

κεηαιιάμεσλ15 γ) ε επηβεβαίσζε ηεο αιιεινπρίαο ζπλζεηηθψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ ή 

πεξηνρψλ DNA κε δνκέο θνπξθέηαο ή ζειηάο.16 

Ζ ηερληθή ηνπ Sequencing θαηά Sanger είλαη κία δηαδηθαζία κε ηελ νπνία επηηπγράλεηαη ε 

αιιεινχρεζε ηκεκάησλ DNA πνπ ζπλήζσο είλαη πξντφληα κηαο αληίδξαζεο PCR πνπ έρεη 

πξνεγεζεί. Βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία ζην κείγκα ηεο αληίδξαζεο δη-δενμπλνπθιενηηδίσλ 

(di-deoxynucleotide, ddNTPs) θαη ησλ ηεζζάξσλ αδσηνχρσλ βάζεσλ (Α, Σ, G, C), ηα 

νπνία φηαλ ηνπνζεηεζνχλ ζηε λενζπληηζέκελε αιπζίδα απφ ηε DNA-πνιπκεξάζε, ηφηε ε 

ζχλζεζε ηεο λέαο αιπζίδαο δηαθφπηεηαη θαη ην ζπγθεθξηκέλν δη-δενμπλνπθιενηίδην 

ζεκαηνδνηεί ηνλ ηεξκαηηζκφ ηεο αιπζίδαο. Απηφ ζπκβαίλεη δηφηη, ηα δη-δενμπλνπθιενηίδηα 

ζηεξνχληαη επηπιένλ θαη ηεο πδξνμπινκάδαο ζηελ 3‟ ζέζε ηνπ δαθηπιίνπ ηεο 

δενμπξηβφδεο. Λφγσ ηεο έιιεηςεο απηήο ηεο πδξνμπινκάδαο, αθνχ ε πνιπκεξάζε 

ηνπνζεηήζεη απηφ ην δη-δενμπλνπθιενηίδην ζηελ αιπζίδα πνπ ζπληίζεηαη, δελ κπνξεί πηα λα 

ηνπνζεηεζεί άιιν λνπθιενηίδην ζηε ζπλέρεηα γηαηί δελ είλαη εθηθηφ λα ζρεκαηηζηεί ν 
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θσζθνδηεζηεξηθφο δεζκφο κεηαμχ ησλ λνπθιενηηδίσλ. Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ 

θσζθνδηεζηεξηθνχ δεζκνχ απαηηεί ηελ παξνπζία κηαο 3‟-πδξνμπινκάδαο απφ ην ήδε 

ππάξρνλ –ηειεπηαίν- λνπθιενηίδην θαη κηαο 5‟-θσζθνξηθήο νκάδαο απφ ην «επφκελν» 

λνπθιενηίδην πνπ ζα ηνπνζεηεζεί ζηελ αιπζίδα. Πξαγκαηνπνηνχληαη ηέζζεξηο ζεηξέο 

ηέηνησλ αληηδξάζεσλ φπνπ ζηελ θαζεκία ρξεζηκνπνηείηαη έλα απφ ηα ηέζζεξα δη-

δενμπλνπθιενηίδηα. Μεηά ην ηέινο φιεο ηεο δηαδηθαζίαο πξνθχπηνπλ ηκήκαηα DNA ησλ 

νπνίσλ ην κέγεζνο εμαξηάηαη απφ ην ζεκείν φπνπ ηνπνζεηήζεθε ην δη-δενμπλνπθιενηίδην. 

Σα ηκήκαηα απηά αλαιχνληαη κε ειεθηξνθφξεζε θαηά ηελ νπνία επηβεβαηψλεηαη ην κήθνο 

ηνπο.12(΢ρήκα 1.5) Οη πιεξνθνξίεο απηέο ζπλδπάδνληαη θαη πξνθχπηεη ε πιήξεο 

αιιεινπρία ησλ αδσηνχρσλ βάζεσλ ζην ηκήκα ηνπ DNA πνπ καο ελδηαθέξεη. Έηζη 

κπνξνχκε λα αληρλεχζνπκε αλ ζε θάπνηα ζέζε ππάξρεη κεηάιιαμε ή αλ πξφθεηηαη γηα 

θπζηνινγηθφ DNA.  

 

΢ρήκα 1.5 Αξρή ελδπκηθήο κεζόδνπ DNA sequencing θαηά Sanger3 

 

Παξά ην γεγνλφο φηη, ε κέζνδνο ηνπ Sanger γηα DNA sequencing είλαη ν πην αμηφπηζηνο 

ηξφπνο γηα ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκφ ηεο αιιεινπρίαο λνπθιενηηδίσλ ελφο ηκήκαηνο DNA 

θαη έρεη ραξαθηεξηζηεί σο ην «ρξπζφ πξφηππν» κεηαμχ φισλ ησλ κεζφδσλ αλίρλεπζεο 

κεηαιιάμεσλ, δπζηπρψο ραξαθηεξίδεηαη απφ ζρεηηθά ρακειή επαηζζεζία πνπ θπκαίλεηαη 

πεξίπνπ ζην 5-20%. Απηφ ζεκαίλεη φηη ε κέζνδνο απηή δε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε αιιήιηα πνπ βξίζθνληαη ζε πνιχ ρακειή ζπγθέληξσζε κέζα 
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ζην δείγκα θαη παξνπζία πεξίζζεηαο θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ. Τπάξρεη δειαδή θίλδπλνο 

πνιιά δείγκαηα πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε λα ραξαθηεξηζηνχλ σο θπζηνινγηθά (ςεπδψο 

αξλεηηθά). 

Καηά ηελ αλάιπζε κεηαιιάμεσλ κε ηε ρξήζε απηφκαηνπ DNA sequencer, νη ζεκεηαθέο 

κεηαιιάμεηο θαίλνληαη ζα δχν αιιεινεπηθαιππηφκελεο θνξπθέο -εμαηηίαο ηεο χπαξμεο θαη 

ηνπ θπζηνινγηθνχ λνπθιενηηδίνπ ζην αιιειφκνξθν γνλίδην. Γηα κεηαιιάμεηο πνπ 

πξνθαινχλ αιιαγή ζην πιαίζην αλάγλσζεο (πξνζζήθεο ή απαινηθέο), ππάξρεη εκθάληζε 

δηπιψλ θνξπθψλ απφ ην ζεκείν ηεο αιιαγήο θαη κέρξη ην ηέινο ηνπ γξαθήκαηνο. Οη 

δηπιέο θνξπθέο είλαη ηζνυςείο κφλν ζε πεξίπησζε εηεξνδπγσηίαο, δειαδή ζε πεξίπησζε 

πνπ ε κεηάιιαμε ππάξρεη ζην έλα απφ ηα δχν αιιειφκνξθα γνλίδηα (θαη ζπλεπψο ζην 

50% φισλ ησλ κνξίσλ DNA). Με απηφλ ην ηξφπν, παξνπζηάδνληαη νη θιεξνλνκνχκελεο 

κεηαιιάμεηο.17 

 

1.3.2.2 Pyrosequencing (Αιιεινύρεζε DNA ζε πξαγκαηηθό ρξόλν) 

Σν Pyrosequencing είλαη κηα κέζνδνο αιιεινχρεζεο DNA πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ (Real-time 

DNA-sequencing) πνπ βαζίδεηαη ζηελ αλίρλεπζε ππξνθσζθνξηθνχ (PPi) πνπ 

απειεπζεξψλεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο πνιπκεξηζκνχ ηνπ DNA.18,19,20 

Δπηπιένλ, βαζίδεηαη ζηελ αξρή ηεο αιιεινύρεζεο κέζσ ζύλζεζεο (sequencing by 

synthesis). Γηαθέξεη απφ ην Sequencing θαηά Sanger ζην φηη βαζίδεηαη ζηελ αλίρλεπζε 

ππξνθσζθνξηθνχ (PPi) πνπ απειεπζεξψλεηαη θαηά ηελ ελζσκάησζε ησλ λνπθιενηηδίσλ, 

θαη φρη ζηνλ ηεξκαηηζκφ ηεο αιπζίδαο ιφγσ παξνπζίαο δη-δενμπλνπιενηηδίνπ. Ζ 

αιιεινχρεζε κέζσ ζχλζεζεο πεξηιακβάλεη ηε δηαδηθαζία ηεο ελδπκηθήο ζχλζεζεο κηαο 

ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο ηνπ κνλφθισλνπ DNA ηνπ νπνίνπ ζέινπκε λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηελ αιιεινπρία ησλ βάζεσλ.  

Ζ κέζνδνο ζηεξίδεηαη ζηνλ έιεγρν ηεο δξάζεο ηεο DNA-πνιπκεξάζεο κέζσ ελφο ελδχκνπ 

ηνπ νπνίνπ ην ππφζηξσκα εθπέκπεη ρεκεηνθσηαχγεηα κεηά ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο. 

Οπζηαζηηθά, ειέγρεηαη πνην λνπθιενηίδην, δειαδή πνηα βάζε, πξνζηίζεηαη ζε θάζε ζηάδην 

ηεο ζχλζεζεο. Σν ππφζηξσκα DNA είλαη ζπλήζσο αθηλεηνπνηεκέλν θαη ηα δηαιχκαηα ησλ 

λνπθιενηηδίσλ πνπ θέξνπλ ηηο αδσηνχρεο βάζεηο (Α, Σ, C, G) πξνζηίζεληαη δηαδνρηθά θαη 

απνκαθξχλνληαη απφ ην κείγκα ηεο αληίδξαζεο. Φσο παξάγεηαη θαη αληρλεχεηαη ζα ζήκα 

κφλν φηαλ έλα λνπθιενηίδην ελζσκαησζεί ζηελ αιπζίδα πνπ ζπληίζεηαη, 

απειεπζεξψλνληαο ππξνθσζθνξηθφ ζηνηρεηνκεηξηθά. ΢ην κείγκα ηεο αληίδξαζεο 

ππάξρνπλ, εθηφο ηεο DNA-πνιπκεξάζεο, θάπνηα επηπιένλ έλδπκα πνπ δξνπλ κφλν φηαλ 
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βξεζεί ην θαηάιιειν ππφζηξσκα, φπσο αλαθέξεηαη ζηε ζπλέρεηα. Με ηελ πξνζζήθε ηνπ 

λνπθιενηηδίνπ θαη ηελ απειεπζέξσζε ηνπ PPi ελεξγνπνηείηαη ην έλδπκν ζνπιθνπξπιάζε 

ηνπ ATP (ATP sulfurylase) πνπ κεηαηξέπεη ην PPi πνζνηηθά ζε ATP. Σν ATP πνπ 

παξάγεηαη  ελεξγνπνηεί ην έλδπκν ινπζηθεξάζε (luciferase) πνπ θαηαιχεη ηε κεηαηξνπή 

ηεο ινπζηθεξίλεο (luciferine) ζε νμπ-ινπζηθεξίλε (oxyluciferine), ε νπνία ζπλνδεχεηαη 

απφ εθπνκπή θσηφο έληαζεο αλάινγεο ηεο πνζφηεηαο ηνπ ATP. Σν θσο αληρλεχεηαη θαη 

αλαιχεηαη κε ην θαηάιιειν ινγηζκηθφ πξφγξακκα. Σα λνπθιενηίδηα πνπ δελ 

ελζσκαηψζεθαλ, δηαζπψληαη θαη ε αληίδξαζε επαλαιακβάλεηαη κε λέα πξνζζήθε 

λνπθιενηηδίσλ.21 (΢ρήκα 1.6)  

 

΢ρήκα 1.6 Αξρή κεζόδνπ Pyrosequencing. Πξνζζήθε λνπθιενηηδίνπ θαη απειεπζέξσζε 

ππξνθσζθνξηθνύ PPi. Καηαιπηηθή κεηαηξνπή PPi ζε ATP θαη θαηαιπηηθή δξάζε ινπζηθεξάζεο 

πξνο παξαγσγή θσηόο. Λήςε θαηαγξαθήκαηνο Pyrosequencing (Ππξόγξακκα) θαη πξνζδηνξηζκόο 

αιιεινπρίαο λνπθιενηηδίσλ.10 

 

΢χκθσλα κε ηηο πην πξφζθαηεο εμειίμεηο, ππάξρνπλ δχν δηαθνξεηηθέο πξνζεγγίζεηο-

παξαιιαγέο ηεο ηερληθήο ηνπ Pyrosequencing: α) ην Pyrosequencing ζηεξεήο θάζεο 

(solid-phase sequencing)20 θαη β) ην Pyrosequencing πγξήο θάζεο (liquid-phase 

sequencing).22 Σν Pyrosequencing ζηεξεήο θάζεο (κίγκα ηξηψλ ελδχκσλ) απαηηεί έλα 
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ζηάδην έθπιπζεο ηεο αιιεινπρίαο, κεηαμχ ησλ ζηαδίσλ πξνζζήθεο ησλ λνπθιενηηδίσλ, 

έηζη ψζηε λα απνκαθξχλνληαη ηα dNTPs  πνπ δε ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαζψο θαη ην ATP 

πνπ παξάγεηαη απφ ηελ αληίδξαζε πνπ θαηαιχεη ε ζνπιθνπξπιάζε. Δπηπιένλ, ζηε 

ζπγθεθξηκέλε πξνζέγγηζε, ε αιιεινπρία DNA ζα πξέπεη λα είλαη αθηλεηνπνηεκέλε ζε 

θάπνηα ζηεξεή επηθάλεηα, φπσο καγλεηηθά ζθαηξίδηα, έηζη ψζηε λα απνθεχγεηαη ε κείσζε 

ηνπ ζήκαηνο ιφγσ απσιεηψλ. ΢ην Pyrosequencing πγξήο θάζεο (κείγκα ηεζζάξσλ 

ελδχκσλ) πξνζηίζεηαη έλα επηπιένλ έλδπκν, ζπλήζσο ε αππξάζε (apyrase), πνπ δηαζπά 

ηα λνπθιενηίδηα πνπ δε ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αληίδξαζε, θαζψο θαη ην ATP πνπ 

παξάγεηαη θαηά ηε δηάξθεηα απηήο. Έηζη δε ρξεηάδεηαη λα κεζνιαβνχλ ηα ζηάδηα ησλ 

εθπιχζεσλ πνπ αλαθέξνληαη παξαπάλσ. 

Σα πιενλεθηήκαηα πνπ παξνπζηάδεη ε ηερληθή ηνπ Pyrosequencing είλαη ηα παξαθάησ:21 

1. Δίλαη κηα ηερληθή πνπ καο απαιιάζζεη απφ ηε ρξήζε ηρλεζεηεκέλσλ εθθηλεηψλ, 

ηρλεζεηεκέλσλ λνπθιενηηδίσλ, θαζψο θαη απφ ηε δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθφξεζεο. 

2. Ζ αλίρλεπζε γίλεηαη ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν θαη ε δηάξθεηα θάζε θχθινπ αληίδξαζεο 

είλαη πεξίπνπ 2min. 

3. Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο αληίδξαζεο δελ απαηηνχληαη εηδηθέο ζπλζήθεο, αιιά 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη θπζηνινγηθφ pH. 

4. Δίλαη κέζνδνο ρακεινχ θφζηνπο ζπγθξηηηθά κε ηηο άιιεο παξαδνζηαθέο κεζφδνπο 

αιιεινχρεζεο.23 

5. Mπνξεί λα πξνζαξκνζηεί θαη λα εθαξκνζηεί εχθνια γηα πνιιαπιή επεμεξγαζία 

δεηγκάησλ (multiplexed sample processing). 

6. Με ηε κέζνδν απηή ππάξρεη δπλαηφηεηα αιιεινχρεζεο αιπζίδσλ κηθξνχ κήθνπο, 

δηαηεξψληαο πςειφ ην ιφγν ζήκαηνο/ζνξχβνπ αθφκα θαη κεηά απφ 40 θχθινπο.22  

Απφ ηελ αιιή πιεπξά, ε κέζνδνο παξνπζηάδεη θαη νξηζκέλα κεηνλεθηήκαηα:21 

1. ΢ην Pyrosequencing ζηεξεήο θάζεο, ε αλάγθε γηα πνιιαπιέο εθπιχζεηο κεηά απφ 

θάζε πξνζζήθε λνπθιενηηδίσλ, νδεγεί ζηε κείσζε ηνπ ζήκαηνο, ιφγσ απψιεηαο 

ηνπ ππνζηξψκαηνο DNA.20 

2. ΢ην Pyrosequencing πγξήο θάζεο, ε δξάζε ηεο αππξάζεο κεηψλεηαη ζηνπο 

ηειεπηαίνπο θχθινπο ηεο αληίδξαζεο εμαηηίαο ηεο ζπζζψξξεπζεο ελδηάκεζσλ 

πξντφλησλ.22 Έρεη παξαηεξεζεί κε-εηδηθή αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηεο αππξάζεο θαη 

ηνπ DNA. Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ απψιεηα ηεο απνδηαηαθηηθήο ηεο 

δξαζηηθφηεηαο.24 
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3. Δίλαη δχζθνιν λα πξνζδηνξηζηεί κε αθξίβεηα ν ζσζηφο αξηζκφο ησλ λνπθιενηηδίσλ 

πνπ ελζσκαηψλνληαη ζηηο νκν-πνιπκεξηθέο πεξηνρέο, ιφγσ ηεο κε γξακκηθήο 

απφθξηζεο ζήκαηνο πνπ αθνινπζεί ηελ ελζσκάησζε πεξηζζφηεξσλ απφ πέληε 

ίδησλ γεηηνληθψλ λνπθιενηηδίσλ. Έρεη επίζεο παξαηεξεζεί, φηη απηή ε επίδξαζε 

είλαη ιηγφηεξν ζαθήο ζηελ πεξίπησζε πνπ ηα λνπθιενηίδηα ζπλζέηνπλ πεξηνρέο κε 

γνπαλίλε θαη θπηνζίλε (G, C).25 

4. Τπάξρεη ε πηζαλφηεηα επηκφιπλζεο ηνπ κίγκαηνο ηεο αληίδξαζεο κε PPi, γεγνλφο 

πνπ κεηψλεη ζεκαληηθά ην ιφγν ζήκαηνο/ζνξχβνπ, εμαηηίαο ηεο αχμεζεο ηνπ 

ζήκαηνο ππνβάζξνπ. 

5. Ζ αμηνπηζηία ηεο ελζσκάησζεο ησλ ζσζηψλ λνπθιενηηδίσλ απφ ηελ DNA-

πνιπκεξάζε είλαη ζρεηηθά ρακειή, απφ ηε ζηηγκή πνπ ε ζπγθεθξηκέλε πνιπκεξάζε 

δελ έρεη δξάζε εμσλνπθιεάζεο. Δπηπιένλ, απαηηείηαη ε ρξήζε πνιπκεξάζεο κε 

δπλαηφηεηα ηαρείαο ελζσκάησζεο λνπθιενηηδίσλ ζηε λέα αιπζίδα (πςειή ηαρχηεηα 

πνιπκεξηζκνχ).25 

6. Σέινο, ε ιαλζαζκέλε πβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ κεηψλεη ηελ έληαζε ηνπ 

ζήκαηνο, εμαηηίαο ηεο απψιεηαο ηνπ DNA απφ ην κείγκα ηεο αληίδξαζεο, ιφγσ ησλ 

εθπιχζεσλ ή ηεο δηάζπαζεο απφ ηελ αππξάζε. 

Οη θπξηφηεξεο εθαξκνγέο ηεο κεζφδνπ ηνπ Pyrosequencing πεξηιακβάλνπλ αλαιχζεηο 

δεπηεξνηαγψλ δνκψλ, φπσο δνκέο θνπξθέηαο (hairpin)25, αλάιπζε πνιπκνξθηζκψλ 

SNPs26,27,28, αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ29 θαζψο θαη de novo αιιεινχρεζε κηθξνχ θαη 

κεζαίνπ κήθνπο αιπζίδσλ.30 ΢πγθεθξηκέλα γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ, ε κέζνδνο ηνπ 

Pyrosequencing κπνξεί λα εμαζθαιίζεη επαηζζεζία πεξίπνπ 10%. Παξνπζηάδεη δειαδή, 

βειηησκέλε επαηζζεζία ζε ζχγθξηζε κε ηηο ήδε θαζηεξσκέλεο κεζφδνπο Sequencing. 

 

1.3.2.3 Next Generation Sequencing – Sequencing λέαο γεληάο 

Με ηνλ φξν Next Generation Sequencing (NGS) πεξηγξάθνληαη νη ηαρχηεξεο θαη 

θζελφηεξεο ηερλνινγίεο αλάιπζεο αιιεινπρίαο DNA νη νπνίεο θαζηζηνχλ δπλαηή ηε ιήςε 

πιεξνθνξηψλ γηα ηε γελσκηθή αιιεινπρία ζε έλα επίπεδν πνπ ήηαλ παιηφηεξα 

αδηαλφεην.31 Σν πεξηνδηθφ Nature αλαθχξεμε ην Next generation Sequencing σο ηε 

κέζνδν ηεο ρξνληάο γηα ην έηνο 200732 (΢ρήκα 1.7). Οη λέεο ηερλνινγίεο γελεηηθήο 

αλάιπζεο δελ είλαη κφλν επέιηθηεο, αιιά ραξαθηεξίδνληαη θαη απφ ηθαλνπνηεηηθέο 

απνδφζεηο θαη αξθεηά ρακειφ θφζηνο ψζηε λα επεμεξγάδνληαη ην κεγάιν αξηζκφ ησλ 

δεηγκάησλ πνπ απαηηνχληαη γηα λα ιεθζνχλ ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο. 
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Ζ πιεξνθνξία πνπ πξνθχπηεη απφ ην NGS ηξνθνδνηεί έλα παγθφζκην ππνινγηζηηθφ 

ζχζηεκα πνπ ιεηηνπξγεί ράξε ζε κεγάινπο παξνρείο βηνπιεξνθνξηθψλ ππεξεζηψλ. Ζ 

πιεξνθνξία απηή απνηειεί ηε βάζε γηα εθηελέζηεξεο ζεηξέο εξκελείαο, φπσο ε 

νκαδνπνίεζε ζε πιήξε γνληδηψκαηα, ν ζρνιηαζκφο ηεο δνκήο γνληδίσλ θαζψο θαη ε 

ραξηνγξάθεζε σο πξνο ήδε γλσζηά πξφηππα γνληδηψκαηα θαη κεηαγξαθήκαηα 

πξνθεηκέλνπ γηα πνζνηηθή αλάιπζε έθθξαζεο. Ζ βάζε δεδνκέλσλ ζηελ νπνία 

θαηαρσξείηαη ζε Δπξσπατθφ επίπεδν ε πιεξνθνξία πνπ πξνθχπηεη απφ ην NGS είλαη ε 

ΔΝΑ (European Nucleotide Archive).33 

 

΢ρήκα 1.7 Αξηζκόο δεκνζηεύζεσλ ζην PubMed γηα ηηο πην ζεκαληηθέο κεζόδνπο αλάιπζεο DNA θαη 

γηα ηελ ηερλνινγία ηνπ Next generation sequencing.34 

 

Οη ελαιιαθηηθέο ζηξαηεγηθέο ηνπ Next Generation DNA sequencing κπνξνχλ λα 

θαηεγνξηνπνηεζνχλ ζε 4 επηκέξνπο θαηεγνξίεο: α) κηθξνειεθηξνθνξεηηθέο κεζφδνπο, β) 

sequencing κε πβξηδηζκφ, γ) κε παξαηήξεζε κνξίσλ ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν θαη δ) κε 

sequencing θπθιηθψλ ζπζηνηρηψλ.35 H πιένλ δηαδεδνκέλε κέζνδνο NGS είλαη απηή ησλ 

θπθιηθψλ ζπζηνηρηψλ. (΢ρήκα 1.8) Αξρηθά ζξπκκαηίδεηαη ην γελσκηθφ DNA θαη ζε θάζε 

ηκήκα πνπ πξνθχπηεη ζπλδένληαη θνηλά άθξα θαη ζηε ζπλέρεηα εθαξκφδεηαη έλα απφ ηα 

αξθεηά πξσηφθνιια πνπ έρεη ζαλ απνηέιεζκα λα δεκηνπξγείηαη κηα ζπζηνηρία απφ 

εθαηνκκχξηα αθηλεηνπνηεκέλεο απνηθίεο πξντφλησλ PCR. Κάζε απνηθία απνηειείηαη απφ 

πνιιά αληίγξαθα ελφο κφλν απφ ηα αξρηθά ηκήκαηα DNA. Καζψο φιεο νη απνηθίεο είλαη 

αθηλεηνπνηεκέλεο  πάλσ ζε κία επίπεδε ζπζηνηρία, ην κείγκα αληηδξαζηεξίσλ, πνπ έρεη 

φγθν ηεο ηάμεσο ηνπ κηθξφιηηξνπ (π.ρ. γηα πβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ θαη αθνινχζσο γηα 

ηελ ελδπκηθή επέθηαζε ηνπο), κπνξεί λα πξνζηεζεί έηζη ψζηε λα ρεηξηζηνχκε φια ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ ζπζηνηρηψλ ηαπηφρξνλα. Παξνκνίσο, ε αλίρλεπζε ησλ 

θζνξηζκνθφξσλ -πνπ βαζίδεηαη ζε απεηθνληζηηθέο κεζφδνπο- πνπ ελζσκαηψλνληαη ζε 
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θάζε επηκήθπλζε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα λα εμαρζνχλ νη πιεξνθνξίεο γηα ηελ 

αιιεινπρία ζε φιεο ηηο απνηθίεο παξάιιεια. Γηαδνρηθέο επαλαιήςεηο ελδπκηθήο δξάζεο 

θαη απεηθφληζεο ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα δεκηνπξγήζνπλ ηελ αλάγλσζε ηεο αιιεινπρίαο 

γηα θάζε απνηθία ηεο ζπζηνηρίαο.35 

 

 

΢ρήκα 1.8 Μία από ηηο πιαηθόξκεο θπθιηθώλ ζπζηνηρηώλ (αλαιπηήο Roche/454) γηα ηελ ελίζρπζε 

κνλόθισλσλ αληηγξάθσλ DNA από κία βηβιηνζήθε ηκεκάησλ κε ηε βνήζεηα ζθαηξηδίσλ αγαξόδεο. 

Έλα κείγκα ηκεκάησλ DNA κε ζθαηξίδηα αγαξόδεο πνπ πεξηέρεη ζπκπιεξσκαηηθά 

νιηγνλνπθιενηίδηα κε ηα άθξα ησλ ηκεκάησλ απηώλ ζε αλαινγία 1:1 ηνπνζεηείηαη ζε θάςα κε έληνλν 

vortex ζε πδαηηθά κηθύιιηα πνπ πεξηέρνπλ αληηδξαζηήξηα PCR πεξηινπζκέλα κε ιάδη. ΢ηε ζπλέρεηα 

κε ηε βνήζεηα πηπέηαο ηνπνζεηνύληαη ζε κηα πιάθα πνπ δηαζέηεη 96 κηθξν-θπςειίδεο γηα ηελ 

ελίζρπζε PCR. Σα ζθαηξίδηα ηειηθά απνθηνύλ έλα εθαηνκκύξην αληίγξαθα ηνπ αξρηθνύ κνλόθισλνπ 

ηκήκαηνο, ηα νπνία παξέρνπλ αξθεηή έληαζε ζήκαηνο  θαηά ηελ αληίδξαζε ηνπ pyrosequencing πνπ 

αθνινπζεί θαη αληρλεύεη θαη θαηαγξάθεη ηα γεγνλόηα ελζσκάησζεο ησλ λνπθιενηηδίσλ.36 
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Σξείο πιαηθφξκεο θπθιηθψλ ζπζηνηρηψλ γηα καδηθά παξάιιειε ζπιινγή πιεξνθνξηψλ 

απφ DNA sequencing βξίζθνληαη ζε επξεία ρξήζε: Ο αλαιπηήο Roche/454 FLX, ν 

αλαιπηήο Illumina/Solexa Genome Analyzer, θαη ν αλαιπηήο Applied Biosystems SOLiDTM 

System. Κάζε πιαηθφξκα ελζσκαηψλεη κηα πεξίπινθε αιιειεπίδξαζε ελδπκνινγίαο, 

ρεκείαο, νπηηθήο πςειήο αλάιπζεο, θαη κεραληθήο πιηθνχ θαη ινγηζκηθνχ. Απηά ηα φξγαλα 

επηηξέπνπλ πςειή βειηίσζε ηεο πξνεηνηκαζίαο ησλ δεηγκάησλ πξηλ ην DNA sequencing, 

θάηη πνπ παξέρεη ζεκαληηθή κείσζε ηνπ απαηηνχκελνπ ρξφλνπ θαη ηελ ειάρηζηε απαίηεζε 

ζε βνεζεηηθφ εμνπιηζκφ ζε ζχγθξηζε κε ηηο πςειήο απηνκαηνπνίεζεο, πνιπζηαδηαθέο 

ζσιελψζεηο πνπ απαηηνχληαη γηα sequencing πςειήο απφδνζεο πνπ βαζίδεηαη ζηε 

δεκηνπξγία θιψλσλ. Ζ θάζε ηερλνινγία ζηνρεχεη ζην λα εληζρχζεη κνλφθισλα ηκήκαηα 

κηαο βηβιηνζήθεο θαη ζηα εληζρπκέλα πξντφληα λα εθηειέζεη αληηδξάζεηο sequencing. Με 

ηελ παξνπζία αιιεινπρηψλ-πξνζαξκνζηψλ, ηα κφξηα κπνξνχλ λα εληζρπζνχλ εθιεθηηθά 

κέζσ ηεο PCR, νπφηε δελ απαηηείηαη ην βήκα ηεο δεκηνπξγίαο βαθηεξηαθνχ θιψλνπ γηα λα 

εληζρπζνχλ ηα ηκήκαηα ηνπ γελσκηθνχ DNA ζε έλα βαθηεξηαθφ ελδηάκεζν φπσο επηηειείηαη 

ζε παξαδνζηαθέο πξνζεγγίζεηο ηνπ sequencing.36 

Σξία είλαη ηα θπξηφηεξα πιενλεθηήκαηα ησλ ηερληθψλ θπθιηθψλ ζπζηνηρηψλ : α)  ε in vitro 

θαηαζθεπή ηεο βηβιηνζήθεο, αθνινπζνχκελε απφ in vitro ελίζρπζε ησλ θιψλσλ, ψζηε λα 

παξαρζνχλ νη απνηθίεο παξαθάκπηεη αξθεηέο δπζρέξεηεο πνπ δελ επηηξέπνπλ ηελ 

παξάιιειε αλάιπζε κε ηε ζπκβαηηθή κέζνδν, β) ην sequencing πνπ βαζίδεηαη ζηηο 

ζπζηνηρίεο επηηξέπεη ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ηελ παξάιιειε αλάιπζε ζε ζρέζε κε ην 

ζπκβαηηθφ sequencing ησλ ηξηρνεηδψλ. Καζψο ην κέγεζνο ησλ απνηθηψλ κπνξεί λα είλαη 

ηεο ηάμεο ηνπ ελφο κηθξνκέηξνπ, εθαηνληάδεο εθαηνκκπξίσλ απνηθηψλ κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ παξάιιεια γηα ην δηάβαζκα ηεο αιιεινπρίαο ζε κία κηθξή επηθάλεηα θαη 

γ) επεηδή νη απνηθίεο είλαη αθηλεηνπνηεκέλεο ζε κηα επίπεδε επηθάλεηα, κπνξνχλ λα 

πξνζεγγηζηνχλ απφ ηα έλδπκα απφ κηθξφ φγθν αληηδξαζηεξίσλ. ΢πιινγηθά, φια απηά 

κεηαθξάδνληαη ζε δξακαηηθά κηθξφηεξν θφζηνο γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ DNA 

sequencing.35  

Όκσο απφ ηελ άιιε πιεπξά δελ παχνπλ λα ππάξρνπλ θαη νξηζκέλα κεηνλεθηήκαηα. Σα 

πιένλ ζεκαληηθά απφ απηά ζπληζηνχλ ην κέγεζνο ηνπ πιαηζίνπ αλάγλσζεο (γηα φιεο ηηο 

λέεο πιαηθφξκεο, ηα κεγέζε απηά παξακέλνπλ πνιχ κηθξφηεξα ζε ζρέζε κε ηα αληίζηνηρα 

ηνπ ζπκβαηηθνχ sequencing), θαζψο θαη ε αθξίβεηα (θαηά κέζν φξν, νη λέεο πιαηθφξκεο 

είλαη ηνπιάρηζηνλ δέθα θνξέο ιηγφηεξν αθξηβείο ζε ζρέζε κε ηηο πιαηθφξκεο ηχπνπ 

Sanger).35 
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Ζ δεχηεξε πην ζπρλά εθαξκνδφκελε θαηεγνξία NGS είλαη απηή ηνπ Sequencing κε 

πβξηδηζκό (Sequence-by-hybridization, SBH). Σν sequencing κε πβξηδηζκφ ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηε δξάζε ηεο ιηγάζεο, δεκηνχξγεζε λέεο πιαηθφξκεο εθαξκνγψλ, νη 

νπνίεο είλαη εκπνξηθά δηαζέζηκεο, φπσο  ν αλαιπηήο Applied Biosystems SOLiDTM 

System. Ζ κέζνδνο απηή πιεξνί ηηο πξνυπνζέζεηο γηα απιφηεηα, δπλαηφηεηα παξάιιεισλ 

αλαιχζεσλ θαη πξνζαξκνγή ζε φζν ην δπλαηφ κηθξφηεξν κέγεζνο. Δίλαη γξήγνξε, αθξηβήο 

θαη κε κηθξφηεξν θφζηνο. ΢ε απηή ηε κέζνδν νιηγνλνπθιενηηδηθνί αληρλεπηέο 

πβξηδνπνηνχληαη δηαδνρηθά ζε δείγκα γελσκηθνχ DNA πνπ βξίζθεηαη αθηλεηνπνηεκέλν ζε 

ηκήκαηα ησλ 200 bp πάλσ ζε γπάιηλε επηθάλεηα.37 Όηαλ νιφθιεξν ην γνληδίσκα θάπνηνπ 

είδνπο είλαη πιένλ γλσζηφ, ε εχξεζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA θάπνηνπ κεκνλσκέλνπ 

αηφκνπ θαζίζηαηαη απιή γηαηί ηα απνηειέζκαηα απφ ην sequencing ζπγθξίλνληαη 

απεπζείαο κε ην γνληδίσκα αλαθνξάο. Καηά ην sequencing κε πβξηδηζκφ αληρλεχνληαη ζην 

δείγκα DNA πνιιέο κηθξέο νιηγνλνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο, νη νπνίεο πβξηδνπνηνχληαη 

ζην γελσκηθφ DNA θαη ζρεκαηίδνπλ ηέιεηα δηκεξή. Απηέο νη νιηγνλνπθιενηηδηθέο 

αιιεινπρίεο ζηε ζπλέρεηα ζπγθξίλνληαη κε ην γνληδίσκα αλαθνξάο κε ηε βνήζεηα 

θαηάιιεισλ αιγνξίζκσλ, έηζη ψζηε λα βξεζνχλ ηα κεγαιχηεξα θνκκάηηα πνπ ηαηξηάδνπλ 

απφιπηα. Βαζηδφκελνη ζηελ αλάιπζε ηνπ πιήξνπο θάζκαηνο εθπνκπήο ησλ κεξηθψο 

επηθαιππηφκελσλ ηκεκάησλ DNA θαη ζηηο πέληε δηαθνξεηηθέο ζπλδέζεηο πνπ 

αλαγλσξίδνπλ ηε ζέζε θάζε βάζεο, ε πιεξνθνξία πνπ εμάγεηαη ζπγθξίλεηαη κε ην 

γνληδίσκα αλαθνξάο ψζηε λα βξεζνχλ νη νκνηφηεηεο θαη νη δηαθνξέο. Ζ επηηπρία ζηελ 

εχξεζε αιιαγψλ ζε κφλν κία βάζε αγγίδεη πνζνζηφ ηεο ηάμεσο ηνπ 97,3 %, πνζνζηφ πνπ 

θαζηζηά ηελ SBH ηδαληθή κέζνδν γηα ηελ αλίρλεπζε SNPs, ή κεηαιιάμεσλ ζε θσδηθεχνληα 

ή κε εμφληα, πνπ απνηεινχλ ζρεδφλ ην 2% ηνπ αλζξψπηλνπ γνληδηψκαηνο. ΢ην ζρήκα 1.9 

παξνπζηάδεηαη ε αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο κεζφδνπ SBH. 

Ζ SBH είλαη κηα πνιχ θαιή κέζνδνο γηα ηελ εχξεζε ηεο αιιεινπρίαο θαη ζχγθξηζή ηεο κε 

ηελ αιιεινπρία αλαθνξάο, αιιά κπνξεί λα ζπλαληήζεη θαλείο δπζθνιίεο φηαλ αληρλεχνληαη 

καθξηέο αιιεινπρίεο, επαλαιακβαλφκελεο αιιεινπρίεο ή κε αλακελφκελεο πξνζζήθεο.37  

 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  23 

 

΢ρήκα 1.9 Αξρή κεζόδνπ SBH. a) Απνηειέζκαηα ηεο θπθιηθήο ελίζρπζεο ζε επαλαιακβαλόκελεο 

αιιεινπρίεο παλνκνηόηππσλ ηκεκάησλ DNA κήθνπο 200 bp πνπ βξίζθνληαη αθηλεηνπνηεκέλα ζε 

εηδηθά ζθαηξίδηα πάλσ ζε γπάιηλε επηθάλεηα. Ζ SBH βαζίδεηαη ζην δηαδνρηθό πβξηδηζκό 

δηαθνξεηηθώλ πεληακεξώλ. Δδώ απεηθνλίδεηαη έλαο γύξνο πβξηδηζκνύ πνπ πεξηιακβάλεη ην 

πεληακεξέο 3’-ACTAC-5’. b) Αλίρλεπζε ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο ζηελ ηξηλνπθιενηηδηθή αιιεινπρία 

GCT (κε κπιε ζηελ αιιεινπρία αλαθνξάο), ε νπνία έρεη αιιάμεη ζε GAT (κε θόθθηλν) ζε έλα ηκήκα 

γελσκηθνύ DNA, κε SBH. Ζ αιιαγή ηεο βάζεο απηήο εμάγεηαη από πέληε αλεμάξηεηεο αληηδξάζεηο 

πβξηδηζκνύ (ππνγξακκίδνληαη κε πξάζηλν) ρξεζηκνπνηώληαο αληηπαξάιιειεο πεληακεξείο 

αιιεινπρίεο πνπ αληρλεύνληαη από ηνλ δηαδνρηθό πβξηδηζκό θαη εηθόλεο πνπ ιακβάλνληαη θαηά ηε 

δηαδηθαζία ηεο SBH. Ζ αιιεινπρία πνπ εμάγεηαη γηα ηελ ηξηπιέηα απεηθνλίδεηαη κε θόθθηλα 

γξάκκαηα.37 

Οη εθαξκνγέο ηηο νπνίεο κπνξεί λα βξεη ε λέα ηερλνινγία ηνπ NGS είλαη πάξα πνιιέο θαη 

νινέλα θαη εθαξκφδεηαη ζε θαηλνχξηα πεδία. Σα πεδία ζηα νπνία βξίζθεη κεγαιχηεξν 

ελδηαθέξνλ θαη εθαξκνγή ε λέα απηή ηερλνινγία είλαη ηα αθφινπζα:  

 Δθαξκνγή ηνπ NGS ζηελ αλάιπζε επηγελεηηθώλ ηξνπνπνηήζεσλ ηζηνλώλ θαη 

DNA: Οη δπν θπξηφηεξνη ηχπνη επηγελεηηθήο ηξνπνπνίεζεο πνπ ξπζκίδνπλ ηελ 

έθθξαζε γνληδίσλ είλαη ε κεζπιίσζε ηνπ DNA θαη νη κεηακεηαγξαθηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο ησλ ηζηνλψλ. Οη ηερλνινγίεο ηνπ NGS πξνζθέξνπλ ηε δπλακηθή γηα 

ηελ νπζηαζηηθή επηηάρπλζε ηεο επηγελεηηθήο έξεπλαο.38 

  Έθθξαζε γνληδίσλ βξίζθνληαο ηελ αιιεινπρία ηνπ κεηαγξαθήκαηνο: Ζ 

έθθξαζε ηνπ mRNA έρεη κεηξεζεί κε πξνζεγγίζεηο πνπ βαζίδνληαη ζηηο 
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κηθξνζπζηνηρίεο ή ηελ πνζνηηθή PCR, κε ηελ ηειεπηαία λα είλαη ε πην 

απνηειεζκαηηθή θαη θζελή γηα ηελ κειέηε ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ πνπ αθνξνχλ φιν 

ην θάζκα ηνπ γνληδηψκαηνο. Ζ λέα γεληά νξγάλσλ NGS, ησλ νπνίσλ ε ιεηηνπξγία 

βαζίδεηαη ζηηο θπθιηθέο ζπζηνηρίεο, πξνζθέξεη γξήγνξν θαη θζελφ απνηέιεζκα κε 

ηε βνήζεηα πξνζεγγίζεσλ, φπσο ε ζπκβαηηθή ζχλζεζε cDNA.36 

 Αλαθαιύπηνληαο ηα κε-θσδηθεύνληα RNA: Έλα απφ ηα πιένλ ελδηαθέξνληα 

πεδία ηεο βηνινγηθήο έξεπλαο ηα πξφζθαηα ρξφληα είλαη ε αλαθάιπςε θαη ε 

ιεηηνπξγηθή αλάιπζε ησλ κε-θσδηθεύνλησλ RNA (non-coding RNA, ncRNA) 

ζπζηεκάησλ ζε δηάθνξνπο νξγαληζκνχο. Ζ αλαθάιπςε ησλ κε-θσδηθεπφλησλ RNA 

επηηπγράλεηαη θαιχηεξα κε ην sequencing επεηδή ε εμειηθηηθή πνηθηιφηεηα ησλ 

αιιεινπρηψλ ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθεχνπλ ηα ncRNA, δπζθνιεχεη ηελ πξφβιεςε 

ηεο παξνπζίαο ηνπο ζε έλα γνληδίσκα κε πςειή βεβαηφηεηα κφλν κε ππνινγηζηηθέο 

κεζφδνπο. Οη κνλαδηθέο δνκέο ησλ ψξηκσλ ncRNA ζέηνπλ δπζθνιίεο ζηε 

κεηαηξνπή ηνπο κε βηβιηνζήθεο ηνπ NGS, αιιά παξ‟ φια απηά έρεη ήδε επηηεπρζεί 

αμηνζεκείσηε πξφνδνο φζνλ αθνξά ην ραξαθηεξηζκφ απηψλ ησλ κνξίσλ. Δπεηδή ε 

πιεξνθνξία πνπ εμάγεηαη απφ ηηο πιαηθφξκεο ηνπ NGS είλαη πνζνηηθή, ν 

ραξαθηεξηζκφο ησλ ncRNA ζα πεξηιακβάλεη ηελ αλίρλεπζε αιιαγψλ ζηα επίπεδα 

έθθξαζεο, νη νπνίεο ζπζρεηίδνληαη κε αιιαγέο ζε πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο, κε 

ηελ αξρή θαη ηελ πξφνδν αζζελεηψλ, θαη πηζαλφηαηα κε ηελ αξρή θαη ζνβαξφηεηα 

πνιχπινθσλ αζζελεηψλ.36 

 ΢ηνρεπκέλε αιιεινύρεζε γελσκηθνύ DNA: Ζ αιιεινχρεζε ππνπεξηνρψλ 

γελσκηθνχ DNA ή ζπγθεθξηκέλσλ νκάδσλ γνληδίσλ ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλά γηα ηελ 

αλίρλεπζε πνιπκνξθηζκψλ ή κεηαιιάμεσλ ζε γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηε 

δηαδηθαζία αλάπηπμεο ηνπ θαξθίλνπ.39,40  

Ζ εηζαγσγή θαη επξεία δηαζεζηκφηεηα ηνπ Next Generation Sequencing έρεη θέξεη κία 

επνρή θαηά ηελ νπνία ε ρξήζε ηνπ DNA sequencing ζα θαηαζηεί θαζνιηθή γηα κηα επξεία 

πνηθηιία εξεπλεηηθψλ εξγαζηψλ. Υαξαθηεξηζηηθά αλαθέξεηαη φηη ε ηζηνξηθή  εμέιημε απφ ηε 

κνξθνινγηθή ζηε κνξηαθή αλάιπζε ηνπ θαξθίλνπ έρεη νδεγήζεη ζε βειηηζηνπνίεζε ηεο 

δηαγλσζεο, ηεο πξφγλσζεο, θαζψο θαη ηεο ζεξαπείαο. Με ηε ρξήζε ησλ ηερληθψλ ηνπ 

NGS νη εξεπλεηέο είλαη ζε ζέζε λα δηεξεπλήζνπλ ηε ζρέζε κεηαμχ ησλ γελεηηθψλ 

κεηαιιάμεσλ πνπ εληνπίδνληαη ζην γνληδίσκα αζζελψλ κε θαξθίλν, ζπγθξίλνληάο ην κε ην 

γνληδίσκα θπζηνινγηθψλ αηφκσλ ζε ηεξάζηην αξηζκφ δεηγκάησλ. Απηή ε πιεξφηεηα ησλ 

δεδνκέλσλ (δειαδή ε αλάπηπμε ελφο πιήξνπο θαηαιφγνπ φπνπ ζα θαηαγξάθνληαη φιεο νη 

δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ εθαηνληάδσλ γνληδησκάησλ) ζα δίλεη ηε δπλαηφηεηα ηνπ κνξηαθνχ 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  25 

θαζνξηζκνχ ηνπ θάζε θαξθηληθνχ ππφηππνπ αλάινγα κε ην είδνο ησλ κεηαιιάμεσλ θαη ηελ 

επηξξνή ηνπο ζηα δηάθνξα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα. Απηφ αθνινχζσο ζα ζπκβάιεη ζηελ 

αλαθάιπςε λέσλ δηαγλσζηηθψλ θαη πξνγλσζηηθψλ δεηθηψλ, πνπ ζα βνεζήζνπλ ζηε 

έγθαηξε δηάγλσζε θαη ζηε βειηίσζε ηεο απφδνζεο ηεο εμαηνκηθεπκέλεο ζεξαπείαο, 

πεξηνξίδνληαο παξάιιεια ηηο πεξηπηψζεηο αληίζηαζεο ζηα θάξκαθα θαη ειαρηζηνπνηψληαο 

ηηο πηζαλέο παξελέξγεηεο.41 Ο ζηφρνο ηεο Γηεζλνχο Κνηλνπξαμίαο Γνληδηψκαηνο Καξθίλνπ 

(International Cancer Genome Consortium, ICGC, http://www.icgc.org/) είλαη ν 

ζπληνληζκφο δηεζλψλ πξνζπαζεηψλ γηα ειαρηζηνπνίεζε ηεο πιενλάδνπζαο έξεπλαο θαη ε 

θαζηέξσζε εληαίσλ πξνηχπσλ γηα ηε δηεπθφιπλζε ηεο ελνπνίεζεο ησλ δεδνκέλσλ. Σα 

20.000 θαξθηληθά γνληδηψκαηα, πνπ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί κε ηε ρξήζε ηνπ NGS, 

δηακνηξάδνληαη κεηαμχ 50 θαξθηληθψλ ηχπσλ θαη ππνηχπσλ, έηζη ψζηε θάζε ηχπνο 

θαξθίλνπ λα κπνξεί λα αιιεινπρεζεί κε ζθνπφ ηνλ εληνπηζκφ ζεκαληηθψλ ππνθείκελσλ 

παξαιιαγψλ. Απηφ ζα απνηειέζεη ην ζεκέιην γηα ηελ πιήξε θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ 

ηεο νγθνγέλεζεο θαη ηελ εμέιημε ηεο εμαηνκηθεπκέλεο ζεξαπείαο.41 

 

1.3.3 Σερληθέο αλάιπζεο κεηαιιάμεσλ πνπ βαζίδνληαη ζηελ αληίδξαζε ηεο PCR 

1.3.3.1 Quantitative PCR (qPCR, Πνζνηηθή PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ κε ρξήζε 

αληρλεπηώλ πβξηδηζκνύ) 

Ζ PCR ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν βαζίδεηαη ζηελ ηρλεζέηεζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR κε 

θζνξίδνληα κφξηα θαη ηελ θαηαγξαθή ηνπ θζνξηζκνχ πνπ εθπέκπεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

αληίδξαζεο PCR, ν νπνίνο θαη απνηειεί ην δείθηε παξαγσγήο αληηγξάθσλ ζε θάζε θχθιν 

ηεο αληίδξαζεο. Μηα qPCR απνηειείηαη απφ ηξεηο θάζεηο: α) ηελ πξψηκε θάζε 

«ππνβάζξνπ» ή θάζε «ζνξύβνπ» (background phase), β) ηελ εθζεηηθή θάζε ή 

ινγαξηζκηθή θάζε (log phase)  θαη γ) ηε θάζε «θνξεζκνύ» (plateau). 

Ζ PCR ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν δίλεη ηε δπλαηφηεηα επηινγήο κεηαμχ δηαθφξσλ ζπζηεκάησλ 

αλίλρεπζεο. Σα ζπζηήκαηα απηά είλαη ην SYBR Green θαη ην LC Green, νη αληρλεπηέο 

πβξηδηζκνχ DNA, νη αληρλεπηέο πδξφιπζεο (hydrolysis probes ηχπνπ TaqMan), νη 

«κνξηαθνί θάξνη» (Molecular Beacons) θαη ηα κόξηα «ζθνξπηνί» (scorpions). Όια ηα 

ζπζηήκαηα, πιήλ ηνπ SYBR Green θαη ηνπ LC Green, βαζίδνληαη ζην θαηλόκελν 

κεηαθνξάο ελέξγεηαο κε θζνξηζκό (Fluorescence Resonance Energy Transfer, 

FRET). (΢ρήκα 1.10) ΢ηε ζπλέρεηα, αλαιχεηαη θαζέλα απφ ηα ζπζηήκαηα απηά. 

http://www.icgc.org/
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΢ρήκα 1.10 Φαηλόκελν FRET: Φάζκαηα δηέγεξζεο θαη εθπνκπήο θζνξηζκνύ ελόο δεύγνπο 

ρξσζηηθώλ (δόηε θαη δέθηε)42 

 SYBR Green θαη LC Green:  Δίλαη δχν ρξσζηηθέο πνπ πξνζδέλνληαη ζηε δηπιή 

έιηθα ηνπ DNA (dsDNA) θαη ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ νιηθνχ DNA. Μεηά 

ηνλ πβξηδηζκφ ησλ εθθηλεηψλ θαη ηε ζχλζεζε δίθισλνπ DNA θαηά ηελ PCR, κεξηθά κφξηα 

ρξσζηηθήο κπνξνχλ λα δεζκεπηνχλ ζηε δηπιή έιηθα ηνπ DNA. Απνηέιεζκα ηεο δέζκεπζεο 

απηήο είλαη ε κεγάιε αχμεζε ηεο εθπεκπφκελεο αθηηλνβνιίαο απφ ηα κφξηα ηεο ρξσζηηθήο. 

Σν κεγαιχηεξν πιενλέθηεκα αιιά ηαπηφρξνλα θαη κεηνλέθηεκα ηνπ ζπζηήκαηνο είλαη φηη νη 

ρξσζηηθέο απηέο ζπλδένληαη ζε νπνηνδήπνηε δίθισλν DNA. Σν γεγνλφο απηφ απνηειεί 

πιενλέθηεκα, γηαηί δελ απαηηείηαη ζρεδηαζκφο θαη βειηηζηνπνίεζε ησλ αληρλεπηψλ DNA. 

Σαπηφρξνλα φκσο, απνηειεί θαη κεηνλέθηεκα, αθνχ ην εηδηθφ πξντφλ, ηα κε εηδηθά πξντφληα 

θαη ηα δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ πνπ ζρεκαηίδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, 

αληρλεχνληαη εμίζνπ θαιά κε ηηο ζπγθεθξηκέλεο ρξσζηηθέο.  

 Αληρλεπηέο πβξηδηζκνύ DNA (Hybridization Probes): Οη αληρλεπηέο απηνί είλαη 

εηδηθά ζρεδηαζκέλνη έλαληη ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, θαη επηηξέπνπλ ηελ αλίρλεπζε ελφο 

κφλν πξντφληνο. Οη δχν αληρλεπηέο ζρεδηάδνληαη έηζη ψζηε λα πβξηδνπνηνχληαη ν έλαο 

δίπια ζηνλ άιιν, ζην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο PCR. Σν 3‟ άθξν ηνπ ελφο αληρλεπηή είλαη 

επηζεκαζκέλν κε κία ρξσζηηθή (θινπνξεζθεΐλε), ε νπνία δξα σο δφηεο ζην θαηλφκελν 

FRET. Σν 5‟ άθξν ηνπ δεχηεξνπ αληρλεπηή είλαη επηζεκαζκέλν κε κία ρξσζηηθή-δέθηε (LC-

Red 640 ή 705). (΢ρήκα 1.11) Ζ πξψηε ρξσζηηθή δηεγείξεηαη απφ πεγή αθηηλνβνιίαο πνπ 

ππάξρεη κέζα ζην φξγαλν θαη ζηε ζπλέρεηα εθπέκπεη αθηηλνβνιία ζε ιίγν κεγαιχηεξν 

κήθνο θχκαηνο. Όηαλ νη δχν ρξσζηηθέο βξεζνχλ θνληά, ε εθπεκπφκελε αθηηλνβνιία 

δηεγείξεη ηε δεχηεξε ρξσζηηθή, πνπ βξίζθεηαη ζπλδεδεκέλε ζην γεηηνληθφ αληρλεπηή, θαη ην 

απνηέιεζκα ηεο αιιειεπίδξαζεο είλαη ε εθπνκπή θζνξηζκνχ ζε αθφκα κεγαιχηεξν κήθνο 

θχκαηνο. Ζ αιιεινπρία ησλ δχν νιηγνλνπθιενηηδίσλ πνπ θέξνπλ ηηο ρξσζηηθέο πξέπεη λα 

επηιέγεηαη θαηάιιεια, έηζη ψζηε λα πβξηδνπνηνχληαη ζε ζπγθεθξηκέλε ζέζε ζηελ 
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εληζρπκέλε αιιεινπρία ηνπ DNA θαη ζε δηάηαμε «θεθαιή –νπξά» γηα ηελ απνηειεζκαηηθή 

κεηαθνξά ελέξγεηαο κεηαμχ ησλ δχν ρξσζηηθψλ. Ζ απμαλφκελε πνζφηεηα ηνπ 

κεηξνχκελνπ θζνξηζκνχ κε ηελ εμέιημε ηεο αληίδξαζεο είλαη αλάινγε κε ηελ απμαλφκελε 

πνζφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ DNA. Ζ ρξεζηκνπνίεζε ησλ DNA αληρλεπηψλ είλαη ηδηαίηεξα 

απνηειεζκαηηθή θαη ζηηο πεξηπηψζεηο πνπ ηα πξνο πξνζδηνξηζκφ δείγκαηα πεξηέρνπλ 

κηθξφ αξηζκφ πξνζδηνξηδφκελσλ κνξίσλ. Ζ κέζνδνο απηή απαηηεί ηνλ πβξηδηζκφ θαη ησλ 

δχν νιηγνλνπθιενηηδίσλ γηα λα παξαρζεί ζήκα, θη έηζη, ηα παξαπξντφληα, φπσο θαη ηα 

δηκεξή εθθηλεηψλ, δελ αληρλεχνληαη θαη, ζπλεπψο, δελ παξεκβάιινληαη ζηα απνηειέζκαηα. 

Σν κεγαιχηεξν πιενλέθηεκα ηεο κεζφδνπ είλαη ε δπλαηφηεηα γηα ηαπηφρξνλε αλίρλεπζε 

δχν δηαθνξεηηθψλ αιιεινπρηψλ-ζηφρσλ κέζα ζην ίδην δείγκα, πνπ είλαη ηδηαίηεξα ρξήζηκε 

γηα ηελ αλίρλεπζε ζπγθεθξηκέλσλ γλσζηψλ κεηαιιάμεσλ. 

 

΢ρήκα 1.11 Εεύγνο αληρλεπηώλ πβξηδηζκνύ DNA σο ζύζηεκα αλίρλεπζεο, βάζεη ηνπ θαηλνκέλνπ 

FRET, ζηελ PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ. (www.roche-applied-science.com) 

 

 Αληρλεπηέο πδξόιπζεο (Hydrolysis Probes ή Taqman Probes): Οη αληρλεπηέο 

απηνί πβξηδνπνηνχληαη ζηελ πξνζδηνξηδφκελε αιιεινπρία DNA κεηαμχ ηνπ πξφζζηνπ θαη 

ηνπ αλάζηξνθνπ εθθηλεηή, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο PCR. ΢πλήζσο απνηεινχληαη 

απφ 20-24 βάζεηο θαη θέξνπλ κία θζνξηζκνθφξν ρξσζηηθή ζην 5‟ άθξν θαη ρξσζηηθή-

απνζβέζηε ζην 3‟ άθξν. Σν 3‟ άθξν κπνξεί λα είλαη πξνζηαηεπκέλν κε θσζθνξηθή νκάδα, 

ακηλνκάδα ή θάπνηα άιιε βάζε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα πξνζηαζία. Οη αληρλεπηέο 

Taqman παξάγνπλ ζήκα θζνξηζκνχ κέζσ ηεο δξάζεο ηεο Taq πνιπκεξάζεο. 

΢πγθεθξηκέλα, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, ε πνιπκεξάζε δξψληαο σο 5‟-3‟ 

εμσλνπθιεάζε πδξνιχεη ηνλ αληρλεπηή. Χο απνηέιεζκα ηεο πδξφιπζεο, νη δχν ρξσζηηθέο 

απνρσξίδνληαη απφ ηνλ αληρλεπηή. Δθφζνλ ην θζνξηζκνθφξν κφξην δε βξίζθεηαη πηα 

θνληά ζην κφξην-απνζβέζηε, ε ελέξγεηα θζνξηζκνχ ηνπ δελ απνξξνθάηαη, κέζσ ηνπ 

θαηλνκέλνπ FRET, θαη είλαη, θαηά ζπλέπεηα αληρλεχζηκε. (΢ρήκα 1.12) Ο παξαγφκελνο 

http://www.roche-applied-science.com/
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θζνξηζκφο κπνξεί λα κεηξεζεί θαη είλαη επζέσο αλάινγνο πξνο ηελ πνζφηεηα ηεο 

πξνζδηνξηδφκελεο αιιεινπρίαο DNA, ε νπνία εληζρχεηαη κέζσ ηεο αληίδξαζεο PCR. 

 

΢ρήκα 1.12 Αξρή ζπζηήκαηνο αλίρλεπζεο κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο.42 

 

Απαξαίηεηε πξνυπφζεζε γηα ηε ζσζηή εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ είλαη ε ζσζηή επηινγή ηνπ 

νιηγνλνπθιενηηδίνπ πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί σο αληρλεπηήο, έηζη ψζηε λα έρεη ην θαηάιιειν 

ζεκείν ηήμεο. Ζ ζεξκνθξαζία ηήμεο ηνπ αληρλεπηή πξέπεη λα είλαη πςειφηεξε απφ εθείλε 

ηνπ πξφζζηνπ εθθηλεηή, έηζη ψζηε λα απνθεπρζεί ε πηζαλφηεηα ν πξφζζηνο εθθηλεηήο λα 

μεθηλήζεη ηε δηαδηθαζία επηκήθπλζεο πξηλ πξνιάβεη ν αληρλεπηήο λα πβξηδνπνηεζεί ζην 

πξντφλ ηεο PCR. Σν κεγάιν πιενλέθηεκα ησλ αληρλεπηψλ ηχπνπ TaqMan είλαη ην γεγνλφο 

φηη απαηηείηαη εηδηθφο πβξηδηζκφο κεηαμχ ηνπ αληρλεπηή θαη ηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ γνληδίνπ 

γηα λα παξαρζεί ζήκα θζνξηζκνχ. Με ηνλ ηξφπν απηφ, ελίζρπζε κε εηδηθνχ πξντφληνο 

νθεηιφκελε ζε ιαλζαζκέλν πβξηδηζκφ ησλ εθθηλεηψλ ή ζε δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ δελ 

παξάγεη ζήκα θζνξηζκνχ. Έλα άιιν πιενλέθηεκα ηνπ ζπζηήκαηνο είλαη ε δπλαηφηεηα 

επηζήκαλζεο ησλ αληρλεπηψλ κε δηαθνξεηηθέο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο, ησλ νπνίσλ ηα 

ζήκαηα δηαθνξνπνηνχληαη. Ζ ρξήζε πνιιαπιψλ ρξσζηηθψλ κε δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο 

εθπνκπήο δίλεη ηε δπλαηφηεηα γηα πνιιαπινχο πξνζδηνξηζκνχο κε απηφ ην ζχζηεκα 

αλίρλεπζεο. Δπίζεο ππάξρεη ε δπλαηφηεηα ζρεδηαζκνχ ησλ αληρλεπηψλ έηζη ψζηε λα είλαη 
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ζπκπιεξσκαηηθνί θαη λα πβξηδνπνηνχληαη ν θαζέλαο κε ηε κεηαιιαγκέλε αιιεινπρία θαη 

φρη κε ηε θπζηνινγηθή. 

 «Μνξηαθνί θάξνη» (Molecular Beacons): Δίλαη αληρλεπηέο πνπ απνηεινχληαη απφ 

κηθξά ηκήκαηα νιηγνλνπθιενηηδίσλ, ηα νπνία εθπέκπνπλ θζνξηζκφ φηαλ ζπλδεζνχλ 

κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν RNA ή DNA. Ζ αιιεινπρία θάζε κνξίνπ πξέπεη λα 

επηιερζεί έηζη ψζηε λα αληρλεχεη ην πξνο πξνζδηνξηζκφ πξντφλ ηεο αληίδξαζεο 

PCR. Σν έλα άθξν ηνπ κνξίνπ απνηειείηαη απφ κηθξφ αξηζκφ βάζεσλ DNA νη νπνίεο 

είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο κε ηηο αληίζηνηρεο βάζεηο ηνπ άιινπ άθξνπ. Απηή ε δνκή 

δίλεη ηε δπλαηφηεηα ζην κφξην λα δηπιψλεηαη θαη λα ζρεκαηίδεη δνκή «θνπξθέηαο» 

(hairpin structure). ΢ηα δχν άθξα ηνπ κνξίνπ, αληηδηακεηξηθά, βξίζθνληαη 

πξνζθνιιεκέλεο δχν θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο, κία ρξσζηηθή αλαθνξάο θαη κία 

ρξσζηηθή-απνζβέζηεο, αληίζηνηρα. (ζρήκα 1.13) Όηαλ ην κφξην αλαδηπιψλεηαη θαη 

ζρεκαηίδεη ηε δνκή «θνπξθέηαο» ζην θέληξν ηνπ ζρεκαηίδεηαη κηα ζειηά. Ζ ζειηά 

απηή απνηειείηαη απφ βάζεηο πνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο πξνο ηνλ έλαλ θιψλν ηνπ 

πξντφληνο-ζηφρνπ ηεο αληίδξαζεο PCR πνπ πξφθεηηαη λα αληρλεπηεί θαη λα κεηξεζεί 

πνζνηηθά. Όζν ην κφξην παξακέλεη δηπισκέλν, νη δχν θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο 

βξίζθνληαη πνιχ θνληά κεηαμχ ηνπο, θαη ιφγσ ηνπ θαηλνκέλνπ FRET δελ 

αληρλεχεηαη θζνξηζκφο. Ο ηξφπνο δξάζεο ησλ κνξίσλ απηψλ είλαη ν εμήο: Σα 

λενζπληηζέκελα πξντφληα ηεο PCR απνδηαηάζζνληαη ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο. ΢ηε 

ζπλέρεηα ε ζεξκνθξαζία κεηψλεηαη γηα ηνλ επφκελν θχθιν ηνπ πβξηδηζκνχ ησλ 

εθθηλεηψλ. ΢ην ζεκείν απηφ νη αληρλεπηέο κπνξνχλ λα πβξηδνπνηεζνχλ ζηελ 

θαηάιιειε αιιεινπρία DNA. Μφιηο ε ζειηά πβξηδνπνηεζεί ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν, 

ηφηε απνδηαηάζζεηαη ε δνκή «θνπξθέηαο» θαη απνκαθξχλνληαη νη δχν ρξσζηηθέο. 

Καηά ζπλέπεηα, παξάγεηαη ζήκα θζνξηζκνχ, ην νπνίν απμάλεη γξακκηθά κε ηελ 

αχμεζε ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο. Οη αληρλεπηέο απηνί κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ θαη ζε πνιιαπιέο PCR, δειαδή πεξηζζφηεξα πξντφληα λα 

αληρλεπηνχλ ζηελ ίδηα αληίδξαζε. Γηα θάζε κία πξνζδηνξηδφκελε αιιεινπρία 

ρξεζηκνπνηείηαη δηαθνξεηηθή θζνξίδνπζα ρξσζηηθή θαη ηα παξαγφκελα ζήκαηα 

δηαβάδνληαη ζε δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο. Μνξηαθνί αληρλεπηέο κε δηαθνξεηηθέο 

ρξσζηηθέο, εμεηδηθεπκέλνη γηα ηα θπζηνινγηθά θαη ηα κεηαιιαγκέλα αιιειφκνξθα, 

ζρεδηάδνληαη θαηάιιεια. Αλ ε πξνζδηνξηδφκελε εληζρπκέλε αιιεινπρία πξνέξρεηαη 

απφ θπζηνινγηθφ DNA ιακβάλεηαη ζήκα θζνξηζκνχ δηαθνξεηηθφ απφ απηφ πνπ 

ιακβάλεηαη φηαλ ην ζήκα πξνέξρεηαη απφ αιιεινπρία κεηαιιαγκέλνπ DNA. ΢ε 
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πεξίπησζε δείγκαηνο απφ εηεξφδπγν άηνκν, ιακβάλεηαη ηφζν ην ζήκα ηεο 

θπζηνινγηθήο αιιεινπρίαο φζν θαη ην ζήκα ηεο κεηαιιαγκέλεο αιιεινπρίαο. 

 

 

΢ρήκα 1.13 Γνκή Μνξηαθνύ Φάξνπ θαη αξρή ζπζηήκαηνο αλίρλεπζεο κε Μνξηαθνύο Φάξνπο. 

(http://www.eurogentec.com/applications/molecular-beacons.html, http://www.ebiotrade.com) 

 

 «΢θνξπηνί» (Scorpions): Δίλαη δηιεηηνπξγηθά κφξηα πνπ πεξηέρνπλ έλαλ εθθηλεηή 

γηα αληίδξαζε PCR ζπλδεδεκέλν κε κία αιιεινπρία αληρλεπηή.43 Καηά ηε δηάξθεηα ηεο 

αληίδξαζεο PCR, ν εθθηλεηήο επεθηείλεηαη γηα λα ζρεκαηίζεη ην λέν πξντφλ, θαη ν 

αληρλεπηήο, πνπ πεξηέρεη κηα αιιεινπρία απφιπηα ζπκπιεξσκαηηθή κε ηελ εηδηθή 

αιιεινπρία ζην PCR πξντφλ, πξνζδέλεηαη ζην ζηφρν ηνπ θαη παξάγεηαη ζήκα θζνξηζκνχ. 

Ζ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ είλαη αλάινγε ηνπ πξντφληνο πνπ παξάγεηαη θαηά ηελ αληίδξαζε. 

Πην αλαιπηηθά, ν αληρλεπηήο «ζθνξπηφο» απνηειείηαη απφ έλαλ εηδηθφ αληρλεπηή πνπ 

ζρεκαηίδεη κία δηακφξθσζε «θνπξθέηαο» κε ζπκπιεξσκαηηθά ηα 5‟ θαη 3‟ άθξα ηνπ. Σν 

θζνξηζκνθφξν ζπλδέεηαη ζην 5‟ άθξν θαη έλα κφξην-απνζβέζηεο βξίζθεηαη ζην 3‟ άθξν ηεο 

«θνπξθέηαο». Ζ «ζειηά» απηή ζπλδέεηαη κε ην 5‟ άθξν ηνπ εθθηλεηή κέζσ κηαο 

αιιεινπρίαο (PCR blocker) πνπ παξεκπνδίδεη ηε κε εηδηθή ελίζρπζε ηνπ αληρλεπηή. Μεηά 

ηελ επέθηαζε ηνπ εθθηλεηή, ε εηδηθή αιιεινπρία ηνπ αληρλεπηή έρεη ηε δπλαηφηεηα λα 

πβξηδνπνηεζεί ζηε ζπκπιεξσκαηηθή ηεο αιιεινπρία πνπ βξίζθεηαη ζηνλ ίδην θιψλν DNA. 

Απηφο ν πβξηδηζκφο πξνθαιεί ηε δηάλνημε ηεο «θνπξθέηαο» θαη απηφ έρεη σο απνηέιεζκα 

ηε δηαθνπή ηεο απφζβεζεο ηνπ θζνξηζκνχ απφ ην κφξην απνζβέζηε. Απηφ πξνθαιεί 

αχμεζε ηνπ ζήκαηνο πνπ αληρλεχεηαη. (΢ρήκα 1.14) 

http://www.eurogentec.com/applications/molecular-beacons.html
http://www.ebiotrade.com/
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΢ρήκα 1.14 Μεραληζκόο αλίρλεπζεο κε «΢θνξπηνύο» 1. Αξρηθή απνδηάηαμε DNA θαη δνκή αληρλεπηή 

2. Τβξηδηζκόο εθθηλεηή-΢θνξπηνύ ζηελ αιιεινπρία-ζηόρν 3. Δπέθηαζε εθθηλεηή θαη ζρεκαηηζκόο 

δίθισλνπ  DNA 4. Απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ πξντόληνο 5. Φύμε θαη πβξηδηζκόο ηνπ αληρλεπηή-

΢θνξπηνύ ζηελ αιιεινπρία-ζηόρν.44 

 

Ζ αιιεινπρία-blocker παξεκπνδίδεη ηε δηάλνημε ηεο «θνπξθέηαο» απνπζία ηεο 

αιιεινπρίαο-ζηφρνπ. Κάηη ηέηνην ζα νδεγνχζε ζε αλίρλεπζε κε εηδηθψλ PCR πξντφλησλ, 

φπσο δηκεξή εθθηλεηψλ ή πξντφληα απφ κε εηδηθφ (ιαλζαζκέλν) πβξηδηζκφ ησλ εθθηλεηψλ 

θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR. 

΢πγθξηλφκελνη κε ηνπο κνξηαθνχο «θάξνπο» θαη ηνπο αληρλεπηέο ηχπνπ TaqMan, νη 

ζθνξπηνί δίλνπλ έλα πην ηζρπξφ ζήκα θαη δξνπλ πην γξήγνξα, αθνχ βξίζθνληαη πνιχ 

θνληά ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν ηνπο. Ο ζπλδπαζκφο εθθηλεηή-αληρλεπηή ζε έλα κφξην 

θαζηζηά ηελ εθηέιεζε πνιιαπιήο PCR, γηα αλίρλεπζε πεξηζζνηέξσλ ηνπ ελφο αιιειίσλ, 

πην εχθνιε κεηψλνληαο ηελ πηζαλφηεηα ςεπδψλ απνηειεζκάησλ.44 
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 Μία ηειεπηαία θαηεγνξία αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ είλαη νη “Snapback”. Ο κεραληζκφο 

δξάζεο ηνπο πξνζνκνηάδεη κε απηφ ησλ ΢θνξπηψλ, αιιά ζεκαληηθή δηαθνξά ηνπο είλαη φηη 

δε θέξνπλ θάπνην είδνο ηρλεζέηε ζην κφξηφ ηνπο. Αληίζεηα, είλαη κε ηρλεζεηεκέλνη 

νιηγνλνπθιενηηδηθνί αληρλεπηέο πνπ ζπλδπάδνληαη κε ηελ αλάιπζε θακππιψλ ηήμεο 

δίθισλσλ κνξίσλ DNA. 

Οη “Snapback” εθθηλεηέο είλαη δηιεηηνπξγηθνί, φπσο θαη νη «΢θνξπηνί». Απνηεινχληαη απφ 

ην ηκήκα ηνπ εθθηλεηή, πνπ είλαη ζρεδηαζκέλνο ζπκπιεξσκαηηθφο κε ηελ αιιεινπρία-

ζηφρν, θαη ζην 5‟ άθξν ηνπο πεξηέρνπλ κία «νπξά» πνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ην ίδην ην 

πξντφλ πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ επέθηαζή ηνπο θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR. Απηφ 

ζπλεπάγεηαη φηη, κεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο ζα έρνπλ παξαρζεί ηα δίθισλα πξντφληα 

απφ ηνπο εθθηλεηέο, αιιά θαη έλα πβξίδην ηνπ «αληρλεπηή-νπξά» κε ηε ζπκπιεξσκαηηθή 

αιιεινπρία πνπ βξίζθεηαη πάλσ ζηνλ ίδην θιψλν DNA. Σηο πεξηζζφηεξεο θνξέο 

ρξεζηκνπνηείηαη ε αξρή ηεο αζχκκεηξεο PCR κε ζθνπφ λα επλνεζεί ν ζρεκαηηζκφο ηεο 

θνπξθέηαο ηνπ πβξηδίνπ θαη φρη ηνπ δίθισλνπ πξντφληνο. Γηα ην ιφγν απηφ ν “Snapback” 

εθθηλεηήο πξνζηίζεηαη ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο ζε πεξίζζεηα, ελψ αληίζεηα ν άιινο 

εθθηλεηήο ζε πεξηνξηζκέλε ζπγθέληξσζε. Σειηθά, παξάγνληαη κνλφθισλεο αιπζίδεο ζε 

πεξίζζεηα, πνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ςχμεο ζρεκαηίδνπλ θαη δίθισλα πξντφληα θαη 

ελδνκνξηαθέο δνκέο θνπξθέηαο. (΢ρήκα 1.15)  

 

΢ρήκα 1.15 Γνλνηύπεζε κε ρξήζε εθθηλεηώλ Snapback θαη ρξσζηηθήο LC Green Plus. Παξαηεξείηαη 

ε θνξπθή ηνπ δίθισλνπ πξντόληνο (ζε κεγαιύηεξν Σm) θαη ε θνξπθή ηνπ αληρλεπηή κε ηελ 

αιιεινπρία-ζηόρν (ζε κηθξόηεξν Σm)45 
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Έρεη παξαηεξεζεί φηη, φζν κηθξφηεξε ζε κέγεζνο είλαη ε «θνπξθέηα» πνπ ζρεκαηίδεηαη, 

ηφζν πην ζηαζεξή είλαη ε δνκή απηή. Δπηπιένλ, νη “Snapback” εθθηλεηέο έρνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα λα δηαρσξίδνπλ αιιεινπρίεο πνπ δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο ζε έλα θαη κφλν δεχγνο 

βάζεσλ. Άξα, απνηεινχλ κία ελδηαθέξνπζα πξνζέγγηζε γηα κία απιή, closed-tube θαη 

ρσξίο ηρλεζεηεκέλνπο αληρλεπηέο θαη εθθηλεηέο κέζνδν, πνπ δελ απαηηεί ηελ εθηέιεζε PCR 

πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ, αιιά ζπκβαηηθήο PCR θαη ζηε ζπλέρεηα αλάθηεζε θακππιψλ 

ηήμεσο.45  

 

1.3.3.2 Peptide Nucleic Acids (PNAs, Πεπηηδηθά Ννπθιετθά Ομέα) Locked Nucleic 

Acids (LNAs, «Κιεηδσκέλα» Ννπθιετθά Ομέα) 

Σα PNAs θαη ηα LNAs είλαη έλα είδνο αληρλεπηψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ αληίδξαζε 

ηεο PCR. Πξφθεηηαη γηα κία ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηεί θπζηθέο κνξηαθέο ξπζκίζεηο γηα 

επίηεπμε εηδηθφηεηαο. 

Σα PNAs είλαη ζπλζεηηθά κηκηηηθά κφξηα ηνπ DNA. (΢ρήκα 1.16) Ζ πξψηε αλαθνξά ζηε 

βηβιηνγξαθία ήηαλ απφ ηελ νκάδα ηνπ Nielsen to 1991.46 Δίλαη ζπλζεηηθά αλάινγα ηνπ 

DNA ζηα νπνία ν θσζθνδηεζηεξηθφο ζθειεηφο έρεη αληηθαηαζηαζεί απφ 

επαλαιακβαλφκελεο κνλάδεο Ν-(ακηλναηζπι)-γιπθίλεο ζηηο νπνίεο είλαη ζπλδεδεκέλεο νη 

αδσηνχρεο βάζεηο. Απηφο ν ζπλζεηηθφο ζθειεηφο πξνζθέξεη ζηα PNAs κνλαδηθά 

ραξαθηεξηζηηθά πβξηδηζκνχ. Αληίζεηα απφ ηνπο θιψλνπο ηνπ DNA ή ηνπ RNA, ηα PNAs δε 

θέξνπλ θνξηίν θαη ζπλεπψο δελ ππάξρνπλ ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο θαηά ηνλ 

πβξηδηζκφ ηνπο κε ηηο αιιεινπρίεο-ζηφρνπο. Απηφ πξνζδίδεη ηδηαίηεξε ζηαζεξφηεηα ζηα 

δηκεξή PNA-DNA θαη PNA-RNA. Ζ ζηαζεξφηεηα απηή αληηθαηνπηξίδεηαη θαη ζηηο απμεκέλεο 

ζεξκνθξαζίεο ηήμεο ησλ δηκεξψλ απηψλ.47 Δπηπιένλ, ν πβξηδηζκφο ησλ PNAs δελ 

επεξεάδεηαη απφ ηελ ηνληηθή ηζρχ ησλ κηγκάησλ ζηα νπνία βξίζθνληαη, αιιά νχηε θαη απφ 

ηε δξάζε ησλ λνπθιεαζψλ ή ησλ πξσηεαζψλ.48 Δπίζεο δελ αλαγλσξίδνληαη απφ ηηο 

πνιπκεξάζεο θαη δελ κπνξνχλ λα ιεηηνπξγήζνπλ σο εθθηλεηέο θαη λα επεθηαζνχλ. Σέινο, 

ν πβξηδηζκφο PNA-DNA επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ κε ζπκπιεξσκαηηθά δεχγε βάζεσλ 

θαηά κήθνο ηνπ πβξηδίνπ, ζπγθξηηηθά κε ηα πβξίδηα DNA-DNA.49,50 
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΢ρήκα 1.16  Γνκή PNA θαη ζύγθξηζε δνκώλ κεηαμύ PNA, DNA θαη πξσηεΐλεο.51 

 

Όια ηα παξαπάλσ ραξαθηεξηζηηθά θάλνπλ ηα PNAs πνιχ ρξήζηκα εξγαιεία θαηά ηελ 

αληίδξαζε ηεο PCR γηα επηιεθηηθή ελίζρπζε ελφο αιιειίνπ θαη παξεκπφδηζεο ελίζρπζεο 

ηνπ άιινπ. Όπσο αλαθέξζεθε, νη αληρλεπηέο PNA δελ επεξεάδνληαη απφ ηε δξάζε ηεο 

πνιπκεξάζεο, αιιά έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα εκπνδίζνπλ ηελ επέθηαζε ηνπ εθθηλεηή 

θαζψο ζπλδένληαη κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν θαη αληαγσλίδνληαη ηνπο εθθηλεηέο.52 Ζ 

κεγάινπ βαζκνχ ζπγγέλεηα ησλ PNAs κε ηηο αιιεινπρίεο ηνπ DNA κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλίρλεπζε ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ κέζσ ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR. 

Ζ κέζνδνο απηή νλνκάδεηαη «PNA directed PCR clamping» θαη ρξεζηκνπνηεί ηα PNAs γηα 

λα παξεκπνδίζεη ηελ ελίζρπζε εηδηθψλ ζηφρσλ κέζσ άκεζνπ αληαγσληζκνχ κεηαμχ ησλ 

PNA αληρλεπηψλ θαη ησλ εθθηλεηψλ.53 Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ πβξηδίνπ PNA-DNA εκπνδίδεη 

ηνλ πβξηδηζκφ ηνπ εθθηλεηή θαη ην ζρεκαηηζκφ ηνπ PCR πξντφληνο. (΢ρήκα 1.17) Ζ 

δηαδηθαζία απηή έρεη πνιιέο δπλαηφηεηεο θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα αλίρλεπζε 

ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ θαζψο θαη απνκφλσζε γνληδίσλ.54 Σέινο, ππάξρεη δπλαηφηεηα 

ηρλεζέηεζεο ησλ PNAs κε βηνηίλε ή θζνξηζκνθφξα έηζη ψζηε λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζε 

αληίδξαζε PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ. 
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΢ρήκα 1.17 Ο ξόινο ησλ αληρλεπηώλ PNA ζηελ επηιεθηηθή ελίζρπζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ 

θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR.55 

 

Σα LNAs είλαη θαη απηά αλάινγα ηνπ DNA ζην κφξην ησλ νπνίσλ ππάξρεη κηα γέθπξα 

κεζπιελίνπ κεηαμχ ησλ νμπγφλσλ ζηηο ζέζεηο 2‟ θαη 4‟ ηνπ δαθηπιίνπ.56 Απηή ε δηθπθιηθή 

δνκή «θιεηδψλεη» ην δαθηχιην ηεο ξηβφδεο θαη απμάλεη θαηά πνιχ ηε ζεξκνθξαζία 

ηήμεσο.57 (΢ρήκα 1.18) Σα νιηγνλνπθιενηίδηα LNA ζπλδένληαη κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν κε 

βάζε ηνπο θαλφλεο ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο. Ζ ζπγγέλεηα θαη ε ζηαζεξφηεηα ηεο ζχλδεζεο 

είλαη πνιχ κεγαιχηεξε ζπγθξηηηθά κε ηα απιά λνπθιενηίδηα. Ζ ζεξκνθξαζία ηήμεσο ησλ 

πβξηδίσλ LNA-DNA είλαη ζεκαληηθά κεγαιχηεξε θαη κπνξεί λα κεησζεί 20-30νC ζε 

πεξίπησζε παξνπζίαο ελφο κφλν κε ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ θαηά κήθνο ηνπ 

πβξηδίνπ.58 

 

΢ρήκα 1.18  ΢ύγθξηζε δνκήο LNA θαη DNA. (http://www.sigmabioblogs.com) 

http://www.sigmabioblogs.com/
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Απηνχ ηνπ είδνπο νη αληρλεπηέο ρξεζηκνπνηνχληαη ζηηο αληηδξάζεηο PCR κε παξεκπφδηζε 

ηεο ελίζρπζεο ηνπ θπζηνινγηθνχ αιιειίνπ (Wild-Type Blocking PCR, WTB-PCR). 

(΢ρήκα 1.19) Ζ ηερληθή απηή ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ 

παξνπζία πεξίζζεηαο θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ. Ζ WTB-PCR ρξεζηκνπνηεί ηα 

νιηγνλνπθιενηίδηα LNA, ηα νπνία δελ έρνπλ ηε δπλαηφηεηα επέθηαζεο απφ ηε DNA 

πνιπκεξάζε (ιφγσ κε ζπκπιεξσκαηηθνχ 3‟ άθξνπ κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν), γηα λα 

κπινθάξεη ηελ ελίζρπζε ηνπ θπζηνινγηθνχ αιιειίνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. Έηζη, 

εληζρχεηαη κφλν ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην, ην νπνίν δελ επεξεάδεηαη απφ ηελ παξνπζία 

ηνπ LNA. Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί κε επηηπρία ε παξαπάλσ δηαδηθαζία ζα πξέπεη λα 

ρξεζηκνπνηεζεί DNA πνιπκεξάζε, ε νπνία δε ζα έρεη δξάζε 5‟-3‟ εμσλνπθιεάζεο. ΢ε 

απηή ηελ πεξίπησζε ην νιηγνλνπθιενηίδην LNA πδξνιχεηαη απφ ηελ πνιπκεξάζε θαη ην 

θπζηνινγηθφ αιιήιην αθήλεηαη ειεχζεξν γηα ελίζρπζε.  

 

΢ρήκα 1.19 Πεξηγξαθή κεζόδνπ WTB-PCR κε LNAs. Δπηιεθηηθή ελίζρπζε ηεο κεηαιιαγκέλεο 

αιιεινπρίαο.56 

 

Ζ θπζηνινγηθή αιιεινπρία είλαη πιήξσο ζπκπιεξσκαηηθή κε ην νιηγνλνπθιενηίδην LNA 

θαη ην ζπγθεθξηκέλν πβξίδην έρεη πνιχ πςειή ζεξκνθξαζία ηήμεσο. Αληίζεηα, ε 

κεηαιιαγκέλε αιιεινπρία έρεη έλα κε ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ κε ην LNA θαη 
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ζπλεπψο ην πβξίδην απηφ έρεη πνιχ ρακειφηεξν ζεκείν ηήμεσο θαη είλαη αζηαζέο. Έηζη 

ηειηθά επηηξέπεηαη κφλν ε ελίζρπζε ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ.56 

Ζ κέζνδνο ηεο WTB-PCR ζα κπνξνχζε λα παξνκνηαζηεί κε ηελ PCR αιιεινεηδηθήο 

ελίζρπζεο (Allele-Specific PCR, ASPCR), αθνχ εληζρχεηαη ε κεηαιιαγκέλε αιιεινπρία 

θαη φρη ε θπζηνινγηθή. Ζ κέζνδνο WTB-PCR πιενλεθηεί ηεο δεχηεξεο ζε δχν ζεκεία: α) Ζ 

WTB-PCR κπνξεί λα αληρλεχζεη θάζε είδνπο κεηάιιαμε πνπ κπνξεί λα ππάξρεη ζηε 

ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία-ζηφρν πνπ κειεηάηαη. Σν κφλν αιιήιην πνπ δελ εληζρχεηαη είλαη 

ην θπζηνινγηθφ, φια ηα άιια εληζρχνληαη θαλνληθά. Αληίζεηα, ζηελ ASPCR ρξεζηκνπνηείηαη 

αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο γηα ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε. β) Ζ WTB-PCR δελ επεξεάδεηαη 

απφ ην πνζνζηφ ζθάικαηνο ηεο πνιπκεξάζεο, πνπ νδεγεί ζε ιάζε θαηά ηελ επέθηαζε θαη 

ςεπδή απνηειέζκαηα. 

Σέινο, έρεη αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία ζπλδπαζκφο ηεο WTB-PCR κε αιιεινεηδηθφ 

εθθηλεηή. Με ηνλ ηξφπν απηφ, πεξηνξίδεηαη ε ελίζρπζε ηνπ θπζηνινγηθνχ αιιειίνπ θαη 

εληζρχεηαη εηδηθά ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην. Έηζη απμάλεηαη θαηά πνιχ ε εηδηθφηεηα θαη ε 

επαηζζεζία ηνπ πξνζδηνξηζκνχ.59  

 

1.3.3.3 Αιιεινεηδηθή ελίζρπζε PCR (Αllele – Specific Amplification, ASA) 

Μία άιιε θαηεγνξία κεζνδνινγηψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλίρλεπζε γλσζηψλ 

κεηαιιάμεσλ είλαη απηέο πνπ βαζίδνληαη ζηελ αιιεινεηδηθή ελίζρπζε θαηά ηελ αληίδξαζε 

ηεο PCR (Allele-Specific Amplification, ASA). (΢ρήκα 1.20) Ζ αληίδξαζε ηεο PCR 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε δχν παξάιιειεο αληηδξάζεηο. ΢ηελ πξψηε αληίδξαζε, ν εθθηλεηήο 

είλαη ζπκπιεξσκαηηθφο θαη πβξηδνπνηείηαη κφλν ζηε θπζηνινγηθή αιιεινπρία, ελψ ζηε 

δεχηεξε αληίδξαζε, ν εθθηλεηήο είλαη ζπκπιεξσκαηηθφο κε ηελ αιιεινπρία πνπ πεξηέρεη ηε 

κεηάιιαμε ή ηνλ πνιπκνξθηζκφ πνπ κειεηάηαη. Θεσξψληαο δεδνκέλν ην γεγνλφο φηη, ε 

επέθηαζε ησλ εθθηλεηψλ ζπκβαίλεη κφλν φηαλ απηνί είλαη απφιπηα ζπκπιεξσκαηηθνί κε 

ηελ αιιεινπρία-ζηφρν, κφλν έλα αιιήιην ζα εληζρχεηαη θάζε θνξά (ην θπζηνινγηθφ ή ην 

κεηαιιαγκέλν). 

Ζ κέζνδνο απηή αλαπηχρζεθε ζηα ηέιε ηεο δεθαεηίαο ηνπ ‟80 αλεμάξηεηα απφ δχν 

δηαθνξεηηθέο εξγαζηεξηαθέο νκάδεο θαη δχν δηαθνξεηηθέο πξνζεγγίζεηο πεξηγξάθεζαλ 

παξάιιεια. Ζ πξψηε πξνζέγγηζε βαζίδεηαη ζηελ απνπζία ηεο επέθηαζεο ησλ εθθηλεηψλ 

ιφγσ ηεο χπαξμεο κε ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν ζην 3‟ 

άθξν ηνπο. Απφ απηφ ην ζπκπέξαζκα πξνέθπςαλ κία ζεηξά κεζφδσλ φπσο: amplification 

refractory mutation system (ARMS)60, allele-specific PCR (ASPCR)61 θαη PCR 
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amplification of specific alleles (PASA)62. Ζ δεχηεξε πξνζέγγηζε βαζίδεηαη ζηελ 

χπαξμε κε ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ κεηαμχ εθθηλεηή θαη αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, 

αιιά απηή ηε θνξά εζσηεξηθά θαη φρη ζην 3‟ άθξν. Ζ παξνπζία ηέηνηνπ είδνπο κε 

ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ εκπνδίδεη γεληθφηεξα ηελ πβξηδνπνίεζε ηνπ εθθηλεηή 

ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν. Οη κέζνδνη πνπ βαζίδνληαη ζηελ παξαπάλσ αξρή είλαη: 

competitive oligonucleotide priming (COP)63 θαη color complementation assay 

(CCA)64. ΢ην επφκελν θεθάιαην ζα αλαιπζεί εθηελψο ε κεζνδνινγία ηεο ARMS-PCR, πνπ 

είλαη θαη ε κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα εξγαζία. 

 

΢ρήκα 1.20  Βαζηθή αξρή ησλ κεζόδσλ πνπ βαζίδνληαη ζηελ αιιεινεηδηθή ελίζρπζε. 

 

Θεσξψληαο ηελ πεξίπησζε κηαο νκφδπγεο θαηάζηαζεο, αλακέλεηαη ελίζρπζε θαη ιήςε 

PCR πξντφληνο κφλν θαηά ηε ρξήζε ηνπ ελφο δεχγνπο εθθηλεηψλ, ηνπ εηδηθνχ γηα ηε 

θπζηνινγηθή ή ηε κεηαιιαγκέλε αιιεινπρία. Δζσηεξηθά πξφηππα πξέπεη λα 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα απνθιείεηαη ε πηζαλφηεηα ςεπδψο αξλεηηθνχ απνηειέζκαηνο, 

θπξίσο ζε πεξηπηψζεηο εηεξνδπγσηίαο. Καηά ηελ αλάπηπμε κεζνδνινγίαο πνιιαπιήο 

PCR, έλα ζεηηθφ ζήκα θαηαγξάθεηαη γηα θάζε αληίδξαζε, επηηξέπνληαο ηελ ηαπηφρξνλε 

αλίρλεπζε πεξηζζφηεξσλ δηαθνξεηηθψλ αιιειίσλ, φπσο έγηλε γηα ηε δηάγλσζε ηεο 

θπζηηθήο ίλσζεο.65 Έλα κεηνλέθηεκα ηνπ αξρηθνχ πξσηνθφιινπ ησλ κεζφδσλ απηψλ είλαη 

ε εθηέιεζε δχν δηαθνξεηηθψλ αληηδξάζεσλ παξάιιεια. Ζ εηεξφδπγε θαη ε νκφδπγε 

θαηάζηαζε κπνξνχλ ηψξα λα δηαθνξνπνηεζνχλ πξαγκαηνπνηψληαο κία αληίδξαζε, φπνπ 

δηαθνξεηηθά αιιήιηα εληζρχνληαη απφ εθθηλεηέο ηρλεζεηεκέλνπο κε δηαθνξεηηθά 

θζνξηζκνθφξα κφξηα.64,66 Έρεη θαηαγξαθεί ζηε βηβιηνγξαθία αιιεινεηδηθή αληίδξαζε PCR 

κε ρξήζε ηεζζάξσλ εθθηλεηψλ, φπνπ δηαθνξεηηθά αιιήιηα κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ 

νξίδνληαο δχν δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο πβξηδηζκνχ γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ.67 
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Αλάινγα κε ηηο ζπλζήθεο ηνπ πξνζδηνξηζκνχ θαζψο θαη ην είδνο ηνπ κε ζπκπιεξσκαηηθνχ 

δεχγνπο βάζεσλ κεηαμχ ηνπ εθθηλεηή θαη ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, κπνξεί λα ζπκβεί ή φρη 

ιαλζαζκέλε επέθηαζε ηνπ 3‟ άθξνπ ηνπ εθθηλεηή. Αλαθέξεηαη φηη ε απφδνζε ηεο 

αληίδξαζεο PCR κεηψλεηαη πεξίπνπ εθαηφ θνξέο φηαλ ππάξρεη κε ζπκπιεξσκαηηθφηεηα 

ηνπ ηχπνπ A:G, G:A ή C:C θαη πεξίπνπ είθνζη θνξέο γηα κε ζπκπιεξσκαηηθφηεηα ηνπ 

ηχπνπ A:A. Ζ επέθηαζε ησλ εθθηλεηψλ ήηαλ εθηθηή ζε φιεο ηηο άιιεο πεξηπηψζεηο. Αμίδεη 

λα ζεκεησζεί φηη, κε ζπκπιεξσκαηηθά δεχγε βάζεσλ ζην 3‟ άθξν ηνπ εθθηλεηή κεηαμχ ηεο 

Σ κε G, C ή T παξνπζίαδαλ πνιχ κηθξή επίδξαζε ζηελ απφδνζε ηεο PCR.68 Απηφ, βέβαηα 

κπνξεί λα πεξηνξηζηεί ή λα απνθεπρζεί φηαλ ρξεζηκνπνηνχληαη θαηάιιεινη εθθηλεηέο θαη 

εθαξκφδνληαη θαηάιιειεο ζπλζήθεο. Ζ εηδηθφηεηα ηεο επέθηαζεο ησλ εθθηλεηψλ κπνξεί λα 

βειηησζεί κε θαηάιιειε ξχζκηζε ησλ πεηξακαηηθψλ ζπλζεθψλ ηεο αληίδξαζεο.62,69 Ζ 

εηδηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο επεξεάδεηαη απφ ηηο ζπγθεληξψζεηο ησλ ηφλησλ καγλεζίνπ 

(Mg+2), ησλ εθθηλεηψλ, ησλ δενμπλνπθιενηηδίσλ (dNTPs), ηνπ DNA-ζηφρνπ θαη ηνπ 

ελδχκνπ ηεο πνιπκεξάζεο. Δπηπιένλ, κία πην αμηφπηζηε παξεκπφδηζε ηεο επέθηαζεο ησλ 

εθθηλεηψλ επηηπγράλεηαη κε ηελ εηζαγσγή πεξηζζφηεξσλ κε ζπκπιεξσκαηηθψλ δεπγψλ 

βάζεσλ κεηαμχ εθθηλεηή θαη αιιεινπρίαο-ζηφρνπ.65 Σέινο, ε εηδηθφηεηα ηεο κεζφδνπ 

επεξεάδεηαη ηζρπξά απφ ην ιφγν ηνπ κεηαιιαγκέλνπ πξνο ην θπζηνινγηθφ DNA πνπ 

ππάξρεη ζην δείγκα. 

Ζ ηαπηνπνίεζε ηεο νκφδπγεο ή εηεξφδπγεο θαηάζηαζεο είλαη ε βαζηθή εθαξκνγή ησλ 

παξαπάλσ κνζνδνινγηψλ, θαζψο ραξαθηεξίδνληαη απφ αμηνπηζηία θαη επειημία θαηά ηελ 

εθηέιεζή ηνπο. Ζ εηδηθφηεηα είλαη πην θξίζηκε φηαλ ν ιφγνο ησλ κεηαιιαγκέλσλ πξνο ηα 

θπζηνινγηθά αιιήιηα είλαη κεησκέλνο. Ζ αλίρλεπζε πεξηνξηζκέλνπ αξηζκνχ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε παξνπζία κεγάινπ αξηζκνχ θπζηνινγηθψλ θπηηάξσλ 

έρεη θαηαγξαθεί αξθεηέο θνξέο ζηε βηβιηνγξαθία.70 

Ζ πηζαλφηεηα ςεπδψο ζεηηθνχ ή αξλεηηθνχ απνηειέζκαηνο είλαη ην πην ζεκαληηθφ ζηνηρείν 

πεξηνξηζκνχ ησλ παξαπάλσ κεζφδσλ. Σα ςεπδψο ζεηηθά απνηειέζκαηα κπνξεί λα 

νθείινληαη ζε επηκφιπλζε ή ζε ιαλζαζκέλε επέθηαζε ησλ εθθηλεηψλ. Γηα λα απνθχγνπκε 

ηα ςεπδή απνηειέζκαηα ζα πξέπεη νη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο λα βειηηζηνπνηνχληαη θαη ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ DNA-ζηφρνπ ζε θάζε δείγκα ζα πξέπεη λα είλαη θαζνξηζκέλε θαη 

ειεγρφκελε κε αθξίβεηα.7 

Γηα ηηο πεξηζζφηεξεο απφ ηηο κεζφδνπο πνπ αλαθέξζεθαλ παξαπάλσ, ε ηαπηνπνίεζε ησλ 

πξντφλησλ γίλεηαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο πνπ βαζίδεηαη ζην δηαρσξηζκφ 

κε βάζε ην κέγεζνο ησλ πξντφλησλ. ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ηρλεζεηεκέλνη 

εθθηλεηέο, ε πξαγκαηνπνίεζε ειεθηξνθφξεζεο δελ είλαη απαξαίηεηε.64 Δπηπιένλ ππάξρεη 
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δπλαηφηεηα εθηέιεζεο αιιεινεηδηθήο αληίδξαζεο PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ ζηελ νπνία 

γίλεηαη ρξήζε αιιεινεηδηθψλ εθθηλεηψλ θαη ε αλίρλεπζε θαη ηαπηνπνίεζε ησλ πξντφλησλ 

πξαγκαηνπνηείηαη κε αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ71,72, φπσο απηνί αλαιχζεθαλ ζην 

ππνθεθάιαην 1.3.3.1, απμάλνληαο έηζη ηελ επαηζζεζία θαη ηελ εηδηθφηεηα ηεο κεζφδνπ θαη 

θαζηζηψληαο δπλαηή ηελ ηαπηφρξνλε αλίρλεπζε πνιιψλ δηαθνξεηηθψλ κεηαιιάμεσλ, 

αθφκα θαη ζε δχν ή πεξηζζφηεξα δηαθνξεηηθά γνλίδηα.73,74  

 

1.3.3.4 Αζύκκεηξε PCR κε ρξήζε αληρλεπηώλ πβξηδηζκνύ (Asymmetric PCR with 

unlabeled probes) 

Αθφκα κία παξαιιαγή ηεο PCR απνηειεί ε αζχκκεηξε PCR. Ζ θχξηα δηαθνξά ηεο απφ ηε 

ζπλήζε PCR είλαη φηη ρξεζηκνπνηνχληαη άληζεο ζπγθεληξψζεηο ησλ δχν εθθηλεηψλ. ΢ηνπο 

πξψηνπο θχθινπο, ην πεξηζζφηεξν πξντφλ πνπ παξάγεηαη είλαη δίθισλν, θαζψο ν 

εθθηλεηήο πνπ βξίζθεηαη ζε κηθξή ζπγθέληξσζε εμαληιείηαη, ζηνπο επφκελνπο θχθινπο 

παξάγεηαη πιεφλαζκα ηεο κηαο αιπζίδαο θαη έηζη ζπζζσξεχεηαη κνλφθισλν DNA. Έηζη 

ινηπφλ εληζρχεηαη πεξηζζφηεξν ν έλαο απφ ηνπο δχν θιψλνπο ηνπ επηζπκεηνχ ηκήκαηνο 

DNA. Δθκεηαιιεπφκελνη ην παξαπάλσ, αλ εληζρχζνπκε ηελ αιπζίδα ηνπ DNA πνπ θέξεη 

ηε κεηάιιαμε θαη ρξεζηκνπνηήζνπκε αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ, ζα έρνπκε πεξίζζεηα ηνπ 

δηκεξνχο ηεο εληζρπκέλεο αιπζίδαο κε ην ζπκπιεξσκαηηθφ αληρλεπηή ηεο. Απηφ έρεη σο 

απνηέιεζκα δηαθνξά ζηελ έληαζε θζνξηζκνχ κεηαμχ ησλ δχν αιπζίδσλ κε ηνπο 

αληρλεπηέο ηνπο, θαη έηζη κε αλάιπζε θακππιψλ ηήμεο δηαθξίλνληαη επθνιφηεξα ηα 

θπζηνινγηθά θαη ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα DNA (παξαηεξείηαη κεγαιχηεξε δηαθνξά ΓΣm 

απφ φηη ζηε «ζπκκεηξηθή-θαλνληθή» PCR. (΢ρήκα 1.21) 

Ζ επαηζζεζία ηεο ηερληθήο είλαη ηδηαίηεξα πςειή ιφγσ ηεο εηδηθφηεηαο θαη ηεο επαηζζεζίαο 

ησλ αληρλεπηψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη, φκσο κε ηε ρξήζε ηεο αζχκκεηξεο PCR απηή 

απμάλεηαη αθφκα πεξηζζφηεξν. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, φηαλ νη ζπγθεληξψζεηο ησλ εθθηλεηψλ είλαη ίζεο, ην ζήκα θζνξηζκνχ 

εκθαλίδεηαη λσξίο θαη θηάλεη ζε πςειφηεξεο ηηκέο πιαηψ απφ φηη αλ δηαθέξνπλ. Όηαλ 

παξαρζεί ζε πεξίζζεηα κία αιπζίδα ζπκπιεξσκαηηθή σο πξνο έλαλ νιηγνλνπθιενηηδηθφ 

αληρλεπηή, εκθαλίδεηαη κηα θνξπθή ηνπ δηκεξνχο απηνχ (ραξαθηεξηζηηθή), ε νπνία κπνξεί 

λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα γνλνηχπεζε. Σν χςνο ησλ θνξπθψλ εμαξηάηαη απφ ηε 

ζπγθέληξσζε ηνπ αληρλεπηή θαη ην κήθνο ηνπ πξντφληνο ηεο PCR. Πξντφληα PCR κε 

κεγάιν κήθνο εμαθαλίδνπλ ηελ θνξπθή αληρλεπηή-ζηφρνπ θαη ε αζχκκεηξε ελίζρπζε είλαη 
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απαξαίηεηε. Μεηψλνληαο ην κήθνο ησλ PCR πξντφλησλ (<100bp) απμάλεηαη ε επαηζζεζία 

θαη ε αζχκκεηξε PCR δελ είλαη πιένλ απαξαίηεηε.75,76 

 

΢ρήκα 1.21 Υαξαθηεξηζηηθά γξαθήκαηα Real-time PCR θαη νη παξαγόκελεο θακπύιεο ηήμεο, σο 

απνηέιεζκα ζπκκεηξηθήο θαη αζύκκεηξεο PCR, παξνπζία ελόο κε-επηζεκαζκέλνπ 

νιηγνλνπθιενηηδίνπ-ηρλεζέηε θαη ηεο θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο LCGreen.75 

 

1.3.3.5 COLD-PCR (Co-amplification at Lower Temperature, ΢πλ-ελίζρπζε ζε 

ρακειόηεξε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο-αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο) 

Ζ πξψηε αλαθνξά ζηε βηβιηνγξαθία γηα ηελ COLD-PCR έγηλε ην 2008 απφ ηελ εξεπλεηηθή 

νκάδα ηνπ Dr. Mike Makrigiorgos ζην Dana Farber Cancer Institute ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ηνπ 

Harvard. ΢ηφρνο ήηαλ ε βειηίσζε ηεο επαηζζεζίαο ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε γνλίδηα 

πνπ ζρεηίδνληαη άκεζα κε ηνλ θαξθίλν, φπσο ην p53, ην KRAS θαη ην EGFR ζε κειέηεο 

γνλνηχπεζεο.77 Ζ COLD-PCR έδσζε ηε δπλαηφηεηα ελίζρπζεο θαη απνκφλσζεο ησλ 

κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ. 

H COLD-PCR είλαη κία λέα παξαιιαγή ηεο θιαζηθήο ηερληθήο ηεο PCR πνπ εληζρχεη εηδηθά 

θαη επηιεθηηθά κία κεηάιιαμε ή γεληθφηεξα έλα κεηαιιαγκέλν αιιήιην πνπ βξίζθεηαη ζε 

ρακειή ζπγθέληξσζε κέζα ζε έλα κείγκα κε πεξίζζεηα θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ, 
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αλεμάξηεηα απφ ην είδνο ηεο κεηάιιαμεο ή ηε ζέζε ηεο κέζα ζηελ αιιεινπρία. Ζ ελίζρπζε 

ηνπ γελσκηθνχ DNA κε ηελ COLD-PCR παξάγεη πξντφληα πνπ πεξηέρνπλ πςειά πνζνζηά 

ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ θαη έηζη επηηπγράλεηαη ε αλίρλεπζή ηνπ. Αληηθαζηζηψληαο ηελ 

απιή ζπκβαηηθή PCR  κε ηελ COLD-PCR επηηπγράλνπκε αχμεζε ηεο επαηζζεζίαο ζηελ 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ έσο θαη εθαηφ θνξέο, ρξεζηκνπνηψληαο ζηε ζπλέρεηα κία απφ ηηο 

ηερληθέο ηαπηνπνίεζεο ηεο χπαξμεο ηεο κεηάιιαμεο, φπσο ην Sequencing, ην 

Pyrosequencing, ε D-HPLC θαη ην HRMA.77 

Αθφκα θαη έλα κνλαδηθφ κε ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο αδσηνχρσλ βάζεσλ νπνπδήπνηε 

θαηά κήθνο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ δίθισλνπ DNA, έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηε κηθξή αιιά 

πξνβιεπφκελε αιιαγή ζηελ Tm ηεο αιιεινπρίαο απηήο.78,79 Ζ κεηαβνιή ζηε ζεξκνθξαζία 

ηήμεο ηεο αιιεινπρίαο εμαξηάηαη ηφζν απφ ηε ζέζε φπνπ βξίζθεηαη ην κε 

ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ θαηά κήθνο ηεο αιιεινπρίαο, φζν θαη απφ ην 

πεξηερφκελν ηεο ελ ιφγσ αιιεινπρίαο ζε αδσηνχρεο βάζεηο γεληθφηεξα. Έρεη παξαηεξεζεί 

φηη ε κεηαβνιή ζηε ζεξκνθξαζία ηήμεο κηα αιιεινπρίαο κπνξεί λα θπκαίλεηαη απφ 0.2-1.5 

oC γηα αιιεινπρίεο κήθνπο 200 δεπγψλ βάζεσλ (200bp) ή θαη κεγαιχηεξεο.78,79 Δπίζεο, 

γηα θάζε αιιεινπρία DNA ππάξρεη κηα θξίζηκε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο (critical 

denaturation temperature, Tc) ε νπνία είλαη κηθξφηεξε ηεο ζεξκνθξαζίαο ηήμεο ηνπ, θαη 

θάησ απφ ηελ νπνία ε απφδνζε ηεο PCR κεηψλεηαη απφηνκα. Ζ θξίζηκε ζεξκνθξαζία 

απνδηάηαμεο εμαξηάηαη απζηεξά απφ ηελ αιιεινπρία ηνπ DNA πνπ εμεηάδεηαη θάζε θνξά. 

Σκήκαηα DNA πνπ δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο ζε έλα θαη κφλν λνπθιενηίδην παξνπζηάδνπλ 

δηαθνξεηθή απφδνζε ελίζρπζεο ζηελ PCR, φηαλ νξίδεηαη σο ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR ε θξίζηκε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο Σc. Απηή ε παξαηήξεζε 

κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαηά ηελ PCR κε ζθνπφ ηελ επηιεθηηθή ελίζρπζε ησλ αιιειίσλ 

πνπ βξίζθνληαη ζε κηθξή αλαινγία θαη δηαθέξνπλ ην έλα απφ ην άιιν ζε έλα ή 

πεξηζζφηεξα λνπθιενηίδηα ζε νπνηαδήπνηε ζέζε θαηά κήθνο ηεο αιιεινπρίαο. 

΢ηελ COLD-PCR, ρξεζηκνπνηείηαη κία ελδηάκεζε ζεξκνθξαζία πβξηδνπνίεζεο θαηά ηε 

δηάξθεηα ησλ θχθισλ ηεο PCR ε νπνία επηηξέπεη ηε δηαζηαπξνύκελε πβξηδνπνίεζε 

(cross-hybridization) ησλ κεηαιιαγκέλσλ θαη ησλ θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ θαη έρεη ζαλ 

απνηέιεζκα ην ζρεκαηηζκφ εηεξόδηπισλ (heteroduplexes). Σα εηεξφδηπια απηά 

ηήθνληαη ζε ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία ζε ζχγθξηζε κε ηα νκόδηπια (homoduplexes) 

ιφγσ ηνπ κε ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα εηεξφδηπια 

απνδηαηάζζνληαη θαη εληζρχνληαη επηιεθηηθά ζηε ζεξκνθξαζία Σc, ελψ ηα νκφδηπια 

παξακέλνπλ δίθισλα θαη εληζρχνληαη κε ρακειή απφδνζε θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. 
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Οξίδνληαο σο ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ηεο COLD-PCR ηε ζεξκνθξαζία Σc, κεηαιιάμεηο 

ζε νπνηαδήπνηε ζέζε θαηά κήθνο ηεο αιιεινπρίαο εληζρχνληαη θαη εκπινπηίδνληαη. Ζ 

COLD-PCR κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη λα εθαξκνζηεί ζε δχν παξαιιαγέο, ηελ “full” 

COLD-PCR θαη ηελ “fast” COLD-PCR, αλάινγα κε ην ηη ζέινπκε λα επηηχρνπκε. Με ηελ 

“full” COLD-PCR επηηπγράλεηαη ε ελίζρπζε θαη ε αλίρλεπζε φισλ ησλ κεηαιιάμεσλ, 

γλσζηψλ θαη άγλσζησλ, πνπ κπνξεί λα ππάξρνπλ θαηά κήθνο κηαο αιιεινπρίαο. Με ηελ 

“fast” COLD-PCR επηηπγράλεηαη ε κέγηζηε ελίζρπζε θαη εκπινπηηζκφο ηνπ δείγκαηνο ζε 

ζπγθεθξηκέλε γλσζηή κεηάιιαμε ζηελ αιιεινπρία πνπ κειεηάηαη. 

Ο εκπινπηηζκφο ηνπ δείγκαηνο ζε κεηαιιαγκέλα αιιήιηα κε ρξήζε ηεο COLD-PCR είλαη 

πην απνδνηηθφο φηαλ ηα πξντφληα πνπ εληζρχνληαη είλαη ζρεηηθά κηθξνχ κήθνπο (<200bp). 

Απηφ ζπκβαίλεη επεηδή, ε παξνπζία ελφο θαη κφλν κε ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ 

ζε έλα κηθξφ ηκήκα DNA πξνθαιεί κεγαιχηεξν αληίθηππν ζηε κεηαβνιή ηεο ζεξκνθξαζίαο 

ηήμεο.77 

Ζ “full” COLD-PCR ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε φισλ ησλ πηζαλψλ κεηαιιάμεσλ 

πνπ κπνξεί λα ππάξρνπλ ζηελ αιιεινπρία πνπ εληζρχεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. 

Έηζη, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ “full” COLD-PCR κπνξνχλ λα εληζρπζνχλ αιιεινπρίεο πνπ 

πεξηέρνπλ κεηαιιάμεηο πνπ απμάλνπλ ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο ηνπ πξνηφληνο, κεηαιιάμεηο 

πνπ δηαηεξνχλ ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο ηνπ πξνηφληνο ή κεηαιιάμεηο πνπ κεηψλνπλ ηε 

ζεξκνθξαζία ηήμεο ηνπ πξνηφληνο. Πεηξακαηηθά απνδείρηεθε φηη φιεο νη παξαπάλσ 

αληηθαηαζηάζεηο κπνξνχλ λα εληζρπζνχλ εμίζνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο “full” COLD-PCR. 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη θαηά ηελ “full” COLD-PCR είλαη ε εμήο: Αξρηθά, 

πξαγκαηνπνηείηαη έλαο αξηζκφο θχθισλ ηεο απιήο ζπκβαηηθήο PCR, έηζη ψζηε λα 

ζρεκαηηζηεί έλαο αξηζκφο αληηγξάθσλ ηφζν απφ ην θπζηνινγηθφ φζν θαη απφ ην 

κεηαιιαγκέλν γελσκηθφ DNA, ην νπνίν ζα ιεηηνπξγήζεη ζαλ DNA-ζηφρνο ζηα επφκελα 

ζηάδηα ηεο αληίδξαζεο. Ο αξηζκφο ησλ θχθισλ πνπ απαηηνχληαη ζε απηφ ην πξψην ζηάδην 

εμαξηάηαη απφ ηελ αξρηθή πνζφηεηα γελσκηθνχ DNA πνπ πξνζηίζεηαη ζε θάζε αληίδξαζε 

θαη κπνξεί λα είλαη 5-25 θχθινη. ΢ηε ζπλέρεηα αθνινπζεί ην πξφγξακκα ηεο “full” COLD-

PCR. (΢ρήκα 1.22) 
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΢ρήκα 1.22 Πεξηγξαθή ζηαδίσλ “full” COLD-PCR.77 

 

Σα θαζνξηζηηθά ζηάδηα απφ ηα νπνία θξίλεηαη θαη ε επηηπρία ηεο κεζφδνπ είλαη δχν. Σν 

πξψην είλαη ην ζηάδην ηνπ δηαζηαπξνχκελνπ πβξηδηζκνχ θαηά ην νπνίν ηα κνλφθισλα 

ηκήκαηα DNA, πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ην ζηάδην ηεο ζέξκαλζεο θαη απνδηάηαμεο, 

επαλαυβξηδνπνηνχληαη πξνο ζρεκαηηζκφ δίθισλσλ κνξίσλ. ΢ην ζηάδην απηφ 

πξαγκαηνπνηείηαη ε δηαζηαπξνχκελε πβξηδνπνίεζε ησλ θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ κε ηα 

κεηαιιαγκέλα θαη ν ζρεκαηηζκφο ησλ εηεξφδηπισλ κνξίσλ DNA. Δπεηδή ηα κεηαιιαγκέλα 

αιιήιηα βξίζθνληαη ζε ρακειή ζπγθέληξσζε κέζα ζε θάζε δείγκα, ζην ηέινο απηνχ ηνπ 

ζηαδίνπ ην κεγαιχηεξν πνζνζηφ απηψλ ζα θαηαιήμεη λα είλαη κέξνο ελφο εηεξφδηπινπ 

κνξίνπ, δειαδή ελφο δίθισλνπ κνξίνπ DNA πνπ ζα ραξαθηεξίδεηαη απφ έλα κε 

ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ. Σειηθά έρνπλ ζρεκαηηζηεί δχν νκάδεο δίθισλσλ 

κνξίσλ, ηα νκφδηπια θαη ηα εηεξφδηπια, πνπ δηαθέξνπλ κφλν ζε έλα λνπθιενηίδην. Ζ 

δηαθνξά απηή αληηθαηνπηξίδεηαη ζηελ Σm ηνπο. Σα εηεξφδηπια έρνπλ ιίγν ρακειφηεξε 

ζεξκνθξαζία ηήμεο απφ ηα νκφδηπια εμαηηίαο ηνπ ελφο κε ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο 

βάζεσλ. Σν δεχηεξν θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο ζηάδην είλαη απηφ ζην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη ε 

ΣC. ΢ηε ζεξκνθξαζία απηή απνδηαηάζζνληαη κφλν ηα εηεξφδηπια, ελψ ηα νκφδηπια κφξηα 

παξακέλνπλ δίθισλα. Έηζη, απνδηαηάζζνληαη κφλν ηα δίθισλα κφξηα πνπ θέξνπλ ην 

κεηαιιαγκέλν αιιήιην. Ζ ΣC πξνζδηνξίδεηαη πεηξακαηηθά.77 Δπεηδή απηή ε θξίζηκε 

ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο επαλαιακβάλεηαη ζε θάζε θχθιν ηεο PCR, ν δηαθνξηθφο 

εκπινπηηζκφο ησλ αιιειίσλ πνπ πεξηέρνπλ ηε κεηάιιαμε απμάλεηαη εθζεηηθά θαη έρεη ζαλ 

απνηέιεζκα ηε κεγάιε δηαθνξά ζηε γεληθή απφδνζε ηεο ελίζρπζεο κεηαμχ ησλ 

κεηαιιαγκέλσλ θαη ησλ θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ ζην ηέινο ηεο PCR. 
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Ζ “fast” COLD-PCR ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ πνπ έρνπλ ζαλ 

απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ηήμεο ηεο αιιεινπρίαο πνπ εληζρχεηαη θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο PCR. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη, έρεη αξθεηέο νκνηφηεηεο κε απηήλ ηεο 

“full” COLD-PCR, αιιά είλαη πην απιή θαη πην ζχληνκε. Υξεζηκνπνηείηαη κφλν γηα 

αλίρλεπζε γλσζηψλ κεηαιιάμεσλ, αιιά κέζσ απηήο επηηπγράλεηαη ν κέγηζηνο 

εκπινπηηζκφο ελφο δείγκαηνο ζην κεηαιιαγκέλν αιιήιην, θάηη πνπ δε ζπκβαίλεη ζηελ “full” 

COLD-PCR. Ο εκπινπηηζκφο ηνπ δείγκαηνο κε ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην επηηπγράλεηαη 

ρσξίο λα είλαη απαξαίηεηε ε πξαγκαηνπνίεζε ηνπ ελδηάκεζνπ ζηαδίνπ, φπνπ ιακβάλεη 

ρψξα ε δηαζηαπξνχκελε πβξηδνπνίεζε ησλ θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ κε ηα κεηαιιαγκέλα 

πξνο ζρεκαηηζκφ ησλ εηεξφδηπισλ κνξίσλ DNA. Έηζη, εθηειείηαη κηα ζρεηηθά πην ζχληνκε 

PCR, ε νπνία δηαθέξεη απφ ηε ζπκβαηηθή ζην φηη επηιέγεηαη σο ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο 

ηνπ δίθισλνπ DNA ε ΣC, θαη φρη ε ζπλεζηζκέλε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ησλ 92-96νC. Ζ 

δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη είλαη ίδηα κε απηή ηεο “full” COLD-PCR, ρσξίο φκσο ην 

ελδηάκεζν ζηάδην ηνπ δηαζηαπξνχκελνπ πβξηδηζκνχ. (΢ρήκα 1.23) Καζνξηζηηθφ ζηάδην 

έδσ είλαη απηφ φπνπ ρξεζηκνπνηείηαη ε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο. Ζ ζεξκνθξαζία 

απνδηάηαμεο ηνπ δίθισλνπ DNA ξπζκίδεηαη ζηελ ΣC, ρσξίο λα πξνεγεζεί ε πνιχ έληνλε 

ζέξκαλζε ζηνπο 94νC γηα λα απνδηαηαρζνχλ φια ηα δίθισλα κφξηα DNA. Έηζη, εμαξρήο 

πξνσζείηαη επηιεθηηθά κφλν ε απνδηάηαμε ησλ κεηαιιαγκέλσλ αιιεινπρηψλ. Αληίζεηα, νη 

θπζηνινγηθέο αιιεινπρίεο παξακέλνπλ ζηε δίθισλε κνξθή ηνπο. 

 

΢ρήκα 1.23 Πεξηγξαθή ζηαδίσλ “fast” COLD-PCR.77 

 

΢πγθξίλνληαο ηε ζπκβαηηθή PCR κε ηελ COLD-PCR εμάγνπκε ηα παξαθάησ 

ζπκπεξάζκαηα: Ζ COLD-PCR είλαη κηα παξαιιαγή ηεο θιαζηθήο PCR πνπ έρεη ζα ζηφρν 

ηελ επηιεθηηθή ελίζρπζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ θαη ηνλ πεξηνξηζκφ ηεο ελίζρπζεο 
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ησλ θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ ζε έλα δείγκα. Ζ ζπκβαηηθή PCR έρεη ηε δπλαηφηεηα λα 

εληζρχεη ηα θπζηνινγηθά αιιήιηα (ζε πεξίζζεηα ζην δείγκα) θαη ηα κεηαιιαγκέλα αιιήιηα 

(ζε ρακειή ζπγθέληξσζε ζην δείγκα) κε ηελ ίδηα απφδνζε, πεξηνξίδνληαο έηζη θαηά πνιχ 

ηελ ηθαλφηεηα αλίρλεπζεο ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ παξνπζία ηνπ θπζηνινγηθνχ. 

(΢ρήκα 1.24) 

 

΢ρήκα 1.24 ΢πγθξηηηθή παξνπζίαζε ΢πκβαηηθήο PCR θαη COLD-PCR. 

΢πλνπηηθά, ηα πιενλεθηήκαηα ηεο COLD-PCR είλαη ηα παξαθάησ: 

1. Δίλαη κία κέζνδνο ελφο ζηαδίνπ (Single-step method) πνπ έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

εληζρχεη επηιεθηηθά γλσζηέο θαη άγλσζηεο κεηαιιάμεηο ζε αιιήιηα πνπ βξίζθνληαη 

ζε ρακειή ζπγθέληξσζε κέζα ζην δείγκα, αλεμάξηεηα απφ ην είδνο θαη ηε ζέζε ηεο 

κεηάιιαμεο. 

2. Γελ απαηηνχληαη επηπιένλ αληηδξαζηήξηα ή εηδηθή νξγαλνινγία. Έηζη, ην θφζηνο ηεο 

δε δηαθέξεη απφ απηφ ηεο ζπκβαηηθήο PCR. 

3. Παξνπζηάδεη απμεκέλε επαηζζεζία ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ, εηδηθά ζε δείγκαηα 

φπνπ ε παξνπζία ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ επηζθηάδεηαη απφ ηελ παξνπζία 

πεξίζζεηαο θπζηνινγηθψλ. 

4. Ο ρξφλνο πνπ απαηηείηαη γηα ηελ εθηέιεζή ηεο είλαη πεξίπνπ ίδηνο κε απηφλ ηεο 

ζπκβαηηθήο PCR. 

Σέινο, θάπνηα κεηνλεθηήκαηα ηεο κεζφδνπ απηήο είλαη:  

1. Ζ βέιηηζηε ΣC πξέπεη λα ππνινγίδεηαη γηα θάζε αιιεινπρία θαη λα πξνζηίζεηαη ζαλ 

επηπιένλ ζηάδην ζην πξφγξακκα ηεο PCR. 
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2. Σηο πεξηζζφηεξεο θνξέο είλαη απαξαίηεηε ε ξχζκηζε ηεο ζεξκνθξαζίαο κε αθξίβεηα 

+ 0,3νC θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. 

3. Ζ ρξήζε ηεο πεξηνξίδεηαη ζηελ αλάιπζε αιιεινπρηψλ κέγηζηνπ κήθνπο 200bp, 

αθνχ ζε κεγαιχηεξεο αιιεινπρίεο ε αιιαγή ζε έλα θαη κφλν λνπθιενηίδην δελ 

επεξεάδεη αηζζεηά ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο ηεο αιιεινπρίαο. 

4. Ζ COLD-PCR είλαη επαίζζεηε ζε ιάζε πνπ νθείινληαη ζηε δξάζε ηεο πνιπκεξάζεο 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο επέθηαζεο ησλ εθθηλεηψλ. Ζ ηνπνζέηεζε ελφο ιάζνπο 

λνπθιενηηδίνπ ζηε λενζπληηζέκελε αιπζίδα ζα δεκηνπξγήζεη έλα «ζπάλην» αιιήιην 

ην νπνίν ζα ζπλερίζεη λα εληζρχεηαη θαζ‟ φιε ηε δηάξθεηα ηεο COLD-PCR.   

Ζ COLD-PCR είλαη κία θαηλνχξηα κέζνδνο αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ πνπ κπνξεί λα 

εμαζθαιίζεη πςειή επαηζζεζία. Γηα ην ιφγν απηφ ζην άκεζν κέιινλ ζα αληηθαηαζηήζεη ηε 

ζπκβαηηθή PCR. Ήδε έρνπλ γίλεη πνιιέο κειέηεο ζηηο νπνίεο ε COLD-PCR ζπλδπάδεηαη κε 

άιιεο ηερληθέο αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ κε ζθνπφ ηελ επίηεπμε κέγηζηεο 

επαηζζεζίαο.77,80,81,82,83,84,85,86 

 

1.3.4 PTT (Protein Truncation Test, Γνθηκαζία πξόσξνπ ηεξκαηηζκνύ ηεο 

πξσηετλνζύλζεζεο)87 

Ζ PTT αληρλεχεη γξήγνξα θαη αμηφπηζηα κε λνεκαηηθέο κεηαιιάμεηο, θαζψο θαη κεηαιιάμεηο 

πνπ αιιάδνπλ ην πιαίζην αλάγλσζεο, δηαηαξάζζνπλ ηε κεηάθξαζε θαη θαηαιήγνπλ ζε 

θσδηθφλην ιήμεο κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή ζπληκεκέλεο κε ιεηηνπξγηθήο 

αθξσηεξηαζκέλεο πξσηεΐλεο. 

Ζ PTT απνηειεί κηα in vitro, de novo πξσηετληθή ζχλζεζε απφ έλα εληζρπκέλν ηκήκα ελφο 

γνληδίνπ. Σα ζηάδηα κηαο αλάιπζεο PTT πεξηιακβάλνπλ: α) απνκφλσζε DNA ή RNA, β) 

PCR  ή Real Time-PCR θαη ειεθηξνθφξεζε ζε αγαξφδε, γ) in vitro κεηαγξαθή θαη 

κεηάθξαζε θαη δ) ειεθηξνθφξεζε SDS-PAGE θαη αλίρλεπζε ζήκαηνο. 

Ζ PTT κπνξεί λα εθαξκνζζεί ζε ζρεηηθά κεγάιν ηκήκα γελεηηθνχ πιηθνχ (κέρξη 2 kb) ελ 

αληηζέζεη κε ηηο πην θιαζζηθέο κεζφδνπο πνπ εθαξκφδνληαη ζε κηθξφηεξα ηκήκαηα DNA 

φπσο ην SSCP πνπ ηδαληθά ρξεζηκνπνηεί ηκήκαηα 200-300 βάζεσλ θαη ην DGGE πνπ 

ηδαληθά ρξεζηκνπνηεί ηκήκαηα 400-500 βάζεσλ.  Δάλ ην πξνο εμέηαζε γνλίδην πεξηέρεη 

κεγάια εμφληα (π.ρ. APC, BRCA1/2 θ.ιπ.) ηφηε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γελσκηθφ DNA 

θαη ε κέζνδνο PTT εθαξκφδεηαη ζε αιιειεπηθαιππηφκελα ηκήκαηα απηψλ ησλ εμνλίσλ 

δηαθνξεηηθά εάλ ην πξνο εμέηαζε γνλίδην έρεη πνιιά κηθξά εμφληα (π.ρ. DMD, ATM, 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  48 

hMSH2 θ.ιπ.) ηφηε απνκνλψλεηαη νιηθφ RNA ή mRNA θαη ρξεζηκνπνηείηαη ε αληίζηξνθε 

κεηαγξαθή (reverse transcription, RT) γηα λα παξαρζεί cDNA αληίγξαθν. 

 

1.3.5 ASO (allele-specific oligonucleotides) Hybridization - Τβξηδηζκόο κε ζπλζεηηθά 

νιηγνλνπθιενηίδηα3 

Ο πβξηδηζκφο κε ζπλζεηηθά νιηγνλνπθιενηίδηα είλαη κία ηερληθή αλάιπζεο γλσζηψλ 

ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ. Βαζίδεηαη ζην γεγνλφο φηη ηα νιηγνλνπθιενηηδηθά κφξηα -πνπ ζε 

απηήλ ηελ πεξίπησζε είλαη νη αληρλεπηέο (probes)- πβξηδίδνληαη κφλν κε αιιεινπρίεο πνπ 

παξνπζηάδνπλ απφιπηε ζπκπιεξσκαηηθφηεηα, ελψ ε παξνπζία κίαο θαη κφλν κε 

ζπκπιεξσκαηηθήο βάζεο απνηξέπεη ηνλ πβξηδηζκφ (θάησ απφ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο). 

Γηα ηελ αλίρλεπζε κηαο δεδνκέλεο κεηάιιαμεο απαηηνχληαη δχν νιηγνλνπθιενηηδηθέο 

αιιεινπρίεο, κία ζπκπιεξσκαηηθή γηα ην θπζηνινγηθφ κφξην DNA θαη κία ζπκπιεξσκαηηθή 

γηα ην κεηαιιαγκέλν. Γηα ηελ εθηέιεζε ηεο αλάιπζεο κε πβξηδηζκφ ASO, πξνεγείηαη ε 

αληίδξαζε PCR -γηα εθζεηηθή ελίζρπζε ηνπ DNA ησλ δεηγκάησλ. 

 

1.3.6 D-HPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography, 

Απνδηαηαθηηθή πγξή ρξσκαηνγξαθία πςειήο απόδνζεο) 

Δίλαη κηα παξαιιαγή ηεο ήδε θαηαμησκέλεο ηερληθήο HPLC. ΢πγθεθξηκέλα, κεηά ηελ PCR 

ηα πξντφληα απνδηαηάζζνληαη ζεξκηθά ζηνπο 95C θαη ηα εηεξνδηκεξή επαλαζρεκαηίδνληαη 

φηαλ ε ζεξκνθξαζία ηνπ δείγκαηνο ειαηησζεί ζηνπο 65C. ΢ηε ζπλέρεηα ην δείγκα 

εηζάγεηαη ζε αιθπιησκέλε κε πνξψδε ζηήιε ππξηηίνπ θαη εθινχεηαη κέζα ζε ιίγα ιεπηά κε 

βαζκίδσζε δηαιχκαηνο αθεηνληηξηιίνπ. Ζ ζεξκνθξαζία ζηε ζηήιε επηιέγεηαη λα είλαη 1-2 

βαζκνχο θάησ ηνπ ππνινγηδφκελνπ Σm. Σα εηεξνδηκεξή εθινχνληαη ζε κηθξφηεξν ρξφλν 

απφ ηα νκνδηκεξή. Έηζη, ε εκθάληζε πεξηζζνηέξσλ ηεο  κηαο θνξπθήο ζην γξάθεκα ηεο 

απνξξφθεζεο ζηα 254nm θαηαδεηθλχεη ηελ χπαξμε κεηάιιαμεο.88 

 

1.3.7 Φαζκαηνκεηξία Μάδαο κε Ηνληηζκό Δθξόθεζεο κε ηε βνήζεηα πιηθνύ κήηξαο 

ζε ζπλδπαζκό κε αληρλεπηή ρξόλνπ πηήζεο (Matrix-assisted Laser 

Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) 

Ζ Φαζκαηνκεηξία Μάδαο (Mass Spectrometry, MS) έρεη ζεσξεζεί σο κία κέζνδνο πνπ 

επηηξέπεη ηελ αιιεινχρεζε εθαηνληάδσλ βάζεσλ ζε κεξηθά κφλν δεπηεξφιεπηα. Ζ 
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MALDI-TOF MS είλαη πην θαηάιιειε παξαιιαγή ηεο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο γηα 

αιιεινχρεζε DNA.89  

Αξρηθά, ην δείγκα θξπζηαιινπνηείηαη κε κία νπζία-κήηξα (αξσκαηηθή ακίλε ή θαξβνμπιηθφ 

νμχ) πνπ έρεη ηελ ηδηφηεηα λα απνξξνθά ελέξγεηα. Σν κείγκα ηνπ δείγκαηνο κε ηε κήηξα 

αθηηλνβνιείηαη κε έλαλ παικφ laser, ηέηνηνπ κήθνπο θχκαηνο ψζηε ε απνξξφθεζε απφ ηε 

κήηξα λα είλαη κέγηζηε. Ζ κήηξα εμαηκίδεηαη θαη ζπγρξφλσο απειεπζεξψλνληαη κφξηα 

δείγκαηνο. Μέζσ αληηδξάζεσλ αληαιιαγήο πξσηνλίσλ, κεηαμχ κήηξαο θαη δείγκαηνο, ε 

κήηξα ηνλίδεη ην δείγκα θαη θάπνηεο θνξέο πξνθαιεί δηάζπαζε ησλ κνξίσλ ηνπ δείγκαηνο. 

΢ηε ζπλέρεηα, ηα ηφληα ηνπ δείγκαηνο επηηαρχλνληαη κέζα ζε έλα ζάιακν ηνληηζκνχ, ππφ 

ηελ επίδξαζε ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Καηά κήθνο απηνχ ηνπ ζαιάκνπ, ηα ηφληα ηνπ δείγκαηνο 

«ηαμηδεχνπλ» ζε ζσιήλα θελνχ γλσζηνχ κήθνπο θαη δηαρσξίδνληαη κε βάζε ην ιφγν ηεο 

κάδαο πξνο ην θνξηίν ηνπο (m/z ratio). (΢ρήκα 1.25) H κέζνδνο MALDI ζπλδέεηαη κε έλαλ 

αλαιπηή ρξόλνπ πηήζεσο (Time-of-flight, TOF), ν νπνίνο κεηξά ην ρξφλν πνπ 

ρξεηάδεηαη θάζε ζσκαηίδην γηα λα δηαλχζεη απηήλ ηελ απφζηαζε. Ζ ηαρχηεηα κε ηελ νπνία 

θηλείηαη ην θάζε ηφλ εμαξηάηαη απφ ην ιφγν ηεο κάδαο ηνπ πξνο ην θνξηίν ηνπ. Ο ρξφλνο 

πηήζεο εμαξηάηαη απφ ην ιφγν m/z θαη απηφ ζπλεπάγεηαη φηη ηα πην βαξηά ζσκαηίδηα έρνπλ 

θαη ρακειφηεξεο ηαρχηεηεο. Παξ‟ φια απηά, αθφκα θαη ηα κεγαιχηεξα κφξηα ρξεηάδνληαη 

κφλν κεξηθά κseconds γηα λα θηάζνπλ ζηνλ αληρλεπηή, θαζηζηψληαο ηε MALDI-TOF κία 

πνιχ ειθπζηηθή, πςειήο απφδνζεο ηερληθή γηα αιιεινχρεζε DNA. Γηα ην ιφγν απηφ, απφ 

ην 1990, άξρηζαλ λα αλαθέξνληαη ζηε βηβιηνγξαθία εξγαζίεο πνπ ρξεζηκνπνηνχζαλ ηε 

κέζνδν ηεο MALDI-TOF γηα αιιεινχρεζε DNA.90 

 

΢ρήκα 1.25 ΢ηάδηα δηαδηθαζίαο κεζόδνπ MALDI. 

 

Σα θπξηφηεξα πιενλεθηήκαηα ηεο κεζφδνπ MALDI-TOF MS είλαη ηα παξαθάησ: α) είλαη 

κέζνδνο πνπ πξνζδηνξίδεη ηε κάδα κνξίσλ DNA, ζπλεπψο πξνζθέξεη κεγάιν βαζκφ 
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ειεπζεξίαο ζε θάζε εξεπλεηή γηα ζρεδηαζκφ λέσλ αλαιχζεσλ, β) ππάξρεη δπλαηφηεηα λα 

αλαιπζνχλ ηαπηφρξνλα πνιιά δείγκαηα, έσο θαη 3.840 ηε θνξά, γ) γηα ηελ εθηέιεζε ηεο 

κεζφδνπ απαηηείηαη κηθξφο φγθνο δείγκαηνο, πεξίπνπ 15nL αλαιχηε θαη έηζη επηηπγράλεηαη 

πςειή απνδνηηθφηεηα θφζηνπο. 

Δμαηηίαο ηεο πςειήο ηεο επαηζζεζίαο θαη ηεο ηθαλφηεηάο ηεο γηα πνζνηηθνπνίεζε, ε 

MALDI-TOF είλαη θαηάιιειε γηα θιηληθή δηαγλσζηηθή ρξήζε θαη αλίρλεπζε 

πνιπκνξθηζκψλ θαη κεηαιιάμεσλ. Σν φξην επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ γηα αλίρλεπζε 

κεηαιιάμεσλ, πνπ βξίζθνληαη ζε ρακειά επίπεδα κέζα ζην δείγκα, είλαη πεξίπνπ 5-10%. 

Τςειήο απφδνζεο ηερλνινγίεο γνλνηχπεζεο φπσο ε MALDI-TOF έρνπλ πξνηαζεί γηα ηελ 

αλίρλεπζε ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ ζε θιηληθά δείγκαηα.91  

 

1.3.8 Μηθξνζπζηνηρίεο Οιηγνλνπθιενηηδίσλ DNA (DNA Microarrays) 

Ζ ηερλνινγία απηή απνηειεί ζήκεξα έλα απφ ηα πιένλ δπλαηά θαη επέιηθηα αλαιπηηθά 

κεζνδνινγηθά εξγαιεία ζην ρψξν ηεο έξεπλαο.92 Βαζίδεηαη ζηνλ πβξηδηζκφ ηρλεζεηεκέλνπ 

RNA ή DNA ηνπ δείγκαηνο πξνο εμέηαζε κε ζπκπιεξσκαηηθά κφξηα DNA 

αθηλεηνπνηεκέλα ζε ζπγθεθξηκέλα ζεκεία επάλσ ζε κία ζηαζεξή επηθάλεηα. Ο πβξηδηζκφο 

ελφο αγλψζηνπ δείγκαηνο ζε κία ζπζηνηρία απνηειεί σο εθ ηνχηνπ κία παξάιιειε θαη 

ηαπηφρξνλε αλαδήηεζε θάζε κνξίνπ γηα ηνλ αληίζηνηρν ζπκπιεξσκαηηθφ ηνπ θιψλν, κε 

βάζε ηνπο λφκνπο ηεο κνξηαθήο αλαγλψξηζεο ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ αιιεινπρηψλ DNA. 

Ζ θχξηα ρξεζηκφηεηα ησλ κηθξνζπζηνηρηψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ δελ είλαη ε de novo εχξεζε 

ηεο αιιεινπρίαο ελφο δείγκαηνο DNA, αιιά ε ζάξσζε ηνπ δείγκαηνο πξνθεηκέλνπ λα 

εληνπηζηνχλ κεηαιιάμεηο ή SNPs. Όζνλ αθνξά ηελ αλάιπζε κεηαιιάμεσλ, είλαη δπλαηφο ν 

ζρεδηαζκφο ησλ αληρλεπηψλ ψζηε λα εληνπίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο γλσζηέο κεηαιιάμεηο. 

Οη ηερλνινγίεο ησλ DNA κηθξνζπζηνηρηψλ δηαθξίλνληαη κε βάζε ην κήθνο ησλ ζξαπζκάησλ 

ηνπ DNA ηα νπνία είλαη αθηλεηνπνηεκέλα, ηε κέζνδν αθηλεηνπνίεζεο, ηε ρεκεία θαη ηνλ 

ηξφπν ζχλδεζεο ηνπ DNA, θαζψο θαη ηε κέζνδν πβξηδνπνίεζεο θαη αλίρλεπζεο. Οη 

κνξθέο DNA πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πξνο αθηλεηνπνίεζε ζπλήζσο δηαθέξνπλ κφλν ζην 

κήθνο ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ απφ ηα νπνία απνηεινχληαη: ε κία κνξθή θέξεη ζρεηηθά 

κεγάια ζε κήθνο νιηγνλνπθιενηίδηα (ζπλήζσο κεγαιχηεξα απφ 100nt) θαη είλαη θαηάιιειε 

γηα κειέηε έθθξαζεο γνληδίσλ, ελψ ε άιιε θέξεη κηθξά ζε κήθνο νιηγνλνπθιενηίδηα (κέρξη 

25nt) θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα εχξεζε ηεο αιιεινπρίαο DNA. 

Ζ ρξήζε γπάιηλεο επηθάλεηαο γηα αθηλεηνπνίεζε θαζψο θαη θζνξηδνπζψλ νπζηψλ γηα ηελ 

ηρλεζέηεζε ηνπ άγλσζηνπ δείγκαηνο παξάιιεια κε ηελ αλάπηπμε λέαο ηερλνινγίαο γηα ηε 
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ζχλζεζε θαη αθηλεηνπνίεζε λνπθιετθψλ νμέσλ ζε γπάιηλα πιαθίδηα ζε πνιχ κεγάιε 

ππθλφηεηα, επέηξεςαλ ηελ ειαρηζηνπνίεζε ηνπ κεγέζνπο ησλ ζπζηνηρηψλ κε ηελ 

παξάιιειε αχμεζε ηεο πεηξακαηηθήο απφδνζεο θαη ηνπ πιεξνθνξηαθνχ πεξηερνκέλνπ.3 

 

1.3.9 Τςειήο δηαθξηηηθόηεηαο αλάιπζε θακππιώλ ηήμεσο (High Resolution Melting 

Curve Analysis) 

Μία πξφζθαηε θαηλνηνκία, πνπ πξσηνεηζήρζεθε κε ζθνπφ ηελ αλάιπζε κεηαιιάμεσλ ην 

1997 θαη δελ απαηηεί ην δηαρσξηζκφ ησλ πξντφλησλ ηεο PCR ζε πεθηέο ή ζηήιεο, 

βαζίδεηαη ζηελ αλάιπζε ησλ θακππιψλ ηήμεο ησλ πξντφλησλ PCR, κε εηδηθά φξγαλα 

πςειήο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο. Ζ αλάιπζε κε θακπχιεο ηήμεο είλαη κηα γξήγνξε κέζνδνο 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε γλσζηψλ κεηαιιάμεσλ, αιιά θαη ηνλ έιεγρν 

χπαξμεο λέσλ, άγλσζησλ κεηαιιάμεσλ ζε δείγκαηα.93 Απηφ επηηπγράλεηαη κε ηελ 

πξνζζήθε ελφο θζνξίδνληνο κνξίνπ ζην κείγκα ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR θαη ζηε ζπλέρεηα 

ιήςε ησλ θακππιψλ ηήμεο ησλ πξντφλησλ. Φαίλεηαη ινηπφλ φηη ε πνηφηεηα θαη ε αθξίβεηα 

ησλ θακππιψλ ηήμεο είλαη άξξεθηα ζπλδεδεκέλεο κε ηελ απφδνζε, ηελ εηδηθφηεηα θαη ηελ 

επαηζζεζία ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR πνπ πξνεγείηαη, θαζψο θαη απφ ην φξγαλν θαη ηε 

θζνξίδνπζα ρξσζηηθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη.94 

Ζ ηήμε είλαη κηα ραξαθηεξηζηηθή, ζεκειηψδεο ηδηφηεηα ηνπ DNA. Όηαλ ε δηπιή έιηθα 

ζεξκαίλεηαη, νη δχν θιψλνη απνρσξίδνληαη. Κάζε δίθισλν DNA έρεη κηα ραξαθηεξηζηηθή 

ζεξκνθξαζία ηήμεο (Σm), ε νπνία πξνζδηνξίδεηαη σο ε ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία ην 50% 

ηνπ DNA γίλεηαη κνλφθισλν ή πξνηηκφηεξα ε ζεξκνθξαζία φπνπ ράλεηαη ε κηζή ειηθνεηδήο 

κνξθή (΢ρήκα 1.26).  

Σν Σm ελφο δίθισλνπ κνξίνπ DNA είλαη έλα ραξαθηεξηζηηθφ κέγεζνο γηα ηε ζπγθεθξηκέλε 

αιιεινπρία, αιιά είλαη κφλν έλα κέξνο ηεο πιεξνθνξίαο πνπ ιακβάλνπκε ηειηθά απφ ηελ 

αλάιπζε ησλ θακππιψλ ηήμεο. Οη πην ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο πξνθχπηνπλ απφ ηελ ίδηα 

ηε κνξθή ηεο θακπχιεο.95  
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΢ρήκα 1.26 Βαζηθέο αξρέο κηαο ραξαθηεξηζηηθήο θακπύιεο HRM. Με πξάζηλν ε κεηάβαζε από ηνλ 

πςειό θζνξηζκό ηεο αξρηθήο θάζεο κε πβξηδηζκέλα κόξηα, κέζσ ηεο δξαζηηθήο κείσζεο θζνξηζκνύ 

ηεο θάζεο ηήμεο ζηε θάζε απνδηάηαμεο. Ο θζνξηζκόο κεηώλεηαη θαζώο ε παξεκβαιιόκελε 

ρξσζηηθή νπζία ζην DNA απειεπζεξώλεηαη από ην δίθισλν DNA όηαλ απηό απνδηαηάζζεηαη. Σν 

κεζαίν ζεκείν ηεο θάζεο ηήμεο, ζην νπνίν ην πνζνζηό κεηαβνιήο ηνπ ζήκαηνο ηήμεο είλαη κέγηζην, 

θαζνξίδεη ηε ζεξκνθξαζία ηεο ηήμεο (Σm).96 

 

Απηέο νη Σm δηαθέξνπλ αλάινγα κε ηηο εμήο παξακέηξνπο: α) ην κήθνο ηνπ δίθισλνπ DNA, 

β) ην βαζκφ πεξηερνκέλνπ βάζεσλ γνπαλίλεο θαη θπηνζίλεο, GC (ε Σm είλαη πςειφηεξε 

φζν πην πινχζην ην κφξην ηνπ DNA ζε GC ιφγσ ησλ ηξηψλ δεζκψλ πδξνγφλνπ πνπ 

αλαπηχζζνληαη κεηαμχ ηνπο), γ) ηελ αιιεινπρία θαη δ) ην βαζκφ ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο 

κεηαμχ ησλ θιψλσλ.3,97 

Ζ αλάιπζε κε θακπχιεο ηήμεο ζηεξίδεηαη ζηελ πξνζζήθε επηζεκαζκέλσλ εηδηθψλ 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ-ηρλεζεηψλ ή κνξίσλ πνπ θζνξίδνπλ φηαλ δεζκεχνληαη κε δίθισλν 

DNA, θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR. Μεηά ηελ αληίδξαζε, κηα θακπχιε ηήμεο παξάγεηαη 

απφ ηε ζέξκαλζε ηνπ εληζρπκέλνπ πξντφληνο ηεο PCR παξνπζία ηνπ ηρλεζέηε ή ηεο 

ρξσζηηθήο, θαηά ηελ νπνία πξνθχπηνπλ κεηαβνιέο ζηα ζήκαηα θζνξηζκνχ φηαλ ην πξνηφλ 

PCR απνδηαηάζζεηαη ή «ηήθεηαη» θαη ν ηρλεζέηεο απνδεζκεχεηαη απφ ην πξνηφλ ηεο PCR, 

κε απνηέιεζκα κηα ζεκαληηθή κείσζε ηεο έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ. 

Κάπνηεο απφ απηέο ηηο κεζφδνπο δελ απαηηνχλ εμεηδηθεπκέλνπο ηρλεζέηεο γηα θάζε 

εθαξκνγή, αθνχ κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ νπζίεο πνπ θζνξίδνπλ παξνπζία 

δίθισλνπ DNA, φπσο νη ρξσζηηθέο SYBR Green I, LC Green θαη LC Green Plus. Απηέο νη 

ρξσζηηθέο έρνπλ ηελ ηδηφηεηα λα δεζκεχνληαη ζην δίθισλν (πβξηδηζκέλν) DNA θαη ελφζσ 

ην κφξην είλαη δίθισλν, θζνξίδνπλ έληνλα. Αληίζεηα θαηά ηελ απνδηάηαμε ηνπ DNA, 

απνβάιινληαη ελψ ηαπηφρξνλα ν θζνξηζκφο ηνπο κεηψλεηαη ζεκαληηθά. Απηή ε κέζνδνο 
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δελ απαηηεί ηρλεζέηεο ή αθξηβή νξγαλνινγία γεληθφηεξα, ελψ ηδηαίηεξε κλεία πξέπεη λα γίλεη 

γηα ηελ απιφηεηά ηεο, ηδηαίηεξα ζην ζηάδην ηεο βειηηζηνπνίεζεο ησλ ζπλζεθψλ. Απηνί είλαη 

θαη νη βαζηθφηεξνη ιφγνη γηα ηνπο νπνίνπο ε ρξήζε θζνξηδνπζψλ ρξσζηηθψλ φιν θαη 

απμάλεηαη. ΢πγθεθξηκέλα, δελ απαηηείηαη PCR ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν ή γηα ζπγθεθξηκέλν 

αιιειφκνξθν, νχηε εμεηδηθεπκέλνη ηρλεζέηεο, αιιά κφλν δχν εθθηλεηέο, έλαο απιφο 

ζεξκηθφο θπθινπνηεηήο PCR θαη έλα φξγαλν ηήμεο. ΢ήκεξα, γηα ηελ αλάθηεζε ησλ 

θακππιψλ ηήμεο, ρξεζηκνπνηνχληαη θπξίσο απηέο νη ρξσζηηθέο. 

Σν κεγαιχηεξν επίηεπγκα ηεο αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεο είλαη ε δπλαηφηεηα δηαρσξηζκνχ 

κεηαμχ νκφδπγσλ θαη εηεξφδπγσλ δεηγκάησλ, θαζψο θαη ε δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ νκάδαο 

νκφδπγσλ δεηγκάησλ θαη νκάδαο εηεξφδπγσλ δεηγκάησλ (΢ρήκα 1.27). Σα δείγκαηα πνπ 

ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ θαηεγνξία ησλ εηεξφδπγσλ ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ παξνπζία 

εηεξφδηπισλ δίθισλσλ πξνηφλησλ DNA πνπ νθείινληαη ζηελ ελίζρπζε δχν δηαθνξεηηθψλ 

αιιειίσλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. Αληίζεηα, ηα δείγκαηα πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ 

θαηεγνξία ησλ νκφδπγσλ ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ παξνπζία νκφδηπισλ πξντφλησλ DNA 

πνπ νθείινληαη ζηελ ελίζρπζε δχν φκνησλ αιιειίσλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. 

 

΢ρήκα 1.27  Υαξαθηεξηζηηθή θακπύιε HRM, όπνπ θαίλεηαη ν δηαρσξηζκόο νκόδπγσλ θαη εηεξόδπγσλ 

δεηγκάησλ, θαζώο θαη ε δηάθξηζε θπζηνινγηθνύ θαη κεηαιιαγκέλνπ νκόδπγνπ δείγκαηνο.96 

 

Σα εηεξφδπγα δείγκαηα δηαθξίλνληαη απφ ηα αληίζηνηρα νκφδπγα ιφγσ ηεο δηαθνξεηηθήο 

κνξθήο ηεο θακπχιεο ηήμεο ηνπο.98 Σα εηεξφδπγα δείγκαηα δηαθξίλνληαη κεηαμχ ηνπο φρη 

ηφζν απφ ηελ Σm, αιιά απφ ηε κνξθή ησλ θακππιψλ ηήμεο. Αληίζεηα, ηα νκφδπγα 

δείγκαηα δηαθξίλνληαη κεηαμχ ηνπο κφλν κε βάζε ηελ Σm. Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί πσο ε 

δηάθξηζε κεηαμχ νκφδπγσλ δεηγκάησλ είλαη ζρεηηθψο δχζθνιε. Γη‟ απηφ πνιιέο θνξέο 

θαηαθεχγνπκε ζηελ αλάκεημε ησλ νκφδπγσλ κεηαιιαγκέλσλ δεηγκάησλ κε θπζηνινγηθφ 

DNA, κε ζθνπφ ην ζρεκαηηζκφ εηεξφδηπισλ θαη ηε δηεπθφιπλζε ηεο αλίρλεπζήο ηνπο.95 
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Δπηπιένλ, αμίδεη λα αλαθεξζεί φηη, φζν κηθξφηεξν ζε κήθνο είλαη ην πξντφλ, ηφζν θαιχηεξε 

θαη αθξηβήο είλαη ε δηάθξηζε κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ, νκφδπγσλ θαη εηεξφδπγσλ.93 

Ζ εμέιημε ηεο ηερλνινγίαο ηνπ HRM θαη ε ελζσκάησζή ηεο ζηελ ηερλνινγία ηεο PCR ζε 

πξαγκαηηθφ ρξφλν, θαζψο θαη ην γεγνλφο φηη δελ απαηηείηαη θαπνηνο ηδηαίηεξνο ρεηξηζκφο 

ηνπ δείγκαηνο κεηά ηελ PCR ζε ζχγθξηζε κε ηηο άιιεο ηερληθέο αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ, 

έρεη θάλεη ηελ αλάιπζε ησλ θακππιψλ ηήμεο κέξνο θάζε πξσηνθφιινπ PCR. Δχθνια 

πξνζηίζεηαη ζην πξφγξακκα ηεο PCR θαη έλα ηειεπηαίν ζηάδην γηα ιήςε θακππιψλ ηήμεο. 

Έηζη, άκεζα θαη γξήγνξα γίλεηαη κία πξψηε εθηίκεζε ζρεηηθά κε ην αλ εληζρχζεθε ην 

επηζπκεηφ πξντφλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο ηεο  PCR, θαζψο θαη ε παξνπζία 

παξαπξντφλησλ.95 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2 

2.1 ΣΟ ΓΟΝΗΓΗΟ PIK3CA ΚΑΗ Ζ ΔΜΠΛΟΚΖ ΣΟΤ ΢ΣΟΝ ΚΑΡΚΗΝΟ 

2.1.1 Δηζαγσγή 

Ο θαξθίλνο είλαη κηα γελεηηθή αζζέλεηα πνπ νθείιεηαη ζε ηξνπνπνηήζεηο ζηνλ έιεγρν ή ζηε 

δξαζηεξηφηεηα γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ θπηηαξηθή αχμεζε θαη δηαθνξνπνίεζε θαη 

νδεγνχλ ζε αλεμέιεγθην πνιιαπιαζηαζκφ. Απηά ηα γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν 

θαηαηάζζνληαη ζε δχν κεγάιεο θαηεγνξίεο, πνπ έρνπλ δηαθνξεηηθή επίδξαζε ζηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ ησλ θπζηνινγηθψλ θπηηάξσλ θαη θάπνηεο θνξέο ε παξνπζία 

κεηαιιάμεσλ ζε απηά επεξεάδεη ζεκαληηθά ηελ θαξθηλνγέλεζε. Σα νγθνθαηαζηαιηηθά 

γνλίδηα (tumor suppressor genes) ζπλήζσο θαηαζηέιινπλ ηελ θπηηαξηθή αχμεζε θαη 

είλαη απελεξγνπνηεκέλα ζηνλ θαξθίλν. Αληίζεηα ηα νγθνγνλίδηα (oncogenes), φπσο νη 

πξσηετληθέο θηλάζεο, πνπ θπζηνινγηθά δηεγείξνπλ ηελ θπηηαξηθή αχμεζε είλαη 

ππεξελεξγνπνηεκέλα.2 ΢ηελ θαηεγνξία ησλ νγθνγνληδίσλ πνπ ππεξελεξγνπνηνχληαη ζηνλ 

θαξθίλν είλαη θαη απηφ ηεο θηλάζεο ηεο 3-θσζθαηηδπιντλνζηηόιεο 

(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K). Σν κνλνπάηη ζην νπνίν ζπκκεηέρεη ε PI3K έρεη 

εκπιαθεί ζηελ θαξθηλνγέλεζε θαη έρεη απνδεηρηεί ν θαζνξηζηηθφο ξφινο ηεο θαηαιπηηθήο 

ππνκνλάδαο ηεο PI3K, PIK3CA, ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ. ΢ηε ζπλέρεηα 

αλαθέξνληαη θάπνηα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο νκάδαο ησλ PI3K, ην ζεκαηνδνηηθφ 

κνλνπάηη ζην νπνίν ζπκκεηέρνπλ, θαζψο θαη ε απνξξχζκηζε απηνχ ζηνλ θαξθίλν. 

 

2.1.2 Κηλάζε ηεο 3-θσζθαηηδύιντλνζηηόιεο (PI3K) 

Οη PI3K είλαη εηεξνδηκεξείο ιηπηδηθέο θηλάζεο, πνπ ζπληίζεληαη απφ θαηαιπηηθέο θαη  

ιεηηνπξγηθέο ππνκνλάδεο, θσδηθνπνηνχκελεο απφ δηαθνξεηηθά γνλίδηα θαη ελαιιαθηηθφ 

κάηηζκα. Οη PI3K είλαη ζεκαληηθνί ξπζκηζηέο ηεο θπηηαξηθήο αλάπηπμεο, ηνπ 

κεηαζρεκαηηζκνχ, ηεο απφπησζεο, ηεο επηβίσζεο θαη ηεο θηλεηηθφηεηαο.99,100,101 Ζ 

νηθνγέλεηα ησλ ελδχκσλ PI3K είλαη νξγαλσκέλε ζε ηξεηο θχξηεο ηάμεηο (Η, ΗΗ θαη ΗΗΗ) θαη 

πνηθηιία ππννκάδσλ, πνπ θαηεγνξηνπνηήζεθαλ κε βάζε ηελ πξσηνηαγή δνκή ηνπο, ηελ 

εμεηδίθεπζε ππνζηξψκαηνο θαη ηε ξπζκηζηηθή ηνπο ηθαλφηεηα.102  

΢ην πιαίζην ηεο ξχζκηζεο ηεο θπηηαξηθήο δηαίξεζεο θαη ηεο θαξθηλνγέλεζεο, νη πην 

ζεκαληηθέο πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο PI3K είλαη απηέο πνπ αλήθνπλ ζηελ νκάδα ΗΑ, ε 

θαηαιπηηθή ππνκνλάδα p110a θαη ε ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα p85. ΢ε θχηηαξα ζηε θάζε 

εξεκίαο, ε ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα p85 δηαηεξεί ηελ p110a θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ζε 

θαηάζηαζε κεησκέλεο δξαζηηθφηεηαο. Τπφ ηελ επίδξαζε απμεηηθώλ παξαγόλησλ 
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(growth factors), ε SH2 πεξηνρή (Rous-sarcoma (src) oncogene homology-2 domain) 

ηεο ππνκνλάδαο p85 ζπλδέεηαη κε ηε θσζθνξπιησκέλε ηπξνζίλε ζηνλ ππνδνρέα 

ηπξνζηληθήο θηλάζεο (Receptor Tyrosine Kinase, RTK). Απηή ε ζχλδεζε θαηαζηέιιεη 

ηελ παξεκπφδηζε ηεο p110a ππνκνλάδαο θαη κεζνιαβεί ζηελ πξφζιεςε ηεο ππνκνλάδαο 

ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε.103 Ζ ελεξγνπνίεζε ηεο PI3K έρεη σο απνηέιεζκα ηε 

θσζθνξπιίσζε ηεο 4,5 – δηθσζθνξηθήο θσζθαηηδπιντλνζηηόιεο (PIP2) ζε 3,4,5 – 

ηξηθσζθνξηθή θσζθαηηδπιντλνζηηόιε (PIP3) (΢ρήκα 2.1Α). Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ PI3K 

απφ ηνλ ελεξγνπνηεκέλν RTK, νδεγεί κε ηελ παξαγσγή ηνπ PIP3 ζε πιεζψξα θαζνδηθψλ 

κνλνπαηηψλ πνπ ξπζκίδνπλ έλα ζεκαληηθφ αξηζκφ θπηηαξηθψλ ιεηηνπξγηψλ 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη απηψλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ δεκηνπξγία θαη αλάπηπμε 

φγθσλ104 (΢ρήκα 2.1Β). 

 

 

΢ρήκα 2.1  Α. Ζ αληίδξαζε πνπ θαηαιύεηαη από ηελ PI3K (PIP2: 4,5-δηθσζθνξηθή, PIP3: 3,4,5-

ηξηθσζθνξηθή, PI:θσζθαηηδπιντλνζηηόιε). Β. Ζ PI3K ελεξγνπνηείηαη κε ηε δέζκεπζε ζηνλ ππνδνρέα 

RTK, ν νπνίνο ελεξγνπνηεί ηε ιεηηνπξγηθή ππνκνλάδα (p85) ζην λα δεζκεύζεη ηελ θαηαιπηηθή 

ππνκνλάδα p110α (PIK3CA). Απηό θαηαιήγεη ζε κηα πνηθηιία θαζνδηθώλ αιπζηδσηώλ ζεκάησλ, πνπ 

νδεγνύλ ζηελ θπηηαξηθή επηβίσζε, απόπησζε, κεηαζρεκαηηζκό.104 

 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  57 

Ζ παξαγσγή PIP3 νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε πξσηετλψλ, φπσο ε πξσηετληθή θηλάζε Β 

(PKB/Akt) θαη ε εμαξηώκελε από ηε θσζθαηηδπιντλνζηηόιε θηλάζε 1 

(phosphatidylinositol-dependent kinase 1, PDK-1) (΢ρήκα 2.2). Απφ ηε ζηηγκή πνπ 

ελεξγνπνηείηαη ην ζχκπιεγκα PKB/Akt, θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί πξσηεΐλεο-

ζηφρνπο πνπ ζρεηίδνληαη κε δηάθνξεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο φπσο: ν θπηηαξηθφο θχθινο, ε 

επηβίσζε, ν κεηαβνιηζκφο, ε πξσηετλνζχλζεζε, ε κεηαγξαθή θαη ε θηλεηηθφηεηα ηνπ 

θπηηάξνπ.105,106 Σν PIP3 απνηειεί επίζεο ππφζηξσκα γηα ηελ πξσηεΐλε PTEN (νκνιόγνπ 

ηεο θσζθαηάζεο θαη ηελζίλεο, phosphatase and tensin homolog), ε νπνία 

απνθσζθνξπιηψλεη ην PIP3 πξνο PIP2 θαη γηα ην ιφγν απηφ είλαη αξλεηηθφο ξπζκηζηήο ηνπ 

κνλνπαηηνχ ηνπ PI3K θαη ιεηηνπξγεί ζαλ νγθνθαηαζηαιηηθή πξσηεΐλε.107 ΢ε δηάθνξνπο 

ηχπνπο θαξθίλνπ, ην PTEN είλαη ζπλήζσο κεηαιιαγκέλν ή ππνεθθξάδεηαη κε απνηέιεζκα 

λα νδεγεί ζε ζπζηεκαηηθή ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ PI3K.108,109 

 

 

΢ρήκα 2.2 Δλεξγνπνίεζε PKB από ην ελεξγό ζύκπιεγκα PI3K.110 

 

 

΢ηε ζπλέρεηα ζην ΢ρήκα 2.3 παξνπζηάδεηαη ζπλνπηηθά ην κνλνπάηη ζην νπνίν ζπκκεηέρεη 

ην PI3K. Σα πην ζεκαληηθά ζεκεία απηνχ ηνπ πεξίπινθνπ κνλνπαηηνχ είλαη ηα εμήο:110  
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΢ρήκα 2.3 Σν κνλνπάηη PI3K-PTEN. ΢πλνπηηθά, ν ππξήλαο ηνπ κνλνπαηηνύ ηνπ ΡΗ3Κ (κε κπιε 

ρξώκα) μεθηλάεη κε ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ ΡΗ3Κ από ηνλ RTK. Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ ΡΗ3Κ 

θσζθνξπιηώλεη θαη κεηαηξέπεη ην ΡΗΡ2 ζε ΡΗΡ3, ην νπνίν ζηξαηνινγεί θαη ελεξγνπνηεί ηελ PDK1. Ζ 

PDK1 ζηελ ζπλέρεηα θσζθνξπιηώλεη θαη ελεξγνπνηεί ηελ ΑΚΣ(ή ΡΚΒ, όπσο παξνπζηάδεηαη θαη ζην 

δηάγξακκα), ε νπνία αλαζηέιιεη ηηο ιεηηνπξγίεο ησλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ FOXO (νη νπνίνη 

είλαη κεζνιαβεηέο ηεο απόπησζεο θαη ηεο εηζόδνπ ζηνλ θπηηαξηθό θύθιν), νδεγώληαο ζε θπηηαξηθό 

πνιιαπιαζηαζκό θαη επηβίσζε. Ζ νγθνθαηαζηαιηηθή πξσηεΐλε ηεο θσζθαηάζεο κε νκνινγία 

ηελζίλεο, ΡΣΔΝ, ξπζκίδεη αληαγσληζηηθά πξνο ην ΡΗ3Κ απνθσζθνξπιηώλνληαο ην ΡΗΡ3, 

κεηαηξέπνληάο ην πίζσ ζε ΡΗΡ2. Σν κνλνπάηη ηνπ Ras (πνξηνθαιί ρξώκα) κπνξεί λα δηεγεξζεί από 

κηα νκάδα RTKs πνπ ελεξγνπνηνύληαη από απμεηηθνύο παξάγνληεο. Σν Ras κπνξεί λα 

ελεξγνπνηήζεη ην κνλνπάηη ηνπ ΡΗ3Κ ηόζν άκεζα όζν θαη έκκεζα. Ζ θαηάζηαζε ελεξγνπνίεζεο ηεο 

p53 κπνξεί επίζεο λα επεξεάζεη ην ηειηθό απνηέιεζκα ηνπ κνλνπαηηνύ ηνπ ΡΗ3Κ αιιειεπηδξώληαο 

κε ηνλ, ξπζκηδόκελν από ην ΡΚΒ, παξάγνληα FOXO θαη κε ηελ εμσθπηηαξηθώο ξπζκηδόκελε θηλάζε 1 

(ERK1) θαη ERK2. Δπίζεο, ζην δηάγξακκα απηό παξνπζηάδνληαη θαη άιια κέιε πνπ 

ζπκπεξηιακβάλνληαη ζην κνλνπάηη ηνπ ΡΗ3Κ.110 

 Ζ πξσηεΐλε PTEN δξα νπζηαζηηθά αληαγσληζηηθά σο πξνο ηελ PI3K. Όηαλ ην 

έλδπκν PTEN ιεηηνπξγεί θαηάιιεια, ελεξγεί σο ηκήκα ελφο ρεκηθνχ κνλνπαηηνχ 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  59 

πνπ ζηέιλεη ζήκαηα παχζεο ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη ππνβάιεη ηα θχηηαξα ζε 

απφπησζε (πξνγξακκαηηζκέλν θπηηαξηθφ ζάλαην) φηαλ απηφ ρξεηάδεηαη.  

 Σν έλδπκν PI3K ελεξγνπνηείηαη απφ κηα πνηθηιία κεραληζκψλ (φπσο απφ ην 

κνλνπάηη ηνπ RAS, ηεο Ρ53, είηε ξπζκηζηέο φπσο ην DJ1). Απηή ε ελεξγνπνίεζε 

νδεγεί  ζηε δεκηνπξγία ελφο δεχηεξνπ αγγειηνθφξνπ, ηεο PIP3. Ζ PIP3 ζηε ζπλέρεηα 

ζηξαηνινγεί ηελ PDK1 θαη ηελ ΑΚΣ, ή δηαθνξεηηθά PKB, κηα πξσηεΐλε θιεηδί ζηελ 

θπηηαξηθή επηβίσζε, θαη ζηε ζπλέρεηα ε PDK1 θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί ηελ 

ΑΚΣ. Ζ ΑΚΣ απνηειείηαη απφ πνιιέο ηζνκνξθέο. Σν ηειηθφ απνηέιεζκα απφ ηελ 

ελεξγνπνίεζε φισλ ησλ ηζνκνξθψλ ηεο ΑΚΣ είλαη ε απνθπγή ηεο απφπησζεο θαη 

ν απμεκέλνο θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο, γεγνλφηα πνπ επλννχλ ηελ νγθνγέλεζε. 

 Αξθεηά άκεζα ππνζηξψκαηα ηεο θσζθνξπιίσζεο ηνπ ΑΚΣ έρνπλ θξίζηκν ξφιν ζηε 

ξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ. Απηά ηα ππνζηξψκαηα ζπκπεξηιακβάλνπλ ηνλ 

αλαζηνιέα ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ p27, ηνλ παξάγνληα FOXO (forkhead box 

transcription factor), ηελ θηλάζε ηεο ζύλζεζεο ηνπ γιπθνγόλνπ GSK3 

(Glycogen Synthase Kinase 3), ηελ θηλάζε SGK1 (serum- and glucocorticoid-

induced kinase 1) θαη ην ζύκπιεγκα ηνπ TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 

2). 

 

2.1.3 Απνξξύζκηζε ηνπ κνλνπαηηνύ PI3K θαη θαξθίλνο 

Ζ απνξξχζκηζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ PI3K έρεη εκπιαθεί άκεζα ζε δηάθνξα είδε θαξθίλσλ. 

Οη πην γλσζηέο γελεηηθέο αιιαγέο ηνπ κνλνπαηηνχ απηνχ είλαη ε απψιεηα ηεο δξάζεο ηνπ 

νγθνθαηαζηαιηηθνχ γνληδίνπ PTEN θαη νη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο ζην PI3K. Με ηε ρξήζε 

απηνκαηνπνηεκέλσλ ηερλνινγηψλ πξνζδηνξηζκνχ ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA, απνδείρζεθε 

φηη ηα γνλίδηα ηεο νηθνγέλεηαο PI3K είλαη φλησο κεηαιιαγκέλα ζηνλ θαξθίλν. ΢ηηο κειέηεο 

απηέο έγηλε αλίρλεπζε ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ πνπ ζρεηίδνληαη εηδηθά κε ηελ 

θαξθηλνγέλεζε ζε δηάθνξα γνλίδηα ηπξνζηληθψλ θσζθαηαζψλ, θαζψο θαη ηπξνζηληθψλ 

θηλαζψλ, φπσο ην γνλίδην PIK3CA.111 

Σν PIK3CA είλαη έλα γνλίδην κήθνπο 34kb πνπ βξίζθεηαη ζην ρξσκφζσκα 3q26.3 θαη 

απνηειείηαη απφ 20 εμφληα, ηα νπνία θσδηθνπνηνχλ κία πξσηεΐλε κεγέζνπο 124kDa. Ζ 

πξψηε αλαθνξά γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην PIK3CA ζε θαξθηληθά δείγκαηα έγηλε 

απφ ηελ εξεπλεηηθή νκάδα ηνπ Samuels θαη ησλ ζπλεξγαηψλ ηνπ.112 ΢ηε ζπγθεθξηκέλε 

κειέηε αλαιχζεθε ε αιιεινπρία νθηψ γνληδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ PI3K θαη 

αλαθαιχθζεθε φηη ην PIK3CA ήηαλ ην κφλν ηεο νηθνγέλεηαο πνπ έθεξε ζσκαηηθέο 

κεηαιιάμεηο. 
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Οη κεηαιιάμεηο ζην PIK3CA είλαη ζσκαηηθέο, θαξθηλνεηδηθέο θαη εηεξφδπγεο θαη κπνξνχλ λα 

δηαθξηζνχλ ζε ηέζζεξηο θαηεγνξίεο αλάινγα κε ηελ πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ ζην νπνίν 

βξίζθνληαη: ε πεξηνρή ζχλδεζεο ABD (adaptor-binding domain), ε πεξηνρή C2, ε 

πεξηνρή ηεο έιηθαο (helical domain) θαη ε πεξηνρή κε ηελ θαηαιπηηθή δξάζε (catalytic 

domain). 

Ζ πιεηνςεθία ησλ κεηαιιάμεσλ (“hotspot” mutations) βξίζθεηαη ζε ηξία ζεκεία θαηά κήθνο 

ηνπ γνληδίνπ: ζην εμφλην 9, ζηελ πεξηνρή ηεο έιηθαο, ζηηο ζέζεηο Δ542 θαη Δ545 θαη ζην 

εμφλην 20, ζηελ πεξηνρή κε δξάζε θηλάζεο, ζηε ζέζε Ζ1047.111 (΢ρήκα 2.4) 

 

΢ρήκα 2.4 Πεξηγξαθή ηνπ PI3CA θαη ησλ ιεηηνπξγηθώλ πεξηνρώλ ηνπ κε ηηο πην ζπρλά εκθαληδόκελεο 

κεηαιιάμεηο.111 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 

ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΜΔΣΑΛΛΑΞΔΧΝ ΢ΣΟ ΓΟΝΗΓΗΟ PIK3CA ΢Δ 

ΚΤΚΛΟΦΟΡΟΤΝΣΑ ΚΑΡΚΗΝΗΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ 

 

3.1.1 Δηζαγσγή 

Ζ κεηάζηαζε είλαη ππεχζπλε γηα ην 90% πεξίπνπ ηεο ζλεζηκφηεηαο πνπ ζπλδέεηαη κε ηνλ 

θαξθίλν, αιιά παξ‟ φια απηά παξακέλεη έλα ζηνηρείν ηεο παζνγέλεζεο ηνπ θαξθίλνπ πνπ 

δελ έρεη θαηαλνεζεί πιήξσο. Καηά ηελ εμέιημε ηεο κεηάζηαζεο, έλα θαξθηληθφ θχηηαξν απφ 

ηνλ πξσηνπαζή φγθν εθηειεί ηα παξαθάησ βήκαηα: 

 Δηζβάιιεη ηνπηθά ζηνλ πεξηβάιινληα ηζηφ 

 Δηζέξρεηαη ζην κηθξναγγεηαθφ ζχζηεκα ηεο ιέκθνπ αιιά θαη ζην θπθινθνξηθφ 

 Δπηβηψλεη θαη κεηαθέξεηαη κέζσ ηεο θπθινθνξίαο ζε καθξηλνχο ηζηνχο 

 Δμέξρεηαη απφ ηα αγγεία 

 Δπηβηψλεη ζην κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ λένπ απνκαθξπζκέλνπ ηζηνχ, θαη ηέινο 

 Πξνζαξκφδεηαη ζην «μέλν» κηθξνπεξηβάιινλ έηζη ψζηε λα δηεπθνιχλεηαη ν 

θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο πνπ ζα νδεγήζεη ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ 

δεπηεξνπαζνχο φγθνπ (δεκηνπξγία απνηθίαο, colonization).113 

Απηφο ν πεξίπινθνο κεηαζηαηηθφο θαηαξξάθηεο κπνξεί λα νξγαλσζεί ζε δχν επηκέξνπο 

θάζεηο: α. ζηε κεηαθνξά θαξθηληθψλ θπηηάξσλ απφ ην ζεκείν φπνπ ππάξρεη ν 

πξσηνπαζήο φγθνο ζην κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ απνκαθξπζκέλνπ ηζηνχ θαη β. ζηε 

δεκηνπξγία απνηθίαο.114(΢ρήκα 3.1) 

Ο ηξφπνο κε ηνλ νπνίν ηα θαξθηληθά θχηηαξα εγθαηαιείπνπλ ηνλ πξσηνπαζή φγθν έρεη 

γίλεη ζην κεγαιχηεξν κέξνο ηνπ θαηαλνεηφο, ελψ ε δεχηεξε θάζε ηεο δεκηνπξγίαο ηεο 

απνηθίαο πεξηιακβάλεη πεξίπινθεο αιιειεπηδξάζεηο, πνπ απαηηνχλ αξθεηά αθφκα ρξφληα 

εξεπλεηηθήο πξνζπάζεηαο, έηζη ψζηε λα γίλνπλ πιήξσο θαηαλνεηά. Ζ θαηαλφεζε ησλ 

κεραληζκψλ ηεο πξψηεο θάζεο είλαη ζεκαληηθή γηα ηελ απνηξνπή ηεο κεηάζηαζεο ζε 

αζζελείο πνπ έρνπλ δηαγλσζζεί κε πξψηκν θαξθίλν, ελψ ε θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ 

ηεο δεκηνπξγίαο ηεο απνηθίαο ζα νδεγήζεη ζηελ αλαθάιπςε ζηνρεπκέλσλ ζεξαπεηψλ ζε 

αζζελείο νη νπνίνη έρνπλ ήδε εκθαλίζεη κεηάζηαζε. 
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΢ρήκα 3.1 Ο κεηαζηαηηθόο θαηαξξάθηεο. Ζ κεηάζηαζε κπνξεί λα απεηθνληζζεί ζα κηα δηαδηθαζία πνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε δύν θάζεηο: α. θπζηθή κεηαθίλεζε ησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ από ηνλ 

πξσηνπαζή όγθν ζε έλα απνκαθξπζκέλν όξγαλν θαη β. δεκηνπξγία απνηθίαο ησλ θαξθηληθώλ 

θπηηάξσλ κέζα ζην όξγαλν απηό. Α. Σα θαξθηληθά θύηηαξα εληόο ηνπ όγθνπ απνθηνύλ έλαλ επηζεηηθό 

θαηλόηππν. Β. Σα θαξθηληθά θύηηαξα εηζβάιινπλ ζην γεηηνληθό ηζηό θαη πξνζπαζνύλ λα 

πξνζεγγίζνπλ ηα αγγεία κέζσ ησλ νπνίσλ εηζέξρνληαη ζηελ θπθινθνξία. Γ. Σα θπθινθνξνύληα 

θαξθηληθά θύηηαξα ηαμηδεύνπλ κέζσ ηνπ θπθινθνξηθνύ ζπζηήκαηνο σο θπθινθνξνύληα θαξθηληθά 

θύηηαξα (CTCs) θαη εκθαλίδνπλ ηελ ηθαλόηεηα επηβίσζεο ρσξίο λα είλαη πξνζθνιιεκέλα ζε θάπνην 

ηζηό (anchorage-independent) Γ. Όηαλ θηάζνπλ ζην όξγαλν, εμέξρνληαη από ηελ θπθινθνξία θαη 

εηζβάιινπλ ζηνπο ηζηνύο. Δ. ΢ην ζεκείν απηό ηα θαξθηληθά θύηηαξα πξέπεη λα δηαθύγνπλ από ηελ 

αλνζηαθή απόθξηζε θαη λα επηβηώζνπλ. ΢Σ. Γηα λα αλαπηπρζεί κία ελεξγή κηθξνκεηάζηαζε, ηα 

θαξθηληθά θύηηαξα πξέπεη λα πξνζαξκνζηνύλ ζην λέν πεξηβάιινλ θαη λα μεθηλήζεη ν 

πνιιαπιαζηαζκόο ηνπο.114 

Ζ ζπζηεκαηηθή εμέιημε ηνπ θαξθίλνπ θαη ηεο κεηάζηαζεο βαζίδνληαη ζε δχν επηκέξνπο 

κνληέια.115 Σν γξακκηθφ κνληέιν εμέιημεο ηνπ θαξθίλνπ (linear progression model) 

αλαπηχρζεθε απφ ηνλ Leslie Fould ην 1954 κε αθνξκή ηελ πεξηγξαθή ηεο ζηαδηαθήο 

εμέιημεο ησλ κνξθνινγηθψλ αλσκαιηψλ πνπ ζπλνδεχνπλ ηνλ θαξθίλν. Ζ ζπζζψξεπζε 

γελεηηθψλ θαη επηγελεηηθψλ αιιαγψλ ζπλδέζεθε ηειηθά κε ηελ εμέιημε απηήο ηεο 

δηαδηθαζίαο. Δπηγξακκαηηθά, ην κνληέιν απηφ ππνζηεξίδεη φηη ηα θαξθηληθά θχηηαξα πνπ 

απνηεινχλ ηνλ πξσηνπαζή φγθν, ππνβάιινληαη ζε δηαδνρηθά ζηάδηα γελεηηθψλ 

ηξνπνπνηήζεσλ θαη επηινγήο ησλ πην αλζεθηηθψλ εμ απηψλ. Ύζηεξα απφ έλαλ ζεκαληηθφ 

αξηζκφ ηέηνησλ ζηαδίσλ ηα θαξθηληθά θχηηαξα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα απηφλνκνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ, ζρεκαηίδνληαο θιψλνπο θαξθηληθψλ θπηηάξσλ απφ ηνπο νπνίνπο 

δηαθεχγνπλ θαξθηληθά θχηηαξα κε ζηφρν ηε δεκηνπξγία κηαο δεχηεξεο εζηίαο. Ζ ηειηθή 

εμάπισζε ησλ πιήξσο θαθνεζψλ θπηηάξσλ θαζνξίδεη θαη ην κέγεζνο ηνπ φγθνπ. (΢ρήκα 

3.2) 
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΢ρήκα 3.2 Σν γξακκηθό κνληέιν εμέιημεο ηνπ θαξθίλνπ. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ηνπηθήο εμέιημεο ηνπ 

όγθνπ, επηιέγνληαη ηα πην επηζεηηθά θαξθηληθά θύηηαξα θαη μεθηλά ε δηαδηθαζία ηεο δηαθπγήο ηνπο. 

΢ηνπο πξσηνπαζείο όγθνπο, θαζώο θαη ζηηο πξσηνπαζείο θαη δεπηεξνπαζείο κεηαζηάζεηο, ηα 

θύηηαξα θαζίζηαληαη όιν θαη πην θαθνήζε, κε απνθνξύθσκα κηα ζεηξά αιπζηδσηώλ κεηαζηάζεσλ 

πνπ νδεγνύλ ζην ζάλαην.115 

Χο εθ ηνχηνπ, ην γξακκηθφ κνληέιν εμέιημεο απνηειείηαη απφ ηξία βαζηθά ζεκεία-θιεηδηά: 

πξψηνλ, ηε δηάδνζε ησλ πιήξσο θαθνεζψλ θπηηάξσλ, ηα νπνία – ζε δεχηεξε θάζε – 

πξνθχπηνπλ σο επί ην πιείζηνλ ζε πξνρσξεκέλν ζηάδην θαη, ηξίηνλ επηηξέπνπλ ηε 

δεκηνπξγία κεηάζηαζεο απφ κία ήδε ππάξρνπζα. 

Σν δεχηεξν κνληέιν πνπ επηθξαηεί είλαη απηφ ηεο παξάιιειεο εμέιημεο (parallel 

progression model), ην νπνίν ρξνλνινγείηαη απφ ηε δεθαεηία ηνπ 1950 ζε κηα 

πξνζπάζεηα πνζνηηθνπνίεζεο ηνπ ξπζκνχ αλάπηπμεο ησλ αλζξψπηλσλ θαξθίλσλ. Οη 

κειέηεο απηέο θαηέιεμαλ ζην ζπκπέξαζκα φηη, ε δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο ηεο κεηάζηαζεο 

μεθηλά πνιχ πξηλ γίλνπλ εκθαλή ηα ζπκπηψκαηά ηεο, αθφκα θαη πξηλ δηαγλσζζεί ν 

πξσηνπαζήο φγθνο. Ζ παξάιιειε εμέιημε δε ζέηεη ππφ ακθηζβήηεζε ηνπο γεληθνχο 

κεραληζκνχο αλάπηπμεο ηνπ θαξθίλνπ, φπσο ε θισληθφηεηα θαη ε ζπζζψξεπζε γελεηηθψλ 

θαη επηγελεηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ. Χζηφζν, ην κνληέιν απηφ δελ ηνπνζεηεί θαη‟ αλάγθε ηελ 

έλαξμε ζρεκαηηζκνχ ηεο κεηάζηαζεο κεηά ηελ νινθιήξσζε ηνπ ζρεκαηηζκνχ ηνπ 

πξσηνπαζνχο φγθνπ. (΢ρήκα 3.3) Δπηπιένλ, ε δηάδνζε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, πνπ 

βξίζθνληαη αθφκα ζε εμέιημε, κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ επηινγή θαη εμάπισζε θπηηάξσλ 

πνπ πξνζαξκφδνληαη ζην ζπγθεθξηκέλν κηθξνπεξηβάιινλ. Χο εθ ηνχηνπ, ιφγσ ηεο 

αλάγθεο γηα επηινγή θαζψο θαη ηεο γελεηηθήο αζηάζεηαο ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, ε 
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παξάιιειε εμέιημε πξνβιέπεη φηη ππάξρεη κεγαιχηεξε αληζφηεηα κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ 

πνπ ζα δεκηνπξγήζνπλ ηε κεηάζηαζε κε απηά πνπ απνηεινχλ ηνλ πξσηνπαζή φγθν.  

 

΢ρήκα 3.3 Σν κνληέιν ηεο παξάιιειεο εμέιημεο. Ζ δηαθπγή ησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ μεθηλά όηαλ ε 

δηάκεηξνο ηνπ όγθνπ είλαη 1-4 mm. Ζ κεηάζηαζε ζε δηαθνξεηηθά όξγαλα ζπκβαίλεη παξάιιεια θαη 

αλαπηύζζεηαη ζε δηάζηεκα 6 εηώλ (ρξόλνο δηπιαζηαζκνύ ηνπ θαξθηληθνύ όγθνπ δύν θνξέο πην 

γξήγνξνο από απηόλ ηνπ πξσηνπαζνύο όγθνπ) έσο 12 εηώλ (ρξόλνο δηπιαζηαζκνύ ηνπ 

πξσηνπαζνύο όγθνπ ίδηνο κε απηόλ ηεο κεηάζηαζεο).  Σα θαξθηληθά θύηηαξα πνπ ηξέθνληαη από ηνλ 

πξσηνπαζή όγθν ηε ζηηγκή ηεο δηάγλσζεο ή νη δηάθνξεο κεηαζηάζεηο δε ζα νδεγήζνπλ ζην ζάλαην 

θαη ίζσο δελ θαηαθέξνπλ λα αλαπηπρζνύλ. ΢ην κνληέιν απηό θύκαηα θαξθηληθώλ θπηηάξσλ 

δηαθεύγνπλ, πξηλ αθόκα δηαγλσζζεί ε πξσηνπαζήο θαξθηληθή εζηία, κε δπλαηόηεηα παξάιιειεο 

εμέιημεο ζε δηαθνξεηηθνύο ηζηνύο κε δηαθνξεηηθό ξπζκό ζε θάζε πεξίπησζε.115 

Σέινο, απφ ην κνληέιν ηεο παξάιιειεο εμέιημεο πξνθχπηνπλ ηξεηο πηζαλέο πξνβιέςεηο: Ζ 

πξψηε αθνξά ηελ παξάιιειε θαη αλεμάξηεηε ζπζζψξεπζε γελεηηθψλ θαη επηγελεηηθψλ 

ηξνπνπνηήζεσλ ηφζν ζηνλ πξσηνπαζή φγθν, φζν θαη ζηε κεηάζηαζε. Ζ δεχηεξε 

πξνθχπηεη απφ ηελ παξάιιειε θαη αλεμάξηεηε πξνζαξκνγή ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ κε 

άκεζε ζπλέπεηα ηε δεκηνπξγία κεηάζηαζεο, θαη ε ηξίηε αθνξά ηελ εμέιημε ησλ 

κεηαζηαηηθψλ θπηηάξσλ πνπ δηαθεχγνπλ απφ ηελ πξσηνπαζή εζηία ζε δηαθνξεηηθέο 
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ρξνληθέο ζηηγκέο. Δπεηδή, ζηελ παξάιιειε εμέιημε, ηα θαξθηληθά θχηηαξα-ηδξπηέο ηεο 

κεηάζηαζεο έρνπλ ήδε δηαθχγεη ζηελ θπθινθνξία πνιχ πξηλ ηε δηάγλσζε ηεο λφζνπ, 

ππάξρεη αξθεηφο ρξφλνο γηα πνιιαπιά θχκαηα δηάδνζεο θαη ζπλερνχο εμάπισζεο ησλ 

θπηηάξσλ απηψλ. 

3.1.2 Κπθινθνξνύληα θαξθηληθά θύηηαξα (Circulating Tumor Cells, CTCs) θαη 

κεηάζηαζε 

΢ην αίκα ησλ αζζελψλ κε θαξθίλν έρνπλ αληρλεπζεί θαη ηαπηνπνηεζεί θπθινθνξνχληα 

θαξθηληθά θχηηαξα, έλα κέξνο ησλ νπνίσλ βξίζθεηαη ζηε θάζε κεηαθνξάο απφ ηνλ 

πξσηνπαζή φγθν πξνο πηζαλά ζεκεία κεηάζηαζεο. Σα CTCs πξνζθέξνπλ ηελ πξννπηηθή 

ηεο θαηαλφεζεο ηνπ ηξφπνπ κε ηνλ νπνίν ηα θχηηαξα επηβηψλνπλ φζν βξίζθνληαη ζηελ 

θπθινθνξία. Δίλαη ζεκαληηθφ φηη ε παξνπζία ησλ CTCs ζε αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ, ζρεηίδεηαη κε απμεκέλε πηζαλφηεηα κεηάζηαζεο θαζψο θαη κεησκέλν ρξφλν 

ππνηξνπήο. Μαθξνπξφζεζκα, απφ ηελ θαηαλφεζε ηεο δξάζεο ησλ CTCs κπνξεί λα 

πξνθχςνπλ ρξήζηκνη δηαγλσζηηθνί θαη πξνγλσζηηθνί δείθηεο.116 Σν αλ απηά ηα θχηηαξα 

απνθαιχςνπλ θάηη ζεκαληηθφ γηα ηνπο κεραληζκνχο ηεο κεηάζηαζεο είλαη ππφ κειέηε. Ζ 

αλίρλεπζε κεγάινπ αξηζκνχ CTCs κπνξεί λα δείρλεη ηελ επηζεηηθφηεηα ηνπ θαξθίλνπ αιιά 

ηαπηφρξνλα δξα ζα ζπλδεηηθφο θξίθνο κεηαμχ ηνπ πξσηνπαζνχο φγθνπ θαη ηεο 

κεηάζηαζεο. Οη γλψζεηο καο γηα ηα CTCs θαη ν ξφινο ηνπο ζηε δεκηνπξγία ηεο κεηάζηαζεο 

είλαη αθφκα ειιηπείο ιφγσ ησλ ηερληθψλ δπζθνιηψλ πνπ πξνθχπηνπλ εμαηηίαο ηεο 

επαηζζεζίαο ηεο αλίρλεπζεο ηφζν ζπάλησλ θπηηάξσλ. 

Σα CTCs έρνπλ δηάκεηξν (20-30κm) πνπ δελ ηνπο επηηξέπεη λα δηεξρνληαη απφ ηα 

ηξηρνεηδή αγγεία, φπσο απηά ηνπ πλεχκνλα.117 Άξα ζα πεξίκελε θαλείο πσο κέζα ζε ιίγα 

ιεπηά απφ ηελ απειεπζέξσζή ηνπο απφ ηνλ πξσηνπαζή φγθν ζηελ θπθινθνξία, ηα 

θχηηαξα απηά ζα παγηδεχνληαη ζηα ηξηρνεηδή αγγεία θαηά ηελ πξψηε δίνδφ ηνπο απφ ηελ 

θαξδηά. Έηζη κφλν κηθξά ή θπζηθά εχπιαζηα CTCs κπνξνχλ λα δηαθχγνπλ ηεο 

πλεπκνληθήο κηθξνθπθινθνξίαο θαη λα ζπζζσξεπηνχλ ζε ζηαζεξέο ζπγθεληξψζεηο ζην 

αίκα. Δηδηθνί επηζειηαθνί δείθηεο ζηελ επηθάλεηα ησλ θπηηάξσλ απηψλ ρξεζηκνπνηνχληαη 

επξέσο γηα ηελ αλίρλεπζή ηνπο.118,119,120 Απηφ παξνπζηάδεη έλα πηζαλφ πξφβιεκα, δηφηη 

ππάξρεη ε πηζαλφηεηα ηα θχηηαξα ηνπ φγθνπ πνπ έρνπλ ήδε δηέιζεη κεξηθψο ή πιήξσο 

απφ ην ζηάδην ηεο ΔΜΣ, λα κελ κπνξνχλ πηα λα αληρλεπζνχλ απφ ηα εηδηθά επηζειηαθά 

αληηγφλα ζηελ επηθάλεηά ηνπο. Ο εκπινπηηζκφο θαη ε αλίρλεπζε ησλ CTCs κέζσ 

απνκάθξπλζεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ αηκνπνηεηηθνχ (κε ρξήζε αληηζσκάησλ εηδηθψλ γηα ην 

CD45) είλαη έλαο ηξφπνο αληηκεηψπηζεο ησλ παξαπάλσ δπζθνιηψλ.119 
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Παξ‟ φιε ηελ πνιππινθφηεηα, ε ηθαλφηεηα απνκφλσζεο ησλ CTCs απφ ηελ θπθινθνξία 

είλαη έλα ηζρπξφ εξγαιείν ζηε κειέηε ηεο κεηαλάζηεπζεο ησλ θαξθηληθώλ βιαζηηθώλ 

θπηηάξσλ (Cancer Stem Cells, CSCs). Δπηπιένλ, πξνζθέξνπλ ηελ πξννπηηθή ηεο 

δεκηνπξγίαο κηαο πνιχ ρξήζηκεο θαη κε επεκβαηηθήο δηαγλσζηηθήο παξακέηξνπ: 

παξαθνινπζψληαο ηηο ζπγθεληξψζεηο ησλ CTCs ζε αζζελείο κε θαξθίλν, ζα είλαη εθηθηφ 

λα ειέγρεηαη αλά πάζα ζηηγκή ε απνδνηηθφηεηα ηεο ζεξαπείαο γηα κείσζε ηνπ κεγέζνπο 

ηνπ φγθνπ απφ ηνλ νπνίν πξνέξρνληαη ηα CTCs. Απφ ηε ζηηγκή πνπ ζα θηάζνπλ ζηα 

ηξηρνεηδή πνπ πεξηβάιινπλ ην λέν ηζηφ, ηα CTCs εμέξρνληαη θαη εηζβάιινπλ ζην 

παξέγρπκα ηνπ ηζηνχ, ή ελαιιαθηηθά πνιιαπιαζηάδνληαη ζην εζσηεξηθφ ησλ ηξηρνεηδψλ 

θαη ηειηθά πξαγκαηνπνηείηαη ξήμε απηψλ θαη δηαθπγή ησλ CTCs ζηνλ ηζηφ.121,122 Ήδε έρεη 

εγθξηζεί πξφζθαηα απφ ην FDA ε εμέηαζε αλίρλεπζεο θαη πξνζδηνξηζκνχ ηνπ αξηζκνχ ησλ 

CTCs ζην πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ, ηνπ πξνζηάηε θαη ηνπ παρένο 

εληέξνπ.118 

3.1.3 Μεηαιιάμεηο ζηα CTCs 

Σα CTCs είλαη θχηηαξα πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ πςειή εηεξνγέλεηα θαη ν κνξηαθφο ηνπο 

ραξαθηεξηζκφο είλαη ζεκαληηθφο, φρη κφλν γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο πξνέιεπζήο ηνπο, 

αιιά θαη γηα ηελ παξαθνινχζεζε ησλ αιιαγψλ πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά ηεο εμέιημε ηνπ 

φγθνπ, κε ζθνπφ ηελ αλαθάιπςε δηαγλσζηηθψλ ή ζεξαπεπηηθψλ ζηφρσλ. Ο πεξηνξηζκέλνο 

αξηζκφο απηψλ ησλ θπηηάξσλ θαζηζηά ηελ αλίρλεπζή ηνπο δχζθνιε ηερληθψο θαη 

αλαιπηηθψο. Πξφζθαηεο ηερληθέο εμειίμεηο ζηελ αλίρλεπζε θαη ην ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs 

πεξηιακβάλνπλ αληηδξάζεηο πνζνηηθήο PCR αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT-qPCR), 

κεζφδνπο πνπ βαζίδνληαη ζηελ απεηθφληζε θαζψο θαη ζπζθεπέο ε ιεηηνπξγία ησλ νπνίσλ 

βαζίδεηαη ζε κηθξνθίιηξα. Σα CTCs απνηεινχλ έλα λέν, πνιιά ππνζρφκελν δηαγλσζηηθφ 

πεδίν γηα παξαθνινχζεζε ηεο λφζνπ θαζψο θαη ηεο απνδνηηθφηεηαο ηεο ζεξαπείαο. Θα 

κπνξνχζε λα πεη θαλείο πσο ε αλάιπζή ηνπο ζα παίμεη ην ξφιν ηεο «πγξήο βηνςίαο». Ζ 

έξεπλα ηψξα έρεη ζηξαθεί ζηελ αλίρλεπζε λέσλ δηαγλσζηηθψλ θαη ζεξαπεπηηθψλ 

βηνδεηθηψλ πνπ παξάγνληαη απφ ηα θχηηαξα απηά, έηζη ψζηε λα γίλεη θαηαλνεηή ε βηνινγία 

ηνπ θαξθίλνπ θαη ηεο κεηάζηαζεο.123 

Ζ ηερλνινγία απφ ηελ νπνία πξνήιζε ην κεγαιχηεξν κέξνο ησλ θιηληθψλ δεδνκέλσλ γηα ηε 

ζπζρέηηζε ησλ CTCs κε ηνλ θαξθίλν ηνπ καζηνχ είλαη απηή ηνπ CellSearch (Veridex, 

USA).124 Βαζίδεηαη ζην ζπλδπαζκφ ηεο αλνζντζηνρεκείαο θαη ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ, 

ρξεζηκνπνηψληαο εηδηθνχο δείθηεο γηα ηα CTCs, φπσο νη θπηηαξνθεξαηίλεο (CK-8, CK-18, 

CK-19). Ζ ηερλνινγία απηή έρεη εγθξηζεί απφ ην FDA θαη είλαη έλαο αμηφπηζηνο ηξφπνο 

πξνζδηνξηζκνχ ηνπ αξηζκνχ ησλ CTCs ζε νιηθφ αίκα. 
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Ζ ελαιιαθηηθή πξνζέγγηζε γηα ηνλ κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs πεξηιακβάλεη ηελ 

εθηέιεζε RT-qPCR, αθνχ πξνεγεζεί απνκφλσζε νιηθνχ RNA, γηα ηε κειέηε ηεο 

έθθξαζεο θάπνησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν θαη ηε κεηάζηαζε. Ζ 

κεζνδνινγία απηή παξνπζηάδεη πςειή επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα θαη αληηζηαζκίδεη έηζη ηηο 

δπζθνιίεο πνπ πξνθχπηνπλ ιφγσ ηνπ κηθξνχ αξηζκνχ ησλ θπηηάξσλ απηψλ ζην αίκα. 

Αξρηθά πξνζδηνξίζηεθε ν αξηζκφο ησλ κεηαγξάθσλ ηεο CK-19125,126, θαη ζηε ζπλέρεηα 

αθνινχζεζε ν έιεγρνο ηεο έθθξαζεο πεξηζζφηεξσλ γνληδίσλ (HER-2, Mammaglobin) ζε 

αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ.127 Σν κεγαιχηεξν πιενλέθηεκα ησλ κνξηαθψλ κεζφδσλ 

είλαη ε επειημία θαη ε δπλαηφηεηα εθηέιεζεο πνιιαπιήο PCR γηα ηαπηφρξνλν έιεγρν 

έθθξαζεο πεξηζζφηεξσλ γνληδίσλ, κεηψλνληαο ην θφζηνο, ηνλ ρξφλν θαη ηελ πνζφηεηα ηνπ 

δείγκαηνο πνπ απαηηείηαη. Ζ αλίρλεπζε εηδηθψλ ππνηχπσλ ησλ CTCs, πνπ βαζίδεηαη ζηελ 

έθθξαζε δηαθνξεηηθψλ γνληδίσλ κπνξεί λα πξνζθέξεη πιεξνθνξίεο ηφζν γηα ηε βηνινγία 

ηεο κεηάζηαζεο, φζν θαη γηα ηελ εμέιημε ηεο εμαηνκηθεπκέλεο ζεξαπείαο.118 

Μέρξη ζηηγκήο ν κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs έρεη πεξηνξηζηεί ζην επίπεδν ηεο 

κεηαγξαθήο θαη ηνπ πξνζδηνξηζκνχ ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ, 

αιιά κπνξεί λα απνηειέζεη κία ζεκαληηθή κε επεκβαηηθή ζηξαηεγηθή ειέγρνπ ηεο εμέιημεο 

ηνπ φγθνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο. Έρεη πξαγκαηνπνηεζεί κφλν κία επηηπρεκέλε 

πξνζπάζεηα γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε επίπεδν DNA, απφ γελεηηθφ πιηθφ πνπ έρεη 

απνκνλσζεί απφ CTCs.128 Απηφ ζπκβαίλεη δηφηη, φπσο αλαθέξζεθε θαη παξαπάλσ, ν 

αξηζκφο ησλ CTCs ζην νιηθφ αίκα είλαη πνιχ κηθξφο θαη αλάινγα ρακειή είλαη θαη ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ DNA πνπ ιακβάλεηαη κεηά ηελ απνκφλσζε. Άξα απαηηείηαη ε αλάπηπμε 

κηαο κεζφδνπ πνπ ζα ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειή επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα, θαη ζα είλαη ζε 

ζέζε λα αληρλεχζεη πνιχ κηθξφ αξηζκφ κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ παξνπζία πνιιψλ 

θπζηνινγηθψλ. Απηφ είλαη έλα πνιχ δχζθνιν εγρείξεκα, αιιά ε πξαγκαηνπνίεζή ηνπ ζα 

έρεη ζεκαληηθά απνηειέζκαηα ζηνλ πιήξε ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs θαζψο θαη ζηελ 

εμέιημε ηεο ζεξαπείαο θαηά ηνπ θαξθίλνπ κέζσ ηεο αλαθάιπςεο λέσλ βηνδεηθηψλ κε 

πξνγλσζηηθή θαη δηαγλσζηηθή ζεκαζία. 

Ζ ζπγθεθξηκέλε εξεπλεηηθή νκάδα αλέπηπμε αξρηθά κία λέα ζπζθεπή απνκφλσζεο ησλ 

CTCs απφ πεξηθεξηθφ αίκα. Πξφθεηηαη γηα κηα «πιαηθφξκα αλίρλεπζεο CTCs», CTC-chip, 

ε ιεηηνπξγία ηεο νπνίαο βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία αληηζσκάησλ έλαληη ησλ επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ. Με ρξήζε ηνπ CTC-chip ππάξρεη πηα ε δπλαηφηεηα απνκφλσζεο πςειήο 

θαζαξφηεηαο CTCs, πνζνηηθνπνίεζεο θαζψο θαη αλάιπζήο ηνπο.129 ΢ηε ζπλέρεηα έγηλε 

πξνζπάζεηα αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην EGFR κε εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ 

SARMS (Scorpion Amplification Refractory Mutation System), πνπ βαζίδεηαη ζηε 
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ρξήζε αληρλεπηψλ «΢θνξπηψλ», δειαδή δηιεηηνπξγηθψλ κνξίσλ πνπ πεξηέρνπλ έλαλ 

εθθηλεηή γηα αληίδξαζε PCR ζπλδεδεκέλν κε κία αιιεινπρία αληρλεπηή, φπσο 

πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά ζην ππνθεθάιαην 1.3.3.1. Ζ κέζνδνο εθαξκφζηεθε αξρηθά ζε 

δείγκαηα ηζηψλ FFPEs, φπνπ παξαηεξήζεθε ηδηαίηεξα πςειή επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα, 

96% θαη 100% αληίζηνηρα. Μεηά ηνλ έιεγρν ηεο νξζφηεηαο ησλ απνηειεζκάησλ ηεο 

κεζφδνπ, απηή εθξακφζηεθε ζε δείγκαηα cfDNA θαζψο θαη DNA απφ CTCs. Σα 

απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία, ζπλδπάδνληαο ην CTC-chip κε ηελ 

SARMS-PCR, ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειή επαηζζεζία θαη είλαη θαηάιιειε γηα αλίρλεπζε 

κεηαιιάμεσλ ζε ζπάληνπο θπηηαξηθνχο πιεζπζκνχο, φπσο είλαη ηα θπθινθνξνχληα 

θαξθηληθά θχηηαξα, θάηη πνπ δελ είλαη εθηθηφ κε ηερληθέο πνπ βαζίδνληαη ζην sequencing. 

Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ε αλαπηπρζείζα κεζνδνινγία κπνξεί λα 

εθαξκνζηεί γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ θαη ζε άιια γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη ηφζν κε 

ηνλ θαξθίλν, φζν θαη κε ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο ζεξαπείαο.  

3.2 Αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA 

3.2.1 Δηζαγσγή 

΢σκαηηθέο κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ PIK3CA έρνπλ αληρλεπηεί κε δηάθνξα είδε θαξθίλνπ, 

θαη ε παξνπζία ηνπο έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ αληαπφθξηζε ησλ αζζελψλ ζηε ζεξαπεία. 

Σξείο είλαη νη πην ζπρλέο κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ θαη βξίζθνληαη ζηo εμφληo 9 

(c.1624G>A(E542K), c.1633G>A(E545K)) θαη ζην εμφλην 20 (c. 3140A>G(H1047R)). Οη 

κεηαιιάμεηο απηέο θαιχπηνπλ πεξίπνπ ην 90% ησλ κεηαιιάμεσλ πνπ έρνπλ θαηαγξαθεί 

ζηε βάζε δεδνκέλσλ COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer Database, 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). Ζ παξνπζία απηψλ ησλ κεηαιιάμεσλ ζε 

δείγκαηα φγθσλ έρεη πξνηαζεί ζα ζεηηθφο πξνγλσζηηθφο δείθηεο130, θαζψο θαη δείθηεο 

πξφβιεςεο αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία.131 

Απφ ηε ζηηγκή πνπ νη ζπγθεθξηκέλεο κεηαιιάμεηο ζπζρεηίζηεθαλ κε ηελ θαξθηλνγέλεζε, 

έγηλαλ, θαη γίλνληαη αθφκα, πξνζπάζεηεο αλάπηπμεο θαη εθαξκνγήο κεζφδσλ γηα ηελ 

αλίρλεπζή ηνπο ζε δείγκαηα ηζηψλ αθηλεηνπνηεκέλσλ ζε block παξαθίλεο (Formalin-

Fixed Paraffin-Embedded, FFPEs), ζε ειεχζεξν DNA (cell free DNA, cfDNA) ζην αίκα, 

θαζψο θαη ζε θξέζθνπο ηζηνχο πνπ έρνπλ ιεθζεί θαηά ηε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε αζζελψλ, 

πνπ έρνπλ δηαγλσζηεί κε θάπνην είδνο θαξθίλνπ. Οη ηερληθέο δπζθνιίεο πνπ πξνθχπηνπλ 

θαηά ηελ αλάπηπμε κεζφδσλ αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ, νθείινληαη θπξίσο ζηνλ 

πεξηνξηζκέλν αξηζκφ κεηαιιαγκέλσλ αιιεινπρηψλ πνπ ιακβάλνληαη θαηά ηε βηνςία. 

Δπηπιένλ, ην DNA πνπ απνκνλψλεηαη ηειηθά απφ απηά ηα θχηηαξα είλαη ζπλήζσο ρακειήο 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/
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πνηφηεηαο θαη θαηαθεξκαηηζκέλν. Γηα ην ιφγν απηφ, έρεη θαηαζηεί αλαγθαία ε αλάπηπμε 

κεζφδσλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ πςειή επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα, έηζη ψζηε λα 

αληρλεχνληαη ηα κεηαιιαγκέλα αιιήιηα πνπ βξίζθνληαη ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο θαη 

παξνπζία πεξίζζεηαο θπζηνινγηθψλ αιιειίσλ ζην δείγκα. ΢ηε ζπλέρεηα αλαθέξνληαη νη 

κέζνδνη πνπ έρνπλ ήδε ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ παξαπάλσ κεηαιιάμεσλ 

ζην γνλίδην PIK3CA, φπσο απηέο έρνπλ θαηαγξαθεί ζηε βηβιηνγξαθία. 

 

3.2.2 ΢άξσζε ηνπ γνληδίνπ PIK3CA γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ κε DNA Sequencing. 

Ζ πξψηε κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην 

PIK3CA ήηαλ ην DNA Sequencing.Ζ αξρή ζηελ νπνία βαζίδεηαη ε ηερλνινγία ηνπ 

Sequencing έρεη αλαιπζεί ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην (1.3.2.1). Ζ κέζνδνο ηνπ 

Sequencing ρξεζηκνπνηήζεθε αξρηθά γηα ηελ πιήξε αιιεινχρεζε ηνπ γνληδίνπ θαη ζηε 

ζπλέρεηα γηα ζάξσζε φιεο ηεο αιιεινπρίαο θαη ηαπηνπνίεζε φισλ ησλ πηζαλψλ 

κεηαιιάμεσλ, φρη κφλν απηψλ πνπ ζπλαληάκε πην ζπρλά, θαη ε παξνπζία ηνπο έρεη 

ζπλδεζεί κε ηελ θαξθηλνγέλεζε. Με ηε κέζνδν απηή ειέγρζεθε κεγάινο αξηζκφο δεηγκάησλ 

αζζελψλ κε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ θαη έγηλε ζπζρέηηζε ηνπ είδνπο ηεο κεηάιιαμεο κε 

ηνλ ηχπν ηνπ θαξθίλνπ. Βξέζεθε φηη ην 40% ησλ πεξηπηψζεσλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ 

εκθάληζαλ θάπνηα απφ ηηο κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην PIK3CA.112,132,133  

΢ε κειέηεο επαηζζεζίαο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν έδεημαλ πσο 

ηα φξηα επαηζζεζίαο είλαη πεξίπνπ 15-20% κεηαιιαγκέλεο αιιεινπρίαο παξνπζία 

γελσκηθνχ DNA. Άξα, παξά ην γεγνλφο φηη ε κέζνδνο ηνπ DNA Sequencing  ζεσξείηαη ην 

«Υξπζφ Πξφηππν» ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ, δελ είλαη θαηάιιειε γηα αλίρλεπζε 

κεηαιιάμεσλ ζε δείγκαηα φπνπ ηα κεηαιιαγκέλα αιιήιηα βξίζθνληαη ζε πνιχ ρακειή 

αλαινγία σο πξνο ηα θπζηνινγηθά. 

 

3.2.3 Αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA κε SSCP θαη DHPLC.134 

΢ρεδφλ παξάιιεια κε ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ηνπ Sequencing, ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαη 

νη κέζνδνη SSCP θαη DHPLC γηα ηελ επίηεπμε κεγαιχηεξεο επαηζζεζίαο ζηελ αλάιπζε 

κεηαιιάμεσλ. Οη δχν απηέο κέζνδνη έρνπλ αλαιπζεί ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην (1.3.1.1, 

1.3.6 αληηζηνίρσο). Έγηλε ζάξσζε νιφθιεξνπ ηνπ γνληδίνπ, θαη ησλ 20 εμνλίσλ, γηα 

αλίρλεπζε φισλ ησλ πηζαλψλ δεπηεξνηαγψλ δνκψλ πνπ νθείινληαη ζε δηαθνξεηηθέο 

ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο θαη πνιπκνξθηζκνχο. Ζ αλάιπζε κε SSCP ρξεζηκνπνηήζεθε ζε 

πξψηε θάζε γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε κία ζεηξά δεηγκάησλ, επεηδή ζπλδπάδεη 
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ηθαλνπνηεηηθή επαηζζεζία θαη δπλαηφηεηα αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ παξνπζία κεγάισλ 

ζπγθεληξψζεσλ θπζηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ, θάηη πνπ δελ ηζρχεη γηα ηε κέζνδν ηνπ 

Sequencing. 

Γηα επίηεπμε αθφκα κεγαιχηεξεο επαηζζεζίαο, ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο DHPLC γηα 

αλίρλεπζε ησλ κεηαιιάμεσλ ησλ εμνλίσλ 9 θαη 20. Με βάζε ηελ αξρή ηεο DHPLC ηα 

εηεξφδηπια κφξηα DNA απνδηαηάζζνληαη πξψηα θαη εθινχνληαη λσξίηεξα απφ ηε ζηήιε ζε 

ζρέζε κε ηα νκφδηπια κφξηα DNA. Σα απνηειέζκαηα ηεο DHPLC επηβεβαίσζαλ ηα 

πξνεγνχκελα απνηειέζκαηα ηεο SSCP. 

 

3.2.4 Αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA κε ηε κέζνδν ηεο ARMS-PCR ζε 

ζπλδπαζκό κε αληρλεπηέο «΢θνξπηνύο».72,135   

΢ηελ πξνζπάζεηα αλάπηπμεο κεζφδνπ πςειήο επαηζζεζίαο γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ηεο ARMS-PCR ζε ζπλδπαζκφ κε αληρλεπηέο «΢θνξπηνχο». 

Ζ βαζηθή αξρή ηεο ARMS-PCR θαη ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ «΢θνξπηψλ» αλαθέξνληαη ζην 

πξνεγνχκελν θεθάιαην, 1.3.3.3 θαη 1.3.3.1, αληηζηνίρσο. Σφζν ε ARMS-PCR, φζν θαη νη 

«΢θνξπηνί» εμαζθαιίδνπλ πςειή επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα ζηηο αλαιχζεηο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη. 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία72,135 πξαγκαηνπνηήζεθε πνιιαπιή PCR γηα ηαπηφρξνλε 

αλίρλεπζε ησλ δχν πην ζπρλψλ κεηαιιάμεσλ ζηα εμφληα 9 θαη 20. Κάζε αληίδξαζε γηλφηαλ 

παξνπζία ησλ δχν αιιεινεηδηθψλ εθθηλεηψλ, έλαο γηα θάζε κεηάιιαμε, θαη δχν εθθηλεηψλ-

αληρλεπηψλ «΢θνξπηψλ». Γηα λα πεξηνξηζηεί ε πηζαλφηεηα ςεπδψλ απνηειεζκάησλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαη έλαο εθθηλεηήο ειέγρνπ κε ηνλ αληίζηνηρν εθθηλεηή-αληρλεπηή 

«΢θνξπηφ». Γηα λα νξηζηεί ε εηδηθφηεηα ησλ αληηδξάζεσλ απηψλ θαη λα απνθεπρζεί ε ιήςε 

κε εηδηθψλ πξντφλησλ απφ ηνπο αιιεινεηδηθνχο εθθηλεηέο, ηέζεθε έλα όξην ιήςεο 

απόθαζεο (cut-off) κε βάζε ηε δηαθνξά ησλ θχθισλ ελίζρπζεο ηνπ πξντφληνο-ειέγρνπ 

θαη ηνπ εηδηθνχ πξντφληνο ηεο ARMS-PCR. Έηζη ηέζεθε έλα φξην ζην ΓCt = Ctκεηαιιαγκέλνπ-

Ctπξντφληνο ειέγρνπ, πνπ γηα ην εμφλην 9 ήηαλ νη ελλέα θχθινη, ελψ γηα ην εμφλην 20 νη δψδεθα 

θχθινη. Όπνην πξντφλ εληζρπφηαλ ζε κεγαιχηεξν θχθιν δε γηλφηαλ δεθηφ σο εηδηθφ πξντφλ 

ηεο αληίδξαζεο. 

Ζ κειέηε ηεο επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ έδεημε φηη ε κέζνδνο κπνξεί λα αληρλεχζεη 5 

αληίγξαθα κεηαιιαγκέλνπ DNA (0,1% ηνπ ζπλνιηθνχ DNA) γηα ην εμφλην 20 θαη 5 

αληίγξαθα κεηαιιαγκέλνπ DNA (1% ηνπ ζπλνιηθνχ DNA) γηα ην εμφλην 9. 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  71 

Ζ κέζνδνο εθαξκφζηεθε ζε δείγκαηα DNA απφ θξέζθνπο ηζηνχο72, αιιά θαη ζε δείγκαηα 

ηζηψλ FFPEs κε ηα αληίζηνηρα δείγκαηα cfDNA.135 Σα απνηειέζκαηα ησλ παξαπάλσ 

κειεηψλ έδεημαλ ηελ παξνπζία κεηαιιάμεσλ ηφζν ζηα δείγκαηα ησλ ηζηψλ, φζν θαη ζην 

cfDNA. Αμίδεη κάιηζηα λα ζεκεησζεί φηη ήηαλ ε πξψηε θνξά πνπ αληρλεχηεθαλ κεηαιιάμεηο 

ηνπ PIK3CA ζε cfDNA, θαζψο θαη φηη ππήξρε 95% ζπκθσλία κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ 

γηα παξνπζία κεηάιιαμεο ζην PIK3CA, ζην DNA ησλ ηζηψλ θαη ηνπ cfDNA. Ζ παξνπζία 

κεηαιιάμεσλ ζην cfDNA ζα κπνξνχζε λα ρξεζηκνπνηεζεί σο πξνγλσζηηθφο δείθηεο. 

Παξαηεξνχκε φηη κε ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν ε επαηζζεζία θαη ε εηδηθφηεηα ηεο αλάιπζεο 

απμήζεθαλ ζεκαληηθά. Σν κφλν κεηνλέθηεκά ηεο είλαη ε αδπλακία αλίρλεπζεο φισλ ησλ 

πηζαλψλ κεηαιιάμεσλ ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν, αθνχ θάζε θνξά ρξεζηκνπνηείηαη εηδηθφο 

εθθηλεηήο γηα θάζε είδνο κεηάιιαμεο. 

 

3.2.5 Αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA κε αλάιπζε θακππιώλ ηήμεσο 

πςειήο δηαθξηηηθόηεηαο (HRMA)136,1 

Ζ είζνδνο ηεο ηερληθήο αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσο κε πςειή δηαθξηηηθφηεηα ην 200393 

ζπλνδεχηεθε απφ κία ζεηξά βειηηψζεσλ ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην DNA. Πξφθεηηαη 

γηα κηα απιή, γξήγνξε θαη ρακεινχ θφζηνπο ηερληθή, ρσξίο αληρλεπηέο πβξηδηζκνχ. 

Υαξαθηεξίδεηαη απφ πςειή δηαγλσζηηθή επαηζζεζία ζηελ αλίρλεπζε θαη δηάθξηζε 

κεηαιιαγκέλσλ θαη θπζηνινγηθψλ δεηγκάησλ, θαζψο θαη νκφδπγσλ θαη εηεξφδπγσλ. 

Σα πιενλεθηήκαηα ηεο ηερληθήο HRMA έγηλαλ εκθαλή πνιχ γξήγνξα θαη ε ηερληθή απηή 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα γξήγνξε θαη αμηφπηζηε αλίρλεπζε γλσζηψλ θαη 

άγλσζησλ κεηαιιάμεσλ ζε πνιιά γνλίδηα πνπ έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηνλ θαξθίλν. Μεηαμχ 

ησλ γνληδίσλ απηψλ είλαη θαη ην PIK3CA. Ζ πξψηε απφπεηξα έγηλε ην 2008136, φηαλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηερληθή απηή γηα ηαπηφρξνλε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε ηξία γνλίδηα 

πνπ έρεη βξεζεί φηη ζπλδένληαη κε ηελ θαξθηλνγέλεζε, ην PIK3CA, ην KRAS θαη ην BRAF. 

΢ρεδηάζηεθαλ εθθηλεηέο γηα ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ γηα θάζε γνλίδην θαη κεηά 

ηελ ελίζρπζε έγηλε αλάθηεζε θακππιψλ ηήμεσο γηα δηάθξηζε θπζηνινγηθψλ θαη 

εηεξφδπγσλ ή νκφδπγσλ κεηαιιαγκέλσλ δεηγκάησλ. Ζ κέζνδνο απηή έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

αληρλεχεη νπνηαδήπνηε κεηάιιαμε ή πνιπκνξθηζκφ θαηά κήθνο ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ. 

Οπνηαδήπνηε δηαθνξνπνίεζε απφ ηε θπζηνινγηθή αιιεινπρία ζα γίλεηαη εκθαλήο απφ ηε 

δηαθνξά ζηε κνξθή ηεο θακπχιεο ηήμεσο θαζψο θαη ηεο Σm ηνπ θάζε πξντφληνο. 
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Με ην ζπγθεθξηκέλν πξσηφθνιιν ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ είλαη αξθεηά θαιή, αθνχ 

κπνξεί λα αληρλεχζεη ηνπιάρηζηνλ 5% κεηαιιαγκέλα αιιήιηα παξνπζία πεξίζζεηαο 

θπζηνινγηθψλ θαη ζηα δχν εμφληα (9 θαη 20) ηνπ γνληδίνπ.136 

Ζ δεχηεξε εξγαζία κειέηεο ησλ κεηαιιάμεσλ ηνπ PIK3CA κε αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο 

έγηλε απφ νκάδα ηε δηθή καο εξεπλεηηθή νκάδα θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα πιαίζηα ηεο 

δηαηξηβήο Δηδίθεπζεο ζηελ Κιηληθή Υεκεία ηνπ Πάλαγηψηε Βνξθά.1 Γλσξίδνληαο ηα 

απνηειέζκαηα ηεο παξαπάλσ κειέηεο, αιιά θαη εθκεηαιιεπφκελνη ην γεγνλφο φηη ε 

αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο πξντφλησλ κηθξνχ κεγέζνπο (<100bp) παξνπζηάδεη 

κεγαιχηεξε αλαιπηηθή επαηζζεζία ζπγθξηηηθά κε ηελ αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο 

πξντφλησλ κεγάινπ κήθνπο137,138, επαλαιάβακε ηελ ελίζρπζε θαη αλάιπζε θακππιψλ 

ηήμεσο ησλ αιιεινπρηψλ-ζηφρσλ. Απηή ηε θνξά ζρεδηάζακε εθθηλεηέο πνπ εληζρχνπλ κία 

κηθξφηεξε αιιεινπρία, 92bp γηα ην εμφλην 9 θαη 70bp γηα ην εμφλην 20. Καη ζηηο δχν 

αιιεινπρίεο ε ζέζε ηεο κεηάιιαμεο ήηαλ πεξίπνπ ζην θέληξν ηνπ πξντφληνο. Δπηπιένλ 

ζρεδηάζακε εθθηλεηέο πνπ εληζρχνπλ νιφθιεξα ηα εμφληα 9 θαη 20 κε κήθνο 261bp θαη 

352bp, αληίζηνηρα, έηζη ψζηε λα γίλεη ζχγθξηζε ηεο επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ γηα αλάιπζε 

θακππιψλ κηθξνχ θαη κεγάινπ κήθνπο. 

Πξαγκαηηθά, κεηά απφ βειηηζηνπνηήζεηο θαη κειέηε ηεο επαηζζεζίαο αλίρλεπζεο ησλ 

κεηαιιάμεσλ ζηα δχν εμφληα, εμήρζε σο ζπκπέξαζκα φηη: αλαιχνληαο ηηο θακπχιεο 

ηήμεσο ησλ κηθξψλ πξντφλησλ, ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ θπκαηλφηαλ ζην 2% γηα ην 

πξντφλ 92bp ηνπ εμνλίνπ 9 θαη ζην 1% γηα ην πξντφλ 70bp γηα ην εμφλην 20. Αληίζεηα, ε 

αλάιπζε ησλ θακππιψλ ηήμεσο ησλ κεγαιχηεξσλ πξντφλησλ παξνπζίαδε κηθξφηεξα 

πνζνζηά επαηζζεζίαο, 5% γηα ην πξντφλ 261bp ηνπ εμνλίνπ 9 θαη 10% γηα ην πξντφλ 

352bp ηνπ εμνλίνπ 20. 

 

3.2.6 Αλάιπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA κε ηε κέζνδν SNaPshot (Πνιιαπιή 

PCR κε αληρλεπηέο SNaPshot)139 

Ζ κέζνδνο SNaPshot ζπλδπάδεη ηελ ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ κε κία αληίδξαζε 

PCR θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ επέθηαζε ελφο εηδηθνχ εθθηλεηή-αληρλεπηή θαηά έλα 

λνπθιενηίδην. Πην αλαιπηηθά, ε κέζνδνο απηή βαζίδεηαη ζηελ επέθηαζε θαηά κία βάζε 

(single-base extension), δειαδή θάζε αληρλεπηήο SNaPshot πβξηδνπνηείηαη κε ηε 

ζπκπιεξσκαηηθή ηνπ αιιεινπρία. Ζ αιιεινπρία ηνπ αληρλεπηή ζηακαηά αθξηβψο κία ζέζε 

πξηλ ηε ζέζε ηεο πηζαλήο κεηάιιαμεο. ΢ην κίγκα ηεο αληίδξαζεο πξνζηίζεληαη ddNTPs, 

ηρλεζεηεκέλα κε δηαθνξεηηθή ρξσζηηθή ην θαζέλα, θαη ην έλδπκν Taq πνιπκεξάζε. Ζ 
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πνιπκεξάζε θαηαιχεη ηελ επέθηαζε ηνπ αληρλεπηή θαηά κία βάζε, ηνπνζεηψληαο ην 

ζπκπιεξσκαηηθφ ddNTP ζην 3‟ άθξν. Ζ αλίρλεπζε ηεο θάζε ρξσζηηθήο δειψλεη πνην 

ddNTP ηνπνζεηείηαη ζε θάζε ζέζε θαη ηαπηνπνηεί αλ θαη ηη είδνπο κεηάιιαμε ππάξρεη ζε 

θάζε ζέζε. (΢ρήκα 3.4) 

 

΢ρήκα 3.4 Πεξηγξαθή αξρήο κεζόδνπ ηεο πνιιαπιήο PCR κε αληρλεπηέο SNaPshot. 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία, εληζρχζεθαλ κε μερσξηζηέο αληηδξάζεηο PCR νη αιιεινπρίεο-

ζηφρνη κε φιεο ηηο πηζαλέο κεηαιιάμεηο (c.1624G>A(E542K), c.1633G>A(E545K) γηα ην 

εμφλην 9 θαη c. 3140A>G(H1047R) γηα ην εμφλην 20). Σα πξντφληα ησλ αληηδξάζεσλ 

θαζαξίζηεθαλ θαη ηαπηνπνηήζεθαλ κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο. ΢ηε ζπλέρεηα, 

παξαζθεπάζηεθε κείγκα φισλ ησλ παξαπάλσ θαζαξψλ πξντφλησλ καδί κε ηνπο 

αληρλεπηέο-SNaPshot γηα θάζε αιιεινπρία. Ζ παξνπζία ή φρη ηεο κεηάιιαμεο ζε θάζε 

εμφλην δηαπηζηψλεηαη απφ ην ρξψκα ηεο θνξπθήο ζην δηάγξακκα πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ 

επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ. Ζ κειέηε ηεο επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ SNaPshot έδεημε 

φηη ε κέζνδνο κπνξεί λα αληρλεχζεη ην κεηαιιαγκέλν DNA φηαλ απηφ βξίζθεηαη ζε 

πνζνζηφ 5-10% ηνπ ζπλνιηθνχ DNA ηνπ δείγκαηνο. 

Ζ κέζνδνο SNaPshot είλαη κία κέζνδνο κε ζρεηηθά θαιή εηδηθφηεηα θαη επαηζζεζία γηα 

αλίρλεπζε ζσκαηηθψλ κεηαιιάμεσλ θαη κπνξεί λα αληρλεχζεη ηαπηφρξνλα κέρξη δέθα 

δηαθνξεηηθέο κεηαιιάμεηο, αιιά ην πςειφ ηεο θφζηνο θαη ηα πνιιά ζηάδηα πνπ απαηηνχληαη 

γηα ηε ιήςε ηνπ ηειηθνχ απνηειέζκαηνο, δελ ηελ θαζηζηνχλ θαη ηφζν ρξεζηηθή, νχηε 

θαηάιιειε γηα ηελ εθαξκνγή πνπ καο ελδηαθέξεη, ιφγσ κε-ηθαλνπνηεηηθήο επαηζζεζίαο. 
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3.3 ΢θνπόο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία ν ζηφρνο ήηαλ ε επηινγή κηαο κεζφδνπ αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ 

πςειήο επαηζζεζίαο θαη εηδηθφηεηαο, έηζη ψζηε απηή λα εθαξκνζηεί κε επηηπρία ζε 

δείγκαηα DNA πνπ έρνπλ απνκνλσζεί απφ CTCs θαζψο θαη ζε cell free DNA. Απψηεξνο 

ζηφρνο καο ήηαλ ε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA , ην νπνίν φπσο 

αλαθέξζεθε έρεη εκπιαθεί γεληθά ζηελ θαξθηλνγέλεζε θαη ηδηαηηέξσο ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ. Ο έιεγρνο γηα ηελ παξνπζία ηεο κεηάιιαμεο ζε δείγκαηα ησλ παξαπάλσ 

θαηεγνξηψλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε αλάιπζε θακππιψλ ηήμεο HRMA, κηαο κεζφδνπ πνπ 

είρε ήδε αλαπηπρζεί ζην εξγαζηήξηφ καο θαη δεκνζηεχηεθε ζε δηεζλέο πεξηνδηθφ.1 Ζ 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζηα CTCs είλαη κηα λέα πξνζέγγηζε, αθνχ νη πεξηζζφηεξεο 

εξεπλεηηθέο νκάδεο αζρνινχληαη θπξίσο κε ηα επίπεδα έθθξαζεο γνληδίσλ ζηα CTCs θαη 

φρη κε ηε παξνπζία κεηαιιάμεσλ. Ζ πξφθιεζε  ηεο πξνζέγγηζεο απηήο έγθεηηαη ζην 

γεγνλφο φηη ε πνζφηεηα ηνπ γελεηηθνχ πιηθνχ πνπ έρνπκε ζηε δηάζεζή καο κεηά ηε 

δηαδηθαζία ηεο απνκφλσζεο είλαη πνιχ κηθξή θαη αθφκα κηθξφηεξε είλαη ε ζπγθέληξσζε 

ησλ κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ, ηα νπνία ζπλππάξρνπλ κε πεξίζζεηα θπζηνινγηθψλ. 

Δπηπξφζζεηα, ε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε cell free DNA ζα είλαη αξθεηά ρξήζηκε θαη 

ζεκαληηθή, αθνχ ηα επίπεδά ηνπ είλαη πςειά ζε άηνκα πνπ έρνπλ δηαγλσζζεί κε θαξθίλν 

ζε ζχγθξηζε κε ηα θπζηνινγηθά άηνκα. 

΢ηε ζπλέρεηα έγηλε πξνζπάζεηα αλάπηπμεο θαη βειηηζηνπνίεζεο θάπνηαο λέαο 

κεζνδνινγίαο πςειήο επαηζζεζίαο πνπ ζα κπνξνχζε λα εθξακνζηεί κειινληηθά γηα 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζηα ίδηα δείγκαηα. Λακβάλνληαο ππ‟ φςηλ φιεο ηηο κεζνδνινγίεο 

πνπ αλαθέξνληαλ ήδε ζηε βηβιηνγξαθία γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA 

αιιά θαη γεληθφηεξα ζε γνλίδηα, θαζψο θαη ην δεδνκέλν φηη ζθνπφο καο είλαη ε εθαξκνγή 

ηεο λέαο κεζνδνινγίαο ζε δείγκαηα DNA απφ CTCs θαη cell free DNA, επηιέμακε κία 

κέζνδν απιή ζηελ εθηέιεζε, ρακεινχ θφζηνπο, ηαρεία, ε νπνία δελ απαηηεί επηπιένλ 

αληηδξαζηήξηα ή νξγαλνινγία. Παξαηεξψληαο απφ ηε βηβιηνγξαθία φηη ε ARMS-PCR ζε 

ζπλδπαζκφ κε αληρλεπηέο «΢θνξπηνχο» ήηαλ ε πην επαίζζεηε κέζνδνο, απνθαζίζακε λα 

θαηεπζπλζνχκε πξνο απηή ηελ πξνζέγγηζε. Θέινληαο λα κεηψζνπκε ην θφζηνο θαη ηελ 

πνιππινθφηεηα ηεο κεζφδνπ, απνθαζίζακε λα ζρεδηάζνπκε έλα πξσηφθνιιν πνπ ζα 

βαζίδεηαη ζηελ αξρή ηεο ARMS-PCR, ρσξίο φκσο ηε ρξήζε αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ. Ζ 

αλίρλεπζε ησλ πξντφλησλ έγηλε κε ρξσζηηθή LC Green Plus θαηά ηελ ελίζρπζε ηεο 

αιιεινπρίαο-ζηφρνπ κε PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ. ΢ηε ζπλέρεηα, πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά 

ε αξρή κεζφδνπ θαη ν ζρεδηαζκφο ηεο ARMS-PCR. 
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Αθνινχζσο, ζπλδπάζακε ηελ ARMS-PCR κε εζσηεξηθφ πξφηππν πξντφλ κε ηελ αλάιπζε 

θακππιψλ ηήμεο (HRMA) γηα λα εληζρχζνπκε θαη λα ηαπηνπνηήζνπκε ηα πξντφληα ηεο 

αληίδξαζεο. Σν θνηλφ πξντφλ γηα κεηαιιαγκέλα θαη θπζηνινγηθά αιιήιηα έρεη κεγαιχηεξν 

κήθνο θαη εκπεξηέρεη ην αιιεινεηδηθφ πξντφλ πνπ έρεη κηθξφηεξν κήθνο. Οη ζεξκνθξαζίεο 

ηήμεο ησλ δχν πξντφλησλ πξέπεη λα δηαθέξνπλ έηζη ψζηε νη  θνξπθέο ηνπο λα κπνξνχλ λα 

δηαρσξίδνληαη εχθνια ζην θαηαγξάθεκα. Δπεηδή θαη κε ηηο δχν αληηδξάζεηο πνπ γίλνληαη 

παξάιιεια εληζρχεηαη θνηλή αιιεινπρία ν αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο έρεη ηε δπλαηφηεηα λα 

ζηνρεχεη θαη λα πβξηδνπνηείηαη ηφζν απεπζείαο ζην γελσκηθφ DNA, φζν θαη ζηα πξντφληα  

πνπ πξνθχπηνπλ απφ ην κε εηδηθφ εθθηλεηή. Αληηθαζηζηψληαο ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε 

πεθηή αγαξφδεο κε ηελ αλάιπζε ησλ θακππιψλ ηήμεο κπνξνχκε ζε ιηγφηεξν ρξφλν, 

ρσξίο επηπιένλ αληηδξαζηήξηα θαη εηδηθή κεηαρείξηζε ησλ πξντφλησλ κεηά ην ηέινο ηεο 

PCR λα ηαπηνπνηήζνπκε ηα πξντφληα κε βάζε ηελ Σm ηνπο. Δίλαη πνιχ ζεκαληηθφ ην 

γεγνλφο φηη ε πςειήο δηαθξηηηθφηεηαο αλάιπζε θακππιψλ ηήμεο είλαη ελ γέλεη κηα 

επαίζζεηε κέζνδνο γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ (επαηζζεζία ηεο ηάμεσο ηνπ 1% έσο 

5%)1,96 θαη θαη‟ επέθηαζε εμαζθαιίδεη κεγαιχηεξε επαηζζεζία ζε ζπλδπαζκφ κε ηε 

ζπγθεθξηκέλε κέζνδν.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4 

ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

4.1 Πξόηππα πιηθά 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε ε καζηηθή θαξθηληθή ζεηξά T47D (πξνζθνξά ηνπ 

θαζεγεηή θ. Δ.Γηακαληή, Παλεπηζηεκίνπ ηνπ Σνξφλην, Καλαδάο), σο ζεηηθφο κάξηπξαο, 

εηεξφδπγνο γηα ηε κεηάιιαμε ζην εμφλην 20 ηνπ γνληδίνπ PIK3CA. Δπίζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε θπηηαξηθή ζεηξά Α17 σο αξλεηηθφ δείγκα ειέγρνπ. 

 

4.2 Κιηληθά δείγκαηα 

4.2.1 Γείγκαηα ειέγρνπ γελσκηθνύ DNA 

Χο δείγκαηα ειέγρνπ γηα ηελ αλάπηπμε θαη βειηηζηνπνίεζε ησλ λέσλ κεζφδσλ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δείγκαηα ηζηψλ αθηλεηνπνηεκέλα ζε block παξαθίλεο, ηα νπνία είραλ 

ήδε κειεηεζεί ζε πξνεγνχκελε εξγαζία, φπνπ είρε επηβεβαησζεί ε παξνπζία ή φρη ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο κεηάιιαμεο ζην εμφλην 20 ηνπ PIK3CA κε ηηο ηερληθέο ηνπ HRMA θαη ηνπ 

DNA Sequencing.96 ΢πγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξία δείγκαηα (δχν απφ θαξθηληθνχο 

ηζηνχο θαη έλα απφ ηλναδέλσκα) ζηα νπνία είρε επηβεβαησζεί ε χπαξμε ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

κεηάιιαμεο θαη έμη δείγκαηα απφ θπζηνινγηθνχο ηζηνχο, ζηα νπνία δελ ππήξρε ε 

κεηάιιαμε. 

 

4.2.2 Κιηληθά δείγκαηα ηζηώλ παξαθίλεο 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία ειέγρζεθαλ 31 δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ ηζηνχο παξαθίλεο 

πνπ είραλ ιεθζεί απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ απφ ην λνζνθνκείν «Έιελα 

Βεληδέινπ», θαζψο θαη απφ ην Δξγαζηεξίνπ Βηνινγίαο Καξθίλνπ ηεο Ηαηξηθήο ΢ρνιήο ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο. Ο έιεγρνο απηψλ ησλ δεηγκάησλ γηα ηελ παξνπζία ή φρη ηεο 

κεηάιιαμεο ζην γνλίδην PIK3CA πξαγκαηνπνηήζεθε κε αλάιπζε θακππιψλ ηήμεο HRMA 

ζηα πιαίζηα ηεο κειέηεο πνπ δηελεξγείηαη απφ ην εξγαζηήξηφ καο ζε ζπλεξγαζία κε ην 

εξγαζηήξην ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ηεο Κξήηεο, θαη αθνξά ζηνλ έιεγρν ηεο ζπζρέηηζεο ηνπ 

κνλνπαηηνχ PIK3CA-PTEN κε ηελ αληαπφθξηζε αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ ζηε 

ζεξαπεπηηθή αγσγή κε Herceptin. ΢ηε κειέηε απηή, ε νπνία ζα αλαιπζεί ζε επφκελν 

θεθάιαην, ζπκπεξηιακβάλνληαη 75 αθφκα δείγκαηα DNA απφ ηζηνχο παξαθίλεο, ηα νπνία 

είραλ αλαιπζεί ζηα πιαίζηα ηεο Γηαηξηβήο Δηδίθεπζεο ηνπ Π. Βνξθά.96 
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4.2.3 Κιηληθά δείγκαηα DNA από θπθινθνξνύληα θαξθηληθά θύηηαξα 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο (20 mL) πνπ 

ειήθζεζαλ απφ 60 αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ 

έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), 34 δείγκαηα απφ αζζελείο κε 

δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε θαη 24 δείγκαηα απφ πγηείο αηκνδφηεο. Tα δείγκαηα ησλ αζζελψλ 

πξνήιζαλ απφ ηα λνζνθνκεία «Ηαζψ General» θαη «Έιελα Βεληδέινπ», κεηά ηελ έγγξαθε 

ζπγθαηάζεζε ησλ αζζελψλ, ελψ ηα δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ 

πξνήιζαλ απφ ην Πεξηθεξηθφ Ννζνθνκείν Παηεζίσλ «Αγ. Αλάξγπξνη» θαη «Έιελα 

Βεληδέινπ». 

Απφ ηα παξαπάλσ δείγκαηα πξαγκαηνπνηήζεθε αθνινχζσο απνκφλσζε mRNA απφ ηα 

CTCs θαη ζχλζεζε cDNA ην νπνίν κειεηήζεθε γηα 56 αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ 

κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), απφ 11 

αζζελείο κε δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε θαη απφ 20 πγηείο αηκνδφηεο ζηα πιαίζηα ηεο 

δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο ηεο Αξεηήο ΢ηξαηή, ζην Δξγαζηήξηφ καο. 

 

4.2.4 Κιηληθά δείγκαηα cell free DNA (cfDNA) 

΢ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο κειεηήζεθαλ δείγκαηα cfDNA απφ πεξηθεξηθφ αίκα 

απφ 25 αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε 

ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), 45 δείγκαηα απφ αζζελείο κε δηαγλσζκέλε 

κεηάζηαζε θαη 12 δείγκαηα απφ πγηείο αηκνδφηεο. Tα δείγκαηα ησλ αζζελψλ πξνήιζαλ 

επίζεο απφ ηα λνζνθνκεία «Ηαζψ General» θαη «Έιελα Βεληδέινπ», ελψ ηα δείγκαηα 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ πξνήιζαλ απφ ην Πεξηθεξηθφ Ννζνθνκείν 

Παηεζίσλ «Αγ. Αλάξγπξνη» θαη «Έιελα Βεληδέινπ». 

 

4.3 Γηαδηθαζία απνκόλσζεο DNA θαη ζύλζεζεο cDNA από ηα θιηληθά δείγκαηα 

4.3.1 Κιηληθά δείγκαηα ηζηώλ παξαθίλεο 

Ζ απνκφλσζε ηνπ γελσκηθνχ DNA απφ ηνπο ηζηνχο παξαθίλεο ησλ αζζελψλ έγηλε κε ην 

High Pure PCR Template Preparation (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). 

Ζ πεηξακαηηθή πνξεία πεξηιακβάλεη ηα εμήο ζηάδηα: 

1. ΢ε έλα θαζαξφ ζσιελάξην ηχπνπ eppendorf ησλ 1,5ml πξνζζήθε 25-50mg ηζηνχ 

ζε παξαθίλε 

2. Δκβάπηηζε ζε μπιφιην θαη επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 30min 
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3. Δκβάπηηζε δηαδνρηθά ζε αηζαλφιε 100%, 80%, 60%, 40% θαη ηειηθά ζε 

απεζηαγκέλν λεξφ 

4. Πξνζζήθε 200κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ιχζεο ηνπ ηζηνχ 

5. Πξνζζήθε 40κl αλαζπζηακέλεο πξσηεηλάζεο Κ θαη αλάκημε ησλ πεξηερνκέλσλ ηνπ 

ζσιελαξίνπ 

6. Οινλχρηηα επψαζε ηνπ ζσιελαξίνπ ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 37νC 

7. Πξνζζήθε 20κl δηαιχκαηνο αλαζπζηακέλεο πξσηεηλάζεο Κ 

8. Δπψαζε ηνπ ζσιελαξίνπ γηα 1h ζηνπο 55νC, φπνπ πξαγκαηνπνηείηαη ε ιχζε ηνπ 

ηζηνχ 

9. Πξνζζήθε 200κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ζχλδεζεο θαη θαιή αλάκημε 

10. Δπψαζε ηνπ ζσιελαξίνπ γηα 10min ζηνπο 72νC 

11. Πξνζζήθε 100κl ηζνπξνπαλφιεο θαη αλάκημε 

12. Μεηαθνξά ηνπ πεξηερνκέλνπ ηνπ ζσιελαξίνπ ζε κηθξνζηήιε ζπλδεδεκέλε κε 

ζσιελάξην ζπιινγήο 

13. Φπγνθέληξεζε ζηα 8000g γηα 1min θαη απφξξηςε ηνπ ζσιελαξίνπ ζπιινγήο κε ην 

δηήζεκα 

14. ΢χλδεζε ηεο κηθξνζηήιεο κε λέν ζσιελάξην ζπιινγήο θαη πξνζζήθε 500κl 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο απνκάθξπλζεο αλαζηνιέσλ 

15. Φπγνθέληξεζε ζηα 8000g γηα 1min θαη απφξξηςε ηνπ ζσιελαξίνπ ζπιινγήο κε ην 

δηήζεκα 

16. ΢χλδεζε ηεο κηθξνζηήιεο κε λέν ζσιελάξην ζπιινγήο θαη πξνζζήθε 500κl 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο έθπιπζεο 

17. Φπγνθέληξεζε ζηα 8000g γηα 1min θαη απφξξηςε ηνπ ζσιελαξίνπ ζπιινγήο κε ην 

δηήζεκα 

18. Πξνζζήθε εθ λένπ 500κl δηαιχκαηνο έθπιπζεο ζηε κηθξνζηήιε 

19. Φπγνθέληξεζε ζηα 8000g γηα 1min 

20. Νέα θπγνθέληξεζε ζηα 13000g γηα 10s θαη απφξξηςε ηνπ ζσιελαξίνπ ζπιινγήο κε 

ην δηήζεκα 

21. Σνπνζέηεζε ηεο κηθξνζηήιεο ζε λέν ζσιελάξην ηχπνπ eppendorf ησλ 1,5ml 

22. Πξνζζήθε 200κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο έθινπζεο ζηε κηθξνζηήιε, ην νπνίν έρεη 

πξνζεξκαλζεί ζηνπο 70νC 

23. Φπγνθέληξεζε ζηα 8000g γηα 1min, νπφηε ζην ζσιελάξην ζπιιέγεηαη ην DNA 
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4.3.2 Απνκόλσζε DNA από θπθινθνξνύληα θαξθηληθά θύηηαξα 

Ζ απνκφλσζε, αξρηθά, ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ CTCs απφ ην 

πεξηθεξηθφ αίκα ησλ αζζελψλ θαη ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ, θαη ζηε ζπλέρεηα ηνπ γελσκηθνχ 

DNA απφ ηα θχηηαξα απηά, πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ηε Γξ. Αξεηή ΢ηξαηή ζηα πιαίζηα ηεο 

Γηδαθηνξηθήο ηεο Γηαηξηβήο ζην Δξγαζηήξην Αλαιπηηθήο Υεκείαο. ΢ηα πιαίζηα ηεο ίδηαο 

δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηήζεθε ε ζχλζεζε ησλ αληίζηνηρσλ cDNA κέζσ ηεο αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθήο,  κεηά απφ ηελ απνκφλσζε ηνπ θιάζκαηνο ηνπ mRNA απφ ηα θπθινθνξνχληα 

θαξθηληθά θχηηαξα. ΢ην ΢ρήκα 4.1 παξνπζηάδεηαη ζπλνπηηθά ε δηαδηθαζία ηεο 

απνκφλσζεο ησλ CTCs απφ ην πεξηθεξηθφ αίκα θαη ζηε ζπλέρεηα ε απνκφλσζε 

γελσκηθνχ DNA.  

 

΢ρήκα 4.1 Α: Πεηξακαηηθή πνξεία απνκόλσζεο ησλ CTCs κε ηε κέζνδν ηεο θηθόιεο θαη ηεο ζεηηθήο 

επηινγήο κέζσ αληηζώκαηνο έλαληη ηνπ Ep-CAM. Β: Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία απνκόλσζεο 

γελσκηθνύ DNA από CTCs κε ρξήζε Trizol. 
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4.3.3 Απνκόλσζε cell free DNA από δείγκαηα πεξηθεξηθνύ αίκαηνο  

Ζ απνκφλσζε ηνπ cell free DNA απφ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο αζζελψλ θαη πγηψλ αηκνδνηψλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ηελ ππνςήθηα δηδάθηξνξα Μαξία Υεηκσλίδνπ ζηα πιαίζηα ηεο 

εθπφλεζεο ηεο Γηδαθηνξηθήο ηεο Γηαηξηβήο ζην Δξγαζηήξην Αλαιπηηθήο Υεκείαο. 

Παξαθάησ παξνπζηάδεηαη ζπλνπηηθά ε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία απνκφλσζεο cfDNA 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. 

1. 200κL νξνχ αλακηγλχνληαη κε δηάιπκα εξγαζίαο θαη Πξσηετλάζε Κ. 

2. Δπψαζε ζηνπο 72νC γηα 10min. 

3. Πξνζζήθε 100κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ζχλδεζεο θαη πνιχ θαιή αλάκημε. 

4. Μεηαθνξά ηνπ κίγκαηνο ζε κηθξνζηήιεο θαη θπγνθέληξεζε ζηα 8.000xg γηα 1min. 

5. Απφξξηςε δηεζήκαηνο θαη ζχλδεζεο ζηήιεο κε λέν ζσιελάξην ζπιινγήο. 

6. Πξνζζήθε 500κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο απνκάθξπλζεο αλαζηνιέσλ θαη 

θπγνθέληξεζε ζηα 8.000xg γηα 1min. 

7. Απφξξηςε δηεζήκαηνο, πξνζζήθε 450κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο έθπιπζεο θαη 

θπγνθέληξεζε ζηα 8.000xg γηα 1min. 

8. Δπαλάιεςε έθπιπζεο θαη πξνζζήθε 50κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο έθινπζεο. 

9. Φπγνθέληξεζε ζηα 8.000xg γηα 1min θαη παξαιαβή cell free DNA. 

 

4.4 Φσηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπ DNA θαη έιεγρνο θαζαξόηεηαο 

Σν Nanodrop-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA) είλαη έλα 

θαζκαηνθσηφκεηξν (220-750nm) πνπ απαηηεί 1κL δείγκαηνο γηα λα κεηξήζεη κε πςειή 

αθξίβεηα θαη αλαπαξαγσγηκφηεηα. Έηζη θαηαξγείηαη ε ρξήζε ησλ θπςειίδσλ, επηηξέπνληαο 

γξήγνξν θαζαξηζκφ ηνπ νξγάλνπ απφ δείγκα ζε δείγκα. Δπίζεο έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

κεηξάεη πςειέο ζπγθεληξψζεηο δεηγκάησλ, ρσξίο λα ρξεηάδεηαη αξαίσζε (50Υ κεγαιχηεξε 

ζπγθέληξσζε απφ φηη έλα θιαζηθφ θαζκαηνθσηφκεηξν). Σν δείγκα ζπγθξαηείηαη ζηε ζέζε 

κέηξεζεο κεηαμχ ησλ άθξσλ δχν νπηηθψλ ηλψλ κέζσ επηθαλεηαθήο ηάζεο, 

αληηθαζηζηψληαο ηε ρξήζε θπςειίδσλ θαη επηηξέπνληαο ην γξήγνξν θαζαξηζκφ ηνπ 

νξγάλνπ απφ δείγκα ζε δείγκα, ελψ ε κέηξεζε δηαξθεί 10 s κε ην δείγκα λα κπνξεί λα 

επαλαθηεζεί. Ο ιφγνο ησλ απνξξνθήζεσλ πνπ ιακβάλνληαη ζηα 260nm θαη ζηα 280nm 

(Α260/Α280) παξέρεη κία εθηίκεζε ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ DNA. Σν δείγκα γίλεηαη απνδεθηφ σο 

«θαζαξφ» φηαλ έρεη αλαινγία ~1,8. Αλ ε αλαινγία είλαη κηθξφηεξε ζε θάζε πεξίπησζε, 

κπνξεί λα ππνδεηθλχεη ηελ παξνπζία πξσηετλψλ, θαηλνιψλ ή άιισλ νπζηψλ πνπ 
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απνξξνθνχλ ηζρπξά ζηα 280nm. Έλα ραξαθηεξηζηηθφ θάζκα απνξξφθεζεο ηνπ DNA 

θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 4.1. 

 

Δηθόλα 4.1. Σππηθό θαηαγξάθεκα θάζκαηνο απνξξόθεζεο DNA ζην θαζκαηνθσηόκεηξν NanoDrop 

 

4.4.1 Πεηξακαηηθή πνξεία 

Σνπνζεηείηαη 1,0 κL δείγκαηνο ζηελ θαηάιιειε ζέζε (Δηθόλα 4.2α) ην νπνίν ιφγσ 

επηθαλεηαθήο ηάζεο παξακέλεη εθεί (Δηθόλα 4.2.β). Αθνινχζσο γίλεηαη κέηξεζε ηεο 

απνξξφθεζεο θαη πνζνηηθνπνίεζε ηνπ δείγκαηνο (Δηθόλα 4.1). ΢ηε ζπλέρεηα ε ζέζε 

θαζαξίδεηαη κε Ζ2Ο (Δηθόλα 4.2.γ) θαη ην φξγαλν είλαη έηνηκν γηα επφκελε κέηξεζε. 

α)                                   β)                                      γ) 

 

 

 

 

Δηθόλα 4.2.  α) Σνπνζέηεζε δείγκαηνο ζην NanoDrop, β) Θέζε βξαρίνλα θαηά ηελ απνξξόθεζε, γ) 

Καζαξηζκόο ηεο ζέζεο κεηά ηε κέηξεζε. 

 

4.5 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

4.5.1 Αξρή κεζόδνπ 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) είλαη κηα κέζνδνο γηα ηελ in vitro ελίζρπζε 

ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο DNA. Σν αξρηθφ πιηθφ είλαη έλα δίθισλν κφξην DNA. Με ηελ 
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PCR κηα ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ηνπ γνληδηψκαηνο κπνξεί λα πνιιαπιαζηαζηεί κέρξη θαη 

δηζεθαηνκκχξηα θνξέο, ππφ ηελ πξνυπφζεζε πσο είλαη γλσζηή ε λνπθιενηηδηθή ηνπ 

αιιεινπρία ψζηε λα ζρεδηαζηνχλ νη θαηάιιεινη εθθηλεηέο (ζπλζεηηθά νιηγνλνπθιενηίδηα 

κήθνπο 18 – 30 βάζεσλ). Σα νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο εθθηλεηέο 

πξέπεη λα δεζκεχνληαη ζε ζέζεηο αληίζεηεο απφ ηελ αιιεινπρία πνπ πξφθεηηαη λα 

εληζρπζεί, θαζνξίδνπλ δειαδή ηα άθξα ηεο πεξηνρήο πνπ ζα πνιιαπιαζηαζηεί.  

Ζ PCR βαζίδεηαη ζηνλ επαλαιακβαλφκελν θχθιν ηξηψλ απιψλ αληηδξάζεσλ νη νπνίεο 

δηαθέξνπλ σο πξνο ηε ζεξκνθξαζία θαη ην ρξφλν (΢ρήκα 4.2). Οη αιπζίδεο απνρσξίδνληαη 

κε ζέξκαλζε ηνπ κείγκαηνο ηεο αληίδξαζεο (κεηαμχ 92νC θαη 96νC), ην νπνίν ζηε ζπλέρεηα 

ςχρεηαη (50-65νC) ψζηε νη εθθηλεηέο λα πβξηδνπνηεζνχλ ζηηο ζπκπιεξσκαηηθέο πεξηνρέο, 

πνπ βξίζθνληαη γχξσ απφ ηελ πεξηνρή-ζηφρν. Ο ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ απνηειεί ην 

πιένλ ζεκαληηθφ ζηάδην γηα κηα επηηπρή αληίδξαζε PCR. Ζ Taq πνιπκεξάζε ζπλζέηεη λέεο 

αιπζίδεο, ζπκπιεξσκαηηθέο πξνο ηηο κεηξηθέο νη νπνίεο πξνεθηείλνληαη πέξα απφ ηε ζέζε 

δέζκεπζεο ηνπ εθθηλεηή ζηε λέα αιπζίδα. Σν κείγκα ηεο αληίδξαζεο ζεξκαίλεηαη μαλά. 

Σφζν νη αξρηθέο φζν θαη νη λέεο αιπζίδεο απνρσξίδνληαη πάιη θαη έηζη ηψξα είλαη 

δηαζέζηκεο 4 ζέζεηο δέζκεπζεο ησλ εθθηλεηψλ. Ζ πνιπκεξάζε ζπλζέηεη λέεο 

ζπκπιεξσκαηηθέο αιπζίδεο, ην κήθνο ησλ νπνίσλ πεξηνξίδεηαη ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν. Ζ 

δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη, παξάγνληαο δίθισλα ηκήκαηα DNA πνπ είλαη φκνηα κε ηελ 

αιιεινπρία-ζηφρν. Ζ ίδηα δηαδηθαζία ζπλερίδεηαη κε εθζεηηθή ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο ηνπ 

DNA-ζηφρνπ. Μεηά απφ n θχθινπο έρνπλ παξαρζεί ζεσξεηηθά 2n δίθισλα κφξηα DNA.3 

 

΢ρήκα 4.2. ΢ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο PCR 
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4.5.2 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθό ρξόλν (real-time PCR, 

qPCR) 

4.5.2.1 Δηζαγσγή 

Ζ PCR ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν βαζίδεηαη ζηελ θαηαγξαθή ηνπ θζνξηζκνχ πνπ εθπέκπεηαη 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο PCR, ν νπνίνο θαη απνηειεί ην δείθηε παξαγσγήο 

αληηγξάθσλ ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο. Μηα qPCR απνηειείηαη απφ ηξεηο θάζεηο: α) ηε 

θάζε ζνξχβνπ, β) ηελ εθζεηηθή ή ινγαξηζκηθή θάζε  θαη γ) ηε θάζε θνξεζκνχ (΢ρήκα 

4.3). Ζ θάζε ζνξχβνπ δηαξθεί έσο φηνπ ην ζήκα ηνπ πξντφληνο ηεο PCR λα είλαη 

κεγαιχηεξν απφ ην ζήκα ππνβάζξνπ ηνπ ζπζηήκαηνο. Ζ θάζε ηεο εθζεηηθήο αλάπηπμεο 

μεθηλά κφιηο ζπζζσξεπηεί επαξθήο πνζφηεηα πξντφληνο έηζη ψζηε λα είλαη αληρλεχζηκν 

πάλσ απφ ην ζφξπβν. Λφγσ ηεο παξαγσγήο πνιχ κεγάινπ αξηζκνχ αληηγξάθσλ, ηεο 

κείσζεο ηεο δηαζέζηκεο πνζφηεηαο ησλ αληηδξαζηεξίσλ ή ηεο ζπζζψξεπζεο 

ππξνθσζθσξηθψλ, θάπνηα ζηηγκή ην πξντφλ ηεο PCR παχεη λα παξάγεηαη εθζεηηθά θαη ε 

αληίδξαζε εηζέξρεηαη ζηε θάζε θνξεζκνχ. 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ινγαξηζκηθήο θάζεο ε ελίζρπζε ηνπ πξντφληνο πεξηγξάθεηαη απφ ηε 

ζρέζε: N=No(1+E)n, φπνπ: Ν ε πνζφηεηα ηνπ πξντφληνο, Νν ε αξρηθή πνζφηεηα ηνπ DNA-

ζηφρνπ, n ν αξηζκφο ησλ θχθισλ ηεο PCR θαη Δ ε κέζε απφδνζε ηεο αληίδξαζεο PCR γηα 

θάζε θχθιν. Ζ απφδνζε εμαξηάηαη ζεκαληηθά απφ ηηο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο, θαζψο 

κεηαβνιέο ζε παξάγνληεο φπσο ε ζπγθέληξσζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ, ε ζεξκνθξαζία θαη 

ν ρξφλνο επεξεάδνπλ ηελ απφδνζε ηεο αληίδξαζεο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 4.3.  Παξαθνινύζεζε ησλ ηξηώλ θάζεσλ ηεο qPCR θαη ζύγθξηζε κε ειεθηξνθόξεζε ζε 

πεθηή αγαξόδεο ηεο ζπκβαηηθήο αληίδξαζεο PCR ζε αληίζηνηρν αξηζκό θύθισλ. 

 

΢ηελ qPCR, νη ηηκέο ηνπ θζνξηζκνχ θαηαγξάθνληαη θαηά ηε δηάξθεηα θάζε θχθινπ θαη 

αληηπξνζσπεχνπλ ην πνζφ ηνπ πξντφληνο πνπ έρεη εληζρπζεί κέρξη εθείλν ην ζεκείν ηεο 
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αληίδξαζεο. Όζν πεξηζζφηεξε αξρηθή πνζφηεηα γελεηηθνχ πιηθνχ είλαη παξνχζα θαηά ηελ 

έλαξμε ηεο αληίδξαζεο, ηφζν κηθξφηεξνο αξηζκφο θχθισλ ζα απαηηείηαη γηα λα νδεγεζεί ε 

αληίδξαζε ζην ζεκείν ζην νπνίν ην ζήκα θζνξηζκνχ θαηαγξάθεηαη σο ζηαηηζηηθψο 

ζεκαληηθά απμεκέλν ζε ζρέζε κε ην ζήκα ππνβάζξνπ. 

΢ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε ρξεζηκνπνηήζεθε ρξσζηηθή θζνξηζκνχ 

δέζκεπζεο ηνπ dsDNA (LC Green Plus). Tν ιακβαλφκελν ζήκα απμάλεη επζέσο αλάινγα 

κε ηελ πνζφηεηα ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR. 

 

4.5.2.2 Οξγαλνινγία real-time PCR 

Σν φξγαλν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα φιεο ηηο βειηηζηνπνηήζεηο ζπλζεθψλ ηεο αληίδξαζεο 

PCR ήηαλ ην LightCycler ηεο εηαηξείαο Roche. Σν φξγαλν LightCycler (Δηθόλα 4.3) 

πξαγκαηνπνηεί ηελ αληίδξαζε PCR κέζα ζε γπάιηλα ηξηρνεηδή ηα νπνία ηνπνζεηνχληαη ζε 

έλα πεξηζηξεθφκελν δίζθν, ελψ ε ζέξκαλζε θαη ε ςχμε γίλνληαη κε ηε βνήζεηα ξεχκαηνο 

αέξα. Σν φξγαλν ρξεζηκνπνηεί ηξία δηαθνξεηηθά θίιηξα. Μηα κπιε δίνδνο (Light Emission 

Diode, LED), κε κέγηζηε εθπνκπή ζηα 470nm ιεηηνπξγεί σο πεγή ελέξγεηαο γηα ηε 

δηέγεξζε ησλ δεηγκάησλ, ελψ ν θζνξηζκφο αληρλεχεηαη ζηα 530nm, 640nm θαη 710nm. 

Καηά ηε δηάξθεηα ησλ κεηξήζεσλ, έλαο θαηάιιεινο θηλεηήξαο πεξηζηξέθεη θπθιηθά ην 

δίζθν κε ηα δείγκαηα, έηζη ψζηε ην άθξν θάζε ηξηρνεηδνχο λα ηνπνζεηείηαη αθξηβψο ζην 

εζηηαθφ ζεκείν ηεο θζνξηζκνκεηξηθήο νπηηθήο. 

 

Δηθόλα 4.3 Σν όξγαλν LightCycler ηεο εηαηξείαο Roche θαη ζρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο νξγαλνινγίαο 

ηνπ. 
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Γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο αληίδξαζεο PCR ελψ απηή εμειίζζεηαη, νη δηάθνξεο 

πιεξνθνξίεο κεηαθέξνληαη απφ θαη πξνο έλαλ ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή, κέζσ θαηάιιειεο 

ζχλδεζεο. Ο ρξήζηεο εηζάγεη ηα δεδνκέλα κέζσ ηνπ ππνινγηζηή ζην θαηάιιειν 

πεηξακαηηθφ πξσηφθνιιν θαη ζηε ζπλέρεηα, ν ππνινγηζηήο κεηαθέξεη ηηο πιεξνθνξίεο ζην 

φξγαλν. Δπίζεο, ν ππνινγηζηήο θαηαγξάθεη ηηο ζεξκνθξαζίεο θαη ηα ζήκαηα θζνξηζκνχ 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο θαη ηέινο επεμεξγάδεηαη ηα απνηειέζκαηα κε ηε βνήζεηα 

αλαιπηηθψλ πξνγξακκάησλ (LightCycler Operator „s Manual version 3.5, Roche Molecular 

biochemicals, 1999). 

 

4.6 Τςειήο δηαθξηηηθόηεηαο αλάιπζε θακππιώλ ηήμεσο (High Resolution Melting 

Curve Analysis) 

Ζ αλάιπζε κε θακπχιεο ηήμεο είλαη κηα γξήγνξε κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

αλίρλεπζε γλσζηψλ κεηαιιάμεσλ, αιιά θαη ηνλ έιεγρν χπαξμεο λέσλ, άγλσζησλ 

κεηαιιάμεσλ ζε δείγκαηα.93 Ζ κέζνδνο έρεη αλαιπζεί εθηελψο ζε πξνεγνχκελν 

ππνθεθάιαην ηεο παξνχζαο εξγαζίαο (1.3.9). Δδψ ζα γίλεη κία αλαθνξά ησλ βαζηθψλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ ηεο κεζφδνπ θαη ζα δνζεί πεξηζζφηεξε έκθαζε ζηελ νξγαλνινγία θαη 

ζηελ επεμεξγαζία θαη αμηνιφγεζε ησλ απνηειεζκάησλ. 

Ζ ηήμε είλαη ραξαθηεξηζηηθή ηδηφηεηα ηνπ δίθισλνπ DNA. Κάζε δίθισλν κφξην DNA έρεη κηα 

ραξαθηεξηζηηθή Σm, ζηελ νπνία ην 50% γίλεηαη κνλφθισλν, ράλεη δειαδή ηε κηζή ειηθνεηδή 

ηνπ κνξθή. Κάζε αιιεινπρία έρεη ραξαθηεξηζηηθή γηα απηήλ Σm, θαζψο θαη κνξθή 

θακπχιεο.95 Απηέο νη Σm δηαθέξνπλ αλάινγα κε ηηο εμήο παξακέηξνπο: α) ην κήθνο ηνπ 

δίθισλνπ DNA, β) ην βαζκφ πεξηερνκέλνπ βάζεσλ γνπαλίλεο θαη θπηνζίλεο, GC (ε Σm 

είλαη πςειφηεξε φζν πην πινχζην ην κφξην ηνπ DNA ζε GC ιφγσ ησλ ηξηψλ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ πνπ αλαπηχζζνληαη κεηαμχ ηνπο), γ) ηελ αιιεινπρία θαη δ) ησλ βαζκψλ 

ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο κεηαμχ ησλ θιψλσλ.3,97 

Σα εηεξφδπγα δείγκαηα δηαθξίλνληαη απφ ηα αληίζηνηρα νκφδπγα ιφγσ ηεο δηαθνξεηηθήο 

κνξθήο ηεο θακπχιεο ηήμεο ηνπο.98 Σα εηεξφδπγα δείγκαηα δηαθξίλνληαη κεηαμχ ηνπο 

θπξίσο απφ ηε κνξθή ησλ θακππιψλ ηήμεο. Αληίζεηα, ηα νκφδπγα δείγκαηα δηαθξίλνληαη 

κεηαμχ ηνπο κφλν κε βάζε ηε Σm.95 Δπηπιένλ, αμίδεη λα αλαθεξζεί φηη, φζν κηθξφηεξν ζε 

κήθνο είλαη ην πξντφλ, ηφζν θαιχηεξε θαη αθξηβήο είλαη ε δηάθξηζε κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ, 

νκφδπγσλ θαη εηεξφδπγσλ.93 

Ζ εμέιημε ηεο ηερλνινγίαο ηνπ HRM θαη ε ελζσκάησζή ηεο ζηελ ηερλνινγία ηεο Real-time 

PCR κε ρξήζε κηα απιήο ρξσζηηθήο, φπσο ην LC Green θαη ην SYBR Green, έρεη θάλεη ηε 
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ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία κία απιή, αμηφπηζηε θαη εχθνιε ζηελ εθηέιεζε επηινγή γηα 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε επίπεδν ξνπηίλαο. Σα φξγαλα πςειήο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο 

κπνξνχλ λα ιακβάλνπλ αμηφπηζηα ζήκαηα θζνξηζκνχ αθφκα θαη αλά 0,002νC. Έρνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα λα αλαθηήζνπλ κέρξη 50 ζεκεία ζήκαηνο γηα θάζε βαζκφ Κειζίνπ. 

 

4.6.1 Οξγαλνινγία 

Αξρηθά γηα ηελ αλάιπζε HRM ρξεζηκνπνηήζεθε ην real-time PCR φξγαλν LightCycler ηεο 

Roche. Παξφκνηα δηάηαμε έρνπλ ζρεδφλ φια ηα φξγαλα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα HRM 

αλάιπζε, κε κηθξέο παξαιιαγέο. Σα φξγαλα ηεο real-time PCR, αλ θαη ρξεζηκνπνηνχληαη 

γηα αλάιπζε ηήμεο, ζηελ νπζία ζεσξνχληαη σο πξφδξνκα ησλ HRM νξγάλσλ ζηελ 

αλάιπζε κε θακπχιεο ηήμεο. ΢ήκεξα, ππάξρνπλ ζην εκπφξην φξγαλα πςειήο 

δηαθξηηηθφηεηαο αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεο, ζηεξηδφκελα ζηελ νξγαλνινγηθή δνκή ησλ 

θπθινπνηεηψλ. Σν πξψην πνπ θπθινθφξεζε ήηαλ ην HR-1 (Idaho  Technology, Salt Lake 

City, USA) θαη είλαη απνθιεηζηηθά γηα HRM αλάιπζε, ελψ πην πξφζθαηα είλαη ην 

LightScanner (Idaho Technology), ην Rotor-Gene 6000 (Corbett Research), θαη ην 

LightCycler 480 (Roche Diagnostics). 

Σν HR-1 (Idaho Technology Inc, Utah, USA)(Δηθόλα 4.4), έρεη ζρεδηαζηεί απνθιεηζηηθά γηα 

HRM αλάιπζε. Δίλαη φξγαλν πνπ δέρεηαη έλαλ ηξηρνεηδή ζσιήλα δείγκαηνο. Έρεη επίζεο 

δηαθνξά ζηνλ ηξφπν κεηάδνζεο ηεο ζεξκφηεηαο ζε ζρέζε κε ηα πεξηζζφηεξα φξγαλα πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα HRM αλάιπζε. Ζ ζέξκαλζε επηηπγράλεηαη κε δηαβίβαζε ξεχκαηνο 

κέζσ ελφο θαισδίνπ πνπ ηπιίγεηαη γχξσ απφ έλαλ θχιηλδξν αξγηιίνπ θαη πεξηβάιιεη ηνλ 

ηξηρνεηδή γπάιηλν ζσιήλα. Υξεζηκνπνηεί ηνλ αλεκηζηήξα κφλν γηα ηελ ςχμε ηνπ 

ηξηρνεηδνχο. Παξάιιεια, φπσο θαη φια ηα φξγαλα έρεη αηζζεηήξεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο ζεξκνθξαζίαο κε αθξίβεηα.75 

 

Δηθόλα 4.4 Σν όξγαλν HR-1. (Idaho Technology Inc, Utah, USA) 
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4.6.2 Παξάκεηξνη πνπ επεξεάδνπλ ηε δηαθξηηηθόηεηα 

Τπάξρνπλ πνιιέο παξάκεηξνη πνπ επεξεάδνπλ ηελ πςειή επθξίλεηα ελφο νξγάλνπ, 

θαζνξίδνληαο έηζη ηελ νξζφηεηα θαη ηελ αθξίβεηά ηνπ, νη νπνίνη είλαη ε ζεξκηθή νκνηνγέλεηα, 

ν ζεξκνθξαζηαθφο έιεγρνο, ε αλάθηεζε δεδνκέλσλ ζεξκνθξαζίαο θαη θζνξηζκνχ, ε 

ππθλφηεηα δεδνκέλσλ (ζεκεία/νC), ε έληαζε ζνξχβνπ, ν ξπζκφο ηήμεο, ν ρξφλνο 

νινθιήξσζεο θαη ε κεηαηξνπή ηνπ ζήκαηνο απφ αλαινγηθφ ζε ςεθηαθφ.97,75 

 

4.6.3 Δπεμεξγαζία απνηειεζκάησλ 

Ζ αλάιπζε ηήμεσο εθκεηαιιεχεηαη ηηο αιιαγέο πνπ πξνθχπηνπλ ζηελ θακπχιε ηήμεσο. Ζ 

δηαθνξνπνίεζε απηή κπνξεί λα πξνθχςεη κε δχν ηξφπνπο: α) αιιαγέο ζην ζρήκα ηεο 

θακπχιεο ηήμεο θαη β) δηαθνξά ζην ζεκείν ηήμεο Σm. 

Γηα ηε δηαθνξνπνίεζε απηή ηα κφξηα DNA ρσξίδνληαη ζε δχν θαηεγνξίεο. Όηαλ έλα κφξην 

δίθισλνπ DNA είλαη πιήξσο ζπκπιεξσκαηηθφ σο πξνο ηηο βάζεηο ησλ δχν θιψλσλ ηνπ, 

είλαη νκφδηπιν, ελψ φηαλ δχν πβξηδηζκέλνη θιψλνη, αιιειφκνξθνη, δελ είλαη πιήξσο 

ζπκπιεξσκαηηθνί, αιιά ζρεκαηίδνπλ έλα δίθισλν κφξην, δηαθέξνληαο κεηαμχ ηνπο ζε κία 

ή πεξηζζφηεξεο βάζεηο, ηφηε ην δίθισλν απηφ κφξην, νλνκάδεηαη εηεξφδηπιν. 

Ζ δηαθνξά κεηαμχ ησλ θακππιψλ ηήμεο δελ είλαη πάληνηε δηαθξηηή. Γηα λα γίλεη εκθαλήο ε 

δηαθνξά κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ δεηγκάησλ απαηηείηαη επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ, πνπ 

πεξηιακβάλεη κία ή πεξηζζφηεξεο απφ ηηο εμήο δηαδηθαζίεο: 

 ΢ρεδφλ πάληνηε θαλνληθνπνίεζε (normalization) ησλ θακππιψλ ηήμεσο ζέηνληαο 

ην κέγηζην θζνξηζκφ σο ην 100% θαη ηνλ ειάρηζην ζην 0% ζε θάζε θακπχιε. 

 Κακπύιεο ζεξκνθξαζηαθήο-κεηαηόπηζεο (temperature-shifted ή  temperature-

overlay curves), επηζέηνληαο ηηο θαλνληθνπνηεκέλεο θακπχιεο ζε ρακεινχ πνζνζηνχ 

θζνξηζκφ. Ζ ζεξκνθξαζηαθή-κεηαηφπηζε, δειαδή, γίλεηαη ζε επίπεδν επεμεξγαζίαο 

απνηειεζκάησλ θαη απνδίδεη κηα θαηλνχξηα ζεηξά απφ θακπχιεο. Έρεη ζθνπφ λα εληζρχζεη 

νπηηθά ηε δπλαηφηεηα δηάθξηζεο θαη ζχγθξηζεο ησλ εηεξνδπγσηψλ απφ ηνπο νκνδπγψηεο 

θαη πνιιέο θνξέο θαη κεηαμχ ηνπο ζε κειέηεο γνλνηχπεζεο. ΢πλεζίδεηαη ε επηινγή ηεο 

κεηαηφπηζεο λα είλαη ζε πεξηνρή κέρξη ην 5% ηνπ θζνξηζκνχ, αλαπφθεπθηα φκσο ζε 

φξγαλα ρακειφηεξεο πνηφηεηαο δεδνκέλσλ, ρξεηάδεηαη κηα πεξηνρή κέρξη 20%. Σίπνηα δελ 

απαγνξεχεη, παξ‟ φι‟ απηά, ε κεηαηφπηζε λα γίλεη ζε πςειφηεξα πνζνζηά θζνξηζκνχ, κε 

ζηφρν πάληα ηελ πην άλεηε θαη εχθνιε νπηηθή δηάθξηζε ησλ θακππιψλ ηνπ θάζε 

πξντφληνο. 
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 Καηαζθεπή ηεο θακπύιεο πξώηεο παξαγώγνπ ηνπ ιακβαλφκελνο ζήκαηνο 

θζνξηζκνχ [-dF/dT]. 

 Κακπύιεο δηαθνξάο θζνξηζκνύ (fluorescence difference curves)  απφ ηελ 

θακπχιε «wild type», πνπ ππνινγίδεηαη αθαηξψληαο ηελ θάζε αλαθηεζείζα θακπχιε – ηε 

κέζε ηηκή ηεο – απφ ηε κέζε ηηκή ηεο θακπχιεο «θπζηθνχ ηχπνπ». Υξεζηκνπνηείηαη πιένλ 

επξχηαηα ζηελ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ ζε κειέηεο γνλνηχπεζεο.97 

Οη θακπχιεο ηήμεο είλαη δπλαηφλ λα επεξεαζηνχλ απφ ηνπο εμήο παξάγνληεο: ηε 

ζπγθέληξσζε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, ην pH, ηελ ηνληθή ηζρχ, κεηαβνιέο ζηε 

ζπγθέληξσζε Mg+2, ην είδνο ηεο ρξσζηηθήο, ηε ζπγθέληξσζε ηεο ρξσζηηθήο, ην ξπζκφ 

ζέξκαλζεο, ην ξπζκφ ςχμεο ηνπ δείγκαηνο, ην κήθνο ηνπ πξνηφληνο PCR πνπ αλαιχεηαη 

θαη ην πνζνζηφ wild-type πξνο κεηαιιαγκέλν ζην δείγκα, ζηε δηάθξηζε ησλ εηεξνδπγσηψλ. 

Γη‟ απηφ θαη θξίλεηαη απαξαίηεηε ε κειέηε βειηηζηνπνίεζεο ηεο θάζε κεζφδνπ.96 

 

4.6.4 Υξήζε ρξσζηηθώλ 

Οη θχξηεο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο 

είλαη ην SYBR Green I θαη ην LC Green, αλ θαη ππάξρεη έλαο πνιχ κεγαιχηεξνο αξηζκφο 

ρξσζηηθψλ. Πξέπεη επίζεο λα δηεπθξηλίζνπκε φηη ζην εκπφξην θπθινθνξνχλ νη ρξσζηηθέο 

LC Green I θαη LC Green Plus, γηα ηηο νπνίεο αλαθέξεηαη φηη έρνπλ αθξηβψο ηα ίδηα 

ραξαθηεξηζηηθά κε κφλε δηαθνξά ην πςειφηεξν ζήκα θζνξηζκνχ ηνπ LC Green Plus.140 Οη 

ρξσζηηθέο απηέο δε ρξεζηκνπνηνχληαη κφλν γηα πξνζδηνξηζκφ θακπχιεο ηήμεσο, αιιά θαη 

γηα παξαθνινχζεζε ησλ πξνηφλησλ ζε PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ. 

Ζ ρξσζηηθή ηνπ LC Green παξνπζηάδεη κέγηζηε απνξξφθεζε ζηα 440-470nm θαη κέγηζηε 

εθπνκπή ζηα 470-520nm, ελψ ην SYBR Green Η ζηα 480-510nmθαη 510-540nm αληίζηνηρα 

(΢ρήκα 4.4). Ζ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή, έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα πξνζδέλεηαη ζηε δηπιή έιηθα 

ηνπ DNA. Θεσξείηαη φηη εηζέξρεηαη ζηε κηθξή αχιαθα ηνπ δίθισλνπ κνξίνπ θαη κε ηε 

ζχλδεζή ηνπ ζε απηφ, ν θζνξηζκφο ηνπ απμάλεη κέρξη 100 θνξέο. Ζ πνζφηεηα ρξσζηηθήο 

πνπ πξνζδέλεηαη ζην λενζπληηζέκελν dsDNA, είλαη αλάινγε ηνπ ζήκαηνο θζνξηζκνχ, 

παξέρνληαο έηζη ηε δπλαηφηεηα ηφζν γηα πνζνηηθή φζν θαη πνηνηηθή αλάιπζε. Καηά ηελ 

απνδηάηαμε ηνπ dsDNA, φπσο ζπκβαίλεη ζηελ πεξίπησζε αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσο, ε 

έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ κεηψλεηαη, αθνχ ηα κφξηα απνδεζκεχνληαη απφ ην DNA. Έηζη, 

κπνξνχκε λα κεηξήζνπκε ηελ έληαζε θζνξηζκνχ ζην ηέινο ηεο επέθηαζεο ησλ εθθηλεηψλ 

θάζε θχθινπ PCR, φπσο γίλεηαη ζηελ PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ, αιιά θαη κεηά ηελ 

νινθιήξσζή ηεο ζε φξγαλα αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεο. Ζ κέζνδνο απηή κπνξεί λα 
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μεπεξάζεη ην εκπφδην ηνπ εηδηθά επηζεκαζκέλνπ κε θζνξίδνπζα νπζία, αληρλεπηή, 

θαζνξίδνληαο έηζη ηελ εηδηθφηεηά ηεο απνθιεηζηηθά απν ηελ αιιεινπρία ησλ εθθηλεηψλ. Ζ 

έιιεηςε εηδηθφηεηαο ζηε δέζκεπζε, ζην δίθισλν DNA ησλ ρξσζηηθψλ απηψλ, είλαη έλα 

κεηνλέθηεκα, αιιά παξάιιεια θαη πιενλέθηεκα. Σα δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ, αιιά θαη ησλ 

κε εηδηθψλ πξντφλησλ, αληρλεχνληαη, ρξεζηκνπνηψληαο ηηο ρξσζηηθέο απηέο, αλ θαη απφ ηελ 

άιιε κεξηά δελ ρξεηάδνληαη εμεηδηθεπκέλα κφξηα ή νιηγνλνπθιενηίδηα γηα ηελ επηζήκαλζε 

ηνπ παξαγφκελνπ DNA. ΢ηελ πεξίπησζε ησλ δηκεξψλ ησλ εθθηλεηψλ, θαηάιιειε 

βειηηζηνπνίεζε ησλ ζπλζεθψλ, έηζη ψζηε λα κελ παξακέλνπλ δηκεξή ηνπο κεηά ην πέξαο 

ησλ θχθισλ ηεο PCR, κπνξεί λα άξεη ην κεηνλέθηεκα απηφ. Δπίζεο, θαη ε θαηάιιειε 

επηινγή ηεο αθνινπζίαο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί σο εθθηλεηήο παίδεη πνιχ ζεκαληηθφ ξφιν, 

αθνχ κε ηελ αλάιπζε ηήμεσο, ηα δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ εάλ επηιερζνχλ θαηάιιεια, ζα 

απνδηαηαρζνχλ ζε ζεκαληηθά ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία, έηζη πνπ λα κελ παξεκπνδίδνπλ 

ηελ αλάιπζε.96 

 

΢ρήκα 4.4 Φάζκα θζνξηζκνύ ησλ LCGreen Plus θαη SYBR Green I.97 

 

Έρεη φκσο παξαηεξεζεί φηη ε ρξσζηηθή SYBR Green I δίλεη έλα αδξφ ραξαθηεξηζκφ ησλ 

φζσλ είραλ εληζρπζεί, εκπνδίδνληαο πνιιέο θνξέο ηε δηάθξηζε εηεξφδηπισλ θαη 

νκφδηπισλ αιιεινπρηψλ. Ζ πηζαλφηεξε εμήγεζε ζ‟ απηφ, είλαη φηη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

ηήμεο, ην SYBR Green I απνδεζκεχεηαη απφ ρακεινχ ζεκείνπ ηήμεο δίθισλεο πεξηνρέο, 

γηα λα δεζκεπηεί κε πςειφηεξνπ ζεκείνπ ηήμεσο πεξηνρέο (΢ρήκα 4.5), αιιά θαη απφ 

απνδηαηαγκέλν ssDNA ζε dsDNA πνπ δελ έρεη αθφκα πιήξσο απνδηαηαρηεί. Έηζη, 

αιινηψλεηαη ε θαηαγξαθή ηεο πξαγκαηηθήο πνξείαο ηεο κεηάβαζεο. Χο απνηέιεζκα, ην 

SYBR Green I αδπλαηεί λα δψζεη πςειφ ζήκα ζε κφξηα dsDNA πνπ ηήθνληαη ζε ρακειέο 

ζεξκνθξαζίεο, αθνχ φπσο παξαηεξνχκε νη ρακειήο ζεξκνθξαζίαο θνξπθέο είλαη πνιχ 
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κηθξέο. Δπίζεο, δελ κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί ε θακπχιε ηήμεσο ζχκθσλα κε ηα 

πξαγκαηηθά δεδνκέλα ηεο ζεξκηθήο ηνπο ζηαζεξφηεηαο, δειαδή δε ζα είλαη εκθαλήο ε 

νπνηαδήπνηε ζηαδηαθή απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ DNA πνπ ζα κπνξνχζε λα ραξαθηεξίζεη 

ηελ θακπχιε απηή. Αληίζεηα, ην LCGreen δελ παξνπζηάδεη αλαθαηαλνκή θαηά ηελ ηήμε ηνπ 

θη έηζη αλαγλσξίδεη θαιχηεξα ηηο ρακειφηεξνπ ζεκείνπ ηήμεσο κεηαβάζεηο. 

΢πκπεξαζκαηηθά, κπνξνχκε λα πνχκε φηη ην SYBR Green I πξνηηκάηαη γηα είδε πνπ 

ηήθνληαη ζε πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο.93 

 

΢ρήκα 4.5 Αλαθαηαλνκή ησλ ρξσζηηθώλ νπζηώλ παξεκβνιήο ζην DNA θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

απνδηάηαμεο ηνπ DNA.96 

 

Οη θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο 3εο γεληάο, δελ έρνπλ ηδηαίηεξα αλαζηαιηηθή δξάζε ζηελ PCR, 

θάηη πνπ ζεκαίλεη φηη κηα πςειφηεξε ζπγθέληξσζε ηεο ρξσζηηθήο νπζίαο κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί. Ζ πςειφηεξε ζπγθέληξσζε ρξσζηηθψλ νπζηψλ απμάλεη ηα επίπεδα 

θνξεζκνχ ηνπ δίθισλνπ DNA κε ηα κφξηα ησλ ρξσζηηθψλ νπζηψλ. Ο θνξεζκφο ζεσξείηαη 

φηη κεηψλεη ηα θαηλφκελα αλαθαηαλνκήο ρξσζηηθψλ νπζηψλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

απνδηάηαμεο ηνπ DNA, απμάλνληαο ηε δηαθξηηηθφηεηα ηεο αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεο.1 96 

4.7 Ζιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

Αξρηθά, παξαζθεπάδεηαη πεθηή αγαξφδεο 2% (w/v), ε νπνία πεξηέρεη 2,0g αγαξφδε 

(Sigma, USA), ζε 100mL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ΣΑΔ 0,5X (0,5X: δηάιπκα αξαησκέλν 

θαηά 0,5 θνξέο) (2Μ Tris, 1M νμηθφ νμχ, 50mM EDTA, pH 7,6), ζηελ νπνία πξνζηίζεηαη 

3κL απφ 5κg/κL βξσκηνχρν αηζίδην. Ζ ειεθηξνθφξεζε γίλεηαη παξνπζία ξπζκηζηηθνχ 
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δηαιχκαηνο ειεθηξνθφξεζεο ΣΑΔ 0,5Υ, ππφ ζηαζεξή ηάζε 100V (ζπζθεπή 

ειεθηξνθφξεζεο Biorad) γηα πεξίπνπ 20-25 min. Παξάιιεια κε ηα δείγκαηα γίλεηαη 

ειεθηξνθφξεζε δηαιχκαηνο ηνπ δείθηε κνξηαθώλ βαξώλ DNA (molecular weight 

marker) [50bp DNA-ladder, extended], γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ κεγέζνπο ησλ πξντφλησλ 

ηεο PCR. Οη δψλεο ηνπ DNA γίλνληαη νξαηέο ιφγσ ηεο εθπνκπήο αθηηλνβνιίαο θζνξηζκνχ 

απφ ην βξσκηνχρν αηζίδην χζηεξα απφ ηελ επίδξαζε ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο ζηα 312 

nm. Ζ πεθηή θσηνγξαθίδεηαη κε θίικ Polaroid ή θαηαγξάθεηαη ην ζρήκα ηεο ζε αξρείν 

ππνινγηζηή. 

Φεθηαθή θσηνγξάθηζε 

Ζ θσηνγξάθεζε ησλ πξντφλησλ ηεο ειεθηξνθφξεζεο έγηλε κε ρξήζε ςεθηαθήο θάκεξαο, 

ε νπνία είλαη ζπλδεδεκέλε κε ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή, νπφηε είλαη δπλαηή ε επεμεξγαζία 

ηεο κε ρξήζε εηδηθνχ ινγηζκηθνχ πξνγξάκκαηνο (gel analyser program). Σν ζχζηεκα απηφ, 

αλ θαη νηθνλνκηθφ, παξέρεη εηθφλεο ρακειφηεξεο επθξίλεηαο ζε ζρέζε κε ηελ θιαζζηθή 

θσηνγξάθηζε. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 5 

Αλάιπζε ηεο κεηάιιαμεο 3140 Α>G ζην εμόλην 20 ηνπ PIK3CA ζε θιηληθά 

δείγκαηα θαξθίλνπ καζηνύ κε πςειήο δηαθξηηηθόηεηαο αλάιπζε 

θακππιώλ ηήμεσο (HRMA) 

5.1 Δηζαγσγή 

Ζ αλάιπζε κε θακπχιεο ηήμεο πεξηγξάθεθε εθηελψο ζε πξνεγνχκελν θεθάιαην. Ζ 

ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία έρεη αλαπηπρζεί ζε πξνεγνχκελε εξεπλεηηθή εξγαζία1,96 θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη ζην εξγαζηήξηφ καο ηφζν γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε γνλίδηα πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν, φζν θαη γηα ηε κειέηε ηεο κεζπιίσζεο γνληδίσλ. 

Ζ αλάπηπμε ηεο κεζφδνπ αλάιπζεο θακπχισλ ηήμεο1, πξαγκαηνπνηήζεθε έρνληαο ζαλ 

ζηφρν ηελ εθαξκνγή ηεο  γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο κεηάιιαμεο 3140A>G ζην εμφλην 20 ηνπ 

γνληδίνπ PIK3CA. Απνδείρζεθε φηη, ε πςειήο-δηαθξηηηθφηεηαο αλάιπζε θακπχισλ ηήμεο 

είλαη κηα ηερληθή, ε νπνία παξέρεη ηαρχηεηα ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ. Παξάιιεια, 

επηηξέπεη ηε ρξήζε θζνξίδνπζσλ ρξσζηηθψλ νπζηψλ, ελψ απνθεχγεηαη ε ρξήζε 

επηζεκαζκέλσλ αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ (probes), θάλνληαο ηελ ηερληθή απηή νηθνλνκηθή 

θαη απιή ζηελ αλάπηπμε ηεο κεζνδνινγίαο. Δπίζεο, ε ηερληθή απηή, ζπλδπαδφκελε κε 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε κηθξνχ κεγέζνπο PCR πξντφληα, παξέρεη πςειή επαηζζεζία, 

θάηη πνπ απαηηείηαη ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ θαη ηδηαίηεξα ζε ζσκαηηθέο κεηαιιάμεηο, 

φπνπ θχηηαξα ηνπ θαξθηληθνχ ηζηνχ κπνξεί λα ζπλππάξρνπλ κε θχηηαξα απφ ηνλ 

παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ. 

Σν πξσηφθνιιν πνπ αλαπηχρζεθε θαη βειηηζηνπνηήζεθε ζηελ εξεπλεηηθή εξγαζία ηνπ Π. 

Βνξθά ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ παξνχζα εξγαζία γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε κηα ζεηξά 

δεηγκάησλ DNA πνπ απνκνλψζεθαλ απφ θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα, ζε δείγκαηα 

DNA απφ ηζηνχο αθηλεηνπνηεκέλνπο ζε παξαθίλε, ζε δείγκαηα cell free DNA, θαζψο θαη 

ζε δείγκαηα cDNA. Ζ επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ θπκαίλεηαη ζην 1% πεξίπνπ, δειαδή κπνξεί 

λα αληρλεχζεη ηελ παξνπζία ελφο κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ παξνπζία εθαηφ θπζηνινγηθψλ. 

5.2 In silico ζρεδηαζκόο εθθηλεηώλ 

Χο in silico κειέηε νλνκάδνπκε ηελ ππνινγηζηηθή κειέηε πνπ γίλεηαη κε ζθνπφ ηνλ 

θαιχηεξν ζρεδηαζκφ ηεο κεζφδνπ. Γηα ην ζρεδηαζκφ ησλ εθθηλεηψλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

ινγηζκηθφ πξφγξακκα Primer Premier 5.0 (Primer Biosoft International, USA). Σα θξηηήξηα 

πνπ πξέπεη λα πιεξνί γεληθά έλα δεχγνο εθθηλεηψλ ζπλνςίδνληαη παξαθάησ:3 
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 Ζ πην ζεκαληηθή πεξηνρή γηα εηδηθή ελίζρπζε είλαη ε 3‟ πεξηνρή ηνπ εθθηλεηή, ιφγσ 

ηνπ φηη ε ελίζρπζε μεθηλά απφ ηελ πεξηνρή απηή. Γεληθά, απηά ηα άθξα πξέπεη λα κε 

ζρεκαηίδνπλ δεπηεξνηαγείο θαη παιηλδξνκηθέο δνκέο, λα κελ πεξηιακβάλνπλ 

επαλαιακβαλφκελεο θαη εθθπιηζκέλεο αιιεινπρίεο. 

 Οη αιιεινπρίεο ησλ δχν εθθηλεηψλ δελ πξέπεη λα είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο κεηαμχ 

ηνπο, ηδηαίηεξα ζην 3‟ άθξν ηνπο, έηζη ψζηε λα κε ζρεκαηίδνληαη δηκεξή εθθηλεηψλ. 

 ΢πληζηάηαη νη δχν εθθηλεηέο λα ραξαθηεξίδνληαη απφ αλάινγε πεξηεθηηθφηεηα ζε 

βάζεηο GC θαη κε Σm φκνηεο. 

 Ζ πεξηεθηηθφηεηα ησλ εθθηλεηψλ ζε βάζεηο GC πξέπεη λα θπκαίλεηαη κεηαμχ 40% θαη 

70%. 

 Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πξέπεη λα είλαη πάληνηε πςειήο θαζαξφηεηαο. 

 Ζ αιιεινπρία-ζηφρνο είλαη πξνηηκφηεξν λα είλαη κηα «ηζνξξνπεκέλε» πεξηνρή, 

δειαδή λα πεξηιακβάλεη ίζεο αλαινγίεο ησλ ηεζζάξσλ βάζεσλ A, T, G, C θαη λα 

κελ είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ηνλ εαπηφ ηεο, κνλφηνλε ή επαλαιακβαλφκελε. 

Ο ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεηάιιαμεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ην Βνξθά Π. κε βάζε ηα παξαπάλσ θξηηήξηα. Ζ αιιεινπρία ηνπ 

γελσκηθνχ DNA, φπσο απηή ιακβάλεηαη απφ ηε GeneBank, παξνπζηάδεηαη ζην ΢ρήκα 5.1. 

Ζ πεξηνρή πνπ εληζρχεηαη θαιχπηεη ηκήκα ηνπ εμνλίνπ 20 θαη ην πξντφλ έρεη κήθνο 70bp. Ζ 

κεηάιιαμε πνπ αληρλεχεηαη είλαη ε κεηαηξνπή ηεο αδελίλεο (Α) ζε γνπαλίλε (G) ζηε ζέζε 

3140.   

acattctagtggggtaaagggaatcaaaagatgttggtaagagaagtgagagaggaatgctatttttttatag

ctttgtctacgaaagcctctctaattttgtgacatttgagcaaagacctgaaggtattaacatcatttgctcc

aaactgaccaaactgttcttattacttatagGTTTCAGGAGATGTGTTACAAGGCTTATCTAGCTATTCGACA

GCATGCCAATCTCTTCATAAATCTTTTCTCAATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGAT

GACATTGCATACATTCGAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAAC

AAATGAATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAATTAAACAGCATG

CATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGCTCACTCTGGATTCCACACTGCACTGTTAATAACTCTCA

GCAGGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAACAGCATTAGAATTTACAGCAAGAACAGAAAT

AAAATACTATATAATTTAAATAATGTAAACGCAAACAGGGTTTGATAGCACTTAAACTAGTTCATTTCAAAAT

TAAGCTTTAGAATAATGCGCAATTTCATGTTATGCCTTAAGTCCAAAAAGGTAAACTTTGAAGATTGTTTGTA

TCTTTTTTTAAAAAACAAAACAAAACAAAAATCCCCAAAATATATAGAAATGATGGAGAAGGaaaaagt 

΢ρήκα 5.1 Ζ αιιεινπρία ηνπ εμνλίνπ 20 κε ηηο πιεζηέζηεξεο αιιεινπρίεο ηληξνλίσλ. Με καύξα 

θεθαιαία γξάκκαηα παξνπζηάδεηαη ην εμόλην θαη κε πξάζηλν ε κε κεηαθξαδόκελε πεξηνρή ηνπ. Mε 

κηθξά γξάκκαηα ηα ηληξόληα θαη 5΄ κε κεηαγξαθόκελε πεξηνρή, κε θόθθηλν ρξώκα παξνπζηάδεηαη ε 

κεηάιιαμε. Ο αλάζηξνθνο εθθηλεηήο παξνπζηάδεηαη κε γαιάδην θαη ν πξόζζηνο εθθηλεηήο κε κσβ. 
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5.3 ΢πλζήθεο Real-time PCR γηα ην εμόλην 20 ηνπ γνληδίνπ PIK3CA 

΢ηνλ πίλαθα 5.1 παξνπζηάδνληαη νη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην.  

Πίλαθαο 5.1 Υαξαθηεξηζηηθά εθθηλεηώλ Real-time PCR 

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία 5’-3’ Nt Tm Πξνηόλ 

Πξφζζηνο 

(20P70F) 
GAGGCTTTGGAGTATTTCAT 20 51.2oC 

70bp 

Αλάζηξνθνο 

(20P70R) 
AATCCATTTTTGTTGTCCAG 20 52.5oC 

 

΢ηνλ πίλαθα 5.2 παξνπζηάδνληαη νη πνζφηεηεο ησλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ PCR γηα ην εμφλην 20 ηνπ γνληδίνπ PIK3CA. 

Πίλαθαο 5.2 ΢πζηαηηθά αληίδξαζεο PCR γηα εμόλην 20 ηνπ PIK3CA  

Αληηδξαζηήξηα C Αξρηθή Όγθνο (κL) C Σειηθή 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο 10 κΜ 0,3 0,3κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 10 κΜ 0,3 0,3κΜ 

dNTPs 10 mM 0,4 0,4mM 

MgCl2 25 mM 1,2 3,0mM 

BSA 10 κg/κL 0,15 0.15κg/κL 

PCR ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 5x 2,0 1x 

Taq πνιπκεξάζε (Promega) 5 U/κL 0,1 0.05U/κL 

LCGreen Plus 10x 1,0 1x 

H2O - 3,55 - 

Γείγκα DNA 25 ng/κL 1,0 2,5ng/κL 

΢πλνιηθόο Όγθνο  10  
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΢ηνλ πίλαθα 5.3 παξνπζηάδνληαη νη ζπλζήθεο ηεο PCR πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

Πίλαθαο 5.3 ΢πλζήθεο PCR γηα ην εμόλην 20 ηνπ PIK3CA 

΢ηάδην PCR PIK3CA εμόλην 20 

Αξρηθφο δηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 2min 

Γηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 10 sec 

Τβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ ζην DNA 59oC/ 15 sec 

Δπέθηαζε εθθηλεηψλ 72oC/ 20 sec 

 

Γηα επηβεβαίσζε φηη ε παξαπάλσ αληίδξαζε PCR καο δίλεη ην επηζπκεηφ πξντφλ ρσξίο 

ηελ παξνπζία άιισλ παξαπξντφλησλ, πξνζηίζεηαη ζην ηέινο ηεο αληίδξαζεο έλα 

επηπιένλ ζηάδην αλάθηεζεο θακππιψλ ηήμεο. Γλσξίδνπκε απφ ηηο αλαθνξέο ηνπ Primer 

Premier πσο ε ζεξκνθξαζία ηήμεο ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο είλαη πεξίπνπ 78,5νC. 

Οπνηαδήπνηε άιιε κεηάβαζε απνδεηθλχεη ηελ χπαξμε παξαπξντφληνο. ΢ηνλ πίλαθα 5.4 

παξνπζηάδνληαη νη ζπλζήθεο αλάθηεζεο θακππιψλ ηήμεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

Πίλαθαο 5.4 ΢πλζήθεο αλάθηεζεο θακππιώλ ηήμεσο 

Πξόγξακκα PIK3CA εμόλην 20 

Ρπζκφο ηήμεο 0,01νC/ sec, 50αλ/ νC 

Θεξκνθξαζία έλαξμεο αλάθηεζεο 70νC 

Θεξκνθξαζία ιήμεο 82νC 

Θεξκνθξαζία ςχμεο 60νC 

 

 

 

60 κύκλοι 
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5.4 Δθαξκνγή κεζνδνινγίαο γηα αλάιπζε κεηαιιάμεσλ ζην εμόλην 20 ηνπ γνληδίνπ 

PIK3CA ζε θιηληθά δείγκαηα 

Ζ παξαπάλσ κεζνδνινγία, πνπ φπσο αλαθέξζεθε παξνπζηάδεη επαηζζεζία ηεο ηάμεσο 

ηνπ 1% γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην εμφλην 20 ηνπ PIK3CA1, ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ 

έιεγρν θιηληθψλ δεηγκάησλ αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ. ΢ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο 

εξγαζίαο εμεηάζηεθαλ δείγκαηα DNA ησλ θαηεγνξηψλ πνπ αθνινπζνχλ: 

 118 δείγκαηα DNA πνπ απνκνλψζεθαλ απφ θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα 

(CTCs) αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε 

ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), αζζελψλ κε δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε, 

θαζψο θαη πγηψλ αηκνδνηψλ. 

 86 δείγκαηα cDNA πνπ ζπληέζεθαλ απφ mRNA πνπ απνκνλψζεθε απφ CTCs 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ 

ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), αζζελψλ κε δηαγλσζκέλε 

κεηάζηαζε, θαζψο θαη πγηψλ αηκνδνηψλ. 

 82 δείγκαηα cell free DNA πνπ απνκνλψζεθαλ απφ πιάζκα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε 

ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), αζζελψλ κε δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε, 

θαζψο θαη πγηψλ αηκνδνηψλ. 

 

5.4.1 Αλίρλεπζε κεηάιιαμεο 3140 A>G ζε δείγκαηα γελσκηθνύ DNA από CTCs 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο (20 mL) πνπ 

ειήθζεζαλ απφ 60 αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ 

έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), 34 δείγκαηα απφ αζζελείο κε 

δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε θαη 24 δείγκαηα απφ πγηείο αηκνδφηεο. Σα δείγκαηα θαη λα 

απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο παξνπζηάδνληαη ζηνπο πίλαθεο 5.5, 5.6 θαη 5.7. 
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Πίλαθαο 5.5 Αλάιπζε δεηγκάησλ γελσκηθνύ DNA από CTCs πγηώλ αηκνδνηώλ 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 Α>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 3140 

Α>G 

1 12Ν -  13 24Ν - 

2 13Ν -  14 25Ν - 

3 14Ν -  15 26Ν - 

4 15Ν -  16 27Ν - 

5 16Ν -  17 28Ν - 

6 17Ν -  18 30Ν - 

7 18Ν -  19 31Ν - 

8 19Ν -  20 33Ν - 

9 20Ν -  21 34Ν - 

10 21Ν -  22 35Ν - 

11 22Ν -  23 36Ν - 

12 23Ν -  24 37Ν - 

΢ΤΝΟΛΟ: 0 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα/24 δείγκαηα πγηώλ   

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ 0% 
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Πίλαθαο 5.6 Αλάιπζε δεηγκάησλ γελσκηθνύ DNA από CTCs αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ κε 

δηάγλσζε κεηάζηαζεο 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 3140 

A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 Α>G 

1 MET14 -  18 MET41 - 

2 MET17 -  19 MET42 - 

3 MET24 -  20 MET43 - 

4 MET25 -  21 MET44 - 

5 MET26 -  22 MET46 - 

6 MET27 -  23 MET47 - 

7 MET28 -  24 MET48 - 

8 MET31 -  25 MET49 - 

9 MET32 -  26 MET50 - 

10 MET33 -  27 MET51 - 

11 MET34 -  28 MET52 - 

12 MET35 -  29 MET53 - 

13 MET36 -  30 MET54 - 

14 MET37 -  31 MET55 - 

15 MET38 -  32 MET56 - 

16 MET39 -  33 MET57 - 

17 MET40 -  34 MET58 - 

΢ΤΝΟΛΟ: 0 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /34 δείγκαηα αζζελώλ κε κεηάζηαζε 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 0% 

 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  100 

Πίλαθαο 5.7 Αλάιπζε δεηγκάησλ γελσκηθνύ DNA από CTCs αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ κεηά ην 

ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 IA285 -  31 1417 - 

2 IA287 -  32 1355 - 

3 IA290 -  33 1356 - 

4 IA293 -  34 1369 - 

5 IA294 -  35 IA283 - 

6 IA295 -  36 IA289 - 

7 1320 -  37 1325 - 

8 1323 -  38 1341 - 

9 1332 -  39 1353 - 

10 1337 -  40 1367 - 

11 1340 -  41 1368 - 

12 IA299 -  42 1370 - 

13 IA260 -  43 1371 - 

14 1361 +  44 1372 - 

15 IA257 +  45 1373 - 

16 IA258 -  46 1375 - 

17 IA259 -  47 1387 - 

18 IA261 -  48 1389 - 

19 IA262 -  49 1396 - 

20 IA263 -  50 1394 - 

21 IA265 -  51 1393 - 

22 IA269 -  52 1374 - 

23 IA270 -  53 1397 - 

24 IA276 -  54 1400 - 

25 IA277 -  55 1401 - 

26 IA278 -  56 1403 - 

27 IA279 -  57 1408 - 

28 IA280 -  58 1409 - 

29 IA284 -  59 1416 - 

30 1314 -  60 1352 - 

΢ΤΝΟΛΟ: 2 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /60 δείγκαηα αζζελώλ πξν ρεκεηνζεξαπείαο 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 3% 
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Αθνινπζνχλ θάπνηα ραξαθηεξηζηηθά θαηαγξαθήκαηα αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσλ, φπνπ 

παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά (Δηθόλα 5.1Α, 5.1Β) θαη ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα 

(Δηθόλα 5.1Γ, Δηθόλα 5.2). 

 

 

Δηθόλα 5.1 Καηαγξαθήκαηα θακππιώλ ηήμεσο Α.δεηγκάησλ πγηώλ αηκνδνηώλ Β.δεηγκάησλ αζζελώλ 

κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ κε δηάγλσζε κεηάζηαζεο. T47D: ζεηηθόο κάξηπξαο 
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Δηθόλα 5.1Γ Καηαγξαθήκαηα θακππιώλ ηήμεσο δεηγκάησλ αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ κεηά ην 

ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο. 

 

 

Δηθόλα 5.2 Καηαγξάθεκα δηαθνξάο θζνξηζκνύ όπνπ παξνπζηάδνληαη ηα δύν κεηαιιαγκέλα 

δείγκαηα. ΢ηε βάζε κε γθξί ρξώκα παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά δείγκαηα. 
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5.4.2 Αλίρλεπζε κεηάιιαμεο 3140 A>G ζε δείγκαηα cDNA πνπ ζπληέζεθαλ από 

mRNA πνπ απνκνλώζεθε από CTCs 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ δείγκαηα cDNA πνπ ζπληέζεθαλ απφ mRNA πνπ 

απνκνλψζεθε απφ CTCs πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 56 αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην 

ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), 10 αζζελψλ κε 

δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε, θαζψο θαη 20 πγηψλ αηκνδνηψλ. Σα δείγκαηα θαη λα 

απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο παξνπζηάδνληαη ζηνπο πίλαθεο 5.8, 5.9 θαη 5.10. 

Πίλαθαο 5.8 Αλάιπζε δεηγκάησλ cDNA από CTCs πγηώλ αηκνδνηώλ 

α/α Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 3140 

Α>G 
 α/α Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 17N -  11 28N - 

2 18N -  12 29N - 

3 19N -  13 30N - 

4 21N -  14 31N - 

5 22N -  15 32N - 

6 23N -  16 33N - 

7 24N -  17 34N - 

8 25N -  18 35N - 

9 26N -  19 36N - 

10 27N -  20 37N - 

΢ΤΝΟΛΟ: 0 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /20 δείγκαηα πγηώλ αηκνδνηώλ 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 0% 

 

Πίλαθαο 5.9 Αλάιπζε δεηγκάησλ cDNA από CTCs αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ κε δηάγλσζε 

κεηάζηαζεο 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 MET37 -  6 MET42 - 

2 MET38 -  7 MET43 - 

3 MET39 -  8 MET44 - 

4 MET40 -  9 MET45 - 

5 MET42 -  10 MET46 - 

΢ΤΝΟΛΟ: 0 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /10 δείγκαηα αζζελώλ κε δηάγλσζε κεηάζηαζεο 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 0% 
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Πίλαθαο 5.10 Αλάιπζε δεηγκάησλ cDNA από CTCs αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ κεηά ην 

ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο 

α/α Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 1416 -  29 1361 - 

2 1417 -  30 IA257 - 

3 IA259 -  31 IA258 - 

4 1320 -  32 IA294 - 

5 IA261 -  33 1409 - 

6 IA262 -  34 IA299 - 

7 IA263 -  35 1353 - 

8 1323 -  36 1355 - 

9 IA269 -  37 1356 - 

10 IA270 -  38 1367 - 

11 1325 -  39 1368 - 

12 IA277 -  40 1370 - 

13 IA278 -  41 1371 - 

14 IA279 -  42 1372 - 

15 IA280 -  43 1373 - 

16 IA283 -  44 1375 - 

17 IA284 -  45 1387 - 

18 IA285 -  46 1389 - 

19 IA287 -  47 1369 - 

20 IA289 -  48 1374 - 

21 IA290 -  49 1393 - 

22 IA293 -  50 1394 - 

23 IA295 -  51 1396 - 

24 1314 -  52 1397 - 

25 1332 -  53 1400 - 

26 1337 -  54 1401 - 

27 1340 -  55 1403 - 

28 1341 -  56 1408 - 

΢ΤΝΟΛΟ: 0 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /56 δείγκαηα αζζελώλ πξν ρεκεηνζεξαπείαο 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 0% 
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Αθνινπζεί ραξαθηεξηζηηθφ θαηαγξαθήκα αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσλ, φπνπ 

παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά δείγκαηα, ηα κεηαζηαηηθά θαη δείγκαηα αζζελψλ κε 

θαξθίλν ηνπ καζηνχ πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο. (Δηθόλα 5.3). 

 

Δηθόλα 5.3 Καηαγξάθεκα θακππιώλ ηήμεσο όπνπ όιεο νη θαηεγνξίεο δεηγκάησλ (πγηείο, κεηαζηαηηθνί 

θαη πξν επηθνπξηθήο ζεξαπείαο) δε θέξνπλ ηε κεηάιιαμε ζην εμόλην 20 ηνπ PIK3CA 

 

5.4.3 Αλίρλεπζε κεηάιιαμεο 3140 A>G ζε δείγκαηα cell free DNA από πεξηθεξηθό 

αίκα 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθαλ δείγκαηα cell free DNA πνπ απνκνλψζεθαλ απφ ην 

πεξηθεξηθφ αίκα 25 αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ 

έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (adjuvant), 45 αζζελψλ κε δηαγλσζκέλε κεηάζηαζε, 

θαζψο θαη 12 πγηψλ αηκνδνηψλ. Σα δείγκαηα θαη ηα απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο 

παξνπζηάδνληαη ζηνπο πίλαθεο 5.11, 5.12 θαη 5.13. 
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Πίλαθαο 5.11 Αλάιπζε δεηγκάησλ cell free DNA από πεξηθεξηθό αίκα πγηώλ αηκνδνηώλ 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 18N -  7 32N - 

2 19N -  8 33N - 

3 20N -  9 34N - 

4 21N -  10 35N - 

5 22N -  11 36N - 

6 31N -  12 37N - 

΢ΤΝΟΛΟ: 0 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /12 δείγκαηα πγηώλ αηκνδνηώλ 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 0% 

 

Πίλαθαο 5.12 Αλάιπζε δεηγκάησλ cell free DNA από πεξηθεξηθό αίκα αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ 

καζηνύ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 240B -  14 265B - 

2 241B -  15 266B + 

3 242B -  16 267B - 

4 243B -  17 270B - 

5 244B -  18 271B - 

6 245B -  19 272B - 

7 248B -  20 273B - 

8 249B -  21 274B + 

9 252B -  22 275B - 

10 255B -  23 276B - 

11 256B -  24 279B + 

12 258B -  25 280B - 

13 260B -     

΢ΤΝΟΛΟ: 3 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /25 δείγκαηα αζζελώλ πξν ρεκεηνζεξαπείαο 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 12% 
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Πίλαθαο 5.13 Αλάιπζε δεηγκάησλ cell free DNA από πεξηθεξηθό αίκα αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ 

καζηνύ θαη δηάγλσζε κεηάζηαζεο 

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 

1 281B -  24 304B - 

2 282B -  25 305B + 

3 283B -  26 306B - 

4 284B -  27 307B + 

5 285B -  28 308B + 

6 286B -  29 309B - 

7 287B -  30 310B - 

8 288B -  31 311B + 

9 289B -  32 312B - 

10 290B -  33 313B - 

11 291B -  34 314B - 

12 292B -  35 315B - 

13 293B -  36 316B - 

14 294B -  37 317B - 

15 295B +  38 318B - 

16 296B -  39 319B - 

17 297B -  40 320B - 

18 298B +  41 321B - 

19 299B +  42 322B - 

20 300B -  43 323B - 

21 301B +  44 324B - 

22 302B +  45 325B - 

23 303B -     

΢ΤΝΟΛΟ: 9 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /45 δείγκαηα αζζελώλ κε κεηάζηαζε 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 20% 

 

Αθνινπζνχλ θάπνηα ραξαθηεξηζηηθά θαηαγξαθήκαηα αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσλ, φπνπ 

παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά (Δηθόλα 5.4) θαη ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα, αζζελψλ κεηά 

ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο (Δηθόλα 5.5, Δηθόλα 5.6) 

θαη αζζελψλ κε κεηάζηαζε (Δηθόλα 5.7, Δηθόλα 5.8). 
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Δηθόλα 5.4 Καηαγξάθεκα θακππιώλ ηήμεσο δεηγκάησλ cell free DNA πγηώλ αηκνδνηώλ 

 

Δηθόλα 5.5 Καηαγξαθήκαηα θακππιώλ ηήμεσο κεηαιιαγκέλσλ δεηγκάησλ cell free DNA αζζελώλ 

κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο 
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Δηθόλα 5.6 Καηαγξάθεκα δηαθνξάο θζνξηζκνύ όπνπ παξνπζηάδνληαη ηα ηξία κεηαιιαγκέλα 

δείγκαηα. ΢ηε βάζε κε γθξί ρξώκα παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά δείγκαηα. 
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Δηθόλα 5.7 Καηαγξαθήκαηα θακππιώλ ηήμεσο κεηαιιαγκέλσλ δεηγκάησλ cell free DNA αζζελώλ κε 

δηάγλσζε κεηάζηαζεο 
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Δηθόλα 5.8 Καηαγξάθεκα δηαθνξάο θζνξηζκνύ όπνπ παξνπζηάδνληαη ηα ελλέα κεηαιιαγκέλα 

δείγκαηα από αζζελείο κε κεηάζηαζε. ΢ηε βάζε κε γθξί ρξώκα παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά 

δείγκαηα. 

 

5.5 Αλίρλεπζε κεηάιιαμεο 3140 A>G ζε δείγκαηα γελσκηθνύ DNA από ηζηνύο 

παξαθίλεο από αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ 

΢ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο 31 δεηγκάησλ απφ ηζηνχο 

παξαθίλεο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ γηα ηελ παξνπζία ή φρη ηεο κεηάιιαμεο ζην 

εμφλην 20 ηνπ  γνληδίνπ PIK3CA. Ο έιεγρνο πξαγκαηνπνηήζεθε κε αλάιπζε θακππιψλ 

ηήμεο HRMA ζηα πιαίζηα ηεο κειέηεο πνπ δηελεξγείηαη απφ ην εξγαζηήξηφ καο ζε 

ζπλεξγαζία κε ην εξγαζηήξην ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ηεο Κξήηεο, θαη αθνξά ζηνλ έιεγρν ηεο 

ζπζρέηηζεο ηνπ κνλνπαηηνχ PIK3CA-PTEN κε ηελ αληαπφθξηζε αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ ζηε ζεξαπεπηηθή αγσγή κε Herceptin. Οη παξαπάλσ αζζελείο έρνπλ δηαγλσζζεί 

κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ, έρνπλ ιάβεη ζεξαπεπηηθή αγσγή κε Herceptin θαη γλσξίδνπκε ηελ 

αληαπφθξηζε πνπ έδεημαλ ζηε ζεξαπεία απηή, θαζψο θαη φια ηα θιηληθά ηνπο ζηνηρεία. 
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5.5.1 Δκπινθή ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο PI3K ζηελ αληίζηαζε ζηε ζεξαπεπηηθή αγσγή κε 

Herceptin αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ 

Ζ ζεξαπεία κε Herceptin ρξεζηκνπνηείηαη ζε αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ην HER2 (ππνδνρέαο ηνπ επηδεξκηθνύ απμεηηθνύ παξάγνληα 2, 

Human Epidermal growth factor Receptor 2), έλα ππνδνρέα θηλάζεο ηεο ηπξνζίλεο. 

(΢ρήκα 5.2) Σν Herceptin είλαη έλα κνλνθισληθφ αληίζσκα IgG1 πνπ δεζκεχεηαη ζηελ 

εμσθπηηαξηθή  πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα HER2.  Έρεη πξνηαζεί φηη ην Herceptin δξα είηε 

αλαζηέιινληαο ηε δξάζε ηνπ κνλνπαηηνχ ΡΗ3Κ/ΑΚΣ, είηε κε αλαζηνιή ηεο δξάζεο ηνπ 

HER2 ππνδνρέα141, είηε κε αχμεζε ηεο ελεξγφηεηαο ηεο θσζθαηάζεο PTEN142. ΢ήκεξα, 

είλαη γεληθψο άγλσζην ην γηαηί πεξίπνπ κηζνί απφ ηνπο αζζελείο πνπ εθθξάδνπλ ηνλ HER2 

θπηηαξηθφ ππνδνρέα δελ αληαπνθξίλνληαη ζε ζεξαπεία κε ην θάξκαθν Herceptin. Μειέηεο 

πνπ δεκνζηεχηεθαλ ηα ηειεπηαία ρξφληα εκπιέθνπλ ην κνλνπάηη PI3K/PTEN ζηελ 

αληίζηαζε ζην Herceptin. Έρεη παξνπζηαζηεί φηη απψιεηα ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο θσζθαηάζεο 

ΡΣΔΝ πξνθαιεί αληίζηαζε ζηε ζεξαπεία κε Herceptin142, ελψ πην πξφζθαηεο εξγαζίεο 

εκπιέθνπλ ην κνλνπάηη  PI3K/PTEN είηε κε απψιεηα ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο θσζθαηάζεο είηε 

κε κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην PIK3CA143. Βιέπνπκε ινηπφλ πφζν ζεκαληηθφ είλαη γηα ηελ 

πξφβιεςε ηεο αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία ε αλίρλεπζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην 

PIK3CA. 

 

΢ρήκα 5.2 Σν ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηνπ HER2 θαη ε ζύλδεζή ηνπ κε ην κνλνπάηη PI3K/PTEN  
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5.5.2 Απνηειέζκαηα 

΢ηνλ Πίλαθα 5.14 πνπ αθνινπζεί θαηαγξάθνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο ησλ 

παξαπάλσ δεηγκάησλ. 

Πίλαθαο 5.14 Αλάιπζε δεηγκάησλ ηζηώλ παξαθίλεο  αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ  

α/α 
Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 A>G 
 α/α 

Κσδηθόο 

δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 

3140 Α>G 

1 2728/06Γ +  17 129631 + 

2 37702 -  18 1199 - 

3 37809 +  19 09-18Μ3 + 

4 5019 +  20 5198/02 - 

5 518/10 -  21 139551 - 

6 1853Γ +  22 158370 - 

7 3572/08 -  23 172706 + 

8 34133 +  24 182339 - 

9 8596 +  25 201307 - 

10 204086 -  26 199900 - 

11 110682 -  27 160065 - 

12 772/06 -  28 193576 - 

13 101177 -  29 159115 - 

14 83044Β -  30 180643 - 

15 108675 +  31 189326 - 

16 128800 -     

΢ΤΝΟΛΟ:10 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα /31 δείγκαηα ηζηώλ αζζελώλ κε θαξθίλν καζηνύ 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 32% 
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Αθνινπζνχλ θάπνηα ραξαθηεξηζηηθά θαηαγξαθήκαηα αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσλ, φπνπ 

παξνπζηάδνληαη ηα θπζηνινγηθά θαη ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα, αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ. (Δηθόλα 5.9, Δηθόλα 5.10) 

 

Δηθόλα 5.9 Καηαγξάθεκα θακππιώλ ηήμεσο δεηγκάησλ από ηζηνύο παξαθίλεο  αζζελώλ κε θαξθίλν 

ηνπ καζηνύ 

 

Δηθόλα 5.10 Καηαγξάθεκα δηαθνξάο θζνξηζκνύ δεηγκάησλ από ηζηνύο παξαθίλεο  αζζελώλ κε 

θαξθίλν ηνπ καζηνύ 

 

΢ηα πιαίζηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο κειέηεο είραλ ειεγρζεί ζην παξειζφλ, θαηά ηελ εθπφλεζε 

ηεο εξεπλεηηθήο εξγαζίαο ηνπ Βνξθά Π, 75 αθφκα δείγκαηα ηζηψλ παξαθίλεο. Σα 

απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο ζπλνςίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 5.15 πνπ αθνινπζεί. 
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Πίλαθαο 5.15 Αλάιπζε δεηγκάησλ ηζηώλ παξαθίλεο  αζζελώλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνύ (2008) 

α/α 
Κσδηθόο 
δείγκαηνο 

Μεηάιιαμε 3140 
A>G 

 α/α Κσδηθόο δείγκαηνο Μεηάιιαμε 3140 
A>G 

1 H13 -  39 H1 - 

2 H24 +  40 H49 - 

3 H42 -  41 H47 + 

4 H43 +  42 H65 - 

5 H71 -  43 H9 - 

6 H23 +  44 H7 - 

7 H12 +  45 H58 - 

8 H10 +  46 H39 - 

9 H50 +  47 H51 - 

10 H67 +  (3136G>A)  48 H6 - 

11 H26 -  49 H3 - 

12 H57 +  50 H46 - 

13 H17 -  51 H19 - 

14 H36 -  52 H66 - 

15 H68 -  53 H35 - 

16 H22 -  54 H59 - 

17 H2 +  55 H52 - 

18 H18 +  56 H73 - 

19 H34 -  57 H32 + 

20 H53 +  58 H31 + 

21 H69 -  59 H60 - 

22 H25 +  60 H63 - 

23 H4 -  61 H40 + 

24 H38 -  62 H44 - 

25 H74 +  63 H45 - 

26 H33 +  64 H37 - 

27 H56 -  65 H16 - 

28 H41 -  66 H14 - 

29 H62 -  67 H15 - 

30 H55 -  68 H5 - 

31 H54 -  69 H72 - 

32 H61 +    (A>T)  70 H20 - 

33 H64 -  71 H75 - 

34 H28 +  72 H48 - 

35 H27 +  73 H29 - 

36 H8 +  74 H30 + 

37 H70 +  75 H21 - 

38 H11 +     

΢ΤΝΟΛΟ: 23 κεηαιιαγκέλα δείγκαηα/75 δείγκαηα ηζηώλ αζζελώλ κε θαξθίλν καζηνύ 

ΠΟ΢Ο΢ΣΟ: 30% 
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΢πλνςίδνληαο ηα απνηειέζκαηα ησλ δχν πηλάθσλ θαηαιήγνπκε ζηα εμήο ζπκπεξάζκαηα: 

Υξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν αλάιπζεο θακππιψλ ηήμεσο (HRMA) ειέγμακε ζπλνιηθά 

106 δείγκαηα DNA απφ ηζηνχο παξαθίλεο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ. Απφ ηα 106 

δείγκαηα βξέζεθε φηη 33 απφ απηά θέξνπλ ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμφλην 20 ηνπ 

γνληδίνπ PIK3CA. Γειαδή ην πνζνζηφ εκθάληζεο ηεο κεηάιιαμεο είλαη 31%.  

΢ην επφκελν ζηάδην ζα πξαγκαηνπνηεζεί κειέηε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο 

PTEN κε αλνζντζηνρεκεία γηα ηε ζπγθεθξηκέλε νκάδα αζζελψλ. Οη αζζελείο απηνί έρνπλ 

ήδε ιάβεη ηε ζεξαπεία κε ην Herceptin θαη γλσξίδνπκε θαη ηελ αληαπφθξηζε ηνπο ζε απηή. 

Ζ νινθιήξσζε ηφζν ηεο κειέηεο παξνπζίαο κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA, φζν θαη 

ηεο κειέηεο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο PTEN ζα ζπκβάιεη ζηε ζπζρέηηζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ PI3K/PTEN κε ηελ αληαπφθξηζε ζηε ζεξαπεία κε Herceptin αζζελψλ κε 

θαξθίλν ηνπ καζηνχ πνπ ππεξεθθξάδνπλ ην HER2. 

5.6 ΢πκπεξάζκαηα 

΢ην θεθάιαην απηφ έγηλε θαηαγξαθή θαη αμηνιφγεζε ησλ απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ 

κεηά απφ αλάιπζε ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ θαηεγνξηψλ δεηγκάησλ DNA κε αλάιπζε 

θακππιψλ ηήμεσο (HRMA). Ζ κέζνδνο αλαπηχρζεθε ζε πξνεγνχκελε εξεπλεηηθή εξγαζία 

θαη εθαξκφζηεθε ηψξα κε επηηπρία ζε δείγκαηα DNA πνπ απνκνλψζεθαλ απφ ηζηνχο 

αζζελψλ κε θαξθίλνπ ηνπ καζηνχ. Ζ εθαξκνγή απηή ζπλερίζηεθε θαη ζηελ παξνχζα 

εξγαζία, φπνπ ειέγρζεθαλ 31 δείγκαηα ηζηψλ. Παξαηεξνχκε φηη ε ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο 

έρεη ηε δπλαηφηεηα λα αληρλεχεη ηελ παξνπζία ηεο κεηάιιαμεο ζηα δείγκαηα DNA απφ 

ηζηνχο θαη ηα απνηειέζκαηα επηβεβαηψλνπλ ην απμεκέλν πνζνζηφ εκθάληζεο ηεο 

κεηάιιαμεο 3140A>G ζην γνλίδην PIK3CA ζε αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ (31%). 

΢ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο έγηλε εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ζε δείγκαηα DNA πνπ 

απνκνλψζεθαλ απφ CTC, ζε δείγκαηα cDNA πνπ ζπληέζεθαλ απφ mRNA πνπ 

απνκνλψζεθε απφ CTC, θαζψο θαη ζε δείγκαηα cell free DNA. Διέγρζεθαλ ηξείο νκάδεο 

αηφκσλ: πγηείο αηκνδφηεο (γηα λα επηβεβαησζεί φηη ε κέζνδνο δε δίλεη ςεπδψο ζεηηθά 

απνηειέζκαηα), αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ νη νπνίνη έρνπλ δηαγλσζζεί κε κεηάζηαζε 

θαη ηέινο αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε 

ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο. ΢ηηο ηξείο θαηεγνξίεο δεηγκάησλ απφ πγηείο αηκνδφηεο δελ 

βξέζεθε ε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε, φπσο ήηαλ αλακελφκελν. ΢ηηο ηξείο θαηεγνξίεο 

δεηγκάησλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κε δηάγλσζε κεηάζηαζεο,  βξέζεθε ε 

ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε ζε πνζνζηφ 20% κφλν ζε δείγκαηα cell free DNA, ελψ δε 

βξέζεθε κεηάιιαμε ζην γελσκηθφ DNA θαη ζην cDNA απφ CTCs. Σέινο, ζηηο ηξείο 

θαηεγνξίεο δεηγκάησλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ 
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ηελ έλαξμε ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο, βξέζεθε ε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε ζε πνζνζηφ 

12% ζε δείγκαηα cell free DNA θαη 3% ζε δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ CTCs. 

Φαίλεηαη, ινηπφλ, φηη ε κέζνδνο κπνξεί λα αληρλεχζεη κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην PIK3CA 

ηφζν ζε δείγκαηα cell free DNA, φζν θαη ζε δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ CTCs αζζελψλ 

κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 6 

ΑΝΑΠΣΤΞΖ ΚΑΗ ΑΞΗΟΛΟΓΖ΢Ζ ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ΢ ARMS-PCR ΓΗΑ ΣΖΝ 

ΑΝΗΥΝΔΤ΢Ζ ΣΖ΢ ΜΔΣΑΛΛΑΞΖ΢ 3140 A>G ΣΟΤ PIK3CA ΢Δ ΚΛΗΝΗΚΑ 

ΓΔΗΓΜΑΣΑ 

6.1 Δηζαγσγή  

Μία απφ ηηο κεγαιχηεξεο πξνθιήζεηο πνπ έρνπλ λα αληηκεησπίζνπλ ζήκεξα ηα κνξηαθά 

δηαγλσζηηθά εξγαζηήξηα είλαη ε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε δείγκαηα κε ρακειή 

πεξηεθηηθφηεηα ζε θαξθηληθά θχηηαξα πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε, παξνπζία θπζηνινγηθψλ 

θπηηάξσλ. Σν γεγνλφο φηη ην φξην αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ θπκαίλεηαη πεξίπνπ ζην 5-20% 

γηα ηε κέζνδν ηνπ Sequencing, πνπ ζεσξείηαη ην «ρξπζφ πξφηππν» θαζηζηά αλαγθαία ηελ 

εθαξκνγή ζηξαηεγηθψλ γηα ηνλ εκπινπηηζκφ ησλ δεηγκάησλ κε κεηαιιαγκέλεο 

αιιεινπρίεο, έηζη ψζηε λα είλαη πην εχθνια αληρλεχζηκεο.144 

Οη ζσκαηηθέο κεηαιιάμεηο ζπλήζσο ππάξρνπλ ζε πνιχ ρακειά επίπεδα παξνπζία 

πςειψλ επηπέδσλ θπζηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ wild-type πνπ ιεηηνπξγνχλ ζαλ ππφβαζξν. 

Γηα ην ιφγν απηφ, είλαη απαξαίηεηε ε αλάπηπμε κεζφδσλ κε κεγαιχηεξε επαηζζεζία 

ζπγθξηηηθά κε απηέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα αλάιπζε κεηαιιάμεσλ ζηε γακεηηθή ζεηξά. 

 

6.2 Amplification Refractory Mutation System PCR (ARMS-PCR) 

Ζ κεζνδνινγία ηεο ARMS-PCR απνζθνπεί ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην DNA κε ηε 

ρξήζε αιιεινεηδηθνύ εθθηλεηή (allele-specific primer) γηα ηελ επηιεθηηθή ελίζρπζε ηνπ 

κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ. 

Γηα πξψηε θνξά παξνπζηάζηεθε ζηε βηβιηνγξαθία ην 1989 απφ ηνπο Newton et al60, σο 

κία λέα κέζνδνο πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ απιφηεηα θαη πςειή εηδηθφηεηα θαη επαηζζεζία, ε 

νπνία έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα απνκνλψλεη ρακειά επίπεδα κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ 

παξνπζία πεξίζζεηαο θπζηνινγηθνχ DNA. Ζ ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο κπνξεί λα απνηειέζεη 

ηε κέζνδν επηινγήο γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε πνιιέο δηαγλσζηηθέο θαη 

εξεπλεηηθέο εθαξκνγέο. Αθνινπζψληαο κηα αληίδξαζε ARMS-PCR, ε παξνπζία ή απνπζία 

πξντφληνο έρεη δηαγλσζηηθή ζεκαζία γηα ηελ παξνπζία ή απνπζία ηνπ αιιειίνπ-ζηφρν. 

Απηφ ζπκβαίλεη δηφηη, κε ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν παξαηεξείηαη ελίζρπζε κφλν παξνπζία 

ηεο εηδηθήο κεηάιιαμεο πνπ κειεηάηαη ζε θάζε πεξίπησζε θαη ζε γλσζηή ζέζε. Ζ 

επηβεβαίσζε ηεο ιήςεο ηνπ ζσζηνχ θαη επηζπκεηνχ πξντφληνο γίλεηαη κε ειεθηξνθφξεζε 

ζε πεθηή αγαξφδεο, φπνπ πξνζδηνξίδεηαη ην κέγεζνο ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο θαη 
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ειέγρεηαη ε παξνπζία παξαπξντφλησλ. Άξα, ε ARMS-PCR κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

ηελ ηαπηνπνίεζε κεηαιιαγκέλσλ θαη θπζηνινγηθψλ δεηγκάησλ, ρσξίο λα απαηηείηαη ν 

ζπλδπαζκφο ηεο κε θάπνηα άιιε ηερληθή αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ (HRMA, RFLPs, 

Sequencing, Pyrosequencing), φπσο ζπκβαίλεη κε ηε Real-time PCR κε κε αιιεινεηδηθφ 

εθθηλεηή. Δπηπιένλ, κπνξεί μεθάζαξα λα δηαθξίλεη εηεξνδπγψηεο θαη νκνδπγψηεο θαη γηα ηα 

δχν αιιήιηα γηα ηε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε κεηά ηελ ειεθηξνθφξεζε. 

Ζ αξρή ζηελ νπνία ζηεξίδεηαη ε κεζνδνινγία απηή είλαη φηη νιηγνλνπθιενηίδηα κε έλα κε-

ζπκπιεξσκαηηθφ θαηάινηπν ζην 3‟-άθξν ηνπο δελ κπνξνχλ λα ιεηηνπξγήζνπλ σο 

εθθηλεηέο ζηελ αληίδξαζε ηεο PCR θάησ απφ ηηο θαηάιιειεο ζπλζήθεο. Ζ επέθηαζε ησλ 

εθθηλεηψλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR είλαη απνηειεζκαηηθή θαη απνδνηηθή φηαλ ε 

αδσηνχρνο βάζε ηνπ λνπθιενηηδίνπ ζην 3‟-άθξν ηνπ εθθηλεηή είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ηελ 

αληίζηνηρε βάζε ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν πνπ πξφθεηηαη λα εληζρπζεί. Αληίζεηα, ε επέθηαζε 

ησλ εθθηλεηψλ είλαη ιηγφηεξν απνηειεζκαηηθή ή αθφκα θαη αλχπαξθηε φηαλ ην 3‟-άθξν ηνπ 

εθθηλεηή έρεη κηα κε ζπκπιεξσκαηηθή βάζε κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν. Έηζη, ε ζχλζεζε ηνπ 

αιιεινεηδηθνχ εθθηλεηή κπνξεί λα γίλεη κε βάζε ην θπζηνινγηθφ ή ην κεηαιιαγκέλν 

αιιήιην. Ο εηδηθφο εθθηλεηήο γηα ην θπζηνινγηθφ αιιήιην (wild-type specific primer) 

επηηξέπεη ηελ ελίζρπζε ηνπ θπζηνινγηθνχ αιιειίνπ θαη θαηαζηέιιεη ηελ ελίζρπζε ηνπ 

κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ. Αληίζηνηρα, ν εηδηθφο εθθηλεηήο γηα ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην 

(mutant specific primer) επηηξέπεη ηελ ελίζρπζε ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ θαη 

θαηαζηέιιεη ηελ ελίζρπζε ηνπ θπζηνινγηθνχ. Σηο πεξηζζφηεξεο θνξέο νη εθθηλεηέο 

ζρεδηάδνληαη έηζη ψζηε λα είλαη ζπκπιεξσκαηηθνί κε ην αιιήιην πνπ θέξεη ηε κεηάιιαμε 

πνπ κειεηάκε ζε θάζε πεξίπησζε, θαη ζπλεπψο λα παξάγεηαη πξντφλ κφλν παξνπζία ηεο 

κεηάιιαμεο (΢ρήκα 6.1). 
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΢ρήκα 6.1 Αξρή κεζόδνπ ARMS-PCR. Με ρξήζε πξόζζηνπ εθθηλεηή εηδηθνύ γηα ηε κεηάιιαμε 

επηηπγράλεηαη ε ελίζρπζε κόλν ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR. Ζ ύπαξμε 

κε-ζπκπιεξσκαηηθνύ 3’-άθξνπ κε ηε θπζηνινγηθή αιιεινπρία-ζηόρν νδεγεί ζε κε απνηειεζκαηηθή 

ή κε εθηθηή ελίζρπζε. Σειηθά πξνθύπηεη κόλν έλα, εηδηθό πξντόλ. Με αζηεξίζθν (*) ζπκβνιίδεηαη ην 

δεύηεξν κε-ζπκπιεξσκαηηθό δεύγνο βάζεσλ δύν ή ηξείο ζέζεηο αξηζηεξά από ην 3’-άθξν ηνπ 

εθθηλεηή.145 

 

Ζ επηιεθηηθή ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο–ζηφρνπ πνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ην 3‟-άθξν 

ηνπ εθθηλεηή ζπγθξηηηθά κε ηελ αιιεινπρία πνπ έρεη κε-ζπκπιεξσκαηηθφ 3‟-άθξν κε ηνλ 

εθθηλεηή νθείιεηαη ζηε δξάζε ηεο Taq-πνιπκεξάζεο. Απαξαίηεηε πξνυπφζεζε γηα ηελ 

επηηπρή εθηέιεζε ηεο ARMS-PCR είλαη ε απνπζία ηεο επηδηνξζσηηθήο δξαζηεξηφηεηαο 3‟-

εμσλνπθιεάζεο ηεο Taq-πνιπκεξάζεο. Ζ έιιεηςε απηήο ηεο δξάζεο ηεο πνιπκεξάζεο 

έρεη επηβεβαησζεί.146,147 ΢πλέπεηα απηήο ηεο έιιεηςεο είλαη ε κε εθηθηή επηδηφξζσζε ηεο 

κε-ζπκπιεξσκαηηθήο βάζεο ζην 3‟-άθξν θαη αδχλαηε επέθηαζε ηνπ εθθηλεηή. 

Σν πνζνζηφ επηηπρίαο ηεο ARMS-PCR, δειαδή ε εηδηθφηεηα θαη ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ 

είλαη δπλαηφλ λα επεξεαζηνχλ απφ δηάθνξνπο παξάγνληεο. Τπάξρεη πηζαλφηεηα ν 

αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο λα επεθηαζεί παξ‟ φιν πνπ κπνξεί λα ππάξρεη κε 

ζπκπιεξσκαηηθφ 3‟-άθξν κε ηελ αιιεινπρία. Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα ηε ιήςε κε εηδηθνχ 
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πξντφληνο ή αθφκα θαη ηε ιήςε ςεπδψο ζεηηθνχ απνηειέζκαηνο. Ζ εηδηθφηεηα ηεο κεζφδνπ 

κπνξεί λα βειηησζεί κε κείσζε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ dNTPs, ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ 

ηφλησλ  καγλεζίνπ (Mg+2) ή ησλ εθθηλεηψλ ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο. Έλαο απινχζηεξνο 

ηξφπνο αχμεζεο ηεο εηδηθφηεηαο είλαη ε αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηα ζηάδηα ηεο 

πβξηδνπνίεζεο θαη ηεο επέθηαζεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR. Οη 

«απζηεξέο» ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR είλαη ζπλήζσο απαξαίηεην ζηνηρείν γηα κηα 

επηηπρεκέλε ARMS-PCR κε πςειή εηδηθφηεηα. Αληίζηξνθα, ε αχμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο 

ησλ παξαπάλσ αληηδξαζηεξίσλ ή ε κείσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο πβξηδνπνίεζεο θαη 

επέθηαζεο ησλ εθθηλεηψλ ζα έρεη αληίζεηα απνηειέζκαηα, δειαδή κείσζε εηδηθφηεηαο θαη 

ιήςε παξαπξντφλησλ θαη ςεπδψο ζεηηθψλ απνηειεζκάησλ.60 

Όπσο αλαθέξζεθε θαη παξαπάλσ, ζπλήζσο ζρεδηάδνπκε ηνλ αιιεινεηδηθφ εθθηλεηή ψζηε 

ην 3‟-άθξν ηνπ λα είλαη ζπκπιεξσκαηηθφ κε ηε κεηαιιαγκέλε αιιεινπρία-ζηφρν θαη κε 

ζπκπιεξσκαηηθφ κε ηε θπζηνινγηθή αιιεινπρία. ΢ηελ πεξίπησζε απηή ζην ηέινο ηεο 

αληίδξαζεο ηεο PCR αλάινγα κε ην αλ ζα ιεθζεί εηδηθφ πξντφλ ή φρη είλαη δπλαηφο ν  

δηαρσξηζκφο ησλ δεηγκάησλ ζε κεηαιιαγκέλα θαη θπζηνινγηθά. Γελ ππάξρεη φκσο ε 

δπλαηφηεηα λα γλσξίδνπκε αλ έλα κεηαιιαγκέλν δείγκα πξνέξρεηαη απφ νκνδπγψηε ή 

εηεξνδπγψηε γηα ηε κεηάιιαμε, ή αλ πξφθεηηαη γηα νκνδπγψηε θπζηνινγηθφ. Γηα λα 

επηηεπρζεί θάηη ηέηνην ζα πξέπεη λα ζπκπεξηιεθζεί ζην κείγκα ηεο αληίδξαζεο ηφζν εηδηθφο 

εθθηλεηήο γηα ην θπζηνινγηθφ αιιήιην, φζν θαη εηδηθφο εθθηλεηήο γηα ην κεηαιιαγκέλν 

αιιήιην. Θεσξεηηθά, ν θάζε εθθηλεηήο ζα δψζεη εηδηθφ PCR πξντφλ, είηε κεηαιιαγκέλν, είηε 

θπζηνινγηθφ. Ο δηαρσξηζκφο θαη ε επηβεβαίσζε ηνπ θπζηνινγηθνχ ή ηνπ 

νκνδπγψηε/εηεξνδπγψηε κεηαιιαγκέλνπ γίλεηαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο 

(΢ρήκα 6.2). Δίλαη επλφεην πσο ε παξνπζία πεξηζζνηέξσλ ηνπ ελφο δεπγψλ εθθηλεηψλ 

απαηηεί πην επίπνλε δηαδηθαζία βειηηζηνπνηήζεσλ έηζη ψζηε ν θάζε εθθηλεηήο λα 

επεθηείλεηαη θαη λα δίλεη PCR πξντφλ κφλν κε ηελ εηδηθή αιιεινπρία-ζηφρν. Πξέπεη δειαδή 

νη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο λα είλαη απζηεξέο, ψζηε λα απνθεχγνληαη ηα ςεπδψο ζεηηθά 

απνηειέζκαηα. 
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΢ρήκα 6.2 Δθαξκνγή ARMS-PCR. Υξήζε εηδηθώλ εθθηλεηώλ γηα ηα δύν αιιήιηα θαη ειεθηξνθόξεζε 

ζε πεθηή αγαξόδεο κε ζθνπό ην δηαρσξηζκό ησλ νκνδπγσηώλ από ηνπο εηεξνδπγώηεο. Με 

αζηεξίζθν (*) ζπκβνιίδεηαη ην δεύηεξν κε-ζπκπιεξσκαηηθό δεύγνο βάζεσλ δύν ή ηξείο ζέζεηο 

αξηζηεξά από ην 3’-άθξν ηνπ εθθηλεηή.145 

 

Ζ ARMS-PCR είλαη κία ηερληθή πνπ επηηξέπεη ην ιεπηνκεξή έιεγρν νπνηαζδήπνηε 

γλσζηήο ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο ή πνιπκνξθηζκνχ. Απαηηεί ηε ρξήζε αιιεινεηδηθνχ 

εθθηλεηή θαη ζπλεπψο ν αξρηθφο ζρεδηαζκφο απνζθνπεί ζηε ιήςε ελφο θαη κφλν εηδηθνχ 

πξνηφληνο. ΢ε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο φκσο, έλα κφλν κε-ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο 

βάζεσλ ζην 3‟-άθξν κεηαμχ ηνπ εθθηλεηή θαη ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ δελ κπνξεί λα 

απνηξέςεη ηελ ελίζρπζε, δειαδή ην ζρεκαηηζκφ κε εηδηθνχ πξντφληνο θαη ηε ιήςε ςεπδψο 

ζεηηθνχ απνηειέζκαηνο. Σν πξφβιεκα απηφ κπνξεί λα μεπεξαζηεί εηζάγνληαο έλα ή 

πεξηζζφηεξα κε ζπκπιεξσκαηηθά δεχγε βάζεσλ κεηαμχ εθθηλεηή θαη αιιεινπρίαο-ζηφρνπ 

θνληά ζην 3‟-άθξν φπνπ πξνζδέλεηαη ε πνιπκεξάζε.60,148,149,150 Έηζη ην πβξίδην ηνπ 

εηδηθνχ εθθηλεηή κε ηε κε ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία θαζίζηαηαη πην αζηαζέο θαη δελ 

επεθηείλεηαη. Σν επηπιένλ κε-ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ εηζάγεηαη ζπλήζσο δχν ή 

ηξεηο ζέζεηο αξηζηεξά απφ ην 3‟-άθξν ηνπ εθθηλεηή. Ζ ζέζε θαζψο θαη ην είδνο ηνπ κε-

ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο βάζεσλ δελ είλαη ζε θάζε πεξίπησζε ηα ίδηα, αιιά 

πξνζδηνξίδνληαη πεηξακαηηθψο.151 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  124 

6.3 In silico ζρεδηαζκόο εθθηλεηώλ γηα ARMS-PCR γηα ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην 

PIK3CA 

Σα γεληθά θξηηήξηα ζρεδηαζκνχ ησλ εθθηλεηψλ αλαθέξνληαη ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην. 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε, φπνπ εθηειείηαη αληίδξαζε ARMS-PCR, έλαο απφ ηνπο δχν 

εθθηλεηέο, είηε ν πξφζζηνο, είηε ν αλάζηξνθνο, ζρεδηάδνληαη λα είλαη αιιεινεηδηθνί, λα 

εληζρχνπλ δειαδή κφλν ην θπζηνινγηθφ ή κφλν ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην. ΢ηε 

ζπγθεθξηκέλε κειέηε ν ζρεδηαζκφο έγηλε σο εμήο: ν πξφζζηνο εθθηλεηήο ζρεδηάζηεθε έηζη 

ψζηε ην 3‟-άθξν ηνπ λα είλαη ζπκπιεξσκαηηθφ κε ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην, εθθηλεηήο 

εηδηθφο γηα ην κεηαιιαγκέλν (mutant specific primer), ελψ ν αλάζηξνθνο εθθηλεηήο δελ 

είρε θάπνηνπ είδνπο εηδηθφηεηα. Όπσο είρε αλαθεξζεί θαη παξαπάλσ, γηα λα επηηεπρζεί 

θαιχηεξε εηδηθφηεηα, έγηλε εηζαγσγή θαη ελφο δεχηεξνπ κε-ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο 

βάζεσλ ηξεηο ζέζεηο αξηζηεξά απφ ην 3‟-άθξν ηνπ εθθηλεηή. Έηζη, ν πξφζζηνο εθθηλεηήο 

έρεη έλα κε-ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν ηξία λνπθιενηίδηα 

αξηζηεξά απφ ην 3‟-άθξν, ελψ ν ίδηνο εθθηλεηήο έρεη δχν κε-ζπκπιεξσκαηηθά δεχγε 

βάζεσλ κε ηελ θπζηνινγηθή αιιεινπρία-ζηφρν. Απηφ θαζηζηά ην πβξίδην ηνπ εθθηλεηή κε ην 

θπζηνινγηθφ αιιήιην αζηαζέο θαη απνηξέπεη ηελ επέθηαζή ηνπ θαη ην ζρεκαηηζκφ 

πξνηφληνο. 

Ζ αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ πνπ πεξηέρεη ηε κεηάιιαμε θαζψο θαη ε ζέζε ησλ εθθηλεηψλ 

παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 6.3.  

acattctagtggggtaaagggaatcaaaagatgttggtaagagaagtgagagaggaatgctatttttttatag

ctttgtctacgaaagcctctctaattttgtgacatttgagcaaagacctgaaggtattaacatcatttgctcc

aaactgaccaaactgttcttattacttatagGTTTCAGGAGATGTGTTACAAGGCTTATCTAGCTATTCGACA

GCATGCCAATCTCTTCATAAATCTTTTCTCAATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGAT

GACATTGCATACATTCGAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAAC

AAATGAATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAATTAAACAGCATG

CATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGCTCACTCTGGATTCCACACTGCACTGTTAATAACTCTCA

GCAGGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAACAGCATTAGAATTTACAGCAAGAACAGAAAT

AAAATACTATATAATTTAAATAATGTAAACGCAAACAGGGTTTGATAGCACTTAAACTAGTTCATTTCAAAAT

TAAGCTTTAGAATAATGCGCAATTTCATGTTATGCCTTAAGTCCAAAAAGGTAAACTTTGAAGATTGTTTGTA

TCTTTTTTTAAAAAACAAAACAAAACAAAAATCCCCAAAATATATAGAAATGATGGAGAAGGaaaaagt 

΢ρήκα 6.3 Ζ αιιεινπρία ηνπ εμνλίνπ 20 κε ηηο πιεζηέζηεξεο αιιεινπρίεο ηληξνλίσλ. Με καύξα 

θεθαιαία γξάκκαηα παξνπζηάδεηαη ην εμόλην θαη κε πξάζηλν ε κε κεηαθξαδόκελε πεξηνρή ηνπ. Mε 

κηθξά γξάκκαηα ηα ηληξόληα θαη 5΄ κε κεηαγξαθόκελε πεξηνρή, κε θόθθηλν ρξώκα παξνπζηάδεηαη ε 

κεηάιιαμε. Οη εθθηλεηέο γηα ην πξντόλ 50bp κε θίηξηλν. 
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Ζ πεξηνρή πνπ εληζρχεηαη θαιχπηεη ηκήκα ηνπ εμνλίνπ 20 ηνπ γνληδίνπ PIK3CA θαη ην 

πξντφλ πνπ πξνθχπηεη έρεη κήθνο 50bp. Ζ κεηάιιαμε πνπ αληρλεχεηαη είλαη ε κεηαηξνπή 

ηεο αδελίλεο (Α) ζε γνπαλίλε (G) ζηε ζέζε 3140. Άξα, ην θπζηνινγηθφ αιιήιην θέξεη ηε 

βάζε αδελίλε, ελψ ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην θέξεη ηε βάζε γνπαλίλε. 

 

6.4 ΢πλζήθεο ARMS-PCR γηα ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμόλην 20 ηνπ γνληδίνπ 

PIK3CA 

΢ηνλ πίλαθα 6.1 παξνπζηάδνληαη νη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην. 

Πίλαθαο 6.1 Υαξαθηεξηζηηθά εθθηλεηώλ γηα ηελ ARMS-PCR γηα ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμόλην 20 

ηνπ PIK3CA 

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία 5’-3’ Nt Tm Πξνηόλ 

Πξφζζηνο 

(PIK_ARMS_EX20_3140) 

GAAACAAATGAATGATGTACG 21 50.7oC 
50bp 

Αλάζηξνθνο 

(20P70R) 

AATCCATTTTTGTTGTCCAG 20 52.5oC 

 

΢ηνλ πίλαθα 6.2 παξνπζηάδνληαη νη πνζφηεηεο ησλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ην PIK3CA. 

Πίλαθαο 6.2 ΢πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο ARMS-PCR γηα ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμόλην 20 ηνπ 

PIK3CA 

Αληηδξαζηήξηα C Αξρηθή Όγθνο (κL) C Σειηθή 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο 10 κΜ 0,3 0,3κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 10 κΜ 0,3 0,3κΜ 

dNTPs 10 mM 0,4 0,4mM 

MgCl2 25 mM 1,2 3,0mM 

BSA 10 κg/κL 0,15 0.15κg/κL 

PCR ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 5x 2,0 1x 

Taq πνιπκεξάζε(Promega) 5 U/κL 0,1 0.05U/κL 

LCGreen Plus 10x 1,0 1x 

H2O - 3,55 - 

Γείγκα DNA 25 ng/κL 1,0 2,5ng/κL 

΢πλνιηθόο Όγθνο  10  
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΢ηνλ πίλαθα 6.3 παξνπζηάδνληαη νη ζπλζήθεο ηεο PCR πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

Πίλαθαο 6.3 ΢πλζήθεο ARMS-PCR γηα  ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμόλην 20 ηνπ γνληδίνπ PIK3CA 

΢ηάδην PCR PIK3CA εμόλην 20 

Αξρηθφο δηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 2min 

Γηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 10 sec 

Τβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ ζην DNA 63oC/ 15 sec 

Δπέθηαζε εθθηλεηψλ 72oC/ 20 sec 

 

Γηα λα έρνπκε κηα επηπιένλ επηβεβαίσζε, εθηφο απηήο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, φηη ε 

παξαπάλσ αληίδξαζε PCR ζα καο δψζεη ην επηζπκεηφ πξντφλ ρσξίο ηελ παξνπζία 

άιισλ παξαπξντφλησλ, πξνζζέζακε ζην ηέινο ηεο αληίδξαζεο έλα επηπιένλ ζηάδην 

αλάθηεζεο θακππιψλ ηήμεο. Γλσξίδνπκε απφ ηηο αλαθνξέο ηνπ Primer Premier πσο ε 

ζεξκνθξαζία ηήμεο ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο είλαη πεξίπνπ 75νC. Οπνηαδήπνηε άιιε 

κεηάβαζε απνδεηθλχεη ηελ χπαξμε παξαπξντφληνο θαη απαηηεί ηελ πεξαηηέξσ 

βειηηζηνπνίεζε ηνπ πξσηνθφιινπ. ΢ηνλ πίλαθα 6.4 παξνπζηάδνληαη νη ζπλζήθεο 

αλάθηεζεο θακππιψλ ηήμεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

Πίλαθαο 6.4 ΢πλζήθεο αλάθηεζεο θακππιώλ ηήμεσο γηα ην γνλίδην PIK3CA 

Πξόγξακκα PIK3CA εμόλην 20 

Ρπζκφο ηήμεο 0,2ΟC/ sec 

Θεξκνθξαζία έλαξμεο αλάθηεζεο 60 OC 

Θεξκνθξαζία ιήμεο 95 OC 

Θεξκνθξαζία ςχμεο 40OC 

 

 

 

 

60 κύκλοι 
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6.5 Βειηηζηνπνίεζε, επηβεβαίσζε θαη κειέηε επαηζζεζίαο ηεο κεζόδνπ ARMS-PCR 

γηα ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμόλην 20 ηνπ PIK3CA 

6.5.1 Παξαζθεπή πξνηύπσλ δεηγκάησλ 

Γηα ηελ αλάπηπμε ησλ κεζνδνινγηψλ ηεο ARMS-PCR θαη ηεο ARMS-PCR ζε ζπλδπαζκφ 

κε ην HRMA ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα παξαθάησ πξφηππα δείγκαηα: ε καζηηθή θαξθηληθή 

ζεηξά T47D, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο ζεηηθφο κάξηπξαο (mutant control) πνπ θέξεη ηελ 

ππφ κειέηε κεηάιιαμε, θαη ε θπηηαξηθή ζεηξά Α17, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθφο 

κάξηπξαο (wild-type control) πνπ θέξεη ηε θπζηνινγηθή αιιεινπρία. Δπηπιένλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθε κηα ζεηξά δεηγκάησλ ηζηψλ αθηλεηνπνηεκέλσλ ζε block παξαθίλεο, 

κεηαιιαγκέλσλ θαη θπζηνινγηθψλ, γηα ηελ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ πξηλ ηελ εθαξκνγή ηεο 

ζηα θιηληθά δείγκαηα. Γηα ηε κειέηε επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ παξαζθεπάζηεθαλ ηα 

πνζνζηηαία πξφηππα κε θαηάιιειεο αλακίμεηο ηνπ ζεηηθνχ κάξηπξα T47D εηεξφδπγνπ γηα 

ηε κεηάιιαμε θαη ηνπ αξλεηηθνχ κάξηπξα Α17. Σα πνζνζηηαία πξφηππα πνπ 

παξαζθεπάζηεθαλ θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ 0,2%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 50%, 

100% T47D θαη 100% Α17. 

 

6.5.2 Βειηηζηνπνίεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνύ ησλ εθθηλεηώλ ηεο ARMS-PCR 

γηα ηε κεηάιιαμε 3140 A>G ζην εμόλην 20 ηνπ PIK3CA 

Όπσο είλαη γλσζηφ, ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ (Tan) παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν 

ζηελ εηδηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR θαη ζηε ιήςε ηνπ εηδηθνχ πξντφληνο, ρσξίο ηελ 

παξάιιειε ελίζρπζε παξαπξντφλησλ. Δπηπιένλ, ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ 

εθθηλεηψλ θαζνξίδεη θαη ηελ επαηζζεζία ηεο αληίδξαζεο, θαζψο δηακνξθψλεη ηνλ θχθιν 

ελίζρπζεο ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ (Cq). Αλαιπηηθφηεξα, ζε ρακειέο ζεξκνθξαζίεο 

πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ επλνείηαη ν ζρεκαηηζκφο ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο, θαη 

κάιηζηα ζε ζρεηηθά κηθξφ Cq (αλάινγα κε ηελ αξρηθή πνζφηεηα δείγκαηνο ζην κείγκα ηεο 

αληίδξαζεο), αιιά ζπγρξφλσο επλνείηαη ηδηαίηεξα θαη ν ζρεκαηηζκφο παξαπξντφλησλ. 

Άξα, νη ρακειέο ζεξκνθξαζίεο πβξηδηζκνχ απμάλνπλ ηελ επαηζζεζία θαη πεξηνξίδνπλ ηελ 

εηδηθφηεηα ηνπ πξνζδηνξηζκνχ. Αληίζεηα, ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο πβξηδηζκνχ ησλ 

εθθηλεηψλ πεξηνξίδνληαη νη πηζαλφηεηεο ζρεκαηηζκνχ παξαπξντφλησλ, αιιά απμάλνληαη 

θαη νη θχθινη ελίζρπζεο. Απμάλεηαη, δειαδή ε εηδηθφηεηα, αιιά κεηψλεηαη αηζζεηά ε 

επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ. ΢πλεπψο ζα πξέπεη λα βξεζεί ε ηδαληθή ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ 

ησλ εθθηλεηψλ πνπ νδεγεί ζε επηιεθηηθή ελίζρπζε ηνπ εηδηθνχ πξντφληνο. Πξέπεη δειαδή ε 
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ζεξκνθξαζία πνπ ζα επηιεγεί λα επηθέξεη ην βέιηηζην ζπλδπαζκφ επαηζζεζίαο θαη 

εηδηθφηεηαο. 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν ηεο ARMS-PCR θαζνξηζηηθφ ζηνηρείν ηνπ επηηπρεκέλνπ 

απνηειέζκαηνο είλαη ε εηδηθφηεηα, απφ ηε ζηηγκή πνπ απηή ζα θαζνξίζεη πνην δείγκα είλαη 

θπζηνινγηθφ θαη πνην κεηαιιαγκέλν. ΢θνπφο είλαη ν αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο λα 

πβξηδνπνηεζεί θαη λα εληζρχζεη κφλν ηα κεηαιιαγκέλα αιιήιηα, φπσο πξνβιέπεη θαη ε in 

silico κειέηε. Οη ζεσξεηηθέο Tm ησλ εθθηλεηψλ, φπσο απηέο πξνβιέπνληαη απφ ην Primer 

Premier είλαη 50,7νC γηα ηνλ αιιεινεηδηθφ πξφζζην εθθηλεηή θαη 52,5νC γηα ηνλ αλάζηξνθν 

εθθηλεηή. Δπεηδή ζηνρεχνπκε ζε πςειή εηδηθφηεηα, μεθηλήζακε κε Tan=58oC, πνπ είλαη 

πςειφηεξε ζεξκνθξαζία απφ ηελ Σm θαη ησλ δχν εθθηλεηψλ. Παξαηεξήζεθε ελίζρπζε θαη 

ηνπ θπζηνινγηθνχ θαη ηνπ κεηαιιαγκέλνπ δείγκαηνο ειέγρνπ, ηα πξντφληα ησλ νπνίσλ 

αληρλεχηεθαλ πεξίπνπ κε 15 θχθινπο δηαθνξά. Ζ επαηζζεζία ήηαλ αξθεηά θαιή, αιιά 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαη δεχηεξν πείξακα ζηνπο 60νC κε ζθνπφ ηε βειηίσζε ηεο 

εηδηθφηεηαο ηεο αληίδξαζεο. Καη πάιη φκσο παξαηεξήζεθε ελίζρπζε ηφζν ηνπ 

θπζηνινγηθνχ, φζν θαη ηνπ κεηαιιαγκέλνπ πξφηππνπ δείγκαηνο κε ηελ ίδηα πεξίπνπ 

δηαθνξά ζηνπο θχθινπο φπσο θαη ζην πξνεγνχκελν πείξακα. Σειηθά ε βέιηηζηε Σan ήηαλ 

νη 63 νC φπνπ εληζρχζεθε κφλν ην κεηαιιαγκέλν πξφηππν θαη θαζφινπ ην θπζηνινγηθφ κε 

κεγάιε επαηζζεζία. Όιεο νη παξαπάλσ θακπχιεο ελίζρπζεο ηεο PCR απεηθνλίδνληαη ζηελ 

Δηθόλα 6.1. Γηα λα εμαληιήζνπκε φιεο ηηο πηζαλέο επηινγέο, πξαγκαηνπνηήζακε έλα 

ηειεπηαίν πείξακα κε Σan=65 νC. Όπσο απνδείρζεθε φκσο, ε ζεξκνθξαζία απηή ήηαλ 

πνιχ πςειή θαη ελψ ηθαλνπνηνχζε ηηο απαηηήζεηο ζε εηδηθφηεηα, είρε πνιχ ρακειή 

επαηζζεζία. Γηα ηελ επηβεβαίσζε αθελφο φηη ην πξντφλ ηεο PCR ήηαλ ην αλακελφκελν θαη 

αθεηέξνπ φηη ην δεχγνο ησλ εθθηλεηψλ ήηαλ εηδηθφ γηα ηε ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία, έγηλε 

ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR ζε πεθηή αγαξφδεο. Σφζν ε ειεθηξνθφξεζε, 

φζν θαη ε αλάθηεζε θακπχισλ ηήμεο, ζαλ ηειεπηαίν επηπιένλ ζηάδην ηεο αληίδξαζεο, 

απνδεηθλχνπλ ην ζρεκαηηζκφ ελφο πξντφληνο κήθνπο 50bp. 
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Δηθόλα 6.1 Μειέηε επίδξαζεο ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνύ εθθηλεηώλ ζηελ αληίδξαζε ηεο  ARMS-PCR 

Α. Κακπύιεο ελίζρπζεο PCR γηα Σan=58
o
C. Μαύξν-Κόθθηλν=Α17 θαη Πξάζηλν-Ρνδ=T47D, B. 

Κακπύιεο ελίζρπζεο PCR γηα Σan=60
o
C. Πξάζηλν=Α17 θαη Κόθθηλν=T47D, Γ. Κακπύιεο ελίζρπζεο 

PCR γηα Σan=63
ν
C. Μαύξν=Α17 θαη Πξάζηλν-Ρνδ=T47D 

 

6.5.3 Δπηβεβαίσζε πξσηνθόιινπ ARMS-PCR κε ρξήζε γλσζηώλ, κεηαιιαγκέλσλ 

θαη θπζηνινγηθώλ δεηγκάησλ ηζηώλ αθηλεηνπνηεκέλσλ ζε block παξαθίλεο  

Γηα ηελ επηθχξσζε ηνπ παξαπάλσ πξσηνθφιινπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ δείγκαηα ηζηψλ 

αθηλεηνπνηεκέλσλ ζε block παξαθίλεο πνπ είραλ κειεηεζεί ζε πξνεγνχκελε εξεπλεηηθή 

εξγαζία.96 Υξεζηκνπνηήζεθαλ ελδεηθηηθά δχν θπζηνινγηθά θαη δχν κεηαιιαγκέλα δείγκαηα 

θαη θπζηθά ηα δχν πξφηππα δείγκαηα (T47D θαη Α17) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο 

βειηηζηνπνηήζεηο. Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο παξαηεξήζεθε φηη: ηα κεηαιιαγκέλα 
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δείγκαηα εληζρχζεθαλ θαη έδσζαλ πξντφλ, αιιά ην ίδην ζπλέβε θαη κε ηα θπζηνινγηθά ζε 

πνιχ κεγαιχηεξν θχθιν. Σν παξαπάλσ απνηέιεζκα καο νδήγεζε ζην ζπκπέξαζκα πσο 

είλαη αλάγθε, πξνθεηκέλνπ λα απνθχγνπκε ηα ςεπδψο ζεηηθά απνηειέζκαηα, λα 

θαηαθχγνπκε ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ελφο νξίνπ ιήςεο απφθαζεο (cut-off) θαη κε βάζε απηφ 

λα δηαρσξίδνπκε ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα απφ ηα θπζηνινγηθά. Γηα ην ζθνπφ απηφ 

επαλαιάβακε ηελ εθηέιεζε ηνπ πξσηνθφιινπ ρξεζηκνπνηψληαο, απηή ηε θνξά, ηα ίδηα 

πξφηππα δείγκαηα (T47D θαη Α17), ηα ηξία κεηαιιαγκέλα δείγκαηα ηζηψλ παξαθίλεο, 

θαζψο θαη έμη θπζηνινγηθά δείγκαηα ηζηψλ. Σα απνηειέζκαηα ηεο PCR έδεημαλ φηη, έλα 

αζθαιέο φξην ιήςεο απφθαζεο είλαη νη 50 θχθινη. Παξαηεξήζεθε φηη κεηά ηνπο 50 

θχθινπο άξρηδαλ λα εληζρχνληαη θάπνηα θπζηνινγηθά δείγκαηα θαη λα δίλνπλ ςεπδψο 

ζεηηθφ απνηέιεζκα. Οξίδνληαο ινηπφλ σο cut-off ηνπο 50 θχθινπο πεηπραίλνπκε βέιηηζηε 

εηδηθφηεηα ηεο κεζφδνπ. Παξάιιεια φκσο έρνπκε θάπνηεο απψιεηεο σο πξνο ηελ 

επαηζζεζία, δηφηη ην έλα κεηαιιαγκέλν δείγκα εληζρχεηαη ζε θχθιν κεγαιχηεξν ηνπ 50. 

Παξ‟ φια απηά, απνθαζίζακε λα δερηνχκε ην ζπγθεθξηκέλν cut-off, ζεσξψληαο ηελ 

εηδηθφηεηα ηεο κεζφδνπ πην ζεκαληηθή ζηελ παξνχζα θάζε. Σα απνηειέζκαηα 

επηβεβαηψζεθαλ θαη κε ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR ζε πεθηή αγαξφδεο. 

(Δηθόλα 6.2) 

 

Δηθόλα 6.2 Ζιεθηξνθόξεζε πξντόλησλ ηεο ARMS-PCR 60 θύθισλ. 1) θαη 9) Γείθηεο κνξηαθώλ 

βαξώλ 2)NC 3)A17 4) θαη 5)θπζηνινγηθά δείγκαηα ηζηώλ παξαθίλεο 6) θαη 7) κεηαιιαγκέλα δείγκαηα 

ηζηώλ παξαθίλεο 8) T47D  
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6.5.4 Μειέηε αλαιπηηθήο επαηζζεζίαο ηεο κεζόδνπ ARMS-PCR κε ρξήζε πξνηύπσλ 

κηγκάησλ κεηαιιαγκέλνπ δείγκαηνο ζε θπζηνινγηθό (T47D/A17) 

Όπσο αλαθέξζεθε θαη ζε πξνεγνχκελε παξάγξαθν, γηα ηνλ έιεγρν θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο αλαιπηηθήο επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ παξαζθεπάζηεθαλ ηα πνζνζηηαία πξφηππα κε 

θαηάιιειεο αλακίμεηο ηνπ ζεηηθνχ κάξηπξα T47D, εηεξφδπγνπ γηα ηε κεηάιιαμε, θαη ηνπ 

αξλεηηθνχ κάξηπξα Α17. Σα πνζνζηηαία πξφηππα πνπ παξαζθεπάζηεθαλ θαη 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ 0,2%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 50%, 100% T47D 

(εηεξφδπγν) θαη 100% Α17. Σα παξαπάλσ κείγκαηα κεηαιιαγκέλνπ δείγκαηνο ζε 

θπζηνινγηθφ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο ARMS-PCR 

φπσο απηφ δηακνξθψζεθε θαη κεηά ηνλ νξηζκφ ησλ 50 θχθισλ σο θαηψηεξν φξην ιήςεο 

απφθαζεο. ΢ηφρνο καο ήηαλ λα πξνζδηνξίζνπκε ην ειάρηζην πνζνζηφ κεηαιιαγκέλνπ, 

πνπ κπνξεί λα αληρλεπζεί κε ηελ κέζνδν πνπ κειεηάκε, παξνπζία πεξίζζεηαο 

θπζηνινγηθνχ. Σν πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δχν θνξέο, έηζη ψζηε λα είκαζηε βέβαηνη γηα 

ηα απνηειέζκαηα. Σν ηειηθφ ζπκπέξαζκα ήηαλ φηη κε ηελ ARMS-PCR θαη ην ζπγθεθξηκέλν 

πξσηφθνιιν κπνξνχκε λα αληρλεχζνπκε κε βεβαηφηεηα πνζνζηφ 1% κεηαιιαγκέλνπ 

παξνπζία θπζηνινγηθνχ. (Δηθόλα 6.3) 

 

 

Δηθόλα 6.3 Καηαγξάθεκα αληίδξαζεο ARMS-PCR. Καζνξηζκόο νξίνπ ιήςεο απόθαζεο (cut-off) θαη 

πξνζδηνξηζκόο επαηζζεζίαο ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεζνδνινγίαο. 
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6.6 ΢πκπεξάζκαηα 

Καηά ηελ αλάπηπμε ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεζνδνινγίαο ARMS-PCR γηα αλίρλεπζε 

κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA, παξαηεξήζεθε φηη δελ ήηαλ δπλαηφλ λα αλαζηαιεί 

πιήξσο ε ελίζρπζε ηνπ θπζηνινγηθνχ αιιειίνπ, ιφγσ ηνπ ηχπνπ ηνπ κε-

ζπκπιεξσκαηηθνχ δεχγνπο αδσηνχρσλ βάζεσλ (G:T) ζην 3‟ άθξν ηνπ εθθηλεηή κε ηε 

θπζηνινγηθή αιιεινπρία. Απηφ είρε ζαλ απνηέιεζκα ηελ πβξηδνπνίεζε ηνπ εθθηλεηή θαη 

ζην θπζηνινγηθφ αιιήιην κε ζπλέπεηα ηελ επέθηαζή ηνπ κε αξθεηά κηθξφηεξε απφδνζε ζε 

ζρέζε κε ηελ ελίζρπζε ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ. Καηαιήμακε, ινηπφλ, ζηνλ 

θαζνξηζκφ ελφο νξίνπ ιήςεο απφθαζεο (cut-off) έηζη ψζηε λα κπνξνχκε λα δηαρσξίζνπκε 

ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα απφ ηα θπζηνινγηθά. Ζ παξαδνρή απηή πεξηφξηζε ηελ 

επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ, αιιά εμαζθάιηζε ηελ εηδηθφηεηά ηεο, απνθιείνληαο ηε ιήςε 

ςεπδψο ζεηηθψλ απνηειεζκάησλ. Σειηθά ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ δηακνξθψζεθε ζην 

1%, ρσξίο φκσο λα εθαξκνζηεί ζε θιηληθά δείγκαηα ψζηε λα έρνπκε κηα πιήξε εηθφλα ηεο 

απφδνζήο ηεο ζηελ πξάμε. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 7 

ΑΝΑΠΣΤΞΖ ΚΑΗ ΑΞΗΟΛΟΓΖ΢Ζ ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ΢ ARMS-HRMA ΓΗΑ ΣΖΝ 

ΑΝΗΥΝΔΤ΢Ζ ΣΖ΢ ΜΔΣΑΛΛΑΞΖ΢ 3140 A>G ΢ΣΟ ΔΞΟΝΗΟ 20 ΣΟΤ PIK3CA 

 

7.1 ARMS-PCR κε εζσηεξηθό πξόηππν ζε ζπλδπαζκό κε HRMA 

Μεηά ηελ αλάπηπμε ηεο κεζνδνινγίαο ηεο ARMS-PCR ζέζακε σο ζηφρν λα 

εμαζθαιίζνπκε κε θάπνην ηξφπν φηη ηα απνηειέζκαηα πνπ ιακβάλνπκε κε ηε κέζνδν απηή 

είλαη κε απφιπηε βεβαηφηεηα αιεζψο ζεηηθά ή αιεζψο αξλεηηθά θαη φηη δελ ππάξρεη θακία 

πηζαλφηεηα ιήςεο ςεπδνχο απνηειέζκαηνο. Όπσο αλαθέξεηαη ζηε βηβιηνγξαθία, ε 

ARMS-PCR είλαη κηα κέζνδνο πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειή εηδηθφηεηα θαη επαηζζεζία 

ζηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζπγθξηηηθά κε ηελ θιαζηθή PCR ή κε άιιεο κεζφδνπο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ ίδην ζθνπφ.60,71,72,73,74,152,153,154 Παξαηεξήζακε ινηπφλ, 

αλαηξέρνληαο ζηε βηβιηνγξαθία,60,71,72,74,152,153 πσο ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο φπνπ 

ε αλίρλεπζε ησλ κεηαιιάμεσλ γίλεηαη κέζσ ηεο ARMS-PCR, ρξεζηκνπνηείηαη έλα 

«εζσηεξηθό πξόηππν» (internal control) πνπ έρεη ζα ζηφρν λα εμαζθαιίζεη φηη ε 

αληίδξαζε PCR πνπ πξαγκαηνπνηείηαη είλαη επηηπρήο θαη ε έιιεηςε εηδηθνχ πξντφληνο απφ 

ηελ ARMS-PCR δελ νθείιεηαη ζε εμσγελείο παξάγνληεο (αληηδξαζηήξηα, ζεξκνθξαζηαθφ 

πξφγξακκα, θαθή πνηφηεηα δείγκαηνο), αιιά ζην γεγνλφο φηη απνπζηάδεη ην ζπγθεθξηκέλν 

αιιήιην απφ ην δείγκα. Έρεη αλαθεξζεί ραξαθηεξηζηηθά60 φηη ζε πεξηπηψζεηο φπνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ARMS-PCR κε αιιεινεηδηθφ εθθηλεηή πνπ δελ παξνπζίαδε απφιπηε 

εηδηθφηεηα, παξαηεξήζεθε ιαλζαζκέλε δηάγλσζε ιφγσ ηεο απνπζίαο ηνπ εζσηεξηθνχ 

πξνηχπνπ. Με ηε ρξήζε ηεο ARMS-PCR κε εζσηεξηθφ πξφηππν έρεη πξαγκαηνπνηεζεί 

επηηπρψο ε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζηα γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηνπο κεραληζκνχο 

εθδήισζεο δηαθφξσλ ηχπσλ θαξθίλνπ, φπσο ην KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 

viral oncogene homolog)71,74,152, ην BRAF ( v-Raf murine sarcoma viral oncogene 

homolog B1)74,154,  ην JAK2 (Janus kinase 2)153 θαη ην PIK3CA (phosphatidylinositol 

3-kinase)72. ΢ε φιεο ηηο παξαπάλσ πεξηπηψζεηο ε θηινζνθία ηνπ ζρεδηαζκνχ ηεο ARMS-

PCR  κε ρξήζε εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ έρεη σο εμήο: 

 Υξεζηκνπνηείηαη έλα δεχγνο εθθηλεηψλ κε ην νπνίν ζα πξαγκαηνπνηεζεί ε ARMS-

PCR. Απφ ην δεχγνο απηφ, ν έλαο εθθηλεηήο ζα είλαη αιιεινεηδηθφο, θαη φπσο αλαθέξζεθε 

παξαπάλσ, ζπλήζσο ν αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο είλαη ζπκπιεξσκαηηθφο κε ηελ 

αιιεινπρία πνπ θέξεη ηε κεηάιιαμε, ελψ έρεη έλα κε ζπκπιεξσκαηηθφ δεχγνο βάζεσλ ζην 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  134 

3‟ άθξν ηνπ κε ηε θπζηνινγηθή αιιεινπρία (mutant specific). Απφ ηελ επέθηαζε ησλ 

εθθηλεηψλ απηψλ πξνθχπηεη πξντφλ ζπγθεθξηκέλνπ κήθνπο (bp) κφλν απφ ηα δείγκαηα πνπ 

θέξνπλ έλα (εηεξφδπγνη) ή δχν (νκφδπγνη) κεηαιιαγκέλα αιιήιηα. 

 Υξεζηκνπνηείηαη έλα δεχηεξν δεχγνο εθθηλεηψλ (internal control primers) πνπ 

εληζρχεη έλα δεχηεξν πξντφλ. Οη εθθηλεηέο απηνί δελ παξνπζηάδνπλ θάπνηα 

αιιεινεηδηθφηεηα, αιιά είλαη θνηλνί θαη εληζρχνπλ εμίζνπ θαη ηα θπζηνινγηθά θαη ηα 

κεηαιιαγκέλα αιιήιηα. Απφ ηελ επέθηαζε ησλ εθθηλεηψλ απηψλ πξνθχπηεη έλα πξντφλ 

θνηλφ γηα φια ηα δείγκαηα, πνπ ραξαθηεξίδεηαη σο «εζσηεξηθφ πξφηππν πξνηφλ» (internal 

control product), θαη είλαη πάληα κεγαιχηεξνπ κήθνο απφ απηφ ηεο ARMS-PCR (΢ρήκα 

7.1). Ζ ρξήζε απηνχ ηνπ δεχηεξνπ δεχγνπο εθθηλεηψλ εμππεξεηεί πνιιαπινχο ζθνπνχο: 

α) ην εζσηεξηθφ πξφηππν πξντφλ αληηθαηνπηξίδεη ηελ πνηφηεηα θαη ηελ πνζφηεηα ηνπ DNA 

πνπ πεξηέρεηαη ζε θάζε δείγκα πξνο αλάιπζε, αλάινγα κε ηνλ θχθιν ελίζρπζεο (Cq) θαη 

επηπιένλ εμηζψλεη ηελ έληαζε ηνπ ζνξχβνπ ζε φιεο ηηο αληηδξάζεηο.71 β) ε παξνπζία ηνπ 

εζσηεξηθνχ πξφηππνπ πξντφληνο επηβεβαηψλεη φηη ε απνπζία ελίζρπζεο θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο ARMS-PCR δελ νθείιεηαη ζηελ παξνπζία παξεκπνδηδνπζψλ νπζηψλ ζην κείγκα ηεο 

αληίδξαζεο ή ζε πξφβιεκα θάπνηνπ εθ ησλ αληηδξαζηεξίσλ, αιιά ζηελ απνπζία ηνπ πξνο 

ελίζρπζε αιιειίνπ, εθκεδελίδνληαο έηζη ηελ πηζαλφηεηα ςεπδψο αξλεηηθνχ 

απνηειέζκαηνο.74 γ) αλ ην δεχγνο ησλ εθθηλεηψλ ειέγρνπ εληζρχεη κηα κεγαιχηεξε 

αιιεινπρία ζηελ νπνία ππάξρεη ε κεηάιιαμε, δειαδή αλ ε αιιεινπρία απηή εκπεξηέρεη ην 

εηδηθφ πξντφλ ηεο ARMS-PCR, ηφηε νη εθθηλεηέο ηεο ARMS-PCR κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηήζνπλ ην κεγαιχηεξν πξντφλ ζα ζηφρν, λα πβξηδνπνηεζνχλ ζε απηφ θαη ζηε 

ζπλέρεηα λα επεθηαζνχλ κε απνηέιεζκα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ κηθξφηεξνπ ARMS-πξντφληνο. 

Απηφ απηνκάησο ζα ζπλέβαιε ζηε βειηίσζε ηεο επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ, ηδηαίηεξα ζηελ 

πεξίπησζε πνπ ην δείγκα πεξηείρε κηθξφ πνζνζηφ κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ. Βέβαηα 

ππάξρνπλ θαη πεξηπηψζεηο φπνπ ην εζσηεξηθφ πξφηππν πξντφλ δε βξίζθεηαη ζηελ ίδηα 

πεξηνρή κε ην πξντφλ ηεο ARMS-PCR, αιιά ρξεζηκνπνηνχληαη εθθηλεηέο πνπ εληζρχνπλ 

πεξηνρή άιινπ γνληδίνπ60,152, ή πεξηνρή πνπ βξίζθεηαη ζηα ηληξφληα πνπ παξεκβάιινληαη 

ησλ εμνλίσλ ηνπ γνληδίνπ πνπ κειεηάηαη152,153 ή αθφκα θαη ζηηο δχν παξαπάλσ πεξηνρέο.74 
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΢ρήκα 7.1 ARMS-HRMA. Με καύξν ρξώκα παξνπζηάδνληαη νη θνηλνί εθθηλεηέο θαη γηα ηα δύν αιιήιηα 

θαη κε κπιε ν αιιεινεηδηθόο εθθηλεηήο γηα ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην. 

΢ε απηφ ην ζεκείν είλαη εχινγν ην εξψηεκα, πψο κπνξεί λα επηηεπρζεί βειηίσζε ηεο 

επαηζζεζίαο ηεο κεζφδνπ απφ ηε ζηηγκή πνπ ζην κείγκα ηεο αληίδξαζεο ζπλππάξρνπλ 

δχν δεχγε εθθηλεηψλ πνπ ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο ζηνρεχνπλ ζηελ ίδηα αιιεινπρία, ή 

γεληθφηεξα ζηελ ίδηα αξρηθή πνζφηεηα DNA πνπ ππάξρεη κέζα ζην δείγκα. Ο 

αληαγσληζκφο κεηαμχ ησλ εθθηλεηψλ είλαη κεγάινο θαη ζπλήζσο επλννχληαη νη κε 

αιιεινεηδηθνί εθθηλεηέο, νη νπνίνη κε κεγαιχηεξνη επθνιία πβξηδνπνηνχληαη ζε φια ηα 

αιιήιηα. Τπάξρεη πεξίπησζε, εηδηθά φηαλ νη εθθηλεηέο εζσηεξηθνχ ειέγρνπ εληζρχνπλ 

αιιεινπρία άιινπ γνληδίνπ, νη κε αιιεινεηδηθνί εθθηλεηέο λα «θαηαλαιψζνπλ» φιε ηελ 

αξρηθή πνζφηεηα DNA θαζψο θαη ηα αληηδξαζηήξηα ηνπ κείγκαηνο ηεο αληίδξαζεο θαη 

ζπλεπψο λα κελ πξνιάβνπλ νη αιιεινεηδηθνί εθθηλεηέο λα πβξηδνπνηεζνχλ θαη λα 

επεθηαζνχλ. Κάηη ηέηνην ζα κείσλε πνιχ ηελ επαηζζεζία θαη ίζσο νδεγνχζε θαη ζε ςεπδψο 

αξλεηηθά απνηειέζκαηα. Γηα λα απνθεπρζεί ή έζησ λα πεξηνξηζηεί ν αληαγσληζκφο κεηαμχ 

ησλ εθθηλεηψλ ρξεηάδεηαη λα γίλνπλ πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο ησλ ζπγθεληξψζεσλ ησλ 

εθθηλεηψλ, έηζη ψζηε λα επλνείηαη πεξηζζφηεξν ν ζρεκαηηζκφο ηνπ αιιεινεηδηθνχ 

πξντφληνο. ΢ε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο είλαη ρξήζηκν λα κεηψλνληαη νη ζπγθεληξψζεηο ησλ 

θνηλψλ εθθηλεηψλ θαη λα απμάλεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ αιιεινεηδηθνχ εθθηλεηή. Δπίζεο 

σθειεί ε αχμεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ θχθισλ ηεο αληίδξαζεο, έηζη ψζηε λα ππάξρεη ην 

ρξνληθφ πεξηζψξην λα παξαρζεί ηθαλνπνηεηηθή πνζφηεηα απφ φια ηα επηζπκεηά 

πξντφληα.153 

Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ πξντφλησλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ παξαπάλσ πνιιαπιή 

αληίδξαζε γίλεηαη ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο. Καηά 
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ηελ in silico κειέηε ηεο αληίδξαζεο ηεο κεζφδνπ θξνληίδνπκε έηζη ψζηε νη δχν αιιεινπρίεο 

πνπ εληζρχνληαη λα έρνπλ δηαθνξεηηθφ κήθνο, έηζη ψζηε ηα πξντφληα πνπ ζα πξνθχςνπλ 

λα έρνπλ δηαθνξεηηθφ κέγεζνο θαη λα δηαρσξίδνληαη ζηελ πεθηή. Όπσο αλαθέξακε θαη 

λσξίηεξα, ζπλήζσο ην εζσηεξηθφ πξφηππν πξντφλ έρεη κεγαιχηεξν κέγεζνο, ελψ ην 

αιιεινεηδηθφ πξντφλ ηεο ARMS-PCR έρεη κηθξφηεξν κήθνο. ΢πλεπψο ζα πξέπεη ζε φια ηα 

δείγκαηα, αλεμάξηεηα αλ είλαη θπζηνινγηθά ή κεηαιιαγκέλα, λα δηαθξίλεηαη ζηελ πεθηή ην 

θνηλφ πξντφλ ειέγρνπ, θαη κφλν ζηα δείγκαηα πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε λα δηαθξίλεηαη ην 

αιιεινεηδηθφ πξντφλ. Μπνξεί επίζεο λα γίλεη πνζνηηθνπνίεζε ησλ πξντφλησλ ηεο 

αληίδξαζεο κε ρξήζε αληρλεπηψλ πβξηδηζκνχ ηχπνπ TaqMan, ΢θνξπηνχο ή Μνξηαθνχο 

Φάξνπο, φπσο αλαιχζεθε ζε πξνεγνχκελν θεθάιαην. 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία ζπλδπάζακε ηελ ARMS-PCR κε εζσηεξηθφ πξφηππν πξντφλ κε 

HRMA γηα λα εληζρχζνπκε θαη λα ηαπηνπνηήζνπκε ηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο. Σν θνηλφ 

πξντφλ έρεη κήθνο 70bp θαη εκπεξηέρεη ην αιιεινεηδηθφ πξντφλ πνπ έρεη κήθνο 50bp. Οη 

ζεξκνθξαζίεο ηήμεο ησλ δχν πξντφλησλ είλαη 78νC θαη 75νC αληίζηνηρα, άξα νη θνξπθέο 

ηνπο  κπνξνχλ λα δηαρσξίδνληαη εχθνια ζην θαηαγξάθεκα. ΢ηα κεηαιιαγκέλα δείγκαηα 

αλακέλνληαη δχν θνξπθέο, κηα γηα ην θνηλφ πξντφλ ειέγρνπ (Σm=78oC) θαη κηα δεχηεξε γηα 

ην εηδηθφ πξντφλ (Σm=75oC). 

 

7.2 In silico ζρεδηαζκόο εθθηλεηώλ ARMS-HRMA γηα ηε κεηάιιαμε 3140 Α>G ζην 

εμόλην 20 ηνπ PIK3CA 

Οη γεληθέο νδεγίεο γηα ηνλ in silico ζρεδηαζκφ ησλ εθθηλεηψλ αλαθέξζεθαλ ζε 

πξνεγνχκελν θεθάιαην, φπνπ θαηαγξάθνληαη αλαιπηηθά φια ηα ραξαθηεξηζηηθά πνπ 

πξέπεη λα δηαζέηνπλ νη εθθηλεηέο έηζη ψζηε ε αληίδξαζε ηεο PCR λα έρεη ηα βέιηηζηα 

απνηειέζκαηα. ΢ην θεθάιαην 6 αλαιχεηαη θαη ην ζθεπηηθφ κε ην νπνίν ζρεδηάζηεθαλ νη 

εθθηλεηέο γηα ηελ απιή ARMS-PCR, ηφζν ν πξφζζηνο αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο, φζν θαη ν 

αλάζηξνθνο θαη παξαηίζεληαη νη αλαθνξέο ηνπ Primer Premier κε φια ηα ραξαθηεξηζηηθά 

ηνπο (κήθνο, Σm, πηζαλά δηκεξή). 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία ρξεζηκνπνηείηαη ην ίδην δεχγνο εθθηλεηψλ γηα ηελ ARMS-

PCR θαη έλα επηπιένλ δεχγνο εθθηλεηψλ, πνπ πβξηδνπνηείηαη ζηελ ίδηα πεξίπνπ πεξηνρή, 

θαη είλαη θνηλφ γηα ηα θπζηνινγηθά θαη ηα κεηαιιαγκέλα αιιήιηα. Σν πξντφλ πνπ πξνθχπηεη 

απφ ην δεχηεξν δεχγνο εθθηλεηψλ αλακέλεηαη λα ζρεκαηίδεηαη αλεμάξηεηα αλ ην δείγκα 

είλαη θπζηνινγηθφ ή κεηαιιαγκέλν, ψζηε λα ιεηηνπξγεί σο επηβεβαίσζε ηεο επηηπρεκέλεο 

αληίδξαζεο ηεο PCR. Ο αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (20P70R), πνπ είλαη θαη κε εηδηθφο γηα 
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θάπνην ζπγθεθξηκέλν αιιήιην είλαη θνηλφο θαη γηα ηα δχν δεχγε. Απηφ πνπ δηαθέξεη είλαη ν 

πξφζζηνο εθθηλεηήο. ΢ην έλαο δεχγνο ν πξφζζηνο εθθηλεηήο (PIK_ARMS_EX20_3140) 

είλαη εηδηθφο γηα ηε κεηάιιαμε θαη ζε ζπλδπαζκφ κε ηνλ αλάζηξνθν δίλεη πξντφλ 50bp κφλν 

θαηά ηελ χπαξμε ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ ζην δείγκα (φπσο αλαθέξεηαη ζηελ 

αλάπηπμε ηεο κεζνδνινγίαο ηεο ARMS-PCR). ΢ην δεχηεξν δεχγνο ν πξφζζηνο εθθηλεηήο 

(20P70F) είλαη εμίζνπ εηδηθφο θαη γηα ηα δχν αιιήιηα θαη ζε ζπλδπαζκφ κε ηνλ αλάζηξνθν 

δίλεη πξντφλ 70bp ζε φια ηα δείγκαηα. Σν δεχηεξν δεχγνο εθθηλεηψλ έρεη ρξεζηκνπνηεζεί 

ζε πξνεγνχκελε δηπισκαηηθή εξγαζία, ην ζπγθεθξηκέλν πξσηφθνιιν έρεη βειηηζηνπνηεζεί 

θαη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεηάιιαμεο ζην εμφλην 20 ηνπ 

γνληδίνπ PIK3CA.96 

Ζ αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ πνπ πεξηέρεη ηε κεηάιιαμε θαζψο θαη ε ζέζε ησλ εθθηλεηψλ 

παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 7.2. 

acattctagtggggtaaagggaatcaaaagatgttggtaagagaagtgagagaggaatgctatttttttatag

ctttgtctacgaaagcctctctaattttgtgacatttgagcaaagacctgaaggtattaacatcatttgctcc

aaactgaccaaactgttcttattacttatagGTTTCAGGAGATGTGTTACAAGGCTTATCTAGCTATTCGACA

GCATGCCAATCTCTTCATAAATCTTTTCTCAATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGAT

GACATTGCATACATTCGAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAAC

AAATGAATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAATTAAACAGCATG

CATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGCTCACTCTGGATTCCACACTGCACTGTTAATAACTCTCA

GCAGGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAACAGCATTAGAATTTACAGCAAGAACAGAAAT

AAAATACTATATAATTTAAATAATGTAAACGCAAACAGGGTTTGATAGCACTTAAACTAGTTCATTTCAAAAT

TAAGCTTTAGAATAATGCGCAATTTCATGTTATGCCTTAAGTCCAAAAAGGTAAACTTTGAAGATTGTTTGTA

TCTTTTTTTAAAAAACAAAACAAAACAAAAATCCCCAAAATATATAGAAATGATGGAGAAGGaaaaagt 

΢ρήκα 7.2  Ζ αιιεινπρία ηνπ εμνλίνπ 20 κε ηηο πιεζηέζηεξεο αιιεινπρίεο ηληξνλίσλ. Με καύξα 

θεθαιαία γξάκκαηα παξνπζηάδεηαη ην εμόλην θαη κε πξάζηλν ε κε κεηαθξαδόκελε πεξηνρή ηνπ. Mε 

κηθξά γξάκκαηα ηα ηληξόληα θαη 5΄ κε κεηαγξαθόκελε πεξηνρή, κε θόθθηλν ρξώκα παξνπζηάδεηαη ε 

κεηάιιαμε. Ο θνηλόο αλάζηξνθνο εθθηλεηήο παξνπζηάδεηαη κε γαιάδην, ν πξόζζηνο εθθηλεηήο, ν 

εηδηθόο γηα ηε κεηάιιαμε κε θίηξηλν ρξώκα θαη ν πξόζζηνο εθθηλεηήο, ν θνηλόο θαη γηα ηα δύν αιιήιηα 

κε κσβ. 
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7.3 ΢πλζήθεο PCR θαη αλάθηεζεο θακππιώλ ηήμεσο 

΢ηνλ πίλαθα 7.1 παξνπζηάδνληαη νη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην. 

 

Πίλαθαο 7.1 Υαξαθηεξηζηηθά εθθηλεηώλ γηα ηελ ARMS-HRMA γηα ην PIK3CA 

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία 5’-3’ Nt Tm Πξνηόλ 

Πξφζζηνο (ARMS) 

(PIK_ARMS_EX20_3140) 

GAAACAAATGAATGATGTACG 21 50.7oC 
50bp 

Αλάζηξνθνο (20P70R) 

(20P70R) 

AATCCATTTTTGTTGTCCAG 20 52.5oC 

Πξφζζηνο (20P70F) 

(20P70F) 

GAGGCTTTGGAGTATTTCAT 20 51.2oC 
70bp 

Αλάζηξνθνο (20P70R) 

(20P70R) 

AATCCATTTTTGTTGTCCAG 20 52.5oC 

 

΢ηνλ πίλαθα 7.2 παξνπζηάδνληαη νη πνζφηεηεο ησλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ην γνλίδην PIK3CA. 

Πίλαθαο 7.2 ΢πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο ARMS-HRMA γηα ην PIK3CA 

Αληηδξαζηήξηα C Αξρηθή Όγθνο (κL) C Σειηθή 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο 

(PIK_ARMS_EX20_3140) 

10 κΜ 0,3 0,3κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 

(20P70R) 

10 κΜ 0,3 0,3κΜ 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο 

(20P70F) 

10 κΜ 0,15 0,15κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 

(20P70R) 

10 κΜ 0,15 0,15κΜ 

dNTPs 10 mM 0,4 0,4mM 

MgCl2 25 mM 1,2 3mM 

BSA 10 κg/κL 0,15 0,15κg/κL 

PCR ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 5x 2,0 1x 

Taq πνιπκεξάζε(Promega) 5 U/κL 0,1 0,05U/κL 

LCGreen Plus 10x 1,0 1x 

H2O - 3,15 - 

Γείγκα DNA 25 ng/κL 1,0 2,5ng/κL 

΢πλνιηθόο όγθνο  10  
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΢ηνλ πίλαθα 7.3 παξνπζηάδνληαη νη ζπλζήθεο ηεο PCR πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

Πίλαθαο 7.3 ΢πλζήθεο ARMS-HRMA γηα ην εμόλην 20 ηνπ PIK3CA 

΢ηάδην PCR PIK3CA εμόλην 20 

Αξρηθφο δηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 2min 

Γηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 10sec 

Τβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ ζην DNA 59νC/ 15sec 

Δπέθηαζε εθθηλεηψλ 72νC/ 20sec 

Γηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 10sec 

Τβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ ζην DNA 63νC/ 15sec 

Δπέθηαζε εθθηλεηψλ 72νC/ 20sec 

Γηαρσξηζκφο ησλ θιψλσλ ηνπ DNA 94νC/ 10sec 

Τβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ ζην DNA 65νC/ 15sec 

Δπέθηαζε εθθηλεηψλ 72νC/ 20sec 

 

΢ηε ζπλέρεηα, ζηνλ πίλαθα 7.4, αθνινπζεί ε αλάθηεζε ησλ θακππιψλ ηήμεσο ησλ 

πξντφλησλ ηεο παξαπάλσ αληίδξαζεο PCR κε ρξήζε ηνπ νξγάλνπ HR-1. 

 

Πίλαθαο 7.4 Πξόγξακκα αλάθηεζεο θακππιώλ ηήμεσο 

Πξόγξακκα PIK3CA εμόλην 20 

Ρπζκφο ηήμεο 0,01νC/ sec, 50αλ/ νC 

Θεξκνθξαζία έλαξμεο αλάθηεζεο 70νC 

Θεξκνθξαζία ιήμεο 82νC 

Θεξκνθξαζία ςχμεο 60νC 

 

  

1
ν
 ζηάδην ελίζρπζεο 

15 θύθινη 

20 

2
ν
 ζηάδην ελίζρπζεο 

30 θύθινη 

3Ο ζηάδην ελίζρπζεο 

15 κύκλοι 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  140 

7.3 Αλάιπζε θαη αμηνιόγεζε θακππιώλ ηήμεσο 

Ο αξηζκφο θαη ε έληαζε ησλ θνξπθψλ θάζε δείγκαηνο ζα καο βνεζήζνπλ λα 

ηαπηνπνηήζνπκε ηα πξντφληα πνπ έρνπλ παξαρζεί κε βάζε ηελ Tm ηνπο θαη ζηε ζπλέρεηα 

λα ραξαθηεξίζνπκε ηα δείγκαηα απηά σο θπζηνινγηθά ή κεηαιιαγκέλα. Ζ ιήςε ησλ 

θακππιψλ ηήμεσο καο πξνζθέξεη κε κεγαιχηεξε αθξίβεηα θαη επθνιία ηελ επηβεβαίσζε 

φηη, απφ ηελ PCR παξάρζεθαλ κφλν ηα επηζπκεηά πξντφληα θαη φρη θάπνην παξαπξντφλ, 

ρσξίο λα ρξεηάδεηαη λα πξαγκαηνπνηεζεί ειεθηξνθφξεζε, πνπ απαηηεί ρξφλν θαη επηπιένλ 

αληηδξαζηήξηα, φπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ. Γλσξίδνπκε απφ ηηο αλαθνξέο ηνπ Primer 

Premier πσο ε ζεξκνθξαζία ηήμεο ησλ επηζπκεηψλ πξντφλησλ είλαη πεξίπνπ 75νC γηα ην 

πξντφλ ηεο ARMS-PCR (50bp) θαη 79νC γηα ην πξντφλ ειέγρνπ (70bp). Οπνηαδήπνηε άιιε 

κεηάβαζε απνδεηθλχεη ηελ χπαξμε παξαπξντφληνο θαη απαηηεί ηελ πεξαηηέξσ 

βειηηζηνπνίεζε ηνπ πξσηνθφιινπ. Καηά ηελ εθηέιεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ πξσηνθφιινπ 

αλακέλεηαη λα παξαηεξεζεί ζε φια ηα δείγκαηα ε θνξπθή ηνπ πξντφληνο ησλ 70bp κε 

Σm=79oC, πνπ απνδεηθλχεη φηη ε PCR είλαη επηηπρήο ζε φια ηα δείγκαηα, αλεμαξηήησο αλ 

απηά θέξνπλ ηελ ππφ κειέηε κεηάιιαμε ή φρη. Ζ παξνπζία κηαο επηπιένλ θνξπθήο ζα 

απνδεηθλχεη απηνκάησο ηελ χπαξμε ηνπ εηδηθνχ πξντφληνο ησλ 50bp κε Σm=75oC, πνπ 

πξνθχπηεη απφ ηελ  επέθηαζε ηνπ εθθηλεηή, πνπ είλαη εηδηθφο γηα ηε κεηάιιαμε, φηαλ απηφο 

ζπλαληήζεη ζην δείγκα ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην. Άξα, ε παξαηήξεζε δχν θνξπθψλ απφ 

ηα δχν πξντφληα ηεο αληίδξαζεο, καο νδεγεί λα ζπκπεξάλνπκε δχν πξάγκαηα: αθελφο- 

ιφγσ ηεο χπαξμεο ηνπ θνηλνχ, κε εηδηθνχ πξντφληνο ησλ 70bp- φηη ε παξνπζία ή ε 

απνπζία ηνπ εηδηθνχ πξντφληνο ηνπ αιιεινεηδηθνχ εθθηλεηή νθείιεηαη ζηελ παξνπζία ή 

ζηελ απνπζία ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ θαη φρη ζε θάπνην ζθάικα θαηά ηελ εθηέιεζε 

ηεο PCR θαη αθεηέξνπ φηη ε παξνπζία ηνπ εηδηθνχ πξντφληνο ηαπηίδεηαη κε ηελ παξνπζία 

ηνπ κεηαιιαγκέλνπ αιιειίνπ. (Δηθόλα 7.1) Ζ δηαθνξά ζηα Σm κεηαμχ νκφδηπινπ 

θπζηνινγηθνχ (Σm=79oC) θαη νκφδηπινπ κεηαιιαγκέλνπ (Σm=79,5oC) νθείιεηαη ζηελ 

παξνπζία δεχγνπο Α:Σ θαη G:C, αληίζηνηρα. 
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Δηθόλα 7.1 Υαξαθηεξηζηηθό γξάθεκα θακππιώλ ηήμεο κεηά ηελ πξαγκαηνπνίεζε  αληίδξαζεο PCR 

κε ηα δύν δεύγε εθθηλεηώλ. Με θόθθηλν θαη καύξν παξνπζηάδνληαη νη θακπύιεο ηήμεσο ηνπ 

θπζηνινγηθνύ δείγκαηνο θαη κε πξάζηλν θαη κπιε νη θακπύιεο ηήμεσο ηνπ κεηαιιαγκέλνπ. 

 

7.4 Βειηηζηνπνίεζε ζπγθεληξώζεσλ θαη ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνύ εθθηλεηώλ ηεο 

ARMS-PCR ζε ζπλδπαζκό κε ην HRMA 

Καηά ηελ αλάπηπμε ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεζνδνινγίαο, φπνπ ζπλππάξρνπλ ζηελ αληίδξαζε 

ηεο PCR δχν δεχγε εθθηλεηψλ –κε θνηλφ ηνλ αλάζηξνθν εθθηλεηή, ρξεηάζηεθε αξρηθά λα 

πξνζδηνξίζνπκε πεηξακαηηθά ην βέιηηζην ζπλδπαζκφ ζπγθεληξψζεσλ ησλ ηξηψλ 

εθθηλεηψλ ζην κείγκα ηεο αληίδξαζεο, έηζη ψζηε λα είλαη εμίζνπ επηηπρήο θαη ε αληίδξαζε 

ηεο ARMS-PCR, αιιά θαη ν ζρεκαηηζκφο ηνπ πξντφληνο ειέγρνπ απφ ην κε αιιεινεηδηθφ 

δεχγνο εθθηλεηψλ. ΢ηφρνο καο είλαη, αθελφο ε ιήςε ηθαλνπνηεηηθήο πνζφηεηαο απφ ην 

πξντφλ ειέγρνπ ηφζν απφ ην θπζηνινγηθφ φζν θαη απφ ην κεηαιιαγκέλν κάξηπξα, θαη 

αθεηέξνπ ε εμεηδηθεπκέλε ελίζρπζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ αιιειίσλ θαη ε ιήςε ηνπ εηδηθνχ 

πξντφληνο ηεο ARMS-PCR. 

΢ε πξψηε θάζε έγηλαλ έιεγρνο ησλ παξαθάησ ζπλδπαζκψλ ζπγθεληξψζεσλ ARMS-

εθθηλεηψλ θαη HRM-εθθηλεηψλ, φπσο θαίλεηαη ζηνλ πίλαθα 7.5. 
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Πίλαθαο 7.5 Βειηηζηνπνίεζε ζπγθεληξώζεσλ εθθηλεηώλ γηα ARMS-HRMA 

Σειηθή ζπγθέληξσζε ARMS-εθθηλεηψλ Σειηθή ζπγθέληξσζε HRM-εθθηλεηψλ 

0,3κΜ 0,3κΜ 

0,3κΜ 0,2κΜ 

0,3κΜ 0,1κΜ 

 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε ε αληίδξαζε PCR πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε πεξηειάκβαλε 

έλα ζηάδην ελίζρπζεο 60 θχθισλ θαη ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ ήηαλ 

Σan=63oC. Ζ επηινγή απηήο ηεο  Σan έγηλε κε βάζε ηα δχν αλεμάξηεηα πξσηφθνιια ηεο 

ARMS-PCR θαη ηεο HRM-PCR. Ζ βέιηηζηε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ γηα ηνπο ARMS-

εθθηλεηέο είλαη 63νC, ζηελ νπνία ειέγρζεθε ε εηδηθφηεηα θαη ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ ζε 

πξνεγνχκελν θεθάιαην. Ζ βέιηηζηε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ HRM-εθθηλεηψλ είλαη 

59νC, αιιά θαη ζηνπο 63νC δξνχλ εηδηθά κε ιίγν κηθξφηεξε επαηζζεζία. Σα απνηειέζκαηα 

παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 7.2. 

 

Δηθόλα 7.2 Βειηηζηνπνίεζε ηεο ζπγθέληξσζεο εθθηλεηώλ ζηελ ARMS-HRMA  
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Παξαηεξνχκε φηη ν θαιχηεξνο ζπλδπαζκφο ζπγθεληξψζεσλ ησλ δχν δεπγψλ εθθηλεηψλ 

είλαη απηφο κε 0,3κΜ ARMS-εθθηλεηψλ θαη 0,2κΜ HRM-εθθηλεηψλ. ΢ηε ζπγθεθξηκέλε 

πεξίπησζε νη θνξπθέο είλαη πην επδηάθξηηεο θαη παξαηεξείηαη ειάρηζηα απμεκέλε 

επαηζζεζία, ιφγσ πςειφηεξεο θνξπθήο ηνπ ARMS-πξντφληνο κε Σm=75oC. 

Παξάιιεια, ζηα πιαίζηα ησλ βειηηζηνπνηήζεσλ ηνπ πξσηνθφιινπ απηνχ, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ αληηδξάζεηο PCR κε δχν θαη ηξία ζηάδηα ελίζρπζεο, έηζη ψζηε λα 

επηηχρνπκε ηηο θαιχηεξεο ζπλζήθεο γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ, ρσξίο λα νδεγεζνχκε ζε 

ιήςε κε εηδηθψλ πξντφλησλ. Σα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 7.6. 
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Πίλαθαο 7.6 Βειηηζηνπνηήζεηο ζπγθέληξσζεο εθθηλεηώλ θαη ζεξκνθξαζίαο γηα ην πξσηνθόιιν ηεο 

ARMS-HRMA κε δύν ζηάδηα ελίζρπζεο 

΢πγθέληξσζε 

εθθηλεηώλ 

Σan 1
νπ ζηαδίνπ 

ελίζρπζεο 

/αξηζκόο 

θύθισλ 

Σan 2
νπ ζηαδίνπ 

ελίζρπζεο 

/αξηζκόο 

θύθισλ 

΢ηόρνο ΢ρόιηα 

ARMS  0,3κΜ 

HRM 0,2κΜ 

63νC /30 θύθινη 65νC /40 θύθινη 

Αξρηθά 

παξάιιειε 

ελίζρπζε θαη ησλ 

δχν πξντφλησλ 

θαη ζηε ζπλέρεηα 

απζηεξέο 

ζπλζήθεο γηα 

ελίζρπζε ηνπ 

ARMS-πξντφληνο 

ρσξίο ιήςε 

παξαπξντφλησλ 

Γηαρσξηζκφο 

mut απφ wt 

ρσξίο ηδηαίηεξε 

βειηίσζε 

επαηζζεζίαο 

ARMS  0,3κΜ 

HRM 0,1κΜ 

(κείσζεο 

ζπγθέληξσζεο HRM-

εθθηλεηψλ γηα 

απνθπγή 

παξαπξντφλησλ θαη 

γξήγνξε εμάληιεζή 

ηνπο) 

59νC /15 θύθινη 63νC /45 θύθινη 

Αξρηθά βέιηηζηε 

Σan γηα HRM-

εθθηλεηέο θαη 

κείσζε 

ζπγθέληξσζήο 

ηνπο γηα απνθπγή 

ιήςεο 

παξαπξντφλησλ 

θαη ζηε ζπλέρεηα 

Σan γηα παξάιιειε 

ελίζρπζε θαη ησλ 

δχν πξντφλησλ 

Με επδηάθξηηεο 

θνξπθέο γηα 

θάζε πξντφλ 

θαη ιήςε κε 

εηδηθψλ 

πξντφλησλ 

ιφγσ 

ειαζηηθψλ 

ζπλζεθψλ ηεο 

αληίδξαζεο 

ARMS  0,3κΜ 

HRM 0,1κΜ 
59νC /10 θύθινη 65νC /50 θύθινη 

Αξρηθά βέιηηζηεο 

ζπλζήθεο γηα 

HRM-εθθηλεηέο 

γηα 10 θχθινπο κε 

ζηφρνο ην 

ζρεκαηηζκφ 

κηθξνχ αξηζκνχ 

αληηγξάθσλ θαη 

ζηε ζπλέρεηα 

απζηεξέο 

ζπλζήθεο γηα 

ιήςε κφλν 

εηδηθψλ 

πξντφλησλ 

Με επδηάθξηηεο 

θνξπθέο ησλ 

πξντφλησλ θαη 

κείσζε 

επαηζζεζίαο 
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Σα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 7.3. 

 

 

Δηθόλα 7.3 Γξαθήκαηα θακππιώλ ηήμεσο πξντόλησλ αληίδξαζεο PCR κε δύν ζηάδηα ελίζρπζεο 

 

Απφ ηα παξαπάλσ γξαθήκαηα ζπκπεξαίλνπκε φηη ην πξσηφθνιιν πνπ πεξηιακβάλεη 

ζπγθεληξψζεηο εθθηλεηψλ 0,3κΜ γηα ARMS θαη 0,2κΜ γηα HRM δίλεη ηα θαιχηεξα 

απνηειέζκαηα ζε ζχγθξηζε κε ηα άιια δχν πξσηφθνιια. 

΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ αληηδξάζεηο PCR κε ηξία ζηάδηα ελίζρπζεο, έηζη ψζηε 

ζε θάζε ζηάδην λα επηηπγράλεηαη ζπγθεθξηκέλνο ζηφρνο, κε απψηεξν ζθνπφ ηελ επίηεπμε 

θαιχηεξεο εηδηθφηεηαο θαη επαηζζεζίαο. Σα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 

7.7. 
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Πίλαθαο 7.7 Βειηηζηνπνηήζεηο ζπγθέληξσζεο εθθηλεηώλ θαη ζεξκνθξαζίαο γηα ην πξσηνθόιιν ηεο 

ARMS-HRMA κε ηξία ζηάδηα ελίζρπζεο 

΢πγθέληξσζε 
εθθηλεηώλ 

Σan 1
νπ 

ζηαδίνπ 
ελίζρπζεο 
/αξηζκόο 
θύθισλ 

Σan 2
νπ 

ζηαδίνπ 
ελίζρπζεο 
/αξηζκόο 
θύθισλ 

Σan 3
νπ 

ζηαδίνπ 
ελίζρπζεο 
/αξηζκόο 
θύθισλ 

΢ηόρνο ΢ρόιηα 

ARMS  0,3κΜ 

HRM 0,2κΜ 

59νC 

15 θύθινη 

(ζρεκαηηζκφο 

αληηγξάθσλ 

70bp) 

63νC 

30 θύθινη 

(παξάιιειε 
ελίζρπζε θαη 

ησλ δχν 
πξντφλησλ 

θαη ζηαδηαθή 
εμάληιεζε 
ησλ HRM-
εθθηλεηψλ) 

65νC 

15 θύθινη 

(απζηεξέο 
ζπλζήθεο 
ελίζρπζεο 

ηνπ 
πξντφληνο 

50bp 
ρξεζηκνπνη
ψληαο ηα 

αληίγξαθα 
ησλ 70bp 

ζαλ ζηφρν) 

Ζ Σan θαη ν 
αξηζκφο 

θχθισλ θάζε 
ζηαδίνπ 

ελίζρπζεο 
έρεη ζαλ 

ζηφρν ηελ 
επίηεπμε 
κέγηζηεο 

εηδηθφηεηαο 
θαη ηε 

βειηίσζε ηεο 
επαηζζεζίαο 

Δπδηάθξηηεο 
θνξπθέο ησλ 

δχν 
πξντφλησλ θαη 

ζαθήο 
δηαρσξηζκφο 
mut απφ wt 

ARMS  0,3κΜ 

HRM 0,15κΜ 

(κείσζε 
ζπγθέληξσζεο 
HRM-εθθηλεηψλ 

γηα γξήγνξε 
εμάληιεζή ηνπο 

θαη αχμεζε 
επαηζζεζίαο) 

59νC 

15 θύθινη 

(ζρεκαηηζκφο 

αληηγξάθσλ 

70bp) 

63νC 

30 θύθινη 

(παξάιιειε 
ελίζρπζε θαη 

ησλ δχν 
πξντφλησλ θαη 

ζηαδηαθή 
εμάληιεζε 
ησλ HRM-
εθθηλεηψλ) 

65νC 

15 θύθινη 

(απζηεξέο 
ζπλζήθεο 

ελίζρπζεο ηνπ 
πξντφληνο 

50bp 
ρξεζηκνπνηψλ

ηαο ηα 
αληίγξαθα 

ησλ 70bp ζαλ 
ζηφρν) 

Όκνηα κε 
παξαπάλσ 

θαη επηπιένλ, 
γξεγνξφηεξε 

εμάληιεζε  
ησλ HRM-

εθθηλεηψλ θαη 
πεξηζζφηεξνο 

δηαζέζηκνο 
ρξφλνο γηα 

ελίζρπζε ηνπ 
ARMS-

πξντφληνο 

Δπδηάθξηηεο 
θνξπθέο ησλ 

δχν 
πξντφλησλ, 

ζαθήο 
δηαρσξηζκφο 
mut απφ wt 
θαη αχμεζε 
επαηζζεζίαο 
(πςειφηεξε 

θνξπθή 
ARMS-

πξντφληνο) 

 

Σα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 7.4. 
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Δηθόλα 7.4 Γξαθήκαηα θακππιώλ ηήμεσο πξντόλησλ αληίδξαζεο PCR κε ηξία ζηάδηα ελίζρπζεο. Με 

πξάζηλν θαη πνξηνθαιί παξνπζηάδνληαη ηα πξντόληα ηεο PCR κε ζπγθεληξώζεηο εθθηλεηώλ 0,15κΜ 

θαη 0,3κΜ, ελώ κε θαθέ θαη κώβ ηα πξντόληα ηεο PCR κε ζπγθεληξώζεηο εθθηλεηώλ 0,2κΜ θαη 0,3 κΜ. 

 

΢πγθξίλνληαο φια ηα παξαπάλσ γξαθήκαηα θαη ηα αληίζηνηρα πξσηφθνιια απφ ηα νπνία 

πξνέθπςαλ θαηαιήγνπκε ζην ζπκπέξαζκα φηη ν θαιχηεξνο ζπλδπαζκφο ζπγθεληξψζεσλ 

εθθηλεηψλ είλαη 0,3κΜ ARMS-εθθηλεηέο θαη 0,15κΜ HRM-εθθηλεηέο. Σν ζεξκνθξαζηαθφ 

πξφγξακκα πνπ δίλεη ηα θαιχηεξα απνηειέζκαηα είλαη απηφ κε ην ηξηπιφ ζηάδην ελίζρπζεο 

ζηελ αληίδξαζε ηεο PCR, αθνχ φπσο παξαηεξείηαη ππάξρεη ζαθήο δηάθξηζε ηνπ 

κεηαιιαγκέλνπ κάξηπξα απφ ην θπζηνινγηθφ θαη επηπιένλ ζρεκαηίδεηαη πεξηζζφηεξν 

ARMS-πξντφλ (απμεκέλε επαηζζεζία), πνπ είλαη απηφ πνπ ηειηθά ραξαθηεξίδεη έλα δείγκα 

κεηαιιαγκέλν ή φρη. Σα απνηειέζκαηα επηβεβαηψλνληαη κε ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ 

ηεο PCR ζε πεθηή αγαξφδεο. (Δηθόλα 7.5) 
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Δηθόλα 7.5 Ζιεθηξνθόξεζε ησλ πξντόλησλ ηεο PCR. Γύν πξντόληα, 70bp θαη 50bp γηα ην πξόηππν 

πνπ θέξεη ηε κεηάιιαμε θαη έλα πξντόλ 70bp γηα ην θπζηνινγηθό πξόηππν. 

 

7.5 Δπηβεβαίσζε πξσηνθόιινπ ARMS-PCR ζε ζπλδπαζκό κε ην HRMA κε ρξήζε 

γλσζηώλ, κεηαιιαγκέλσλ θαη θπζηνινγηθώλ δεηγκάησλ ηζηώλ αθηλεηνπνηεκέλσλ 

ζε block παξαθίλεο 

Γηα ηελ επηθχξσζε ηνπ παξαπάλσ πξσηνθφιινπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ δείγκαηα ηζηψλ 

αθηλεηνπνηεκέλσλ ζε block παξαθίλεο πνπ είραλ κειεηεζεί ζε πξνεγνχκελε εξεπλεηηθή 

εξγαζία.96 Υξεζηκνπνηήζεθαλ ελδεηθηηθά δχν θπζηνινγηθά θαη δχν κεηαιιαγκέλα δείγκαηα 

θαη θπζηθά ηα δχν πξφηππα δείγκαηα (T47D θαη Α17) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο 

βειηηζηνπνηήζεηο. Σν γξάθεκα ησλ θακππιψλ ηήμεσο παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 7.6. 



Ανάπτυξθ και εφαρμογζσ ευαίςκθτων μεκόδων ανάλυςθσ μεταλλάξεων που βαςίηονται ςτθν HRMA και ARMS - PCR 

Υξηζηίλα ΢ρίδα  149 

 

Δηθόλα 7.6 Γξάθεκα θακππιώλ ηήμεσο όπνπ δηαρσξίδνληαη νη θακπύιεο ησλ θπζηνινγηθώλ 

δεηγκάησλ από απηέο ησλ κεηαιιαγκέλσλ. 

΢πκπεξαίλνπκε ινηπφλ, φηη κε ην ζπγθεθξηκέλν πξσηφθνιιν, ζην νπνίν θαηαιήμακε κεηά 

ηηο βειηηζηνπνηήζεηο, κπνξνχκε λα δηαρσξίδνπκε ηα θπζηνινγηθά δείγκαηα απφ ηα 

κεηαιιαγκέλα βαζηδφκελνη ζηηο θακπχιεο ηήμεσο. Ζ παξνπζία ηνπ κε εηδηθνχ πξντφληνο 

(Σm=72oC) πνπ εκθαλίδεηαη ηπραία θαη φρη ζε θάζε εθηέιεζε ηνπ πξσηνθφιινπ δελ καο 

εκπνδίδεη λα δηαρσξίζνπκε ηα πξντφληα κε βάζε ηα Σm ηνπο. 

 

7.6 Μειέηε αλαιπηηθήο επαηζζεζίαο ηεο κεζόδνπ ARMS-HRMA κε ρξήζε πξνηύπσλ 

κηγκάησλ κεηαιιαγκέλνπ δείγκαηνο ζε θπζηνινγηθό (T47D/A17) 

Όπσο αλαθέξζεθε θαη ζε πξνεγνχκελν θεθάιαην, γηα ηνλ έιεγρν θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο αλαιπηηθήο επαηζζεζίαο ησλ κεζφδσλ πνπ αλαπηχρζεθαλ παξαζθεπάζηεθαλ ηα 

πνζνζηηαία πξφηππα κε θαηάιιειεο αλακίμεηο ηνπ ζεηηθνχ κάξηπξα T47D, εηεξφδπγνπ γηα 

ηε κεηάιιαμε, θαη ηνπ αξλεηηθνχ κάξηπξα Α17. Σα πνζνζηηαία πξφηππα πνπ 

παξαζθεπάζηεθαλ θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ 0,2%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 50%, 
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100% T47D(εηεξφδπγν) θαη 100% Α17. Σα παξαπάλσ κείγκαηα κεηαιιαγκέλνπ δείγκαηνο 

ζε θπζηνινγηθφ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο ARMS-PCR 

κε εζσηεξηθφ πξφηππν ζε ζπλδπαζκφ κε HRMA, φπσο απηφ δηακνξθψζεθε κεηά ηελ 

νινθιήξσζε ησλ βειηηζηνπνηήζεσλ. ΢ηφρνο καο ήηαλ λα πξνζδηνξίζνπκε ην ειάρηζην 

πνζνζηφ κεηαιιαγκέλνπ, πνπ κπνξεί λα αληρλεπζεί κε ηελ κέζνδν πνπ κειεηάκε, 

παξνπζία πεξίζζεηαο θπζηνινγηθνχ. Σν πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δχν θνξέο, έηζη ψζηε 

λα είκαζηε βέβαηνη γηα ηα απνηειέζκαηα. Σν ηειηθφ ζπκπέξαζκα ήηαλ φηη κε ηελ ARMS-

PCR ζε ζπλδπαζκφ κε ην HRMA θαη ην ζπγθεθξηκέλν πξσηφθνιιν κπνξνχκε λα 

αληρλεχζνπκε κε βεβαηφηεηα πνζνζηφ 5% κεηαιιαγκέλνπ παξνπζία 

θπζηνινγηθνχ.(Δηθόλα 7.7)  

 

Δηθόλα 7.7 Γξάθεκα θακππιώλ ηήμεσο γηα πξνζδηνξηζκό ηεο επαηζζεζίαο ηεο κεζόδνπ ARMS-PCR 

κε εζσηεξηθό πξόηππν ζε ζπλδπαζκό κε HRMA. 

 

7.7 ΢πκπεξάζκαηα 

Ζ ARMS-PCR ζε ζπλδπαζκφ κε ηε HRMA είλαη κία κεζνδνινγία πνπ ζπλδπάδεη ηελ 

αιιεινεηδηθή ελίζρπζε κε ηελ αλάιπζε θακππιψλ ηήμεσο. ΢ηε κέζνδν πνπ αλαπηχρζεθε 

ζηελ παξνχζα εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθαλ παξάιιεια κία αληίδξαζε ARMS-PCR, φπνπ 

εληζρχεηαη επηιεθηηθά ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην, θαη κηα αληίδξαζε HRMA πνπ εληζρχεη κία 

θνηλή αιιεινπρία ηφζν ζην κεηαιιαγκέλν φζν θαη ζην θπζηνινγηθφ αιιήιην. Γηα ηελ 
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επίηεπμε απηνχ ηνπ ζθνπνχ ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν δεχγε εθθηλεηψλ ζηελ ίδηα αληίδξαζε 

PCR απφ ηελ επέθηαζε ησλ νπνίσλ πξνθχπηνπλ δχν πξντφληα δηαθνξεηηθνχ κήθνπο, 

50bp θαη 70bp. Ζ αλίρλεπζε θαη ε ηαπηνπνίεζε ησλ πξντφλησλ απηψλ ζα κπνξνχζε λα 

πξαγκαηνπνηεζεί κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο, φπνπ ηα πξντφληα ζα 

δηαρσξίδνληαλ κε βάζε ην κήθνο ηνπο. Παξ‟ φια απηά επηιέμακε ην HRMA, γλσξίδνληαο 

φηη ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ θπκαίλεηαη ζε επίπεδα θάησ ηνπ 5% θαη επηπιένλ επεηδή δελ 

απαηηείηαη θαπνηνο ηδηαίηεξνο ρεηξηζκφο ηνπ δείγκαηνο κεηά ηελ PCR ζε ζχγθξηζε κε ηελ 

ειεθηξνθφξεζε. 

Ζ ρξήζε ηνπ δεχηεξνπ δεχγνπο εθθηλεηψλ, θνηλνχ γηα ηα δχν αιιήιηα, έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί θαη ζε άιιεο κειέηεο αλίρλεπζεο κεηαιιάμεσλ, έρνληαο ζαλ ζηφρν 

θπξίσο ηελ επηβεβαίσζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο ARMS-PCR. Ζ ρξήζε ηνπο ζρεηίδεηαη κε 

ηνλ έιεγρν ηεο πνηφηεηαο θαη ηεο πνζφηεηαο ηνπ DNA, θαη γη απηφ ην ιφγν ζπλήζσο νη 

εθθηλεηέο απηνί εληζρχνπλ κε-θνηλή αιιεινπρία κε απηή πνπ εληζρχεηαη ζηελ αληίδξαζε 

ηεο ARMS-PCR απφ ηνλ αιιεινεηδηθφ εθθηλεηή (αιιεινπρία ζε δηαθνξεηηθφ εμφλην ηνπ 

ίδηνπ γνληδίνπ, ή αθφκα θαη ζε δηαθνξεηηθφ γνλίδην). 

΢ηε κεζνδνινγία πνπ αλαπηχμακε, ηα δχν δεχγε εθθηλεηψλ εληζρχνπλ αιιεινπρία πνπ 

βξίζθεηαη ζηελ ίδηα πεξηνρή θαη πεξηιακβάλεη ηε κεηάιιαμε. Με ηνλ ηξφπν απηφ επηηχρακε 

δηπιφ ζηφρν. Αθελφο ειέγμακε ηελ πνηφηεηα θαη ηελ πνζφηεηα ηνπ DNA ζην κίγκα ηεο 

αληίδξαζεο, φπσο γηλφηαλ θαη ζε άιιεο κειέηεο κέρξη ηψξα. Αθεηέξνπ, ην πξντφλ απφ ηελ 

επέθηαζε ησλ θνηλψλ εθθηλεηψλ κπνξεί λα ρξεζηκεχζεη ζαλ αιιεινπρία-ζηφρνο γηα ηνλ 

αιιεινεηδηθφ εθθηλεηή, ε επέθηαζε ηνπ νπνίνπ ζα δψζεη ην εηδηθφ πξντφλ ηεο ARMS-PCR. 

Δπηπιένλ, κπνξνχκε ηαπηφρξνλα κε δχν ηξφπνπο λα εμαθξηβψζνπκε ηελ χπαξμε ή φρη ηεο 

κεηάιιαμεο. Πξψηνλ, κε ηελ παξνπζία ή φρη ηνπ εηδηθνχ ARMS-πξντφληνο θαη δεχηεξνλ κε 

ηε κνξθή ηεο θακπχιεο θαη ηελ παξνπζία θνξπθήο εηεξφδηπισλ πξντφλησλ απφ ηελ 

επέθηαζε ηνπ θνηλνχ δεχγνο εθθηλεησλ. Βειηηζηνπνηψληαο ην ζπγθεθξηκέλν πξσηφθνιιν, 

έηζη ψζηε εμαζθαιίζνπκε βέιηηζηεο ζπλζήθεο επέθηαζεο θαη γηα ηα δχν δεχγε εθθηλεηψλ, 

ρσξίο λα παξαβιέςνπκε ηελ εηδηθφηεηα, θαηαθέξακε λα επηηχρνπκε επαηζζεζία ηεο 

ηάμεσο ηνπ 5%. Σα επίπεδα απηά ηεο επαηζζεζίαο κπνξεί λα κελ είλαη αξθεηά γηα ηελ 

εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ γηα αλίρλεπζε αιιειίσλ ζε πνιχ ρακειή ζπγθέληξσζε, αιιά ε 

κέζνδνο ζα κπνξνχζε λα εθαξκνζζεί επηηπρψο γηα ηελ αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην εμφλην 

20 ηνπ PIK3CA ζε δείγκαηα DNA απφ ηζηνχο.      
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 8 

΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ-΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

Σν PIK3CA είλαη έλα απφ ηα γνλίδηα πνπ παξνπζηάδνπλ κεηαιιάμεηο κε πςειή ζπρλφηεηα 

ζε δηάθνξα είδε θαξθίλνπ. Ηδηαίηεξα πςειή ζπρλφηεηα εκθάληζεο κεηαιιάμεσλ ζην 

PIK3CA ζπλαληάηαη ζε αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ. Γηα ην ιφγν απηφ πνιιέο 

εξεπλεηηθέο νκάδεο αζρνινχληαη κε ηελ αλίρλεπζε θαη ηε ζεκαζία ησλ κεηαιιάμεσλ απηψλ 

ζηνλ θαξθίλν. Οη ζσκαηηθέο κεηαιιάμεηο παξνπζηάδνληαη ζε απμεκέλα πνζνζηά ζε ηξία 

ζεκεία ζην γνλίδην ηνπ PIK3CA θαη κε ζεηξά κεηνχκελεο ζπρλφηεηαο είλαη νη: H1047R 

(3140A>G, εμφλην 20), E545K (1633G>A, εμφλην 9) θαη E542K (1624G>A, εμφλην 9). 

Παξαηεξνχκε ινηπφλ, φηη νη κεηαιιάμεηο ζην εμφλην 20 θπξηαξρνχλ, αιιά θαη ηα ηξία είδε 

κεηαιιάμεσλ πνπ πξναλαθέξζεθαλ ζπκβάιινπλ ζηελ αχμεζε ηεο ελεξγφηεηαο ηεο 

θηλάζεο, κε απνηέιεζκα ην PIK3CA λα δξα σο νγθνγνλίδην θαη λα απνξξπζκίδεη φια ηα 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα ζηα νπνία ζπκκεηέρεη. Δπίζεο αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη φια ηα 

δείγκαηα ηα νπνία έθεξαλ κία απφ ηηο παξαπάλσ κεηαιιάμεηο ήηαλ εηεξφδπγα γηα ηε 

κεηάιιαμε απηή. Ζ κειέηε ησλ κεηαιιάμεσλ ζην PIK3CA απέθηεζε αθφκα κεγαιχηεξε 

ζεκαζία φηαλ ην κνλνπάηη ζην νπνίν εκπιέθεηαη ζπζρεηίζηεθε κε ηελ αληαπφθξηζε ζηε 

ζεξαπεία ησλ αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ. Ηδηαίηεξε ζπζρέηηζε παξνπζηάδεηαη ζε 

αζζελείο πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηνλ HER2 ππνδνρέα θαη ιακβάλνπλ ζεξαπεία κε ην 

θάξκαθν Herceptin. Μεγάιν κέξνο ησλ αζζελψλ πνπ αλήθνπλ ζε απηή ηελ θαηεγνξία 

παξνπζηάδνπλ αληίζηαζε ζηε ζεξαπεία, ελψ ηαπηφρξνλα θέξνπλ θάπνηα απφ ηηο ηξείο πην 

ζπρλέο ζσκαηηθέο  κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην PIK3CA πνπ νδεγνχλ ζηελ ελεξγνπνίεζή ηνπ. 

Ζ αληίζηαζε ζηε ζπγθεθξηκέλε ζεξαπεία κπνξεί λα νθείιεηαη επίζεο θαη ζε απψιεηα ηεο 

ιεηηνπξγίαο ηεο θσζθαηάζεο PTEN. 

Ζ παξνχζα εξγαζία ρσξίδεηαη ζε δχν κέξε: ΢ην πξψην κέξνο εθαξκφζακε κία κέζνδν 

πνπ είρε ήδε αλαπηπρζεί ζην εξγαζηήξηφ καο, θαη βαζίδεηαη ζηελ αλάιπζε θακππιψλ 

ηήμεσο HRMA ζε κία ζεηξά δεηγκάησλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ. Ζ 

ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο έρεη ήδε εθαξκνζηεί ζην πιαίζην ηεο δηαηξηβήο εηδίθεπζεο ηνπ Π. 

Βνξθά γηα αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζε 75 δείγκαηα DNA απφ ηζηνχο παξαθίλεο (FFPEs) 

αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ πνπ ππεβιήζεζαλ ζε ζεξαπεία κε ην θάξκαθν Herceptin. 

Βξέζεθε φηη ην 30% ησλ δεηγκάησλ έθεξε ηε κεηάιιαμε ζην εμφλην 20. ΢ηα πιαίζηα ηεο 

παξνχζαο εξγαζίαο ε κέζνδνο HRMA εθαξκφζηεθε ζε άιια 31 δείγκαηα ηζηψλ 

παξαθίλεο FFPEs ηεο ίδηαο νκάδαο αζζελψλ. ΢πλνςίδνληαο ηα απνηειέζκαηα ηεο 
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αλάιπζεο ησλ δεηγκάησλ ηζηψλ θαηαιήμακε ζην ζπκπέξαζκα φηη 33/106 αζζελείο (31%) 

έθεξαλ ηε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε. Σα απνηειέζκαηα απηά ζα ζπκπεξηιεθζνχλ ζε κειέηε 

πνπ βξίζθεηαη ζε εμέιημε θαη αθνξά ζηνλ έιεγρν χπαξμεο ζπζρέηηζεο ηεο παξνπζίαο 

κεηαιιάμεσλ ζην γνλίδην PIK3CA θαη ζηνλ έιεγρν ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηεο 

θσζθαηάζεο PTEN ζε αζζελείο πνπ έρνπλ ιάβεη ζεξαπεία κε Herceptin θαη γλσξίδνπκε 

ηελ αληαπφθξηζή ηνπο ζε απηή. 

΢ηελ ζπλέρεηα επεθηείλακε ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ζε δείγκαηα cell free DNA, ζε 

δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα (CTCs), θαζψο θαη ζε 

δείγκαηα cDNA απφ mRNA πνπ απνκνλψζεθε απφ CTCs. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη 

9/45 (20%) ησλ δεηγκάησλ cell free DNA αζζελψλ κε επηβεβαησκέλε κεηάζηαζε θαζψο θαη 

3/25 (12%) ησλ δεηγκάησλ cell free DNA αζζελψλ κε ρεηξνπξγήζηκν θαξθίλν καζηνχ πξν 

ρεκεηνζεξαπείαο έθεξαλ ηε κεηάιιαμε 3140A>G ζην εμφλην 20 ηνπ PIK3CA. Σν cell free 

DNA πξνέξρεηαη απφ θχηηαξα πνπ έρνπλ ππνζηεί απφπησζε, θαη ηα επίπεδά ηνπ έρνπλ 

βξεζεί απμεκέλα ζε αζζελείο κε θαξθίλν. Άξα ε αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζην cell free DNA 

αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ καζηνχ ζα κπνξνχζε λα ρξεζηκνπνηεζεί σο πξνγλσζηηθφο 

δείθηεο πνπ ζα επηηξέπεη ηελ θαηεγνξηνπνίεζε ησλ αζζελψλ κε βάζε ηελ αληαπφθξηζή 

ηνπο ζε ζεξαπείεο φπνπ εκπιέθεηαη ην κνλνπάηη ηνπ PI3K. Δπηπιένλ, αλ επηβεβαησζεί φηη 

ηα απνηειέζκαηα αλάιπζεο δεηγκάησλ DNA ηζηψλ ζπκπίπηνπλ κε απηά ηεο αλάιπζεο cell 

free DNA, ηφηε δε ζα απαηηείηαη ε επίπνλε δηαδηθαζίαο ηεο βηνςίαο γηα λα ιάβνπκε 

πιεξνθνξίεο γηα ηνλ φγθν, αιιά κία απιή αηκνιεςία ζα είλαη αξθεηή γηα λα πξνβιέςεη ηελ 

αληαπφθξηζε ζηε ζεξαπεία θαη ηελ εμέιημε ηεο λφζνπ. Ζ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ζε 

δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ CTCs  αζζελψλ κερεηξνπξγήζηκν θαξθίλν ηνπ καζηνχ 

έδεημε φηη 2/60 (3%) ησλ αζζελψλ κεηά ην ρεηξνπξγείν θαη πξηλ ηελ έλαξμε 

ζπκπιεξσκαηηθήο ζεξαπείαο έθεξε ηε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε. Ζ κεηάιιαμε δε βξέζεθε 

ζε δείγκαηα γελσκηθνχ DNA απφ CTCs αζζελψλ κε επηβεβαησκέλε κεηάζηαζε. Ζ 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ ζηα CTCs  ζα κπνξνχζε λα είλαη κία εχθνιε, κε επεκβαηηθή 

κέζνδνο πξφβιεςεο θαη παξαθνινχζεζεο ηεο αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία θαη ηεο 

εμέιημεο ηεο λφζνπ. Ο κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs είλαη ζεκαληηθφο φρη κφλν γηα 

ηελ επηβεβαίσζε ηεο πξνέιεπζήο ηνπο, αιιά θαη γηα ηελ παξαθνινχζεζε ησλ αιιαγψλ 

πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά ηελ εμέιημε ηνπ φγθνπ, κε ζθνπφ ηελ αλαθάιπςε δηαγλσζηηθψλ θαη 

ζεξαπεπηηθψλ ζηφρσλ. Ο πεξηνξηζκέλνο αξηζκφο απηψλ ησλ θπηηάξσλ θαη θαη‟ επέθηαζε 

θαη ηεο πνζφηεηαο ηνπ DNA πνπ απνκνλψλεηαη απφ απηά, θαζηζηά ηελ αλίρλεπζε 

κεηαιιάμεσλ δχζθνιε. Απαηηνχληαη δειαδή κέζνδνη αλάιπζεο κεηαιιάμεσλ πνιχ πςειήο 

επαηζζεζίαο. 
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΢ην δεχηεξν κέξνο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο αλαπηχρζεθαλ δχν κέζνδνη γηα αλίρλεπζε 

κεηαιιάμεσλ ζην εμφλην 20 ηνπ PIK3CA. Αξρηθά αλαπηχμακε κεζνδνινγία ARMS-PCR, 

πνπ βαζίδεηαη ζηελ αιιεινεηδηθή ελίζρπζε κε ρξήζε εηδηθψλ εθθηλεηψλ. Μεηά ηηο 

απαξαίηεηεο βειηηζηνπνηήζεηο θαηαιήμακε ζε έλα πξσηφθνιιν, φπνπ ν δηαρσξηζκφο 

θπζηνινγηθψλ θαη κεηαιιαγκέλσλ δεηγκάησλ γίλεηαη κε βάζε ην cut-off ησλ 50 θχθισλ πνπ 

νξίζηεθε κεηά απφ πεηξακαηηθή επηβεβαίσζε. Με βάζε πεηξάκαηα επαηζζεζίαο, φπνπ 

παξαζθεπάζζεθαλ πξφηππα δείγκαηα κε γλσζηή αλαινγία κεηαιιαγκέλνπ πξνο 

θπζηνινγηθφ δείγκα, βξήθακε φηη ε κέζνδνο έρεη επαηζζεζία 1%. Ζ νξζφηεηα ησλ 

απνηειεζκάησλ ηεο ARMS-PCR επηβεβαηψζεθε κε εθαξκνγή ηνπ πξσηνθφιινπ ζε 

δείγκαηα ηζηψλ παξαθίλεο αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ, ηα νπνία είραλ αλαιπζεί γηα ηελ 

παξνπζία κεηαιιάμεσλ ζην εμφλην 20 ηνπ PIK3CA κε DNA Sequencing.  

Ζ δεχηεξε κέζνδνο πνπ αλαπηχμακε βαζίζηεθε ζην ζπλδπαζκφ ηεο ARMS-PCR κε ην 

HRMA θαη ηελ παξνπζία πξντφληνο εζσηεξηθνχ ειέγρνπ. Ζ κέζνδνο απηή βαζίδεηαη ζηελ 

ελίζρπζε δχν πξντφλησλ (ην έλα αληηζηνηρεί ζε ARMS-PCR θαη ην άιιν ζε HRMA), κε 

ρξήζε δχν δεπγψλ εθθηλεηψλ, ε ηαπηνπνίεζε ησλ νπνίσλ γίλεηαη κε αλάιπζε θακππιψλ 

ηήμεσο. Σα δχν δεχγε εθθηλεηψλ εληζρχνπλ αιιεινπρία ζε θνηλή πεξηνρή ηνπ εμνλίνπ 20 

θαη ζπκπεξηιακβάλνπλ ηε κεηάιιαμε. Ο δηαρσξηζκφο ησλ θπζηνινγηθψλ δεηγκάησλ απφ ηα 

κεηαιιαγκέλα γίλεηαη κε βάζε ηνλ αξηζκφ ησλ πξντφλησλ θαη ηηο θακπχιεο ηήμεψο ηνπο. 

Μεηά απφ βειηηζηνπνηήζεηο θαηαιήμακε ζην ηειηθφ πξσηφθνιιν φπνπ ζπλδπάδεηαη ν 

βέιηηζηνο ζπλδπαζκφο ζπγθεληξψζεσλ ησλ δχν δεπγψλ εθθηλεηψλ κε ηηο βέιηηζηεο 

ζπλζήθεο εθηέιεζεο ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR, έηζη ψζηε λα ιακβάλνληαη κφλν εηδηθά 

πξντφληα. Ζ επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ είλαη 5% θαη ε νξζφηεηά ηεο επηβεβαηψζεθε επίζεο 

κε εθαξκνγή ηνπ πξσηνθφιινπ ζε δείγκαηα ηζηψλ παξαθίλεο αζζελψλ κε θαξθίλν 

καζηνχ, ηα νπνία είραλ αλαιπζεί κε DNA Sequencing.  
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 

Αθνινπζνχλ νη αλαθνξέο απφ ην Primer Premier γηα ην πξσηφθνιιν ηεο ARMS-PCR:  

 Δθθηλεηέο κε ην κεηαιιαγκέλν αιιήιην 
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 Δθθηλεηέο κε ην θπζηνινγηθφ αιιήιην 
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Αθνινπζνχλ νη αλαθνξέο απφ ην Primer Premier γηα δεχγνο εθθηλεηψλ 20P70F-20P70R: 
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ΠΗΝΑΚΑ΢ ΟΡΟΛΟΓΗΑ΢ 

αγγιηθόο όξνο ειιεληθόο όξνο 

acquired or spontaneous mutation επίθηεηε ή απζφξκεηε κεηάιιαμε 

allele-specific primer αιιεινεηδηθφο εθθηλεηήο 

apyrase αππξάζε 

asymmetric PCR αζχκκεηξε PCR 

ATP sulfurylase ζνπιθνπξπιάζε ηνπ ATP 

background phase θάζε «ππνβάζξνπ» ή θάζε «ζνξχβνπ» 

benign θαινήζεο 

blotting απνηχπσζε 

catalytic domain πεξηνρή κε θαηαιπηηθή δξάζε 

colonization δεκηνπξγία απνηθίαο 

cross-hybridization δηαζηαπξνχκελε πβξηδνπνίεζε 

cut-off φξην ιήςεο απφθαζεο 

deletion έιιεηκκα 

DNA Microarrays Μηθξνζπζηνηρίεο Οιηγνλνπθιενηηδίσλ DNA 

DNA sequencer απηνκαηνπνηεκέλν κεράλεκα αλάιπζεο DNA 

Double-Dye Oligonucleotide Probe/Taqman 

Probe 

αληρλεπηήο DNA δηπιήο ρξσζηηθήο 

fluorescence difference curve θακπχιε δηαθνξάο θζνξηζκνχ 

frameshift πιαίζην αλάγλσζεο 

germline mutation κεηάιιαμε γακεηηθήο ζεηξάο 

growth factor απμεηηθφο παξάγνληαο 

hairpin δνκή θνπξθέηαο 

helical domain πεξηνρή έιηθαο 

hereditary mutation θιεξνλνκνχκελε κεηάιιαμε 

heteroduplex εηεξφδηπιν 

homoduplex νκφδηπιν 

hybridization probe αληρλεπηήο πβξηδηζκνχ DNA 

insertion πξνζζήθε 

internal control εζσηεξηθφ πξφηππν 

internal control primers εζσηεξηθνί εθθηλεηέο ειέγρνπ 

internal control product εζσηεξηθφ πξφηππν πξντφλ 

linear progression model γξακκηθφ κνληέιν εμέιημεο 

liquid-phase sequencing Pyrosequencing πγξήο θάζεο 

log phase εθζεηηθή θάζε ή ινγαξηζκηθή θάζε 

luciferase ινπζηθεξάζε 
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luciferine ινπζηθεξίλε 

malignant θαθνήζεο 

missense mutation παξαλνεκαηηθή κεηάιιαμε 

Molecular Beacons «κνξηαθνί θάξνη» 

molecular weight marker δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ DNA 

monoclonal κνλνθισληθφο 

mutant specific primer εθθηλεηήο εηδηθφο γηα κεηάιιαμε 

mutation κεηάιιαμε 

nonsense mutation κε λνεκαηηθή κεηάιιαμε 

normalization θαλνληθνπνίεζε 

oncogene νγθνγνλίδην 

oxyluciferine νμπ-ινπζηθεξίλε 

Parallel progression model κνληέιν παξάιιειεο εμέιημεο 

PCR blocker παξεκπνδηζηήο PCR 

plateau θάζε «θνξεζκνχ» 

point mutation ζεκεηαθή κεηάιιαμε 

polyclonal πνιπθισληθφο 

probe αληρλεπηήο 

promoter ππνθηλεηήο 

scorpion κφξην «ζθνξπηφο» 

sequencing by synthesis αιιεινχρηζε κέζσ ζχλζεζεο 

Silent mutation ζησπεξή κεηάιιαμε 

single-base extension επέθηαζε θαηά κία βάζε 

snapback αληρλεπηήο ηχπνπ snapback 

solid-phase sequencing Pyrosequencing ζηεξεήο θάζεο 

somatic mutation ζσκαηηθή κεηάιιαμε 

splicing Μάηηζκα 

stop codon θσδηθφλην ιήμεο 

temperature-shifted/overlay curve Κακπχιε ζεξκνθξαζηαθήο-κεηαηφπηζεο 

transition mutation κεηάιιαμε κεηάπησζεο 

transversion mutation κεηαιιάμεηο κεηαζηξνθήο 

truncated protein αθξσηεξηαζκέλε πξσηεΐλε 

tumor suppressor gene νγθνθαηαζηαιηηθφ γνλίδην 

wild-type «θπζηθνχ ηχπνπ» 

wild-type specific primer εθθηλεηήο εηδηθφο γηα θπζηνινγηθφ 
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΢ΤΝΣΜΖ΢ΔΗ΢ – ΑΡΚΣΗΚΟΛΔΞΑ – ΑΚΡΧΝΤΜΗΑ 

ABD Adaptor-Binding Domain 

ARMS Amplification Refractory Mutation System 

ASA Αllele – Specific Amplification 

ASO Allele-Specific Oligonucleotides 

ASPCR Allele-Specific PCR 

BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 

BSA Bovine serum albumin 

CCA Color Complementation Assay 

cfDNA cell-free DNA 

CK-19 CytoKeratin-19 

COLD-PCR Co-amplification at Lower Temperature 

COP Competitive Oligonucleotide Priming 

Cq Cycle of Quantification 

CSCs Cancer Stem Cells 

CTCs Circulating Tumour Cells 

ddNTP Dideoxy nucleoside triphosphates 

DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 

D-HPLC Denaturing High Performance Liquid Chromatography 

DMS Dimethyl sulfide 

dNTPs Deoxy nucleoside triphosphates 

EMT Epithelial-to-Mesenchymal Transition 

EMT-TFs EMT-inducing Transcription Factors 

FFPEs Formalin-Fixed Paraffin-Embedded 

FOXO forkhead box transcription factor 

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer 

GSK3 Glycogen Synthase Kinase 3 

HER-2 Human Epidermal growth factor Receptor-2 

HRMA High Resolution Melting Analysis  

ICGC International Cancer Genome Consortium 

JAK2 Janus kinase 2 

KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

LED Light Emission Diode 

LNAs Locked Nucleic Acids 

MALDI-TOF MS Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass 

Spectrometry 
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ncRNA non-coding RNA 

NGS Next Generation Sequencing 

PASA PCR Amplification of Specific Alleles 

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS Sodium perborate 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PDK-1 Phosphatidylinositol-Dependent Kinase 1 

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate 

PKB/Akt protein kinase B 

PNAs Peptide Nucleic Acids 

PPi Pyrophosphate 

PTEN Phosphatase and Tensin homolog 

PTT Protein Truncation Test 

Q-RT PCR Quantitative-Real time PCR 

RFLPs Restriction Fragment Length Polymorphism 

RT Reverse Transcription 

RTK Receptor Tyrosine Kinase 

SBH Sequence-by-hybridization 

SGK1 Serum-and Glucocorticoid-induced Kinase 1 

SH2 Rous-sarcoma (src) oncogene homology-2 domain 

SNPs Single Nucleotide Polymorphisms 

SSCP Single Strand Conformation Polymorphism 

ssDNA single stranded DNA 

Tc Critical denaturation Temperature 

TGGE Temperature Gradient Gel Electrophoresis 

Tm melting temperature 

TSC2 Tuberous Sclerosis Complex 2 

WTB-PCR Wild-Type Blocking PCR 

ΔΝΑ European Nucleotide Archive 

Σan annealing temperature 
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