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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Ζ «πγξή βηνςία», βαζηζκέλε ζηελ αλάιπζε ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ 

(circulating tumor cells, CTCs), ηνπ εμσθπηηάξηνπ θαξθηληθνχ DNA (circulating tumor DNA, 

ctDNA), ησλ miRNAs θαη ησλ εμσζσκάησλ  παξέρεη κηα κε-επεκβαηηθή παξαθνινχζεζε ηεο 

εμέιημεο ηεο λφζνπ θαη ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο ζεξαπείαο, ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν. 

ηελ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή, αξρηθά αμηνινγήζακε ηελ επίδξαζε ησλ πξναλαιπηηθψλ 

ζπλζεθψλ γηα ηελ αλάιπζε γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs. Γηα ην ζθνπφ απηφ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα εκβνιηαζκνχ 100 MCF7 ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο, κε δηαθνξεηηθή ζχζηαζε αληηπεθηηθνχ θαη ζπληεξεηηθψλ ησλ θπηηάξσλ. ηε ζπλέρεηα 

αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ησλ CTCs κε EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ζε 

δηαζηήκαηα 0h, 24h θαη 48h θαη πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ B2M θαη 

CK-19 ζηα CTCs κε RT-qPCR. Παξάιιεια, πξνηείλνπκε κηα νινθιεξσκέλε δηαδηθαζία 

ειέγρνπ πνηφηεηαο φισλ ησλ βεκάησλ πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ πεηξακαηηθή πνξεία γηα 

αλαιχζεηο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζε δείγκαηα πγξήο βηνςίαο. Σα απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ φηη 

νη αλαιχζεηο ησλ CTCs ζε επίπεδν mRNA επεξεάδνληαη απφ ηα ζπληεξεηηθά ή/θαη ηα 

αληηπεθηηθά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηα πεξηζζφηεξα ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. 

ηε ζπλέρεηα, ζηφρν καο απνηέιεζε ε επηινγή ηνπ βέιηηζηνπ ζπζηήκαηνο 

απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ CTCs γηα ην κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ηνπο ζηνλ HNSCC. Γηα απηφ ην 

ιφγν, πξαγκαηνπνηήζεθε γηα πξψηε θνξά άκεζε ζχγθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο Parsortix, πνπ 

βαζίδεηαη ζε ζχζηεκα κηθξνξνψλ γηα ηελ απνκφλσζε/εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην 

κέγεζφο ηνπο, κε ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην EpCAM απφ ην ίδην 

πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε HNSCC θαη πξνρσξήζακε ζηε ζπλέρεηα ζε κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ 

ησλ CTCs ζε επίπεδν γνληδηαθήο έθθξαζεο. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο 

ππνδεηθλχνπλ ζαθψο φηη ν πιεζπζκφο ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθε κε ην ζχζηεκα Parsortix 

είλαη πςειφηεξεο θαζαξφηεηαο ζε ζρέζε κε ηνλ πιεζπζκφ ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθε κε 

EpCAM ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ.  

Δπηπξφζζεηα, αλαπηχμακε κεζνδνινγία πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ ππνδνρέα ησλ αλδξνγφλσλ (AR), AR-full length (AR-FL), ησλ 

ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηνπ νιηθνχ AR-total κε αληρλεπηέο 

πδξφιπζεο ζην φξγαλν Cobas z480 (Roche Diagnostics). Ζ αλαπηπρζείζα κεζνδνινγία 

εθαξκφζηεθε θαη αμηνινγήζεθε θιηληθά ζηα CTCs θαη ζηα εμσζψκαηα πνπ απνκνλψζεθαλ απφ 

ην πιάζκα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Σα απνηειέζκαηά καο 

ππνδεηθλχνπλ μεθάζαξα φηη ε κέζνδνο κπνξεί λα εθαξκνζηεί ηφζν ζηα CTCs φζν θαη ζηα 

εμσζψκαηα. 

ην ηειεπηαίν κέξνο ηεο δηαηξηβήο, δηεξεπλήζεθε ην κνξηαθφ πξνθίι ησλ CTCs θαη ησλ 

εμσζσκάησλ αζζελψλ κε επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Πην ζπγθεθξηκέλα,  κειεηήζεθε ην 

πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-

V7, AR-567 θαη AR-total, θαζψο θαη ην πξνθίι κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A.  

Ζ δηδαθηνξηθή δηαηξηβή ρξεκαηνδνηήζεθε απφ ην Δπξσπατθφ Πξφγξακκα IMI-CANCER-ID 

(αξ. ζπκβνιαίνπ 115749): “Cancer treatment and monitoring through identification of 

circulating tumour cells and tumour related nucleic acids in blood” (https://www.cancer-id.eu/) 

 

ΛΔΞΔΗ ΚΛΔΗΓΗΑ: πγξή βηνςία, θπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα, εμσζψκαηα, 

πξναλαιπηηθέο παξάκεηξνη, έιεγρνο πνηφηεηαο, κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο  

https://www.cancer-id.eu/


 

VI 
 

ABSTRACT 

Liquid biopsy, based on the analysis of circulating tumor cells (CTCs) and circulating tumor 

DNA (ctDNA), circulating miRNAs and exosomes provides a non-invasive, real-time 

monitoring of tumor evolution and therapeutic efficacy. 

In the present PhD thesis, we evaluated the effect of pre-analytical conditions on gene expression 

analysis in CTCs. For this purpose, we performed spiking experiments of 100 MCF7 cells into 

different peripheral blood collection tubes. Furthermore, CTCs were isolated using EpCAM-

positive immunomagnetic enrichment at 0h, 24h and 48h and gene expression was quantified 

using RT-qPCR for CK-19 and B2M. At the same time, we performed a systematic quality 

control for all steps involved in the procedure for gene expression analysis in liquid biopsy. Our 

results indicate that CTC-analysis at the mRNA level is severely impeded by the preservatives 

or/and anticoagulants used in most peripheral blood collection tubes. 

Furthermore, our next aim was to select the optimal isolation/enrichment system for CTC 

downstream molecular characterization in HNSCC.  For this reason, we directly compared for 

the first time the performance of Parsortix
TM

 device, a label-independent size-based microfluidic 

device versus an EpCAM-based CTC enrichment system using identical blood draws from 

patients with HNSCC, and downstream molecular characterization at the gene expression level. 

Our data clearly indicate that the CTCs population enriched using the Parsortix
TM

 device is of 

higher purity than that of CTCs isolated using EpCAM positive immunomagnetic CTC 

enrichment. 

We additionally developed a multiplex RT-qPCR for the simultaneous quantification of AR-full 

length (AR-FL), splice variants AR-V7,  AR-567 and AR-Total with hybrolysis probes in Cobas 

z480 (Roche Diagnostics).The developed assay was applied and clinically validated in CTCs and 

exosomes of metastatic castration resistant prostate cancer. Our results clearly indicate that the 

developed assay can be applied both in CTCs and exosomes. 

Finally, we evaluated the molecular profile of CTCs and exosomes of patients with metastatic 

castration resistant prostate cancer. More specifically, we evaluated gene expression profile for 

PD-L1, CK-19, splice variants AR-FL, AR-V7, AR-567 and AR-total, and the methylation profile 

of GSTP1 and RASSF1A. 

This PhD thesis was funded by the European Program IMI-CANCER-ID (Contract No. 115749): 

“Cancer treatment and monitoring through identification of circulating tumour cells and tumour 

related nucleic acids in blood” (https://www.cancer-id.eu/) 

 

 

KEY WORDS:   liquid biopsy, circulating tumor cells (CTCs), exosomes, preanalytical 

parameters, quality control, molecular characterization   
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Καζεγήηξηαο Δ. Ληαλίδνπ. 

Ζ δηδαθηνξηθή δηαηξηβή ρξεκαηνδνηήζεθε απφ ην Δπξσπατθφ Πξφγξακκα IMI-CANCER-ID 

(αξ. ζπκβνιαίνπ 115749): “Cancer treatment and monitoring through identification of 

circulating tumour cells and tumour related nucleic acids in blood” (https://www.cancer-id.eu/), 

ελψ κέξνο απηήο θαιχθζεθε απφ ηε ΓΓΔΣ/ΔΛΗΓΔΚ ζηα πιαίζηα ηνπ έξγνπ κε Κ.Δ. 15107 θαη 
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πξψηκνπ ζηαδίνπ κε κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θαη γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο 
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ηελ αλάζεζε ηνπ ζέκαηνο φζν θαη γηα ηε δηαξθή ππνζηήξημε, ηελ άξηζηε ζπλεξγαζία θαη 

επηζηεκνληθή θαζνδήγεζε πνπ κνπ παξείρε θαζφιε ηε δηάξθεηα εθπφλεζεο ηεο δηαηξηβήο. Θα 

ήζεια αθφκε λα ηελ επραξηζηήζσ γηα ηελ εζηθή ζπκπαξάζηαζή ηεο, ηελ εκπηζηνζχλε πνπ κνπ 

έδεημε θαη ηελ αδηάθνπε πξνζπάζεηά ηεο γηα ηε γεληθφηεξε επηζηεκνληθή κνπ θαηάξηηζε.  
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δηεζλή επηζηεκνληθά ζπλέδξηα θαη λα έξζσ ζε επαθή κε ζεκαληηθoχο θαη θαηαμησκέλνπο 

εξεπλεηέο. 

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ νιφζεξκα ηα κέιε ηεο ηξηκεινχο ζπκβνπιεπηηθήο επηηξνπήο, 

Καζεγεηή Γ. Μαπξνπδή θαη Δπίθνπξν Καζεγεηή Υξ. Κξνχπε γηα ηηο ζεκαληηθέο παξαηεξήζεηο 

ηνπο θαη ηελ άκεζε αληαπφθξηζε ζε νηηδήπνηε ρξεηάζηεθε.  

Δπίζεο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ Καζεγεηή Υξ. Παπαδεκεηξίνπ, ηνλ Καζεγεηή Ν. 

Θσκαΐδε, ηελ Αλαπι. Καζεγήηξηα Α. Φπξξή θαη ηελ Αλαπι. Καζεγήηξηα Γ. σηεξνπνχινπ γηα 

ηελ ηηκή πνπ κνπ έθαλαλ λα απνηειέζνπλ κέιε ηεο Eμεηαζηηθήο Eπηηξνπήο. 

Δπηπιένλ ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ Αλαπι. Καζεγήηξηα Α. Φπξξή γηα ηα δείγκαηα αζζελψλ 

κε πιαθψδεο θαξθίλσκα θεθαιήο θαη ηξαρήινπ απφ ην Π.Γ.Ν. «Αηηηθφλ». Δπίζεο, επραξηζηψ 

ηνλ Ογθνιφγν θν Δ. Μπνπξλάθε γηα ηα δείγκαηα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ επλνπρνάληνρν 

θαξθίλν πξνζηάηε απφ ηo «Αξεηαίεηνλ» παλεπηζηεκηαθφ λνζνθνκείν. Αθφκε, επραξηζηψ ηελ 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1 

ΤΓΡΖ ΒΗΟΦΗΑ 

 

1.1. Δηζαγσγή  

Ο φξνο «πγξή βηνςία» (liquid biopsy) αλαθέξεηαη ζε δνθηκαζίεο ζην πεξηθεξηθφ αίκα, πνπ 

βαζίδνληαη ζηελ απφθηεζε κνξηαθήο πιεξνθνξίαο γηα ηελ εμέιημε ηνπ φγθνπ, έπεηηα απφ 

αλάιπζε ηνπ γελεηηθνχ πιηθνχ. Κχξηεο πεγέο ηεο πγξήο βηνςίαο απνηεινχλ ηα θπθινθνξνύληα 

θαξθηληθά θύηηαξα (circulating tumor cells, CTCs), ην εμσθπηηάξην θαξθηληθό DNA 

(circulating tumor DNA, ctDNA), ηα θπθινθνξνύληα miRNAs (circulating miRNAs) θαη ηα 

εμσθπηηαξηθά θπζηίδηα (extracellular vescicles, EVs), θπξηφηεξε ππνθαηεγνξία ησλ νπνίσλ 

απνηεινχλ ηα εμσζψκαηα (ρήκα 1.1) (1). Ζ πγξή βηνςία παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αλίρλεπζεο 

ησλ γελεηηθψλ θαη επηγελεηηθψλ κεηαβνιψλ θαηά ηελ εμέιημε ηεο λφζνπ, φπσο θαη ηελ 

παξαθνινχζεζε ησλ αζζελψλ, κέζσ απιψλ επλαιακβαλφκελσλ αηκνιεςηψλ, ζε πξαγκαηηθφ 

ρξφλν (1,2). Οη πξνζπάζεηεο ζε απηφλ ηνλ ηνκέα επηθεληξψλνληαη ζηελ αλάπηπμε ζηνρεπκέλσλ 

κνξηαθψλ δνθηκαζηψλ κέζσ αλάιπζεο ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, κε πηζαλή ρξεζηκφηεηα σο 

ζπλνδέο δηαγλσζηηθέο εμεηάζεηο (companion diagnostics, CDx) γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο 

λφζνπ ή αθφκε θαη γηα ηελ έγθαηξε αλίρλεπζή ηεο (3–5). 

 

ρήκα 1.1. Τγξή Βηνςία (6) 
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Ζ ζχγρξνλε έξεπλα ζην πεδίν δηάγλσζεο θαη ζεξαπεπηηθήο αληηκεηψπηζεο ηνπ θαξθίλνπ 

ζηξέθεηαη πιένλ ζηελ αλεχξεζε βηνδεηθηψλ ζην αίκα θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα CTCs, ζην ctDNA 

θαη ζηα θπθινθνξνχληα miRNAs (7,8). Δμαηηίαο ηεο εηεξνγέλεηαο ηνπ θαξθηληθνχ ηζηνχ, ε 

απνκφλσζε θαη αλάιπζε ησλ CTCs, ηνπ ctDNA, ησλ miRNAs θαη ησλ EVs παξέρεη κηα 

νινθιεξσκέλε ζθηαγξάθεζε ηεο κνξηαθήο ηαπηφηεηαο ηνπ φγθνπ. Σα CTCs αληρλεχνληαη ζην 

πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε θαξθίλνπο επηζειηαθήο πξνέιεπζεο θαη έρεη απνδεηρζεί φηη 

απνηεινχλ ζεκαληηθφ πξνγλσζηηθφ δείθηε ζε ζρέζε κε ην ειεχζεξν λφζνπ δηάζηεκα θαη ηελ 

νιηθή επηβίσζε, ελψ παξάιιεια ην ctDNA αληρλεχεηαη ζην πιάζκα ησλ αζζελψλ θαη αληαλαθιά 

ην θαξθηληθφ θνξηίν θαζψο παξαηεξείηαη ζεκαληηθή αχμεζε ηεο ζπγθέληξσζήο ηνπ ζε αζζελείο 

κε θαξθίλν ζε ζρέζε κε ηνλ πγηή πιεζπζκφ (9). Ζ αλαιπηηθή θαη θιηληθή ζεκαζία ησλ 

δνθηκαζηψλ πγξήο βηνςίαο έρνπλ απνδεηρζεί ζε πνιιέο πεξηπηψζεηο κέρξη ηψξα, ελψ ε θιηληθή 

επηθχξσζή ηνπο βξίζθεηαη ζε εμέιημε κέζσ ζπλερηδφκελσλ κειεηψλ ζε πνιιαπινχο ηχπνπο 

θαξθίλνπ. ε θάπνηεο πεξηπηψζεηο, ηδηαίηεξα ζηα πιαίζηα ηεο κειέηεο κεραληζκψλ αληίζηαζεο 

ζε ζηνρεπκέλεο ζεξαπείεο, ππάξρνπλ νινέλα θαη πεξηζζφηεξεο ελδείμεηο φηη ε πγξή βηνςία δξα 

ζπκπιεξσκαηηθά κε ηελ θιαζηθή αλάιπζε ηνπ πξσηνπαζνχο φγθνπ κέζσ ηζηηθήο βηνςίαο, 

θαζψο παξέρεη ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε ιήςε θιηληθψλ απνθάζεσλ (Πίλαθαο 1.1) (8). 

Ζ πγξή βηνςία απνηειεί έλα ζχλνιν κε επεκβαηηθψλ κεζφδσλ γηα ηε δηάγλσζε, ηελ πξφγλσζε 

θαη ηελ επηινγή ζηνρεπκέλεο ζεξαπείαο ζε αζζελείο κε θαξθίλν, σζηφζν ε εθαξκνγή ηεο ζηελ 

θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε δελ έρεη αθφκε θαζηεξσζεί. Απηφ νθείιεηαη πηζαλφηαηα ζηνπο εμήο 

παξάγνληεο: i) ππάξρεη πιεζψξα δηαζέζηκσλ ηερληθψλ γηα ηελ αλίρλεπζε θπθινθνξνχλησλ 

βηνδεηθηψλ, αιιά θακία αλαιπηηθή ζπλαίλεζε γηα ηελ ηδαληθή ηερληθή πξνζέγγηζε, ii) ππάξρεη 

ζπλερψο απμαλφκελνο αξηζκφο πηζαλψλ βηνδεηθηψλ γηα ηελ αμηνιφγεζε ζε CTCs θαη ctDNA, iii) 

απαηηνχληαη θαιά ζρεδηαζκέλεο κειέηεο ζχγθξηζεο κεηαμχ CTCs θαη ctDNA ζηα ίδηα θιηληθά 

δείγκαηα, iv) ππάξρεη δπζθνιία ζηνλ έιεγρν ηεο πξναλαιπηηθήο θάζεο γηα ηε ιήςε ηζρπξψλ θαη 

αλαπαξαγψγηκσλ απνηειεζκάησλ θαη v) ην πςειφ θφζηνο ησλ δηαζέζηκσλ κέρξη ζήκεξα 

ηερληθψλ (1). πκπεξαίλνπκε ινηπφλ φηη ε βειηίσζε θαη ε επηθχξσζε αλαιπηηθά επαίζζεησλ 

κεζνδνινγηψλ, απνηεινχλ απαξαίηεηα βήκαηα γηα ηελ θαζηέξσζε ησλ αλαιχζεσλ ηεο πγξήο 

βηνςίαο ζηελ θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε (8). 
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Πίλαθαο 1.1. ύγθξηζε θιαζηθήο κε πγξή βηνςία (8) 

 

 

1.2. Κπθινθνξνύληα θαξθηληθά θύηηαξα (CTCs) 

Απφ ηε ζηηγκή ηεο δεκηνπξγίαο πξσηνπαζνχο φγθνπ έσο θαη ηελ εκθάληζε καθξνζθνπηθψλ 

κεηαζηάζεσλ κεζνιαβεί κηα πεξίνδνο, παξφκνηα θαη ην ίδην ζεκαληηθή κε ηελ πεξίνδν ηεο 

νγθνγέλεζεο, θαηά ηελ νπνία νξηζκέλα θαξθηληθά θχηηαξα ελδναγγεηψλνληαη θαη εηζέξρνληαη 

ζηελ θπθινθνξία. Απηά θαινχληαη θπθινθνξνύληα θαξθηληθά θύηηαξα (circulating tumor 

cells, CTCs) θαη δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε κεηαζηαηηθή δηαδηθαζία. Σα CTCs 

απνπίπηνπλ ή επηβηψλνπλ απφ ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ην αλνζνινγηθφ ζχζηεκα, νπφηε 

κεηαπίπηνπλ ζε κηα «ιεζαξγηθή» θαηάζηαζε, δεκηνπξγνχλ κηθξνζθνπηθέο εζηίεο απφ δηάζπαξηα 

θαξθηληθά θχηηαξα θαη ελ ηέιεη νδεγνχλ ζηελ αλάπηπμε δεπηεξνπαζψλ εζηηψλ. Σν ηειηθφ 

απνηέιεζκα εμαξηάηαη απφ ην κεηαζηαηηθφ δπλακηθφ ηνπ θαηλνηχπνπ ηνπο, ηελ έθβαζε ησλ 
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αιιειεπηδξάζεψλ ηνπο κε ην κηθξνπεξηβάιινλ θαη ηα ζεξαπεπηηθά πξσηφθνιια πνπ 

εθαξκφδνληαη. 

Ζ πξψηε αλαθνξά γηα ηελ παξνπζία ησλ CTCs έιαβε ρψξα ην 1869 απφ ηνλ Thomas Ashworth 

(10). Δίθνζη ρξφληα αξγφηεξα, ν Steve Paget, ζην πξψην ηεχρνο ηνπ Lancet, πεξηέγξαςε ηελ 

ππφζεζε “ the seed and soil hypothesis’’, ζχκθσλα κε ηελ νπνία «η μεηάζηαζη εξαπηάηαι από ηη 

διαζηαςπούμενη δπάζη μεηαξύ ηων επιλεγμένων καπκινικών κςηηάπων (the seed) και ηο ειδικό 

μικποπεπιβάλλον ηος οπγάνος (the soil)», κηα ππφζεζε πνπ επαλεμεηάζηεθε πνιιά ρξφληα 

αξγφηεξα απφ ηνπο Langley θαη Fidler (11).  

Διάρηζηα απφ ηα CTCs δεκηνπξγνχλ κεηαζηαηηθέο εζηίεο θαζψο έρεη ππνινγηζηεί φηη πεξίπνπ 

έλα θχηηαξν αλά 10.000 είλαη ηθαλφ λα δεκηνπξγήζεη θάπνηα απνκαθξπζκέλε εζηία. Μηα αηηία 

πνπ εμεγεί ην πνιχ κηθξφ πνζνζηφ είλαη ν κηθξφο ρξφλνο εκίζεηαο δσήο ησλ CTCs θαζψο ε 

πιεηνςεθία ηνπο ππφθεηηαη ζε απφπησζε ή απνκαθξχλεηαη απφ ηελ θπθινθνξία ζηνπο 

πλεχκνλεο ή ην ήπαξ (2). 

Σα CTCs ραξαθηεξίδνληαη απφ εμαηξεηηθή εηεξνγέλεηα θαη παξνπζηάδνπλ γνληδηαθέο δηαθνξέο 

απφ ηα θχηηαξα ηνπ πξσηνπαζνχο (12). Οη δηαθνξέο απηέο κεηαβάιινπλ ηηο κνξηαθέο 

ηζνξξνπίεο, πνπ είλαη ππεχζπλεο γηα ηελ θπηηαξηθή πξνζθφιιεζε, ηε κεηαλαζηεπηηθή ηθαλφηεηα 

θαη ηελ αγγεηνγέλεζε, επηηξέπνληαο ηειηθά ζηα CTCs λα δεκηνπξγήζνπλ δεπηεξνπαζείο φγθνπο 

ζε απνκαθξπζκέλα φξγαλα. Ζ κεηάζηαζε εκθαλίδεηαη σο έλαο θαηαξξάθηεο γεγνλφησλ πνπ 

μεθηλνχλ κε θαξθηληθά θχηηαξα ηα νπνία απνθηνχλ «θπηηαξηθή πιαζηηθφηεηα», κεηά απφ κεξηθή 

ή πιήξε κεηάβαζε από επηζειηαθό ζε κεζεγρπκαηηθό θαηλόηππν (epithelial-to-

mesenchymal transition, ΔΜΣ) (13,14), δηαθεχγνπλ απφ ηνλ πξσηνπαζή φγθν θαη κέζσ ηεο 

ζπζηεκαηηθήο ή ηεο ιεκθηθήο θπθινθνξίαο δεκηνπξγνχλ απνκαθξπζκέλεο εζηίεο (15). Με ηελ 

είζνδφ ηνπο ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο, ζεκαληηθφο αξηζκφο CTCs ζα απνθχγεη ηελ 

θαηαζηξνθή απφ ηα Σ-θπηηαξνηνμηθά θχηηαξα ηνπ αλνζνινγηθνχ ζπζηήκαηνο, ιφγσ ηεο κε 

αλαγλψξηζήο ηνπο απφ ηα ηειεπηαία, γεγνλφο πνπ απνδίδεηαη ζε κεησκέλε έθθξαζε απφ ηα 

CTCs αληηγφλσλ ηζηνζπκβαηφηεηαο θιάζεο Η. Ζ επηβίσζε ησλ CTCs ζην ζπρλά ερζξηθφ 

πεξηβάιινλ πνπ αληηκεησπίδνπλ κέρξη ηελ νξγάλσζή ηνπο ζε ζπκπαγείο κεηαζηαηηθέο εζηίεο 

εμαζθαιίδεηαη θαη απφ ηελ θαηαζηνιή ησλ κεραληζκψλ ηεο απφπησζεο (16). Οη δηαθνξεηηθέο 

απηέο θαηλνηππηθέο ηδηαηηεξφηεηεο βνεζνχλ ηα CTCs λα απνζρηζηνχλ απφ ηνλ πξσηνπαζή φγθν, 

λα δηαζρίζνπλ ην ζηξψκα, λα επηβηψζνπλ ζηελ θπθινθνξία φπνπ εκθαλίδνληαη είηε σο κνλήξε 

θχηηαξα, είηε ζε ζπζηνηρίεο θπηηάξσλ (clusters), γεγνλφο πνπ νλνκάδεηαη κηθξνεκβνιηζκόο ηνπ 

όγθνπ (circulating tumour microemboli, CTM) θαη παξνπζηάδεη πςειφηεξν κεηαζηαηηθφ 

δπλακηθφ (17) θαη ηειηθά λα απνηθίζνπλ απνκαθξπζκέλα φξγαλα. Σα CTM, πνπ απνηεινχλ 
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ζπζζσκαηψκαηα CTCs, απειεπζεξψλνληαη ζηελ θπθινθνξία κέζσ παζεηηθήο δηάρπζεο απφ ηνλ 

πξσηνπαζή φγθν (18).  

Ζ αλάιπζε ησλ CTCs είλαη έλαο πνιιά ππνζρφκελνο λένο δηαγλσζηηθφο ηνκέαο γηα αζζελείο 

πξνρσξεκέλνπ αιιά θαη πξψηκνπ ζηαδίνπ. Χζηφζν, ε αλάιπζε ησλ CTCs παξνπζηάδεη αξθεηέο 

αλαιπηηθέο θαη ηερληθέο πξνθιήζεηο, θαζψο ηα θχηηαξα απηά είλαη πνιχ ζπάληα θαη ε πνζφηεηά 

ηνπο ζην δηαζέζηκν δείγκα πνιχ πεξηνξηζκέλε. Οη πξφζθαηεο ηερλνινγηθέο εμειίμεηο ζηνλ ηνκέα 

ηνπ ραξαθηεξηζκνχ ησλ CTCs πεξηιακβάλνπλ κεζφδνπο πνπ βαζίδνληαη ζηελ αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθήο πνζνηηθή PCR (reverse transcription quantitative PCR, RT-qPCR), ζε 

απεηθνληζηηθέο πξνζεγγίζεηο θαη ζηνλ ηνκέα ηεο απνκφλσζεο ζε ζπζθεπέο κηθξνδηήζεζεο θαη 

κηθξνξνψλ. Δμαηξεηηθά επαίζζεηεο αλαιπηηθά πιαηθφξκεο αλίρλεπζεο ησλ CTCs επηηξέπνπλ 

ηελ παξαθνινχζεζε ηεο λφζνπ θαη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο ζεξαπείαο (19). 

Δπηπιένλ, ηα CTCs είλαη έλαο θαιά θαζνξηζκέλνο ζηφρνο γηα ηελ θαηαλφεζε ηεο βηνινγίαο ηνπ 

φγθνπ θαη ηεο δηαζπνξάο ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. Ο κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs 

απνηειεί κηα πνιιά ππνζρφκελε πξνζέγγηζε γηα ηελ θαιχηεξε θαηαλφεζε ηεο βηνινγίαο ηεο 

κεηάζηαζεο θαη ηελ αληνρή ζηηο θαζηεξσκέλεο ζεξαπείεο (19), αιιά θαη γηα ηνλ θαζνξηζκφ λέσλ 

ζεξαπεπηηθψλ ζηφρσλ, νη νπνίνη κπνξνχλ λα ηαπηνπνηεζνχλ κέζσ ηεο απνζαθήληζεο ηεο ζρέζεο 

ησλ CTCs κε ηα θαξθηληθά βιαζηηθά θύηηαξα (cancer stem cells, CSCs). Χζηφζν ππάξρεη κηα 

ζεηξά εξσηεκάησλ ηα νπνία πξέπεη λα δηαιεπθαλζνχλ θαη αθνξνχλ ζηε βηνινγία ησλ CTCs θαη 

ζηελ επηινγή ηεο βέιηηζηεο κεζφδνπ ηφζν γηα ηελ απνκφλσζε φζν θαη γηα ην κνξηαθφ 

ραξαθηεξηζκφ ηνπο. 

 

1.3. Κπθινθνξνύλ θαξθηληθό DNA (ctDNA) 

Ζ πξψηε αλαθνξά ηνπ εμσθπηηάξηνπ DNA (cell-free DNA, cfDNA) έγηλε ην 1948 απφ ηνπο 

Mandel θαη Metais, νη νπνίνη εληφπηζαλ εμσθπηηάξηα λνπθιετθά νμέα ζην αλζξψπηλν πιάζκα 

(20). Σν εμσθπηηάξην θαξθηληθό DNA (circulating tumor DNA, ctDNA) απνηειεί έλα πνιχ 

κηθξφ θιάζκα ηνπ cfDNA πνπ πξνέξρεηαη απφ ηα θαξθηληθά θχηηαξα. Σν ctDNA πεξηιακβάλεη 

κηθξά ζξαχζκαηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηα λνπθιενζψκαηα (80-200bp), ελψ ηα κεγαιχηεξα 

ζξαχζκαηα (>10kb) ελζσκαηψλνληαη ζηα εμσθπηηαξηθά θπζηίδηα (extracellular vescicles, 

EVs). Σν ctDNA κπνξεί λα πξνέξρεηαη απφ απφπησζε, λέθξσζε, ιχζε ησλ CTCs αιιά θαη 

ελεξγή έθθξηζε απφ ηνλ φγθν (18). 

Απφ ηελ αλάιπζε ηνπ ctDNA ιακβάλνληαη ηφζν πνηνηηθέο φζν θαη πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο. 

Πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο ιακβάλνληαη απφ ηε κέηξεζε ηνπ θιάζκαηνο κεηαιιαγκέλνπ 

αιιειφκνξθνπ θαη απνηειεί αληαλάθιαζε ηνπ θνξηίνπ ηνπ φγθνπ. Βξίζθεη εθαξκνγή ζηελ 
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έγθαηξε δηάγλσζε, αλίρλεπζε ηεο ειάρηζηεο ππνιεηκκαηηθήο λόζνπ (minimal residual 

disease, MRD) ζηελ αλίρλεπζε κεηαζηάζεσλ, θαζψο θαη ζηελ παξαθνινχζεζε ηεο 

αληαπφθξηζεο ζηελ ζεξαπεία (21). 

Πνηνηηθέο πιεξνθνξίεο αληινχληαη κέζσ ηεο κειέηεο ησλ γελεηηθψλ αιιαγψλ, φπσο ησλ 

κεηαιιάμεσλ, ησλ εληζρχζεσλ, ησλ ειιείςεσλ θαη ησλ κεηαηνπίζεσλ, αιιά θαη ησλ 

επηγελεηηθψλ αιιαγψλ, φπσο ηεο κεζπιίσζεο (22). Ζ αλάιπζε ηνπ ctDNA ζην πιάζκα αζζελψλ 

κε θαξθίλν κπνξεί λα βνεζήζεη ζηελ επηινγή θαηάιιειεο ζεξαπείαο, φπσο ζηελ πεξίπησζε ησλ 

κεηαιιάμεσλ EGFR ζηνλ κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (23). ηελ πξψηε 

εγθεθξηκέλε απφ ηελ Ακεξηθαληθή Τπεξεζία Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ (Food and Drug 

Administration, FDA) δνθηκαζία αλίρλεπζεο ησλ κεηαιιάμεσλ ηνπ EGFR (cobas
®
EGFR 

Mutation Test v2, Roche Diagnostic), ε αλάιπζε ηνπ ctDNA απνηέιεζε ηελ πξψηε ζπλνδφ 

δηαγλσζηηθή εμέηαζε γηα ηε ζεξαπεία ηνπ κε κηθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα κε 

Erlotinib (24). Άιιεο πνηνηηθέο πιεξνθνξίεο πνπ ιακβάλνληαη απφ ηελ αλάιπζε ηνπ ctDNA 

είλαη ην πξνθηι ηεο κεζπιίσζεο. Ζ κνλαδηθή έσο ζήκεξα εγθεθξηκέλε απφ ηνλ FDA δνθηκαζία 

απνηειεί ην EpiproColon
®
, γηα ηε κεζπιίσζε ηνπ γνληδίνπ ζεπηίνη 9 (SEPT9) ζην ctDNA 

αζζελψλ κε θαξθίλνπ παρένο εληέξνπ (25). 

 

1.4. Κπθινθνξνύληα miRNAs 

Σα miRNAs είλαη κηθξά, κε θσδηθά, κνλφθισλα RNAs πνπ έρνπλ κέγεζνο 17-25 λνπθιενηίδηα 

θαη ζπληζηνχλ κηα θαηεγνξία κνξίσλ-ξπζκηζηψλ ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, ξπζκίδνληαο 

αξλεηηθά ηα γνλίδηα-ζηφρνπο ηνπο κε ηξφπν ν νπνίνο εμαξηάηαη απφ ην βαζκφ 

ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο πνπ θέξνπλ σο πξνο ην γνλίδην-ζηφρν (26). 

Ζ βηνγέλεζε ησλ miRNAs είλαη κηα ζχλζεηε δηαδηθαζία πνιιψλ ζηαδίσλ πνπ πεξηιακβάλεη 

δηάθνξα έλδπκα θαη θπηηαξηθά δηακεξίζκαηα. Γηαθξίλεηαη ζε ηξία θχξηα ζηάδηα πνπ αθνξνχλ: i) 

ζηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ ηνπ miRNA, ii) ζηελ επεμεξγαζία ηνπ πξψηκνπ κεηαγξάθνπ κέρξη 

ηε δεκηνπξγία ηνπ ψξηκνπ miRNA θαη iii) ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ λνπθιενπξσηετληθνχ ζπκπιφθνπ 

RISC κέζσ ηνπ νπνίνπ αζθεί ηε δξάζε ηνπ ην ψξηκν miRNA (26). 

Δθηεηακέλεο έξεπλεο έρνπλ δείμεη φηη ελ δπλάκεη ην 30% ησλ γνληδίσλ ελφο νξγαληζκνχ 

ξπζκίδεηαη κέζσ επίδξαζεο κνξίσλ miRNAs. Αθφκε θάζε miRNA κπνξεί λα ξπζκίδεη πνιινχο 

ζηφρνπο αιιά θαη δηαθνξεηηθνί ζηφρνη κπνξεί λα ζπλδένληαη θαη λα ξπζκίδνληαη απφ 

δηαθνξεηηθά miRNAs. Γεληθά νη ζηφρνη ησλ miRNAs πνηθίινπλ, κπνξεί λα είλαη κεηαβνιηθά 

έλδπκα, ζεκαηνδνηηθέο πξσηεΐλεο ή θαη κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο. Δπνκέλσο, γίλεηαη θαλεξφ 

φηη ηα miRNAs έρνπλ ηεξάζηηα επίδξαζε ζε δηαθνξεηηθέο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο. Σα miRNAs 
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εκπιέθνληαη ζε κνλνπάηηα ξχζκηζεο ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ, ζηελ απφπησζε, ζηελ αλάπηπμε 

ηνπ λεπξηθνχ θαη κπτθνχ ζπζηήκαηνο, θαζψο θαη ζηελ εκβξπνγέλεζε (27). 

Έλα αθφκε ζεκαληηθφ κνλνπάηη ξχζκηζεο εκπιέθεη ηα miRNAs κε ηηο βαζηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ 

αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. Σα miRNAs ζρεηίδνληαη ηφζν κε ηελ αλάπηπμε θαη 

δηαθνξνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ ηεο θπζηθήο θαη επίθηεηεο αλνζίαο φζν θαη κε ηελ ελεξγνπνίεζε 

ησλ κεραληζκψλ ηεο αλνζνινγηθήο απφθξηζεο ζηα πεξηβαιινληηθά εξεζίζκαηα. Δπηπιένλ, 

θαίλεηαη φηη θαηέρνπλ ξφινπο-θιεηδηά ζηε ξχζκηζε ηνπ κεηαβνιηζκνχ ηεο ρνιεζηεξφιεο θαη 

ησλ ιηπψλ, ζηελ νκνηφζηαζε ησλ πδαηαλζξάθσλ κέζσ ηεο δξάζεο ηεο ηλζνπιίλεο αιιά θαη 

ζηελ νκνηφζηαζε ησλ ιηπψλ ηνπ ήπαηνο. Ζ απνξξχζκηζε ηεο έθθξαζήο ηνπο ζπκβάιιεη ζηελ 

αλάπηπμε αζζελεηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ή κεηαβνιηθψλ δηαηαξαρψλ 

(28). 

ε φιεο ηηο παξαπάλσ πεξηπηψζεηο, παξαηεξείηαη έλα ζπγθεθξηκέλν πξνθίι έθθξαζεο. Ζ 

δηαηήξεζε απηνχ ηνπ πξνθίι ή αιιηψο ηεο miRNA-νκνηφζηαζεο θξίλεηαη δσηηθήο ζεκαζίαο γηα 

ηε ζσζηή ιεηηνπξγία ηνπ νξγαληζκνχ. Πάξα πνιιέο πεξηπηψζεηο αζζελεηψλ ζπλνδεχνληαη απφ 

«δηαηαξαγκέλν» πξνθίι έθθξαζεο ησλ miRNAs γεγνλφο πνπ απνθαιχπηεη ηε ζεκαληηθφηεηα 

ηεο ιεπηήο ξχζκηζεο πνπ πξνθαινχλ ζηελ πξφγλσζε θαη ζηε δηάγλσζε (29). 

Ζ ζπκκεηνρή ησλ miRNAs ζε φιεο απηέο ηηο ζεκειηψδεηο γηα έλα πγηέο θχηηαξν βηνινγηθέο 

ιεηηνπξγίεο, ηα θαζηζηά ηφζν ζεκαληηθά κφξηα ψζηε δηαηαξαρέο ζηελ έθθξαζή ηνπο, θαηφπηλ 

απψιεηαο ή ελίζρπζεο ησλ γνληδίσλ ηνπο, λα επεξεάδνπλ ηελ νκνηφζηαζε ηνπ θπηηάξνπ θαη λα 

νδεγνχλ ζε θαξθίλν. Απηφ ζπκβαίλεη δηφηη ηα ίδηα ηα κφξηα απηά κπνξνχλ λα δξάζνπλ σο 

νγθνγνλίδηα ή νγθνθαηαζηαιηηθά γνλίδηα αλάινγα κε ηνπο ζηφρνπο πνπ έρνπλ (30). 

Ζ ππεξέθθξαζε ελφο miRNA πνπ έρεη νγθνγνληθφ ξφιν κπνξεί λα νδεγήζεη ζε δεκηνπξγία 

φγθνπ. ηελ πεξίπησζε απηή, απμεκέλεο πνζφηεηεο ελφο miRNA ην νπνίν παξάγεηαη είηε ζε 

ιαλζαζκέλν ρξφλν είηε ζε ηζηφ φπνπ θπζηνινγηθά δε ζα παξαγφηαλ, έρεη σο απνηέιεζκα ηε 

κείσζε ηεο έθθξαζεο θάπνηνπ νγθνθαηαζηαιηηθνχ γνληδίνπ-ζηφρνπ θαη ηελ πξναγσγή ηεο 

θαξθηλνγέλεζεο κε αχμεζε ηνπ θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ, ηεο αγγεηνγέλεζεο θαη κείσζε 

ηεο απφπησζεο (31). 

Ζ έθθξαζε ησλ miRNAs κπνξεί λα απνξξπζκηζηεί κέζσ πνηθίισλ κεραληζκψλ πνπ 

πεξηιακβάλνπλ ρξσκνζσκηθέο αλσκαιίεο, επηγελεηηθέο αιιαγέο, κεηαιιάμεηο θαη 

πνιπκνξθηζκνχο θαζψο θαη αλσκαιίεο  ζην κεραληζκφ βηνγέλεζεο ησλ miRNAs. 

Έλαο κεγάινο αξηζκφο miRNAs θαίλεηαη λα παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηα  δηάθνξα ζηάδηα ηεο 

κεηαζηαηηθήο δηαδηθαζίαο. Σα miRNAs απηά ξπζκίδνπλ ην κηθξνπεξηβάιινλ ηεο κεηάζηαζεο 

κέζσ πνιιψλ θαη δηαθνξεηηθψλ κεραληζκψλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ξχζκηζεο ηεο 
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έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο θαη εθθξηλφκελσλ πξσηετλψλ, θαζψο 

επίζεο θαη άκεζε κεηαθνξά ησλ ψξηκσλ miRNAs κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ ηχπσλ θπηηάξσλ 

(31,32). 

Οη παξαπάλσ δηεξγαζίεο ππνδεηθλχνπλ φηη ηα miRNAs κπνξνχλ λα απνηεινχλ κηα νκάδα πνιιά 

ππνζρφκελσλ βηνδεηθηψλ θαξθίλνπ. Ζ κεγάιε ηνπο ζπκκεηνρή ζε έλα ζχλνιν ιεηηνπξγηψλ ηνπ 

θπηηάξνπ ηα θαζηζηά ηθαλά λ’ αμηνπνηεζνχλ σο δηαγλσζηηθνί δείθηεο γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ 

θαξθίλνπ, σο πξνγλσζηηθνί δείθηεο γηα ηελ πξφγλσζε θαη θιηληθή έθβαζε ησλ αζζελψλ θαη 

ηέινο σο πηζαλνί δείθηεο ζηελ αληαπφθξηζε ηεο ζεξαπείαο πνπ αθνινπζείηαη. 

Σα εμσθπηηαξηθά miRNAs πνπ αληρλεχνληαη ζηα βηνινγηθά πγξά (πιάζκα, νξφο, νχξα, ζίεινο 

θ.ι.π.) νλνκάδνληαη θπθινθνξνχληα miRNAs. Σα miRNAs απηά είλαη ζηαζεξά θαη εκθαλίδνπλ 

δηαθνξεηηθφ πξνθίι έθθξαζεο κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ ηχπσλ βηνινγηθψλ πγξψλ (33). Ζ 

αμηνζεκείσηε ζηαζεξφηεηα πνπ εκθαλίδνπλ νδεγεί ζηελ αμηνπνίεζε ησλ θπθινθνξνχλησλ 

miRNAs σο λέσλ, κε επεκβαηηθψλ βηνδεηθηψλ (34). Σα θπθινθνξνχληα ζηνλ νξφ miRNAs 

παξακέλνπλ ζηαζεξά αθφκε θαη κεηά ηελ ππνβνιή ηνπο ζε αληίμνεο ζπλζήθεο νη νπνίεο 

θπζηνινγηθά ζα νδεγνχζαλ ζηελ απνηθνδφκεζε ησλ πεξηζζφηεξσλ RNAs (35).  

Σα θπθινθνξνχληα miRNAs θαίλεηαη λα είλαη ζηαζεξά παξά ηελ αζηάζεηα πνπ εκθαλίδνπλ ηα 

RNA κφξηα εθηφο ηνπ θπηηάξνπ. Ζ ζηαζεξφηεηα απηή πηζαλφηαηα νθείιεηαη ζηνλ ηξφπν 

κεηαθνξάο ηνπο (36). Τπάξρνπλ δπν ηξφπνη κεηαθνξάο, έλαο ελδνθπζηηδηαθφο θαη έλαο 

εμσθπζηηδηαθφο. Καηά ηελ ελδνθπζηηδηαθή κεηαθνξά ηα miRNAs εζσθιείνληαη κέζα ζε: i) 

εμσζψκαηα, ii) κηθξνζσκαηίδηα ή iii) απνπησηηθά ζσκάηηα. Δθηφο απφ ηελ ελδνθπζηηδηαθή 

κεηαθνξά, ηα miRNAs θαίλεηαη λα κεηαθέξνληαη θαη εμσθπζηηδηαθά ζρεκαηίδνληαο πξσηετληθά 

ζχκπινθα (37). 

Σα θπθινθνξνχληα miRNAs δηαζέηνπλ νξηζκέλα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά απφ απηά πνπ 

απαηηνχληαη λα έρεη έλα κφξην γηα λα αμηνπνηεζεί σο βηνδείθηεο. Σα ραξαθηεξηζηηθά απηά είλαη 

ηα εμήο: i) ζηαζεξά θαη αλζεθηηθά κφξηα θαη εληνπίδνληαη ζε πνηθίια βηνινγηθά πγξά (37), ii) ε 

απφθηεζε ηνπ πιηθνχ πξαγκαηνπνηείηαη κε κε επεκβαηηθέο κεζφδνπο, iii) ε έθθξαζε νξηζκέλσλ 

miRNAs είλαη εηδηθή σο πξνο ηα θχηηαξα ή ηνπο ηζηνχο απφ ηα νπνία πξνέξρνληαη θαη ε αιιαγή 

ησλ επηπέδσλ έθθξαζήο ηνπο ζηελ θπθινθνξία αληαλαθιά δηάθνξεο βηνινγηθέο ή παζνινγηθέο 

θαηαζηάζεηο, iv) ηα επίπεδα έθθξαζήο ηνπο είλαη ζρεηηθά απιφ λα πξνζδηνξηζηνχλ ζηα 

βηνινγηθά πγξά. 
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1.5. EVs θαη εμσζώκαηα 

Οη πξψηεο αλαθνξέο ηνπ φξνπ EVs πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηηο αξρέο ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1960, κε 

ηνπο εξεπλεηέο λα αλαθέξνληαη ζηηο παξαηεξνχκελεο εμσθπηηαξηθέο δνκέο ή ζε ζσκαηίδηα 

πινχζηα ζε ιηπίδηα σο “platelet-dust” or “matrix-vesicles” (38). Μεζνιάβεζαλ πεξίπνπ δέθα 

ρξφληα ψζπνπ νη εξεπλεηέο λα αλαθέξνπλ ηελ παξνπζία ησλ κηθξνζσκαηηδίσλ θαη ησλ 

κηθξνθπζηηδίσλ πνπ απειεπζεξψλνληαη απφ ην θχηηαξν (39,40). Ο φξνο εμσζψκαηα πξνέθπςε 

ην 1981 (41) καδί κε κηα βαζηθή θαηαλφεζε ζρεηηθά κε ηηο ππνθείκελεο νδνχο ελδνθπηηαξηθήο 

βηνγέλεζεο πνπ θαηαδεηθλχνπλ νη νκάδεο ησλ Johnstone θαη Stahl (42,43). Απφ ηφηε 

παξαηεξείηαη νινέλα θαη πεξηζζφηεξν απμαλφκελν  ελδηαθέξνλ γηα ηα EVs, ηελ θαηαλφεζε ηε 

βηνινγίαο ηνπο, ησλ ιεηηνπξγηψλ ηνπο θαη ηεο εθαξκνγήο ηνπο σο βηνδεηθηψλ.  

Σα EVs είλαη κεκβξαλψδε θπζηίδηα πνπ απειεπζεξψλνληαη απφ φια ηα πξνθαξπσηηθά θαη 

επθαξπσηηθά θχηηαξα, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. Έρνπλ απνκνλσζεί 

απφ φια ζρεδφλ ηα βηνινγηθά πγξά φπσο ην πιάζκα, ηα νχξα, ε ζίεινο, ην κεηξηθφ γάια, ην 

ζπέξκα θαη ην ακληαθφ πγξφ Σα θπζηίδηα απηά κπνξνχλ λα πεξηέρνπλ πξσηετλεο, ιηπίδηα θαη 

λνπθιετθά νμέα, ζπγθεθξηκέλα RNA, miRNAs, long non-coding RNAs (lncRNAs), δίθισλν 

DΝΑ, αιιά θαη κηηνρνλδξηαθφ DΝΑ (44). Σα EVs ηαμηλνκνχληαη αλάινγα κε ην κέγεζνο θαη ηνλ 

ηξφπν βηνγέλεζήο ηνπο ζε ηξεηο ππνθαηεγνίεο: i) κηθξνθπζηίδηα, πνπ έρνπλ δηάκεηξν 50-1000 

nm θαη ζρεκαηίδνληαη απφ εγθνιπψζεηο ηηο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, ii) απνπησηηθά ζσκάηηα, 

πνπ έρνπλ δηάκεηξν 50-5000 nm θαη πξνέξρνληαη απφ θχηηαξα πνπ πθίζηαληαη 

πξνγξακκαηηζκέλν θπηηαξηθφ ζάλαην θαη iii) ηα εμσζψκαηα, πνπ έρνπλ δηάκεηξν 30-150 nm θαη 

πξνέξρνληαη απφ πξψηκα ελδνζψκαηα. Απηά απνζεθεχνληαη ζε πνιπθπζηηδηαθά ζσκάηηα θαη 

απειεπζεξψλνληαη ζην εμσθπηηαξηθφ πεξηβάιινλ θαηφπηλ ζχληεμεο ησλ ζσκαηίσλ απηψλ κε 

ηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ, νπφηε θαη απειεπζεξψλνληαη ηα εμσζψκαηα (45). 

Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη ηα θαξθηληθά θχηηαξα ηείλνπλ λα απειεπζεξψλνπλ πεξηζζφηεξα 

εμσζψκαηα απφ ηα πγηή θχηηαξα, γεγνλφο πνπ κπνξεί λα νθείιεηαη ζηνλ απμεκέλν ξπζκφ 

αλάπηπμεο ή σο απνηέιεζκα δηέγεξζεο ζε απφθξηζε ζε ζπλζήθεο ζηξεο (46,47). Όια ηα 

εμσζψκαηα έρνπλ νξηζκέλα θνηλά ιηπίδηα θαη πξσηεΐλεο, νη νπνίεο ζπληίζεληαη αλεμαξηήησο ηνπ 

θπηηαξηθνχ ηχπνπ πξνειεχζεσο, αιιά θαη πξσηεΐλεο πνπ κπνξεί λα αληαλαθινχλ ηελ πξνέιεπζή 

ηνπο θαζψο θαη ηε ιεηηνπξγία ηνπο. Γηα παξάδεηγκα, ηα εμσζψκαηα πνπ απειεπζεξψλνληαη απφ 

ηα αληηγνλνπαξνπζηαζηηθά θχηηαξα, θέξνπλ κφξηα ηζηνζπκβαηφηεηαο (48). ηα εμσζψκαηα 

έρνπλ απνδνζεί δηάθνξνη βηνινγηθνί ξφινη, φπσο ε δηαθπηηαξηθή επηθνηλσλία, ε ξχζκηζε ηεο 

αλνζνινγηθήο απφθξηζεο, ε αληηγνλνπαξνπζίαζε  θαη ε κεηαθνξά RNA θαη πξσηετλψλ κεηαμχ 

ησλ θπηηάξσλ (49). Σα εμσζψκαηα κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ηα θχηηαξα-ζηφρνπο κέζσ 

ηνπιάρηζηνλ ηεζζάξσλ δηαθνξεηηθψλ κεραληζκψλ: i) άκεζε επαθή κεηαμχ πξσηετλψλ ηεο  
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κεκβξάλεο ησλ εμσζσκάησλ κε ηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ-δέθηε, κε επαθφινπζε 

ελεξγνπνίεζε ελδνθπηηάξησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ, ii) δηάζπαζε ησλ πξσηετλψλ ζηε 

κεκβξάλε ησλ εμσζσκάησλ αθνινπζνχκελε απφ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ πξσηετληθψλ 

ζξαπζκάησλ θαη ησλ κεκβξαληθψλ ππνδνρέσλ ζην θχηηαξν, iii) ζχληεμε ησλ εμσζσκάησλ κε ηε 

κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ πνπ νδεγεί ζηελ απειεπζέξσζε ηνπ θνξηίνπ ηνπ θαη iv) ε θπηηαξηθή 

ελζσκάησζε (cellular internalization) νιφθιεξνπ ηνπ θπζηηδίνπ κε θαγνθπηηάξσζε (50).  

ηνλ θαξθίλν ηα εμσζψκαηα έρνπλ πεξηγξαθεί ζε κεγάιν βαζκφ σο ππνθηλεηέο ηεο εμέιημεο ηνπ 

φγθνπ, σζηφζν είλαη πηζαλφ λα δξνπλ θαη πεξηνξηζηηθά ζηελ εμέιημε ηεο λφζνπ. Σα εμσζψκαηα 

κπνξνχλ λα απνηειέζνπλ κηα πεγή πιεξνθφξεζεο γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ θαη ηελ 

παξνρή πιεξνθνξηψλ ζρεηηθά κε ηελ εμέιημε ηνπ φγθνπ θαη ηεο κεηάζηαζεο. Σα εμσζψκαηα  

αληρλεχνληαη ζε φια ηα βηνινγηθά πγξά, ζπλεπψο κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζε αλαιχζεηο 

πγξήο βηνςίαο ψζηε λα αμηνπνηεζνχλ σο δηαγλσζηηθά εξγαιεία γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ 

ζε φζν ην δπλαηφλ πην πξψηκα ζηάδηα, γηα ηελ πξφγλσζε θαη θιηληθή έθβαζε ησλ αζζελψλ αιιά 

θαη σο δείθηεο αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία. Πνιιέο κειέηεο είηε in vitro είηε ζε θιηληθά 

δείγκαηα έρνπλ βνεζήζεη ζεκαληηθά ζηελ θαηαλφεζε ηεο θχζεο ησλ εμσζσκάησλ θαη ηελ 

πηζαλή ρξεζηκφηεηά ηνπο ζηελ αλίρλεπζε θαη παξαθνινχζεζε ηνπ θαξθίλνπ. Σα ιηπίδηα  θαη νη 

κεηαβνιίηεο ζηα θαξθηληθά εμσζψκαηα παξέρνπλ πιεξνθνξίεο γηα ηελ αλίρλεπζε θαη ηε 

βηνινγία ηνπ θαξθίλνπ, σζηφζν θαιχηεξε γλψζε επηηπγράλεηαη κε ηελ δηεξεχλεζε θαη ηε 

κειέηε ησλ πξσηετλψλ θαη ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ (47). 

Μνξηαθέο ηξνπνπνηήζεηο ζηα λνπθιετθά νμέα πνπ εκπεξηέρνληαη ζηα εμσζψκαηα κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ σο αμηφπηζηνη βηνδείθηεο ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ. πγθεθξηκέλα 

miRNAs πνπ εκπεξηέρνληαη ζηα εμσζψκαηα κπνξνχλ λα αμηνπνηεζνχλ σο δηαγλσζηηθά 

εξγαιεία γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε έθθξαζε ηνπ miR-21 βξέζεθε 

απμεκέλν ζε εμσζψκαηα πνπ απνκνλψζεθαλ ζηνλ νξφ αζζελψλ κε νηζνθαγηθφ πιαθψδεο 

θαξθίλσκα θαη ζρεηίδεηαη κε πξνρσξεκέλν ζηάδην ηεο λφζνπ (51). ε άιιε κειέηε, ηα απμεκέλα 

επίπεδα έθθξαζεο ηνπ miR-141 ζηνλ νξφ αζζελψλ κε θαξθίλν πξνζηάηε δηαθνξνπνηνχληαλ 

κεηαμχ ησλ αζζελψλ κε κεηαζηαηηθή λφζν ζε ζρέζε κε ηνπο αζζελείο πνπ εκθάληδαλ 

εληνπηζκέλε λφζν (52). Αλαιχζεηο ζηα miRNAs ησλ εμσζσκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ηα 

νχξα, νδήγεζε ζηε δεκηνπξγία ελφο πξνθίι miRNAs πνπ επηηξέπεη ηελ αλίρλεπζε 

νπξνζειηαθνχ θαξθηλψκαηνο νπξνδφρνπ θχζηεο. Σα miRNAs ησλ θαξθηληθψλ εμσζσκάησλ  

κπνξεί λα ζπκβάιινπλ ζηελ νγθνγέλεζε θαη ηα θαξθηληθά εμσζψκαηα κπνξνχλ λα 

κεζνιαβήζνπλ ζε βηνγέλεζε miRΝΑs εμσθπηηαξηθή, κηα ηδηφηεηα πνπ δελ ζρεηίδεηαη κε 

θπζηνινγηθά εμσζψκαηα. ε ζρεηηθά πξφζθαηε δεκνζίεπζε νη Melo et al έδεημαλ φηη ηα 

θαξθηληθά θχηηαξα ηνπ καζηνχ εθθξίλνπλ εμσζψκαηα κέζα ζηα νπνία θαίλεηαη λα 
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πξαγκαηνπνηείηαη βηνγέλεζε ησλ miRNAs εθηφο ησλ θπηηάξσλ, γεγνλφο πνπ επίζεο δε ιακβάλεη 

ρψξα ζηα εμσζψκαηα πνπ πξνέξρνληαη απφ θπζηνινγηθά θχηηαξα (53). Σα εμσζψκαηα πνπ 

πξνέξρνληαη απφ θαξθηληθά θχηηαξα θαη απφ νξφ αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ πεξηέρνπλ ην 

πξσηετληθφ ζχκπιεγκα RISC, Dicer, TRBP  θαη  AGO2, ην νπνίν επεμεξγάδεηαη ηα πξψηκα 

miRNAs θαη ηα κεηαηξέπεη ζε ψξηκα miRNAs. Σα θαξθηληθά απηά εμσζψκαηα κεηαβάιινπλ ηε 

κεηαγξαθή ησλ θπηηάξσλ ζηφρσλ κε έλαλ Dicer-εμαξηψκελν ηξφπν ψζηε λα δηεγείξνπλ ηα κε 

θαξθηληθά επηζειηαθά θχηηαξα κε απνηέιεζκα λα ζρεκαηηζηνχλ φγθνη. ηε κειέηε απηή, 

παξνπζηάδεηαη έλαο κεραληζκφο κέζσ ηνπ νπνίνπ ηα θαξθηληθά θχηηαξα πξνζδίδνπλ κηα 

νγθνγφλν επίδξαζε ζηα γχξσ θχηηαξα κέζσ ησλ εμσζσκάησλ (53). 

Σν DNA πνπ εκπεξηέρεηαη ζηα εμσζψκαηα κπνξεί επίζεο λα παξέρεη πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε 

ηηο κεηαιιάμεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ. Γηα παξάδεηγκα, κεηαιιάμεηο 

ηνπ ππνδνρέα ηνπ επηδεξκηθνύ απμεηηθνύ παξάγνληα (epidermal growth factor receptor, 

EGFR) κπνξνχλ λα απνηειέζνπλ βηνδείθηε γηα ην γινηνβιάζησκα (54). Δπηπιένλ, νη νδεγέο 

κεηαιιάμεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε αδελνθαξθίλσκα ηνπ παγθξέαηνο ηαπηνπνηήζεθαλ ζε DNA 

εμσζσκάησλ . Σα απνηειέζκαηα ηεο νκάδαο απηήο επηβεβαηψζεθαλ ζηε ζπλέρεηα απφ κηα ζεηξά 

κειεηψλ άιισλ εξεπλεηηθψλ νκάδσλ (55).   

Δπίζεο, νη πξσηεΐλεο ησλ εμσζσκάησλ αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ θπηηαξηθή ηνπο πξνέιεπζε θαη 

κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηελ αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ. Ζ κεηαθνξά πξσηετλψλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ θαξθηλνγέλεζε (oncoproteins), κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ, απφ ηα εμσζψκαηα 

ζπκβάιεη ζηε δηεπθφιπλζε ηεο νγθνγέλεζεο. ε κειέηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε αζζελείο 

κε κειάλσκα ζηαδίνπ ΗΗΗ θαη ΗV, ν απμεηηθφο παξάγνληαο ησλ επαηνθπηηάξσλ ΜΔΣ βξέζεθε 

απμεκέλνο ζηνπο αζζελείο ζε ζρέζε κε ηνπο πγηείο. Οη πξσηείλεο ησλ εμσζσκάησλ θαίλεηαη λα 

απνηεινχλ ρξήζηκνπο δείθηεο θαη γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ παγθξέαηνο. Οη Costa-Silva et 

al. αλέθεξαλ φηη ν παξάγνληαο αλαζηνιήο ηεο κεηαλάζηεπζεο ησλ καθξνθάγσλ είλαη απμεκέλνο 

ζηα θπθινθνξνχληα εμσζψκαηα αζζελψλ κε θαξθίλν παγθξέαηνο ζε ζρέζε κε ηα εμσζψκαηα 

πνπ έρνπλ απνκνλσζεί απφ πγηείο αηκνδφηεο. Ζ πξσηενγιπθάλε 1 (proteoglycan glypican-1, 

GPC-1) αληρλεχηεθε επηπιένλ, ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε θαξθίλν παγθξέαηνο θαη καζηνχ 

(56). Ζ επίδξαζε ησλ εμσζσκάησλ ζηε κεηαζηαηηθή δηαδηθαζία έρεη κειεηεζεί επξέσο. Σν 

πεξηερφκελν ησλ εμσζσκάησλ δηαθέξεη φηαλ απηά πξνέξρνληαη απφ επηζειηαθά θχηηαξα ζε 

ζρέζε κε απηά πνπ πξνέξρνληαη απφ κεζεγρπκαηηθά θπηηάξα. Ζ εηεξνγέλεηα απηή ησλ 

εμσζσκάησλ κπνξεί λα επεξεάζεη ηε κεηάζηαζε ή θαη ηελ αλάπηπμε κεραληζκψλ αληίζηαζεο 

ζηε ζεξαπεία (47).   

Ζ θαηαιιειφηεηα ηεο ρξήζεο ησλ εμσζσκάησλ σο βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν έγθεηηαη ζην 

γεγνλφο φηη ην κνξηαθφ ηνπο θνξηίν ζεσξείηαη ην δαθηπιηθφ απνηχπσκα ηνπ θπηηάξνπ απφ ην 
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νπνίν έρνπλ πξνέιζεη (57). πγθξηλφκελα κε ηα CTCs θαη ην ctDNA, πνπ ε εθαξκνγή ηνπο ζηελ 

θιηληθή δηάγλσζε παξεκπνδίδεηαη απφ πξνθιήζεηο ζηελ απνκφλσζε, ηελ αλαιπηηθή επαηζζεζία 

θαη ηε ζηαζεξφηεηά ηνπο, ηα πηζαλά πιενλεθηήκαηα ησλ εμσζσκάησλ ζεσξείηαη απφ κεξηθνχο 

φηη είλαη πνιιά (58). Σα εμσζψκαηα παξάγνληαη θαη απειεπζεξψλνληαη ζε άθζνλεο πνζφηεηεο 

θαη κεγαιχηεξεο ζε ζρέζε κε ηα CTCs. Απηφ κέλεη λα απνδεηρζεί κε κειέηεο ζχγθξηζεο πνπ 

κέρξη ηψξα δελ έρνπλ γίλεη.  

Όπσο ην ctDNA θαη ηα CTCs έηζη θαη ηα εμσζψκαηα κπνξνχλ λα απνηειέζνπλ πεγή πνηνηηθψλ 

θαη πνζνηηθψλ πιεξνθνξηψλ. Οη πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο πεξηιακβάλνπλ αξηζκνχο εμσζσκάησλ 

θαη ελεκεξψλνπλ γηα ηελ παξνπζία θαθνήζνπο λφζνπ θαη φγθνπ. Γηα παξάδεηγκα ν αξηζκφο ησλ 

εμσζσκάησλ είλαη απμεκέλνο ζηνλ θαξθίλν καζηνχ θαη παγθξέαηνο. Πνηνηηθέο πιεξνθνξίεο 

κέζσ ηνπ κνξηαθνχ ραξαθηεξηζκνχ ησλ εμσζσκάησλ είλαη εχθνιν λα απνθηεζνχλ (18).  

 

 
ρήκα 1.2. Σα θύξηα ζηνηρεία ηεο πγξήο βηνςίαο (18) 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2 

ΣΔΥΝΗΚΔ ΑΠΟΜΟΝΧΖ/ΔΜΠΛΟΤΣΗΜΟΤ CTCs ΚΑΗ ΔΞΧΧΜΑΣΧΝ 

 

2.1. Δηζαγσγή  

Ζ απνκφλσζε ησλ CTCs θαη ησλ εμσζσκάησλ απφ ην πεξηθεξηθφ αίκα θαη ν κνξηαθφο 

ραξαθηεξηζκφο ηνπο ζε επίπεδν DNA, RNA θαη πξσηεΐλεο είλαη πνιχ ζεκαληηθά ζηηο αλαιχζεηο 

πγξήο βηνςίαο (1). Χζηφζν, ε ηαπηνπνίεζε θαη ν κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs είλαη πνιχ 

δχζθνινο, θαζψο απηά ηα θχηηαξα είλαη εμαηξεηηθά ζπάληα θαη ε πνζφηεηα ηνπ δηαζέζηκνπ 

δείγκαηνο γηα αλάιπζε ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο είλαη πνιχ πεξηνξηζκέλε (1,4). 

Ο εκπινπηηζκφο ησλ CTCs  είλαη απαξαίηεηνο πξηλ απφ ηνλ κνξηαθφ ηνπο ραξαθηεξηζκφ ηνπο, 

θπξίσο γηα ηε κείσζε ηεο παξνπζίαο ησλ κνλνπύξελσλ ιεπθνθπηηάξσλ ηνπ πεξηθεξηθνύ 

αίκαηνο (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs). Χζηφζν, ν πιεζπζκφο ησλ CTCs 

είλαη εμαηξεηηθά εηεξνγελήο θαη παξνπζηάδεη δηαθνξεηηθφ πξνθίι ζε δηάθνξνπο ηχπνπο 

θαξθίλνπ. Ζ εηεξνγέλεηα ησλ CTCs θαη ε θαηλνηππηθή δηαθνξνπνίεζή ηνπο πεξηπιέθνπλ ηνλ 

εκπινπηηζκφ ηνπο θαη ηνλ επαθφινπζν θαηλνηππηθφ θαη κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ (1,3).  

 

2.2. Σερληθέο απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ CTCs  

Οη θπξηφηεξεο ηερληθέο γηα ηελ απνκφλσζε/εκπινπηηζκφ ησλ CTCs πξαγκαηνπνηνχλ δηαρσξηζκφ 

πνπ βαζίδεηαη ζηελ έθθξαζε ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ ζηελ θπηηαξηθή ηνπο επηθάλεηα, ηελ 

ππθλφηεηα, ην κέγεζνο θαη ηα ειεθηξηθά θνξηία ζηηο θπηηαξηθέο κεκβξάλεο ησλ CTCs. Μία 

ζπλνπηηθή εηθφλα ησλ ζπζηεκάησλ απνκφλσζεο CTCs παξνπζηάδεηαη ζην ρήκα 2.1. Σα 

ηειεπηαία ρξφληα έρεη αλαπηπρζεί κηα πνηθηιία ζπζθεπψλ κηθξνξνψλ θαη δηήζεζεο γηα ηελ 

απνκφλσζε θαη ηνλ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs. Δπίζεο, έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί πξνεγκέλεο 

ηερλνινγίεο γηα ηελ in vivo απνκφλσζε ησλ CTCs θαζψο θαη γηα ηελ απνκφλσζε θαζαξψλ θαη 

βηψζηκσλ κνλήξσλ CTCs.  

Οη κέζνδνη πνπ είλαη εκπνξηθά δηαζέζηκεο ρσξίδνληαη ζε δχν θχξηεο θαηεγνξίεο, βάζεη ησλ 

δηαθνξεηηθψλ ηδηνηήησλ ησλ CTCs πνπ ηα δηαρσξίδνπλ απφ ηα ππφινηπα αηκνπνηεηηθά θχηηαξα: 

α) ηα ζπζηήκαηα ηα νπνία εμαξηψληαη απφ ηελ έθθξαζε ζπγθεθξηκέλσλ δεηθηψλ ζηελ επηθάλεηα 

ησλ CTCs θαη βαζίδνληαη ζε βηνινγηθέο ηδηφηεηεο ησλ θπηηάξσλ θαη β) ηα ζπζηήκαηα πνπ είλαη 

αλεμάξηεηα ησλ δεηθηψλ πνπ εθθξάδνληαη ζε CTCs θαη βαζίδνληαη ζε θπζηθέο ηδηφηεηεο ησλ 

θπηηάξσλ φπσο ην κέγεζνο, ε ππθλφηεηα, ηα ειεθηξηθά θνξηία, νη θπγφθεληξεο δπλάκεηο θαη ε 
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πιαζηηθφηεηά ηνπο. Ζ αχμεζε ηεο απφδνζεο ηεο απνκφλσζεο επηηπγράλεηαη κε ζπλδπαζκφ ησλ 

δχν απηψλ θαηεγνξηψλ (1).  

 

 

ρήκα 2.1. Κπξηόηεξα ζπζηήκαηα εκπινπηηζκνύ θαη απνκόλσζεο CTCs βηνςία (πξνζαξκνζκέλν ζηα 

ειιεληθά κε βάζε ην ζρήκα ησλ Lianidou E. And Hoon D.) (1) 

 

2.2.1. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ εμαξηώκελα από δείθηεο  

ηα ζπζηήκαηα απηά ρξεζηκνπνηνχληαη ζπγθεθξηκέλνη βηνδείθηεο πνπ εθθξάδνληαη ζηελ 

θπηηαξηθή επηθάλεηα (π.ρ. EpCAM θαη CD45). Σα εηδηθά αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα 

ηελ επηινγή ζπλδένληαη είηε ζηελ επηθάλεηα ηεο ζπζθεπήο είηε ζε καγλεηηθά ζθαηξίδηα, 

επηηξέπνληαο ηελ απνκφλσζε ησλ CTCs κέζσ καγλεηηθνχ πεδίνπ (59,60). Γηάθνξα αληηζψκαηα 

έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs. Αλάκεζά ηνπο ην 

EpCAM είλαη ην πην ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελν, θαζψο έρεη δεηρζεί πνιιέο θνξέο ε θιηληθή 

ζεκαζία ησλ CTCs πνπ έρνπλ απνκνλσζεί κε απηφ ηνλ ηξφπν (1). Παξφια απηά ζηελ 

πξνζέγγηζε απηή, παξνπζηάδεηαη ην κεηνλέθηεκα ηεο απψιεηαο θπηηάξσλ πνπ ππνβάιινληαη ζε 

EMT δηαδηθαζία. Γηα λα μεπεξαζηεί ην παξαπάλσ πξφβιεκα, έρεη πξνηαζεί ε ρξήζε θη άιισλ 
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εηδηθψλ δεηθηψλ, φπσο νη CEA, EGFR, PSA, HER-2, MUC-1, EphB4, IGF-1R, cadherin-11 θαη 

TAG-72 (61,62).  Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε ρξήζε κνλνθισληθνχ αληηζψκαηνο έλαληη ηεο 

βηκεληίλεο, εηδηθφ γηα CTCs πνπ βξίζθνληαη ζε EMT θάζε (ΔΜΣ-CTCs) (63). Μάιηζηα, ζε 

πξφζθαηε κειέηε εθαξκνγήο ηνπ γηα απνκφλσζε EMT-CTCs απφ αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ 

θαξθίλν παρένο εληέξνπ, ν αξηζκφο ησλ απνκνλσκέλσλ CTCs ζπζρεηίζηεθε κε ην ζεηηθφ 

απνηέιεζκα ηεο ζεξαπεπηηθήο αληηκεηψπηζεο (63). 

H αξλεηηθή επηινγή είλαη κηα δηαθνξεηηθή πξνζέγγηζε απνκφλσζεο εληειψο αλεμάξηεηε απφ 

ηνλ θαηλφηππν ησλ CTCs θαη βαζίδεηαη ζηελ αθαίξεζε ησλ κε θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ηνπ 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, αξρηθά κε ιχζε ησλ εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ θαη κεηέπεηηα ρξήζε εηδηθψλ 

δεηθηψλ γηα ηα ιεπθά αηκνζθαίξηα φπσο ην CD45 θαη ην CD61 (64,65).  

Μηα απφ ηηο πξνθιήζεηο ησλ κεζφδσλ απνκφλσζεο εμαξηψκελεο απφ δείθηεο, απνηειεί ε κε 

ηαπηνπνίεζε ελφο θαζνιηθνχ CTC αληηγφλνπ-δείθηε εμαηηίαο ηεο εηεξνγέλεηαο ησλ CTCs. 

 

2.2.1.1. Θεηηθή επηινγή  

 Αλνζνζπγγέλεηα (immunoaffinity) 

Ζ ζεηηθή επηινγή είλαη ε πην θνηλή κέζνδνο απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ ησλ CTCs. ηεξίδεηαη 

ζηελ απνκφλσζε ησλ CTCs κέζσ ρξήζεο κνλνθισληθψλ αληηζσκάησλ έλαληη εηδηθψλ 

επηζειηαθψλ δεηθηψλ πνπ εθθξάδνληαη ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε ησλ CTCs, αιιά φρη ησλ 

PBMCs. Παξά ηα κεηνλεθηήκαηα πνπ αληηκεησπίδνπλ νη ηερλνινγίεο απνκφλσζεο/ 

εκπινπηηζκνχ πνπ βαζίδνληαη ζε επηζειηαθνχο δείθηεο, ην ζχζηεκα CellSearch
®
 (Menarini 

Diagnostics, Italy) απνηειεί ηε κέζνδν αλαθνξάο γηα ηελ αλίλεπζε ησλ CTCs θαζψο είλαη ε 

κφλε κέζνδνο πνπ έρεη ιάβεη έγθξηζε απφ ηνλ FDA απφ ην 2005, γηα ηελ πξφγλσζε θαη 

παξαθνινχζεζε αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ, ηνπ παρένο εληέξνπ θαη ηνπ 

πξνζηάηε (66–69). Απηή ε ηερλνινγία κπνξεί λα αληρλεχζεη θαη λα θαηακεηξήζεη CTCs 

επηζειηαθνχ ραξαθηήξα ζε πεξηθεξηθφ αίκα αλάκεζα ζε εθαηνκκπξία ιεπθνθχηηαξα, θαη 

βαζίδεηαη ζε αλνζνκαγλεηηθφ δηαρσξηζκφ βαζηζκέλν ζην EpCAM. ην CellSearch
®
, έλαο 

ζπλδπαζκφο αλνζνθπηηαξνρεκείαο θαη αλνζνθζνξηζκνχ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ θαηακέηξεζε 

ησλ CTCs κε βάζε εηδηθνχο δείθηεο φπσο νη θπηηαξνθεξαηίλεο (cytokeratins, CK) 8, 18 θαη 

19, ην CD45 θαη ε ππξεληθή ρξψζε 4’,6-δηακηδηλν-2-θαηλπιηλδφιε (4’,6-diamino-2-

phenylindole, DAPI). Σν ζχζηεκα απηφ βαζίδεηαη ζε έλα ζπλδπαζκφ ζεηηθνχ αλνζνκαγλεηηθνχ 

εκπινπηηζκνχ ησλ CTC θαη απηνκαηνπνηεκέλεο ςεθηαθήο κηθξνζθνπίαο. Bαζηθά 

πιενλεθηήκαηα ηνπ ζπζηήκαηνο απηνχ είλαη ε επθνιία ρξήζεο θαη ε πςειή 

αλαπαξαγσγηκφηεηα. Σν θχξην πιενλέθηεκά ηνπ είλαη φηη ηα πεξηζζφηεξα απφ ηα ζηάδηα ηεο 
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αλάιπζεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη είλαη απηνκαηνπνηεκέλα, φπσο ζπκβαίλεη θαη ζε έλαλ 

ηππνπνηεκέλν βηνρεκηθφ αλαιπηή. Δπηπιένλ, ε πξναλαιπηηθή θάζε ηεο αλάιπζεο ησλ CTCs 

είλαη απφιπηα ειεγρφκελε, θαζψο ηα δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζπιιέγνληαη ζε εηδηθά 

ζσιελάξηα πνπ πεξηέρνπλ έλα ζπληεξεηηθφ, πνπ επηηξέπεη ηελ αζθαιή κεηαθνξά θαη 

ζηαζεξφηεηα ηνπ δείγκαηνο. Σν ζχζηεκα CellSearch
®
 κπνξεί λα αληρλεχζεη 1 CTC αλά 7,5mL 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κε πςειή αλαπαξαγσγηκφηεηα. Ζ αλαιπηηθή αθξίβεηα, ε γξακκηθφηεηα θαη 

ε δηαγλσζηηθή ηνπ επαηζζεζία επηθπξψζεθαλ γηα πξψηε θνξά ην 2004 (70). Οη Riethdorf et al 

δηελήξγεζαλ κηα κειέηε επηθχξσζεο κέζσ ελφο απζηεξνχ πξνγξάκκαηνο θιηληθψλ δνθηκψλ (67) 

θαη έδεημαλ φηη νη κεηξήζεηο ησλ CTCs παξέκεηλαλ ζηαζεξέο γηα 72h κεηά ηε ζπιινγή ησλ 

δεηγκάησλ αίκαηνο, αθφκε θαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Ζ ίδηα νκάδα έδεημε επίζεο φηη ν 

αξηζκφο ησλ θαηακεηξνχκελσλ CTCs ζηα ίδηα δείγκαηα δελ δηέθεξαλ ζεκαληηθά κεηαμχ ησλ 

λνζνθνκείσλ, γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη ηελ πςειή αλαπαξαγσγηκφηεηα ηεο θαηακέηξεζεο (67). 

Έλα άιιν εκπνξηθά δηαζέζηκν ζχζηεκα γηα ηνλ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε ζεηηθή επηινγή 

απνηειεί ην AdnaTest (QIAGEN, Hilden, Germany) (ρήκα 2.2.i). Ζ απνκφλσζε ησλ CTCs κε 

ην ζχζηεκα AdnaTest επηηξέπεη ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ 

κέζσ ελφο ζπλδπαζκνχ εηδηθψλ επηζειηαθψλ αληηζσκάησλ θαη αληηγφλσλ γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ 

καζηνχ, ηνπ πξνζηάηε, ησλ σνζεθψλ θαη ηνπ παρένο εληέξνπ. Σν AdnaTest απνκνλψλεη ηα 

CTCs απφ 5mL νιηθνχ αίκαηνο, φρη αξγφηεξα απφ 4h κεηά ηε ιήςε ηνπ αίκαηνο ζε EDTA 

ζσιελάξηα ή κέζα ζε 24h κε ηε ρξήζε ησλ εηδηθψλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο αίκαηνο 

AdnaCollect. Μεηά ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηείηαη απνκφλσζε ηνπ mRNA ησλ CTCs 

κε ηα AdnaTest Detect θαη ζηε ζπλέρεηα ειέγρεηαη ε πνηφηεηα θαη ε αθεξαηφηεηα ηνπ RNA. Ζ 

παξνπζία ησλ CTCs αληρλεχεηαη κε πνιιαπιή RT-PCR θαη ε αλίρλεπζε ησλ κεηαγξάθσλ 

γίλεηαη κέζσ ειεθηξνθφξεζεο ησλ πξντφλησλ. Μηα ζπγθξηηηθή κειέηε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε 

γηα ηελ αλίρλεπζε CTCs ζε κεηαζηαηηθνχο αζζελείο κε θαξθίλν καζηνχ κε ην ζχζηεκα 

CellSearch
®

 θαη ην AdnaTest, νδήγεζε ζην ζπκπέξαζκα φηη ηα δπν ζπζηήκαηα παξνπζηάδνπλ 

παξφκνηα επαηζζεζία. Απφ ηνπο 55 αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ νη 20/55 

ηαπηνπνηήζεθαλ σο ζεηηθνί κε ην ζχζηεκα CellSearch
®
 θαη κε ην AdnaTest νη 29/55 (71). 

Αληίζεηα, ε κειέηε ησλ Raimondi et al έδεημε φηη ζε αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ 

παρένο εληέξνπ ηαπηνπνηήζεθαλ CTCs ζην 81% ησλ αζζελψλ έλαληη 21% κε ην ζχζηεκα 

CellSearch
®
 (72). 

Μηα άιιε ηερλνινγία εκπινπηηζκνχ κε βάζε ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ δηαρσξηζκφ απνηειεί ην 

MACS (magnetic cell shorter, MACS) (Miltenyi Biotec GmbH, Germany). Σν MACS 

ρξεζηκνπνηεί καγλεηηθά ζθαηξίδηα ή λαλνζθαηξίδηα δηακέηξνπ 10-85nm, επηζεκαζκέλα κε 

εηδηθφ αληίζσκα έλαληη ηνπ EpCAM ή ηνπ CD45, ηα νπνία εθηίζεληαη ζηε ζπλέρεηα ζε 
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καγλεηηθφ πεδίν. Σν δείγκα πεξλάεη κέζα απφ εηδηθά δηακνξθσκέλε ζηήιε πνπ κπνξεί λα 

καγλεηηζηεί θαη λα απνκαγλεηηζηεί κε ηελ παξνπζία ή απνπζία καγλεηηθνχ πεδίνπ αληίζηνηρα, 

επηηξέπνληαο ηελ απνκφλσζε θαη ηελ έθινπζε ησλ καγλεηηθά επηζεκαζκέλσλ θπηηάξσλ 

(73,74). 

Μηα αθφκε ηερλνινγία ζεηηθήο επηινγήο απνηειεί ην MagSweeper ην νπνίν αλαπηχρζεθε ζην 

Stanford (Illunina, USA). Σν ζχζηεκα απηφ ρξεζηκνπνηεί αλνζνκαγλεηηθά ζθαηξίδηα έλαληη 

δεηθηψλ ηεο επηθάλεηαο επηζειηαθψλ θπηηάξσλ, ηα νπνία πξνζηίζεληαη απεπζείαο ζε δείγκα 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο (ρήκα 2.2.ii). Πξαγκαηνπνηείηαη ζηε ζπλέρεηα ν εκπινπηηζκφο ησλ CTCs 

θαη ε απνκάθξπλζε ησλ αδέζκεπησλ θπηηάξσλ κε ρξήζε θπγφθεληξσλ δπλάκεσλ (75,76). Σν 

MagSweeper έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε κειέηε ηνπ γελεηηθνχ πξνθηι ησλ CTCs ζε πνιιέο 

κειέηεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο πξψηεο κειέηεο ηνπ κεηαγξαθηθνχ πξνθηι κνλήξσλ 

θπηηάξσλ ζηνλ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ καζηνχ, κε ηελ αλίρλεπζε PIK3CA κεηαιιάμεσλ ζηα 

CTCs (77). Δπηπιένλ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί κειέηεο αιιεινχρηζεο ηνπ mRNA, φπσο θαη 

whole exome sequencing ζε θαξθίλν πξνζηάηε παρένο εληέξνπ (78). 

 

 πζηήκαηα κηθξνξνώλ ζε ζπλδπαζκό κε αλνζνδηαρσξηζκό 

Ζ πξψηε ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνίεζε ηερλνινγία κηθξνξνψλ γηα ηελ απνκφλσζε ησλ CTC 

πεξηγξάθηεθε ην 2007 απφ ηνπο Nagrath et al (79). Σν ιεγφκελν CTC-Chip ήηαλ έλαο ζάιακνο 

ππξηηίνπ πνπ πεξηείρε 78.000 κηθξνπφξνπο επηζηξσκέλνπο κε EpCAM αληίζσκα, φπνπ ηα 

παγηδεπκέλα ζηνπο κηθξνπφξνπο CTCs, γίλνληαλ νξαηά κε ρξψζε έλαληη ηεο θπηηαξνθεξαηίλεο 

ή άιισλ εηδηθψλ δεηθηψλ (79). 

Ζ αλάπηπμε ηνπ CTC-Chip απνηέιεζε ην έλαπζκα γηα ηελ αλάπηπμε κηαο ζεηξάο λέσλ ηερληθψλ 

κηθξνξνήο γηα ηνλ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs. Έλα ηέηνην ζχζηεκα απνηειεί ην ζχζηεκα GEDI 

(geometrically enhanced differential immunocapture, GEDI). Σν ζχζηεκα GEDI ζπλδπάδεη ην 

ζεηηθφ εκπινπηηζκφ ρξεζηκνπνηψληαο αληηζψκαηα παγηδεπκέλα ζε κηθξνπφξνπο, κε 

πδξνδπλακηθή ρξσκαηνγξαθία, γηα λα πεξηνξίζεη ηε κε εηδηθή πξνζθφιιεζε ιεπθνθπηηάξσλ. Ζ 

πδξνδπλακηθή ρξσκαηνγξαθία δηαρσξίδεη ηα θχηηαξα κε βάζε ην κέγεζφο ηνπο. ηελ πξψηε 

εθαξκνγή ηνπ ζπζηήκαηνο GEDI ρξεζηκνπνηήζεθε έλα αληίζσκα έλαληη ηνπ εηδηθνχ 

κεκβξαληθνχ πξνζηαηηθνχ αληηγφλνπ (prostate specific membrane antigen, PSMA) γηα ηελ 

δέζκεπζε ησλ CTCs. ηε ζπλέρεηα ην GEDI ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ απνκφλσζε CTCs πνπ 

νξίδνληαη σο PSMA
+
/CD45

-
, απφ αζζελείο κε επλνπρνάληνρν θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε θαη 

ζπγθξίζεθε κε ην ζχζηεκα CellSearch
®
 (80,81). 
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Έλα άιιν εκπνξηθά δηαζέζηκν ζχζηεκα κηθξνξνψλ ζε ζπλδπαζκφ κε αλνζνδηαρσξηζκφ 

απνηειεί ην OncoCEE (cell enrichment and extraction, CEE) (Biocept, San Diego, USA). Σν 

OncoCEE ρξεζηκνπνεί έλαλ ζπλδπαζκφ αληηζσκάησλ γηα ηελ πξνζθφιιεζε ησλ CTCs πνπ 

πεξηιακβάλεη επηζειηαθνχο (π.ρ. HER2, MUC1, EGFR, TROP2) θαη κεζεγρπκαηηθνχο δείθηεο 

(π.ρ. Ν-θαδεξίλε) (82). Σα δείγκαηα πνπ εκπινπηίζηεθαλ κε ηε ρξήζε κείγκαηνο αληηζσκάησλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ EpCAM, θάλεθε λα έρνπλ θαιχηεξε δέζκεπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 

ζρέζε κε απηά φπνπ ρξεζηκνπνίζεθε κφλν ην EpCAM. Γηα ηελ πεξαηηέξσ αλίρλεπζε ησλ CTCs, 

ην OncoCEE ρξεζηκνπνηεί έλα in situ πξσηφθνιιν ρξψζεο κε θζνξηζκφ ησλ αληηζσκάησλ πνπ 

πξνζδελνληαη ζηα CTCs. ε κηα θιηληθή κειέηε, ην OncoCEE αλίρλεπζε CK
+
/CD45

-
 CTCs ζε 

19/36 (53%) δείγκαηα αζζελψλ κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ. Ζ κειέηε απηή έδεημε επίζεο 

πςειή ζπκθσλία (79%) ζηελ έθθξαζε ησλ ΔR/PR ππνδνρέσλ ζηα CTCs θαη ζηελ βηνςία απφ 

ηνλ πξσηνπαζή ή κεηαζηαηηθφ φγθν (83). 

Σα αλσηέξσ ζπζηήκαηα, παξφιν πνπ είλαη πνιιά ππνζρφκελα, απαηηνχλ ηε ρεκηθε 

ηξνπνπνηεζε ηεο επηθάλεηάο ηνπο γηα ηελ παξαγσγή ηνπο ζε κεγάιε θιηκαθα, εμαηηίαο 

ελδνγελψλ πεξηνξηζκψλ. Δπηπιένλ, νη ηξέρνπζεο ηερληθέο αλίρλεπζεο θαη ραξαθηεξηζκνχ ησλ 

CTCs εμαξηψληαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηελ αλνζνθπηηαξνρεκεία θαη άιιεο ηερληθέο πνπ 

απαηηνχλ απεηθφληζε πςειήο αλάιπζεο πνπ είλαη δχζθνιε κε ηελ παξνπζία αδηάθαλσλ ηξησλ 

δηαζηάζεσλ ζπζηνηρηψλ.  

Απηνί νη πεξηνξηζκνί νδήγεζαλ ζηελ αλάπηπμε ζπζηεκάησλ κηθξνξνψλ φπσο είλαη ην HB-chip 

(herringbone, HB) (84), ην GEM-chip (geometrically enhanced mixing, GEM) (85) θαη ην GO-

chip (graphene oxide, GO) νμεηδίνπ ηνπ γξαθελίνπ (86). Απηέο νη ζπζθεπέο ρξεζηκνπνηνχλ 

επηθάλεηεο επηθαιπκκέλεο κε αληηζψκαηα γηα ηελ θαιχηεξε πξνζθφιιεζε θαη δέζκεπζε ησλ 

CTCs. Ζ απινπνηεκέλε αξρηηεθηνληθή ησλ ζπζθεπψλ απηψλ είλαη θαηαιιειφηεξε γηα κεγάιεο 

θιίκαθαο παξαγσγή θαη επηηξέπεη επίζεο ηελ θαηαζθεπή δηαθαλψλ ζπζθεπψλ γηα ηελ θαιχηεξε 

απεηθφληζε. Δπίζεο έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα αλαπηχμνπλ πςειέο ηαρχηεηεο ξνήο 1-3mL/h, 3,6 

mL/h θαη 4,8 mL/h γηα ην  GO-chip, ην GEM-chip θαη ην HB-chip αληίζηνηρα. Σφζν ην ΖΒ- chip 

φζν θαη ην GEM-chip, βαζίδνληαη ζηελ αλάκημε θπηηάξνπ-αληηζψκαηνο κέζσ κηθξνθαλαιηψλ 

κε ηε ρξήζε δηαζηαπξνχκελεο ξνήο. Αληηζέησο, ην GO-chip ρξεζηκνπνηεί έλα λαλνθχιιν 

νμεηδίνπ ηνπ γξαθελίνπ κε ΔpCAM αληίζσκα πξνζξνθεκέλν ζε επηθάλεηα ρξπζνχ κε 58.957 

κνηίβα ζε ζρήκα ινπινπδηνχ, πξνο δηεπθφιπλζε ηεο δέζκεπζεο ησλ CTCs. Σν GO-chip 

ρξεζηκνπνηήζεθε επηηπρψο γηα ηελ απνκφλσζε CTCs απφ αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν 

καζηνχ, θαξθίλν παγθξέαηνο θαη πξψηκν θαξθίλν πλεχκνλα (87). 

Μηα ηερλνινγία πνπ ρξεζηκνπνηεί κηα αλνζνκαγλεηηθή πξνζέγγηζε ζε κηθξνθιίκαθα γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ CTCs είλαη ην Ephesia-chip (88). Ζ ζπζθεπή απηή ρξεζηκνπνηεί 
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κηθξνζπζηνηρίεο γηα λα δεκηνπξγήζεη καγλεηηθέο παγίδεο πνπ πξνάγνπλ ηελ απηφκαηε 

ζπλαξκνιφγεζε ιεηηνπξγηθψλ καγλεηηθψλ ζθαηξηδίσλ κε κηα ζπζηνηρία 48.000 ζηειψλ ζε έλα 

θαλάιη. πλδπάδεη ινηπφλ ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ δηαρσξηζκφ κε ηνλ εκπινπηηζκφ κε κηθξνζηήιεο 

μεπεξλψληαο έηζη θάπνηνπο απφ ηνπο πεξηνξηζκνχο ηεο απνκφλσζεο κε ζπζηνηρίεο 

κηθξνζηειψλ, δίλνληαο παξάιιεια ηε δπλαηφηεηα πςειήο απφδνζεο ηεο ζπζθεπήο κε πάλσ απφ 

3mL/h  (ρήκα 2.2.iii) (89). 

Σν Magnetic Sifter είλαη έλα άιιν ζχζηεκα κηθξνξνψλ ζε ζπλδπαζκφ κε αλνζνκαγλεηηθφ 

εκπινπηηζκφ (ρήκα 2.2.iv) (90). ε αληίζεζε κε ηα άιια ζπζηήκαηα κθξνξνψλ, ην Magnetic 

Sifter ρξεζηκνπνηεί δηακφξθσζε θαηαθφξπθεο ξνήο πνπ «θνζθηλίδεη» ην δείγκα κέζσ κηαο 

ππθλήο ζπζηνηρίαο 3.808 ηεηξαγσληθά καγλεηηθψλ πφξσλ (40x40κm) ηνπνζεηεκέλα ζε ζρήκα 

θεξήζξαο. Απηή ε κνλαδηθή δηακφξθσζε επηηξέπεη πςειή απφδνζε δέζκεπζεο ησλ CTCs κε 

παξνρή 10 mL/h (90). 

Γπν εκπνξηθά δηαζέζηκα απηνκαηνπνηεκέλα ζπζηήκαηα πνπ ζπλδπάδνπλ ην αλνζνκαγλεηηθφ 

δηαρσξηζκφ κε ηηο κηθξνξνέο είλαη ην LiquidBiopsy (Cyvenio Biosystems, USA) (91) θαη ην 

IsoFlux (Fluxion Biosciences, USA) (92). Σν ζχζηεκα LiquidBiopsy ρξεζηκνπνηεί κηα ξνή 

πνιπζηξσκαηηθνχ πεξηβιήκαηνο γηα ηελ κείσζε ηεο κε-εηδηθήο δέζκεπζεο ζηηο καγλεηηθέο 

επηθάλεηεο. Σν κνληκνπνηεκέλν δείγκα, επηζεκαζκέλν κε καγλεηηθά λαλνζσκαηίδηα πνπ θέξνπλ 

ζπλδπαζκφ αληηζσκάησλ, εηζέξρεηαη ζηε ζπζθεπή κηθξνξνψλ κέζσ ελφο θεληξηθνχ θαλαιηνχ 

αλάκεζα ζε δπν πξνζαξκνζκέλεο σο πξνο ηελ ππθλφηεηα, ξνέο δηαιχκαηνο. Καζψο ην δείγκα 

ξέεη κέζα απφ ηελ πεξηνρή δέζκεπζεο ηεο ζπζθεπήο, έλα κεγάιν καγλεηηθφ πεδίν εθηξέπεη ηα 

επηζεκαζκέλα θχηηαξα απφ ην ζηξψκα ηνπ δείγκαηνο κέζσ ηνπ αλψηεξνπ ζηξψκαηνο ηνπ 

δηαιχκαηνο θαη ηεο αλψηεξεο επηθάλεηαο φπνπ θαη δεζκεχνληαη. Απηή ε πξνζέγγηζε 

πνιπζηξσκαηηθήο ξνήο επηηξέπεη ηελ πςειή απφδνζε κε ξπζκφ ξνήο 5 mL/h.  

Ζ πιαηθφξκα ηνπ IsoFlux απνηειείηαη απφ ηξεηο δεμακελέο ξεπζηψλ πνπ ζπλδένληαη κεηαμχ 

ηνπο κε θαλάιηα κηθξνξνήο. Σν δείγκα πεξλά κέζα απφ ηελ πεξηνρή απνκφλσζεο κε ζπλερή ξνή 

θαη κε βέιηηζηε ηαρχηεηα ψζηε ν ρξφλν παξακνλήο ηνπ ζηελ πεξηνρή λα είλαη ν ηδαληθφο. Σν 

πάλσ κέξνο ηεο πεξηνρήο απνκφλσζεο απνηειείηαη απφ έλα δίζθν πνιπκεξψλ ρακεινχ βαζκνχ 

ζπγθφιιεζεο θάησ απφ έλα καγλήηε. Σν πςειφ καγλεηηθφ πεδίν πξνζειθχεη θαξθηληθά θχηηαξα 

κε καγλεηηθά ζθαηξίδηα επηζεκαζκέλα κε αληίζσκα έλαληη ηνπ EpCAM, ελψ νη βαξπηηθέο 

δπλάκεηο θαη ε ξνή επεξεάδνπλ ηα κε-δεζκεπκέλα θχηηαξα ψζηε λα ζπλερίζνπλ ηελ θίλεζή ηνπο 

πξνο ηε δεμακελή απνβιήησλ (87). 

Σν CTC-iChip απνηειεί κηα ελαιιαθηηθή πιαηθφξκα απνκφλσζεο CTCs απφ πεξηθεξηθφ αίκα. 

Ο ηξφπνο απνκφλσζεο CTCs είλαη είηε εμαξηψκελνο, είηε αλεμάξηεηνο απφ δείθηεο, επνκέλσο 

έρεη ηε δπλαηφηεηα εθαξκνγήο ζε ζρεδφλ φινπο ηνπο ηχπνπο θαξθίλνπ (93). Σν CTC-iChip είλαη 
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έλα ζχζηεκα κηθξνξνήο κε αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Αξρηθά ρξεζηκνπνηνχληαη ζπζηνηρίεο 

κηθξνζθαηξηδίσλ γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ απφ ηα ππφινηπα θχηηαξα ηνπ 

αίκαηνο (π.ρ. εξπζξά αηκνζθαίξηα, αηκνπεηάιηα), κε ηαμηλφκεζε κε βάζε ην πδξνδπλακηθφ ηνπο 

κέγεζνο. ηε ζπλέρεηα, ηα κεγαιχηεξα θχηηαξα πνπ είλαη νξγαλσκέλα ζε κηα γξακκή 

ρξεζηκνπνηψληαο αδξαλεηαθή εζηίαζε, πξνεηνηκάδνληαη γηα ην ηξίην βήκα ηεο καγλεηνθφξεζεο 

(magnetophoresis). Σα CTCs δηαρσξίδνληαη αλνζνκαγλεηηθά απφ ην ππφβαζξν ησλ θπηηάξσλ 

ρξεζηκνπνηψληαο ζεηηθφ ή αξλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Ζ αδξαλεηαθή εζηίαζε πξηλ ην καγλεηηθφ 

δηαρσξηζκφ δηεπθνιχλεη ηελ αθξηβή παξακφξθσζε είηε ησλ CTCs είηε ησλ ιεπθνθπηηάξσλ θαη 

ηα νδεγεί ζε ξνή ζπιινγήο ή απνβιήησλ αληίζηνηρα, κε ειάρηζηε καγλεηηθή δχλακε. Σν CTC-

iChip κπνξεί λα επεμεξγαζηεί δείγκαηα κε ηαρχηεηα 8mL/h (ρήκα 2.2.v). 

 

 

ρήκα 2.2. Δπηιεγκέλα ζπζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ: i) AdnaΣest (72), ii) MagSweeper (75,76), iii) 

Ephesia-chip (88), iv) Magnetic Sifter (90), v) CTC-iChip (93), vi) Rosette Sep (94), vii) ISET (95) 
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2.2.1.2. Αξλεηηθή επηινγή  

Απηή ε πξνζέγγηζε απνκφλσζεο είλαη εληειψο αλεμάξηεηε απφ ηνλ θαηλφηππν ησλ CTCs θαη 

βαζίδεηαη ζηελ απάιεηςε ησλ κε θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, αξρηθά κε 

ιχζε ησλ εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ θαη κεηέπεηηα ρξήζε εηδηθψλ δεηθηψλ γηα ηα ιεπθά 

αηκνζθαίξηα ηνπο ην CD45 ή ην CD61 (64,65). Μηα άιιε παξαιιαγή ηνπ εκπινπηηζκνχ ησλ 

CTCs κε αξλεηηθή επηινγή είλαη ην εκπνξηθά δηαζέζηκν ζχζηεκα RosetteSep
™ 

(STEMCELL
 

Technologies, Canada), ην νπνίν ρξεζηκνπνηεί έλα κίγκα αληηζσκάησλ πνπ ζπλδένπλ ηα εξπζξά 

θχηηαξα αξρηθά κεηαμχ ηνπο θαη κεηά κε ηα ιεπθνθχηηαξα. Με ηνλ ηξφπν απηφ, αθαηξείηαη ε 

πιεηνςεθία ησλ εξπζξψλ θαη ησλ ιεπθψλ αηκνζθαηξίσλ, εκπινπηίδνληαο έηζη ην δείγκα 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κε CTCs, εάλ απηά ππάξρνπλ. Σν ζχζηεκα RosetteSep
™

 έρεη επηδείμεη 

θαιχηεξα απνηειέζκαηα, ζε ζχγθξηζε κε ηε κέζνδν θπγνθέληξεζεο δηαβαζκηζκέλεο 

ππθλφηεηαο (ρήκα 2.2.vi) (94). 

Οξηζκέλεο ζπζθεπέο αλνζνκαγλεηηθνχ δηαρσξηζκνχ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ην ζεηηθφ 

εκπινπηηζκφ, ερνπλ ηε δπλαηφηεηα λα ρξεζηκνπνηεζνχλ θαη σο ηερλνινγίεο αξλεηηθνχ 

εκπινπηηζκνχ κε ηελ εθαξκνγή δηαθνξεηηθψλ αληηζσκάησλ, αθνχ δελ απαηηνχληαη άιιεο 

αιιαγέο ζε απηέο ηηο ζπζθεπέο. Γπν ηέηνηα ζπζηήκαηα, πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ηφζν γηα ζεηηθή 

φζν θαη γηα αξλεηηθή επηινγή,  είλαη ην MACS θαη ην CTC-ichip (93,96). Ζ επειημία απηψλ ησλ 

ζπζθεπψλ ηηο θαζηζηά εηδηθέο ζηελ απνκφλσζε δηαθνξεηηθψλ ππνπιεζπζκψλ ησλ CTCs 

ιακβάλνληαο ππφςε ηελ εηεξνγέλεηά ηνπο. 

 

2.2.2. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ βάζεη ησλ βηνθπζηθώλ ηδηνηήησλ 

Σα ζπζηήκαηα απηά είλαη αλεμάξηεηα ησλ δεηθηψλ πνπ εθθξάδνληαη ζηα CTCs θαη βαζίδνληαη 

ζε θπζηθέο ηδηφηεηεο ησλ θπηηάξσλ φπσο ην κέγεζνο, ε ππθλφηεηα, ηα ειεθηξηθά θνξηία, νη 

θπγφθεληξεο δπλάκεηο θαη ε πιαζηηθφηεηά ηνπο. 

2.2.2.1. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ βάζεη ηνπ κεγέζνπο ή/θαη ηεο  

παξακνξθσζηκόηεηαο  ησλ θπηηάξσλ 

Οη ηερλνινγίεο απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ ησλ CTCs κε βάζε ην κέγεζνο ιεηηνπξγνχλ 

ζχκθσλα κε ηελ αξρή φηη ηα CTCs έρνπλ κεγαιχηεξν κέγεζνο ζε ζρέζε κε ηα ιεπθά 

αηκνζθαίξηα. Οη κέζνδνη κηθξνεπεμεξγαζίαο νδήγεζαλ ζηελ αλάπηπμε πην εμειηγκέλσλ 

ηερληθψλ γηα ηελ παξαγσγή κηθξνθίιηξσλ δηαθφξσλ εηδψλ. 

Σα ζπζηήκαηα απνκφλσζεο κε βάζε ην κέγεζνο δηαρσξίδνπλ άκεζα ηα CTCs ιφγσ ηνπ 

κεγαιχηεξνπ κεγέζνπο ηνπο (~6,5-10κm) απφ ηα ιεπθά αηκνζθαίξηα. Ζ πξψηε ζπζθεπή 
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θηιηξαξίζκαηνο πεξηγξάθεθε απφ ηνπο Vona et al ην 2000 θαη ρξεζηκνπνηείηαη έσο ζήκεξα (95). 

Πξφθεηηαη γηα ην ζχζηεκα ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells) (RareCells, 

France), ην νπνίν είλαη ηθαλφ λα αληρλεχζεη έλα θχηηαξν ζε 1mL αίκαηνο, κε απιφ θαη γξήγνξν 

ηξφπν (ρήκα 2.2.vii) (95). Σα απνκνλσκέλα κέζσ ηνπ ISET CTCs κπνξνχλ λα αλαθηεζνχλ 

απφ ην θίιηξν θαη λα αμηνινγεζνχλ κε αλνζνθζνξηζκφ, fluorescent in situ hybridization (FISH) 

ή κνξηαθή γελεηηθή αλάιπζε (97). Σν ζχζηεκα έρεη ρξεζηκνπνηεζεί επηηπρψο γηα ηελ αλίρλεπζε 

ALK ζεηηθψλ (98) θαη ROS ζεηηθψλ (99) CTCs κε επηζειηαθφ/κεζεγρπκαηηθφ θαηλφηππν ζε 

αζζελείο κε κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν πλεχκνλα θαζψο επίζεο θαη ζε κηα ζεηξά άιισλ ηχπσλ 

θαξθίλνπ. 

Έλα άιιν εκπνξηθά δηαζέζηκν θίιηξν είλαη ην ScreenCell
®

 (Screencell SA, France), ην νπνίν 

παξέρεη ηξηα θίιηξα: i) έλα γηα ηελ απνκφλσζε δσληαλψλ ή κνληκνπνηεκέλσλ θπηηάξσλ 

(ScreenCell
®
Cyto), ii) έλα γηα ηελ απνκφλσζε δσληαλψλ θπηηάξσλ γηα θαιιηέξγεηα 

(ScreenCell
®
CC) θαη iii) έλα γηα ηελ απνκφλσζε θπηηάξσλ γηα κνξηαθέο εθαξκνγέο 

(ScreenCell
®
ΜΒ) (ρήκα 2.3)(100–103). 

 

ρήκα 2.3. ύζηήκα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ βάζεη κεγέζνπο ScreenCell
®
ΜΒ (http://www.screencell.com) 

 Σν ζχζηεκα Cellsieve (CREATV microtech, USA), βαζίδεηαη ζηε ρξήζε εηδηθψλ θίιηξσλ γηα 

ηελ επηηπρή απνκφλσζε CTCs αιιά θαη κεγάινπ κεγέζνπο θπηηάξσλ (25-300κm), 

ζπγθεθξηκέλα ησλ θπθινθνξνύλησλ καθξνθάγσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε θαξθίλν (cancer-

associated macrophage-like cells, CAMLs), ηα νπνία θπθινθνξνχλ ζην πεξηθεξηθφ αίκα 

αζζελψλ κε θαξθίλν θη έρεη δηεξεπλεζεί ε θιηληθή ηνπο ζεκαζία (104).  

Ζ πιαηθφξκα απνκφλσζεο Parsortix
ΣΜ

 (ANGLE plc, UK) βαζίδεηαη ζε ζχζηεκα κηθξνξνψλ γηα 

ηελ απνκφλσζε ησλ CTCs κε βάζε ην κέγεζφο ηνπο. Σν ζχζηεκα επηηξέπεη ηνλ κνξηαθφ 
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ραξαθηεξηζκφ ησλ πςειήο θαζαξφηεηαο απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ κε αλνζνθζνξηζκφ αιιά θαη 

ηε κειέηε κε κνξηαθέο ηερληθέο (105–107). Ζ ηερλνινγία απηή παξνπζηάδεη πνιιά 

πιενλεθηήκαηα αθελφο γηαηί κπνξεί λα εθαξκνζηεί ζε φινπο ηνπο ηχπνπο θαξθίλνπ κε ηξφπν 

αλεμάξηεην εηδηθνχ δείθηε θαη αθεηέξνπ δηφηη ε απηνκαηνπνηεκέλε ηνπ κνξθή κεηψλεη 

ζεκαληηθά ηα πξν-αλαιπηηθά ζθάικαηα (108). Σν βαζηθφ πιενλέθηεκα ηνπ ζπζηήκαηνο 

Parsortix
ΣΜ

 είλαη φηη δηαρσξίδεη ηα CTCs απφ ηα ππφινηπα θχηηαξα ηνπ αίκαηνο αλεμάξηεηα απφ 

ην αλ εθθξάδεηαη ην EpCAM ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε ησλ θπηηάξσλ. ε κηα πξφζθαηε κειέηε 

ην ζχζηεκα Parsortix
ΣΜ

 ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ εκπινπηηζκφ ησλ CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε 

ηε ιεπθαθαίξεζε ζε αζζελείο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ (109). 

 

2.2.2.2. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ κε θπγνθέληξεζε δηαβαζκηζκέλεο 

ππθλόηεηαο 

Ζ θπγνθέληξεζε δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο δηαρσξίδεη ηα PBMCs -ζην θιάζκα ησλ νπνίσλ 

ζεσξείηαη φηη ζπκπεξηιακβάλνληαη θαη ηα CTCs- απφ ηα εξπζξνθχηηαξα, ηα αηκνπεηάιηα θαη ηα 

πνιπκνξθνπχξελα θχηηαξα, ζπγθεληξψλνληάο ηα ζε έλα κεζνδαθηχιην (110). Σα θχηηαξα ηνπ 

κεζνδαθηπιίνπ ζπιιέγνληαη θαη ρξεζηκνπνηνχληαη γηα πεξαηηέξσ αλίρλεπζε ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ. Ζ πξφηππε κέζνδνο θπγνθέληξεζεο δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο είλαη απηή ηεο 

θηθφιεο (Ficoll, Histopaque) (111), ελψ έρνπλ αλαπηπρζεί θαη άιια κέζα, φπσο είλαη ε ρξήζε 

ηνπ δηαιύκαηνο ιύζεο εξπζξώλ αηκνζθαηξίσλ (red cell lysis buffer, RCL). Tα πνζνζηά 

αλάθηεζεο CTCs, φπσο απηά πξνζδηνξίζηεθαλ απφ πεηξάκαηα ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο, ήηαλ ηεο 

ηάμεσο ηνπ 80-90% (112). 

Σν ζχζηεκα OncoQuick (Greiner BioOne, Germany) ζπλδπάδεη ηε θπγνθέληξεζε 

δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο κε ηε δηήζεζε κέζσ ελφο πνξψδνπο θξάγκαηνο απφ ην νπνίν 

δηέξρνληαη ηα εξπζξά αηκνζθαίξηα θαη έλα κέξνο ησλ ιεπθψλ αηκνζθαηξίσλ (113,114). Σν 

RosetteSep
™

,  πνπ πεξηγξάθεθε παξαπάλσ, απνηειεί θαη απηφ έλα ζχζηεκα πνπ ρξεζηκνπνηεί ηε 

δηαβαζκηζκέλε θπγνθέληξεζε ζε ζπλδπαζκφ φκσο κε ηε ρξήζε εηδηθψλ δεηθηψλ. 

 

2.2.2.3. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ κε δηειεθηξνθόξεζε 

Ζ δηειεθηξνθόξεζε (dielectrophoresis, DEP) είλαη κηα αξθεηά λέα ηερλνινγία γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ CTC. Οη δηειεθηξηθέο ηδηφηεηεο (πνιηθφηεηα) ησλ θπηηάξσλ εμαξηψληαη απφ ηε 

δηάκεηξν, ηε κεκβξάλε, ηελ ππθλφηεηα, ηελ αγσγηκφηεηα θαη ηνλ φγθν ησλ θπηηάξσλ. Αλάινγα 

κε ηνλ θαηλφηππν θαη ηε κνξθνινγία ηνπο, ηα δηαθνξεηηθά θχηηαξα έρνπλ δηαθνξεηηθέο 

δηειεθηξηθέο ηδηφηεηεο θη απηφ απνηειεί ηε βαζηθή αξρή γηα ηελ ειεθηξνθηλεηηθή απνκφλσζε 
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ησλ CTCs. Σα CTCs δηαθέξνπλ πνιχ απφ ηα PBMCs ζε ζρέζε κε ηε κνξθνινγία θαη ηηο 

δηειεθηξηθέο ηνπο ηδηφηεηεο (115). 

Σν ζχζηεκα DEParray
ΣΜ

 (Menarini Diagnostics, Italy) επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε κνλήξσλ θαη 

απνιχησο θαζαξψλ CTC απφ πξν-εκπινπηηζκέλα δείγκαηα αίκαηνο κέζσ δηειεθηξνθφξεζεο 

(116). Ζ ηερλνινγία απηή είλαη εληειψο αλεμάξηεηε απφ ηελ έθθξαζε αληηζσκάησλ ζηελ 

θπηηαξηθή επηθάλεηα θαη αμηνινγείηαη, επί ηνπ παξφληνο, ζε πνιπάξηζκεο θιηληθέο κειέηεο, 

πξνάγνληαο έηζη δπλαηφηεηεο αλάιπζεο κνλήξσλ CTC (117). Σέινο, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 

ζε ζπλδπαζκφ κε ηερλνινγίεο, φπσο ην CellSearch
®
 γηα πεξαηηέξσ κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ 

κνλήξσλ CTCs (118,119). 

 

2.2.2.4. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ κε αδξαλεηαθή εζηίαζε (inertial focusing) 

Ζ αδξαλεηαθή εζηίαζε δηαρσξίδεη ηα CTCs απφ ηα άιια θχηηαξα ηνπ αίκαηνο βάζεη ηνπ 

κεγέζνπο, κέζσ ηεο εθαξκνγήο αδξαλεηαθψλ απνηειεζκάησλ (inertial effects) ζε ζπζθεπέο 

κηθξνξνήο ρξεζηκνπνηψληαο δπν δπλάκεηο: i) κηα δηαηκεηηθή δχλακε αλχςσζεο πνπ πξνθχπηεη 

απφ ηε ζηξσηή ξνή parabolic profile characteristic of laminar flow θαη θαηεπζχλεη ηα θχηηαξα 

πξνο ηα ηνηρψκαηα ησλ θαλαιηψλ θαη ii) κηα δχλακε αλχςσζεο ιφγσ ηεο επίδξαζεο ην 

ηνηρψκαηνο ησλ θαλαιηψλ ε νπνία θαηεπζχλεη ηα θχηηαξα καθξηά απφ ηα ηνηρψκαηα. Ζ 

κεγέζπλζε θαη ε θαηεχζπλζε απηψλ ησλ δπλάκεσλ δηέπνληαη/εμαξηψληαη απφ ηηο δηαζηάζεηο ησλ 

θαλαιηψλ, ην ιφγν ησλ δηαζηάζεσλ, ην ξπζκφ ξνήο θαη ηε δηάκεηξν ησλ ζσκαηηδίσλ (87). 

ε κία άιιε πιαηθφξκα εκπινπηηζκνχ, ην ζχζηεκα Vortex (Vortex Biosciences, USA), 

πξνεγείηαη ε αδξαλεηαθή εζηίαζε γηα ηελ ηνπνζέηεζε ησλ θπηηάξσλ θαηά κήθνο ησλ 

ηνηρσκάησλ ησλ θαλαιηψλ θαη αθνινπζνχλ κηθξνί ζηξφβηινη ζρεδηαζκέλνη λα παγηδεχνπλ ηα 

CTCs (120). Σν κήθνο ηνπ θαλαιηνχ επηηξέπεη ζηα θχηηαξα ηνπ αίκαηνο λα κεηαλαζηεχνπλ 

θπζηθά ζε ζέζεηο ηζνξξνπίαο θαηά κήθνο ηνπο. Σα παγηδεπκέλα CTCs παξακέλνπλ ζηε ζπζθεπή 

κέρξη λα μεπιπζνχλ απφ απηή κε δηάρπζε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο κε κεησκέλν ξπζκφ ξνήο. Σν 

ζχζηεκα απηφ πνπ δηαζέηεη νθηψ θαλάιηα παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αλάιπζεο 7,5mL  πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο ζε 20min (120). 

Ζ ClearCell
®
FX (Biolidics, Singapore) ζπλδπάδεη ηελ αδξαλεηαθή κεηαλάζηεπζε ησλ θπηηάξσλ 

κε δεπηεξεχνπζα ξνή ζηα θαλάιηα κε ζπεηξνεηδέο ζρήκα (121,122). ε απηά ηα θαλάιηα κηα 

δεπηεξέπνπζα ξνή πξνθχπηεη σο ζπλέπεηα ηεο δηαθνξεηηθήο ηαρχηεηαο κεηαμχ ηνπ θέληξνπ θαη 

ησλ ηνηρσκάησλ ηνπ θαλαιηνχ. Σν ζπεηξνεηδέο θαλάιη έρεη ηξαπεδνεηδή δηαηνκή πνπ βειηηψλεη 

ην δηαρσξηζκφ θαζψο ηα κεγαιχηεξα θχηηαξα, ζηελ πεξίπησζε απηή ηα CTC, ηνπνζεηνχληαη 

θαηά κήθνο ηνπ θνληχηεξνπ, εζσηεξηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ θαλαιηνχ θαζψο ηα κηθξφηεξα θχηηαξα 
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ηνπνζεηνχληαη θαηά κήθνο ηνπ ςειφηεξνπ, εμσηεξηθνχ ηνηρψκαηνο. Σν ζπηξνεηδέο ηζηπ 

δηαθιαδίδεηαη ζην ηέινο ηνπ ζε εζσηεξηθή θαη εμσηεξηθή έμνδν ζπιινγήο γηα ηα CTCs θαη ηα 

ιεπθά θχηηαξα ηνπ αίκαηνο. Σν ζχζηεκα απηφ παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αλάιπζεο 7,5mL αίκαηνο 

ζε 8min θαη απαηηείηαη ιχζε ησλ εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ πξηλ ηε ρξήζε ηνπ (ρήκα 2.4) 

(121,122). 

 

ρήκα 2.4. ύζηεκα απνκόλσζεο εκπινπηηζκόπ κε αδξαλεηαθή εζηίαζε ClearCell
®
FX 

(https://www.biolidics.com/clear-cell-fx1-system) 

 

2.2.3. In vivo ζπζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ 

Έλα in-vivo ζχζηεκα απνκφλσζεο CTC είλαη ην CellCollector (Gilupi GmbH, Germany). Σν 

CellCollector είλαη έλαο λαλνθαζεηήξαο (nanowire), πνπ είλαη επηθαιπκκέλνο ζηελ κήθνπο 2cm 

άθξε ηνπ κε λαλνζθαηξίδηα ρξπζνχ, πάλσ ζηα νπνία δεζκεχνληαη νκνηνπνιηθά ρηκαηξηθά 

αληηζψκαηα έλαληη ηνπ EpCAM (ρήκα 2.5) (123). Σν CellCollector ηνπνζεηείηαη ζηε θιέβα 

ηνπ αζζελνχο θαη επηηξέπεη ηελ in vivo ζχιιεςε ησλ ζπάλησλ CTCs, κέζσ ηεο θπθινθνξίαο ηνπ 

αίκαηνο. Ζ πξνζέγγηζε απηή, ζεσξείηαη φηη επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε κεγαιχηεξνπ αξηζκνχ 

CTCs γηα πεξαηηέξσ πξνζδηνξηζκνχο ζε ζχγθξηζε κε ηηο παξαδνζηαθέο ηερληθέο, πνπ 

ρξεζηκνπνηνχλ αξρηθφ φγθν πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 7-10mL. Δπηπιένλ, ζα κπνξνχζε ελδερνκέλσο 

λα απμήζεη ηηο πηζαλφηεηεο απνκφλσζεο CTCs ζηα αξρηθά ζηάδηα ηεο λφζνπ, φπνπ αλακέλνληαη 

πνιχ ρακειέο ζπγθεληξψζεηο ηνπο ζην αίκα (124). 

 

ρήκα 2.5. In vivo ζύζηεκα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ CTCs εμαξηώκελν από δείθηεο, CellCollector (1) 

https://www.biolidics.com/clear-cell-fx1-system
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Ζ δηαγλσζηηθή ιεπθαθαίξεζε (Diagnostic Leukapheresis, DLA) είλαη κηα εξγαζηεξηαθή 

δηαδηθαζία ζηελ νπνία ηα ιεπθνθχηηαξα ή ηα βιαζηνθχηηαξα ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

δηαρσξίδνληαη απφ ην αίκα (ρήκα 2.6) . Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ιεπθαθαίξεζεο, ην αίκα ηνπ 

αζζελνχο δηέξρεηαη κέζα απφ έλα κεράλεκα πνπ αθαηξεί ηα ιεπθνθχηηαξα ή ηα βιαζηνθχηηαξα 

θαη ζηε ζπλέρεηα επηζηξέθεη ην αίκα πίζσ ζηνλ αζζελή. Σν πξντφλ ηεο ιεπθαθαίξεζεο, κπνξεί 

επίζεο λα πεξηέρεη CTCs. Oη Fischer et al εμέηαζαλ ηα πξντφληα ηεο DLA πνπ παξάγνληαη απφ 

έσο θαη 25L αίκαηνο αλά αζζελή ζε δχν αλεμάξηεηεο κειέηεο θαη δηαπίζησζαλ φηη ηα CTCs 

αληρλεχνληαη ζε πεξηζζφηεξν απφ ην 90% ησλ κε κεηαζηαηηθψλ αζζελψλ κε θαξθίλν καζηνχ 

(125). Σα ζπζηήκαηα απηά απνζθνπνχλ ζην λα μεπεξαζηνχλ ηα πξνβιήκαηα κηθξνχ φγθνπ 

δεηγκάησλ νιηθνχ αίκαηνο, πνπ πξνθχπηνπλ θαηά ηηο ex vivo ηερληθέο απνκφλσζεο. 

 

ρήκα 2.6. In vivo ζύζηεκα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ CTCs, δηαγλσζηηθή ιεπθαθαίξεζε (DLA) (126) 

 

2.2.4. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ κε απεηθνληζηηθέο κεζόδνπο 

Παξά ην γεγνλφο φηη ν εκπινπηηζκφο κεηψλεη ησλ αξηζκφ ησλ ππν κειέηε θπηηάξσλ, ε 

απεηθνληζηηθή πξνζέγγηζε γηα ηελ κειέηε ησλ θπηηάξσλ απνηειεί κηα ρξνλνβφξα δηαδηθαζία. 

Γηα ην ιφγν απηφ, έρεη αξρίζεη ηα ηειεπηαία ρξφληα λα αλαπηχζζεηαη κηα ζεηξά ηερλνινγηψλ γηα 

ηε βειηίσζε ηεο απεηθφληζεο κεηά ηνλ εκπινπηηζκφ θαη νξηζκέλα εκπνξηθά δηαζέζηκα 

ζπζηήκαηα (π.ρ. CellSearch
®
, DEPArray™, Ariol

®
) έρνπλ ελζσκαηψζεη επηηπρψο ηελ 

απηνκαηνπνηεκέλε απεηθφληζε θζνξηζκνχ πνιχ πςειήο αλάιπζεο ζηε ξνή εξγαζίαο ηνπο. 

 

2.2.4.1. Μέζνδνη απεηθόληζεο ρσξίο εκπινπηηζκό  

Αξθεηέο απεηθνληζηηθέο πιαηθφξκεο έρνπλ απνθχγεη ην ζηάδην ηνπ εκπινπηηζκφ κε ηε ρξήζε 

εμειηγκέλσλ απεηθνληζηηθψλ ηερληθψλ. Σν ζχζηεκα HD-CTC (Epic Sciences, USA) φρη κφλν 
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θαζηζηά δπλαηή ηελ θαηακέηξεζε ησλ CTC κέζσ απεηθφληζεο ρσξίο εκπινπηηζκφ, άιια παξέρεη 

θαη ηε δπλαηφηεηα αμηνιφγεζεο ηεο έθθξαζεο πξσηετληθψλ βηνδεηθηψλ κε ηε ρξήζε δνθηκαζηψλ 

αλνζνθζνξηζκνχ πςειήο αλάιπζεο (127). 

Έλα άιιν ζχζηεκα, ην CytoTrack™ (CytoTrack ApS, Denmark) ζαξψλεη ηα δείγκαηα ζε 

πςειέο ζπρλφηεηεο θαη θαηαγξάθεη ηα πηζαλά CTCs γηα επηπιένλ αλάιπζε θαη επαιήζεπζε. 

Υξεζηκνπνηεί εηδηθφ γπάιηλν δίζθν, κε πνιχ κεγαιχηεξε επηθάλεηα απφ ηηο ηππηθέο 

κηθξνζθνπηθέο θπςέιεο, πάλσ ζε έλα ζαξσηή πνπ ηνλ πεξηζηξέθεη ζε πςειέο ηαρχηεηεο. Έλα 

ζχζηεκα ιέηδεξ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζάξσζε νιφθιεξεο ηεο επηθάλεηαο ηνπ δίζθνπ (128). 

Σν ζχζηεκα PAFC (photoacoustic flow cytometry, PAFC) απνηειεί κηα κνλαδηθή κέζνδν 

αλεμάξηεηε δεηθηψλ, φπνπ θαη κε ηε ρξήζε ιέηδεξ αληρλεχνληαη ηα CTCs ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν. 

Σα θχηηαξα εληφο ηεο θπθινθνξίαο ηνπ αίκαηνο απνξξνθνχλ ηελ αθηηλνβνιία, ε νπνία πξνθαιεί 

απμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο θαη επαθφινπζε δεκηνπξγία αθνπζηηθψλ θπκάησλ πνπ αληρλέπνληαη 

κε ππεξερνγξάθεκα θνληά ζηε θιέβα. Ζ ηερληθή απηή εθαξκφδεηαη in vivo επηηξέπνληαο ηελ 

ρξήζε κεγάιεο πνζφηεηαο αίκαηνο θάηη πνπ δελ θαζίζηαηαη δπλαηφλ ex vivo (129). 

 

Πίλαθαο 2.1. πζηήκαηα απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ ησλ CTCs 

Καηεγνξία Σερλνινγία Κξηηήξηα 

Δπηινγήο 

Βαζηθά 

ραξαθηεξηζηηθά 

Αλαθνξέο 

ΤΣΖΜΑΣΑ ΑΠΟΜΟΝΧΖ/ΔΜΠΛΟΤΣΗΜΟΤ ΔΞΑΡΣΧΜΔΝΑ ΑΠΟ ΓΔΗΚΣΔ 

Α. Αλνζνζπγγέλεηα -Θεηηθή επηινγή 

1.Αλνζνζπγγέλεηα CellSearch
®
 EpCAM Έγθξηζε απφ FDA (66–69) 

 AdnaTest πλδπαζκφο 

αληηζσκάησλ 

Απνκφλσζε CTCs,  

πξνζδηνξηζκφο βηνδεηθηψλ 

κε RT-qPCR 

 

(72) 

ΜΑCS EpCAM Θεηηθή/αξλεηηθή επηινγή (73,74) 

MagSweeper EpCAM Τςειή θαζαξφηεηα, 

απφδνζε 9mL/h 

(75–78) 

 Dynabeads® 

Epithelial 

Enriched 

EpCAM Αλνζνκαγλεηηθά ζθαηξίδηα 

γηα ηελ απνκφλσζε  CTCs 

 

 CELLection

™ Epithelial 

Enrich 

Dynabeads® 

EpCAM Απνκφλσζε δσληαλψλ 

θπηηάξσλ  

 

2.πζηήκαηα κηθξνξνώλ     
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i)Μηθξνζηύισλ CTC-chip EpCAM Απφδνζε 1-2mL/h (79) 

  

GEDI 

PSMA/HER2, 

κέγεζνο 

Ο δηαρσξηζκφο βάζεη 

κεγέζνπο ειαρηζηνπνηεί 

επηκνιχλζεηο 

(80,81) 

 OncCEE πλδπαζκφο 

αληηζσκάησλ 

 (82,83) 

ii)Σξνπνπνηεκέλε επηθάλεηα Heringbone 

Chip 

EpCAM Απφδνζε 4,8mL/h (84) 

 GEM EpCAM Απφδνζε 3,6mL/h (85) 

 GO-chip EpCAM επίπεδε γεσκεηξία, 

απφδνζε 1-3 mL/h 

(86) 

iii)Αλνζνζπγγέλεηα Ephesia EpCAM απφδνζε >3 mL/h (88) 

 Magnetic 

Sifter 

EpCAM δηακφξθσζε θαηαθφξπθεο 

ξνήο, απφδνζε 10 mL/h 

(90) 

 LiquidBiopsy πλδπαζκφο 

αληηζσκάησλ 

Απηνκαηνπνηεκέλν, 

ζπλερφκελε ξνήο, απφδνζε 

 

(91) 

 Isoflux EpCAM Απηνκαηνπνηεκέλν, 

ζπλερνχο ξνήο 

(92) 

 CTC-iChip EpCAM, κέγεζνο Θεηηθή/αξλεηηθή επηινγή 

8mL/h 

 

iv)in-vivo GILUPI 

CellCollector 

EpCAM Μεγάινο φγθνο 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

(123,124) 

Β. Αλνζνζπγγέλεηα -Αξλεηηθή επηινγή 

1.Αλνζνζπγγέλεηα EasySep
TM

 

Human 

CD45 Απιφ, εχθνιν ζηε ρξήζε 

ηνπ 

(130) 

 RosseteSep
 TM

 πλδπαζκφο 

αληηζσκάησλ 

Θεηηθή /αξλεηηθή επηινγή (94) 

 QMS 

Quadrupole 

magnetic separator 

CD45 πλερφκελε ξνή (131) 

 ΜΑCS EpCAM Θεηηθή/αξλεηηθή επηινγή (73,74) 

2.πζηήκαηα κηθξνξνώλ CTC-iChip EpCAM, κέγεζνο Θεηηθή/αξλεηηθή επηινγή 

8mL/h 

(93) 

     

ΤΣΖΜΑΣΑ ΑΠΟΜΟΝΧΖ/ΔΜΠΛΟΤΣΗΜΟΤ ΜΔ ΒΑΖ ΣΗ ΒΗΟΦΤΗΚΔ ΣΟΤ 

ΗΓΗΟΣΖΣΔ 

Α. Βηνθπζηθέο ηδηόηεηεο 

1.Φπγνθέληξεζε Ficoll-Paque
® Ππθλφηεηα Φζελή, εχθνιε ζηε ρξήζε (132) 
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δηαβαζκηζκέλεο ππθλόηεηαο 

 OncoQuick Ππθλφηεηα, 

κέγεζνο 

 (113,114,

133) 

 RosseteSep
 TM

 Ππθλφηεηα, 

ζπλδπαζκφο 

αληηζσκάησλ 

Θεηηθή /αξλεηηθή επηινγή (94) 

 AccuCyte –

CyteSealer™  

 

Ππθλφηεηα Δκπινπηηζκφο ησλ CTC θαη 

ρξήζε CyteFinder θαη 

CytePicker 

(134) 

2.Με βάζε ην κέγεζνο  ISET
®
 Μέγεζνο  Υξήζε θίιηξσλ δηακέηξνπ 

πφξσλ 8κm 

(95,97–

99) 

 ScreenCell
®
 Μέγεζνο Τδξφθηιεο επηθάλεηεο, 

ζπγθξαηνχλ δσληαλά 

θχηηαξα, κέγεζνο πφξσλ 

7.5/6.5κm 

(100–103) 

 CellSieve Μέγεζνο Μέγεζνο πφξσλ 7κm (104) 

 Flexible 

Micro Spring 

Array(FMSA) 

Μέγεζνο Απνκνλψλεη δσληαλά 

θχηηαξα 

(135) 

 FaCTChecker Μέγεζνο  (136) 

 Parsortix Μέγεζνο Μέγεζνο 6,5κm θαη 10κm (105–109) 

 VyCAP Μέγεζνο Μηθξνδηήζεζε (137) 

 MetaCell Μέγεζνο Γπλαηφηεηα απνκφλσζεο 

θπηηάξσλ γηα 

θπηηαξνθαιιηέξγεηα 

(138) 

 Resettable 

Cell Trap 

Μέγεζνο  (139) 

 Cluster Chip Μέγεζνο  (140) 

3.Με αδξαλεηαθή εζηίαζε Vortex Μέγεζνο Απνκφλσζε κε βάζε ην 

κέγεζνο κε ηε ρξήζε 

δπλάκεσλ αδξάλεηαο γηα 

ηελ θαηεχζπλζε ησλ 

θπηηάξσλ κέζα ζηε ξνή 

(120) 

 ClearCell
®
FX Μέγεζνο απφδνζε 1-1,5mL/min (121,122) 

4.Με δηειεθηξνθόξεζε  ApoStream
®
  Γηαρσξηζκφο ησλ θπηηάξσλ 

βαζηζκέλνο ζηελ 

«ειεθηξηθή ππνγξαθή» 

ηνπο κε ηε ρξήζε 

ειεθηξηθνχ πεδίνπ 

(141) 

 DEPArray
TM  Απνκφλσζε κνλήξσλ (116–119) 
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θπηηάξσλ 

5.Με αθνπζηνθόξεζε    (115) 

     

ΤΣΖΜΑΣΑ ΑΠΟΜΟΝΧΖ/ΔΜΠΛΟΤΣΗΜΟΤ ΜΔ ΑΠΔΗΚΟΝΗΣΗΚΔ ΜΔΘΟΓΟΤ 

1.Μέζνδνη απεηθόληζεο κε 

εκπινπηηζκό 

MCC 

Microfluidic Cell 

Concentrator 

  (142) 

 ImageStream CK, CD45, 

DRAAQ5 

πλδπαζκφο 

θπηηαξνκεηξίαο ξνήο θαη 

κηθξνζθνπίνπ θζνξηζκνχ 

(143) 

2.Μέζνδνη απεηθόληζεο 

ρσξίο εκπινπηηζκό 

EPIC CK, CD45, DAPI  (144) 

 FASTCell CK, CD45, DAPI  (145) 

 CytoTrack CK, CD45, DAPI  (128) 

3.in-vivo PAFC 

Photoacoustic flow 

cytometry 

Φαζκα 

απνξξφθεζεο  

 (129) 

 

2.3. Σερληθέο απνκόλσζεο εμσζσκάησλ 

2.3.1. Τπεξθπγνθέληξεζε 

Ζ ππεξθπγνθέληξεζε είλαη κηα δηαδηθαζία θπγνθέληξεζεο βειηηζηνπνηεκέλε ψζηε λα 

παξάγνληαη εμαηξεηηθά πςειέο θπγφθεληξεο δπλάκεηο κέρξη 120.000g. Τπάξρνπλ δχν είδε 

ππεξθπγνθέληξεζεο, ε αλαιπηηθή θαη ε πξνπαξαζθεπαζηηθή. Ζ ππεξθπγνθέληξεζε απνηειεί ηε 

κέζνδν αλαθνξάο (gold standard) γηα ηελ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ θαη είλαη κηα απφ ηηο 

ζπρλφηεξα ρξεζηκνπνηνχκελεο κεζφδνπο (146). Ζ πξνπαξαζθεπζηηθή ππεξθπγνθέληξεζε 

ρσξίδεηαη ζε δπν θαηεγνξίεο, i) ηελ δηαθνξηθή θαη ii) ηελ δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο. Ζ 

δηαθνξηθή ππεξθπγνθέληξεζε ζπλήζσο απνηειείηαη απφ κηα ζεηξά θπγνθεληξήζεσλ κε 

δηαθνξεηηθέο θπγφθεληξεο δπλάκεηο θαη δηάξθεηαο θπγνθέληξεζεο, γηα ηελ απνκφλσζε ησλ 

εμσζσκάησλ πνπ βαζίδεηαη ζηηο δηαθνξέο ηεο ππθλφηεηαο θαη ηνπ κεγέζνπο ζε ζρέζε κε ηα 

άιια ζπζηαηηθά ηνπ δέηγκαηνο. ηελ ππεξθπγνθέληξεζε, ε θπγφθεληξνο δχλακε πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο θπκαίλεηαη κεηαμχ 100.000g έσο 120.000g. Πξηλ απφ ηελ έλαξμε ηεο 

απνκφλσζεο, πξαγκαηνπνηείηαη έλα ζηάδην θαζαξηζκνχ ζην πιάζκα ή ζηνλ νξφ γηα ηελ 

απνκάθξπλζε ησλ κεγάισλ ζσκαηηδίσλ απφ ην δείγκα θαη αθνινπζεί εκβνιηαζκφο ηνπ 

δέηγκαηνο κε αλαζηνιείο πξσηεαζψλ γηα ηελ πξφιεςε ηεο απνηθνδφκεζεο ησλ πξσηετλψλ ησλ 

εμσζσκάησλ. Μεηαμχ ησλ θπγνθεληξήζεσλ, ην ππεξθείκελν είηε αλαξξνθάηαη, εμαξηφκελν απφ 

ηε θπγφθεληξν δχλακε, είηε ην ππεξθείκελν/πειέηα επαλαησξείηαη/αλαδπαιχεηαη ζε θαηάιιειν 
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κέζν θαη ππνβάιιεηαη μαλά ζε ππεξθπγνθέληξεζε. Σα εμσζψκαηα πνπ απνκνλψλνληαη 

επαλαησξνχηαη/αλαδπαιχνληαη θαη θπιάζζνληαη ζηνπο -80
ν
C γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε (147). 

Μηα άιιε κέζνδνο ππεξθπγνθέληξεζεο είλαη απηή ηεο δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο. Τπάξρνπλ 

δπν ηχπνη δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο ππεξθπγνθέληξεζεο, i) ε ηζφππθλε θαη ii) ε θηλνχκελεο 

δψλεο. Ζ δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο ππεξθπγνθέληξεζε εθαξκφδεηαη νινέλα θαη πεξηζζφηεξν 

γηα ηελ απνκφλσζε EVs θαη θπξίσο εμσζσκάησλ. Ο δηαρσξηζκφο ησλ εμσζσκάησλ 

επηηπγράλεηαη κε βάζεη ην κέγεζνο, ηε κάδα θαη ηελ ππθλφηεηά ηνπο κε ηε ρξήζε ελφο κέζνπ 

πξνθαζνξηζκέλεο ζπγθέληξσζεο ζε έλα ζσιελάξην θπγνθέληξεζεο κε ζηαδηαθά κεηνχκελε 

ππθλφηεηα, απφ θάησ πξνο ηα πάλσ. Έλα δείγκα ζηνηβάδεηαη ζαλ κηα ζηελή ισξίδα ζηελ 

θνξπθή ηνπ κέζνπ δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαη πξαγκαηνπνηείηαη 

ππεξθπγνθέληξεζε. Σα δηάθνξα ζπζηαηηθά ηνπ δείγκαηνο ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ 

εμσζσκάησλ, θηλνχληαη σο κεκνλσκέλεο δψλεο κε δηαθνξεηηθφ ξπζκφ θαζίδεζεο 

δεκηνπξγψληαο δηαθξηηέο ζηηβάδεο. Σα εμσζψκαηα κπνξνχλ λα αλαθηεζνχλ εχθνια κε απιή 

ζπιινγή ηνπ θιάζκαηνο (148). 

ηελ ηζφππθλε δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο ππεξθπγνθέληξεζε, έλα κέζν δηαβαζκηζκέλεο 

ππθλφηεηαο πεξηιακβάλεη φιν ην εχξνο ππθλνηήησλ ησλ ζπζηαηηθψλ ελφο δείγκαηνο θαη 

ηνπνζεηείηαη ζε ζσιελάξην θπγνθέληξεζεο. Ο δηαρσξηζκφο ησλ εμσζσκάησλ απφ ηα άιια 

δηαιπκέλα ζπζηαηηθά γίλεηαη κε δηαθξηηέο ζηηβάδεο νη νπνίεο εμαξηψληαη απνθιεηζηηθά απφ ηελ 

δηαθνξά ηεο ππθλφηεηάο ηνπο απφ εθείλε ησλ άιισλ ζπζηαηηθψλ, κε δεδνκέλν φηη έρεη 

πξνεγεζεί επαξθήο ρξφλνο θπγνθέληξεζεο. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο θπενθέληξεζεο ηα 

εμσζψκαηα θαζηδάλνπλ θαηά κήθνο ηνπ κέζνπ δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο κε ην νπνίν έρνπλ 

ηελ ίδηα ππθλφηεηα (ηζφππθλε ζέζε). Μφιηο ηα εμσζψκαηα θηάζνπλ ζηελ ηζφππθλε ζέζε ηνπο, 

ε θπγφθεληξνο δχλακε ηα ζπγθξαηεί ζε κηα ζηηβάδα θαη ηα δηαηεξεί εθεί. Σα εμσζψκαηα 

παξαιακβάλνληαη απφ ηε ζηηβάδα, αθνινπζεί κηα ζχληνκε ππεξθπγνθέληξεζε γηα λα δψζεη 

θαζαξά εμσζψκαηα θαη επαλαησξνχληαη γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε. 

ηελ θηλνχκελεο δψλεο δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο ππεξθπγνθέληξεζε, ην δείγκα 

επηζηνηβάδεηαη ζηελ θνξπθή ηνπ κέζνπ δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο πνπ έρεη ρακειφηεξε 

ππθλφηεηα απφ νπνηνδήπνηε άιιν ζπζηαηηθφ ηνπ δείγκαηνο. ε αληίζεζε κε ηελ ηζφππθλε 

ππεξθπγνθέληξεζε φπνπ ν δηαρσξηζκφο ησλ εμσζσκάησλ εμαξηάηαη απνθιεηζηηθά απφ ηε 

δηαθνξά ππθλφηεηαο απφ ηα άιια ζπζηαηηθά, εδψ ηα εμσζψκαηα δηαρσξίδνληαη  βάζεη κεγέζνπο 

θαη κάδαο. Απηή ε κέζνδνο επηηξέπεη ην δηαρσξηζκφ EVs κε παξφκνηεο ππθλφηεηεο αιιά 

δηαθνξεηηθά κεγέζε. Δπεηδή νη ππθλφηεηεο ησλ δηαιπκέλσλ ζπζηαηηθψλ είλαη κεγαιχηεξεο απφ 

απηή ηνπ κέζνπ δηαβαζκηζκέλεο ππθλφηεηαο ε θηλνχκελεο δψλεο ππεξθπγνθέληξεζε είλαη 

δπλακηθή θαη φρη ζηαηηθή. πλεπψο, φια ηα δηαιπκέλα ζπζηαηηθά ζα θαζηδάλνπλ κε κνξθή 
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πειέηαο ηνλ ππζκέλα ηνπ ζσιελαξίνπ θπγνθέληξεζεο φηαλ πξαγκαηνπνηεζεί θπγνθέληξεζε γηα 

κεγάιν ρξνληθφ δηάζηεκα. Γηα ην ιφγν απηφ, είλαη πνιχ ζεκαληηθφ λα πξαγκαηνπνηνχληαη 

βειηηζηνπνηήζεηο ζην ρξφλν θπγνθέληξεζεο (148).  

 

2.3.2. Μέζνδνη απνκόλσζεο βάζεη κεγέζνπο 

Μηα απφ ηηο δεκνθηιέζηεξεο κεζφδνπο απνκφλσζεο κε βάζε ην κέγεζνο είλαη ε ππεξδηήζεζε 

(ultrafiltration). Οη βαζηθέο αξρέο ηεο ππεξδηήζεζεο δε δηαθέξνπλ απφ ηελ απιή δηήζεζε κε 

κεκβξάλε θαηά ηελ νπνία ν δηαρσξηζκφο ησλ αησξνχκελσλ ζσκαηηδίσλ γίλεηαη αλάινγα κε ην 

κέγεζνο ή ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Έηζη ηα εμσζψκαηα κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ κε βάζε ην 

κέγεζφο ηνπο ρξεζηκνπνηψληαο θαηάιιεια θίιηξα κεκβξαλψλ κε θαζνξηζκέλν κνξηαθφ βάξνο ή 

φξηα απνθιεηζκνχ κεγέζνπο (149). Δπηπιένλ, ζπκππθλσηέο λαλνκεκβξαλψλ κε κηθξέο πεξηφδνπο 

θπγνθέληξεζεο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ απνκφλσζε/εκπινπηηζκφ ησλ  εμσζσκάησλ απφ 

νχξα αζζελψλ (150). 

Σν Exomir (Bioo Scientific, USA), είλαη έλα εκπνξηθά δηαζέζηκν θηη γηα ηελ απνκφλσζε βάζεη 

κεγέζνπο ησλ εμσζσκάησλ απφ βηνινγηθά πγξά. Σν Exomir ρξεζηκνπνηεί κηα ζχξηγγα κε 

κεκβξάλεο γηα ηελ ηαρεία θιαζκαηνπνίεζε ησλ εμσζσκάησλ θαη ησλ άιισλ EVs. Γπν 

κεκβξάλεο είλαη ηνπνζεηεκέλεο δηαδνρηθά έηζη ψζηε ηα εμσζψκαηα λα δεζκεχνληαη ζηελ 

θαηψηεξε κεκβξάλε θαη ηα άιια EVs λα ζπγθξαηνχληαη ζηελ αλψηεξε κεκβξάλε. ηε ζπλέρεηα 

αθνινπζεί απνκφλσζε ηνπ RNA απφ ηα εμσζψκαηα κε ιχζε ησλ εμσζσκάησλ πάλσ ζηε 

κεκβξάλε ζηελ νπνία έρνπλ δεζκεπηεί. 

Μηα άιιε δηαδηθαζία πνπ εθαξκφδεηαη γηα ηελ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ, είλαη ε δηαδνρηθή 

δηήζεζε. πγθεθξηκέλα, ζηε κέζνδν απηή εθαξκφδνληαη ηξεηο δηαδνρηθέο δηεζήζεηο. Καηά ηελ 

πξψηε δηήζεζε ρξεζηκνπνηείηαη έλα θίιηξν κε δηάκεηξν πφξσλ 100nm γηα ηελ απνκάθξπλζε 

θπηηάξσλ θαη ησλ θπηηαξηθψλ ππνιεηκκάησλ. ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη κηα δεχηεξε 

δηήζεζε εθαπηφκελεο ξνήο, ελψ ζην ηξίην ζηάδην ην δείγκα δηεζείηαη ζε έλα θίιηξν κε πφξνπο 

100nm. ε θάζε ζηάδην πξαγκαηνπνηείηαη πξαγκαηνπνηείηαη έθπιπζε ησλ κεκβξαλψλ θαη 

παξαθνινπζείηαη ε δηακεκβξαληθή πίεζε. Ζ δηαδνρηθή δηήζεζε επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε ησλ 

εμσζσκάησλ κε πςειή θαζαξφηεηα θαη δηαηήξεζε ησλ ιεηηνπξγηθψλ ηνπο ηδηνηήησλ (151,152). 

ηε ρξσκαηνγξαθία απνθιεηζκνύ κεγέζνπο (size exclusion chromatography, SEC) ηα κφξηα 

ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ κίγκαηνο δηαρσξίδνληαη αλάινγα κε ην κέγεζφο ηνπο, θαζψο κε ηε βνήζεηα 

ηεο πγξήο θηλνχκελεο θάζεο δηέξρνληαη κέζσ ησλ πφξσλ ηεο ζηήιεο. Δκπνξηθά δηαζέζηκα θηη 

ρξεζηκνπνηνχλ ζηήιεο απνθιεηζκνχ κεγέζνπο γηα ηελ απνκφλσζε εμσζσκάησλ κεηά ηελ 

αθαίξεζε κε θπγνθέληξεζε ή δηήζεζε ησλ κεγαιχηεξσλ EVs. Μηθξά κφξηα φπσο νη πξσηεΐλεο 
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δηαηεξνχληαη ζηε ζηαηηθή θάζε ελψ ηα κεγαιχηεξα κφξηα, φπσο ηα εμσζψκαηα, εθινχνληαη 

ηαρχηεξα. Σα εμσζψκαηα κπνξνχλ επνκέλσο λα απνκνλσζνχλ κε ζπιινγή ηνπ εθινπφκελνπ 

θιάζκαηνο ζε ζπγθεθξηκέλν ρξφλν (153).  

Μηα άιιε ηερληθή γηα ηελ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ κε βάζε ην κέγεζνο είλαη ε F4 

θιαζκαηνπνίεζε ξνήο πεδίνπ. Καζψο κηα παξαβνιηθή ξνή εθηείλεηαη θαηά κήθνο ηνπ άμνλα 

ελφο νξζνγψληνπ θαλαιηνχ ην νπνίν θέξεη ην δείγκα πξνο ην ηέινο ηνπ θαλαιηνχ, κηα άιιε 

δηαζηαπξνχκελε ξνή ζην θαλάιη ειέγρεη ηε δηαηήξεζε ηνπ δείγκαηνο. Ζ δηαζηαπξνχκελε ξνή 

δηαλέκεη ηα ζσκαηίδηα έλαληη ηνπ ηνηρψκαηνο ηνπ θαλαιηνχ βαζηζκέλε ζηε δηάρπζε ησλ 

ζπζηαηηθψλ. Σα κηθξφηεξα ζσκαηίδηα δηαρένληαη πεξηζζφηεξν απφ ην ηνίρσκα κε απνηέιεζκα 

λα εθινχνληαη γξεγνξφηεξα. Με ηελ F4 έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί επηηπρείο πξνζπάζεηεο 

απνκφλσζεο ησλ εμσζσκάησλ απφ θαιιηέξγεηεο αλζξψπηλσλ βιαζηνθπηηάξσλ (154). Σέινο, 

κηα άιιε ηερληθή γηα ηελ επεμεξγαζία κεγάισλ φγθσλ δείγκαηνο, απνθεχγνληαο ηελ 

ππεξθπγνθέληξεζε, απνηειεί ε πδξνζηαηηθήο δηήζεζεο δηάιπζε (hydrostatic filtration dialysis, 

HFD) (155). 

2.3.3. Μέζνδνη απνκόλσζεο βάζεη ηεο αλνζνζπγγέλεηαο  

Ζ παξνπζία πνιιψλ πξσηετλψλ θαη ππνδνρέσλ ζηε κεκβξάλε ησλ εμσζσκάησλ πξνζθέξεη 

εμαηξεηηθέο δπλαηφηεηεο αλάπηπμεο ηερληθψλ πςειήο εηδηθφηεηαο γηα ηελ απνκφλσζε 

εμσζσκάησλ, βαζηδφκελεο ζηελ αλνζνζπγγέλεηα κεηαμχ αληηγφλσλ-αληηζσκάησλ θαη εηδηθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ππνδνρέα-πξνζδέηε. Ηδαληθά, νη βηνδείθηεο ησλ εμσζσκάησλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα απνκφλσζε είλαη ζπλδεδεκέλνη ζηε κεκβξάλε, δελ ππάξρνπλ δηαιπηά 

νκφινγά ηνπο, θαη εθθξάδνληαη κφλν ή βξίζθνληαη ζε πνιχ πςειή ζπγθέληξσζε ζηελ επηθάλεηα 

ησλ εμσζσκάησλ (156). 

Σα εηδηθά αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ απνκφλσζε ζπλδένληαη είηε ζηελ 

επηθάλεηα κηαο ζπζθεπήο είηε ζε καγλεηηθά ζθαηξίδηα, επηηξέπνληαο ηελ απνκφλσζε ησλ 

εμσζσκάησλ κέζσ καγλεηηθνχ πεδίνπ. Γηάθνξα αληηζψκαηα έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ 

αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ εμσζσκάησλ. Σν πιενλέθηεκα απηήο ηεο κεζφδνπ είλαη ε 

πςειή θαζαξφηεηα ησλ εμσζσκάησλ, επηηξέπνληαο έηζη ηελ απνκφλσζε ζπγθεθξηκέλσλ 

ππνζπλφισλ εμσζσκάησλ αλάινγα κε ην δείθηε επηθαλείαο. Χζηφζν απηφ απνηειεί ηαπηφρξνλα 

θαη κεηνλέθηεκα θαζψο κπνξεί λα κελ απνκνλσζεί κεγάινο αξηζκφο εμσζσκάησλ πνπ δελ 

εθθξάδνπλ ην ζπγθεθξηκέλν δείθηε. 

Μηα άιιε κέζνδνο πνπ βξίζθεη εθαξκνγή ζηελ απνκφλσζε εμσζσκάησλ είλαη ε δνθηκαζία 

ελδπκηθήο αλνζνπξνζξφθεζεο ζε κηθξνπιαθίδηα (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 

(156).   
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2.3.4. Μέζνδνη απνκόλσζεο κε θαηαθξήκληζε  

Μηα άιιε ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελε κέζνδνο γηα ηελ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ είλαη ε 

θαηαθξήκληζε κε ηε ρξήζε πνιπκεξψλ. Απηή ε κέζνδνο πεξηιακβάλεη ηε ρξήζε πνιπκεξψλ 

φπσο ε πνιπαηζπιελνγιπθφιε (polyethylene glycol, PEG) γηα ηε κείσζε ηεο δηαιπηφηεηαο ησλ  

εμσζσκάησλ ψζηε λα θαηαβπζηζηνχλ κε γξήγνξε, ρακειήο ηαρχηεηαο θπγνθέληξεζε. Σα 

δείγκαηα επσάδνληαη κε έλα δηάιπκα θαηαθξήκληζεο πνπ πεξηέρεη PEG. Μεηά ηελ επψαζε 

ζηνπο 4
ν
C, ην ίδεκα πνπ πεξηέρεη ηα εμσζψκαηα απνκνλψλεηαη είηε κε ρακειήο ηαρχηεηαο 

θπγνθέληξεζε είηε κε δηήζεζε (149). Μηα ζεηξά εκπνξηθά δηαζέζηκσλ θηη ρξεζηκνπνηνχλ ηελ 

αξρή απηήο ηεο κεζφδνπ γηα ηελ απνκφλσζε εμσζσκάησλ απφ βηνινγηθά πγξά αζζελψλ κε 

θαξθίλν. 

2.3.5. Μέζνδνη απνκόλσζεο κε ηε ρξήζε ζπζηεκάησλ κηθξνξνώλ 

Σα ηειεπηαία ρξφληα έρεη παξαηεξεζεί κηα αχμεζε ζηελ παξαγσγή ζπζεκάησλ κηθξνξνήο γηα 

ηελ γξήγνξε θαη απνηειεζκαηηθή απνκφλσζε ηφζν ησλ εμσζσκάησλ φζν θαη ησλ ππφινηπσλ 

EVs.  Σα ζπζηήκαηα απηά ζπλδπάδνπλ ηηο κηθξνξνέο ηφζν κε θιαζηθέο κεζφδνπο απνκφλσζεο 

βάζεη κεγέζνπο, ππθλφηεηαο θαη αλνζνζπγγέλεηαο φζν θαη κε λέεο θαηλνηφκεο κεζνδνινγίεο 

φπσο είλαη νη αθνπζηηθέο, νη ειεθηξνθνξηηηθέο θαη ειεθηξνκαγλεηηθέο κέζνδνη. Με ηε ρξήζε 

απηψλ ησλ κεζνδνινγηψλ αλακέλεηαη κείσζε ηνπ φγθνπ ηνπ δείγκαηνο γηα ηελ απνκφλσζε 

εμσζσκάησλ θαζψο επίζεο θαη ζεκαληηθέο κεηψζεηο ησλ αληηδξαζηεξίσλ θαη ηνπ ρξφλνπ 

απνκφλσζεο (157). 

Σα ζπζηήκαηα κηθξνξνψλ ζε ζπλδπαζκφ κε αλνζνδηαρσξηζκφ/αλνζνζπγγέλεηα γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ κπνξνχλ λα ρσξηζηνχλ ζε δπν βαζηθέο θαηεγνξίεο: i) ζπζηήκαηα 

κε ηξνπνπνηεκέλεο εζσηεξηθέο επηθάλεηεο θαη ii) ζπζηήκαηα κηθξνξνψλ κε αλνζνκαγλεηηθφ 

δηαρσξηζκφ (157–159).  

 

ρήκα 2.7. πζηήκαηα απνκόλσζεο εμσζσκάησλ κε αλνζνκαγλεηηθό δηαρσξηζκό (157) 
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Μηα άιιε θαηεγνξία ζπζηεκάησλ απνηεινχλ ηα ζπζηήκαηα κηθξνξνψλ κε ηε ρξήζε κεκβξαλψλ 

δηήζεζεο. Οη Davies et al. αλέπηπμαλ δπν ζπζηήκαηα δηήζεζεο κεκβξαλψλ, κέζσ πίεζεο θαη 

κέζσ ειεθηξνθφξεζεο, γηα ηελ απνκφλσζε εμσζσκάησλ. Καη ηα δπν ζπζηήκαηα 

ρξεζηκνπνηνχλ κηα in situ παξαζθεπαζκέλε θαη ξπζκηδφκελε κεκβξάλε λαλνπφξσλ ε νπνία 

επηηξέπεη ζηα εμσζψκαηα λα πεξάζνπλ κέζα απφ ηε κεκβξάλε θαζψο αθαηξεί ηα κεγαιχηεξα 

θχηηαξα (160). Οη Cho et al. επίζεο ρξεζηκνπνίεζαλ ηελ ειεθηξνθνξεηηθή κεηαλάζηεπζε ησλ 

εηδψλ αιιά ζε ζπλδπαζκφ κε κεκβξάλε δηάιπζεο (κέγεζνο πφξσλ 30nm) (161). Έλα άιιν 

ζχζηεκα, ην Exodisc, είλαη βαζηζκέλν ζηε δηήζεζε κε ηε ρξήζε δχν κεκβξαλψλ (κέγεζνο 

πφξσλ 20 θαη 600nm). Σν κεηνλέθηεκα απηήο ηεο κεζφδνπ είλαη φηη ιφγσ ηνπ κεγέζνπο ησλ 

πφξσλ ηα εμσζψκαηα ζπλαπνκνλψλνληαη κε άιια EVs (162). 

Ζ παγίδεπζε εμσζσκάησλ ζε λαλνζσιήλεο είλαη κέζνδνο γηα ηελ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ 

(163) θαη ε αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο δίλεηαη ζην ρήκα 2.8. 

 

ρήκα 2.8. ύζηεκα απνκόλσζεο εμσζσκάησλ κε ηε ρξήζε λαλνζσιήλσλ (163) 

Ζ αθνπζηηθή απνκφλσζε είλαη κηα αιιή κέζνδνο γηα απνκφλσζε εμσζσκάησλ. Έλα αθνπζηηθφ 

ζηαζεξφ πεδίν πνπ δεκηνπξγείηαη ζε έλα ξεπζηφ κέζν παξάγεη δηαθνξηθέο δπλάκεηο αθνπζηηθήο 

αθηηλνβνιίαο πνπ δξνπλ ζε ζσκαηίδηα βπζηζκέλα ζε ξεπζηφ αλάινγα κε ηηο ηδηφηεηεο ησλ 

ζσκαηηδίσλ σο πξνο ην κέγεζνο, ηελ ππθλφηεηα θαη ηελ ζπκπίεζε (164). Απηή ε αξρή έρεη 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ παγίδεπζε κηθξνζσκαηηδίσλ ζε κηθξνζθαηξίδηα θαηά ηελ θαηεχζπλζε 

ξνήο ζε ηξηρνεηδέο. Ζ κέζνδνο ηεο απνκφλσζεο κε ηε ρξήζε αθνπζηηθψλ θπκάησλ πξνζθέξεη 

πνιιά πιενλεθηήκαηα φπσο νη αλέπαθνη ρεηξηζκνί, γξήγνξε ελεξγνπνίεζε ξεπζηψλ θαη απιή 

θαηαζθεπή. Οη Lee et al. κε κεηαηξνπείο ειεθηξνδίσλ αιιειεπίδξαζεο (interdigitated transducer 

electrodes, IDT) παξήγαγαλ ζπκκεηξηθά ζηαηηθά αθνπζηηθά θχκαηα θάζεηα πξνο ηελ 



Κεθάιαην 2                                                                                                                                                           Σερληθέο απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ 
 

60 
 

θαηεχζπλζε ξνήο κεηαθηλψληαο ηα κεγαιχηεξα ζσκαηίδηα πξνο ηηο πιεπξηθέο εμφδνπο, 

δηεπθνιχλνληαο ηε ζπιινγή ησλ κηθξψλ ζσκαηηδίσλ ζηελ θεληξηθή έμνδν (165). 

 

ρήκα 2.9. ύζηεκα απνκόλσζεο εμσζσκάησλ κέζσ αθνπζηηθώλ θπκάησλ (165) 

Ζ nano-DLD είλαη κηα ηερληθή δηαινγήο ζσκαηηδίσλ ζπλερνχο ξνήο πνπ εθαξκφδεηαη ζε 

ζπζθεπέο κηθξνξνήο πνπ ελζσκαηψλνπλ δηαβαζκηζκέλεο ζπζηνηρίεο ησλ νπνίσλ ε γεσκεηξία 

θαζνξίδεη έλα cutoff δηακέηξνπ (Dc). Σα ζσκαηίδηα κε δηάκεηξν κεγαιχηεξε απφ ην Dc ζα είλαη 

κεηαηνπηζκέλα πιεπξηθά, ελψ ηα κηθξφηεξα ζσκαηίδηα ξένπλ αθνινπζψληαο ηε ξνή ηνπ πγξνχ 

θαη δελ κεηαηνπίδνληαη πιεπξηθά κε απνηέιεζκα λα επηηπγράλεηαη ε δηαινγή ηνπο (166). 

ηε κέζνδν ημσδνειαζηηθήο ξνήο, ν δηαρσξηζκφο ησλ ζσκαηηδίσλ θαζνξίδεηαη απφ ειαζηηθέο 

δπλάκεηο αλχςσζεο δξψληαο ζε ζσκαηίδηα δηαθνξεηηθψλ κεγεζψλ ζε έλα ημσδνειαζηηθφ κέζν. 

Οη Liu et al. ζρεδίαζαλ έλα ηζηπ ην νπνίν πεξηέρεη αξαησκέλν δηάιπκα poly-(oxyethylene) (PEO) 

σο ημσδνειαζηηθφ γηα ηελ επζπγξάκκηζε ησλ EVs θαηά κήθνο ησλ πιεπξηθψλ ηνηρσκάησλ ηνπ 

θαλαιηνχ. Ζ βειηηζηνπνηεκέλε γεσκεηξία ηνπ θαλαιηνχ, ε ζπγθέληξσζε ηνπ PEO θαη ε ξνή 

ξπζκίδνπλ ηηο ειαζηηθέο δπλάκεηο αλχςσζεο ηνπ ζπζηήκαηνο κε απνηέιεζκα ηε ζπλερή 

κεηαθίλεζε ησλ EVs πξνο ηελ έμνδν ζην θέληξν απφ φπνπ θαη ζπιιέγνληαη θαη ηα εμσζψκαηα 

(167).   
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 

ΝΔΧΣΔΡΟΗ ΜΟΡΗΑΚΟΗ ΒΗΟΓΔΗΚΣΔ ΣΟΝ ΚΑΡΚΗΝΟ  

 

3.1. Νεώηεξνη κνξηαθνί βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν θεθαιήο θαη ηξαρήινπ 

Σν πιαθώδεο θαξθίλσκα θεθαιήο θαη ηξαρήινπ (head and neck squamus cell carcinoma, 

HNSCC) απνηειεί κία εηεξνγελή νκάδα φγθσλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ βιάβεο ζηε ζηνκαηηθή 

θνηιφηεηα, ην ιάξπγγα, ην θάξπγγα, ηνπο ζηεινγφλνπο αδέλεο θαη ηνλ ζπξενεηδή (168). Ο 

HNSCC είλαη o έθηνο επηθξαηέζηεξνο θαξθίλνο παγθνζκίσο, κε πεξίπνπ 780.000 λέεο 

δηαγλσζκέλεο πεξηπηψζεηο θαη 350.000 ζαλάηνπο εηεζίσο (169). Παξά ηηο πξνζπάζεηεο γηα ηνλ 

εληνπηζκφ βηνδεηθηψλ γηα έγθαηξε αλίρλεπζε θαη αλάπηπμε λέσλ ζεξαπεηψλ, ην ζπλνιηθφ 

πνζνζηφ επηβίσζεο θαη ε πξφγλσζε ηεο λφζνπ παξακέλνπλ αλεπαξθείο (170).  

Παξφιν πνπ νη παξάγνληεο θηλδχλνπ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ αλάπηπμε ηνπ HNSCC έρνπλ 

πξνζδηνξηζηεί, ε ηνπηθή ππνηξνπή θαη ε κεηάζηαζε απνηεινχλ πεξηνξηζηηθνχο παξάγνληεο γηα 

ηελ επηηπρία ηεο ζεξαπείαο (171). Ζ ηθαλφηεηα ηαπηνπνίεζεο αζζελψλ πςεινχ θηλδχλνπ πξηλ 

απφ ηελ παξνπζίαζε θιηληθά αληρλεχζηκσλ κεηαζηάζεσλ, απνηειεί πξφθιεζε γηα ηελ αλάπηπμε 

εμαηνκηθεπκέλσλ ζεξαπεηψλ γηα ηε βειηίσζε ησλ πνζνζηψλ επηβίσζεο.  

Ζ αλαθάιπςε θαζνξηζηηθψλ κνξηαθψλ κνλνπαηηψλ πνπ πξνσζνχλ ηελ αλάπηπμε θαη ηελ 

δηαηήξεζε ηνπ φγθνπ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ αλάπηπμε θαξκάθσλ, πνπ πξνθαινχλ αλαζηνιή 

απηψλ, έρεη βειηηψζεη ζεκαληηθά ηνλ πεξηνξηζκέλν αξηζκφ επηινγψλ γηα ηε ζεξαπεία αζζελψλ 

κε HNSCC. Ο ηνκέαο ηεο εμαηνκηθεπκέλεο ηαηξηθήο (personalized medicine) ρξεζηκνπνηείηαη 

φιν θαη πεξηζζφηεξν, κε ζθνπφ λα πξνζαξκφζεη λέα ζεξαπεπηηθά ζρήκαηα ζε θαζνξηζκέλνπο 

ππν-πιεζπζκνχο, θαη ηειηθά λα εληζρχζεη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο ζεξαπείαο, 

ειαρηζηνπνηψληαο ηηο αλεπηζχκεηεο παξελέξγεηεο (172). Μέρξη ζεκεξα κφλν ην cetuximab πνπ 

ζηνρεχεη ην EGFR, ην pembrolizumab θαη ην nivolumab πνπ ζηνρεχνπλ ην PD-1 έρνπλ πάξεη 

έγθξηζε απφ ηνλ FDA γηα ππνηξνπηάδνληα ή κεηαζηαηηθφ HNSCC (173). 

Σα κνλνθισληθά αληηζψκαηα πνπ εκπνδίδνπλ ηνπο ππνδνρείο ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ, ζπλδένληαη 

κε ηνπο ίδηνπο ηνπο ππνδνρείο ή ηνπο πξνζδέηεο ηνπο, νη νπνίνη εθθξάδνληαη ηφζν ζηα θχηηαξα 

ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο, φζν θαη ζηα θαξθηληθά θχηηαξα. Αληηζψκαηα πνπ ζηνρεχνπλ 

ζηελ αλαραίηηζε ηεο ζχλδεζεο ηνπ PD-1 κε ην PD-L1 ή ην PD-L2, νδεγνχλ ζηελ 

επαλελεξγνπνίεζε ησλ Σ θπηηάξσλ θαη ηελ επαθφινπζε αλνζνινγηθή απάληεζε έλαληη ηνπ 

φγθνπ. Ο FDA έρεη εγθξίλεη κέρξη ζηηγκήο θάξκαθα κνλνθισληθψλ αληηζσκάησλ έλαληη ηνπ 

CTLA-4, PD-1 θαη PD-L1 (174). Μεηά ηελ επηηπρία ηεο αλαραίηηζεο ηνπ κνλνπαηηνχ PD-1/PD-

L1, έρεη θαηαζηεί πξσηαξρηθήο ζεκαζίαο ε αλαγλψξηζε θαη ν ραξαθηεξηζκφο παξαγφλησλ ζην 
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κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ φγθνπ, νη νπνίνη ζα κπνξνχλ λα πξνβιέςνπλ πνηνη αζζελείο ζα 

επσθεινχληαη απφ ηε ζπγθεθξηκέλε ζεξαπεία. Ζ έθθξαζε ησλ επηπέδσλ ησλ PD-L1 θαη PD-L2 

ζηνλ φγθν κπνξνχλ λα απνηειέζνπλ ρξήζηκνπο βηνδείθηεο, ελψ κειέηεο ππνδεηθλχνπλ φηη ηα 

επίπεδα έθθξαζεο ηνπο ζηελ αξρή ηεο anti-PD-1/PD-L1 ζεξαπείαο έρνπλ ηζρπξή ζπζρέηηζε κε 

ηελ αληαπφθξηζε ζηε ζεξαπεία. Ζ έθθξαζε ηνπ PD-L1 βαζίδεηαη ζηελ αλνζντζηνρεκεία 

(immunohistochemistry, IHC) πξηλ ηελ αλνζνζεξαπεία θαη κπνξεί λα είλαη έλαο ρξήζηκνο, 

αιιά φρη θαζνξηζηηθφο πξνβιεπηηθφο βηνδείθηεο ηεο αληαπφθξηζεο ζηνλ απνθιεηζκφ ηνπ 

κνλνπαηηνχ PD-1/ PD-L1, θαζψο ππάξρνπλ κεξηθνί ζεκαληηθνί παξάγνληεο, νη νπνίνη θαζηζηνχλ 

δχζθνιε ηελ εθαξκνγή ηνπ.  

Ζ θιηληθή αλάπηπμε ησλ κέρξη ηψξα ζηνρεπκέλσλ ζεξαπεηψλ πνπ έρνπλ πάξεη έγθξηζε γηα ηελ 

εθαξκνγή ηνπο ζε αζζελείο κε HNSCC πξαγκαηνπνηήζεθε θαηά θχξην ιφγν ζε κε-επηιεγκέλεο 

νκάδεο αζζελψλ. Απηφ είρε σο απνηέιεζκα ηα πνζνζηά ηεο αληαπφθξηζεο ζηε ζηνρεπκέλε 

ζεξαπεία λα κελ μεπεξλνχλ ην 20% (175). Ζ απνηειεζκαηηθφηεηα ησλ κνξηαθψλ ζεξαπεηψλ 

κπνξεί λα βειηησζεί κε ηελ πξνεπηινγή αζζελψλ βάζεη ελφο θαηάιιεινπ βηνδείθηε ζχκθσλα κε 

ην γνλίδην ζηφρν θαη/ή ην ζρεηηθφ κε ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη. πκπιεξσκαηηθέο 

πξνζεγγίζεηο ηεο ρξήζεο ηφζν ηεο θιαζηθήο φζν θαη ηεο πγξήο βηνςίαο σο πεγέο γηα ην κνξηαθφ 

πξνθίι, κπνξνχλ λα απμήζνπλ ηε ζεηηθή θαη αξλεηηθή πξνβιεπηηθή αμία ησλ βηνδεηθηψλ ζηελ 

εμαηνκηθεπκέλε ζεξαπεία (176). Έηζη ινηπφλ βηνδείθηεο βαζηζκέλνη ζηα CTCs, ζα κπνξνχζαλ 

λα αμηνινγεζνχλ γηα ηελ βειηηζηνπνίεζε ησλ ζεξαπεπηηθψλ ζηξαηεγηθψλ ζηνλ HNSCC (176). 

Σα CTCs έρεη δηαπηζησζεί φηη έρνπλ πξνγλσζηηθφ ξφιν ζηνλ ΖΝSCC (176,177).  ε κηα κειέηε, 

νη Hristozova et al. έδεημαλ ζεκαληηθή ζπζρέηηζε ηεο αλίρλεπζεο ησλ CTCs θαη ηεο παξνπζίαο 

ιεκθαδεληθψλ κεηαζηάζεσλ, πνπ αληηθαηνπηξίδεη ηελ κεηαλαζηεπηηθή ηθαλφηεηα ησλ θπηηάξσλ 

απηψλ απφ ηνλ πξσηνπαζή φγθν ζε πεξηθεξηθνχο ιεκθαδέλεο ή απνκαθξπζκέλα φξγαλα (178). 

Μηα κεηα-αλάιπζε νθηψ κειεηψλ κε ζπλνιηθά 433 αζζελείο, έδεημε ζεκαληηθά  πςειφηεξε 

πξόνδν λόζνπ (progression disease, PD) ζηελ νκάδα CTC ζεηηθψλ αζζελψλ ζπκπεξαίλνληαο 

φηη ε παξνπζία ησλ CTCs νδεγεί ζε ρεηξφηεξε πξφγλσζε ζπγθξηλφκελε κε ηνπο αζζελείο πνπ 

δελ αληρλεχνληαη CTCs (179). ε αζζελείο κε ρεηξνπξγήζηκν ΖΝSCC φπνπ δελ αληρλεχηεθαλ 

CTCs παξαηεξήζεθε κεγαιχηεξν ειεύζεξν λόζνπ δηάζηεκα (disease-free survival, DFS) 

(180).  

Σα CTCs κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ησλ 

αλαζηνιέσλ έλαληη ησλ ζεκείσλ ειέγρνπ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ (immune checkpoints) κέζσ 

πγξήο βηνςίαο, πξνζθέξνληαο ζεκαληηθή πξφνδν ζηελ θιηληθή πξάμε. ε κηα πνιπθεληξηθή 

κειέηε φπνπ αμηνινγήζεθε ν ξφινο ησλ CTCs, παξνπζηάζηεθε κηα ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κεηαμχ 

ηεο πιήξνπο ή κεξηθήο αληαπφθξηζεο θαη ηεο κείσζεο ηνπ αξηζκνχ ησλ CTCs θαηά ηε δηάξθεηα 
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ηεο ζεξαπείαο ή ηεο απνπζίαο ηνπο θαηά ηε δηάγλσζε (181). Οη Tinhofen et al. ζπκπεξηέιαβαλ 

ζηε κειέηε ηνπο αζζελείο πνπ ειάκβαλαλ είηε επηθνπξηθή ρεκεηνζεξαπεία ζε ζπλδπαζκφ κε 

αθηηλνζεξαπεία ή επαγψκελε ρεκεηνζεξαπεία αθνινπζνχκελε απφ αθηηλνζεξαπεία κε 

cetuximab, ηα CTCs αληρλεχηεθαλ ζην 29% ησλ αζζελψλ (182). Ο αξηζκφο ησλ CTCs απμήζεθε 

ζεκαληηθά κεηά ηελ αθηηλνζεξαπεία ελψ δελ επεξεάζηεθε θαζφινπ απφ ηελ επαγψκελε 

ρεκεηνζεξαπεία. Σν EGFR αληρλεχηεθε ζην 100% θαη ε θσζθνξπιησκέλε ηνπ κνξθή (pEGFR) 

ζην 55% ησλ CTC ζεηηθψλ αζζελψλ. Ζ ζεξαπεία κε cetuximab ήηαλ πην απνηειεζκαηηθή ζηε 

κείσζε ησλ EGFR ζεηηθψλ CTCs ζε ζρέζε κε ηε ρεκεηνζεξαπεία, σζηφζν ρξεηάδεηαη λα 

πξαγκαηνπνηεζνχλ πην εθηεηακέλεο κειέηεο (182). Οη Grobe et al. αμηνιφγεζαλ ηελ 

πξνγλσζηηθή ζεκαζία ησλ CTCs θαη ησλ DTCs (κπειφο ησλ νζηψλ) ζε αζζελείο κε θπηηαξηθφ 

θαξθίλσκα ηνπ ζηφκαηνο. Σφζν ηα CTCs φζν θαη ηα DTCs θάλεθε λα απνηεινχλ αλεμάξηεηνπο 

πξνβιεπηηθνχο παξάγνληεο ηνπ δηαζηήκαηνο επηβίσζεο ρσξίο ηελ επαλεκθάληζε ηεο λόζνπ 

(recurrence free survival, RFS) (183). 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ PD-L1 ζηα CTCs κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ησλ αλαζηνιέσλ έλαληη ησλ 

ζεκείσλ ειέγρνπ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ κέζσ πγξήο βηνςίαο, πξνζθέξνληαο ζεκαληηθή πξφνδν 

ζηελ θιηληθή πξάμε . Ζ εξεπλεηηθή καο νκάδα αλέπηπμε κηα εμαηξεηηθά επαίζζεηε θαη εηδηθή 

κέζνδν RT-qPCR γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ PD-L1 ζηα CTCs 

αζζελψλ κε HNSCC (184). H κέζνδνο είλαη θαηάιιειε γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο 

απνηειεζκαηηθφηεηαο ησλ αλαζηνιέσλ έλαληη ησλ ζεκείσλ ειέγρνπ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ κέζσ 

ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο αζζελψλ κε HNSCC θαη έρεη πςειφηεξε επαηζζεζία ζπγθξηηηθά κε 

άιιεο κεζφδνπο φπσο ε αλνζντζηνρεκεία, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε ηζηνχο πξσηνπαζνχο φγθνπ. 

Ζ ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηα CTCs ζην ηέινο ηεο ζεξαπείαο, ζπζρεηίδεηαη κε κηθξφηεξν PFS 

θαη OS ζε ηνπηθά πξνρσξεκέλν HNSCC. Οη Kulasinghe et al. έδεημαλ επίζεο φηη ε έθθξαζε ηνπ 

PD-L1 ζηα CTCs κπνξεί λα απνηειέζεη έλα πξνβιεπηηθφ βηνδείθηε (185,186). ηελ θιηληθή 

κειέηε θάζεο Ηb KEYNOTE-012 γηα ην pembrolizumab ζηνλ HNSCC, ε κέζε νιηθή επηβίσζε 

ήηαλ κεγαιχηεξε γηα ηνπο PD-L1 ζεηηθνχο αζζελείο ζε ζρέζε κε ηνπο PD-L1 αξλεηηθνχο (187).  

Ζ αλάιπζε ηνπ ctDNA ζην πιάζκα αζζελψλ κε θαξθίλν, επηηξέπεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

γελσκηθψλ αιιαγψλ, ηελ παξαθνινχζεζε ηεο αληαπφθξηζεο ή αληίζηαζεο ζηε ζεξαπεία θαη ηελ 

αλίρλεπζε ηεο πξνφδνπ ηεο λφζνπ πξηλ ηελ θιηληθή επηβεβαίσζή ηεο (188,189). Μειέηεο έρνπλ 

δείμεη φηη ην ctDNA, πνπ έρεη απνκνλσζεί ηφζν απφ ην πεξηθεξηθφ αίκα φζν θαη απφ ηε ζίειν, 

κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο βηνδείθηεο ζηνλ HNSCC (190,191). ε κηα κειέηε 93 αζζελψλ κε 

HNSCC, πξνζδηνξίζηεθαλ ζσκαηηθέο κεηαιιάμεηο ζην ctDNA (TP53, PIK3CA, NOTCH1, 

CDKN2A, HRAS, NRAS), ελψ αληρλεχηεθαλ επίζεο ζηειέρε ηνπ ηνχ αλζξψπηλσλ ζεισκάησλ 
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(Human Papilloma Virus, HPV) (HPV-16,-18) (192). Μεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ TP53 

αληρλεχηεθαλ θαη κε droplet digital PCR (ddPCR) ζην ctDNA απφ ην πιάζκα αζζελψλ κε 

HNSCC (193). ε HPV ζεηηθνχο HNSCC, ε ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ p16INK4a πνπ νδεγεί 

ζε απμεκέλν αξηζκφ κεηαιιάμεσλ ηνπ PIK3CA θαη απνξξχζκηζε ηνπ FGFR3, κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί σο βηνδείθηεο, θαζψο ζρεηίδεηαη κε ηελ κεηάζηαζε θαη ηελ θαθή πξφγλσζε 

ζηνλ HNSCC (194–196). Γηα ηνπο HPV αξλεηηθνχο HNSCC δελ έρεη βξεζεί θάπνηα 

ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε ή βηνδείθηεο (197).  

Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ επηγελεηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ ζε αζζελείο κε θαξθίλν απνηειεί πξφθιεζε 

γηα ηελ αλαθάιπςε θαη ηνλ ραξαθηεξηζκφ λέσλ βηνδεηθηψλ. Ζ κεζπιίσζε ηνπ DNA, σο ε 

θαιχηεξα κειεηεκέλε επηγελεηηθή ηξνπνπνίεζε, κπνξεί λα ηαπηνπνηήζεη δείθηεο απφ ηα πξψηκα 

ζηάδηα ηεο λφζνπ θαη θαηά ηελ εμέιημή ηεο, ψζηε λα θαηεγνξηνπνηήζεη ηνπο αζζελείο κε 

πςειφηεξεο πηζαλφηεηεο λα αλαπηχμνπλ αληίζηαζε ζηε ζεξαπεία ή λα εκθαλίζνπλ ηνπηθή θαη 

απνκαθξπζκέλε κεηάζηαζε. Δηδηθφηεξα ε αλαθάιπςε δεηθηψλ κεζπιίσζεο κε ηε πξνζέγγηζε 

ηεο πγξήο βηνςίαο, παξέρεη ηε δπλαηφηεηα λα βειηησζεί κε-επεκβαηηθά θαη κε κεησκέλν θφζηνο 

ε αθξίβεηα ηεο δηάγλσζεο (198). ηνλ HNSCC, ην πξνθίι κεζπιίσζεο ηνπ DNA έρεη 

πξνζδηνξηζηεί ζε ηζηφ, ζάιην θαη πιάζκα. Αξθεηέο κειέηεο έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί γηα ηε 

δηεξεχλεζε ηεο ζπζρέηηζεο κεηαμχ ησλ αιιαγψλ ζην πξνθίι κεζπιίσζεο ηνπ DNA θαη ηεο 

εμέιημεο ηνπ HNSCC (199). 

 

3.2. Νεώηεξνη κνξηαθνί βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε 

Ο θαξθίλνο ηνπ πξνζηάηε είλαη ν πην θνηλφο ηχπνο θαξθίλνπ θαη ε δεχηεξε πην ζπρλή αηηία 

ζαλάηνπ πνπ ζρεηίδεηαη κε ηνλ θαξθίλν ζηνπο άλδξεο (169). Παξά ηελ πξφνδν ζην screening, ηε 

ρεηξνπξγηθή επέκβαζε, ηηο νξκνλνζεξαπείεο θαη ηε ρεκεηνζεξαπεία, θάζε ρξφλν ~27.000 άλδξεο 

εμαθνινπζνχλ λα πεζαίλνπλ απφ κεηαζηαηηθφ θαξθίλν πξνζηάηε ζηηο ΖΠΑ (169,200).  

Ζ ζχγρξνλε έξεπλα ζην πεδίν δηάγλσζεο θαη ζεξαπεπηηθήο αληηκεηψπηζεο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πξνζηάηε  ζηξέθεηαη πιένλ ζηελ αλεχξεζε βηνδεηθηψλ ζην αίκα θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα CTCs, 

ζην ctDNA θαη ζηα θπθινθνξνχληα miRNAs θαη ζηα EVs (8,201). Σν εηδηθό πξνζηαηηθό 

αληηγόλν (prostate-specific antigen, PSA) θαη άιινη θαζηεξσκέλνη δείθηεο δελ είλαη απφ κφλνη 

ηνπο ηδαληθνί (202), εθφζνλ δελ έρνπλ ηελ απαηηνχκελε δηαγλσζηηθή εηδηθφηεηα θαη 

πξνγλσζηηθή αμία, θαζψο θέξνπλ έλα πςειφ πνζνζηφ ςεπδψλ ζεηηθψλ απνηειεζκάησλ. Καηά 

ζπλέπεηα, ε έιιεηςε εηδηθψλ θαη επαίζζεησλ βηνινγηθψλ δεηθηψλ γηα αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ 

ηνπ πξνζηάηε ζε αξρηθά ζηάδηα, απνηειεί κία πξφθιεζε γηα ηε δηεξεχλεζε λέσλ δεηθηψλ, θαζψο 
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θαη γηα ηελ αλάπηπμε λέσλ πξνζεγγίζεσλ, γηα ηελ αλαγλψξηζε θαη ηελ επηθχξσζε δηαγλσζηηθψλ 

θαη πξνγλσζηηθψλ δεηθηψλ γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε (201). 

Ζ πξνγλσζηηθή ζεκαζία ησλ CTCs, αμηνινγνχκελε κε ην ζχζηεκα CellSearch
®
, έδεημε φηη 

κεηαζηαηηθνί αζζελείο κε ≥ 5 CTC/7,5mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο έρνπλ ρεηξφηεξε πξφγλσζε ζε 

ζρέζε κε απηνχο πνπ έρνπλ ˂ 5 CTC/7,5mL. Ο αξηζκφο ησλ αληρλεχζηκσλ CTCs πνηθίιεη ζε 

αζζελείο κε πξψηεο γξακκήο ζεξαπεία, κε δεχηεξεο γξακκήο ή θαη κε ηξίηεο γξακκήο ζεξαπεία. 

Ζ δηαθνξνπνίεζε απηή δείρλεη ην κνλαδηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ βηνδείθηε πνπ απνηειεί κέηξν 

ηνπ κεηαζηαηηθνχ δπλακηθνχ (203,204). Καηά θχξην ιφγν, ηα πνζνζηά αλίρλεπζεο 1 

CTC/7,5mL θαη 5 CTC /7,5mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ήηαλ 75% θαη 25% αληίζηνηρα. Κακπχιεο 

επηβίσζεο έρνπλ δείμεη φηη ε επηβίσζε κεηψλεηαη φζν απμάλεηαη ν αξηζκφο ησλ CTCs. Ζ 

επηβίσζε ησλ αζζελψλ ζηνπο νπνίνπο δελ αληρλεχνληαη CTCs πνηθίιιεη, κηα έλδεημε φηη ε 

απνπζία ησλ CTCs δελ εμαζθαιίδεη επλντθφ απνηέιεζκα (205).   

 

3.2.1. Αλδξνγνληθόο ππνδνρέαο θαη ηα ελαιιαθηηθά κεηάγξαθά ηνπ σο βηνδείθηεο ζηνλ 

θαξθίλν πξνζηάηε 

Δίλαη πιένλ γλσζηφ φηη ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηνπ αλδξνγνληθνύ ππνδνρέα (androgen 

receptor, AR) παξακέλεη θπξίαξρν ζηελ αλάπηπμε θαη πξφνδν ηεο λφζνπ ζηελ κεγαιχηεξε 

πιεηνςεθία ηνπ κεηαζηαηηθνύ επλνπρνάληνρνπ θαξθίλνπ ηνπ πξνζηάηε (castration resistant 

prostate cancer, mCRPC) αζζελψλ. ε αζζελείο κε mCRPC παξαηεξείηαη αλεμαξηεζία απφ ηα 

αλδξνγφλα θαη επηθξαηεί ε ππφζεζε φηη απηή ε αλεμαξηεζία κπνξεί λα επεξεάδεηαη ελ κέξεη απφ 

ηελ απμεκέλε έθθξαζε ηνπ ελαιιαθηηθνχ κεηαγξάθνπ AR-V7. Σν AR-V7 ραξαθηεξίδεηαη απφ 

απαινηθή ηνπ  θαξβνμπηειηθνύ άθξνπ ηνπ αλδξνγνληθνύ ππνδνρέα (ligand-binding domain, 

LBD) πνπ απνηειεί ην ηκήκα ζχλδεζεο κε ην ζηεξνεηδέο θαη θσδηθνπνηείηαη απφ ην 3’-άθξν ηνπ 

εμνλίνπ 4 θαη ηα εμφληα 5-8. Ζ απμεκέλε έθθξαζε ηνπ AR-V7 νδεγεί πηζαλά ζηελ πιήξε 

έθθξαζε ηνπ AR. Δπίζεο θαζψο ην LBD απνηειεί ηε ζέζε δέζκεπζεο γηα ηα αληηαλδξνγφλα 

φπσο ε ελδαινπηακίδε, ην AR-V7 ζρεηίδεηαη κε κε αληαπφθξηζε ζε απηέο ηηο ζεξαπείεο θαη 

νδεγεί ζε αληνρή ζηνπο mCRPC αζζελείο. Σα CTCs, ην ctDNA θαη ηα εμσζψκαηα απνηεινχλ 

πεγέο ηνπ AR-V7 γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ σο βηνδείθηε ζηελ πγξή βηνςία (206). 

Οη κεραληζκνί αλάπηπμεο ηνπ mCRPC δελ έρνπλ δηεπθξηληζηεί πιήξσο θαη είλαη πηζαλφ λα είλαη 

πνιππαξαγνληηθνί. Ζ παξαηήξεζε απηή απνδεηθλχεη φηη παξά ηνλ επλνπρηζκφ, θάπνηα 

θαξθηληθά θχηηαξα πνπ παξακέλνπλ, ζπλερίδνπλ λα αλαπηχζζνληαη παξφιν πνπ ε ηεζηνζηεξφλε 

είλαη ζε ρακειά ή ζε κεδεληθά επίπεδα. Μεηαμχ ησλ κεραληζκψλ πνπ κπνξεί λα νδεγήζνπλ ζε 

νξκνληθή αληίζηαζε έρνπλ ελνρνπνηεζεί αιιαγέο ζηε δνκή ηνπ ππνδνρέα θαη ζηε ιεηηνπξγία 
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ηνπ. Γνκηθέο αιιαγέο ζρεηίδνληαη κε ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ AR απνπζία ηεζηνζηεξφλεο θαη ηελ 

απψιεηα ηνπ ειέγρνπ ζηελ αλάπηπμε. Οη κεηαιιάμεηο ζηνλ AR ιακβάλνπλ ρψξα αξγά ζην 

θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε θαη ν πην πηζαλφο κεραληζκφο γηα ηελ αλεμάξηεηε ησλ αλδξνγφλσλ 

αλάπηπμε είλαη ε ελεξγνπνίεζε ηνπ ππνδνρέα απφ έλα ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ην νπνίν δελ 

πεξηιακβάλεη ηελ ηεζηνζηεξφλε (207). Γηάθνξνη κεραληζκνί έρνπλ πξνηαζεί γηα ηελ 

ζεκαηνδφηεζε ηνπ AR ζε έλα πεξηβάιινλ κε κεησκέλα επίπεδα αλδξνγφλσλ, φπσο: i) 

κεηαιιάμεηο ηνπ AR πνπ επηηξέπνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε κε ρακειά επίπεδα αλδξνγφλσλ, ii) 

ελίζρπζε θαη ππεξέθθξαζε ηνπ AR ή ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ, iii) απμεκέλε ηνπηθή 

ελδνθξηληθή ζχλζεζε αλδξνγφλσλ, iv) αιιαγέο ζηνπο ζπκπαξάγνληεο ηνπ AR νη νπνίνη 

εκπιέθνληαη ζηελ αλεμάξηεηε ελεξγνπνίεζή ηνπ θαη v) παξεκβνιή απφ θπηηαξνθίλεο θαη 

απμεηηθνχο παξάγνληεο. Σα CTCs αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ θαηάζηαζε ηεο ελίζρπζεο ηνπ AR ζηε 

βηνςία ηνπ ηζηνχ. Όπσο είλαη αλακελφκελν γηα έλαλ κεηαγξαθηθφ παξάγνληα, ν εληνπηζκφο ηεο 

πξσηεΐλεο ηνπ AR κέζα ζηα θαξθηληθά θχηηαξα είλαη επίζεο ζεκαληηθφο. Γηα παξάδεηγκα έρεη 

δηαπηζησζεί ζεκαληηθή ζπζρέηηζε αλάκεζα ζηνλ εληνπηζκφ ηνπ AR ζηνλ ππξήλα κε ηελ 

αληίζηαζε ζηηο ηαμάλεο (208) θαη ζε κηα δεχηεξε κειέηε κε 48 αζζελείο, ε έθθξαζε 

δηαθνξεηηθψλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ ΑR ζηα CTCs επέηξεςε ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs  

πνπ ήηαλ αξλεηηθά ζηηο θπηηαξνθεξαηίλεο θαη ζπλεπψο δελ είραλ αληρλεπηεί κε ην CellSearch 

Epithelial Cell Test (209). Γηα λα εμεηαζηεί αλ ε ζεζε ηνπ AR είλαη πξνβιεπηηθφο παξάγνληαο 

ηεο αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία ζε εηδηθέο θαηεγνξίεο θαξκάθνπ, απαηηνχληαη πξννπηηθέο 

θιηληθέο κειέηεο πνπ ζρεδηάζηεθαλ γηα ην ζπγθεθξηκέλν βηνδείθηε (201). 

Σα ελαιιαθηηθά κεηάγξαθα ηνπ AR θαη πην ζπγθεθξηκέλα ην AR-V7, έρεη ζρεηηζηεί κε 

αληίζηαζε ζηελ ελδαινπηακίδε θαη ζηελ ακπηξαηεξφλε (210). ε κηα πξφζθαηε κειέηε, ε 

έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ηνπ AR-V7 εθθξάδεηαη ζπάληα (~1%) ζε πξσηνπαζή θαξθίλν ηνπ 

πξνζηάηε, αιιά εθθξάδεηαη (~75%) ζε mCRPC κε κηα πεξαηηέξσ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή αχμεζε 

(p=0.020) κεηά ηε ζεξαπεία κε νμηθή ακπηξαηεξφλε ή ελδαινπηακίδε (211). Ζ ζεκαζία ηεο 

αλίρλεπζεο ηνπ ελαιιαθηηθνχ κεηαγξάθνπ AR-V7 ζηα CTCs  ζε ζρέζε κε ηελ αληαπφθξηζε ζηε 

ζεξαπεία αλαθέξζεθε γηα πξψηε θνξά απφ ηνπο Antonarakis et al. πνπ έδεημαλ φηη νη mCRPC 

αζζελείο πνπ ιάκβαλαλ ελδαινπηακίδε ή ακπηξαηεξφλε κε AR-V7 ζεηηθά CTCs, εκθάληδαλ 

κηθξφηεξε νιηθή επηβίσζε κε βάζε ηα επίπεδα ηνπ PSA ζε ζρέζε κε ηνπο αζζελείο κε AR-V7 

αξλεηηθά CTCs (212). Οη Antonarakis et al. επηβεβαίσζαλ ηα απνηειέζκαηά ηνπο ζε κηα 

κεγαιχηεξε νκάδα 202 αζζελψλ κε mCRPC πνπ έιαβαλ δεπηεξνγελή/δεχηεξεο γξακκήο  

νξκνλνζεξαπεία (ελδαινπηακίδε ή ακπηξαηεξφλε) (213). πλνιηθά αιιά θαη ρσξηζηά ζηελ 

νξκνλνζεξαπεία πξψηεο θαη δεχηεξεο γξακκήο, νη αζζελείο πνπ δελ είραλ CTCs είραλ 

επλντθφηεξα απνηειέζκαηα, αθνινπζνχκελνη απφ απηνχο πνπ ήηαλ CTCs ζεηηθνί θαη AR-V7 



Κεθάιαην 3                                                                                                                                                     χγρξνλνη βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν 
 

67 
 

αξλεηηθνί θαη ηε ρεηξφηεξε είραλ νη CTCs ζεηηθνί θαη AR-V7 αξλεηηθνί. Πνιιέο κειέηεο κέρξη 

ζήκεξα έρνπλ απνδείμεη ηελ ηθαλφηεηα λα αληρλεχνπλ ην AR-V7 ζηα CTCs ρξεζηκνπνηψληαο κηα 

ζεηξά απφ δνθηκαζίεο (213–216). Σν AR-V7 απνηέιεζε ην επίθεληξν ησλ κειεηψλ πνπ νδήγεζαλ 

ζηελ πξψηε έγθξηζε ηνπ κνξηαθνχ ραξαθηεξηζκνχ ησλ CTCs σο πξνβιεπηηθνχ βηνδείθηε γηα 

ηελ θαζνδήγεζε ηεο επηινγήο ησλ ηαμαλψλ έλαληη ησλ αλαζηνιέσλ ζεκαηνδφηεζεο ηνπ AR ζε 

θαξθίλν πξνζηάηε (212,217,218).  

Οη δπν πην απνδεθηέο δνθηκαζίεο είλαη i) απηή πνπ βαζίδεηαη ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ mRNA 

ρξεζηκνπνηψληαο ην AdnaTest Prostate Cancer Select and Detect kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany) κε επηπιένλ εθθηλεηέο γηα ην AR-V7 θαη AR-FL (212,213) θαη ii) ε Epic Sciences πνπ 

βαζίδεηαη ζηνλ πξνζδηνξηζκφ πξσηετλψλ AR-V7 (219). Σν AdnaTest Prostate Cancer Select and 

Detect kit ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο κειέηεο ησλ Antonarakis et al (212). 

Ζ πιαηθφξκα Epic Sciences κε ηελ νπνία γίλεηαη ρξψζε ησλ θπηηάξσλ θαη ζηε ζπλέρεηα 

απηφκαηε ζάξσζε κε ηε ρξήζε θαηάιιεινπ ινγηζκηθνχ, αλαγλσξίδεη ηα CTCs θαη δηαρσξίδεη ηα 

CTCs σο επηζειηαθά (CK
+
/CD45

-
) θαη ζε κε επηζειηαθά (CK

-
/CD45

-
). Ζ πξψηε κειέηε 

πεξηιάκβαλε 161 αζζελείο κε mCRPC, κε PD, πνπ έπξεπε λα αιιάμνπλ ζεξαπεία θαη λα ιάβνπλ 

είηε νξκνλνζεξαπεία λέαο γεληάο (ελδαινπηακίδε ή νμηθή ακπηξαηεξφλε) είηε ηαμάλεο (218). ε 

κία άιιε κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε θιηληθή επηθχξσζε ηνπ AR-V7 σο βηνδείθηε (219). Σα 

απνηειέζκαηα έδεημαλ ρεηξφηεξε έθβαζε γηα ηνπο αζζελείο κε AR-V7 ζεηηθά CTC ζε ζρέζε κε 

ηα AR-V7 αξλεηηθά CTC πνπ έιαβαλ νξκνλνζεξαπεία λέαο γεληάο θαζψο θαη θαιχηεξε επηβίσζε 

γηα εθείλνπο πνπ έιαβαλ ζεξαπεία κε ηαμάλεο (219). Μηα κεηαγελέζηεξε αλάιπζε έδεημε φηη ε 

πξνβιεπηηθή ζεκαζία εμαξηάηαη απφ ηνλ εληνπηζκφ ηεο πξσηεΐλεο, θαζψο ε ζρεηηδφκελε κε ηε 

ζεξαπεία αιιειεπίδξαζε έδεημε έλα φθεινο επηβίσζεο γηα ηνπο AR-V7 ζεηηθνχο αζζελείο πνπ 

ηνπο ρνξεγήζεθε ηαμάλε, πνπ φκσο δελ ήηαλ πιένλ εκθαλέο φηαλ ε ζεηηθφηεηα άιιαμε απφ ηα 

ππξεληθά εληνπηζκέλα AR-V7, ζε κφλν ππξεληθά ή θπηηξνπιαζκαηηθά εληνπηζκέλα AR-V7. Σα 

απνηειέζκαηα απηά επηβεβαηψζεθαλ θαη απφ κηα αλεμάξηεηε νκάδα αζζελψλ (219). 

Ζ αλίρλεπζε ηνπ AR-V7 mRNA θαη ε πξσηεΐλε AR-V7 ζηα CTCs έρεη ζπζρεηηζηεί κε 

αληίζηαζε ζηε ζεξαπεία κε ελδαινπηακίδε θαη ακπηξαηεξφλε, έηζη ηα AR-V7 ζεηηθά CTCs 

κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζαλ βηνδείθηεο ζην αίκα γηα ηελ πξφβιεςε ή ηελ αλάπηπμε 

αληνρήο ζε ζεξαπείεο πνπ ζηνρεχνπλ ην αλδξνγνληθφ κνλνπάηη. Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλφο 

φηη ε θαηάζηαζε ηνπ AR-V7 κπνξεί λα αιιάμεη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ρνξήγεζεο αληηαλδξνγφλνπ 

(220–222) θαη επίζεο φηη ε θαηάζηαζε ηνπ AR-V7 ζηα CTCs ηνπ ίδηνπ αζζελνχο κπνξεί λα 

δηαθέξεη ιφγσ εηεξνγέλεηαο πνπ κπνξεί λα ζπκβάιιεη ζηελ αληνρή ζηελ ζεξαπεία (105). 
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Ζ πξψηε πξννπηηθή κειέηε γηα ηελ επηθχξσζε ηνπ AR-V7 σο πξνβιεπηηθφ βηνδείθηε νλνκάδεηαη 

PROPHECY. Ζ πνιπθεληξηθή απηή κειέηε γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ AR-V7 ζηα CTCs αζζελψλ 

κε mCRPC πεξηιακβάλεη αζζελείο πςεινχ θηλδχλνπ πνπ δελ είραλ ιάβεη ρεκεηνζεξαπεία (223) 

Παξφιν πνπ ην AR-V7 παξακέλεη ην πιένλ κειεηεκέλν ελαιιαθηηθφ κεηάγξαθν ηνπ AR ζε 

ζρέζε κε ηελ αληίζηαζε ζηελ ακπηξαηεξφλε θαη ηελ ελδαινπηακίδε, άιια ελαιιαθηηθά 

κεηάγξαθα (ρήκα 3.1) έρνπλ αληρλεπηεί ζηα CTCs αζζελψλ κε mCRPC θαη κπνξνχλ λα 

ζπκβάιινπλ ζηα απνηειέζκαηα ηεο ελδνθξηληθήο ζεξαπείαο. Δπηπιένλ θαη άιια κνλνπάηηα 

αληηαλδξνγνληθήο ζεξαπείαο πνπ δείρλνπλ φηη ε θαηάζηαζε ηνπ AR-V7 κφλε ηεο δελ κπνξεί λα 

εμεγήζεη ηελ αληίζηαζε πνπ παξαηεξείηαη θιηληθά (201). 

 

ρήκα 3.1. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ γνληδίνπ ηνπ αλδξνγνληθνύ ππνδνρέα AR full length ( AR-FL) θαη ησλ 

πιένλ γλσζηώλ ελαιιαθηηθώλ ηνπ κεηαγξάθσλ (224) 

 

3.2.2. Άιινη κνξηαθνί βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε 

Σν ρηκαηξηθφ γνλίδην (gene fusion) TMPRSS2-ERG θαζηζηά δπλαηή ηελ απφ ην AR νδεγνχκελε 

έθθξαζε ηνπ νγθνγνληδίνπ ERG, ην νπνίν είλαη κηα εηδηθή γελεηηθή κεηαβνιή γηα ηνλ θαξθίλν  

πξνζηάηε. Ζ πξνγλσζηηθή αμία ηνπ TMPRSS2-ERG ζηα CTCs  έρεη δηεξεπλεζεί ζε αξθεηέο 

κειέηεο αζζελψλ κε mCRPC. ε κηα κειέηε κε 41 αζζελείο πνπ έιαβαλ ακπηξαηεξφλε κεηά απφ 

ρεκεηνζεξαπεία, ην TMPRSS2-ERG αληρλεχηεθε ζε 15/41 αζζελείο (225). ε αληίζεζε κε ηελ 

θαηακέηξεζε ησλ CTCs, ην TMPRSS2-ERG δελ πξνέβιεςε θιηληθή έθβαζε ή απφθξηζε ζην 

PSA ζηνπο αζζελείο πνπ ιάκβαλαλ ακπηξαηεξφλε (225). ε κηα άιιε κειέηε νη Attard et al. 

αλαθέξνπλ κηα ζπζρέηηζε κεηαμχ ησλ αλαδηαηάμεσλ ηνπ ERG θαη ηεο απφθξηζεο ζηo PSA ζε 
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αζζελείο πνπ είραλ ιάβεη ακπηξαηεξφλε ρσξίο λα έρνπλ ιάβεη άιιε ζεξαπεία, ζε ηζηνχο θαη ζε 

CTCs (226). Δπηπιένλ, ε κειέηε COU-AA-302 γηα ηελ ακπηξαηεξφλε πξηλ απφ ρεκεηνζεξαπεία 

έδεημε φηη αζζελείο κε TMPRSS2-ERG κε απμεκέλν αξηζκφ αληηγξάθσλ ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ είραλ κεγαιχηεξν θιηληθφ φθεινο απφ ηελ ζεξαπεία κε ακπηξαηεξφλε (227). ε 

αζζελείο πνπ έιαβαλ δνζηηαμέιε, ε παξνπζία TMPRSS2-ERG ζε πεξηθεξηθφ αίκα ζπζρεηίζηεθε 

κε ρεηξφηεξε έθβαζε ζε ζρέζε κε ην PSA θαη PSA-PFS (228). Δπφκελεο κειέηεο κέλεη λα 

απνδείμνπλ πνηα είλαη ε θαηαιιειφηεξε κεζνδνινγία γηα ηε κειέηε ρηκαηξηθψλ γνληδίσλ θαη αλ 

είλαη δπλαηφλ απηά λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηελ πξφβιεςε ηεο αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία 

αζζελψλ κε mCRPC.  

Μηα άιιε κειέηε κε 62 αζζελείο κε mCRPC πνπ ηνπο ρνξεγήζεθε ελδαινπηακίδε ή 

ακπηξαηεξφλε έδεημε φηη ε πνιιαπιή ελίζρπζε ηνπ AR ζην ctDNA ζπρεηίδεηαη κε ρακειφηεξεο 

ηηκέο PSA θαηά ηε ζεξαπεία κε ελδαινπηακίδε ή ακπηξαηεξφλε (229). ε κηα άιιε κειέηε 

πξαγκαηνπνηήζεθε αιιεινχρηζε 217 δεηγκάησλ απφ 80 αζζελείο κε mCRPC πνπ ιάκβαλαλ 

ακπηξαηεξφλε, φπνπ δε βξέζεθε δηαθνξά ζηνλ αξηζκφ ησλ αληηγξάθσλ ηνπ AR θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο ζεξαπείαο κέρξη ηελ εμέιημε/πξφνδν ηεο λφζνπ. Πξνζδηνξίζηεθαλ φκσο ζπγθεθξηκέλεο 

κεηαιιάμεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε κεησκέλε απφθξηζε ζην PSA θαη κηθξφηεξν PFS θαη OS (230). 

Μειέηε ηνπ γελσκηθνχ πξνθίι πξαγκαηνπνηήζεθε ζην ctDNA αζζελψλ κε mCRPC πνπ 

έπαηξλαλ ελδαινπηακίδε (231). Σαπηνπνηήζεθαλ γελεηηθέο αλσκαιίεο πνπ ζρεηίδνληαη ηφζν κε 

πξσηνγελή αληίζηαζε φζν θαη κε επίθηεηε αληίζηαζε (231).  

Οη αλσκαιίεο ζηελ επηδηφξζσζε ηνπ DNA είλαη αξθεηά ζπρλέο θαη ζπκβαίλνπλ ζην 20% ησλ 

mCRPC αζζελψλ. Οη ηξέρνπζεο κειέηεο επηιέγνπλ αζζελείο κε γελεηηθέο ή ζσκαηηθέο 

κεηαιιάμεηο γηα ζεξαπεία κε παξάγνληεο πνπ ζηνρεχνπλ ζε κεραληζκνχο επηδηφξζσζεο ηνπ 

DNA θαη εηδηθφηεξα ζε PARP αλαζηνιείο. (232). 

Ζ θιηληθή ζεκαζία ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ PD-L1 θαη ε επίδξαζή ηεο ζηελ πξφγλσζε ηνπ 

θαξθίλνπ ηνπ πξνζηάηε έρεη αμηνινγεζεί (233–235).  ε κηα κειέηε, 209 αζζελείο απφ δπν 

αλεμάξηεηεο νκάδεο κε πξσηνπαζή θαξθίλν πξνζηάηε κεηά απφ νιηθή πξνζηαηεθηνκή, έδεημε 

κηα ζπζρέηηζε κεηαμχ πςειήο έθθξαζεο ηνπ PD-L1 θαη ζεκαληηθά κηθξφηεξε βηνρεκηθήο 

επαλεκθάληζεο ειεχζεξε επηβίσζε θαη ζηηο δπν νκάδεο. Ζ πςειή έθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηνλ ηζηφ 

ζπζρεηίζηεθε επίζεο κε κεγαιχηεξν Gleason score θαη πςειφηεξε έθθξαζε ηνπ AR (236). Απηά 

ηα απνηειέζκαηα πξνηείλνπλ έλα κεραληζκφ δηαθπγήο απφ ηελ αλνζνεπηηήξεζε πνπ  επζχλεηαη 

γηα ηελ κεγαιχηεξε πηζαλφηεηα ππνηξνπήο ζε αζζελείο κε πςειή έθθξαζε PD-L1 (237). 

Οη PD1/PD-L1 αλαζηνιείο κπνξνχλ λα εγθξηζνχλ γηα ηε ζεξαπεία αζζελψλ κε πξνρσξεκέλν 

θαξθίλν πξνζηάηε θαη θπξίσο εθείλσλ πνπ έρνπλ germline θαη/ή ζσκαηηθέο κεηαιιάμεηο 

νκφινγνπ αλαζπλδπαζκνχ (π.ρ. BRCA2, ATM, CDK12). Αλακέλεηαη λα ππάξμνπλ ηζρπξφηεξα 
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δεδνκέλα θαη γηα ηε ρξήζε PD1/PD-L1 αλαζηνιέσλ ζε αζζελείο κε θαξθίλν πξνζηάηε πνπ 

εκθαλίδνπλ αλεπάξθεηα επηδηφξζσζεο mismatch (men with mismatch repair deficient) (237).  

Απηέο νη κνξηαθέο ππνθαηεγνξίεο αλακέλεηαη λα εκθαλίδνπλ πςειή έθθξαζε ηνπ PD-L1 θαη 

πςειφ mutational burden, παξάγνληεο πνπ έρεη απνδεηρηεί φηη απμάλνπλ ηελ 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αλνζνζεξαπείαο ζε άιινπο ηχπνπο θαξθίλνπ.
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ΚΟΠΟ ΔΡΓΑΗΑ 

O ζθνπφο ηεο παξνχζαο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο ήηαλ ε αλάπηπμε θαη ε θιηληθή αμηνιφγεζε 

λέσλ κε-επεκβαηηθψλ κεζφδσλ κνξηαθήο δηαγλσζηηθήο γηα ηελ παξαθνινχζεζε αζζελψλ κε 

θαξθίλν θεθαιήο θαη ηξαρήινπ θαη θαξθίλν πξνζηάηε. 

ην πξψην κέξνο ηεο δηαηξηβήο αμηνινγήζακε ηελ επίδξαζε ησλ πξναλαιπηηθψλ ζπλζεθψλ γηα 

ηελ αλάιπζε γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs θαη ζηα miRNAs. Γηα ην ζθνπφ απηφ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα εκβνιηαζκνχ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, κε δηαθνξεηηθή ζχζηαζε αληηπεθηηθνχ θαη ζπληεξεηηθψλ ησλ θπηηάξσλ. 

ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ησλ CTCs κε EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ 

εκπινπηηζκφ ζε δηαζηήκαηα 0h, 24h θαη 48h, απνκφλσζε νιηθνχ RNA, ζχλζεζε cDNA θαη 

πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ B2M θαη CK-19 ζηα CTCs κε RT-qPCR. 

Παξάιιεια, πξνηείλνπκε κηα νινθιεξσκέλε δηαδηθαζία ειέγρνπ πνηφηεηαο φισλ ησλ βεκάησλ 

πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ πεηξακαηηθή πνξεία γηα αλαιχζεηο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζε 

δείγκαηα πγξήο βηνςίαο 

Σν δεχηεξν κέξνο ηεο δηαηξηβήο απνηέιεζε ε επηινγή ηνπ βέιηηζηνπ ζπζηήκαηνο 

απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ γηα ην κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs ζηνλ HNSCC. Γηα απηφ ην 

ιφγν, πξαγκαηνπνηήζεθε γηα πξψηε θνξά άκεζε ζχγθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο Parsortix, πνπ 

βαζίδεηαη ζε ζχζηεκα κηθξνξνψλ γηα ηελ απνκφλσζε/εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην 

κέγεζφο ηνπο, κε ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην EpCAM, κε 

πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε HNSCC πνπ απνκνλψζεθε παξάιιεια θαη πξνρσξήζακε ζηε 

ζπλέρεηα ζε κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs ζε επίπεδν γνληδηαθήο έθθξαζεο. 

ην ηξίην κέξνο ηεο δηαηξηβήο αλαπηχμακε κεζνδνινγία πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ 

ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ AR-full length (AR-FL), ησλ 

ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηνπ AR-total κε αληρλεπηέο πδξφιπζεο 

ζην φξγαλν Cobas z480 (Roche Diagnostics). Ζ αλαπηπρζείζα κεζνδνινγία εθαξκφζηεθε θαη 

αμηνινγήζεθε θιηληθά ζηα CTCs θαη ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε κεηαζηαηθφ επλνπρνάληνρν 

θαξθίλν πξνζηάηε. 

ην ηειεπηαίν κέξνο ηεο δηαηξηβήο, δηεξεπλήζεθε ην κνξηαθφ πξνθίι ησλ CTCs θαη ησλ 

εμσζσκάησλ αζζελψλ κε επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Πην ζπγθεθξηκέλα,  κειεηήζεθε ην 

πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-

V7, AR-567 θαη AR-total, θαζψο θαη ην πξνθίι κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4 

ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

4.1. Απνκόλσζε κνλνπύξελσλ θπηηάξσλ από πεξηθεξηθό αίκα κε δηάιπκα ιύζεο εξπζξώλ 

αηκνζθαηξίσλ (red cell lysis buffer, RCL)  

4.1.1. Αξρή κεζόδνπ 

Γηα ηελ απνθπγή επηκφιπλζεο ησλ δεηγκάησλ απφ επηδεξκηθά επηζειηαθά θχηηαξα θαηά ηε 

δηαδηθαζία ηεο αηκνιεςίαο, απνξξίπηνληαη ηα πξψηα 5mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. ηε ζπλέρεηα ην 

αίκα κεηαθέξεηαη ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο αίκαηνο, ηα νπνία πεξηέρνπλ αληηπεθηηθφ ΔDTA. ην 

πεξηθεξηθφ αίκα πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα ιχζεο ησλ εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ θαη αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε κε απνηέιεζκα ηελ απνκφλσζε ησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ απφ ην πεξηθεξηθφ 

αίκα (peripheral blood mononuclear cells, PBMC). ηνλ Πίλαθα 4.1 παξνπζηάδνληαη νη 

θπξηφηεξνη ππνπιεζπζκνί ησλ θπηηάξσλ ηνπ αίκαηνο θαη ν ηππηθφο αξηζκφο ηνπο αλά mL 

αίκαηνο. Όπσο θαίλεηαη θαη ζηνλ πίλαθα, ν αξηζκφο ησλ CTCs είλαη εμαηξεηηθά κηθξφο (κφιηο 1-

100 θχηηαξα/mL), γεγνλφο πνπ θαζηζηά δχζθνιε ηελ αλίρλεπζή ηνπο. 

Πίλαθαο 4.1. Οη θπξηόηεξνη ππνπιεζπζκνί ησλ θπηηάξσλ ηνπ αίκαηνο θαη ν ηππηθόο αξηζκόο ηνπο/mL 

αίκαηνο 

Σύπνο θπηηάξνπ Κπηηαξηθνί ππόηππνη 
Αξηζκόο θύηηαξσλ 

/mL αίκαηνο 

Επςθπά αιμοζθαίπια  5 x 10
9
 

Αιμοπεηάλια  3 x 10
8
 

Λεςκά αιμοζθαίπια Λεμφοκύτταρα:  

 Β θχηηαξα 2 x 10
5
 

 Σ θχηηαξα 1 x 10
6
 

 Κοκκιοκύτταρα:  

 Οπδεηεξφθηια 5 x 10
6
 

 Ζσζηλφθηια 2 x 10
5
 

 Βαζεφθηια 4 x 10
4
 

 Μονοκύτταρα: 4 x 10
5
 

 ΝΚ κύτταρα: 1 x 10
5
 

Κςκλοθοπούνηα 

καπκινικά κύηηαπα, CTCs 
 1-100 
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4.1.2 Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

  Κ2EDTA ζσιελάξηα ζπιινγήο αίκαηνο (BD Vacutainer, UK) 

  RCL (NH4Cl 155mM, KHCO3 10mM, EDTA 0,1mM , pH=7,4) 

 

4.1.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Αξρηθά ζπιιέγνληαη 20mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζε Κ2EDTA ζσιελάξηα ζπιινγήο αίκαηνο , 

κεηαθέξνληαη ζε πιαζηηθφ ζσιελάξην θπγνθέληξνπ (Falcon) ησλ 50mL θαη θπγνθεληξνχληαη 

ζηα 530g γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Μεηά ην δηαθξηηφ δηαρσξηζκφ πιάζκαηνο-

εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ, ην πιάζκα κεηαθέξεηαη ζε απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf 

ησλ 2mL θη επαλαθπγνθεληξείηαη ζηα 2000g γηα 10min θαη απνζεθεχεηαη ζηνπο -80
ν
C γηα 

πεξαηηέξσ αλάιπζε. 

Μεηά ηε κεηαθνξά ηνπ πιάζκαηνο, πξνζηίζεηαη δηάιπκα RCL(1X) κέρξη ηα 45mL, επψαζε γηα 

20min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο θαη θπγνθέληξεζε ζηα 530g γηα 20min. Αθνινπζεί 

απφρπζε ηνπ ππεξθείκελνπ, πξνζζήθε 30mL RCL(1X), επψαζε γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία 

πεξηβάιινληνο θαη θπγνθέληξεζε ζηα 530g γηα 10min. Αθνινπζεί απφρπζε ηνπ ππεξθείκελνπ. 

Πξνζηίζεληαη 10mL RCL(1X) θαη αθνινπζεί κέηξεζε ησλ θπηηάξσλ. Πξνο ηνχην, ιακβάλνληαη 

10κL απφ ην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα θαη ηνπνζεηνχληαη ζε έλα απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην ηχπνπ 

Eppendorf ησλ 2mL φπνπ πξνζηίζεληαη θαη 90κL απφ ηε ρξσζηηθή trypan blue. Αθνινπζεί ε 

κέηξεζε ησλ θπηηάξσλ ζην κηθξνζθφπην, θπγνθέληξεζε ζηα 530g γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία 

πεξηβάιινληνο, απφ φπνπ ην ππεξθείκελν απνρχλεηαη θαη ηα θχηηαξα ρξεζηκνπνηνχληαη ακέζσο 

γηα αλνζνκαγλεηηθφ πξνζδηνξηζκφ. 

 

4.2. Δκπινπηηζκόο επηζειηαθώλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ από πεξηθεξηθό αίκα κε ρξήζε 

αλνζνκαγλεηηθώλ ζθαηξηδίσλ 

4.2.1. Αξρή κεζόδνπ 

Γηα ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ θπθινθνξνχλησλ θαξθηληθψλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ 

απφ ην πεξηθεξηθφ αίκα ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα παξακαγλεηηθά ζθαηξίδηα Dynabeads Epithelial 

Enrich (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) (ρήκα 4.1). Σα CTCs κπνξνχλ λα απνκνλσζνχλ 

απεπζείαο απφ νιηθφ αίκα ή απφ ην θιάζκα ησλ PBMC, ηα νπνία έρνπλ απνκνλσζεί κεηά ηε 

ιχζε ησλ εξπζξψλ θπηηάξσλ. Καηά ηε δηάξθεηα κηαο κηθξήο πεξηφδνπ επψαζεο, ηα επηζειηαθά 

θχηηαξα πξνζδέλνληαη ζηα παξακαγλεηηθά ζθαηξίδηα Dynabeads θαη αθνινχζσο ηα 

πξνζδεδεκέλα θχηηαξα κπνξνχλ λα απνκνλσζνχλ θαη λα εθπιπζνχλ ρξεζηκνπνηψληαο έλαλ 
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καγλήηε, ελψ ηα κε πξνζδεδεκέλα ζηα ζθαηξίδηα θχηηαξα απνκαθξχλνληαη κε εθπιχζεηο. Σα 

εκπινπηηζκέλα θχηηαξα κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ απεπζείαο γηα απνκφλσζε γελσκηθνχ 

DNA, νιηθνχ RNA θαη αθνινχζσο ελίζρπζε κε PCR.  

Σα ζθαηξίδηα Dynabeads Epithelial Enrich είλαη νκνηφκνξθα, παξακαγλεηηθά ζθαηξίδηα απφ 

πνιπζηπξέλην (4.5κm ζε δηάκεηξν) θαιπκκέλα κε έλα IgG1 κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 

(mAb Ber-EP4) εηδηθφ γηα δχν γιπθνπνιππεπηηδηθά κεκβξαληθά αληηγφλα (34 θαη 39 kDa) ηνπ 

επηζειηαθνχ δείθηε EpCAM, ηα νπνία εθθξάδνληαη ζηνπο πεξηζζφηεξνπο θπζηνινγηθνχο θαη 

λενπιαζκαηηθνχο αλζξψπηλνπο επηζειηαθνχο ηζηνχο. Σν mAb Ber-EP4 είλαη ηνπνζεηεκέλν 

πάλσ ζε έλα δεπηεξνγελέο αληίζσκα γηα βέιηηζην πξνζαλαηνιηζκφ ηνπ Ber-EP4 πάλσ ζηα 

ζθαηξίδηα. Απηφ ην πξντφλ είλαη εηδηθά ζρεδηαζκέλν γηα ηνλ εκπινπηηζκφ θπθινθνξνχλησλ 

θαξθηληθψλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ απφ αλζξψπηλν πεξηθεξηθφ αίκα. 

 

ρήκα 4.1. Απνκόλσζε θπθινθνξνύλησλ επηζειηαθώλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ κε αλνζνκαγλεηηθά ζθαηξίδηα 

 

4.2.2 Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 θαηξίδηα Dynabeads Epithelial Enrich (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) ζε κνξθή 

ελαησξήκαηνο κε ζπγθέληξσζε 4x10
8
 ζθαηξίδηα/mL PBS (pH 7,4) ην νπνίν πεξηέρεη επίζεο 

0,1% BSA, θαη 0,02% λαηξαδίδην (NaN3) σο ζπληεξεηηθφ 

 Γηάιπκα έθπιπζεο (PBS , ην νπνίν πεξηέρεη επίζεο 0,1% w/v BSA, θαη 2mM EDTA) 

 Μαγλεηηθή ζπζθεπή δηαρσξηζκνχ Dynal (Magnetic Particle Concentrator, MPC) 

 

4.2.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Πξνεηνηκαζία ηνπ ελαησξήκαηνο ησλ PBMC: Σα PBMC απνκνλψλνληαη απφ 20mL 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κε ηε ρξήζε δηαιχκαηνο ιχζεο ησλ εξπζξψλ θπηηάξσλ, φπσο πεξηγξάθεθε 

αλαιπηηθά ζην ππνθεθάιαην 4.1. Μεηά ην ηέινο ησλ εθπιχζεσλ ησλ κνλνπχξελσλ θπηηάξσλ κε 

PBS, θαζνξίδεηαη ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ κε κέηξεζή ηνπο ζε αηκαηνθπηφκεηξν ηχπνπ 



Κεθάιαην 4                                                                                                                                                                       Τιηθά θαη κέζνδνη                

76 
 

Malasseze. Αθνινχζσο πξνζαξκφδεηαη ε ζπγθέληξσζε ησλ PBMC ζηα 1-2x10
7
 θχηηαξα/mL  

δηαιχκαηνο έθπιπζεο PBS ζε ζσιελάξηα κηθξνθπγνθέληξεζεο. Σα θχηηαξα δηαηεξνχληαη ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

Πξνεηνηκαζία ησλ ζθαηξηδίσλ Dynabeads Epithelial Enrich: Γηα θάζε 1,00mL θπηηαξηθνχ 

ελαησξήκαηνο ρξεζηκνπνηνχληαη 25,0κL (1x10
7 

ζθαηξίδηα) απφ ην ελαηψξεκα ησλ ζθαηξηδίσλ. 

Μεηαθέξνληαη ηα ζθαηξίδηα πνπ απαηηνχληαη γηα φια ηα δείγκαηα ζε έλα θαζαξφ ζσιελάξην 

κηθξνθπγνθέληξεζεο 1,5mL θαη εθπιέλνληαη δχν θνξέο κε 1mL δηαιχκαηνο έθπιπζεο θάζε 

θνξά ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ καγλήηε Dynal MPC. Σέινο ηα ζθαηξίδηα αλαδηαιχνληαη ζε δηάιπκα 

έθπιπζεο ίζνπ φγθνπ κε απηφλ πνπ αθαηξέζεθε αξρηθά απφ ην ελαηψξεκα ησλ ζθαηξηδίσλ.  

Γηαδηθαζία 

 Πξνζηίζεληαη 25,0κL απφ ηα ζθαηξίδηα Dynabeads Epithelial Enrich, πνπ είλαη 

αλαδηαιπκέλα ζε δηάιπκα έθπιπζεο, γηα θάζε 1,00mL ελαησξήκαηνο PBMC θαη ηα 

δείγκαηα ηνπνζεηνχληαη ζε πεξηζηξνθηθφ αλαδεπηήξα (Dynal) γηα 30min ζηνπο 2-8°C, 

ψζηε λα ιάβεη ρψξα ε πξφζδεζε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζηα ζθαηξίδηα. 

 Σα ζσιελάξηα ηνπνζεηνχληαη ζην καγλήηε γηα 2-3min ζηνπο 2-8°C, ψζηε ηα καγλεηηθά 

ζθαηξίδηα, φπνπ έρνπλ πξνζδεζεί ηα θχηηαξα, λα κεηαθηλεζνχλ ζην ηνίρσκα ηνπ θάζε 

ζσιελαξίνπ. Μεηά ην πξψην ιεπηφ αλαπνδνγπξίδεηαη ν καγλήηεο κε ην tube θαη 

ιακβάλνληαη πηζαλέο ζηαγφλεο απφ ην θαπάθη. 

 Αθαηξείηαη ην ππεξθείκελν δηάιπκα πξνζεθηηθά κε ηελ πηπέηα ρσξίο λα δηαηαξαρζεί ην 

αδηάιπην ησλ καγλεηηθψλ ζθαηξηδίσλ. Σν ππεξθείκελν απηφ δηάιπκα πεξηέρεη φια ηα 

θπζηνινγηθά θχηηαξα θαη απνηειεί ην PBMC θιάζκα ηνπ θάζε δείγκαηνο. Πξνζηίζεληαη 

1mL δηαιχκαηνο έθπιπζεο (4°C), αθαηξνχληαη ηα ζσιελάξηα απφ ην καγλήηε θαη 

αλαδηαιχνληαη ηα καγλεηηθά ζθαηξίδηα, πνπ θέξνπλ ηα πξνζδεδεκέλα θχηηαξα, κε πνιιή 

πξνζνρή. 

 Σα ππφινηπα ζσιελάξηα επαλαηνπνζεηνχληαη ζην καγλήηε γηα 3min, αθαηξείηαη ην 

ππεξθείκελν κε πξνζνρή θαη πξνζηίζεληαη εθ λένπ 1mL δηαιχκαηνο έθπιπζεο (4°C). Σα 

ζσιελάξηα αθαηξνχληαη θαη πάιη απφ ην καγλήηε θαη  ηα ζχκπινθα θπηηάξσλ – 

ζθαηξηδίσλ αλαδηαιχνληαη κε πξνζνρή κε πηπέηα, ζε 1mL δηαιχκαηνο έθπιπζεο (4°C). 

Σν αλσηέξσ βήκα επαλαιακβάλεηαη γηα άιιεο 3 θνξέο, ψζηε ζπλνιηθά νη εθπιχζεηο λα 

είλαη πέληε. 

 Σν ελαηψξεκα ησλ θπηηάξσλ κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιελάξην κεηά ηελ πξνζζήθε ηνπ 

ηειεπηαίνπ δηαιχκαηνο έθπιπζεο θαη απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν. 
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 ην ζσιελάξην κε ηα ζχκπινθα θπηηάξσλ-ζθαηξηδίσλ πξνζηίζεηαη 1mL αληηδξαζηεξίνπ 

TRIzol-LS (Invitrogen, USA) θαη αθνινπζεί αλαδηάιπζε κε ηελ πηπέηα ψζηε λα 

επηηεπρζεί πιήξεο ιχζε ησλ θπηηάξσλ. 

 Σν ζσιελάξην επαλαηνπνζεηείηαη ζηνλ καγλήηε γηα 3min θαη αθαηξείηαη ην ππεξθείκελν, 

ην νπνίν απνρχλεηαη ζε λέν ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf. 

  Απνζήθεπζε ηνπ δείγκαηνο ζηνπο -70°C πξνο κειινληηθή απνκφλσζε ηνπ RNA θαη 

DNA (ππνθεθάιαην 4.4 θαη 4.5). 

Γηα ην PBMC θιάζκα: Πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε ζηα 500g, απφρπζε ηνπ ελαηξήκαηνο 

θαη αλαδηάιπζε ηεο θπηηαξηθήο πειέηαο ζε 1mL δηαιχκαηνο TRIzol-LS. 

Ηδηαίηεξε πξνζνρή πξέπεη λα δίλεηαη ζηα αθφινπζα: 

 Καηά ηε δηάξθεηα ησλ δηαδηθαζηψλ επψαζεο θαη έθπιπζεο, είλαη πνιχ ζεκαληηθφ λα 

δηαηεξείηαη θξχν ην ελαηψξεκα ησλ θπηηάξσλ ζε ρακειή ζεξκνθξαζία (2-8°C) αιιά θαη 

ην δηάιπκα έθιπζεο, ψζηε λα απνθεπρζεί ε αλεπηζχκεηε κε εηδηθή ζχλδεζε 

θαγνθπηηάξσλ ζηα κνλνθισληθά αληηζψκαηα πνπ θέξνπλ ηα καγλεηηθά ζθαηξίδηα. 

 Ο ρεηξηζκφο ησλ πξνζδεδεκέλσλ θπηηάξσλ ζηα ζθαηξίδηα πξέπεη λα γίλεηαη κε πάξα 

πνιιή πξνζνρή θαη έηζη ην πεξηηηφ πηπεηάξηζκα πξέπεη λα απνθεχγεηαη. 

 

4.3. Απνκόλσζε CTCs κε ην ζύζηεκα Parsortix (ANGLE plc, UK) 

4.3.1. Αξρή κεζόδνπ 

Ζ πιαηθφξκα απνκφλσζεο Parsortix βαζίδεηαη ζε ζχζηεκα κηθξνξνήο (microfluidics) γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ CTCs κε βάζε ην κέγεζφο ηνπο. Σν ζχζηεκα επηηξέπεη ηνλ κνξηαθφ 

ραξαθηεξηζκφ ησλ θπηηάξσλ κε αλνζνθζνξηζκφ αιιά θαη ηελ πεξαηηέξσ κειέηε ηνπο κε 

κνξηαθέο ηερληθέο (106,107,238). Ζ πιαηθφξκα απηή θέξεη ηελ CE-IVD ζήκαλζε θαη 

παξνπζηάδεη πνιιά πιενλεθηήκαηα, αθελφο γηαηί κπνξεί λα εθαξκνζηεί ζε φινπο ηνπο ηχπνπο 

θαξθίλνπ αλεμάξηεηα απφ ηελ έθθξαζε ησλ επηζειηαθψλ αληηζσκάησλ, αθεηέξνπ δηφηη ε 

απηνκαηνπνηεκέλε ηνπ κνξθή κεηψλεη ζεκαληηθά ηα πξναλαιπηηθά ζθάικαηα. Σν βαζηθφ 

πιενλέθηεκα ηνπ ζπζηήκαηνο Parsortix είλαη ην φηη δηαρσξίδεη ηα CTCs απφ ηα ππφινηπα 

θχηηαξα ηνπ αίκαηνο, αλεμάξηεηα απφ ηελ έθθξαζε ή κε, ηεο πξσηεΐλεο EpCAM ζηελ 

θπηηαξηθή κεκβξάλε ησλ θπηηάξσλ.  

Ζ EMT θαηέρεη ηδηαίηεξα ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ εμέιημε ηεο κεηαζηαηηθήο δηαδηθαζίαο. Καηά ηελ 

ΔΜΣ, ηα θαξθηληθά θχηηαξα πνπ έρνπλ δηαθχγεη απφ ηνλ πξσηνπαζή φγθν έρνπλ ράζεη κέξνο 

ηνπ επηζειηαθνχ ηνπο ραξαθηήξα θαη έρνπλ κεηαηξαπεί κεξηθψο ζε κεζεγρπκαηηθά θχηηαξα. Ζ 

ΔΜΣ δηαδηθαζία νδεγεί ζηε κείσζε ηεο έθθξαζεο ησλ επηζειηαθψλ δεηθηψλ, φπσο ηεο EpCAM, 
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θαη ζηελ αχμεζε ηεο έθθξαζεο ησλ κεζεγρπκαηηθψλ δεηθηψλ. Όκσο, απηφο ν πεξηνξηζκφο 

κπνξεί λα εμαιεηθζεί κε ηελ απνκφλσζε ησλ CTCs κε κεζνδνινγίεο πνπ βαζίδνληαη ζηηο 

θπζηθέο ηδηφηεηεο ησλ θπηηάξσλ, φπσο είλαη ε ππθλφηεηα θαη ην κέγεζφο ηνπο (239). 

Σν ζχζηεκα Parsortix βαζίδεηαη ζηελ απνκφλσζε ησλ CTCs βάζεη ηνπ κεγέζνπο ηνπο. Ζ θαζέηα 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ απνκφλσζε έρεη κία δνκή δηαρσξηζκνχ πνπ πεξηιακβάλεη 

πνιιαπιά θαλάιηα κέζσ ησλ νπνίσλ ηα θχηηαξα σζνχληαη λα δηέιζνπλ θαη λα νδεγεζνχλ ζε κία 

ηεξκαηηθή δηράια δηακέηξνπ 6,5κm. Σα πεξηζζφηεξα θχηηαξα ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, ιφγσ 

κηθξνχ κεγέζνπο, δηέξρνληαη απφ απηή ηελ ηεξκαηηθή δηράια, φκσο ηα θχηηαξα ησλ νπνίσλ ην 

κέγεζνο θαη ε αθακςία είλαη απαγνξεπηηθή γηα ηε δηάκεηξν ησλ 6,5κm, ζπγθξαηνχληαη ζηελ 

θαζέηα. Ζ βαζηθή αξρή απνκφλσζεο ησλ CTCs κε ην ζχζηεκα Parsortix δίλεηαη ζην ρήκα 4.2.  

 

ρήκα 4.2. Βαζηθή αξρή εκπινπηηζκνύ ησλ CTCs κε ην ζύζηεκα Parsortix (http://www.angleplc.com) 

 

4.3.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 Γηάιπκα έθπιπζεο (PBS) 

 Γηάιπκα NaClO (10%) 

 Γηάιπκα έθπιπζεο Decon Decomatic (10%) 

 Απφιπηε αηζαλφιε (100% v/v) 

 Καζέηα δηαρσξηζκνχ 

http://www.angleplc.com/
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4.3.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Ο εκπινπηηζκφο ησλ δεηγκάησλ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζε CTCs πξαγκαηνπνηήζεθε κέζα ζην 

ζχζηεκα Parsortix, κε ρξήζε ινγηζκηθνχ πνπ παξέρεηαη απφ ηνλ θαηαζθεπαζηή. 

Πξαγκαηνπνηείηαη ε δηέιεπζε 10mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κέζα απφ ηελ θαζέηα δηαρσξηζκνχ κε 

κία επαθφινπζε έθπιπζε. Αθνχ ην δείγκα εκπινπηηζηεί, πξαγκαηνπνηείηαη εθαξκνγή 

αλάζηξνθεο ξνήο (harvest) θαη ηα θχηηαξα, αξαησκέλα κε 200κL δηαιχκαηνο PBS, ζπιιέγνληαη 

ζε ζσιελάξην ζπιινγήο ηχπνπ Eppendorf. Σν πξφγξακκα ζπιινγήο πεξηιακβάλεη ηελ 

εθαξκνγή 20 ζχληνκσλ παικψλ, ψζηε λα απεγθισβίζεη ηα δεζκεπκέλα ζηελ θαζέηα θχηηαξα. 

Σέινο, ηα απνκνλσκέλα CTCs αλαδηαιχνληαη ζε 1mL δηαιχκαηνο TRIzol-LS (Invitrogen, USA) 

θαη απνζεθεχνληαη ζηνπο -70°C πξνο κειινληηθή απνκφλσζε RNA θαη DNA. Ζ ζρεκαηηθή 

πεηξακαηηθή πνξεία πνπ πεξηιακβάλεη ηα ινγηζκηθά ηεο πιαηθφξκαο Parsortix, παξνπζηάδεηαη 

ζην ρήκα 4.3. 

 

ρήκα 4.3. Πνξεία εθαξκνγήο ινγηζκηθώλ θαηά ηε ρξήζε ηνπ ζπζηήκαηνο απνκόλσζεο Parsortix 

 

4.4.  Απνκόλσζε νιηθνύ RΝΑ κε ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS  

4.4.1. Αξρή κεζόδνπ 

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS (Invitrogen, USA). Ζ ιχζε ησλ θπηηάξσλ βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία 

ηζνζεηνθπαληθήο γνπαληδίλεο, ελφο απνδηαηαθηηθνχ παξάγνληα, ν νπνίνο βνεζάεη ζηελ 

απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλψλ απφ ηα ζχκπινθά ηνπο κε ην RNA. Δπηπιένλ, ε ηζνζεηνθπαληθή 

γνπαληδίλε είλαη ηζρπξφο αλαζηνιέαο ησλ ξηβνλνπθιεαζψλ (RNases) πνπ ειεπζεξψλνληαη απφ 

νξγαλίδηα, φπσο ν ππξήλαο θαη ηα ιπζνζψκαηα, θαηά ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ. Ζ αλαζηνιή απηή 

επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε κε απνηθνδνκεκέλνπ RNA. Ζ πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ 

αθνινπζνχκελε απφ θπγνθέληξεζε δηαρσξίδεη ην δηάιπκα ζε κία πδαηηθή θάζε θαη ζε κία 
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νξγαληθή θάζε. Σν RNA έρεη ηελ ηδηφηεηα λα παξακέλεη απνθιεηζηηθά ζηελ πδαηηθή θάζε πνπ 

πεξηέρεη ηζνζεηνθπαληθή γνπαληδίλε παξνπζία κίαο νξγαληθήο θάζεο απφ θαηλφιε / 

ρισξνθφξκην. Κάησ απφ απηέο ηηο ζπλζήθεο, νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο θαζψο θαη κηθξά 

ηκήκαηα DNA (50b – 10Kb) βξίζθνληαη ζηελ νξγαληθή θάζε, ελψ κεγαιχηεξα ηκήκαηα DNA 

θαη θάπνηεο πξσηεΐλεο παξακέλνπλ ζηελ ελδηάκεζε θάζε.  

 

4.4.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 Αληηδξαζηήξην TRIzol-LS (ThermoFisher Scientific, USA) 

 Υισξνθφξκην (Sigma, Germany) 

 Ηζνπξνππιηθή αιθνφιε (Sigma, Germany) 

 75% v/v αηζαλφιε, Cat.No.16368 (Merk,Germany) 

 RNA Storage solution (θηηξηθφ λάηξην, pH 6,4) (ThermoFisher Scientific, USA) 

 

4.4.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Μεηά ηνλ δηαρσξηζκφ ησλ CTCs απφ ην θιάζκα PBMC, ζε θάζε έλα θιάζκα πξαγκηνπνηείηαη ε 

απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA.  

1) πγθεθξηκέλα, πξνζηίζεηαη απφ 1mL TRIzol-LS ζηα θιάζκαηα ησλ CTCs θαη PBMCs, 

αληίζηνηρα. Έπεηηα ην νκνγελνπνηεκέλν δείγκα επσάδεηαη γηα 5min ζηνπο 15-30°C, ψζηε λα 

επηηξαπεί ε πιήξεο απνδέζκεπζε ησλ λνπθιενπξσηετληθψλ ζπκπιφθσλ. 

2) ηε ζπλέρεηα, πξνζηίζεηαη 1/5 (v/v) ρισξνθφξκην (200κL αλά 1mL TRIzol-LS), ην κείγκα 

αλαδεχεηαη έληνλα κε ην ρέξη γηα 15s θαη επσάδεηαη γηα 2-3min ζηνπο 15-30°C. Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηα 12.000g γηα 15min ζηνπο 4°C. Σν δηάιπκα θαηά ηε 

θπγνθέληξεζε δηαρσξίδεηαη ζε ηξεηο θάζεηο: ζηελ θάησ νξγαληθή θάζε (θφθθηλε), ζηελ 

ελδηάκεζε θάζε θαη ζηελ επάλσ, άρξσκε θαη δηαπγή πδαηηθή θάζε, φπνπ βξίζθεηαη ην νιηθφ 

RNA ησλ θπηηάξσλ. Ο φγθνο ηεο πδαηηθήο θάζεο απνηειεί πεξίπνπ ην 60% ηνπ φγθνπ ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε αξρηθά γηα ηελ νκνγελνπνίεζε.  

3) Ζ πδαηηθή θάζε κεηαθέξεηαη πξνζεθηηθά ζε έλα θαζαξφ ζσιελάξην ηχπνπ Δppendorf, 

πξνζηίζεληαη 500κL ηζνπξνπαλφιεο (γηα θάζε 1mL TRIzol-LS) θαη ην δηάιπκα αλαδεχεηαη 

ειαθξά. ε απηφ ην ζηάδην ην δηάιπκα κπνξεί λα παξακείλεη ζηνπο -20 °C κέρξη ηελ επφκελε 

εκέξα.  
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4) Αθνινπζεί επψαζε γηα 10min ζηνπο 15-30°C θαη θπγνθέληξεζε ζηα 12.000g γηα 30min 

ζηνπο 4°C.  

5) Μεηά ηε θπγνθέληξεζε, ην ππεξθείκελν πγξφ απνρχλεηαη θαη παξακέλεη ην ίδεκα πνπ 

απνηειεί ην νιηθφ RNA. 

6)  ηε ζπλέρεηα, γίλεηαη έθπιπζε ηνπ ηδήκαηνο κε 1mL 75 % αηζαλφιε (ζε H2O) (γηα θάζε 1mL 

TRIzol-LS), αλάδεπζε ηνπ δηαιχκαηνο  θαη θπγνθέληξεζή ηνπ ζηα 12000g γηα 10min ζηνπο 

4°C. Σν ζηάδην απηφ πξαγκαηνπνηείηαη εηο δηπινχλ.  

7) Αθνχ απνρπζεί ην ππεξθείκελν πγξφ πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε γηα 30s, ψζηε λα 

απνκαθξπλζνχλ φια ηα ίρλε ηεο αηζαλφιεο.  

8) Σέινο, αθήλεηαη ην ίδεκα  λα ζηεγλψζεη ηειείσο απφ ηελ αηζαλφιε (είηε εθηηζέκελν ζην αέξα, 

είηε ζε θελφ αέξα γηα 5-10min) θαη επαλαδηαιχεηαη ζε 11κL RNA Storage Buffer solution 

(απαιιαγκέλν απφ RΝάζεο) γηα ην θιάζκα ησλ CTCs θαη ζε 20κL RNA Storage Buffer 

solution γηα ην θιάζκα ησλ PBMCs. Απφ ην ηειηθφ πδαηηθφ δηάιπκα ρξεζηκνπνηείηαη 1κL γηα 

ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA, ελψ ην ππφινηπν δηάιπκα 

θπιάζζεηαη ζηνπο -70 °C κέρξη λα ρξεζηκνπνηεζεί. 

 

4.5. Απνκόλσζε DNA κε ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS  

4.5.1. Αξρή κεζόδνπ 

Κάησ απφ απηέο ηηο ζπλζήθεο, νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο θαη κηθξά ηκήκαηα DNA (50b-10Kb) 

βξίζθνληαη ζηελ νξγαληθή θάζε, ελψ κεγαιχηεξα ηκήκαηα DNA θαη θάπνηεο πξσηεΐλεο 

παξακέλνπλ ζηελ ελδηάκεζε θάζε. ηελ παξνχζα εξγαζία, ε δηαδηθαζία απηή 

πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηελ απνκφλσζε DNA απφ EpCAM
+
 θιάζκαηα θπηηάξσλ πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο, DNA απφ CTCs πνπ απνκνλψζεθαλ κε ην ζχζηεκα Parsortix θαη DNA απφ ηηο 

θπηηαξηθέο ζεηξέο καζηνχ MCF-7 θαη SKBR3. 

4.5.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 Αληηδξαζηήξην TRIzol-LS (ThermoFisher Scientific, USA) 

   Απφιπηε αηζαλφιε (100% v/v) 

 75% v/v αηζαλφιε, Cat.No.16368 (Merk,Germany) 

 0,1Μ θηηξηθφ λάηξην ζε 10% v/v αηζαλφιε  

 8mM NaOH 
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4.5.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Αθνινπζεί ε αλαιπηηθή πεηξακαηηθή πνξεία ηεο απνκφλσζεο DNA απφ TRIzol-LS: 

 Καηαβχζηζε DNA 

1. Αθαίξεζε ηνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο πνπ πεξηέρεη ην RNA (απνζήθεπζε ζηνπο -70
o
C θαη 

πεξαηηέξσ αμηνπνίεζε γηα κειέηεο RNA). 

2. Πξνζζήθε 300κL 100 % v/v αηζαλφιεο γηα 1mL TRIzol-LS. Ήπηα αλάδεπζε. 

3. Δπψαζε ζηνπο 15-30
o
C  γηα 2-3 min. 

4. Φπγνθέληξεζε γηα 5min ζηα 2.000g ζηνπο 4
 o

C. 

 Έθπιπζε DNA 

5. Πξνζεθηηθή απνκάθξπλζε ηεο ππεξθείκελεο θάζεο (θαηλφιεο/αηζαλφιεο) θαη θχιαμε απηήο 

γηα απνκφλσζε πξσηετλψλ. 

6. Πιχζε κε 0.1Μ θηηξηθφ λάηξην ζε 10% αηζαλφιε. Υξήζε 1mL θηηξηθνχ λαηξίνπ γηα θάζε 

1mL TRIzol-LS. Καιή αλάκεημε. 

7. Δπψαζε ζηνπο 15-30
 o

C γηα 30min κε πεξηνδηθή αλαθίλεζε. 

8. Φπγνθέληξεζε γηα 5min ζηα 2.000g ζηνπο 4
o
C. Απφρπζε ηνπ ππεξθείκελνπ. 

9. Δπαλάιεςε ησλ ζηαδίσλ 6-8 αθφκε κηα θνξά. 

10. Αλαζχζηαζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 75% αηζαλφιεο (1mL 75% αηζαλφιεο γηα 1mL TRIzol-LS). 

11. Δπψαζε ζηνπο 15-30
o
C γηα 15-20min κε πεξηνδηθή αλαθίλεζε. 

12. Φπγνθέληξεζε ζηα 2.000g γηα 5min ζηνπο 4
 o
C. 

Μηα επηπιένλ πιχζε κε 0,1Μ θηηξηθφ λάηξην ζε 10% αηζαλφιε απαηηείηαη γηα κεγάια ηδήκαηα 

πνπ πεξηέρνπλ >200mg DNA. 

 Γηαιπηνπνίεζε DNA 

13. Απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο έθπιπζεο. Σνπνζέηεζε ηνπ ζσιελαξίνπ ηχπνπ Δppendorf ζε 

ζεξκαηλφκελε πιάθα ζηνπο 56
o
C, κέρξη λα εμαηκηζζεί φιε ε πνζφηεηα ηεο αηζαλφιεο. 

14. Αλαζχζηαζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 30κL NaOH 8mM.  

15. Φπγνθέληξεζε ζηα 12.000g γηα 10min ζηνπο 4
o
C. 

16. Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ πνπ πεξηέρεη ην DNA ζε έλα θαζαξφ ζσιελάξην ηχπνπ 

Δppendorf ησλ 1,5ml θαη απνζήθεπζε ζηνπο -70°C. 
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4.6. Φσηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο RNA θαη DNA 

4.6.1. Αξρή κεζόδνπ 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA θαη 

ηνπ DNA πξαγκαηνπνηήζεθε ζην φξγαλν Nanodrop-100 Spectrophotometer (NanoDrop 

Technologies, USA). Σν Nanodrop-100 Spectrophotometer ή ND-1000  είλαη έλα εηδηθφ γηα 

κέηξεζε RNA/DNA θαζκαηνθσηφκεηξν (220-275nm), πνπ απαηηεί 1κL δείγκαηνο κέηξεζε 

πςειήο αθξίβεηαο θαη αλαπαξαγσγηκφηεηαο. Με ηελ ρξήζε ηνπ Νanodrop θαηαξγείηαη ε ρξήζε 

ησλ θπςειίδσλ, θαζψο έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα κεηξάεη πςειέο ζπγθεληξψζεηο, ρσξίο λα 

ρξεηάδεηαη αξαίσζε ηνπ δείγκαηνο (50Υ κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε απφ φηη έλα θιαζηθφ 

θαζκαηνθσηφκεηξν). Δπηπιένλ, δίλεη ηε δπλαηφηεηα αλάθηεζεο ηνπ δείγκαηνο. Σν φξην 

αλίρλεπζεο είλαη 2ng/κL. Ζ αλαινγία ηεο απνξξφθεζεο ζηα 260nm θαη ζηα 280nm 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA θαη ηνπ DNA. Σν δείγκα γίλεηαη 

απνδεθηφ σο "θαζαξφ" φηαλ ν ιφγνο Α260/Α280 ~1,8, γηα ην DNA, ελψ κία αλαινγία ~2.0 είλαη 

απνδεθηή γηα ην RNA. Δάλ ε αλαινγία είλαη κηθξφηεξε ζε θάζε πεξίπησζε, απηφ κπνξεί λα 

ππνδεηθλχεη ηελ παξνπζία πξσηετλψλ, θαηλνιψλ ή άιισλ νπζηψλ πνπ απνξξνθνχλ ηζρπξά ζηα 

280nm. Έλα ραξαθηεξηζηηθφ θάζκα απνξξφθεζεο ηνπ DNA θαίλεηαη ζην ρήκα 4.4.  

Σα πιενλεθηήκαηα πνπ πξνζθέξεη ην ND-1000 είλαη ηα αθφινπζα:   

1. Δίλαη ζρεδηαζκέλν ψζηε λα αλαιχεη κηθξή πνζφηεηα δείγκαηνο (1κL). 

2. Γηαζέηεη κεγάιν δπλακηθφ εχξνο: 2-3.700ng/κL (DNA) ζε έλα κφλν δείγκα.  

3. Έρεη ηελ δπλαηφηεηα κέηξεζεο πςειψλ ηηκψλ απνξξφθεζεο κε αμηνπηζηία. 

4. Γηαζέηεη επξχ θάζκα κέηξεζεο απνξξφθεζεο (200-750nm). 

5. Ζ ηαρχηεηα κέηξεζεο δηαξθεί κφιηο 10s. 

6. Γελ ρξεζηκνπνηνχληαη θπςειίδεο θαη ηξηρνεηδή ζσιελάξηα. 

7. Δπαλαθηάηαη ην δείγκα. 

8. Έρεη κηθξφ κέγεζνο θαη κπνξεί εχθνια λα εγθαηαζηαζεί ζε νπνηνδήπνηε πάγθν εξγαζίαο. 
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ρήκα 4.4. α) Φαζκαηνθσηόκεηξν ND-1000, β) Υαξαθηεξηζηηθό θάζκα απνξξόθεζεο ηνπ DNA 

 

4.6.2. Πεηξακαηηθή πνξεία 

 Σνπνζεηείηαη 1κL απφ ην δείγκα κε πξνζνρή γηα απνθπγή θπζαιίδσλ ζηελ θαηάιιειε ζέζε.   

 Σν δείγκα ζπγθξαηείηαη ζηε ζέζε ηνπ εμαηηίαο ηεο επηθαλεηαθήο ηάζεο πνπ αλαπηχζζεηαη 

κεηαμχ ηεο εηδηθήο ζέζεο θαη ηνπ βξαρίνλα ηνπ κεραλήκαηνο.  

 Αθνινπζεί ε κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο θαη ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο 

ηνπ RNA ή DNA ζην δείγκα..  

 ηε ζπλέρεηα θαζαξίδεηαη ε ζέζε θαη εηζάγεηαη ην επφκελν δείγκα  

 Σν κεράλεκα απηφκαηα αληρλεχεη ηελ ζπγθέληξσζε ηνπ RNA ή DNA ζην δείγκα. 

πλίζηαηαη ε εηήζηα βαζκνλφκεζε ηνπ νξγάλνπ κε ην πξνηεηλφκελν απφ ηνλ θαηαζθεπαζηή 

πξφηππν δηάιπκα CF-1 (πδαηηθφ δηάιπκα K2Cr2O7). 

 

4.7. ύλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνύ DNA (cDNA) 

4.7.1.  Αξρή κεζόδνπ 

Ζ αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο γηα ηε ζχλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνχ DNA 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθά δηαζέζηκνπ θηη High-Capacity RNA-to-cDNATM 

(Thermo Fisher Scientific, Lithuania). To θηη απηφ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε ζχλζεζε 

cDNA κέρξη 2 κg νιηθνχ RNA ζε θάζε 20 κL αληίδξαζεο. 

4.7.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 2Υ RT Buffer Mix, 500κL  

 20X Enzyme Mix, 50κL  

 σιελάξηα ηχπνπ Δppendorf 0,5mL 
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4.7.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Γηα ηε ζχλζεζε ηνπ cDNA, ε αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο δηεμάγεηαη ζε ηειηθφ φγθν 

20κL. Κάζε αληίδξαζε απνηειείηαη απφ 10κL κείγκαηνο 2Υ RT Buffer, 1κL 20X Enzyme θαη 

9κL RNA ην νπνίν πξνέξρεηαη απφ ην θιάζκα ησλ CTCs δεηγκάησλ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

αζζελψλ κε θαξθίλν ή πγηψλ αηκνδνηψλ.  

ε θάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεηαη έλα δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ ην νπνίν πεξηέρεη 

ddH2O αληί ηνπ δείγκαηνο, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη θαηά ηελ 

πνζνηηθή PCR δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ηεο ζχλζεζεο cDNA απφ 

γελσκηθφ DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ (RNA απφ θπηηαξηθή ζεηξά MCF-7) ψζηε 

λα εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο έρεη πξαγκαηνπνηεζεί,  

αθεηέξνπ φηη ε απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή. 

Παξαθάησ δίλνληαη νη ζεξκνθξαζηαθέο ζπλζήθεο θαη νη ρξφλνη δηεμαγσγήο ηεο αληίδξαζεο : 

i) 60min→37°C 

ii) 5min→95°C 

iii) ∞ →4°C 

 

4.8. Απνκόλσζε πιάζκαηνο από πεξηθεξηθό αίκα 

Σα δείγκαηα νιηθνχ αίκαηνο ζπιιέγνληαη ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο αίκαηνο Κ2EDTA (BD 

Vacutainer, UK) θαη αθνινπζεί ε αλάδεπζή ηνπο. Σν πιάζκα απνκνλψλεηαη ζε ρξνληθφ 

δηάζηεκα 2-4h απφ ηελ ζηηγκή ηεο αηκνιεςίαο θαη θπγνθεληξνχληαη ζηα 530g γηα 10min, ζε 

ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Μεηά ην δηαθξηηφ δηαρσξηζκφ πιάζκαηνο-εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ, 

ην πιάζκα κεηαθέξεηαη ζε απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf ησλ 2mL θη 

επαλαθπγνθεληξείηαη ζηα 2000g γηα 10min. Αθνινπζεί ε ιήςε ηνπ ππεξθείκελνπ πγξνχ θαη ε 

κεηαθνξά ηνπ ζε λέα ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf ησλ 2mL. Σέινο, ηα aliquots πιάζκαηνο 

απνζεθεχνληαη ζηνπο -70°C κέρξηο φηνπ ρξεζηκνπνηεζνχλ. 
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4.9. Απνκόλσζε εμσζσκάησλ από πιάζκα 

4.9.1. Απνκόλσζε ησλ εμσζσκάησλ από πιάζκα κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθά δηαζέζηκνπ 

exoRNeasy serum/plasma MAXI kit (QIAGEN
®
, Germany) 

4.9.1.1. Αξρή κεζόδνπ 

Σν exoRNeasy serum/plasma MAXI kit (QIAGEN
®
, Germany) βαζίδεηαη ζηελ απνκφλσζε ησλ 

εμσζσκάησλ κε ηελ ζχλδεζή ηνπο ζηε κεκβξάλε ηεο ζηήιεο. Σα εμσζψκαηα ζπλδένληαη ζηε 

κεκβξάλε ηεο ζηήιεο αλεμάξηεηα απφ ην κέγεζφο ηνπο θαη ηελ θπηηαξηθή ηνπο πξνέιεπζε. Ζ 

απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ εμσζσκάησλ απφ ηηο ζηήιεο exoEasy Maxi Spin 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ Qiazol
®
 (QIAGEN

®
, Germany). Ζ ιχζε ησλ 

εμσζσκάησλ βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία ηζνζεηνθπαληθήο γνπαληδίλεο, ελφο απνδηαηαθηηθνχ 

παξάγνληα, ν νπνίνο βνεζάεη ζηελ απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλψλ απφ ηα ζχκπινθά ηνπο κε ην 

RNA. Δπηπιένλ, ε ηζνζεηνθπαληθή γνπαληδίλε είλαη ηζρπξφο αλαζηνιέαο ησλ ξηβνλνπθιεαζψλ 

(RNases) πνπ ειεπζεξψλνληαη απφ νξγαλίδηα, φπσο ν ππξήλαο θαη ηα ιπζνζψκαηα, θαηά ηε 

ιχζε ησλ θπηηάξσλ. Ζ αλαζηνιή απηή επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε κε απνηθνδνκεκέλνπ RNA. Ζ 

πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ αθνινπζνχκελε απφ θπγνθέληξεζε δηαρσξίδεη ην δηάιπκα ζε κία 

πδαηηθή θάζε θαη ζε κία νξγαληθή θάζε. Σν RNA έρεη ηελ ηδηφηεηα λα παξακέλεη απνθιεηζηηθά 

ζηελ πδαηηθή θάζε πνπ πεξηέρεη ηζνζεηνθπαληθή γνπαληδίλε παξνπζία κίαο νξγαληθήο θάζεο 

απφ θαηλφιε/ρισξνθφξκην. Κάησ απφ απηέο ηηο ζπλζήθεο νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο θαη κηθξά 

ηκήκαηα DNA βξίζθνληαη ζηελ νξγαληθή θάζε, ελψ κεγαιχηεξα ηκήκαηα DNA θαη θάπνηεο 

πξσηεΐλεο παξακέλνπλ ζηελ ελδηάκεζε θάζε.  

Ζ αλψηεξε πδαηηθή θάζε κεηαθέξεηαη ζε έλα λέν ζσιελάξην θαη πξνζηίζεηαη αηζαλφιε ψζηε λα 

επηηεπρζνχλ θαηάιιειεο ζπλζήθεο πξφζδεζεο φισλ ησλ κνξίσλ RNA.  Σν δείγκα ζηε ζπλέρεηα 

πεξλά απφ ηε ζηήιε RNeasy
® 

MinElute
®
 Spin Column φπνπ ην RNA δεζκεχεηαη ζηε κεκβξάλε. 

Ζ θαηλφιε θαη άιιεο νπζίεο πνπ επηκνιχλνπλ θαη παξεκπνδίδνπλ ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA 

απνκαθξχλνληαη κε δηαδνρηθέο εθπιχζεηο ηεο ζηήιεο. Σν θαζαξφ RNA εθινχεηαη κε Ζ2Ο 

ειεχζεξν RNαζψλ. 

 

4.9.1.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 50 exoEasy Maxi Spin Columns (ζε  ζσιελάξηα ζπιινγήο ησλ 50mL) 

 50 ζσιελάξηα ζπιινγήο Falcon ησλ 50mL 

 Buffer XBP 

 Buffer XWP 
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 50 RNeasy
®
MinElute

®
 Spin Columns (ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο ησλ 2mL) 

 50 ζσιελάξηα ζπιινγήο (1,5mL) 

 50 ζσιελάξηα ζπιινγήο (2mL) 

 Qiazol
®
 Lysis Reagent, 50mL 

 Buffer RWT, (απαηηείηαη πξνζζήθε 30mL αηζαλφιεο (96-100%)) 

 Buffer RPE, (απαηηείηαη πξνζζήθε 44mL αηζαλφιεο (96-100%)) 

 RNase-Free water, 10mL 

 Υισξνθφξκην 

 

4.9.1.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

1) Φπγνθέληξεζε πιάζκαηνο ζηα 16.000g γηα 10min. 

2) ε 2mL πιάζκαηνο πξνζζέηνπκε 2mL XBP. Αλάκημε κε αλάδεπζε 5 θνξέο. 

3) Πξνζζήθε ηνπ πιάζκαηνο/ΥΒP ζηελ ζηήιε (exoEasy Maxi Spin Column) θαη θπγνθέληξεζε 

ζηα 500g γηα 1min. Απφρπζε ηνπ δηεζήκαηνο θαη επαλαηνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο ζην Falcon. 

4) Πξνζζήθε 10mL XWP ζηε ζηήιε θαη θπγνθέληξεζε ζηα 3.850g γηα 5min. Απφξξηςε ηνπ 

δηεζήκαηνο κε ην Falcon. 

5) Μεηαθέξνπκε ηε ζηήιε ζε έλα λέν Falcon ησλ 50mL. 

6) Πξνζζήθε 700κL αληηδξαζηεξίνπ ιχζεο Qiazol
®
 ζηε ζηήιε θαη θπγνθέληξεζε ζηα 3.850g 

γηα 5min.  

7) πιινγή ηνπ δηεζήκαηνο θαη κεηαθνξά ζε έλα θαζαξφ ζσιελάξην ζπιινγήο ησλ 2mL. 

8) Ηζρπξή αλάδεπζε ζε vortex θαη επψαζε γηα 5min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο (15-25
ν
C). 

9) Πξνζζήθε 90κL CHCl3 θαη έληνλε αλάδεπζε γηα 15s. Δπψαζε γηα 2-3min ζε ζεξκνθξαζία 

πεξηβάιινληνο. 

10) Φπγνθέληξεζε ζηα 12.000g γηα 15min, ζηνπο 4
ν
C. ΠΡΟΟΥΖ: Μεηά απφ απηή ηε 

θπγνθέληξεζε απμάλνπκε ηε ζεξκνθξαζία ηεο θπγνθέληξνπ ζηνπο 15-25
ν
C.  

11) Μεηαθνξά ηεο πδαηηθήο θάζεο ζε έλα λέν ζσιελάξην. Πξνζζήθε δχν θνξέο ηελ πνζφηεηα 

ηεο πδαηηθήο θάζεο απφιπηε αηζαλφιε (~450κL πδαηηθήο θάζεο άξα 900κL αηζαλφιε). 

12) Μεηαθνξά 700κL δείγκαηνο ζηε ζηήιε (RNeasy
® 

MinElute
®
 Spin Column), θπγνθέληξεζε  

ζηα 10.000g γηα 30s. Απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο. 

13) Δπαλάιεςε ηνπ βήκαηνο 12 γηα ηελ ππφινηπε πνζφηεηα δείγκαηνο. Απφξξηςε ηνπ 

δηεζήκαηνο. 

14) Πξνζήθε ζηε ζηήιε 700κL buffer RWT θαη θπγνθέληξεζε ζηα 10.000g γηα 30s. Απφξξηςε 

ηνπ δηεζήκαηνο. 

15) Πξνζζήθε ζηε ζηήιε 500κL buffer RPE θαη θπγνθέληξεζε ζηα 10.000g γηα 30s. 
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16) Πξνζζήθε ζηε ζηήιε 500κL buffer RPE θαη θπγνθέληξεζε ζηα 10.000g γηα 2min. 

17) Μεηαθνξά ηεο ζηήιεο ζε λέν ζσιελάξην ζπιινγήο θαη θπγνθέληξεζε ζηα 14.000g γηα 

5min. 

18) Σέινο, κεηαθνξά ηεο ζηήιεο ζε λέν ζσιελάξην ζπιινγήο, πξνζζήθε 14κL  RNase-Free 

water ζην θέληξν ηεο ζηήιεο. Δπψαζε γηα 1min θαη θπγνθέληξεζε ζηα 14.000g γηα 1min. 

 

4.9.2. Απνκόλσζε ησλ εμσζσκάησλ από πιάζκα κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθά δηαζέζηκνπ 

EXO-Prep (HansaBioMed LLC, Estonia)  

4.9.2.1. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 EXO-Prep, 5mL 

 σιελάξηα Falcon 15mL 

 σιελάξηα ηχπνπ Δppendorf  2mL 

4.9.2.2. Πεηξακαηθή πνξεία 

 Πξνεηνηκαζία πιάζκαηνο 

1) Φπγνθέληξεζε ζηα 300g γηα 10min.  

2) Φπγνθέληξεζε ζηα 1.200g γηα 20min 

3) Φπγνθέληξεζε ζηα 10.000g γηα 30min 

 

 Απνκφλσζε εμσζσκάησλ 

1) Πξνζζήθε δηαιχκαηνο EXO-Prep ζην δείγκα ζε αλαινγία ¼ (γηα παξάδεηγκα, ζε 100κL 

πιάζκα πξνζηίζεληαη 25κL EXO-Prep) 

2) Αλάδεπζε κε πηπέηα θαη αλαπνδνγχξηζκα ηνπ ζσιελαξίνπ 

3) Δπψαζε ζηνλ πάγν γηα 1h 

4) Φπγνθέληξεζε ζηα 10.000g γηα 20min ζηνπο 4
ν
C 

5) Απφξξηςε ππεξθείκελνπ  

6) Φπγνθέληξεζε ζηα 1.500g γηα 20min ζηνπο 4
ν
C  θαη απφξξηςε ππεξθεηκέλνπ 

7) Αλαζχζηαζε ηεο πειέηαο πνπ πεξηέρεη ηα εμσζψκαηα κε 21κL PBS  

 

 Απνκφλσζε RNA απφ ηα εμσζψκαηα 

Ζ δηαδηθαζία ηεο απνκφλσζεο ηνπ RNA ησλ εμσζσκάησλ γίλεηαη κε ηε ρξήζε ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS φπσο πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά ζην ππνθεθάιαην 4.4. 
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4.9.3. Απνκόλσζε ησλ εμσζσκάησλ από πιάζκα κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθά δηαζέζηκνπ 

plasma/serum Exosome Purification and RNA Isolation Midi Kit (NORGEN 

BIOTEK.CORP., Canada) 

4.9.3.1. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 Slurry E, 14,5mL 

 Γηάιπκα ExoC, 8mL 

 Γηάιπκα ExoR, 12mL 

 Γηάιπκα ιχζεο Α, 20mL 

 Γηάιπκα  πξφζζεηεο ιχζεο Β, 2mL 

 Γηάιπκα έθπιπζεο Α, 18mL 

 Γηάιπκα έθινπζεο Α, 6mL 

 ηήιεο (mini Filter Spin Column) 

 ηήιεο (mini Spin Column) 

 σιελάξηα ζπιινγήο ηχπνπ Δppendorf   

 

4.9.3.2. Πεηξακαηηθή πνξεία 

 Πξνεηνηκαζία πιάζκαηνο 

 

1) Αθήλεηαη λα μεπαγψζεη ην πιάζκα, πνπ έρεη απνζεθεπζεί ζηνπο -80
ν
C  

2) Φπγνθέληξεζε ζηα 400g γηα 2min 

3) Μεηά ηε θπγνθέληξεζε, ηνπνζεηείηαη ην ππεξθείκελν πιάζκα ζε έλα θαζαξφ ζσιελάξην 

 

 Απνκφλσζε εμσζσκάησλ 

 

1) ε 1mL πιάζκα πξνζηίζεληαη 15mL H2O ειεχζεξν απφ RNases θαη αθνινπζεί πξνζζήθε 

300κL δηαιχκαηνο ExoC. 

2) Πξνζζήθε 400κL Slurry E. Αλάδεπζε κε vortex γηα 10s θαη αθήλεηαη ζε ζεξκνθξαζία 

πεξηβάιινληνο γηα 5min. 

3) Αλάδεπζε κε vortex γηα 10s. Φπγνθέληξεζε ζηα 2000g. Απφξξηςε ηνπ ππεξθείκελνπ. 

4) Πξνζζήθε 400κL δηαιχκαηνο ExoR ζηελ πειέηα ,αλάδεπζε κε vortex γηα 10s θαη επψαζε γηα 

10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. 

5) Αλάδεπζε κε vortex γηα 10s θαη θπγνθέληξεζε ζηα 500g γηα 2min. 
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6) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζηε ζηήιε (mini Filter Spin Column) πνπ είλαη ηνπνζεηεκέλε 

ζε έλα ζσιελάξην έθινπζεο θαη θπγνθέληξεζε ζηα 6000g γηα 2min. 

7) πιινγή ηνπ δηεζήκαηνο ζην ζσιελάξην έθινπζεο, ζην νπνίν πεξηέρνληαη ηα εμσζψκαηα.  

 

 Απνκφλσζε RNA απφ ηα εμσζψκαηα 

 

1) Πξνζζήθε 600κL δηάιπκα ιχζεο A θαη 75κL δηάιπκα πξφζζεηεο ιχζεο ζηα 400κL 

δηαιχκαηνο ExoR πνπ πεξηέρεη ηα εμσζψκαηα ζην ζσιελάξην έθινπζεο. 

2) Αλάδεπζε κε vortex γηα 10s θαη επψαζε γηα 15min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. 

3) Πξνζζήθε 1mL αηζαλφιεο (96-100%) θαη αλάδεπζε κε vortex γηα 10s. 

4) Μεηαθνξά 750κL ηνπ κείγκαηνο ζηνπ βήκαηνο 3 ζε κηα ζηήιε (mini Spin Column). 

5) Δπαλάιεςε ηνπ βήκαηνο 4 άιιεο δπν θφξεο ψζηε λα πεξάζεη φιε ε πνζφηεηα απφ ηε ζηήιε 

(mini Spin Column). 

6) Πξνζζήθε 600κL δηαιχκαηνο έθπιπζεο Α ζηε ζηήιε θαη θπγνθέληξεζε ζηα 3.000g γηα 30s . 

Απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο θαη επαλαηνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο ζην ζσιελάξην.  

7) Δπαλάιεςε ηνπ βήκαηνο 6. 

8) Φπγνθέληξεζε ηεο άδεηαο ζηήιεο ζηα 13.000g γηα 1min. Απφξξηςε ηνπ ζσιελαξίνπ 

ζπιινγήο.  

9) Μεηαθνξά ηεο ζηήιεο ζε έλα θαζαξφ ζσιελάξην έθινπζεο. Πξνζζήθε 50κL δηαιχκαηνο 

έθινπζεο Α ζηε ζηήιε θαη θπγνθέληξεζε ζηα 400g γηα 1min αθνινπζνχκελε απφ 

θπγνθέληξεζε ζηα 5.800g γηα 2min. 

10) Γηα θαιχηεξε αλάθηεζε, κεηαθνξά ηνπ δηαιχκαηνο έθινπζεο μαλά ζηε ζηήιε θαη επψαζε 

γηα 2min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Φπγνθέληξεζε ζηα 400g γηα 1min αθνινπζνχκελε 

απφ θπγνθέληξεζε ζηα 5.800g γηα 2min. 

11) Σν RNA ησλ εμσζσκάησλ κπνξεί ηψξα λα θπιαρζεί ζηνπο -80
ν
C. 

 

4.10. Απνκόλσζε miRNAs από πιάζκα  

4.10.1. Αξρή κεζόδνπ 

Ζ απνκφλσζε ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs απφ ην πιάζκα, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε 

ηνπ εκπνξηθψο δηαζέζηκνπ θηη αληηδξαζηεξίσλ miRNeasy serum/plasma advanced kit 

(QIAGEN
®
, Germany). To miRNeasy serum/plasma advanced kit απνκνλψλεη ηα miRNAs απφ 

ην πιάζκα ζπλδπάδνληαο ηε ιχζε παξνπζία ηζνζεηνθπαληθήο γνπαληδίλεο, ελφο απνδηαηαθηηθνχ 

παξάγνληα πνπ βνεζάεη ζηελ απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλψλ απφ ηα ζχκπινθά ηνπο κε ην RNA, 
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κε ηε κέζνδν εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο κε αθηλεηνπνηεκέλε κεκβξάλε ππξηηίνπ γηα ηνλ 

θαζαξηζκφ θαη ηελ αλάθηεζε ηνπ νιηθνχ RNA (ζπκπεξηιακβάλνληαη ηα miRNAs). 

 

4.10.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 ηήιεο RNeasy
®

UCP
®
 Spin Columns 

 σιελάξηα ζπιινγήο ησλ 1,5 mL 

 σιελάξηα ζπιινγήο ησλ 2 mL 

 Γηάιπκα RPL, 20 mL 

 Γηάιπκα RPP, 8mL 

 Γηάιπκα RWT, 15mL (απαηηείηαη πξνζζήθε 30mL αηζαλφιεο (96-100%)) 

  Γηάιπκα RPE, 11mL (απαηηείηαη πξνζζήθε 44mL αηζαλφιεο (96-100%)) 

 Ζ2Ο ειεχζεξν RNAζψλ 

 Ηζνπξνπαλφιε 100% 

 Αηζαλφιε 80% 

 

4.10.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Ζ δηαδηθαζία απνκφλσζεο ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs απφ ην πιάζκα δηεμάγεηαη σο 

αθνινχζσο: 

1) Μεηαθνξά  200κL πιάζκαηνο ζε ζσιελάξην ηχπνπ Δppendorf ησλ 2mL. 

2) ε 200κL πιάζκαηνο πξνζηίζεληαη 60κL δηαιχκαηνο RPL ζην νπνίν έρνπλ πξνεγνπκέλσο 

πξνζηεζεί 25 fmol εμσγελνχο miRNA απφ ην ζθνπιήθη Caenohabditis elegans (cel-miR-39) 

(miScript miRNA mimic (Qiagen Inc., Valencia, CA)) ην νπνίν ζα αμηνπνηεζεί γηα ηνλ έιεγρν 

ηεο απφδνζεο ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο ησλ miRNAs απφ ην δείγκα αιιά θαη ησλ 

ζηαδίσλ πνπ αθνινπζνχλ κέρξη ην ηειηθφ ζηάδην πνζνηηθνπνίεζεο ησλ miRNAs (240).  

3) Αλάδεπζε ζε vortex θαη επψαζε γηα 5min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. 

4) Πξνζζήθε 20κL δηαιχκαηνο RPP, έληνλε αλάδεπζε ζε vortex γηα 30s θαη επψαζε γηα 3min 

ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο.  

5) Φπγνθέληξεζε ζηα 12.000g γηα 3min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα λα θαηαβπζηζηεί ην 

ίδεκα, έηζη ψζηε ην ππεξθείκελν λα είλαη θαζαξφ θαη δηαπγέο.  
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6) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ (~230κL) ζε έλα λέν ζσιελάξην θαη πξνζζήθε ίζεο πνζφηεηαο 

ηζνπξνπαλφιεο. Καιή αλάδεπζε κε vortex. 

7) Μεηαθνξά ηνπ δείγκαηνο ζε κηα ζηήιε RNeasy
®

UCP
®
 Spin Column, θπγνθέληξεζε ζε  

≥8.000g γηα 15s. Απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο. 

8) Πξνζζήθε 700κL δηαιχκαηνο RWT ζηελ ζηήιε RNeasy
®

UCP
®
 Spin Column, θπγνθέληξεζε 

ζε  ≥8.000g γηα 15s. Απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο. 

9) Πξνζζήθε 500κL αηζαλφιεο 80% ζηε ζηήιε RNeasy
®

UCP
®
 Spin Column, θπγνθέληξεζε ζε  

≥8.000g γηα 2min. Απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο. 

10) Δπαλάιεςε ηνπ πξνεγνχκελνπ βήκαηνο.  

11) Σνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο ζε έλα θαηλνχξγην ζσιελάξην ζπιινγήο θαη θπγνθέληξεζε ζηα 

14.000g κε αλνηρηφ ην θαπάθη ηεο ζηήιεο ψζηε λα ζηεγλψζεη. 

12) Σνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο RNeasy
®

UCP
®
 Spin Column ζε έλα λέν ζσιελάξην ζπιινγήο θαη 

πξνζζήθε 20κL Ζ2Ο ειεχζεξν RNAζψλ, επψαζε γηα 1min θαη θπγνθέληξεζε ζηα 14.000g 

γηα 1min, ζπιινγή ηνπ δηεζήκαηνο θαη θχιαμε ζηνπο -80
ν
C. 

 

4.11. Πνζνηηθόο Πξνζδηνξηζκόο miRNAs κε RT-qPCR 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ miRNAs πξαγκαηνπνηήζεθε κε κηα αληίδξαζε δχν βεκάησλ 

απνηεινχκελε απφ κηα αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο ε νπνία αθνινπζείηαη απφ πνζνηηθή 

PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ ζχκθσλα κε ηε κέζνδν πνπ έρεη πξνηαζεί απφ ηνπο Chen et al (241). 

ην ρήκα 4.5 θαίλνληαη ζρεκαηηθά ηα δχν ζηάδηα ηεο δηαδηθαζίαο πνπ εμαζθαιίδνπλ γξήγνξν, 

επαίζζεην, εηδηθφ θαη αθξηβή πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ miRNAs, ελψ ε αξρηθή πνζφηεηα 

νιηθνχ RΝΑ πνπ απαηηείηαη είλαη κφιηο 25pg γηα ηα πεξηζζφηεξα miRNAs.     
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ρήκα 4.5. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο αληίδξαζεο δύν ζηαδίσλ πνπ πεξηιακβάλεη αληίζηξνθε κεηαγξαθή θαη 

πνζνηηθή PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (RT-qPCR) 

 

4.11.1. Αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο 

4.11.1.1. Αξρή κεζόδνπ 

Ζ αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο γηα ηε ζχλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνχ DNA (complementary 

DNA, cDNA) δηεμήρζε κε ηε ρξήζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ TaqMan miRNA reverse transcription 

kit θαη TaqMan miRNA assays (Applied Biosystems, Life Sciences, Foster City, CA). Σα 

αληηδξαζηήξηα απηά εμαζθαιίδνπλ ηελ ελίζρπζε ησλ ψξηκσλ miRNAs-ζηφρσλ κε πςειή 

εηδηθφηεηα, αθνχ κπνξνχλ λα δηαθξηζνχλ κεηαμχ ηνπο miRNAs πνπ δηαθέξνπλ ζε κία κφλν 

λνπθιενηηδηθή βάζε, αιιά θαη κεγάιε απφδνζε αληίδξαζεο.  

Καηά ηελ αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο, έλαο εηδηθφο γηα ην ψξηκν miRNA-ζηφρν 

εθθηλεηήο κε ηε κνξθή θνπξθέηαο πβξηδνπνηείηαη ζην κφξην miRNA θαη επεθηείλεηαη κε ηε 

ρξήζε ηνπ ελδχκνπ ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο. Ζ δνκή θνπξθέηαο ηνπ εθθηλεηή εληζρχεη 

ηε ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα ηνπ εηεξνδηκεξνχο RNA-DNA πξνζδίδνληαο κεγάιε απφδνζε ζηελ 

αληίδξαζε ζχλζεζεο ηνπ cDNA ελψ παξάιιεια εμαζθαιίδεη θαη πςειή εηδηθφηεηα πξντφληνο 

(ρήκα 4.6). 
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ρήκα 4.6. ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο αληίδξαζεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο κε ηε ρξήζε εηδηθνύ stem-loop 

εθθηλεηή 

 

4.11.1.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

Σα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη ηα εμήο: 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (10Υ) 

 Αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε Multiscribe (50U/κL) 

 Αλαζηνιέαο RNαζψλ (20U/κL) 

 dNTPs (100mmol/L) 

 Nuclease-free H2O 

 TaqMan miRNA RT-εηδηθφο εθθηλεηήο 

 

4.11.1.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Ζ αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο δηεμάγεηαη ζε ηειηθφ φγθν 10κL. Κάζε αληίδξαζε 

απνηειείηαη απφ 3κL δείγκαηνο νιηθνχ RNA θαη 7κL κείγκαηνο αληηδξαζηεξίσλ (master mix). 

ηνλ Πίλαθα 4.2 παξαηίζεληαη ηα ζπζηαηηθά ηνπ κείγκαηνο ησλ αληηδξαζηεξίσλ γηα θάζε 

αληίδξαζε. 

Όια ηα πιηθά πνπ πεξηιακβάλνληαη ζην κείγκα αληηδξαζηεξίσλ δηαηίζεληαη κε ην TaqMan 

miRNA reverse transcription kit, ελψ ν εηδηθφο αλάζηξνθνο εθθηλεηήο δηαηίζεηαη κε ην TaqMan 

miRNA assays kit.  
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Πίλαθαο 4.2. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο γηα ηε ζύλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνύ DNA (cDNA) 

Αληηδξαζηήξηα Master Mix Όγθνο 
Σειηθή 

πγθέληξσζε 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο (10X) 
1κL 1Υ 

Αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε 

Multiscribe (50 U/κL) 
1κL 5U/κL 

Αλαζηνιέαο RNαζψλ (20 U/κL) 0,13κL 0,26U/κL 

dNTPs (100 mmol/L) 0,20κL 2mM 

Νucleases-free Ζ2Ο 0,67κL - 

TaqMan miRNA RT-ειδικόρ εκκινηηήρ 

(πεξηιακβάλεηαη ζην TaqMan miRNA assays θηη) 
4κL 0,4Υ 

 

Αθνινπζνχλ νη ζεξκνθξαζηαθέο ζπλζήθεο θαη νη ρξφλνη δηεμαγσγήο ηεο αληίδξαζεο: 

i) 30 min→16°C 

ii) 30 min→42°C 

iii) 5 min→85°C 

iv) ∞ →4°C 

 

ε θάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεηαη έλα δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ ην νπνίν πεξηέρεη 

ddH2O αληί ηνπ δείγκαηνο, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη θαηά ηελ 

πνζνηηθή PCR δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ηεο ζχλζεζεο cDNA απφ 

γελσκηθφ DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ ην νπνίν πεξηέρεη δείγκα ζην νπνίν 

πεξηιακβάλεηαη ην miRNA-ζηφρνο ζε γλσζηή πνζφηεηα ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε 

αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε απφδνζε ηεο 

αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή. 
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4.11.2 Αληίδξαζε PCR 

4.11.2.1. Αξρή κεζόδνπ 

Έλαο πξφζζηνο εθθηλεηήο εηδηθφο γηα ην miRNA-ζηφρν κε επέθηαζε ζην 5’ άθξν ηνπ 

εμαζθαιίδεη αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνχ ηνπ εθθηλεηή κε ην ζηφρν, ψζηε λα 

επηηπγράλεηαη κεγαιχηεξε εηδηθφηεηα πξντφληνο. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR, ν αληρλεπηήο 

TaqMan πβξηδνπνηείηαη εηδηθά ζε ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία πνπ βξίζθεηαη ζε πεξηνρή 

κεηαμχ ηνπ πξφζζηνπ θαη αλάζηξνθνπ εθθηλεηή (ρήκα 4.7Α). Ο αληρλεπηήο TaqMan έρεη ζην 

5’ άθξν ηνπ ζπλδεδεκέλν ην κφξην ηεο θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο, ε νπνία είλαη ε θινπνξεζθεΐλε 

κε κέγηζην απνξξφθεζεο ζηα 495nM, ελψ ζην 3’ άθξν ηνπ είλαη ζπλδεδεκέλν ην κφξην ηνπ 

απνζβέζηε (non fluorescent quencher, NFQ). Δπηπιένλ, o ζπγθεθξηκέλνο ηχπνο αληρλεπηή 

TaqMan δηαζέηεη ζην 3’ άθξν ηνπ θη έλα κφξην ζχλδεζεο ζηε κηθξή αχιαθα ηνπ ζρεκαηηδφκελνπ 

δηκεξνχο (minor groove binder, MGB) απμάλνληαο κε απηφλ ηνλ ηξφπν ηε ζεξκνθξαζία 

πβξηδηζκνχ ηνπ αληρλεπηή κε ην ζηφρν, ρσξίο λα απμάλεηαη ην κήθνο ηνπ, εμαζθαιίδνληαο 

αθφκε κεγαιχηεξε εηδηθφηεηα πξφζδεζεο.  

Όηαλ ν αληρλεπηήο είλαη αθέξαηνο, ε απφζηαζε ηνπ θζνξηζκνγφλνπ κνξίνπ ηνπ απφ ηνλ 

απνζβέζηε δελ επηηξέπεη ηελ εθπνκπή θζνξηζκνχ (ιφγσ απφζβεζεο) κε βάζε ην θαηλφκελν 

FRET (fluorescence resonance energy transfer). H DNA πνιπκεξάζε, κε ηε δξάζε 5’-3’ 

εμσλνπθιεάζεο πνπ δηαζέηεη, θφβεη κφλν ηα κφξηα αληρλεπηή πνπ πβξηδνπνηνχληαη κε ην DNA-

ζηφρν (ρήκα 4.7Β). Ζ απνθνπή απηή απνκαθξχλεη ην θζνξηζκνγφλν κφξην ηνπ αληρλεπηή απφ 

ηνλ απνζβέζηε νδεγψληαο ζηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ απφ ηε ρξσζηηθή. Ζ εθπνκπή θζνξηζκνχ 

επηηπγράλεηαη κφλν φηαλ ε αιιεινπρία ηνπ ζηφρνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ηελ αιιεινπρία 

ηνπ αληρλεπηή θαη εληζρχεηαη θαηά ηελ αληίδξαζε PCR. Έηζη, απνθεχγεηαη ε εθπνκπή ζήκαηνο 

απφ ηε κε εηδηθή ελίζρπζε πξντφλησλ θαηά ηελ δηεμαγσγή ηεο αληίδξαζεο. Ο πνιπκεξηζκφο ηεο 

αιπζίδαο ζπλερίδεηαη, αιιά θαζψο ην 3’ άθξν ηνπ αληρλεπηή είλαη κπινθαξηζκέλν, δελ 

εκθαλίδεηαη ελίζρπζε ηνπ κνξίνπ ηνπ αληρλεπηή θαηά ηελ αληίδξαζε PCR (ρήκα 4.7Γ). 

Ζ αληίδξαζε ηεο PCR πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηειηθφ φγθν 10κL κέζα ζε εηδηθά γπάιηλα ηξηρνεηδή 

(capillaries). Κάζε αληίδξαζε απνηειείηαη απφ 2κL cDNA θαη 8κL κείγκαηνο αληηδξαζηεξίσλ 

(master mix). ηνπο Πίλαθεο 4.3 θαη 4.4 παξαηίζεληαη ηα ζπζηαηηθά ηνπ κείγκαηνο ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ γηα θάζε αληίδξαζε θαζψο θαη νη ζπλζήθεο δηεμαγσγήο ηεο αληίδξαζεο PCR. 
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ρήκα 4.7. ρεκαηηθή απεηθόληζε RT-qPCR κε ηε ρξήζε αληρλεπηή TaqMan. P: DNA πνιπκεξάζε, R: 

θζνξίδνπζα ρξσζηηθή (FAM) 

 

4.11.2.2. Αληηδξαζηήξηα/πιηθά 

 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Sciences, Foster City, CA) 

 Mix εθθηλεηψλ θαη αληρλεπηή (20X) (πεξηιακβάλεηαη ζην TaqMan miRNA assays kit) 

 Νucleases-free Ζ2Ο 

 

4.11.2.3. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Σα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο πνζνηηθήο PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ δίλνληαη παξαθάησ ζηνλ 

Πίλαθα 4.3. 
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Πίλαθαο 4.3. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο πνζνηηθήο PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (RT-qPCR) γηα ηνλ πνζνηηθό 

πξνζδηνξηζκό ησλ ώξηκσλ miRNAs 

 

Σν ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα ηεο αληίδξαζεο πεξηιακβάλεη: 

 Αξρηθή ζέξκαλζε ζε πςειή ζεξκνθξαζία (95°C) γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο AmpliTaq Gold
®

 

DNA πνιπκεξάζεο (hot start πνιπκεξάζε) πνπ πεξηιακβάλεηαη ζην Universal PCR Master Mix. 

 Αθνινπζνχλ 45 θχθινη αληίδξαζεο θαζέλαο απφ ηνπο νπνίνπο πεξηιακβάλεη ζέξκαλζε ζηνπο 

95°C γηα ηελ απνδηάηαμε ηνπ DNA θαη ζηε ζπλέρεηα ζηνπο 60°C γηα ηελ πβξηδνπνίεζε ησλ 

εθθηλεηψλ ζην εθκαγείν θαη ηελ επηκήθπλζε ηεο λενζπληηζέκελεο αιπζίδαο απφ ηελ DNA 

πνιπκεξάζε. 

 Σέινο, ε ζεξκνθξαζία ξπζκίδεηαη ζηνπο 4
ν
C, ψζηε λα ζηακαηήζεη ε αληίδξαζε θαη λα 

δηαηεξεζνχλ ηα δείγκαηα. 

Κάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη 

ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη θαηά ηελ πνζνηηθή PCR δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ ηεο PCR απφ γελσκηθφ DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ γηα λα 

εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε ηεο PCR έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε 

απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή.  

πζηαηηθά Master Mix 
Όγθνο 

αληίδξαζεο  

Σειηθή 

πγθέληξσζε 

2X Universal PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, Life Sciences, Foster City, CA) 
5κL 

 

1X 

Mix εθθηλεηψλ θαη αληρλεπηή (20X) 

(πεξηιακβάλεηαη ζην TaqMan miRNA assays θηη) 
1κL 

 

0,5X 

Νucleases-free Ζ2Ο 2κL - 
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ρήκα 4.8. Δπεμεξγαζία δεδνκέλσλ θζνξηζκνύ κηαο αληίδξαζεο πνζνηηθήο PCR. Γηαθξίλνληαη 

αληηπξνζσπεπηηθέο θακπύιεο ελόο ζεηηθνύ θη ελόο αξλεηηθνύ δείγκαηνο. Ζ ηηκή Cq ππνδεηθλύεηαη κε ην 

βέινο. RFU: Relative Fluorescence Units. 

           

     Οη ζπλζήθεο δηεμαγσγήο ηεο αληίδξαζεο ζπλνςίδνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 

 

Πίλαθαο 4.4. πλζήθεο δηεμαγσγήο ηεο αληίδξαζεο πνζνηηθήο PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (RT-qPCR) 

Υξόλνο Θεξκνθξαζία Αξηζκόο θύθισλ 

   

10min 95°C 1 

15s 95°C 

45 

1min 60°C 

30s 40°C 1 

 

4.11.3. Καλνληθνπνίεζε ηηκώλ γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ miRNAs 

Γηα λα εμαζθαιηζζεί ε αμηνπηζηία ησλ απνηειεζκάησλ ηεο ζρεηηθήο πνζνηηθνπνίεζεο ησλ 

miRNAs κε ηε κέζνδν πνπ αλαιχζεθε παξαπάλσ είλαη απνιχησο απαξαίηεηε ε θαλνληθνπνίεζε 

ησλ αξρηθψλ ηηκψλ Cq πνπ ειήθζεζαλ κεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο PCR. Ζ θαλνληθνπνίεζε 

ησλ ηηκψλ βαζίζηεθε ζην ζπλδπαζκφ ηεο ρξήζεο δπν miRNAs αλαθνξάο, ελφο εμσγελνχο θαη 

ελφο ελδνγελνχο (240).  Χο εμσγελέο miRNA επηιέρζεθε θαη πξνζηέζεθε ζε γλσζηή 
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ζπγθέληξσζε ζηα δείγκαηα έλα ζπλζεηηθφ miRNA πνπ πξνέξρεηαη απφ ην ζθνπιήθη 

Caenorhabditis elegans, ηο cel-miR-39, θαη ην νπνίν δελ εκθαλίδεη νκνινγία κε ηηο αιιεινπρίεο 

ησλ αλζξψπηλσλ miRNAs ψζηε λα απνθεπρζεί ε νπνηαδήπνηε πηζαλφηεηα πβξηδηζκνχ κε ηνπο 

αληρλεπηέο ησλ miRNAs-ζηφρσλ ζηα δείγκαηα. Ζ ρξήζε ηνπ εμσγελνχο miRNA επηηξέπεη ηνλ 

έιεγρν ηεο απφδνζεο ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο ησλ miRNAs κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ αιιά 

θαη ηνλ έιεγρν ηεο απφδνζεο ησλ ππνινίπσλ ζηαδίσλ κέρξη ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ miRNAs 

θαζψο είλαη γλσζηή ε πνζφηεηα ησλ αληηγξάθσλ πνπ έρνπλ πξνζηεζεί ζηα δείγκαηα θαη ε ηηκή 

Cq (cycle of quantification) ζηελ νπνία αλακέλεηαη απηή ε πνζφηεηα λα δίλεη ζήκα ζηελ RT-

PCR. Οπνηεζδήπνηε απνθιίζεηο απφ ηελ αλακελφκελε ηηκή Cq ζπλππνινγίδνληαη ψζηε λα 

εμαιεηθζνχλ ηα αλαιπηηθά ζθάικαηα πνπ κπνξεί λα αιινηψζνπλ ηελ πξαγκαηηθή ηηκή ηεο 

δηαθνξνπνίεζεο ηεο έθθξαζεο ησλ miRNAs ζηα δείγκαηα. 

Ζ αιιεινπρία ηνπ εμσγελνχο miRNA-πξνηχπνπ είλαη 5’UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-

3’ (Qiagen Inc., Valencia, CA). Ζ πξνζζήθε ηνπ εμσγελνχο πξνηχπνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ίζε 

θαη γλσζηή πνζφηεηα ζε φια ηα δείγκαηα ψζηε λα είλαη δεδνκέλνο ν αξηζκφο ησλ αληηγξάθσλ 

πνπ πξνζηέζεθαλ αξρηθψο ζηα δείγκαηα κε ζθνπφ απηφο λα ζπγθξηζεί κε ηνλ αξηζκφ 

αληηγξάθσλ πνπ αλαθηψληαη κεηά ην πέξαο ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο. Ο ιφγνο ησλ δπν 

απηψλ ηηκψλ ζα θάλεη γλσζηή ηελ απφδνζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο απνκφλσζεο ησλ miRNAs απφ 

ηα δείγκαηα, ψζηε απηή ε αλαιπηηθή παξάκεηξνο λα ζπλππνινγηζζεί θαηά ηελ πνζνηηθνπνίεζε 

ησλ miRNAs ζηα δείγκαηα κεηά ηελ νινθιήξσζε ησλ πξσηνθφιισλ πνζνηηθνπνίεζεο.   

Ο ππνινγηζκφο ηεο θαλνληθνπνηεκέλεο ηηκήο Cq ηνπ δείγκαηνο γηα θάζε miRNA βαζίδεηαη ζηo 

γηλφκελν: Καλνληθνπνηεκέλν Cq= Cq miRNA × Παξάγνληαο Καλνληθνπνίεζεο, φπνπ Παξάγνληαο 

Καλνληθνπνίεζεο = 
Αλακελφκελν Cq cel−miR −39

Λακβαλφκελν Cq  cel−miR −39
  

Γηα ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ 2
-ΓΓCq

 (242) ρξεζηκνπνηνχληαη νη θαλνληθνπνηεκέλεο ηηκέο Cq 

ηφζν γηα ην miRNA ζηφρν φζν θαη ην miRNA αλαθνξάο. Σν miRNA αλαθνξάο είλαη έλα 

ελδνγελέο miRNA ζηαζεξήο έθθξαζεο ζε φια ηα δείγκαηα, ε ρξήζε ηνπ νπνίνπ εμαζθαιίδεη ηνλ 

έιεγρν ηεο πνηφηεηαο ησλ δεηγκάησλ. Γηα ηα δείγκαηα πιάζκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

ελδνγελέο miRNA αλαθνξαο ην miR-191 . Ζ επηινγή πξαγκαηνπνηήζεθε κε θξηηήξην ηελ 

ζηαζεξή έθθξαζε ηνπ miRNA ζε θάζε ηχπν δείγκαηνο θαη ζε θάζε ηχπν θαξθίλνπ, κε βάζε ηελ 

αιγνξηζκηθή αλάιπζε ηνπ ινγηζκηθνχ NormFinder (http://moma.dk/normfinder-software).    
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4.12. Υεκηθή ηξνπνπνίεζε ηνπ DNA κε όμηλν ζεηώδεο λάηξην 

4.12.1. Αξρή κεζόδνπ 

Καηά ηελ επεμεξγαζία ηνπ κεζπιησκέλνπ DNA κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην, νη κε κεζπιησκέλεο  

θπηνζίλεο (C) κεηαηξέπoληαη ζε νπξαθίιεο (U), ελψ νη κεζπιησκέλεο θπηνζίλεο παξακέλνπλ 

αλεπεξέαζηεο (ρήκα 4.9). Με βάζε ηελ αξρή απηή πξνθχπηεη φηη κεηά ηελ ρεκηθή κεηαηξνπή 

κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην ην DNA παχεη λα είλαη δίθισλν, αθνχ δελ είλαη πιένλ ζπκπιεξσκαηηθφ 

κε ηνλ άιιν θιψλν. ηελ ζπλέρεηα κε ελίζρπζε κέζσ εηδηθήο PCR γηα αλίρλεπζε κεζπιίσζεο 

(methylation-specific PCR, MSP), νη νπξαθίιεο αληηθαζίζηαληαη απφ ζπκίλεο θαη νη 

κεζπινθπηνζίλεο αληηθαζίζηαληαη απφ θπηνζίλεο. Ζ πξνθχπηνπζα αθνινπζία ηνπ DNA κπνξεί 

λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηεο κεζπιίσζεο ζην αξρηθφ, κε επεμεξγαζκέλν κε φμηλν 

ζεηψδεο λάηξην DNA. Δίλαη ζεκαληηθφ φηη φιεο νη κε κεζπιησκέλεο θπηνζίλεο κεηαηξέπνληαη ζε 

απηήλ ηελ πνξεία. Δπνκέλσο, νη κε κεζπιησκέλεο θπηνζίλεο πνπ δελ βξίζθνληαη ζε λεζίδεο CpG 

κεηαηξέπνληαη ζε νπξαθίιεο θαη ελ ζπλερεία ζε ζπκίλεο.  

 

ρήκα 4.9. Υεκηθή αληίδξαζε ηεο κεηαηξνπήο ηεο θπηνζίλεο ζε νπξαθίιε 

 

Μέζσ θαηάιιεισλ εθθηλεηψλ, ε PCR κπνξεί ηφηε λα ζρεδηαζηεί ψζηε λα εληζρχεη επηιεθηηθά 

κηα απφ ηηο δπν αιπζίδεο ηνπ DNA θαη φρη θαη ηηο δπν. Χο εθ ηνχηνπ, ε ελίζρπζε ηεο κηαο 

αιπζίδαο ηνπ DNA απαηηεί δηαθνξεηηθνχο εθθηλεηέο απφ ηελ ελίζρπζε ηεο ζπκπιεξσκαηηθήο 

αιπζίδαο ηνπ DNA ζηελ ίδηα πεξηνρή. Γεδνκέλνπ φηη νη λεζίδεο CpG είλαη παιίλδξνκεο, 

πιεξνθνξίεο γηα ηε κεζπιίσζε κπνξνχλ λα εμαρζνχλ απφ ηελ αλάιπζε θαζεκηάο απφ ηηο δπν 

αιπζίδεο, ή θαη ησλ δπν ζε μερσξηζηέο αληηδξάζεηο. Έηζη, ε κηα αιπζίδα ζα είλαη αληίζηνηρε ηεο 

αξρηθήο γελσκηθήο αθνινπζίαο ηνπ DNA θαη ζα είλαη πινχζηα ζε βάζεηο G:T ζε πεξίπησζε πνπ 

ε αξρηθή αθνινπζία ήηαλ πινχζηα ζε G:C. Ζ άιιε αιπζίδα ηνπ πξντφληνο ηεο PCR ζα είλαη 

πινχζηα ζε βάζεηο Α ή πινχζηα ζε C:A (ρήκα 4.10). ηελ παξνχζα εξγαζία κεηαηξνπή ηνπ 

DNA κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην έγηλε κε ην EZ DNA Methylation Gold Kit (ΕΤΜΟ Research, 

USA), ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο εθαξκνγήο ηνπ 
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πξσηνθφιινπ απαηηείηαη πνιχ κεγάιε πξνζνρή θαη ηήξεζε εηδηθψλ ζπλζεθψλ πξνθχιαμεο, 

θαζψο ππάξρεη πάληα ν θίλδπλνο επηκφιπλζεο ησλ δεηγκάησλ. Γηα ηνλ ιφγν απηφ, ε φιε 

δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ζε εηδηθά δηακνξθσκέλν ρψξν, πνπ είλαη απνθιεηζηηθήο ρξήζεο 

γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηεο αληίδξαζεο απηήο. Δπίζεο, γηα ηνλ έιεγρν ηεο θαζαξφηεηαο ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ ρξεζηκνπνηείηαη θάζε θνξά έλα αξλεηηθφ δείγκα ειέγρνπ (H2O), ην νπνίν 

έπεηηα ρξεζηκνπνηείηαη σο αξλεηηθφ δείγκα ειέγρνπ ζηελ αληίδξαζε ηεο PCR. 

 

 

ρήκα 4.10. Δπεμεξγαζία κε όμηλν ζεηώδεο λάηξην: 1) Σν όμηλν ζεηώδεο λάηξην κεηαηξέπεη ηε κε κεζπιησκέλε 

θπηνζίλε ζε νπξαθίιε 2) Δλίζρπζε κε PCR νδεγεί ζηελ αληηθαηάζηαζε ηεο νπξαθίιεο από ζπκίλε 

 

4.12.2. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Πξηλ ηελ έλαξμε ηνπ πξσηνθφιινπ απαηηείηαη ε παξαζθεπή ηνπ αληηδξαζηεξίνπ κεηαηξνπήο 

CT. Πην ζπγθεθξηκέλα, ζην παξερφκελν CT Conversion reagent (ζε ζηεξεά κνξθή ζε δέθα 

ζσιελάξηα πνπ θαζέλα επηηξέπεη δέθα αληηδξάζεηο κεηαηξνπήο) πξνζζέηνπκε 900κL χδαηνο 

DNA-free, 50κL δηαιχκαηνο δηαιπηνπνίεζεο θαη 300κL δηαιχκαηνο αξαίσζεο θαη αλαθηλνχκε 

γηα 10min. 

 Πξνζζέηνπκε 130κL CT Conversion Reagent solution ζε 20κL ηνπ δείγκαηνο DNA ζε 

ζσιελάξηα (ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA κπνξεί λα είλαη 500pg κερξη 2κg, κε βέιηηζηε 

ζπγθέληξσζε ηα 200-500ng)  

 Αλ ην δείγκα έρεη φγθν κηθξφηεξν ησλ 20κL ζπκπιεξψλνπκε κε Ζ2Ο DNA-free (water 

for injections) 

 Αθνινπζεί αλάκεημε  

 Σνπνζεηνχκε ην δείγκα ζε ζεξκηθφ θπθινπνηεηή κε ην παξαθάησ ζχληνκν πξφγξακκα 

πνπ αλαγξάθεηαη ζηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπζηή 

o 98
ν
C γηα 10min 
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o 64
ν
C γηα 150min           

o Απνζήθεπζε ζηνπο 4
ν
C  

 Αθνινπζεί πξνζζήθε 600κL Μ-Binding Buffer ζε κηθξνζηήιε Zymo-Spin IC, 

πξνζζήθε ηνπ δείγκαηνο θαη αλάκεημε κε πεξηζηξνθή ηνπ ζσιελαξίνπ αξθεηέο θνξέο 

 Φπγνθέληξεζε ζηα 12.100g γηα 30s θαη απνξξίπηνπκε ην δηήζεκα 

 Πξνζζέηνπκε 200κL δηαιχκαηνο απνκάθξπλζεο ησλ ζεησδψλ ηφλησλ ζηε κηθξνζηήιε 

θαη ην αθήλνπκε λα ζηαζεξνπνηεζεί ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (20
ν
C-30

ν
C) γηα 15-

20min 

 Φπγνθεληξνχκε ζηα 12.100g γηα 30s 

 Πξνζζέηνπκε 200κL δηαιχκαηνο έθπιπζεο ζηε κηθξνζηήιε. 

 Φπγνθέληξεζε ζηα 12.100g γηα 30s 

 Πξνζζέηνπκε εθ λένπ 200κL δηαιχκαηνο έθπιπζεο ζηε κηθξνζηήιε. 

 Φπγνθέληξεζε ζηα 12.100g γηα 30s 

 Πξνζζέηνπκε 10κL δηαιχκαηνο έθινπζεο ζηε κηθξνζηήιε θαη ηελ ηνπνζεηνχκε ζε λέν 

ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf ησλ 1,5mL 

 Φπγνθέληξεζε ζηε κέγηζηε ηαρχηεηα γηα 30sec, ψζηε λα ζπιιεγεί ην DNA 

 Αθνινπζεί απνζήθεπζε ηνπ δείγκαηνο ζηνπο -70
ν
C γηα κεηέπεηηα ρξήζε 

 

4.12.3. Οξγαλνινγία 

Όιε ε πξνεηνηκαζία ηεο ηξνπνπνίεζεο ηνπ DNA κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην ιακβάλεη ρψξα ζε 

εηδηθφ ρψξν (PCR hood), φπσο απηή ζην ρήκα 4.11.α, φπνπ απνζηεηξψλνληαη νη πηπέηεο, ηα 

ζσιελάξηα PCR ησλ 200κL θαη ξχγρε πηπεηψλ (filter tips) κέζσ ηεο UV αθηηλνβνιίαο.   

Γηα ηελ εθηέιεζε ηεο αληίδξαζεο ρξεζηκνπνηείηαη ζεξκηθφο θπθινπνηεηήο (Mastercycler
®

 pro, 

Eppendorf, Germany) (ρήκα 4.11.β). 
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ρήκα 4.11. α) Θάιακνο πξνεηνηκαζίαο αληηδξάζεσλ PCR (PCR hood), β) Θεξκηθόο θπθινπνηεηήο DNA 

(Mastercycler
®
 pro, Eppendorf) 

 

4.13. Γεληθή νξγαλνινγία 

4.13.1. LightCycler
®
 (Roche Diagnostics, Switzerland) 

ην φξγαλν LightCycler
®
 ε αληίδξαζε PCR πξαγκαηνπνηείηαη κέζα ζε γπάιηλα ηξηρνεηδή 

(capillaries) ηα νπνία ηνπνζεηνχληαη ζε έλα πεξηζηξεθφκελν δίζθν, ελψ ε ζέξκαλζε θαη ε ςχμε 

γίλεηαη κε ηε βνήζεηα ξεχκαηνο αέξα.  

Σν LightCycler 2.0 (ρήκα 4.12) δηαθξίλεηαη απφ ην LightCycler 1.5 σο πξνο ηε δπλαηφηεηα 

αλίρλεπζεο ηνπ εθπεκπφκελνπ θζνξηζκνχ ζε έμη δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο.  πγθεθξηκέλα ην 

θζνξηζκφκεηξν απνηειείηαη απφ δχν κνλάδεο. Ζ κνλάδα δηέγεξζεο δηαζέηεη κηα κπιε δίνδν 

LED, κε κέγηζηε εθπνκπή ζηα 470nm πνπ ιεηηνπξγεί σο πεγή ελέξγεηαο γηα ηε δηέγεξζε ησλ 

δεηγκάησλ. Ζ ελέξγεηα πνπ εθπέκπεηαη απφ ηελ κπιε δίνδν εζηηάδεηαη ζηελ άθξε ησλ γπάιηλσλ 

ηξηρνεηδψλ θαη  δηεγείξεη ηηο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο πνπ βξίζθνληαη εθεί. Ο εθπεκπφκελνο 

θζνξηζκφο αλαθιάηαη πίζσ ζην θζνξηζκφκεηξν κε ηελ  βνήζεηα ελφο δηρξσκαηηθνχ  θαζξέπηε. 

Ο ειεθηξηθφο αγσγφο θαηαλέκεη ην ζήκα ηνπ εθπεκπφκελνπ θζνξηζκνχ ζηνπο 6 δηαθνξεηηθνχο 

αληρλεπηέο αλεμάξηεηα απφ ην κήθνο θχκαηνο. ηελ κνλάδα αλίρλεπζεο ν θζνξηζκφο 

επζπγξακκίδεηαη κε έλαλ κε ζθαηξηθφ θαθφ θαη έλα εηδηθφ νπηηθφ ζχζηεκα θίιηξσλ, ην νπνίν 

είλαη ππεχζπλν γηα ηηο κεηξήζεηο εθπνκπήο θζνξηζκνχ ζηα 530, 555, 610, 640, 670, 705nm. 

Έλαο δεχηεξνο κε ζθαηξηθφο θαθφο κεηαθέξεη ην ζήκα απφ θάζε αληρλεπηή ζε έλα θσηνυβξίδην 

γηα ηε ηειηθή απνηίκεζε. Σα ζήκαηα ησλ θσηνυβξηδίσλ ζηέιλνληαη ζην φξγαλν ηνπ LightCycler 

2.0 κέζσ κηαο ηκεκαηηθήο αιιειεπίδξαζεο.    
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ρήκα 4.12. ρεκαηηθή παξάζηαζε α) ηνπ νξγάλνπ LightCycler
®
 2.0 ηεο Roche θαη β) ηεο νξγαλνινγίαο ηνπ 

 

4.13.2. ύζηεκα cobas
®
 4800 (Roche Diagnostics, Switzerland) 

Σν cobas
®
 4800 ζχζηεκα απνηειείηαη απφ ηνλ cobas z480 αλαιπηή θαη ην LightCycler

®
 480 

ινγηζκηθφ θαη επηηξέπεη ζηελ αλάπηπμε κεζνδνινγηψλ βαζηζκέλεο ζε real-time PCR, κε 

δπλαηφηεηα ηαπηφρξνλεο αλίρλεπζεο κέρξη θαη 96 δεηγκάησλ (ρήκα 4.13). Σν νπηηθφ ζχζηεκα 

πνπ δηαζέηεη, πεξηιακβάλεη κία κπιε δίνδν LED κε θάζκα εθπνκπήο απφ 390-710nm θαη 5 

θίιηξα εθπνκπήο (440, 465, 498, 533, 618nm), ηα νπνία ζε ζπλδπαζκφ κε ηα έμη θίιηξα 

αλίρλεπζεο (488, 510, 580, 610, 640 θαη 660nm) δηεπθνιχλνπλ ηε ρξήζε πνηθίισλ θζνξηδνπζψλ 

νπζηψλ θαη άιισλ κνξθψλ αλίρλεπζεο. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, ε ηαρεία θη αθξηβήο 

απμνκείσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο επηηπγράλεηαη κέζσ κπινθ ζεξκηθνχ θπθινπνηεηή κε ρξήζε 

ζεξκνειεθηξηθψλ ζηνηρείσλ Peltier, ν νπνίνο ζεξκαίλεη νκνηφκνξθα ηελ πιάθα 96 ζέζεσλ (96-

well plate). Γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο αληίδξαζεο PCR ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν, νη πιεξνθνξίεο 

ησλ ζεκάησλ θζνξηζκνχ, ζεξκνθξαζίαο θαη θχθινπ ηεο αληίδξαζεο, κεηαθέξνληαη απφ θαη πξνο 

έλαλ ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή, κέζσ θαηάιιειεο ζχλδεζεο. Ζ ηειηθή επεμεξγαζία ησλ 

απνηειεζκάησλ πξαγκαηνπνηείηαη κε ρξήζε απηφκαησλ αιγνξίζκσλ ηνπ ινγηζκηθνχ, 

παξέρνληαο ηε δπλαηφηεηα γηα απφιπηε/ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο αληίδξαζεο ή/θαη αλάιπζε 

θακπχισλ ηήμεο. 
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ρήκα 4.13. α) Ο αλαιπηήο Cobas z480, β) Λνγηζκηθό LightCycler
®
 480 

 

4.14. Κπηηαξηθέο ζεηξέο 

Οη θαιιηέξγεηεο ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ MCF-7 θαη SKBR3 πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην 

Δξγαζηήξην Φπζηνινγίαο Εψσλ θαη Αλζξψπνπ, ηνπ ηκήκαηνο Βηνινγίαο Δζληθνχ θαη 

Καπνδηζηξηαθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ (Τπεχζπλε: Αλαπιεξψηξηα θαζεγήηξηα Ο. 

Σζηηζηιψλε).  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 5 

ΜΔΛΔΣΖ ΠΡΟΑΝΑΛΤΣΗΚΧΝ ΠΑΡΑΜΔΣΡΧΝ ΓΗΑ ΑΝΑΛΤΔΗ ΓΟΝΗΓΗΑΚΉ 

ΔΚΦΡΑΖ Δ ΚΤΚΛΟΦΟΡΟΤΝΣΑ ΚΑΡΚΗΝΗΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ ΚΑΗ ΣΖΝ 

ΠΟΟΣΗΚΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ ΚΤΚΛΟΦΟΡΟΤΝΣΧΝ miRNAs 

 

5.1. Μειέηε πξναλαιπηηθώλ παξακέηξσλ γηα αλαιύζεηο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs 

 

5.1.1. Δηζαγσγή 

ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο, έγηλε κειέηε ζηαζεξφηεηαο ηεο έθθξαζεο 

ηνπ mRNA ησλ CTCs ζε δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο. Γηα ην ζθνπφ απηφ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα εκβνιηαζκνχ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (spiking) ζε ζσιελάξηα 

ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, κε δηαθνξεηηθή ζχζηαζε αληηπεθηηθνχ θαη ζπληεξεηηθψλ ησλ 

θπηηάξσλ. H ζχγθξηζε έγηλε αλάκεζα ζηα Κ2EDTA (BD Vacutainer, Plymouth, UK) ζσιελάξηα 

θαη ζε έμη δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα πνπ πεξηέρνπλ εηδηθά ζπληεξεηηθά. Πξαγκαηνπνηήζεθε 

εκβνιηαζκφο 100 θπηηάξσλ ηεο θαξθηληθήο θπηηαξηθήο ζεηξάο MCF-7 ζε 10mL πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο απφ πγηείο αηκνδφηεο θαη ζηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ησλ CTCs κε 

EpCAM
+
 αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ζε δηαζηήκαηα 0h, 24h θαη 48h. Ζ απνκφλσζε ηνπ 

νιηθνχ RNA έγηλε κε TRIzol-LS θαη αθνινχζεζε ε ζχλζεζε ηνπ cDNA. ηελ ζπλέρεηα 

πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ B2M θαη CK-19 ζηα 

CTCs κε ήδε αλαπηπρζείζεο RT-qPCR κεζνδνινγίεο.  

 

5.1.2. Πεηξακαηηθή πνξεία  

5.1.2.1. Δκβνιηαζκόο  δεηγκάησλ πεξηθεξηθνύ αίκαηνο 

Πεξηθεξηθφ αίκα ζπιιέρζεθε απφ πγηείο δφηεο ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

ησλ 10mL κε δηαθνξεηηθή ζχζηαζε αληηπεθηηθνχ θαη ζπληεξηηηθψλ ησλ θπηηάξσλ. Σα  

ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ήηαλ ηα εμήο: 1) K2EDTA (BD Vacutainer, 

Plymouth, UK), 2) cell-free RNA (cfRNA) BCT (Streck Inc., Omaha, NE, USA), 3) cell-free 

DNA (cfDNA) BCT (Streck Inc., Omaha, NE, USA), 4) BD/ACD-A ζε ζπλδπαζκφ κε 

Adnatubes (Adnagen, Qiagen), 5) Cellsave (Menarini Silicon Biosystems), 6) Transfix 

(Cytomark), 7) BD/ACD-A κε πξνζζήθε ηηξνθηκπάλεο (Sigma-Aldrich). Γηα ηελ απνθπγή 

επηκφιπλζεο ησλ δεηγκάησλ απφ επηδεξκηθά επηζειηαθά θχηηαξα θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο 
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αηκνιεςίαο, ηα πξψηα 5mL απνξξίπηνληαη. ε θάζε ζσιελάξην, πξαγκαηνπνηήζεθε 

εκβνιηαζκφο 100 θπηηάξσλ ηεο θαξθηληθήο θπηηαξηθήο ζεηξάο MCF-7 ζε 10mL πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο απφ πγηείο αηκνδφηεο θαη θπιάρζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο κέρξη λα 

πξαγκαηνπνηεζεί ε απνκφλσζή ηνπο ζε ηξία δηαθνξεηηθά ρξνληθά δηαζηήκαηα: α) 0 (Σ0),  β) 24 

(Σ24) θαη  γ) 48 (Σ48) ψξεο.  

 

5.1.2.2. Απνκόλσζε ησλ CTCs κε EpCAM-ζεηηθό αλνζνκαγλεηηθό εκπινπηηζκό 

10mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κεηαθέξνληαη ζε Falcon ησλ 50mL θαη γίλεηαη πξνζζήθε RCL(1X) 

κέρξη ηα 45mL ηνπ Falcon. Αθνινπζεί επψαζε γηα 20min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο,  

θπγνθέληξεζε (530g, 20min, ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο), απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη ζηε 

ζπλέρεηα πξνζζήθε 30mL RCL(1X). Δπψαζε γηα 10 min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο θαη 

θπγνθέληξεζε (530g, 10min, ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο). Αθνινπζεί απφρπζε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ θαη πξνζζήθε 10mL RCL(1X). Λακβάλνληαη 10κL απφ ην ελαηψξεκα θαη 

ηνπνζεηνχληαη ζε έλα απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf ησλ 2mL φπνπ πξνζηίζεληαη 

θαη 90κL απφ ηε ρξσζηηθή trypan blue. Μέηξεζε ησλ θπηηάξσλ ζην κηθξνζθφπην. Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ζηα 530g γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο, ην ππεξθείκελν απνρχλεηαη 

θαη ηα θχηηαξα ρξεζηκνπνηνχληαη ακέζσο γηα αλνζνκαγλεηηθφ πξνζδηνξηζκν κε ηε ρξήζε 

ζθαηξηδίσλ (ππνθεθάιαην 4.2.3). Σέινο, πξαγκαηνπνηείηαη ιχζε ησλ απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ 

κε πξνζζήθε 1mL αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS. 

 

5.1.2.3. Απνκόλσζε νιηθνύ RNA, ζύλζεζε cDNA θαη RT-qPCR 

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS (ThermoFisher, USA). Αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ ζηα 

ζσιελάξηα ζπιινγήο ηχπνπ Eppendorf πνπ πεξηείραλ ην 1mL TRIzol-LS. Μεηά ηε ιήςε ηεο 

πδαηηθήο θάζεο (αλψηεξε ζηηβάδα), πνπ πεξηέρεη ην νιηθφ RNA, αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία 

απνκφλσζεο φπσο πεξηγξάθεηαη κε ιεπηνκέξεηα ζην ππνθεθάιαην 4.4. Ζ ζχλζεζε ηνπ cDNA 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ High capacity RNA to cDNA kit (ππνθεθαιαην 4.7). Ο 

πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA έγηλε ζην 

φξγαλν ND-1000 Spectrophotometer.  

 Γηα ηε κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, εθαξκφζακε ηηο ήδε ζρεδηαζκέλεο, επηθπξσκέλεο, 

εηδηθέο θαη εμαηξεηηθά επαίζζεηεο RT-qPCR κεζνδνινγίεο γηα ηε κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ 

γνληδίσλ Β2Μ θαη CK-19 (243,244). ε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ε πνηφηεηα ησλ δεηγκάησλ 
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ειέγρζεθε κε ηελ RT-qPCR γηα ην γνλίδην αλαθνξάο Β2Μ. Όια ηα πεηξάκαηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην φξγαλν LightCycler 2.0 (IVD, Roche Diagnostics), κε ζπλζήθεο νη 

νπνίεο πεξηγξάθνληαη παξαθάησ. Ο ζπλνιηθφο φγθνο θάζε αληίδξαζεο ήηαλ 10κL, κε αλαινγία 

1κL cDNA ζε 9κL κείγκαηνο αληίδξαζεο. Κάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα δείγκα 

αξλεηηθνχ ειέγρνπ, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη δελ νθείιεηαη ζε 

επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ηεο PCR απφ γελσκηθφ DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ 

ειέγρνπ γηα λα εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε ηεο PCR έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη 

αθεηέξνπ φηη ε απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή. Χο δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε cDNA απφ θχηηαξα ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο MCF-7. Οη αιιεινπρίεο ησλ 

εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ πδξφιπζεο γηα ηα γνλίδηα Β2Μ θαη ηελ CK-19 δίλνληαη ζηνπο 

Πίλαθεο 5.1 θαη 5.4, θαζψο θαη νη ζπλζήθεο αληίδξαζεο γηα ηα δχν γνλίδηα παξνπζηάδνληαη 

ζηνπο Πίλαθεο 5.2 , 5.3, 5.5, 5.6. 

 

Πίλαθαο 5.1. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην Β2Μ 

 

 

Πίλαθαο 5.2. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην Β2Μ 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 4,92 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 1 0,5x 

MgCl2 (25mM) 1,20 3mM 

dNTPs (10mM) 0,15 150κM 

BSA  (10κg/κL) 0,30 0,3κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,25 0,25κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,25 0,25κΜ 

Αληρλεπηήο πδξφιπζεο (3κΜ) 0,83 0,25κΜ 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

cDNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

 

Γνλίδην 
 

 

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 
Β2Μ 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

GCCTGCCGTGTGAACCATGT 63,7  

 

99 Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

AAATGCGGCATCTTCAAACCTC 63,2 

Αληρλεπηήο 

πδξόιπζεο  

6FAM-CATGATGCTGCTTACATGTCTCGATCCCAC -BBQ 73,4 
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Πίλαθαο 5.3. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην Β2Μ 

ηάδην RT- PCR Θεξκνθξαζία Υξόλνο 
ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 58°C 20s  

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s   

Φύμε 40°C 30s   

 

Πίλαθαο 5.4. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πβξηδηζκνύ γηα ην γνλίδην CK-19 

 

Πίλαθαο 5.5. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην CK-19 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 3,75 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 2 1x 

MgCl2 (25mM) 1 2,5mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,15 0,15κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,40 0,40κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,40 0,40κΜ 

Αληρλεπηήο πβξηδηζκνχ-FL (3κΜ) 0,50 0,15κΜ 

Αληρλεπηήο πβξηδηζκνχ-LC (3κΜ) 0,50 0,15κΜ 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

cDNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

 

 

 

 

Γνλίδην 

  

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

 

 

 
CK-19 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

CGGGACAAGATTCTTGGT 52,4 

 
142 

 

Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

CGTTGATGTCGGCCTCCA 60,4 

Αληρλεπηήο 

πβξηδηζκνύ 

-FL  

5’-TGTCCTGCAGATCGACAACGCCC-FL 

 

71 

Αληρλεπηήο  

πβξηδηζκνύ-

LC 

LC640-CTGGCTGCAGATGACTTCCGAACC-PH 

 

69 
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Πίλαθαο 5.6. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην CK-19 

ηάδην RT- PCR Θεξκνθξαζία Υξόλνο  

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 

Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 55°C 20s   

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s  

Φύμε 40°C 30s   

 

5.1.2.4. ηαηηζηηθή αλάιπζε 

Σα γξαθήκαηα δεκηνπξγήζεθαλ κε ην πξφγξακκα MS-Excel 2010 (Microsoft Corporation, 

Seattle/USA) θαη γηα ηα Levey-Jennings γξαθήκαηα έγηλε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ QI Macros: 

SPC Software for Excel (KnowWare International, Inc., USA). 

 

5.1.3. Απνηειέζκαηα 

5.1.3.1. Έιεγρνο πνηόηεηαο όισλ ησλ βεκάησλ πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ πεηξακαηηθή 

πνξεία γηα αλαιύζεηο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζε δείγκαηα πγξήο βηνςίαο 

ε θάζε βήκα ηεο αλαιπηηθήο πνξείαο ζπκπεξηιάβακε θαηάιιεια ζεηηθά θαη αξλεηηθά δείγκαηα 

ειέγρνπ ψζηε λα δηαζθαιηζηεί ε πνηφηεηα θαη ε αλαπαξαγσγηκφηεηα ησλ απνηειεζκάησλ. Σα 

ζεηηθά δείγκαηα ειέγρνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαη γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο δηαθχκαλζεο ηεο 

αλάιπζεο κε ηελ πάξνδν ηνπ ρξφλνπ ζχκθσλα κε ηηο θαηεπζπληήξηεο νδεγίεο MIQE (minimum 

information for publication of quantitive real-time PCR experiments) (245). ε θάζε πείξακα 

απνκφλσζεο ηνπ νιηθνχ RNA, ην ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ ήηαλ 100 θχηηαξα MCF-7 ζηα νπνία 

είρε πξνεγεζεί ιχζε ηνπο κε TRIzol-LS θαη απνζήθεπζε ζηνπο -80
ν
C. Γηα ηε ζχλζεζε ηνπ 

cDNA, ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ ήηαλ ην RNA (100ng/κL) απφ θχηηαξα MCF-7. Γηα ηελ RT-

qPCR, σο ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ ρξεζηκνπνηήζεθε cDNA απφ θχηηαξα MCF-7. Γηα θάζε έλα 

απφ ηα παξαπάλσ βήκαηα ζρεδηάζηεθαλ γξαθήκαηα Levey-Jennings γηα φια ηα ζεηηθά δείγκαηα 

ειέγρνπ ζχκθσλα κε ηε ρξήζε ηνπο σο δείγκαηα ειέγρνπ ζηα εθάζηνηε εμεηαδφκελα γνλίδηα 

Β2Μ θαη CK-19. Σν δηάγξακκα ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο γηα ηνλ έιεγρν πνηφηεηαο ησλ 

αλαιχζεσλ παξνπζηάδεηαη ζην ρήκα 5.1. 

 

https://www.qimacros.com/
https://www.qimacros.com/
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ρήκα 5.1. Γηάγξακκα πεηξακαηηθήο πνξείαο γηα ηνλ έιεγρν πνηόηεηαο ησλ αλαιύζεσλ γνληδηαθήο έθθξαζεο 

ζε CTCs 

Έιεγρνο πνηόηεηαο ηεο απνκόλσζεο ηνπ νιηθνύ RNA: Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο αθξίβεηαο θαη 

αλαπαξαγσγηκφηεηαο ηεο φιεο δηαδηθαζίαο ζηνλ ρξφλν, ζε θάζε πείξακα απνκφλσζεο νιηθνχ 

RNA, ρξεζηκνπνηήζεθε έλα ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ θαη θαηαζθεπάζηεθαλ γξαθήκαηα Levey-

Jennings. Γηα ην ζθνπφ απηφ, 100 θχηηαξα ηεο θαξθηληθήο ζεηξάο MCF-7 κνηξάζηεθαλ ζε 23 

δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα ηχπνπ Δppendorf θαη ζηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηήζεθε ιχζε ηνπο κε ηε 

ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS θαη απνζήθεπζε ζηνπο -80
ν
C. Όπσο θαίλεηαη ζην ρήκα 

5.2α, ζχκθσλα κε ηα γξαθήκαηα Levey-Jennings πνπ πξνέξρνληαη απφ ηηο 23 δηαθνξεηηθέο 

δηαδηθαζίεο απνκφλσζεο νιηθνχ RNA, πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε δηάξθεηα πέληε κελψλ, δελ 

παξαβηάδεηαη θαλέλα απφ ηα θξηηήξηα πνηφηεηαο. 

Έιεγρνο πνηόηεηαο ηεο ζύλζεζεο ηνπ cDNA: ε θάζε πείξακα ζχλζεζεο ηνπ cDNA 

ζπκπεξηιήθζε έλα ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ. Γηα ην ζθνπφ απηφ, 100ng/κL κνηξάζηεθαλ ζε 23 

δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα ηχπνπ Δppendorf θαη απνζεθεχζεθαλ ζηνπο -80
ν
C. Γεκηνπξγήζεθαλ 

γξαθήκαηα Levey-Jennings πνπ πεξηιακβάλνπλ ηα ζεηηθά δείγκαηα ειέγρνπ γηα θαζέλα απφ ηα 

εμεηαδφκελα γνλίδηα, φπσο θαίλεηαη ζην ρήκα 5.2β. Γηα ην γνλίδην αλαθνξάο B2M, 19/23 

(82,6%) ησλ ζπλνιηθψλ ηηκψλ απφ ηηο κεηξήζεηο βξίζθεηαη ζην ±1SD απφ ηε κέζε ηηκή, ελψ 

3/23 ηηκέο ησλ κεηξήζεσλ βξίζθνληαη ζην ±2SD θαη 1/23 βξίζθεηαη ζην ±3SD. Γηα ηα ζεηηθά 

δείγκαηα ειέγρνπ θαηά ηε ζχλζεζε ηνπ cDNA, γηα ην γνλίδην CK-19, 19/23 (82,6%) ησλ 
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ζπλνιηθψλ ηηκψλ απφ ηηο κεηξήζεηο βξίζθεηαη ζην ±1SD απφ ηε κέζε ηηκή, ελψ 3/23 ηηκέο ησλ 

κεηξήζεσλ βξίζθνληαη ζην ±2SD. ε κηα πεξίπησζε (εκέξα 134), ε ηηκή Cq ηεο κέηξεζεο 

ππεξβαίλεη ηα φξηα ειέγρνπ, ππνδεηθλχνληαο έλα ηπραίν ζθάικα. Έηζη, εμεηάζηεθε ε ζρέζε 

κεηαμχ απηήο ηεο ηηκήο θαη ησλ άιισλ απνηειεζκάησλ ησλ αλαιχζεσλ ηεο ίδηαο κέξα θαζψο 

θαη ησλ πξνεγνχκελσλ, θαη εθφζνλ νη ηηκέο Cq ηνπ ζεηηθνχ δείγκαηνο ειέγρνπ ήηαλ κέζα ζην 

±2SD, ην ηειηθφ απνηέιεζκα έγηλε δεθηφ. 

Έιεγρνο πνηόηεηαο ηεο RT-qPCR: Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο αθξίβεηαο θαη 

αλαπαξαγσγηκφηεηαο ηεο RT-qPCR ζε θάζε πείξακα, ρξεζηκνπνηήζεθε έλα ζεηηθφ δείγκα 

ειέγρνπ θαη θαηαζθεπάζηεθαλ γξαθήκαηα Levey-Jennings κε ζθνπφ ηελ θαζηέξσζε κηαο 

δηαδηθαζίαο πνηνηηθνχ ειέγρνπ γηα θάζε αλαιπηηθφ πείξακα. Γηα ην ζθνπφ απηφ, cDNA απφ 

θχηηαξα MCF-7 κνηξάζηεθαλ ζε 23 δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα ηχπνπ Δppendorf θαη 

απνζεθεχζεθαλ ζηνπο -80
ν
C. Όπσο θαίλεηαη ζην ρήκα 5.2γ, ζχκθσλα κε ηα γξαθήκαηα 

Levey-Jennings θαη γηα ηα δπν εμεηαδφκελα γνλίδηα (B2M θαη CK-19) δελ παξαβηάδεηαη θαλέλα 

απφ ηα θξηηήξηα πνηφηεηαο. 

 

ρήκα 5.2. Γξαθήκαηα Levey-Jennings. Έιεγρνο πνηόηεηαο ηεο αλαιπηηθήο δηαδηθαζίαο ζε θάζε βήκα: α) 

απνκόλσζε νιηθνύ RNA από ηα CTCs, β) ζύλζεζε cDNA θαη γ) RT-qPCR (246) 
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5.1.3.2. Μειέηε ζηαζεξόηεηαο ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ησλ CTCs 

Έγηλαλ πεηξάκαηα εκβνιηαζκνχ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (spiking) ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, κε δηαθνξεηηθή ζχζηαζε αληηπεθηηθνχ θαη ζπληεξεηηθψλ ησλ θπηηάξσλ, 

κε ζθνπφ ηε κειέηε ζηαζεξφηεηαο ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ησλ CTCs ζε δηαθνξεηηθά ρξνληθά 

δηαζηήκαηα (ρήκα 5.3).  

 

ρήκα 5.3. Γηάγξακκα ξνήο γηα ηε κειέηε ζηαζεξόηεηαο ηνπ mRNA ησλ CTCs (246) 

Όηαλ ην πεξηθεξηθφ αίκα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ, εκβνιηαζκέλν κε 100 θχηηαξα MCF-7, 

απνζεθεχηεθε ζε Κ2ΔDTA ζσιελάξηα, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 αληρλεχηεθε ζε φια ηα 

ρξνληθά δηαζηήκαηα (Σ0, Σ24 θαη Σ48). ε ζσιελάξηα cfDNA-Streck θαη ζε ACD-A κε πξνζζήθε 

ηηξνθηκπάλεο, παξαηεξήζεθε έθθξαζε ζε Σ0, Σ24 θαη Σ48 αιιά κε ρακειφηεξν αξηζκφ 

αληηγξάθσλ. ηα ζσιελάξηα cfRNA-Streck, Cellsave θαη Transfix παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηνπ 

γνληδίνπ CK-19 κφλν ζε ρξφλν Σ0, ππνδεηθλχνληαο ηελ αξλεηηθή επίδξαζε ησλ αληηπεθηηθψλ 

ή/θαη ησλ ζπληεξεηηθψλ πνπ πεξηέρνληαη ζε απηά. Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο B2M είλαη 

ρακειφηεξε ζηα cfRNA-Streck, Cellsave θαη Transfix ζπγθξηλφκελε κε ηα Κ2ΔDTA. Σα 

απνηειέζκαηά καο, δείρλνπλ φηη ε έθθξαζε ηνπ mRNA ησλ CTCs επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ 

ηα αληηπεθηηθά ή/θαη ηα ζπληεξεηηθά πνπ πεξηέρνληαη ζηα ζπγθεθξηκέλα ζσιελάξηα (ρήκα 

5.4). 
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ρήκα 5.4. Δθηίκεζε ηεο ζηαζεξόηεηαο ηνπ mRNA ησλ CTCs ζηα 7 δηαθνξεηηθά εκπνξηθά δηαζέζηκα 

ζσιελάξηα ζε ηξία ρξνληθά δηαζηήκαηα (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Σα απνηειέζκαηα εθθξάδνληαη ζε ηηκέο Cq: α) Β2Μ 

θαη β) CK-19 (246) 

Σα πνζνζηά αλάθηεζεο ζε φια ηα ρξνληθά δηαζηήκαηα ππνινγίζηεθαλ ζπγθξίλνληαο ηα 

απνηειέζκαηά καο κε απηά πνπ πξνέθπςαλ απφ MCF-7 θχηηαξα ηα νπνία δελ εκβνιηάζηεθαλ ζε 

πεξηθεξηθφ αίκα αιιά απνκνλψζεθαλ θαη αλαιχζεθαλ κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν. Γηα ην ζθνπφ 

απηφ,  πξαγκαηνπνηήζεθε ιχζε 10, 100, 1.000 θαη 10.000 θπηηάξσλ MCF-7 κε TRIzol-LS ζε 

ρξφλν Σ0 θαη αθνινχζεζε απνκφλσζε RNA, ζχλζεζε cDNA θαη RT-qPCR (ρήκα 5.5). Σα 

πξσηφθνιια πεξηγξάθνληαη αλαιπηηθά ζην θεθάιαην 4. Ζ θακπχιε βαζκνλφκεζεο ησλ 

αληηγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ CK-19 πνπ αληηζηνηρεί ζηα 10, 100, 1.000 θαη 10.000 MCF-7 θχηηαξα 

απεηθνλίδεηαη ζην ρήκα 5.6α. H κέζε αλάθηεζε ζε ρξφλν Σ0 ήηαλ 86% ζηα Κ2ΔDTA, 50% 

ζηα cfDNA-Streck, 32% ζηα cfRNA-Streck, 107% ζηα ΑCD-A/Adnatubes, 11% ζηα Cellsave, 

15% ζηα Transfix θαη 49% ζηα ΑCD-A/ηηξνθηκπάλε (ρήκα 5.5β). H κέζε αλάθηεζε ζε ρξφλν 

Σ24 ήηαλ 44% ζηα Κ2ΔDTA, 9% ζηα cfDNA-Streck θαη 28% ζηα ΑCD-A/ηηξνθηκπάλε. Σέινο, ε 

κέζε αλάθηεζε ζε ρξφλν Σ48 ήηαλ 36% ζηα Κ2ΔDTA, 6% ζηα ΑCD-A/Adnatubes θαη 18% ζηα 

ΑCD-A/ηηξνθηκπάλε. 
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ρήκα 5.5. Υαξαθηεξηζηηθό θαηαγξάθεκα RT-qPCR γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηεο CK-19 πνπ 

αληηζηνηρνύλ ζε MCF-7 θύηηαξα 

 

 

ρήκα 5.6. α) Κακπύιε βαζκνλόκεζεο γηα ηελ CK-19, ηηκέο Cq πξνο log(θπηηάξσλ/κL), νη κεηξήζεηο έγηλαλ 

εηο ηξηπινύλ θαη β)% Αλάθηεζε ησλ θπηηάξσλ ζε δηαθνξεηηθά ρξνληθά δηαζηήκαηα γηα θάζε ζσιελάξην (77) 
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5.2. Μειέηε πξναλαιπηηθώλ παξακέηξσλ ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ θπθινθνξνύλησλ 

miRNAs 

5.2.1. Δηζαγσγή 

ηελ παξνχζα δηαηξηβή πξαγκαηνπνηήζεθε κειέηε ηεο επίδξαζεο πξναλαιπηηθψλ παξακέηξσλ 

ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs. Πην ζπγθεθξηκέλα, κειεηήζεθε ε 

ζηαζεξφηεηα ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs ζην πιάζκα πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ πεξηθεξηθφ 

αίκα πγηψλ αηκνδνηψλ ζε δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα ζπιινγήο ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο θαη ζε 

δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο πεξηφδνπο απνκφλσζεο (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Ζ αμηνιφγεζε ηεο επίδξαζεο 

ησλ αληηπεθηηθψλ ή ησλ ζπληεξεηηθψλ ησλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο  

ζηεξίρζεθε ζηνλ ζπλδπαζκφ ησλ απνηειεζκάησλ πνπ ειήθζεζαλ απφ ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

επηπέδσλ δπν ελδνγελψλ miRNAs, ηνπ miR-21 θαη ηνπ miR-191, θαζψο θαη ηνπ εμσγελνχο 

πξνηχπνπ cel-miR-39 πνπ πξνζηέζεθε ζηα δείγκαηα. 

Όια ηα πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ εηο ηξηπινχλ. Σν εμσγελέο πξφηππν πξνζηέζεθε ζηα 

δείγκαηα κεηά ηελ απφςπμή ηνπο θαηά ηηο δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο δηεμαγσγήο ηνπ 

πεηξάκαηνο, κε ζθνπφ λα εθηηκεζεί εάλ νη παξαηεξνχκελεο απνθιίζεηο ζηελ αλάθηεζε ησλ 

ελδνγελψλ miRNAs νθείινληαη ζε ζθάικαηα θαηά ηε δηαδηθαζία απνκφλσζεο ησλ miRNAs 

απφ ηα δείγκαηα. 

5.2.2. Πεηξακαηηθή πνξεία  

Πεξηθεξηθφ αίκα πγηψλ δνηψλ ζπιιέρζεθε ζε ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ησλ 

10mL κε δηαθνξεηηθή ζχζηαζε αληηπεθηηθνχ θαη ζπληεξεηηθψλ ησλ θπηηάξσλ. Σα ζσιελάξηα 

ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ήηαλ ηα εμήο: 1) K2EDTA (BD Vacutainer, Plymouth, UK), 2) 

Paxgene (Qiagen, Gernany), 3) cell-free DNA (cfDNA) BCT (Streck Inc., Omaha, NE, USA). 

Σα δείγκαηα θπιάρζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο κέρξη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε 

απνκφλσζε ηνπ πιάζκαηνο ζε ηξία δηαθνξεηηθά ρξνληθά δηαζηήκαηα: α) 0 (Σ0),  β) 24 (Σ24) θαη  

γ) 48 (Σ48) ψξεο. Όια ηα πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ εηο ηξηπινχλ ζην ζχλνιν ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο. 

Μεηά ηε ζπιινγή ησλ δεηγκάησλ αθνινχζεζε απνκφλσζε ηνπ πιάζκαηνο απφ ην πεξηθεξηθφ 

αίκα κε θπγνθέληξεζε ζηα 2000g γηα 10min, ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Μεηά ην δηαθξηηφ 

δηαρσξηζκφ πιάζκαηνο-εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ, ην πιάζκα κεηαθέξζεθε ζε απνζηεηξσκέλα 

ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf ησλ 2mL. Αθνινχζεζε ε απνκφλσζε απφ 200κL πιάζκαηνο ησλ 

miRNAs κε ην miRNeasy serum/plasma advanced kit (QIAGEN
®
, Germany), ε νπνία 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή (ππνθεθάιαην 4.10). Πξηλ ηελ 

απνκφλσζε ησλ miRNAs πξαγκαηνπνηήζεθε πξνζζήθε 25 fmol εμσγελνχο miRNA απφ ην 



Κεθάιαην 5                                                                                                                                             Μειέηε πξναλαιπηηθψλ παξακέηξσλ                

118 
 

ζθνπιήθη Caenohabditis elegans (cel-miR-39) ζην πιάζκα. Σν ζηάδην απηφ ρξεηάδεηαη  γηα ηνλ 

έιεγρν ηεο απφδνζεο ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο ησλ miRNAs απφ ην δείγκα αιιά θαη ησλ 

ζηαδίσλ πνπ αθνινπζνχλ κέρξη ηελ ηειηθή πνζνηηθνπνίεζε ησλ miRNAs (ρήκα 5.7).  

 

ρήκα 5.7. Γηάγξακκα ξνήο γηα ηε κειέηε πξναλαιπηηθώλ παξακέηξσλ ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ miRNAs 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ miRNAs πξαγκαηνπνηήζεθε κε κηα αληίδξαζε δχν βεκάησλ 

απνηεινχκελε απφ κηα αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο ε νπνία αθνινπζείηαη απφ πνζνηηθή 

PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ, φπσο πεξηγξάθεθε αλαιπηηθά ζην ππνθεθάιαην 4.11.1. Ζ αληίδξαζε 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο γηα ηε ζχλζεζε cDNA δηεμήρζε κε ηε ρξήζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ 

TaqMan miRNA reverse transcription kit θαη TaqMan miRNA assays. Σα αληηδξαζηήξηα απηά 

εμαζθαιίδνπλ ηελ ελίζρπζε ησλ ψξηκσλ miRNAs-ζηφρσλ κε πςειή εηδηθφηεηα, αθνχ κπνξνχλ 

λα δηαθξηζνχλ κεηαμχ ηνπο miRNAs πνπ δηαθέξνπλ ζε κία κφλν λνπθιενηηδηθή βάζε, αιιά θαη 

κεγάιε απφδνζε αληίδξαζεο. 

 Σν δεχηεξν ζηάδην ηεο δηαδηθαζίαο πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ ησλ miRNAs πεξηιακβάλεη ηελ 

πνζνηηθή RT-qPCR κε ηε ρξήζε αληρλεπηή TaqMan. Κάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα 

δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη θαηά ηελ 

πνζνηηθή PCR δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ηεο PCR απφ γελσκηθφ DNA, 

θαζψο θαη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ γηα λα εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε ηεο PCR 

έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή.  
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5.2.3. Απνηειέζκαηα κειέηεο πξναλαιπηηθώλ παξακέηξσλ γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

miRNAs 

Γηα ηε δηεμαγσγή ηεο ζπγθεθξηκέλεο κειέηεο, απνκνλψζεθαλ θπθινθνξνχληα miRNAs απφ 

δείγκαηα πιάζκαηνο πγηψλ αηκνδνηψλ κε ηε ρξήζε ηνπ miRNeasy serum/plasma advanced kit. 

Ζ αμηνιφγεζε ηεο επίδξαζεο ησλ αληηπεθηηθψλ ή ησλ ζπληεξεηηθψλ ησλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο 

ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέηξεζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ ελδνγελψλ miR-191 θαη miR-21 

(ρήκα 5.8) θαη ησλ επηπέδσλ ηνπ εμσγελνχο πξνηχπνπ cel-miR-39 πνπ πξνζηέζεθε ζε φια ηα 

δείγκαηα πξηλ ηελ απνκφλσζε.  

 

ρήκα 5.8. Δθηίκεζε ηεο ζηαζεξόηεηαο ησλ miRNAs ζην πιάζκα ζε 3 δηαθνξεηηθά εκπνξηθά δηαζέζηκα 

ζσιελάξηα ζε ηξία ρξνληθά δηαζηήκαηα (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Σα απνηειέζκαηα εθθξάδνληαη ζε ηηκέο Cq 

θαλνληθνπνηεκέλεο κε ην  εμσγελέο  cel-miR-39: α) γηα ην miR-191 θαη β) γηα ην miR-21 

 

5.3. πκπεξάζκαηα-ζπδήηεζε 

Οη πξναλαιπηηθνί παξάγνληεο, αλ δελ ιακβάλνληαη ππφςε θαη δελ ειέγρνληαη επαξθψο, κπνξνχλ 

λα έρνπλ ζνβαξή επίδξαζε ηφζν ζηελ πνηφηεηα ηνπ δείγκαηνο φζν θαη ζηελ πνηφηεηα ηεο 

κνξηαθήο αλάιπζεο. Με ην νινέλα απμαλφκελν ελδηαθέξνλ γηα ηα κνξηαθά θαη ζπλνδά 

δηαγλσζηηθά ηεζη, ε αλάπηπμε θαη ε εθαξκνγή θαηάιιεισλ κεζφδσλ ειέγρνπ πνηφηεηαο ζε φια 

ηα ζηάδηα ηεο δηαδηθαζίαο είλαη θξίζηκε γηα ηελ επηηπρή εθαξκνγή ηνπο (247). Ζ αλάπηπμε 
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κνξηαθψλ αλαιχζεσλ ζην πεξηθεξηθφ αίκα κε ζθνπφ ηελ πξφγλσζε θαη δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ 

έρεη δεκηνπξγήζεη κηα αλάγθε γηα ρξήζε αληηπεθηηθψλ θαη ζπληεξεηηθψλ κε ζθνπφ ηε 

δηαηήξεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ αίκαηνο γηα κεγαιχηεξα ρξνληθά δηαζηήκαηα (248). Σα 

αληηπεθηηθά θαη ηα ζπληεξεηηθά πξνζηίζεληαη ζπλήζσο ζηα ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο είηε γηα λα δηαηεξήζνπλ ην αίκα ζηελ πγξή θαηάζηαζε γηα αηκαηνινγηθά ηεζη, ή γηα ηελ 

απνκφλσζε θαηάιιεινπ πιάζκαηνο γηα αλαιχζεηο θιηληθήο ρεκείαο (249).  

Ζ θιηληθή ρξεζηκφηεηα ησλ δνθηκαζηψλ πγξήο βηνςίαο κπνξεί λα αμηνινγεζεί κφλν φηαλ 

βαζίδεηαη ζε πξνηππνπνηεκέλεο θαη απζηεξά ειεγρφκελεο δηαδηθαζίεο, θαζψο ε έιιεηςε 

πξνηππνπνηεκέλεο δηαδηθαζίαο αλαιχζεσλ παξεκπνδίδεη ζνβαξά ηελ εθαξκνγή ησλ 

δηαγλσζηηθψλ εμεηάζεσλ, πνπ βαζίδνληαη ζε CTC θαη ctDNA (250). Γηα παξάδεηγκα, ε κνξηαθή 

αλάιπζε ησλ CTCs πεξηνξίδεηαη ιφγσ ηνπ φηη απαηηείηαη  άκεζε επεμεξγαζία ηνπ πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο (κέζα ζε 4h) απφ ηε ιήςε ηνπ (251,252). Γηα λα ειαρηζηνπνηεζνχλ ηα πξναλαιπηηθά 

ζθάικαηα ιφγσ ηεο ζηαζεξφηεηαο ησλ CTCs ζην πεξηθεξηθφ αίκα θαηά ηε κεηαθνξά ηνπο, έρεη 

θαηαζθεπαζηεί κηα πιεζψξα εκπνξηθά δηαζέζηκσλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

κε ηε ρξήζε ζπγθεθξηκέλσλ ζπληεξεηηθψλ ή αληηπεθηηθψλ πνπ έρνπλ σο ζηφρν λα παξαηείλνπλ 

ην ρξφλν κεηαμχ ηεο ιήςεο ηνπ αίκαηνο θαη ηεο απνκφλσζεο ησλ CTCs. Μηα θαηεγνξία 

εκπνξηθά δηαζέζηκσλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, ηα cfDNA-Streck 

ζηαζεξνπνηνχλ ηα εκπχξελα θχηηαξα ηνπ αίκαηνο απνηξέπνληαο ηελ απειεπζέξσζε DNA ησλ 

θπηηάξσλ ζην πιάζκα (253–255). Χζηφζν, ηα πεξηζζφηεξα ζσιελάξηα έρνπλ θαηαζθεπαζηεί 

γηα αλαιχζεηο CTCs ζε επίπεδν πξσηετλψλ βαζηζκέλεο ζε απεηθνληζηηθέο ηερληθέο θαη δελ έρεη 

αμηνινγεζεί ε δπλαηφηεηα ρξήζε ηνπο ζε αλαιχζεηο CTCs ζε επίπεδν γνληδηαθήο έθθξαζεο.  

ηελ παξνχζα κειέηε, αμηνινγήζακε πξψηα ηελ επίδξαζε ησλ πξναλαιπηηθψλ ζπλζεθψλ γηα 

ηελ αλάιπζε γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs. Σα απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ φηη νη αλαιχζεηο 

ησλ CTCs ζε επίπεδν mRNA επεξεάδνληαη απφ ηα ζπληεξεηηθά ή/θαη ηα αληηπεθηηθά πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηα πεξηζζφηεξα ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ αίκαηνο. Όηαλ ην 

πεξηθεξηθφ αίκα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ, εκβνιηαζκέλν κε 100 θχηηαξα MCF-7, απνζεθεχηεθε ζε 

Κ2ΔDTA ζσιελάξηα, αληρλεχηεθε ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 ζε φια ηα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Σα απνηειέζκαηά καο  απηά έξρνληαη ζε ζπκθσλία κε ηα 

απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο ησλ Lu et al. γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-V7 ζηα CTCs 

κε ddPCR (256). 

Οη Rodriguez-Lee et al. έδεημαλ φηη ε πςειήο απφδνζεο αλάιπζε κνλήξσλ θπηηάξσλ 

επεξεάδεηαη ζεκαληηθά ηφζν απφ ην είδνο ησλ ζσιελαξίσλ φζν θαη απφ ην ρξφλν κέρξη λα 

πξαγκαηνπνηεζεί ε αλάιπζε. Δηδηθφηεξα, έδεημαλ φηη ηα ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο cfDNA-Streck πνπ πξνρψξεζαλ ζε αλάιπζε εληφο 24h απφ ηε ιήςε ηνπ αίκαηνο, 
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παξνπζίαζαλ πςειφηεξα επίπεδα αλίρλεπζεο ζπάλησλ θπηηάξσλ ηνπ φγθνπ θαη κπνξνχλ κε 

αζθάιεηα λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηέηνηνπ είδνπο αλαιχζεηο (257). Χζηφζν, ηα απνηειέζκαηα 

ηεο παξνχζαο κειέηεο έδεημαλ φηη ζε ζσιελάξηα cfDNA-Streck θαη ζε ACD-A κε πξνζζήθε 

ηηξνθηκπάλεο, παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 ζε Σ0, Σ24 θαη Σ48 αιιά κε 

ρακειφηεξν αξηζκφ αληηγξάθσλ ζε ζχγθξηζε κ’ απηά ησλ K2EDTA. Οη δηαθνξέο αλάκεζα ζηα 

απνηειέζκαηά καο θαη ζηα απνηειέζκαηα άιισλ κειεηψλ νθείινληαη πηζαλφηαηα ζηηο 

δηαθνξεηηθέο πξνζεγγίζεηο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ CTCs (257,258). 

ηα ζσιελάξηα cfRNA-Streck, Cellsave θαη Transfix παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-

19 κφλν ζε ρξφλν Σ0, δείρλνληαο ηελ αξλεηηθή επίδξαζε ησλ αληηπεθηηθψλ ή ησλ ζπληεξεηηθψλ 

πνπ πεξηέρνληαη ζ’ απηά ζηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπ mRNA ζηα CTCs. Ζ έθθξαζε ηνπ 

γνληδίνπ αλαθνξάο B2M είλαη ρακειφηεξε ζηα cfRNA-Streck, Cellsave θαη Transfix 

ζπγθξηλφκελε κε ηα Κ2ΔDTA. Σα απνηειέζκαηά καο, δείρλνπλ φηη ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο 

ηνπ mRNA ησλ CTCs επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηα αληηπεθηηθά ή ηα ζπληεξεηηθά πνπ 

πεξηέρνληαη ζηα ζπγθεθξηκέλα ζσιελάξηα. Ζ βέιηηζηε επηινγή ζσιελαξίσλ ζπιινγήο 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο γηα ηελ αλάιπζε γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs είλαη ηα Κ2ΔDTA.  

ε δεχηεξε θάζε, αμηνινγήζακε ηελ επίδξαζε πξναλαιπηηθψλ παξακέηξσλ ζηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs. Πην ζπγθεθξηκέλα, κειεηήζεθε ε ζηαζεξφηεηα 

ησλ θπθινθνξνχλησλ miRNAs ζην πιάζκα πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ πεξηθεξηθφ αίκα πγηψλ 

αηκνδνηψλ ζε δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα ζπιινγήο ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο (K2EDTA, cfDNA, 

Paxgene) θαη ζε δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο πεξηφδνπο απνκφλσζεο (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Ζ αμηνιφγεζε 

ηεο επίδξαζεο ησλ αληηπεθηηθψλ ή ησλ ζπληεξεηηθψλ ησλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο ηνπ 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο  ζηεξίρζεθε ζηνλ ζπλδπαζκφ ησλ απνηειεζκάησλ πνπ ειήθζεζαλ απφ ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ επηπέδσλ δπν ελδνγελψλ miRNAs, ηνπ miR-21 θαη ηνπ miR-191 θαζψο θαη 

ηνπ εμσγελνχο πξνηχπνπ cel-miR-39 πνπ πξνζηέζεθε ζηα δείγκαηα. 

 Σα απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ φηη ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ miRNAs δελ επεξεάδεηαη 

ζεκαληηθά απφ ηα αληηπεθηηθά ή/θαη ηα ζπληεξεηηθά ησλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο θαζψο 

αληρλεχνληαη ηα miR-21, miR-191 θαη cel-miR-39 ζε Σ0, Σ24 θαη Σ48. Σν γεγνλφο απηφ 

αληηθαηνπηξίδεηαη ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ηφζν ηνπ εμσγελνχο cel-miR-39 φζν θαη ησλ 

ελδνγελψλ miR-21 θαη miR-191 θαζψο νη ηηκέο Cq δελ κεηαβάιινληαη ζεκαληηθά ζηα K2EDTA, 

cfDNA θαη Paxgene. Χζηφζν ζηα K2EDTA έρνπκε θαιχηεξε αλάθηεζε ηνπ εμσγελνχο cel-miR-

39 ζε ζρέζε κε ηελ αλάθηεζή ηνπ ζηα cfDNA θαη Paxgene ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 6 

ΜΟΡΗΑΚΟ ΥΑΡΑΚΣΖΡΗΜΟ ΣΧΝ CTCs Δ ΔΠΗΠΔΓΟ ΓΟΝΗΓΗΑΚΖ 

ΔΚΦΡΑΖ Δ ΑΘΔΝΔΗ ΜΔ ΠΛΑΚΧΓΔ ΚΑΡΚΗΝΧΜΑ ΚΔΦΑΛΖ ΚΑΗ 

ΣΡΑΥΖΛΟΤ (HNSCC) 

 

6.1. Δηζαγσγή 

θνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ α) αξρηθά ε επηινγή ηνπ βέιηηζηνπ ζπζηήκαηνο 

απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ γηα ην κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs θαη β) ν κνξηαθφο  

ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs ζε επίπεδν γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηνλ HNSCC. Γηα απηφ ην ιφγν, 

ζπγθξίλακε άκεζα ηελ πιαηθφξκα απνκφλσζεο Parsortix, πνπ βαζίδεηαη ζε ζχζηεκα κηθξνξνψλ 

γηα ηελ απνκφλσζε/εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην κέγεζφο ηνπο, κε ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ 

εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην EpCAM απφ ην ίδην πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε HNSCC. 

 

6.2. Πεηξακαηηθή πνξεία 

ε φια ηα βήκαηα ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο πξαγκαηνπνηήζεθε ν αλάινγνο έιεγρνο πνηφηεηαο, 

φπσο απηφο πεξηγξάθεηαη ζην ππνθεθάιαην 5.1.3.1 ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο. Σν δηάγξακκα ξνήο 

ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο παξνπζηάδεηαη ζην ρήκα 6.1. 

 

ρήκα 6.1. Γηάγξακκα ξνήο γηα ηε κειέηε έθθξαζεο γνληδίσλ ζε αζζελείο κε HNSCC 
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6.2.1. Κιηληθά δείγκαηα 

Αξρηθά, ζπιιέρζεθε ηαπηφρξνλα πεξηθεξηθφ αίκα ζε δχν K2EDTA ζσιελάξηα ζπιινγήο ησλ 

10mL (BD Vacutainer, Plymouth,UK) απφ 50 αζζελείο κε HNSCC απφ ην Π.Γ.Ν. «Αηηηθφλ» 

(Τπεχζπλε: Αλαπι. Καζ. Α. Φπξξή) θαη 18 πγηείο αηκνδφηεο. Ζ απνκφλσζε ησλ CTC 

πξαγκαηνπνηήζεθε εληφο 3h κεηά ηε ζπιινγή ηνπ δείγκαηνο. Σα πξψηα 5ml ηνπ αίκαηνο 

απνξξίθζεθαλ γηα λα απνθεπρζεί ε επηκφιπλζε απφ επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ δέξκαηνο. Σα 

δείγκαηα αλαδεχηεθαλ ήπηα ακέζσο κεηά ηε ζπιινγή θαη δηαηεξήζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

 

6.2.2.Απνκόλσζε ησλ CTCs κε ην ζύζηεκα Parsortix 

Ο εκπινπηηζκφο ηνπ νιηθνχ αίκαηνο (10mL) ζε CTCs γίλεηαη κε εθαξκνγή πξσηνθφιισλ, φπσο 

απηά πεξηγξάθνληαη απφ ηνλ θαηαζθεπαζηή (ππνθεθάιαην 4.3) θαη ν δηαρσξηζκφο ησλ CTCs 

απφ ηνπο ππφινηπνπο θπηηαξηθνχο ππνπιεζπζκνχο ιακβάλεη ρψξα ζε θαζέηα. Σα θχηηαξα 

θαηαιήγνπλ ζε ηεξκαηηθή δηράια δηαηνκήο 6,5κm, φπνπ επηηξέπεηαη ε δηέιεπζε κφλν ησλ CTCs. 

Αθνχ ην δείγκα εκπινπηηζηεί, πξαγκαηνπνηείηαη εθαξκνγή αλάζηξνθεο ξνήο (harvest) θαη ηα 

θχηηαξα αξαησκέλα κε 200κL δηαιχκαηνο PBS, ζπιιέγνληαη ζε ζσιελάξην ζπιινγήο ηχπνπ 

Eppendorf. ηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηείηαη ιχζε ησλ απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ κε πξνζζήθε 

1mL αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS θαη απνζήθεπζε ζηνπο -70
ν
C.  

 

6.2.3.Απνκόλσζε ησλ CTCs κέζσ EpCAM-ζεηηθνύ αλνζνκαγλεηηθνύ εκπινπηηζκνύ 

Γέθα mL (10mL) πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κεηαθέξνληαη ζε Falcon ησλ 50mL θαη γίλεηαη πξνζζήθε 

35mL RCL(1X). Δπψαζε γηα 20min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο θαη θπγνθέληξεζε (530g, 

20min, ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο). Αθνινπζεί απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξνζζήθε 30mL RCL(1X). Δπψαζε γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο θαη 

θπγνθέληξεζε (530g, 10min, ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο). Αθνινπζεί απφρπζε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ θαη πξνζζήθε 10mL RCL(1X). Λακβάλνληαη 10κL απφ ην ελαηψξεκα θαη 

ηνπνζεηνχληαη ζε έλα απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην ηχπνπ Eppendorf ησλ 2mL φπνπ πξνζηίζεληαη 

θαη 90κL απφ ηε ρξσζηηθή trypan blue. Αθνινπζεί κέηξεζε ησλ θπηηάξσλ ζην κηθξνζθφπην. 

ηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε ζηα 530g γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία 

πεξηβάιινληνο, ην ππεξθείκελν απνρχλεηαη θαη ηα θχηηαξα ρξεζηκνπνηνχληαη ακέζσο γηα 

αλνζνκαγλεηηθφ πξνζδηνξηζκν κε ηε ρξήζε ζθαηξηδίσλ (ππνθεθάιαην 4.2.3). Σέινο, 
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πξαγκαηνπνηείηαη ιχζε ησλ απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ κε πξνζζήθε 1mL αληηδξαζηεξίνπ 

TRIzol-LS θαη απνζήθεπζε ζηνπο -70
ν
C. 

 

6.2.4. Απνκόλσζε νιηθνύ RNA, ζύλζεζε cDNA θαη RT-qPCR 

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS (ππνθεθάιαην 4.4). Αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ ζηα 

ζσιελάξηα ζπιινγήο ηχπνπ Eppendorf πνπ πεξηείραλ ην 1mL TRIzol-LS. Μεηά ηε ιήςε ηεο 

πδαηηθήο θάζεο (αλψηεξε ζηηβάδα), πνπ πεξηέρεη ην νιηθφ RNA, αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία 

απνκφλσζεο RNA φπσο πεξηγξάθεηαη κε ιεπηνκέξεηα ζην ππνθεθάιαην 4.4. Ζ ζχλζεζε ηνπ 

cDNA πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηνπ High capacity RNA to cDNA kit (ππνθεθαιαην 4.7). 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA έγηλε 

ζην φξγαλν Nanodrop-100 Spectrophotometer.  

Γηα ηε κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, εθαξκφζακε ηηο πξνεγνχκελα ζρεδηαζκέλεο, 

επηθπξσκέλεο, εηδηθέο θαη εμαηξεηηθά επαίζζεηεο RT-qPCR κεζνδνινγίεο γηα ηα γνλίδηα PD-L1 

(184), CK-19 (243,244), EGFR, CDH2 (123), TWIST1 θαη Β2Μ (ρξεζηκνπνηείηαη σο γνλίδην 

αλαθνξάο). ε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ε πνηφηεηα ησλ δεηγκάησλ ειέγρζεθε κε ηελ RT-qPCR γηα 

ην γνλίδην αλαθνξάο Β2Μ. Όια ηα πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην φξγαλν LightCycler 2.0 

(IVD, Roche Diagnostics), κε ζπλζήθεο νη νπνίεο πεξηγξάθνληαη παξαθάησ. Ο ζπλνιηθφο φγθνο 

θάζε αληίδξαζεο ήηαλ 10κL, κε αλαινγία 1κL cDNA ζε 9κL κείγκαηνο αληίδξαζεο. Κάζε 

πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην 

ζήκα πνπ ιακβάλεηαη δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ηεο PCR απφ γελσκηθφ 

DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ γηα λα εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε ηεο 

PCR έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή. Χο 

δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ ρξεζηκνπνηήζεθε cDNA απφ MCF-7 θχηηαξα (246). Οη αιιεινπρίεο 

ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ γηα ηα γνλίδηα B2M, CK-19 δίλνληαη ζην θεθάιαην 5. Οη 

αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ γηα ηα PD-L1, EGFR και TWIST1 δίλνληαη 

ζηνπο Πίλαθεο 6.1, 6.4, 6.8, θαζψο θαη νη ζπλζήθεο αληίδξαζεο γηα ηα ηξία γνλίδηα 

παξνπζηάδνληαη ζηνπο Πίλαθεο 6.3, 6.7, 6.9. 
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Πίλαθαο 6.1. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην PD-L1 

 

Πίλαθαο 6.2. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην PD-L1 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 2,67 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 3 1,5x 

MgCl2 (25mM) 1 2,5mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,60 0,6κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,30 0,30κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,30 0,30κΜ 

Αληρλεπηήο πδξφιπζεο (3κΜ) 0,83 0,25κΜ 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

cDNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

Πίλαθαο 6.3. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην PD-L1 

ηάδην RT- PCR Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 58°C 20s  

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s   

Φύμε 40°C 30s   

 

 

Πίλαθαο 6.4. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην EGFR 

 

 

Γνλίδην 

  

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

PD-L1 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

5'-GCTGAATTGGTCATCCCAGAA-3' 59,8  

 

163 Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

5'-TTTCACATCCATCATTCTCCCTT-3' 60,2 

Αληρλεπηήο 

πδξόιπζεο  

6FAM-ACCTCTGGCACATCCTCCAAATGAAAG-BBQ 69,8 

 

Γνλίδην 

  

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

 

EGFR 

Πξόζζηνο εθθηλεηήο  5’ – ACAGCTATGAGATGGAGGAAGAC -3’ 57,1  
88 

 

Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

5’- CCAATACCTATTCCGTTACACACT-3’ 57,6 

Αληρλεπηήο 

πβξηδηζκνύ-FL  

5’-GCGGCAAGGCCCTTCGCA-FL  69,6 

Αληρλεπηήο  

πβξηδηζκνύ-LC 

5’-LC705-TTCTTACACTTGCGGACGCCGTC-PH 68,3 
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Πίλαθαο 6.5. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην EGFR 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 4,95 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 1 0,5x 

MgCl2 (25mM) 1 2,5mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,15 0,15κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,30 0,30κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,30 0,30κΜ 

Αληρλεπηήο πβξηδηζκνχ-FL (3κΜ) 0,50 0,15κΜ 

Αληρλεπηήο πβξηδηζκνχ-LC (3κΜ) 0,50 0,15κΜ 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

cDNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

Πίλαθαο 6.6. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην EGFR 

ηάδην RT- PCR Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 55°C 20s   

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s  

Φύμε 40°C 30s   

 

Πίλαθαο 6.7. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην TWIST1 

 

 

Πίλαθαο 6.8. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην TWIST1 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 3,55 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 2 1x 

MgCl2 (25mM) 1 2,5mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,15 0,15κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,50 0,50κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,50 0,50κΜ 

Αληρλεπηήο πδξφιπζεο (3κΜ) 1 0,30κΜ 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

cDNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

Γνλίδην 

  

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

TWIST1 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

5'- GGCCGGAGACCTAGATGT -3' 59,8  

 

163 Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

5'- CACGCCCTGTTTCTTTGAAT -3' 60,2 

Αληρλεπηήο 

πδξόιπζεο  

6FAM-TGGACAGTCTAGAGACTCTGGAGCTGG-BBQ 69,8 
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Πίλαθαο 6.9. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR γηα ην γνλίδην TWIST1 

ηάδην RT- PCR Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 63°C 20s  

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s   

Φύμε 40°C 30s   

 

6.2.5. Καλνληθνπνίεζε γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηεο έθθξαζεο ησλ PD-L1, TWIST 

θαη CDH2 ζηα CTCs 

Ζ θαλνληθνπνίεζε γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ησλ PD-L1, TWIST θαη CDH2 

ζηα CTCs πξαγκαηνπνηείηαη ζχκθσλα κε ηελ έθθξαζε ηνπ B2M, σο γνλίδην αλαθνξάο θαη 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν 2
–ΓΓCt

 (Livak and Schmittgen) (242).  

Πην ζπγθεθξηκέλα, ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ PD-L1, TWIST θαη CDH2 εθηηκάηαη σο κηα ζρεηηθή 

αλαινγία πξνο ηελ έθθξαζε ηνπ Β2Μ ηφζν ζην θιάζκα CTCs ησλ αζζελψλ, φζν θαη ζην 

αληίζηνηρν θιάζκα CTCs ηεο νκάδαο ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

βαζκνλνκεηήο. ηε ζπλέρεηα, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν 2
-ΓΓCt

, αμηνινγήζεθε ε ππεξ-

έθθξαζε ησλ γνληδίσλ PD-L1, TWIST θαη CDH2 ζην θιάζκα CTCs ησλ δεηγκάησλ. 

ηα CTCs, έλα δείγκα ραξαθηεξίζηεθε ζεηηθφ ζηελ ππεξέθθξαζε ησλ γνληδίσλ PD-L1, TWIST 

θαη CDH2 κε βάζε ηελ αιιαγή ηεο έθθξαζήο ηνπο ζε ζρέζε κε ηελ νκάδα ησλ 18 πγηψλ 

ακνδνηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο νκάδα ειέγρνπ. Ζ ηηκή cut-off (κέζε ηηκή ±2SD), 

ππνινγίζηεθε ζχκθσλα κε ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ PD-L1, TWIST θαη CDH2 ζην θιάζκα 

CTCs ηνπ πγηνχο πιεζπζκνχ, πνπ αλαιχζεθε κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν φπσο ηα δείγκαηα 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ησλ αζζελψλ. Πην αλαιπηηθά, γηα απηά ηα 18 δείγκαηα ειέγρνπ, κεηξήζεθε 

ε δηαθνξά ηεο ηηκήο ηνπ Cq (ΓCqcontrol) γηα ηα PD-L1, TWIST θαη CDH2 απφ ηελ αληίζηνηρε 

ηηκή Cq γηα ην Β2Μ (γηα παξάδεηγκα, CqPD-L1-CqB2M) θαη ππνινγίζηεθε ε κέζε ηηκή ηνπο. 

Αθνινχζεζε ππνινγηζκφο ηνπ ΓΓCq (ΓCq-κέζε ηηκή) γηα θάζε δείγκα ειέγρνπ θαη ζηε 

ζπλέρεηα ππνινγίζηεθε ην 2
-ΓΓCq

. Ζ κέζε ηηκή ησλ 18 ηηκψλ  2
-ΓΓCq

 ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ ±2SD  

απνηειεί ην cut-off γηα ηελ ππεξέθθξαζε ησλ γνληδίσλ PD-L1, TWIST θαη CDH2 ζηα CTCs ησλ 

αζζελψλ κε HNSCC.  
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6.2.6.ηαηηζηηθή επεμεξγαζία 

Ζ ζηαηηζηηθή αλάιπζε φισλ ησλ δεδνκέλσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ηνπ ζηαηηζηηθνχ 

παθέηνπ SPSS 23 (SPSS Inc., Chicago, IL). Σα δεδνκέλα ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ κεηαμχ 

θαξθηληθψλ θαη θπζηνινγηθψλ δεηγκάησλ αλαιχζεθαλ κε ηελ εθαξκνγή ηνπ κε παξακεηξηθνχ 

Mann–Whitney U ηεζη. Οη ηηκέο p<0,05 ζεσξήζεθαλ σο ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο. 

 

6.3.Απνηειέζκαηα 

6.3.1. ύγθξηζε κεηαμύ ηνπ Parsortix θαη ηνπ ΔpCAM-ζεηηθνύ CTC εκπινπηηζκνύ ζε 

επίπεδν έθθξαζεο γνληδίσλ 

Αξρηθά αμηνινγήζακε κε πνζνηηθφ ηξφπν ηηο δπν δηαθνξεηηθέο κεζφδνπο εκπινπηηζκνχ, πνπ 

δηεμήρζεζαλ παξάιιεια, κε  αλαιχζεηο έθθξαζεο ησλ CTC ρξεζηκνπνηψληαο αθξηβψο ηελ ίδηα 

πνξεία γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA θαη ηηο κεζνδνινγίεο RT-qPCR. Σα απνηειέζκαηά απηά 

δείρλνπλ κηα ζαθψο ζεκαληηθή δηαθνξά ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ Β2Μ κεηαμχ ηνπ 

εκπινπηηζκνχ πνπ πξαγκαηνπνηείηαη κε ην Parsortix έλαληη ηνπ EpCAM-ζεηηθνχ 

αλνζνκαγλεηηθνχ εκπινπηηζκνχ. Πην ζπγθεθξηκέλα, φπσο θαίλεηαη ζην ρήκα 6.2, νη ηηκέο Cq 

γηα ην Β2Μ είλαη ζεκαληηθά ρακειφηεξεο ζηα CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε EpCAM ζεηηθφ 

αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ζε ζρέζε κε ηα CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε Parsortix, 

ππνδεηθλχνληαο έλαλ κεγαιχηεξν αξηζκφ κεηαγξάθσλ ηνπ Β2Μ, πνπ ζίγνπξα νθείιεηαη ζηνλ 

κεγαιχηεξν αξηζκφ ησλ PBMCs πνπ ζπλαπνκνλψλνληαη κε ηα CTCs. Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ 

Β2Μ δελ δηαθέξεη κεηαμχ ησλ αζζελψλ κε HNSCC θαη ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ ζε θάζε ζχζηεκα 

εκπινπηηζκνχ φπσο είλαη αλακελψκελν, θαζψο ην γνλίδην απηφ εθθξάδεηαη ηφζν ζηα CTCs φζν 

θαη ζηα PBMCs (ρήκα 6.2) 
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ρήκα 6.2. Γηάγξακκα απεηθόληζεο ησλ απνηειεζκάησλ ηεο RT-qPCR γηα ην Β2Μ (γνλίδην αλαθνξάο) ζηα 

δείγκαηα πγηώλ αηκνδνηώλ θαη HNSCC αζζελώλ 

 

6.3.2. Πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα: εκπινπηηζκόο κε Parsortix 

Σν πεξηθεξηθφ αίκα απφ ηνλ θάζε πγηή αηκνδφηε είρε ππνζηεί ηελ ίδηα δηαδηθαζία θαηεξγαζίαο θη 

εκπινπηηζκνχ κέζσ ηεο πιαηθφξκαο Parsortix, κε ηα δείγκαηα ησλ αζζελψλ θαη ε απνκφλσζε 

ηνπ νιηθνχ RNA, ε ζχλζεζε ηνπ cDNA θαη νη αλαιχζεηο κε RT-qPCR έγηλαλ αθξηβψο κε ηνλ 

ίδην αθξηβψο ηξφπν. Όια ηα δείγκαηα πνπ απνκνλψζεθαλ κε ην Parsortix ήηαλ εμαηξεηηθήο 

πνηφηεηαο φπσο απηφ πηζηνπνηήζεθε απφ ηηο ηηκέο ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο Β2Μ. Ο πνζνηηθφο 

πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ PD-L1 πξαγκαηνπνηείηαη ζχκθσλα κε ηελ έθθξαζε ηνπ B2M, 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν  2
–ΓΓCt

 (ρήκα 6.3). Ζ κέζε ηηκή ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο (2
–ΓΓCt

) 

ηνπ PD-L1 ζην Parsortix ήηαλ 0,48 (εχξνο: 0-2,39) ζηνπο πγηείο, 0,71 (εχξνο: 0-2,48) ζηνπο PD-

L1 αξλεηηθνχο HNSCC αζζελείο θαη 5,94 (εχξνο: 3,07-11,63) ζηνπο PD-L1 ζεηηθνχο HNSCC 

αζζελείο. Οη ηηκέο (2
–ΓΓCt

)  γηα ηα TWIST1 θαη CDH2 δίλνληαη ζηα ρήκαηα 6.4 θαη 6.5 

αληίζηνηρα. Ζ κέζε ηηκή ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο (2
–ΓΓCt

) ηνπ TWIST1 ζην Parsortix ήηαλ 0,75 

(εχξνο: 0-5,35) ζηνπο πγηείο, 0,10 (εχξνο: 0-2,04) ζηνπο TWIST1 αξλεηηθνχο HNSCC αζζελείο 

θαη 227,19 (εχξνο: 18,90-982,29) ζηνπο TWIST1 ζεηηθνχο HNSCC αζζελείο. Ζ κέζε ηηκή ηεο 

ζρεηηθήο έθθξαζεο (2
–ΓΓCt

) ηνπ CDH2 ζην Parsortix ήηαλ 0,45 (εχξνο: 0-1,95) ζηνπο πγηείο, 0,13 

(εχξνο: 0-1,35) ζηνπο CDH2 αξλεηηθνχο HNSCC αζζελείο θαη 22,6 (εχξνο: 4,08-58,49) ζηνπο 
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CDH2 ζεηηθνχο HNSCC αζζελείο. Σα ζπγθεληξσηηθά απνηειέζκαηα ηεο έθθξαζεο φισλ ησλ 

εμεηαδφκελσλ γνληδίσλ παξνπζηάδνληαη ζην ρήκα 6.6 (Heatmap).Όπσο βιέπνπκε θαη ζην 

ρήκα 6.6, ην PD-L1 ππεξεθθξάδεηαη ζε 9/50 (18,0%) πεξηπηψζεηο θαη ε CK-19 ζε 11/50 

(22,0%). ε 4/11 (36,4%) ησλ CK-19 ζεηηθψλ δεηγκάησλ ην PD-L1 ήηαλ επίζεο 

ππεξεθθξαζκέλν. Ζ έθθξαζε ηνπ EGFR δελ παξαηεξήζεθε ζε θακία απφ ηηο πεξηπηψζεηο 0/50 

(0,0%). Όζνλ αθνξά ζηνπο EMT δείθηεο, ην TWIST1 ππεξεθθξάζηεθε ζε 5/50 (10,0%) 

πεξηπηψζεηο θαη ε CDH2 ζε 3/50 (6,0%). Καλέλα απφ ηα 18 δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ δελ 

βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ έθθξαζε ησλ εμεηαδφκελσλ γνληδίσλ. 

 

6.3.3. Πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα: EpCAM-ζεηηθόο αλνζνκαγλεηηθόο εκπινπηηζκόο  

Όια ηα δείγκαηα πνπ απνκνλψζεθαλ κε ηνλ EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ήηαλ 

εμαηξεηηθήο πνηφηεηαο φπσο απηφ πηζηνπνηήζεθε απφ ηηο ηηκέο ηνπ Β2Μ. Ζ κέζε ηηκή ηεο 

ζρεηηθήο έθθξαζεο (2
–ΓΓCt

) ηνπ PD-L1 ζηνλ EpCAM-ζεηηθφ εκπινπηηζκφ ήηαλ 0,84 (εχξνο: 0-

1,54) ζηνπο πγηείο, 0,55 (εχξνο: 0-1,66) ζηνπο PD-L1 αξλεηηθνχο HNSCC αζζελείο θαη 3,24 

(εχξνο: 1,72-4,99) ζηνπο PD-L1 ζεηηθνχο HNSCC αζζελείο. Οη ηηκέο (2
–ΓΓCt

) γηα ην TWIST1 

δίλνληαη ζην ρήκα 6.4. Ζ κέζε ηηκή ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο (2
–ΓΓCt

) ηνπ TWIST1 ζηνλ 

EpCAM-ζεηηθφ εκπινπηηζκφ ήηαλ 0,92 (εχξνο: 0-3,16) ζηνπο πγηείο, 0,10 (εχξνο: 0-1,48) ζηνπο 

TWIST1 αξλεηηθνχο HNSCC αζζελείο θαη 10,63 (εχξνο: 3,2-31,12) ζηνπο TWIST1 ζεηηθνχο 

HNSCC αζζελείο. Οη ηηκέο (2
–ΓΓCt

)  γηα ην CDH2 δίλνληαη ζην ρήκα 6.5. Ζ κέζε ηηκή ηεο 

ζρεηηθήο έθθξαζεο (2
–ΓΓCt

)  ηνπ CDH2 ζηνλ EpCAM-ζεηηθφ εκπινπηηζκφ ήηαλ 0,28 (εχξνο: 0-

1,42) ζηνπο πγηείο, 0,07 (εχξνο: 0-1,41) ζηνπο CDH2 αξλεηηθνχο HNSCC αζζελείο θαη 2,29 

(εχξνο: 2,25-2,33) ζηνπο CDH2 ζεηηθνχο HNSCC αζζελείο. Σα ζπγθεληξσηηθά απνηειέζκαηα 

ηεο έθθξαζεο φισλ ησλ εμεηαδφκελσλ γνληδίσλ παξνπζηάδνληαη ζην ρήκα 6.6 (Heatmap). Ζ 

έθθξαζε ησλ CK-19 θαη EGFR δελ αληρλεχηεθε ζε θακία απφ ηηο πεξηπηψζεηο 0/50 (0,0%). Σν 

PD-L1 ππεξεθθξάδεηαη ζε 4/50 (8,0%) δείγκαηα, ην TWIST1 ήηαλ ππεξεθθξαζκέλν ζε 4/50 

(8,0%) θαη ην γνλίδην CDH2 ζε 2/50 (8,0%). 
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ρήκα 6.3. Απνηειέζκαηα ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο ηνπ PD-L1 ζηα CTCs αζζελώλ κε HNSCC θαη πγηώλ 

αηκνδνηώλ πνπ έρνπλ απνκνλσζεί κε Parsortix θαη ΔpCAM-ζεηηθό αλνζνκαγλεηηθό εκπινπηηζκό  

 

ρήκα 6.4. Απνηειέζκαηα ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο ηνπ TWIST1 ζηα CTCs αζζελώλ κε HNSCC θαη πγηώλ 

αηκνδνηώλ πνπ έρνπλ απνκνλσζεί κε Parsortix θαη ΔpCAM-ζεηηθό αλνζνκαγλεηηθό εκπινπηηζκό 
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ρήκα 6.5. Απνηειέζκαηα ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο ηνπ CDH2 ζηα CTCs αζζελώλ κε HNSCC θαη πγηώλ 

αηκνδνηώλ πνπ έρνπλ απνκνλσζεί κε Parsortix θαη ΔpCAM-ζεηηθό αλνζνκαγλεηηθό εκπινπηηζκό 

 

 

ρήκα 6.6. Heatmap γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ ζηα CTCs αζζελώλ κε HNSCC 
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ηνπο αζζελείο κε HNSCC, CK-19 ζεηηθά δείγκαηα ζηα CTCs αληρλεχηεθαλ κφλν ζηα CTC πνπ 

απνκνλψζεθαλ κε ην Parsortix θαη φρη ζε απηά πνπ απνκνλψζεθαλ κε EpCAM-ζεηηθφ 

αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ (ρήκα 6.6). Τπεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 αληρλεχηεθε ζε 9/50 

(18,0%) ησλ δεηγκάησλ πνπ απνκνλψζεθαλ κε Parsortix θαη κφλν 4/50 (8,0%) ζε δείγκαηα πνπ 

απνκνλψζεθαλ κε EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Σξία απφ ηα ηέζζεξα 

δείγκαηα πνπ βξέζεθαλ ζεηηθά ζηελ ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 κεηά ηνλ EpCAM-ζεηηθφ 

αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ, ήηαλ επίζεο ζεηηθά θαη κε ηελ απνκφλσζε κε ην Parsortix. Ζ 

έθθξαζε ηνπ EGFR δελ αληρλεχηεθε ζε θαλέλα εμεηαδφκελν δείγκα ρξεζηκνπνηψληαο θαη ηηο 

δπν κεζνδνινγίεο. Σέινο, δελ ππήξμε θακία απνιχησο ζπζρέηηζε ησλ TWIST1 θαη CDH2 

αλάκεζα ζην Parsortix θαη ζηνλ EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. 

6.4. πκπεξάζκαηα-ζπδήηεζε 

Σα CTCs απνηεινχλ έλαλ ηδηαίηεξα εηεξνγελή πιεζπζκφ, επνκέλσο ε επηινγή ηεο θαηάιιειεο 

κεζφδνπ απνκφλσζήο ηνπο απνηειεί θξίζηκν βήκα ζηηο αλαιχζεηο πγξήο βηνςίαο. Σερλνινγίεο 

βαζηζκέλεο ζηελ έθθξαζε ηνπ επηζειηαθνχ δείθηε EpCAM, ελέρνπλ ηνλ θίλδπλν απψιεηαο ησλ 

EpCAM-αξλεηηθψλ CTCs. Χζηφζν, ζχγρξνλα ηερλνινγηθά επηηεχγκαηα έρνπλ δηεπθνιχλεη ηελ 

απνκφλσζε ησλ CTCs, αθνχ πιένλ ππάξρεη πιεζψξα κεζφδσλ πνπ βαζίδνληαη ζηηο 

δηαθνξεηηθέο βηνινγηθέο θαη θπζηθέο ηδηφηεηέο ηνπο (259). Ζ EMT νδεγεί ζε κεησκέλε έθθξαζε 

ηνπ EpCAM (13), επνκέλσο ν αλεμάξηεηνο ησλ EpCAM εκπινπηηζκφο ησλ CTCs έρεη ηε 

δπλαηφηεηα λα απνκνλψλεη θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη ζε EMT θάζε (260,261). Σν ζχζηεκα 

Parsortix, ρξεζηκνπνηψληαο κία ηερλνινγία κηθξνξνψλ, πξαγκαηνπνηεί απνκφλσζε ησλ CTCs 

βάζεη ηεο κηθξφηεξεο ηάζεο ηνπο γηα παξακφξθσζε θαη ζην ζπλεζέζηεξα κεγαιχηεξν κέγεζφο 

ηνπο ζπγθξηηηθά κε ηα ππφινηπα θχηηαξα ηνπ αίκαηνο. 

Πξνθεηκέλνπ λα αμηνινγεζεί ην θαηαιιειφηεξν ζχζηεκα απνκφλσζεο/εκπινπηηζκνχ γηα ηνλ 

κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs ζηνλ HNSCC, πξαγκαηνπνηήζεθε γηα πξψηε θνξά άκεζε 

ζχγθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο Parsortix κε ηνλ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ ησλ CTCs κε βάζε ην 

EpCAM, απφ ην ίδην πεξηθεξηθφ αίκα αζζελψλ κε HNSCC. ηε ζπλέρεηα, πξνρσξήζακε ζε 

κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs ζε επίπεδν έθθξαζεο. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο 

κειέηεο ππνδεηθλχνπλ ζαθψο φηη ν πιεζπζκφο ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθε κε ην ζχζηεκα 

Parsortix είλαη πςειφηεξεο θαζαξφηεηαο ζε ζρέζε κε ηνλ πιεζπζκφ ησλ CTCs πνπ 

απνκνλψζεθε κε EpCAM ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ.  

Σα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ Β2Μ δείρλνπλ ρακειφηεξε επηκφιπλζε ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθαλ 

κε Parsortix ζε ζρέζε κε ηα CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε EpCAM ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ 

εκπινπηηζκφ. Σα απνηειέζκαηά καο ζπκθσλνχλ ηελ κειέηε ηφζν ησλ  Obermayer et al. φπνπ 

αλαθέξεηαη φηη ην ζχζηεκα Parsortix είλαη θαηαιιειφηεξν γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ ιεπθψλ 
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αηκνζθαηξίσλ, δηεπθνιχλνληαο έηζη ηε κνξηαθή αλάιπζή ηνπο ιφγσ πςειήο θαζαξφηεηαο ησλ 

εκπινπηηζκέλσλ θπηηάξσλ (262), φζν θαη κε ηα απνηειέζκαηα ησλ Maertens et al. φπνπ θαηά ηε 

ζχγθξηζή ηνπ κε άιιε ππάξρνπζα κέζνδν απνκφλσζεο, ην Parsortix επέδεημε ηα πςειφηεξα 

πνζνζηά αλάθηεζεο θαη ηε ρακειφηεξε επηκφιπλζε απφ ιεπθά αηκνζθαίξηα (263). 

Έλα πςειφηεξν πνζνζηφ PD-L1 θαη CK-19 ζεηηθψλ δεηγκάησλ βξέζεθε ζηα CTC πνπ 

απνκνλψζεθαλ κε Parsortix ζε ζρέζε κε ηα CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε EpCAM ζεηηθφ 

αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Σξία απφ ηα ηέζζεξα δείγκαηα πνπ βξέζεθαλ ζεηηθά ζηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 κεηά ηνλ EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ, ήηαλ επίζεο 

ζεηηθά θαη κε ηελ απνκφλσζε κε ην Parsortix. Ζ έθθξαζε ηνπ EGFR δελ αληρλεχηεθε ζε θαλέλα 

εμεηαδφκελν δείγκα ρξεζηκνπνηψληαο θαη ηηο δπν κεζνδνινγίεο. Γελ ππήξμε θακία απνιχησο 

ζπζρέηηζε ησλ EMT βηνδεηθηψλ (TWIST1 θαη CDH2) αλάκεζα ζην Parsortix θαη ζηνλ EpCAM-

ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Σα απνηειέζκαηά καο ππνδεηθλχνπλ φηη μερσξηζηνί 

(δηαθξηηνί) πιεζπζκνί CTC απνκνλψλνληαη κε ηελ εθαξκνγή απηψλ ησλ δπν δηαθνξεηηθψλ 

κεζφδσλ εκπινπηηζκνχ. Σα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο κπνξνχλ λα εμεγεζνχλ κε βάζε ηελ 

εηεξνγέλεηα ησλ CTCs. 

Οη αλσηέξσ παξαηεξήζεηο εληζρχνληαη απφ ηνπο Gorges et al., πνπ θαζηέξσζαλ αμηφπηζηεο 

πεηξακαηηθέο πνξείεο γηα κειέηεο πνιιαπιψλ δεηθηψλ ζε κνλήξε CTCs κε εθαξκνγή RT-qPCR. 

Όηαλ νη κεζνδνινγίεο RT-qPCR ζπλδπάδνληαλ κε ηελ απνκφλσζε απφ ην Parsortix, 

παξαηεξήζεθαλ αλαθηήζεηο πνπ ππνδεηθλχνπλ πςειφηεξεο πνηφηεηαο RNA (105). ε άιιε 

πξφζθαηε κειέηε, νη Lampignano et al. αμηνιφγεζαλ ηελ εηεξνγέλεηα ηνπ πξνθίι κεηαιιάμεσλ 

ηνπ γνληδίνπ PIK3CA ζε κνλήξε CTC, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ πιαηθφξκα απνκφλσζεο Parsortix 

θαη ζπγθξίλνληαο δχν δηαθνξεηηθνχο ππνπιεζπζκνχο CTC (EpCAM
high

 θαη EpCAM
low/negative

) 

απφ ηνλ ίδην αζζελή (264). Οη El-Heliebi et al. έδεημαλ φηη ε αλίρλεπζε ησλ ελαιιαθηηθψλ 

κεηαγξάθσλ AR-V7, AR-FL, ηνπ γνληδίνπ PSA, θαζψο θαη κεηαιιάμεσλ ηνπ KRAS ζηα CTCs, 

ήηαλ επίζεο εθηθηή κε ηε ζπζθεπή Parsortix (214).  

Πνιιέο ηερλνινγίεο κηθξνξνψλ παξνπζηάδνπλ πςειή επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ CTCs (265), σζηφζν παξακέλεη ην εξψηεκα σο πξνο ηελ αλσηεξφηεηα απηψλ 

ησλ κεζφδσλ ζε ζχγθξηζε κε ηηο κεζφδνπο πνπ βαζίδνληαη ζηελ αλνζνζπγγέλεηα, εηδηθά γηα ηνλ 

εληνπηζκφ δηαθνξεηηθψλ CTC πιήζπζκψλ (266–268). πκπεξαζκαηηθά ινηπφλ, ν κνξηαθφο 

ραξαθηηξηζκφο ησλ CTCs ζε επίπεδν έθθξαζεο, απφ CTCs απνκνλσκέλα κε ην ζχζηεκα 

Parsortix παξέρεη θαιχηεξα απνηειέζκαηα ζε ζρέζε κε ηνλ EpCAM- ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ 

εκπινπηηζκφ γηα αζζελείο κε πιαθψδεο θαξθίλσκα θεθαιήο θαη ηξαρήινπ. Ζ θιηληθή ζεκαζία 

ηεο αλίρλεπζεο ησλ CTCs ρξεζηκνπνηψληαο απηή ηελ πξνζέγγηζε ζπληζηά πεξαηηέξσ 

κειινληηθή δηεξεχλεζε ζε κηα νκάδα αζζελψλ επηιεγκέλε κε ζαθψο θαζνξηζκέλα θξηηήξηα.
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 7 

ΑΝΑΠΣΤΞΖ ΜΔΘΓΟΛΟΓΗΑ ΣΔΣΡΑΠΛΖ ΠΟΟΣΗΚΖ RT-qPCR ΓΗΑ ΣΟΝ 

ΣΑΤΣΟΥΡΟΝΟ ΠΟΟΣΗΚΟ ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΌ ΣΧΝ ΔΝΑΛΛΑΚΣΗΚΧΝ 

ΜΔΣΑΓΡΑΦΧΝ AR-FL, AR-V7, AR-567 ΚΑΗ AR-TOTAL ΜΔ ΑΝΗΥΝΔΤΣΔ 

ΤΓΡΟΛΤΖ ΣΑ CTCs. ΔΦΑΡΜΟΓΖ Δ ΓΔΗΓΜΑΣΑ ΑΘΔΝΧΝ ΜΔ 

ΜΔΣΑΣΑΣΗΚΟ ΔΤΝΟΤΥΟΑΝΣΟΥΟ ΚΑΡΚΗΝΟ ΠΡΟΣΑΣΖ (mCRPC) 

 

7.1. Αλάπηπμε κεζνδνινγίαο ηεηξαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηόρξνλν πνζνηηθό 

πξνζδηνξηζκό ησλ γνληδίσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη ηνπ AR-total κε αληρλεπηέο 

πδξόιπζεο 

7.1.1. Δηζαγσγή 

Μία απφ ηηο πην ελδηαθέξνπζεο δπλαηφηεηεο πνπ πξνζθέξεη ε πνζνηηθή αιπζηδσηή αληίδξαζε 

ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν είλαη ε ηθαλφηεηα ηεο ηαπηφρξνλεο αλίρλεπζεο θαη 

πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ πνιιαπιψλ ζηφρσλ ζηελ ίδηα αληίδξαζε PCR (multiplex RT-qPCR). 

Ηδαληθά κία multiplex RT-qPCR  ζα πξέπεη λα είλαη ηθαλή λα αληρλεχεη, λα δηαθνξνπνηεί, θαη λα 

εμαζθαιίδεη έλα πνζνηηθφ απνηέιεζκα γηα πνιινχο δηαθνξεηηθνχο ζηφρνπο, ρσξίο ε παξνπζία 

ηνπ ελφο ζηφρνπ λα επεξεάδεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ θάπνηνπ άιινπ (δηαζηαπξνχκελε αληίδξαζε), 

ρσξίο λα ράλεηαη ε επαηζζεζία. Δίλαη γεγνλφο φηη ιφγσ ηνπ πεξηνξηζκέλνπ αξηζκνχ ησλ 

θζνξηδφλησλ ηρλεζεηψλ θαη ηεο ζεκαληηθήο αιιειεπηθάιπςεο ησλ θαζκάησλ εθπνκπήο, ε 

πνζνηηθνπνίεζε πνιιαπιψλ πξντφλησλ αληίδξαζεο είλαη δχζθνιε θαη ζπρλά κε εθηθηή γηα 

πεξηζζφηεξνπο απφ δχν ζηφρνπο (269).  

θνπφο ηoπ πξψηνπ κέξνπο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ ε αλάπηπμε κεζνδνινγίαο πνιιαπιήο 

RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ AR-full length (AR-

FL), ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηνπ AR-total κε αληρλεπηέο 

πδξφιπζεο ζην φξγαλν Cobas z480 (Roche Diagnostics). Ζ επηινγή ηνπ γνληδίνπ AR θαη ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ, δελ έγηλε ηπραία. Όπσο είλαη γλσζηφ, ε 

ειιεηκκαηηθή θαξβνμπ-ηειηθή πεξηνρή ηνπ AR, κπνξεί λα νδεγήζεη ζε δηαθνξεηηθά AR 

κεηάγξαθα κε δηαθνξεηηθέο βηνινγηθέο ηδηφηεηεο (270,271). Σν ελαιιαθηηθφ κεηάγξαθν AR-V7 

θσδηθνπνηείηαη απφ ην κάηηζκα ησλ εμσλίσλ ηνπ AR 1/2/3/CE3 (272), ελψ ην κεηάγξαθν AR-

567 δεκηνπξγείηαη απφ ην κάηηζκα ησλ εμσλίσλ 1/2/3/4/8 (273). Σα κεηάγξαθα ηνπ AR 

ελεξγνπνηνχλ ηε γνληδηαθή έθθξαζε γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ θπηηαξηθφ θχθιν ρσξίο λα 

ρξεηάδεηαη ε παξνπζία ηνπ AR-FL, ελψ ε ελεξγνπνίεζε ηεο ζεκαηνδφηεζεο ηνπ AR-FL 

θαηαζηέιιεη ηα κεηάγξαθα ηνπ AR θαη ελεξγνπνηεί ξπζκίζεηο έθθξαζεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε 
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ζχλζεζε καθξνκνξίσλ, ην κεηαβνιηζκφ θαη ηε δηαθνξνπνίεζε (274). ε κία απφ ηηο πξψηεο 

κειέηεο έθθξαζεο ησλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR, αληρλεχηεθε mRNA ησλ AR-567 θαη/ή AR-V7 ζε 

κηα νκάδα αζζελψλ κε mCRPC κε νζηηθέο κεηαζηάζεηο, ελψ ε έθθξαζε ζπζρεηίζηεθε κε πςειή 

ππξεληθή αλνζνρξψζε ηνπ AR, κε ξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη κηθξή επηβίσζε (275). 

Δπηπιένλ, ζε αλζξψπηλεο πξνζηαηηθέο θαξθηληθέο ζεηξέο έρεη βξεζεί φηη ην κεηάγξαθν AR-567 

απμάλεη ηελ έθθξαζε ηνπ AR-FL θαη επάγεη ηε κεηαγξαθηθή δξαζηεξηφηεηα ηνπ AR. Όηαλ 

αλζξψπηλα πξνζηαηηθά θαξθηληθά θχηηαξα κεηαθέξζεθαλ κε ην κεηάγξαθν AR-567 ζε 

xenografts, δεκηνπξγήζεθαλ επλνπρν-άληνρνη φγθνη, θάηη πνπ ππνδεηθλχεη φηη ηα ελεξγά 

κεηάγξαθα ηνπ AR κπνξνχλ λα ζπλεηζθέξνπλ ζην ζρεκαηηζκφ επλνπρν-άληνρνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πξνζηάηε (276). Ο δηκεξηζκφο ησλ AR κεηαγξάθσλ είλαη έλαο πηζαλφο κεραληζκφο γηα ηελ 

επαγσγή ηεο επλνπρν-άληνρεο θαηάζηαζεο (277). 

θνπφο ηνπ δεχηεξνπ κέξνπο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ ε εθαξκνγή ηεο αλαπηπρζείζαο 

κεζνδνινγίαο ζηα CTCs θαη ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε mCRPC. 

 

7.1.2. In silico κειέηε 

Χο in silico κειέηε νλνκάδνπκε ηελ ππνινγηζηηθή κειέηε πνπ γίλεηαη γηα ηελ επηινγή ησλ 

βέιηηζησλ αιιεινπρηψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ, κε ζθνπφ ηελ ηέιεηα εμεηδίθεπζε ηεο PCR. Γηα ηνλ 

ζρεδηαζκφ ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην ινγηζκηθφ πξφγξακκα 

Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, USA). Γηα ηελ αλάπηπμε ηεο ηεηξαπιήο RT-

qPCR είλαη πνιχ ζεκαληηθφ λα γίλεη πξνζεθηηθφο in silico ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ 

αληρλεπηψλ ψζηε θάζε γνλίδην λα κπνξεί λα εληζρχεηαη εθιεθηηθά παξνπζία ησλ άιισλ. Σα 

βήκαηα πνπ αθνινπζήζεθαλ ζπλνςίδνληαη παξαθάησ: 

 Αξρηθά, βξέζεθε ε αιιεινπρία ησλ γνληδίσλ, κέζσ ηεο Genecards, θαη εθαξκφζηεθε ην 

πξφγξακκα BLAST  γηα ηελ εχξεζε αιιεινπρηψλ πνπ είλαη κνλαδηθέο γηα θάζε γνλίδην. 

 ηε ζπλέρεηα, γηα θάζε γνλίδην ζρεδηάζηεθαλ in silico νη εθθηλεηέο αιιά θαη ην δεχγνο 

αληρλεπηψλ πδξφιπζεο κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο Primer Premier 5.0.  Όινη νη εθθηλεηέο 

θαη νη αληρλεπηέο ζρεδηάζζεθαλ κε ηέηνην ηξφπν ψζηε ζε θάζε γνλίδην λα 

πβξηδνπνηνχληαη ζε φξηα εμσλίνπ-ηληξνλίνπ (junction). Με απηφ ηνλ ηξφπν 

εμαζθαιίδεηαη  ε κε ελίζρπζε πξντφλησλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ γελσκηθφ DNA, ην νπνίν 

κπνξεί λα ζπλππάξρεη ζην δείγκα νιηθνχ RNA. Δπίζεο, πνιχ ζεκαληηθφ είλαη ην γεγνλφο 

φηη νη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ δελ είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο κεηαμχ ηνπο, ηδηαίηεξα ζην 

3΄ άθξν, έηζη ψζηε λα κε ζρεκαηίδνληαη δηκεξή εθθηλεηψλ. 
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 Μεηά ηνλ in silico ζρεδηαζκφ ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ δεπγψλ αληρλεπηψλ ειέγρζεθε αλ νη 

εθθηλεηέο θαη νη αληρλεπηέο ηνπ ελφο γνληδίνπ, κπνξνχλ λα πβξηδνπνηεζνχλ κε εηδηθά 

ζηελ επηζπκεηή πεξηνρή ησλ ππφινηπσλ γνληδίσλ.  

Οη εθθηλεηέο θαη νη αληρλεπηέο ζπληέζεθαλ θαη θαζαξίζηεθαλ απφ ηελ Integrated DNA 

Technologies (IDT, USA). Οη αληρλεπηέο πδξφιπζεο θέξνπλ θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο ζην 5’ 

άθξν θαη απνζβέζηεο ζην 3’.  

7.1.3. Φαζκαηηθή δηόξζσζε 

ε κία πνιπρξσκαηηθή αληίδξαζε ηα εθπεκπφκελα θάζκαηα θζνξηζκνχ αιιειεπηθαιχπηνληαη, 

κε απνηέιεζκα ζην ίδην κήθνο θχκαηνο λα ζπιιέγεηαη ζήκα θζνξηζκνχ θαη απφ κηα άιιε 

ρξσζηηθή ε νπνία εθπέκπεη θαη ζε απηφ ην κήθνο θχκαηνο, αιιά κεηξάηαη ζε θάπνην άιιν κήθνο 

θχκαηνο. Απηή ε δηάρπζε ηνπ εθπεκπφκελνπ ζήκαηνο ηνπ θζνξηζκνχ νδεγεί ζε θίλδπλν ιήςεο 

κε εηδηθψλ πιεξνθνξηαθψλ δεδνκέλσλ (ρήκα 7.1.). 

 

ρήκα 7.1. Αιιειεπηθάιπςε θαζκάησλ θζνξηζκνύ (https://lifescience.roche.com) 

Γηα λα δηνξζσζεί ζπλεπψο ε δηάρπζε ζήκαηνο ηνπ εθπεκπφκελνπ θζνξηζκνχ, εθαξκφδεηαη ε 

δηφξζσζε ηεο αιιειεπηθάιπςεο ησλ θαζκάησλ θαηά ηε δηάξθεηα δηεμαγσγήο ηνπ πεηξάκαηνο ή 

θαηά ηελ αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ. Με απηφλ ηνλ ηξφπν ιακβάλνληαη κφλν εηδηθά ζήκαηα γηα 

θάζε κήθνο θχκαηνο. Ζ δηφξζσζε ηεο αιιεινεπηθάιπςεο θαζκάησλ ησλ θζνξηδνπζψλ 

ρξσζηηθψλ, πξέπεη λα πξαγκαηνπνηείηαη πάληνηε ζην φξγαλν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ 

πνιπρξσκαηηθή αληίδξαζε. ηε παξνχζα κειέηε εθαξκφζηεθε ην πξσηφθνιιν πνπ πξνηείλεη ε 

θαηαζθεπάζηξηα εηαηξεία ηνπ νξγάλνπ Cobas z480 (Roche Diagnostics). 
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Πην ζπγθεθξηκέλα, πξνεηνηκάδνληαη 5 ζεη κηθξνθξεαηίσλ (strips) πνπ πεξηέρνπλ ην κείγκα ηεο 

αληίδξαζεο. ην πξψην ζηε ζεηξά, πνπ απνηειεί ην «ηπθιφ», πξνζηίζεηαη κφλν Ζ2Ο. ηα άιια 

ηέζζεξα πξνζηίζεληαη ρσξηζηά νη ηέζζεξηο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο (FAM, HEX, TEX615, CY5) 

πνπ πξφθεηηαη λα ρξεζηκνπνηεζνχλ.  Σα strips ηνπνζεηνχληαη ζην φξγαλν Cobas z480 ζχκθσλα 

κε ηνλ αχμνληα αξηζκφ ηνπ θαλαιηνχ. χκθσλα κε ηηο νδεγίεο ε ηειηθή ζπγθέληξσζε ηεο 

θινπνξεζθεΐλεο (FAM) πξέπεη λα είλαη 0,5κΜ, ελψ γηα ηηο ππφινηπεο ρξσζηηθέο ε ζπγθέληξσζε 

πξέπεη λα είλαη 2κΜ.  Σν ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη παξνπζηάδεηαη ζηνλ 

Πίλαθα 7.1. 

Πίλαθαο 7.1. Θεξκνθξαζηαθό πξόγξακκα γηα ηε δηόξζσζε αιιειεπηθάιπςεο ησλ θαζκάησλ ησλ 

θζνξηδνπζώλ ρξσζηηθώλ 

Θεξκνθξαζία Υξόλνο 

Ρπζκόο 

κεηαβνιήο 

ζεξκνθξαζίαο 

( C
o
/s) 

Λήςε 

ζήκαηνο 
Κύθινη 

95°C 0s 4,4 -  

1 40°C 30s 2,2 - 
95°C 0s 0,11 πλερήο 

 

7.1.4. Βειηηζηνπνίεζε πεηξακαηηθώλ ζπλζεθώλ 

Οη πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR βειηηζηνπνηήζεθαλ κε ιεπηνκέξεηα 

αλαθνξηθά κε ηε ζεξκνθξαζία θαη ην ρξφλν πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ, ηε βέιηηζηε 

ζπγθέληξσζε ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ, θαη ηέινο, γηα ηηο ζπγθεληξψζεηο ηνπ 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, ηνπ MgCl2, ησλ dNTPs, ηεο Taq πνιπκεξάζεο θαη ηνπ BSA. Σα 

ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο θαη νη ηειηθέο ζπλζήθεο παξαηίζεληαη ζηνπο Πίλαθεο 7.2 θαη 7.3.  

Πίλαθαο 7.2. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο πνιιαπιήο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην AR-

full length, ησλ ελαιιαθηηθώλ κεηαγξάθσλ ηνπ (AR-V7, AR-567) θαη ηνπ AR-total 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 4,12 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 1 0,5x 

MgCl2 (25mM) 2,4 6mM 

dNTPs (10mM) 0,2 200κM 

Μείγκα εθθηλεηψλ (10κΜ) 0,3 0,30κΜ 

Μείγκα αληρλεπηψλ (3κΜ) 0,83 0,25 κΜ 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,15 0,075U/κL 

cDNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  
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Πίλαθαο 7.3. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην AR-full length, ησλ 

ελαιιαθηηθώλ κεηαγξάθσλ ηνπ (AR-V7, AR-567) θαη ηνπ AR-total 

ηάδην RT- PCR Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 59°C 40s   

Φύμε 40°C 30s   

 

7.1.5. Μειέηε αλαιπηηθήο εηδηθόηεηαο 

Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο αλαιπηηθήο εηδηθφηεηαο ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR ειέγρζεθαλ πξψηα in 

silico νη εθθηλεηέο θαη ζηε ζπλέρεηα ζηελ αληίδξαζε PCR. Ζ αλαιπηηθή εηδηθφηεηα ζηελ PCR 

πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ηέζζεξα ζπλζεηηθά δείγκαηα ειέγρνπ (IDT, USA), έλα γηα 

ην θάζε κεηάγξαθν (AR-FL, AR-V7, AR-567, AR-total). Με ηε ρξήζε ησλ ζπλζεηηθψλ 

δεηγκάησλ, πξνζηέζεθε ην κείγκα ηεο αληίδξαζεο ζε ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο ζέζεηο ηεο πιάθαο 

96-ζέζεσλ (ρήκα 7.2 θαη ρήκα 7.3). Με απηφ ηνλ ηξφπν δηαπηζηψζεθε θαηά πφζνλ νη 

εθθηλεηέο θαη νη αληρλεπηέο ησλ ηξηψλ γνληδίσλ δχλαληαη λα εληζρχζνπλ ην ηέηαξην γνλίδην. 

Δπίζεο κειεηήζεθε ε έθθξαζε ησλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total ζε 10 δείγκαηα 

γελσκηθνχ DNA, φπνπ δελ παξαηεξήζεθε ελίζρπζε ησλ γνληδίσλ (ρήκα 7.4). Με βάζε ηα 

αλσηέξσ, ζπκπεξαίλνπκε φηη ε αλαπηπρζείζα κεζνδνινγία ραξαθηεξίδεηαη απφ εμαηξεηηθή 

εηδηθφηεηα. 

 

ρήκα 7.2. Μειέηε εηδηθόηεηαο κε ηε ρξήζε ζπλζεηηθώλ δεηγκάησλ ειέγρνπ γηα ηα γνλίδηα α) AR-FL, β) AR-

V7, γ)  AR-567 θαη δ) AR-total 
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ρήκα 7.3. Μειέηε αλαιπηηθήο εηδηθόηεηαο ηεο αλαπηπρζείζαο πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηα ελαιιαθηηθά 

κεηάγξαθα ηνπ AR 

 

 

ρήκα 7.4. Μειέηε εηδηθόηεηαο σο πξνο ηελ ελίζρπζε ηνπ gDNΑ απνκνλσκέλνπ από πγηή αηκνδόηε γηα ηα 

γνλίδηα α) AR-FL, β) AR-V7, γ)  AR-567  θαη δ) AR-total 
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7.1.6. Μειέηε αλαιπηηθήο επαηζζεζίαο 

Ζ αλαιπηηθή επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ αμηνινγήζεθε κε ηε ρξήζε ζπλζεηηθψλ δεηγκάησλ 

ειέγρνπ πνπ πεξηέρνπλ γλσζηφ αξηζκφ αληηγξάθσλ γηα ηα AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total. 

Πξνθεηκέλνπ λα θαηαζθεπαζηεί ην δηάγξακκα βαζκνλφκεζεο ηεο PCR ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν 

ψζηε λα αμηνινγεζνχλ ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηα άγλσζηα δείγκαηα, 

παξαζθεπάζηεθαλ ηέζζεξα δηαιχκαηα γλσζηνχ αξηζκνχ αληηγξάθσλ (10
6
 αληίγξαθα/κL 

δηαιχκαηνο) ζπλζεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ γηα θάζε έλα γνλίδην μερσξηζηά. Μεηά ηελ κίμε  10
6 

αληηγξάθσλ ησλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total θαηαζθεπάζηεθε έλα θνηλφ αξρηθφ 

πξφηππν δηάιπκα γλσζηνχ αξηζκνχ αληηγξάθσλ (10
6
 αληίγξαθα/κL δηαιχκαηνο) θαη γηα ηα 

ηέζζεξα γνλίδηα (stock solution). Με δηαδνρηθέο αξαηψζεηο 1:10 ηνπ αξρηθνχ πξφηππνπ 

δηαιχκαηνο, πξνθχπηεη κηα ζεηξά πξνηχπσλ δηαιπκάησλ γλσζηνχ αξηζκνχ αληηγξάθσλ ησλ 

ζπλζεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total, πνπ θαιχπηνπλ ην εχξνο 

απφ 1,0 x 10
1 

έσο 1,0 x 10
5 

αληίγξαθα. Πην ζπγθεθξηκέλα, κεηξψληαο ηελ έληαζε θζνξηζκνχ 

ησλ δεηγκάησλ πνπ αληηζηνηρνχλ απφ 1,0 x 10
1
 έσο 1,0 x 10

5
 αληίγξαθα, ειήθζε έλα 

ραξαθηεξηζηηθφ θαηαγξάθεκα πνπ παξνπζηάδεηαη ζην ρήκα 7.5. ην αθφινπζν ρήκα 7.6, 

παξνπζηάδνληαη ηα αληηπξνζσπεπηηθά δηαγξάκκαηα βαζκνλφκεζεο θαη γηα ηα ηέζζεξα γνλίδηα.  

 

ρήκα 7.5. Μειέηε αλαιπηηθήο επαηζζεζίαο ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηόρξνλν πξνζδηνξηζκό 

γνληδίσλ (AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total) κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο 
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ρήκα 7.6. Γηαγξάκκαηα βαζκνλόκεζεο ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR από 1,0 x 10
1
 αληίγξαθα έσο 1,0 x 10

5
 

αληίγξαθα 

ηε ζπλέρεηα, αθνινπζνχλ ηέζζεξηο πίλαθεο κε ηηο ηηκέο Cq θαη ηα αλαιπηηθά ραξαθηεξηζηηθά 

ησλ δηαγξακκάησλ βαζκνλφκεζεο γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ αληηγξάθσλ ησλ AR-FL, 

AR-V7, AR-567 θαη AR-total (Πίλαθεο 7.4-7.7). 

Πίλαθαο 7.4. Υαξαθηεξηζηηθά πνιιαπιήο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο: Σηκέο Cq θαη αλαιπηηθά 

ραξαθηεξηζηηθά δηαγξάκκαηνο βαζκνλόκεζεο πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ πιήξνπο 

κεηαγξάθνπ ηνπ AR (AR-full length) 

Αξηζκόο αληηγξάθσλ AR-FL Cq
α
 SD 

 Cq#1 Cq#2 Cq#3 
 

 

1,0×10
5 

21,27 21,29 21,33 21,30 0,031 

1,0×10
4
 24,92 24,81 24,71 24,81 0,105 

1,0×10
3
 28,19 28,20 28,13 28,17 0,038 

1,0×10
2
 32,11 32,21 32,07 32,13 0,072 

1,0×10
1
 34,17 34,07 34,63 34,29 0,299 

Κιίζε    -3,3303  

εκείν ηνκήο    38,13  

R
2
    0,9935  

E
β
    0,9965  

Δ%    99,70%  

α: κέζε ηηκή 

β: Δ=10
-1/θιίζε 
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Πίλαθαο 7.5. Υαξαθηεξηζηηθά πνιιαπιήο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο: Σηκέο Cq θαη αλαιπηηθά 

ραξαθηεξηζηηθά δηαγξάκκαηνο βαζκνλόκεζεο πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-V7 

Αξηζκόο αληηγξάθσλ AR-V7 Cq
α
 SD 

 Cq#1 Cq#2 Cq#3 
 

 

1,0×10
5 

20,57 20,56 20,62 20,58 0,03 

1,0×10
4
 24,24 24,17 24,03 24,15 0,11 

1,0×10
3
 27,62 27,59 27,55 27,59 0,04 

1,0×10
2
 30,53 30,9 31,43 30,95 0,45 

1,0×10
1
 33,77 34,18 33,56 33,84 0,32 

Κιίζε    -3,3313  

εκείν ηνκήο    37,42  

R
2
    0,9985  

E
β
    0,9962  

Δ%    99,70%  

α: κέζε ηηκή 

β: Δ=10
-1/θιίζε 

     

 

 

 

Πίλαθαο 7.6. Υαξαθηεξηζηηθά πνιιαπιήο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο: Σηκέο Cq θαη αλαιπηηθά 

ραξαθηεξηζηηθά δηαγξάκκαηνο βαζκνλόκεζεο πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-567 

Αξηζκόο αληηγξάθσλ AR-567 Cq
α
 SD 

 Cq#1 Cq#2 Cq#3 
 

 

1,0×10
5 

19,5 19,49 19,53 19,51 0,02 

1,0×10
4
 23,21 23,09 22,96 23,09 0,13 

1,0×10
3
 26,49 26,40 26,48 26,46 0,05 

1,0×10
2
 30,04 30,26 30,32 30,21 0,15 

1,0×10
1
 32,08 32,59 32,74 32,47 0,35 

Κιίζε    -3,3305  

εκείν ηνκήο    36,26  

R
2
    0,9944  

E
β
    0,9965  

Δ%    99,70%  

α: κέζε ηηκή 

β: Δ=10
-1/θιίζε 
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Πίλαθαο 7.7. Υαξαθηεξηζηηθά πνιιαπιήο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο: Σηκέο Cq θαη αλαιπηηθά 

ραξαθηεξηζηηθά δηαγξάκκαηνο βαζκνλόκεζεο πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-total 

Αξηζκόο αληηγξάθσλ AR-Total Cq
α
 SD 

 Cq#1 Cq#2 Cq#3 
 

 

1,0×10
5 

19,98 19,77 20,01 19,92 0,13 

1,0×10
4
 23,51 23,46 23,31 23,43 0,10 

1,0×10
3
 26,91 26,91 26,90 26,91 0,01 

1,0×10
2
 30,59 30,69 30,62 30,63 0,05 

1,0×10
1
 32,43 33,06 33,16 32,88 0,40 

Κιίζε    -3,3133  

εκείν ηνκήο    36,70  

R
2
    0,9943  

E
β
    1,0036  

Δ%    100,00%  

α: κέζε ηηκή 

β: Δ=10
-1/θιίζε 

     

 

7.1.7. Μειέηε επαλαιεςηκόηεηαο 

Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο επαλαιεςηκφηεηαο ηεο κεζφδνπ πξαγκαηνπνηήζεθε εηο ηξηπινχλ ε 

πνιιαπιή RT-qPCR γηα ηελ ηαπηφρξνλε αλίρλεπζε ηνπ AR-FL, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ 

ηνπ AR-V7 θαη AR-567, θαη ηνπ AR-total. Ζ κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ζπλζεηηθψλ 

δεηγκάησλ ειέγρνπ πνπ πεξηείραλ γλσζηφ αξηζκφ αληηγξάθσλ (1,0 x 10
2
 θαη 1,0 x 10

5
 

αληίγξαθα) γηα ηα AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total. ηνλ Πίλαθα 7.9 παξνπζηάδoληαη ηα 

απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο γηα ηελ επαλαιεςηκφηεηα εληφο ηεο ίδηα κέξαο (n=3) πνπ 

πξνθχπηνπλ απφ ηελ θακπχιε επαηζζεζίαο κε ηε ρξήζε εμσηεξηθψλ πξνηχπσλ βαζκνλφκεζεο. 

Πίλαθαο 7.8. Δπαλαιεςηκόηεηα εληόο ηεο ίδηαο κέξαο (n=3) πνιιαπιήο RT-qPCR κε αληρλεπηέο πδξόιπζεο  

 Αξηζκόο 

αληηγξάθσλ 
Cq ± SD CV% Αληίγξαθα ± SD CV% 

AR-FL 
1,0×10

5
 21,29 ± 0,03 0,14 1,10(±0.02)×10

5
 2,10 

1,0×10
2
 32,13 ± 0,07 0,22 63,47 ± 3,1 4,90 

AR-V7 
1,0×10

5
 20,58 ± 0,03 0,15 1,13(±0.02)×10

5
 2,20 

1,0×10
2
 31,15 ± 0,27 0,85 77 ± 13,9 18,0 

AR-567 
1,0×10

5
 19,51 ± 0,02 0,11 1,2(±0.02)×10

5
 1,4 

1,0×10
2
 30,21 ± 0,14 0,48 68,7 ± 7,1 10,5 

AR-Total 
1,0×10

5
 19,92 ± 0,13 0,65 1,2(±0.11)×10

5
 9,2 

1,0×10
2
 30,63 ± 0,05 0,002 67,51 ± 2,4 (3,54 
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7.1.8. Μειέηε αλαπαξαγσγηκόηεηαο 

Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο αλαπαξαγσγηκφηεηαο ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

πεηξάκαηα επαλαιεςεκφηεηαο ηεο κεζφδνπ κεηαμχ ηεζζάξσλ εκεξψλ. Ζ κειέηε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ζπλζεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ πνπ πεξηείραλ γλσζηφ αξηζκφ 

αληηγξάθσλ (1,0 x 10
2
 θαη 1,0 x 10

5
 αληίγξαθα) γηα ηα AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total. 

ηνλ Πίλαθεο 7.9 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο γηα ηελ αλαπαξαγσγηκφηεηα 

ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR κεηαμχ ηεζζάξσλ εκεξψλ (n=4) 

Πίλαθαο 7.9. Αλαπαξαγσγηκόηεηα ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR ζε δηάζηεκα ηεζζάξσλ εκεξώλ (n=4)  

 Αξηζκόο 

αληηγξάθσλ 
Cq ± SD CV% Αληίγξαθα ± SD CV% 

AR-FL 
1,0×10

5
 21,44 ± 0,11 0,53 1,02(±0.08)×10

5
 7,82 

1,0×10
2
 32,56 ± 0,22 0,68 47,45 ± 7,25 15,28 

AR-V7 
1,0×10

5
 20,65 ± 0,05 0,25 1,07(±0.04)×10

5
 3,52 

1,0×10
2
 31,58 ± 0,18 0,57 62,6 ± 6,94 12,23 

AR-567 
1,0×10

5
 19,52 ± 0,18 0,90 1,2(±0.15)×10

5
 12,48 

1,0×10
2
 30,38 ± 0,10 0,34 60,23 ± 4,25 7,06 

AR-Total 
1,0×10

5
 19,97 ± 0,17 0,88 1,1(±0.14)×10

5 
± 12,43 

1,0×10
2
 30,76 ± 0,20 0,64 62,12 ± 8,45 13,61 

 

7.2. Δθαξκνγή ηνπ αλαπηπρζέληνο πξσηνθόιινπ ζε CTCs θαη εμσζώκαηα αζζελώλ κε 

επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε 

7.2.1. Πεηξακαηηθή πνξεία 

Αξρηθά ζπιιέρζεθε πεξηθεξηθφ αίκα (20mL) ζε K2EDTA ζσιελάξηα ζπιινγήο (BD 

Vacutainer, Plymouth,UK) απφ 62 αζζελείο κε mCRPC απφ ηo «Αξεηαίεηνλ» παλεπηζηεκηαθφ 

λνζνθνκείν (Τπεχζπλνο ηαηξφο: Δ. Μπνπξλάθεο) θαη απφ 10 πγηείο αηκνδφηεο.  Ζ απνκφλσζε 

ηνπ πιάζκαηνο πξαγκαηνπνηήζεθε εληφο 3h κεηά ηε ζπιινγή ηνπ δείγκαηνο. Σα πξψηα 5ml ηνπ 

αίκαηνο απνξξίθζεθαλ γηα λα απνθεπρζεί ε επηκφιπλζε απφ επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ δέξκαηνο, 

ηα δείγκαηα αλαδεχηεθαλ ακέζσο κεηά ηε ζπιινγή θαη δηαηεξήζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

Σα δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζπιιέρζεθαλ ζε ζσιελάξηα K2EDTA, αλαδεχηεθαλ ειαθξψο 

θαη ην πιάζκα απνκνλψζεθε εληφο 2-4h απφ ηελ ζπιινγή. 20mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

κεηαθέξνληαη ζε Falcon ησλ 50mL, αθνινπζεί απνκφλσζε πιάζκαηνο κε θπγνθέληξεζε ζηα 

530g γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Μεηά ηελ απνκφλσζε, ην πιάζκα 
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θπγνθεληξήζεθε θαη πάιη ζηα 2000g γηα 10min, ην ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε 

απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf θαη αθνινχζεζε απνζήθεπζε ζηνπο -70°C. Γηα ηελ 

απνκφλσζε εμσζσκάησλ απφ 2mL πιάζκαηνο, ρξεζηκνπνηήζεθε ην exoRNeasy serum/plasma 

MAXI kit (ππνθεθάιαην 4.9).  

Μεηά ηελ απνκφλσζε ηνπ πιάζκαηνο ζην Falcon ησλ 50mL πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε ησλ 

CTCs κε EpCAM ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ, κε ηε ρξήζε ζθαηξηδίσλ (ππνθεθάιαην 

4.2.3). Σέινο, πξαγκαηνπνηήζεθε ιχζε ησλ απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ κε πξνζζήθε 1mL 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS θαη απνζήθεπζε ζηνπο -70
ν
C. 

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS (ππνθεθάιαην 4.4). Αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ ζηα 

ζσιελάξηα ζπιινγήο ηχπνπ Eppendorf πνπ πεξηείραλ ην 1mL TRIzol-LS. Μεηά ηε ιήςε ηεο 

πδαηηθήο θάζεο (αλψηεξε ζηηβάδα), πνπ πεξηέρεη ην νιηθφ RNA, αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία 

απνκφλσζεο RNA φπσο πεξηγξάθεηαη κε ιεπηνκέξεηα ζην ππνθεθάιαην 4.4. Ζ ζχλζεζε ηνπ 

cDNA πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηνπ High capacity RNA to cDNA kit (ππνθεθαιαην 4.7). 

Σν πεξηθεξηθφ αίκα απφ ηνλ θάζε πγηή αηκνδφηε είρε ππνζηεί ηελ ίδηα δηαδηθαζία απνκφλσζεο 

πιάζκαηνο θαη εκπινπηηζκνχ κε ηα δείγκαηα ησλ αζζελψλ θαη αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ηνπ 

RNA, ε ζχλζεζε ηνπ cDNA  θαη νη αλαιχζεηο multiplex RT-qPCR (AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη 

AR-total) έγηλαλ κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν. Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη 

ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA έγηλε ζην φξγαλν Nanodrop-100 Spectrophotometer. 

Γηα ηε κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, εθαξκφζακε ηε πνιιαπιή RT-qPCR κεζνδνινγία γηα 

ηνλ ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ AR-FL, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ 

ηνπ AR-V7 θαη AR-567, θαη ηνπ AR-total κε αληρλεπηέο πδξφιπζεο, ζην φξγαλν Cobas z480 

(Roche Diagnostics). Ζ πνηφηεηα ησλ δεηγκάησλ ειέγρζεθε κε ηελ RT-qPCR γηα ην γνλίδην 

αλαθνξάο Β2Μ. Όια ηα πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην φξγαλν Cobas z480 (Roche 

Diagnostics). Ο ζπλνιηθφο φγθνο θάζε αληίδξαζεο ήηαλ 10κL, κε αλαινγία 1κL cDNA ζε 9κL 

κείγκαηνο αληίδξαζεο. Κάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ, 

ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ ηεο PCR απφ γελσκηθφ DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ γηα λα 

εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε ηεο PCR έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε 

απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή.  
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7.2.2. Απνηειέζκαηα 

Όια ηα δείγκαηα ήηαλ εμαηξεηηθήο πνηφηεηαο φπσο απηφ πηζηνπνηήζεθε απφ ηηο ηηκέο ηνπ 

γνληδίνπ αλαθνξάο Β2Μ. 

ην EpCAM ζεηηθφ θιάζκα ησλ δεηγκάησλ ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-

FL ζε 10/10 (100,0%) θαη ηνπ AR-total ζε 9/10 (90,0%). Καλέλα απφ ηα 10 δείγκαηα ησλ πγηψλ 

αηκνδνηψλ δελ βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR, AR-V7 

0/10 (0,0%) θαη AR-567 0/10 (0,0%). ηα CTCs απφ δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC αληρλεχηεθε 

έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 59/62 (95,2%), ηνπ AR-V7 ζε 25/62 (40,3%) ηνπ AR-567 ζε 18/62 

(29,0%), ελψ ε έθθξαζε ηνπ AR-total ήηαλ ζεηηθή ζε 55/62 (88,7%) δεηγκάηα αζζελψλ κε 

mCRPC. 

ηα εμσζψκαηα απφ ην πιάζκα πγηψλ αηκνδνηψλ αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 6/10 

(60%) θαη ηνπ AR-total ζε 7/10 (70,0%). Καλέλα απφ ηα 10 δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ δελ 

βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR, AR-V7 0/10 (0,0%) θαη 

AR-567 0/10 (0,0%). ηα εμσζψκαηα απφ ην πιάζκα αζζελψλ κε mCRPC, αληρλεχηεθε 

έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 38/62 (61,3%). Ζ έθθξαζε ηνπ AR-V7 αληρλεχζεθε ζε 1/62 (1,6%) 

δείγκαηα θαη ε έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 1/62 (1,6%) δείγκαηα αζζελψλ. Ζ έθθξαζε 

ηνπ AR-total ήηαλ ζεηηθή ζε 29/62 (46,8%) αζζελψλ κε mCRPC. 

ην ρήκα 8.7 (Heatmap) παξνπζηάδνληαη ζπλνιηθά ηα απνηειέζκαηα ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ 

ζηα εμσζψκαηα θαη ζηα CTCs αζζελψλ κε mCRPC. 

 

ρήκα 7.7. Heatmap γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ ζηα εμσζώκαηα θαη ζηα αληίζηνηρα CTCs αζζελώλ κε 

mCRPC (n=62) 
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ηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηήζεθε ζχγθξηζε ηνπ αξηζκνχ ησλ αληηγξάθσλ ησλ AR-FL, AR-V7, 

AR-567 θαη AR-total ζηα εμσζψκαηα θαη ζηα CTCs ησλ αζζελψλ κε mCRPC. Ζ έθθξαζε ηνπ 

AR-FL αληρλεχηεθε ηφζν ζηα CTCs φζν θαη ηα εμσζψκαηα ζε 36/62 (58,1%) ησλ δεηγκάησλ 

αζζελψλ κε mCRPC. To κνλαδηθφ δείγκα πνπ βξέζεθε ζεηηθφ γηα ην AR-V7 ζηα εμσζψκαηα 

ήηαλ επίζεο ζεηηθφ θαη ζηα CTCs. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-total αληρλεχηεθε ηφζν ζηα CTCs φζν θαη 

ηα εμσζψκαηα ζε 25/62 (40,3%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC. Γηα ην κεηάγξαθν AR-567 δελ 

παξαηεξήζεθε ζπκθσλία ζηελ έθθξαζε κεηαμχ ησλ CTCs θαη ησλ εμσζσκάησλ. χκθσλα κε 

ηα απνηειέζκαηά καο, ηα CTCs είραλ κεγαιχηεξν αξηζκφ αληηγξάθσλ ζε ζρέζε κε ηα 

εμσζψκαηα ηφζν ζην AR-FL φζν θαη ζηα ελαιιαθηηθά κεηάγξαθα AR-V7, AR-567 θαη ζην AR-

total (ρήκαηα 7.8-7.11). πλεπψο ζηα CTCs, ν απφιπηνο αξηζκφο αληηγξάθσλ ήηαλ 

ηνπιάρηζηνλ δέθα θνξέο κεγαιχηεξνο ζε ζρέζε κε ηα εμσζψκαηα. Ζ παξαηήξεζε απηή, 

πηζαλφηαηα νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ηα εμσζψκαηα έρνπλ απνκνλσζεί απφ 2mL πιάζκαηνο, 

πνπ αληηζηνηρεί πεξηπνπ ζε 4mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, ελψ ε απνκφλσζε ησλ CTCs έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί απφ 20mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο.  

 

 

ρήκα 7.8. ύγθξηζε ηνπ απόιπηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-FL ζηα εμσζώκαηα θαη ζηα αληίζηνηρα 

CTCs αζζελώλ κε mCRPC (n=62) 
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ρήκα 7.9. ύγθξηζε ηνπ απόιπηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-V7 ζηα εμσζώκαηα θαη ζηα αληίζηνηρα 

CTCs αζζελώλ κε mCRPC (n=62) 

 

 

ρήκα 7.10. ύγθξηζε ηνπ απόιπηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-567 ζηα εμσζώκαηα θαη ζηα αληίζηνηρα 

CTCs αζζελώλ κε mCRPC (n=62) 
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ρήκα 7.11. ύγθξηζε ηνπ απόιπηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ AR-Total ζηα εμσζώκαηα θαη ζηα αληίζηνηρα 

CTCs αζζελώλ κε mCRPC (n=62) 

 

7.3. πκπεξάζκαηα-ζπδήηεζε 

ηελ παξνχζα κειέηε αλαπηχρζεθε κεζνδνινγία πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν 

πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ AR-FL, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 

θαη AR-567, θαη ηνπ AR-total κε αληρλεπηέο πδξφιπζεο ζην φξγαλν Cobas z480 (Roche 

Diagnostics). Αμηνινγήζεθε ε εθαξκνγή ηεο κεζνδνινγίαο ζηα CTCs  θαη ζηα αληίζηνηρα 

εμσζψκαηα αζζελψλ κε mCRPC.  

Γηα ηελ αλάπηπμε ηεο ηεηξαπιήο RT-qPCR αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε in silico ζρεδηαζκφο ησλ 

εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ ψζηε θάζε γνλίδην λα κπνξεί λα εληζρχεηαη εθιεθηηθά παξνπζία 

ησλ άιισλ. ηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο ησλ πεηξακαηηθψλ 

ζπλζεθψλ γηα ηε ζεξκνθξαζία θαη ην ρξφλν πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ, γηα ηε βέιηηζηε 

ζπγθέληξσζε ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ, θαη ηέινο γηα ηηο ζπγθεληξψζεηο ηνπ 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, ηνπ MgCl2, ησλ dNTPs, ηεο Taq πνιπκεξάζεο θαη ηνπ BSA. Δπίζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κειέηεο γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο εηδηθφηεηαο θαη ηεο επαηζζεζίαο ηεο 

κεζνδνινγίαο. Σα απνηειέζκαηα ησλ κειεηψλ έδεημαλ φηη ε ηεηξαπιή RT-qPCR ραξαθηεξίδεηαη 

απφ πςειή εηδηθφηεηα θαη επαηζζεζία θαη είλαη θαηάιιειε γηα εθαξκνγή ζε θιηληθά δείγκαηα. 

Σν γεγνλφο φηη ηα CTCs είλαη εμαηξεηηθά ζπάληα θαη ε πνζφηεηα ηνπ δηαζέζηκνπ πξνο αλάιπζε 
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δείγκαηνο είλαη πνιχ πεξηνξηζκέλε, παξακέλεη κηα ηεξάζηηα αλαιπηηθή θαη ηερληθή πξφθιεζε. Ζ 

κεζνδνινγία πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο 

ηνπ AR-FL, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηέινο ηνπ AR-total κε 

αληρλεπηέο πδξφιπζεο θαηαθέξλεη λα μεπεξάζεη απηνχο ηνπο πεξηνξηζκφπο. Γίλεη ηε δπλαηφηεηα 

ηαπηφρξνλεο πνζνηηθνπνίεζεο ησλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη  AR-total κε πςειή επαηζζεζία 

θαη εηδηθφηεηα ηαπηφρξνλα ζηελ ίδηα αληίδξαζε, εμνηθνλνκψληαο πνζφηεηα πνιχηηκνπ 

δείγκαηνο,  ρξφλν, αληηδξαζηήξηα θαη αλαιψζηκα. 

Ζ αλαπηπρζείζα κεζνδνινγία εθαξκφζηεθε ζε CTCs θαη εμσζψκαηα απφ θιηληθά δείγκαηα 

αζζελψλ κε mCRPC. Σα απνηειέζκαηά καο ππνδεηθλχνπλ μεθάζαξα φηη ε κέζνδνο κπνξεί λα 

εθαξκνζηεί ηφζν ζηα CTCs φζν θαη ζηα εμσζψκαηα. Σα CTCs είραλ κεγαιχηεξν αξηζκφ 

αληηγξάθσλ ζε ζρέζε κε ηα εμσζψκαηα ηφζν ζην AR-FL φζν θαη ζηα ελαιιαθηηθά κεηάγξαθα 

AR-V7, AR-567 θαη ζην AR-total. ηα CTCs, ν απφιπηνο αξηζκφο αληηγξάθσλ ήηαλ ηνπιάρηζηνλ 

δέθα θνξέο κεγαιχηεξνο ζε ζρέζε κε ηα εμσζψκαηα. Ζ παξαηήξεζε απηή, πηζαλφηαηα 

νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ηα εμσζψκαηα έρνπλ απνκνλσζεί απφ 2mL πιάζκαηνο, πνπ 

αληηζηνηρεί πεξηπνπ ζε 4mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο, ελψ ε απνκφλσζε ησλ CTCs έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί απφ 20mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 8 

ΜΟΡΗΑΚΟ ΥΑΡΑΚΣΖΡΗΜΟ ΣΧΝ CTCs ΚΑΗ ΣΧΝ ΔΞΧΧΜΑΣΧΝ ΑΘΔΝΧΝ 

ΜΔ mCRPC 

8.1. Μνξηαθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ CTCs ζε δείγκαηα αζζελώλ κε mCRPC 

8.1.1. Δηζαγσγή 

ηφρνο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ λα δηεξεπλεζεί ην κνξηαθφ πξνθίι ησλ CTCs αζζελψλ κε 

επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Πην ζπγθεθξηκέλα,  κειεηήζεθε ην πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ 

γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total, 

θαζψο θαη ην πξνθίι κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A. 

8.1.2. Πεηξακαηηθή πνξεία 

ε φια ηα βήκαηα ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο πξαγκαηνπνηήζεθε ν αλάινγνο έιεγρνο πνηφηεηαο, 

φπσο απηφο πεξηγξάθεηαη ζην ππνθεθάιαην 5.1.3.1 ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο. Σν δηάγξακκα ξνήο 

ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο παξνπζηάδεηαη ζην ρήκα 8.1. 

 

 

ρήκα 8.1. Γηάγξακκα ξνήο  ηεο κειέηεο γηα ηνλ κνξηαθό ραξαθηεξηζκό ησλ CTCs από πεξηθεξηθό αίκα 

αζζελώλ κε mCRPC 
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8.1.2.1. Κιηληθά δείγκαηα 

Αξρηθά ζπιιέρζεθαλ 80 δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο (20mL) ζε K2EDTA ζσιελάξηα 

ζπιινγήο (BD Vacutainer, Plymouth,UK) απφ  αζζελείο κε mCRPC απφ ηo «Αξεηαίεηνλ» 

παλεπηζηεκηαθφ λνζνθνκείν (Τπεχζπλνο ηαηξφο: Δ. Μπνπξλάθεο) θαη απφ 9 πγηείο αηκνδφηεο.  Ζ 

απνκφλσζε ηνπ πιάζκαηνο θαη ησλ CTCs πξαγκαηνπνηήζεθε εληφο 2-4h κεηά ηε ζπιινγή ηνπ 

δείγκαηνο. Σα πξψηα 5ml ηνπ αίκαηνο απνξξίθζεθαλ γηα λα απνθεπρζεί ε επηκφιπλζε απφ 

επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ δέξκαηνο, ηα δείγκαηα αλαδεχηεθαλ ακέζσο κεηά ηε ζπιινγή θαη 

δηαηεξήζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 

8.1.2.2. Απνκόλσζε ησλ CTCs κε ρξήζε EpCAM-ζεηηθνύ αλνζνκαγλεηηθνύ εκπινπηηζκνύ 

Σα δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζπιιέρζεθαλ ζε ζσιελάξηα K2EDTA, αλαδεχηεθαλ ειαθξψο 

θαη ην πιάζκα απνκνλψζεθε εληφο 2-4h απφ ηελ ζπιινγή. 20mL πεξηθεξηθνχ αίκαηνο 

κεηαθέξνληαη ζε Falcon ησλ 50mL, αθνινπζεί απνκφλσζε πιάζκαηνο κε θπγνθέληξεζε ζηα 

530g γηα 10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Μεηά ηελ απνκφλσζε, ην πιάζκα 

θπγνθεληξήζεθε θαη πάιη ζηα 2000g γηα 10min, ην ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε 

απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα ηχπνπ Eppendorf θαη αθνινχζεζε απνζήθεπζε ζηνπο -70°C.  

Μεηά ηελ απνκφλσζε ηνπ πιάζκαηνο ζην Falcon ησλ 50mL πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε ησλ 

CTCs κε EpCAM ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ, κε ηε ρξήζε ζθαηξηδίσλ (ππνθεθάιαην 

4.2.3). Σέινο, πξαγκαηνπνηήζεθε ιχζε ησλ απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ κε πξνζζήθε 1mL 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS θαη απνζήθεπζε ζηνπο -70
ν
C. 

 

8.1.2.3. Απνκόλσζε RNA, ζύλζεζε cDNA θαη RT-qPCR 

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ TRIzol-LS (ππνθεθάιαην 4.4). Αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ ζηα 

ζσιελάξηα ζπιινγήο ηχπνπ Eppendorf πνπ πεξηείραλ ην 1mL TRIzol-LS. Μεηά ηε ιήςε ηεο 

πδαηηθήο θάζεο (αλψηεξε ζηηβάδα), πνπ πεξηέρεη ην νιηθφ RNA, αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία 

απνκφλσζεο RNA φπσο πεξηγξάθεηαη κε ιεπηνκέξεηα ζην ππνθεθάιαην 4.4. Ζ ζχλζεζε ηνπ 

cDNA πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηνπ High capacity RNA to cDNA kit (ππνθεθαιαην 4.7). 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA έγηλε 

ζην φξγαλν Nanodrop-100 Spectrophotometer.  
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Γηα ηε κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, εθαξκφζακε ηηο πξνεγνχκελα ζρεδηαζκέλεο, 

επηθπξσκέλεο, εηδηθέο θαη εμαηξεηηθά επαίζζεηεο RT-qPCR κεζνδνινγίεο γηα ηα γνλίδηα PD-L1 

(184), CK-19 (243,244) θαη Β2Μ (ρξεζηκνπνηείηαη σο γνλίδην αλαθνξάο) θαζψο επίζεο θαη ηελ 

κέζνδν πνιιαπιήο RT-qPCR πνπ αλαπηχμακε γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο 

έθθξαζεο ηνπ AR-FL, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηέινο ηνπ AR-

total κε αληρλεπηέο πδξφιπζεο ζην φξγαλν Cobas z480 (Roche Diagnostics). Σα πεηξάκαηα RT-

qPCR γηα ηα γνλίδηα PD-L1, CK-19 θαη Β2Μ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην φξγαλν LightCycler 2.0 

(IVD, Roche Diagnostics). Ζ πνηφηεηα ησλ δεηγκάησλ ειέγρζεθε κε ηελ RT-qPCR γηα ην γνλίδην 

αλαθνξάο Β2Μ. Ο ζπλνιηθφο φγθνο θάζε αληίδξαζεο ήηαλ 10κL, κε αλαινγία 1κL cDNA ζε 

9κL κείγκαηνο αληίδξαζεο. Κάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα δείγκα αξλεηηθνχ 

ειέγρνπ, ψζηε λα εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ ηεο PCR απφ γελσκηθφ DNA, θαζψο θη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ γηα λα 

εμαζθαιηζζεί φηη αθελφο ε αληίδξαζε ηεο PCR έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε 

απφδνζε ηεο αληίδξαζεο είλαη ε επηζπκεηή. Οη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ 

γηα ηα γνλίδηα B2M, CK-19 δίλνληαη ζην θεθάιαην 5. Οη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ 

αληρλεπηψλ γηα ηα PD-L1, EGFR θαη TWIST1 δίλνληαη ζην θεθάιαην 6. Οη αιιεινπρίεο ησλ 

εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ ηεο πνιιαπιήο RT-qPCR δίλνληαη ζην ππνθεθάιην 8.1. 

Tα ΔpCAM ζεηηθά θιάζκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ έρνπλ ππνζηεί ηελ ίδηα δηαδηθαζία 

απνκφλσζεο κε ηα δείγκαηα ησλ αζζελψλ. Αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ηνπ RNA, ε ζχλζεζε ηνπ 

cDNA θαη νη αλαιχζεηο κε RT-qPCR (Β2Μ, PD-L1θαη CK-19) θαη multiplex RT-qPCR (AR-FL, 

AR-V7, AR-567 θαη AR-total) έγηλαλ κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν. 

 

8.1.2.4. Απνκόλσζε DNA, ρεκηθή ηξνπνπνίεζε DNA κε όμηλν ζεηώδεο λάηξην (SB-

treatment) θαη real-time MSP  

Καηφπηλ ιήςεο ηεο πδαηηθήο θάζεο (αλψηεξε ζηηβάδα), πνπ πεξηέρεη ην νιηθφ RNA, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε απνκφλσζε DNA απφ ηελ νξγαληθή θάζε. Ζ δηαδηθαζία απνκφλσζεο 

πεξηγξάθεηαη κε ιεπηνκέξεηα ζην ππνθεθάιαην 4.5. Σν απνκνλσκέλν DNA αλαδηαιχζεθε ζε 

30κL NaOH 8mmol/L θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο -70 
ν
C κέρξη ηε ρξήζε ηνπ. 

Πξηλ πξνρσξήζνπκε ζηελ επεμεξγαζία ηνπ DNA κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην, εμεηάζηεθε ε 

αθεξαηφηεηα ηνπ gDNA γηα φια ηα δείγκαηα κε εθαξκνγή real-time PCR γηα ην εμφλην 20 ηνπ 

PIK3CA (278). Μφλν δείγκαηα ηα νπνία εληζρχζεθαλ ζην PIK3CA πξνρψξεζαλ γηα ρεκηθή 

ηξνπνπνίεζε, πξνο κεηαηξνπή ησλ κε-κεζπιησκέλσλ θπηνζηλψλ ζε νπξαθίιεο θαη ηε δηαηήξεζε 

ησλ κεζπιησκέλσλ θπηνζηλψλ αλεπεξέαζηεο. Ζ ρεκηθή ηξνπνπνίεζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε 
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ρξήζε ηνπ EZ DNA Methylation Gold Kit (ZYMO Research, USA) (ππνθεθάιαην 4.12) θαη ην 

SB-treated DNA απνζεθεχηεθε ζηνπο -70°C. ε θάζε αληίδξαζε ρεκηθήο κεηαηξνπήο, 

ζπκπεξηιάβακε dH2O θαη 100% κεζπιησκέλν DNA σο αξλεηηθφ θαη ζεηηθφ πξφηππν ειέγρνπ, 

αληίζηνηρα. Ζ πνηφηεηα ηνπ SB-treated DNA ειέγρζεθε κε κεζνδνινγία real-time MSP γηα ην 

γνλίδην αλαθνξάο ACTB. Σέινο, ην αλζξψπηλν πιαθνπληηαθφ DNA (Deoxyribonucleic acid from 

female human placenta, Sigma-Aldrich, USA) ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθφ control (0% 

κεζπιησκέλν) ηεο real-time MSP κεηά ηε ρεκηθή επεμεξγαζία κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην, ελψ ε 

θπηηαξηθή ζεηξά SKBR3 σο ην ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ γηα ην RASSF1A θαη ην GSTP1. Σν 100% 

κεζπιησκέλν DNA (Universal Methylated Human DNA Standard, ZYMO Research, USA), 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο ην πιήξσο κεζπιησκέλν, ζεηηθφ control γηα φιεο ηηο κεζνδνινγίεο. 

Υξεζηκνπνηήζακε πξνεγνχκελα in-silico ζρεδηαζκέλνπο εθθηλεηέο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη 

RASSF1A (279), εηδηθνχο γηα εθαξκνγέο MSP κε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ Primer Premier 5.0 

(Premier Biosoft, USA), απνθεχγνληαο ηνλ ζρεκαηηζκφ ζηαζεξψλ δνκψλ θνπξθέηαο, δηκεξψλ 

θαη ςεπδψλ ζεκείσλ εθθίλεζεο. Γηα ηε κέγηζηε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα κεηαμχ κεζπιησκέλσλ 

θαη κε κεζπιησκέλσλ αιιειίσλ, θαη νη δχν εθθηλεηέο πεξηείραλ αξθεηά CpG δηλνπθιενηίδηα. 

Δπηπιένλ, πεξηείραλ βάζεηο ζπκίλεο νη νπνίεο έρνπλ πξνέιζεη απφ κε κεζπιησκέλεο θπηνζίλεο 

θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο ρεκηθήο ηξνπνπνίεζεο, ψζηε λα θαηαζηεί δπλαηφο ν δηαρσξηζκφο 

ρεκηθά επεμεξγαζκέλνπ απφ κε-ρεκηθά επεμεξγαζκέλν DNA. Οη εθθηλεηέο ζπληέζεθαλ θαη 

θαζαξίζηεθαλ απφ ηελ Integrated DNA Technologies (IDT, USA) θαη νη αιιεινπρίεο ησλ  

GSTP1 θαη RASSF1A παξνπζηάδνληαη ζην θεθάιαην 7. 

Ζ θάζε αληίδξαζε γηα ηα γνλίδηα RASSF1A (279) θαη GSTP1, πξαγκαηνπνηήζεθε ζην Cobas 

z480 (Roche, Germany) ζε 96 well-plate θαη ζε ηειηθφ φγθν 10κL. Tα ζπζηαηηθά ηεο 

αληίδξαζεο γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο κεζπιίσζεο ησλ RASSF1A θαη GSTP1 θαη νη ζεξκνθξαζηαθέο 

ζπλζήθεο ηεο real-time MSP παξαηίζεληαη θεθάιαην 7. Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη νη κεζνδνινγίεο 

real-time MSP δελ είλαη πνζνηηθέο, επνκέλσο δελ ρξεζηκνπνηήζεθε cut-off ηηκψλ. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, έλα δείγκα ζεσξείηαη ζεηηθφ φηαλ αληρλεχεηαη ζήκα ελίζρπζεο ζηε real-time PCR 

κε Cq<41,00, ελψ αξλεηηθφ ραξαθηεξίδεηαη ην δείγκα εθείλν πνπ δελ παξνπζηάδεη ελίζρπζε ή 

θαηαγξάθεηαη ηηκή Cq>41,00. 
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8.1.3. Απνηειέζκαηα 

8.1.3.1. Μειέηε γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ CTCs αζζελώλ κε mCRPC 

Όια ηα δείγκαηα ήηαλ εμαηξεηηθήο πνηφηεηαο φπσο απηφ πηζηνπνηήζεθε απφ ηηο ηηκέο ηνπ 

γνληδίνπ αλαθνξάο Β2Μ. 

Ζ επεμεξγαζία ηεο θαλνληθνπνίεζεο γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ PD-L1 

ζηα CTCs πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο B2M θαη 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν 2
–ΓΓCt

 (242),  ε νπνία έρεη πεξηγξαθεί αλαιπηηθά ζην ππνθεθάιαην 

6.2.4. ηελ παξνχζα κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ CTCs αζζελψλ κε mCRPC 

αληρλεχηεθε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζε 47/80 (58,8%) δείγκαηα. 

ηε ζπλέρεηα εθαξκφζηεθε multiplex RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-FL, 

ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ AR-V7 θαη AR-567, θαη ηνπ AR-total. ηα  δείγκαηα ησλ 

πγηψλ αηκνδνηψλ αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 9/9 (100,0%) θαη ηνπ AR-total ζε 8/9 

(88,9%). Καλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ δελ βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ 

έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-V7 0/9 (0,0%) θαη AR-567 0/9 (0,0%). ηα 

δείγκαηα ησλ αζζελψλ κε mCRPC αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 75/80 (93,8%). Ζ 

έθθξαζε ηνπ AR-V7 αληρλεχζεθε ζε 32/80 (40,0%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC, ελψ ε 

έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 21/80 (26,3%) δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-total ήηαλ 

ζεηηθή ζε 70/80 (87,5%) αζζελψλ κε mCRPC. 

Σέινο, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 δελ αληρλεχηεθε θαλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ησλ 

πγηψλ αηκνδνηψλ. ηνπο mCRPC αζζελείο ε έθθξαζε ηνπ CK-19 αληρλεχηεθε ζε 20/80 (25,0%) 

δείγκαηα. ην ρήκα 8.2 (Heatmap) παξνπζηάδνληαη φια ηα απνηειέζκαηα ηεο έθθξαζεο 

γνληδίσλ ζηα CTCs αζζελψλ κε mCRPC.  

ρήκα 8.2. Heatmap γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ ζηα CTCs αζζελώλ κε mCRPC 
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8.1.3.2. Μειέηε κεζπιίσζεο ησλ ππνθηλεηώλ RASSF1A θαη GSTP1 ζηα CTCs αζζελώλ κε 

mCRPC 

Αξρηθά ε πνηφηεηα ηνπ SB-treated DNA ησλ CTCs αζζελψλ κε mCRPC ειέγρζεθε κε 

κεζνδνινγία real-time PCR γηα ηo γνλίδην αλαθνξάο ACTB. ε φια ηα δείγκαηα εληζρχζεθε ε 

ACTB, θαηά ζπλέπεηα αληρλεχηεθε SB-treated DNA, νπφηε θαλέλα δείγκα δελ εμαηξέζεθε απφ 

ηε κειέηε. 

ηε ζπλέρεηα, εθαξκφζακε ηε κέζνδν real-time MSP γηα ηε κειέηε κεζπιίσζεο ηνπ γνληδίνπ 

GSTP1 ζε δείγκαηα ελλέα πγηψλ αηκνδνηψλ, γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο δηαγλσζηηθήο εηδηθφηεηαο 

ηεο κεζνδνινγίαο. Καλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ηνπ θπζηνινγηθνχ πιεζπζκνχ (0/9, 0%) δελ 

βξέζεθε κεζπιησκέλν γηα ην GSTP1. ηε ζπλέρεηα, αμηνινγήζακε ηε κεζπιίσζε ηνπ ππνθηλεηή 

ηνπ GSTP1 ζηα 80 δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC, φπνπ ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν ζε 

21/80 (26,3%) ησλ δεηγκάησλ απηψλ. 

Ζ ίδηα κέζνδνο real-time MSP εθαξκφζηεθε θαη γηα ηε κειέηε κεζπιίσζεο ηνπ γνληδίνπ 

RASSF1A ζε δείγκαηα ελλέα πγηψλ αηκνδνηψλ, γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο δηαγλσζηηθήο 

εηδηθφηεηαο ηεο κεζνδνινγίαο. Καλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ηνπ θπζηνινγηθνχ πιεζπζκνχ 

(0/9, 0%) δελ βξέζεθε κεζπιησκέλν γηα ην RASSF1A. ηε ζπλέρεηα, αμηνινγήζακε ηε 

κεζπιίσζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ RASSF1A ζε 80 δείγκαηα CTCs απφ αζζελείο κε mCRPC, φπνπ 

ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν ζε 16/80 (20,0%) ησλ δεηγκάησλ απηψλ. 

ην ρήκα 8.3 (Heatmap) παξνπζηάδνληαη φια ηα απνηειέζκαηα γηα ηε κειέηε κεζπιίσζεο ησλ 

γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα CTCs αζζελψλ κε mCRPC.  

 

ρήκα 8.3. Heatmap γηα ηε κεζπιίσζε ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα CTCs αζζελώλ κε mCRPC 
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8.1.3.3. Κιηληθή αμηνιόγεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ CK-19 θαη PD-L1 θαζώο θαη ηεο 

κεζπιίσζεο ηνπ GSTP1 ζηα CTCs αζζελώλ κε mCRPC 

Ζ θιηληθή αμηνιφγεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ CK-19 θαη PD-L1 θαζψο θαη ηεο κεζπιίσζεο 

ηνπ GSTP1 πξαγκαηνπνηήζεθε κφλν γηα ηνπο 54 αζζελείο κε mCRPC γηα ηνπο νπνίνπο ππήξραλ 

πιεξνθνξίεο γηα ηελ θιηληθή έθβαζε ηεο λφζνπ. Ζ αμηνιφγεζε ζηεξίρζεθε ζε θακπχιεο  

επηβίσζεο Kaplan-Meier γηα ην ρξνληθφ δηάζηεκα επηβίσζεο ρσξίο εμέιημε λφζνπ (Progression 

Free Survival, PFS) ησλ αζζελψλ απηψλ. 

Ζ θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ έθθξαζε ηεο CK-19 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε 

κε ην PFS. πγθεθξηκέλα, αζζελείο κε ζεηηθά CTCs ζηελ έθθξαζε ηεο CK-19 είραλ ζεκαληηθά 

δηαθνξνπνηεκέλν (γηα ηελ αθξίβεηα κεησκέλν) PFS (p=0,004) ζε ζρέζε κε ηνπο αζζελείο ζηνπο 

νπνίνπο δελ παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηεο CK-19 ζηα CTCs (ρήκα 8.4).   

 

 
 
ρήκα 8.4. Κακπύιε επηβίσζεο Kaplan-Meier γηα ηελ έθθξαζε ηεο CK-19 ζηα CTCs αζζελώλ κε mCRPC 

 

Ζ θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή 

ζπζρέηηζε κε ην PFS. πγθεθξηκέλα, ε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζπλδέεηαη κε κεησκέλν PFS 

(p=0,018) ζηνπο αζζελείο κε mCRPC (ρήκα 8.5). Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη νη 9/10 (90%) 

αζζελείο πνπ παξνπζίαζαλ εμέιημε λφζνπ ήηαλ ζεηηθνί ζηελ έθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηα CTCs. 

 

 



Κεθάιαην 8                                                                                                                                      Μνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο CTCs θαη εμσζσκάησλ 

159 
 

 

ρήκα 8.5. Κακπύιε επηβίσζεο Kaplan-Meier γηα ηελ έθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηα CTCs αζζελώλ κε mCRPC 

 

Ζ θακπχιε επηβίσζεο γηα ηε κεζπιίσζε ηνπ GSTP1 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε 

κε ην PFS. πγθεθξηκέλα, αζζελείο κε κεζπιίσζε ηνπ GSTP1 είραλ ζεκαληηθά 

δηαθνξνπνηεκέλν (γηα ηελ αθξίβεηα κεησκέλν) PFS (p<0,001) ζε ζρέζε κε ηνπο αζζελείο ζηνπο 

νπνίνπο δελ παξαηεξήζεθε κεζπιίσζε ηνπ γνληδίνπ GSTP1 ζηα CTCs (ρήκα 8.4).   

 

 

 ρήκα 8.6. Κακπύιε επηβίσζεο Kaplan-Meier γηα ηε κεζπιίσζε ηνπ GSTP1 ζηα CTCs αζζελώλ κε mCRPC 
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Πίλαθαο 8.1. πζρέηηζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs κε ηελ νιηθή επηβίσζε 

CTCs Death           Alive ύλνιν 

CK-19   

Θεηηθή 9               1 10 

Αξλεηηθή 23             19 42 

ύλνιν  32              20 52 

P                       0,068 (Fisher’s Exact test)  

                         Death           Alive ύλνιν 

PD-L1    

Θεηηθφ       17            11 28 

Αξλεηηθφ       15               7 22 

ύλνιν       32             18 50 

P                        0,768 (Fisher’s Exact test)  

                         Death           Alive ύλνιν 

AR-V7     

Θεηηθφ      13             6 19 

Αξλεηηθφ      19            13 32 

ύλνιν      32           19 51 

P                         0,567 (Fisher’s Exact test)  

         Death           Alive    ύλνιν 

AR-567    

Θεηηθφ 8                4 12 

Αξλεηηθφ 24             15 39 

ύλνιν 32             19 51 

P                             1(Fisher’s Exact test)  

         Death           Alive    ύλνιν 

GSTP1   

Mεζπιησκέλν       6              0 6 

Με-κεζπιησκέλν        26            20 46 

ύλνιν         32            20 52 

P                         0,071(Fisher’s Exact test)  

         Death           Alive    ύλνιν 

RASSF1A    

Mεζπιησκέλν        3             1 4 

Με-κεζπιησκέλν        29           19 48 

ύλνιν        32          20 52 

P                             1(Fisher’s Exact test)  
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8.2. Μνξηαθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ εμσζσκάησλ 

8.2.1. Δηζαγσγή 

ηφρνο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ λα δηεξεπλεζεί γηα πξψηε θνξά ην κνξηαθφ πξνθίι ησλ 

εμσζσκάησλ απφ ην πιάζκα αζζελψλ κε επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Πην ζπγθεθξηκέλα,  

κειεηήζεθε ην πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ 

κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total, θαζψο επίζεο θαη ην πξνθίι ηεο κεζπιίσζεο 

ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα εμσζψκαηα. 

 

8.2.2. Πεηξακαηηθή πνξεία 

 Αθνινπζεί ην δηάγξακκα ξνήο ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο (ρήκα 8.7) 

 

ρήκα 8.7. Γηάγξακκα ξνήο ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο γηα ηελ απνκόλσζε θαη ην κνξηαθό ραξαθηεξηζκό ησλ 

εμσζσκάησλ 
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8.2.2.1. Κιηληθά δείγκαηα 

Αξρηθά, ζπιιέρζεθε πεξηθεξηθφ αίκα (20mL) ζε K2EDTA ζσιελάξηα ζπιινγήο (BD 

Vacutainer, Plymouth,UK) απφ 62 αζζελείο κε mCRPC απφ ηo «Αξεηαίεηνλ» παλεπηζηεκηαθφ 

λνζνθνκείν (Τπεχζπλνο ηαηξφο: Δ. Μπνπξλάθεο) θαη 10 πγηείο αηκνδφηεο.  Ζ απνκφλσζε ηνπ 

πιάζκαηνο πξαγκαηνπνηήζεθε εληφο 3h κεηά ηε ζπιινγή ηνπ δείγκαηνο. Σα πξψηα 5ml ηνπ 

αίκαηνο απνξξίθζεθαλ γηα λα απνθεπρζεί ε επηκφιπλζε απφ επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ δέξκαηνο, 

ηα δείγκαηα αλαδεχηεθαλ ακέζσο κεηά ηε ζπιινγή θαη δηαηεξήζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

 

8.2.2.2. Απνκόλσζε πιάζκαηνο  

Σα δείγκαηα πεξηθεξηθνχ αίκαηνο ζπιιέρζεθαλ ζε ζσιελάξηα K2EDTA, αλαδεχηεθαλ ειαθξψο 

θαη ην πιάζκα απνκνλψζεθε εληφο 2-4h απφ ηελ ζπιινγή, κε θπγνθέληξεζε ζηα 530g γηα 

10min ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. Μεηά ηελ απνκφλσζε, ην πιάζκα θπγνθεληξήζεθε θαη 

πάιη ζηα 2000g γηα 10min, ην ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα ηχπνπ 

Eppendorf θαη αθνινχζεζε ε θχιαμή ηνπο ζηνπο -70°C. Σν exoRNeasy serum/plasma MAXI kit 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ απνκφλσζε εμσζσκάησλ απφ 2mL πιάζκαηνο (ππνθεθάιαην 4.9).  

 

8.2.2.3. Απνκόλσζε εμσζσκάησλ   

Ζ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθά δηαζέζηκνπ  

exoRNeasy serum/plasma MAXI kit απφ 2mL πιάζκαηνο (ππνθεθάιαην 4.9). Σν exoRNeasy 

serum/plasma MAXI kit (QIAGEN
®
, Germany) βαζίδεηαη ζηελ απνκφλσζε ησλ εμσζσκάησλ 

κε ηελ ζχλδεζή ηνπο ζηε κεκβξάλε ηεο ζηήιεο. Σα εμσζψκαηα ζπλδένληαη ζηε κεκβξάλε ηεο 

ζηήιεο αλεμάξηεηα απφ ην κέγεζφο ηνπο θαη ηελ θπηηαξηθή ηνπο πξνέιεπζε.  

Ζ επηινγή ηνπ exoRNeasy serum/plasma MAXI kit (QIAGEN
®
, Germany) έγηλε κεηά απφ 

ζπγθξηηηθή κειέηε πξσηνθφιισλ απνκφλσζεο εμσζσκάησλ απφ ην πιάζκα κε ηα εκπνξηθά 

δηαζέζηκα θηη EXO-Prep (HansaBioMed LLC, Estonia) θαη Exosome Purification and RNA 

Isolation Midi Kit (NORGEN BIOTEK.CORP., Canada). H απνκφλσζε κε ηε κέζνδν εθρχιηζεο 

ζηεξεάο θάζεο κε αθηλεηνπνίεζε ζε κεκβξάλε ππξηηίνπ κε ην exoRNeasy serum/plasma MAXI 

kit είλαη πεξηζζφηεξν απνδνηηθή ζε ζρέζε κε ηα άιια δπν εκπνξηθά δηαζέζηκα θηη 

αληηδξαζηεξίσλ. Σν γεγνλφο απηφ αληηθαηνπηξίδεηαη ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ηφζν ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο B2M φζν θαη ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR. 
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8.2.2.4. Απνκόλσζε RNA, ζύλζεζε cDNA θαη RT-qPCR  

Ζ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RΝΑ ησλ εμσζσκάησλ απφ ηηο ζηήιεο exoEasy Maxi Spin 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ Qiazol
®
 (QIAGEN

®
, Germany). Ζ 

πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ αθνινπζνχκελε απφ θπγνθέληξεζε δηαρσξίδεη ην δηάιπκα ζε κία 

πδαηηθή θάζε θαη ζε κία νξγαληθή θάζε. Σν RNA έρεη ηελ ηδηφηεηα λα παξακέλεη απνθιεηζηηθά 

ζηελ πδαηηθή θάζε πνπ πεξηέρεη ηζνζεηνθπαληθή γνπαληδίλε παξνπζία κίαο νξγαληθήο θάζεο 

απφ θαηλφιε/ρισξνθφξκην. Κάησ απφ απηέο ηηο ζπλζήθεο νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο θαη κηθξά 

θνκκάηηα DNA βξίζθνληαη ζηελ νξγαληθή θάζε, ελψ κεγαιχηεξα θνκκάηηα DNA θαη θάπνηεο 

πξσηεΐλεο παξακέλνπλ ζηελ ελδηάκεζε θάζε.  

Ζ αλψηεξε πδαηηθή θάζε κεηαθέξεηαη ζε έλα λέν ζσιελάξην θαη πξνζηίζεηαη αηζαλφιε ψζηε λα 

επηηεπρζνχλ θαηάιιειεο ζπλζήθεο πξφζδεζεο φισλ ησλ κνξίσλ RNA.  Σν δείγκα ζηε ζπλέρεηα 

πεξλά απφ ηε ζηήιε RNeasy
®
MinElute

®
 Spin Column φπνπ ην RNA δεζκεχεηαη ζηε κεκβξάλε. 

Ζ θαηλφιε θαη άιιεο νπζίεο πνπ επηκνιχλνπλ θαη παξεκπνδίδνπλ ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA 

απνκαθξχλνληαη κε δηαδνρηθέο εθπιχζεηο ηεο ζηήιεο. Σν θαζαξφ RNA εθινχεηαη κε λεξφ 

ειεχζεξν RNαζψλ.  

ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ζχλζεζε ηνπ cDNA κε ηε ρξήζε ηνπ High capacity RNA to 

cDNA kit (ππνθεθαιαην 4.7). Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ν έιεγρνο ηεο 

θαζαξφηεηαο ηνπ RNA έγηλε ζην φξγαλν Nanodrop-100 Spectrophotometer.  

Γηα ηε κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, εθαξκφζακε ηηο επηθπξσκέλεο, εηδηθέο θαη εμαηξεηηθά 

επαίζζεηεο RT-qPCR κεζνδνινγίεο πνπ αλαπηχμακε θαη αλαθέξακε ήδε γηα ηα γνλίδηα Β2Μ , 

CK-19 (243,244), PD-L1(184) θαη ηελ πνιιαπιή RT-qPCR (multiplex RT-qPCR) γηα ηνλ 

ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-full length θαη ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ (AR-V7, 

AR-567es, AR-total). ε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο, ε πνηφηεηα ησλ δεηγκάησλ ειέγρζεθε κε RT-

qPCR γηα ην γνλίδην αλαθνξάο Β2Μ. Όια ηα πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην φξγαλν 

LightCycler 2.0 (IVD, Roche Diagnostics), κε ζπλζήθεο νη νπνίεο πεξηγξάθνληαη παξαθάησ. Ο 

ζπλνιηθφο φγθνο θάζε αληίδξαζεο ήηαλ 10κL, κε αλαινγία 1κL cDNA ζε 9κL κίγκαηνο 

αληίδξαζεο. Κάζε πεηξακαηηθή ζεηξά πεξηιακβάλεη έλα δείγκα αξλεηηθνχ ειέγρνπ, ψζηε λα 

εμαζθαιηζζεί φηη ην ζήκα πνπ ιακβάλεηαη δελ νθείιεηαη ζε επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ 

ηεο PCR απφ γελσκηθφ DNA, θαζψο θαη έλα δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ γηα λα εμαζθαιηζζεί φηη 

αθελφο ε αληίδξαζε ηεο PCR έρεη πξαγκαηνπνηεζεί θαη αθεηέξνπ φηη ε απφδνζε ηεο αληίδξαζεο 

είλαη ε επηζπκεηή. Χο δείγκα ζεηηθνχ ειέγρνπ ρξεζηκνπνηήζεθε cDNA απφ MCF-7 θχηηαξα γηα 

ηηο αλαιχζεηο ησλ Β2Μ θαη CK-19, cDNA απφ PBMCs γηα ην PD-L1 θαη ζπλζεηηθά δείγκαηα 

ειέγρνπ γηα ην ΑR θαη ηα ελαιιαθηηθά κεηάγξαθά ηνπ.  
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8.2.2.5. Απνκόλσζε DNA, ρεκηθή ηξνπνπνίεζε DNA κε όμηλν ζεηώδεο λάηξην (SB-

treatment) θαη real-time MSP  

Μεηά ηελ πξνζζήθε 750κL Qiazol
®

 (QIAGEN
®
, Germany) γηα ηελ απνκφλσζε ησλ 

εμσζσκάησλ απφ ηηο ζηήιεο exoEasy Maxi Spin θαη θπγνθέληξεζή ηνπο, αθνινχζεζε κεηαθνξά 

ηνπ δηεζήκαηνο ζε ζσιελάξην ζπιινγήο ηχπνπ Eppendorf θαη πξνζζήθε ρισξνθνξκίνπ. 

Καηφπηλ ιήςεο ηεο πδαηηθήο θάζεο (αλψηεξε ζηηβάδα), πνπ πεξηέρεη ην νιηθφ RNA, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε απνκφλσζε DNA απφ ηελ νξγαληθή θάζε. Ζ δηαδηθαζία απνκφλσζεο 

πεξηγξάθεηαη κε ιεπηνκέξεηα ζην ππνθεθάιαην 4.5. Σν απνκνλσκέλν DNA αλαδηαιχζεθε ζε 

30κL NaOH 8mmol/L θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο -70 
ν
C κέρξη ηε ρξήζε ηνπ. 

Πξηλ πξνρσξήζνπκε ζηελ επεμεξγαζία ηνπ DNA κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην, εμεηάζηεθε ε 

αθεξαηφηεηα ηνπ gDNA γηα φια ηα δείγκαηα κε εθαξκνγή real-time PCR γηα ην εμφλην 20 ηνπ 

PIK3CA (278). Μφλν δείγκαηα ηα νπνία εληζρχζεθαλ ζην PIK3CA πξνρψξεζαλ γηα ρεκηθή 

ηξνπνπνίεζε, πξνο κεηαηξνπή ησλ κε-κεζπιησκέλσλ θπηνζηλψλ ζε νπξαθίιεο θαη ηε δηαηήξεζε 

ησλ κεζπιησκέλσλ θπηνζηλψλ αλεπεξέαζηεο. Ζ ρεκηθή ηξνπνπνίεζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ρξήζε ηνπ EZ DNA Methylation Gold Kit (ZYMO Research, USA) (ππνθεθάιαην 4.12) θαη ην 

SB-treated DNA απνζεθεχηεθε ζηνπο -70°C. ε θάζε αληίδξαζε ρεκηθήο κεηαηξνπήο, 

ζπκπεξηιάβακε dH2O θαη 100% κεζπιησκέλν DNA σο αξλεηηθφ θαη ζεηηθφ πξφηππν ειέγρνπ, 

αληίζηνηρα. Ζ πνηφηεηα ηνπ SB-treated DNA ειέγρζεθε κε κεζνδνινγία real-time MSP γηα ην 

γνλίδην αλαθνξάο ACTB (Πίλαθεο 8.1-8.3). Σέινο, ην αλζξψπηλν πιαθνπληηαθφ DNA 

(Deoxyribonucleic acid from female human placenta, Sigma-Aldrich, USA) ρξεζηκνπνηήζεθε 

σο αξλεηηθφ control (0% κεζπιησκέλν) ηεο real-time MSP κεηά ηε ρεκηθή επεμεξγαζία κε φμηλν 

ζεηψδεο λάηξην, ελψ ε θπηηαξηθή ζεηξά SKBR3 σο ην ζεηηθφ δείγκα ειέγρνπ γηα ην RASSF1A 

θαη ην GSTP1. Σν 100% κεζπιησκέλν DNA (Universal Methylated Human DNA Standard, 

ZYMO Research, USA), ρξεζηκνπνηήζεθε σο ην πιήξσο κεζπιησκέλν, ζεηηθφ control γηα φιεο 

ηηο κεζνδνινγίεο. 

Υξεζηκνπνηήζακε πξνεγνχκελα in-silico ζρεδηαζκέλνπο εθθηλεηέο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη 

RASSF1A (279), εηδηθνχο γηα εθαξκνγέο MSP κε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ Primer Premier 5.0 

(Premier Biosoft, USA), απνθεχγνληαο ηνλ ζρεκαηηζκφ ζηαζεξψλ δνκψλ θνπξθέηαο, δηκεξψλ 

θαη ςεπδψλ ζεκείσλ εθθίλεζεο. Γηα ηε κέγηζηε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα κεηαμχ κεζπιησκέλσλ 

θαη κε κεζπιησκέλσλ αιιειίσλ, θαη νη δχν εθθηλεηέο πεξηείραλ αξθεηά CpG δηλνπθιενηίδηα. 

Δπηπιένλ, πεξηείραλ βάζεηο ζπκίλεο νη νπνίεο έρνπλ πξνέιζεη απφ κε κεζπιησκέλεο θπηνζίλεο 

θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο ρεκηθήο ηξνπνπνίεζεο, ψζηε λα θαηαζηεί δπλαηφο ν δηαρσξηζκφο 

ρεκηθά επεμεξγαζκέλνπ απφ κε-ρεκηθά επεμεξγαζκέλν DNA. Γηα λα δηαπηζησζεί ε εηδηθή 

αλίρλεπζε κφλν ησλ κεζπιησκέλσλ αιιεινπρηψλ, ρξεζηκνπνηήζακε ηξία δηαθνξεηηθά δείγκαηα 
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ειέγρνπ: DNA ην νπνίν δελ έρεη ππνζηεί ηε ρεκηθή ηξνπνπνίεζε κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην, 

πιαθνπληηαθφ SB-treated DNA (0% κεζπιησκέλν) θαη ην Universal Methylated Human DNA 

Standard (100% κεζπιησκέλν DNA, ZYMO Research, USA). Οη εθθηλεηέο ζπληέζεθαλ θαη 

θαζαξίζηεθαλ απφ ηελ Integrated DNA Technologies (IDT, USA) θαη νη αιιεινπρίεο ησλ  

GSTP1 θαη RASSF1A παξνπζηάδνληαη ζηνπο Πίλαθεο  8.4 θαη 8.7. 

Ζ θάζε αληίδξαζε γηα ηα γνλίδηα RASSF1A (279) θαη GSTP1, πξαγκαηνπνηήζεθε ζην cobas
®

 

4800 (Roche, Germany) ζε 96 well-plate θαη ζε ηειηθφ φγθν 10κL. Tα ζπζηαηηθά ηεο 

αληίδξαζεο γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο κεζπιίσζεο ησλ GSTP1 θαη RASSF1A παξαηίζεληαη ζηνπο 

Πίλαθεο 8.5 θαη 8.8. Αθνινχζσο, νη ζεξκνθξαζηαθέο ζπλζήθεο ηεο real-time MSP γηα ην GSTP1 

θαη RASSF1A δίλνληαη ζηνπο Πίλαθεο 8.6 θαη 8.9. Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη νη αλαπηπρζείζεο 

κεζνδνινγίεο real-time MSP assay δελ είλαη πνζνηηθέο, επνκέλσο δελ ρξεζηκνπνηήζεθε cut-off 

ηηκψλ. Πην ζπγθεθξηκέλα, έλα δείγκα ζεσξείηαη ζεηηθφ φηαλ αληρλεχεηαη ζήκα ελίζρπζεο ζηε 

real-time PCR κε Cq<41,00, ελψ αξλεηηθφ ραξαθηεξίδεηαη ην δείγκα εθείλν πνπ δελ 

παξνπζηάδεη ελίζρπζε ή θαηαγξάθεηαη ηηκή Cq>41,00. 

 

Πίλαθαο 8.1. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην ACTB 

 

Πίλαθαο 8.2. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο real-time MSP γηα ην γνλίδην ACTB 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 2,94 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 3 1,5x 

MgCl2 (25mM) 1,2 3,0mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,30 0,30κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,30 0,30κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,30 0,30κΜ 

Αληρλεπηήο πδξφιπζεο (3κΜ) 0.66 0.2κM 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

SB-converted DNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

 

 

 

Γνλίδην 
 

 

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

ACTB 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

GGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAG 56,9  

 

 

130 

Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

CCAATAAAACCTACTCCTCCCT 56,6 

 Αληρλεπηήο 

πδξόιπζεο  

FΑΜ-TGTGTTTGTTATTGTGTGTTGGGTGG-ΒΒQ 67,5 
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Πίλαθαο 8.3. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο real-time PCR γηα ην γνλίδην ACTB 

ηάδην real-time PCR Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 55°C 20s  

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s   

Φύμε 40°C 30s   

 

 

Πίλαθαο 8.4. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην GSTP1 

 

Πίλαθαο 8.5. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο real-time MSP γηα ην γνλίδην GSTP1 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 3,55 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 2 1x 

MgCl2 (25mM) 1,2 3,0mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,15 0,15κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,40 0,40κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,40 0,40κΜ 

LC-Green (10X) 1 1X 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

SB-converted DNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

 

Πίλαθαο 8.6. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο real-time MSP γηα ην γνλίδην GSTP1 

ηάδην real-time MSP Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 3min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 64°C 15s  

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 10s   

 

Αλάιπζε θακππιώλ ηήμεο 

95°C 

(ramp rate:0,2νC/sec) 

0s 

 

   

95°C 1s   

Φύμε 40°C 20s   

 

 

 

Γνλίδην 

  

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

GSTP1 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

TTCGGGGTGTGCGGTCGTC 61,8  

 

 Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

AACCGCACGTACTCACTAATAACG 60,8 
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Πίλαθαο 8.7. Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ θαη αληρλεπηή πδξόιπζεο γηα ην γνλίδην RASSF1A 

 

 

Πίλαθαο 8.8. πζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο real-time MSP γηα ην γνλίδην RASSF1A 

Αληηδξαζηήξηα Πξνζηηζέκελνο Όγθνο (κL) Σειηθή ζπγθέληξσζε 

H20 4,35 - 

5x Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 2 1x 

MgCl2 (25mM) 0,8 2,0mM 

dNTPs (10mM) 0,20 200κM 

BSA  (10κg/κL) 0,15 0,15κg/κL 

Πξφζζηνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,50 0,50κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο (10κΜ) 0,50 0,50κΜ 

LC-Green (10X) 1 1X 

Taq πνιπκεξάζε (5U/κL) 0,10 0,05U/κL 

SB-converted DNA 1  

πλνιηθφο φγθνο 10,00  

 

 

Πίλαθαο 8.9. πλζήθεο ηεο αληίδξαζεο real-time MSP γηα ην γνλίδην RASSF1A 

ηάδην real-time MSP Θεξκνθξαζία 
Υξόλνο 

 

ήκα 

θζνξηζκνύ 
Κύθινη 

Αξρηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 2min   

Γηαρσξηζκόο ησλ θιώλσλ ηνπ DNA 95°C 10s   

45 Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ 65°C 15s  

Δπέθηαζε εθθηλεηώλ 72°C 20s   

 

Αλάιπζε θακππιώλ ηήμεο 

95°C 

(ramp rate:0,2νC/sec) 

0s 

 

   

95°C 1s   

Φύμε 40°C 30s   

 

 

 

 

 

 

Γνλίδην 
 

 

Αιιεινπρία 5’-3’ 

 

Tm 

(
ν
C) 

 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

(bp) 

 

RASSF1A 

Πξόζζηνο 

εθθηλεηήο  

GTTGGTATTCGTTGGGCGC 61,1  

 

163 Αλάζηξνθνο  

εθθηλεηήο 

ATCGCACCACGTATACGTAACG 60,5 
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8.2.3. Απνηειέζκαηα 

8.2.3.1. Μειέηε γνληδηαθήο έθθξαζεο ζε εμσζώκαηα πνπ απνκνλώζεθαλ από ην πιάζκα 

αζζελώλ κε κεηαζηαηηθό επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε  

Σν πιάζκα απφ ηνλ θάζε πγηή αηκνδφηε είρε ππνζηεί ηελ ίδηα δηαδηθαζία απνκφλσζεο 

εμσζσκάησλ κε ηα δείγκαηα ησλ αζζελψλ θαη αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ηνπ RNA, ε ζχλζεζε 

ηνπ cDNA θαη νη αλαιχζεηο κε RT-qPCR (Β2Μ, PD-L1 θαη CK-19) θαη multiplex RT-qPCR 

(AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total) έγηλαλ κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν. Όια ηα δείγκαηα ήηαλ 

εμαηξεηηθήο πνηφηεηαο φπσο απηφ πηζηνπνηήζεθε απφ ηηο ηηκέο ηνπ Β2Μ. 

Ζ επεμεξγαζία ηεο θαλνληθνπνίεζεο γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ PD-L1 

ζηα εμσζψκαηα πξαγκαηνπνηείηαη ζχκθσλα κε ηελ έθθξαζε ηνπ B2M, σο γνλίδην αλαθνξάο θαη 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν 2
–ΓΓCt

 (242),  ε νπνία έρεη πεξηγξαθεί αλαιπηηθά ζην ππνθεθάιαην 

6.2.4. ηελ παξνχζα κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ εμσζσκάησλ αζζελψλ κε 

κεηαζηαηηθφ επλνπρνάληνρν θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε αληρλεχηεθε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζε 

15/62 (24,2%) δείγκαηα. 

ηε ζπλέρεηα εθαξκφζηεθε multiplex RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-FL, 

ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ (AR-V7 θαη AR-567) θαη ηνπ AR-total. ηα  δείγκαηα ησλ 

πγηψλ αηκνδνηψλ αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 6/10 (60,0%). Καλέλα απφ ηα 10 δείγκαηα 

ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ δελ βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ 

AR, AR-V7 0/10 (0,0%) θαη AR-567 0/10 (0,0%). ηα δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ, 

αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-total ζε 7/10 (70,0%). ηα δείγκαηα ησλ αζζελψλ κε mCRPC 

αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 38/62 (61,3%). Ζ έθθξαζε ηνπ AR-V7 αληρλεχζεθε ζε 1/62 

(1,6%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC, ελψ ε έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 1/62 (1,6%) 

δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-total ήηαλ ζεηηθή ζε 29/62 (46,7%) αζζελψλ κε mCRPC. 

H έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 αληρλεχηεθε ζε 4/10 (40%) δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ. 

ηνπο mCRPC αζζελείο ε έθθξαζε ηνπ CK-19 αληρλεχηεθε ζε 28/62 (45,2%) δείγκαηα. ην 

ρήκα 8.8 (Heatmap) παξνπζηάδνληαη φια ηα απνηειέζκαηα ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ ζηα 

εμσζψκαηα αζζελψλ κε mCRPC.  
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ρήκα 8.8. Heatmap γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ ζηα εμσζώκαηα από πιάζκα αζζελώλ κε mCRPC 

 

Σέινο, αμηνινγήζεθε ε θιηληθή ζεκαζία ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ 

κε mCRPC κε ηε δεκηνπξγία θακππιψλ επηβίσζεο. Μφλν ε θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 έδεημε φηη ζρεηίδεηαη κε ην PFS. πγθεθξηκέλα, ε ππεξέθθξαζε ηνπ 

PD-L1 ζηα εμσζψκαηα ζπλδέεηαη κε κεησκέλν PFS (p=0,006) ζηνπο αζζελείο κε mCRPC 

(ρήκα 8.9). Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη νη 8/9 (88,9%) αζζελείο πνπ παξνπζίαζαλ εμέιημε λφζνπ 

ήηαλ ζεηηθνί ζηελ έθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηα εμσζψκαηα.  

  

ρήκα 8.9. Κακπύιε επηβίσζεο Kaplan-Meier γηα ηελ έθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηα εμσζώκαηα αζζελώλ κε 

mCRPC 
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8.2.3.2. Μειέηε κεζπιίσζεο ησλ ππνθηλεηώλ ηνπ GSTP1 θαη ηνπ RASSF1A ζηα 

εμσζώκαηα από ην πιάζκα αζζελώλ κε κεηαζηαηηθό επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε 

Αξρηθά, ε πνηφηεηα ηνπ SB-treated DNA ησλ εμσζσκάησλ απφ ην πιάζκα αζζελψλ κε mCRPC 

ειέγρζεθε κε κεζνδνινγία real-time PCR γηα ηo γνλίδην αλαθνξάο ACTB. Σα δείγκαηα ζηα 

νπνία δελ εληζρχζεθε ε ACTB, θαηά ζπλέπεηα δελ αληρλεχηεθε SB-treated DNA, εμαηξέζεθαλ 

απφ ηε κειέηε. 

ηε ζπλέρεηα, εθαξκφζακε ηε κέζνδν real-time MSP γηα ηε κειέηε κεζπιίσζεο ηνπ γνληδίνπ 

GSTP1 ζε δείγκαηα πέληε πγηψλ αηκνδνηψλ, γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο δηαγλσζηηθήο εηδηθφηεηαο 

ηεο κεζνδνινγίαο. Σν πιάζκα απφ ηνλ θάζε πγηή αηκνδφηε είρε ππνζηεί ηελ ίδηα δηαδηθαζία 

απνκφλσζεο εμσζσκάησλ κε ηα δείγκαηα ησλ αζζελψλ. Αθνινχζεζε ε απνκφλσζε DNA θαη ε 

ρεκηθή ηξνπνπνίεζε κε φμηλν ζεηψδεο λάηξην, κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν. Καλέλα απφ ηα πέληε 

δείγκαηα ηνπ θπζηνινγηθνχ πιεζπζκνχ (0/5, 0%) δελ βξέζεθε κεζπιησκέλν γηα ην GSTP1. ηε 

ζπλέρεηα, αμηνινγήζακε ηε κεζπιίσζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ GSTP1 ζε 40 δείγκαηα εμσζσκάησλ 

απφ αζζελείο κε mCRPC, φπνπ ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν ζε 14/40 (35,0%) ησλ 

δεηγκάησλ απηψλ. 

Ζ ίδηα κέζνδνο real-time MSP εθαξκφζηεθε θαη γηα ηε κειέηε κεζπιίσζεο ηνπ γνληδίνπ 

RASSF1A ζε δείγκαηα πέληε πγηψλ αηκνδνηψλ, γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο δηαγλσζηηθήο 

εηδηθφηεηαο ηεο κεζνδνινγίαο. Καλέλα απφ ηα πέληε δείγκαηα ηνπ θπζηνινγηθνχ πιεζπζκνχ 

(0/5, 0%) δελ βξέζεθε κεζπιησκέλν γηα ην RASSF1A. ηε ζπλέρεηα, αμηνινγήζακε ηε 

κεζπιίσζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ RASSF1A ζε 40 δείγκαηα εμσζσκάησλ απφ αζζελείο κε mCRPC, 

φπνπ ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν ζε 12/40 (30,0%) ησλ δεηγκάησλ απηψλ. 

ην ρήκα 8.10 (Heatmap) παξνπζηάδνληαη φια ηα απνηειέζκαηα γηα ηε κειέηε κεζπιίσζεο 

ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε mCRPC.  

ρήκα 8.10. Heatmap γηα ηε κεζπιίσζε ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα εμσζώκαηα από ην πιάζκα 

αζζελώλ κε mCRPC 
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Πίλαθαο 8.10. πζρέηηζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα εμσζώκαηα κε ηελ νιηθή επηβίσζε 

ΔΞΧΧΜΑΣΑ                         Death           Alive χλνιν 

PD-L1    

Θεηηθφ       13              6 19 

Αξλεηηθφ       11              7 18 

ύλνιν       24             13 37 

P                        0,737 (Fisher’s Exact test)  

         Death           Alive    ύλνιν 

GSTP1   

Mεζπιησκέλν       5             0 5 

Με-κεζπιησκέλν        11            6 17 

ύλνιν         16             6 22 

P                         0,266(Fisher’s Exact test)  

         Death           Alive    ύλνιν 

RASSF1A    

Mεζπιησκέλν       5             0 5 

Με-κεζπιησκέλν        11            6 17 

ύλνιν         16            6 22 

P                         0,266 (Fisher’s Exact test)  

 

8.3. ύγθξηζε CTCs θαη εμσζσκάησλ 

Πξαγκαηνπνηήζεθε κειέηε ηεο ζπζρέηηζεο ηεο έθθξαζεο ησλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ 

κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total ζηα θνηλά δείγκαηα αζζελψλ (n=62) κε 

mCRPC ζηα CTCs θαη ζηα εμσζψκαηα. ηφρνο ηεο ζπζρέηηζεο απηήο ζηα δπν είδε δεηγκάησλ 

ήηαλ λα θαλεί ζε πνην βαζκφ ηα δεδνκέλα πνπ πξνέξρνληαη απφ ηα CTCs αληηθαηνπηξίδνληαη 

θαη ζηα εμσζψκαηα (Πίλαθαο 8.11). 

 ηε ζπλέρεηα, ζπζρεηίζηεθε ε κεζπιίσζε ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα θνηλά 

δείγκαηα αζζελψλ (n=38) κε mCRPC ζηα CTCs θαη ζηα εμσζψκαηα (Πίλαθαο 8.12). 
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ρήκα 8.11. Heatmap γηα ηε γνληδηαθή έθθξαζε θαη ηε κεζπιίσζε ζηα CTCs θαη ζηα εμσζώκαηα αζζελώλ 

κε mCRPC 
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Πίλαθαο 8.11. πζρέηηζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total ζε 

εμσζώκαηα θαη CTCs αζζελώλ κε mCRPC 

 PD-L1 CTCs 

                             Θεηηθφ          Αξλεηηθφ   

PD-L1 Δμσζώκαηα  

Θεηηθφ 11              4 

Αξλεηηθφ 23             24 

Concordance 57% 

P                                  0,139 (Fisher’s Exact test) 

                                  AR-FL CTCs 

      Θεηηθφ          Αξλεηηθφ   

AR-FL Δμσζώκαηα  

Θεηηθφ 34                2 

Αξλεηηθφ                                  35               1 

Concordance 57% 

P                              1 (Fisher’s Exact test) 

                                  AR-V7 CTCs 

      Θεηηθφ          Αξλεηηθφ   

AR-V7  Δμσζώκαηα  

Θεηηθφ 1            0 

Αξλεηηθφ 24            37 

Concordance 58% 

P                                      0,403(Fisher’s Exact test) 

                                  AR-567  CTCs 

      Θεηηθφ          Αξλεηηθφ   

AR-567  Δμσζώκαηα  

Θεηηθφ 0                1 

Αξλεηηθφ 18               43 

Concordance 69% 

P                             1(Fisher’s Exact test) 

                                  AR-Total  CTCs 

      Θεηηθφ          Αξλεηηθφ   

AR-Total  Δμσζώκαηα  

Θεηηθφ 25              4 

Αξλεηηθφ  30             3 

Concordance 45% 

P                                   0,696(Fisher’s Exact test) 

 

Πίλαθαο 8.12. πζρέηηζε ηεο κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζε εμσζώκαηα θαη CTCs 

αζζελώλ κε mCRPC 

 GSTP1 CTCs 

                     Μεζπιησκέλν     Με-κεζπιησκέλν 

GSTP1 Δμσζώκαηα  

Μεζπιησκέλν 7             7 

Με-κεζπιησκέλν                                    3            21 

Concordance 74% 

P                                  0,021(Fisher’s Exact test) 

                                  RASSF1A  CTCs 

      Μεζπιησκέλν     Με-κεζπιησκέλν 

RASSF1A  Δμσζώκαηα  

Μεζπιησκέλν                                   5              5 

Με-κεζπιησκέλν                                   3             25 

Concordance 79% 

P                                   0,019(Fisher’s Exact test) 
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8.4. πκπεξάζκαηα-ζπδήηεζε 

Ζ αλάπηπμε λέσλ θαξκάθσλ θαη ε παξαθνινχζεζε ησλ αζζελψλ κε mCRPC κπνξεί λα 

βειηησζεί ζεκαληηθά κε ηε ρξήζε θαηάιιεισλ βηνδεηθηψλ. Οη βηνδείθηεο απηνί πξέπεη λα είλαη 

κεηξήζηκνη, κε αλαπαξαγψγηκα απνηειέζκαηα, λα ζπζρεηίδνληαη κε ηελ θιηληθή έθβαζε ησλ 

αζζελψλ θαη λα κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηελ θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε. 

ην πξψην κέξνο ηεο παξνχζαο κειέηεο, δηεξεπλεζήθε ην κνξηαθφ πξνθίι ησλ CTCs αζζελψλ 

κε επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Πην ζπγθεθξηκέλα,  κειεηήζεθε ην πξνθίι ηεο έθθξαζεο 

ησλ γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-

total, θαζψο θαη ην πξνθίι κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A. Σα απνηειέζκαηά 

καο ππνδεηθλχνπλ ηελ παξνπζία κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ απηψλ ζηα CTCs αζζελψλ κε 

mCRPC.  

Ο κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs απνηειεί πεγή βηνδεηθηψλ πνπ κπνξνχλ λα παξέρνπλ 

ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ εμέιημε ηεο λφζνπ θαη ηελ αληαπφθξηζε ζε ζεξαπείεο (1). 

χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηά καο, ζηα CTCs αληρλεχηεθε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζε 47/80 

(58,8%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC. Ζ θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 

εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κε ην PFS. πγθεθξηκέλα ε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 

ζπλδέεηαη κε κεησκέλν PFS (p=0,018). 

ηε ζπλέρεηα εθαξκφζηεθε multiplex RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-FL, 

ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ AR-V7 θαη AR-567, θαη ηνπ AR-total. ηα  δείγκαηα ησλ 

πγηψλ αηκνδνηψλ αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 9/9 (100,0%) θαη ηνπ AR-total ζε 8/9 

(88,9%). Καλέλα απφ ηα ελλέα  δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ δελ βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ 

έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-V7 0/9 (0,0%) θαη AR-567 0/9 (0,0%). ηα 

δείγκαηα ησλ αζζελψλ κε mCRPC αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 75/80 (93,8%). Ζ 

έθθξαζε ηνπ AR-V7 αληρλεχζεθε ζε 32/80 (40,0%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC, ελψ ε 

έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 21/80 (26,3%) δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-total ήηαλ 

ζεηηθή ζε 70/80 (87,5%) αζζελψλ κε mCRPC. 

Ζ αλάπηπμε κνξηαθψλ ηερληθψλ, γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ AR-V7, κε πςειή αλαιπηηθή 

επαηζζεζία, εηδηθφηεηα θαη αθξίβεηα είλαη πνιχ ζεκαληηθή γηα ηελ εθαξκνγή απηνχ ηνπ 

βηνδείθηε ζηελ θιηληθή πξάμε (280,281). Οη Antonarakis et al. αλέπηπμαλ γηα πξψηε θνξά κηα 

απιή RT-qPCR γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ AR-V7 θαη AR-FL ζε CTCs πνπ απνκνλψζεθαλ απφ 

αζζελείο κε mCRPC θαη αθνινχζεζαλ πνιιέο άιιεο εξεπλεηηθέο νκάδεο (214,221,238,280–

282).  
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Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 δελ αληρλεχηεθε θαλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ησλ πγηψλ 

αηκνδνηψλ. ηνπο mCRPC αζζελείο ε έθθξαζε ηνπ CK-19 αληρλεχηεθε ζε πςειφ πνζνζηφ. Ζ 

θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ έθθξαζε ηεο CK-19 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κε 

ην PFS. πγθεθξηκέλα, αζζελείο κε ζεηηθά CTCs ζηελ έθθξαζε ηεο CK-19 έηραλ ζεκαληηθά 

δηαθνξνπνηεκέλν (κεησκέλν) PFS (p=0,004) ζε ζρέζε κε ηνπο αζζελείο ζηνπο νπνίνπο δελ 

παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηεο CK-19 ζηα CTCs. 

ηε ζπλέρεηα πξνρσξήζακε ζε κειέηε ηεο κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα 

CTCs αζζελψλ κε mCRPC. Καλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ηνπ θπζηνινγηθνχ πιεζπζκνχ (0/9, 

0%) δελ βξέζεθε κεζπιησκέλν ηφζν γηα ην GSTP1 φζν θαη γηα ην RASSF1A. Έπεηηα, 

αμηνινγήζακε ηε κεζπιίσζε ησλ ππνθηλεηψλ ηνπ GSTP1 θαη ηνπ RASSF1A ζηα 80 δείγκαηα 

αζζελψλ κε mCRPC, φπνπ ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν γηα ην GSTP1 ζε 21/80 (26,3%) 

ησλ δεηγκάησλ απηψλ θαη ην RASSF1A ζε 16/80 (20,0%) αληίζηνηρα. Ζ θακπχιε επηβίσζεο 

Kaplan-Meier γηα ηε κεζπιίσζε ηνπ GSTP1 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κε ην 

PFS. Οη αζζελείο κε κεζπιίσζε ηνπ GSTP1 είραλ κεησκέλν PFS (p<0,001) ζε ζρέζε κε ηνπο 

αζζελείο ζηνπο νπνίνπο δελ παξαηεξήζεθε κεζπιίσζε ηνπ GSTP1. 

ην δεχηεξν κέξνο ηεο παξνχζαο κειέηεο, δηεξεπλήζεθε γηα πξψηε θνξά ην κνξηαθφ πξνθίι 

ησλ εμσζσκάησλ απφ ην πιάζκα αζζελψλ κε mCRPC. Πην ζπγθεθξηκέλα, κειεηήζεθε ην 

πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-

V7, AR-567 θαη AR-total, θαζψο θαη ην πξνθίι ηεο κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1θαη 

RASSF1A. 

χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηά καο, αληρλεχηεθε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζε 15/62 (24,2%) 

δείγκαηα ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε mCRPC, σζηφζν παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηεο CK-19 ζε 

28/62 (45,2%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC, αιιά θαη ζε 4/10 (40,0%) δείγκαηα πγηψλ 

αηκνδνηψλ. Καηά ζπλέπεηα, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 δελ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο 

βηνδείθηεο ζηα εμσζψκαηα.  

Ζ θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 έδεημε φηη ζρεηίδεηαη κε ην PFS. 

πγθεθξηκέλα, ε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζηα εμσζψκαηα ζπλδέεηαη κε κεησκέλν PFS 

(p=0,006) ζηνπο αζζελείο κε mCRPC. 

Παξάιιεια, εθαξκφζηεθε multiplex RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-FL, 

ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ AR-V7 θαη AR-567, θαζψο θαη ηνπ AR-total. ηα δείγκαηα 

ησλ αζζελψλ κε mCRPC αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 38/62 (61,3%), ηνπ AR-V7 ζε 1/62 

(1,6%), ελψ ε έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 1/62 (1,6%) δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-

total ήηαλ ζεηηθή ζε 29/62 (46,7%) αζζελψλ κε mCRPC. Σα πεηξακαηηθά καο απνηειέζκαηα 
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ζπκθσλνχλ επίζεο κε ηελ πξφζθαηε κειέηε απφ ηνπο Marzia Del Re et al., φπνπ ε έθθξαζε ηνπ 

ελαιιαθηηθνχ κεηαγξάθνπ AR-V7 παξαηεξήζεθε ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε mCRPC (283). 

ηε ζπλέρεηα πξνρσξήζακε ζε κειέηε ηεο κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1  θαη RASSF1A  ζηα 

εμσζψκαηα. Σν γνλίδην GSTP1 εδξάδεηαη ζην ρξσκφζσκα 11q13, δηαδξακαηίδεη έλαλ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ πξνζηαζία ησλ θπηηάξσλ απφ θπηηαξνηνμηθά θάξκαθα θαη θαξθηλνγφλνπο 

παξάγνληεο θαη εθθξάδεηαη ζε θπζηνινγηθνχο ηζηνχο ζε δηάθνξα επίπεδα ζε δηαθνξεηηθνχο 

ηχπνπο θπηηάξσλ. Μεηαβνιέο ζηε δξαζηηθφηεηα θαη ζηελ έθθξαζε ηνπ GSTP1 έρνπλ αλαθεξζεί 

ζε πνιινχο φγθνπο θαη απηφ νθείιεηαη ζε κεγάιν βαζκφ ζηελ ππεξκεζπιίσζεο ηνπ DNA ηνπ 

γνληδίνπ GSTP1, ζηηο λεζίδεο CpG ηνπ 5 ' ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ (284,285). χκθσλα κε ηα 

απνηειέζκαηά καο, ζε 40 δείγκαηα εμσζσκάησλ απφ αζζελείο κε mCRPC, ν ππνθηλεηήο ηνπ 

GSTP1 βξέζεθε κεζπιησκέλνο ζε 14/40 (35,0%) ησλ δεηγκάησλ απηψλ.  

Σέινο, κειεηήζεθε ε κεζπιίσζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ RASSF1A ζε 40 δείγκαηα εμσζσκάησλ απφ 

αζζελείο κε mCRPC, φπνπ ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν ζε 12/40 (30,0%) ησλ δεηγκάησλ 

απηψλ. Οη πξσηεΐλεο RASSF ζπκβάιινπλ ζηε ζηαζεξφηεηα ησλ κηθξνζσιελαξίσλ θαη 

εκπιέθνληαη ζηε ξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ, ζηελ απφπησζε, ζηε κεηαλάζηεπζε ησλ 

θπηηάξσλ θαη ζηελ θπηηαξηθή πξνζθφιιεζε. Σν γνλίδην RASSF1A απνηειεί κία απφ ηηο νθηψ 

ηζνκνξθέο ηνπ RASSF1 θαη εκπιέθεηαη ζε πνηθίια ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ Ras/PI3K/AKT, Ras/RAF/MEK/ERK, Hippo θαη β-θαηελίλεο (286). 

Ο ξφινο ηνπ σο νγθνθαηαζηαιηηθφ γνλίδην έρεη θαηνρπξσζεί απφ πνηθίιεο κειέηεο ζε δηάθνξνπο 

ηχπνπο θαξθίλνπ θαη ε αλίρλεπζε ππεξκεζπιίσζεο ζηνλ ππνθηλεηή ηνπ ζρεηίδεηαη κε πην 

επηζεηηθνχο θαηλφηππνπο (287). Σν RASSF1A είλαη απφ ηα πην ζπρλά ππεξκεζπιησκέλα γνλίδηα 

ζηνλ θαξθίλν θη έρεη αλαθεξζεί ν ξφινο ηνπ σο πξνγλσζηηθνχ δείθηε ζηνλ θαξθίλν ησλ λεθξψλ 

(288), ην κε-κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (289), ζην λεπξνβιάζησκα (291), ζηνλ 

θαξθίλν ησλ σνζεθψλ (279) θαη ζηνλ θαξθίλν ηνπ καζηνχ (290). Ζ κεζπιίσζε ησλ γνληδίσλ 

GSTP1 θαη RASSF1A δελ έρεη κειεηεζεί σο ηψξα ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε θαξθίλν. Δίλαη ε 

πξψηε θνξά ινηπφλ πνπ θαηαγξάθεηαη φηη ηα γνλίδηα GSTP1 θαη RASSF1A είλαη κεζπιησκέλα 

ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ πνπ απνκνλψζεθαλ απφ ην πιάζκα αζζελψλ κε mCRPC. 

 

 

 

 

 



 

177 
 

ΚΔΦΑΛΑΗΟ 9 

ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ-ΤΕΖΣΖΖ 

Ζ πγξή βηνςία παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αλίρλεπζεο ησλ γελεηηθψλ θαη επηγελεηηθψλ κεηαβνιψλ 

θαηά ηελ εμέιημε ηεο λφζνπ, φπσο θαη ηελ παξαθνινχζεζε ησλ αζζελψλ, κέζσ απιψλ 

επαλαιακβαλφκελσλ αηκνιεςηψλ, ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (1,2). Ζ ζχγρξνλε έξεπλα ζην πεδίν 

δηάγλσζεο θαη ζεξαπεπηηθήο αληηκεηψπηζεο ηνπ θαξθίλνπ ζηξέθεηαη πιένλ ζηελ αλεχξεζε 

βηνδεηθηψλ ζην αίκα θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα CTCs, ζην ctDNA θαη ζηα θπθινθνξνχληα miRNAs 

(7,8). Δμαηηίαο ηεο εηεξνγέλεηαο ηνπ θαξθηληθνχ ηζηνχ, ε απνκφλσζε θαη αλάιπζε ησλ CTCs, 

ηνπ ctDNA, ησλ miRNAs θαη ησλ EVs παξέρεη κηα νινθιεξσκέλε ζθηαγξάθεζε ηεο κνξηαθήο 

ηαπηφηεηαο ηνπ φγθνπ. 

Με ην νινέλα απμαλφκελν ελδηαθέξνλ γηα ηα κνξηαθά θαη ζπλνδά δηαγλσζηηθά ηεζη, ε 

αλάπηπμε θαη ε εθαξκνγή θαηάιιεισλ κεζφδσλ ειέγρνπ πνηφηεηαο ζε φια ηα ζηάδηα ηεο 

δηαδηθαζίαο είλαη θξίζηκε γηα ηελ επηηπρή εθαξκνγή ηνπο (247). Ζ αλάπηπμε κνξηαθψλ 

αλαιχζεσλ ζην πεξηθεξηθφ αίκα κε ζθνπφ ηελ πξφγλσζε θαη δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ έρεη 

δεκηνπξγήζεη κηα αλάγθε γηα ρξήζε αληηπεθηηθψλ θαη ζπληεξεηηθψλ κε ζθνπφ ηε δηαηήξεζε 

ησλ θπηηάξσλ ηνπ αίκαηνο γηα κεγαιχηεξα ρξνληθά δηαζηήκαηα (248). Γηα λα ειαρηζηνπνηεζνχλ 

ηα πξναλαιπηηθά ζθάικαηα ιφγσ ηεο ζηαζεξφηεηαο ησλ CTCs ζην πεξηθεξηθφ αίκα θαηά ηε 

κεηαθνξά ηνπο, έρεη θαηαζθεπαζηεί κηα πιεζψξα εκπνξηθά δηαζέζηκσλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο κε ηε ρξήζε ζπγθεθξηκέλσλ ζπληεξεηηθψλ ή αληηπεθηηθψλ πνπ έρνπλ σο 

ζηφρν λα παξαηείλνπλ ην ρξφλν κεηαμχ ηεο ιήςεο ηνπ αίκαηνο θαη ηεο απνκφλσζεο ησλ CTCs.   

Ζ θιηληθή ρξεζηκφηεηα ησλ δνθηκαζηψλ πγξήο βηνςίαο κπνξεί λα αμηνινγεζεί κφλν φηαλ 

βαζίδεηαη ζε πξνηππνπνηεκέλεο θαη απζηεξά ειεγρφκελεο δηαδηθαζίεο, θαζψο ε έιιεηςε 

πξνηππνπνηεκέλεο δηαδηθαζίαο αλαιχζεσλ παξεκπνδίδεη ζνβαξά ηελ εθαξκνγή ησλ 

δηαγλσζηηθψλ εμεηάζεσλ, πνπ βαζίδνληαη ζε CTC θαη ctDNA (250).  

ηελ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή νινθιεξψζακε ηελ αλάπηπμε θαη ε θιηληθή αμηνιφγεζε 

λέσλ κε-επεκβαηηθψλ κεζφδσλ κνξηαθήο δηαγλσζηηθήο γηα ηελ παξαθνινχζεζε αζζελψλ κε 

θαξθίλν. πγθεθξηκέλα: 

1) Αμηνινγήζακε ηελ επίδξαζε ησλ πξναλαιπηηθώλ ζπλζεθώλ γηα ηελ αλάιπζε γνληδηαθήο 

έθθξαζεο ζηα CTCs, ελώ παξάιιεια πξνηείλακε κηα νινθιεξσκέλε δηαδηθαζία ειέγρνπ 

πνηόηεηαο όισλ ησλ βεκάησλ πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ πεηξακαηηθή πνξεία γηα 

αλαιύζεηο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζε δείγκαηα πγξήο βηνςίαο. Σα απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ 

φηη νη αλαιχζεηο ησλ CTCs ζε επίπεδν mRNA επεξεάδνληαη ζεκαληηθά απφ ηα ζπληεξεηηθά 

ή/θαη ηα αληηπεθηηθά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηα πεξηζζφηεξα ζσιελάξηα ζπιινγήο πεξηθεξηθνχ 
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αίκαηνο. Όηαλ ην πεξηθεξηθφ αίκα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ, εκβνιηαζκέλν κε 100 θχηηαξα MCF-7, 

απνζεθεχηεθε ζε Κ2ΔDTA ζσιελάξηα, αληρλεχηεθε ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 ζε φια ηα 

ρξνληθά δηαζηήκαηα (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Χζηφζν, ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο έδεημαλ 

φηη ζε ζσιελάξηα cfDNA-Streck θαη ζε ACD-A κε πξνζζήθε ηηξνθηκπάλεο, παξαηεξήζεθε 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 ζε Σ0, Σ24 θαη Σ48 αιιά κε πνιχ ρακειφηεξν αξηζκφ αληηγξάθσλ 

ζε ζχγθξηζε κε απηά ησλ K2EDTA. ηα ζσιελάξηα cfRNA-Streck, Cellsave θαη Transfix 

παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ CK-19 κφλν ζε ρξφλν Σ0, δείρλνληαο ηελ αξλεηηθή 

επίδξαζε ησλ αληηπεθηηθψλ ή ησλ ζπληεξεηηθψλ πνπ πεξηέρνληαη ζε απηά ζηελ κέηξεζε ηνπ 

mRNA ησλ CTCs. Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο B2M είλαη ρακειφηεξε ζηα cfRNA-

Streck, Cellsave θαη Transfix ζπγθξηλφκελε κε ηα Κ2ΔDTA. Σα απνηειέζκαηά καο, δείρλνπλ φηη 

ε εθηίκεζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ CTCs επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηα αληηπεθηηθά ή ηα 

ζπληεξεηηθά πνπ πεξηέρνληαη ζηα ζπγθεθξηκέλα ζσιελάξηα. Σα Κ2ΔDTA απνηεινχλ ηε 

βέιηηζηε επηινγή γηα ηηο αλαιχζεηο γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα CTCs. Οη πξναλαιπηηθνί 

παξάγνληεο, αλ δελ ιακβάλνληαη ππφςε θαη δελ ειέγρνληαη επαξθψο, κπνξνχλ λα έρνπλ ζνβαξή 

επίδξαζε ηφζν ζηελ πνηφηεηα ηνπ δείγκαηνο φζν θαη ζηελ πνηφηεηα ηεο κνξηαθήο αλάιπζεο. 

2) Αμηνινγήζακε ηελ επίδξαζε πξναλαιπηηθώλ παξακέηξσλ ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

θπθινθνξνύλησλ miRNAs. Πην ζπγθεθξηκέλα, κειεηήζεθε ε ζηαζεξφηεηα ησλ 

θπθινθνξνχλησλ miRNAs ζην πιάζκα πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ πεξηθεξηθφ αίκα πγηψλ 

αηκνδνηψλ ζε δηαθνξεηηθά ζσιελάξηα ζπιινγήο ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο θαη ζε δηαθνξεηηθέο 

ρξνληθέο πεξηφδνπο απνκφλσζεο (Σ0, Σ24 θαη Σ48). Ζ αμηνιφγεζε ηεο επίδξαζεο ησλ 

αληηπεθηηθψλ ή ησλ ζπληεξεηηθψλ ησλ ζσιελαξίσλ ζπιινγήο ηνπ πεξηθεξηθνχ αίκαηνο  

ζηεξίρζεθε ζηνλ ζπλδπαζκφ ησλ απνηειεζκάησλ πνπ ειήθζεζαλ απφ ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

επηπέδσλ δπν ελδνγελψλ miRNAs, ηνπ miR-21 θαη ηνπ miR-191 θαζψο θαη ηνπ εμσγελνχο 

πξνηχπνπ cel-miR-39 πνπ πξνζηέζεθε ζηα δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ησλ miRNAs δε θαίλεηαη λα 

επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηα ζπληεξεηηθά ή/θαη ηα αληηπεθηηθά ησλ ζσιελάξηα ζπιινγήο ηνπ 

πεξηθεξηθνχ αίκαηνο.  

Σα CTCs απνηεινχλ έλαλ ηδηαίηεξα εηεξνγελή πιεζπζκφ, επνκέλσο ε επηινγή ηεο θαηάιιειεο 

κεζφδνπ απνκφλσζήο ηνπο απνηειεί θξίζηκν βήκα ζηηο αλαιχζεηο πγξήο βηνςίαο. Σερλνινγίεο 

βαζηζκέλεο ζηελ έθθξαζε ηνπ επηζειηαθνχ δείθηε EpCAM, ελέρνπλ ηνλ θίλδπλν απψιεηαο ησλ 

EpCAM-αξλεηηθψλ CTCs. Χζηφζν, ζχγρξνλα ηερλνινγηθά επηηεχγκαηα έρνπλ δηεπθνιχλεη ηελ 

απνκφλσζε ησλ CTCs, αθνχ πιένλ ππάξρεη πιεζψξα κεζφδσλ πνπ βαζίδνληαη ζηηο 

δηαθνξεηηθέο βηνινγηθέο θαη θπζηθέο ηδηφηεηέο ηνπο (259). Ζ EMT νδεγεί ζε κεησκέλε έθθξαζε 

ηνπ EpCAM (13), επνκέλσο ν αλεμάξηεηνο ησλ EpCAM εκπινπηηζκφο ησλ CTCs έρεη ηε 

δπλαηφηεηα λα απνκνλψλεη θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη ζε EMT θάζε (260,261). Σν ζχζηεκα 
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Parsortix, ρξεζηκνπνηψληαο κία ηερλνινγία κηθξνξνψλ, πξαγκαηνπνηεί απνκφλσζε ησλ CTCs 

βάζεη ηεο κηθξφηεξεο ηάζεο ηνπο γηα παξακφξθσζε θαη ζην ζπλεζέζηεξα κεγαιχηεξν κέγεζφο 

ηνπο ζπγθξηηηθά κε ηα ππφινηπα θχηηαξα ηνπ αίκαηνο. 

3) Μειέηε επηινγήο ηνπ θαηαιιειόηεξνπ ζπζηήκαηνο απνκόλσζεο/εκπινπηηζκνύ γηα ηνλ 

κνξηαθό ραξαθηεξηζκό ησλ CTCs ζηνλ HNSCC. ύγθξηζε ηνπ ζπζηήκαηνο Parsortix κε 

ηνλ αλνζνκαγλεηηθό εκπινπηηζκό ησλ CTCs κε βάζε ην EpCAM, από ην ίδην πεξηθεξηθό 

αίκα αζζελώλ κε HNSCC. ηε ζπλέρεηα, πξνρσξήζακε ζε κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ CTCs 

ζε επίπεδν έθθξαζεο. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο ππνδεηθλχνπλ ζαθψο φηη ν 

πιεζπζκφο ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθε κε ην ζχζηεκα Parsortix είλαη πςειφηεξεο 

θαζαξφηεηαο ζε ζρέζε κε ηνλ πιεζπζκφ ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθε κε EpCAM ζεηηθφ 

αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Σα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ Β2Μ δείρλνπλ ρακειφηεξε επηκφιπλζε 

ησλ CTCs πνπ απνκνλψζεθαλ κε Parsortix ζε ζρέζε κε ηα CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε EpCAM 

ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Έλα πςειφηεξν πνζνζηφ PD-L1 θαη CK-19 ζεηηθψλ 

δεηγκάησλ βξέζεθε ζηα CTC πνπ απνκνλψζεθαλ κε Parsortix ζε ζρέζε κε ηα CTC πνπ 

απνκνλψζεθαλ κε EpCAM ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Ζ έθθξαζε ηνπ EGFR δελ 

αληρλεχηεθε ζε θαλέλα εμεηαδφκελν δείγκα ρξεζηκνπνηψληαο θαη ηηο δπν κεζνδνινγίεο. Γελ 

ππήξμε θακία απνιχησο ζπζρέηηζε ησλ EMT βηνδεηθηψλ (TWIST1 θαη CDH2) αλάκεζα ζην 

Parsortix θαη ζηνλ EpCAM-ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ εκπινπηηζκφ. Σα απνηειέζκαηά καο 

ππνδεηθλχνπλ φηη μερσξηζηνί (δηαθξηηνί) πιεζπζκνί CTC απνκνλψλνληαη κε ηελ εθαξκνγή 

απηψλ ησλ δπν δηαθνξεηηθψλ κεζφδσλ εκπινπηηζκνχ. Σα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο κπνξνχλ 

λα εμεγεζνχλ κε βάζε ηελ εηεξνγέλεηα ησλ CTCs. πκπεξαζκαηηθά ινηπφλ, ν κνξηαθφο 

ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs ζε επίπεδν έθθξαζεο, απφ CTCs απνκνλσκέλα κε ην ζχζηεκα 

Parsortix παξέρεη θαιχηεξα απνηειέζκαηα ζε ζρέζε κε ηνλ EpCAM- ζεηηθφ αλνζνκαγλεηηθφ 

εκπινπηηζκφ γηα αζζελείο κε πιαθψδεο θαξθίλσκα θεθαιήο θαη ηξαρήινπ. Ζ θιηληθή ζεκαζία 

ηεο αλίρλεπζεο ησλ CTCs ρξεζηκνπνηψληαο απηή ηελ πξνζέγγηζε ζπληζηά πεξαηηέξσ 

κειινληηθή δηεξεχλεζε ζε κηα νκάδα αζζελψλ επηιεγκέλε κε ζαθψο θαζνξηζκέλα θξηηήξηα. 

4) Μία απφ ηηο πην ελδηαθέξνπζεο δπλαηφηεηεο πνπ πξνζθέξεη ε πνζνηηθή αιπζηδσηή 

αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν είλαη ε ηθαλφηεηα ηεο ηαπηφρξνλεο 

αλίρλεπζεο θαη πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ πνιιαπιψλ ζηφρσλ ζηελ ίδηα αληίδξαζε PCR 

(multiplex RT-qPCR). Ηδαληθά κία multiplex RT-qPCR  ζα πξέπεη λα είλαη ηθαλή λα αληρλεχεη, λα 

δηαθνξνπνηεί, θαη λα εμαζθαιίδεη έλα πνζνηηθφ απνηέιεζκα γηα πνιινχο δηαθνξεηηθνχο 

ζηφρνπο, ρσξίο ε παξνπζία ηνπ ελφο ζηφρνπ λα επεξεάδεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ θάπνηνπ άιινπ 

(δηαζηαπξνχκελε αληίδξαζε), ρσξίο λα ράλεηαη ε επαηζζεζία. Δίλαη γεγνλφο φηη ιφγσ ηνπ 

πεξηνξηζκέλνπ αξηζκνχ ησλ θζνξηδφλησλ ηρλεζεηψλ θαη ηεο ζεκαληηθήο αιιειεπηθάιπςεο ησλ 
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θαζκάησλ εθπνκπήο, ε πνζνηηθνπνίεζε πνιιαπιψλ πξντφλησλ αληίδξαζεο είλαη δχζθνιε θαη 

ζπρλά κε εθηθηή γηα πεξηζζφηεξνπο απφ δχν ζηφρνπο (269). ηελ παξνύζα δηαηξηβή 

αλαπηύμακε κηα εμαηξεηηθά επαίζζεηε θαη εηδηθή κέζνδν πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ 

ηαπηόρξνλν πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηεο έθθξαζεο ηνπ AR-full length (AR-FL), ησλ 

ελαιιαθηηθώλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηνπ AR-total κε αληρλεπηέο 

πδξόιπζεο ζην όξγαλν Cobas z480 (Roche Diagnostics). Ζ επηινγή ηνπ γνληδίνπ AR θαη ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ, δελ έγηλε ηπράηα. Όπσο είλαη γλσζηφ, ε 

ειιεηκκαηηθή θαξβνμπηειηθή πεξηνρή ηνπ AR, κπνξεί λα νδεγήζεη ζε δηαθνξεηηθά AR 

κεηάγξαθα κε δηαθνξεηηθέο βηνινγηθέο ηδηφηεηεο (270,271). Γηα ηελ αλάπηπμε ηεο ηεηξαπιήο 

RT-qPCR αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε in silico ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ 

ψζηε θάζε γνλίδην λα κπνξεί λα εληζρχεηαη εθιεθηηθά παξνπζία ησλ άιισλ. ηε ζπλέρεηα, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο ησλ πεηξακαηηθψλ ζπλζεθψλ γηα ηε 

ζεξκνθξαζία θαη ην ρξφλν πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ, γηα ηε βέιηηζηε ζπγθέληξσζε ησλ 

εθθηλεηψλ θαη ησλ αληρλεπηψλ, θαη ηέινο γηα ηηο ζπγθεληξψζεηο ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, 

ηνπ MgCl2, ησλ dNTPs, ηεο Taq πνιπκεξάζεο θαη ηνπ BSA. Δπίζεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

κειέηεο γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο εηδηθφηεηαο θαη ηεο επαηζζεζίαο ηεο κεζνδνινγίαο. Σα 

απνηειέζκαηα ησλ κειεηψλ έδεημαλ φηη ε ηεηξαπιή RT-qPCR ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειή 

εηδηθφηεηα θαη επαηζζεζία θαη είλαη θαηάιιειε γηα εθαξκνγή ζε θιηληθά δείγκαηα. Σν γεγνλφο 

φηη ηα CTCs είλαη εμαηξεηηθά ζπάληα θαη ε πνζφηεηα ηνπ δηαζέζηκνπ πξνο αλάιπζε δείγκαηνο 

είλαη πνιχ πεξηνξηζκέλε, παξακέλεη κηα ηεξάζηηα αλαιπηηθή θαη ηερληθή πξφθιεζε. Ζ 

κεζνδνινγία πνιιαπιήο RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο 

ηνπ AR-FL, ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ ηνπ AR-V7 θαη AR-567 θαη ηέινο ηνπ AR-total κε 

αληρλεπηέο πδξφιπζεο θαηαθέξλεη λα μεπεξάζεη απηνχο ηνπο πεξηνξηζκφπο. Γίλεη ηε δπλαηφηεηα 

ηαπηφρξνλεο πνζνηηθνπνίεζεο ησλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη  AR-total κε πςειή επαηζζεζία 

θαη εηδηθφηεηα ηαπηφρξνλα ζηελ ίδηα αληίδξαζε, εμνηθνλνκψληαο πνζφηεηα πνιχηηκνπ 

δείγκαηνο,  ρξφλν, αληηδξαζηήξηα θαη αλαιψζηκα. 

5) Ζ αλαπηπρζείζα κεζνδνινγία εθαξκόζηεθε θαη αμηνινγήζεθε θιηληθά ζηα CTCs θαη 

ζηα εμσζώκαηα αζζελώλ κε κεηαζηαηηθό επλνπρνάληνρν θαξθίλν πξνζηάηε. Σα 

απνηειέζκαηά καο ππνδεηθλχνπλ μεθάζαξα φηη ε κέζνδνο κπνξεί λα εθαξκνζηεί ηφζν ζηα CTCs 

φζν θαη ζηα εμσζψκαηα. Σα CTCs είραλ κεγαιχηεξν αξηζκφ αληηγξάθσλ ζε ζρέζε κε ηα 

εμσζψκαηα ηφζν ζην AR-FL φζν θαη ζηα ελαιιαθηηθά κεηάγξαθα AR-V7, AR-567 θαη ζην AR-

total. ηα CTCs, ν απφιπηνο αξηζκφο αληηγξάθσλ ήηαλ ηνπιάρηζηνλ δέθα θνξέο κεγαιχηεξνο ζε 

ζρέζε κε ηα εμσζψκαηα.  
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Ζ αλάπηπμε λέσλ θαξκάθσλ θαη ε παξαθνινχζεζε ησλ αζζελψλ κε mCRPC κπνξεί λα 

βειηησζεί ζεκαληηθά κε ηε ρξήζε θαηάιιεισλ βηνδεηθηψλ. Oη βηνδείθηεο απηνί πξέπεη λα είλαη 

κεηξήζηκνη, κε αλαπαξαγψγηκα απνηειέζκαηα, λα ζπζρεηίδνληαη κε ηελ θιηληθή έθβαζε ησλ 

αζζελψλ θαη λα κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηελ θαζεκεξηλή θιηληθή πξάμε.  

6) Γηεξεπλήζεθε ην κνξηαθό πξνθίι ησλ CTCs αζζελώλ κε επλνπρνάληνρν θαξθίλν 

πξνζηάηε. Πην ζπγθεθξηκέλα,  κειεηήζεθε ην πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, 

CK-19, ησλ ελαιιαθηηθώλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total, θαζώο θαη ην 

πξνθίι κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A. Σα απνηειέζκαηά καο, 

ππνδεηθλχνπλ φηη ν κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ CTCs απνηειεί πεγή βηνδεηθηψλ πνπ κπνξνχλ 

λα παξέρνπλ ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ εμέιημε ηεο λφζνπ θαη ηελ αληαπφθξηζε ζε 

ζεξαπείεο (1). χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηά καο, ζηα CTCs αληρλεχηεθε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-

L1 ζε 47/80 (58,8%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC. Ζ θακπχιε επηβίσζεο γηα ηελ ππεξέθθξαζε 

ηνπ PD-L1 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κε ην PFS. πγθεθξηκέλα ε ππεξέθθξαζε 

ηνπ PD-L1 ζπλδέεηαη κε κεησκέλν PFS. Σα γνλίδηα GSTP1 θαη RASSF1A βξέζεθαλ 

κεζπιησκέλα ζηα CTCs αζζελψλ κε mCRPC. Ζ θακπχιε επηβίσζεο Kaplan-Meier γηα ηε 

κεζπιίσζε ηνπ GSTP1 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κε ην PFS.  

 ηε ζπλέρεηα εθαξκφζηεθε multiplex RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-FL, 

ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ AR-V7 θαη AR-567, θαη ηνπ AR-total. ηα  δείγκαηα ησλ 

πγηψλ αηκνδνηψλ αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 9/9 (100,0%) θαη ηνπ AR-total ζε 8/9 

(88,9%). Καλέλα απφ ηα ελλέα  δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ δελ βξέζεθε ζεηηθφ ζηελ 

έθθξαζε ησλ ελαιιαθηηθψλ κεηαγξάθσλ AR-V7 0/9 (0,0%) θαη AR-567 0/9 (0,0%). ηα 

δείγκαηα ησλ αζζελψλ κε mCRPC αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 75/80 (93,8%). Ζ 

έθθξαζε ηνπ AR-V7 αληρλεχζεθε ζε 32/80 (40,0%) δείγκαηα αζζελψλ κε mCRPC, ελψ ε 

έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 21/80 (26,3%) δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-total ήηαλ 

ζεηηθή ζε 70/80 (87,5%) αζζελψλ κε mCRPC. Ζ αλάπηπμε κνξηαθψλ ηερληθψλ, γηα ηελ 

αλίρλεπζε ηνπ AR-V7, κε πςειή αλαιπηηθή επαηζζεζία, εηδηθφηεηα θαη αθξίβεηα είλαη πνιχ 

ζεκαληηθή γηα ηελ εθαξκνγή απηνχ ηνπ βηνδείθηε ζηελ θιηληθή πξάμε (280,281). Ζ έθθξαζε 

ηνπ γνληδίνπ CK-19 δελ αληρλεχηεθε θαλέλα απφ ηα ελλέα δείγκαηα ησλ πγηψλ αηκνδνηψλ. ηνπο 

mCRPC αζζελείο ε έθθξαζε ηνπ CK-19 αληρλεχηεθε ζε πςειφ πνζνζηφ. Ζ θακπχιε Kaplan-

Meier γηα ηελ έθθξαζε ηεο CK-19 εκθάληζε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κε ην PFS. 

7) ηελ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή δηεξεπλήζεθε γηα πξώηε θνξά ην κνξηαθό πξνθίι 

ησλ εμσζσκάησλ πνπ απνκνλώζεθαλ από ην πιάζκα αζζελώλ κε mCRPC. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, κειεηήζεθε ην πξνθίι ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ PD-L1, CK-19, ησλ 

ελαιιαθηηθώλ κεηαγξάθσλ AR-FL, AR-V7, AR-567 θαη AR-total, θαζώο θαη ην πξνθίι ηεο 
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κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A. χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηά καο, 

αληρλεχηεθε ππεξέθθξαζε ηνπ PD-L1 ζε 15/62 (24,2%) δείγκαηα ζηα εμσζψκαηα αζζελψλ κε 

mCRPC, σζηφζν παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηεο CK-19 ζε 28/62 (45,2%) δείγκαηα αζζελψλ κε 

mCRPC, αιιά θαη ζε 4/10 (40,0%) δείγκαηα πγηψλ αηκνδνηψλ. Καηά ζπλέπεηα, ε έθθξαζε ηνπ 

γνληδίνπ CK-19 δελ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο βηνδείθηεο ζηα εμσζψκαηα. ηα εμσζψκαηα 

ησλ αζζελψλ κε mCRPC ε αλάιπζε θακππιψλ Kaplan-Meier επέδεημε κηα ηζρπξή ζπζρέηηζε 

κεηαμχ ηεο ππεξέθθξαζεο ηνπ PD-L1 θαη κεησκέλνπ PFS. H αμηνιφγεζε ηεο ππεξέθθξαζεο ηνπ 

PD-L1 αμίδεη λα δηεξεπλεζεί ζε κεγαιχηεξε νκάδα αζζελψλ θαη ζε άιινπο ηχπνπο θαξθίλνπ κε 

ζηφρν ηελ επηθχξσζή ηνπ σο έλα κε-επεκβαηηθφ βηνδείθηε θαξθίλνπ. 

Παξάιιεια, εθαξκφζηεθε multiplex RT-qPCR γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ AR-FL, 

ησλ ελαιιαθηηθψλ ηνπ κεηαγξάθσλ AR-V7 θαη AR-567, θαζψο θαη ηνπ AR-total. ηα δείγκαηα 

ησλ αζζελψλ κε mCRPC αληρλεχηεθε έθθξαζε ηνπ AR-FL ζε 38/62 (61,3%), ηνπ AR-V7 ζε 1/62 

(1,6%), ελψ ε έθθξαζε ηνπ AR-567 αληρλεχζεθε ζε 1/62 (1,6%) δείγκαηα. Ζ έθθξαζε ηνπ AR-

total ήηαλ ζεηηθή ζε 29/62 (46,7%) αζζελψλ κε mCRPC. ηε ζπλέρεηα πξνρσξήζακε ζε κειέηε 

ηεο κεζπιίσζεο ησλ γνληδίσλ GSTP1 θαη RASSF1A ζηα εμσζψκαηα. χκθσλα κε ηα 

απνηειέζκαηά καο, ζε 40 δείγκαηα εμσζσκάησλ απφ αζζελείο κε mCRPC, ν ππνθηλεηήο ηνπ 

GSTP1 βξέζεθε κεζπιησκέλνο ζε 14/40 (35,0%) ησλ δεηγκάησλ απηψλ. Σέινο, κειεηήζεθε ε 

κεζπιίσζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ RASSF1A ζε 40 δείγκαηα εμσζσκάησλ απφ αζζελείο κε mCRPC, 

φπνπ ην γνλίδην βξέζεθε κεζπιησκέλν ζε 12/40 (30,0%) ησλ δεηγκάησλ απηψλ. Δίλαη ε πξψηε 

θνξά πνπ θαηαγξάθεηαη φηη ηα ζπγθεθξηκέλα γνλίδηα είλαη κεζπιησκέλα ζηα εμσζψκαηα 

αζζελψλ κε mCRPC. Ζ πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε ησλ δεηθηψλ απηψλ ζε κεγαιχηεξν αξηζκφ 

δεηγκάησλ κε γλσζηά θιηληθνπαζνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ζα βνεζήζεη ζεκαληηθά ζηελ 

θαηνρχξσζε λέσλ επηγελεηηθψλ δεηθηψλ πγξήο βηνςίαο κε ζηφρν ηελ έγθαηξε δηάγλσζε, 

πξφγλσζε, εθηίκεζε θηλδχλνπ θαη παξαθνινχζεζε αζζελψλ κε mCRPC. 

Ζ παξνχζα δηαηξηβή ζπκβάιιεη ζηελ πξνηππνπνίεζε αλαιχζεσλ θαη ζηε βειηηζηνπνίεζε 

κεζφδσλ γηα ηελ θαηνρχξσζε λέσλ κε-επεκβαηηθψλ κεζφδσλ κνξηαθήο δηαγλσζηηθήο κε ζηφρν 

ηελ έγθαηξε δηάγλσζε, πξφγλσζε θαη ηελ παξαθνινχζεζε αζζελψλ κε θαξθίλν. 
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ΤΝΣΜΖΔΗ-ΑΡΚΣΗΚΟΛΔΞΑ-ΑΚΡΧΝΤΜΗΑ 

ύληκεζε Ξελόγισζζνο όξνο Διιεληθόο όξνο 

ACTB Actin-beta Ακηίνη-β 

AR Αndrogen Receptor Αλδξνγνληθφο ππνδνρέαο 

CAMLs 
Cancer-Associated Macrophage-

Like cells 
Μαθξνθάγα ζρεηηδφκελα κε θαξθίλν 

CDx Companion Diagnostics πλνδέο δηαγλσζηηθέο εμεηάζεηο 

CEA Carcinoembryonic Antigen Καξθηλνεκβξπτθφ αληηγφλν 

cfDNA Cell-free DNA Δμσθπηηάξην DNA 

CK Cytokeratins Kπηηαξνθεξαηίλεο 

CTCs Circulating Tumor Cells Κπθινθνξνχληα θαξθηληθά θχηηαξα 

ctDNA Circulating tumor DNA Δμσθπηηάξην θαξθηληθφ DNA 

EGFR Epidermal Growth Factor Δπηδεξκηθφο απμεηηθφο παξάγνληαο 

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition 
Δπηζειηαθή πξνο κεζεγρπκαηηθή 

κεηάβαζε 

EpCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule 
Δπηζειηαθφ κφξην θπηηαξηθήο 

πξνζθφιιεζεο 

EVs Δxtracellular Vescicles Eμσθπηηαξηθά θπζηίδηα 

HD-CTC 
High-definition Circulating Tumor 

Cell 

Σερλνινγία πςειήο επθξίλεηαο γηα 

ηελ αλίρλεπζε CTC 

HNSCC 
Head and Neck Squamus Cell 

Carcinoma 

Πιαθψδεο θαξθίλσκα θεθαιήο θαη 

ηξαρήινπ 

HER-2 
Human Epidermal growth factor 

Receptor 2 

Τπνδνρέαο αλζξψπηλνπ επηδεξκηθνχ 

απμεηηθνχ παξάγνληα 2 

HNSCC 
Head and Neck Squamous Cell 

Carcinoma 

Πιαθψδεο θαξθίλσκα θεθαιήο θαη 

ηξαρήινπ 

HPV16 Human Papilloma Virus 16 Ηφο αλζξψπηλσλ ζεισκάησλ 16 

ISET 
Isolation by Size of Epithelial 

Tumor Cells 

Απνκφλσζε επηζειηαθψλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ βάζεη 

κεγέζνπο 

mCRPC metastatic Castration Resistant 

Prostate Cancer 

Μεηαζηαηηθφο επλνπρνάληνρνο 

θαξθίλνο πξνζηάηε 

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells 
Μνλνπχξελα θχηηαξα πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο 

PBSCs Peripheral Blood Stem Cells 
Μνλνπχξελα θχηηαξα πεξηθεξηθνχ 

αίκαηνο 

PSA Prostate-specific Antigen Δηδηθφ πξνζηαηηθφ αληηγφλν 

RT-qPCR Reverse transcription quantitative Aληίζηξνθεο κεηαγξαθήο πνζνηηθή 
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PCR PCR 

RCL Red cell lysis buffer 
Γηάιπκα ιχζεο εξπζξψλ 

αηκνζθαηξίσλ 

RASSF1A 
Ras association domain Family 

member 1A 
Γνλίδην ηεο νηθνγέλεηαο Ras 

SEC Size Exclusion Chromatography 
Xξσκαηνγξαθία απνθιεηζκνχ 

κεγέζνπο 
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