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    Μελέτη της χηµειοπροστατευτικής δράσης 
φαινολικών ουσιών σε in vitro κυτταρικά συστήµατα. 



Λίγα λόγια για τον καρκίνο. 

• Ο καρκίνος είναι µία ασθένεια όπου οι βασικοί κανόνες
 της κυτταρικής συµπεριφοράς αναιρούνται. Τα καρκινικά
 κύτταρα αναπαράγονται αυτόνοµα και διαρκώς και
 βασικά εισβάλλουν και διακόπτουν τις λειτουργίες των
 κανονικών ιστών.  

• H ανάπτυξη του καρκίνου µπορεί να είναι αποτέλεσµα
 της µη οµαλής έκφρασης ή λειτουργίας ειδικών
 κυτταρικών γονιδίων όπως τα ογκογονίδια (π.χ. ras) και
 τα ογκοκατασταλτικά γονίδια (π.χ. p53, Rb). 



Το πολυσταδιακό σύστηµα της καρκινογένεσης του παχέος εντέρου. 



AAC1 CACO2 DLD1 HT29 RGC2 

RasV12 RasL61 TP53 R283W TP53 stop204 TP53 R273H 
TP53 S241F 

CFE 0 % CFE 0.5 % CFE 6 % CFE 16 % CFE 36 % 

Tumors: Nil Tumors: Nil Tumors >6mo Tumors~3mo Tumors~1mo 

del. (Ch 1p) 
1n: Ch 18 

1n: Ch 6,7,14,17 
            18,22 

4n: Ch 1,2,3 
3n: Ch 8,9,16 

dupl. (Ch 2)  
3n: Ch 20 

4n: Ch 11,15,20 
3n: Ch 1,2,5,7,10 
            12,16 
1n: Ch 3,6,14,18 

CRC κυτταρικές σειρές: Αδένωµα-Καρκίνωµα 

CFE: Colony Forming Efficiency (score of carcinogenesis) 



Συστήµατα-Εργαλεία της µελέτης µας. 

•  Κυτταρικές σειρές παχέος εντέρου µε ενδογενείς µεταλλαγές 
από διάφορα στάδια καρκινογένεσης.  

     Πλεονέκτηµα: Μελέτη µονοπατιών σε κάθε ένα από τα βήµατα 
του πολυσταδιακού συστήµατος της καρκινογένεσης του 
παχέος εντέρου. 

•  Σύστηµα µελέτης χηµειοπροστατευτικής δράσης in vitro. 
Χρήση κυττάρων-κλώνων στους οποίους έχουµε 
ενεργοποιήσει το ras γονίδιο.  

     Πλεονέκτηµα: Ιn vitro προσέγγιση των αλλαγών που επιφέρει 
η ενεργοποίηση του ras ογκογονιδίου - άµεση διαπίστωση της 
χηµειοπροστατευτικής δράσης των ουσιών που µας 
ενδιαφέρουν στην εξέλιξη - πρόληψη του καρκίνου. 



Στόχοι των πειραµάτων µας. 

•  Μελέτη του µηχανισµού επαγωγής σηµάτων από το ras προς τις µικρές 
GTPάσες και τον πυρήνα του κυττάρου. 

•  Ικανότητα εκχυλισµάτων και καθαρών αντιοξειδωτικών ουσιών να 
επιδρούν στο ογκογονικό σήµα του ογκογονιδίου. 

•  Δηµιουργία ενός νέου in vitro δυναµικού συστήµατος µελέτης 
χηµειοπροστατευτικής δράσης µε στόχο την πιθανή χρήση ουσιών 
στην πρόληψη του ανθρώπινου καρκίνου. 

Το νέο αυτό σύστηµα θα µας προσφέρει τη δυνατότητα να έχουµε µία 
καθαρή προσέγγιση σε αυτό που ονοµάζουµε «χηµειοπροστασία» και 

«πρόληψη» ενάντι της µελέτης της «χηµειοθεραπείας» που µας 
παρέχουν οι ήδη µετασχηµατισµένοι ιστοί. 



Γιατί το ras στον καρκίνο του παχέος εντέρου; 
•  Ο καρκίνος του παχέος εντέρου  αποτελεί ένα σύστηµα –µοντέλο µε το 
οποίο µπορούµε να εξετάζουµε τους µοριακούς µηχανισµούς που 
εµπλέκονται στην καρκινογένεση. Τα διαφορετικά στάδια της προόδου της 
ασθένειας αντιπροσωπεύονται από µία ευδιάκριτη εξέλιξη από το αδένωµα 
στο καρκίνωµα, όπου τα διάφορα στάδια του όγκου εµφανίζονται στον ίδιο 
ασθενή. Ετσι µας δίνεται η δυνατότητα να εξετάζουµε το µηχανισµό µε τον 
οποίο κάθε γενετική αλλαγή προάγει τη καρκινογένεση. 

•  Το ras πρωτο-ογκογονίδιο παρουσιάζεται µεταλλαγµένο στο 50% περίπου 
των όγκων του παχέος εντέρου: από τις 3 ισοµορφές του ras ογκογονιδίου 
(H-, K- και N-), το K-ras εµφανίζεται µεταλλαγµένο  στο 90% των 
περιπτώσεων.  

• Στην περίπτωση που καταφέρουµε να ανατρέψουµε τις συνέπειες των 
αλλαγών που επιφέρει η µεταλλαγή αυτή µε φαρµακολογικούς (φυσικούς ή 
τεχνιτούς) παράγοντες, τότε ίσως να καταφέρουµε να ελαττώσουµε τα 
ποσοστά θνησιµότητας που οφείλονται στον καρκίνο του παχέος εντέρου.  



Καρκίνος και χηµειοπροστασία. 

•  Επιδηµιολογικές µελέτες του καρκίνου του παχέος εντέρου 
προτείνουν ότι η εξέλιξη της ασθένειας επηρεάζεται από 
διαιτητικούς παράγοντες. Σηµαντική αποτελεσµατικότητα στην 
πρόληψη των όγκων παρουσιάζουν τα φαινολικά αντιοξειδωτικά 
που βρίσκονται στα φρούτα, τα λαχανικά και το κόκκινο κρασί. 

•  Η χηµειοπροστατευτική δράση των ουσιών αυτών µελετάται σε 
επίπεδο: 
•  επίδρασης των ενώσεων στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 
•  παρεµπόδισης µεταλλακτικής ικανότητας µεταλλαξογόνων 
•  επαγωγής αποπτωτικών διαδικασιών σε καρκινικά κύτταρα 



Από προηγούµενες µελέτες... 

•  «Η κερσετίνη και το gallic acid εµποδίζουν το σχηµατισµό όγκων σε 
ποντίκια.”                                                                 Soleas et al., 2002 

•  «In vivo χηµειοπροστατευτική δράση των εστέρων του καφεικού οξέος 
στην εξέλιξη του παχέος εντέρου ποντικών»      Mahmoud et al., 2000 

•  «Η κερσετίνη οδηγεί σε απόπτωση αδενωµατικά κύτταρα του παχέος 
εντέρου.»                                                        Pawlikowska et al., 2002 

•  «Η προσθήκη φαινολικών ουσιών σε H-Ras NIH3T3 µετασχηµατισµένα 
κύτταρα επαναφέρει τα κύτταρα από το µετασχηµατισµένο τους 
φαινότυπο.»                                                                  Kuo et al., 1994 

Βασιζόµενοι στις προηγούµενες έρευνες, θα 
εστιάσουµε την προσοχή µας στην επίδραση 

φαινολικών ενώσεων που περιέχονται στο κόκκινο 
κρασί σε ανθρώπινα κυτταρικά συστήµατα. 
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Ενεργοποίηση και σηµατοδότηση µέσω της πρωτείνης 
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RTK 

Με την ενεργοποίηση του 
υποδοχέα 

Στρατολογείται στον 
υποδοχέα η πρωτεΐνη 
προσαρµογής Grb2 

Η οποία 
συγκαλεί τον 
παράγοντα 
ανταλλαγής 
γουανίνης 
SOS  

Ο οποίος αντικαθιστά 
ένα µόριο GDP µε ένα 
µόριο GTP στην 
πρωτεΐνη Ras, 
ενεργοποιώντας την 



Οι Rho GTPασες. 



Οι µικρές GTPases και η ρύθµιση του κυτταροσκελετού. 

Οι Rho, Rac, και Cdc42 ελέγχουν τη διαµόρφωση και την οργάνωση του κυτταροσκελετού. 

Προσθήση του αυξητικού παράγοντα λιποφωσφατιδικό οξύ ενεργοποιεί τη Rho, µε αποτέλεσµα τη
 δηµιουργία ινιδίων  
stress  (C) και εστιακών προσκολλήσεων 
 (D). Μικροένεση ενεργής  Rac επάγει το σχηµατισµό λαµελιποδίων (E) και την κυτταρική
 προσκόλληση (F).  
Η  Cdc42 οδηγεί στο σχηµατισµό φιλοποδίων. (G) 
και προσκόλλησης µεταξύ των κυττάρων (H). Η Cdc42 ενεργοποιεί τη Rac; έτσι, τα φιλοπόδια
 προσδένονται στενά  
µε τα λαµελλιπόδια, όπως φαίνεται στην εικόνα  (G). Στις (A), (C), (E),και(G), τα ινίδια ακτίνης
 φαίνονται µε χρώση ροδαµίνης φαλλοιδίνης; στις (B), (D), (F),και (H), τα συµ΄λέγµατα κυτταρικών
 προσκολλήσεων φαίνονται µε αντίσωµα έναντι της βινκουλίνης..  



Δηµιουργία in vitro δυναµικού συστήµατος µελέτης
 χηµειοπροστατευτικής δράσης. 

Το σύστηµα της Εκδυσόνης. 
Η έκφραση του ras ογκογονιδίου επάγεται από την πρόσδεση της ποναστερόνης
 στο διµερές των υποδοχέων EcR και RXR οι οποίοι έχουν δεθεί µε τον υποκινητή
 του γονιδίου. 

•  pVgRXR encodes drosophilia 
ecdysone receptor 

•  Gene of interest is cloned into pIND 
•  Cells are co-transfected with 

pVgRXR and pIND-X 
•  Addition of ponasterone (homologue 

of ecdysone) permits the binding of 
the ecdysone receptor to the 
promoter in pIND 

•  Gene of interest is expressed. 



   Επαγόµενη έκφραση NIH 3T3 Ras κλώνων. 

Α επιλογή κλώνων µετά από επαγωγή του Ha-Ras µε 
ποναστερόνη. 
Β. Εκφραση του Ha-Ras γονιδίου σε συνάρτηση µε το χρόνο. 
C. Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης του Ha-Ras στους 
κλώνους σε σχέση µε την έκφραση του γονιδίου Ki-Ras σε 
σταθερά µετασχηµατισµένα κύτταρα.. 



Χρήση φαινολικών συστατικών σε κυτταρικά συστήµατα. 

Συντακτικοί τύποι. 

myricetin 2,3-dihydro-myricetin 

Quercetin dihydrate 

Gallic acid Ferulic acid 



48h επώαση CACO-2 κυττάρων µε πολυφαινόλες. 

•  DM: 2,3-dihydro-
myricetin 

•  GA: gallic acid 
•  FA: ferulic acid 
•  Q: quercetin 

dihydrate 



Επίδραση της συγκέντρωσης της Quercetin dihydrate και της 2,3-
dihydro-Myricetin  σε CACO-2 κύτταρα µετά από 5 µέρες επώαση. 



Επώαση HT29 κυττάρων µε Myricetin. 



Επίδραση της κερσετίνης σε H-ras 293 µετασχηµατισµένα κύτταρα. 



Μελλοντικοί στόχοι των πειραµάτων µας: 

•  Μελέτη της ικανότητας εκχυλισµάτων και καθαρών αντιοξειδωτικών 
ουσιών να επιδρούν στο ογκογονικό σήµα του ras ογκογονιδίου. 

      Πιο συγκεκριµένα, η επίδραση των ουσιών θα µας απασχολήσει σε 
επίπεδο: 

•  Κυτταρικής µορφολογίας 
•  Κυτταροσκελετικών αλλαγών 
•  Μονοπατιών µεταγωγής σηµάτων στα οποία εµπλέκονται µέλη της 

οικογένειας ras 

      Σκοπός µας η πρόληψη των αλλαγών που επιφέρει η ενεργοποίηση των 
µονοπατιών και που οδηγούν σε καρκινικό φαινότυπο καθώς και η πιθανή 
προληπτική χορήγηση τέτοιων ουσιών σα χηµειοπροστστευτικοί 
παράγοντες ενάντια στον καρκίνο του παχέος εντέρου. 
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