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SUMMARY 

Polyphenols constitute a heterogenous group of plant-derived dietary micronutrients. 

Besides their antioxidant properties, they were shown to modulate several molecular 

pathways, including kinase and topoisomerase inhibition, acetylase activation and 

NFkappaB or AP-1 transcriptional activity. However, limited bioavailability and tenuous 

replication of biochemical actions in cellular systems question their efficacy, while current 

implements are not adequate to define whereas polyphenols enter the cell and colocalize 

with their presumptive molecular targets.  

In the present work, we investigated the bioavailbity, as well as the contribution of 

monomeric and polymeric grape polyphenolic compounds in cell metabolism and 

homeostasis at cellular and systemic level. Polyphenols were studied at physiologically 

relevant concentrations, ranging from 10-12 to 10-6 M.  

We found that monomeric and condensed polyphenols are rapidly absorbed after 

consumption by healthy individuals or administration in epithelia monolayers. They are 

transported across plasma membrane through constitutively expressed channels, such as 

organic anion transporters and multi-drug resistant protein pumps. In addition, we 

demonstrated that polyphenols accumulate promptly but transiently in subcellular 

compartments (nucleoli or ER), without intercalating to macromolecules. 

Polyphenols exert short- or mid-term actions on cell proliferation and adhesion, depending 

on cellular context. Through androgen membrane binding sites, they activate PI3K and FAK 

and they further modulate actin cytoskeleton rearrangement and cell migration. Moreover, 

polyphenols induce apoptosis via NO/NOS system regulation. Finally, they rapidly induce 

p53 hypoacetylation and SIRT1 and ribosomal protein expression. These rapid 

transcriptional modifications provide evidences about the role of polyphenols in RNA 

metabolism, joint to cell survival or demise. 

Our data suggest a complicate but substantial role of dietary polyphenols in cell fate 

regulation. These properties could be of potential value in the prevention and treatment of 

chronic conditions and diseases. 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
 

12-HETE: 12-Hydroxyeicosatetraenoic acid 

3β-HSD: 3β-hydroxysteroid dehydrogenase, δεϋδρογενάση των 3β-υδροξυστεροειδών 

A/P ενδονουκλεάση: Apurinic/apyrimidinic endonuclease 
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ACTH: adrenocorticotropic hormone ή corticotropin, αδρενοκορτικοτροπίνη 

ADF/coffilin: Actin Depolymerising Factor 

ADP: adenosine diphosphate, διφωσφορική αδενοσίνη 

AFG3L1: ATPase Family Gene 3-Like 1 

AhR: aryl hydrocarbon receptor, υποδοχέας διοξινών 

AKT/ΡΚΒ: protein kinase B, πρωτεϊνική κινάση Β 

AMPK: AMP-activated protein kinase 

AP-1: μεταγραφικός παράγων, ετεροδιμερές των c-jun και c-Fos  

APCI: Atmospheric Pressure Chemical Ionization, χημικός ψεκασμός-ιονισμός υποβοηθούμενος από 

ατμοσφαιρική πίεση 

APP: amyloid β (A4) precursor protein 

AR: Androgen Receptor, υποδοχέας ανδρογόνων 

ARA55: androgen receptor associated protein 55 ή Hic-5 

Arf: ADP-ribosylation factor 

Arp2/3: actin related protein 2/3  

ATP: adenosine triphosphate, τριφωσφορική αδενοσίνη 

B4GALT1: Beta-GALactosylTransferase 2 

Bax: Bcl2-associated X protein 

BCRP/ABCG2: ATP-binding cassette, sub-family G 

Bmf: Bcl2 modifying factor 

BSA: Bovine Serum Albumin 

bp: basepair  

C-3-G: cyanidin-3-O-beta-glucopyranoside 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate, κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη   

CBB: Coomassie Brilliant Blue  

CBP/P300: cAMP responsive element binding protein 

Cdc: cyclin  

Cdk: Cyclin-dependent kinase 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 

CE: Capillary Electrophoresis 

CK: casein kinase 

COA: COrrespondance Analysis, Ανάλυσης Ανταπόκρισης  

COMT: Catechol-O-MethylTransferase 

COX: cyclooxygenase 

CPC: Centrifugal Partition Chromatography 

Csk: carboxyl-terminal Src kinase 
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cTAC: corrected Total Antioxidant Capacity, «διορθωμένη» ολική αντιοξειδωτική ικανότητα 

CYP: Cytochrome P450 subfamily I (aromatic compound-inducible) member, κυττόχρωμα 

CYP7A: cholesterol-7a-hydroxylase 

DAD-FLD-ESI/MS: Diode Array Detection - Fluorescence Detector - Electron Spray Ionization / Mass 

spectrometry 

DAF: diaminofluorescein diacetate  

DAG: diacylglycerol, διακυλγλυκερόλη 

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DCMS: Dorsal Cortical Microfilament Sheath 

DHR123: Dihydrorhodamine 123 

DHT: dihydrotestosterone 

DMBA: dimethylbenz[a]anthracene  

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DNA: deoxyribonucleic acid, δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 

dNTP: deoxynucleotide, δεοξυνουκλεοτίδιο 

Dok1: p62 docking protein 

DRB: 5,6-dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole 

Drf3: Diaphanous-related formin 3 

DTT: dithiothreitol 

ΕΥΚ: Εμβαδό Υπό την Καμπύλη 

ECL: Enzymatic Chemiluminescence, ενζυμική χημειοφωταύγεια 

EDRF: erythroid differentiation associated factor 

EDTA: αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 

EG: epicatechin gallate  

EGC: epigallocatechin  

EGCG: epigallocatechin gallate  

EGF: Epidermal Growth Factor 

Egr1: Early Growth Response 1 

EGTA: αιθυλενογλυκολ-δις(β-αμινο)-Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραοξικό οξύ  

EI: Electron ionization, ιονισμός με ηλεκτρόνια 

Ena/VASP: Ena/vasodilator stimulated phosphoprotein 

END5/YLR337C/END5/MDP2/YLR337W: Proline-rich actin-associated protein involved in cytoskeletal 

organization and cytokinesis; related to mammalian Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP)-

interacting protein (WIP)  

eNOS: endothelial nitric oxide synthase, ενδοθηλιακή συνθάση του ΝΟ  

EpRE: antioxidant/Electrophile Response Element 

ER: Estrogen Receptor, υποδοχέας οιστρογόνων 

ERK: Extracellular signal-regulated kinase 

ERM: ezrin/radixin/moesin 

ESI: ElectroSpray Ιonization, ιονισμός με ηλεκτροψεκασμό 

ET: endothelin 

EtBr: βρωμιούχο εθίδιο  

FAB: Fast Atom Bombardement, ταχύς βομβαρδισμός με άτομα 

FABP1: fatty acid binding protein 1  
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FAD: flavin adenine dinucleotide, φλαβινοαδενινονουκλεοτίδιο 

FAK: Focal Adhesion Kinase 

FBS: Fetal bovine serum, ορός εμβρύου βοός 

FDA: Food and Drug Administration, Αμερικανικός Οργανισμός Τροφίμων και Φαρμάκων  

FDPS: farnesyl diphosphate synthase, συνθάση πυροφωσφορικού φαρνεσυλίου  

FGF: Fibroblast growth factor 

FITC: fluorescein isothiacyanate 

FKHR-L1 ή Fhl1: Forkhead in rhabdomyosarcoma like 1 

FMN: Flavin mononucleotide 

FRET: Fluorescence/Förster resonance energy transfer 

FSH: Follicle stimulating hormone, θυλακιοτρόπος ορμόνη 

FT-ICR-MS: Fourier Transform–Ion Cyclotron Resonance–Mass Spectrometry, ανάλυση Fourier σε 

συνδυασμό με ιονικό συντονισμό και φασματομετρία μάζας 

FXR: farnesoyl X receptor  

F-ακτίνη: filamentous actin, ινίδια ακτίνης 

FοχO: Forkhead Βοχ Ο 

GABAA: γ-aminobutyric acid (GABA) A receptor 

G-actin: globular actin, μονομερής ακτίνη 

GC: Gas Chromatography, αέριος χρωματογραφία 

GEF: GDP/GTP exchange factors 

GEK: Genghis Khan  

GFP: Green Fluorescent Protein   

GLUT: glutamate transporter, υποδοχέας γλουταμινικού οξέος 

GlyR: υποδοχέας γλυκίνης  

GMO-free: genetically mofidied organism-free 

GPR30: G protein-coupled receptor 30 

GSE: grape seed extract 

GSH: glutathione 

GSH: N-(N-L-γ-glutamyl-L-cysteinyl)glycine ή glutathione, γλουταθειόνη 

GST: Glutathione S-Transferase, S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

HBSS: Hank´s Balanced Salt Solution 

HDAC: histone deacetylase, απακετυλάση 

HDL: High Density Lipoprotein, Λιποπρωτεΐνη Υψηλής Πυκνότητος 

HDM2: human double minute 2 

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid 

HGF: Hepatocyte Growth Factor 

Hic-5/ARA55: androgen receptor coactivator isoform 1/androgen receptor associated protein 55, 

ARA55 

HIF-1: Hypoxia Inducible factor 1 

HIV-1: Human Immunodeficiency Virus 1 

HMG-CoA reductase: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase 

HNF: Hepatocyte Nuclear Factor 

HOX : heme oxygenase, οξυγενάση της αίμης 

HPLC: High-Pressure Liquid Chromatography, υγρή χρωματογραφία υψηλής πιέσεως 
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HPLC-ESI-MS 

HRP: Horse Radish Peroxidase, υπεροξειδάση χρένου 

hsp27: heat shock protein 27 

hsp90: heat shock protein 90 

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells 

IC50: half maximal inhibitory concentration 

ICAM: InterCellular Adhesion Molecule 

ICAM-1: InterCellular Adhesion Molecule-1 

IFN: interferon, ιντερφερόνη 

IGF: Insulin Growth Factor 

IGFBP-3: Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3 

IL: interleukine, ιντερλευκίνη 

iNOS: inducible nitric oxide synthase, επαγώμενη συνθάση του ΝΟ  

IP3: inositol triphosphate, τριφωσφορική ινοσιτόλη 

IRS-1: insulin receptor substrate protein-1 

IRSp53: insulin receptor substrate p53/p58 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

KD: dissociation constant, σταθερά διάστασης 

Kb: kilobases 

kD: kiloDalton 

ΚΝΣ: Κεντρικό Νευρικό Σύστημα 

LC/ESI: Liquid Chromatography/Electron Spray Ionization  

LD50: median lethal dose 

LDL: Λιποπρωτεΐνη χαμηλής πυκνότητος  

L-DOPA: levodopa ή 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine, ντοπαμίνη 

LH: luteinizing hormone, ωχρινοποιητική ορμόνη 

L-NAME: NG-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride 

LOX: lipoxygenase 

LPA: lysophosphatidic acid 

LPS: Lipopolysaccharide 

LSIMS: Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry, φασματομετρία υγρής φάσης δευτερευόντων ιόντων 

LXR: Liver X Receptor, ηπατικός υποδοχέας X  

MALDI-TOF-MS: Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight-Mass Spectrometry, 

διέγερση με μονοχρωματική ακτινοβολία σε συνδυασμό με φασματομετρία μάζας 

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase 

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase 

MB: μοριακό βάρος 

MDMA: 3,4-methylenedioxymethamphtamine, ecstasy 

MDR: Multi-Drug Resistant Protein 

Melan-A/MART-1: Melanoma antigen recognized by T-cells 1 

MLV: Moloney virus 

MMP: Matrix MetalloProtease 

MPTP: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

MRM: Multiple Reaction ion Monitoring 
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mRNA: messenger ribonucleic acid 

mRNA: messenger RNA 

MRP: Multidrug Resistance associated Protein 

MS: Μass Spectrometry, φασματομετρία μάζας 

MTT: 3-(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide 

NAD: Nicotinamide Adenine Dinucleotide, νικοτιναμινοδινουκλεοτιδίο 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, φωσφονικοτιναμινοδινουκλεοτιδίο 

Nck: Non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 

NF-160: neurofilament-160 

NF-200: neurofilament-200 

NFκB: Nuclear Factor κ B  

NMR: Nuclear Magnetic Resonance, πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός  

NO: Νitric Οxide, μονοξείδιο του αζώτου 

NPC: Nuclear Pore Complex, σύμπλοκο πυρηνικών πόρων   

NQO1: οξειδοαναγωγάση NADPH/κινόνης 

O/N: overnight 

OATP: Οrganic Αnion Τransporter Polypeptide, πολυπεπτιδιακός μεταφορέας οργανικών ανιόντων 

OD: Optical Absorbance, οπτική πυκνότητα  

OPC: Oligomeric ProCyanidins, ανθοκυανίνες 

p.o.: per os 

PAGE: PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή ακρυλαμίδης  

PAHs: πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες  

PAK: P21-Activated Kinase 

PBR: Peripheral-type Benzodiazepine Receptor, περιφερειακός (μιτοχονδριακός) υποδοχέας 

βενζοδιαζεπινών 

PBS: Phosphate Buffer Saline, ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 

PCA: υπερχλωρικό οξύ 

PCO: ProCyanidolic Oligomers, ανθοκυανίνες 

PCR: Polymerase Chain Reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 

PEI: polyethylenimine 

PI: ιωδιούχο προπίδιο 

PI3K: PhosphatidylInositol 3-Kinase 

PI-4-P5K: phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 

PIF: Proteolysis-Inducing Factor 

PIP2: διφωσφορική ινοσιτόλη 

PKA:  protein kinase A, πρωτεϊνική κινάση Α 

PKC: Protein kinase C, πρωτεϊνική κινάση C 

PLA2: phospholipase A2, φωσφολιπάση A2 

PLC: phospholipase C, φωσφολιπάση C  

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate  

PML: ProMyelocytic Leukemia protein  

PMSF: phenylmethylsulphonylfluoride 

POD: peroxidase, υπεροξειδάση 
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Pol II: RNA polymerase II, πολυμεράση  II 

POR-1: Partner Οf Rac 

PPAR: Peroxisome Proliferative Activated Receptor 

PR: Progesterone Receptor, υποδοχέας προγεστερόνης 

Prep-HPLC: παρασκευαστική HPLC 

PSA: Prostate specific antigen, προστατικό αντιγόνο  

PTX: Pertussis ToXin  

rDNA: ριβοσωμικό DNA 

RNS: Reactive Nitrogen Species, ελεύθερες ρίζες αζώτου   

ROK: Rho-associated kinase 

ROS: Reactive Oxygen Species, ελεύθερες ρίζες οξυγόνου  

rRNA: ριβοσωμικό RNA 

RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

RXR: Retinoid X Receptor, υποδοχέας ρετινοϊκού οξέος 

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 

SGLT: solute carrier family (SCL), Sodium/GLucose coTransporter, συμμεταφορέας νατρίου/γλυκόζης 

SHBG: Sex Hormone-Binding Globulin 

siRNA: small interfering RNA, short interfering RNA ή silencing RNA 

SIRT/SIR: sirtuin 

SNAP: (S)-Nitroso-N-acetylpenicillamine 

SRB: SulphoRhodamine B  

SRE: Sterol Regulatory Elements 

SREBP: Sterol Regulatory Element Binding Proteins 

SRF: serum response factor/c-fos serum response element-binding transcription factor 

StAR: Steroidogenic Acute Regulatory protein, οξεία ρυθμιστική στεροειδογενετική πρωτεΐνη 

Stat: Signal transducer and activator of transcription 

SULT: Sulfotransferase 

TAC: Total Antioxidant Capacity, ολική αντιοξειδωτική ικανότητα 

Tandem mass spectrometric methods 

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Species 

TCA: τριχλωροξικό οξύ 

TGF: Transforming Growth Factor 

TIMP: Tissue Inhibitor of MetalloProteases 

TNF: Tumor Necrosis Factor 

TOR: Target Of Rapamycin 

ΤPA: 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

TRAMP model: TRansgenic Adenocarcinoma Mouse Prostate model 

TSA: TrichoStatin A 

TTF: Translocation Three Four 

TΟC: Total Οxidant Capacity, ολική οξειδωτική ικανότητα 

UDP-glucuronosyl τρανσφεράση, 

UGT : UDP-GlucuronosylTransferase 

UHT : Ultra Heat Treatment 

u-PA: urokinase-type plasminogen activator 
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UV: UltraViolet radiation  

VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule 

VEGF/VPF: Vascular Endothelial Growth Factor 

WASP (Wiskott–Aldrich syndrome proteins, αιματοποιητικό WASP και N-WASP) 

WASP: Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 

XBP1: X box Binding Protein-1 

XRE: Xenobiotic Response Element 
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1.1.

1.1.1.
 μ μ

 (Paganga et al., 1999). 

μ μ  μ

 (Liakopoulos et al., 2006; Schaefer and Rolshausen, 2006). ,

μ μ . μ

μ ,  μ  μ

.

: (i)  shikimates   (ii)  polyacetates (Vercauteren, 2005). 

1.1.1.1. Shikimates 

 shikimates ( . 1.1.)  shikimic acid  

μ  C6-C3. μ  μ

μ . μ

μ , μ ,

μ  (C6-C1). ,

.

 1.1. μ μ ,
μ  shikimates.  
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1.1.1.2. Polyacetates 

 μ  μ  shikimic 

( . 1.2.).  (  Claisen), 

sensu lato  μ μ  C6-C3-C6 

 (C6-C2-C6). 

 1.2. μ  Claisen. 

μ ,

resvetratrol ( . 1.3.).  μ  μ

’ μ .

 μ  ( .1.4).

 1.3.

μ

resveratrol.

 1.4.

μ

.
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1.1.2.
 μ μ  μ  ( . 1.5.). 

 μ μ μ  μ μ μ .

μ μ  μ μ μ  μ .

 1.5. μ μ μμ .

1.1.2.1.

μ .

, ,  black radish 

μμ  (>10mg/kg )· 

 (4,5 g/kg )

(Shahidi and Naczk, 2003). μμ

μ μ  μ

 (gallotannins  μ )  ellagitannins 

 ( , rasberries, blackberries) 

(Clifford et al., 2000; Gil et al., 2000). , μ  ( -

μ , , )  μ

blueberries, , μ ,  μ .

μ  μ  quinic, shikimic  (Macheix, 

COOH

R2

R3
R4

R5

benzoic acids

R2

R3
R4

R5

cinnamic acids

COOH
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1990). , μ , μ ,

μ . ,

μ ,

 μ μ  μ .

, μ  μ μ

( μ ).

1.1.2.2.

 μ

μ  μ . μ

(+)trans-resveratrol (  polydatin)  μ

 piceic . μ  astringin, 

 vaticaffinol, μ  resveratrol pallidol 

piceatannol, vaticanol -, - -viniferin.  

1.1.2.3.

 μ

μ μ , ,

 secoisolariciresinol  metairesinol. μ  μ μ

 enterodiol  enterolactone (  equol*) 

,

,  hydroxytyrosol  oleuropein, 

μ μ  μ . ,  (+)-1-acetoxypinoresinol  (+)-

pinoresinol  (Owen et al., 2000). 

*  30-40% μ  μ  μ μ

 diadzein  equol (equol producers) (Setchell et al., 2002), 

μ  60% (Morton et al., 2002).  -

-

(Streptococcus intermedius spp., Ruminococcus productus spp.  Bacteroides ovatus spp.) 

(Wu et al., 2006). 

1.1.2.4.

 (A  B), 

 μ  (C)). 

 μ μ  C-3  C  3-

 ( , , ),

 3-  (

stilbenoids

lignans
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). ,  C 

 μ  C-2  C (Kuhnau, 1976). 

flavonoids isoflavonoids neoflavonoids

- , μ  μ

μ μ  (Williams et al., 1994),  D-  L- μ

(Harborne and Williams, 2001),  malonylglycosides  acetylglycosides.

1.1.2.4.1.

 quercetin, 

, μ

μμ  (Paganga et al., 1999). 

μ  quercetin  3-38 mg (Hertog et 

al., 1995).  quercetin  quercetin-3-rutinoside 

(  quercetin-3-rhamnoglucoside  rutin)  quercetin-4’-

glucoside  quercetin-3,4’-glucoside μμ , quercetin galactosides  μ

quercetin arabinosides  μ .  kaempferol 

(μ ),  myricetin (μ )  isorhamnetin ( μμ ).

1.1.2.4.2.

μ

(500 mg/l) (Gil-Izquierdo et al., 2003), μ

 hesperidin 

(hesperetin-7-rutinoside)  narirutin 

(naringenin-7-rutinoside) 

 μ  naringenin-7-

neohesperoside (70%)  narirutin (20%)  (Kawaii et al., 1999). ,

naringenin chalcone μ ,  μ

naringenin  ketchup (Krause and Galensa, 1991). μ

 8,3 mg (naringenin) 

 28,3 mg (hesperetin) (Knekt et al., 2002). 

1.1.2.4.3.

μ .  (phloretin- -

phloridzin- (phloretin-2'-O- -D-glucoside)  μ .  naringenin 

O

O
OH

flavonols

O

O

Flavanones (closed form

chalcones (open form)
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chalcone μ  arbutin ,  μ μ

, μ , ,  μ  (Hijova, 2006). 

μ ,  phloridzin μ μ , μ

, .

1.1.2.4.4. /

μ  μ

.  (+)-catechin  (-)-epicatechin ,

,  μ , ,

 (Arts et al., 2000a; Arts et al., 2000b). 

 μ

μ  catechin, epicatechin, epicatechin 

gallate (EG), epigallocatechin (EGC)  epigallocatechin gallate (EGCG), 

 theaflavins  thearubigins. 

1.1.2.4.5.

 apigenin  luteolin, 

μ  μ ,

,  μ ,

μ μ  (Hertog et al., 1993a; Hertog et al., 1993b). μ ,

μ μ

 ( ), μ

tangeretin, nobiletin  sinensetin (6,5 g/l  μ ) (Shahidi and 

Naczk, 2003). 

1.1.2.4.6.

μ  7’  4’, ’  μ

, ' .

 genistein, daidzein  glycitein 

μ ,

(Liggins et al., 2002; Mazur, 1998).  μ

 (puerarin - daidzein 8-C-glucoside)  kudzu 

(Pueraria lobata) (>2 mg/g ) (Prasain et al., 2003). μ  (

miso  tempeh) ,

μ .

 ER  ER , μ  μ

  ER  (reviewed in Messina et al., 2006).  

Flavanonols

O

O
OH

O

O
flavones

isoflavonoids
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1.1.3.

μ :

- ·  gallic  ellagic  ( . 1.6.). 

-  " μ μ "  ( ),

μ - μ  (+)-catechin  (-)-epicatechin  ( . 1.7.)  

-  (O- μ  flavylium   2-phenylbenzopyrylium). 

μ  μ  flavylium, 

μ , -

( , , μ , , )  μ .

μ

μ μ  ( ).

 1.6.

μ

.



12

 1.7. μ .

 μ ,

, μ  μ μ

 (Brouillard and Cheminat, 1988; Grotewold, 2006; Harborne and Williams, 2001; 

Moyer et al., 2002; Schaefer and Rolshausen, 2006).  2003, μ

μ  17 ,  μ

  - cyanidin, peonidin, pelargonidin, malvidin, delphinidin 

 petunidin (Kong et al., 2003), μ  cyanidin (Harborne and Williams, 

2001; Parry et al., 2006).  (apigeninidin, aurantinidin, 

capensinidin, europinidin, hirsutidin, 6-hydroxycyanidin, luteolinidin, 5-methylcyanidin, 

pulchellidin, rosinidin  tricetinidin)  (Hou, 2003). 

,

μ  - cyanidin (50%), 

pelargonidin (12%), peonidin (12%), delphinidin (12%), petunidin (7%)  malvidin (7%) 

(Kong et al., 2003).  20 

μ  (Boido et al., 2006; Castellarin et al., 2006; Kammerer et al., 2004; Mattivi et al., 

2006; Mazzuca et al., 2005; Vian et al., 2006).

 μ μ  μ

 3  5 . , μ

μ μ μ  (465-550 

nm),  (270-280 nm) ( . 1.8).

μ , μ μ μ

 - 163 ( .1.1.)- μ μ

μ  (Parkinson and Brown, 1981; Yamakoshi et al., 2002). 

163 (ii) (μ  2,5 mg/kg μ ), .

,  - - μ

μ  (Heinonen, 1991). 

 μ , ,

 (Timberlake and Henry, 1988).  1996, μ

 V. myrtillus μ  36% , ,
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 (Hou, 2003; Maffei Facino et al., 1996; 

Morazzoni et al., 1991). μ  LD50 μ  2000 

mg/kg μ .,  3000 mg/kg 

. p.o.  (  6 μ ) μ

 (125-150  80-320 mg/kg μ μ ) μ

μ .

 (Morazzoni and Bombardelli, 1996),  μ  4% 

μ .

 1.1. 163 μ

μ μ .

μ

163a

163b  μ

163c μ  μ

163d

163e

163f  μ

163 (i) μ

163 (ii) μ μ

163 (iii) μ μ

 1. 8.

μ .

μ  pH 

μ

.
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μ  ( )

(Gu et al., 2004; Sprygin and Kushnerova, 2002) ,

(Waterhouse, 2002),  μ . μ  pH 

, μ μ

(Prior and Wu, 2006).  μ , , μ , ,

, , , , ,

μ μ ,  (Delgado-Vargas et al., 2000; 

Naczk and Shahidi, 2004), μ

(Willstätter , Nobel laureate, Chemistry, 1915). μ

 μ ,  cinnamic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic 

acid, sinapic acid , μ , μ ,

(Giusti et al., 1999; Mazza, 1995). μ ,

μ  600 (Andersen, 2002). μ ,

μ  (μ  oolong )

 μ μ μ  theaflavins  thearubigins – μ

μ μ  μ  μ  1–10 kDa. 

μ  μ μ μ μ

(Bailey et al., 1992).  

( ) μ μ ,

 (Galvano et al., 2004). μ

 10000 ,  μ . ’ μ

μ  100 mg/ μ  (Prior and Wu, 2006), 

μ  μ μ  (23 mg/ μ ) (Cao and Prior, 1999; 

Hertog et al., 1993b; Prior and Cao, 1999). ,

 (Timberlake and Henry, 1988) μ  μ

 μ , μ

μ μ μ  bilberry  elderberry, 

.

 μ  μ  μ

μ :  - ,

– μ  μ  (Madhavi et al. 1996). 

μ μ  (μsec), 

« »  (Boido et al., 2006; Brouillard et al., 1997; Eiro and Heinonen, 

2002; Perez-Magarino and Gonzalez-San Jose, 2004; Wang et al., 2003). 

μ - , μ ,

μ μ  (Waterhouse, 2002).
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1.2. -

1.2.1. μ - μ  μ

,

μ , μ ,

μ , in vitro μ . , μ

 μ μ μ , μ

.

1.2.1.1. μ

μ  μ μ μ μ μ  (FDA), 

μ « μ μ  μ

μ μ ».

, μ  μ μ ,

μ μ ,

. , , ,

, μ

μ μ .

μ μ / μ .

,   (mucosal mass), μ

,  μ

. ,  μ μ  μ

μ , ,

μ μ · μ

μ μ  (first-pass effect).

 μ μ  μ μ μ

μ μ  (Heaney, 2001):  μ ,

μ μ

 μ μ μ μ · μ ,  μ

μ ,  μ ,

 μ μ  μ · ,  μ

in vivo

in vitro μ . ,

μ /

μ ,  μ

.
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μ  μ  μ ,

μ , , μ ,

 μ  μ . μ μ  μ  μ μ μ

( μ - ),  μ -

μ ,  μ μ  μ μ .

, μ  μ

, , μ

μ μ  μ  μ

μ  μ  (Ludden, 1991).

μ μμ  « μ » ,

 μ μμ .

1.2.1.2.

 μ  μ μ

μ ,

μ  ( , ,  μ

μ ), μ ,  μ

μ  μ μ

, μ  μ .

μ  μ ,  P 

 MRP2 (multidrug resistance associated protein 2), 

 μ  (Wagner et al., 2001). 

μ ,

μ , μ  μ μ

quercetin  diadzein (Piskula et al., 1999). , μ

.

μ ,  μ  quercetin 4’- glucoside μ  0,5-0,7h 

μ ,  rutin (quercetin-3- -rutinoside) 6-9h  (Graefe et al., 

2001),  quercetin μμ  ( )

 μ  (glucisides  glycosides) (Hollman and Katan, 1997).

1.2.1.3.

μ  μ ,

μ , μ  μ  μ μ μ .

μ μ

 μ .  μ  μ

<20 kD μ μ  (glomerular) ,  μ

 μ μ , μ  (69 kD) 

.  μ μ

, μ μ  μ
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.

. , μ  μ  μ

μ  (Dufour and Dangles, 2005). 

1.2.1.4. μ

μ μ .

μ  ( , ), μ

μ μ  μ  μ μ .

μ μ

 μ , . ,

μ  μ μ μ , ,

μ μ μ . μ

μμ , μ μ μ  (

μ  P450). μ

 μ μ . ,

 17 UGTs (UDPglucuronosyltransferases) (Meech and Mackenzie, 1997)  11 

SULTs ( μ  sulfotransferases) (Glatt, 2000; Glatt et al., 2000). 

μ , μ

μ  μ ,

μ μ

(Bachmann, 2002; Fisher et al., 2000; Glatt, 2000; Her et al., 1996; Lin and Lu, 2001; Ma et 

al., 2002; Xie et al., 2001). 

1.2.1.1.  (Biomarkers) 

μ ,

,  μ

/ , /  (Kohlmeier, 

1991). μ ,

μ μ

 (Bates et al., 1997; Hunter, 1998).  μ

μ μ . ,

μ , μ

μ . μ , μ

,  μ μ

« μ »

μ . ,

 Se,  μ μ  μ .

μ , μ

. ,

 ( μ μ , μ μ
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μ . μ μ

μ μ .

1.2.2. μ

1.2.2.1. μ μ

μ μ

, μ  (Robards and 

Antolovich, 1997). μ  μ

μ  (HPLC) (Hakkinen and Auriola, 1998; 

Mattila et al., 2000). μ

,  μ μ μ

 μ  μ  silica 

μ μ . μ  μ

μ ,

 μ  μ ·  Liu et al. (Liu 

et al., 1995)  μ  μ  μ  100 μg/l. μ

 μ μ  μ

μ .   Hollman et al. (Hollman et al., 1996)  μ

μ μ  quercetin μ  μ μ

 μ μ , μ  2 μg/l. 

 μ μ  μ  acetonitrile, 

μ  μ μ  (  μ )  μ μ

 μ  (Ameer et al., 1996; Ishii et al., 1997; Lee and 

Reidenberg, 1998).

μ

Folin Ciocalteau,  H3PW12O40  H3PMo12O40.

, - ,  μ

 μ  760 nm (Singleton and Rossi Jr, 

1965). 



19

1.2.2.2. μ :

μ - μ -

μ ,

μ μ μ

 quercetin,  ( . 1.9.). 

 μ  μ  ( )

·  75%  (Walle et al., 2001a; Wenzel and Somoza, 2005). 

μ μ  μ -μ /

. μ  μ

 μ , .

, μ  μ μ

μ - , μ  μ  μ

,

μ  μ ,

μ . μ μ

μ μ μ μ · . .

 UGTs (UDP-glucuronosyltransferases)  μ  μ

epicatechin, μ  SULTs (sulfotransferases) μ

-  (Vaidyanathan and Walle, 2003). 

 1.9. μ  μ , ,

μ μ  (Spencer et al., 2004). 
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 μ μ  quercetin 

,  Hollman et al. (Hollman et al., 1995; Hollman and Katan, 

1999; Hollman et al., 2001; Hollman et al., 1997a; Hollman et al., 1997b; Hollman et al., 

1996; Sesink et al., 2001) μ

μ μ μ ,  μ ,  μ

 μ μ .  quercetin μ

μ  0,07-1,4% μ ,

quercetin rutinoside,  μ

(Crespy et al., 2002; Ueno et al., 1983)· , μ  quercetin 

(0.25% ),  μ μ

μ  μ ,

μ  μ  μ

μ  (Boulton et al., 1998; 

Manach et al., 1995; Spencer et al., 1999).  quercetin 

μ  23 ± 4 μg/l (Noroozi et al., 2000).  μ  μ ,

μ  quercetin  rutin ,

p.o. μ μ  100 g/ μ  μ  (black currants 

bilberries)  quercetin μ  30-50% 

μ  μ  (16 ± 13 μg/l) (Erlund et al., 2006; Erlund et al., 2003). 

μ ,  μ   Cmax (0-32) μ

μ .  quercetin 

,  quercetin  rutin .

,  μ ,

μ μ μ ,  (Cermak et al., 2003). 

 quercetin μ ,

 μ ,

 μ μ  (de Vries et al., 1998; Noroozi et al., 2000). 

,  quercetin (μ -fasting plasma concentration) 

μ  μ μ

μ · ,  μ μ  μ

 24 .

 hesperetin  naringenin μ  400-760 ml μ

μ  μ   1-2 h. ,

 naringenin μ  1% μ  30% 

μ , μ  hesperetin μ

 5%.  90%,  57% 

, μ  μ μ  CO2 (Erlund,

2004).  μ μ μ μ
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μ   5-59%  (Ameer et al., 1996; Fuhr and Kummert, 

1995; Ishii et al., 2000; Lee and Reidenberg, 1998). 

 μ  μ  resveratrol μ p.o.

 (Marier et al., 2002) :

μ  μ μ

μ  (t1/2=0,13 ),  (4-8 )  μ ·

μ  μ  μ  p.o.  resveratrol 

( )  38% μ , μ ,

μ  μ ·

 resveratrol  μ ,  μ .

, ,  resveratrol μ p.o.  (0,03 mg/kg μ

) μ  (Meng et al., 2004), 

μ  grapefruit (μ )

μ μ  5%.  resveratrol  

μ  μ μ , μ ,

 (Vitrac et al., 2003), , μ

.

 μ  ( , )

 μ μ -

glucosidase/lactase phlorizin  (Scalbert and Williamson, 2000). 

μ  μ μ , μ

 (a-rhamnosidases) (Paganga and Rice-Evans, 1997; Scalbert and 

Williamson, 2000). μ  μ ,  epicatechin  EGC 

.

, μ μ ·

quercetin-3-rutinoside  , 

μ , (t1/2 μ  15  18 h),  μ

(Erlund, 2004). ,  μ

μ .

 (Lesser et al., 2004). μ ,

μ μ

μ  μ

μ μ , μ

 μ μ  (Silberberg et al., 2005). 

1.2.2.3. μ :

μ - μ -

μ  ( )  μ

,  μ  μ  μ  μ
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μ μ  μ

 (Deprez et al., 2000).  μ  μ μ ,

 μ  μ- μ  μ  24 . ,

 μ - μ ,

μ  6  μ μ  24-48 . μ-

 μ  μ μ  (Meselhy et al., 1997). 

 μ μ μ μ

μ μ , μ  μ

μ , μ  μ

μ ,  (Meselhy et al., 1997) μ

3 (Groenewoud and Hundt, 1986). 

3 -2-

 (Groenewoud and Hundt, 1984; Groenewoud and Hundt, 1986; Meselhy et al., 1997; 

Scheline, 1970) μ μ  μ .

μ μ

μ . μ

 (Cao and Prior, 1999; Matsumoto et al., 2001; 

McGhie et al., 2003; Miyazawa et al., 1999; Wu et al., 2002).  Spencer et al. 

- μ  μ μ

μ μ μ μ ,

 (Spencer et al., 2004). μ

μ μ μ , μ 2 μ

 μ μ  (Holt et al., 2002). , 2

μ  (Baba et al., 2002), 3

(Donovan et al., 2002). 

 μ  μ μ ,

μ μ  μ

(Passamonti et al., 2002). μ ,  μ μ  μ

μ  μ  (Delgado-Vargas and Paredes-Lopez, 2003), 

 pH>7  ( μ ),  3,5-

 3- .

μ  μ

μ , μ  Na- μ  μ

 SGLT1 (Gee et al., 2000; Gee et al., 1998). , μ  μ μ

 (Mulleder et al., 2002), 

μ μ   elderberry μ  μ

 μ . , μ

 μ

SGLT1 ,  μ μ

μ  (Gee et al., 2000).  Tsuda et al. 
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cyanidin-3-glucoside  μ  μ  μ ,

-  (Tsuda et al., 1999b). 

μ  (Day et al., 

2000b).  lactase phlorizin hydrolase (LPH),  μ -

. μ ,

, μ , ,  pH 

 S 2 (Delgado-Vargas and Paredes-Lopez, 2003), μ

(Cacace and Mazza, 2002; Wu et al., 2004).  

1.2.2.4. μ

1.2.2.4.1. μ

 μ μ , μ

,  μ  lactase-

phloridzin hydrolase  (Day et al., 2000a) -

(Day et al., 1998), μ  μ . In vitro,  lactase-phloridzin 

hydrolase μ  μ  quercetin-4'-glucoside, quercetin-3-glucoside, 

quercetin-3,4'-glucoside, 3'-methylquercetin-3-glucoside, genistein-7-glucoside 

daidzein-7-glucoside,  quercetin-3-rhamnoglucoside (rutin)  naringenin-7-

rhamnoglucoside (naringin). , μ ,

- ,  glucosides 

μ   4'-OH   7'-OH,  quercetin-3,4’-glucoside, 

quercetin-3-glucoside, quercetin-3-rhamnoglucoside (rutin)  naringenin-7-

rhamnoglucoside (naringin).  quercetin glycosides 

, μ  μ  (Aziz et al., 1998; Paganga and Rice-Evans, 1997) 

, μ  HPLC μ

,  μ  glucuronides . ,

 μ μ  μ

quercetin μ  μ μ  glucuronides  sulfates,  chrysin 

 (Walle et al., 2001a). 

μ ,  μ μ ,

μ μ

 (Walle et al., 2005). , μ  ( -glucosidase, - μ )

,  Bacteroides JY-6 (Jang and Kim, 

1996), Streptococcus faecium VGH-1  Streptococcus sp. FRP-17 (MacDonald et al., 1984), 

 (

)  ( )

 ( ) (Baba et al., 

1981; Nakagawa et al., 1965). μ

μ μ . μ  3-

hydroxyhippuric acid,  μ μ  μ μ ,



24

 μ  hippuric acid,  μ  quinic acid μ

 (Rechner et al., 2001). , , ,

 μ - μ , μ μ  elderberry 

blueberry (Wu et al., 2002)  chalcones μ  (Delgado-Vargas and Paredes-

Lopez, 2003). μ , μ  μ μ

, μ μ

 μ  μ  (μ μ  μ ) μ

(He, 2004). 

1.2.2.4.1. μ  μ μ

 (perfusion)  μ   quercetin 

glucuronides  sulfates μ  (Crespy et al., 1999; Spencer 

et al., 1999),  μ μ  quercetin (3'-methylquercetin 

(isorhamnetin)  4'-methylquercetin (tamarixetin), 

 μ  (0.25%) (Manach et al., 1997; Manach 

et al., 1995). ,  μ

 μ  (Erlund, 2004; Manach et al., 1998).  μ μ

,  (Crespy et al., 

1999), μ μ  HepG2 (Boulton et al., 

1999). Ex vivo μ  μ  perfusion,  resveratrol 

(837-1704 nmol)  54% μ

(Andlauer et al., 2000). , 21% 

( ),  μ  2% .

μ , 40%  resveratrol, 

11%  3% .  μ

resveratrol μ μ .  μ

(perfusion) - , 90 min μ  resveratrol, 

μ ,  μ  glucuronides 

(Kuhnle et al., 2000). P.o.

(Bertelli et al., 1996a; Bertelli et al., 1996b; Bertelli et al., 1998),  resveratrol 

 30 min ,  μ

 μ  μ . μ  μ ,

resveratrol μ  μ  15min, 

 μ  30 min  (Soleas et al., 2001).  μ

 trans-resveratrol μ

, μ  (Vitrac et al., 2003). 

μ

/  μ , μ

μ μ μ  (Marier et 
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al., 2002). μ  μ p.o.  resveratrol μ ,

 μ  (  1nmol/gr )

 10 min , μ ,

(Asensi et al., 2002). , μ  resveratr l, catechin  (25 mg/70kg 

μ )   quercetin (10 mg/70 kg μ ),  μ

 μ  30 min,  μ

μ  ( μ , μ ),  μ  4h 

.  μ μ  μ

μ  ( μ ), μ  (Goldberg et al., 

2003). μ ,

μ  μ  μ

μ  30 min (Walle et al., 2004). μ  μ

, ·

,  quercetin μ

 glucuronidation  resveratrol (Aumont et al., 2001; de Santi et al., 2000a; de Santi et 

al., 2000b).

, μ μ in vitro μ μ

, μ μ  μ μ , in vivo

μ ,  μ . H -

μ -  μ

 COMT (Spencer et al., 1999).  μ

 μ  quercetin, ( μ μ  isorhamnetin - 3’-O-

methylquercetin),  COMT μ  μ

 μ μ  (Zhu, 2004). ,  μ μ

μ  COMT, μ

- ·  COMT μμ  μ

, μ

 CYP1A1/2,  CYP2E1· 

μ

μ  ( - ) (Moridani et al., 2002). ,

,

μ  μ  protocatechuic acid 

 COMT, μ μ ,

.  C3 

 C  COMT·

 (Kadowaki et al., 2005). 

1.2.2.4.1. μ  μ μ

,

μ ,
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μ μ  (Boulton et al., 1998).  

 LDL (Vinson et al., 1995),  genistein 

μ  μ  HDL (Kaamanen et al., 2003). 

,  μ  μ

μ μ μ

 (Horie et al., 1988). 

μ  -  - μ

 μ . ,  μ

,  3’- -methyl  epicatechin 4’-O-methyl epicatechin, 

 epicatechin 5-O- -D-glucuronide (Spencer et al., 2001). 

quercetin,  ( . 1.10.)  μ  2’-

glutathionyl quercetin  quercetin quinone/quinone methide (Spencer et al., 2003), 

 μ μ  S- .  4’-O-methyl 

quercetin μ  μ μ

μ ,  μ  3’-O-methyl quercetin. ’  μ

epicatechin,  quercetin-7-O- -D-glucuronide  μ ,

μ . μ  μ  μ

 (naringenin  hesperetin), μ μ

·  UDP-glucuronosyl-transferases, 

μ  quercetin  epicatechin (Proteggente et al., 2003). 
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 1.10. μ  quercetin  (Williams and Grayer, 

2004).

 (RBE4) μ  (bEND5) 

 (Youdim et al., 2003), μ

 μ . ,  hesperetin  naringenin 

 cyanidin-3-rutinoside  pelargonidin-3-

glucoside -μ μ . μ

 epicatechin -μ μ μ ,

 μ  (Spencer et al., 2001)· 

μ

,  quercetin  kaempferol, μ μ μ

 μ .
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 1.11.  (Spencer et al., 2004). 

( : μ μ ).

μ μ μ ,  μ μ

NADPH/CYP2E1 (Moridani et al., 2002), μ ,  μ ,  μ

, ,

 μ  μ μ μ ,  cysteinyl-

flavonoids (Spencer et al., 2004). 

μ μ

 μ , . μ ,

 μ

,  μ  MDMA (3,4-methylenedioxymethamphtamine, eccstasy) 

μ , μ  L-DOPA. ,

 2’-glutathionyl quercetin μ

 μ  μ

(Spencer et al., 2003).

μ ,

- , μ μ

2 2 (Spencer et al., 2004). 2 2 μ

, μ  μ ,

 Michael,  μ , μ  μ  semiquinone 

 quinodal ,

DNA. μ  μ μ  (CYPs) 
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 (galangin, kaempferide, chrysin, genistein),  μ

(xanthohumol)  CYP2C9, CYP1A2, CYP1A1, CYP1B1  CYP2E1 

(Doostdar et al., 2000; Hu et al., 2003; Otake and Walle, 2002; Yilmazer et al., 2001). 

μ ,  glucuronidation  μ

μ , , μ , -

glucuronidases . μ , μ

 μ μ , μ  (μ μ )

 luteolin -glucuronide  (Shimoi et 

al., 2000; Shimoi et al., 2001; Triggiani et al., 2001).  

, μ μ  CO2

μ μ μμ μ

(Walle et al., 2001b). 
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1.3.

 μ in vitro, ex vivo

in vivo μ . , ,  μ

μ μ μ

. ,

,

μ in vivo μ ,

μ μ  μ - μ .

1.3.1.
 μ μ

,

 μ μ

(positive feedback loop). μ ,

,

μ . μ ,

μ  μ  ( . 1.12-14).  

μ  μ  4- -  1,5-  3-

- .  μ ,

,  Fenton (Pietta, 2000). μ ,

μ  μ

 (Heijnen et al., 2001). ,

μ

,  μ  350-450 nm, 

μ . ,

,

.

μ μ

μ - - .

, , ,

 (Scott et al., 1993). 

 1.12.

μ

 μ  μ .
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 1.13. μ

μ μ .

 1.14.  quercetin   μ

μ . μ μ  μ  GSH 

.
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1.3.2. μ μ  (LDL) 
μ μ

μ μ .  Frankel et al. (Frankel et al., 1993) 

ex vivo  LDL  Cu2+ μ

, . μ ,

, quercetin, catechin, epicatechin  trans-resveratrol, 

, μ ,

 μ , μ  (Kanner et al., 1994). 

 LDL, 

μ  (FeIV=0). μ ,

-

,

. μ  LDL  μ

(Jessup et al., 1990),  TBARS 

(Thiobarbituric Acid Reactive Species). 

 μ , μ

 SREBPs (sterol regulatory element binding proteins):   SREBP-1 

 SREBP-2  μ μ .  SREBPs 

 μ

 μ ,

 SREs (Sterol Regulatory Elements)  μ  LDL-

receptor  HMG-CoA (Osborne, 2000). -μ

 LXR (  X)  RXR ( )

μ μ μ  μ  SREBP 

(Repa et al., 2000),  FXR (farnesoyl X receptor)  HNF (Hepatocyte Nuclear factor) 

 CYP7A (cholesterol-7a-hydroxylase) (De Fabiani 

et al., 2000).  Kappor et al. (Kapoor et al., 2002)  curcumin  μ

 Raf-1  LDL. H curcumin 

μ ,  μ

μ  LDL μ .  μ μ

μ μ .

,  μ  μ

 LDL μ  CYP7A. 

HepG2,  curcumin  LDL, 

 HMGCoA  (FDPS), 

μ  SREBPs μ . ,  curcumin 

μ  FABP1 (fatty acid binding protein 1)  CD36 (μ

). μ

  LDL- μ  (Peschel et al., 2006). 

 μ ,  LDL (Fan et al., 
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2005a; Fan et al., 2005b). , in vitro μ  catechins 

 μ μ  (μ ),

 μ μ in vivo  (Ikeda et al., 1992).

1.3.3.  μ
,  μ

 μ , 2, 2
-.

μ  μ , 2
- μ  μ μ

 ( ), μ μ

. , μ  quercetin, catechin 

epicatechin  μ μ  (Chang et al., 

1993; Hanasaki et al., 1994). ,  Dok-Go et al.   quercetin, 

 (+)-dihydroquercetin  quercetin 3-methylether μ

Opuntia ficus-indica,

 H2O2
-  X/XO (Dok-Go et al., 2003). 

1.3.4. μ
 μ μ  μ

μ , μ

,  COX 

 (Landolfi et al., 1984).  μ  μ

 cAMP (Ferrell et al., 1979)  cGMP 

(Ruckstuhl et al., 1979), μ .

μμ

, μ  (Landolfi et al., 

1984). ,  gentisic acid (2,5- ),

 (>2.25mg/l), μ μ μ  μ

(2- ), μ

.

 μ μ μ .

,  quercetin, rutin, morin,  LOX-1, 

,  (Corvazier and Maclouf, 

1985).   μ  μ μ

, μ -

 μ

.

,  quercetin  70%  12-HETE, 

, μ  resveratrol, μ
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(Pace-Asciak et al., 1995). ex vivo μ  quercetin  morin 

μ μ μ ·

μ μ ,

 EDRF 

, μ

μ  μ μ μ

(Gryglewski et al., 1987).  ,  Bakovic et al. μ

 ( , - μ )

 5-  12-HETE ,

 PGH .

 μ μ μ ,

μ  μ μ μ - .

,  quercetin  PLA2, μ ,

μ μ μ , ,

, μ

(Lindahl and Tagesson, 1993). 

1.3.5.

1.3.5.1. μ μ

μ  μ μ

μ  μ  ( . 1.2.). , ,

, μ  μ μ

μ  μ  (Blot et al., 1996; Yang et al., 2002; 

Zeegers et al., 2001).  μ  μ , ,  Sun et 

al that  μ μ  μ  (Sun 

et al., 2005).  μ ,  Severson et. al. (Severson et al., 1989) 

 (  tofu) μ μ

,  μ  59 

 μ  μ μ μ

. , μ  μ ,

Netherlands Cohort Study on Diet and Cancer μ

 μ  (Goldbohm et al., 1996). ,

μ / μ μ

(Severson et al., 1989).

1.3.5.2. μ  μ

 μ μ μ , ,  μ

, , μ ,

μ  μ  ( . 1.3.).  μ
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μ ,

μ    μ    μ , μ ,
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 1
.2

.
μ

 μ
.



37



38

 1
.3

.
 μ

.
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, , , μ , μ ,

,  (Lambert and Yang, 2003; Yang et al., 2000; 

Yang and Wang, 1993). ,  (0.1%) 

 μ  65% μ  μ

μ  (TRAMP model) (Gupta et al., 2001). 

  (0.6 % μ  μ ) μ  μ μ

μ  (μ  dimethylbenz[a]anthracene, DMBA) μ μ  (Li et 

al., 2002). , ,  μ  μ ,

μ μ  (Weisburger et al., 1997),  μ

μ μ μ μ μ μ  AJ μ  (Landau 

et al., 1998).  sesamin μ  μ μ

DMBA (Hirose et al., 1992), μ

 (LNCaP)  SCID μ  (Bylund et al., 

2000). 

μ  N-methyl-N-nitrosourea - μ ,

Dunning R-3327H μ , μ

μ  (Boileau et al., 2003).   

1.3.6.
 quercetin, curcumin  genistein  μ

. ,  quercetin  myricetin  

 μ 3  (Walker et al., 2000).  (10-30 μ )

 μ  μ  Akt  ERK, 

caspase 3  (Spencer 

et al., 2003). 

μ . ,  Davies et al. {Davies, 2000 #251  quercetin 

μ  μ  μ  20%  CK2, 

AMPK  PI3K. 

1.3.7. μ  μ

1.3.7.1.  μ

 μ μμ  (μ )

 Bax/Bcl-2, μ

μ . μ ,  EGCG 

  NFkB  p53  LNCaP {She, 2001 

#253; Brownson, 2002 #252}.  epigallocatechin gallate, genistein, quercetin, naringenin, 

 resveratrol μ  NF B, μ

 μ μ

(Katula et al., 2005).  μ  JNK 
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 c-jun μ  μ  AP-1  NF-kB, 

μ

 (Chen et al., 2004; Kundu and Surh, 2004). μ ,  apigenin 

 NKX3.1, μ  CK2 

(Li et al., 2006). ,  resveratrol  μ μ

 Stat3  μ , ,  μ μ μ

 (Kotha et al., 2006). 

1.3.7.2. μ  μ  μ μ  DNA

 μ μ μ ,

 ( μ ) (Raucy, 2003; Raucy and Allen, 

2001). μ  μ

AhR (aryl hydrocarbon receptor), μ μ  μ

μ  (PAHs)  XRE 

(xenobiotic response element) μ  (Ciolino et al., 1999; 

Ciolino and Yeh, 1999a; Ciolino and Yeh, 1999b). ,

 μ  μ

μ .

,  PPAR  PPAR  (Shen et al., 

2006),  (Xia et al., 

2005).  PPAR μ μ μ

μμ μ ,  NQO1 (  NADPH- ), 

 GST (S- ,  UDP-glucuronosyl ,

,  iNOS ( μ ), μ  1 (HOX-1) 

, μ  ARE (EpRE, antioxidant/electrophile 

response element). 

1.3.8. μ  μ
μ μ

 Gingko biloba (EGb 761) μ μ  (Huang et al., 2004; 

Oken et al., 1998). 

μ , μ

 (Rabin et al., 2005),  μ

μ μ  (Gemma et al., 2002; Wang et al., 2005) μ

(Cacace and Mazza, 2002). μ μ μ ,

μ μ - ,  μ  μ

, ,

μ μ  Ca2+,

 μ μ . μ ,
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μ , μ - ,

μ  8 μ  2% w/w  μ  (Joseph et al., 

2003). μ

μ ,  μ

μ . μ

 μ

μ  (Lin et al., 2005)  CA1 

CA2 μ  (Sweeney et al., 2002).  resveratrol 

 μ  Egr1 (Early Growth Response 1) 

μ , μ  μ

μ μ  (Della Ragione et al., 2002). 

μ ,  gingkolides A, B, C  J 

μ  ( 1/  GlyR) 

μ μ  (Kondratskaya et al., 2004).  GlyR 

, μ μ

, - μ  GABAA

5- μ  5-HT3.  μ ,  EGCG, 

GABA , μ  (Vignes et al., 2006). ,

 Fernadez et al. μ μ μ μ  μ

 μ  μ

,  eriocitrin, prunin, narirutin, eriodyctiol, 

quercetin, rutin, naringenin, 2S-hesperidin, 2S-neohesperidin, 2S-hesperetin, 2S-naringin, 

linarin, diosmetin  diosmin, μ μ

 ( ) , μ  μ

 GABAA (Vignes et al., 2006). 

1.3.9.  (Alzheimer 

 Parkinson) 
, μ μ μ  Alzheimer  Parkinson, 

 « » μ ,

μ  μ μ μ

. Post mortem  μ

μ  μ μμ

 (Bastianetto et al., 2000; Ramassamy et al., 

2000). μ ,

 (Checkoway et al., 2002).  μ  μ ,  3-4 

μ  μ  80% μ
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μ ,  μ μ ,

 (Lemeshow et al., 1998). μ  μ

 1367  65 ,

 14,4 mg μ ,  -  (35,2%), 

 (19,1%),  (16,9%)  (16%) (Commenges et al., 2000)}. 

 μ

μ μ  μ .

 μ

μ  MPTP- μ

(Pan et al., 2003). ,  EGCG 

μ  μ μ  ( ) in 

vitro in vivo (Levites et al., 2003).  EGCG 

- ,  epicatechin μ

μ  (Ono et al., 2003).

μ ,  PKC , μ ,

 μ μ  phorbol ester  μ

 μ  Parkinson   μ

EGCG: in vivo μ μ  PKC  μ  MPTP-

μ  (Mandel et al., 2005)  PKC

μ  (Levites et al., 2003)· in vitro

- μ μ μ

  PC12  SH-SY5Y μ μ

 PKC. 

1.3.10. μ μ
 μ  NF- B

μ  μ  μ , .

μ  μ  μ μ  μ  NF- B,  μ μ

 PIF (proteolysis-inducing factor) 

20S μ μ , μ  MSS1  p42  19S 

μ μ  E2(14k) μ  μ .

μ

 μ μ .

,  EGCG  μ -  1 

μ 5 μ μ  20S 

μ .

EGCG (Smith et al., 2004). μ ,  curcumin (50 μM)  resveratrol (30 μM) 

μ  μ μ ,

 PIF, . ,  curcumin 



43

(150-300 mg/kg μ )  μ  μ

μ  μ  MAC16. ,  resveratrol (1 mg/kg μ )

μ μ ,  μ  NF- B

DNA  (Wyke et al., 2004). H resveratrol 

 μ μ , μ μ

μ  (Marambaud et al., 2005). ,

μ  μ μ  (Jang and Surh, 

2003), μ  HIF-1 , μ ,

μ , μ

μ  26S (Zhang et al., 2005). ,

 μ  HIF-1  VEGF, μ

μ  μ /μ

.

1.3.11.
 quercetin, quercetagenin, myticetin 

 baicalein  μ  MLV (Rauscher 

Moloney strains)  HIV-1 reverse transcriptases (Ono et al., 1989).  μ

 (hydroxyflavones, dihydroxyflavones, polyhydroxyflavones  flavanones) 

 μ μ μ μ  μ  2  3 

, μ  5, 6  7 ( . .

baicalein) 

μ  (Ono et al., 1990) ’ .

μ μ μ

 μ , μ  μ μ  (Nair et 

al., 2002)  RNA μ  II (Chao and Price, 2001). μ ,

μ μ , , ,

(quercetin, butein and luteolin) 

 HIV-1 (Xu et al., 2000). ,

μ  μ μ μ μ μ , μ

μ .  μ μ μ

in vivo ,  Chao et al.  flavopiridol, ,

 Tat  HIV μ ,  μ

 P-TEFb  μ  Cdk9/cyclin T1 

 RNA μ  II  μ μ μ  DRB 

(5,6-dichloro-1- -D-ribofuranosylbenzimidazole) ,  μ μ

μ  RNA μ  (Chao and Price, 2001).   
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1.3.12.
μ .  μ

 (Cohen-Boulakia et al., 2000), 

μ  (Tsuda et al., 2003), μ

(Tsuda et al., 1999a),  (Canter and Ernst, 2004; Nakaishi et al., 2000) 

μ  (Jankowski et al., 2000). 

,  in vitro μ  (de 

Freitas and Mateus, 2001; Yan and Bennick, 1995), μ μ .

,

 (Zhang and Kashket, 

1998). 
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1.4.

 μ ,

μ μ μ

μ , ,

.

μ  μ

,  μ μ ,

, μ .

 μ  10-12–10-6 ,

μ  μ μ , μ

.

, μ  μ μ μ  μ

μ μ , μ ,

μ  (Rist et al., 2006): 

μ μ

μ

μ

μ

 μ μ

μ ,  μ .
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 μ  μ

 μ μ

.
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2.1. Αντιδραστήρια 
Όλα τα αντιδραστήρια αγοράσθηκαν από τις Sigma-Hellas (Athens, Greece) και Tocris (Bristol, UK). 

Τα θρεπτικά κυττατοκαλλιργειών αγοράσθηκαν από την Gibco BRL (Life Technologies, Paisley, UK). 

 

 

2.2. Πολυφαινόλες 

2.2.1. Απομόνωση απλών μορίων 
 Οι trans-resveratrol, quercetin, (+)-catechin και (-)-epicatechin απομονώθηκαν από ολικό 

πολυφαινολικό εκχύλισμα από κόκκινο κρασί με ημι-παρασκευαστική υγρή χρωματογραφία υψηλής  

πιέσεως (HPLC) σε συνδυασμό με φασματοφωτομετρία. Η καθαρότητά τους (>99%) επιβεβαιώθηκε με 

αναλυτική HPLC και φασματογραφία μαγνητικού πυρηνικού συντονισμού (NMR) ισχύος 500 MHz. Οι 

πολυφαινόλες διατηρούνταν σε μορφή σκόνης σε σκούρο δοχείο, στους -20°C, σε υγρό άζωτο.   

 

2.2.2. Απομόνωση ολιγομερών 
Τα μονομερή  (+)-catechin και (-)-epicatechin εκχυλίσθηκαν από σπόρους σταφυλιών με 

ακετόνη:Η2Ο (70:30) και κατόπιν με συνδυασμό χρωματογραφίας-φυγοκέντρισης (Centrifugal 

Partition Chromatography, CPC) σε σύστημα Εξανίου/Ethyl acetate/Αιθανόλης/Η2Ο (1:8:2:7, 

v/v/v/v) (Delaunay et al., 2002). Η οπτική καθαρότητα των ισομερών ελέγχθηκε βάσει specific 

rotation values σε διάλυμα ακετόνης (c = 1, k = 589 nm). Τα διμερή B2 και B5 απομονώθηκαν από 

κόκκους κακάο με αιθανόλη/Η2Ο (70:30) (Vercauteren et al., 2001). Οι ξανθίνες (θεοβρωμίνη και 

καφφεΐνη) απομακρύνθηκαν με CHCl3. Τα υπολείμματα ύδατος αφαιρέθηκαν με CPC και ανάστροφη 

παρασκευαστική υγρή χρωματογραφία υψηλής ανάλυσης (Prep-HPLC) σε διαβάθμιση 15–100% 

μεθανόλης:Η2Ο. Η ταυτοποίηση των ουσιών έγινε με αναλυτική HPLC και μαγνητικό πυρηνικό 

συντονισμό (2D NMR long-range heteronuclear 13C–1H spectra) (Balas et al., 1995). 

 

2.2.3. Κλασμάτωση εκχυλισμάτων σταφυλής 
Παρασκευάσθηκαν τα κάτωθι εκχυλίσματα: 

1. GAT: υγρό, ολικό πολυφαινολικό εκχύλισμα (120 mg/ml, 92 % ανάλογα κατεχινών, 50 % 

προκυανιδίνη B2, 15 % ολιγομερείς προκυανιδίνες, 100 ppm resveratrol και 2 % ανθοκυάνες. Ως 

πρώτη ύλη χρησιμοποιήθηκε πολτός σταφυλιών (παραπροϊόν κατά την οινοπαραγωγή). Mετά από 

επανηλειμμένη σύνθλιψη, ο πολτός υπέστη εκχύλιση με ένα σύστημα «πράσινου» διαλύτη (“green” 

extraction solvent), το οποίο περιελάμβανε θρυμματοποίηση με υγρό άζωτο και εκχύλιση σε υγρό 

CO2. Η απομόνωση των πολυφαινολών έγινε με χρωματογραφικές μεθόδους και κρυσταλλοποίηση.  

2. OPC40: στερεό πολυφαινολικό εκχύλισμα, το οποίο προέκυψε μετά από επεξεργασία του GAT, 

ώστε να αυξηθεί η περιεκτικότητά του σε πολυμερείς ενώσεις. 
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3. GSE (grape seed extract)/OPC80: στερεό πολυφαινολικό εκχύλισμα αντίστοιχο του OPC40, το 

οποίο παρασκευάσθηκε από σπόρους σταφυλιών. Τα διαλυτά στοιχεία απομακρύνθηκαν με στήλες 

C18 Sep-Pak (Waters, Milford, MA, U.S.A.) (Corder et al., 2001). 

4. Μικροσφαιρίδια (microcapsules) τα οποία περιείχαν 5% (v/v) εκχύλισμα GAT. 

 

Τα εκχυλίσματα 2 και 3 επαναδιαλύθηκαν σε όξινο αλκοολούχο διάλυμα (20% αιθανόλη, 10 mM HCl) 

σε συγκέντρωση 120 mg/ml. Περαιτέρω αραιώσεις έγιναν σε θρεπτικό μέσο καλλιέργειας. 

 

Η τεχνολογία που χρησιμοποιήθηκε για τον εγκλεισμό των πολυφαινολών σε μικροσφαιρίδια δεν 

περιλαμβάνει την χρήση γενετικά τροποποιημένων οργανισμών (GMO-free). Ο εγκλεισμός έγινε με 

χημικές διαδικασίες, χωρίς την προσθήκη υδατανθράκων και πρωτεϊνών. Οι πολυφαινόλες 

διαλύθηκαν σε ένα μεικτό σύστημα ελαίου/Η2Ο και εγκλείσθηκαν σε ένα κέλυφος cross-linked 

πολυμερών, με αποτέλεσμα την δημιουργία ελαστικών μικροσκοπικών σφαιριδίων, διαμέτρου 2µm. 

Τα μικροσφαιρίδια είναι σταθερά σε τιμές του pH>3,6. Για τον λόγο αυτό είναι ανθεκτικά στην 

παστερίωση, στην μέθοδο UHT (ultra heat treatment), την ομογενοποίηση ή την ξήρανση. Η 

κατανάλωσή τους επιτρέπει την ασφαλή διαδρομή τους μέχρι το στομάχι, όπου αποικοδομούνται και 

απελευθερώνεται το περιεχόμενό τους. 

Για τον έλεγχο των εγκεισμένων πολυφαινολών σε in vitro πρωτόκολλα εργασίας, επεξεργαστήκαμε 

τα μικροσφαιρίδια με 50 mM HCl (18 h, 4oC) και χρησιμοποιήσαμε κατόπιν την υποκείμενη φάση. 

 

Για τον περαιτέρω έλεγχο επιμέρους πολυφαινολών των παραπάνω κλασμάτων έγινε εκχύλιση 

θρυμματισμένου πολτού σταφυλιών με ethyl acetate/water 90:10. Το ίζημα σταθεροποιήθηκε με την 

προσθήκη εξανίου. Ακολούθησε κλασμάτωση με την βοήθεια στηλών Sephadex LH20 και τους 

ακόλουθους διαλύτες (Corder et al., 2001): 

1. Ολικό εκχύλισμα (80 % αιθανόλη) 

2.Ολικό εκχύλισμα (90% ακετόνη)  

3. Ολικό εκχύλισμα (90% ethyl acetate) 

4. Ολικό εκχύλισμα μετά από καθίζηση με εξάνιο (90% ethyl acetate), "polyphenol extract"  

5. Ολικό εκχύλισμα μετά από καθίζηση με CΟ2 και ethyl acetate 

6. Μάρτυρας από στήλη ρητίνης Sephadex   

7. Κλάσμα από καθαρισμό με στήλη ρητίνης Sephadex (επικατεχίνη, 90%)  

8. Κλάσμα από καθαρισμό με στήλη ρητίνης Sephadex (κατεχίνη και επικατεχίνη) 

9. Κλάσμα από καθαρισμό με στήλη ρητίνης Sephadex (προκυανίνες και κατεχίνη, 3:1)  

10. Κλάσμα από καθαρισμό με στήλη ρητίνης Sephadex (προκυανίνες, >80%)  

 

Επειδή, όλοι οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν είναι τοξικοί, όλα τα εκχυλίσματα ξηράνθηκαν in 

vacuo και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε όξινη αιθανόλη (20% αιθανόλη, 10 mM HCl), σε τελική 

συγκέντρωση 12 mg/ml. Κατόπιν, οι ουσίες διαλύθηκαν περαιτέρω σε θρεπτικό μέσο καλλιέργειας. 
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2.3. Φασματοσκοπική ανάλυση 
Αρχικώς η quercetin διαλύθηκε σε απόλυτη αιθανόλη (10-2M). Στην συνέχεια, οι αραιώσεις έγιναν 

στον απαιτούμενο διαλύτη. Για τα πειράματα πρόσδεσης χρησιμοποιήθηκαν (α) υπερελικωμένο 

πλασμιδιακό DNA (φορέας pGL2, Promega, Madison, WI), μετά από καθαρισμό με CsCl, (β) 

ανθρώπινο γενωμικό DNA, μετά από απομόνωση με στήλες συγγένειας (Qiagen N.V., Venlo, The 

Netherlands) και (γ) BSA, Fraction V. Οι ουσίες αναμείχθηκαν είτε σε απεσταγμένο H2O είτε σε 

διάλυμα φωσφορικών (PBS) και καταγράφηκαν τα αντίστοιχα φάσματα φθορισμού σε 

φθορισμόμετρο Aminco Bowman Series 2 fluorimeter (Spectronics Instrument Rochester, NY, USA), 

χρησιμοποιώντας τον κατάλληλο διαλύτη ως μάρτυρα. Τα φάσματα απορρόφησης της quercetin 

καταγράφηκαν σε φωτόμετρο PerkinElmer Lambda 6, UV/VIS και αναλύθηκαν με το λογισμικό 

Spectrum v2.00 (Perkin-Elmer Co, Wellesley, MA). Για την μελέτη της αλληλεπίδρασης της quercetin 

με κυτταρικές πρωτεΐνες, χρησιμοποιήθηκε ολικό εκχύλισμα κυττάρων HepG2. Τα κύτταρα 

ομογενοποιήθηκαν με υπερήχους σε διάλυμα 50mM Tris, pH 7.4, παρουσία αναστολέων πρωτεασών 

(10μg/ml PMSF και1μg/ml aprotinin). Το υπερκείμενο χρησιμοποιήθηκε αμέσως μετά την 

απομάκρυνση των αδιάρρηκτων κυττάρων με φυγοκέντριση στα 2500g για 15 min. 

 
 

2.4. Ανάλυση των μεταβολιτών της quercetin με υγρή 

χρωματογραφία υψηλής πιέσεως (HPLC) 
Κύτταρα της σειράς HepG2 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία 10 mm ∅, μέχρι να φθάσουν σε πυκνότητα 

80%. Στην συνέχεια ξεπλύθηκαν με διάλυμα PBS και επωάστηκαν με 3 μM quercetin σε PBS για 

χρονικό διάστημα 5-60 min. Κατόπιν, αφαιρέθηκε το υπερκείμενο, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν ξανά με 

PBS και προστέθηκε όξινο διάλυμα μεθανόλης (0,2% οξεικό οξύ), στο οποίο εκχυλίσθηκαν οι 

πολυφαινόλες οι οποίες είχαν «παγιδευθεί» στα κύτταρα. Τα μονιμοποιημένα υπολείμματα των 

κυττάρων συλλέχθηκαν ξεχωριστά με απόξεση και κατατμήθηκαν με υπερήχους. Τα δύο κλάσματα 

ξηράνθηκαν υπό κενό, επαναδιαλύθηκαν σε 25 μl ακετονιτριλίου και αναλύθηκαν με HPLC-ESI-MS. 

Χρησιμοποιήθηκε το σύστημα Waters 1525 binary HPLC pump (Waters, Milford, MA) συζευγμένο με 

DAD-FLD-ESI/MS (Thermo Electron, Waltham, MA). Το σήμα απορρόφησης στο υπεριώδες που 

καταγράφηκε από την συστοιχία φωτοδιόδων Waters 2996 και τα δεδομένα  φθορισμού από τον 

ανιχνευτή Waters 2475 multi λ fluorescence detector αναλύθηκαν με το λογισμικό Empower. Στην 

συνέχεια τα μόρια των πολυφαινολών κατευθύνθηκαν σε ένα σύστημα ηλεκροϊοντισμού (electron 

spray ionization source, ESI) και ακολούθησε φασματομετρία μάζας (Τhermo Finnigan LCQ 

Advantage ion-trap mass spectrometer). Για την ανάλυση HPLC χρησιμοποιήθηκαν στήλες  Atlantis 

RP18 column (5 μm, 250 x 4.6 mm i.d., with a guard column-2 cm). Η έκλουση έγινε στους 30°C, με 

ταχύτητα 500 μl/min και ισοκρατικό σύστημα διαλύτη ddH2O-ακετυλονιτρίλιο-οξικό οξύ (42/58/2, 

v/v/v). Τα φάσματα απορροφήσεως στο υπεριώδες καταγράφηκαν στην περιοχή 200-600 nm (βήμα 

2nm) και τα φάσματα φθορισμού στην περιοχή 400-600 nm (345 nmex). Ο φασματογράφος μάζας 

χρησιμοποιήθηκε σε θετικό και αρνητικό πλαίσιο, η πηγή τάσης ήταν σταθερή στα 4,5kV, η τάση των 
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τριχοειδών στα -38.0V (+9.0V), ο ουδός των φακών -40V (-10V)  και η θερμοκρασία των τριχοειδών 

200°C.  

 

 

2.5. Κυτταροκαλλιέργειες 
Χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές του Πίν. 2.1. Καλλιεργήθηκαν σε στείρες συνθήκες, στο 

απαιτούμενο θρεπτικό μέσο, σε θάλαμο κορεσμένο σε υγρασία, 37οC, 5% CO2, μέχρι να καλύψουν το 

80 % της επιφάνειας των τρυβλίων/φλασκών. Προκειμένου τα κύτταρα να μεταφερθούν σε νέο 

δοχείο, αφαιρούνταν το υπερκείμενο θρεπτικό, τα κύτταρα ξεπλένονταν με θρεπτικό μέσο χωρίς 

ορό, επωάζονταν για 5 min (μέχρι να αποκολληθούν) με διάλυμα τρυψίνης/EDTA και συλλέγονταν 

σε θρεπτικό με ορό. Κατόπιν, το εναιώρημα φυγοκεντρούνταν (χ 600 g), το ίζημα (κύτταρα) 

επαναδιαλυόταν σε φρέσκο θρεπτικό μέσο με ορό και μεταφερόταν σε νέες φλάσκες. 

 

Πίνακας 2.1. Κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη. 

Κυτταρική 
Σειρά Περιγραφή-προέλευση Μέσο καλλιέργειας Πρόσθετες 

πληροφορίες 

Τ47D 

Απομονώθηκε από πλευρικές 
μεταστάσεις ductal καρκίνου μαστού 
(85102201, European Collection of 
Cell Cultures, Salisbury, UK) 

RPMI 1640-10% FBS Εκφράζουν υποδοχείς 
στεροειδών 

MCF-7 Αδενοκαρκίνωμα μαστού (ATCC, 
Teddington, UK) 

DMEM -10% FBS-10 
mg/l κρυσταλλική 
ινσουλίνη  

Εκφράζουν υποδοχείς 
στεροειδών 

LNCaP Μεταστατικό καρκίνωμα προστάτου 
(ATCC, Teddington, UK) RPMI 1640-10% FBS Εκφράζει υποδοχείς 

ανδρογόνων 

DU-145 
Απομονώθηκε από τον εγκέφαλο 
ασθενούς με μεταστατικό καρκίνο 
προστάτου (ATCC, Teddington, UK) 

RPMI 1640-10% FBS Δεν εκφράζει υποδοχείς 
ανδρογόνων 

HepG2 Ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα (ATCC, 
Teddington, UK) RPMI 1640-10% FBS  

HaCaT 

Αυθορμήτως αθανατοποιημένα 
κερατινοκύτταρα, ευγενική 
προσφορά από τον Δρ. Δ. Καρδάση 
(Ιατρική Σχολή, Πανεπιστημίου 
Κρήτης) 

DMEM-10% FBS  

 

Οι κυτταρικές σειρές αποθηκεύονται στους -80oC, αφότου τα κύτταρα διαλυθούν σε θρεπτικό μέσο 

με 40% FBS και 10% DMSO. 

 

2.5.1. Επίδραση με πολυφαινόλες 
Προκειμένου να μελετηθεί η δράση μεμονωμένων πολυφαινολών ή εκχυλισμάτων πλουσίων σε 

αυτές, τα κύτταρα επωάσθηκαν για το αναφερόμενο χρονικό διάστημα με συγκεντρώσεις 

αντίστοιχες αυτών που παρατηρούνται φυσιολογικά στον οργανισμό, μετά από πρόσληψή τους μέσω 

της διατροφής: 10-12–10-6 Μ. 
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2.5.2. Επίδραση με H2O2 
Προκειμένου να μελετηθεί η άμεση αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών, τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν παρουσία διαβαθμισμένης συγκέντρωσης Η2Ο2 για 2 h. Κατόπιν, υπολογίσθηκε ο 

αριθμός των ζώντων κυττάρων με την μέθοδο ΜΤΤ ή SRB. Οι πολυφαινόλες προστέθηκαν 

ταυτόχρονα με το Η2Ο2. Εναλλακτικά, για να υπολογίσουμε πιθανή ενεργοποίηση των 

αντιοξειδωτικών διαδικασιών (έμμεση αντιοξειδωτική δράση), προεπωάσαμε τα κύτταρα για 24 h με 

πολυφαινόλες και στην συνέχεια προστέθηκε Η2Ο2. 

 
 
2.5.3. Επίδραση με υπεριώδη ακτινοβολία 
Προκειμένου να μελετηθεί η προστατευτική δράση των πολυφαινολών κατά την έκθεση στην 

υπεριώδη ακτινοβολία, τα κύτταρα εκτέθηκαν σε υπεριώδη ακτινοβολία (30 mJ/cm2), 

επανατοποθετήθηκαν  στον επωαστήρα για 24 h και υπολογίσθηκε ο αριθμός των ζώντων κυττάρων 

με την μέθοδο ΜΤΤ ή SRB. Οι πολυφαινόλες προστέθηκαν 24 h πριν, ταυτoχρόνως ή αμέσως μετά 

την έκθεση σε UV. 

 

 

2.6. Μέτρηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 
Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των πολυφαινολών στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τα 

κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες 24 οπών σε πυκνότητα 2 x 104 κύτταρα/οπή. Μία ημέρα αργότερα 

(πειραματική ημέρα 0), προστέθηκε στα κύτταρα η προς μελέτη ουσία ή ο αντίστοιχος μάρτυρας. Τα 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν κατά περίπτωση από 2-6 ημέρες και ακολούθησε ο υπολογισμός του 

αριθμού των κυττάρων με την μέθοδο ΜΤΤ ή SRB. 

Στην περίπτωση όπου επρόκειτο να μελετηθεί η προστατευτική-αντιοξειδωτική δράση των 

πολυφαινολών ενάντια στο H2O2, τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες 96 οπών σε πυκνότητα 2 x 

104 κύτταρα/οπή, ενώ τροποποιήθηκε αναλόγως ο όγκος των διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν 

κατόπιν. 

 

2.6.1. Μέθοδος ΜΤΤ 
Ο προσδιορισμός του κυτταρικού πολλαπλασιασμού με τη μέθοδο ΜΤΤ βασίζεται στην ικανότητα των 

αφυδρογονασών των μιτοχονδρίων ζώντων κυττάρων να μεταβολίζουν το άλας του τετραζολίου [3-

(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide]. Οι παραγόμενοι από την αντίδραση 

μπλε κρύσταλλοι είναι  υδροφοβικής φύσεως και διαλύονται σε οργανικό διαλύτη (προπανόλη-1) 

(Denizot and Lang, 1986; Mosmann, 1983). Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλάκες με επίπεδο 

πυθμένα. Η συγκέντρωσή τους εξαρτάται από τον τύπο της κυτταρικής σειράς, την διάρκεια και τον 

τύπο του πειράματος. Στο τέλος της πειραματικής διαδικασίας, αφαιρείται το υπερκείμενο, τα 

κύτταρα ξεπλένονται και προστίθεται διάλυμα ΜΤΤ (0,5 mg/ml σε θρεπτικό μέσο χωρίς ορό). Τα 

κύτταρα τοποθετούνται ξανά στον επωαστήρα για 3-4 h και κατόπιν προστίθεται ίσως όγκος 
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προπανόλης-1. Το περιεχόμενο κάθε οπής αναδεύεται μέχρι την πλήρη διάλυση των κρυστάλλων και 

υπολογίζεται η οπτική του πυκνότητα στα 595 nm. Οι αντιδράσεις γίνονται εις τριπλούν.  

 

2.6.2. Μέθοδος Sulphorhodamine B (SRB) 
H μέθοδος Sulphorhodamine B (SRB) βασίζεται στη χρώση μεμβρανικών πρωτεϊνών και παρουσιάζει 

αρκετά πλεονεκτήματα εν συγκρίσει με τη μέθοδο ΜΤΤ.  Στη μέθοδο SRB εμφανίζεται γραμμική 

σχέση μεταξύ της μετρούμενης οπτικής πυκνότητας (OD) και της συγκέντρωσης των κυττάρων, 

ακόμη και αν ο αριθμός των κυττάρων φθάνει σε υψηλές τιμές, σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της 

μεθόδου ΜΤΤ, τα οποία δεν είναι γραμμικά ανάλογα με τον αριθμό των κυττάρων σε υψηλές 

συγκεντρώσεις κυττάρων. Επιπλέον, επειδή η χρώση με SRB δεν εξαρτάται από τη μιτοχονδριακή 

ενεργότητα, τα αποτελέσματα δεν επηρεάζονται από την αλληλεπίδραση παραγόντων που 

χρησιμοποιούνται κατά την πειραματική διαδικασία (π.χ. οι πολυφαινόλες που έχουν χρησιμοποιηθεί 

στην παρούσα μελέτη εμφανίζουν έντονη αντιοξειδωτική δράση, λόγω της οποίας η φυσιολογική 

οξείδωση του ΜΤΤ πιθανόν καταστέλλεται).   

Στην περίπτωση που τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλάκες 24 οπών, στο τέλος της πειραματικής 

διαδικασίας, αφαιρείται το θρεπτικό υλικό, τα κύτταρα ξεπλένονται με ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

(2ml/οπή) και μονιμοποιούνται με διάλυμα 50% τετραχλωρο-οξικού οξέος  (TCA) (0,25ml/οπή) για 15 

min σε θερμοκρασία δωματίου. Κατόπιν, οι πλάκες φυγοκεντρούνται για 10 min στις 2000rpm, 

αφαιρείται το υπερκείμενο, τα κύτταρα ξεπλένονται δύο φορές με ddH2O και ξηραίνονται. Στην 

συνέχεια, προστίθεται διάλυμα SRB (0,4%, σε 1% οξικό οξύ, 0,5ml/οπή· Molecular Probes Eugene, 

USA), τα μονιμοποιημένα κύτταρα επωάζονται για 30 min σε RT και ξεπλένονται τέσσερις φορές με 

διάλυμα 1% οξικού οξέος.  Αφού οι πλάκες στεγνώσουν,  η δεσμευμένη χρωστική επαναδιαλύεται με 

την προσθήκη 10mM Tris base, pH 10,5 (0,5ml/θέση) και ανακίνηση για 10 min. Τέλος, υπολογίζεται 

η απορρόφηση (OD) σε μήκος κύματος 570nm σε φωτόμετρο πλακών (Skehan et al., 1990). 

 

2.7. Εκτίμηση της κυτταρικής μετανάστευσης 
Προκειμένου να υπολογισθεί η μεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων παρουσία πολυφαινολών, 

τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πλάκες 6 οπών. Στην συνέχεια, δημιουργήθηκε με τη βοήθεια ενός 

ακροφυσίου μία λεπτή ασυνέχεια στην στοιβάδα των κυττάρων και προστέθηκε νέο θρεπτικό υλικό 

που περιείχε τις πρις μελέτη ουσίες ή τον μάρτυρα. Με την βοήθεια ανάστροφου μικροσκοπίου () 

φωτογραφήθηκε η «επούλωση» της ασυνέχειας τις επόμενες 2-24 h και υπολογίσθηκε το εύρος της 

με την βοήθεια του λογισμικού ImageJ (ΝΙΗ, Bethesda, MD, USA). 
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2.8. Μέτρηση αποπτωτικών δεικτών 
 

2.8.1. ApoPercentage Assay  
Το APOPercentage Apoptosis Assay Kit (Biocolor Ltd., Belfast, N. Ireland) βασίζεται στην αναστροφή 

των λιπιδίων της πλασματικής μεμβράνης κατά την έναρξη της απόπτωσης. Η χρωστική που 

περιέχεται στο kit εισέρχεται στα κύτταρα κατά την διάρκεια της μετατόπισης (flip-flop) των 

λιπιδίων. Τα κεχρωσμένα κύτταρα μπορούν να παρατηρηθούν σε ανάστροφο μικροσκόπιο. Για την 

ποσοτικοποίηση της αποπτώσεως, η προσδεδεμένη χρωστική εκλούεται με το παρεχόμενο διάλυμα 

και μετράται η οπτική απορρόφηση στα 540 nm/620nm σε φωτόμετρο πλακών (Dynatech MicroElisa 

reader Chantilly, VA). 

 

2.8.2. Χρώση με Annexin V και ιωδιούχο προπίδιο  
Η μέθοδος αυτή στηρίζεται σε δύο χαρακτηριστικά της αποπτώσεως: την έκθεση των ομάδων 

φωσφατιδυλοσερίνης της πλασματικής μεμβράνης, οι οποίες εμφανίζουν συγγένεια για το μόριο της 

annexin και την αύξηση της διαπερατότητος των κυττάρων, με αποτέλεσμα να προσροφούν το 

ιωδιούχο προπίδιο (ΡΙ). 

Για την ποσοτική μέτρηση της αποπτώσεως και την διαλογή των πρώϊμων (θετικά για annexin-FITC) 

και των όψιμων αποπτωτικών κυττάρων (θετικά για annexin-FITC και ΡΙ) χρησιμοποιήθηκε το kit της 

εταιρείας BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA) και κυτταρομετρία ροής. Στο τέλος της 

πειραματικής διαδικασίας, τα κύτταρα συλλέγονται με απόξεση από τα τρυβλία, ξεπλένονται με 

HBSS και επαναδιαλύονται στο προτεινόμενο διάλυμα σε συγκέντρωση 106/ml. Προστίθενται  2 

µg/ml Annexin V-FITC ή/και 0,1 µg/ml ιωδιούχο προπίδιο για 10 λεπτά στο σκοτάδι και κατόπιν τα 

κύτταρα μετρώνται με κυτταρομετρία ροής.  

 

2.8.3. Ποσοτικός προσδιορισμός ολιγονουκλεοσωμάτων  
Στα τελευταία στάδια της αποπτώσεως παρατηρείται ενεργοποίηση των ενδογενών νουκλεασών, οι 

οποίες κατατέμνουν το γενετικό υλικό του κυττάρου στις θέσεις μεταξύ των νουκλεοσωμάτων. Τα 

μονο- και ολιγονουκλεοτίδια που παράγονται ανιχνεύονται στο κυτταρόπλασμα. Προκειμένου να 

υπολογίσουμε ποσοτικά τον υποκυτταρικό πλυθησμό των όψιμων αποπτωτικών κυττάρων, 

χρησιμοποιήσαμε το kit Cell death detection ELISA Assay (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 

Βάσει των οδηγιών της εταιρείας, τα προς μελέτη κύτταρα λύονται και το κυτταροπλασματικό 

κλάσμα μεταφέρεται σε πλάκες 96 οπών επιστρωμένες με στρεπταβιδίνη, όπου επωάζονται για 2 

ώρες με βιοτινιλυωμένα αντισώματα εναντίον των ιστονών και αντισώματα (σύμπλοκα με 

υπεροξειδάση, POD) εναντίον των νουκλεοτιδίων. Ακολουθεί προσθήκη του υποστρώματος της 

υπεροξειδάσης ABTS και φωτομέτρηση των πλακών στα 405nm (με μήκος κύματος αναφοράς 490 

nm) σε φωτόμετρο τύπου ELISA (Biorad PR2100, Hercules, CA). 
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2.9. Συνεστιακή μικροσκοπία 
Σε όλες τις περιπτώσεις που απαιτούνταν η χρήση συνεστιακής μικροσκοπίας, τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες επικαλυμμένες με πολυ-L-λυσίνη, εντός πλακών 6 οπών. Κατά 

περίπτωση, τα κύτταρα επωάζονται με τους προς μελέτη παράγοντες, μονιμοποιούνται ή 

«βάφονται» και τοποθετούνται ανάποδα σε αντικειμενοφόρους με μία σταγόνα αντι-

αποχρωματιστικού παράγοντα Mowiol. Τα κύτταρα παρατηρούνται κατόπιν σε σύστημα συνεστιακού 

μικροσκοπίου (Leica TCS SP confocal scanner system, Leica Lasertechnik, Heidelberg GmbH, 

Germany) με τη βοήθεια καταδυτικού φακού (40x ή 63x) και μετά από μονοχωματική διέγερση με 

Laser Ar-Kr στα 488 ή 568 nm λαμβάνονται φωτογραφίες στο παράθυρο επιλογής και βήμα 0,5μm. 

 

2.9.1. Χρώση νουκλεϊκών οξέων 
Η χρώση των νουκλεικών οξέων έγινε με DAPI, η οποία προσδένεται αποκελειστικά στο DNA, ή με ΡΙ 

(ιωδιούχο προπίδιο), το οποίο προσδένεται και στο DNA και στο RNA. Η DAPI προστίθεται σε 

μονιμοποιημένα κύτταρα στο τέλος οποιασδήποτε πειραματικής διαδικασίας αγωγής ή χρώσης, σε 

τελική συγκέντρωση 1 μg/ml για 10min. Κατόπιν τα κύτταρα ξεπλένονται με PBS και παρατηρούνται. 

Αν και η χρήση της DAPI είναι πιο αποτελεσματική, δεν είναι εφικτό να ληφθούν φωτογραφίες στο 

συνεστιακό μικροσκόπιο. Για τον λόγο αυτό χρησιμοποιήσαμε ΡΙ. Τα κύτταρα υφίστανται 

οποιαδήποτε αγωγή, χρώση ή μονιμοποίηση και ξεπλένονται με PBS. Στην συνέχεια, επωάζονται με 

1μl/οπή RnaseA (DNase free, 0,2 mg/ml, Qiagen N.V., Venlo, The Netherlands), προκειμένου να 

κατατμηστεί το RNA, ξεπλένονται, προστίθεται ΡΙ (0,2 μg/ml ΡΙ) για 15 min και παρατηρούνται στο 

μικροσκόπιο.  

 

2.9.2. Άμεση χρώση του κυτταροσκελετού ακτίνης 
Η χρώση στηρίζεται στην ιδιότητα της φαλλοϊδίνης να προσδένεται ειδικά στα ινίδια της ακτίνης. Για 

τον λόγο αυτό, διατίθενται στο εμπόριo συνθετικά σύμπλοκα φθορίζοντα μόρια φαλλοϊδίνης και 

χρωμοφόρου. Μετά τις επιδράσεις με τις πολυφαινόλες, τα κύτταρα μονιμοποίηθηκαν με 3,7% 

φορμαλδεϋδη (5 min) και κατόπιν με ακετόνη (-20oC, 3 min). Ακολούθησε ενυδάτωση με PBS και 

επώαση με ροδαμίνη-φαλλοϊδίνη, 1u/οπή (Molecular Probes, Leiden, NL) για 40 min σε RT. Τα 

κύτταρα παρατηρήθηκαν στην συνέχεια σε συνεστιακό μικροσκόπιο.  

Στην περίπτωση, όπου εξετάσθηκε η εμπλοκή της κινάσης ΡΙ3Κ, τα κύτταρα προεπωάσθηκαν με τον 

αναστολέα της wortmannin (100 nM), για 1 h και μετέπειτα ακολούθησε επίδραση με πολυφαινόλες 

και χρώση του κυτταροσκελετού. 

 

2.9.3. Ανοσοφθορισμός 
Η διαδικασία του ανοσοφθορισμού ακολουθεί τα παρακάτω στάδια (Theodoropoulos et al., 1999): 

- Μονιμοποίηση των κυττάρων με 4% φορμαλδεΰδη, 5 min. 

- Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων πρόσδεσης με διάλυμα ζελατίνης χονδριχθύος 1%. 

- Επώαση με το πρώτο (primary) αντίσωμα, 1-3 h σε RT ή Ο/Ν στους 4oC 
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- Επώαση με το δεύτερο (secondary) αντίσωμα για 1 h σε RT. 

Μεταξύ κάθε βήματος γίνονται τρεις πλύσεις με διάλυμα ανοσοφθορισμού (100 mM φωσφορικών 

αλάτων νατρίου, 0,7% NaCl, 2 mM MgCl2, 0,5% ζελατίνη χονδριχθύος και 0,2% Triton-X-100, pH 7,3), 

στο οποίο επίσης διαλύονται και τα αντισώματα. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν τα 

παρακάτω αντισώματα στις αναφερόμενες αραιώσεις: 

anti-fibrillarin (1:100, ab5821) και anti-rabbit IgG-Texas Red (1:250, ab6719) από την εταιρεία 

Abcam (Cambridge, UK), anti-sir2 (1:100· 07-131, Upstate, Dundee, UK) και anti-rabbit-TRITC 

(1:200· T5268, Sigma-Hellas, Athens, GR). Η LaminB ανιχνεύθηκε με αντίσωμα έναντι συνθετικού 

πεπτιδίου (Georgatos et al., 1997). 

 

 

2.9.4. Μελέτες ενδοκύττωσης και εξωκύττωσης 
Το σκεπτικό που διέπει τα πειράματα μεταφοράς στηρίζεται στον ανταγωνισμό των ουσιών για την 

μετακίνησή τους διά μέσω της πλασματικής μεμβράνης, μέσω υποδοχέων που διαμελαβούν την 

ενδοκύττωση ή την εξωκύττωσή τους, όπως συμβαίνει και στις μελέτες ανταγωνιστικής πρόσδεσης. 

Στην περίπτωση αυτή δεν χρησιμοποιήθηκαν ραδιοσημασμένα ανάλογα, αλλά αξιοποιήθηκαν οι 

φθορίζουσες ιδιότητες της φλαβονόλης quercetin. Όπως δείξαμε με φασματοφωτομετρικές 

μεθόδους (3.4.3.1.1.), η φλαβονόλη εμφανίζει φθορίζουσες ιδιότητες, μετά την ενδοκύττωσή της και 

την αλληλεπίδραση με στοιχεία του κυττάρου. Κατά συνέπεια, στις μελέτες ενδοκύττωσης, η 

παρουσία ανανταγωνιστών έχει ως αποτέλεσμα την μείωση του ενδοκυττάριου φθορισμού, ενώ στις 

μελέτες εξωκύττωσης την αύξηση του ενδοκυττάριου φθορισμού, όπως έχει περιγραφεί για την 

ροδαμίνη 123 (Cho et al., 2000). 

Για την μελέτη των υποδοχέων που εμπλέκονται στην ενδοκύττωση της quercetin, τα κύτταρα 

επωάστηκαν ταυτόχρονα με την φλαβονόλη (3 μΜ) και 100πλάσια συγκέντρωση χολικών οξέων, 

πολυφαινολών ή σακχάρων για διάστημα 2-30 min. 

Για την μελέτη των υποδοχέων που εμπλέκονται στην εξωκύττωση της quercetin, τα κύτταρα 

επωάστηκαν καταρχήν για 30 min με την φλαβονόλη (3 μΜ) και κατόπιν προστέθηκε 100πλάσια 

συγκέντρωση από υποστρώματα-αναστολείς των πρωτεϊνών ΑBC (Εικ. 2.1.). 

Μετά τις επιδράσεις, όπως περιγράφεται κατά περίπτωση, τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν με 4% 

formaldehyde, για 5 min. Ακολούθως, οι καλυπτρίδες μεταφέρθηκαν ανάστροφα σε 

αντικειμενοφόρους με αντι-αποχρωματιστικό μέσο Mowiol. Τα δείγματα παρατηρήθηκαν σε 

συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS SP (Heidelberg GmbH, Germany), με τη βοήθεια καταδυτικού 

φακού 40x ή 63x. Περαιτέρω επεξεργασία των εικόνων έγινε με το λογισμικό Adobe Photoshop® 7.0. 

2.9.4.1. Μονιμοποίηση 

Η μονιμοποίηση των κυττάρων έχει ως στόχο την διατήρηση της δομής των κυττάρων ή των ιστών, 

κατά την χρώση τους, διευκολύνει την πρόσβαση και πρόσδεση των μορίων-χρωστικών, όπως 

επίσης βοηθά και την διατήρηση των συμπλόκων που προκύπτουν. 

Για να διαπιστώσουμε την φύση πρόσδεσης της quercetin χρησιμοποιήσαμε εναλλακτικές τεχνικές. 

Μεταξύ αυτών η φορμαλδεΰδη (1-5 %, 5 min) ήταν η πιο αποτελεσματική στην διατήρηση του 
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σήματος, μετά την πρόσληψη της φλαβονόλης από ζωντανά κύτταρα. Πολικοί διαλύτες, όπως οι 

αλκοόλες ή η ακετόνη, οι οποίοι βοηθούν στην έκλουση των διαλυτών πρωτεϊνών και των λιπιδίων 

είχαν ως αποτέλεσμα την απόσβεση του φθορισμού. Σε συνδυασμό με την φορμαλδεΰδη, 

προκάλεσαν διάχυση του σήματος. Στην περίπτωση που ακολούθησε άμεση χρώση του 

κυτταροσκελετού με ροδαμίνη-φαλλοϊδίνη, η ακετόνη χρησιμοποιήθηκε αναγκαστικά. 

Ελέγξαμε ακόμη κατά πόσον η quercetin είναι ικανή να εισέρχεται σε μονιμοποιημένα κύτταρα. Η 

χρήση των μονιμοποιητικών οδηγεί στην αύξηση της διαπερατότητας των κυττάρων καθώς 

δημιουργεί οπές στις μεμβράνες τους. Η φορμαλδεΰδη δεν είναι εξίσου αποτελεσματική με τους 

πολικούς διαλύτες, γι’αυτό χρησιμοποιήθηκε στη συνέχεια απορρυπαντικό (0,05-2 % Triton-X-100). 

Επιπλέον, η πρόσδεση της quercetin σε μονιμοποιημένα κύτταρα ελέγχθηκε παρουσία κυμαινόμενης 

συγκέντρωσης αλάτων (10-100 mM Tris, pH 7.4). 

 

 
Εικόνα 2.1. Προκειμένου να μελετηθεί η συμμετοχή των αντλιών της οικογένειας ΑΒC στην μεταφορά ουσιών, 

χρησιμοποιούνται υποστρώματά τους (αριστερά) ή τροποποιητές τους (δεξιά) (ΤΑΧOL: paclitaxel, COLCH: 

κολχικίνη, ACT-D: ακτινομυκίνη D, MYTOM: μυτομυκίνη, VCR: βινκριστίνη, VBL: βινπλαστίνη, VP16: ετοποσίδη, 

STER: στεροειδή, TAM: ταμοξιφαίνη, TKI-INHIB: αναστολείς κινασών τυροσίνης, MTX: μεθορεξάτη, CPHAM: 

κυκλοφωσφαμίδη, CHLB: chlorambucil, CARM: carmustine, LCV: λευκοβορίνη, HUR: υδροξυουρία, CIPL: 

σισπλατίνη, MX: μιτοξανθρόνη, TOPOT: topotecan, BISANT: βισανθρόνη, DOX: δοξορουβικίνη, DNR: 

δαουνορουβικίνη, EPIR: επιρουβικίνη, CSA: κυκλοσπορίνη Α, VERAP: βεραπαμίλη. STAURO: σταυροσπορίνη, 

ECON: εκοναζόλη, PROB: probenecide, BBR: benzbromarone, SUPYR: σουλφιπυραζόνη, INDOM: ινδομεθακίνη, 

GENIS: genistein, PGA2: προσταγλαδίνη Α2, CCCP: chlorocarbonyl cyanide phenylhydrazone, PRAZ: πραζοσίνη, 

FTC: fumitremorgin C). 

2.9.4.2. Αγωγή με νουκλεάσες 

Παρατηρήσαμε ότι η quercetin συσσωρεύεται στον πυρήνα των κυττάρων, ενώ υπάρχουν 

εκτεταμένες αναφορές στην πρόσδεσή της σε νουκλεϊκά οξέα, ιδίως DNA.  Ελέγξαμε αν το φθορίζων 

σήμα διατηρείται στην περίπτωση αγωγής με νουκλεάσες. Η διαδικασία αυτή έγινε σε 

μονιμοποιημένα κύτταρα, τα οποία είτε είχαν ενδοκυττώσει την φλαβονόλη, είτε επωάστηκαν 

κατόπιν με αυτή. 
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Για την απομάκρυνση των ριβονουκλεϊκών οξέων χρησιμοποιήθηκε 1μl/οπή RnaseA (DNase free, 0,2 

mg/ml, Qiagen N.V., Venlo, The Netherlands) σε ddH2O, ενώ για την απομάκρυνση των 

δεσοξυριβονουκελϊκών οξέων 1 μl/οπή DNase I amplification grade (InvitrogenTM,, Carisbad, CA) στο 

συνοδευτικό διάλυμα αντίδρασης. Οι αντιδράσεις έγιναν σε RT και διήρκησαν 20 min. Κατόπιν τα 

κύτταρα εκπλύθηκαν τρις με PBS και ακολούθησε παρατήρηση σε συνεστιακό μικροσκόπιο ή επώαση 

με quercetin. 

2.9.4.4. Τροποποίηση του πυρηνικού φακέλλου 

Προκειμένου να ελέγξουμε την συμμετοχή του συμπλόκου των πυρηνικών πόρων (NPCs) στην 

πυρηνική μεταφορά της quercetin, τα κύτταρα επωάστηκαν με paclitaxel 0,9 nM (για 24h στην 

περίπτωση των T47D ή 48 h στην περίπτωση των HepG2). Η ταξάνη προσδένεται στους 

μικροσωληνίσκους και παρεμποδίζει τον πολυμερισμό τους και την κυτταρική διαίρεση, με 

αποτέλεσμα την δημιουργία πολυλοβωτών πυρήνων, την έκτοπη κατανομή  των συμπλόκων 

πυρηνικών πόρων του πυρηνικού φακέλλου και την αναστολή της λειτουργίας τους (Theodoropoulos 

et al., 1999). 

 

 

2.10. Αλληλεπίδραση της quercetin με DNA 
Η quercetin αναμείχθηκε σε διάφορες ποσότητες (ξεκινώντας από την ελάχιστη ισομοριακή αναλογία 

με νουλεπτίδια) με γραμμικό DNA (100 bp DNA ladder, Invitrogen, Carisbad, CA) και επωάσθηκε σε 

RT για 30 min. Ποσότητα του κάθε μείγματος, η οποία περιείχε 1 μg DNA, διαχωρίσθηκε σε πηκτή 

αγαρόζης 2 %, σε διάλυμα TBE, απουσία EtBr. Οι πηκτές φωτογραφήθηκαν στο υπεριώδες πριν και 

μετά την επώασή τους σε διάλυμα EtBr (2,5 mg/l). 

 

 

2.11. Ηλεκτροφόρηση δεοξυριβονουκλεϊκών οξέων σε πηκτή 

αγαρόζης 
Τα νουκλεϊκά οξέα διαχωρίζονται ανάλογα με το μοριακό τους βάρος σε πηκτή αγαρόζης (2% 

αγαρόζη, 2,5 mg/l EtBr), σε διάλυμα TBE (44 mM Tris-base, 44 mM βορικό οξύ, 1 mM EDTA, pH 8),  

υπό τάση 100 V (250 mA) σε συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης (Horizon® 11-14, Life 

Technologies, Gibco BRL, Goettingen, Germany). Για τον ακριβή υπολογισμό του μοριακού τους 

βάρους χρησιμοποιούνται εμπορικοί μάρτυρες (100 bp DNA ladder, Invitrogen, Carisbad, CA). Για 

την φόρτωση των δειγμάτων στην πηκτή, στα δείγματα προστίθεται διάλυμα (6χ: 10mM Tris, pH 

7.6, 0,15% orange G, 60% γλυκερόλη, 60mM EDTA). Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης οι πηκτές 

εκτίθενται στο υπεριώδες και φωτογραφίζονται.  
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2.12. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
Για τον ημιποσοτικό υπολογισμό της έκφρασης των γονιδίων του Πίνακα 2.2. χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction). Τα κύτταρα επωάστηκαν με τις 

προς μελέτη ουσίες για διάφορα χρονικά διαστήματα και συλλέγχθηκε το ολικό RNA μέσω 

διαλυτοποίησής τους σε  TRIzol® (Invitrogen, Carisbad CA, USA). Η εκχύλιση του RNA έγινε βάσει του 

πρωτοκόλλου του κατασκευαστή με μία επιπλέον έκπλυση με 70% αιθανόλη και το ίζημα 

επαναδιαλύθηκε σε συγκέντρωση 1μg/μl . Η καθαρότητα του RNA ελέγχθηκε με φωτομέτρηση στα 

260 nm/280 nm (απαιτούμενος λόγος 1,8-2). Στην συνέχεια συντέθηκε το συμπληρωματικό DNA 

(cDNA): i) 1 μg ολικού RNA επωάστηκε με DNase I amplification grade (InvitrogenTM,, Carisbad, CA) 

για 20 min στους 25oC, προκειμένου να απομακρυνθούν τα υπολείμματα DNA, και το ένζυμο 

απενεργοποιήθηκε για 10 min στους 65oC, ii) ακολούθησε η προσθήκη SuperScriptTM II RNA H- 

reverse trascriptase (InvitrogenTM, Carisbad, CA), 5μΜ poly d(T) (Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, UK) και 1μl αναστολέα ριβονουκλεασών rRNasin® (Promega, Madison, WI), σε 

συνολικό όγκο 20 μl, για 1 h στους 42oC και η αντίδραση τερματίσθηκε με επώαση για 5 min στους 

95oC. Χρησιμοποιώντας ως μήτρα το cDNA, ελέγξαμε τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων με 

multiplex PCR: 1 μl από το προϊόν cDNA product (~0.05 μg) επωάσθηκε με 100 nM ιχνηθετών DNA 

κατά περίπτωση (DNA primers), 200μΜ dNTP (InvitrogenTM, Carisbad, CA) και 1 u  DyNAzyme II 

polymerase (Finzyme, Ozyme, France), σε συνολικό όγκο 25μl. Ειδικά στην περίπτωση του γονιδίου 

της iNOS, η συγκέντρωση των ιχνηθετών ακτίνης ήταν 250 nM. Η αντίδραση περιλάμβανε ένα αρχικό 

στάδιο αποδιάταξης (95οC, 5 min) και κατόπιν 35 κύκλους συνεχούς αποδιάταξης (95οC, 30 sec)-

πρόσδεσης (βλ. Πίν. 2.2 οC, 30 sec)-επιμήκυνσης (74οC, 30 sec). Το προϊόν ηλεκτροφορήθηκε σε 

πηκτή αγαρόζης 3% και υπολογίσθηκε η ένταση των ζωνών που αντιστοιχούσαν σε κάθε γονίδιο σε 

σχέση με αυτό της ακτίνης, με τη βοήθεια του λογισμικού Molecular Analyst (Biorad, Hercules, CA).  

 

 

Πίνακας 2.2. Κατάλογος των ειδικών ιχνηθετών (primers), οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν 

για τον ημιποσοτικό προσδιορισμό της έκφρασης των ακολούθων γονιδίων 

forward AAT CCT GTA TGG CTC CGA GA  
eNOS, 58,3 oC reverse GGG ACA CCA CGT CAT ACT CA 

forward ACA GGA GGG GTT AAA GCT GC  
iNOS, 59,1 oC reverse TTG TCT CCA AGG GAC CAG G 

forward GCT ACC ACA TCC ACT CTA AGC AAG G  
AhR, 50,5 oC reverse TGG ATT GTA CTG CAT CTG ACC CAC G 

forward CAT CTG ATG ACG ACT GGG  
ARNT, 56,3 oC reverse AAC CAA TCT GGA TGC CTC 

forward CTC TTA GGT GCT TGA GAG CCC  
CYP1A1, 57,3 oC reverse CAT CAG CAT CTA TGT GGC CC 

forward GAA GTG TAT CGG TGA GAC CA  
CYP1A2, 55,3 oC reverse GTA GAC AGA GTC TAG GCC TCA 

forward CTT AGC CTT TAC CTG TGA AGT G  
CYP1B1, 54,9 oC reverse TGT TGT TTC CCC AGA ATG 

forward GGT GGC TTT TAG GAT GGC AAG  
Actin, 61 oC reverse ACT GGA ACG GTG AAG GTG ACA 

 

 



 61

2.13. Χρήση μικροσυστοιχιών (DNA microarrays) 

2.13.1. Γενικές αρχές 
Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών (GeneChips/microarrays) συνίσταται στην χρήση μικρών 

αλληλουχιών DNA, γνωστών ως ανιχνευτών (probes), οι οποίες συντίθενται χημικά σε συγκεκριμένες 

θέσεις πάνω σε μία επιφάνεια χαλαζία. Η ακριβής θέση του κάθε ανιχνευτή ονομάζεται feature και 

καταλαμβάνει περίπου 5 μm, ενώ κάθε μικροσυστοιχία μπορεί να περιλαμβάνει έως μερικά 

εκατομμύρια τέτοιων θέσεων. Ο καθαρισμός και η σήμανση νουκλεϊκών οξέων από 

πειραματικά/βιολογικά δείγματα και η υβριδοποίησή τους στην επιφάνεια της μικροσυστοιχίας, 

επιτρέπει την περαιτέρω εφαρμογή πειραματικών πρωτοκόλλων που αφορούν την έκφραση 

γονιδίων ή εξονίων, σε όλο το φάσμα του γενετικού υλικού, την ανακάλυψη νέων μεταγράφων, την 

γονοτυπική ανάλυση και επαναλληλούχιση (resequencing). Σε συνδυασμό με τεχνικές 

ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης, η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών επιτρέπει την ταυτοποίηση 

μεταγραφικών παραγόντων, καθώς και των θέσεων προσδέσεώς τους στο DNA.  

 

2.13.2. Σύνθεση ανιχνευτών 
Η κατασκευή μιας μικροσυστοιχίας στηρίζεται σε μία εφεύρεση της Silicon Valley, η οποία συνδυάζει 

τεχνικές κατασκευής ημιαγωγών, χημεία στερεούς φάσεως, αναλυτική χημεία, μοριακή βιολογία και 

ρομποτική, με αποτέλεσμα την φωτολιθογραφική σύνθεση ολιγονεουκλεοτιδίων σε μία υάλινη 

επιφάνεια. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 2.2., η επιφάνεια του χαλαζία καλύπτεται με μία 

φωτοευαίσθητη ουσία και κατόπιν με ένα διάλυμα νουκλεοτιδίων. Μέσω συνεχών κύκλων 

αποπροστασίας και προστασίας «σημειακών» θέσεων, επιτυγχάνεται η αυστηρά ελεγχόμενη σύνθεση 

αλληλουχιών μήκους περίπου 25 νουκλεοτιδίων. 

   

 
Εικόνα 2.2. Για την κατασκευή των μικροσυστοιχιών (GeneChip® Arrays) αξιοποιούνται τεχνικές 

φωτολιθογραφίας και χημείας. 
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2.13.3. Σχεδιασμός και επιλογή ανιχνευτών 
Οι ανιχνευτές σχεδιάζονται με βάση την συμπληρωματικότητα της αλληλουχίας τους με το 

περιεχόμενο RNA ή DNA ενός δείγματος. Η επιλογή των 25μερών ανιχνευτών επιτρέπει την διάκριση 

αλληλουχιών με αρκετά συγγενή σύσταση (αρκετά σημαντική σε πρωτόκολλα γενωτυπικής 

ανάλυσης), καθώς λόγω του μήκους τους εμφανίζει την μέγιστη ειδικότητα και ευαισθησία, σε σχέση 

με τον θόρυβο. Ακόμη, σε κάθε γονίδιο αντιστοιχεί και ένας «mismatch» ανιχνευτής, ο οποίος 

χρησιμεύει ως εσωτερικός μάρτυρας, ώστε να υπολογίζεται και να αφαιρείται ο πλεονάζων, μη 

ειδικός, φθορισμός. Επιπλέον, η αυξημένη χωρητικότητα της μικροσυστοιχίας, επιτρέπει την χρήση 

πολλαπλών ανιχνευτών για τον έλεγχο της έκφρασης του αυτού γονιδίου· συνήθως 

χρησιμοποιούνται 22-40 ανιχνευτές ανά γονίδιο.  

 

2.13.4. Πειραματικό πρωτόκολλο 
Ο ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος της έκφρασης ενός γονιδίου με την βοήθεια μικροσυστοιχειών 

ανιχνευτών στηρίζεται στην υβριδοποίηση ενός δείγματος στην επιφάνεια του GeneChip. Στην 

συγκεκριμένη μελέτη κύτταρα της σειράς HepG2 επωάσθηκαν με 3μM quercetin ή 0.3 ‰ αιθανόλη 

(μάρτυρας) σε θρεπτικό υλικό RPMI-10% FBS, για χρόνο 0-8 ώρες. Στο τέλος της επώασης, 

αφαιρέθηκε το υπερκείμενο, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και ξεπλύθηκαν γρήγορα με φυσιολογικό 

διάλυμα HBSS και συλλέχθηκαν σε αποδιατακτικό διάλυμα εκχύλισης. Η απομόνωση του συνολικού 

κλάσματος RNA έγινε με στήλες NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel, Düren, Germany), σύμφωνα 

με το πρωτόκολλο της εταιρείας. Η ποιότητα του RNA ελέγχθηκε με φασματοφωτομετρικές μεθόδους 

με τον αναλυτή Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA) και ηλεκτροφόρηση αγαρόζης, σε 

σχέση με εμπορικούς μάρτυρες. Η σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA), με μήτρα το mRNA, και η 

σήμανσή τους με φθορίζουσες ουσίες, όπως και η υβριδοποίηση στις μικροσυστοιχείες έγινες 

σύμφωνα με τα πειραματικά πρωτόκολλα της εταιρείας Affymetrix (Santa Clara, CA, USA). 

Χρησιμοποιήθηκαν 5 μg συνολικού RNA ως μήτρα και το αντίστοιχο cDNA υβριδοποιήθηκε σε «pan-

genomic U133 Plus 2.0 GeneChip oligonucleotide Arrays» (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Οι  

μικροσυστοιχείες U133 Plus 2.0 περιέχουν 54675 ζεύγη ανιχνευτών, τα οποία αντιστοιχούν σε 39000 

περίπου μοναδικά γονίδια του ανθρωπίνου γονιδιώματος. Η ειδική πρόσδεση των αλληλουχιών cDNA 

στην επιφάνεια του array και η μέτρηση του φθορισμού σε κάθε feature επέτρεψε την δημιουργία 

μιας πρωτογενούς «εικόνας», όπως φαίνεται ενδεικτικά στην Εικόνα 2.3.. Η περαιτέρω ανάλυση 

αυτής της εικόνας, με την βοήθεια του λογισμικού GeneChip Operating Software 1.1 (GCOS, 

Affymetrix), οδήγησε στον υπολογισμό των πρωτογενών τιμών ή αλλιώς του «σήματος» (signal) για 

κάθε ανιχνευτή. Στην συνέχεια, το σήμα κανονικοποιήθηκε με βάση μία αυθαίρετη κλίμακα από το 1 

έως το 100 με βάση την επιλογή “global scaling” του λογισμικού GCOS. Η ποσοτική μεταβολή στην 

έκφραση των γονιδίων για κάθε χρονική στιγμή, υπολογίστηκε με βάση τον λόγο των 

κανονικοποιημένων σημάτων. Τα γονίδια των οποίων η έκφραση αυξήθηκε ή μεταβλήθηκε 

σημαντικά  (p≤0,05) χαρακτηρίσθηκαν αντιστοίχως ως  D και I.  
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Η υβριδοποίηση και η πρωτογενής ανάλυση των δειγμάτων έγινε από την Ομάδα Laboratoire de 

transcriptome et de protéome (Institut de Recherche en Biothérapie, Hôpital Saint-Eloi, Université 

Montpellier I, Research Institute for Biotherapy, Montpellier University Hospital, http://irb.chu-

montpellier.fr/en/laboratories_microarray.html). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.13.5. Στατιστική ανάλυση 
Η ανάλυση των γονιδίων των οποίων η έκφραση μεταβλήθηκε σημαντικά έγινε με Ανάλυση 

Ανταπόκρισης (COrrespondance Analysis, COA) και τα λογισμικά MeV (http://mev.tm4.org, (Saeed 

et al., 2003) και Ade4 (http://biomserv.univ-lyon1.fr/ADE-4.html, (Thioulouse et al., 1997)). Η 

ανάλυση των γονιδίων σύμφωνα με την συμμετοχή τους σε οδούς σηματοδότησης ή κυτταρικές και 

φυσιολογικές λειτουργίες έγινε με την βοήθεια του συστήματος ταξινόμησης Panther Classification 

system (Applied Biosystems, http://www.pantherdb.org). 

Η μέθοδος COA εμφανίζει πλεονεκτήματα σε σχέση με άλλες στατιστικές μεθόδους (Fellenberg et al., 

2001; Wouters et al., 2003), διότι εξυπηρετεί την ποιοτική ανάλυση δειγμάτων μέσω του 

υπολογισμού της Αδράνειας (Inertia) μεταξύ των δειγμάτων, όσο και των επιμέρους γονιδίων. Ο 

υπολογισμός της Inertia εξαντλείται σε έναν αριθμό αξόνων (dimension reduction technique), 

ανάλογα με την πολυπλοκότητα του πειραματικού υλικού και επιτρέπει την ταυτόχρονη δισδιάστατη 

ή τρισδιάστατη απεικόνιση των γονιδίων και των δειγμάτων. Γονίδια ή δείγματα, τα οποία 

τοποθετούνται κοντά, εμφανίζουν κοινό πρότυπο γονιδιακής έκφρασης, ενώ γονίδια και δείγματα τα 

οποία απεικονίζονται μακριά, χαρακτηρίζονται από καταστολή της έκφρασής τους υπό τις 

αντίστοιχες πειραματικές συνθήκες. Όσο μακρύτερα τοποθετούνται τα γονίδια από την αρχή των 

αξόνων, τόσο πιο έντονος είναι ο συσχετισμός τους. Το γεγονός αυτό βοηθά στην ομαδοποίηση των 

δειγμάτων, παρά το ύψος του απόλυτου σήματος, χάριν στην παρουσία κοινών χαρακτηριστικών, 

αλλά και στην αποκάλυψη των τάσεων (trends) που οδηγούν σε διαφορική γονιδιακή έκφραση. Στην 

παρούσα μελέτη, η χρήση της COA επιτρέπει την εκτίμηση της συμβολής δύο ανεξάρτητων 

παραμέτρων, του χρόνου και της προσθήκης της φλαβονόλης quercetin, στην ποιοτική και ποσοτική 

έκφραση των γονιδίων. 

Η Ανάλυση Ανταποκρίσεως στηρίζεται στην «αποσύνθεση» μιας μήτρας τιμών Χ2, οι οποίες 

προκύπτουν από την ανάλυση των στηλών και των γραμμών ενός πίνακα δεδομένων (Culhane et 

al., 2002). Έστω Ν ένας πίνακας δεδομένων, όπου n το κανονικοποιημένο σήμα για κάθε γονίδιο, i ο 

αριθμός των γονιδίων και j ο αριθμός των δειγμάτων, κάθε στοιχείο του πίνακα ορίζεται ως nij.  

Εικόνα 2.3. Τυπική εικόνα ενός GeneChip® Array, μετά 

την υβριδοποίηση. Το επίπεδο της έκφρασης ενός 

μεταγράφου απεικονίζεται με πράσινο (μειωμένη) ή 

κόκκινο (αυξημένη) χρώμα.   
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Το άθροισμα των στοιχείων των σειρών και των στηλών αντιστοιχεί σε ni+ και n+j, ενώ το σύνολο 

όλων των στοιχείων σε n++. 

Η σχετική συμβολή κάθε γονιδίου i, κάθε δείγματος j  και κάθε στοιχείου n στην διαμόρφωση των 

αποτελεσμάτων αντιστοιχεί στις τιμές ri, cj και pij, σύμφωνα με τους τύπους: ri = ni+/n++ (1),  cj = n+j 

/n++ (2) και  pij = nij /n++ (3). Βάσει αυτών υπολογίζονται δύο φορείς R και C, μήκους I και J και μια 

μήτρα διαστάσεων I x J. Τα δεδομένα μετασχηματίζονται στην συνέχεια σε έναν πίνακα τιμών Χ2, 

που προκύπτουν από τον τύπο: 
ji

ijij
ij

cr
rpx −=      (4).  

Η COA συνίσταται στην «αποσύνθεση» των τιμών Χ2 κατά μήκος Κ φορέων eigen, όπου το K 

αντιστοιχεί στο min(I -1, J -1).  Οι φορείς τοποθετούνται ανάλογα με τις τιμές eigen, το σύνολο των 

οποίων ισούται με το άθροισμα του συνολικού Χ2. 

Ο υπολογισμός των φορέων eigen στηρίζεται σε μία δεύτερη μήτρα Β (Doledec and Chessel, 1987), 

σύμφωνα με τον τύπο: B = Dc
1/2 XDrXtDc

1/2  (5). Οι τιμές Dc
1/2 αντιστοιχούν σε μία μήτρα ανάλογη της 

J x J, που αποτελείται από τετραγωνικές ρίζες των στοιχείων C κατά μήκος της διαγωνίου και 

μηδενίζεται στα υπόλοιπα σημεία. Ανάλογα, η Β είναι μία μήτρα J x J, η οποία προκύπτει από τον 

φορέα  R και παράγει J τιμές eigen κατά μήκος της διαγωνίου, εκ των οποίων τουλάχιστον μία 

πρέπει να είναι μηδενική,  και φορείς eigen. Η ανάλυση με COA μπορεί να παρασταθεί γραφικά με 

την απεικόνιση των συντεταγμένων των γονιδίων και των δειγμάτων κατά μήκος του δευτέρου και 

τρίτου άξονα eigen. 

 

2.14. Μέθοδος προσδιορισμού συγκέντρωσης πρωτεϊνών κατά 

Bradford  
O προσδιορισμός της συγκεντρώσεως των πρωτεϊνών σε ένα διάλυμα με τη μέθοδο κατά Bradford 

(Bradford, 1976) βασίζεται στην αντίδραση της χρωστικής Coomassie Brilliant Βlue G-250 με τις 

πρωτονιωμένες αμινομάδες των αμινοξέων της πολυπεπτιδικής αλυσίδας, με αποτέλεσμα την 

μετατροπή της χρωστικής από κόκκινη σε μπλε και μέγιστο απορροφήσεως τα 595nm. Η ποσοτική 

εκτίμηση των πρωτεϊνών κάθε δείγματος γίνεται με τη χρήση πρότυπης καμπύλης BSA 5-100 μg/ml. 

Το προς εκτίμηση δείγμα (160 μl) τοποθετείται σε πλάκα 96 οπών τύπου ELISA και προστίθενται 40μl 

του διαλύματος χρωστικής (Bio-Rad Life Technologies). Μετά την ανάδευση τους τα δείγματα 

φωτομετρώνται στα 595nm, σε φωτόμετρο πλακών τύπου ELISA (Dynatech MicroElisa reader 

Chantilly, VA). Για μεγαλύτερη ακρίβεια οι αντιδράσεις γίνονται εις τριπλούν. 

 

2.15. Ανάλυση πρωτεϊνών 

 

2.15.1. Εκχύλιση πρωτεϊνών 
Η απομόνωση ολικών πρωτεϊνών έγινε με την άμεση προσθήκη στα κύτταρα διαλύματος Laemmli’s. 

Εναλλακτικά, τα κύτταρα διαλυτοποιήθηκαν σε διάλυμα RIPA (1% Nonidet P-40, 20 mM Tris pH 7,4, 

137 mM NaCl, 1 mM PMSF, 10 μg/ml leupeptin, 20 μg/ml aprotinin, 1 mM Na3VO4 και 50 mM NaF). 
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Η απομόνωση των μεμβρανικών πρωτεϊνών έγινε όπως περιγράφεται παρακάτω στις μελέτες 

ανταγωνιστικής πρόσδεσης (2.19.). 

Για την απομόνωση των πυρηνικών πρωτεϊνών, τα κύτταρα εκπλύθηκαν αρχικά δις με παγωμένο 

διάλυμα PBS, επαναδιαλύθηκαν με ήπια ανάδευση σε διάλυμα 10 mM HEPES, pH 7,9, 10 mM KCl, 0,1 

mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 μg/ml leupeptin, 20 μg/ml aprotinin, 1 mM 

Na3VO4 και 50 mM NaF σε αναλογία 108 κύτταρα/ml και επωάσθηκαν στον πάγο για 15 min. Kατόπιν, 

προστέθηκε 1/16 V 10% NP40 (τελική συγκέντρωση ~0,6%), προκειμένου να κατακρημνισθούν οι 

πυρήνες και ακολούθησε φυγοκέντριση στις 4000 rpm, στους 4oC για 1 min. Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε και το τελικό ίζημα συλλέγχθηκε και επαναδιαλύθηκε σε διάλυμα αποδιάταξης.  

 

2.15.2. Ανοσοκατακρήμνιση 
Για τον υπολογισμό των ενεργοποιημένων-φωσφορυλιωμένων κινασών PI3K και FAK, τα κύτταρα 

επωάστηκαν με τις προς μελέτη ουσίες, εκπλύθηκαν τρις με παγωμένο PBS και επωάσθηκαν με 

διάλυμα λύσης (1% Nonidet P-40, 20 mM Tris pH 7,4, 137 mM NaCl, 1 mM PMSF, 10 μg/ml leupeptin, 

20 μg/ml aprotinin, 1 mM Na3VO4 και 50 mM NaF). Τα εκχυλίσματα προσροφήθηκαν σε σφαιρίδια 

Sepharose-Protein Α (Amersham, Buckinghamshire, UK) για 1 h στους 4οC. Το υπερκείμενο 

επωάστηκε κατόπιν με αντισώμα έναντι φωσφορυλιωμένων τυροσινών (PY20, Santa Cruz 

Biotechnology, Heidelberg, Germany) και νέα σφαιρίδια, O/N στους 4oC και ακολούθησε 

ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντύπωμα με αντίσωμα έναντι της ΡΙ3Κ (p85, Upstate, Dundee, UK) ή 

έναντι της FAK (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). 

 

Για τον υπολογισμό του ακετυλιωμένου p53, κύτταρα HepG2 (107) επιστρώθηκαν σε τριβλία Ø 

10mm, επωάσθηκαν με quercetin για τον κατάλληλο χρόνο, εκπλύθηκαν γρήγορα με HBSS και 

λύθηκαν σε διάλυμα RIPA (1% Nonidet P-40, 20 mM Tris pH 7,4, 137 mM NaCl, 1 mM PMSF, 10 μg/ml 

leupeptin, 20 μg/ml aprotinin, 1 mM Na3VO4 και 50 mM NaF). Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα επωάσθηκε 

για 2 ώρες, στους 4oC, με 5μl αντίσωμα για acetyl (K373&K382)-p53 (ab4267; Abcam, Cambridge, 

UK). Τα ανοσο-σύμπλοκα προσδέθηκαν σε  σφαιρίδια Protein G Sepharose® (17-0618-01; Amersham, 

Buckinghamshire, UK), με ήπια ανάδευση στους 4oC, για 18 ώρες. Αφότου εκπλύθηκαν τρις, τα 

σύπλοκα διαχωρίσθηκαν σε 8% πηκτές ακρυλαμίδης (SDS-PAGE) και μεταφέρθηκαν σε μεμβράνες 

νιτροκυτταρίνης. Οι μεμβράνες επωάστηκαν σε διάλυμα TBST, αρχικά με μονοκλωνικό αντίσωμα για 

το p53 (1:1000; ab280) και κατόπιν για mouse IgG-HRP (1:4000; ab6728), από την Abcam 

(Cambridge, UK). Οι προσδεδεμένες πρωτεΐνες ανιχνεύθηκαν με χημειοφωταύγεια με το σύστημα 

ECL (Amersham, Buckinghamshire, UK).  

 

2.15.3. Υπολογισμός του λόγου πολυμερούς/μονομερούς ακτίνης 
Για τον ποσοτικό υπολογισμό της G-(μονομερούς) και F- (πολυμερούς) ακτίνης, οι κυτταρικές 

πρωτεΐνες εκχυλίσθηκαν σταδιακά. Καταρχήν τα κύτταρα επωάσθηκαν με Triton-extraction buffer 

(0.3% Triton X-100, 5 mM Tris, pH 7.4, 2 mM EGTA, 300 mM sucrose, 2 μM phalloidin, 1 mM PMSF, 10 

Ag/ml leupeptin, 20 Ag/ml aprotinin, 1 mM sodium orthovanadate, 50 mM NaF), για 5 min στους 
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4oC. Το υπερκείμενο συλλέγχθηκε και συμπυκνώθηκε με την προσθήκη ίσου όγκου 6% PCA. Το ίζημα 

-οι αδιάλυτες πρωτεΐνες, μεταξύ των οποίων και η F-ακτίνη- κατακρημνίσθηκε 3% PCA και 

συλλέγχθηκε από τα τριβλία με απόξεση. Όλα τα κλάσματα φυγοκεντρίθηκαν  για 5 min στις 12.000 

rpm και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 0.1 N NaOH. Μετά την προσθήκη ίσου όγκου διαλύματος 

Laemmli’s ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαμίδης και ανοσοεντύπωμα για την ακτίνη. 

Χρησιμοποιήθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι της ακτίνης (1:12000, Amersham-Pharmacia, 

Buckinghamshire, UK) και αντίσωμα για mouse IgG-HRP (1:4000, ab6728, Abcam, Cambridge, UK).  

 

2.15.4. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (PAGE) - Ανοσοεντύπωμα 

(Western) 
Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών ανάλογα με το μοριακό τους βάρους γίνεται συνήθως υπό 

αποδιατακτικές (denaturing και reducing) συνθήκες. Ανεξάρτητα από το διάλυμα στο οποίο 

συλλέγονται οι πρωτεΐνες, πριν την ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτικές συνθήκες προστίθεται 

διάλυμα μετουσίωσης (ή Laemmli’s,  5x , 312,5 mM Tris, 10 % SDS, 10% β-μερκαπτοαιθανόλη, 25% 

γλυκερόλη και 0,05% κυανούν της βρωμοφανόλης, pH 6,8). Εναλλακτικά, η β-μερκαπτοαιθανόλη 

είναι δυνατόν να αντικατασταθεί με DTT τελικής συγκέντρωσης 100 mM, το οποίο όμως προστίθεται 

λίγο πριν την χρήση του διαλύματος. Τα δείγματα βράζονται για 5 min, με σκοπό την πλήρη 

αποδιάταξη των πρωτεΐνών και διαχωρίζονται σε πηκτή ακρυλαμίδης (200 Volt), αρχικά μέσα από 

την πηκτή επιστοίβαξης και κατόπιν στην πηκτή διαχωρισμού, σε συσκευή κατακόρυφης 

ηλεκτροφόρησης (Biorad, Hercules, CA). Η επιλογή της συγκέντρωσης της πηκτής διαχωρισμού σε 

ακρυλαμίδη καθορίζει και τον βέλτιστο διαχωρισμό πρωτεϊνών με συγγενές μοριακό βάρος (Πίν. 2.3) 

(Chrambach and Rodbard, 1971). 

 

Πίνακας 2.3. Σύσταση πηκτών ακρυλαμίδης. 

Πηκτή 

επιστοίβαξης 

(5 ml) 

Πηκτή Διαχωρισμού/ 

Μοριακό Βάρος πρωτεϊνών 

(10 ml) 
Διάλυμα 

4 % 8% 10% 12% 

30% Ακρυλαμίδη  

(Ακρυλαμίδη: bis-ακρυλαμίδη 29:1) 
667 μl 4710 μl 4045 μl 3345 μl 

1,5 Μ Tris-base, pH 8,8 - 2500 μl 2500 μl 2500 μl 

1 Μ Tris-base, pH 6,8 625 μl - - - 

20% SDS 25 μl 50 μl 50 μl 50 μl 

10% NH4S2O8  50 μl 100 μl 100 μl 100 μl 

TEMED 5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 

 

 

Στην περίπτωση όπου είναι αναγκαίο να διατηρήσουν οι πρωτεΐνες την αρχική τους διαμόρφωση, 

δεν χρησιμοποιούνται αποδιατακτικές συνθήκες και αποφεύγεται η χρήση SDS, μερκαπτοαιθανόλης 

και DTT σε όλα τα στάδια της απομονώσεως και ηλεκτροφορήσεώς τους. 
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Για το ανοσοεντύπωμα, μετά των διαχωρισμό τους, οι πρωτεΐνες μεταφέρονται παρουσία ηλεκτρικού 

πεδίου (100 Volt/350 mA, 1h) σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Οι μεμβράνες επωάζονται αρχικά με 

διάλυμα πρωτεΐνης (5% καζεΐνη-πρωτεΐνη αποβουτυρωμένου γάλακτος ή 2% αλβουμίνη ή 1% ζελατίνη 

χονδριχθύος), για μία ώρα τουλάχιστον σε RT, ώστε να αποφευχθεί η μη ειδική πρσδεση των 

αντισωμάτων. Στην συνέχεια, προστίθεται το κατάλληλο πρωτογενές (primary) αντίσωμα στην 

ενδεικνυόμενη αραίωση για 3 h σε RT (εναλλακτικά O/N, 4oC) και κατόπιν ένα δεύτερο, το οποίο 

αναγνωρίζει τις σταθερές (ειδικές για το είδος από το οποίο προέρχεται) περιοχές του πρώτου, για 1 

h σε RT. Τα δεύτερα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη είναι σύμπλοκα μόρια 

με υπεροξειδάση horse radish  (HRP). Σε όλη την διάρκεια του πειράματος οι μεμβράνες παραμένουν 

υγρές και κάθε αντιδραστήριο διαλύεται σε TBS-T (20 mM Tris pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05% Tween-

20). Η ανίχνευση των προσδεδεμένων αντισωμάτων γίνεται με χημειοφωταύγεια, όπου το μόριο της 

HRP καταλύει το υπόστρωμα ECL (Amersham Biosciences, Bucks, UK) και παράγει φωτόνια. Η 

τοποθέτηση ενός φιλμ (Kodak X-Omat AR, Rochester, NY) επάνω στην μεμβράνη έχει ως αποτέλεσμα 

την αμαύρωση ζωνών στις ειδικές θέσεις πρόσδεσης των αντισωμάτων, οι οποίες μετρώνται με το 

πρόγραμμα  Bio-Rad Imaging System.  

Προκειμένου να υπολογισθούν οι ποσοτικές μεταβολές στην έκφραση ή την φωσφορυλίωση των 

πρωτεϊνών κάθε δείγματος, αφαιρείται το προσδεδεμένο σύμπλοκο των αντισωμάτων με διάλυμα 

stripping (Chemicon, Temecula, CA) και οι μεμβράνες επανϋβριδοποιούνται με αντίσωμα ενάντια σε 

συστατική πρωτεΐνη (ακτίνη) ή σε μη ενεργοποιημένα μόρια αντιστοίχως και ακολουθεί 

κανονικοποίηση. 

 

2.16. Αλληλεπίδραση της quercetin με πρωτεΐνες 
Παρασκευάσθηκαν εκχυλίσμα μεμβρανικών, πυρηνικών και ολικών πρωτεϊνών από κύτταρα HepG2, 

όπως περιγράφεται παραπάνω. Τα εκχυλίσματα (1mg/ml) επωάστηκαν παρουσία quercetin (10-2 - 

10-5 M) για 30 min σε πάγο και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτκές ή μη συνθήκες. Μετά 

την ηλεκτροφόρηση, οι πηκτές παρατηρήθηκαν σε πλάκα UV ή στο ορατό και ακολούθησε χρώση με 

διάλυμα Coomassie Brillant Blue (CBB, 0,5 %). Εναλλακτικά, οι πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν σε 

πηκτή ακρυλαμίδης και επωάστηκαν εκ των υστέρων με διαλύματα quercetin (10-2-10-5 M). 

 

 

2.17. Μέτρηση των παραγόμενων ελευθέρων ριζών οξυγόνου 

(Reactive oxygen species, ROS) 
Η ποσοτικοποίηση των ελεύθερων ριζών οξυγόνου που παράγονται μία δεδομένη στιγμή από τα 

κύτταρα στηρίζεται στην οξείδωση της Διϋδροροδαμίνης 123-υδρόφοβη- (Dihydrorhodamine 123, 

DHR123, Molecular Probes Eugene, USA) προς φθορίζουσα ροδαμίνη 123, η οποία είναι υδρόφιλη, 

παραμένει στα κύτταρα και μπορεί να ανιχνευθεί με κυτταρομετρία ροής (λem, max=530nm) (Rothe and 

Valet, 1994).  
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Τα κύτταρα καλλιεργούνται παρουσία των επιθυμητών παραγόντων και συνθηκών έως την ημέρα 

του πειράματος, κατά την οποία αποκολλώνται από τα δοχεία καλλιέργειας με απόξεση, ξεπλένονται 

και επαναδιαλύονται σε διάλυμα HBSS σε συγκέντρωση 106 κύτταρα/ml. Εναλλακτικά, οι ουσίες 

μπορεί να προστεθούν μετά την συλλογή των κυττάρων, ώστε να υπολογισθεί η άμεση 

αντιοξειδωτική τους δράση σε συστατικές συνθήκες. Επίσης, μπορεί να χρησιμοποιηθεί παράλληλα ο 

παράγοντας PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, 100nM), ο οποίος επάγει άμεσα τις οξειδωτικές 

διαδικασίες. Κατόπιν, τα κύτταρα επωάζονται με 1μM DHR123 για 5 min σε RT στο σκοτάδι, 

προκειμένου να την ενδοκυττώσουν, και στη συνέχεια υπολογίζεται η κινητική σχηματισμού της 

ροδαμίνης (δειγματοληψία ανά 2-5 min, μέχρι κορεσθεί η αντίδραση) με κυτταρομετρία ροής. 

 

2.18. Μελέτη του συστήματος ΝΟ/NOS 
 

2.18.1. Κυτταρομετρία ροής 
Κατ’αναλογία με το πρωτόκολλο υπολογισμού των ελευθέρων ριζών οξυγόνου, μπορούν να 

υπολογισθούν οι ελεύθερες ρίζες αζώτου, με την βοήθεια της diaminofluorescein diacetate (DAF) 

(Kojima et al., 1998), μιας χρωστικής ανάλογης της DHR123. Παρουσία NO, η χρωστική 

μετατρέπεται σε φθορίζουσα 2’,7’-diaminofluorescein, η οποία συσσωρεύεται στο κύτταρα και 

μπορεί να υπολογισθεί ποσοτικά με κυτταρομετρία ροής. Σε ουδέτερο περιβάλλον, όπως το 

ενδοκυττάριο, η DAF αντιδρά αποκλειστικά με το NO, όχι όμως και με τους οξειδωμένους 

μεταβολίτες του NO2 και NO3, ή ελεύθερες ρίζες. 

Σε εναιώρημα κυττάρων (106/ml), προστέθηκαν 0,1 mM DAF-2 DA (Sigma ,St Louis, MO) και 

υπολογίσθηκε η κινητική παραγωγής του ΝΟ στα 485 nmex (±20 nm)/530 nmem (±25) με 

κυτταρομετρητή ροής (FACSArray apparatus, Beckton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Εκτός από 

κυτταρομετρία ροής, ο σχηματισμός ΝΟ στα κύτταρα μπορεί να υπολογισθεί με την βοήθεια 

φθορισμομέτρου (FLx100, BIOTEK instruments, Winooski, Vermont, US). 

 

 

2.18.2. Υπολογισμός μεταβολιτών αζώτου σε υπερκείμενα 

κυτταροκαλλιέργειας 
Ο υπολογισμός της συνολικής παραγωγής ΝΟ κατά την διάρκεια των επιδράσεων με πολυφαινόλες 

στα κύτταρα στηρίζεται στον υπολογισμό των μεταβολιτών αζώτου (NO2
- και NO3

-) στα υπερκείμενα 

των κυτταροκαλλιεργειών. Τα μόρια NO3
- μετατράπηκαν αρχικά σε NO2

- με επώαση 100 μl  

υπερκειμένου σε διάλυμα αντίδρασης [12,5 mM HEPES (pH 7,4), 12,5 μΜ FAD, 0,25 mM NADPH] 

παρουσία της αναγωγάσης των νιτρωδών (nitrate reductase) σε συνολικό όγκο 200 μl. Η περίσσεια 

NADPH αφαιρέθηκε με αγωγή με lactate dehydrogenase. Στην συνέχεια προστέθηκε 1 ml 

αντιδραστηρίου Griess (0,5% N-1-napthylethylenediamine dihydrochloride) και υπολογίσθηκε η 

απορρόφηση των στα 543 nm. Ως τυφλό χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό μέσο καλλιεργείας, ενώ για τον 
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ακριβή ποσοτικό υπολογισμό των μεταβολιτών τους αζώτου χρησιμοποιήθηκε πρότυπη καμπύλη 

ΝαΝΟ2, συγκεντρώσεως 0-100 μΜ. 

 

 

2.18.3. Μέτρηση της ενεργότητος της συνθάσης του ΝΟ 
H μέτρησης της δραστικότητας της συνθάσης του μονοξειδίου του αζώτου (NOS) βασίζεται στην 

αντίδραση την οποία καταλύει η NOS: L-Αργινίνη → L-Υδροξυαργινίνη → L-Κιτρουλλίνη + ΝΟ, 

παρουσία ΝΑDPH και των συμπαραγόντων FAD, FMN και ΒΗ4 (6-Τετραϋδρο-βιοπτερίνη). Για την 

ποσοτικοποίηση της δραστικότητας της NOS χρησιμοποιείται ραδιοσημασμένη L-Αργινίνη, η οποία 

μεταβολίζεται από συγκεκριμένη ποσότητα πρωτεϊνικού εκχυλίσματος και σε συγκεκριμένο χρονικό 

διάστημα, σε ραδιοσημασμένη L-κιτρουλλίνη, η οποία υπολογίζεται με μέτρηση της β-ακτινοβολίας 

(Bredt and Snyder, 1989). 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλάκες 6 οπών ή σε φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας επιφάνειας 

25cm2, εντός των οποίων γίνονται οι επιδράσεις με τις υπό μελέτη ουσίες. Στο τέλος των 

επιδράσεων, τα κύτταρα ξεπλένονται με PBS και συλλέγονται με απόξεση σε διάλυμα PBS/1mM 

EDTA. Στην συνέχεια ομογενοποιούνται σε 250 μl διαλύματος 250 mM Tris-EDTA, 10 mM EDTA, 10 

mM EGTA. Οι πυρήνες και τα άθικτα κύτταρα απομακρύνονται με φυγοκέντριση στις 2000 rpm για 10 

min στους 4°C και συλλέγεται το υπερκείμενο και η πρωτεϊνική συγκέντρωση ρυθμίζεται στα 10 

μg/ml. Κάθε αντίδραση (0,5ml) περιλαμβάνει 10μl πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, 10 μl [3H] L-Aργινίνη 

(58Ci/mmol, Amersham, UK) σε διάλυμα αντίδρασης (25 mM Tris pH 7.4, 3 μM ΒΗ4, 1 μM FAD, 1 μM 

FMN, 1mM β-NADPH, 0,6 mM CaCl2). Τα δείγματα τοποθετούνται σε υδατόλουτρο (37oC) για 1 ώρα. 

Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιείται πρωτεϊνικό εκχύλισμα, του οποίου η ενζυμική 

δραστηριότητα έχει καταστραφεί με βρασμό. Η αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη 400 μl 

παγωμένου διαλύματος 50mM HEPES (pH 5,5), 5mM EDTA. Η απομάκρυνση της μη 

μετασχηματισμένης [3H]Αργινίνης επιτυγχάνεται με καθαρισμό του δείγματος με στήλη 

ιοντοανταλλακτικής ρητίνης AG-50W (Bio-Rad Life Science Technologies, USA), η οποία κατακρατεί 

την θετικά φορτισμένη σε pH5,5 [3H]Αργινίνη, αλλά όχι την ουδέτερη [3H]Κιτρουλλίνη. Το εκχύλισμα 

αναμειγνύεται στην συνέχεια με υγρό σπινθηρισμού και μετράται σε μετρητή β-ακτινοβολίας (TRI-

CARB 4000Series με απόδοσης 60%, Packard, USA) για 2 λεπτά/δείγμα.  

Η ποσότητα της παραγόμενης [3H]Κιτρουλλίνης είναι ευθέως ανάλογη κι εκφράζει τη δραστικότητα 

της NOS. Aπό τη μετρούμενη ραδιενέργεια (κρούσεις ανά λεπτό, cpm) της [3H]Κιτρουλλίνης δύναται 

να υπολογισθεί η ταχύτητα της αντίδρασης, σύμφωνα με την εξίσωση:  

][.. proteinTASe
BlankityRadioactivV

×××
−

= , όπου  V η ταχύτητα της αντίδρασης, Radioactivity η ποσότητα της 

[3H]Κιτρουλλίνης (cpm), Blank η ποσότητα της ραδιενέργειας του μάρτυρα (cpm), ε ο συντελεστής 

απόδοσης του μετρητή ακτινοβολίας (60%), S.Α. η ειδική δραστικότητα της [3H]Αργινίνης 

(fmoles/ml), T ο χρόνος της αντίδρασης  (λεπτά) και [protein] η πρωτεϊνική συγκέντρωση του 

δείγματος (mg/ml). 
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2.18.4. Ημιποσοτικός προσδιορισμός της έκφρασης των NOS  
O ημιποσοτικός προσδιορισμός της έκφρασης των eNOS και iNOS έγινε με RT-PCR, όπως 

περιγράφεται στο Κεφ.2.11. 

 

 

 

2.19. Μελέτη της πρόσδεσης των πολυφαινολών σε μεμβρανικούς 

υποδοχείς στεροειδών 

 

2.19.1. Θεωρητικό υπόβαθρο 
Κάθε υποδοχέας αποτελείται από τουλάχιστον δύο βασικά δομικά στοιχεία: μία μονάδα ελέγχου 

(Regulatory unit, R), η οποία είναι μία θέση δέσμευσης, που αναγνωρίζει και προσδένει με 

αντιστρεπτό τρόπο ένα συγκεκριμένο μόριο προσδέτη και μία λειτουργική μονάδα (Effector unit, E), 

η οποία διαβιβάζει το σήμα του μορίου προσδέτη και μπορεί να είναι ένα ένζυμο, ένας μεταφορέας, 

ένα ιοντικό κανάλι ή να έχει άλλες λειτουργίες.  

Για την ανίχνευση θέσεων πρόσδεσης ή υποδοχέων, καθώς και για τη μέτρηση και το χαρακτηρισμό 

της αλληλεπίδρασης μιας ή περισσότερων ουσιών με κάποια θέση δέσμευσης ή κάποιο υποδοχέα, 

διεξάγονται μελέτες δέσμευσης. Οι μελέτες δέσμευσης κάνουν  χρήση μιας ραδιοσημασμένης ουσίας, 

η οποία είναι ο ειδικός προσδέτης του υποδοχέα. Η κινητική της δέσμευσης περιγράφεται από την 

χημική εξίσωση:  

  k1 

R + L + I  RL + RI (1),  

  k2    

όπου  

R : οι ελεύθερες (μη κατειλημμένες) θέσεις δέσμευσης 

L : ο ελεύθερος ραδιοσημασμένος προσδέτης 

I :  μια ελεύθερη μη ραδιοσημασμένη ουσία 

RL : το σύμπλοκο υποδοχέα-ραδιοσημασμένου προσδέτη 

RI :  το σύμπλοκο υποδοχέα – μη ραδιοσημασμένης ουσίας 

k1 : η ταχύτητα σύνθεσης των συμπλόκων RL + RI 

k2 : η ταχύτητα διάσπασης των συμπλόκων RL + RI στα αντίστοιχα ελεύθερα μόρια R, L και I 

Δέσμευση συμβαίνει όταν η ουσία και ο υποδοχέας έρχονται σε επαφή μέσω διάχυσης και οι ουσίες 

έχουν κατάλληλο προσανατολισμό και επαρκή ποσότητα ενέργειας. Εφόσον πραγματοποιηθεί η 

δέσμευση, η ουσία και ο υποδοχέας παραμένουν δεσμευμένοι για χρονικό διάστημα που εξαρτάται 

από τη συγγένεια του υποδοχέα για την ουσία και αντίστροφα. Η διαδικασία αυτή είναι αντιστρεπτή. 

Ισορροπία επιτυγχάνεται όταν ο ρυθμός σύνθεσης νέων συμπλόκων (RL + RI) ισούται με το ρυθμό 

διάσπασης των συμπλόκων σε ελεύθερα μόρια (R, L και I). Στην περίπτωση της χημικής ισορροπίας 

k1 = k2.  
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Στην πλειοψηφία των πειραμάτων δέσμευσης μετράται ο παράγοντας RL, ο οποίος αντιστοιχεί στο 

ποσό της ειδικής δέσμευσης.  

Τα πειραματικά πρωτόκολλα δέσμευσης διακρίνονται σε τρεις τύπους: 

1. Μελέτες κορεσμού, όπου υπολογίζεται η συγκέντρωση του παράγοντα RL σε κατάσταση 

ισορροπίας, παρουσία κυμαινόμενης συγκέντρωσης του εξωγενούς ραδιενεργού προσδέτη. Στα 

πειράματα κορεσμού δεν προστίθεται ουσία Ι. 

2. Μελέτες χημικής κινητικής, όπου χρησιμοποιείται σταθερή συγκέντρωση ραδιενεργού προσδέτη 

και υπολογίζεται η [RL] συναρτήσει του χρόνου. 

3. Μελέτες ανταγωνιστικής δέσμευσης (ή μελέτες δόσης-απόκρισης), στις οποίες η συγκέντρωση της 

προστιθέμενης ραδιενεργούς ουσίας διατηρείται σταθερή καιμεταβάλλεται η συγκέντρωση της μη 

ραδιοσημασμένης ουσίας Ι. 

 

Στην παρούσα μελέτη εφαρμόσθηκαν μελέτες ανταγωνισμού, καθώς σκοπός ήταν η μελέτη της 

πιθανής πρόσδεσης των πολυφαινολών στις ήδη χαρακτηρισμένες θέσεις πρόσδεσης των 

ανδρογόνων και των οιστρογόνων στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων προστάτη και μαστού. 

 

Στα πειράματα μελετών ανταγωνισμού, η 

αυξανόμενη συγκέντρωση της μη 

ραδιοσημασμένης ουσίας Ι, εφόσον αυτή 

εμφανίζει συγγένεια για τον υποδοχέα, οδηγεί σε 

μείωση της διαθεσιμότητος του L για τον R. Από 

την σχέση (1) προκύπτει 

)1(
max

KI
IKDF

FBB
+⋅+
⋅

=        (2), όπου 

[RL][L][R]KD ⋅= , η σταθερά διάστασης 

του συμπλόκου προσδέτη-υποδοχέα, όπως προκύπτει από τις μελέτες κορεσμού, και 

[RI][I][R]KI ⋅= , η σταθερά ανταγωνισμού ή αναστολής (Inhibition constant). 

 

Η συγγένεια του υποδοχέα για μία ουσία Ι 

περιγράφεται από την τιμή IC50, η οποία ορίζεται 

ως η συγκέντρωση της ουσίας, στην οποία ο 

ραδιενεργός προσδέτης έχει καλύψει το 50% των 

υποδοχέων. Η σιγμοειδής καμπύλη του παραπάνω 

σχήματος μπορεί να μετατραπεί ευθεία, η οποία 

περιγράφεται από την σχέση: logit (P) =  ln  

P/100- P, όπου P το % ποσοστό  της ειδικά 

δεσμευμένης ουσίας (Βound, Β).   
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Η σχέση μεταξύ των παραγόντων KI και IC50 περιγράφεται από την εξίσωση:
KD

F
ICKI
+

=

1
50

 , βάσει 

της οποίας μπορεί να υπολογισθεί η σταθερά KI, αφού έχει προσδιορισθεί πειραματικά η τιμή του 

IC50.               

Ο όρος Bmax εκφράζεται σε Molarity, M, και συνήθως κυμαίνεται σε pM. Για να υπολογισθεί η 

συγκέντρωση (Molarity, Μ) από την ποσότητα ραδιενέργειας σε κρούσεις ανά λεπτό (counts per 

minute, cpm) γίνονται οι ακόλουθοι υπολογισμοί: 
VASeCidpm

cpmέB
××××

=
..1022,2

)(max 12

ργειαραδιεν
, 

όπου e η απόδοση του μετρητή β-ακτινοβολίας (0,6 cpm/Ci), S.A (specific activity) η ειδική 

ενεργότητα της ραδιενεργούς ουσίας (σε Ci/mmol) και V ο όγκος της αντίδρασης (εκφρασμένος σε 

l). 

 

Η μέγιστη πρόσδεση μπορεί να εκφρασθεί και ως ο αριθμός των θέσεων Rc πρόσδεσης ανά κύτταρο:  

cNVBRc ⋅⋅= max , όπου V o όγκος της αντίδρασης (σε l), Ν  ο αριθμός Avogadro (6,023 · 1023 

θέσεις/mol) και c ο αριθμός των κυττάρων που χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση (συνήθως 5x105). 

 

2.19.2. Μελέτη της πρόσδεσης των πολυφαινολών σε μεμβρανικούς 

υποδοχείς στεροειδών σε απομονωμένες μεμβράνες 
Τα κύτταρα αποκολλώνται από τις φλάσκες με απόξεση, αφού προηγηθεί έκπλυση με PBS, και 

συλλέγονται σε φρέσκο διάλυμα Τris 50mM (pH 7,4 , 4°C), στο οποίο έχει προστεθεί 1 mM PMSF 

(SERVA, Germany) και 0,5 μg/ml απροτινίνη. Στη συνέχεια λύονται με υπερήχους και ακολουθεί 

φυγοκέντριση (1000 g) για 10 min και 4°C, ώστε να απομακρυνθούν τα άθικτα κύτταρα και οι 

πυρήνες. Το υπερκείμενο φυγοκεντρείται κατόπιν σε  100.000g (ή 27.000 στροφές/λεπτό) για μία 

ώρα στους 4°C. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε διάλυμα Τris 50mM και γίνεται οξινοποίηση με ½ όγκο 

διαλύματος 50 mM γλυκίνης (pH 3) για 3 λεπτά στους 4°C, ώστε να απομακρυνθούν οι πιθανοί 

ενδογενείς προσδέτες (Hatzoglou et al., 1994). H οξινοποίηση διακόπτεται με προσθήκη 10πλάσιου 

όγκου διαλύματος Τris 50mM pH 7,4. Επαναλαμβάνεται η φυγοκέντρηση στα 100.000g για μία ώρα 

στους 4°C. Το ίζημα επαναδιαλύεται και προσδιορίζεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης με τη μέθοδο 

Bradford και ακολουθεί το πρωτόκολλο δέσμευσης. 

Για κάθε αντίδραση χρησιμοποιούνται 2mg μεμβρανικών πρωτεϊνών/ml, παρουσία σταθερής 

συγκέντρωσης 2nM (~40000 cpm) του ραδιενεργού προσδέτη  [3H]Οιστραδιόλη (Amersham-

Pharmacia, Buckinghabshire, UK, specific activity 103 Ci/mmol) ή [3H]Τεστοστερόνη (Amersham-

Pharmacia, Buckinghabshire, UK, specific activity 95 Ci/mmol) και μεταβλητής συγκέντρωσης 

πολυφαινολών (10-12 έως 10-6 Μ) σε διάλυμα Τris 50mM pH 7,4. Οι αντιδράσεις παρασκευάζονται εις 

τριπλούν σε τελικό όγκο 0,1ml και τα δείγματα επωάζονται για 30 min στους 37°C ή O/N στους 4oC, 

με ανάδευση. Στη συνέχεια τα σύμπλοκα διηθούνται σε φίλτρα υάλου GF/B 25mm (Whatman, 

Maidstone, UK), τα οποία έχουν προηγουμένως υγρανθεί σε διάλυμα 0,5 % PEI, υπό κενό. Κατόπιν, 

ακολουθούν τρεις πλύσεις των φίλτρων με παγωμένο διάλυμα Τris 50mM pH 7,4, προκειμένου να 
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απομακρυνθούν τα μη δεσμευμένα ρασιοσημασμένα μόρια. Τέλος, τα φίλτρα τοποθετούνται σε 

ειδικά σωληνάρια με 3ml υγρό σπινθηρισμού (SigmaFluor, Sigma) και μετράται η ραδιενέργεια σε 

μετρητή β-ακτινοβολίας (Perkin Elmer, Foster City, CA· απόδοση 60% στο 3H) για 2 min (Castanas et 

al., 1985a; Castanas et al., 1985b). 

 

2.19.3. Μελέτη της πρόσδεσης των πολυφαινολών σε μεμβρανικούς 

υποδοχείς στεροειδών σε άθικτα κύτταρα με κυτταρομετρία ροής 
Κατ’αναλογία με τις μελέτες δέσμευσης, τα ραδιοσημασμένα μόρια μπορεί να αντικατασταθούν με 

σύμπλοκα μόρια στεροειδών-αλβουμίνης-FITC, τα οποία δεν ενδοκυττώνονται και να μελετηθεί η 

κινητική εκτοπίσεώς τους από τις πολυφαινόλες στην πλασματική μεμβράνη ζωντανών κυττάρων. 

Επειδή η αναλογία των μορίων στεροειδούς:αλβουμίνη:FITC στα σύμπλοκα διαφέρει, η 

τεστοστερόνη- BSA-FITC  (4 μόρια τεστοστερόνης ανά μόριο BSA, 4 μόρια FITC ανά μόριο BSA) και η 

οιστραδιόλη-BSA-FITC (6,7 μόρια οιστραδιόλης ανά μόριο BSA, 4,2 μόρια FITC ανά μόριο BSA) (4 

μόρια DHEA ανά μόριο BSA, 4 μόρια FITC ανά μόριο BSA) χρησιμοποιήθηκαν σε συγκέντρωση 10-7 M, 

ενώ η  BSA-FITC (12 μόρια FITC ανά μόριο BSA) σε συγκέντρωση 3 x 10-8 M. Η BSA-FITC 

χρησιμοποιείται ως  ο αρνητικός μάρτυρας, εφόσον η δέσμευση της  BSA-FITC οφείλεται σε 

φυσικοχημικές αλληλεπιδράσεις του μορίου της BSA κυρίως με τα λιπίδια της πλασματικής 

μεμβράνης, και όχι στην ειδική αλληλεπίδραση με θέσεις δέσμευσης ή υποδοχείς. 

Πριν από κάθε πείραμα, τα στεροειδή-BSA-FITC επωάζονται για 30 λεπτά στους 4oC με ένα μείγμα 

ενεργού άνθρακα (3 % άνθρακας, 0,3 % δεξτράνη), ώστε να απομακρυνθούν μόρια με μοριακό βάρος 

< 3 kD. Τα κύτταρα αποκολλώνται με απόξεση, ξεπλένονται με PBS, επαναδιαλύονται σε 

συγκέντρωση 106 κύτταρα/ml και επωάζονται για 0-60 min στο σκοτάδι παρουσία των συμπλόκων 

στεροειδούς-BSA-FITC και πολυφαινολών (10-12 έως 10-6 Μ). Κατόπιν, υπολογίζεται με κυτταρομετρία 

ροής, η πρόσδεση των συμπλόκων FITC στην επιφάνεια των κυττάρων και η αναστολή της από τις 

πολυφαινόλες. 

 

2.19.4. Μελέτη της πρόσδεσης των πολυφαινολών σε μεμβρανικούς 

υποδοχείς στεροειδών σε άθικτα κύτταρα με συνεστιακή 

μικροσκοπία 
Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε καλυπτρίδες, οι οποίες έχουν προηγουμένως επιστρωθεί με πολυ-L-

λυσίνη, εντός πλακών 6 οπών, για 24 h σε συγκέντρωση 1-3 x105 κύτταρα/καλυπτρίδα. Στην 

συνέχεια, τα κύτταρα ξεπλένονται με PBS, επωάζονται για 30 min με διάλυμα ζελατίνης χονδριχθύος 

1%, προκειμένου να καλυφθούν οι μη ειδικές θέσεις δέσμευσης και κατόπιν με διάλυμα στεροειδούς-

BSA-FITC, όπως και στην περίπτωση της κυτταρομετρίας ροής. Στο τέλος της επώασης τα κύτταρα 

ξεπλένονται τρεις φορές με PBS και οι καλυπτρίδες τοποθετούνται ανάποδα σε αντικειμενοφόρους 

με αντι-αποχρωματιστικό διάλυμα (anti-fading) και παρατηρούνται σε μικροσκόπιο συνεστίασης 

(Leica TCS SP confocal scanner system, Heidelberg GmbH, Germany). 
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2.20. Έλεγχος της in vivo αντικαρκινικής δράσεως των 

φλαβονοειδών σε πειραματικό μοντέλο αθυμικών επίμυων 
Για τον περαιτέρω έλεγχο της αντιπολλαπλασιαστικής δράσεως των πολυφαινολών χρησιμοποιήθηκε 

ένα ετερόλογο σύστημα: ενήλικοι (10 εβδομάδων) αρσενικοί αθυμικοί επίμυες της σειράς BalbC-/-  

(Harlan, Italy) ενοφθαλμίστηκαν υποδόρια με ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα προστάτου της σειράς 

DU-145. Η επιλογή των αθυμικών επίμυων έγινε λόγω της ανοσοανεπάρκειας που εμφανίζουν, ώστε 

να αποτραπεί η απόρριψη των καρκινικών κυττάρων. Προκειμένου να διασφαλισθεί η δημιουργία 

συμπαγών όγκων, τα κύτταρα είχαν προηγουμένως διαλυθεί σε υπόστρωμα Matrigel® (Sigma 

Hellas, Greece). Σε κάθε επίμυ ενοφθαλμίστηκαν συνολικά 5×106 κύτταρα με τέσσερις ισόποσες 

εγχύσεις εκατέρωθεν της ράχης του. Δύο εβδομάδες αργότερα (πειραματικό σημείο 0) οι επίμυες 

εμφάνισαν διακριτούς μακροσκοπικά όγκους στην ράχη τους. Τα πειραματόζωα χωρίσθηκαν σε 

πέντε διαφορετικές ομάδες. Σε καθεμία χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά PBS (ομάδα μάρτυρας), 10-7 M 

τεστοστερόνη-BSA, 10-6 M τεστοστερόνη-BSA, 10-6 M B2 ή  10-6 M B5, ανά μία ημέρα, για ένα μήνα. Οι 

παραπάνω συγκεντρώσεις αντιστοιχούν στην τελική συγκέντρωση του φαρμάκου στο πλάσμα. Tο 

μέσο σωματικό βάρος ενός επίμυ είναι 25g και o όγκος του αίματος αντιστοιχεί σε 1,8 ml (Diehl et 

al., 2001). Σε κάθε ζώο χορηγήθηκαν 0,5ml διαλύματος φλαβονοειδών 3,6 μΜ. 

Προκειμένου να υπολογίσουμε την εξέλιξη των όγκων, θεωρήσαμε την διατομή τους ως μία έλλειψη 

παράλληλη στην επιδερμίδα του ζώου και μετρήσαμε με παχύμετρο τους άξονες συμμετρίας της ανά 

εβδομάδα. Το μέγεθος των όγκων σε κάθε δειγματοληψία υπολογίσθηκε με την βοήθεια του τύπου: 

2

2 β⋅= aW , όπου α ο μεγαλύτερος και β ο μικρότερος άξονας συμμετρίας (Wang et al., 2003). Ο 

ρυθμός αναστολής της ανάπτυξης των όγκων υπολογίσθηκε με την βοήθεια του τύπου: 

)(
)()(

01

0101

WWC
WWTWWCIR

−⋅
−⋅−−⋅

=  , όπου C τα ζώα μάρτυρας, T τα ζώα στα οποία χορηγήθηκε 

τεστοστερόνη-BSA ή φλαβονοειδή, W1 το μέγεθος των όγκων μετά την χορήγηση των ουσιών και W0 

το μέγεθος των όγκων στο πειραματικό σημείο 0 (Zhou et al., 2005). Τα ζώα θυσιάστηκαν στο τέλος 

του πειράματος, οπότε αφαιρέθηκαν οι όγκοι και εκτιμήθηκαν περαιτέρω από παθολογοανατόμο με 

ανοσοϊστοχημικά πρωτόκολλα.  

 

 

 

2.21. Υπολογισμός της αντιοξειδωτικής και οξειδωτικής ικανότητος 

του ορού 
Η αντιοξειδωτική ικανότητα του ορού (TAC) υπολογίσθηκε με το TAC assay kit (Medicon Hellas, 

Gerakas, GR). Η μέθοδος υπολογισμού της ΤΑC στηρίζεται στην ικανότητα του ορού να παρεμποδίζει 

την οξείδωση της κροκίνης από το ABAP (2,2'-Azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride) και η 

συγκέντρωση του μη οξειδωμένου υποστρώματος στηρίζεται σε καμπύλη αναφοράς Trolox C (6-



 75

hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) 0–10 μg/ml (1 u TAC=1 mΜ αναλόγων Trolox 

C). 

Έχει αναφερθεί ότι οι ενδογενείς μεταβολίτες που συμμετέχουν στην αντιοξειδωτική ικανότητα του 

ορού, ευθύνονται για το 85% της TAC: το ουρικό οξύ, η χολερυθρίνη, οι λιποπρωτεΐνες και η 

αλβουμίνη συνεισφέρουν κατά 0,11 mmol/mg, 0,14 mmol/mg, 0,18 mmol/mg και 0,01 mmol/100 

mg αντιστοίχως (Kampa et al., 2002; Malliaraki et al., 2003). Το υπόλοιπο 15% της TAC οφείλεται 

στην παρουσία αντιοξειδωτικών που προσλαμβάνονται μέσω της διατροφής. Για τον λόγο αυτό 

υπολογίσθηκαν οι βιοχημικές παράμετροι του ορού (Olympus, Melville, NY, USA) και κατόπιν η 

«διορθωμένη» TAC (cTAC). 

Ο υπολογισμός της TOC έγινε με βάση το τροποιημένο πρωτόκολλο των Tatzber et al (Tatzber, 

Anal. Biochem., 2003). Εν συντομία, 10 μl H2O2 ή δείγματος αναμείγχθηκαν με 200μl μείγματος 

υποστρώματος-ενζύμου [100 TMB solution (ελεύθερο υπεροξειδίου του υδρογόνου): 1 υπεροξειδάση 

χρένου (HRP: Horse Radish Peroxidase, 12.5 mu/μl], επωάστηκαν για 10 min σε RT, προστέθηκαν 50 

μl H2SO4  4N και μετρήθηκε η απορρόφηση των δειγμάτων στα 450 nm, σε φωτόμετρο πλακών τύπου 

ELISA. Η ποσοτικοποίηση των δειγμάτων στηρίχθηκε σε πρότυπη καμπύλη 0-1000 μM H2O2. 

 

 
2.22. Προσδιορισμός ιντερλευκινών ορού 
Η μέτρηση των ιντερλευκινών που εκκρίνονται από διεγερμένα λευκοκύτταρα στο πλάσμα έγινε με 

την βοήθεια μίας νέας μεθόδου, η οποία στηρίζεται στην χρήση φθοριζόντων μικροσφαιριδίων, όπου 

είναι προσδεδεμένα αντισώματα ενάντια στις ιντερλευκίνες σε συνδυασμό με κυτταρομετρία ροής. 

Ειδικότερα, ελέγθηκε η έκκριση των ιντερλευκινών IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-

12p70, IL-13, IFNγ, GM-CSF και TNFα (LINCO research, St Charles, Missouri) σε δείγματα πλάσματος 

εθελοντών, βάσει του πρωτοκόλλου της εταιρείας με τη βοήθεια του κυτταρομετρητού Luminex 100 

(Luminex Corporation, Austin, TX).  
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3.1.

/NOS

,

,  (Levi et al., 2004). ,

 5% ,

 (Steinmetz and Potter, 1991a; Steinmetz and 

Potter, 1991b). 

, ,

,

  ( . 1.2-3.).

,

,  <1%  (Donovan et al., 

2001). , ,

 (10-12-10-6 M)

 (1-2 ,  240 ml, 

 5 , (Miller and Rice-Evans, 1995)). 

,

:

resveratrol,  quercetin  catechin  epicatechin 

 LNCaP,  T47D 

 HepG2, 

.

3.1.1.

-

 T47D 

(Damianaki et al., 2000), LNCaP (Kampa et al., 2000)  HepG2 (Notas et al., 2006).  

 10-12-10-6 M  6 

 IC50  3.1.1.. 

 10-7 M  27  75%, 

.
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 3.1.1. ,

 6 .

T47D LNCaP HepG2 

IC50 (M) 
Max

inhibition
IC50 (M) 

Max

inhibition
IC50 (M) 

Max

inhibition

Resveratrol 5 x10-13 56 % 10-11 82 % 3 x10-12 32 % 

Quercetin 1 x10-13 69 % 5,2 x10-12 64 % 6,3 x10-7 36 % 

Catechin 1 x10-13 73 % 10-6 27 % 9,6 x10-13 30 % 

Epicatechin 8 x10-13 75 % 1,2 x10-6 45 % 3 x10-9 27 % 

.

 ( . 3.1.1.) 

 (  resveratrol  quercetin) 

G1/G0 G2 ,

S.  catechin 

,

 G1  S. ,

S.  T47D 

G1 G2.

 resveratrol.  epicatechin 

 70%  (

G2).  LNCaP, 

 S, .

quercetin, S/G2 G2.

/

.



83

0

10

20

30

40

50

60

70

80

co
nt

ro
l

re
sv

er
at

ro
l

qu
er

ce
ti

n

ca
te

ch
in

ep
ic

at
ec

hi
n

co
nt

ro
l

re
sv

er
at

ro
l

qu
er

ce
ti

n

ca
te

ch
in

ep
ic

at
ec

hi
n

co
nt

ro
l

re
sv

er
at

ro
l

qu
er

ce
ti

n

ca
te

ch
in

ep
ic

at
ec

hi
n

T47D LNCaP HepG2

%
 r

el
at

iv
e 

ce
ll

 n
um

be
r

G1

S

G2

 3.1.1.

 (10-7 )  3  (T47D),  (LNCap) 

(HepG2).

,

 Annexin-V-FITC .

:

 1,5  4 

 2,5  6 ,  30 % 

 ( . 3.1.2.).

 3.1.2.  HepG2.
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,

.

3.1.2.  NO/NOS 

 ( ) ,

 (RNS) 

 L-  L-  NADPH- ,

 (NOS) (Alderton et al., 2001). 

, .

,

, +

,

. ,

.

:  (nNOS  eNOS 

),  iNOS.  nNOS  eNOS 

 Ca2+. ,  iNOS, 

,  Ca2+

 NO .

,

’ ,

, ,  Alzheimer  ALS (amyotrophic 

lateral sclerosis). ,

,  (Chung et al., 2001). ,

 eNOS  nNOS 

,  NADH  GSH. 

 NOS ,

 NOS  (dystrophin  caveolin III) 

2
· ,  ( . 3.1.3.) (Li 

and Wogan, 2005). ,

-  S-

,  p21/ras  JNK2. 

,  S-  caspase-8 

Bid  C 

 (Jaffrey et al., 2001). 

 (Haendeler et al., 2002). 

 DNA,  RNA, ,
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,

 (Ohshima et al., 2003; Patel 

et al., 1999).  Ca2+,

,  IFN- ,  TNF- ,  IL-4,-8,  -10 ,  TGF- ,

 iNOS ’ ,

. ,  ([ ]) 

 ( ).

,  [ ]

 (Colasanti and Suzuki, 2000). 

 3.1.3.  (Carreras et al., 2004). 

,

, ,

,  (

),  (Chen 

and Deen, 2001; Chen et al., 1998; Offer et al., 2002). ,

,  N2O3

2
·

.

, ,

 (Chung et al., 2001). 

,

,   HCT116 (Li et al., 2002). ,

: ,

 ( . 3.1.4.), -millimolar

,

 (Brown and Borutaite, 2002; Cirino et al., 2003; Li and Billiar, 1999).  
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,

(Galli et al., 2003), 

 iNOS. 

 (Galli et al., 2003; Simonnet et al., 2002). 

 3.1.4. ,

.

,

,

/NOS. 

 ( )

/NOS -  5 -

x (Kampa et al., 2004). ,

, .  T47D 

( . 3.1.5.),  catechin  resveratrol ,

 (10-12 ).

 24 .  epicatechin 

 NOx ,

. ,  quercetin 

 NOx  10-12-10-10 M. ,

,  50% 

.
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 3.1.5.  T47D, 

3 .

 3.1.6.  HepG2, 

3 .

,  HepG2,  ( .

3.1.6.).  NOx ,

.  resveratrol  quercetin, 

catechin  epicatechin  NOx,

.  NOx

.

:  48  NOx,

 NOx.  NO 

.
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,

 (NOS). ,

 NOS. 

 3.1.7. S  T47D, 

 (10-7 ).

 3.1.8. S  HepG2, 

 (10-7 ).
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 T47D  (10-7 )  24 

 NOS (eNOS  iNOS) ( . 3.1.7.). 

,

.  resveratrol  quercetin  8 ,

 12 . ,  HepG2, 

 NOS ( . 3.1.8.). 

,

,  8  48 . ,

,

 48 .

 NOx . ,

 eNOS  iNOS 

.

 eNOS  iNOS  RT-PCR, 

47D  12 ,

 ( . 3.1.9.), 

. ,

eNOS, ,  24 .

, , 2 

 resveratrol. ,

.

 HepG2, 

,  2-4 .  12 ,  NOS 

. ,  resveratrol 

,  eNOS  -

-  iNOS. ,

  eNOS  iNOS.
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 3.1.9.  e S  iNOS  (T47D), 

(LNCaP)  (HepG2),  (10-7 ),  2-24 h. 

. -

 S-nitroso compounds, SNAP [(S)-Nitroso-N-acetylpenicillamine]- 

 NOS - L-NAME [NG-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride] - 

 10-7 M. Per se,  SNAP, 

 L-NAME  T47D. 
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, x

,  NOS  ( . 3.1.10.). ,

 NO/NOS, 

 T47D  NOx.

 3.1.10.  (10-7 )

 T47D,  (SNAP)  NOS (L-NAME). 

 HepG2, 

.

 NOS L-NAME,  0,05-0,5 

mM, . ,

 (10-7 )  L-NAME ( . 3.1.11.) 

. ,

 HepG2 

.

 3.1.11.  resveratrol (10-7 )

 HepG2,  NOS L-NAME. 
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3.1.3.

 (Arts and Hollman, 2005). 

,

resveratrol  catechin, epicatechin  quercetin. 

 160, 70  9  resveratrol (Miller and 

Rice-Evans, 1995).  

 T47D, 

.

,

.

,

« »  (  3-6 ). ,

,

, . ,  Shioda et al. 

 MCF-7 

( )

 (Shioda et al., 

2006). ,  resveratrol, quercetin, catechin 

epicatechin  T47D S.

 MCF-7 (Kim et al., 2004; 

Pozo-Guisado et al., 2002). ,

,  G1/G0

G2/M. .

 (Damianaki et al., 2000; Gehm et al., 1997; Kuo, 1997), 

. ,

,  ER, 

 (Levenson et al., 2003). 

  S30, T47D  LY2,  resveratrol 

,  (Bhat et al., 

2001).  MCF-7,  resveratrol -

 p53  E2 (Zhang et al., 2004) 

BRCA1(BRCA1, BRCA2, ERalpha, ERbeta, p53, p21(waf1/cip1), CBP/P300, RAD51, pS2 

Ki67) (Le Corre et al., 2004). ,  quercetin, ’  E2,
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,  c-fos,  GPR30 

 G (Maggiolini et al., 2004).  

 NO/NOS (Kampa et al., 2000; Kawada et al., 1998; Visioli 

et al., 1998), 

,  (Ahmad et 

al., 1997; Ho et al., 1997).  NO 

(Wink and Mitchell, 1998; Wink et al., 1998). 

,

,  (Adami et al., 

1998; Pance, 2006; Reveneau et al., 1999). 

 NOS (Ambs et al., 1998), 

 (Duenas-Gonzalez et al., 1997; Jenkins et al., 1995). 

NOS   (Pance, 

2006; Reveneau et al., 1999; Thomsen et al., 1994). ,

 NO ,

. ,

 (iNOS) 

,  (eNOS) 

 (Tschugguel et al., 1999). 

 C3H/HeJ mice,  NOS/GC/MAPK 

 C3L5,  NOS L-NAME 

 (Jadeski et al., 2003).  MDA-MB-231, 

 DETA-NONOate,  G1, 

 D1  Rb (Pervin et al., 2001).  BT-20 

 MCF-7,  NO  1,3  6 

(Umansky et al., 2000). 

 T47D 

,  SNAP,  NOS L-

NAME . ,

 ( . 3.1.11.). 

 NOS. ,

. 3.1.9., 

, .

,  ER  AhR (Kampa et al., 2004). ,

 NO/NOS, 

 p53 
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 (Calmels et al., 1997).  AhR, 

-  ( . . CYP1A1) 

,  CYP1A1 ( .

3.1.12.).

 3.1.12.  AhR,  CYP1 1

 24  (10-7 M)  T47D (PAA: 3,4-

dihydroxy-phenylacetic acid). 

 AKT  MAPK 

 HIFa (hypoxia-inducible factor-a) (Cao et al. 

2004). ,  HIF-a 

 (Thomas et al. 2004), 

.

,

.  Carbo et al 

 resveratrol 

 (Carbo et al., 1999), 

G2/M.

H22, -  (Sun et al., 2002), 

 (FaO)  HepG2, 

 (Delmas et al., 2000). ,  resveratrol 

 HGF (Hepatocyte Growth Factor), 

 (De Ledinghen et al., 2001). ,

,  resveratrol, 

 AH109A ,

 (Kozuki et al., 2001).  
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,  resveratrol, epicatechin, quercetin 

catechin  HepG2 S,

G1.  resveratrol 

: G1 (Kotha et al., 2006), S (Estrov et 

al., 2003; Hsieh et al., 1999; Wolter et al., 2001) G2/M (Ahmad et al., 2001; Delmas 

et al., 2000; Liang et al., 2003). 

.   Delmas S

>50  (Delmas et al., 2000), 

 10-7 M. 

 resveratrol  (Chung et al., 2003; Kageura et al., 2001) 

 (Hattori et al., 2002; Holian et al., 2002; Hsieh et al., 1999; Wallerath et al., 

2002)  NO. , S

,

 HepG2. ,

 NOS. 

 iNOS (Chan et al., 2000; Cho et al., 2002; Kampa et al., 2000; 

Tsai et al., 1999).  NOS 

, .

 resveratrol  HepG2 (  p53), 

HeP3B (  p53)  p21  p53 

 G1 (Kuo et al., 2002).  p53 

 NO  (Mortensen 

et al., 1999). ,

 NF- B (Uchida et al., 2005), 

, .

,  (RNS) 

.

 DNA, ,

 (Yen and Lai, 2003). ,

,  (ROS), 

 (Hofseth et al., 2003). 

, , ,

 (Iishi et al., 1998), 

 iNOS 

 (Jenkins et al., 1995). , ,

 NOS (McNaughton 

et al., 2002). ,
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.  (Martin-Sanz et al., 

2002). ,

 stress  (Vodovotz et al., 2004). 

 HepG2  NO, 

HIF-1 (Genius and Fandrey, 2000). ,  NOS 

 HepG2  ( ),

 (Hirakawa et al., 2002). 

 (Jiang et al., 2004)  HNF-4

 DNA (Lucas Sd et al., 2004). , -

,  (Jenkins et al., 1995).  

,

/NOS. ,

, ,

.

,

, .

,

.

,

’ ,

,

. ,

,

.

3.1.4.

 NOS, ,

,

.

 ( . 3.1.13.), 
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 stress (Pearson and Cobb, 2002; Seger and Krebs, 1995; Tamura et al., 2002) 

 (Williams et al., 2004).  

 3.1.13.  (SIGMA). 

,

 c-src (2 

min), MEK1/2 (20 min)  PI3K (30 min). 

,

.
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3.2

 (  1-3 ),

.

, -

. ,

.

3.2.1.

3.2.1.1.

, . ,

,  45 kD. 

,

,  (dos Remedios et al., 2003; Roper et al., 

2005). ,

,  (Clark and Hirst, 2002; Pederson and 

Aebi, 2005). 

, ,

. .

, ,

·  (Pantaloni 

et al., 2001). 

,  (Krendel and 

Mooseker, 2005). ,

(Bartles, 2000). 

 Rho,  GTPases Rho, Rac  Cdc42 

(Bishop and Hall, 2000; Johndrow et al., 2004). 

, ,

,

 « »  (cortical actin) (Heath and Holifield, 
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1993). , .

,

, ,

 (Dorsal Cortical Microfilament Sheath, DCMS). 

, ,

 - - , 

.

 (cortical actin flow)

.

,

. ,

 0,1 m/sec. 

 DCMS, 

1-5 m/min. 

 F-

. ,  stress.

 stress  (focal adhesion)

 F- . ,

 DCMS.  

, ,

« ».

3.2.1.2.

 (G-actin)  (F-actin). 

 (ATP  ADP) ,

Mg2+.

« » (barbed)  « » (pointed) .

-ATP ,  ATP 

 ADP -ADP .

-  treadmilling 

. in vivo

,  (dos 

Remedios et al., 2003). 

3.2.1.3.

 Arp2/3. 

,
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 70 .

,

(Pollard and Beltzner, 2002).  formins  Spire 

,  (Quinlan et 

al., 2005; Wallar and Alberts, 2003). , ,

, ,  ADF/coffilins (Actin Depolymerising Factor) -

thymosins 

 (dos Remedios et al., 2003; Paavilainen et al., 2004).  

 3.2.1.

 B16. 

 (lp),  (la) ( )

 -  (ar),  stress (sf)  (pb)- 

 (Focal adhesion) . 

(1 2). ,  (Ms) 

(Small and Resch, 2005). 
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3.2.1.4.  F-actin

3.2.1.4.1.

 (F-actin) 

,  (Mejillano et al., 

2004). ,

,  ((Kureishy et al., 2002; 

Stossel et al., 2001; Winder and Ayscough, 2005). 

 (Bartles, 2000), 

stress , ,

 (Clark and Hirst, 2002; Peterson et al., 2005). 

,

 « »-

  (Tamada et al., 2004; Tzima et al., 2000).  

 stress 

. , ,  stress 

 (fluid shear stress), .

,

 zyxin (Yoshigi et al., 2005).  Rho GTPases  formin mDia 

:

,  (Kaunas et al., 

2005).  

3.2.1.4.2.

,

.

 (Furukawa and Fechheimer, 1997). 

 (70-400 m)

Drosophila,  (end-to-

end joining),  forked  singed (Wulfkuhle et al., 1998). 

 (1-5 m, 25 / )

 (Heintzelman and Mooseker, 1992). 

 villin  fimbrin/plastin 

Ca2+,

 espin,  forked (Bartles et al., 1998). 

p.o.
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 A23187. ,  villin,  per se

, ,

 (Ferrary et al., 

1999),  (Esherichia coli) (Goosney et al., 1999) 

 ATP (Raman and Atkinson, 1999).  (1-10 m,

 900 / )

 (Davies et al., 2001; Roberts et al., 1988), 

,

, .

 fimbrin/plastin -

-,  espin (Bartles et al., 1998) 

 (Hasson et al., 1997). ,  2E4 (kaptin) 

 « »,

 (Bearer and Abraham, 1999). ,

 Sertoli ,  (Beach 

and Vogl, 1999). ,

,

.  Drosophila.

 (nurse cells) ,

 (ring canals) 

(Guild et al., 1997).  quail (  villin)  fascin (  singed) 

,

.  quail  villin, 

 (Matova et al., 1999). 

3.2.1.4.3. - -

 (1-5 m)

 (200nm) 

. , ,

, .

F- , , ,

 II, 

 (Small and Resch, 2005). 

,

,

-GFP
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(photobleaching).  – ,

 (rearward) 

, . ,

 2,5 %, , ,

.

.

,  stress 

.

 (Heath and Holifield, 1993). 

 (Small and 

Resch, 2005). 

,

 (Ehrlich et al., 2002).

3.2.1.4.4. -

 -  « »

-  (Faix and Rottner, 2006). 

 « »

,  (Wood and 

Martin, 2002).  B16-F1 melanoma 

,

 (microspikes). 

, ,

 (Svitkina et al., 2003). 

,

 (Atilgan et al., 2006). 

3.2.1.5.

 GTPases  Rho 

( . 3.2.2.) (Raftopoulou and Hall, 2004). 

, , ,

,  -

-, 

 SRF (serum response elements 

transcription factors) (Bushel et al., 1995; Hill et al., 1995)  NF- B (Perona et al., 1997), 

 JNK (c-jun N-terminal kinase)  p38 (Coso et al., 1995; Minden et al., 1995) 
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 NADPH (Abo et al., 1991). 

 Rho GTPases. 

: Rho (A, B, C), Rac (1, 2, 3), Cdc42 (Cdc42Hs, G25K), Rnd1/Rho6, 

Rnd2/Rho7, Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TC10  TTF. 

 Rho, Rac  Cdc42,  30 ,

 (Bishop and Hall, 2000).  

 3.2.2.

 Rho GTPases (Yamazaki et al., 2005). 

 ROK (Rho-associated kinase)  Rho, 

3.2.3.,  stress .

 ROKa 

 HeLa (Leung et al., 1996)  Swiss3T3 (Ishizaki et al., 1997), 

 stress.  ROK 
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 (Kawano et al., 1999), 

 LIM, ,

 (Maekawa et al., 1999). 

ROK  adducin, 

 F-  ERM (ezrin/radixin/moesin), 

 (Matsui et al., 1998). 

 3.2.3.  Rho (Bishop and Hall, 2000). 

 Cdc42  (Nobes and Hall, 1995), 

 WASP (Wiskott–Aldrich syndrome proteins, 

 WASP  N-WASP), 

Arp2/3.   Cdc42 ,  Rac 

 (Kozma et al., 1995). 

 COS, 

(Miki et al., 1998). ,  Cdc42 

2   N-WASP  (Stradal et al., 2004). 

-WASP  GTPases 

Rho. ,  diaphanous related forming Drf3, (mDia2 )

 Cdc42  Rho (Peng et al., 2003). 

  Cdc42  Kinase-dead MRCKa, 

,

HeLa (Leung et al., 1998) ·  MRCK Drosophila, Genghis Khan, 

(GEK) .
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 Rac 

« » ,  POR-1 (Partner f Rac) (D'Souza-Schorey et al., 1997) 

 p140Sra-1 (Specific Rac1-associated protein) (Kobayashi et al., 1998). 

 Rac  PI-4-P5K, 

 GTP (Tolias et al., 1998). 

 3.2.4.  Rac  Cdc42 (Bishop and Hall, 

2000).

,  MIM/ABBA,  IRSp53 (insulin receptor 

substrate p53) /IRS-58, ,

 Ena/VASP  (Yamagishi et 

al., 2004).  GTPases,  Wrch-1, RhoD  Rif 

 (Aspenstrom et al., 2004).  

,  c-Abl 

.  GTPases 

 Dok1  (p62 docking protein) 

« » (adaptor)  Nck1  Nck2 (Woodring et al., 2004). 

/ ,  PAK1  3 bind 

Cdc42  Rac,  PAK2  GTPase  Rac, 

 Cdc42 (Zhang and Zheng, 1998).  Src, 
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 PAK1 (Robles et al., 2005) 

, .

,  PIP2,  Cdc42, 

, ,

 (Janmey and Stossel, 1987). ,

PIP2 ,  talin 

 (Gilmore and Burridge, 1996). ,

 PI-4-P5K (phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase) 

 COS-7 (Shibasaki et al., 1997).

,

,

,

-

 (Krendel and 

Mooseker, 2005), 

.  Myo2b 

 stress 

,

- .

-

 (Lo et 

al., 2004). 

« - » ,

(Miyamoto et al., 1995):  Myo7  Myo10 

ezrin/radixin/moesin

 (Zhang et al., 2004). Myo9 

 Rho (Post et al., 1998), 

 3.2.5.

(Krendel and Mooseker, 2005).
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Arf  BIG1  GTP (GTP exchange factors, GEF). 

Myo3, Drosophila

(Porter et al., 1993) . ,  Myo5a 

 Bmf, 

 (Puthalakath et al., 

2001). - ,

,

.

,

, . ,

.

,  Hic-5  paxillin, 

 stress, , LPA 

.  Hic-5 

 EGF,  Rac (Hetey et al., 2005). 

,  Hic-5,  paxillin, 

,

 FAK (Nishiya et al., 2001).  Src ,

 stress,  Hic-5  SH2 

 Src, Csk (carboxyl-terminal Src kinase) (Ishino et al., 2000). 

 Hic-5,  ARA55 (androgen receptor associated protein 55), 

 (Fujimoto et al., 1999; Wang et al., 2002). 

3.2.2.

3.2.2.1.

,

,

,

,

/  ( . 3.2.6.).

,
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. ,  ( )

 (Brunton et al., 2004; 

Lambrechts et al., 2004). 

.

EGCG 1  integrin 

DAOY (Pilorget et al., 2003). ,  kaempferol, chrysin, apigenin,  luteolin 

 ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-

1)  A549,  TNF. 

 JNK, 

 c-jun mRNA  AP-1 

NF-kB (Chen et al., 2004). ,  pterostilbene  quercetin, 

,  73%  B16M-F10 

,  VCAM-1 (Vascular Adhesion 

Molecule-1)  (Ferrer et al., 2005). ,

 integrins.  resveratrol 

 tensin  K562, 

 fibronectin, 

.

 MCF7-  tensin- 

-  (Rodrigue et al., 2005).  

, ,  connexins, 

 3.2.6.

(1),
 (2), 

 (3) 
 (4-6) 

 (Lambrechts et 
al., 2004). 
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.  Czyz et al.  apigenin 

 connexins (Czyz et al., 2005)·  apigenin 

 HeLa  connexin 43 

,

. ,  apigenin 

ras, ,

 HCT116 (Klampfer et al., 2004), ,

.

,

C-3-G (cyanidin-3-O-beta-glucopyranoside) 

, ,

 « »  NF-160  NF-200 

. ,  C-3-G 

,  Melan-A/MART-1, 

,

 (Serafino et al., 2004).  

,

 FAK .  Liu et al. 

 catechins in vitro

 B16-F3m ,

 FAK (Liu et al., 2001). In vivo  EGCG 

B16-F3m 

, .

:

(+)-catechin  C57BL/6J-Min/+  70%, 

 FAK (Weyant et al., 2001). 

 MDA-MB-231, 

resveratrol  EGF, 

,  FAK  focal adhesions 

(Azios and Dharmawardhane, 2005). ,  resveratrol, 

 Ca2+ ,

,

 (Bruder et al., 2001).  quercetin 

 HuCC-T1, 

,

 hsp27  hsp90 

 (Kudo et al., 1999; Loktionova and Kabakov, 

1998). 
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,

.  Tachibana et al. 

 67 kDa, 

 EGCG (Tachibana et al., 2004). 

 EGCG 

,

 (Ermakova et al., 

2005). ,  resveratrol [R3, (Z)-3,5,4'-

trimethoxystilbene]  100 

.  R3 

, , ’

(Schneider et al., 2003). 

3.2.2.2.

,

.

. ,

 VEGF/VPF, bFGF, TGF- , PDGF  endothelin-1, 

,

 (MMPs)   (TIMPs) 

.

.  silibinin -

 A549 cells, 

 MMP-2 and u-PA,  TIMP-2 (Chu et al., 

2004). 

,

. ,  silymarin,  silibinin, isosilibinin, 

silicristin  silidianin, ,

MMP-2,  ( )

 HUVEC  (Jiang et al., 2000). 

 (DU-145)  (MCF-7 

MDA-MB-468),  VEGF  

.  EGCG  U-87, 

 MMP-2  MT1-MMP, 

, -

 (Annabi et al., 2002).   
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in vivo .  luteolin 

-

,  VEGF 

 (Bagli et al., 2004). ,

 VEGF, uPA,  MMP-2  –9 

 (TRAMP) (Adhami et 

al., 2004), -MMP-2 

 EGCG (Sartor et al., 2004). ,

 nobiletin  SCID 

,  MMP-9 

(Minagawa et al., 2001). ,

 isoliquiritigenin  isoliquiritin 

 50%  (Kobayashi et al., 1995).  

 downstream ,

.

apigenin  VEGF, 

 PI3K/AKT/p70S6K1  HDM2/p53 (Fang et al., 2005). 

nobiletin  quercetin -MMP-7 

 HT-29 (colorectal cancer), 

 AP-1  DNA (Kawabata et al., 2005). ’ ,  nobiletin 

TIMP-1  MMP-1  -9 t  HT-1080, 

 AP-1  PI-3  (Sato et al., 2002). 

,  luteolin,  Akt, 

 VEGF  (Bagli et al., 2004). ,

 nobiletin  MMPs, 

MEK1/2,  TIMP1,  PKC II/ -JNK

(Miyata et al., 2004). , in vivo -  delphinidin 

 cdk p27 (kip1) 

 D1  A (Favot et al., 2003).  

, ,  endothelins, 

,  (ET-A  ET-B).  

 ET-B,  endothelin-1 

(ET-1) (Kopetz et al., 2002; Salani et al., 2000).  ET-1 

,  bFGF, IGF-1 

 PDGF,  VEGF. 

,

-3- , ,

 laminar shear stress, 

. ,

ET-1, ,
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 (Corder et 

al., 2001; Corder et al., 2004). ,

  C -2 

(iNOS),  p53 (Chiarugi et al., 

1998).  
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3.2.3.

3.2.3.1.

,

. ,

. ,

,

,

,

 (Steroid Response Elements) .

 (Mangelsdorf et al., 1995; McKenna et al., 1999). 

,  ( ), 

,

.

’

 (Daufeldt et al., 2003; Levin, 2002; Sutter-Dub, 2002) 

 « » .

,

 G  (Walters and Nemere, 2004). 

 « »

. ,

,

.

-

, .

,

 (

) .

,

,

,

- ,

.

,

. , i

- .
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3.2.3.2.

,

 (reviewed inKampa and 

Castanas, 2006; Simoncini and Genazzani, 2003; Walters and Nemere, 2004).  Razandi et 

al.

,

G (Razandi et al., 2004).  

 EGFR.  ER  ER , ,

 ER  G2.

 ER 

 (Beyer et al., 2003). 

, ,

 (Filardo et al., 2000; 

Razandi et al., 1999; Wyckoff et al., 2001),  (Zhu 

et al., 2003a; Zhu et al., 2003b). ,  ER , ER 36,

,

 ER

 ER ,  (Wang et al., 

2006). 

,

. ,

 SHBG (Sex Hormone-Binding Globulin), 

 G 

, , ,  (Fortunati et al., 1999a; 

Fortunati et al., 1999b). 

 (Brann et 

al., 1995).  17 - ,

 17 -

,  (

), ,

 (Dicko et al., 1999; 

Whiting et al., 2000).  (=

) , ,

,

.

,

,

Src.  Src, ,
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 SH2  SH3. 

 (Falkenstein et al., 2000),  ER  ER

(Migliaccio et al., 2000; Migliaccio et al., 1996)  (Migliaccio et al., 

1998)  Src.  LNCa ,

Src  1 min 

 AR  SH3 (Boonyaratanakornkit et al., 2001; Kousteni et al., 2001; 

Migliaccio et al., 2000). 

 PC12 (Alexaki et al., 2006). ,

- .

Src ,  Ras, Raf, MEK 

ERK.

.

, .

LNCaP   Src  (Migliaccio et al., 

2000). ,  MAPK 

, ,

 (Kousteni et al., 2001), 

 (Migliaccio et al., 1998). 

 c-Src, ER  AR (Kousteni et 

al., 2001; Migliaccio et al., 2000). ,  ERK1  ERK2 

 G, ,

 EGF (Epidermal Growth Factor) (Filardo et al., 2000). ,

 EGF  IGF (Insulin Growth Factor),  MAPK 

 (Kato et al., 1995). ,

 JNK (c-Jun N-terminal 

kinase),  ER:  MCF7, 

 ER  CHO, 

 JNK,  ER .

 JNK 

, ,

 Bcl-2  Bcl-xl  (Razandi 

et al., 2000). 

,  PI3K, 

p85  (Pleiman et al., 1994; Stein and Waterfield, 2000) 

Akt. ,  Src/PI3K/Akt 

  FKHR-L1 (Forkhead in rhabdomyosarcoma) 

 Bad, ,

-  bicalutamide (Baron et al., 2004). 

 MCF7  S 
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 D (Castoria et al., 2001). ,

 (Src/PI3K/Akt)  eNOS (Simoncini et al., 2000), 

  (Dong et al., 1999), 

 (Honda et al., 2000). 

,

, ,

 G  (Kelly and 

Levin, 2001; Levin, 2002; Losel and Wehling, 2003; Wyckoff et al., 2001). ,

 PC12 (Alexaki et 

al., 2004),  (2–30 min 2 )

 Ca2+,  PI3K/Akt ,

.

,  G, 

 PLC/DAG/IP3 (Estrada et al., 

2000; Le Mellay et al., 1999),  PKC (Aronica et al., 1994), 

/PKA (Kelly et al., 1999). 

,

.  17 -  L 

 (Nakajima et al., 1995) +

,  Ca2+- -
+ (BKCa)  cGMP (White et al., 1995). 

 ER,  17 -

 Maxi-K+ (Valverde et al., 1999). ,

 Ca2+

(Mendoza et al., 1995), 

(Grosse et al., 2000). ,

,

 L (Barbagallo et al., 2001), 

in vivo . ,

, ,

 Ca2+,

,

 BKCa (Deenadayalu et al., 2001). 

,  LNCaP 

(Kampa et al., 2002)  DU-145 (Hatzoglou et al., 2005), 

 T47D (Kampa et al., 2005). 
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 (Stathopoulos et al., 2003) 

,

 Gleason (Dambaki et al., 2005). ,

 AR, 

 (Jones et al., 2004). ,

 Ca2+,

 G, 

 cyproterone acetate  flutamide. ,  LNCaP 

 (Papakonstanti et al., 

2003)  PSA (Kampa et al., 2002). 

,

 LNCaP  DU-145 ,

-  LNCaP 

 (Hatzoglou 

et al., 2005). 

 rabbit (Monje and 

Boland, 1999),  (Kuroki et al., 2000), 

 MCF7 , MDA-MB-231 (Berthois et al., 1986)  T47D 

(Kampa et al., 2005). 

,  ER 

 MDA-MB-231. ,

 Bcl-2  Bad 

 (Kampa et al., 2005). 

- .

,

 (Tesarik et al., 1993),  (Grosse et al., 2000), 

 (granulosa)  (Machelon et al., 

1996)  (Bagowski et al., 2001).  Thomas et al, 

,

 G 

 (Thomas et al., 2002; Zhu et al., 2003a; Zhu et 

al., 2003b). 

3.2.3.3.

, ,

 ER

, . ,



122

,

 17 -

,

MCF-7. ,  genistein, coumestrol, zearalenone, daidzein, apigenin, 

phloretin, biochanin A, kaempferol, naringenin, formononetin, ipriflavone, quercetin 

chrysin  ER  ER ,

,

 (Kuiper et al., 1998; Miksicek, 1993). 

,  resveratrol 

,

 MAPK  eNOS 

.  resveratrol 

  (n )

.

 ( ).

 ER (Klinge et al., 2005).

 ER (Cappelletti et al., 2006). 

 T47D  BT20 ,  17 -

 ER 2/ 5, .

,  genistein  ER 2  ER 1  T47D, 

2,  BT20 .

,  quercetin 

.

,

 ER .

,

,

.  (  Toyopearl TF-1, TF-2 

 TF-3) 

MCF-7  (Way et 

al., 2004).  (prenylflavonoids), 

 xanthohumol, isoxanthohumol  8-prenylnaringenin (Monteiro et al., 2006). 

. ,

.  (  45 mg 

) ,

/

,  (FSH) 

 (LH). 
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 (Cassidy et al., 1994) 

.

,

.

 F1 

 3 -HSD (3 -hydroxysteroid )  50% 

 28  (1046,6 mg /kg),  CYP17 (235,6 mg 

/kg) (McVey et al., 2004a). ,

:

 28  (0,4 ng/ml), 

2,5-3,0 ng/ml  70  1 ng/ml  120 . ,

 (3 ng/ml)  120 ,

 (McVey et al., 2004b). 

 Sprague-Dawley 

,

,

 LH ,  5 -

 StAR (

) (Weber et al., 2001). 

,

.

,  ginkgolide B 

 ( )

 (PBR), 

, .

,  ginkgolide B 

 PBR 

 ACTH (Papadopoulos et al., 1998).  PBR 

 (adrenocortical and luteal), 

 stress, 

.

,

.

 (32-47 mg/l), 

 (5,6±4,4 g/l). ,

 4  654-1775 g/l,



124

 (10 g/l)  (6 g/l).

 –  equol 

- ,

 13.000-22.000 

(Setchell et al., 1997). 

(FSR)  4 

 ( , ), 

 ( , ),  (

, )  (

, )  FSR ,

.

 FSR, 

 (Cruz et al., 1994). 

,

,

 (endocrine-disrupting chemicals) (Henley and Korach, 2006). 

,

.
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3.2.4.

, ,

 (  2.2.3.). 

, ,

,

.

o 1951, 

 Jacques Masquelier (Université de Bordeaux). ,

 1532 ,  Saint Lawrence, 

, .  Masquelier 

,  pycnogenol 

 C. , ,

 (OPCs)  (PCO) 

. ,

(oligomeric proanthocyanidins  OPCs)  (grape 

seed extract, GSE)  Pinus pinaster ssp. Atlantica (pycnogenol). 

 92-95% OPC  pycnogenol (80-85%). 

.

163.  Sprague-Dawley (Wren et al., 2002) 

 Fischer (Yamakoshi et al., 2002) .

’

 (Cu2+),

-  (THP-1)  (Shafiee et al., 2003). ,

 GSE 

in vitro

.  (50 mg/kg )

,

 Wistar, 

 (1,25 ml/kg ),

.

 CCl3·

CCl3O2· ,  (Chidambara Murthy et 

al., 2002). 

 (Laurent et al., 2004),  (Sharma et al., 2004)  (Singh 

et al., 2004). ,
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 (doxorubicin) 

 IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor 

Binding Protein 3).  cyanidin  delphinidin 

in vitro  EGFR (Meiers et al., 2001). 

.  Agrawal et al.,  GSE 

’

 (Agarwal et al., 2004),  Corder et al. 

 ET-1 

 (Corder et al., 2004). 

 (  ICR/f) 

 GSE .

 ( , ,

)

 (Yamakoshi et al., 2002). 

. ex vivo

,  (1 mg/ml) 

, 5-24 

,

. ,

 ( )  (Robert et al., 

2005).  PCOs 

, ,

.

 (Drubaix et al., 1997). 

 Endotelon®,  OPCs (Sanofi-Labaz), 

 (Doutremepuich et al., 1991). 

:

 500mg Daflon®

,  (Pecking et al., 1997). 

,  OPCs 

 ( , , ,

).  100mg OPCs 

 (Delacroix, 1981; 

Thebaut et al., 1985).  

, ,

 (Yamakoshi et al., 2004). ,  Andriambeloson et al. 

(Andriambeloson et al., 1998)  delphinidin,  malvidin 

cyanidin, .
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3.2.5.

3.2.5.1.

3.2.5.1.1.

,

 (T47D),  (DU-145)  (HepG2). 

 10-3-10-10

μg/ml.  MTT 

.

 ( . 3.2.7.). 

,  GAT  >1 

μg/ml ,  DU-145 

 HepG2. ,

.

 OPC80  OPC40  T47D, 

 1 μg/ml  DU145,  OPC40 

 HepG2. 

 ( ).

, .

0
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80
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120
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160

GAT GSE OPC40 GAT GSE OPC40 GAT GSE OPC40
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ce
ll 
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m
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r
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0,1 g/ml

10 g/ml

 3.2.7. .
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3.2.5.1.2.

,

2 2. 2 2

(0,01-2 mM)  2 ,

.

 (10 μg/ml).  

,

 ( . 3.2.8.). , ,

.

2 2.

,

,

, .

 3.2.8.  ROS, 

2 2,  ( ) DU-145  (B) T47D.
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HepG2
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0,01 0,1 1 10
H2O2 (mM)

%
 r

el
at

iv
e 

ce
ll

 n
um

be
r

control

GAT

GSE

OPC40

 3.2.8.( )  ROS, 

2 2, epG2.

3.2.5.1.3.

 (10 μg/ml) 

,

(1 h). -BSA. 

,

 GAT,  stress 

( . 3.2.9.). ,  DU-145  HepG2 

,

.

,

.

.

: 10-7 -BSA  2x10-5

 GAT, .

, ,

.

, ,

 OPC80  OPC40, 

.

, ,

.

,

,

.   OPC80   OPC40   
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 3.2.9.

-BSA  (DU-145),  (T47D) 

 (HepG2), 1 h .

DU-145    T47D             HepG2 

Control

Testosterone

BSA

GAT

GSE

OPC40
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 (actin mesh) 47D  DU-145. 

 OPC80  OPC40. ,

HepG2  OPC80  OPC40 

:  ( )

. ,

 GAT 

.

3.2.5.2.

,

, ,

.

,

. ,

 (2.2.3.). 

3.2.5.2.1.

 0,05-5 g/ml,

(T47D),  (DU-145)  (HepG2), ’

 OPC.  10 

 DU-145, 

 ( . 3.2.10.).  

 Sephadex LH20  3-

4  7-10, .

,

.  7, 

,  DU-145  HepG2 (

7%),  8,  11%. 

, .

, ,  2,7  10, 

.

. ,
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,

 2-3 .
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85

95

105

115

125
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5 2 g/ml
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10 2 g/ml

 3.2.10. .

3.2.5.2.2.

2 2,  24

 (10 μg/ml) ( . 3.2.11.). 

:  7 

10 ,  2  10 

.

.

 ROS, 2 2

2 2,

 ( .

3.2.12.).  DU-145 

.



133

 H2O2. ,

, ,

,  24 h 

2 2. ,

,

. ,

.

, , ,

.
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 3.2.11.

2 2  24 .
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T47D
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 c
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 3.2.12. 2 2.
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 ROS  PMA 

 PMA. 2 2

,

 PMA, 

, .

3.2.13., 

 PMA: ,

,

. -

. ,

 1-3  ROS,  PMA,  4 

.

,

 24 h 2 2.

 3.2.13.  ( )  ( )  ROS 

24  PMA. 

 20 min 

 123. 

 % ROS .

3.2.5.1.3.

, -

,
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.

OPC ,

(10 μg/ml) ( . 3.2.14-16.).  6 ,

 Sephadex LH20. 

.

 DU-145  1,3  5 

,

.

,

.

 T47D,  1  3  

. ,  1, 3  5 

.  4 

. ,

 Sephadex 

,

.

,  HepG2,  3, 

,

.  1  4,  5 

,  Sephadex 7, 8 

 10.

,

. ,

,

.
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 3.2.14.

 T47D, 1 h .

T47D

No4                   No5                   No7

No8                   No9                   No10

No1                   No2              No3
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 3.2.15.

 DU-145, 1 h .

No4                   No5                   No7

No8                   No9                   No10

DU-145

No1                   No2                   No3
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 3.2.16.

 HepG2, 1 h .

HepG2

No4                   No5                   No7

No8                   No9                   No10

No1                   No2                   No3
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3.2.6.

3.2.6.1.

3.2.6.1.1.

 ( )

 T47D 

.

,  [3 ] .

 E2 ,  KD = 4,06 ± 3,31 nM. 

,

 KD = 7,64 ± 3,15 nM.  

, ICI 182780  (10-6 ) ,

,

, ,

.

,

-3-(O-carboxymethyl)oxime-BSA-FITC:

·  (O-carboxymethyl)oxime 

,

 FITC .

,

 ICI 182780 . ,

 « »

-BSA-FITC 

.  (1-30 min) 

,

. ,

 (ICI 182780 ).

47D 

 ER

.

 AR. ,  AR, 

.

,

 (Ascenzi et al., 2006). 
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3.2.6.1.2.

T47D, -BSA .

 2,5 

. -BSA ,

.

,  IC50=0.1 ± 0.08 nM, 

 Bcl-2  Bad. 

, -BSA

IC50=0,2 ± 0,04 nM, .

-BSA

(1 ) -BSA  6 

.

 G (  Pertussis ToXin, PTX)  PI3K (

wortmannin, ), MEK (  PD 

98059)  p38 (  SB 203580). 

,

.

, ,

 Bcl-2/Bad .

3.2.6.2.

 T47D 

,

.

,

,

.

,

. ,

.

2 5,

,  (+)-catechin 

 (-)-epicatechin, 



143

.

 T47D. 

, . ,

.

, -BSA, 

.

3.2.6.2.1.

 T47D ,

 [3 ]-

 IC50  4,7 nM. ,

 (  30%)  [3 ]-

 T47D  IC50 21,4  19,2 nM, . ,

2 5 : 2

 IC50 82,2 nM, 5  60%  [3 ]-  IC50 1.7 

nM (  3.2.1.). ,

47D  100 nM, 

 100 nM. 

 3.2.17.

 [3 ] .
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 3.2.1.

.

 IC50 nM ±SEM (nM) % Displacement±SEM 

DHT 4.7 ±2.3 100±9% 

Catechin 21.4±1.3 72±12% 

Epicatechin 19.2±1.8 70±14% 

B2 82.2±8.6 100±10% 

B5 1.7±1.9 58±8% 

3.2.6.1.2.

 3.2.18., -BSA 

, 1 

(10-7M)  T47D .  (Kampa et al., 2002; Papakonstanti et al., 

2003) .

. , 2

5 ,

.

.

 3.2.18.

 T47D, 1 h .
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,

. H 

,  ( S, 

 Triton-X-100)  ( ,  Triton-X-100), 1 

T47D ( . 3.2.19.). 

2 5, 

 G-

.

,

.

3.2.6.1.3.

. ,

,

 T47D.  FAK  PI-3K , 30 min 

 ( . 3.2.20.). 

.

, ,  PI3K 

 5 min .

.

 FAK, ,

, ,  6

. , 2 5  FAK 

,

. 5  FAK 

 3.2.19.

,

 G- (  Triton-X-100, 

TS)/ F-  (  Triton-X-100, TI),  

 T47D, 1 h .
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.

, ,

 FAK. 

 3.2.20.

PI3K  FAK 5-30 min  T47D. 

 PI3K, 

.

,  PI3K wortmannin. 

 wortmannin 

 ( . 3.2.21.). ,  (

)  PI3K, 

 T47D, 

.
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 3.2.21.

 T47D 3K

wortmannin.

3.2.6.1.4.

-BSA 

 T47D (Kampa et al., 2005)  DU-145 

(Hatzoglou et al., 2005)  LNCaP (Kampa et al., 2002). 

, 2 5

,

.  (10-7

 10-6 )  2-24 

47D. 

,

.  2 

 12  ( . 3.2.22), 

,

.

 10-6

. ,

.

,

,  FAK.
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3.2.6.1.5.

,

- ,

,

.

-BSA

. ,

,

,

- ,

.

 3.2.22.

 T47D 

,

-BSA.
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, ,

.  (Razandi et 

al., 2000)  (Alexaki et al., 2004), 

, .

,

 LNCaP  DU-145 

 Fas (Hatzoglou et al., 2005), 

.

 « » ,

 siRNA. ’

,

,  (Stathopoulos et al., 2003), 

 Gleason  (Dambaki et 

al., 2005). 

 (Berthois et al., 1986; Clarke et al., 2004; 

Seo and Leclercq, 2002). 

 T47D (Kampa et al., 2005). 

 ER, 

. ,  ER, 

, - -BSA· 

. -BSA 

,

. ,

,

,

(Bertelli and Paridaens, 2006; Spicer and Ellis, 2006). 

- , .

, ,

 (Damianaki et al., 2000; Kampa et al., 2000; 

Notas et al., 2006): ,

. ,

,  (Ahmad et al., 

2000; Chen et al., 1998; Yang et al., 1998) 

 ( . . ) (Suganuma et al., 1999). ,

’

 stress (Bagchi et al., 2000) 
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 CD-1  TPA (Bomser et al., 1999). 

.  (lignins) Lentinus edodes

(shiitake)  dimethylnitrosamine 

,

-  (Akamatsu et al., 2004). 

 (bile duct ligation), 

-  (Zhong et al., 2003). ,

,

-3- , ,

 laminar shear stress, 

. ,  ET-

1,

 (Corder et al., 2001; Corder et al., 2004).  

in vivo -BSA 

,

LNCaP  DU-145 (Hatzoglou et al., 2005; Kampa and Castanas, 2006).  

 paclitaxel 

.

,

-BSA. -BSA, 

, ,

p.o.

.

,

. ,

 « » ,

 (Way et al., 2004). ,

,

, .

, .

,  genistein 

,  enterodiol  enterolactone 

 (Hong et al., 2002). 

,  enterodiol 
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enterolactone ,

 diadzein  equol  (Maubach et al., 2003). 

.
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3.2.7. IN VIVO 

in vivo :  (10 

)  BalbC-/- (Harlan, Italy) 

 DU-

145.  5×106

.

 3.2.23.  in vivo 

 BalbC-/-, 

 DU-145. 

 (  0) 

.

.  PBS ( ), 10-7

M -BSA, 10-6 M -BSA, 10-6 M B2   10-6 M B5, ,

.

.
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45

55

65

75

85

95

105

0 1 2 3 4 5

%
Control

Testosterone-BSA 10-6 M

Testosterone-BSA 10-7 M

B2

B5

 3.2.24.  DU-145 

 BalbC-/-.  (W)  % 

.

 (% ) ( . 3.2.24.). 

2 5 .

,

,

, . ’

 PI3K  FAK ,

-BSA, in vivo

. ,

, -BSA

. ,

,

,

. ,

 5-(3',4',5'-trihydroxyphenyl), 5-(3',4'-dihydroxyphenyl)  5-(3',5'-

dihydroxyphenyl) valerolactone.  6–39 % 

 epigallocatechin  epicatechin ,  25-

. ,

 (Manach et al., 

2005). ,

 10-7 .

 IR,

 0.

,  ( . 3.2.25). 
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 10-7 ,

2,  (10-6 ) 5.  

(10-7 ) ,

 10-6 ,

.

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

Te
st

os
te

ro
ne

-

BS
A

 1
0-

6 
M

Te
st

os
te

ro
ne

-

BS
A

 1
0-

7 
M B2 B5

IR
1

2

3

 3.2.25.   IR, .

.

 ( . 3.2.26.). ,

 IR ,

. ,

. ,

 (;) -

,

-,  IR .

,

o .

.

,

,

, . ,
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-0,8

-0,6

-0,4

-0,2

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

Te
st

os
te

ro
ne

-

BS
A

 1
0-

6 
M

Te
st

os
te

ro
ne

-

BS
A

 1
0-

7 
M B2 B5

IR
1

2

3

 3.2.26.  IR, .

.

,

.

 NO/NOS. ,

,

.

,

.



156



157

3.3. ................................ 159

3.3.1. ................................................................ 159

3.3.1.1. ............................................................................... 161

3.3.1.1.1. ....................................................................... 161 

3.3.1.1.2. ............................................................................ 161

3.3.1.2. ......................................... 162

3.3.1.2.1. ....................................................................... 163 

3.3.1.2.2. ............................................................................ 164 

3.3.2. ................................................................. 164

3.3.2.1. ............................................................................ 164

3.3.2.2. ................................................................................. 165
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3.3.

3.3.1.

 0-4 ,  50 mg

 (aglycone). ,

 ( . . rutin vs quercetin glucosides  EGC vs epicatechin). 

,  quercetin glucosides,  catechins, 

, ,

 1,5 h .  rutin, 

hesperidin  naringin, 

 5,5 h. ,

.

 ( ) ,

 2 h  (Bugianesi et al., 2002). ,

, .

 ( ), . ,

,

.

,  galloylated catechins .

 B1  B2 

 (Holt et al., 2002; Sano et al., 2003).  Spencer et al 

 (Spencer et al., 2000; Spencer et al., 2001). 

,  Rios LY et al  pH ,

 (Rios et al., 2002).

H

,

,

.  3.3.1-3. 

 (Manach et al., 2005). 

, ,

.  quercetin (fasting plasma concentration) 

 50–80 n .

: 165 n ,  6   500 

mg/  rutin (Boyle et al., 2000), 1,5  28  1 g/

quercetin (Conquer et al., 1998)  0,63 

80 mg/  quercetin  (Moon et al., 2000).
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 3.3.1. ,

 (Manach et al., 2005). 

 3.3.2. 

(Manach et al., 2005). 
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 3.3.3.  (Manach et al., 2005).  

in vivo

in vitro

,

 (TOC)  (cTAC) 

.

3.3.1.1.

3.3.1.1.1.

 (357 g),

 (160 mg), .

.  (2 , 714 g )

 7 ,  23-53 .

3.3.1.1.2.

.

,  TAC  TOC 

, .

, . ,

 ( , , )

 85%, 

 cTAC (corrected TAC). 
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 3.3.1., 

.

. ,

,

, .

, ,

.

 3.3.1.  (TAC)  (TOC) 

.

3.3.1.2.

 ( )

 (Manach et al., 2005).  (0,15-2 g) 

 0,75-4 h ,

 2,5, h .  0,004-0,1% ,

 ( )  (Felgines et al., 2003; Lapidot 

et al., 1998) . ,

,

.

: ) )

.

 flavylium 

- .

, ,

 flavylium, 
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. ,  Felgines et al. (Felgines et al., 2003) 

, ,

.

3.3.1.2.1.

 GAT.  9 

,  500 ml 

 (5 % v/v ), :

. ,  TAC 

 TOC.  

 (GMO-

free). ,

.

,  UHT (ultra heat treatment), 

,

.  ( )

 cross-linked  ( ),

,  2 μm, 

 pH>3,6. 

,

.

  3.3.2.  cTAC  TOC  2 

.

1              2                 3                    4

                                wash-out                       
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3.3.1.2.2.

 3.3.2.,  TAC  cTAC 

.

 cTAC, . ,

 (TOC) 

. ,

.

:

- ,

- .

,

,

,

.

,

,

.

3.3.2.
,

. ,

.

3.3.2.1.

,  23-53 , .

 (250 ml)  (Veuve .Devaux, Domaine de 

Villeneuve, France)  (12% 

 Perrier ), :
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,  2 h 

 TAC  TOC ,

.

  3.3.3.  cTAC  TOC  2 

.

3.3.2.2.

 3.3.3., ’

,

.  30 min 

. ,

.

. ,

.

 (0-5000 pg/ml), 

.

wash-out

5

2
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3.3.3.
 (ROS) 

. /

.

.

 ROS  stress 

, , ,

.

,  ( . . )

( . . ), ,

.  (GSH, ,

, , )

.

, ,

.

,

/

.  -TAC  TOC- 

. ,  TAC 

,

·

. ,  TAC 

,

.

, ,

,

,  ( )

( )  stress. ,

 ( , ,

, ),

 (Goldberg et al., 2003). 

.

,

,

.
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, .

,

, .

,  pH, 

 (Matsumoto et al., 2002). 

,  50  (Vigna et al., 2003),  150mg 

 TBARS, ,

,

 HDL  LDL. ,  OPCs (110 

mg  30 )

 ( ) ,

. ,  OPCs 

,

,  DNA 

 (  2'-deoxyguanosine  8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine) 

(Simonetti et al., 2002). 

 ( )

 ( ).

 « » .

,

. ,

,  ( ) .

 « » ,

,

,

. ,

 ( , ,

)  ( , ),

.

, ,

,

,  (2-4 

).
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 30 min .

, .

,

,  Passamonti et al. 

,

 (Passamonti et al., 2005). 

,

 (Robert et al., 2001). 

,

stress  (Ursini and Sevanian, 2002), 

.
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3.4.

3.4.1. -
,

 2-

 (2-phenyl benzopyrone). ,

,

 (Gas chromatography, GC), 

 (reverse-phase High-Pressure Liquid Chromatography, HPLC) 

 (Capillary Electrophoresis, CE) 

, ,

 ( ass Spectrometry, MS) ,

atrix- ssisted Laser Desorption Time-Of-Light Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) 

 (reviewed in Prasain et al., 2004) 

,  ( ),

 ( , , )

.

,

,

,

. , , -glucuronides 

sulfates ,

. ,

, .

,

 3.4.1.: 

-  (Gas chromatography–mass 

spectrometry, GC-MS) 

-  (Fast-Atom Bombardment, FAB) 

 (Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry, LSIMS) 

-  (ElectroSpray onization, ESI)-MS 

 (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, 

APCI)-MS

-  (Capillary 

Electrophoresis–Mass Spectrometry, CE-MS) 

-  (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 

Time-Of-Flight-Mass Spectrometry, MALDI-TOF-MS) 
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-  Fourier  (Fourier Transform–Ion Cyclotron 

Resonance–Mass Spectrometry, FT-ICR-MS). 

 3.4.1. .

EI
(

) -

(derivatization) 

FAB 
(

)

 7000 Da 

(matrix)

MALDI-TOF
(

)

,

(mM)

APCI
(

)

 2000 Da 

(femtomole)

 HPLC/MS 

ESI
(

)

 HPLC/MS 

(  2000)  

(femtomole
picomole) 

 (ESI-MS) 

(APCI-MS),  (Kauppila et al., 2004) 

,

 (derivatization) 

 FAB  LSIMS. ,

, ,

<300 amu, , .
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 HPLC, 

 ( 2 4 2 4), ,

, .

,

(mode), .

,

. ,

,  multiple reaction ion monitoring 

(MRM),

.

,

.

 LC-ESI-MS  collision induced dissociation (C/D) 

 O-glycosides  (Cuyckens et al., 2003). 

 (Tandem mass spectrometric methods) 

 O-

diglycosides  (Cuyckens et al., 2002). ,  ESI-MS/MS 

,  glycetin 

 biochanin A (Justesen, 2001) 

  Cuyckens and Claeys 

(1% )  ESI-MS, 

 acetonitrile/ 2 /0,5% 

 LC/ESI MS/UV-DAD (Cuyckens et al., 2002). ,

,

 0,1% . ,

,

 CO, CO2,  C3O2 (Fabre et al., 2001). ,  C-

glycosides, ,

 (Waridel et al., 2001). 

 Spencer et al.  ESI-MS-MS  quercetin in

vivo  3’-O- -methyl quercetin, 4’-O-methyl quercetin,  quercetin 7-O- -

d-glucuronide  (Spencer et al., 2003).  quercetin 

:  2’ 

.  3’-O-

methyl quercetin.  4’-O-methyl quercetin 

,  quercetin 7-O- -d-

glucuronide.  3’-O- methyl quercetin (  isorhamnetin, m/z 317 

 mode ESI)  (Cornish et al., 2002) 

’ .

 (HepG2) 
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 quercetin,  O’Leary et al. 

,

-  quercetin-3’-sulfate 

(O'Leary et al., 2003).  LC-ESI-MS  303 (quercetin), 

317 (3’-O-methyl quercetin), 383 (quercetin-3’-sulfate), 397 (methylquercetin sulfate), 479 

(quercetin-7-glucuronide)  493 (3’-methylquercetin-7-glucuronide  4’-methylquercetin-

7-glucuronide) m/z. , in 

vivo  quercetin,   3,4-Dihydroxyphenylacetic acid (167 [M-H] –), m-

hydroxyphenylacetic acid,  (151 [M-H] –)  4-hydroxy-3-methoxyphenyl acetic acid (181 

[M-H] –) (Gross et al., 1996). 

 Moridani et al  ESI-MS  UV-

vis  catechin ,

 GSH,  1-

3  (Moridani et al., 2001).  Hong et al. 

EGCG  HT-29  LC-MS-MS. 

,

.

 (Hong et al., 2002). 

3.4.2.  in vitro

.

 30 min 

, .

,  ( )

·  75%  (Walle et al., 2001), 

(Wenzel and Somoza, 2005). 

,

· . .  quercetin 

,  quercetin-3-rutinoside 

 (Erlund, 2004). ,

 (Schramm et al., 1999). 

:  Caco-2 ( ,

)  HepG2 ( , ),

.  Caco-2 
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 quercetin -

quercetin 3-glucoside-  (Boyer et al., 2004). 

 HepG2 (Boulton et al., 1999), 

-  (isorhamnetin),  8 h  quercetin 

,  protocatechuic acid. 

. ,

 (HL-60) 

 (Ludwig-Muller et al., 2005). ,

,

,  trans-resveratrol  piceatannol 

tetrahydroxystilbene M1 (Piver et al., 2004),  apigenin  chrysin, 

-  (Galijatovic et al., 1999). 

 1 

h ,

 (2-16 

h).

 ( ,

), .

3.4.3. Quercetin (3,3 ,4 ,5,7-pentahydroxyflavone)

3.4.3.1.

,  quercetin 

 (HPLC-NMR) (Moon et al., 2000; Spencer 

et al., 2003)  (Graf et al., 2005; Kaldas et al., 2005; Mullen et 

al., 2002; Ueno et al., 1983; Walle et al., 2003). ,

,

.

.  Lancon et al.  resveratrol  

 (HepG2),  2 h  30 

resveratrol  PBS (Lancon et al., 2004). 

, ’

, . , o

Kuo SM et al. (Kuo, 1996)  Gutzeit et al. (Gutzeit et al., 2004) 

quercetin  Caco-2 Drosophila .
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 3.4.1.  PC12 

(1 mM)  1 h.

 quercetin ,

.  Kuo SM 

 10-100 ,  40 min 

’s,

.  Gutzeit et al., 

quercetin  quercetin  myricetin 100 

10 min. ,

,

.

,

345nmex /420nmem.  rutin  genistein 

, .

3.4.3.1.1.  quercetin 

,

,

. ,

-

 ( . 3.4.1.).

, ,

 ( , ).

,  quercetin  (3 

 PBS  30 min).  3.4.2., 

 488nm  Laser Ar/Kr 

 500-540 nm, .

, . ,

, , ,

.

, ,
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 3.4.2.  quercetin  488 

nmex/500-540 nmem,  HepG2  (3  PBS)  30 min. 

(scale bar=25 ).

.  Triton-X-100, 

 « » .

,  quercetin, 

.

,  quercetin 

 500-540 nm,  488 nm, 

.

 quercetin (3  PBS)  310 

nm  335 nm. 

 430 nm  500 nm ( . 3.4.3., & ).

,

,

, ,

(Solimani, 1996); (Sengupta and Sengupta, 2002). ,  quercetin 

, . ,

,  pH, 

 500-600 nm, 

 488 nm ( . 3.4.3.C&D).

 quercetin (= ).

,  (488 nmex/500-540 nmem)

.

,

.
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 3.4.3.  quercetin. 

 430 nm (A)  500 nm (B).  HepG2 

,  (C, ex = 488 

nm).  quercetin. 

 488 nmex/530 nmem  quercetin-

 (D). 

3.4.3.1.2.  quercetin 

 quercetin-DNA 

Alvi et al., (Alvi et al., 1986)· 

 DNA, 

.  quercetin  curcumin 

 DNA (Rahman et al., 1990; Zaidi and Hadi, 1992), 

,  Cu(II)-Cu(I) (Annaraj et 

al., 2005).  quercetin  ( ) (Zhou 

et al., 2001), ·

.  quercetin  DNA 
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 395 nm (Ahmed et al., 1994), 

 400-600 nm (Chang et al., 2003).  

 quercetin ,

.  3.4.4., ,

 500nm (430nmex), settings

 PBS. , ,  quercetin 

.

 ( ).

, .

 3.4.4. (A)  quercetin-DNA  quercetin- , ex = 430 nm.  

( )  quercetin-DNA .

 DNA. 

 EtBr ,

 quercetin .

 (EtBr)  quercetin 

DNA,  (intercalator) (Ahmed et al., 1994). 

 quercetin ( )  « » (non-planar) 

 dihydroquercetin  DNA 

,

 (Solimani, 1996). 
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,  quercetin, morin 

 rutin  (Kang et al., 2004) 

 DNA (Solimani, 1997). 

 DNA, 

,

,

.  quercetin, kaempferol 

delphinidin  ( )

 ( ),

 DNA.  delphinidin, ,

,  quercetin 

 kaempferol, - -  (Kanakis et al., 

2005). -

 (Mas et al., 2000).  

,   curcumin ,  pH 

 (Zsila et al., 2004).  baicalein 

,

 DNA (Rossi et al., 2001). ,  resveratrol  genistein 

 DNA  RNA 

(Usha et al., 2005)). ,  HepG2 and Caco-2  quercetin, 

 DNA  (Walle et al., 2003).

 (intercalator), 

 ( . 3.4.4. ).  quercetin 

,

 (<100bp). 

,

.  EtBr· 

,

,  DNA 

tBr. , ,

 quercetin .

 EtBr. ,  « »

quercetin

.

 (  EtBr), 

,  ( .

3.4.13-14.),  quercetin. 
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,

quercetin 

, ,

. ,  HepG2  quercetin 

 DNA, 

 (Musonda and Chipman, 1998). 

3.4.3.1.3.  quercetin 

.

 millimolar ·

 (Dufour and Dangles, 2005) ,

-

. ,  quercetin, 

 538 nmem / 295 nmex (Sengupta 

and Sengupta, 2002).  FRET ,

 quercetin 

 214  HSA (subdomain IIA) (Dufour and Dangles, 

2005), ·

.   

 pH 

 530-550 nmem /485 nmex. H 

,

(Papadopoulou et al., 2005).  Kitson et al. 

 quercetin-  425 nm, 

 (Kitson, 2004). ’

 DNA, 

,  (Ahmed et al., 1994). 

, ,

,  L-

 (Kaldas et al., 2005).

,  quercetin 

(fraction V).  DNA,  settings 

,  ( . 3.4.4. ). ,

 488 nmex/500-540 nmem,

 quercetin .

 (Boulton et al., 1998). ,



182

.

 quercetin (3  PBS  1h) 

,

quercetin:  30 min. 

, ,

,

.

-FITC ( . 3.4.5.)  quercetin ( . 3.4.7-8.). 

-FITC

 30 min ,

. ,

 (3.4.3.5.). 

quercetin .

 « »

.

,

.

 3.4.5. -FITC  HepG2. 

 quercetin  1 .

3.4.3.1.4.  quercetin 

 quercetin ,

(Gutzeit et al., 2004), .

 Drosophila,  (ring canals). 

,

: ,

 Orbit/Mast  Pavarotti ( ),

Anillin  Mucin-D. 

 F-  (Warn et al., 1985), hu-li-tai-shao gene (Hts-

RC)  (cheerio) (Robinson et al., 1994). 

 Kelch  Anillin, ,

.
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 quercetin (3  PBS  1h), 

,

 F-  ( ),

 ( . 3.4.13.).  

3.4.3.1.5.  quercetin 

 quercetin 

,  488 

nmex/500-540 nmem. ,

. ,

, ,

,  pH. 

 quercetin. 

 « »

.

.  (

 quercetin) .

 quercetin 

.

 Walle et al 

 (20 )  60 D (Walle et al., 

2003). .

,  quercetin 

, ,

. ,  5 

Caco-2  HepG2,  2 h. 

,

. , ,

,

. ,

 quercetin ,

, -

.
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quercetin ,  488 nmex/500-540 

nmem. ,

 quercetin , .

3.4.3.2.

/

 « » . ,

 quercetin ,

(planar)  (Ollila et al., 2002).  pH, 

(flavan-3-ols ) ,

 (Verstraeten et al., 2003), -

(Scheidt et al., 2004).  resveratrol 

-  (Belguendouz et al., 1998). ,

,

 quercetin  (Fiorani et al., 2003). 

,  quercetin  resveratrol 

 (Jannin et al., 2004), 

 (Lancon et al., 2004). ,

 quercetin ,

 Caco-2  HT-29 

 IEC-6  (Kuo, 1996). 

 morin 

 (Schramm et al., 1999). 

 Caco-2, 

(Boyer et al., 2004; Murota et al., 2002; Oitate et al., 2001). ,

, -

.

. ,  Walle et al.  Caco-2 

 chrysin ,

 (Walle et al., 1999). 

,  Tammela et al. 

,  (Tammela 

et al., 2004). 

,  ellagic acid 

, ,

 (Whitley et al., 2003). 
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 3.4.6.

phloridzin lactase 

,

-

.

, . ,

. ,  phloridzin (Walle et al., 2003), quercetin-3-O-

glucoside, 4'-O-glucoside (Cermak et al., 2004; Walgren et al., 2000)  trans-piceid acid 

(Henry et al., 2005)  Na+-

 SGLT1. , ,

quercetin, myricetin catechin, catechin gallate  gallic acid 

-  GLUT (Strobel et 

al., 2005). ,

 U937 (myelocytic leukemia)   Jurkat (lymphocytic leukemia) (Park, 1999). 

,  phloretin,  ECG 

 (MCT) (Vaidyanathan and Walle, 2003), 

(OATP) (Dresser et al., 2002). , ex vivo

(everted intestinal sacs)  Na+-

 (Ader et al., 1996). 

,

,  quercetin 

.  HepG2 

, -, - - .

 quercetin (0,03-30  PBS), 

 2-10 min .

 quercetin (3  PBS) ,
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.

. . 3.4.7.,  2-20 min  4oC,

,  25 C.

 ATPases (Na3VO4)

’  quercetin. 

 T47D. 

 3.4.7.  quercetin (3 ,  PBS) ,

 (4oC), ases (Na3VO4).  H 

 (scale 

bar = 25 m).

 quercetin,  PBS, 

 RPMI, .

 (resveratrol, ,

, . 3.4.8.)  quercetin. 

. ,  Silberberg 

 quercetin  catechin , ,

 (Silberberg et al., 2005). 

,  (verapamil, ,

)

,  (OATPs) 

 quercetin.  

.   OATP
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 3.4.8. ( )  quercetin  HepG2 ,

 (RPMI) . ( )

 ( )  (300 )

 quercetin. 2 2,

.

,  (scale bar = 25 m).

 GSH-X, 

 quercetin  GSH (Wang and 

Ballatori, 1998)  H2O2 (2 mM, 1 h) ( . 3.4.8. ).

,   HCO3
-,

. ,  Cermak et al  HCO3
-

 quercetin (Cermak et al., 1998). 

,   ( , , )

 quercetin, 

.

,

,

 quercetin  2 min, 

. ,  15 min 

 (Passamonti et al., 2005). 

, ,

,

.

  OATP, ,

,

, , ,

 (Trauner et al., 1999). ,

quercetin
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.

,

,

 ABCA1  ABCG1,  CD36/

 fatty acid binding protein 1 (Peschel et al., 2006).  

 curcumin ,  (Arafa, 

2005). 

,  OATP  (GSH), 

.

,

GSH. ,  quercetin  per se ,

.

3.4.3.3.

 quercetin ,

-

’ . ,

, .

,  quercetin  30 min 

,

,  ( . 3.4.9.A). 

quercetin

 1-2 .

 (RPMI),  (PBS), 

.

,

 ABC, 

.  quercetin  MDR1 

 MRP1 (Wang et al., 2004), RP2 (van Zanden et al., 2004), 

 4’- -  (Walgren et al., 2000). ,  trans-

resveratrol, trans-piceid acid  chrysin, 

 Caco2  MRP2 (Henry et 

al., 2005; Kaldas et al., 2005; Walle et al., 1999). ,

silymarin, hesperetin, quercetin  daidzein,  resveratrol 

 BCRP/ABCG2, 
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 (Cooray et al., 2004), 

 quercetin  naringenin  BCRP  MDR1 (Youdim et al., 2004). 

,  BCRP1 

 quercetin ,

 (Sesink et al., 2005). 

 3.4.9. ( )  quercetin .  HepG2 

 quercetin (3 M  PBS)  30 min (  0) 

.  30-60 min 

.  RPMI  quercetin,  PBS, 

. (B) 

quercetin  MDR, ,

 MDR1  MRP1, 2, 3 .  Rhodamine123 

 MDRs:  ( )

 (scale bar = 25 m).

 ABC  (Cho et al., 2000; Lee et al., 2001; Zhao et al., 

1993), ,

 (verapamil, paclitaxel, vincristine, vinblastine, doxorubicin 

 dacarbazine, 300 M).  123. 

 123 

(3 M) (  (O'Leary et al., 2003)), 

 quercetin. ,  (Zelcer et al., 2005) 

 quercetin ( . 3.4.9.B), 

 ABC. ,  quercetin, 

galangin, kaempferol, eriodictyol, luteolin  taxifolin 

 GS-X (van Zanden et al., 2004)

 quercetin 

 ABC, 
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, .

 ABC, 

. ,  MDR  MRP 

, .

,  quecretin 

 BCRP,  (Sesink et al., 2005), 

, . Ginkgo biloba

 (  quercetin -quercetin)

. , p.o.

 60%. 

 (Yang et al., 2006). 

3.4.3.4.

 quercetin, 

,

. ,

quercetin .

 3.4.10.  quercetin 

,  Lamin B 

( , ).  ( ),  paclitaxel 

,  (scale bar = 

25 m).
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 quercetin 

 ( )

 (NPC),  paclitaxel. 

 NPCs, 

-  (Theodoropoulos et al., 1999).

 3.4.10.,  paclitaxel 

,

 Lamin B. ,

. ,

 NPCs -

quercetin.

quercetin ,  quercetin (3 M)

 (30-300 M).

 AR flutamide  cyproterone acetate,  ER ICI 182780, 

 PR RU486 ,

 ORG 2058, .

 quercetin  (Kampa et al., 2000; van der 

Woude et al., 2005), 

.

,  quercetin ,

 (NCPs), 

. ,

quercetin,  (Ø <30 nm), 

 NPCs, 

- ,  (Rout et al., 2003).  

3.4.3.5.

 quercetin 

,  (5-60 min) 

.  HPLC-ESI-MS 

( . 3.4.11.),  quercetin 

, ’  ( . 3.4.12., ),

 15 min. ,

.  quercetin   

.
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 3.4.11. HPLC-ESI-MS  quercetin,  30 
min  HepG2  3 . (A) HPLC  DAD 

 369 nm. (B-C)  UV  HPLC  8,03 
mn (quercetin) RT 9,9 mn (methylated quercetin). (D-E) 

 HPLC  8,03   9,9 mn. (F-G)  100-1000 m/z 
. (F)  TIC 7,94-8,22 mn, (quercetin, [M-H]– = 301.07 m/z). (G) 

 TIC 9,83-10.09 mn (methylated quercetin, [M-H]– = 315.09 m/z). 
 602.66 m/z  630.64 m/z,  ( ).
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 3.4.12. : HPLC-MS 

 HepG2 cells 

.

:

 quercetin 

(quercetin+methyl-quercetin=100% 

).

, ,

. ,  quercetin 

 60% ,

 quercetin  40% ( . 3.4.12.). 

.

,  quercetin ,

,

.

 quercetin 

,

10 min .

Caco-2  quercetin  (Boyer et al., 2004), 

 HepG2 -  (isorhamnetin) 

 8 hrs 

,  protocatechuic acid (Boulton et al., 1999).  3’-O-

methyl quercetin  (Cornish et al., 2002) 

, 30 min  (Sesink et al., 2005). ,

.

 quercetin, ,

( .3.4.11.). 

 HT-29,  EGCG (Hong 

et al., 2002).  quercetin  COMT, 
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 (Zhu 

et al., 1994).  COMT , ,

 (Doyle et al., 2004), 

.

.

3.4.3.5.

 quercetin, 

.

, .

 DAPI, PI, rhodamine-phalloidin 

fibrillarin,  quercetin 

 ( . 3.4.13.).  

 3.4.13.  quercetin.  HepG2 cells 

quercetin (3 M in PBS, , )  30 min, 

 ( , )  ( -B),  fibrillarin (C-D) 

rhodamine-phalloidin (E),  (A, C )  1 M

 D (  D). .  quercetin 

 (A),  (A, C) 

 (E)  (B, ).  D 

 (B),  fibrillarin (D) (scale bar = 

25 m).
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, ,  quercetin 

 ( . 3.4.14.). 

 quercetin,  ( )

.

 quercetin  DNA. 

 quercetin 

,

 (100 ) (Kuo, 1996). 

.

,  D (1 , 24 hrs) 

,

 quercetin :

, -

, fibrillarin ( . 3.4.13.D). ,  quercetin 

 RNA 

.

,

,

.

,  quercetin ,

.

 quercetin ,

.

 quercetin 

. ,

, 1 h 

 ( . 3.4.1.). ,

, .

,

,

.



196

 3.4.14.  quercetin .

 HepG2  30 min  quercetin (3 M in PBS, )

 ( ). . (A) 

,  quercetin .

 (B) , (C)  (D) 

. (E) ,  quercetin 

(scale bar = 25 m).

-

 (Gorski et al., 2006). ,

,  GFP  ~10-
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100/ m2·sec,  (Gorisch et al., 2005; Seksek et al., 

1997). ,

. ,

 (Phair et al., 2004). 

, .

,  H1  HP1, 

. , 3, 4 2 ,

 NPCs  (Kimura and Cook, 2001; Rabut et al., 

2004).  quercetin, 

,

.

, .

,

.
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3.5.  QUERCETIN 

,  quercetin 

. ,

:

,

 (Angelier et al., 2005; Dimario, 2004; Van Hooser et al., 2005), 

 quercetin . ,

.

,

,

, ,

DNA. ,  quercetin, 

 ( ) ,

pirin  SIRT1.  

In vitro ,

quercetin  I /  II, 

 DNA, 

(poisoning) (Austin et al., 1992; Constantinou et al., 1995; Yamashita et al., 1990). ,

,  DNA,  fisetin 

quercetin, ’

. ,  DNA 

 quercetin ,

. ,

 DNA, 

,

.

 quercetin  pirin (Adams and Jia, 2005).  pirin 

 Bcl-3 

 NF B (Wendler et al., 1997). 

 2,3-  quercetin  2-

protocatechuoyl-phloro-glucinol carboxylic acid  CO (Adams and Jia, 2005). ,

 ( . 3.4.11.), 

.
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3.5.1.  p53 

,  (resveratrol, 

butein, isoliquiritigenin, fisetin, quercetin  piceatannol)   NAD(+)-  (

 TSA)  SIRT1, 

( / ) C. elegans (Howitz et al., 2003)· 

 resveratrol , in vitro in vivo,

 SIRT1  p53, 

 DNA .

,  quercetin 

 SIRT1.  3.5.1., 

,  SIRT1 ,  HepG2 

,   PML  (Vaquero et al., 2004). 

, ,

.

 3.5.1.  HepG2  quercetin (3 M, )  20 min, 

 SIRT1 ( ). 

.  SIRT1 

 ( )  (scale bar = 25 m).

,  quercetin  p53, 

 SIRT1. ,

quercetin (3 ),  1 h  p53 

.

,  quercetin  p53 ( . 3.5.2.). 

 quercetin  SIRT1 

3.5.3.:  p53 

 SIRT1 (i), 

(dominant-negative)    SIRT1 (Howitz et al., 2003).  sir2 
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 3.5.2.  quercetin (3 )

 p53, 1 h 

 HepG2. 

 rDNA, ,

.

 FOXO, 

 stress (Giannakou and Partridge, 2004). ,

 sirtuins  resveratrol  FoxO1 

(Frescas et al., 2005). ,  SIRT1 

 p53, 

 (Yu and Zhang, 2005). ,  quercetin 

- -  p53, 

 CBP/p300  PML (Bernardi et al., 2004) ( . 3.5.3.ii). ,

 quercetin  p53 

 SIRT1 (Langley et al., 2002). 

 3.5.3.  quercetin -  p53: 

(i)  quercetin  SIRT1 

 p53. (ii) ,  quercetin 

PML,  DNA 

.
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-  p53 

,

 quercetin . ,

 (3 )  quercetin 

 ( . 3.1.2). ,  HDACs 

(  TSA)  SIRT1 (  TSA) 

 (Solomon et al., 2006). ,

,  HDAC 

(Rahman et al., 2004), 

,  stress 

 (Parker et al., 2005).  quercetin, 

,  TSA  HepG2.  SIRT1 

 p53 ,

quercetin 

.  Ref-

1,  (A/P),  p53, 

,

 (Gaiddon et al., 1999). 

3.5.2.

 p53,  quercetin 

.

 HepG2  2 hrs   RPMI 

 RPMI  10% FBS,  quercetin 3  0,3 ‰  10-60 min. 

, , ,

. ,

, -

. ,  quercetin ,

.

, .

,  quercetin  10 min 

 1 h ( . 3.5.4.).
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0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

>100 <75 <<75 =50 <50 =37 <37
 (kD)

Control, 10 min

Quercetin, 10 min

Control, 20 min

Quercetin, 20 min

Control, 30 min

Quercetin, 30 min

Control, 60 min

Quercetin, 60 min

 3.5.4. ,  HepG2  3 

quercetin  10-60 min. 

,  < 75 kD, 

-

. ,

 ( . 3.5.5.).  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

>100 <100 =75 <75(2.2) <75(3.1) <75(3.2) <<50 <<<50 <37 25

 (kD)

Control, 10 min

Quercetin, 10 min

Control, 20 min

Quercetin, 20 min

Control, 30 min

Quercetin, 30 min

Control, 60 min

Quercetin, 60 min

 3.5.5. ,  HepG2  3  quercetin 

10-60 min. 

,  quercetin 

,  p53. 
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3.5.3.

 quercetin ,

, .

, .

 quercetin 

,

 (microarrays). 

 RNA  HepG2,  RPMI/10% 

FBS,  3  quercetin  0,3 ‰ ,  2, 4  8 hrs. 

,

.

 p53, 

quercetin , 1 h .

 Panther (Applied Biosystems, http://www.pantherdb.org)

 p53.   8 

. To 

:  quercetin 

.

, ,

 (COrrespondance Analysis, COA) 

(Inertia)  ( . 3.5.1.).

 3.5.1.  « »  HepG2, 

 quercetin (3 )  2-8 h. 

 Inertia (%) Cumulative Inertia (%) 

1 51.247068860432314 51.247068860432314 

2 23.56669613337981 74.81376499381213 

3 8.684335148260798 83.49810014207293 

4 6.155636607682385 89.65373674975531 

5 5.494896069961541 95.14863281971685 

6 4.851367180283147 100.0 

7 1.3872506506134373E-28 100.0 
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 6  eigen. 

,

,  ( . 3.5.6.). 

 quercetin 

,  4 . ,

, ·

 quercetin : 2Q, 

4C, 4Q  8C  ( . 3.5.7.  3.5.8.,  1,2).

 3.5.7.  COA  quercetin (3 )

 HepG2,  2-8 h . (A) 

( )  ( )  (inertia). 

 ( )  (p<0,01) 

. ( ) .

 ( )

 2-4 h (2Q  4Q, )

(4-8 h, 4C  8C ).  2Q, 4Q  4C. 
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 3.5.8.  COA  quercetin (3 )

 HepG2,  2-8 h . (A) 

( )  ( )  (inertia). 

 ( )  (p<0,01) 

. ( ) .
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3.5.4.

,  quercetin 

, ,

 5-50 ,  48  Caco-2 (van Erk et al., 2005). 

CO115,  100  quercetin  24  48 hrs (Murtaza et al., 2006). 

 PC-3, DU-145  LNCaP,  (25 , 24 hrs), 

 (Nair et al., 

2004),  CUL4B, 

 (Hori et al., 1999). 

.

,  (MCF-7, T47-D  ZR-75–1)  (MDA-MB-231, 

MDA-MB-435  Hs578T)  ER,  2-48 hrs, 

 E2IG4, IGFBP4, SLC2A1, XBP1, B4GALT1, AFG3L1 

EEIG1 (Wang et al., 2004). ,

 genistein -sitosterol (100 ).

 (Shioda et al., 2006). ,

2 (10 nM)   72 hrs  10 

 genistein, daidzein, glycitein, biochanin A, ipriflavone, chrysin, luteolin, apigenin, 

kaempferol, quercetin, coumestrol, naringenin  phloretin  MCF-7 (Ise 

et al., 2005). 

,  quercetin  5 ,

 (6 )

HepG2. ,

, ,

 (  4500 )  8 hrs. 

 COA  quercetin 

 ( . 3.5.7-8.). 

,

« »- .

 RNA  Pol II 

 TOR (Target Of Rapamycin) 

 Rap1, Fhl1  Ifh1 (Schawalder et al., 2004). 
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 TOR / ,

TOR1 (  rapamycin)  TOR2, 

 ( , , )

 ((Wullschleger et al., 2006), . 3.5.9.).  TOR 

 (growth factors), 

IGF, , , / .

, ,

.

,  stress, 

.

 3.5.9.  TOR (Wullschleger et al., 2006). 

,

·

,

 (reviewes in Park and Prolla, 2005). 

, Drosophila,  H1  L11 

 (Ni et al., 2006),  stress,   RNA 

 Pol I  Pol II (Laferte et al., 2006). 

,  SIRT1 1

,  (Vaquero et al., 2004). 

,  quercetin 

.  quercetin, 

 SIRT1, 
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 (chronological aging) (Howitz et al., 2003). 

 SIRT1  TOR 

 quercetin,  « »

 (replicative aging). 

,

,

. ,

 quercetin  (= ) ,

,

RNA. ,

,

,

.

,

.
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3.6. ............................ 215 

3.6.1. ......................................................... 215 

3.6.2. ................................................................... 216 

3.6.3. .......................................... 217 

3.6.4. ................................................................................. 219 

3.6.5. ............................................................... 219 
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3.6.

. ,

,  « » .

 HaCaT. 

, ,

, in vitro  (Boukamp et 

al., 1988),  (Breitkreutz et al., 1998), 

.

in vitro ,

.

: ) Merlot ) Cabernet Sauvignon 

0,1-10 g/ml.  

3.6.1.

.

,

( ) .

80

100

120

140

Merlot Cabernet

Sauvignon

Merlot Cabernet

Sauvignon

0,01 g/ml

0,1 g/ml

1 g/ml

 3.6.1.

 HaCaT. 
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. 3.6.1., 

 > 0,1 g/ml. 

 1 g/ml ,

 10 g/ml. ,

.

 0,1-10 g/ml.

,  « » ,

10 g/ml. ,

 60% 

 (40%). 

, .

3.6.2.

-  (10 

g/ml)

 H2O2 (0,05-5 m ).

 24 ,

, ,

 ( . 3.6.2.). 

 3.6.2.  24 .

,  H2O2,

 ( . 3.6.3.). 

 H2O2.
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