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Περίλθψθ 

 

Ειςαγωγι: O καρκίνοσ του προςτάτθ αποτελεί τον δεφτερο πιο ςυχνό καρκίνο και τθν ζκτθ πιο 

ςυχνι αιτία κανάτου από καρκίνο ςτουσ άνδρεσ. Θ αδριαμυκίνθ χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ 

χθμειοκεραπευτικό ωάρμακο ςε μια πλθκϊρα νεοπλαςιϊν, ςυμπεριλαμβανομζνου του 

καρκίνου του προςτάτθ, όμωσ προκαλεί πολλζσ παρενζργειεσ ςτουσ αςκενείσ οι οποίεσ 

εκδθλϊνονται ακόμα και μετά από δεκαετίεσ. Για το λόγο αυτό, αποτελεί επιτακτικι ανάγκθ, θ 

ανάδειξθ μορίων τα οποία κα μειϊνουν τθν τοξικότθτα τθσ αδριαμυκίνθσ ςτα ωυςιολογικά 

κφτταρα χωρίσ να επθρεάηουν τθ δράςθ τθσ ζναντι των καρκινικϊν κυττάρων, και αν είναι 

δυνατό, ακόμα και να τθν ενιςχφουν. Τισ τελευταίεσ δεκαετίεσ, μια πλθκϊρα ωυςικϊν 

προϊόντων ζχουν μελετθκεί για τθν πικανι αντικαρκινικι τουσ δράςθ, όταν χορθγοφνται είτε 

μόνα τουσ είτε ςε ςυνδυαςμό με άλλουσ χθμειοκεραπευτικοφσ παράγοντεσ.  

΢κοπόσ: Στθν παροφςα μελζτθ παραςκευάςτθκαν δφο ωυτικά προϊόντα, το SEE (Silymarin 

Enriched Extract = Εμπλουτιςμζνο Εκχφλιςμα Σιλυμαρίνθσ) και το GGE (Glycyrrhiza Glabra 

Extract = Εμπλουτιςμζνο Κλάςμα ςε Γκλαμπριδίνθ από το ωυτό Glycyrrhiza Glabra), από τα 

ωυτά Silybum marianum (Asteraceae) και Glycyrrhiza glabra (Fabaceae) αντίςτοιχα, με 

απϊτερο ςτόχο να μελετθκεί θ επίδραςι τουσ ςτον πολλαπλαςιαςμό των ανδρογονο-

ανεξάρτθτων καρκινικϊν προςτατικϊν κυττάρων (PC-3), όταν χορθγοφνται μόνα τουσ ι ςε 

ςυνδυαςμό με τθν αδριαμυκίνθ. Ραράλλθλα, μελετικθκαν κάποιεσ παράμετροι του 

μθχανιςμοφ δράςθσ των δφο εκχυλιςμάτων, δίνοντασ ζμωαςθ ςτθ μελζτθ του μθχανιςμοφ τθσ 

αυτοωαγίασ. Θ αυτοωαγία αποτελεί ζναν ενδογενι μθχανιςμό αποδόμθςθσ ςυςτατικϊν του 

κυττάρου μζςω των λυςοςωμάτων, ενϊ μζχρι ςιμερα ο ρόλοσ τθσ αυτοωαγίασ ςτθν εξζλιξθ ι 

αναςτολι του καρκίνου παραμζνει διωοροφμενοσ.  

Μεκοδολογία: Ρραγματοποιικθκε επίδραςθ των ωυτικϊν εκχυλιςμάτων SEE και GGE, κακϊσ 

και των κακαρϊν ουςιϊν ςιλίμπινθ και ςιλικριςτίνθ (δραςτικζσ ουςίεσ του εκχυλίςματοσ SEE), 

είτε ωσ μονοχοριγθςθ είτε ωσ ςυγχοριγθςθ με τθν αδριαμυκίνθ και εκτιμικθκε θ αναςτολι 

του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ μζςω τθσ δοκιμαςίασ ΜΤΤ. Ακολοφκωσ, μελετικθκαν μζςω 

κυτταρομετρίασ ροισ, πικανζσ μεταβολζσ ςτον κυτταρικό κφκλο, ςτθν απόπτωςθ και ςτθν 

αυτοωαγία, ενϊ παράλλθλα αξιολογικθκε θ ζκωραςθ γονιδίων και πρωτεϊνϊν – δεικτϊν τθσ 

αυτοωαγίασ, μζςω αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου και μεκόδων 

ανοςοαποτφπωςθσ. Με τθ χριςθ θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ διζλευςθσ αποτυπϊκθκαν 
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αυτοωαγικζσ δομζσ, ενϊ παράλλθλα με τθ χριςθ ωαςματοςκοπίασ NMR εκτιμικθκαν αλλαγζσ 

ςτο μεταβολικό προωίλ των κυττάρων. 

Αποτελζςματα: Θ μονοχοριγθςθ με αδριαμυκίνθ, SEE, ςιλιμπινίνθ ι ςιλυκριςτίνθ αναςτζλλει 

δοςο-εξαρτϊμενα τον πολλαπλαςιαςμό των PC-3 κυττάρων. Ειδικότερα, θ ςιλιμπινίνθ είναι 

πιο δραςτικι από τθν ςιλυκριςτίνθ, ενϊ παράλλθλα θ κυτταροςτατικι τθσ δράςθ είναι 

ανάλογθ του ολικοφ εκχυλίςματοσ SEE, υποδθλϊνοντασ ότι θ δράςθ του SEE οωείλεται κυρίωσ 

ςτθν ςιλιμπινίνθ. Επιπλζον, οι ςυγχορθγιςεισ αδριαμυκίνθσ-SEE, αδριαμυκίνθσ-ςιλιμπινίνθσ 

και αδριαμυκίνθσ-ςιλυκριςτίνθσ παρουςιάηουν ακροιςτικι κυτταροςτατικι δράςθ ζναντι των 

PC-3 κυττάρων, μειϊνοντασ ςθμαντικά τθν απαιτοφμενθ δραςτικι ςυγκζντρωςθ τθσ 

αδριαμυκίνθσ. Ειδικότερα, θ ςυγχοριγθςθ Αδριαμυκίνθσ-SEE, ςε ζνα πρϊτο χρόνο ενιςχφει 

τθν επαγϊμενθ από τθν Αδριαμυκίνθ προςτατευτικι αυτοωαγία των κυττάρων, ςτθν ςυνζχεια 

όμωσ προκαλεί αναςτολι τθσ λφςθσ των αυτοωαγο-λυςοςωμάτων, οδθγϊντασ τελικά τα 

κφτταρα ςε κάνατο μζςω του μθχανιςμοφ τθσ απόπτωςθσ.  

Αντίςτοιχα, το εκχφλιςμα GGE αναςτζλλει δοςοεξαρτϊμενα τον πολλαπλαςιαςμό των PC-3 

κυττάρων ενϊ θ ςυγχοριγθςθ αδριαμυκίνθσ-GGE παρουςιάηει ςθμαντικι ακροιςτικι δράςθ, 

μειϊνοντασ επίςθσ τθν απαιτοφμενθ δραςτικι ςυγκζντρωςθ τθσ αδριαμυκίνθσ. Θ 

ςυγχοριγθςθ αδριαμυκίνθσ-GGE ενιςχφει ςθμαντικά τόςο τθν αυτοωαγία όςο και τθν 

απόπτωςθ των κυττάρων οδθγϊντασ ςε αυξθμζνο κυτταρικό κάνατο. 

Καταλιγοντασ, και τα δφο εκχυλίςματα που δοκιμάςτθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ, ενιςχφουν 

ςθμαντικά τθν επίδραςθ τθσ αδριαμυκίνθσ ζναντι των PC-3 κυττάρων, προςβλζποντασ 

πικανϊσ μελλοντικά ςτθ χοριγθςθ μικρότερθσ δόςθσ Αδριαμυκίνθσ ςτουσ αςκενείσ, ϊςτε να 

περιοριςτοφν οι παρενζργειεσ διατθρϊντασ όμωσ τθν επικυμθτι ωαρμακολογικι δράςθ. 

 

Λζξεισ κλειδιά: καρκίνοσ προςτάτθ, αδριαμυκίνθ, ςιλυμαρίνθ, γλυκόριηα, αυτοωαγία 
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Abstract 

 

Introduction: Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer and the sixth most 

common cause of death from cancer in men, being a major public health concern. Adriamycin 

(ADR) is an anthracycline widely used as a chemotherapeutical agent against a variety of 

cancers, including prostate cancer. However, Adriamycin causes severe cardiotoxic and 

nephrotoxic side effects to the patients, shown even after decades. Hence, there is an urgent 

need to discover new supplementary treatments in order to reduce ADR cytotoxicity in normal 

cells without affecting and even enhancing its antitumor potential. Over the last years, several 

natural dietary compounds have been tested for their anticancer activity, either alone or in 

combination with chemotherapeutical agents.  

Goal: Two natural extracts, SEE (Silymarin Enriched Extract) and GGE (Glycyrrhiza Glabra 

Extract), were isolated from the plant Silybum marianum (Asteraceae) and the plant Glycyrrhiza 

glabra (Fabaceae), respectively, in order to evaluate their effect on the proliferation of 

androgen-independent prostate cancer cells (PC-3), when they are administrated alone or in 

combination with Adriamycin. In addition, some aspects of the implicated mechanism of action 

of the two extracts were investigated, focusing on autophagy. Autophagy is an endogenous 

mechanism of cells delivering their own cytoplasmic materials and organelles to lysosomes for 

degradation and the role of autophagy in growth progression or prevention of cancer cells still 

remains controversial.   

Methodology: PC-3 cells were treated with SEE or GGE alone, with silibinin or silycristine (major 

bioactive compounds of SEE extract) alone and in combination with Adriamycin (ADR) and cell 

proliferation inhibition was evaluated by the MTT assay. Cell cycle alterations, apoptosis and 

autophagy rates were measured through flow cytometry while expression levels of autophagy 

related genes and proteins were evaluated by Real Time PCR, specific ELISA kits and western 

blotting. TEM (Transmission Electron Microscopy) was used to reveal ultrastructural features of 

autophagy while NMR spectrometry was used in order to determine the metabolic profile of 

cells after each treatment.  

Results: Treatment of PC3 cells with ADR, SEE, silibin and silychristine inhibited cell proliferation 

in a dose-dependent manner, with silibinin being more bioactive than silychristine. Moreover, 

silibin antiproliferative effect is comparable to SEE, suggesting that the overall effect of SEE 

extract is mainly attributed to silibin. Furthermore, SEE extract and its bioactive compounds 
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exert an additive effect when combined with ADR, reducing the pharmacologically efficient 

dosage of ADR. In particular, the combinational scheme of ADR+SEE enhances the ADR induced 

protective autophagy in its initiative steps, yet it finally suppresses the autophagolysosome 

degradation, leading to an excessive cell death through the induction of apoptosis.  

GGE alone also has antiproliferative properties against PC-3 cells. GGE in co-treatment with 

ADR shows and additive effect, also reducing the pharmacologically efficient dosage of ADR. 

ADR+GGE co-treatment enhances both the autophagic and apoptotic machinery of PC-3 cells, 

leading to excessive cell death.  

In conclusion, both natural extracts tested (SEE and GGE) highly sensitize ADR-mediated 

cytotoxicity in PC-3 cells, suggesting the possibility of decreasing the ADR dosage, in order to 

reduce the side effects without reducing the pharmacological potential. 

 

Keywords: prostate cancer, adriamycin, silymarin, glycyrrhiza, autophagy 
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                                                    ΢ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΙΕ΢ 

AKT/PKB Protein Κinase B Ρρωτεϊνικι Κινάςθ Β 

ALFY Autophagy Linked FYVE-domain 

protein 

Σχετιηόμενθ με τθν αυτοωαγία πρωτεΐνθ με  

FYVE περιοχι 

ALIS Aggresome-Like Induced 

Structures 

Επαγόμενεσ δομζσ που μοιάηουν ςτο αγγρζςωμα 

AMBRA Autophagy/Beclin 1 Regulator 1 ΢υκμιςτισ 1 τθσ αυτοωαγίασ/Beclin 1 πρωτεΐνθσ 

AMP Adenoside monophosphate Μονοωωςωορικι Αδενοςίνθ 

AMPK AMP kinase Κινάςθ ΑΜ΢ 

AR Androgen Receptor Υποδοχζασ ανδρογόνων 

ATG Autophagy related protein Ρρωτεΐνθ ςχετιηόμενθ με τθν αυτοωαγία 

Bax Bcl-2 associated X protein Ρρωτεΐνθ Χ ςχετιηόμενθ με τθ Bcl-2 

BCAA Branched Chain Amino Acids Αμινοξζα βραχείασ αλυςίδασ 

Bcl-2 B-Cell Lymphoma 2 protein Ρρωτεΐνθ 2 λεμωϊματοσ Β λεμωοκυττάρων 

BIF1 Endophilin B1 Ενδοωιλίνθ Β1 

CAM Cell Adhesion Molecules Μόρια κυτταρικισ προςκόλλθςθσ 

CCRC2 C Chemokine Receptor 2 Υποδοχζασ των χυμοκινϊν 2 

CJM Cell Junction Molecules Μόρια κυτταρικισ ςφνδεςθσ 

CDNK1A  Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 

1 gene 

Γονίδιο κυκλινο-εξαρτϊμενου αναςτολζα των 

κιναςϊν 

CMA Chaperone Μediated Αutophagy Αυτοωαγία διαμεςολαβοφμενθ από πρωτεΐνεσ-
ςυνοδοφσ 

CQ Chloroquine Χλωροκίνθ 

CREB3L cAMP Responsive Element 

Binding protein 3 Ligand 

Συνδζτθσ τθσ πρωτεΐνθσ πρόςδεςθσ 3 ςτο  

ςτοιχείο απόκριςθσ του κυκλικοφ ΑΜ΢. 

DU145  Ανδρογόνο-εξαρτϊμενθ ανκρϊπινθ  

καρκινικι κυτταρικι ςειρά καρκίνου προςτάτθ 

EGF Epidermal Growth Factor Επιδερμικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ 

ERK Extracellular signal-Regulated 

Kinases 

Εξωκυτταρικζσ ςθματο-ελεγχόμενεσ κινάςεσ 

erbB1 Recombinant human EGFR 

(epidermal growth factor 

receptor) 1 

Αναςυνδυαςμζνοσ ανκρϊπινοσ EGFR 

(υποδοχζασ επιδερμικοφ αυξθτικοφ παράγοντα 1) 

GSH Glutathione Ανθγμζνθ γλουτακειόνθ 

FGF Fibroblast Growth Factor Αυξθτικόσ παράγοντασ των ινοβλαςτϊν 

HIF-1A Hypoxia-inducible Factor 1 Ραράγοντασ 1 επαγόμενοσ από τθν υποξία 

IGF Insulin-like Growth Factor Ινςουλινομιμθτικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ 

IGFBP-3 Insulin-like Growth factor Binding 

Protein 3 

Ρρωτεΐνθ πρόςδεςθσ 3 ςτον Ινςουλινομιμθτικό 

αυξθτικό παράγοντα 

LC-3 microtubule-associated protein 

1A/1B-Light Chain 3 

Ρρωτεΐνθ 1Α/1Β ςχετιηόμενθ με  

τουσ μικροςωλθνίςκουσ - ελαωριά αλυςίδα 3 

LNCaP Lymph Node Carcinoma of the 

Prostate 

Καρκινικι κυτταρικι ςειρά από λεμωαδενικό 

καρκίνωμα του προςτάτθ 

MEKK Mitogen-activated protein/Erk Ρρωτεΐνθ ενεργοποιθμζνθ από μιτογόνα/ κινάςθ 



                                                                                                                                                     
 

12 
 

Kinases Kinase τθσ ERK κιναςϊν 

mTOR mammalian Target of Rapamycin Στόχοσ τθσ ραπαμυκίνθσ ςτα κθλαςτικά 

mTORC1 mammalian Target of Rapamycin 

Complex 1 

Σφμπλοκο ςτόχου τθσ ραπαμυκίνθσ ςτα κθλαςτικά 

NFkB Nuclear Factor kappa B Ρυρθνικόσ παράγοντασ κάππα Β 

NBR1 Neighbor of BRCA1 gene Αλλθλουχία δίπλα ςτο γονίδιο BRCA1 

p62 nucleoPorin 62 Νουκλεοπορίνθ 62 

PCA Principle Component Analysis Ανάλυςθ κυρίων Συνιςτωςϊν 

PCa Prostate Cancer Καρκίνοσ Ρροςτάτθ 

PC-3 human Prostate Cancer cell line 3 Ανδρογόνο-ανεξάρτθτθ ανκρϊπινθ  

καρκινικι κυτταρικι ςειρά καρκίνου του προςτάτθ 

PDEF Prostate Derived Epithelial Factor Επικθλιακόσ παράγοντασ προερχόμενοσ από 

προςτάτθ 

PDGF Platelet Derived Growth Factor Αυξθτικόσ παράγοντασ προερχόμενοσ 

από αιμοπετάλια 

PIN Prostatic Intraepithelial neoplasia Ρροςτατικι ενδοκθλιακι νεοπλαςία 

PKCη Protein Kinase C isotype η Ρρωτεϊνικι κινάςθ C ιςομορωι η 

PLS-DA Partial Least Squares-Discriminant 
Analysis 

Μερικι ανάλυςθ ελαχίςτων τετραγϊνων 

PSA Prostate Specific Antigen Ειδικό Ρροςτατικό Αντιγόνο 

Rap Rapamycin ΢απαμυκίνθ 

Rb Retinoblastoma protein Ρρωτεΐνθ του ΢ετινοβλαςτϊματοσ 

STAT3 Signal transducer and activator of 

transcription 3 

Σθματοδοτικόσ επαγωγζασ και ενεργοποιθτισ 

 τθσ μεταγραωισ 3 

TCA cycle Tricarboxylic acid cycle Κφκλοσ του τρικαρβοξυλικοφ οξζωσ 

TGF-b Transforming Growth Factor beta Μετατρεπτικόσ Αυξθτικόσ Ραράγοντασ βιτα 

TNFalpha Tumor Necrosis Factor alpha Ραράγοντασ Νζκρωςθσ Πγκων άλωα 

ΣNFR6-E3 

ligase 

(TNFR)-associated factor 6 E3 

ligase 

Ε3 λιγάςθ-Ραράγοντασ 6 ςχετιηόμενοσ με τον 

παράγοντα νζκρωςθσ όγκων 

TRAMP Transgenic Adenocarcinoma of 

the Mouse Prostate 

Διαγονιδιακό Αδενοκαρκίνωμα του  

Ρροςτάτθ ςε Ροντικό 

UDP-
GlcNac 

Uridine diphosphate-N-
acetylglucosamine 

Διωωςωορικι ουριδίνθ-Ν-ακετυλογλυκοςαμίνθ 

ULK1 Unc-51 Like Autophagy Activating 

Kinase 

Κινάςθ ενεργοποίθςθσ τθσ αυτοωαγίασ τφπου  

Unc-51 

UVRAG UV-Radiation resistance 

Associated Gene 

Γονίδιο ςχετιηόμενο με τθν αντίςταςθ  

ςτθν υπεριϊδθ ακτινοβολία  

VEGF Vascular Endothelial Growth 

Factor 

Αγγειακόσ Ενδοκθλιακόσ Αυξθτικόσ Ραράγοντασ 

VIP Variable Importance Projection 
value 

Τιμι προβολισ μεταβλθτισ ςθμαντικότθτασ 

ZEB1 Zinc finger E-box Binding 

homeobox 1 protein 

Ρρωτεΐνθ δακτυλίων ψευδαργφρου ςυνδεόμενθ 

ςτθν περιοχι homeobox 1 του Ε-box 
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Κεφάλαιο 1: Ειςαγωγι 

1.1.1. Καρκίνοσ 

O καρκίνοσ αποτελεί ανεξζλεγκτο πολλαπλαςιαςμό κυττάρων, τα οποία εμωανίηουν ποικίλο 

βακμό πιςτότθτασ με τα προγονικά ωυςιολογικά κφτταρα του ιςτοφ από τον οποίο προιλκαν. 

Τισ περιςςότερεσ ωορζσ θ αλλοίωςθ ζχει τθν μορωι διόγκωςθσ ενόσ ιςτοφ, ζτςι ϊςτε ο όροσ 

«όγκοσ» να χρθςιμοποιείται ωσ ςυνϊνυμοσ με το νεόπλαςμα. Αυτό όμωσ δεν είναι απόλυτα 

ορκό γιατί είναι δυνατόν τα νεοπλάςματα να μθν ςχθματίηουν μακροςκοπικά ορατό όγκο, ενϊ 

ταυτόχρονα μια ογκόμορωθ αλλοίωςθ δεν είναι απαραίτθτα νεοπλαςματικι (π.χ. μπορεί να 

οωείλεται ςε ωλεγμονι)[1]. Τα νεοπλάςματα διακρίνονται ςε καλοικθ και κακοικθ. 

Τα καλοικθ νεοπλάςματα μορωολογικά μιμοφνται το ωυςιολογικό ιςτό και ταυτόχρονα 

διατθροφν παρόμοια λειτουργικότθτα με τον ιςτό προζλευςθσ. Συνικωσ, ςτεροφνται 

ουςιϊδουσ κυτταρικισ ατυπίασ, ωζρουν πυρινεσ με ωυςιολογικά πυρινια και παρατθροφνται 

ςχετικά λίγεσ και ωυςιολογικζσ μιτϊςεισ. Μακροςκοπικά, είναι περίγραπτα και διακζτουν 

περιωερικά ινϊδθ κάψα. Αναπτφςςονται γενικά αργά, απωκϊντασ τουσ γφρω ιςτοφσ και δεν 

προκαλοφν μεταςτάςεισ. 

Στα κακοικθ νεοπλάςματα ιςτολογικά παρατθρείται κυτταρικι ατυπία, θ οποία περιγράωεται 

ωσ ποικιλία ςτο μζγεκοσ και το ςχιμα των κυττάρων και των πυρινων τουσ. Ριο ςυγκεκριμζνα, 

παρατθροφνται διογκωμζνοι και υπερχρωματικοί πυρινεσ, με αδρι κατανομι τθσ χρωματίνθσ 

και προζχοντα πυρινια, ενϊ γενικά ζχει διαταραχκεί θ ςχζςθ πυρινα και κυτταροπλάςματοσ 

προσ όωελοσ του πυρινα. Στουσ περιςςότερουσ όγκουσ παρατθροφνται ςυχνζσ μιτϊςεισ που, 

εν μζρει, ζχουν και ανϊμαλθ μορωολογία. Θ γενικότερθ οργάνωςθ των κυττάρων διαωζρει  

από τον ωυςιολογικό ιςτό, γεγονόσ που ςυνδυάηεται και με αλλαγι ςτθν λειτουργικότθτα των 

κυττάρων ι ακόμα και με οριςτικι απϊλεια λειτουργιϊν του αρχικοφ ιςτοφ προζλευςθσ. 

Μακροςκοπικά, κακϊσ δεν ωζρουν κάψα, παρουςιάηουν αςαωι περιωζρεια. Το βαςικό όμωσ 

χαρακτθριςτικό των κακοικων νεοπλαςμάτων είναι πωσ διακζτουν τθν ιδιότθτα να 

επεκτείνονται διθκθτικά ςτουσ γφρω ιςτοφσ καταςτρζωοντάσ τουσ και να μεκίςτανται ςε 

απομακρυςμζνα ςθμεία του ςϊματοσ [2]. 

  



                                                                                                                                                     
 

14 
 

1.1.2. Διικθςθ και μετάςταςθ 

Με τον όρο μετάςταςθ, καλοφμε τθν μετανάςτευςθ κακοικων κυττάρων από μια πρωτογενι 

εςτία ςε μια άλλθ κζςθ που δεν βρίςκεται ςε επαωι με τθν πρωτογενι εςτία, ςτθν οποία 

αναπτφςςεται ζνασ νζοσ όγκοσ, που με τθν ςειρά του μπορεί να προκαλζςει μια νζα μετάςταςθ 

[1]. 

Ρροκειμζνου να εδραιωκεί μια μετάςταςθ από τα καρκινικά κφτταρα πρζπει να ακολουκθκεί 

μια ςειρά βθμάτων που περιλαμβάνει: 

1. Διικθςθ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ που υπόκειται του όγκου. 

Το πρϊτο ςτάδιο για τθν πραγματοποίθςθ τθσ διικθςθσ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ αποτελεί θ 

ανεξαρτθτοποίθςθ μεμονωμζνων νεοπλαςματικϊν κυττάρων από τθν κφρια μάηα του όγκου, 

προκειμζνου να ζχουν τθν δυνατότθτα να αναπτυχκοφν και να κινθκοφν ανεξζλεγκτα. Στο 

ςτάδιο αυτό, παρατθρείται ςτα μεταςτατικά κφτταρα καταςτολι ι και αλλοίωςθ των 

επιωανειακϊν μορίων ςυνοχισ όπωσ είναι τα CAM και CJM. Τα μόρια αυτά είναι απαραίτθτα 

για τθν ςφνδεςθ και επικοινωνία γειτονικϊν κυττάρων, θ δε ζλλειψι τουσ εξαςωαλίηει ςτα 

μεταςτατικά κφτταρα τθν αυτοδυναμία τουσ, προκειμζνου να εγκαταλείψουν τον ιςτό 

προζλευςθσ. 

Σε ζνα δεφτερο ςτάδιο, τα μεταςτατικά κφτταρα προςκολλϊνται πάνω ςτθν βαςικι μεμβράνθ, 

μζςω ιντεγκρινϊν που υπερεκωράηονται ςτθν κυτταρικι τουσ επιωάνεια. Στθ ςυνζχεια, 

ακολουκεί θ απελευκζρωςθ ιςχυρϊν πρωτεολυτικϊν ενηφμων από τα μεταςτατικά κφτταρα, τα 

οποία διαςποφν κατά τόπουσ τθν βαςικι μεμβράνθ δθμιουργϊντασ οδοφσ διαωυγισ [2]. 

2. Μετακίνθςθ μζςω τθσ εξωκυττάριασ ουςίασ (Φάςθ διικθςθσ του υποςτρϊματοσ).  

Αωοφ τα μεταςτατικά κφτταρα περάςουν ςτθν εξωκυττάρια ουςία, τθν διαςχίηουν με ζντονθ 

πρωτεολυτικι δράςθ και ηωθρι αμοιβαδοειδι κινθτικότθτα. Θ κινθτικότθτά τουσ αυτι, 

οωείλεται ςε αλλοιϊςεισ τθσ κυτταρικισ επιωάνειασ, ςε αποδιοργάνωςθ του κυτταροςκελετοφ 

και ςε ταυτόχρονθ ζκκριςθ κυτταροκινϊν από τα ίδια τα μεταςτατικά κφτταρα (αυτοκρινισ 

επίδραςθ) [1]. 
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3. Διείςδυςθ και διαςπορά ςτισ αγγειακζσ και λεμφαγγειακζσ οδοφσ. 

Κατά τθν πορεία τουσ ςτο υπόςτρωμα, τα μεταςτατικά κφτταρα προςκροφουν ςτα τοιχϊματα 

αγγείων ι λεμωαγγείων, τα οποία διθκοφν και βρίςκουν τελικά πρόςβαςθ ςτον αγγειακό αυλό. 

Θ διικθςθ του τοιχϊματοσ των αγγείων γίνεται με μθχανιςμοφσ παρόμοιουσ με αυτοφσ τθσ 

διικθςθσ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ [2]. Τα μεταςτατικά κφτταρα ταξιδεφουν κατά μικοσ των 

αγγείων κυρίωσ με τθν μορωι νεοπλαςματικϊν κρόμβων. Ραγιδεφονται μθχανικά ςτα 

τριχοειδι και τα ωλεβίδια και προςδζνονται ςτα ενδοκθλιακά κφτταρα. Στο ςθμείο αυτό, 

διθκοφν αντίςτροωα τθν βαςικι μεμβράνθ από το αγγείο προσ το παρζγχυμα, όπου κα 

εγκαταςτακοφν [2].  

4. Επιβίωςθ και ανάπτυξθ ωσ μετάςταςθ.  

Στθ νζα κζςθ εγκατάςταςθσ τα μεταςτατικά κφτταρα προκειμζνου να επιβιϊςουν και να 

αναπτφξουν ζνα νζο όγκο χρειάηονται αυξθτικοφσ παράγοντεσ για τον πολλαπλαςιαςμό τουσ, 

τουσ οποίουσ εκκρίνουν τα ίδια, κακϊσ και αγγείωςθ. Ο ςχθματιςμόσ νζων αγγείων είναι 

απαραίτθτοσ για τθν επιβίωςθ και ανάπτυξθ του νζου όγκου και επιτυγχάνεται από διάωορα 

πολυπεπτίδια όπωσ PDGF, FGF, TGF-b, που εκκρίνουν τα μεταςτατικά κφτταρα. 

 

1.1.3. Διαβάκμιςθ (Grading) και Σταδιοποίθςθ (Staging) του καρκίνου 

Διαβάκμιςθ (Grading) 

Θ διαβάκμιςθ ενόσ όγκου αποτελεί ζνα βακμό τθσ ιςτολογικισ επικετικότθτάσ του και 

βαςίηεται ςτο βακμό τθσ κυτταρικισ ατυπίασ και ςτον αρικμό των αναπτυςςόμενων κυττάρων. 

Ζτςι, θ κυτταρικι ατυπία κακορίηεται από το ςχιμα, τον αρικμό των πυρινων των κυττάρων 

και από τθν παρουςία ευδιάκριτων ςτοιχείων διαωοροποίθςθσ. Θ δε ταχεία ι μθ ωυςιολογικι 

αφξθςθ κακορίηεται από τον αρικμό και τθν ατυπία των μιτϊςεων κακϊσ και από τθν 

παρουςία πυρθνικοφ πολυμορωιςμοφ και κακοικων γιγαντοκυττάρων. Ραρά τισ γενικζσ αυτζσ 

κατευκφνςεισ, το ςφςτθμα βακμολόγθςθσ των όγκων ςτθρίηεται ςε ςυγκεκριμζνα κριτιρια για 

κάκε όργανο ξεχωριςτά. 

Στουσ περιςςότερουσ όγκουσ, θ διαβάκμιςι τουσ περιλαμβάνει τρεισ ι τζςςερισ βακμίδεσ που 

αντιςτοιχοφν ςε προοδευτικά αυξανόμενο βακμό κακοικειασ. Για οριςμζνουσ όγκουσ, ο 
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βακμόσ κακοικειασ βρίςκεται ςε καλι ςυςχζτιςθ με τθν πρόγνωςθ ενϊ για άλλουσ λιγότερο, 

αποτελϊντασ πάντωσ ζναν αδρό προγνωςτικό δείκτθ [3]. 

Σταδιοποίθςθ (Staging) 

H ςταδιοποίθςθ ενόσ όγκου αποτελεί μια εκτίμθςθ τθσ ανατομικισ ζκταςθσ τθσ νόςου τθ 

ςτιγμι τθσ διάγνωςθσ προςωζροντασ τθν απαραίτθτθ πλθροωόρθςθ για τθν επιλογι των 

ορκϊν κεραπευτικϊν χειριςμϊν. Θ ςταδιοποίθςθ του όγκου είναι ανεξάρτθτθ από τθν 

διαβάκμιςι του. Στα περιςςότερα όργανα εωαρμόηεται το ςφςτθμα ΤΝΜ που εξετάηει το 

μζγεκοσ του όγκου (Τ: Tumor = όγκοσ), τθν παρουςία λεμωαδενικϊν μεταςτάςεων (Ν: Nodes = 

λεμωαδζνεσ) και τισ απομακρυςμζνεσ μεταςτάςεισ (Μ: Metastases = μεταςτάςεισ). Από τον 

ςυνδυαςμό αυτϊν των παραμζτρων προκφπτουν, για τα διάωορα όργανα, ςυγκεκριμζνα 

ςτάδια που παρζχουν χριςιμεσ πλθροωορίεσ για τθν πορεία τθσ νόςου. Τα περιςςότερα 

επιδθμιολογικά δεδομζνα, που ςχετίηονται με τθν επιβίωςθ των αςκενϊν με καρκίνο, 

βαςίηονται περιςςότερο ςτθν ςταδιοποίθςθ του όγκου παρά ςτθν διαβάκμιςι του [1, 3].  

 

1.1.4. Αιτιολογία του καρκίνου 

Θ ανεξζλεγκτθ αφξθςθ των καρκινικϊν κυττάρων προζρχεται από τθν ςταδιακι απόκτθςθ 

ςωματικϊν μεταλλάξεων ςτα γονίδια που ελζγχουν τθν κυτταρικι αφξθςθ και διαωοροποίθςθ 

(ογκογονίδια και ογκοκαταςταλτικά γονίδια) ι ςτα γονίδια που διατθροφν τθν ακεραιότθτα του 

γονιδιϊματοσ. Ραρόμοιεσ μεταλλάξεισ μπορεί επίςθσ να είναι παροφςεσ ςτο γονιδίωμα 

ανκρϊπων με κλθρονομικι προδιάκεςθ για διάωορεσ μορωζσ καρκίνου. 

Οι μεταλλάξεισ των κρίςιμων γονιδίων μποροφν να προκλθκοφν από περιβαλλοντικά 

μεταλλαξιογόνα, όπωσ χθμικζσ ουςίεσ ι ακτινοβολίεσ, ι ωσ επιπλοκι του ωυςιολογικοφ 

κυτταρικοφ μεταβολιςμοφ (ελεφκερεσ ρίηεσ) ενϊ ο ςυνθκζςτεροσ μθχανιςμόσ ςχετίηεται με 

ςθμειακζσ μεταλλάξεισ κατά τθν αντιγραωι ι επιδιόρκωςθ του DNA, με αποτζλεςμα θ 

επίπτωςθ τθσ νόςου να αυξάνει με τθν θλικία [3]. 
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1.2.1. Καρκίνοσ του προςτάτθ 

Ο καρκίνοσ του προςτάτθ αποτελεί το δεφτερο πιο ςυνικθ καρκίνο ςτουσ άντρεσ παγκοςμίωσ 

και τον πρϊτο πιο ςυνικθ καρκίνο ςτουσ άντρεσ ςε Ευρωπαϊκό επίπεδο. Αποτελεί ςυνικωσ 

νόςο των θλικιωμζνων ανδρϊν, κακϊσ το 75% των αςκενϊν ζχουν θλικία μεταξφ 60 και 80 

ετϊν (Εικ.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Επίπτωςθ PCa. Harold Evelyn Taitt. Global Trends and Prostate Cancer: A Review of Incidence, Detection, 

and Mortality as Influenced by Race, Ethnicity, and Geographic LocationAm J Mens Health. 2018 Nov; 12(6): 1807–

1823. 

 

Θ μεγαλφτερθ ςυχνότθτα εμωάνιςισ του παρουςιάηεται ςτισ ΘΡΑ και τισ Σκανδιναβικζσ χϊρεσ, 

με τθν υψθλότερθ επίπτωςθ παγκοςμίωσ να καταγράωεται ςτθν Αμερικι, ενϊ μικρότερα 

ποςοςτά παρατθροφνται ςτο Μεξικό, τθν Ελλάδα και τθν Ιαπωνία (Εικ.1). Αν και θ αιτία του 

προςτατικοφ αδενοκαρκινϊματοσ είναι άγνωςτθ, κεωρείται πωσ αποτελεί ενδοκρινικι 

διαταραχι [4].  

Το προςτατικό αδενοκαρκίνωμα αντιςτοιχεί ςτο 98% όλων των προςτατικϊν όγκων και είναι 

ςυνικωσ πολυεςτιακό, εντοπιςμζνο ςτισ περιωερικζσ ηϊνεσ του οργάνου. Στθν επιωάνεια 

διατομισ, ο όγκοσ παρουςιάηει λευκο-κίτρινθ χροιά με ανϊμαλθ περιωζρεια και ςκλθρι 

ςφςταςθ. Το ευρφτερα χρθςιμοποιοφμενο ςφςτθμα διαβάκμιςθσ των προςτατικϊν όγκων είναι 

το ςφςτθμα βακμοφ κακοικειασ κατά Gleason, το οποίο ςτθρίηεται ςε 5 ιςτολογικά πρότυπα 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taitt%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30203706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6199451/
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αδενικοφ ςχθματιςμοφ και διικθςθσ. Ζτςι, οι όγκοι με τθν καλφτερθ διαωοροποίθςθ ζχουν 

άκροιςμα κατά Gleason ίςο με 2 (1+1), ενϊ εκείνοι με τθν χειρότερθ διαωοροποίθςθ ζχουν 

άκροιςμα 10 (5+5), με τουσ περιςςότερουσ όγκουσ να κυμαίνονται από βακμό 4 ζωσ 7. Ο 

βακμόσ κακοικειασ κατά Gleason, ςε ςυνδυαςμό με το ςτάδιο του όγκου ζχουν προγνωςτικι 

αξία, κακϊσ όςο μικρότερο είναι το άκροιςμα τόςο καλφτερθ είναι θ πρόγνωςθ (Εικ.2). 

Το προςτατικό αδενοκαρκίνωμα παρουςιάηει υψθλι ςυχνότθτα διικθςθσ τθσ προςτατικισ 

κάψασ, ενϊ πολφ ςυχνά παρατθρείται περινευρικι διικθςθ του όγκου εντόσ του προςτάτθ και 

των παρακείμενων ιςτϊν, κακϊσ και διικθςθ των ςπερματικϊν κφςτεων. Στο τελικό ςτάδιο τθσ 

νόςου, παρατθρείται διάχυτθ εξάπλωςθ με οςτικζσ μεταςτάςεισ κυρίωσ ςτα οςτά τθσ πυζλου, 

ςτθ ςπονδυλικι ςτιλθ και ςτισ πλευρζσ του κωρακικοφ τοιχϊματοσ [4]. 

Εικόνα 2: Στάδια PCa.  

 

Ο καρκίνοσ του προςτάτθ αντιμετωπίηεται κεραπευτικά με ριηικι προςτατεκτομι ι με 

ακτινοκεραπεία. Σε αςκενείσ ςτουσ οποίουσ ο όγκοσ εκδθλϊνεται κλινικά ι εμωανίηει 

μεταςτάςεισ επιλζγεται ορμονικι κεραπεία με ανδρογονικό αποκλειςμό, που 

πραγματοποιείται είτε μζςω ορχεκτομισ είτε με τθ χοριγθςθ ανταγωνιςτϊν τθσ 

απελευκζρωςθσ ωχρινικισ ορμόνθσ από τθν υπόωυςθ.  

 

1.2.2. Παράγοντεσ Κινδφνου 

Διάωοροι γενετικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντεσ ζχουν ςυςχετιςκεί με τθν εμωάνιςθ του 

καρκίνου του προςτάτθ. Θ μεγάλθ θλικία αποτελεί ίςωσ τον κακοριςτικότερο παράγοντα για 

τθν εμωάνιςθ τθσ νόςου. Σπάνια, πραγματοποιείται διάγνωςθ καρκίνου του προςτάτθ ςε 
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άτομα θλικίασ κάτω των 40 ετϊν, ενϊ θ κνθςιμότθτα είναι ςχετικά ςπάνια ςε άτομα θλικίασ 

μικρότερθσ των 50 ετϊν. Ππωσ με όλουσ τουσ όγκουσ επικθλιακισ προζλευςθσ, θ επίπτωςθ του 

καρκίνου του προςτάτθ αυξάνει εκκετικά ςε θλικίεσ από 55 ετϊν και άνω. 

Διαωορζσ ςτα ποςοςτά κνθςιμότθτασ παρουςιάηονται ανάλογα με τθ ωυλι και τθν εκνικότθτα. 

Ζτςι, τα υψθλότερα ποςοςτά καρκίνου του προςτάτθ εμωανίηονται ςε Αμερικανοφσ 

αωρικανικισ καταγωγισ (2,4 ωορζσ υψθλότερα ποςοςτά ςε ςχζςθ με άτομα τθσ Καυκάςιασ 

ωυλισ) ενϊ τα μικρότερα ποςοςτά παρατθροφνται ςε άτομα Αςιατικισ καταγωγισ [5]. 

Άνδρεσ, με ςυγγενι πρϊτου βακμοφ που παρουςίαςε καρκίνο του προςτάτθ, ζχουν αυξθμζνθ 

πικανότθτα κατά 20-50 % να παρουςιάςουν και οι ίδιοι [6, 7]. Ριο ςυγκεκριμζνα, άντρεσ των 

οποίων ο πατζρασ εμωάνιςε PCa ζχουν διπλάςια πικανότθτα να εμωανίςουν και οι ίδιοι, ενϊ 

αν θ αςκζνεια παρουςιάςτθκε ςε αδερωό τουσ ζχουν τριπλάςια πικανότθτα να εμωανίςουν 

και οι ίδιοι [8]. Οι παραπάνω πικανότθτεσ δικαιολογοφνται από το γεγονόσ ότι ο καρκίνοσ του 

προςτάτθ παρουςιάηει αυξθμζνθ κλθρονομικι προδιάκεςθ ςε ςχζςθ με άλλεσ νεοπλαςίεσ. 

Μελζτεσ του γονιδιϊματοσ αποκαλφπτουν πωσ μεταλλάξεισ ςε ςυγκεκριμζνα γονίδια 

ςχετίηονται με αυξθμζνεσ πικανότθτεσ εμωάνιςθσ PCa, με κυριότερεσ τισ μεταλλάξεισ ςτο 

γονίδιο BRCA2, οι οποίεσ προδιακζτουν για εμωάνιςθ του καρκίνου ςε θλικία μικρότερθ των 65 

ετϊν [9, 10]. Επίςθσ, άντρεσ με χρόνια προςτατίτιδα ζχουν αυξθμζνο κίνδυνο κατά 60-80 % για 

εμωάνιςθ τθσ νόςου [11]. Τζλοσ, το υπερβολικό βάροσ προδιακζτει κατά 9-15 % για εμωάνιςθ 

πολφ επικετικϊν μορωϊν PCa και μειωμζνων πικανοτιτων επιβίωςθσ [12, 13]. Ριο 

ςυγκεκριμζνα, παρατθρείται αφξθςθ ςτθν πικανότθτα εμωάνιςθσ καρκίνου του προςτάτθ κατά 

15 % για κάκε 5 kg/m² αφξθςθ ςτο δείκτθ μάηασ ςϊματοσ [14]. 

Οι διατροωικζσ ςυνικειεσ επθρεάηουν τθν πικανότθτα εμωάνιςθσ PCa. Ζτςι, τα αυξθμζνα 

ποςοςτά αςβεςτίου ςτον ορό του αίματοσ ςχετίηονται με αυξθμζνεσ πικανότθτεσ εμωάνιςθσ 

καρκίνου του προςτάτθ [15, 16]. Ο προτεινόμενοσ μθχανιςμόσ αναωζρει ότι το αςβζςτιο 

περιορίηει τα επίπεδα τθσ ενεργισ μορωισ τθσ διυδρόξυ-βιταμίνθσ D (ενεργόσ μεταβολίτθσ τθσ 

βιταμίνθσ D) ςτθν κυκλοωορία του αίματοσ, θ οποία ςχετίηεται με τον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό και τθν κυτταρικι διαωοροποίθςθ πολλϊν τφπων κυττάρων, 

ςυμπεριλαμβανομζνου και του προςτατικοφ επικθλίου [17]. Ταυτόχρονα, οι πρωτεΐνεσ που 

εντοπίηονται ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα αυξάνουν τα επίπεδα του IGF και ζμμεςα και τθν 

πικανότθτα εμωάνιςθσ PCa [18]. 
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Θ αυξθμζνθ κατανάλωςθ κόκκινου κρζατοσ, και μάλιςτα υπερβολικά ψθμζνου ι ψθτοφ ςτα 

κάρβουνα οδθγεί ςε αυξθμζνθ πικανότθτα εμωάνιςθσ PCa. Πταν το κρζασ ψινεται ςε υψθλζσ 

κερμοκραςίεσ για μεγάλο χρονικό διάςτθμα, θ κρεατινίνθ που περιζχει αντιδρά με τα αμινοξζα 

και τα ςάκχαρα και παράγονται ετεροκυκλικζσ αμίνεσ, οι οποίεσ είναι ιςχυρά μεταλλαξιγόνα 

και προκαλοφν οξειδωτικό ςτρεσ ςτα κφτταρα του προςτάτθ άρα αυξάνουν και τισ πικανότθτεσ 

για καρκινογζνεςθ [19-21]. Για το λόγο αυτό, ςυνιςτάται θ κατανάλωςθ μόλισ 500 γραμμαρίων 

κόκκινου κρζατοσ εβδομαδιαίωσ [22]. Επίςθσ, θ αυξθμζνθ πρόςλθψθ ηωικοφ λίπουσ (θ οποία 

ςχετίηεται και με τθν κατανάλωςθ κόκκινου κρζατοσ) προδιακζτει τθν εμωάνιςθ PCa κακϊσ 

επθρεάηει το ςθματοδοτικό μονοπάτι που περιλαμβάνει τον υποδοχζα των χυμοκινϊν 2 

(CCRC2) [23]. 
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Εικόνα 3: Μορφζσ αυτοφαγίασ. Katherine R. Parzych and Daniel J. Klionsky. An Overview of Autophagy: 

Morphology, Mechanism and Regulation. Antioxidants and redox signaling.2014; 20(3): 460–473 

1.3. Αυτοφαγία 

Ο όροσ αυτοωαγία αναωζρεται ςε οποιοδιποτε μοριακό μονοπάτι που ςχετίηεται με τθν 

αποδόμθςθ ςυςτατικϊν του κυττάρου μζςω τθσ μεταωοράσ τουσ προσ το λυςόςωμα, το οποίο 

τελικά είναι αυτό που πραγματοποιεί τθν αποδόμθςθ. Ζχουν αναωερκεί τρεισ μορωζσ 

αυτοωαγίασ, θ μικρο-αυτοωαγία, θ αυτοωαγία μζςω πρωτεϊνϊν ςυνοδϊν (CMA: chaperone 

mediated autophagy), και θ μακρο-αυτοωαγία ι απλά αυτοωαγία (Εικ.3). Θ τελευταία 

αποτελεί το βαςικό καταβολικό μθχανιςμό των ευκαρυωτικϊν κυττάρων για τθν αποδόμθςθ 

και καταςτροωι ¨γεραςμζνων¨ πρωτεϊνϊν και οργανιδίων [24].  

Κατά τθν μικρο-αυτοωαγία, περιοχζσ τθσ μεμβράνθσ του λυςοςϊματοσ εγκολπϊνουν τα υλικά 

προσ αποδόμθςθ, ακόμα και ολόκλθρα άκικτα οργανίδια του κυττάρου [25]. Κατά τθν CMA, τα 

τςαπερόνια (πρωτεΐνεσ-ςυνοδοί) αναγνωρίηουν πρωτεΐνεσ που ωζρουν μια ςυγκεκριμζνθ 

αλλθλουχία πζντε αμινοξζων, και τισ οδθγοφν ςτα λυςοςϊματα προσ αποδόμθςθ [26]. Σε 

αντίκεςθ με τουσ δφο προθγοφμενουσ τφπουσ αυτοωαγίασ, κατά τθν μακρο-αυτοωαγία, 

πραγματοποιείται θ de novo ςφνκεςθ ενόσ διπλομεμβρανικοφ οργανιδίου, του 

αυτοωαγοςϊματοσ, το οποίο αναλαμβάνει τθν εγκόλπωςθ των ςυςτατικϊν και οργανιδίων 

προσ αποδόμθςθ και τθν τελικι τουσ μεταωορά ςτα λυςοςϊματα προσ ολοκλιρωςθ τθσ 

διαδικαςίασ [24]. 
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1.3.2. Μορφολογικά χαρακτθριςτικά αυτοφαγίασ 

Θ μακρο-αυτοωαγία χαρακτθρίηεται από μια ςειρά μορωολογικϊν χαρακτθριςτικϊν. Ζτςι, 

κατά τα πρϊιμα ςτάδιά τθσ, από διάωορεσ κζςεισ του κυτταροπλάςματοσ, δθμιουργείται και 

επιμθκφνεται μια μεμβράνθ απομόνωςθσ, το ωαγοωόρο. Θ πθγι αυτισ τθσ μεμβράνθσ δεν 

ζχει ακόμα προςδιοριςτεί, κακϊσ διάωορεσ μελζτεσ κεωροφν πωσ θ ζναρξθ ςχθματιςμοφ τθσ 

μεμβράνθσ του ωαγοωόρου μπορεί να βρίςκεται ςτθν κυτταροπλαςματικι μεμβράνθ, ςτο 

ςφμπλεγμα Golgi, ςτα μιτοχόνδρια ι ςτα ομεγαςϊματα, ειδικζσ δομζσ που βρίςκονται 

ςυνδεδεμζνεσ με το ενδοπλαςματικό δίκτυο (Εικ. 4) [27]. 

Στθ ςυνζχεια, θ μεμβράνθ του ωαγοωόρου επεκτείνεται ενϊ τα άκρα του ωαγοωόρου 

ςυντικονται και εγκλωβίηουν το κυτταροπλαςματικό ςυςτατικό προσ αποδόμθςθ, 

ςχθματίηοντασ ζνα διπλομζμβρανο κυςτίδιο, το αυτοωαγόςωμα. H μεμβράνθ του ωαγοωόρου 

και κατόπιν του αυτοωαγοςϊματοσ, περικυκλϊνει το ωορτίο προσ αποδόμθςθ άρα 

προςαρμόηει και το μζγεκόσ τθσ ςε αυτό του ωορτίου, ζχοντασ τελικά μζγεκοσ από 0.5 μm ζωσ 

1.5 μm (Εικ.4) [27]. 

Αωοφ ο ςχθματιςμόσ του αυτοωαγοςϊματοσ ζχει ολοκλθρωκεί, ακολουκεί θ μετακίνθςι του 

προσ το λυςόςωμα. Εκεί, θ εξωτερικι μεμβράνθ του αυτοωαγοςϊματοσ ςυντικεται με τθν 

μεμβράνθ του λυςοςϊματοσ προσ ςχθματιςμό του αυτοωαγολυςοςϊματοσ. Στο εςωτερικό 

του αυτοωαγο-λυςοςϊματοσ, τόςο θ εςωτερικι μεμβράνθ του αυτοωαγοςϊματοσ όςο και τα 

ωορτία προσ αποδόμθςθ, εκτίκενται ςε ζνα ιςχυρά όξινο περιβάλλον και ςε μια ςειρά από 

υδρολυτικά ζνηυμα με αποτζλεςμα να αποδομοφνται. Τα ςυςτατικά που προκφπτουν μετά τθν 

αποδόμθςθ, απελευκερϊνονται ςτο κυτταρόπλαςμα από διάωορεσ λυςοςωματικζσ 

περμεάςεσ, προκειμζνου να χρθςιμοποιθκοφν ςε βιοςυνκετικζσ διαδικαςίεσ ι ςτθν παραγωγι 

ενζργειασ (Εικ.4) [27].  

Στα κθλαςτικά, θ μακρο-αυτοωαγία ςυχνά ςυγκλίνει με το μονοπάτι τθσ ενδοκυττάρωςθσ. 

Ζτςι, πριν τθ ςφντθξθ με το λυςόςωμα, το αυτοωαγόςωμα μπορεί να ςυντθχκεί με ζνα πρϊιμο 

ι ϊριμο ενδόςωμα προσ ςχθματιςμό του αμωιςϊματοσ και κατόπιν να ςυντθχκεί με το 

λυςόςωμα [27]. 

 

1.3.3. Μοριακά μονοπάτια τθσ αυτοφαγίασ 

Τα μοριακά μονοπάτια και οι πρωτεΐνεσ που ςυμμετζχουν ςτθν ζναρξθ και ολοκλιρωςθ του 

μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ ζχουν χαρακτθριςτεί τθν τελευταία δεκαετία. Ζτςι, ο μθχανιςμόσ 

τθσ αυτοωαγίασ ςτθρίηεται κατά κφριο λόγο ςτο ςχθματιςμό τεςςάρων μεγαλομοριακϊν 



                                                                                                                                                     
 

23 
 

ςυμπλόκων: τα ULK1 και Beclin1/PI3KIII ςφμπλοκα τα οποία ςθματοδοτοφν τθν ζναρξθ τθσ 

αυτοωαγίασ προσ ςχθματιςμό του ωαγοωόρου, το ςφςτθμα ςφηευξθσ με τθν ουβικουιτίνθ 

(αποτελοφμενο κυρίωσ από τισ πρωτεΐνεσ LC3 και ATG12) και οι διαμεμβρανικζσ πρωτεΐνεσ 

ATGs που ςυμβάλλουν ςτο ςχθματιςμό του αυτοωαγοςϊματοσ [28]. 

 

 

Εικόνα 4: Μθχανιςμόσ αυτοφαγίασ. Beth Levine and Guido Kroemer. Autophagy in the Pathogenesis of Disease. 

Cell 2008; 132(1): 27–42 
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Σφμπλοκο Beclin1/PI3KIII:  

Κατά τθν ζναρξθ τθσ αυτοωαγίασ απαιτείται θ φπαρξθ μιασ ςθμαντικισ ςυγκζντρωςθσ 

ωωςωορικισ ωωςωατιδυλο-ινοςιτόλθσ 3, θ οποία είναι κακοριςτικι για το ςχθματιςμό του 

ωαγοωόρου [29]. Στα κθλαςτικά, το ςφμπλοκο Beclin1/PI3KIII είναι υπεφκυνο για τθν 

παραγωγι τθσ PI3P, δρϊντασ ωσ επαγωγζασ τθσ αυτοωαγίασ και αποτελείται από τθν κινάςθ 

mVPS34, τθν διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ mVPS15, και τθν Beclin1. Διάωορεσ πρωτεΐνεσ ζχουν 

βρεκεί να προςδζνονται ςτο ςφμπλοκο Beclin1/PI3KIII επάγοντασ ι αναςτζλλοντασ τθν δράςθ 

του (Εικ.4). 

Ριο ςυγκεκριμζνα, θ πρωτεΐνθ AMBRA1 προςδζνεται άμεςα με τθν Beclin1, ςυμβάλλοντασ, με 

αυτό τον τρόπο, ςτθν πρόςδεςθ του ςυμπλόκου Beclin1/PI3KIII ςτο ςφμπλοκο δυνεϊνθσ, 

εμποδίηοντάσ το να προςδεκεί ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο και να παράγει PI3P, 

αναςτζλλοντασ με αυτό τον τρόπο τθν αυτοωαγία. Κατά τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ, θ 

AMBRA1 ωωςωορυλιϊνεται και απελευκερϊνει το ςφμπλοκο Beclin1/PI3KIII προσ το 

ενδοπλαςματικό δίκτυο για παραγωγι PI3P [30]. Ραράλλθλα, θ πρόςδεςθ τθσ πρωτεΐνθσ 

AMBRA1 με τθν Beclin1, αυξάνει τθν αλλθλεπίδραςθ τθσ Beclin1 με τθν κινάςθ mVPS34, θ 

οποία με τθ ςειρά τθσ ενεργοποιείται και επάγει τον ςχθματιςμό του αυτοωαγοςϊματοσ [30]. 

Θ ωωςωορυλίωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ΑΜΒRA1, και θ επακόλουκθ επαγωγι ι αναςτολι τθσ 

αυτοωαγίασ, πραγματοποιείται από τα ςφμπλοκα κιναςϊν ULK1 και mTORC και αντίςτοιχα 

(Εικ.4) [31].  

 

Σφμπλοκο ULK1  

Στα κθλαςτικά, το ςφμπλοκο ULK1 είναι υπεφκυνο για τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ. Το 

ςφμπλοκο αυτό αποτελείται από τισ πρωτεΐνεσ ULK1 ι ULK2 (Unc-51-like kinase family), ATG13 

και RB1CC1/FIP200 και ςχθματίηεται ανεξάρτθτα από τθν φπαρξθ ι όχι κρεπτικϊν ςυςτατικϊν 

μζςα ςτο κφτταρο. Θ ενεργοποίθςι του όμωσ ι θ καταςτολι του κακορίηεται από το ςφμπλοκο 

mTORC1. 

Θ πρωτεΐνθ ULK1 αποτελεί μια κινάςθ τθσ ςερίνθσ / κρεονίνθσ. Σε περίπτωςθ ζλλειψθσ 

ςθμαντικϊν αμινοξζων, θ ULK1 ωωςωορυλιϊνει τθν AMBRA1 πρωτεΐνθ, θ οποία με τθ ςειρά 

τθσ απελευκερϊνει τα ςφμπλοκο AMBRA1-Beclin1-mVPS34 από τθ δυνεϊνθ του 

κυτταροςκελετοφ και διευκολφνει τθν μετακίνθςι του προσ το ενδοπλαςματικό δίκτυο, προσ 

ςχθματιςμό του αυτοωαγοςϊματοσ, όπωσ περιγράωτθκε προθγουμζνωσ [30]. Ραράλλθλα, θ 

AMBRA1 διαμεςολαβεί και για τθν ουβικιτινιλίωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ULK1 από τθν (TRAF6) E3 
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λιγάςθ, με αποτζλεςμα τθν αυτο-ςυςχζτιςθ τθσ ULK1 και τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ (Εικ.4) 

[32].  

 

Σφμπλοκο mTORC1  

Το ςφμπλοκο mTORC αποτελείται από μια ςειρά από πρωτεΐνεσ, όπωσ οι mTOR, RAPTOR και 

MLST8, και λειτουργεί ωσ καταςτολζασ τθσ αυτοωαγίασ ςτα κθλαςτικά. Θ πρωτεΐνθ mTOR 

αποτελεί μια υψθλά ςυντθρθμζνθ κινάςθ τθσ ςερίνθσ/κρεονίνθσ θ οποία ςυντονίηει μια ςειρά 

ςθμάτων που διατθροφν τθν ομοιόςταςθ του κυττάρου [33]. Ζτςι, ςε ςυνκικεσ περίςςειασ 

κρεπτικϊν ςυςτατικϊν, το ςφμπλοκο mTORC, ςε ζνα πρϊτο επίπεδο ωωςωορυλιϊνει άμεςα 

τθν ULK1 πρωτεΐνθ ςε ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ, αναςτζλλοντασ τθν ικανότθτά του να επάγει τθν 

αυτοωαγία [34]. Σε ζνα δεφτερο επίπεδο, το ςφμπλοκο mTORC ςυνδζεται απευκείασ με τθν 

πρωτεΐνθ AMBRA1 και τθν ωωςωορυλιϊνει ςτθ ςερίνθ 52 οδθγϊντασ επίςθσ ςε αναςτολι τθσ 

αυτοωαγίασ [32]. Αντίκετα, ςε ςυνκικεσ ζλλειψθσ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν, το mTORC1, 

αποωωςωορυλιϊνει τισ πρωτεΐνεσ ULK1 και AMBRA1 ςτισ ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ, οδθγϊντασ ςε 

επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ (Εικ.4) [31].  

 

Σε ζνα δεφτερο ςτάδιο, θ επιμικυνςθ του ωαγοωόρου, προσ ςχθματιςμό του 

αυτοωαγοςϊματοσ, απαιτεί δφο ςυςτιματα ςφηευξθσ με παράγοντεσ παρεμωερείσ τθσ 

ουμπικουιτίνθσ. Στο ζνα ςφςτθμα, τα ζνηυμα ATG7 και ATG10 επάγουν τθ ςφηευξθ των 

πρωτεϊνϊν ATG12 και ATG5, οι οποίεσ κατόπιν ςχθματίηουν ςφμπλοκο με τθν ATG16L και 

τελικά επάγουν το ςχθματιςμό αυτοωαγοςϊματοσ. Στο δεφτερο ςφςτθμα, θ πρόδρομθ μορωι 

τθσ LC3 πρωτεΐνθσ, μζςω τθσ πρωτεάςθσ ATG4B, ωριμάηει προσ τθν LC3-I μορωι. Θ LC3-I μορωι 

ςυνδζεται με τθν κυτταρικι λιπιδικι ωωςωατιδυλο-αικανολαμίνθ (΢Ε) προσ ςχθματιςμό τθσ 

LC3-II ςυηευγμζνθσ μορωισ, θ οποία είναι κακοριςτικισ ςθμαςίασ για το ςχθματιςμό του 

αυτοωαγοςϊματοσ (Εικ.4) [35]. 

Ο ρόλοσ τθσ αυτοωαγίασ ςτθν καρκινογζνεςθ ωαίνεται να είναι διττόσ. Θ αυτοωαγία αποτελεί 

ζνα αντικαρκινικό μθχανιςμό ςε πρωταρχικά ωυςιολογικά κφτταρα κακϊσ τα προςτατεφει από 

μεταβολικό ςτρεσ. Θ ζλλειψθ αυτοωαγικϊν πρωτεϊνϊν οδθγεί ςε δυςλειτουργία των 

μιτοχονδρίων, αυξθμζνο οξειδωτικό ςτρεσ, δεκτικότθτα των κυττάρων ςε προ-ωλεγμονϊδθ 

ερεκίςματα, που τελικά επιτρζπουν βλάβεσ ςτο DNA και επακόλουκθ γενετικι αςτάκεια, 

κακοριςτικοφσ παράγοντεσ για τθν καρκινογζνεςθ [36]. 



                                                                                                                                                     
 

26 
 

Ωςτόςο, ςε ιδθ εγκατεςτθμζνουσ όγκουσ, θ αυτοωαγία προςωζρει πλεονζκτθμα επιβίωςθσ 

ςτα καρκινικά κφτταρα που υωίςτανται μεταβολικό ςτρεσ και βρίςκονται ςε ςυνκικεσ υποξίασ. 

Επίςθσ, θ αυτοωαγία ωαίνεται να ςυνειςωζρει ςτθν ανκεκτικότθτα που αποκτοφν τα καρκινικά 

κφτταρα ζναντι των χθμειοκεραπευτικϊν ουςιϊν, κακϊσ θ γενετικι καταςτολι διάωορων 

αυτοωαγικϊν πρωτεϊνϊν (ATG5, ATG7) αυξάνει τθν κυτταροτοξικότθτα των 

χθμειοκεραπευτικϊν ουςιϊν [36]. 

Θ επίδραςθ όμωσ τθσ αυτοωαγίασ ςτα καρκινικά κφτταρα δεν είναι απόλυτα ξεκακαριςμζνθ 

και περιπλζκεται ακόμα περιςςότερο από το γεγονόσ ότι θ ζλλειψθ του γονιδίου για τθν 

πρωτεΐνθ Βeclin1 παρατθρείται ςε υψθλό ποςοςτό ςε καρκίνουσ μαςτοφ, ωοκθκϊν και 

προςτάτθ ενϊ παράλλθλα, ποντίκια με μονοαλλθλικι ζλλειψθ του γονιδίου τθσ Βeclin1 ι τθσ 

Atg4C, είναι επιρρεπι ςε όγκουσ [37-40]. Θ πιο πικανι εξιγθςθ είναι ότι, ςτα καρκινικά 

κφτταρα, θ αυτοωαγία αποτελεί κυρίωσ μθχανιςμό επιβίωςθσ, αν όμωσ υπάρξει μια 

ανιςορροπία ςτον κυτταρικό μεταβολιςμό, όπου θ κυτταρικι αποδόμθςθ μζςω αυτοωαγίασ 

υπερβαίνει τθν κυτταρικι ςφνκεςθ, τότε το κφτταρο οδθγείται ςτο κάνατο. 

 

 

1.3.4. Οι πρωτεΐνεσ LC3 και θ αυτοφαγία 

 

Οι LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) πρωτεΐνεσ αποτελοφν διαλυτζσ 

πρωτεΐνεσ που εντοπίηονται ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ των κθλαςτικϊν κακϊσ και ςε 

κυτταροκαλλιζργειεσ ενϊ θ οικογζνεια των LC3 γονιδίων ςτον άνκρωπο περιλαμβάνει 

τουλάχιςτον τρία μζλθ, τα LC3A, LC3B και LC3C (Εικ.5) [41, 42]. Οι LC3 πρωτεΐνεσ εμωανίηουν 

δφο ιςομορωζσ, τθν LC3-I και LC3-II, με τθν τελευταία (LC3A-II, LC3B-II και LC3C-II) να αποτελεί 

βαςικό ςυςτατικό τθσ διπλισ μεμβράνθσ του αυτοωαγοςϊματοσ. Θ ιςομορωι LC3-II προκφπτει 

από μια πρόδρομθ πρωτεΐνθ περίπου 30 kDa, τθν proLC3. Θ proLC3 υωίςταται αποκοπι 

αμινοξζων, μζςω τθσ πρωτεΐνθσ Atg4, αποκαλφπτοντασ ζνα κατάλοιπο γλυκίνθσ ςτο 

καρβοξυτελικό άκρο τθσ και παράγοντασ τελικά τθν κυτταροπλαςματικι ιςομορωι LC3-I 

(∼17 kDa). Θ LC3-I κατόπιν ενεργοποιείται από τθν πρωτεΐνθ Atg7 και μεταωζρεται ςτθν 

πρωτεΐνθ Atg3 θ οποία καταλφει τθ ςφνδεςθ του καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ LC3-I με 

ωωςωατιδυλο-αικανολαμίνθ, μετατρζποντάσ τθν ςτθν ιςομορωι LC3-II (∼15 kDa) [43]. Θ LC3-II 

ςυμμετζχει ςτο ςχθματιςμό του αυτοωαγοςϊματοσ από το ωαγοωόρο και εντοπίηεται τόςο 
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ςτθν εςωτερικι όςο και ςτθν εξωτερικι ςτιβάδα τθσ μεμβράνθσ του αυτοωαγοςϊματοσ. Μετά 

τον ςχθματιςμό του αυτοωαγοςϊματοσ, θ LC3-II, που βρίςκεται ςτθν εξωτερικι ςτιβάδα τθσ 

μεμβράνθσ, απελευκερϊνεται ςτο κυτταρόπλαςμα, ενϊ θ LC3-II που εντοπίηεται ςτθν 

εςωτερικι ςτιβάδα τθσ μεμβράνθσ αποδομείται από τισ υδρολάςεσ του λυςοςϊματοσ [44]. 

Κακϊσ λοιπόν θ LC3-II εντοπίηεται ςτθν μεμβράνθ των αυτοωαγοςωμάτων και 

αυτοωαγολυςοςωμάτων, χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ δείκτθσ τθσ αυτοωαγικισ διαδικαςίασ 

[44]. Ρρόςωατεσ μελζτεσ αναωζρουν πωσ υπάρχουν διακριτά αυτοωαγόςωματα που 

δομοφνται είτε από τθν LC3A-II είτε από τθν LC3B-II. Κατά τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ 

παρατθρείται ςυςςϊρευςθ και τθσ LC3A-II και τθσ LC3Β-II, οπότε και οι δφο μορωζσ μποροφν 

να χρθςιμοποιθκοφν ωσ δείκτεσ αυτοωαγίασ [45]. 

 

Εικόνα 5: Οι τρεισ κφριεσ πρωτεΐνεσ τθσ οικογζνειασ LC3. You-Kyung Lee, Jin-A Lee. Role of the mammalian 

ATG8/LC3 family in autophagy: differential and compensatory roles in the spatio-temporal regulation of 

autophagy. BMB Rep. 2016; 49(8): 424-430 

 

 

1.3.5. Οι πρωτεΐνεσ p62, NBR1 και θ αυτοφαγία 

 

Οι πρωτεΐνεσ p62 και NBR1 αποτελοφν υποδοχείσ πρωτεϊνϊν που πρόκειται να αποδομθκοφν 

μζςω τθσ αυτοωαγίασ και ταυτόχρονα αποτελοφν υποςτρϊματα για το ςχθματιςμό του 

αυτοωαγοςϊματοσ. 
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Θ ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ p62 αποτελείται από 44 αμινοξζα. Στο αμινοτελικό τθσ άκρο ωζρει τθν 

περιοχι PBI, θ οποία τθσ επιτρζπει να αλλθλεπιδρά με τισ κινάςεσ PKCη, PKCλ/ι, ΜΕΚΚ3, ΜΕΚ5 

αλλά και με τθν πρωτεΐνθ NBR1. Ακολουκεί μια περιοχι τφπου δακτφλου ψευδαργφρου (ZZ-

type), ενϊ ωζρει επίςθσ περιοχζσ για μθνφματα πυρθνικισ εντόπιςθσ (NLS:nuclear localization 

signals), για ζξοδο μθνυμάτων από τον πυρινα (NES: nuclear export signals), μια περιοχι 

αλλθλεπίδραςθσ με τθν πρωτεΐνθ LC3 (LIR:LC3 interacting region), και μοτίβα KIR (KEAP 

interacting region: περιοχζσ αλλθλεπίδραςθσ με τθν KEAP1). Στο καρβoξυτελικό τθσ άκρο ωζρει 

μια περιοχι UBA (Ub-associated), που τθσ επιτρζπει να αλλθλεπιδρά με τθν ουβικουιτίνθ [46-

48]. 

Θ περιοχι ΢ΒΙ επιτρζπει τον ομοπολυμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ, ενϊ θ περιοχι UBA μπορεί να 

αλλθλεπιδρά με ζνα ι περιςςότερα μόρια ουβικουιτίνθσ [46-48]. Ραράλλθλα, θ περιοχι UBA 

μπορεί να δθμιουργεί ομοδιμερι τα οποία αποτρζπουν τθ ςφνδεςθ τθσ ουβικουιτίνθσ (Εικ.6) 

[49].  

Θ πρωτεΐνθ NBR1 αποτελείται από 966 αμινοξζα. Ραρουςιάηει κοινζσ περιοχζσ με τθν p62, 

όπωσ οι PBI, ZZ και UBA όμωσ ζχει διπλάςιο μικοσ από τθν p62 ωζροντασ ζτςι κάποιεσ 

επιπλζον περιοχζσ. Σε αυτζσ ςυγκαταλζγονται μια περιοχι για το διμεριςμό τθσ NBR1, και μια 

ςυντθρθμζνθ αλλθλουχία με τζςςερα κατάλοιπα τρυπτοωάνθσ (FW) άγνωςτθσ λειτουργίασ. 

Μζςω τθσ περιοχισ ΢ΒΙ δεν πολυμερίηεται, αλλά ςυνδζεται με τθν πρωτεΐνθ p62 (Εικ.6) [50-52]. 

 

Εικόνα 6: Οι πρωτεΐνεσ p62 και NBR1. Terje Johansen, Trond Lamark. Selective autophagy mediated by autophagic 

adapter proteins, Autophagy 2011; 7(3): 279-296. 

Το μοντζλο που περιγράωει τθν ςχζςθ των πρωτεϊνϊν p62 και NBR1 με τον μθχανιςμό τθσ 

αυτοωαγίασ είναι το εξισ: Οι πρωτεΐνεσ προσ αποδόμθςθ αρχικά αναγνωρίηονται από τισ 

πρωτεΐνεσ ςυνοδοφσ και υωίςτανται τθ δράςθ τθσ ουβικουϊτίνθσ. Κατόπιν, ςτρατολογοφνται οι 

πρωτεΐνεσ p62 και NBR1 (κακϊσ και θ πρωτεΐνθ ALFY) και ςχθματίηουν τα λεγόμενα p62 

ςωμάτια ι αλλιϊσ ALIS τα οποία ζχουν διάωορα μεγζκθ (διάμετροσ από 0,5-1 μm). Τα ςωμάτια 

αυτά ςτθ ςυνζχεια είτε κα αποδομθκοφν από το πρωτεάςωμα είτε κα μετατραποφν ςε 

αυτοωαγοςϊματα προκειμζνου να ακολουκιςει θ λφςθ τουσ από τα λυςοςϊματα. Το αν 
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τελικά κα επιλεγεί θ αυτοωαγία κακορίηεται από αλλθλεπίδραςθ των πρωτεϊνϊν p62 και NBR1 

με τθν πρωτεΐνθ LC3, κακϊσ και τθσ πρωτεΐνθσ ALFY με τθν πρωτεΐνθ ATG5. Θ ίδια θ πρωτεΐνθ 

p62 αωοφ αλλθλεπιδράςει μζςω τθσ LIR περιοχισ τθσ με τθν πρωτεΐνθ LC3 αποτελεί 

υπόςτρωμα για τθν αυτοωαγία (Εικ.7) [53-55]. 

Ραρόμοιεσ διαδικαςίεσ ακολουκοφνται και ςτθν περίπτωςθ αποικοδόμθςθσ μικρομοριακϊν ι 

μεγαλομοριακϊν ςυμπλόκων όπου θ ςυμμετοχι κυρίωσ τθσ πρωτεΐνθσ p62 είναι κακοριςτικισ 

ςθμαςίασ για τον ςχθματιςμό του αυτοωαγοςϊματοσ (Εικ.7) [53-55]. 

 

Εικόνα 7: Ο μθχανιςμόσ δράςθσ των p62 και NBR1 ςτθν αυτοφαγία. Terje Johansen, Trond Lamark. Selective 

autophagy mediated by autophagic adapter proteins, Autophagy 2011; 7(3): 279-296 
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1.4. Η κυτταρικι ςειρά PC-3 

H κυτταρικι ςειρά PC-3 προζρχεται από οςτικι μετάςταςθ προςτατικοφ αδενοκαρκινϊματοσ 

βακμοφ ΙV από άνδρα τθσ Καυκάςιασ ωυλισ θλικίασ 62 ετϊν. Θ καρυοτυπικι ανάλυςθ δείχνει 

πωσ τα κφτταρα είναι ςχεδόν τριπλοειδι, κακϊσ ωζρουν από 62 ζωσ 55 χρωμοςϊματα μεταξφ 

τθσ 5θσ και 50θσ γενιάσ, με ζνα μζςο όρο 62 χρωμοςωμάτων, ενϊ τα ωυςιολογικά χρωμοςϊματα 

2, 3, 5, 12, 15 και Υ λείπουν εντελϊσ. Ταυτόχρονα, οι λειτουργικζσ περιοχζσ οργάνωςθσ 

πυρθνίςκων είναι ανάλογεσ των ακροκεντρικϊν χρωμοςωμάτων που ανιχνεφονται ςε κάκε 

γενιά. Θ κυτταρικι δομι προςομοιάηει με νεοπλαςτικά κφτταρα επικθλιακισ προζλευςθσ 

κακϊσ ωζρουν πολυάρικμεσ μικρολάχνεσ, ανϊμαλουσ πυρινεσ και πυρθνίςκουσ, ανϊμαλα 

μιτοχόνδρια, δακτυλιοειδι ελάςματα και λιποειδι ςωμάτια, αποτελϊντασ ζνα 

αδενοκαρκίνωμα χαμθλισ διαωοροποίθςθσ (Εικ.8) [56, 57]. 

Τα κφτταρα αναπτφςςονται ςε μονοςτιβάδεσ αλλά και ςε εναιϊρθμα με άγαρ. Θ ανάπτυξι 

τουσ παρουςιάηει μειωμζνθ εξάρτθςθ από τον ορό ςε ςχζςθ με τα ωυςιολογικά επικθλιακά 

προςτατικά κφτταρα και είναι ανεξάρτθτθ από τθν επίδραςθ ανδρογόνων, γλυκοκορτικοειδϊν, 

επιδερμικϊν αυξθτικϊν παραγόντων ι αυξθτικϊν παραγόντων των ινοβλαςτϊν, κακιςτϊντασ 

τθν ιδανικι κυτταρικι ςειρά για τθν μελζτθ τθσ επίδραςθσ διαωόρων χθμειοκεραπευτικϊν 

παραγόντων [56, 57]. 

Εικόνα 8: Η κυτταρικι ςειρά PC-3 

https://www.atcc.org ( PC-3 - ATCC® CRL-1435™) 

 

https://www.atcc.org/
http://www.lgcstandards-atcc.org/en/Products/All/CRL-1435.aspx
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1.5. Αδριαμυκίνθ 

H αδριαμυκίνθ ανικει ςε μια κατθγορία αντιβιοτικϊν που ονομάηονται ανκρακυκλίνεσ και 

προζρχονται από τα βακτιρια του γζνουσ Streptomyces (Εικ.7). Μια ςειρά από κλινικζσ 

μελζτεσ ζχουν αποδείξει πωσ θ αδριαμυκίνθ είναι δραςτικι 

ζναντι διαωόρων μορωϊν καρκίνου (μαςτοφ, προςτάτθ, 

ωοκθκϊν, ιπατοσ, παγκρζατοσ κ.ά.) παρουςιάηει όμωσ 

ςθμαντικζσ παρενζργειεσ όπωσ θ καρδιοτοξικότθτα, θ οποία  

εξαρτάται από τθ δοςολογία του ωαρμάκου και μπορεί να 

εμωανιςτεί ακόμα και δεκαετίεσ μετά τθν ζκκεςθ [58, 59].  

 

Διάωοροι μθχανιςμοί ζχουν προτακεί για τον τρόπο με τον οποίο δρα θ αδριαμυκίνθ, όπωσ θ 

αναςτολι τθσ δράςθσ τθσ τοποϊςομεράςθσ ΙΙ ι θ ενδοπαρεμβολι εντόσ τθσ διπλισ ζλικασ του 

DNA.  

Εικόνα 10. Μθχανιςμοί δράςθσ τθσ Αδριαμυκίνθσ. Anand G Patel, Scott H Kaufmann. A new mechanism involving 

cleavage of a transcription factor called CREB3L1 has been proposed to explain the anti-tumour effects of 

doxorubicin. eLife 2012;1:e00387 

Εικόνα 9: Αδριαμυκίνθ 
http://www.chemspider.com/ 
Chemical-Structure.29400.html 

http://www.chemspider.com/
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Σφμωωνα με ζνα από αυτά τα μοντζλα, θ αδριαμυκίνθ βοθκά ςτθ ςτακεροποίθςθ ενόσ 

ςυμπλόκου μεταξφ τθσ διπλισ ζλικασ του DNA και του ενηφμου τοποϊςομεράςθ ΙΙ. Στθ ςυνζχεια 

το ζνηυμο κόβει τισ δφο αλυςίδεσ του DNA με αποτζλεςμα το κάνατο τόςο των ωυςιολογικϊν 

κυττάρων (δρα κυρίωσ θ τοποϊςομεράςθ ΙΙβ) όςο και των καρκινικϊν κυττάρων (δρα κυρίωσ θ 

τοποϊςομεράςθ ΙΙα) (Εικ.8) [60].  

Ζνα δεφτερο μοντζλο, προτείνει ότι θ αδριαμυκίνθ αυξάνει τα επίπεδα των κθραμίδιων ςτο 

κυτταρόπλαςμα των κυττάρων με αποτζλεςμα τθν μετακίνθςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα 

CREB3L από το ενδοπλαςματικό δίκτυο προσ το ςφμπλεγμα Golgi. Κατόπιν, δφο πρωτεάςεσ 

(S1P και S2P) κόβουν τθν πρωτεΐνθ CREB3L1, και το αμινοτελικό κομμάτι που προκφπτει 

μεταναςτεφει προσ τον πυρινα όπου δρα ωσ μεταγραωικόσ παράγοντασ που ενεργοποιεί το 

CDNK1A ςτοιχείο μιασ ςειράσ γονιδίων-ςτόχων. Ζτςι, αυξάνεται θ ζκωραςθ τθσ πρωτεΐνθσ p21 

και άλλων ογκοκαταςταλτικϊν πρωτεϊνϊν οι οποίεσ εμποδίηουν τον πολλαπλαςιαςμό των 

καρκινικϊν κυττάρων (Εικ.8) [61]. Ραράλλθλα, θ αδριαμυκίνθ οξειδϊνεται ςε θμικινόνθ, ζναν 

αςτακι μεταβολίτθ ο οποίοσ μετατρζπεται ξανά ςε αδριαμυκίνθ με μια διαδικαςία που 

απελευκερϊνει ROS. Τα αυξθμζνα επίπεδα των ελευκζρων ριηϊν οδθγοφν ςε οξείδωςθ των 

λιπιδίων καταλιγοντασ ςε καταςτροωι των μεμβρανϊν, οξειδωτικό ςτρεσ και τελικά 

απόπτωςθ (Εικ.9) [62, 63]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11: Φαρμακοδυναμικι τθσ Αδριαμυκίνθσ και παρενζργειεσ. Caroline F. Thorn, Connie Oshiro, Sharon 

Marsh, Tina Hernandez-Boussard, Howard McLeod, Teri E. Klein, and Russ B. Altman. Doxorubicin pathways: 

pharmacodynamics and adverse effects. Pharmacogenet Genomics. 2011; 21(7): 440–446. 
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Ραρόλο που ακόμα δεν ζχει διευκρινιςτεί πλιρωσ ο μθχανιςμόσ δράςθσ τθσ αδριαμυκίνθσ, οι 

παρενζργειζσ τθσ είναι ζκδθλεσ, με κυριότερθ τθν εμωάνιςθ καρδιοτοξικότθτασ, θ οποία 

ςυνικωσ ςχετίηεται με κακι πρόγνωςθ και είναι κανατθωόρα. Σε ποςοςτό 11 % των αςκενϊν 

παρατθρείται άμεςθ καρδιοτοξικότθτα, μόλισ 2-3 μζρεσ μετά τθν ζναρξθ τθσ κεραπείασ, θ 

οποία εκδθλϊνεται με ςυμπτϊματα περικαρδίτιδασ και κολπικισ ταχυκαρδίασ που οωείλονται 

ςε οίδθμα του μυοκαρδίου. Σε ποςοςτό 1,7 % των αςκενϊν παρατθρείται χρόνια 

καρδιοτοξικότθτα θ οποία εκδθλϊνεται μζςα ςε 30 μζρεσ ζωσ 6-10 χρόνια μετά από τθν 

τελευταία χοριγθςθ του ωαρμάκου [64, 65]. Θ εμωάνιςθ καρδιοτοξικότθτασ ςχετίηεται άμεςα 

με τθ δοςολογία του ωαρμάκου. Ζτςι, θ πικανότθτα εμωάνιςθσ καρδιοτοξικότθτασ είναι 4 % 

για δοςολογία 500-550 mg/m2, 18 % για δοςολογία 551-600 mg/m2, και 36 % για δοςολογία 

μεγαλφτερθ από 600 mg/m2 [66]. Ραράλλθλα, ο ςυνδυαςμόσ τθσ αδριαμυκίνθσ με άλλα 

κυτταροτοξικά ωάρμακα ι ακτινoβολία κακϊσ και θ πολφ μικρι ι πολφ μεγάλθ θλικία του 

αςκενι μποροφν να αυξιςουν τθν πικανότθτα εμωάνιςθσ καρδιοτοξικότθτασ [67]. 

Δεδομζνθσ τθσ τοξικότθτασ τθσ αδριαμυκίνθσ αποτελεί επιτακτικι ανάγκθ θ μείωςθ τθσ 

δοςολογίασ τθσ ςε τιμζσ < 450 mg/m2, χωρίσ να μειϊνεται όμωσ θ ωαρμακολογικι τθσ δράςθ 

[65]. Για το ςκοπό αυτό, ζχουν προτακεί διάωορεσ εναλλακτικζσ, όπωσ θ χριςθ αναλόγων τθσ 

αδριαμυκίνθσ κακϊσ και διαωορετικοί τρόποι χοριγθςισ τθσ π.χ. μζςω νανοςωαιριδίων [68]. 

Μια εναλλακτικι προςζγγιςθ, θ οποία διερευνάται τα τελευταία χρόνια από τθν επιςτθμονικι 

κοινότθτα, είναι θ ςυγχοριγθςθ τθσ αδριαμυκίνθσ με ωυςικά προϊόντα τα οποία κα ενιςχφουν 

τθ ωαρμακολογικι δράςθ τθσ, με ταυτόχρονθ όμωσ ελάττωςθ τθσ δοςολογίασ τθσ προκειμζνου 

να περιοριςτοφν οι επικείμενεσ παρενζργειζσ τθσ [69]. Στο πλαίςιο αυτισ τθσ προςπάκειασ, 

ςτθν παροφςα εργαςία, μελετϊνται ςε κυτταρικό επίπεδο, δφο ωυςικά προϊόντα που κα 

μποροφςαν να ενιςχφςουν τθ δράςθ τθσ αδριαμυκίνθσ ςτον καρκίνο του προςτάτθ, ενϊ 

ταυτόχρονα μελετϊνται και κάποιεσ πτυχζσ των πικανϊν μθχανιςμϊν δράςθσ τουσ. 
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1.6. Φυςικά προϊόντα και καρκίνοσ 

Από τθν αρχαιότθτα, θ προςπάκεια αντιμετϊπιςθσ των διάωορων αςκενειϊν του ανκρϊπου 

ςτθριηόταν ςτθν κατανάλωςθ εδϊδιμων ωυςικϊν προϊόντων με κεραπευτικι δράςθ. Τα 

ωροφτα, τα λαχανικά, οι ξθροί καρποί, οι ολόκλθροι ςπόροι και τα αωεψιματα περιζχουν μια 

ςειρά από ουςίεσ οι οποίεσ παρουςιάηουν αντί-ωλεγμονϊδθ, αντί-ιικι ακόμα και αντι-

καρκινικι δράςθ κακϊσ μποροφν και παρεμβαίνουν ςτισ κυτταρικζσ διεργαςίεσ, επθρεάηοντασ 

τθν επιβίωςθ και τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων, τθν ομοιόςταςθ των ιςτϊν και τθν 

γενικότερθ ανάπτυξθ των πολυκφτταρων οργανιςμϊν [70]. 

 

Πίνακασ 1: Εμπορικά διακζςιμα αντικαρκινικά φάρμακα τα οποία είτε προζρχονται από φυςικά προϊόντα, είτε 
ςτθρίηονται ωσ προσ τθ χθμικι δομι ςε φυςικά προϊόντα ι μιμοφνται φυςικά προϊόντα. Ricardo Guimarães 
Amaral, Sara Albuquerque dos Santos, Luciana Nalone Andrade, Patrícia Severino and Adriana Andrade Carvalho. 
Natural Products as Treatment against Cancer: A Historical and Current Vision. Clinics in Οncology. 2019; 4: 1-5 
 

Από τθ δεκαετία του 1950, ζχει ξεκινιςει μια εκτεταμζνθ προςπάκεια από τθν παγκόςμια 

επιςτθμονικι κοινότθτα για τθν εφρεςθ ωυςικϊν προϊόντων με αντικαρκινικι δράςθ. Στον 

πίνακα 1, παρουςιάηονται όλα τα εμπορικά διακζςιμα αντικαρκινικά ωάρμακα, από το 1950 

ζωσ ςιμερα, τα οποία είτε προζρχονται απευκείασ από ωυςικά προϊόντα, είτε ςτθρίηονται ωσ 

προσ τθ χθμικι δομι ι μιμοφνται τθ δράςθ ωυςικϊν προϊόντων. 
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Ειδικότερα, απο το 1981 ζωσ το 2014, ςυνολικά 174 ςκευάςματα ζχουν εγκρικεί για τθν 

εμπορικι χριςθ τουσ ςτθν κερραπεία του καρκίνου, από τα οποία τα 56 (32 %) αποτελοφν είτε 

κακαρά ωυςικά προϊόντα είτε παράγωγα τουσ, και 37 (21 %) ζχουν ςχεδιαςτεί με βάςθ τθ δομι 

ωυςικϊν προϊόντων. Ζτςι, ςυνολικά 93 (53 %) ςκευάςματα ζναντι του καρκίνου, αποτελοφν ι 

προζρχονται από ωυςικά προϊόντα [71]. 

Οι μελζτεσ που ζχουν γίνει ςτισ ουςίεσ αυτζσ για να προςδιορίςουν τθ δράςθ τουσ ζναντι των 

καρκινικϊν κυττάρων ζχουν αποκαλφψει, ότι πολλά και διαωορετικισ χθμικισ ςφςταςθσ 

ωυςικά προϊόντα αναςτζλλουν τον κυτταρικό κφκλο και επάγουν τθν απόπτωςθ και τθν 

αυτοωαγία των καρκινικϊν κυττάρων με αποτζλεςμα να δρουν χθμειοκεραπευτικά ι 

προςτατευτικά ζναντι των παρενεργειϊν τθσ χθμειοκεραπείασ [72]. 

Τα περιςςότερα από τα ωυςικά προϊόντα που ζχουν μελετθκεί μζχρι ςτιγμισ ςυγκαταλζγονται 

ςτα ωλαβονοειδι, αλκαλοειδι, τερπενοειδι, κατεχίνεσ και τισ απλζσ ωαινολικζσ ενϊςεισ. 

Σχεδόν όλα ζχουν τθν ικανότθτα να επθρεάηουν τα επίπεδα ζκωραςθσ των κυκλινϊν κακϊσ και 

των κυκλινο-εξαρτϊμενων κιναςϊν οδθγϊντασ τελικά ςε αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ςε 

διάωορεσ ωάςεισ (ςυνικωσ αναςτολι ςτθ ωάςθ G1 ι G2/M). Ειδικά ςτον καρκίνο του 

προςτάτθ, θ κυτταρικι ανάπτυξθ αναςτζλλεται από μια ςειρά από ωυςικά προϊόντα τα οποία 

περιορίηουν τθν ζκωραςθ του υποδοχζα ανδρογόνων (AR) ι του ειδικοφ προςτατικοφ 

αντιγόνου (PSA) [72]. 

Θ επαγωγι τθσ απόπτωςθσ επιτυγχάνεται με τθν παρεμβολι των ωυςικϊν προϊόντων ςε 

μοριακά μονοπάτια που ωυςιολογικά ρυκμίηονται από αυξθτικοφσ παράγοντεσ (IGF, EGF), ενϊ 

ςυχνά παρατθροφνται αλλαγζσ ςτα επίπεδα ζκωραςθσ ογκογονιδίων και ογκοκαταςταλτικϊν 

γονιδίων (Bax, Bcl-2, p53, p21) μεταβάλλοντασ τθ μεταξφ τουσ ιςορροπία υπζρ τθσ απόπτωςθσ. 

Θ επαγόμενθ απόπτωςθ ςυχνά ςυνδζεται με παραγωγι ελευκζρων ριηϊν οξυγόνου (ROS), με 

διαταραχζσ του δυναμικοφ τθσ μεμβράνθσ των μιτοχονδρίων, με τθν ενεργοποίθςθ των 

καςπαςϊν κακϊσ και με πλθκϊρα μοριακϊν μονοπατιϊν (Αkt, Wnt) που τθ ρυκμίηουν, ενϊ ο 

κυτταρικόσ κάνατοσ μζςω αυτοωαγίασ ςυχνά ςχετίηεται με αλλαγζσ ςτα επίπεδα ζκωραςθσ των 

mTOR, Beclin1 και ATGs [72]. 

Ζχει βρεκεί επίςθσ ότι πολλά ωυςικά προϊόντα αποτρζπουν τθ διικθςθ και τθ μετάςταςθ των 

καρκινικϊν κυττάρων, περιορίηοντασ τθν ζκωραςθ πρωτεϊνϊν απαραίτθτων τόςο για τθ 

ςθματοδότθςθ όςο και για τθν πραγματοποίθςθ αυτϊν των διαδικαςιϊν όπωσ ο αγγειακόσ 
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ενδοκθλιακόσ αυξθτικόσ παράγοντασ (VEGF), θ αγγειοποιθτίνθ, θ βιμεντίνθ και οι 

μεταλλοπρωτεϊνάςεσ (MMP2, MMP9) [72]. 

Μελζτεσ ςε ανκρϊπινα καρκινικά κφτταρα που βρίςκονται μεταμοςχευμζνα ςε ποντίκια 

(xenografts) κακϊσ και μελζτεσ ςτα ποντίκια ΤRAMP (Transgenic Adenocarcinoma of Mouse 

Prostate), δείχνουν επίςθσ ότι τα ωυςικά προϊόντα αναςτζλλουν τθν ανάπτυξθ των καρκινικϊν 

κυττάρων και επάγουν τον κυτταρικό κάνατο. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ, ωυςικά προϊόντα ζχουν 

μελετθκεί ςε επίπεδο κλινικϊν δοκιμϊν με κετικά αποτελζςματα ενϊ μελετϊνται τρόποι για 

τθν από του ςτόματοσ χοριγθςθ των προϊόντων που κα εξαςωαλίηουν καλφτερθ απορρόωθςθ 

και κινθτικι ςτουσ ιςτοφσ του αςκενι για μεγιςτοποίθςθ των κεραπευτικϊν αποτελεςμάτων 

[72]. 

Σε αρκετζσ περιπτϊςεισ ζχει μελετθκεί θ ςυνδυαςμζνθ χοριγθςθ ωυςικϊν προϊόντων με 

γνωςτά χθμειοκεραπευτικά ωάρμακα όπου ζχει βρεκεί είτε ενίςχυςθ τθσ δράςθσ του 

ωαρμάκου είτε προςταςία των ωυςιολογικϊν ιςτϊν (καρδιάσ, ιπατοσ, νεωρϊν) από τισ 

παρενζργειεσ του ωαρμάκου, ευριματα που και ςτισ δφο περιπτϊςεισ ενιςχφουν τθν τάςθ για 

ςυγχοριγθςθ χθμειοκεραπευτικϊν ωαρμάκων και ωυςικϊν προϊόντων [73, 74].  

Για τουσ λόγουσ αυτοφσ, θ ςφγχρονθ ζρευνα εςτιάηει ςτθν εφρεςθ νζων ωυςικϊν προϊόντων τα 

οποία μόνα τουσ ι ςε ςυνδυαςμό με ιδθ γνωςτά χθμειοκεραπευτικά ωάρμακα μποροφν να 

χρθςιμοποιθκοφν ζναντι του καρκίνου. 

Στον πίνακα 2 παρατίκενται διάωορα ωυςικά προϊόντα που ζχουν δοκιμαςτεί ςε καρκινικζσ 

ςειρζσ αλλά και ςε in vivo μοντζλα καρκίνου του προςτάτθ και παρουςιάηουν ελπιδοωόρα 

αποτελζςματα. 
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1.6.1. Σιλυμαρίνθ 

Θ ςιλυμαρίνθ αποτελεί εκχφλιςμα που προζρχεται από τουσ ςπόρουσ του γαϊδουράγκακου 

(Silybum marianum). To S. marianum ευδοκιμεί  ςτθν Ελλάδα και ςε κάποιεσ άλλεσ περιοχζσ τθσ 

Ευρϊπθσ, ςτθ Μζςθ Ανατολι, ςτθν Ινδία, ςτθν Αραβικι Χερςόνθςο και ςτθ Βόρεια Αωρικι, ενϊ 

ζχει ειςαχκεί ςτθν υπo-ςαχάρια Αωρικι, ςτθν Αμερικι, ςτθν Αυςτραλία και ςτθν Ιαπωνία 

(Εικ.12) [75].  

Εικόνα 12: Διαςπορά του Silybum marianum.  

Αποτελεί μονοετζσ ι διετζσ ωυτό, φψουσ 0,5-2 

m, πλατφωυλλο με ελλειπτικά ζωσ λογχοειδι 

οδοντωτά ωφλλα πράςινου χρϊματοσ με 

λευκζσ περιοχζσ κατά μικοσ των αγγείων, με 

μονιρθ ακραία άνκθ χρϊματοσ κόκκινο-μοβ 

(Εικ.13) [76].  

Αναπτφςςεται ςε περιοχζσ με υπο-τροπικό και ξθρό κλίμα, μζςα ςε δάςθ, βοςκοτόπια, 

καλλιεργιςιμεσ εκτάςεισ, κατά μικοσ των ακτογραμμϊν ι ςε πλευρζσ δρόμων, 

παρουςιάηοντασ καλφτερθ ανάπτυξθ ςε εδάωθ με αυξθμζνθ γονιμότθτα [75]. Οι ςπόροι του S. 

marianum βλαςτάνουν ςε ζνα εφροσ κερμοκραςιϊν (από 5o C ζωσ 40ο C) με βζλτιςτθ 

κερμοκραςία τουσ 15o C, ενϊ κατά τουσ καλοκαιρινοφσ μινεσ, οι βλαςτοί του ωυτοφ 

ξεραίνονται, παραμζνοντασ όμωσ όρκιοι για αρκετοφσ μινεσ [77]. 

Εικόνα 13: Silybum marianum 
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Το εκχφλιςμα ςιλυμαρίνθσ προζρχεται από τουσ ςπόρουσ του γαϊδουράγκακου και αποτελεί το 

1,5-3 % του ξθροφ βάρουσ του ςπόρου [78]. Ρεριζχει μικρά ποςά ωλαβονοειδϊν, 25-30 % 

λιπαρά οξζα και άλλεσ πολυωαινολικζσ ενϊςεισ, ενϊ ςε ποςοςτό 65-80 % περιζχει ζνα μείγμα 

από ωλαβονολιγνάνεσ, με κυριότερεσ τθν ςιλιμπινίνθ (silibin), τθν ιςοςιλιμπίνθ (isosilibin), τθν 

ςιλυκριςτίνθ (silycristin), τθν ςιλιδιανίνθ (silidianin), με βαςικό όμωσ ενεργό ςυςτατικό τθν 

ςιλιμπινίνθ [79]. 

Το εκχφλιςμα ςιλυμαρίνθσ ζχει χρθςιμοποιθκεί από τθν αρχαιότθτα για τθν κεραπεία 

αςκενειϊν του ιπατοσ και τισ χολισ, ενϊ ςφγχρονεσ μελζτεσ αναωζρουν πωσ παρουςιάηει και 

θπατοπροςτατευτικι δράςθ [78]. Οι πιο πρόςωατεσ μελζτεσ εςτιάηουν ςτθν δράςθ του 

εκχυλίςματοσ τθσ ςιλυμαρίνθσ ωσ κυτταροςτατικοφ - κυτταροτοξικοφ ωαρμάκου ζναντι του 

καρκίνου, κακϊσ ζχει βρεκεί πωσ θ ςιλυμαρίνθ καταςτζλλει τον πολλαπλαςιαςμό των 

κυττάρων ςε διάωορουσ τφπουσ καρκίνου όπωσ ωοκθκϊν, μαςτοφ, πνευμόνων, δζρματοσ, 

ουροδόχου κφςτθσ και προςτάτθ [80]. Επιπλζον, ζχει δειχκεί ότι θ ςιλυμαρίνθ εμποδίηει τθν 

ανάπτυξθ των κυττάρων ςτισ ωάςεισ G1 ι/και G2/M του κυτταρικοφ κφκλου μειϊνοντασ τθν 

ζκωραςθ των κυκλινο-εξαρτϊμενων κιναςϊν (CDKs), ενϊ παράλλθλα επάγει τουσ τουσ 

αναςτολείσ των CDKs [81, 82]. H ςιλυμαρίνθ επάγει επίςθσ τθν απόπτωςθ των καρκινικϊν 

κυττάρων επιδρϊντασ ςε μόρια ςτόχουσ (FASL, Stat3, Akt), τα οποία τελικά ενιςχφουν τθ δράςθ 

των καςπαςϊν [83, 84]. Ραράλλθλα, θ ςυγχοριγθςθ τθσ ςιλυμαρίνθσ με τα χθμειοκεραπευτικά 

ωάρμακα αδριαμυκίνθ και ςιςπλατίνθ παρουςιάηει ςυνεργιςτικι δράςθ ζναντι κυτταρικϊν 

ςειρϊν καρκίνου μαςτοφ και ωοκθκϊν [85]. 

Αναωορικά με τον καρκίνο του προςτάτθ, in vitro μελζτεσ ζχουν δείξει πωσ θ ςιλυμαρίνθ 

αναςτζλλει τον πολλαπλαςιαςμό, τόςο των ανδρογόνο-εξαρτϊμενων (LNCaP) όςο και των 

ανδρογόνο-ανεξάρτθτων (PC3, DU145) προςτατικϊν κυτταρικϊν ςειρϊν, ςτισ ωάςεισ G1 ι/και 

G2/M του κυτταρικοφ κφκλου [81, 86]. Ραράλλθλα, θ ςιλυμαρίνθ επάγει τθν απόπτωςθ των 

LNCaP και 22RV1 κυττάρων, μζςω του μονοπατιοφ καςπάςθ 9- καςπάςθ 3- PARP, κακϊσ και 

των DU145 κυττάρων, μζςω αναςτολισ τθσ πρωτεΐνθσ Stat3 [81, 87]. 

Θ δράςθ τθσ ςιλιμπινίνθσ ζχει επίςθσ μελετθκεί ςε διάωορεσ κυτταρικζσ ςειρζσ καρκίνου του 

προςτάτθ. Οι πρϊτεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι προκαλεί αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ςτθ ωάςθ 

G1 και ταυτόχρονθ μείωςθ των ενδοκυτταρικϊν και εκκρινόμενων επιπζδων του ειδικοφ 

προςτατικοφ αντιγόνου (PSA) ςτθν καρκινικι κυτταρικι ςειρά LNCaP, γεγονόσ που αποδίδεται 

ςε αλλαγζσ ςτα επίπεδα ζκωραςθσ και ωωςωορυλίωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ του ρετινοβλαςτϊματοσ 
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(Rb) κακϊσ και ςε μειωμζνθ δράςθ των κυκλινο-εξαρτϊμενων κιναςϊν (CDKs) [88, 89]. 

Ρεραιτζρω μελζτεσ ςτα LNCaP κφτταρα, αποκάλυψαν ότι θ μείωςθ των επιπζδων του PSA 

κακορίηεται από τθν μειωμζνθ ζκωραςθ του ενεργοποιθτι του υποδοχζα των ανδρογόνων 

(androgen receptor coactivator) κακϊσ και του PDEF μεταγραωικοφ παράγοντα [90, 91]. Θ 

ςιλιμπινίνθ ωαίνεται να καταςτζλλει τθν διαδικαςία τθσ μετάωραςθσ ςτα κφτταρα με 

αποτζλεςμα τθν αναςτολι τθσ ζκωραςθσ του HIF-1α και τθσ δράςθσ τθσ τελομεράςθσ. Επίςθσ, 

ωσ λιπόωιλο ςυςτατικό, θ ςιλιμπινίνθ ανταγωνίηεται τθν αλλθλεπίδραςθ του επιδερμικοφ 

αυξθτικοφ παράγοντα (EGF) με τθν erbB1 πρωτεΐνθ, παρεμβαίνοντασ ζτςι ςτθ ςφνκεςθ του 

DNA και τθ ςθματοδότθςθ προσ μίτωςθ τόςο ςε ανδρογονο-εξαρτϊμενεσ όςο και ςε 

ανδρογονο-ανεξάρτθτεσ κυτταρικζσ ςειρζσ καρκίνου του προςτάτθ [92]. 

Ρεραιτζρω, θ ςιλιμπινίνθ προκαλεί αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ςτθ ωάςθ G1 και ςτισ 

κυτταρικζσ ςειρζσ DU145 και 22RV1, μζςω μείωςθσ τθσ ζκωραςθσ των πρωτεϊνϊν p21 και p27 

[91]. Στα DU145 κφτταρα, θ αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου οδθγεί ςε απόλυτθ καταςτολι 

τθσ κυτταρικισ ανάπτυξθσ που οωείλεται ςε υποωωςωορυλίωςθ των ςχετιηόμενων με τθν Rb 

πρωτεϊνϊν [93]. Θ ςιλιμπινίνθ εμποδίηει επίςθσ το Wnt/LRp6 ςθματοδοτικό μονοπάτι, επάγει 

τθν απόπτωςθ μζςω ςυνεχοφσ αναςτολισ τθσ πρωτεΐνθσ Stat3, ενϊ ταυτόχρονα 

ευαιςκθτοποιεί τα καρκινικά κφτταρα ςε απόπτωςθ επαγόμενθ από τον παράγοντα νζκρωςθσ 

όγκων (TNFalpha) [94-96]. 

Στθν κυτταρικι ςειρά PC-3, ςυγκεκριμζνα, θ ςιλιμπινίνθ προκαλεί αναςτολι του κυτταρικοφ 

κφκλου ςτισ ωάςεισ G1 και G2/M κακϊσ εμπλζκεται ςτθν ζκωραςθ των κυκλινϊν και των 

κυκλινο-εξαρτϊμενων κιναςϊν (CDKs), ενϊ ταυτόχρονα αναςτζλλει τθν ζκωραςθ του HIF-1α  

και το μοριακό ςθματοδοτικό μονοπάτι Wnt/LRp6 [89, 96, 97]. 

Θ ςιλιμπινίνθ ωαίνεται επίςθσ να περιορίηει το δυναμικό διικθςθσ και μετάςταςθσ των 

κυτταρικϊν ςειρϊν PC-3, PC-3MM2, C4-2B, LNCaP και DU145 [98, 99]. Γενικά, εμποδίηει τθν 

επικθλιακι προσ μεςεγχυματικι μετάβαςθ των προςτατικϊν καρκινικϊν κυττάρων, 

παρεμβαίνοντασ ςτο ςθματοδοτικό μονοπάτι του NFκB, με επακόλουκθ μείωςθ τθσ ζκωραςθσ 

των μεταγραωικϊν παραγόντων ΗΕΒ1, SLUG κακϊσ και τθσ βιμεντίνθσ (vimentin) και τθσ 

μεταλλοπρωτεϊνάςθσ 2 (ΜΜ΢2) [100].  

Μελζτεσ ςε ανκρϊπινα καρκινικά κφτταρα που ζχουν μεταμοςχευκεί ςε ποντίκια (xenograft), 

δείχνουν πωσ θ ςιλιμπινίνθ δρα αναςτζλλοντασ τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων και τθν 

αγγειογζνεςθ του όγκου, ενϊ ταυτόχρονα προάγει τθν απόπτωςθ [101]. Ριο ςυγκεκριμζνα, 
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μελζτεσ ςε PC-3 κφτταρα μεταμοςχευμζνα ςε ακυμικά ποντίκια, ζδειξαν ότι οι δράςεισ τθσ 

ςιλιμπινίνθσ οωείλονται ςε αφξθςθ των πρωτεϊνϊν IGFBP-3, Cip1/p21, Kip1/p27, ενεργοποίθςθ 

των ERK1/2 και μείωςθ τθσ ζκωραςθσ των πρωτεϊνϊν BcL-2, survivin και του αγγειακοφ 

ενδοκθλιακοφ αυξθτικοφ παράγοντα (VEGF) [102, 103]. Σε διαγονιδιακά ποντίκια με καρκίνο 

προςτάτθ (TRAMP), θ ςιλιμπινίνθ αναςτζλλει τθν ανάπτυξθ των καρκινικϊν κυττάρων και 

εμποδίηει τθ μετάβαςι τουσ ςτο καρκινικό ςτάδιο ΢ΙΝ (prostatic intraepithelial neoplasia), 

μζςω τροποποιιςεων ςτον άξονα των αυξθτικϊν παραγόντων IGF-IGFB-3 και καταςτολισ τθσ 

μικροαγγειακισ πυκνότθτασ του όγκου, μζςω μείωςθσ τθσ ζκωραςθσ του αυξθτικοφ παράγοντα 

VEGF και του υποδοχζα του VEGFR-2, των snail-1, vimentin και μεταλλοπρωτεϊναςϊν (ΜΜ΢s) 

[104-106]. Στισ πρϊτεσ κλινικζσ δοκιμζσ ςτισ οποίεσ ζγινε χοριγθςθ ςιλιμπινίνθσ από το ςτόμα 

ςτουσ αςκενείσ, ωάνθκε ότι θ ςιλιμπινίνθ διειςδφει ελάχιςτα ςτουσ ιςτοφσ αλλά είναι ανεκτι 

από τον οργανιςμό [107]. Σε μεταγενζςτερεσ μελζτεσ, θ χοριγθςθ ςιλιμπινίνθσ μζςω του 

ςτόματοσ με τθ μορωι ωυτοςϊματοσ (Siliphos = phytosome silibinin) ζδειξε ότι θ ςυγκζντρωςθ 

τθσ ελεφκερθσ ςιλιμπινίνθσ ςτο πλάςμα των αςκενϊν ωτάνει τα 100 μΜ [108]. Σε κλινικι 

δοκιμι ωάςθσ ΙΙΙ, θ χοριγθςθ ςιλυμαρίνθσ ςε ςυνδυαςμό με λυκοπζνιο, ςόγια και άλλα 

αντιοξειδωτικά κακυςτερεί τθν αφξθςθ τθσ ζκκριςθσ του ειδικοφ προςτατικοφ αντιγόνου, μετά 

από προςτατεκτομι και ακτινοκεραπεία [109]. 

Τζλοσ, θ χοριγθςθ τθσ ςιλυμαρίνθσ ςε ςυνδυαςμό με τθν αδριαμυκίνθ παρουςιάηει ζντονθ 

ςυνεργιςτικι δράςθ ζναντι κυτταρικϊν ςειρϊν καρκίνου μαςτοφ, ωοκθκϊν και εντζρου [110, 

111]. Θ ςυγχοριγθςθ επίςθσ τθσ ςιλιμπινίνθσ με τθν Αδριαμυκίνθ αυξάνει τθν κυτταροτοξικι 

δράςθ του ωαρμάκου ζναντι των DU145 κυττάρων καρκίνου του προςτάτθ, αναςτζλλοντασ τθν 

εξζλιξθ του κυτταρικοφ κφκλου και επάγοντασ τθν απόπτωςθ, ενϊ ςε κφτταρα με 

μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεφμονα αντιςτρζωει τθν ανκεκτικότθτα ςτθν ADR 

παρουςιάηοντασ προ-αποπτωτικι δράςθ [112, 113]. Τζλοσ, ςε in vivo μελζτθ, θ χοριγθςθ τθσ 

ςιλιμπινίνθσ από το ςτόμα ςε ακυμικά ποντίκια με καρκίνο πνευμόνων, ςε ςυνδυαςμό με τθν 

ADR, εμποδίηει τθν ανάπτυξθ των όγκων, μειϊνει τθν ανκεκτικότθτα ςτθν ADR, ενϊ παράλλθλα 

μειϊνει τθ ςυςτθμικι τοξικότθτα που προκαλείται από τθν ADR [114]. 
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Εικόνα 15: Glycyrrhiza glabra  

1.6.2. Φυςικά προϊόντα προερχόμενα από το φυτό Glycyrrhiza glabra 

Το ωυτό Glycyrrhiza glabra (γλυκόριηα) ανικει ςτθν οικογζνεια Fabaceae και είναι ευδοκιμεί 

ςτθν Νότια και Ανατολικι Ευρϊπθ ςυμπεριλαμβανομζνθσ και τθσ Ελλάδασ, ςτθν Βόρεια 

Αωρικι και ςτθ Δυτικι Αςία ενϊ ωυτρϊνει ςε υψόμετρο ζωσ 1200 μζτρα από τθν επιωάνεια 

τθσ κάλαςςασ. Ζχει επίςθσ ειςαχκεί ςε διάωορεσ χϊρεσ τθσ Βόρειασ Αωρικισ και τθσ κεντρικισ 

Ευρϊπθσ, ενϊ ςτθν Ιςπανία καλλιεργείται ςυςτθματικά (Εικ.14). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Tο Glycyrrhiza glabra αποτελεί ζνα 

πολυετζσ ωυτό που αναπτφςςει 

υπζργειουσ και υπόγειουσ βλαςτοφσ 

(ριηϊματα). Οι υπζργειοι βλαςτοί του 

ωζρουν τριχίδια, είναι κολλϊδεισ και 

αναπτφςςονται ςε φψοσ ζωσ 1 μζτρο. Τα 

ωφλλα του εκωφονται ςε ηεφγθ και είναι 

μικουσ 2-4 cm, ενϊ τα άνκθ του είναι 

χρϊματοσ ανοιχτοφ γαλάηιου ζωσ βιολετί (πολφ ςπάνια λευκά). Οι καρποί του είναι χρϊματοσ 

κόκκινο – καωζ, μικουσ 1-3 cm και πλάτουσ 4-5 mm και ωζρουν από 2-5 ςπόρουσ χρϊματοσ 

καωζ-μαφρο (Εικ.15) [115].  

Εικόνα 14 : Παγκόςμια κατανομι του Glyccyrhiza glabra 
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Mια ςειρά από ουςίεσ ζχουν απομονωκεί από τισ ρίηεσ του Glycyrrhiza glabra 

ςυμπεριλαμβανομζνου και ενόσ υδατοδιαλυτοφ ςυμπλόκου που αντιςτοιχεί ςτο 40-50 % τθσ 

ξθρισ μάηασ. Το ςφμπλοκο αυτό περιλαμβάνει ςαπωνίνεσ, ωλαβονοειδι, πολυςακχαρίτεσ, 

αμινοξζα, λίπθ, μόρια με οιςτρογονικι δράςθ, ςτερόλεσ, ταννίνεσ και γλυκοηίτεσ [115]. Από 

αυτά, θ γλυκυριηίνθ αποτελεί ζνα τριτερπζνιο το οποίο είναι υπεφκυνο για τθν γλυκιά γεφςθ 

τθσ γλυκόριηασ κακϊσ και για τθν πρόκλθςθ υπζρταςθσ. Θ γλυκυριηίνθ αποτελεί ζνα μείγμα 

αλάτων του γλυκυρικοφ οξζωσ με τα κάλιο, αςβζςτιο, μαγνιςιο και εντοπίηεται ςε ποςοςτό 2-

25 % του ςυμπλόκου, ενϊ το γλυκυρικό οξφ αποτελείται από ζνα υδρόωιλο τμιμα και από ζνα 

υδρόωοβο τμιμα, το γλυκυρετινικό οξφ (glycyrrhetinic acid) [116]. Το χρϊμα τθσ γλυκόριηασ 

οωείλεται ςτα ωλαβονοειδι που περιζχει με κυριότερεσ τθν λικοχαλκόνθ (licochalcone) και τθν 

ιςολικιριτιγενίνθ [117].  

Επίςθσ, το μεκανολικό εκχφλιςμα από τισ ρίηεσ του ωυτοφ Glycyrrhiza glabra περιζχει μια ςειρά 

από ουςίεσ οι οποίεσ ζχουν μελετθκεί για τθν πικανι αντικαρκινικι δράςθ τουσ. Ζτςι, θ 

λικοχαλκόνθ (licochalcone) αποτελεί ζνα οιςτρογονικό ωλαβονοειδζσ το οποίο προκαλεί 

αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M ςτα PC-3 κφτταρα ςυνοδευόμενθ από 

καταςτολι τθσ κυκλίνθσ Β1 και τθσ κυκλινο-εξαρτϊμενθσ κινάςθσ 1 (CDK1)[118]. Επίςθσ, ζχει 

βρεκεί ότι επάγει τθν απόπτωςθ μζςω καςπαςϊν αλλά και τον αυτοωαγικό κυτταρικό κάνατο 

των κυττάρων LNCaP [119]. 

Το γλυκιρετινικό οξφ (glycyrrhetinic acid) αποτελεί ζνα τριτερπζνιο που εντοπίηεται ςε μεγάλεσ 

ποςότθτεσ ςτο εκχφλιςμα των ριηϊν του ωυτοφ. Το γλυκιρετινικό οξφ εμποδίηει τον 

πολλαπλαςιαςμό και τθν ανάπτυξθ των DU145 κυττάρων με επαγωγι τθσ απόπτωςθσ. Επίςθσ, 

αναςτζλλει τθν αγγειογζνεςθ και εμποδίηει τθ διικθςθ των κυττάρων μζςω μείωςθσ τθσ 

ζκωραςθσ των NFκB, VEGF και τθσ μεταλλοπρωτεϊνάςθσ 9 (ΜΜ΢9) [120]. Στα LNCaP κφτταρα, 

το γλυκιρετινικό οξφ μειϊνει τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό αλλά και τθν παραγωγι του 

ειδικοφ προςτατικοφ αντιγόνου [121]. 

Θ ιςολικιριτιγενίνθ (isoliquiritigenin) αποτελεί ζνα ωλαβονοειδζσ που εντοπίηεται ςτο 

εκχφλιςμα των ριηϊν και το οποίο δοςο- και χρόνο- εξαρτϊμενα εμποδίηει το πολλαπλαςιαςμό 

των καρκινικϊν κυττάρων DU145 και LNCaP [122].  

Τζλοσ, θ γκλαμπριδίνθ αποτελεί μια ιςοωλαβόνθ θ οποία εντοπίηεται ςτο εκχφλιςμα των ριηϊν 

του ωυτοφ και ζχει βρεκεί να αναςτζλλει τθν ανάπτυξθ καρκινικϊν ςειρϊν καρκίνου μαςτοφ 
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μζςω επαγωγισ τθσ απόπτωςθσ, ενϊ παράλλθλα ενιςχφει τθν δραςτικότθτα τθσ αδριαμυκίνθσ 

ζναντι του καρκίνου του μαςτοφ [123, 124]. Σε κυτταρικζσ ςειρζσ θπατοκυτταρικοφ καρκίνου, θ 

γκλαμπριδίνθ αναςτζλλει τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων επάγοντασ τθν απόπτωςθ και 

τθν αυτοωαγία ενϊ ςε κυτταρικζσ ςειρζσ από καρκίνο του πνεφμονα ζχει βρεκεί να αναςτζλλει 

τθν διικθςθ και μετάςταςθ των κυττάρων [125-127]. Ραρόλο που θ γκλαμπριδίνθ μζχρι 

ςτιγμισ ζχει τραβιξει το επιςτθμονικό ενδιαωζρον για τθν πικανι χριςθ τθσ ωσ αντι-

καρκινικοφ παράγοντα, δεν υπάρχουν κακόλου βιβλιογραωικά δεδομζνα για τθν χριςθ τθσ 

ζναντι του καρκίνου του προςτάτθ. 

 

1.7. Μεταβολικζσ ιδιαιτερότθτεσ ςτον καρκίνο 

Οι κακοικεισ όγκοι μοιράηονται ζναν κοινό ωαινότυπο που χαρακτθρίηεται από ταχεία 

κυτταρικι διαίρεςθ, ωτωχι διαωοροποίθςθ, περιοριςμζνθ απόπτωςθ και εξαιρετικά 

διαωοροποιθμζνο μεταβολικό προωίλ κυρίωσ τθσ γλυκόηθσ, τθσ γλουταμίνθσ και των λιπαρϊν 

οξζων, κακϊσ ζχουν αυξθμζνεσ ανάγκεσ για ενζργεια. Αυτι θ τροποποιθμζνθ μεταβολικι 

ςυμπεριωορά ζχει γονιδιακό υπόβακρο κακϊσ ςχετίηεται με ενεργοποίθςθ των ογκογονιδίων 

και αναςτολι τθσ ζκωραςθσ των όγκο-καταςταλτικϊν γονιδίων [128]. 

Ριο ςυγκεκριμζνα, ο ςθμαντικά διαωοροποιθμζνοσ μεταβολιςμόσ των καρκινικϊν κυττάρων, 

ςε ςχζςθ με τα ωυςιολογικά, τουσ επιτρζπει τθν επιβίωςθ ςε δυςμενείσ ςυνκικεσ, όπωσ θ 

υποξία, ενϊ ταυτόχρονα ενιςχφει τον πολλαπλαςιαςμό, τθν εξζλιξθ, τθν διειςδυτικότθτα και 

τθν ακόλουκθ μεταςτατικι ικανότθτά τουσ. Συγκρινόμενα με τα ωυςιολογικά, τα καρκινικά 

κφτταρα χαρακτθρίηονται από αυξθμζνο ρυκμό ενδοκυττάριασ πρόςλθψθσ γλυκόηθσ, υψθλό 

ρυκμό γλυκόλυςθσ ςυνδυαςμζνο με μειωμζνθ οξείδωςθ του πυροςταωυλικοφ  οξζοσ και 

αυξθμζνθ παραγωγι γαλακτικοφ οξζοσ. Επιπλζον, παρουςιάηουν αυξθμζνθ γλυκονεογζνεςθ 

δθλαδι παραγωγι γλυκόηθσ από μθ υδατανκρακοφχεσ πθγζσ, υψθλι γλουταμινολυτικι 

δραςτθριότθτα, μειωμζνθ οξείδωςθ λιπαρϊν οξζων με παράλλθλθ αυξθμζνθ de novo ςφνκεςθ 

αυτϊν, αυξθμζνο μεταβολιςμό  τθσ γλυκερόλθσ, τροποποιθμζνο μεταβολιςμό των αμινοξζων 

και υψθλι δραςτθριότθτα του μονοπατιοφ των ωωςωο-πεντοηϊν [129]. 

Θ μεταβολικι λοιπόν ιδιαιτερότθτα των καρκινικϊν κυττάρων κακιςτά επιτακτικι τθν ανάγκθ 

τθσ μελζτθσ του μεταβολικοφ προωίλ τουσ με ςτόχο τθν ανίχνευςθ ςυγκεκριμζνων βιοδεικτϊν 

οι οποίοι κα καταγραωοφν και κα χρθςιμεφςουν για τθν ζγκαιρθ πρόλθψθ, διάγνωςθ αλλά και 

ςταδιοποίθςθ των νεοπλαςιϊν. 
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Επίςθσ, θ γνϊςθ των μεταβολικϊν μονοπατιϊν που παρζχουν τθν ενζργεια και τισ απαραίτθτα  

βιομόρια  για τθν επιβίωςθ των καρκινικϊν κυττάρων, μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν 

εφρεςθ νζων κεραπειϊν. Οι κεραπείεσ αυτζσ  επιδροφν ςτα ςθμεία ελζγχου του μεταβολικοφ 

δικτφου, τα οποία ςυνικωσ είναι ρυκμιςτικά  ζνηυμα, και τροποποιοφν τθ δράςθ τουσ 

οδθγϊντασ ςε κεραπευτικι αντιμετϊπιςθ των νεοπλαςιϊν. 

 

1.7.1. Μεταβονομικι 

Θ μεταβονομικι αποτελεί τθν ποςοτικι αποτφπωςθ των αλλαγϊν που ςυμβαίνουν ςτουσ  

μεταβολίτεσ  ςε ζνα οργανιςμό, ωσ αποτζλεςμα των γενετικϊν αλλά και των περιβαλλοντικϊν 

αλλαγϊν (διατροωι, ωάρμακα, τρόποσ διαβίωςθσ κ.ά) όπωσ αυτά προςδιορίηονται ςε 

βιολογικά υγρά, ιςτοφσ κ.ά. Επειδι το ςφνολο των μεταβολιτϊν εξαρτάται, εκτόσ από το 

γενετικό υπόβακρο, και από το χρόνο μζτρθςθσ ςε ςυνάρτθςθ με διάωορεσ περιβαλλοντικζσ 

παραμζτρουσ, για το λόγο αυτό, θ αποτφπωςθ του μεταβολικοφ προτφπου για κάκε οργανιςμό 

είναι μοναδικι. 

Θ μεταβονομικι δίνει μια ςαωι εικόνα για ζναν οργανιςμό κακϊσ προςδιορίηει όλουσ τουσ 

μεταβολίτεσ του, τόςο ενδοκυττάριουσ όςο και εξωκυττάριουσ των οποίων θ ςυγκζντρωςθ ςτα 

βιολογικά υγρά μεταβάλλεται ςε περιπτϊςεισ αςκζνειασ, προςβολισ τοξινϊν ι χριςθσ 

ωαρμάκων. Αυτι θ μεταβολι αποτελεί χαρακτθριςτικό ¨αποτφπωμα¨ τθσ εκάςτοτε περίπτωςθσ 

και είναι κακοριςτικι για τον διαχωριςμό μεταξφ υγείασ και νοςθρότθτασ για τον ηωντανό 

οργανιςμό. Θ μεταβονομικι επιτρζπει τθν λιψθ ολοκλθρωμζνθσ μεταβολικισ απόκριςθσ για 

ζναν οργανιςμό δίνοντασ τθν δυνατότθτα διερεφνθςθσ μεταβολικϊν μονοπατιϊν και δικτφων 

και κακιςτϊντασ πιο απλι τθν κατανόθςθ των περίπλοκων διεργαςιϊν που ςυμβαίνουν ςε 

επίπεδο ιςτϊν και κυττάρων [130]. 

 

1.7.2. Μεταβονομικι και καρκίνοσ του προςτάτθ  

Ο καρκίνοσ του προςτάτθ παρουςιάηει μια ςθμαντικι μεταβολικι ιδιαιτερότθτα. Κατά τον 

ςχθματιςμό των καρκινικϊν κυττάρων διαωοροποιείται θ ζκκριςθ του κιτρικοφ οξζοσ ςε ςχζςθ 

με τα ωυςιολογικά προςτατικά κφτταρα. Στθν περιωερικι ηϊνθ του προςτάτθ εμωανίηεται το 

75 % των περιςτατικϊν κακοικειασ ςε ςφγκριςθ με τισ άλλεσ περιοχζσ του προςτατικοφ αδζνα. 

Τα επικθλιακά κφτταρα τθσ περιωερικισ ηϊνθσ είναι εξειδικευμζνα ςτθν ζκκριςθ κιτρικοφ 
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οξζοσ. Αποκθκεφουν πολφ μεγαλφτερεσ ποςότθτεσ ψευδαργφρου από τα επικθλιακά κφτταρα 

τθσ κεντρικισ περιοχισ κακϊσ ζχουν υποδοχείσ για τθν πρόςλθψι του. Τα υψθλά ποςοςτά του 

ψευδαργφρου αναςτζλλουν τθν δραςτθριότθτα τθσ μιτοχονδριακισ ακονιτάςθσ (m-aconitase) 

εμποδίηοντασ ζτςι τθν οξείδωςθ του κιτρικοφ οξζοσ ςτον κφκλο του Krebs. Θ μθ οξείδωςθ του 

κιτρικοφ οξζωσ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν παραγωγι λιγότερθσ ενζργειασ από τα προςτατικά 

κφτταρα (60 % λιγότερο ATP), ενϊ ταυτόχρονα το κιτρικό οξφ που αναγκαςτικά ςυςςωρεφεται 

ςτα κφτταρα, εκκρίνεται ςτο προςτατικό υγρό [131-133]. 

Κατά τθν μετατροπι των επικθλιακϊν κυττάρων του προςτάτθ ςε καρκινικά ςυμβαίνει μια 

μεταβολικι αλλαγι κακϊσ τα ωυςιολογικά κφτταρα με ανεπαρκι ποςοςτά ενζργειασ, 

μετατρζπονται ςε κφτταρα με υψθλζσ ενεργειακζσ δυνατότθτεσ. Το γεγονόσ αυτό ωσ ζνα 

βακμό οωείλεται ςτθ μειωμζνθ λειτουργικότθτα του γονιδίου που κωδικοποιεί τουσ υποδοχείσ 

πρόςλθψθσ ψευδαργφρου ςτα καρκινικά κφτταρα, οδθγϊντασ τελικά ςε πολφ χαμθλά επίπεδα 

απορρόωθςθσ ψευδαργφρου. Τα χαμθλά επίπεδα του ψευδαργφρου δεν επθρεάηουν τθν 

δραςτικότθτα τθσ μιτοχονδριακισ ακονιτάςθσ και οδθγοφν ςτθν οξείδωςθ του κιτρικοφ οξζοσ 

ςτον κφκλο του Κrebs παράγοντασ περιςςότερα μόρια ATP και παρζχοντασ ενζργεια. ‘Ζτςι, τα 

επίπεδα του κιτρικοφ οξζοσ ςτα καρκινικά κφτταρα είναι πολφ χαμθλά ι και ανφπαρκτα 

ςυγκριτικά με τα καλοικθ επικθλιακά κφτταρα (Εικ.16) [134].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16: Μεταβολικζσ ιδιαιτερότθτεσ του καρκίνου του προςτάτθ. Matthew J. Roberts, Horst J. Schirra, Martin 

F. Lavin, Robert A. Gardiner. Metabolomics: A Novel Approach to Early and Noninvasive Prostate Cancer Detection. 

Korean J Urol 2011;52:79-89 
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Εκτόσ όμωσ από το κιτρικό οξφ και άλλοι μεταβολίτεσ ζχουν οριςτεί ωσ πικανοί δείκτεσ 

καρκίνου του προςτάτθ οι οποίοι και ςυνοψίηονται ςτθν εικόνα 17. Οι αλλαγζσ των 

μεταβολιτϊν ςχετίηονται με τον ςυγκεκριμζνο μεταβολιςμό που χαρακτθρίηει τα καρκινικά 

κφτταρα και τισ ανάγκεσ τουσ. Τα καρκινικά κφτταρα παρουςιάηουν αυξθμζνθ μεμβρανικι 

ςφνκεςθ που ζχει ωσ αποτζλεςμα υψθλζσ απαιτιςεισ ςε χολίνθ, με παράλλθλθ αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ των μεταβολιτϊν που περιζχουν χολίνθ. Επιπλζον, παρατθροφνται αυξθμζνα 

επίπεδα αλανίνθσ και γαλακτικοφ οξζοσ λόγω του ωαινομζνου Warburg, κατά το οποίο θ 

γλυκόηθ μεταβολίηεται κυρίωσ μζςω αερόβιασ γλυκόλυςθσ παράγοντασ μεγάλεσ ποςότθτεσ 

γαλακτικοφ οξζωσ. [135] 

Εικόνα 17: Μεταβολίτεσ-πικανοί βιοδείκτεσ του PCa. Matthew J. Roberts1, Horst J. Schirra, Martin F. Lavin, Robert 

A. Gardiner. Metabolomics: A Novel Approach to Early and Noninvasive Prostate Cancer Detection. Korean J Urol 

2011;52:79-89 

 

Κακϊσ λοιπόν, ο καρκίνοσ του προςτάτθ είναι πλιρωσ ιάςιμοσ εάν ανιχνευκεί ζγκαιρα και 

αποτελεί μια κακοικεια με πλθκϊρα αντικρουόμενων απόψεων ςε ςχζςθ με τθν κεραπευτικι 
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τθσ προςζγγιςθ, θ επιςτιμθ τθσ μεταβονομικισ βαςιηόμενθ ςτθν NMR ωαςματοςκοπία, 

αποτελεί μια πολλά υποςχόμενθ μζκοδο που μπορεί να ςυμβάλλει ςτθν καλφτερθ διάγνωςθ, 

ςταδιοποίθςθ και πρόγνωςθ αυτισ τθσ νεοπλαςίασ. Μζχρι ςτιγμισ, θ αποτίμθςθ του 

προςτατικοφ αντιγόνου PSA ςτον ορό αποτελεί το κφριο διαγνωςτικό μζςο το οποίο όμωσ δεν 

διαωοροποιεί ιςτοπακολογικά τα διάωορα περιςτατικά με αποτζλεςμα τθν λανκαςμζνθ 

επιλογι κεραπείασ. Επίςθσ ςε περιπτϊςεισ καλοικουσ υπερτροωίασ του προςτατικοφ αδζνα 

αλλά και ςε άνδρεσ μεγάλθσ θλικίασ, θ τιμι του PSA είναι αυξθμζνθ, οδθγϊντασ ςε ψευδϊσ 

κετικά αποτελζςματα χωρίσ να υπάρχει κακοικεια, και ςε μθ αναγκαία ωαρμακευτικι 

αντιμετϊπιςθ με τισ ανεπικφμθτεσ επιπτϊςεισ που αυτι ςυνεπάγεται [136]. H μεταβονομικι 

μπορεί να ςυμβάλλει κακοριςτικά ςτθν ανακάλυψθ νζων βιοδεικτϊν, αωοφ εξετάηει 

ταυτόχρονα πλικοσ μεταβολιτϊν που αποτελοφν υποψιωιουσ βιοδείκτεσ με μθ επεμβατικό 

τρόπο και ςε εξαιρετικά ςφντομο χρόνο, διευκολφνοντασ τθν πρόγνωςθ και τθν επιλογι τθσ 

καταλλθλότερθσ κεραπείασ. 
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Κεφάλαιο 2: ΢κοπόσ 

Οι ςυμβατικζσ αντικαρκινικζσ ουςίεσ, παρά τθν δυναμικι τουσ ςτθν καταςτροωι των 

καρκινικϊν κυττάρων θ οποία εξαρτάται από τθν δόςθ, τθ χρονικι διάρκεια τθσ κεραπείασ και 

τον τφπο τθσ κακοικειασ, δεν ζχουν εκλεκτικότθτα ςτθν δράςθ τουσ. Το γεγονόσ αυτό ζχει ωσ  

ςυνζπεια να προκαλοφν πολλζσ ωορζσ παρενζργειεσ όπωσ οι γαςτρεντερικζσ διαταραχζσ, 

αλωπεκία, νεωροτοξικότθτα κακϊσ και μθ αναςτρζψιμθ υπολειτουργία του μυοκαρδιακοφ 

ιςτοφ, οπότε και περιορίηεται θ χριςθ τουσ εξαιτίασ των ανεπικφμθτων ενεργειϊν τουσ. 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι: α) θ εφρεςθ ωυςικϊν προϊόντων που ενιςχφουν τθ 

δράςθ των χθμειοκεραπευτικϊν ωαρμάκων ζναντι του καρκίνου του προςτάτθ κακϊσ και β) θ 

διερεφνθςθ παραμζτρων του μθχανιςμοφ δράςθσ τουσ.  

Ζτςι, ςε ζνα πρϊτο ςτάδιο γίνεται επιλογι και χοριγθςθ δφο ωυςικϊν και εδϊδιμων 

προϊόντων, τόςο αυτόνομα όςο και ςε ςυνδυαςμό με γνωςτό αντικαρκινικό παράγοντα 

(αδριαμυκίνθ) προκειμζνου να διαπιςτωκεί α) θ επίδραςθ των ωυςικϊν προϊόντων ςτον 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό των PC-3 κυττάρων και β) θ ικανότθτά τουσ να ενιςχφουν τθ δράςθ 

τθσ αδριαμυκίνθσ ζναντι των PC-3 κυττάρων. Σε ζνα δεφτερο ςτάδιο, μελετάται ο μθχανιςμόσ 

τθσ ακροιςτικισ δράςθσ αδριαμυκίνθσ-ωυςικοφ προϊόντοσ, μζςω μοριακϊν και ανοςοχθμικϊν 

τεχνικϊν, ωαςματοςκοπίασ NMR και θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ, δίνοντασ ιδιαίτερθ ζμωαςθ 

ςτθ μελζτθ τθσ ενδεχόμενθσ αναςτολισ τθσ κυτταρικισ διαίρεςθσ και ςτθν επαγωγι του 

κυτταρικοφ κανάτου μζςω του μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ.  
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Κεφάλαιο 3: Πειραματικό μζροσ 

Θ ςυλλογιςτικι των πειραμάτων που πραγματοποιικθκαν περιλαμβάνει τα εξισ: 

Α) Εφρεςθ φυςικϊν προϊόντων που ενιςχφουν τθ δράςθ του χθμειοκεραπευτικοφ φαρμάκου 

αδριαμυκίνθ (ADR). 

1. Επιλζγονται τα υπό μελζτθ ωυςικά προϊόντα [ενιςχυμζνο εκχφλιςμα Σιλυμαρίνθσ (SEE) και  

εμπλουτιςμζνο κλάςμα ςε γκλαμπριδίνθ (GGE)] και μζςω τθσ δοκιμαςίασ ΜΤΤ προςδιορίηονται 

τα IC50 αυτϊν, δθλαδι οι ςυγκεντρϊςεισ ςτισ οποίεσ προκαλείται 50 % αναςτολι του 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ. 

2. Ρραγματοποιείται θ ςυγχοριγθςθ των δυο υπό μελζτθ ωυςικϊν προϊόντων (SEE και GGE) με 

το χθμειοκεραπευτικό ωάρμακο αδριαμυκίνθ και μζςω τθσ δοκιμαςίασ ΜΤΤ εκτιμάται αν το 

ωυςικό προϊόν τροποποιεί τθ δράςθ τθσ αδριαμυκίνθσ. 

Β)  Προςδιοριςμόσ παραμζτρων του μθχανιςμοφ δράςθσ. 

3. Με απϊτερο ςτόχο τον προςδιοριςμό του μθχανιςμοφ δράςθσ τουσ, πραγματοποιείται 

μονο-χοριγθςθ των ωυςικϊν προϊόντων, μονο-χοριγθςθ τθσ αδριαμυκίνθσ και ςυγχοριγθςθ 

αδριαμυκίνθσ-ωυςικοφ προϊόντοσ ςε κφτταρα PC-3 για 24, 48 και 72 ϊρεσ. Τα κφτταρα 

ςυλλζγονται και ακολουκεί κυτταρομετρία ροισ για να μελετθκεί θ επίδραςθ των παραγόντων 

ςτισ ωάςεισ του κυτταρικοφ κφκλου κακϊσ και τθν πικανι επαγωγι των μθχανιςμϊν τθσ 

απόπτωςθσ ι αυτοωαγίασ. 

4. Τα κφτταρα επωάηονται για 48 ϊρεσ με τουσ παραπάνω παράγοντεσ και ακολουκεί: 

α) θ λφςθ τουσ προκειμζνου να γίνει μελζτθ τθσ ζκωραςθσ των πρωτεϊνϊν - δεικτϊν τθσ 

αυτοωαγίασ NBR1 και p62 με τθν μζκοδο ενηυμικισ ανοςο-προςρόωθςθσ ELISA, κακϊσ και των 

ιςομορωϊν τθσ πρωτεΐνθσ LC3B μζςω ανοςοαποτφπωςθσ κατά Western. 

β) απομόνωςθ του ολικοφ RNA με ςκοπό τθ μελζτθ τθσ ζκωραςθσ των γονιδίων  επαγωγζων 

τθσ αυτοωαγίασ Beclin1, ULK1, AMBRA1, του γονιδίου δείκτθ τθσ αυτοωαγίασ LC3A κακϊσ και 

του γονιδίου δείκτθ τθσ μιτοωαγίασ BNiP3L μζςω qPCR. 

γ) θ παρατιρθςθ χαρακτθριςτικϊν δομϊν τθσ αυτοωαγίασ (αυτοωαγοςϊματα-αυτοωαγο-

λυςοςϊματα) μζςω θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ. 
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δ) θ λφςθ των κυττάρων και προςδιοριςμόσ μεταβολιτϊν (μζςω ΝMR ωαςματοςκοπίασ) 

χαρακτθριςτικϊν για τον καρκίνο του προςτάτθ και ςχετικϊν με τον μθχανιςμό τθσ 

αυτοωαγίασ. 
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                         ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ μεκοδολογίασ τθσ παροφςασ μελζτθσ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αρχικό screening φυτικϊν εκχυλιςμάτων μζςω δοκιμαςίασ ΜΣΣ 

και επιλογι φυςικοφ προϊόντοσ 

 

Δοκιμαςία ΜΤΤ  Ρροςδιοριςμόσ IC50 ωυςικοφ προϊόντοσ 

Φυςικό προϊόν + Αδριαμυκίνθ 

 

Δοκιμαςία ΜΤΤ  Επθρεάηεται θ δράςθ τθσ αδριαμυκίνθσ; 

Χορθγιςεισ φυςικϊν προϊόντων ι/και Αδριαμυκίνθσ ςε κφτταρα PC-3 

 

Αδριαμυκίνθ Φυςικό προϊόν + Αδριαμυκίνθ Φυςικό προϊόν 

Απομόνωςθ πρωτεϊνϊν 

Θμι-Ροςοτικόσ 

προςδιοριςμόσ LC3 

(Western blotting) 

 Ροςοτικόσ προςδιοριςμόσ 

NBR1 και p62 (ELISA) 

Μεταβονομικι 

ωαςματοςκοπία ΝΜR και 

Θλεκτρονικι Μικροςκοπία 

 

Απομόνωςθ κυττάρων Απομόνωςθ RNA 

Κυτταρομετρία ροισ 

 

Μελζτθ κυτταρικοφ κφκλου 
Μελζτθ απόπτωςθσ 

Χορθγιςεισ φυςικϊν προϊόντων ι/και Αδριαμυκίνθσ ςε κφτταρα PC-3 

 

 Ροςοτικόσ προςδιοριςμόσ  

LC3A, Beclin1, ULK1, AMBRA1 

(Real Time qPCR) 

Μελζτθ αυτοωαγίασ 
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3.1. Κυτταροκαλλιζργειεσ 

Τα κφτταρα PC-3 καλλιεργοφνται ςε ωλάςκεσ κυτταροκαλλιεργειϊν επιωάνειασ 75 cm2. Το 

κρεπτικό υλικό που χρθςιμοποιείται είναι το Dulbecco’s modified Eagle’s medium F/12 

(DMEM/F12, Lonza) εμπλουτιςμζνο με γλουταμίνθ 2 mM, ςτρεπτομυκίνθ 100 μg/mL, 

πενικιλίνθ 100 U/mL κακϊσ και εμβρυϊκό βόειο ορό 10 % (FBS, Biosera). Θ καλλιζργεια των 

κυττάρων πραγματοποιείται ςε κλίβανο κυτταροκαλλιζργειασ ςτουσ 37ο C και ςε 5% CO2.  

3.2. Παραςκευι του εμπλουτιςμζνου εκχυλίςματοσ Σιλυμαρίνθσ (Silymarin Enriched Extract: 

SEE) και απομόνωςθ τθσ ςιλιμπινίνθσ και τθσ ςιλυκριςτίνθσ  

Ξθροί ςπόροι του ωυτοφ Silybum marianum L. αγοράςτθκαν από τθν τοπικι αγορά (οδόσ 

Ακθνάσ, Ακινα, Ελλάδα). Ζνα αντιπροςωπευτικό δείγμα ςπόρων (περίπου 200 γραμμάρια) 

κοςκινίςτθκε ϊςτε να διακζτουν μζγεκοσ ζωσ 0,4 mm. Για τθν παραςκευι του 

εμπλουτιςμζνου εκχυλίςματοσ ςιλυμαρίνθσ χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι τθσ επιταχυνόμενθσ 

εκχφλιςθσ ASE (Accelerated Solvent Extraction) ςφμωωνα με προθγοφμενθ αναωορά και μικρζσ 

τροποποιιςεισ [137]. Το πρωτόκολλο εκχφλιςθσ που ακολουκικθκε ςτθν παροφςα μελζτθ 

περιλαμβάνει τθ χριςθ 2.5 g ςπόρων, οι οποίοι τοποκετικθκαν ςε ανοξείδωτο κελί όγκου 100 

mL με ςκοπό τθν ελαχιςτοποίθςθ τθσ κατανάλωςθσ οργανικϊν διαλυτϊν. Σε πρϊτο ςτάδιο 

πραγματοποιικθκε απολίπανςθ του ωυτικοφ υλικοφ, εκχυλίηοντασ με διαλφτθ n-εξάνιο  ςτουσ 

50o C και πίεςθ 1500 psi για 20 min. Ακολοφκθςε εκχφλιςθ με χριςθ διαλφτθ ακετόνθσ ςτουσ 

70o C για 15 min ςτα 1500 psi, με ςκοπό τθν παραλαβι τθσ πλειονότθτασ των επικυμθτϊν 

μεταβολιτϊν. Ρραγματοποιικθκαν δφο κφκλοι εκχφλιςθσ, ενϊ κατά τθ διάρκεια τθσ 

διαδικαςίασ αποκαταςτάκθκε αδρανισ ατμόςωαιρα χρθςιμοποιϊντασ αζριο Ν2, ϊςτε να 

αποωευχκεί θ οξειδωτικι αλλοίωςθ των περιεχόμενων μεταβολιτϊν. Θ διαδικαςία 

επαναλιωκθκε τρεισ ωορζσ και τα παραγόμενα υγρά εκχυλίςματα ςυμπυκνϊκθκαν με 

εξάτμιςθ υπό κενό ςε ςυςκευι Rotavapor (Buchi) παραλαμβάνοντασ τελικά 0.6 g εκχυλίςματοσ 

SEE. Το SEE περιζχει μια ςθμαντικι ποςότθτα ςιλυμαρίνθσ (> 60 %), θ οποία αποτελεί ζνα 

μείγμα τουλάχιςτον ζξι ωλαβονο-λιγνανϊν, τθσ ςιλιδιανίνθσ (silydianin), τθσ ςιλιμπίνθσ Α 

(silybin A) (Εικ.18α), τθσ ςιλιμπίνθσ Β (silybin B) (Εικ.18β), τθσ ιςοςιλιμπίνθσ Α (isolisybin A), τθσ 

ιςοςιλιμπίνθσ Β (isosilybin B) και τθσ ςιλυκριςτίνθσ (silychristin) (Εικ.18γ). Θ ςιλυκριςτίνθ και οι 

ςιλιμπίνεσ (ςιλιμπίνθ Α και Β) αποτελοφν τα βαςικά ςυςτατικά του εκχυλίςματοσ αωοφ 

ανιχνεφονται ςε ποςοςτό 13 % και 30 %, αντίςτοιχα [138]. Ρροκειμζνου να απομονωκοφν τα 

δφο παραπάνω ςυςτατικά, 0.5 g του εκχυλίςματοσ SEE υποβλικθκαν ςε υγρι χρωματογραωία 



                                                                                                                                                     
 

53 
 

ςτιλθσ (Silica flash column chromatography). Ωσ κινθτι ωάςθ χρθςιμοποιικθκε μίγμα 

διαλυτϊν CH2Cl2/MeOH αυξανόμενθσ πολικότθτασ και παραλιωκθκαν ςυνολικά 80 κλάςματα 

τα οποία αναλφκθκαν με χρωματογραωία ΤLC. Το πζμπτο κλάςμα (98 mg) το οποίο 

εκλοφςτθκε με κινθτι ωάςθ CH2Cl2/MeOH 97/3, ταυτοποιικθκε ωσ ςιλιμπινίνθ. Το δζκατο 

τρίτο κλάςμα (28.3 mg) που εκλοφςτθκε με CH2Cl2/MeOH 95/5, υποβλικθκε ςε 

παραςκευαςτικι χρωματογραωία TLC (preparative TLC chromatography) χρθςιμοποιϊντασ 

CH2Cl2/MeOH 90/10 ωσ κινθτι ωάςθ και πλάκα TLC κανονικισ ωάςθσ, οδθγϊντασ τελικά ςτθν 

απομόνωςθ τθσ ςιλυκριςτίνθσ (11.2 mg). Πλοι οι μεταβολίτεσ ταυτοποιικθκαν με χριςθ 

ωαςματοςκοπίασ πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ (1H-NMR, 13C-NMR, COSY, HMQC, 

HMBC, 2DNMR), ωαςματομετρία μάηασ (MS), κακϊσ και με άμεςθ ςφγκριςθ με βιβλιογραωικά 

δεδομζνα [138, 139]. 

                

                                                                           

Εικόνα 18: α) Σιλιμπίνθ Α β) Σιλιμπίνθ Β γ) Σιλυκριςτίνθ    
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3.3. Παραλαβι εμπλουτιςμζνου κλάςματοσ ςε γκλαμπριδίνθ (GGE) από το φυτό Glycyrrhiza 

glabra και απομόνωςθ του μεταβολίτθ. 

Θ ςυλλογι των ριηϊν του ωυτοφ Glycyrrhiza glabra (Fabaceae), πραγματοποιικθκε το 

ωκινόπωρο του 2013 ςε καλλιεργιςιμεσ εκτάςεισ του Αργοςτολίου, ςτο νθςί τθσ Κεωαλονιάσ 

(Ελλάδα). Το ωυτικό υλικό αποξθράνκθκε με λυοωιλοποίθςθ, κονιορτοποιικθκε και 

αποκθκεφτθκε ςε δοχείο ςε χαμθλι κερμοκραςία (~ 4o C). Για τθν παραςκευι του 

εκχυλίςματοσ του ωυτοφ χρθςιμοποιικθκε και πάλι θ τεχνικι τθσ επιταχυνόμενθσ εκχφλιςθσ 

ASE, όπου 20 g ωυτικοφ υλικοφ εκχυλίςτθκαν με αικανόλθ (150 mL) ςτουσ 70°C και πίεςθ 1500 

psi. Ο διαλφτθσ απομακρφνκθκε με εξάτμιςθ υπό κενό ςε ςυςκευι Rotavapor (Buchi) 

παραλαμβάνοντασ τελικά 1.85 g ξθροφ εκχυλίςματοσ (απόδοςθ 9.25 %). Ακολοφκθςε 

κλαςμάτωςθ του ξθροφ εκχυλίςματοσ χρθςιμοποιϊντασ τθν τεχνικι ωυγόκεντρου 

χρωματογραωίασ κατανομισ (FCPC). Ο διαχωριςμόσ πραγματοποιικθκε ςε ςυςκευι 

υδροςτατικοφ τφπου (FCPC KROMATON) χρθςιμοποιϊντασ παραςκευαςτικι ςτιλθ των 200 mL 

και το διωαςικό ςφςτθμα διαλυτϊν Hex:EtOAc:MeOH:H2O (3:7:3:7). Αναλφκθκε δείγμα βάρουσ 

600 mg, τα οποία διαλφκθκαν ςε μίγμα των δφο ωάςεων ςε αναλογία περίπου 50:50. Από τισ 

δφο ωάςεισ του ςυςτιματόσ μασ, θ πάνω (οργανικι) αποτζλεςε τθν κινθτι ωάςθ και θ κάτω 

(υδατικι) τθ ςτατικι. Αρχικά, τόςο ςτθ ςτιλθ, όςο και ςτο ‘loop’ τθσ ςυςκευισ υπιρχε 

ςφςτθμα διαλυτϊν ΜeOH:H2O 50:50 (ςφςτθμα ωφλαξθσ), το οποίο απομακρφνκθκε με τθν 

ειςαγωγι τθσ ςτατικισ ωάςθσ. Στθ ςυνζχεια, διοχετεφτθκε θ κινθτι ωάςθ μζςα ςτθ ςτιλθ με 

ταχφτθτα περιςτροωισ 1000 ςτροωζσ/min και ροι 10 mL/min και μετά τθν εξιςορρόπθςθ του 

ςυςτιματοσ (ςθμείο ςτο οποίο θ ωάςθ που ειςζρχεται ςτθ ςτιλθ εξζρχεται κιόλασ 

διατθρϊντασ τθν αναλογία των δφο ωάςεων ςτακερι) ακολοφκθςε θ ειςαγωγι του δείγματοσ 

και θ ςυλλογι των κλαςμάτων κακοριςμζνου όγκου (5 mL). Θ ροι τθσ κινθτισ ωάςθσ κατά τθ 

διάρκεια του διαχωριςμοφ ιταν 5 mL/min ςε ascending mode και θ περιςτροωι 1100 rpm. 

Ζπειτα από χρωματογραωικό ζλεγχο των κλαςμάτων προζκυψαν 5 νζα ςυνενωμζνα κλάςματα 

(A-E). Στθ ςυνζχεια,  πραγματοποιικθκε αναςτροωι των ωάςεων, με τθν υδατικι ωάςθ να 

χρθςιμοποιείται ωσ κινθτι ςε ‘descending mode’ μζχρι το τζλοσ τθσ ανάλυςθσ με ροι 5 

mL/min και περιςτροωι 1100 rpm, απ’ όπου ςυνολικά προζκυψαν 2 ακόμθ ςυνενωμζνα 

κλάςματα (F,G). 

Ακολοφκθςε βιολογικι αξιολόγθςθ του δεφτερου κλάςματοσ (B=GGE, 0.35 g), το οποίο με 

βάςθ τθν χρωματογραωία TLC ιταν πλοφςιο ςε γκλαμπριδίνθ (Εικ.19α). Με ςκοπό τθν 

απομόνωςθ ςε κακαρι μορωι του μεταβολίτθ γκλαμπριδίνθ, προχωριςαμε ςε 
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παραςκευαςτικι χρωματογραωία TLC του εμπλουτιςμζνου κλάςματοσ GGE. Μία ποςότθτα 20 

mg του κλάςματοσ επιςτρϊκθκε ςε πλάκα TLC κανονικισ ωάςθσ και κινθτι ωάςθ μίγμα 

Hexane/EtOAc 30/70. Τελικά παραλιωκθκαν 11 mg γκλαμπριδίνθσ (Εικ.19α) με κακαρότθτα 

μεγαλφτερθ από 95 % όπωσ εκτιμικθκε από τθ μελζτθ του ωάςματοσ πρωτονίου 1H-NMR 

(Εικ.19β). 

α 

 

 

 

 

β 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19: α) Γκλαμπριδίνθ β) Φάςμα 1H-NMR κακαρότθτασ γκλαμπριδίνθσ 

Γενικά για τισ ενότθτεσ 3.2 & 3.3: 

Θ αναλυτικι χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ (TLC) πραγματοποιικθκε ςε πλάκεσ Merck 

Kieselgel 60 F254 ι RP-8 F254. Τα ςιματα οπτικοποιικθκαν με τθ χριςθ υπεριϊδουσ 

ακτινοβολίασ (254 και 365 nm) ι/και με ψεκαςμό με αντιδραςτιριο εμωάνιςθσ κειϊκι 

βανιλίνθ και κζρμανςθ για 2 λεπτά ςτουσ 1100C. Τα χρωματογραωιματα αποτυπϊκθκαν ςε 

ςυςκευι CAMAG TLC Visualizer. Θ παραςκευαςτικι χρωματογραωία TLC πραγματοποιικθκε 

ςε πλάκεσ (PLC Silica gel 60 F254, 1 mm) όπου θ επικυμθτι ηϊνθ απορρόωθςθσ παραλιωκθκε 

με απόξεςθ και ο μεταβολίτθσ εκχυλίςτθκε από το προςροωθτικό υλικό (silica gel) με διαλφτθ 
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οξικό αικυλεςτζρα. Τα χθμικά, οι διαλφτεσ και τα αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν 

προζρχονται από τθν εταιρεία Merck (Darmstadt, Germany). Οι εκχυλίςεισ των ωυτικϊν ειδϊν 

πραγματοποιικθκαν ςε ςυςκευι επιταχυνόμενθσ εκχφλιςθσ ASE (Accelerated Solvent 

Extraction) Dionex 300. Θ εξάτμιςθ των διαλυτϊν πραγματοποιικθκε ςε περιςτροωικό 

αποςτακτιρα κενοφ (Rotavapor R-3000r, Buchi, Switzerland). H ωυγόκεντροσ χρωματογραωία 

κατανομισ (Centrifugal Partition Chromatography) πραγματοποιικθκε ςτο όργανο Kromaton 

FCPC το οποίο είναι εξοπλιςμζνο με ςτιλθ 200 mL, προςαρμοηόμενθ περιςτροωι 200-2000 

rpm και προπαραςκευαςμζνθ εργαςτθριακι αντλία (Alliance), με όριο αςωαλείασ για πίεςθ 50 

bar. Τα ωάςματα NMR καταγράωθκαν ςε ωαςματογράωο 600 MHz (Bruker Advance III 600 

MHz and DRX 400) με χριςθ δευτεριωμζνθσ μεκανόλθσ (MeOD) ωσ διαλφτθ. 

 

 

3.4. Δοκιμαςία αναςτολισ πολλαπλαςιαςμοφ (MTT) 

α. Αρχι τθσ μεκόδου 

Ρρόκειται για χρωματομετρικι δοκιμι με τθν ουςία ΜΤΤ *(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide+, θ οποία χρθςιμοποιείται ευρζωσ για μελζτεσ αναςτολισ 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ. Είναι γριγορθ και ακριβισ, δεν απαιτεί τθν χριςθ 

ραδιοϊςοτόπων και μπορεί να μετριςει ταυτόχρονα μεγάλο αρικμό δειγμάτων. Το άλασ του 

τετραηολίου διαςπάται μζςω του ενηφμου διχδρογενάςθ που εντοπίηεται ςτα ενεργά 

μιτοχόνδρια των ηωντανϊν κυττάρων και παράγονται οι κρφςταλλοι ωορμαηανίου οι οποίοι 

ζχουν ςκοφρο μπλε-μωβ χρϊμα. Κακϊσ θ διάςπαςθ του άλατοσ του τετραηολίου 

πραγματοποιείται μόνο ςε μεταβολικά ενεργά κφτταρα, θ ζνταςθ του χρϊματοσ είναι ανάλογθ 

με τον αρικμό των ηωντανϊν κυττάρων που βρίςκονται ςτθν καλλιζργεια και κατϋαυτόν τον 

τρόπο επιτυγχάνεται προςδιοριςμόσ του ποςοςτοφ τουσ και ποςοτικοποίθςθ τθσ 

αποτελεςματικότθτασ των επιδράςεων ςτθν αναςτολι του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ 

[140]. 
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β. Όργανα-Αντιδραςτιρια-Αναλϊςιμα 

 Καταγραωζασ απορρόωθςθσ ELISA (Elisa reader Powerwave, BioTek) 

 Αυτόματεσ πιπζτεσ 

 Tips (10 μL, 200 μL, 1000 μL) 

 Ρλακίδια 96 κζςεων (Corning) 

 Dulbecco’s modified Eagle’s medium F/12 (DMEM/F12, Lonza)-10% FBS (Biosera) 

 ΜΤΤ [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (Sigma) 

 DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Fischer) 

γ. Πρωτόκολλο 

Τα κφτταρα PC-3 καλλιεργοφνται ςε κρεπτικό υλικό DMEM με 10 % FBS ςε πλάκα 

μικροτιτλοποίθςθσ 96 κζςεων. Σε κάκε πθγαδάκι τοποκετοφνται 750 κφτταρα ςε τελικό όγκο 

150 μL και υποβάλλονται ςε 96 ϊρεσ επϊαςθ υπό τθν επίδραςθ των παρακάτω παραγόντων: 

Αδριαμυκίνθ - SEE 

Αδραμυκίνθ: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nM 

SEE: 400, 200, 150, 100, 75, 50, 37.5, 25, 12.5, 6.25 μg/mL 

Σιλιμπίνεσ: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 μg/mL 

Σιλυκριςτίνθ: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 μg/mL 

Συγχοριγθςθ αδριαμυκίνθσ και SEE όπου γίνεται επίδραςθ ςτακερισ δόςθσ SEE 50 μg/mL ςε 

PC-3 κφτταρα ςε ςταδιακά μειοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ αδριαμυκίνθσ 100, 50, 25, 12.5, 6.25 και 

3.125 nM. 

Αδριαμυκίνθ- GGE 

Αδραμυκίνθ: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nM 

GGE: 400, 200, 150, 100, 75, 50, 37.5, 25, 12.5, 6.25 μg/mL 

Συγχοριγθςθ αδριαμυκίνθσ και GGE με επίδραςθ ςτακερισ δόςθσ GGE 35 μg/mL ςε PC-3 

κφτταρα ςε ςταδιακά μειοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ αδριαμυκίνθσ 100, 50, 25, 12.5, 6.25 και 3.125 

nM. 
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Μετά τθν παρζλευςθ 96 ωρϊν, ςε κάκε πθγαδάκι προςτίκεται ποςότθτα 15 μL (ςυγκζντρωςθσ 

5 mg/mL) ωιλτραριςμζνου διαλφματοσ ΜΤΤ και ακολουκεί επϊαςθ ςτον κλίβανο 

κυτταροκαλλιζργειασ για 4 ϊρεσ. Αωαιρείται το κρεπτικό υλικό και προςτίκενται 100 μL DMSO 

για να διαλυτοποιθκοφν οι κρφςταλλοι ωορμαηανίου. Τζλοσ, μετράται θ απορρόωθςθ ςτα 540 

nm με τθ χριςθ του καταγραωζα απορρόωθςθσ ELISA ενϊ θ ςυλλογι των αποτελεςμάτων 

γίνεται με τθ χριςθ του λογιςμικοφ Gen5. 

 

3.5. Επίδραςθ ουςιών ςτα κφτταρα 

α. Όργανα-Αντιδραςτιρια-Αναλϊςιμα 

 Φυγόκεντροσ 

 Φλάςκεσ 25 cm2 (Corning) 

 Αυτόματεσ πιπζτεσ 

 Tips (200 μL, 1000 μL) 

 Dulbecco’s modified Eagle’s medium F/12 (DMEM/F12)-10% FBS 

 PBS (Phosphate buffered saline) 

 Θρυψίνθ (Trypsin-EDTA 1x) (Sigma) 

β. Πρωτόκολλο 

Tα κφτταρα πλζνονται με 5 mL PBS, αποκολλϊνται με 1 mL κρυψίνθ και ςυλλζγονται με 3 mL 

DMEM. Στθ ςυνζχεια ωυγοκεντροφνται για 5 λεπτά ςτισ 1500 ςτροωζσ και αποχφνεται το 

υπερκείμενο υγρό. Ακολουκεί επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 1 mL DMEM και μζτρθςθ του 

αρικμοφ τουσ. Τα κφτταρα PC-3 (100.000 κφτταρα) κατόπιν μεταωζρονται ςε ωλάςκεσ 25 cm2, 

με κρεπτικό υλικό DMEM F-12 και καλλιεργοφνται για 24 ϊρεσ. Στθ ςυνζχεια, ςε κάκε ωλάςκα 

πραγματοποιείται μία επίδραςθ και ακολουκεί επϊαςθ για 48 ϊρεσ. Οι επιδράςεισ είναι οι 

ακόλουκεσ:  

 

Μονοχορθγιςεισ: Αδριαμυκίνθ 25 nM, Αδριαμυκίνθ 50 nM,  

                              SEE 50 μg/mL, GGE 35 μg/mL 
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Συγχορθγιςεισ: Αδριαμυκίνθ 25 nM + SEE 50 μg/mL,  

                           Αδριαμυκίνθ 25 nM + GGE 35 μg/mL 

 

Θ αδριαμυκίνθ χορθγείται ςε υδατικό διάλυμα ενϊ το SEE και το GGE είναι διαλυμζνα ςε 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide). 

Μετά από τθν 48ωρθ επϊαςθ με τουσ παραπάνω παράγοντεσ, αωαιρείται το κρεπτικό υλικό, 

τα κφτταρα πλζνονται με PBS (Phosphate buffered saline) και αποκολλϊνται με κρυψίνθ. Στθ 

ςυνζχεια ωυγοκεντροφνται για 3 λεπτά ςε 1550 g και αποχφνεται το υπερκείμενο υγρό. 

Ακολουκεί επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 1 mL PBS και δεφτερθ ωυγοκζντρθςθ ςε 1550 g για 

5 λεπτά. Αποχφνεται το υπερκείμενο υγρό και τα κφτταρα ωυλάςςονται ςτουσ -80o C. 

γ. Διαλφματα 

 ΢υκμιςτικό διάλυμα PBS (pH = 7.4) 

NaCl 8 g (137 mM) 

KCl 0.2 g (2.7 mM) 

Na2HPO4 1.44 g (10 mM) 

KH2PO4  0.25gr (1.8 mM)              Τελικόσ όγκοσ 1L ςε ddH2O 

                             

 

3.6. Κυτταρομετρία ροισ  

 

α. Αρχι τθσ μεκόδου 
 

Θ κυτταρομετρία ροισ αποτελεί μια τεχνολογία κατά τθν οποία μετρϊνται και αναλφονται 

πολλά ωυςιολογικά χαρακτθριςτικά των κυττάρων κακϊσ κινοφνται μζςα ςε ζνα υγρό ρεφμα 

διαπερνϊντασ μια ακτίνα ωωτόσ. Τα χαρακτθριςτικά που μετρϊνται είναι το μζγεκοσ του 

κυττάρου, θ εςωτερικι πολυπλοκότθτα του, θ υωι τθσ εξωτερικισ μεμβράνθσ (πόςο κοκκιϊδθσ 

είναι) κακϊσ και θ ςχετικι ζνταςθ του ωκοριςμοφ που εκπζμπει. Ριο ςυγκεκριμζνα, μζςα ςτον 

κυτταρομετρθτι ροισ τα κφτταρα κινοφνται μζςω ενόσ υγροφ ρεφματοσ ιςοτονικϊν 

διαλυμάτων τα οποία ςχθματίηουν μια ελαςματοειδι ροι επιτρζποντασ ςτα κφτταρα να 

διαπερνοφν ζνα-ζνα τθν ακτίνα ωωτόσ laser. Μόλισ τα κφτταρα δεχκοφν το ωωσ, το διακλοφν 

υπό διάωορεσ γωνίεσ ανάλογα με τα μορωολογικά χαρακτθριςτικά τουσ, ενϊ αν υπάρχουν 

ωκορίηοντα ςυςτατικά εκπζμπουν ωκοριςμό. Το διακλϊμενο και ωκορίηον ωωσ ςυλλζγονται 
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από ωακοφσ και κατόπιν διζρχονται από ειδικά ωίλτρα και κακρζπτεσ και τελικά μετατρζπονται 

ςε θλεκτρονικό ςιμα που απεικονίηεται ςτθν οκόνθ του υπολογιςτι (Εικ.20) [141].  

 

 

 

Εικόνα 20: Αρχζσ κυτταρομετρίασ ροισ. Michael Brown, Carl Wittwer, Flow Cytometry: Principles and Clinical 

Applications in Hematology. Clinical Chemistry 2000;46:1221-122. 

 

Χρωςτικζσ και κυτταρομετρία ροισ 

Propidium Iodide (PI): Το PI αποτελεί μια ωκορίηουςα χρωςτικι θ οποία προςδζνεται μεταξφ 

των νουκλεοτιδίων του DNA και είναι διαπερατι μόνο από νεκρά κφτταρα, ενϊ εκπζμπει ςε 

μικοσ κφματοσ 617 nm. Ζτςι, ςτο πρωτόκολλο που χρθςιμοποιείται, το ΢Ι διαπερνά τα νεκρά 

μονιμοποιθμζνα κφτταρα και προςδζνεται ςτο DNA τουσ, επιτρζποντασ τθν ποςοτικοποίθςθ 

του και κατϋεπζκταςθ τον προςδιοριςμό τθσ ωάςθσ του κυτταρικοφ κφκλου (Εικ.21) [142]. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 21: Η ςχζςθ ανάμεςα ςτισ φάςεισ του 

κυτταρικοφ κφκλου και το ιςτόγραμμα του DNA. 
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Annexin V-FITC: Κατά τα πρϊιμα ςτάδια τθσ απόπτωςθσ όπου ξεκινάει θ αποδιοργάνωςθ τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ, το ωωςωολιπίδιο ωωςωατιδυλο-ςερίνθ (PS) μετακινείται από τθν 

εςωτερικι προσ τθν εξωτερικι ςτιβάδα τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ και εκτίκεται ςτον 

εξωκυττάριο χϊρο. Θ Annexin V-FITC είναι μια πρωτεΐνθ 35-36 ΚDa ςυηευγμζνθ με το 

χρωμοωόρο FITC (εκπζμπει ωκοριςμό ςε μικοσ κφματοσ 350 nm) θ οποία προςδζνεται ιςχυρά 

με τθν εκτεκειμζνθ ωωςωατιδυλο-ςερίνθ, λειτουργϊντασ ωσ ανιχνευτισ των κυττάρων που 

βρίςκονται ςτα πρϊιμα ςτάδια τθσ απόπτωςθσ [143]. 

 

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD): Αποτελεί μια ωκορίηουςα χρωςτικι που προςδζνεται 

ανάμεςα ςτισ βάςεισ του DNA (ςε περιοχζσ πλοφςιεσ ςε GC) και εκπζμπει ςε μικοσ κφματοσ 

647 nM. Το 7ΑΑD είναι διαπερατό από τθν κυτταρικι μεμβράνθ των κατεςτραμμζνων ι 

νεκρϊν κυττάρων ενϊ δεν διαπερνά τθν άκικτθ μεμβράνθ των ηωντανϊν κυττάρων [144]. 

Ο ςυνδυαςμόσ των δφο χρωςτικϊν Annexin V-7ΑΑD, επιτρζπει τθ διάκριςθ των ηωντανϊν 

κυττάρων (αρνθτικι Αnnexin V, αρνθτικό 7AAD), από κφτταρα που βρίςκονται ςε πρϊιμθ 

απόπτωςθ (κετικι Annexin V, αρνθτικό 7AAD) ι που ζχουν ιδθ πεκάνει (κετικι Annexin V, 

κετικό 7AAD) [145]. 

CYTO-ID detection kit Enzo: Το Enzo Life Sciences CYTO-ID® Autophagy Detection Kit είναι ενα 

αντιδραςτιριο που χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ αυτοωαγικϊν δομϊν μζςω 

κυταρομετρίασ ροισ. Το CYTO-ID® Autophagy Detection Kit περιλαμβάνει μια πράςινθ 

ωκορίηουςα χρωςτικι, θ οποία εκπζμπει ςτα 488nm όταν προςδζνεται ςτα κυςτίδια που 

παράγονται κατά τθν αυτοωαγία. Ο παραδοςιακόσ τρόποσ ανίχνευςθσ τθσ αυτοωαγίασ 

περιελάμβανε τθν μζτρθςθ του αυξθμζνου αρικμοφ αυτοωαγοςωμάτων που παράγονται μετά 

τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ. Ραρόλα αυτά, τα αυτοωαγοςϊματα αποτελοφν ζνα ενδιάμεςο 

ςτάδιο τθσ όλθσ διαδιακαςίασ. Θ ςυςςϊρευςθ των αυτοωαγοςωμάτων μπορεί να υποδθλϊνει 

τθν αυξθμζνθ επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ ι τθν αναςτολι τθσ δθμιουργίασ των αυτοωαγο-

λυςοςωμάτων. Για το λόγο αυτό, κα πρζπει να γίνεται μζτρθςθ τόςο τθσ παραγωγισ των 

αυτοωαγοςωμάτων όςο και τθσ ςφντθξισ τουσ με το λυςόςωμα. Για το ςκοπό αυτό, ςε αυτο το 

κιτ χρθςιμοποιοφνται θ ραπαμυκίνθ ωσ κετικόσ μάρτυρασ ςχθματιςμοφ αυτοωαγοςωμάτων 

και θ χλωροκίνθ ωσ μάρτυρασ αναςτολισ του ςχθματιςμοφ των αυτοωαγο-λυςοςωμάτων. 

Ριο ςυγκεκριμζνα, θ ραπαμυκίνθ αποτελεί ζνα λιποωιλικό αντιβιοτικό το οποίο 

χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ αναςτολζασ του ςυμπλόκου mTOR, λειτουργϊντασ ζτςι ωσ 
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επαγωγζασ τθσ αυτοωαγίασ ςε μια πλθκϊρα κυττάρων και κυτταρικϊν ςειρϊν. Το ςφμπλοκο 

mTOR εμποδίηει τθν αυτοωαγία ωωςωορυλιϊνοντασ πρωτεϊνεσ τθσ οικογζνειασ ATG. Θ 

ραπαμυκίνθ ςχθματίηει ςφμπλοκο με ζναν ενδοκυτταρικό υποδοχζα τθσ, τον FKBP12, ο οποίοσ 

αλλθλεπιδρά με τισ πρωτεϊνεσ του mTOR ςυμπλόκου εμποδίηοντασ τθν περαιτζρω μεταγωγι 

ςιματοσ για αναςτολι τθσ αυτοωαγίασ. Θ επαγϊμενθ από τθν ραπαμυκίνθ αυτοωαγία 

χαρακτθρίηεται από ςυςςϊρευςθ αυτοωαγικϊν κυςτιδίων και ζντονο ςχθματιςμό αυτοωαγο-

λυςοςωμάτων.  

 

Θ χλωροκίνθ αποτελεί ζνα αντι-ωλεγμονϊδεσ ωάρμακο το οποίο χρθςιμοποιείται για τθν 

κεραπεία τθσ ελονοςίασ. Καταςτζλλει τθ ωλεγμονι αυξάνοντασ το pH ςτο εςωτερικό των 

λυςοςωμάτων, αναςτζλλοντασ με αυτό τον τρόπο τθν δράςθ τουσ. Στο ςυγκεκριμζνο 

πρωτόκολλο, θ χλωροκίνθ χρθςιμοποιείται ωσ δείκτθσ αναςτολισ του ςχθματιςμοφ αυτοωαγο-

λυςοςωμάτων. 

 

β. Όργανα-Αντιδραςτιρια-Αναλϊςιμα  

 

 Κυτταρομετρθτισ ροισ BD Accuri C6 sampler 

 Φυγόκεντροσ 

 Αυτόματεσ πιπζτεσ 

 Tips (200 μL, 1000 μL) 

 PBS  

 Θρυψίνθ (Sigma) 

 Ακιουτάςθ (Accutase) (Sigma) 

 Απόλυτθ αικανόλθ 

 Staining Solution 

 PI (Propidium Iodide) (BD Pharmingen) 

 Staining Buffer (BD Pharmingen)   

 Annexin V-FITC (BD Pharmingen)  

 7AAD (BD Pharmingen) 
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γ.Ι. Πρωτόκολλο για μελζτθ των φάςεων του κυτταρικοφ κφκλου 

 

Μετά από τθν 48ωρθ επϊαςθ των κυττάρων με τουσ παραπάνω παράγοντεσ, αωαιρείται το 

κρεπτικό υλικό, τα κφτταρα πλζνονται με 3 mL PBS, αποκολλϊνται με 0.5 mL κρυψίνθ ςτουσ 

37ο C, και ςυλλζγονται με 2 mL κρεπτικό υλικό DMEM-10% FBS. Στθ ςυνζχεια ωυγοκεντροφνται 

για 5 λεπτά ςτισ ςε 1550 g και αποχφνεται το υπερκείμενο υγρό. Ακολουκεί επαναδιάλυςθ των 

κυττάρων ςε 1 mL PBS και δεφτερθ ωυγοκζντρθςθ ςτισ ςε 1550 g για 5 λεπτά. Αποχφνεται το 

υπερκείμενο υγρό και τα κφτταρα μονιμοποιοφνται με προςκικθ 1 mL κρφου PBS και 1 mL 

παγωμζνθσ αικανόλθσ (Absolute ethanol) και ωυλάςςονται ςτουσ 4oC. Ρριν τθ μζτρθςθ, τα 

κφτταρα ωυγοκεντροφνται ςτισ ςε 1550 g για 5 λεπτά, αποχφνεται το υπερκείμενο και 

επαναδιαλφονται ςε 400 μL staining buffer όπου και επωάηονται για 15 λεπτά ςτο ςκοτάδι. 

Ακολουκεί θ μζτρθςθ των ωάςεων του κυτταρικοφ κφκλου μζςω του κυτταρομετρθτι ροισ BD 

Accuri C6 sampler, ςτο κανάλι FL2, μζςω του λογιςμικοφ BD Accuri CSampler. 

 

 

γ.ΙΙ. Πρωτόκολλο για τθν μελζτθ τθσ απόπτωςθσ 

 

Μετά από τθν 48ωρθ επϊαςθ των κυττάρων με τουσ παραπάνω παράγοντεσ, αωαιρείται το 

κρεπτικό υλικό, τα κφτταρα πλζνονται με 3 mL PBS, αποκολλϊνται με 0.5 mL ακιουτάςθ ςε 

κερμοκραςία δωματίου και ςυλλζγονται με 2 mL κρεπτικό υλικό DMEM-10% FBS. Στθ ςυνζχεια 

ωυγοκεντροφνται για 5 λεπτά ςτισ ςε 1550 g και αποχφνεται το υπερκείμενο υγρό. Ακολουκεί 

επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 1 mL PBS και δεφτερθ ωυγοκζντρθςθ ςτισ ςε 1550 g για 5 

λεπτά. Αποχφνεται το υπερκείμενο υγρό και τα κφτταρα επαναδιαλφονται ςε 500 μL staining 

buffer (BD Pharmingen) ςτα οποία προςτίκενται 5 μL Annexin V-FITC (BD Pharmingen) και 5 μL 

7AAD (BD Pharmingen) και επωάηονται για 15 λεπτά ςτο ςκοτάδι. Ακολουκεί θ μζτρθςθ των 

κυττάρων που βρίςκονται ςε απόπτωςθ (early και late) ι νζκρωςθ μζςω του κυτταρομετρθτι 

ροισ BD Accuri C6 sampler και του λογιςμικοφ BD Accuri CSampler. Θ ανεξίνθ μετράται ςτο 

κανάλι FL1 ενϊ το 7AAD ςτο κανάλι FL3. 
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γ.ΙΙΙ Πρωτόκολλο για τθν ανίχνευςθ αυτοφαγικϊν δομϊν 

 

Χρθςιμοποιικθκε το Enzo Life Sciences CYTO-ID® Autophagy Detection Kit ςφμωωνα με τισ 

οδθγίεσ του καταςκευαςτι. 

 

δ. Διαλφματα 

 Staining Solution 

Stock solution μL ςε 5mL PBS Τελικι Συγκζντρωςθ 

PI* (4 mg/mL ςε DMSO) 62 50 μg/mL 

Tris HCl (pH 7.5) 1 M 50 10 mM 

MgCl2 1 M 25 5 mM 

RNAse A (10 mg/mL) 5 10 μg/mL 

 

 

3.7. Real time qPCR 

α. Αρχι τθσ μεκόδου  
 
Κατά τθν αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

πραγματοποιείται θ λογαρικμικι ενηυμικι ενίςχυςθ μικρϊν αλλθλουχιϊν DNA (100-600 bp), 

χρθςιμοποιϊντασ ωσ υπόςτρωμα ζνα μεγαλφτερο δίκλωνο μόριο DNA. Για το ςκοπό αυτό, 

χρθςιμοποιοφνται δφο εκκινθτζσ (primers), κακζνασ από τουσ οποίουσ είναι ςυμπλθρωματικόσ 

προσ μια ςυγκεκριμζνθ αλλθλουχία μιασ εκ των δφο αλυςίδων του DNA. Σε κάκε κφκλο τθσ 

διαδικαςίασ ενίςχυςθσ, οι δφο κλϊνοι τθσ αλλθλουχίασ του DNA αποδιατάςςονται μζςω 

αφξθςθσ τθσ κερμοκραςίασ. Ακολουκεί μείωςθ τθσ κερμοκραςίασ για τθν πρόςδεςθ των 

εκκινθτϊν και κατόπιν θ αλλθλουχία των εκκινθτϊν επιμθκφνεται μζςω τθσ DNA πολυμεράςθσ, 

με τελικό αποτζλεςμα τθν παραγωγι αντιγράωων τθσ αλλθλουχίασ-ςτόχου. Μετά από 

επαναλαμβανόμενουσ κφκλουσ τθσ διαδικαςίασ παρατθρείται λογαρικμικι αφξθςθ των 

αντιγράωων τθσ επικυμθτισ αλλθλουχίασ [146].  

Θ ποςοτικι PCR ςε πραγματικό χρόνο (Real Time quantitative PCR,) αποτελεί μια γριγορθ, 

αξιόπιςτθ και ευαίςκθτθ μζκοδο, θ οποία επιτρζπει επιπλζον τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ αλλθλουχίασ-ςτόχου κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ αντίδραςθσ, μζςω τθσ 

παρακολοφκθςθσ τθσ αφξθςθσ του ωκοριςμοφ κάποιασ ωκορίηουςασ ουςίασ. Στθ ςυγκεκριμζνθ 

περίπτωςθ, ο ωκοριςμόσ μετριζται ςε κάκε κφκλο τθσ PCR, με αποτζλεςμα να προκφπτει μια 
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καμπφλθ ενίςχυςθσ (amplification plot), γεγονόσ που επιτρζπει τθν παρακολοφκθςθ όλθσ τθσ 

διαδικαςίασ τθσ αντίδραςθσ. Θ αφξθςθ του ςιματοσ ωκοριςμοφ είναι ανάλογθ του 

ςυντικζμενου προϊόντοσ και ςχετίηεται άμεςα με τθν ποςότθτα του αρχικοφ υποςτρϊματοσ 

[147].  

Θ καμπφλθ ενίςχυςθσ διακρίνεται ςε τρεισ ωάςεισ: τθν εκκετικι, τθ γραμμικι και τθ ωάςθ 

κορεςμοφ. Κατά τθν εκκετικι ωάςθ (exponential phase), ςε κάκε κφκλο τθσ αντίδραςθσ 

πραγματοποιείται ακριβισ διπλαςιαςμόσ του προϊόντοσ, κακϊσ βρίςκονται ςε περίςςεια όλα 

τα απαραίτθτα για τθν PCR ςυςτατικά (π.χ. dNTPs, εκκινθτζσ, πολυμεράςθ). Ακολουκεί θ 

γραμμικι ωάςθ κατά τθν οποία κάποια από τα αντιδραςτιρια αρχίηουν να εξαντλοφνται, ενϊ 

παράλλθλα ςυςςωρεφονται αναςτολείσ και τελικά θ αντίδραςθ ςταματάει εντελϊσ, οπότε θ 

καμπφλθ ωκοριςμοφ ωτάνει ςε ςθμείο κορεςμοφ (plateau) [148].  

Οι μετριςεισ για τθν ποςοτικοποίθςθ γίνονται ςτθν εκκετικι ωάςθ τθσ αντίδραςθσ όπου 

απαραίτθτθ παράμετρο για τθν ποςοτικοποίθςθ αποτελεί θ τιμι Ct (threshold cycle). 

Ρρόκειται για τον αρικμό των κφκλων τθσ αντίδραςθσ ενίςχυςθσ που απαιτοφνται ϊςτε θ τιμι 

του παρατθροφμενου ωκοριςμοφ να προςεγγίηει ζνα ςυγκεκριμζνο όριο (threshold). Θ τιμι 

του ορίου αυτοφ ορίηεται πάνω από τθν αντίςτοιχθ του μθ-ειδικοφ ςιματοσ (background). Θ 

τιμι Ct είναι αντιςτρόωωσ ανάλογθ τθσ αρχικισ ποςότθτασ του υποςτρϊματοσ, κακϊσ όςο 

μικρότερθ είναι θ τιμι Ct τόςο υψθλότερθ είναι θ ςυγκζντρωςθ του αρχικοφ υποςτρϊματοσ 

[148]. 

Στο παρόν πρωτόκολλο χρθςιμοποιείται θ χρωςτικι SYBR green θ οποία ενςωματϊνεται ςε 

δίκλωνο μόριο DNA (dsDNA). Θ SYBR green διεγείρεται με ακτινοβολία μικουσ κφματοσ 497 nm 

και εκπζμπει ςτα 520 nm ενϊ δεν ωκορίηει όταν βρίςκεται ελεφκερθ ςε διάλυμα [147]. 

 

β. Όργανα-Αναλϊςιμα-Αντιδραςτιρια 

Για τθν απομόνωςθ RNA 

 Φυγόκεντροσ 

 Nanophotometer (Implen) 

 Tips (200 μL, 1000 μL) 

 Νucleozol (Macherey-Nagel) 

 RNAse free water (Gibco) 

 Ιςοπροπανόλθ 

 Αικανόλθ 75 % 
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Για τθν RT-PCR 

 PCR System (PTC-200, MJ Research) 

 Σωλθνάκια τφπου Eppendorf (500 μL) 

 Tips (10 μL) 

  Prime Script RT Reagent Kit (Takara) 

 

Για τθν qPCR 

 StepOnePlus-Real time PCR System (Applied Biosystems) 

 Ρλακίδια 96 κζςεων (Applied Biosystems) 

 Tips (10 μL) 

 POWERUP SYBR green master mix (Fisher) 

 RNAse free water (Gibco) 

 

 

γ. Πρωτόκολλο  

 Απομόνωςθ RNA 

To oλικό RNA των κυττάρων απομονϊκθκε χρθςιμοποιϊντασ το αντιδραςτιριο Nucleozol 

(Macherey-Nagel) ςφμωωνα με τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. 

1) Απομακρφνεται το κρεπτικό υλικό από τθ ωλάςκα και προςτίκεται 1 mL Nucleozol. Με 

επαναλαμβανόμενο πιπετάριςμα εξαςωαλίηεται θ διάςπαςθ των κυττάρων. Το διάλυμα 

μεταωζρεται ςε eppendorf. 

2) Ρροςτίκενται 400 μL RNAase free H2O και το διάλυμα ανακινείται ζντονα για 15 

δευτερόλεπτα και κατόπιν επωάηεται για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Ακολουκεί 

ωυγοκζντρθςθ για 15 λεπτά ςτα 12000 g ςε κερμοκραςία δωματίου.  

3) 500 μL από το υπερκείμενο μεταωζρονται ςε νζο eppendorf και προςτίκενται 500 μL 

ιςοπροπανόλθσ. Το δείγμα επωάηεται για 10 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου και ακολουκεί 

ωυγοκζντρθςθ ςτα 12000 g για 10 λεπτά.  

4) Απομακρφνεται το υπερκείμενο και προςτίκενται 500 μL 75 % αικανόλθσ. Ακολουκεί 

ωυγοκζντρθςθ για 3 λεπτά ςε 7000 g. Απομακρφνεται το υπερκείμενο και επαναλαμβάνεται το 

βιμα. 
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5) Απομακρφνεται το υπερκείμενο και το RNA που ζχει απομονωκεί επαναδιαλφεται ςε 20 μL 

RNAse free H2O. 

 

 1 μL από το ολικό RNA που απομονϊκθκε, ποςοτικοποιείται μζςω μζτρθςθσ ςτο 

νανοωωτόμετρο (Nanophotometer, Implen) 

 

 Σφνκεςθ cDNA 

1 μg RNA χρθςιμοποιείται για τθ ςφνκεςθ cDNA μζςω αντίςτροωθσ μεταγραωισ ςφμωωνα με 

τισ οδθγίεσ του Prime Script RT reagent kit (Takara). 

Για κάκε αντίδραςθ (10 μL τελικόσ όγκοσ) χρθςιμοποιοφνται: 

 

 

 

 

 

Οι ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ είναι: 37ο C για 15 λεπτά, 85ο C για 15 sec, 4o C διατιρθςθ. 

 Real time qPCR 

Οι αλλθλουχίεσ των γονιδίων-ςτόχων ενιςχφονται χρθςιμοποιϊντασ το POWERUP SYBR green 

master mix (Fisher) ςφμωωνα με τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. Οι αντιδράςεισ 

πραγματοποιοφνται ςτο StepOnePlus-Real time PCR System (Applied Biosystems) και θ ςυλλογι 

των δεδομζνων γίνεται με τθ χριςθ του λογιςμικοφ StepOne Software v2.3 (Applied 

Biosystems). 

 

Για κάκε αντίδραςθ (τελικόσ όγκοσ 10 μL) χρθςιμοποιοφνται: 

1 μL cDNA 

0.6 μΜ από κάκε εκκινθτι 

5 μL POWERUP SYBR green master mix 

2.8 μL RNAase free H2O 

 

 

5X PrimeScript Buffer (for Real Time) 2 μL 

PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5 μL 

Oligo dT Primer (50 μM) 0.5 μL 

Random 6 mers (100 μM) 0.5 μL 

total RNA 1 μL 

RNase Free dH2O 5.5 μL 



                                                                                                                                                     
 

68 
 

 

ενϊ οι ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ είναι: 

50o C για 2 min  

95o C για 2 min  

95o C για 15 sec  

Θερμοκραςία τιξθσ ανάλογα με το κάκε ηευγάρι των εκκινθτϊν για 30 sec  

72o C για 45 sec  

 

Πλα τα δείγματα αναλφονται ςε 2 αντίγραωα ενϊ θ ATPάςθ χρθςιμοποιείται ωσ γονίδιο 

αναωοράσ. Για κάκε δείγμα παράγονται καμπφλεσ τιξθσ προκειμζνου να ανιχνευτεί θ 

δθμιουργία διμερϊν των εκκινθτϊν κακϊσ και να πιςτοποιθκεί θ ειδικότθτα των παραγόμενων 

κορυωϊν για τα γονίδια-ςτόχουσ. Θ ποςοτικοποίθςθ τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ γίνεται 

χρθςιμοποιϊντασ τθ ςυγκριτικι μζκοδο 2-ΔΔCT. 

Στον πίνακα που ακολουκεί παρατίκενται οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν κακϊσ και οι κερμοκραςίεσ τιξθσ τουσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αλλθλουχία εκκινθτι Τm 

LC3A forward 5’-CGTCCTGGACAAGACCAAGT-3’  60o C 

LC3A reverse 5’-CTCGTCTTTCTCCTGCTCGT-3’ 60o C 

Βeclin1 forward 5’- GATGGAAGGGTCTAAGACG TCCAA-3' 51o C 

Βeclin1 reverse 5'-TTTCGCCTGGGCTGTGGTAAG-3' 51o C 

AMBRA1 forward 5’- ATACTACGCCCAGAGGATGA-3’  56o C 

AMBRA1 reverse 5’-GAAGAAGAGGAGGTGGAAGAAC-3’ 56o C 

ULK1 forward 5'- TCGAGTTCTCCCGCAAGG -3' 57o C 

ULK1 reverse 5'- CGTCTGAGACTTGGCGAGG -3' 57o C 

ATPase forward 5’-GCCAAGTATTGAAATTGGAGGC-3’ 55o C 

ATPase reverse 5’-TCGCCAATGCGCACAA-3’ 55o C 

40 κφκλοι 



                                                                                                                                                     
 

69 
 

3.8. Λφςθ των κυττάρων-Απομόνωςθ πρωτεϊνών 

 

Σε ωλάςκεσ 25 cm2, τοποκετοφνται 75.000 κφτταρα και επωάηονται για 48 ϊρεσ με ADR, SΕΕ, 

GGE, ADR+SEE, ADR+GGE. Ρροκειμζνου να απελευκερωκοφν οι προσ μελζτθ πρωτεΐνεσ, οι 

οποίεσ ζχουν κυτταροπλαςματικό εντοπιςμό, πραγματοποιείται πρωτόκολλο λφςθσ των 

κυττάρων. 

α. Όργανα-Αναλϊςιμα-Αντιδραςτιρια 

 Φυγόκεντροσ 

 Tips (200 μL) 

 Falcon tubes (15 mL) 

 Σωλθνάκια τφπου Eppendorf (500 μL) 

 Διάλυμα λφςθσ κυττάρων (Cell Lysis Buffer) 

 

β.Πρωτόκολλο 

Τα κφτταρα διαλφονται ςτο διάλυμα λφςθσ και θρεμοφν για 15 λεπτά ςε πάγο. Ακολουκεί 

ωυγοκζντρθςθ ςε 15200 g και κερμοκραςία 4ο C για 15 λεπτά. Συλλζγεται το υπερκείμενο υγρό 

το οποίο ωυλάςςεται ςτουσ -80ο C. Το ίηθμα με τα υπολείμματα των κυττάρων απορρίπτεται. 

 

γ.Διαλφματα 

Το διάλυμα λφςθσ αποτελείται από RIPA buffer και 5 % πρόςωατα παραχκζντων αναςτολζων 

ϊςτε να αναςταλεί θ πρωτεόλυςθ, θ αποωωςωορυλίωςθ κλπ. 

 RIPA buffer 

 Tris-HCl 0.05 M                        (Tris-HCl 0.4728 g) 

 0.1 % SDS (προαιρετικά)          (600 μL SDS 10 %) 

 0.15 Μ NaCl                             (0.526 g NaCl) 

΢φκμιςθ pΘ ςε 7.6 

 1 % Igepal                                 (600 μL Igepal CA-630 solution) 

 0.3 g Na-DOC 

                                                      Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 
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 Διάλυμα λφςθσ κυττάρων (Cell Lysis Buffer) 

Σε 2 mL RIPA Buffer προςτίκενται οι παρακάτω αναςτολείσ 

 

Αναςτολζασ Μ.Β. Διαλφτθσ Αρχικι 
΢υγκζντρωςθ 

Σελικι 
΢υγκζντρωςθ 

Όγκοσ 

Λευπεπτίνθ 463 dH2O 10 mg/mL 10 μg/mL 2 μL 

Ρεπςτατίνθ 685.9 EtOH 1 mg/mL 10 μg/mL 20 μL 

Απροτινίνθ 6511.2 Hepes 1 M ι 

dH2O 

7 mg/mL 10 μg/mL 2,8 μL 

PMSF 174.2 Isopropanol 100 mM 1 mM 20 μL 

NaF 41.99 dH2O 10 mM 1 mM 2 μL 

Na3VO4 183.9 dH2O (pΘ = 10) 100 mM 1 mM 20 μL 

 

Οι αναςτολείσ παραμζνουν ενεργοί ςε υδατικό διάλυμα μόνο για 20 λεπτά οπότε το cell lysis 

buffer χρθςιμοποιείται αμζςωσ μετά τθν παραςκευι του. 

 

 

3.9. Δοκιμαςία προςδιοριςμοφ πρωτεϊνών με τθ μζκοδο Bradford 

α. Αρχι τθσ μεκόδου 

Θ δοκιμαςία Bradford αποτελεί ωαςματοςκοπικι αναλυτικι τεχνικι που χρθςιμοποιείται για 

τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των πρωτεϊνϊν ςε ζνα δείγμα. Βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι 

θ χρωςτικι Coomassie Brilliant Blue G-250 ζχει τθν ικανότθτα να προςδζνεται ςτισ πρωτεΐνεσ, 

και πιο ςυγκεκριμζνα ςτα βαςικά και αρωματικά κατάλοιπα των πρωτεϊνϊν. Θ χρωςτικι 

εμωανίηεται ςε τρεισ μορωζσ: τθν κατιονικι που ωζρει κόκκινο χρϊμα, τθν ουδζτερθ με 

πράςινο χρϊμα και τθν ανιονικι με μπλε χρϊμα. Υπό όξινεσ ςυνκικεσ, θ χρωςτικι είναι διπλά 

πρωτονιωμζνθ και βρίςκεται ςτθν κατιονικι μορωι τθσ με κόκκινο χρϊμα και ζχει μζγιςτθ 

απορρόωθςθ ςτα 470 nm. Πταν όμωσ ςυνδεκεί με τισ πρωτεΐνεσ μετατρζπεται ςτθν ςτακερι 

μθ πρωτονιωμζνθ μορωι τθσ που ωζρει μπλε χρϊμα και ζχει μζγιςτθ απορρόωθςθ ςτα 595 nm 

[149]. 
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β. Όργανα-Αναλϊςιμα-Αντιδραςτιρια 

 Καταγραωζασ απορρόωθςθσ ELISA (Elisa reader Powerwave, BioTek) 

 Αυτόματεσ πιπζτεσ 

 Tips (10 μL, 200 μL, 1000 μL) 

 Ρλακίδια 96 κζςεων (Corning) 

 BSA (Bovine Serum Albumin) 

 dH2O 

 Dye Reagent (Biorad) 

γ. Πρωτόκολλο 

  Σε πλάκα μικρο-τιτλοποίθςθσ προςτίκεται ποςότθτα οροφ βόειασ αλβουμίνθσ, BSA (Bovine 

Serum Albumin) ςε αρχικι ςυγκζντρωςθ 1 mg/mL ςταδιακά αραιωμζνθ με απιονιςμζνο νερό 

ζωσ ςυγκζντρωςθ 0.03125 mg/mL για τθν καταςκευι τθσ καμπφλθσ αναωοράσ.  

  Τα δείγματα αραιϊνονται με dH2O ςε αναλογία 1:5 (2 μL δείγματοσ και 8 μL νεροφ)  

  Ρροςτίκεται ςε κάκε πθγαδάκι ποςότθτα 200 μL Dye Reagent.  

  Μετράται θ απορρόωθςθ των ςυμπλόκων ςτα 595 nm.  

Από τθν καμπφλθ αναωοράσ και μζςω τθσ μετροφμενθσ απορρόωθςθσ, υπολογίηεται θ 

άγνωςτθ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςε κάκε δείγμα. 
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3.10. Μζκοδοσ ενηυμικισ ανοςοπροςρόφθςθσ (ELISA) 

α. Αρχι τθσ μεκόδου 

Θ τεχνικι ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) ςυνδυάηει τθν ειδικότθτα και τθν 

ευαιςκθςία των αντιςωμάτων προκειμζνου να 

ανιχνευκεί και να βρεκεί θ ςυγκζντρωςθ ενόσ 

ςυγκεκριμζνου αντιγόνου-ουςίασ προσ μελζτθ. 

Ραρόλο που υπάρχουν αρκετζσ παραλλαγζσ τθσ 

μεκόδου τα βαςικά βιματα περιλαμβάνουν: 

 1) Επϊαςθ τθσ πλάκασ μικρό-τιτλοποίθςθσ με το 

αντιγόνο 2) Επϊαςθ με το πρωτογενζσ αντίςωμα το οποίο προςδζνεται ειδικά ςτο αντιγόνο 3) 

Ρροςκικθ δευτερογενοφσ αντιςϊματοσ το οποίο αναγνωρίηει και προςδζνεται ςτο πρωτογενζσ 

αντίςωμα ενϊ ταυτόχρονα ωζρει ςυνδεδεμζνο ειδικό ζνηυμο 4) Επϊαςθ με το υπόςτρωμα του 

ενηφμου και 5) Το αποτζλεςμα τθσ αντίδραςθσ είναι θ παραγωγι ζγχρωμου προϊόντοσ, θ 

απορρόωθςθ του οποίου είναι ανάλογθ τθσ ποςότθτασ του υπό μελζτθ αντιγόνου. Θ πιο 

ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενθ παραλλαγι τθσ μεκόδου είναι θ sandwich ELISA κατά τθν οποία 

ςτθν πλάκα μικρο-τιτλοποίθςθσ υπάρχει εξ’αρχισ προςδεμζνο αντίςωμα ειδικό για το αντιγόνο 

(Εικ.21). Τα δείγματα επωάηονται ςτθν πλάκα και κατόπιν ξεπλζνονται, οπότε μόνο το υπό 

μελζτθ αντιγόνο μζνει προςκολλθμζνο ςτθν πλάκα επιτρζποντασ ζτςι τθ μελζτθ δειγμάτων 

χωρίσ να ζχει προθγθκεί ο κακαριςμόσ τουσ. Τα βιματα που ακολουκοφνται ςτθ ςυνζχεια είναι 

παρόμοια με αυτά που περιγράωθκαν παραπάνω [150]. 

β. Όργανα-Αναλϊςιμα-Αντιδραςτιρια 

 Καταγραωζασ απορρόωθςθσ ELISA (Elisa reader Powerwave, BioTek) 

 Αυτόματεσ πιπζτεσ 

 Tips (10 μL, 200 μL, 1000 μL) 

 Ρλακίδια 96 κζςεων (ENZO Life Sciences) 

γ. Πρωτόκολλο 

Στθ παροφςα εργαςία χρθςιμοποιοφνται τα ELISA kits τθσ εταιρείασ ΕΝΗΟ Life Sciences. Ριο 

ςυγκεκριμζνα, για τθν ανίχνευςθ τθσ πρωτεΐνθσ NBR1 χρθςιμοποιείται το NBR1 ELISA kit 

Εικόνα 22: Sandwich ELISA  
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Catalog # ADI-900-211 ενϊ για τθν πρωτεΐνθ p62 χρθςιμοποιείται το p62 ELISA kit Catalog # 

ADI-900-212 και μετράται θ απορρόωθςθ των δειγμάτων ςτα 450 nm. 

 

 

3.11. Western blotting 

α. Αρχι τθσ μεκόδου 

Θ μζκοδοσ Western Blotting χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ και ποςοτικοποίθςθ 

ςυγκεκριμζνων πρωτεϊνϊν μζςα από ζνα μείγμα με τθ χριςθ ειδικϊν αντιςωμάτων. Κακϊσ 

κάκε πρωτεΐνθ ζχει μια ςυγκεκριμζνθ αλλθλουχία αμινοξζων μπορεί να αναγνωριςτεί από ζνα 

αντίςωμα ςχεδιαςμζνο να προςδζνεται ειδικά με τθν ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ. 

Κατά τθν εωαρμογι τθσ μεκόδου, το μείγμα των πρωτεϊνϊν αρχικά αποδιατάςςεται και 

θλεκτροωορείται ςε γζλθ SDS-πολυακρυλαμιδίου. Κατά τθ διάρκεια τθσ θλεκτροωόρθςθσ, οι 

πρωτεΐνεσ είναι αρνθτικά ωορτιςμζνεσ λόγω τθσ πρόςδεςισ τουσ με το SDS και κινοφνται προσ 

το κετικό πόλο κατά μικοσ των πόρων που ωζρει θ γζλθ πολυκρυλαμιδίου όπου ςταδιακά 

διαχωρίηονται ςε ηϊνεσ με βάςθ το μοριακό τουσ βάροσ. Οι πρωτεΐνεσ με μικρότερο μοριακό 

βάροσ κινοφνται ταχφτερα μζςω των πόρων τθσ γζλθσ ενϊ οι πρωτεΐνεσ με μεγαλφτερο 

μοριακό βάροσ κινοφνται πιο αργά και αποτελοφν τθν αρχι του μετϊπου. 

Μετά τθν θλεκτροωόρθςθ, οι πρωτεΐνεσ μεταωζρονται ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. Με τθν 

ολοκλιρωςθ τθσ μεταωοράσ, θ μεμβράνθ πλζνεται και επωάηεται με διάλυμα μθ ειδικισ 

πρωτεΐνθσ με ςκοπό θ μθ ειδικι πρωτεΐνθ να προςδεκεί ςε περιοχζσ τθσ μεμβράνθσ όπου δεν 

υπάρχουν πρωτεΐνεσ του μετϊπου. Με τον τρόπο αυτό, αποτρζπεται θ πικανότθτα το 

αντίςωμα να ςυνδεκεί μθ ειδικά πάνω ςτθ μεμβράνθ δίνοντασ ζνα ψευδϊσ κετικό 

αποτζλεςμα. 

Ακολουκεί επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ με το πρωτογενζσ αντίςωμα το οποίο αναγνωρίηει και 

προςδζνεται ειδικά ςτθν υπό μελζτθ πρωτεΐνθ. Θ μεμβράνθ πλζνεται και κατόπιν γίνεται 

επϊαςθ με το δευτερογενζσ αντίςωμα το οποίο είναι ειδικό ζναντι του πρωτογενοφσ 

αντιςϊματοσ. Το δευτερογενζσ αντίςωμα προςδζνεται ςτο πρωτογενζσ αντίςωμα και 

ταυτόχρονα ωζρει ζνα ζνηυμο (π.χ. horse radish peroxidase) το οποίο μετά από αντίδραςθ με 

ειδικό υπόςτρωμα (π.χ. chemiluminenscent substrate) οδθγεί ςτθν παραγωγι ωωτόσ. Θ 
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παραγωγι ωωτόσ αποτυπϊνεται ςε ωιλμ και πραγματοποιείται θμι-ποςοτικι μζτρθςθ με τθ 

βοικεια ειδικοφ λογιςμικοφ (GelDoc) [151].  

β. Όργανα-Αναλϊςιμα-Αντιδραςτιρια 

 Biospectrum 515 Imaging System UVP (AnalytikJena) 

 Συςκευι θλεκτροωόρθςθσ (Biorad) 

 Tips (10 μL, 200 μL, 1000 μL) 

 Σωλθνάκια τφπου Eppendorf (500 μL) 

 Μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ-pads (Biorad) 

 Separating gel-stacking gel 

 2X Sample buffer 

 Running buffer 

 Transfer buffer 

 Blocking solution 

 Ρρωτογενι αντιςϊματα anti-LC3B (Novus), anti-GAPDH (Santa Cruz) 

 Δευτερογενι αντιςϊματα anti-mouse (Santa Cruz), anti-rabbit (Santa Cruz) 

 Αντιδραςτιρια εμωάνιςθσ SuperSignal West Pico Chemiluminenscent (Thermoscientific) 

γ. Πρωτόκολλο 

1θ θμζρα 

  20 μg πρωτεΐνθ από κάκε δείγμα υωίςταται βραςμό για 5 λεπτά ςτουσ 95o C μαηί με ίςθ 

ποςότθτα Sample buffer. (Το sample buffer περιζχει Tris-HCL που ενδείκνυται για 

κυτταροπλαςματικζσ πρωτεΐνεσ και SDS που προκαλεί αποδιάταξθ αυτϊν). 

  Τα δείγματα ωορτϊνονται ςτα κανάλια τθσ γζλθσ πολυακρυλαμιδίου, θ ςυςκευι γεμίηει με 

διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ (Running buffer) και πραγματοποιείται θλεκτροωόρθςθ ςτα 100 

Volts για περίπου μια ϊρα.  

  Μετά το πζρασ τθσ θλεκτροωόρθςθσ, αωαιρείται θ γζλθ και ξεπλζνεται με  ρυκμιςτικό 

διάλυμα μεταωοράσ (Transfer buffer). Συναρμολογείται θ ςυςκευι, γεμίηει με Transfer buffer 

και ακολουκεί θ μεταωορά των διαχωριςμζνων από τθν θλεκτροωόρθςθ πρωτεϊνϊν ςτθ 

μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ με εωαρμοηόμενθ τάςθ 250 mA για 80 λεπτά.  
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  Αωοφ ολοκλθρωκεί θ μεταωορά των πρωτεϊνϊν ςτθν μεμβράνθ, αυτι κόβεται ςε δφο 

τμιματα με βάςθ το μοριακό βάροσ των προσ αναηιτθςθ πρωτεϊνϊν. Ζτςι, το ζνα τμιμα 

περιζχει τθν πρωτεΐνθ LC3B και το άλλο τθν GAPDH.  

  Το τμιμα για τθν LC3B, επωάηεται με διάλυμα δζςμευςθσ μθ ειδικϊν κζςεων (Blocking 

solution) (1 % skim milk in TBS/T) για 1 ϊρα υπό ςυνεχι ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου.  

  Απορρίπτεται το Blocking solution, ξεπλζνεται θ μεμβράνθ με TBS/T και ακολουκεί επϊαςθ 

με το 1o αντίςωμα για τθν LC3B (Rabbit, Anti-LC3, Novus) overnight ςτουσ 4o C. 

 

2θ θμζρα 

  Το τμιμα τθσ μεμβράνθσ με τθν GAPDH επωάηεται με Blocking solution (1 % skim milk in 

TBS/T) για 1 ϊρα ςτουσ 4o C.   

  Απορρίπτεται το Blocking solution, ξεπλζνεται θ μεμβράνθ με TBS/T και ακολουκεί επϊαςθ 

με το 1o αντίςωμα για GAPDH (Mouse, Anti-GAPDH, sc-32233) για 1 ϊρα υπό ανάδευςθ ςε 

κερμοκραςία δωματίου.  

  Θ GAPDH χρθςιμεφει ωσ εςωτερικό πρότυπο (loading control). Το εςωτερικό πρότυπο είναι 

απαραίτθτο κακϊσ μζςω αυτοφ διαςωαλίηεται θ <<ωόρτωςθ>> τθσ γζλθσ με ίςθ ποςότθτα 

πρωτεϊνϊν, ϊςτε να είναι δυνατι θ μετζπειτα ςφγκριςθ των επιπζδων ζκωραςθσ μιασ 

πρωτεΐνθσ μεταξφ διαωορετικϊν δειγμάτων. 

  Τα δφο τμιματα τθσ μεμβράνθσ ξεπλζνονται 3 ωορζσ επί 5 λεπτά με TBS/T και ακολουκεί 

επϊαςθ με το 2o αντίςωμα για τθν LC3 και για τθν GAPDH για 1 ϊρα ςε κερμοκραςία 

δωματίου υπό ανάδευςθ. 

  Τα δφο τμιματα τθσ μεμβράνθσ ξεπλζνονται με TBS/T (3 ωορζσ επί 5 λεπτά/ωορά). 

  Τα δφο τμιματα τθσ μεμβράνθσ καλφπτονται με ECL για 1 min και ςτθ ςυνζχεια 

μεταωζρονται ςτο Biospectrum Imaging System UVP όπου πραγματοποιείται θ ανάλυςθ και θ 

ποςοτικοποίθςθ των ηωνϊν . 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                     
 

76 
 

δ. Γζλθ-Διαλφματα 

 Separating Gel (12 %)  Stacking Gel (4 %) 

 dH20                              1658 μL 

 Tris-HCl 1.5M               1250 μL 

 SDS 10%                            50 μL 

 Acryl/Bis 30%                 200 μL 

 APS 10%                            50 μL 

 TEMED                                5 μL 

 dH2O                              1325 μL 

 Tris-HCl 0.5M                  750 μL 

 SDS 10%                             25 μL 

 Acryl/Bis 30%                  330 μL 

 APS 10%                             50 μL 

 TEMED                               10 μL 

 

 

 Tris-HCl 1.5 M (pH = 8.8)  Tris-HCl 0.5 M (pH = 6.8) 

9.08 g TrisBase 

50 mL dH20 

HCl                                                      

Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 

 

3.027 g TrisBase 

50 mL dH20 

HCl                                                       

Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 

 Electrophοresis Running Buffer 10x  

(pH = 8.3) 

 Electrophοresis Transfer Buffer  

(pH = 8.1-8.4) 

15.15 g TrisBase (25 mM) 

71.3 g Glycine (192 mM) 

1 g SDS (0.1 %) 

Τελικόσ όγκοσ 1000 mL 

΢φκμιςθ pH  

Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 

 

3.03 g TrisBase (25 mM) 

14.4 g Glycine (192 mM) 

200 mL Methanol (20 %) 

Τελικόσ όγκοσ 1000 mL 

΢φκμιςθ pH  

Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 

 TBS 10x (pH = 7.6)  TBS/T 

12 g TrisBase (100 mM) 

43.5 g NaCl (1500 mM) 

500 mL H2O 

Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 

 

 

1 mL Tween 20 ςε 1000 mL TBS 1X 

Φφλαξθ ςτουσ 4ο C 
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 2x Sample Buffer  

1 mL 0.5 Tris-HCl pΘ = 6.8 

1 mL 10% SDS 

1 mL Glycerol 

0.1 mL β-Mercaptoethanol (Serva) 

Bromophenol Blue (ίχνθ) 

Φφλαξθ ςε κερμοκραςία δωματίου 

 

 

 

3.12. Στατιςτικι Επεξεργαςία Aπoτελεςμάτων 

Για κάκε πειραματικι διαδικαςία πραγματοποιοφνται τρεισ επαναλιψεισ μετριςεων. Ολεσ οι 

μεταβλθτζσ εκωράηονται ωσ μζςθ τιμι ± τυπικι απόκλιςθ τθσ μζςθσ τιμισ. Θ ςφγκριςθ 

ανάμεςα ςτισ διάωορεσ ομάδεσ γίνεται με τθ χριςθ του ζλεγχου μζςων τιμϊν t (t-test) κακϊσ 

και με τθν χριςθ Ανάλυςθσ Διαςποράσ κατά ζνα παράγοντα (One-way Analysis of Variance 

model- one way ANOVA) με διόρκωςθ Bonferroni και post-hoc ανάλυςθ Tukey 

χρθςιμοποιϊντασ το λογιςμικό IBM SPSS Statistics v. 21. Θ τιμι p < 0.05 ορίςτθκε ωσ 

ςτατιςτικά ςθμαντικι. 

 

 

3.13. Ηλεκτρονικι μικροςκοπία 

Πρωτόκολλο επεξεργαςίασ κυττάρων ςε καλλιζργεια για υπερμικροςκοπικι μελζτθ 

αυτοφαγοςωμάτων με το Ηλεκτρονικό Μικροςκόπιο Διζλευςθσ (ΗΜ) 

Για τθν παρατιρθςθ αυτοωαγικϊν δομϊν, 500.000 κφτταρα PC-3 τοποκετοφνται ςε ειδικά 

τρυβλία petri. Τα κφτταρα επωάηονται για 48 ϊρεσ με ADR, SEE και ADR+SEE και κατόπιν 

ακολουκεί το πρωτόκολλο μονιμοποίθςθσ που περιγράωεται παρακάτω. 
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α. Όργανα-Αντιδραςτιρια-Αναλϊςιμα 

 Θλεκτρονικό Μικροςκόπιο Διζλευςθσ 

 Φυγόκεντροσ 

 Υπερμικροτόμοσ Reichert Ultra Cut 

 Κλίβανοσ 

 Ξφςτρα αποκόλλθςθσ κυττάρων 

 Σωλθνάκια τφπου Eppendorf (500 μL) 

 Επίπεδα ελαςτικά εκμαγεία πολλαπλισ χριςθσ 

 Ραραωορμαλδεψδθ 3 % 

 Γλουταραλδεψδθ 0.5 % 

 Φωςωορικό Διάλυμα (Phosphate Buffer, PB) 

 Ηελατίνα 

 OsO4 

 Εποξικζσ ρθτίνεσ 

 Αικυλικι αλκοόλθ (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %) 

 Διάλυμα οξικοφ ουρανυλίου 

 Διάλυμα κιτρικοφ μολφβδου 

 

β. Πρωτόκολλο 

1) Αωαιρείται το καλλιεργθτικό μζςο από το τρυβλίο και ακολουκεί πρϊτθ μονιμοποίθςθ των 

κυττάρων με διάλυμα 3 % παραωορμαλεδεψδθσ και 0.5 % γλουταραλδεψδθσ ςε 0.1 M PB 

(ωωςωορικό διάλυμα), pH 7.4 για 30 min ςε κερμοκραςία δωματίου (RT). Το μονιμοποιθτικό 

διάλυμα είναι προκερμαςμζνο ςτουσ 37ο C για να βρίςκεται ςτθν ίδια κερμοκραςία με αυτιν 

των κυττάρων. Στθ ςυνζχεια θ μονιμοποίθςθ γίνεται ςε RT.  

2) Τα κφτταρα ξεπλζνονται με 0.1 PB, pH 7.4, 3 x 5min 

3) Τα κφτταρα αποκολλϊνται με ξφςτρα και ςυλλζγονται με 0.1 PB μζςα ςε eppendorf. 

4) Ακολουκεί ωυγοκζντρθςθ των κυττάρων ςτα 800 g για 5 min.  

5) Αωαιρείται το υπερκείμενο και επαναδιαλφεται το κομβίο των κυττάρων που ζχει 

ςχθματιςκεί ςε 1 mL υδατικοφ διαλφματοσ ηελατίνασ 4 %. Το διάλυμα τθσ ηελατίνασ ζχει ιδθ 

κερμανκεί ςτουσ 37-400 C, ϊςτε να είναι υδαρζσ. 

6) Γίνεται ωυγοκζντρθςθ των κυττάρων ςτα 800 g για 5 min και μεταωορά του eppendorf ςτον 

πάγο ϊςτε να ςτερεοποιθκεί θ ηελατίνα. 



                                                                                                                                                     
 

79 
 

7) Ακολουκεί επιλογι των περιοχϊν των κυττάρων εγκλειςμζνων ςτθ ηελατίνα κάτω από το 

ςτερεοςκόπιο και τα «ιςτοτεμάχια κυττάρων-ηελατίνασ» ωυλάςςονται ςε 0.1 PB pH 7.4 ςτουσ 

40 C. 

8) Ακολουκεί θ κλαςςικι διαδικαςία επεξεργαςίασ ιςτϊν για ΘΜ. Ριο ςυγκεκριμζνα,  

 

 Γίνεται ςυμπλθρωματικι μονιμοποίθςθ των δειγμάτων με 1 % υδατικό διάλυμα OsO4  για 1 

ϊρα ςτουσ 4ο C.  

 Τα δείγματα αωυδατϊνονται με διαδοχικι επϊαςι τουσ ςε διαλφματα αικυλικισ αλκοόλθσ 

αυξανόμενθσ ςυγκζντρωςθσ (30 % - 100 %). 

 Τα δείγματα εμποτίηονται ςταδιακά, αρχικά με οξείδιο του προπυλενίου (P.O.) και ςτθ 

ςυνζχεια με μίγμα εποξικϊν ρθτινϊν / ΢.Ο. ςε διαλφματα αυξανόμενθσ ςυγκζντρωςθσ ωσ 

προσ το μίγμα των εποξικϊν ρθτινϊν. Τελικά, τα δείγματα επωάηονται ςε κακαρό μίγμα 

εποξικϊν ρθτινϊν. 

 Τα δείγματα ςκθνϊνονται ςε επίπεδα ελαςτικά εκμαγεία πολλαπλισ χριςεωσ και 

τοποκετοφνται ςε κλίβανο ςτουσ 60ο C για 24 ϊρεσ, ϊςτε να πολυμεριςτεί το μίγμα των 

εποξικϊν ρθτινϊν. 

 Το κάκε παραςκεφαςμα των κυττάρων (εγκλειςμζνων ςε εποξικζσ ρθτίνεσ) κόβεται ςε 

υπερμικροτόμο Reichert Ultra Cut, ςε τομζσ πάχουσ 60-90 nm, οι οποίεσ τοποκετοφνται ςε 

μεταλλικά πλζγματα χαλκοφ. 

 Οι τομζσ των παραςκευαςμάτων βάωονται με διαλφματα οξικοφ ουρανυλίου και κιτρικοφ 

μολφβδου και παρατθροφνται ςτο ΘΜ διζλευςθσ.  
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3.14.1. Μεταβονομικι-Φαςματοςκοπία Πυρθνικοφ Μαγνθτικοφ Συντονιςμοφ (Nuclear 

Magnetic Resonance Spectroscopy) 

α. Αρχι τθσ μεκόδου 

Θ µελζτθ διαωόρων ουςιϊν µε τθ χριςθ τεχνικϊν πυρθνικοφ µαγνθτικοφ ςυντονιςµοφ 

ςτθρίηεται ςτθ λιψθ ωαςµάτων από τισ ουςίεσ φςτερα από διζγερςθ του δείγματοσ. Θ 

διζγερςθ γίνεται µε τθ χριςθ θλεκτροµαγνθτικοφ πεδίου ςε ζνα εφροσ ςυχνοτιτων που 

εξαρτάται από τα ςτοιχεία που αποτελοφν το υλικό κακϊσ και ςε ςυγκεκριμζνεσ κερµοκραςίεσ. 

Θ µελζτθ των ωαςµάτων πυρθνικοφ µαγνθτικοφ ςυντονιςµοφ µε τθ βοικεια ειδικϊν 

προγραµµάτων οδθγεί ςτθν αποκάλυψθ τθσ ςφςταςθσ και τθσ δοµισ του δείγµατοσ. Τα 

ωάςµατα πυρθνικοφ µαγνθτικοφ ςυντονιςµοφ οωείλονται ςε διεγζρςεισ µαγνθτικϊν πυρινων 

που βρίςκονται ςε ιςχυρό οµογενζσ µαγνθτικό πεδίο Β0. Θ ςυχνότθτα τθσ θλεκτροµαγνθτικισ 

ακτινοβολίασ που προκαλεί τισ διεγζρςεισ αυτζσ βρίςκεται ςτθν περιοχι των βραχζων 

ραδιοκυµάτων και είναι τθσ τάξθσ 1000 – 10 ΜHz εξαρτϊµενθ από τθν ιςχφ του πεδίου. Θ 

ςυχνότθτα διζγερςθσ των διαωόρων πυρινων π.χ. 1Θ δεν είναι ςτακερι αλλά εξαρτάται από το 

θλεκτρονιακό περιβάλλον τουσ. Θ ιδιότθτα αυτι κακιςτά τθν ωαςµατοςκοπία NMR ωσ τθν 

πλζον ιςχυρι μεκοδολογία µελζτθσ τθσ φλθσ ςε µοριακό επίπεδο ςτθ βιοχθμεία, βιολογία και 

ιατρικι.   

Θ τεχνικι ΝΜR επιτρζπει τθν ταυτόχρονθ ανίχνευςθ μεγάλου αρικμοφ μεταβολιτϊν ςε μία 

μόνο μζτρθςθ χωρίσ να χρειάηεται ¨προεπιλογι¨ των μεταβολιτϊν που κα ανιχνευκοφν. 

Επιπλζον, είναι δυνατόσ ο προςδιοριςμόσ τθσ δομισ των μεταβολιτϊν  κακϊσ και ο ποςοτικόσ 

προςδιοριςμόσ τουσ. 

Θ τεχνικι NMR είναι αρκετά επαναλιψιμθ και διακζτει διεργαςτθριακι ανκεκτικότθτα 

(robustness) επιτρζποντασ τθ ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων. Ταυτόχρονα είναι ταχφτατθ 

μζκοδοσ κακϊσ τόςο θ προετοιμαςία όςο και θ δειγματολθψία ζχουν ςε μεγάλο βακμό 

αυτοματοποιθκεί. Ρλεονεκτεί ςτο γεγονόσ ότι το βιολογικό δείγμα απαιτεί ελάχιςτθ ι κακόλου 

επεξεργαςία πριν τθ λιψθ του ωάςματοσ και δεν καταςτρζωεται οπότε μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί και για άλλα πειράματα. Ραρόλα αυτά, δεν ζχει μεγάλθ ευαιςκθςία και ςυχνά 

απαιτεί τθ λιψθ διςδιάςτατων ωαςμάτων για τθν κατανόθςθ τθσ δομισ των μορίων που 

ανιχνεφει [152]. 
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β. Όργανα- Αναλϊςιμα- Αντιδραςτιρια 

 Φαςματοςκόπιο Bruker Avance III 600 MHz (Karlsruhe, Germany), εωοδιαςμζνο με 

αυτόματο δειγματολιπτθ 60 κζςεων 

 Ψυχόμενθ ωυγόκεντροσ (Universal 32R Hettich) 

 Λυοωιλοποιθτισ 

 Λουτρό υπεριχων (Transonic 460 Elma) 

 Vortex (IKA MS 3 Basic) 

 Σωλθνάκια τφπου Eppendorf (1.5 mL) 

 NMR tubes 

 Μεκανόλθ 

 Χλωροωόρμιο 

 Οξείδιο του Δευτερίου (D20) 

 TSP (Trimethylsilyl Propanoic acid) 

 

γ. Πρωτόκολλο 

1. Καλλιζργειεσ 

Τα κφτταρα PC-3 καλλιεργοφνται ςε κρεπτικό υλικό DMEM F-12 ςε κλίβανο 

κυτταροκαλλιεργειϊν. Πταν τα κφτταρα καλφψουν το 80 % τθσ επιωάνειασ τθσ ωλάςκασ, 

πραγματοποιείται θ επίδραςθ των διάωορων παραγόντων. Σε κάκε ωλάςκα γίνεται μία 

επίδραςθ και ακολουκεί επϊαςθ για 48 ϊρεσ. Στθ ςυνζχεια αωαιρείται το κρεπτικό υλικό, τα 

κφτταρα πλζνονται με PBS (Phosphate Buffered Saline) και αποκολλϊνται με κρυψίνθ. 

Ακολουκεί ωυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςε 1170 g, απόχυςθ του υπερκείμενου υγροφ και 

ωφλαξθ ςε eppendorfs ςτουσ -80o C για εκχφλιςθ και μζτρθςθ των εκχυλιςμάτων με NMR 

ωαςματοςκοπία. 

 

2. Εκχφλιςθ  

Τα κφτταρα PC-3 εκχυλίηονται ακολουκϊντασ το πρωτόκολλο μεκανόλθσ-χλωροωορμίου-νεροφ 

που είναι ενδεδειγμζνο για μελζτεσ μεταβονομικισ με NMR κακϊσ επιτρζπει τθν ταυτόχρονθ 
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παραλαβι τόςο των υδατοδιαλυτϊν όςο και των λιποδιαλυτϊν μεταβολιτϊν χρθςιμοποιϊντασ 

μικροφσ όγκουσ διαλυτϊν [152]. 

  Ρροςτίκεται ποςότθτα μεκανόλθσ-χλωροωορμίου ςε αναλογία 2:1 ςτα παγωμζνα κφτταρα  

  Ακολουκεί ζκκεςθ ςε υπεριχουσ για 5 λεπτά 

  15 λεπτά αναμονισ  

  Ρροςτίκεται ποςότθτα χλωροωορμίου-απιονιςμζνου νεροφ ςε αναλογία 1:1  ςτο 

προθγοφμενο μείγμα που οδθγεί το ςχθματιςμό γαλακτϊματοσ.  

  Τα δείγματα ωυγοκεντροφνται ςε ψυχόμενθ ωυγόκεντρο για 20 λεπτά ςε 12500 g 

 Θ ανϊτερθ ςτοιβάδα (υδατικι), αποτελοφμενθ από μεκανόλθ και νερό, μεταωζρεται ςε νζο 

eppendorf με τθ βοικεια ςφριγγασ ενϊ θ κατϊτερθ ςτοιβάδα (οργανικι) παραμζνει ωσ ζχει. 

Θ παραπάνω πορεία εωαρμόηεται και για δεφτερθ ωορά μόνο ςτθν οργανικι ωάςθ ϊςτε να 

παραλειωκοφν τυχόν υπολείμματα υδατοδιαλυτϊν ουςιϊν. Το δεφτερο κλάςμα υδατικισ 

ωάςθσ κατόπιν ενϊνεται με το πρϊτο. 

  Και τα δυο κλάςματα, υδατικό και οργανικό, υωίςτανται ξιρανςθ ςε ρεφμα αζριου αηϊτου 

για τθν απομάκρυνςθ του διαλφτθ.  

  Αποκικευςθ ςτουσ -80ο C.  

 

 

3. Προετοιμαςία εκχυλιςμάτων για φαςματοςκοπία NMR 

Λίγεσ ϊρεσ πριν τθ λιψθ των ωαςμάτων τα εκχυλίςματα αωινονται να ξεπαγϊςουν ςε 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και ακολουκεί θ παρακάτω προετοιμαςία:  

  Σε κάκε eppendorf υδατικοφ δείγματοσ προςτίκεται με τθ βοικεια πιπζτασ ακριβείασ, 

ποςότθτα 630 μL D2O και 70 μL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ.  

  550 μL (ϊςτε να υπάρχει καλι επαναλθψιμότθτα) από το παραπάνω μείγμα δείγματοσ-

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ μεταωζρεται με πιπζτα ςτο ειδικό ςωλθνάκι του NMR διαμζτρου 5 

mm (NMR tubes)  

  Ακολουκεί ιςχυρι ανάδευςθ με δθμιουργία δίνθσ (vortex) και λουτρό υπεριχων. 
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 Διαλφματα 

 ΢υκμιςτικό διάλυμα 

1,5 Μ KH2PO4 / D2O, pH 7.4 ( με KOH/ D2O) 

 2 mM NaN3  

 0.1 % TSP / D2O (sodium 3-trimethylsilyl-(2,2,3,3-2H4)-1-propionate, Aldrich 269913) 

 

- 10.2 g KH2PO4 διαλυτοποιοφνται ςε 40 mL D2O και προςτίκεται ποςότθτα TSP 50 mg 

διαλυτοποιθμζνθ ςε 4 mL D2O. Το μίγμα αναμιγνφεται με τθ βοικεια υπεριχων.  

- Για τθ ρφκμιςθ του pH ςτα 7.4 προςτίκεται KOH.  

- Το διάλυμα ςυμπλθρϊνεται με D2O ζωσ τελικό όγκο 50 mL και προςτίκεται 0.0065 g NaN3. 

Ρροκειμζνου να μθν καλυωκεί ωαςματικι πλθροωορία από το ςιμα του νεροφ, ωσ διαλφτθσ 

χρθςιμοποιείται δευτεριωμζνο νερό, D2O. Το D2O δεν μετζχει ςτον ςυντονιςμό του υδρογόνου 

και δεν παρουςιάηει κορυωι. Πμωσ λόγω τθσ μθ πλιρουσ δευτερίωςθσ (99.9 % άτομα D), 

εμωανίηεται και το ςιμα των πρωτονίων του νεροφ ςτα 4.8 ppm. 

Το TSP είναι το trimethylsilyl propanoic acid και χρθςιμοποιείται ωσ εςωτερικό πρότυπο ςε 

ωάςματα NMR για υδατικοφσ διαλφτεσ. 

 

 

4. Λιψθ φαςμάτων 1H-NMR 

Τα πειράματα NMR πραγματοποιοφνται ςε ωαςματοςκόπιο Bruker Avance III 600 MHz 

(Karlsruhe, Germany), εωοδιαςμζνο με αυτόματο δειγματολιπτθ 60 κζςεων (B-ACS 60). Για το 

ςφνολο των μετριςεων χρθςιμοποιείται ανιχνευτισ αντίςτροωθσ ανίχνευςθσ (5 mm) με z-

gradients ςτουσ 300 K (27o C). Πλα τα δείγματα αωινονται για 300 s ζπειτα από τθν ειςαγωγι 

τουσ ςτο μαγνιτθ ϊςτε να ιςορροπιςουν ςτθν προ-ρυκμιςμζνθ κερμοκραςία των 300 K. Θ 

διαδικαςία του κλειδϊματοσ, του tuning και matching, κακϊσ και του shimming 

πραγματοποιοφνται μζςω τθσ ICONNMR suite (TOPSPIN 1.2 version, Bruker BioSpin GmbH), με 

βάςθ προκακοριςμζνεσ τιμζσ shim που βελτιςτοποιοφνται για το πρϊτο δείγμα οφρων που 

χρθςιμοποιικθκε. Φάςματα 1D 1HNMR λαμβάνονται με τθν εωαρμογι παλμικισ αλλθλουχίασ 
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1D NOESY (noesygppr1D), θ οποία ςυμπεριλαμβάνεται ςτθ βιβλιοκικθ του οργάνου, με 

κορεςμό τθσ κορυωισ του νεροφ (water presaturation) (25 Hz) κατά τθ διάρκεια τθσ 

αποδιζγερςθσ και του χρόνου μίξθσ για τον κορεςμό του νεροφ. Ζνασ παραγοντικόσ 

ςυντελεςτισ βαρφτθτασ ςυςχετιςμζνοσ με διεφρυνςθ των ωαςματικϊν γραμμϊν (line 

broadening) 0.3 Hz εωαρμόηεται ςε όλα τα λθωκζντα Σιματα Εξαςκζνιςθσ Ελεφκερθσ 

Επαγωγισ (Free Induction Decay) πριν από το μεταςχθματιςμό Fourier. Θ πλιρωσ 

αυτοματοποιθμζνθ επεξεργαςία των ωαςμάτων εμπεριζχει τθν τοποκζτθςθ του 1Θ μορίου 

αναωοράσ TSP ςτα 0.0 ppm και τθ διόρκωςθ τθσ γραμμισ βάςθσ και τθσ ωάςθσ. 

 

 

3.14.2. Στατιςτικι Επεξεργαςία Πειραματικών Δεδομζνων NMR 

Θ ςτατιςτικι επεξεργαςία των ωαςματικϊν δεδομζνων τθσ ωαςματοςκοπίασ NMR ζγινε με 

πολυμεταβλθτι (multivariate, MV) και μονομεταβλθτι (univariate) ανάλυςθ. Για τθ ςτατιςτικι 

ανάλυςθ ωαςματικϊν δεδομζνων απαιτείται θ μακθματικι προεπεξεργαςία τουσ, θ οποία 

περιλαμβάνει τθ μετατροπι τουσ ςε αρικμθτικά δεδομζνα και τθ μείωςθ του όγκου 

πλθροωορίασ. Λόγω τθσ υψθλισ ανάλυςθσ τθσ ωαςματοςκοπίασ NMR (High Resolution-NMR) 

είναι ςκόπιμο να μειωκεί ο όγκοσ των δεδομζνων προκειμζνου να είναι πιο εφκολα 

διαχειρίςιμα, χωρίσ όμωσ να αλλοιϊνεται οφτε και να μειϊνεται θ πλθροωορία (data 

reduction).Θ μείωςθ του όγκου των δεδομζνων επιτυγχάνεται με τον χωριςμό των ωαςμάτων 

ςε ωαςματικζσ περιοχζσ με εφροσ που κακορίηεται από τα χαρακτθριςτικά των υπό μελζτθ 

βιολογικϊν δειγμάτων-ωάςματα. Θ μείωςθ τθσ ανάλυςθσ των ωαςματικϊν δεδομζνων NMR 

και θ μετατροπι ςε αρικμθτικά ζγινε με το λογιςμικό AMIX Statistics v.3.9.14 (Analysis of 

MIXtures, Bruker BioSpin). Κάκε ωάςμα μίασ διάςταςθσ (ανάλυςθσ 64 k ςθμείων) χωρίηεται ςε 

περιοχζσ ωαςματικοφ εφρουσ 0.02 ppm (750 περιοχζσ για ζνα ωάςμα εφρουσ 15 ppm). Κάκε 

ωαςματικι περιοχι αντιςτοιχίηεται ςτθν τιμι του ολοκλθρϊματοσ των κορυωϊν ςυντονιςμοφ 

που περιλαμβάνονται ςε αυτι, με αποτζλεςμα το πλικοσ 64 k μεταβλθτϊν να μειϊνεται ςε 

750. Φαςματικζσ περιοχζσ που δεν περιζχουν πλθροωορία (περιοχι ςυντονιςμοφ του διαλφτθ) 

και περιοχζσ με επιμολφνςεισ (ςφγκριςθ με ωάςματα δειγμάτων μαρτφρων) εξαιροφνται από 

το ςφνολο των νεϊν μεταβλθτϊν. Τελευταίο ςτάδιο τθσ μακθματικισ προεπεξεργαςίασ των 

δεδομζνων αποτελεί θ κανονικοποίθςθ με τθν οποία επιτυγχάνεται διόρκωςθ μικροδιαωορϊν 

που πικανόν να παρατθροφνται ςτθ ςυγκζντρωςθ δειγμάτων τθσ ίδιασ ομάδασ (διαωορετικόσ 
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αρικμόσ κυττάρων). Θ κανονικοποίθςθ ζγινε ανά δείγμα-ωάςμα με τθ διαίρεςθ τθσ κάκε τιμισ 

με το άκροιςμα του ςυνόλου των τιμϊν (κανονικοποίθςθ ωσ προσ τθν ςυνολικι ζνταςθ, 

normalization to total intensity). Από τθ μακθματικι προεπεξεργαςία των δεδομζνων 

προκφπτει ζνασ πίνακασ διαςτάςεων nxm, όπου θ τιμι n αντιςτοιχεί ςτον αρικμό των 

δειγμάτων-ωαςμάτων και θ τιμι m αντιςτοιχεί ςτισ νζεσ μεταβλθτζσ, δθλαδι τισ τιμζσ που 

προκφπτουν από τθν ολοκλιρωςθ των κορυωϊν των επιμζρουσ τμθμάτων ςτα οποία ζχει 

χωριςτεί το κάκε ωάςμα [153].  

Θ πολυμεταβλθτι ανάλυςθ των δεδομζνων ζγινε με το λογιςμικό SIMCA-P+ 11.5 (Umetrics, 

Sweden) και θ μονο-μεταβλθτι ανάλυςθ με το λογιςμικό GraphPad Prism (GraphPad Software 

Inc.) [154].  

H πολυ-μεταβλθτι ςτατιςτικι ανάλυςθ των ωαςματικϊν δεδομζνων ζγινε με μθ 

επιβλεπόμενεσ και με επιβλεπόμενεσ μεκόδουσ. Ριο ςυγκεκριμζνα, με τθ μθ επιβλεπόμενθ 

μζκοδο προβολισ τθσ Ανάλυςθσ Κυρίων Συνιςτωςϊν (Principal Components Analysis-PCA) 

γίνεται θ ανίχνευςθ τθσ τάςθσ ομαδοποίθςθσ των δειγμάτων και ζλεγχοσ εκτροπϊν τιμϊν 

χωρίσ καμία πλθροωορία ταξινόμθςθσ των δειγμάτων [155]. Σε δεφτερο ςτάδιο 

πραγματοποιείται Ανάλυςθ Διακριτϊν Μεταβλθτϊν Μερικϊν Ελαχίςτων Τετραγϊνων (Partial 

Least Squares Discriminant Analysis-PLS-DA) θ οποία αποτελεί μια επιβλεπόμενθ μζκοδο 

ανάλυςθσ που χρθςιμοποιείται προκειμζνου να προςδιοριςτοφνοι ωαςματοςκοπικζσ 

μεταβλθτζσ που ςυμβάλλουν ςτο διαχωριςμό των ομάδων. Τα μοντζλα που δθμιουργοφνται 

από τθν PCA και τθν PLS-DA παρουςιάηονται ωσ διαγράμματα αντικειμζνων των δειγμάτων ςε 

ζνα νζο ςφςτθμα αξόνων που περιγράωουν τισ μεταξφ τουσ διαωορζσ. Τα μοντζλα που 

δθμιουργοφνται αξιολογοφν ωσ προσ τθν περιγραωικι ικανότθτα (παράγοντασ R2 cum) και ωσ 

προσ τθν προβλεπτικι ικανότθτα (παράγοντασ Q2 cum) [156]. 

Θ επικφρωςθ των μοντζλων που προκφπτουν από τθν επιβλεπόμενθ ανάλυςθ 

πραγματοποιείται με τθν τεχνικι των τυχαίων μετακζςεων (permutation) χρθςιμοποιϊντασ 

ικανοποιθτικό αρικμό μετακζςεων (100 μετακζςεισ). Οι μεταβλθτζσ-μεταβολίτεσ με τιμι VIP 

(variable influence on projection) > 1.5 είναι αυτζσ που ςυνειςωζρουν ςτο διαχωριςμό των 

ομάδων [156]. 

Θ μονομεταβλθτι ανάλυςθ πραγματοποιείται για κάκε μεταβολίτθ ξεχωριςτά για τον ζλεγχο 

ςτατιςτικά ςθμαντικισ μεταβολισ του μεταξφ των διαωορετικϊν ομάδων εργαςίασ με τθ 

μζκοδο τθσ Ανάλυςθ Διαςποράσ ι Διακφμανςθσ κατά ζναν παράγοντα (one-way ANOVA) με το 

λογιςμικό GraphPad. Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςε μορωι κθκογράμματοσ ςτο οποίο 
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διακρίνονται θ διάμεςοσ, τα τεταρτθμόρια και το ενδοτεταρτθμοριακό εφροσ, θ μζγιςτθ και θ 

ελάχιςτθ τιμι και οι ακραίεσ τιμζσ τθσ μεταβλθτισ-μεταβολίτθ [157]. 

Ωσ βιοδείκτεσ χαρακτθρίηονται οι μεταβολίτεσ που ςυνειςωζρουν ςτο διαχωριςμό των ομάδων 

βάςει τθσ πολυμεταβλθτισ ανάλυςθσ και παρουςιάηουν ςτατιςτικά ςθμαντικι μεταβολι 

ςφμωωνα με τθν μονομεταβλθτι ανάλυςθ [128]. 
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Κεφάλαιο 4: Αποτελζςματα 

4.1. Αποτελζςματα αναςτολισ πολλαπλαςιαςμοφ 

Με τθ μζκοδο MTT διερευνάται θ επίδραςθ τθσ αδριαμυκίνθσ, του εκχυλίςματοσ SEE, των 

ςιλιμπινϊν, τθσ ςιλυκριςτίνθσ, του GGE κακϊσ και τθσ ςυγχοριγθςθσ του χθμειοκεραπευτικοφ 

με κάκε ζνα ωυςικό προϊόν, επί των κυττάρων τθσ καρκινικισ ςειράσ PC-3. 

4.1.1. Αδριαμυκίνθ 

Με τθ μζκοδο MTT προςδιορίηεται θ αναςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων PC-3 μετά 

από επίδραςθ υδατικοφ διαλφματοσ αδριαμυκίνθσ ςτισ ςυγκεντρϊςεισ των 200, 100, 50, 25, 

12.5, 6.25 nM. Ραρατθρείται μείωςθ του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων κατά 87 %, 75 %, 75 

%, 58 %, 26 % και 15 % αντίςτοιχα, ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ. Στο διάγραμμα δίνεται θ 

τυπικι απόκλιςθ (standard deviation error bars) από 3 τουλάχιςτον επαναλιψεισ του 

πειράματοσ (Εικ.23). 

Να ςθμειωκεί ότι μεταξφ ςυγκεντρϊςεων 50 nM και 100 nM δεν παρατθρείται διαωορά ςτθν 

αναςταλτικι δράςθ τθσ αδριαμυκίνθσ. Ραράλλθλα, ςε ςυγκζντρωςθ 20 - 25 nM τθσ ADR 

παρατθρείται 50 % αναςτολι του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ (IC50). 

 

Εικόνα 23: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με ADR (3-100 nM) 

για 96 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ χωρίσ επίδραςθ (100%). 
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4.1.2. Εκχφλιςμα SEE 

Με τθ μζκοδο MTT προςδιορίηεται θ αναςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων PC-3 μετά 

από επίδραςθ διαλφματοσ SEE ςτισ ςυγκεντρϊςεισ των 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 μg/mL. Στισ 

ςυγκεντρϊςεισ αυτζσ, παρατθρείται δοςο-εξαρτϊμενθ μείωςθ του πολλαπλαςιαςμοφ των 

κυττάρων κατά 91,5 %, 81 %, 53 %, 37 %, 16 %, 2 % αντίςτοιχα, ςε ςχζςθ με τα κφτταρα 

αναωοράσ (Εικ.24).  

Μεταξφ των ςυγκεντρϊςεων 6.25 ζωσ και 100 μg/mL SEE παρατθροφνται αναςταλτικά 

αποτελζςματα. Δόςθ μεγαλφτερθ των 100 μg/mL προκαλεί αναςτολι αλλά είναι τοξικι για τα 

κφτταρα. Σε ςυγκζντρωςθ 50 ± 0.9 μg/mL SEE παρατθρείται 50 % αναςτολι του κυτταρικοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ (IC50), οπότε επιλζγεται αυτι θ ςυγκζντρωςθ για τθ ςυνζχιςθ των 

πειραμάτων. 

 

 

Εικόνα 24: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με το εκχφλιςμα 

SEE (6.25-200 μg/mL) για 96 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ χωρίσ επίδραςθ (100%). 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

%
τω

ν 
κυ

ττ
ά

ρ
ω

ν 
α

να
φ

ο
ρ

ά
σ

΢υγκζντρωςθ (μg/mL)

SEE

   * 

* * 



                                                                                                                                                     
 

89 
 

4.1.3. Εκχφλιςμα SEE – Σιλιμπινίνθ - Σιλυκριςτίνθ 

Ρροκειμζνου να βρεκεί θ δραςτικι ουςία του εκχυλίςματοσ SEE, προςδιορίηεται θ αναςτολι 

του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων PC-3 μετά από επίδραςθ με ςιλιμπινίνθ (Silibin: Silibin A 

και Silibin B) ι με ςιλυκριςτίνθ (Silychristine) ςτισ ςυγκεντρϊςεισ των 100, 50, 25, 12.5, 6.25 

μg/mL. Στισ ςυγκεντρϊςεισ αυτζσ, παρατθρείται δοςο-εξαρτϊμενθ μείωςθ του 

πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων τόςο μετά τθν επίδραςθ με τθ ςιλιμπινίνθ όςο και με 

ςιλυκριςτίνθ. Για τθν ςιλιμπινίνθ θ τιμι IC50 προςδιορίηεται ςτα 51.7 ± 2.3 μg/mL ενϊ για τθν 

ςιλυκριςτίνθ ςτα 100 ± 4.7 μg/mL. Επιπλζον, θ ςιλιμπινίνθ ακολουκεί παρόμοιο πρότυπο 

αναςτολισ του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων με το εκχφλιςμα SEE, υποδθλϊνοντασ ότι θ 

δραςτικι ουςία του εκχυλίςματοσ SEE είναι θ ςιλιμπινίνθ (Εικ.25). 

 

 

Εικόνα 25: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με Σιλιμπινίνθ 

(6.25-100 μg/mL) ι Σιλυκριςτίνθ (6.25-100 μg/mL) για 96 ϊρεσ, και ςφγκριςι τουσ με το εκχφλιςμα SEE (3-100 

μg/mL). p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ χωρίσ επίδραςθ (100%). 
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4.1.4. Συγχοριγθςθ Αδριαμυκίνθσ - SEE 

Ρραγματοποιείται ςυγχοριγθςθ με ςτακερι δόςθ εκχυλίςματοσ SEE 50 μg/mL ςε ςυνδυαςμό 

με μειοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ αδριαμυκίνθσ ςτα 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nM αντίςτοιχα. 

Ραρατθρείται μείωςθ ςτο ποςοςτό των ηωντανϊν κυττάρων κατά 91 %, 86 %, 73 %, 65 %, 60 % 

και 53% αντίςτοιχα ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ (Εικ.26). 

Από τισ ςυγκεντρϊςεισ 3.125 nΜ ζωσ 25 nM αδριαμυκίνθσ, θ ςυγχοριγθςθ με SEE, ενιςχφει 

ςθμαντικά τθν κυτταροςτατικι/κυτταροτοξικι δράςθ τθσ. Σθμαντικι είναι θ μείωςθ ςτο 

ποςοςτό των ηωντανϊν κυττάρων ςτθ ςυγκζντρωςθ των 12.5 nM αδριαμυκίνθσ, κακϊσ θ 

μονοχοριγθςθ αδριαμυκίνθσ ςε αυτι τθ ςυγκζντρωςθ μειϊνει το ποςοςτό των ηωντανϊν 

κυττάρων κατά 30 %, ενϊ θ ςυγχοριγθςι τθσ με SEE μειϊνει το ποςοςτό των ηωντανϊν 

κυττάρων κατά 65 %. 

Αξιοςθμείωτο είναι επίςθσ το γεγονόσ, ότι ακόμθ και ςε πολφ μικρζσ δόςεισ αδριαμυκίνθσ, 

πολφ κάτω των 12.5 nM, θ ςυγχοριγθςθ με SEE 50 μg/mL προκαλεί αναςτολι του 

πολλαπλαςιαςμοφ ςε ποςοςτά 53 - 60 %. Ζτςι, θ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE μειϊνει ςθμαντικά τθν 

τιμι IC50 τθσ Αδριαμυκίνθσ, από IC50 ADR = 20 - 25 nM ςε IC50 ADR+SEE < 3 nM. 

 

Εικόνα 26: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με ADR (3-100 nM) 

και ςυγχοριγθςθ με SEE (50 μg/mL) για 96 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ χωρίσ επίδραςθ (100%). 
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4.1.5. Συγχοριγθςθ Αδριαμυκίνθσ - Σιλιμπινίνθσ 

Ρραγματοποιείται ςυγχοριγθςθ με ςτακερι δόςθ ςιλιμπινίνθσ (silibinin) 50 μg/mL ςε 

ςυνδυαςμό με μειοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ αδριαμυκίνθσ ςτα 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nM 

αντίςτοιχα. Ραρατθρείται μείωςθ ςτο ποςοςτό των ηωντανϊν κυττάρων κατά  88 %, 85 %,  73 

%, 53 %, 55 % και 50 % αντίςτοιχα ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ (Εικ.27). Θ ςυγχοριγθςθ 

ADR+ςιλιμπινίνθ παρουςιάηει ενιςχυμζνθ κυτταροςτατικι/κυτταροτοξικι δράςθ ςε ςχζςθ με 

τθν μονοχοριγθςθ με ADR, κακϊσ μειϊνεται ςθμαντικά θ τιμι IC50, από IC50 ADR = 20 - 25 nM 

ςε IC50 ADR+ςιλιμπινίνθ = 3.1 ± 0.2 nM. Ραράλλθλα, θ ςυγχοριγθςθ ADR+ςιλιμπινίνθ 

παρουςιάηει παρόμοιο πρότυπο αναςτολισ πολλαπλαςιαςμοφ με τθν ςυγχοριγθςθ ADR+SEE, 

ενιςχφοντασ τθν εκτίμθςθ ότι θ δραςτικι ουςία του εκχυλίςματοσ SEE είναι θ ςιλιμπινίνθ. 

 

Εικόνα 27: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με ADR (3-100 

nM) και ςυγχοριγθςθ με Silibinin (50 μg/mL) για 96 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ χωρίσ 

επίδραςθ (100%). 

 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 20 40 60 80 100

%
 τ

ω
ν 

κυ
ττ

ά
ρ

ω
ν 

α
να

φ
ο

ρ
ά

σ

΢υγκζντρωςθ(nM)

ADR vs ADR+΢ιλιμπινίνθ

ADR ADR+ Silybins (50 μg/mL)ADR ADR + Σιλιμπινίνθ 

      * 

   * 

* 
* * 

*    * 
 * 

   * 
   * 



                                                                                                                                                     
 

92 
 

4.1.6. Εμπλουτιςμζνο κλάςμα GGE 

Με τθ μζκοδο MTT προςδιορίηεται θ αναςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων PC-3 μετά 

από επίδραςθ του GGE ςτισ ςυγκεντρϊςεισ των 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 μg/mL. Στισ 

ςυγκεντρϊςεισ από 200 ζωσ 25 μg/mL, παρατθρείται μείωςθ του πολλαπλαςιαςμοφ των 

κυττάρων κατά 85 %, 90 %, 83 %, 21 % αντίςτοιχα, ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ. 

Αντίκετα, οι ςυγκεντρϊςεισ 12.5 μg/mL ζωσ 3.125 μg/mL προκαλοφν αφξθςθ του 

πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων κατά 27 %, 32 % και 34 % αντίςτοιχα, ςε ςχζςθ με τα κφτταρα 

αναωοράσ (Εικ.28).  

Θ μζγιςτθ αναςτολι ςτθν ανάπτυξθ των κυττάρων παρατθρείται ςτα 100 μg/mL ενϊ από τα 50 

μg/mL ςτα 25 μg/mL παρατθρείται απότομθ μείωςθ ςτθν κυτταροςτατικι δράςθ τθσ ουςίασ.   

Κακϊσ το 50 % των κυττάρων πεκαίνει ςτα 35 ± 2 μg/mL του κλάςματοσ GGE, επιλζγεται αυτι 

θ ςυγκζντρωςθ για τθ ςυνζχιςθ των πειραμάτων. 

 

Εικόνα 28: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με το GGE (6.25-

200 μg/mL) για 96 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ χωρίσ επίδραςθ (100%). 
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4.1.7. Συγχοριγθςθ Aδριαμυκίνθσ - GGE 

Ρραγματοποιείται ςυγχοριγθςθ με ςτακερι δόςθ GGE 35 μg/mL ςε ςυνδυαςμό με μειοφμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ αδριαμυκίνθσ ςτα 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nM αντίςτοιχα. Ραρατθρείται 

μείωςθ ςτο ποςοςτό των ηωντανϊν κυττάρων κατά 84 %, 76 %, 70 %, 52 %, 26 % και 25 % 

αντίςτοιχα ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ (Εικ.29). 

Θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE ενιςχφει τθ δραςτικότθτα τθσ ADR ςε ςυγκεκριμζνεσ ςυγκεντρϊςεισ. 

Ριο ςυγκεκριμζνα, θ μονοχοριγθςθ αδριαμυκίνθσ ςτισ ςυγκεντρϊςεισ 25 nM και 12.5 nM 

μειϊνει το ποςοςτό των ηωντανϊν κυττάρων κατά 63 % και 33 % αντίςτοιχα, ενϊ θ 

ςυγχοριγθςι τθσ με το εκχφλιςμα GGE μειϊνει το ποςοςτό των ηωντανϊν κυττάρων κατά 70 % 

και 52 % αντίςτοιχα. Στισ υπόλοιπεσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ αδριαμυκίνθσ, θ ςυγχοριγθςθ με GGE 

δεν ωαίνεται να ενιςχφει τθν δραςτικότθτά τθσ. 

 

Εικόνα 29: Δοςο-εξαρτϊμενθ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ των PC-3 κυττάρων μετά από επίδραςθ με ADR (3-100 nM) 

και ςυγχοριγθςθ του εμπλουτιςμζνου κλάςματοσ GGE (35 μg/mL) για 96 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα 

αναφοράσ χωρίσ επίδραςθ (100%). 
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treatment time Mean G0/G1 SD Mean S SD Mean G2/M SD

ctrl 24h 48,3 4,3 15,3 1,2 36,5 5,5

ADR 24h 26,4 1,5 21,2 3,6 52,5 2,2

SΕΕ 24h 52,0 4,1 14,7 0,3 33,3 4,4

ADR + SΕΕ 24h 19,0 5,4 16,6 2,1 64,5 3,4

ctrl 48h 49,4 3,4 15,4 1,3 35,3 2,1

ADR 48h 33,7 10,5 15,0 5,3 51,4 5,2

SΕΕ 48h 54,5 0,5 16,9 0,1 28,7 0,4

ADR + SΕΕ 48h 20,0 5,7 21,9 4,2 58,2 1,6

ctrl 72h 51,6 2,6 15,8 0,1 32,7 2,7

ADR 72h 19,6 2,1 21,1 5,4 59,4 7,4

SΕΕ 72h 60,6 7,8 16,4 0,2 23,1 7,6

ADR + SΕΕ 72h 30,8 2,2 21,1 6,7 46,7 6,6

4.2. Αποτελζςματα κυτταρομετρίασ ροισ-Κυτταρικόσ κφκλοσ 

4.2.1. Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

H μελζτθ των ωάςεων του κυτταρικοφ κφκλου πραγματοποιείται μετά από επϊαςθ των 

κυττάρων με α) ADR (25 nM), β) SEE (50 μg/mL) και γ) ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για 24 h, 

48 h και 72 h, αντίςτοιχα. 

Tα ποςοςτά (%) των ωάςεων του κυτταρικοφ κφκλου ςτα PC-3 κφτταρα αναωοράσ 

προςδιορίηονται ςε:  G0/G1=48.3 ± 4.3      S=15.3 ± 1.2      G2/M=36.5 ± 5 ςτισ 24 h. 

Θ επίδραςθ με ADR προκαλεί αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M από τισ 

πρϊτεσ 24 h, με το ωαινόμενο να διατθρείται ςτακερό μζχρι και τισ 72 h (G0/G1=26.4 ± 1.5      

S=21.2 ± 3.6 και G2/M=52.5 ± 2.2). Θ επίδραςθ με SEE προκαλεί μια μικρι αφξθςθ ςτο ποςοςτό 

τθσ G0/G1 με ταυτόχρονθ μείωςθ τθσ ωάςθσ G2/M μετά από τισ 48 h και 72 h, ενϊ θ 

ςυγχοριγθςθ ADR+SEE ακολουκεί το πρότυπο τθσ ADR προκαλϊντασ αναςτολι του κυτταρικοφ 

κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M (Εικ.30α, β).  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30: α) Ποςοςτά των φάςεων του κυτταρικοφ κφκλου ςτα PC-3 κφτταρα μετά από ζκκεςι τουσ ςε ADR (25 

nM), SEE (50 μg/mL) και ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για α) 24 ϊρεσ β) 48 ϊρεσ γ) 72 ϊρεσ, ςε ςφγκριςθ με τα 

κφτταρα αναφοράσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ 

Τ.Α= Τυπικι Απόκλιςθ 

 

 

Επίδραςθ      Χρόνοσ     Μζςο G0/G1      Σ.Α            Μζςο S          T.A            Μζςο G2/M       T.A 

απόκλιςθ 

 α 
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Εικόνα 30: β) Αντιπροςωπευτικά γραφιματα του ποςοςτοφ των φάςεων του κυτταρικοφ κφκλου ςτα PC-3 κφτταρα 

μετά από ζκκεςι τουσ ςε ADR (25 nM), SEE (50 μg/mL) και ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για α) 24 ϊρεσ β) 48 

ϊρεσ γ) 72 ϊρεσ, ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα αναφοράσ 
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4.2.2. Αδριαμυκίνθ - GGE 

H μελζτθ των ωάςεων του κυτταρικοφ κφκλου γίνεται μετά από επϊαςθ των κυττάρων με α) 

ADR (25 nM), β) GGE (35 μg/mL) και γ) ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για 24 h, 48 h και 72 h, 

αντίςτοιχα. 

Tα ποςοςτά (%) των ωάςεων του κυτταρικοφ κφκλου ςτα PC-3 κφτταρα αναωοράσ 

προςδιορίηονται ςε: G0/G1=53.5 ± 5.7      S=13.5 ± 3      G2/M=33.1 ± 2.7 ςτισ 24 h. 

Θ επίδραςθ με ADR προκαλεί αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M από τισ 

πρϊτεσ 24 h, με το ωαινόμενο να διατθρείται ςτακερό μζχρι τισ 72 h (G0/G1=23.8 ± 2.8      

S=13.8 ± 3.3 και G2/M=62.5 ± 6.2 ςτισ 24 h). Θ επίδραςθ με GGE προκαλεί μια μικρι αφξθςθ 

ςτο ποςοςτό τθσ ωάςθσ G0/G1 με ταυτόχρονθ ςτατιςτικά ςθμαντικι μείωςθ τθσ ωάςθσ G2/M 

από τισ πρϊτεσ 24 h, τάςθ θ οποία διατθρείται και μετά τισ 48 h και 72 h χωρίσ όμωσ να είναι 

ςτατιςτικά ςθμαντικι. Θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE προκαλεί αναςτολι του κφκλου ςτθ ωάςθ 

G2/M ςτισ πρϊτεσ 24 h, πιο ιπια όμωσ ςε ςχζςθ με τθν μονοχορθγιςθ με ADR, ενϊ το 

ωαινόμενο δείχνει να υποχωρεί με τθν παρζλευςθ του χρόνου (48 h, 72 h) (Εικ.31α, β).  

 

 

Εικόνα 31: α) Ποςοςτά των φάςεων του κυτταρικοφ κφκλου ςτα PC-3 κφτταρα μετά από ζκκεςι τουσ ςε ADR (25 

nM), GGE (35 μg/mL) και ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για α) 24 ϊρεσ β) 48 ϊρεσ και γ) 72 ϊρεσ, ςε ςφγκριςθ με 

τα κφτταρα αναφοράσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ. 

Τ.Α = Τυπικι Απόκλιςθ 

 

treatment time Mean G0/G1 SD Mean S SD Mean G2/M SD

Ctrl 24h 53,5 5,7 13,5 3,0 33,1 2,7

ADR 24h 23,8 2,8 13,8 3,3 62,5 6,2

GGE 24h 62,9 1,8 13,2 1,5 24,0 0,4

ADR+GGE 24h 29,5 0,7 16,3 0,4 54,2 1,1

Ctrl 48h 57,6 2,1 11,8 1,6 30,7 3,7

ADR 48h 26,3 8,6 13,3 5,2 60,5 13,8

GGE 48h 64,3 4,5 12,7 0,1 23,1 4,5

ADR+GGE 48h 34,1 2,4 13,1 1,1 52,9 1,3

Ctrl 72h 56,5 4,5 14,4 0,8 29,1 3,7

ADR 72h 24,7 3,0 18,3 3,9 57,1 0,9

GGE 72h 63,0 5,9 14,8 0,7 22,3 5,2

ADR+GGE 72h 41,9 2,0 17,6 1,0 40,5 3,0

Επίδραςθ      Χρόνοσ     Μζςο G0/G1          Σ.Α            Μζςο S            T.A         Μζςο G2/M         T.A 

απόκλιςθ 

 α 
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Εικόνα 31: β) Αντιπροςωπευτικά γραφιματα του ποςοςτοφ των φάςεων του κυτταρικοφ κφκλου ςτα PC-3 κφτταρα 

μετά από ζκκεςι τουσ ςε ADR (25 nM), GGE (35 μg/mL) και ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για α) 24 ϊρεσ β) 48 

ϊρεσ και γ) 72 ϊρεσ, ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα αναφοράσ. 
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4.3. Αποτελζςματα κυτταρομετρίασ ροισ-Απόπτωςθ 

4.3.1. Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

H μελζτθ τθσ απόπτωςθσ ζγινε μετά από επϊαςθ των PC-3 κυττάρων με α) ADR (25 nM), β) SEE 

(50 μg/mL) και γ) ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για 24 h, 48 h και 72 h, αντίςτοιχα. 

Θ ADR επάγει με χρονο-εξαρτϊμενο τρόπο τθν απόπτωςθ των PC-3 κυττάρων (17.9 %, 22.5 %, 

40 % μετά από 24 h, 48 h και 72 h, αντίςτοιχα). Αντίκετα, το εκχφλιςμα SEE δεν επάγει τθν 

απόπτωςθ των κυττάρων ενϊ θ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE όχι μόνο επάγει τθν απόπτωςθ αλλά 

τθν ενιςχφει ςθμαντικά ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR. Ζτςι, τα ποςοςτά τθσ 

απόπτωςθσ μετά από 24 h, 48 h και 72 h ςυγχοριγθςθσ ADR+SEE διαμορωϊνονται ςε 57.2 %, 

66.9 % και 84 %, αντίςτοιχα με μια χαρακτθριςτικι ζξαρςθ του ωαινόμενου κυρίωσ μετά τισ 48 

h (Εικ.32, 33). Για το λόγο αυτό επιλζχκθκε όλεσ οι επόμενεσ επωάςεισ με τουσ παραπάνω 

παράγοντεσ να πραγματοποιοφνται για 48 h.  

  

Εικόνα 32: Τα ποςοςτά απόπτωςθσ και νζκρωςθσ εκτιμικθκαν ςτα PC-3 κφτταρα μετά από ζκκεςι τουσ ςε ADR 

(25 nM), SEE (50 μg/mL) και ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για α) 24 ϊρεσ β) 48 ϊρεσ γ) 72 ϊρεσ. 
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Εικόνα 33: Γράφθμα του ποςοςτοφ τθσ ςυνολικισ απόπτωςθσ ςε ςχζςθ με το χρόνο. ADR (25 nM), SEE (50 μg/mL) 

και ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL). p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ. 

 

Οι επιδράςεισ με ADR και ADR+SEE δεν προκάλεςαν επαγωγι τθσ νζκρωςθσ. Το εκχφλιςμα 

Σιλυμαρίνθσ επάγει μικρά ποςοςτά νζκρωςθσ 1.2 %, 1.3 % και 3.8 % μετά από 24, 48 και 72 

ϊρεσ, αντίςτοιχα. 
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4.3.2. Αδριαμυκίνθ - GGE 

H μελζτθ τθσ απόπτωςθσ ζγινε μετά από επϊαςθ των PC-3 κυττάρων με α) ADR (25 nM), β) 

GGE (35 μg/mL) και γ) ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για 24 h, 48 h και 72 h, αντίςτοιχα. 

Θ ADR επάγει με χρόνο-εξαρτϊμενο τρόπο τθν απόπτωςθ των PC-3 κυττάρων (14.83 %, 27 % 

και 29 % μετά από 24 h, 48 h και 72 h, αντίςτοιχα). Tο GGE παρουςιάηει ζνα ςχετικά ςτακερό, 

ςε ςχζςθ με το χρόνο, ποςοςτό ςτθν επαγωγι τθσ απόπτωςθσ που κυμαίνεται από 9.79 % ζωσ 

15.98 %. Θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE ενιςχφει ςθμαντικά τθν απόπτωςθ ςε ςχζςθ με τθν 

μονοχοριγθςθ με ADR (33.51 %, 40.86 % και 47.88 % μετά από 24 h, 48 h και 72 h αντίςτοιχα). 

Ενδιαωζρον αποτελεί το γεγονόσ ότι θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE επάγει και νζκρωςθ των 

κυττάρων με το υψθλότερο ποςοςτό να παρουςιάηεται μετά από τισ 48 h (Εικ.34, 35α, β). Για 

το λόγο αυτό επιλζχκθκε όλεσ οι επόμενεσ επωάςεισ με τουσ παραπάνω παράγοντεσ να 

πραγματοποιοφνται για 48 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34: Τα ποςοςτά απόπτωςθσ και νζκρωςθσ εκτιμικθκαν ςτα PC-3 κφτταρα μετά από ζκκεςθ τουσ ςε ADR 

(25 nM), GGE (35 μg/mL) και ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για α) 24 ϊρεσ β) 48 ϊρεσ γ) 72 ϊρεσ. 
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Εικόνα 35: α) Γράφθμα του ποςοςτοφ τθσ ςυνολικισ απόπτωςθσ ςε ςχζςθ με το χρόνο. ADR (25 nM), GGE (35 

μg/mL) και ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL), p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ. 

 

 

Εικόνα 35: β) Γράφθμα του ποςοςτοφ τθσ νζκρωςθσ ςε ςχζςθ με το χρόνο. ADR (25 nM), GGE (35 μg/mL) και ADR 

(25 nM) + GGE (35 μg/mL), p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ. 
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4.4. Κυτταρομετρία ροισ - Ποςοτικοποίθςθ αυτοφαγικών δομών 

Θ ςχετικι ποςοτικοποίθςθ αυτοωαγικϊν δομϊν μζςω κυτταρομετρίασ ροισ 

πραγματοποιικθκε χρθςιμοποιϊντασ ωσ κετικό μάρτυρα τθν ραπαμυκίνθ (Rap) (επαγωγζασ 

αυτοωαγίασ) με τιμι ωκοριςμοφ ΔMFI = 0.8 ± 0.02, και ωσ αρνθτικό μάρτυρα τθν χλωροκίνθ 

(CQ) (αναςτολζασ τθσ ςφντθξθσ των αυτοωαγοςωμάτων με το λυςόςωμα) με τιμι ωκοριςμοφ 

ΔMFI = -0.42 ± 0.01.  

Θ επίδραςθ με ADR ενιςχφει το ςιμα ωκοριςμοφ τθσ χρωςτικισ CYTO-ID (ΔMFI = 0.21 ± 0.04), 

αποτζλεςμα ενδεικτικό επαγωγισ τθσ αυτοωαγίασ. Αντίκετα, θ επίδραςθ με τo εκχφλιςμα SEE ι 

το GGE δίνει αρνθτικζσ τιμζσ ωκοριςμοφ (ΔMFI = -0.19 ± 0.007 και -0.26 ± 0.006, αντίςτοιχα), οι 

οποίεσ είναι ενδεικτικζσ τθσ αναςτολισ τθσ αυτοωαγίασ. Οι ςυγχορθγιςεισ ADR+SEE και 

ADR+GEE οδθγοφν ςε παρόμοια τιμι ωκοριςμοφ με τα κφτταρα αναωοράσ (ΔMFI = 0.009 και -

0.007 αντίςτοιχα) (Εικ.36). 

 

Εικόνα 36: Αντιπροςωπευτικό γράφθμα των τιμϊν ΔMFI Cyto-ID των PC-3 κυττάρων μετά από επϊαςθ τουσ με 

ραπαμυκίνθ (Rap) 100 nM, χλωροκίνθ (CQ) 10 μM, ADR 25 nM, SEE 50 μg/mL, GGE 35μg/mL, ADR+SEE και 

ADR+GGE. ΔMFI Cyto-ID= MFI Cyto-ID (με επίδραςθ) - MFI Cyto-ID (κφτταρα αναφοράσ). p < 0.05 ωσ προσ τα 

κφτταρα αναφοράσ. 
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4.5. Ζκφραςθ των γονιδίων που ςθματοδοτοφν τθν ζναρξθ τθσ αυτοφαγίασ 

Ωσ γονίδιο αναωοράσ για τθν ςχετικι ποςοτικοποίθςθ τθσ ζκωραςθσ των mRNA των γονιδίων 

δεικτϊν ζναρξθσ τθσ αυτοωαγίασ χρθςιμοποιικθκε το γονίδιο τθσ ATPάςθσ. Τα επίπεδα 

ζκωραςθσ όλων των γονιδίων δεικτϊν τθσ αυτοωαγίασ μεταβλικθκαν μετά από τισ διάωορεσ 

επιδράςεισ ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ ΑΤ΢άςθσ. 

4.5.1. Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

Θ ζκωραςθ του mRNA του γονιδίου LC3A αυξάνεται μετά από τθν επίδραςθ τθσ ADR (4 ωορζσ). 

Ραρόλο που θ επίδραςθ με το εκχφλιςμα SEE δεν επθρεάηει τθν ζκωραςθ του LC3A mRNA, θ 

ςυγχοριγθςθ ADR+SEE επάγει μια ςθμαντικι αφξθςθ τθσ ζκωραςθσ του (10 ωορζσ) (Εικ.37α).  

Τα επίπεδα ζκωραςθσ του Beclin1 mRNA αυξάνονται ελαωρϊσ μετά από τισ μονοχορθγιςεισ με 

ADR ι SEE (1.2 ωορζσ και 1.5 ωορζσ, αντίςτοιχα), ενϊ θ ςυγχοριγθςθ με ADR+SEE οδθγεί ςε 

διπλάςια ζκωραςθ του Beclin1 mRNA (2 ωορζσ) (Εικ.37α).  

  

 

 

 

 

 

Εικόνα 37: α) Ποςοτικι εκτίμθςθ τθσ ζκφραςθσ των γονιδίων LC3A και Beclin1 μετά από ζκκεςθ των κυττάρων ςε 

ADR (25 nM), SEE (50 μg/mL), ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για 48 ϊρεσ. p < 0.05 ωσ προσ τα κφτταρα αναφοράσ. 

 

Θ ζκωραςθ των ULK1 και AMBRA1 mRNA παρουςιάηει κοινό πρότυπο. Ζτςι, θ μονοχοριγθςθ με 

ADR προκαλεί μια μικρι αφξθςθ τθσ ζκωραςισ τουσ (2 ωορζσ και 1.2 ωορζσ) ςε ςχζςθ με τθν 

ςθμαντικι αφξθςθ τθσ ζκωραςισ του μετά από τθν μονοχοριγθςθ με SEE (4.6 ωορζσ και 2.7 

ωορζσ) και τθν ςυγχοριγθςθ με ADR+SEE (3.2 ωορζσ και 2.3 ωορζσ). Τζλοσ, το mRNA του 

           * 

      * 

           * 
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γονιδίου δείκτθ τθσ μιτοωαγίασ BNiP3L παρουςιάηει μικρι αφξθςθ μετά τθν μονοχοριγθςθ με 

SEE (1.32 ωορζσ) και τθν ςυγχοριγθςθ με ADR+SEE (1.28 ωορζσ) (Εικ.37β). 

 

 

 

Εικόνα 37: β) Ποςοτικι εκτίμθςθ τθσ ζκφραςθσ των γονιδίων ULK1, AMBRΑ1 και BNiP3L μετά από ζκκεςθ των 

κυττάρων ςε ADR (25 nM), SEE (50 μg/mL), ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) για 48 ϊρεσ. p < 0.05.  

Επομζνωσ, θ μονοχοριγθςθ με ADR ι SEE επάγει τθν αυτοωαγία. Ραράλλθλα, θ ςυγχοριγθςθ 

με ADR+SEE ενιςχφει τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR 

[158].   
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4.5.2. Αδριαμυκίνθ - GGE 

H ζκωραςθ του LC3A mRNA αυξάνεται μετά από τισ δφο μονοχορθγιςεισ με ADR ι GGE κατά 

3.7 και 6.2 ωορζσ αντίςτοιχα, ενϊ παράλλθλα θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE οδθγεί ςε μεγάλθ 

αφξθςθ τθσ ζκωραςισ του κατά 22 ωορζσ (Εικ.38α).  

Θ ζκωραςθ του Beclin1 mRNA μεταβάλλεται ελαωρϊσ μετά από τισ μονοχορθγιςεισ με ADR ι 

GGE (1.2 και 0.9 ωορζσ, αντίςτοιχα) προςομοιάηοντασ με τα κφτταρα αναωοράσ, ενϊ θ 

ςυγχοριγθςθ ADR-GGE προκαλεί μια ξεκάκαρθ αφξθςθ τθσ ζκωραςισ του (1.6 ωορζσ) 

(Εικ.38α). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 38: α) Ποςοτικι εκτίμθςθ τθσ ζκφραςθσ των γονιδίων LC3A και Beclin1 μετά από ζκκεςθ των κυττάρων ςε 

ADR (25 nM), GGE (35 μg/mL), ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για 48 ϊρεσ. p < 0.05 

Το ULK1 mRNA παρουςιάηει ςθμαντικι αφξθςθ μετά από τθν επίδραςθ με ADR (9 ωορζσ) ι τθν 

ςυγχοριγθςθ ADR+GGE (4 ωορζσ), χωρίσ όμωσ να επθρεάηεται από τθν μονοχοριγθςθ με GGE 

(1.1 ωορζσ) (Εικ.38β).  

To AMBRA1 mRNA ενιςχφεται ςθμαντικά με τθν επίδραςθ τθσ ADR (3.4 ωορζσ), ενϊ οι 

επιδράςεισ με GGE ι ADR+GGE αυξάνουν με παρόμοιο και ςαωϊσ λιγότερο ιςχυρό τρόπο τθν 

ζκωραςθ του (1.5 ωορζσ). Τζλοσ, θ ζκωραςθ του mRNA του BNiP3L ενιςχφεται ςθμαντικά μετά 

τθν επίδραςθ με ADR (2.4 ωορζσ) και ADR+GGE (1.9 ωορζσ), ενϊ παραμζνει ςχεδόν 

αμετάβλθτθ μετά από τθν μονοχοριγθςθ με GGE (1.1 ωορζσ) (Εικ.38β).  

Συμπεραίνουμε, ότι θ μονοχοριγθςθ με ADR ι GEE επάγει τθν αυτοωαγία. Ενδεχομζνωσ θ 

επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ από τo GGE να μθν πραγματοποιείται μζςω του ςθματοδοτικοφ 

μονοπατιοφ ULK1-AMBRA1. Ραράλλθλα, θ ςυγχοριγθςθ με ADR+GGE ενιςχφει τθν επαγωγι 

τθσ αυτοωαγίασ ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR.   

             * 

               * 
             * 

                  * 
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Εικόνα 38: β) Ποςοτικι εκτίμθςθ τθσ ζκφραςθσ των γονιδίων ULK1, AMBRΑ1 και BNiP3L μετά από ζκκεςθ των 

κυττάρων ςε ADR (25 nM), GGE (35 μg/mL), ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL) για 48 ϊρεσ. p < 0.05 
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4.6. Ζκφραςθ των πρωτεϊνών LC3Β-Ι και LC3B-II 

Θ μθ ςυηευγμζνθ (LC3B-I) και θ ςυηευγμζνθ μορωι (LC3B-II) τθσ πρωτεΐνθσ LC3B διαχωρίςτθκαν 

μζςω θλεκτροωόρθςθσ ωσ δφο διακριτζσ ηϊνεσ, όπωσ ωαίνεται ςτισ εικόνα 39α. Για τθν 

ιςόποςθ ωόρτωςθ των δειγμάτων όςο και για τθν επακόλουκθ ποςοτικοποίθςθ τθσ ζκωραςθσ 

των δφο μορωϊν τθσ πρωτεΐνθσ, χρθςιμοποιικθκε θ πρωτεΐνθ GAPDH (Εικ.39α). Σφμωωνα με 

τθ βιβλιογραωία, θ αφξθςθ τθσ ζκωραςθσ τθσ πρωτεΐνθσ LC3B-II είναι ενδεικτικι επαγωγισ τθσ 

αυτοωαγίασ ενϊ θ αφξθςθ του λόγου LC3B-II/LC3B-I αποτελεί δείκτθ τθσ ςφντθξθσ του 

αυτοωαγοςϊματοσ με το λυςόςωμα. Αντίκετα, θ αφξθςθ των επιπζδων και των δφο μορωϊν 

τθσ πρωτεΐνθσ LC3B ςυνικωσ ςυνεπάγεται κάποια εμπλοκι ςτθν διαδικαςία ωρίμανςθσ και 

λφςθσ του αυτοωαγοςϊματοσ [159, 160].  

4.6.1. Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

Θ επίδραςθ με ADR οδθγεί ςε μικρι αφξθςθ τθσ πρωτεΐνθσ LC3B-II, ενϊ θ επίδραςθ με SEE 

αυξάνει ςθμαντικά τα επίπεδα LC3B-II.  

Εικόνα 39: α) Ανοςοαποτφπωςθ κατά Western, τθσ ζκφραςθσ τθσ μθ-ςυηευγμζνθσ (LC3-I) και τθσ ςυηευγμζνθσ 

(LC3-II) μορφισ τθσ πρωτεΐνθσ LC-3 ςτα κφτταρα PC-3. Η μεταβολι ςτθν ζκφραςθ των μορφϊν LC3-I (β) και LC3-II 

(γ) κακϊσ και ο λόγοσ and LC3-II/LC3-I (δ) υπολογίςτθκαν ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναφοράσ. ADR (25 nM), SEE (50 

μg/mL), ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL). p < 0.05 
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Ακόμα πιο ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ ςτα επίπεδα τθσ LC3B-II (1.9 ωορζσ) παρατθρείται 

μετά από τθν ςυγχοριγθςθ ADR+SEE, θ οποία όμωσ ςυνοδεφεται και με ςθμαντικι αφξθςθ τθσ 

πρωτεΐνθσ LC3B-I (1.8 ωορζσ) (Εικ.38γ).  

O λόγοσ LC3B-II/LC3B-I παρουςιάηει αφξθςθ μετά τθν επίδραςθ με SEE (1.33 ωορζσ) ενϊ 

παρουςιάηει παρόμοιο πρότυπο με τα κφτταρα αναωοράσ μετά τθν επίδραςθ με τθν ADR (0.9 

ωορζσ) και τθν ςυγχοριγθςθ με ADR+SEE (1.08 ωορζσ) (Εικ.38δ).  

Από όλα τα παραπάνω, ςυμπεραίνουμε πωσ οι επιδράςεισ με SEE και ADR+SEE ενιςχφουν το 

ςχθματιςμό των αυτοωαγοςωμάτων ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με τθν ADR. 

4.6.2. Αδριαμυκίνθ - GGE 

Τα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ ιςομορωισ LC3B-II παρουςιάηουν πολφ μικρι αφξθςθ μετά από τθν 

επίδραςθ με ADR (1.2 ωορζσ). Θ επίδραςθ με GGE και θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE ενιςχφουν 

τόςο τθν ζκωραςθ τθσ LC3B-II πρωτεΐνθσ κατά 2.3 και 1.7 ωορζσ αντίςτοιχα, όςο και τθσ LC3B-I 

κατά 1.5 και 1.9 ωορζσ αντίςτοιχα (Εικ.40γ).  

Εικόνα 40: α) Ανοςοαποτφπωςθ κατά Western, τθσ ζκφραςθσ τθσ μθ-ςυηευγμζνθσ (LC3-I) και τθσ ςυηευγμζνθσ 

(LC3-II) μορφισ τθσ πρωτεΐνθσ LC-3 ςτα κφτταρα PC-3. Τα γραφιματα απεικονίηουν τθν μεταβολι ςτθν ζκφραςθ 

των μορφϊν β) LC3-I και γ) LC3-II (γ) κακϊσ και τον λόγο δ) LC3-II/LC3-I. ADR (25 nM), GGE (35 μg/mL), ADR (25 nM) 

+ GGE (35 μg/mL). p < 0.05 
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Σθμαντικι αφξθςθ του λόγου LC3B-II/LC3B-I παρατθρείται μόνο μετά από τθν επίδραςθ με GGE 

(1.5 ωορζσ), ενϊ οι ADR και ADR+GGE παρουςιάηουν παρόμοιεσ τιμζσ με τα κφτταρα αναωοράσ 

(Εικ.40δ). Από όλα τα παραπάνω, ςυμπεραίνουμε πωσ οι επιδράςεισ με GGE και ADR+GGE 

ενιςχφουν το ςχθματιςμό των αυτοωαγοςωμάτων ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με τθν ADR. 

 

4.7. Ζκφραςθ των πρωτεϊνών NBR1 και p62 

Θ ποςοτικι εκτίμθςθ τθσ ζκωραςθσ των πρωτεϊνϊν NBR1 και p62 είναι ενδεικτικι τθσ ςφντθξθσ 

του αυτοωαγοςϊματοσ με το λυςόςωμα. Ζτςι, κατά το ςχθματιςμό του αυτοωαγο-

λυςόςωματοσ και τθσ επερχόμενθσ λφςθσ του, παρατθρείται μείωςθ των πρωτεϊνϊν NBR1 και 

p62 [161].  

4.7.1. Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

Θ ζκωραςθ τθσ NBR1 πρωτεΐνθσ παρουςιάηει μικρι αφξθςθ μετά από τθν επίδραςθ με ADR (1.9 

ωορζσ). Το εκχφλιςμα SEE οδθγεί ςε μια ςθμαντικι αφξθςθ τθσ NBR1 πρωτεΐνθσ (6 ωορζσ) ενϊ 

αντίκετα θ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE παρουςιάηει παρόμοιο πρότυπο με τα κφτταρα αναωοράσ 

(0.9 ωορζσ) (Εικ.41α). Θ ζκωραςθ τθσ p62 πρωτεΐνθσ αυξάνεται μόνο μετά από τθν επίδραςθ με 

το εκχφλιςμα SEE (1.8 ωορζσ) ενϊ οι επιδράςεισ με ADR και ADR+SEE οδθγοφν ςε ςτατιςτικά μθ 

ςθμαντικζσ μεταβολζσ (1.2 και 1.3 ωορζσ αντίςτοιχα), προςομοιάηοντασ με τα κφτταρα 

αναωοράσ (Εικ.41β). Τα παραπάνω δεδομζνα υποδθλϊνουν πωσ θ χοριγθςθ με SEE 

ενδεχομζνωσ επθρεάηει αρνθτικά τθν ςφντθξθ των αυτοωαγοςωμάτων με τα λυςοςϊματα 

κακϊσ και τθν επερχόμενθ λφςθ του αυτοωαγικοφ περιεχομζνου. 

4.7.2. Αδριαμυκίνθ - GGE 

Θ ζκωραςθ τθσ NBR1 πρωτεΐνθσ αυξάνεται εξίςου τόςο μετά από τθν επίδραςθ με ADR κακϊσ 

και μετά από τθ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE (1.9 ωορζσ), ενϊ θ μονοχοριγθςθ με GGE ενιςχφει 

ακόμα περιςςότερο τθν ζκωραςθ τθσ (3 ωορζσ). (Εικ.40α). Θ ζκωραςθ τθσ πρωτεΐνθσ p62 δεν 

παρουςιάηει αξιόλογθ μεταβολι μετά από τθν δράςθ τθσ ADR. Αντίκετα, θ ζκωραςθ τθσ p62 

ενιςχφεται ςθμαντικά με τθν επίδραςθ του εκχυλίςματοσ GGE (1.8 ωορζσ), ενϊ θ ςυγχοριγθςθ 

ADR+GGE οδθγεί ςε ςθμαντικι μείωςθ τθσ ζκωραςθσ κατά 50 % (Εικ.40β), υποδθλϊνοντασ τον 

ςχθματιςμό και τθ λφςθ του αυτοωαγο-λυςοςϊματοσ. 
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Εικόνα 41: α) Γράφθμα τθσ ζκφραςθσ τθσ  πρωτεΐνθσ NBR1 μετά από τισ χορθγιςεισ με ADR (25 nM), SEE (50 

μg/mL), GGE (35 μg/mL), ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) και ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL). p < 0.05 

 

 

Εικόνα 41: β) Γράφθμα τθσ ζκφραςθσ τθσ  πρωτεΐνθσ p62 μετά από τισ χορθγιςεισ με ADR (25 nM), SEE (50 μg/mL), 

GGE (35 μg/mL), ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL) και ADR (25 nM) + GGE (35 μg/mL). p < 0.05 
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4.8. Αποτελζςματα θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ 

Θ ΤΕΜ αποτελεί τθ πιο διαδεδομζνθ και ευαίςκθτθ τεχνικι για τθν απεικόνιςθ τθσ 

αυτοωαγίασ. Τα αυτοωαγοςϊματα αποτελοφν διπλομεμβρανικά κυςτίδια, με τα ανϊριμα 

αυτοωαγοςϊματα να ζχουν μια οπτικι πυκνότθτα μικρότερθ ι ίςθ με αυτι του 

κυτταροπλάςματοσ ενϊ τα ϊριμα αυτοωαγολυςοςϊματα ζχουν μεγαλφτερθ οπτικι πυκνότθτα 

[162, 163]. Ραράλλθλα, μζςω τθσ ΤΕΜ μποροφν να παρατθρθκοφν μια ςειρά από άλλα 

ωαινοτυπικά χαρακτθριςτικά των κυττάρων τα οποία αντανακλοφν τα επίπεδα τθσ 

αυτοωαγίασ. Ζτςι, ςτθν παροφςα μελζτθ τα PC-3 κφτταρα αναωοράσ εμωανίηουν λίγα ανϊριμα 

και ϊριμα αυτοωαγοςϊματα (Εικ.42a). Τα κφτταρα που ζχουν εκτεκεί ςτθν ADR εμωανίηουν 

πολυάρικμα αυτοωαγοςϊματα (πρόδρομα και ϊριμα), πολφ-ελαςματϊδθ κυςτίδια και 

αυξθμζνθ εκκριτικι δραςτθριότθτα, όλα ωαινοτυπικά χαρακτθριςτικά ενδεικτικά τθσ 

επαγωγισ και ολοκλιρωςθσ τθσ αυτοωαγίασ (Εικ.42β).  

Αντίκετα, τα PC-3 κφτταρα που επωάςτθκαν με το εκχφλιςμα SEE εμωανίηουν λίγα 

αυτοωαγοςϊματα, ανάλογα με αυτά των κυττάρων αναωοράσ (Εικ.42γ). Τα κφτταρα που 

επωάςτθκαν με ADR+SEE εμωανίηουν μεγάλα ςυςςωματϊματα από αυτοωαγικά κυςτίδια τα 

οποία περιζχουν μεγάλεσ ποςότθτεσ λιπιδίων και μεμβρανικοφ υλικοφ, με μια παράλλθλθ 

αποδιοργάνωςθ των μικροςωλθνίςκων, ευριματα ςυνικωσ ενδεικτικά για τθν φπαρξθ 

κάποιασ βλάβθσ ςτθν ωρίμανςθ των αυτοωαγοςωμάτων και πικανισ αναςτολισ τθσ 

αυτοωαγίασ (Εικ.42δ).  
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Εικόνα 42: Αυτοφαγικζσ δομζσ όπωσ παρατθρικθκαν με το Ηλεκτρονικό Μικροςκόπιο. α) Κφτταρα αναφοράσ: 

λίγα αυτοφαγοςϊματα β) Επίδραςθ με ADR (25 nM): πλθκϊρα αυτοφαγοςωμάτων και πολυμεμβρανικϊν 

κυςτιδίων γ) Επίδραςθ με SEE (50 μg/mL): λίγα αυτοφαγοςϊματα δ) Συγχοριγθςθ ADR (25 nM) + SEE (50 μg/mL): 

εκτεταμζνθ κυςτιδιοποίθςθ ςυνδυαςμζνθ με πλειομορφικά κυςτίδια που φζρουν ςταγονίδια λιπιδίων. 
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γ δ 
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4.9. Μεταβολικό προφίλ  

4.9.1. Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

Το μεταβολικό προωίλ των τεςςάρων ομάδων δειγμάτων (Ctrl, ADR, SEE, ADR+SEE) 

μελετικθκε με τθ χριςθ ωαςματοςκοπίασ NMR. Αρχικά προςδιορίςτθκαν 34 κυτταρικοί 

μεταβολίτεσ. Στθν εικόνα 43 παρουςιάηεται ζνα αντιπροςωπευτικό ωάςμα 1H 1DNMR κακϊσ 

και οι κορυωζσ των μεταβολιτϊν που αναγνωρίςτθκαν, προερχόμενο από ζνα δείγμα 

επίδραςθσ με SEE.  

Εικόνα 43: Αντιπροςωπευτικό φάςμα 1H 1D NMR με τουσ αναγνωριςμζνουσ μεταβολίτεσ από δείγμα με επίδραςθ 

με το εκχφλιςμα SEΕ (1-5.2 ppm: αλοιφατικι περιοχι, 5.2-9 ppm: αρωματικι περιοχι).  

 

Πολυ-μεταβλθτι ανάλυςθ 

Ακολοφκθςε πολυμεταβλθτι ςτατιςτικι επεξεργαςία των απλϊν και κανονικοποιθμζνων 

δεδομζνων. Τα ωαςματικά δεδομζνα κανονικοποιικθκαν ωσ προσ τθ ςυνολικι ζνταςθ (total 

intensity) του κάκε ωάςματοσ. Ρραγματοποιικθκε ανάλυςθ κυρίων ςυνιςτωςϊν (PCA: 

principle component analysis) θ οποία αποτελεί μια μθ επιβλεπόμενθ μζκοδο ςταττιςτικισ 

ανάλυςθσ που επιτρζπει τθν ανίχνευςθ τάςεων ομαδοποίθςθσ των δειγμάτων. Από τθν PCA 
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προζκυψε ζνα μοντζλο τριϊν ςυνιςτωςϊν με ικανοποιθτικι περιγραωικι και προβλεπτικι 

ικανότθτα (Εικ.44). Είναι ςθμαντικό να επιςθμανκεί ότι το μεταβολικό προωίλ χαρακτθρίηεται 

από υψθλι ςυνζπεια μεταξφ των δειγμάτων τθσ ίδιασ ομάδασ και διαωοροποιείται ςθμαντικά 

μεταξφ των ομάδων. Επίςθσ, ςτθ ςυνιςτϊςα PC1 (R2X 0.564; Q2 0.474) παρατθρείται 

διαχωριςμόσ τθσ ομάδασ Ctrl από τισ υπόλοιπεσ, ενϊ ςτθ ςυνιςτϊςα PC2 (R2X 0.129; Q2 

0.193), διαχωρίηονται οι ομάδεσ με βάςθ τθν επίδραςθ με SEE, δθλ. οι SEE και ADR+SEE 

αποτελοφν κοινι ομάδα δεδομζνων και διαχωρίηονται από τισ ομάδεσ Ctrl και ADR. Το γεγονόσ 

αυτό υποδθλϊνει τθν ομοιότθτα του μεταβολικοφ προωίλ των ομάδων SEE και ADR+SEE. Οι 

ομάδεσ των Ctrl και ADR δειγμάτων παρουςιάηουν τθν μεγαλφτερθ απόςταςθ μεταξφ τουσ. 

Συνολικά, το μοντζλο περιγράωει το 0.78 τθσ μεταβολισ των δειγμάτων (R2Xcum: 0.781) και θ 

προβλεπτικι του ικανότθτα είναι 0.64 (Q2cum: 0.645). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 44: Ανάλυςθ PCA (Ctrl, ADR, SEE, ADR+SEE). 

 

H ανάλυςθ των δεδομζνων με επιβλεπόμενεσ μεκόδουσ και ςυγκριμζνα με εωαρμογι τθσ 

μερικισ ανάλυςθσ ελαχίςτων τετραγϊνων (PLS-DA: Partial least squares-discriminant analysis) 

δεν αποκάλυψε κάποιο διαωορετικό πρότυπο ομαδοποίθςθσ, αλλά βελτίωςε το υπάρχον 

μοντζλο που είχε προκφψει από τθν ανάλυςθ PCA. To μοντζλο που δθμιουργικθκε από τθν 

PLS-DA περιγράωεται από δφο ςυνιςτϊςεσ με R2cum: 0.68, Q2cum: 0.49 και το διάγραμμα 

αντικειμζνων παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 45α. Θ επιβλεπόμενθ ανάλυςθ επιτυγχάνει να 

διαχωρίςει τθν ομάδα ADR από τισ SEE και ADR+SEE ςτθν πρϊτθ ςυνιςτϊςα. Θ φπαρξθ μιασ 

ομάδασ που περιλαμβάνει όλα τα δείγματα ςτα οποία ζχει γίνει επίδραςθ με SEE, δθλαδι τα 

SEE και ADR+SEE δείγματα, και ςτθν ανάλυςθ PLS-DA αποτελεί μια ξεκάκαρθ ζνδειξθ τθσ 

ιςχυρισ επίδραςθσ του SEE ςτα κφτταρα PC-3, θ οποία ςχεδόν καλφπτει τθν επίδραςθ τθσ ADR 
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ςτο μεταβολικό ωαινότυπο των κυττάρων. Το μοντζλο επικυρϊκθκε με τθ μζκοδο τυχαίων 

μετακζςεων με 100 μετακζςεισ (Εικ.45β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 45: α) Ανάλυςθ PLS-DA β) Δοκιμι μετακζςεων με 100 μετακζςεισ για το μοντζλο PLS-DA (Ctrl, ADR, SEE, 

ADR+SEE). 

Μονο-μεταβλθτι ανάλυςθ 

Οι μεταβολίτεσ μελετικθκαν με μονο-μεταβλθτι ανάλυςθ ϊςτε να προςδιοριςτοφν οι 

ςτατιςτικά ςθμαντικζσ ποςοτικζσ μεταβολζσ τουσ μεταξφ των ομάδων. Στθν εικόνα 46 

παρουςιάηονται τα αποτελζςματα των μεταβολιτϊν που παρουςιάηουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

διαωορζσ ςε μορωι κθκογραμμάτων. Ραρατθροφμε πωσ οι επιδράςεισ με SEE και ADR+SEE, ςε 

ςφγκριςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR, οδθγοφν ςε αφξθςθ των αμινοξζων ιςολευκίνθ, 

λευκίνθ, βαλίνθ ενϊ μόνο θ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE αυξάνει ςθμαντικά τα επίπεδα τθσ 

μεκειονίνθσ. Σθμαντικι αντιςτροωι τθσ επίδραςθσ τθσ ADR ςτο μεταβολικό προωίλ των 

κυττάρων PC-3 παρατθρείται μετά τθν ςυγχοριγθςθ ADR+SEE για τουσ μεταβολίτεσ ςερίνθ, 

τυροςίνθ, ωαινυλαλανίνθ και γλουτακειόνθ (Εικ.46). 
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Εικόνα 46: Θθκογράμματα που απεικονίηουν τισ ςτατιςτικά ςθμαντικζσ ςχετικζσ ςυγκεντρϊςεισ μεταβολιτϊν (Ctrl, 

ADR, SEE, ADR+SEE). 
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4.9.2. Αδριαμυκίνθ - GGE 

Το μεταβολικό προωίλ των τεςςάρων ομάδων δειγμάτων (Ctrl, ADR, GGE, ADR+GGE) 

μελετικθκε με ωαςματοςκοπία NMR. Ρροςδιορίςτθκαν 31 κυτταρικοί μεταβολίτεσ οι οποίοι 

παρουςιάηονται αναλυτικά ςτον πίνακα 3. Στθν εικόνα 47 παρουςιάηεται ζνα 

αντιπροςωπευτικό ωάςμα 1H 1DNMR κακϊσ και οι κορυωζσ των μεταβολιτϊν που 

αναγνωρίςτθκαν, προερχόμενο από ζνα δείγμα επίδραςθσ με GGE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 47: Αντιπροςωπευτικό φάςμα 1H 1D NMR με τουσ αναγνωριςμζνουσ μεταβολίτεσ από δείγμα με επίδραςθ 

με το εκχφλιςμα GGE (1-5.2 ppm: αλοιφατικι περιοχι, 5.2-9: ppm αρωματικι περιοχι).  

 

Ρολυ-μεταβλθτι ανάλυςθ 

Ακολοφκθςε πολυ-μεταβλθτι ανάλυςθ των κανονικοποιθμζνων δεδομζνων ϊςτε να 

διερευνθκεί θ φπαρξθ ζκτροπων τιμϊν και πικανι ομαδοποίθςθ των δειγμάτων. Το μοντζλο 

που πρόεκυψε από τθν μθ επιβλεπόμενθ ανάλυςθ PCA περιγράωεται από τρεισ ςυνιςτϊςεσ με 

περιγραωικι ικανότθτα R2cum 0.56 και προβλεπτικι Q2cum 0.38 και το διάγραμμα 

αντικειμζνων του παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 48. Τα δείγματα τθσ ομάδασ  ADR 

χαρακτθρίηονται από μεγάλθ διαςπορά. Θ επίδραςθ του εκχυλίςματοσ GGE ςτο μεταβολικό 

προωίλ των κυττάρων PC-3 ωαίνεται να είναι πολφ ιςχυρι κακϊσ ςτθν πρϊτθ ςυνιςτϊςα του 

μοντζλου, ο διαχωριςμόσ των δειγμάτων οωείλεται μόνο ςτθν επίδραςθ του εκχυλίςματοσ τθσ 

GGE (PC1 axis, R2: 0.39). Στθ δεφτερθ ςυνιςτϊςα του μοντζλου, τα δείγματα χωρίηονται με 

βάςθ τθ χοριγθςθ ADR.  
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Εικόνα 48: Ανάλυςθ PCA (Ctrl, ADR, GGE, ADR+GGE). 

 

Θ εωαρμογι επιβλεπόμενθσ ανάλυςθσ PLS-DA, οδιγθςε ςε μοντζλο ζξι ςυνιςτωςϊν με R2cum 

0.99 και Q2cum 0.83. Το διάγραμμα αντικειμζνων του παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 49α. Οι 

ομάδεσ παρουςιάηουν πολφ καλό διαχωριςμό, με τθν πρϊτθ ςυνιςτϊςα να περιγράωει τθ 

διαωορά τθσ επίδραςθσ τθσ GGE και τθ δεφτερθ τθ διαωορά τθσ επίδραςθσ τθσ ADR. Ο ζλεγχοσ 

τθσ αξιοπιςτίασ του μοντζλου με τθ μζκοδο τυχαίων μετακζςεων με 100 μετακζςεισ 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 49β. Στο μοντζλο αυτό, κάποιεσ από τισ τυχαίεσ μετακζςεισ 

προκφπτουν με ςυγκρίςιμθ περιγραωικι ικανότθτα με αυτι του πραγματικοφ μοντζλου ενϊ θ 

προβλεπτικι του ικανότθτα είναι υψθλότερθ ςε ςχζςθ με το πραγματικό μοντζλο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 49: (α) Ανάλυςθ PLS-DA (β) Ζλεγχοσ μετακζςεων με 100 μετακζςεισ για το μοντζλο PLS-DA (Ctrl, ADR, GGE, 

ADR+GGE). 
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Ile
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Mονο-μεταβλθτι ανάλυςθ 

Μονομεταβλθτι ανάλυςθ ζγινε για τουσ μεταβολίτεσ που παρουςιάηουν τθν υψθλότερθ 

επίδραςθ ςτο διαχωριςμό των ομάδων (κριτιριο VIP>1, Variable Importance to Projection) και 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 49 ςε μορωι κθκογραμμάτων. Ραρατθρείται ότι θ μονοχοριγθςθ 

με ADR ενιςχφει ςθμαντικά τθν γλυκόηθ, τθν μυο-ινοςιτόλθ, το γαλακτικό οξφ, τθν sn-3-

ωωςωοχολίνθ και το ΑΤP. Θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE αυξάνει τθν ςυγκζντρωςθ πλθκϊρασ 

αμινοξζων όπωσ θ ιςολευκίνθ, θ λευκίνθ, θ βαλίνθ, θ αλανίνθ, θ γλυκίνθ, θ ςερίνθ, το 

γλουταμικό οξφ, θ γλουτακειόνθ κακϊσ και των μεταβολιτϊν ωορμικό οξφ και θ ο-

ωωςωοχολίνθ ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR. Εκτόσ από τουσ παραπάνω μεταβολίτεσ, 

θ κρεονίνθ και θ UDP-GlcNAc ωαίνεται να διαδραματίηουν κακοριςτικό ρόλο ςτο 

διαωοροποίθςθ του μεταβολικοφ προωίλ των κυττάρων PC-3 ςτα οποία ζχει γίνει 

ςυγχοριγθςθ ADR+GGE ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ, τα οποία χαρακτθρίηονται κυρίωσ 

από αυξθμζνθ γλυκόηθ και γαλακτικό οξφ. Από όλα τα παραπάνω, τελικά προκφπτει πωσ θ 

επίδραςθ του εκχυλίςματοσ GGE ςτθν ςυγχοριγθςθ ADR+SEE είναι κακοριςτικι ςτθ μεταβολι 

τθσ ςυγκζντρωςθσ των BCAAs αμινοξζων κακϊσ και τθσ αλανίνθσ, τθσ ςερίνθσ, του 

γλουταμικοφ και του ωορμικοφ οξζωσ, κακϊσ παρουςιάηουν ςθμαντικι αφξθςθ μετά τθν 

ςυγχοριγθςθ ADR+GGE ενϊ δεν παρουςιάηουν ςθμαντικζσ αλλαγζσ μετά από τθν 

μονοχοριγθςθ ADR (Εικ.50). 
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Εικόνα 50: Θθκογράμματα που απεικονίηουν τισ ςτατιςτικά ςθμαντικζσ ςχετικζσ ςυγκεντρϊςεισ μεταβολιτϊν (Ctrl, 

ADR, GGE, ADR+GGE). 
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Κεφάλαιο 5: ΢υηιτθςθ 

H Αδριαμυκίνθ χρθςιμοποιείται ωσ χθμειοκεραπευτικό ωάρμακο τα τελευταία 40 χρόνια για 

τθν αντιμετϊπιςθ πολλϊν μορωϊν καρκίνου, ςυμπεριλαμβανομζνου του καρκίνου του 

προςτάτθ. Ραρόλα αυτά, θ χριςθ τθσ ςτθν κλινικι πράξθ είναι περιοριςμζνθ κακϊσ 

παρατθροφνται ωαινόμενα περιοριςμζνθσ απορρόωθςθσ από τουσ ιςτοφσ και ωαινόμενα 

χθμείο-αντοχισ. Ραράλλθλα, εμωανίηονται πολλζσ παρενζργειεσ ςτουσ αςκενείσ, όπωσ θ 

καρδιοτοξικότθτα και θ νεωροτοξικότθτα, ακόμα και 10 χρόνια μετά τθν χοριγθςθ *11]. Τα 

δεδομζνα από τθ διεκνι βιβλιογραωία δείχνουν ότι θ ταυτόχρονθ χοριγθςθ ωυςικϊν 

προϊόντων με χθμειοκεραπευτικά ωάρμακα ενιςχφει τθ δράςθ των χθμειοκεραπευτικϊν, 

απαιτϊντασ ζτςι μικρότερεσ ςυγκεντρϊςεισ τουσ για επίτευξθ τθσ ωαρμακολογικισ δράςθσ, 

περιορίηοντασ ταυτόχρονα τισ παρενζργειζσ τουσ [164]. Στθν παροφςα λοιπόν μελζτθ 

διερευνικθκε θ δράςθ δφο ωυτικϊν εκχυλιςμάτων, των SEE και GGE, κακϊσ και θ 

ςυγχοριγθςι τουσ με τθν ADR ζναντι τθσ κυτταρικισ ςειρά καρκίνου του προςτάτθ PC-3. 

Αδριαμυκίνθ - Εκχφλιςμα SEE 

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ δείχνουν πωσ το ωυςικό εκχφλιςμα SEE αναςτζλλει με 

δοςο-εξαρτϊμενο τρόπο τον πολλαπλαςιαςμό των καρκινικϊν κυττάρων. Ραράλλθλα, οι 

δραςτικζσ ουςίεσ ςιλιμπινίνθ και ςιλυκριςτίνθ, που αποτελοφν τα δφο κυριότερα ςυςτατικά 

του εκχυλίςματοσ SEE, παρουςιάηουν επίςθσ δοςο-εξαρτϊμενθ αναςταλτικι δράςθ ςτον 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό, με τθ ςιλιμπινίνθ να αποτελεί τθν κφρια δραςτικι ουςία του 

εκχυλίςματοσ. Ανάλογα αποτελζςματα ζχουν προκφψει ςε in vitro και in vivo μελζτεσ που 

ζχουν πραγματοποιθκεί ςε άλλεσ μορωζσ καρκίνου. Ριο ςυγκριμζνα, ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ 

καρκίνου του προςτάτθ DU145 και LNCaP, θ ςιλιμπινίνθ προκαλεί αναςτολι του 

πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων μεταξφ των ςυγκεντρϊςεων 50-200 μΜ, επιδρϊντασ ςτον 

κυτταρικό κφκλο και τθν απόπτωςθ, ενϊ ςτα PC-3 κφτταρα θ επίδραςθ με ςιλιμπινίνθ ςε 

ςυγκεντρϊςεισ από 0.02-20 μΜ παρουςιάηει αντίςτοιχα αποτελζςματα [88, 97, 165]. 

Στθ ςυνζχεια τθσ μελζτθσ, διαπιςτϊκθκε ότι θ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE κακϊσ και θ 

ςυγχοριγθςθ ADR+ςιλιμπινίνθσ ενιςχφουν ςθμαντικά τθν αναςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ 

των κυττάρων PC-3 ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR, ακόμα και ςε πολφ χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ ADR (<3 nM). Το γεγονόσ αυτό αποκαλφπτει μια ςθμαντικι ακροιςτικι 

δράςθ των ςυγχορθγιςεων ADR+SEE και ADR+ςιλιμπινίνθ, θ οποία επιτρζπει τθν μείωςθ τθσ 
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δόςθσ του χθμειοκεραπευτικοφ. Τα αποτελζςματα αυτά βρίςκονται ςε αντιςτοιχία και με 

άλλεσ μελζτεσ που υποςτθρίηουν τθν ακροιςτικι δράςθ μεταξφ ADR+SEE και ADR+ςιλιμπινίνθ. 

Ζτςι, μια πρόςωατθ μελζτθ ςε χθμειο-ανκεκτικά κφτταρα από καρκίνο του μαςτοφ (MDA-MB-

435) δείχνει πωσ 200 μΜ ςιλιμπινίνθσ μειϊνουν το IC50 τθσ αδριαμυκίνθσ από 71 ςε 10 μg/mL 

[166]. Μια πρωκφςτερθ μελζτθ ςε κυτταρικι ςειρά από καρκίνο του μαςτοφ επίςθσ αναωζρει 

ότι θ επίδραςθ ςιλυμαρίνθσ ςε ςυγκζντρωςθ 75 μg/mL ςε ςυνδυαςμό με 25 nM αδριαμυκίνθσ 

διπλαςιάηει το ποςοςτό κανάτου των κυττάρων ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR [111]. 

Αντίςτοιχθ ακροιςτικι δράςθ μεταξφ ADR και εκχυλίςματοσ SEE ζχει βρεκεί και ζναντι τθσ 

κυτταρικισ ςειράσ LoVo από καρκίνο του παχζωσ εντζρου κακϊσ και τθσ κυτταρικισ ςειράσ 

HepG2 από θπατο-κυτταρικό καρκίνο [110, 167]. Ειδικότερα για τον καρκίνο του προςτάτθ, μια 

μελζτθ αναωζρει τθν ακροιςτικι δράςθ 25 nM αδριαμυκίνθσ ςε ςυνδυαςμό με 50 μΜ 

ςιλιμπινίνθσ ζναντι τθσ κυτταρικισ ςειράσ DU145. 

Ρολλζσ από τισ μελζτεσ που ζχουν γίνει ςε κυτταρικζσ ςειρζσ από καρκίνο του ιπατοσ, του 

μαςτοφ και του προςτάτθ (DU145 και LNCaP) ζχουν δείξει ότι θ ακροιςτικι επίδραςθ του 

εκχυλίςματοσ SEE ςτθν κυτταροτοξικι δράςθ τθσ ADR ςχετίηεται κυρίωσ με αλλαγζσ ςτον 

κυτταρικό κφκλο και ςτθν απόπτωςθ των κυττάρων [113, 166, 168]. Κατϋαντιςτοιχία, ςτθν 

παροφςα μελζτθ θ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE ενιςχφει ςθμαντικά τθν παφςθ του κυτταρικοφ 

κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M κακϊσ και τθν απόπτωςθ των κυττάρων ςε ςφγκριςθ με τθν 

μονοχοριγθςθ με ADR. Εντφπωςθ προκαλεί το γεγονόσ ότι θ μονοχοριγθςθ με το εκχφλιςμα 

SEE δεν επθρεάηει τον κυτταρικό κφκλο οφτε επάγει τθν απόπτωςθ των PC-3 κυττάρων, 

υποδθλϊνοντασ ότι ενδεχομζνωσ εμπλζκεται κάποιοσ άλλοσ μθχανιςμόσ που οδθγεί ςτον 

κυτταρικό κάνατο, και αυτόσ κα μποροφςε να είναι ο μθχανιςμόσ τθσ αυτοωαγίασ. 

Θ αυτοωαγία ενεργοποιείται από τα κφτταρα κάτω υπό ακραίεσ ςυνκικεσ, όπωσ για 

παράδειγμα θ ζλλειψθ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν. Ωςτόςο, ο ρόλοσ τθσ αυτοωαγίασ ωσ 

μθχανιςμόσ προςταςίασ-επιβίωςθσ των κυττάρων ι ωσ προ-άγγελοσ του κυτταρικοφ κανάτου 

παραμζνει διωοροφμενοσ. Θ αυτοωαγία ρυκμίηεται κυρίωσ από γονίδια όπωσ τα Beclin1, ULK1 

και AMBRA1, τα οποία ςχετίηονται με τθν ςθματοδότθςθ για το ςχθματιςμό του 

αυτοωαγοςϊματοσ. Ραράλλθλα, θ ςυμμετοχι των πρωτεϊνϊν τθσ οικογζνειασ LC-3 είναι 

κακοριςτικι για τον ςχθματιςμό τθσ μεμβράνθσ του αυτοωαγοςϊματοσ, με τισ μορωζσ LC3A 

και LC3B να χρθςιμοποιοφνται εξίςου ωσ δείκτεσ για τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ [169]. 

Επιπλζον, οι πρωτεΐνεσ p62 και ΝΒR1 χρθςιμοποιοφνται ωσ δείκτεσ επαγωγισ και 

ολοκλιρωςθσ τθσ λφςθσ των αυτοωαγο-λυςοςωμάτων. Ρροκειμζνου λοιπόν να διαλευκανκεί 
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θ πικανι εμπλοκι του μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ ςτθν ακροιςτικι δράςθ τθσ ςυγχοριγθςθσ 

ADR+SEE πραγματοποιικθκε ποςοτικι και ποιοτικι εκτίμθςθ των αυτοωαγικϊν δομϊν κακϊσ 

και ποςοτικι εκτίμθςθ των γονίδιων και πρωτεϊνϊν που αποτελοφν δείκτεσ τθσ αυτοωαγίασ. 

Θ ποςοτικι εκτίμθςθ των αυτοωαγικϊν δομϊν μζςω κυτταρομετρίασ ροισ αποκάλυψε πωσ θ 

επίδραςθ με ADR επάγει τθν αυτοωαγία των κυττάρων. Ραράλλθλα, θ αφξθςθ των επιπζδων 

ζκωραςθσ των γονιδίων ULK1, AMBRA1, Beclin1 και LC3A, ςε ςυνδυαςμό με τθν μεταβολι τθσ 

ζκωραςθσ των πρωτεϊνϊν LC3B-II, p62 και NBR1 καταδεικνφει περαιτζρω τθν επαγωγι και 

ολοκλιρωςθ του μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ ςτα PC-3 κφτταρα μετά από τθν επίδραςθ με 

ADR.  

Αντίκετα, θ ποςοτικι εκτίμθςθ τθσ αυτοωαγίασ μετά από τθν μονοχοριγθςθ με το εκχφλιςμα 

SEE ζδωςε αποτελζςματα που ςυνάδουν περιςςότερο με αναςτολι του ςχθματιςμοφ των 

αυτοωαγο-λυςοςωμάτων. Ρράγματι, μετά από τθν μονοχοριγθςθ με SEE, θ αφξθςθ των 

επιπζδων ζκωραςθσ των γονιδίων ULK1, AMBRA1, Beclin1 και τθσ πρωτεΐνθσ LC3B-II  είναι 

χαρακτθριςτικά τθσ επαγωγισ του μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ. Εντοφτοισ, θ ταυτόχρονθ 

αφξθςθ των πρωτεϊνϊν p62 και NBR1 υποδθλϊνει μια πικανι εμπλοκι είτε ςτθ ςφντθξθ του 

αυτοωαγοςϊματοσ με το λυςόςωμα είτε ςτθ λφςθ του αυτοωαγο-λυςοςϊματοσ, κακϊσ θ 

διεκνισ βιβλιογραωία αναωζρει πωσ κατά τθ διάρκεια λφςθσ τουσ αυτοωαγο-λυςοςϊματοσ θ 

ποςότθτα τθσ πρωτεΐνθσ p62 ςχεδόν μθδενίηεται ενϊ θ ςυςςϊρευςι τθσ είναι χαρακτθριςτικι 

τθσ μθ ολοκλιρωςθσ του μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ [170]. 

Ενδιαωζρον αποτελεί το γεγονόσ, ότι θ ποςοτικι εκτίμθςθ των αυτοωαγικϊν δομϊν μετά από 

τθν ςυγχοριγθςθ με ADR+SEE ζδωςε αποτελζςματα παρόμοια με τα κφτταρα αναωοράσ. 

Μετά τθ ςυγχοριγθςθ ADR+SEE, τα επίπεδα ζκωραςθσ των γονιδίων ULK1, AMBRA1, Beclin1, 

LC3A, τθσ πρωτεΐνθσ LC3B-II κακϊσ και του λόγου LC3B-II/ LC3B-I είναι ςαωϊσ περιςςότερο 

αυξθμζνα ςε ςχζςθ με τθν μονοχοριγθςθ ADR, γεγονόσ που υποδθλϊνει μια πιο ιςχυρι 

επαγωγι του αυτοωαγικοφ μθχανιςμοφ. Ραρόλα αυτά, μετά από τθν ςυγχοριγθςθ ADR+SEE 

παρατθρείται ςυςςϊρευςθ των πρωτεϊνϊν LC3 και p62, θ οποία είναι ενδεικτικι τθσ 

αναςτολισ τθσ λφςθσ του αυτοωαγο-λυςοςϊματοσ [171]. Καταλιγουμε λοιπόν, πωσ αν και θ 

ςυγχοριγθςθ ADR+SEE ενιςχφει τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ ςτα αρχικά τθσ ςτάδια ςε 

ςφγκριςθ με τθν επίδραςθ μόνο με ADR, ςυμβαίνει κάποια εμπλοκι ςτον αυτοωαγικό 

μθχανιςμό με αποτζλεςμα να μθν ολοκλθρϊνεται και τα κφτταρα τελικά να αποπίπτουν.  
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Το ςυμπζραςμα αυτό ςυνάδει με μια πρόςωατθ μελζτθ ςε προςτατικά καρκινικά κφτταρα 

ςτθν οποία προτείνεται ότι θ αδριαμυκίνθ επάγει τθν αυτοωαγία ωσ μθχανιςμό επιβίωςθσ των 

κυττάρων με αποτζλεςμα θ αναςτολι του αυτοωαγικοφ μθχανιςμοφ να αυξάνει τθν 

απόπτωςθ των καρκινικϊν κυττάρων [172]. Με παρόμοιο προςανατολιςμό, μια παλαιότερθ 

μελζτθ αναωζρει πωσ ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ PC-3MM2 (ανκρϊπινθ κυτταρικι ςειρά καρκίνου 

προςτάτθ προερχόμενθ από οςτικι μετάςταςθ ομόηυγθ για TP53) και DU-145 θ αναςτολι τθσ 

αυτοωαγίασ, που επάγεται από τον παράγοντα EGFR, αυξάνει τθν ευαιςκθςία τουσ ςτθ δράςθ 

τθσ αδριαμυκίνθσ [173]. 

Θ υπόκεςθ ότι θ αναςτολι τθσ αυτοωαγίασ, ωσ μθχανιςμοφ επιβίωςθσ των καρκινικϊν 

κυττάρων από τθν δράςθ τθσ ADR, τελικά αυξάνει τθν κνθςιμότθτά τουσ μζςω απόπτωςθσ ζχει 

μελετθκεί και ςε άλλεσ κυτταρικζσ ςειρζσ. Ζτςι, ςε καρκινικά κφτταρα παγκρζατοσ το ωυςικό 

προϊόν danthron από το ωυτό Rheum palmatum L. (Polygonaceae) αναςτζλλει τθν 

προςτατευτικι αυτοωαγία που επάγεται μετά τθ δράςθ τθσ ADR και τελικά αυξάνει τθν 

απόπτωςθ των καρκινικϊν κυττάρων [174]. Αντίςτοιχα, ςε κφτταρα οςτεοςαρκϊματοσ το 

ωυςικό προϊόν EGCG (epigallocatechin gallate) αναςτζλλει τθν επαγόμενθ από τθν ADR 

αυτοωαγία αυξάνοντασ τθν απόπτωςθ των κυττάρων [175].  

Ρροκειμζνου να διερευνθκεί περαιτζρω ο παραπάνω ιςχυριςμόσ, ακολοφκθςε παρατιρθςθ 

των αυτοωαγικϊν δομϊν με τθ χριςθ ΘΜ. Τα κφτταρα, μετά τθν επίδραςθ με ADR εμωάνιςαν 

αυξθμζνο αρικμό αυτοωαγοςωμάτων και ωαινοτυπικϊν χαρακτθριςτικϊν που ςυνάδουν με 

τθν επαγωγι και ολοκλιρωςθ του αυτοωαγικοφ μθχανιςμοφ. Αντίκετα, τα κφτταρα εμωάνιςαν 

ελάχιςτα αυτοωαγοςϊματα μετά τθν επίδραςθ με SEE και θ εικόνα τουσ ιταν ανάλογθ των 

κυττάρων αναωοράσ, υποςτθρίηοντασ τθν πεποίκθςθ ότι ο αυτοωαγικόσ μθχανιςμόσ τελικά 

αναςτζλλεται μετά τθν επίδραςθ με SEE. H ςυγχοριγθςθ ADR+SEE οδιγθςε ςε μια εικόνα των 

κυττάρων εντελϊσ διαωορετικι τόςο ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ όςο και με τα κφτταρα 

μετά από τισ μονοχορθγιςεισ με ADR ι SEE. Ριο ςυγκεκριμζνα, τα κφτταρα εμωάνιςαν μεγάλα 

ςυςςωματϊματα αυτοωαγικϊν δομϊν τα οποία περιείχαν ςταγονίδια λιπιδίων, κακϊσ και μια 

αποςυναρμολόγθςθ των μικροςωλθνίςκων. Σφμωωνα με τθ βιβλιογραωία, τα χαρακτθριςτικά 

αυτά ςυνδζονται ςυνικωσ με τθν αναςτολι τθσ ωρίμανςθσ των αυτοωαγοςωμάτων και τθσ 

επερχόμενθσ λφςθσ τουσ, γεγονόσ που οδθγεί ςτθν επαγωγι τθσ απόπτωςθσ [176]. Επίςθσ, ςτα 

καρκινικά κφτταρα του προςτάτθ, θ αυτοωαγία βοθκά τθν επιβίωςθ των κυττάρων 

διαμεςολαβϊντασ ςτθν λιπόλυςθ. Θ αναςτολι τθσ αυτοωαγίασ, περιορίηει τθν λιπόλυςθ και 

τελικά τθν ανάπτυξθ των κυττάρων [170]. Ζτςι, τα παραπάνω ευριματα ενιςχφουν 
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περιςςότερο τον ιςχυριςμό ότι το εκχφλιςμα SEE αναςτζλλει τθν επαγόμενθ από τθν ADR 

προςτατευτικι αυτοωαγία οδθγϊντασ τελικά ςε αυξθμζνθ απόπτωςθ των κυττάρων. 

Επιπρόςκετα, μζςω τθσ μεταβολομικισ μελζτθσ ζγινε μια προςπάκεια να ςυςχετιςκεί το 

μεταβολικό προωίλ των κυττάρων με τισ πικανζσ αλλαγζσ ςτον αυτοωαγικό μθχανιςμό. Στθ 

διεκνι βιβλιογραωία παρουςιάηονται μια ςειρά από δεδομζνα που ςυςχετίηουν τα επίπεδα 

διαωόρων μεταβολιτϊν του κυττάρου με τθν επαγωγι ι τθν αναςτολι τθσ αυτοωαγίασ [177]. 

Ριο ςυγκεκριμζνα:  

- Στα καρκινικά κφτταρα, θ γλυκόηθ μεταβολίηεται κυρίωσ μζςω αερόβιασ γλυκόλυςθσ 

(Warburg effect) παράγοντασ μεγάλεσ ποςότθτεσ γαλακτικοφ οξζωσ [178]. Θ μείωςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ του γαλακτικοφ οξζωσ με παράλλθλθ αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ γλυκόηθσ 

υποδθλϊνει περιοριςμό του Warburg effect, γεγονόσ που μπορεί να οδθγιςει ςε μεγαλφτερεσ 

ποςότθτεσ πυροςταωυλλικοφ οξζωσ που ειςζρχονται ςτον κφκλο TCA, με αποτζλεςμα το 

κφτταρο να μθν ςτθρίηεται πλζον μεταβολικά ςτθν αερόβια γλυκόλυςθ και ζτςι να 

χρθςιμοποιεί τον μθχανιςμό τθσ αυτοωαγίασ για τθν αποδόμθςθ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν [179].  

- Μεταβολζσ ςτα επίπεδα τθσ γλυκόηθσ και ςτθν λειτουργικότθτα των γλυκολυτικϊν ενηφμων 

επθρεάηουν τθν αυτοωαγία. Ζτςι, θ 3-ωωςωορικι γλυκόηθ μετατρζπεται ςε 1,3 

διωωςωογλυκερικό με τθ δράςθ του ενηφμου αωυδρογονάςθ τθσ 3-ωωςωορικισ 

γλυκεραλδεχδθσ (GAPDH), με αποτζλεςμα τα χαμθλά επίπεδα γλυκόηθσ να αυξάνουν τθν 

αλλθλεπίδραςθ του ενηφμου GAPDH με το ςφμπλοκο mTOR, ενεργοποιϊντασ τον μθχανιςμό 

τθσ αυτοωαγίασ ενϊ αντίκετα τα υψθλά επίπεδα γλυκόηθσ αυξάνουν το GAPDH και ενιςχφουν 

τθν γλυκόλυςθ [180]. 

- Ο μεταβολιςμόσ τθσ γλυκόηθσ μζςω του βιοςυνκετικοφ μονοπατιοφ των εξωηαμινϊν, οδθγεί 

ςτθν παραγωγι του UDP-GlcNac το οποίο αποτελεί υπόςτρωμα για τθν Ο-ακετυλίωςθ τθσ Ν-

ακετυλογλυκοηαμίνθσ ςτα μόρια διάωορα πρωτεϊνϊν. Ζτςι, θ ςυγκζντρωςθ του UDP-GlcNac 

επθρεάηει άμεςα τθν Ο-ακετυλίωςθ πολλϊν πρωτεϊνϊν ωσ απάντθςθ ςε διάωορουσ τφπουσ 

κυτταρικοφ ςτρεσ (ER, οξειδωτικό, ωςμωτικό, κ.α) και ςυνδζεται άμεςα με τθν επαγωγι τθσ 

αυτοωαγίασ και τθν βιωςιμότθτα του κυττάρου [181]. 

- Θ γλυκόηθ είναι απαραίτθτθ για τθν γλυκοηυλίωςθ διάωορων αμινοξζων των πρωτεϊνϊν, 

ρυκμίηοντασ με αυτό τον τρόπο τθν λειτουργικότθτά τουσ. Ζχει δειχκεί πωσ θ μείωςθ τθσ 
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γλυκόηθσ οδθγεί ςε περιοριςμζνθ γλυκοηυλίωςθ των πρωτεϊνϊν, αυξθμζνο ER ςτρεσ και τελικά 

ενίςχυςθ τθσ αυτοωαγίασ [182].  

- Το μονοπάτι των ωωςωορικϊν πεντοηϊν (PPP) ςυνδζεται με τθν οξείδωςθ κακϊσ και με τθ 

ρφκμιςθ τθσ αυτοωαγίασ. Το πρϊτο ζνηυμο του ΢΢΢ μονοπατιοφ, θ G-6-P αωυδρογονάςθ, 

καταλφει τθν παραγωγι του NADPH το οποίο είναι απαραίτθτο για να διατθρείται θ 

γλουτακειόνθ (GSH) ςτθν ανθγμζνθ τθσ μορωι [183]. Αλλαγζσ ςτα ενδοκυτταρικά επίπεδα τθσ 

γλουτακειόνθσ επθρεάηουν τθν ζκωραςθ των γονιδίων που ςχετίηονται με τθν ςφνκεςθ τθσ 

GSH και τθν οξειδωτικι κατάςταςθ του κυττάρου, επιδρϊντασ τελικά ςτον μθχανιςμό τθσ 

αυτοωαγίασ, κακϊσ θ ιςορροπία ανάμεςα ςτα επίπεδα των ελευκζρων ριηϊν που παράγονται 

και των επιπζδων τθσ γλουτακειόνθσ ρυκμίηουν τθν αυτοωαγία. Ζτςι, θ αφξθςθ των 

ενδοκυτταρικϊν επιπζδων τθσ γλουτακειόνθσ, οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ LC3-II πρωτεΐνθσ και 

επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ [184]. 

- Τα επίπεδα των κρεπτικϊν ςυςτατικϊν ςτο κυτταρόπλαςμα του κυττάρου ανιχνεφονται από 

το ςφμπλοκο mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) το οποίο ρυκμίηει τθν 

ςφνκεςθ των πρωτεϊνϊν και λιπιδίων, τθν μεταγραωι και τθν αυτοωαγία [185]. Θ 

ενεργοποίθςθ του mTORC1 εξαρτάται από τθν διακεςιμότθτα των αμινοξζων και κυρίωσ των 

αμινοξζων BCCAs (λευκίνθ, ιςολευκίνθ, βαλίνθ) [186]. Μελζτεσ δείχνουν ότι θ ζλλειψθ των 

BCCAs αναςτζλλει τθ δράςθ του mTORC1 και επάγει τθν αυτοωαγία [187]. Ριο πρόςωατα, 

αναδείχκθκε πωσ τα αυξθμζνα επίπεδα λευκίνθσ επάγουν τθν μετακίνθςθ του ανενεργοφ 

mTORC1 ςτα λυςοςϊματα όπου ενεργοποιείται και αναςτζλλει τθν αυτοωαγία [188]. 

- Τα καρκινικά κφτταρα παρουςιάηουν αυξθμζνθ πρόςλθψθ γλουταμίνθσ θ οποία μζςω τθσ 

γλουταμινόλυςθσ μετατρζπεται ςε γλουταμικό οξφ και κατόπιν ςε α-κετογλουταρικό. Το α-

κετογλουταρικό είναι ο κφριοσ τελεςτισ για τθν μεταωορά του ανενεργοφ mTORC1 ςτο 

λυςόςωμα, τθν επερχόμενθ ενεργοποίθςι του και τελικά τθν αναςτολι τθσ αυτοωαγίασ. Ζτςι, 

τα αυξθμζνα επίπεδα γλουταμίνθσ και γλουταμινόλυςθσ τελικά αναςτζλλουν τον μθχανιςμό 

τθσ αυτοωαγίασ [188]. 

- Τα επίπεδα τθσ μεκειονίνθσ ρυκμίηουν τθν αυτοωαγία. Χαμθλά επίπεδα μεκειονίνθσ επάγουν 

τθν αυτοωαγία με αποτζλεςμα τθν παραγωγι περιςςότερθσ μεκειονίνθσ. Κατόπιν τα υψθλά 

επίπεδα μεκειονίνθσ καταςτζλλουν τθν αυτοωαγία ενεργοποιϊντασ μια ςειρά από μεταβολικά 

μονοπάτια όπωσ αυτό που ςυνδζεται με το ςφμπλοκο mTORC1 [189, 190]. 
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- Μελζτεσ δείχνουν πωσ τα αυξθμζνα επίπεδα ταυρίνθσ οδθγοφν ςε καταςτολι τθσ αυτοωαγίασ 

[191]. 

- Μελζτεσ ςε μφκθτεσ δείχνουν πωσ τα αυξθμζνα επίπεδα κρεονίνθσ επάγουν τον μθχανιςμό 

τθσ αυτοωαγίασ και οδθγοφν τελικά τα κφτταρα ςε γιρανςθ [192]. 

Από τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ, αποτυπϊνεται θ φπαρξθ ενόσ κοινοφ 

μεταβολικοφ προωίλ των κυττάρων μετά τθν επίδραςθ με SEE είτε ωσ μονοχοριγθςθ είτε ωσ 

ςυγχοριγθςθ με τθν ADR. H δράςθ του εκχυλίςματοσ SEE είναι τόςο ιςχυρι που καλφπτει τισ 

όποιεσ αλλαγζσ παρατθρoφνται ςτο μεταβολικό προωίλ των κυττάρων μετά τθν επίδραςθ με 

ADR, ενϊ παράλλθλα οι μεταβολζσ ςε ςυγκεκριμζνουσ μεταβολίτεσ ενιςχφουν περιςςότερο το 

προτεινόμενο μοντζλο δράςθσ. Ζτςι, το μεταβολικό προωίλ των κυττάρων μετά τθν 

μονοχοριγθςθ με ADR (μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ αμινοξζων) είναι ςυμβατό με τθν επαγωγι 

τθσ αυτοωαγίασ. Αντίκετα, το μεταβολικό προωίλ των κυττάρων μετά τθν επίδραςθ με SEE ι 

ADR+SEE προςομοιάηει με αυτό των κυττάρων αναωοράσ που εμωανίηουν χαμθλά ποςοςτά 

αυτοωαγίασ, υποδθλϊνοντασ τθν αναςτολι τθσ επαγόμενθσ από τθν ADR αυτοωαγίασ. 

Καταλιγοντασ, το εκχφλιςμα SEE κακϊσ και οι δραςτικζσ του ουςίεσ ςιλιμπινίνθ και 

ςιλυκριςτίνθ αναςτζλλουν τον πολλαπλαςιαςμό των PC-3 κυττάρων, ενϊ θ κφρια δραςτικι 

ουςία τουσ εκχυλίςματοσ SEE είναι θ ςιλιμπινίνθ. Ραράλλθλα, θ ςιλυμαρίνθ και θ ςιλιμπινίνθ 

παρουςιάηουν ακροιςτικι δράςθ όταν ςυνδυάηoνται με το χθμειοκεραπευτικό ωάρμακο ADR. 

Αναωορικά με τον πικανό μθχανιςμό δράςθσ, το εκχφλιςμα SEE αρχικά ενιςχφει τθν 

επαγόμενθ από τθν ADR προςτατευτικι αυτοωαγία των κυττάρων αλλά τελικά εμποδίηει τθν 

ωρίμανςθ και λφςθ των αυτοωαγο-λυςοςωμάτων, αυξάνοντασ ζτςι δραςτικά τον κάνατο των 

κυττάρων μζςω απόπτωςθσ. Για το λόγο αυτό, το εκχφλιςμα SEE αποτελεί ενα υποςχόμενο 

εκχφλιςμα που αξίηει να μελετθκεί περαιτζρω ωσ πικανισ ςυμπλθρωματικισ χοριγθςθσ ςτον 

καρκίνο του προςτάτθ. 

Αδριαμυκίνθ – Εμπλουτιςμζνο κλάςμα GGE 

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ αποκαλφπτουν πωσ το GGE προκαλεί δοςο-

εξαρτϊμενθ αναςτολι του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαμοφ των PC-3 κυττάρων. H ςυγχοριγθςθ 

ADR+GGE παρουςιάηει ακροιςτικι δράςθ ενιςχφοντασ τθν αναςτολι του κυτταρικοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ, μειϊνοντασ ςθμαντικά το IC50 τθσ ADR. 
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Τα πειράματα κυτταρομετρίασ ροισ αποκάλυψαν πωσ επίδραςθ με ADR προκαλεί παφςθ του 

κυτταρικοφ κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M και ταυτόχρονα επάγει τθν απόπτωςθ, ςυμωωνϊντασ με 

τα δεδομζνα από τθν διεκνι βιβλιογραωία αναωορικά με το μθχανιςμό δράςθσ τθσ ADR [193]. 

Αν και το GGE προκαλεί αναςτολι ςτθ ωάςθ G0/G1, θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE οδθγεί τελικά 

ςε εμπλοκι του κφκλου ςτθ ωάςθ G2/M ακολουκϊντασ το πρότυπο τθσ μονοχοριγθςθσ με 

ADR. Επιπλζον, θ μονοχοριγθςθ με GGE επάγει τθν απόπτωςθ των κυττάρων, και παράλλθλα 

θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE αυξάνει ςθμαντικά τθν απόπτωςθ των κυττάρων ςε ςχζςθ με τθν 

μονοχοριγθςθ με ADR. Ενδιαωζρον εφρθμα αποτελεί το γεγονόσ πωσ τόςο θ επίδραςθ με GGE 

όςο και με ADR+GGE οδθγεί ςε νζκρωςθ των κυττάρων, υποδθλϊνοντασ πωσ ενδεχομζνωσ 

εμπλζκεται και κάποιοσ άλλοσ μθχανιςμόσ ςτο κάνατο των κυττάρων, όπωσ θ αυτοωαγία. 

Τα παραπάνω αποτελζςματα ςυμωωνοφν με προθγοφμενεσ μελζτεσ που επιςθμαίνουν τθν 

κυτταροτοξικι δράςθ του εκχυλίςματοσ γλυκόριηασ ζναντι διαωόρων μορωϊν καρκίνου, ςε 

ςυγκεντρϊςεισ ανάλογεσ με αυτζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ. Ριο 

ςυγκεκριμζνα, το εκχφλιςμα γλυκόριηασ ςε ςυγκεντρϊςεισ 50-200 μg/mL προκαλεί δοςο-

εξαρτϊμενθ αναςτολι του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ και επαγωγι τθσ απόπτωςθσ ζναντι 

τθσ ςειράσ ΘΤ-29 από καρκίνο του παχζωσ εντζρου [194]. Επίςθσ, δραςτικά μόρια που ζχουν 

απομονωκεί από το εκχφλιςμα γλυκόριηασ όπωσ θ λικοχαλκόνθ (5-20 μΜ), θ γλαμπριδίνθ (0-

40 μΜ), θ γλυκιριηίνθ (20-640 μΜ) και θ ιςοαγκουςτόνθ (10-20 μΜ) αναςτζλλουν τον 

πολλαπλαςιαςμό και τθν μετάςταςθ ςε κυτταρικζσ ςειρζσ προερχόμενεσ από καρκίνο του 

πνεφμονα, ιπατοσ, τραχιλου τθσ μιτρασ και μελανϊματοσ αντίςτοιχα, με μθχανιςμοφσ όπωσ θ 

καταςτολι τθσ εξζλιξθσ του κυτταρικοφ κφκλου και θ επαγωγι τθσ απόπτωςθσ [126, 195-197]. 

Ειδικότερα ςτον καρκίνο του προςτάτθ, θ δραςτικι ουςία ιςολικιρετιγενίνθ (0-20 μΜ και 10-

100 μΜ) παρουςιάηει κυτταροτοξικι δράςθ ζναντι των κυτταρικϊν ςειρϊν DU145 και C4-2, 

LNCaP αντίςτοιχα, κακϊσ οδθγεί ςε αναςτολι του κυτταρικοφ ςτισ ωάςεισ S και G2/M και 

επάγει τθν απόπτωςθ [122, 198-200]. Αντίςτοιχα, θ ιςολικιρετιγενίνθ (25-50 μΜ) οδθγεί ςε 

παφςθ ςτθ ωάςθ G2/M και επαγωγι τθσ απόπτωςθσ ςτα κφτταρα PC-3 [201]. Μια άλλθ 

δραςτικι ουςία του εκχυλίςματοσ GGE, θ λικοχαλκόνθ, ζχει βρεκεί πωσ ςταματά τον κφκλο 

ςτισ ωάςεισ G1 και G2/M ςτα PC-3 κφτταρα ενϊ ςτθν κυτταρικι ςειρά LNCaP επάγει τθν 

απόπτωςθ και τθν αυτοωαγία των κυττάρων [118, 119].  

Αν και τα δεδομζνα από τθ διεκνι βιβλιογραωία επιςθμαίνουν τθν κυτταροτοξικι δράςθ του 

εκχυλίςματοσ γλυκόριηασ και των δραςτικϊν ουςιϊν του ζναντι διαωόρων μορωϊν καρκίνου, 
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ςτθν παροφςα μελζτθ παρουςιάηεται για πρϊτθ ωορά θ κυτταροτοξικι δράςθ του 

εμπλουτιςμζνου κλάςματοσ γκλαμπριδίνθσ GGE κακϊσ και θ ακροιςτικι δράςθ του με τθν 

αδριαμυκίνθ ζναντι του καρκίνου του προςτάτθ, θ οποία κα μποροφςε ενδεχομζνωσ και μετά 

από τισ κατάλλθλεσ κλινικζσ μελζτεσ να οδθγιςει ςτθ χοριγθςθ του χθμειοκεραπευτικοφ ςε 

χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ προκειμζνου να περιοριςτοφν οι παρενζργειζσ του. Επιπλζον, οι 

μζχρι τϊρα μελζτεσ για τον εμπλεκόμενο μθχανιςμό δράςθσ του εκχυλίςματοσ γλυκόριηασ και 

των δραςτικϊν ουςιϊν ζναντι του καρκίνου του προςτάτθ εςτιάηουν κυρίωσ ςε μεταβολζσ του 

κυτταρικοφ κφκλου και τθσ απόπτωςθσ με ελάχιςτα δεδομζνα αναωορικά με τον μθχανιςμό 

τθσ αυτοωαγίασ. Στθν παροφςα όμωσ εργαςία παρουςιάηεται για πρϊτθ ωορά θ εμπλοκι του 

μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ ςτθν ακροιςτικι δράςθ των ADR+GGE ζναντι των PC-3 κυττάρων. 

Ριο ςυγκεκριμζνα, όπωσ αναωζρκθκε και προθγουμζνωσ, τα δεδομζνα από τθν ανάλυςθ τθσ 

ζκωραςθσ γονιδίων και πρωτεϊνϊν που ςχετίηονται με τθν αυτοωαγία, δείχνουν πωσ θ 

επίδραςθ με ADR επάγει τθν αυτοωαγία των κυττάρων PC-3 ωσ προςτατευτικό μθχανιςμό. Θ 

μονοχοριγθςθ με GGE δεν επθρεάηει τα επίπεδα ζκωραςθσ των ULK1, AMBRA1 και Beclin1 

γονιδίων αλλά αυξάνει ςθμαντικά τθν ζκωραςθ του LC3A mRNA και τθσ LC3B-II πρωτεΐνθσ, 

υποδθλϊνοντασ μεν τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ μζςω όμωσ κάποιου άλλου ςθματοδοτικοφ 

μονοπατιοφ και όχι του ULK1-AMBRA1-Beclin1. Ραράλλθλα, θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE 

παρουςιάηει ζνα πρότυπο ζκωραςθσ των παραπάνω γονιδίων και πρωτεϊνϊν ανάλογο του 

ςυνδυαςμοφ των δφο μονοχορθγιςεων. Ζτςι, τα επίπεδα ζκωραςθσ των γονιδίων ULK1 και 

AMBRA1 είναι αυξθμζνα ςε ςχζςθ με τα κφτταρα αναωοράσ αλλά ςαωϊσ μειωμζνα ςε ςχζςθ 

με τθν μονοχοριγθςθ με ADR. Αντίκετα, θ ζκωραςθ των Beclin1 και LC3A mRNA κακϊσ και τθσ 

πρωτεΐνθσ LC3B-II είναι ςαωϊσ αυξθμζνθ ςε ςφγκριςθ με τθν μονοχοριγθςθ με ADR, με τθν 

ζκωραςθ του LC3A mRNA μάλιςτα να είναι πολφ ενιςχυμζνθ (22 ωορζσ), καταδεικνφοντασ πωσ 

θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE ενιςχφει τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ ςε ςχζςθ με τθν 

μονοχοριγθςθ με ADR. 

Επιπρόςκετα, τα επίπεδα ζκωραςθσ των πρωτεϊνϊν NBR1 και p62 εμωανίηουν μικρι αφξθςθ 

μετά από τθν επίδραςθ με GGE. Συνικωσ, θ αφξθςθ τθσ ζκωραςθσ των παραπάνω πρωτεϊνϊν 

ςχετίηεται είτε με ελαττωματικι αυτοωαγία είτε με ζνα πρϊιμο ςτάδιο αυτισ κατά το οποίο 

δεν ζχει ολοκλθρωκεί ακόμα θ λφςθ του αυτοωαγοςϊματοσ [171, 202]. Επιπλζον, κάποιεσ 

πρόςωατεσ μελζτεσ αναωζρουν πωσ θ ςυςςϊρευςθ τθσ p62 πρωτεΐνθσ είναι ενδεικτικι τθσ 

επαγόμενθσ από ςτρεσ αυτοωαγίασ [203, 204]. Αντίκετα, θ ςυγχοριγθςθ ADR+GGE αν και 

αυξάνει τθν ζκωραςθ τθσ NBR1 πρωτεΐνθσ, μειϊνει ςθμαντικά τθν ζκωραςθ τθσ p62 πρωτεΐνθσ 
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δείχνοντασ πωσ ο ενιςχυμζνοσ αυτοωαγικόσ μθχανιςμόσ τελικά ολοκλθρϊνεται με τθ λφςθ του 

αυτοωαγο-λυςοςϊματοσ. 

Άλλωςτε, πρόςωατεσ μελζτεσ ςε κυτταρικζσ ςειρζσ από καρκίνο του παχζωσ εντζρου, ιπατοσ 

και προςτάτθ (LNCaP) επίςθσ αναωζρουν τθν επαγωγι τθσ αυτοωαγίασ ωσ ζναν από τουσ 

μθχανιςμοφσ δράςθσ του εκχυλίςματοσ γλυκόριηασ και των δραςτικϊν ςυςτατικϊν του, ο 

οποίοσ τελικά οδθγεί ςε κυτταρικό κάνατο [119, 125, 205].        

Τζλοσ, για τθν αποςαωινιςθ τθσ ςυμμετοχισ του μθχανιςμοφ τθσ αυτοωαγίασ, μελετικθκε το 

μεταβολικό προωίλ των κυττάρων, κακϊσ οι αλλαγζσ ςτο μεταβολιςμό ςυνδζονται με 

μεταβολζσ ςε διάωορα ςθματοδοτικά μονοπάτια πολλαπλαςιαςμοφ ι κανάτου των κυττάρων. 

Ππωσ αναωζρκθκε προθγουμζνωσ μια ςειρά από αλλαγζσ ςτα επίπεδα ςυγκεκριμζνων 

μεταβολιτϊν ςχετίηονται με τθν επαγωγι ι τθν αναςτολι τθσ αυτοωαγίασ. Ειδικότερα, θ 

μείωςθ ςυγκεκριμζνων ομάδων αμινοξζων, όπωσ τα αμινοξζα BCCAs (ιςολευκίνθ, λευκίνθ, 

βαλίνθ) αναςτζλλει τθ δράςθ του ςυμπλόκου mTORC1 και επάγει τθ αυτοωαγία [185-188]. 

Επιπλζον, τα λιπίδια διαδραματίηουν κακοριςτικό ρόλο ςε διάωορα ςτάδια του αυτοωαγικοφ 

μονοπατιοφ, είτε ρυκμίηοντασ τθν ζναρξθ τθσ αυτοωαγίασ είτε ςυμμετζχοντασ ςτθν βιογζνεςθ 

και ωρίμανςθ των αυτοωαγοςωμάτων [206].  

Στθν παροφςα μελζτθ, οι επιδράςεισ με GGE και ADR+GGE παρουςιάηουν κοινό μεταβολικό 

προωίλ ςε ςυγκεκριμζνουσ μεταβολίτεσ που ςχετίηονται με τθν αυτοωαγία ςε ςχζςθ με τθ 

μονοχοριγθςθ με ADR. Ζτςι, θ επίδραςθ με ADR δεν επθρεάηει τθν ςυγκζντρωςθ των BCAAs 

κακϊσ και τθσ αλανίνθσ, τθσ τυροςίνθσ, του γλουταμικοφ οξζωσ, του ωορμικοφ οξζωσ και τθσ 

ωωςωοχολίνθσ ενϊ οι επιδράςεισ με GGE και ADR+GGE οδθγοφν ςε μία ςτατιςτικά ςθμαντικι 

αφξθςθ αυτϊν των μεταβολιτϊν, υποδθλϊνοντασ τροποποιιςεισ ςτον αυτοωαγικό μθχανιςμό 

των κυττάρων. H ςυςςϊρευςθ αυτϊν των μεταβολιτϊν ςτο κυτταρόπλαςμα υποδθλϊνει τθν 

ενίςχυςθ τθσ αυτοωαγίασ, προκειμζνου να εωοδιαςτεί το κφτταρο με τθν ενζργεια που 

χρειάηεται, θ οποία οδθγεί ςε μια μεταβολικι ανιςορροπία και τελικά τον κάνατο των 

κυττάρων μζςω απόπτωςθσ.          

Καταλιγοντασ, το GGE ζχει ακροιςτικι επίδραςθ ςτθν κυτταροτοξικι δράςθ του 

χθμειοκεραπευτικοφ ADR ζναντι τθσ κυτταρικισ ςειράσ PC-3, προκαλϊντασ επαγωγι τθσ 

αυτοωαγίασ θ οποία τελικά οδθγεί ςτον κάνατο των κυττάρων μζςω απόπτωςθσ. Για το λόγο 

αυτό, το εκχφλιςμα GGE κα μποροφςε να μελετθκεί περαιτζρω ωσ πικανι ςυμπλθρωματικι 

χοριγθςθ ζναντι του καρκίνου του προςτάτθ.                                                                                                                           
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Απιγενίνε 

Apigenin 

θλαβονοειδέρ 

 

 

DU145 

LNCaP 

PC-3 

 22Rv1 

 

 

 

 

 

 

LNCaP  

PC-3 

C4-2B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22Rv1, 

PC-3 

xenografts 

TRAMP mice 

G1 cell cycle 

arrest 

Apoptosis 

 

Epigenetic effects 

 

     No invasion 

 

Anti-angiogenesis 

 

 

Growth inhibition 

Cyclin D1, D2, E 

Bax/Bcl-2 ratio, NF-

κB,ROS, 

IGF-IGF-IR, PI3k/Akt 

HDACs 

Actin, FAK/scr 

 

TGF-β, ↓ VEGF 

 

 

 

IGF-I/IGFBP-3, 

PI3K/Akt/FoxO 

 

Anthemis sp 

Απηεμιζίνε 

Artemisin 

 

 

Γϊύδπο-  

απηεμιζίνε 

Dihydro-

artemisin 

LNCaP 

PC-3 

DU145  

 

PC-3 

C4-2 

LNCaP 

 G1 cycle arrest 

G2/M cycle arrest 

Apoptosis 

 

Cell cycle arrest 

CDK4 

 

Caspases 8,9 

Artemisia 

annua 

Βαϊκαλεΐνε 

baicalein 

θλαβονοειδέρ 

DU145,  

PC-3 

LNCaP 

CA-HPV-

10 

 

 

 

xenografts 

G1 cycle arrest 

Apoptosis 

 

Anti-angiogenesis 

P27 (kip1) 

Bcl-2, Bax, Fas 

Scutellaria 

baicalensis 

Βεπβεπίνε 

Berberine 

αλκαλοειδέρ 

 

DU145  

PC-3 

LNCaP 

 

 

 

 

 

 

 

LNCaP 

xenografts 

G1 cycle arrest 

 

Apoptosis 

 

↓ Tumor growth 

Cyclins, CDKs, CDKs 

inhibitors 

Bax/Bcl2 ratio, caspases, 

cytochrome c 

↓ AR expression 

Berberis sp. 

Βεηουλινικό οξύ 

Betulinic acid 

ηπιηεππένιο 

 

LNCaP 

PC-3 

DU145 

 

 

 

TRAMP mice 

Apoptosis, 

Anti-angiogenesis 

 

↓ Tumor growth 

Anti-angiogenesis 

NF-κB, 

Survivin, VEGF 

 

Cyclin D, ↓ AR 

 

Betula 

papyrifera 

Καψαϊκίνε 

Capsaicin 

βανιλοειδέρ 

 

PC-3 

DU145 

LNCaP 

PC-3 

xenografts 

Apoptosis ROS, JNK, ERK, ↑ p53, 

p21, Bax 

↓ PSA, AR 

Capsicum sp. 

      

Πίνακασ 2 Ουςίεσ που ζχουν απομονωκεί απο ωυτά και ζχουν μελετθκεί για τθν κυταροτοξικι τουσ δράςθ 

ζναντι του καρκίνου του προςτάτθ. 
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Κουπκουμίνε 

Curcumin 

διθαινςλ-

επηανοειδέρ 

 

 

PC-3 

LNCaP 

 

 

 

 

 

 

LNCaP 

xenografts 

 

Curcumin-

loaded 

PLGA 

nanospheres 

 

Cellulose 

nanoparticles 

 

Lipid-based 

carriers 

Cycle arrest 

Apoptosis 

 

Metabolism 

 

↓ Angiogenesis 

 

↓ Growth 

Cyclins, Cdks, Akt 

EGF-R, Bcl, ROS, AIF 

↓ AR, NF-κB, AP-1, 

CREB, PSA 

Glyoxylase 

VEGF, MMPs 

 

β-catenin, NF-κB 

Curcuma 

longa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γαϊδεδίνε 

Daidzein 

ιζοθλαβόνη 

PC-3 

DU145 

LNCaP 

 ↓ Cell growth 

Apoptosis 

CDKs, IGF, EGF, VEGF 

Akt 

Epigenetic modifications 

Glycine max 

Γελθινιδίνε 

Delphinidin 

ανθοκςανιδίνη 

LNCaP  

C4-2 

22Rnu1  

PC-3 

 

 

 

 

PC-3 

xenografts 

↓ Cell growth 

Apoptosis 

 

 

↓ Tumor growth 

Caspases, NF-κB/PI3K, 

Notch-1, Wnt/β-catenin 

 

 

 

Delphinium 

sp. 

Δλαγικό οξύ 

Ellagic acid 

πολςθαινόλη 

 

LNCaP 

 

 

DU145  

PC-3 

 Apoptosis 

Anti-angiogenesis 

 

S cycle arrest, 

Apoptosis 

 

No-invasion 

SIRT1, p21, AIF, ROS, 

caspases 

↓ Eicosanoid, HO system 

 

Cyclin D1, B1 

Bcl2/Bax, caspases 

MMP-2 

Rubus sp. 

Epigallocatechin

-3-gallate 

καηεσίνη 

 

LNCaP 

DU145 

PC-3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CWR22R 

xenografts, 

TRAMP mice 

 

G0/G1 cycle 

arrest 

 

Apoptosis 

 

 

 

↓ Invasion-

Metastasis 

 

 

Apoptosis 

 

 

 

 

↑ WAF1/p21, KIP1/p27, 

INK4, 

↓ Cyclins, CDKs 

p53, NF-kappaB, 

Bax/Bcl-2 ratio, 

caspases, COX-2, PI3K 

AR antagonist 

VEGF, MMPs, uPA, 

c-Met, angiopoietins 

 

↓ IGF-1,MAPK 

Camellia 

sinensis 
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Φιζεηίνε 

Fisetin 

θλαβονοειδέρ 

 

 

PC-3 

LNCaP 

 

 

 

 

CWR22Rupsil

on1 human 

xenograft 

Cell cycle arrest 

No adhesion, 

Migration 

Autophagy 

 

↓ Tumor growth 

Cyclins, Cdks, ↓ AR 

NF-kappaB, MMP2, 

MMP9 

mTOR, PI3K/Akt 

 

↓ PSA 

Acacia geggii 

Φοπμονονεηίνε 

Formononetin 

ιζοθλαβόνη 

 

PC-3 

LNCaP 

 

DU145 

 

 

 

 

 

 

Apoptosis ERK1/2 MAPK-Bax, 

IGF, 

Bax/Bcl-2 ratio, p38/Akt 

↑ RASD1 

 

Trifolium 

pretense 

Γαλλικό οξύ 

Gallic acid 

πολςθαινόλη 

 

DU145 

LNCaP 

PC-3 

 

 

 

 

TRAMP mice 

DU145, 22Rv1 

xenografts 

G2/M cycle arrest 

Apoptosis 

No migration 

 

↓ Tumor growth 

Apoptosis 

ATM-Chk2 

ROS, caspases 3, 9 

PI3K/AKT, NF-κB, 

MMP-2 

 

Cdks, cyclin B1, E 

Vitis vinifera 

Γκαμπογκικό 

οξύ 

Gambogic acid 

ξανθίνη 

 

PC-3  

 

xenografts 

Apoptosis, No 

invasion 

 

Anti-angiogenesis 

NF-κB, PI3K/Akt 

 

VEGFR-2, c-Scr, Akt 

Gamboge 

hanburyi 

 

 

Γενιζηεΐνε 

Genistein 

θλαβόνη 

 

DU145  

      PC-3 

ND1 

LNCaP 

ALVA31 

JCA1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3, DU145 

xenografts 

 

Lobund-Wistar 

rats, TRAMP 

mice 

 

Cabazitaxel + 

genistein, 

 

Genistein – 

loaded 

liposomes 

 

 

Cycle arrest, 

Growth inhibition 

 

 

 

Apoptosis 

↓ Angiogenesis 

No metastasis 

 

 

 

Growth inhibition 

 

 

Chemoprevention 

 

 

Apoptosis 

↑ p21WAF1, 

↓ Cdks, cyclins, survivin, 

DNA topoisomerase II, 

↓ IGF-1/IGF-1R 

 

NF-κB, Akt, caspases 

IL-10 

MMP-9, protease M, 

uPAR, VEGF 

Epigenetic modifications 

 

 

 

Glycine max 
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Ginsenoside Rg3 PC-3 

LNCaP 

 G1 cycle arrest 

Apoptosis 

Cell detachment 

No metastasis 

p 21, p 27 

Caspase-3 

MAP kinases 

p 38 MAPK 

Panax sp. 

Ginsenoside Rh2 

 

PC-3 

LNCaP 

 

 

 

PC-3 xenograft 

↓ Cell 

proliferation, 

Detachment 

Apoptosis 

MAP kinases 

 

 

 

Panax sp. 

25-OH-PPD 

25-OCH3-PPD 

PC-3 

LNCaP 

 

 

PC-3, LNCaP 

xenografts 

 

 

G1 cycle arrest 

Apoptosis 

Tumor growth 

 

p 21, p 27, Bax 

Panax sp. 

Γλυκυπεηινικό 

οξύ 

Glycerrhitinic 

acid 

ηπιηεππένιο 

 

DU145 

LNCaP 

 

 

 

Apoptosis, No 

invasion, Cell 

proliferation 

NF-κB, VEGF, MMP-9 

PSA 

Glycyrrhiza 

glabra 

 

 

Ιζοανγκουζηόνε 

Α 

Isoangustone A 

θλαβονοειδέρ 

DU145  

 

 

G1 cycle arrest 

Apoptosis 

Cdks, cyclin A, D1 

Caspases 

Glycyrrhiza 

uralensis 

 

 

Λικοχαλκόνε 

Licochalcone 

θλαβονοειδέρ 

PC-3 

LNCaP 

 

 

 

G2/M cycle arrest 

Apoptosis, 

Autophagy 

Cyclin B1, cdc2 Glycyrrhiza 

glabra 

Γκοζυπόλε 

Gossypol 

πολςθαινολική 

αλδεϋδη 

PC-3, 

BPH 

 

DU145 

 

 

 

 

docetaxel 

+ gossypol 

 

 

 

sorafenib+ 

gossypol 

 

 

 

 

 

PC-3 xenograft 

G0/G1 cycle 

arrest 

Apoptosis, No 

invasion 

Apoptosis 

Autophagy 

 

Anti-angiogenesis 

 

Apoptosis 

 

 

Apoptosis, 

Autophagy 

 

TGF-1 

Bcl-X/Bcl-2,NF-κB, AP1 

p53, Bcl-2, Bcl-xL, 

caspases 

Beclin1, Bcl-2/Bcl-xL 

 

 

VEGFR-2, Akt, Scr 

 

Noxa , Puma 

Gossypium 

hirsutum 

Χονοκιόλε 

Honokiol 

λιγνάνη 

PC-3 

LNCaP 

C4-2 

 

 

 

G0/G1 cycle 

arrest 

Αpoptosis 

 

Bax, Bak, Bcl-xL 

Magnolia 

officinalis 

Λουηεολίνε 

Luteolin 

θλαβονοειδέρ 

PC-3 

DU145 

 

LNCaP  

PC-3 

PC-3 xenograft Cell growth 

Apoptosis 

 

Anti-

angiogenesis, 

No invasion 

IGF-1, Akt, EGFR, 

MAPK/ERK 

DR5 

VEGF-2R, AR, PSA 

Terminalia 

chebula 
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Λυκοπένιο 

Lycopene 

καποηενοειδέρ 

LNCaP  

PC-3 

LNCaP  

 

DU145 

LNCaP  

PC-3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3 

DU145 

xenografts 

TRAMP mice 

 

Clinical trials 

Cell cycle arrest 

↓ Cholesterol 

synthesis 

 

Apoptosis 

↓ Invasion 

 

 

Apoptosis 

Chemoprevention 

 

 

Chemoprevention 

Cdk4, cyclins D1, E and 

Rb 

PPARγ-LXRα-ABCA1 

 

p21, p27, p53,  

Bax/Bcl-2, IGF 

integrins 

 

↓ ROS, ↑ detoxification 

proteins 

 

 

PSA, androgen-estrogen 

metabolism 

Solanum 

lycopersicum 

Μανολόλε 

Magnolol 

διθαινόλη 

PC-3 

 

 

 Apoptosis, No 

invasion 

EGFR 

 

Magnolia 

officinalis 

Ομποβαηόλε 

Obovatol 

διθαινόλη 

LNCaP  

PC-3 

 

 Αpoptosis NF-κB 

 

Magnolia 

obovata 

Οπιδονίνε 

Oridonin 

ιζοππενοειδέρ 

LNCaP  

PC-3 

 

 

 

 G2/M cycle arrest 

Apoptosis-

Autophagy 

p21 

 

 

Rabdosia 

rubescens 

PEITC 

ιζοθειοκςανούσο 

DU145 

C4-2B 

LNCaP  

PC-3 

 

 

 

 

 

PEITC + 

docetaxel 

 

PEITC+ 

etoposide 

+ 

adriamyci

n 

 

 

 

 

PC-3, LNCaP 

xenografts 

TRAMP mice 

G2/M cycle arrest 

Apoptosis 

Autophagy 

No migration 

↓ Tumor growth 

Autophagy 

Apoptosis 

 

 

Apoptosis 

 

JAK/STAT-3, p53 

ROS, survivin, caspases 

ATg5 

Akt, VEGF, Notch 

PECAM1-CD31 

E-cadherin 

 

 

 

↓ protein kinase C, 

telomerase 

Brassica 

oleracea 

Κεπζεηίνε 

Quercetin 

πολςθαινόλη 

LNCaP 

DU145 

PC-3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cell cycle arrest 

 

Apoptosis 

 

 

↓ Adhesion, 

Metastasis 

 

↓ Angiogenesis 

Cyclins, Cdks, Rb, ErbB 

 

Bax, Bcl, caspases, IGF,  

↓ fatty acid synthase, 

 ↓ HS90, ↓ AR 

 

MMPs, uPA, uPAR, 

 

EGF, EGF-R 

Vitis sp. 
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Gioti, K. and R. Tenta, Bioactive natural products against prostate cancer: mechanism of action and 

autophagic/apoptotic molecular pathways. Planta Med, 2015. 81(7): 543-62 

 

LAPC-4 

xenografts 

 

↓ Tumor growth 

 

AKT/mTOR/P70S6K 

Σανγκουϊναπίνε

Sanguinarine 

αλκαλοειδέρ 

LNCaP 

DU145 

PC-3 

C4-2B 

 

 

 

DU145 

xenografts 

 

G0-G1 cycle 

arrest 

Apoptosis 

No invasion, 

Metastasis 

↓ Tumor growth 

p21/WAF1, p27/KIP1, 

Cdks 

survivin 

 

Stat3 

Sanguinaria 

canadensis 

Σιλιμπινίνε 

Silibinin 

θλαβονολιγνάνη 

LNCaP 

DU145 

22Rv1 

 

PC-3 

 

PC-3MM2 

C4-2B 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3 

xenografts 

 

 

DU145 

xenografts, 

TRAMP 

 

Clinical trial 

 

 

G1 cycle arrest 

 

 

G1, G2/M cycle 

arrest 

 

 

No invasion, 

Metastasis 

 

↓ tumor growth 

Apoptosis, 

Angiogenesis 

 

 

↓ Tumor growth 

↓ Angiogenesis 

Rb, Cdks, PDEF, ↓ PSA 

p21,p27, Wnt/LRp6 

 

HIF1,Wnt/LRp6, cyclins, 

Cdks 

 

 

NF-κB, vimentin, MMP2 

 

 

↑ IGFBP-3, Cip1/p21, 

Kip1/p27, ↓ Bcl-2 

 

 

 

IGF-IGFB-3 

VEGF, vimentin, MMPs 
 

 

Silybum 

marianum 

Σουλθοπαθάνε 

Sulforaphane 

ιζοθειοκςανούσο 

LNCaP  

PC-3 

DU145 

 

 

 

 

 

 

PC-3 

xenografts, 

TRAMP 

G1 cycle arrest 

G2/M cycle arrest 

Apoptosis 

↓ Angiogenesis 

No migration 

 

↓ Τumor growth 

Methyltransferase, 

cyclins 

 

ROS, caspases, HDAC6, 

↓ AR 

HIF-1, VEGF 

Notch 

HDAC 

Brassica 

oleracea 

Θυμοκινόνε 

Thymoquinone 

μονοηεππένιο 

LNCaP  

C4-2B 

PC-3 

DU145 

LNCaP,C4-2B 

PC-3, DU145 

xenografts 

↓ Growth 

Apoptosis 

↓ Angiogenesis 

E2F-1, AR,AKT 

ROS 

VEGF 

Nigella sativa 

Ουπζολικό οξύ 

Ursolic acid 

ηπιηεππένιο 

PC-3 

LNCaP 

DU145 

 

 

TRAMP mice 

Apoptosis 

↓ Angiogenesis 

No metastasis 

JNK, caspases 

NF-κB, STAT3 

CXCR4 

Corni fructus 
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Πίνακασ 3 

Μζκοδοι για τθν μελζτθ τθσ αυτοφαγίασ - Ερμθνεία των αποτελεςμάτων 

Στον παρακάτω πίνακα παρουςιάηονται ςυνοπτικά οι πιο ςυνικεισ μζκοδοι που 

χρθςιμοποιοφνται για τθν μελζτθ τθσ αυτοωαγίασ κακϊσ και θ ερμθνεία των αποτελεςμάτων. 

Στθν παροφςα εργαςία, χρθςιμοποιικθκαν οι τεχνικζσ που παρουςιάηονται ςτα Α, C, D, E. 

 

Noboru Mizushima et al. Methods in mammalian autophagy research. Cell 2010:5; 140 (3) 313-326  
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A: Ραρατιρθςθ αυτοωαγοςωμάτων (AP) και αυτοωαγολυςοςωμάτων μζςω τθσ θλεκτρονικισ 

μικροςκοπίασ. 

B: Ραρατιρθςθ GFP-LC3 ςθμείων ανά κφτταρο με μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. 

C: Ροςοτικι εκτίμθςθ τθσ LC3-II πρωτεΐνθσ.  

D: Ροςοτικι εκτίμθςθ τθσ μετατροπισ τθσ LC3-I ιςομορωισ ςτθν LC3-II.  

Ε: Ροςοτικι εκτίμθςθ τθσ ςυνολικισ LC3-II πρωτεΐνθσ κακϊσ και τθσ p62 πρωτεΐνθσ. 

F: Ανίχνευςθ των αυτοωαγοςωμάτων ςθμαςμζνων με κίτρινθ χρωςτικι mRFP-GFP-LC3 και των 

αυτοωαγο-λυςοςωμάτων ςθμαςμζνων με κόκκινθ χρωςτικι (γιατί το GFP αποδομείται από το 

λυςόςωμα). 

G: Ανίχνευςθ του κραφςματοσ GFP μετά από τθν αποδόμθςθ του GFP-LC3 ςτα λυςοςϊματα, 

μζςω ανοςο-αποτφπωςθσ με τθ χριςθ anti-GFP αντιςϊματοσ. 
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Πίνακασ 4 

Μεταβολικά μονοπάτια και αυτοφαγία 
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Πίνακασ 5. Κορυφζσ μεταβολιτϊν που ταυτοποιικθκαν 

Μεταβολίτθσ ppm Πολλαπλότθτα 
Ιςολευκίνθ 0,94 t 

 
1,02 d 

Λευκίνθ 0,96 d 

 
0,97 d 

Βαλίνθ 1 d 

 
1,05 d 

Γαλακτικό οξφ 1,33 d 

 
4,11 q 

Θρεονίνθ 1,34 d 

 
3,59 d 

 
4,26 m 

Αλανίνθ 1,49 d 

Ακετικό οξφ 1,92 s 

Γλουταμικό οξφ 2,05 m 

 
2,14 m 

 
2,34 m 

 
2,37 m 

 
3,75 dd 

UDP-N-Ακετυλογλυκοςαμίνθ 2,08 s 

 
5,52 m 

 

5,97 d 

 
5,99 d 

 
7,96 d 

Γλουταμίνθ 2,12 m 

 
2,16 m 

 
2,46 m 

 
2,48 m 

Μεκειονίνθ 2,14 s 

 
2,64 t 

Γλουτακειόνθ 2,16 m 

 
2,18 m 

 
2,54 m 

 
2,58 m 

 
2,93 m 

 
2,98 m 

 
4,57 m 

Ακετόνθ 2,24 s 

Θλεκτρικό 2,41 s 

Κρεατίνθ 3,04 s 

 

3,93 s 
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Φωςωορικι Κρεατίνθ 3,04 s 

 
3,94 s 

Διμεκυλ-ςουλωόνθ 3,16 s 

O-Φωςωοχολίνθ 3,23 s 

 
4,17 m 

sn-γλυκερό-3-ωωςωοχολίνθ 3,23 s 

 
4,33 m 

Γλυκόηθ 3,25 dd 

 

3,41 m 

 
3,42 m 

 
3,47 m 

 
3,5 m 

 
3,54 dd 

 
3,72 m 

 
3,73 m 

 
3,77 m 

 
3,83 m 

 
3,85 m 

 
3,9 dd 

 
4,65 d 

 
5,24 d 

Tαυρίνθ 3,27 t 

 
3,42 t 

Mυο-Iνοςιτόλθ 3,29 t 

 
3,54 dd 

 
3,63 t 

 
4,07 m 

Μεκανόλθ 3,36 s 

Γλυκερόλθ 3,56 dd 

 
3,66 dd 

Γλυκίνθ 3,56 s 

NAD+ 6,04 d 

 

6,1 d 

 

8,18 s 

 

8,20 m 

 
8,43 s 

 
8,84 m 

 
9,15 m 

 
9,35 m 

XMP (IMP) 6,15 d 

 
8,28 s 

 
8,54 s 

Τυροςίνθ 6,91 d 

 
7,2 d 
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π-Μεκυλοιςτιδίνθ 7,1 s 

 

7,99 m 

Φαινυλαλανίνθ 7,34 m 

 

7,38 m 

 

7,44 m 

Φορμικό 8,46 s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                     
 

143 
 

Βιβλιογραφικζσ Αναφορζσ 

1. Μπαρμπαλιάσ, Γ.Α., ed. Ουρολογία,Τyporama,Ιατρικι.  

2. Δθμόπουλοσ, Κ.Α., ed. Ουρολογία. 4θ Ζκδοςθ ed. 1991, Ιατρικζσ εκδόςεισ Ραςχαλίδθ. 

3. Rubin, E., ed. Βαςικι Πακολογικι Ανατομικι. Vol. I. 2002, Ιατρικζσ εκδόςεισ Ραςχαλίδθ. 112-

122. 

4. Rubin, E., ed. Βαςικι Πακολογικι Ανατομικι. Vol. II. 2002, Ιατρικζσ εκδόςεισ Ραςχαλίδθ. 625-

627. 

5. Metcalfe, C., et al., Pathways to diagnosis for Black men and White men found to have prostate 

cancer: the PROCESS cohort study. Br J Cancer, 2008. 99(7): p. 1040-5. 

6. Bruner, D.W., et al., Relative risk of prostate cancer for men with affected relatives: systematic 

review and meta-analysis. Int J Cancer, 2003. 107(5): p. 797-803. 

7. Johns, L.E. and R.S. Houlston, A systematic review and meta-analysis of familial prostate cancer 

risk. BJU Int, 2003. 91(9): p. 789-94. 

8. Hemminki, K. and K. Czene, Attributable risks of familial cancer from the Family-Cancer 

Database. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2002. 11(12): p. 1638-44. 

9. Thompson, D. and D.F. Easton, Cancer Incidence in BRCA1 mutation carriers. J Natl Cancer Inst, 

2002. 94(18): p. 1358-65. 

10. Thompson, D., et al., Evaluation of linkage of breast cancer to the putative BRCA3 locus on 

chromosome 13q21 in 128 multiple case families from the Breast Cancer Linkage Consortium. 

Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(2): p. 827-31. 

11. Cheng, I., et al., Prostatitis, sexually transmitted diseases, and prostate cancer: the California 

Men's Health Study. PLoS One, 2010. 5(1): p. e8736. 

12. Cao, Y. and J. Ma, Body mass index, prostate cancer-specific mortality, and biochemical 

recurrence: a systematic review and meta-analysis. Cancer Prev Res (Phila), 2011. 4(4): p. 486-

501. 

13. MacInnis, R.J. and D.R. English, Body size and composition and prostate cancer risk: systematic 

review and meta-regression analysis. Cancer Causes Control, 2006. 17(8): p. 989-1003. 

14. Cao, Y. and J. Ma, Body mass index, prostate cancer-specific mortality, and biochemical 

recurrence: a systematic review and meta-analysis. Cancer Prev Res (Phila). 4(4): p. 486-501. 

15. Skinner, H.G. and G.G. Schwartz, Serum calcium and incident and fatal prostate cancer in the 

National Health and Nutrition Examination Survey. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2008. 

17(9): p. 2302-5. 

16. Skinner, H.G. and G.G. Schwartz, A prospective study of total and ionized serum calcium and 

fatal prostate cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2009. 18(2): p. 575-8. 

17. Ali, M.M. and V. Vaidya, Vitamin D and cancer. J Cancer Res Ther, 2007. 3(4): p. 225-30. 



                                                                                                                                                     
 

144 
 

18. Chan, J.M., et al., Insulin-like growth factor-I (IGF-I) and IGF binding protein-3 as predictors of 

advanced-stage prostate cancer. J Natl Cancer Inst, 2002. 94(14): p. 1099-106. 

19. Zheng, W. and S.A. Lee, Well-done meat intake, heterocyclic amine exposure, and cancer risk. 

Nutr Cancer, 2009. 61(4): p. 437-46. 

20. Cross, A.J. and R. Sinha, Meat-related mutagens/carcinogens in the etiology of colorectal cancer. 

Environ Mol Mutagen, 2004. 44(1): p. 44-55. 

21. Felton, J.S., et al., Mutagenic potency of food-derived heterocyclic amines. Mutat Res, 2007. 

616(1-2): p. 90-4. 

22. Arab, L., et al., Adherence to World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer 

Research lifestyle recommendations reduces prostate cancer aggressiveness among African and 

Caucasian Americans. Nutr Cancer. 65(5): p. 633-43. 

23. Huang, M., et al., A high-fat diet enhances proliferation of prostate cancer cells and activates 

MCP-1/CCR2 signaling. Prostate. 72(16): p. 1779-88. 

24. Yorimitsu, T. and D.J. Klionsky, Autophagy: molecular machinery for self-eating. Cell Death 

Differ, 2005. 12 Suppl 2: p. 1542-52. 

25. Mijaljica, D., M. Prescott, and R.J. Devenish, Microautophagy in mammalian cells: revisiting a 40-

year-old conundrum. Autophagy, 2011. 7(7): p. 673-82. 

26. Massey, A., R. Kiffin, and A.M. Cuervo, Pathophysiology of chaperone-mediated autophagy. Int J 

Biochem Cell Biol, 2004. 36(12): p. 2420-34. 

27. Parzych, K.R. and D.J. Klionsky, An overview of autophagy: morphology, mechanism, and 

regulation. Antioxid Redox Signal, 2013. 20(3): p. 460-73. 

28. Abada, A. and Z. Elazar, Getting ready for building: signaling and autophagosome biogenesis. 

EMBO Rep, 2014. 15(8): p. 839-52. 

29. Axe, E.L., et al., Autophagosome formation from membrane compartments enriched in 

phosphatidylinositol 3-phosphate and dynamically connected to the endoplasmic reticulum. J 

Cell Biol, 2008. 182(4): p. 685-701. 

30. Di Bartolomeo, S., et al., The dynamic interaction of AMBRA1 with the dynein motor complex 

regulates mammalian autophagy. J Cell Biol, 2010. 191(1): p. 155-68. 

31. Nazio, F. and F. Cecconi, mTOR, AMBRA1, and autophagy: an intricate relationship. Cell Cycle, 

2013. 12(16): p. 2524-5. 

32. Nazio, F., et al., mTOR inhibits autophagy by controlling ULK1 ubiquitylation, self-association and 

function through AMBRA1 and TRAF6. Nat Cell Biol, 2013. 15(4): p. 406-16. 

33. Laplante, M. and D.M. Sabatini, mTOR signaling in growth control and disease. Cell, 2012. 

149(2): p. 274-93. 



                                                                                                                                                     
 

145 
 

34. Hosokawa, N., et al., Nutrient-dependent mTORC1 association with the ULK1-Atg13-FIP200 

complex required for autophagy. Mol Biol Cell, 2009. 20(7): p. 1981-91. 

35. Ravikumar, B., et al., Regulation of mammalian autophagy in physiology and pathophysiology. 

Physiol Rev, 2010. 90(4): p. 1383-435. 

36. White, E., Deconvoluting the context-dependent role for autophagy in cancer. Nat Rev Cancer, 

2012. 12(6): p. 401-10. 

37. Aita, V.M., et al., Cloning and genomic organization of beclin 1, a candidate tumor suppressor 

gene on chromosome 17q21. Genomics, 1999. 59(1): p. 59-65. 

38. Liang, X.H., et al., Induction of autophagy and inhibition of tumorigenesis by beclin 1. Nature, 

1999. 402(6762): p. 672-6. 

39. Marino, G., et al., Tissue-specific autophagy alterations and increased tumorigenesis in mice 

deficient in Atg4C/autophagin-3. J Biol Chem, 2007. 282(25): p. 18573-83. 

40. Qu, X., et al., Promotion of tumorigenesis by heterozygous disruption of the beclin 1 autophagy 

gene. J Clin Invest, 2003. 112(12): p. 1809-20. 

41. Bai, H., et al., A transcriptional variant of the LC3A gene is involved in autophagy and frequently 

inactivated in human cancers. Oncogene, 2012. 31(40): p. 4397-408. 

42. He, H., et al., Post-translational modifications of three members of the human MAP1LC3 family 

and detection of a novel type of modification for MAP1LC3B. J Biol Chem, 2003. 278(31): p. 

29278-87. 

43. Ichimura, Y., et al., A ubiquitin-like system mediates protein lipidation. Nature, 2000. 408(6811): 

p. 488-92. 

44. Kabeya, Y., et al., LC3, a mammalian homologue of yeast Apg8p, is localized in autophagosome 

membranes after processing. EMBO J, 2000. 19(21): p. 5720-8. 

45. Koukourakis, M.I., et al., Autophagosome Proteins LC3A, LC3B and LC3C Have Distinct Subcellular 

Distribution Kinetics and Expression in Cancer Cell Lines. PLoS One, 2015. 10(9): p. e0137675. 

46. Nakamura, K., et al., PB1 domain interaction of p62/sequestosome 1 and MEKK3 regulates NF-

kappaB activation. J Biol Chem, 2009. 285(3): p. 2077-89. 

47. Sanchez, P., et al., Localization of atypical protein kinase C isoforms into lysosome-targeted 

endosomes through interaction with p62. Mol Cell Biol, 1998. 18(5): p. 3069-80. 

48. Wilson, M.I., et al., PB1 domain-mediated heterodimerization in NADPH oxidase and signaling 

complexes of atypical protein kinase C with Par6 and p62. Mol Cell, 2003. 12(1): p. 39-50. 

49. Long, J., et al., Dimerisation of the UBA domain of p62 inhibits ubiquitin binding and regulates 

NF-kappaB signalling. J Mol Biol, 2009. 396(1): p. 178-94. 

50. Kirkin, V., et al., A role for ubiquitin in selective autophagy. Mol Cell, 2009. 34(3): p. 259-69. 



                                                                                                                                                     
 

146 
 

51. Kraft, C., M. Peter, and K. Hofmann, Selective autophagy: ubiquitin-mediated recognition and 

beyond. Nat Cell Biol, 2010. 12(9): p. 836-41. 

52. Waters, S., et al., Interactions with LC3 and polyubiquitin chains link nbr1 to autophagic protein 

turnover. FEBS Lett, 2009. 583(12): p. 1846-52. 

53. Bjorkoy, G., et al., p62/SQSTM1 forms protein aggregates degraded by autophagy and has a 

protective effect on huntingtin-induced cell death. J Cell Biol, 2005. 171(4): p. 603-14. 

54. Kim, P.K., et al., Ubiquitin signals autophagic degradation of cytosolic proteins and peroxisomes. 

Proc Natl Acad Sci U S A, 2008. 105(52): p. 20567-74. 

55. Pankiv, S., et al., p62/SQSTM1 binds directly to Atg8/LC3 to facilitate degradation of 

ubiquitinated protein aggregates by autophagy. J Biol Chem, 2007. 282(33): p. 24131-45. 

56. Kaighn, M.E., et al., Establishment and characterization of a human prostatic carcinoma cell line 

(PC-3). Invest Urol, 1979. 17(1): p. 16-23. 

57. Ohnuki, Y., et al., Chromosomal analysis of human prostatic adenocarcinoma cell lines. Cancer 

Res, 1980. 40(3): p. 524-34. 

58. Minotti, G., et al., Anthracyclines: molecular advances and pharmacologic developments in 

antitumor activity and cardiotoxicity. Pharmacol Rev, 2004. 56(2): p. 185-229. 

59. Kremer, L.C., et al., Anthracycline-induced clinical heart failure in a cohort of 607 children: long-

term follow-up study. J Clin Oncol, 2001. 19(1): p. 191-6. 

60. Zhang, S., et al., Identification of the molecular basis of doxorubicin-induced cardiotoxicity. Nat 

Med, 2012. 18(11): p. 1639-42. 

61. Denard, B., C. Lee, and J. Ye, Doxorubicin blocks proliferation of cancer cells through proteolytic 

activation of CREB3L1. Elife, 2012. 1: p. e00090. 

62. Fogli, S., P. Nieri, and M.C. Breschi, The role of nitric oxide in anthracycline toxicity and prospects 

for pharmacologic prevention of cardiac damage. FASEB J, 2004. 18(6): p. 664-75. 

63. Pawlowska, J., et al., Differential ability of cytostatics from anthraquinone group to generate free 

radicals in three enzymatic systems: NADH dehydrogenase, NADPH cytochrome P450 reductase, 

and xanthine oxidase. Oncol Res, 2003. 13(5): p. 245-52. 

64. Singal, P.K., C.M. Deally, and L.E. Weinberg, Subcellular effects of adriamycin in the heart: a 

concise review. J Mol Cell Cardiol, 1987. 19(8): p. 817-28. 

65. Swain, S.M., F.S. Whaley, and M.S. Ewer, Congestive heart failure in patients treated with 

doxorubicin: a retrospective analysis of three trials. Cancer, 2003. 97(11): p. 2869-79. 

66. Lefrak, E.A., et al., A clinicopathologic analysis of adriamycin cardiotoxicity. Cancer, 1973. 32(2): 

p. 302-14. 

67. Broder, H., R.A. Gottlieb, and N.E. Lepor, Chemotherapy and cardiotoxicity. Rev Cardiovasc Med, 

2008. 9(2): p. 75-83. 



                                                                                                                                                     
 

147 
 

68. Skalickova, S., et al., Zinc-Modified Nanotransporter of Doxorubicin for Targeted Prostate Cancer 

Delivery. Nanomaterials (Basel), 2018. 7(12). 

69. Gioti, K. and R. Tenta, Bioactive natural products against prostate cancer: mechanism of action 

and autophagic/apoptotic molecular pathways. Planta Med, 2015. 81(7): p. 543-62. 

70. Lowe, S.W. and A.W. Lin, Apoptosis in cancer. Carcinogenesis, 2000. 21(3): p. 485-95. 

71. Ricardo Guimarães Amaral, S.A.d.S., Luciana Nalone Andrade, and P.S.a.A.A. Carvalho, Natural 

Products as Treatment against Cancer: A Historical and Current Vision. Clin Onc, 2019(4): p. 1-5. 

72. Surh, Y.J., Cancer chemoprevention with dietary phytochemicals. Nat Rev Cancer, 2003. 3(10): p. 

768-80. 

73. Bharti Mangla, K.K., Combination of Natural Agent with Synthetic Drug for the Breast Cancer 

Therapy. Int J Drug Dev & Res 2018(10): p. 22-26. 

74. Pezzani, R., et al., Synergistic Effects of Plant Derivatives and Conventional Chemotherapeutic 

Agents: An Update on the Cancer Perspective. Medicina (Kaunas), 2019. 55(4). 

75. Holm L, D.J., Holm E, Pancho J,Herberger J., World weeds. Natural Histories and Distribution. 

1997, New York,USA: John Wiley and Sons, Inc. 

76. Webb CJ, S.W., Garnock-Jones PJ, Flora of New Zealand Vol IV: Naturalised Pteridophytes, 

Gymnosperms, Dicotyledons. 1988: Christchurch, New Zealand: Botany Division, Department of 

Scientific and Industrial Research. 

77. Gabay R, P.U., Danin A, Factors afectijng the dominance of Silybum marianum L. (Asteraceae) in 

its specific habitats. Flora, 1994(189): p. 201-206. 

78. Abenavoli, L., et al., Milk thistle in liver diseases: past, present, future. Phytother Res, 2010. 

24(10): p. 1423-32. 

79. Kroll, D.J., H.S. Shaw, and N.H. Oberlies, Milk thistle nomenclature: why it matters in cancer 

research and pharmacokinetic studies. Integr Cancer Ther, 2007. 6(2): p. 110-9. 

80. Ramasamy, K. and R. Agarwal, Multitargeted therapy of cancer by silymarin. Cancer Lett, 2008. 

269(2): p. 352-62. 

81. Deep, G. and R. Agarwal, Chemopreventive efficacy of silymarin in skin and prostate cancer. 

Integr Cancer Ther, 2007. 6(2): p. 130-45. 

82. Zi, X., D.K. Feyes, and R. Agarwal, Anticarcinogenic effect of a flavonoid antioxidant, silymarin, in 

human breast cancer cells MDA-MB 468: induction of G1 arrest through an increase in Cip1/p21 

concomitant with a decrease in kinase activity of cyclin-dependent kinases and associated 

cyclins. Clin Cancer Res, 1998. 4(4): p. 1055-64. 

83. Tyagi, A., et al., Silibinin activates p53-caspase 2 pathway and causes caspase-mediated 

cleavage of Cip1/p21 in apoptosis induction in bladder transitional-cell papilloma RT4 cells: 



                                                                                                                                                     
 

148 
 

evidence for a regulatory loop between p53 and caspase 2. Carcinogenesis, 2006. 27(11): p. 

2269-80. 

84. Zhong, X., et al., Silymarin causes caspases activation and apoptosis in K562 leukemia cells 

through inactivation of Akt pathway. Toxicology, 2006. 227(3): p. 211-6. 

85. Scambia, G., et al., Antiproliferative effect of silybin on gynaecological malignancies: synergism 

with cisplatin and doxorubicin. Eur J Cancer, 1996. 32A(5): p. 877-82. 

86. Davis-Searles, P.R., et al., Milk thistle and prostate cancer: differential effects of pure 

flavonolignans from Silybum marianum on antiproliferative end points in human prostate 

carcinoma cells. Cancer Res, 2005. 65(10): p. 4448-57. 

87. Flaig, T.W., et al., Silibinin synergizes with mitoxantrone to inhibit cell growth and induce 

apoptosis in human prostate cancer cells. Int J Cancer, 2007. 120(9): p. 2028-33. 

88. Tyagi, A., C. Agarwal, and R. Agarwal, Inhibition of retinoblastoma protein (Rb) phosphorylation 

at serine sites and an increase in Rb-E2F complex formation by silibinin in androgen-dependent 

human prostate carcinoma LNCaP cells: role in prostate cancer prevention. Mol Cancer Ther, 

2002. 1(7): p. 525-32. 

89. Zi, X. and R. Agarwal, Silibinin decreases prostate-specific antigen with cell growth inhibition via 

G1 arrest, leading to differentiation of prostate carcinoma cells: implications for prostate cancer 

intervention. Proc Natl Acad Sci U S A, 1999. 96(13): p. 7490-5. 

90. Thelen, P., et al., Silibinin down-regulates prostate epithelium-derived Ets transcription factor in 

LNCaP prostate cancer cells. Planta Med, 2004. 70(5): p. 397-400. 

91. Thelen, P., et al., Inhibition of telomerase activity and secretion of prostate specific antigen by 

silibinin in prostate cancer cells. J Urol, 2004. 171(5): p. 1934-8. 

92. Sharma, Y., et al., Inhibitory effect of silibinin on ligand binding to erbB1 and associated 

mitogenic signaling, growth, and DNA synthesis in advanced human prostate carcinoma cells. 

Mol Carcinog, 2001. 30(4): p. 224-36. 

93. Tyagi, A., C. Agarwal, and R. Agarwal, The cancer preventive flavonoid silibinin causes 

hypophosphorylation of Rb/p107 and Rb2/p130 via modulation of cell cycle regulators in human 

prostate carcinoma DU145 cells. Cell Cycle, 2002. 1(2): p. 137-42. 

94. Agarwal, C., et al., Silibinin inhibits constitutive activation of Stat3, and causes caspase activation 

and apoptotic death of human prostate carcinoma DU145 cells. Carcinogenesis, 2007. 28(7): p. 

1463-70. 

95. Dhanalakshmi, S., et al., Silibinin inhibits constitutive and TNFalpha-induced activation of NF-

kappaB and sensitizes human prostate carcinoma DU145 cells to TNFalpha-induced apoptosis. 

Oncogene, 2002. 21(11): p. 1759-67. 



                                                                                                                                                     
 

149 
 

96. Lu, W., et al., Silibinin inhibits Wnt/beta-catenin signaling by suppressing Wnt co-receptor LRP6 

expression in human prostate and breast cancer cells. Cell Signal. 24(12): p. 2291-6. 

97. Deep, G., et al., Silymarin and silibinin cause G1 and G2-M cell cycle arrest via distinct circuitries 

in human prostate cancer PC3 cells: a comparison of flavanone silibinin with flavanolignan 

mixture silymarin. Oncogene, 2006. 25(7): p. 1053-69. 

98. Deep, G., et al., Role of E-cadherin in antimigratory and antiinvasive efficacy of silibinin in 

prostate cancer cells. Cancer Prev Res (Phila). 4(8): p. 1222-32. 

99. Tyagi, A., et al., Silibinin impairs constitutively active TGFalpha-EGFR autocrine loop in advanced 

human prostate carcinoma cells. Pharm Res, 2008. 25(9): p. 2143-50. 

100. Wu, K., et al., Silibinin reverses epithelial-to-mesenchymal transition in metastatic prostate 

cancer cells by targeting transcription factors. Oncol Rep. 23(6): p. 1545-52. 

101. Singh, R.P., et al., Suppression of advanced human prostate tumor growth in athymic mice by 

silibinin feeding is associated with reduced cell proliferation, increased apoptosis, and inhibition 

of angiogenesis. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2003. 12(9): p. 933-9. 

102. Jung, H.J., et al., Silibinin inhibits expression of HIF-1alpha through suppression of protein 

translation in prostate cancer cells. Biochem Biophys Res Commun, 2009. 390(1): p. 71-6. 

103. Singh, R.P., et al., Silibinin suppresses in vivo growth of human prostate carcinoma PC-3 tumor 

xenograft. Carcinogenesis, 2007. 28(12): p. 2567-74. 

104. Raina, K., et al., Dietary feeding of silibinin inhibits prostate tumor growth and progression in 

transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate model. Cancer Res, 2007. 67(22): p. 11083-

91. 

105. Raina, K., et al., Stage-specific inhibitory effects and associated mechanisms of silibinin on tumor 

progression and metastasis in transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate model. Cancer 

Res, 2008. 68(16): p. 6822-30. 

106. Singh, R.P., et al., Silibinin inhibits established prostate tumor growth, progression, invasion, and 

metastasis and suppresses tumor angiogenesis and epithelial-mesenchymal transition in 

transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate model mice. Clin Cancer Res, 2008. 14(23): p. 

7773-80. 

107. Flaig, T.W., et al., A study of high-dose oral silybin-phytosome followed by prostatectomy in 

patients with localized prostate cancer. Prostate. 70(8): p. 848-55. 

108. Flaig, T.W., et al., A phase I and pharmacokinetic study of silybin-phytosome in prostate cancer 

patients. Invest New Drugs, 2007. 25(2): p. 139-46. 

109. Schroder, F.H., et al., Randomized, double-blind, placebo-controlled crossover study in men with 

prostate cancer and rising PSA: effectiveness of a dietary supplement. Eur Urol, 2005. 48(6): p. 

922-30; discussion 930-1. 



                                                                                                                                                     
 

150 
 

110. Colombo, V., et al., Chemotherapeutic activity of silymarin combined with doxorubicin or 

paclitaxel in sensitive and multidrug-resistant colon cancer cells. Cancer Chemother Pharmacol, 

2010. 67(2): p. 369-79. 

111. Rastegar, H., et al., The role of milk thistle extract in breast carcinoma cell line (MCF-7) apoptosis 

with doxorubicin. Acta Med Iran, 2013. 51(9): p. 591-8. 

112. Sadava, D. and S.E. Kane, Silibinin reverses drug resistance in human small-cell lung carcinoma 

cells. Cancer Lett, 2013. 339(1): p. 102-6. 

113. Tyagi, A.K., et al., Silibinin strongly synergizes human prostate carcinoma DU145 cells to 

doxorubicin-induced growth Inhibition, G2-M arrest, and apoptosis. Clin Cancer Res, 2002. 8(11): 

p. 3512-9. 

114. Singh, R.P., et al., Oral silibinin inhibits lung tumor growth in athymic nude mice and forms a 

novel chemocombination with doxorubicin targeting nuclear factor kappaB-mediated inducible 

chemoresistance. Clin Cancer Res, 2004. 10(24): p. 8641-7. 

115. PR, B., British Herbal Compendium, Volume 1, BHMA, Bournemouth. 1992. 

116. Obolentseva GV, L.V., Ammosov AS, Pharmacological and therapeutic properties of licorice 

preparations (a review). Pharm Chem J, 1999. 33(24-31). 

117. Yamamura, Y., et al., Pharmacokinetic profile of glycyrrhizin in healthy volunteers by a new high-

performance liquid chromatographic method. J Pharm Sci, 1992. 81(10): p. 1042-6. 

118. Fu, Y., et al., Licochalcone-A, a novel flavonoid isolated from licorice root (Glycyrrhiza glabra), 

causes G2 and late-G1 arrests in androgen-independent PC-3 prostate cancer cells. Biochem 

Biophys Res Commun, 2004. 322(1): p. 263-70. 

119. Yo, Y.T., et al., Licorice and licochalcone-A induce autophagy in LNCaP prostate cancer cells by 

suppression of Bcl-2 expression and the mTOR pathway. J Agric Food Chem, 2009. 57(18): p. 

8266-73. 

120. Shetty, A.V., et al., 18alpha-glycyrrhetinic acid targets prostate cancer cells by down-regulating 

inflammation-related genes. Int J Oncol. 39(3): p. 635-40. 

121. Hawthorne, S. and S. Gallagher, Effects of glycyrrhetinic acid and liquorice extract on cell 

proliferation and prostate-specific antigen secretion in LNCaP prostate cancer cells. J Pharm 

Pharmacol, 2008. 60(5): p. 661-6. 

122. Kanazawa, M., et al., Isoliquiritigenin inhibits the growth of prostate cancer. Eur Urol, 2003. 

43(5): p. 580-6. 

123. Qian, J., et al., Glabridin resensitizes p-glycoprotein-overexpressing multidrug-resistant cancer 

cells to conventional chemotherapeutic agents. Eur J Pharmacol, 2019. 852: p. 231-243. 

124. Zhu K, L.K., Wang H, Kang L, Dang C, Zhang Y, Discovery of Glabridin as Potent Inhibitor of 

Epidermal Growth Factor Receptor in SK-BR-3 Cell. Pharmacolology, 2019. 104(3-4): p. 113-125. 



                                                                                                                                                     
 

151 
 

125. Hsieh, M.J., et al., Glabridin induces apoptosis and autophagy through JNK1/2 pathway in 

human hepatoma cells. Phytomedicine, 2016. 23(4): p. 359-66. 

126. Hsieh, M.J., et al., Glabridin inhibits migration and invasion by transcriptional inhibition of matrix 

metalloproteinase 9 through modulation of NF-kappaB and AP-1 activity in human liver cancer 

cells. Br J Pharmacol, 2014. 171(12): p. 3037-50. 

127. Tsai, Y.M., et al., Glabridin inhibits migration, invasion, and angiogenesis of human non-small 

cell lung cancer A549 cells by inhibiting the FAK/rho signaling pathway. Integr Cancer Ther, 

2010. 10(4): p. 341-9. 

128. Chiaradonna, F., et al., From cancer metabolism to new biomarkers and drug targets. Biotechnol 

Adv, 2011. 30(1): p. 30-51. 

129. Baenke, F., et al., Hooked on fat: the role of lipid synthesis in cancer metabolism and tumour 

development. Dis Model Mech, 2013. 6(6): p. 1353-63. 

130. Nicholson, J.K. and J.C. Lindon, Systems biology: Metabonomics. Nature, 2008. 455(7216): p. 

1054-6. 

131. Costello, L.C., et al., Role of zinc in the pathogenesis and treatment of prostate cancer: critical 

issues to resolve. Prostate Cancer Prostatic Dis, 2004. 7(2): p. 111-7. 

132. Costello, L.C. and R.B. Franklin, The intermediary metabolism of the prostate: a key to 

understanding the pathogenesis and progression of prostate malignancy. Oncology, 2000. 59(4): 

p. 269-82. 

133. Costello, L.C., R.B. Franklin, and P. Narayan, Citrate in the diagnosis of prostate cancer. Prostate, 

1999. 38(3): p. 237-45. 

134. Roberts, M.J., et al., Metabolomics: a novel approach to early and noninvasive prostate cancer 

detection. Korean J Urol, 2011. 52(2): p. 79-89. 

135. Gonzalez, C.D., et al., Autophagy, Warburg, and Warburg Reverse Effects in Human Cancer. 

Biomed Res Int, 2014. 2014: p. 926729. 

136. Cary, K.C. and M.R. Cooperberg, Biomarkers in prostate cancer surveillance and screening: past, 

present, and future. Ther Adv Urol, 2013. 5(6): p. 318-29. 

137. Wianowska, D. and M. Wisniewski, Simplified procedure of silymarin extraction from Silybum 

marianum L. Gaertner. J Chromatogr Sci, 2014. 53(2): p. 366-72. 

138. Cheilari, A., et al., Head-to-Head Comparison of Ultra-High-Performance Liquid Chromatography 

with Diode Array Detection versus Quantitative Nuclear Magnetic Resonance for the 

Quantitative Analysis of the Silymarin Complex in Silybum marianum Fruit Extracts. J Agric Food 

Chem, 2016. 64(7): p. 1618-26. 



                                                                                                                                                     
 

152 
 

139. Liu H., Y.Q., Li C.F., Huang T.X., Isolation and purification of silychristin, silydianin and taxifolin in 

the co-products of the silybin refined process from the silymarin by high-speed counter-current 

chromatography. Process Biochemistry, 2010. 45: p. 799-804. 

140. Mosmann, T., Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to 

proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods, 1983. 65(1-2): p. 55-63. 

141. Brown, M. and C. Wittwer, Flow cytometry: principles and clinical applications in hematology. 

Clin Chem, 2000. 46(8 Pt 2): p. 1221-9. 

142. Shankey, T.V., et al., Guidelines for implementation of clinical DNA cytometry. International 

Society for Analytical Cytology. Cytometry, 1993. 14(5): p. 472-7. 

143. Koopman, G., et al., Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expression on 

B cells undergoing apoptosis. Blood, 1994. 84(5): p. 1415-20. 

144. Schmid, I., et al., Dead cell discrimination with 7-amino-actinomycin D in combination with dual 

color immunofluorescence in single laser flow cytometry. Cytometry, 1992. 13(2): p. 204-8. 

145. van Engeland, M., et al., A novel assay to measure loss of plasma membrane asymmetry during 

apoptosis of adherent cells in culture. Cytometry, 1996. 24(2): p. 131-9. 

146. Kubista, M., et al., The real-time polymerase chain reaction. Mol Aspects Med, 2006. 27(2-3): p. 

95-125. 

147. Bustin, S.A., et al., Quantitative real-time RT-PCR--a perspective. J Mol Endocrinol, 2005. 34(3): 

p. 597-601. 

148. Bustin, S.A., Absolute quantification of mRNA using real-time reverse transcription polymerase 

chain reaction assays. J Mol Endocrinol, 2000. 25(2): p. 169-93. 

149. Bradford, M.M., A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of 

protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 1976. 72: p. 248-54. 

150. Loizou, S., et al., Measurement of anti-cardiolipin antibodies by an enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA): standardization and quantitation of results. Clin Exp Immunol, 

1985. 62(3): p. 738-45. 

151. Mahmood, T. and P.C. Yang, Western blot: technique, theory, and trouble shooting. N Am J Med 

Sci, 2012. 4(9): p. 429-34. 

152. Le Belle, J.E., et al., A comparison of cell and tissue extraction techniques using high-resolution 

1H-NMR spectroscopy. NMR Biomed, 2002. 15(1): p. 37-44. 

153. Craig, A., et al., Scaling and normalization effects in NMR spectroscopic metabonomic data sets. 

Anal Chem, 2006. 78(7): p. 2262-7. 

154. Sadeghi-Bazargani H, B.A., Mohammadi A, Using SIMCA statistical software package to apply 

orthogonal to latent structure modelling. Conference Publication, 2009. 



                                                                                                                                                     
 

153 
 

155. Madsen, R., T. Lundstedt, and J. Trygg, Chemometrics in metabolomics--a review in human 

disease diagnosis. Anal Chim Acta, 2010. 659(1-2): p. 23-33. 

156. Barker M, R.W., Partial Least Squares for discrimination. Chemometrics, 2003(17): p. 166-173. 

157. Nishimoto, N., [Comparing multiple groups with continuous data -one-way analysis of variance]. 

Nihon Hoshasen Gijutsu Gakkai Zasshi, 2013. 69(11): p. 1320-30. 

158. Itakura, E. and N. Mizushima, Characterization of autophagosome formation site by a 

hierarchical analysis of mammalian Atg proteins. Autophagy, 2010. 6(6): p. 764-76. 

159. Bhutia, S.K., et al., Monitoring and Measuring Mammalian Autophagy. Methods Mol Biol, 2018. 

1854: p. 209-222. 

160. Yoshii, S.R. and N. Mizushima, Monitoring and Measuring Autophagy. Int J Mol Sci, 2017. 18(9). 

161. Jiang, P. and N. Mizushima, LC3- and p62-based biochemical methods for the analysis of 

autophagy progression in mammalian cells. Methods, 2014. 75: p. 13-8. 

162. Eskelinen, E.L., Fine structure of the autophagosome. Methods Mol Biol, 2008. 445: p. 11-28. 

163. Eskelinen, E.L., To be or not to be? Examples of incorrect identification of autophagic 

compartments in conventional transmission electron microscopy of mammalian cells. 

Autophagy, 2008(4): p. 257-260. 

164. Raina, K. and R. Agarwal, Combinatorial strategies for cancer eradication by silibinin and 

cytotoxic agents: efficacy and mechanisms. Acta Pharmacol Sin, 2007. 28(9): p. 1466-75. 

165. Roy, S., et al., p21 and p27 induction by silibinin is essential for its cell cycle arrest effect in 

prostate carcinoma cells. Mol Cancer Ther, 2007. 6(10): p. 2696-707. 

166. Molavi, O., et al., Silibinin sensitizes chemo-resistant breast cancer cells to chemotherapy. Pharm 

Biol, 2016. 55(1): p. 729-739. 

167. Yurtcu, E., O. Darcansoy Iseri, and F. Iffet Sahin, Effects of silymarin and silymarin-doxorubicin 

applications on telomerase activity of human hepatocellular carcinoma cell line HepG2. J BUON, 

2015. 20(2): p. 555-61. 

168. Li, W.G. and H.Q. Wang, Inhibitory effects of Silibinin combined with doxorubicin in 

hepatocellular carcinoma; an in vivo study. J BUON, 2016. 21(4): p. 917-924. 

169. Mizushima Noboru, Y.T., How to interpret LC3 Immunoblotting. Autophagy, 2015. 3(6): p. 542-

545. 

170. Kaini, R.R., et al., Autophagy regulates lipolysis and cell survival through lipid droplet 

degradation in androgen-sensitive prostate cancer cells. Prostate, 2012. 72(13): p. 1412-22. 

171. Johansen, T. and T. Lamark, Selective autophagy mediated by autophagic adapter proteins. 

Autophagy, 2010. 7(3): p. 279-96. 



                                                                                                                                                     
 

154 
 

172. Wang, J., et al., Inhibition of autophagy promotes apoptosis and enhances anticancer efficacy of 

adriamycin via augmented ROS generation in prostate cancer cells. Int J Biochem Cell Biol, 2016. 

77(Pt A): p. 80-90. 

173. Xu, S. and Z. Weihua, Loss of EGFR induced autophagy sensitizes hormone refractory prostate 

cancer cells to adriamycin. Prostate, 2011. 71(11): p. 1216-24. 

174. Chen, H., et al., Danthron suppresses autophagy and sensitizes pancreatic cancer cells to 

doxorubicin. Toxicol In Vitro, 2018. 54: p. 345-353. 

175. Wang, W., D. Chen, and K. Zhu, SOX2OT variant 7 contributes to the synergistic interaction 

between EGCG and Doxorubicin to kill osteosarcoma via autophagy and stemness inhibition. J 

Exp Clin Cancer Res, 2018. 37(1): p. 37. 

176. Kuzu, O.F., et al., Leelamine mediates cancer cell death through inhibition of intracellular 

cholesterol transport. Mol Cancer Ther, 2014. 13(7): p. 1690-703. 

177. Rabinowitz, J.D. and E. White, Autophagy and metabolism. Science, 2010. 330(6009): p. 1344-8. 

178. Vander Heiden, M.G., L.C. Cantley, and C.B. Thompson, Understanding the Warburg effect: the 

metabolic requirements of cell proliferation. Science, 2009. 324(5930): p. 1029-33. 

179. Lin, G., et al., Dichloroacetate induces autophagy in colorectal cancer cells and tumours. Br J 

Cancer, 2014. 111(2): p. 375-85. 

180. Lee, M.N., et al., Glycolytic flux signals to mTOR through glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase-mediated regulation of Rheb. Mol Cell Biol, 2009. 29(14): p. 3991-4001. 

181. de Queiroz, R.M., E. Carvalho, and W.B. Dias, O-GlcNAcylation: The Sweet Side of the Cancer. 

Front Oncol, 2014. 4: p. 132. 

182. Xi H, K.L., H Wangpaichitr M You M, Liu X, Savaraj N, Lampidis TJ, 2- Deoxy-Dglucose activates 

autophagy via endoplasmic reticulum stress rather than ATP depletion. Cancer Chemother 

Pharmacol 2011: p. 899-910. 

183. Wamelink, M.M., E.A. Struys, and C. Jakobs, The biochemistry, metabolism and inherited defects 

of the pentose phosphate pathway: a review. J Inherit Metab Dis, 2008. 31(6): p. 703-17. 

184. Desideri, E., G. Filomeni, and M.R. Ciriolo, Glutathione participates in the modulation of 

starvation-induced autophagy in carcinoma cells. Autophagy, 2012. 8(12): p. 1769-81. 

185. Sengupta, S., T.R. Peterson, and D.M. Sabatini, Regulation of the mTOR complex 1 pathway by 

nutrients, growth factors, and stress. Mol Cell, 2010. 40(2): p. 310-22. 

186. Kimball SR, J.L., Signaling pathways and molecular mechanisms through which branched-chain 

amino acids mediate translational control of protein synthesis. J Nutr, 2006. 136: p. 227S-231S. 

187. Hara, K., et al., Amino acid sufficiency and mTOR regulate p70 S6 kinase and eIF-4E BP1 through 

a common effector mechanism. J Biol Chem, 1998. 273(23): p. 14484-94. 



                                                                                                                                                     
 

155 
 

188. Duran, R.V., et al., Glutaminolysis activates Rag-mTORC1 signaling. Mol Cell, 2012. 47(3): p. 349-

58. 

189. Filteau, M., et al., Systematic identification of signal integration by protein kinase A. Proc Natl 

Acad Sci U S A, 2015. 112(14): p. 4501-6. 

190. Sutter, B.M., et al., Methionine inhibits autophagy and promotes growth by inducing the SAM-

responsive methylation of PP2A. Cell, 2013. 154(2): p. 403-15. 

191. Zhang, Y., et al., Inhibition of Starvation-Triggered Endoplasmic Reticulum Stress, Autophagy, 

and Apoptosis in ARPE-19 Cells by Taurine through Modulating the Expression of Calpain-1 and 

Calpain-2. Int J Mol Sci, 2017. 18(10). 

192. Mirisola, M.G., et al., Serine- and threonine/valine-dependent activation of PDK and Tor 

orthologs converge on Sch9 to promote aging. PLoS Genet, 2014. 10(2): p. e1004113. 

193. Bilim, V., et al., Adriamycin induced G2/M cell cycle arrest in transitional cell cancer cells with wt 

p53 and p21(WAF1/CIP1) genes. J Exp Clin Cancer Res, 2000. 19(4): p. 483-8. 

194. Nourazarian, S.M., et al., Effect of Root Extracts of Medicinal Herb Glycyrrhiza glabra on HSP90 

Gene Expression and Apoptosis in the HT-29 Colon Cancer Cell Line. Asian Pac J Cancer Prev, 

2016. 16(18): p. 8563-6. 

195. Farooqui, A., et al., Glycyrrhizin induces reactive oxygen species-dependent apoptosis and cell 

cycle arrest at G0/G1 in HPV18(+) human cervical cancer HeLa cell line. Biomed Pharmacother, 

2017. 97: p. 752-764. 

196. Kwon, S.J., et al., Licochalcone E present in licorice suppresses lung metastasis in the 4T1 

mammary orthotopic cancer model. Cancer Prev Res (Phila), 2013. 6(6): p. 603-13. 

197. Song, N.R., et al., Isoangustone A, a novel licorice compound, inhibits cell proliferation by 

targeting PI3K, MKK4, and MKK7 in human melanoma. Cancer Prev Res (Phila), 2013. 6(12): p. 

1293-303. 

198. Jung, J.I., et al., Isoliquiritigenin induces apoptosis by depolarizing mitochondrial membranes in 

prostate cancer cells. J Nutr Biochem, 2006. 17(10): p. 689-96. 

199. Kwon, G.T., et al., Isoliquiritigenin inhibits migration and invasion of prostate cancer cells: 

possible mediation by decreased JNK/AP-1 signaling. J Nutr Biochem, 2009. 20(9): p. 663-76. 

200. Zhang, X., et al., Isoliquiritigenin, a natural anti-oxidant, selectively inhibits the proliferation of 

prostate cancer cells. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2010. 37(8): p. 841-7. 

201. Zhang, B., et al., Antineoplastic activity of isoliquiritigenin, a chalcone compound, in androgen-

independent human prostate cancer cells linked to G2/M cell cycle arrest and cell apoptosis. Eur 

J Pharmacol, 2017. 821: p. 57-67. 

202. Daniel J Klionsky KA, A.A., Md Joynal Abedin et al, Guidelines for the use and interpretation of 

assays for monitoring autophagy (3rd edition). Autophagy, 2016. 12: p. 1-222. 



                                                                                                                                                     
 

156 
 

203. Puissant, A. and P. Auberger, AMPK- and p62/SQSTM1-dependent autophagy mediate 

resveratrol-induced cell death in chronic myelogenous leukemia. Autophagy, 2010. 6(5): p. 655-

7. 

204. Puissant, A., et al., Resveratrol promotes autophagic cell death in chronic myelogenous leukemia 

cells via JNK-mediated p62/SQSTM1 expression and AMPK activation. Cancer Res, 2010. 70(3): p. 

1042-52. 

205. Ji, S., et al., Licoricidin inhibits the growth of SW480 human colorectal adenocarcinoma cells in 

vitro and in vivo by inducing cycle arrest, apoptosis and autophagy. Toxicol Appl Pharmacol, 

2017. 326: p. 25-33. 

206. Dall'Armi, C., K.A. Devereaux, and G. Di Paolo, The role of lipids in the control of autophagy. Curr 

Biol, 2013. 23(1): p. R33-45. 

 

 

 

 

 


