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Περίληψη 
 

Τα ψυχανθή ανήκουν στην οικογένεια φυτών Leguminosae, που αποτελεί µία 

οµάδα δικοτυλήδονων φυτών µε υψηλή διατροφική και οικονοµική αξία. Περιέχουν 

σηµαντικές ποσότητες φυτοχηµικών µορίων, όπως φαινολικά οξέα, λιγνάνες και 

ισοφλαβονοειδή, τα οποία έχει βρεθεί ότι ασκούν χηµειοπροστατευτική και 

αντιοξειδωτική δράση. Στην παρούσα διπλωµατική εργασία µελετήθηκε η επίδραση 

εκχυλισµάτων που αποµονώθηκαν από τα ψυχανθή Vicia faba και Lotus edulis στην 

ενεργότητα της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Η τοποϊσοµεράση ΙΙ είναι ένα ένζυµο 

που καταλύει τοπολογικές αλλαγές στο DNA και είναι απαραίτητη για την 

αντιγραφή, τη µεταγραφή και τον ανασυνδυασµό του DNA. Επίσης παίζει σηµαντικό 

ρόλο στην δοµή, τη συµπύκνωση, αποσυµπύκνωση και τον διαχωρισµό των 

χρωµοσωµάτων. Η τοποϊσοµεράση ΙΙ αποτελεί στόχο για µερικά από τα πιο γνωστά 

αντικαρκινικά φάρµακα, καθώς εµφανίζεται σε αυξηµένες συγκεντρώσεις σε 

καρκινικά κύτταρα. Συνολικά µελετήθηκαν δέκα καθαρά µόρια, πλούσια σε 

πολυφαινόλες, που αποµονώθηκαν από µεθανολικά εκχυλίσµατα του φυτού L. edulis 

και του φυτού V. faba. Από τα αποτελέσµατα προέκυψε ότι δύο µόρια από το φυτό L. 

edulis και δύο από το φυτό V. faba, δρουν ως καταλυτικοί αναστολείς της 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Επιπλέον υπολογίσθηκαν οι τιµές  IC50 του κάθε µορίου για την 

ανθρώπινη τοποϊσοµεράση ΙΙ. Η ικανότητα αυτών των καθαρών µορίων να 

αναστέλλουν την καταλυτική δραστηριότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ τα καθιστά ως 

πιθανούς αντικαρκινικούς παράγοντες, δηµιουργώντας µελλοντικές προοπτικές στην 

θεραπεία του καρκίνου. 
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1. Εισαγωγή 

 
1.1 Ψυχανθή  
 

Τα ψυχανθή είναι η πιο σηµαντική οικογένεια των δικοτυλήδονων µε υψηλή 

οικονοµική αξία. Περιλαµβάνουν περισσότερα από 18.000 είδη, τα οποία 

ταξινοµούνται σε 650 γένη και είναι µία από τις σηµαντικότερες οµάδες φυτών στην 

ανθρώπινη διατροφή, µε χαρακτηριστικά παραδείγµατα τα φασόλια, τη σόγια, τις 

φακές και τα µπιζέλια (Εικόνα 1) (Duranti, 2005). Μορφολογικά τα ψυχανθή 

χαρακτηρίζονται από ισχυρό πασαλώδες ριζικό σύστηµα µε πολυάριθµες 

διακλαδώσεις. Τόσο στην κύρια ρίζα, όσο και στις διακλαδώσεις παρατηρούνται 

εξογκώσεις που ονοµάζονται φυµάτια και των οποίων ο σχηµατισµός οφείλεται στην 

συµβιωτική δράση των αζωτοβακτηρίων του γένους Rhizobium, τα οποία έχουν την 

ικανότητα να δεσµεύουν ατµοσφαιρικό άζωτο και να το αποδίδουν στα φυτά σε 

άµεσα αφοµοιώσιµη µορφή (www.minagric.gr). 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τα ψυχανθή καλλιεργούνται σε ευρεία κλίµακα λόγω της υψηλής τους 

διατροφικής αξίας, αλλά και επειδή χρησιµοποιούνται στην ξυλεία, στην ιατρική, ενώ 

αποτελούν και πηγή ουσιών που δρουν ως εντοµοκτόνα. ∆ιαθέτουν υψηλή 

διατροφική αξία που αποδίδεται κυρίως στο περιεχόµενο τους σε πρωτεΐνες, οι οποίες 

παίζουν σηµαντικό ρόλο σε φυσιολογικές λειτουργίες που έχουν επίδραση στην 

ανθρώπινη υγεία (Πίνακας 1), ενώ αποτελούν και πηγές απαραιτήτων αµινοξέων, 

όπως είναι η λυσίνη. Οι πρωτεΐνες αντιπροσωπεύουν περίπου το 20% του ξηρού 

                       Εικόνα 1: Ψυχανθή που καταναλώνονται παγκοσµίως 
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βάρους στα φασόλια και στα µπιζέλια και πάνω από 40% στη σόγια. Τα ψυχανθή 

είναι η πιο πλούσια πηγή τροφής σε πρωτεΐνες και αµινοξέα για τον άνθρωπο και τα 

ζώα και αποτελούν την µοναδική πηγή πρωτεϊνών σε πολλές χώρες παγκοσµίως 

(Duranti, 2005).  

Επιπλέον, τα ψυχανθή έχουν ευεργετικές επιδράσεις σε χρόνιες ασθένειες, 

όπως σε συγκεκριµένους τύπους καρκίνου (µαστού, προστάτη), καρδιαγγειακές 

ασθένειες και διαβήτη (Spanou et al., 2008). Όσον αφορά την ευεργετική επίδραση 

στον διαβήτη, η κατανάλωση ψυχανθών καθυστερεί την πρόοδο της ασθένειας και 

µειώνει την αντίσταση στην ινσουλίνη (Venn et al., 2004). Σηµαντικός είναι ο ρόλος 

τους και σε καρδιαγγειακές ασθένειες καθώς συµµετέχουν στον έλεγχο της 

οµοιόστασης των λιπιδίων. Μελέτες δείχνουν πως η κατανάλωση ψυχανθών, όπως 

του φυτού Vicia faba, επιδρά άµεσα και προκαλεί µείωση στα επίπεδα της 

χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων. Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι τα ψυχανθή 

καθυστερούν την πρόοδο της καρκινογένεσης. Υπάρχουν µελέτες που δείχνουν την 

αντικαρκινική δράση σπόρων µπιζελιού σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του παχέος 

εντέρου (Duranti, 2005). 

Η δράση των ψυχανθών φαίνεται πως οφείλεται τόσο στις πρωτεΐνες όσο και 

σε φυτοχηµικά µόρια, που περιέχουν σε σηµαντικές ποσότητες, αλλά και στις 

αλληλεπιδράσεις που αναπτύσσονται µεταξύ αυτών των µορίων (Duranti, 2005). 

Φαινολικά µόρια, όπως φαινολικά οξέα, λιγνάνες και φλαβονοειδή (κυρίως 

ισοφλαβονοειδή), βρίσκονται στα ψυχανθή και φαίνεται πως ασκούν 

χηµειοπροστατευτικές και αντιοξειδωτικές δράσεις µέσω διαφόρων µηχανισµών 

(Spanou et al., 2008). Για παράδειγµα, πρόσφατες µελέτες υποδεικνύουν ότι τα 

ισοφλαβονοειδή δρουν πλεονεκτικά έναντι των καρδιαγγειακών ασθενειών και του 

καρκίνου και ότι λειτουργούν δρώντας ως αντιοιστρογόνα. Επιπλέον, τα ψυχανθή 

περιέχουν ανθοκυανίνες, όπως κυανιδίνη, δελφινίνη, πετουνιδίνη, πελαργκονιδίνη και 

µαλβιδίνη καθώς και προανθοκυανίνες, µόρια που παρουσιάζουν αντιοξειδωτική 

δράση in vitro. Το περιεχόµενο σε βιοενεργά µόρια εξαρτάται από τον τύπο του 

ψυχανθούς, από την ποικιλία του και από περιβαλλοντικούς και γενετικούς 

παράγοντες, όπως ο χρόνος καλλιέργειας, η τοποθεσία, η θερµοκρασία και το στάδιο 

ωρίµανσης (Lin et al., 2006). Τέλος, επειδή υπάρχουν πολλές ποικιλίες ψυχανθών µε 

διαφορετική φυτοχηµική σύνθεση, είναι σηµαντική η περαιτέρω µελέτη των 

βιοδραστικών µορίων που βρίσκονται σε αυτά τα φυτά (Spanou et al., 2008).    

                         



 14

 
                       

                          Πίνακας 1: Πρωτεΐνες ψυχανθών 

Πεπτίδιο/Πρωτεΐνη Ψυχανθές Εγγενής ∆ράση Βιολογική δράση 
 
7S γλοβουλίνη α΄αλυσίδα 
 
 
 
 
Αποθηκευτικές πρωτεΐνες 
 
 
ΒΒσερίνη-αναστολέας 
πρωτεασών 
 
 
 
 
 
Αναστολέας α-αµυλάσης 
 
 
 
Λεκτίνες 
 

 
Σόγια 
 
 
 
 
Φάβα 
 
 
Σόγια, Μπιζέλια 
 
 
 
 
 
 
Ποικίλες πηγές 
 
 
 
Ποικίλες πηγές 
 

 
      - 
 
 
 
 
     - 
 
 
Αναστολέας 
θρυψίνης/ 
χυµοθρυψίνης 
 
 
 
 
Αναστολέας      
α-αµυλάσης 
 
 
Σύνδεση σε ρίζες 
γλυκοσιλίου 
 
 

 
Ρύθµιση των υποδοχέων LDL 
Μείωση χοληστερόλης και 
τριγλυκεριδίων 
Αντι-θηρωµατική δράση 
 
Μείωση χοληστερόλης και 
τριγλυκεριδίων 
 
Αντικαρκινική 
Αντιφλεγµονώδη 
Προστασία από παχυσαρκία 
Προστασία από αυτοάνοσα 
νοσήµατα 
 
 
Έλεγχος βάρους 
Παχυσαρκία  
∆ιαβήτης 
 
Αντικαρκινική 
 

 

 

1.2 Πολυφαινόλες 
 

1.2.1 Χαρακτηριστικά πολυφαινολών 
 

Οι πολυφαινόλες είναι σύνθετες ουσίες που περιέχουν δύο ή και 

περισσότερους φαινολικούς δακτυλίους οι οποίοι συνδέονται µεταξύ τους. Πηγές 

πλούσιες σε φαινολικά µόρια είναι τα φρούτα, τα λαχανικά, τα φύλλα, τα καρύδια, οι 

σπόροι, τα άνθη και οι φλούδες (Nichenametla et al., 2006).  

Τα πολυφαινολικά µόρια µπορούν να χωριστούν σε περισσότερους από δέκα 

τύπους µε βάση τη χηµική δοµή τους. Φαινολικά οξέα, φλαβονοειδή, στιλβένια και 

λιγνάνες είναι οι πιο άφθονες πολυφαινόλες στα φυτά, από τα οποία τα φλαβονοειδή 

και τα φαινολικά οξέα αποτελούν το 60% και 30% αντίστοιχα του συνόλου των 

πολυφαινολών της διατροφής. Τα πολυφαινολικά µόρια είτε συνεργιστικά είτε µέσω 

ανταγωνιστικών αλληλεπιδράσεων, επηρεάζουν βασικές κυτταρικές  διαδικασίες, 

όπως την διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασµό και την απόπτωση (Nichenametla et 
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al., 2006). Για παράδειγµα κάποιες µελέτες έχουν δείξει συνεργιστικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ της προκυανιδίνης Β2 και πολυφαινολών όπως η 

επικατεχίνη, η ρεσβερατρόλη και η µυρικετίνη (Jo et al., 2006). Επιπλέον, ο 

συνδυασµός των µορίων ρεσβερατρόλη και κερκετίνη στα σταφύλια, επάγει την 

απόπτωση στην ανθρώπινη παγκρεατική καρκινική κυτταρική σειρά. Οι επιδράσεις 

αυτών των δύο µορίων ενισχύονται από την αιθανόλη, η οποία καταστέλλει την 

έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την συνθάση του µονοξειδίου του αζώτου 

(ΝΟ), καθώς και την παραγωγή του ΝΟ από τα µακροφάγα, γεγονός στο οποίο 

οφείλονται οι ευεργετικές επιδράσεις του κρασιού έναντι της αρτηριοσκλήρυνσης και 

της έναρξης της καρκινογένεσης. Γενικά έχει βρεθεί ότι τα τρόφιµα που είναι 

πλούσια σε πολυφαινόλες µειώνουν τον κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου και 

καρδιαγγειακών νοσηµάτων (Jo et al., 2006), καθώς φαίνεται πως φαινολικά µόρια 

όπως φαινολικά οξέα, λιγνάνες και φλαβονοειδή παρουσιάζουν 

χηµειοπροστατευτικές δράσεις (Spanou et al., 2008).    

 

1.2.2 Φαινολικά οξέα 

 

Τα φαινολικά οξέα είναι οι πιο άφθονες πολυφαινόλες στα φυτά και 

παράγονται από τα υδροξυβενζοϊκά ή τα υδροξυκινναµικά οξέα. Τα φαινολικά οξέα 

που παράγονται από το υδροξυβενζοϊκό οξύ περιλαµβάνουν το γαλλικό οξύ, το 

βανιλικό οξύ, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ και το συριγγικό οξύ, ενώ φαινολικά οξέα που 

παράγονται από το υδροξυκινναµικό οξύ περιλαµβάνουν το π-κουµαρικό οξύ, το 

καφεϊκό οξύ και το φερουλικό οξύ (Εικόνα 2) (Nichenametla et al., 2006). 

 

 
Εικόνα 2: ∆οµές φαινολικών οξέων 
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Τα υδροξυκινναµικά οξέα εµφανίζονται κυρίως ως απλοί εστέρες µε 

καρβοξυλικά οξέα ή γλυκόζη και τα υδροξυβενζοϊκά οξέα σαν γλυκοζίτες. Το 

καφεϊκό οξύ είναι από τα πιο αντιπροσωπευτικά υδροξυκινναµικά οξέα και βρίσκεται 

στα τρόφιµα κυρίως ως χλωρογενικό οξύ, ένας εστέρας του καφεϊκού και κυνικού 

οξέος. Το φερουλικό οξύ, µόριο αρκετά διαδεδοµένο στο βασίλειο των φυτών, είναι 

ένα µονοφαινολικό φαινυλοπροπανοειδές που χαρακτηρίζεται σε πολλές in vivo 

µελέτες ως αντιοξειδωτικό και χηµειοπροστατευτικό µόριο. Τέλος, το π-κουµαρικό 

οξύ είναι ένα παράγωγο της φαινολικής κουµαρίνης. Το µόριο αυτό βρίσκεται σε 

πολλά φρούτα και φαίνεται ότι δρα ανασταλτικά στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

(Nichenametla et al., 2006).  

Ένας σηµαντικός παράγοντας για τα πιθανά πλεονεκτήµατα των φαινολικών 

οξέων στην υγεία των ανθρώπων και των ζώων είναι η βιοδιαθεσιµότητα αυτών των 

µορίων. Έχει βρεθεί σε µοντέλα επιµύων ότι το καφεϊκό κα το χλωρογενικό οξύ 

απορροφώνται από το µικρό έντερο. Στον άνθρωπο έχει αναφερθεί ότι περισσότερο 

από το 95% του καφεϊκού οξέος και περισσότερο από το 33% του χλωρογενικού 

οξέος απορροφώνται από το µικρό έντερο. Τα δύο αυτά οξέα πιθανώς υπόκεινται σε 

εκτεταµένο µεταβολισµό µετά την απορρόφηση, παρόλο που τα δεδοµένα για τον 

µεταβολισµό τους στο ανθρώπινο σώµα είναι σπάνια. Όσον αφορά το φερουλικό οξύ, 

φαίνεται ότι διαχέεται παθητικά διαµέσου του εντέρου. Εντούτοις, µία in vitro µελέτη 

έχει δείξει ότι το φερουλικό οξύ µπορεί να µεταφερθεί διαµέσου του εντέρου από ένα 

σύστηµα µονοκαρβοξυλικών µεταφορέων (Nichenametla et al., 2006). 

 

1.2.3 Φλαβονοειδή 

 

Τα φλαβονοειδή είναι η µεγαλύτερη κατηγορία πολυφαινολικών συστατικών 

και περιέχονται σε φρούτα, λαχανικά, στη σόγια, στο τσάι, στο χαµοµήλι, στο 

κόκκινο κρασί και σε διάφορους καρπούς όπως το κακάο. Τα πιο διαδεδοµένα και 

ταυτόχρονα µελετηµένα φλαβονοειδή είναι οι φλαβόνες, οι φλαβονόλες, οι 

φλαβονόνες, τα ισοφλαβονοειδή, οι ανθοκυανιδίνες και οι προανθοκυανιδίνες 

(Πίνακας 2). Η διάκριση γίνεται µε βάση τον βαθµό οξείδωσης του κεντρικού 

πυρανικού δακτυλίου (Nichenametla et al., 2006) και τους υποκαταστάτες (Heim et 

al., 2002).   
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Πίνακας 2: : ∆ιάκριση φλαβονοειδών 
Οµάδα       ∆οµή Φλαβονοειδή 

 
Πρότυπο υποκαταστάσεων Πηγές διατροφής 

 
  
Φλαβανόλες 
 
 
 
 
Φλαβόνες 
 
 
 
 
 
 
Φλαβονόλες 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Φλαβονόνες 
 
 
 
 
 
Ισοφλαβονοειδή 
 
 
 
Ανθοκυανίνες 

 

 
 

 
 

 

 
 
 

 
 

 

 
 
 

 

 
(+)-κατεχίνη 
(-)-επικατεχίνη 
επιγαλλοκατεχίνη  
 
χρυσίνη 
απιγενίνη 
ρουτίνη 
 
λουτεολίνη 
γλυκοσίδια λουτεολίνης 
 
 
καιµπφερόλη 
 
κερκετίνη 
 
 
 
 
µυρικετίνη 
ταµαριχετίνη 
 
 
ναρινγίνη 
ναρινγενίνη  
ταξιφολίνη  
εριοδικτυόλη  
εσπεριδίνη 
 
γενιστίνη  
γενιστεϊνη 
δαιζίνη  
δαϊζεϊνη  
 
απιγενίνη 
κυανιδίνη 

 
3,5,7,3΄,4΄-ΟΗ 
3,5,7,3΄,4΄-ΟΗ 
3,5,7,3΄,4΄,5΄-ΟΗ,3-gallate 
 
5,7-ΟH 
5,7,4΄-ΟΗ 
5,7,3΄,4΄-ΟΗ,3-ρουτινόζη 
 
5,7,3΄,4΄-ΟΗ 
5,7,3΄-ΟΗ, 4΄-γλυκόζη 
5,4΄-ΟΗ,4΄,7-γλυκόζη 
 
3,5,7,4΄-ΟΗ 
 
3,5,7, 3΄,4΄-ΟΗ 
 
 
 
 
3,5,7, 3΄,4΄,5΄-ΟΗ 
3,5,7, 3΄-OH,4΄-ΟMe 
 
 
5,4΄-ΟΗ,7-ραµνογλυκόζη 
5,7,4΄-ΟΗ 
3,5,7, 3΄,4΄-ΟΗ 
5,7, 3΄,4΄-ΟΗ 
3,5,7, 3΄-OH,4΄-ΟMe, 7-ρουτινόζη 
 
5,4΄-ΟΗ, 7-γλυκόζη 
5,7,4΄-ΟΗ 
4΄-ΟΗ, 7-γλυκόζη 
7,4΄-ΟΗ 
 
5,7,4΄-ΟΗ 
3,5,7,4΄-ΟΗ,3,5-OMe 

 
Τσάι 
Τσάι 
Τσάι 
 
Φρούτα 
Μαϊντανός, σέλινο 
Κόκκινο κρασί, Εσπεριδοειδή, 
ντοµάτα 
Κόκκινο πιπέρι 
 
 
 
Πράσο, µπρόκολο, αντίδια 
Γκρέιπφρουτ, µαύρο τσάι 
Κρεµµύδια, µαρούλι, µπρόκολο 
Ντοµάτα, τσάι, κόκκινο κρασί 
Μούρα, λάδι ελιάς, µήλα 
 
 
Σταφύλια, κόκκινο κρασί 
 
 
 
Εσπεριδοειδή, Γκρέιπφρουτ 
Εσπεριδοειδή 
Εσπεριδοειδή 
Λεµόνια 
Πορτοκάλια 
 
Σόγια 
Σόγια 
Σόγια 
Σόγια 
 
Πολύχρωµα φρούτα 
Κεράσι, φράουλα 
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∆οµικά, τα φλαβονοειδή µοιράζονται ένα κοινό ανθρακικό σκελετό από 

διφαινυλοπροπάνια και δύο βενζοϊκούς δακτυλίους, όπου συνδέονται µε µια ευθύγραµµη 

αλυσίδα τριών ανθράκων (C6+C3+C6) (Εικόνα 3). Οι φλαβόνες και οι φλαβονόλες έχουν 

ένα διπλό δεσµό µεταξύ του C3 και του C2. Οι φλαβονόλες διαφέρουν από τις φλαβόνες 

στο ότι έχουν µία υδροξυλική οµάδα στον C3. Οι φλαβανόνες χαρακτηρίζονται από την 

παρουσία µίας κορεσµένης ανθρακικής αλυσίδας και ενός ατόµου οξυγόνου στον άνθρακα 

C4, οι φλαβανόλες περιέχουν µία κορεσµένη ανθρακική αλυσίδα µε µία υδροξυλική οµάδα, 

ενώ όσο αφορά τις προανθοκυανιδίνες είναι πολυµερή των φλαβανολών (Nichenametla et 

al., 2006). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

Εικόνα 3: Βασικός σκελετός των φλαβονοειδών 

 

Οι φλαβονόλες βρίσκονται σε ποικίλα επίπεδα σε διάφορα φρούτα. Η µυρικετίνη, η 

κερκετίνη, η καιµπφερόλη είναι τα πιο αντιπροσωπευτικά µόρια στο φυτικό βασίλειο, ενώ 

µόνο ένας περιορισµένος αριθµός φρούτων και λαχανικών περιέχει τις δοµικά συγγενείς 

φλαβόνες, απιγενίνη και λουτεολίνη. Στους φυτικούς ιστούς, οι φλαβονόλες και οι 

φλαβόνες βρίσκονται συνδεδεµένες µε σάκχαρα, κυρίως µε γλυκόζη, ραµνόζη και 

ρουτινόζη (Nichenametla et al., 2006). 

 Τα φλαβονοειδή παρουσιάζουν αντιοξειδωτικές και καρδιοπροστατευτικές 

ιδιότητες. Οι καρδιοπροστατευτικές επιδράσεις τους φαίνεται ότι οφείλονται στην 

ικανότητά τους να αναστέλλουν την λιπιδική υπεροξείδωση. Ο προστατευτικός αυτός 

ρόλος τους υποδεικνύεται από πολλές µελέτες. Ενδεικτικά µία µελέτη σε σύνολο 802 

ανδρών έχει αναδείξει την αντίστροφη σχέση µεταξύ της κατανάλωσης της κατεχίνης 

(κυρίαρχο φλαβονοειδές στο τσάι) και της προκαλούµενης από ισχαιµική καρδιακή νόσο 

θνησιµότητας (Heim et al., 2002). Επιπλέον τα φλαβονοειδή εµφανίζουν αντιϊκές, 

αντιπαρασιτικές και αντικαρκινικές ιδιότητες. Ένα από τα σηµαντικότερα µέλη της 

οικογένειας των φλαβονοειδών είναι η λουτεολίνη. Η λουτεολίνη έχει αποτελέσει 
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αντικείµενο εκτεταµένων µελετών που έχουν αναδείξει αντιοξειδωτικές, αντιφλεγµονώδεις 

και αντιαλλεργικές ιδιότητες, καθώς και ανασταλτικές επιδράσεις στην ανάπτυξη 

ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών (Chowdhury et al., 2002).  

 

1.2.4 Ανθοκυανίνες 

 

Οι ανθοκυανίνες ανήκουν στην κατηγορία των φλαβονοειδών και αποτελούν 

φυσικές υδατοδιαλυτές χρωστικές των φυτών, ευρέως διαδεδοµένες σε φρούτα και 

λαχανικά της καθηµερινής διατροφής. Είναι υπεύθυνες για το σκούρο χρώµα πολλών 

φρούτων, όπως των µούρων (Nichenametla et al., 2006).  

Οι ανθοκυανίνες είναι γλυκοσιδικές µορφές των ανθοκυανιδών. Οι 

προανθοκυανίδες, οι οποίες διαφέρουν από τα άλλα φαινολικά µόρια λόγω της πολυµερής 

δοµής, δίνουν ανθοκυανιδίνες κάτω από όξινες συνθήκες και υψηλή θερµοκρασία. Έχουν 

βρεθεί περισσότερες από 300 διαφορετικές ανθοκυανιδίνες ή τα γλυκοσίδια τους σε φυτά. 

Οι πιο κοινές είναι η κυανιδίνη, η δελφινίνη, η πετουνιδίνη, η πελαργκονιδίνη, η πεονιδίνη 

και η µαλβιδίνη (Εικόνα 4) (Nichenametla et al., 2006). Έχει δειχθεί ότι οι ανθοκυανίνες 

διαθέτουν αντιφλεγµονώδεις, χηµειοπροστατευτικές και αντιοξειδωτικές ιδιότητες και 

επιπλέον έχουν ευεργετικές επιδράσεις σε διάφορες ασθένειες, όπως η διαβητική 

νεφροπάθεια. Γενικά οι διαθέσιµες πληροφορίες σχετικά µε τις κυτταρικές επιδράσεις των 

ανθοκυανινών είναι περιορισµένες. Εντούτοις µια πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι οι 

ανθοκυανίνες αλληλεπιδρούν µε σηµατοδοτικά µόρια τα οποία είναι σηµαντικά για την 

ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, γεγονός που είναι θετικό κυρίως στην 

περίπτωση της χηµειοπροφύλαξης (Habermeyer et al., 2005). 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

      

       

 

                                   Εικόνα 4: Χηµική δοµή των ανθοκυανινών 
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1.2.5 Στιλβένια 

 

Τα στιλβένια είναι οργανικά µόρια που περιέχουν 1,2-διφαινυλαιθυλένιο σαν 

λειτουργική οµάδα. Η ρεσβερατρόλη (3,5,4΄-τριυδροξυ-στιλβένιο) ανήκει στα στιλβένια 

και βρίσκεται σε πολλές καθηµερινές διατροφικές πηγές, όπως στα µούρα και στα 

σταφύλια. Στα φρούτα βρίσκεται σαν ελεύθερη (cis ή trans διαµόρφωση) ρεσβερατρόλη 

και µε τη µορφή γλυκοσιδίου (Εικόνα 5) (Nichenametla et al., 2006).  

Μελέτες απορρόφησης της ρεσβερατρόλης δείχνουν ότι µεταφέρεται στην 

κυκλοφορία διαµέσου του µικρού εντέρου σαν γλυκουρονίδιο. Στη συνέχεια το 

γλυκορουνίδιο µπορεί να διασπάται στην βιοδραστική ρεσβερατρόλη από τις β-

γλυκουρονιδάσες, ένζυµα που βρίσκονται σε πολλά όργανα και σε υγρά του σώµατος, 

όπως στα µακροφάγα, τα κύτταρα του αίµατος, το συκώτι, τους πνεύµονες και τον ορό του 

αίµατος (Nichenametla et al., 2006). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 5: Χηµικές δοµές της ρεσβερατρόλης 

 

1.2.6 Λιγνάνες 

 

Οι λιγνάνες είναι µία µεγάλη, ετερογενή οµάδα φαινολικών µορίων, ευρέως 

διαδεδοµένη σε φυτά που περιλαµβάνονται στη ανθρώπινη διατροφή (Εικόνα 6) (Saarinen 

et al., 2007). Εµπλέκονται στους µηχανισµούς άµυνας των φυτών, αλλά η δράση τους 

παίζει και σηµαντικό ρόλο στην ανθρώπινη υγεία (Lamblin et al., 2008).                                 
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Κάποιες λιγνάνες µετατρέπονται από την µικροχλωρίδα του εντέρου σε 

εντερολιγνάνες, εντεροδιόλες και εντερολακτόνες, µε τις εντερολακτόνες να είναι οι κύριες 

βιολογικά ενεργές λιγνάνες µε σηµαντικό ρόλο στην µείωση κινδύνου εµφάνισης του 

καρκίνου στο στήθος (Saarinen et al., 2007). Πέρα από την µικροχλωρίδα υπάρχουν και 

άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν τα επίπεδα και τη δράση αυτών των φαινολικών 

µορίων, όπως το κάπνισµα, τα αντιβιοτικά και η παχυσαρκία (Adlercreutz et al., 2007). 

Υπάρχουν πολλές in vivo και in vitro µελέτες που δείχνουν πως οι λιγνάνες δρουν 

χηµειοπροστατευτικά σαν αντιοιστρογόνα, αναστέλλοντας ή καθυστερώντας την ανάπτυξη 

όγκων (Saarinen et al., 2007). Ένα καλά µελετηµένο µόριο που ανήκει στις λιγνάνες είναι η 

ποδοφυλλοτοξίνη και τα ηµισυνθετικά της παράγωγα (ετοποσίδη, τενιποσίδη) τα οποία 

χρησιµοποιούνται στην χηµειοθεραπεία του καρκίνου στους πνεύµονες, λόγω των 

κυτταροτοξικών ιδιοτήτων τους (Lamblin et al., 2008). Οι λιγνάνες, εκτός από την 

αναστολή της βιοσύνθεσης των οιστρογόνων, επηρεάζουν και άλλα σηµατοδοτικά 

µονοπάτια προκαλώντας αναστολή της αγγειογένεσης, αναστολή των κινασών τυροσίνης 

και µελών της οικογένειας των επιδερµικών αυξητικών παραγόντων και τέλος αναστολή 

της λειτουργίας της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ (Saarinen et al., 2007). 

 

          
 

    Εικόνα 6: Χηµική δοµή φυτικών λιγνάνων και των ζωϊκών παραγώγων τους 
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1.3 Χηµειοπροστασία και καρκίνος  

 
1.3.1 Καρκίνος 

 

Η διαδικασία της καρκινογένεσης, κατά την οποία ένα φυσιολογικό κύτταρο 

µετατρέπεται σε κακοήθη όγκο είναι αρκετά περίπλοκη. Περιλαµβάνει αλλαγές στη δοµή 

και λειτουργία κωδικών περιοχών του DNA καθώς και απορρύθµιση πολλών 

σηµατοδοτικών µονοπατιών (Mehta et al., 2010). 

Ο σχηµατισµός των καρκινικών κυττάρων περιλαµβάνει τρία στάδια, που στηρίζονται σε 

διαφορετικούς µηχανισµούς εξέλιξης (Εικόνα 7): 

1. Στο πρώτο στάδιο ή στάδιο έναρξης (initiation), περιβαλλοντικοί παράγοντες 

προκαλούν µία ή και περισσότερες µεταλλάξεις ή µικρές ελλείψεις σε γονίδια, τα 

οποία ελέγχουν τη διαδικασία της καρκινογένεσης. 

2. Το δεύτερο στάδιο, γνωστό και ως προαγωγή (promotion), χαρακτηρίζεται από 

απορρύθµιση των σηµατοδοτικών µονοπατιών, που φυσιολογικά ελέγχουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την απόπτωση. Γονίδια που ελέγχουν τον 

κυτταρικό κύκλο είναι συχνά µεταλλαγµένα σε καρκίνους στον άνθρωπο, όπως 

µεταλλάξεις στο p27 είναι συνηθισµένες σε όγκους παγκρέατος. Οι µεταλλάξεις 

αυτές οδηγούν σε ένα συνεχή πολλαπλασιασµό των µεταλλαγµένων κυττάρων, που 

ξεπερνά τον πολλαπλασιασµό των φυσιολογικών κυττάρων.  

3. Το τρίτο στάδιο ή στάδιο προόδου (progression), χαρακτηρίζεται από γενετικές 

αλλαγές στον καρυότυπο των κυττάρων λόγω της συσσώρευσης µεταλλαγµένων 

γονιδίων που οδηγεί σε χρωµοσωµικές ανωµαλίες. Η εισβολή, η αγγειογένεση που 

παρέχει στα κακοήθη κύτταρα απαραίτητες θρεπτικές ουσίες και οξυγόνο και η 

µετάσταση αποτελούν το στάδιο της προόδου. 
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                             Εικόνα 7: Στάδια καρκινογένεσης 

 

1.3.2 Χηµειοπροστασία 

 

Με τον όρο χηµειοπροστασία ορίζεται η χρήση φυσικών ή συνθετικών συστατικών 

µε σκοπό την πρόληψη, αναστολή ή αντιστροφή της ανάπτυξης ή της προόδου του 

καρκίνου (Mehta et al., 2010). Πολλές µελέτες αναφέρουν ότι η κατανάλωση φρούτων και 

λαχανικών οδηγεί σε µείωση του κινδύνου εµφάνισης καρκίνου, µία χηµειοπροστατευτική 

δράση που οφείλεται στα φυτοχηµικά τους συστατικά. Τα φυτοχηµικά συστατικά είναι µη 

θρεπτικά συστατικά που βρίσκονται κυρίως σε φρούτα και λαχανικά και παίζουν 

σηµαντικούς ρόλους στη πρόληψη χρόνιων ασθενειών, όπως ο καρκίνος, ο διαβήτης και η 

υπερχοληστεροληµία. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα αποτελούν τα καροτενοειδή, τα 

φλαβονοειδή, οι ινδόλες και οι στερόλες (Mehta et al., 2010).  

Η χρήση των φυτοχηµικών οδηγεί σε αλλαγές στις γενωµικές αποκρίσεις, οι οποίες 

µπορεί να σταµατούν ή να καθυστερούν την διαδικασία της καρκινογένεσης. Η 

χηµειοπροστατευτική διαδικασία µπορεί να συµβεί κατά την έναρξη της καρκινογένεσης ή 

κατά τη φάση της προαγωγής ή της προόδου (Εικόνα 8). Κλινικά, η χηµειοπροφύλαξη 

µπορεί να εφαρµοστεί σε υγιή άτοµα, στα οποία µία διατροφή πλούσια σε φυτοχηµικά 

µπορεί να παρέχει προστασία. Επιπλέον, φαρµακευτικά µόρια που κατατάσσονται στους 

χηµειοπροστατευτικούς παράγοντες µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε άτοµα µε υψηλό 

κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου, λόγω οικογενειακού ιστορικού, ενώ σε ασθενείς µε καρκίνο 

είναι συχνή η χρήση χηµειοθεραπευτικών µορίων, µε σκοπό τον θάνατο των καρκινικών 

κυττάρων ή την µείωση του ρυθµού αύξησης του όγκου και την καθυστέρηση της 
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µετάστασης. Τέλος, υπάρχουν και περιπτώσεις ασθενών στους οποίους οι 

χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό µε 

χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες για καλύτερα αποτελέσµατα (Mehta et al., 2010). 

 

 
  Εικόνα 8: Απόκριση σε χηµειοπροστατευτικούς παράγοντες 

 

 

1.4 Πολυφαινόλες και χηµειοπροστασία 

 
Πιθανοί µηχανισµοί για την χηµειοπροστατευτική δράση των πολυφαινολών 

περιλαµβάνουν την αναστολή του σχηµατισµού ή της δραστηριότητας του 

καρκινογενώµατος, την αναστολή της σύνδεσης του καρκινογενώµατος στο DNA  και την 

ενίσχυση των επιπέδων των επιδιορθωτικών µηχανισµών ή την ενίσχυση της πιστότητας 

επιδιόρθωσης του DNA. Οι πολυφαινόλες έχουν και αντιοξειδωτικές ικανότητες, καθώς 

εξουδετερώνουν ελεύθερες ρίζες και αναστέλλουν και το µεταβολισµό του αραχιδονικού 

οξέος (Nichenametla et al., 2006). 

 

1.4.1 Αντικαρκινική δράση 

 

Πολλές µελέτες εξετάζουν τις επιδράσεις των πολυφαινολικών µορίων σε 

καρκινικά κύτταρα χρησιµοποιώντας τόσο in vitro όσο και in vivo συστήµατα 

(Nichenametla et al., 2006). Οι µελέτες πάνω στα φαινολικά οξέα παρουσιάζουν 

διφορούµενα αποτελέσµατα. Κάποιες µελέτες υποδεικνύουν αντικαρκινική δράση, ενώ 

άλλες δείχνουν µόρια που επάγουν την καρκινογένεση. Οι διαφορές αυτές πιθανόν να 

οφείλονται στον διαφορετικό σχεδιασµό των πειραµατικών συνθηκών (Nichenametla et al., 

2006).  
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Έχει αποδειχθεί ότι το φερουλικό και το χλωρογενικό οξύ αναστέλλουν την 

δραστικότητα του κυτοχρώµατος P450, ενός ενζυµικού συστήµατος το οποίο µπορεί να 

ενεργοποιήσει ή να απενεργοποιήσει την διαδικασία της καρκινογένεσης. Επίσης, τα 

φαινολικά οξέα αναστέλλουν ή επάγουν διάφορα ένζυµα, γεγονός που µπορεί να βοηθήσει 

στην πρόληψη του καρκίνου. Για παράδειγµα, επίµυες που εκτέθηκαν σε 1% φερουλικό 

οξύ παρουσίασαν σηµαντική αύξηση στην δραστικότητα του ενζύµου UDP-γλυκουρονικής 

τρανσφεράσης, που ανήκει στα ένζυµα των αντιδράσεων της Φάσης ΙΙ του µεταβολισµού. 

Επιπλέον, η επαγωγή της απόπτωσης των καρκινικών κυττάρων, η αναστολή των 

µεταλλάξεων, η αντιµεταστατική δραστηριότητα και η ρύθµιση της λειτουργίας του 

ανοσοποιητικού συστήµατος αποτελούν µηχανισµούς µέσω των οποίων ασκείται η 

αντικαρκινική δράση αυτών των µορίων. Εντούτοις, έχουν αναφερθεί και µελέτες στις 

οποίες τα µόρια αυτά φαίνεται ότι προωθούν την καρκινογένεση, κάτι που πιθανόν να 

οφείλεται στις βλάβες που προκαλoύνται στο DNA από την παραγωγή του H2O2 

(Nichenametla et al., 2006). 

Υπάρχουν µελέτες που αναφέρονται στην αντικαρκινική δράση των φλαβονοειδών 

και κυρίως σε µία υποοµάδα τους, τις φλαβονόλες. Οι φλαβονόλες φαίνεται ότι ελέγχουν 

τον κυτταρικό κύκλο, την ανάπτυξη των κυττάρων και τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, 

γεγονός που αποτελεί ένα σηµαντικό αντικαρκινικό µηχανισµό. Ένα χαρακτηριστικό 

παράδειγµα είναι η κερκετίνη, µόριο που αναστέλλει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου 

στα καρκινικά κύτταρα µαστού MCF-7, µέσω προσωρινής συσσώρευσης στη φάση Μ, 

παύση στη φάση G2 και επαγωγή απόπτωσης. Γενικά, η κερκετίνη θεωρείται ένα µη 

καρκινογόνο µόριο (Nichenametla et al., 2006). Εντούτοις, έχει αναφερθεί µια µελέτη σε 

ποντίκια όπου η χορήγηση 0.1 % κερκετίνης για 58 εβδοµάδες οδήγησε στην εµφάνιση 

καρκίνου στην κύστη και στο έντερο, γεγονός που δηλώνει ότι στην συγκεκριµένη 

περίπτωση η κερκετίνη επάγει τον σχηµατισµό καρκίνου (Pamuksu et al.,1980).   

Οι ανθοκυανίνες αποτελούν µια από τις οµάδες των φλαβονοειδών, οι οποίες  έχουν 

µελετηθεί για τις βιολογικές και χηµειοπροστατευτικές τους ιδιότητες. Η αντιοξειδωτική 

τους δραστηριότητα που παρουσιάζεται σε πολλά in vitro πειράµατα, φαίνεται να είναι η 

σηµαντικότερη ιδιότητα που επιτρέπει τη χρήση τους σαν µόρια για την πρόληψη του 

καρκίνου. Οι αντικαρκινικές ιδιότητες των ανθοκυανινών παρουσιάζονται και σε in vivo 

µελέτες, όπου εµφανίζουν µεγαλύτερη  αποτελεσµατικότητα κυρίως έναντι στον καρκίνο 

του δέρµατος. Οι ανθοκυανίνες πέρα από την άµεση αντιοξειδωτική τους δράση µπορούν 

και έµµεσα να συµµετέχουν στην πρόληψη του καρκίνου. Εκχυλίσµατα πλούσια σε 

ανθοκυανίνες σε δόση 200-400 mg/kg µπορούν να µειώσουν την διαπερατότητα των 
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αγγείων, η οποία είναι αρκετά αυξηµένη στα καρκινικά κύτταρα, µε αποτέλεσµα να 

αναστέλλεται η ανάπτυξή τους (Nichenametla et al., 2006). 

Τέλος, τα στιλβένια αποτελούν µια ακόµα υποοµάδα των φλαβονοειδών  που 

εµφανίζει αντικαρκινική δράση. Έχουν την ικανότητα να αναστέλλουν κυτταρικά γεγονότα 

που σχετίζονται µε την καρκινογένεση, όπως είναι η έναρξη σχηµατισµού του όγκου, η 

φάση της προώθησης και η φάση της προόδου. Σε συνδυασµό µε in vitro µελέτες η 

αντικαρκινική δράση των στιλβενίων έχει αποδειχθεί και από in vivo µελέτες, όπου τα 

στιλβένια και κυρίως η ρεσβερατρόλη, είναι δραστικά σε διαφορετικούς τύπους καρκίνου, 

όπως στον καρκίνο του εντέρου, του δέρµατος και του οισοφάγου (Nichenametla et al., 

2006). 

 

1.4.2 Αντιοξειδωτική δράση 

 

Πολλά πολυφαινολικά µόρια που βρίσκονται σε αρκετές τροφές φαίνεται ότι έχουν 

αντιοξειδωτικές ιδιότητες, µε αποτέλεσµα να είναι ευεργετικά για την ανθρώπινη υγεία 

(Dragsted, 2003).  

Καθαρές πολυφαινολικές ενώσεις, οι οποίες αποµονώθηκαν από µεθανολικά 

εκχυλίσµατα του φυτού Vicia faba, βρέθηκε ότι µειώνουν αποτελεσµατικά τις ρίζες DPPH.,  

όπως και τα καθαρά φλαβονοειδή που αποµονώθηκαν από µεθανολικά εκχυλίσµατα του 

φυτού Lotus edulis, τα οποία όµως εµφάνισαν µικρότερη αποτελεσµατικότητα σε σχέση µε 

τα πολυφαινολικά κλάσµατα. Η διαφορετική αποτελεσµατικότητα πιθανόν να οφείλεται 

στο γεγονός ότι όταν τα µόρια συνδυάζονται παρουσιάζουν διαφορετική αντιοξειδωτική 

δράση συγκριτικά µε όταν βρίσκονται σε καθαρή µορφή. Επιπλέον, οι διαφορετικοί 

συνδυασµοί των πολυφαινολικών µορίων, καθώς και οι µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις 

µπορούν να εξηγήσουν τις διαφορές που εµφανίζονται στην αποδοτικότητά τους έναντι 

των ελευθέρων ριζών (Spanou et al., 2008). Γενικά, η αλληλεπίδραση των µορίων µε τις 

ελεύθερες ρίζες εξαρτάται από την δοµή και κυρίως από τον συνολικό αριθµό και την 

διαθεσιµότητα των υδροξυλικών οµάδων. Φαίνεται λοιπόν ότι η ικανότητα εξουδετέρωσης 

των πολυφαινολικών µορίων, οφείλεται στις υψηλά ενεργές ρίζες οι οποίες συµµετέχουν 

στην παρακάτω αντίδραση (Heim et al., 2002): 

F-OH + R. → F-O. +RH 

Υπάρχουν και άλλες µελέτες που φανερώνουν την αντιοξειδωτική δράση των  

πολυφαινολικών µορίων. Τα παράγωγα του υδροκινναµικού οξέος έχουν την ικανότητα να 

εξουδετερώνουν ενεργές ρίζες αζώτου προστατεύοντας διάφορα υποστρώµατα από τη 
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νίτρωση. Πιο ισχυρή αντιοξειδωτική δράση έχει το καφεϊκό, ακολουθεί το φερουλικό και 

τέλος το π-κουµαρικό. Εκτός από την εξουδετέρωση των ριζών αζώτου το φερουλικό οξύ 

όταν χορηγείται σε δόσεις των 100 mg/kg σε θηλυκούς επίµυες, οδηγεί σε αύξηση των 

επιπέδων της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης, ενός σηµαντικού αντιοξειδωτικού µορίου 

που η δράση του σχετίζεται και µε την αναστολή της καρκινογένεσης. Επιπλέον, µελέτες 

δείχνουν πως το καφεϊκό οξύ µειώνει την οξειδωτική βλάβη του DNA στα S30 καρκινικά 

κύτταρα στήθους και το χλωρογενικό εξουδετερώνει τις ρίζες υπεροξειδίου που 

παράγονται από το σύστηµα ξανθίνη/οξειδάση της ξανθίνης. Τέλος, το π-κουµαρικό 

µειώνει την επαγωγή του οξειδωτικού στρες ενισχύοντας την δραστηριότητα της 

γλουταθειόνης, της καταλάσης και της υπεροξειδικής δισµουτάσης (Nichenametla et al.,  

2006).  

Αντιοξειδωτική δράση εµφανίζουν και οι φλαβονόλες. Η κερκετίνη και η 

καιµπφερόλη αυξάνουν τα επίπεδα της γλουταθειόνης σε ποσοστό µέχρι και 50% σε 

κύτταρα COS-1, ενώ η µυρικετίνη προστατεύει τα Caco-2 κύτταρα από τις ρίζες 

περοξειδίου. Πολλές µελέτες περιγράφουν και την αντιοξειδωτική δράση των 

ανθοκυανινών, οι οποίες είναι πιο ισχυρά αντιοξειδωτικά µόρια σε σχέση µε τη βιταµίνες C 

και E. Η αντιοξειδωτική ικανότητα πολλών φρούτων εξαρτάται από το περιεχόµενό τους 

σε ανθοκυανίνες και υπάρχουν µελέτες που αναφέρονται στην δράση εκχυλισµάτων που 

προέρχονται από µούρα έναντι ριζών οξυγόνου (Nichenametla et al.,  2006).  

Υπάρχουν όµως και in vitro µελέτες που υποστηρίζουν ότι τα φλαβονοειδή 

προάγουν το οξειδωτικό στρες, µε αποτέλεσµα να εµφανίζουν κυτταροτοξικές και 

προαποπτωτικές επιδράσεις. Φαίνεται ότι µόρια µε πολλαπλές υδροξυλικές οµάδες, κυρίως 

στον Β δακτύλιο, οδηγούν σε αυξηµένη παραγωγή ελευθέρων ριζών υδροξυλίου µέσω της 

αντίδραση Fenton. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα τέτοιων µορίων αποτελούν η µυρικετίνη 

και η µπαϊσελείνη (Heim et al., 2002). 

 

1.4.2.1 Ελεύθερες ρίζες  

 

Οι ελεύθερες ρίζες είναι δραστικά µόρια ή άτοµα µε πολλαπλούς µηχανισµούς 

δράσης πάνω σε βασικά βιοµόρια, όπως τα λιπίδια της κυτταρικής µεµβράνης, οι πρωτεΐνες 

και το DNA. Παράγονται από εξωγενείς και ενδογενείς πηγές µε κυριότερη από αυτές τα 

κύτταρα που ενέχονται σε φλεγµονώδεις διαδικασίες. Το χαρακτηριστικό των ελευθέρων 

ριζών είναι ότι περιέχουν ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια. Το ελεύθερο αυτό 

ηλεκτρόνιο µπορεί να δεσµεύσει ένα ηλεκτρόνιο από άλλο µόριο, να ενωθεί µε άλλο µόριο 
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ή να απεµπλακεί τελείως και να επανενωθεί µε κάποιο άλλο µόριο. Είναι αυτή η τάση των 

ελευθέρων ριζών να δίνουν ή να παίρνουν ηλεκτρόνια από άλλα µόρια ή να ενώνονται µε 

άλλα µόρια, που τις καθιστά τόσο ασταθείς, αλλά και ταυτόχρονα τόσο δραστικές 

(Katsoulis, 2006).  

Μερικές ελεύθερες ρίζες περιέχουν οξυγόνο και για αυτό ονοµάζονται δραστικές 

µορφές οξυγόνου. Υπάρχουν όµως και ορισµένες ενώσεις του οξυγόνου, όπως για 

παράδειγµα το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και το µονήρες οξυγόνο (Ο2) που, ενώ 

δεν είναι ελεύθερες ρίζες, συµπεριλαµβάνονται σε αυτές, διότι είναι χηµικά πολύ 

δραστικές και µπορούν να οδηγήσουν στον σχηµατισµό ελευθέρων ριζών (Katsoulis, 

2006). Έχει βρεθεί ότι οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν κυτταρική γήρανση, 

µεταλλαξιγένεση, καρκινογένεση, στεφανιαία νόσο, ενώ σχετίζονται και µε διάφορες 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως οι νόσοι του Πάρκινσον και του Αλτσχάιµερ, 

πιθανότατα µέσω αποσταθεροποίησης των µεµβρανών, βλάβης στο DNA και οξείδωσης 

της λιποπρωτεΐνης LDL (Εικόνα 9) (Heim et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             

     

Εικόνα 9: ∆ράση των ελευθέρων ριζών 
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1.4.2.2 Αντιοξειδωτικοί παράγοντες 

 

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, 2001). Οι 

αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί χωρίζονται σε ενζυµικούς και µη ενζυµικούς (Εικόνα 10) 

(Λουκίδης, 2007). Οι κύριες µη ενζυµικές µορφές αντιοξειδωτικών περιλαµβάνουν τη 

γλουταθειόνη (GSH), τις βιταµίνες Ε & C, την β-καροτίνη και το ουρικό οξύ. Οι ενζυµικές 

µορφές αφορούν την υπεροξειδική δισµουτάση (SODs), την καταλάση και τις 

περοξειδάσες. Σε κυτταρικό επίπεδο υπάρχει µία δεύτερη γραµµή άµυνας που αφορά 

ειδικές πρωτεΐνες, όπως οι θειορεδοξίνες, οι οξυγενάσες της αίµης, και οι αναγωγάσες. Τα 

αντιοξειδωτικά είναι οι κύριοι µηχανισµοί άµυνας στο οξειδωτικό στρες και ανάλογα µε 

την έκφραση τους σε κυτταρικό επίπεδο καθώς και µε την ισχύ του γονιδιακού τους 

φορτίου, µπορεί να ελέγχουν την ανάπτυξη, αλλά και την πορεία διαφόρων χρόνιων 

παθήσεων (Λουκίδης, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             

 

   

 Εικόνα 10: ∆ράση αντιοξειδωτικών µηχανισµών 
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1.5 Τοποϊσοµεράσες 
 

1.5.1 Είδη τοποϊσοµερασών 

 

Στο κύτταρο η τοπολογία του DNA καθορίζεται από ένζυµα που είναι γνωστά ως 

τοποϊσοµεράσες. Τα ένζυµα αυτά είναι απαραίτητα για την αντιγραφή, τη µεταγραφή και 

τον ανασυνδυασµό και παίζουν και σηµαντικό ρόλο στην δοµή, τη συµπύκνωση και 

αποσυµπύκνωση και τον διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων (Stasie et al., 1995). Είναι 

επίσης σηµαντικά κατά την διάρκεια του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της κυτταρικής 

διαφοροποίησης (Constantinou et al., 1995). Οι DNA τοποϊσοµεράσες βρίσκονται σε όλα 

τα ευκαρυωτικά και προκαρυωτικά κύτταρα, ενώ και µερικοί φάγοι και ιοί κωδικοποιούν 

τις δικές τους τοποϊσοµεράσες (Roca, 1995). Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον για τις 

τοποϊσοµεράσες έχει αυξηθεί, διότι αποτελούν κύριους κυτταρικούς στόχους για µερικά 

από τα πιο γνωστά αντιβιοτικά και αντικαρκινικά φάρµακα (Stasie et al., 1995). 

Όλα τα κύτταρα περιέχουν δύο υψηλά συντηρηµένες τάξεις τοποϊσοµερασών, οι 

οποίες διαφέρουν τόσο στο µηχανισµό όσο και στις φυσικές ιδιότητες. Τα ένζυµα του 

τύπου Ι, ο οποίος περιλαµβάνει τις βακτηριακές τοποϊσοµεράσες Ι και ΙΙΙ καθώς και τις 

ευκαρυωτικές τοποϊσοµεράσες Ι και ΙΙΙ, είναι µονοµερή, λειτουργούν χωρίς  ενεργειακό 

συµπαράγοντα και καταλύουν τη χαλάρωση του υπερσπειρωµένου DNA. Τα ένζυµα του 

τύπου ΙΙ περιλαµβάνουν την βακτηριακή DNA γυράση, την βακτηριακή τοποϊσοµεράση ΙV 

καθώς και την ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση ΙΙ και χρησιµοποιούν την ενέργεια από την 

υδρόλυση του ATP για να ρυθµίζουν την τοπολογία του DNA (Stasie et al., 1995). 

Συνοπτικά, οι τοποϊσοµεράσες αλλάζουν την τοπολογική κατάσταση του DNA 

καταλύοντας µια διεργασία τριών βηµάτων: 

1. ∆ιάσπαση του ενός ή και των δύο κλώνων του DNA 

2. Πέρασµα ενός τµήµατος του DNA διαµέσου του ανοίγµατος που δηµιουργείται 

από τη διάσπαση 

3. Επανασύνδεση του διασπασµένου DNA 

Στα θηλαστικά έχει ταυτοποιηθεί µόνο µία µορφή της τοποϊσοµεράσης Ι, ενώ έχουν 

περιγραφεί δύο ισοένζυµα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ: η α µορφή και η β µορφή. Τα δύο 

ισοένζυµα βρίσκονται στον πυρήνα, ρυθµίζονται ανεξάρτητα, διαφέρουν στην απόκρισή 

τους σε αναστολείς και παρουσιάζουν διαφορετική έκφραση σε ανθεκτικές κυτταρικές 

σειρές (Cummings et al., 1993). Οι τοποϊσοµεράσες Ι και ΙΙ συνυπάρχουν στα κύτταρα και 
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καθορίζουν το βαθµό υπερελίκωσης. Για παράδειγµα, οι υπερελικώσεις στα βακτηριακά 

χρωµοσώµατα ρυθµίζονται από την αντίθετη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι, η οποία 

αποµακρύνει αρνητικές υπερελικώσεις και της DNA γυράσης που χαλαρώνει το DNA. 

Τέλος, τα δυο αυτά ένζυµα µπορούν περαιτέρω να χωριστούν σε τέσσερις υποοικογένειες 

ΙΑ, ΙΒ, ΙΙΑ, ΙΙΒ (Πίνακας 3). Μέλη της ίδιας υποοικογένειας είναι όµοια τόσο δοµικά όσο 

και στον µηχανισµό δράσης, ενώ ένζυµα που ανήκουν σε διαφορετικές υποοικογένειες 

παρουσιάζουν ευδιάκριτες διαφορές (Wang, 2002). 

Στους ευκαρυώτες, υπάρχει µία λειτουργική ποικιλότητα µεταξύ των 

τοποϊσοµεράσων στα διάφορα είδη. Στις ζύµες και στη Drosophila υπάρχει µόνο ένας 

τύπος τοποϊσοµεράσης ΙΙ, ενώ τα θηλαστικά έχουν και τις δύο ισοµορφές του ενζύµου, την 

α και την β. Μελέτες σε αλληλουχίες του γενώµατος, δείχνουν ότι όλοι οι οργανισµοί 

έχουν τουλάχιστον ένα ένζυµο τύπου ΙΑ και ένα ένζυµο τύπου ΙΙ, συνήθως της 

υποοικογένειας ΙΙΑ. Εντούτοις, υπάρχουν αρχαία που περιέχουν ένζυµο τύπου ΙΙΒ (DNA 

τοποϊσοµεράση VΙ) και κανένα ένζυµο τύπου ΙΙΑ. Ο τύπος ΙΒ βρίσκεται κυρίως στα 

ευκάρυα, στα αρχαία και στα βακτήρια όµως υπάρχουν και εξαιρέσεις, όπως το βακτήριο 

Escherichia coli και πολλά άλλα βακτήρια. Πράγµατι, βακτήρια όπως το Campylobacter 

geguni και το Treponema pallidum έχουν µόνο δύο DNA τοποϊσοµεράσες, µία τύπου ΙΑ 

και µία τύπου ΙΙΑ (Wang, 2002). Οι πολυκύτταροι οργανισµοί έχουν µεγαλύτερο αριθµό 

DNA τοποϊσοµερασών, λόγω των διαφορετικών απαιτήσεων κατά την διάρκεια των 

διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων. Πειράµατα έχουν δείξει ότι η απενεργοποίηση της 

DNA τοποϊσοµεράσης Ι οδηγεί σε εµβρυϊκό θάνατο µεταξύ του σταδίου των 4 και 16 

κυττάρων, ενώ η απενεργοποίηση της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙβ οδηγεί σε θάνατο κατά 

την γένεση. Επιπλέον, η απενεργοποίηση της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙΙα οδηγεί σε 

εµβρυϊκό θάνατο αµέσως µετά την εµφύτευση, ενώ µη ενεργή DNA τοποϊσοµεράση ΙΙΙβ 

δεν προκαλεί εµβρυϊκές ανωµαλίες, αλλά τα ζώα που φέρουν την µετάλλαξη ζουν 

µικρότερο χρονικό διάστηµα. Τέλος, µεταλλάξεις στο γονίδιο TOP2a, που κωδικοποιεί για 

την DNA τοποϊσοµεράση ΙΙα είναι θνησιγόνες ακόµα και σε κυτταρικές σειρές (Wang, 

2002). 
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           Πίνακας 3: Υποοικογένειες των DNA τοποϊσοµερασών 

        Υποοικογένεια                   Αντιπροσωπευτικά µέλη 
 

IA 
 
 
 

 
IB 

 
 

 
                 IIA 

 
 
 
 
 

IIB 
 

 
         Βακτηριακές DNA τοποϊσοµεράσες I και III 
         DNA τοποϊσοµεράση III της ζύµης 
         DNA τοποϊσοµεράσες IIIα and IIIβ της Drosophila melanogaster       
         DNA τοποϊσοµεράσες IIIα and IIIβ των θηλαστικών 
 
         Ευκαρυωτική DNA τοποϊσοµεράση I 
         Μιτοχονδριακή DNA τοποϊσοµεράση I των θηλαστικών 
         Τοποϊσοµεράση του ϊού Pox 
 
         Βακτηριακή γυράση, DNA τοποϊσοµεράση IV 
         DNA τοποϊσοµεράση του φάγου T4 
         DNA τοποϊσοµεράση II της ζύµης 
         DNA τοποϊσοµεράση II της Drosophila melanogaster                         
         DNA τοποϊσοµεράσες IIα and ΙΙβ των θηλαστικών 
 
         DNA τοποϊσοµεράση VΙ του Sulfolobus shibatae 

 

 

 

1.5.2 DNA Τοποϊσοµεράση Ι  

 
1.5.2.1 Χαρακτηριστικά του ενζύµου 

 
Η τοποϊσοµεράση Ι καταλύει τοπολογικές αλλαγές στο DNA, προκαλώντας 

σπασίµατα στον ένα κλώνο και επιτρέποντας την ίδια στιγµή το πέρασµα του άλλου 

κλώνου (Wang, 1996). Έχει αποτελέσει στόχο διαφόρων φαρµάκων λόγω της αυξηµένης 

έκφρασής της σε καρκινικά συγκριτικά µε φυσιολογικά κύτταρα (Cummings et al., 1993). 

 H τοποϊσοµεράση Ι της E. coli προτιµά να συνδέεται σε περιοχές του δίκλωνου ή 

µονόκλωνου DNA που έχουν διακλαδώσεις και προκαλεί παροδικά σπασίµατα στη µία 

αλυσίδα του DNA. Νουκλεοτιδικές και χηµικές εξετάσεις χρησιµοποιώντας ποικίλα DNA 

υποστρώµατα παρουσία και απουσία του ενζύµου, υποδεικνύουν ότι το ένζυµο 

αλληλεπιδρά και µε το 5΄ και µε το 3΄ άκρο της θέσης του DNA όπου πραγµατοποιείται το 

σπάσιµο και η επανασύνδεση. Επιπλέον, η παρουσία θέσης σύνδεσης του µονόκλωνου 

DNA στο καταλυτικό κέντρο του ενζύµου, αποδεικνύεται από την ικανότητα του ενζύµου 

να διασπά τα ολιγοδεοξυνουκλεοτίδια σε µικρά επταµερή. Η θέση διάσπασης εστιάζεται σε 

τέσσερα νουκλεοτίδια από το 5΄ άκρο και τρία νουκλεοτίδια από το 3΄ άκρο. Επίσης, η 

DNA τοποϊσοµεράση ΙΙΙ της ζύµης και της E. coli φαίνεται ότι διαθέτει µία θέση στο 
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καταλυτικό κέντρο για την διάσπαση του µονόκλωνου DNA, αλλά η θέση διάσπασης είναι 

έξι νουκλεοτίδια από το 5΄ άκρο και ένα νουκλεοτίδιο από το 3΄ άκρο. Όµως, έχουν 

αναφερθεί και θέσεις έξω από τα καταλυτικά κέντρα των ενζύµων τύπου ΙΑ, οι οποίες 

εµπλέκονται στην σύνδεση µε το DNA ή στο πέρασµα της αλυσίδας του DNA. Κατάλοιπα 

στο καρβοξυτελικό άκρο της DNA τοποϊσοµεράσης Ι της E. coli, τα οποία είναι διαθέσιµα 

κατά τη χαλάρωση του DNA από το ένζυµο, µπορούν να δεσµεύουν το DNA και να 

βελτιώνουν τη σταθερότητα του συµπλόκου ένζυµο-DNA (Wang, 1996). 

Τα ένζυµα του τύπου ΙΒ, όπως η ευκαρυωτική DNA τοποϊσοµεράση Ι, συνδέονται 

στο δίκλωνο DNA καλύπτοντας µία περιοχή περίπου 20 bp, ενώ δείχνουν και προτίµηση 

στο αρνητικά ή θετικά υπερελικωµένο DNA, κάτι που πιθανότατα να οφείλεται στις 

δοµικές αλλαγές που επάγονται από την υπερελίκωση του DNA. Η δράση της DNA 

τοποϊσοµεράσης Ι επηρεάζεται σηµαντικά από την µεθυλίωση της κυτοσίνης που βρίσκεται 

κοντά στην θέση διάσπασης. Η διάσπαση διεγείρεται από τη µεθυλίωση στη θέση -4, αλλά 

αναστέλλεται από την µεθυλίωση στη θέση -3. Η ανασταλτική επίδραση οφείλεται στην 

παρουσία της µεθυλικής οµάδας στην µεγάλη αύλακα του DNA, µε αποτέλεσµα να 

παρεµβαίνει στις αλληλεπιδράσεις του ενζύµου µε την αύλακα του DNA σε εκείνη την 

περιοχή. Επίσης και η παρουσία της θυµίνης, αλλά όχι της ουρακίλης, εµποδίζει τη 

διάσπαση του DNA από το ένζυµο (Wang, 1996).  

 

1.5.2.2 ∆οµή του ενζύµου 

 

Η τοποϊσοµεράση Ι είναι µια µονοµερής πρωτεΐνη 100 kDa η οποία κωδικοποιείται 

από ένα αντίγραφο ενός γονιδίου που χαρτογραφείται στη περιοχή 20q12-13.2. Το ένζυµο 

είναι κυρίως συγκεντρωµένο στον πυρηνίσκο και σχετίζεται µε µεταγραφικά ενεργές 

περιοχές του γενώµατος. Βρίσκεται επίσης στο πυρηνόπλασµα και δεν εµφανίζει 

διακυµάνσεις κατά την διάρκεια των φάσεων του κυτταρικού κύκλου (Cummings et al., 

1993). Αποτελείται από τέσσερις δοµικές περιοχές, οι οποίες διατάσσονται γύρω από µία 

κεντρική κοιλότητα διαµέτρου 20 Α0: µία α/β πτύχωση (Rossmann-fold) (περιοχή Ι), µία 

µικρή περιοχή µε δοµή β-βαρελιού (β-barrel) (περιοχή ΙΙ) και δύο περιοχές (ΙΙΙ και ΙV), οι 

οποίες διπλώνονται µε παρόµοιο τρόπο µε την πρωτεΐνη (CAP) που βρέθηκε στην E. coli 

(Εικόνα 11). Το κατάλοιπο τυροσίνης που είναι υπεύθυνο για την διάσπαση του DNA 

βρίσκεται στην περιοχή ΙΙΙ (Berger et al., 1998). 
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Εικόνα 11: ∆οµή DNA τοποϊσοµεράσης Ι  

 

 

1.5.3.  DNA Τοποϊσοµεράση ΙΙ 

 

1.5.3.1 ∆ράση του ενζύµου 

 

Η DNA τοποϊσοµεράση ΙI είναι απαραίτητη για τη διαίρεση και τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων, καθώς παίζει καθοριστικό ρόλο στην ολοκλήρωση της 

µίτωσης, ρυθµίζοντας την τοπολογία του DNA (Jo et al., 2006). Η πιο απλή τοπολογική 

αλλαγή που καταλύεται από την τοποϊσοµεράση ΙI είναι ο διαχωρισµός των συνδεδεµένων 

αλυσοµερών (Nitiss, 2009), ο οποίος απαιτείται κυρίως στην περίπτωση κυκλικών 

γενωµάτων και πλασµιδίων όπου οι αλυσίδες-υπόβαθρα είναι συνδεδεµένοι κύκλοι 

(Bjornsti et al., 1999) (Εικόνα 12). Μία άλλη σηµαντική αλλαγή αφορά τη ρύθµιση της 

υπερελίκωσης του DNA, όπου το ένζυµο µετατρέπει το DNA σε ένα µόριο ενεργειακά 

σταθερό χωρίς υπερελικώσεις (Nitiss, 2009). 

 

 
Εικόνα 12: ∆ράση DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
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Η τοποϊσοµεράση ΙΙ υπόκειται σε τροποποιήσεις, όπως φωσφορυλίωση, 

ουβικιτινιλίωση, ενώ έχει παρατηρηθεί και γλυκοσυλίωση της τοποϊσοµεράσης ΙΙα στα 

θηλαστικά. Η επίδραση αυτών των τροποποιήσεων είναι αρκετά αµφισβητούµενη, όµως 

όσον αφορά την φωσφορυλίωση φαίνεται ότι ενισχύει την καταλυτική δραστικότητα του 

ενζύµου. Για παράδειγµα, φωσφορυλίωση της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ στην Drosophila 

από την πρωτεϊνική κινάση C έχει αναφερθεί  ότι ενισχύει την καταλυτική δραστικότητα, 

λόγω αύξησης του ρυθµού υδρόλυσης του ATP (Wang, 1996).  

Η έκφραση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ εξαρτάται από την κατάσταση 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων και από την φάση του κυτταρικού κύκλου. Η 

τοποϊσοµεράση ΙΙα δεν ανιχνεύεται σε G0 κύτταρα, αυξάνεται δραµατικά στη φάση S, 

κορυφώνεται κατά το πέρασµα από τη φάση G2 στην M και µετά µειώνεται. Αντιθέτως, η β 

µορφή παραµένει σταθερή κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου και ανιχνεύεται σε Go 

κύτταρα. Κύτταρα στην φάση αύξησης είναι πιο άφθονα στην πρωτεΐνη α, ενώ κύτταρα 

που δεν διαιρούνται είναι πιο άφθονα στην πρωτεΐνη β (Cummings et al., 1993). Σε 

ποντίκια, κατά την ανάπτυξη του εγκεφάλου, η σύνθεση του mRNA της τοποϊσοµεράσης 

ΙΙα σχετίζεται µε τη µιτωτική δραστηριότητα περιοχών του εγκεφάλου που αναπτύσσονται 

γρήγορα, ενώ το mRNA της τοποϊσοµεράσης ΙΙβ ανιχνεύεται στα διαφοροποιηµένα 

νευρικά κύτταρα (Wang, 1996). Μάλιστα, η υψηλή έκφραση της α µορφής έχει 

συσχετιστεί µε επιθετικά νεοπλάσµατα τα οποία παρουσιάζουν υψηλούς ρυθµούς 

πολλαπλασιασµού (Cummings et al., 1993). 

 

1.5.3.2 ∆οµή του ενζύµου 

 

H τοποϊσοµεράση ΙΙ είναι ένα υψηλά συντηρηµένο ένζυµο και αποτελεί 

αποτέλεσµα της συγχώνευσης των Α- και Β-υποµονάδων της βακτηριακής DNA γυράσης. 

Έχει µία Α2 διµερή δοµή, ενώ το βακτηριακό ένζυµο έχει µία Α2Β2 τετραµερή διάταξη 

(Benedetti et al., 1999). Το ένζυµο διαθέτει µια περιοχή σύνδεσης στο DNA, που είναι 

διµερής, και µία περιοχή σύνδεσης του ATP στο αµινοτελικό άκρο (Berger et al., 1998), η 

οποία περιλαµβάνει µια GHKL πτύχωση που συναντάται σε ποικίλες ATPάσες (Nitiss et 

al. 2009). Φαίνεται ότι το ένζυµο έχει και δράση ATPάσης, η οποία είναι απαραίτητη για 

την πλήρη ενζυµική δραστικότητα (Berger et al., 1998). Το καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης δεν είναι συντηρηµένο µεταξύ των τοποϊσοµερασών ΙΙ που βρίσκονται σε 

διαφορετικά είδη και ούτε µεταξύ των ισοµορφών α και β. Πιθανόν, το καρβοξυτελικό 

άκρο να είναι απαραίτητο για τον πυρηνικό εντοπισµό, τη ρύθµιση της δραστικότητας και 



 36

για τις αλληλεπιδράσεις του ενζύµου µε άλλα πρωτεϊνικά µόρια. Το καρβοξυτελικό άκρο 

της ΑΤΡάσης καταλήγει στην περιοχή µετατροπέα (transducer), η οποία είναι σηµαντική 

για την σύνδεση και υδρόλυση του ATP. Μία ακόµα σηµαντική περιοχή του µορίου είναι η 

TOPRIM, η οποία τοποθετείται µακριά από τη θέση της ενεργής τυροσίνης και συµµετέχει 

στη διάσπαση του DNA. Όµως κατά τη διάρκεια της διάσπασης και επανασύνδεσης, η 

περιοχή TOPRIM και η τυροσίνη του ενεργού κέντρου έρχονται κοντά και αλληλεπιδρούν. 

Η τυροσίνη του ενεργού κέντρου αποτελεί µέρος µίας περιοχής που είναι όµοια µε την 

καταβολική ενεργή πρωτεΐνη (CAP-like domain). ∆ίπλα στην τυροσίνη του ενεργού 

κέντρου βρίσκεται µία περιοχή «πύργος» η οποία οδηγεί σε µια µακριά υπερελίκωση 

(coilel coil), που καταλήγει στην διασύνδεση των υποµονάδων του διµερούς (Εικόνα 13) 

(Nitiss, 2009). 

Οι δύο ισοµορφές του ενζύµου έχουν βρεθεί στα σπονδυλωτά, αλλά όχι στους 

κατώτερους ευκαρυώτες. Η α µορφή είναι µία οµοδιµερής πρωτεΐνη 170 kDa, 

κωδικοποιείται από ένα αντίγραφο ενός γονιδίου που βρίσκεται στο χρωµόσωµα 17q21-22 

και εντοπίζεται στο πυρηνόπλασµα. Η β µορφή έχει µοριακό βάρος 180 kDa, έχει 

χαρτογραφηθεί στο χρωµόσωµα 3p24 και εντοπίζεται αποκλειστικά στον πυρηνίσκο 

(Cummings et al., 1993). Η β µορφή έχει βρεθεί ότι υποβάλλεται σε εναλλακτικό µάτισµα. 

Το µεγαλύτερο σε µήκος, αλλά λιγότερο άφθονο ΙΙβ-2 mRNA κωδικοποιεί πέντε επιπλέον 

αµινοξέα (Thr-Leu-Phe-Asp-Gln) µετά την Val-23, τα οποία µατίζονται και προκύπτει το 

mRNA IIβ-1, το οποίο έχει µικρότερο µήκος και είναι πιο άφθονο. Το κοµµάτι το οποίο 

αποµακρύνεται δεν φαίνεται να επηρεάζει την δραστικότητα του ενζύµου, αλλά είναι 

άγνωστο αν η παρουσία ή η απουσία του πεπτιδίου επιδρά στην κυτταρική τοπολογία του 

ενζύµου ή στην αλληλεπίδραση του µε άλλα κυτταρικά µόρια (Wang, 1996). 
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            Εικόνα 13: ∆οµή DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

1.5.3.3 Βιολογικές λειτουργίες της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

Η DNA τοποϊσοµεράση ΙΙ παίζει σηµαντικό ρόλο σε πολλές βιολογικές 

λειτουργίες, όπως η αντιγραφή, η µεταγραφή και ο διαχωρισµός των χρωµοσωµάτων, 

καθώς και σε διαδικασίες απαραίτητες για την πρόληψη της καρκινογένεσης όπως η 

διατήρηση της δοµής των χρωµοσωµάτων και η σταθερότητα του γενώµατος (Nitiss, 

2009). 

 

● Ρόλος της τοποϊσοµεράσης ΙΙ στην αντιγραφή 

 

Ένας από τους σηµαντικότερους ρόλους της τοποϊσοµεράσης ΙΙ είναι να λύνει 

τοπολογικά προβλήµατα που δηµιουργούνται κατά την διάρκεια της αντιγραφής (Nitiss, 

2009). Ο ηµισυντηρητικός µηχανισµός της αντιγραφής περιλαµβάνει το ξετύλιγµα του 
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δίκλωνου DNA και την αντιγραφή του κάθε κλώνου. Απουσία δραστηριότητας 

τοποϊσοµεράσης το ξετύλιγµα του πατρικού κλώνου οδηγεί σε συσσώρευση θετικών 

υπερελικώσεων µπροστά από την αντιγραφική διχάλα, οι οποίες χαλαρώνονται είτε από 

την τοποϊσοµεράση Ι, είτε από την τοποϊσοµεράση ΙΙ. Επιπλέον, καθώς προχωρά η 

αντιγραφή, κάθε θυγατρικό δίκλωνο µπορεί να περιστρέφεται γύρω από το άλλο, σε ένα 

στάδιο που ονοµάζεται προσύνδεση αλυσοµερών (Εικόνα 14a). Αυτά τα αλυσοµερή 

αποτελούν ένα υπόστρωµα για την τοποϊσοµεράση ΙΙ και πιθανόν αντιπροσωπεύει έναν 

µηχανισµό για την δράση του ενζύµου κατά τη διάρκεια της επιµήκυνσης. Μελέτες 

αντιγραφής στα βακτήρια παρέχουν σαφή στοιχεία για τον σχηµατισµό των αλυσοµερών 

και είναι πιθανόν ότι αυτός ο µηχανισµός είναι σηµαντικός και για τα ευκαρυωτικά 

κύτταρα. Στα τελευταία στάδια της αντιγραφής, όταν οι δύο αντιγραφικές διχάλες 

συγκρούονται, δεν υπάρχει χώρος για την τοποϊσοµεράση Ι να χαλαρώσει τις θετικές 

υπερελικώσεις και η ολοκλήρωση της αντιγραφής οδηγεί σε δύο συνδεδεµένα αλυσοµερή. 

Η δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ είναι απαραίτητη για την διάλυση των διµερών (Εικόνα 

14b) (Nitiss, 2009). 

Απουσία της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, τα προϊόντα της αντιγραφής ενός µικρού κυκλικού 

DNA in vitro είναι ενωµένα διµερή πλασµιδίων. Η απαίτηση για την τοποϊσοµεράση ΙΙ 

στην αντίδραση µε το χρωµοσωµικό DNA παρατηρήθηκε αρχικά στην ζύµη. Κύτταρα 

ζύµης που έχουν µόνο την τοποϊσοµεράση ΙΙ είναι βιώσιµα και υποβάλλονται σε 

φυσιολογική αντιγραφή του DNA, χωρίς ενεργοποίηση των σηµείων ελέγχου που 

εξαρτώνται από την φάση S. Απουσία της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, τα κύτταρα ολοκληρώνουν 

την αντιγραφή και πεθαίνουν όταν εισέρχονται στην µίτωση. Ενδιαφέρον αποτελεί το 

γεγονός, ότι οι επιδράσεις στην αντιγραφή διαφέρουν µεταξύ κυττάρων ζύµης που 

στερούνται το ένζυµο και κυττάρων που περιέχουν µία µη ενεργή πρωτεΐνη. Κύτταρα µε 

µειωµένη έκφραση τοποϊσοµεράσης ΙΙ µπορούν να ολοκληρώσουν την αντιγραφή, αλλά 

όχι την αποσυµπύκνωση του χρωµοσώµατος και συνεπώς δεν είναι βιώσιµα κατά την 

µίτωση. Όµως, η έκφραση µίας ανενεργής καταλυτικά πρωτεΐνης οδηγεί σε ένα 

διαφορετικό φαινότυπο, την αποτυχία ολοκλήρωσης της αντιγραφής στις περιοχές που 

συναντιώνται οι αντιγραφικές διχάλες (Nitiss, 2009). Ένα πιθανό µοντέλο για αυτά τα 

αποτελέσµατα είναι ότι η τοποϊσοµεράση ΙΙ φυσιολογικά δρα όπου συναντιούνται οι 

διχάλες. Σε πλήρη απουσία της πρωτεΐνης η αντιγραφή ολοκληρώνεται µε τα προϊόντα της 

αντίδρασης να είναι συνδεδεµένες αδελφές χρωµατίδες, ενώ η παρουσία καταλυτικά µη 

ενεργής πρωτεΐνης παρεµβαίνει στην ολοκλήρωση της αντιγραφής, οδηγώντας σε επαγωγή 

του σηµείου ελέγχου (Nitiss, 2009). 
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Εικόνα 14: Ρόλος της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ στην αντιγραφή 

 

 

● Ρόλος της τοποϊσοµεράσης ΙΙ στην µεταγραφή 

 

Κατά τη διάρκεια της µεταγραφής η µετακίνηση της RNA-πολυµεράσης οδηγεί σε 

θετική υπερελίκωση µπροστά από το µεταγραφικό σύµπλοκο και σε αρνητική 

υπερελίκωση πίσω από αυτό (Εικόνα 15). Λόγω της υπερελίκωσης είναι απαραίτητη η 

δράση των τοποϊσοµερασών κατά το στάδιο της επιµήκυνσης (Nitiss, 2009). Τα ένζυµα 

τύπου ΙΙ στους προκαρυώτες, κυρίως η DNA γυράση, αποµακρύνουν θετικές 

υπερελικώσεις, ενώ τα ένζυµα τύπου ΙΑ είναι σηµαντικά για την αποµάκρυνση αρνητικών 

υπερελικώσεων (Wang, 2002). Στις ζύµες η έλλειψη ενός τύπου τοποϊσοµεράσης δεν 

µπλοκάρει την µεταγραφή, αλλά η απουσία της δραστηριότητας και των δύο τύπων 

ενζύµου, µπλοκάρει ισχυρά την διαδικασία της µεταγραφής και κυρίως επιδρά στην 

µεταγραφή που καταλύεται από την RNA-πολυµεράση Ι (Nitiss, 2009). Πρόσφατες 

έρευνες φανερώνουν ότι οι τοποϊσοµεράσες, κυρίως η τοποϊσοµεράση ΙΙβ, παίζουν 

σηµαντικό ρόλο και στην έναρξη της µεταγραφής. Το συγκεκριµένο ένζυµο εντοπίζεται σε 
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υποκινητές γονιδίων και η ενζυµική του δραστηριότητα είναι απαραίτητη για την 

αποδοτική έναρξη µεταγραφής (Nitiss et al., 2009). 

 

 
Εικόνα 15: Ρόλος της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ στην µεταγραφή 

 

 

● Ρόλος της τοποϊσοµεράσης ΙΙ στον διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων 

 

Η DNA τοποϊσοµεράση ΙΙ παίζει σηµαντικό ρόλο στον διαχωρισµό των 

χρωµοσωµάτων. Η αναστολή της τοποϊσοµεράσης ΙΙ στη Drosophila εµποδίζει τον 

διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων κατά τη διάρκεια της ανάφασης. Το ίδιο αποτέλεσµα 

προέκυψε και από µελέτες σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών, στις οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν µόρια που αναστέλλουν την ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση ΙΙ, όπως 

ετοποσίδη, τενιποσίδη ή αµσακρίνη (Wang, 1996). Επιπλέον βρέθηκε ότι ο µη σωστός 

διαχωρισµός των χρωµοσωµάτων οδηγεί σε σπασίµατα στο DNA µε έναν εξαιρετικά 

υψηλό ρυθµό (Bjornsti et al., 1999). Όµως in vivo µελέτες οδήγησαν σε πιο σύνθετα 

αποτελέσµατα, γεγονός που πιθανώς οφείλεται στη σύνθετη απόκριση των κυττάρων 

ανάλογα µε το µόριο-αναστολέα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ που χρησιµοποιείται (Wang, 

1996). 

 

● Ρόλος της τοποϊσοµεράσης ΙΙ στην δοµή των χρωµοσωµάτων 

 

Η τοποϊσοµεράση ΙΙ παίζει ρόλο κλειδί στην δοµή των χρωµοσωµάτων (Nitiss, 

2009) και στο τελικό στάδιο της συµπύκνωσής τους και πιθανόν και σε συγκεκριµένες 
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φάσεις της αποσυµπύκνωσης (Wang, 1996). Έχει ταυτοποιηθεί µια χρωµοσωµική 

σκαλωσιά που περιλαµβάνει την τοποϊσοµεράση ΙΙα και ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο 

συµπύκνωσης (condensin), το οποίο είναι σηµαντικό για την ένωση και τον διαχωρισµό 

των χρωµοσωµάτων (Nitiss, 2009). Πειράµατα που έχουν γίνει σε ευκαρυώτες, στη 

Drosophila και σε κύτταρα θηλαστικών, έχουν δείξει ότι η αναστολή του ενζύµου 

µπλοκάρει το τελικό στάδιο της συµπύκνωσης του χρωµοσώµατος. Τα κύτταρα τα οποία 

εισέρχονται στον κυτταρικό κύκλο και στα οποία δεν έχει ολοκληρωθεί η συµπύκνωση 

καθώς και ο διαχωρισµός των χρωµοσωµάτων εµφανίζουν πολυπλοειδία και οδηγούνται σε 

κυτταρικό θάνατο (Wang, 1996). 

 

● Τοποϊσοµεράση ΙΙ και σταθερότητα του γενώµατος 
 
 

Γενετικές και βιοχηµικές µελέτες δείχνουν ότι οι τοποϊσοµεράσες εµπλέκονται στην 

σταθερότητα του γενώµατος (Wang, 1996). Η απενεργοποίηση οποιασδήποτε 

τοποϊσοµεράσης αυξάνει την συχνότητα του µιτωτικού ανασυνδυασµού, ενώ έχει βρεθεί 

ότι η απενεργοποίηση της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙΙ αυξάνει το ρυθµό των ελλείψεων. 

Όµως, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες η απενεργοποίησή τους µε χρήση αναστολέων 

µπορεί να προκαλέσει γενωµική αστάθεια. Επεξεργασία κυττάρων µε φάρµακα που 

σταθεροποιούν το ενδιάµεσο σύµπλοκο µεταξύ του ενζύµου και του DNA, όπως είναι η 

καµπτοθεκίνη, βρέθηκε ότι διεγείρουν τόσο χρωµοσωµικές ελλείψεις, όσο και τις 

ανταλλαγές µεταξύ των αδερφών χρωµατίδων (Wang, 1996).  

 

1.5.4 Μηχανισµός δράσης της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

1.5.4.1 ∆ιάσπαση του DNA 

 

Η τοποϊσοµεράση ΙΙ έχει την ιδιότητα να διασπά και να ενώνει τον 

φωσφοδιεστερικό κορµό του DNA, µέσω δύο διαδοχικών αντιδράσεων (Roca, 1995). Κατά 

την αντίδραση διάσπασης της αλυσίδας του DNA από την τοποϊσοµεράση ΙΙ, η υδροξυλική 

οµάδα της τυροσίνης του ενζύµου προσβάλλει ένα µόριο φωσφόρου στο DNA 

προκαλώντας διάσπαση ενός φωσφοδιεστερικού δεσµού. Η επανασύνδεση της αλυσίδας 

του DNA συµβαίνει µε την αντιστροφή της παραπάνω αντίδρασης. Το µόριο οξυγόνου της 

ελεύθερης υδροξυλικής οµάδας που δηµιουργήθηκε στην πρώτη αντίδραση, προσβάλλει 

τον φώσφορο που είναι συνδεδεµένος µε την τυροσίνη, οδηγώντας σε διάσπαση του 
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οµοιοπολικού δεσµού µεταξύ του DNA και της πρωτεΐνης και επανασύνδεση του κορµού 

του DNA (Εικόνα 16) (Wang, 2002).                                   

Συνήθως, η δεύτερη αντίδραση αποκαθιστά τον αρχικό φωσφοδιεστερικό δεσµό. 

Όµως, υπό συγκεκριµένες συνθήκες, οι DNA τοποϊσοµεράσες µπορεί να προκαλέσουν τη 

µεταφορά ενός άκρου του DNA σε ένα διαφορετικό άκρο, γεγονός που µπορεί να οδηγήσει 

σε ενσωµάτωση ή αποκοπή του DNA σε συγκεκριµένες θέσεις (Bjornsti et al., 1999). 

Φαίνεται ότι σηµαντικό ρόλο στον µηχανισµό του ενζύµου παίζει και µία συντηρηµένη 

αργινίνη, που βρίσκεται δίπλα στο κατάλοιπο τυροσίνης, καθώς η µετάλλαξή της 

επηρεάζει τόσο την χαλάρωση όσο και την διάσπαση του DNA (Berger et al., 1998). Οι 

παραπάνω αντιδράσεις προκαλούν παροδικά ανοίγµατα στο DNA που επιτρέπουν το 

πέρασµα της διπλής έλικας (Wang, 2002) και επειδή η ενέργεια του δεσµού διατηρείται 

κατά την δηµιουργία του συµπλόκου ενζύµου-DNA, δεν απαιτείται ενεργειακός 

συµπαράγοντας για την διάσπαση και επανασύνδεση του DNA (Roca, 1995). 

 

 

 
                                             Εικόνα 16: ∆ιάσπαση του DNA 

 

1.5.4.2 Μηχανισµός τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

Η τοποϊσοµεράση ΙΙ λειτουργεί σαν ένα διµερές µόριο και η δράση της εξαρτάται 

από την σύνδεση και υδρόλυση του ATP (Roca, 1995). H σύνδεση του ATP πυροδοτεί το 

πέρασµα της αλυσίδας του DNA και η υδρόλυση είναι απαραίτητη για την ανακύκλωση 

της τοποϊσοµεράσης ΙΙ (Kingma et al., 2001). Έχει παρατηρηθεί ότι απουσία του ATP η 

γυράση στην E. coli µπορεί αργά να χαλαρώσει το αρνητικά, αλλά όχι το θετικά 
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υπερελικωµένο DNA. Οµοίως, οι µεταλλάξεις του ενζύµου όπου η Gly στην θέση 144 έχει 

αντικασταθεί από Pro, Val ή Ile, µε αποτέλεσµα την µείωση της δραστικότητας ATPάσης 

της πρωτεΐνης, εµποδίζουν τη χαλάρωση του DNA (Wang, 1996). 

Αρχικά το ένζυµο συνδέεται µε ένα δίκλωνο τµήµα DNA (τµήµα G), όπου ο κάθε 

κλώνος του τοποθετείται δίπλα από ένα κατάλοιπο τυροσίνης, ένα από κάθε µονοµερές, 

ικανό να σχηµατίζει µία οµοιοπολική σύνδεση µε τον κορµό του DNA (Εικόνα 17). Στη 

συνέχεια, ένα δεύτερο δίκλωνο τµήµα (τµήµα Τ), συνδέεται χαλαρά σε αυτό το σύµπλοκο 

(Roca, 1995). Κάθε µονοµερές του ενζύµου έχει µία δοµική περιοχή που δεσµεύει ATP, 

και η δέσµευση αυτή οδηγεί σε αλλαγή της στερεοδιάταξης που ευνοεί το πλησίασµα των 

δύο δοµικών περιοχών και τον εγκλωβισµό των τµηµάτων. Ακολουθεί διαχωρισµός και 

διάσπαση των δύο κλώνων του τµήµατος G, µε αποτέλεσµα το τµήµα Τ να περνά διαµέσου 

του διασπασµένου τµήµατος στην µεγάλη κεντρική κοιλότητα. Η επανασύνδεση του 

τµήµατος G οδηγεί στην ελευθέρωση του τµήµατος Τ. Η υδρόλυση του ATP και η 

ελευθέρωση ADP και ορθοφωσφορικού επιτρέπουν στις δοµικές περιοχές δέσµευσης ATP 

να χωρίσουν, προετοιµάζοντας το ένζυµο να δεσµεύσει ένα άλλο τµήµα Τ. Παρόλο που η 

υδρόλυση του ΑΤΡ είναι απαραίτητη για την δράση του ενζύµου, οι τοπολογικές 

αλληλοµετατροπές που καταλύονται στο DNA συνήθως καθορίζονται από τις ελεύθερες 

ενέργειες των τµηµάτων G και Τ (Roca, 1995). 

 

 
 

Εικόνα 17: Μηχανισµός δράσης της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
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1.5.4.3 Μηχανισµός δράσης της DNA γυράσης  

 

Η DNA γυράση είναι ένας ειδικός τύπος τοποϊσοµεράσης ΙΙ που καταλύει την 

εισαγωγή αρνητικών υπερελικώσεων στο DNA. H µοναδική αυτή ιδιότητά της οφείλεται 

στην γεωµετρία του συµπλόκου DNA-γυράση, που επιτρέπει µόνο την µεταφορά του DNA 

η οποία πραγµατοποιείται µεταξύ τµηµάτων G και Τ που βρίσκονται στο ίδιο µόριο, ενώ 

διασφαλίζει πάντα την µετατροπή των θετικών υπερσπειρώσεων σε αρνητικές (Roca, 

1995). Σε αντίθεση µε τις άλλες τύπου ΙΙ τοποϊσοµεράσες που φαίνεται να αλληλεπιδρούν 

µε µικρά και ανεξάρτητα τµήµατα DNA, η DNA γυράση αλληλεπιδρά µε µοναδικά 

τµήµατα DNA µήκους περίπου 150 bp, που τυλίγονται γύρω από το ένζυµο µε ένα 

δεξιόστροφο τρόπο, µε αποτέλεσµα να έρχονται κοντά οι αµινοτελικές περιοχές του 

ενζύµου και να δηµιουργείται µία είσοδος για το τµήµα Τ (Εικόνα 18). Στη συνέχεια ο 

µηχανισµός είναι ο ίδιος που ακολουθούν και οι άλλες τοποϊσοµεράσες ΙΙ (Roca, 1995). 

 
 

 
Εικόνα 18: Μηχανισµός δράσης της DNA γυράσης 
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1.5.5 Τοποϊσοµεράσες και καρκίνος  

 
1.5.5.1 Οι τοποϊσοµεράσες ως στόχοι αντικαρκινικών φαρµάκων 

 

H ταυτοποίηση των τοποϊσοµερασών ως κρίσιµων στόχων στο µηχανισµό των 

αντικαρκινικών φαρµάκων πραγµατοποιήθηκε στα µέσα του 1980 µετά από µελέτες στις 

οποίες βρέθηκε, ότι προκαλούσαν µονόκλωνα και δίκλωνα σπασίµατα στο DNA 

καρκινικών κυττάρων in vitro. Επιπλέον, βρέθηκε ότι διάφορα φάρµακα συµµετείχαν στις 

βλάβες του DNA παρεµβαίνοντας στον καταλυτικό κύκλο των ενζύµων και παγιδεύοντας 

την πρωτεΐνη σε ένα διασπάσιµο σύµπλοκο. Η δράση αυτή αφήνει την τοποϊσοµεράση 

οµοιοπολικά συνδεδεµένη µε το DNA, καλύπτοντας την θέση διάσπασης (Cummings et al., 

1993). Εποµένως, οι τοποϊσοµεράσες είναι υπεύθυνες για την βλάβη στο DNA και την 

επαγωγή της απόπτωσης των κυττάρων και αυτό φαίνεται από το γεγονός ότι οι αναστολείς 

τους είναι περισσότερο αποτελεσµατικοί σε κυτταρικές σειρές, οι οποίες εκφράζουν υψηλά 

επίπεδα της πρωτεΐνης (Cummings et al., 1993). Για παράδειγµα, καρκινικά κύτταρα, τα 

οποία πολλαπλασιάζονται µε υψηλούς ρυθµούς, εκφράζουν την τοποϊσοµεράση ΙI 25-300 

φορές περισσότερο σε σχέση µε φυσιολογικά κύτταρα και αποτελούν στόχους 

αντικαρκινικών φαρµάκων (Jo et al., 2006). Χαρακτηριστικά παραδείγµατα 

αντικαρκινικών φαρµάκων είναι η καµπτοθεκίνη (camptothecin, CPT), που αναστέλλει 

ειδικά την τοποϊσοµεράση Ι και τα φάρµακα δαουνοµυκίνη (daunomycin, DAU), 

δοξυκυκλίνη (doxycyclin, DOX), αµσακρίνη (amsacrine, m-AMSA), ετοποσίδη (VP-16) 

και τενιποσίδη, τα οποία αναστέλλουν την δράση της τοποϊσοµεράσης ΙI (Wang et al., 

2003).  

Άλλα αντικαρκινικά φάρµακα, όπως η κινόνη δρουν αυξάνοντας την παραγωγή των 

ελευθέρων ριζών, ενώ υπάρχουν και αντικαρκινικά φάρµακα που στοχεύουν άµεσα τα 

µιτοχόνδρια προκαλώντας το άνοιγµα πόρων, απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c και 

απόπτωση µέσω ενός µιτοχονδριακού µονοπατιού που εξαρτάται από τον πυρήνα. 

Άλλωστε υπάρχουν µελέτες που αναφέρουν τον διπλό εντοπισµό των τοποϊσοµερασών στα 

µιτοχόνδρια και τον πυρήνα (Wang et al., 2003).   

Εποµένως, ουσίες οι οποίες στοχεύουν είτε την τοποϊσοµεράση Ι είτε την 

τοποϊσοµεράση ΙΙ µπορούν να βρουν εφαρµογή στην θεραπεία του καρκίνου, η εφαρµογή 

τους όµως εξαρτάται από τον τύπο της τοποϊσοµεράσης που στοχεύουν και από τον τρόπο 

δράσης τους. Για παράδειγµα, οι ουσίες καµπτοθεκίνη και τοποτεκάνη είναι 
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αποτελεσµατικές ενάντια αργά αναπτυσσόµενων καρκίνων, οι οποίοι περιέχουν τα ίδια 

επίπεδα τοποϊσοµεράσης Ι µε τους γρήγορα αναπτυσσόµενους όγκους. Αντιθέτως, τα 

µόρια ετοποσίδη και τενιποσίδη που στοχεύουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ, είναι περισσότερο 

αποτελεσµατικά σε καρκινώµατα που πολλαπλασιάζονται γρήγορα και εκφράζουν υψηλά 

επίπεδα τοποϊσοµεράσης ΙΙ (Constantinou et al.,1995). 

 

1.5.5.2 Ανθεκτικότητα καρκινικών κυττάρων στους αναστολείς της τοποϊσοµεράσης 

 

Ο κύριος λόγος αποτυχίας των αναστολέων της τοποϊσοµεράσης σε µακροχρόνιες 

θεραπείες είναι το πρόβληµα εµφάνισης ανθεκτικότητας στα συγκεκριµένα µόρια 

(Cummings et al., 1993). Πολλές κυτταρικές σειρές εµφανίζουν ανθεκτικότητα σε 

αναστολείς των τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ (Πίνακας 4). Υπάρχουν κυτταρικές σειρές µε 

χαµηλά επίπεδα ανθεκτικότητας, στις οποίες δεν ανιχνεύεται αλλαγή στην έκφραση ή την 

λειτουργικότητα των τοποϊσοµερασών (HN-1/VP2). Ενδιάµεσα επίπεδα ανθεκτικότητας 

εµφανίζονται σε κυτταρικές σειρές (Calc18/AMSA) που χαρακτηρίζονται από µειωµένη 

έκφραση του φυσιολογικού ενζύµου. Μια ενδιαφέρουσα εξαίρεση αποτελεί η κυτταρική 

σειρά KB-VP2, στην οποία παρουσιάζεται µείωση µέχρι και είκοσι φορές στην έκφραση 

της τοποϊσοµεράσης ΙI, εντούτοις δεν µεταβάλλεται η καταλυτική δραστικότητα του 

ενζύµου εξαιτίας της αύξησης της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης. 

Τέλος, έχουν αναφερθεί κυτταρικές σειρές (CEM/VM-1-5, CHOCpt) µε υψηλά 

επίπεδα ανθεκτικότητας, οι οποίες παράγουν γενετικά σταθερά µεταλλαγµένα ένζυµα, µε 

διαφορετική καταλυτική λειτουργία και µε υψηλή ικανότητα σταθεροποίησης του 

διασπάσιµου συµπλόκου σαν απόκριση στους αναστολείς. Αυτές οι γενετικές αλλαγές, οι 

οποίες εµφανίζονται κυρίως σαν σηµειακές µεταλλάξεις σε ένα µόνο αλληλόµορφο, µπορεί 

να είναι συγκεκριµένες για ένα επιλεγόµενο φάρµακο. Επίσης, σηµαντικό στον καθορισµό 

της χηµειοευαισθησίας στους αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙI είναι η αναλογία της α 

µορφής προς την β µορφή. Μελέτες έχουν δείξει ότι η β πρωτεΐνη είναι τρεις φορές 

λιγότερο ευαίσθητη στον αναστολέα VM-26, σε σύγκριση µε την α πρωτεΐνη και ότι η 

ανθεκτικότητα σε αυτόν τον αναστολέα µπορεί να οφείλεται στη έλλειψη ευαισθησίας του 

β ισοενζύµου στο φάρµακο (Cummings et al., 1993). 

Λόγω της ανθεκτικότητας είναι απαραίτητο να δηµιουργηθούν νέοι συνθετικοί 

αναστολείς µε βελτιωµένη βιοδραστικότητα. Τα συνθετικά ανάλογα της τριπτυκίνης 

αποτελούν µια οµάδα αντικαρκινικών φαρµάκων που έχουν την ικανότητα να αναστέλλουν 

τόσο την τοποϊσοµεράση Ι όσο και την ΙΙ, χωρίς να επηρεάζουν το DNA απουσία των 
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ενζύµων και δρουν σε κυτταρικές σειρές που έχουν αναπτύξει διαφορετικούς µηχανισµούς 

ανθεκτικότητας σε φάρµακα. Αποτελούν αρκετά αποτελεσµατικά αντικαρκινικά µόρια, για 

παράδειγµα το µόριο ΤΤ24 εµποδίζει την βιωσιµότητα καρκινικών κυττάρων µε τιµή IC50 

της τάξεως των 48 nM (Wang, 2003). 
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                      Πίνακας 4: Κυτταρικές σειρές µε ανθεκτικότητα στους αναστολείς των τοποϊσοµερασών 
Κυτταρική σειρά Επιλεγόµενο 

φάρµακο 

Παράγοντας 

ανθεκτικότητας 

Έκφραση Καταλυτική 

∆ράση 

∆ιάσπαση Ειδικά χαρακτηριστικά 

 
α, τοπο II 
HN-1/VP2 

 
K6-1 

 
Calcl8/AMSA 

 
CHO Vpm5 

 
HL-60/MX2 

 
 

KB-VP2 
CEM/VM-1-5 

 
 
 

HL-60/AMSA 
 

KBM-3/AMSA 
 
 

β, τοπο I 
 

A549/CPT 
DC3FC-10 
CHO Cpt` 

 
 

 
RPMI CPT-K5 

 
 

VP-16 
 

VP-16 
 

m-AMSA 
 

Μεταλλαξογόνο 
 

Μιτοξανδρόνη 
 
 

VP-16 
VM-26 

 
 
 

m-AMSA 
 
 

m-AMSA 
 
 

 
CPT11 
CPT 

Μεταλλαξογόνο 
 
 
 

CPT 
 

 
 

3-φορές 
 

11-φορές 
 

10-φορές 
 

20-φορές 
 

35-φορές 
 
 

50-φορές 
140-φορές 

 
 
 

100-φορές 
 
 

208 φορές 
 
 
 

2.9 φορές 
134-φορές 
300-φορές 

 
 

 
300-φορές 

 

 
 

∆εν αλλάζει 
 

∆εν αλλάζει 
 

Μικρή ↓ 
 

∆εν αλλάζει 
 

Μικρή ↓  
 

 
20-φορές ↓ 
∆εν αλλάζει 

  
 
 

∆εν αλλάζει 
 
 
 
 

 
 

∆εν αλλάζει 
∆εν αλλάζει 
    40-50% ↓ 
 

 
 

50% ↓  
 

 
 

∆εν αλλάζει 
 

∆εν αλλάζει 
 

3-φορές ↓ 
 

∆εν αλλάζει 
 

4-5-φορές ↓ 
 
 

∆εν µειώνεται 
7-φορές ↓  

 
 
 

3-φορές ↓ 
 
 
 
 
 
 

∆εν αλλάζει 
Μείωση 
40-50% 

 

  
 
∆εν αλλάζει 

 
∆εν αλλάζει 

 
∆εν αλλάζει 

 
30-φορές ↓ 

 
3-4-φορές ↓ 

 
 

20-φορές ↓ 
20-30 φορές ↓ 

 
 
 

Μεγάλη↓ 
 
 

Μεγάλη↓ 
 
 
 

∆εν αλλάζει 
Μεγάλη µείωση 
Μεγάλη µείωση 
 

 
 

> 125-φορές ↓ 
 

 
 
 
 
 
 
Καµία τροποποίηση στο γονίδιο, 3-φορές ↑
τοπο Ι 
 
 
↑ τοπο II στο κυτταρόπλασµα, µόνο η α 
παρούσα 
 
14-18 φορές↑ στην φωσφορυλίωση της 
τοπο ΙΙ 
Μεταλλαγµένη τοπο II (Αργινίνη 449 σε 
γλουταµίνη) ↑ 8 φορές η απαίτηση για 
ATP 
Μεταλλαγµένο ένζυµο, αλλαγή στις 
ιδιότητες διάσπασης και ↑ απαίτησης για 
ATP 
Μεταλλαγµένο ένζυµο (αργινίνη 486 σε 
λυσίνη) δεν σχηµατίζει διασπάσιµα 
σύµπλοκα µε το m-AMSA 
 
τοπο II 3-φορές↑  
 
Μεταλλαγµένο ένζυµο µε διαφορετική 
καταλυτική δραστηριότητα και απόκριση 
στους αναστολείς  
 
Μεταλλαγµένο ένζυµο µε διαφορετικές 
ιδιότητες 
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1.6 Αναστολείς τοποϊσοµερασών 
 

1.6.1 ∆ύο τάξεις αναστολέων 

 

Υπάρχουν δύο τάξεις αναστολέων των τοποϊσοµερασών. Η πρώτη τάξη 

περιλαµβάνει τους καταλυτικούς αναστολείς, οι οποίοι συνδέονται στο ένζυµο πριν αυτό 

συνδεθεί στο DNA, εµποδίζοντας τον σχηµατισµό του διασπάσιµου συµπλόκου. Οι 

αναστολείς αυτοί είναι γνωστοί και ως ανταγωνιστές της τοποϊσοµεράσης, επειδή 

εµποδίζουν και το πέρασµα της αλυσίδας του DNA και την δράση της δεύτερης τάξης των 

αναστολέων. Στην δεύτερη τάξη αναστολέων των τοποϊσοµερασών ανήκουν 

κυτταροτοξικοί παράγοντες, γνωστοί ως δηλητήρια τοποϊσοµεράσης (poisons), οι οποίοι 

συνδέονται και σταθεροποιούν το ενδιάµεσο σύµπλοκο, αφού αυτό σχηµατιστεί, 

εµποδίζοντας µε αυτό τον τρόπο την απελευθέρωση της αλυσίδας του DNA (Constantinou 

et al., 1995). Συνεπώς προκαλούνται δίκλωνα σπασίµατα λόγω των αλληλεπιδράσεων ή 

των συγκρούσεων των συµπλόκων µε την διχάλα της αντιγραφής, µε τα σύµπλοκα της 

µετάφρασης ή µε τις DNA ελικάσες (Wang et al., 2003), µε αποτέλεσµα να µπλοκάρονται 

η αντιγραφή και η µεταγραφή (Nitiss, 2009). Χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι η 

καµπτοθεκίνη, ένας αναστολέας της τοποϊσοµεράσης Ι και η ετοποσίδη, ένας αναστολέας 

της τοποϊσοµεράσης ΙΙ (Habermeyer et al., 2005). 

Τα δηλητήρια των τοποϊσοµερασών, χωρίζονται περαιτέρω σε µόρια που 

παρεµβάλλονται στο DNA και σε µόρια τα οποία δεν παρεµβάλλονται και δεν 

αλληλεπιδρούν µε το DNA. Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν µόρια, όπως οι 

ανθρακυκλίνες, η µιτοξανδρόνη και η αµσακρίνη, τα οποία ενσωµατώνονται στη θέση 

διάσπασης. Πολλά από τα µόρια αυτής της κατηγορίας, πέρα από την δράση τους στην 

τοποϊσοµεράση ΙΙ, έχουν και άλλες ποικίλες επιδράσεις στα κύτταρα, όπως η παραγωγή 

ελευθέρων ριζών και βλάβες στις µεµβράνες. Στην δεύτερη κατηγορία ανήκουν µόρια που 

κυρίως δρουν έναντι της προκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης ΙΙ, όπως η ετοποσίδη και η 

τενιποσίδη και αλληλεπιδρούν αποκλειστικά µε την πρωτεΐνη, παγιδεύοντας την στο 

διασπάσιµο σύµπλοκο (Nitiss, 2009). 

Οι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ σταθεροποιούν έναν οµοιοπολικό δεσµό 

µεταξύ ενός καταλοίπου τυροσίνης στην πρωτεΐνη και του 5΄ φωσφορικού άκρου σε κάθε 

σπασµένη αλυσίδα του DNA, ενώ οι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι σταθεροποιούν 
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έναν οµοιοπολικό δεσµό µεταξύ ενός καταλοίπου τυροσίνης στην πρωτεΐνη και του 3΄ 

φωσφορικού άκρου της µονόκλωνης αλυσίδας η οποία σπάει (Cummings et al., 1993). 

 

1.6.2 Καταλυτικοί αναστολείς 

 

Οι καταλυτικοί αναστολείς αναστέλλουν τις καταλυτικές δραστηριότητες των 

τοποϊσοµερασών µε διαφορετικούς τρόπους (Wang et al., 2003). Για παράδειγµα, 

παράγωγα της κουµαρίνης αναστέλλουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ, που είναι ένα ένζυµο που η 

δράση του εξαρτάται από το ΑTP, λειτουργώντας ως ανταγωνιστικοί αναστολείς του ATP. 

Μέσω της δράσης τους µπορούν να προκαλέσουν βλάβη στο DNA, είτε να εµποδίσουν 

σηµαντικές κυτταρικές λειτουργίες οι οποίες βασίζονται στην καταλυτική δράση των 

τοποϊσοµερασών, µε αποτέλεσµα να προκαλούν τον θάνατο πολλών κυττάρων (Wang et 

al., 2003). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το µόριο QAP1, το οποίο εµποδίζει τη διάσπαση του 

DNA από την τοποϊσοµεράση ΙΙ, χωρίς όµως να επιδρά στην σύνδεση της πρωτεΐνης µε το 

DNA (Nitiss, 2009). Άλλα παραδείγµατα καταλυτικών αναστολέων, αποτελούν το 

ελλαγικό οξύ και το φλαβελλαγικό οξύ, τα οποία αναστέλλουν την καταλυτική 

δραστηριότητα και της τοποϊσοµεράσης Ι και της τοποϊσοµεράσης ΙΙ (Pommier et al., 

1998). Τέλος, σε αντίθεση µε τους αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ που είναι ειδικοί για 

το ένζυµο, δεν υπάρχουν σαφείς ενδείξεις για την ειδικότητα των αναστολέων της 

τοποϊσοµεράσης Ι (Pommier et al., 1998). 

 

1.6.3 ∆ηλητήρια τοποϊσοµεράσης (topoisomerase poisons) 

 

Οι τοποϊσοµεράσες Ι και ΙΙ και η βακτηριακή γυράση είναι κύριοι στόχοι πολλών 

κλινικών φαρµάκων. Στην παρακάτω εικόνα παρουσιάζονται µερικά τέτοια παραδείγµατα 

φαρµάκων (Εικόνα 19). 
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Εικόνα 19: ∆οµή συγκεκριµένων δηλητήριων τοποϊσοµεράσης 

 

Η DNA γυράση αποτελεί στόχο αντιβιοτικών κινόλης και µάλιστα η δηµιουργία 

φθοριούχων κινολών, µε αντιπροσωπευτικό παράδειγµα το µόριο σιπροφλοξασίνη 

(ciprofloxacin), οδήγησε σε µόρια µε ευρεία αντιβακτηριακή δράση. Οι κινολόνες είναι η 

µόνη τάξη φαρµάκων που έχει βρεθεί να επιδρά και σε προκαρυωτικά και σε ευκαρυωτικά 

είδη. Παρόλο που υπάρχει ένας περιορισµένος αριθµός φαρµάκων που δρουν στην 

τοποϊσοµεράση Ι ή στην DNA γυράση, η τοποϊσοµεράση ΙΙ αποτελεί στόχο για πολλά 

µόρια. Φάρµακα όπως η ετοποσίδη, η δοξορουβικίνη, η αµσακρίνη και η µιτοξανδρόνη 

χρησιµοποιούνται συστηµατικά για τη θεραπεία διάφορων µορφών καρκίνου στον 

άνθρωπο και κυρίως δρουν στην α ισοµορφή του ενζύµου, αν και πρόσφατες µελέτες 

δείχνουν ότι και η τοποϊσοµεράση ΙΙβ παίζει σηµαντικό ρόλο στη δράση των φαρµάκων 

(Stasie et al., 1995).  

Τα δηλητήρια τοποϊσοµεράσης δρουν, είτε προκαλώντας εξασθένηση της 

ικανότητας του ενζύµου να επανασυνδέει το DNA που περιέχει σπασίµατα, είτε 

ενισχύοντας το ρυθµό διάσπασης του DNA. Το τελικό αποτέλεσµα της δράσης τους είναι η 

σταθεροποίηση του διασπάσιµου συµπλόκου. Μάλιστα, η πιθανή θνησιµότητα που 

προκαλείται από την σταθεροποίηση των συµπλόκων, αυξάνεται δραµατικά όταν το 

σύµπλοκο της αντιγραφής ή οι ελικάσες προσπαθήσουν να περάσουν τον οµοιοπολικό 

δεσµό, διότι τότε τα παροδικά µονόκλωνα ή δίκλωνα σπασίµατα µετατρέπονται σε µόνιµα 
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δίκλωνα σπασίµατα. Αυτά τα σπασίµατα που δηµιουργούνται στο γενετικό υλικό, γίνονται 

στόχοι για ανασυνδυασµό και επιδιόρθωση, κάτι που διεγείρει την ανταλλαγή µεταξύ 

αδερφών χρωµατίδων, τη δηµιουργία µεγάλων ελλείψεων και την παραγωγή 

χρωµοσωµικών µετατοπίσεων και όταν βρεθούν σε επαρκή συγκέντρωση πυροδοτούν µία 

σειρά γεγονότων που τελικά καταλήγουν στον κυτταρικό θάνατο µέσω νέκρωσης ή 

απόπτωσης (Εικόνα 20) (Stasie et al., 1995). 

 

     
      Εικόνα 20: Μηχανισµός κυτταροτοξικότητας των δηλητήριων τοποϊσοµεράσης 

 

Όλες οι µελέτες που είναι βασισµένες στη καµπτοθεκίνη υποδεικνύουν, ότι το 

συγκεκριµένο δηλητήριο της τοποϊσοµεράσης Ι δρα κυρίως εµποδίζοντας το βαθµό 

υπερελίκωσης του DNA και µάλιστα η ανασταλτική του δράση εξαρτάται από την 

συγκέντρωσή του. Αντίθετα, τα µόρια που στοχεύουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ 

χρησιµοποιούν και τους δύο µηχανισµούς. Μόρια όπως η ετοποσίδη και η αµσακρίνη είναι 

πιθανοί αναστολείς της επανασύνδεσης, ενώ οι κινολόνες και οι ελλειπτικίνες έχουν µικρή 

επίδραση στη δραστηριότητα του ενζύµου και δρουν κυρίως ενισχύοντας το ρυθµό 

διάσπασης (Stasie et al., 1995). Πολύ σηµαντικό ρόλο στον µηχανισµό παίζει η δοµή του 
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κάθε µορίου. Η αποµάκρυνση της 9-υδροξυλικής οµάδας από τις ελλειπτικίνες αλλάζει την 

αλληλεπίδραση και οδηγεί στην παραγωγή µη ενεργών µορίων. Από αυτό το παράδειγµα 

φαίνεται πόσο ευαίσθητος είναι ο µηχανισµός σύνδεσης µε µία συγκεκριµένη πρωτεΐνη, σε 

µικρές αλλαγές στη δοµή του αναστολέα (Cummings et al., 1993). 

Τα δηλητήρια της τοποϊσοµεράσης αν και σε υψηλές συγκεντρώσεις αναστέλλουν 

τις ενζυµικές δραστηριότητες (όπως για παράδειγµα την υδρόλυση του ATP και το 

πέρασµα της αλυσίδας), πρέπει να διαφοροποιούνται από τους αναστολείς της 

τοποϊσοµεράσης, οι οποίοι δρουν µπλοκάροντας την συνολική καταλυτική δραστικότητα. 

Η διάκριση ανάµεσα στα δηλητήρια της τοποϊσοµεράσης και τους αναστολείς βασίζεται σε  

κυτταροτοξικά κριτήρια. Τα υψηλά επίπεδα τοποϊσοµεράσης καθιστούν τα κύτταρα 

ευαίσθητα στα δηλητήρια και ανθεκτικά στους αναστολείς, ενώ τα χαµηλά επίπεδα του 

ενζύµου τα καθιστούν ανθεκτικά στα δηλητήρια, αλλά ευαίσθητα στους αναστολείς. 

Μάλιστα όσο πιο υψηλή η συγκέντρωση του ενζύµου, τόσο πιο ισχυρή και θανατηφόρα η 

δράση των µορίων που ανήκουν στα δηλητήρια (Stasie et al., 1995). 

 

1.6.4 Σχηµατισµός του συµπλόκου τοποϊσοµεράση-φάρµακο-DNA 

 

Υπάρχουν τρεις πιθανές πορείες για το σχηµατισµό του συµπλόκου 

τοποϊσοµεράση-φάρµακο-DNA (Εικόνα 21): 

1) Τα φάρµακα συνδέονται στο σύµπλοκο τοποϊσοµεράσης-DNA και αλληλεπιδρούν 

ελάχιστα µε το ένζυµο ή µε το DNA. Μελέτες σύνδεσης της καµπτοθεκίνης µε την 

τοποϊσοµεράση Ι υποστηρίζουν αυτό τον µηχανισµό, καθώς βρέθηκε ότι το µόριο 

αλληλεπιδρά αποκλειστικά µε το σύµπλοκο ένζυµο-DNA.  

2) Τα φάρµακα µπορεί να αλληλεπιδρούν κυρίως µε το DNA. Η υποστήριξη αυτού του 

µηχανισµού προέρχεται από το γεγονός ότι πολλά µόρια που στοχεύουν την 

τοποϊσοµεράση, συνδέονται στο DNA.  

3) Τα φάρµακα αποτελούν µέρος του συµπλόκου µέσω αρχικής ένωσης µε την 

τοποϊσοµεράση-στόχο. Πρόσφατες µελέτες της αλληλεπίδρασης της ελλειπτικίνης µε την 

τοποϊσοµεράση ΙΙ έδειξαν ότι τα µόρια δηµιουργούν σύµπλοκο µε το ένζυµο απουσία DNA 

(Stasie et al., 1995). 
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Εικόνα 21: Σχηµατισµός του συµπλόκου τοποϊσοµεράση-φάρµακο-DNA 

 

1.6.5 Ανάλυση των θέσεων διάσπασης του DNA από τους αναστολείς 

 

Η ανάλυση των θέσεων διάσπασης οι οποίες προκαλούνται από διαφορετικούς 

αναστολείς των τοποϊσοµερασών, έχει φανερώσει ότι υπάρχει η τάση οι θέσεις διάσπασης 

να είναι µοναδικές για κάθε τάξη µορίων. Μάλιστα έχει βρεθεί ότι αυτά τα σπασίµατα είναι 

περισσότερο κρίσιµα για τον θάνατο καρκινικών κυττάρων. Για παράδειγµα, το πρώτο-

ογκογονίδιο c-myc είναι είκοσι φορές περισσότερο ευαίσθητο στην διάσπαση που επάγεται 

από αµσακρίνη από ότι ολόκληρο το γένωµα. Η ταυτοποίηση αυτών των θέσεων 

διάσπασης θα µπορούν να παρέχουν έναν περισσότερο επιλεκτικό στόχο για τον 

µελλοντικό σχεδιασµό φαρµάκων (Cummings et al., 1993). 

Οι θέσεις διάσπασης για µεµονωµένα φάρµακα εµφανίζονται µε υψηλή συχνότητα 

στην ίδια βάση. Στην περίπτωση των αναστολέων της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, η δοξυκυκλίνη 

έχει µία προτίµηση για την βάση Α στο 3΄ άκρο του σπασίµατος (-1), οι ελλειπτικίνες 

έχουν µία προτίµηση για την Τ στην θέση -1 και η αµσακρίνη µία προτίµηση για Α στην 

+1 (5΄ άκρο του σπασίµατος). Για την εξήγηση της επιλεκτικότητας των τοπο-δηλητηρίων 

σε συγκεκριµένες βάσεις έχει προταθεί το παρακάτω µοντέλο: αρχικά ένα κατάλοιπο 

τυροσίνης της πρωτεΐνης, ενσωµατώνεται στο DNA σε µία πιθανή θέση διάσπασης. Στη 

συνέχεια το φάρµακο αναστολέας συνδέεται στο DNA στην ίδια θέση και σαν συνέπεια 

µετατοπίζει την τυροσίνη κατά µήκος του φωσφορικού κορµού, για να δηµιουργήσει έναν 

οµοιοπολικό δεσµό και το σύµπλοκο διάσπασης. Με την δοξυκυκλίνη η παρουσία του Α 
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στην -1 θα διευκολύνει το σχηµατισµό του οµοιοπολικού δεσµού, ενώ η παρουσία των G, 

C και η T όχι. Η ίδια εξήγηση µπορεί να εφαρµοστεί για τις προτιµήσεις σε βάσεις άλλων 

τοπο-δηλητηρίων (Cummings et al., 1993). 

 

1.6.6 Ταξινόµηση αναστολέων 

 

Έχει περιγραφεί µια κύρια τάξη αναστολέων της τοποϊσοµεράσης Ι, οι 

καµπτοθεκίνες, που περιλαµβάνουν το κύριο µόριο καµπτοθεκίνη και κάποια παράγωγά 

της (Εικόνα 22).  

   

 
Εικόνα 22: Χηµικές δοµές παραγώγων καµπτοθεκίνης 

 

Οι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ χωρίζονται σε διάφορες τάξεις και 

περιλαµβάνουν τις ανθρακυκλίνες (π.χ. δοξυκυκλίνη), ανθραπυραζόλες (π.χ. βιανθραζόλη), 

ακρυδίνες (π.χ. αµσακρίνη), ακτινοµυκίνες (π.χ. ακτινοµυκίνη D), ελλειπτικίνες (π.χ. 9-

υδροξυ-ελλειπτικίνη), ανθρακενεδιόνες (π.χ. µιτοξανδρόνη) και  επιποδοφυλοτοξίνες (π.χ. 

VP-16, VM-26). Έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν µε το DNA, να δρουν 

αποκλειστικά στην τοποϊσοµεράση ΙΙ ή στην τοποϊσοµεράση Ι και να λειτουργούν 

διαµέσου του διασπάσιµου συµπλόκου. Τα µόρια ετοποσίδη και καµπτοθεκίνη δεν 

παρεµβάλλονται και πιστεύεται ότι συνδέονται στο DNA µόνο µετά από διάσπαση του από 

την τοποϊσοµεράση (Cummings et al., 1993). 
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Στον Πίνακα 5 αναφέρονται οι αναστολείς που έχουν εµφανιστεί τα τελευταία 

πέντε χρόνια. Αυτό που αξίζει να σηµειωθεί είναι ότι η πλειοψηφία αυτών των µορίων δεν 

ακολουθεί τα πρότυπα που περιγράφηκαν παραπάνω. Κάποια από τα νέα µόρια δεν 

συνδέονται σηµαντικά στο DNA, αλλά παρ' όλα αυτά σταθεροποιούν τα διασπάσιµα 

σύµπλοκα (γενιστεΐνη, επικατεχίνη). Υπάρχουν επίσης µόρια που σταθεροποιούν τα 

διασπάσιµα σύµπλοκα και µε την τοποϊσοµεράση Ι και µε την τοποϊσοµεράση ΙΙ 

(σαϊντοπίνη, AzalQD) (Cummings et al., 1993). 
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                 Πίνακας 5: Ιδιότητες νέων αναστολέων των τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ στα θηλαστικά 
Κατηγορίες Πηγή Κύρια µόρια Μηχανισµός σύνδεσης 

στο DNA 
Αναστολέας 
 
topo II  topoI 

         Τύπος 
 
Καταλυτική           ∆ιασπάσιµο 
δραστηριότητα       Σύµπλοκο

Ειδικό χαρακτηριστικό 

 
 
 
Lexjtropsins 
 
 
 
 
 
bu(2,6-diaio 
piperazirjes) 
 
Anthracenyipeptides 
 
 
 
Terpenoides 
 
Φλαβονοειδή 
Κατεχίνες 
 
Idoloquinoline 
∆ιόνες 
 
Benzisoquinolindiones 
Κινολόνες 
 
 
Hexasulfated 
Napthyturea 
 
Αζατοξίνες 
 
 
 
 
Καµπτοθεκίνη 

  
Φυτό 
 
Αντιβιοτικό 
 
Αντιβιοτικά 
 
 
 
 
Συνθετικό 
 
 
Συνθετικό 
Αντιβιοτικό 
Συνθετικό 
Αντιβιοτικό 
 
Φυτό 
Φυτό 
 
 
Συνθετικό 
 
 
Συνθετικό 
Συνθετικό 
Συνθετικό 
Συνθετικό 
Συνθετικό 
 
Συνθετικό 
 
 
Φυτό 
 
Φυτό/ 
Ηµι 
συνθετικό 
 

 
Withangulatin  
 
Σαϊντοπίνη 
 
Netropsin 
∆ισταµυκίνη  
∆ισταµυκίνη  
 
 
ICRF 193, 154 
 
 
NU-ICRF 500 
Fostriecin 
Μερβαρόνη 
Terpeniecin 
 
Γενιστεΐνη, Orbol 
Επικατεχίνη 
 
 
AzalQD 
 
 
Aµοναφίδη 
 
2-nitroimidazoie 
Σουραµίνη 
Aµιλόνδη 
 
Aζατοξίνη 
 
 
Corilagin, Cbebolagic 
 acid 
τοποτεκάνη  
MDO-CPT 
CPT-11 

 
 
 
ασθενής ενσωµάτωση 
 
µικρή αύλακα 
µικρή αύλακα 
µικρή αύλακα 
 
 
κανένας 
 
 
κανένας 
κανένας 
κανένας 
όχι ενσωµάτωση 
 
όχι ενσωµάτωση 
κανένας 
 
 
κανένας 
 
 
ενσωµάτωση 
όχι ενσωµάτωση 
κανένας 
κανένας 
ασθενής ενσωµάτωση 
 
κανένας 
 
 
κανένας 
 
κανένας 
κανένας 
κανένας 

 

 
+                - 
    
+               + 
 
+               + 
+               + 
 
 
 
+               - 
  
 
+               + 
+ 
+           ασθενής 
+ 
 
+ 
+ 
 
 
+                + 
 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+                  -                 
 
 
-                  + 
 
-                  + 
-                  + 
-                  + 

 
        +                    +    
 
        +                    + 
         
        +                     - 
        +                     - 
 
         
           
        +                    - 
 
 
        +                     -                
        +                     - 
        +                     - 
        +                    + 
 
        +                     + 
        +                     + 
 
       
        +                     + 
 
 
       +                      + 
       +                      + 
        -                      + 
       +                       - 
       +                       - 
       + 
       +                       + 
       
 
        +                       - 
 
        +                      + 
        +                      + 
        +                      + 

 
 
 
Αναστολή τοπο Ι και τοπο ΙΙ 
 
 
Αποτροπή συσχέτισης µε το DNA 
Ανταγωνιστές σχηµατισµού συµπλόκου από VM-26, m-AMSA 
∆ιέγερση τοπο ΙΙ, προώθηση VM-26 
συµπλόκου 
 
Ανταγωνιστές σχηµατισµού του διασπάσιµου συµπλόκου 
 
 
 
Μείγµα αναστολέων των τοπο Ι και τοπο ΙΙ 
Ανταγωνιστές σχηµατισµού του διασπάσιµου συµπλόκου 
Ανταγωνιστές σχηµατισµού του διασπάσιµου συµπλόκου 
∆ιακριτό πρότυπο συµπλόκου 
 
 
Φυσιολογικό πρότυπο 
Ίδιο πρότυπο µε το m-AMSA 
 
 
 
 
 
 
Παραγωγή µίας κύριας θέσης διάσπασης στην pBR322 
Αναστολή συµπλόκου 
Επαγωγή συµπλόκου 
Συσσώρευση στον πυρήνα και σύνδεση στην τοπο ΙΙ 
 
 
 
Σχεδιασµός στον υπολογιστή 
 
 
 
 
Πρόοδος µέσω κλινικών δοκιµών 
Πιθανός σχηµατισµός συµπλόκου 
Βιοµετασχηµατισµός στον ενεργό µεταβολίτη  SN 38 
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1.6.7 Ανθεκτικότητα και υπερευαισθησία των ενζύµων στη δράση των αναστολέων 

 

Μεταλλάξεις οδηγούν στην παραγωγή τοποϊσοµερασών που εµφανίζουν 

ανθεκτικότητα και διαφορετική ευαισθησία στη δράση των αναστολέων (Stasie et al., 

1995). Έχουν ταυτοποιηθεί δύο περιοχές στην DNA γυράση οι οποίες παρέχουν 

ανθεκτικότητα στις κινολόνες. Η µία βρίσκεται στην υποµονάδα gyA, η οποία περιέχει την 

ενεργή τυροσίνη και αφορά την σερίνη 83. Οι µεταλλάξεις σε αυτή τη θέση είναι 

επικρατείς και οδηγούν σε υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας και µειώνουν σηµαντικά τη 

σύνδεση της κινολόνης στο σύµπλοκο DNA-πρωτεΐνης. Η δεύτερη βρίσκεται στην 

υποµονάδα gyrB, η οποία περιέχει τη θέση σύνδεσης του ATP. Μεταλλάξεις σε αυτή την 

περιοχή καθιστούν τα ένζυµα λιγότερο ανθεκτικά, αλλά τους παρέχουν υπερευαισθησία ως 

προς το φάρµακο µέσω ενός µηχανισµού για τον οποίο γνωρίζουµε ελάχιστα. Όµως, 

µείωση της συγγένειας του φαρµάκου έχει αναφερθεί για µία µετάλλαξη που οδηγεί σε 

ανθεκτικότητα, ενώ η αύξηση της συγγένειας σύνδεσης όπως και η µείωση του ρυθµού 

επανασύνδεσης, σχετίζονται µε εµφάνιση υπερευαισθησίας (Stasie et al 1995). Γενικά, η 

ανθεκτικότητα κυρίως στα κύτταρα θηλαστικών οφείλεται σε µειωµένη έκφραση του 

ενζύµου, παρά σε ενισχυµένη ενζυµική δραστικότητα. Επιπλέον, η ανθεκτικότητα στα 

δηλητήρια της τοποϊσοµεράσης είναι υπολειπόµενη, εποµένως παρουσία ανθεκτικότητας 

µε παρουσία ευαισθησίας, οδηγεί σε κύτταρα µε ανθεκτικότητα στο συγκεκριµένο 

φάρµακο (Nitiss 2009). 

 

1.7 Πολυφαινόλες ως αναστολείς τοποϊσοµερασών  

 

1.7.1 Αναστολή των τοποϊσοµερασών από διάφορα πολυφαινολικά µόρια 

 

Ο ακριβής µηχανισµός χηµειοπροστασίας των πολυφαινολικών µορίων δεν έχει 

ακόµα διευκρινιστεί. Τα φλαβονοειδή αποτελούν την καλύτερα µελετηµένη οµάδα 

πολυφαινολών που δρουν ως αναστολείς των τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ. Τα µόρια 

µυρικετίνη, κερκετίνη, φυσετίνη αναστέλλουν και τα δύο ένζυµα, ενώ τα µόρια 

καιµπφερόλη και φλωρετίνη αναστέλλουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ, χωρίς να εµποδίζουν την 

δράση της τοποϊσοµεράσης Ι. Για την αναστολή και των δύο ενζύµων απαιτείται η 

παρουσία υδροξυλικών οµάδων στις θέσεις C-3, C-7, C-3΄ και C-4΄ και µία κετονοµάδα 

στην θέση C-4. Επιπλέον, µία ακόµα υδροξυλική οµάδα στον B δακτύλιο ενισχύει την 
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ανασταλτική δράση των φλαβονοειδών στην τοποϊσοµεράση Ι και όταν βρεθεί δίπλα στην 

θέση C-4΄ τα φλαβονοειδή είναι ακόµα πιο αποδοτικοί αναστολείς (Πίνακας 6). Επίσης, 

απαιτείται ένας διπλός δεσµός, αλλά όταν ο Α δακτύλιος είναι ανοικτός, η απαίτηση για 

τον διπλό δεσµό µειώνεται (Constantinou et al., 1995). Υπάρχουν όµως και εξαιρέσεις, 

όπως παρουσιάζεται και στον παρακάτω πίνακα, όσο αφορά αυτό το πρότυπο δοµής. Η δ-

κατεχίνη, ένα φλαβονοειδές µε τις ίδιες υδροξυλικές αντικαταστάσεις µε το µόριο 

κερκετίνη, δεν αναστέλλει ούτε την τοποϊσοµεράση Ι ούτε την τοποϊσοµεράση ΙΙ. Η 

ρουτίνη, η οποία επίσης έχει τις ίδιες υδροξυλικές οµάδες µε την κερκετίνη µε την διαφορά 

ότι είναι ένα C-3 γλυκοσίδιο, στερείται της ιδιότητας να αναστέλλει τις τοποϊσοµεράσες. 

Ένα επιπλέον µόριο που ανήκει στα φλαβονοειδή είναι η γαλαγίνη, µόριο που δεν 

αναστέλλει τις τοποϊσοµεράσες, διότι δεν έχει υδροξυλικές οµάδες στον Β δακτύλιο 

(Constantinou et al., 1995). 

Τα φλαβονοειδή µπορούν να δράσουν ως δηλητήρια της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, ως 

καταλυτικοί αναστολείς ή και τα δύο, αυτό όµως εξαρτάται από τη θέση των υδροξυλίων 

στους δακτυλίους Α και Β του µορίου. Η γενιστεΐνη έχει την ικανότητα να σταθεροποιεί το 

σύµπλοκο που δηµιουργείται από την οµοιοπολική σύνδεση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ στο 

DNA και εποµένως να δρα ως δηλητήριο της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, ενώ και τα µόρια 

κερκετίνη, καιµπφερόλη και απιγενίνη σταθεροποιούν το σύµπλοκο τοποϊσοµεράσης ΙΙ-

DNA (Constantinou et al., 1995). Ένα ακόµα µόριο που ανήκει στα φλαβονοειδή και δρα 

ως δηλητήριο των τοποϊσοµερασών είναι η λουτεολίνη. Συνδέεται στην ευκαρυωτική 

τοποϊσοµεράση Ι και επάγει την σταθεροποίηση του διασπάσιµου συµπλόκου τόσο in vitro 

όσο και in vivo. Η σύνδεση του συγκεκριµένου µορίου µε το ένζυµο είναι αντιστρέψιµη 

και η δράση του εξαρτάται από την συγκέντρωσή του. Έχει βρεθεί ότι αναστέλλει πλήρως 

την καταλυτική δραστικότητα του ενζύµου σε συγκέντρωση 40 µΜ µε ΙC50 5 µΜ 

(Chowdhury et al., 2002). 

Μεταξύ των διαφόρων φλαβονοειδών υπάρχει και ανταγωνισµός καθώς η δράση 

της γενιστεΐνης καταστέλλεται από την µυρικετίνη, γεγονός που αποδεικνύει ότι και οι δύο 

τύποι αναστολέων αλληλεπιδρούν µε την ίδια λειτουργική περιοχή του ενζύµου-στόχου. 

Παρατηρείται λοιπόν ότι κάθε µόριο που ανήκει στην κατηγορία των φλαβονοειδών µπορεί 

να αναστείλει συγκεκριµένες τοποϊσοµεράσες σε συγκεκριµένα στάδια της αντίδρασης που 

καταλύουν (Constantinou et al., 1995).                                                                            

Οι ανθοκυανίνες αποτελούν µια άλλη κατηγορία πολυφαινολικών µορίων που 

αναστέλλουν την καταλυτική δραστικότητα των ανθρώπινων τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ, 

χωρίς να εµφανίζουν διαφορά στη δράση τους µεταξύ των ισοµορφών ΙΙα και ΙΙβ. Όλες οι 
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ανθοκυανίνες έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν µε το DNA, αλλά µόνο η δελφινίνη 

και η κυανιδίνη αναστέλλουν τις τοποϊσοµεράσες. Αυτό οφείλεται στην παρουσία του –OH 

στον δακτύλιο Β, το οποίο αποτελεί ένα σηµαντικό δοµικό στοιχείο για την αποδοτική 

στόχευση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Σε αντίθεση µε τα δηλητήρια της τοποϊσοµεράσης, η 

δελφινίνη και η κυανιδίνη δεν σταθεροποιούν το ενδιάµεσο σύµπλοκο που σχηµατίζεται 

από την οµοιοπολική σύνδεση του ενζύµου µε το DNA (Habermeyer et al., 2005). 

 
 

Πίνακας 6: Επιδράσεις φλαβονοειδών στην δράση των τοποϊσοµερασών 
 
 

Μόριο 

Θέση -OH  IC50  
(µg/ml) 

A δακτύλιος B δακτύλιος Tοπο I Tοπο II 
 

                                
 
Φλαβόνη 
Μυρικετίνη 
Κερκετίνη 
Φυσετίνη 
Μορίνη 
Καιµπφερόλη 
Απιγενίνη 
Ρουτίνη 
Γαλαγίνη 
3-OH Φλαβόνη 
5-OH Φλαβόνη 
6-OH Φλαβόνη 
7-OH Φλαβόνη 

 
3        5        7 
3        5        7 
3                  7 
3        5        7 
3        5        7 
          5        7 
          5        7 
3        5        7 
3 
          5 
               6     
                    7 

 
      3΄   4΄   5΄ 
       3΄   4΄    
       3΄   4΄    
   2΄       4΄    
             4΄ 
             4΄ 
       3΄   4΄    
 

- 
11.9 
12.8 
20.6 
42.1 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
11.9 
6.9 
8.2 
40.8 
8.1 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

                                         
                                  Φλωρετίνη                                                                             δ-Κατεχίνη 

 
Φλωρετίνη                           
δ-Κατεχίνη 

    5       7 
 3         5       7 

             4΄ 
       3΄   4΄

- 
-

46.1 
- 
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1.8 Σκοπός 
 

Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια της µελέτης των βιολογικών 

ιδιοτήτων φυτικών εκχυλισµάτων αποµονωµένα από ψυχανθή (µέλη της οικογένειας 

Leguminosae) µε έµφαση στις χηµειοπροστατευτικές τους ιδιότητες. Ο σκοπός της 

παρούσας διπλωµατικής εργασίας ήταν η µελέτη της επίδρασης κλασµάτων καθαρών 

µορίων, πλούσιων σε πολυφαινολικές  ενώσεις, στην ενεργότητα της ανθρώπινης 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Η τοποϊσοµεράση ΙΙ παίζει καθοριστικό ρόλο σε διεργασίες που είναι 

απαραίτητες για την επιβίωση του κυττάρου και έχει παρατηρηθεί ότι βρίσκεται σε 

αυξηµένα επίπεδα στα καρκινικά κύτταρα και για τον λόγο αυτό αποτελεί κυτταρικό στόχο 

πολλών αντικαρκινικών φαρµάκων. Έτσι µόρια, τα οποία αναστέλλουν την δράση του 

συγκεκριµένου ενζύµου, θεωρούνται σηµαντικοί αντικαρκινικοί και χηµειοπροστατευτικοί 

παράγοντες. Συνολικά µελετήθηκαν 10 κλάσµατα καθαρών µορίων, από τα οποία τα επτά 

αποµονώθηκαν από το µεθανολικό εκχύλισµα του φυτού Vicia faba και τα τρία από το 

µεθανολικό εκχύλισµα του φυτού Lotus edulis.   
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Φυτά της οικογένειας Leguminosae που µελετήθηκαν στην παρούσα 

εργασία 
 

1. Vicia faba 

 

Το γένος Vicia αποτελεί ένα από τα πολυάριθµα 

γένη της οικογένειας Leguminosae. Περιλαµβάνει 140 

ανθοφόρα φυτά, τα οποία προέρχονται από την 

Ευρώπη, την Ασία και την Αφρική και αποτελείται από 

αρκετά αυτοφυή είδη, αλλά και καλλιεργούµενα 

υβρίδια. Το είδος Vicia faba (Εικόνα 23) προέρχεται 

από την Βόρεια Αφρική και την Νοτιοδυτική Ασία, 

αλλά καλλιεργείται σε µεγάλο βαθµό και σε άλλες 

περιοχές. Είναι ετήσιο φυτό και οι καρποί του που είναι 

γνωστοί ως κουκιά, καταναλώνονται ως τρόφιµα και 

είναι σηµαντικό κοµµάτι της Μεσογειακής διατροφής, 

ενώ είναι πλούσια και σε συστατικά µε ευεργετικές 

επιδράσεις στην ανθρώπινη υγεία (www.wikipedia.com). 

 

 

2. Lotus edulis 

 

Το γένος Lotus περιλαµβάνει αυτοφυή και 

καλλιεργούµενα φυτά. Το είδος Lotus edulis (Εικόνα 24) 

είναι γνωστό ως περατζούνι. Είναι ένα ετήσιο φυτό που 

απαντάται στην περιοχή της Μεσογείου και ιδιαίτερα 

στην Ιταλία, στην Ισπανία και στην Ελλάδα. 

Παρουσιάζει συµβιωτικές σχέσεις µε βακτήρια του 

εδάφους, τα οποία σχηµατίζουν εξογκώµατα στις ρίζες 

των φυτών και παράγουν ατµοσφαιρικό άζωτο για αυτό 

και αποτελεί σηµαντική πηγή αζώτου, ενώ 

καταναλώνεται και ως τρόφιµο (www.wikipedia.com). 

  

Εικόνα 23: Φυτό Vicia faba 

Εικόνα 24: Φυτό Lotus edulis 
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2. Υλικά και µέθοδοι 

 
2.1 Υλικά 

 
2.1.1 Εκχυλίσµατα και κλάσµατα καθαρών µορίων 

 

Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκαν δύο ελληνικά ψυχανθή της οικογένειας 

Leguminosae. Τα φυτά που ανήκουν στα γένη Vicia και Lotus (Πίνακας 7), συλλέχθηκαν 

από διάφορα µέρη της Ελλάδας και ακολούθησε ταυτοποίηση και µελέτη συνολικά δέκα 

καθαρών εκχυλισµάτων που αποµονώθηκαν από τα δύο αυτά φυτά. 

 

Πίνακας 7: Χαρακτηρισµός των ψυχανθών που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα  µελέτη 

Γένος Είδος Κοινή ονοµασία Προέλευση 

             Vicia Vicia faba κουκιά εµπορική ποικιλία 

Lotus  Lotus edulis περατζούνι, λώτος Ζαρός, Κρήτη 
 

 

2.1.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DΝΑ 

 

Για την καλλιέργεια των βακτηρίων και την αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA 

χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω υλικά 

 

• Θρεπτικό µέσο καλλιέργειας: 1,5 gr LB broth, 1gr NaCl σε 100 ml απιονισµένο 

νερό. To θρεπτικό µέσο αποστειρώθηκε στους 120οC µε υγρή αποστείρωση για 20 

λεπτά.   

• ∆ιάλυµα αµπικιλλίνης 100 mg/ml αποστειρώνεται µε πέρασµα από φίλτρο 

πόρων 0,45 µm και διατηρείται σε -20οC. 

• ∆ιάλυµα 1 (Sol 1): 50 mM γλυκόζη, 25 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA (pH 

8.0).  To διάλυµα 1 αποστειρώνεται και διατηρείται σε  4οC.                                                                     

• ∆ιάλυµα 2 (Sol 2) : 0,2 N NaOH και 1% SDS. Το διάλυµα 2 πρέπει να 

παρασκευάζεται την ηµέρα εξαγωγής του πλασµιδιακού DNA. 

• ∆ιάλυµα 3 (Sol 3) : 5Μ οξικό κάλιο (45 ml), οξικό οξύ (11,5 ml) σε 28,5 ml 

νερό. ∆ιατηρείται σε θερµοκρασία δωµατίου.  
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• ∆ιάλυµα ΤΕ: 10mM Tris-Cl, 1mM EDTA pH 8.0        

• RNαση: 10 µg/ml 

   

2.1.3 Τopoisomerase II relaxation assay 

 

• Ανθρώπινη τοποϊσοµεράση ΙΙ, υποµονάδα α, p170 (Topogen-ΗΠΑ).   

∆ιατηρείται σε -700C, σε µικρές ποσότητες (aliquots). Είναι αρκετά ευαίσθητο και 

το συνεχές πάγωµα – ξεπάγωµα µπορεί να οδηγήσει σε απώλεια της δραστικότητας.  

• ∆ιάλυµα A: 0.5 Μ Tris-HCl (pH 8.0), 1.5 M NaCl, 0.1 M MgCl2, 5 mM 

dithiothreitol (DTT), 300 µg/ml BSA (Topogen-ΗΠΑ). ∆ιατηρείται σε -200C. 

• ∆ιάλυµα B: 20 µΜ ΑΤP σε νερό (Topogen-ΗΠΑ). ∆ιατηρείται σε -200C. 

• ∆ιάλυµα αραίωσης του ενζύµου: 10 mM Tris-Cl (pH 7.5), 500 mM NaCl ή KCl, 

1 mM PMSF, 2 mM DTT και 50 µg BSA/ml (Topogen-ΗΠΑ). ∆ιατηρείται σε -

200C. 

 

2.1.4 Ηλεκτροφόρηση πλασµιδιακού DΝA 

 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1%  πραγµατοποιείται για τον 

διαχωρισµό και την ανάλυση των προϊόντων της αντίδρασης. Χρησιµοποιήθηκαν τα 

ακόλουθα υλικά: 

 

1. ∆ιάλυµα φόρτωσης: 0,25% κυανό της βρωµοφαινόλης, 30% γλυκερόλη 

2. ΤΒΕ 1x: 100 mΜ Tris-Cl, 90 mΜ βορικό οξύ, 10 mΜ EDTA (pH 8)  

3. Αγαρόζη (Applichen-Γερµανία) 

4. Βρωµιούχο αιθίδιο: 10 mg/ml 
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2.2 Μέθοδοι 

 
2.2.1 Αρχή της µεθόδου 

 

Η µέθοδος βασίζεται στην ικανότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ να ρυθµίζει την 

υπερσπείρωση του πλασµιδιακού DNA, προκαλώντας δίκλωνα σπασίµατα, καθώς και στην 

ιδιότητα του πλασµιδιακού DNA να τρέχει διαφορετικά σε ένα πήκτωµα αγαρόζης κατά 

την ηλεκτροφόρηση, ανάλογα µε την διαµόρφωσή του. Το πλασµιδιακό DNA απαντάται 

στις ακόλουθες διαµορφώσεις: 

 

1. Την υπερελικωµένη διαµόρφωση, στην οποία το πλασµίδιο είναι άθικτο και 

αποτελεί και την πιο συµπαγή του µορφή      

 

      

 

2. Την ανοιχτή κυκλική, στην οποία το πλασµίδιο µεταβαίνει όταν προκαλούνται 

µονόκλωνα σπασίµατα                                                                                                                                 

                                                                                                                                                                           

             

                                                                                    

3. Την γραµµική διαµόρφωση, στην οποία µεταβαίνει το πλασµίδιο όταν φέρει 

δίκλωνα σπασίµατα                            

 

 

 

Οι διαµορφώσεις αυτές τρέχουν µε διαφορετική ταχύτητα σε ένα πήκτωµα 

ηλεκτροφόρησης. Συγκεκριµένα το υπερελικωµένο DNA είναι πιο συµπαγές και διαπερνά 

ταχύτερα τους πόρους της αγαρόζης, στη συνέχεια ακολουθεί η γραµµική και τέλος η 

ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση του πλασµιδιακού DNA (Εικόνα 25). 

 

   Ανοικτή κυκλική διαµόρφωση 

Υπερελικωµένη διαµόρφωση 

      Γραµµική διαµόρφωση 
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                            Εικόνα 25: ∆ιαµορφώσεις του πλασµιδιακού DNA  

 

Όταν η τοποϊσοµεράση ΙΙ προκαλεί σπασίµατα στο πλασµιδιακό DNA, τότε αυτό 

µεταβαίνει από την υπερελικωµένη διαµόρφωση στην ανοιχτή κυκλική. Αν και προκαλεί 

δίκλωνα σπασίµατα, στο συγκεκριµένο πρωτόκολλο που χρησιµοποιείται δεν εµφανίζεται 

έντονα η γραµµική διαµόρφωση. Εποµένως, στο τέλος της ηλεκτροφόρησης στο πήκτωµα 

στο κάτω µέρος θα εµφανίζεται η υπερελικωµένη διαµόρφωση, ενώ πιο ψηλά η ανοιχτή 

κυκλική, καθώς δεν µπορεί να περάσει το ίδιο γρήγορα µε την υπερελικωµένη διαµόρφωση 

τους πόρους της αγαρόζης. Η γραµµική διαµόρφωση θα εµφανίζεται ανάµεσα στην 

ανοιχτή και την υπερελικωµένη διαµόρφωση, διότι περνά µέσα από τους πόρους της 

αγαρόζης πιο γρήγορα σε σχέση µε την ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση. 

Έτσι µε βάση τον τρόπο δράσης του ενζύµου και τις διαφορετικές διαµορφώσεις 

του πλασµιδιακού DNA, µπορούµε να ελέγξουµε εάν ένα µόριο δρα ως πιθανός 

καταλυτικός αναστολέας της τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Πιο συγκεκριµένα, εάν ένα φυτικό µόριο 

έχει την ικανότητα να αναστέλλει την δράση του ενζύµου, τότε θα παρατηρήσουµε την 

αναστολή της µετατροπής της υπερελικωµένης διαµόρφωσης στην ανοικτή κυκλική 

διαµόρφωση. Tο πλασµιδιακό DNA θα παραµείνει στην υπερελικωµένη µορφή, γεγονός 

που φανερώνει αναστολή της ενζυµικής δραστικότητας. Το ένζυµο δεν θα µπορεί να 

δράσει και να µειώσει τον αριθµό των υπερελικώσεων και το πλασµιδιακό DNA δεν θα 

µεταβαίνει στην ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

               Ανοιχτή κυκλική 

               Υπερελικωµένη 

               Γραµµική 
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2.2.2.  Πειραµατική διαδικασία 

 

2.2.2.1 ∆ιαδικασία αποµόνωσης των φυτικών εκχυλισµάτων  

 

Αρχικά από τα φυτά V. faba και L. edulis αποµονώθηκαν τα υπέργεια τµήµατα, τα 

σπέρµατα και οι καρποί των φυτών και αποξηράνθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου, σε 

µεγάλους καλά αεριζόµενους χώρους, προστατευµένους από την ηλιακή ακτινοβολία. 

Ακολούθησε διαλογή του φυτικού υλικού, µακροµερής τεµαχισµός και κονιορτοποίηση 

του σε ειδικό µύλο (Allenwest, Αγγλία).  

Στη συνέχεια µία ποσότητα των φυτικών τµηµάτων χρησιµοποιήθηκε για εκχύλιση 

µε µεθανόλη (2/1 κατ’όγκον) και νερό (2/1 κατ’όγκον) σε ειδική συσκευή επιταχυνόµενης 

εκχύλισης ASE (accelerated solvent extractor). Η παρασκευή των εκχυλισµάτων έγινε υπό 

καθορισµένες συνθήκες, µε σκοπό την εξασφάλιση της επαναληψιµότητας και τη 

δυνατότητα της συγκριτικής τους µελέτης. Κάθε εκχύλιση µε τον αντίστοιχο διαλύτη 

(µεθανόλη ή νερό) επαναλήφθηκε τρεις φορές και είχε διάρκεια 48 ώρες. Στα δοχεία 

εκχύλισης της συσκευής τοποθετήθηκαν 20 g του φυτικού υλικού και η κάθε εκχύλιση 

πραγµατοποιήθηκε σε πίεση 1500 psi, σε θερµοκρασία 70οC και σε 100 mL όγκο διαλύτη. 

Ακολούθησε αποµάκρυνση του διαλύτη των εκχυλισµάτων µε τη βοήθεια συσκευής 

απόσταξης υπό κενό. H περαιτέρω κλασµάτωση των εκχυλισµάτων, ο καθαρισµός τους και 

η ταυτοποίηση των καθαρών µορίων έχει περιγραφεί αναλυτικά από τους Spanou et al. 

(Spanou et al., 2008). 

 

2.2.2.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

 

Μετά την παρασκευή και αποστείρωση του θρεπτικού µέσου καλλιέργειας 

ακολουθεί η προσθήκη διαλύµατος αµπικιλλίνης σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml.   

Αρχικά 3-4 ml από το θρεπτικό µέσο επιµολύνθηκαν µε βακτήρια E. coli 

µετασχηµατισµένα µε το Bluescript-SK+ πλασµιδιακό DNA (διατηρούνται ως στοκ 

γλυκερόλης σε -80 οC) και η καλλιέργεια έφθασε σε εκθετικό στάδιο ανάπτυξης, µετά από 

συνεχή ανάδευση σε 210 στροφές, σε θερµοκρασία 37οC για περίπου 4-6 ώρες. Στη 

συνέχεια αυτή η µικρή καλλιέργεια µεταφέρθηκε στο υπόλοιπο θρεπτικό µέσο (100 ml) και 

αφέθηκε για ανάδευση για 12 ώρες στις προαναφερθείσες συνθήκες.  

Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA από την βακτηριακή καλλιέργεια 

περιλαµβάνει τα ακόλουθα βήµατα: τα βακτήρια διαχωρίστηκαν (ως ίζηµα) µετά από 
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φυγοκέντρηση 20 λεπτών στις 4000 στροφές, σε 4οC, και διαλύθηκαν σε 16 ml διαλύµατος 

1 (Sol 1). Τα δείγµατα επωάστηκαν για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε 

προσθήκη 16 ml διαλύµατος 2 (Sol 2) και απαλή ανάδευση των δειγµάτων. Επειδή το 

διάλυµα 2 είναι πολύ αλκαλικό, θα προκαλέσει την χαλάρωση της υπερελικωµένης 

διαµόρφωσης του πλασµιδιακού DNA και κατά συνέπεια µόλις το διάλυµα γίνει διαυγές, 

προστίθεται το επόµενο. Ακολούθησε προσθήκη  12 ml διαλύµατος 3 (Sol 3), ανάδευση, 

επώαση 7-8 λεπτών σε πάγο και  φυγοκέντρηση 20 λεπτών, στις 5000 στροφές, σε 4οC. 

Μετά την φυγοκέντρηση, το υπερκείµενο συλλέχθηκε και µεταφέρθηκε σε καινούργιο 

σωλήνα και πραγµατοποιήθηκε επανάληψη της προηγούµενης 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 τα δείγµατα 

επωάσθηκαν 3-5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολούθησε φυγοκέντρηση 20 

λεπτών στις 5000 στροφές σε 4οC. Στη συνέχεια το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη 

(50% του όγκου του) και γίνεται φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 5000 στροφές σε 4οC. 

Τέλος, το ίζηµα τοποθετείται σε κλίβανο 37οC για περίπου 45 λεπτά µέχρι να στεγνώσει 

και επαναδιαλύεται σε διάλυµα ΤΕ, το οποίο περιέχει RNAse σε τελική συγκέντρωση 

10µg/ml για την αποφυγή της αποικοδόµησης του RNA.  

Η εκτίµηση της ποσότητας και της καθαρότητας του πλασµιδιακού DNA 

πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση της απορρόφησης ΑBS σε µήκη κύµατος 260 και 280 

νανόµετρων (σε 280 νανόµετρα απορροφούν οι πρωτεΐνες και σε 260 το DNA). Η 

καθαρότητα του πλασµιδίου θεωρείται ικανοποιητική όταν ο λόγος της απορρόφησης 

(260/280) είναι µεγαλύτερος από 1.8. Η συγκέντρωση του πλασµιδιακού DNA  

υπολογίζεται βάσει του τύπου:   

C (µg/µl) =Απορρόφηση σε 260 x 50 x συντελεστής αραίωσης 

Η εκτίµηση των διαµορφώσεων του πλασµιδιακού DNA γίνεται µετά από 

ηλεκτροφόρηση σε 1% πήκτωµα αγαρόζης (Εικόνα 26). 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.  
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Εικόνα 26: Αποµόνωση πλασµιδίου                                             

 

2.2.2.3 Topoisomerase II relaxation assay 

 

Τα κλάσµατα καθαρών µορίων εξετάστηκαν σε συγκεντρώσεις 100 - 1000 µM για 

να προσδιοριστεί η επίδρασή τους στη δραστικότητα της τοποϊσοµεράσης IΙ. Πριν την 

µελέτη των φυτικών µορίων, ήταν απαραίτητο να βρεθεί η µικρότερη ενζυµική 

συγκέντρωση, στην οποία το ένζυµο µπορεί να δράσει και να µειώσει ικανοποιητικά τις 

υπερελικώσεις στο πλασµιδιακό DNA. Για το λόγο αυτό, πραγµατοποιήθηκε τιτλοδότηση 

του ενζύµου (δοκιµάσθηκαν 0.8 units, 1.6 units και 2 units ενζύµου) και βρέθηκε ότι 1.6 

units ενζύµου απαιτούνται για να επιτευχθεί κατά 90% η µετατροπή της υπερελικωµένης 

διαµόρφωσης του πλασµιδίου στην χαλαρωµένη ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση, υπό τις 

καθορισµένες πειραµατικές συνθήκες. 

Οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνταν σε τελικό όγκο 20 µl και περιείχαν 0,2 µg 

πλασµιδίου Bluescript SK+, 1.6 units ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ και 4µl διάλυµατος 

A+Β σε τελική συγκέντρωση 1x (50 mM Tris-Cl, pH 0.8, 150mM NaCl, 10mM MgCl2, 

5mM ATP, 0.5 mM dithiothreitol, 30ug BSA/ml). Κάθε αντίδραση περιλάµβανε τα εξής 

δείγµατα: τον αρνητικό µάρτυρα (πλασµιδιακό DNA), το θετικό µάρτυρα (πλασµιδιακό 

DNA και ένζυµο) καθώς και το κάθε κλάσµα φυτικού µορίου σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (πλασµιδιακό DNA και ένζυµο και κλάσµα καθαρού µορίου). Τα δείγµατα 

επωάζονταν για µία ώρα στους 370C.  

Μετά την ολοκλήρωση της επώασης, η αντίδραση τερµατιζόταν µε την προσθήκη 4 

µl διάλυµα φόρτωσης και τα δείγµατα αναλύονταν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης 1%, στα 70 Volt για τουλάχιστον µία ώρα. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, 

γινόταν χρωµατισµός και αποχρωµατισµός του πηκτώµατος. Για τον χρωµατισµό το 

πήκτωµα τοποθετούνταν σε διάλυµα βρωµιούχου αιθίδιου (τελικής συγκέντρωσης 0.5 

      1           2             3 

1: 1 µg πλασµιδίου 
2: 1.5 µg πλασµιδίου 
3: 2 µg πλασµιδίου

              
              Ανοιχτή κυκλική            
       
 
               Υπερελικωµένη          



 70

µg/ml) και αναδεύοταν συνεχώς για σαράντα λεπτά. Μετά την προσεκτική αποµάκρυνση 

του διαλύµατος του βρωµιούχου αιθιδίου (που είναι εξαιρετικά µεταλλαξιγόνο) το 

πήκτωµα αποχρωµατίζοταν µε προσθήκη 250 ml απεσταγµένου νερού, µε συνεχή 

ανάδευση για σαράντα λεπτά. Με την ολοκλήρωση του αποχρωµατισµού, το πήκτωµα 

φωτογραφιζόταν κάτω από το υπεριώδες φως (UV) και η αποθήκευση των εικόνων 

γινόταν µε το πρόγραµµα Alpha View (Alpha Innotech, San Leandro, California). 

 

2.2.3 Υπολογισµοί 

 

Η επεξεργασία των φωτογραφιών των πηκτωµάτων έγινε µε τη βοήθεια του 

προγράµµατος Gel-Pro, µε το οποίο υπολογίστηκαν (µε βάση την οπτική πυκνότητα) τα 

ποσοστά της υπερελικωµένης και της ανοιχτής κυκλικής διαµόρφωσης για την κάθε 

συγκέντρωση των υπό εξέταση µορίων. Από τις τιµές αυτές το ποσοστό της αναστολής για 

κάθε δείγµα υπολογίζεται µε βάση τον παρακάτω τύπο: 

 

% αναστολή = 

 

Όπου Sp  είναι το ποσοστό της υπερελικωµένης µορφής στο θετικό µάρτυρα, που 

είναι το δείγµα που περιέχει το πλασµιδιακό DNA µαζί µε το ένζυµο, S είναι το ποσοστό 

της υπερελικωµένης µορφής στο εξεταζόµενο δείγµα που περιέχει το πλασµιδιακό DNA, 

το ένζυµο και τις διαφορετικές συγκεντρώσεις του προς εξέταση µορίου και S0 είναι το 

ποσοστό της υπερελικωµένης µορφής στον αρνητικό µάρτυρα, που είναι το δείγµα που 

περιέχει µόνο το πλασµιδιακό DNA, απουσία ενζύµου.  

Τα ποσοστά αναστολής για το κάθε εξεταζόµενο µόριο µετρήθηκαν σε τρία 

ανεξάρτητα πειράµατα. Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση 

του στατιστικού προγράµµατος ανάλυσης SPSS 13.0 (Statistical Package for Social 

Sciences). 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). Στη συνέχεια εφαρµόστηκαν µέθοδοι 

επαγωγικής στατιστικής. Η ανεξάρτητη µεταβλητή ήταν οι συγκεντρώσεις των καθαρών 

πολυφαινολικών ενώσεων.  

H στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µέσω ανάλυσης διακύµανσης 

ενός παράγοντα, 1- way ANOVA και οι ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν µέσω του τεστ του 

Dunnet. Oι διαφορές θεωρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές µε επίπεδο στατιστικής 
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σηµαντικότητας p<0,05. Στα γραφήµατα των αποτελεσµάτων παρουσιάζονται µόνο οι 

στατιστικά σηµαντικές τιµές.     

Για την σύγκριση της ανασταλτικής δράσης των φυτικών µορίων που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία εκτιµήθηκε η τιµή IC50 για το κάθε µόριο. Η 

IC50 (Inhibitory Concentration) αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του µορίου στην οποία 

παρατηρείται 50% αναστολή στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Μόρια µε µικρές τιµές 

IC50  αποτελούν ισχυρούς αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ.   
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3. Αποτελέσµατα 
 
3.1 Επίδραση κλασµάτων φυτών της οικογένειας Leguminosae στη δράση της 

ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ. 

 

Συνολικά µελετήθηκε η επίδραση δέκα φυτικών κλασµάτων πολυφαινολικών 

µορίων στην καταλυτική δραστικότητα της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Τα κλάσµατα 

Le C2, Le D3 και Le D6 αποµονώθηκαν από το φυτό L. edulis, ενώ τα κλάσµατα Vf 12e, Vf 

12f, Vf 7bb, Vf 7b, Vf 11c, Vf 8c και Vf 5a αποµονώθηκαν από το φυτό V. faba. Οι δοµές 

των µορίων δίνονται στην Εικόνα 27. Οι πλήρεις ονοµασίες και τα µοριακά βάρη των 

πολυφαινολικών ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα κλάσµατα δίνονται στον Πίνακα 8.  
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Εικόνα 27: ∆οµές φαινολικών µορίων που µελετήθηκαν στην παρούσα εργασία 

 

      Vf 5a                                        Vf 7b                                             Le C2 

Μείγµα ισοµορφών Vf 8c και Vf 7bb                Vf 11c                                     Vf 12e 

         Vf 12f                                  Le D3                                         Le D6 
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Πίνακας 8 : Ονόµατα των καθαρών πολυφαινολικών ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα 

κλάσµατα που αποµονώθηκαν από τα µεθανολικά εκχυλίσµατα των φυτών V. faba και L. 

edulis 

Καθαρή ένωση Όνοµα της ένωσης ΜΒ* 

Vf 5α  
3-Ο-(2-Ο-ραµνοπυρανοσυλο)-γαλακτοπυρανοσυλο-7-Ο-

ραµνοπυρανοσυλοκερκετίνη 
756,66 

Vf 7b  9-O-β-D-γλυκοπυρανοσυλοξυ-6-υδροξυ-3-οξο-α-ιονόλη 386 

Vf 7bb, Vf 8c 
3-Ο-(2-Ο-ραµνοπυρανοσυλο)-γαλακτοπυρανοσυλο-7-Ο-

ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 
740,66 

Vf 11c 
3-Ο-γαλακτοπυρανοσυλο-7-Ο- 

ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 
594,52 

Vf 12e  
3-Ο-αραβινοπυρανοσυλο-7-Ο- 

ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 

564,49 

 

Vf 12f 
3-Ο-γλυκοπυρανοσυλο-7-Ο- 

ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 
594,52 

Le D3 3,7-δι-Ο-ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη  578,52 

Le C2 
3-Ο-(5-Ο-ακετυλαπιοφουρανοσυλο)-7-Ο- 

ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 
606 

Le D6 3-Ο-απιοφουρανοσυλο-7-Ο- 

ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 

578,52 

*ΜΒ: Μοριακό βάρος της ένωσης 

 

Αρχικά µελετήθηκε η επίδραση των κλασµάτων καθαρών µορίων στην δράση της 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ σε συγκέντρωση 600 µΜ, ενώ κάποια µόρια εξετάστηκαν και στην 

υψηλότερη συγκέντρωση των 1000 µΜ (Εικόνα 28). Παρατηρήθηκε ότι τα µόρια Vf 7b, 

Vf 11c, Vf 8c και τα Vf 7bb και Le D3 (σε 1000 µΜ) ανέστειλαν την δράση του ενζύµου σε 

πολύ µικρό ποσοστό, τα µόρια Vf 12e, Vf 5a και Vf 12f ανέστειλαν σε ποσοστό 

µεγαλύτερο από 40% και τα µόρια Le D6 και Le C2 εµφάνισαν ισχυρή ανασταλτική δράση 

(ποσοστό αναστολής µεγαλύτερο από 80%). Επιλέχθηκαν τα κλάσµατα Le D6 και Le C2 

του φυτού L. edulis και τα κλάσµατα Vf 12f, Vf 12e του φυτού V. faba για περαιτέρω 

µελέτη σε µεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων (100 µΜ έως 1000 µΜ).  
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Εικόνα 28: Επίδραση των κλασµάτων καθαρών µορίων των φυτών  L. edulis και V. faba  

στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ σε συγκεντρώσεις 600 µM και 1000 µM 

 

 

3.2 Επίδραση του κλάσµατος Le C2 στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

Το καθαρό µόριο Le C2 λόγω της ισχυρής ανασταλτικής δράσης του σε 

συγκέντρωση 600 µΜ, µελετήθηκε περαιτέρω και σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις των 100, 

200, 300, 400 και 500 µΜ (Εικόνα 29). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 29: Επίδραση του φυτικού κλάσµατος Le C2 (100, 200, 300, 400, 500, 600 µM) 

στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1: 200 ng πλασµιδίου   
2: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II    
3: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II + 600 µM  D6  
4: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  5a  
5: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  11c  
6: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  12e 
7: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II   
8: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  8c 
9: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  C2 
10: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  7b 
11: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  12f 
12: 200 ng πλασµιδίου      
13: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II  
14: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II  + 1000 µM  D3  
15: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II  + 1000 µM  7bb

    1                  2               3            4             5               6             7              8 

1: 200 ng πλασµιδίου      
2: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II  
3: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II + 100 µM C2  
4: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 200 µM C2  
5: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 300 µM C2  
6: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 400 µM C2  
7: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 500 µM C2  
8: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM C2
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 Το µόριο Le C2 στις συγκεντρώσεις 100, 200 και 300 µΜ παρουσίασε αναστολή 

8%, 21,67% και 49% αντίστοιχα, ενώ στις συγκεντρώσεις 400, 500 και 600 µΜ 

παρουσίασε αναστολή 76%, 83% και 79% αντίστοιχα (Γράφηµα 1). Από τα ποσοστά 

παρατηρούµε ότι το µέγιστο της αναστολής µπορεί να επιτευχθεί στη συγκέντρωση των 

500 µΜ. Τα ποσοστά αναστολής αποτελούν τη µέση τιµή τουλάχιστον έξι ανεξάρτητων 

πειραµάτων. 

Με βάση τα ποσοστά αναστολής κατασκευάστηκε γραφική παράσταση όπου 

απεικονίζεται η ανασταλτική δράση του µορίου Le C2 στις παραπάνω συγκεντρώσεις και η 

οποία χρησιµοποιείται για την εύρεση του IC50, δηλαδή για την εύρεση της συγκέντρωσης 

του µορίου που απαιτείται για την αναστολή της καταλυτικής δραστικότητας της 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ κατά 50%. Το µόριο Le C2 αποτελεί ισχυρό αναστολέα µε τιµή IC50  της 

τάξεως των 300 µΜ. 
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Γράφηµα 1: Ποσοστά αναστολής στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ από το µόριο Le C2   

(200, 300, 400, 500, 600 µΜ).  
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3.3 Επίδραση του κλάσµατος Le D6  στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

Το καθαρό µόριο Le D6 στη συγκέντρωση των 600 µΜ εµφάνισε 61% ποσοστό 

αναστολής της τοποϊσοµεράσης ΙΙ.  Στη συνέχεια εξετάστηκε η δράση του σε µικρότερες 

συγκεντρώσεις, αλλά και στην µεγαλύτερη συγκέντρωση των 800 µΜ, ώστε να 

ταυτοποιηθεί η µέγιστη συγκέντρωση του µορίου που απαιτείται για να επιτευχθεί η 

πλήρης αναστολή του ενζύµου (Εικόνα 30). Έτσι βρέθηκε, ότι το εκχύλισµα Le D6 σε 

συγκεντρώσεις 200, 400, 600 και 800 µΜ εµφανίζει αναστολή της δράσης της 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ µε ποσοστά 3,33%, 44%, 62,5% και 80% αντίστοιχα (Γράφηµα 2).                       

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 30: Επίδραση του φυτικού κλάσµατος Le D6 (200, 400, 600, 800 µM) στην δράση 

της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

Με βάση τα ποσοστά αναστολής του γραφήµατος 2, που αποτελούν την µέση τιµή 

τριών ανεξάρτητων πειραµάτων, κατασκευάστηκε η γραφική παράσταση απεικόνισης της 

ανασταλτικής δράσης του Le D6 σε διαφορετικές συγκεντρώσεις για την εύρεση της τιµής 

IC50. Η τιµή IC50 του κλάσµατος Le D6 είναι περίπου 440 µΜ.            

 

1 2 3 4 5 6

1: 200 ng πλασµιδίου      
2: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II 
3: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II + 200 µM  D6  
4: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 400 µM  D6  
5: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM  D6  
6: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II + 800 µM  D6  
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Γράφηµα 2: Ποσοστά αναστολής στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ από το µόριο Le D6   

(400, 600, 800 µΜ)   

 

 

3.4 Επίδραση του κλάσµατος Vf 12e  στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
 

Το καθαρό µόριο Vf 12e του φυτού V. faba µελετήθηκε στις συγκεντρώσεις 200, 

400, 600, 800 και 1000 µΜ και εµφάνισε σηµαντική επίδραση στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ (Εικόνα 31). Συγκεκριµένα, στις συγκεντρώσεις 200, 400 και 600 µΜ 

εµφάνισε αναστολή 10%, 53,5 % και 61,3 % αντίστοιχα και στις συγκεντρώσεις 800 και 

1000 µΜ 92,5% και 85,7 % αντίστοιχα (Γράφηµα 3). Παρατηρούµε ότι επιτυγχάνεται η 

µέγιστη αναστολή και ο κορεσµός στη συγκέντρωση των 800 µΜ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 31: Επίδραση του φυτικού κλάσµατος Vf 12e (400, 600, 800, 1000 µM) στην 

δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

      1            2             3              4            5            6 

1: 200 ng πλασµιδίου      
2: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II  
3: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II + 400 µM 12e  
4: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM 12e  
5: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 800 µM 12e  
6: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 1000µM 12e  
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Για την αξιολόγηση της ανασταλτικής δράσης του µορίου Vf 12e κατασκευάστηκε 

γραφική παράσταση του ποσοστού αναστολής προς τις διαφορετικές συγκεντρώσεις και 

υπολογίσθηκε ότι η τιµή IC50 είναι 330 µΜ.  
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Γράφηµα 3: Ποσοστά αναστολής στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ από το µόριο Vf 12e   

(400, 600, 800, 1000 µΜ)   
 

 

3.5 Επίδραση του κλάσµατος Vf 12f  στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
 

Το καθαρό µόριο Vf 12f του φυτού V. faba µελετήθηκε στις συγκεντρώσεις των 

200, 400, 600, 800 και 1000 µΜ (Εικόνα 32) και εµφάνισε σηµαντική επίδραση στην 

δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, κυρίως στις µεγαλύτερες εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. 

Συγκεκριµένα, τα ποσοστά αναστολής στις συγκεντρώσεις 200, 400, 600, 800 και 1000 µΜ 

εκτιµήθηκαν σε 11%, 19%, 48,5%, 69,3% και 85,3% αντίστοιχα (Γράφηµα 4). 
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Εικόνα 32: Επίδραση του φυτικού κλάσµατος Vf 12f (400, 600, 800, 1000 µM) στην 

δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 

 

Για την µελέτη της ανασταλτικής δράσης του µορίου Vf 12f είναι απαραίτητος ο 

υπολογισµός του IC50, που γίνεται µε βάση την γραφική παράσταση απεικόνισης του 

ποσοστού αναστολής στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. Το µόριο Vf 12f δεν είναι ισχυρό 

ανασταλτικό µόριο, συγκριτικά µε τα προαναφερθέντα κλάσµατα, καθώς παρουσιάζει τιµή 

IC50 περίπου 600 µΜ. 
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Γράφηµα 4: Ποσοστά αναστολής στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ από το µόριο Vf 12f   

(400, 600, 800, 1000 µΜ).   
 

 

 

1 2 3 4 5 6

1: 200 ng πλασµιδίου 
2: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II 
3: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση II + 400 µM 12f  
4: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 600 µM 12f  
5: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 800 µM 12f  
6: 200 ng πλασµιδίου + 1.6 units τοποϊσοµεράση ΙΙ + 1000 µM 12f  
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4. Συζήτηση 

 
Τα ψυχανθή παίζουν σηµαντικό ρόλο στην διατροφή παγκοσµίως, λόγω της υψηλής 

τους διατροφικής αξίας και επειδή περιέχουν βιοδραστικά φυτοχηµικά µόρια που έχουν 

κερδίσει το ενδιαφέρον ως πιθανοί χηµειοπροστατευτικοί και αντιοξειδωτικοί παράγοντες. 

Φαινολικά µόρια, όπως φαινολικά οξέα, λιγνάνες, φλαβονοειδή (κυρίως ισοφλαβονοειδή) 

και ανθοκυανίνες βρίσκονται στα ψυχανθή και είναι υπεύθυνα για τις ευεργετικές τους   

επιδράσεις σε χρόνιες ασθένειες, όπως σε συγκεκριµένους τύπους καρκίνου (µαστού, 

προστάτη), καρδιαγγειακές ασθένειες και διαβήτη (Spanou et al., 2008). 

 Οι πολυφαινόλες είναι µια πολύπλοκη οµάδα ενώσεων που χαρακτηρίζονται από 

σηµαντική αντιοξειδωτική και χηµειοπροστατευτική δράση έναντι διάφορων τύπων 

καρκίνων (Dragsted et al., 2003). Η ισχυρή αντιοξειδωτική τους δράση οφείλεται στην 

ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες και να ενεργοποιούν ένζυµα µε 

αντιοξειδωτική λειτουργία (Heim et al., 2002). Η ικανότητα των πολυφαινολών να δρουν 

ως χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες αποδίδεται, µεταξύ των άλλων, και στη δυνατότητα 

αναστολής της δράσης των τοποϊσοµερασών, λειτουργώντας είτε ως καταλυτικοί 

αναστολείς είτε ως καταστολείς-δηλητήρια (poisons) των ενζύµων σε καρκινικά κύτταρα-

στόχους (Chowdhury et al., 2002). 

Οι τοποϊσοµεράσες αποτελούν σηµαντικά ένζυµα που ρυθµίζουν την τοπολογία του 

DΝΑ. Η τοποϊσοµεράση ΙΙ παίζει σηµαντικό ρόλο στην αντιγραφή, µεταγραφή, 

ανασυνδυασµό, συµπύκνωση των χρωµοσωµάτων και τη διατήρηση της σταθερότητας του 

γενώµατος (Wang, 2002). Επειδή η τοποϊσοµεράση ΙΙ είναι απαραίτητο ένζυµο για τις 

διεργασίες µεταβολισµού του DNA κατά την διάρκεια της φυσιολογικής ανάπτυξης του 

κυττάρου, τα µόρια που αναστέλλουν την δράση της αποτελούν σηµαντικούς 

αντικαρκινικούς παράγοντες. Οι µηχανισµοί µε τους οποίους πολυφαινολικές ουσίες που 

βρίσκονται στα ψυχανθή δρουν ως χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες δεν είναι πλήρως 

γνωστοί. Στα πλαίσια λοιπόν της µελέτης των βιολογικών ιδιοτήτων φυτικών 

εκχυλισµάτων, µε έµφαση στις χηµειοπροστατευτικές τους ιδιότητες, πραγµατοποιήθηκε η 

συγκεκριµένη µελέτη. 

Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε η επίδραση κλασµάτων καθαρών µορίων, 

πλούσιων σε πολυφαινολικές ενώσεις, στην ενεργότητα της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης 

ΙΙ. Συνολικά µελετήθηκαν 10 κλάσµατα καθαρών µορίων, από τα οποία τα επτά 

αποµονώθηκαν από µεθανολικό εκχύλισµα του φυτού Vicia faba και τα τρία 
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αποµονώθηκαν από µεθανολικό εκχύλισµα του φυτού Lotus edulis. Η ταυτοποίηση των 

κλασµάτων έδειξε ότι πρόκειται για πολυφαινολικές ενώσεις, οι οποίες στην πλειοψηφία 

τους αποτελούν γλυκοσίδια της καιµπφερόλης, εκτός από µία ένωση που είναι γλυκοσίδιο 

της κερκετίνης (Vf 5α) και µία ένωση που δεν ανήκει στα φλαβονοειδή (Vf 7b). Ως τώρα 

πάνω από 200 γλυκοσίδια καιµπφερόλης έχουν εντοπιστεί σε ποικίλες φυτικές πηγές 

(Crozier et al, 2006).   

Από τα επτά καθαρά µόρια που αποµονώθηκαν από το ψυχανθές V. faba, µόνο δύο 

παρουσίασαν ανασταλτική δράση στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, τα Vf 12e και 

Vf 12f. To µόριο Vf 12e µελετήθηκε σε συγκεντρώσεις εύρους 200-1000 µΜ και 

παρατηρήθηκε ότι φθάνει σε κορεσµό στην συγκέντρωση των 800 µΜ (αναστολή σε 

ποσοστό 92%). Το συγκεκριµένο µόριο εµφάνισε σηµαντική επίδραση στην δράση της 

τοποϊσοµεράσης µε ενδεικτική τιµή IC50 της τάξεως των 330 µΜ. Το µόριο Vf 12f 

µελετήθηκε σε συγκεντρώσεις εύρους 200-1000 µΜ και εµφάνισε σηµαντική επίδραση 

στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, κυρίως στις µεγαλύτερες εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. 

Συγκεκριµένα, τα ποσοστά αναστολής στις συγκεντρώσεις 200, 400, 600, 800 και 1000 µΜ 

εκτιµήθηκαν σε 11%, 19%, 48,5%, 69,3% και 85,3% αντίστοιχα. Όµως, το µόριο Vf 12f 

δεν αποτελεί ένα ισχυρό ανασταλτικό µόριο της τοποϊσοµεράσης ΙΙ καθώς παρουσιάζει 

τιµή IC50 της τάξεως των 600 µΜ.  

Όσον αφορά στα καθαρά µόρια που αποµονώθηκαν από το ψυχανθές L. edulis, 

ανασταλτική δράση παρουσίασαν τα Le C2 και Le D6. Η πιο ισχυρή ανασταλτική δράση 

παρουσιάστηκε από το µόριο Le C2 το οποίο εξετάστηκε σε εύρος συγκεντρώσεων 100- 

600 µΜ και παρατηρήθηκε ότι έφτανε στο µέγιστο της αναστολής (ποσοστό 83%) στη 

συγκέντρωση των 500 µΜ. Η τιµή του IC50 για το µόριο Le C2 είναι της τάξεως των 300 

µΜ. Το µόριο Le D6  εξετάστηκε σε συγκεντρώσεις 200, 400, 600 και 800 µΜ όπου 

εµφάνισε αναστολή της δράσης της τοποϊσοµεράσης ΙΙ µε ποσοστά 3,33%, 44%, 62,5% 

και 80% αντίστοιχα. Η τιµή IC50 για το συγκεκριµένο κλάσµα είναι 440 µΜ. 

Σε προηγούµενες εργασίες τα φλαβονοειδή, όπως η κερκετίνη και η καιµπφερόλη 

καθώς και τα γλυκοσίδιά τους έχουν χαρακτηριστεί ως ισχυροί αναστολείς των 

τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ (Constantinou et al, 1995; Webb et al., 2004). Από τα 

αποτελέσµατα ταυτοποιήθηκαν τέσσερα κλάσµατα που δρουν ως καταλυτικοί αναστολείς 

της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Επειδή τα κλάσµατα που µελετήθηκαν αποτελούνται 

από καθαρές πολυφαινολικές ενώσεις είναι εφικτή η συσχέτιση των δοµικών τους 

χαρακτηριστικών µε την ιδιότητά τους να δρουν ως αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Οι 

διαφορές στην ανασταλτική δράση των µορίων µπορούν να αποδωθούν στην διαφορετική 
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στερεοχηµική διαµόρφωση, στον αριθµό και τη διαθεσιµότητα των υδροξυλοµάδων, καθώς 

και στις θέσεις γλυκοσυλίωσης των υδροξυλοµάδων και την δοµή του σακχάρου. Όπως 

προαναφέρθηκε, οι ενώσεις των κλασµάτων είναι στην πλειοψηφία τους γλυκοσίδια 

καιµπφερόλης, οι οποίες παρά τη γλυκοσυλίωσή τους, φέρουν στη δοµή τους 

χαρακτηριστικά που είναι σηµαντικά για την ικανότητα των φλαβονοειδών να 

αναστέλλουν τη δραστικότητα των τοποϊσοµερασών. Συγκεκριµένα, φέρουν µια 

υδροξυλοµάδα στον δακτύλιο Β (C4΄), µια υδροξυλοµάδα στη θέση C3 και C7 του 

βασικού ανθρακικού σκελετού των φλαβονοειδών και διπλό δεσµό µαζί µε την οξο-θέση 

στη γέφυρα του πυρανικού δακτυλίου C, τα οποία καθιστούν τα φλαβονοειδή ισχυρούς 

αναστολείς των τοποϊσοµερασών (Constantinou et al., 1995). Όλα τα µόρια που δρουν ως 

αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ διαθέτουν τα προαναφερθέντα χαρακτηριστικά. Το 

µόριο Vf 7b που δεν ανέστειλλε την τοποϊσοµεράση ΙΙ δεν ανήκει στα φλαβονοειδή. 

Επίσης το µόριο Vf 5α, που αποτελεί γλυκοσίδιο της κερκετίνης, δεν ανέστειλε την 

τοποϊσοµεράση ΙΙ και είναι πιθανό η παρουσία του σακχάρου στη θέση C3 να εµποδίζει 

την ικανότητα αναστολής. Επιπλέον, τα µόρια Vf 7bb, Vf 8c και Vf 11c, παρόλο που 

αποτελούν γλυκοσίδια της καιµπφερόλης δεν ανέστειλαν την τοποϊσοµεράση ΙΙ, πιθανώς 

λόγω του διαφορετικού σακχάρου που είναι συνδεδεµένο στην υδροξυλοµάδα στη θέση 

του C3 του δακτυλίου Α (Εικόνα 3). Από τα µόρια του φυτού L. edulis το πιο ισχυρό µόριο 

ήταν το Le C2, το οποίο διαφέρει από το Le D6 ως προς µια ακετυλοµάδα και από το Le D3  

ως προς το σάκχαρο που είναι συνδεδεµένο στην υδροξυλοµάδα στη θέση του C3. 

Φαίνεται ότι τα δοµικά χαρακτηριστικά που φέρει το µόριο Le C2 το καθιστούν πιο 

αποτελεσµατικό ως αναστολέα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Γενικά, η διαφορετική επίδραση 

των µορίων στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ οφείλεται στην διαφορετική δοµή τους µε 

αποτέλεσµα να διαφέρει ο µηχανισµός αλληλεπίδρασης του κάθε µορίου µε το ένζυµο. 

Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι το µόριο Le C2 , που αποτελεί τον ισχυρότερο 

αναστολέα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ εµφανίζει ισχυρή αντιοξειδωτική ικανότητα 

(εξουδετέρωση της ελεύθερης ρίζας DPPH.), καθώς και προστατευτική δράση ενάντια σε 

µονόκλωνα σπασίµατα που προκαλούνται στο DNA από ελεύθερες ρίζες (OH. και ROO.) 

Επιπλέον, το Le C2 διαθέτει και ισχυρή αντιµεταλλαξιγόνο δράση, η οποία ταυτοποιήθηκε 

µε αναστολή της µεταλλαξιγένεσης που επάγεται από µπλεοµυκίνη σε βακτηριακά στελέχη 

Salmonella typhimurium (Spanou et al., 2008). 

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα φαίνεται ότι κλάσµατα καθαρών µορίων που 

προέρχονται από τα φυτά V. faba και L. edulis παρουσιάζουν ανασταλτική επίδραση στην 

ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, γεγονός που οφείλεται στις περιεχόµενες 
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πολυφαινολικές ενώσεις. Σε συνδυασµό µε τις αντιοξειδωτικές τους ικανότητες τα 

κλάσµατα αυτά µπορούν να θεωρηθούν πιθανοί αντικαρκινικοί παράγοντες, 

δηµιουργώντας µελλοντικές προοπτικές στην χηµειοθεραπεία του καρκίνου. Σε επόµενο 

στάδιο σηµαντική είναι η µελέτη της επίδρασης των ενώσεων στην ανάπτυξη και 

πολλαπλασιασµό διαφορετικών καρκινικών κυττάρων καθώς και περαιτέρω µελέτες 

βιοδιαθεσιµότητας σε ζωντανούς οργανισµούς.   
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