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Περίληψη 

Τα σταφύλια και το κρασί είναι κυρίαρχα διαιτητικά συστατικά πολλών πληθυσµών 
και µία πλούσια πηγή πολυφαινολών. Οι πολυφαινόλες είναι οργανικές ενώσεις µε 
χαρακτηριστική δοµή, παράγονται ως δευτερογενείς µεταβολίτες από τα φυτά και 
αποτελούν µία πολυπληθή οµάδα αντιοξειδωτικών µορίων. Εκτός από την 
αντιοξειδωτική δράση, στις πολυφαινόλες αποδίδονται και άλλες σηµαντικές δράσεις 
όπως η αντιφλεγµονώδης, η αντιµικροβιακή και η αντικαρκινική. Στην παρούσα 
εργασία, µελετήθηκε in vitro η επίδραση 11 εκχυλισµάτων σταφυλιών στην 
ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως η 
ενεργότητα του ενζύµου αναστέλλεται από τα εκχυλίσµατα που αποµονώθηκαν από 
καρπούς, από στέµφυλα και βόστρυχους, και µάλιστα η αναστολή είναι δοσο-
εξαρτώµενη µε τιµές IC50: 0.8 - 6µg/ml. Η αναστολή των τοποϊσοµερασών in vivo 
διαταράσσει την οµοιόσταση των κυττάρων καθώς οι τοποϊσοµεράσες συµµετέχουν 
σε ζωτικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως η αντιγραφή, η µεταγραφή και ο 
ανασυνδυασµός και είναι υπεύθυνες για τη διατήρηση της σταθερότητας του 
γενώµατος. Η λειτουργία τους συνίσταται στην εκπλήρωση ενός καταλυτικού κύκλου 
προκειµένου να ελεγχθεί η υπερσπείρωση στο γενετικό υλικό. Οι τοποϊσοµεράσες 
χαρακτηρίζονται ως ενδογενείς τοξίνες καθώς αν ο καταλυτικός κύκλος δεν µπορεί 
να ξεκινήσει ή να ολοκληρωθεί, τότε αυξάνεται η αστάθεια του γενώµατος. Μάλιστα 
όσο υψηλότερα είναι τα επίπεδα των ενζύµων, όπως συµβαίνει στα καρκινικά 
κύτταρα, τόσο περισσότερο αυξάνεται η πιθανότητα το κύτταρο να οδηγηθεί σε 
απόπτωση. Η αναστολή εποµένως των ενζύµων αυτών από τα 11 εκχυλίσµατα 
σταφυλιών που εξετάστηκαν, πιθανώς να αποτελεί σε επίπεδο οργανισµού έναν 
χηµειοπροστατευτικό και αντικαρκινικό µηχανισµό. Η ταυτοποίηση 
χηµειοπροστατευτικών και αντικαρκινικών µηχανισµών είναι πολύ σηµαντική 
δεδοµένου ότι ο καρκίνος είναι µία από τις κύριες αιτίες θανάτου ανδρών και 
γυναικών παγκοσµίως. 
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1. Εισαγωγή 

1.1 Τοπολογία του DNA 
Η κλασσική µορφή της διπλής έλικας του γενετικού υλικού κατά τους Watson και 
Crick είναι το B-DNA. Το B-DNA χαρακτηρίζεται από απόσταση ανά ζεύγος βάσεων 

3,4 Α
o

, από διάµετρο έλικας 23,7 Α
o

, από ζεύγη βάσεων ανά στροφή έλικας 10,4 Α
o

, 

από απόσταση ανά στροφή έλικας 35,4 Α
o

, η φορά περιστροφής είναι δεξιόστροφη, η 
µεγάλη αύλακα είναι πλατιά και αρκετά βαθιά και η µικρή αύλακα επίσης αρκετά 
βαθιά αλλά στενή (Stryer, 2004). Οι συνέπειες που προκύπτουν από τη διαµόρφωση 
και τη γενικότερη τοπολογία της διπλής έλικας του  DNA δηµιουργούν ένα δύσκολο 
καθήκον για το κύτταρο που ακόµα και ο Σίσυφος* θα µπορούσε να εκτιµήσει.  
 

Πώς εφαρµόζεται η τοπολογία στο γενετικό υλικό; 

Προκειµένου να γίνει κατανοητή η τοπολογία του DNA πρέπει να εισαχθούν τρεις 
βασικές µαθηµατικές έννοιες: το µέτρο στρέψης (Tw), ο αριθµός συστροφών (Wr)  
και ο αριθµός σύνδεσης (Lk).   

Το µέτρο στρέψης, αποτελεί ιδιότητα της ίδιας της διπλής έλικας και 
αντιπροσωπεύει την περιστροφή του ενός κλώνου γύρω από τον άλλο. Αντιστοιχεί 
στο συνολικό αριθµό στροφών του δίκλωνου µορίου και καθορίζεται από τον 
αριθµό των ζευγών βάσεων ανά στροφή. 

Ο αριθµός συστροφών είναι ένα µέτρο των σπειρώσεων του άξονα της διπλής 
έλικας, οι οποίες ονοµάζονται υπερσπειράµατα. Με άλλα λόγια, αντιστοιχεί στη 
φυσική έννοια της υπερελίκωσης. Έτσι, για ένα χαλαρωµένο µόριο Wr=0. 

Η µαθηµατική έκφραση που περιγράφει αθροιστικά τις δύο παραπάνω παραµέτρους 
είναι ο αριθµός σύνδεσης. Ο αριθµός σύνδεσης  ορίζει το πόσες φορές ένας κλώνος 
DNA στρέφεται γύρω από τον άξονα της έλικας προς τη δεξιόστροφη κατεύθυνση, 
όταν ο άξονας είναι περιορισµένος σε ένα επίπεδο. Ο αριθµός σύνδεσης είναι µία 
καθοριστική τοπολογική ιδιότητα που προσδιορίζεται για κλειστά µόρια, δηλαδή 
για κυκλικά µόρια DNA ή για γραµµικά µόρια των οποίων τα δύο άκρα είναι 
ακινητοποιηµένα.   Εποµένως, η τοπολογία µας διδάσκει ότι:  Lk Tw Wr= + . 

Κλειστά µόρια γενετικού υλικού µε πανοµοιότυπη αλληλουχία µπορεί να έχουν 
διαφορετικούς αριθµούς σύνδεσης, γεγονός που αντικατοπτρίζει διαφορετικούς 
βαθµούς υπερελίκωσης. Μόρια DNA που είναι ακριβώς όµοια σε όλα εκτός από 
τους αριθµούς σύνδεσης ονοµάζονται τοπολογικά ισοµερή ή τοποϊσοµερή. Τα 
ισοµερή αυτά του DNA προκύπτουν από τη δράση ειδικών ενζύµων που 
ονοµάζονται τοποϊσοµεράσες (Deweese et al., 2008).  

 

Σίσυφος*:  Βασιλιάς της Κορίνθου που σύµφωνα µε την Αρχαία Ελληνική Μυθολογία τιµωρήθηκε από τους 
θεούς του Ολύµπου να κουβαλάει έναν βράχο στην κορυφή ενός βουνού. Φτάνοντας στην κορυφή, ο βράχος 
δεν σταθεροποιούταν και έπεφτε και πάλι στους πρόποδες. Η τιµωρία ήταν αιώνια (www.wikipedia.org). 
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1.2 Τοποϊσοµεράσες 
Η ανάγκη ύπαρξης των τοποϊσοµερασών αναγνωρίστηκε πολύ πριν την ανακάλυψή 
τους. Όταν οι J. Watson και Fr. Crick ανακάλυψαν το µοντέλο της διπλής έλικας 
του DNA και το δηµοσίευσαν το 1953 ανέφεραν ότι θα πρέπει να υπάρχει ένας 
µηχανισµός που θα µπορεί να λύνει τους κόµπους που προκύπτουν από τα δοµικά 
χαρακτηριστικά του γενετικού υλικού.  

Η πρώτη DNA τοποϊσοµεράση (Topo I) αποµονώθηκε από την Escherichia coli το 
1971 (Wang, 1971). Το 1972 βρέθηκε η ευκαρυωτική  Topo I σε εµβρυϊκά κύτταρα 
ποντικού και στη συνέχεια το ένζυµο αυτό αποµονώθηκε από τη ζύµη αλλά και από 
άλλα θηλαστικά. 

Οι τοποϊσοµεράσες είναι απαραίτητα ένζυµα για την κυτταρική επιβίωση, καθώς 
είναι υπεύθυνες για τη διατήρηση της σταθερότητας του γενώµατος. Ωστόσο, 
προκειµένου να εκπληρώσουν το σκοπό τους, πρέπει να διασπάσουν τοπικά τη 
διπλή έλικα. Καθώς οι τοποϊσοµεράσες δηµιουργούν σπασίµατα στο γενετικό 
υλικό, κάτι το οποίο αυξάνει την αστάθεια του γενώµατος, θα µπορούσε να 
υποθέσει κάποιος πως διαθέτουν µία διπλή προσωπικότητα διότι έχουν µία κρυφή 
δυναµική να προκαλούν µεταλλάξεις.  

Φυσιολογικά, τα σύµπλοκα τοποϊσοµεράσης-γενετικού υλικού που ευθύνονται για 
τα σπασίµατα στο γενετικό υλικό είναι προσωρινά, γρήγορα και διατηρούνται 
πάντα σε χαµηλά επίπεδα. Για αυτό το λόγο δεν προκαλούν καµία αρνητική 
επίπτωση και εντάσσονται αρµονικά στο σύνολο των λειτουργιών του κυττάρου. 
Ωστόσο, αν για κάποιο λόγο τα σπασίµατα στο DNA δεν αποκατασταθούν ή αν 
κάποιο άλλο ένζυµο που σχετίζεται άµεσα µε τον µεταβολισµό του DNA όπως η 
DNA πολυµεράση ή ελικάσες, συγκρουστούν µε τα σύµπλοκα αυτά τότε τα 
σπασίµατα στο γενετικό υλικό, δεν γεφυρώνονται πια από τις τοποϊσοµεράσες και 
ενεργοποιούνται κυτταρικά µονοπάτια επιδιόρθωσης και ανασυνδυασµού. Έτσι, 
αυξάνεται η πιθανότητα εµφάνισης ανταλλαγών χρωµοσωµικών τµηµάτων µεταξύ 
αδελφών χρωµατίδων, µεταθέσεων, δηµιουργίας εκτεταµένων ελλειµµάτων ή και 
ενθέσεων και γενικά χρωµοσωµικών ανωµαλιών. Όταν τα πλέον µόνιµα σπασίµατα 
απαντώνται σε ένα µεγάλο µέρος του γενετικού υλικού, προκαλούν µία σειρά 
γεγονότων τα οποία οδηγούν το κύτταρο σε απόπτωση ή νέκρωση (Fortune et al, 
2000, Leppard et al, 2005, McClendon et al, 2007, Pommier 2006, Bender et al, 
2008). 

Εξαιτίας αυτής της ιδιαίτερης ικανότητας των τοποϊσοµερασών να δρουν, υπό 
συγκεκριµένες συνθήκες, ως DNA νουκλεάσες, προτάθηκε πως οι παράγοντας που 
προκαλούν τη δηµιουργία ή την σταθεροποίηση των συµπλόκων DNA-
τοποϊσοµερασών θα µπορούσαν να αποτελέσουν αντικαρκινικά φάρµακα. 
Πράγµατι, µέχρι σήµερα δεκάδες µόρια που χρησιµοποιούνται ως βασική θεραπεία 
σε πολλές µορφές καρκίνου, αποτελούν αναστολείς των τοποϊσοµερασών. Τα µόρια 
αυτά µετά τη χορήγησή τους, στοχεύοντας τα καρκινικά κύτταρα και τις 
τοποϊσοµεράσες που περιέχονται σε µεγάλες ποσότητες σε αυτά, προκαλούν 
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επιπλοκές στη σταθερότητα του γενώµατος και οδηγούν τα καρκινικά κύτταρα σε 
θάνατο.        

 

1.2.1 Κατάταξη Τοποϊσοµερασών 
Οι τοποϊσοµεράσες είχαν αρχικά κατηγοριοποιηθεί σε τύπου Ι και ΙΙ. Οι κατηγορίες 
αυτές µπορούν να διαιρεθούν περαιτέρω σε τοποϊσοµερασες τύπου ΙΑ, ΙΒ, ΙΙΑ και 
ΙΙΒ,  βάσει αποκλειστικά των χαρακτηριστικών λειτουργίας τους. Συγκεκριµένα, οι 
Topo I διασπούν τον ένα κλώνο του DNA, ενώ οι Topo II διασπούν και τους δύο 
κλώνους του DNA. Οι τύπου ΙΑ συνδέονται µε το 5’ άκρο του διασπασµένου 
κλώνου, ενώ οι τύπου ΙΒ συνδέονται στο 3’ άκρο του διασπασµένου κλώνου. Οι 
Topo IIA δηµιουργούν δίκλωνα σπασίµατα µε τέσσερις προεξέχουσες βάσεις 
(overhangs), ενώ οι Topo IIB δηµιουργούν επίσης δίκλωνα σπασίµατα στο γενετικό 
υλικό αλλά µε δύο βάσεις προεξέχουσες (overhangs). 

Ωστόσο οι τοποϊσοµεράσες τύπου Ι διαθέτουν και µία επιπλέον οικογένεια 
ενζύµων, εκτός από τις ΙΑ και ΙΒ,  τις ΙC. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η οικογένεια 
Topo ΙC περιλαµβάνει προς το παρόν µόνο µία ιδιαίτερα ασυνήθιστη 
τοποϊσοµεράση, την Topo V,  η οποία ανακαλύφθηκε περίπου 15 χρόνια πριν, σε 
ένα ειδικό είδος υπερθερµόφιλων µεθανογενών αρχαίων (Methanopyrus kandleri) 
τα οποία αναπτύσσονται ακόµα και σε περιβάλλοντα µε 110°C. Αρχικά η Topo V 
συγκαταλέχθηκε στις Topo IB, λόγω αρκετών κοινών λειτουργικών τους 
χαρακτηριστικών. Στη συνέχεια όµως αποδείχθηκε πως η τοποϊσοµεράση αυτή δεν 
είναι οµόλογη µε τις Topo IB για αυτό και θεωρήθηκε ως το πρωτότυπο ένζυµο 
µίας νέας οικογένειας τοποϊσοµερασών, των Topo IC.  

Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί πως από τις αλληλουχίες των ενζύµων καθώς και 
από τα δοµικά τους χαρακτηριστικά, πλέον η κατηγοριοποίηση των 
τοποϊσοµερασών γίνεται βάσει των εξελικτικών σχέσεων µεταξύ τους, η οποία 
ωστόσο συµπίπτει και µε την αρχική κατηγοριοποίηση βάσει καθαρά των 
λειτουργικών χαρακτηριστικών τους. Εποµένως,  συνολικά υπάρχουν  5 διακριτές 
οικογένειες τοποϊσοµερασών, οι οποίες προέρχονται από 5 διακριτά προγονικά 
ένζυµα. Η κάθε µία οικογένεια χωρίζεται σε υποοικογένειες και τα ένζυµα που 
ανήκουν στην ίδια υποοικογένεια παρουσιάζουν πολλές δοµικές και λειτουργικές 
οµοιότητες. Όλα τα ένζυµα που κατατάσσονται στις Topo I ονοµάζονται µε µονούς 
λατινικούς αριθµούς (I, III, V), ενώ τα ένζυµα που ανήκουν στις  Topo II 
ονοµάζονται µε ζυγούς λατινικούς αριθµούς (II, IV, VI).  

Σε ορισµένα ένζυµα βέβαια έχουν δοθεί και ειδικές ονοµασίες όπως συµβαίνει µε 
την βακτηριακή Topo IA, η οποία αναφέρεται και ως ω πρωτεΐνη, µε την 
βακτηριακή Topo IIA η οποία αναφέρεται ως γυράση και µε µία ασυνήθιστη Topo 
IA που αναφέρεται ως αντίστροφη γυράση. Με την ονοµασία γυράση δίνεται 
έµφαση στην ικανότητα του ενζύµου να εισάγει αρνητικές υπερέλικες, ενώ στην 
περίπτωση της αντίστροφης γυράσης, δίνεται έµφαση στην ικανότητα του ενζύµου 
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να εισάγει θετικές υπερέλικες. Στην εικόνα 1 απεικονίζονται αντιπροσωπευτικές 
δοµές των πέντε οικογενειών τοποϊσοµερασών (Forterre et al, 2009).  

  

 

Εικόνα 1: Κρυσταλλικές δοµές των 5 οικογενειών των τοποϊσοµερασών. Για κάθε 
οικογένεια ενζύµου παρουσιάζεται µία αντιπροσωπευτική δοµή. 
 

1.2.2 ∆οµή  των Τοποϊσοµερασών 
Οι τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΑ έχουν βρεθεί σε βακτήρια, αρχαία και ευκαρυώτες και 
δεδοµένα υποστηρίζουν πως υπάρχει αρκετά µεγάλη οµολογία µεταξύ των µελών 
αυτής της οικογένειας των ενζύµων, προτείνοντας αντίστοιχα οµοιότητα στη δοµή 
αλλά και στον τρόπο δράσης (Corbett et al, 2004). Τα ένζυµα τύπου ΙΑ έχουν 
τυπικά µοριακό βάρος 67 kDa και διαθέτουν µία χαρακτηριστική δακτυλιοειδή 
δοµή η οποία συγκροτείται από τέσσερις διακριτές επικράτειες. Η δοµή αυτή 
ανακαλύφθηκε αρχικά στην Topo I του βακτηρίου E.coli (Lima et al, 1994).  

Τα πρώτα 160 κατάλοιπα του ενζύµου σχηµατίζουν τέσσερις α-έλικες και τέσσερις 
β-αλυσίδες (α/β περιοχή) που συνολικά αποτελούν την επικράτεια Ι. Στο ανώτερο 
σηµείο της δοµής βρίσκεται η επικράτεια ΙΙ η οποία αποτελείται από 
αντιπαράλληλα β-φύλλα. Η επικράτεια ΙΙΙ αποτελείται κυρίως από α-έλικες και 
περιλαµβάνει το εξαιρετικά συντηρηµένο κατάλοιπο τυροσίνης, όπως και άλλα 
συντηρηµένα κατάλοιπα. Τέλος, η επικράτεια IV επίσης αποτελείται από α-έλικες 
και αντιπροσωπεύει το καρβοξυτελικό άκρο του ενζύµου. Οι επικράτειες συνολικά 
φαίνονται στην εικόνα 2. 
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Εικόνα 2: Κρυσταλλική δοµή της τοποϊσοµεράσης τύπου ΙΑ. 

Οι τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΒ έχουν ταυτοποιηθεί σε ευκαρυώτες, ιούς και βακτήρια 
αλλά όχι σε αρχαία. Οι ευκαρυωτικές Topo IB είναι µεγάλες πρωτεΐνες µε µοριακό 
βάρος περίπου 90 kDa, ενώ στα βακτήρια και στους ιούς έχουν µέσο µοριακό 
βάρος 36 kDa. Παρά τις διαφορές τους στο µέγεθος όλα τα ένζυµα τύπου ΙΒ 
διαθέτουν παρόµοιες δοµές γύρω από τις ενεργές τους περιοχές και έχουν όµοιο 
τρόπο δράσης (Corbett et al, 2004, Cheng et al, 1998, Redinbo et al, 1998). 
Συγκεκριµένα, όλες οι τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΒ περιέχουν µία εξαιρετικά 
συντηρηµένη πεντάδα καταλοίπων (Tyr, Arg, Arg, Lys και His/Asn) τα οποία 
σχηµατίζουν µε πανοµοιότυπο τρόπο την ενεργή περιοχή σε κάθε ένα ένζυµο, όπως 
φαίνεται και στην εικόνα 3. 

 

Εικόνα 3: Το ενεργό κέντρο της τοποϊσοµεράσης τύπου ΙΒ. Το ένζυµο συνδέεται µη 
οµοιοπολικά µε DNA.   
 

Στις ευκαρυωτικές τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΒ, ο πυρήνας του ενζύµου (core 
domain) και η καρβοξυτελική περιοχή σχηµατίζουν ένα πλήρως λειτουργικό ένζυµο 
(Stewart et al, 1996). Οι δύο αυτές επικράτειες συνδέονται µέσω µίας περιοχής 
συνδέτη (linker region)  η οποία αποτελείται από δύο µεγάλες έλικες. Η 
καρβοξυτελική περιοχή µάλιστα περιέχει το καταλυτικό και συντηρηµένο 
κατάλοιπο τυροσίνης, ενώ τα υπόλοιπα συντηρηµένα αµινοξέα της πεντάδας 
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βρίσκονται στον πυρήνα (Baker et al., 2009). Η κρυσταλλική δοµή της ΙΒ δίνεται 
στην εικόνα 4.   

 

Εικόνα 4: Κρυσταλλική δοµή της τοποϊσοµεράσης τύπου ΙΒ. Το ένζυµο περικλείει το 
DNA χωρίς να έχει συνδεθεί οµοιοπολικά µε αυτό. 
 

Τα βασικά δοµικά χαρακτηριστικά της τοποϊσοµεράσης ΙΙ αναφέρονται στην 
ενότητα “Μηχανισµός δράσης των Τοποϊσοµερασών”, καθώς είναι πιο εύκολο να 
αποκτηθεί µία συνολική εικόνα για τη δοµή του ενζύµου παράλληλα µε το πρότυπο 
δράσης του. 

 

1.2.3 Γενικά Χαρακτηριστικά των τοποϊσοµερασών στον Άνθρωπο 
Σήµερα είναι γνωστό ότι τα σωµατικά κύτταρα των θηλαστικών εκφράζουν έξι 
γονίδια τοποϊσοµερασών: δύο γονίδια Topo I (ένα πυρηνικό και ένα 
µιτοχονδριακό), δύο γονίδια Topo II (α και β ισοµορφές) και δύο γονίδια  Topo III 
(α και β ισοµορφές).  

Το γονίδιο της Topo ΙΒ βρίσκεται στο χρωµόσωµα 20 και συγκεκριµένα στη θέση 
20p12-13.2 (Juan et al, 1988).  

Στα θηλαστικά υπάρχουν δύο ισοµορφές του γονιδίου Topo ΙΑ (ή Topo III). Το 
γονίδιο της Topo IIIα βρίσκεται στο χρωµόσωµα 17 και συγκεκριµένα στη θέση 
17p11.2-12, ενώ της  Topo IIIβ βρίσκεται στη θέση 22q11. Τα δύο αυτά γονίδια 
κωδικοποιούν εναλλακτικά µετάγραφα από τα οποία προκύπτουν πρωτεΐνες που 
διαφέρουν στην καρβοξυτελική τους περιοχή, η οποία συµµετέχει στην πρόσδεση 
στο DNA. Οι ισοµορφές της Topo III υποδηλώνουν την ύπαρξη διαφόρων 
φυσιολογικών λειτουργιών αυτής της τοποϊσοµεράσης. Είναι σηµαντικό να ειπωθεί 
πως ο ρόλος της  Topo III είναι κυρίως να δρα τοπικά παρά να εµπλέκεται στη 
ρύθµιση της γενικότερης τοπολογικής κατάστασης του πυρηνικού DNA (Bugreev 
et al, 2009).    
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Η Topo ΙΙ βρίσκεται στο χρωµόσωµα 17 (17q21-22). Τα σπονδυλωτά εκφράζουν 
δύο ισοµορφές της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, την α και τη β. Oι ισοµορφές α και β έχουν 
παρόµοιες ιδιότητες αλλά διαφέρουν σηµαντικά στη ρύθµιση που επιδέχονται και 
στις κυτταρικές λειτουργίες που επιτελούν. Η Topo IIα αποτελεί ένα απαραίτητο 
ένζυµο για την επιβίωση κυττάρων που πολλαπλασιάζονται. Τα επίπεδα του 
ενζύµου αυξάνονται δραµατικά σε περιόδους ανάπτυξης και ρυθµίζονται  κατά τη 
διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, φτάνοντας σε ανώτερα επίπεδα στη φάση G2/M. 
Γενικά έχει αποδειχθεί ότι η παρουσία της Topo IIα είναι σηµαντική τόσο σε 
κυτταρικές διαδικασίες που σχετίζονται άµεσα µε τον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων, όσο µε την αντιγραφή και τον διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων. 
Αντίθετα, η Topo IIβ φαίνεται να συµµετέχει στη µεταγραφή, ενώ γενικά ο ακριβής 
φυσιολογικός ρόλος της ισοµορφής αυτής δεν είναι απόλυτα κατανοητός (Fortune 
et al, 2000). Οι ισοµορφές  α  και β ανήκουν στις τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΙΑ. 

 

1.2.4 Μηχανισµός ∆ράσης Τοποϊσοµερασών 
Υπάρχουν διακριτές διαφορές στον τρόπο δράσης αλλά και στο υπόστρωµα στο 
οποίο δρουν οι δύο γενικές κατηγορίες τοποϊσοµερασών (Ι και ΙΙ). Η αναφορά που 
ακολουθεί αφορά κυρίως τις ευκαρυωτικές ισοµορφές.  

1.2.4.1 Topo I 
Topo IΑ 

Το ένζυµο προσδένεται αποκλειστικά σε µονόκλωνα τµήµατα δίκλωνων µορίων 
DNA. Μονόκλωνα τµήµατα βρίσκονται µόνο σε αρνητικά υπερελικωµένα τµήµατα 
και µάλιστα η αποτελεσµατικότητα της σύνδεσης του ενζύµου αυξάνεται µε την 
αύξηση της αρνητικής υπερελίκωσης του µορίου-στόχου. Παράλληλα, η παρουσία 
µονόκλωνων τµηµάτων υποδηλώνει τη γενικότερη τοπολογική κατάσταση του 
DNA (Kirkeraard et al, 1985). 

Σε ένα πρώιµο στάδιο, το DNA στόχος τοποθετείται στο εσωτερικό της κοιλότητας 
του ενζύµου. Η υδροξυλική οµάδα της τυροσίνης, στο καρβοξυτελικό άκρο του 
ενζύµου,  η οποία δρα ως πυρηνόφιλο προσβάλλει µία φωσφορική οµάδα στον έναν 
κλώνο του DNA ώστε να σχηµατιστεί ένας οµοιοπολικός φωσφοδιεστερικός 
δεσµός µεταξύ του ενζύµου και του 5’ άκρου του κλώνου του DNA. Εποµένως η 
αντίδραση αυτή οδηγεί στη διάσπαση του κλώνου που προσβάλλεται. Η µεταφορά 
δεσµών από το νουκλεϊκό οξύ στο ένζυµο εξηγεί πως το ένζυµο λειτουργεί χωρίς 
κατανάλωση ενέργειας (GENES VIII, Lewin., 2004). Είναι ωστόσο απαραίτητη για 
τη δράση των Topo IA η παρουσία δισθενών κατιόντων (Domanico et al, 1991). Η 
σύνδεση του ενζύµου (Topo IA) µε το 5’ άκρο του διασπασµένου κλώνου 
απαντάται και στους προκαρυώτες. Στο στάδιο αυτό το ένζυµο ουσιαστικά 
αλληλεπιδρά τόσο µε τον διασπασµένο κλώνο, ασφαλίζοντας τα δύο άκρα και 
γεφυρώνοντας το κενό που δηµιουργείται, όσο και µε τον ανέπαφο. 
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Η διαδικασία µέσω της οποίας το ένζυµο µειώνει την αρνητική υπερελίκωση του  
µορίου περιγράφεται από το µοντέλο “πέρασµα της αλυσίδας που γεφυρώνεται από 
το ένζυµο” ή “enzyme-bridged strand-passage”. Σύµφωνα µε αυτό, το ένζυµο περνά 
τον ανέπαφο κλώνο από το ρήγµα που έχει δηµιουργηθεί. Η αντίδραση αλλάζει τον 
αριθµό σύνδεσης κατά µία µονάδα ανά καταλυτικό κύκλο και έτσι κάθε φορά που ο 
ένας κλώνος περνά µέσα από ένα άνοιγµα του άλλου κλώνου παρατηρείται ∆L=+1 
(Baker et al, 2009).  

Προκειµένου να ολοκληρωθεί ένας καταλυτικός κύκλος πραγµατοποιείται 
επανασύνδεση των δύο κλώνων. Στο όψιµο αυτό στάδιο το -ΟΗ άκρο του DNA 
που  δεν είναι συνδεδεµένο οµοιοπολικά µε το ένζυµο συµπεριφέρεται ως 
πυρηνόφιλο, προσβάλλει τον δεσµό φωσφορικής οµάδας-τυροσίνης που έχει 
δηµιουργηθεί στο πρώτο στάδιο, αποδεσµεύεται το ένζυµο από το DNA  και έτσι 
καταλύεται η επανένωση του διασπασµένου κλώνου. Στην εικόνα που ακολουθεί 
περιγράφεται σταδιακά ο καταλυτικός κύκλος (Pommier et al, 1998).  

 

 

Εικόνα 5: Μηχανισµός δράσης της τοποϊσοµεράσης ΙΑ. 
 

Topo IB 

Οι Topo IB µπορούν να δρουν εξίσου αποτελεσµατικά τόσο σε αρνητικά όσο και 
σε θετικά υπερελικωµένο DNA, προκαλώντας χαλάρωση στο µόριο και χωρίς να 
απαιτούν την παρουσία ATP και δισθενών κατιόντων. Στην περίπτωση των Topo 
IB, η διάσπαση του ενός κλώνου γίνεται στο δίκλωνο µόριο DNA, δηλαδή η 
πρόσδεση του ενζύµου στο µόριο στόχο δεν απαιτεί την ύπαρξη µονόκλωνων 
τµηµάτων όπως συµβαίνει µε τις Topo IA.  

Μετά τη διάσπαση του ενός κλώνου, µέσω του υδροξυλίου (ΟΗ) της συντηρηµένης 
τυροσίνης του ενζύµου, δηµιουργείται ένα 5’ ΟΗ άκρο και ένα 3’ φωσφορικό άκρο.  
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Η οµοιοπολική σύνδεση του ενζύµου µε 
το DNA γίνεται επίσης ανάµεσα στο ΟΗ 
της τυροσίνης του ενζύµου και του 
φωσφορικού άκρου του διασπασµένου 
κλώνου που σε αυτήν την περίπτωση είναι 
το 3’ άκρο (Baker et al, 2009). 

Όπως φαίνεται και στην εικόνα, το τµήµα 
του διασπασµένου κλώνου που βρίσκεται 
αριστερά του σπασίµατος συγκρατείται 
ισχυρά από το ένζυµο, ενώ το τµήµα που 
βρίσκεται δεξιά αλληλεπιδρά µέσω 
ιοντικών δυνάµεων µε το ένζυµο και δεν 
έρχεται σε φυσική επαφή µε αυτό. Η 
ιοντική αλληλεπίδραση επιτρέπει την 
περιστροφή του δεξιού τµήµατος αρκετές 
φορές σε κάθε καταλυτικό κύκλο. Η 
διαδικασία µέσω της οποίας το ένζυµο 
µειώνει την αρνητική υπερελίκωση του 
µορίου περιγράφεται από το “µοντέλο 
περιστροφής” ή “rotation model” και 
όπως προαναφέρθηκε ο διασπασµένος 
κλώνος περιστρέφεται ελεγχόµενα γύρω 
από τον ανέπαφο κλώνο ο οποίος 
παραµένει ακίνητος. Άρα σε αντίθεση µε 
τις Topo IA ο αριθµός σύνδεσης δεν 
µειώνεται µόνο κατά µία µονάδα, αλλά 
κατά n. Το n αντιπροσωπεύει το εξής: όσο 
υπάρχει τάση στρέψης στο µόριο DNA το 
ένζυµο επιτρέπει την περιστροφή του 
διασπασµένου κλώνου κατά n φορές γύρω 
από τον ανέπαφο (Koster et al, 2005, 
Koster et al, 2007). 

 

 

Εικόνα 6: Μηχανισµός δράσης της 
τοποϊσοµεράσης ΙΒ. 
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Η µελέτη που πραγµατοποιήθηκε στο πλαίσιο της παρούσας διπλωµατικής 
εργασίας αφορά κυρίως τις τοποϊσοµεράσες Ι, για αυτό το λόγο παρατίθεται στον 
πίνακα 1 µια συγκεντρωτική κατάταξη των Topo I που περιλαµβάνει συνοπτικά τα 
βασικά χαρακτηριστικά λειτουργίας τους (Bugreev et al, 2009).  

 

Πίνακας 1: Σύνοψη των χαρακτηριστικών των τοποϊσοµερασών τύπου ΙΑ και ΙΒ. 
  

1.2.4.2 Topo II A-B 
Οι τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΙ (Α και Β) έχουν αρκετές δοµικές διαφορές αλλά ο 
µηχανισµός δράσης τους είναι παρόµοιος. Οι τοποϊσοµεράσες ΙΙ έχουν 
ταυτοποιηθεί σε αρχαία, βακτήρια, ιούς και στους ευκαρυώτες. Σε όλους τους 
οργανισµούς, τα ένζυµα τύπου ΙΙ είναι διµερή, το σχήµα τους θυµίζει καρδιά και 
διαθέτουν µία µεγάλη κεντρική κοιλότητα. Η κοιλότητα αυτή έχει πύλες τόσο στην 
κορυφή όσο και στη βάση της, οι οποίες είναι κρίσιµες για τη δράση της 
τοποϊσοµεράσης. Η αντίδραση αρχίζει µε τη δέσµευση στο ένζυµο µίας διπλής 
έλικας, η οποία αποτελεί το τµήµα G. Ο κάθε κλώνος τοποθετείται δίπλα από ένα 
κατάλοιπο τυροσίνης, ένα από κάθε µονοµερές, ικανό να σχηµατίζει οµοιοπολική 
σύνδεση µε τον κορµό του DNA. Το σύµπλοκο αυτό κατόπιν συνδέει χαλαρά µία 
δεύτερη διπλή έλικα DNA, η οποία αποτελεί το τµήµα T. Κάθε µονοµερές του 
ενζύµου έχει µία δοµική περιοχή που δεσµεύει ΑΤΡ, η δέσµευση της οποίας οδηγεί 
σε αλλαγή της στερεοδιάταξης που ευνοεί το πλησίασµα των δύο δοµικών 
περιοχών, όπως φαίνεται και στην εικόνα 7, στο στάδιο 3. Καθώς οι δύο αυτές 
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περιοχές προσεγγίζουν η µία την άλλη, εγκλωβίζουν το δεσµευµένο τµήµα T. Η 
αλλαγή της στερεοδιάταξης επιφέρει επίσης το διαχωρισµό και τη διάσπαση των 
δύο κλώνων του τµήµατος G. Κάθε κλώνος συνδέεται µε το ένζυµο δια µέσου ενός 
τυροσινοφωσφοδιεστερικού συνδέσµου. Σε αντίθεση µε τις τοποϊσοµεράσες τύπου 
Ι, τα ένζυµα τύπου ΙΙ συλλαµβάνουν το DNA σφιχτά έτσι ώστε να µην µπορεί να 
περιστρέφεται. Τότε το τµήµα  T περνά δια µέσου του διασπασµένου τµήµατος G 
στη µεγάλη κεντρική κοιλότητα. Η επανασύνδεση του τµήµατος G οδηγεί στην 
ελευθέρωση του τµήµατος T µέσω της πύλης στη βάση του ενζύµου. Η υδρόλυση 
του ΑΤΡ και η ελευθέρωση του ADP και του ορθοφωσφορικού επιτρέπουν στις 
δοµικές περιοχές δέσµευσης ΑΤΡ να χωρίζουν, προετοιµάζοντας το ένζυµο να 
δεσµεύσει ένα άλλο τµήµα T. Η όλη διεργασία οδηγεί σε µείωση του αριθµού 
συνδέσεων κατά δύο µονάδες. Είναι σηµαντικό να αναφερθεί πως για τη δράση των 
Topo II είναι απαραίτητη η παρουσία δισθενών κατιόντων (Stryer., 2004). 

 

Εικόνα 7: Μηχανισµός δράσης των τοποϊσοµερασών τύπου ΙΙ. Οι αστερίσκοι 
αναπαριστούν τα µόρια ΑΤΡ. 

 

1.2.4.3 Απαιτούµενη Ενέργεια για τη δράση των τοποϊσοµερασών  
Αξίζει να σηµειωθεί ξανά ότι τα ένζυµα τύπου Ι (Α και Β) και τύπου ΙΙ (Α και Β) 
δεν απαιτούν ATP ως συµπαράγοντα για τη δράση τους (διάσπαση-επανασύνδεση)  
λόγω της µεταφοράς δεσµών από το νουκλεϊκό οξύ στην πρωτεΐνη (Genes VIII, 
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Lewin., 2004). Ωστόσο για την αλλαγή του αριθµού σύνδεσης του µορίου-στόχου 
στα ένζυµα τύπου ΙΙ, είναι απαραίτητη η υδρόλυση του ATP για αλλαγές στη 
στερεοδιαµόρφωση του ενζύµου κατά τον καταλυτικό κύκλο ενώ στα τύπου Ι η 
αντίδραση  οδηγείται από την ενέργεια της τάσης στρέψης του υπερελικωµένου 
µορίου (Baker et al, 2009).         

                                                               Συνοπτικά 

 

Σε κάθε περίπτωση ο καταλυτικός κύκλος των ενζύµων περιλαµβάνει τέσσερα (4) 
διακριτά στάδια από τα οποία ξεχωρίζουν δύο κρίσιµες λειτουργίες των 
τοποϊσοµερασών. Τα στάδια είναι: 

1. Πρόσδεση στο DNA στόχο 
2. ∆ιάσπαση του DNA (ενός κλώνου ή και των δύο) 
3. Μείωση του αριθµού σύνδεσης 
4. Επανασύνδεση διασπασµένου/ων κλώνου/ων DNA 

Έτσι, µε τις συντονισµένες δράσεις δύο ενζύµων (Topo I και II) καθορίζεται ο 
βαθµός υπερσπείρωσης του γενετικού υλικού. Τα στάδια 2 και 4 είναι κρίσιµα διότι 
η όποια διαταραχή τους επιτρέπει στις τοποϊσοµεράσες να δρουν ως ενδογενείς 
τοξίνες του κυττάρου, µία ιδιότητα που θα αναφερθεί εκτενώς στη συνέχεια.  

 

1.3 Αναστολείς τοποϊσοµερασών 
Υπάρχουν δύο διακριτές κατηγορίες αναστολέων τοποϊσοµερασών τύπου Ι και ΙΙ: 
οι αναστολείς δηλητήρια (poisons) και οι καταλυτικοί αναστολείς (catalytic 
inhibitors). 

Οι αναστολείς δηλητήρια είτε σταθεροποιούν την οµοιοπολική σύνδεση του 
ενζύµου µε το DNA αποτρέποντας την επανασύνδεση των κλώνων, είτε ενισχύουν 
τη διάσπαση των κλώνων του DNA και κατ’ επέκταση τη δηµιουργία συµπλόκου. 
Αντίθετα, οι καταλυτικοί αναστολείς εµποδίζουν την καταλυτική δραστικότητα των 
τοποϊσοµερασών (Froelich-ammon et al, 1995).   

Οι αναστολείς των τοποϊσοµερασών όπως έχει ήδη αναφερθεί χρησιµοποιούνται 
εκτενώς ως φάρµακα και η κατηγοριοποίησή τους στις δύο αυτές οµάδες γίνεται 
βάσει κυτταροτοξικών κριτηρίων. Συγκεκριµένα, αυξηµένα επίπεδα 
τοποϊσοµερασών καθιστούν τα κύτταρα υπερευαίσθητα στους αναστολείς 
δηλητήρια και ανθεκτικά στους καταλυτικούς, ενώ µειωµένα επίπεδα ενζύµων 
καθιστούν τα κύτταρα υπερευαίσθητα στους καταλυτικούς αναστολείς και 
ανθεκτικά στους αναστολείς δηλητήρια, κάτι το οποίο εξηγείται κάθε φορά  από 
τον τρόπο δράσης των αναστολέων (Bjornsti et al, 1989, Madden et al, 1992, Nitiss 
et al 1992, Ishida et al, 1995, Nitiss et al, 1988, Nitiss et al, 1993).  
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Είναι σηµαντικό να αναφερθεί πως ανεξάρτητα από τον µηχανισµό δράσης των 
αναστολέων κάθε ένας µπορεί να επιτελέσει το ρόλο του αλληλεπιδρώντας είτε µε 
το DNA, είτε µε το ένζυµο, είτε µε το σύµπλοκο  DNA-ενζύµου, όπως φαίνεται και 
στην εικόνα 8 (Liu, 1994, Chen et al, 1994, Corbett et al, 1993, Froelich-Ammon et 
al, 1995, Hertzberg et al, 1989, Nabiev et al, 1994) . 

 

Εικόνα 8: Πιθανοί τρόποι σχηµατισµού του συµπλόκου τοποϊσοµεράσης-DNA-
αναστολέα. 
   

1.3.1 Επισκόπηση αναστολέων Topo I  

1.3.1.2 Αναστολείς ∆ηλητήρια (Poisons) 
Η καµπτοθεκίνη (camptothecin-CPT) είναι ένα φυτικό αλκαλοειδές και 
αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά στο κινέζικο δέντρο Camptotheca acuminate (Wall 
et all, 1966, Wall et al, 1995). Την αποµόνωση της καµπτοθεκίνης ακολούθησαν 
τέσσερις πολύ σηµαντικές παρατηρήσεις: α) η ένωση αυτή µπορεί και δρα ως 
αναστολέας δηλητήριο της Topo I, β) µόνο το φυτικό ισοµερές της ένωσης είναι 
δραστικό έναντι της τοποϊσοµεράσης Ι (Hsiang et al, 1989), γ) γενετικά 
τροποποιηµένες ζύµες στις οποίες έχει αποσιωπηθεί το γονίδιο topo I (Topo I∆) 
είναι ανθεκτικές στην καµπτοθεκίνη (Eng et al, 1988, Nitiss et al, 1988, Bjornsti et 
al, 1989) και δ) κύτταρα που εµφανίζουν ανθεκτικότητα στην CPT διαθέτουν 
σηµειακές µεταλλάξεις στο γονίδιο της topo I (Pommier et al, 1999). Ο τρόπος 
δράσης της CTP είναι αντιπροσωπευτικός µίας ολόκληρης κατηγορίας αναστολέων 
οι οποίοι δρουν ως δηλητήρια. Τα µόρια αυτά ουσιαστικά σταθεροποιούν τον 
οµοιοπολικό δεσµό στο σύµπλοκο DNA-τοποϊσοµεράση Ι, αυξάνοντας τη θετική 
υπερελίκωση στο γενετικό υλικό άρα και την τάση στρέψης (Hsiang et al, 1985, 
Dexheimer et al, 2008). Όπως φαίνεται και στην εικόνα 9 η καµπτοθεκίνη είναι 
δραστική µόνο εναντίον της κύριας αντιπροσωπευτικής τοποϊσοµεράσης των 
ευκαρυωτών, της Topo IB. Το ίδιο ισχύει για σχεδόν όλους τους αναστολείς που 
χρησιµοποιούνται ως αντικαρκινικά φάρµακα, οι οποίοι στοχεύουν επιλεκτικά τις 
Topo IB. Αντίθετα, αν και οι Topo IA αποτελούν εξίσου ελκυστικούς στόχους δεν 
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φαίνεται να υπάρχουν γνωστά µόρια που να 
αναστέλλουν επιλεκτικά αυτήν την 
οικογένεια ενζύµων (Baker et al, 2009).    

 

 

Εικόνα 9: Απεικόνιση της δράσης της 
καµπτοθεκίνης  
 

Υπάρχουν δύο εγκεκριµένα από τον FDA 
(Food and Drug Administration) ανάλογα 
της καµπτοθεκίνης, η τοποτεκάνη και η 
ιρινοτεκάνη, τα οποία χρησιµοποιούνται για 
τη θεραπεία του καρκίνου των ωοθηκών και 
του πνεύµονα και για τη θεραπεία του 
καρκίνου του πεπτικού συστήµατος, 
αντίστοιχα. Και οι δύο ενώσεις εµφανίζουν 
σηµαντικές παρενέργειες. 

∆ύο ακόµη ενώσεις, επίσης παράγωγα της 
καµπτοθεκίνης, η γιµατεκάνη και η 
µπελοτεκάνη βρίσκονται σε διάφορες φάσεις 
κλινικών µελετών (Παράρτηµα Ι).   

Ωστόσο, η καµπτοθεκίνη αλλά και τα 
παράγωγά της εµφανίζουν συγκεκριµένα 
µειονεκτήµατα: 

1. Είναι χηµικά ασταθείς ενώσεις και 
απενεργοποιούνται από καρβοξυλίωση στο 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I 

ΚΛΙΝΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ 
ΦΑΡΜΑΚΩΝ 

Οι κλινικές µελέτες διεξάγονται 
προκειµένου να διασφαλιστεί η ασφάλεια και η 
αποτελεσµατικότητα φαρµάκων αλλά και άλλων 
σκευασµάτων που αφορούν την υγεία και τις 
περισσότερες φορές χρηµατοδοτούνται είτε από 
κυβερνητικούς οργανισµούς, ή από φαρµακευτικές ή 
βιοτεχνολογικές εταιρείες. Οι µελέτες χωρίζονται σε 
τέσσερις φάσεις οι οποίες στο σύνολό τους διαρκούν 
αρκετά χρόνια. Κάθε φάση αποτελεί µία ανεξάρτητη 
και ξεχωριστή κλινική δοκιµή. Αν ένα φάρµακο 
περάσει επιτυχώς τις φάσεις Ι, ΙΙ και ΙΙΙ, συνήθως 
εγκρίνεται από την εθνική αρµόδια αρχή για χρήση 
στον γενικό πληθυσµό. Η φάση IV θεωρείται ως 
µετα-αποδεικτική µελέτη. 

 Οι φαρµακευτικές εταιρείες πριν 
ξεκινήσουν τις κλινικές µελέτες, πραγµατοποιούν 
εκτεταµένες προ-κλινικές µελέτες οι οποίες 
περιλαµβάνουν  in vitro (δοκιµαστικός σωλήνας)  
και  in vivo (πειραµατόζωα και καλλιέργειες 
κυττάρων) δοκιµές. Σε κάθε πείραµα 
χρησιµοποιείται εύρος δόσεων του φαρµάκου ώστε 
να ληφθούν προκαταρκτικές πληροφορίες σχετικά 
µε την αποτελεσµατικότητα, τη φαρµακοκινητική, 
την τοξικότητα του φαρµάκου αλλά και την αξία 
του ως φάρµακο.  

Φάση 0  

Αποτελεί πρόσφατη κατηγορία κλινικής µελέτης η 
οποία διεξάγεται προκειµένου να επιταχύνει την 
ανάπτυξη υποσχόµενων φαρµάκων και να  
καθοριστεί κατά πόσο ο ανθρώπινος  οργανισµός  
ανταποκρίνεται στον νέο αυτό παράγοντα, όπως 
αναµενόταν  από  τις  προ-κλινικές µελέτες.  Τα 
βασικά  χαρακτηριστικά  των µελετών  της Φάσης   
0  περιλαµβάνουν τη χορήγηση υποθεραπευτικών 
δόσεων  σε  έναν µικρό αριθµό ατόµων  (10  µε 15) 
ώστε να  ληφθούν δεδοµένα  σχετικά  µε την 
φαρµακοκινητική και φαρµακοδυναµική του νέου 
αυτού  παράγοντα.  Ωστόσο,  η Φάση 0 δεν δίνει 
στοιχεία  σχετικά µε την ασφάλεια  και  τη δυναµική 
του. 

Φάση Ι            

Οι µελέτες  της Φάσης Ι  είναι το πρώτο στάδιο  
ελέγχου  σε ανθρώπους. Μια µικρή οµάδα (20 µε 
100) υγιών εθελοντών  επιλέγεται.  Ωστόσο,  σε 
µερικές περιπτώσεις επιλέγονται ασθενείς για τη 
διεξαγωγή των δοκιµών και όχι υγιείς εθελοντές,  
όπως συµβαίνει  µε άτοµα  που έχουν καρκίνο σε 
τελευταία στάδια ή έχουν προσβληθεί από τον HIV  
και για τους οποίους δεν υπάρχει διαθέσιµη 
θεραπεία. Αυτή η φάση  περιλαµβάνει δοκιµές 
προκειµένου  να αποσαφηνιστεί  η ασφάλεια, η 
ανεκτικότητα  η φαρµακοκινητική και η 
φαρµακοδυναµική  ενός φαρµάκου .  Επίσης,  
περιλαµβάνονται  µελέτες   από τις οποίες 
προσδιορίζεται  η κατάλληλη  δόση  για 
θεραπευτική χρήση.        
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αίµα µετά τη χορήγηση τους σε ασθενείς, 
όπως φαίνεται και στην εικόνα 10. 
2. Η πρόσδεσή τους στο σύµπλοκο DNA-
ενζύµου είναι αντιστρεπτή και εποµένως 
απαιτούνται παρατεταµένες εγχύσεις.   
3. Κύτταρα που υπερεκφράζουν τους 
µεµβρανικούς µεταφορείς εκροής των 
φαρµάκων (ABCG2 και ABCB1) εµφανίζουν 
ανθεκτικότητα έναντι των καµπτοθεκινών. 
4. Οι παρενέργειες που προκαλούν τα 
φάρµατα είναι δοσο-εξαρτώµενες και αρκετά 
σηµαντικές (Pommier, 2009). 
 

  

Εικόνα 10: Η δραστική (αριστερά) και µη 
δραστική (δεξιά) µορφή της καµπτοθεκίνης, 
ανάλογα µε την κατάσταση του δακτυλίου Ε.  
 
Εξαιτίας αυτών των περιορισµών, 
δοκιµάζονται τα τελευταία χρόνια και άλλες 
ενώσεις ως αναστολείς των τοποϊσοµερασών 
Ι. Οι αναστολείς αυτοί ανήκουν στις µη-
καµπτοθεκίνες και είναι οι: 
indenoisoquinolines, indolacarbazoles και 
phenanthridines (Teicher, 2008). 

Συγκεκριµένα οι indenoisoquinolines έχουν 
αρκετά επιθυµητά χαρακτηριστικά όπως ότι 
είναι χηµικά σταθερές ενώσεις, δεν πλήττουν 
άλλους κυτταρικούς στόχους εκτός από τις 
Topo I, δεν αναγνωρίζονται από τους 
µεµβρανικούς µεταφορείς ABC και είναι 
πιθανό ότι οι θεραπευτικές δόσεις που έχουν 
δοκιµαστεί σε ποντίκια θα επιτευχθούν και 
στον άνθρωπο (Antony et al, 2007). Στην 
εικόνα 11 αναπαριστώνται οι χηµικές δοµές 
αναστολέων των Topo I.          

Φάση ΙΙ 

Αν η ασφάλεια του φαρµάκου  επιβεβαιωθεί  στη 
Φάση Ι  τότε  πραγµατοποιούνται µελέτες  σε µια 
µεγαλύτερη οµάδα ατόµων (20  µε  300)  εθελοντών   
και ασθενών. Οι  µελέτες  της φάσης ΙΙ  µερικές 
φορές χωρίζονται  σε δοκιµές  Φάσης ΙΙΑ και ΙΙΒ. 

Οι  δοκιµές  της φάσης ΙΙΑ  πραγµατοποιούνται 
προκειµένου να καθοριστεί η ποσότητα του 
φαρµάκου που θα πρέπει να δίνεται.  Οι  δοκιµές της 
φάσης ΙΙΒ πραγµατοποιούνται προκειµένου  να 
ερευνηθεί  η αποτελεσµατικότητα  του φαρµάκου  
στις καθορισµένες δόσεις.   Ωστόσο, σε ορισµένες 
µελέτες  στη φάση ΙΙ ορισµένοι  ασθενείς λαµβάνουν 
το εξεταζόµενο φάρµακο  και άλλοι  αποτελούν 
οµάδα ελέγχου (λαµβάνουν ψευδο-φάρµακο)   ώστε   
να εκτιµηθεί καλύτερα  η δράση του φαρµάκου. 
Κάποιες µελέτες  συνδυάζουν τις φάσεις Ι  και ΙΙ   
και δοκιµάζουν παράλληλα  την 
αποτελεσµατικότητα  και την τοξικότητα του 
φαρµάκου.  

 Φάση ΙΙΙ 

 Πραγµατοποιούνται σε έναν µεγάλο  αριθµό 
ασθενών, δηλαδή  περίπου  300  µε  3000 ή και 
περισσότερους, το οποίο εξαρτάται από την 
ασθένεια για την οποία προορίζεται το νέο φάρµακο.  
Σκοπός  των δοκιµών αυτών είναι  να 
προσδιορίσουν   κυρίως  την αποτελεσµατικότητα 
του νέου φαρµάκου συγκριτικά  µε αυτή  των 
καθιερωµένων  θεραπευτικών µέσων.  Εξαιτίας  του 
µεγέθους  και της διάρκειας  τους, οι δοκιµές της 
φάσης ΙΙΙ είναι ιδιαίτερα χρονοβόρες και δύσκολες 
στο σχεδιασµό τους αλλά και στη διεξαγωγή τους.  
Σε πολλές περιπτώσεις  γίνονται  δοκιµές  
προκειµένου  να δειχθεί  κατά πόσο το φάρµακο  
µπορεί να δράσει  για επιπρόσθετες  ασθένειες.  Τα 
περισσότερα φάρµακα  τα οποία περνούν  τη Φάση 
ΙΙΙ  µπορούν να κυκλοφορήσουν  στην αγορά  µε 
συγκεκριµένες  ενδείξεις.  Αν  καταγραφεί 
οπουδήποτε κάποια παρενέργεια  τότε  τα φάρµακα   
αποσύρονται   από την αγορά  άµεσα. 

Φάση IV 

Οι µελέτες αυτές εστιάζουν  στην 
φαρµακοεπαγρύπνηση. Η διεξαγωγή των µελετών 
της φάσης IV µπορεί  είτε  να απαιτείται  από τις 
αρµόδιες αρχές  είτε  µπορεί να αναλαµβάνεται  από  
εταιρείες  οι οποίες  λόγω ανταγωνισµού ψάχνουν  
καινούργια αγορά  για το φάρµακο. Βέβαια,  
υπάρχουν και περιπτώσεις όπου οι δοκιµές  της 
φάσης ΙV  πραγµατοποιούνται   ώστε  να γίνουν 
γνωστές   πιθανές  αλληλεπιδράσεις του φαρµάκου 
µε άλλα φάρµακα ή  ακόµα και  η επίδραση  του 
φαρµάκου  σε συγκεκριµένους  πληθυσµούς  όπως  
οι  έγκυες  γυναίκες. Η φαρµακοεπαγρύπνηση  
πραγµατοποιείται  προκειµένου να παρατηρηθούν 
σπάνιες ή µακροχρόνιες παρενέργειες σε ένα πολύ 
µεγαλύτερο πληθυσµό και σε  µεγαλύτερη  χρονική 
διάρκεια  συγκριτικά  µε τον πληθυσµό  και τη 
διάρκεια  των µελετών  της φάσης ΙΙΙ. Πολλά  
δυσάρεστα  ευρήµατα  έχουν προκύψει  κατά 
καιρούς στη φάση IV  για διάφορα  φάρµακα  που 
ήδη  βρίσκονταν  στην κυκλοφορία (Wikipedia .org).                  
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Εικόνα 11: Τα παράγωγα της καµπτοθεκίνης, ιρινοτεκάνη και τοποτεκάνη, τα οποία 
εφαρµόζονται κλινικά σε ασθενείς,  δρουν ως αναστολείς-δηλητήρια των 
τοποϊσοµερασών τύπου Ι. 

 1.3.1.3.Καταλυτικοί αναστολείς (Suppressors) 
Αντίθετα µε τους αναστολείς δηλητήρια, οι καταλυτικοί αναστολείς δεν 
σταθεροποιούν το σύµπλοκο DNA-Topo I αλλά συνδέονται στο DNA και/ή 
αλλάζουν τη δοµή του, εµποδίζοντας την πρόσδεση των τοποϊσοµερασών τύπου Ι. 
Γνωστοί αναστολείς της κατηγορίας αυτής είναι οι: δοξορουβικίνη, 
ακλασινοµυκίνη Α, TAN-1518 A και B. Ωστόσο δεν υπάρχουν συγκεκριµένα 
δεδοµένα που να υποστηρίζουν πως οι αναστολείς αυτοί είναι ειδικοί για τις Topo I 
(Pommier et al, 1998).  

 

1.3.2 Επισκόπηση αναστολέων Topo II 

1.3.2.1 Αναστολείς δηλητήρια (Poisons) 
Οι αναστολείς δηλητήρια για τις Topo II χρησιµοποιούν και τους δύο πιθανούς 
µηχανισµούς δράσης, δηλαδή υπάρχουν µόρια που ενισχύουν τη δηµιουργία 
συµπλόκου και µόρια που δρουν στο ήδη δηµιουργηµένο σύµπλοκο DNA-ενζύµου, 
αντίθετα από τους αναστολείς δηλητήρια των Topo I, οι οποίοι κυρίως 
αναστέλλουν την επανασύνδεση των κλώνων (Froelich-Ammon et al, 1995). Τα πιο 
χαρακτηριστικά παραδείγµατα αναστολέων των τοποϊσοµερασών τύπου ΙΙ 
φαίνονται στην εικόνα 12. 
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Εικόνα 12: Παραδείγµατα αναστολέων, οι οποίοι δρουν ως δηλητήρια κατά των 
τοποϊσοµερασών ΙΙ. 

1.3.2.2 Καταλυτικοί αναστολείς (Suppressors) 
Οι καταλυτικοί αναστολείς των Topo II αλληλεπιδρούν κυρίως µε την αµινο-τελική 
περιοχή του ενζύµου, η οποία διαθέτει ενεργότητα ATPάσης, λειτουργώντας ως µη 
συναγωνιστικοί ανταγωνιστές του ATP. Παραδείγµατα τέτοιων αναστολέων 
αποτελούν οι: νοβοµπιοσίνη, µερµπαρόνη και ICRF-187.  

 

1.4 Βιολογικές δράσεις τοποϊσοµερασών 

1.4.1 Αντιγραφή 
Για την έναρξη της αντιγραφής είναι απαραίτητη η δηµιουργία ενός αρνητικά 
υπερελικωµένου τµήµατος DNA. Στα βακτήρια έχει βρεθεί ότι η DNA γυράση 
(Topo II) συµµετέχει ενεργά στην έναρξη της αντιγραφής του βακτηριακού 
χρωµοσώµατος καθώς εισάγει αρνητικές υπερέλικες στο γενετικό υλικό 
(Wang,1996). 

Το ολοένζυµο της DNA πολυµεράσης συνθέτει ταυτόχρονα τον προπορευόµενο και 
τον καθυστερούντα κλώνο του DNA ταυτόχρονα στη διχάλα αντιγραφής (εικόνα 
13). Καθώς η αντιγραφική διχάλα προχωρά στις γειτονικές περιοχές σχηµατίζονται 
θετικές υπερέλικες οι οποίες αυξάνουν την τάση στρέψης στο γενετικό υλικό. Τα 
παραπάνω ισχύουν σε περίπτωση που η αντιγραφική µηχανή δεν περιστρέφεται 
καθώς καταλύει τον πολυµερισµό των θυγατρικών κλώνων. Αν η αντιγραφική 
διχάλα περιστρέφεται στο χώρο, τότε οι θετικές υπερελικώσεις ανακατανέµονται 
τόσο στις µη αντιγραµµένες περιοχές όσο και στα νεοσυντιθέµενα θυγατρικά µόρια. 
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Εικόνα 13: Στο πλαίσιο Α φαίνεται ένα γραµµικό µόριο DNA µε ακινητοποιηµένα 
άκρα, όπως τα ευκαρυωτικά χρωµοσώµατα, και η αντιγραφική µηχανή 
αναπαρίσταται ως µία ράβδος. Στο πλαίσιο Β απεικονίζεται η αντιγραφική µηχανή η 
οποία δεν περιστρέφεται, ενώ στο C απεικονίζεται η αντιγραφική µηχανή να 
περιστρέφεται. Στα πλαίσια Β και C φαίνονται και τα αντίστοιχα τοπολογικά 
προβλήµατα που προκαλούνται.  
 
Αν στο µόριο του DNA αυξηθεί αρκετά η τάση στρέψης από την υπερσυµπύκνωση 
τότε η αντιγραφική µηχανή θα αναγκαστεί να σταµατήσει καθώς δεν θα µπορούν 
να διαχωριστούν οι δύο κλώνοι. Ένα ακόµη πιο απαισιόδοξο σενάριο υποστηρίζει 
πως θα προκληθούν τόσο σοβαρές βλάβες στο γενετικό υλικό ώστε το κύτταρο θα 
πρέπει να σταµατήσει την αντιγραφή και να ενεργοποιήσει µηχανισµούς 
επιδιόρθωσης.   

Για να αποφευχθεί αυτή η τοπολογική κρίση το κύτταρο χρησιµοποιεί τις 
τοποϊσοµεράσες οι οποίες αποµακρύνουν τις θετικές υπερελικώσεις. Στη διεργασία 
αυτή, κυρίως συµµετέχουν οι τοποϊσοµεράσες τύπου IB και τύπου II. Οι Topo IA 
δεν είναι αποτελεσµατικές στη µείωση των θετικών υπερελικώσεων καθώς για τη 
δράση τους είναι απαραίτητο, όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω, να προϋπάρχει 
ένα µονόκλωνο τµήµα στο DNA. 

 



25 

 

1.4.2 Μεταγραφή 
Παρόµοια µε την αντιγραφή, καθώς η µεταγραφή εξελίσσεται στο κύτταρο, στο 
DNA που βρίσκεται καθοδικά της µεταγραφικής µηχανής προκαλείται θετική 
υπερελίκωση ενώ στο DNA  που βρίσκεται ανοδικά προκαλείται αρνητική 
υπερελίκωση. Ανάµεσα στα διάφορα είδη οργανισµών έχουν βρεθεί και 
διαφορετικά είδη τοποϊσοµερασών που συµµετέχουν στην αποκατάσταση της 
διπλής έλικας εκατέρωθεν της αντιγραφόµενης περιοχής. Επιπλέον, έχει βρεθεί πως 
συγκεκριµένα η Topo I αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη TBP (TATA binding protein) 
και τον µεταγραφικό παράγοντα TFIID και έτσι συµµετέχει στην έναρξη της 
µεταγραφής. Συνεπώς, η τοποϊσοµεράση Ι καταστέλλει τη µεταγραφή απουσία 
ενεργοποιητή και επάγει τη µεταγραφή παρουσία ενεργοποιητή σε γονίδια που 
περιέχουν την αλληλουχία TATA (Merino et al, 1993). Η επιπλέον αυτή δράση της 
Topo I δεν συµπεριλαµβάνεται στον καταλυτικό κύκλο του ενζύµου και δεν 
σχετίζεται µε το κατάλοιπο τυροσίνης. Το ποιές ακριβώς επικράτειες της Topo I 
εµπλέκονται στην αλληλεπίδραση µε τους µεταγραφικούς παράγοντες δεν είναι 
γνωστό. 

Ωστόσο, όλες οι παρατηρήσεις που υποστηρίζουν τον θεµελιώδη ρόλο των 
τοποϊσοµερασών στη µεταγραφή θα πρέπει να εκτιµηθούν µαζί µε δεδοµένα που 
υποστηρίζουν πως στη µεταγραφή η παρουσία τοποϊσοµερασών δεν είναι τόσο 
αναγκαία όσο στην αντιγραφή καθώς στη ζύµη η απενεργοποίηση των Topo I και II 
δεν επηρεάζει δραµατικά τη σύνθεση µορίων mRNA (Wang., 2002). 

1.4.3 Ανασυνδυασµός DNΑ  
Έχει δειχθεί σε µελέτες in vitro πως η Topo I µπορεί να προκαλεί µη οµόλογο 
ανασυνδυασµό µεταξύ του συµπλόκου DNA-ενζύµου και ενός εξωγενούς µορίου 
DNA µε ένα ελεύθερο 5’ υδροξυλικό άκρο. Επίσης, δεδοµένα υποστηρίζουν πως 
τόσο η Topo I όσο και η Topo II συµµετέχουν στην αποσυγκρότηση κόµβων 
Holliday οι οποίοι σχηµατίζονται κατά τον οµόλογο ανασυνδυασµό (Pommier et 
al., 1998). 

1.4.4 ∆οµή και συµπύκνωση Χρωµοσωµάτων 
Στα θηλαστικά η Topo II αποτελεί µία µη ιστονική πρωτεΐνη του ικριώµατος 
(scaffold) των µεταφασικών χρωµοσωµάτων και µε τον τρόπο αυτό συµµετέχει 
στην οργάνωση της δοµής τους. Είναι σηµαντικό ωστόσο να τονιστεί πως τα 
ένζυµα αυτά δεν είναι καθηλωµένα συστατικά των χρωµοσωµάτων. Παρόµοιες 
παρατηρήσεις έχουν γίνει και στη Droshophila (Wang., 2002). Επίσης, έχει 
αποδειχθεί πως η Topo II συµµετέχει στην συµπύκνωση της χρωµατίνης κατά την 
απόπτωση και µαζί µε την  Topo I ρυθµίζουν τη συµπύκνωση της χρωµατίνης κατά 
τη µίτωση.      



26 

 

 

1.5 Πολυφαινόλες 
Τα φυτά παράγουν µία µεγάλη, ποικίλη 
κατηγορία οργανικών ενώσεων, οι οποίες 
φαίνεται να µην έχουν άµεση λειτουργική 
δράση στην αύξηση και την ανάπτυξη. Αυτές 
οι ουσίες είναι γνωστές ως δευτερογενείς 
µεταβολίτες και οι πολυφαινόλες ανήκουν 
στην κατηγορία αυτή. Σε πολλούς 
δευτερογενείς µεταβολίτες έχουν αποδοθεί 
σηµαντικές οικολογικές λειτουργίες των 
φυτών. Κυρίαρχες ανάµεσα σε αυτές είναι η 
προστασία από φυτοφάγα ζώα και η µόλυνση 
από παθογόνα µικρόβια (Τσέκος., 2004) 

  Οι πολυφαινόλες αποτελούν µία πολυπληθή 
οµάδα αντιοξειδωτικών µορίων 
(ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ) µε χαρακτηριστική δοµή, 
η οποία αποτελείται από αρωµατικούς 
δακτυλίους µε χαρακτηριστικές υδροξυλικές 
οµάδες και άλλους υποκαταστάτες, ή από έναν 
µόνο φαινολικό δακτύλιο µε διάφορους 
υποκαταστάτες. Τα µόρια αυτά αποτελούν 
κυρίαρχα αναγωγικά µέσα της διατροφής του 
ανθρώπου και µαζί µε άλλους διαιτητικούς 
αναγωγικούς παράγοντες (αντιοξειδωτικά) 
όπως η βιταµίνη C, η βιταµίνη Ε και τα 
καροτενοειδή, προστατεύουν τους ιστούς από 
το οξειδωτικό στρες. Για το λόγο αυτό 
υπάρχουν δεκάδες µελέτες στις οποίες 
υποστηρίζεται η θετική επίδραση των 
πολυφαινολών στην πρόληψη ασθενειών που 
έχουν σχετιστεί µε το οξειδωτικό στρες όπως ο 
καρκίνος, καρδιαγγειακά νοσήµατα, 
νευροεκφυλιστικές ασθένειες, ο διαβήτης 
αλλά και η φλεγµονή.  

 Η ταξινόµησή τους γίνεται βάσει του αριθµού 
των φαινολικών δακτυλίων που περιέχουν και 
των ατόµων άνθρακα που συνδέουν τους 
δακτύλιους µεταξύ τους. Οι κύριες οµάδες 
πολυφαινολών είναι: τα φλαβονοειδή, τα 
φαινολικά οξέα, οι φαινολικές αλκοόλες, τα 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ 

ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ & 
ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΑ ΜΟΡΙΑ 

Στους αερόβιους οργανισµούς η παραγωγή 
ελευθέρων ριζών εξισορροπείται από 
αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς, οι οποίοι δεν 
εξαλείφουν πλήρως τις ελεύθερες ρίζες  αλλά 
ελέγχουν τα επίπεδα στα οποία βρίσκονται. 
Αυτό συµβαίνει διότι από ενεργειακή άποψη 
είναι προτιµότερη η επιδιόρθωση ή 
αντικατάσταση κατεστραµµένων βιοµορίων 
παρά η διατήρηση των αντιοξειδωτικών 
µηχανισµών σε υψηλά επίπεδα (Halliwell., 
2007 Α). 

Ελεύθερη ρίζα ή αντιδραστική ένωση (RS) 
είναι κάθε άτοµο ή µόριο στοιχείου ή χηµικής 
ένωσης το οποίο διαθέτει ένα ή περισσότερα 
ασύζευκτα ηλεκτρόνια. Τα ηλεκτρόνια εκτός 
ζεύγους µπορεί να βρίσκονται είτε σε ένα 
άτοµο άνθρακα, είτε σε ένα άτοµο αζώτου ή 
θείου, είτε τέλος σε ένα άτοµο οξυγόνου που 
είναι και η πιο κοινή µορφή. Οι 
σηµαντικότερες ελεύθερες ρίζες που 
παράγονται στο εσωτερικό των κυττάρων 

είναι οι εξής:  2, , ,O OH ROO RO
•

− • • •
και 

NO•
. Ο ανθρώπινος οργανισµός εκτίθεται 

σε ελεύθερες ρίζες είτε λόγω εξωγενών 
παραγόντων, όπως το κάπνισµα, η υπεριώδης 
ή η ιονίζουσα ακτινοβολία, είτε λόγω 
ενδογενών παραγόντων όπως η δράση των 
φαγοκυττάρων στη φλεγµονή ή η µερική 
αναγωγή του τελικού οξυγόνου κατά την 
οξειδωτική φωσφορυλίωση η οποία παράγει 

2O
•

−
. Οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν βλάβες 

στο DNA είτε άµεσα µε τροποποίηση βάσεων 
είτε έµµεσα µειώνοντας τη δραστικότητα της 
DNA πολυµεράσης και των ενζύµων 
επιδιόρθωσης, λόγω οξειδωτικής βλάβης των 
συγκεκριµένων ενζύµων. Αυτό σηµαίνει ότι 
εκτός από το DNA, αλληλεπιδρούν και µε 
πρωτεΐνες επηρεάζοντας αρνητικά τη 
δραστικότητά τους. Τέλος, αντιδρούν και µε 
ακόρεστα λιπίδια που βρίσκονται σε 
διάφορες τοποθεσίες του κυττάρου όπως στη 
µεµβράνη των λυσοσωµάτων ή την 
πλασµατική µεµβράβη και προκαλούν 
λιπιδιακή υπεροξείδωση. Μέσω των δράσεων 
αυτών, διαταράσσουν την οµοιόσταση των 
κυττάρων. 
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στιλβένια και οι λιγνάνες (D’Archivio et al., 
2007). 

 

1.5.1 Φλαβονοειδή 
Τα φλαβονοειδή διαθέτουν µία κοινή δοµή η 
οποία περιλαµβάνει δύο βενζολικούς 
δακτυλίους Α και Β, όπως φαίνεται και στην 
εικόνα 14. Σε ορισµένα φλαβονοειδή υπάρχει 
και ένας τρίτος δακτύλιος (πυρανικός 
δακτύλιος C) ενώ σε άλλα οι δακτύλιοι Α και 
Β ενώνονται µε αλειφατικές αλυσίδες 
ανθράκων. 

 

Εικόνα 14: Γενική χηµική δοµή Φλαβονοειδών. 
 
 
Περισσότερα από 4000 φλαβονοειδή έχουν 
ταυτοποιηθεί σε φυτά (Harborne et al., 2000). 
Έτσι για την καλύτερη διάκρισή τους 
χωρίζονται σε έξι υποκατηγορίες, οι οποίες 
αντικατοπτρίζουν την οξείδωση του κεντρικού 
πυρανικού δακτυλίου: τις φλαβονόλες, τις 
φλαβόνες, τις φλαβανόνες, τα ισοφλαβονοειδή, 
τις ανθοκυανιδίνες και τις φλαβανόλες 
(D’Archivio et al., 2007). Αξίζει να σηµειωθεί 
ότι τα φλαβονοειδή αποτελούν περίπου τα δύο 
τρίτα της συνολικής πρόσληψης 
πολυφαινολών µέσω της διατροφής (Scalbert 
et al, 2000).    

Αξίζει να σηµειωθεί, πως η αλληλεπίδραση 
των RS µε το DNA αυξάνει την πιθανότητα 
πρόκλησης µεταλλάξεων που ίσως 
αποτελέσουν την απαρχή καρκινογένεσης.   

Ως αντιοξειδωτικό θεωρείται οποιαδήποτε 
ουσία η οποία όταν βρίσκεται σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις, συγκριτικά µε εκείνες ενός 
οξειδωµένου υποστρώµατος, επιβραδύνει ή 
εµποδίζει την οξείδωση αυτού του 
υποστρώµατος (Halliwell B., 2001). Τα 
αντιοξειδωτικά µόρια ουσιαστικά δρουν 
προσφέροντας ηλεκτρόνια στις ελεύθερες 
ρίζες, όπως φαίνεται και στην εικόνα. 

 

Έτσι, τις εξουδετερώνουν και για αυτό πολλές 
φορές τα αντιοξειδωτικά χαρακτηρίζονται ως 
αναγωγικοί παράγοντες. 

Αντιοξειδωτικά µόρια συντίθενται στον 
οργανισµό in vivo όπως η γλουταθειόνη, η 
καταλάση και η υπεροξειδική δισµουτάση 
αλλά µπορούν να ληφθούν και µέσω της 
διατροφής όπως συµβαίνει µε το ασκορβικό 
οξύ, τη βιταµίνη Ε και τις πολυφαινόλες, οι 
οποίες επιδεικνύουν µία αρκετά µεγάλη 
αντιοξειδωτική ικανότητα κυρίως in vitro. In 
vivo πιστεύεται πως δεν έχουν αξιοσηµείωτο 
αντιοξειδωτικό ρόλο κάτι το οποίο σχετίζεται 
άµεσα µε την βιοδιαθεσιµότητά τους. 
Αντιθέτως, οι πολυφαινόλες ενδέχεται να 
εµπλέκονται στη διακυτταρική επικοινωνία, 
στη δραστικότητα διαφόρων ενζύµων και στη 
γονιδιακή ρύθµιση. 

 Εποµένως, η ανισορροπία ανάµεσα στην 
παραγωγή αντιδραστικών ενώσεων και 
αντιοξειδωτικών µηχανισµών αναφέρεται ως 
οξειδωτικό στρες και το αντίκτυπό του στον 
οργανισµό εξαρτάται από τον βαθµό στον 
οποίο επηρεάζει τις λειτουργίες του κυττάρου. 
Έτσι, ένα κύτταρο µπορεί να ανταπεξέλθει 
µικρών διαταραχών αλλά αν το οξειδωτικό 
στρες είναι έντονο τότε είτε θα προκληθούν 
µεταλλάξεις ή και κυτταρικός θάνατος 
(Halliwell., 2007 Β).    
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Φλαβονόλες 

Οι φλαβονόλες διαθέτουν ένα διπλό δεσµό µεταξύ των ανθράκων C2 και C3 και µία 
υδροξυλική οµάδα επίσης στον άνθρακα C3 του δακτυλίου C. Αποτελούν την πιο 
ευρέως διαδεδοµένη υποκατηγορία φλαβονοειδών στα τρόφιµα, µε κύριο 
αντιπροσωπευτικό µόριο την κερκετίνη (εικόνα 15). Οι κύριες πηγές πρόσληψης 

των φλαβονολών είναι τα κρεµµύδια, το λάχανο, το πράσο, 
το µπρόκολο και τα βατόµουρα. Επίσης το τσάι και το 
κόκκινο κρασί συγκαταλέγονται στα τρόφιµα µε την 
υψηλότερη συγκέντρωση φλαβονολών και συγκεκριµένα 
το κρασί περιέχει περίπου 30 mg στο λίτρο.  

                                      

Εικόνα 15: Χηµική δοµή κερκετίνης 
Είναι σηµαντικό να αναφερθεί πως η βιοσύνθεση αυτών των µορίων διεγείρεται 
από την ηλιακή ακτινοβολία και αυτό οδηγεί στη συσσώρευσή τους στο εξωτερικό 
και υπέργειο τµήµα των φυτών. Μάλιστα, διαφορές στη συγκέντρωση των 
φλαβονολών µπορούν να παρουσιαστούν ακόµα και σε φρούτα από το ίδιο φυτό ή 
και σε διαφορετικές πλευρές του ίδιου φρούτου λόγω διαφορετικής έκθεσης στο 
ηλιακό φώς (Cortell et al., 2006). 

 

Φλαβόνες  

Οι φλαβόνες διαθέτουν έναν διπλό δεσµό µεταξύ των ανθράκων C2 και C3 του 
δακτυλίου C και είναι τα λιγότερο κοινά φλαβονοειδή. Ο µαϊντανός και το σέλινο 
είναι οι κυριότερες πηγές πρόσληψης των φλαβονών. Ωστόσο, η συγκεκριµένη 
υποκατηγορία φλαβονοειδών απαντάται και σε ορισµένα φρούτα και µάλιστα ο 
φλοιός των φρούτων αυτών φαίνεται να περιέχει ιδιαίτερα µεγάλες ποσότητες 

πολυµεθοξυλιωµένων ( 3CH O− ) φλαβονών, όπως για παράδειγµα έχει 

παρατηρηθεί στο µανταρίνι. Στην εικόνα 16Α απεικονίζεται η χηµική δοµή της 
απιγενίνης. 

 

Εικόνα 16: Α. Χηµική δοµή της φλαβόνης απιγενίνης 
                  Β. Χηµική δοµή της φλαβανόνης ναριγενίνης 
                  Γ. Χηµική δοµή του ισοφλαβονοειδούς ντεϊζεΐνη 
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Φλαβανόνες 

Οι φλαβονόνες χαρακτηρίζονται από την παρουσία ενός ατόµου οξυγόνου στον 
άνθρακα C4. Είναι συνήθως γλυκοσιλιωµένες µε έναν δισακχαρίτη στον άνθρακα 
C7. Οι φλαβανόνες βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις µόνο στα εσπεριδοειδή. 
Απαντώνται επίσης στις ντοµάτες αλλά και σε ορισµένα αρωµατικά φυτά, όπως 
είναι η µέντα. Τα κυριότερα µόρια είναι η ναριγενίνη στο γκρέιπφρουτ, η χηµική 
δοµή της οποίας φαίνεται στην εικόνα 16Β, η εσπεριδίνη στα πορτοκάλια και η 
εριοδικτυόλη στα λεµόνια.  

 

Ισοφλαβονοειδή     

Τα ισοφλαβονοειδή έχουν πολλές δοµικές οµοιότητες µε τα οιστρογόνα και καθώς 
µπορούν να συνδέονται στους οιστρογονικούς υποδοχείς κατατάσσονται στα 
φυτοοιστρογόνα. Τα ισοφλαβονοειδή περιέχονται σχεδόν αποκλειστικά στα όσπρια. 
Συγκεκριµένα, η σόγια και τα επεξεργασµένα παράγωγά της αποτελούν τις βασικές 
πηγές πρόσληψης και περιέχουν τα τρία κυριότερα µόρια αυτής της υποκατηγορίας 
φλαβονοειδών: την γενιστεΐνη, την ντεϊζεΐνη (εικόνα 16Γ), την γλυκιτεΐνη, τα οποία 
βρίσκονται σε µη γλυκοσυλιωµένη µορφή αλλά ακόµα πιο συχνά απαντώνται 
συζευγµένα µε γλυκόζη (Reinli et al., 1996, Eisen et al., 2003). 

 

 Ανθοκυανίνες 

Αποτελούν υδατοδιαλυτές φυτικές χρωστικές οι οποίες ευθύνονται για το κόκκινο, 
το µπλε και το µωβ χρώµα σε φρούτα, λαχανικά, λουλούδια και άλλους φυτικούς 
ιστούς ή φυτικά προϊόντα. Απαντώνται κυρίως ως γλυκοσίδια των ανθοκυανιδινών 
που αποτελούν τις µη γλυκοσυλιωµένες µορφές.     

Οι ανθοκυανίνες είναι ευρέως διαδεδοµένες στην διατροφή των ανθρώπων. 
Συγκεκριµένα, απαντώνται στο κόκκινο κρασί, σε ορισµένες ποικιλίες δηµητριακών 
και λαχανικών όπως το λάχανο, τα φασόλια και τα κρεµµύδια, αλλά και σε διάφορα 
φρούτα. Η περιεκτικότητα των τροφίµων σε ανθοκυανίνες είναι ανάλογη της 
έντασης του χρώµατος που έχουν, έτσι στη µαύρη σταφίδα και στα βατόµουρα 
φτάνει τα 2-4 g/kg και η τιµή αυτή αυξάνεται όσο τα φρούτα ωριµάζουν. Οι 
ανθοκυανίνες βρίσκονται κυρίως στο φλοιό των φρούτων, εκτός από κάποια 
κόκκινα φρούτα, όπως στα κεράσια και στις φράουλες, στα οποία απαντώνται και 
στη σάρκα. Στο κρασί περιέχονται περίπου 350mg ανθοκυανινών/L και είναι 
ενδιαφέρον το γεγονός ότι αυτές οι ανθοκυανίνες µετατρέπονται σε πολλές 
πολύπλοκες δοµές καθώς το κρασί παλαιώνει (Es-Safi et al., 2002, Broulliard et al., 
1997). 
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Εικόνα 17: Α. Χηµική δοµή της ανθοκυανίνης κυανιδίνης 
                  Β. Χηµική δοµή της φλαβανόλης κατεχίνης 
 

Φλαβανόλες 

Οι φλαβανόλες υπάρχουν και ως µονοµερή και ως πολυµερή.  

Τα µονοµερή αποτελούν µία οµάδα µορίων που αναφέρονται ως κατεχίνες (εικόνα 
17Β). Οι κατεχίνες απαντώνται σε πολλά φρούτα, όπως τα βερίκοκα και τα 
κεράσια, στο κόκκινο κρασί,  ενώ το πράσινο τσάι και η σοκολάτα αποτελούν τις 
πλουσιότερες πηγές κατεχινών.  

Τα πολυµερή αντίθετα, αποτελούν µία οµάδα µορίων που αναφέρονται ως 
προανθοκυανιδίνες ή ταννίνες και είναι διµερή, ολιγοµερή ή πολυµερή κατεχινών. 
Οι προανθοκυανιδίνες είναι υπεύθυνες για τον στυφό χαρακτήρα των φρούτων 
όπως τα σταφύλια και τα µήλα, των ποτών, όπως το κρασί, η µπύρα, ο χυµός µήλου 
και το τσάι αλλά και για την πικρή γεύση της σοκολάτας. Αξίζει να αναφερθεί ότι 
αυτή η στυφότητα αλλάζει κατά την ωρίµανση των φρούτων και συχνά 
εξαφανίζεται όταν τα φρούτα ωριµάσουν πλήρως. 

 

1.5.2 Φαινολικά οξέα 
Τα φαινολικά οξέα αποτελούν το ένα τρίτο της συνολικής πρόσληψης σε 
πολυφαινόλες και χωρίζονται σε δύο υποκατηγορίες: τα παράγωγα του βενζοϊκού 
οξεός και τα παράγωγα του κινναµικού οξέος (εικόνα 18).          

Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, όπως το γαλλικό οξύ, βρίσκονται σε λίγα εδώδιµα φυτά 
και σε σχετικά χαµηλές συγκεντρώσεις, εκτός από κάποια κόκκινα φρούτα. Το τσάι 
κυρίως αποτελεί τη βασική πηγή πρόσληψης γαλλικού οξέος.  

Τα υδροξυκινναµικά οξέα είναι παρόντα σε όλα τα µέρη των φυτών αν και οι 
υψηλότερες συγκεντρώσεις πιθανότατα να είναι στα εξωτερικά µέρη των φυτών. Οι 
συγκεντρώσεις των οξέων µειώνονται κατά την ωρίµανση, αν και η συνολική τους 
ποσότητα αυξάνεται όσο το φρούτο αυξάνεται σε µέγεθος. 
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Τα υδροξυκινναµικά οξέα αποτελούνται κυρίως από το καφεϊκό οξύ, το κουµαρικό 
οξύ και το φερουλικό τα οποία σπάνια βρίσκονται σε ελεύθερη µορφή. Οι 
δεσµευµένες µορφές είναι γλυκοσιλιωµένα παράγωγα ή εστέρες του κινικού, 
σικιµικού ή ταρταρικού οξέος (D’Archivio et al, 2007). Συγκεκριµένα το καφεϊκό 
οξύ ενώνεται µε το κινικό οξύ και σχηµατίζουν το χλωρογενικό οξύ το οποίο 
βρίσκεται σε πολλά φρούτα και σε αρκετά µεγάλες συγκεντρώσεις στον καφέ. 
Περίπου 200 ml στιγµιαίου καφέ περιέχουν 50-150 mg χλωρογενικού οξέος 
(Clifford., 1999). Από την άλλη το φερουλικό οξύ συνδέεται µε διαιτητικές φυτικές 

ίνες και είναι άφθονο στα δηµητριακά. 

Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί πως το καφεϊκό οξύ 
είναι το πιο άφθονο φαινολικό οξύ, 
αντιπροσωπεύοντας το 75-100% της συνολικής 
περιεκτικότητας των περισσότερων  φρούτων σε 
υδροξυκινναµικά οξέα (Sosulski et al, 1982, 
Lempereur et al., 1997). 

 

Εικόνα 18: Χηµική δοµή των φαινολικών οξέων κουµαρικό οξύ και καφεΐκό οξύ 
 

1.5.3 Φαινολικές αλκοόλες 
Η τυροσόλη και η υδροξυτυροσόλη αποτελούν τις σηµαντικότερες φαινολικές 
αλκοόλες (εικόνα 19). Περιέχονται κυρίως στο παρθένο ελαιόλαδο (Cabrini et al., 
2001). Η περιεκτικότητα των φαινολών στο παρθένο ελαιόλαδο εξαρτάται από την 
ποικιλία, το κλίµα, την περιοχή όπου παράγεται, το γεωγραφικό πλάτος και την 
παλαιότητά του (Boskou., 2000). Η τυροσόλη επίσης βρίσκεται στο κόκκινο και 
λευκό κρασί αλλά και στη µπύρα, ενώ η υδροξυτυροσόλη βρίσκεται µόνο στο 
κόκκινο κρασί.      

 

 

Εικόνα 19: Χηµική δοµή των φαινολικών αλκοολών τυροσόλη και υδροξυτυροσόλη  
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1.5.4 Στιλβένια 
Μικρές ποσότητες στιλβενίων βρίσκονται στην ανθρώπινη διατροφή. Το πιο 
αντιπροσωπευτικό µόριο είναι η ρεσβερατρόλη (εικόνα 20Α) η οποία απαντάται 
κυρίως στην γλυκοσιλιωµένη µορφή της. Η ρεσβερατρόλη παράγεται ως απόκριση 
των φυτών στη µόλυνση από παθογόνα µικρόβια (Delmas et al., 2006) ή γενικά ως 
απάντηση των φυτών σε διάφορες στρεσογόνες καταστάσεις (Bavaresko., 2003). 
Έχει ανιχνευθεί σε περισσότερα από 70 είδη φυτών, συµπεριλαµβανοµένων των 
σταφυλιών, των βατόµουρων και των φυστικιών. Συγκεκριµένα, ο φλοιός των 
κόκκινων σταφυλιών είναι ιδιαίτερα πλούσιος σε ρεσβερατρόλη, γεγονός που έχει 
σχετιστεί και µε την µε την αντίστοιχη υψηλή συγκέντρωση ρεσβερατρόλης στο 
κόκκινο κρασί και στο χυµό σταφυλιών (Bertelli et al., 1998, Bhat et al., 2002). 
Υπάρχουν αρκετές µελέτες που τονίζουν την έντονη αντικαρκινική δράση αυτής 
της πολυφαινόλης.  

 

1.5.5 Λιγνάνες 
Ο λιναρόσπορος είναι η κυριότερη διαιτητική πηγή πρόσληψης των λιγνανών και 
αξίζει να σηµειωθεί πως η µικροχλωρίδα του εντέρου µεταβολίζει τις λιγνάνες σε 
εντεροδιόλη και εντερολακτόνη. Οι µικρές ποσότητες των λιγνανών στη διατροφή 
του ανθρώπου δεν αντιστοιχούν στις ποσότητες των µεταβολιτών εντεροδιόλη και 
εντερολακτόνη που έχουν µετρηθεί στο πλάσµα και στα ούρα. Έτσι υποστηρίζεται 
πως υπάρχουν άγνωστες ακόµα λιγνάνες φυτικής προέλευσης, που δρουν ως 
πρόδροµα µόρια για τους δύο αυτούς µεταβολίτες (Heinonen et al, 2001). 

 

 

 

 
Εικόνα 20: Α. Χηµική δοµή του στιλβενίου ρεσβερατρόλη 
                  Β. Χηµική δοµή της φυτικής λιγνάνης σεκοϊσολαρισιρεσινόλης 
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1.6. Παράγοντες που επηρεάζουν την περιεκτικότητα πολυφαινολών στην 
ανθρώπινη διατροφή 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί και σε προηγούµενες ενότητες, τα φρούτα, το τσάι και το 
κόκκινο κρασί αποτελούν τις κύριες πηγές πρόσληψης των πολυφαινολών. 
Υπάρχουν φυτά των οποίων η ακριβής σύσταση σε πολυφαινόλες είναι γνωστή, 
όπως συµβαίνει µε το µήλο και άλλα για τα οποία δεν υπάρχουν ακριβή δεδοµένα.  

Στις περισσότερες περιπτώσεις, περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως η έκθεση στον 
ήλιο, η βροχόπτωση, οι διαφορετικοί τύποι καλλιέργειας, η ωριµότητα των καρπών 
την περίοδο της συγκοµιδής και η διάρκεια της αποθήκευσης επηρεάζουν την 
περιεκτικότητα των φυτών σε πολυφαινόλες. Συγκεκριµένα: 

� Η έκθεση στον ήλιο έχει αξιοσηµείωτη επίδραση στα περισσότερα 
φλαβονοειδή 
� Ο βαθµός ωριµότητας επηρεάζει διαφορετικά τη συγκέντρωση των 
πολυφαινολών. Για παράδειγµα, στα φαινολικά οξέα η συγκέντρωση των 
πολυφαινολών µειώνεται κατά την ωρίµανση, ενώ η συγκέντρωση των 
ανθοκυανινών αυξάνεται 
� Κατά την αποθήκευση οι πολυφαινόλες οξειδώνονται, σχηµατίζοντας 
περισσότερο ή λιγότερο πολύπλοκα µόρια, τα οποία επηρεάζουν το χρώµα και τα 
οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των φρούτων όπως είναι η γεύση, η οσµή και η 
υφή 
� Η περιεκτικότητα των τροφών σε πολυφαινόλες δεν επηρεάζεται κατά την 
ψύξη τους 
� Κατά τη θερµική επεξεργασία, η περιεκτικότητα των πολυφαινολών µπορεί 
να µειωθεί κατά 75% ή και κατά 100% (D’Archivio et al, 2007).  
 

1.7 Βιοδιαθεσιµότητα 
Είναι σηµαντική η γνώση της ποσότητας των θρεπτικών συστατικών που 
περιέχονται σε κάθε τρόφιµο ή συµπλήρωµα διατροφής αλλά πιο σηµαντική  είναι 
η γνώση του κατά πόσο αυτά τα συστατικά είναι βιοδιαθέσιµα στον οργανισµό. 
Εξάλλου, η χηµική δοµή και όχι η συγκέντρωση κάθε µορίου, παίζει σηµαντικό 
ρόλο στο βαθµό στον οποίο το µόριο µπορεί να απορροφάται από τον οργανισµό, 
να κυκλοφορεί στο πλάσµα του αίµατος και να εκπληρώνει το βιολογικό του ρόλο. 
Έτσι, ο βασικός σκοπός των ερευνών βιοδιαθεσιµότητας είναι να προσδιορίσουν 
ποιες είναι οι πολυφαινόλες που απορροφώνται καλύτερα, ποιοι είναι οι πιο 
δραστικοί µεταβολίτες τους και ποιες πολυφαινόλες οδηγούν στο σχηµατισµό των 
δραστικών µεταβολιτών. Οι πιο κοινές πολυφαινόλες στη διατροφή του ανθρώπου 
δεν είναι απαραίτητα αυτές που οδηγούν σε υψηλές συγκεντρώσεις δραστικών 
µεταβολιτών (D’Archivio et al., 2007). 
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1.7.1 Εντερική απορρόφηση 
Οι περισσότερες πολυφαινόλες είναι παρούσες  στα τρόφιµα σε διάφορες µορφές, 
όπως εστέρες ή πολυµερή, οι οποίες δεν µπορούν να απορροφηθούν στη φυσική 
τους µορφή. Συνεπώς, αυτές οι ουσίες θα πρέπει να αποικοδοµηθούν από ένζυµα 
του εντέρου πριν απορροφηθούν (Day et al., 1998, Nemeth et al., 2003). 

 

Γλυκοσιλίωση 

Στα τρόφιµα όλα τα φλαβονοειδή, όπως οι φλαβονόλες, τα ισοφλαβονοειδή, οι 
φλαβόνες και οι ανθοκυανίνες, εκτός από τις φλαβανόλες υφίστανται ως 
γλυκοσίδια. Το δεσµευµένο  σάκχαρο που φέρουν  είναι  γλυκόζη  ή ραµνόζη, αλλά 
µπορεί να είναι και γαλακτόζη, αραβινόζη, ξυλόζη ή γλυκουρονικό οξύ (Harborne., 
1994). Ο αριθµός των  σακχάρων συνήθως δεν ξεπερνά  τα τρία,  αν  και τα 
περισσότερα µόρια φέρουν  µόνο ένα  κατάλοιπο  σακχάρου. Τα φλαβονοειδή  
διαθέτουν   διάφορες πιθανές  θέσεις  για σύζευξη µε σάκχαρα. Η γλυκοσιλίωση  
επηρεάζει σε  µεγάλο βαθµό  τόσο την απορρόφηση  των µορίων  όσο και τις 
βιολογικές δράσεις τους.  Για παράδειγµα οι γλυκοσιλιωµένες πολυφαινόλες δεν 
µπορούν να διαπεράσουν τις κυτταρικές µεµβράνες  µέσω παθητικής  διάχυσης για 
αυτό και η τύχη των γλυκοσιδίων στο στοµάχι δεν είναι ξεκάθαρη. Πιθανότατα, το 
πρώτο στάδιο  του µεταβολισµού τους  αφορά την αποµάκρυνση  του σακχάρου 
από ειδικά ένζυµα όπως γλυκοσιδάσες του εντέρου. Πράγµατι, πειράµατα που 
έχουν πραγµατοποιηθεί  σε επίµυες, έδειξαν ότι ορισµένα φλαβονοειδή, όπως η 
κερκετίνη, είναι πιθανόν να απορροφώνται σε γαστρικό επίπεδο, αλλά αυτό δεν 
ισχύει για τα γλυκοσίδιά τους (Crespy et al., 2002, Piskula et al., 1999). 

Ακυλίωση 

Οι φλαβονόλες  βρίσκονται συχνά ακυλιωµένες από το  γαλλικό οξύ (εικόνα 21). 
Ωστόσο, τα µόρια αυτά  φαίνεται  να µπορούν να διαπερνούν τις βιολογικές 
µεµβράνες και  απορροφώνται  χωρίς να είναι απαραίτητη η αποµάκρυνση ή η 
υδρόλυση της επιπλέον άκυλο-οµάδας (Scalbert et al., 2000). 

 

 

Εικόνα 21: Χηµική δοµή γαλλικού οξέος 
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Μοριακό βάρος 

Η απορρόφηση των πολυφαινολών εξαρτάται  και από το µοριακό βάρος τους. Για 
παράδειγµα οι ανθοκυανιδίνες διαφέρουν από τις περισσότερες φυτικές 
πολυφαινόλες εξαιτίας του µεγάλου µοριακού βάρους τους λόγω πολυµερισµού. Το 
γεγονός αυτό καθιστά δύσκολη την απορρόφησή τους από το λεπτό έντερο. Μόνο 
τα διµερή και τα τριµερή µπορούν να διαπεράσουν τις βιολογικές µεµβράνες και 
απορροφώνται απ’ ευθείας στο επίπεδο του εντέρου, ενώ έχει βρεθεί πως 
ολιγοµερή, µεγαλύτερα ενός τριµερούς είναι σχεδόν απίθανο να απορροφώνται στο 
λεπτό έντερο στη φυσική τους µορφή (Halliwell et al., 2000).  

Εντερική Μικροχλωρίδα 

Η συµβολή της εντερικής µικροχλωρίδας στη βιοδιαθεσιµότητα των πολυφαινολών 
φαίνεται ξεκάθαρα στο παράδειγµα των υδροξυκινναµικών οξέων. Τα 
υδροξυκινναµικά οξέα, όταν καταναλώνονται στη φυσική-ελεύθερη µορφή τους, 
απορροφώνται γρήγορα από το λεπτό έντερο και συζεύγνυνται προκειµένου να 
µεταβολιστούν, όπως θα εξηγηθεί και παρακάτω. Ωστόσο, αυτά τα µόρια ενδέχεται 
να βρίσκονται στα φυτά συνδεδεµένα µε σάκχαρα, οργανικά οξέα και λιπίδια, µέσω 
εστερικών δεσµών, κάτι το οποίο επηρεάζει την απορρόφησή τους, καθώς ο 
βλεννογόνος του εντέρου, το ήπαρ και το πλάσµα του αίµατος δεν διαθέτουν 
εστεράσες ικανές να υδρολύουν το χλωρογενικό οξύ ώστε να προκύψει το καφεϊκό 
οξύ. Η υδρόλυση αυτή πραγµατοποιείται µόνο από ένζυµα που παράγονται από την 
εντερική µικροχλωρίδα (Olthof et al., 2001, Gonthier et al., 2003). Τέλος, οι 
πολυφαινόλες οι οποίες δεν απορροφώνται στο λεπτό έντερο φτάνουν στο κόλον, 
όπου η µικροχλωρίδα υδρολύει τα γλυκοσίδια σε µη γλυκοσιλιωµένες µορφές και 
αυτές στη συνέχεια σε διάφορα αρωµατικά οξέα (D’Archivio et al., 2007). 

 

1.7.2 Μηχανισµοί σύζευξης και µεταφορά στο πλάσµα  
Γενικά οι πολυφαινόλες χαρακτηρίζονται από υψηλό ποσοστό µεταβολισµού. Έτσι, 
την απορρόφησή τους ακολουθεί η σύζευξη, η οποία περιλαµβάνει κυρίως τη 
µεταφορά σε κάθε ένα µόριο είτε µιας µεθυλικής οµάδας, είτε µιας θεϊικής οµάδας 
ή ενός γλυκουρονιδίου (αντιδράσεις Φάσης ΙΙ του µεταβολισµού). Μέσω αυτής της 
διαδικασίας πραγµατοποιείται γενικά ο µεταβολισµός των ξενοβιοτικών και έτσι 
διευκολύνεται η αποµάκρυνσή τους από τον οργανισµό µέσω της χολής ή του 
ουροποιητικού συστήµατος καθώς αυξάνεται η υδροφιλικότητά τους. Είναι γνωστό 
πως όσο πιο υδρόφιλο είναι ένα µόριο, τόσο πιο εύκολη και γρήγορη είναι η 
απέκκρισή του από τον οργανισµό.  

Η κατεχολ-Ο-µεθυλο τρανσφεράση καταλύει τη µεταφορά µίας µεθυλικής οµάδας 
από την S-αδενοσυλ-L-µεθειονίνη (SAM) στις πολυφαινόλες όπως η κερκετίνη, η 
λουτεολίνη, το καφεϊκό οξύ, οι κατεχίνες και η κυανιδίνη (εικόνα 22Α). Η 
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µεθυλίωση συµβαίνει κυρίως στον C3’ των πολυφαινολών, αλλά µπορεί να γίνει και 
στον C4’. Η δραστικότητα της κατεχολ-Ο-µέθυλο τρανσφεράσης εντοπίζεται 
κυρίως στο ήπαρ και τους νεφρούς αλλά και σε άλλους ιστούς (Piskula et al., 1998, 
Tilgemann et al., 1996). 

Οι θειοτρανσφεράσες καταλύουν τη µεταφορά µίας θειϊκής οµάδας από τον 
συµπαράγοντα 3’-φωσφοαδενοσίνη-5’-φωσφοθειϊκό (PARS) σε µία υδροξυλική 
οµάδα των πολυφαινολών (εικόνα 22Β). Η µεταφορά της θειϊκής οµάδας 
καταλύεται κυρίως στο ήπαρ (Piskula et al., 1998, Falany., 1997). 

Οι UDP-γλυκουρονοτρανσφεράσες είναι ένζυµα που εντοπίζονται στο 
ενδοπλασµατικό δίκτυο. Η γλυκουρονιδίωση πραγµατοποιείται κυρίως στο Ε∆ του 
ήπατος και του λεπτού εντέρου. Η αντίδραση σύζευξης περιλαµβάνει τη µεταφορά 
ενός γλυκουρονιδίου από το UDP- γλυκουρονικό οξύ κυρίως στον C3 των 
πολυφαινολών (εικόνα 22Γ) (Spenser et al., 1999).  

 

 

Εικόνα 22: Α. SAM 
                  B. PARS 
                  Γ. UDP-γλυκουρονικό οξύ  
 
 
Το ποσοστό στο οποίο συµβαίνει η κάθε αντίδραση σύζευξης αλλά και ο ιστός στον 
οποίο µεταβολίζεται κάθε µόριο, διαφέρει ανάλογα τη φύση του µορίου αλλά και 
την ποσότητα που καταναλώνεται. Συγκεκριµένα, αν καταναλωθούν µεγάλες 
ποσότητες ενός µορίου τότε ο µεταβολισµός του γίνεται πρωταρχικά στο ήπαρ, ενώ 
αν καταναλωθούν µικρότερες ποσότητες, τότε ίσως να µεταβολίζονται αρχικά στα 
κύτταρα του εντερικού επιθηλίου και το ήπαρ να διαδραµατίζει έναν δευτερεύοντα 
ρόλο στο µεταβολισµό του ήδη συζευγµένου µορίου (Piskula et al., 1998).  
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Τελικά, είναι αρκετά σηµαντικό να 
γνωρίζουµε τους µεταβολίτες της κάθε 
πολυφαινόλης και τη θέση του µόριου που 
καταλύεται µία αντίδραση της φάσης ΙΙ, γιατί 
έτσι θα µπορέσουµε να κατανοήσουµε ή και 
να προβλέψουµε τις βιολογικές δράσεις των 
µορίων αυτών. Για παράδειγµα, οι 
µεταβολίτες που προκύπτουν στους ιστούς 
από ένζυµα του ανθρώπινου οργανισµού ή 
από τη µικροχλωρίδα του εντέρου παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στην αντιοξειδωτική 
ικανότητα των πολυφαινολών. Στο 
Παράρτηµα ΙΙΙ αναφέρονται δοµικά 
χαρακτηριστικά διαφόρων πολυφαινολών, 
σηµαντικά για την ανασταλτική τους δράση 
στις Topo I και II, αλλά και για τη δράση 
τους κατά των µικροβίων. 

 Στην εικόνα 23 φαίνονται πιθανές πορείες 
των πολυφαινολών στον ανθρώπινο 
οργανισµό: 

 

 
Εικόνα 23: Πιθανή πορεία των πολυφαινολών 
µετά την κατανάλωσή τους. 
 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙΙ 

∆ΟΜΗ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ & 
∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ 

Για διάφορες πολυφαινόλες και 

κυρίως για τα φλαβονοειδή έχει βρεθεί 

πως αναστέλλουν ορισμένα ρυθμιστικά 

ένζυμα των κυττάρων των θηλαστικών 

όπως οι τοποϊσομεράσες. 

Για παράδειγμα τα φλαβονοειδή 

myricetin, quercetin και fisetin αποτελούν 

ισχυρούς αναστολείς των Topo I και II. Το 

πιο ενδιαφέρον είναι πως τα μόρια αυτά 

διαθέτουν ένα κοινό μοτίβο σε ότι αφορά 

τις χαρακτηριστικές ομάδες και τους 

υποκαταστάτες των αρωματικών 

δακτυλίων. Συγκεκριμένα και τα τρία 

μόρια διαθέτουν υδροξυλικές ομάδες 

στους άνθρακες C3, C7, C3’ και C4’ και μία 

κέτο-ομάδα στον C4. Η ύπαρξη επιπλέον 

υδροξυλίων στον Β δακτύλιο ενισχύει τη 

δράση των φλαβονοειδών ως αναστολείς 

των τοποϊσομερασών τύπου Ι. Επιπλέον, 

για την ανασταλτική δράση των μορίων 

είναι επίσης απαραίτητη η ύπαρξη 

διπλών δεσμών στους άνθρακες C2 και C3 

μόνο όμως, όταν ο Α δακτύλιος είναι 

κλειστός.  

Παρομοίως, φλαβόνες που δρουν ως 

αναστολείς-δηλητήρια των 

τοποϊσομερασών τύπου ΙΙ όπως η 

καμπφερόλη και η απιγενίνη, διαθέτουν 

υδροξύλια χαρακτηριστικά στις θέσεις 

C5, C7 και C4’ (Constantinou et al., 1995). 

Οι μελέτες δομής-δράσης μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν προκειμένου να είναι 

ενδεχομένως δυνατό να προβλέπεται η 

δράση ενός μορίου ή προκειμένου να 

σχεδιάζονται και να συντίθενται 

φαινολικά μόρια με συγκεκριμένες 

βιολογικές δράσεις. Είναι σημαντικό για 

παράδειγμα πως η ύπαρξη υδροξυλίων 

στις θέσεις  C3, C4 και C5 στις κατεχίνες 

φαίνεται να ενισχύει την αντιμικροβιακή 

τους δράση (Tagurt et al., 2004). 

Στην εικόνα που ακολουθεί φαίνεται η 

βασική χημική δομή των φλαβονοειδών. 
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Στην εικόνα 24 φαίνεται µία υπόθεση σχετικά µε την απορρόφηση των 
πολυφαινολών στον άνθρωπο. 

 

Εικόνα 24: Μία υπόθεση σχετική µε την απορρόφηση των πολυφαινολών  από τον 
ανθρώπινο οργανισµό, βασισµένη σε in vitro και in vivo µελέτες (Scalbert et al., 
2000). 
 

1.7.3 Συγκέντρωση πολυφαινολών στο πλάσµα 
Στον πίνακα 2 φαίνονται συνοπτικά οι µέγιστες συγκεντρώσεις συγκεκριµένων 
πολυφαινολών στο πλάσµα µετά την κατανάλωση συγκεκριµένων τροφών ή 
καθαρών µορίων. 

Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί πως η συγκέντρωση των  καθαρών µορίων των 
φλαβονοειδών αλλά και των πολυφαινολών γενικά, σπάνια ξεπερνά το 1 µM µετά 
τη κατανάλωση 10-100 mg καθαρού µορίου (Sealbert and Williamson., 2000). 
Μάλιστα, προκειµένου η µέγιστη αυτή συγκέντρωση η οποία επιτυγχάνεται 1-2 
ώρες µετά την κατανάλωση, να διατηρηθεί σε υψηλά επίπεδα, θα πρέπει η 
κατανάλωσή τους να επαναλαµβάνεται ανά διαστήµατα (Aziz et al., 1998, Hollman 
et al., 1996, Kivits et al., 1997).  
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Πίνακας 2: Βιοδιαθεσιµότητα πολυφαινολών στον άνθρωπο (D’Archivio et al., 2007) 
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1.7.4 Κατανοµή και Απέκκριση 
Ο προσδιορισµός της βιοδιαθεσιµότητας των πολυφαινολών στους ιστούς ίσως να 
είναι πιο σηµαντικός από τον προσδιορισµό της συγκέντρωσής τους στο πλάσµα. 
Ωστόσο, υπάρχουν ελάχιστες έρευνες που να αναφέρονται στην κατανοµή των 
πολυφαινολών στους ιστούς στον άνθρωπο. 

Όπως γίνεται µε τις περισσότερες ξενοβιοτικές ουσίες, οι πολυφαινόλες 
απεκκρίνονται είτε από τη χολή, είτε από το ουροποιητικό σύστηµα. Συγκεκριµένα, 
τα µόρια τα οποία έχουν µεταβολιστεί εκτεταµένα αποµακρύνονται κυρίως µέσω 
της χολής ενώ τα µόρια τα οποία φέρουν για παράδειγµα µόνο µία θειϊκή οµάδα 
απεκκρίνονται κυρίως µε τα ούρα. Η συνολική ποσότητα που αποµακρύνεται κάθε 
φορά σχετίζεται µε τη συνολική µέγιστη συγκέντρωση των αντίστοιχων µορίων στο 
πλάσµα. (D’Archivio et al, 2007). 

 

1.8 Βιολογικές ∆ράσεις των Φλαβονοειδών 
Οι βιολογικές δράσεις που αναφέρονται παρακάτω έχουν διαπιστωθεί από µόρια 
αποµονωµένα από σταφύλια ή από εκχυλίσµατα σταφυλιών, στα οποία στηρίζεται 
και η µελέτη της παρούσας εργασίας που πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο 
Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισµών.   

Α. Αντιοξειδωτική ικανότητα 

Με διάφορες µεθόδους όπως είναι η µέθοδος ABTS (Cano et al., 1998), TBARS 
(Ruiter et al., 1982) και DPPH (Brand-williams et al., 1995) έχει αποδειχθεί ότι το 
κρασί, ο χυµός του σταφυλιού αλλά και εκχυλίσµατα από διάφορα µέρη του φυτού 
διαθέτουν αξιοσηµείωτες αντιοξειδωτικές ικανότητες. Είναι σηµαντικό πως από τα 
διάφορα µέρη των σταφυλιών, τη µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα 
επιδεικνύουν οι σπόροι (seed), ακολουθεί ο φλοιός, ενώ τη µικρότερη 
αντιοξειδωτική ικανότητα διαθέτει η σάρκα των φρούτων (Pastrana-Bonilla et al., 
2003). 

 

Εικόνα 25: Τοµή καρπού σταφυλιού. Αυξηµένη συγκέντρωση πολυφαινολών 
παρατηρείται στα τµήµατα 3, 4 και 5. 
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Β. Καρδιοπροστατευτική δράση  

Έχει αποδειχθεί πως η µετα-γευµατική υπερλιπιδαιµία και διάφοροι οξειδωτικοί 
παράγοντες όπως η  LDL-µαλονδιαλδεΰδη που σχετίζονται µε αυξηµένη 
πιθανότητα εµφάνισης αθηροσκλήρωσης, µειώνονται µετά την κατανάλωση 
εκχυλίσµατος σπόρων από σταφύλια (En-Quin et al, 2010). Σε άλλη µελέτη έχει 
αποδειχθεί πως µετά την κατανάλωση 100 ml χυµού από κόκκινα σταφύλια για 14 
ηµέρες, τα επίπεδα της υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (HDL), της 
απολιποπρωτεΐνης Α-Ι και η αντιοξειδωτική ικανότητα του πλάσµατος αυξήθηκαν 
σηµαντικά ενώ η λιποπρωτεΐνη χαµηλής πυκνότητας (LDL), αυξηµένη ποσότητα 
της οποίας ενδέχεται να προκαλέσει συσσώρευση των λιπιδίων που µεταφέρει στις 
αρτηρίες επιβραδύνοντας τη ροή του αίµατος, αλλά και η οξειδωµένη µορφή της, 
παρουσίασαν σηµαντική µείωση (Castilla et al., 2006). Επιπρόσθετα, η 
κατανάλωση κόκκινου κρασιού έχει σχετιστεί µε αυξηµένη συγκέντρωση της HDL 
χοληστερόλης η οποία µειώνει τον κίνδυνο εµφάνισης στεφανιαίας νόσου (Tsanga 
et al., 2005).  

Γ. Αντιφλεγµονώδης ∆ράση 

Τα φαινολικά συστατικά των σταφυλιών, όπως οι φλαβονόλες και οι φλαβανόλες και 
ιδιαίτερα τα συστατικά των σπόρων έχει δειχθεί πως έχουν αντιφλεγµονώδη επίδραση 
στον άνθρωπο. Η αναστολή ή η µείωση των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων των 
κυτοκινών ενδέχεται να είναι από τα βασικότερα µονοπάτια της αντιφλεγµονώδους 
επίδρασης των πολυφαινολών που προέρχονται από σταφύλια (Chacona et al., 2009). 
Συγκεκριµένα, κυτταρικές σειρές που εµπλέκονται άµεσα στην ανοσολογική 
απάντηση, όπως αδιποκύτταρα και µακροφάγα, επωάστηκαν µε εκχυλίσµατα σπόρων 
σταφυλιών και ακολούθησε διέγερση των κυττάρων µε φλεγµονώδη σήµατα και 
παρατηρήθηκε ότι παρήχθησαν λιγότερες ποσότητες ιντερλευκίνης 6 (IL-6), η οποία 
επάγει τη διαφοροποίηση των Β λεµφοκυττάρων, και  χηµειοτακτικής πρωτεΐνης 1 
των µακροφάγων (MCP-1), ενώ παρατηρήθηκαν αυξηµένες ποσότητες 
αδιπονεκτίνης, η οποία είναι ορµόνη του λιπώδους ιστού. Η αδιπονεκτίνη όταν 
βρίσκεται σε µεγάλες συγκεντρώσεις, ασκεί την αντιφλεγµονώδη της δράση µέσω 
καταστολής της δραστηριότητας των µακροφάγων, τα οποία είναι η κύρια πηγή προ-
φλεγµονοδών κυτοκινών. Υπάρχουν αρκετές παρόµοιες µελέτες που υποστηρίζουν τη 
συγκεκριµένη δράση των πολυφαινολών και αναφέρουν διαφορετικά ευρήµατα όπως 
για παράδειγµα τη µείωση της προσταγλαδίνης Ε2, η οποία αποτελεί διαµεσολαβητή 
της φλεγµονής. Ωστόσο, παρόµοια αποτελέσµατα έχουν προκύψει και από µελέτες σε 
ζωϊκά µοντέλα. Συγκεκριµένα, εκχυλίσµατα από το φλοιό και τους σπόρους των 
σταφυλιών βρέθηκε πως περιορίζουν της εξέλιξη της φλεγµονής του ωτός (ωτίτιδα) 
αλλά και οιδήµατα σε ποντίκια (Terra et al., 2009, Bralley et al., 2007, Li et al., 
2001). 
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∆. Αντιµικροβιακή ∆ράση 

Οι φυτικές πολυφαινόλες έχει δειχθεί πως διαθέτουν αντιβακτηριακές, 
αντιµυκητιακές και αντι-ιϊκές ιδιότητες. Οι  Rodriguez et al απέδειξαν το 2007 πως το 
κρασί αναστέλλει την ανάπτυξη µικροβίων και ιδιαίτερα της E.coli και µάλιστα η 
αναστολή είναι δοσο-εξαρτώµενη. Επιπλέον, εκχυλίσµατα από λευκό και κόκκινο 
κρασί χωρίς αλκοόλ ανέστειλαν την ανάπτυξη και της E. coli αλλά και των 
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium και Listerial monocytogenes. 
Βέβαια, τα διάφορα βακτηριακά είδη δεν είναι εξίσου ευαίσθητα στην έκθεση σε 
φαινολικές ενώσεις (Sivarooban et al., 2008) και αξίζει να σηµειωθεί πως σε 
ορισµένες µελέτες έχει δειχθεί πως τα εκχυλίσµατα από τους σπόρους των σταφυλιών 
είναι πολύ πιο αποτελεσµατικά έναντι των βακτηριακών κυττάρων συγκριτικά µε 
εκχυλίσµατα της σάρκας του φρούτου, κάτι το οποίο ισχύει και για την 
αντιοξειδωτική ικανότητα (Yigit et al., 2009).  

Φαινολικά συστατικά σταφυλιών όπως η ρεσβερατρόλη, αναστέλλουν σε 
συγκέντρωση 10-20 µL   τον παθογόνο για τον άνθρωπο µύκητα Candida albicans 
(Papadopoulou et al., 2005). 

Τέλος, στην παρούσα εργασία αλλά και σε άλλες έχει αποδειχτεί πως διάφορα µόρια 
πολυφαινολών µπορούν και αναστέλλουν τη δράση των τοποϊσοµερασών µέσω 
διαφόρων µηχανισµών. Παράλληλα έχει δειχθεί πως η τοποϊσοµεράση Ι ενισχύει την 
αντίστροφη µεταγραφή διαφόρων ιών όπως του Epstein-Barr και άλλων ερπητοϊών, 
αδενοϊών, αλλά και του HIV-1. Έτσι λοιπόν, αν τα κύτταρα ξενιστές οδηγούνται σε 
θάνατο µετά την επίδραση αυτών των φυτικών µορίων τότε σίγουρα οι πολυφαινόλες 
διαθέτουν και µία ιδιαίτερη αντι-ϊική δράση (Pommier et al., 1998). 

Ε. Αντικαρκινική δράση 

Από τις σηµαντικότερες βιολογικές δράσεις είναι η αντικαρκινική. 

 

1.9 Πολυσταδιακό µοντέλο καρκίνου 
Το πολυσταδιακό µοντέλο καρκίνου φαίνεται ότι περιλαµβάνει τρία στάδια, που 
στηρίζονται σε διαφορετικούς µηχανισµούς εξέλιξης. 

Ο βασικός µηχανισµός που διέπει το πρώτο στάδιο (Initiation) της καρκινογενετικής 
διαδικασίας, είναι η πρόκληση µεταλλάξεων σε ένα κύτταρο αδιαφοροποίητο (stem 
cell). Κάτω από την επίδραση ενός µεταλλαξιγόνου παράγοντα, προκαλείται 
µετάλλαξη, πιθανότατα σε γονίδια που σχετίζονται µε την ικανότητα του  κυττάρου 
να φτάσει στην τελική διαφοροποίηση, δίνοντας γένεση σε ένα κύτταρο, που κάτω 
από τις κατάλληλες συνθήκες µπορεί να εκτελεί µεγαλύτερο αριθµό µιτώσεων από 
ότι φυσιολογικά ήταν προγραµµατισµένο να κάνει.   

Ο βασικός µηχανισµός που διέπει το δεύτερο στάδιο (Promotion) της 
καρκινογενετικής διαδικασίας, είναι ο κλωνικός πολλαπλασιασµός των αρχικά 
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µεταλλαγµένων κυττάρων λόγω επίδρασης 
παραγόντων που προάγουν τη µίτωση. Το 
στάδιο αυτό είναι αντιστρεπτό µε την 
απόσυρση του µιτογόνου παράγοντα.  

 

Καθώς το µεταλλαγµένο κύτταρο διαιρείται, 
όταν πλησιάζει στην κυτταρική διαίρεση 
που κανονικά θα πέθαινε για παράδειγµα 
στην 40η, και προχωρά στην 41η ή και 42η 
κ.ο.κ., και προστίθενται γενωµικές βλάβες 
στα κύτταρα απογόνους οι οποίες κανονικά 
δεν θα συνέβαιναν αφού τα κύτταρα θα 
πέθαιναν στην 40η διαίρεση. Οι γενωµικές 
βλάβες είναι ραγδαίες αφού η γενωµική 
αστάθεια µετά την κρίσιµη 40η διαίρεση 
αυξάνεται δραµατικά. Από τα κύτταρα που 
προκύπτουν κάποιο και µόνο ένα αποκτά 
µία κρίσιµη µετάλλαξη η οποία και το 
µετατρέπει στο πρώτο προκαρκινικό 
κύτταρο.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 26: Τα τρία στάδια του 
πολυσταδιακού µοντέλου του καρκίνου.   
 

 

Στο τρίτο στάδιο (Progression), το µεταλλαγµένο και εξαρτώµενο από τον προαγωγέα 
κύτταρο, µετατρέπεται σε ένα καρκινικό, ανεξάρτητο από προαγωγέα κύτταρο. 
Φαίνεται ότι κάτω από τη συνεχή µιτογόνο επίδραση του προαγωγέα, κάποιο κύτταρο 
εµφανίζει επιπλέον επιγενετικές µεταλλάξεις που αθροιστικά δίνουν τον καρκινικό 
φαινότυπο. Τα αποτελέσµατα των ερευνών δείχνουν ότι τουλάχιστον δύο γενετικές 
βλάβες είναι απαραίτητες για την καρκινική εξαλλαγή και υπάρχουν αρκετές 
ενδείξεις ότι η δεύτερη βλάβη αφορά απάλειψη αντι-ογκογονιδίων. Βέβαια, φαίνεται 
ότι στην ανάπτυξη των περισσοτέρων τύπων καρκίνου είναι απαραίτητες 
περισσότερες από δύο γενετικές βλάβες. Συχνά, οι φάσεις της προαγωγής και 
προόδου, δηλαδή τα δύο τελευταία στάδια, περιγράφονται σαν µία κοινή φάση που 
ίσως τελικά να είναι και πιο κοντά στην πραγµατικότητα (Σηµειώσεις Βιοχηµικής 
Τοξικολιγίας, Mehta et al., 2010).  
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1.9.1 Χηµειοπροστασία   
Το πολυσταδιακό µοντέλο της καρκινογένεσης εποµένως, απαιτεί την προοδευτική 
συσσώρευση σωµατικών µεταλλάξεων σε µία συγκεκριµένη κυτταρική σειρά 
προκειµένου ο φυσιολογικός φαινότυπος σε έναν ιστό να χαρακτηριστεί 
υπερπλαστικός, δυσπλαστικός και τελικά κακοήθης. Ωστόσο, τα σταδιακά αυτά 
γεγονότα εξελίσσονται σε βάθος χρόνου το οποίο επιτρέπει  τη δράση 
χηµειοπροστατευτικών παραγόντων. Η χηµειοπροστασία συνίσταται στην πρόληψη, 
την αναστολή ή και την αντιστροφή της καρκινογένεσης µέσω της χορήγησης 
χηµικών ενώσεων µε τη µορφή φαρµάκων ή ως συστατικά φυτικών τροφών. Η 
χηµειοπροφύλαξη ως στρατηγική πρόληψης από τον καρκίνο µπορεί να εφαρµοστεί 
είτε σε άτοµα που βρίσκονται σε υψηλό κίνδυνο λόγω περιβαλλοντικών παραγόντων, 
όπως είναι το κάπνισµα, είτε σε άτοµα µε προδιάθεση για καρκίνο, όπως άτοµα µε 
αδενώµατα στο πεπτικό σύστηµα, είτε τέλος, σε άτοµα που έχουν ήδη εµφανίσει τη 
νόσο. Οι µέθοδοι χηµειοπροστασίας, χρησιµοποιώντας διάφορους συνθετικούς ή 
φυτικούς παράγοντες, στοχεύουν κυρίως στη διακοπή σηµαντικών βιολογικών 
διεργασιών που συντελούν στην πρόοδο του καρκίνου. 

1.9.2 Πολυφαινόλες ως χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες – Μηχανισµοί δράσης  
Μία από τις σηµαντικότερες κατηγορίες φυτοχηµικών συστατικών είναι οι φυτικές 
πολυφαινόλες.  Υπάρχουν δεκάδες επιδηµιολογικές µελέτες  που υποστηρίζουν πως η 
αυξηµένη πρόσληψη των φλαβονοειδών ενδεχοµένως να σχετίζεται µε µειωµένη 
πιθανότητα εµφάνισης καρκίνου στον άνθρωπο. Αυτό σηµαίνει πως στα φλαβονοειδή 
δίνεται ένας προστατευτικός ρόλος ενάντια στον καρκίνο, το οποίο αποδεικνύεται 
από in vitro αλλά και από in vivo µελέτες. Στον πίνακα 3 παρουσιάζονται 
συγκεκριµένα µόρια φλαβονοειδών τα οποία έχει δειχθεί ότι αναστέλλουν την 
ανάπτυξη διαφόρων καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

 

Πίνακας 3: Αντικαρκινική δράση φλαβονοειδών σε διάφορες καρκινικές κυτταρικές 
σειρές στον άνθρωπο.  
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Έχουν προταθεί κατά καιρούς διάφοροι µηχανισµοί δράσης των φλαβονοειδών 
µέσω των οποίων εκφράζεται η αντικαρκινική δράση των αντιοξειδωτικών αυτών 
µορίων. Οι σηµαντικότεροι από αυτούς είναι: 

Α. Ακινητοποίηση-∆ιακοπή του κυτταρικού κύκλου 

∆ιάφορα µιτογόνα σήµατα αναγκάζουν τα κύτταρα να πραγµατοποιήσουν µια σειρά 
από συντονισµένα βήµατα προκειµένου να διεξαχθεί και να ολοκληρωθεί ο 
κυτταρικός κύκλος. Η σύνθεση του DNA, η οποία πραγµατοποιείται στη φάση S, 
και ο διαχωρισµός των θυγατρικών κυττάρων, που πραγµατοποιείται στη φάση M, 
αποτελούν τα κυριότερα σηµεία του κυτταρικού κύκλου. Το διάστηµα µεταξύ των 
φάσεων S και M είναι γνωστό ως φάση G2. Στη φάση G2 δίνεται στα κύτταρα ο 
απαιτούµενος χρόνος προκειµένου να διορθωθούν ενδεχόµενα λάθη τα οποία 
συµβαίνουν κατά τον διπλασιασµό του DNA, έτσι ώστε τα λάθη αυτά να µην 
διαιωνίζονται  στα θυγατρικά κύτταρα. Αντίθετα, η φάση G1 αντιπροσωπεύει το 
διάστηµα µεταξύ των φάσεων M και S στο οποίο το κύτταρο προετοιµάζεται 
προκειµένου να διπλασιαστεί. 

Οι CDKs (κινάσες εξαρτώµενες από κυκλίνες) αποτελούν ένζυµα που 
διαδραµατίζουν έναν πολύ σηµαντικό ρυθµιστικό ρόλο στην πρόοδο του 
κυτταρικού κύκλου. Οποιαδήποτε µεταβολή ή απορύθµιση της δραστικότητας των 
CDK αποτελεί παθογόνo χαρακτηριστικό και σχετίζεται µε νεοπλασµατικές 
καταστάσεις. Μεταλλάξεις είτε στα γονίδια των CDK, είτε στα γονίδια των 
αναστολέων των µορίων αυτών, οι οποίες οδηγούν στην  υπερενεργοποίηση των 
CDK σχετίζονται µε διάφορους τύπους καρκίνου. Για αυτό το λόγο µόρια που 
λειτουργούν ως αναστολείς των CDK θα είχαν ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως 
θεραπευτικοί παράγοντες κατά του καρκίνου (Senderowich et al, 1999, 
Senderowich et al., 2001). 

 Έχει δειχθεί πως φλαβονοειδή όπως η γενιστεΐνη, η κερκετίνη, η ντεζεΐνη και η 
κεµπφερόλη διαταράσσουν τα σηµεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (G1/S και 
G2/M) σε καλλιέργειες καρκινικών κυτταρικών σειρών (Zin et al, 1998, Choi et al., 
2001, Casagrande et al., 2001).  

Β. Προώθηση της ∆ιαφοροποίησης 

Τα καρκινικά κύτταρα προκύπτουν από φυσιολογικά κύτταρα τα οποία 
συσσωρεύουν µεταλλάξεις που σταδιακά οδηγούν στην ανικανότητα του κυττάρου 
να ανταποκρίνεται σε εξωγενείς αυξητικούς παράγοντες. Έτσι προκύπτουν κλώνοι 
κυττάρων που µοιάζουν µε εµβρυϊκά κύτταρα καθώς δεν ανταποκρίνονται σε 
σήµατα που προάγουν τη διαφοροποίηση και την ωρίµανση. Έτσι, µόρια που θα 
προωθούσαν την τελική διαφοροποίηση των κυττάρων θα µπορούσαν να 
αποτελέσουν παράγοντες για τη θεραπεία ή και την πρόληψη του καρκίνου.     

Οι φλαβόνες γενιστεΐνη, απιγενίνη, λουτεολίνη, κερκετίνη και πλωρετίνη έχει 
δειχθεί πως επάγουν τη διαφοροποίηση ανθρώπινων λευχαιµικών κυττάρων HL-60 
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(οξείας µυελογενούς λευχαιµίας) σε κοκκιοκύττατρα και µονοκύτταρα (Takahashi 
et al., 1998). Επίσης άλλα µόρια φλαβονών έχει δειχθεί πως επάγουν τη 
διαφοροποίηση σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του πεπτικού συστήµατος 
(Wenzel et al., 2000). Έτσι, η επαγωγή της τελικής διαφοροποίησης των κυττάρων 
από τα φλαβονοειδή ενδέχεται να µειώνει τα νεοπλασµατικά κύτταρα και να 
επαναφέρει τη φυσιολογική οµοιόσταση των κυττάρων. 

Γ. Αναστολή της αγγειογενετικής διαδικασίας 

Η αγγειογένεση είναι µία αυστηρά ελεγχόµενη διαδικασία στον οργανισµό η οποία 
ρυθµίζεται από πολλούς αγγειογενετικούς και αγγειοστατικούς παράγοντες και 
συµβαίνει εκτεταµένα κατά την εµβρυογένεση. Ωστόσο παθολογική αγγειογένεση 
µπορεί να παρατηρηθεί εκτεταµένα και σε όγκους καθώς λόγω του έντονου 
πολλαπλασιασµού των καρκινικών κυττάρων είναι απαραίτητη η συνεχής παροχή 
θρεπτικών συστατικών και οξυγόνου. Εποµένως παράγοντες που θα ανέστειλαν την 
αγγειογένεση σε διακριτά στάδια της, όπως ο πολλαπλασιασµός και η 
µετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων, θα είχαν ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως 
αντικαρκινικά φάρµακα. Έχει δειχθεί πως διάφορα φλαβονοειδή µπορούν και 
σταµατούν την ανάπτυξη όγκων µέσω αναστολής της νεοαγγειογενετικής 
διαδικασίας (Tosetti et al., 2002, Fotsis et al., 1998). 

 

Ωστόσο υπάρχουν και καλύτερα εδραιωµένοι µηχανισµοί µέσω των οποίων τα 
φλαβονοειδή δρουν κατά του καρκίνου. 

∆. Πρόληψη Μεταβολικής Ενεργοποίησης των Καρκινογόνων 

Πολλές in vitro και  in vivo µελέτες έχουν δείξει πως ορισµένα φλαβονοειδή 
ρυθµίζουν µε διάφορους µηχανισµούς τον µεταβολισµό των καρκινογόνων 
προστατεύοντας έτσι τον οργανισµό από τις βλαπτικές τους συνέπειες. 

Έναν σηµαντικό µηχανισµό αποτελεί η αναστολή της δράσης των ενζύµων της 
Φάσης Ι του µεταβολισµού από τα φλαβονοειδή. Τα ένζυµα της Φάσης Ι σε πολλές 
περιπτώσεις µεταβολίζουν προκαρκινογόνα µόρια σε δραστικά ενδιάµεσα. Τα 
δραστικά ενδιάµεσα µπορούν µε τη σειρά τους να αλληλεπιδράσουν µε πυρηνόφιλα 
µόρια του κυττάρου δηµιουργώντας ελεύθερες ρίζες και κατ’ επέκταση να 
προκαλέσουν καρκινογένεση. Συγκεκριµένα, τα φλαβονοειδή έχει δειχθεί πως 
αναστέλλουν τη δράση διαφόρων ισοενζύµων του Ρ450 όπως το  CYP1A1 και 
CYP1A2 (Lahiri-Chatterjee et al., 1999, Tsyrlov et al., 1994, Le Marchand et al., 
2000). 

Ένας δεύτερος σηµαντικός µηχανισµός είναι η ενεργοποίηση των ενζύµων του 
µεταβολισµού της φάσης ΙΙ όπως η τρανσφεράση της γλουταθειόνης, τα οποία 
αποτοξινώνουν και αυξάνουν την υδροφιλικότητα σε πιθανά καρκινογόνα µόρια, 
αυξάνοντας το ρυθµό αποµάκρυνσής τους από τον οργανισµό (Bu-Abbas et al., 
1998, Sun et al., 1998). 
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Ε. Αντιοξειδωτική ∆ράση 

Οι διαιτητικές πολυφαινόλες και τα φλαβονοειδή αποτελούν τα πλέον φυσικά 
αντιοξειδωτικά. Τα µόρια αυτά από χηµική άποψη είναι δότες ενός ηλεκτρονίου. 
Έτσι έχουν την ικανότητα να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες που προκύπτουν 
από διάφορους παράγοντες όπως το κάπνισµα, η ατµοσφαιρική ρύπανση, η 
φλεγµονή και ο µεταβολισµός. Οι πολυφαινόλες δρουν προστατευτικά καθώς 
µειώνουν τις οξειδωτικές αντιδράσεις µέσα στα κύτταρα, οι οποίες ενδέχεται να 
προάγουν την καρκινογένεση.  

In vitro µελέτες έχουν δείξει πως οι φλαβονόλες, οι φλαβόνες και οι ανθοκυανίνες 
διαθέτουν µία αξιοσηµείωτη αντιοξειδωτική δράση, ειδικά ενάντια των ριζών 
οξυγόνου (Dragsted LO., 2003). 

ΣΤ. Αναστολή της Φαρµακευτικής Αντοχής 

Η φαρµακευτική αντοχή αναφέρεται στην ανθεκτικότητα ορισµένων κυττάρων σε 
πολλά φάρµακα, η οποία οφείλεται στην Ρ-γλυκοπρωτεΐνη (Pgp). Η Ρ-
γλυκοπρωτεΐνη είναι ένας διαµεµβρανικός µεταφορέας ο οποίος µεταφέρει ποικίλες 
ουσίες εκτός του κυττάρου, όπως τοξικά φάρµακα και τοξίνες, καταναλώνοντας 
ΑΤΡ. ∆οµικά η πρωτεΐνη αποτελείται από δύο οµόλογες υποµονάδες, όπου η κάθε 
µία αποτελείται από µία διαµεµβρανική περιοχή που ευθύνεται για την πρόσδεση 
και την εκροή του φαρµάκου και µία κυτταροπλασµατική η οποία ευθύνεται για την 
πρόσδεση και την υδρόλυση του ΑΤΡ. Η ανθεκτικότητα αυτή που προσδίδεται στα 
κύτταρα από την Pgp αποτελεί ένα πολύ σηµαντικό εµπόδιο των χηµειοθεραπειών 
κατά του καρκίνου. Αν κι έχουν γίνει αρκετές µελέτες ώστε να ανακαλυφθούν 
αναστολείς της Pgp, οι περισσότερες ήταν ανεπιτυχείς λόγω του ότι οι αναστολείς 
αυτοί επηρέαζαν και άλλους κυτταρικούς στόχους µε επιβλαβείς συνέπειες για το 
κύτταρο. 

 

Εικόνα 27: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής και της δράσης της P-γλυκοπρωτεΐνης. 
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Για πολλά φλαβονοειδή έχει αναφερθεί πως διαθέτουν ανασταλτική δραστικότητα 
έναντι της Pgp. Η ρύθµιση της ανθεκτικότητας των κυττάρων στα φάρµακα από τα 
φλαβονοειδή ενδέχεται να  πραγµατοποιείται, µέσω: 

i. Αναστολής της έκφρασης του υπεύθυνου γονιδίου 
ii. Άµεσης πρόσδεσης στην κυτταροπλασµατική πλευρά της πρωτεΐνης µε  

µεγάλη συγγένεια ή 
iii. Αναστολής της δραστικότητας ATPάσης του µεταφορέα (Ren et al., 2003). 

Τέλος, από τους πιο άµεσους µηχανισµούς που συµβάλλουν στην επιβράδυνση της 
ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων είναι η αναστολή του πολλαπλασιασµού και 
η επαγωγή της απόπτωσης. 

Η. Αναστολή του πολλαπλασιασµού 

Η πρόληψη κατά του καρκίνου γενικά σχετίζεται µε την αναστολή ή την 
επιβράδυνση του εκτεταµένου πολλαπλασιασµού των κυττάρων.  

Η αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης παίζει έναν πολύ σηµαντικό ρόλο στη 
βιοσύνθεση των πολυαµινών, η οποία σχετίζεται άµεσα µε τη σύνθεση του DNA 
και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων σε διάφορους ιστούς. Η παραγωγή του 
συγκεκριµένου ενζύµου επάγεται από promoters που απαντώνται στα καρκινικά 
κύτταρα. Ωστόσο, διάφορα φλαβονοειδή φαίνεται να αναστέλλουν το ένζυµο 
αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης αναστέλλοντας µε αυτόν τον τρόπο τη σύνθεση των 
πρωτεϊνών και του DNA (Makita et al, 1996, Tanaka et al., 1997). Επιπλέον τα 
µόρια αυτά έχει βρεθεί πως αναστέλλουν διάφορα ένζυµα που συµµετέχουν στη 
µεταγωγή σήµατος όπως η πρωτεϊνική κινάση C και η πρωτεϊνική κινάση 
τυροσίνης, αλλά και ένζυµα υπεύθυνα για την σταθερότητα του γενώµατος που 
είναι οι τοποϊσοµεράσες. Όλα αυτά τα ένζυµα συµµετέχουν ενεργά στον 
πολλαπλασιασµό των κυττάρων και η απορρύθµισή τους από τα φλαβονοειδή 
οδηγεί το κύτταρο σε θάνατο. Πράγµατι, τα περισσότερα φλαβονοειδή έχει δειχθεί 
πως αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό σε καλλιέργειες καρκινικών σειρών και 
είναι ελάχιστα έως και καθόλου τοξικά για τα ανθρώπινα φυσιολογικά κύτταρα 
(Kuntz et al., 1999, Wenzel et al, 2000, Pouget et al., 2001).   

Θ. Επαγωγή της απόπτωσης 

Η απόπτωση είναι ένας τύπος κυτταρικού θανάτου που παίζει σηµαντικό ρόλο στη 
θωράκιση της ακεραιότητας ενός ιστού, καθώς περιορίζει την ανάπτυξη 
κατεστραµµένων ή γενικά ανεπιθύµητων κυττάρων για τον οργανισµό.  Η 
απόπτωση ρυθµίζεται από πολλά γονίδια και επάγεται από σήµατα “κινδύνου” τα 
οποία προέρχονται είτε από τον εξωκυττάριο χώρο είτε από το εσωτερικό του 
κυττάρου. Η απόπτωση πραγµατοποιείται από την ενεργοποίηση πολλαπλών 
πρωτεασών οι οποίες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους. 

Η απορύθµιση της απόπτωσης προάγει άµεσα την ογκογένεση, καθώς αν το 
κύτταρο που θα έπρεπε να οδηγηθεί σε θάνατο, επιβιώσει, ενδέχεται να διαιωνίσει 
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µεταλλάξεις που σταδιακά θα οδηγήσουν στη δηµιουργία καρκινικών κυττάρων. 
Για το λόγο αυτό, οι περισσότερες, αν όχι όλες, οι υπάρχουσες χηµειοθεραπείες 
κατά του καρκίνου στοχεύουν στην επαγωγή της απόπτωσης των καρκινικών 
κυττάρων στόχων.  

Τα φλαβονοειδή έχει δειχθεί πως επάγουν το αποπτωτικό µονοπάτι σε ορισµένες 
καρκινικές σειρές, ενώ δεν έχουν την ίδια επίδραση στα φυσιολογικά κύτταρα. Οι 
ακριβείς µηχανισµοί αυτής τους της δράσης δεν είναι ακόµα απόλυτα γνωστοί. 
Ωστόσο, είναι γνωστό πως ορισµένα φλαβονοειδή καταστέλλουν την έκφραση των 
γονίδιων της “κυτταρικής επιβίωσης” Bcl-2 και Bcl-X(L), ενεργοποιούν 
ενδονουκλεάσες, απελευθερώνουν από τα µιτοχόνδρια το κυτόχρωµα c µε συνέπεια 
την ενεργοποίηση των κασπασών 9 και 3, οι οποίες συµµετέχουν ενεργά στην 
απόπτωση ενός κυττάρου και φυσικά αναστέλλουν τη δράση των τοποϊσοµερασών 
τύπου Ι και ΙΙ (Ren et al., 2003). Συνοπτικά, σε ότι αφορά τις τοποϊσοµεράσες 
ισχύει: 

 

 

Καρκινικά Κύτταρα 

 

 

Αυξηµένη συγκέντρωση τοποϊσοµερασών λόγω εκτεταµένου πολλαπλασιασµού 

                                                          Επίδραση φλαβονοειδών 

 

Αναστολή δράσης τοποϊσοµερασών 

 

 

Επιβράδυνση αντιγραφής 

 

 

Αυξηµένη αστάθεια του γενώµατος κατά την αντιγραφή που δεν επιδιορθώνεται 

 

 

Τα κύτταρα οδηγούνται σε κυτταρικό θάνατο µέσω απόπτωσης. 
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1.10 Σκοπός 
Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η παρατήρηση της επίδρασης εκχυλισµάτων 
σταφυλιών πλούσιων σε πολυφαινολικές ενώσεις στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. Η αναστολή του ενζύµου από τα µόρια αυτά 
υποδεικνύει πιθανές αντικαρκινικές και χηµειοπροστατευτικές ιδιότητες των 
φαινολικών αυτών µορίων.  

Παράλληλα, κρίνεται απαραίτητη η µελέτη της επίδρασης των µεµονωµένων µορίων, 
που  αποτελούν τα µείγµατα, στην ενεργότητα του ενζύµου. Αξίζει ωστόσο να 
σηµειωθεί πως από τα εκχυλίσµατα είναι πιο πιθανό να παρατηρήσουµε την επίδραση 
των πολυφαινολών στην δραστικότητα της τοποϊσοµεράσης Ι, είτε λόγω 
συνεργατικής δράσης, ακόµα και ανάµεσα σε µη δραστικά µόρια, είτε διότι 
αυξάνεται η πιθανότητα να περιέχεται κάποια αναγνωρισµένα δραστική φαινολική 
ένωση. Επιπλέον, µε τη χρήση µειγµάτων µπορούµε να κάνουµε µία καλύτερη 
υπόθεση σχετικά µε το τι ενδεχοµένως να συµβαίνει σε ένα βιολογικό σύστηµα, µετά 
την κατανάλωση τροφών πλούσιων σε πολυφαινολικές ενώσεις. 

1.11 Σταφύλια 
Vitis είναι ένα γένος αναρριχώµενων φυτών το οποίο περιλαµβάνει περίπου 60 είδη 
και το οποίο ανήκει στην οικογένεια των αγγειόσπερµων φυτών Vitaceae. Τα είδη 
του γένους Vitis είναι πολύ σηµαντικά για την παγκόσµια οικονοµία καθώς τα 
σταφύλια, που αποτελούν τους καρπούς τους, είτε προορίζονται για άµεση 
κατανάλωση, είτε χρησιµοποιούνται στην παραγωγή κρασιού. Υπάρχουν τέσσερις 
κύριες κατηγορίες σταφυλιών: 

� Τα σταφύλια της Νοτίου και Ανατολικής Αµερικής και του Καναδά όπως τα 
Vitis labrusca και Vitis rotundifolia 

� Τα σταφύλια που ευδοκιµούν στη Ανατολική  Ασία (Vitis coignetiae) και 
αυτά που ευδοκιµούν κυρίως στην Κίνα και τη Σιβηρία (Vitis amurensis) 

� Τα Γαλλικά υβρίδια και 
� Τα Ευρωπαϊκά σταφύλια (Vitis vinifera). 

Τα µείγµατα πολυφαινολικών ενώσεων που δοκιµάστηκαν ως αναστολείς της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου ανήκουν στο είδος Vitis vinifera που ευδοκιµεί στην 
Νότια Ευρώπη (Μεσόγειος) και τη Νοτιοδυτική Ασία. Τα σταφύλια του είδους αυτού 
συνεπώς µπορούν να καλλιεργηθούν σε διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές και 
περιλαµβάνουν διάφορες ποικιλίες.  

Συνήθως, για την αποµόνωση φαινολικών συστατικών από τα σταφύλια, 
χρησιµοποιείται η εκχύλιση σε υγρούς διαλύτες (liquid-liquid extraction), κατά την 
οποία πραγµατοποιείται διαχωρισµός ενώσεων ανάλογα µε τη σχετική διαλυτότητά 
τους σε διαφορετικά υγρά. Ως διαλύτες της απόσταξης χρησιµοποιούνται οργανικές 
ενώσεις όπως η αιθανόλη, η µεθανόλη, η ακετόνη και το φορµικό οξύ, και νερό σε 
διαφορετικές αναλογίες. Από το φλοιό των καρπών, το ακατέργαστο εκχύλισµα 
περιέχει κυρίως ανθοκυανίνες και φλαβονόλες. Οι σπόροι µπορούν να αποµονωθούν 
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µετά από εφαρµογή µηχανικής πίεσης και θέρµανσης και µε αυτόν τον τρόπο 
παράλληλα αποµονώνονται φλαβανόλες και παράγωγα των υδροξυκινναµικών 
οξέων. Αν και η απόσταξη µε υγρούς διαλύτες εγγυάται µεγάλη απόδοση στην 
αποµόνωση των πολυφαινολών από σταφύλια, η χρήση µεγάλων ποσοτήτων 
οργανικών διαλυτών δεν είναι ούτε ασφαλής για τους ερευνητές αλλά ούτε και φιλική 
προς το περιβάλλον. Για το λόγο αυτό έχουν αναπτυχθεί εναλλακτικές µέθοδοι για 
την εκχύλιση των φαινολικών ενώσεων όπως η εκχύλιση µε βοήθεια φούρνου 
µικροκυµάτων (microwave-assisted extraction), η εκχύλιση µε τη βοήθεια υπερήχων 
(ultrasound-assisted extraction), η supercritical fluid extraction και η subcritical water 
extraction, στις οποίες η χρήση οργανικών διαλυτών είναι περιορισµένη. 

Το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο (TPC=total polyphenolic content) 
προσδιορίζεται συνήθως µε χρωµατοµετρία, η οποία αποτελεί µία φυσικοχηµική 
µέθοδο ποσοτικού προσδιορισµού έγχρωµων ενώσεων που βρίσκονται σε µορφή 
διαλύµατος. Η µέθοδος στηρίζεται στην ύπαρξη φαινολικών δακτυλίων που 
απορροφούν ορισµένες ακτινοβολίες από αυτές που περνούν δια µέσω του 
διαλύµατός τους. 

 Αξίζει να σηµειωθεί πως στο κρασί, η περιεκτικότητα σε πολυφαινόλες αυξάνεται 
ανάλογα µε την ποσότητα και την ποιότητα των περικαρπίων (φλοιός) που 
χρησιµοποιούνται για την παραγωγή του, καθώς και από τη διάρκεια της ζύµωσης. 
Για το λόγο αυτό και οι πολυφαινόλες βρίσκονται σε µεγαλύτερη συγκέντρωση στο 
κόκκινο κρασί, δεδοµένου ότι στη διάρκεια της οινοποίησης, οι φλούδες παραµένουν 
και ζυµώνονται µαζί µε τον χυµό του σταφυλιού για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα 
από ότι στο άσπρο κρασί. Η συγκέντρωση των πολυφαινολών στο κρασί εξαρτάται 
επίσης από την ποικιλία των σταφυλιών που χρησιµοποιείται, όσο και από τις 
συνθήκες οινοποίησης και παλαίωσής του. Γενικά, οι ερυθροί οίνοι περιέχουν 7 - 10 
φορές περισσότερες πολυφαινόλες σε σχέση µε τα λευκά. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

2.1 Υλικά 

2.1.1 Εκχυλίσµατα που µελετήθηκαν 
Στη συγκεκριµένη µελέτη συνολικά δοκιµάστηκαν 11 εκχυλίσµατα σταφυλιών που 
αποτελούν  µείγµατα πολυφαινολικών ενώσεων και συγκεκριµένα 3 εκχυλίσµατα 
καρπών σταφυλιών, 3 εκχυλίσµατα στέµφυλων και 5 εκχυλίσµατα βόστρυχων. Στα 
εκχυλίσµατα των καρπών των σταφυλιών περιλαµβάνονται και οι πολυφαινολικές 
ενώσεις από τους σπόρους του καρπού, ενώ οι όροι στέµφυλα και βόστρυχοι 
αναφέρονται αντίστοιχα σε ότι αποµένει µετά την οινοποίηση (περιλαµβάνονται και 
ξυλώδη µέρη του φυτού και καρποί) και σε αποκλειστικά ξυλώδη µέρη. 

Εκχυλίσµατα Καρπών 

Μελετήθηκαν εκχυλίσµατα από καρπούς που προέρχονται από: 

1. Μπατίκι Τυρνάβου (ΜΤ) 
2. Ασύρτικο Σαντορίνης 2003 (ΑΣ)  
3. Μανδηλαριά Ρόδου 2003 (Μ∆Ρ) 

Η σύσταση των εκχυλισµάτων σε πολυφαινολικές ενώσεις και το TPC του κάθε 
εκχυλίσµατος δίνονται στον πίνακα 4.   

 

Πίνακας 4: Σύσταση εκχυλισµάτων που αποµονώθηκαν από τους καρπούς των 
σταφυλιών. TPC*: Ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο σε mg γαλλικού οξέος/gr 
εκχυλίσµατος,  ND: no detection (δεν ανιχνεύθηκε) 
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Εκχυλίσµατα Στέµφυλων 

Μελετήθηκαν εκχυλίσµατα από στέµφυλα που προέρχονται από: 

1. Μανδηλαριά Σαντορίνης 2003 (Μ∆Σ) 
2. Ασύρτικο Ρόδου 2003 (ΑΡ) 
3. Ασύρτικο Σαντορίνης 2003 (ΑΣ) 

Η σύσταση των εκχυλισµάτων σε πολυφαινολικές ενώσεις και το TPC του κάθε 
εκχυλίσµατος δίνονται στον πίνακα 5.   

 

Πίνακας 5: Σύσταση εκχυλισµάτων που αποµονώθηκαν από στέµφυλα. TPC*: Ολικό 
πολυφαινολικό περιεχόµενο σε mg γαλλικού οξέος/gr εκχυλίσµατος,  ND: no 
detection (δεν ανιχνεύθηκε)  
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Εκχυλίσµατα Βοστρύχων 

Μελετήθηκαν εκχυλίσµατα από βόστρυχους που προέρχονται από: 

1. Μαυροτράγανο Σαντορίνης 2004 (ΜΣ) 
2. Βοϊδόµατο Σαντορίνης 2003 (ΒΣ) 
3. Ασύρτικο Σαντορίνης 2004 (ΑΣ #1) 
4. Ασύρτικο Σαντορίνης 2003 (ΑΣ) 
5. Ασύρτικο Σαντορίνης 2004 (ΑΣ #2) 

 

Η σύσταση των εκχυλισµάτων σε πολυφαινολικές ενώσεις και το TPC του κάθε 
εκχυλίσµατος δίνονται στον πίνακα 6.   

 

Πίνακας 6:  Σύσταση εκχυλισµάτων που αποµονώθηκαν από βόστρυχους. TPC*: 
Ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο σε mg γαλλικού οξέος/gr εκχυλίσµατος,  ND: no 
detection (δεν ανιχνεύθηκε)  

 

2.1.2 Πλασµιδιακό DNA 

Πλασµίδιο Bluescript –SK+  ενσωµατωµένο σε βακτήρια E.coli 
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2.1.3 Αποµόνωση πλασµιδίου 

• LB Broth (Scharlau-Ισπανία) 
• NaCl (Panreac-Ισπανία) 
• Αµπικιλλίνη (Ampicillin) (Sigma-Γερµανία) 

• Sol 1 (διάλυµα 1): Γλυκόζη (glucose) (Panreac-Ισπανία), Tris (Merck-
Γερµανία) (pH=8), EDTA (Panreac-Ισπανία) 

• Sol 2 (διάλυµα 2): SDS 10% (Sigma-Γερµανία), NaOH (Merck-Γερµανία) 

• Sol 3 (διάλυµα 3): potassium acetate (Sigma-Γερµανία), οξικό οξύ (Merck-
Γερµανία) 

• Προπανόλη (Merck-Γερµανία) 
• Αιθανόλη (Merck-Γερµανία) 
• RNAse (Sigma-Γερµανία) 

2.1.4 Wheat Germ Topoisomerase I relaxation assay 

• Ένζυµο: Τοποϊσοµεράση Ι από σπόρο σίτου (Promega-Η.Π.Α) 
• DTT (DiThioThreitol-∆ιθειοθρεϊτόλη) (Applichem-Γερµανία) 
• Γλυκερόλη (Panreac-Ισπανία) 
• Tris (Merck-Γερµανία) 
• HCl (Merck-Γερµανία) 
• NaCl (Panreac-Ισπανία) 
• EDTA (Panrean-Ισπανία) 
• Βορικό οξύ (Boric acid) (Sigma-Γερµανία) 
• Αγαρόζη (Agarose) 
• Χρωστική κυανό της βρωµοφαινόλης (Bromophenol blue) (Research 

Organics-Η.Π.Α) 
• Βρωµιούχο αιθίδιο (Ethidium Bromide) (Merck-Γερµανία) 

 

 

2.2. Μέθοδοι 

2.2.1 Topoisomerase I relaxation assay - Αρχή της µεθόδου 
Η µέθοδος στηρίζεται στην ικανότητα της τοποϊσοµεράσης να προκαλεί µονόκλωνα 
σπασίµατα στο πλασµιδιακό DNA, το οποίο αποτελεί πρότυπο γενετικού υλικού που 
µας επιτρέπει να εκτιµήσουµε τη δράση των αναστολέων των τοποϊσοµερασών. Το 
πλασµιδιακό DNA είναι ένα κυκλικό δίκλωνο DNA, το οποίο φυσιολογικά απαντάται 
κυρίως στα βακτήρια. 

Όταν το πλασµιδιακό DNA µετακινείται σε ηλεκτρικό πεδίο δηλαδή 
ηλεκτροφορείται, εµφανίζεται κυρίως σε τρεις διαφορετικές διαµορφώσεις: 
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1. Την υπερελικωµένη διαµόρφωση στην οποία το πλασµίδιο είναι άθικτο (χωρίς 
σπασίµατα) και η οποία αποτελεί την πιο συµπαγή του µορφή. 

2. Την ανοιχτή κυκλική, στην οποία µεταβαίνει όταν προκαλούνται µονόκλωνα 
σπασίµατα από ενζυµικούς (τοποϊσοµεράση Ι) ή άλλους παράγοντες και 

3. Την γραµµική διαµόρφωση στην οποία µεταβαίνει όταν φέρει δίκλωνα 
σπασίµατα. 

Οι διαµορφώσεις αυτές κινούνται µε διαφορετική ταχύτητα σε ένα πήκτωµα, καθώς η 
πηκτή λειτουργεί ως µοριακός ηθµός που ευνοεί την διαφορετική αυτή µετακίνηση. 
Εποµένως, όσο πιο µικρή σε µέγεθος είναι η διαµόρφωση, τόσο πιο γρήγορα 
διαπερνά την πορώδη πηκτή της αγαρόζης και τόσο περισσότερο αυξάνεται η 
απόσταση που διανύει στο πήκτωµα στη µονάδα του χρόνου.  

Συγκεκριµένα, η υπερελικωµένη διαµόρφωση που είναι και αρκετά συµπαγής, 
εύκολα διαπερνά τους πόρους της πηκτής και για αυτό εµφανίζεται στο πιο µακρινό 
σηµείο από το σηµείο φόρτωσης µετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης. Η ανοιχτή 
κυκλική που προκύπτει µετά τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι κινείται πιο αργά, 
παραµένει σχετικά κοντά στο σηµείο φόρτωσης και άρα εµφανίζεται πιο ψηλά στο 
πήκτωµα. Τέλος, η γραµµική διαµόρφωση εµφανίζεται ενδιάµεσα στην 
υπερελικωµένη και την ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση (εικόνα 27). 

 

 

Εικόνα 27: ∆ιαµορφώσεις του πλασµιδιακού DNA κατά την ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωµα αγαρόζης. 
 

Αξίζει να σηµειωθεί πως το πλασµιδιακό DNA µπορεί και ηλεκτροφορείται, καθώς 
ως νουκλεϊκό οξύ φέρει φωσφορικές οµάδες που το φορτίζουν αρνητικά. Εποµένως, 
το ρεύµα που εφαρµόζεται στην ηλεκτροφορητική συσκευή το αναγκάζει να κινηθεί 
προς την άνοδο, δηλαδή προς τον θετικό πόλο. 
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2.2.2 Πειραµατική  διαδικασία 

2.2.2.1 Αποµόνωση πλασµιδίου 
Η διαδικασία ξεκινάει µε καλλιέργεια βακτηρίων E. coli τα οποία έχουν αρχικά 
µετασχηµατιστεί µε το πλασµίδιο. Το θρεπτικό µέσο για την καλλιέργεια των 
βακτηρίων περιείχε 1,5 gr LB broth και 1gr  NaCl αραιωµένα σε 100 ml απιονισµένο 
νερό. Το θρεπτικό µέσο αποστειρώθηκε στους 120ο C µε υγρή αποστείρωση για 20 
min. Ακολούθησε προσθήκη διαλύµατος 100 µl αµπικιλλίνης αρχικής συγκέντρωσης 
100 mg/ml, ώστε να επιτευχθεί στο θρεπτικό µέσο αµπικιλλίνης τελική συγκέντρωση 
100 µg/ml. Στη συνέχεια, 3 µε 4 ml από το θρεπτικό µέσο επιµολύνθηκαν µε 
βακτήρια Ε. coli µετασχηµατισµένα µε το Bluescript-SK+ πλασµιδιακό DNA και η 
καλλιέργεια έφθασε σε εκθετικό στάδιο ανάπτυξης, µετά από συνεχή ανάδευση, σε 
210 στροφές και σε θερµοκρασία 37ο C για περίπου 4 ώρες. Στη συνέχεια η 
καλλιέργεια των βακτηρίων µεταφέρθηκε στην φιάλη των 100ml που περιείχε το 
θρεπτικό µέσο και αφέθηκε να αναπτυχθεί, µε συνεχή ανάδευση, στις 210 στροφές 
και σε θερµοκρασία 37ο C για περίπου 12-13 ώρες.  

Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA από τη βακτηριακή καλλιέργεια περιλαµβάνει 
τα εξής στάδια: 

� Τα βακτήρια διαχωρίστηκαν από το µέσο µε φυγοκέντρηση σε 4000 στροφές 
για 20 λεπτά και αποµονώθηκαν ως ίζηµα. 

� Τα βακτήρια διαλύθηκαν σε 8 ml διαλύµατος 1 (50 mM γλυκόζη, 25 mM 
Tris-HCl pH=8.0 και 10 mM EDTA pH=8.0) 

� Προστέθηκαν 16 ml διαλύµατος 2 (0,2 Ν NaOH και 1% SDS) και 
ακολούθησε απαλή ανάδευση 

� Προστέθηκαν 12 ml διαλύµατος 3 (45 ml από 5Μ οξικό κάλιο, 11,5 ml οξικό 
οξύ, 28,5 ml νερό)  

� Ακολούθησε ανάδευση και φυγοκέντρηση σε 5000 στροφές και στους 4ο C 
για 20 λεπτά  

� Μετά την φυγοκέντρηση το υπερκείµενο συλλέχθηκε και µεταφέρθηκε σε 
καινούριο σωλήνα και πραγµατοποιήθηκε επανάληψη της τελευταίας 
φυγοκέντρησης  

� Μετρήθηκε ο όγκος του υπερκείµενου και ακολούθησε η προσθήκη 
παγωµένης ισοπροπανόλης σε ποσό ίσο µε το 60% του όγκου του 
υπερκείµενου.  

� Μετά από έντονη ανάδευση του µείγµατος ακολούθησε φυγοκέντρηση σε 
5000 στροφές και σε 4ο C  για 20 λεπτά  

� Το ίζηµα ξεπλύθηκε µε 70% παγωµένη αιθανόλη (50% του όγκου) και 
ακολούθησε ανάδευση.  

� Τέλος πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση σε 5000 στροφές για 20 λεπτά και 
µετά από στέγνωµα στους 37ο C σε επωαστήρα, το ίζηµα  διαλυτοποιήθηκε 
από την προσθήκη διαλύµατος ΤΕ (10 mM   Tris-Cl,  1mM  EDTA) και  
ενζύµου RNAse µε τελική συγκέντρωση 10 µg/ml για την αποδόµηση του 
RNA. 
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Η εκτίµηση της ποσότητας και της καθαρότητας του πλασµιδιακού DNA 
πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση της απορρόφησης ABS σε µήκη κύµατος 260 και 280 
nm. Αξίζει να σηµειωθεί πως στα 280 nm απορροφούν οι πρωτεΐνες, ενώ στα 260 nm 
το DNA. Η συγκέντρωση του  πλασµιδιακού   DNA υπολογίζεται βάσει του τύπου: 

( )gc όl
µ πορρ ϕηση

µ
= Α στα 260 50 ήσυντελεστ ς× × ίαρα ωσης  

Η εκτίµηση των διαµορφώσεων του πλασµιδιακού DNA γίνεται µετά από 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1%. Επιλέγονται δείγµατα στα οποία το 
πλασµιδιακό DNA βρίσκεται σε ποσοστό 90 % στην υπερελικωµένη διαµόρφωση. 

 Το πλασµίδιο διατηρείται στους -20οC , αφού έχει πραγµατοποιηθεί διαχωρισµός του 
σε µικρότερες ποσότητες (aliquots), δεδοµένου ότι το συχνό ξεπάγωµα µπορεί να 
οδηγήσει σε απώλεια της υπερελικωµένης διαµόρφωσης. 

 

2.2.2.2 Wheat germ Topoisomerase I  relaxation assay 
Τα εκχυλίσµατα δοκιµάστηκαν αρχικά σε µία υψηλή ενδεικτική συγκέντρωση της 
τάξεως των 100 ή 200 µg/ml για την εύρεση πιθανών αναστολέων. Όσα εκχυλίσµατα 
έδωσαν αναστολή της Topo I εξετάστηκαν στη συνέχεια σε ένα εύρος 
συγκεντρώσεων από 0.5-50 µg/ml (ανάλογα µε την περίπτωση) για τον υπολογισµό 

του 50IC . Η τιµή IC50 (Inhibitory Concentration) αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του 

µείγµατος-αναστολέα, στην οποία παρατηρείται 50% αναστολή στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι.  

Συνολικά, χρησιµοποιήθηκαν τέσσερα stock ενζύµου. Με τιτλοδότηση του ενζύµου 
προέκυψε ότι περίπου 1 unit ενζύµου απαιτείται ώστε το 90% της υπερελικωµένης 
µορφής του πλασµιδίου να µετατραπεί στην ανοιχτή χαλαρωµένη λόγω του 
µονόκλωνου σπασίµατος που προκαλεί το ένζυµο, όπως φαίνεται και στην εικόνα 28. 
Για αυτό και σε ορισµένες αντιδράσεις αντί για 1unit, έχουν χρησιµοποιηθεί 1,3 units, 
1,5 units ή και 1,667 units.  

 

Εικόνα 28: Επίδραση της Τοποϊσοµεράσης Ι στο πλασµιδιακό DNA. Η διαµόρφωση 
που προκύπτει αλλάζει την ηλεκτροφορητική ικανότητα του µορίου. 
   
Το µείγµα κάθε αντίδρασης είχε τελικό όγκο 20µl και περιείχε 20% γλυκερόλη, 50 
mM  Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM   NaCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM  DTT , 1µg Bluescript  
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SK+ και 1-1.6 unit της τοποϊσοµεράσης Ι, ανάλογα µε το stock του ενζύµου. Κάθε 
αντίδραση περιελάµβανε τα εξής δείγµατα: τον αρνητικό µάρτυρα δηλαδή το 
πλασµιδιακό DNA, το θετικό µάρτυρα δηλαδή το πλασµιδιακό DNA µε το ένζυµο 
και τα δείγµατα που περιείχαν πλασµιδιακό DNA, ένζυµο και µείγµα διαφόρων 
µορίων σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 

     Τα δείγµατα επωάζονταν στους 37ο C για 45 λεπτά - µία ώρα σε ορισµένες 
περιπτώσεις, και η αντίδραση τερµατιζόταν µε την προσθήκη 4 µl διαλύµατος 
φόρτωσης (Stop Buffer) που περιέχει 0,25% κυανό της βρωµοφαινόλης και 30% 
γλυκερόλη. Αξίζει να σηµειωθεί πως το διάλυµα φόρτωσης χρησιµοποιείται για 3 
κύριους λόγους: προκειµένου να σταµατήσει την αντίδραση λόγω διαφορετικής 
θερµοκρασίας από αυτή των δειγµάτων, καθώς διατηρείται στους 4° C, προκειµένου 
να αυξήσει το βάρος των δειγµάτων αλλά και προκειµένου τα δείγµατα να 
χρωµατιστούν. Οι δύο τελευταίοι λόγοι διευκολύνουν κατά πολύ την ηλεκτροφόρηση 
η οποία αποτελεί το επόµενο βήµα του πειράµατος. 

Η ανάλυση των δειγµάτων γινόταν µε ηλεκτροφόρηση στα 80 V για περίπου 1 ώρα, 
σε πήκτωµα αγαρόζης 1 % και σε διάλυµα ΤΒΕ 1× (10mM   Tris-Cl, 90 mM  βορικό 
οξύ, 0,5 Μ EDTA µε pΗ =8). Στη συνέχεια το πήκτωµα της αγαρόζης χρωµατιζόταν 
σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου τελικής συγκέντρωσης 0,5µg/ml για 30 λεπτά και 
αποχρωµατίζόταν σε 250ml απιονισµένο νερό για άλλα 30 λεπτά. Τελικά το πήκτωµα 
φωτογραφιζόταν κάτω από υπεριώδες φως (UV) και η αποθήκευση των  εικόνων 
γινόταν µε το πρόγραµµα Alpha View (Alpha Innotech, San Leandro, California). 
Κάθε πείραµα πραγµατοποιήθηκε εις τριπλούν. 

 

2.2.3 Υπολογισµοί 
 Η επεξεργασία των φωτογραφιών των πηκτωµάτων έγινε µε το πρόγραµµα Gel-
Pro. Σε κάθε περίπτωση υπολογίζονταν τα ποσοστά της υπερελικωµένης και της 
ανοιχτής κυκλικής διαµόρφωσης του πλασµιδιακού  DNA, µετά την επίδραση των 
αναστολέων, βάσει της οπτικής πυκνότητάς τους. Από τις τιµές που προέκυπταν, το 
ποσοστό αναστολής υπολογιζόταν µε τον εξής τύπο: 

% 100p

p o

S S
ή

S S
αναστολ ς

−
= ×

−
 

Το pS  αντιπροσωπεύει το ποσοστό της υπερελικωµένης µορφής στο θετικό 

µάρτυρα, ο οποίος περιείχε το πλασµιδιακό DNA και το ένζυµο στη συγκέντρωση 
που έχει χρησιµοποιηθεί σε όλα τα δείγµατα της συγκεκριµένης κάθε φορά 
αντίδρασης. 

Το oS  αντιπροσωπεύει το ποσοστό της υπερελικωµενης µορφής στον αρνητικό 

µάρτυρα, ο οποίος περιέχει µόνο το πλασµιδιακό DNA. 
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Το  S  αντιπροσωπεύει το ποσοστό της  υπερελικωµένης µορφής σε κάθε ένα 
δείγµα, το οποίο περιείχε πλασµιδιακό DNA, ένζυµο και συγκεκριµένη ποσότητα 
αναστολέα. 

Τα ποσοστά αναστολής για το κάθε εξεταζόµενο µόριο µετρήθηκαν σε τρία 
ανεξάρτητα πειράµατα. Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων 
πραγµατοποιήθηκε µε το στατιστικό πρόγραµµα ανάλυσης Statistical Package for 
Social Sciences (SPSS) 13.0. Για τη στατιστική ανάλυση υπολογίζονταν αρχικά οι 
παράµετροι της περιγραφικής στατιστικής που είναι η µέση τιµή (mean), η τυπική 
απόκλιση (standard deviation) και το τυπικό σφάλµα (standard error). Η 
ανεξάρτητη µεταβλητή ήταν οι συγκεντρώσεις των καθαρών πολυφαινολικών 
ενώσεων. 

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µέσω ανάλυσης διακύµανσης 
ενός παράγοντα, 1-way ANOVA. Οι διαφορές θεωρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές 
µε επίπεδο σηµαντικότητας p<0.05. Στα γραφήµατα των αποτελεσµάτων 
παρουσιάζονται µόνο οι στατιστικά σηµαντικές τιµές. 

Για σύγκριση της ανασταλτικής δράσης των φυτικών µειγµάτων που 

χρησιµοποιήθηκαν στην µελέτη αυτή, προσδιορίστηκε η τιµή 50IC . Η τιµή 50IC  

(Inhibitory Concentration) αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του µείγµατος-αναστολέα, 
στην οποία παρατηρείται 50% αναστολή στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι. 
Αξίζει να σηµειωθεί πως όσο µικρότερη είναι η τιµή της σταθεράς αυτής, τόσο 
ισχυρότερη είναι η ανασταλτική δράση του κάθε µείγµατος πολυφαινολών.  
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3.Αποτελέσµατα  

3.1 Επίδραση εκχυλισµάτων σταφυλιών στην τοποϊσοµεράση Ι του σίτου 
Τα εκχυλίσµατα δοκιµάστηκαν σε ένα εύρος συγκεντρώσεων που κυµαίνεται από 0.5 
µg/ml έως 50 µg/ml. Ωστόσο, η µικρότερη συγκέντρωση που χρησιµοποιήθηκε 
διαφέρει για το κάθε εκχύλισµα και αυτό καθορίστηκε βάσει της ανασταλτικής του 
ικανότητας στην ενεργότητα του ενζύµου. Όσο µικρότερη συγκέντρωση του 
αναστολέα απαιτείται για αναστολή του ενζύµου, τόσο ισχυρότερος χαρακτηρίζεται 
ένας αναστολέας. Για τη σύγκριση των αναστολέων, υπολογίστηκε η τιµή IC50. 

3.1.1 Εκχυλίσµατα από Σταφύλια-Καρπούς    
 

A) Μπατίκι Τυρνάβου (ΜΤ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 0.5 µg/ml, 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 
20µg/ml και  50µg/ml. Σε συγκέντρωση 0.5 µg/ml παρατηρείται αναστολή στη 
δραστικότητα του ενζύµου σε ποσοστό 30%, ενώ σε συγκέντρωση 20µg/ml 
επιτυγχάνεται το µέγιστο ποσοστό αναστολής του ενζύµου (100%). Στην εικόνα 29 
φαίνεται η επίδραση του εκχυλίσµατος ΜΤ στην δραστικότητα της ευκαρωυτικής 
τοποϊσοµεράσης και στις 5 από τις 6 προαναφερθείσες συγκεντρώσεις.  

 

1. 1µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας 

2. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου– θετικός µάρτυρας 

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου + MT (1 µg/ml) 

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου + MT (5 µg/ml) 

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου + MT (10 µg/ml) 

6. 1 µg  πλασµιδίου + 1.667 units ενζύµου + MT (20 µg/ml) 

7. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου + MT (50 µg/ml) 

Εικόνα 29: Επίδραση του εκχυλίσµατος από το Μπατίκι Τυρβάβου (ΜΤ) στην 
ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
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Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της  Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΜΤ δίνονται στο γράφηµα 1. Η τιµή του IC50 

εκτιµάται σε 0.8 µg/ml. 

 

Γράφηµα 1: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΜΤ.  
 

B) Ασύρτικο Σαντορίνης του 2003 (ΑΣ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml και 20µg/ml. 
Σε συγκέντρωση 1µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του ενζύµου σε 
ποσοστό 29%, ενώ σε συγκέντρωση 20µg/ml επιτυγχάνεται µεγάλο ποσοστό 
αναστολής του ενζύµου (84.25%). Στην εικόνα 30 φαίνεται η επίδραση του 
εκχυλίσµατος ΑΣ 2003 στην δραστικότητα της ευκαρωυτικής τοποϊσοµεράσης και 
στις 5 προαναφερθείσες συγκεντρώσεις.  

 

 

1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασιδίου   +  1 unit ενζύµου (0.5 unit/µl) – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου +  1 unit ενζύµου  + ΑΣ (1 µg/ml) 
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4. 1 µg πλασµιδίου + 1 unit ενζύµου  + ΑΣ (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου + 1 unit ενζύµου  + ΑΣ (5 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου + 1 unit ενζύµου  + ΑΣ (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου +  1 unit ενζύµου + ΑΣ (20 µg/ml)  

Εικόνα 30: Επίδραση του εκχυλίσµατος από το Ασύρτικο Σαντορίνης στην 
ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 

Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΑΣ 2003 δίνονται στο γράφηµα 2. Η τιµή του IC50 

εκτιµάται σε 2.4 µg/ml.  

 

Γράφηµα 2: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΑΣ 2003. 
 

Γ) Μανδηλαριά Ρόδος του 2003 (Μ∆Ρ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και  
50µg/ml. Σε συγκέντρωση 1µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του 
ενζύµου σε ποσοστό 14%, ενώ σε συγκέντρωση 50µg/ml επιτυγχάνεται µέγιστο 
ποσοστό αναστολής του ενζύµου (99%). Στην εικόνα 31 φαίνεται η επίδραση του 
εκχυλίσµατος Μ∆Ρ στην δραστικότητα της ευκαρωυτικής τοποϊσοµεράσης και σε 4 
από τις 6 προαναφερθείσες συγκεντρώσεις.  
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1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας   

2. 1 µg πλασµιδίου  + 1 unit ενζύµου – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1 unit ενζύµου   + Μ∆Ρ (5  µg/ml) 

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1 unit ενζύµου   + Μ∆Ρ (10 µg/ml) 

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1 unit ενζύµου  + Μ∆Ρ (20 µg/ml) 

6. 1 µg πλασµιδίου  + 1 unit ενζύµου  + Μ∆Ρ (50 µg/ml)  

Εικόνα 31: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Μανδηλαριά Ρόδου στην 
ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος Μ∆Ρ δίνονται στο γράφηµα 3. Η τιµή του IC50 

εκτιµάται σε 5 µg/ml.  

 

Γράφηµα 3: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του Μ∆Ρ. 
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3.1.2 Εκχυλίσµατα από Στέµφυλα 
 

Α) Μανδηλαριά Σαντορίνης (Μ∆Ρ) 

∆οκιµάστηκε σε συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και 
50µg/ml. Στη µικρότερη συγκέντρωση που χρησιµοποιήθηκε (1µg/ml) το εκχύλισµα 
από την ποικιλία Μανδηλαριά Σαντορίνης προκαλούσε αναστολή της δραστικότητας 
του ενζύµου σε ποσοστό 27.5%, συγκριτικά µε το θετικό µάρτυρα και φθάνει στο 
µέγιστο ποσοστό (90%) σε 50 µg/ml. 

 

 

1. 1 µg πλασµιδίου  - αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασµιδίου  +  1.58 units ενζύµου – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου  +  1.58 units ενζύµου  + Μ∆Σ (1 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.58 units ενζύµου  + Μ∆Σ (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1.58 unitsl ενζύµου + Μ∆Σ (5 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου  + 1.58 units ενζύµου  + Μ∆Σ (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου  + 1.58 units ενζύµου  + Μ∆Σ (20 µg/ml)  

Εικόνα 32: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Μανδηλαριά Σαντορίνης 
στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 

Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος Μ∆Ρ δίνονται στο γράφηµα 4. Η τιµή του 
IC50εκτιµάται σε 2 µg/ml.  
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Γράφηµα 4: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος Μ∆Ρ. 

 

Β) Ασύρτικο Ρόδου  (ΑΡ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και  
50µg/ml. Σε συγκέντρωση 1µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του 
ενζύµου σε ποσοστό περίπου 26%, ενώ σε συγκέντρωση 50µg/ml επιτυγχάνεται 
αναστολή του ενζύµου µεγάλο σε ποσοστό 88.588%. Στην εικόνα 33 φαίνεται η 
επίδραση του εκχυλίσµατος ΑΡ  στην δραστικότητα της ευκαρωυτικής 
τοποϊσοµεράσης και στις 5 από τις 6 αυτές προαναφερθείσες συγκεντρώσεις  

 

 

1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας   

2. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΡ (2.5 µg/ml)  
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4. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΡ (5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΡ (10 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΡ (20 µg/ml) 

7. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΡ (50 µg/ml)  

Εικόνα 33: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Ασύρτικο Ρόδου στην 
ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΑΡ δίνονται στο γράφηµα 5. Η τιµή του IC50εκτιµάται 
σε 3 µg/ml.  

 

Γράφηµα 5: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΑΡ 
 

Γ) Ασύρτικο Σαντορίνη (ΑΣ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις  2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και  50µg/ml. 
Σε συγκέντρωση 2.5 µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του ενζύµου σε 
ποσοστό 32%, ενώ σε συγκέντρωση 50µg/ml επιτυγχάνεται αναστολή του ενζύµου σε 
ποσοστό 91%. Στην εικόνα 34 φαίνεται η επίδραση του εκχυλίσµατος ΑΣ στην 
δραστικότητα της ευκαρωυτικής τοποϊσοµεράσης και στις 5 προαναφερθείσες 
συγκεντρώσεις.  
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1. 1 µg πλασµιδίου  – αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασµιδίου   +  1.667 units ενζύµου  – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου   + 1.667 units ενζύµου + ΑΣ (2.5 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου   + 1.667 units ενζύµου + ΑΣ (5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου  + ΑΣ (10 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667  units ενζύµου + ΑΣ  (50 µg/ml)  

Εικόνα 34: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Ασυρτικό Σαντορίνης στην 
ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΑΣ δίνονται στο γράφηµα 6. Η τιµή του IC50 εκτιµάται 
σε περίπου 6 µg/ml.  

 

Γράφηµα 6: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΑΣ. 
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3.1.3 Εκχυλίσµατα από Βόστρυχους 
 

Α)  Μαυροτράγανο Σαντορίνης 2004  (ΜΣ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και  
50µg/ml. Σε συγκέντρωση 1µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του 
ενζύµου σε ποσοστό 49%, ενώ σε συγκέντρωση 20µg/ml επιτυγχάνεται το µέγιστο 
ποσοστό αναστολής του ενζύµου (93%). Στην εικόνα 35 φαίνεται η επίδραση του 
εκχυλίσµατος ΜΣ και στις 6 αυτές αυξανόµενες συγκεντρώσεις. 

 

1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασµιδίου  +  1.3 units ενζύµου  – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΜΣ (1 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΜΣ (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΜΣ (5 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου+  ΜΣ (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου+  ΜΣ (20 µg/ml) 

8. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3  units ενζύµου+ ΜΣ (50 µg/ml)  

Εικόνα 35: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Μαυροτράγανο Σαντορίνης 
στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου.  
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΜΣ δίνονται στο γράφηµα 7. Η τιµή του IC50 εκτιµάται 
σε 0.8 µg/ml.  
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Γράφηµα 7: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΜΣ. 
 

Β)  Βοηδόµατο Σαντορίνης 2003  (ΒΣ) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml και 20µg/ml. 

Στη συγκέντρωση των 20µg/ml η δραστικότητα του ενζύµου αναστέλλεται σε 
ποσοστό 97%, ενώ στη µικρότερη συγκέντρωση (1µg/ml) το ποσοστό αναστολής 
εκτιµάται στο 23%. 

 

 

1. 1 µg πλασµιδίου  - αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου  + BΣ (1 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου  + BΣ (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου  + BΣ (5 µg/ml)  
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6. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου  + BΣ (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου    + BΣ (20 µg/ml) 

Εικόνα 36:  Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Βοηδόµατο Σαντορίνης 
στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΒΣ δίνονται στο γράφηµα 8. Η τιµή του IC50εκτιµάται 
σε 2 µg/ml.  

 

Γράφηµα 8: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΒΣ 
 

Γ) Ασύρτικο Σαντορίνης του 2004  (ΑΣ #1) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και  
50µg/ml. Σε συγκέντρωση 1µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του 
ενζύµου σε ποσοστό 25%, ενώ σε συγκέντρωση 20µg/ml επιτυγχάνεται µεγάλο 
ποσοστό αναστολής του ενζύµου (86%). Στην εικόνα 37 φαίνεται η επίδραση του 
εκχυλίσµατος ΑΣ #1 στην δραστικότητα της ευκαρωυτικής τοποϊσοµεράσης και στις 
προαναφερθείσες συγκεντρώσεις.  
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1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασµιδίου  +  1.3  units ενζύµου – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3  units ενζύµου + ΑΣ #1 (1 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ#1 (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ#1 (5 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ#1 (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ#1 (20 µg/ml) 

8. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ#1 (50 µg/ml) 

Εικόνα 37: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Ασύρτικο Σαντορίνης (ΑΣ 
#1) στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΑΣ #1 δίνονται στο γράφηµα 9. Η τιµή του IC50 

εκτιµάται σε 2 µg/ml περίπου.  

 

Γράφηµα 9: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος  ΑΣ #1. 
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∆) Ασύρτικο Σαντορίνης του 2003  (ΑΣ)  

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml και  
50µg/ml. Σε συγκέντρωση 1µg/ml παρατηρείται αναστολή στη δραστικότητα του 
ενζύµου σε ποσοστό 31.50%, ενώ σε συγκέντρωση 20µg/ml επιτυγχάνεται ένα 
αρκετά µεγάλο ποσοστό αναστολής του ενζύµου και συγκεκριµένα η δραστικότητά 
του αναστέλλεται κατά 87.67%. Στην εικόνα 38 φαίνεται η επίδραση του 
εκχυλίσµατος ΑΣ στην δραστικότητα της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης Ι.  

 

 

1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας  

2. 1 µg πλασµιδίου   + 1.3 units ενζύµου – θετικός µάρτυρας 

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ (1 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ (5 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου + 1.3 units ενζύµου + ΑΣ (20 µg/ml)  

Εικόνα 38: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Ασύρτικο Σαντορίνης (ΑΣ 
2003) στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου.  
 
 
Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΑΣ 2003 δίνονται στο γράφηµα 10. Η τιµή του IC50 

εκτιµάται σε 2.8 µg/ml.  
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Γράφηµα 10: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής 
τοποϊσοµεράσης Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος ΑΣ 2003.  
 

Ε)  Ασύρτικο Σαντορίνης του 2004  (ΑΣ #2) 

∆οκιµάστηκε στις συγκεντρώσεις 0.5µg/ml, 1µg/ml, 2.5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 
20µg/ml και  50µg/ml. Σε συγκέντρωση 0.5µg/ml παρατηρείται αναστολή στη 
δραστικότητα του ενζύµου σε ποσοστό µόλις 17.5%, ενώ σε συγκέντρωση 50µg/ml 
επιτυγχάνεται το µέγιστο ποσοστό αναστολής του ενζύµου (90%).    

 

1. 1 µg πλασµιδίου – αρνητικός µάρτυρας   

2. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου – θετικός µάρτυρας  

3. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου  + ΑΣ #2 (1 µg/ml)  

4. 1 µg πλασµιδίου  + 1.667 units ενζύµου + ΑΣ #2 (2.5 µg/ml)  

5. 1 µg πλασµιδίου + 1.667 units ενζύµου  + ΑΣ #2 (5 µg/ml)  

6. 1 µg πλασµιδίου + 1.667 units ενζύµου  + ΑΣ #2 (10 µg/ml)  

7. 1 µg πλασµιδίου + 1.667 units ενζύµου + ΑΣ #2 (20 µg/ml)  

Εικόνα 39: Επίδραση του εκχυλίσµατος από την ποικιλία Ασύρτικο Σαντορίνης (ΑΣ 
#2) στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
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Τα ποσοστά αναστολής της δράσης της Topo I του σίτου από διαφορετικές 
συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος ΑΣ #2 δίνονται στο γράφηµα 11. Η τιµή του IC50 

εκτιµάται σε 3.8 µg/ml.  

 

Γάφηµα 11: Ποσοστά αναστολής της ενεργότητας της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης 
Ι  σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του Β8 
 
Συνοψίζοντας, τα 11 αυτά µεγµατα πολυφαινολών αναστέλλουν την δραστικότητα 

του ενζύµου µε διαφορετική το κάθε ένα ισχύ. Χρησιµοποιώντας τις τιµές 50IC   

που υπολογίστηκαν µε βάση τα ποσοστά αναστολής του ενζύµου σε κάθε 
συγκέντρωση εκχυλίσµατος, είναι δυνατή η εκτίµηση της σχετικής ισχύς του κάθε 
αναστολέα. Στον πίνακα που ακολουθεί αναγράφονται το χρώµα κάθε ποικιλίας 
από την οποία προέρχεται κάθε εκχύλισµα και οι τιµές IC50 των εκχυλισµάτων  

αυτών. 

 
Αναστολέας 

 
Χρώµα 

Ποικιλίας 

 

50IC  κατά 
προσέγγιση (µg/ml) 

Μπατίκι Τυρνάβου Λευκό 0.8 
Ασύρτικο Σαντορίνης Λευκό 2.4 
Μανδηλαριά Ρόδου Ερυθρό 5.0 
Μανδηλαριά Ερυθρό 2.0 
Ασύρτικο Ρόδου Λευκό 3.0 
Ασύρτικο Λευκό 6.0 
Μαυροτράγανο Σαντορίνης Ερυθρό 0.8 
Βοηδόµατο Σαντορίνης Ερυθρό 1.8 
Ασύρτικο Σαντορίνης 2004 (1) Λευκό 2.0 
Ασύρτικο Σαντορίνης 2003 Λευκό 2.8 
Ασύρτικο Σαντορίνης 2004 (2) Λευκό 3.8 
 Πίνακας 7: Τιµές 50IC  για τους 11 αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. 
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4.Συζήτηση 
Τα σταφύλια και το κρασί, που παράγονται και καταναλώνονται παγκοσµίως, έχει 
βρεθεί ότι έχουν αντιοξειδωτική και χηµειοπροστατευτική δράση και αυτό 
αποδίδεται στις πολυφαινόλες που περιέχουν. Οι πολυφαινόλες αποτελούν 
σηµαντικούς διαιτητικούς παράγοντες οι οποίοι είναι διαδεδοµένοι κυρίως στη 
Μεσογειακή διατροφή. Υπάρχουν εκτενείς αναφορές στη βιβλιογραφία σχετικά µε 
τις ευεργετικές δράσεις των φυτικών αυτών µορίων στον ανθρώπινο οργανισµό. 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η επίδραση 11 εκχυλισµάτων σταφυλιών, που 
αποτελούν µείγµατα πολυφαινολικών ενώσεων, στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. Τα εκχυλίσµατα αποµονώθηκαν τόσο από σταφύλια, 
δηλαδή από τους καρπούς του συγκεκριµένου φρούτου, όσο  από στέµφυλα, δηλαδή 
από τα υπολείµµατα της οινοποίησης στα οποία περιλαµβάνονται τα ξυλώδη µέρη 
του φυτού και οι καρποί, αλλά και από βόστρυχους, οι οποίοι αντιπροσωπεύουν 
αποκλειστικά τα ξυλώδη µέρη του φυτού. 

Όλα τα εκχυλίσµατα των σταφυλιών που εξετάστηκαν εµφάνισαν αναστολή της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου. Το πιο δραστικό ήταν το εκχύλισµα σταφυλιού 
Μπατίκι Τυρβάβου και το λιγότερο ισχυρό το εκχύλισµα Μανδηλαριάς Ρόδου µε 
τιµές  IC50  0.8 και 5 µg/ml, αντίστοιχα. Τα εκχυλίσµατα που αποµονώθηκαν από 
στέµφυλα έχουν τιµές IC50 2 µg/ml (Μανδηλαριά), 3 µg/ml (Ασύρτικο Ρόδου) και 6 
µg/ml (Ασύρτικο). Τέλος, τα εκχυλίσµατα από βόστρυχους έχουν τιµές  IC50 από 
0.8 έως 3.8 µg/ml. Το πιο ισχυρό είναι το Μαυροτράγανο Σαντορίνης και το 
λιγότερο δραστικό το Ασύρτικο Σαντορίνης 2004 (2). 

Παρατηρούνται διαφορές στη δραστικότητα µεταξύ των εκχυλισµάτων που 
πιθανώς να οφείλονται στη διαφορετική χηµική τους σύσταση, αφού προέρχονται 
τόσο από διαφορετικές ποικιλίες, όσο και από διαφορετικά τµήµατα του φυτού 
(σταφύλια, στέµφυλα, βόστρυχοι). Για παράδειγµα, οι πολυφαινόλες trans-
ρεσβερατρόλη, ε-βινιφερίνη, αQ3-Ο-γαλακτοσίδη και trans-καφταρικό οξύ 
εντοπίστηκαν σε µεγάλες συγκεντρώσεις στους βόστρυχους παρά στα εκχυλίσµατα 
που προήλθαν από άλλα τµήµατα του φυτού. Παροµοίως, η κερκετίνη βρέθηκε σε 
αυξηµένες συγκεντρώσεις στα στέµφυλα.  

Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι τα εκχυλίσµατα στέµφυλων και βόστρυχων, που 
αποτελούν τµήµατα της αµπέλου µη εκµεταλλεύσιµα για καταναλωτικούς σκοπούς, 
εµφάνισαν ανασταλτική δράση έναντι της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης Ι του 
σίτου. Ουσιαστικά, τα στέµφυλα και οι βόστρυχοι είναι παραπροϊόντα οινοποίησης. 
Περίπου το 80% της ποσότητας των σταφυλιών χρησιµοποιείται στην  οινοποιία, 
και αυτό σηµαίνει πως το ποσοστό των παραπροϊόντων είναι αρκετά σηµαντικό. 
Ορισµένα από αυτά τα παραπροϊόντα, όπως τα στέµφυλα και οι βόστρυχοι, θα 
µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν ως πηγή βιοδραστικών συστατικών µε 
φαρµακευτική και εµπορική αξία.    



77 

 

Υπάρχουν ωστόσο και µελέτες που αναφέρουν πως οι πολυφαινόλες σε ορισµένες 
περιπτώσεις και υπό ορισµένες συνθήκες, όχι µόνο δεν αποτρέπουν την εκδήλωση 
ασθενειών στον άνθρωπο, όπως καρδιαγγειακών νοσηµάτων, καρκίνου και 
ηπατοτοξικότητας, αλλά µπορούν ακόµα και να προκαλέσουν την εµφάνισή τους, 
λειτουργώντας στις περισσότερες περιπτώσεις ως προ-οξειδωτικοί παράγοντες 
(Halliwell., 2006). Η καλύτερη απάντηση στην άποψη αυτή δίνεται από την 
βασικότερη αρχή της τοξικολογίας: “Οποιαδήποτε µόριο, τρόφιµο ή γενικά 
οποιαδήποτε ουσία είναι εν δυνάµει τοξική και αυτό εξαρτάται από τη 
συγκέντρωσή της”.  

Εποµένως, όταν οι πολυφαινόλες εντάσσονται στο καθηµερινό διαιτολόγιο, είναι 
πιο πιθανό να ωφελούν τον οργανισµό παρά να τον βλάπτουν. Μάλιστα, είναι 
προτιµότερο να ακολουθείται µία ισορροπηµένη διατροφή πλούσια σε φυτοχηµικά 
µόρια, παρά να καταναλώνονται ορισµένα από αυτά σε συµπληρώµατα διατροφής. 
Ο συνδυασµός διαφορετικών χηµειοπροστατευτικών φυτοχηµικών παραγόντων, τα 
οποία βρίσκονται σε χαµηλές συγκεντρώσεις στα τρόφιµα, επιφέρει το επιθυµητό 
βιολογικό αποτέλεσµα µέσω συνεργατικών δράσεων που αναπτύσσονται µεταξύ 
των διαφορετικών µορίων και παράλληλα, µειώνει την πιθανότητα εµφάνισης 
τοξικότητας που θα παρατηρούταν από τη χορήγηση µεµονωµένων µορίων σε 
υψηλές συγκεντρώσεις. Όταν όµως τα µόρια αυτά χρησιµοποιούνται για 
θεραπευτικούς σκοπούς, και άρα σε υψηλές συγκεντρώσεις, είναι αναµενόµενο να 
προκαλέσουν επιπλοκές και παρενέργειες στον οργανισµό εφόσον επιδρούν σε 
βασικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως αναφέρεται και στην ενότητα 1.8. 

Η in vitro ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι υποστηρίζει ακόµα περισσότερο την χηµειοπροστατευτική δράση 
των πολυφαινολών και µεταφράζεται σε in vivo επαγωγή της απόπτωσης, καθώς 
ενεργοποιείται η ενδογενής “ικανότητα” των τοποϊσοµερασών να δρουν ως τοξίνες. 
Εποµένως, στις ποικίλες δράσεις των πολυφαινολικών ενώσεων, που 
χρησιµοποιήθηκαν ως αναστολείς της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης, προστίθεται 
πιθανώς και η αντικαρκινική.  

Καθώς ένα από τα βασικότερα χαρακτηριστικά του καρκίνου είναι ο ανεξέλεγκτος 
πολλαπλασιασµός των κυττάρων, είναι ουσιαστικό µία φαρµακευτική αγωγή να 
στοχεύει στις τοποϊσοµεράσες για τρεις βασικούς λόγους: 

1. Όσο πιο υψηλά είναι τα επίπεδα των τοποϊσοµερασών στο κύτταρο, τόσο πιο 
θανατηφόρα για τα κύτταρα είναι τα φάρµακα που στοχεύουν τα ένζυµα αυτά. Οι 
ταχέως αναπτυσσόµενοι ιστοί συνήθως περιέχουν υψηλότερα επίπεδα 
τοποϊσοµερασών τύπου Ι και ΙΙα συγκριτικά µε τους βραδέως αναπτυσσόµενους και 
µάλιστα τα καρκινικά κύτταρα εκφράζουν ακόµα υψηλότερα επίπεδα. Εποµένως τα 
φάρµακα είναι περισσότερο τοξικά στα καρκινικά κύτταρα. 

2. Στα καρκινικά κύτταρα εξαιτίας του έντονου πολλαπλασιασµού τους, το σύµπλοκο 
τοποϊσοµεράσης-DNA-φαρµάκου συγκρούεται πιο συχνά µε την αντιγραφική 
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µηχανή µε αποτέλεσµα να δηµιουργούνται, εκτεταµένα, σπασίµατα στο γενετικό 
υλικό. 

3. Συνήθως, τα καρκινικά κύτταρα δεν διαθέτουν τόσο άρτιους µηχανισµούς 
επιδιόρθωσης του  DNA ή αξιόπιστα σηµεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, 
συγκριτικά µε τα φυσιολογικά κάτι το οποίο, επίσης, τα καθιστά περισσότερο 
ευαίσθητα σε τέτοιους παράγοντες (Deweese et al., 2008).      

Για τα 11 µείγµατα πολυφαινολών που χρησιµοποιήθηκαν, δεν µπορεί να ειπωθεί µε 
ακρίβεια κατά πόσο κάποιο µεµονωµένο µόριο έπαιξε ρόλο στην ανασταλτική 
επίδραση των µειγµάτων στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι. Είναι πολύ πιθανό 
να αναπτύσσονται συνεργατικές σχέσεις µεταξύ των µορίων, οι οποίες οδηγούν στην 
τελική κατάργηση της δράσης του συγκεκριµένου ενζύµου.  

Ωστόσο, είναι σηµαντικό πως και τα 11 εκχυλίσµατα περιείχαν σε µεγάλο ποσοστό 
κατεχίνες, είτε ως µονοµερή ((+)- κατεχίνη), είτε ως πολυµερή που αναφέρονται ως 
προανθοκυανιδίνες, είτε εστεροποιηµένες µε γαλλικό οξύ που αναφέρονται ως 
επιγαλλοκατεχίνη. Οι κατεχίνες, όπως αναφέρθηκε και στην ενότητα 1.5.1, ανήκουν 
στις φλαβανόλες και υπάρχουν διάφορες µελέτες, µε διαφορετικά ευρήµατα η κάθε 
µία, που υποστηρίζουν την αντικαρκινική τους δράση. Για παράδειγµα, έχει βρεθεί 
πως οι κατεχίνες αυξάνουν την έκφραση του γονιδίου BAX και του γονιδίου της 
κασπάσης 3 (CASP3), τα προϊόντα των οποίων συµµετέχουν ενεργά στην επαγωγή 
της απόπτωσης. Επίσης, οι κατεχίνες αυξάνουν τα επίπεδα των κινασών MAPK1 
(mitogen-activated protein kinase 1) και MAPK2 (mitogen-acvtivated protein kinase 
2), οι οποίες είναι ένζυµα που συµµετέχουν στη µεταγωγή σήµατος σε διάφορες 
κυτταρικές λειτουργίες, όπως είναι η διαφοροποίηση. Τα ευρήµατα αυτά 
υποδεικνύουν πως οι πολυφαινολικές ενώσεις των 11 εκχυλισµάτων ενδεχοµένως να 
µπορούν να αποτελέσουν αντικαρκινικούς παράγοντες σε καλλιέργειες κυττάρων 
αλλά και σε επίπεδο οργανισµού, καθώς είναι σηµαντικό από τη µία πλευρά να 
αναστέλλεται ο ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασµός των καρκινικών κυττάρων (δράση 
στην τοποϊσοµεράση Ι και στα γονίδια BAX και CASP3) και από την άλλη να 
επάγεται η διαφοροποίηση τους (αλληλεπίδραση µε MAPK1 και ΜAPK2). Ο 
καρκίνος είναι µία πολύπλοκη ασθένεια στην οποία υπάρχει γενετική ποικιλότητα, 
όχι µόνο ανάµεσα στις διαφορετικές µορφές στις οποίες εµφανίζεται αλλά και 
ανάµεσα στα άτοµα που εµφανίζουν τον ίδιο τύπο καρκίνου ή ακόµα και ανάµεσα σε 
κύτταρα που αποτελούν έναν κακοήθη όγκο. Συνεπώς, οι θεραπευτικοί παράγοντες 
θα έπρεπε να στοχεύουν σε πολλαπλούς και όχι σε µεµονωµένους µοριακούς στόχους 
και αυτό είναι λογικό καθώς, εφόσον ο καρκίνος κατατάσσεται στα πολυπαραγοντικά 
νοσήµατα, δηλαδή προκύπτει ως αποτέλεσµα πολλών αιτιών και παραγόντων, η 
αντιµετώπισή του οφείλει να είναι εξίσου πολύπλευρη. 

Συνοψίζοντας, είναι προτιµότερο και ίσως ευκολότερο να δίνεται έµφαση και 
προσοχή στην χηµειοπροστατευτική επίδραση διαφόρων φυτοχηµικών ενώσεων στον 
ανθρώπινο οργανισµό και αυτό διότι υπάρχουν δεκάδες ευκαιρίες αναστολής της 
ανάπτυξης καρκίνου. Σύµφωνα µε το πολυσταδιακό µοντέλο, η επαγωγή της 
καρκινογένεσης και η εµφάνιση πλήρους κακοήθειας απαιτεί την εκπλήρωση τριών 
διακριτών, αλλά στενά συνδεδεµένων σταδίων τα οποία µπορεί να διαρκέσουν ακόµη 
και χρόνια.          
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