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Περίληψη  

Τα ψυχανθή ανήκουν στην οικογένεια Leguminosae και καρπός τους είναι τα 

όσπρια, τα οποία θεωρούνται από τις θρεπτικότερες τροφές της Μεσογειακής 

διατροφής, καθώς περιέχουν πλήθος ωφέλιμων συστατικών μεταξύ των οποίων 

περιλαμβάνονται και οι πολυφαινόλες. Οι πολυφαινόλες είναι οργανικές ενώσεις με 

σπουδαίες αντιοξειδωτικές και αντικαρκινικές ιδιότητες, στις οποίες έχουν αποδωθεί 

οι χημειοπροστατευτικές τους δράσεις. Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν  

καθαρές ενώσεις που προέρχονται από τα φυτά Vicia faba και Lotus Edulis ως προς 

την ικανότητά τους να αναστέλλουν την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό 

ανθρωπίνων καρκινικών κυττάρων τραχήλου της μήτρας (HeLa), ήπατος (HepG2) 

και μαστού (MCF-7). Συνολικά εξετάστηκαν 7 καθαρές πολυφαινολικές ενώσεις που 

απομονώθηκαν από μεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών Vicia faba και Lotus edulis,  

και κυρίως αποτελούν γλυκοσίδια των φλαβονολών κεμπφερόλης και κερκετίνης. Οι 

ενώσεις αυτές σε συγκέντρωση 500 μΜ εμφάνισαν χαμηλά ποσοστά αναστολής στην 

ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων HeLa, HepG2 και MCF-7. Αντιθέτως η ένωση 

C2, που χαρακτηρίζεται από την παρουσία μιας ακετυλομάδας στο μόριο του 

σακχάρου, εμφάνισε υψηλά ποσοστά (έως 95%) στην αναστολή της κυτταρικής 

ανάπτυξης. Στη συνέχεια υπολογίσθηκε ότι η συγκέντρωση της ένωσης C2 στην 

οποία επιτυγχάνεται το 50% της αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης (IC50) είναι 

350 μΜ για τα κύτταρα HeLa και MCF-7 και 410 μΜ για τα κύτταρα HepG2. Τα 

αποτελέσματα συνάδουν με προηγούμενες μελέτες που έχουν αναδείξει την ένωση 

C2 ως ισχυρό αντιοξειδωτικό και αντιμεταλλαξιγόνο παράγοντα και ως αναστολέα 

ευκαρυωτικών τοποϊσομερασών και την καθιστούν υποψήφιο χημειοπροστατευτικό 

και αντικαρκινικό παράγοντα. 
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1. Εισαγωγή  

1.1. Πολυσταδιακό μοντέλο καρκινογένεσης 

Με τις μάστιγες της κακής διατροφής και των λοιμωδών ασθενειών κάτω από σχετικά 

καλό έλεγχο σε πολλά μέρη στον κόσμο, ο καρκίνος έχει αναδειχθεί σε μείζον 

πρόβλημα υγείας. Με τη συνεχή μείωση της θνησιμότητας από καρδιακή νόσο, ο 

καρκίνος θα μπορούσε να αναδειχθεί σήμερα σε κύρια αιτία θανάτου στον 

αναπτυγμένο κόσμο. Παρά τις σημαντικές επιτυχίες στη θεραπεία συγκεκριμένων 

τύπων καρκίνου, οι θάνατοι από τη συγκεκριμένη νόσο παραμένουν σε υψηλά 

επίπεδα τα τελευταία 30 χρόνια. Φυσικά, ο καρκίνος δεν είναι μια ασθένεια αλλά μια 

πλειάδα διαφορετικών νόσων που χαρακτηρίζονται από τη θέση, τον τύπο του ιστού 

και το βαθμό της κακοήθειας.   

 Αν και η ανάπτυξη καρκίνου σε οποιονδήποτε ασθενή δεν μπορεί  να 

αποδοθεί συχνά σε μια μοναδική κληρονομούμενη ανωμαλία, σε κυτταρικό επίπεδο 

ο καρκίνος είναι κατά βάση μια γενετική ασθένεια. Κάθε ανθρώπινο κύτταρο φέρει 

ένα πολύπλοκο και αυστηρά ρυθμιζόμενο γενετικό πρόγραμμα, που ελέγχει τη 

φυσιολογική κυτταρική αύξηση και διαφοροποίηση. Ο καρκίνος οφείλεται σε μια 

διαταραχή αυτού του φυσιολογικού ρυθμιστικού προτύπου, με αποτέλεσμα την 

ανεξέλεγκτη κυτταρική αύξηση και τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό, γεγονότα που 

χαρακτηρίζουν έναν κακοήθη όγκο. Μέσω της τοπικής αύξησης και της επέκτασής 

τους, καθώς και μέσω της μεταστατικής διασποράς τους σε απομακρυσμένα σημεία, 

οι καρκίνοι διαταράσσουν τη φυσιολογική λειτουργία των οργάνων , με αποτέλεσμα 

σοβαρή νοσηρότητα και συχνά θάνατο.  

 Η διαδικασία της καρκινογένεσης περιλαμβάνει τρία στάδια: την έναρξη, την 

προαγωγή και την πρόοδο. Η έναρξη περιλαμβάνει τη μετατροπή μιας προ-

καρκινογόνου χημικής ένωσης σε τελικό καρκινογόνο που μπορεί να αντιδρά με το 

DNA, και την αλληλεπίδραση του τελικού καρκινογόνου με το DNA, με αποτέλεσμα 

τη δημιουργία μεταλλάξεων. Οι μεταλλάξεις μπορεί να συμβούν σε ογκογονίδια, 

πρωτο-ογκογονίδια ή ογκοκατασταλτικά γονίδια. Στη συνέχεια πρέπει να 

ακολουθήσει κυτταρικός πολλαπλασιασμός για την ενσωμάτωση της μετάλλαξης στο 

DNA. Τα εναρκτήρια κύτταρα μπορεί να παραμείνουν σε λανθάνουσα κατάσταση και 

για να γίνουν νεοπλαστικά πρέπει να ακολουθήσουν τα στάδια της προαγωγής και 

της προόδου. Η έναρξη είναι μια μη αντιστρεπτή διαδικασία.  
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 Ο όρος προαγωγή της καρκινογένεσης αναφέρεται στο φαινόμενο κατά το 

οποίο μετά την ενεργοποίηση ενός γονιδίου ο λανθάνων αλλαγμένος φαινότυπος 

των εναρκτήριων κυττάρων εκφράζεται μέσω επιλογής τους κι επέκτασης του 

μεταλλαγμένου κλώνου. Η προαγωγή, σε αντίθεση με την έναρξη και την πρόοδο, 

είναι μια αντιστρεπτή διαδικασία, οπότε για την αύξηση του κυτταρικού πληθυσμού 

που βρίσκεται στη φάση της προαγωγής (ο οποίος ονομάζεται προ-νεοπλαστική 

αλλοίωση) είναι απαραίτητη η συνεχής παρουσία των παραγόντων προαγωγής. Η 

φάση της προαγωγής μπορεί να διαρκέσει ακόμα και δεκαετίες, και ακριβώς λόγω 

της μακράς διάρκειας και της αντιστρεψιμότητάς της θεωρείται ένας κατάλληλος 

στόχος για τη χημειοπροφύλαξη.  

 Η πρόοδος είναι το τελευταίο μη αντιστρεπτό στάδιο της καρκινογένεσης και 

οφείλεται στη συνεχιζόμενη εξέλιξη ενός ασταθούς καρυοτύπου που οδηγεί σε 

αλλαγή  της δομής του κυτταρικού γενώματος. Σε αυτό το στάδιο μπορεί να 

παρατηρηθούν είτε ήπια νεοπλάσματα είτε κακοήθη. Οι παράγοντες που προκαλούν 

τη μετάβαση από το στάδιο της προαγωγής στο στάδιο της προόδου ονομάζονται 

παράγοντες προόδου και επάγουν χρωμοσωμικές ανωμαλίες που οδηγούν σε 

εξελισσόμενη καρυοτυπική αστάθεια. Οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί περιλαμβάνουν 

καταστροφή του μηχανισμού της μίτωσης και αλλαγές στη δράση της τελομεράσης, 

στη μεθυλίωση του DNA και στον ανασυνδυασμό του, καθώς και στη γονιδιακή 

μετάθεση. Λόγω των σημαντικών γενετικών αλλαγών, τα κύτταρα που βρίσκονται 

στο στάδιο της προαγωγής αποκτούν την ικανότητα για επέκταση, μετάσταση και 

αγγειογένεση, με αποτέλεσμα την εμφάνιση κλινικού καρκίνου.  

Τα χαρακτηριστικά των κυττάρων ενός καρκινικού όγκου μπορούν να συνοψιστούν 

στα εξής:  

 Αυτάρκεια σε κυτταρικά σήματα για αύξηση 

 Έλλειψη απόκρισης σε σήματα που αναστέλλουν την κυτταρική αύξηση 

 Μείωση της απόπτωσης 

 Ικανότητα διήθησης σε γειτονικούς ιστούς και μετάσταση 

 Ενίσχυση της αγγειογένεσης 

 Απεριόριστη ικανότητα για πολλαπλασιασμό 

 

 

Στην εικόνα 1 παριστάνονται τα πιθανά στάδια μετατροπής φυσιολογικών κυττάρων 

σε μεταστατικό καρκίνο.  

 



 

13 
 

 

Εικόνα 1: Η υποθετική εξέλιξη από τα φυσιολογικά στα κακοήθη κύτταρα 

 

 

 

1.2. Χημειοπροφύλαξη στον καρκίνο  

 Ο όρος χημειοπροφύλαξη χρησιμοποιείται στην παρατηρούμενη πρόληψη, 

αναστολή ή αντιστροφή της καρκινογενετικής διαδικασίας με τη χορήγηση ενός ή 

περισσοτέρων χημικών ενώσεων, είτε με τη μορφή φαρμάκου είτε με τη διατροφή με 

τα φυσικά συστατικά των τροφών. Τα αποτελέσματα και οι μηχανισμοί της 

χημειοπροφυλακτικής δράσης σε πειραματόζωα και ανθρώπους έχουν γίνει 

αντικείμενο εκτεταμένης έρευνας τα τελευταία δέκα χρόνια (Morse et al.1993; Kelloff 

et al., 1994;  Greenwald et al. 1995). Σύμφωνα με επιδημιολογικές μελέτες, το 80% 

περίπου των καρκίνων στον άνθρωπο οφείλεται στην έκθεση σε χημικά καρκινογόνα 

όπως κάπνισμα, διατροφή και εργασιακό περιβάλλον  
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1.2.1. Κατηγορίες χημειοπροφυλακτικών παραγόντων   

 Η απόλυτη ταξινόμηση των χημειοπροφυλακτικών παραγόντων δεν είναι 

εφικτή διότι ο ακριβής μηχανισμός δράσης αρκετών ενώσεων δεν είναι ακόμη 

γνωστός. Επιπρόσθετα, πολλοί παράγοντες φαίνεται να δρουν μέσω περισσότερων 

από έναν μηχανισμών, γεγονός που δυσκολεύει την κατάταξη σύμφωνα με τον 

περισσότερο δραστικό μηχανισμό. Η ακόλουθη ταξινόμηση είναι σύμφωνη με αυτήν 

του Wattenberg (Wattenberg, 1985) και βασίζεται στη χρονική περίοδο κατά την 

οποία οι χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες φαίνεται να εμφανίζουν την δράση τους 

σε πειραματικά μοντέλα καρκινογένεσης. Έτσι, ξεχωρίζουν τρεις κατηγορίες:  

Α. Αναστολείς σχηματισμού του καρκινογόνου 

Β. Παράγοντες παρεμπόδισης της δράσης του καρκινογόνου. Οι παράγοντες αυτοί 

αναστέλλουν την πρώτη φάση της καρκινογενετικής διαδικασίας (initiation)  

Γ. Παράγοντες καταστολής ή και παρεμπόδισης της νεοπλασματικής ανάπτυξης. Οι 

παράγοντες αυτοί αναστέλλουν την προαγωγική/προοδευτική φάση της 

καρκινογένεσης (promotion/progression). 

Στη συνέχεια αναλύονται οι ανωτέρω κατηγορίες.   

Α.  Αναστολείς σχηματισμού του καρκινογόνου  

Οι παράγοντες αυτοί συνήθως αναστέλλουν τον σχηματισμό νιτροζαμίνης από 

δευτερογενείς αμίνες και νιτρώδη, σε όξινο περιβάλλον. 

Κατηγορίες χημικών ουσιών Παράγοντες 

Αναγωγικά οξέα Ασκορβικό οξύ 

Φαινόλες Καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ, γαλλικό οξύ 

Σουλφιδρυλικές ενώσεις N-ακετυλοκυστείνη 

Αμινοξέα Προλίνη, Θειοπρολίνη 

 Το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) όταν υπάρχει σε αρκετή ποσότητα, ελαττώνει 

τον σχηματισμό νιτροζαμίνης από δευτερογενείς αμίνες ή νιτρώδη, στο όξινο 

περιβάλλον του στομάχου (Zedeck et al., 1981) και οδηγεί σε ελάττωση της 

εμφάνισης όγκων του πνεύμονα, σε ποντίκια (Hartman et al., 1990). Άλλες τέτοιες 

ουσίες είναι οι φαινόλες, όπως το καφεϊκό, το φερουλικό και το γαλλικό οξύ (Kuenzig 

et al., 1984), καθώς και σουλφιδρυλικές ενώσεις (Shenoy et al., 1992). Τα αμινοξέα 

προλίνη και θειοπρολίνη δεσμεύουν τα νιτρώδη, αντιδρώντας με αυτά, 
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σχηματίζοντας μη μεταλλαξιογόνες νιτροζαμίνες. Παράγοντες αυτής της κατηγορίας, 

θα μπορούσαν να χορηγηθούν με τη διατροφή, σε άτομα με αυξημένους ρυθμούς 

σχηματισμού ενδογενών νιτροζαμινών. 

Β. Παράγοντες παρεμπόδισης του καρκινογόνου   

 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι παράγοντες αυτοί δρουν κατά την πρώτη 

φάση της καρκινογένεσης (initiation).  Ένα σημείο κλειδί στην κατανόηση των 

αρχικών σταδίων της καρκινογένεσης, αποτελεί το γεγονός ότι τα περισσότερα 

χημικά καρκινογόνα που βρίσκονται στο περιβάλλον, δεν είναι δραστικά από μόνα 

τους, αλλά ενεργοποιούνται καθώς μεταβολίζονται σε δραστικές ηλεκτρόφιλες 

μορφές (Miller et al., 1985). Οι δραστικές ηλεκτρόφιλες ουσίες αντιδρούν με το DNA 

σχηματίζοντας ομοιοπολικές ενώσεις, που οδηγούν σε λάθη κατά την αντιγραφή του 

DNA (μεταλλάξεις) και ενεργοποίηση πρωτο-ογκογονιδίων ή απενεργοποίηση αντι-

ογκογονιδίων. Η σημασία της μεταβολικής ενεργοποίησης των προ-καρκινογόνων 

αντικατοπτρίζεται ξεκάθαρα στη δυνατότητα που έχουμε να καθορίσουμε το όργανο 

στόχο ή ακόμη, και την ευαισθησία των διάφορων ζώων στην καρκινογένεση, με 

βάση την παρουσία ή απουσία των αντίστοιχων για το προ-καρκινογόνο, 

μεταβολικών δρόμων. 

  Ο μεταβολισμός των προ-καρκινογόνων ή και γενικά των ξενοβιοτικών 

ουσιών χωρίζεται σε δύο φάσεις: σε αντιδράσεις της φάσης 1 (συνήθως αντιδράσεις 

οξείδωσης, αναγωγής ή υδρόλυσης) όπου γίνεται αλλαγή ή απομάκρυνση των 

ενεργών ομάδων από το αρχικό μόριο της ξενοβιοτικής ουσίας, και σε αντιδράσεις 

της φάσης 2 στις οποίες γίνεται σύζευξη των προϊόντων της φάσης 1 με διάφορα 

ενδογενή υποστρώματα του κυττάρου με σκοπό την αύξηση της διαλυτότητας και της 

απέκκρισης των ξενοβιοτικών ουσιών. 

 Οι αντιδράσεις της φάσης 1 συχνά περιλαμβάνουν μία αρχική οξείδωση σε 

κάποιο προϊόν, που τυπικά καταλύεται από το σύστημα του κυτοχρώματος P-450. Το 

κυττόχρωμα P-450 είναι το κύριο μέλος της κλάσης των ενζύμων που βρίσκονται στο 

λείο ενδοπλασματικό δίκτυο των ηπατοκυττάρων, αλλά και άλλων κυττάρων τα οποία 

παίζουν κύριο ρόλο στο μεταβολισμό των ξενοβιοτικών ουσιών. Τα προϊόντα της 

φάσης 1 μπορεί να είναι λιγότερο ή περισσότερο ενεργά από το μητρικό μόριο. 

 Οι αντιδράσεις της φάσης 2 περιλαμβάνουν σύζευξη των προϊόντων της 

φάσης 1 με γλυκουρονικό οξύ, γλουταθειόνη, θεϊικό οξύ, αμινοξέα, οξικό οξύ κλπ.  

 Έτσι, το ποσό του τελικού καρκινογόνου που είναι διαθέσιμο για αντίδραση με 

το DNA εξαρτάται από την ισορροπία μεταξύ αντιδράσεων ενεργοποίησης (Φάση 1) 

και απενεργοποίησης (Φάση 2). Παρόλο που η ισορροπία αυτή βρίσκεται κάτω από 

γενετικό έλεγχο, μπορεί να τροποποιηθεί από διάφορους παράγοντες όπως η 
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διατροφή, η ηλικία, η ορμονική κατάσταση και η έκθεση σε φάρμακα ή άλλες 

ξενοβιοτικές ουσίες (Conney AH, 1982).  

 Συνοπτικά οι παράγοντες παρεμπόδισης του καρκινογόνου περιλαμβάνουν: 

α) αναστολείς ή επαγωγείς του κυτοχρώματος P-450 , β)  επαγωγείς των ενζύμων 

της φάσης 2 (όπως τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST) καθώς και η 

τρανσφεράση του UDP γλυκουρονικού), γ) Εξουδετερωτές των ηλεκτρόφιλων 

ουσιών και των ελευθέρων ριζών, δ) Επαγωγείς των ενζύμων αποκατάστασης 

βλαβών του DNA.  

Γ. Παράγοντες καταστολής της νεοπλασματικής ανάπτυξης 

 Η ταξινόμηση των παραγόντων που ανήκουν σε αυτήν την κατηγορία είναι 

πιο δύσκολη διότι τα κρίσιμα γεγονότα και η ακριβής αλληλουχία τους κατά την 

προαγωγική φάση και τη φάση της προόδου της καρκινογένεσης δεν έχουν 

κατανοηθεί πλήρως. Ωστόσο οι περισσότερες από τις χημειοπροφυλακτικές ενώσεις 

αυτής της κατηγορίας μπορεί να ταξινομηθούν στις εξής: 

1. Αναστολείς του μεταβολισμού των πολυαμινών 

2. Επαγωγείς της τελικής διαφοροποίησης (όπως βιταμίνη Α και ρετινοικό οξύ)  

3.Ρυθμιστές σε οδούς μετάδοσης σήματος που ρυθμίζουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό  

4. Ρυθμιστές της δράσης των ορμονών και των αυξητικών παραγόντων 

5. Αναστολείς της δράσης των ογκογονιδίων   

6. Επαγωγείς της κυτταρικής επικοινωνίας 

7. Αποκατάσταση της ανοσολογικής απάντησης 

8. Επαγωγείς της απόπτωσης 

9. Επιδιορθωτές της ανισορροπίας της μεθυλίωσης του DNA 

10. Αναστολείς της αποικοδόμησης της βασικής μεμβράνης 

11. Αναστολείς του μεταβολισμού του αραχιδονικού οξέος 
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1.3. Οξειδωτικό στρες, ελεύθερες ρίζες και αντιοξειδωτικά  

1.3.1. Δραστικές μορφές οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS) 

Σήμερα είναι γνωστό ότι όλες σχεδόν οι επιβλαβείς επιδράσεις του οξυγόνου 

οφείλονται στο σχηματισμό ελεύθερων ριζών (free radicals) και άλλων δραστικών 

μορφών οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS), στα οποία περιλαμβάνονται τα 

πρωτογενή δραστικά παράγωγα του οξυγόνου αλλά και όλα εκείνα (ρίζες ή μη), τα 

οποία προκύπτουν δευτερογενώς κατά τις διάφορες χημικές αλληλεπιδράσεις με τα 

στοιχεία του κυτταρικού περιβάλλοντος (π.χ. ελεύθερες υπεροξυλ-ρίζες R-C-O-O• και 

αλκοξυλ-ρίζες R-C-O•, ενδιάμεσα προϊόντα της υπεροξείδωσης λιπιδίων). Οι ROS 

σχηματίζονται αναπόφευκτα στον αερόβιο μεταβολισμό και είναι η κύρια αιτία 

εκδήλωσης του φαινομένου του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα.  

 Εκτός από τις ROS πολύ σημαντικές είναι και οι δραστικές μορφές (ρίζες ή 

μη) άλλων χημικών στοιχείων και μορίων, που διακρίνονται ανάλογα με την 

προέλευσή τους σε εκείνες που υπάρχουν στο περιβάλλον των κυττάρων και σε 

εκείνες που σχηματίζονται από τη δράση των ROS επί των διαφόρων κυτταρικών 

συστατικών. Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν τα ιόντα Fe, Cu και άλλων μετάλλων 

μετάπτωσης (που καταλύουν αντιδράσεις του οξειδωτικού stress και προάγουν 

οξειδωτικές βλάβες στο κύτταρο), τα ιόντα Cl και το ΝΟ• (που παράγεται από την L-

αργινίνη με τη δράση του ενζύμου συνθετάση του ΝΟ και έχει οξειδωτική και 

αντιοξειδωτική δράση). Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν οι ελεύθερες ρίζες θείου RS• 

(προϊόντα της οξειδωτικής βλάβης ή αντιοξειδωτικής δράσης διαφόρων θειολών), 

ελεύθερες ρίζες άνθρακα R-C• (ενδιάμεσα προϊόντα της υπεροξείδωσης λιπιδίων), ο 

υπεροξυνιτρίτης ΟΝΟΟ- (προϊόν της αντίδρασης O2•- και ΝΟ•), το υποχλωριώδες 

οξύ HOCl (προϊόν της αντίδρασης H2O2 και Cl-) κ.α.  

 

 

1.3.2. Οξειδωτικό στρες και οι συνέπειες του στα κύτταρα 

Το οξειδωτικό στρες προέρχεται από την ανατροπή της ισορροπίας ανάμεσα 

στην παραγωγή δραστικών ενώσεων οξυγόνου ή αζώτου και αντιοξειδωτικών 

μηχανισμών. Οι βλάβες που προκαλούνται επηρεάζουν την λειτουργικότητα πολλών 

κυτταρικών ομοιοστατικών συστημάτων. Έχει δειχθεί η συμμετοχή του οξειδωτικού 

στρες σε πληθώρα ασθενειών, όπως είναι η αθηροσκλήρωση, η μυοκαρδιακή 

ισχαιμία/επαναιμάτωση και η καρδιακή ανεπάρκεια (Tsutsui, H. 2006.).  
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Το οξειδωτικό στρες είναι υπεύθυνο για την πρόκληση πληθώρας βλαβών 

στα κύτταρα, προκαλώντας αλλαγές στα βιολογικά μακρομόρια του κυττάρου. Η ρίζα 

ΟΗ• είναι η πιο δραστική ελεύθερη ρίζα οξυγόνου και αποτελεί έναν εξαιρετικά 

ισχυρό οξειδωτικό παράγοντα που αντιδρά σχεδόν ακαριαία με οποιοδήποτε τύπο 

βιομορίου τυγχάνει να βρίσκεται πλησίον της θέσης σχηματισμού της. Ένα από τα 

σημαντικά συστατικά του κυττάρου είναι τα νουκλεϊκά οξέα (DNA και RNA), που 

μπορεί να υποστούν αλλαγές στις βάσεις (π.χ. προσθήκη του ΟΗ•, απαμινώσεις, 

απομάκρυνση του Η) αλλά και στα σάκχαρα ή ακόμα και δημιουργία σπασιμάτων και 

DNA-protein χιαστοί δεσμοί (cross links).  

Εκτός από τα νουκλεϊκά οξέα, συνήθεις είναι και οι βλάβες στις πρωτεΐνες, 

όπως η δημιουργία υπεροξειδίων στον πεπτιδικό κορμό ή στις πλευρικές αλυσίδες 

αμινοξέων, η οξείδωση ομάδων του S, τα πρωτεϊνικά καρβονύλια, και οι 

απαμινώσεις, που επιφέρουν αλλαγές στη δομή και την λειτουργία των πρωτεϊνών. 

Τέλος, τα λιπιδικά συστατικά των κυττάρων είναι από τους πλέον σημαντικούς 

στόχους των δραστικών μορφών οξυγόνου, με αποτέλεσμα να προκαλείται 

υπεροξείδωση των λιπιδίων και κυρίως των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων.   

 

1.3.3. Αντιοξειδωτικοί αμυντικοί μηχανισμοί 

Οι αερόβιοι οργανισμοί έχουν αναπτύξει αρκετούς αμυντικούς μηχανισμούς 

ώστε να μπορούν να επιβιώσουν σε έντονα οξειδωτικές συνθήκες. Είναι σημαντικό 

ότι κατορθώνουν να διατηρούν την ενδοκυτταρική συγκέντρωση του Ο 2 σε επίπεδα 

χαμηλότερα από της ατμόσφαιρας (21%) καθώς και την ικανότητα αποτελεσματικής 

λειτουργίας της αναπνευστικής αλυσίδας σε αυτά τα χαμηλά επίπεδα Ο 2. Το 

οξειδωτικό φορτίο (ROS και προϊόντα δράσης τους) που δημιουργείται σε αυτές τις 

συνθήκες αντιμετωπίζεται από την αντιοξειδωτική άμυνα των οργανισμών που 

συνίσταται σε ένα πολύπλοκο σύστημα με συνεργητικά δρώντα επιμέρους στοιχεία. 

Οι αντιοξειδωτικοί αμυντικοί μηχανισμοί διακρίνονται σε ενζυμικούς και μη 

ενζυμικούς.  

Στα ενζυμικά αντιοξειδωτικά περιλαβάνονται  

1) οι υπεροξειδικές δυσμουτάσες (Superoxide Dismoutase, SOD) οι οποίες διασπούν 

το υπεροξειδικό ανιόν (Fridovich, I. 1975, Fridovich, I. 1978) 

2) η καταλάση (οξειρεδουκτάση του υπεροξειδίου του υδρογόνου) που καταλύει την 

αποικοδόμηση του H2O2 σε νερό και οξυγόνο (Berg, J.M., . 2002) 
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3) η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (Glutathione Peroxidase,GP) η οποία είναι 

αντιοξειδωτικό ένζυμο, το οποίο αποτοξινώνει το κύτταρο από λιπιδικά και μη 

υδροξυπεροξείδια, καθώς και από το H2O2 

 4) η υπεροξειρεδοξίνη (Prx) και το αναγεννητικό της σύστημα, η θειορεδοξίνη (Trx), 

η οποία από μόνη της έχει αντιοξειδωτική δράση, και η ρεδουκτάση της 

θειορεδοξίνης (TrcR) αποτελούν ένα επιπλέον αντιοξειδωτικό και οξειδοαναγωγικό 

ρυθμιστικό σύστημα, το οποίο έχει βρεθεί ότι συμμετέχει σε πληθώρα διεργασιών, 

που σχετίζονται με ROS. Καταλύουν την αναγέννηση πολλών αντιοξειδωτικών 

μορίων (Giordano, F.J. 2005). Η έκφρασή τους επάγεται και από το οξειδωτικό 

στρες.  

Στους μη ενζυμικούς αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς περιλαμβάνονται 

ενδοκυτταρικά αντιοξειδωτικά μόρια όπως είναι οι βιταμίνες Ε, C και β-καροτένιο και 

πρωτεϊνες όπως η μεταλλοθειονίνη. Η βιταμίνη Ε (α-τοκοφερόλη) αποτελεί το πιο 

μελετημένο μη ενζυμικό αντιοξειδωτικό μόριο. Εντοπίζεται στο πλάσμα του αίματος, 

στις λιποπρωτεΐνες χαμηλής πυκνότητας (LDLs -Low Density Lipoproteins) και στις 

κυτταρικές μεμβράνες. Δρα κυρίως δεσμεύοντας υπεροξείδιο, διακόπτοντας την 

αλυσιδωτή αντίδραση της λιπιδικής υπεροξείδωσης (Dhalla, N.S 2000).  

Η μεταλλοθειονίνη, τέλος, είναι πρωτεΐνη που προσδένει μέταλλα 

μετάπτωσης. Στα θηλαστικά δεσμεύει κυρίως ψευδάργυρο. Υπάρχουν πλέον αρκετές 

ενδείξεις ότι η δρα αντιοξειδωτικά. Αν και ο ακριβής μηχανισμός δεν είναι γνωστός, 

φαίνεται ότι δεσμεύει τις ROS και κυρίως τη ρίζα υδροξυλίου. 
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1.4. Πολυφαινόλες  

1.4.1. Κατηγοριοποίηση  

Οι πολυφαινόλες είναι πολύπλοκες ενώσεις με δύο ή περισσότερους 

ενωμένους φαινολικούς δακτυλίους και με βάση τη χημική δομή τους μπορούν να 

διαιρεθούν σε περισσότερους από δέκα τύπους (Strack,1997). Τα φαινολικά οξέα, τα 

φλαβονοειδή, τα στιλβένια και οι λιγνάνες είναι οι πιο συχνά απαντώμενες 

πολυφαινόλες στα φυτά. Τα πιο κοινά φαινολικά οξέα στα φυτά είναι αυτά που 

προέρχονται από το  υδροξυβενζοϊκό οξύ (γαλλικό οξύ, βανιλλικό οξύ, 

προκατεχουικό οξύ και συριγγικό οξύ) ή το υδροξυκινναμικό οξύ (p-κουμαρικό οξύ, 

καφεϊκό οξύ και φερουλικό οξύ). Τα φλαβονοειδή μοιράζονται έναν κοινό ανθρακικό 

σκελετό διφαινυλικών προπανίων, δύο βενζοϊκούς δακτυλίους που ενώνονται με μια 

γραμμική αλυσίδα τριών ανθράκων (C6 + C3 + C6) (εικόνα 2). Η κεντρική 

τριττανθρακική αλυσίδα μπορεί να σχηματίζει έναν κλειστό δακτύλιο πυρανίου με 

έναν από τους βενζοϊκούς δακτυλίους. Με βάση την κατάσταση οξείδωσης  του 

κεντρικού δακτυλίου πυρανίου, τα φλαβονοειδή μπορούν να διαχωριστούν σε 

φλαβόνες, φλαβονόλες, φλαβανόνες, φλαβανονόλες, φλαβανόλες (επίσης 

ονομάζονται φλαβαν-3-όλες), ισοφλαβόνες, ανθοκυανιδίνες και προανθοκυανιδίνες. 

Οι φλαβόνες και οι φλαβονόλες έχουν ένα διπλό δεσμό μεταξύ των C2 και C3, αλλά οι 

φλαβονόλες έχουν μια υδροξυλική ομάδα στον C3 (εικόνα 3). Οι φλαβανόνες και οι 

φλαβανονόλες χαρακτηρίζονται από την παρουσία μιας κορεσμένης τριττανθρακικής 

αλυσίδας και ενός ατόμου οξυγόνου στον C4, ωστόσο οι φλαβανονόλες έχουν μια 

υδροξυλική ομάδα στον  C3. Οι φλαβανόλες περιέχουν μια κορεσμένη τριττανθρακική 

αλυσίδα με μια υδροξυλική ομάδα. Οι αγλυκονικές μορφές των ανθοκυανινών 

ονομάζονται ανθοκυανιδίνες (ανθοκυανίνες = ανθοκυανιδίνες + μόριο σακχάρου). Οι 

προανθοκυανιδίνες είναι συμπυκνωμένες τανίνες, ή πολυμερείς φλαβανόλες, και 

σχηματίζονται ως αποτέλεσμα σύζευξης μεταξύ μιας ηλεκτρονιόφιλης και μιας 

πυρηνόφιλης μονάδας φλαβανυλίου (Ferreira et al.,, 1996; Hemingway, 1989). Στην 

εικόνα 4 δίνεται ο βασικός σκελετός της ανθοκυανιδίνης. 

 

 

 

 

 



 

21 
 

Εικόνα 2: Βασικός σκελετός φλαβονοειδών                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3: Σκελετός φλαβονολών και φλαβονών                          

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Εικόνα 4: Σκελετός ανθοκυανιδινών 
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1.4.2. Φαινολικά οξέα  

1.4.2.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

Τα φαινολικά οξέα είναι δευτερογενείς μεταβολίτες που παράγονται από τη 

φαινυλαλανίνη, μέσω της βιοσυνθετικής οδού του σικιμικού οξέος και από το γενικό 

βιοσυνθετικό μονοπάτι του φαινυλοπροπανίου (Duthie  et al.,. 2000). Κυριότεροι 

εκπρόσωποι της ομάδας είναι το γαλλικό οξύ, το p-κουμαρικό οξύ, το καφεϊκό οξύ και 

το φερουλικό οξύ. Τέτοιες ενώσεις είναι πολύ διαδεδομένες στη φύση και βρίσκονται 

σε αφθονία στην επιδερμίδα πολλών φρούτων, όπως τα μήλα, τα αχλάδια, τα 

ροδάκινα και σε λαχανικά, όπως το κρεμμύδι και το σπανάκι.   

 Η μελέτη της βιοδιαθεσιμότητας των φαινολικών συστατικών είναι σημαντική 

για τον προσδιορισμό του βαθμού της ευεργετικής τους δράσης στον οργανισμό. 

Βιοδιαθεσιμότητα καλείται το ποσοστό των φαινολικών συστατικών που 

απορροφάται και αξιοποιείται από τον οργανισμό, αποθηκευόμενο στους διάφορους 

ιστούς. Η βιοδιαθεσιμότητα εξαρτάται από τη μοριακή δομή των φαινολικών 

συστατικών, την ποσότητα και τη δομή του τροφίμου, το βαθμό απορρόφησης και 

από γενετικούς παράγοντες. Τα διάφορα φαινολικά συστατικά εισέρχονται στην 

κυκλοφορία του αίματος και βρίσκονται στο πλάσμα για κάποιο διάστημα ή 

απεκκρίνονται ταχύτατα από τα ούρα. Παρατηρήθηκε ότι 1-4 ώρες μετά την 

κατανάλωση κόκκινου κρασιού οι συγκεντρώσεις του γαλλικού και του καφεϊκού 

οξέος στο πλάσμα αυξήθηκαν σημαντικά (Morton et al., 2000.) 

 

1.4.2.2. Δράση 

Πολλές in vitro μελέτες έχουν εξετάσει τις επιπτώσεις των φαινολικών οξέων σε 

καρκινικά κύτταρα in vitro, και στις περισσότερες έχει διαπιστωθεί αντικαρκινική 

δράση. Το καφεϊκό οξύ δρα ως χημειοευαισθητοποιητής (chemosensitizer) 

αυξάνοντας την ευαισθησία των καρκινικών κυττάρων σε χημειοθεραπευτικούς 

παράγοντες. Σε συγκέντρωση 10 μΜ αυξάνει αξιοσημείωτα την ευαισθησία  των 

ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων μαστού MCF-7 ανθεκτικών στη δοξορουβικίνη, 

μειώνοντας την IC50 από 10,8 μΜ σε 0,83 μΜ (Ahn et al., 1997). Ωστόσο, σε 

αντίθεση με τις αντικαρκινικές του ιδιότητες, το καφεϊκό οξύ έχει δειχθεί ότι προκαλεί  

γονοτοξικότητα και χρωμοσωμικές εκτροπές σε ωοθηκικά κύτταρα του κινέζικου 

χάμστερ (Stich et al., 1981). 

Οι in vivo μελέτες έχουν δείξει ότι η καρκινογόνος ή η αντικαρκινική δράση του 

καφεϊκού οξέος είναι δοσοεξαρτώμενες. Σε δόση 2% είναι καρκινογόνο (Hagiwara et 

al., 1991), σε δόση 0,5-1% δρα ως προωθητής όγκων (Hirose et al., 1992; Hirose et 
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al., 1991) και σε δόση 0,05-0,5% δρα ως αντικαρκινικό (Tanaka et al., 1993). Είναι 

αρκετά πιθανό η αντικαρκινική δράση να μην είναι αποτέλεσμα του ίδιου του 

καφεϊκού οξέος, αλλά της δράσης των μεταβολιτών του.  

Οι πιθανοί μηχανισμοί της χημειοπροφυλακτικής δράσης των φαινολικών 

οξέων περιλαμβάνουν αναστολή της πρόσληψης του καρκινογόνου, αναστολή του 

σχηματισμού ή της ενεργοποίησης του καρκινογόνου, απενεργοποίηση ή 

αποτοξίνωση του καρκινογόνου, αποτροπή της πρόσδεσης του καρκινογόνου στο 

DNA και αύξηση του επιπέδου ή της πιστότητας της επιδιόρθωσης του DNA. 

Ενδεικτικά, το φερουλικό και το χλωρογενικό οξύ αναστέλλουν την λειτουργία του 

κυτοχρώματος p450, το οποίο μπορεί να ενεργοποιεί ή να απενεργοποιεί τα 

καρκινογόνα (Teel and Huynh, 1998). Το φερουλικό οξύ έχει συσχετιστεί με 

σημαντική αύξηση της δραστηριότητας της s-τρανσφεράσης της γλουταθειόνης και 

της ρεδουκτάσης της κινόνης στο ήπαρ και σε τμήμα του βλεννογόνου του παχέος 

εντέρου (Kawabata et al., 2000). Το χλωρογενικό οξύ αναστέλλει in vivo το 

σχηματισμό των συμπλόκων χημικών με το DNA (DNA adducts) που σχηματίζονται 

από τη λιπιδική υπεροξείδωση στα ποντίκια (Kasai et al., 2000). Τέλος, το 

χλωρογενικό και το καφεϊκό οξύ εμποδίζουν τη νιτροποίηση αρκετών ενώσεων, η 

οποία μπορεί να οδηγήσει σε σχηματισμό καρκινογόνων ουσιών (Kono et al., 1995). 

 Τα φαινολικά οξέα μπορεί να επηρεάζουν την απόπτωση στα καρκινικά 

κύτταρα. Ενδεικτικά, το καφεϊκό οξύ επάγει την απόπτωση σε ανθρώπινα καρκινικά 

μαστικά κύτταρα MCF-7 μέσω ενεργοποίησης προαποπτωτικών παραγόντων όπως 

ο Fas, η πρωτεΐνη Bax και οι κασπάσες (Watabe et al., 2003). Το CAPE από τη 

μεριά του αναστέλλει την έκφραση της κινάσης εστιακής προσκόλλησης (focal 

adhesion kinase), η οποία εμπλέκεται στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό μέσω 

ιντεγκρινών, στη μετανάστευση και στην απόπτωση (Weyant et al., 2000). 

Oι αντιοξειδωτικές ικανότητες των φαινολικών οξέων περιλαμβάνουν 

«εκκαθάριση»  των αντιδρώντων ηλεκτρονιόφιλων, των ριζών οξυγόνου, αναστολή 

του μεταβολισμού του αραχιδονικού οξέος και οφείλονται στη σταθερή και 

συντονισμένη δομή τους. Μελέτες in vivo έδειξαν ότι τα υδροξυκινναμικά οξέα 

κατατάσσονται με βάση την αντιοξειδωτική τους δραστικότητά τους ως εξής: καφεϊκό 

οξύ> φερουλικό οξύ> p-κουμαρικό οξύ (Castelluccio et al., 1996).   

 Ένας άλλος μηχανισμός μέσω του οποίου μπορεί να δρουν τα φαινολικά 

οξέα, είναι η αντιμεταλλαξιγέννεση. Στη δοκιμασία Ames το καφεϊκό οξύ έδειξε να 

αναστέλλει τις μεταλλάξεις που προκαλούνταν από αφλατοξίνες (Karekar et al., 

2000). Το φερουλικό και το κουμαρικό έχουν δοσοεξαρτώμενη αντιμεταλλαξιγόνο 

δραστηριότητα (Ferguson et al., 2003) ενώ ο CAPE σε συγκέντρωση 5 μg/ml μειώνει 

την έκφραση του ras ογκογονιδίου (Na et al., 2000) και σε συγκέντρωση 50 μΜ 
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ενισχύει την έκφραση του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 και της p38 MAPK-ενός 

απαραίτητου στοιχείου στον αποπτωτικό μηχανισμό (Lee et al., 2003). 

 Όσον αφορά τις αντιμεταστατικές ιδιότητες των φαινολικών οξέων, ο CAPE 

έχει δειχθεί ότι αποκαθιστά τη διακυτταρική επικοινωνία μέσω χασμοσυνδέσμων σε 

ογκογενή κύτταρα (Na et al., 2000).  

 Η ρύθμιση της λειτουργίας του ανοσοποιητικού μπορεί να είναι ένας ακόμη 

μηχανισμός μέσω του οποίου τα φαινολικά οξέα μεταβάλλουν την έκβαση του 

καρκίνου. Ο CAPE αυξάνει την ευαισθησία των ογκοκυττάρων στην επίθεση των 

φυσικών φονικών κυττάρων (natural killers cells) και επάγει την έκφραση ογκο-

σχετιζόμενων αντιγόνων σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές μελανώματος και 

καρκίνου του εγκεφάλου (Ghoneum et al., 1995). Το χλωρογενικό, το καφεϊκό και το 

φερουλικό οξύ αναστέλλουν την έκκριση ισταμίνης από τα μαστικά κύτταρα, αλλά 

αυξάνουν τις επαγώμενες κυτοκίνες όπως οι ιντερλευκίνες 6, 10 και 13, η 

ιντερφερόνη-γ και ο TNF-α (Chen et al., 2000). Το χλωρογενικό, το φερουλικό, και το           

p-κουμαρικό οξύ έδειξαν να ενισχύουν τη δράση και τον πολλαπλασιασμό των 

ανθρώπινων λεμφοκυττάρων καθώς και την έκκριση IFN-γ (Chiang et al., 2003). 

 Παρόλες τις χημειοπροστατευτικές τους ιδιότητες τα φαινολικά οξέα σε 

κάποιες μελέτες έχουν δείξει ότι προάγουν την καρκινογένεση. Όσον αφορά το 

καφεϊκό οξύ, οι καρκινογενείς μηχανισμοί μπορεί να εμπλέκουν τη βλαπτική 

επίδραση στο DNA μέσω παραγωγής υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2)  (Inoue et 

al., 1992). Ωστόσο έχει προταθεί ότι η έμμεση γενοτοξικότητα μέσω ενεργών μορφών 

οξυγόνου ή ογκο-προωθητικής δραστηριότητας μπορεί να είναι ένας πιο σχετικός 

μηχανισμός απ’ ότι η βλάβη στο DNA (IARC,1993). 

 

1.4.3. Φλαβονοειδή  

1.4.3.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

 Τα φλαβονοειδή διακρίνονται σε φλαβονόλες, φλαβανόνες, φλαβόνες, 

κατεχίνες, ανθοκυανίνες και ισοφλαβόνες. 

 Οι φλαβονόλες αποτελούν την πλειοψηφία των φλαβονοειδών στα φρούτα, με 

την κερσετίνη, την κεμπφερόλη και τη μυρισετίνη να αποτελούν τους κυριότερους 

αντιπροσώπους. Οι  φλαβανόνες βρίσκονται κυρίως στα εσπεριδοειδή και οι 

φλαβόνες στο σέλινο. Οι κατεχίνες βρίσκονται σε μεγάλες ποσότητες στο πράσινο και 

το μαύρο τσάι και στο κόκκινο κρασί, ενώ οι ανθοκυανίνες βρίσκονται στις φράουλες  

και σε άλλα μούρα. Οι ισοφλαβόνες απαντώνται σχεδόν αποκλειστικά στα τρόφιμα 

σόγιας. 
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 Τα φλαβονοειδή είναι θερμοανθεκτικά και οι απώλειες που οφείλονται στο 

μαγείρεμα και το τηγάνισμα είναι σχετικά χαμηλές (Hertog et al., 1993). 

Απορροφώνται μέσω παθητικής διάχυσης, αφού τα γλυκοσυλιωμένα φλαβονοειδή 

μετατρέπονται στην αγλυκονική μορφή τους.  

 

1.4.3.2. Αντικαρκινική δράση φλαβονοειδών 

Ένας μεγάλος αριθμός πειραμάτων με καρκινικές σειρές έδειξε τις αντικαρκινικές 

ιδιότητες των φλαβονοειδών, οι οποίες συνοψίζονται στον πίνακα 1. 

Πίνακας 1. Αντικαρκινικές ιδιότητες των φλαβονοειδών σε διάφορες καρκινικές 

κυτταρικές σειρές (Wenying et al., 2003) 

Τύπος καρκίνου Κύτταρα  Φλαβονοειδή  

Ανθρώπινος καρκίνος 

του στόματος 

HSC-2, HSG, SCC-25 Φλαβανόνες, ισοφλαβάνες, 

EGC, χαλκόνες, EGCG, 

κουρκουμίνη, γενιστεϊνη, 

ECG, κερσετίνη, cis-πλατίνη 

Ανθρώπινος καρκίνος 

του μαστού 

MCF-7 Φλαβανόνες, νταϊζείνη, 

γενιστεϊνη, κερσετίνη, 

λουτεολίνη  

Ανθρώπινος καρκίνος 

του θυροειδούς 

ARO, NPA, WRO Γενιστεϊνη, απιγενίνη, 

καιμπφερόλη, χρυσίνη, 

λουτεολίνη, βιοχανίνη Α 

Ανθρώπινος καρκίνος 

του πνεύμονα 

SK-LU1, SW900, H441, 

H661, haGo-K-1, A549 

Φλαβόνη, κερσετίνη 

Ανθρώπινος καρκίνος 

του προστάτη 

LNCaP, PC3, DU145 Κατεχίνη, επικατεχίνη, 

κερσετίνη, καιμπφερόλη, 

λουτεολίνη, γενιστεϊνη, 

απιγενίνη, μυρισετίνη, 

σιλιμαρίνη 

Ανθρώπινος καρκίνος 

του παχέος εντέρου 

Caco-2, HT-29, IEC-6, 

HTC-15 

Φλαβόνη, κερσετίνη, 

γενιστεϊνη, ανθοκυανίνη 

Λευχαιμία HL-60, K562, Jurkat Απιγενίνη, κερσετίνη, 

μυρισετίνη, χαλκόνες 

Β16 μελάνωμα του 

ποντικού 

4A5 Χαλκόνες  
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 Πολλές μελέτες σε ζώα έχουν δείξει μια προστατευτική δράση των τροφίμων 

σόγιας ενάντια στον καρκίνο του μαστού, ενώ μια διατροφή πλούσια σε ισοφλαβόνες 

αναστέλλει την ογκογένεση σε πολλά ζωικά μοντέλα για καρκίνο του προστάτη 

(Messina et al, 1994). 

 Τα ενθαρρυντικά αποτελέσματα των αντικαρκινικών δράσεων σε προκλινικές 

μελέτες έδωσαν την ώθηση για κλινικές δοκιμές με φλαβονοειδή σε ανθρώπους. Οι  

Ferry et al. διεξήγαγαν μια δοσο-αυξανόμενη δοκιμή φάσης I με κερσετίνη, και  

έδειξαν ότι η ενδοφλέβια χορήγηση της ουσίας ανέστειλε τη λεμφοκυτταρική κινάση 

τυροσίνης σε 9 από τους 11 ασθενείς (Ferry et al, 1996). Περαιτέρω κλινικές μελέτες 

περιλαμβάνουν την χρηση ενός υδατοδιαλυτού προφαρμάκου της κερσετίνης  ([3’ (N-

καρβοξυμεθυλ) καρβομυλ-3,4’,5,7-τετραϋδροξυφλαβόνη]) (Mulholland PJ et al 2001). 

 

1.4.3.3. Φλαβονόλες  

1.4.3.3.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

 Οι φλαβονόλες είναι πολυφαινολικοί δευτερογενείς μεταβολίτες των φυτών και 

οι κύριοι αντιπρόσωποί τους είναι η κερσετίνη, η μυρισετίνη, η κεμπφερόλη και η 

ισοραμνετίνη (εικόνα 5). Στους ιστούς των φυτών οι φλαβόνες και οι φλαβονόλες 

βρίσκονται συζευγμένες με σάκχαρα, κυρίως γλυκόζη, ραμνόζη και ρουτινόζη 

(Herrmann, 1988). Η κερσετίνη στα φρούτα βρίσκεται στη γλυκοσιδική της μορφή, τη 

ρουτίνη.  

 

Εικόνα 5: Κύριοι αντιπρόσωποι φλαβονολών: κεμπφερόλη, κερσετίνη, μυρισετίνη και 

ισοραμνετίνη.  
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1.4.3.3.2. Δράση  

 Μελέτες in vitro έχουν δείξει ότι η δράση της κερσετίνης ως αντι-

πολλαπλασιαστικός παράγοντας μπορεί να πραγματοποιείται μέσω αναστολής του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της ανάπτυξης ή παύσης του κυτταρικού κύκλου. 

Ενδεικτικά, η κερσετίνη σε συγκεντρώσεις 10 nM-10 μΜ αναστέλλει με τρόπο 

δοσοεξαρτώμενο την ανάπτυξη καρκινικών μαστικών κυττάρων (MCF-7 ανθεκτικών 

σε ανδριαμυκίνη) (Scambia et al., 1991) και καρκινικών κυττάρων των οωθηκών 

(Scambia et al., 1990). Επιπλέον, η έκθεση καρκινικών κυττάρων του ενδομητρίου σε 

συγκεντρώσεις 1, 10 και 100 μΜ κερσετίνης οδήγησε σε αναστολή της ανάπτυξης σε 

ποσοστά 3, 51 και 87% αντίστοιχα (Kaneuchi et al., 2003). Η κεμπφερόλη, ανάλογα 

με τις χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις, μπορεί να ευνοήσει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό (οιστρογονικός αγωνιστής) ή να τον αναστείλει. Ενδεικτικά, σε 

συγκεντρώσεις 35 μΜ κι 70 μΜ μειώνει τον αριθμό των βιώσιμων MCF-7 καρκινικών 

κυττάρων που παρουσιάζουν οιστρογονικούς υποδοχείς (Hung, 2004), ενώ σε 

συγκεντρώσεις 20-90 μΜ ενισχύει τη σύνθεση του DNA και την κυτταρική ανάπτυξη 

των κυττάρων MCF-7 (Wang et al,1997). 

 Ο έλεγχος των φλαβονολών επί του κυτταρικού κύκλου, της ανάπτυξης, του 

πολλαπλασιασμού, της παραγωγής ενζύμων και της απόπτωσης είναι σημαντικοί 

αντικαρκινικοί μηχανισμοί. Έχει αποδειχθεί ότι η ικανότητα των φλαβονοειδών να 

επάγουν απόπτωση εξαρτάται από την παρουσία υδροξυλικών ομάδων στη 2 -

φαινυλομάδα, και η κατηγοριοποίηση έχει ως εξής: απιγενίνη> κερσετίνη> 

μυρισετίνη> κεμπφερόλη (Wang et al., 1999). Αναλυτικότερα παρουσιάζονται οι 

δράσεις των φλαβονολών, ανάλογα με τον εκάστοτε συνδυασμό τους :  

 Η κερσετίνη και η κεμπφερόλη μπορούν να εμποδίζουν την κυτταρική 

ανάπτυξη μέσω υποδοχέων οιστρογόνων (Sathyamoorthy et al., 1994), υποδοχέων 

υδρογονανθράκων με αρυλομάδες (Ciolino et al., 1992) και τύπου II θέσεων 

δέσμευσης των οιστρογόνων (Ranelletti et al., 1992), ενώ επάγουν τη ρεδουκτάση 

της κινόνης -  ένα αντικαρκινογόνο ένζυμο φάσης II- σε καρκινικά ηπατικά κύτταρα 

ποντικού (Yannai et al., 1998). 

 Η κερσετίνη αναστέλλει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου στα MCF-7 

καρκινικά κύτταρα  μέσω παροδικής συσσώρευσης στην Μ φάση, επακόλουθης 

αναστολής στη G2 και επαγωγή απόπτωσης (Choi et al., 2001), ενώ μπορεί και να 

αναστείλει την ανάπτυξη μέσω μείωσης των κυτταρικών μικροσωληνίσκων και 

παρεμβολής στις λειτουργίες τους (Gupta et al., 2002). Επίσης μειώνει τον αριθμό 

των υποδοχέων των φορβολεστέρων που εκφράζονται έντονα σε καρκινικά κύτταρα 

του δέρματος (Horiuchi et al., 1986). 
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 Η κερσετίνη, η κεμπφερόλη και η μυρισετίνη επάγουν την απόπτωση μέσω 

επαγωγής της κασπάσης-3, της προκασπάσης 9, διάσπασης της πολύ-(ADP-ριβόζη) 

πολυμεράσης, αύξηση των ενεργών μορφών οξυγόνου και απελευθέρωση του 

μιτοχονδριακού κυτοχρώματος-c σε λευχαιμικά κύτταρα (Wang et al., 1999). 

Επιπλέον αναστέλλουν τις φαινολ-σουλφοτρανσφεράσες (Eaton et al., 1996; Tamura 

et al., 2000) και καταστέλλουν τη δραστηριότητα της κυκλοοξυγονάσης-2, των 

τοποϊσομερασών I και II και της αποκαρβοξυλάσης της ορνιθίνης (Griffiths et al., 

1999; Mutoh et al., 2000; Yannai et al., 1998; Yasukawa et al., 1990 ). 

 H κεμπφερόλη επάγει απόπτωση μέσω ελέγχου αρκετών στοιχείων της 

αποπτωτικής μηχανής όπως η κασπάση-7, η ADP-ριβόζη  πολυμεράση, η Akt-1 και 

η πρωτεϊνική κινάση που επάγεται από  μιτογόνα, με το αντίστοιχο μονοπάτι. Ακόμη 

αυξάνει τα κυτταρικά επίπεδα των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax και bad, 

μειώνει τα επίπεδα των αντι-αποπτωτικών Bcl-2 και Bcl-xl (Nguyen et al., 2003). 

 

 

1.4.3.4. Ανθοκυανίνες  

1.4.3.4.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

 Οι ανθοκυανίνες είναι γλυκοσιδικές μορφές των ανθοκυανιδινών και οι 

συχνότερα απαντώμενες είναι η κυανιδίνη, η δελφινιδίνη, η πετουνιδίνη, η 

πελαργονιδίνη, η πεονιδίνη και η μαλβιδίνη  (Parkinson et al, 1981). Οι 

προανθοκυανιδίνες είναι ανίκανες να διαπεράσουν το λεπτό έντερο λόγω του υψηλού 

μοριακού βάρους τους (Deprez et al., 1999). Οι ανθοκυανίνες που χορηγούνται 

ενδοπεριτοναιϊκά ή ενδοφλέβια κατανέμονται γρήγορα στο νεφρό, το δέρμα, το ήπαρ, 

την καρδιά και τους πνεύμονες και απεκκρίνονται πρωταρχικά από τους νεφρούς, 

ενώ δείχνουν μεγάλη συγγένεια για το συνδετικό ιστό αφού οι συγκεντρώσεις τους 

στο δέρμα είναι τετραπλάσιες από αυτές του πλάσματος 4 ώρες μετά τη χορήγηση 

(Lietti and Forni, 1976). Τέλος, μπορεί να είναι ασταθείς in vivo και να μεταβολίζονται 

γρήγορα σε προκατεχουικό οξύ (Tsuda et al., 1999).  
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1.4.3.4.2. Δράση  

 Οι ανθοκυανίνες πελαργονιδίνη, κυανιδίνη και δελφινιδίνη ασκούν 

πολλαπλασιαστική δράση στο 40% και 60% του επιπέδου ανάπτυξης που προκαλεί 

η οιστραδιόλη μεμονωμένα. Ανάλογα με τη συγκέντρωση των ενδογενών 

οιστρογόνων, οι ανθοκυανίνες μπορούν να δράσουν ως οιστρογονικές ή αντι -

οιστρογονικές ενώσεις (Schmitt et al.,, 2001). Σε χαμηλές συγκεντρώσεις οι 

ανθοκυανιδίνες είναι οιστρογονικές καθώς δεσμεύονται στους υποδοχείς των 

οιστρογόνων και προκαλούν ανάλογες αντιδράσεις. Σε υψηλές συγκεντρώσεις 

ανταγωνίζονται με τα ισχυρότερα φυσικά οιστρογόνα και γίνονται αντι-οιστρογονικές. 

 Η αντικαρκινική δράση των ανθοκυανινών οφείλεται στην αντιοξειδωτική 

δράση τους (Kamei et al., 1995), στην ικανότητά τους να προστατεύουν το DNA από 

μονόκλωνα σπασίματα (Lazze et al., 2003) και στην επιρροή τους σε αυξητικούς 

παράγοντες και παράγοντες κυτταρικής διαφοροποίησης. Ενδεικτικά, σε μελέτη 

σύγκρισης των προανθοκυανινών με τις βιταμίνες C, E και το β-καροτένιο, οι πρώτες 

αποδείχθηκαν πολύ ισχυρότερες (Bagchi et al., 1998). Επίσης η δελφινιδίνη σε 

συγκέντρωση 0,01g/L αναστέλλει την VEGF-επαγόμενη ανάπτυξη σε ενδοθηλιακά 

κύτταρα, μέσω αναστολής του κυτταρικού κύκλου στη φάση G0-G1 (Martin et al., 

2003).  

 

 

1.4.3.5. Κατεχίνες  

1.4.3.5.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

 Οι κατεχίνες χαρακτηρίζονται από υποκατάσταση ομάδας δι- ή τριυδροξυλίου 

του Β δακτυλίου, και μετα-5,7-διυδροξυ υποκατάσταση του Α δακτυλίου των 

φλαβανολών. Συμβάλλουν στην πικρότητα και τη στυπτικότητα των τροφίμων και 

βρίσκονται σε μεγάλες ποσότητες στο τσάι. Η (-)-επιγαλλοκατεχίνη-3 (EGCG), η (-)-

επιγαλλοκατεχίνη, η (-)-επικατεχίνη-3, η (-)-επικατεχίνη, η (+)-γαλλοκατεχίνη και η 

(+)-κατεχίνη είναι οι κύριες κατεχίνες παρούσες στο πράσινο τσάι (εικόνα 6). Η 

αποτελεσματική χρήση των κατεχινών ως θεραπευτικοί παράγοντες καθορίζεται από 

τη βιοδιαθεσιμότητά τους. Η σωματική διαθεσιμότητα των κατεχινών σε ποντίκια 

Sprague-Dawley ήταν χαμηλή λόγω αργής απορρόφησης και μεγάλης επίδρασης 

πρώτου περάσματος (Zhu et al., 2000). Μελέτη της φαρμακοκινητικής της EGCG σε 

ποντίκια έδειξε ότι η ουσία υφίσταται γλυκουρονιδίωση έπειτα από ενδοφλέβια και 

ενδογαστρική χορήγηση. Η ενδογαστρική χορήγηση οδήγησε σε υψηλότερα επίπεδα 
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EGCG στο λεπτό έντερο σε σύγκριση με συγκεντρώσεις σε άλλους ιστούς (Lambert 

et al., 2003). 

 

Εικόνα 6: Κατεχίνες  

 

 

 

1.4.3.5.2. Δράση  

 Πολλές in vitro μελέτες έχουν δείξει ότι οι κατεχίνες και άλλα δομικά 

παρόμοιες ουσίες εμποδίζουν τον πολλαπλασιασμό και ελέγχουν την ανάπτυξη 

καρκινικών και φυσιολογικών κυτταρικών σειρών. Η επιγαλλοκατεχίνη-3, η 

επιγαλλοκατεχίνη και η γαλλοκατεχίνη φαίνεται να είναι πολύ δραστικές σε τρεις 

καρκινικές κυτταρικές σειρές: MCF-7 μαστικά καρκινικά κύτταρα, ΗΤ-29  κύτταρα του 

καρκίνου του εντέρου και UACC-375 κύτταρα μελανώματος (Valcic et al., 1996). 

Ενδεικτικά, σε συγκέντρωση 50 μΜ η γαλλοκατεχίνη αναστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό των ανθρώπινων MCF-7 κυττάρων σε ποσοστό 95%. Σύμφωνα με 

μελέτες βασισμένες στον τύπο των κυτταρικών σειρών και των κατεχινών, η 

αποτελεσματική συγκέντρωση κατεχινών που χρειάζεται για την επίτευξη των in vitro 

ιδιοτήτων τους είναι 20-100 μΜ. Όμως οι in vitro αποτελεσματικές συγκεντρώσεις 

μπορεί να μη σχετίζονται με αυτές που ανιχνεύονται στον ανθρώπινο ορό. Σε 

ανθρώπους που καταναλώνουν οκτώ φλυτζάνια μαύρου τσαγιού τη μέρα έχει 

παρατηρηθεί αύξηση των κατεχινών του ορού από 0,08 σε 0,2 μΜ (van het Hof et al., 

1999).  

 Η επιγαλλοκατεχίνη είναι η κύρια μορφή των κατεχινών και ασκεί μια ποικιλία 

βιολογικών δραστηριοτήτων όπως αντιοξειδωτικές, ανοσορυθμιστικές και 
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αντιμικροβιακές έναντι κάποιων παθογόνων (Ho et al., 1992; Katiyar et al., 1999; 

Sakagami et al., 1995; Toda et al., 1989). Η προσθήκη κατεχινών στα μικροσώματα 

του ήπατος ποντικών ανέστειλε τη μεταλλαξιγόνο δράση των αρωματικών αμινών 

στην δοκιμασία Ames (Steele et al., 1985), ενώ  έχει αποδειχθεί επίσης ότι σε 

συγκέντρωση 100 μΜ οι κατεχίνες αναστέλλουν τις αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl -2 

και Bcl-xl (Leone et al., 2003). Οι πολυφαινόλες του πράσινου τσαγιού επάγουν την 

απόπτωση μέσω συσσώρευσης του apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) 

και απελευθέρωσης της κασπάσης-3 από τα μιτοχόνδρια (Hsu et al., 2003). 

Επιπρόσθετα, η EGCG αναστέλλει  την αγγειογένεση (Annabi et al., 2003) και η 

EGCG διαταράσσει τον κυτταρικό κύκλο (στην φάση S) σε επιθηλιακά μαστικά μετά 

από διέγερση με τον παράγοντα EGF κύτταρα (Liberto and Cobrinik, 2000). 

 

1.4.4. Στιλβένια 

1.4.4.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

 Τα στιλβένια είναι οργανικές ενώσεις που περιέχουν 1,2-διφαινυλ-αιθυλένιο 

ως λειτουργική ομάδα. Παράγονται από τα φυτά κυρίως ως απόκριση στο στρες, τον 

τραυματισμό, την προσβολή από μύκητες και την  UV ακτινοβολία (Aggarwal  et al, 

2004). Σημαντικός αντιπρόσωπός των στιλβενίων είναι η ρεσβερατρόλη (εικόνα 7) η 

οποία στα φρούτα μπορεί να υπάρχει είτε στην ελεύθερη μορφή της (cis ή trans 

διαμόρφωση) είτε ως το γλυκοσίδιό της (piceid). Απαντάται στα σταφύλια (στη 

φλούδα τους), το κρασί, το χυμό των σταφυλιών, τα φιστίκια και τα μούρα του γένους 

Vaccinum (Burns et al.,. 2002; Rimando et al.,. 2004; Sanders et al., 2000).  

 Παρόλο που η trans-ρεσβερατρόλη φαίνεται να απορροφάται καλά μετά από 

χορήγηση από το στόμα, η βιοδιαθεσιμότητά της είναι σχετικά χαμηλή λόγω του 

γρήγορου μεταβολισμού της (Walle et al. ,2004; Wenzel et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

http://lpi.oregonstate.edu/infocenter/phytochemicals/resveratrol/resverarefs.html#ref2
http://lpi.oregonstate.edu/infocenter/phytochemicals/resveratrol/resverarefs.html#ref2
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Εικόνα 7: Χημική δομή ρεσβερατρόλης 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4.2. Δράση  

 Η trans-ρεσβερατρόλη σε in vitro μελέτες  δείχνει σημαντική 

κυτταροτοξικότητα έναντι των καρκινικών ηπατικών κυττάρων HepG2, με  IC50 11,8 

g/ml (Kim et al., 2002). Σε συγκεντρώσεις 10-8 Μ - 10-4 Μ η ρεσβερατρόλη είναι 

οιστρογονική και αυξάνει την κυτταρική ανάπτυξη σε μαστικά καρκινικά κύτταρα 

(Levenson et al., 2003). 

 Ο ρόλος της ρεσβερατρόλης στον καρκίνο του μαστού δεν έχει γίνει ακόμη 

σαφής. Δύο in vivo μελέτες στις οποίες χορηγούνταν ρεσβερατρόλη σε ποντίκια  

Sprague-Dawley έδειξαν αντιφατικά αποτελέσματα όσον αφορά την πορεία των 

μαστικών όγκων. Οι μελέτες ωστόσο διέφεραν ως προς τη χορηγούμενη δόση 

ρεσβερατρόλης (Banerjee et al., 2002; Sato et al., 2003). 

 Η αντικαρκινική δράση της ρεσβερατρόλης μπορεί να σχετίζεται με την 

αντιοξειδωτική και αντιμεταλλαξιγόνο δράση, την αναστολή της βιοενεργοποίησης 

των καρκινογόνων ουσιών και της επαγωγής ενζύμων της φάσης II του 

μεταβολισμού των φαρμάκων. Πιο συγκεκριμένα η ρεσβερατρόλη και το διμερές της, 

η βινεφερίνη, αναστέλλουν τη δραστηριότητα κυτοχρωμάτων που εμπλέκονται στην 

βιοενεργοποίηση ή απενεργοποίηση πολλών καρκινογόνων (Piver et al., 2003).  

Ακόμη, η ρεσβερατρόλη αυξάνει τα επίπεδα της ρεδουκτάσης της κινόνης-ενός 

ενζύμου φάσης II που αποτοξινώνει τα καρκινογόνα (Heo et al., 2001), μειώνει την 

νέο-αγγείωση ή αγγειογένεση των όγκων (Brakenhielm et al., 2001) και σε 

συγκέντρωση 30 μΜ μειώνει την κυτταρική ανάπτυξη μπλοκάροντας τα κύτταρα στο 

σημείο από την S στη G2/M φάση, σε HL-60 προμυελωτικές κυτταρικές σειρές 

(Ragione et al., 1998). Τέλος η ρεσβερατρόλη έχει δειχθεί ότι έχει οιστρογονική 

δραστηριότητα που μπορεί να οφείλεται στη δομική ομοιότητά της με τη 
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διαιθυλστιλβεστρόλη. H ικανότητα της trans-ρεσβερατρόλης να ανταγωνίζεται την 

οιστραδιόλη για σύνδεση στους υποδοχείς την καθιστά χημειοπροφυλακτικό 

παράγοντα για τον ορμονοεξαρτώμενο καρκίνο του μαστού (Williams et al., 1996).  

 

1.4.5. Λιγνάνες 

1.4.5.1. Προέλευση και βιοδιαθεσιμότητα 

 Οι λιγνάνες είναι μια ομάδα πολυφαινολικών  χημικών ενώσεων που 

απαντάται στα φυτά, αποτελούν μια από τις κύριες τάξεις των φυτοοιστρογόνων και 

δρουν και ως αντιοξειδωτικά. Προέρχονται από τη φαινυλαλανίνη μέσω διμερισμού 

των υποκατεστημένων κινναμικών αλκοολών, γνωστών ως μονολιγνόλες, σε έναν 

σκελετό διβενζυλ-βουτανίου (εικόνα 8). 

 

Εικόνα 8: Χημική δομή λιγνανών  

 

 

 

 Οι πρόδρομες ενώσεις των λιγνανών εντοπίζονται σε φυτικά τρόφιμα όπως οι 

σπόροι, ολόκληροι καρποί, τα όσπρια, τα φρούτα και τα λαχανικά. Οι λιναρόσποροι 

είναι η κυριότερη πηγή τέτοιων ενώσεων. Μετά την κατανάλωση, τα βακτήρια που 

φυσιολογικά βρίσκονται στο παχύ έντερο, μετατρέπουν τις πρόδρομες ενώσεις των 

λιγνανών σε εντερολιγνάνες, εντεροδιόλη και εντερολακτόνη (Lampe JW, 2003) 

(εικόνα 9).  
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Εικόνα 9 : Χημική δομή εντεροδιόλης κι εντερολακτόνης 

 

 

1.4.5.2. Δράσεις 

 Παρόλο που τα φυτοοιστρογόνα δεσμεύονται στον υποδοχείς οιστρογόνων, η 

δράση τους είναι ασθενέστερη από αυτή των ενδογενών οιστρογόνων και μπορεί να 

εμποδίζουν ή να ανταγωνίζονται τις δράσεις των οιστρογόνων σε κάποιους ιστούς 

(Wang LQ. 2002). 

Οι εντερολιγνάνες έχουν και βιολογικές δράσεις ανεξάρτητες των 

αλληλεπιδράσεων με τους υποδοχείς οιστρογόνων. Με την τροποποίηση της 

δραστικότητας των ενζύμων που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των οιστρογόνων, οι 

λιγνάνες μπορούν να αλλάζουν τη βιολογική δραστικότητα των ενδογενών 

οιστρογόνων (Brooks et al.,. 2005). Οι λιγνάνες μπορούν επίσης να δρουν ως 

αντιοξειδωτικά in vitro, αλλά η δράση αυτή δεν έχει εξακριβωθεί in vivo διότι οι 

ενώσεις αυτές μεταβολίζονται ταχύτατα και εκτενώς (Rowland et al., 2003).  

Όσον αφορά τον καρκίνο του μαστού, έρευνες που περιλάμβαναν προ-

εμμηνοπαυσιακές γυναίκες δεν έδειξαν συσχέτιση μεταξύ της πρόσληψης λιγνανών 

και της εμφάνισης της ασθένειας (Horn-Ross et al.,. 2004;  Touillaud et al., 2006). 

Ωστόσο όταν στις έρευνες  συμμετείχαν μετα-εμμηνοπαυσιακές γυναίκες, η αυξημένη 

πρόσληψη λιγνανών συσχετιζόταν με εμφανώς χαμηλότερα ποσοστά εμφάνισης 

καρκίνου του μαστού (Touillaud et al.,. 2009) Μια άλλη μελέτη έδειξε ότι η αυξημένη 

πρόσληψη λιγνανών σχετίζεται με χαμηλά ποσοστά εμφάνισης καρκίνου του 

ενδομητρίου και των ωοθηκών, αλλά μόνο σε μετα-εμμηνοπαυσιακές γυναίκες (Horn-

Ross et al.,. 2003; McCann et al., 2003).  
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1.4.6. Πολυφαινόλες ως αναστολείς τοποϊσομερασών ως αντικαρκινικοί 

παράγοντες  

 

1.4.6.1. DNA τοποϊσομεράσες  

Οι DNA τοποϊσομεράσες είναι πυρηνικά ένζυμα που ρυθμίζουν την τρισδιάστατη 

δομή του DNA, μέσω παροδικών σπασιμάτων κι επανενώσεων. Εμπλέκονται σε 

όλες τις πτυχές του μεταβολισμού του DNA, συμπεριλαμβανομένων της αντιγραφής, 

της  μεταγραφής και του ανασυνδυασμού. Υπάρχουν δύο μεγάλες ομάδες 

τοποϊσομερασών: η τύπου I και η τύπου II (πίνακας 2). Οι δύο τύποι 

τοποϊσομερασών έχουν παρόμοιο καταλυτικό κύκλο που περιλαμβάνει τα ακόλουθα 

βήματα:  

i. Αναγνώριση υποστρώματος (διπλή έλικα DNA) και μη-ομοιοπολική δέσμευση 

σε αυτό. 

ii. Δημιουργία του ομοιοπολικού συμπλόκου σπασίματος (ένζυμο- DNA) κι 

έναρξη μιας ενδιάμεσης αντίδρασης όπου ο σκελετός του DNA διασπάται με 

υδρόλυση είτε στον ένα κλώνο (ένζυμα τύπου I) είτε και στους δύο κλώνους 

(ένζυμα τύπου II). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ομοιοπολική σύνδεση ενός ή 

δύο καταλοίπων τυροσίνης των τοποϊσομερασών I ή II στο 3’ άκρο (τύπος I) ή 

στο 5’ άκρο (τύπος II) του κομμένου DNA.  

iii. Πέρασμα του μονόκλωνου (τύπος I) ή δίκλωνου (τύπος II) DNA ανάμεσα  

από την εγκοπή. 

iv. Επανένωση της σπασμένης έλικας του DNA ακολουθούμενα από 

v. ΑΤΡ υδρόλυση (τύπος II μόνο) και  

vi. Ανακύκλωση του ενζύμου, όπου το ένζυμο υφίσταται μια αλλαγή 

διαμόρφωσης που του επιτρέπει να ξεκινήσει ένα νέο καταλυτικό κύκλο . 

 

Η δραστικότητα της τοποϊσομεράσης  I είναι σχετικά σταθερή κατά τη διάρκεια 

της κυτταρικής ανάπτυξης και διαφοροποίησης. Αντίθετα, η δραστικότητα της 

τοποϊσομεράσης II  είναι υψηλότερη σε διαιρούμενα κύτταρα από ότι σε αδρανή. Η 

καταλυτική δραστικότητα της τοποϊσομεράσης II είναι απαραίτητη για το διαχωρισμό 

των συνυφασμένων χρωμοσωμικών μορίων DNA κατά τη μίτωση και το διαχωρισμό 

των χρωμοσωμάτων κατά τη μείωση (A. Kragh Larsen, Review , 1994).  

Οι ιδιότητες των ευκαρυωτικών DNA τοποϊσομερασών  I και  II συνοψίζονται στον 

πίνακα 2 (J. Cummings & J. F. Smyth, 1993) 
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Πίνακας 2: Οι ιδιότητες των ευκαρυωτικών DNA τοποϊσομερασών I και II 

Τοποϊσομεράση  I Τοποϊσομεράση   II 

Χαλαρώνει θετικές κι αρνητικές 

υπερελικώσεις 

Χαλαρώνει θετικές κι αρνητικές 

υπερελικώσεις 

Όχι δραστικότητα υπερελίκωσης  Όχι δραστικότητα υπερελίκωσης  

Συνδέεται ομοιοπολικά στο 3’ άκρο του 

DNA 

Συνδέεται ομοιοπολικά στο 5’ άκρο του 

DNA 

Τα δισθενή μεταλλικά ιόντα ενισχύουν 

την καταλυτική δραστικότητα αλλά δεν 

είναι απαραίτητα 

Απαιτεί ΑΤΡ και δισθενή μεταλλικά ιόντα 

 

 

1.4.6.2. Αναστολείς DNA  τοποϊσομερασών 

Η καταλυτική δραστικότητα των τοποϊσομερασών I και II μπορεί να ανασταλεί 

σε οποιοδήποτε στάδιο του καταλυτικού κύκλου. Ωστόσο, οι περισσότεροι 

αναστολείς τοποϊσομερασών που χρησιμοποιούνται κλινικά φαίνεται ότι δρουν στα 

στάδια του καταλυτικού κύκλου όπου το ένζυμο είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένο στο 

DNA. Τα φάρμακα σταθεροποιούν αυτό το σύμπλοκο. Η παρουσία του συμπλόκου 

αυτού  προκαλεί κυτταρικό θάνατο, ίσως με σύνδεση με τη διχάλα αντιγραφής κατά 

την αντιγραφή του DNA, που οδηγεί σε αυξημένο ανασυνδυασμό του DNA και 

απώλεια γονιδίων, Παρόμοια γεγονότα μπορεί να λαμβάνουν χώρα και κατά τη 

μεταγραφή.  

Από τη στιγμή που η τοποϊσομεράση II είναι μια απαραίτητη πρωτεΐνη, είναι 

πιθανό ότι οι ενώσεις που δρουν σε άλλα βήματα του καταλυτικού κύκλου μπορούν 

να επάγουν επίσης κυτταρικό θάνατο, είτε με αναστολή της καταλυτικής 

δραστικότητας που χρειάζεται για το διαχωρισμό των συνυφασμένων 

χρωμοσωμικών μορίων DNA κατά τη μίτωση, είτε με παρέμβαση στις δομικές 

λειτουργίες της τοποϊσομεράσης II στην οργάνωση της χρωματίνης. Έτσι πολλά νέα 

αντικαρκινικά φάρμακα φαίνεται  να αλληλεπιδρούν με την τοποϊσομεράση II χωρίς 

όμως τη σταθεροποίηση των συμπλόκων του ενζύμου με το DNA (M. L. Rothenberg, 

Review, 1997).  
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Οι αναστολείς της τοποϊσομεράσης II χωρίζονται σε διάφορες κατηγορίες, 

που περιλαμβάνουν τις ανθρακυκλίνες (όπως την δοξορουβικίνη), ανθρακενεδιόνες, 

ανθραπυραζόλες, ακτινομυκίνες, ακριδίνες (όπως το m-AMSA), ελλιπτισίνες και 

επιποδοφυλλοτοξίνες (ετοποσίδη και τενιποσίδη) (εικόνα 10). Η κύρια κατηγορία 

αναστολέων της τοποϊσομεράσης I που έχει περιγραφεί εκτενώς στη διεθνή 

βιβλιογραφία περιλαμβάνει τις καμπτοθεκίνες (εικόνα 11).  

Εικόνα 10:Aναστολείς της τοποϊσομεράσης II 

                                                                                                                                                                 

 

 

 

Εικόνα 11:Aναστολείς της τοποϊσομεράσης I 
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Η ετοποσίδη επάγει σπασίματα της έλικας σχετιζόμενα με την τοποϊσομεράση 

II. Είναι δυνητικός επαγωγέας χρωμοσωμικών ανωμαλιών και ανταλλαγής αδερφών 

χρωματίδων, πράγμα που μπορεί να οδηγήσει σε απώλεια γονιδίων Η καμπτοθεκίνη 

είναι ένα φυτικό αλκαλοειδές που επάγει σπασίματα της έλικας σχετιζόμενα με την 

τοποϊσομεράση I. Η καμπτοθεκίνη δεν προσδένεται ούτε αλληλεπιδρά με 

καθαρισμένο DNA). Όπως και οι περισσότεροι αναστολείς της τοποϊσομεράσης II, η 

καμπτοθεκίνη είναι ισχυρός χρωμοσωμικών ανωμαλιών και ανταλλαγής αδερφών 

χρωματίδων. Επιπρόσθετα, είναι δυνητικός αναστολέας της σύνθεσης DNA και RNA  

(J. Cummings & J. F. Smyth, Review, 1993) 

 

1.4.6 .3. Πολυφαινόλες ως αναστολείς των τοποϊσομερασών 

 Όπως έχει αναφερθεί οι πολυφαινόλες έχουν πολλαπλές βιολογικές 

λειτουργίες, μεταξύ των οποίων είναι και η ισχυρή αντικαρκινική τους δράση. Μελέτες 

έδειξαν ότι διάφορα πολυφαινολικά μόρια είναι ικανά να δρουν ως αναστολείς των 

τοποϊσομερασών, όπως για παράδειγμα η ισοφλαβόνη γενιστεΐνη και τα 

φλαβονοειδή λουτεολίνη και κερκετίνη (εικόνα 12). 

Τα δύο φλαβονοειδή, λουτεολίνη και κερκετίνη, δρουν με διαφορετικό τρόπο. 

Συγκεκριμένα η λουτεολίνη είναι ικανή να αναστέλλει τόσο την τοποϊσομεράση Ι όσο 

και την τοποϊσομεράση ΙΙ, επιδρώντας ως αναστολέας-δηλητήριο (poison) στο 

σύμπλοκο που δημιουργείται από το DNA με το ένζυμο. Αντίθετα η κερκετίνη δρα ως 

αναστολέας-δηλητήριο (poison) και για τα δύο ένζυμα, εμποδίζοντας την επανένωση 

των τμημάτων του DNA ύστερα από το πέρασμα της αλυσίδας του DNA. Κατά 

συνέπεια, η λουτεολίνη και η κερκετίνη δρουν ως αντικαρκινικοί παράγοντες, γεγονός 

που τα καθιστά σημαντικά μόρια για την πρόληψη του καρκίνου (Cantero et al., 

2006). 

 

Εικόνα 12: Χημική δομή των φλαβονοειδών λουτεολίνη και κερκετίνη 
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Ένα άλλο πολυφαινολικό μόριο το οποίο εμφανίζει ικανότητα αναστολής της 

τοποϊσομεράσης ΙΙ είναι το EGCG (epigallocatechin gallate), το οποίο περιέχεται σε 

μεγάλο ποσοστό στο πράσινο τσάι. Έχει βρεθεί από μελέτες ότι το EGCG επιδρά 

στις δύο ισομορφές της τοποϊσομεράσης ΙΙ, ΙΙα και ΙΙβ. Το EGCG επηρεάζει την 

ενεργότητα των δύο ισομορφών του ενζύμου με έναν τρόπο που περιλαμβάνει 

οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, οι οποίες απαιτούν την ομοιοπολική σύνδεση του 

EGCG στην τοποϊσομεράση ΙΙα και ΙΙβ (Bandele et al., 2008). 

Έχει δειχθεί ότι ικανότητα αναστολής της τοποϊσομεράσης Ι εμφανίζουν και 

πολλά γλυκοσίδια φλαβονών, στα οποία περιλαμβάνεται και η ένωση οριεντίνη 

(πίνακας 3). Πολλά από αυτά τα πολυφαινολικά μόρια έχουν τη δυνατότητα να δρουν 

ταυτόχρονα και ως καταλυτικοί αναστολείς, αλλά και ως αναστολείς δηλητήρια 

(poison), παρεμβαίνοντας τόσο στο DNA όσο και στο σύμπλοκο που σχηματίζει η 

τοποϊσομεράση Ι με το DNA (Webb et al., 2004). 

 

Πίνακας 3: Ικανότητα αναστολής της τοποϊσομεράσης Ι από ορισμένα φλαβονοειδή 

   

Χημική Δομή Κοινή ονομασία % Αναστολή στα 100 μΜ (±SD) 

 

Χρυσίνη 

Απιγενίνη 

Λουτεολίνη 

Οριεντίνη 

Διοσμίνη 

2 (± 2.1) 

44 (±8.9) 

55 (± 8.2) 

69 (± 5.6 ) 

13 (± 4.9) 

 

Φισκτίνη 

Καιμπφερόλη 

Κερκετίνη 

Μυρικετίνη 

Γκοσιπετίνη 

Μορίνη 

Ραμνετίνη 

48 (± 1) 

56 (± 6.2) 

57 (± 15.6) 

62 (± 14.9) 

9 (± 4.9) 

16 (± 5.5) 

<25 
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Ταμαριξετίνη 6 (± 2.5) 

 

Ταξιφολίνη 

Σιλιμπινίνη 

14 (± 9.9) 

5 (± 4) 

 

Κατεχίνη 

Επικατεχίνη 

Επιγαλοκατεχίνη 

1 (± 1) 

9 (± 5.4) 

5 

 

Χεσπερτίνη 4 (± 2.5) 

 

Γενιστεΐνη 

 

22 (± 9.5) 

 

 

Φλορετίνη 

Φλοριντζίνη 

19 (± 2.8) 

19 (± 0.7) 

 

trans-Ρεσβερατρόλη 

trans-Πικεατανόλη 

26 (± 2.1) 

23 (± 6.4) 
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ΣΚΟΠΟΣ 

Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας είναι να μελετηθεί η δράση καθαρών 

πολυφαινολικών ενώσεων από ψυχανθή σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα. 

 

2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2. 1. Υλικά  

2.1.1. Χημικά αντιδραστήρια 

Τα χημικά αντιδραστήρια ήταν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας και ήταν 

προϊόντα των εταιρειών Roche Diagnostics και Sigma-Aldrich. Αυτά περιλαμβάνουν 

το DMSO (διμεθυλ-σουλφοξείδιο) (Sigma # D2650), ετοποσίδη (Sigma # E1383) και 

το Cell Proliferation Kit II (XTT), (Roche Diagnostics # 11 465 015 001). 

 

2.1.2. Θρεπτικά υλικά 

 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1x),: περιέχει 4,5 g/L γλυκόζη, L-

γλουταμίνη, πυροσταφυλικό οξύ (GIBCO # 41966) 

 PBS pH 7,2 (ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων,  1x) το οποίο δεν 

περιέχει CaCl2  και MgCl2 (GIBCO # 20012) 

 Διάλυμα πενικιλλίνης/στρεπτομυκίνης: περιέχει 10.000 units/ml πενικιλλίνης 

και 10.000 μg/ml στρεπτομυκίνης (Ιnvitrogen # 15140) 

 FBS (εμβυϊκός βόειος ορός) (Gibco, #10270) 

 Διάλυμα τρυψίνης, 5% (10Χ) (Gibco, #15400) 

 

2.1.3. Διαδικασία απομόνωσης των φυτικών εκχυλισμάτων και των 

πολυφαινολικών ενώσεων 

Αρχικά απομονώθηκαν τα υπέργεια τμήματα, τα σπέρματα και οι καρποί των 

φυτών V. faba και L. edulis 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 



 

42 
 

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). 

 

2.1.4. Καθαρές πολυφαινολικές ενώσεις  

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν καθαρές πολυφαινολικές ενώσεις 

που προέρχονται από το φυτό Vicia faba (Vf 5a, Vf 7b, Vf 7bb, Vf 12e) και μόρια που 

προέρχονται από το Lotus edulis  (Le D3,  Le D6 , Le C2).  To φυτό Vicia faba είναι 

ένα είδος ψυχανθούς της οικογένειας Fabaceae, είναι διπλοειδές φυτό και κάθε του 

κύτταρο περιέχει 12 χρωμοσώματα (6 ομόλογα ζεύγη). Οι καρποί του είναι γνωστοί 

ως κουκιά, επιδεικνύουν μια σειρά  από σημαντικά οφέλη για την υγεία αλλά 

περιέχουν και μεγάλες ποσότητες τυραμίνης. Το φυτό Lotus edulis ανήκει κι αυτό 

στην οικογένεια Fabaceae και είναι γνωστό ως περατζούνι. Είναι ετήσιο και 

παρουσιάζει συμβιωτικές σχέσεις με βακτήρια του εδάφους τα οποία σχηματίζουν 

εξογκώματα στις ρίζες των φυτών και παράγουν ατμοσφαιρικό άζωτο.  

Αναλυτικά παρατίθενται πληροφορίες για την κάθε ένωση   

 

Vf 5a 

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης : Vicia faba 

Όνομα: 3-Ο-(2-Ο-ραμνοπυρανοσυλο)-γαλακτοπυρανοσυλο-7-Ο-ραμνοπυρα 

νοσυλο-κερκετίνη 

Μοριακό βάρος : 756,66 
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Vf 7b  

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης : Vicia faba 

Όνομα: 9-Ο-β-D-γλυκοπυρανοσυλοξυ-6-υδροξυ-3-οξο-α-ιονόλη 

Μοριακό βάρος : 386 

 

Vf 7bb 

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης : Vicia faba 

Όνομα: 3-Ο-(2-Ο-ραμνοπυρανοσυλο)-γαλακτοπυρανοσυλο-7-Ο-ραμνοπυρανοσυλο-

καιμπφερόλη 

Μοριακό βάρος : 740,66 

 

Vf 12e 

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης : Vicia faba 

Όνομα: 3-Ο-αραβινοπυρανοσυλο-7-Ο-ραμνοπυρανοσυλο-καιμπφερόλη 

Μοριακό βάρος : 564,49 
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Le D3 

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης: Lotus edulis 

Όνομα: 3,7-δι-Ο-ραμνοπυρανοσυλο-καιμπφερόλη 

Μοριακό βάρος : 578,52 

 

Le C2 

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης: Lotus edulis 

Όνομα: 3-Ο-(5-Ο-ακετυλαπιοφουρανοσυλο)-7-Ο-ραμνοπυρανοσυλο-καιμπφερόλη 

Μοριακό βάρος : 606 

 

Le D6 

Χημική δομή  

 

 

 

 

 

Φυτό προέλευσης: Lotus edulis 

Όνομα: 3-Ο-απιοφουρανοσυλο-7-Ο-ραμνοπυρανοσυλο-καιμπφερόλη 

Μοριακό βάρος : 578,52 
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Τα μόρια αυτά αποτελούν γλυκοσίδια των φλαβονολών κερσετίνη και καιμπφερόλη, 

εκτός από το Vf 7b, που είναι ιονόλη.  

 

 

2.2. Μέθοδοι  

 

2.2.1. Καρκινικές κυτταρικές σειρές 

 

2.2.1.1. Καλλιέργεια καρκινικών κυτταρικών σειρών  

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν οι καρκινικές κυτταρικές σειρές 

HeLa, HepG2 και  MCF-7.  

Τα κύτταρα HeLa προέρχονται από καρκίνο του τραχήλου της μήτρας και 

αποτελούν  την πιο παλιά και συνηθέστερα χρησιμοποιούμενη ανθρώπινη κυτταρική 

σειρά. Η ονομασία τους προέρχεται από την ασθενή από την οποία πάρθηκαν τα 

κύτταρα, την Henrietta Lacks. Τα συγκεκριμένα κύτταρα διατηρούν κατά την 

κυτταρική διαίρεση  μια ενεργή μορφή της τελομεράσης  που αποτρέπει την 

αυξανόμενη βράχυνση των τελομερών, η οποία εμπλέκεται στη γήρανση και στον 

κυτταρικό θάνατο. Με τον τρόπο αυτό τα HeLa κύτταρα παρακάμπτουν το όριο 

Hayflick, που είναι περιορισμένος αριθμός διαιρέσεων που πραγματοποιούν τα 

περισσότερα φυσιολογικά κύτταρα προτού πεθάνουν, σε μια κυτταροκαλλιέργεια.  

Τα κύτταρα HepG2 προέρχονται από ανθρώπινο ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα 

και μεγαλώνουν σε μονοστιβάδες και  συσσωματώματα. Έχουν πρότυπο 

χρωμοσωμικό αριθμό 55 και εκκρίνουν πρωτεΐνες του πλάσματος όπως η 

αλβουμίνη, η τρανσφερίνη, το ινωδογόνο,  η α-2-μακροαιμοσφαιρίνη και το 

πλασμινογόνο. Τα κύτταρα ανταποκρίνονται σε ερέθισμα με ανθρώπινη αυξητική 

ορμόνη.  

Τα κύτταρα MCF-7 προέρχονται από ανθρώπινο μαστικό αδενοκαρκίνωμα 

και ο καρυότυπός τους επιδεικνύει 69 χρωμοσώματα. MCF-7 είναι το ακρωνύμιο του 

Michigan Cancer Foundation - 7, του ινστιτούτου όπου καθιερώθηκε η εν λόγω 

κυτταρική σειρά το 1973. Τα κύτταρα αυτά έχουν υποδοχείς οιστρογόνων, ενώ η 

ανάπτυξή τους αναστέλλεται από τον TNFα (tumor necrosis factor-παράγοντας 

νέκρωσης όγκων).  

Όλες οι μεταχειρίσεις των κυττάρων πραγματοποιήθηκαν σε θάλαμο καθέτου  

νηματικής ροής επιπέδου βιοασφάλειας II (laminar flow  hood).  
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1. Συντήρηση κυτταρικών σειρών σε καλλιέργεια 

Τα κύτταρα διατηρούνται σε επίπεδες αποστειρωμένες πλαστικές  φλάσκες 

των 75 cm2  (T75) ή των 25cm2 (T25) και είναι σημαντικό να κρατούνται σημειώσεις για 

τον αριθμό περάσματος  (passage) της κάθε καλλιέργειας. Η καλλιέργεια των 

κυττάρων πραγματοποιείται σε πλήρες θρεπτικό υλικό το οποίο αποτελείται από 

θρεπτικό μέσο DMEM παρουσία FBS (τελικής συγκέντρωσης 10% v/v) και 

αντιβιοτικών πενικιλλίνης/στρεπτομυκίνης (τελικής συγκέντρωσης 100 units/ml και 

100 μg/ml αντίστοιχα). Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι για την αποφυγή 

ενεργοποίησης του συμπληρώματος πριν την χρησιμοποίηση του ορού  ο ορός 

υφίσταται απενεργοποίηση με θέρμανση 30 λεπτών στους 56°C (heat inactivation) 

και διαχωρίζεται σε μικρότερες ποσότητες που συντηρούνται στους -20°C. Όλα τα 

αντιδραστήρια διατηρούνται πριν τη χρήση τους προθερμαίνονται  σε υδατόλουτρο 

στους 37°C. 

Η παρατήρηση των κυττάρων γίνεται σε μικροσκόπιο αντίθεσης φάσεων. 

Όταν η επικάλυψη της φλάσκας φτάσει το 80% γίνεται τρυψινοποίηση και  μεταφορά 

των κυττάρων σε νέα φλάσκα (αποφεύγεται έτσι το φαινόμενο της αναστολής εξ 

επαφής). Αναλυτικά, απομακρύνεται το παλιό θρεπτικό υλικό με αποστειρωμένη 

πιπέτα Pasteur που είναι συνδεδεμένη σε αντλία κενού και πραγματοποιείται 

έκπλυση των κυττάρων με διάλυμα PBS. Ο όγκος του PBS ποικίλλει ανάλογα με το 

μέγεθος της φλάσκας, ενδεικτικά είναι 5ml για την T25 και 10 ml για την T75. Η 

διεργασία αυτή γίνεται με σκοπό την απομάκρυνση των υπολειμμάτων του ορού που 

περιέχεται στο θρεπτικό μέσο, ο οποίος απενεργοποιεί την τρυψίνη. Στη συνέχεια 

αφαιρείται το PBS και προστίθεται τρυψίνη, η οποία διασπά τις συνδέσεις των 

κυττάρων μεταξύ τους αλλά και με το στερεό τους υπόστρωμα. Ο όγκος του 

διαλύματος της τρυψίνης που χρησιμοποιείται ποικίλει, ανάλογα με το μέγεθος της 

φλάσκας, ενδεικτικά 1,5 ml για την T75 και 1 ml για την T25. Ακολουθεί επώαση λίγων 

λεπτών (περίπου 3-5 λεπτά) στους 370C ώστε να δράσει η τρυψίνη και μηχανική 

ανάδευση με πιπέτα ώστε να επιτευχθεί διάσπαση κυτταρικών συσσωματωμάτων 

και να επιτευχθεί ομοιόμορφη κατανομή των κυττάρων. Τέλος προστίθεται πλήρες 

θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα μεταφέρονται σε νέα φλάσκα σε αναλογία 1:8 ή 1:10. 

Τα κύτταρα διατηρούνται σε επωαστικό κλίβανο θερμοκρασίας 37°C, σε ατμόσφαιρα 

εμπλουτισμένη με 5% CO2 / 95% αέρα.  
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2.Πάγωμα-ξεπάγωμα κυττάρων 

Η μακροχρόνια αποθήκευση κυτταρικών σειρών γίνεται με την αποθήκευσή 

τους σε κρυοπροστατευτικό μέσο (μέσο παγώματος). Αυτό μπορεί να αποτελείται 

από FBS με 10% DMSO ή από πλήρες θρεπτικό με 10% DMSO. Το DMSO δρα ως 

κρυοπροστατευτικό, αλλάζοντας τη δομή της κυτταρικής μεμβράνης κι εμποδίζοντας  

το σχηματισμό πολλών κρυστάλλων νερού κατά το πάγωμα των κυττάρων. Για την 

επιτυχή διατήρησή  τους είναι απαραίτητο τα κύτταρα να βρίσκονται σε καλή 

μεταβολική κατάσταση πριν το πάγωμα και για το λόγο αυτόν κατά γενικό κανόνα το 

πάγωμα πραγματοποιείται όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει το 80% της επιφάνειας 

της φλάσκας. Τα πρωτόκολλα που ακολουθούνται είναι οι εξής: 

 

Πάγωμα των κυττάρων 

Απομακρύνεται το θρεπτικό υλικό και πραγματοποιείται έκπλυση της 

φλάσκας  με διάλυμα PBS (5 ml για την T25 και 10 ml για την T75). Μετά την αφαίρεση 

του PBS προστίθεται διάλυμα τρυψίνης (1,5 ml για την T75 και 1 ml για την T25) και τα 

κύτταρα επωάζονται για λίγα λεπτά (3-5 λεπτά) στους 370C. Ακολουθεί  μηχανική 

ανάδευση με πιπέτα ώστε να επιτευχθεί διάσπαση  συσσωματωμάτων και να 

επιτευχθεί ομοιόμορφη κατανομή των κυττάρων. Προστίθεται πλήρες θρεπτικό υλικό 

και τα κύτταρα  μεταφέρονται σε σωληνάριο των 15 ml και φυγοκεντρούνται στις 

1200 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 5 λεπτά. Mετά την φυγοκέντρηση απομακρύνεται 

το υπερκείμενο και τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε μέσο παγώματος- ενδεικτικά 

χρησιμοποιείται 1 ml ανά σωληνάριο παγώματος (cryovial). Είναι σημαντικό σε κάθε 

cryovial να αναγράφεται το είδος της κυτταρικής σειράς, ο αριθμός περασμάτων και η 

ημερομηνία παγώματος. Τα κύτταρα φυλάσσονται στους -20°C για μια ώρα και 

ακολουθεί μεταφορά τους στους -80°C, έως λίγους μήνες, και τελικά σε δοχείο υγρού 

αζώτου για μακροχρόνια διατήρηση.  

 

 

Ξεπάγωμα των κυττάρων  

Σε αντίθεση με το πάγωμα, το ξεπάγωμα των κυττάρων πραγματοποιείται σε 

σύντομο χρονικό διάστημα, για την μείωση του κυτταρικού θανάτου. Τα σωληνάρια 

με τα παγωμένα κύτταρα (cryovial) μεταφέρονται από τους -80 °C ή το υγρό άζωτο 

σε υδατόλουτρο 37 °C, όπου ανακινούνται συνεχώς έως ότου τα κύτταρα 

ξεπαγώσουν πλήρως. Έπειτα τα κύτταρα μεταφέρονται σε σωληνάριο που περιέχει 

πλήρες θρεπτικό υλικό και αναμιγνύονται πλήρως. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 

1200 στροφές ανά λεπτό για 5 λεπτά, το υπερκείμενο (που περιέχει το μέσο 
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παγώματος) απορρίπτεται και τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε πλήρες θρεπτικό υλικό 

και μεταφέρονται σε φλάσκες  T75 ή T25 ανάλογα με τον αριθμό τους.  

 

 

2.2.2.Προσδιορισμός κυτταρικής αύξησης με μέθοδο ΧΤΤ 

 

2.2.2.1. Αρχή της μεθόδου 

 

Για τη μη-ραδιενεργή ποσοτικοποίηση της κυτταρικής ανάπτυξης κι 

επιβίωσης χρησιμοποιήθηκε μια χρωματομετρική μέθοδος η οποία βασίζεται στο 

αντιδραστήριο ΧΤΤ. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε το cell proliferation kit II της 

εταιρείας  Roche.  

Ιστορικά, η μέθοδος περιγράφηκε πρώτα από τους Scudiero et al. και 

βελτιώθηκε μέσα στα επόμενα χρόνια από άλλους ερευνητές. Βρίσκει εφαρμογή στην 

εξέταση της κυτταρικής ανάπτυξης σε απόκριση σε αυξητικούς παράγοντες όπως οι 

κυτοκίνες, αλλά και στη μέτρηση της κυτταροτοξικότητας. 

Η μέθοδος βασίζεται στην ικανότητα διάσπασης του κίτρινου άλατος 

τετραζολίου ΧΤΤ και στο σχηματισμό της φορμαζάνης, που είναι μια πορτοκαλί 

χρωστική. Η αντίδραση αυτή πραγματοποιείται μόνο σε μεταβολικά ενεργά και 

συνεπώς ζωντανά κύτταρα. Η αύξηση του αριθμού των ζωντανών κυττάρων 

συνεπάγεται αύξηση της ολικής δραστικότητας των μιτοχονδριακών δεϋδρογενασών 

στο δείγμα. Αυτή η αύξηση αντιπροσωπεύεται άμεσα από την ποσότητα της 

πορτοκαλί φορμαζάνης που σχηματίζεται. Η χρωστική φορμαζάνη είναι υδατοδιαλυτή 

και μπορεί άμεσα να ποσοτικοποιηθεί από ένα φασματοφωτόμετρο (ELISA reader). 

Αυτό διασφαλίζει μεγάλο βαθμό ακρίβειας και άμεση επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων από τον υπολογιστή, και συνεπώς καθίσταται δυνατός ο γρήγορος 

και εύκολος χειρισμός μεγάλου αριθμού δειγμάτων. 
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Εικόνα 13: Μεταβολισμός του ΧΤΤ σε υδατοδιαλυτό άλας φορμαζάνης, σε 

μεταβολικά ενεργά κύτταρα 

 

 

 

 

2.2.2.2. Επιλογή αριθμού κυττάρων για τη μελέτη της κυτταρικής αύξησης 

 

Για την εκτίμηση της κυτταρικής αύξησης που θα πραγματοποιηθεί σε τρυβλία 

των 96 θέσεων (96-well  plates) θα πρέπει να υπάρχει ο κατάλληλος αριθμός 

κυττάρων σε κάθε θέση-πηγαδάκι (well), ώστε τα κύτταρα να μεγαλώνουν ενεργά 

κατά την διάρκεια του πειράματος . Ενδεικτικά θα πρέπει να υπολογιστεί ο 

κατάλληλος πληθυσμός ώστε τα κύτταρα να μην βρίσκονται πολύ κοντά μεταξύ τους 

(αναστολή εξ επαφής) αλλά ούτε και πολύ αραιά, γιατί οι κυτταρικές επαφές είναι 

σημαντικές για την ανάπτυξη τους. Επίσης είναι καλό τα κύτταρα να μη 

συσσωρεύονται στο κέντρο του πηγαδιού  αλλά ούτε και στα τοιχώματα. Για την 

πλήρωση των παραπάνω προϋποθέσεων, χρησιμοποιούνται 15.000 HeLa 

κύτταρα/well, 20.000 MCF-7 κύτταρα/well και 35.000 HepG2 κύτταρα/well.  

Η διαδικασία υπολογισμού του αριθμού των κυττάρων ξεκινά με 

τρυψινοποίηση της κυτταρικής καλλιέργειας και μέτρηση σε πλάκα Neubauer 

(αιμοκυττόμετρο). Συγκεκριμένα λαμβάνεται δείγμα 10 μl από το κυτταρικό αιώρημα 

και τοποθετείται στο αιμοκυττόμετρο και στο μικροσκόπιο καταμετράται ο αριθμός 

τους στα 4 μεγάλα τετράγωνα (Α, Β, Γ, Δ)  γύρω από τον κεντρικό σταυρό. 

Υπολογίζουμε το μέσο όρο των κυττάρων στα τετράγωνα, σύμφωνα με τον τύπο 

[(Α+Β+Γ+Δ) /4 ] x 104. Ο αριθμός που προκύπτει είναι ο πληθυσμός των κυττάρων 

ανά ml καλλιέργειας. Στη συνέχεια υπολογίζεται η ποσότητα των κυττάρων που θα 

τοποθετηθεί σε κάθε πηγάδι του τρυβλίου, σε τελικό όγκο 100  

 



 

50 
 

 

2.2.2.3. Πειραματική διαδικασία ΧΤΤ 

 

Σε αυτή τη διαδικασία χρησιμοποιούνται δύο αντιδραστήρια : το XTT labeling 

reagent που περιέχει 1 mg/ml ΧΤΤ {sodium 3΄-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-

tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate} σε θρεπτικό RPMI 

1640, και το Electron-coupling reagent που περιέχει 0,383 mg/ml PMS (N-methyl 

dibenzopyrazine methyl sulfate) σε PBS (αποστειρωμένο). Τα δύο αυτά 

αντιδραστήρια αναμειγνύονται σε αναλογία 50:1 λίγο πριν την χρήση τους.  

Τα κύτταρα αποκολλώνται με τρυψίνη, επαναιωρούνται σε πλήρες θρεπτικό 

υλικό, καταμετρώνται και τοποθετούνται σε τρυβλίο 96-θέσεων (96-well plate) μαζί με 

πλήρες θρεπτικό υλικό (όγκος 100 μl ανά well). Ακολουθεί επώαση 24 ωρών στους 

370C ώστε να προσκολληθούν στον πάτο του πηγαδιού. Στη συνέχεια αφαιρείται το 

θρεπτικό υλικό και προστίθεται νέο θρεπτικό χωρίς ορό, καθώς και η υπό εξέταση 

ένωση στην επιθυμητή συγκέντρωση (τελικός όγκος ανά well είναι 100 μl). Τα 

κύτταρα επωάζονται για 48 ώρες στους 370C και έπειτα προστίθενται 50 μl μείγματος 

ΧΤΤ/reagent (50: 1) κι επωάζονται πάλι για 4 ώρες. Τέλος γίνεται φωτομέτρηση στα 

450 nm με μήκος κύματος αναφοράς τα 630 nm, και επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων.  

Το επί της εκατό (%) ποσοστό αναστολής στην ανάπτυξη των κυττάρων 

υπολογίζεται από τον ακόλουθο τύπο:   

[(OD αρνητικού μάρτυρα - OD δείγματος) / OD αρνητικού μάρτυρα ] x 100 

Κάθε πείραμα περιλαμβάνει τους ακόλουθους μάρτυρες: ως αρνητικός 

μάρτυρας για την επιβίωση των κυττάρων χρησιμοποιείται ένα πηγάδι που περιέχει 

κύτταρα με θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς ορό (100 μl), και ως θετικός μάρτυρας 

χρησιμοποιείται ένα πηγάδι που περιέχει κύτταρα με θρεπτικό υλικό DMEM απουσία 

ορού και παρουσία ετοποσίδης (100 μl). Επιπλέον κάθε πείραμα περιλαμβάνει ένα 

πηγάδι στο οποίο η καθαρή ένωση επωάζεται με το μείγμα αντιδραστηρίων 

ΧΤΤ/reagent, απουσία κυττάρων, ώστε να εκτιμηθεί η απορρόφηση της ένωσης στα 

εξεταζόμενα μήκη κύματος (450 και 630 nm) (πίνακας 4).  
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Πίνακας 4: Περιεχόμενο πηγαδιών πειράματος 

 Κύτταρα Ετοποσίδη Καθαρή ένωση DMEM χωρίς ορό 

Θετικός 
μάρτυρας 

+ + - + 

Αρνητικός 
μάρτυρας 

+ - - + 

Πηγάδια υπό 
εξέταση 

+ - + + 

Μάρτυρας 
ελέγχου 

ενώσεων 

- - + + 

 

 

3. Αποτελέσματα 

 

3.1. Παράμετροι που εξετάζονται για την εύρεση βέλτιστων συνθηκών του 

πειράματος κυτταρικής επιβίωσης 

 

Α. Παρουσία ορού 

Ένας παράγοντας που πιθανώς να επηρεάζει το πείραμα είναι η παρουσία ή 

όχι ορού στο θρεπτικό υλικό. Για το λόγο αυτό τοποθετήθηκε ο κατάλληλος 

κυτταρικός αριθμός (ενδεικτικά 15.000 κύτταρα HeLa) σε δύο πηγάδια και αρχικά τα 

κύτταρα  επωάστηκαν για 24 ώρες με πλήρες θρεπτικό υλικό (DMEM παρουσία 10% 

FBS και αντιβιοτικών). Μετά την προσκόλληση των κυττάρων στο ένα πηγάδι 

προστίθεται νέο πλήρες θρεπτικό υλικό ενώ στο άλλο πηγάδι προστίθεται υλικό με 

αντιβιοτικά, απουσία ορού. Μετά από επώαση 48 ωρών (χρόνος διάρκειας του 

πειράματος) δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην ανάπτυξη των κυττάρων ανάμεσα 

στα δυο πηγάδια με τα διαφορετικά θρεπτικά υλικά. Συνεπώς η απουσία ορού δεν 

επηρεάζει δραστικά την εξέλιξη του πειράματος και απουσία ορού η ανάπτυξη των 

κυττάρων θα επηρεάζεται μονάχα από τις προστιθέμενες υπό εξέταση ενώσεις.  

 

Β. Χρόνος επώασης κυττάρων με το μείγμα αντιδραστηρίων ΧΤΤ/reagent 

Μια σημαντική παράμετρος που εξετάζεται είναι ο χρόνος επώασης των 

κυττάρων με το μείγμα αντιδραστηρίων (ΧΤΤ/electron coupling reagent) που 

παρέχεται από το Cell Proliferation Kit II. Σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή 

το αντιδραστήριο επωάζεται με τα κύτταρα για 4-24 ώρες. Πραγματοποιήθηκαν 
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λοιπόν μετρήσεις μετά από 4 και 24 ώρες επώασης και παρατηρήθηκε μεγαλύτερη 

συμφωνία στα   αποτελέσματα (τιμές απορρόφησης σε 450 nm)  μετά από 24 ώρες 

επώασης με το ΧΤΤ/reagent.  

  

Γ. Χρόνος επώασης κυττάρων με τις υπό εξέταση ενώσεις 

Είναι σημαντικό να ελεγχθεί ο χρόνος επώασης των κυττάρων με τις υπό 

μελέτη ενώσεις, σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού. Εξετάστηκαν 24 ώρες και 48 ώρες 

επώασης και βρέθηκε ότι οι 24 ώρες πιθανώς δεν επαρκούν ώστε να ολοκληρωθεί η 

κυτταροτοξική δράση των ενώσεων (μικρό ποσοστό κυτταρικού θανάτου), συνεπώς 

επιλέχθηκαν οι 48 ώρες επώασης των κυττάρων με τις εξεταζόμενες ενώσεις.   

 

Δ. Απορρόφηση ενώσεων απουσία κυττάρων   

Μετρήθηκε η απορρόφηση όλων των καθαρών ενώσεων σε συγκέντρωση 

500 μΜ απουσία κυττάρων. Συγκεκριμένα, σε πηγάδια του τρυβλίου 96 θέσεων (96 – 

well plate) προστέθηκε κάθε ένωση σε συγκέντρωση 500 μΜ και τελικό όγκο 100 μ l 

παρουσία DMEM και αντιβιοτικών και μετά από επώαση 48 ωρών προστέθηκαν 50 

μl  ΧΤΤ/reagent και επωάστηκαν για 4 ώρες. Ακολούθησε φωτομέτρηση στα 450 nm 

και 630 nm και υπολογίστηκε η διαφορά στις απορροφήσεις. (OD450-630). Το πείραμα 

επαναλήφθηκε δύο φορές και οι μέσες τιμές δίνονται στον Πίνακα 5 

 

Πίνακας 5: Aπορρόφηση ενώσεων σε συγκέντρωση 500 μΜ 

 LeD3 LeD6 Vf 5a Vf 7b Vf 7bb Vf 12e 

OD 450-630   
0,2795 0,269 1,1045 0,287 0,289 0,3535 

 

Επιπλέον η ένωση C2 εξετάστηκε σε μεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων. 

Αναλυτικά οι συγκεντρώσεις που μελετήθηκαν ήταν 100 μΜ, 200 μΜ, 300 μΜ, 350 

μΜ, 400 μΜ και 500 μΜ και οι μέσες τιμές των απορροφήσεων σε κάθε συγκέντρωση 

δίνονται στον Πίνακα 6.  

 

Πίνακας 6: Aπορρόφηση ένωσης  LeC2 σε διάφορες συγκεντρώσεις 

 

 100 μΜ 200 μΜ 300 μΜ 350 μΜ 400 μΜ 500 μΜ 

OD 450-630 0,188 0,29767 0,375 0,454 0,4705 0,8415 
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3.2. Επίδραση ενώσεων στην ανάπτυξη κυττάρων HeLa 

Αρχικά μελετήθηκε η επίδραση όλων των καθαρών ενώσεων (D3, D6, 5a, 7b, 

7bb, 12e, C2) σε κύτταρα HeLa, σε συγκέντρωση 500 μΜ. Τα ποσοστά αναστολής 

της ανάπτυξης των κυττάρων HeLa από τις ενώσεις δίνονται στο Γράφημα 1. . 

Βρέθηκε ότι υπήρξε πολύ μικρή αναστολή στην ανάπτυξη των κυττάρων HeLa από 

τις καθαρές ενώσεις του φυτού Vicia faba. Συγκεκριμένα οι ενώσεις 7bb, 7b, 12e και 

5a εμφάνισαν αναστολή σε ποσοστά 1.2, 6.25, 14 και 27.5 % αντίστοιχα. Η 

μεγαλύτερη αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης παρουσιάστηκε από τις ενώσεις του 

φυτού Lotus edulis. Αναλυτικά οι ενώσεις D3, D6 και C2 εμφάνισαν 4.85, 32 και 84% 

αντίστοιχα.  

 

Γράφημα 1: Αναστολή της ανάπτυξης κυττάρων HeLa από τις ενώσεις σε 

συγκέντρωση 500 μΜ.  

 

 

 

Είναι εμφανές ότι η ισχυρότερη αναστολή στην ανάπτυξη των κυττάρων HeLa 

προήλθε από την δράση της ένωσης C2 (ποσοστό αναστολής 84% σε συγκέντρωση 

500 μΜ). Για τον λόγο αυτό κρίθηκε σημαντική η περαιτέρω μελέτη της ένωσης αυτής 

στην κυτταρική ανάπτυξη χρησιμοποιώντας μεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων. 

Ενδεικτικά κύτταρα HeLa επωάστηκαν με 100, 200, 300, 350, 400 και 500 μΜ της 

ένωσης C2 και το ποσοστό αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης υπολογίσθηκε σε 
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7.5, 20.75, 28.3, 43.6, 62.2 και 84 % αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα που δίνονται στο 

Γράφημα 2 αποτελούν την μέση τιμή τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων.  

 

 

 

 

 

Γράφημα 2: Αναστολή της ανάπτυξης κυττάρων HeLa από τις αναγραφόμενες 

συγκεντρώσεις της ένωσης C2. 

 

     

Με βάση τα ποσοστά αναστολής προσδιορίζεται η τιμή IC50, που αντιστοιχεί στην 

συγκέντρωση της ένωσης με την οποία πετυχαίνεται 50% αναστολή της κυτταρικής 

ανάπτυξης. Η τιμή IC50 για τα  κύτταρα HeLa είναι 350 μΜ.  

 

 

3.3. Επίδραση ενώσεων στην ανάπτυξη κυττάρων HepG2 

Ομοίως με τα κύτταρα HeLa, εφαρμόζουμε όλες  τις  καθαρές  ενώσεις  

(D3,D6, 5a, 7b, 7bb, 12e, C2) σε κύτταρα HepG2, σε συγκέντρωση 500μΜ. Τα 

ποσοστά αναστολής της ανάπτυξης των κυττάρων HepG2 από τις ενώσεις δίνονται 

στο Γράφημα 3. . 

Βρέθηκε ότι υπήρξε πολύ μικρή αναστολή στην ανάπτυξη των κυττάρων 

HepG2 από τις καθαρές ενώσεις του φυτού Vicia faba. Συγκεκριμένα οι ενώσεις 7bb, 

7b, 12e και 5a εμφάνισαν αναστολή σε ποσοστά 1, 1, 19,9 και 11,8 % αντίστοιχα. Η 

μεγαλύτερη αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης παρουσιάστηκε από τις ενώσεις του 
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φυτού Lotus edulis. Αναλυτικά οι ενώσεις D3, D6 και C2 εμφάνισαν 3.7, 22 και 

77,09% αντίστοιχα.  

 

 

Γράφημα 3: Αναστολή της ανάπτυξης κυττάρων HepG2 από τις ενώσεις σε 

συγκέντρωση 500 μΜ 

 

 

 

Είναι εμφανές ότι η ισχυρότερη αναστολή στην ανάπτυξη των κυττάρων 

HepG2 προήλθε από την δράση της ένωσης C2 (ποσοστό αναστολής 77,09% σε 

συγκέντρωση 500 μΜ). Για τον λόγο αυτό μελετήθηκε περαιτέρω η ένωση αυτή στην 

κυτταρική ανάπτυξη χρησιμοποιώντας μεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων. 

Ενδεικτικά κύτταρα HepG2 επωάστηκαν με 200, 300, 400 και 500 μΜ της ένωσης C2 

και το ποσοστό αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης υπολογίσθηκε σε 14.07, 19.67, 

36.79, και 77,09 % αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα που δίνονται στο Γράφημα 4 

αποτελούν την μέση τιμή τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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Γράφημα 4: Αναστολή της ανάπτυξης κυττάρων HepG2 από τις αναγραφόμενες 

συγκεντρώσεις της ένωσης C2 

 

Με βάση τα ποσοστά αναστολής προσδιορίζεται η τιμή IC50, που για τα  

κύτταρα HepG2 είναι 410 μΜ.  

 

 

3.4. Επίδραση καθαρών ενώσεων σε κύτταρα MCF-7 

Όμοια με πριν, εφαρμόζουμε όλες  τις  καθαρές  ενώσεις  (D3,D6, 5a, 7b, 

7bb, C2) σε κύτταρα MCF-7, σε συγκέντρωση 500μΜ. Δυστυχώς η ποσότητα της 

διαθέσιμης ένωσης 12e είχε εξαντληθεί, κι έτσι δεν μπόρεσε να εφαρμοστεί στα 

συγκεκριμένα κύτταρα. Τα ποσοστά αναστολής της ανάπτυξης των κυττάρων MCF-7 

από τις ενώσεις δίνονται στο Γράφημα 5. . 

Βρέθηκε ότι υπήρξε πολύ μικρή αναστολή στην ανάπτυξη των κυττάρων 

MCF-7από τις καθαρές ενώσεις του φυτού Vicia faba. Συγκεκριμένα οι ενώσεις 7bb, 

7b και 5a εμφάνισαν αναστολή σε ποσοστά 5.7519058, 5.530146 και 22.89674 % 

αντίστοιχα. Η μεγαλύτερη αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης παρουσιάστηκε από 
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Καθαρές ενώσεις

Ποσοστά αναστολής στα 500μΜ

τις ενώσεις του φυτού Lotus edulis. Αναλυτικά οι ενώσεις D3, D6 και C2 εμφάνισαν 

7.87248787, 28.9536 και 78.45% αντίστοιχα.  

 

 

 

 

Γράφημα 5: Αναστολή της ανάπτυξης κυττάρων MCF-7 από τις ενώσεις σε 

συγκέντρωση 500 μΜ 

 

 

 

Η ισχυρότερη αναστολή στην ανάπτυξη των κυττάρων MCF-7 προήλθε από 

την δράση της ένωσης C2 (ποσοστό αναστολής 78,45% σε συγκέντρωση 500 μΜ) 

και για το λόγο αυτό μελετήθηκε περαιτέρω η ένωση αυτή στην κυτταρική ανάπτυξη 

χρησιμοποιώντας μεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων. Ενδεικτικά κύτταρα MCF-7 

επωάστηκαν με 200, 300, 350, 400 και 500 μΜ της ένωσης C2 και το ποσοστό 

αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης υπολογίσθηκε σε 4.43, 3.36, 39.4, 61.6 και 

78,45 % αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα που δίνονται στο Γράφημα 6 αποτελούν τη 

μέση τιμή τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων 

 

 

 

 

 

 



 

58 
 

*

*

*

*

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 200 300 350 400 500

Συγκέντρωση (μΜ)

Α
ν

α
σ

το
λ

ή
 (

%
)

 

 

 

 

Γράφημα 6: Αναστολή της ανάπτυξης κυττάρων MCF-7 από τις αναγραφόμενες 

συγκεντρώσεις της ένωσης C2  

.  

 

 

Με βάση τα ποσοστά αναστολής προσδιορίζεται η τιμή IC50, που για τα  

κύτταρα MCF-7 είναι 350 μΜ. 
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4. Συζήτηση 

 Τα ψυχανθή αποτελούν μια από τις πολυπληθέστερες ομάδες των 

δικοτυλήδονων φυτών και ανήκουν στην οικογένεια Leguminosae. Οι καρποί των 

ψυχανθών, τα όσπρια, αποτελούν σημαντικό συστατικό της Μεσογειακής διατροφής, 

καθώς περιέχουν μια πληθώρα θρεπτικών συστατικών, όπως για παράδειγμα 

ανόργανα στοιχεία όπως Ca, Fe, K, Mg, Zn, ιχνοστοιχεία, φυτικές ίνες και ποικίλες 

φυτοχημικές ουσίες (Madar et al., 2002). Εκτός από τα προαναφερθέντα συστατικά 

τα ψυχανθή είναι πλούσια και σε πολυφαινόλες. 

 Οι πολυφαινόλες συναντώνται κυρίως στο κυτταρικό τοίχωμα και αποτελούν 

ενώσεις με ευεγερτικές επιδράσεις στην ανθρώπινη υγεία. Κατηγοριοποιούνται σε 

φαινολικά οξέα, φλαβονοειδή, στιλβένια και λιγνάνες (Nichenametla et al., 2006). 

Εκτός από τα όσπρια, τροφές πλούσιες σε πολυφαινόλες είναι τα φρούτα, τα 

λαχανικά, το κρασί, το τσάι, ο καφές, το κακάο, τα δημητριακά και το ελαιόλαδο 

(Scalbert et al., 2005). Οι πολυφαινόλες εμφανίζουν σπουδαία αντιοξειδωτική δράση, 

η οποία αποδίδεται στην ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες και 

να ενεργοποιούν ένζυμα με αντιοξειδωτική λειτουργία (Heim et al., 2002). Επιπλέον, 

οι πολυφαινόλες είναι γνωστές για την χημειοπροστατευτική τους δράση έναντι 

διάφορων τύπων καρκίνων (Dragsted et al., 2003). Η ικανότητα των πολυφαινολών 

να δρουν ως χημειοπροστατευτικοί παράγοντες έχει αποδοθεί, μεταξύ 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). 

Προηγούμενες μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο 

Φυσιολογίας Ζωϊκών Οργανισμών του Τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του 

Πανεπιστημίου Θεσσαλίας ανέδειξαν πολυφαινολικές ενώσεις που προέρχονται από 

ψυχανθή ως καταλυτικούς αναστολείς των ευκαρυωτικών τοποϊσομερασών. Οι 

εργασίες αυτές βασίστηκαν σε in vitro πείραματα στα οποία χρησιμοποιήθηκαν 

καθαρά ένζυμα (τοποϊσομεράση Ι του σίτου, ανθρώπινη τοποϊσομεράση Ι και 

ανθρώπινη τοποϊσομεράση ΙΙ) έχοντας ως υπόστρωμα υπερελικωμένο πλασμιδιακό 

DNA. Είναι όμως σημαντικό να διερευνηθεί αν η αναστολή που επιτυγχάνεται σε ένα 

in vitro σύστημα ισχύει και σε ένα σύστημα κυττάρων σε καλλιέργεια. Στην παρούσα 

εργασία ερευνήθηκε η επίδραση πολυφαινολικών ενώσεων που προέρχονται από 

ψυχανθή σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα και συγκεκριμένα σε κύτταρα τραχήλου 

της μήτρας (HeLa), σε ηπατικό καρκίνωμα (HepG2) και σε καρκινικά μαστικά κύτταρα 

(MCF-7). Συνολικά μελετήθηκαν 7 καθαρές ενώσεις από τις οποίες οι 4 

απομονώθηκαν από μεθανολικό εκχύλισμα του φυτού Vicia faba (5a, 7b, 7bb, 12e) 
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και οι 3 απομονώθηκαν από μεθανολικό εκχύλισμα του φυτού Lotus edulis (D3, D6, 

C2). Οι ενώσεις αυτές ανήκουν στις πολυφαινόλες και στην πλειοψηφία τους 

αποτελούν γλυκοσίδια της φλαβονόλης κεμπφερόλης, εκτός από μία ένωση που είναι 

γλυκοσίδιο της κερκετίνης (5α) και μία ένωση που δεν ανήκει στα φλαβονοειδή (7b). 

Ως τώρα πάνω από 200 γλυκοσίδια κεμπφερόλης έχουν εντοπιστεί σε ποικίλες 

φυτικές πηγές (Crozier et al, 2009). 

Αρχικά οι πολυφαινολικές ενώσεις επωάστηκαν με τις ανθρώπινες καρκινικές 

σειρές HeLa, HepG2 και MCF-7 σε μια ενδεικτική υψηλή συγκέντρωση (500 μΜ) για 

να αναδειχθεί η ικανότητα αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης. Όλες οι ενώσεις 

(εκτός από την C2) εμφάνισαν χαμηλά ποσοστά αναστολής που κυμαίνονταν από 

4,5% έως 32% για τα κύτταρα HeLa, 1% έως 19,9% για τα κύτταρα HepG2 και 5,5% 

έως 28.9% για τα κύτταρα MCF-7. Τα αποτελέσματα αυτά, δηλαδή η μικρή αναστολή 

στην κυτταρική ανάπτυξη, συμφωνούν με τα αποτελέσματα προηγουμένων 

εργασιών, στις οποίες δείχθηκε ότι οι ενώσεις 5a, 7b, 7bb, 12e, D3, D6 δεν ήταν 

ιδιαίτερα δραστικές στην αναστολή των ευκαρυωτικών τοποϊσομερασών.  

Αντίθετα, η ένωση C2 εμφάνισε πολύ υψηλά ποσοστά αναστολής. Σε 

συγκέντρωση 500 μΜ παρουσίασε αναστολή σε ποσοστό 84% για τα κύτταρα HeLa, 

77,09% για τα κύτταρα HepG2 και 78,45% για τα κύτταρα MCF-7. Η ένωση C2 

μελετήθηκε σε μεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων με σκοπό τον υπολογισμό της 

τιμής IC50  για την κάθε κυτταρική σειρά. Βρέθηκε ότι η συγκέντρωση της ένωσης C2 

στην οποία επιτυγχάνεται το 50% της αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης ( IC50) 

είναι 350 μΜ για τα κύτταρα HeLa και MCF-7 και 410 μΜ για τα κύτταρα HepG2. Τα 

αποτελέσματα συνάδουν με αυτά των προηγουμένων εργασιών, στις οπο ίες 

δείχθηκε ότι η ένωση C2 αποτελεί τον ισχυρότερο αναστολέα όλων των 

ευκαρυωτικών τοποϊσομερασών. 

Είναι σημαντικό να αναφερθεί το γεγονός ότι οι συγκεντρώσεις της ένωσης 

C2 που χρειάζονται για την αναστολή των τοποϊσομερασών (IC50:120-240 μM) είναι 

πολύ μικρότερες από αυτές που χρειάζονται για την αναστολή της ανάπτυξης των 

καρκινικών κυττάρων (IC50 :350-410 μM). Aυτή η παρατήρηση ήταν αναμενόμενη 

γιατί ένα σύστημα κυττάρων είναι λιγότερο εύκολα διαθέσιμο σε σύγκριση με ένα in 

vitro πλασμιδιακό σύστημα. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης συμφωνούν και 

με άλλες μελέτες στις οποίες έχει αναδειχθεί η κυτταροτοξική δράση γλυκοσιδίων 

κεμπφερόλης που προέρχονται από διάφορες φυτικές πηγές ενάντια σε καρκινικές 

κυτταρικές σειρές (Moon et al.,. 2010;  Yang et al.,. 2010. ; Ibrahim et al.,. 2008.; Li et 

al.,. 2007. ) 

Όπως προαναφέρθηκε η ένωση 5a αποτελεί γλυκοσίδιο της κερκετίνης, η 

ένωση 7b είναι ιονόλη, ενώ οι υπόλοιπες ενώσεις που μελετήθηκαν είναι όλες 
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γλυκοσίδια της κεμπφερόλης. Από αυτές η ένωση C2 διαφέρει από την ένωση D6 ως 

προς μια ακετυλομάδα και από τις ενώσεις D3, 7bb και 12e ως προς το σάκχαρο 

που είναι συνδεδεμένο στην υδροξυλομάδα στη θέση του άνθρακα 3. Προηγούμενες 

μελέτες έχουν δείξει ότι η ένωση C2 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, 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). Φαίνεται ότι τα 

δομικά χαρακτηριστικά που φέρει η ένωση C2 και συγκεκριμένα η παρουσία της 

ακετυλομάδας είναι υπεύθυνα για τις προαναφερθείσες ιδιότητες και την καθιστούν 

σημαντικό αντικαρκινικό παράγοντα.  

Οι μελλοντικές προοπτικές της παρούσας εργασίας θα εστιαστούν στην 

διερεύνηση των μοριακών μηχανισμών μέσω των οποίων επιτυγχάνεται η υψηλή 

αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης από την ένωση C2, καθώς και πιθανοί 

μηχανισμοί ανθεκτικότητας των καρκινικών κυττάρων.  
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