
Γενετικοί βιοδείκτες στις λεµφικές κακοήθειες  
στην εποχή της Ιατρικής Ακριβείας

Αναστασία Χατζηδηµητρίου
Διευθύντρια



Μελέτη του Καρκίνου

Καινοτομίαστη διάγνωσηΒελτιωμένη κατανόηση  της βιολογίας



Επικέντρωση στις

Β λεμφικέςκακοήθειες



Χρόνια Λεμφοκυτταρική Λευχαιμία

σπάνιος καρκίνος
νόσημαηλικιωμένων

Ανίατη – παρά τη σημαντική πρόοδο

Αόρατη – κατά τη διάγνωση, 85% των ασθενών δεν έχουν συμπτώματα

Απρόβλεπτη – μακρά επιβίωση vs. επιθετική κλινική πορεία

αντικατοπτρίζει την υποκείμενη βιολογικήετερογένεια



α. Βασική και ΜεταφραστικήΈρευνα



εξωγενείς → μικροπεριβάλλον

- Σηματοδότηση (B κυτταρικός υποδοχέας - Γονίδια IG..)

ενδογενείς→ λευχαιμικά κύτταρα

- Γενωμικές βλάβες - del(13q), del(11q), +12,del(17p)

- Σωματικές μεταλλάξεις - TP53, NOTCH1,SF3B1…

- Αλλοιωμένα πρότυπα μεθυλίωσης DNA

βιοδείκτες



1. Εξωγενείς Βιοδείκτες –Μικροπεριβάλλον



Ώριμα Βλεμφοκύτταρα
στιχομυθία με τομικροπεριβάλλον



αλληλεπιδράσεις με τομικροπεριβάλλον
αναγνώριση σημάτων



αλληλεπιδράσεις με τομικροπεριβάλλον
υποδοχείς



Βκυτταρικός υποδοχέας
μια μοναδική μοριακή υπογραφή για κάθε Βκλώνο



Ποικιλότητα Ανοσοσφαιρινών



ανοσολογία και μαθηματικά

πιθανότητα να υπάρχουν δύο διαφορετικοί  

Β κλώνοι με ταυτόσημη ανοσοσφαιρίνη

10-12



IG - ιδανικός κλωνικός  

δείκτης της ΧΛΛ



Βκυτταρικός υποδοχέας

κλειδί για την κατανόηση και τη θεραπεία της ΧΛΛ



Αντιγονικοί υποδοχείς και φυσική πορεία της ΧΛΛ

in vivo ενδείξεις



Αντιγονικοί υποδοχείς και φυσική πορεία τηςΧΛΛ

ανοσογενετικές ενδείξεις



Σηματοδότηση μέσω Β κυτταρικούυποδοχέα



Επιλεκτικότητα γονιδίων IG

Stamatopoulos et al. Blood 2005 | Stamatopoulos et al. Blood 2007 | Murray et al. Blood 2008 |   

Hadzidimitriou et al. Blood 2009 | Kostareli et al. Leukemia 2009 | Agathangelidis et al. Blood 2012



επιλεκτικότητα ρεπερτορίου

επιλογή από αντιγόνο



οι σωματικές υπερμεταλλάξεις συμφέρουν!

Hamblin et al, Blood1999 Damle et al., Blood1999

M
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M
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αμετάλλακτη ΧΛΛ: πολυαντιδραστικές IG

πολλές ευκαιρίες για ενεργοποίηση

Seiler et al. Blood 2009; Stamatopoulos et al. Blood 2009; Kostareli et al. Leukemia 2010; Catera et al. Mol Med 2017



n = 7424



Ανοσολογία και Μαθηματικά

πιθανότητα να υπάρχουν δύο διαφορετικοί Β κλώνοι με μεταυτόσημη  

ανοσοσφαιρίνη

10-12

Στερεοτυπία στην ΧΛΛ

κοινά αντιγόνα?
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Στερεότυπαυποσύνολα

✓ διακριτές κλινικές παραλλαγέςΧΛΛ

✓ διακριτό βιολογικό υπόβαθρο





Υποσύνολο #8 και σύνδρομο Richter  

πολυαντιδραστικότητα IG

Ανασυνδυασμένες IG#8

ιδιαίτερη αντιγονικήδραστικότητα  

έντονη σηματοδότηση

μεγάλη επιθετικότητα?

μεγάλη πιθανότητα εξαλλαγής?

Gounari et al. Blood2015



Υποσύνολο #4: η πιο ήπια υποομάδαΧΛΛ

Baliakas et al. Lancet Haematol 2014; Xochelli et al. Clin Cancer Res2017

#4



Αυτόνομη σηματοδότηση στην ΧΛΛ
ένας νέος τρόποςενεργοποίησης



✓ persist and further expandovertime
✓ shared by different patients, most especiallypatients  

belonging to the same stereotypedsubset

✓ disease-specific, as they are found in neither publicdatabases  
nor healthy controls

antigen drive likely underlies T-cell expansions in CLL  
acting in a CLL subset-specificcontext



2. Ενδογενείς Βιοδείκτες



ΒλάβεςTP53
del(17p), TP53μεταλλάξεις

Zenz and Stilgenbauer, ASH 2010



μόνο TP53;



Fabbri et al, JEM 2011

Puente et al, Nature 2011



n=3500



n=3500



CLL genomics

2015 ~1000 ασθενείς

άραγε τα μάθαμε όλα?

Puente et al, Nature 2015 | Landau et al, Nature 2015



μέσα σε 2 χρόνια από ένα και μόνο συνεργατικόδίκτυο

NFKBIE

RPS15



μέσα σε 2 χρόνια από ένα και μόνο συνεργατικόδίκτυο

SETD2

EGR2



μέσα σε 2 χρόνια από ένα και μόνο συνεργατικόδίκτυο

EZH2

TP63



συμπεράσματα;



Το γενετικό υπόβαθρο της ΧΛΛ είναι  

ετερογενές

καμία βλάβη δεν ανιχνεύεται με συχνότητα  

πάνω από 10-15%



εξέλιξη ΧΛΛ

νέες γενετικές  

βλάβες



β. Κλινική Εφαρμογή - Διαγνωστική





IGNetwork

Immunoglobulin gene sequence analysis in chronic lymphocytic leukemia: Updated ERIC  

recommendations.

(Rosenquist, Leukemia 2017)



TP53Network

ERIC recommendations on TP53 mutation analysis in Chronic Lymphocytic Leukemia  

(Pospisilova, Leukemia2012)



Πώς μπαίνει τάξη στο τοπίο?

Το γονιδιωματικό τοπίο τηςΧΛΛ



Elias Campo (Spain)  

Ming Du(UK)

Gianluca Gaidano (Italy)  

Philippe Gaulard(France)

Patricia Groenen (The Netherlands)  

Richard Rosenquist (Nordic countries)

Andreas Rosenwald (Germany)  
Kostas Stamatopoulos (Greece)

hematopathologist  

molecular pathologist  

hematologist  

hematopathologist

clinical scientist - molecularpathology  

clinical geneticist

hematopathologist  
hematologist

Associatedmembers:  

Paolo Ghia (ERIC)

Andrew Wotherspoon(EAHP)

Ευρωπαϊκή ομάδα για τη διάγνωση λεμφωμάτων μεNGS
European Expert Group on NGS-based Diagnostics in Lymphomas (EGNL)

guidelines



Επαναληπτικά μεταλλαγμένων γονιδίων στα λεμφώματα -

Κλινική σημασία

1. Άμεσος αντίκτυπος στην απόφαση για θεραπεία (Actionability)

2. Διαγνωστική σημασία

3. Προγνωστική σημασία

4. Πιθανή κλινική σημασία στο άμεσομέλλον

5. Ερευνητικό Ενδιαφέρον



1. Άμεσος αντίκτυπος στην κλινική πράξη à Επιλογή θεραπείας
(Actionability)

TP53 μεταλλάξεις - ΧΛΛ

Συχνά με del(17p)

Ανθεκτικότητα στην χημειο-ανοσοθεραπεία και μικρή ολικήεπιβίωση

Κλινικό ώφελος με πρόσφατα εγκεκριμένα νέα φάρμακα [ibrutinib, idelalisib]  

ασθενείς που δεν έχουν πάρει άλληθεραπεία

Sequencing του γονιδίου TP53 σε όλους τους ΧΛΛ ασθενείς, σε συνδυασμό με FISH, πριν την  
έναρξη θεραπείας (except in the palliativesituation):

- για την επιλογή πρώτηςθεραπείας
- πριν από κάθε επόμενη γραμμήθεραπείας

Αλληλούχηση των εξονίων 2-11 με Sanger sequencing ήNGS

Zenz et al, Nature Reviews 2010;10(1):37-50



Περίπτωση 1
2015/08

Γυναίκα 63 ετών

Λεμφοκυττάρωση, αναιμία, διογκωμένοι λεμφαδένες  

Κυτταρομετρία ροής: τυπική ΧΛΛ (score 5)

Κλινικό Στάδιο: Binet C

FISH Μονοαλληλική διάμεση έλλειψη του 13q14.3 (75%)

IGHVγονίδια IGHV3-23 | 100%germline identity | U-CLL

TP53 γονιδιακή ανάλυση μέσω Sanger Sequencing (2015-08-23)  

Δεν ανιχνεύθηκε παθογόνο TP53variant

Πολύ υψηλού  
κινδύνουΧΛΛ



FISH Μονοαλληλική διάμεση έλλειψη του 13q14.3 (67%)

TP53 γονιδιακή ανάλυση μέσω NGS(2017-01-26)

Variant (Protein) VAF Depth Interpretation

p.S215G 33% 3363 Pathogenic

TP53 γονιδιακή ανάλυση μέσω NGS(2015-08-23)

Variant (Protein) VAF Depth Interpretation

p.S215G 6% 4352 Pathogenic

Περίπτωση 1



Nadeu etal, Blood 2016; 127(17):2122-30

οι μικροί, μεταλλαγμένοι κλώνοι έχουνσημασία



Με τη γνώση αυτή το 2015, θα είχατε προβεί σε  

χημειοανοσοθεραπεία?

Περίπτωση 1

Δεν υπάρχει θέση για χημειο-ανοσοθεραπεία  

στην TP53 μεταλλαγμένη ΧΛΛ

Ibrutinib
«a game changer for TP53 aberrant CLL»  

Προτείνεται ως 1η γραμμή θεραπείας



μοντέλο κλασσικής θεραπείας

one treatment  

fits all

Medicine of the present



μοντέλο κλασσικής θεραπείας

one treatment  

fits all?

Medicine of the present



oι κλασσικές θεραπείες είναι συχνά…

αναποτελεσματικές

Drug A Drug B

Drug C Drug D



oι κλασσικές θεραπείες μπορεί να είναι…επιβλαβείς

2 εκατομμύρια νοσηλείες

100 δις USD κόστος για το σύστημαυγείας



$345 million – $575 million

$3.8 billion –

Heart Failure drugs

beta blockers

Cholesterol drugs
statins
$8.8 billion

oι κλασσικές θεραπείες μπορεί να είναιπολύ …ακριβές



Medicine of the present: one fits all

Διαφορετική  

ανταπόκριση

=

Διαφορετικό  

γενετικό προφίλ



Medicine of the present: one fits all Medicine of the future: Precision  

Medicine



Medicine of the future: Precision  

Medicineγιατί τώρα?

νέες διαγνωστικές προσεγγίσεις στην κλινική πράξη  

(biomarker diagnostics)

στοχευμένες θεραπείες (targeted therapies)

στόχευση ειδικών παθολογικώνμηχανισμών

1

2
Targete  

d

1 πρόσφατες εξελίξεις στη βιοτεχνολογία

2

✓ αποκωδικοποίηση αλληλουχίας ανθρώπινου DNA| αλληλούχηση  

νέας γενιάς, Next Generation Sequencing (NGS)

✓ εργαλεία για την ανάλυση βιοδεδομένων μεγάλουόγκου



the developmentof anappropriatediagnostic test goesoftenhandin handwith or evenprecedesthe  
development of a highly specificdrug

“companiondiagnostics”

example:Metastaticmelanoma- mutation in anoncogenecalledBRAF-V600

Biomarker Diagnostics1



(25/59)

Targeted therapies2

Observational clinical studies à generate RWE

FDA will also consider the evaluation of observational clinical studies  
using RWΕ to support product effectivenessdeterminations.



Watson and Crick
Molecular structure of NucleicAcids: A  Structure for DNA

Nature 171, 737-738 (1953)



Kary B. Mullis – Nobel Lecture, December 8,

1993
The polymerase chain reaction

With two oligonucleotides, DNA polymerase, and the  

four nucleosidetriphosphates I could make as much ofa

DNA sequence as I wanted and I could make it on a  

fragment of a speci fic size that I could distinguish easily.  

Somehow, I thought, it had to be an illusion.



1994

Γυναίκα, 24 ετών

Αιτία προσέλευσης  

καταβολή δυνάµεων,  

εκχυµώσεις

Διάγνωση |  µικροσκόπιο  

Οξεία µυελογενής λευχαιµία

PML/RARA –

χιµαιρικό γονίδιο

Διάγνωση | PCR

Οξεία προµυελοκυτταρική  

λευχαιµία

1994

Θεραπεία –

ATRA+χηµειοθεραπεία

2020

Άριστη γενική κατάσταση  

διευθύντρια πωλήσεων  

µητέρα 2 παιδιών

The polymerase chain reaction - Εφαρµογή



1977





Sanger Sequencing - the method

1.The dsDNA fragment is denatured

into two ssDNA fragments.

2.A fragment of ssDNA is multiplied
into millions of copies.

3.A primer that corresponds to one
end of the fragment is attached.

4.The fragments are added to four
polymerase solutions. Each solution
contains the four types of bases but
only one type of termination
nucleotide.

5.The chain grows until a termination

nucleotide is randomly added.

6.The resulting dsDNA fragments are
denatured to obtain a series of ssDNA
of various lengths.

7.The fragments are separated by
electrophoresis and the sequence is
read.



2009

Γυναίκα, 65 ετών

Αιτία προσέλευσης  

Τυχαίος αιµατολογικός  

έλεγχος

Διάγνωση |  Χρόνια  

λεµφοκυτταρική λευχαιµία

Immunoglobulins IG  

Variable region

mutations

Πρόγνωση | Sanger  

Sequencing

2009

IGV 95% (mutated) à good  

prognosis

2021

Άριστη γενική κατάσταση

Sanger Sequencing - Εφαρµογή



The revolution – a new era



Εξέλιξη των γενετικών µεθόδων ανίχνευσης  

ευρήµατα-ορόσηµα σε αιµατολογικές  

κακοήθειες

NGS



Μεθοδολογίες αλληλούχησης νέας γενιάς
(Next generat ion sequencing, NGS)

Whole-genome sequencing (WGS) ανάλυση όλου του γονιδιωµάτος -

Αναγνώριση σωµατικών παραλλαγών, σύγκριση της αλληλουχίας του

νεοπλάσµατος µε την αντίστοιχη φυσιολογική (germline).

Exome sequencing ανάλυση της περιοχής του γονιδιώµατος που κωδικοποιεί για  

πρωτεΐνες

Targeted resequencing στοχευµένη αλληλούχηση PCR amplicons για την ανάλυση  

συγκεκριµένων γενωµικών περιοχών (amplicon sequencing).



NGS workflows include four basic steps





2017

Άνδρας, 62 ετών

Διάγνωση

Χρόνια λεµφοκυτταρική λευχαιµία

Μοριακή ανάλυση | NGS

TP53 pathogenic variant

Θεραπεία

Ibrutinib

2020

Άριστη γενική κατάσταση  

Ορθοπεδικός σε πλήρη

δραστηριότητα

Next Generation Sequencing - Εφαρµογή





The promise: $215 million investment to 4 public authorities:

NΙΗ - National Institutes of Health

NCI - National Cancer Institute

FDA - Food and DrugAdministration

ONC - Office of the National Coordination for HealthInformation  

Technology



Theobjectives:

More and better treatments forcancer  

Creation of a national registry

Protecting Privacy  

Regulatory modernization

Public-private partnerships



Cancer the second leading cause of death  

globally, 9.6 million deaths in2018

γιατί
στην ογκολογία?



γιατί
στην ογκολογία?



γιατί
στην ογκολογία?



1 Companion  

diagnostics

NGS methodologies identify genetic  

aberration that correlate to cancer incancer  

cells

10/25 personalized medicines approved in  

2018

4The economic impact of cancer in 2010 was US$ 1.16 trillion

2

3

γιατί άλλο  
στην ογκολογία?

25%



• For more than a century, cancers havebeen classified by the organ or
tissue
–with therapies geared to those specificareas

• As more is learned about the basicbiological  processes in cancers, 
a new perspective has  emerged

• The shift from an organ-focused to agene-classification

A New Taxonomy of Cancer
From organs to molecules

➞ Genomics and the Future of Cancer Treatment

According to the President of the Dana Farber Cancer  
Institute, we may soon look at the concept of“organ-based”  
cancer types as ancient history.



Genomic Alterations in Cancer
Major classes

TS, tumorsuppressor

CML, chronic myelogenous leukemia

Macconaill LE, Garraway LA. Clinical implications of the cancer genome. Journal of Clinical Oncology, 28(35),  5219-5228 (2010).



Genomic Alterations in Cancer
Major classes

TS, tumorsuppressor

CML, chronic myelogenous leukemia

Macconaill LE, Garraway LA. Clinical implications of the cancer genome. Journal of Clinical Oncology, 28(35),  5219-5228 (2010).



Genomic Alterations inCancer
Major classes

TS, tumorsuppressor

CML, chronic myelogenous leukemia

Macconaill LE, Garraway LA. Clinical implications of the cancer genome. Journal of Clinical Oncology, 28(35),  5219-5228 (2010).



Characterization of CancerGenomes
Technologies

Adapted from: Clinical Implementation of Comprehensive Strategies to Characterize Cancer Genomes: Opportunities and Challenges
MacConaill, et al. Cancer Discovery2011;1:297-311.

ddPCR

, ddPCR



A New Taxonomy of Cancer
From organs to molecules

Garraway LA. Genomics-driven oncology: framework for an emerging paradigm. Journal of Clinical Oncology, 31(15),  1806-1814 (2013).



WGS is a snapshot

Cert ain mutat ions reflect pat ernal and/or maternal germline variation

Addit ional somatic mutat ions acc umulate through life

“Driver” mutat ions cause cancer, “pass enger” mutat ions are carr ied along

Addit ional drivers evolve and diversify the canc er

Some a lter aggressiveness…

…which m ay be treatable

Others m ay a lter  treatment response, leading to re lapse

Cancer Genomes Are Dynamic

Cancer genomes  

are not static.

In cancer, one  
snapshot isnot 

enough.

Germline Cancer  
(Primary)

Somatic Cancer  
(Metastasis)

Treatment

Relapse



24% of patients with HER2-positive primary breast  
tumors had HER2-negative metastatic tumors

Evolution of CancerGenomes
Primary vs. metastatic tumors

Niikura N, Liu J, Hayashi N et al. Loss of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) expression in metastatic sites of HER2-overexpressing
primary breast tumors. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology, 30(6), 593-599 (2012).



Intratumoral & IntermetastaticClonal  Heterogeneity

Heterogeneity within singlepatient

Gerlinger M, Rowan AJ, Horswell S et al. Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by multiregion sequencing. The New England
Journal of Medicine, 366(10), 883-892 (2012).



Interpatient Genetic Heterogeneity
Breast Cancer – 40 Cancer Genes Across 100 Tumors- Nature 2012;486;7403;400-4

Stephens et al, Nature 2012; Shah et al. Nature 2012; Ellis et al. Nature 2012; Banerji et al. Nature 2012



Ιατρική ακριβείας

Ταιριάζοντας τα προφίλ ασθενών με συγκεκριμένεςθεραπείες



August 2018

Funding 2018-2021: 5.4M€

2018: 4 units

11/2018

Framework agreement with the  

Ministry of Health

LAUNCH



2018



2019

2020



2021



PARTNERS



AIMS

Optimal diagnosis & management

of patients regardless of where they live.  

More and better treatments for cancer.

Establishment of a data repository

Data safety

Standardized procedures

Research on cancer

Partnership between the Public and the Private Sectors

https://oncopmnet.gr/





SELECTION OF  

TARGETS GENES  

AND DISEASES

Solid tumors panel 38 genes  

referrals by oncologists and pathologists

lung cancer  

breast cancer

melanoma  

prostate cancer  

ovarian cancer  

colorectal cancer  

pancreatic cancer  

sarcomas

Blood cancers panel 58 genes

referrals by hematologists and pathologists  

all blood cancers

Hereditary cancer syndromes panel 42 genes

referrals by oncologists, hematologists and  

pathologists

breast cancer

ovarian cancer  

colorectal cancer  

pheochromocytoma

clinical suspicion of another hereditary cancer syndrome



WHAT  

WE  

TEST



ANALYTICAL  

PROTOCOLS

Preanalytical phase

sample collection, shipment,  

processing (nucleic acid isolation)

Analytical phase - NGS protocols

In-house custom designed panels for all exons of the  

selected genes

Postanalytical phase – analysis and interpretation  

Purpose built bioinformatics pipeline and clinical  

annotation platform



DATA  

MANAGEMENT

1st STEP

e-Referral system

Clinical Report editing, generation and  

distribution

Data integration with National Health Services  

(Ministry of Dig. Gov)

Sample inventory

2nd STEP

Bioinformatic pipelines (adopt Big Data Technologies)

Tool to support clinical interpretation of variants

Common pipelines, centralized platform

3rd STEP

Centralized NGS file storage, variant knowledge  

database



DATA  

STORAGE

Bioinformatic  

Pipelines

GRNET SA

(National  

Infrastructures

for Research  

and Technology)

raw  

&

meta data

(NGS file,  

variant data)



INTERLABORATORY  

QUALITY  

ASSESSMENT  

RING TRIALS

Between network labs

Between different platforms

For all analytical phases

Accreditation after ISO 15189

Accreditation after ISO 27001  

GDPR compliance



HPMN  

WEBSITE



Scientific discovery

Diagnostic regulatory policy

Investment incentives

Coverage/ reimbursement

Implementation of novel technologies in  

a clinical context

CHALLENGES



SUSTAINING  

A PROMISING  

PARADIGM

Innovation at the highest possible level  

(targeted drugs)

Scientific discovery is accelerated towards  

identifying novel biomarkers, while technological  

advances offer new possibilities for big biodata  

processing

PERSONALIZED MEDICINE AT FDA

a progress & outlook report

The time of Precision Medicine has arrived



Unlocking the potential of precision medicine

In Europe – improving cancer care through broader access  

to quality biomarker testing



THE STATE

OF BIOMARKER  

TESTING

IN EUROPE  

QUALITY  

AND ACCESS



Continue efforts with Greece’s National Network of

Precision Medicine (est. 2018), which is recognised

as a best practice case study for Europe



types of precision medicine oncology trials

basket trial umbrella trial



tumor agnostic



Το μέλλον είναι εδώ!

✓ 6,000 patients, molecular testing

✓ 1,593 patients assigned to one of 38 substudies

✓ each substudy was a phase 2 trial of a therapy 

matched to a genomic alteration

✓ 7/27 positive substudies (25.9%)



✓ Η εποχή της Ιατρικής Ακριβείας έχει φτάσει. 

✓ Η καινοτομία βρίσκεται στα υψηλότερα επίπεδα (στοχευμένα φάρμακα). 

✓ επιστημονική ανακάλυψη: αναγνωρίστουν νέοι βιοδείκτες, 

✓ τεχνολογικές εξελίξεις: εργαλεία για την ανάλυση και διαχείριση μεγάλου όγκου 
δεδομένων από μεμονωμένους ασθενείς

Προκλήσεις: επιστημονική ανακάλυψη, diagnostic regulatory policy, investment incentives, 
coverage και αποζημίωση, και εφαρμογή νέων τεχνολογιών στην κλινική πρακτική

από το one-size-fits-all, trial-and-error medicine και προς τη χρήση της μοριακής πληροφορίας 
με στόχο την καλύτερη έκβαση των ασθενών και την πιο αποτελεσματική λειτουργεία του 

συστήματος υγείας 

Sustaining a Promising Paradigm 



Γενετικοί βιοδείκτες στις λεµφικές κακοήθειες  
στην εποχή της Ιατρικής Ακριβείας

Αναστασία Χατζηδηµητρίου
Διευθύντρια
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