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Εφαρμογι μοριακϊν τεχνικϊν ςε ιςτολογικά υλικά 

• Real-time Polymerase Chain Reaction (real time-PCR) 

• Fluorescent in situ hybridization (FISH) - Chromogen in situ hybridization (CISH) 

• Next generation sequencing (NGS) 



Real time-PCR 

• Δυνατότθτα πολλαπλαςιαςμοφ μιασ αλυςίδασ νουκλεϊκϊν οξζων 

• Θζρμανςθ – αποδιάταξθ ελίκων – πτϊςθ κερμοκραςίασ – 
ςφνδεςθ primers με DNA-ςτοχο – κζρμανςθ ςτο ςθμείο που θ 
DNA pol να εμφανίηει βζλτιςτθ ενηυμικι δραςτθριότθτα – 
ςφνκεςθ νουκλεϊκϊν αλυςίδων 

 Έτοιμοι εκκινθτζσ 
ολιγονουκλεοτιδικϊν 
αλλθλουχιϊν (primers) 

 Ένα μίγμα τριφωςφορικϊν 
δεοξυνουκλεοτιδίων (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP)  

 Μια κερμοανκεκτικι DNA 
πολυμεράςθ 

• Pros: απλι, γριγορθ, ςχετικά χαμθλοφ κόςτουσ διαδικαςία, ειδικι, εφκολθ 
ανίχνευςθ γονιδιακϊν προϊόντων 

• Cons: ενίςχυςθ μίασ ςυγκεκριμζνθσ γενετικισ κζςθσ, προχποκζτει γονίδια-
ςτόχουσ με γνωςτι αλλά μθ αλλοιωμζνθ δομι 

Real-Time (ι quantitative) : ταυτόχρονθ (real time) μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του παραγόμενου DNA, παρζχοντασ ζτςι 
πλθροφορίεσ ςχετικά με τθν αρχικι ποςότθτα του μελετϊμενου γονιδιακοφ τμιματοσ 



Fluorescent in situ hybridization (FISH) 

• ΢φνδεςθ (υβριδιςμόσ) ςθμαςμζνων (fluorescently 
labeled) ανιχνευτϊν με ςυγκεκριμζνεσ DNA 
περιοχζσ ενδιαφζροντοσ 

• Μεγάλο μζγεκοσ των χρθςιμοποιοφμενων 
ανιχνευτϊν (τθσ τάξθσ των 100-200 kb) 

• Υπαρξθ δομικϊν ι αρικμθτικϊν χρωμοςωμικϊν 
ανωμαλιϊν 

• Δεν είναι ευαίςκθτθ για τθν ανίχνευςθ μοριακϊν 
διαταραχϊν τθσ τάξθσ μεγζκουσ κάτω των 20 kb (πχ. 
τροποποιιςεισ μεμονωμζνων νουκλεοτιδίων) 

• Εφαρμόηεται ςε ςυμβατικό πακολογικό ιςτό – 
προβλθματικι εφαρμογι ςε οςτίτθ ιςτό 

 



Παραδείγματα εφαρμογισ FISH ςτθν ογκολογικι 
ιςτοπακολογία 

Σφποσ μοριακισ διαταραχισ Σφποσ νεοπλάςματοσ Μοριακι διαταραχι 
  
  

Διαγραφζσ γονιδίων 

ολιγοδενδρογλοίωμα 1p-, 19q- 
ουροκθλιακό καρκίνωμα +3, 7, 17; 9p- 

καρκίνοσ πνεφμονα +7p, 8q, 5p, 6 

προςτατικό αδενοκαρκίνωμα 8p-, 8q+ 

μθνιγγίωμα NF2 (22q-) 
  

Ενίςχυςθ γονιδίων 

αδενοκαρκίνωμα μαςτοφ HER2/neu 

νευροβλάςτωμα N-myc 

μυελοβλάςτωμα MYCN, c-myc 

αδενοκαρκίνωμα ςτομάχου HER2/neu 

  
  
  
  

Διαμετάκεςθ 

ςάρκωμα Ewing/PNET EWS/FLI1, EWS-BA 

ςυνοβιακό ςάρκωμα SYT-SSX, SYT-BA 

λεμφοηιδιακό λζμφωμα IGH/BCL2 

λζμφωμα Burkitt Myc-IGH, MYC-BA 

λζμφωμα μανδφα IGH-CCND1 

χρόνια μυελογενισ λευχαιμία BCR-ABL 

κυψελιδικό ραβδομυοςάρκωμα PAX3-FKHR, FKHR-BA 

λιποςάρκωμα MDM2, CDK4 



Χρωμογόνοσ in situ υβριδιςμόσ (CISH) 

• Η διαφορά από τθν μζκοδο FISH είναι ότι θ CISH 
ακολουκεί τθ μεκοδολογία τθσ ανοςοϊςτοχθμείασ 
για τθν ανίχνευςθ του προϊόντοσ τθσ αντίδραςθσ 
υβριδιςμοφ, δθλαδι τθν μελζτθ χρωμογόνου 
ςιματοσ ςε επίπεδο φωτονικοφ μικροςκοπίου. 

• Χρωματικι ςιμανςθ με διγοξιγενίνθ, βιοτίνθ-
ςτρεπταβιδίνθ ι διαμινοβενηιδίνθ, διαδικαςία 
παρόμοια με αυτι που ακολουκείται ςτθν 
ανοςοϊςτοχθμεία.  

Μελζτη τησ ενίςχυςησ του γονιδίου HER2 ςε κφτταρα 
αδενοκαρκινώματοσ του μαςτοφ (με πράςινο χρώμα 
οι αθροίςεισ τησ ογκοπρωτεΐνησ HER2 και με κόκκινο 
χρώμα το χρωμόςωμα 17)  



Next-generation seqencing (NGS) 

• Η ταυτόχρονθ και ευρεία αλλθλοφχιςθ πολλαπλϊν γονιδιακϊν ςτόχων με υψθλι ακρίβεια 



Παραδείγματα ογκογονιδίων και ογκοκαταςταλτικϊν γονίδια 

Ογκογονίδια Ογκοκαταςταλτικά γονίδια 

HER/neu BRCA1, BRCA1 

KRAS p53 

NRAS pRb 

BRAF PTEN 

MET PARP 

AKT1 APC 

CTNNB1 INK4 



Παραδείγματα  
εφαρμογϊν μοριακϊν τεχνικϊν  

ςτθν κλινικι πράξθ τθσ ογκολογίασ 



Καρκίνοσ Πνεφμονα 

Skoulidis F, Heymach JV. Co-occurring genomic alterations in non-small-cell lung cancer biology and therapy. Nat Rev Cancer. 2019;19(9):495-509.  



Καρκίνοσ Πνεφμονα  

Γιατί αναηθτοφμε τισ ςυγκεκριμζνεσ γενετικζσ αλλαγζσ ςτον καρκίνο του πνεφμονα; 

Θεραπευτικζσ επιλογζσ 
ςτοχεφουςασ κεραπείασ! 



Καρκίνοσ Μαςτοφ 

Αναηιτθςθ υπερζκφραςθσ υποδοχζα HER2 
Ανοςοϊςτοχθμεία και επί ενδείξεων FISH/CISH 

Αναηιτθςθ μεταλλάξεων αντίςταςθσ ςτον ορμονοκεραπεία (ESR1, PIK3CA) 

Επί ενδείξεων γονιδιακόσ ζλεγχοσ για κλθρονομικό καρκίνο μαςτοφ 



Καρκίνοσ Μάςτοφ – Γονιδιακζσ υπογραφζσ 

NGS tests με panel γονιδίων που 
γίνονται ςτο ιςτολογικό υλικό 
του όγκου και ζχουν 
προγνωςτικι και προβλεπτικι 
αξία για τθ χοριγθςθ adjuvant 
χθμειοκεραπείασ 



Καρκίνοσ Παχζοσ εντζρου 



Καρκίνοσ ωοκθκϊν 

Ενδείκνυται ο ζλεγχοσ για 
Homologous Recombination 
Deficiency (HRD) με NGS panel 
• 48% - 50% HRD+ (περίπου το 50% 

εξ’αυτϊν είναι BRCA (+) ) 
• 50-52% HRD (-) 

΢ε αυτζσ τισ περιπτϊςεισ 
ενδείκνυται θ χοριγθςθ 
PARP inhibitor 



Μελάνωμα 

BRAF/MEK combinations 
• Dabrafenib/Trametinib 
• Vemurafenib/Cobimetinib 
• Encorafenib/Binimetinib 



Μοριακι Σαυτοποίθςθ – Genomic Studies 

• The Cancer Genome Atlas 
(TCGA) 

• The International Cancer 
Genome Consortium (ICGC) 

 



Τγρι βιοψία 



Τγρι βιοψία 

Yang et al. Ann Oncol. 2018 

• Circulating Tumor Cells 
(CTCs) 

• cell-free DNA (cfDNA) - 
circulating tumor DNA 
(ctDNA) 

• cell-free RNA (mRNA and 
microRNAs) 

• Extracellular vesicles 
(exosomes) 



Τγρι βιοψία – μοριακι ταυτοποίθςθ 

Wan et al. Nat Rev Cancer. 2017 



Τγρι βιοψία   

Wan et al. Nat Rev Cancer. 2017 



Ετερογζνεια του καρκίνου 

Dagogo-Jack I, Shaw AT. Tumour heterogeneity and resistance to cancer therapies. Nat Rev Clin Oncol. 2018 Feb;15(2):81-94. 



Ετερογζνεια του καρκίνου 

Gerlinger M et al. (2012) N Engl J Med. 



Συμπεράςματα 

• Η μοριακι ταυτοποίθςθ των νεοπλαςμάτων είναι αναπόςπαςτο 
τμιμα τθσ ςφγχρονθσ ογκολογίασ 

• Παρζχει διαγνωςτικζσ, προγνωςτικζσ, προβλεπτικζσ πλθροφορίεσ 

• Απαραίτθτθ θ γνϊςθ των μοριακϊν τεχνικϊν 

• Αναγκαιότθτα θ ςυνεχισ ενθμζρωςθ ςε ζνα διαρκϊσ εξελιςςόμενο 
πεδίο 



Ευχαριςτϊ πολφ για 
τθν προςοχι ςασ! 


