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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

   Η παρούσα εργασία έχει σαν αντικείμενο τη σύγκριση του μεταβολικού και 

λιπιδιακού προφίλ των βλαστικών και μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων του 

μαστού. Τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα είναι κύτταρα, τα οποία έχουν την 

ικανότητα της αυτο-ανανέωσης και της διαφοροποίησης. Είναι ογκογόνα και 

εμφανίζουν ανθεκτικότητα σε ακτινοβολίες και χημειοθεραπείες, προκαλώντας τη 

δημιουργία ή την επανεμφάνιση του όγκου, αντίστοιχα, κάτι που κρίνει απαραίτητη 

τη βαθύτερη κατανόηση της συμπεριφοράς τους. Η μελέτη αυτή πραγματοποιήθηκε 

στα θετικά για τον υποδοχέα οιστρογόνων (ER
+
) MCF-7 καρκινικά κύτταρα του 

μαστού. Τα κύτταρα αυτά καλλιεργήθηκαν in vitro τόσο υπό καθιερωμένες συνθήκες, 

όσο και υπό συνθήκες που ευνοούν την επιβίωση πληθυσμού, που είναι 

εμπλουτισμένος σε καρκινικά βλαστικά κύτταρα. Τα βλαστικά και μη βλαστικά 

καρκινικά κύτταρα συλλέχθησαν και πραγματοποιήθηκε η διακοπή της μεταβολικής 

τους δραστηριότητας. Στη συνέχεια έλαβε χώρα η εκχύλιση των συστατικών των 

κυττάρων με τη χρήση των διαλυτών μεθανόλη/νερό/χλωροφόρμιο, ώστε να 

διαχωριστούν η υδατική και οργανική φάση και να προετοιμαστούν για τη λήψη 

φάσματος με τη βοήθεια της φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού 

(Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, NMR).  

   Σκοπός αυτής της μελέτης είναι να γίνει η καταγραφή και η ποσοτικοποίηση των 

μεταβολιτών στα βλαστικά και μη βλαστικά καρκινικά κύτταρα του μαστού, έτσι 

ώστε να εντοπιστούν χαρακτηριστικοί μεταβολίτες ή χαρακτηριστικές συγκεντρώσεις 

αυτών για τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα, κάτι που θα συμβάλλει στη καλύτερη 

κατανόηση της βιολογίας τους.  

   Έτσι, λοιπόν, μετά από την ανάλυση των φασματοσκοπικών δεδομένων NMR, 

παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στο προφίλ των βλαστικών και μη βλαστικών 

καρκινικών κυττάρων MCF-7, κυρίως σε αυτό των λιπιδίων. Ωστόσο, δεν μπόρεσε να 

γίνει σύγκριση του μεταβολικού προφίλ των δύο κυτταρικών τύπων λόγω 

πειραματικού σφάλματος.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. Τα Φυσιολογικά Βλαστικά Κύτταρα (Stem Cells) και οι Ιδιότητές 

τους 

   Όπως είναι γνωστό, ο ανθρώπινος οργανισμός αποτελείται από κύτταρα. Η εξέλιξή 

του αρχίζει από το γονιμοποιημένο ωάριο, το οποίο μετατρέπεται σε έναν 

πολυσύνθετο και πολυκύτταρο οργανισμό. Το γονιμοποιημένο ωάριο αναπτύσσεται 

σταδιακά σε μία πολυδύναμη σφαίρα κυττάρων, τη βλαστοκύστη, η οποία 

αποτελείται εν μέρει από βλαστοκύτταρα. (Εικόνα 1) Αυτά είναι αρχέγονα κύτταρα 

που ορίζονται από την ικανότητά τους να αυτο-ανανεώνονται και στη συνέχεια να 

διαφοροποιούνται σε τουλάχιστον έναν ώριμο κυτταρικό τύπο. Με τον τρόπο αυτό 

σχηματίζονται οι ιστοί του ενήλικου ανθρώπινου σώματος. Η ανακάλυψή τους έγινε 

τη δεκαετία του 1950 από τους Καναδούς ερευνητές Ernest McColloch και James Till 

[1], με τη βοήθεια πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν στον μυελό των οστών ενώ 

μόλις το 1988 μπόρεσαν να απομονωθούν ως καθαροί πληθυσμοί. 

 

 

Εικόνα 1: Τι είναι το βλαστοκύτταρο. 
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   Τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα είναι αρχέγονα, αδιαφοροποίητα κύτταρα που 

δημιουργούνται με τη γονιμοποίηση του ωαρίου και προέρχονται από τη βλαστική 

μάζα των κυττάρων που υπαλείφουν την εσωτερική επιφάνεια της βλαστοκύστης. 

Από τα κύτταρα αυτά θα σχηματιστεί το έμβρυο, ενώ από τα κύτταρα που βρίσκονται 

εκτός του εμβρύου και εντός της βλαστοκύστης θα σχηματιστεί ο πλακούντας. Τα 

εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα αποτελούν τους θεμέλιους λίθους του σώματος μας. 

Μπορούν να ληφθούν από ένα πολύ αρχικό στάδιο της ανθρώπινης ανάπτυξης και 

έχουν τη δυνατότητα να παράγουν όλους τους κυτταρικούς τύπους του ανθρώπινου 

οργανισμού.  

   Το ανθρώπινο σώμα αποτελείται από πάνω από 200 διαφορετικούς τύπους 

κυττάρων, όπως είναι τα νευρικά κύτταρα, τα κύτταρα του αίματος, του δέρματος και 

των μυών, τα οποία προέρχονται από διάφορους τύπους βλαστικών κυττάρων, που 

ονομάζονται ενήλικα ή σωματικά βλαστικά κύτταρα. Αυτά είναι κύτταρα που έχουν 

την ικανότητα να αναγεννούν τους ιστούς καθ’όλη τη διάρκεια της ζωής. Βρίσκονται 

σε διάφορους ιστούς του πλήρως ανεπτυγμένου ανθρώπινου οργανισμού, όπως στον 

μυελό των οστών, στο δέρμα, στη καρδιά, στον εγκέφαλο και αλλού, και μπορεί να 

περιορίζονται μόνο στη παραγωγή συγκεκριμένων, εξειδικευμένων κυττάρων που 

συμβάλλουν στην αναγέννηση των ιστών.  

   Ένα φυσιολογικό βλαστικό κύτταρο πρέπει να διαθέτει δύο ιδιότητες για να 

εκτελέσει τη φυσική λειτουργία του: Α). Αυτο-ανανέωση (self-renewal) (δηλαδή την 

ικανότητα να παράγει περισσότερα βλαστικά κύτταρα), και Β). Διαφοροποίηση 

(differentiation) [8]. 
 

Α). Η αυτο-ανανέωση επιτυγχάνεται μέσω μίας «ειδικής» μιτωτικής κυτταρικής 

διαίρεσης που επιτρέπει στο βλαστικό κύτταρο να παράγει ένα (ασύμμετρη κυτταρική 

διαίρεση) ή δύο (συμμετρική κυτταρική διαίρεση) θυγατρικά βλαστοκύτταρα, με 

ουσιαστικά την ίδια δυνατότητα ανάπτυξης και αναπαραγωγής με το αρχέγονο [2]. 

Αποτελεί ίσως τη πιο σημαντική ικανότητα του βλαστικού κυττάρου, δεδομένου ότι 

επιτρέπει την αύξηση του πληθυσμού τους σε απόκριση σε ερεθίσματα, τα οποία 

πυροδοτούν τον μαζικό πολλαπλασιασμό και τη διατήρηση μίας ιστοειδικής ομάδας 

αδιαφοροποίητων κυττάρων στο όργανο ή τον ιστό [1]. 

Β). Η διαφοροποίηση ενός βλαστικού κυττάρου περιλαμβάνει τη παραγωγή 

προγονικών και κατ’επέκταση θυγατρικών κυττάρων, που μετατρέπονται σε 

εξειδικευμένα κύτταρα ιστού, με τη χρήση γενετικών και επιγενετικών μηχανισμών. 

Ένα παράδειγμα αποτελούν τα βλαστοκύτταρα του αίματος, τα οποία παράγουν 

προγονικά κύτταρα (progenitors cells) που πολλαπλασιάζονται με ταχείς ρυθμούς για 

ένα μικρό χρονικό διάστημα και τελικά διαφοροποιούνται σε πιο ειδικά κύτταρα, 

όπως τα βασεόφιλα, τα λεμφοκύτταρα και τα μακροφάγα [1]. (Εικόνα 2) 

   Αξίζει να αναφερθεί ότι σημαντικό ρόλο στην ιεραρχία των βλαστικών κυττάρων 

παίζουν οι επιγενετικοί μηχανισμοί. Πρόκειται για μηχανισμούς γονιδιακής ρύθμισης, 

οι οποίοι δεν προκαλούν μετάλλαξη στην αλληλουχία του DNA και είναι εξ ορισμού 

ανάστρεψιμοι. Οι κύριοι επιγενετικοί μηχανισμοί είναι η μεθυλίωση του DNA, η 

τροποποίηση των ιστονών και τα μη κωδικοποιούντα RNAs. 
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Εικόνα2: Σχηματική απεικόνιση της διαφοροποίησης των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων στα 

εξειδικευμένα κύτταρα του αίματος. 

   Λόγω της ικανότητάς τους να διαφοροποιούνται, τα βλαστοκύτταρα δίνουν ελπίδες 

για την ανάπτυξη θεραπειών σε ποικίλες ιατρικές περιπτώσεις, όπως είναι οι φυσικοί 

τραυματισμοί, οι εκφυλιστικές νόσοι αλλά και οι γενετικές ασθένειες.  
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2. Ο Καρκίνος και τα Μοντέλα Ετερογένειας 

   Με τον όρο «καρκίνο», ο οποίος αποδίδεται στον «πατέρα της Ιατρικής» 

Ιπποκράτη, περιγράφεται μία ομάδα νοσημάτων που σαν κύριο γνώρισμα έχουν τον 

ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό των κυττάρων και κατ’επέκταση τη δημιουργία όγκου. 

Τα καρκινικά κύτταρα εξαπλώνονται είτε άμεσα στον παρακείμενο ιστό με 

«διήθηση», ή μεταφέρονται σε άλλα όργανα του οργανισμού μέσω των αιμοφόρων 

αγγείων και των λεμφαγγείων (μετάσταση). Αποτελεί τη δεύτερη αιτία θανάτου 

παγκοσμίως, μετά από τις καρδιαγγειακές παθήσεις.  

   Ο καρκίνος αποτελεί μία ετερογενή ασθένεια και υπάρχει αυξανόμενη ανησυχία ότι 

η ετερογένεια εντός του όγκου συμβάλλει στην αποτυχία της θεραπείας και τη 

εξέλιξη της νόσου. Η ετερογένεια του καρκίνου προκύπτει από διάφορους τύπους 

κυττάρων που βρίσκονται στον όγκο και από γενετικές ή / και επιγενετικές διαφορές 

μεταξύ των ίδιων των καρκινικών κυττάρων. Όλα αυτά, καθώς επίσης και εγγενείς 

(ιδιότητες του κυττάρου που συμβάλλουν σε ογκογόνο φαινότυπο) ή εξωγενείς (τα 

συστατικά του μικροπεριβάλλοντος του κυττάρου που επιδρούν σε αυτό, 

επηρεάζοντας τον φαινότυπό του και διαταράσσοντας τη πορεία της νόσου) 

κυτταρικοί παράγοντες (Εικόνα 3), δρουν συνεργιστικά για να δημιουργήσουν μία 

ασθένεια με ποικίλους φαινοτύπους. Δύο είναι τα κυρίαρχα μοντέλα που προσπαθούν 

να εξηγήσουν την ανάπτυξη και την εξέλιξη του καρκίνου: το μοντέλο της κλωνικής 

εξέλιξης (The Clonal Evolution Model) και το μοντέλο των καρκινικών βλαστικών 

κυττάρων (Cancer Stem Cell Model). Μία πρόσφατη διαφοροποίηση του τελευταίου 

είναι το μοντέλο της πλαστικότητας των καρκινικών βλαστικών κυττάρων (Plastic 

Cancer Stem Cell Model) (Εικόνα 4) [3]. 

 

2.1. Το Μοντέλο της Κλωνικής Εξέλιξης ( The Clonal Evolution 

Model) 

   Το συγκεκριμένο μοντέλο υποστηρίζει ότι τα καρκινικά κύτταρα εξελίσσονται 

προοδευτικά κατά τη διάρκεια πολλαπλών σταδίων της ογκογένεσης και ότι η 

ετερογένεια των καρκινικών κυττάρων, η οποία δημιουργείται από κληρονομικές 

γενετικές και επιγενετικές μεταβολές,  δημιουργεί τη πρώτη ύλη για την επιλογή και 

τη κλωνική ανάπτυξη νέων κυτταρικών πληθυσμών. Σε αυτό συμβάλλουν και οι 

πιέσεις που δέχεται το κύτταρο από το μικροπεριβάλλον του [4].  

   Σε αυτή τη θεωρία φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο οι διαδοχικές μεταλλάξεις 

που συμβαίνουν σε μία γενιά κυττάρων και οι οποίες προκαλούν σταδιακό 

μετασχηματισμό του φαινοτύπου τους σε κακοήθη.  
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Εικόνα 3: Εγγενή και Εξωγενή Χαρακτηριστικά που συμβάλλουν στην Ετερογένεια των 

Καρκινικών Κυττάρων. Τα καρκινώματα περιλαμβάνουν ετερογενείς πληθυσμούς κυττάρων. 

Ποικίλοι παράγοντες συμβάλλουν σε διάφορους βιολογικούς φαινοτύπους των καρκινικών κυττάρων, 

και υπάρχουν τόσο στο εσωτερικό του όγκου όσο και μεταξύ των υποτύπων του όγκου. Αυτή η 

ποικιλομορφία προκύπτει από (α) Εγγενείς κυτταρικές ιδιότητες, συμπεριλαμβανομένης της 

μεταβλητότητας στη γενετική, την επιγενετική, και τη βιολογία της προέλευσης του κυττάρου στον 

όγκο, και (β) Εξωγενείς κυτταρικές ιδιότητες που προκύπτουν από παράγοντες στο μικροπεριβάλλον, 

οι οποίοι περιλαμβάνουν τη σύνθεση του εξωκυττάριου πλέγματος και παράγοντες που απομονώθηκαν 

στα συστατικά του, την ικανότητα του όγκου να έχει επαρκή παροχή αίματος, και να προσλαμβάνει 

στρωματικούς κυτταρικούς τύπους, που συμβάλλουν στην ανάπτυξή [3]. 

 

   Δεδομένου ότι η δημιουργία νέων κλώνων, ιδιαίτερα στα τελευταία στάδια της 

ανάπτυξης του όγκου, μπορεί να συμβεί πιο γρήγορα σε σχέση με την εξάλειψη των 

λιγότερο προσαρμοσμένων κλώνων, δείχνει ότι αυτό μπορεί να είναι υπεύθυνο για τη 

σημαντική ετερογένεια που παρατηρείται μέσα στον όγκο. 
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Εικόνα 4: Τα Μοντέλα της Ετερογένειας του Όγκου. Η θεωρία της κλωνικής εξέλιξης ήταν το 

πρώτο μοντέλο που περιέγραψε έναν τρόπο με τον οποίο καρκινικά κύτταρα με ποικίλους φαινοτύπους 

μπορούν να προκύψουν εντός του όγκου. Σε αυτό το μοντέλο, διακριτοί καρκινικοί κυτταρικοί 

πληθυσμοί εξελίσσονται προοδευτικά κατά τη διάρκεια πολλαπλών σταδίων ογκογένεσης, που 

οφείλεται σε κληρονομικές γενετικές και επιγενετικές μεταβολές. Αυτά τα γεγονότα δημιουργούν την 

πρώτη ύλη για την επιλογή και την κλωνική ανάπτυξη των νέων κυτταρικών πληθυσμών που 

προκύπτουν από τη συσσώρευση μεταλλάξεων. Ένα δεύτερο μοντέλο περιγράφεται από τη κλασσική 

θεωρία των καρκινικών βλαστικών κυττάρων, η οποία προτείνει ότι η ετερογένεια του όγκου 

προκύπτει όταν τα καρκινικά κύτταρα μέσα σε ένα δεδομένο όγκο διαμένουν σε διαφορετικές 

καταστάσεις βλαστικής ικανότητας ή διαφοροποίησης. Σημαντικό στοιχείο γι’αυτό το μοντέλο είναι η 

μετατροπή των καρκινικών βλαστικών κυττάρων σε μη βλαστικά είναι μία μονόδρομη διαδικασία. Η 

θεωρία της πλαστικότητας των καρκινικών βλαστικών κυττάρων περιγράφει ένα τρίτο και 

εξελισσόμενο μοντέλο, στο οποίο υπάρχει αμφίδρομη μετατροπή μεταξύ των καρκινικών μη 

βλαστικών και των καρκινικών βλαστικών κυττάρων. Το μοντέλο αυτό συνεπάγεται ότι τα καρκινικά 

μη βλαστικά κύτταρα μπορούν να δημιουργούν συνεχώς πληθυσμούς καρκινικών βλαστικών 

κυττάρων σε όλη την ογκογένεση [3].  
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2.2. Η Θεωρία των Καρκινικών Βλαστικών Κυττάρων (Cancer 

Stem Cell Model) 

   Η θεωρία αυτή προτείνει ότι καρκινικά κύτταρα με παρόμοιο γενετικό υπόβαθρο 

μπορούν να οργανωθούν ιεραρχικά σύμφωνα με την ογκογόνο δράση τους. Η 

παραμονή σε διαφορετικές καταστάσεις βλαστικής ικανότητας και διαφοροποίησης 

προκαλεί την ετερογένεια στα καρκινικά κύτταρα. Τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα 

βρίσκονται στη κορυφή της ιεραρχίας και πιστεύεται ότι η έναρξη του καρκίνου, 

όπως και η μεταστατική του ικανότητα, οφείλεται σε αυτά.  

   Ένα σημαντικό χαρακτηριστικό αυτού του μοντέλου είναι η μονής κατεύθυνσης 

φύση του, σύμφωνα με τη οποία τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα υποβάλλονται σε 

συμμετρική διαίρεση για τον πολλαπλασιασμό τους και τη δημιουργία νέων 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων με τον ίδιο φαινότυπο, και σε μη αναστρέψιμη 

ασύμμετρη διαίρεση, παράγοντας θυγατρικά κύτταρα (καρκινικά μη βλαστικά 

κύτταρα) με χαμηλή ογκογόνο δράση και μεταστατική ικανότητα. Στη περίπτωση 

αυτή, οι αποκλίνοντες φαινότυποι των κυττάρων ρυθμίζονται από τα διάφορα 

ερεθίσματα που προκύπτουν στο μικροπεριβάλλον. Αυτά τα ερεθίσματα μπορούν να 

ενεργοποιήσουν ειδικές οδούς αυξητικών παραγόντων που, με τη σειρά τους, 

προκαλούν επιγενετικές μεταβολές στα καρκινικά βλαστικά και στα μη βλαστικά 

κύτταρα που προκύπτουν σαν απόγονοί τους.  

   Η κεντρική ιδέα του μοντέλου των καρκινικών βλαστικών κυττάρων είναι ότι ένας 

μικρός υποπληθυσμός κυττάρων εντός ενός όγκου καθοδηγεί την ανάπτυξη και την 

εξέλιξη του όγκου ως σύνολο. Τα καρκινικά μη βλαστικά κύτταρα ενός όγκου 

φαίνεται να παίζουν έναν μικρό ρόλο στην ογκογένεση. Σημαντικό γεγονός αποτελεί 

και το ότι τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα φαίνεται να είναι ανθεκτικά σε πολλές από 

τις σημερινές θεραπείες [5-8].  

   Είναι πιθανό τόσο το μοντέλο της κλωνικής εξέλιξης όσο και η θεωρία των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων να εφαρμόζονται στους ανθρώπινους καρκίνους, 

και μάλιστα σε πολλές περιπτώσεις οι όγκοι εμφανίζουν χαρακτηριστικά και των δύο 

μοντέλων [2]. 

 

 

2.3. Το Μοντέλο Πλαστικότητας των Καρκινικών Βλαστικών 

Κυττάρων (Plastic Cancer Stem Cell Model) 

   Πρόσφατα στοιχεία υποστηρίζουν ένα διαφοροποιημένο μοντέλο που εξηγεί την 

ετερογένεια του όγκου, στο οποίο υπάρχει σημαντική πλαστικότητα μεταξύ των 

καρκινικών μη βλαστικών και βλαστικών κυττάρων, έτσι ώστε τα καρκινικά μη 

βλαστικά κύτταρα να έχουν τη δυνατότητα επανάκτησης του φαινοτύπου των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων [3]. Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι ορισμένοι 

όγκοι είναι δυνατόν να υιοθετήσουν το μοντέλο πλαστικότητας των καρκινικών 

βλαστικών κυττάρων, στο οποίο οι αμφίδρομες μετατροπές είναι κοινά και βασικά 

συστατικά της δημιουργίας όγκου.  

   Τα καρκινικά μη βλαστικά κύτταρα είναι δυνατόν να υποβληθούν σε μία 

διαδικασία αποδιαφοροποίησης και να επανενταχθούν στη κατάσταση καρκινικών 

βλαστοκυττάρων [3]. 
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3. Τα Καρκινικά Βλαστικά Κύτταρα (Cancer Stem Cells) 

   Η πρώτη σύνδεση μεταξύ του καρκίνου και των βλαστικών κυττάρων έγινε κατά τη 

διάρκεια του 19
ου

 αιώνα, με βάση τις ιστολογικές ομοιότητες που παρατηρήθηκαν 

μεταξύ των όγκων και των εμβρυϊκών ιστών από τον Γερμανό παθολόγο Rudolf 

Virchow [10]. Το γεγονός ότι το καρκίνωμα αποτελείται από ανώριμα και 

περισσότερο διαφοροποιημένα κύτταρα οδήγησε σε δύο βασικές παραδοχές για την 

υπόθεση των καρκινικών βλαστικών κυττάρων: A). Δεν είναι όλα τα καρκινικά 

κύτταρα πανομοιότυπα όσον αφορά τη φαινοτυπική και βιολογική συμπεριφορά τους. 

Β). Οι όγκοι περιέχουν έναν υποπληθυσμό κυττάρων, τα οποία φέρουν βασικές 

ιδιότητες των φυσιολογικών αρχέγονων κυττάρων, όπως η αυτο-ανανέωση και η 

ικανότητα να παράγουν περισσότερο διαφοροποιημένα θυγατρικά κύτταρα. 

   Επιπλέον, το μοντέλο των καρκινικών βλαστικών κυττάρων υποστηρίζει ότι τα 

καρκινικά βλαστικά κύτταρα κατευθύνουν την επανεμφάνιση και την ανάπτυξη του 

όγκου, διότι εμφανίζουν αυξημένη αντίσταση στις θεραπείες [11, 12]. (Εικόνα 5) 

 

Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση της ανθεκτικότητας στη θεραπεία των καρκινικών βλαστικών 

κυττάρων και η επανεμφάνιση του όγκου. 

 

   Τα πρώτα στοιχεία ότι ένα προγονικό κύτταρο (progenitor cell) προκαλεί την 

αναπαραγωγή κλώνων, οι οποίοι αποκτούν διαδοχικές μεταλλάξεις και τελικά 

δημιουργούν έναν όγκο, δόθηκαν από τον Phillip Fialkow με μελέτες  σχετικά με τη 

χρόνια (chronic myelogenous leukemia, CML) και την οξεία μυελογενή λευχαιμία 

(acute myeloid leukemia, AML) [13]. Εκτεταμένες έρευνες απέδειξαν ότι τα 

λευχαιμικά βλαστικά κύτταρα ασθενών με οξεία μυελογενή λευχαιμία όχι μόνο έχουν 

την ικανότητα αυτοανανέωσης, αλλά και αυτή της ανασύστασης του πλήρους 

φάσματος των φαινοτύπων των καρκινικών κυττάρων, ευρήματα που είναι σύμφωνα 

με το μοντέλο των καρκινικών βλαστικών κυττάρων [11].  

   Το 1994 μία ερευνητική ομάδα από το Πανεπιστήμιο του Τορόντο πραγματοποίησε 

μεταμόσχευση βλαστικών κυττάρων ασθενών που έπασχαν από λευχαιμία, σε 

ποντικούς με εξασθενημένο ανοσοποιητικό σύστημα. Παρατήρησαν ότι τελικά 

εμφανίστηκε λευχαιμία και στα πειραματόζωα [14]. Μεταγενέστερες αναλύσεις 

πληθυσμών καρκινικών βλαστικών κυττάρων της λευχαιμίας από διάφορους 

υποτύπους της οξείας μυελογενούς λευχαιμίας, έδειξαν ότι τα κύτταρα αυτά ήταν 

σχετικά ανώριμα από την άποψη της διαφοροποίησης. Κύτταρα που εμφανίζουν 

ομοίοτητες με τα βλαστικά απομονώθηκαν από όγκους του μαστού, του παχέος 

εντέρου, του εγκεφάλου, του παγκρέατος και του προστάτη, με τη χρήση ειδικών 

πρωτεϊνικών δεικτών που εντοπίζονται στην επιφάνεια του κυττάρου [15-21]. 
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3.1. Ορισμός των Καρκινικών Βλαστικών Κυττάρων και οι Πιθανές 

Προελεύσεις τους 

   Σύμφωνα με την Αμερικανική Ένωση Έρευνας για τον Καρκίνο (American 

Association of Cancer Research) ως καρκινικό βλαστικό κύτταρο ορίζεται «ένα 

κύτταρο εντός του όγκου, το οποίο διαθέτει την ικανότητα αυτο-ανανέωσης και να 

προκαλεί ετερογενείς γενιές καρκινικών κυττάρων που αποτελούν τον όγκο» [22]. 

Φαίνεται να μοιράζονται αρκετές ιδιότητες με τα φυσιολογικά βλαστικά κύτταρα, 

όπως είναι η έκφραση δεικτών της επιφάνειάς τους, η υπερέκφραση του ενζύμου 

αλδεϋδική αφυδρογονάση (ALDH) και η ενεργοποίηση συγκεκριμένων οδών 

σηματοδότησης του κυττάρου (Wnt, Notch ή Hedgehog) [23] Ο παραπάνω ορισμός 

δεν περιέχει τη προέλευση αυτών των κυττάρων. Υποθετικά είναι δυνατόν να 

προέρχονται από αρχέγονα (stem), προγονικά (progenitor) ή διαφοροποιημένα 

(differentiated) κύτταρα [24]. (Εικόνα 6) 

 

 Τα Καρκινικά Κύτταρα προέρχονται από Βλαστικά Κύτταρα. 

   Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα βλαστικά κύτταρα έχουν δύο χαρακτηριστικά: την 

ικανότητα να παράγουν αντίγραφα του εαυτού τους κάτω από κατάλληλες συνθήκες 

(αυτο-ανανέωση), και να διαφοροποιούνται στους περισσότερους, αν όχι όλους, 

ώριμους κυτταρικούς τύπους. Αν τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα προκύψουν από 

αρχέγονα κύτταρα που υπάρχουν στον ενήλικο ιστό, δεν θα είναι απαραίτητη η 

αποδιαφοροποίηση για τον σχηματισμό του όγκου. Σε αυτή τη περίπτωση, τα 

καρκινικά κύτταρα μπορούν να αξιοποιήσουν τα ισχύοντα ρυθμιστικά μονοπάτια των 

βλαστοκυττάρων, ώστε να προωθήσουν την αυτο-ανανέωσή τους. Η ικανότητα της 

αυτο-ανανέωσης δίνει βλαστικά κύτταρα με μεγάλη διάρκεια ζωής, σε σχέση με αυτή 

των ώριμων, διαφοροποιημένων κυττάρων [25]. Επομένως, η περιορισμένη διάρκεια 

ζωής ενός ώριμου κυττάρου το καθιστά λιγότερο πιθανό να ζήσει αρκετά, ώστε να 

υποβληθεί στις πολλαπλές μεταλλάξεις που είναι απαραίτητες για τον σχηματισμό 

του όγκου αλλά και τη μετάσταση. (Εικόνα 6, 1) 

 

 Τα Καρκινικά Βλαστικά Κύτταρα προέρχονται από Προγονικά Κύτταρα 

(Progenitor Cells). 

   Η οδός που ακολουθεί ένα κύτταρο ώστε από βλαστικό να μετατραπεί σε 

διαφοροποιημένο, συνήθως περιλαμβάνει έναν ή περισσοτέρους ενδιάμεσους τύπους 

κυττάρων. Αυτά είναι πιο άφθονα στους ενήλικους ιστούς απ’ότι στα βλαστικά 

κύτταρα, και ονομάζονται προγονικά ή πρόδρομα κύτταρα (progenitor ή precursor 

cells). Είναι εν μέρει διαφοροποιημένα κύτταρα που υπάρχουν σε εμβρυϊκούς και 

ενήλικους ιστούς, τα οποία συνήθως διαιρούνται για να παράγουν ώριμα κύτταρα. 

Ωστόσο, διατηρούν μία μερική ικανότητα για αυτο-ανανέωση. Η συγκεκριμένη 

ιδιότητά τους οδήγησε πολλούς ερευνητές να προτείνουν ότι τα προγονικά κύτταρα 

ίσως να αποτελούν πηγή των καρκινικών βλαστικών κυττάρων [26, 27]. (Εικόνα 6, 

2)  
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Εικόνα 6: Από πού προέρχονται τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα (Cancer Stem Cells). Τα μοριακά 

μονοπάτια, που διατηρούν τη «βλαστική ικανότητα (stem-ness)» στα βλαστοκύτταρα, είναι ενεργά σε 

πολλές μορφές καρκίνου. Αυτή η ομοιότητα οδήγησε τους επιστήμονες να προτείνουν ότι οι καρκίνοι 

είναι δυνατόν να προκύπτουν όταν κάποιο γεγονός προκαλεί μία μετάλλαξη σε ένα βλαστικό κύτταρο, 

στερώντας του την ικανότητα να ρυθμίζει τη κυτταρική διαίρεση. Στην εικόνα φαίνονται τρεις τρόποι, 

με τους οποίους μπορεί να προκύψει ένα καρκινικό βλαστικό κύτταρο: (1). Ένα βλαστοκύτταρο (stem 

cell) υφίσταται μετάλλαξη, (2). Ένα προγονικό κύτταρο (progenitor cell) υφίσταται δύο ή 

περισσότερες μεταλλάξεις, ή  (3). Ένα πλήρως διαφοροποιημένο κύτταρο (differentiated cell) 

υφίσταται αρκετές μεταλλάξεις, που οδηγούν πίσω σε μια κατάσταση παρόμοια με του βλαστικού 

κυττάρου (stem-like state). Και στις τρεις περιπτώσεις, το καρκινικό βλαστικό κύτταρο έχει χάσει την 

ικανότητα να ρυθμίζει τη κυτταρική του διαίρεση. (© 2009 Terese Winslow) 

 

 Τα Καρκινικά Βλαστικά Κύτταρα προέρχονται από Διαφοροποιημένα 

Κύτταρα (Differentiated Cells). 

   Μερικοί ερευνητές έχουν προτείνει ότι τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα 

προέρχονται από ώριμα, διαφοροποιημένα κύτταρα, τα οποία με κάποιο τρόπο 

διαφοροποιούνται εκ νέου ώστε να μετατραπούν σε κύτταρα παρόμοια με τα 

βλαστικά. Σε αυτή τη περίπτωση, οι απαιτούμενες ογκογόνες γενετικές μεταλλάξεις 

θα χρειαστούν ώστε να καθοδηγήσουν την αποδιαφοροποίηση, καθώς επίσης και την 

αυτο-ανανέωση των πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων. Το μοντέλο αυτό αφήνει 

ανοιχτό το ενδεχόμενο ότι ένας σχετικά μεγάλος πληθυσμός κυττάρων έχει ογκογόνο 

δράση, και πως τελικά ένα μικρό υποσύνολό τους θα δημιουργήσει τον όγκο [28]. 

(Εικόνα 6, 3) 
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3.2. Ο Καρκίνος του Μαστού 

   Ο καρκίνος του μαστού αποτελεί έναν από τους πιο συχνούς και σοβαρούς τύπους 

καρκίνου για τις γυναίκες παγκοσμίως και είναι η δεύτερη πιο κοινή αιτία θανάτου 

τους. Σύμφωνα με τη Διεθνή Έκθεση για τις καρκινικές νόσους που παρουσιάστηκε 

στη Γενεύη της Ελβετίας τον Απρίλιο του 2003 από την IARC (International Agency 

for Research on Cancer), τα νέα κρούσματα υπολογίζονται σε περίπου 1.000.000 ενώ 

στην Ελλάδα αναφέρονται 4.500 περίπου νέες περιπτώσεις το χρόνο. Στην Ευρώπη, 

το 60% των κρουσμάτων καρκίνου του μαστού διαγιγνώσκεται σε πρώιμο στάδιο. Το 

αντίστοιχο ποσοστό στην Ελλάδα είναι μόλις 5%, κάτι που αποδεικνύει πόσο ελλιπής 

είναι η σχετική ενημέρωση μεταξύ των Ελληνίδων. (Πηγή: Wikipedia) 

   Ο συγκεκριμένος τύπος καρκίνου  αναφέρεται στον καρκίνο που αναπτύσσεται 

στους γαλακτοπαραγωγούς αδένες του μαστού ή στους γαλακτοφόρους πόρους που 

μεταφέρουν το γάλα. Προκαλείται από τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό 

παθολογικών κυττάρων, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό κακοήθους όγκου στην 

περιοχή του μαστού. Τα παθολογικά αυτά κύτταρα έχουν τη δυνατότητα εξάπλωσης 

σε γειτονικούς ιστούς με δυσάρεστες συνέπειες για ολόκληρο τον οργανισμό. Η 

πιθανότητα εμφάνισης της νόσου σε άρρενες είναι υπαρκτή αλλά πολύ μικρή. Όσον 

αφορά στις γυναίκες όλες αντιμετωπίζουν τον κίνδυνο εμφάνισης της νόσου – όχι 

όμως στον ίδιο βαθμό.   

   Ο καρκίνος του μαστού μπορεί να διακριθεί σε δύο βασικούς τύπους: 

 Ο πορογενής καρκίνος, που προέρχεται από τους γαλακτοφόρους πόρους. 

 Ο λοβιακός καρκίνος, που προέρχεται από τα λόβια, τα σημεία από τα οποία 

παράγεται το μητρικό γάλα. 

Επιπλέον, διαχωρίζεται σε διηθητικό, που μπορεί να προκαλέσει μεταστάσεις, και μη 

διηθητικό ή in situ, ο οποίος θεωρείται αρχόμενος και δυνητικά μη μεταστατικός. 

   Για την ανίχνευση του καρκίνου του μαστού χρησιμοποιείται η μαστογραφία 

(Εικόνα 7), ενώ στις θεραπείες του περιλαμβάνονται η  χειρουργική επέμβαση, η 

ορμονοθεραπεία, η χημειοθεραπεία και η ακτινοθεραπεία. 

 

 

Εικόνα 7: Μαστογραφία, στην οποία απεικονίζεται ο φυσιολογικός  (αριστερά) και ο προσβεβλημένος 

(δεξιά) από καρκίνο μαστός. 
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3.2.1 Βλαστικά Κύτταρα του Μαστού 

   Οι τερματικές μονάδες των λοβιακών καναλιών αποτελούν τα βασικά 

λειτουργικά/δομικά στοιχεία του διακλαδωτού πορογενούς-κυψελιδικού συστήματος 

στον ανθρώπινο αδένα του μαστού των προεμμηνοπαυσιακών γυναικών, όταν αυτός 

βρίσκεται σε ηρεμία. Τα λοβιακά/πορογενή επιθηλιακά κύτταρα ευθυγραμμίζονται 

στην εσωτερική επιφάνεια και τα μυοεπιθηλιακά κύτταρα σχηματίζουν την εξωτερική 

βασική στιβάδα [29].  

   Υπάρχει ισχυρή ένδειξη ότι τόσο οι λοβιακοί όσο και οι μυοεπιθηλιακοί κυτταρικοί 

τύποι προέρχονται από ένα κοινό πολυδύναμο προγονικό κύτταρο. Πιο πρόσφατα, η 

κλωνική ανάλυση αποκαλύπτει ότι τα μονήρη επιθηλιακά κύτταρα του μαστού 

διατηρούν την ικανότητά τους να δημιουργήσουν μία ολοκληρωμένη δομή του 

μαστού [30]. Τέλος, η ανάλυση του μοτίβου της απενεργοποίησης του 

χρωμοσώματος-Χ έδειξε ότι το επιθήλιο του μαστού είναι οργανωμένο σε ομάδες 

ώριμων κυττάρων, τα οποία προέρχονται από ένα κοινό βλαστικό/προγονικό κύτταρο 

[31].  

   Τα βλαστικά κύτταρα του μαστού έχουν περιγραφεί ως αδιαφοροποίητα ωχρά ή 

ελαφριάς-χρώσης κύτταρα [32], παρουσιάζοντας δύο διακριτές μορφές: τα Small 

Light Cells (SLC) με βασική θέση, και τα Undifferentiated Large Light Cells 

(ULLC), τα οποία εντοπίζονται μεταξύ της βασικής και λοβιακής σειράς, είναι 

μεγαλύτερα σε μέγεθος από τα SLC και έχουν μεγαλύτερο πυρήνα από άλλα 

επιθηλιακά κύτταρα [33, 34].  (Εικόνα 8)   

   Μελέτες προτείνουν ότι υπάρχει μία κυτταρική ιεραρχία στο επιθήλιο του αδένα 

του μαστού, με την προέλευσή της να οφείλεται στα αρνητικά στον υποδοχέα 

οιστρογόνου (ER
-
) μακρόβια βλαστικά κύτταρα, τα οποία σπάνια διαιρούνται 

προκειμένου να δημιουργήσουν έναν πληθυσμό των θετικών στον υποδοχέα 

οιστρογόνου (ER
+
) βραχύβιων βλαστικών κυττάρων. Τα τελευταία φαίνεται να 

διαιρούνται πιο σύχνα απ’ότι τα προγονικά κύτταρα, τα οποία έχουν δεσμευτεί να 

υποβληθούν σε τελική διαφοροποίηση μετά από έναν περιορισμένο αριθμό 

κυτταρικών διαιρέσεων [35-37].  

 

 

Εικόνα 8: Σχηματική αναπαράσταση της δημιουργίας ώριμων κυττάρων από βλαστικά στον αδένα του 

μαστού. 
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3.2.2. Καρκινικά Βλαστικά Κύτταρα του Μαστού 

   Η έκφραση συγκεκριμένων δεικτών της επιφάνειας των κυττάρων, όπως είναι τα 

αντιγόνα CD44 και CD24, έχουν χρησιμοποιηθεί για να απομονώσουν και να 

εμπλουτίσουν τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα του μαστού από τους όγκους [15, 38]. 

Οι Al-Hajj et.al [38], χρησιμοποιώντας μη παχύσαρκα/με σοβαρή ανοσοεπάρκεια και 

ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια (NOD/SCID) παρατήρησαν ότι μόνο ένας πολύ μικρός 

πληθυσμός καρκινικών κυττάρων του μαστού είχε την ικανότητα να σχηματίζει νέους 

όγκους. Οι ερευνητές κατάφεραν να διαχωρίσουν τα καρκινικά κύτταρα με ογκογόνο 

δράση από τη μη ογκογόνα, με βάση την έκφραση συγκεκριμένων δεικτών στην 

επιφάνεια των κυττάρων. Ταυτοποίησαν και απομόνωσαν για πρώτη φορά σε στερεό 

όγκο (solid tumor) τα ογκογόνα κύτταρα με φαινότυπο CD44
+
/CD24

-/low
 σε οκτώ από 

τους εννέα ασθενείς. Μάλιστα, παρατηρήθηκε ότι περίπου 100 κύτταρα με τον 

συγκεκριμένο φαινότυπο είχαν την ικανότητα σχηματισμού όγκου σε ποντίκια, κάτι 

που δεν ισχύει για δεκάδες χιλιάδες κύτταρα με διαφορετικό φαινότυπο. 

   Ο φαίνοτυπος των καρκινικών βλαστικών κυττάρων του μαστού είναι  

CD44
+
/CD24

-/low
. Αυτά τα κύτταρα έχουν ιδίοτητες για τη δημιουργία όγκου με 

πλειοδύναμα χαρακτηριστικά.   

   Όπως αναφέρθηκε πιο πάνω, υπάρχει ένας μικρός πληθυσμός ετερογενών κυττάρων 

που είναι υπεύθυνα για τη δημιουργία του όγκου καθώς και για τη πρόοδό του, τα 

λεγόμενα καρκινικά βλαστικά κύτταρα [15]. Πολλές μελέτες έδειξαν ότι αυτά τα 

κύτταρα παρουσιάζουν ανθεκτικότητα σε ακτινοβολίες και στη χημειοθεραπεία [39, 

40]. (Πίνακας 1)  

   Πιο πρόσφατα, ερευνητές ανέπτυξαν ένα σύστημα καλλιέργειας για την απομόνωση 

και τον πολλαπλασιασμό in vitro ανθρώπινων πολυδύναμων βλαστικών/προγονικών 

κυττάρων του μαστού σε αδιαφοροποίητη κατάσταση, ως μη-προσκολλημένους 

σφαιρικούς σχηματισμούς, που ονομάζονται “mammospheres” [35]. Τα 

συγκεκριμένα κύτταρα εμφανίζουν επίσης αυξημένη ανθεκτικότητα, κάτι που 

καθιστά τη μελέτη τους απαραίτητη για την εύρεση νέων θεραπευτικών 

προσεγγίσεων. 
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Πίνακας 1: Περίληψη των προκλινικών και κλινικών ενδείξεων σε ζωικά μοντέλα της αντίστασης στη 

χημειοθεραπεία, ακτινοθεραπεία και ορμονική θεραπεία των καρκινικών βλαστικών κυττάρων του 

μαστού [41-51]. 

 

 CD44: 

   Ο δείκτης CD44 είναι μία πολυλειτουργική διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη, τάξης Ι 

[52], η οποία γενικά δρα ως ειδικός υποδοχέας για το υαλουρονικό οξύ, τη προώθηση 

της μετανάστευσης στα φυσιολογικά κύτταρα, ενώ εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα σε 

σχεδόν κάθε καρκινικό κύτταρο [53]. Συνδέεται κυρίως με πρωτεΐνες που ελέγχουν 

τις εξωκυτταρικές αλλαγές, ενώ παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της κυτταρικής 

προσκόλλησης, τον πολλαπλασιασμό, την ανάπτυξη, την επιβίωση, τη κινητικότητα, 

τη μετανάστευση, την αγγειογένεση, και τη διαφοροποίηση [53, 54]. Επίσης, 

αλληλεπιδρά με την οστεοποντίνη και ρυθμίζει τις κυτταρικές λειτουργίες με σκοπό 

την εξέλιξη του όγκου [55], με το κολλαγόνο, τη λαμινίνη, και την φιμπρονεκτίνη 

όπου η φυσιολογική λειτουργία του δεν είναι σαφής [53]. Οι λειτουργίες του 

περιλαμβάνουν τη δέσμευση του υποκαταστάτη με τον υποδοχέα και τον συν-

υποδοχέα.  Εκφράζεται στην επιφάνεια των καρκινικών κυττάρων και συμβάλλει 

στην αιματογόνο εξάπλωση ενώ αλληλεπιδρά με τη P- ή L-σελεκτίνη [56]. Επιπλέον, 

ο CD44 εμπλέκεται σε πολύπλοκα μονοπάτια σηματοδότησης που ενισχύουν τη 

δημιουργία του όγκου, αλληλεπιδρώντας με τους γειτονικούς υποδοχείς, όπως είναι 

αυτός της τυροσινικής κινάσης [57].  

   Χρησιμοποιείται εκτενώς σαν δείκτης επιφάνειας για την απομόνωση των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων του μαστού, του προστάτη, του παγκρέατος, των 

ωοθηκών και του παχέος εντέρου [53, 58]. 
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  CD24: 

   Ο δείκτης CD24 είναι ένα μικρό πρωτεϊνικό μόριο της κυτταρικής επιφάνειας, που 

προσδένεται από τη γλυκοσυλ-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη σε μία ευρεία ποικιλία 

καρκινικών κυττάρων. Είναι σε μεγάλο βαθμό γλυκοζυλιωμένο και παίζει ρόλο στις 

αλληλεπιδράσεις κυττάρου-κυττάρου και  κυττάρου-υποστρώματος (cell-matrix) [59-

61]. Ανακαλύφθηκε σε ποντικούς σαν ένα σταθερό στη θερμότητα αντιγόνο (heat-

stable antigen) και χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης για τη διαφοροποίηση των 

αιμοποιητικών κυττάρων από τα νευρωνικά [62, 63]. Η μεταβλητή γλυκοζυλίωση 

στον CD24 συνεισφέρει σε αρκετές λειτουργίες σε διαφορετικά κύτταρα, οι οποίες 

είναι ακόμη ασαφείς. Εξαιτίας της διακριτής γλυκοζυλίωσής του, ενεργεί ως ένας 

ευέλικτος υποκαταστάτης σε διάφορα κύτταρα, συμπεριλαμβανομένων και των 

καρκινικών, με διαφορετικές φυσιολογικές λειτουργίες, καθιστώντας τους 

μηχανισμούς του δύσκολους στη κατανόηση [63].  

   Ο CD24 υπερεκφράζεται σε καρκινώματα, όπως είναι των ωοθηκών, του μαστού, 

του προστάτη, της ουροδόχου κύστης, του νεφρικού και άλλων ανθρώπινων 

καρκίνων [60, 64]. Εμπλέκεται στη προσκόλληση των κυττάρων και στη μετάσταση 

[59].   Λειτουργικά, έχει αναγνωρισθεί ως ένας εναλλακτικός υποκαταστάτης για τη 

Ρ-σελεκτίνη, ένας υποδοχέα προσκόλλησης στα αιμοπετάλια και τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα [65], μέσω του οποίου η αλληλεπίδρασή τους διευκολύνει το πέρασμα των 

καρκινικών κυττάρων στο αίμα κατά τη διάρκεια της μετάστασης. Αυξάνει τον 

πολλαπλασιασμό και τη προσκόλληση των καρκινικών κυττάρων στη φιμπρονεκτίνη, 

το κολλαγόνο και τη λαμίνη [64].  

   Επίσης, άλλες μελέτες έδειξαν ότι τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα του μαστού 

χαρακτηρίζονται από υψηλή δραστηριότητα της αλδεϋδικής αφυδρογονάσης (ALDH) 

[66-68] και το ένζυμο αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν δείκτης για την 

απομόνωσή τους. Εχει αναφερθεί ότι η έκφραση αυτών των δεικτών συσχετίζεται 

κλινικά με κακή έκβαση.   

   Στο εργαστήριο, τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα του μάστου είναι ικανά να 

αναπτύσσονται και να επιβιώνουν ως μη-προσκολλημένοι σφαιρικοί σχηματισμοί, 

που ονομάζονται “mammospheres”, επιτρέποντας τον εμπλουτισμό της καλλιέργειας 

σε καρκινικά βλαστικά κύτταρα και τη μελέτη των ιδιοτήτων τους [69, 70].  
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4. Η Μεταβολομική (Metabolomics) στον Καρκίνο του Μαστού 

4.1. Ο Ορισμός της Μεταβολομικής (Metabolomics) και οι 

Εφαρμογές της 

   Ο όρος “omic” αναφέρεται σε οποιονδήποτε τύπο συγκεκριμένης μελέτης, που 

παρέχει πληροφορίες συνολικά για ένα βιολογικό σύστημα [71]. (Εικόνα 9)  Η 

Μεταβολομική (Metabolomics) αποτελεί έναν κλάδο των “omics” τεχνικών. 

Χρησιμοποιείται για την ανάλυση του συνόλου των μεταβολιτών που έχουν μικρό 

μοριακό βάρος (<1500 Da), η σύσταση των οποίων μεταβάλλεται ανάλογα με τη 

φυσιολογία, την εξελικτική ή παθολογική κατάσταση του κυττάρου, του ιστού ή του 

οργανισμού [72]. Πρόκειται για το σύστημα της στατιστικής επεξεργασίας του 

συνολικού προφίλ των μορίων ενός δείγματος σε μία μόνο ανάλυση. Έτσι, είναι 

δυνατόν να ληφθεί ένα «αποτύπωμα», μοναδικό για κάθε άτομο, το οποίο μπορεί να 

απεικονίζει φυσιολογικές καταστάσεις καθώς και την απόκριση του οργανισμού σε 

διάφορα παθολογικά ερεθίσματα. Εφαρμόζεται σε τομείς της βιοτεχνολογίας, της 

φαρμακολογίας, της ιατρικής, με σκοπό την ανακάλυψη νέων βιοδεικτών, τον 

εντοπισμό διαταραχών σε μονοπάτια σηματοδότησης, τη διάγνωση ασθενειών και 

την ανταπόκριση του ασθενή στη θεραπευτική αγωγή [73]. 

 
Εικόνα 9: Μέθοδοι “omic” τεχνικών στη Βιολογία, από τη Γονιδιωματική έως τη Μεταβολομική. Νέες 

“omic” τεχνικές προστίθενται συνεχώς, όπως είναι οι lipidomics και glycomics [72]. 

 

4.2. Αναλυτικές Μέθοδοι Μεταβολομικής Ανάλυσης 

   Δύο κύριες αναλυτικές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται στη μεταβολομική είναι η 

φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy, NMR) και η φασματομετρία μάζας (Mass Spectrometry, MS). 
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 Φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy, NMR) 

    Η φασματοσκοπία NMR βασίζεται στο γεγονός της διέγερσης των μαγνητικών 

πυρήνων που βρίσκονται σε ένα ισχυρό και ομογενές μαγνητικό πεδίο (B0). Επειδή ο 

πυρήνας είναι φορτισμένος, η περιστροφή γύρω από τον άξονά του (ιδιοπεριστροφή, 

spin) δημιουργεί ένα μαγνητικό δίπολο, του οποίου το μέγεθος εκφράζεται από την 

πυρηνική μαγνητική ροπή μπ. Τα πυρηνικά σπιν των μαγνητικών πυρήνων 

προσανατολίζονται, απουσία εξωτερικού μαγνητικού πεδίου με τυχαίο τρόπο. Όταν, 

όμως, ένα δείγμα που περιέχει αυτούς τους πυρήνες τοποθετηθεί ανάμεσα στους 

πόλους ενός ισχυρού μαγνήτη, οι πυρήνες αποκτούν συγκεκριμένους 

προσανατολισμούς. Ένας περιστρεφόμενος πυρήνας, όπως είναι για παράδειγμα ο 
13

C, το 
1
Η, ο 

31
P, το 

15
Ν, μπορεί να αποκτήσει τέτοιο προσανατολισμό, ώστε το δικό 

του εξαιρετικά μικρό μαγνητικό πεδίο να διαταχθεί είτε παράλληλα είτε 

αντιπαράλληλα προς το εξωτερικό πεδίο. Οι δύο προσανατολισμοί δεν έχουν την ίδια 

ενέργεια και συνεπώς δεν είναι εξίσου πιθανοί. Ο παράλληλος προσανατολισμός έχει 

χαμηλότερη ενέργεια, ευνοώντας σχετικά τη συγκεκριμένη κατάσταση του σπιν σε 

σχέση με τον προσανατολισμό των αντπαράλληλων σπιν. (Εικόνα 10) 

 

 

Εικόνα 10: Απουσία μαγνητικού πεδίου, τα πυρηνικά σπιν προσανατολίζονται τυχαία (a), ενώ με την 

εφαρμογή ενός εξωτερικού μαγνητικού πεδίου (B0)  αποκτούν συγκεκριμένο προσανατολισμό (b). Τα 

σπιν που συμβολίζονται με κόκκινο είναι διατεταγμένα παράλληλα προς το B0, ενώ τα κυανά είναι 

αντιπαράλληλα. Η παράλληλη διάταξη του σπιν έχει μικρότερη ενέργεια [74]. 

 

   Αν οι προσανατολισμένοι πυρήνες ακτινοβοληθούν με ηλεκτρομαγνητική 

ακτινοβολία κατάλληλης συχνότητας v, λαμβάνει χώρα απορρόφηση ενέργειας και η 

κατάσταση χαμηλότερης ενέργειας (παράλληλο spin ως προς το εξωτερικό μαγνητικό 

πεδίο B0) αλλάζει φορά προς τη κατάσταση υψηλότερης ενέργειας (αναστροφή spin). 

Όταν πραγματοποιηθεί αυτή η αναστροφή, λέγεται ότι οι πυρήνες έχουν συντονιστεί 

με την εφαρμοζόμενη ακτινοβολία v, εξ ου και ο όρος πυρηνικός μαγνητικός 

συντονισμός [74].  

  Εάν πυρήνες υδρογόνου, l= ½  (όπου l ο κβαντικός αριθμός πυρηνικού spin), τεθούν 

σε μαγνητικό πεδίο, το άνυσμα του spin της στροφορμής τους έχει δύο 

προσανατολισμούς σε σχέση με το εξωτερικό μαγνητικό πεδίο B0. Ο παράλληλος 

προσανατολισμός αποτελεί τη βασική στάθμη ενέγειας, ενώ ο αντιπαράλληλος 

προσανατολισμός τη διεγερμένη. Η διαφορά ενέργειας ΔΕ των ενεργειακών σταθμών 

δίνεται από τη σχέση: 

ΔΕ=hv=(h/2π) γ B0 
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όπου γ: ο γυρομαγνητικός λόγος του πυρήνα και Β0 η ένταση του εξωτερικού 

μαγνητικού πεδίου. 

 

   Τα φάσματα NMR προκύπτουν λόγω διεγέρσεων από τη βασική στη διεγερμένη 

κατάσταση κατά την επίδραση της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας, ικανής να 

προκαλέσει συντονισμό. Για να είναι δυνατή η εμφάνιση απορρόφησης στο φάσμα 

NMR, πρέπει να εξασφαλίζεται μία μικρή περίσσεια πυρήνων στη στάθμη της 

χαμηλότερης ενέργειας, διότι αν οι πληθυσμοί των δύο στάθμεων είναι ίδιοι, η 

απορρόφηση ακτινοβολίας από τους πυρήνες της χαμηλότερης ενεργειακής στάθμης 

εξισορροπείται από την επαγόμενη εκπομπή με αυτούς της υψηλότερης στάθμης. Η 

περίσσεια αυτή εξασφαλίζεται με διάφορους μηχανισμούς επαναφοράς ή 

αποδιέγερσης των διεγερμένων πυρήνων, οι οποίοι χαρακτηρίζονται από τον χρόνο 

επαναφοράς Τ (relaxation time). Κατά της επαναφορά spin-πλέγματος, οι διεγερμένοι 

πυρήνες αποδιεγείρονται με μεταφορά ενέργειας σε άλλους πυρήνες του μοριακού 

πλέγματος που τους περιβάλλει. Ο μηχανισμός αυτός χαρακτηρίζεται από έναν χρόνο 

επαναφοράς Τ1. Κατά την επαναφορά spin-spin, η ενέργεια από τον διεγερμένο 

πυρήνα μεταφέρεται σε έναν γειτονικό με ανταλλαγή spin. Ο μηχανισμός αυτός 

χαρακτηρίζεται από έναν χρόνο επαναφοράς Τ2, και επηρεάζει το εύρος των κορυφών 

απορρόφησης. 

  Το ύψος και η θέση των κορυφών επιτρέπει τον ακριβή προσδιορισμό ενός μορίου. 

Η συχνότητα του σήματος συντονισμού δείχνει τη παρουσία του μεταβολίτη, ενώ η 

ένταση του σήματος σχετίζεται με τη συγκέντρωσή του. To 
1
H NMR είναι 

επαναλήψιμο, οικονομικό από άποψη κόστους, πολύ γρήγορο, ποσοτικό, 

χαρακτηρίζεται όμως από χαμηλή ευαισθησία σε σύγκριση με άλλες 

φασματοσκοπικές τεχνικές όπως η φασματομετρία μάζας [75]. Στην Εικόνα 11 

φαίνεται ενδεικτικά η οργανολογία ενός φασματομέτρου NMR.  

 

 

Εικόνα 11: Σχηματική οργανολογία ενός φασματομέτρου NMR. Ένας λεπτός γυάλινος σωλήνας που 

περιέχει διάλυμα δείγματος τοποθετείται ανάμεσα στους πόλους ενός ισχυρού μαγνήτη και 

ακτινοβολείται με ενέργεια. 
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 Φασματομετρία Μάζας (Mass Spectrometry, MS) 

   Η MS είναι μία φασματοσκοπική μέθοδος μέτρησης της μάζας, και συνεπώς του 

μοριακού βάρους (ΜΒ) ενός μορίου. Βασική της αρχή είναι η δημιουργία ιόντων 

(κυρίως κατιόντων), και κάνει διακρίσεις μεταξύ των ενώσεων με βάση την αναλογία 

μάζας προς φορτίο (m/z) σε φορτισμένα σωματίδια. Μετά τον βομβαρδισμό της 

ένωσης με μία δέσμη ηλεκτρονίων μεγάλης ενέργειας, προκύπτει μία κατιονική ρίζα, 

το μοριακό ιόν, με την εκπομπή ενός ηλεκτρονίου. Αυτό, λόγω της μεγάλης του 

ενέργειας, μπορεί να διασπαστεί σε επιμέρους ιόντα, ανάλογα με τη σταθερότητά 

τους. Τα συγκεκριμένα ιόντα είναι δυνατόν να δώσουν νέα ιόντα με την επίδραση 

μαγνητικού πεδίου, οπότε και καταγράφεται το φάσμα. Παρέχει πληροφορίες για τον 

μοριακό τύπο ενός μορίου, έχει μεγαλύτερη ευαισθησία σε σχέση με το NMR, και η 

προετοιμασία του δείγματος είναι κρίσιμη εξαιτίας της εξάρτησης από τη pK του 

μεταβολίτη και την υδροφοβικότητα [76].  

 

 

4.3. Το Μεταβολικό Προφίλ στον Καρκίνο του Μαστού 

 

 Καρκίνος του Μαστού:  

   Οι κυρίαρχες αλλαγές στον μεταβολικό φαινότυπο του καρκίνου του μαστού, όπως 

αναφέρθηκε σε πολλές μελέτες, είναι ο αυξανόμενος ρυθμός τόσο του μεταβολισμού 

της γλυκόλυσης όσο και των φωσφολιπιδίων της χολίνης [77].   

   Οι περισσότεροι όγκοι χαρακτηρίζονται από αυξημένη πρόσληψη γλυκόζης, 

ανάλογα με την επιθετικότητα του όγκου. Για παράδειγμα, τα μη μεταστατικά MCF-7 

κύτταρα του καρκίνου του μαστού έχουν πολύ χαμηλότερα ποσοστά κατανάλωσης 

γλυκόζης από τα ιδιαίτερα μεταστατικά MDA-MB-231 κύτταρα [78]. Η αύξηση της 

γλυκόζης και ο έλεγχος τη ροής της συμβαίνει κυρίως στα επίπεδα μεταφοράς και 

φωσφορυλίωσης, με την αύξηση των μεταφορέων γλυκόζης και εξοκινασών, που 

μεσολαβείται από την αύξηση της πρωτεΐνης c-myc και του επαγώγιμου παράγοντα-1 

της υποξίας (HIF-1) [79].  

   Στον Πίνακα 2 αναφέρονται ενδεικτικά διαταραχές των μεταβολιτών που βρέθηκαν 

από μελέτες με τη χρήση καρκινικών δειγμάτων ιστού και κυττάρων του μαστού.  

   Μελέτη που πραγματοποιήθηκε από τους Yang et al [80] χρησιμοποιώντας 

φυσιολογικά κύτταρα του μαστού (MCF-10A) έδειξαν ότι αυτά παράγουν 

πυροσταφυλικό από τη γλυκόλυση, ενώ δεν παρατηρήθηκε αυξημένη de novo 

σύνθεση λιπαρών οξέων.  

   Η ίδια ομάδα ερευνητών, χρησιμοποιώντας σταδιακά κακοήθεις κυτταρικές σειρές, 

τις MCF-10, MCF-7, έδειξαν και πάλι αύξηση της PPP (στα MCF-10), σταδιακή 

αύξηση της βιοσύνθεσης γλυκίνης αλλά και προοδευτική ογκογόνo δράση. Αύξηση 

της βιοσύνθεσης προλίνης από γλουταμινικό παρατηρήθηκε μόνο στις μεταστατικές 

κυτταρικές σειρές. Στα κύτταρα MCF-7 παρατηρήθηκε μείωση του κιτρικού οξέος 

(TCA, κύκλος Krebs) [81].  

   Οι Forbes et al. ανέλυσαν την απόκριση των MCF-7 κυττάρων του καρκίνου του 

μαστού στην οιστραδιόλη, χρησιμοποιώντας NMR. Η οιστραδιόλη, η οποία αυξάνει 

σημαντικά τον ρυθμό πολλαπλασιασμού αυτών των κυττάρων, φάνηκε να αυξάνει τη 

γλυκόλυση και τον κύκλο του κιτρικού οξέος, αυξάνοντας τη βιοσύνθεση 

νουκλεοτιδίων [82, 92].  
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   Η αύξηση του μεταβολικού μονοπατιού της χολίνης αποτελεί χαρακτηριστικό για 

τον καρκίνο του μαστού. Έρευνες σε καρκινικές σειρές κυττάρων έδειξαν υψηλά 

επίπεδα συγκέντρωσης των φωσφολιπιδίων της χολίνης, σε σύγκριση με τα 

φυσιολογικά κύτταρα του μαστού, όπου ήταν χαμηλότερες [93]. 

   Οι Glunde et al. [85] σύγκριναν καρκινικά και μη κύτταρα και παρατήρησαν στα 

πρώτα αύξηση της φωσφοχολίνης (Phosphocholine, PCho)  και των μεταβολιτών που 

περιέχουν χολίνη, και μείωση της γλυκεροφωσφοχολίνης (Glycerophosphocholine, 

GPC) σε σύγκριση με τα φυσιολογικά κύτταρα του μαστού.   

   Έχουν πραγματοποιηθεί πολλές μελέτες σχετικές με τη μεταβολική οδό της χολίνης 

και των παράγωγών της, σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές του καρκίνου του 

μαστού, με διαφορετικά χαρακτηριστικά η καθεμιά. Όλες κατέληξαν στο ίδιο 

αποτέλεσμα, με μικρές διαφορές στις συγκεντρώσεις των μεταβολιτών που 

μετρήθηκαν, πράγμα που οφείλεται στις διαφορετικές καρκινικές σειρές που 

χρησιμοποιήθηκαν και συνεπώς, στην ετερογένεια του καρκίνου [94-98]. Οι έρευνες 

αυτές έγιναν με τη συνδυαστική χρήση των τεχνικών NMR και MS. 

 

Μελέτη Δείγμα Αλλαγές στο Μεταβολικό 

Προφίλ 

1). Yang et al, 2007b Καρκινικές κυτταρικές 

σειρές του μαστού MCF-

10, MCF-7 

↑ PPP(MCF-10), ↑ Gly, ↑ 

Pro (μόνο σε μεταστατικές 

σειρές), ↓ citric acid(MCF-

7) 

2). Forbes et al, 2006 Καρκινική κυτταρική 

σειρά του μαστού MCF-7  
↑ glycolysis, ↑ citric acid 

3). Glunde et al, 2004 Καρκινική κυτταρική 

σειρά του μαστού MDA-

MB-231 

↑ PCho, ↓ GPC 

4). Richardson et al, 2008 Καρκινική κυτταρική 

σειρά του μαστού MCF-10 
↑ PPP, ↓NADPH 

5). Tinget et al, 1996 Καρκινικές κυτταρικές 

σειρές του μαστού MCF-7, 

T47D 

↑ Cho phospholipids 

6). Brockmöller SF et al, 

2012 

Καρκινικός ιστός ↑ GPAM 

7). Li M et al, 2011 Σύγκριση καρκινικών και 

μη δειγμάτων ιστού του 

μαστού (31 δείγματα από 

τα οποία τα 13 ήταν 

καρκινικά) 

↑ Tau, ↑Cho 

8). Giskeødegård 

GF et al, 2012 

Καρκινικός ιστός του 

μαστού (98 ασθενείς) 
↑ Gly, ↑ Lac 

 

Πίνακας 2: Συγκεντρωτικός πίνακας διαταραχών που παρατηρηθήκαν σε μελέτες με χρήση 

καρκινικών δειγμάτων ιστού του μαστού [82-91], όπου: GSH: γλουταθειόνη, Cr: κρεατίνη, PCho: 

φωσφοχολίνη, Ile: ισολευκίνη, Leu: λευκίνη, Val: βαλίνη, GPC: γλυκεροφωσφοχολίνη, PPP: 

τριφωσφορική πεντόζη, Gly: γλυκίνη, Pro: προλίνη, Citric Acid: κιτρικό οξύ, Glycolysis: γλυκόλυση, 

NADPH: νικοτιναμιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο, GPAM: γλυκερολ-3-φωσφορική ακυλοτρανσφεράση, 

Tau: ταυρίνη, Lac: γαλακτικό 
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 Καρκινικά Βλαστικά Κύτταρα: 

   Σχετικά με τα μεταβολικά χαρακτηριστικά των καρκινικών βλαστικών κυττάρων, 

μελέτες έχουν δείξει ότι ως πηγή ενέργειας χρησιμοποιούν τη γλυκόλυση ή τον 

μιτοχονδριακό μεταβολισμό. Φαίνεται να προσαρμόζουν τον μεταβολισμό τους 

σύμφωνα με τις αλλαγές του μικροπεριβάλλοντός τους, μετατοπίζοντας τη παραγωγή 

ενέργειας από το ένα μονοπάτι στο άλλο, ή αποκτώντας ενδιάμεσους μεταβολικούς 

φαινοτύπους. Γενικά, η μεταβολική προσαρμογή τους είναι βασικό χαρακτηριστικό 

τους [99]. Αξίζει μάλιστα να τονιστεί ότι διαφορετικοί φαινότυποι, όπως είναι αυτός 

της υποξίας έναντι της φυσιολογικής συγκέντρωσης οξυγόνου, ή της αδράνειας 

έναντι του πολλαπλασιασμού τους, θα έχουν  διαφορετικές μεταβολικές απαιτήσεις, 

κάτι που μπορεί να οδηγήσει σε διαφορετικές αποκρίσεις σε θεραπευτικές 

προσεγγίσεις. Για παράδειγμα, τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα είναι δυνατόν να 

εισέλθουν εκ νέου στον κυτταρικό κύκλο μετά από έκθεση στην ακτινοθεραπεία, ενώ 

τα περισσότερα διαφοροποιημένα κύτταρα πεθαίνουν ή υπόκεινται σε διακοπή του 

κυτταρικού τους κύκλου [100].  

   Η γλυκόλυση (αναερόβια) είναι η ακολουθία αντιδράσεων που μεταβολίζουν ένα 

μόριο γλυκόζης σε δύο μόρια πυροσταφυλικού, κατά την οποία παράγονται 2 μόρια 

ΑΤΡ ανά μόριο γλυκόζης. Το πυροσταφυλικό μπορεί να μετατραπεί αναεροβίως σε 

γαλακτικό. Παρουσία του οξυγόνου, τα κύτταρα γενικά υιοθετούν την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση (OXPHOS) ως το κύριο μονοπάτι για την παραγωγή ενέργειας, το 

οποίο είναι πιο αποτελεσματικό από αυτό της γλυκόλυσης επειδή δημιουργεί 

θεωρητικά 36 μόρια ΑΤΡ ανά μόριο γλυκόζης. Τα καρκινικά κύτταρα είναι ικανά να 

παράγουν ATP μέσω της γλυκόλυσης ακόμη και κάτω από κανονικές συγκεντρώσεις 

οξυγόνου (normoxic concentrations), κάτι που είναι γνωστό ως το Φαινόμενο 

Warburg (Warburg Effect). Στη πραγματικότητα, η γλυκόλυση μπορεί να παράγει 

ταχύτερα ΑΤΡ σε σύγκριση με την OXPHOS παρουσία υψηλών επιπέδων γλυκόζης 

[101]. Γενικά, η γλυκόζη φαίνεται ότι αποτελεί βασικό θρεπτικό συστατικό για τα 

καρκινικά βλαστικά κύτταρα, δεδομένου ότι η παρουσια της στο μικροπεριβάλλον 

αυξάνει σημαντικά το ποσοστό τους στον συνολικό πληθυσμό των καρκινικών 

κυττάρων. Από την άλλη πλευρά, η στέρηση γλυκόζης επάγει την εξάντληση των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων in vitro [102].  

   Μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε πολλούς τύπους όγκων, όπως το 

οστεοσάρκωμα (κύτταρα 3AB-OS σε σύγκριση με τα MG63), το γλοιοβλάστωμα 

(κύτταρα U87), ο καρκίνος του μαστού [καρκινικά βλαστικά κύτταρα του μαστού 

σαν σφαίρες σε σύγκριση με προερχόμενα από σφαίρες προσκολλημένα κύτταρα 

(spheroid-derived adherent cells, SDACs)], ο καρκίνος του πνεύμονα, ο καρκίνος των 

ωοθηκών και του παχέος εντέρου [103-107], δείχνουν ότι τα καρκινικά βλαστικά 

κύτταρα χρησιμοποιούν περισσότερο τη γλυκόλυση σε σχέση με άλλα 

διαφοροποιημένα καρκινικά κύτταρα in vitro και in vivo. Η πρόσληψη γλυκόζης, η 

έκφραση των ενζύμων της γλυκόλυσης, η παραγωγή γαλακτικού οξέος και ΑΤΡ είναι 

σημαντικά αυξημένα στα καρκινικά βλαστικά κύτταρα σε σύγκριση με τα 

διαφοροποιημένα ομόλογά τους. Τα παραπάνω φαίνεται να συνδέονται με μία μείωση 

στον μιτοχονδριακό οξειδωτικό μεταβολισμό.  

   Σε πλήρη αντίθεση με τα παραπάνω, υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός μελετών που 

δείχνει ότι τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα έχουν μία προτίμηση στον μιτοχονδριακό 

οξειδωτικό μεταβολισμό. (Εικόνα 12) Έτσι, παρουσιάζονται ως λιγότερο 

γλυκολυτικά, με μικρότερη κατανάλωση γλυκόζης και παραγωγή γαλακτικού, και με 

υψηλότερα επίπεδα ATP σε σχέση με τους διαφοροποιημένους απογόνους τους. 

Επιπρόσθετα, τα μιτοχόνδρια των καρκινικών βλαστικών κυττάρων έχουν αυξημένο 
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δυναμικό μάζας και μεμβράνης, που είναι μία αντανάκλαση της μιτοχονδριακής 

λειτουργίας, των υψηλότερων στα μιτοχόνδρια επίπεδων των δραστικών μορφών 

οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) και του αυξημένου ρυθμού κατανάλωσης 

οξυγόνου, σε σύγκριση με το μεγαλύτερο μέρος των διαφοροποιημένων κυττάρων 

του καρκίνου, τα οποία παράγουν την ενέργειά τους κυρίως μέσω της γλυκόλυσης 

[108-114].  

   Μία πιθανή εξήγηση για τις διαφορές που παρατηρούνται στον μεταβολισμό των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων μπορεί να δοθεί από την ικανότητα προσαρμογής 

τους στις μεταβολές του μικροπεριβάλλοντός τους. Για παράδειγμα, καρκινικά 

βλαστικά κύτταρα του μαστού από ανθρώπους και ποντίκια έχουν έναν πιο 

γλυκολυτικό φαινότυπο σε σύγκριση με τους διαφοροποιημένους απογόνους τους 

[115], ενώ τα βλαστοκύτταρα της λευχαιμίας βασίζονται περισσότερο στην 

οξειδωτική φωσφορυλίωση (OXPHOS) [110]. Αυτή η παρατηρούμενη πλαστικότητα 

θα μπορούσε να επιτρέψει τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα να επιβιώσουν σε ένα 

ευμετάβλητο, μερικές φορές εχθρικό περιβάλλον, ή κάτω από δυσμενείς γι’αυτά 

συνθήκες κατά τη διάρκεια της εξέλιξης του όγκου, όπως είναι τα σημεία της 

μετάστασης. Μελέτες που αφορούν το συγκεκριμένο θέμα έχουν δείξει ότι όταν είναι 

αποκλεισμένη η οξειδωτική φωσφορυλίωση (OXPHOS), τότε τα καρκινικά βλαστικά 

κύτταρα στρέφονται προς έναν πιο γλυκολυτικό μεταβολισμό, κάτι που μπορεί να 

οφείλεται στη μεταστατική ικανότητα αλλά και στους διαφορετικούς πληθυσμούς 

τους [115, 80]. (Εικόνα 12) 
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Εικόνα 12: Βιοενεργειακά μονοπάτια που διέπουν τον μεταβολισμό των καρκινικών βλαστικών 

κυττάρων. Στα περισσότερο διαφοροποιημένα κύτταρα, ο γλυκολυτικός φαινότυπος θα μπορούσε να 

υπερτερεί της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (OXPHOS). Αντίθετα, τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα 

ενδέχεται να βασίζονται περισσότερο στον οξειδωτικό μεταβολισμό για τη παραγωγή της ενέργειάς 

τους. Επίσης, εμφανίζουν μεταβολικά μία πλαστικότητα: όταν η οξειδωτική φωσφορυλίωση 

(OXPHOS) είναι αποκλεισμένη, μπορούν τελικά να αναπτύξουν ανθεκτικότητα, αποκτώντας έναν 

ενδιάμεσο γλυκολυτικό/οξειδωτικό φαινότυπο.   ROS: δραστικά είδη οξυγόνου, TCA: κιτρικό οξύ 

[116] 
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Σκοπός της Παρούσας Εργασίας 

   Οι μεταβολικές ιδιαιτερότητες των καρκινικών βλαστικών κυττάρων και οι 

επιδράσεις διαφόρων μεταβολιτών στη φυσιολογία τους παραμένουν σε μεγάλο 

βαθμό ανεξερεύνητες. Ο αριθμός των δημοσιεύσεων που σχετίζονται με τον 

μεταβολισμό των καρκινικών βλαστικών κυττάρων είναι πολύ μικρός [95]. Σκοπός 

αυτής της εργασίας είναι να συμβάλλει στη καλύτερη κατανόηση της βιολογίας των 

συγκεκριμένων καρκινικών βλαστικών κυττάρων του μαστού, τα οποία φαίνεται να 

εμφανίζουν ιδιαίτερη ανθεκτικότητα στις σύγχρονες θεραπείες. Μέσα από τη μελέτη 

του μεταβολικού τους προφίλ και συγκρίνοντάς το με αυτό των καρκινικών μη 

βλαστικών κυττάρων, γίνεται προσπάθεια εντοπισμού χαρακτηριστικών μεταβολικών 

μονοπατιών των κυττάρων αυτών, τα οποία ενδεχομένως να αποτελέσουν στόχο για 

την εύρεση μελλοντικών θεραπευτικών προσεγγίσεων, που θα συμβάλλουν στην 

αποτελεσματική αντιμετώπιση του καρκίνου του μαστού. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1. Η Καρκινική Κυτταρική Σειρά MCF-7 

   Για τα πειράματα στη συγκεκριμένη έρευνα χρησιμοποιήθηκαν καρκινικά κύτταρα 

του μαστού MCF-7.  

   Τα MCF-7 (Εικόνα 13) είναι μια κυτταρική γραμμή που απομονώθηκε για πρώτη 

φορά το 1970 από τον ιστό του μαστού μίας  69-ετών καυκάσιας γυναίκας. Από τις 

δύο μαστεκτομές που υπέστει, η πρώτη αποκάλυψε ότι ο ιστός που αφαιρέθηκε ήταν  

καλοήθης. Πέντε χρόνια αργότερα, μία δεύτερη επέμβαση αποκάλυψε κακόηθες 

αδενοκαρκίνωμα σε μία υπεζωκοτική συλλογή, από την οποία ελήφθησαν κύτταρα 

MCF-7. Η γυναίκα ήταν σε θεραπεία για καρκίνο του μαστού με ακτινοθεραπεία και 

ορμονοθεραπεία.  

   Τα κύτταρα αυτά είναι χρήσιμα για in vitro μελέτες στον καρκίνο του μαστού διότι 

η κυτταρική σειρά έχει διατηρήσει αρκετά χαρακτηριστικά του επιθηλίου του 

μαστού. Αυτά περιλαμβάνουν τη δυνατότητα για τα κύτταρα MCF-7 να 

ανταποκρίνονται στα οιστρογόνα, με τη μορφή της οιστραδιόλης, μέσω υποδοχέων 

οιστρογόνων στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου (ER
+
). Επίσης, εκφράζουν σε μικρό 

βαθμό και τους υποδοχείς προγεστερόνης (PR
+
).  

   Όταν καλλιεργούνται in vitro, η κυτταρική σειρά είναι ικανή να αναπτύσσεται σε 

μονοστιβάδες, ενώ υπό ειδικές συνθήκες καλλιέργειας (περιγράφονται παρακάτω) 

εμπλουτίζεται σημαντικά σε καρκινικά βλαστικά κύτταρα. (Πηγή: Wikipedia) 

 

 

Εικόνα 13: Κύτταρα MCF-7 προσκολλημένα, σε μη προσκολλημένες συνθήκες και κατά τον 

σχηματισμό σφαιρών 1
ης

, 2
ης

 και 3
ης

 γενιάς. (Ι. Βερίγος) 
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2. Κυτταροκαλλιέργειες 

 Καλλιέργεια της Καρκινικής Κυτταρικής Σειράς Μαστού MCF-7 

   Κύτταρα της καρκινικής σειράς μαστού MCF-7 καλλιεργήθηκαν σε αποστειρωμένο 

θρεπτικό υλικό DMEM (Gibco, 4.5 g/L D-Glucose, + D-Glutamine, Pyruvate), 

εμπλουτισμένο με ορό μόσχου σε περιεκτικότητα 10% (Fetal Bovine Serum, Gibco) 

σε συνθήκες 37
ο
C και 5% CO2. Παρακολουθώντας τη πυκνότητα των κυττάρων στα 

πιάτα καλλιέργειας, πραγματοποιούταν είτε αλλαγή θρεπτικού υλικού είτε διαίρεση 

των κυττάρων σε νέα πιάτα. Για την εκτέλεση των πειραμάτων εκχύλισης 

μεταβολιτών τα κύτταρα συλλέγονταν μετά τη πέμπτη τους διαίρεση. 

 

 Καλλιέργεια Καρκινικών Βλαστικών Κυττάρων Μαστού (ΚΒΚ) 

   Για τον εμπλουτισμό των κυττάρων σε καρκινικά βλαστικά κύτταρα εφαρμόζονται 

συνθήκες που δεν επιτρέπουν τη προσκόλληση των κυττάρων στην εσωτερική 

επιφάνεια των πιάτων καλλιέργειάς τους. Για να επιτευχθεί αυτό, πραγματοποιείται 

επίστρωση των πιάτων με  πολυ (2-υδροξυαιθυλ-μεθακρυλικό) (pΗΕΜΑ) σε 

συγκέντρωση 20 mg/ml. Τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα έχουν την ιδιότητα να 

σχηματίζουν σφαιροειδείς αποικίες (που έχουν διάμετρο μεγαλύτερη από 50 μm) 

όταν καλλιεργούνται υπό αυτές τις συνθήκες.  

   Κύτταρα της καρκινικής σειράς μαστού MCF-7 συλλέγονται με φυγοκέντρηση 

(1500 στροφές/λεπτό, 5 λεπτά, θερμοκρασία δωματίου) και επαναιωρούνται σε 

θρεπτικό καλλιέργειας των καρκινικών βλαστικών κυττάρων [DMEM F-12 (biosera), 

εμπλουτισμένο με γλουταμίνη, B27, 20 ng/ml EGF και FGF (Immunotools)] . Σε 

πιάτα καλλιέργειας κυττάρων 6 θέσεων, επιστρωμένα με  pΗΕΜΑ, προστίθενται 

15000 κύτταρα/θέση σε 2.5 ml θρεπτικού. Σημαντικό στη συγκεκριμένη στιγμή είναι 

τα κύτταρα να είναι μονήρη. Τα κύτταρα καλλιεργούνται στους 37
ο
C και 5% CO2. 

Σφαίρες ξεκινούν να σχηματίζονται σε 3-4 ημέρες και συνολικά καλλιεργούνται για 

7-10 μέρες πριν χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω ανάλυση (έχουν διάμετρο 

μεγαλύτερη από 50 μm). Ανάλογα με τον αριθμό των σφαιρών ανά θέση, σε κάθε 

πιάτο προστίθεται θρεπτικό υλικό μετά από 5-7 ημέρες καλλιέργειας.  

   Για την απομόνωση των μεταβολιτών από τα καρκινικά βλαστικά κύτταρα 

συλλέγονται οι σφαίρες με το θρεπτικό από κάθε πιάτο και εν συνεχεία 

φυγοκεντρούνται (800 στροφές/λεπτό, 3 λεπτά, θερμοκρασία δωματίου). Κατά τη 

διαδικασία της συλλογής η ανάδευση είναι έντονη με αποτέλεσμα να καταστρέφονται 

τα συσσωματώματα των κυττάρων και να παραμένουν ανέπαφες μόνο οι σφαίρες. Το 

ίζημα αποτελείται από σφαίρες, ενώ τα μονήρη κύτταρα έχουν παραμείνει στο 

υπερκείμενο. Από τις σφαίρες ακολουθεί η διαδικασία της απομόνωσης των 

μεταβολιτών. 
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3. Διακοπή της Μεταβολικής Δραστηριότητας  

 Περαματική Πορεία: 

   Τα κύτταρα που είναι προσκολλημένα στο τρυβλίο (10
6
-10

7
 κύτταρα) πλένονται 2 

φορές με κρύο PBS1Χ (Phosphate-Buffered Saline) και στη συνέχεια προστίθενται 

2.5 ml μεθανόλη και συλλέγονται με cell lifter σε ένα γυάλινο σωληνάκι. Οι 

mammospheres διασπώνται σε μονήρη κύτταρα, εν συνεχεία προστίθενται σε αυτά 

2.5 ml μεθανόλης και συλλέγονται επίσης σε ένα γυάλινο σωληνάκι. 

 

4. Εκχύλιση Μεταβολιτών 

 Θεωρητικό Μέρος: 

Εισαγωγή: Ιδανική θα ήταν η περίπτωση μίας μεθόδου καταστολής, η οποία θα 

σταματούσε αμέσως όλη τη κυτταρική ενζυματική δραστηριότητα ή τις αλλαγές στις 

συγκεντρώσεις των κυτταρικών μεταβολιτών, χωρίς να αλλάξει το κυτταρικό 

μικροπεριβάλλον, δεδομένου ότι οι συγκεντρώσεις των μεταβολιτών είναι πολύ 

ευαίσθητες σε οποιαδήποτε αλλαγή στο περιβάλλον του κυττάρου [117, 118]. 

Επιπλέον, μία μέθοδος κυτταρικής καταστολής θα πρέπει να είναι ταχεία, υψηλής 

απόδοσης και επαναλήψιμη έτσι ώστε να επιτρέπει την μέτρηση των κυτταρικών 

συγκεντρώσεων του μεταβολίτη και την άμεση σύγκριση ενός μεγάλου αριθμού 

δειγμάτων ανάλυσης.  

   Η συμβατική μέθοδος για τη καταστολή και την εκχύλιση προσκολλημένων 

κυτταρικών καλλιεργειών απέχει πολύ από το ιδανικό. Για τη συμβατική μέθοδο, 

χρησιμοποιείται πρώτα η τρυψίνη για την απόσπαση των κυττάρων από την 

επιφάνεια ανάπτυξής τους. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την αλλαγή του προφίλ των 

κυτταρικών μεταβολιτών, δεδομένου ότι το ένζυμο μεταβάλλει σημαντικά τη 

φυσιολογική κατάσταση των κυττάρων, επειδή διασπά τις πρωτεΐνες της μεμβράνης 

πρώτα σε πεπτίδια και τελικά σε αμινοξέα. Επιπλέον, δεν υπάρχουν διαθέσιμα 

θρεπτικά συστατικά και συμπληρώματα στο διάλυμα της τρυψίνης, τα οποία 

βρίσκονται στο μέσο καλλιέργειας.   Αφού προστεθεί η τρυψίνη υπάρχουν μετά 

πολυάριθμα χρονοβόρα βήματα, όπως είναι η φυγοκέντρηση, που απαιτούνται στη 

συμβατική μέθοδο πριν η κυτταρική δραστηριότητα κατασταλεί και σταθεροποιηθεί. 

Σε αυτό το διάστημα, ένα σημαντικό μέρος ενδοκυττάριων μεταβολιτών χάνεται από 

τα κύτταρα, λόγω του μικρού μοριακού τους βάρους και της διαφορετικής ωσμωτικής 

δύναμης των εφαρμοζόμενων διαλυμάτων [119, 120].  

Κατά συνέπεια, η συμβατική μέθοδος απαιτεί 10
7
 με 2x10

8
 κύτταρα, ώστε να 

παρέχουν τις κατάλληλες συγκεντρώσεις των ενδοκυττάριων μεταβολιτών για τις 

μετρήσεις με το NMR [121, 122].  

   Στη παρούσα μέλετη χρησιμοποιήθηκε η νέα μέθοδος για τη καταστολή και 

εκχύλιση προσκολλημένων κυτταρικών καλλιεργειών, που ξεπερνά τα μειονεκτήματα 

της συμβατικής μεθόδου. Με τη μέθοδο αυτή αποφεύγεται η προσθήκη τρυψίνης ή 

οποιουδήποτε άλλου ξένου υλικού, το οποίο μπορεί να μεταβάλλει το κυτταρικό 

περιβάλλον. Τα προσκολλημένα κύτταρα καταστέλονται άμεσα με μεθανόλη, 

αποφεύγοντας έτσι τη χρονοβόρα φυγοκέντρηση. Η μέθοδος αυτή είναι πιο γρήγορη, 

λιγότερο μεταβλητή, δεν αλλάζει το κυτταρικό περιβάλλον και παρουσιάζει επίπεδα 

ανάκτησης τουλάχιστον 50 φορές υψηλότερα από αυτά της συμβατικής [122]. 

(Εικόνα 14). 
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Εικόνα 14: Η προετοιμασία των δειγμάτων. Α). Στη συμβατική μέθοδο καταστολής για τις 

προσκολλημένες κυτταρικές καλλιέργειες, τα κύτταρα αποσπώνται πρώτα από τις επιφάνειες 

ανάπτυξής τους με τη προσθήκη τρύψινης για να ληφθούν κυτταρικά εναιωρήματα. Στη συνέχεια, τα 

κύτταρα φυγοκεντρούνται και πλένονται με PBS. Τα στάδια πλύσης / φυγοκέντρησης συνήθως 

επαναλαμβάνονται δύο ή τρεις φορές. Στη συνέχεια τα κύτταρα καταστέλονται με μεθανόλη (ή άλλο 

διάλυμα καταστολής) κα υφίστανται εκχύλιση. Β). Η νέα μέθοδος άμεσης κυτταρικής καταστολής. Σε 

αυτή τη μέθοδο δεν χρησιμοποιείται τρυψίνη στα κύτταρα. Αφού αναρροφηθεί το μέσο καλλιέργειας, 

τα κύτταρα ξεπλένονται γρήγορα δύο φορές με PBS. Υπολείμματα διαλύματος PBS απομακρύνονται 

με κενό. Στη συνέχεια τα κύτταρα καταστέλονται αμέσως με μεθανόλη. Τόσο τα κύτταρα όσο και η 

μεθανόλη συλλέγονται για τη κυτταρική εκχύλιση. C). Εικόνες των κυττάρων MCF-7 πριν και μετά τη 

προσθήκη τρυψίνης. Η εμφάνιση των κυττάρων άλλαξε σημαντικά μετά τη προσθήκη της τρυψίνης, 

υποδεικνύοντας ότι η τρυψίνη μεταβάλλει σημαντικά τη φυσιολογική κατάσταση των κυττάρων λόγω 

της αλληλεπίδρασής της με τις πρωτεΐνες της μεμβράνης [122]. 

 

   Οι Martineau E. et.al [123] χρησιμοποίησαν τη νέα μέθοδο άμεσης καταστολής και 

εκχύλισης σε τρεις διαφορετικές κυτταρικές σειρές του καρκίνου του μαστού, τις 

MDA-MB-468, SKBR3 και MCF-7 και οι αλλαγές που παρατήρησαν στους 

μεταβολίτες φαίνονται στην Εικόνα 15.  

   Αξίζει να τονιστεί ότι μελέτες που πραγματοποίηθηκαν σχετικά με την εκχύλιση 

μεταβολιτών από ιστούς με τη χρήση των διαλυτών μεθανόλη/νερό/χλωροφόρμιο, 

απέδειξαν ότι η μέθοδος είναι αξιόπιστη, εύκολη και γρήγορη. Επίσης, πλεονεκτεί 

στο ότι έχει την ικανότητα να διαχωρίζει τους μεταβολίτες της υδρόφοβης φάσης από 

αυτούς της υδρόφιλης. Τα παραπάνω πειράματα έγιναν σε κυτταρικές σειρές του 

καρκίνου του μαστού (MDA-MB-468, SKBR3, ZR75-1, MCF-7) και του καρκίνου 

του παχέος εντέρου, σε μυς νεαρών σολομών (Onchorhyncus tshawytscha) και στον 

ηπατικό ιστό ενήλικων κυπρίνων (Leuciscus cephalus) και ενήλικων πλατύψαρων 

(Platichthys flesus, Limanda limanda) [124-127]. 
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Εικόνα 15: Οι αλλαγές στο μεταβολικό προφίλ σε κύτταρα του καρκίνου του μαστού. Οι μεταβολίτες 

στα κουτάκια ποσοτικοποιήθηκαν με 2D 1H INADEQUATE ανάλυση. Οι μεταβολίτες που είναι 

χρωματισμένοι βρέθηκαν αυξημένοι στα καρκινικά κύτταρα MCF-7 (μαύρο) ή στα SKBR3 (γκρι) σε 

σχέση με τα MDA-MB-468 κύτταρα [123]. 

 

 Πειραματική Πορεία: 

  Τα βήματα που ακολουθήσαμε για την εκτέλεση της πειραματικής πορείας ήταν τα 

παρακάτω: 

 1. Αρχικά σε κάθε δείγμα προστίθενται 4 ml μεθανόλη και  0.85 ml ddH2O. 

Πραγματοποιείται ήπια ανάδευση  με vortex για 60 δευτερόλεπτα. 

2. Ακολουθεί προσθήκη 2 ml χλωροφορμίου και ανάδευση με vortex για 60 

δευτερόλεπτα. Τα λιπίδια μεταφέρονται στην χλωροφορμική ενώ οι μεταβολίτες στην 

υδατική φάση. 

3.  Τα δείγματα αφήνονται για 10 λεπτά στον πάγο. 

4. Στη συνέχεια προστίθενται 2 ml χλωροφορμίου και 2 ml ddH2O και τα δείγματα 

αναδεύονται με vortex για 60 δευτερόλεπτα. Σε αυτό το στάδιο γίνεται ορατός ο 

διαχωρισμός των δύο φάσεων. 

5. Έπειτα τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 15 λεπτά, στις 2.500-3.000 στροφές σε 

θερμοκρασία δωματίου, και διαχωρίζονται η υδατική από τη χλωροφορμική φάση σε 

δύο διαφορετικά σωληνάκια.  

6. Τέλος, ακολουθεί και μία δεύτερη φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες ώστε να 

διαχωριστούν πλήρως οι δύο φάσεις. Οι δύο φάσεις φυλάσσονται για τα επόμενα 

πειραματικά βήματα. 
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5. Εξάτμιση Διαλυτών 

 Πειραματική Πορεία: 

   Αφού έχει συλλεχθεί η χλωροφορμική φάση σε γυάλινο σωληνάκι, ακολουθεί 

εξάτμιση των διαλυτών χρησιμοποιώντας ρεύμα αζώτου. Το δείγμα φυλάσσεται 

στους -80°C μέχρι τη λήψη των NMR φασμάτων. 

 

6. Λυοφιλοποίηση της Υδατοδιαλυτής Φάσης  

   Η λυοφιλοποίηση/λυοφιλίωση ή κρυοξήρανση είναι μία μέθοδος ξήρανσης, η οποία 

βασίζεται στην εξάχνωση του νερού, όταν αυτό βρίσκεται σε θερμοκρασία πολύ 

χαμηλή, ώστε είναι σε στερεή φάση και εφαρμόζεται μείωση της πίεσης. Κατά την 

λυοφιλίωση η πίεση και η θερμοκρασία είναι αρκετά χαμηλές ώστε στο διάγραμμά 

τους (Τ, Ρ) το σημείο που ορίζει την κατάσταση που βρίσκεται το δείγμα να είναι 

κάτω από το τριπλό σημείο, οπότε τότε μια ουσία μεταβαίνει από τη στερεή στην 

αέρια φάση απευθείας, με εξάχνωση, χωρίς να περάσει από το στάδιο της υγρής 

φάσης. 

 

Εικόνα 16: Διάγραμμα θερμοκρασίας ως προς πίεση, όπου φαίνονται οι φάσεις και το τριπλό σημείο 

του νερού 

 

  Προκειμένου να ξηρανθεί μια ουσία, ακολουθείται συνήθως η εξής διαδικασία:  

 ψύξη της ουσίας. Συνήθως γίνεται με υγρό άζωτο, οπότε το περιεχόμενο σ’ 

αυτή νερό παγώνει. 

 τοποθέτηση σε αεροστεγή χώρο, όπου μειώνεται η πίεση σε σημείο κάτω από 

το τριπλό σημείο του νερού (ή γενικότερα του διαλύτη, σε περίπτωση που έχει 

χρησιμοποιηθεί άλλο υγρό). 

   Στη χαμηλή αυτή πίεση, το νερό απομακρύνεται με εξάχνωση και απομακρύνεται 

με κατάλληλο συμπυκνωτή – παγίδα υδρατμών, ενώ ταυτόχρονα το υλικό συνεχίζει 

να ψύχεται, δεδομένου ότι για την εξάχνωση του νερού απαιτείται η αντίστοιχη 

λανθάνουσα θερμότητα εξάχνωσης.  
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   Στην Εικόνα 16 φαίνεται ότι το τριπλό σημείο του νερού είναι σε θερμοκρασία 

ΤΤΣ ≈0 °C και πίεση ΡΤΣ ≈0,612 kPa . Σε μια ποσότητα νερού που ψύχεται σε 

θερμοκρασία κάτω των 0 °C και εφαρμόζεται πίεση κάτω από την πίεση ΡΤΣ, τότε το 

νερό βρίσκεται στον χώρο αριστερά από την καμπύλη που χωρίζει το στερεό από το 

υγρό. Μειώνοντας κι άλλο την πίεση, προσεγγίζεται η καμπύλη που χωρίζει το 

στερεό από το υγρό, οπότε το νερό περνάει από την στερεή στην αέρια φάση 

(εξάχνωση) χωρίς να παρεμβληθεί η υγρή φάση [128, 129].  

   Η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται στην επεξεργασία ουσιών που διασπώνται ή 

αλλοιώνονται εύκολα με τη θέρμανση και βρίσκει ευρύτατη εφαρμογή σε διάφορους 

βιομηχανικούς κλάδους, όπως για παράδειγμα στη συντήρηση τροφίμων και την 

παρασκευή φαρμάκων και φαρμακευτικών ειδών (πρωτεΐνες, εμβόλια, κ.ά.).  

   Επειδή η τάση ατμών του νερού κάτω του σημείου της πήξης του (0°C) είναι 

ελάχιστη, η εξάτμιση είναι δυνατόν να πραγματοποιηθεί μόνο με τη βοήθεια ενός 

πολύ υψηλού κενού, με πιέσεις που φτάνουν την τάξη των 10 mm στήλης 

υδραργύρου. Με ένα κενό σχεδόν απόλυτο των 1-2 mm στήλης υδραργύρου, είναι 

δυνατή η επίτευξη ξήρανσης μέχρι τους -75°C. Οι παράγοντες που ενεργούν ώστε να 

διατηρούνται σχεδόν αναλλοίωτα τα χημικά και τα οργανοληπτικά των ξηραινόμενων 

ουσιών με τη λυοφιλίωση είναι ουσιαστικά η χαμηλή θερμοκρασία, οι συνθήκες του 

υψηλού κενού και η απευθείας εξάχνωση του νερού. Οι δύο πρώτες συνθήκες 

αποτρέπουν τις αλλοιώσεις που οφείλονται στη θέρμανση και στην οξείδωση από το 

οξυγόνο του αέρα, ενώ η εξάχνωση αποτρέπει την απώλεια συστατικών, όπως τα 

αιθέρια έλαια και τα αρώματα, τα οποία κατά τη συνήθη ξήρανση παρασύρονται από 

το ρεύμα του ατμού και απομακρύνονται. Επειδή όμως η εξάχνωση του νερού 

απορροφά αρκετή ποσότητα θερμότητας, η αναγκαία θερμότητα προσφέρεται με 

ακτινοβολία, έτσι ώστε να διατηρείται σταθερή η θερμοκρασία της ουσίας κατά την 

πορεία της μεθόδου.  

   Οι συσκευές λυοφιλίωσης αποτελούνται από έναν θάλαμο με σταθερή πίεση, ο 

οποίος συνδέεται με αντλία κενού και είναι εφοδιασμένος με ένα σύστημα ψύξης. 

(Εικόνα 17) Στο εσωτερικό του θαλάμου είναι τοποθετημένοι οι επίπεδοι δίσκοι με 

το προς επεξεργασία υλικό και οι μικρές ακτινοβολούσες επιφάνειες για τη 

θέρμανση· οι επιφάνειες αυτές είναι τοποθετημένες έτσι ώστε να απέχουν μόνο λίγα 

εκατοστά από την επιφάνεια των υλικών. Το φαινόμενο είναι ασυνεχές και γι’αυτό 

απαιτείται αυτόματος έλεγχος της θερμοκρασίας [130]. 

 

 

Εικόνα 17: Συσκευή λυοφιλίωσης 
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 Πειραματική Πορεία:  

   Για τη λυοφιλίωση της υδατοδιαλυτής φάσης των βλαστικών και μη βλαστικών 

καρκινικών κυττάρων MCF-7 χρησιμοποιήθηκε ο λυοφιλιωτής CHRIST ALPHA 1-2 

LD PLUS, με αντλία υπερκενού τύπου RZ 2. Τα δείγματα παρέμειναν για περίπου 24 

ώρες στους -51
o
C. Η ποσότητα των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκε ήταν περίπου 2 

ml.  

 

 

7. Φασματοσκοπία NMR 

  

Προετοιμασία των δειγμάτων για τη λήψη των φασμάτων 
1
H NMR 

   Τα εκχυλίσματα των λιπιδίων κυτταρικών σειρών παρέμειναν σε θερμοκρασία 

δωματίου για 20 λεπτά περίπου και επαναδιαλύθηκαν σε μίγμα δευτεριωμένων 

διαλυτών που περιελάμβανε δευτεριωμένη μεθανόλη (Methyl-d3 alcohol-d, με βαθμό 

δευτερίωσης 99.8%): δευτεριωμένο χλωροφόρμιο (Chloroform-d1, με βαθμό 

δευτερίωσης 99.8%), σε αναλογία 2:1 (v/v) αντίστοιχα. Η επαναδιάλυση των 

δειγμάτων πραγματοποιήθηκε σε ποσότητα 500μl του παραπάνω μίγματος 

δευτεριωμένων διαλυτών. Τα διαλύματα μεταφέρθηκαν με πιπέτα σε ειδικά 

σωληνάκια NMR (NMR tubes, εσωτερικής διαμέτρου 5mm). Η παρασκευή του 

μίγματος των δευτεριωμένων διαλυτών πραγματοποιήθηκε λίγο πριν την έναρξη του 

πειράματος ώστε να ελαχιστοποιηθεί η εξάτμιση των πτητικών διαλυτών.  

   Τα λυοφιλοποιημένα δείγματα που περιέχουν τους μεταβολίτες των κυτταρικών 

σειρών επαναδιαλύθηκαν σε 500 μl D2O που περιέχει TSP (Trimethylsilylpropanoic 

Acid) ως εσωτερικό πρότυπο  και μεταφέρθηκαν με πιπέτα στα ειδικά σωληνάκια 

NMR.  

   Η λήψη των φασμάτων 
1
H NMR πραγματοποιήθηκε στο Κέντρο NMR του 

Πανεπιστημίου Ιωαννίνων σε φασματογράφο Bruker Avance DRX 500MHz 

εντάσεως μαγνητικού πεδίου 11.74 Tesla σε θερμοκρασία 298Κ. 

 

Λήψη των φασμάτων 
1
H NMR 

1) Καταγραφή του λιπιδιακού προφίλ των κυτταρικών σειρών 

   Για την καταστολή του σήματος του νερού χρησιμοποιήθηκε η παλμική ακολουθία 

“zgpr” της εταιρείας Bruker. Σε κάθε φάσμα έγινε συλλογή 64 παλμών (scans) 32Κ 

δεδομένων (data points) με φασματικό εύρος 5000Hz, παλμό 90 και χρόνο 

αποδιέγερσης 3s. Για την αύξηση της ευαισθησίας, οι FID πολλαπλασιάστηκαν πριν 

το μετασχηματισμό Fourier με κατάλληλη εκθετική συνάρτηση (exponential 

weighting function) που αντιστοιχούσε σε διεύρυνση γραμμών (line broadening) 

0.3Hz. Ο μέσος χρόνος λήψης ενός φάσματος ήταν περίπου 10 λεπτά. 

 

2) Καταγραφή του μεταβολικού προφίλ των κυτταρικών σειρών 

   Για την καταστολή του σήματος του νερού χρησιμοποιήθηκε η παλμική ακολουθία 

NOESYPRESAT (RD-90-t1-90- tm-FID λήψη). Σε κάθε φάσμα έγινε συλλογή 128 
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παλμών (scans) 64Κ δεδομένων (data points) με φασματικό εύρος 5000Hz και παλμό 

90. Για την αύξηση της ευαισθησίας, οι FID πολλαπλασιάστηκαν πριν το 

μετασχηματισμό Fourier με κατάλληλη εκθετική συνάρτηση (exponential weighting 

function) που αντιστοιχούσε σε διεύρυνση γραμμών (line broadening) 0.3Hz. Ο 

μέσος χρόνος λήψης ενός φάσματος ήταν περίπου 10 λεπτά. 

 

Ανάλυση των δεδομένων 
1
H NMR 

   Η ανάλυση των δεδομένων NMR πραγματοποιήθηκε με τις τεχνικές αναγνώρισης 

προτύπων (pattern recognition-PR). Τα φάσματα NMR διαιρέθηκαν αυτόματα 

χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα AMIX (Analysis of MIXtures) (version 3.9, Bruker 

Biospin Corporation) σε συνεχή ακέραια τμήματα (bins) ίσου πλάτους 0.03 ppm. Όλα 

τα δεδομένα κανονικοποιήθηκαν διαιρώντας κάθε τμήμα με τη συνολική επιφάνεια 

του φάσματος προκειμένου να αντισταθμιστούν οι διαφορές στη συνολική 

συγκέντρωση μεταξύ των δειγμάτων. Ο τελικός πίνακας των δεδομένων εισήχθη στο 

λογισμικό SIMCA-P (version 14.0, UMETRICS AB, Umea, Sweden) για την 

ανάλυση αναγνώρισης προτύπων. Πριν την εφαρμογή της ανάλυσης των κυρίων 

συνιστωσών (PCA) στα δεδομένα NMR, έγινε κεντράρισμα του μηδενός (mean 

centering) κάθε στήλης και όλα τα δεδομένα διαιρέθηκαν με την τετραγωνική ρίζα 

της τυπικής απόκλισης της εκάστοτε στήλης στην οποία ανήκαν (Pareto scaling).  

   Η PCA χρησιμοποιήθηκε αρχικά για μια γενική επισκόπηση του συνόλου των 

πολυμεταβλητών δεδομένων, την επισήμανση δειγμάτων με ακραία συμπεριφορά 

(outliers) μεταξύ των παρατηρήσεων (observations, φάσματα), καθώς και την 

ανίχνευση οποιασδήποτε τάσης ομαδοποίησης ή διαχωρισμού των δεδομένων. Με τις 

supervised τεχνικές, σε όλα τα δείγματα δίνεται μια κατάλληλη αριθμητική τιμή 

κατηγοριοποίησης (εξαρτημένη ψευδομεταβλητή) ανάλογα με την υποομάδα στην 

οποία ανήκουν για την κατασκευή ενός πίνακα απόκρισης Y (response Y matrix). Με 

την PLS-DA αναζητήθηκε η εκάστοτε σχέση που συνδέει τον πίνακα X (περιοχές 

ολοκλήρωσης NMR, bins) με τον πίνακα Y που περιείχε κωδικοποιημένη την 

πληροφορία π.χ. της νόσου. Συγκεκριμένα, με την μέθοδο αυτή προσδιορίστηκε η 

βέλτιστη διαχωριστική συνάρτηση (discriminant function), δηλαδή το στατιστικό 

μοντέλο PLS-DA που παρείχε τον σαφέστερο διαχωρισμό μεταξύ των ομάδων της 

μελέτης βάσει των μεταβλητών Χ. Για την ερμηνεία των γραφημάτων συντεταγμένων 

χρησιμοποιήθηκαν τα διαγράμματα συντελεστών παλινδρόμησης (regression 

coefficients plots) αποσκοπώντας στην ανάδειξη των φασματικών περιοχών NMR 

που συνεισφέρουν σημαντικά στο διαχωρισμό των υπό μελέτη ομάδων. Η τεχνική 

Orthogonal Projections to PLS-DA (OPLS-DA) εφαρμόστηκε για την αφαίρεση 

εκείνων των γραμμικών συνδυασμών των μεταβλητών Χ που ήταν ορθογώνιοι προς 

το διάνυσμα Y (πίνακας στήλη) των εξαρτημένων μεταβλητών κατηγοριοποίησης, με 

σκοπό την ελαχιστοποίηση της συστημικής διακύμανσης και την επίτευξη του 

μεγαλύτερου βαθμού διάκρισης των υπό μελέτη ομάδων. Σε κάθε στατιστικό μοντέλο 

εφαρμόστηκε η μέθοδος cross validation (διασταυρούμενη αξιολόγηση) 

εφαρμόζοντας την προεπιλεγμένη διαδικασία των 7 διαδοχικών επαναλήψεων του 

λογισμικού προγράμματος SIMCA-P. Η παράμετρος Q
2 

που υπολογίστηκε με την 

μέθοδο αυτή παρείχε μια εκτίμηση της ικανότητας πρόβλεψης των στατιστικών 

μοντέλων, η οποία θεωρείται «καλή» για Q
2
 > 0.5 και «άριστη» για Q

2
 > 0.9, ενώ 

αντίστοιχα η παράμετρος R
2
, παρείχε μια εκτίμηση της explained variation και του 

βαθμού προσαρμογής του εκάστοτε στατιστικού μοντέλου στα δεδομένα. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Α ΜΕΡΟΣ: Σύγκριση Φασμάτων Λιπιδιακής Σύστασης 

 

Εικόνα 18: Φάσμα 
1
H NMR λιπιδιακής φάσης μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων MCF-7, όπου: 

Chol (Cholesterol): Χοληστερόλη, Fatty Acid Chains: Αλυσίδες Λιπαρών Οξέων, FA (Fatty Acids): 

Λιπαρά Οξέα, UFA (Unsaturated Fatty Acids): Ακόρεστα Λιπαρά Οξέα, LA (Linoleic Acid): 

Λινελαϊκό Οξύ, Total Choline PLs (Total Choline Phospholipids): Ολικά Φωσφολιπίδια Χολίνης, PC 

(Phosphatidylcholine): Φωσφατιδυλοχολίνη, SM (Sphingomyelin): Σφιγγομυελίνη 

 

 

Εικόνα 19: Φάσμα 
1
H NMR λιπιδιακής φάσης καρκινικών βλαστικών κυττάρων (mammospheres) 

MCF-7, όπου: Chol (Cholesterol): Χοληστερόλη, Fatty Acid Chains: Αλυσίδες Λιπαρών Οξέων, FA 

(Fatty Acids): Λιπαρά Οξέα, UFA (Unsaturated Fatty Acids): Ακόρεστα Λιπαρά Οξέα, LA (Linoleic 

Acid): Λινελαϊκό Οξύ, Total Choline PLs (Total Choline Phospholipids): Ολικά Φωσφολιπίδια 

Χολίνης, PC (Phosphatidylcholine): Φωσφατιδυλοχολίνη, SM (Sphingomyelin): Σφιγγομυελίνη, PE 

(Phosphoethanolamine) Φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη:, GPC (Glycerophosphocholine): 

Γλυκεροφωσφοχολίνη 

Chol 

FA 

Fatty Acid Chains 

LA 

UFA PE 

PC 

SM 

Total Choline 

PLs 

PLs 

PLs 

UFA 

Chol 

Fatty Acid 

Chains 

PE 

PC and SM 

UFA 

GPC 

PC 

SM 
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   Στην Εικόνα 18 παρατηρείται ένα αντιπροσωπευτικό 
1
H NMR φάσμα 

εκχυλίσματος λιπιδίων των μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων MCF-7, ενώ στην 

Εικόνα 19 ένα αντιπροσωπευτικό 
1
H NMR φάσμα εκχυλίσματος των λιπιδίων των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων MCF-7 (mammospheres). Στα φάσματα αυτά 

διακρίνονται σήματα που αντιστοιχούν στην ολική χοληστερόλη (εστεροποιημένη ή 

μη), στα φωσφολιπίδια και τα λιπαρά οξέα. Κάθε μόριο λιπιδίου εμφανίζεται στο 

φάσμα με περισσότερα από ένα σήματα, τα οποία μπορεί να αλληλεπικαλύπτονται. Η 

κορυφή στα 3.20 ppm που αντιστοιχεί στο σήμα της N
+
(CH3)3 σχάζεται στα δύο, από 

όπου μπορούμε να διακρίνουμε τα δύο φωσφολιπίδια, τη φωσφατιδυλοχολίνη (PC) 

και τη σφιγγομυελίνη (SM). (Εικόνα 18)  

   Με μία πρώτη ποιοτική σύγκριση των δυο φασμάτων του εκχυλίσματος λιπιδίων 

των καρκινικών βλαστικών και μη κυττάρων MCF-7 παρατηρούμε κάποιες διαφορές 

όπως: 

 

1) Τα επίπεδα της χοληστερόλης (Chol) όπως αυτά καθορίζονται από την ένταση του 

χαρακτηριστικού σήματος στα 0.68 ppm που αντιστοιχεί στο πρωτόνιο του C-18, 

είναι σημαντικά μειωμένα στα καρκινικά  βλαστικά κύτταρα σε σχέση με τα μη 

βλαστικά. (Εικόνα 19) 

 

2) Τα επίπεδα των φωσφολιπιδίων είναι μειωμένα στα mammospheres σε σχέση με 

τα μη βλαστικά καρκινικά κύτταρα. Επιπλέον,  στην Εικόνα 19 όπου διακρίνεται το 

φάσμα των βλαστικών καρκινικών κυττάρων, μετά από ανάλυση του σήματος στα 

3.20 ppm παρατηρείται η εμφάνιση μίας τρίτης κορυφής, που σύμφωνα με 

βιβλιογραφικά δεδομένα αντιστοιχεί στη γλυκεροφωσφοχολίνη (GPC) [77].  

 

3) Τα επίπεδα των ακόρεστων λιπαρών οξέων (Unsaturated Fatty Acids, UFA) είναι 

μειωμένα στα mammospheres σε σύγκριση με τα μη βλαστικά καρκινικά κύτταρα. 

Μάλιστα, το σήμα των διαλλυλικών πρωτονίων από όπου μπορούμε να 

προσδιορίσουμε τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα δεν υπάρχει στο φάσμα των 

καρκινικών βλαστικών κυττάρων. (Εικόνα 19) 
 

 

 

Omics Ανάλυση 

 PCA Ανάλυση: 

  Με την εφαρμογή της τεχνικής PCA διαπιστώθηκε ότι το λιπιδιακό προφίλ των μη 

βλαστικών καρκινικών κυττάρων MCF-7 διαφοροποιείται σημαντικά από αυτό των 

βλαστικών (mammospheres). (Εικόνα 20) Οι τιμές R
2
X και Q

2
 είναι 0.99 και 0.914, 

αντίστοιχα. 



39 
 

 

Εικόνα 20: PCA γράφημα συντεταγμένων 
1
H NMR μη βλαστικών και βλαστικών (mammospheres) 

καρκινικών κυττάρων MCF-7. R
2
X=0.99 Q

2
=0.914 

 

   Στη συνέχεια εφαρμόστηκε η μέθοδος Orthogonal Projections to PLS-DA (OPLS-

DA) ώστε να  ελαχιστοποιηθεί η συστημική διακύμανση και να επιτευχθεί 

μεγαλύτερος βαθμός διάκρισης μεταξύ των μη βλαστικών και βλαστικών καρκινικών 

κυττάρων του μαστού. Πράγματι, , όπως φαίνεται στην Εικόνα 21, ο διαχωρισμός 

μεταξύ των δυο υπό μελέτη ομάδων κυττάρων βελτιώθηκε. Αυτό επιβεβαιώνεται και 

από τις τιμές των παραμέτρων R
2
X, R

2
Y και Q

2
 (0.966, 0.972 και 0.615, αντίστοιχα). 

 

 

Εικόνα 21: Το OPLS-DA γράφημα συντεταγμένων για τα μη βλαστικά (  ) και βλαστικά ( ) 

καρκινικά κύτταρα MCF-7. R
2
X=0.966, R

2
Υ=0.972, Q

2
=0.615 
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   Παρατηρώντας το γράφημα των συντελεστών παλινδρόμησης για το μοντέλο των 

μη βλαστικών (cells) και βλαστικών καρκινικών κυττάρων (mammos) του μαστού, 

φαίνεται ότι οι κύριες φασματικές περιοχές που συνέβαλαν στον διαχωρισμό των δύο 

κυτταρικών τύπων είναι αυτές της χοληστερόλης, των ακόρεστων λιπαρών οξέων και 

της φωσφατιδυλοχολίνης που βρέθηκαν σε μειωμένα επίπεδα στα βλαστικά 

καρκινικά κύτταρα (mammospheres), και οι περιοχές που αντιστοιχούν στα 

κορεσμένα λιπαρά οξέα και τη σφιγγομυελίνη, τα επίπεδα των οποίων είναι αυξημένα 

στα βλαστικά καρκινικά κύτταρα MCF-7. 

 

 

Εικόνα 22: Το γράφημα των συντελεστών παλινδρόμησης για το μοντέλο μη βλαστικών (cells) και 

βλαστικών (mammos) καρκινικών κυττάρων MCF-7 

 

  Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 8 δείγματα: 4 για την ανάλυση του μεταβολικού 

προφίλ και 4 για τη μελέτη του λιπιδικού προφίλ των βλαστικών και μη καρκινικών 

κυττάρων. Από τα 4 δείγματα που αφορούσαν το λιπιδικό προφίλ των δύο 

καρκινικών τύπων, τα 2 προέρχονταν από προηγούμενο πείραμα της Ι.Μητρέντση 

(Τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, Σχολή Επιστημών Υγείας, 

Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, Ιωάννινα). 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

   Στη παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε η μελέτη του λιπιδιακού και μεταβολικού 

προφίλ των βλαστικών και μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων του μαστού, MCF-7, 

με τη βοήθεια της φασματοσκοπίας NMR. Μετά από τη ποιοτική σύγκριση των 

φασματών και την επεξεργασία των φασματοσκοπικών δεδομένων NMR με τις 

τεχνικές PCA και OPLS-DA παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στο προφίλ των 

δύο κυτταρικών τύπων, κυρίως σε αυτόν των λιπιδίων. 

 

 Λιπίδια: 

   Συγκρίνοντας το λιπιδιακό προφίλ των βλαστικών καρκινικών κυττάρων 

(mammospheres) με αυτό των μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων MCF-7, 

παρατηρήθηκαν στα πρώτα μειωμένα επίπεδα της χοληστερόλης, των ακόρεστων 

λιπαρών οξέων και της φωσφατιδυλοχολίνης, και αυξημένα τα επίπεδα της 

σφιγγομυελίνης και των κορεσμένων λιπαρών οξέων.  

   Η χοληστερόλη είναι βασικό λιπίδιο για τη διατήρηση της κυτταρικής ομοιόστασης 

[131]. Πέραν του ότι αποτελεί πρόδρομο μόριο για τις στεροειδείς ορμόνες και 

συστατικό των μεμβρανών του πλάσματος, παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ενδοκυτταρική μεταγωγή του σήματος [131].  Η χοληστερόλη συντίθεται πρωτίστως 

στο ήπαρ και μεταφέρεται στα κύτταρα μέσω της κυκλοφορίας του αίματος με τη 

μορφή της χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (low density lipoprotein, LDL). Η 

LDL εισέρχεται στα κύτταρα με ενδοκυττάρωση, μεταφέρεται στα λυσοσώματα και 

στη συνέχεια υδρολύεται σε ελεύθερη χοληστερόλη, η οποία μεταφέρεται στη 

κυτταρική μεμβράνη και σε άλλα οργανίδια [131, 132].  

   Γενικά, η χοληστερόλη είναι παράγοντας κινδύνου για τον καρκίνο του μαστού, 

μολονότι οι μηχανισμοί με τους οποίους συμβαίνει αυτό δεν είναι πλήρως κατανοητοί 

[133]. Τα επίπεδα της χοληστερόλης τείνουν να είναι υψηλά στα μη βλαστικά 

καρκινικά κύτταρα, κάτι με το οποίο συμφωνούν και τα αποτελέσματα της 

συγκεκριμένης μελέτης, αλλά μέχρι στιγμής δεν είναι ξεκάθαρο το τι σημαίνει αυτό 

[134, 135], δεδομένου μάλιστα ότι η βιβλιογραφία σχετικά με το συγκεκριμένο θέμα 

είναι αρκετά περιορισμένη. Αρκετές μέλετες [137, 138] συνδέουν τη χοληστερόλη με 

τον καρκίνο του μάστου μέσω της μεβαλονικής μεταβολικής οδού (mevalonate 

pathway), κατά την οποία παράγονται δύο ενώσεις,  το πυροφωσφορικό 

ισοπεντενύλιο (isopentenyl pyrophosphate, IPP) και το πυροφωσφορικό 

διμεθυλαλλύλιο (dimethylallyl pyrophosphate, DMAPP). Οι ενώσεις αυτές είναι 

χρήσιμες για τη σύνθεση ισοπρενοειδών, μία κατηγορία ενώσεων στην οποία ανήκει 

και η χοληστερόλη [136]. (Εικόνα 23) Σύμφωνα με τις συγκεκριμένες μελέτες, η 

αναστολή της σύνθεσης του μεβαλονικού οξέος μέσω του υδροξυ-μεθυλ-γλουταρυλ-

συνένζυμο Α (hydroxyl-methylglutaryl-coenzymeA, HMG-CoA) με τη χρήση 

στατίνης [140,141], όπως είναι για παράδειγμα η συμβαστατίνη (simvastatin) [138-

139], είχε ως αποτέλεσμα την μείωση του πληθυσμού των βλαστικών καρκινικών 

κυττάρων. Επιπλέον μελέτες [142-144] έδειξαν ότι ασθενείς με καρκίνο του μαστού 

που λαμβάνουν στατίνες, εμφανίζουν λιγότερες πιθανότητες επανεμφάνισης της 

νόσου.  
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Εικόνα 23: Η Μεβαλονική Μεταβολική Οδός (Mevalonate Pathway). 

   

   Ένας μικρός αριθμός μελετών έχει συνδέσει τη λιπογένεση με τα καρκινικά 

βλαστικά κύτταρα. Πιο συγκεκριμένα, η αναστολή της συνθάσης των λιπαρών οξέων 

(fatty acid synthase) φαίνεται ότι καταστέλλει την ανάπτυξη των βλαστικών 

καρκινικών κυττάρων του μαστού in vivo [145]. Επιπροσθέτως, αρκετές μελέτες 

φαίνεται να υποδεικνύουν τη λιπογένεση ενδεχομένως ως μία τροποποιημένη 

μεταβολική διαδικασία στα καρκινικά βλαστοκύτταρα, αλλά ο ακριβής μηχανισμός 

με τον οποίο τα λιπίδια ρυθμίζουν τη βλαστικότητα παραμένει άγνωστος [146, 147]. 

   Καθώς τα περισσότερα κύτταρα σε μορφή σφαιρών παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα 

ακορεστότητας, είναι πιθανό τα βλαστικά καρκινικά κύτταρα να είναι πλούσια σε 

ακόρεστα λιπαρά οξέα [148].  Οι J.Li et al [149] παρατήρησαν αυξημένα επίπεδα 

ακόρεστων λιπιδίων σε βλαστοκύτταρα του καρκίνου ωοθηκών σε σύγκριση με τα μη 

βλαστικά καρκινικά κύτταρα. Μέσα από μία σειρά πειραμάτων έδειξαν ότι η 

αναστολή των λιποειδών δεσατουρασών (lipid desaturases) εξαλείφει τα βλαστικά 

καρκινικά κύτταρα, καταστέλλει τον σχηματισμό σφαιρών in vitro και μπλοκάρει των 

σχηματισμό του όγκου in vivo. Επιπλέον, απέδειξαν ότι ο παράγοντας κΒ (NF-κB) 

ρυθμίζει άμεσα τα επίπεδα έκφρασης των λιποειδών δεσατουρασών, ενώ η αναστολή 

των συγκεκριμένων ενζύμων αποκλείει τη σηματοδότηση του NF-κΒ. Σύμφωνα 

λοιπόν με τα ευρήματά τους, η αυξημένη ακορεστότητα των λιπιδίων αποτελεί 
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μεταβολικό δείκτη για καρκινικά βλαστοκύτταρα των ωοθηκών και στόχος για 

μελλοντική θεραπεία.  

   Στη παρούσα μελέτη, τα επίπεδα των λιπαρών οξέων, και ειδικά των ακόρεστων 

λιπαρών οξέων, είναι μειωμένα στα mammospheres σε σχέση με τα μη βλαστικά 

καρκινικά κύτταρα MCF-7. Παρατηρούμε ότι αύτο δε συμφωνεί με τα παραπάνω 

πειραματικά δεδομένα άλλων ερευνών πιθανότατα λόγω και των διαφορετικών ειδών 

καρκινικών κυτταρικών σειρών που χρησιμοποιήθηκαν. Περαιτέρω μελέτη σχετικά 

με τον μεταβολισμό λιπιδίων στα καρκινικά βλαστοκύτταρα του μαστού κρίνεται 

απαραίτητη. 

   Η χολίνη (Choline) είναι μια χημική ουσία, που αποτελεί ένα από τα κύρια 

συστατικά της διατροφής. Σχεδόν σε όλους τους ιστούς συσσωρεύεται χολίνη και 

μπορεί να μεταβολιστεί με τουλάχιστον τρεις τρόπους: 

 

Α). Μέσω της βιοσύνθεσης της φωσφατιδυλοχολίνης (Phosphatidylcholine, PC) και 

διαμέσου της μεταβολικής οδού Kennedy (Kennedy Pathway). Η φωσφατιδυλοχολίνη 

είναι το πιο άφθονο φωσφολιπίδιοφωσφολιπίδιο που βρίσκεται στη διπλοστοιβάδα 

των κυτταρικών μεμβρανών. 

Β). Μέσω μη αναστρέψιμης οξείδωσης προς βεταϊνη. 

Γ). Με τη βοήθεια της δευτερεύουσας οδού παραγωγής ακετυλοχολίνης, σε νευρώνες 

και πλακούντα (μέσω τρανσφεράσης της ακετυλοχολίνης). (Εικόνα 24)  

 

   Τα επιθηλιακά κύτταρα του μαστού έχουν την ικανότητα να προσλαμβάνουν και να 

εκκρίνουν υψηλά επίπεδα χολίνης και των μεταβολιτών της. Η πρόσληψη γίνεται 

μέσω της ενεργής μεμβρανικής μεταφοράς και της παθητικής διαμεμβρανικής 

διάχυσης. Η διάχυση επηρεάζεται από τη σύνθεση και τη δομή της κυτταρικής 

μεμβράνης [77]. 

   Η αύξηση του μεταβολισμού της χολίνης είναι χαρακτηριστικό στον καρκίνο του 

μαστού [93]. Έρευνες που πραγματοποιήθηκαν σε καρκινικές κυτταρικές σειρές του 

μαστού (MCF-7, MDA-MB-231, T47D), έδειξαν υψηλά επίπεδα συγκεντρώσεων των 

φωσφολιπιδίων της χολίνης και μείωση της γλυκεροφωσφοχολίνης (GPC) [85, 93-

98]. Στη παρούσα μελέτη παρατηρήθηκαν μειωμένα επίπεδα της 

φωσφατιδυλοχολίνης (PC), αυξημένα επίπεδα της σφιγγομυελίνης (SM) και η 

παρουσία της γλυκεροφωσφοχολίνης (GPC) στα βλαστικά καρκινικά κύτταρα μετά 

από σύγκριση με τα μη βλαστικά καρκινικά κύτταρα MCF-7.  

   Οι Ting et al [93], οι οποίοι σύγκριναν καρκινικά κύτταρα του μαστού MCF-7 με 

φυσιολογικά, παρατήρησαν στα πρώτα αυξημένα επίπεδα της φωσφατιδυλοχολίνης 

(PC), της φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης (PE), κάτι με το οποίο φαίνεται να συμφωνεί 

και η παρούσα έρευνα. Οι Katz-Brull et al [150], έδειξαν αυξημένη μεταφορά της 

χολίνης, αυξημένη σύνθεση της φωσφατιδυλοχολίνης (PC) και της βεταΐνης, και 

μείωση της σύνθεσης των αιθερικών λιπιδίων που προέρχονται από χολίνη (choline-

derived ether lipids) σε κύτταρα του καρκίνου του μαστού (MCF-7, T47D). Μάλιστα, 

προτείνουν ότι το σήμα της χολίνης που ανιχνεύεται μέσω μαγνητικού συντονισμού 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης για τον καρκίνο του μαστού. 
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Εικόνα 24: Μεταβολικές Οδοί Χολίνης: Παραγωγή Ακετυλοχολίνης (Acetyl-choline), Μη 

Αναστρέψιμη Οξείδωση προς Βεταϊνη, Βιοσύνθεση της Φωσφατιδυλοχολίνης [77]. 

   Στον καρκίνο του μαστού και των ωοθηκών, τα αυξημένα επίπεδα της 

φωσφατιδυλοχολίνης (PC) συνοδεύονται από μειωμένα επίπεδα της 

γλυκεροφωσφοχολίνης (GPC), κάτι το οποίο μέχρι στιγμής δεν έχει ερμηνευτεί 

πλήρως [151, 152] Προς το παρόν, ο μόνος μηχανισμός που περιλαμβάνει τη 

γλυκεροφωσφοχολίνη (GPC) είναι αυτός που αναφέρεται στην αυξημένη 

δραστηριότητα της φωσφολιπάσης Α2 (PLA2) [153]. Η φωσφολιπάση Α2 (PLA2) 

μετατρέπει τη φωσφατιδυλοχολίνη σε 1-ακυλγλυκεροφωσφοχολίνη (1-

acylglycerophosphocholine), που αποτελεί πρόδρομο της γλυκεροφωσφοχολίνης 

(GPC). Τα επίπεδα του ενζύμου φωσφολιπάση Α2 βρέθηκαν σημαντικά αυξημένα 

στον καρκίνο του μαστού σε ασθενείς με μεταστάσεις σε σύγκριση με αυτούς χωρίς 

μετάσταση [154]. 

   Οι Stewart et al [155], χρησιμοποιώντας τις καρκινικές σειρές κυττάρων MCF-7, 

MDA-MB-231 και AN3-CA, ανέφεραν ότι το ένζυμο EDI3 (endometrial differential 

3) είναι η γλυκεροφωσφοδιεστεράση, η οποία είναι υπεύθυνη για τη διάσπαση της 
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γλυκεροφωσφοχολίνης (GPC) σε χολίνη και 3-φωσφορική γλυκερόλη (glycerol-3-

phosphate, G3P) σε κύτταρα θηλαστικών. Αυτό φαίνεται να είναι σημαντικό για τον 

καρκίνο του μαστού, καθώς αυτή η ασθένεια, σύμφωνα με τους συγγραφείς, 

σχετίζεται με μειωμένα επίπεδα GPC και χαμηλή αναλογία GPC / PC. Κλείνοντας, οι 

ερευνητές πιστεύουν πως η αναστολή του EDI3 θα μπορούσε να αυξήσει τη 

συγκέντρωση της GPC, να επαναφέρει μία κανονική αναλογία GPC / PC. Ωστόσο, 

χρειάζεται περαιτέρω μελέτη σχετικά με τον ρόλο των φωσφολιπιδίων στον 

μεταβολισμό των καρκινικών βλαστικών κυττάρων, καθώς τα βιβλιογραφικά 

δεδομένα που υπάρχουν είναι περιορισμένα. 

 

 

 Μεταβολίτες: 

 

Εικόνα 25: Αντιπροσωπευτικό φάσμα 
1
H NMR υδατοδιαλυτής φάσης μη βλαστικών καρκινικών 

κυττάρων του μαστού, MCF-7, όπου: BCAAs: Αμινοξέα διακλαδισμένης αλυσίδας, Βαλίνη, Λευκίνη, 

Ισολευκίνη (Val, Leu, Ileu), Lac: γαλακτικό οξύ, Acetate: οξικό οξύ, N-Acetyl AA [N-Acetyl-

aspartate, N-Acetyl-glutamine]: Ν-Ακετυλ-ασπαραγινικό, Ν-ακετυλ- γλουταμίνη, Glutamine: 

γλουταμίνη, Glutamate: γλουταμινικό οξύ, Succnate: Σουκινικό οξύ, Citrate: κιτρικό οξύ, Ο-P-choline: 

Ο-φωσφοχολίνη, Choline derivatives: παράγωγα χολίνης, Methanol: μεθανόλη, α-H AA( Amino 

Acids): α πρωτόνια αμινοξέων 

 

 

 

Εικόνα 26: Αντιπροσωπευτικό φάσμα 
1
H NMR υδατοδιαλυτής φάσης μη βλαστικών καρκινικών 

κυττάρων του μαστού, MCF-7, όπου: UMP/GTP (Uridine Monophosphate/ Guanosine Triphosphate): 

Μονοφωσφορική ουριδίνη/ Τριφωσφορική γουανοσίνη, UDP(Uridine Diphosphate)-Glucoronate: 

UDP-γλυκουρονικό, Tyrosine: τυροσίνη, Formate: φορμικό οξύ 

MCF-7 Cells 

MCF-7 Cells 
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   Στις Εικόνες 25 και 26 διακρίνεται το αντιπροσωπευτικό φάσμα 
1
H NMR της 

υδατοδιαλυτής φάσης των μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων του μαστού, MCF-7. 

Παρατηρούνται χαρακτηριστικοί μεταβολίτες, όπως τα αμινοξέα διακλαδισμένης 

αλυσίδας (BCAAs), το γαλακτικό οξύ, παράγωγα της χολίνης καθώς και άλλα 

αρωματικά και μη αμινοξέα.. Από το παραπάνω φάσμα (Εικόνα 25), διαπιστώνεται 

ότι η  συγκέντρωση  του οξικού οξέος (Acetate) είναι ασυνήθιστα αυξημένη, γεγονός 

που δε συμφωνεί με τα μέχρι τώρα βιβλιογραφικά δεδομένα [122].  

 

Εικόνα 27: Σύγκριση φασμάτων 
1
H NMR υδατοδιαλυτής φάσης μη βλαστικών (κόκκινο) και 

βλαστικών (μπλε) καρκινικών κυττάρων του μαστού, MCF-7. 

 

Εικόνα 28: Αναλογική σύγκριση φασμάτων 
1
H NMR υδατοδιαλυτής φάσης μη βλαστικών (κόκκινο) 

και βλαστικών (μπλε) καρκινικών κυττάρων του μαστού, MCF-7, ως προς TSP. 

MCF-7 Cells 

Mammospheres 
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Εικόνα 29: Αντιπροσωπευτικό φάσμα 
1
H NMR υδατοδιαλυτής φάσης βλαστικών καρκινικών 

κυττάρων του μαστού (Mammospheres), MCF-7. 

   Δεν μπορεί να γίνει η σύγκριση του μεταβολικού προφίλ των βλαστικών και μη 

βλαστικών καρκινικών κυττάρων, MCF-7, διότι δεν συμφωνούν αναλογικά τα δύο 

φάσματα. (Εικόνες 27, 28) Ενώ στα φάσματα 
1
H NMR και των δύο κυτταρικών 

τύπων διακρίνονται μεταβολίτες (Εικόνες 25, 26 και 29), η σύγκριση δε μπορεί να 

είναι αξιόπιστη. Το γεγονός αυτό πιθανότατα οφείλεται σε κάποιο πειραματικό 

σφάλμα, το οποίο προέκυψε κατά τη διαδικασία της λυοφιλοποίησης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mammospheres 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

   Στη παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε η σύγκριση του μεταβολικού και 

λιπιδιακού προφίλ των βλαστικών και μη βλαστικών καρκινικών κυττάρων του 

μαστού, MCF-7, με τη βοήθεια της Μεταβολομικής (Metabolomics) και της 

φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (NMR). Παρατηρήθηκαν 

σημαντικές διαφορές στο προφίλ των δύο κυτταρικών τύπων, ιδιαίτερα σε αυτό των 

λιπιδίων. Τα επίπεδα της χοληστερόλης, των φωσφολιπιδίων και των ακόρεστων 

λιπαρών οξέων βρέθηκαν μειωμένα στα καρκινικά βλαστοκύτταρα σε σύγκριση με τα 

μη βλαστικά. Σχετικά με το μεταβολικό προφίλ, δεν πραγματοποιήθηκε η σύγκριση 

των δύο κυτταρικών φαινοτύπων, λόγω πειραματικού σφάλματος.  

   Ωστόσο, η ερμηνεία και η σύνδεση των αποτελεσμάτων της παρούσας έρευνας  με 

τον καρκίνο του μαστού δεν είναι πλήρως ξεκάθαρη. Επιπλέον μελέτες κρίνονται 

απαραίτητες για τη κατανόηση της βιολογίας των καρκινικών βλαστικών κυττάρων 

του μαστού και την εύρεση χαρακτηριστικών μεταβολικών οδών, με στόχο την 

ανάπτυξη θεραπευτικών προσεγγίσεων. 
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