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« Η ζωή δεν είναι παίξε-γέλασε 
Πρέπει να τήνε πάρεις σοβαρά, 
Που έτσι να πούμε, ακουμπισμένος σ’ έναν τοίχο 
με τα χέρια σου δεμένα 
Ή μέσα στ’ αργαστήρι 
με λευκή μπλούζα και μεγάλα ματογυάλια 
Θε να πεθάνεις, για να ζήσουνε οι ανθρώποι, 
Οι ανθρώποι, που ποτέ δε θάχεις δει το πρόσωπό τους 
Και θα πεθάνεις ξέροντας καλά  
Πως τίποτα πιο ωραίο, πως τίποτα πιο αληθινό 
απ’ τη ζωή δεν είναι.» 
 
Απόσπασµα από το ποίηµα του Ναζίµ Χικµέτ  
«Για τη ζωή». 

 
 
 
 
 

Στους γονείς µου 
Φώτη και Αµαλία 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

 Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε κατά τα έτη 2003-2006 στο 

Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισµών του Τµήµατος Βιοχηµείας & 

Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας. Η µελέτη αυτή αποτελούσε µέρος 

του προγράµµατος ‘Οίνος και Υγεία’ που χρηµατοδοτήθηκε από την Ευρωπαϊκή 

Ένωση και την ΚΕΟΣΟΕ (την πανελλήνια κλαδική συνεταιριστική ένωση 

παραγωγών αµπελουργικών προϊόντων) µέσω της Γ.Γ.Ε.Τ. (ΠΕΝΕΔ 2001). Οι 

ερευνητικοί φορείς που συµµετείχαν ήταν το Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας (Τµήµα 

Βιοχηµείας & Βιοτεχνολογίας), το Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, το Εθνικό και 

Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών (Τµήµα Φαρµακευτικής) και το Εθνικό 

Ίδρυµα Ερευνών (Ινστιτούτο Βιολογικών Ερευνών & Βιοτεχνολογίας). 
Αντικείµενο του προγράµµατος ήταν: 

i. Η ποιοτική και ποσοτική καταγραφή των βιολογικά δραστικών συστατικών που 

περιέχονται σε ελληνικούς οίνους, καθώς και στις αντίστοιχες ποικιλίες 

σταφυλιού. 

ii. H αξιολόγηση της βιολογικής δράσης των δραστικών συστατικών. 

iii. H ανάπτυξη µεθοδολογίας για την ταχεία ανίχνευση των βιολογικά δραστικά 

ουσιών του κρασιού και η µελέτη της επίδρασης της αµπελοκοµικής τεχνικής 

και της οινοποίησης στα βιολογικά χαρακτηριστικά των κρασιών. 

 Ολοκληρώνοντας τη συγγραφή αυτής της διατριβής, έχω υποχρέωση να 

ευχαριστήσω θερµά τους ανθρώπους που συνέβαλλαν στην πραγµατοποίησή της.  

 Η εργασία αυτή έγινε κάτω από την επίβλεψη και την καθοριστική καθοδήγηση 

του αναπληρωτή καθηγητή κ. Δ. Κουρέτα, τον οποίο και ευχαριστώ θερµά για την 

εµπιστοσύνη που µου έδειξε µε την ανάθεση του θέµατος της διατριβής, την 

εποικοδοµητική κριτική του, τις γνώσεις που µου µετέδωσε, τη συνεχή ενθάρρυνση, το 
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αδιάλειπτο ενδιαφέρον του και τη συµπαράστασή του καθ’ όλη τη διάρκεια της 

εργασίας µου. 

 Εκφράζω ακόµα τις ευχαριστίες µου στα µέλη της τριµελούς συµβουλευτικής 

επιτροπής, τον αναπληρωτή καθηγητή κ. Ζ. Μαµούρη και τον επίκουρο καθηγητή κ. Κ. 

Σταθόπουλο για τις υποδείξεις τους.  

 Ευχαριστώ τα µέλη της επταµελούς εξεταστικής επιτροπής, που την 

αποτελούσαν ο αναπληρωτής καθηγητής κ. Δ. Κουρέτας, ο αναπληρωτής καθηγητής κ. 

Ζ. Μαµούρης, ο επίκουρος καθηγητής κ. Κ. Σταθόπουλος, ο καθηγητής κ. Σ. 

Χαρουτουνιάν, ο καθηγητής κ. Λ. Σκαλτσούνης, ο καθηγητής κ. Β. Βασιλείου και ο 

επίκουρος καθηγητής κ. Δ. Κοµιώτης, οι οποίοι δέχτηκαν να κρίνουν την παρούσα 

διδακτορική διατριβή.  

 Ευχαριστώ τους συναδέλφους µε τους οποίους συνεργάστηκα στο Εργαστήριο 

Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισµών. Ιδιαίτερα ευχαριστώ θερµά τις συναδέλφους κκ. Χ. 

Σπανού, Δ. Θεοφανίδου, Γ. Κακαλοπούλου, Μ. Μαργαρίτη, και Γ. Γεωργάκα µε τις 

οποίες είχα άψογη συνεργασία κατά τη διάρκεια εκπόνησης των διπλωµατικών τους 

εργασιών. Ευχαριστώ θερµά τον δρ. κ. Ι. Κωσταρόπουλο, τον δρ. κ. Μ. Νικολαΐδη, τον 

κ. Κ. Αναγνωστόπουλο και τον κ. Ε. Καραµπέρη (οι δύο τελευταίοι τώρα είναι 

λέκτορες του Τµήµατος Ιατρικής του Δηµοκρίτειου Πανεπιστηµίου), για τις 

ουσιαστικές και πολύτιµες υποδείξεις τους. Επίσης ευχαριστώ τον λέκτορα κ. Δ. 

Καρπούζα, τον δρ. κ. Α. Κυπάρο, τον δρ. κ. Γ. Πανουτσόπουλο και τον δρ. κ. Η. 

Γούναρη για τη φιλική συνεργασία. Ευχαριστώ επίσης και όλους τους φοιτητές/τριες 

που εργάστηκαν στο Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζωικών Οργανισµών στη διάρκεια των 

τεσσάρων αυτών χρόνων για την αρµονική συνεργασία. 

 Επίσης ευχαριστώ θερµά την καθηγήτρια κ. Ι. Φλώρου, της Ιατρικής Σχολής του 

The Pennsylvania State University στις Η.Π.Α., που δέχτηκε να εργαστώ στο 
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εργαστήριό της για τέσσερις µήνες, όπου έγιναν τα πειράµατα που αφορούσαν την 

επίδραση των φυτικών πολυφαινολών στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της    SP-

A πρωτεΐνης. Την ευχαριστώ για τη θερµή φιλοξενία, για τον πολύτιµο χρόνο της που 

διέθεσε επιβλέποντας τα πειράµατά µου, για τις ουσιαστικές υποδείξεις και 

παρατηρήσεις της, για τις γνώσεις που µου µετέδωσε και την οικονοµική βοήθεια που 

µου προσέφερε. Επιπλέον ευχαριστώ θερµά τον σύζυγό της καθηγητή κ. D. Phelps (στο 

εργαστήριο του οποίου επίσης εργάστηκα) για την πολύτιµη βοήθεια που µου 

προσέφερε, καθώς και όλους µε τους οποίους συνεργάστηκα, τον Τ. Umstead, τον δρ. 

G. Wang, τον X. Guo, τον δρ. Z. Lin, τον δρ. Anatoly Mikerov και την S. DiAngelo.   

 Ευχαριστώ θερµά τους συνεργάτες από το πρόγραµµα ‘Οίνος και Υγεία’. 

Ιδιαίτερα ευχαριστώ τον επιστηµονικό υπεύθυνο του προγράµµατος, τον καθηγητή του 

Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών κ. Σ. Χαρουτουνιάν για την επίλυση των όποιων 

προβληµάτων παρουσιάστηκαν, καθώς επίσης και τις συνεργάτιδές του δρ. κ. Σ. 

Κουλοχέρη και την υποψήφια διδάκτορα κ. Μ. Αναστασιάδη. Επίσης, ευχαριστώ την 

επιστηµονική οµάδα του καθηγητή κ. Λ. Σκαλτσούνη, από το Φαρµακευτικό Τµήµα 

του Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών, που µας παρείχε τα εκχυλίσµατα 

αµπέλου. Ιδιαίτερα ευχαριστώ τον υποψήφιο διδάκτορα κ. Γ. Καζαντζόγλου που 

αποµόνωσε τα εκχυλίσµατα αµπέλου και τα πολυφαινολικά κλάσµατα και προσδιόρισε 

τις φυτικές πολυφαινόλες. Επίσης ευχαριστώ την αναπληρώτρια καθηγήτρια κ. Σ. 

Μητάκου, τον λέκτορα κ. Π. Μαγιάτη, και την υποψήφια διδάκτορα κ. Α. 

Παληογιάννη. Ευχαριστώ επίσης από το Εθνικό Ίδρυµα Ερευνών τον δρ. κ. Πίντζα και 

την υποψήφια διδάκτορα κ. Φ. Ψαχούλια. Επίσης ευχαριστώ την ΚΕΟΣΟΕ για την 

οικονοµική υποστήριξη που µας παρείχε. 

 Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω και όλα τα µέλη Δ.Ε.Π. του Τµήµατος 

Βιοχηµείας & Βιοτεχνολογίας για τη βοήθεια που µου προσέφεραν οποτεδήποτε τη 
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χρειάστηκα, ιδιαίτερα τον επίκουρο καθηγητή κ. Δ. Κοµιώτη για τη βοήθειά του σε 

θέµατα που αφορούσαν τη σχέση χηµικής δοµής-δράσης των φυτικών πολυφαινολών. 

 Ευχαριστώ θερµά τον αναπληρωτή καθηγητή κ. Δ. Μουρελάτο από το Ιατρικό 

Τµήµα του Αριστοτέλειου Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης για τη βοήθειά του στη 

µέθοδο µε τις χρωµατιδιακές ανταλλαγές. 

 Ευχαριστώ επίσης τη λέκτορα κ. Ε. Πετεινάκη για τη βοήθειά της στις 

αιµοληψίες και τον επίκουρο καθηγητή κ. Πολύζο που µας παρείχε τις ουσίες 

µιτοµυκίνη C και µπλεοµυκίνη από το Ιατρικό Τµήµα του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας. 

 Ευχαριστώ θερµά τον καθηγητή κ. Αρσενάκη από το Βιολογικό Τµήµα του 

Αριστοτέλειου Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης για τη χορήγηση των κυττάρων 

Salmonella typhimurium TA102. 

 Ευχαριστώ τα µέλη Ε.Τ.Ε.Π. του Τµήµατος Βιοχηµείας & Βιοτεχνολογίας, τις 

κκ. Γ. Οικονόµου, Α. Καραγιάννη, Κ. Γραφανάκη και την Ι. Γαργαλιάνου, καθώς και 

τον κ. Π. Γκασδρόγκα για τη βοήθειά τους. 
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Σχήµα 3.12 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στις επαγόµενες από τη MMC θραύσεις σε  
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Σχήµα 3.37 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 
 typhimurium TA102.        177 
Σχήµα 3.38 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην  
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επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 
 typhimurium TA102.        178 
Σχήµα 3.39 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 
 typhimurium TA102.        179 
Σχήµα 3.40 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση  
σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.     180 
Σχήµα 3.41 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση  
σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.     181 
Σχήµα 3.42 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από το Η2Ο2  
µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  182 
Σχήµα 3.43 Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 183 
Σχήµα 3.44 Επίδραση της κερκετίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 184 
Σχήµα 3.45 Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 185 
Σχήµα 3.46 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 186 
Σχήµα 3.47 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 187 
Σχήµα 3.48 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 188 
Σχήµα 3.49 Επίδραση του φερουλικού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 189 
Σχήµα 3.50 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 190 
Σχήµα 3.51 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 191 
Σχήµα 3.52 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από  
το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 192 
Σχήµα 3.53 Καµπύλη αύξησης των SCEs και ελάττωσης του PRI από την   
επίδραση της MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.     198 
Σχήµα 3.54 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην  
αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα  
λεµφοκύτταρα.        200 
Σχήµα 3.55 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην  
αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα  
λεµφοκύτταρα.        201 
Σχήµα 3.56 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα  
λεµφοκύτταρα.        202 
Σχήµα 3.57 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα  
λεµφοκύτταρα.        203 
Σχήµα 3.58 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην αύξηση των SCEs που προκαλούνται από  
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τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.     204 
Σχήµα 3.59 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην αύξηση των SCEs που προκαλούνται από  
τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.     205 
Σχήµα 3.60 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην αύξηση των SCEs που προκαλούνται από  
τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.     206 
Σχήµα 3.61 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   207 
Σχήµα 3.62 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην αύξηση των  
SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 208 
Σχήµα 3.63 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   209 
Σχήµα 3.64 Επίδραση του φερουλικού οξέος στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   210 
Σχήµα 3.65 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   211 
Σχήµα 3.66 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   212 
Σχήµα 3.67 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   213 
Σχήµα 3.68 Επίδραση της κερκετίνης στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   214 
Σχήµα 3.69 Επίδραση της ρουτίνης στην αύξηση των SCEs που  
προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   215 
Σχήµα 3.70 Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.  216 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
Σχήµα 4.1 Απεικονίζονται οι περιοχές της SP-A.    237 
Σχήµα 4.2 Μηχανισµός παραγωγής του όζοντος από τη φωτοχηµική  
ρύπανση.         240 
Σχήµα 4.3 Οζονόλυση.       241 
Σχήµα 4.4 Απεικονίζεται η πειραµατική διάταξη παραγωγής του Ο3. 245 
Σχήµα 4.5 SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και dot-blot των SP-A δειγµάτων. 254 
Σχήµα 4.6 Καµπύλη οξείδωσης της SP-A από το Ο3.   255 
Σχήµα 4.7 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από το όζον  
οξείδωση της SP-A.        256 
Σχήµα 4.8 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από το όζον  
οξείδωση της SP-A.        257 
Σχήµα 4.9 Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση  
της SP-A.         258 
Σχήµα 4.10 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από  
το όζον οξείδωση της SP-A.       259 
Σχήµα 4.11 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από το όζον  
οξείδωση της SP-A.        260 
Σχήµα 4.12 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από το όζον  
οξείδωση της SP-A.        261 
Σχήµα 4.13 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από το  
όζον οξείδωση της SP-A.       262 



 

 10 

Σχήµα 4.14 Επίδραση του φερουλικου οξέος στην επαγόµενη από το  
όζον οξείδωση της SP-A.       263 
Σχήµα 4.15 Απεικονίζεται η % αναστολή των φυτικών  
πολυφαινολών στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A.  264 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
Σχήµα 5.1 Μηχανισµός δράσης της τοποϊσοµεράσης Ι.   275 
Σχήµα 5.2Μηχανισµός δράσης των αναστολέων της κατηγορίας Ι 
των τοποϊσοµερασών.        277 
Σχήµα 5.3 Χαλάρωση πλασµιδιακού DNA από τη δράση της 
τοποϊσοµεράσης Ι (DNA relaxation assay).     280 
Σχήµα 5.4 % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.   286 
Σχήµα 5.5 % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.   287 
Σχήµα 5.6 % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.   288 
Σχήµα 5.7 % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.   289 
Σχήµα 5.8 % αναστολή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.        290 
Σχήµα 5.9 % αναστολή του µεθανολικού κλάσµατος από το  
µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.        292 
Σχήµα 5.10 % αναστολή της κερκετίνης στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.        293 
Σχήµα 5.11 % αναστολή του καφεϊκού οξέος στη δράση της  
τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.     294 
Σχήµα 5.12 % αναστολή του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στη δράση της  
τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.     295 
Σχήµα 5.13 % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.    297 
Σχήµα 5.14 % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.    298 
Σχήµα 5.15 % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.    299 
Σχήµα 5.16 % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.    300 
Σχήµα 5.17 % αναστολή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της ανθρώπινης  
τοποϊσοµεράσης Ι.        301 
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ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ ΠΙΝΑΚΩΝ 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
Πίνακας 1.1 Ποιοτική και ποσοτική σύσταση σε µονοµερείς πολυφαινόλες  
των εκχυλισµάτων αµπέλου.        65 
          
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
Πίνακας 2.1 Τιµές IC50 των εξεταζόµενων ουσιών.     78  
Πίνακας 2.2 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού   
εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.  79  
Πίνακας 2.3 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του υδατικού  
εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.  80 
Πίνακας 2.4 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού  
εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.  81 
Πίνακας 2.5 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του υδατικού  
εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.  82 
Πίνακας 2.6 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του κλάσµατος οξικού  
αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη  
µέθοδο του DPPH.          83 
Πίνακας 2.7 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού  
κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη  
µέθοδο του DPPH.         84 
Πίνακας 2.8 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού  
κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε  
τη µέθοδο του DPPH.         85 
Πίνακας 2.9 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του γαλλικού οξέος  
µε τη µέθοδο του DPPH.        86 
Πίνακας 2.10 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του  
πρωτοκατεχοϊκού οξέος µε τη µέθοδο του DPPH.     87 
Πίνακας 2.11 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του καφεϊκού οξέος  
µε τη µέθοδο του DPPH.         88 
Πίνακας 2.12  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του φερουλικού  
οξέος µε τη µέθοδο του DPPH.         89 
Πίνακας 2.13  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του κουµαρικού  
οξέος µε τη µέθοδο του DPPH.       90 
Πίνακας 2.14  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της (+)-κατεχίνης  
µε τη µέθοδο του DPPH.          91 
Πίνακας 2.15  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της (-)-επικατεχίνης  
µε τη µέθοδο του DPPH.         92 
Πίνακας 2.16  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της κερκετίνης µε τη  
µέθοδο του DPPH.           93 
Πίνακας 2.17  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της ρουτίνης µε τη  
µέθοδο του DPPH.           94 
Πίνακας 2.18  Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της  
trans-ρεσβερατρόλης µε τη µέθοδο του DPPH.      95 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
Πίνακας 3.1 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στις  
επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA.    138 
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Πίνακας 3.2 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στις  
επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA.    139 
Πίνακας 3.3 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στις  
επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA.    140 
Πίνακας 3.4 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA.   141 
Πίνακας 3.5 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό  
DNA.           142 
Πίνακας 3.6 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα  
Μανδηλαριάς στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA.  143 
Πίνακας 3.7 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό  
DNA.           144 
Πίνακας 3.8 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις  
σε πλασµιδιακό DNA.        145 
Πίνακας 3.9 Επίδραση του γαλλικού οξέος στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις  
σε πλασµιδιακό DNA.        146 
Πίνακας 3.10 Επίδραση του φερουλικού οξέος και του πρωτοκατεχοϊκού  
οξέος στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA.   147 
Πίνακας 3.11  Επίδραση της (+)-κατεχίνης, της (-)-επικατεχίνης και του  
κουµαρικού οξέος στις επαγόµενες από τη MMC ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 148 
Πίνακας 3.12  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα  
Salmonella typhimurium TA102.       154 
Πίνακας 3.13  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην  
επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα  
Salmonella typhimurium TA102.       155 
Πίνακας 3.14  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα  
Salmonella typhimurium TA102.       156 
Πίνακας 3.15  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα  
Salmonella typhimurium TA102.       157 
Πίνακας 3.16  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση  
σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.     158 
Πίνακας 3.17  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα  
Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση  
σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.     159 
Πίνακας 3.18  Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση  
σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.     160 
Πίνακας 3.19  Επίδραση του φερουλικού οξέος στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 161 
Πίνακας 3.20  Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 162 
Πίνακας 3.21  Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 163 
Πίνακας 3.22  Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από τη  
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µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 164 
Πίνακας 3.23  Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 165 
Πίνακας 3.24  Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 166 
Πίνακας 3.25  Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 167 
Πίνακας 3.26  Επίδραση της κερκετίνης στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 168 
Πίνακας 3.27  Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 169 
Πίνακας 3.28  Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από τη  
µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 170 
Πίνακας 3.29  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella  
typhimurium TA102.         176 
Πίνακας 3.30  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 
 typhimurium TA102.         177 
Πίνακας 3.31  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην  
επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 
 typhimurium TA102.         178 
Πίνακας 3.32  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella  
typhimurium TA102.         179 
Πίνακας 3.33  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε  
κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.      180 
Πίνακας 3.34  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα  
Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα  
Salmonella typhimurium TA102.       181 
Πίνακας 3.35  Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε  
κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.      182 
Πίνακας 3.36  Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  183 
Πίνακας 3.37  Επίδραση της κερκετίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  184 
Πίνακας 3.38  Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  185 
Πίνακας 3.39  Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  186 
Πίνακας 3.40  Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  187 
Πίνακας 3.41  Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  188 
Πίνακας 3.42  Επίδραση του φερουλικού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  189 
Πίνακας 3.43  Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  190 
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Πίνακας 3.44  Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  191 
Πίνακας 3.45  Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από το  
Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102.  192 
Πίνακας 3.46  Επίδραση της µεθανόλης και του DMSO στην αύξηση  
των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.  199 
Πίνακας 3.47  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην  
αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 200 
Πίνακας 3.48  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς στην αύξηση  
των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.  201 
Πίνακας 3.49  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην  
αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 202 
Πίνακας 3.50  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου στην αύξηση  
των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.  203 
Πίνακας 3.51  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα  
Μανδηλαριάς στην αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC σε  
ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.        204 
Πίνακας 3.52  Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην αύξηση των SCEs που προκαλούνται  
από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.      205 
Πίνακας 3.53  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό  
εκχύλισµα Μανδηλαριάς στην αύξηση των SCEs που προκαλούνται από τη MMC  
σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.        206 
Πίνακας 3.54  Επίδραση του γαλλικού οξέος στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   207 
Πίνακας 3.55  Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   208 
Πίνακας 3.56  Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   209 
Πίνακας 3.57  Επίδραση του φερουλικού οξέος στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   210 
Πίνακας 3.58  Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   211 
Πίνακας 3.59  Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   212 
Πίνακας 3.60  Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   213 
Πίνακας 3.61  Επίδραση της κερκετίνης στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   214 
Πίνακας 3.62  Επίδραση της ρουτίνης στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   215 
Πίνακας 3.63  Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην αύξηση των SCEs  
που προκαλούνται από τη MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα.   216 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
Πίνακας 5.1 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.    286 
Πίνακας 5.2 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.    287 
Πίνακας 5.3 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
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(άσπρα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  288 
Πίνακας 5.4 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
(άσπρα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  289 
Πίνακας 5.5 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.         290 
Πίνακας 5.6 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.         291 
Πίνακας 5.7 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το  
µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.         292 
Πίνακας 5.8 Επίδραση της κερκετίνης στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.         293 
Πίνακας 5.9 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.         294 
Πίνακας 5.10 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στη δράση της  
τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.       295 
Πίνακας 5.11 Επίδραση του φερουλικού οξέος, του κουµαρικού οξέος,  
του γαλλικού οξέος και της ρουτίνης στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι  
από σπέρµα σιταριού.         296 
Πίνακας 5.12  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.     297 
Πίνακας 5.13  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.     298 
Πίνακας 5.14  Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.     299 
Πίνακας 5.15  Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου  
στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.     300 
Πίνακας 5.16  Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της ανθρώπινης  
τοποϊσοµεράσης Ι.         301 
Πίνακας 5.17  Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το  
υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς και του του µεθανολικού κλάσµατος  
από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της ανθρώπινης  
τοποϊσοµεράσης Ι.         302 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 
Πίνακας 6.1 Συνοπτική παρουσίαση των αποτελεσµάτων της παρούσας µελέτης. 320 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
 
AA       Ασκορβικό οξύ 
AAF       2-ακετυλο-αµινο-φλουορένιο 
ADPRT      πολύ(ADP-ριβοσυλ)-τρανσφεράση 
BAL (bronchoalveolar lavage)   Βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα 
BrdU       5-βρωµοδεοξυουριδίνη 
BSA (bovine serum albumin)    Αλβουµίνη από ορό βοδιού 
C       Κυτοσίνη 
CAT       Καταλάση 
CDK       Κινάσες εξαρτώµενες από κυκλίνη 
CFU (Colony Forming Units)    Μονάδες Σχηµατισµού Αποικιών 
NaCl       Χλωριούχο νάτριο 
CO2       Διοξείδιο του άνθρακα 
CRD       Περιοχή αναγνώρισης υδατανθράκων 
Cys       Κυστεΐνη 
DHA       Αφυδροασκορβικό οξύ 
DMSO       Διµέθυλο σουλφοξείδιο 
DNA       Δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 
DNPH       2,4-δινιτροφαινυλυδραζίνη 
DNP       2,4-δινιτροφαινυλυδραζόνης 
DOPA       Δυιδροξυφαινυλαλανίνη 
DTT       Διθειοθρεϊτόλη 
EDTA       Αιθυλενοδιάµινοτετραοξικό οξύ 
FeCl3       Τριχλωριούχος σίδηρος 
G       Γουανίνη 
Gly       Γλυκίνη 
GSH       Γλουταθειόνη 
GSHPX      Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 
GSSG       Οξειδωµένη γλουταθειόνη 
GST       Τρανσφεράση της γλουταθειόνης 
FPG (Fluorescence plus Giemsa)   Χρώση µε φθορισµό και Giemsa 
Η+       Κατιόντα υδρογόνου 
Hg       Υδράργυρος 
His       Ιστιδίνη 
His+       Ανεξάρτητα από ιστιδίνη κύτταρα 
HNE       4-υδροξυ-2-τρανσ-νονενάλη 
H2O2       Υπεροξείδιο του υδρογόνου 
HOCl       Υποχλωριώδες  οξύ 
MDA       Μαλονδιαλδεΰδη 
Met       Μεθειονίνη 
MMC       Μιτοµυκίνη C 
LDL (low density lipoprotein)   Λιποπρωτεΐνη χαµηλής πυκνότητας 
NAD+       Νικοτιναµινο-αδενινο- 
       δινουκλεοτίδιο 
NADPH      Φωσφορικό νικοτιναµινο-αδενινο-
       δινουκλεοτίδιο 
NF-κβ (Nuclear Factor-κβ)    Μεταγραφικός παράγοντας NF-κΒ 
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NO       Μονοξείδιο του αζώτου 
ΝΟ2       Διοξείδιο του αζώτου 
Ο       Ατοµικό οξυγόνο 
Ο2       Οξυγόνο 
Ο3       Όζον 
O2

●–       Ρίζα του σουπεροξειδίου 
ODC       Αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης 
OH•       Ρίζα του υδροξυλίου 
Q       Κινόνη 
PARP       Πολύ(ADP-ριβοζη)-πολυµεράση 
PHA       Φυτοαιµογλουτινίνη 
PhIP       2-αµινο-1-µεθυλ-6-φαινυλιµιδαζο[4,5-
       b]πυριδίνη 
PKC       Πρωτεϊνική κινάση C 
PRI       Δείκτης Πολλαπλασιασµού Κυττάρων 
PUFA       Πολυακόρεστα λιπαρά οξέα 
PTK       Πρωτεϊνική κινάση της τυροσίνης 
RO•       Ρίζα του αλκοξυλίου 
RO2•       Ρίζα του αλκυπεροξυλίου 
SCEs       Χρωµατιδιακές ανταλλαγές 
SDS       Άλας µε νάτριο του θειικού  
       δωδεκυλίου 
SOD       Δισµουτάση του υπεροξειδίου 
SP       Πρωτεΐνη επιφανειοδραστικού παράγοντα 
SQ•–       Ηµικινόνη 

 ΤΑΕ       Τρις-υδροξυµεθυλο-αµινο µεθάνιο οξικό 
        οξύ 

TNF-α (Tumour Necrosis Factor-α)   Αυξητικός παράγοντας TNF-α 
Tris       Τρις-υδροξυµεθυλο-αµινο-µεθάνιο 
Trp       Τρυπτοφάνη  
Trp-P-1      3-άµινο-1,4-διµέθυλο-5Η-πυριδο[4,3-
       b]ινδόλη 
Tyr       Τυροσίνη 
UV       Υπεριώδης ακτινοβολία 
U       Μονάδα ενζύµου 
 
ΔΜΑ       Δραστικές Μορφές Αζώτου 
ΔΜΟ       Δραστικές Μορφές Οξυγόνου 
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
1.1 Χηµειοπροφύλαξη και φυτοχηµικά συστατικά 
 
«Η τροφή µπορεί  να είναι φάρµακο για κάθε άνθρωπο, και το φάρµακο µπορεί να 
αναζητηθεί στην  τροφή» 
                                  Ιπποκράτης, 400 π.χ.  
 
 Το 1976 ο Sporn εισήγαγε την έννοια της ‘χηµειοπροφύλαξης’ που σηµαίνει 

την πρόληψη της εµφάνισης του καρκίνου µέσω της χορήγησης βιοδραστικών µη 

θρεπτικών συστατικών των φυτικών τροφών (τα οποία ονοµάζονται φυτοχηµικά 

συστατικά) είτε ως µέρος της δίαιτας είτε ακόµα µε τη µορφή συµπληρωµάτων 

διατροφής (Sporn 1976). Η χηµειοπροφύλαξη θεωρείται µία από τις σηµαντικότερες 

στρατηγικές για την αντιµετώπιση του καρκίνου καθώς επιδηµιολογικές µελέτες 

έχουν δείξει ότι το 80% περίπου των καρκίνων στον άνθρωπο οφείλεται σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως στην έκθεση σε χηµικά καρκινογόνα, στο 

κάπνισµα και τη διατροφή (Μorse και Stoner 1993). Σύµφωνα µε τον Wattenberg 

(1985) οι χηµειοπροφυλακτικοί παράγοντες κατατάσσονται στις εξής κατηγορίες: 

i) Αναστολείς σχηµατισµού του καρκινογόνου. 

ii) Παράγοντες παρεµπόδισης της δράσης του καρκινογόνου. Οι παράγοντες αυτοί 

αναστέλλουν την πρώτη φάση (initiation) της καρκινογενετικής διαδικασίας. 

iii) Παράγοντες καταστολής ή και παρεµπόδισης της νεοπλασµατικής ανάπτυξης. Οι 

 παράγοντες αυτοί αναστέλλουν την προαγωγική (promotion) και την προοδευτική 

 (progression) φάση της καρκινογένεσης. 

1.1.1 Aναστολείς σχηµατισµού του καρκινογόνου 

 Οι αναστολείς σχηµατισµού του καρκινογόνου συνήθως αναστέλλουν το 

σχηµατισµό νιτροζαµίνης από δευτερογενείς αµίνες και νιτρώδη σε όξινο περιβάλλον. 

Ουσίες που ανήκουν στην κατηγορία αυτή είναι αναγωγικά οξέα (π.χ. ασκορβικό 

οξύ), φυτικές πολυφαινόλες (π.χ, καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ, γαλλικό οξύ), 
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σουλφυδρυλικές ενώσεις (π.χ. Ν-ακετυλοκυστεΐνη) και διάφορα αµινοξέα (π.χ. 

προλίνη, θειοπρολίνη). Για παράδειγµα, το ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C) ελαττώνει το 

σχηµατισµό νιτροζαµίνης από δευτερογενείς αµίνες ή νιτρώδη στο όξινο περιβάλλον 

του στοµάχου και οδηγεί σε ελάττωση όγκων του πνεύµονα σε ποντικούς (Mirvish 

1981; Hartman και Shankel 1990; Κουρέτας 2003).  

1.1.2 Παράγοντες παρεµπόδισης της δράσης του καρκινογόνου 

  Οι παράγοντες παρεµπόδισης της δράσης του καρκινογόνου διακρίνονται στις 

εξής κατηγορίες: i) αναστολείς του κυτοχρώµατος P-450, ii) επαγωγείς των ενζύµων 

της φάσης ΙΙ του µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών, iii) εξουδετερωτές των 

ηλεκτρονιόφιλων ουσιών και των ελευθέρων ριζών, iv) επαγωγείς των ενζύµων 

αποκατάστασης βλαβών του DNA (Κουρέτας 2003). 

 Το κυτόχρωµα Ρ-450 είναι το κύριο µέλος της κλάσης των ενζύµων που 

βρίσκονται στο λείο ενδοπλασµατικό δίκτυο των ηπατοκυττάρων αλλά και άλλων 

κυττάρων, τα οποία παίζουν τον κύριο ρόλο στη φάση Ι του µεταβολισµού των 

ξενοβιοτικών ουσιών. Οι αντιδράσεις της φάσης Ι µερικές φορές οδηγούν στη 

µετατροπή προ-καρκινογόνων ουσιών σε καρκινογόνες. Έτσι έχει βρεθεί ότι ουσίες 

που αναστέλλουν τη δράση του κυτοχρώµατος Ρ-450, όπως το ισοθειοκυανικό 

φαινυλεξύλιο, εµποδίζουν την ανάπτυξη όγκων στους πνεύµονες ποντικών (Morse 

και συν., 1991).  

 Οι αντιδράσεις της φάσης ΙΙ του µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών έχουν 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της διαλυτότητας και της απέκκρισης των ξενοβιοτικών 

ουσιών. Συνεπώς, ουσίες που επάγουν τα ένζυµα της φάσης ΙΙ (π.χ. την τρανσφεράση 

της γλουταθειόνης ή GST) πιστεύεται ότι συµβάλλουν στην αποµάκρυνση 

καρκινογόνων ουσιών. Για παράδειγµα, ένα ισοθειοκυανικό παράγωγο που βρίσκεται 
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στα µπρόκολα, είναι πιθανός επαγωγέας της GST και αναστέλλει τη χηµικά 

προκαλούµενη ανάπτυξη των όγκων σε αρουραίους (Zhang και συν., 1992). 

 Τα περισσότερα καρκινογόνα µεταβολίζονται σε δραστικές ηλεκτρονιόφιλες 

µορφές που αντιδρούν µε το DNA σχηµατίζοντας οµοιοπολικές ενώσεις (DNA 

adducts), οι οποίες οδηγούν σε µεταλλάξεις κατά την αντιγραφή του DNA και 

ενεργοποίηση πρωτο-ογκογονιδίων ή απενεργοποίηση αντιογκογονιδίων (Κουρέτας 

2003). Κατά συνέπεια, η εξουδετέρωση των ηλεκτρονιόφιλων καρκινογόνων ουσιών 

θεωρείται βασικός µηχανισµός χηµειοπροφύλαξης. Για παράδειγµα, µία φυτική 

πολυφαινόλη, το ελλαγικό οξύ, αντιδρά οµοιοπολικά µε το διολεποξείδιο του 

βενζοπυρενίου και το απενεργοποιεί προστατεύοντας πειραµατόζωα από 

καρκινογένεση (Sayer και συν., 1982). 

 Οι µεταλλάξεις που συµβαίνουν στο DNA παίζουν σηµαντικό ρόλο στη 

διαδικασία της καρκινογένεσης. Ορισµένα χηµικά καρκινογόνα ελαττώνουν τα 

επίπεδα ενζύµων, όπως την πολύ(ADP-ριβοσυλ)-τρανσφεράση (ADPRT), που 

συµµετέχουν στην επιδιόρθωση των βλαβών του DNA. Έχει βρεθεί (Farzareh και 

συν., 1988) ότι η N-ακετυλοκυστεΐνη αποτρέπει την ελάττωση των επιπέδων του 

ενζύµου ADPRT, που προκαλείται από το χηµικό καρκινογόνο 2-ακετυλο-αµινο-

φλουορένιο (AAF).  

1.1.3 Παράγοντες καταστολής της νεοπλασµατικής ανάπτυξης 

 Οι περισσότερες από τις ενώσεις αυτής της κατηγορίας µπορούν να ταξινοµηθούν 

ως εξής: i) αναστολείς του µεταβολισµού των πολυαµινών, ii) επαγωγείς της τελικής 

διαφοροποίησης, iii) ρυθµιστές των µονοπατιών  µεταγωγής σήµατος (signal 

transduction pathways), iv) ρυθµιστές της δράσης των ορµονών και των αυξητικών 

παραγόντων, v) αναστολείς της δράσης των ογκογονιδίων, vi) επαγωγείς της 

κυτταρικής επικοινωνίας, vii) επαγωγείς της απόπτωσης, viii) ρυθµιστές της 
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µεθυλίωσης του DNA, ix) αναστολείς της αποικοδόµησης της βασικής µεµβράνης, x) 

επαγωγείς της ανοσολογικής απόκρισης και xi) αναστολείς του µεταβολισµού του 

αραχιδονικού οξέος (De Flora και  Ramel 1990). 

 Η συγκέντρωση των πολυαµινών στα κύτταρα σχετίζεται µε την ικανότητά τους 

να πολλαπλασιάζονται και συχνά µε µετατροπή των φυσιολογικών κυττάρων σε 

καρκινικά. Ένα ένζυµο κλειδί στο βιοσυνθετικό µονοπάτι των πολυαµινών είναι η 

αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (ODC) που καταλύει τη µετατροπή της ορνιθίνης σε 

πουτρεσκίνη. Τα επίπεδα της ODC και των πολυαµινών είναι συχνά αυξηµένα στους 

καρκινικούς ιστούς. Διάφοροι χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες φαίνεται να δρουν 

µέσω αναστολής της ODC, όπως το ελλαγικό οξύ και οι φυτικές πολυφαινόλες που 

βρίσκονται στο τσάι (Κουρέτας 2003). 

 Χαρακτηριστικό των καρκινικών κυττάρων είναι ότι έχουν χάσει την ικανότητα 

να διαφοροποιούνται. Ορισµένοι χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες, όπως η βιταµίνη 

Α και το ρετινοϊκό οξύ, προκαλούν διαφοροποίηση των καρκινικών κυτττάρων µε 

αποτέλεσµα την αναστολή της καρκινογένεσης (Huang και συν., 1986; Sani και συν., 

1990). 

 Τα µόρια των µονοπατιών µεταγωγής σήµατος µπορεί να αποτελούν στόχους 

χηµειοπροφύλαξης µε αποτέλεσµα τη φυσιολογική ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού. Για παράδειγµα, µία κατηγορία φυτικών πολυφαινολών, τα 

φλαβονοειδή, αναστέλλουν τη δράση της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC) οδηγώντας 

σε καταστολή της καρκινογένεσης (Kelloff και συν., 1997). 

 Οι χηµειοπροφυλακτικοί παράγοντες µπορεί να δρουν άµεσα αναστέλλοντας τον 

πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων µέσω ρύθµισης της δραστικότητας 

ορµονών ή αυξητικών παραγόντων. Η ρύθµιση αυτή µπορεί να γίνει σε επίπεδο 

υποδοχέων της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης (όσον αφορά αυξητικούς παράγοντες 
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και πεπτιδικές ορµόνες) ή σε επίπεδο κυτταροπλασµατικών και πυρηνικών 

υποδοχέων (όσον αφορά τους υποδοχείς στεροειδών ορµονών). Για παράδειγµα τα 

αντιοιστρογόνα, όπως η ταµοξιφένη, συνδέονται µε τους πυρηνικούς υποδοχείς των 

οιστρογόνων αναστέλλοντας τη σύνδεση και τη δράση των οιστρογόνων, τα οποία 

εµφανίζουν δράση προαγωγέα σε πολλούς ορµονοεξαρτώµενους καρκίνους (Jordan 

1992). 

 Οι περισσότερες από τις µελέτες που αφορούν την ικανότητα των 

χηµειοπροφυλακτικών ουσιών να αναστέλλουν τη δράση των ογκογονιδίων 

εστιάζονται στο ογκογονίδιο ras. Για να ενεργοποιηθεί η πρωτεΐνη ras, θα πρέπει 

πρώτα να υποστεί φαρνεσυλίωση. Έχει λοιπόν βρεθεί ότι η ουσία D-λιµονίνη, που 

βρίσκεται στα κίτρα, αναστέλλει τη φάση προόδου των όγκων του µαστού σε 

αρουραίους στους οποίους χορηγήθηκαν χηµικά καρκινογόνα (Elson και συν., 1988). 

 Η επικοινωνία µεταξύ των κυττάρων επιτυγχάνεται µέσω των χασµοσυνδέσµων 

(gap junctions) κυτταρικής επικοινωνίας. Οι χασµοσύνδεσµοι είναι πόροι ή κανάλια 

στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη, µέσω των οποίων τα κύτταρα επικοινωνούν µε 

τα γειτονικά κύτταρα. Πιστεύεται ότι στην καρκινογενετική διαδικασία αναστέλλεται 

αυτή η κυτταρική επικοινωνία. Αρκετοί χηµειοπροφυλακτικοί παράγοντες όπως το   

β-καροτένιο, το ρετινοϊκό οξύ και η βιταµίνη Α προάγουν την επικοινωνία των 

κυττάρων µέσω των χασµοσυνδέσµων αναστέλλοντας την µετατροπή των κυττάρων 

σε καρκινικά (Zhang και συν., 1991; Κουρέτας 2003). 

 Η απόπτωση (προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος) αποτελεί σηµαντική 

παράµετρο ρύθµισης του κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Διάφορες καρκινογόνες 

ουσίες µε µιτογόνο δράση αναστέλλουν την απόπτωση (Bursch και συν., 1992). Έχει 

αποδειχτεί ότι αρκετοί χηµειοπροφυλακτικοί παράγοντες επάγουν την απόπτωση, 

όπως η ταµοξιφένη σε κύτταρα καρκίνου του µαστού (Bursch και συν., 1992) ή η 
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σουλινδάκη, ένα µη στεροειδές αντιφλεγµονώδες φάρµακο, που αναστέλλει την 

ανάπτυξη πολυπόδων στο παχύ έντερο (Labayle και συν., 1991).  

 Έχει αποδειχτεί ότι η υποµεθυλίωση του DNA οδηγεί σε αλλαγές στην έκφραση 

γονιδίων που σχετίζονται µε τη ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Wainfan 

και Poirier 1992). Αρκετές ουσίες που αναστέλλουν την καρκινογένεση λειτουργούν 

σαν δότες µεθυλικών οµάδων. Για παράδειγµα, η µεθειονίνη που συµµετέχει µαζί µε 

το φολικό οξύ και τη βιταµίνη Β12 στη ρύθµιση του ενδοκυττάριου µεταβολισµού 

του µεθυλίου, αναστέλλει τους χηµικά προκαλούµενους όγκους του µαστού σε 

αρουραίους (Wainfan και Dizik 1987). 

 Τα καρκινικά κύτταρα παράγουν διάφορα ένζυµα που είναι υπεύθυνα για τη λύση 

της βασικής µεµβράνης, µε συνέπεια τη διήθηση των καρκινικών κυττάρων. Τέτοια 

ένζυµα είναι οι πρωτεάσες (π.χ. η κολλαγενάση, η υαλουρονιδάση, η καθεψίνη D, και 

η ελαστάση) και οι ενεργοποιητές του πλασµινογόνου. Έτσι, η χηµειοπροφυλακτική 

δράση των αναστολέων των πρωτεασών, τουλάχιστον εν µέρει, οφείλεται στην 

αναστολή της λύσης της βασικής µεµβράνης (Kennedy 1998). 

 Αρκετοί χηµειοπροφυλακτικοί παράγοντες επηρεάζουν την ανοσολογική 

απόκριση µέσω διάφορων µηχανισµών. Για παράδειγµα, το ρετινοϊκό οξύ αυξάνει 

την κυτταροτοξικότητα των κυττάρων φυσικών φονέων, ενώ φαρµακολογικές δόσεις 

της βιταµίνης Ε αυξάνουν την παραγωγή αντισωµάτων (Hill και Grubbs 1992). 

 Κατά την καρκινογένεση παρατηρείται αύξηση του µεταβολισµού του 

αραχιδονικού οξέος, που συµµετέχει στην παρατηρούµενη φλεγµονώδη αντίδραση. 

Οι κυκλοοξυγενάσες µετατρέπουν το αραχιδονικό οξύ σε προσταγλανδίνες, 

προστακυκλίνες και θροµβοξάνια, ενώ οι λιποξυγενάσες µετατρέπουν το αραχιδονικό 

οξύ σε λευκοτριένια και υδροξυεικοσιτετρανοϊκά οξέα (Κουρέτας 2003). Κατά τη 

διάρκεια αυτής της διαδικασίας δηµιουργούνται αρκετά είδη ελευθέρων ριζών. 
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Μελέτες έχουν δείξει ότι αναστολείς των κυκλοοξυγενασών, όπως τα 

αντιφλεγµονώδη φάρµακα πιροξικάµη και ινδοµεθακίνη καθώς και ορισµένες φυτικές 

πολυφαινόλες είναι δραστικοί αναστολείς της καρκινογένεσης (Reddy και συν., 

1987). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι οι αναστολείς της λιποξυγενάσης, όπως η βιταµίνη 

Ε, αναστέλλουν την προαγωγική φάση της καρκινογένεσης σε επιδερµίδα ποντικών 

(Huang και συν., 1991).    

 Σήµερα η ‘χηµειοπροφύλαξη’ αποτελεί µία από τις σηµαντικότερες µεθόδους 

για την πρόληψη όχι µόνο του καρκίνου αλλά και µιας σειράς άλλων χρόνιων 

παθήσεων (Hong και Sporn 1997; Liu 2003). Γενικά, µία σειρά από επιδηµιολογικές 

και in vivo µελέτες έχουν δείξει ότι η αυξηµένη κατανάλωση φυτικών τροφών παίζει 

σηµαντικό χηµειοπροστατευτικό ρόλο, γιατί συνδέεται µε µειωµένο κίνδυνο για 

προσβολή από ασθένειες όπως είναι ο καρκίνος, η στεφανιαία νόσος και γενικότερα 

οι ασθένειες του καρδιαγγειακού συστήµατος καθώς και διάφορες νευροεκφυλιστικές 

νόσοι (π.χ. Αλτσχάιµερ, Πάρκινσον) (Willett 2002; Nepka και συν., 1999; Huang και 

συν., 1994; Joseph και συν., 1999; Tijburg και συν., 1997). Επιπλέον τα φυτοχηµικά 

συστατικά χρησιµοποιούνται ευρύτατα για την παρασκευή φαρµάκων καθώς σε ένα 

µεγάλο ποσοστό των σύγχρονων χρησιµοποιούµενων φαρµάκων οι δραστικές τους 

ουσίες είναι ή προέρχονται από τέτοια συστατικά (Colic και Pavelic 2000). 

1.2 Ελεύθερες ρίζες και οξειδωτικό στρες 

 Στα µόρια και τα άτοµα, τα ηλεκτρόνια βρίσκονται συνήθως σε ζευγάρια, και 

κάθε ζευγάρι ηλεκτρονίων κινείται σε µία καθορισµένη περιοχή (σε ένα ατοµικό ή 

µοριακό τροχιακό). Ως ελεύθερη ρίζα ορίζεται κάθε µόριο ή άτοµο στοιχείου ή 

χηµικής ένωσης το οποίο περιέχει ένα ή περισσότερα µη ζευγαρωµένα ηλεκτρόνια. Η 

πιο απλή ελεύθερη ρίζα είναι το άτοµο του υδρογόνου που έχει στον πυρήνα ένα 

ηλεκτρόνιο και ένα πρωτόνιο. Το µη ζευγαρωµένο ηλεκτρόνιο, γενικά, αυξάνει τη 
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δραστικότητα του µορίου ή του ατόµου γιατί προσπαθεί να αποσπάσει ηλεκτρόνια 

από άλλα άτοµα για να σχηµατίσει ζεύγος ηλεκτρονίων. Ωστόσο η δραστικότητα 

διαφέρει µεταξύ των διαφόρων ριζών (Halliwell και Gutteridge 1998; Mylonas και 

Kouretas 1999). Στους ζωντανούς οργανισµούς το µη ζευγαρωµένο ηλεκτρόνιο 

µπορεί να βρίσκεται σε άτοµο οξυγόνου (π.χ. ρίζα του υδροξυλίου ΟΗ•), σε άτοµο 

θείου (π.χ. θειολικές ρίζες RS•), σε άτοµο άνθρακα (π.χ. ρίζα του τριχλωροµεθυλίου 

CCl3) ή σε άτοµο αζώτου (π.χ. µονοξείδιο του αζώτου ΝΟ•). 

 Στο εσωτερικό των κυττάρων παράγονται συνεχώς ουσίες που ονοµάζονται 

‘Δραστικές Μορφές Οξυγόνου’ ή ΔΜΟ (Reactive Oxygen Species ή ROS). Ο όρος 

ΔΜΟ περιλαµβάνει τις ελεύθερες ρίζες στις οποίες το ελεύθερο ηλεκτρόνιο βρίσκεται 

σε άτοµο οξυγόνου, όπως για παράδειγµα το σουπεροξείδιο (Ο2•–), η ρίζα του 

υδροξυλίου (ΟΗ•), η ρίζα του αλκυπεροξυλίου (RO2•) και η ρίζα του αλκοξυλίου 

(RO•) καθώς και κάποια παράγωγα του οξυγόνου τα οποία δεν είναι ρίζες αλλά είναι 

οξειδωτικοί παράγοντες και/ή µετατρέπονται εύκολα σε ελεύθερες ρίζες όπως το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και το υποχλωριώδες οξύ (ΗOCl). Ένας άλλος 

παρόµοιος όρος είναι οι ‘Δραστικές Μορφές Αζώτου’ ή ΔΜΑ που περιλαµβάνει τις 

ελεύθερες ρίζες στις οποίες το ελεύθερο ηλεκτρόνιο βρίσκεται σε άτοµο αζώτου (π.χ. 

το µονοξείδιο του αζώτου ΝΟ• και το διοξείδιο του αζώτου ΝΟ2) καθώς και 

αζωτούχες ενώσεις που δεν είναι ελεύθερες ρίζες αλλά είναι οξειδωτικοί παράγοντες 

και/ή µετατρέπονται εύκολα σε ελεύθερες ρίζες (π.χ. το νιτρώδες οξύ ΗΝΟ2 και το 

ανιόν του νιτρικού υπεροξείδιου ΟΝΟΟ–). 

1.2.1 Τρόποι σχηµατισµού των ελευθέρων ριζών 

 Οι ελεύθερες ρίζες παράγονται συνεχώς στον ανθρώπινο οργανισµό ως 

(παρα)προϊόντα  του κυτταρικού µεταβολισµού, συνήθως από αντιδράσεις µεταφοράς 

ηλεκτρονίων που µπορεί να είναι ενζυµικές ή και µη ενζυµικές. Για παράδειγµα, µία 
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από τις περισσότερο δραστικές ρίζες, η ρίζα του υδροξυλίου (ΟΗ•) παράγεται κατά 

την αντίδραση Haber-Weiss (αντίδραση 1.1) από το Η2Ο2  και το Ο2. 

O2
●–  + H2O2   OH¯ + OH•  + O2   (1.1) 

 

Η αντίδραση Haber-Weiss είναι αρκετά αργή για να έχει φυσιολογική σηµασία, αλλά 

µπορεί να πραγµατοποιείται µε µεγαλύτερη ταχύτητα παρουσία µεταβατικών 

µετάλλων, χηλικών ενώσεων ή αιµοπρωτεϊνών. Στα βιολογικά συστήµατα το 

µεταβατικό µέταλλο είναι συνήθως ο σίδηρος συνδεδεµένος µε διάφορες πρωτεΐνες, 

όπως φεριτίνη, λακτοφερίνη και αιµογλοβίνη (Mylonas και Kouretas 1999).  

 Μια άλλη αντίδραση που θεωρείται σηµαντική για την παραγωγή ελευθέρων 

ριζών στους οργανισµούς είναι η αντίδραση Fenton (αντίδραση 1.2), όπου παρουσία 

ιόντων µεταβατικών µετάλλων (κυρίως Fe2+ και Cu1+) παράγεται η ρίζα ΟΗ• από 

H2O2. 

H2O2 + Fe2+ (ή Cu1+)  OH¯ + OH• + Fe3+  (ή Cu2+)  (1.2) 

 

 Επίσης, ΔΜΟ παράγονται και από τη ‘διαρροή’ ηλεκτρονίων από τις 

αντιδράσεις µεταφοράς ηλεκτρονίων της αναπνευστικής αλυσίδας των µιτοχονδρίων. 

Για παράδειγµα, άµεση πρόσληψη των ηλεκτρονίων, που παράγονται στην 

αναπνευστική αλυσίδα των µιτοχονδρίων, από το Ο2 οδηγεί στο σχηµατισµό Ο2•–. 

Υπολογίζεται ότι περίπου το 1-3% του Ο2 στα κύτταρα µετατρέπεται σε O2
●–  στα 

µιτοχόνδρια (Halliwell και Gutteridge 1998). Επιπλέον, ΔΜΟ δηµιουργούνται από 

αντιδράσεις αυτοοξείδωσης (π.χ. των κατεχολαµινών και του τετραϋδροφολικού) και 

κατά τις αντιδράσεις διαφόρων ενζυµικών συστηµάτων όπως των ενζύµων P450 του 

µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών, της οξειδάσης της ξανθίνης, της συνθετάσης 

των προσταγλανδινών, της λιποξυγενάσης, της αλδεϋδικής οξειδάσης και της 
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οξειδάσης των αµινοξέων (Mylonas και Kouretas 1999). ΔΜΟ παράγονται και από τη 

δράση εξωγενών παραγόντων. Για παράδειγµα, η έκθεση των οργανισµών σε 

ακτινοβολίες προκαλεί το σπάσιµο του δεσµού Ο-Η που υπάρχει στα µόρια Η2Ο (το 

κύριο συστατικό των κυττάρων) µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό ΟΗ• και Η•.    

1.2.2 Αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί 

 Οι οργανισµοί διαθέτουν µία σειρά από αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς έτσι 

ώστε η παραγωγή των ΔΜΟ να είναι ελεγχόµενη και να µην ξεπερνά κάποια όρια. Οι 

αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί του οργανισµού περιλαµβάνουν τις εξής κατηγορίες: i) 

αντιοξειδωτικά ένζυµα, ii) πρωτεΐνες (π.χ. τρανσφερίνες, απτογλοβίνες, αιµοπηξίνη, 

µεταλλοθειονίνη και κερουλοπλασµίνη) που αποµακρύνουν προ-οξειδωτικές ουσίες, 

(π.χ. τα ιόντα µεταβατικών µετάλλων) και την αίµη, iii) πρωτεΐνες που προστατεύουν 

τα βιολογικά µακροµόρια από βλάβες (συµπεριλαµβανοµένων των οξειδωτικών) µε 

διάφορους µηχανισµούς (π.χ. πρωτεΐνες θερµικού σοκ) και iv) αντιοξειδωτικά µόρια 

µικρού µοριακού βάρους που εξουδετερώνουν τις ΔΜΟ. Αρκετές από αυτές τις 

ουσίες βρίσκονται στις τροφές (Mylonas και Kouretas 1999; Halliwell και Gutteridge 

1998).   

 Τα αντιοξειδωτικά ένζυµα περιλαµβάνουν ένζυµα που βρίσκονται σε 

εξειδικευµένα κυτταρικά οργανίδια ή υποκυτταρικά τµήµατα και ελέγχουν την 

παραγωγή των ΔΜΟ. Από τα κυριότερα αντιοξειδωτικά ένζυµα θεωρούνται τα εξής: 

1) H δισµουτάση του υπεροξειδίου (SOD) αποµακρύνει το Ο2•– επιταχύνοντας τη 

µετατροπή του σε  Η2Ο2 (αντίδραση 1.3). Στον ανθρώπινο οργανισµό έχουν 

αναγνωριστεί µία SOD στα µιτοχόνδρια που περιέχει Mn στο ενεργό κέντρο 

(MnSOD), µία SOD στο κυτταρόπλασµα που περιέχει χαλκό και ψευδάργυρο 

(CuZnSOD) και µία εξωκυτταρική SOD. 

2 Ο2•– + 2Η+   Η2Ο2 + Ο2 (1.3) 
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Η δράση της SOD, όπως και όλων των αντιοξειδωτικών µηχανισµών του οργανισµού, 

βρίσκεται σε µία λεπτή ισορροπία. Έτσι η SOD είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική 

κυτταρική λειτουργία αλλά η υπερέκφρασή της µπορεί να προκαλέσει βλάβες στον 

οργανισµό. Για παράδειγµα, στα άτοµα µε τρισωµία του 21ου χρωµοσώµατος 

(σύνδροµο Down) η CuZnSOD υπερεκφράζεται (το γονίδιο που την κωδικοποιεί 

βρίσκεται στο 21ο χρωµόσωµα) και αυτό αποτελεί µία από τις αιτίες της παθολογίας 

αυτών των ατόµων (Fridovich 1995). Επίσης το γονίδιο που κωδικοποιεί την 

έκφραση της CuZnSOD έχει βρεθεί µεταλλαγµένο σε περιπτώσεις 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών και αµυοτροφικής πλευρικής σκλήρυνσης.   

2) Η καταλάση (CAT) είναι επίσης ένα σηµαντικό αντιοξειδωτικό ένζυµο που διασπά 

το Η2Ο2 σε Ο2 και Η2Ο (αντίδραση 1.4) και βρίσκεται σε µεγάλες συγκεντρώσεις στο 

ήπαρ και στα ερυθροκύτταρα (Chance και συν., 1979). 

Η2Ο2  Η2Ο + 1/2Ο2   (1.4) 

3) Μία άλλη σηµαντική κατηγορία ενζύµων που αποµακρύνουν το Η2Ο2 είναι οι 

υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (GSHPX), οι οποίες απαιτούν σελήνιο για τη 

δράση τους και οξειδώνουν την ανηγµένη γλουταθειόνη (GSH) σε οξειδωµένη 

(GSSG) χρησιµοποιώντας το Η2Ο2 (αντίδραση 1.5) (Chance και συν., 1979). 

Η2Ο2 + 2GSH  GSSG + 2Η2Ο (1.5) 

Η δράση των GSHPX συνδυάζεται µε τη δράση της ρεδουκτάσης της γλουταθειόνης  

(µία φλαβοπρωτεΐνη) η οποία αναγεννά τη GSH από τη GSSG χρησιµοποιώντας 

NADPH ως αναγωγικό (αντίδραση 1.6). Η αναλογία GSH/GSSG αποτελεί έναν από  

τους κυριότερους τρόπους ρύθµισης του οξειδοαναγωγικού δυναµικού στο εσωτερικό 

του κυττάρου (Powis και συν., 1995).  

GSSG + NADPH + H+  2GSH + NADP+ (1.6) 
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 Εκτός από τα αντιοξειδωτικά ένζυµα, οι οργανισµοί διαθέτουν διαλυτά µόρια 

µικρού µοριακού βάρους τα οποία µπορούν να αντιδρούν µε ελεύθερες ρίζες και να 

τις µετατρέπουν σε λιγότερο βλαβερές και πιο σταθερές µορφές. Για παράδειγµα η 

GSH, η οποία είναι ένα τριπεπτίδιο (αποτελείται από γλουταµινικό οξύ – κυστεΐνη – 

γλυκίνη) µπορεί και εξουδετερώνει ΔΜΟ εκτός από το να αποτελεί υπόστρωµα για 

τις GSHPX (Mylonas και Kouretas 1999). Επιπλέον, η θειορεδοξίνη είναι ένα 

πολυπεπτίδιο που έχει δύο γειτονικές κυστεϊνικές–SH οµάδες σε ανηγµένη µορφή. Η 

θειορεδοξίνη συνδέεται µε την πρωτεΐνη-στόχο, ανάγει τη δισουλφιδική γέφυρα της 

πρωτεΐνης ενώ οξειδώνει τις κυστεϊνικές–SH οµάδες της σε µια κυστίνη-S2 

(αντίδραση 1.7) (Halliwell και Gutteridge 1998). 

Θειορεδοξίνη-(SH)2 + Πρωτεΐνη ↔ Θειορεδοξίνη-S2 + Πρωτεΐνη-(SH)2  (1.7) 

  

Άλλα µόρια µικρού µοριακού βάρους µε αντιοξειδωτική δράση είναι το ουρικό οξύ, η 

µπιλιρουµπίνη, οι µελανίνες κ.α. Επίσης, µία σειρά από σηµαντικές αντιοξειδωτικές 

ουσίες µικρού µοριακού βάρους βρίσκονται στις τροφές, οι οποίες µπορούν να 

αντιδρούν µε ελεύθερες ρίζες και να τις µετατρέπουν σε λιγότερο βλαβερές και πιο 

σταθερές µορφές. Για παράδειγµα, η βιταµίνη C (ασκορβικό οξύ) είναι µια ισχυρή 

αντιοξειδωτική ουσία, η oποία όταν αντιδρά µε ελεύθερες ρίζες µετατρέπεται στο 

αφυδροασκορβικό οξύ (αντίδραση 1.8) 

ΑΑ + 2Η+  + 2Ο2•– → 2Η2Ο2 + DHA  (1.8) 

όπου ΑΑ: ασκορβικό οξύ, DHA: δυϊδροασκορβικό οξύ. 

 

Κάτω όµως από ορισµένες συνθήκες µπορεί να δρα και ως προ-οξειδωτικό όταν 

ανάγει τον Fe3+`σε Fe2+ (αντίδραση 1.9). Στη συνέχεια ο Fe2+ µπορεί να πάρει µέρος 

στην αντίδραση Fenton και να παράγει ΟΗ•. 
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Fe3+ + AA → Fe2+ + DHA  (1.9) 

 

Το ασκορβικό οξύ αναγεννάται από τη GSH από µια αντίδραση που καταλύεται από 

τη ρεδουκτάση του αφυδροασκορβικού (αντίδραση 1.10). 

DHA + 2GSH → GSSG + AA  (1.10) 

 

Η βιταµίνη C φυσιολογικά βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα σε συγκεντρώσεις 40-

80µΜ. Μικρές συγκεντρώσεις όµως βιταµίνης C έχουν αναφερθεί σε περιπτώσεις 

ρευµατοειδούς αρθρίτιδας όπου ο αυξηµένος καταβολισµός της πιστεύεται ότι 

προκαλείται από χρόνια φλεγµονή (Mylonas και Kouretas 1999; Sinclair και συν., 

1990). 

 Επίσης, η α-τοκοφερόλη (βιταµίνη Ε) είναι η πιο σηµαντική ουσία που 

εξουδετερώνει τις ΔΜΟ µέσα στις κυτταρικές µεµβράνες προστατεύοντας από 

λιπιδιακή υπεροξείδωση (Halliwell και Gutteridge 1998). Λόγω του ότι είναι 

λιπόφιλη ουσία µπορεί και διεισδύει στη λιπιδιακή διπλοστοιβάδα των κυτταρικών 

µεµβρανών. Η βιταµίνη Ε µετατρέπεται σε µια µη δραστική ρίζα διακόπτοντας την 

αλυσίδα αντιδράσεων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης (αντίδραση 1.11). 

LOO• + AH → LOOH + A•  (1.11) 

Όπου ΑΗ: βιταµίνη Ε, Α•: ρίζα βιταµίνης Ε, LOOH: λιπιδικό υπεροξείδιο, LOOH•: 

ρίζα λιπιδικού περοξυλίου. 

  

Γενικότερα, στις φυτικές τροφές, εκτός από τις βιταµίνες C και Ε, υπάρχουν αρκετές 

φυτοχηµικές ουσίες µε σηµαντική αντιοξειδωτική δράση, όπως το σελήνιο τα 

καροτενοειδή και οι φυτικές πολυφαινόλες (Liu 2003). Παρά την ύπαρξη όµως των 

αντιοξειδωτικών µηχανισµών, υπολογίζεται ότι το 1% περίπου των ΔΜΟ που 
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παράγονται καθηµερινά θα προκαλέσει κυτταρικές βλάβες (Berger 2005). Για το λόγο 

αυτό οι επιδιορθωτικοί µηχανισµοί (π.χ. των βλαβών του DNA) είναι επίσης 

απαραίτητοι για να ελαχιστοποιηθούν οι προκαλούµενες βλάβες.  

1.2.3 Βιολογική δράση ελευθέρων ριζών  

 Οι ΔΜΟ είναι απαραίτητα µόρια, για παράδειγµα σε οξείες αλλά και χρόνιες 

φλεγµονές τα φαγοκύτταρα µετά από απόκριση σε φλεγµονώδεις παράγοντες και σε 

προϊόντα του κυτταρικού τοιχώµατος των βακτηρίων παράγουν Ο2•– για να 

σκοτώνουν τα βακτήρια. Οι υποδοχείς των φαγοκυττάρων, που συνδέονται µε 

ενδοτοξίνες, µε συστατικά του συµπληρώµατος της ανοσίας, µε το λευκοτριένιο Β4, 

και παράγοντες ενεργοποίησης των αιµοπεταλίων προκαλούν ενεργοποίηση της 

NADPH οξειδάσης που είναι συνδεδεµένη µε τις κυτταρικές µεµβράνες η οποία 

οδηγεί στο σχηµατισµό  Ο2•– µε την ακόλουθη αντίδραση: 

NADPH + 2Ο2 → NADP+ + H+ + 2Ο2•–  (1.12) 

 

Επίσης, το ΝΟ• που συντίθεται από το αµινοξύ L-αργινίνη στα αγγειακά επιθηλιακά 

κύτταρα, στα φαγοκύτταρα και σε διάφορους άλλους κυτταρικούς τύπους έχει πολλές 

λειτουργίες. Για παράδειγµα, το ΝΟ• συµβάλλει στη ρύθµιση της αρτηριακής πίεσης 

προκαλώντας διαστολή των αγγείων και στη θανάτωση των µικροβίων από τα 

φαγοκύτταρα. Το H2O2 χρησιµοποιείται από το ένζυµο υπεροξειδάση του θυρεοειδή 

για τη σύνθεση των θυρεοειδικών ορµονών, ενώ χρησιµοποιείται και ως 

σηµατοδοτικό µόριο σε µονοπάτια µεταγωγής σήµατος. Για παράδειγµα, η 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ από τον παράγοντα TNFα 

απαιτεί σε ορισµένους κυτταρικούς τύπους το H2O2. Το H2O2  µπορεί επίσης να 

αναστείλει πρωτεϊνικές φωσφατάσες και έτσι να προκαλέσει αύξηση της πρωτεϊνικής 

φωσφορυλίωσης.  
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  Οι ελεύθερες ρίζες όµως είναι συνήθως πολύ δραστικά µόρια που µπορούν να 

αντιδρούν και να προκαλούν βλάβες σε βιολογικά µακροµόρια, όπως είναι το DNA, 

οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια. Οι βλάβες στο DNA προκαλούνται κυρίως από τη ρίζα 

ΟΗ•, η οποία όµως πρέπει να δηµιουργηθεί κοντά στο DNA αφού έχει µικρή 

ικανότητα διάχυσης µέσα στο κύτταρο. Η ρίζα αυτή µπορεί να προκαλέσει το 

σχηµατισµό διαφόρων προϊόντων αφού µπορεί να αντιδράσει και µε τη δεοξυριβόζη 

του DNA αλλά και µε τις αζωτούχες βάσεις (πουρίνες και πυριµιδίνες). Για 

παράδειγµα, η ΟΗ• µπορεί να προστεθεί στη βάση του DNA γουανίνη, στις θέσεις 4, 

5 ή 8 του πουρινικού δακτυλίου. Η προσθήκη ΟΗ• στη θέση C8 οδηγεί στο 

σχηµατισµό της 8-υδροξυγουανίνης (Σχήµα 1.1), ο προσδιορισµός της οποίας 

χρησιµοποιείται ως δείκτης για την πρόκληση βλαβών στο DNA από ελεύθερες ρίζες 

(Breen και Murphy 1995). Επιπλέον, οι ΔΜΟ προκαλούν συνήθως στο DNA 

µονόκλωνες και δίκλωνες θραύσεις. 

 Οι ΔΜΟ/ΔΜΑ µπορούν να προκαλέσουν βλάβες στις πρωτεΐνες µε άµεση 

επίδραση. Για παράδειγµα, αντίδραση ΔΜΑ µε την τυροσίνη και τη φαινυλαλανίνη 

οδηγεί στο σχηµατισµό νιτροσυλιωµένων προϊόντων (Σχήµα 1.2). Επιπλέον, 

επίδραση της ΟΗ• στις πρωτεΐνες προκαλεί το σχηµατισµό διαφόρων προϊόντων 

(Σχήµα 1.2). Επίσης, αρκετές ΔΜΟ όταν αντιδρούν µε τα αµινοξέα των πρωτεϊνών 

(ιδιαίτερα την ιστιδίνη, την αργινίνη, τη λυσίνη και την προλίνη) παράγουν προϊόντα 

µε καρβονυλοµάδες, οι οποίες µπορούν να προσδιοριστούν µετά από αντίδραση µε τη 

2,4-δινιτροφαινυλυδραζίνη (DNPH). Οι –SH οµάδες της κυστεΐνης οξειδώνονται σε 

θειολικές ρίζες (RS•) µετά από την επίδραση ΔΜΟ/ΔΜΑ και µε άµεση αντίδραση µε 

ιόντα µεταβατικών µετάλλων (αντίδραση 1.13). 

RSH + Cu2+ → RS• + H+ + Cu+  (1.13) 

 



 

 34 

 

                                
 
 
 
 
 
 

                                                                        
 
 
 
Σχήµα 1.1 Σχηµατισµός της 8-υδροξυγουανίνης. Προσθήκη µιας ΟΗ• στον C8 της 

γουανίνης οδηγεί στο σχηµατισµό της ρίζας της 8-υδροξυγουανίνης, η οποία στη 

συνέχεια οξειδώνεται σε 8-υδροξυγουανίνη. 

ΟΗ• 

+ e- + H+ 

γουανίνη 

8-ΟΗ-γουανίνη 
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Σχήµα 1.2 Προϊόντα που σχηµατίζονται µετά την επίδραση ΔΜΟ και ΔΜΑ στα 

αµινοξέα τυροσίνη και φαινυλαλανίνη. DOPA: Δυιδροξυφαινυλαλανίνη.  

 

 
 
 
 

Φαινυλαλανίνη 

ορθο-Τυροσίνη 

3-Νιτροφαινυλαλανίνη 

µετα-Τυροσίνη 

                          ΟΗ• 

ΟΗ• 

ΔΜΑ 

        Τυροσίνη 
3-Νιτροτυροσίνη 

DOPA 

           ΟΗ•       ΔΜΑ 
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Επιπρόσθετα, οι ελεύθερες ρίζες µπορούν να προκαλέσουν ‘δευτερογενείς βλάβες’ 

στις πρωτεΐνες και µέσω των τελικών προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης, όπως 

η µαλονδιαλδεΰδη (MDA) και η 4-υδροξυ-2-τρανσ-νονενάλη (HNE) (Halliwell και 

Gutteridge 1998).  

 Η πιο ευαίσθητη κατηγορία βιολογικών µακροµορίων στην προσβολή από 

ελεύθερες ρίζες θεωρούνται τα λιπίδια (Halliwell και Gutteridge 1984). Οι κυτταρικές 

µεµβράνες είναι πλούσιες σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (PUFAs) που εύκολα 

µπορούν να οξειδωθούν από ελεύθερες ρίζες. Η λιπιδιακή υπεροξείδωση µπορεί να 

προκαλέσει σηµαντικές βλάβες επειδή µετά την αρχική οξείδωση ακολουθεί µια 

αυτο-αναπαραγόµενη αλυσίδα αντιδράσεων από λιπιδιακές υπεροξειδώσεις (Mylonas 

και Kouretas 1999). Η λιπιδιακή υπεροξείδωση ξεκινάει µε την οξείδωση ενός 

λιπαρού οξέος (LH) από µια ρίζα (R•) µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό µιας λιπιδιακής 

ρίζας (L•) (αντίδραση 1.14). Η λιπιδιακή ρίζα µπορεί να αντιδράσει µε µοριακό 

οξυγόνο (Ο2) και να σχηµατιστεί µια ρίζα περοξυλίου (LOO•) (αντίδραση 1.15). Οι 

ρίζες περοξυλίου προκαλούν µια αλυσίδα αντιδράσεων κατά τις οποίες µπορούν να 

οξειδωθούν περισσότερα  µόρια PUFA και να σχηµατιστούν λιπιδιακά υπεροξείδια 

(LOOH) (αντίδραση 1.16) που µπορούν να διασπαστούν σε πιο δραστικά µόρια, 

ιδιαίτερα σε αλδεΰδες (RCHO) (αντίδραση 1.17).  

LH + R• → L• + RH   (1.14) 

L• + O2 → LOO•   (1.15) 

LOO• + LH → LOOH + L•  (1.16) 

LOOH → LOO•, LO•, RCHO (1.17) 

Η µέθοδος που χρησιµοποιείται περισσότερο για τον προσδιορισµό της λιπιδιακής 

υπεροξείδωσης είναι το τεστ του θειοβαρβιτουρικού οξέος (TBA τεστ), που 
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στηρίζεται στην αντίδραση του θειοβαρβιτουρικού οξέος κυρίως µε τη  

µαλονδιαλδεΰδη (MDA), ένα από τα προϊόντα της οξείδωσης των λιπιδίων.  

 Όταν η παραγωγή των ελευθέρων ριζών δεν µπορεί να αντιµετωπιστεί από 

τους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς που διαθέτουν οι οργανισµοί για την 

εξουδετέρωσή τους, τότε προκαλείται το ονοµαζόµενο ‘οξειδωτικό στρες’ (Sies 

1991). Το ‘οξειδωτικό στρες’ µπορεί να προκληθεί από δύο κυρίως αιτίες: 

1. Από ελάττωση της δράσης των αντιοξειδωτικών µηχανισµών του οργανισµού. Για 

παράδειγµα, πολλές ξενοβιοτικές ουσίες όταν µεταβολίζονται συνδέονται µε 

GSH. Έτσι µεγάλη συγκέντρωση µιας ξενοβιοτικής ουσίας µπορεί να προκαλέσει 

έλλειψη GSH και κατά συνέπεια ‘οξειδωτικό στρες’ αν και η ίδια η ξενοβιοτική 

ουσία µπορεί να µην ανήκει στις ΔΜΟ/ΔΜΑ. 

2. Από αυξηµένη παραγωγή ΔΜΟ/ΔΜΑ, όταν για παράδειγµα ο οργανισµός εκτεθεί 

σε αυξηµένες συγκεντρώσεις ελευθέρων ριζών ή σε ουσίες που όταν 

µεταβολίζονται δηµιουργούν ελεύθερες ρίζες. Επίσης, αυξηµένη παραγωγή 

ΔΜΟ/ΔΜΑ συµβαίνει όταν υπάρχει υπερβολική ενεργοποίηση των 

φαγοκυττάρων, όπως σε ασθένειες στις οποίες προκαλούνται χρόνιες φλεγµονές 

(π.χ. στη ρευµατοειδή αρθρίτιδα και στο κολικό έλκος).   

 Λόγω των σηµαντικών βλαβών που µπορεί να προκαλέσει το ‘οξειδωτικό στρες στα 

βιολογικά µακροµόρια και κατά συνέπεια σε ιστούς και όργανα, θεωρείται ως ένας 

από τους αιτιολογικούς παράγοντες για περισσότερες από 100 ασθένειες του 

ανθρώπου (Thomas και Kalyanaraman 1998). Για παράδειγµα, πιστεύεται ότι οι 

ΔΜΟ/ΔΜΑ εµπλέκονται στις ασθένειες του καρδιαγγειακού συστήµατος, στον 

καρκίνο (Wiseman και συν., 1995), σε διάφορες νευροεκφυλιστικές ασθένειες (π.χ. 

Αλτσχάιµερ, Πάρκινσον) (McCord 1993), καθώς επίσης πιστεύεται ότι επιταχύνουν 

τη διαδικασία της γήρανσης (Finkel και Holbrook 2000) και ότι παίζουν σηµαντικό 
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ρόλο στη πρόκληση φλεγµονών (Halliwell και Gutteridge 1998). Πρέπει όµως να 

σηµειωθεί ότι σε αρκετές ασθένειες οι ΔΜΟ παράγονται ως αποτέλεσµα της 

παθολογίας της ασθένειας και δεν αποτελούν την πρωταρχική αιτία πρόκλησής της.  

1.3 Βιολογικές ιδιότητες σταφυλιών (κρασιού) 
 
 Η άµπελος είναι ένα από τα φυτά του οποίου ο καρπός (τα σταφύλια) και το 

κύριο προϊόν του (το κρασί) παρουσιάζουν σηµαντικές βιολογικές ιδιότητες. Η 

άµπελος ανήκει στην οικογένεια Vitaceae, µε σηµαντικότερο είδος το Vitis vinifera 

από το οποίο προέρχεται και το 90% της παγκόσµιας παραγωγής σταφυλιών (Soleas 

και συν., 1997). Το Vitis vinifera πιστεύεται ότι είναι ένα από τα πρώτα φυτά που 

άρχισε να καλλιεργεί ο άνθρωπος και υπάρχουν ιστορικές αποδείξεις που δείχνουν 

ότι η συστηµατική καλλιέργειά του ξεκίνησε πριν από περίπου 6.000 χρόνια (Soleas 

και συν., 1997). Από την αρχαιότητα ακόµα τα σταφύλια και το κρασί είχαν 

χρησιµοποιηθεί σε κοινωνικο-θρησκευτικές εκδηλώσεις καθώς και για θεραπευτικούς 

σκοπούς. Τα τελευταία χρόνια έχει δοθεί ιδιαίτερη σηµασία στις βιολογικές ιδιότητες 

των σταφυλιών και του κρασιού κυρίως ύστερα από µία έρευνα (Renaud και de 

Lorgeril 1992) που πρότεινε ως εξήγηση στο λεγόµενο ‘γαλλικό παράδοξο’ την 

κατανάλωση κρασιού. ‘Γαλλικό παράδοξο’ έχει ονοµαστεί η παρατήρηση ότι στη 

Γαλλία υπάρχουν µικρότερα ποσοστά καρδιακών παθήσεων σε σύγκριση µε άλλες 

ανεπτυγµένες χώρες, αν και η κατανάλωση τροφών πλούσιων σε λιπαρά, το 

κάπνισµα, η έλλειψη σωµατικής άσκησης καθώς και οι τιµές άλλων δεικτών υψηλού 

κινδύνου για καρδιοπάθειες δεν διαφέρουν σηµαντικά ανάµεσα στη Γαλλία και στις 

άλλες χώρες. Η προστασία των σταφυλιών και του κρασιού έναντι των καρδιακών 

παθήσεων πιστεύεται ότι οφείλεται στην αντι-αθηρωµατική δράση τους βελτιώνοντας 

τη λειτουργία του ενδοθηλίου (Chou και συν., 2001), αυξάνοντας την αντιοξειδωτική 

ικανότητα του ορού και προστατεύοντας έτσι από οξείδωση τη λιποπρωτεΐνη 
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χαµηλής πυκνότητας (LDL) (Day και συν., 1997), και ελαττώνοντας τη 

συσσωµάτωση των αιµοπεταλίων (Keevil και συν., 2000). Επιπλέον, επιδηµιολογικές 

µελέτες έχουν δείξει ότι η µέτρια κατανάλωση κρασιού ίσως συνδέεται µε προστασία 

από κάποιες µορφές καρκίνου (Boffetta και Garfinkel 1990; Renaud και συν., 1998). 

Επίσης, εκχυλίσµατα από σπέρµατα σταφυλιών ανέστειλαν σε in vivo πειράµατα την 

ανάπτυξη µοσχεύµατος από ανθρώπινο καρκίνο του προστάτη (Singh και συν., 2004), 

ενώ in vitro µελέτες έδειξαν ότι εκχυλίσµατα από σταφύλια παρουσίασαν 

κυτταροτοξικότητα έναντι ανθρώπινων κυτταροκαλλιεργειών από καρκινικά κύτταρα 

του µαστού, του προστάτη, του εντέρου και του πνεύµονα ενώ ενίσχυσαν την 

ανάπτυξη φυσιολογικών  κυττάρων (Agarwal και συν., 2000α; Agarwal και συν., 

2000β; Ye και συν., 1999; Bagchi και συν., 2002). Διάφοροι µηχανισµοί έχουν 

προταθεί για την αντικαρκινική δράση των σταφυλιών και του κρασιού όπως η 

διακοπή της κυτταρικής αύξησης µέσω τροποποίησης βιοχηµικών µονοπατιών 

µεταγωγής σήµατος που ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο καθώς και της δράσης 

διαφόρων κινασών, η επαγωγή της κυτταρικής διαφοροποίησης (Agarwal και συν., 

2000β; Bagchi και συν., 2002), η αναστολή των κυκλοοξυγενασών (COX-1 και 

COX-2) (Waffo-Teguo και συν., 2001) και η αναστολή της αγγειογένεσης (Singh και 

συν., 2004). Ωστόσο, οι µηχανισµοί µέσω των οποίων ασκείται η 

χηµειοπροστατευτική δράση των εκχυλισµάτων των σταφυλιών δεν έχουν πλήρως  

διευκρινιστεί και η µελέτη τους θεωρείται ιδιαίτερα σηµαντική (De Flora και συν., 

2001). Άλλες βιολογικές ιδιότητες που έχουν αποδοθεί σε εκχυλίσµατα σταφυλιών 

είναι αντιοξειδωτικές (Bagchi και συν., 2000), αντιµικροβιακές (Weisse και συν., 

1995), δράση κατά του έλκους (Saito και συν., 1998) και αντιυπερτασικές (Soares De 

Moura και συν., 2002). 
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1.4 Χηµική σύσταση σταφυλιών 

 Αν και τα τελευταία 30-40 χρόνια έχει γίνει σηµαντική πρόοδος όσον αφορά 

τη χηµική σύσταση των σταφυλιών και του κρασιού, ωστόσο δεν είναι πλήρως 

γνωστή. Περισσότερες από 500 χηµικές ουσίες έχουν αναγνωριστεί από τις οποίες οι 

150 περίπου είναι εστέρες. Μεταξύ αυτών των ενώσεων περιλαµβάνονται  το νερό (η 

συγκέντρωση του οποίου παίζει σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό των φυσικοχηµικών 

χαρακτηριστικών), σάκχαρα (µε κυριότερα τη γλυκόζη και τη φρουκτόζη ενώ η 

σουκρόζη συναντάται σπανιότερα), οργανικά οξέα και διάφορες αρωµατικές ενώσεις. 

Οι περισσότερες ενώσεις βρίσκονται σε συγκεντρώσεις 10-1-10-6 mg/lt ενώ υπάρχουν 

ορισµένες σε συγκέντρωση >100mg/lt οι οποίες καθορίζουν τη γεύση και το άρωµα 

των σταφυλιών. Η σηµαντικότερη όµως κατηγορία χηµικών ενώσεων που συναντάται 

στα σταφύλια και το κρασί ιδιαίτερα όσον αφορά τη βιολογική τους δράση είναι οι 

φυτικές πολυφαινόλες (Jackson 1993). 

1.5 Φυτικές πολυφαινόλες  

1.5.1 Χηµική δοµή φυτικών πολυφαινολών 

 Οι φυτικές πολυφαινόλες είναι µία µεγάλη  και ετερογενής κατηγορία 

χηµικών ενώσεων που παράγονται ως δευτερογενείς µεταβολίτες από τα φυτά. Οι 

γνωστές πολυφαινόλες υπολογίζονται σήµερα σε περισσότερες από 8000. Βασικό 

χαρακτηριστικό τους είναι ο αρωµατικός δακτύλιος του βενζολίου στον οποίο 

συνδέονται µία ή περισσότερες υδροξυλικές οµάδες. Οι πολυφαινόλες χωρίζονται σε 

διαφορετικές κατηγορίες ανάλογα µε τον αριθµό των αρωµατικών δακτυλίων που 

περιέχουν και τις οµάδες που είναι συνδεδεµένες σε αυτούς. Έτσι οι πολυφαινόλες 

διακρίνονται στα φλαβονοειδή, τα πολυφαινολικά οξέα, τα στιλβένια και τις λιγνάνες 

(Σχήµατα 1.3 και 1.4) (Manach και συν., 2004).   
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Σχήµα 1.3 Χηµικές δοµές φλαβονοειδών. R: θέσεις σύνδεσης υδροξυλοµάδων ή άλλων πλευρικών 

οµάδων. 
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Σχήµα 1.4 Χηµικές δοµές πολυφαινολικών οξέων, στιλβενίων και λιγνανών. (Α) Υδροξυβενζοϊκά οξέα 

(πολυφαινολικά οξέα). (Β) Υδροξυκινναµικά οξέα (πολυφαινολικά οξέα). (Γ) Σεκοϊσολαρισιρεσινόλη 

(λιγνάνη). (Δ) trans-ρεσβερατρόλη (στιλβένιο). R: θέσεις σύνδεσης υδροξυλοµάδων ή άλλων 

πλευρικών οµάδων. 
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 Τα φλαβονοειδή είναι η καλύτερα µελετηµένη κατηγορία πολυφαινολών, 

περιλαµβάνει περισσότερες από 5000 ενώσεις και χωρίζεται σε 13 υποκατηγορίες. 

Χαρακτηριστικό των φλαβονοειδών είναι οι δύο αρωµατικοί δακτύλιοι (Α και Β) που 

συνδέονται µέσω ενός πυρανικού δακτυλίου (C)  που περιέχει οξυγόνο, δηλαδή 

παρουσιάζουν τη δοµή (C6-C3-C6). Τα φλαβονοειδή διακρίνονται κυρίως σε 6 

κατηγορίες: τις φλαβονόλες (π.χ. κερκετίνη, ρουτίνη, καµπφερόλη και µυρικετίνη), 

τις φλαβόνες (π.χ. απιγενίνη και λουτεολίνη), τις ισοφλαβόνες (π.χ. γενιστεΐνη και 

δαϊντζεΐνη), τις φλαβανόνες (π.χ. ναριγενίνη και εσπεριτίνη), τις ανθοκυανιδίνες (π.χ. 

κυανιδίνη, δελφινιδίνη και µαλβιδίνη)  και τις φλαβανόλες (π.χ. κατεχίνη, επικατεχίνη 

και γαλλοκατεχίνη) (Σχήµα 1.3).  Τα φλαβονοειδή µπορεί να υπάρχουν είτε ως 

µονοµερή είτε πολυµερίζονται αντιδρώντας µε άλλα φλαβονοειδή, µε σάκχαρα, µε µη 

φλαβονοειδή ή µε συνδυασµούς αυτών των ενώσεων. Σηµαντική κατηγορία 

πολυµερών είναι οι προανθοκυανιδίνες ή προκυανιδίνες που προκύπτουν από 

πολυµερισµό των φλαβανολών µε τους γαλλικούς εστέρες τους µε δεσµούς µεταξύ 

του C4 και του C6 ή C8. Επίσης, τα φλαβονοειδή µπορεί να αντιδρούν µε σάκχαρα 

όπως η D-γλυκόζη, η L-ραµνόζη, η γαλακτόζη, η αραβινόζη και η λιγνίνη και να 

σχηµατίζουν γλυκοσίδια (Lea και συν., 1979; Soleas και συν., 1997; Ferguson 2001; 

Cook και Samman 1996). Οι φλαβονόλες βρίσκονται στις περισσότερες φυτικές 

τροφές που καταναλώνονται από τον άνθρωπο και οι σηµαντικότερες πηγές τους 

είναι τα κρεµµύδια, τα πράσσα, τα µπρόκολα, τα βατόµουρα, το κρασί και το τσάι 

(Manach και συν., 2004). Οι φλαβόνες βρίσκονται κυρίως στο σέλινο, στο µαϊντανό, 

στα δηµητριακά (κυρίως σε γλυκοσυλιωµένη µορφή) και στα εσπεριδοειδή (κυρίως 

σε πολυµεθοξυλιωµένες µορφές) (Shahidi και Naczk 1995). Οι φλαβανόνες 

βρίσκονται στις τοµάτες, σε αρωµατικά φυτά όπως η µέντα και σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις στα εσπεριδοειδή (Tomas-Barberan και Clifford 2000). Τα 
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ισοφλαβονοειδή βρίσκονται σχεδόν αποκλειστικά στα όσπρια, µε τη σόγια και τα 

προϊόντα της να είναι οι κυριότερες πηγές. Χαρακτηριστικό των ισοφλαβονοειδών 

είναι ότι αν και δεν είναι στεροειδή, η δοµή τους παρουσιάζει οµοιότητες µε των 

οιστρογόνων, µε αποτέλεσµα να µπορούν να συνδέονται µε υποδοχείς οιστρογόνων 

και για το λόγο αυτό χαρακτηρίζονται ως φυτοοιστρογόνα (Cassidy και συν., 2000). 

Οι φλαβανόλες, είτε ως µονοµερή (κατεχίνες) είτε ως πολυµερή (προκυανιδίνες), 

βρίσκονται σε πολλά φρούτα (π.χ. βερύκοκα και σταφύλια) και στο κρασί αλλά οι 

σηµαντικότερες πηγές είναι το πράσινο τσάι και η σοκολάτα.  Οι  ανθοκυανιδίνες 

βρίσκονται στο κρασί, σε ορισµένα είδη δηµητριακών, στα λαχανικά (π.χ. στο 

λάχανο, στα φασόλια, στη µελιτζάνα)  αλλά είναι περισσότερο άφθονα στα φρούτα 

(Clifford 2000).  

 Τα φλαβονοειδή που συναντώνται στα σταφύλια είναι κυρίως οι φλαβονόλες, 

οι φλαβανόλες (κατεχίνες), οι ανθοκυανίνες και οι φλαβαν-3,4-διόλες 

(λευκοανθοκυανίνες) που είναι παράγωγα των ανθοκυανινών. Οι φλαβονόλες και οι 

ανθοκυανίνες βρίσκονται κυρίως στη φλούδα ενώ οι κατεχίνες και οι 

λευκοανθοκυανίνες βρίσκονται κυρίως στα σπέρµατα και στο µίσχο των σταφυλιών. 

Στις ανθοκυανίνες οφείλεται ο χρωµατισµός των ανθέων και των καρπών. Οι 

προκυανιδίνες υπάρχουν κυρίως ως διµερή στα σταφύλια ενώ στο κρασί 

πολυµερίζονται επιπλέον και σχηµατίζουν τις συµπυκνωµένες ταννίνες. Οι 

πολυµερείς αυτές ενώσεις σχηµατίζουν σύµπλοκα µε πρωτεΐνες της σιέλου, στα οποία 

οφείλεται η στυπτικότητα στη γεύση των σταφυλιών και του κρασιού. 

 Η δεύτερη µεγαλύτερη κατηγορία πολυφαινολών µετά τα φλαβονοειδή είναι 

τα πολυφαινολικά οξέα, τα οποία είναι παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού και του 

υδροξυκινναµικού οξέος (Σχήµα 1.4). Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα (π.χ. γαλλικό οξύ, 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ) βρίσκονται σε µικρές συγκεντρώσεις στα µέρη των φυτών που 
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µπορούν να καταναλωθούν από των άνθρωπο µε την εξαίρεση ορισµένων φυτών (π.χ. 

τσάι), ενώ αποτελούν συνήθως υποµονάδες πολυµερών όπως οι υδρολυόµενες 

ταννίνες (Clifford και Scalbert 2000). Τα υδροξυκινναµικά οξέα βρίσκονται 

περισσότερο συχνά στα φυτά από τα υδροξυβενζοϊκά, και τα κυριότερα µέλη τους 

είναι το καφεϊκό οξύ, το κουµαρικό οξύ, το φερουλικό οξύ και τα σιναπικά οξέα. 

Συνήθως τα υδροξυκινναµικά οξέα γλυκοσυλιώνονται ή σχηµατίζουν εστέρες µε το 

κουινικό οξύ, το σικιµικό οξύ και το ταρταρικό οξύ. Το καφεϊκό οξύ και το κουινικό 

οξύ σχηµατίζουν το χλωρογενικό οξύ που συναντάται σε πολλά φρούτα καθώς και 

στον καφέ (Clifford 1999). Το καφεϊκό οξύ, γενικά, είναι το πιο κοινό πολυφαινολικό 

οξύ και αντιπροσωπεύει το 75-100% των συνολικών υδροξυκινναµικών οξέων που 

υπάρχουν στα περισσότερα φυτά. Το φερουλικό οξύ είναι το πιο άφθονο 

πολυφαινολικό οξύ των δηµητριακών σπόρων, που αποτελούν και την κύρια πηγή 

πρόσληψής του από τον άνθρωπο (Lempereur και συν., 1997). Στα σταφύλια τα 

πολυφαινολικά οξέα αποθηκεύονται κυρίως στα χυµοτόπια των κυττάρων. 

 Τα στιλβένια (π.χ. ρεσβερατρόλη, αστρινγίνη, πικεΐδη) αποτελούν ένα µικρό 

ποσοστό των πολυφαινολών που προσλαµβάνονται µέσω της δίαιτας (Σχήµα 1.4). Το 

σηµαντικότερο µέλος τους είναι η ρεσβερατρόλη που αποτελείται από δύο 

αρωµατικούς δακτυλίους ενωµένους µε µία γέφυρα µεθυλενίου και βρίσκεται κυρίως 

στα σταφύλια και το κρασί (Βertelli και συν., 1998). Είναι µια από τις καλύτερα 

µελετηµένες πολυφαινόλες γιατί έχει παρουσιάσει σηµαντική αντικαρκινική δράση 

(Bhat και Pezzuto 2002). Η ρεσβερατρόλη στα σταφύλια βρίσκεται είτε ως µονοµερές 

είτε πολυµερίζεται σχηµατίζοντας τις βινιφερίνες (Soleas και συν., 1997).   

 Οι λιγνάνες σχηµατίζονται από δύο φαινυλπροπανικές οµάδες (Σχήµα 1.4). η 

κυριότερη πηγή τους είναι ο λιναρόσπορος, ενώ άλλα δηµητριακά, φρούτα και 

λαχανικά περιέχουν µικρές ποσότητές τους (Adlercreutz και Mazur 1997). 
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1.5.2 Βιοσύνθεση των φυτικών πολυφαινολών 

 Το πρώτο στάδιο στη βιοσύνθεση των φλαβονοειδών περιλαµβάνει το 

σχηµατισµό φαινυλαλανίνης από το φαινυλοπυροσταφυλικό και η οποία τελικά 

µετατρέπεται σε κινναµικό οξύ µέσω του σικιµικού µονοπατιού (Σχήµα 1.5). Στη 

συνέχεια από το κινναµικό οξύ παράγονται τα πολυφαινολικά οξέα και τα 

φλαβονοειδή µέσω του γενικού µονοπατιού για τα φαινυλπροπανοειδή και του 

ειδικού µονοπατιού για τα φλαβονοειδή αντίστοιχα (Σχήµα 1.6) (Sakihama και συν., 

2002; Robbins 2003).   

 Η trans-ρεσβερατρόλη παράγεται από τη συµπύκνωση του p-κουµαρυλ-CoA 

(το οποίο είναι προϊόν του  γενικού µονοπατιού για τα φαινυλπροπανοειδή) µε τρία 

µόρια µάλονυλ-CoA που καταλύεται από τη συνθετάση της ρεσβερατρόλης (Σχήµα 

1.7) (Gorham, 1980). 

1.5.3 Μεταβολισµός και βιοδιαθεσιµότητα φυτικών πολυφαινολών 

 Για την κατανόηση των επιδράσεων των φυτικών πολυφαινολών στην 

ανθρώπινη υγεία, είναι απαραίτητο να µελετηθεί ο τρόπος µε τον οποίο 

µεταβολίζονται. Ίσως για παράδειγµα ορισµένες από τις πολυφαινόλες που 

βρίσκονται σε µεγάλες συγκεντρώσεις στις διάφορες τροφές να µην είναι ιδιαίτερα 

δραστικές µέσα στον ανθρώπινο οργανισµό ή να απορροφώνται σε µικρό βαθµό από 

το έντερο ή να αποβάλλονται πολύ γρήγορα. Πιστεύεται ότι η µέση πρόσληψη 

πολυφαινολών σε άτοµα που τρώνε καθηµερινά φυτικές τροφές είναι περίπου 1gr ανά 

ηµέρα (Kuhnau 1976; Radtke και συν., 1998; Santos-Buelga και Scalbert 2000). Τα 

δύο τρίτα αυτής της ηµερήσιας πρόσληψης πιστεύεται ότι είναι φλαβονοειδή και το 

ένα τρίτο πολυφαινολικά οξέα (Scalbert και Williamson 2000). Ο µεταβολισµός των 

πολυφαινολών γίνεται µέσω ενός µονοπατιού που ακολουθείται γενικά για το 

µεταβολισµό των φαρµάκων (Scalbert και Williamson 2000). Οι αγλυκόνες (δηλαδή  
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Σχήµα 1.5 Βιοχηµικό µονοπάτι του σικιµικού οξέος. Το φαινυλπυροσταφιλικό 

µετατρέπεται από την L-φαινυλαλανίνη-2-κετογλουταρική αµινοτρανσφεράση (PKA) 

παρουσία του L-γλουταµινικού σε φαινυλαλανίνη. Στη συνέχεια µέσω της λυάσης 

της φαινυλαλανινικής αµµωνίας (PAL) η φαινυλαλανίνη µετατρέπεται σε trans-

κινναµικό οξύ µε ταυτόχρονη απελευθέρωση αµµωνιακών ιόντων (από Soleas και 

συν., 1997). 
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Σχήµα 1.6 Βιοσύνθεση των πολυφαινολών. Το κινναµικό οξύ υδρολύεται από την 

υδροξυλάση του 4-κινναµικού (C-4-H) σε p-κουµαρικό οξύ, το οποίο µετατρέπεται 

σε p-κουµαρυλ-CoA (HCA-CoA) από την 4-CoA λιγάση (4CL), το οποίο 

χρησιµοποιείται για τη σύνθεση των πολυφαινολικών οξέων (γενικό µονοπάτι για τα 

φαινυλπροπανοειδή). Το HCA-CoA παρουσία της συνθετάσης της χαλκόνης (CHS) 

συµπυκνώνεται µε 3 µόρια µαλόνυλ-CoA και σχηµατίζει τη χαλκόνη, η οποία 

µετατρέπεται σε διάφορα φλαβονοειδή όπως φλαβονόλες και ανθοκυανιδίνες (ειδικό 

µονοπάτι για τα φλαβονοειδή). CHI: ισοµεράση της χαλκόνης, F3OH: υδροξυλάση 

της 3-φλαβανόνης, AS: συνθετάση της ανθοκυανίνης, DHFR: ρεδουκτάση της 

δυϊδροφλαβονόλης, FLS: συνθετάση της φλαβονόλης (από Sakihama και συν., 2002).  

κινναµικό οξύ 
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Σχήµα 1.7 Βιοσύνθεση trans-ρεσβερατρόλης. Το p-κουµαρυλ-CoA αντιδρά µε τρία 

µόρια µάλονυλ CoA. Η αντίδραση καταλύεται από τη συνθετάση της ρεσβερατρόλης 

 

4-κουµαρυλ CoA Μάλονυλ CoA 

 

4CoASH + 4 CO2 

Συνθετάση της ρεσβερατρόλης 
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οι πολυφαινόλες που δεν είναι συνδεδεµένες µε σάκχαρα) απορροφώνται από το 

λεπτό έντερο. Όµως πολλές από τις πολυφαινόλες που βρίσκονται στις τροφές µε τη 

µορφή γλυκοσιδίων ή πολυµερών είναι αρκετά υδρόφιλες για να απορροφηθούν µε 

παθητική διάχυση από το έντερο και έτσι πρέπει να υδρολυθούν από ένζυµα του 

εντέρου ή από την εντερική µικροχλωρίδα πριν απορροφηθούν κυρίως από το παχύ 

έντερο (Hollman και Katan 1997). Όταν η υδρόλυση γίνεται από τα βακτήρια του 

εντέρου τότε συνήθως µειώνεται η απορρόφηση των πολυφαινολών γιατί οι 

αγλυκονικές µορφές που σχηµατίζονται αποικοδοµούνται περαιτέρω σε διάφορα 

αρωµατικά οξέα (Scheline 1991). Επιπλέον, έχει προταθεί (Hollman και συν., 1995) 

ότι κάποια γλυκοσίδια µεταφέρονται στα εντεροκύτταρα από τη µεµβρανική 

πρωτεΐνη µεταφοράς γλυκόζης που εξαρτάταται από νάτριο (SGLT1) και στη 

συνέχεια υδρολύονται από την κυτταροπλασµατική β-γλυκοσιδάση ή από την 

υδρολάση της φλοριζινικής λακτάσης (LPH). Οι ανθοκυανιδίνες πρέπει να 

απορροφώνται και να µεταβολίζονται µε διαφορετικό µηχανισµό από τις άλλες 

πολυφαινόλες γιατί βρίσκονται στο πλάσµα του αίµατος µε τις γλυκοσιδικές τους 

µορφές (Passamonti και συν., 2002). Οι πολυµερείς µορφές των πολυφαινολών όπως 

οι προκυανιδίνες πιστεύεται ότι απορροφώνται σε µικρό βαθµό και ότι η όποια 

βιολογική δράση τους περιορίζεται στην περιοχή του εντέρου (Deprez και συν., 

2001).  

 Διάφορες χηµικές οµάδες, οι οποίες είναι κυρίως θειικές, µεθυλικές  και 

γλυκουρονικές, προστίθενται στις πολυφαινόλες κατά την απορρόφησή τους από το 

λεπτό έντερο αλλά και στο ήπαρ (οι κυριότεροι όµως µεταβολίτες των πολυφαινολών 

στο πλάσµα του αίµατος είναι τα γλυκουρονίδια) και η προσθήκη αυτών των οµάδων 

καταλύεται από θειοτρανσφεράσες, µεθυλτρανσφεράσες, και από γλυκουρονικές 

τρανσφεράσες αντίστοιχα (Manach και συν., 2004). Η προσθήκη αυτή συµβαίνει σε 
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όλες τις ξενοβιοτικές ουσίες µε σκοπό να γίνουν περισσότερο υδρόφιλες και έτσι να 

περιοριστεί η τοξική δράση τους καθώς διευκολύνεται η απέκκριση τους είτε µέσω 

της χολής είτε µε τα ούρα. Για τα περισσότερα φλαβονοειδή ένα σηµαντικό ποσοστό 

των γλυκουρονιδίων που σχηµατίζονται στο βλεννογόνο του εντέρου εκκρίνεται πίσω 

στον εντερικό αυλό και έτσι µειώνεται η καθαρή απορρόφησή τους (Crespy και συν., 

1999). Οι µεταβολίτες των πολυφαινολών δεν βρίσκονται στο πλάσµα σε ελεύθερη 

µορφή αλλά συνδέονται µε πρωτεΐνες του πλάσµατος και κυρίως µε την αλβουµίνη 

(Boulton και συν., 1998). Η επίδραση της σύνδεσης των πολυφαινολών µε την 

αλβουµίνη στις βιολογικές τους δράσεις δεν είναι γνωστή, αν και µία µελέτη 

(Dangles και συν., 1999) έδειξε ότι η κερκετίνη (µία από τις πιο κοινές πολυφαινόλες) 

διατηρεί την αντιοξειδωτική της δράση µετά τη σύνδεσή της µε την αλβουµίνη. Αν 

και µέχρι σήµερα οι µεταβολίτες λίγων πολυφαινολών είναι γνωστοί, η αναγνώρισή 

τους είναι σηµαντική γιατί µπορεί να έχουν διαφορετική δράση από τις αρχικές 

πολυφαινόλες. 

 Η συγκέντρωση των πολυφαινολών στο πλάσµα του αίµατος µετά την 

κατανάλωση τροφών πλούσιων σε πολυφαινόλες ποικίλλει ανάλογα µε την 

πολυφαινόλη και το είδος της τροφής. Γενικά όµως τα επίπεδα των πολυφαινολών 

στο πλάσµα κυµαίνονται από µερικές δεκάδες nM  έως και 10µΜ ενώ η µέγιστη 

συγκέντρωση επιτυγχάνεται από 30 λεπτά έως και 24 ώρες µετά την κατανάλωση των 

τροφών (Bell και συν., 2000; Graefe και συν., 2001; Lee και συν., 1995; Rein και 

συν., 2000; Manach και συν., 2004). Μία µελέτη (Duthie και συν., 1998) έδειξε ότι 

µετά από κατανάλωση 100ml κόκκινου κρασιού (που περιέχει περίπου 500mg 

πολυφαινολών), η συνολική ποσότητα των πολυφαινολών στο πλάσµα ήταν 15µΜ. 

Ήταν όµως ενδιαφέρον ότι η αύξηση της αντιοξειδωτικής δράσης στο πλάσµα 

αντιστοιχούσε σε 50µΜ πολυφαινολών, γεγονός που δείχνει ότι είχαν σχηµατιστεί µη 
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γνωστοί µεταβολίτες που δεν υπολογίστηκαν στο συνολικό ποσό των πολυφαινολών 

και οι οποίοι όµως είχαν σηµαντική αντιοξειδωτική δράση.  Η διάρκεια ηµιζωής των 

πολυφαινολών στο πλάσµα έχει υπολογιστεί από 2 έως 11 ώρες ανάλογα µε τον τύπο 

της πολυφαινόλης, γεγονός που δείχνει ότι στο πλάσµα θα µπορούσαν να 

διατηρηθούν οι πολυφαινόλες σε σηµαντικές συγκεντρώσεις µετά από τακτική 

κατανάλωση φυτικών τροφών (Cao και συν., 2001; Βell και συν., 2000; Graefe και 

συν., 2001). Η απέκκριση των πολυφαινολών γίνεται είτε µέσω της χολής (κυρίως 

των πολυµερισµένων µορφών) είτε µε τα ούρα. Ένα ποσοστό των αγλυκονικών 

µορφών που αποβάλλεται µε τη χολή µπορεί να επαναπορροφηθεί µέσω της 

εντεροηπατικής κυκλοφορίας (Coldham και Sauer 2000). 

 Ενώ υπάρχουν αρκετές µελέτες σχετικά µε τη συγκέντρωση των 

πολυφαινολών στο πλάσµα, λίγα είναι τα δεδοµένα που αφορούν τη 

βιοδιαθεσιµότητα των πολυφαινολών στα διάφορα όργανα και ιστούς. Μελέτες που 

έγιναν µε πειραµατόζωα δείχνουν σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στις συγκεντρώσεις 

των πολυφαινολών στο πλάσµα και σε διάφορους ιστούς (π.χ. στη µήτρα, στον 

προστάτη, στο µαστό, στις ωοθήκες) (Fritz και συν., 1998; Chang και συν., 2000; 

Wang και συν., 2002). Επιπλέον, µπορεί στο πλάσµα να υπερτερούν οι αγλυκονικές 

µορφές των πολυφαινολών και στους ιστούς οι γλυκοσιδικές ή το αντίστροφο ενώ 

µπορεί να εµφανίζονται στους ιστούς και διαφορετικοί µεταβολίτες λόγω του 

ενδοκυτταρικού µεταβολισµού (Hong και συν., 2002; Maubach και συν., 2003).  

1.6 Βιολογικές ιδιότητες φυτικών πολυφαινολών 

 Η µεγάλη εξάπλωση των πολυφαινολών στα φυτά οφείλεται στις πολλές και 

ποικίλες ιδιότητές τους. Οι φυτικές πολυφαινόλες προστατεύουν το φυτό από 

παθογόνους µικροοργανισµούς και από την υπεριώδη ακτινοβολία, προσδίδουν 

χρώµα στα άνθη και τους καρπούς και έτσι συµβάλλουν στη γονιµοποίηση των 
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φυτών προσελκύοντας τα έντοµα επικονιαστές και στη διασπορά των σπερµάτων 

µετά την κατανάλωση των καρπών από τα ζώα. Επιπλέον, λειτουργούν ως αναστολείς 

ενζύµων, ως χηλικές ενώσεις δεσµεύοντας µέταλλα που είναι τοξικά για τα φυτά και 

ως ρυθµιστές της έκφρασης γονιδίων ενώ εµπλέκονται στις διαδικασίες της 

µορφογένεσης, του καθορισµού του φύλου και της φωτοσύνθεσης (Manach και συν., 

2004; Di Carlo και συν., 1999; Harborne 1986). 

1.6.1 Αντιοξειδωτική / Προ-οξειδωτική δράση 

  Η πιο σηµαντική ιδιότητα των φυτικών πολυφαινολών που αφορά την 

επίδρασή τους στην ανθρώπινη υγεία θεωρείται η αντιοξειδωτική τους δράση, 

δηλαδή η ικανότητά τους να εξουδετερώνουν ή να παρεµποδίζουν το σχηµατισµό 

ΔΜΟ. Όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο (1.2.3) οι ΔΜΟ θεωρούνται αιτιολογικός 

παράγοντας για αρκετές ασθένειες. Οι φυτικές πολυφαινόλες µπορούν να 

εξουδετερώνουν άµεσα τις ελεύθερες ρίζες δρώντας οι υδροξυλοµάδες τους ως δότες 

ατόµων υδρογόνου (ή ηλεκτρονίων) κατά την αντίδραση (1.18) (Ferguson 2001): 

PPH + RΟ•  PP• + ROH (1.18) 

όπου RO• είναι µία ελεύθερη ρίζα οξυγόνου, PPH είναι µία πολυφαινόλη και ΡΡ• 

είναι µία πολυφαινολική ρίζα.  

 

Συνήθως οι πολυφαινολικές ρίζες είναι σταθερές και δεν αντιδρούν µε βιολογικά 

µακροµόρια ή µπορεί να αντιδρούν µε άλλες ρίζες και να σχηµατίζουν αδρανή 

προϊόντα (αντίδραση 1.19) (Ferguson 2001): 

PP• + RO•  ROPP  (1.19) 

 

Επίσης, οι πολυφαινόλες έχουν χηλικές ιδιότητες, δηλαδή έχουν την ικανότητα να 

δεσµεύουν ιόντα µετάλλων και έτσι να αναστέλλουν τις αντιδράσεις Fenton 
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(αντίδραση 1.2, σ. 27) και Haber-Weiss (αντίδραση 1.1, σ. 27), οι οποίες πιστεύεται 

ότι παίζουν σηµαντικό ρόλο για την παραγωγή ελευθέρων ριζών στο εσωτερικό των 

κυττάρων (Ferguson 2001). 

Μια πολυφαινόλη για να θεωρηθεί ότι έχει αντιοξειδωτική δράση θα πρέπει να 

πληροί τις εξής προϋποθέσεις: i) όταν βρίσκεται σε µικρή συγκέντρωση σε σχέση µε 

µια άλλη ουσία να µπορεί να αναστείλει ή να καθυστερήσει την οξείδωση αυτής της 

ουσίας, ii) η πολυφαινολική ρίζα που θα προκύψει µετά την αναστολή της οξείδωσης 

να είναι σταθερή (Rice-Evans και συν., 1996). Τα χαρακτηριστικά της δοµής των 

πολυφαινολών που συµβάλλουν σηµαντικά στην αντιοξειδωτική τους δράση 

πιστεύεται ότι είναι τα εξής: 

1. Η ύπαρξη δύο υδροξυλοµάδων σε ορθο θέση (δηλαδή στις θέσεις 3’,4’) στο Β 

δακτύλιο των φλαβονοειδών (η ονοµαζόµενη κατεχολική δοµή) θεωρείται 

καθοριστική για την εµφάνιση αντιοξειδωτική δράσης των φλαβονοειδών (Σχήµα 

1.3). Πιστεύεται ότι όταν υπάρχει αυτή η δοµή τα φλαβονοειδή είναι πιο 

αποτελεσµατικοί δότες ατόµων υδρογόνου που εξουδετερώνουν τις ελεύθερες 

ρίζες. Επιπλέον, λόγω αυτής της δοµής µετά την αποµάκρυνση των ατόµων 

υδρογόνου προκύπτει µία σχετικά σταθερή ρίζα ορθο-ηµικινόνης λόγω 

ευκολότερης µετακίνησης των ηλεκτρονίων µέσα στο µόριο της πολυφαινόλης 

(Rice-Evans και συν., 1996; Heim και συν., 2002). Επίσης, η ύπαρξη δύο 

υδροξυλοµάδων στις θέσεις 3,4 είναι σηµαντική για την αντιοξειδωτική δράση 

των υδροξυβενζοϊκών και των υδροξυκινναµικών οξέων (Σχήµα 1.4).  

2. Οι φλαβανόλες (Σχήµα 1.3) που έχουν τρεις υδροξυλοµάδες στις θέσεις 3’,4’,5’ 

του Β δακτυλίου (πυρογαλλολική δοµή) καθώς και τα πολυφαινολικά οξέα 

(Σχήµα 1.4) µε παρόµοια δοµή έχουν µεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση από 

αυτές µε κατεχολική δοµή (Rice-Evans και συν., 1996). 
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3. Η ύπαρξη του 2,3 διπλού δεσµού στο C δακτύλιο των φλαβονοειδών (Σχήµα 1.3), 

µε την προϋπόθεση ότι υπάρχει η κατεχολική δοµή, αυξάνει την αντιοξειδωτική 

δράση τους γιατί διευκολύνει τη µετατόπιση ηλεκτρονίων από το Β δακτύλιο 

στον Α µε αποτέλεσµα να σταθεροποιείται η ρίζα του αρυλοξυλίου που προκύπτει 

(Rice-Evans και συν., 1996). 

4. Η 4-καρβονυλοµάδα στο C δακτύλιο σε συνδυασµό µε το 2,3 διπλό δεσµό του 

ίδιου δακτυλίου ενισχύει την αντιοξειδωτική δράση των φλαβονοειδών (Σχήµα 

1.3) (Heim και συν., 2002). 

5. Η 3-ΟΗ στο C δακτύλιο σε συνδυασµό µε το 2,3 διπλό δεσµό και την 4-

καρβονυλοµάδα του C δακτυλίου ενισχύει την αντιοξειδωτική δράση των 

φλαβονοειδών (Σχήµα 1.3). Τα µόρια των φλαβονοειδών µε µια 3-ΟΗ είναι 

επίπεδα, ενώ τα φλαβονοειδή που δεν έχουν αυτό το χαρακτηριστικό εµφανίζουν 

µια ελαφριά περιστροφή. Πιστεύεται ότι στα µόρια που είναι επίπεδα γίνεται 

ευκολότερα η µετατόπιση των ηλεκτρονίων µέσα στο µόριο της πολυφαινόλης, µε 

αποτέλεσµα να αυξάνεται η σταθερότητα της φαινολικής ρίζας που προκύπτει 

µετά την αποµάκρυνση των ατόµων υδρογόνου (Van Acker και συν., 1996).  

6. Η 5-ΟΗ και η 7-ΟΗ στον Α δακτύλιο σε συνδυασµό µε το 2,3 διπλό δεσµό και 

την 4-καρβονυλοµάδα του C δακτυλίου ενισχύουν την αντιοξειδωτική δράση των 

φλαβονοειδών (Rice-Evans και συν., 1996). Γενικότερα, πιστεύεται ότι όσο 

περισσότερες είναι οι υδροξυλοµάδες µιας πολυφαινόλης τόσο ισχυρότερη 

αντιοξειδωτική δράση παρουσιάζει (Heim και συν., 2002). 

7. Στις πολυµερείς πολυφαινόλες (π.χ. προκυανιδίνες) φαίνεται ότι όσο µεγαλύτερος 

είναι ο βαθµός πολυµερισµού αυξάνεται η σταθερότητα της πολυφαινολικής 

ρίζας, και άρα τόσο ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση παρουσιάζει η 

πολυφαινόλη (Castillo και συν., 2000). 
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8. Τα φλαβονοειδή µε υδροξυλοµάδες στις θέσεις 3’,4’ και 5 καθώς και 4-

καρβονυλοµάδα παρουσιάζουν ισχυρές χηλικές ιδιότητες και για το λόγο αυτό 

αναστέλλουν την αντίδραση Fenton (Cheng και Breen 2000). 

9. Στα πολυφαινολικά οξέα (Σχήµα 1.4) η ύπαρξη µιας µεθυλενικής οµάδας (-CH2-) 

ανάµεσα στην καρβοξυλική οµάδα και στον αρωµατικό δακτύλιο ενισχύει την 

αντιοξειδωτική δράση (Siquet και συν., 2006). 

Επιπλέον, οι φυτικές πολυφαινόλες µπορούν να αναστέλλουν τη δράση ενζύµων που 

προκαλούν το σχηµατισµό ΔΜΟ, όπως είναι η κυκλοξυγενάση, η λιποξυγενάση 

(Robak και συν., 1988) και η οξειδάση της ξανθίνης  (Chang και συν., 1993). Επίσης, 

έχει αναφερθεί ότι επάγουν αντιοξειδωτικά ένζυµα που συµβάλλουν στην 

αποµάκρυνση των ΔΜΟ, όπως είναι η καταλάση, η ρεδουκτάση της γλουταθειόνης 

και οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (Breinhold και συν., 1999). Επιπρόσθετα, 

έχει προταθεί ότι η επαγωγή των αντιοξειδωτικών ενζύµων µπορεί να γίνεται µε 

άµεση ή έµµεση επίδραση των πολυφαινολών στο στοιχείο της αντιοξειδωτικές 

απόκρισης (antioxidant response element ή ARE) (Yu και συν., 1997). Το ARE 

βρίσκεται στην περιοχή του υποκινητή των γονιδίων αρκετών αντιοξειδωτικών 

ενζύµων και παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασής τους.   

  Οι φυτικές πολυφαινόλες εκτός της αντιοξειδωτικής τους δράσης 

παρουσιάζουν και προ-οξειδωτική δράση, δηλαδή µπορεί να προκαλούν το 

σχηµατισµό ΔΜΟ. Οι φυτικές πολυφαινόλες δρουν ως προ-οξειδωτικά κυρίως 

παρουσία ιόντων µεταβατικών µετάλλων όπως του Fe και του Cu (Li και Trush 1994; 

Rahman και συν., 1989). Η παραγωγή ΔΜΟ από τις φυτικές πολυφαινόλες πιστεύεται 

ότι οφείλεται στην ικανότητά τους να ανάγουν το Fe3+ ή το Cu2+ σε  Fe2+ και Cu1+ 

αντίστοιχα (Yoshino και συν., 1999). Στη συνέχεια οι ανηγµένες µορφές των 

µετάλλων µέσω της αντίδρασης Fenton (αντίδραση 1.2, σ.27) οδηγούν στο  
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        +  Cu(II)     + Cu(I) + 2H+  (1) 
 

   + O2  + O2•–    (2) 
 

 + O2•–    + Η2Ο2    (3) 
 
2O2•– + 2H+   Η2Ο2 + O2      (4) 
 
Cu1+ + Η2Ο2 Cu2+ + OH• + OH–     (5) 
 
 
Σχήµα 1.8 Μηχανισµός προ-οξειδωτικής δράσης πολυφαινολών παρουσία 

µεταβατικών µετάλλων. Η οξείδωση της πολυφαινόλης από το Cu(II) οδηγεί στο 

σχηµατισµό µιας ηµικινόνης (αντίδραση 1), η οποία µπορεί να αντιδράσει µε Ο2 και 

να σχηµατίσει τη ρίζα του O2•– (αντίδραση 2). Η αντίδραση αυτή έχει 

αυτοκαταλυτικό χαρακτήρα, αφού το O2•– µπορεί να αντιδράσει µε την αρχική 

πολυφαινόλη και να ξανασχηµατιστεί η ηµικινόνη και Η2Ο2 (αντίδραση 3). Η2Ο2 

µπορεί να σχηµατιστεί και από την αντίδραση του O2•–  µε Η+ (αντίδραση 4). Τέλος ο 

Cu(I) µπορεί να αντιδράσει µε το Η2Ο2 µέσω της αντίδρασης Fenton και να οδηγήσει 

στην παραγωγή ΟΗ• (αντίδραση 5). 
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σχηµατισµό ΟΗ•. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι η αντίδραση των πολυφαινολών µε το 

Fe3+ ή το Cu2+ µπορεί να προκαλέσει µέσω µιας σειράς αντιδράσεων (Σχήµα 1.8) και 

το σχηµατισµό Η2Ο2, το οποίο παίρνει µέρος στην αντίδραση Fenton (Sakihama και 

συν., 2002). Αυτή η προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών είναι πιθανό να οδηγεί 

σε µεταλλαξιγένεση (Yoshino και συν., 1999) και άρα έχει προκαλέσει αµφιβολίες 

όσον αφορά τις θετικές επιδράσεις των πολυφαινολών. Από την άλλη πλευρά όµως 

πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι οι πολυφαινόλες προκαλούν απόπτωση µέσω της 

προ-οξειδωτικής δράσης σε καρκινικά κύτταρα ενώ δεν επηρεάζουν τα φυσιολογικά 

(Yamamoto και συν., 2003; Fukumoto και Mazza 2000). 

1.6.2 Καρδιοπροστατευτική δράση 

 Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι η κατανάλωση τροφών που είναι 

πλούσιες σε πολυφαινόλες συνδέεται µε µειωµένο κίνδυνο προσβολής από 

καρδιοπάθειες (Hertog και συν., 1993; Knekt και συν., 1996). Έχουν προταθεί 

διάφοροι µηχανισµοί µε τους οποίους επιτυγχάνεται αυτή η προστατευτική δράση 

όπως η αναστολή της οξείδωσης της λιποπρωτεΐνης χαµηλής πυκνότητας (LDL) 

(Frankel 1993). Η οξείδωση της LDL θεωρείται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

δηµιουργία αθηρωµατικής πλάκας στα αγγεία. Επίσης, µελέτες έχουν δείξει ότι  

πολυφαινόλες µειώνουν τη συσσωµάτωση των αιµοπεταλίων και έτσι µειώνεται ο 

σχηµατισµός θρόµβων (Tzeng και συν., 1991). Επιπλέον, όπως έχει ήδη αναφερθεί οι 

πολυφαινόλες αναστέλλουν τα ένζυµα κυκλοξυγενάση και λιποξυγενάση που 

εµπλέκονται στο µεταβολισµό του αραχιδονικού οξέος από τα αιµοπετάλια (Alcaraz 

και Ferrandiz 1987). Το αραχιδονικό οξύ χρησιµοποιείται για την απελευθέρωση 

προσταγλανδινών, ενδοπεροξειδίων και θροµβοξίνης Α2 που προκαλούν 

συσσωµάτωση των αιµοπεταλίων. 
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1.6.3 Αντικαρκινική δράση 

 Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι οι φυτικές πολυφαινόλες µπορούν 

να προσφέρουν προστασία από ορισµένες µορφές καρκίνου όπως του προστάτη 

(Knekt και συν., 2002), του στήθους (Dai και συν., 2002), του γαστρεντερικού 

συστήµατος (Garcia-Closas και συν., 1999) και του πνεύµονα (Le Marchand και συν., 

2000). Επίσης, in vivo µελέτες έχουν δείξει ότι οι πολυφαινόλες µπορούν να 

αναστείλουν την καρκινογένεση σε πειραµατόζωα (Kamei και συν., 1996; 

Caltagirone και συν., 2000), ενώ σε  in vitro µελέτες οι πολυφαινόλες ανέστειλαν την 

ανάπτυξη καρκινικών κυτταροκαλλιεργειών (Hirano και συν., 1994; Kuntz και συν., 

1999). Ένας από τους µηχανισµούς µε τους οποίους ασκείται αυτή η αντικαρκινική 

δράση των πολυφαινολών πιστεύεται ότι είναι η αναστολή των ενζύµων της φάσης Ι 

(π.χ. κάποια από τα ένζυµα του κυτοχρώµατος P450) του µεταβολισµού  

ξενοβιοτικών ουσιών, τα οποία πιστεύεται ότι µετατρέπουν προκαρκινογόνες ουσίες 

σε καρκινογόνες (Tsyrlov και συν., 1994; Le Marchand και συν., 2000). Ενώ άλλες 

µελέτες έχουν δείξει ότι οι πολυφαινόλες επάγουν τα ένζυµα της φάσης ΙΙ του 

µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών (π.χ. τη γλουταθειoνο-S-τρανσφεράση, τη 

UDP-γλυκουρονυλ-τρανσφεράση) τα οποία παίζουν σηµαντικό ρόλο στο τελικό 

στάδιο αποµάκρυνσης των καρκινογόνων ουσιών (Bu-Abbas και συν., 1998). 

Επιπλέον, πιστεύεται ότι οι πολυφαινόλες δρουν ως αναστολείς ενζύµων που παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην αύξηση και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων  όπως είναι η 

αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (ODC) (Tanaka και συν., 1997), οι τοποϊσοµεράσες Ι 

και ΙΙ (Constantinou και συν., 1995) ή µετέχουν σε µονοπάτια µεταγωγής σήµατος  

που σχετίζονται µε τη ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού όπως είναι η 

πρωτεϊνική κινάση της τυροσίνης (PTK) (Ferry και συν., 1996), και οι εξαρτώµενες 

από κυκλίνη κινάσες (CDKs) (Senderowicz 1999). Επιπροσθέτως, θεωρείται ότι η 
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αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών πρέπει να συµβάλλει σηµαντικά στην 

αναστολή της καρκινογένεσης αφού οι ΔΜΟ µπορούν να προκαλέσουν µεταλλάξεις 

στο DNA και µετατροπή των κυττάρων σε καρκινικά (Ren και συν., 2003). Επίσης, 

όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι πολυφαινόλες προκαλούν απόπτωση σε καρκινικά 

κύτταρα ενώ δεν επηρεάζουν τα φυσιολογικά (Wang και συν., 1999; Iwashita και 

συν., 2000). Άλλοι προτεινόµενοι αντικαρκινικοί µηχανισµοί των πολυφαινολών 

είναι η επαγωγή της κυτταρικής διαφοροποίησης (Kim και συν., 2000), η φυτο-

οιστρογονική τους δράση (Gehm και συν., 1997) και η αναστολή της αγγειογένεσης 

(Paper 1998). 

1.6.4 Άλλες βιολογικές δράσεις φυτικών πολυφαινολών 

 Στις φυτικές πολυφαινόλες, εκτός από την αντιοξειδωτική δράση, την 

προστασία έναντι των ασθενειών του καρδιαγγειακού συστήµατος και του καρκίνου, 

έχουν αποδοθεί και µία σειρά από άλλες βιολογικές ιδιότητες όπως προστασία  έναντι 

της οστεοπόρωσης (Eaton-Evans 1994), δράση κατά του έλκους (Alarcon και συν., 

1994) αντιϊκές (Chu και συν., 1992) αντιαλλεργικές (Di Carlo και συν., 1999) και 

αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες (Della Loggia και συν., 1986), και δράση ανάλογη των 

οιστρογόνων (Manach και συν., 2004).  

  

 1.7 Σκοπός µελέτης 

 Η παρούσα µελέτη είχε ως αντικείµενο την εξέταση εκχυλισµάτων καθώς και 

φυτικών πολυφαινολών από ελληνικές ποικιλίες αµπέλου (Vitis vinifera) ως προς 

ορισµένες από τις βιολογικές τους ιδιότητες. Η χηµική σύσταση των σταφυλιών 

επηρεάζεται σηµαντικά από το έδαφος και τις κλιµατικές συνθήκες κατά συνέπεια 

διαφορετικές ποικιλίες µπορεί να παρουσιάζουν διαφορετικές βιολογικές ιδιότητες 

και αντίστοιχες µελέτες στις ελληνικές ποικιλίες είναι περιορισµένες  (Macheix και 
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συν., 1990; Soleas και συν., 1997). Επιπλέον αν και είναι γνωστές αρκετές από τις 

βιολογικές ιδιότητες των εκχυλισµάτων από σταφύλια και των συστατικών τους, οι 

µηχανισµοί στους οποίους οφείλονται δεν είναι γνωστοί και η διερεύνησή τους 

θεωρείται σηµαντική (De Flora και συν., 2001). 

 Εξετάστηκαν εκχυλίσµατα, µεθανολικά και υδατικά, από τις ποικιλίες 

Ασσύρτικο Σαντορίνης (άσπρα σταφύλια) και Μανδηλαριά Σαντορίνης (κόκκινα 

σταφύλια) (Σχήµα 1.9). Όπως έχει αναφερθεί οι σηµαντικότερες ουσίες των 

σταφυλιών όσον αφορά τη βιολογική δράση είναι οι φυτικές πολυφαινόλες. Γι’ αυτό 

το λόγο εξετάστηκαν πολυφαινολικά κλάσµατα από τα εκχυλίσµατα της ποικιλίας 

Μανδηλαριά Σαντορίνης. Συγκεκριµένα ένα µεθανολικό κλάσµα από το µεθανολικό 

εκχύλισµα και δύο κλάσµατα (ένα µεθανολικό και ένα οξικού αιθυλεστέρα) από το 

υδατικό εκχύλισµα. Η αποµόνωση των εκχυλισµάτων και των πολυφαινολικών 

κλασµάτων καθώς και ο καθορισµός της  σύστασής τους έγινε στο εργαστήριο 

Φαρµακογνωσίας και Χηµείας Φυτικών Προϊόντων της Φαρµακευτικής Σχολής του 

Πανεπιστηµίου Αθηνών (Σχήµα 1.10). Επίσης, εξετάστηκαν µονοµερείς φυτικές 

πολυφαινόλες που ανιχνεύτηκαν στα παραπάνω εκχυλίσµατα και κλάσµατα. Στον 

Πίνακα 1.1 φαίνεται η πολυφαινολική σύσταση των εκχυλισµάτων και των 

κλασµάτων. Οι εξεταζόµενες πολυφαινόλες ήταν: το καφεϊκό οξύ, το φερουλικό οξύ, 

το κουµαρικό οξύ, το γαλλικό οξύ, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ, η κερκετίνη, η ρουτίνη, η 

(+)-κατεχίνη, η (-)-επικατεχίνη και η ρεσβερατρόλη (Σχήµατα 1.11 και 1.12). Το 

καφεϊκό οξύ, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ, το κουµαρικό οξύ και η ρουτίνη δεν 

ανιχνεύτηκαν στα παραπάνω εκχυλίσµατα αλλά έχουν βρεθεί σε άλλες ποικιλίες 

σταφυλιών (Soleas και συν., 1997). Οι εξής βιολογικές ιδιότητες µελετήθηκαν: 
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1.  O προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης µε τη µέθοδο του DPPH που  

βασίζεται στην ικανότητα των εξεταζόµενων ουσιών να εξουδετερώνουν τη 

ρίζα  1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH). 

2.  Επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών σε µεταλλάξεις που προκαλούνται στο      

 DNA από οξειδωτικούς παράγοντες. Στην περίπτωση αυτή χρησιµοποιήθηκαν 

 τρεις διαφορετικές µέθοδοι: i) επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA από 

 τον οξειδωτικό παράγοντα µιτοµυκίνη C, ii) πρόκληση µεταλλάξεων σε 

 βακτηριακά  κύτταρα (S. typhimurium TA102) από τις µεταλλαξιγόνες 

 ουσίες µπλεοµυκίνη  και Η2Ο2 και iii) αύξηση των SCEs από τη 

 µεταλλαξιγόνο ουσία µιτοµυκίνη C σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

 λεµφοκυττάρων.  

3.  Η επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών στην προκαλούµενη από το όζον 

 οξείδωση της πρωτεΐνης SP-A του επιφανειοδραστικού παράγοντα του 

 πνεύµονα. 

4.  Η επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών στη δράση του ενζύµου  

  τοποϊσοµεράση Ι.  
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Σχήµα 1.9 Σταφύλια των ποικιλιών Μανδηλαριά Σαντορίνης (αριστερά) και 

Ασσύρτικο Σαντορίνης (δεξιά). 
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Σχήµα 1.10 Μετά την αφαίρεση του χυµού, ένα µέρος του στερεού υπολείµµατος των σταφυλιών 

εκχυλίστηκε µε µεθανόλη ενώ ένα άλλο µε νερό.  Στη συνέχεια οι διαλύτες εξατµίστηκαν  υπό µειωµένη 

πίεση για να παραχθεί το ξηρό υπόλειµµα του µεθανολικού εκχυλίσµατος και του υδατικού εκχυλίσµατος 

αντίστοιχα. Ένα µέρος από το µεθανολικό εκχύλισµα της ποικιλίας Μανδηλαριά υποβλήθηκε σε MPLC 

[RP-18 Si gel 60 Merck (20-40 µm)] (για την έκλουση χρησιµοποιήθηκε αρχικά νερό και στη συνέχεια 

µεθανόλη). Το µεθανολικό κλάσµα συλλέχτηκε και ο διαλύτης εξατµίστηκε υπό µειωµένη πίεση για να 

προκύψει το µεθανολικό κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα. Επίσης, ένα µέρος από το υδατικό 

εκχύλισµα της ποικιλίας Μανδηλαριά υποβλήθηκε σε MPLC [RP-18 Si gel 60 Merck (20-40 µm)] (για 

την έκλουση χρησιµοποιήθηκε αρχικά νερό και στη συνέχεια µεθανόλη). Το µεθανολικό κλάσµα 

συλλέχτηκε και ο διαλύτης εξατµίστηκε υπό µειωµένη πίεση για να προκύψει το µεθανολικό κλάσµα από 

το υδατικό εκχύλισµα. Ένα µέρος από το µεθανολικό κλάσµα του υδατικού εκχυλίσµατος εκχυλίστηκε 

δύο φορές µε διάλυµα οξικού αιθυλεστέρα/νερού για να παραχθεί το κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα του 

υδατικού εκχυλίσµατος. 

 

1kg Σταφύλια Ασσύρτικου 

75gr Μεθανολικό εκχύλισµα 23gr Υδατικό εκχύλισµα 

1kg Σταφύλια Μανδηλαριάς 

100gr Μεθανολικό εκχύλισµα 33gr Υδατικό εκχύλισµα 

10gr Μεθανολικό κλάσµα 7gr Μεθανολικό κλάσµα 2gr κλάσµατος  
οξικού αιθυλεστέρα 
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Πίνακας 1.1 Ποιοτική και ποσοτική σύσταση σε µονοµερείς πολυφαινόλες των εκχυλισµάτων από τις ποικιλίες Ασσύρτικο Σαντορίνης και 

Μανδηλαριά Σαντορίνης και των πολυφαινολικών κλασµάτων από την ποικιλία Μανδηλαριά Σαντορίνης. 
 Ασσύρτικο Σαντορίνης Μανδηλαριά Σαντορίνης 
     Υδατικό εκχύλισµα Υδατικό εκχύλισµα Μεθανολικό εκχύλισµα 

        
mg/g εκχυλίσµατος  Μεθανολικό 

εκχύλισµα 
Υδατικό 
εκχύλισµα 

Μεθανολικό 
εκχύλισµα 

Υδατικό 
εκχύλισµα 

Κλάσµα 
Οξικού αιθυλεστέρα 

Κλάσµα 
Μεθανολικό 

Κλάσµα 
Μεθανολικό 

Trans-ρεσβερατρόλη 0.01 0.02 0.22 0.04 20.11 0.1 0.9 
(+)-Κατεχίνη 2.25 4.09 0.9 0.35 55.38 0.9 2.72 
(-)-Επικατεχίνη 1.08 2.10 1.1 0.32 87.35 0.9 4.32 
Κερκετίνη 0.04 0.03 - 0.13 21.45 - 0.04 
Γαλλικό οξύ 0.22 0.48 1.23 1.57 330.38 2.1 2.07 
Φερουλικό οξύ - - - - - 0.01 0.14 
Σύνολο 3,6 6,72 3,45 2,41 516,47 4,01 10,19 
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Σχήµα 1.11 Χηµικές δοµές εξεταζόµενων πολυφαινολικών οξέων. Το καφεϊκό οξύ, το 

φερουλικό οξύ και το κουµαρικό οξύ είναι υδροξυκινναµικά οξέα, ενώ το γαλλικό οξύ και 

το πρωτοκατεχοϊκό οξύ είναι υδροξυβενζοϊκά οξέα. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Γαλλικό οξύ Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 

Καφεϊκό οξύ Φερουλικό οξύ Κουµαρικό οξύ 
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Σχήµα 1.12 Χηµικές δοµές εξεταζόµενων φλαβονοειδών και ρεσβερατρόλης. 

 

(+)-Κατεχίνη (-)-Επικατεχίνη 

Κερκετίνη Ρουτίνη 

Ρεσβερατρόλη 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΚΑΙ 

ΦΥΤΙΚΩΝ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΑΠΟ ΕΛΛΗΝΙΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ ΑΜΠΕΛΟΥ 

(VITIS VINIFERA)  
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ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΚΑΙ 

ΦΥΤΙΚΩΝ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΑΠΟ ΕΛΛΗΝΙΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ ΑΜΠΕΛΟΥ 

(VITIS VINIFERA)  

2.1 Γενικά 

 Η σηµαντικότερη ιδιότητα των εκχυλισµάτων από σταφύλια, του κρασιού 

καθώς και των φυτικών πολυφαινολών που περιέχουν, θεωρείται η αντιοξειδωτική 

τους δράση, δηλαδή η ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες και τις 

άλλες ΔΜΟ που παράγονται στους ζωντανούς οργανισµούς και που µπορούν να 

προκαλούν βλάβες σε βιολογικά µακροµόρια οδηγώντας στην πρόκληση διαφόρων 

ασθενειών (Murthy και συν., 2002; De Beer και συν., 2003; Landrault και συν., 

2001). Για παράδειγµα, η καρδιοπροστατευτική δράση του κρασιού αποδίδεται 

κυρίως στην ικανότητα των πολυφαινολών που περιέχει να παρεµποδίζουν την 

οξείδωση της λιποπρωτεΐνης χαµηλής πυκνότητας (LDL) (Teissedre και συν., 2000). 

Η οξείδωση της LDL θεωρείται σηµαντικός παράγοντας για το σχηµατισµό της 

αθηρωµατικής πλάκας στα αγγεία. Επιπλέον, στην αντιοξειδωτική δράση των 

πολυφαινολών οφείλεται εν µέρει και η πιθανή αντικαρκινική δράση εκχυλισµάτων 

από σταφύλια. Έχει αναφερθεί  ότι ένα πολυφαινολικό κλάσµα από σπέρµατα 

σταφυλιών ανέστειλε την επαγόµενη από 7,12-διµεθυλοβενζοανθρακίνη (DMBA) 

καρκινογένεση σε επιδερµίδα ποντικών, και αυτή η δράση οφειλόταν πιθανώς στην 

αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών του κλάσµατος (Zhao και συν., 1999). 

Επιπρόσθετα, εκχύλισµα από σπέρµατα σταφυλιών πλούσιο σε προανθοκυανιδίνες 

ανέστειλε την κυτταροτοξικότητα σε κερατινοκύτταρα που προκαλούνταν από 

οξειδωτικούς παράγοντες (Bagchi και συν., 2000). 

 Για την εκτίµηση της συνολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (Total 

Antioxidant Activity) των αντιοξειδωτικών ουσιών χρησιµοποιούνται διάφορες 
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µέθοδοι. Δύο από τις περισσότερο χρησιµοποιούµενες µεθόδους βασίζονται στον 

προσδιορισµό της ικανότητας των αντιοξειδωτικών ουσιών να εξουδετερώνουν τις 

ρίζες  1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο ή DPPH (Brand-Williams και συν., 1995) και 

2,2-αζινοδις-(3-αιθυλβενζοθειαζολίνη)-6-σουλφονικό οξύ ή ABTS•+ (Rice-Evans και 

συν., 1996). Σε αρκετές µελέτες η αντιοξειδωτική δράση που προκύπτει από τις 

παραπάνω µεθόδους συγκρίνεται µε τη δράση του Trolox (η υδατοδιαλυτή µορφή της 

βιταµίνης Ε) και εκφράζεται σε µονάδες TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity). Ως TEAC ορίζεται η συγκέντρωση εκείνη του διαλύµατος Trolox που έχει 

ίδια αντιοξειδωτική δράση µε διάλυµα συγκέντρωσης 1mM της υπό εξέτασης ουσίας 

(Rice-Evans και συν., 1996). Επίσης, µια από τις περισσότερο χρησιµοποιούµενες 

µεθόδους για να εξεταστεί αν µια ουσία µπορεί να αναστείλει την οξείδωση των 

λιπιδίων είναι το τεστ του θειοβαρβιτουρικού οξέος ή (Thiobarbituric Acid test ή 

ΤΒΑ test). Η οξείδωση των λιπιδίων των κυτταρικών µεµβρανών µπορεί να 

προκαλέσει σε αυτές διάφορες βλάβες ενώ η οξείδωση της LDL όπως αναφέρθηκε 

θεωρείται σηµαντικός αιτιολογικός παράγοντας για τις καρδιοπάθειες. Το ΤΒΑ τεστ 

στηρίζεται στο ότι τα λιπίδια όταν οξειδωθούν από κάποιο οξειδωτικό παράγοντα 

(π.χ. FeCl3) σχηµατίζουν διάφορα προϊόντα, κυρίως µαλονδιαλδεΰδη (MDA). Τα 

προϊόντα αυτά κάτω από όξινες συνθήκες και µε θέρµανση αντιδρούν µε το ΤΒΑ και 

σχηµατίζουν ένα έγχρωµο προϊόν που απορροφά στα 532nm. Όταν µια ουσία 

αναστέλλει το σχηµατισµό αυτού του προϊόντος θεωρείται ότι µπορεί να προστατεύει 

από οξείδωση τα λιπίδια. Στην παρούσα µελέτη για την εκτίµηση της αντιοξειδωτικής 

δράσης των εξεταζόµενων ουσιών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του DPPH. 
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2.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.2.1 Υλικά 

2.2.1.i Χηµικά αντιδραστήρια 

 Η χηµική ουσία 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH) ήταν από την 

εταιρεία Sigma (H.Π.Α.). Τα υπόλοιπα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν 

ήταν αναλυτικού βαθµού καθαρότητας και ήταν προϊόντα των εταιρειών Merck 

(Γερµανία) και Sigma (H.Π.Α.). 

2.2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.2.2.i Προσδιορισµός αντιοξειδωτικής δράσης µε τη µέθοδο DPPH• 

 Η µέθοδος, που αποτελεί µία παραλλαγή της µεθόδου που περιγράφηκε από 

τον Brand-Williams και τους συνεργάτες του (1995), στηρίζεται στην απορρόφηση 

της ρίζας 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH) (Σχήµα 2.1). To διάλυµα αυτής 

της ρίζας, το οποίο έχει µπλε χρώµα, µετράται φασµατοφωτοµετρικά στα 517nm. 

Όταν στο διάλυµα προστεθεί µία ουσία µε αντιοξειδωτική δράση τότε η ρίζα DPPH 

ανάγεται µε πρόσληψη ενός ατόµου υδρογόνου (ή ενός e-) και µετατρέπεται σε 1,1-

διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη (Σχήµα 2.1), η οποία έχει κίτρινο χρώµα, µε αποτέλεσµα 

να ελαττώνεται η οπτική απορρόφηση.   

 Κατά τη µέθοδο αυτή, σε 950µl µεθανόλης ή διαλύµατος των εξεταζόµενων 

ουσιών προστίθενται 50µl διαλύµατος DPPH έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της 

ρίζας να είναι 100µΜ. Τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µεθανόλη και DPPH 

αποτελούσαν τους θετικούς µάρτυρες. Ενώ δείγµατα που περιείχαν µόνο µεθανόλη 

χρησιµοποιήθηκαν για το µηδενισµό του φασµατοφωτοµέτρου. Στη συνέχεια τα 

δείγµατα επωάζονται στους 250C για 20 λεπτά στο σκοτάδι (το DPPH είναι 

φωτοευαίσθητο) και γίνεται φασµατοφωτοµέτρηση στα 517nm. H 

φασµατοφωτοµέτρηση έγινε µε συσκευή Hitachi U-1500 σε πλαστικές κυψελίδες του 
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1ml. Επίσης, ελέγχθηκε αν τα εκχυλίσµατα και οι πολυφαινόλες απορροφούσαν στις 

εξεταζόµενες συγκεντρώσεις στα 517nm. Οι εξεταζόµενες ουσίες ήταν διαλυµένες σε  

µεθανόλη, εκτός από την κερκετίνη και τη ρεσβερατρόλη που διαλύθηκαν σε DMSO. 

Για να εξεταστεί αν το DMSO επηρεάζει την απορρόφηση, χρησιµοποιήθηκαν 

δείγµατα που περιείχαν DPPH και DMSO. Σε κάθε πείραµα οι µετρήσεις γινότανε εις 

τριπλούν και έγιναν τουλάχιστον δύο πειράµατα για την εξέταση κάθε ουσίας. 

 Η % αναστολή σχηµατισµού (δηλαδή η εξουδετέρωση) της ρίζας DPPH 

υπολογίστηκε από τον τύπο: 

% αναστολή = (Αο - Αδ) / Αο Χ 100 

Αο: η οπτική απορρόφηση του θετικού µάρτυρα στα 517nm 

Αδ: η οπτική απορρόφηση του δείγµατος στα 517nm 

2.2.2.ii Στατιστική ανάλυση 

 Για την ανάλυση των αποτελεσµάτων υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές της 

απορρόφησης στα 517nm για κάθε δείγµα καθώς και η τυπική απόκλιση κάθε µέσης 

τιµής. Για να προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικά διαφορές µεταξύ των 

µέσων τιµών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος one-way ANOVA σε συνδυασµό µε το 

τεστ του Dunnett (οι υπολογισµοί έγιναν µε το πρόγραµµα SPSS 13.0). Επίσης, 

εκτιµήθηκε στατιστικά η συσχέτιση µεταξύ της αναστολής του σχηµατισµού της 

ρίζας του DPPH που προκαλούσαν οι εξεταζόµενες ουσίες και της συγκέντρωσής 

τους µε τον προσδιορισµό του συντελεστή συσχέτισης r κατά Spearman.  Επιπλέον, 

µε τη χρησιµοποίηση του προγράµµατος Kinet προσδιορίστηκε  το IC50, δηλαδή η 

συγκέντρωση των εξεταζόµενων ουσιών στην οποία προκαλούσαν µείωση των ριζών 

του DPPH κατά 50%. 
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Σχήµα 2.1 (Α) Χηµική δοµή της ρίζας 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζύλ (DPPH•). (B) 

Χηµική δοµή της 1,1-διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνης. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                     
 

 

 

(A) (B) 
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2.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ   

2.3.1 Πρότυπη καµπύλη  DPPH 

 Για την επιλογή της κατάλληλης συγκέντρωσης DPPH κατασκευάστηκε µία 

πρότυπη καµπύλη αναφοράς. Αυξανόµενες συγκεντρώσεις DPPH (5, 10, 20, 40 80 

και 100µΜ)  φωτοµετρήθηκαν στα 517nm (Σχήµα 2.2). Επιλέχθηκαν τα 100µΜ γιατί 

η συγκέντρωση αυτή βρίσκεται στο γραµµικό τµήµα της καµπύλης και προκαλούσε 

µία ικανοποιητική αύξηση στην απορρόφηση. 

2.3.2 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων και των 

πολυφαινολικών κλασµάτων αµπέλου µε τη µέθοδο του DPPH  

 Τα εκχυλίσµατα και από τις δύο ποικιλίες αµπέλου µείωσαν δοσοεξαρτώµενα 

την απορρόφηση του διαλύµατος DPPH στα 540nm σε συγκεντρώσεις 5-500µg/ml, 

γεγονός που δείχνει ότι µπορούσαν να εξουδετερώνουν τη ρίζα DPPH. Συγκεκριµένα, 

το µεθανολικό και το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) 

εξουδετέρωσαν δοσοεξαρτώµενα (r = -0,98, p<0,01; r = -0,99, p<0,01 αντίστοιχα) τη 

ρίζα DPPH (Σχήµατα 2.3-2.4 και Πίνακες 2.2-2.3) και οι τιµές του IC50 ήταν 

αντίστοιχα 25 και 40µg/ml (Πίνακας 2.1). Επίσης, το µεθανολικό και το υδατικό 

εκχύλισµα Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) εξουδετέρωσαν δοσοεξαρτώµενα             

(r = -0,97, p<0,01; r = -0,99, p<0,01 αντίστοιχα) τη ρίζα DPPH (Σχήµατα 2.5-2.6 και 

Πίνακες 2.4-2.5) και οι τιµές του IC50 ήταν αντίστοιχα 35 και 52µg/ml αντίστοιχα 

(Πίνακας 2.1). Σύµφωνα µε αυτές τις τιµές η σειρά δραστικότητας των εκχυλισµάτων 

ήταν: Μεθανολικό Μανδηλαριάς > Μεθανολικό Ασσύρτικου > Υδατικό 

Μανδηλαριάς > Υδατικό Ασσύρτικου. 

 Τα πολυφαινολικά κλάσµατα της ποικιλίας Μανδηλαριά εξουδετέρωσαν τη 

ρίζα DPPH σε συγκεντρώσεις 3-200µg/ml δείχνοντας αντιοξειδωτική δράση. Το 

κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα και το µεθανολικό κλάσµα από το υδατικό 
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εκχύλισµα εξουδετέρωσαν δοσοεξαρτώµενα (r = -0,97, p<0,01; r = -0,96, p<0,01 

αντίστοιχα) τη ρίζα DPPH (Σχήµατα 2.7-2.8 και Πίνακες 2.6-2.7) και οι τιµές του 

IC50 ήταν αντίστοιχα 19 και 46µg/ml (Πίνακας 2.1). Το µεθανολικό κλάσµα από το 

µεθανολικό εκχύλισµα εξουδετέρωσε δοσοεξαρτώµενα (r = -0,94, p<0,01) τη ρίζα 

DPPH (Σχήµα 2.9 και Πίνακας 2.8) και η τιµή του IC50 ήταν 92µg/ml (Πίνακας 2.1). 

Η σειρά δραστικότητάς τους ήταν: Κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό 

εκχύλισµα > Κλάσµα µεθανολικό από το υδατικό εκχύλισµα > Κλάσµα µεθανολικό 

από το µεθανολικό εκχύλισµα. 

 2.3.3 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράση των φυτικών πολυφαινολών µε τη 

µέθοδο του DPPH  

 Οι φυτικές πολυφαινόλες, µε εξαίρεση το κουµαρικό οξύ µείωσαν 

δοσοεξαρτώµενα την απορρόφηση του DPPH στα 540nm σε συγκεντρώσεις           

0,5-50µΜ δείχνοντας αντιοξειδωτική δράση. Συγκεκριµένα, τα δύο υδροξυβενζοϊκά 

οξέα, το γαλλικό οξύ και το πρωτοκατεχοϊκό οξύ, εξουδετέρωσαν δοσοεξαρτώµενα  

(r = -0,97, p<0,01; r = -0,89, p<0,01 αντίστοιχα) τη ρίζα DPPH (Σχήµατα 2.10-2.11 

και Πίνακες 2.9-2.10 αντίστοιχα) και οι τιµές του IC50 ήταν αντίστοιχα 7 και 29µΜ 

(Πίνακας 2.1). 

 Από τα υδροξυκινναµικά οξέα, το καφεϊκό οξύ και το φερουλικό οξύ, 

εξουδετέρωσαν δοσοεξαρτώµενα (r = -0,90, p<0,01; r = -0,86, p<0,01 αντίστοιχα) τη 

ρίζα DPPH (Σχήµατα 2.12-2.13 και Πίνακες 2.11-2.12). Η τιµή του IC50 για το 

καφεϊκό οξύ ήταν 11µΜ (Πίνακας 2.1). Το φερουλικό οξύ στη µεγαλύτερη 

συγκέντρωση (50µΜ) έδειξε 32% αναστολή. Σε αντίθεση το κουµαρικό οξύ, όπως 

αναφέρθηκε, στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις δεν παρουσίασε αντιοξειδωτική 

δράση  (Σχήµα 2.14 και Πίνακας 2.13). 
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 Από τα φλαβονοειδή, η (+)-κατεχίνη, η (-)-επικατεχίνη, η κερκετίνη και η 

ρουτίνη µείωσαν δοσοεξαρτώµενα (r = -0,96, p<0,01; r = -0,97, p<0,01; r = -0,96, 

p<0,01 και r = -0,86, p<0,01  αντίστοιχα) την απορρόφηση του DPPH στα 540nm 

(Σχήµατα 2.15-2.18 και Πίνακες 2.14-2.17) και οι τιµές του IC50 ήταν αντίστοιχα 14, 

11, 12 και 21µΜ (Πίνακας 2.1). Η trans-ρεσβερατρόλη µείωσε δοσοεξαρτώµενα (r = 

-0,81, p<0,01) την απορρόφηση του DPPH στα 540nm, αλλά παρουσίασε στατιστικά 

σηµαντική αναστολή µόνο στα 30 και 50µΜ κατά 15 και 25% αντίστοιχα (Σχήµα 

2.19 και Πίνακας 2.18). Η σειρά δραστικότητας των πολυφαινολών ήταν: γαλλικό 

οξύ > καφεϊκό οξύ = κερκετίνη = (-)-επικατεχίνη > (+)-κατεχίνη > ρουτίνη > 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ > φερουλικό οξύ > trans-ρεσβερατρόλη > κουµαρικό οξύ. 
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Σχήµα 2.2 Πρότυπη καµπύλη απορρόφησης DPPH. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + την 

τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα εις τριπλούν (n=9). 
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Πίνακας 2.1 Τιµές IC50 των εξεταζόµενων ουσιών. Το IC50 δείχνει τη συγκέντρωση 

στην οποία οι εξεταζόµενες ουσίες προκαλούν αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας 

του DPPH κατά 50%. 

  IC50
α  

    
Υδατικό εκχύλισµα Ασσύρτικου   52+7β  
Μεθανολικό εκχύλισµα Ασσύρτικου   35+5β  
Υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς   40+6β  
Μεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς   25+4β  
Κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα 
από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

 19+4β  

Κλάσµα µεθανολικό 
από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

 46+8β  

Κλάσµα µεθανολικό 
από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

 92+15β  

    
Καφεϊκό οξύ  11+2γ  
Φερουλικό οξύ     -δ  
Κουµαρικό οξύ     -ε  
Γαλλικό οξύ    7+1γ  
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ  29+2γ  
(+)-Κατεχίνη  14+3γ  
(-)-Επικατεχίνη  11+2γ  
Κερκετίνη  12+4γ  
Ρουτίνη  21+1γ  
Trans-Ρεσβερατρόλη      -ζ  
αΟι τιµές εκφράζονται ως IC50+SEM (τυπικό σφάλµα του µέσου όρου). βΣτα εκχυλίσµατα και 
τα κλάσµατα οι µονάδες συγκέντρωσης του IC50 είναι µg εκχυλίσµατος ανά ml. γΣτις 
πολυφαινόλες οι µονάδες συγκέντρωσης του IC50 είναι µΜ. δΣτη µεγαλύτερη συγκέντρωση 
(50µΜ) η αναστολή του φερουλικού οξέος ήταν 32%. εΤο κουµαρικό οξύ στις εξεταζόµενες 
συγκεντρώσεις δεν παρουσίασε στατιστικά σηµαντική αναστολή. ζΣτη µεγαλύτερη 
συγκέντρωση (50µΜ) η αναστολή της trans-ρεσβερατρόλης ήταν 25%. 
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Πίνακας 2.2 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού 

εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,063+0,015  
DPPH+Εκχύλισµα 3µg/ml 1,006+0,031  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,938+0,025*  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,791+0,025*  
DPPH+Εκχύλισµα 30µg/ml 0,577+0,025*  
DPPH+Εκχύλισµα50µg/ml 0,266+0,005*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,093+0,004*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,104+0,002*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.3 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς. 
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Πίνακας 2.3 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του υδατικού εκχυλίσµατος 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,071+0,010  
DPPH+Εκχύλισµα 3µg/ml 1,021+0,008*  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,965+0,014*  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,883+0,025*  
DPPH+Εκχύλισµα 30µg/ml 0,754+0,024*  
DPPH+Εκχύλισµα50µg/ml 0,456+0,050*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,178+0,014*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,108+0,008*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.4 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς. 
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Πίνακας 2.4 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού 

εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,088+0,025  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,984+0,011*  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,908+0,009*  
DPPH+Εκχύλισµα 25µg/ml 0,739+0,026*  
DPPH+Εκχύλισµα 50µg/ml 0,502+0,033*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,277+0,007*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,225+0,007*  
DPPH+Εκχύλισµα 500µg/ml 0,076+0,007*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.5 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το µεθανολικό εκχύλισµα Ασσύρτικου. 
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Πίνακας 2.5 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του υδατικού εκχυλίσµατος 

Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,038+0,037  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,984+0,026  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,929+0,026*  
DPPH+Εκχύλισµα 25µg/ml 0,789+0,030*  
DPPH+Εκχύλισµα 50µg/ml 0,598+0,047*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,379+0,011*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,234+0,004*  
DPPH+Εκχύλισµα 500µg/ml 0,042+0,005*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 

Σχήµα 2.6 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το υδατικό εκχύλισµα Ασσύρτικου. 
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Πίνακας 2.6 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του κλάσµατος οξικού 

αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 0,948+0,025  
DPPH+Εκχύλισµα 3µg/ml 0,874+0,005  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,797+0,021*  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,640+0,011*  
DPPH+Εκχύλισµα 30µg/ml 0,450+0,006*  
DPPH+Εκχύλισµα50µg/ml 0,101+0,002*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,046+0,007*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,059+0,016*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.7 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα του υδατικού εκχυλίσµατος 

Μανδηλαριάς. 
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Πίνακας 2.7 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού κλάσµατος 

από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,011+0,044  
DPPH+Εκχύλισµα 3µg/ml 0,973+0,037  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,929+0,043  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,860+0,023*  
DPPH+Εκχύλισµα 30µg/ml 0,761+0,022*  
DPPH+Εκχύλισµα50µg/ml 0,515+0,027*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,181+0,008*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,059+0,002*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.8 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το µεθανολικό κλάσµα του υδατικού εκχυλίσµατος 

Μανδηλαριάς. 
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Πίνακας 2.8 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του µεθανολικού κλάσµατος 

από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) µε τη µέθοδο του 

DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,010+0,004  
DPPH+Εκχύλισµα 3µg/ml 1,000+0,025  
DPPH+Εκχύλισµα 5µg/ml 0,996+0,047  
DPPH+Εκχύλισµα 10µg/ml 0,934+0,036*  
DPPH+Εκχύλισµα 30µg/ml 0,886+0,013*  
DPPH+Εκχύλισµα50µg/ml 0,701+0,028*  
DPPH+Εκχύλισµα 100µg/ml 0,471+0,002*  
DPPH+Εκχύλισµα 200µg/ml 0,167+0,010*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.9 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το µεθανολικό κλάσµα του µεθανολικού εκχυλίσµατος 

Μανδηλαριάς. 
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Πίνακας 2.9 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του γαλλικού οξέος µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 0,963+0,040  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 0,5µΜ 0,934+0,023  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 1µΜ 0,899+0,030  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 2µΜ 0,839+0,045*  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 4µΜ 0,719+0,029*  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 8µΜ 0,510+0,017*  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 16µΜ 0,164+0,022*  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 30µΜ 0,031+0,005*  
DPPH+Γαλλικό οξύ οξύ 50µΜ 0,030+0,004*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.10 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το γαλλικό οξύ. 
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Πίνακας 2.10 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του πρωτοκατεχοϊκού οξέος 

µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 0,928+0,057  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 0,5µΜ 0,927+0,048  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 1µΜ 0,928+0,063  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 2µΜ 0,896+0,043  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 4µΜ 0,847+0,044  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 8µΜ 0,721+0,021*  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 16µΜ 0,568+0,016*  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 30µΜ 0,483+0,035*  
DPPH+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 50µΜ 0,325+0,048*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.11 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το πρωτοκατεχοϊκό οξύ. 

 
 



 

 88 

Πίνακας 2.11 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του καφεϊκού οξέος µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 0,803+0,056  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 0,5µΜ 0,811+0,067  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 1µΜ 0,796+0,062  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 2µΜ 0,756+0,054  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 4µΜ 0,686+0,062  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 8µΜ 0,536+0,060*  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 16µΜ 0,272+0,012*  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 30µΜ 0,072+0,011*  
DPPH+Καφεϊκό οξύ οξύ 50µΜ 0,046+0,007*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.12 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το καφεϊκό οξύ. 
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Πίνακας 2.12 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του φερουλικού οξέος µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,193+0,040  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 0,5µΜ 1,219+0,016  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 1µΜ 1,193+0,020  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 2µΜ 1,176+0,029  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 4µΜ 1,152+0,056  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 8µΜ 1,061+0,064*  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 16µΜ 0,970+0,102*  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 30µΜ 0,929+0,087*  
DPPH+Φερουλικό οξύ οξύ 50µΜ 0,813+0,131*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.13 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το φερουλικό οξύ. 

 
 



 

 90 

Πίνακας 2.13 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του κουµαρικού οξέος µε 

τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,311+0,026  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 0,5µΜ 1,326+0,019  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 1µΜ 1,350+0,034  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 2µΜ 1,345+0,024  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 4µΜ 1,330+0,029  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 8µΜ 1,327+0,040  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 16µΜ 1,335+0,023  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 30µΜ 1,338+0,043  
DPPH+Κουµαρικό οξύ οξύ οξύ 50µΜ 1,328+0,039  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). Δεν 
υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 
 

 
 
Σχήµα 2.14 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από το κουµαρικό οξύ. 
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Πίνακας 2.14 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της (+)-κατεχίνης µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,041+0,034  
DPPH+Κατεχίνη 0,5µΜ 1,037+0,038  
DPPH+Κατεχίνη 1µΜ 1,012+0,025  
DPPH+Κατεχίνη 2µΜ 0,983+0,019*  
DPPH+Κατεχίνη 4µΜ 0,917+0,023*  
DPPH+Κατεχίνη 8µΜ 0,798+0,021*  
DPPH+Κατεχίνη 16µΜ 0,490+0,049*  
DPPH+Κατεχίνη 30µΜ 0,166+0,024*  
DPPH+Κατεχίνη 50µΜ 0,135+0,016*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.15 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από την (+)-κατεχίνη. 
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Πίνακας 2.15 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της (-)-επικατεχίνης µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 0,866+0,026  
DPPH+Επικατεχίνη 0,5µΜ 0,853+0,021  
DPPH+Επικατεχίνη 1µΜ 0,838+0,019  
DPPH+Επικατεχίνη 2µΜ 0,782+0,014*  
DPPH+Επικατεχίνη 4µΜ 0,697+0,009*  
DPPH+Επικατεχίνη 8µΜ 0,569+0,025*  
DPPH+Επικατεχίνη 16µΜ 0,333+0,031*  
DPPH+Επικατεχίνη 30µΜ 0,046+0,005*  
DPPH+Επικατεχίνη 50µΜ 0,052+0,005*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.16 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από την (-)-επικατεχίνη. 
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Πίνακας 2.16 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της κερκετίνης µε τη 

µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,295+0,058  
DPPH+Κερκετίνη 0,5µΜ 1,294+0,038  
DPPH+Κερκετίνη 1µΜ 1,230+0,032  
DPPH+Κερκετίνη 2µΜ 1,156+0,098  
DPPH+Κερκετίνη 4µΜ 1,084+0,057*  
DPPH+Κερκετίνη 8µΜ 0,891+0,074*  
DPPH+Κερκετίνη 16µΜ 0,648+0,031*  
DPPH+Κερκετίνη 30µΜ 0,133+0,016*  
DPPH+Κερκετίνη 50µΜ 0,123+0,012*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.17 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από την κερκετίνη. 
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Πίνακας 2.17 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της ρουτίνης µε τη µέθοδο 

του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,041+0,027  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 0,5µΜ 1,066+0,026  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 1µΜ 1,033+0,034  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 2µΜ 0,990+0,060  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 4µΜ 0,930+0,132  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 6µΜ 0,770+0,056*  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 8µΜ 0,496+0,078*  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 16µΜ 0,331+0,027*  
DPPH+Ρουτίνης οξύ 30µΜ 0,256+0,013*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.18 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από τη ρουτίνη. 
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Πίνακας 2.18 Προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης της trans-ρεσβερατρόλης 

µε τη µέθοδο του DPPH.   

 Απορρόφηση517nm
α  

   
DPPHβ 1,280+0,051  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 0,5µΜ 1,301+0,022  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 1µΜ 1,295+0,028  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 2µΜ 1,309+0,026  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 4µΜ 1,269+0,027  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 8µΜ 1,244+0,039  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 16µΜ 1,188+0,026  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 30µΜ 1,089+0,021*  
DPPH+Ρεσβερατρόλη 50µΜ 0,954+0,029*  

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση και προέκυψαν από τρία πειράµατα στα 
οποία έγιναν τρεις µετρήσεις για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του DPPH ήταν 100µΜ. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο DPPH (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
Σχήµα 2.19 Απεικονίζεται η % αναστολή στο σχηµατισµό της ρίζας DPPH λόγω 

εξουδετέρωσής της από τη trans-ρεσβερατρόλη. 
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2.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Σε αυτό το πειραµατικό µέρος προσδιορίστηκε η αντιοξειδωτική ικανότητα 

των εκχυλισµάτων αµπέλου και των φυτικών πολυφαινολών µε τη χρησιµοποίηση 

της µεθόδου DPPH. Τα εκχυλίσµατα και τα πολυφαινολικά κλάσµατα παρουσίασαν 

ισχυρή αντιοξειδωτική δράση όπως δείχνουν οι τιµές IC50, οι οποίες κυµαινότανε 

µεταξύ (19-92µg/ml). Δηλαδή, µε βάση την απόδοση των σταφυλιών σε εκχυλίσµατα 

(Σχήµα 1.10), η αντιοξειδωτική δράση παρουσιάστηκε σε συγκεντρώσεις που έχουν 

φυσιολογική σηµασία. Σύµφωνα µε τις τιµές IC50 των εκχυλισµάτων η σειρά 

δραστικότητάς τους ήταν: Μεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς > Μεθανολικό 

εκχύλισµα Ασσύρτικου > Υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς > Υδατικό εκχύλισµα 

Ασσύρτικου. Παρατηρούµε πως τα µεθανολικά εκχυλίσµατα ήταν πιο δραστικά από 

τα υδατικά, ενώ επίσης τα εκχυλίσµατα της ποικιλίας Μανδηλαριά (κόκκινα 

σταφύλια) ήταν πιο δραστικά από τα αντίστοιχά τους της ποικιλίας Ασσύρτικο 

(άσπρα σταφύλια). Ωστόσο, η σειρά περιεκτικότητας των εκχυλισµάτων σε 

πολυφαινόλες ήταν: Υδατικό εκχύλισµα Ασσύρτικου > Μεθανολικό εκχύλισµα 

Ασσύρτικου > Μεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς > Υδατικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (Πίνακας 1.1). Δηλαδή η σειρά δραστικότητας των εκχυλισµάτων µε 

βάση την αντιοξειδωτική τους δράση δεν ήταν αντίστοιχη µε τη σειρά που προκύπτει 

από την περιεκτικότητά τους σε µονοµερείς πολυφαινόλες.  

 Το ίδιο παρατηρήθηκε και µε τα πολυφαινολικά κλάσµατα της ποικιλίας 

Μανδηλαριά. Σε αυτή την περίπτωση η σειρά δραστικότητας των κλασµάτων µε 

βάση την αντιοξειδωτική τους δράση είναι: Κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα > Κλάσµα µεθανολικό από το υδατικό εκχύλισµα > Κλάσµα 

µεθανολικό από το µεθανολικό εκχύλισµα. Ωστόσο, η σειρά περιεκτικότητας των 

κλασµάτων σε πολυφαινόλες είναι: Κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό 
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εκχύλισµα > Κλάσµα µεθανολικό από το µεθανολικό εκχύλισµα > Κλάσµα 

µεθανολικό από το υδατικό εκχύλισµα (Πίνακας 1.1). Παρατηρούµε ότι το 

µεθανολικό κλάσµα από το υδατικό εκχύλισµα είχε µεγαλύτερη αντιοξειδωτική 

δράση από το µεθανολικό κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα αν και περιείχε 

µικρότερη συγκέντρωση πολυφαινολών (4,01 έναντι 10,19 µg πολυφαινολών ανά g 

κλάσµατος).  Δηλαδή µόνο στην περίπτωση του κλάσµατος του οξικού αιθυλεστέρα 

υπήρξε συσχέτιση ανάµεσα στη µεγάλη του συγκέντρωση σε πολυφαινόλες και στην 

ισχυρή αντιοξειδωτική του δράση. Επιπλέον, το µεθανολικό κλάσµα από το υδατικό 

εκχύλισµα έχει τιµή IC50 46µg/ml, που είναι παραπλήσια µε την τιµή του υδατικού 

εκχυλίσµατος (40µg/ml), ενώ το κλάσµα περιέχει µεγαλύτερη ποσότητα 

πολυφαινολών σε σχέση µε το εκχύλισµα (4,01 µg πολυφαινολών ανά gr κλάσµατος 

έναντι 2,41 µg πολυφαινολών ανά gr εκχυλίσµατος). Επιπρόσθετα, το µεθανολικό 

κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα έχει τιµή  έχει τιµή IC50 92µg/ml, που είναι 

µεγαλύτερη από την αντίστοιχη τιµή (25µg/ml) του µεθανολικού εκχυλίσµατος, ενώ 

το κλάσµα περιέχει µεγαλύτερη ποσότητα πολυφαινολών σε σχέση µε το εκχύλισµα 

(10,19 µg πολυφαινολών ανά gr κλάσµατος έναντι 3,45 µg πολυφαινολών ανά gr 

εκχυλίσµατος). Κατά συνέπεια, τα αποτελέσµατα δείχνουν πως η αντιοξειδωτική 

δράση των εκχυλισµάτων και των κλασµάτων τους δεν οφείλεται µόνο στις 

µονοµερείς πολυφαινόλες που περιέχουν αλλά και σε άλλες ουσίες. Για παράδειγµα, 

τα εκχυλίσµατα αµπέλου περιέχουν ολιγοµερείς και πολυµερείς µορφές των 

πολυφαινολών (π.χ. προκυανιδίνες) που παρουσιάζουν σηµαντική αντιοξειδωτική 

δράση (Torres και συν., 2002).  

 Όσον αφορά τις πολυφαινόλες, όλες µε εξαίρεση το κουµαρικό οξύ, 

εµφάνισαν αντιοξειδωτική δράση εξουδετερώνοντας τη ρίζα DPPH. Ήταν επίσης 

σηµαντικό ότι οι τιµές IC50 ορισµένων από αυτές (του καφεϊκού οξέος, του γαλλικού 
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οξέος, της κερκετίνης και της (-)-επικατεχίνης) ήταν κοντά στα 10µΜ, δηλαδή σε 

συγκεντρώσεις που µπορούν να επιτευχθούν στους οργανισµούς µέσω της δίαιτας. Η 

σειρά δραστικότητάς τους ήταν: γαλλικό οξύ > καφεϊκό οξύ = κερκετίνη =                

(-)-επικατεχίνη > (+)-κατεχίνη > ρουτίνη > πρωτοκατεχοϊκό οξύ > φερουλικό οξύ > 

trans-ρεσβερατρόλη > κουµαρικό οξύ. Παρατηρούµε ότι µεταξύ των δύο 

υδροξυβενζοϊκών οξέων, του γαλλικού οξέος και του πρωτοκατεχοϊκού οξέος, πιο 

δραστικό ήταν το γαλλικό οξύ. Το ίδιο είχε παρατηρηθεί και σε άλλες µελέτες όπου 

είχε χρησιµοποιηθεί η µέθοδος DPPH (Sroka και Cisowski 2003; Fukumoto και 

Mazza 2000). Η διαφορά τους είναι ότι το γαλλικό οξύ έχει µια περισσότερη 

υδροξυλοµάδα από το πρωτοκατεχοϊκό οξύ (Σχήµα 1.11) και άρα µπορεί να δώσει 

περισσότερα άτοµα υδρογόνου για την εξουδετέρωση ελευθέρων ριζών (Rice-Evans 

και συν., 1996). Η σειρά δραστικότητας των τριών υδροξυκινναµικών οξέων, δηλαδή 

του καφεϊκού οξέος, του φερουλικού οξέος και του κουµαρικού οξέος, ήταν σύµφωνη 

µε άλλες µελέτες (Fukumoto και Mazza 2000; Burdette και συν., 2002). Το καφεϊκό 

οξύ, που παρουσίασε τη µεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση, διαφέρει από τα άλλα 

δύο υδροξυκινναµικά οξέα στο ότι έχει δύο υδροξυλοµάδες στις θέσεις 3 και 4 

(κατεχολική δοµή), ενώ το κουµαρικό οξύ έχει µόνο ένα υδροξύλιο και στο 

φερουλικό οξύ το ένα από τα δύο υδροξύλια έχει αντικατασταθεί από µία µεθόξυ 

οµάδα (Σχήµα 1.11). Πιστεύεται ότι λόγω αυτής της δοµής το καφεϊκό οξύ εµφανίζει 

ισχυρές αντιοξειδωτικές ιδιότητες (Lodovici και συν., 2001; Rice-Evans και συν., 

1996). Επίσης, το φερουλικό οξύ είναι πιο δραστικό από το κουµαρικό οξύ (το οποίο 

δεν παρουσίασε στατιστικά σηµαντική αναστολή στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις), 

και πιστεύεται ότι αυτό οφείλεται στην ύπαρξη της µεθόξυ οµάδας (Rice-Evans και 

συν., 1996). Η κερκετίνη ήταν πιο δραστική από τη γλυκοσυλιωµένη της µορφή, τη 

ρουτίνη (Σχήµα 1.12). Πιστεύεται ότι η προσθήκη σακχάρων ελαττώνει την 
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αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών γιατί ελαττώνει τον αριθµό των 

υδροξυλοµάδων που µπορούν να δώσουν άτοµα υδρογόνου για την εξουδετέρωση 

ελευθέρων ριζών, ενώ επίσης διαταράσσεται η επίπεδη στερεοδιάταξη της 

πολυφαινόλης (Heim και συν., 2002). Όπως έχει αναφερθεί (παράγραφος 1.6.1) όταν 

το µόριο της πολυφαινόλης είναι επίπεδο διευκολύνεται η µετατόπιση ηλεκτρονίων 

µέσα στο µόριο της, µε αποτέλεσµα η φαινολική ρίζα που προκύπτει να είναι 

περισσότερο σταθερή. Οι τιµές IC50 των στερεοϊσοµερών (-)-επικατεχίνης και        

(+)-κατεχίνης ήταν 11 και 14µΜ αντίστοιχα, µε την (-)-επικατεχίνη δηλαδή να 

εµφανίζει σχετικά  µεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση, όπως έχει αναφερθεί και σε 

άλλες µελέτες (Fauconneau και συν., 1997). Επίσης, ήταν ενδιαφέρον ότι το 

στιλβένιο trans-ρεσβερατρόλη, µια από τις περισσότερο µελετηµένες πολυφαινόλες 

που έχει παρουσιάσει σηµαντικές βιολογικές ιδιότητες (Dong 2003; Jang και συν., 

1997), εµφάνισε µικρή αντιοξειδωτική δράση σε σχέση µε τις υπόλοιπες 

πολυφαινόλες.  
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ΜΕΛΕΤΗ ΑΝΤΙΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΟΝΟΥ ΔΡΑΣΗΣ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ, 

ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΚΛΑΣΜΑΤΩΝ ΚΑΙ ΦΥΤΙΚΩΝ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 

ΑΠΟ ΕΛΛΗΝΙΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ ΑΜΠΕΛΟΥ (VITIS VINIFERA) 

3.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 Ως µετάλλαξη ορίζεται κάθε κληρονοµήσιµη αλλαγή του γενετικού υλικού, η 

οποία δεν δηµιουργείται από τους γνωστούς µηχανισµούς που ανασυνδυάζουν τα 

γονίδια (δηλαδή τον εγγενή τρόπο αναπαραγωγής, τον τυχαίο ανασυνδυασµό των 

ασύνδετων γονιδίων και τη χιασµατυπία) ή την ενσωµάτωση ξένου γενετικού υλικού. 

Ο µηχανισµός της αλλαγής από τη µια κληρονοµήσιµη κατάσταση στην άλλη 

ονοµάζεται µεταλλαξιγένεση και το µέσο που προκαλεί την αλλαγή µεταλλαξιγόνο. 

Ένα άτοµο µε µετάλλαξη που εκφράζεται και φαινοτυπικά ονοµάζεται µετάλλαγµα 

(Τριανταφυλλίδης 1992).  

Ανάλογα µε τη µονάδα του γενετικού υλικού που αλλάζει, οι µεταλλάξεις 

διακρίνονται σε:  

α) Γονιδιακές µεταλλάξεις ή µεταλλάξεις σηµείου που έχουν σχέση µε την αλλαγή 

ενός µόνο γονιδίου µε αποτέλεσµα να δηµιουργείται ένα νέο αλληλόµορφο. 

β) Χρωµοσωµατικές µεταλλάξεις που σχετίζονται µε αλλαγές στη δοµή των 

χρωµοσωµάτων. 

γ) Γενωµατικές µεταλλάξεις που έχουν σχέση µε αλλαγές στον αριθµό των 

χρωµοσωµάτων. 

Οι µεταλλάξεις µπορούν να δηµιουργηθούν είτε σε γεννητικά κύτταρα (γεννητικές 

µεταλλάξεις) είτε σε σωµατικά κύτταρα (σωµατικές µεταλλάξεις). Οι γεννητικές 

µεταλλάξεις είναι κληρονοµήσιµες ενώ οι σωµατικές µεταλλάξεις παράγουν 

µεταλλαγµένο φαινότυπο µόνο σε τµήµα του οργανισµού. Οι µεταλλάξεις είναι 

δυνατό να δηµιουργούνται: i) φυσικά (αυτόµατα ή αυθόρµητα), ii) τεχνητά και iii) 

κατευθυνόµενα. Οι φυσικές µεταλλάξεις είναι δυνατό να δηµιουργούνται από τις 
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κοσµικές ακτινοβολίες, από λάθη κατά την αντιγραφή του DNA, αλλά ακόµη και από 

µεταθετά γενετικά στοιχεία. Οι τεχνητές µεταλλάξεις δηµιουργούνται µε την 

επίδραση µεταλλαξιγόνων παραγόντων κυρίως ακτινοβολιών (π.χ. ακτίνες Χ, 

ακτίνες-γ) και χηµικών ενώσεων πάνω στους οργανισµούς. Η κατευθυνόµενη 

µεταλλαξιγένεση προκύπτει από την in vitro χηµική τροποποίηση του DNA.  

3.1.1 Μεταλλαξιγένεση και οξειδωτικό στρες 

 Οι ΔΜΟ/ΔΜΑ µπορούν να προκαλέσουν σηµαντικές βλάβες στο DNA, 

κυρίως θραύσεις των κλώνων του DNA και χηµική τροποποίηση των βάσεών του. Οι 

θραύσεις των κλώνων του DNA µπορούν να οδηγήσουν σε υπερβολική ενεργοποίηση 

του ενζύµου πολύ(ADP-ριβόζη)πολυµεράση (PARP) µε αποτέλεσµα τον κυτταρικό 

θάνατο. Το ένζυµο αυτό είναι συνδεδεµένο µε τη χρωµατίνη και ριβοσυλιώνει τις 

πυρηνικές πρωτεΐνες χρησιµοποιώντας ως δότη για την ADP-ριβόζη το νικοτιναµινο-

αδενινο- δινουκλεοτίδιο (NAD+). H ριβοσυλίωση αυτή πιστεύεται ότι διευκολύνει 

την επιδιόρθωση των βλαβών του DNA. Ωστόσο, υπερβολική ενεργοποίηση του 

ενζύµου PARP οδηγεί σε εξάντληση του NAD+ και σε µειωµένη σύνθεση ATP και 

τελικά σε κυτταρικό θάνατο (Szabo και συν., 1996). 

 Η τροποποίηση των βάσεων του DNA µπορεί να προκαλέσει το σχηµατισµό 

µεταλλάξεων είτε άµεσα είτε έµµεσα κατά το διπλασιασµό του DNA ή κατά τη 

διάρκεια επιδιόρθωσης των βλαβών του (Rodriguez και συν., 1995). Για παράδειγµα, 

οι ΔΜΑ απαµινώνουν την αδενίνη (A) σε υποξανθίνη (HX) και την κυτοσίνη (C) σε 

ουρακίλη (U). Έτσι ενώ η αδενίνη ζευγαρώνει µε τη θυµίνη (Τ), η υποξανθίνη µπορεί 

να ζευγαρώσει µε την κυτοσίνη. Επίσης, ενώ η κυτοσίνη ζευγαρώνει µε τη γουανίνη 

(G), η ουρακίλη ζευγαρώνει µε την αδενίνη. Το τελικό αποτέλεσµα αυτών των 

τροποποιήσεων είναι µεταλλάξεις όπου ένα ζευγάρι βάσεων αντικαθίσταται από ένα 

άλλο, και πιο συγκεκριµένα µεταλλάξεις µετάπτωσης (transition mutations). Στις 
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µεταλλάξεις µετάπτωσης αντικαθίσταται µια βάση πουρίνης (δηλαδή η αδενίνη ή η 

γουανίνη) από µια άλλη βάση πουρίνης, ή µια βάση πυριµιδίνης (δηλαδή η κυτοσίνη 

ή η θυµίνη) από µια άλλη βάση πυριµιδίνης. 

 

G-C                    G-U                  Α-U                  A-T  

 

 

A-T                    HX-T                  HX-C                   G-C 

Ορισµένα από τα προϊόντα που σχηµατίζονται από την τροποποίηση των βάσεων του 

DNA από τη ρίζα ΟΗ• είναι η γλυκολ-θυµίνη που µπορεί να σταµατήσει το 

διπλασιασµό του DNA ή να οδηγήσει σε µετάλλαξη µετάπτωσης του τύπου Τ→C, 

και η 8-υδροξυγουανίνη (8OHG) που προκαλεί µεταλλάξεις µεταστροφής 

(transversion mutations). Στις µεταλλάξεις µεταστροφής µια βάση πουρίνης 

αντικαθίσταται από µια βάση πυριµιδίνης και αντίστροφα. Αυτό συµβαίνει γιατί η              

8-υδροξυγουανίνη ζευγαρώνει λανθασµένα µε αδενίνη.   

 

G-C                     8OHG-C                   8OHG-A                   T-A 

 

H κατανοµή των µεταλλάξεων που προκαλούνται από ΔΜΟ/ΔΜΑ δεν είναι τυχαία 

αλλά παρατηρούνται σε ορισµένα ‘θερµά σηµεία’ (hotspots). Αυτό µπορεί να 

οφείλεται σε διάφορους λόγους όπως η δυνατότητα πρόσβασης των ΔΜΟ/ΔΜΑ στο 

DNA (για παράδειγµα οι περιοχές του DNA που συνδέουν τα νουκλεοσώµατα είναι 

περισσότερο εκτεθειµένες από ότι τα ίδια τα νουκλεοσώµατα), ενώ επίσης υπάρχει 

µεγαλύτερη πιθανότητα σχηµατισµού της ρίζας ΟΗ• από την αντίδραση Fenton 

(παράγραφος 1.2.1, αντίδραση 1.2) σε περιοχές του DNA όπου συνδέονται ιόντα 

ΔΜΑ 

    C απαµίνωση 

DNA 

αντιγραφή 

DNA 

αντιγραφή 

ΔΜΑ 

    A απαµίνωση 

DNA 

αντιγραφή 

DNA 

αντιγραφή 

OH• DNA DNA 

αντιγραφή αντιγραφή 
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µεταβατικών µετάλλων (Halliwell και Gutteridge 1998). Οι περισσότερο συχνές 

µεταλλάξεις που προκαλούνται από τις ΔΜΟ είναι µεταπτώσεις του τύπου C → T και 

µεταστροφές του τύπου G → C και G → T, ενώ επίσης συνήθως στις µεταλλάξεις 

αυτές εµπλέκεται η 8-υδροξυγουανίνη. Γενικά, το πρότυπο των µεταλλάξεων που 

προκαλούνται σε ένα γονίδιο από τις ΔΜΟ/ΔΜΑ εξαρτάται από τη διαµόρφωση και 

την ακολουθία των βάσεων του, από τον τύπο της DNA πολυµεράσης που αντιγράφει 

το γονίδιο και από τη διαµόρφωση του DNA στις γειτονικές του περιοχές που µπορεί 

να επηρεάζει την ακρίβεια της αντιγραφής από τις πολυµεράσες (Moraes και συν., 

1990). 

 Οι µεταλλάξεις που προκαλούνται από διάφορους παράγοντες, όπως το 

οξειδωτικό στρες, στο DNA θεωρούνται ένα σηµαντικό στάδιο κατά την 

καρκινογένεση, καθώς και σε άλλες εκφυλιστικές διαδικασίες όπως είναι οι 

καρδιοπάθειες, οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες (π.χ. Αλτσχάιµερ, Πάρκινσον) και η 

πρόωρη γήρανση (Wiseman και συν., 1995; Finkel και Holbrook 2000; McCord και 

συν., 1993). Για παράδειγµα, σύµφωνα µε τη θεωρία του ‘πολυσταδιακού µοντέλου’, 

οι µεταλλάξεις αποτελούν βασικό παράγοντα και στα τρία στάδια της 

καρκινογένεσης: την έναρξη (initiation), την προαγωγή (promotion) και την πρόοδο 

(progression) (Κουρέτας 2003). Η έναρξη, το πρώτο στάδιο, προκαλείται από τη 

δηµιουργία µη αντιστρεπτών βλαβών στο DNA (πιθανότατα σε γονίδια που ελέγχουν 

τον πολλαπλασιασµό, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση) σε ένα ‘αρχικό κύτταρο’ 

(initiated cell) που βρίσκεται κάτω από την επίδραση ενός µεταλλαξιγόνου 

παράγοντα. Έτσι δηµιουργείται ένα κύτταρο που µπορεί να εκτελεί µεγαλύτερο 

αριθµό µιτώσεων από ότι κανονικά θα έκανε (Trosko και Chang 1989). Στο δεύτερο 

στάδιο, την προαγωγή, τα αρχικά µεταλλαγµένα κύτταρα πολλαπλασιάζονται κάτω 

από την επίδραση µιτογόνων παραγόντων (προαγωγέων) µε τελική κατάληξη το 
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σχηµατισµό ενός κλώνου από µεταλλαγµένα κύτταρα. Σε ένα από αυτά τα κύτταρα, 

µία ‘κρίσιµη’ µετάλλαξη το µετατρέπει στο πρώτο προ-καρκινογόνο κύτταρο. Η 

προαγωγή συνήθως διαρκεί αρκετά χρόνια και είναι ένα αντιστρεπτό στάδιο αφού 

αφαίρεση του προαγωγέα συχνά έχει ως αποτέλεσµα ο ιστός να επανέρθει στην 

φυσιολογική του κατάσταση αν και θα περιέχει ‘αρχικά κύτταρα’ (Trosko και συν., 

1983). Στο τελικό µη αντιστρεπτό στάδιο, την πρόοδο, το προ-καρκινικό κύτταρο 

µετατρέπεται σε καρκινικό εξαιτίας νέων µεταλλάξεων που έχουν ως αποτέλεσµα την 

έκφραση του καρκινικού φαινότυπου, δηλαδή ενός κυτταρικού κλώνου µε αυξηµένη 

ικανότητα πολλαπλασιασµού, διείσδυσης και µετάστασης (Kerbel και συν., 1984).  

3.1.2 Αντιµεταλλαξιγόνος δράση φυτικών πολυφαινολών 

 Μελέτες που αφορούν την αντιµεταλλαξιγόνο δράση των φυτικών 

πολυφαινολών έχουν δείξει ότι οι κυριότεροι µηχανισµοί µέσω των οποίων πιθανώς 

ασκείται αυτή η δράση είναι οι εξής: 

1. Αναστολή της πρόσληψης του µεταλλαξιγόνου, όπως του βενζοπυρενίου από τα 

κύτταρα (Hatch και συν., 2000). 

2. Αναστολή της οµοιοπολικής σύνδεσης µεταλλαξιγόνων µε το DNA (σχηµατισµός 

DNA adducts). Για παράδειγµα, η κερκετίνη, η γενιστεΐνη και η τανγερετίνη 

ανέστειλαν το σχηµατισµό DNA adducts στο παχύ έντερο αρουραίων στους 

οποίους είχε χορηγηθεί το µεταλλαξιγόνο PhIP (Breinhold και συν., 1999). 

3. Αναστολή της νιτροσυλίωσης του DNA. Αρκετά χηµικά µεταλλαξιγόνα, όπως Ν-

νιτροζο ενώσεις (που σχηµατίζονται στο στοµάχι από νιτρικές ή νιτρώδης 

ενώσεις) δρουν µέσω νιτροσυλίωσης των βάσεων του DNA (Κουρέτας 2003). 

Έχει αναφερθεί ότι το γαλλικό οξύ και το ταννικό οξύ µείωσαν τη 

µεταλλαξιγένεση που προκάλεσαν Ν-νιτροζο ενώσεις σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium (Gichner και συν., 1987). Επίσης, το καφεϊκό οξύ και το φερουλικό 
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οξύ ανέστειλαν το σχηµατισµό Ν-νιτροζο ενώσεων σε αρουραίους στους οποίους 

είχαν χορηγηθεί αµινοπυριδίνη και νιτρικό οξύ (Kuenzig και συν., 1984). 

Ωστόσο, υπάρχουν και πολυφαινόλες που προκαλούν νιτροσυλίωση του DNA 

(Pignatelli και συν., 1980). 

4. Επαγωγή των ενζύµων που συµµετέχουν στους µηχανισµούς επιδιόρθωσης των 

βλαβών του DNA. Για παράδειγµα, η πολυφαινόλη βανιλλίνη και το ισοµερές της 

ο-βανιλλίνη µείωναν τις µεταλλάξεις που προκαλούσαν αλκυλιωτικοί παράγοντες 

σε κύτταρα Escherichia coli. Η αναστολή αυτή οφειλότανε σε επαγωγή του 

µηχανισµού επιδιόρθωσης SOS (Takahashi και συν., 1990). Επιπλέον έχει 

αναφερθεί ότι η µυρικετίνη έχει προκαλέσει επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου 

της DNA-πολυµεράσης β (το ένζυµο αυτό διαθέτει ιδιότητες επιδιόρθωσης) µε 

αποτέλεσµα τη µείωση οξειδωτικών βλαβών που προκαλούνταν στο DNA από 

άλατα µετάλλων (Abalea και συν., 1999).  

5. Αναστολή ή επαγωγή των ενζύµων µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών 

(ενζυµικό σύστηµα του κυτοχρώµατος Ρ450). Αρκετές πολυφαινόλες αναστέλουν 

τα ένζυµα της φάσης Ι του µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών που 

µετατρέπουν προ-καρκινογόνες ουσίες σε καρκινογόνες (Lee και συν., 1994). 

Πρέπει όµως να σηµειωθεί ότι οι περισσότερες πολυφαινόλες έδειξαν αναστολή 

σε συγκεντρώσεις που δεν µπορούν να επιτευχθούν µέσω της δίαιτας. Επίσης, σε 

µία µελέτη το ελλαγικό οξύ µείωσε τα επίπεδα των ενζύµων  της φάσης Ι του 

µεταβολισµού στο ήπαρ αρουραίων, αλλά προτάθηκε ότι αυτό οφειλότανε σε µια 

µη επιλεκτική καταστροφή αυτών των ενζύµων από το ελλαγικό οξύ (Ayrton και 

συν., 1992). Επιπλέον, ορισµένες πολυφαινόλες προκαλούν επαγωγή των ενζύµων 

της φάσης ΙΙ του µεταβολισµού των ξενοβιοτικών ουσιών (π.χ. GST, CYP1A2, 
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CYP2E1 και CYP3A1), που συµβάλλουν στην αποµάκρυνση των καρκινογόνων 

ουσιών (Prochaska και Talany 1988; Helsby και συν., 1997).  

6. Αναστολή των βλαβών που προκαλούνται στο DNA µέσω οξειδωτικών 

µηχανισµών (Ferguson 2001). Όπως έχει αναφερθεί (παράγραφος 1.6.1) µια από 

τις πιο σηµαντικές ιδιότητες των φυτικών πολυφαινολών είναι η αντιοξειδωτική 

τους δράση που εκδηλώνεται µέσω διάφορων µηχανισµών. Κατά συνέπεια 

µελέτες έχουν δείξει ότι ορισµένες φυτικές πολυφαινόλες µπορούν να 

προστατεύουν το DNA από οξειδωτικές βλάβες. Για παράδειγµα, η µυρικετίνη 

µείωνε τις οξειδωτικές βλάβες του DNA που επάγονταν από σίδηρο σε 

καλλιέργειες από ηπατοκύτταρα αρουραίου (Abalea και συν., 1999). 

  

 Λόγω του ότι οι ΔΜΟ/ΔΜΑ αποτελούν έναν από τους κύριους παράγοντες 

µεταλλαξιγένεσης στα κύτταρα και άρα πρόκλησης ασθενειών, όλοι οι αερόβιοι 

οργανισµοί διαθέτουν αµυντικούς µηχανισµούς για να αντιµετωπίζουν τις συνέπειες 

της κυτταρικής βλάβης που προκαλείται από οξειδωτικούς µηχανισµούς (παράγραφος 

1.2.2). Τα εκχυλίσµατα των σταφυλιών παρουσιάζουν ισχυρές αντιοξειδωτικές 

ιδιότητες. Έτσι σε αυτό το πειραµατικό µέρος εξετάστηκε η πιθανή 

αντιµεταλλαξιγόνος δράση των εκχυλισµάτων από σταφύλια ελληνικών ποικιλιών 

αµπέλου έναντι µεταλλαξιγόνων ουσιών που δρουν µέσω οξειδωτικών µηχανισµών, 

ως ένας µηχανισµός χηµειοπροστατευτικής δράσης. Επιπλέον, επειδή τα κυριότερα 

αντιοξειδωτικά συστατικά των σταφυλιών θεωρούνται οι φυτικές πολυφαινόλες, 

εξετάστηκαν πολυφαινολικά κλάσµατα από τα εκχυλίσµατα καθώς και φυτικές 

πολυφαινόλες.        

 Για να εξεταστεί η αντιµεταλλαξιγόνος δράση χρησιµοποιήθηκαν τρία 

πειραµατικά µοντέλα: i) αποµονωµένο πλασµιδιακό DNA, ii) βακτηριακά κύτταρα 
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(Salmonella typhimurium) και iii) ευκαρυωτικά κύτταρα (λεµφοκύτταρα). 

Συγκεκριµένα, οι µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 

1) H επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA µε τη χρήση µιτοµυκίνης C. 

2) Πρόκληση µεταλλάξεων σε βακτηριακά κύτταρα (S. typhimurium TA102) από 

τις µεταλλαξιγόνες ουσίες µπλεοµυκίνη και Η2Ο2 (τεστ του Ames). 

3) Αύξηση των ανταλλαγών χρωµοσωµικών τµηµάτων (Sister Chromatid 

Exchanges ή SCEs) από τη µεταλλαξιγόνο ουσία µιτοµυκίνη C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

3.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.2.1 ΥΛΙΚΑ 

3.2.1.i Χηµικά αντιδραστήρια και θρεπτικά υλικά  

 Τα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν αναλυτικού βαθµού 

καθαρότητας και ήταν προϊόντα των εταιρειών Merck (Γερµανία), Pancreac (Ισπανία) 

και Sigma (H.Π.Α.). Τα θρεπτικά υλικά ήταν των εταιρειών Merck, Biochrom (Μ.Β.) 

και Pancreac (Ισπανία). H µπλεοµυκίνη ήταν από την εταιρεία Nippon Kayaku 

(Ιαπωνία) ενώ η µιτοµυκίνη C ήταν από την Kyowa (Ιαπωνία). 

3.2.1.ii Οργανισµοί 

 Στη δοκιµή του Ames χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος Salmonella typhimurium 

TA102. Τα κύτταρα διατηρούνταν σε διάλυµα γλυκερόλης 25% στους -800C. Ανά 

τακτά χρονικά διαστήµατα εξεταζότανε τα γενετικά χαρακτηριστικά των κυττάρων. 

3.2.1.iii Πλασµίδιο 

Το πλασµίδιο pGem-3z ήταν της εταιρίας Promega (Η.Π.Α.). 
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3.2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.2.2.i Επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA µε τη χρήση µιτοµυκίνης C 

Γενικά 

Ορισµένοι µεταλλαξιγόνοι παράγοντες επάγουν την παραγωγή ελευθέρων 

ριζών (π.χ. O2•– και OH•) οι οποίες µπορούν να προκαλέσουν κοψίµατα (nicks) σε 

έναν από τους κλώνους ενός δίκλωνου DNA (Halliwell και Gutteridge 1998). Oι 

βλάβες αυτές στο DNA µπορούν να οδηγήσουν στη συνέχεια σε µεταλλαξιγένεση και 

καρκινογένεση (Finkel και Holbrook 2000). Μία από τις µεθόδους που 

χρησιµοποιείται για να διαπιστώσουµε αν µια ουσία αναστέλλει τη δηµιουργία των 

παραπάνω βλαβών στο DNA είναι η επώαση ενός µεταλλαξιγόνου παράγοντα µε 

πλασµιδιακό DNA (Yamagishi και συν. 2001; Kitts και συν. 2001). Το κυκλικό 

δίκλωνο πλασµιδιακό DNA όταν βρίσκεται στην υπερελικωµένη του µορφή 

(supercoiled) λόγω της συµπαγούς διαµόρφωσής του παρουσιάζει υψηλή 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα σε µία πηκτή αγαρόζης. Αν προκληθούν κοψίµατα σε 

έναν από τους κλώνους του από έναν µεταλλαξιγόνο παράγοντα τότε το 

υπερελικωµένο DNA ξετυλίγεται και µετατρέπεται σε κυκλικό χαλαρωµένο DNA 

(open circular ή relaxed) το οποίο έχει µειωµένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα σε 

πηκτή αγαρόζης (Σχήµα 3.1). Έτσι σε µία ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης το 

υπερελικωµένο και το χαλαρωµένο DNA θα δώσουν διαφορετικές ηλεκτροφορητικές 

ζώνες. Δίκλωνα κοψίµατα οδηγούν στο σχηµατισµό γραµµικού DNA (linear) το 

οποίο σε µία πηκτή αγαρόζης µετακινείται ανάµεσα στο υπερελικωµένο και στο 

χαλαρωµένο DNA. Αν στην αντίδραση προστεθεί µία ουσία που παρεµποδίζει τη 

δράση της µεταλλαξιγόνου ουσίας τότε θα ανασταλεί και η µετατροπή του 

υπερελικωµένου DNA σε χαλαρωµένο. Στην παρούσα µελέτη ως µεταλλαξιγόνος 

ουσία χρησιµοποιήθηκε η µιτοµυκίνη C και εξετάστηκε αν τα εκχυλίσµατα αµπέλου 
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και οι πολυφαινόλες µπορούσαν να αναστείλουν τις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C 

ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

Μηχανισµός µεταλλαξιγόνου δράσης µιτοµυκίνης C 

Η µιτοµυκίνη C (Σχήµα 3.2) είναι ένα φυσικό αντιβιοτικό που αποµονώνεται από 

διάφορα είδη του βακτηρίου Streptomyces και χρησιµοποιείται ως αντικαρκινικό 

φάρµακο (Paz και συν. 2004; Verweij και συν. 1990). Η µιτοµυκίνη C , η οποία είναι 

µία κινόνη (Q), µπορεί να αναχθεί από ένζυµα (π.χ. ρεδουκτάσες), από χηµικούς 

αναγωγικούς παράγοντες ή µετά από διάλυσή της σε ελαφρώς όξινα υδατικά 

διαλύµατα (Tomasz και συν. 1987). Η αναγωγή της οδηγεί στο σχηµατισµό µιας 

ηµικινόνης (SQ•–) (αντίδραση 3.1) η οποία αντιδρώντας µε Ο2 παράγει την αρχική 

µιτοµυκίνη C (Q) αλλά και O2•– (αντίδραση 3.2). Το O2•– σε υδατικά διαλύµατα 

σχηµατίζει Η2Ο2 µέσω της αντίδρασης (3.3). Παρουσία Fe+2  το  Η2Ο2  µέσω  της  

αντίδρασης  Fenton (αντίδραση 3.4) παράγει ρίζες υδροξυλίου  

(OH•), οι οποίες µπορούν να επιδράσουν στο DNA και να προκαλέσουν µονόκλωνα 

ή δίκλωνα κοψίµατα (Halliwell και Gutteridge 1998). 

Q + e¯ + H+ → SQ•–      (3.1) 

SQ•– + Ο2 → Q + O2•–     (3.2) 

2O2•– + 2H+ → Η2Ο2 + Ο2                (3.3) 

H2O2 + Fe2+ (ή Cu1+) → OH¯ + OH• + Fe3+  (ή Cu2+) (3.4) 

Μέθοδος 

 Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος που έχει περιγραφεί από τον Yamagishi και τους 

συνεργάτες του (Yamagishi και συν. 2001). Πλασµιδιακό DNA pGem-3z (38ng/10µl) 

επωάστηκε για 1 ώρα στους 370C µε 143µΜ θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ 

EDTA και 0,004% µιτοµυκίνης C παρουσία ή απουσία των εξεταζόµενων ουσιών. O 

συνολικός όγκος της αντίδρασης ήταν 10µl και η αντίδραση έγινε σε σωλήνες των 
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0,5ml. Μετά την επώαση, στα δείγµατα προστέθηκαν 3µl διαλύµατος φόρτωσης 

(30%w/v γλυκερόλη, 0,25%w/v κυανό της βρωµοφαινόλης) και ακολούθησε 

ηλεκτροφόρηση  (5V/cm)  για  90  λεπτά σε πηκτή αγαρόζης 0,9%w/v. 

Χρησιµοποιήθηκαν οριζόντιες συσκευές ηλεκτροφόρησης Scie-Plas (M.B.) και το 

ρυθµιστικό διάλυµα ήταν ΤΑΕ pH 8,0 (40mM Tris-οξικό οξύ, 2mM EDTA). 

Ακολούθησε χρώση των ζωνών του DNA µε βρωµιούχο αιθίδιο (0,5 µg/ml) για 30 

λεπτά και αποχρωµατισµός µε απιονισµένο νερό για 30 λεπτά. Οι πηκτές αφού 

τοποθετήθηκαν σε συσκευή εκποµπής UV φωτογραφήθηκαν µε κάµερα Polaroid DS-

34 ή µε το σύστηµα ανάλυσης εικόνας Vilber Lourmat DP-001. Στη συνέχεια µε τη 

χρησιµοποίηση του λογισµικού Gel-Pro Analyzer 3.0 (Media Cybernetics, Η.Π.Α.) 

έγινε ποσοτικοποίηση των ζωνών του DNA µε βάση την οπτική τους πυκνότητα. 

Κάθε πείραµα περιελάµβανε έναν αρνητικό µάρτυρα (pGem-3z DNA χωρίς 

µιτοµυκίνη C ή εξεταζόµενες ουσίες), ένα θετικό µάρτυρα (pGem-3z DNA µε 

µιτοµυκίνη C) καθώς και δείγµατα που περιείχαν το pGem-3z, τη µιτοµυκίνη C και 

τις εξεταζόµενες ουσίες σε διάφορες συγκεντρώσεις. Επίσης, επειδή ορισµένες από 

τις εξεταζόµενες ουσίες ήταν διαλυµένες σε κάποιο διαλύτη (µεθανόλη, αιθανόλη ή 

DMSO), εξετάστηκε αν οι διαλύτες επηρεάζουν την  επαγωγή θραύσεων στο 

πλασµιδιακό DNA από τη µιτοµυκίνη C. Έτσι χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα που 

περιείχαν το pGem-3z, τη µιτοµυκίνη C και το διαλύτη. Για την εξέταση κάθε ουσίας 

έγιναν τρία ανεξάρτητα πειράµατα (n = 3). Η % αναστολή  των εξεταζόµενων ουσιών 

στην επαγωγή θραύσεων από τη µιτοµυκίνη C στο πλασµιδιακό DNA 

προσδιορίστηκε από την εξίσωση (1): 

% Αναστολή = (S - S0)/(Scontrol - S0) X 100 (1) 

Όπου Scontrol είναι το % ποσοστό του υπερελικωµένου DNA στο δείγµα αρνητικός 

µάρτυρας. S0 είναι το % ποσοστό του υπερελικωµένου DNA στο δείγµα θετικός 

µάρτυρας και S είναι το % ποσοστό του υπερελικωµένου DNA στα δείγµατα που 

περιείχαν τις εξεταζόµενες ουσίες και τη µιτοµυκίνη C. 
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Σχήµα 3.1 Απεικονίζεται η µετατροπή ενός υπερελικωµένου δίκλωνου κυκλικού 

πλασµιδιακού DNA (supercoiled) σε κυκλικό χαλαρωµένο DNA (open circular) µετά 

τη δηµιουργία ενός κοψίµατος (nick). (A) Σχηµατική παράσταση. (Β) 

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης είναι 

από πάνω προς τα κάτω. Πλασµιδιακό DNA pGem-3z (38ng/10µl) επωάστηκε για 1 

ώρα στους 370C µε 143µΜ θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ EDTA παρουσία ή 

απουσία 0,004% µιτοµυκίνης C. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA. 

 

(Α) 

pGem-3z     +         + 
µιτοµυκίνη C     -         + 

    OC – 
 
 
     SC – 
  
 
 (B) 
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Σχήµα 3.2 (A) Χηµική δοµή µιτοµυκίνης C (κινόνη). (Β) Υδροκινόνη. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5’              3’ 
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M 
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Σχήµα 3.3 Δηµιουργία χιάσµατος ανάµεσα σε δύο γουανίνες (G) δύο διαφορετικών 

αλυσίδων του DNA µε την παρεµβολή της µιτοµυκίνης C (M) σε µορφή υδροκινόνης. 

C: βάση κυτοσίνης. G: βάση γουανίνης. 

 

(A) (B) 
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Στατιστική ανάλυση 

 Για την ανάλυση των αποτελεσµάτων υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές (n = 3) 

του % ποσοστού των τριών µορφών του πλασµιδιακού DNA (δηλαδή, 

υπερελικωµένης, χαλαρής και γραµµικής) για κάθε συγκέντρωση  εξεταζόµενης 

ουσίας καθώς και η τυπική απόκλιση κάθε µέσης τιµής. Για να προσδιοριστεί αν 

υπήρχαν στατιστικά σηµαντικά διαφορές µεταξύ των µέσων τιµών χρησιµοποιήθηκε 

η µέθοδος one-way ANOVA σε συνδυασµό µε το τεστ του Dunnett (οι υπολογισµοί 

έγιναν µε το πρόγραµµα SPSS 13.0). Επίσης, εκτιµήθηκε στατιστικά η συσχέτιση 

µεταξύ του % ποσοστού της υπερελικωµένης µορφής του DNA και της 

συγκέντρωσης των ουσιών µε τον προσδιορισµό του συντελεστή συσχέτισης r κατά 

Spearman.  

3.2.2.ii Το τεστ του Ames 

Γενικά 

 Το τεστ του Ames, το οποίο αναπτύχθηκε από τον Ames και τους συνεργάτες 

του (Ames και συν. 1973), είναι µία µέθοδος µικρής διάρκειας (short-term), 

αξιόπιστη και ευαίσθητη που έχει ως σκοπό την ανίχνευση χηµικών ουσιών που 

προκαλούν µεταλλάξεις στο γενετικό υλικό (Τριανταφυλλίδης 1992). Η µέθοδος 

στηρίζεται στη χρησιµοποίηση διαφόρων στελεχών Salmonella typhimurium τα οποία 

είναι εξαρτώµενα από ιστιδίνη, δηλαδή δεν µπορούν να αναπτυχθούν σε θρεπτικό 

υλικό που δεν περιέχει ιστιδίνη γιατί καθένα από αυτά τα στελέχη φέρει µεταλλάξεις 

σε διάφορα γονίδια του οπερονίου που κωδικοποιεί τη βιοσύνθεση της ιστιδίνης. 

Όταν τα στελέχη αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό που περιέχει ίχνη ιστιδίνης 

τότε είναι πιθανό να συµβούν επαναµεταλλάξεις, δηλαδή νέες µεταλλάξεις στα ήδη 

µεταλλαγµένα γονίδια της ιστιδίνης, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσµα τα γονίδια να 
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ανακτήσουν την αρχική τους λειτουργία. Μόνο τα κύτταρα στα οποία έχουν συµβεί 

επαναµεταλλάξεις µπορούν να αναπτυχθούν και να σχηµατίσουν αποικίες. Για το 

λόγο αυτό η µέθοδος ανήκει στη κατηγορία των τεστ αντιστροφής (reversion tests). Ο 

αριθµός των επαναµεταλλαγµένων αποικιών που σχηµατίζονται λόγω αυτόµατων 

µεταλλάξεων είναι σταθερός για κάθε στέλεχος S. typhimurium. Όταν µία 

µεταλλαξιγόνος ουσία προστεθεί στο θρεπτικό υλικό θα προκαλέσει αύξηση του 

αριθµού των αποικιών σε σχέση µε τις καλλιέργειες στις οποίες δεν έχει προστεθεί η 

συγκεκριµένη ουσία. 

 Υπάρχουν διάφορα στελέχη S. typhimurium, καθένα από τα οποία είναι 

ευαίσθητο στην πρόκληση µεταλλάξεων από διαφορετικές κατηγορίες χηµικών 

ουσιών.  Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος ΤΑ102 γιατί είναι 

ευαίσθητο σε µεταλλάξεις που προκαλούνται από δραστικές µορφές οξυγόνου (Levin 

και συν. 1982, Mortelmans και Zeiger 2000). Η µετάλλαξη στο οπερόνιο της 

ιστιδίνης που υπάρχει σε αυτό το στέλεχος είναι η hisG428, η οποία είναι µία 

µετάλλαξη λήξης (ΤΑΑ) και µπορεί να αναστραφεί από όλες τις πιθανές µεταλλάξεις 

αντικατάστασης βάσης (µεταπτώσεις ή µεταστροφές). Η µετάλλαξη hisG428 

βρίσκεται στο πλασµίδιο pAQ1 που περιέχεται σε πολλαπλά αντίγραφα στα κύτταρα 

ΤΑ102 µε σκοπό να αυξηθούν οι πιθανές θέσεις ανάστροφων µεταλλάξεων. Επίσης 

το πλασµίδιο pAQ1 προσδίδει ανθεκτικότητα στην τετρακυκλίνη, χαρακτηριστικό 

που χρησιµοποιείται ως δείκτης για την ανίχνευση του. Το στέλεχος ΤΑ102, όπως και 

τα υπόλοιπα στελέχη S. typhimurium, φέρει χαρακτηριστικά που το καθιστούν πιο 

ευαίσθητο στη δράση χηµικών µεταλλαξιγόνων. Συγκεκριµένα φέρει τη µετάλλαξη 

rfa που έχει ως αποτέλεσµα το σχηµατισµό ελλειµµατικού λιποπολυσακχαριτικού 

στρώµατος στο βακτηριακό κυτταρικό τοίχωµα µε αποτέλεσµα να είναι διαπερατό σε 

χηµικές ενώσεις µεγάλου µοριακού βάρους. Επίσης, περιέχει το πλασµίδιο pKM101 



 

 116 

το οποίο αυξάνει τις προκαλούµενες από χηµικές ενώσεις και υπεριώδη ακτινοβολία 

µεταλλάξεις µέσω ενίσχυσης του επιδιορθωτικού µηχανισµού βλαβών στο DNA που 

είναι επιρρεπής σε λάθη (error-prone recombinational repair pathway). Το πλασµίδιο 

αυτό προσδίδει ανθεκτικότητα στην αµπικιλλίνη που χρησιµοποιείται ως δείκτης για 

την ανίχνευσή του. 

 Επίσης, το τεστ του Ames µπορεί να χρησιµοποιηθεί εκτός από την ανίχνευση 

µεταλλαξιγόνων ουσιών και για την ανίχνευση αντιµεταλλαξιγόνων ουσιών, δηλαδή 

ουσιών που προστατεύουν το DNA από βλάβες που προκαλούνται από χηµικές 

ουσίες (Santana-Rios και συν. 2001, Melo και συν 2003, Ferrer και συν. 2002). Για το 

σκοπό αυτό, σε κάποιες καλλιέργειες προστίθεται µία µεταλλαξιγόνος ουσία ενώ σε 

άλλες καλλιέργειες προστίθεται η µεταλλαξιγόνος ουσία µαζί µε την πιθανή 

αντιµεταλλαξιγόνο ουσία. Μείωση του αριθµού των επαναµεταλλαγµάτων στις 

δεύτερες καλλιέργειες σε σύγκριση µε τις πρώτες είναι ένδειξη αντιµεταλλαξιγόνου 

δράσης της ουσίας. Έτσι, στην παρούσα µελέτη η µέθοδος του Ames 

χρησιµοποιήθηκε για να εξεταστεί αν τα εκχυλίσµατα αµπέλου και οι φυτικές 

πολυφαινόλες µπορούσαν να αναστείλουν τις προκαλούµενες από µπλεοµυκίνη και 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) µεταλλάξεις. 

Μηχανισµός µεταλλαξιγόνου δράσης µπλεοµυκίνης 

 Όπως αναφέρθηκε, στη µέθοδο του Ames χρησιµοποιήθηκε ως 

µεταλλαξιγόνος ουσία η µπλεοµυκίνη η οποία προκαλεί µεταλλάξεις µέσω 

παραγωγής δραστικών µορφών οξυγόνου. Μπλεοµυκίνη είναι η ονοµασία µιας 

οικογένειας αντιβιοτικών γλυκοπεπτιδίων που παράγονται από το Streptomyces 

verticillus. Στη συγκεκριµένη µελέτη χρησιµοποιήθηκε η µπλεοµυκίνη Α2 (Σχήµα 

3.4). Λόγω της µεταλλαξιγόνου δράσης της η µπλεοµυκίνη µπορεί να θανατώνει 

καρκινικά κύτταρα και έτσι χρησιµοποιείται για τη θεραπεία διάφορων µορφών 
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καρκίνου (Byrnes και συν. 1990). Έχει προταθεί (Sugihara και συν. 2005, Stubbe και 

συν. 1996, Li και συν. 2001) ότι η µπλεοµυκίνη προκαλεί βλάβες στο DNA σύµφωνα 

µε τις ακόλουθες αντιδράσεις: 

DNA + BLM-Fe3+ → DNA-BLM-Fe3+      (3.5) 

DNA-BLM-Fe3+ + e¯ → DNA-BLM-Fe2+      (3.6) 

DNA-BLM-Fe2+ + O2 → DNA-BLM-Fe2+-O2    (3.7) 

DNA-BLM-Fe2+-O2 + e¯ + H+ → DNA-BLM-Fe3+-OOH  (3.8) 

DNA-BLM-Fe3+-OOH → µεταλλαγµένο DNA  + BLM-Fe3+ (3.9) 

Δηλαδή, η µπλεοµυκίνη συνδέεται στο DNA και σχηµατίζει σύµπλοκο µε ιόντα 

τρισθενούς σιδήρου (Fe3+) (αντίδραση 3.5). Παρουσία ενός αναγωγικού παράγοντα, 

το σύµπλοκο ανάγεται (αντίδραση 3.6) και σχηµατίζεται ένα νέο σύµπλοκο µε 

µοριακό οξυγόνο (αντίδραση 3.7). Μετά την αναγωγή του (αντίδραση 3.8), το νέο 

σύµπλοκο ενεργοποιείται και παράγει ΔΜΟ, όπως O2
●– και OH• οι οποίες προκαλούν 

µονόκλωνα και δίκλωνα σπασίµατα στο DNA (αντίδραση 3.9). 

Μηχανισµός µεταλλαξιγόνου δράσης υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) 

 Το H2O2 µοιάζει µε το ύδωρ στη µοριακή του δοµή και διαχέεται  εύκολα 

µέσα και ανάµεσα στα κύτταρα. Στο  εσωτερικό  των  κυττάρων  το H2O2 µπορεί να 

παραχθεί από  τη δράση διαφόρων ενζύµων, όπως από τη  δισµουτάση του 

υπεροξειδίου (SOD, αντίδραση 3.10), τις οξειδάσες των αµινοξέων και την οξειδάση 

της ξανθίνης (Halliwell και  συν. 2000).  

2 O2•– + 2Η+   H2O2 + Ο2     (3.10) 

 To H2O2 συµµετέχει σε αρκετές λειτουργίες του µεταβολισµού. Για 

παράδειγµα, χρησιµοποιείται από το ένζυµο υπεροξειδάση του θυρεοειδή για τη 

σύνθεση των θυρεοειδικών ορµονών. Επίσης, χρησιµοποιείται και ως ενδοκυτταρικό 

σήµα µεταγωγής, αφού πιστεύεται ότι σε ορισµένους κυτταρικούς τύπους η 
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ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κβ από τον παράγοντα TNF-α 

απαιτεί την παρουσία του H2O2 (Halliwell και Gutteridge 1998). Επιπρόσθετα, έχει 

αποδειχτεί ότι µπορεί και αναστέλλει άµεσα τη δράση ορισµένων ενζύµων (π.χ. 

διάφορων φωσφατασών, τη δεϋδρογονάση της 3-φωσφορικής-γλυκεραλδεΰδης) 

κυρίως µέσω οξείδωσης των σουλφυδρυλικών οµάδων (-SH) των ενεργών κέντρων 

(Brodie και Reed 1987). 

 Σε υψηλές συγκεντρώσεις το H2O2 ( 10-100µΜ) είναι τοξικό και για το λόγο 

αυτό υπάρχουν ένζυµα, όπως η καταλάση (παράγραφος 1.2.2), που έχουν ως ρόλο να 

το αποµακρύνουν από τα κύτταρα. Το H2O2 δεν είναι πολύ δραστικό µόριο αλλά 

µπορεί να αντιδράσει µε ιόντα σιδήρου ή χαλκού (Kobayashi και συν. 1990) και να 

οδηγήσει στην παραγωγή OH• κυρίως µέσω των αντιδράσεων Fenton (αντίδραση 

3.11) και Haber-Weiss (αντίδραση 3.12). Οι OH• είναι πολύ δραστικά µόρια και 

µπορούν να προκαλέσουν µονόκλωνα και δίκλωνα σπασίµατα στο DNA που οδηγούν 

στη δηµιουργία µεταλλάξεων. 

H2O2 + Fe2+ (ή Cu1+) → OH¯ + OH• + Fe3+  (ή Cu2+) (3.11) 

O2•– + H2O2   OH¯ + OH•  + O2   (3.12) 

Καλλιεργητικά υλικά 

- Διάλυµα αλάτων Vogel-Bonner (50X). Σε 1000ml απιονισµένου νερού 

προστίθενται 10gr θειϊκού µαγνησίου (MgSO4.H2O), 100gr κιτρικού οξέος 

(C6H8O7), 500gr διβασικού φωσφορικού οξέος (Κ2ΗPO4) και 175gr φωσφορικού 

αµµωνικού νατρίου (Na2NH2PO4.4H2O). Το διάλυµα αποστειρώνεται  
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Σχήµα 3.4 Χηµική δοµή της µπλεοµυκίνης Α2. Οι αστερίσκοι υποδηλώνουν θέσεις οι 

οποίες αλληλεπιδρούν µε ιόντα µεταβατικών µετάλλων. 
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    στους  1210C   για  30    λεπτά   και    διατηρείται    σε   θερµοκρασία δωµατίου στο       

    σκοτάδι.                             

- Διάλυµα γλυκόζης 10% v/v. Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 1210C για 30 λεπτά 

και διατηρείται στους 40C. 

- Διάλυµα Glucose Minimal άγαρ. Σε 1000ml απιονισµένου νερού προστίθενται 15gr 

άγαρ και το διάλυµα αποστειρώνεται στους 1210C για 30 λεπτά. Στη συνέχεια 

τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους 650C για 45 λεπτά και ακολουθεί προσθήκη 

20ml διαλύµατος Vogel-Bonner (50X) και 50ml διαλύµατος γλυκόζης 10% v/v. To 

διάλυµα µοιράζεται ανά 25ml σε τριβλία (100Χ15mm) και αφήνεται να πήξει. 

- Διάλυµα ιστιδίνης 0,5mM. Σε 1000ml απιονισµένου νερού προστίθενται 96mg 

ιστιδίνης. Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 1210C για 20 λεπτά και διατηρείται 

στους 40C. 

- Διάλυµα Top άγαρ. Σε 1000ml απιονισµένου νερού προστίθενται 6gr άγαρ και 6gr 

χλωριούχου νατρίου. Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 1210C για 30 λεπτά και 

ακολουθεί προσθήκη κάτω από ασηπτικές συνθήκες 100ml διαλύµατος ιστιδίνης 

0,5mM. 

- Θρεπτικό υλικό Nutrient Broth (Merck). Σε 1000ml απιονισµένου νερού 

προστίθενται 8gr Nutrient Broth και το διάλυµα αποστειρώνεται στους 1210C για 

30 λεπτά. 

Τυπική µέθοδος κατά Ames 

 H τυπική µέθοδος (standard plate incorporation assay) του Ames 

χρησιµοποιήθηκε. 200µl από τα κύτταρα S. typhimurium ΤΑ102 που διατηρούνται 

στους -800C προστίθενται σε 30 ml θρεπτικού υλικού Nutrient Βroth, και τα κύτταρα 

αναπτύσσονται στους 370C για 10-14 ώρες µέχρι η πυκνότητά τους να είναι 1-2Χ109 

µονάδες αποικών ανά ml (CFU/ml). H πυκνότητα προσδιορίζεται µε φωτοµέτρηση 
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στα 540nm. Τιµές οπτικής απορρόφησης µεταξύ 0.1 – 0.2 αντιστοιχούν σε 1-2Χ109 

µονάδες αποικών ανά ml. Στη συνέχεια, 100µl από την καλλιέργεια προστίθενται σε 

δοκιµαστικούς σωλήνες 10ml που διατηρούνται στους 450C και περιέχουν 2ml Top 

άγαρ, 50µl της µεταλλαξιγόνου ουσίας (µπλεοµυκίνης ή H2O2) και 50µl της 

εξεταζόµενης ουσίας. Η διατήρηση αυτής της θερµοκρασίας είναι σηµαντική γιατί σε 

θερµοκρασία µεγαλύτερη από 480C τα κύτταρα σκοτώνονται ενώ σε µικρότερη από 

430C πήζει το άγαρ. To περιεχόµενο των σωλήνων αναδεύεται ήπια µε vortex και 

απλώνεται στην επιφάνεια των τριβλίων που περιέχουν το Glucose Minimal άγαρ. 

Όταν το Top άγαρ στερεοποιηθεί (2-3 λεπτά), τα τριβλία τοποθετούνται 

ανεστραµµένα σε επωαστικό κλίβανο στους 370C για 48 ώρες. Μετά την επώαση 

γίνεται καταµέτρηση των επαναµεταλλαγµένων αποικιών που αναπτύσσονται σε 

κάθε τριβλίο. 

 Κάθε πείραµα περιελάµβανε έναν αρνητικό µάρτυρα (καλλιέργειες που δεν 

περιείχαν καµία ουσία), ένα θετικό µάρτυρα (καλλιέργειες που περιείχαν µόνο τη 

µεταλλαξιγόνο ουσία) και ένα µάρτυρα που περιείχε µόνο την εξεταζόµενη ουσία στη 

µεγαλύτερη από τις συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα. Λόγω του 

ό,τι ορισµένες από τις εξεταζόµενες ουσίες ήταν διαλυµένες σε κάποιο διαλύτη 

(µεθανόλη, αιθανόλη ή DMSO), εξετάστηκε αν οι διαλύτες επηρεάζουν τον αριθµό 

των επαναµεταλλαγµένων αποικιών που προκύπτουν από αυτόµατες µεταλλάξεις, 

καθώς επίσης και αν επηρεάζουν τη δράση των µεταλλαξιγόνων ουσιών. Έτσι 

χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες που περιείχαν µόνο το διαλύτη καθώς και 

καλλιέργειες που περιείχαν τη µεταλλαξιγόνο ουσία και το διαλύτη. Για την εξέταση 

κάθε ουσίας έγιναν τουλάχιστον δύο πειράµατα, σε καθένα από τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε συγκέντρωση της ουσίας. Ο υπολογισµός 
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της % αναστολής ή επαγωγής της µεταλλαξιγένεσης των εξεταζόµενων ουσιών έγινε 

µε βάση την ακόλουθη εξίσωση: 

                      % αναστολή/επαγωγή  

 
 : ο µέσος όρος των επαναµεταλλαγµένων αποικιών παρουσία της εξεταζόµενης και 

της µεταλλαξιγόνου ουσίας. 

 : ο µέσος όρος των επαναµεταλλαγµένων αποικιών του θετικού µάρτυρα (της  

καλλιέργειας που περιείχε µόνο τη µεταλλαξιγόνο ουσία).   

m : o µέσος όρος των επαναµεταλλαγµένων αποικιών του αρνητικού µάρτυρα (της 

καλλιέργειας που δεν περιείχε καµία ουσία). 

 Επίσης, σε κάθε πείραµα γινότανε έλεγχος κυτταροτοξικότητας. Ο έλεγχος 

γίνεται µε την παρατήρηση των τριβλίων στο οπτικό µικροσκόπιο (40Χ) για να 

διαπιστωθεί η ύπαρξη ενός µη ορατού µε γυµνό µάτι στρώµατος αποικιών που 

σχηµατίζεται από µη επαναµεταλλαγµένα κύτταρα. Το στρώµα αυτό σχηµατίζεται 

από κύτταρα που είναι εξαρτώµενα από ιστιδίνη, τα οποία λόγω της πολύ µικρής 

ποσότητας ιστιδίνης που έχει προστεθεί στο Top άγαρ δεν µπορούν να σχηµατίσουν 

µεγάλες αποικίες που να είναι ορατές στο γυµνό µάτι αλλά µπορούν να 

πραγµατοποιήσουν 6-8 κυτταρικές διαιρέσεις και να σχηµατίσουν ένα λεπτό στρώµα 

από µικρο-αποικίες. Όταν µία χηµική ουσία έχει ήπια τοξικότητα τότε η πυκνότητα 

αυτού του στρώµατος είναι µικρότερη σε σύγκριση µε τα τριβλία που δεν περιέχουν 

την ουσία. Σε περίπτωση έντονης τοξικότητας το στρώµα των µικρο-αποικιών 

απουσιάζει εντελώς και εµφανίζονται ορατές στο γυµνό µάτι αποικίες µη 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, οι οποίες όµως είναι µικρότερες σε µέγεθος από τις 

αποικίες των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων.  
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Στατιστική ανάλυση 

 Για την ανάλυση των αποτελεσµάτων υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές του 

αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων για κάθε καλλιέργεια καθώς και η 

τυπική απόκλιση κάθε µέσης τιµής. Για να προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά 

σηµαντικά διαφορές µεταξύ των µέσων τιµών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος one-way 

ANOVA σε συνδυασµό µε το τεστ του Dunnett (οι υπολογισµοί έγιναν µε το 

πρόγραµµα SPSS 13.0). Επίσης, εκτιµήθηκε στατιστικά η συσχέτιση µεταξύ της 

αναστολής ή της επαγωγής της µεταλλαξιγένεσης που προκαλούσαν οι εξεταζόµενες 

ουσίες και της συγκέντρωσής τους µε τον προσδιορισµό του συντελεστή συσχέτισης r 

κατά Spearman.  

3.2.2.iii Ανταλλαγή χρωµοσωµικών τµηµάτων µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

(Sister Chromatid Exchanges) 

Γενικά 

 Οι χρωµατιδιακές ανταλλαγές (Sister Chromatid Exchanges ή SCEs) 

περιγράφηκαν περιγράφηκαν για πρώτη φορά, το 1958 από τον Taylor και τους 

συνεργάτες του (Taylor και συν. 1958). Οι χρωµατιδιακές ανταλλαγές είναι η 

ανταλλαγή γενετικού υλικού µεταξύ απόλυτα οµόλογων θέσεων των δύο αδελφών 

χρωµατίδων του χρωµοσώµατος (Σχήµα 3.5). Αποτελούν ένα φυσικό φαινόµενο 

άµεσα συνδεδεµένο µε την αντιγραφή του DNA. Έτσι σε υγιή άτοµα ο αριθµός των 

SCEs είναι 8-9 ανά κύτταρο (Bender και συν. 1988). Η ανταλλαγή συµβαίνει κατά τη 

διάρκεια του διπλασιασµού του DNA στη φάση S του κυτταρικού κύκλου πριν οι 

χρωµατίδες ξεχωρίσουν σε δύο αυτοτελή χρωµοσώµατα. Προϋπόθεση για τη 

δηµιουργία των SCEs είναι η ρήξη των αλυσίδων του DNA και η επανασύνδεσή τους 

(Κουρέτας 2003).   
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 Η παρατήρηση των SCEs γίνεται στα µεταφασικά χρωµοσώµατα, που 

αποµονώνονται συνήθως από λεµφοκύτταρα του αίµατος, µε τη χρήση οπτικού 

µικροσκόπιου. Για να µπορέσουν οι SCEs  να γίνουν ορατές στο οπτικό µικροσκόπιο 

πρέπει να χρωµατιστούν διαφορετικά οι δύο αδελφές χρωµατίδες. Αυτό γίνεται µε 

την ενσωµάτωση στο DNA της 5-βρωµοδεοξυουριδίνης (BrdU) που είναι χηµικό 

ανάλογο της θυµιδίνης (Zakharow και Egolina 1972). Μετά από µία µιτωτική 

κυτταρική διαίρεση, λόγω του ηµισυντηρητικού αυτοδιπλασιασµού του DNA, κάθε 

χρωµατίδα αποτελείται από µία µητρική αλυσίδα DNA και από µία θυγατρική στην 

οποία έχει ενσωµατωθεί η BrdU (Σχήµατα 3.6, 3.7). Μετά  από µία  δεύτερη µιτωτική  

διαίρεση  η  µία χρωµατίδα έχει ενσωµατωµένη BrdU στη µία αλυσίδα γιατί 

χρησιµοποιεί σαν µητρική αλυσίδα αυτή που έχει θυµιδίνη. Eνώ η άλλη χρωµατίδα 

έχει ενσωµατωµένη BrdU και στις δύο αλυσίδες γιατί χρησιµοποιεί σαν µητρική 

αλυσίδα αυτή που έχει BrdU (Σχήµατα 3.6, 3.7). H χρώση των χρωµατίδων γίνεται µε 

την τεχνική Fluorescence plus Giemsa (FPG), µε την οποία συνδυάζονται διαδοχικά 

χρώση των παρασκευασµάτων µε τη φθορίζουσα χρωστική Hoechst 33258, έκθεση 

των παρασκευασµάτων σε υπεριώδες φως ώστε να γίνει η φωτοχηµική αντίδραση 

µεταξύ της BrdU και της Hoechst 33258 και στη συνέχεια χρώση µε Giemsa (Perry 

και Wolff 1974). O συνδυασµός της BrdU µε τη Hoechst 33258 παρεµποδίζει τη 

δράση της Giemsa. Συνεπώς, η Giemsa χρωµατίζει σκούρα τη µία χρωµατίδα που 

έχει ενσωµατωµένη BrdU µόνο στη µία αλυσίδα ενώ η χρωµατίδα που έχει BrdU και 

στις δύο αλυσίδες παραµένει ανοιχτόχρωµη (Σχήµα 3.7). 

 Οι SCEs αποτελούν µία εξαιρετικά ευαίσθητη δοκιµασία για τη διαπίστωση των 

βλαβών που προκαλούν ουσίες στο DNA των κυττάρων στη διάρκεια της συνθετικής 

φάσης S του κυτταρικού κύκλου (Latt 1974; Mourelatos και συν. 1983). Δηλαδή χρη- 
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Σχήµα 3.5 Ανταλλαγή χρωµοσωµικού τµήµατος µεταξύ δύο αδελφών χρωµατίδων 

(Sister Chromatid Exchange). 
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σιµοποιούνται ως κυτταρογενετικός δείκτης για την ανίχνευση µεταλλαξιγόνων και 

καρκινογόνων ουσιών αν και αυτές καθαυτές οι SCEs δεν είναι µεταλλάξεις. Η 

αύξηση της συχνότητας των SCEs προκαλείται κυρίως από µεταλλαξιγόνα που 

συνδέονται µε  οµοιοπολικούς δεσµούς µε τις βάσεις του DNA (DNA adducts) ή 

παρεµβαίνουν στο µηχανισµό διπλασιασµού του DNA παρεµποδίζοντας τη δράση 

των ενζύµων που επιδιορθώνουν τις βλάβες του DNA. Ενδεικτικά, αύξηση στη 

συχνότητα των SCEs προκαλείται από το κάπνισµα (Evans 1982) και τα 

φυτοφάρµακα (Kourakis και συν., 1992). Η µέθοδος έχει µεγάλη ευαισθησία, δηλαδή 

υπάρχει µεγάλη πιθανότητα να επισηµανθεί η καρκινογόνος δράση µιας ουσίας, ενώ 

έχει µικρότερη εξειδίκευση δηλαδή µπορεί µία µη καρκινογόνος ουσία να δώσει 

θετικό αποτέλεσµα (Tennant και συν. 1987). Επίσης, αύξηση στον αριθµό των SCEs 

παρατηρείται σε ασθενείς µε κληρονοµικά νοσήµατα που σχετίζονται µε γενωµική 

αστάθεια (π.χ. σύνδροµο του Bloom, µελαγχρωµατική ξηροδερµία), γεγονός που 

δείχνει ότι στη δηµιουργία των SCEs παίζουν ρόλο οι επιδιορθωτικοί µηχανισµοί των 

βλαβών του DNA (Mueller and Young 1998).  

Γενικά, ο µοριακός µηχανισµός µε τον οποίο προκαλείται αύξηση στον αριθµό των 

SCEs  δεν είναι εντελώς γνωστός. Πιστεύεται ότι δηµιουργούνται κοντά ή ακριβώς 

στο σηµείο της διχάλας διπλασιασµού. Έχουν προταθεί διάφορες υποθέσεις, όπως ότι 

οι SCEs µπορεί να προκύπτουν από µετατόπιση µίας αλυσίδας του DNA σε µία 

διχάλα διπλασιασµού που έχει ακινητοποιηθεί (Sasaki 1980) ή ότι η τοποϊσοµεράση 

ΙΙ προκαλεί τη δηµιουργία SCEs δηµιουργώντας ταυτόχρονα σπασίµατα και στις δύο 

αδελφές χρωµατίδες κοντά στο σηµείο της διχάλας διπλασιασµού µε επακόλουθη 

επανασύνδεση (Painter 1980). Επίσης, πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι ο 

οµόλογος ανασυνδυασµός (homologous recombination) ίσως είναι ένας από τους 

κυριότερους µηχανισµούς που προκαλούν SCEs (Sonoda και συν. 1999).  
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              (A)                                        (Γ)       
 

                                                    (Β)  
 
 
 
Σχήµα 3.6 (Α) Πυρήνας 1ης µιτωτικής διαίρεσης. Οι χρωµατίδες σε όλα τα 

χρωµοσώµατα είναι σκουρόχρωµες. (Β) Πυρήνας 2ης µιτωτικής διαίρεσης. Σε όλα τα 

χρωµοσώµατα η µία χρωµατίδα είναι σκουρόχρωµη και η άλλη ανοιχτόχρωµη (εκτός 

από τα σηµεία των χρωµατιδιακών ανταλλαγών). Τα βέλη δείχνουν θέσεις 

χρωµατιδιακών ανταλλαγών. (Γ) Πυρήνας 3ης και µετέπειτα κυτταρικής διαίρεσης. 

Υπάρχουν χρωµοσώµατα όπου και οι δύο χρωµατίδες είναι ανοιχτόχρωµες.   
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               T   A 
               T   A 
               A   T 
               A   T 
                                                                                                                
 
 
                                             1η µιτωτική διαίρεση σε BrdU 
 
 
 
 
                                          
                                         T   A                         B  A 
                   T   A                         B  A 
                   A   B                         A  T 
                   A   B                         A  T 
                                                                                                  
 
                                                                                      

                                              Χρωµόσωµα στην 1η µίτωση  
 
                                            2η µιτωτική διαίρεση σε BrdU                                         
                                                                                                                 
 
 
 
                                        
                                                                               
                        T   A        B  A                       Β A        B  A 
             T   A        Β  Α                       B A        Β  Α 
             A   B        A  Β                      Α  Β        Α  Τ 
             A   B        A  Β                      Α  Β        Α  Τ 
 
                  
                                                                                                          
 

                                                                           Χρωµοσώµατα στην 2η µίτωση 
 

Σχήµα 3.7 Διάγραµµα που δείχνει πως επιτυγχάνεται η διαφορετική χρώση των 

χρωµατίδων µε την ενσωµάτωση της BrdU λόγω του ηµισυντηρητικού τρόπου 

αντιγραφής. A: Αδενίνη, T: Θυµίνη, Β: BrdU.                         .
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   Εκτός από την ανίχνευση µεταλλαξιγόνων ουσιών, οι SCEs χρησιµοποιούνται για 

την εκτίµηση αντικαρκινικών χηµειοθεραπευτικών σχηµάτων σε µελέτες in vitro, in 

vivo και συνδυασµένα in vivo – in vitro (Mourelatos 1983). Επίσης, οι SCEs 

χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση αντιµεταλλαξιγόνων ουσιών (Bhattacharya και 

συν. 2004; Ekmekci και συν. 1995). Έχει αποδειχτεί ότι ΔΜΟ όπως OH•, O2
●– και 

Η2Ο2 αυξάνουν τον αριθµό των SCEs (Ray και Husain 2002), ενώ αντιοξειδωτικές 

ουσίες και συστατικά φυτικών τροφών καταστέλλουν την προηγούµενη αύξηση 

(Chakraborty και συν. 2003; Weitberg και συν. 1985).  

Μηχανισµός δηµιουργίας SCEs από τη µιτοµυκίνη C 

  Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε αν τα εκχυλίσµατα αµπέλου και οι 

πολυφαινόλες µπορούσαν να αναστείλουν την αύξηση των SCEs που προκαλείται 

από το µεταλλαξιγόνο µιτοµυκίνη C (MMC) σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων του 

περιφερικού αίµατος. Η µιτοµυκίνη C είναι µία από τις πιο χαρακτηριστικές ενώσεις 

που προκαλούν αύξηση στη συχνότητα των SCEs (Latt 1974). Όπως αναφέρθηκε 

(παράγραφος 3.2.2.i), σε ελαφρώς όξινα υδατικά διαλύµατα η αναγωγή της MMC 

από ένα e– παρουσία ιόντων δισθενούς σιδήρου οδηγεί στην παραγωγή ΔΜΟ που 

προκαλούν ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. Στο εσωτερικό όµως των κυττάρων η 

µιτοµυκίνη C ανάγεται από ρεδουκτάσες µε την προσθήκη ενός ή δύο e– (Tomasz και 

συν. 1987). Η προσθήκη ενός e– οδηγεί στο σχηµατισµό µιας ηµικινόνης (SQ•–), η 

οποία σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις µοριακού οξυγόνου έχει πολύ µικρό χρόνο 

ηµιζωής και αντιδρά αµέσως µε Ο2 κατά την αντίδραση (3.2) της παραγράφου 3.2.2.i 

(Penketh και συν. 2001). H προσθήκη όµως δύο e– οδηγεί στο σχηµατισµό µιας 

υδροκινόνης (QH2) που είναι ενεργοποιηµένη στις θέσεις C(1) και C(10) και µπορεί 

να δρα µέσω δύο θέσεων (bifunctional) ως αλκυλιωτικός παράγοντας του DNA 

(Σχήµα 3.2, σ. 110). Συγκεκριµένα αντιδρά οµοιοπολικά µε τις εξωκυκλικές 2-
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αµινοµάδες δύο βάσεων G σε ακολουθίες CpG σχηµατίζοντας χιάσµατα µεταξύ των 

αλυσίδων του DNA (Σχήµα 3.3, σ. 113) που πιστεύεται ότι οδηγούν στο σχηµατισµό 

SCEs (Paz και συν. 2004). Η οµοιοπολική σύνδεση της ενεργοποιηµένης QH2 µε το 

DNA αναστέλλεται από ουσίες που δεσµεύουν ελεύθερες ρίζες και άρα πιστεύεται ότι 

αυτές εµπλέκονται σε κάποιο στάδιο στο σχηµατισµό των χιασµάτων και των SCEs 

από τη δράση της µιτοµυκίνης C (Dorr 1988). 

Δείκτης πολλαπλασιασµού των κυττάρων (PRI) 

  Η τεχνική µε την οποία γίνεται καταµέτρηση των SCEs µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί και για τον υπολογισµό του δείκτη πολλαπλασιασµού των κυττάρων 

(Proliferation Rate Index ή PRI). Στην περίπτωση αυτή γίνεται καταµέτρηση 100 

πυρήνων που µπορεί να βρίσκονται στην 1η (M1), στη 2η (M2) ή στην 3η και 

µετέπειτα κυτταρικές διαιρέσεις (M3) (Σχήµα 3.6). Το PRI υπολογίζεται από την 

εξίσωση: 

PRI = (M1 + 2M2 + 3M3) / 100 

Δηλαδή, το PRI είναι ο µέσος όρος του αριθµού των κυτταρικών διαιρέσεων της 

καλλιέργειας και µε βάση αυτόν το δείκτη µπορεί να εκτιµηθεί η κυτταροστατική ή 

κυτταροτοξική δράση µιας ουσίας (Ντόζη και Μουρελάτος 1989). Η ελάχιστη τιµή 

που µπορεί να πάρει το PRI είναι ίση µε (1) που σηµαίνει ότι υπάρχει µεγάλη 

κυτταροστατικότητα στην καλλιέργεια και τα κύτταρα δεν µπορούν να προχωρήσουν 

πέρα από την 1η κυτταρική διαίρεση. Ενώ η µέγιστη τιµή του είναι ίση µε (3) που 

δείχνει ότι τα κύτταρα διαιρούνται µε υψηλό ρυθµό. 

Καλλιέργειες λεµφοκυττάρων 

 Για τις καλλιέργειες των λεµφοκυττάρων έγιναν αιµοληψίες από εθελοντές 

αιµοδότες µε ηπαρινισµένη σύριγγα µιας χρήσεως κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Οι 

αιµοδότες ήταν υγιή άτοµα (20-35 ετών), µη καπνιστές και τα οποία δεν 
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υποβάλλονταν σε φαρµακευτική αγωγή κατά την περίοδο της αιµοληψίας. Οι 

επόµενοι χειρισµοί έγιναν σε θάλαµο ρεύµατος αέρα συνεχούς ροής (Laminar air 

flow). 10 σταγόνες από το αίµα προστίθενται σε σωλήνες των 50ml που περιέχουν 

5ml καλλιεργητικού υλικού RPMI-1640 εµπλουτισµένο µε 15% ορό από έµβρυο 

µόσχου, 4mM L-γλουταµίνη, 100U/ml πενικιλλίνη, 100µg/ml στρεπτοµυκίνη και 

0,1ml φυτοαιµογλουτινίνη (PHA). Η PHA είναι µία µουκοπρωτεΐνη που δρα ως 

µιτογόνο διεγείροντας τον πολλαπλασιασµό των λεµφοκυττάρων. Στις καλλιέργειες 

προστέθηκε και 5-βρωµοδεοξυουριδίνη (BrdU) σε τελική συγκέντρωση 10µg/ml. Οι 

καλλιέργειες τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο στους 370C για 72 ώρες. 24 ώρες 

µετά την έναρξη της επώασης, προστίθεται στις καλλιέργειες 50µl µιτοµυκίνης C σε 

συγκέντρωση 20ng/ml και 100µl από το διάλυµα των εξεταζόµενων ουσιών σε 

διάφορες συγκεντρώσεις. Επίσης, κάθε πείραµα περιελάµβανε έναν αρνητικό 

µάρτυρα (καλλιέργειες που δεν περιείχαν καµία ουσία), ένα θετικό µάρτυρα 

(καλλιέργειες που περιείχαν µόνο τη µιτοµυκίνη C) και ένα µάρτυρα που περιείχε 

µόνο την εξεταζόµενη ουσία στη µεγαλύτερη από τις συγκεντρώσεις που 

χρησιµοποιούνταν στο πείραµα. Για την εξέταση κάθε ουσίας πραγµατοποιήθηκαν 

τρία πειράµατα. Λόγω του ό,τι ορισµένες από τις εξεταζόµενες ουσίες ήταν 

διαλυµένες σε κάποιο διαλύτη (µεθανόλη, αιθανόλη ή DMSO), εξετάστηκε αν οι 

διαλύτες επηρεάζουν τον αριθµό των SCEs που προκύπτουν από τη δράση της 

µιτοµυκίνης C. Έτσι χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες που περιείχαν τη µιτοµυκίνη C 

και το διαλύτη. 70 ώρες µετά την έναρξη της καλλιέργειας προστίθεται 50µl 

διαλύµατος κολχικίνης σε τελική συγκέντρωση 0,5µg/ml και η επώαση συνεχίζεται 

για 2 ώρες ώστε τα κύτταρα να σταµατήσουν στη φάση της µετάφασης.  

 Μετά τις 72 ώρες οι καλλιέργειες βγαίνουν από τον επωαστικό κλίβανο και 

ύστερα από ανάδευση µεταφέρονται σε σωλήνες φυγοκέντρησης των 15ml και 



 

 132 

φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό. Στη συνέχεια 

απορρίπτεται το υπερκείµενο και στο ίζηµα προστίθεται σταγόνα-σταγόνα µε 

ταυτόχρονη ανάδευση 5-7ml υποτονικού διαλύµατος χλωριούχου καλίου (KCl) 

0,075M και αφήνονται για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Το υποτονικό 

διάλυµα συµβάλλει στην καταστροφή των ερυθροκυττάρων ενώ παράλληλα προκαλεί 

διόγκωση των λεµφοκυττάρων και βοηθάει έτσι στην καλύτερη διασπορά των 

χρωµοσωµάτων µέσα στα λεµφοκύτταρα.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά 

στις 1500 στροφές ανά λεπτό. Απορρίπτεται το υπερκείµενο και προστίθεται 

σταγόνα-σταγόνα µε σύγχρονη ανάδευση 5-7ml διαλύµατος µονιµοποίησης (διάλυµα 

Fix) που αποτελείται από µεθανόλη και οξικό οξύ σε αναλογία 3:1 αντίστοιχα. Με τη 

διαδικασία της µονιµοποίησης σκοτώνονται τα κύτταρα και αποµακρύνονται οι 

πυρηνικές πρωτεΐνες, ενώ τα χρωµοσώµατα διατηρούν τη µορφολογία τους. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό και 

απορρίππτεται το υπερκείµενο. Το στάδιο της προσθήκης του διαλύµατος Fix και της 

φυγοκέντρησης επαναλαµβάνεται τουλάχιστον άλλες δύο φορές ή µέχρι να γίνει 

ανοιχτόχρωµο το διάλυµα, γεγονός που δείχνει ότι έχουν αποµακρυνθεί οι πρωτεΐνες 

και τα κυτταρικά υπολείµµατα. Μετά την τελευταία φορά που προστίθεται διάλυµα 

Fix, δεν ακολουθεί φυγοκέντρηση αλλά τα παρασκευάσµατα τοποθετούνται στους     

-200C για τουλάχιστον 20 λεπτά. Στη συνέχεια τα παρασκευάσµατα φυγοκεντρούνται 

για 10 λεπτά στις 1500 στροφές ανά λεπτό, το υπερκείµενο απορρίπτεται έτσι ώστε 

να αποµείνει ~0,5ml διαλύµατος και το ίζηµα εναιωρείται στο εναποµείνον διάλυµα 

µε ανάδευση χρησιµοποιώντας πιπέττα Pasteur. 3-4 σταγόνες από το διάλυµα 

ενσταλλάζονται µε πιπέττα Pasteur από ύψος τουλάχιστον ενός µέτρου σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες (που διατηρούνται σε αιθανόλη στους +40C) οι οποίες στη 

συνέχεια αφήνονται να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου.   
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Fluorescence plus Giemsa χρώση 

 Πάνω στις αντικειµενοφόρες πλάκες τοποθετείται για 12 λεπτά διάλυµα 

χρωστικής Hoechst 33258 συγκέντρωσης 100µg/ml. Απορρίπτεται η Hoechst, 2-3 

σταγόνες διαλύµατος McLIvaines pH 8,0 (παρασκευάζεται µε ανάµιξη διαλύµατος 

κιτρικού οξέος 0,1Μ και µονόξινου φωσφορικού νατρίου 0,25Μ σε αναλογία 15:85 

αντίστοιχα) ενσταλλάζονται πάνω στις αντικειµενοφόρους πλάκες και ακολουθεί η 

τοποθέτηση καλυπτρίδων. Οι αντικειµενοφόρες πλάκες τοποθετούνται κάτω από 

λάµπα (Osram 300W) υπεριώδους φωτός για 1 ώρα και 15 λεπτά. Ακολούθως, 

αφαιρούνται οι καλυπτρίδες και οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίζονται για 8 λεπτά σε 

διάλυµα χρωστικής Giemsa 3%v/v (3ml Giemsa προστίθενται σε 97ml ρυθµιστικού 

διαλύµατος Sorensen pH 6,8). Μετά τη χρώση οι αντικειµενοφόρες ξεπλένονται µε 

νερό βρύσης και αφήνονται να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα 

παρασκευάσµατα παρατηρήθηκαν µε οπτικό µικροσκόπιο Olympus BX41 σε 

µεγέθυνση Χ100 (καταδυτικός φακός σε λάδι µικροσκοπίου).  

Στατιστική ανάλυση και επεξεργασία αποτελεσµάτων  

 Για να υπολογιστεί η συχνότητα των SCEs ανά πυρήνα (δηλαδή ανά 46 

χρωµοσώµατα) σε µία καλλιέργεια, µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες 2ης µιτωτικής 

διαίρεσης που περιείχαν τουλάχιστον 42 χρωµοσώµατα και στη συνέχεια 

υπολογίζεται ο µέσος όρος και η τυπική απόκλιση. Στους πυρήνες που είχαν λιγότερα 

από 46 χρωµοσώµατα, πολλαπλασιάζουµε τον ολικό αριθµό των ανταλλαγών επί 46 

και διαιρούµε το γινόµενο µε τον αριθµό των χρωµοσωµάτων.  

 Για να προσδιοριστεί η % αναστολή ή επαγωγή των εξεταζόµενων ουσιών 

στον αριθµό των SCEs που προκαλούνται από τη µιτοµυκίνη C χρησιµοποιήθηκε η 

εξίσωση: 
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                      % αναστολή/επαγωγή  

 
 : ο µέσος όρος των SCEs παρουσία της εξεταζόµενης ουσίας και της µιτοµυκίνης 

C. 

 : ο µέσος όρος των SCEs του θετικού µάρτυρα (της  καλλιέργειας που περιείχε 

µόνο µιτοµυκίνη C).   

m : o µέσος όρος των SCEs του αρνητικού µάρτυρα (της καλλιέργειας που δεν 

περιείχε καµία ουσία). 

 Για να προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικά διαφορές µεταξύ των 

µέσων τιµών των SCEs των διαφόρων καλλιεργειών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

one-way ANOVA σε συνδυασµό µε το τεστ του Dunnett (οι υπολογισµοί έγιναν µε το 

πρόγραµµα SPSS 13.0). Επίσης, εκτιµήθηκε στατιστικά η συσχέτιση µεταξύ της 

αναστολής ή της επαγωγής στον αριθµό των SCEs που προκαλούσαν οι εξεταζόµενες 

ουσίες και της συγκέντρωσής τους µε τον προσδιορισµό του συντελεστή συσχέτισης r 

κατά Spearman.  

 Ο προσδιορισµός του PRI έγινε όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Για να 

προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικά διαφορές µεταξύ των τιµών του PRI 

των διαφόρων καλλιεργειών χρησιµοποιήθηκε το χ2-test.  

3.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.3.1 Επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA µε τη χρήση µιτοµυκίνης C 

3.3.1.i Επίδραση των εκχυλισµάτων αµπέλου στην επαγωγή θραύσεων σε 

πλασµιδιακό DNA µε τη χρήση µιτοµυκίνης C 

 Το µεθανολικό και το υδατικό εκχύλισµα από την ποικιλία Ασσύρτικο (άσπρα 

σταφύλια) ανέστειλαν δοσοεξαρτώµενα (r = 0,85, p<0,01 και r = 0,87, p<0,01) τις 

προκαλούµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις του DNA καθώς παρεµπόδισαν τη 
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µετατροπή του υπερελικωµένου DNA σε χαλαρή µορφή (Πίνακες 3.1, 3.2 και 

Σχήµατα 3.8, 3.9). Η ανασταλτική δράση του µεθανολικού εκχυλίσµατος ήταν 36 και 

47% σε συγκέντρωση 200 και 400 µg/ml αντίστοιχα. Το υδατικό εκχύλισµα 

παρουσίασε στατιστικά σηµαντική (p<0,05) αναστολή κατά 30% µόνο στα 400µg/ml. 

 Τα εκχυλίσµατα της ποικιλίας Μανδηλαριά (κόκκινα σταφύλια) επίσης 

ανέστειλαν το σχηµατισµό της χαλαρής µορφής του DNA που προκαλείται από τη 

δράση της µιτοµυκίνης C. Συγκεκριµένα, το υδατικό εκχύλισµα παρουσίασε 

δοσοεξαρτώµενη αναστολή (r = 0,75, p<0,01)  και η αναστολή ήταν  38% στατιστικά 

σηµαντική στα 400µg/ml (Πίνακας 3.3 και Σχήµα 3.10). Eπίσης, το µεθανολικό 

εκχύλισµα παρουσίασε δοσοεξαρτώµενη αναστολή (r = 0,76, p<0,01), η τιµή της 

οποίας ήταν 19% στατιστικά σηµαντική στα 400µg/ml (Πίνακας 3.4 και Σχήµα 3.11). 

3.3.1.ii Επίδραση των πολυφαινολικών κλασµάτων της ποικιλίας Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA µε τη χρήση 

µιτοµυκίνης C 

 Σε αντίθεση µε την ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων της ποικιλίας 

Μανδηλαριά, τα πολυφαινολικά κλάσµατα είτε δεν επηρέασαν είτε ενίσχυσαν την 

δράση της µιτοµυκίνης C δείχνοντας προ-οξειδωτική δράση. Συγκεκριµένα, το 

κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα ενίσχυσε τις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C 

θραύσεις στο DNA αφού η χαλαρή και η γραµµική µορφή του DNA αυξήθηκαν σε 

σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C (Πίνακας 3.5 και Σχήµα 

3.12). Η µέγιστη βλάβη στο DNA προκλήθηκε στα 200µg/ml όπου υπήρξε µερικός 

κατακερµατισµός του πλασµιδιακού DNA όπως δείχνουν οι αχνές ζώνες DNA και 

στις τρεις µορφές του DNA, δηλαδή στην υπερελικωµένη, στη χαλαρή και στη 

γραµµική (Σχήµα 3.12, σειρά 5). Ενώ στα 400 και στα 600µg/ml η έκταση της βλάβης 

του DNA ήταν µικρότερη από ότι στα 200µg/ml (Σχήµα 3.12, σειρές 3-4 και Πίνακας 
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3.5). Μία παρόµοια επίδραση παρατηρήθηκε και στο µεθανολικό κλάσµα από το 

υδατικό εκχύλισµα. Δηλαδή, στις ενδιάµεσες συγκεντρώσεις, στα 200 και στα 

400µg/ml, υπήρξε µερικός κατακερµατισµός του DNA το οποίο δηλώνει µία προ-

οξειδωτική δράση (Σχήµα 3.13, σειρές 5 και 6). Ωστόσο δεν υπήρξε σχεδόν καµία 

επίδραση στην επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C ρήξη του DNA στις µικρότερες (50 

και 100µg/ml) καθώς και στη µεγαλύτερη συγκέντρωση (600µg/ml) (Σχήµα 3.13, 

σειρές 3, 4 και 7, Πίνακας 3.6). Καµία επίδραση στη δράση της µιτοµυκίνης C δεν 

άσκησε το µεθανολικό κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα (Πίνακας 3.7). 

3.3.1.iii Επίδραση των πολυφαινολών στην επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA 

µε τη χρήση µιτοµυκίνης C 

 Όπως τα πολυφαινολικά κλάσµατα έτσι και οι πολυφαινόλες καφεϊκό οξύ, 

γαλλικό οξύ και πρωτοκατεχοϊκό οξύ ενίσχυσαν τη δράση της µιτοµυκίνης C 

(Σχήµατα 3.14, 3.15 και 3.16 αντίστοιχα και Πίνακες 3.8, 3.9 και 3.10 αντίστοιχα). 

Το καφεϊκό οξύ ενίσχυσε δοσοεξαρτώµενα το σχηµατισµό γραµµικού DNA (r = 0,89, 

p<0,01) (Πίνακας 3.8 και Σχήµα 3.14). Για παράδειγµα στα 100µΜ η ποσότητα του 

γραµµικού DNA αυξήθηκε στατιστικά σηµαντικά κατά 2,8 φορές σε σύγκριση µε το 

δείγµα που περιείχε µόνο µιτοµυκίνη C. Ενώ το φερουλικό οξύ (Πίνακας 3.10 και 

Σχήµα 3.16) και το κουµαρικό οξύ (Πίνακας 3.11) που έχουν παρόµοια χηµική δοµή 

µε το καφεϊκό οξύ δεν παρουσίασαν καµία στατιστικά σηµαντική επίδραση στη 

δράση της µιτοµυκίνης C. Επίσης, καµία επίδραση δεν άσκησαν στη δράση της MMC 

η (+)-κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη (Πίνακας 3.11). Το γαλλικό οξύ επίσης έδειξε 

δοσοεξαρτώµενη (r = 0,89, p<0,01)  προ-οξειδωτική δράση (Πίνακας 3.9 και Σχήµα 

3.15). Στα 100µΜ γαλλικού οξέος η ποσότητα της χαλαρωµένης µορφής του DNA 

αυξήθηκε στατιστικώς σηµαντικά κατά 1,5 φορές σε σύγκριση µε το δείγµα που 

περιείχε µόνο µιτοµυκίνη C (Πίνακας 3.9). Επιπροσθέτως, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ 
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που έχει παρόµοια χηµική δοµή µε το γαλλικό οξύ ενίσχυσε δοσοεξαρτώµενα             

( r =0,89, p<0,01)  τη δράση της µιτοµυκίνης C (Πίνακας 3.10 και Σχήµα 3.16). Στα 

100µΜ η ποσότητα του γραµµικού DNA αυξήθηκε κατά 2,6 φορές σε σύγκριση µε το 

δείγµα που περιείχε µόνο µιτοµυκίνη C. Συνεπώς, η σειρά δραστικότητας των 

εξεταζόµενων πολυφαινολών όσον αφορά την προ-οξειδωτική τους δράση στη 

συγκεκριµένη µέθοδο ήταν καφεϊκό οξύ > πρωτοκατεχοϊκό οξύ > γαλλικό οξύ > 

φερουλικό οξύ = κουµαρικό οξύ = (+)-κατεχίνη = (-)-επικατεχίνη.  

 Η ρουτίνη ήταν διαλυµένη σε µεθανόλη, η µέγιστη συγκέντρωση της οποίας 

στην τελική αντίδραση ήταν 1%v/v. Σε αυτή τη συγκέντρωση όµως η µεθανόλη 

ανέστειλε τη µετατροπή της υπερελικωµένης µορφής του DNA σε χαλαρή µορφή. Για 

το λόγο αυτό δεν ήταν δυνατή η εξέταση της ρουτίνης µε τη συγκεκριµένη µέθοδο. 

Για τον ίδιο λόγο δεν ήταν δυνατή και η εξέταση τηςς κερκετίνης και της trans-

ρεσβερατρόλης οι οποίες ήταν διαλυµένες σε DMSO. Tο DMSO σε συγκέντρωση 

0,1%v/v ανέστειλε τη µετατροπή της υπερελικωµένης µορφής του DNA σε χαλαρή 

µορφή.  
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Πίνακας 3.1 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στις 

επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

                 % Ποσοστό του DNA 
 SCα  OCα  Linearα 

Αρνητικός µάρτυρας  98+2*  MA  MA 
DNA+MMCβ 29+3  71+3  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 100µg/ml 30+5  70+5  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 200µg/ml   54+6*   46+6*  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 400µg/ml   61+4*   39+4*  MA 
            
            
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του 
DNA, που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA 
προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media 
Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Linear: γραµµικό DNA. ΜA: <5%, µη 
ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C 
(θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 

Σχήµα 3.8 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα 

σταφύλια) έναντι των επαγόµενων από µιτοµυκίνη C θραύσεων σε pGem-3z DNA. Ο υπολογισµός 

της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.i. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα 

δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 

(36)* 

(47)* 

(6) 
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Πίνακας 3.2 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στις επαγόµενες 

από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

 % Ποσοστό του DNA 
 SCα      OCα  Linearα 

Αρνητικός µάρτυρας  90+3*   10+3*  MA 
DNA+MMCβ 29+3  71+3  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 100µg/ml 33+4  67+4  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 200µg/ml 38+5  62+5  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 400µg/ml  47+5*   53+5*  MA  
            

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του 
DNA, που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε 
µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ 
συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i. 
SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Linear: γραµµικό DNA. ΜA: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη 
DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 
Σχήµα 3.9 Διάγραµµα που δείχνει την % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα 

σταφύλια) στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις σε pGem-3z DNA. Ο υπολογισµός της % 

αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.i. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 

περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 

(15) 

(30)* 

(7) 
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Πίνακας 3.3 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στις 

επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

                   % Ποσοστό του DNA 
          SCα          OCα  Linearα 

Αρνητικός µάρτυρας      94+5*          6+5*  MA 
DNA+MMCβ      29+3        71+3  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 100µg/ml      32+8        68+8  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 200µg/ml      35+6        65+6  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 400µg/ml      54+5*        46+5*  MA  

            
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του 
DNA, που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε 
µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ 
συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i 
SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Linear: γραµµικό DNA. ΜA: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη 
DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 
Σχήµα 3.10 Διάγραµµα που δείχνει την % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα 

σταφύλια) στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις σε pGem-3z DNA. Ο υπολογισµός της % αναστολής 

έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.i Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή ενώ οι αρνητικές τιµές 

δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C (θετικοί 

µάρτυρες). 

 

(+9) 

(+38)* 

(+5) 
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Πίνακας 3.4 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στις επαγόµενες από τη 

µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

                   % Ποσοστό του DNA 
 SCα  OCα  Linearα 

Αρνητικός µάρτυρας  82+7*   18+7*  MA 
DNA+MMCβ 20+3  80+3  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 100µg/ml 22+5  78+5  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 200µg/ml 28+6  72+6  MA 
DNA+MMC+Εκχύλισµα 400µg/ml 32+3*  68+3*  MA  
            
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του DNA, 
που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε 
ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση 
της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i. SC: 
υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Linear: γραµµικό DNA. ΜA: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.11 Απεικονίζεται η επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) 

έναντι των επαγόµενων από µιτοµυκίνη C θραύσεων σε pGem-3z DNA. (A) Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης 0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης είναι από πάνω προς τα κάτω. (Β) Διάγραµµα που δείχνει 

την % αναστολή. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.i. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

(12) 

(19)* 

(3) 

pGem-3z           +           +              +             +            + 
ΜΜC(0,004%)                    -           +              +             +            + 
Εκχύλισµα (µg/ml)           -              -             200         400         100 

OC –  
 
 
 SC –  
 
 

 
 
(A) 

 
 
(B) 
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Πίνακας 3.5 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα 

σταφύλια) στις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

              % Ποσοστό του DNA          % Αναστολή/Επαγωγήγ 

  SCα OCα  Linα OC+Linα    SCα                     OCα  Linα OC+Linα 

Αρνητικός µάρτυρας  98+2* ΜΑ   MΑ ΜΑ     

DNA+MMCβ 41+2 51+2   8+4 59+6     

DNA+MMC+Κλάσµα 100µg/ml 18+2* 66+2* 16+1                                       82+3*                                          +40*   -29* -100*   -39* 

DNA+MMC+ Κλάσµα 200µg/ml     ΜΠ ΜΠ  MΠ                                          MΠ                                               -   -    -     - 

DNA+MMC+ Κλάσµα 400µg/ml 21+3* 64+4* 16+1                                       80+5*                                           +35*   -25* -100*   -36* 

DNA+MMC+ Κλάσµα 600µg/ml 28+1* 59+5 13+6                                       72+11*                                           +23*   -16* -63*   -22* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του DNA, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση 
οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της µιτοµυκίνης 
C ήταν 0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή σε σύγκριση µε τα 
δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i SC: 
υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Lin: γραµµικό DNA. ΜΑ: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. ΜΠ: µη 
προσδιορίσιµο DNA λόγω µερικού κατακερµατισµού. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-
3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 

 

 

 

 
Σχήµα 3.12 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα 

σταφύλια) στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις σε pGem-3z DNA. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης 0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης είναι από πάνω προς τα κάτω. Πλασµιδιακό DNA pGem-

3z (38ng/10µl) επωάστηκε για 1 ώρα στους 370C µε 143µΜ θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ EDTA 

παρουσία ή απουσία 0,004% µιτοµυκίνης C και διάφορων συγκεντρώσεων του κλάσµατος. SC: υπερελικωµένο 

DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; L: γραµµικό DNA. 

 

        1        2      3       4       5       6        

OC –  
 
    L –   
 SC –  
 

pGem-3z          +       +        +        +         +         +          
ΜΜC(0,004%)                  -       +        +        +         +         +          
Κλάσµα (µg/ml)                       -            -        600    400      200     100       
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Πίνακας 3.6 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) 

στις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 
 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του DNA, 
που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε 
ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση 
της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή 
σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Lin: γραµµικό DNA. ΜΑ: <5%, µη 
ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. ΜΠ: µη προσδιορίσιµο DNA λόγω µερικού κατακερµατισµού. *p<0,05 σε σύγκριση µε 
τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 

                                            
 

 

 

Σχήµα 3.13 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα 

σταφύλια) στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις σε pGem-3z DNA. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης είναι από πάνω προς τα κάτω. Πλασµιδιακό DNA pGem-3z 

(38ng/10µl) επωάστηκε για 1 ώρα στους 370C µε 143µΜ θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ EDTA 

παρουσία ή απουσία 0,004% µιτοµυκίνης C και διάφορων συγκεντρώσεων του κλάσµατος. SC: υπερελικωµένο 

DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; L: γραµµικό DNA. 

 

                % Ποσοστό του DNA     % Αναστολή/Επαγωγήγ 

  SCα OCα  Linα OC+Linα  SC                    OC  Lin OC+Lin 

Αρνητικός µάρτυρας  87+4*  13+4*  MΑ 13+4     

DNA+MMCβ 14+3 71+3 15+5 86+8     

DNA+MMC+Kλάσµα 50µg/ml 9+3 74+5 17+2 91+7    +7 -5 -13   -7 

DNA+MMC+ Kλάσµα 100µg/ml 16+2 72+1 11+3 83+4     -3 -2 +27   +4 

DNA+MMC+ Kλάσµα 200µg/ml ΜΠ ΜΠ  MΠ ΜΠ     -   -    -     - 

DNA+MMC+ Kλάσµα 400µg/ml    ΜΠ ΜΠ  MΠ ΜΠ     -   -    -     - 

DNA+MMC+ Kλάσµα 600µg/ml 20+3 80+3  MΑ 80+3      -8 -16    -   +8 

          1       2      3       4       5       6       7        
OC –  
 
    L –   
 SC –  
 

pGem-3z      + +         +       +        +         +         + 
ΜΜC(0,004%)               - +         +       +        +         +         + 
Κλάσµα (µg/ml)                    -         -         50     100   200     400      600 
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Πίνακας 3.7 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε 

πλασµιδιακό DNA. 

             % Ποσοστό του DNA % Αναστολή/Επαγωγήγ 

  SCα OCα Linearα    SC                     OC   

Αρνητικός µάρτυρας  92+5*  18+5* MA      

DNA+MMCβ 19+4 81+4 MA      

DNA+MMC+Kλάσµα 50µg/ml 18+3 82+3 MA     +1   -1   

DNA+MMC+ Kλάσµα 100µg/ml 15+5 85+5 MA     +5   -5   

DNA+MMC+ Kλάσµα 200µg/ml 22+6 78+6 MA     -4   +4   

DNA+MMC+ Kλάσµα 400µg/ml 18+6 82+6 MA     +1   -1   

DNA+MMC+ Kλάσµα 600µg/ml 20+3 80+3 MA      -1   +1   
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών 
του DNA, που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA 
προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media 
Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και 
οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο 
DNA; Lin: γραµµικό DNA. ΜΑ: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα 
που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες).  
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Πίνακας 3.8 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε 

πλασµιδιακό DNA. 

      % Ποσοστό του DNA % Αναστολή/Επαγωγήγ 

 SCα OCα  Linα      SCα                    OCα  Linα  

Αρνητικός µάρτυρας  97+5* ΜΑ    MΑ      

DNA+MMCβ ΜΑ 92+2    8+2      

DNA+MMC+Καφεϊκό οξύ 10µΜ ΜΑ 91+4    9+4        - +1 -13  

DNA+MMC+ Καφεϊκό οξύ 50µΜ ΜΑ 81+3*   19+3*        - +12* -138*  

DNA+MMC+ Καφεϊκό οξύ 100µΜ ΜΑ 77+3*   23+3*        - +16* -188*  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του 
DNA, που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA 
προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media 
Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και οι 
αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο 
DNA; Lin: γραµµικό DNA. ΜΑ: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 

 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.14 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις σε pGem-3z 

DNA. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης είναι από 

πάνω προς τα κάτω. Πλασµιδιακό DNA pGem-3z (38ng/10µl) επωάστηκε για 1 ώρα στους 370C µε 

143µΜ θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ EDTA παρουσία ή απουσία 0,004% µιτοµυκίνης C 

και διάφορων συγκεντρώσεων του καφεϊκού οξέος. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο 

DNA; L: γραµµικό DNA. 

 

pGem-3z          +       +          +           +         +                   
ΜΜC(0,004%)                  -       +          +           +         +                   
Καφεϊκό οξύ µΜ         -            -          100        50       10           

        1       2       3        4        5               

  OC –  
 
      L –    
   SC –  
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Πίνακας 3.9 Επίδραση του γαλλικού οξέος στις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε 

πλασµιδιακό DNA. 

    % Ποσοστό του DNA % Αναστολή/Επαγωγήγ 

 SCα OCα  Linα      SCα                    OCα  Linα  

Αρνητικός µάρτυρας  98+2* ΜΑ   MΑ      

DNA+MMCβ 45+6 55+6   MΑ      

DNA+MMC+Γαλλικό οξύ 10µΜ 31+7 69+7   MΑ      +26 -25    -  

DNA+MMC+Γαλλικό οξύ 50µΜ 20+7* 80+7*   MΑ      +47* -45*    -  

DNA+MMC+Γαλλικό οξύ 100µΜ 16+4* 84+4*   MΑ      +55* -53*    -  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του DNA, 
που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε 
ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση 
της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή 
σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; Lin: γραµµικό DNA. ΜΑ: <5%, µη 
ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C 
(θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.15 Επίδραση του γαλλικού οξέος στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C θραύσεις σε pGem-3z 

DNA. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης είναι από πάνω 

προς τα κάτω. Πλασµιδιακό DNA pGem-3z (38ng/10µl) επωάστηκε για 1 ώρα στους 370C µε 143µΜ 

θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ EDTA παρουσία ή απουσία 0,004% µιτοµυκίνης C και διάφορων 

συγκεντρώσεων του γαλλικού οξέος. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; L: γραµµικό 

DNA. 

 

pGem-3z          +       +          +           +         +                   
ΜΜC(0,004%)                  -       +          +           +         +                   
Γαλλικό οξύ µΜ                       -            -           10         50       100           

        1       2       3        4        5               

  OC –  
 

   SC –  
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Πίνακας 3.10 Επίδραση του φερουλικού οξέος και πρωτοκατεχοϊκού οξέος στις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη 

C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

 % Ποσοστό του DNA    % Αναστολή/Επαγωγήγ 

 SCα OCα  Linα      SCα                    OCα  Linα  

Αρνητικός µάρτυρας 86+6*  14+6*     MΑ      

DNA+MMCβ ΜΑ 79+2   21+2      

DNA+MMC+Φερουλικό οξύ 10µΜ ΜΑ 69+6   31+6         - +13  -48  

DNA+MMC+Φερουλικό οξύ 50µΜ ΜΑ 67+5   33+5         - +15  -57  

DNA+MMC+Φερουλικό οξύ 100µΜ ΜΑ 72+3   28+3         - +9  -33  

DNA+MMC+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 10µΜ ΜΑ 63+4*   37+4*         - +20*  -76*  

DNA+MMC+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 50µΜ ΜΑ 56+2*   44+2*             - +29*  -110*  

DNA+MMC+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 100µΜ ΜΑ 45+5*   55+5*         - +43*  -162*  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών του DNA, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής 
πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 
0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: 
χαλαρωµένο DNA; Lin: γραµµικό DNA. ΜΑ: <5%, µη ανιχνεύσιµη ζώνη DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pGem-3z και µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 

 

 
Σχήµα 3.16 Επίδραση του φερουλικού οξέος και του πρωτοκατεχοϊκού οξέος  στις επαγόµενες από µιτοµυκίνη C 

θραύσεις σε pGem-3z DNA. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,9%. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης 

είναι από πάνω προς τα κάτω. Πλασµιδιακό DNA pGem-3z (38ng/10µl) επωάστηκε για 1 ώρα στους 370C µε 

143µΜ θειϊκού σιδήρου (FeSO4.7H2O), 78µΜ EDTA παρουσία ή απουσία 0,004% µιτοµυκίνης C και διάφορων 

συγκεντρώσεων των πολυφαινολών. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο DNA; L: γραµµικό DNA. 

 

pGem-3z          +              +               +           +                 +              +                 +              +           
ΜΜC(0,004%)                   -              +               +           +                 +              +                 +              +                   
Φερουλικό οξύ µΜ         -                  -                100        50               10            -                  -               -    
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ µΜ        -                  -                -             -                  -              100             50             10    

              1            2           3            4            5            6             7            8            

     OC –  
       L –    

   SC –  
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Πίνακας 3.11 Επίδραση της (+)-κατεχίνης, (-)-επικατεχίνης και του κουµαρικού οξέος  στις 

επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C (MMC) ρήξεις σε πλασµιδιακό DNA. 

 % Ποσοστό του DNA          % Αναστολή/Επαγωγήγ 

 SCα OCα   SCγ 

Αρνητικός µάρτυρας  88+7*  12+7*       

DNA+MMCβ 28+6 72+6       

DNA+MMC+Κατεχίνη 10µΜ 29+3 71+3   +2 

DNA+MMC+Κατεχίνη 50µΜ 31+3 69+3   +4 

DNA+MMC+Κατεχίνη 100µΜ 32+4 68+4   +7 

DNA+MMC+Επικατεχίνη 10µΜ 30+8  60+8   +3 

DNA+MMC+Επικατεχίνη 50µΜ  35+11  65+1   +12 

DNA+MMC+Επικατεχίνη 100µΜ 36+9 64+9   +13 

DNA+MMC+Κουµαρικό οξύ 10µΜ 24+4 76+4   -7 

DNA+MMC+Κουµαρικό οξύ 50µΜ 37+7 63+7   +15 

DNA+MMC+Κουµαρικό οξύ 100µΜ 32+6 68+6   +7 
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού των τριών διαφορετικών µορφών 
του DNA, που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του DNA 
προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media 
Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της µιτοµυκίνης C ήταν 0,004%. γΟι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή και 
οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο µιτοµυκίνη C. Η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.i. SC: υπερελικωµένο DNA; ΟC: χαλαρωµένο 
DNA; Lin: γραµµικό DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pGem-3z και 
µιτοµυκίνη C (θετικοί µάρτυρες). Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 
πολυφαινολών και του θετικού µάρτυρα (δείγµα που περιείχε µόνο µιτοµυκίνη C). 
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3.3.2 Τεστ του Ames 

3.3.2.i Επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium TA102 

 Για την επιλογή της κατάλληλης συγκέντρωσης µπλεοµυκίνης, 

χρησιµοποιήθηκαν αυξανόµενες συγκεντρώσεις (0,1, 0,5 και 1,5µg/τριβλίο) και 

προέκυψε η καµπύλη του σχήµατος 3.17 που απεικονίζει τον αριθµό των 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση µπλεοµυκίνης. Ως 

πιο κατάλληλη συγκέντρωση επιλέχτηκε τα 0,5µg/τριβλίο γιατί βρισκότανε στη 

γραµµική περιοχή της καµπύλης, ενώ παράλληλα προκαλούσε µία ικανοποιητική 

αύξηση στον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων αποικιών. 

 Η µεθανόλη, η αιθανόλη και το DMSO χρησιµοποιήθηκαν για τη διάλυση 

ορισµένων από τις εξεταζόµενες ουσίες. Η µέγιστη συγκέντρωση της µεθανόλης, της 

αιθανόλης και του DMSO στις καλλιέργειες ήταν 0,8, 0,06 και 2,5% αντίστοιχα. Σε 

αυτές τις συγκεντρώσεις οι διαλύτες δεν επηρέαζαν τον αριθµό των 

επαναµεταλλαγµένων αποικιών παρουσία ή απουσία της µπλεοµυκίνης. 

3.3.2.ii Επίδραση των εκχυλισµάτων αµπέλου στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα S. typhimurium TA102. 

 Τα εκχυλίσµατα, υδατικά και µεθανολικά, και των δύο εξεταζόµενων 

ποικιλιών αµπέλου παρουσίασαν στατιστικά σηµαντική αναστολή έναντι της 

προκαλούµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης. Συγκεκριµένα, το 

µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) ανέστειλε στατιστικώς 

σηµαντικά (p<0,05) και δοσοεξαρτώµενα (r = -0,91, p<0,01) κατά 42, 60 και 69% τη 

δράση της µπλεοµυκίνης σε συγκεντρώσεις 0,3, 3 και 6mg ανά τριβλίο αντίστοιχα 

(Σχήµα 3.18 και Πίνακας 3.12). Το υδατικό εκχύλισµα της ίδιας ποικιλίας 

παρουσίασε στατιστικά σηµαντική (p<0,05) και δοσοεξαρτώµενη (r = -0,96, p<0,01) 
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αναστολή στις συγκεντρώσεις των 3 και 6mg/τριβλίο κατά 66 και 75% αντίστοιχα 

(Σχήµα 3.19 και Πίνακας 3.13). Επίσης, κανένα από τα παραπάνω εκχυλίσµατα δεν 

επηρέασε τον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων αποικιών απουσία µπλεοµυκίνης και 

δεν παρουσίασε κυτταροτοξικότητα στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (Πίνακες 3.12, 

3.13). 

 Επιπρόσθετα, το µεθανολικό εκχύλισµα Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια), 

ανέστειλε στατιστικώς σηµαντικά (p<0,05) και δοσοεξαρτώµενα (r = -0,91, p<0,01) 

την επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση κατά 57 και 75% σε 

συγκεντρώσεις 3 και 6mg/τριβλίο  αντίστοιχα (Σχήµα 3.20 και Πίνακας 3.14). Το 

υδατικό εκχύλισµα της ίδιας ποικιλίας, παρουσίασε στατιστικά σηµαντική αναστολή 

(p<0,05) κατά 35% µόνο στη συγκέντρωση των 6mg/τριβλίο (Σχήµα 3.21 και 

Πίνακας 3.15). Επίσης, στις συγκεντρώσεις των 0,3 και 3mg/τριβλίο υπήρξε τάση 

προς αναστολή µε αποτέλεσµα ο συντελεστής συσχέτισης r του αριθµού των 

επαναµεταλλαγµένων αποικιών και της συγκέντρωσης αυτού του εκχυλίσµατος να 

έχει µία υψηλή αρνητική τιµή (r = -0,88, p<0,01). Κανένα από τα παραπάνω 

εκχυλίσµατα δεν επηρέασε τον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων αποικιών απουσία 

µπλεοµυκίνης και δεν παρουσίασε κυτταροτοξικότητα στις εξεταζόµενες 

συγκεντρώσεις (Πίνακες 3.14, 3.15). 

3.3.2.iii Επίδραση των πολυφαινολικών κλασµάτων από την ποικιλία Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα S. typhimurium TA102. 

 Σε αντίθεση µε την ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων της ποικιλίας 

Μανδηλαριά έναντι της επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης, τα 

πολυφαινολικά κλάσµατα της ίδιας ποικιλίας είτε δεν επηρέασαν είτε ενίσχυσαν τη 

δράση της µπλεοµυκίνης. Συγκεκριµένα, τα µεθανολικά κλάσµατα από το 
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µεθανολικό και το υδατικό εκχύλισµα δεν επηρέασαν σηµαντικά τη δράση της 

µπλεοµυκίνης (Σχήµατα 3.22 και 3.23 αντίστοιχα και Πίνακες 3.16 και 3.17 

αντίστοιχα). Αντίθετα, το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα 

ενίσχυσε στατιστικώς σηµαντικά (p<0,05) και δοσοεξαρτώµενα (r = 0,86, p<0,01) τη 

µεταλλαξιγένεση (Σχήµα 3.24 και Πίνακας 3.18). Για παράδειγµα, η επαγωγή της 

µεταλλαξιγένεσης ήταν 51% στα 0,3mg/ml (Σχήµα 3.24). 

 Κανένα από τα παραπάνω κλάσµατα δεν επηρέασε τον αριθµό των 

επαναµεταλλαγµένων αποικιών απουσία µπλεοµυκίνης και δεν παρουσίασε 

κυτταροτοξικότητα στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (Πίνακες 3.16, 3.17 και 3.18). 

3.3.2.iv Επίδραση των πολυφαινολών στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα S. typhimurium TA102. 

 Όπως τα πολυφαινολικά κλάσµατα, έτσι και οι πολυφαινόλες είτε δεν 

επηρέασαν τη δράση της µπλεοµυκίνης είτε ενίσχυσαν την προκαλούµενη 

µεταλλαξιγένεση. Συγκεκριµένα, το φερουλικό οξύ, το γαλλικό οξύ, το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ, η ρουτίνη, η (+)-κατεχίνη, η (-)-επικατεχίνη και το κουµαρικό 

οξύ δεν άσκησαν καµία σηµαντική επίδραση στη δράση της µπλεοµυκίνης σε 

συγκεντρώσεις 1, 10, 100 και 500µΜ (Σχήµατα 3.25-3.31 αντίστοιχα και Πίνακες 

3.19-3.25 αντίστοιχα). 

 Από την άλλη µεριά, η κερκετίνη και η ρεσβερατρόλη ενίσχυσαν τη 

µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης. Η κερκετίνη στα 100µΜ προκάλεσε 

επαγωγή στη δράση της µπλεοµυκίνης κατά 19% και η παρατηρούµενη επαγωγή 

ήταν δοσοεξαρτώµενη (r = 0,83, p<0,01) (Σχήµα 3.32). Ήταν αξιοσηµείωτο πως η 

κερκετίνη παρουσίασε µεταλλαξιγόνο δράση στα 100µΜ κατά 22% ακόµη και 

απουσία µπλεοµυκίνης (Πίνακας 3.26). Αυτό σηµαίνει πως πιθανώς η ενίσχυση της 

µεταλλαξιγόνου δράσης της µπλεοµυκίνης από την κερκετίνη οφείλεται σε 
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αθροιστική δράση και όχι σε συνεργική. Επίσης, η ρεσβερατρόλη ενίσχυσε 

δοσοεξαρτώµενα (r = 0,88, p<0,01) τον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων 

που προκαλούνται από τη µπλεοµυκίνη (Πίνακας 3.27). Στη συγκέντρωση των 

500µΜ η αύξηση ήταν 47% (Σχήµα 3.33).  Σε αντίθεση µε την κερκετίνη, η 

ρεσβερατρόλη δεν επηρέασε τον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων 

απουσία µπλεοµυκίνης (Πίνακας 3.27) και κατά συνέπεια η παρατηρούµενη επαγωγή 

οφείλεται πιθανώς σε µία συνεργική δράση µεταξύ ρεσβερατρόλης και µπλεοµυκίνης. 

 Μοναδική εξαίρεση αποτέλεσε το καφεϊκό οξύ που ανέστειλε τη 

µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης (Σχήµα 3.34 και Πίνακας 3.28). Η αναστολή 

ήταν δοσοεξαρτώµενη (r = -0,95, p<0,01) µε στατιστικά σηµαντικές τιµές 21, 32, 48 

και 61% σε συγκεντρώσεις 1, 10, 100 και 500µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 3.34). Ενώ το 

φερουλικό και το κουµαρικό οξύ που έχουν παρόµοια χηµική δοµή µε το καφεϊκό οξύ 

δεν επηρέασαν όπως αναφέρθηκε τη δράση της µπλεοµυκίνης.  

 Από τις παραπάνω πολυφαινόλες, η κερκετίνη παρουσίασε 

κυτταροτοξικότητα στα 500µΜ παρουσία αλλά και απουσία µπλεοµυκίνης (Πίνακας 

3.26). Επίσης, όπως ήδη αναφέρθηκε η κερκετίνη έδειξε µεταλλαξιγόνο δράση στα 

100µΜ απουσία µπλεοµυκίνης. Οι υπόλοιπες πολυφαινόλες δεν παρουσίασαν 

κυτταροτοξικότητα και δεν επηρέασαν στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις τον αριθµό 

των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων που προκαλούνται από αυτόµατες µεταλλάξεις 

(Πίνακες 3.19-3.25 και 3.27, 3.28).   
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Σχήµα 3.17 Μεταλλαξιγένεση της µπλεοµυκίνης σε κύτταρα Salmonella typhimurium 

TA102. Απεικονίζονται οι µέσες τιµές + την τυπική απόκλιση του αριθµού των 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων/τριβλίο. Οι τιµές προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα 

πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για την κάθε συγκέντρωση. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που δεν περιείχαν µπλεοµυκίνη (αρνητικοί 

µάρτυρες). 

 

 

* 

* 

* 
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Πίνακας 3.12 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      360 + 9 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + -    367 + 14 

- + Μπλεοµυκίνηβ  306γ + 30 
Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 179γ + 17* 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 122γ + 31* 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 96γ + 4* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.18 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς έναντι 

της επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium 

TA102. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί 

µάρτυρες). 

 
.  

(42)* 

(60)* 

(69)* 
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Πίνακας 3.13 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      390 + 26 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + -    373 + 17 

- + Μπλεοµυκίνηβ 428γ + 57 
Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 350γ + 56 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 144γ + 46* 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 106γ + 8* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.19 Απεικονίζεται η % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς έναντι της 

επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

 

(18) 

(66)* 
(75)* 
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Πίνακας 3.14 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      339 + 26 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + -    320 + 12 

- + Μπλεοµυκίνηβ 426γ + 45 
Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 408γ + 15 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 185γ + 44* 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 107γ + 11* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε συγκέντρωση. 
βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση του 
αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο 
µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.20 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου έναντι της 

επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

 
 

(4) 

(57)* 

(75)* 
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Πίνακας 3.15 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      335 + 14 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + -    298 + 18 

- + Μπλεοµυκίνηβ 240γ + 14 
Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 211γ + 28 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 200γ + 38 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 155γ + 11* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε συγκέντρωση. 
βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση του 
αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο 
µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.21 Απεικονίζεται η % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου έναντι της 

επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

 
 
 

(12) 
(17) 

(35)* 
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Πίνακας 3.16 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      302 + 10 
Κλάσµα 3mg/τριβλίο + -    319 + 25 

- + Μπλεοµυκίνηβ 258γ + 31 
Κλάσµα 0,03mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 281γ + 34 

Κλάσµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 282γ + 50 

Κλάσµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 315γ + 59 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.22 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς έναντι της επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα 

Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι 

αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο 

µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 

(-9) (-9) 

(-22) 
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Πίνακας 3.17 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      280 + 16 
Κλάσµα 3mg/τριβλίο + -    316 + 20 

- + Μπλεοµυκίνηβ 402γ + 45 
Κλάσµα 0,03mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 432γ + 12 

Κλάσµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 411γ + 41 

Κλάσµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 419γ + 7 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε συγκέντρωση. 
βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση του 
αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο 
µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 

 
 

Σχήµα 3.23 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς έναντι της επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα 

Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι 

αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο 

µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

(-7) 
(-2) (-4) 

          0,03                                        0,3                                         3 
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Πίνακας 3.18 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα  από το υδατικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      334 + 12 
Κλάσµα 3mg/τριβλίο + -    362 + 25 

- + Μπλεοµυκίνηβ 209γ + 7 
Κλάσµα 0,03mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 220γ + 13 

Κλάσµα 0,3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 315γ + 23* 

Κλάσµα 3mg/τριβλίο + Μπλεοµυκίνη 301γ + 19* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.24 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς έναντι της επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης 

ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 

µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

(-5) 

(-51)* 

(-44)* 
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Πίνακας 3.19 Επίδραση του φερουλικού οξέος στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      324 + 17 
Φερουλικό οξύ 500µΜ +            -    321 + 19 

- + Μπλεοµυκίνηβ 315γ + 15 
Φερουλικό οξύ 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 301γ + 22 

Φερουλικό οξύ 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 297γ + 35 

Φερουλικό οξύ 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 306γ + 27 
Φερουλικό οξύ 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 289γ + 45 
      

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.25 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του φερουλικού οξέος έναντι της επαγόµενης από 

τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

(+4) (+6) 
(+3) 

(+8) 
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Πίνακας 3.20 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση 

σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας    316 + 27 
Γαλλικό οξύ 500µΜ + -  324 + 30 

- + Μπλεοµυκίνηβ 314γ + 45 
Γαλλικό οξύ 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 311γ + 17 

Γαλλικό οξύ 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 323γ + 8 

Γαλλικό οξύ 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 342γ + 26 

Γαλλικό οξύ 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 330γ + 14 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.26 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του γαλλικού οξέος έναντι της επαγόµενης από 

τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 

(+1) 

(-3) 
(-9) (-5) 
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Πίνακας 3.21 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      316 + 27 
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 500µΜ + -    308 + 9 

- + Μπλεοµυκίνηβ 314γ + 45 
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 320γ + 7 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 309γ + 14 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 316γ + 10 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 354γ + 14 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε συγκέντρωση. 
βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση του 
αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο 
µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.27 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του πρωτοκατεχοϊκού οξέος έναντι της 

επαγόµενης από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι 

θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν 

υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

(-2) 

(+2) 

(-1) (-13) 
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Πίνακας 3.22 Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      231 + 10 
Ρουτίνη 500µΜ +            -    223 + 18 

- + Μπλεοµυκίνηβ 224γ + 36 
Ρουτίνη 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 216γ + 21 

Ρουτίνη 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 193γ + 31 

Ρουτίνη 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 204γ + 18 
Ρουτίνη 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 201γ + 34 
      

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.28 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της ρουτίνης έναντι της επαγόµενης από τη 

µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

(+14) 
(+9) 

(+4) 
(+10) 
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Πίνακας 3.23 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      266 + 16 
(+)-Κατεχίνη 500µΜ +            -    277 + 41 

- + Μπλεοµυκίνηβ 332γ + 44 
(+)-Κατεχίνη 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 350γ + 14 

(+)-Κατεχίνη 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 365γ + 46 

(+)-Κατεχίνη 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 371γ + 30 

(+)-Κατεχίνη 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 415γ + 65 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.29 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της (+)-κατεχίνης έναντι της επαγόµενης από τη 

µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

(-5) 
(-10) (-12) 

(-25) 
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Πίνακας 3.24 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση 

σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      373 + 41 
(-)-Επικατεχίνη 500µΜ + -    354 + 19 

- + Μπλεοµυκίνηβ 416γ + 22 
(-)-Επικατεχίνη 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 439γ + 38 

(-)-Επικατεχίνη 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 426γ + 14 

(-)-Επικατεχίνη 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 376γ + 37 

(-)-Επικατεχίνη 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 429γ + 23 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.30 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της (-)-επικατεχίνης έναντι της επαγόµενης από 

τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 
 

(-6) (-2) 

(+10) 

(-3) 
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Πίνακας 3.25 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας    316 + 27 
Κουµαρικό οξύ 100µΜ + -  318 + 12 

- + Μπλεοµυκίνηβ 314γ + 45 
Κουµαρικό οξύ 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 321γ + 20 

Κουµαρικό οξύ 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 334γ + 17 

Κουµαρικό οξύ 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 329γ + 9 

Κουµαρικό οξύ 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 298γ + 34 
      

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων 
κυττάρων, που προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία 
τριβλία για κάθε συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές 
έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 
σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν 
παρουσιάστηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές.  

 
 
 

 
 

Σχήµα 3.31 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του κουµαρικού οξέος έναντι της επαγόµενης από 

τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). Δεν 

παρουσιάστηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές.  

(-2) (-6) (-5) 

(+5) 
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Πίνακας 3.26 Επίδραση της κερκετίνης στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας    344 + 36 
Κερκετίνη 500µΜ +            - κυτταροτοξικότητα 
Κερκετίνη 100µΜ +            -  419 + 23** 

- + Μπλεοµυκίνηβ 386γ + 8 
Κερκετίνη 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 371γ + 21 

Κερκετίνη 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 419γ + 20 

Κερκετίνη 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 460γ + 6* 

Κερκετίνη 500µΜ + Μπλεοµυκίνη κυτταροτοξικότητα 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες).  **p<0,05 σε σύγκριση µε τον αρνητικό µάρτυρα. 
 
 

 
 

Σχήµα 3.32 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της κερκετίνης έναντι της επαγόµενης από τη 

µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

(+4) 

(-9) 
(-19)* 



 

 169 

 
Πίνακας 3.27 Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας    320 + 11 
Ρεσβερατρόλη 500µΜ +            -  347 + 31 

- + Μπλεοµυκίνηβ 494γ + 31 
Ρεσβερατρόλη 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 497γ + 13 

Ρεσβερατρόλη 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 545γ + 31 

Ρεσβερατρόλη 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 582γ + 48 

Ρεσβερατρόλη 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 727γ + 40* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες).   
 

 
 

Σχήµα 3.33 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της trans-ρεσβερατρόλης έναντι της επαγόµενης 

από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

(-1) 
(-10) 

(-18) 

(-47)* 
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Πίνακας 3.28 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση 

σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      324 + 18 
Καφεϊκό οξύ 500µΜ +            -    327  + 29 

- + Μπλεοµυκίνηβ 315γ + 15 
Καφεϊκό οξύ 1µΜ + Μπλεοµυκίνη 249γ + 25* 

Καφεϊκό οξύ 10µΜ + Μπλεοµυκίνη 214γ + 32* 

Καφεϊκό οξύ 100µΜ + Μπλεοµυκίνη 164γ + 19* 

Καφεϊκό οξύ 500µΜ + Μπλεοµυκίνη 122γ + 14* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση της µπλεοµυκίνης ήταν 0,5µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την 
αφαίρεση του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που 
περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 
 

Σχήµα 3.34 Απεικονίζεται η % αναστολή του καφεϊκού οξέος έναντι της επαγόµενης από τη 

µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. *p<0,05 σε σύγκριση µε 

τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο µπλεοµυκίνη (θετικοί µάρτυρες). 

 

(+21*) 
(+32*) 

(+48*) 

(+61*) 
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3.3.2.v Επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium TA102 

 Για την επιλογή της κατάλληλης συγκέντρωσης Η2Ο2 που θα 

χρησιµοποιούνταν για να εξεταστεί η αντιµεταλλαξιγόνος δράση των εκχυλισµάτων 

και των πολυφαινολών, σχεδιάστηκε µία καµπύλη που απεικονίζει τον αριθµό των 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων σε συνάρτηση µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις Η2Ο2 

(15, 35, 70 και 100µg/τριβλίο) (Σχήµα 3.35). Η συγκέντρωση που επιλέχτηκε ήταν τα 

100µg/τριβλίο καθώς οι µεγαλύτερες συγκεντρώσεις ήταν τοξικές για τα κύτταρα ενώ 

οι µικρότερες δεν προκαλούσαν ικανοποιητική αύξηση στον αριθµό των 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων. 

 Η µεθανόλη, και το DMSO χρησιµοποιήθηκαν για τη διάλυση ορισµένων από 

τις εξεταζόµενες ουσίες. Η µέγιστη συγκέντρωση της µεθανόλης και του DMSO στις 

καλλιέργειες ήταν 2,5, και 0,5% αντίστοιχα. Σε αυτές τις συγκεντρώσεις οι διαλύτες 

δεν επηρέαζαν τον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων αποικιών παρουσία ή απουσία 

του Η2Ο2. 

3.3.2.vi Επίδραση των εκχυλισµάτων αµπέλου στην επαγόµενη από το Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα S. typhimurium TA102. 

 Τα µεθανολικά εκχυλίσµατα και των δύο ποικιλιών, όπως και στα πειράµατα 

µε τη µπλεοµυκίνη, ανέστειλαν δοσοεξαρτώµενα την προκαλούµενη από το  Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεση (κόκκινα σταφύλια: r = -0,90, p<0,01; άσπρα σταφύλια: r = -0,92, 

p<0,01). Το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) ανέστειλε τη 

µεταλλαξιγένεση κατά 69%, ενώ το µεθανολικό εκχύλισµα Ασσύρτικου (άσπρα 

σταφύλια) κατά 82% σε συγκέντρωση 6mg/τριβλίο (Πίνακες 3.29 και 3.30 αντίστοιχα 

και Σχήµατα 3.36 και 3.37 αντίστοιχα). Αντίθετα, το υδατικό  εκχύλισµα από τα 

κόκκινα σταφύλια ενίσχυσε τη µεταλλαξιγόνο δράση του Η2Ο2 δοσοεξαρτώµενα       
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(r = 0,98, p<0,01) (Σχήµα 3.38). Στη µεγαλύτερη συγκέντρωση (6mg/τριβλίο) σχεδόν 

τετραπλασίασε τον αριθµό των επαναµεταλλαγµένων αποικιών σε σύγκριση µε τις 

καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (Πίνακας 3.31). Το υδατικό εκχύλισµα από τα 

άσπρα σταφύλια δεν επηρέασε σηµαντικά σε καµία συγκέντρωση τη δράση του Η2Ο2 

(Πίνακας 3.32 και Σχήµα 3.39). Παρουσίασε όµως µία τάση προς αύξηση της 

µεταλλαξιγόνου δράσης της µπλεοµυκίνης στα 3 και 6mg/τριβλίο κατά 62 (p = 0,061) 

και 48% (p = 0,057) αντίστοιχα. 

 Όπως αναφέρθηκε και στα πειράµατα µε τη µπλεοµυκίνη, κανένα από τα 

εκχυλίσµατα δεν παρουσίασε κυτταροτοξικότητα και δεν επηρέασε τον αριθµό των 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων που προκαλούνται από αυτόµατες µεταλλάξεις στις 

εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (Πίνακες 3.28-3.32).  

3.3.2.vii Επίδραση των πολυφαινολικών κλασµάτων από την ποικιλία Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα S. 

typhimurium TA102. 

 Το µεθανολικό κλάσµα του µεθανολικού εκχυλίσµατος ενίσχυσε 

δοσοεξαρτώµενα (r = 0,91, p<0,01) την προκαλούµενη από το H2O2 µεταλλαξιγένεση 

(Σχήµα 3.40 και Πίνακας 3.33), ενώ όπως αναφέρθηκε το µεθανολικό εκχύλισµα 

ανέστειλε τη δράση του H2O2. Το συγκεκριµένο κλάσµα σε συγκέντρωση 

3mg/τριβλίο αύξησε κατά 123% τη δράση του H2O2 (Πίνακας 3.33). Το µεθανολικό 

κλάσµα και το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα δεν 

επηρέασαν στατιστικώς σηµαντικά σε καµία συγκέντρωση τη δράση του H2O2 αν και 

εµφάνισαν µία τάση (r = 0,67, p = 0,01) προς ενίσχυση της συγκεκριµένης δράσης. 

Για παράδειγµα το µεθανολικό κλάσµα αύξησε κατά 71% (p = 0,058) τη δράση της 

µπλεοµυκίνης στα 3mg/τριβλίο, ενώ το κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα κατά 43%         

(p = 0,12) (Πίνακες 3.34 και 3.35 αντίστοιχα και Σχήµατα 3.41 και 3.42 αντίστοιχα). 
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 Όπως αναφέρθηκε και στα πειράµατα µε τη µπλεοµυκίνη, κανένα από τα 

παραπάνω κλάσµατα δεν παρουσίασε κυτταροτοξικότητα και δεν επηρέασε τον 

αριθµό των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων που προκαλούνται από αυτόµατες 

µεταλλάξεις στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (Πίνακες 3.33-3.35).  

3.3.2.viii Επίδραση των πολυφαινολών στην επαγόµενη από το Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα S. typhimurium TA102. 

Από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες, η trans-ρεσβερατρόλη, όπως και στα 

πειράµατα µε τη µπλεοµυκίνη, ενίσχυσε δοσοεξαρτώµενα (r = 0,81, p< 0,01) τη 

µεταλλαξιγόνο δράση του Η2Ο2 (Πίνακας 3.36). Για παράδειγµα, στη συγκέντρωση 

των 100µΜ η αύξηση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων ήταν 60% 

(p<0,05) (Σχήµα 3.43). 

Η µοναδική πολυφαινόλη που ανέστειλε τη δράση του Η2Ο2 ήταν η 

κερκετίνη, η οποία παρουσίασε αναστολή κατά 34% στα 100µΜ ενώ δεν υπήρξε 

αναστολή στο 1µΜ και στα 10µΜ (Σχήµα 3.44 και Πίνακας 3.37). Αντιθέτως η 

γλυκοσυλιωµένη µορφή της κερκετίνης, η ρουτίνη, δεν ανέστειλε σε καµία 

συγκέντρωση τη δράση του Η2Ο2 (Σχήµα 3.45 και Πίνακας 3.38). 

Οι υπόλοιπες πολυφαινόλες, η κατεχίνη, η επικατεχίνη, το καφεϊκό οξύ, το 

φερουλικό οξύ, το κουµαρικό οξύ, το γαλλικό οξύ και το πρωτοκατεχοϊκό οξύ δεν 

επηρέασαν στατιστικώς σηµαντικά σε καµία συγκέντρωση τη δράση του  Η2Ο2 

(Σχήµατα 3.46-3.52 αντίστοιχα και Πίνακες 3.39-3.45 αντίστοιχα).  

Όπως αναφέρθηκε και στα πειράµατα µε τη µπλεοµυκίνη, καµία από ταις 

παραπάνω πολυφαινόλες δεν παρουσίασε κυτταροτοξικότητα και δεν επηρέασε τον 

αριθµό των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων που προκαλούνται από αυτόµατες 

µεταλλάξεις στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις µε εξαίρεση τη ρεσβερατρόλη που 
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εµφάνισε κυτταροτοξικότητα στα 500µΜ (παρουσία όµως Η2Ο2) και την κερκετίνη 

που παρουσίασε µεταλλαξιγόνο δράση στα 100µΜ (Πίνακες 3.36-3.45).  
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Σχήµα 3.35 Μεταλλαξιγένεση του Η2Ο2 σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

Απεικονίζονται οι µέσες τιµές + την τυπική απόκλιση του αριθµού των 

επαναµεταλλαγµένων κυττάρων/τριβλίο. Οι τιµές προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα 

πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για την κάθε συγκέντρωση. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που δεν περιείχαν Η2Ο2. 

 

* * 

* 
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Πίνακας 3.29 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας   313 + 12 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο +     - 325 + 17 

- + Η2Ο2
β 68γ + 20 

Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 49γ + 12 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 43γ + 18 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Η2Ο2 21γ + 6* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.36 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς έναντι της 

επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(28) 
(37) 

(69)* 
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Πίνακας 3.30 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      370 + 24 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο +     -    384 + 17 

- + Η2Ο2
β 223γ + 67 

Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 136γ + 45 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 74γ + 12* 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Η2Ο2 40γ + 7* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.37 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου έναντι της 

επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(39) 

(67)* 

(82)* 



 

 178 

 
Πίνακας 3.31 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην 

επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      287 + 13 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο +     -    296 + 11 

- + Η2Ο2
β 83γ + 6 

Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 148γ + 10* 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 201γ + 10* 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Η2Ο2 354γ + 25* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.38 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς έναντι 

της επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι 

θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(-78)* 

(-142)* 

(-327)* 
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Πίνακας 3.32 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στην επαγόµενη 

από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      290 + 24 
Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο +     -    285 + 14 

- + Η2Ο2
β 132γ + 44 

Εκχύλισµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 121γ + 18 

Εκχύλισµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 214γ + 65 

Εκχύλισµα 6mg/τριβλίο + Η2Ο2 196γ + 43 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.39 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου έναντι 

της επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι 

θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 

 
.  

(+8) 

(-62) 

(-48) 
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Πίνακας 3.33 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium TA102. 

     Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας        266 + 9 
Πολυφαινολικό κλάσµα 3mg/τριβλίο +     -      275 + 11 

- + Η2Ο2
β 82γ + 14 

Πολυφαινολικό κλάσµα 0,03mg/τριβλίο + Η2Ο2 79γ + 5 

Πολυφαινολικό κλάσµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 119γ + 38 

Πολυφαινολικό κλάσµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 183γ + 27* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 
 
 

Σχήµα 3.40 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) έναντι της επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης 

σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις 

καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(+4) 

(-45) 

(-123)* 
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Πίνακας 3.34 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella 

typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      303 + 10 
Κλάσµα 3mg/τριβλίο +     -    314 + 27 

- + Η2Ο2
β 116γ + 40 

Κλάσµα 0,03mg/τριβλίο + Η2Ο2 114γ + 20 

Κλάσµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 121γ + 26 

Κλάσµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 198γ + 65 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.41 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) έναντι της επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης 

σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις 

καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές. 

 

 

(+2) 

(-4) 

(-71) 
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Πίνακας 3.35 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα 

Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      389 + 35 
Κλάσµα 3mg/τριβλίο +     -    405 + 12 

- + Η2Ο2
β 124γ + 36 

Κλάσµα 0,03mg/τριβλίο + Η2Ο2 111γ + 9 

Κλάσµα 0,3mg/τριβλίο + Η2Ο2 140γ + 19 

Κλάσµα 3mg/τριβλίο + Η2Ο2 177γ + 47 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 

Σχήµα 3.42 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) έναντι της επαγόµενης από το Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση 

µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές. 

 

(+10) 

(-13) 

(-43) 
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Πίνακας 3.36 Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση 

σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας   295 + 7 
Ρεσβερατρόλη 100µΜ +     - 301 + 12 
Ρεσβερατρόλη 500µΜ +     - 293 + 19 

- + Η2Ο2
β 109γ + 13 

Ρεσβερατρόλη 1µΜ + Η2Ο2 96γ + 5 

Ρεσβερατρόλη 10µΜ + Η2Ο2 130γ + 20 

Ρεσβερατρόλη 100µΜ + Η2Ο2 174γ + 15* 

Ρεσβερατρόλη 500µΜ + Η2Ο2 κυτταροτοξικότητα 
      

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 
 
 

Σχήµα 3.43 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της trans-ρεσβερατρόλης έναντι της επαγόµενης 

από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε 

σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(+12) 

(-19) 

(-60)* 
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Πίνακας 3.37 Επίδραση της κερκετίνης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα 

Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      320 + 14 
Κερκετίνη 100µΜ +     -    385 + 8** 

- + Η2Ο2
β 134γ + 12 

Κερκετίνη 1µΜ + Η2Ο2 136γ + 8 

Κερκετίνη 10µΜ + Η2Ο2 145γ + 14 

Κερκετίνη 100µΜ + Η2Ο2 88γ + 4* 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.44 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της κερκετίνης έναντι της επαγόµενης από το 

Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε 

τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(-1) 

(-8) 

(+34*) 



 

 185 

 
Πίνακας 3.38 Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα 

Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      320 + 14 
Ρουτίνη 100µΜ +     -    317 + 10 

- + Η2Ο2
β 134γ + 12 

Ρουτίνη 1µΜ + Η2Ο2 129γ + 9 

Ρουτίνη 10µΜ + Η2Ο2 141γ + 15 

Ρουτίνη 100µΜ + Η2Ο2 136γ + 9 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.45 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της ρουτίνης έναντι της επαγόµενης από το Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή 

της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις 

καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(+4) 

(-5) 
(-1) 
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Πίνακας 3.39 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      281 + 20 
(+)-Κατεχίνη 100µΜ +     -    290 + 10 

- + Η2Ο2
β 116γ + 18 

(+)-Κατεχίνη 1µΜ + Η2Ο2 134γ + 10 

(+)-Κατεχίνη 10µΜ + Η2Ο2 153γ + 23 

(+)-Κατεχίνη 100µΜ + Η2Ο2 145γ + 24 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.46 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της (+)-κατεχίνης έναντι της επαγόµενης από το 

Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε 

τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές. 

 
.  

(-16) 

(-32) 
(-25) 
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Πίνακας 3.40 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      299 + 18 
(-)-Επικατεχίνη 100µΜ +     -    310 + 14 

- + Η2Ο2
β 108γ + 13 

(-)-Επικατεχίνη 1µΜ + Η2Ο2 129γ + 23 

(-)-Επικατεχίνη 10µΜ + Η2Ο2 134γ + 19 

(-)-Επικατεχίνη 100µΜ + Η2Ο2 122γ + 14 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.47 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της (-)-επικατεχίνης έναντι της επαγόµενης από το 

Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε 

τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές. 

 
.  

(-19) 
(-24) 

(-13) 
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Πίνακας 3.41 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      305 + 10 
Καφεϊκό οξύ 100µΜ +     -    309 + 12 

- + Η2Ο2
β 121γ + 13 

Καφεϊκό οξύ 1µΜ + Η2Ο2 122γ + 8 

Καφεϊκό οξύ 10µΜ + Η2Ο2 132γ + 14 

Καφεϊκό οξύ 100µΜ + Η2Ο2 117γ + 11 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.48 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του καφεϊκού οξέος έναντι της επαγόµενης από το 

Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις 

καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 
.  

(-1) 

(-9) 

(+3) 
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Πίνακας 3.42 Επίδραση του φερουλικού οξέος στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      305 + 10 
Φερουλικό οξύ 100µΜ +     -    303 + 8 

- + Η2Ο2
β 121γ + 13 

Φερουλικό οξύ 1µΜ + Η2Ο2 114γ + 12 

Φερουλικό οξύ 10µΜ + Η2Ο2 122γ + 9 

Φερουλικό οξύ 100µΜ + Η2Ο2 136γ + 16 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.49 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του φερουλικού οξέος έναντι της επαγόµενης από 

το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε 

τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες).Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές. 

 
.  

(+6) 
(-1) 

(-12) 
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Πίνακας 3.43 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας      305 + 10 
Κουµαρικό οξύ 100µΜ +     -    311 + 13 

- + Η2Ο2
β 121γ + 13 

Κουµαρικό οξύ 1µΜ + Η2Ο2 125γ + 12 

Κουµαρικό οξύ 10µΜ + Η2Ο2 119γ + 8 

Κουµαρικό οξύ 100µΜ + Η2Ο2 129γ + 13 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.50 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του κουµαρικού οξέος έναντι της επαγόµενης από 

το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση µε 

τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). 

 
.  

(-3) (+2) 

(-7) 
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Πίνακας 3.44 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση σε 

κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας       327 + 27 
Γαλλικό οξύ 100µΜ +     -     322 + 25 

- + Η2Ο2
β 91γ + 12 

Γαλλικό οξύ 1µΜ + Η2Ο2 78γ + 8 

Γαλλικό οξύ 10µΜ + Η2Ο2 73γ + 17 

Γαλλικό οξύ 100µΜ + Η2Ο2 71γ + 26 

Γαλλικό οξύ 500µΜ + Η2Ο2 87γ + 17 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.51 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του γαλλικού οξέος έναντι της επαγόµενης από 

το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές τιµές δηλώνουν 

αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05 σε σύγκριση 

µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές. 

 

 
.  
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Πίνακας 3.45 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από το Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεση σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. 

   Αριθµός His+ αποικιών / τριβλίοα 

      
Αρνητικός µάρτυρας   271 + 11 
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 100µΜ +     - 282 + 16 

- + Η2Ο2
β 114γ + 16 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 1µΜ + Η2Ο2 118γ + 6 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 10µΜ + Η2Ο2 117γ + 19 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 100µΜ + Η2Ο2 128γ + 14 

Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 500µΜ + Η2Ο2 102γ + 22 

      
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των επαναµεταλλαγµένων κυττάρων, που 
προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τρία τριβλία για κάθε 
συγκέντρωση. βΗ συγκέντρωση του Η2Ο2 ήταν 100µg/τριβλίο. γΟι τιµές έχουν προκύψει µετά την αφαίρεση 
του αριθµού των αποικιών του αρνητικού µάρτυρα. *p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν 
µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
 
 

 
 
 

Σχήµα 3.52 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του πρωτοκατεχοϊκού οξέος έναντι της 

επαγόµενης από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεσης σε κύτταρα Salmonella typhimurium TA102. Οι θετικές 

τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο Η2Ο2 (θετικοί µάρτυρες). Δεν υπήρχαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

 

 
. 
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3.3.3 Ανταλλαγή χρωµοσωµικών τµηµάτων µεταξύ αδελφών χρωµατίδων (Sister 
 
 Chromatid Exchanges) 

 
3.3.3.i Επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C αύξηση των SCEs σε καλλιέργεια 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων  

 Σε µία σειρά καλλιεργειών προστέθηκαν αυξανόµενες συγκεντρώσεις ΜΜC 

(10, 20, 30, 50 και 70ng/ml) και προσδιορίστηκε σε κάθε καλλιέργεια ο αριθµός των 

SCEs και το PRI (Σχήµα 3.53). παρατηρήθηκε µία δοσοεξαρτώµενη (r = 0,98, 

p<0,01) αύξηση του αριθµού των SCEs σε σχέση  µε τη συγκέντρωση της MMC. Η 

συγκέντρωση που επιλέχτηκε ήταν τα 20ng/ml γιατί βρισκότανε στη γραµµική 

περιοχή αύξησης της καµπύλης, προκαλούσε µία ικανοποιητική αύξηση στον αριθµό 

των SCEs σε σύγκριση µε τον αρνητικό µάρτυρα ενώ παράλληλα δεν µειωνόταν σε 

µεγάλο βαθµό η τιµή του PRI. 

3.3.3.ii Επίδραση των διαλυτών στην επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C αύξηση των 

SCEs σε καλλιέργεια ανθρώπινων λεµφοκυττάρων  

 Η µεθανόλη και το DMSO χρησιµοποιήθηκαν για τη διάλυση ορισµένων από 

τις εξεταζόµενες ουσίες. Εξετάστηκε η επίδραση των διαλυτών, σε συγκέντρωση ίση 

µε τη µέγιστη τελική συγκέντρωσή τους που υπήρχε στις καλλιέργειες των 

λεµφοκυττάρων, στον αριθµό των SCEs και την τιµή του PRI παρουσία της MMC. 

 Η µέγιστη συγκέντρωση της µεθανόλης στις καλλιέργειες ήταν 1%v/v. Σε 

αυτή τη συγκέντρωση η µεθανόλη δεν επηρέαζε τον αριθµό των SCEs παρουσία της 

MMC (Πίνακας 3.46). 

 Η συγκέντρωση του DMSO στις καλλιέργειες ήταν 2%v/v. Σε αυτή τη 

συγκέντρωση το DMSO δεν επηρέαζε τον αριθµό των SCEs παρουσία της MMC. 

Ωστόσο παρουσίασε κυτταροστατική  δράση ελαττώνοντας την τιµή του PRI 

στατιστικώς σηµαντικά (p<0,05)  κατά 37% (Πίνακας 3.46). 
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3.3.3.iii Επίδραση των εκχυλισµάτων αµπέλου στην επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C 

αύξηση του αριθµού των SCEs σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 

 Τα εκχυλίσµατα (µεθανολικά και υδατικά) και των δύο ποικιλιών 

παρουσίασαν προ-οξειδωτική δράση αυξάνοντας τον αριθµό των SCEs που επάγονται 

από τη MMC σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων. Το µεθανολικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) αύξησε στατιστικώς σηµαντικά 

(p<0,05) και δοσοεξαρτώµενα (r = 0,77, p<0,01) τις SCEs κατά 28 και 56% σε 

συγκεντρώσεις 150 και 300µg/ml αντίστοιχα, ενώ το υδατικό εκχύλισµα της ίδιας 

ποικιλίας ενίσχυσε σηµαντικά (p<0,05) τη δράση της ΜΜC κατά 45% µόνο στη 

συγκέντρωση των 300µg/ml (Πίνακες 3.47 και 3.48 αντίστοιχα και Σχήµατα 3.54 και 

3.55 αντίστοιχα). Επίσης, το µεθανολικό εκχύλισµα της ποικιλίας Ασσύρτικο (άσπρα 

σταφύλια) ενίσχυσε δοσοεξαρτώµενα (r = 0,77, p< 0,01) και σηµαντικά (p<0,05) τη 

δράση της MMC κατά 18 και 24% σε συγκεντρώσεις 150 και 300µg/ml αντίστοιχα 

και το υδατικό εκχύλισµα της ίδιας ποικιλίας  αύξησε δοσοεξαρτώµενα (r = 0,92,    

p< 0,01) και σηµαντικά (p<0,05) τη δράση της MMC κατά 27 και 32% σε 

συγκεντρώσεις 150 και 300µg/ml  αντίστοιχα (Πίνακες 3.49 και 3.50 και Σχήµατα 

3.56 και 3.57). Ήταν όµως αξιοσηµείωτο ότι κανένα από τα εκχυλίσµατα δεν 

επηρέασε τον αριθµό των SCEs απουσία της MMC (Πίνακες 3.49 και 3.50), γεγονός 

που δείχνει ότι τα εκχυλίσµατα έδρασαν συνεργικά µε τη MMC και όχι αθροιστικά 

για να προκαλέσουν αύξηση των SCEs. 

 Επίσης, και τα τέσσερα εκχυλίσµατα παρουσίασαν κυτταροστατική δράση 

παρουσία της MMC ελαττώνοντας το δείκτη του κυτταρικού πολλαπλασιασµού 

(PRI). Το µεθανολικό και το υδατικό εκχύλισµα από τα κόκκινα σταφύλια µείωσαν 

στατιστικώς σηµαντικά (p<0,05) το PRI στα 150 και στα 300µg/ml (Πίνακες 3.47 και 

3.48 αντίστοιχα) ενώ τα εκχυλίσµατα από τα άσπρα σταφύλια έδειξαν σηµαντική 
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(p<0,05) κυτταροστατικότητα µόνο στα 300µg/ml (Πίνακες 3.49 και 3.50 

αντίστοιχα). Όπως και µε τις SCEs, τα εκχυλίσµατα απουσία της MMC δεν 

επηρέασαν το PRI (Πίνακες 3.47-3.50).  

3.3.3.iv Επίδραση των πολυφαινολικών κλασµάτων από την ποικιλία Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) στην επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C αύξηση του αριθµού των 

SCEs σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 

 Το µεθανολικό κλάσµα και το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα του υδατικού 

εκχυλίσµατος παρουσίασαν παρόµοια δράση µε το υδατικό εκχύλισµα, δηλαδή 

ενίσχυσαν σηµαντικά (p<0,05) και δοσοεξαρτώµενα (r = 0,92, p< 0,01 και r = 0,97, 

p<0,01) τη δράση της MMC (Πίνακες 3.51 και 3.52 αντίστοιχα και Σχήµατα 3.58 και 

3.59 αντίστοιχα). Σε συγκεντρώσεις 150 και 300µg/ml, η επαγωγή ήταν 24 και 49% 

για το µεθανολικό κλάσµα και 43 και 72% για το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα. 

Ωστόσο απουσία της MMC δεν επηρέασαν τον αριθµό των SCEs (Πίνακες 3.51 και 

3.52). Επίσης τα δύο κλάσµατα δεν επηρέασαν το PRI είτε απουσία είτε παρουσία της 

MMC (Πίνακες 3.51 και 3.52).  

 Το µεθανολικό κλάσµα του µεθανολικού εκχυλίσµατος δεν άσκησε καµία 

επίδραση στον αριθµό των SCEs είτε παρουσία είτε απουσία της MMC (Πίνακας 

3.53 και Σχήµα 3.60) σε αντίθεση µε αυτό καθαυτό το εκχύλισµα που όπως 

αναφέρθηκε ενίσχυσε τη δράση της MMC. Επίσης, δεν επηρέασε το PRI είτε απουσία 

είτε παρουσία της MMC (Πίνακας 3.53).  

3.3.3.v Επίδραση των πολυφαινολών στην επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C αύξηση του 

αριθµού των SCEs σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 

 Από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες το γαλλικό οξύ παρουσίασε προ-

οξειδωτική δράση αυξάνοντας δοσοεξαρτώµενα  (r = 0,97, p<0,01) τον αριθµό των 

SCEs που επάγονται από τη MMC. Η αύξηση ήταν στατιστικά σηµαντική (p<0,05) 
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κατά 31, 67 και 104% σε συγκεντρώσεις 5, 50 και 100µΜ αντίστοιχα (Πίνακας 3.54 

και Σχήµα 3.61). Επίσης, παράλληλα µε την αύξηση των SCEs, µείωσε την τιµή του 

PRI σηµαντικά (p<0,05) παρουσία της MMC στα 5, 50 και 100µΜ δείχνοντας 

κυτταροστατική δράση. Απουσία όµως της MMC το γαλλικό οξύ δεν επηρέασε ούτε 

τον αριθµό των SCEs ούτε και το PRI (Πίνακας 3.54). Το πρωτοκατεχοϊκό οξύ, σε 

αντίθεση µε το γαλλικό οξύ µε το οποίο έχει παρόµοια χηµική δοµή, δεν άσκησε 

καµία επίδραση στον αριθµό των SCEs και στην τιµή του PRI είτε παρουσία είτε 

απουσία της MMC (Πίνακας 3.55 και Σχήµα 3.62). 

 Το καφεϊκό οξύ ενίσχυσε δοσοεξαρτώµενα (r = 0,86, p< 0,01) τη δράση της 

MMC ενώ παράλληλα µείωσε το PRI (Πίνακας 3.56). Η αύξηση ήταν σηµαντική 

(p<0,05) κατά 55% στα 100µΜ (Σχήµα 3.63). Επίσης όµως και απουσία της MMC το 

καφεϊκό οξύ αύξησε σηµαντικά (p<0,05) τον αριθµό των SCEs κατά 26% στα 100µΜ 

και µείωσε το PRI (Πίνακας 3.56). Το φερουλικό οξύ και το κουµαρικό οξύ σε 

αντίθεση µε το καφεϊκό οξύ µε το οποίο έχουν παρόµοια χηµική δοµή, δεν άσκησαν 

καµία επίδραση στον αριθµό των SCEs και στην τιµή του PRI είτε παρουσία είτε 

απουσία της MMC (Πίνακας 3.57 και 3.58 αντίστοιχα και Σχήµα 3.64 και 3.65 

αντίστοιχα). 

 Η (+)-κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη που έχουν παρόµοια χηµική δοµή δεν 

επηρέασαν τον αριθµό των SCEs είτε παρουσία είτε απουσία της MMC (Πίνακες 

3.59 και 3.60 και Σχήµατα 3.66 και 3.67). Ωστόσο έδειξαν κυτταροστατική δράση 

µειώνοντας την τιµή του PRI σηµαντικά (p<0,05) παρουσία της MMC στα 50 και στα 

100µΜ αλλά και απουσία της MMC στα 100µΜ (Πίνακες 3.59 και 3.60). 

 Η κερκετίνη ήταν η µοναδική από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες που 

ανέστειλε την επαγόµενη από τη MMC αύξηση των SCEs. H αναστολή ήταν 

δοσοεξαρτώµενη (r = -0,97, p< 0,01) και ήταν σηµαντική (p<0,05) στις 
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συγκεντρώσεις των 50 και 100µΜ µε τιµές 70 και 78% αντίστοιχα (Πίνακας 3.61 και 

Σχήµα 3.68). Παρά την ανασταλτική της δράση παρουσία της MMC, η κερκετίνη 

αύξησε σε συγκέντρωση 100µΜ τον αριθµό των SCEs απουσία της MMC (Πίνακας 

3.61). Επιπρόσθετα, η κερκετίνη µείωσε σηµαντικά (p<0,05) το PRI παρουσία και 

απουσία της MMC δείχνοντας κυτταροστατική δράση ( Πίνακας 3.61). Η ρουτίνη, σε 

αντίθεση µε την κερκετίνη (µε την οποία έχει παρόµοια χηµική δοµή), ενίσχυσε 

σηµαντικά (p<0,05) τη δράση της MMC κατά 35 και 34% σε συγκεντρώσεις 50 και 

100µΜ αντίστοιχα (Πίνακας 3.62 και Σχήµα 3.69). Επίσης, έδειξε κυτταροστατική 

δράση ελαττώνοντας το PRI στατιστικώς σηµαντικά (p<0,05) σε συγκεντρώσεις 5, 50 

και 100µΜ παρουσία της MMC αλλά και απουσία της MMC σε συγκέντρωση 

100µΜ ( Πίνακας 3.62). 

 Η trans-ρεσβερατρόλη στις συγκεντρώσεις των 5 και 50µΜ δεν επηρέασε τη 

δράση της MMC όσον αφορά τις SCEs (Πίνακας 3.63 και Σχήµα 3.70). Αλλά στα 

100µΜ παρουσίασε µεγάλη κυτταροστατικότητα ελαττώνοντας το PRI κατά 100% 

(PRI=1) µε αποτέλεσµα να µην προχωρούν τα κύτταρα στη 2η κυτταρική διαίρεση 

και άρα να µην είναι δυνατό να προσδιοριστούν οι SCEs. Επίσης, παρουσίασε 

κυτταροστατικότητα στις συγκεντρώσεις των 5 και 50µΜ παρουσία της MMC καθώς 

και απουσία της MMC στα 100µΜ. Η παρατηρούµενη κυτταροστατικότητα 

οφειλόταν όµως εν µέρει και στο DMSO (η ρεσβερατρόλη ήταν διαλυµένη σε 

DMSO, η τελική συγκέντρωση του οποίου στις καλλιέργειες ήταν 2%v/v) γιατί όπως 

αναφέρθηκε στην παράγραφο 3.3.3.ii το DMSO προκαλεί ελάττωση του PRI 

(Πίνακας 3.46).  
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(Α)  
 
 
 

(Β)   
 
 
Σχήµα 3.53 (Α) Αύξηση των SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη 

δράση της µιτοµυκίνης C. Απεικονίζονται οι µέσες τιµές + την τυπική απόκλιση του 

αριθµού των SCEs/κύτταρο. Οι τιµές προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα, σε 

κάθε ένα από τα οποία καταµετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. (Β) 

Επίδραση της µιτοµυκίνης C στο δείκτη πολλαπλασιασµού των κυττάρων (PRI). Οι τιµές 

του PRI προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα 

πειράµατα, σε κάθε ένα από τα οποία καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης, 2ης και 3ης 

κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 100 µεταφάσεων. *p<0,05 σε σύγκριση µε τον αρνητικό 

µάρτυρα. 

* 
* * 

* 
* 

* 
* 

* 
* 
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Πίνακας 3.46 Επίδραση της µεθανόλης και του DMSO στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης 

C σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 7,65 + 0,09*  45 141 114    2,23**  
MMCγ 25,10 + 0,52  75 120 105    2,10  
MMC+ DMSO 2%v/v 25,36 + 0,07  93 207 - 1,69**  
          
Αρνητικός µάρτυρας 8,73 + 0,13*  79 137 84     2,02**  
MMCγ 22,04 + 0,32  99 128 73     1,91  
MMC+ Μεθανόλη 0,3%v/v 22,25 + 0,34  108 123 69     1,87  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
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Πίνακας 3.47 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην 

κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 7,51 + 0,88*  108 114 78   1,90**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 7,74 + 0,42*  117 111 72   1,85**  
MMCγ 17,18 + 0,16  93 183 24   1,77  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 16,75 + 0,20  101 169 30   1,76  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 19,87 + 0,10*  113 167 20 1,69**  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 22,63 + 1,24*  124 159 17 1,64**  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.54 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς 

έναντι της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. 

Η % αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.48 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στην 
κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 7,51 + 0,88*  108 114 78  1,90**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 8,17 + 0,32*  99 123 78  1,93**  
MMCγ 17,18 + 0,16  93 183 24  1,77  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 17,32 + 0,77  95 174 31  1,79  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 18,01 + 0,45  117 166 17 1,67**  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 21,50 + 0,12*  131 156 13 1,61**  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.55 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς έναντι 

της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % 

αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.49 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στην 
κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,50 + 0,74*  144 80 76   1,77**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 8,58 + 0,49*  147 84 69   1,74**  
MMCγ 21,19 + 0,27  177 96 27   1,50  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 19,84 + 0,50  169 105 26   1,52  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 23,50 + 0,20*  184 93 23   1,46  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 24,24 + 0,10*  195 91 14 1,40**  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.56 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου 

(άσπρα σταφύλια) έναντι της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη 

δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. 

Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν 

επαγωγή. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.50 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στην 
κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,85 + 0,61*  117 144 39   1,74**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 8,52 + 0,28*  114 156 30   1,72**  
MMCγ 19,91 + 0,16  171 102 27   1,52  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 20,44 + 0,20  163 106 31   1,56  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 22,91 + 0,10*  158 121 21   1,54  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 23,42 + 0,56*  188 97 15 1,42**  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.57 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα 

σταφύλια) έναντι της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση 

της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι 

θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. 
*p<0,05. 
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Πίνακας 3.51 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 
(κόκκινα σταφύλια) στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων 
λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3    PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 7,65 + 0,09*  45 141 114   2,23**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 8,15 + 0,89*  42 143 115   2,24**  
MMCγ 25,10 + 0,52  75 120 105  2,10*  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 28,04 + 0,90  75 132 93 2,06  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 29,22 + 0,10*  83 125 92 2,03  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 33,57 + 1,76*  88 122 90 2,01  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.58 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) έναντι της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης 

ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 

 
 
 

(-24*) 

(-49*) 

(-17) 
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Πίνακας 3.52 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 
(κόκκινα σταφύλια) στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων 
λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3    PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 7,65 + 0,09*  45 141 114   2,23**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 7,73 + 0,38*  32 148 120   2,29**  
MMCγ 25,10 + 0,52  75 120 105  2,10*  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 28,76 + 0,43*  63 138 99 2,12  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 32,60 + 0,24*  89 122 89 2,00  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 37,66 + 0,83*  85 113 102 2,06  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 
 
 

 

 

 
 

Σχήµα 3.59 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) έναντι της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης 

ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.53 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 
(κόκκινα σταφύλια) στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε καλλιέργειες ανθρώπινων 
λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3     PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,12 + 0,96*  84 156 60   1,92**  
Εκχύλισµα 300µg/ml 7,31 + 0,32*  90 153 57    1,89***  
MMCγ 21,15 + 0,11  111 123 66 1,85  
MMC+Εκχύλισµα 75µg/ml 22,26 + 0,83  108 123 69 1,87  
MMC+Εκχύλισµα 150µg/ml 20,60 + 0,30  112 120 68 1,85  
MMC+Εκχύλισµα 300µg/ml 22,53 + 0,40  126 112 62 1,79  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες).  
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.60 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) έναντι της αύξησης των SCEs σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης 

ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.54 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 9,17 + 0,44*  108 114 78   1,90**  
Γαλλικό οξύ 100µΜ 9,02 + 0,11*  96 123 81   1,95**  
MMCγ 23,45 + 0,36  93 183 24   1,77  
MMC+ Γαλλικό οξύ 5µΜ 27,92 + 0,47*  93 204 3 1,70**  
MMC+ Γαλλικό οξύ 50µΜ 33,05 + 1,17*  132 141 27 1,65**  
MMC+ Γαλλικό οξύ 100µΜ 38,25 + 0,18*  168 129 3 1,45**  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.61 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του γαλλικού οξέος έναντι της αύξησης των SCEs 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.55 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3     PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 9,17 + 0,44*  108 114 78  1,90**  
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 100µΜ 8,86 + 0,11*  112 101 87  1,92**  
MMCγ 23,45 + 0,36  93 183 24 1,77  
MMC+ Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 5µΜ 23,12 + 0,57  95 172 33 1,79  
MMC+ Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 50µΜ 22,55 + 0,58  105 177 18 1,71  
MMC+ Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 100µΜ 22,43 + 0,42  108 176 16 1,69  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.62 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του πρωτοκατεχοϊκού οξέος έναντι της αύξησης 

των SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % 

αναστολή/επαγωγή υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές 

δηλώνουν αναστολή της µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. Δεν 

υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 
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Πίνακας 3.56 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 
καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  
 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3      PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,07 + 0,33*  54 123 123   2,23##  
Καφεϊκό οξύ 100µΜ 10,15 + 0,03**  74 120 106      2,11#  
MMCγ 23,48 + 0,62  90 119 91 2,00  
MMC+ Καφεϊκό οξύ 5µΜ 24,26 + 0,74  87 105 108 2,07  
MMC+ Καφεϊκό οξύ 50µΜ 24,37 + 0,16  87 111 102 2,05  
MMC+ Καφεϊκό οξύ 100µΜ 32,01 + 1,25*  123 87 90   1,89##  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. #p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
##p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.63 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του καφεϊκού οξέος έναντι της αύξησης των SCEs 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 

 
 
 

(-6) 
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Πίνακας 3.57 Επίδραση του φερουλικού οξέος στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3       PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,07 + 0,33*  54 123 123   2,23**  
Φερουλικό οξύ 100µΜ 8,17 + 0,72**  45 127 128       2,28**  
MMCγ 23,48 + 0,62  90 119 91 2,00  
MMC+ Φερουλικό οξύ 5µΜ 23,84 + 0,07  108 107 85 1,92  
MMC+ Φερουλικό οξύ 50µΜ 24,79 + 0,25  100 104 96 1,99  
MMC+ Φερουλικό οξύ 100µΜ 23,28 + 0,07  104 101 95 1,97  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
αρνητικούς µάρτυρες.  

 
 

 

 
 

Σχήµα 3.64 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του φερουλικού οξέος έναντι της αύξησης των 

SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. Δεν υπήρξαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές. 

(-9) 

(+1) 

(-2) 
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Πίνακας 3.58 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,07 + 0,33*  54 123 123    2,23**  
Κουµαρικό οξύ 100µΜ 8,24 + 0,26*  42 128 130    2,29**  
MMCγ 23,48 + 0,62  90 119 91    2,00  
MMC+ Κουµαρικό οξύ 5µΜ 23,66 + 0,64  100 110 90    1,97  
MMC+ Κουµαρικό οξύ 50µΜ 23,28 + 0,70  107 101 92    1,95  
MMC+ Κουµαρικό οξύ 100µΜ 24,03 + 0,84  104 108 88    1,95  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες 
αρνητικούς µάρτυρες.  
 
 
 

 
 

 
 

Σχήµα 3.65 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή του κουµαρικού οξέος έναντι της αύξησης των 

SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές. 

 

 
 

(+1) 

(-4) (-1) 
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Πίνακας 3.59 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,81 + 0,40*  81 99 120   2,13##  
Κατεχίνη 100µΜ 9,26 + 0,39*  129 114 57   1,76#  
MMCγ 19,90 + 0,71  93 132 75   1,94  
MMC+ Κατεχίνη 5µΜ 21,09 + 0,24  95 126 79   1,95  
MMC+ Κατεχίνη 50µΜ 21,39 + 0,35  138 113 49   1,70##  
MMC+ Κατεχίνη 100µΜ 21,75 + 0,42  144 111 45   1,67##  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii  από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. #p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
##p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 

 
 

Σχήµα 3.66 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της (+)-κατεχίνης έναντι της αύξησης των SCEs 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. Δεν υπήρξαν στατιστικά 

σηµαντικές τιµές. 

 
 
 

(-13) 
(-17) 

(-11) 
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Πίνακας 3.60 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 8,81 + 0,40*  81 99 120   2,13##  
Επικατεχίνη 100µΜ 8,71 + 0,90*  132 108 60   1,76#  
MMCγ 19,90 + 0,71  93 132 75   1,94  
MMC+ Επικατεχίνη 5µΜ 19,26 + 1,06  105 130 65   1,87  
MMC+ Επικατεχίνη 50µΜ 19,38 + 0,34  129 138 33   1,68##  
MMC+ Επικατεχίνη 100µΜ 20,77 + 1,33  138 114 48   1,70##  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. #p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
##p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 
 

 
 

 
 

Σχήµα 3.67 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της (-)-επικατεχίνης έναντι της αύξησης των SCEs 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 

 
 
 

(+5) 

(-8) 

(+6) 
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Πίνακας 3.61 Επίδραση της κερκετίνης στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3     PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 9,06 + 0,10*  84 135 81     1,99##  
Κερκετίνη 100µΜ 12,00 + 0,12**  195 105 0 1,35#  
MMCγ 22,58 + 0,08  93 174 33     1,80  
MMC+ Κερκετίνη 5µΜ 20,39 + 0,84  144 147 9 1,55##  
MMC+ Κερκετίνη 50µΜ 13,11 + 0,28*  132 156 12 1,60##  
MMC+ Κερκετίνη 100µΜ 12,04 + 0,48*  261 36 3 1,14##  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. #p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
##p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 
 

Σχήµα 3.68 Απεικονίζεται η % αναστολή της κερκετίνης έναντι της αύξησης των SCEs σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. *p<0,05. 
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Πίνακας 3.62 Επίδραση της ρουτίνης στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 9,06 + 0,10*  84 135 81     1,99##  
Ρουτίνη 100µΜ 9,97 + 0,66*  177 87 36 1,53#  
MMCγ 22,58 + 0,08  93 174 33     1,80  
MMC+ Ρουτίνη 5µΜ 22,86 + 1,62  102 169 29 1,76##  
MMC+ Ρουτίνη 50µΜ 27,36 + 0,85*  162 87 51 1,63##  
MMC+ Ρουτίνη 100µΜ 27,17 + 0,28*  165 117 18 1,51##  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. #p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
##p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 
 

Σχήµα 3.69 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της ρουτίνης έναντι της αύξησης των SCEs σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 
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 216 

Πίνακας 3.63 Επίδραση της trans-ρεσβερατρόλης στην κυτταρογενετική δράση της µιτοµυκίνης C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων.  

 SCEs/κύτταροα  Μ1 Μ2 Μ3   PRIβ  
Αρνητικός µάρτυρας 7,65 + 0,09*  45 141 114   2,23##  
Ρεσβερατρόλη 100µΜ κυτταροτοξικότητα  300 - - 1,00#  
MMCγ 25,10 + 0,52  75 120 105   2,10  
MMC+ Ρεσβερατρόλη 5µΜ 25,84 + 0,70  72 210 18  1,82##  
MMC+ Ρεσβερατρόλη 50µΜ 24,86 + 0,31  252 48 -  1,16##  
MMC+ Ρεσβερατρόλη 100µΜ κυτταροτοξικότητα  300 - -  1,00##  
αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του αριθµού των SCEs που προέκυψαν από τρία 
πειράµατα σε κάθε ένα από τα οποία µετρήθηκαν οι SCEs σε 30 πυρήνες ανά καλλιέργεια. βΟι τιµές του PRI 
προέκυψαν µε βάση την εξίσωση της παραγράφου 3.2.2.iii από τρία ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία 
καταµετρήθηκαν οι πυρήνες 1ης (Μ1), 2ης (Μ2), και 3ης (Μ3) κυτταρικής διαίρεσης σε σύνολο 300 
µεταφάσεων. γΗ συγκέντρωση της MMC ήταν 20ng/ml. *p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). **p<0,05 σε σύγκριση (Dunnett’s test) µε τις 
καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. #p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες αρνητικούς µάρτυρες. 
##p<0,05 σε σύγκριση (χ2-test) µε τις καλλιέργειες που περιείχαν µόνο MMC (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 
 

Σχήµα 3.70 Απεικονίζεται η % αναστολή/επαγωγή της trans-ρεσβερατρόλης έναντι της αύξησης των 

SCEs σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων από τη δράση της MMC. Η % αναστολή/επαγωγή 

υπολογίστηκε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.2.2.iii. Οι θετικές τιµές δηλώνουν αναστολή της 

µεταλλαξιγένεσης ενώ οι αρνητικές τιµές δηλώνουν επαγωγή. *p<0,05. 

 

(+1) 

(-4) 
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3.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Σε αυτό το πειραµατικό µέρος µελετήθηκε η επίδραση των εξεταζόµενων 

ουσιών στις µεταλλάξεις που προκαλούνται από οξειδωτικούς παράγοντες σε τρία 

διαφορετικά πειραµατικά µοντέλα: i) σε πλασµιδιακό DNA ii) σε βακτηριακά 

κύτταρα και iii) σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων. Στην περίπτωση του 

πλασµιδιακού DNA και των ανθρώπινων λεµφοκυττάρων χρησιµοποιήθηκε ο ίδιος 

οξειδωτικός παράγοντας, η µιτοµυκίνη C (MMC), ενώ στα βακτηριακά κύτταρα ως 

οξειδωτικοί παράγοντες χρησιµοποιήθηκαν η µπλεοµυκίνη και το Η2Ο2.  

3.4.1 Μελέτη αντιµεταλλαξιγόνου δράσης εκχυλισµάτων αµπέλου 

 Τα εκχυλίσµατα και από τις δύο ποικιλίες αµπέλου ανέστειλαν τις επαγόµενες 

από MMC θραύσεις του πλασµιδιακού DNA, ενώ αύξησαν τον αριθµό των SCEs που 

προκαλούσε η MMC σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων, δηλαδή στην 

περίπτωση αυτή παρουσίασαν προ-οξειδωτική δράση. Ωστόσο κανένα από τα 

εκχυλίσµατα δεν επηρέασε τον αριθµό των SCEs απουσία της MMC, γεγονός που 

δείχνει ότι τα εκχυλίσµατα έδρασαν συνεργικά και όχι αθροιστικά µε τη MMC για να 

αυξήσουν τον αριθµό των SCEs. Επίσης, στη µέθοδο των SCEs τα εκχυλίσµατα 

παρουσίασαν κυτταροστατική δράση ελαττώνοντας το PRI παρουσία όµως και όχι 

απουσία της MMC.  Η διαφορετική επίδραση των εκχυλισµάτων στη δράση της 

MMC µεταξύ των δύο διαφορετικών µεθόδων µπορεί να εξηγηθεί από το ότι τα 

συστατικά των εκχυλισµάτων, που είναι υπεύθυνα για την αναστολή των θραύσεων 

του πλασµιδιακού DNA από τη MMC, στο εσωτερικό των λεµφοκυττάρων µπορεί να 

αλληλεπιδρούν µε άλλες ουσίες ή να µεταβολίζονται µε αποτέλεσµα να τροποποιείται 

η δράση τους. Επιπλέον, ίσως ένας άλλος λόγος για αυτή τη διαφορετική επίδραση 

των εκχυλισµάτων στη δράση της MMC είναι ότι όπως έχει αναφερθεί (παράγραφοι 

3.2.2.i και 3.2.2.iii) οι µηχανισµοί µε τους οποίους η MMC προκαλεί ρήξεις στο 
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πλασµιδιακό DNA και αύξηση των SCEs είναι διαφορετικοί. Στην πρώτη περίπτωση 

η αναγωγή της MMC οδηγεί στο σχηµατισµό Η2Ο2 και τελικά σε ΔΜΟ µέσω της 

αντίδρασης Fenton, ενώ στη δεύτερη περίπτωση η αναγωγή της MMC οδηγεί στο 

σχηµατισµό µίας υδροκινόνης που συνδέεται οµοιοπολικά µε το DNA και προκαλεί 

µέσω ΔΜΟ τις SCEs. Στη µέθοδο µε τα βακτηριακά κύτταρα S. typhimurium TA102, 

τα εκχυλίσµατα και από τις δύο ποικιλίες αµπέλου ανέστειλαν την προκαλούµενη από 

τη µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεση. Επίσης, τα µεθανολικά εκχυλίσµατα των δύο 

ποικιλιών ανέστειλαν τη µεταλλαξιγόνο δράση του Η2Ο2 στα κύτταρα S. typhimurium 

TA102, ενώ αντίθετα τα υδατικά εκχυλίσµατα ενίσχυσαν τη δράση του. Η 

διαφορετική επίδραση των µεθανολικών από τα υδατικά εκχυλίσµατα στη δράση του 

Η2Ο2 µπορεί να οφείλεται στη διαφορετική χηµική σύστασή τους. Επιπλέον η 

διαφορετική επίδραση των υδατικών εκχυλισµάτων ανάµεσα στη µεταλλαξιγόνο 

δράση της µπλεοµυκίνης και του Η2Ο2 θα µπορούσε να αποδοθεί στους 

διαφορετικούς µηχανισµούς (παράγραφος 3.2.2.ii) µε τους οποίους τα δύο 

µεταλλαξιγόνα ασκούν τη δράση τους. Γενικότερα, το γεγονός ότι τα εκχυλίσµατα 

παρουσίασαν σε άλλες µεθόδους αντιοξειδωτική και σε άλλες προ-οξειδωτική δράση 

δείχνει ότι πρέπει να χρησιµοποιούνται διαφορετικές µέθοδοι για να εκτιµηθεί η 

χηµειοπροστατευτική δράση φυτοχηµικών ουσιών. 

 Με βάση το µηχανισµό µε τον οποίο η µπλεοµυκίνη και το Η2Ο2 ασκούν τη 

µεταλλαξιγόνο δράση τους καθώς και µε τα αποτελέσµατα άλλων µελετών (Grey και 

Adlercreutz 2003; Ferguson και συν., 2003; Larramendy και συν., 1989; Byrnes και 

Petering 1993) στις οποίες είχαν χρησιµοποιηθεί αυτά τα µεταλλαξιγόνα, η 

ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων θα µπορούσε να αποδοθεί είτε στην 

εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών είτε στη δέσµευση Fe2+ ή σε ένα συνδυασµό 

αυτών των ιδιοτήτων. Επίσης, η προστατευτική δράση των εκχυλισµάτων θα 
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µπορούσε να οφείλεται στη σύνδεση ορισµένων συστατικών τους µε τη µπλεοµυκίνη 

µε αποτέλεσµα να µειώνεται είτε η πρόσληψη της από τα κύτταρα είτε η συγγένεια 

της µε το DNA (η µπλεοµυκίνη εκτός από το να παράγει ΔΜΟ έχει την ιδιότητα να 

συνδέεται µε το DNA).  

 Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα, κυρίως των µεθόδων µε το πλασµιδιακό 

DNA και τα κύτταρα S. typhimurium TA102, δείχνουν ότι η ανασταλτική δράση (η 

οποία παρατηρήθηκε σε συγκεντρώσεις που έχουν φυσιολογική σηµασία) των 

εκχυλισµάτων αµπέλου έναντι των βλαβών που προκαλούνται στο DNA από 

οξειδωτικούς παράγοντες ίσως να είναι ένας από τους µηχανισµούς στους οποίους 

οφείλεται η χηµειοπροστατευτική τους δράση που έχει παρατηρηθεί σε άλλες in vivo 

και in vitro µελέτες (Singh και συν., 2004; Agarwal και συν., 2000α). Ωστόσο, τα 

εκχυλίσµατα ενίσχυσαν τη δράση της MMC στη µέθοδο των SCEs (δηλαδή έδειξαν 

προ-οξειδωτική δράση), ενώ επίσης τα υδατικά εκχυλίσµατα ενίσχυσαν τη δράση του 

Η2Ο2 στα κύτταρα S. typhimurium TA102. Ήταν όµως ενδιαφέρον ότι σε αυτές τις 

περιπτώσεις τα εκχυλίσµατα από µόνα τους δεν παρουσίασαν µεταλλαξιγόνο δράση, 

αλλά µόνο παρουσία των µεταλλαξιγόνων παραγόντων. Δηλαδή, η προ-οξειδωτική 

δράση των εκχυλισµάτων ήταν εκλεκτική αφού δεν παρουσιάστηκε σε φυσιολογικά 

κύτταρα αλλά σε κύτταρα που βρίσκονται κάτω από την επίδραση µεταλλαξιγόνων 

παραγόντων. Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η εκλεκτική προ-οξειδωτική δράση 

φυτοχηµικών συστατικών ίσως είναι ένας σηµαντικός µηχανισµός χηµειοπροστασίας, 

ο οποίος οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση (Malik και συν., 2003; Piwocka και συν., 

1999; Mukhtar και συν., 1988). Η απόπτωση ή προγραµµατισµένος κυτταρικός 

θάνατος έχει προταθεί πρόσφατα ως βασικός µηχανισµός προστασίας έναντι της 

γενωµικής αστάθειας αφού εξασφαλίζει ότι κύτταρα που έχουν υποστεί γενετικές 

βλάβες δεν θα επιβιώσουν (Ferguson 2001; Sun και συν., 2004). Επιπλέον, 
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εκχυλίσµατα από σταφύλια έχουν παρουσιάσει κυτταροτοξικότητα σε καρκινικά 

κύτταρα ενώ δεν επηρέασαν την ανάπτυξη φυσιολογικών κυττάρων (Ye και συν., 

1999; Bagchi και συν., 2000). Με βάση τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, 

αυτή η εκλεκτική κυτταροτοξικότητα ίσως να οφείλεται σε εκλεκτική προ-οξειδωτική 

δράση των εκχυλισµάτων. Επιπρόσθετα, οι παρατηρούµενες δράσεις των 

εκχυλισµάτων δεν θα µπορούσαν να αποδοθούν σε καµία από τις εξεταζόµενες 

πολυφαινόλες, γιατί οι συγκεντρώσεις των πολυφαινολών εκείνων που έδειξαν 

παρόµοια δράση µε τα εκχυλίσµατα ήταν πολύ µικρότερες από τις συγκεντρώσεις 

των πολυφαινολών στα εκχυλίσµατα. 

3.4.2 Μελέτη αντιµεταλλαξιγόνου δράσης πολυφαινολικών κλασµάτων αµπέλου 

 Σε αντίθεση µε τα εκχυλίσµατα, τα πολυφαινολικά κλάσµατα της ποικιλίας 

Μανδηλαριά (κόκκινα σταφύλια) ενίσχυσαν τις επαγόµενες από τη µιτοµυκίνη C 

θραύσεις του πλασµιδιακού DNA. Στην περίπτωση αυτή ήταν ενδιαφέρον ότι 

υπήρχαν ενδιάµεσες συγκεντρώσεις στις οποίες η προ-οξειδωτική δράση ήταν 

µέγιστη, ενώ στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις ελαττωνόταν. Αυτό έχει παρατηρηθεί 

και σε άλλες µελέτες µε πολυφαινόλες και πιστεύεται ότι στις µικρότερες 

συγκεντρώσεις επικρατεί η προ-οξειδωτική δράση τους που αποδίδεται κυρίως στην 

ικανότητα των πολυφαινολών να ανάγουν τα ιόντα µετάλλων µε αποτέλεσµα την 

παραγωγή ΔΜΟ (παράγραφος 3.4.3). Στις µεγαλύτερες όµως συγκεντρώσεις αυτή η 

αναγωγική ιδιότητα των ουσιών αντισταθµίζεται από την ικανότητά τους να 

εξουδετερώνουν παράλληλα τις ΔΜΟ (Suter και Richter 2000; Fukumoto και Mazza 

2000). 

 Επίσης, σε αντίθεση µε τα  εκχυλίσµατα, τα πολυφαινολικά κλάσµατα της 

ποικιλίας Μανδηλαριά είτε ενίσχυσαν είτε δεν επηρέασαν τη δράση της 

µπλεοµυκίνης  ή του H2O2 στα κύτταρα S. typhimurium TA102. Εξαίρεση αποτέλεσε 
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η επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος στη δράση του H2O2. Στην περίπτωση αυτή, 

το εκχύλισµα, όπως και τα κλάσµατά του, ενίσχυσε τη δράση του H2O2. Ήταν όµως 

αξιοσηµείωτο ότι τα κλάσµατα από µόνα τους δεν παρουσίασαν µεταλλαξιγένεση, 

και άρα τα κλάσµατα φαίνεται να δρούσαν συνεργικά και όχι αθροιστικά µε τη 

µπλεοµυκίνη ή το H2O2. Δηλαδή, η προ-οξειδωτική δράση παρουσιάστηκε µόνο σε 

κύτταρα που βρίσκονται κάτω από την επίδραση µεταλλαξιγόνων παραγόντων, 

γεγονός που όπως αναφέρθηκε και στην περίπτωση των εκχυλισµάτων (παράγραφος 

3.4.1) παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Η αντίθεση ανάµεσα στη δράση των 

εκχυλισµάτων και των κλασµάτων τους στα βακτηριακά κύτταρα µπορεί να εξηγηθεί 

ως ένα βαθµό από τη διαφορετική τους σύσταση στις εξεταζόµενες πολυφαινόλες. 

Για παράδειγµα, η ρεσβερατρόλη και η κερκετίνη που ενίσχυσαν τη δράση της 

µπλεοµυκίνης βρέθηκαν σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις στο κλάσµα του οξικού 

αιθυλεστέρα σε σύγκριση µε το υδατικό εκχύλισµα από το οποίο προήλθε το κλάσµα 

(Πίνακας 1.1). Το κλάσµα, όπως και οι πολυφαινόλες, ενίσχυσε τη δράση της 

µπλεοµυκίνης ενώ το εκχύλισµα την ανέστειλε. Γενικότερα, στη µέθοδο µε το 

πλασµιδιακό DNA και τα κύτταρα S. typhimurium TA102 η προ-οξειδωτική δράση 

των πολυφαινολικών κλασµάτων βρίσκεται σε αντίθεση µε την ανασταλτική δράση 

των εκχυλισµάτων. Μία εξήγηση για τη διαφορετική δράση κλασµάτων και 

εκχυλισµάτων θα µπορούσε να είναι ότι οι ουσίες στις οποίες οφείλεται η 

ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων απουσιάζουν από τα κλάσµατα. Επιπλέον, 

επειδή τα κλάσµατα είναι εµπλουτισµένα σε πολυφαινόλες, τα αποτελέσµατα 

δείχνουν ότι η ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων δεν οφείλεται στις 

πολυφαινόλες. Όπως αναφέρθηκε όµως και στην παράγραφο 3.4.1, έως τώρα οι 

πολυφαινόλες θεωρούνται τα πιο ισχυρά αντιοξειδωτικά και γενικότερα δραστικά 

συστατικά των σταφυλιών (Agarwal και συν., 2000β; Bagchi και συν., 2000; Matito 
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και συν., 2003; Zhao και συν., 1999) και άρα η διαφορετική δράση ανάµεσα στα 

εκχυλίσµατα και τα κλάσµατα θα µπορούσε να οφείλεται σε µία συνεργική δράση 

µεταξύ των πολυφαινολών και ουσιών που υπάρχουν στα εκχυλίσµατα και 

απουσιάζουν από τα κλάσµατα.  

 Τα µεθανολικό κλάσµα και το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα της ποικιλίας Μανδηλαριά έδειξαν παρόµοια δράση µε τα 

εκχυλίσµατα στη µέθοδο των SCEs. Δηλαδή αύξησαν τις SCEs παρουσία της 

µιτοµυκίνης C, ενώ απουσία της δεν είχαν καµία επίδραση. Συνεπώς, τα παραπάνω 

κλάσµατα, όπως συνέβη και στη µέθοδο µε τα βακτηριακά κύτταρα, έδρασαν 

συνεργικά µε το µεταλλαξιγόνο για να προκαλέσουν αύξηση των SCEs. Τα 

παραπάνω κλάσµατα ενίσχυσαν τη δράση της MMC τόσο στη µέθοδο µε τις SCEs 

όσο και στη µέθοδο µε το πλασµιδιακό DNA. Επιπλέον, το µεθανολικό κλάσµα από 

το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς δεν επηρέασε τη δράση της MMC ούτε στη 

µέθοδο των SCEs αλλά ούτε και στην περίπτωση του πλασµιδιακού DNA. Ωστόσο, 

τα κλάσµατα αυτά σε αντίθεση µε τα εκχυλίσµατα δεν επηρέασαν το PRI.  

3.4.3 Μελέτη αντιµεταλλαξιγόνου δράσης φυτικών πολυφαινολών 

 Από τα υδροξυκινναµικά οξέα, το φερουλικό οξύ και το κουµαρικό οξύ, δεν 

επηρέασαν τις επαγόµενες από τη MMC θραύσεις του πλασµιδιακού DNA αλλά ούτε 

και τις SCEs που προκαλούσε το ίδιο µεταλλαξιγόνο στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. 

Σε µία άλλη µελέτη όµως το φερουλικό οξύ σε συγκεντρώσεις 30-100µΜ  αύξησε τις 

SCEs που προκαλούσε η MMC σε καλλιέργειες κυττάρων από ωοθήκες κινεζικών 

χάµστερ (Sasaki και συν., 1989α). Η διαφορά στη δράση του φερουλικού οξέος 

ανάµεσα στη τελευταία και στην παρούσα µελέτη µπορεί να εξηγηθεί από το ότι 

είχαν χρησιµοποιηθεί διαφορετικοί κυτταρικοί τύποι από διαφορετικούς 

οργανισµούς. Επιπλέον, το φερουλικό οξύ και το κουµαρικό οξύ δεν επηρέασαν τη 
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δράση της µπλεοµυκίνης και του H2O2 στα κύτταρα S. typhimurium TA102 σε 

συγκεντρώσεις 1-100µΜ. Έχει αναφερθεί (Ferguson και συν., 2003) ότι το φερουλικό 

και το κουµαρικό οξύ ανέστειλαν τη δράση της µπλεοµυκίνης σε κύτταρα S. 

typhimurium TA102 αλλά σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (>750µΜ) από αυτές που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη.   

 Το καφεϊκό οξύ, που ανήκει επίσης στα υδροξυκινναµικά οξέα, ενίσχυσε τις 

προκαλούµενες από MMC βλάβες του πλασµιδιακού DNA παρουσιάζοντας προ-

οξειδωτική δράση. Έχει αναφερθεί επίσης ότι το καφεϊκό οξύ προκάλεσε θραύσεις σε 

πλασµιδιακό DNA παρουσία Cu2+ (Sakihama και συν., 2002). Γενικότερα, πιστεύεται 

(Sakihama και συν., 2002; Yamanaka και συν., 1997; Li και Trush 1994; Li και συν., 

2000) ότι η προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών παρουσία Cu2+ και Fe3+ (στην 

αντίδραση της MMC µε το πλασµιδιακό DNA συµµετέχουν ιόντα Fe) οφείλεται στην 

ικανότητά τους να ανάγουν αυτά τα ιόντα σε Cu1+ και Fe2+ αντίστοιχα, τα οποία στη 

συνέχεια παίρνουν µέρος στην αντίδραση Fenton (παράγραφος 3.2.2.i, αντίδραση 

3.4). Επίσης, στις καλλιέργειες των ανθρώπινων λεµφοκυττάρων το καφεϊκό οξύ 

αύξησε τις SCEs  κατά 55% στα 100µΜ παρουσία της ΜΜC και κατά 26% απουσία 

της. Λόγω του ότι η αύξηση των SCEs ήταν µεγαλύτερη παρουσία της ΜΜC, το 

αποτέλεσµα δείχνει µία συνεργική δράση ανάµεσα στο καφεϊκό οξύ και τη MMC. Τα 

αποτελέσµατα αυτά είναι σύµφωνα µε µία άλλη µελέτη στην οποία το καφεϊκό οξύ σε 

συγκεντρώσεις 30-100µΜ  αύξησε τις SCEs που προκαλούσε η MMC σε 

καλλιέργειες κυττάρων από ωοθήκες κινεζικών χάµστερ (Sasaki και συν., 1989α). 

Επιπλέον, στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα το καφεϊκό οξύ έδειξε κυτταροστατική 

δράση ελαττώνοντας το PRI. Σε συνδυασµό µε την αύξηση των SCEs, αυτή η 

κυτταροστατική δράση πιθανώς να οφείλεται στην ενεργοποίηση µηχανισµών που 

καθυστερούν τον κυτταρικό κύκλο όταν συµβαίνουν βλάβες στο DNA, έτσι ώστε να 
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µπορέσουν να δράσουν οι επιδιορθωτικοί µηχανισµοί (Ren και συν., 2003). Το 

καφεϊκό οξύ ήταν η µοναδική πολυφαινόλη που ανέστειλε τη δράση της 

µπλεοµυκίνης στα κύτταρα S. typhimurium TA102 και η αναστολή ξεκινούσε από τη 

συγκέντρωση του 1µΜ, ενώ δεν επηρέασε τη δράση του H2O2 στα ίδια κύτταρα σε 

συγκεντρώσεις 1-100µΜ. Σε µία άλλη µελέτη (Grey και Adlercreutz 2003) το 

καφεϊκό οξύ ανέστειλε τη δράση του H2O2 στα κύτταρα ΤΑ102 αλλά σε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις (>500µΜ) από αυτές που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη. 

Επίσης, το καφεϊκό οξύ δεν παρουσίασε µεταλλαξιγόνο δράση στα βακτηριακά 

κύτταρα σε αντίθεση όπως αναφέρθηκε µε τα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. Γενικότερα, 

από τα εξεταζόµενα υδροξυκινναµικά οξέα, το καφεϊκό οξύ ήταν το πιο δραστικό. Η 

διαφορά στη δοµή τους είναι ότι το καφεϊκό οξύ έχει δύο υδροξύλια στις θέσεις 3,4 

(κατεχολική δοµή) ενώ το κουµαρικό οξύ έχει µόνο ένα υδροξύλιο και στο φερουλικό 

οξύ το ένα από τα δύο υδροξύλια έχει αντικατασταθεί από µία µεθόξυ οµάδα (Σχήµα 

1.11). Πιστεύεται ότι λόγω αυτής της διαφοράς το καφεϊκό οξύ εµφανίζει ισχυρές 

αντιοξειδωτικές αλλά και χηλικές ιδιότητες (Lodovici και συν., 2001). Με δεδοµένο 

το ότι η µπλεοµυκίνη προκαλεί µεταλλάξεις µέσω παραγωγής ΔΜΟ αλλά και ότι 

χρειάζεται την παρουσία ιόντων Fe για να δράσει, η παρατηρούµενη αναστολή του 

καφεϊκού οξέος έναντι της µπλεοµυκίνης µπορεί να αποδοθεί στην κατεχολική της 

δοµή.  

 Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, γαλλικό οξύ και πρωτοκατεχοϊκό οξύ, ενίσχυσαν τις 

βλάβες που προκαλούσε η MMC στο πλασµιδιακό DNA. Σε αυτή τη µέθοδο το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ, που έχει δύο υδροξυλοµάδες, εµφάνισε ισχυρότερη προ-

οξειδωτική δράση από το γαλλικό οξύ, που έχει τρεις υδροξυλοµάδες (Σχήµα 1.11). 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών παρουσία 

µετάλλων αποδίδεται κυρίως στην αναγωγική τους ικανότητα. Πιστεύεται ότι τα 
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πολυφαινολικά οξέα µε τρεις υδροξυλοµάδες έχουν µικρότερη προ-οξειδωτική δράση 

από εκείνα µε δύο υδροξυλοµάδες, γιατί οι δύο υδροξυλοµάδες δεσµεύουν και 

ανάγουν ένα ιόν µετάλλου ενώ η τρίτη που µένει ελεύθερη εµφανίζει παράλληλα 

αντιοξειδωτική δράση (Siquet και συν., 2006). Επιπλέον, το γαλλικό οξύ ενίσχυσε τη 

δράση της MMC και στις καλλιέργειες των ανθρώπινων λεµφοκυττάρων αυξάνοντας 

τις SCEs και παράλληλα παρουσίασε κυτταροστατική δράση ελαττώνοντας το PRI. 

Ωστόσο, απουσία της ΜΜC δεν άσκησε καµία επίδραση. Σε µία άλλη µελέτη όµως 

το γαλλικό οξύ σε συγκεντρώσεις 10-100µΜ  ανέστειλε τις SCEs που προκαλούσε η 

MMC σε καλλιέργειες κυττάρων από ωοθήκες κινεζικών χάµστερ (Sasaki και συν., 

1989β). Η διαφορά στη δράση του γαλλικού οξέος ανάµεσα στη τελευταία και στην 

παρούσα µελέτη µπορεί να εξηγηθεί από το ότι είχαν χρησιµοποιηθεί διαφορετικοί 

κυτταρικοί τύποι από διαφορετικούς οργανισµούς. Το πρωτοκατεχοϊκό οξύ όµως, δεν 

άσκησε καµία επίδραση στις SCEs παρουσία ή απουσία της µιτοµυκίνης C. Κανένα 

από τα δύο  υδροξυβενζοϊκά οξέα δεν άσκησε επίδραση στη δράση της µπλεοµυκίνης 

ή του H2O2 στα κύτταρα S. typhimurium TA102. Το γαλλικό οξύ έχει παρουσιάσει 

ανασταλτική δράση σε κύτταρα S. typhimurium TA100 και ΤΑ98 έναντι των ουσιών 

9-αµινοακριδίνη και N-µεθυλ-Ν’-νιτρο-Ν-νιτροζογουανιδίνη (MNNG) αντίστοιχα, 

που είναι όµως ουσίες µη οξειδωτικές (Hour και συν., 1999). 

  Τα φλαβονοειδή (+)-κατεχίνη και (-)-επικατεχίνη, τα οποία είναι 

στερεοϊσοµερή, δεν άσκησαν καµία επίδραση στη δράση της µιτοµυκίνης C στο 

πλασµιδιακό DNA στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (10-100µΜ). Σε µία άλλη 

µελέτη (Yamagishi και συν., 2001) είχε αναφερθεί ανασταλτική δράση της                

(-)-επικατεχίνης έναντι της MMC στην ίδια µέθοδο αλλά σε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις (>650µΜ). Η (+)-κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη δεν επηρέασαν τις 

SCEs παρουσία ή απουσία της µιτοµυκίνης C, ενώ δεν άσκησαν επίδραση και στην 
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προκαλούµενη από τη µπλεοµυκίνη και το H2O2 µεταλλαξιγένεση στα κύτταρα S. 

typhimurium TA102. Το αποτέλεσµα ήταν σύµφωνο µε άλλη µελέτη µε τα ίδια 

κύτταρα, στην οποία η (+)-κατεχίνη δεν επηρέασε τη δράση του H2O2 (Grey και 

Adlercreutz 2003). Στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα η (+)-κατεχίνη και η  (-)-

επικατεχίνη παρουσίασαν κυτταροστατική δράση ελαττώνοντας το PRI. Η 

κυτταροστατική αυτή δράση πιθανώς να οφείλεται στην ανασταλτική δράση αυτών 

των πολυφαινολών έναντι ενζύµων, όπως DNA πολυµερασών (Mizushina και συν., 

2005) που συµµετέχουν στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, γιατί από τη µια 

παρατηρήθηκε µείωση του PRI παρουσία αλλά και απουσία της MMC και από την 

άλλη  η (+)-κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη δεν επηρέασαν τις SCEs.  

 Η ρουτίνη, που είναι επίσης φλαβονοειδές, έδειξε προ-οξειδωτική δράση 

ενισχύοντας τη δράση της ΜΜC στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. Ωστόσο, από µόνη 

της δεν επηρέασε τις SCEs γεγονός που δείχνει συνεργική δράση ανάµεσα στη 

ρουτίνη και τη ΜΜC. Στα κύτταρα S. typhimurium TA102, η ρουτίνη δεν επηρέασε 

τη µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης και του H2O2. Όσον αφορά το H2O2, το 

αποτέλεσµα ήταν σύµφωνο µε άλλη µελέτη  στην οποία η ρουτίνη δεν επηρέασε τη 

δράση του στα κύτταρα ΤΑ102 (Grey και Adlercreutz 2003). Η ρουτίνη παρουσίασε 

κυτταροστατική δράση στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα ελαττώνοντας το PRI 

παρουσία αλλά και απουσία της MMC, άρα η δράση αυτή πιθανώς οφείλεται στην 

ανασταλτική δράση έναντι ενζύµων που συµµετέχουν στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. 

 Η κερκετίνη ήταν η µοναδική από τα φλαβονοειδή που ανέστειλε τη δράση 

του H2O2 στα κύτταρα S. typhimurium TA102. Το αποτέλεσµα αυτό ήταν σύµφωνο 

µε µία άλλη µελέτη στην οποία είχε εξεταστεί η κερκετίνη σε συνδυασµό µε κύτταρα 

S. typhimurium TA102 και H2O2 (Grey και Adlercreutz 2003), ενώ έχει αναφερθεί ότι 
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η κερκετίνη προστάτευε από την προκαλούµενη από το H2O2 τοξικότητα σε κύτταρα 

U937 (Sestili και συν., 2002) αλλά και σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα (Wilms και συν., 

2005). Έχει προταθεί (Kobayashi και συν., 1990) ότι σηµαντικό ρόλο στις 

προκαλούµενες από το H2O2 βλάβες του DNA παίζουν τα ιόντα Fe και Cu που 

οδηγούν στην παραγωγή ΟΗ• µέσω της αντίδρασης Fenton (παράγραφος 3.2.2.i, 

αντίδραση 3.4). Επιπλέον έχει βρεθεί ότι χηλικές ενώσεις αναστέλλουν τη δράση του 

H2O2 (Jornot και συν., 1998). Άρα η ανασταλτική δράση της κερκετίνης έναντι του 

H2O2  θα µπορούσε να αποδοθεί στις ισχυρές χηλικές της ιδιότητες (van Acker και 

συν., 1996; Sestili και συν., 2002) ή σε ένα συνδυασµό των χηλικών και 

αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων της (Edenharder και Grunhage 2003). Πιστεύεται (Cook 

και Samman 1996) ότι τα φλαβονοειδή, όπως η κερκετίνη, που έχουν µία C4 

καρβονυλοµάδα και µία C3 ή C5 υδροξυλοµάδα (Σχήµα 1.12) παρουσιάζουν ισχυρές 

χηλικές ιδιότητες. H (+)-κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη έχουν υδροξυλοµάδες στις 

θέσεις C3 και C5 αλλά δεν έχουν C4 καρβονυλοµάδα (Σχήµα 1.12). Επιπλέον, έχει 

αναφερθεί ότι η κερκετίνη ήταν 10 φορές πιο δραστική από την κατεχίνη στην 

αναστολή της οξείδωσης λιπιδίων επαγόµενη από ιόντα Fe (Chen και Ahn 1998). 

Στην ύπαρξη της C4 καρβονυλοµάδας έχει αποδοθεί και η ισχυρότερη ικανότητα της 

κερκετίνης σε σύγκριση µε την (+)-κατεχίνη να δεσµεύει ΟΗ• (Cook και Samman 

1996). Όσον αφορά τη ρουτίνη, (που είναι η γλυκοσυλιωµένη µορφή της κερκετίνης, 

Σχήµα 1.12), η απουσία ανασταλτικής δράσης θα µπορούσε να εξηγηθεί από τη 

δυσκολία των γλυκοσυλιωµένων ουσιών, λόγω της αυξηµένης υδροφιλικότητας τους,  

να διαπεράσουν τις κυτταρικές µεµβράνες και να εισέλθουν στα κύτταρα. Επίσης, 

πιστεύεται ότι η προσθήκη σακχάρων ελαττώνει την αντιοξειδωτική δράση των 

πολυφαινολών γιατί ελαττώνει τον αριθµό των υδροξυλοµάδων που µπορούν να 

δώσουν άτοµα υδρογόνου για την εξουδετέρωση ελευθέρων ριζών, ενώ επίσης 
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διαταράσσεται η επίπεδη στερεοδιάταξη της πολυφαινόλης (Heim και συν., 2002; 

Cook και Samman 1996). Όπως έχει αναφερθεί (παράγραφος 1.6.1) όταν το µόριο της 

πολυφαινόλης είναι επίπεδο διευκολύνεται η µετατόπιση ηλεκτρονίων µέσα στο 

µόριο της πολυφαινόλης, µε αποτέλεσµα η φαινολική ρίζα που προκύπτει να είναι 

περισσότερο σταθερή.  

 Σε αντίθεση µε την ανασταλτική δράση έναντι του H2O2 στα βακτηριακά 

κύτταρα, η κερκετίνη ενίσχυσε τη δράση της µπλεοµυκίνης στα ίδια κύτταρα. Επίσης, 

σε άλλη µελέτη µε τα ίδια κύτταρα, η κερκετίνη είχε προστατευτική δράση στην 

επαγόµενη από υπεροξείδιο του βουτυλίου και υπεροξείδιο του κουµένιου 

µεταλλαξιγένεση (Edenharder και Grunhage 2003). Αυτή η αντίθεση µπορεί να 

εξηγηθεί από τους διαφορετικούς µηχανισµούς µε τους οποίους δρουν τα διαφορετικά 

µεταλλαξιγόνα και δείχνει την ανάγκη να χρησιµοποιούνται περισσότεροι από ένας 

οξειδωτικοί παράγοντες για την εκτίµηση της αντιµεταλλαξιγόνου δράσης µιας 

ουσίας. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα φλαβονοειδή αυξάνουν την επαγόµενη από τη 

µπλεοµυκίνη αποικοδόµηση του DNA ανάγοντας το Fe3+ σε  Fe2+ (Sugihara και συν., 

2005; Laughton και συν., 1989). Έχει επίσης προταθεί (Sugihara και συν., 2003) ότι 

τα φλαβονοειδή χρειάζονται τις ακόλουθες υδροξυλοµάδες για να ενισχύσουν τη 

µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης: i) το C7-υδροξύλιο στον Α δακτύλιο ii) το 

C4’-υδροξύλιο στο Β δακτύλιο και iii) το C3-υδροξύλιο στο C δακτύλιο (Σχήµα 

1.12). Όµως στην παρούσα µελέτη η (+)-κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη που 

διαθέτουν τα τρία αυτά υδροξύλια δεν επηρέασαν τη δράση της µπλεοµυκίνης. Η 

κερκετίνη όµως, η οποία εκτός από τα τρία υδροξύλια έχει επιπλέον την C4 

καρβονυλοµάδα και ένα 2,3 διπλό δεσµό στο C δακτύλιο (Σχήµα 1.12), ενίσχυσε τη 

δράση της µπλεοµυκίνης. Συνεπώς τα αποτελέσµατα δείχνουν πως αυτός ο διπλός 
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δεσµός και η καρβονυλοµάδα ίσως παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενίσχυση της 

µεταλλαξιγένεσης της µπλεοµυκίνης από τα φλαβονοειδή. 

 Η κερκετίνη ήταν η µοναδική από τα φλαβονοειδή και γενικότερα από τις 

εξεταζόµενες πολυφαινόλες που ανέστειλε, αν και σε µεγάλη συγκέντρωση (100µΜ), 

την επαγόµενη από τη µιτοµυκίνη C αύξηση των SCEs στα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα. Επίσης, σε µελέτη µε τη µέθοδο comet η κερκετίνη προστάτευε το  

DNA από βλάβες που προκαλούσε η MMC σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα (Undeger 

και συν., 2004). Ωστόσο, η κερκετίνη παρουσίασε µεταλλαξιγόνο δράση από µόνη 

της αυξάνοντας τις SCEs. Παρόµοια επίδραση εµφάνισε η κερκετίνη και στα κύτταρα 

S. typhimurium TA102, δηλαδή όπως αναφέρθηκε παραπάνω ανέστειλε τη δράση του 

H2O2 αλλά από µόνη της παρουσίασε µεταλλαξιγόνο δράση. Αυτή η ιδιότητα της 

κερκετίνης να παρεµποδίζει τη δράση µεταλλαξιγόνων ουσιών και από µόνη της να 

εµφανίζει µεταλλαξιγένεση, έχει αναφερθεί αρκετές φορές στη βιβλιογραφία µε 

χρησιµοποίηση διαφορετικών κυτταρικών τύπων (Grey και Adlercreutz 2003; Vrijsen 

και συν., 1990; Van den Hoeven και συν., 1984). Έχει προταθεί ότι η µεταλλαξιγόνος 

δράση της οφείλεται στην ικανότητα της να σχηµατίζει σύµπλοκα µε Fe3+ ή Cu2+ σε 

αερόβιες συνθήκες µε αποτέλεσµα να αυτο-οξειδώνεται και να παράγονται ΔΜΟ που 

προκαλούν βλάβες στο DNA, ενώ η αντιµεταλλαξιγόνος δράση της αποδίδεται στις 

ισχυρές αντιοξειδωτικές και χηλικές ιδιότητές της (Formica και Regelson 1995). 

Ωστόσο, δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως πως είναι δυνατό σε έναν κυτταρικό τύπο η 

κερκετίνη να παρεµποδίζει τη δράση µεταλλαξιγόνων ουσιών και ταυτόχρονα η ίδια 

να εµφανίζει µεταλλαξιγόνο δράση. Πιστεύεται όµως ότι το οξειδοαναγωγικό 

περιβάλλον µέσα στο οποίο βρίσκεται παίζει σηµαντικό ρόλο, αφού είναι γνωστό ότι 

και άλλες ουσίες δρουν ως αντιοξειδωτικά κάτω από ορισµένες συνθήκες και ως προ-

οξειδωτικά κάτω από άλλες (Laughton και συν., 1989; Formica και Regelson 1995). 
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Επιπλέον, η κερκετίνη εµφάνισε κυτταροστατική δράση στα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα ελαττώνοντας το PRI. To γεγονός πως η δράση αυτή παρουσιάστηκε 

και παρουσία της MMC, δηλαδή στην περίπτωση που η κερκετίνη ελάττωσε τις 

SCEs, δείχνει ότι η κυτταροστατικότητα της κερκετίνης οφείλεται πιθανώς στην 

ανασταλτική δράση έναντι ενζύµων που συµµετέχουν στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Για παράδειγµα, η κερκετίνη είναι ισχυρός αναστολέας των 

τοποϊσοµερασών (Constantinou και συν., 1995). 

 Η trans-ρεσβερατρόλη ενίσχυσε τη µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης και 

του H2O2 στα κύτταρα S. typhimurium ΤΑ102. Ωστόσο, δεν προκάλεσε 

µεταλλαξιγένεση από µόνη της, άρα υπήρξε µία συνεργική δράση ανάµεσα σε αυτή 

και στα µεταλλαξιγόνα. Επίσης, και σε µελέτες µε κύτταρα S. typhimurium ΤΑ98 και 

ΤΑ100, η ρεσβερατρόλη δεν έδρασε ως µεταλλαξιγόνο από µόνη της (Matsuoka και 

συν., 2001). Η trans-ρεσβερατρόλη έχει εµφανίσει αντιµεταλλαξιγόνο δράση σε 

κύτταρα S. typhimurium ΤΑ98 έναντι της ουσίας Trp-P-1, η οποία όµως δεν είναι 

οξειδωτικός παράγοντας (Uenobe και συν., 1997). Στις καλλιέργειες των ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων η trans-ρεσβερατρόλη δεν επηρέασε τις SCEs σε συγκεντρώσεις 5-

50µΜ παρουσία ή απουσία της MMC, ενώ στα 100µΜ δεν ήταν δυνατή η 

καταµέτρηση των SCEs γιατί λόγω της µεγάλης κυτταροστατικότητας τα κύτταρα 

σταµατούσαν στην 1η κυτταρική διαίρεση. Σε καλλιέργειες κυττάρων από κινεζικό 

χάµστερ, η trans-ρεσβερατρόλη είχε προκαλέσει από µόνη της αύξηση των SCEs σε 

συγκεντρώσεις 10-40µΜ, ενώ στα 80µΜ τα κύτταρα σταµατούσαν στην 1η κυτταρική 

διαίρεση (Matsuoka και συν., 2001). Είχε υποστηριχτεί ότι στη δράση αυτή  έπαιζε 

σηµαντικό ρόλο η 4’-ΟΗ (Matsuoka και συν., 2002).  Επίσης, η trans-ρεσβερατρόλη 

είχε προκαλέσει τη δηµιουργία κυττάρων µε µικροπυρήνες στο τεστ των 

µικροπυρήνων (micronucleus test), αλλά δεν είχε προκαλέσει αριθµητικές 
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χρωµοσωµικές ανωµαλίες όπως πολυπλοειδίες ή ανευπλοειδίες σε κύτταρα από 

κινεζικό χάµστερ (Matsuoka και συν., 2001). Η µέθοδος comet  έδειξε ότι η trans-

ρεσβερατρόλη σε συγκέντρωση 50µΜ προκαλούσε βλάβες στο DNA σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων όχι όµως από µόνη της αλλά µόνο παρουσία Cu2+ (Azmi 

και συν., 2005). Στην ίδια µελέτη είχε υποστηριχτεί ότι οι υδροξυλοµάδες της trans-

ρεσβερατρόλης παίζουν σηµαντικό ρόλο στην προ-οξειδωτική δράση της και ότι η 

δράση αυτή είναι ίσως υπεύθυνη για τις αντικαρκινικές ιδιότητές της. Η ισχυρή 

κυτταροστατική δράση της trans-ρεσβερατρόλης µπορεί να εξηγηθεί από την 

ανασταλτική δράση της έναντι ενζύµων που είναι σηµαντικά για τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό όπως η ριβονουκλεοτιδική ρεδουκτάση (Fontecave και συν., 1998). 

 Συµπερασµατικά, οι πολυφαινόλες που παρουσίασαν χηµειοπροστασία ήταν το 

καφεϊκό οξύ από τη µπλεοµυκίνη στα κύτταρα S. typhimurium TA102 και η 

κερκετίνη από το H2O2 και τη MMC στα κύτταρα S. typhimurium TA102 και στα 

ανθρώπινα λεµφοκύτταρα αντίστοιχα. Στις υπόλοιπες περιπτώσεις, οι πολυφαινόλες 

είτε δεν επηρέασαν είτε ακόµη ενίσχυσαν τη δράση των οξειδωτικών παραγόντων 

παρουσιάζοντας προ-οξειδωτική δράση. Όπως έχει αναφερθεί παραπάνω, πιστεύεται 

ότι στην προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών παίζουν βασικό ρόλο τα ιόντα 

µετάλλων όπως Fe και Cu. Πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι η προ-οξειδωτική δράση 

των πολυφαινολών είναι σηµαντική γιατί µπορεί να οδηγεί καρκινικά κύτταρα σε 

απόπτωση (Galati και συν., 2000; Azmi και συν., 2005). Επιπλέον, υπάρχουν µελέτες 

που δείχνουν ότι αυτή η προ-οξειδωτική δράση είναι εκλεκτική, δηλαδή 

παρουσιάζεται σε καρκινικά και όχι σε φυσιολογικά κύτταρα (Yamamoto και συν., 

2003). Ο λόγος για τον οποίο συµβαίνει αυτό δεν έχει διευκρινιστεί αλλά έχει 

αναφερθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν αυξηµένες συγκεντρώσεις 

µετάλλων (Yoshida και συν., 1993). Θα πρέπει όµως να σηµειωθεί ότι στα in vitro 
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πειράµατα η µερική πίεση του οξυγόνου είναι αρκετά υψηλή µε αποτέλεσµα οι 

πολυφαινόλες να αυτο-οξειδώνονται και να παρουσιάζουν προ-οξειδωτική δράση, 

ενώ πιθανώς αυτό να µην συµβαίνει στους ιστούς των οργανισµών όπου η  η µερική 

πίεση του οξυγόνου είναι χαµηλότερη (Sang και συν., 2005). Επίσης, στην παρούσα 

µελέτη τόσο η προστατευτική (µε εξαίρεση το καφεϊκό οξύ στα βακτηριακά κύτταρα) 

όσο και η προ-οξειδωτική (µε εξαίρεση το γαλλικό οξύ στα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα) δράση των πολυφαινολών  παρουσιάστηκαν σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις (>10µΜ), οι οποίες δεν µπορούν να επιτευχθούν στον ανθρώπινο 

οργανισµό µέσω της δίαιτας. Κατά συνέπεια τα αποτελέσµατα δεν υποστηρίζουν ένα 

χηµειοπροστατευτικό ρόλο των πολυφαινολών. Ωστόσο, παρουσιάζουν ενδιαφέρον 

γιατί  πολυφαινόλες έχουν χρησιµοποιηθεί σε κλινικές µελέτες ως φάρµακα (Weiss 

και συν., 1988; Ferry και συν., 1996; Wang 2001). Για παράδειγµα, η µπλεοµυκίνη 

και η MMC, που χρησιµοποιήθηκαν ως οξειδωτικοί παράγοντες, είναι αντικαρκινικά 

φάρµακα (παράγραφοι 3.2.2.ii και 3.2.2.i). Άρα οι πολυφαινόλες που στην παρούσα 

µελέτη ενίσχυσαν τη δράση αυτών των µεταλλαξιγόνων θα µπορούσαν να 

δοκιµαστούν σε χηµειοθεραπευτικά σχήµατα.   

 Γενικά, τα αποτελέσµατα από την παρούσα µελέτη έδειξαν ότι η 

αντιµεταλλαξιγόνος δράση των εκχυλισµάτων δεν οφείλεται πιθανώς στις 

εξεταζόµενες πολυφαινόλες. Ωστόσο, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι εξετάστηκαν µόνο 

οι µονοµερείς πολυφαινόλες. Για παράδειγµα, άλλες µελέτες έχουν δείξει ότι 

ολιγοµερείς και πολυµερείς µορφές των πολυφαινολών (π.χ. προκυανιδίνες) έχουν 

αντιµεταλλαξιγόνες (Llopiz και συν., 2004) και αντικαρκινικές ιδιότητες (Bagchi και 

συν., 2002; Zhao και συν., 1999). Συµπερασµατικά όµως, τα αποτελέσµατα 

υποστηρίζουν την άποψη που έχει διατυπωθεί πρόσφατα ότι η προστατευτική δράση 

των εκχυλισµάτων οφείλεται πιθανώς στην αλληλεπίδραση και τη συνεργική δράση 
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πολλών φυτοχηµικών συστατικών, η συνολική δράση των οποίων οδηγεί σε οφέλη 

για την ανθρώπινη υγεία (Liu 2004; Glei και συν., 2002).  
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΦΥΤΙΚΩΝ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΣΤΗΝ ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΟ 

ΟΖΟΝ ΟΞΕΙΔΩΣΗ ΤΗΣ SP-A ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

 

4.1 ΓΕΝΙΚΑ 
 
 Ο επιφανειοδραστικός παράγοντας του πνεύµονα (pulmonary surfactant) 

αποτελεί ένα σύνθετο και αυστηρά ρυθµιζόµενο σύµπλεγµα λιπιδίων και πρωτεϊνών 

που παράγεται από τα κυψελιδικά επιθηλιακά κύτταρα τύπου ΙΙ στα τελικά 

βρογχιόλια των πνευµόνων. Μία από τις βασικότερες λειτουργίες του είναι η 

ελάττωση της επιφανειακής τάσης στην αέρια-υγρή µεσόφαση της επιφάνειας των 

κυψελίδων, γεγονός που αυξάνει την ενδοτικότητα των πνευµόνων και καθιστά 

ευκολότερη την έκπτυξή τους στους χαµηλούς πνευµονικούς όγκους ώστε να 

εξασφαλίζεται η βέλτιστη ανταλλαγή Ο2 και  CO2 (Floros και Phelps 2002; Phelps 

2001). Ο επιφανειοδραστικός παράγοντας αποτελείται από 90% λιπιδίων και 10% 

πρωτεϊνών. Τα επικρατέστερα λιπίδια είναι διάφορα φωσφολιπίδια, η χοληστερόλη, η 

σφιγγοµυελίνη και λιπαρά οξέα. Οι πρωτεΐνες του επιφανειοδραστικού παράγοντα 

(surfactant proteins ή SP) διακρίνονται σε δύο οµάδες τις υδρόφοβες (SP-B και SP-C) 

και τις υδρόφιλες (SP-A και SP-D) (Floros και Phelps 2002). 

  Η πιο διεξοδικά µελετηµένη πρωτεΐνη του επιφανειοδραστικού παράγοντα 

και αυτή που βρίσκεται σε µεγαλύτερη ποσότητα είναι η SP-A, η οποία είναι µία 

σιαλογλυκοπρωτεΐνη µε µοριακό βάρος ~30-35kDa σε ανηγµένες συνθήκες 

(Haagsman και συν., 1987; Phelps και συν., 1984) και κωδικοποιείται από δύο 

παρόµοια γονίδια που βρίσκονται στο 10ο χρωµόσωµα (Bruns και συν., 1987). Η   

SP-A συντίθεται και εκκρίνεται από τα κυψελιδικά κύτταρα τύπου ΙΙ του πνεύµονα 

και από τα κύτταρα της τραχείας και του βρογχικού υποβλεννογόνιου αδένα (Floros 

και Phelps 2002). Η  SP-A ανήκει σε µία οικογένεια πρωτεϊνών που ονοµάζονται 

κολλεκτίνες, οι οποίες στο αµινοτελικό άκρο περιέχουν µία χαρακτηριστική 
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ακολουθία όµοια µε του κολλαγόνου, ενώ στο καρβοξυτελικό άκρο περιέχουν µία 

περιοχή αναγνώρισης υδατανθράκων (carbohydrate recognition domain ή CRD) 

(Σχήµα 4.1). Οι περιοχές που µοιάζουν µε κολλαγόνο περιέχουν µία σειρά από 23 

τριπλέτες Gly-X-Y (όπου Υ είναι µία προλίνη ή υδροξυπρολίνη) ακολουθούµενη από 

µία υδρόφοβη περιοχή-‘αυχένα’ που παίζει ρόλο στον τριµερισµό της πρωτεΐνης 

(Palaniyar και συν., 2000). Η σφαιρική καρβοξυτελική CRD περιοχή αλληλεπιδρά µε 

µονοστοιβάδες λιπιδίων, υδατανθράκων και κυττάρων τύπου ΙΙ (Palaniyar και συν., 

2000; McCormack και συν., 1994). Αυτές οι περιοχές του καρβοξυτελικού και του 

αµινοτελικού άκρου παίζουν ρόλο στη δοµή και τη λειτουργία της πρωτεΐνης.  

 H SP-A παίζει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογία, στο µεταβολισµό και τη δοµή 

του επιφανειοδραστικού παράγοντα καθώς επίσης στη φυσική ανοσία και την 

τροποποίηση της φλεγµονώδους διαδικασίας στον πνεύµονα (Floros και Phelps 2002; 

Crouch και Wright 2001; McCormack και Whitsett 2002). Έτσι µελέτες έχουν δείξει 

ότι η SP-A από βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα (bronchoalveolar lavage ή BAL) διεγείρει 

την παραγωγή κυτοκινών (Guillot και συν., 2002; Kremlev και συν., 1997), οξειδίου 

του αζώτου (NO) (Blau και συν., 1997), την ενεργοποίηση του µεταγραφικού 

παράγοντα NF-κΒ (Koptides και συν., 1997), τον πολλαπλασιασµό ανοσοκυττάρων 

(Kremlev και συν., 1994), τη φαγοκυττάρωση από τα µακροφάγα των κυψελίδων 

(Van Iwaarden και συν., 1990; Ding και συν., 2004) και την παραγωγή της 

µεταλλοπρωτεϊνάσης-9 (Vasquez και συν., 2003). Επίσης όµως, και ένας 

αντιφλεγµονώδης ρόλος έχει αποδοθεί στην SP-A (Awasthi και συν., 2001; Borron 

και συν., 2000; McIntosh και συν., 1996). Για παράδειγµα, µελέτες in vivo και in vitro 

έχουν  δείξει   ότι   η  SP-A   αναστέλλει  την   επαγόµενη   από   λιποπολυσακχαρίτες  
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Σχήµα 4.1 Απεικονίζονται οι περιοχές της SP-A. Η  SP-A ανήκει σε µία οικογένεια 

πρωτεϊνών που ονοµάζονται κολλεκτίνες, οι οποίες στο αµινοτελικό άκρο περιέχουν 

µία χαρακτηριστική ακολουθία όµοια µε του κολλαγόνου (collagen-like) που 

βρίσκεται κοντά στην περιοχή του σηµατοδοτικού πεπτιδίου (signal peptide), ενώ στο 

καρβοξυτελικό άκρο περιέχουν µία περιοχή αναγνώρισης υδατανθράκων 

(carbohydrate recognition domain ή CRD) (Floros και Phelps 2002).   
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παραγωγή κυτοκινών, την παραγωγή ΝΟ και τον πολλαπλασιασµό των 

λεµφοκυττάρων. Η αντίθεση ανάµεσα στο φλεγµονώδη και τον αντιφλεγµονώδη 

ρόλο της SP-A έχει εξηγηθεί ως ένα βαθµό από µία πρόσφατη µελέτη (Gardai και 

συν., 2003) που έδειξε ότι η  SP-A µπορεί να έχει διαφορετική δράση ανάλογα µε το 

αν συνδέεται στα κύτταρα-στόχους µέσω του αµινοτελικού ή µέσω του 

καρβοξυτελικού άκρου. Επιπλέον, µία λεπτή ισορροπία που υπάρχει ανάµεσα στην 

προ-φλεγµονώδη και αντιφλεγµονώδη κατάσταση που υπάρχει σε έναν υγιή 

πνεύµονα οφείλεται εν µέρει και στη δράση του επιφανειοδραστικού παράγοντα. Έχει 

προταθεί ότι η SP-A και τα λιπίδια του επιφανειοδραστικού παράγοντα 

αλληλεπιδρούν, αφού έχει δειχτεί ότι τα λιπίδια µπορούν να τροποποιούν τη δράση 

της SP-A (Koptides και συν., 1997; Kremlev και συν., 1994; Kremlev και συν., 

1997). Έτσι αλλαγές στα σχετικά ποσά των λιπιδίων προς την SP-A ίσως παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό της ανοσολογικής κατάστασης του πνεύµονα. 

Επίσης, διάφορα µόρια που εµπλέκονται στη διαδικασία της φυσικής ανοσίας ίσως 

επηρεάζουν τη δράση της SP-A στα διάφορα στάδια της φλεγµονώδους απόκρισης 

(Floros και Phelps 2002; Lawrence και συν., 2001). 

 Το όζον (Ο3) είναι ένας σηµαντικός παράγοντας της φωτοχηµικής ρύπανσης 

του αέρα. Παράγεται από µία αντίδραση που καταλύεται από το ηλιακό φως ανάµεσα 

στα οξείδια του αζώτου και σε πτητικές οργανικές ενώσεις (Σχήµα 4.2). Σύµφωνα µε 

διεθνείς κανονισµούς η συγκέντρωση του Ο3 στην ατµόσφαιρα δεν πρέπει να 

ξεπερνάει τα 0,08 ppm (Baltasano και συν., 2003). Υπολογίζεται όµως, ότι για 

παράδειγµα στις Η.Π.Α. πάνω από 133 εκατοµµύρια άνθρωποι ζουν σε πόλεις όπου η 

συγκέντρωση του Ο3 ξεπερνά αυτό το όριο (USEPA 2001). Το ίδιο συµβαίνει και σε 

πολλές πόλεις σε όλο τον κόσµο µε αποτέλεσµα η ρύπανση της ατµόσφαιρας από το 

Ο3 να καθίσταται ένα παγκόσµιο πρόβληµα. Έτσι ενώ το Ο3 της στρατόσφαιρας 
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προστατεύει από την ηλιακή υπεριώδη ακτινοβολία, το Ο3 της τροπόσφαιρας 

προκαλεί βλάβες στους πνεύµονες που χαρακτηρίζονται κυρίως από παθολογικές 

αλλαγές όπως οίδηµα, φλεγµονή, καταστροφή των επιθηλιακών κυττάρων και 

αποδόµηση του επιφανειοδραστικού παράγοντα (Putman και συν., 1997; Shelley και 

συν.,  1989; Aris και συν., 1993; Devlin και συν., 1991). Επιπλέον το Ο3 είναι ένας 

ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας (µόνο το F2, το Ο και F2Ο είναι περισσότερο 

οξειδωτικά από αυτό) (Τοσσίδης και Συγκολλίτου-Κουράκου 1986) ο οποίος 

µετατρέπεται εύκολα σε ΔΜΟ οι οποίες είναι ικανές να οξειδώνουν βιολογικά 

µακροµόρια όπως λιπίδια και πρωτεΐνες (Halliwell και Cross 1994; Uppu και συν., 

1995). Επίσης, το Ο3 αντιδρά µε οργανικές ενώσεις που έχουν διπλό δεσµό C=C και 

σχηµατίζει τα οργανικά οζονίδια, τα οποία µε ύδωρ υδρολύονται (οζονόλυση) προς 

καρβονυλικές ενώσεις (Σχήµα 4.3). Έτσι έχει αναφερθεί ότι η έκθεση στο Ο3 

προκαλεί αλλαγές στη δοµή και τη λειτουργία των πρωτεϊνών  καθώς και στη 

ρύθµιση της πρωτεϊνικής αντικατάστασης και αποικοδόµησης (Berlett και Stadtman 

1997). Το Ο3 µπορεί να αντιδράσει µε αµινοξέα σύµφωνα µε την ακόλουθη σειρά 

προτίµησης Cys>Trp=Met>Tyr>His (Mudd και συν., 1969). Μία σειρά από µελέτες 

έχουν δείξει ότι η οξείδωση της SP-A από το Ο3 παρεµποδίζει τη λειτουργία της, 

όπως για παράδειγµα παρουσιάζει µειωµένη ικανότητα να αλληλεπιδρά µε τα 

µακροφάγα των κυψελίδων (Oosting και συν., 1992), να διεγείρει την έκκριση 

κυτοκινών από τα THP-1 µακροφάγα κύτταρα (Wang και συν., 2002; Janic και συν., 

2003), να αναστέλλει την έκκριση φωσφατιδυχολίνης και του επιφανειοδραστικού 

παράγοντα από τα κύτταρα τύπου ΙΙ (Oosting και συν., 1991). 

 Έχει προταθεί ότι αντιοξειδωτικά όπως οι βιταµίνες C και Ε, η γλουταθειόνη, 

το ουρικό οξύ και ένζυµα όπως η καταλάση, η δισµουτάση του σουπεροξειδίου και η  
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(i) NO2  NO + O 
(ii) O2 + O               O3 
(iii) O3 + NO            NO2 + O2 
(iv) RO2 + NO         NO2 + RO 

 
Σχήµα 4.2 (i) Η φωτοαποικοδόµηση του NO2 από το ηλιακό φως οδηγεί στο 

σχηµατισµό NO και O. (ii) Το ατοµικό οξυγόνο αντιδρά µε µοριακό οξυγόνο και 

παράγει όζον. (iii) Το όζον αντιδρά αυθόρµητα µε ΝΟ και αναγεννά το NO2. (iv) 

Οργανικές ενώσεις όπως τα αλκυπεροξύλια (RO2) αντιδρούν µε ΝΟ και οδηγούν σε 

µία αύξηση του λόγου  NO2/NO και της συγκέντρωσης του O3.  

 

                                                                               

 

 

 

 

 

                                 

>C=C< + O3 →                       →       >C=O: + O=C< + H2O2     

 

Σχήµα 4.3 Το O3 αντιδρά µε οργανικές ενώσεις που έχουν διπλό δεσµό και 

σχηµατίζει οργανικά οζονίδια, τα οποία µε ύδωρ υδρολύονται (οζονόλυση) προς 

καρβονυλικές ενώσεις. 
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υπεροξειδάση της γλουταθειόνης µπορούν να προστατεύσουν τον πνεύµονα από τις 

βλάβες που προκαλούνται µετά από έκθεση στο Ο3 (Heffner και Repine 1991). 

Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι χορήγηση σε ανθρώπους φυτικών αντιοξειδωτικών, 

όπως τα καροτενοειδή, προστάτευαν από τις βλαβερές συνέπειες του Ο3 στον 

πνεύµονα (Samet και συν., 2001; Steck-Scott και συν., 2004).  

 Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν οι επιδράσεις φυτικών πολυφαινολών 

που περιέχονται στα σταφύλια στην προκαλούµενη από το Ο3 οξείδωση της SP-A. 

Μία πιθανή ανασταλτική δράση των εξεταζόµενων ουσιών ίσως να δείχνει ένα 

µηχανισµό προστασίας φυτικών αντιοξειδωτικών από ρυπαντές της ατµόσφαιρας. 

4.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

4.2.1 ΥΛΙΚΑ 

4.2.1.i Χηµικά αντιδραστήρια 

 Η χηµική ουσία 1,1-διφαινύλ-2-πικρυλυδραζύλιο (DPPH) ήταν από την 

εταιρεία Sigma (Η.Π.Α.). Τα υπόλοιπα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν 

ήταν αναλυτικού βαθµού καθαρότητας και ήταν προϊόντα των εταιρειών Merck 

(Γερµανία), και Sigma (H.Π.Α.).  

4.2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ  

4.2.2.i Αποµόνωση ανθρώπινης SP-A 

 Ανθρώπινη SP-A αποµονώθηκε από βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα (BAL) 6 

ασθενών µε κυψελιδική πρωτεΐνωση. Το BAL αποµονώθηκε από τους ασθενείς µε 

βρογχοσκόπηση που έγινε από το κλινικό προσωπικό της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστηµίου ‘The Pennsylvania State’ στις Η.Π.Α. Χρησιµοποιήθηκε BAL από 

ασθενείς µε πρωτεΐνωση γιατί σε αυτά τα άτοµα η SP-A βρίσκεται σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις ενώ σε υγιή άτοµα η συγκέντρωσή της είναι πολύ µικρή. Αρχικά 

αποµονώθηκε ο επιφανειοδραστικός παράγοντας από το BAL χρησιµοποιώντας 
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βουτανόλη (Haagsman και συν., 1987). Μετά την αποµόνωση, το ίζηµα 

αποξηράνθηκε µε αέριο άζωτο και οµογενοποιήθηκε δύο φορές σε ρυθµιστικό 

διάλυµα (20mM n-οκτύλ β-D-γλυκοπυρανοσίδιο, 10mM Hepes, 150mM NaCl, pH 

7,4). Στη συνέχεια το ίζηµα που προέκυψε διαλυτοποιήθηκε για 48 ώρες σε 

ρυθµιστικό διάλυµα (Tris-HCl, pH 7,4). Μετά το διάλυµα φυγοκεντρήθηκε σε 

155.000xg για 30 λεπτά στους 40C, και το υπερκείµενο που περιείχε την SP-A 

συλλέχτηκε, µοιράστηκε σε σωλήνες των 1,5ml και διατηρήθηκε στους -800C. Η 

παραπάνω διαδικασία έγινε σε θάλαµο µε  40C θερµοκρασία.  

4.2.2.ii Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών  

 Σε κάθε δείγµα SP-A έγινε ποσοτικός προσδιορισµός της πρωτεΐνης. Ο 

ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών έγινε µε το Microassay kit της εταιρείας 

Bio-Rad (Η.Π.Α.). H µέθοδος αυτή, που αποτελεί µία παραλλαγή της µεθόδου κατά 

Bradford (Bradford 1976), στηρίζεται στη δέσµευση της χρωστικής Coomassie 

Brilliant Blue G-250 από τις πρωτεΐνες. Η χρωστική δεσµεύεται κυρίως σε βασικά 

(ιδιαίτερα στην αργινίνη) και αρωµατικά αµινοξέα. Το παραγόµενο σύµπλοκο δίνει 

µπλε χρώµα το οποίο µετράται φασµατοφωτοµετρικά στα 595nm. Η µέθοδος µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί για δείγµατα που έχουν συγκέντρωση πρωτεΐνης  <25µg/ml και 

συνολική ποσότητα πρωτεΐνης 1-20µg. Στη µέθοδο αυτή αναµιγνύονται 100µl του 

αντιδραστηρίου της χρωστικής (Dye Reagent) µε 25µl του δείγµατος της SP-A και 

375µl απιονισµένου νερού. Μετά από ανάδευση και επώαση για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου µετριέται η οπτική απορρόφηση στα 595nm. Ο ποσοτικός 

προσδιορισµός των πρωτεϊνών γίνεται µε βάση πρότυπη καµπύλη αναφοράς µε 

αλβουµίνη από ορό βοδιού. Επίσης εξετάστηκε αν οι προς µελέτη πολυφαινόλες 

επηρέαζαν τη µέθοδο συγκρίνοντας τις τιµές σε δείγµατα που περιείχαν µία 

συγκεκριµένη συγκέντρωση SP-A µε δείγµατα που περιείχαν SP-A στην ίδια 
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συγκέντρωση αλλά και τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες. Βρέθηκε ότι καµία από τις 

πολυφαινόλες δεν επηρέαζε τα αποτελέσµατα της µεθόδου.  

4.2.2.iii Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου παρουσία SDS και 

χρώση µε νιτρικό άργυρο   

 Tα δείγµατα της SP-A υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου παρουσία SDS για να ελεγχθεί η καθαρότητά τους. Με τη µέθοδο 

αυτή οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται σύµφωνα µε το µοριακό τους βάρος εξαιτίας της 

παρουσίας του ανιονικού απορρυπαντικού SDS µέσα στην πηκτή. Το SDS 

αποδιατάσσει τις ανώτερες δοµές των πρωτεϊνών και τους προσδίδει φορτίο ανάλογο 

µε το µοριακό τους βάρος. Στη συνέχεια µε την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου οι 

πρωτεΐνες διανύουν απόσταση ανάλογη µε το φορτίο τους και κατά συνέπεια µε το 

µοριακό τους βάρος. Το σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε είναι ασυνεχές κατά 

Laemmli (Laemmli 1970). Η πηκτή αποτελείται από δύο µέρη: 

i) Πηκτή επιστοίβαξης: 6% ακρυλαµίδιο, 0,2% δις-ακρυλαµίδιο, 0,5% SDS σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 0,125Μ Tris-HCl pH 6,8. O πολυµερισµός γίνεται µε 

0,02%v/v TEMED και 0,8%w/v υπερθειικό αµµώνιο. 

ii) Πηκτή διαχωρισµού: 4-15% ακρυλαµίδιο, 0,33% δις-ακρυλαµίδιο, 0,5% SDS 

σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl pH 8,9. O πολυµερισµός γίνεται µε 0,02%v/v 

TEMED και 0,8%w/v υπερθειικό αµµώνιο. 

Το διάλυµα της ηλεκτροφόρησης είναι: 25mM Tris-HCl pH 8,9, 0,192M γλυκίνη, 

0,1% SDS. Σε 30µl δείγµα της SP-A προστίθενται 10µl διαλύµατος φόρτωσης (2% 

SDS, 0,1M Tris-HCl pH 6,8 και 10% γλυκερόλη) και θερµαίνεται για 10 λεπτά στους 

950C. Στη συνέχεια γίνεται η ηλεκτροφόρηση στα 90V για 1 ώρα.  Ακολουθεί χρώση 

µε νιτρικό άργυρο, η οποία στηρίζεται στην αναγωγή των ιόντων Ag+ προς µεταλλικό 

Ag, ο οποίος επειδή έχει σκούρο χρώµα βάφει τις πρωτεΐνες. Αρχικά οι πρωτεΐνες 



 

 244 

µονιµοποιούνται στην πηκτή µε 125 ml διάλυµα µονιµοποίησης (40%v/v αιθανόλη, 

10%v/v οξικό οξύ) για 30 λεπτά. Μετά η πηκτή τοποθετείται σε 125ml διαλύµατος 

επώασης (30%v/v αιθανόλη, 7% οξικό νάτριο, 0,2% θειοθειικό νάτριο, 0,25%v/v 

γλουταραλδεΰδη) για 30 λεπτά. Στη συνέχεια γίνονται 4 πλύσεις της πηκτής (5 λεπτά 

η κάθε πλύση) µε απιονισµένο νερό. Μετά η πηκτή τοποθετείται σε 250ml 

διαλύµατος νιτρικού αργύρου (0,1% νιτρικός άργυρος, 0,02%v/v φορµαλδεΰδη) για 

40 λεπτά, ξεπλένεται αµέσως µε απιονισµένο νερό, εµβαπτίζεται σε 125ml 

διαλύµατος εµφάνισης (2,5% ανθρακικό νάτριο, 0,01%v/v φορµαλδεΰδη) για 5-15 

λεπτά, η χρώση σταµατάει µε εµβάπτιση σε 125ml διαλύµατος EDTA (1,5%) για 15 

λεπτά, τέλος γίνεται πλύση µε απιονισµένο νερό για 15 λεπτά και φωτογραφίζεται η 

πηκτή.    

4.2.2.iv Πειραµατική διάταξη παραγωγής Ο3 

 Για την παραγωγή του Ο3, χρησιµοποιήθηκε µία ειδική πειραµατική διάταξη 

(Σχήµα 4.4). To σύστηµα αποτελείται από δύο δοχεία, ένα δοχείο µάρτυρα το 

οποίο δέχεται µόνο φιλτραρισµένο αέρα και ένα δοχείο (δοχείο έκθεσης στο Ο3) 

που δέχεται φιλτραρισµένο αέρα και Ο3. Τα δύο δοχεία βρίσκονται µέσα σε έναν 

επωαστικό θάλαµο µε 37,50C. Ο ρυθµός ροής όλων των αερίων ελέγχεται από 

ειδικές συσκευές. Ο φιλτραρισµένος αέρας που είναι εµπλουτισµένος µε 5% CO2 

πριν εισέλθει στα δύο δοχεία περνάει µέσα από έναν υγροποιητή µε ρυθµό 15 

λίτρα ανά λεπτό. Ο υγροποιητής είναι ένα δοχείο όγκου 2lt µε θερµαινόµενη βάση 

που περιέχει 1,5lt απιονισµένο νερό. Στα συγκεκριµένα πειράµατα η θερµοκρασία 

του νερού ήταν 50,20C έτσι ώστε να γίνεται πλήρης κορεσµός µε υγρασία του 

αέρα στους 37,50C και σε πίεση 760mm Hg. Η συνολική ποσότητα των υδρατµών 

που   διέρχονταν   σε   όλη   τη   διάρκεια   του   πειράµατος   µέσα   στο   δοχείο  
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Σχήµα 4.4 Απεικονίζεται η πειραµατική διάταξη παραγωγής του Ο3. (1) Υπεριώδης 

αναλυτής Ο3, (2) καταγραφείς που δείχνουν τη ροή του φιλτραρισµένου αέρα, του 

διοξειδίου του άνθρακα και του οξυγόνου, (3) γεννήτρια παραγωγής Ο3, (4) 

ηλεκτρικός τροφοδότης της  γεννήτρια παραγωγής Ο3, (5) συσκευή που ελέγχει τη 

ροή των αερίων, (6) ρυθµιστές της ροής του φιλτραρισµένου αέρα προς το δοχείο 

µάρτυρα, (7) ρυθµιστές της ροής του φιλτραρισµένου αέρα και του Ο3 προς το δοχείο 

έκθεσης στο Ο3, (8) ρυθµιστής θερµοκρασίας του υγροποιητή του δοχείου µάρτυρα, 

(9) ρυθµιστής θερµοκρασίας του υγροποιητή του δοχείου έκθεσης στο Ο3, (10) 

επωαστικός θάλαµος, (11) δοχείο µάρτυρας, (12) υγροποιητής του δοχείου µάρτυρα, 

(13) υγροποιητής του δοχείου έκθεσης στο Ο3, (14) δοχείο έκθεσης στο Ο3. 

 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

   8 

10 

11 
12 13 

9 
14 



 

 246 

µάρτυρα και στο δοχείο έκθεσης ήταν 172,8ml. Η ακριβής υγροποίηση του αέρα 

που εισέρχεται στα δοχεία είναι σηµαντική, έτσι ώστε να προστατευτούν τα 

διαλύµατα µε την πρωτεΐνη από εξάτµιση αλλά και να µην εισέλθουν υδρατµοί 

µέσα στα δείγµατα και αλλάξει ο όγκος τους άρα και η συγκέντρωσή τους.  

 Το Ο3 παράγεται µε ηλεκτρική εκκένωση από µία γεννήτρια που δέχεται 

οξυγόνο. Η ροή του οξυγόνου στην ηλεκτρική γεννήτρια ελέγχεται από ειδικές 

συσκευές. Με αυτό το σύστηµα µπορεί να παραχθεί Ο3 από 0,1 έως 10ppm. Κατά 

τη διάρκεια της έκθεσης η συγκέντρωση του Ο3 στο δοχείο έκθεσης ελέγχεται 

συνεχώς από έναν υπεριώδη αναλυτή Ο3 (Umstead και συν., 2002).  

4.2.2.v Έκθεση της SP-A στο Ο3 παρουσία φυτικών πολυφαινολών 

 Διαλύµατα όγκου 100µl που περιείχαν την πρωτεΐνη SP-A σε συγκέντρωση 

50µg/ml τοποθετήθηκαν σε δίσκους µε 24 οπές και εκτέθηκαν σε Ο3 1ppm για 4 

ώρες. Η επίδραση οκτώ πολυφαινολών (του καφεϊκού οξέος, του φερουλικού 

οξέος, του p-κουµαρικού οξέος, του γαλλικού οξέος, του πρωτοκατεχοϊκού οξέος, 

της (+)-κατεχίνης, της (-)-επικατεχίνης και της ρουτίνης) εξετάστηκε στην 

επαγόµενη από το Ο3 οξείδωση της SP-A. Κάθε πολυφαινόλη εξετάστηκε σε 4 

συγκεντρώσεις (5, 25, 50 και 100µΜ) και τουλάχιστον 3 ανεξάρτητα πειράµατα 

πραγµατοποιήθηκαν σε κάθε ένα από τα οποία υπήρχαν τρία δείγµατα για κάθε 

συγκέντρωση. Κάθε πείραµα περιελάµβανε αρνητικούς µάρτυρες (δηλαδή 

δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και τοποθετούνταν στο δοχείο µάρτυρα στο 

οποίο διοχετεύονταν φιλτραρισµένος αέρας), θετικούς µάρτυρες (δηλαδή 

δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και τοποθετούνταν στο δοχείο έκθεσης στο 

οποίο διοχετεύονταν Ο3) και δείγµατα που περιείχαν SP-A και πολυφαινόλες και 

τοποθετούνταν στο δοχείο έκθεσης καθώς και δείγµατα που περιείχαν SP-A και 

πολυφαινόλες (στη µεγαλύτερη από τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις) και 
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τοποθετούνταν στο δοχείο στο οποίο διοχετεύονταν φιλτραρισµένος αέρας. 

Επιπλέον, λόγω του ότι οι πολυφαινόλες ήταν διαλυµένες σε µεθανόλη (η τελική 

συγκέντρωση της οποίας κατά την έκθεση στο Ο3 ήταν 1%v/v) χρησιµοποιήθηκαν 

δείγµατα που περιείχαν SP-A και µεθανόλη.     

 Μετά την έκθεση στο Ο3 τα διαλύµατα της SP-A πρωτεΐνης µεταφέρθηκαν σε 

σωλήνες των 0,5ml και προσδιορίστηκε η  συγκέντρωσή τους µε το Microassay 

kit της εταιρείας Bio-Rad. Στη συνέχεια γινότανε σε όλα τα δείγµατα 

προσδιορισµός της οξείδωσης της SP-A. 

4.2.2.vi Προσδιορισµός των καρβονυλικών οµάδων της SP-A πρωτεΐνης   

 Η οξείδωση των δειγµάτων της SP-A προσδιορίστηκε µε το Oxyblot Oxidized 

Protein Detection Kit της εταιρείας Intergen  (Η.Π.Α.). Η µέθοδος αυτή είναι µία 

παραλλαγή της µεθόδου που είχε περιγραφεί από το Levine και τους συνεργάτες 

του (Levine και συν., 1994). Η µέθοδος στηρίζεται στην ανίχνευση των 

καρβονυλικών οµάδων που έχουν εισαχθεί στις πρωτεΐνες µέσω της οξείδωσής 

τους. Σε 5µl από το διάλυµα της SP-A µε συγκέντρωση 50µg/ml προστίθενται 5µl 

διαλύµατος SDS 12% το οποίο προκαλεί αποδιάταξη της πρωτεΐνης. Στη συνέχεια 

προστίθενται 5µl διαλύµατος 2,4-δινιτροφαινυλυδραζίνης (DNPH) 0,5X και τα 

δείγµατα επωάζονται για 10 λεπτά στους 250C. Η 2,4-δινιτροφαινυλυδραζίνη 

αντιδρά και συνδέεται µε τις καρβονυλικές οµάδες της πρωτεΐνης µε τη µορφή 

2,4-δινιτροφαινυλυδραζόνης (DNP). Η αντίδραση τερµατίζεται µε την προσθήκη 

7µl διαλύµατος ουδετεροποίησης (2Μ Tris, 30%v/v γλυκερόλη) και στα δείγµατα 

προστίθενται 228µl ρυθµιστικού διαλύµατος PB (0,016M NaH2PO4, 0,16M 

Na2HPO4  pH 7,5).  

 Επίσης, σε αυτό το στάδιο των πειραµάτων εξετάστηκε αν οι προς µελέτη 

ουσίες παρεµποδίζουν την αντίδραση του DNPH µε τις καρβονυλικές οµάδες. 
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Έτσι πραγµατοποιήθηκε η αντίδραση οξειδωµένων δειγµάτων SP-A (αρνητικοί 

µάρτυρες) µε το DNPH (ακριβώς όπως περιγράφτηκε παραπάνω) ενώ σε άλλα 

δείγµατα προστέθηκε οξειδωµένη SP-A, πολυφαινόλες και DNPH. Καµία από τις 

εξεταζόµενες πολυφαινόλες δεν επηρέαζε την αντίδραση του DNPH µε τις 

καρβονυλικές οµάδες της SP-A. Ενώ µεθανολικά και υδατικά εκχυλίσµατα από 

ελληνικές ποικιλίες αµπέλου (Ασσύρτικου και Μανδηλαριάς) καθώς και τα 

πολυφαινολικά κλάσµατά τους παρεµπόδιζαν την αντίδραση του DNPH µε τις 

καρβονυλικές οµάδες της SP-A και άρα δεν ήταν δυνατό να εξεταστούν µε αυτή 

τη µέθοδο. Επίσης, δεν ήταν δυνατό να εξεταστούν οι πολυφαινόλες κερκετίνη 

και ρεσβερατρόλη γιατί αυτές οι πολυφαινόλες ήταν διαλυµένες σε DMSO το 

οποίο επειδή είναι υγρόφιλο απορροφούσε νερό και έτσι άλλαζε η συγκέντρωση 

της SP-A και των ουσιών κατά τη διάρκεια της έκθεσης στο όζον.  

 Στη συνέχεια έγινε σταθεροποίηση και ανάλυση των πρωτεϊνικών δειγµάτων 

µε τη µέθοδο dot-blot.  

4.2.2.vii Σταθεροποίηση πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο 

του dot-blot 

 Για αυτή τη µέθοδο χρησιµοποιήθηκε µία συσκευή dot-blot µε 96 οπές της 

εταιρείας Bio-Rad (H.Π.Α.). Αρχικά στη συσκευή προσαρµόζεται µία µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης η οποία έχει υγρανθεί σε ρυθµιστικό διάλυµα PB pH 7,5 για 5 

λεπτά ενώ κάτω από τη µεµβράνη τοποθετείται διηθητικό χαρτί και η συσκευή 

συνδέεται µε κενό αέρος για να µπορεί να γίνει αναρρόφηση των δειγµάτων και 

να προσκολληθούν οι πρωτεΐνες στη µεµβράνη. Από κάθε δείγµα τοποθετούνται 

από 100µl (τα οποία περιέχουν 100ng SP-A) σε δύο διαφορετικές οπές. Στη 

συνέχεια η κάθε οπή πλένεται 4 φορές µε 100µl διάλυµα PB pH 7,5. Μετά τις 

πλύσεις ανοίγονται δύο οπές στη µεµβράνη και γίνεται αναρρόφηση των 
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δειγµάτων για 5 λεπτά και η µεµβράνη εµβαπτίζεται για 1 ώρα σε 100ml 

διαλύµατος παρεµπόδισης που αποτελείται από 1%w/v BSA σε ρυθµιστικό 

διάλυµα PBS pH 7,2 (0,05M Na2HPO4, 0,015M  KH2PO4, 0,62M NaCl, η 

ρύθµιση του pH γίνεται µε προσθήκη NaOH 10Ν). Μετά η µεµβράνη ξεπλένεται 

σε διάλυµα 0,5% Tween-20 (διαλυµένο σε PBS pH 7,2) για 5 λεπτά και 

επωάζεται για 1 ώρα σε διάλυµα που περιέχει αντίσωµα (αντι-DNP) κουνελιού σε 

αραίωση 1:600, το οποίο συνδέεται µε τις οµάδες της 2,4-

δινιτροφαινυλυδραζόνης (DNP). To αντίσωµα είναι αραιωµένο σε διάλυµα PBS 

pH 7,2 που περιέχει 1%w/v BSA και 0,05% Tween-20. Μετά η µεµβράνη 

ξεπλένεται 3 φορές για 10 λεπτά µε διάλυµα 0,5% Tween-20 (διαλυµένο σε PBS 

pH 7,2) και επωάζεται για 1 ώρα σε διάλυµα που περιέχει ένα δεύτερο αντίσωµα 

(αντι-αντι-DNP IgG) γίδας  σε αραίωση 1:1200, το οποίο συνδέεται µε το πρώτο 

αντίσωµα. To αντίσωµα είναι αραιωµένο σε διάλυµα PBS pH 7,2 που περιέχει 

1%w/v BSA και 0,05% Tween-20. Το δεύτερο αυτό αντίσωµα είναι επίσης 

συνδεδεµένο µε το ένζυµο horseradish peroxidase. Ακολουθεί πλύση της 

µεµβράνης 3 φορές για 10 λεπτά µε διάλυµα 0,5% Tween-20 (διαλυµένο σε PBS 

pH 7,2) και η µεµβράνη επωάζεται για 1 λεπτό µε διάλυµα που περιέχει ουσίες 

χηµειοφθορισµού (τη λουµινόλη και µία δεύτερη ουσία που ενισχύει τη 

λουµινόλη). Η λουµινόλη µετατρέπεται από το σύµπλοκο DNP/πρώτο 

αντίσωµα/δεύτερο αντίσωµα/υπεροξειδάση (πρόκειται για µία αντίδραση 

οξείδωσης µε καταλύτη το Η2Ο2) σε µία ουσία που εκπέµπει φως µήκους κύµατος 

428nm. Η µεµβράνη στερεώνεται σε κασέτα εµφάνισης και εκτίθεται για 1 λεπτό 

σε φιλµ XAR (Eastman Kodak, Η.Π.Α.) σε σκοτεινό θάλαµο. Μετά την εµφάνισή 

του το φιλµ σαρώνεται ηλεκτρονικά και γίνεται ποσοτικός προσδιορισµός της 

οξείδωσης κάθε δείγµατος µε το λογισµικό Quantity One της εταιρείας Bio-Rad 
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(Η.Π.Α.). Το λογισµικό αυτό υπολογίζει την οξείδωση κάθε δείγµατος 

προσδιορίζοντας την οπτική πυκνότητα πολλαπλασιασµένη επί το εµβαδό των 

κηλίδων (dots) που σχηµατίζουν τα πρωτεϊνικά δείγµατα πάνω στο φιλµ.  

4.2.2.viii Στατιστική ανάλυση 

 Για την ανάλυση των αποτελεσµάτων υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές της 

οξείδωσης για κάθε δείγµα SP-A καθώς και η τυπική απόκλιση κάθε µέσης τιµής. 

Για να προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικά διαφορές µεταξύ των 

µέσων τιµών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος one-way ANOVA σε συνδυασµό µε το 

τεστ του Dunnett (οι υπολογισµοί έγιναν µε το πρόγραµµα SPSS 13.0). Οι 

διαφορές θεωρήθηκαν σηµαντικές για p<0,05. Επίσης, εκτιµήθηκε στατιστικά η 

συσχέτιση µεταξύ της αναστολής ή της επαγωγής της οξείδωσης που 

προκαλούσαν οι εξεταζόµενες ουσίες και της συγκέντρωσής τους µε τον 

προσδιορισµό του συντελεστή συσχέτισης r κατά Spearman. H % αναστολή της 

οξείδωσης της SP-A υπολογίστηκε από την εξίσωση: 

% αναστολή = (οξθµ-οξδ) / (οξθµ-οξαµ) Χ 100 

οξαµ: η οξείδωση του αρνητικού µάρτυρα 

οξθµ: η οξείδωση του θετικού µάρτυρα 

οξδ: η οξείδωση του δείγµατος 
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4.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.3.1 SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση δειγµάτων SP-A και προσδιορισµός της οξείδωσής 

τους 

 Ανθρώπινη SP-A αποµονώθηκε από βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα (BAL) 6 

ασθενών (ΑP1-AP6) µε κυψελιδική πρωτεΐνωση. Η οξείδωση της SP-A σε αυτά τα 

δείγµατα προσδιορίστηκε µε το Oxyblot Oxidized Protein Detection kit. Οι 

αντίστοιχες κηλίδες (dots) καθώς και οι τιµές που υπολογίστηκαν από την ανάλυση 

της οπτικής πυκνότητας των κηλίδων που προέκυψαν ύστερα από σταθεροποίηση 

των πρωτεϊνικών δειγµάτων σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο του dot-blot 

παρουσιάζονται στο Σχήµα 4.5. Σε κάποια δείγµατα (AP3, AP5 και ΑΡ6) η SP-Α 

ήταν οξειδωµένη σε µεγάλο βαθµό, για το λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκαν τα δείγµατα 

ΑΡ1, ΑΡ2 και ΑΡ4 στα οποία η SP-A ήταν λιγότερο οξειδωµένη. Αυτό πιθανώς 

οφείλεται ότι στα άτοµα µε κυψελιδική πρωτεΐνωση η SP-A συσσωρεύεται στους 

πνεύµονες όπου και οξειδώνεται. 

4.3.2 Καµπύλη οξείδωσης της SP-A από το Ο3  

 Για την επιλογή της κατάλληλης συγκέντρωσης SP-A, αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις SP-A (25, 50, 100 και 200µg/ml) εκτέθηκαν σε 1ppm O3 για 4 ώρες. 

Παρατηρήθηκε ότι η οξείδωση αυξάνει καθώς η συγκέντρωση της SP-A µειώνεται. 

Πιο κατάλληλη συγκέντρωση θεωρήθηκαν τα 50µg/ml γιατί σε αυτή τη συγκέντρωση 

υπήρξε µία επαρκής αύξηση της οξείδωσης της SP-A ενώ παράλληλα µετά από αυτή 

σχηµατιζότανε ένα πλατό (Σχήµα 4.6). Επιπλέον σε υγιή άτοµα η συγκέντρωση της 

SP-A στο BAL κυµαίνεται από 10-100µg/ml.  

4.3.3 Επίδραση φυτικών πολυφαινολών στην επαγόµενη από το Ο3 οξείδωση της SP-A   

 Τα φλαβονοειδή (+)-κατεχίνη, (-)-επικατεχίνη και ρουτίνη ανέστειλαν 

δοσοεξαρτώµενα την επαγόµενη από το  Ο3 οξείδωση της SP-A. H (+)-κατεχίνη 
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παρουσίασε δοσοεξαρτώµενη αναστολή (r= - 0,75, p<0,01)  κατά 25, 47 και 62% 

(p<0,05) σε συγκεντρώσεις 25, 50 και 100µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 4.7 και 4.15A). H                    

(-)-επικατεχίνη µείωσε δοσοεξαρτώµενα (r = -0,84, p<0,01) (το σχηµατισµό 

καρβονυλικών οµάδων κατά 35, 43, 49 και 60% (p<0,01) σε συγκεντρώσεις 5, 25, 50 

και 100µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 4.8 και 4.15A). Επίσης, η ρουτίνη ανέστειλε 

δοσοεξαρτώµενα (r = -0,73, p<0,01) την οξείδωση της SP-A από το Ο3 κατά 38, 40 

και 51% (p<0,05) σε συγκεντρώσεις 25, 50 και 100µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 4.9 και 

4.15A).  

 Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, πρωτοκατεχοϊκό οξύ και γαλλικό οξύ, ανέστειλαν 

την οξείδωση της SP-A που εκτέθηκε στο Ο3. Το πρωτοκατεχοϊκό οξύ ανέστειλε 

σηµαντικά (p<0,05) την οξείδωση της SP-A σε όλες τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. 

Έτσι η αναστολή ήταν 25% στα 5µΜ (p<0,05) αλλά έφτασε σε πλατό στα 50µΜ 

(43% αναστολή, p<0,05) (Σχήµα 4.10 και 4.15B). Το γαλλικό οξύ δεν είχε καµία 

επίδραση στα 5µΜ, αλλά όπως και στο πρωτοκατεχοϊκό οξύ, η ανασταλτική του 

δράση έφτασε σε ένα πλατό στα 50µΜ (33% αναστολή, p<0,05) (Σχήµα 4.11 και 

4.15B).  

 Επιπλέον, τα υδροξυκινναµικά οξέα ανέστειλαν την επαγόµενη από το Ο3 

οξείδωση της SP-A αλλά έδειξαν ένα διαφορετικό πρότυπο αναστολής σε σύγκριση 

µε τα φλαβονοειδή και τα υδροξυβενζοϊκά οξέα. Συγκεκριµένα, υπήρχε µία άριστη 

µέση συγκέντρωση στην οποία η αναστολή ήταν µέγιστη ενώ στις µικρότερες και 

στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις δεν υπήρχε στατιστικά σηµαντική αναστολή. Έτσι τι 

καφεϊκό οξύ παρουσίασε στατιστικά σηµαντική (p<0,05) αναστολή κατά 34 και 38% 

στα 25 και 50 µΜ αντίστοιχα ενώ στα 5 και στα 100µΜ δεν άσκησε καµία σηµαντική 

επίδραση (Σχήµα 4.12 και 4.15Γ). Επίσης, το κουµαρικό οξύ παρουσίασε µέγιστη 

σηµαντική αναστολή κατά 39% στα 25µΜ (p<0,05), ενώ στα 50 και στα 100µΜ 
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υπήρξε µόνο µία τάση προς αναστολή (p<0,15) και στα 5µΜ δεν ασκήθηκε καµία 

επίδραση (Σχήµα 4.13 και 4.15Γ). Το φερουλικό οξύ δεν επηρέασε την επαγόµενη 

από το Ο3 οξείδωση της SP-A στα 5, 50 και 100µΜ, ενώ στα 25µΜ παρουσίασε µία 

τάση προς αναστολή κατά 32%  (p<0,1)  (Σχήµα 4.14 και 4.15Γ). 

 Καµία από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες δεν επηρέασε την οξείδωση της 

SP-A παρουσία µόνο φιλτραρισµένου αέρα (Σχήµατα 4.7-4.14). Επίσης, η µεθανόλη, 

που χρησιµοποιήθηκε ως διαλύτης, σε συγκέντρωση 1%v/v δεν επηρέασε την 

οξείδωση της SP-A από το όζον.  
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Σχήµα 4.5 SP-A δείγµατα από 6 ασθενείς µε πρωτεΐνωση (ΑΡ1, ΑΡ2, ΑΡ3, ΑΡ4, 

ΑΡ5 και ΑΡ6) υποβλήθηκαν σε 4-15% SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και σε χρώση µε 

νιτρικό άργυρο. Επιπλέον, η οξείδωσή τους προσδιορίστηκε µε το Oxyblot Oxidized 

Protein Detection Kit µε σκοπό να επιλεγούν για τα πειράµατα τα δείγµατα µε µικρή 

οξείδωση. Επιλέχτηκαν τα δείγµατα AP1, AP2 και AP4. (Α) Παρουσιάζεται το φιλµ 

µε τις κηλίδες (dots) των δειγµάτων καθώς και οι τιµές της οξείδωσης όπως 

υπολογίστηκαν από το πρόγραµµα Quantity One. 100ng πρωτεΐνης 

χρησιµοποιήθηκαν για κάθε κηλίδα. (B) SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 1µg από κάθε 

δείγµα SP-A πραγµατοποιήθηκε σε πηκτή πολυακρυλαµίδης διαβάθµισης 4-15% 

µετά από επώαση των δειγµάτων για 10 λεπτά στους 950.  

 

   hSP-A          AP1 AP2 AP3 AP4 AP5 AP6 

kDa 

 
  66 - 

 
  97 - 

 
   200 - 

                AP1 AP2  AP3  AP4   AP5  AP6 

A. 

B. 
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Σχήµα 4.6 Καµπύλη οξείδωσης της SP-A από το Ο3. 25, 50, 100 και 200µg/ml της 

SP-A εκτέθηκαν στο Ο3 (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο 

της οπτικής πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο 

µέσος όρος + την τυπική απόκλιση δύο ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα 

οποία χρησιµοποιήθηκαν τριπλά δείγµατα. 
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Σχήµα 4.7 Επίδραση της (+)-κατεχίνης στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A. Η  

SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της 

οπτικής πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + 

την τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τριπλά δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν 

µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που 

περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό 

αναστολής της οξείδωσης των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα. *p<0.05 σε 

σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα.               

  
 
 
 

(+)-Κατεχίνη (µΜ)     - 100 - 5 25 50 100 
SP-Α    + + + + + + + 
Όζον     - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος    + + - - - - - 
αέρας 

(+47*) 

(+62*) 

(+25*) 

(+11) 
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Σχήµα 4.8 Επίδραση της (-)-επικατεχίνης στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A. Η     

SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της οπτικής 

πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική 

απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία χρησιµοποιήθηκαν τριπλά 

δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε 

φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και 

εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό αναστολής της οξείδωσης 

των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα. *p<0.05 σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα.   

 

(-)-Επικατεχίνη (µΜ)   - 100 - 5 25  50 100 
SP-A  + + + + +    + + 
Όζον   - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος  + + - - - - - 
αέρας 

(+35*) 

(+43*) 

(+49*) 

(+60*) 
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Σχήµα 4.9 Επίδραση της ρουτίνης στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A. Η SP-A 

εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της οπτικής 

πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + την 

τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τριπλά δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν 

µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που 

περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό 

αναστολής της οξείδωσης των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα. *p<0.05 σε 

σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα.               

 

Ρουτίνη (µΜ)  - 100 - 5 25 50 100 
SP-A + + + + + + + 
Όζον - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος + + - - - - - 
αέρας 

(+38*) 
(+40*) 

(+51*) 

(+22) 
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Σχήµα 4.10 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της    

SP-A. Η  SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο 

της οπτικής πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος 

όρος + την τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τριπλά δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν 

µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που 

περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό 

αναστολής της οξείδωσης των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα. *p<0.05 σε 

σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα.               

 
 

Πρωτοκατεχοϊκό    - 100 - 5 25 50 100 
οξύ (µΜ) 
SP-A   + + + + + + + 
Όζον    - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος   + +  -  -  -  -  - 
αέρας 
 
 

(+27*) 

(+43*) (+39*) 

(+25*) 
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Σχήµα 4.11 Επίδραση του γαλλικού οξέος στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της  SP-A. Η  

SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της οπτικής 

πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική 

απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία χρησιµοποιήθηκαν τριπλά 

δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε 

φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και 

εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό αναστολής ή επαγωγής της 

οξείδωσης των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα (οι θετικές τιµές σηµαίνουν 

αναστολή ενώ οι αρνητικές τιµές επαγωγή).   *p<0.05 σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα.               

 
 

Γαλλικό οξύ (µΜ)    - 100 - 5 25 50 100 
SP-A   + + + + + + + 
Όζον    - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος   + +  -  -  -  -  - 
αέρας 
 
 

(-8) 

(+22) (+33*) 
(+25*) 
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Σχήµα 4.12 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της  SP-A. Η  

SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της οπτικής 

πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική 

απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία χρησιµοποιήθηκαν τριπλά 

δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε 

φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν µόνο SP-A και 

εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό αναστολής της οξείδωσης 

των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα. *p<0.05 σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα.               

 
 

Καφεϊκό οξύ (µΜ)    - 100 - 5 25 50 100 
SP-A   + + + + + + + 
Όζον    - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος   + +  -  -  -  -  - 
αέρας 
 
 

(34*)    (38*) 

(3) 

    (19) 
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Σχήµα 4.13 Επίδραση του κουµαρικού οξέος στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της  SP-A. 

Η  SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της 

οπτικής πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + 

την τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τριπλά δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν 

µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που 

περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό 

αναστολής ή επαγωγής της οξείδωσης των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα (οι 

θετικές τιµές σηµαίνουν αναστολή ενώ οι αρνητικές τιµές επαγωγή). *p<0.05 σε σύγκριση µε το 

θετικό µάρτυρα.               

 
 

Κουµαρικό οξύ (µΜ)    - 100 - 5 25 50 100 
SP-A   + + + + + + + 
Όζον    - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος   + +  -  -  -  -  - 
αέρας 
 
 

(+39*) 

(-11) 

(+27) 
(+35) 
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Σχήµα 4.14 Επίδραση του φερουλικού οξέος στην επαγόµενη από το όζον οξείδωση της  SP-A. 

Η  SP-A εκτέθηκε στο όζον (1ppm) για 4 ώρες. Η οξείδωση εκφράζεται ως το γινόµενο της 

οπτικής πυκνότητας (O.D.) επί το εµβαδόν (mm2) των κηλίδων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος + 

την τυπική απόκλιση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τριπλά δείγµατα. Ο αρνητικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που περιείχαν 

µόνο SP-A και εκτέθηκαν σε φιλτραρισµένο αέρα. Θετικός µάρτυρας ήταν τα δείγµατα που 

περιείχαν µόνο SP-A και εκτέθηκαν στο όζον. Μέσα στην παρένθεση φαίνεται το % ποσοστό 

αναστολής ή επαγωγής της οξείδωσης των δειγµάτων σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα (οι 

θετικές τιµές σηµαίνουν αναστολή ενώ οι αρνητικές τιµές επαγωγή).  *p<0.05 σε σύγκριση µε το 

θετικό µάρτυρα.               

 
 

Φερουλικό οξύ (µΜ)    - 100 - 5 25 50 100 
SP-A   + + + + + + + 
Όζον    - - + + + + +  
Φιλτραρισµένος   + +  -  -  -  -  - 
αέρας 
 
 

 
 

(-2) 

(+32) 

(+3) (+7) 
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(Α)  
 

(Β)  
 

(Γ)  
 
 

Σχήµα 4.15 Απεικονίζεται η % αναστολή των φυτικών πολυφαινολών στην 

επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος τριών 

ανεξάρτητων πειραµάτων σε κάθε ένα από τα οποία χρησιµοποιήθηκαν τριπλά 

δείγµατα.   
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4.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Οι πνεύµονες είναι ένα από τα φυσικά όρια επαφής ανάµεσα στο εξωτερικό 

περιβάλλον και το σώµα. Για το λόγο αυτό, οι πνεύµονες είναι ευάλωτοι σε 

µολυσµατικούς περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως τα βακτήρια, οι ιοί, τα 

αλλεργιογόνα και οι µύκητες καθώς επίσης και στους ρυπαντές της ατµόσφαιρας. Το 

οξειδωτικό στρες φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην παθοφυσιολογία όλων 

αυτών των τοξικών παραγόντων. Για παράδειγµα, οι παθογόνοι µικροοργανισµοί 

προκαλούν φλεγµονή των αεραγωγών (στη φλεγµονή παράγονται ΔΜΟ από τα 

φαγοκύτταρα), ενώ οι χηµικές ουσίες που ρυπαίνουν την ατµόσφαιρα µπορούν να 

οξειδώσουν τα βιολογικά µακροµόρια άµεσα µέσω της παραγωγής ΔΜΟ (Kelly και 

συν., 2003). Το όζον, ένα δραστικό µόριο και από τις κύριες ουσίες που µολύνουν την 

ατµόσφαιρα, µετατρέπεται σε ΔΜΟ ικανές να οξειδώσουν λιπίδια και πρωτεΐνες 

(Pryor 1994) επηρεάζοντας τη λειτουργία και τις ιδιότητές τους. Για παράδειγµα, η 

οξείδωση της πρωτεΐνης SP-A, που παίζει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογία, στο 

µεταβολισµό, τη φυσική ανοσία και τη δοµή του επιφανειοδραστικού παράγοντα του 

πνεύµονα (Floros και Phelps 2002), από το όζον προκαλεί αλλαγή στις λειτουργικές 

και βιοχηµικές της ιδιότητες (Oosting και συν., 1991).  

 Μία σειρά από µελέτες έχουν δείξει ότι τροφές πλούσιες σε φυτικές 

πολυφαινόλες µπορούν να προστατεύσουν από ασθένειες που σχετίζονται µε το 

οξειδωτικό στρες (Kerry και συν., 1997; Yang και συν., 2001). Οι πνεύµονες (µαζί µε 

το γαστρεντερικό σύστηµα, το ήπαρ, το δέρµα, τον προστάτη και το µαστό) 

θεωρούνται από τα πιο πιθανά όργανα στα οποία µπορεί να ασκούν 

χηµειοπροστατευτική δράση οι πολυφαινόλες (Chung και συν., 2002). Έτσι για 

παράδειγµα επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι η πρόσληψη καροτενοειδών 

(µία κατηγορία φυτικών αντιοξειδωτικών) συνδέεται µε βελτιωµένη λειτουργία των 
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πνευµόνων (Schuneman και συν., 2002), ενώ η χορήγηση ενός µίγµατος από 

ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C), α-τοκοφερόλη (βιταµίνη Ε) και καροτενοειδή σε άτοµα 

που εκτέθηκαν σε όζον προστάτευσε τη φυσιολογική λειτουργία των πνευµόνων 

(Samet και συν., 2001). Επίσης, µία άλλη µελέτη (Paola και συν., 2005), στην οποία 

χρησιµοποιήθηκαν πειραµατόζωα στα οποία προκλήθηκε οξεία φλεγµονή µετά από 

χορήγηση καραγενίνης, έδειξε ότι πολυφαινόλες από το τσάι µείωναν τις βλάβες 

καθώς και τη διάχυση ουδετερόφιλων κυττάρων στους πνεύµονες. Στη µελέτη αυτή 

ως πιθανός µηχανισµός προστασίας προτάθηκε η µείωση της παραγωγής των µορίων 

προσκόλλησης ICAM-1 τα οποία παίζουν ρόλο στη διαδικασία της φλεγµονής και 

στην άµυνα του οργανισµού µέσω των Τ λεµφοκυττάρων. Επιπλέον, άλλη µελέτη 

(Misra και συν., 2003) έδειξε ότι η χορήγηση τσαγιού µείωσε την οξείδωση των 

πρωτεϊνών των µικροσωµατίων του πνεύµονα σε ινδικά χοιρίδια που εκτέθηκαν σε 

καπνό από τσιγάρο. Αυτή η προστατευτική δράση αποδόθηκε στις κατεχίνες που 

υπάρχουν στο τσάι.  Έτσι στην παρούσα εργασία εξετάστηκε η πιθανή ανασταλτική 

δράση φυτικών πολυφαινολών έναντι της επαγόµενης από το όζον οξείδωση της     

SP-A, ως ένας προστατευτικός µηχανισµός των φυτικών τροφικών αντιοξειδωτικών 

από ρυπαντές της ατµόσφαιρας.  

 Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι διαφορετικές κατηγορίες πολυφαινολών 

ανέστειλαν την οξείδωση της SP-A από το όζον αλλά δείχνοντας διαφορετικά 

πρότυπα αναστολής (Σχήµα 4.15), όπως αποδείχτηκε µε τον προσδιορισµό του 

σχηµατισµού των καρβονυλικών οµάδων που είναι από τις πιο αξιόπιστους δείκτες 

της πρωτεϊνικής οξείδωσης (Stadtman και Levine 2000). Τα φλαβονοειδή ((+)-

κατεχίνη, (-)-επικατεχίνη και ρουτίνη) ανέστειλαν δοσοεξαρτώµενα την οξείδωση της 

SP-A. Επίσης, σε άλλη µελέτη (Pannala και συν., 1997) κατεχίνες ανέστειλαν την 

επαγόµενη από το νιτρώδες υπεροξείδιο οξείδωση της λιποπρωτεΐνης χαµηλής 
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πυκνότητας (LDL). Η (-)-επικατεχίνη ήταν η  πιο δραστική από τις τρεις ουσίες, 

αναστέλλοντας κατά 35% στη συγκέντρωση των 5µΜ το σχηµατισµό καρβονυλικών 

οµάδων από το όζον. Στα 5 και στα 25µΜ η (-)-επικατεχίνη ήταν πιο δραστική από 

την (+)-κατεχίνη, ενώ στα 50 και στα 100µΜ η ανασταλτική τους δράση ήταν σχεδόν 

παρόµοια (Σχήµα 4.15Α). Η (-)-επικατεχίνη και η (+)-κατεχίνη είναι στερεοϊσοµερή. 

Ο C3 του C δακτυλίου στην (-)-επικατεχίνη βρίσκεται στην R µορφή ενώ στην       

(+)-κατεχίνη βρίσκεται στην S µορφή (Σχήµα 1.12). Συνεπώς, τα αποτελέσµατα 

έδειξαν πως η R µορφή ήταν πιο δραστική από την S. Επιπλέον, η (-)-επικατεχίνη 

είχε µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα όπως έδειξαν τα πειράµατα µε τη ρίζα 

DPPH της παρούσας µελέτης (Πίνακας 2.1). Η ρουτίνη ήταν λιγότερο δραστική από 

την (-)-επικατεχίνη σε όλες τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις, ενώ ήταν πιο δραστική 

από την (+)-κατεχίνη στα 5 και στα 25µΜ και λιγότερο δραστική στα 50 και τα 

100µΜ (Σχήµα 4.15Α). Η διαφορά ανάµεσα στη χηµική δοµή της ρουτίνης και των 

δύο κατεχινών είναι ότι η ρουτίνη έχει ένα 2,3 διπλό δεσµό, µια 4-κετο οµάδα και µια 

υδατανθρακική οµάδα (ρουτινόζη) στο C δακτύλιο (Σχήµα 1.12). Πιστεύεται ότι ο 

2,3 διπλός δεσµός και η 4-κετο οµάδα ενισχύουν την αντιοξειδωτική δράση των 

φλαβονοειδών, η αντικατάσταση όµως της 3-ΟΗ από µια υδατανθρακική οµάδα 

ελαττώνει την αντιοξειδωτική τους δράση γιατί διαταράσσει τον επίπεδο 

προσανατολισµό του Β δακτυλίου µε το υπόλοιπο του µορίου (Rice-Evans και συν., 

1996). Η επίπεδη διάταξη του µορίου των πολυφαινολών αυξάνει τη σταθερότητα της 

φαινολικής ρίζας και κατά συνέπεια την αντιοξειδωτική τους ικανότητα (Heim και 

συν., 2002).   

 Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα (γαλλικό οξύ και πρωτοκατεχοϊκό οξύ) ανέστειλαν 

την οξείδωση της SP-A. Ωστόσο, τα υδροξυβενζοϊκά οξέα αλλά ήταν λιγότερο 

δραστικά από τα φλαβονοειδή και η δράση τους έφτασε σε πλατό στα 50µΜ (Σχήµα 
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4.15Β). Το πρωτοκατεχοϊκό οξύ ήταν πιο δραστικό από το γαλλικό οξύ και εµφάνισε 

στατιστικά σηµαντική αναστολή σε µικρή συγκέντρωση (5µΜ). Η διαφορά ανάµεσα 

στη χηµική δοµή του γαλλικού και του πρωτοκατεχοϊκού οξέος είναι ότι το πρώτο 

έχει τρεις υδροξυλοµάδες στις θέσεις 3-, 4- και 5-, ενώ το δεύτερο έχει µόνο δύο 

υδροξυλοµάδες στις θέσεις 3- και 4- (Σχήµα 1.11). Όπως έδειξε ο προσδιορισµός της 

αντιοξειδωτικής τους δράσης µε τη µέθοδο του DPPH (Πίνακας 2.1), το γαλλικό οξύ 

έχει µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα από το πρωτοκατεχοϊκό οξύ γιατί µπορεί 

να διαθέσει περισσότερα άτοµα υδρογόνου για την εξουδετέρωση των ελευθέρων 

ριζών. Άρα υπάρχει µια αντίφαση ανάµεσα στην αντιοξειδωτική δράση των δύο 

υδροξυβενζοϊκών οξέων και στην ανασταλτική ικανότητά τους έναντι της οξείδωσης 

της SP-A. Μία εξήγηση που θα µπορούσε να δοθεί είναι ότι οι πολυφαινόλες 

αναστέλλουν την οξείδωση της SP-A όχι µόνο εξουδετερώνοντας τις ελεύθερες ρίζες 

αλλά και συνδεόµενες µε την SP-A την προστατεύουν από οξείδωση. Άρα το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ µπορεί να αλληλεπιδρά πιο αποτελεσµατικά µε τις πρωτεΐνες. 

Ήταν χαρακτηριστικό ότι στα πειράµατα που έγιναν µε την τοποϊσοµεράση Ι στην 

παρούσα µελέτη (Κεφάλαιο 5), το πρωτοκατεχοϊκό οξύ ανέστειλε τη δράση του 

ενζύµου ενώ το γαλλικό οξύ όχι. 

 Τα υδροξυκιναµικά οξέα (καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ και κουµαρικό οξύ) 

παρουσίασαν ένα διαφορετικό πρότυπο αναστολής σε σύγκριση µε τα φλαβονοειδή 

και τα υδροξυβενζοϊκά οξέα. Η µέγιστη ανασταλτική δράση τους εµφανίστηκε σε 

µεσαίες συγκεντρώσεις ενώ στις χαµηλότερες και τις υψηλότερες δεν υπήρξε 

στατιστικά σηµαντική αναστολή (Σχήµα 4.15Γ). Μεταξύ των τριών 

υδροξυκινναµικών οξέων πιο δραστικό ήταν το καφεϊκό οξύ, αφού παρουσίασε 

στατιστικά σηµαντική αναστολή στα 25 και 50µΜ, ενώ το p-κουµαρικό οξύ µόνο στα 

25µΜ και το φερουλικό οξύ δεν παρουσίασε στατιστικά σηµαντική αναστολή 
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(Σχήµατα 4.12-4.14). Η διαφορά στη χηµική τους δοµή είναι ότι το καφεϊκό οξύ έχει 

δύο υδροξυλοµάδες στις θέσεις 3-, και 4-, ενώ το κουµαρικό οξύ µόνο µία στη θέση 

4- και το φερουλικό οξύ έχει µια υδροξυλοµάδα στη θέση 4- και µια µεθόξυ οµάδα 

στη θέση 3- (Σχήµα 1.11). Η ορθο-δυΐδροξυ δοµή του καφεϊκού οξέος θεωρείται ο 

πιο σηµαντικός παράγοντας για την αντιοξειδωτική δράση γενικότερα των 

πολυφαινολών, επειδή αυξάνει τη σταθερότητα της φαινολικής ρίζας διευκολύνοντας 

τις µετατοπίσεις ηλεκτρονίων µέσα στο µόριο της πολυφαινόλης (Rice-Evans και 

συν., 1996). Όσον αφορά το πρότυπο αναστολής των υδροξυκινναµικών οξέων, έχει 

αναφερθεί και σε άλλες περιπτώσεις αντιοξειδωτικών ουσιών, όπως µε την                

(-)-γαλλική-3-επιγαλλοκατεχίνη (Levites και συν., 2002α), µε εκχύλισµα από τσάι 

(Levites και συν., 2002β), µε τη βιταµίνη C (Halliwell 1996), την αποµορφίνη και τη 

ντοπαµίνη (Gassen και συν., 1998). Οι παραπάνω ουσίες σε µικρότερες 

συγκεντρώσεις παρουσίασαν αντιοξειδωτική δράση ενώ σε µεγαλύτερες δεν είχαν 

καµία επίδραση ή έδειξαν ακόµη και προ-οξειδωτική δράση. Αν και ως τώρα δεν έχει 

δοθεί κάποια σαφής εξήγηση για τη δράση αυτή, θα µπορούσε να αποδοθεί στο ότι οι 

πολυφαινόλες σε µικρές συγκεντρώσεις δεν µπορούν να αναστείλουν την οξείδωση, 

ενώ σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αυτο-οξειδώνονται µε αποτέλεσµα να 

καταργείται η αντιοξειδωτική τους δράση.  

 Ήταν αξιοσηµείωτο ότι η σειρά δραστικότητας των εξεταζόµενων πολυφαινολών 

όσον αφορά την προστασία της πρωτεΐνης SP-A από την επαγόµενη από το όζον 

οξείδωση είναι: (-)-επικατεχίνη > (+)-κατεχίνη = ρουτίνη = πρωτοκατεχοϊκό οξύ > 

γαλλικό οξύ > καφεϊκό οξύ > κουµαρικό οξύ > φερουλικό οξύ. Ενώ η σειρά 

δραστικότητας της αντιοξειδωτικής  δράσης αυτών των πολυφαινολών όπως 

προέκυψε από τη µέθοδο του DPPH (Κεφάλαιο 2) είναι: γαλλικό οξύ > καφεϊκό οξύ 

= (-)-επικατεχίνη > (+)-κατεχίνη > ρουτίνη > πρωτοκατεχοϊκό οξύ > φερουλικό οξύ > 
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κουµαρικό οξύ. Δηλαδή, υπάρχουν  διαφορές ανάµεσα στις δύο σειρές δραστικό- 

τητας και αυτό µπορεί να οφείλεται στο ότι η µέθοδος του DPPH δείχνει µόνο την 

ικανότητα των πολυφαινολών να εξουδετερώνουν ελεύθερες ρίζες, ενώ ο µηχανισµός 

µέσω του οποίου οι πολυφαινόλες προστατεύουν την SP-A από την επαγόµενη από 

το όζον οξείδωση θα µπορούσε να είναι ή η εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών που 

σχηµατίζονται ή/και η σύνδεση των πολυφαινολών µε την SP-A. Οι πολυφαινόλες 

είναι µόρια µε πολλαπλές θέσεις σύνδεσης (κάθε φαινολικός δακτύλιος αποτελεί και 

µία πιθανή θέση σύνδεσης), και έτσι µπορούν να συνδέονται σε περισσότερα από ένα 

σηµεία της πρωτεΐνης. Επιπλέον, έχει αναφερθεί (Asquith και Βutler 1986; Hagerman 

και Butler 1981) ότι οι πολυφαινόλες συνδέονται κατά προτίµηση σε περιοχές των 

πρωτεϊνών που είναι πλούσιες σε προλίνη και έχουν µία ελικοειδή διαµόρφωση είτε 

τύπου κολλαγόνου είτε τυχαίου σπειράµατος. Είναι αξιοσηµείωτο, ότι η SP-A έχει 

µία περιοχή τύπου κολλαγόνου (Σχήµα 4.1) που περιέχει µία σειρά από 23 τριάδες 

Gly-Y-X (όπου Χ είναι µία προλίνη και Υ µία υδροξυπρολίνη). Η περιοχή αυτή µαζί 

µε την καρβοξυτελική περιοχή και την υδρόφοβη περιοχή του ‘αυχένα’ παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στη δοµή και τη λειτουργία της SP-A (Floros και Phelps 2002). Η 

σύνδεση πολυφαινολών-πρωτεϊνών γίνεται κυρίως µέσω µη οµοιοπολικών δεσµών 

(υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων και υδρογονικών δεσµών) (Haslam 1999; Jobstl και 

συν., 2004; Richard και συν., 2005). Επίσης όµως έχει αναφερθεί (Chen και 

Hagerman 2004) ότι σε οξειδωτικές συνθήκες οι πολυφαινόλες σχηµατίζουν και 

οµοιοπολικούς δεσµούς µε τις πρωτεΐνες. Επιπλέον, φαίνεται ότι οι πολυφαινόλες 

διατηρούν την αντιοξειδωτική τους δράση και µετά το σχηµατισµό του συµπλόκου 

πολυφαινόλης-πρωτεΐνης (Riedl και Hagerman 2001). 

 Συµπερασµατικά τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης έδειξαν ότι οι 

φυτικές πολυφαινόλες µπορούν να αναστείλουν την επαγόµενη από το όζον οξείδωση 
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της SP-A, µίας πρωτεΐνης που παίζει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογική λειτουργία 

και τη φυσική ανοσία του πνεύµονα. Έτσι, αν και υπάρχουν εύλογοι περιορισµοί 

στην εξαγωγή συµπερασµάτων από in vitro πειράµατα σε ολόκληρους οργανισµούς, 

τα αποτελέσµατα αυτής της εργασίας σε συνδυασµό µε  αποτελέσµατα από άλλες 

µελέτες δείχνουν ότι οι πολυφαινόλες που βρίσκονται σε φυτικές τροφές θα 

µπορούσαν να προστατεύσουν από τις δυσµενείς επιδράσεις ρυπαντών της 

ατµόσφαιρας στους πνεύµονες.    
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΑΠΟ ΕΛΛΗΝΙΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ ΑΜΠΕΛΟΥ 

(VITIS VINIFERA) ΚΑΙ ΦΥΤΙΚΩΝ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΣΤΗ ΔΡΑΣΗ ΤΟΥ 

ΕΝΖΥΜΟΥ ΤΟΠΟΪΣΟΜΕΡΑΣΗ Ι 

5.1 ΓΕΝΙΚΑ 

 Η πρωτοταγής δοµή, δηλαδή η ακολουθία των βάσεων του DNA καθορίζει τη 

γενετική σύσταση ενός οργανισµού. Ωστόσο, η τοπολογική (γεωµετρική) 

διαµόρφωση,  της δίκλωνης έλικας καθορίζει στην ουσία κάθε λειτουργία του 

γενώµατος (Wang 1996). Στα κύτταρα η τοπολογία του DNA καθορίζεται από ένζυµα 

που ονοµάζονται τοποϊσοµεράσες (Τριανταφυλλίδης 1992; Liu 1994). Τα ένζυµα 

αυτά χρειάζονται για την αντιγραφή, τη µεταγραφή και τον ανασυνδυασµό του DNA 

καθώς επίσης παίζουν σηµαντικό ρόλο στη δοµή των χρωµοσωµάτων, τη 

συσπείρωση και αποσυσπείρωσή τους και το διαχωρισµό τους µετά την κυτταρική 

διαίρεση (Wang 1996; Li και Liu 2001). Όλα τα κύτταρα περιέχουν δύο κατηγορίες 

τοποϊσοµερασών, την Ι και τη ΙΙ. Γενικά, ο µηχανισµός δράσης των τοποϊσοµερασών 

περιλαµβάνει: i) τη σύνδεση του ενζύµου µε το DNA, ii) τη δηµιουργία εγκοπών 

(nicks) στους κλώνους του DNA και πέρασµα των κλώνων διαµέσου των εγκοπών µε 

αποτέλεσµα την αλλαγή του βαθµού υπερελίκωσης του DNA και iii) την 

επανασύνδεση των κοµµένων κλώνων και την αποδέσµευση του ενζύµου (Σχήµα 

5.1Α) (Wang 1996). Ωστόσο, οι δύο κατηγορίες τοποϊσοµερασών διαφέρουν στο 

µηχανισµό δράσης και τις φυσικές τους ιδιότητες. Η κατηγορία I περιλαµβάνει τις 

βακτηριακές τοποϊσοµεράσες I και III καθώς επίσης τις ευκαρυωτικές 

τοποϊσοµεράσες I και III. Οι τοποϊσοµεράσες της κατηγορίας I είναι µονοµερή, 

λειτουργούν χωρίς µεγάλη κατανάλωση ενέργειας και αλλάζουν τη διαµόρφωση της 

δίκλωνης έλικας του DNA επιτρέποντας το πέρασµα του ενός κλώνου του DNA 
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διαµέσου µιας παροδικής εγκοπής που δηµιουργούν στο συµπληρωµατικό κλώνο 

(Σχήµα 5.1Β) µε αποτέλεσµα να µεταβάλλουν το βαθµό υπερελίκωσης του µορίου 

(Leppard και Champoux 2005). Οι τοποϊσοµεράσες της κατηγορίας ΙΙ περιλαµβάνουν 

τη DNA γυράση και την τοποϊσοµεράση IV που βρίσκονται στα βακτήρια καθώς και 

την ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση ΙΙ. Οι τοποϊσοµεράσες της κατηγορίας ΙΙ είναι 

πολυµερείς πρωτεΐνες, απαιτούν ΑΤΡ για την καταλυτική τους δράση και δρουν 

επιτρέποντας το πέρασµα του ενός κλώνου του DNA διαµέσου παροδικών εγκοπών 

που δηµιουργούν και στους δύο κλώνους του DNA µε αποτέλεσµα να ρυθµίζουν την 

υπερ- ή υποελίκωση της δίκλωνης έλικας (Liu 1994).  

 Επειδή οι ευκαρυωτικές τοποϊσοµεράσες ρυθµίζουν σηµαντικές κυτταρικές 

λειτουργίες αποτελούν στόχο αντικαρκινικών (Li και Liu 2001) και αντιµικροβιακών 

φαρµάκων (Chakraborty και Majumder 1988). Γενικά, υπάρχουν δύο κατηγορίες 

αναστολέων των τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ. Οι αναστολείς που ανήκουν στην 

κατηγορία Ι, οι οποίοι ονοµάζονται και ‘δηλητήρια’ (poisons), σταθεροποιούν το 

σύµπλεγµα (cleavable complex) που σχηµατίζεται ανάµεσα στις τοποϊσοµεράσες και 

το DNA µε αποτέλεσµα να µη µπορεί το ένζυµο να αποδεσµευτεί και να συνεχίζει να 

προκαλεί κοψίµατα στους κλώνους του DNA (Σχήµα 5.2) που καταλήγουν τελικά σε 

µεταλλαξιγένεση (Froelich-Ammon και Osheroff 1995). Οι αναστολείς της 

κατηγορίας ΙΙ ή καταλυτικοί αναστολείς, απλώς εµποδίζουν τη σύνδεση των 

τοποϊσοµερασών µε το DNA µε τελικό αποτέλεσµα την αναστολή της καταλυτικής 

τους δράσης (Bailly 2000). Πιστεύεται ότι η αναστολή των τοποϊσοµερασών από 

φυτικά εκχυλίσµατα είναι ίσως ένας από τους µηχανισµούς µε τους οποίους 

αναστέλλουν την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων (Ye και συν., 1999). Επιπλέον, 

αρκετές πολυφαινόλες έχουν αναφερθεί ως αναστολείς των τοποϊσοµερασών 

(Chowdhury και συν., 2002; Constantinou και συν., 1995; Boege και συν., 1996). 
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Σχήµα 5.1 (Α) Καθώς η δίκλωνη έλικα ξετυλίγεται κατά τη διάρκεια της 

αντιγραφής ή της µεταγραφής του DNA δηµιουργούνται υπερέλικες λόγω των 

οποίων αναπτύσσονται ισχυρές τάσεις στο µόριο. Οι τοποϊσοµεράσες µε τη 

δράση τους αποµακρύνουν τις υπερέλικες προστατεύοντας από θραύση τους 

κλώνους του DNA. (Β) Μηχανισµός της καταλυτικής δράσης της 

τοποϊσοµεράσης Ι. Η τοποϊσοµεράση Ι συνδέεται στο DNA και η τυροσίνη του 

ενεργού κέντρου λόγω της πυρηνόφιλης δράσης της δηµιουργεί µία εγκοπή 

στον ένα από τους δύο κλώνους µέσα από την οποία περνάει ο 

συµπληρωµατικός του κλώνος. Στη συνέχεια επανασυνδέονται τα κοµµένα 

άκρα του κλώνου και το ένζυµο αποµακρύνεται (Leppard και Champoux 2005). 

(Α) 

(Β) 
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  Κατά συνέπεια σε αυτό το πειραµατικό µέρος εξετάστηκε η επίδραση 

εκχυλισµάτων, πολυφαινολικών κλασµάτων και πολυφαινολών από τις ελληνικές 

ποικιλίες αµπέλου Ασσύρτικο και Μανδηλαριά Σαντορίνης στην ευκαρυωτική 

τοποϊσοµεράση Ι από σπέρµα σιταριού και στην ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι. Πιθανή 

αναστολή της δράσης των τοποϊσοµερασών από τις εξεταζόµενες ουσίες ίσως 

αποτελεί έναν από τους µηχανισµούς της χηµειοπροστατευτικής τους δράσης.  
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Σχήµα 5.2 Η ουσία (drug), που δρα ως αναστολέας ‘δηλητήριο’ (poison) των 

τοποϊσοµερασών, µπορεί να συνδεθεί µε το ένζυµο (αριστερά) ή µε το DNA (δεξιά) ή 

µε το σύµπλεγµα ενζύµου-DNA (κέντρο) µε αποτέλεσµα οι τοποϊσοµεράσες να µην 

µπορούν να αποδεσµευτούν από το DNA και να προκαλούν θραύσεις στη δίκλωνη 

αλυσίδα. (Από Froelich-Ammon και Osheroff 1995).  

     ENZYME DNA 
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5.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

5.2.1 ΥΛΙΚΑ 

5.2.1.i Χηµικά αντιδραστήρια 

 Τα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν αναλυτικού βαθµού 

καθαρότητας και ήταν προϊόντα των εταιρειών Merck (Γερµανία) και Sigma 

(H.Π.Α.).  

5.2.1.ii Ένζυµα 

 Η τοποϊσοµεράση Ι από σπέρµα σιταριού ήταν από την εταιρεία Promega 

(H.Π.Α.). Η ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι ήταν από την εταιρεία Topogen (Η.Π.Α.). 

5.2.1.iii Πλασµίδιο 

 Το πλασµίδιο pBR322 ήταν από την εταιρεία New England Biolabs (Μ.Β.). 

5.2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ 

5.2.2.i Χαλάρωση πλασµιδιακού DNA από τη δράση τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα 

σιταριού (DNA relaxation assay) 

 Για την ανίχνευση ουσιών που είναι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι 

χρησιµοποιείται η µέθοδος χαλάρωσης υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA (DNA 

relaxation assay). Η µέθοδος στηρίζεται στο ότι όταν το υπερελικωµένο πλασµιδιακό 

DNA επωαστεί µε τοποϊσοµεράση Ι τότε λόγω της δράσης του ενζύµου µειώνεται ο 

αριθµός των ελίκων του DNA και αυτό µετατρέπεται σε µια πιο χαλαρή µορφή. Το 

υπερελικωµένο και το χαλαρωµένο DNA έχουν διαφορετική ηλεκτροφορητική 

κινητικότητα σε µία πηκτή αγαρόζης, γιατί το υπερελικωµένο DNA είναι πιο 

συµπαγές και διαπερνά ευκολότερα τους πόρους της πηκτής. Έτσι σε µια πηκτή 

αγαρόζης το υπερελικωµένο DNA κινείται πιο γρήγορα από το χαλαρωµένο και είναι 

δυνατός ο διαχωρισµός των δύο µορφών του DNA (Σχήµα 5.3). Μία ουσία που είναι 
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αναστολέας της καταλυτικής δράσης του ενζύµου προκαλεί επανεµφάνιση του 

υπερελικωµένου DNA. 

 Για τη µελέτη της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού χρησιµοποιήθηκε 

µε κάποιες παραλλαγές η µέθοδος του Dynan και των συνεργατών του (1981). 0,2µg 

υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA pBR322 επωάστηκαν µε 1µονάδα του ενζύµου 

τοποϊσοµεράση Ι (ως µονάδα του ενζύµου ορίστηκε εκείνη η ποσότητα που 

απαιτείται για να µετατρέψει 0,5µg υπερελικωµένου DNA σε χαλαρή µορφή στις 

συνθήκες της αντίδρασης) από σπέρµα σιταριού στους 370C για 30 λεπτά. Το µίγµα 

της αντίδρασης περιείχε επίσης ρυθµιστικό διάλυµα 50mM Tris-HCl pH 7,5, 20% 

γλυκερόλη, 50mM NaCl, 0,1mM EDTA και 1mM DTT.  O συνολικός όγκος της 

αντίδρασης ήταν 25µl και η αντίδραση έγινε σε σωλήνες των 0,5ml. Η αντίδραση 

τερµατίστηκε µε προσθήκη 5µl διαλύµατος φόρτωσης (30% γλυκερόλη και 0,25% 

µπλε της βρωµοφαινόλης). Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων µε οριζόντια 

συσκευή ηλεκτροφόρησης Scie-Plas (M.B.) σε πηκτή αγαρόζης 0,8% και σε 

ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ pH 8,0 (40mM Tris-οξικό οξύ, 2mM EDTA) στα 5V/cm 

για 90 λεπτά. Ακολούθησε χρώση των ζωνών του DNA µε βρωµιούχο αιθίδιο 

(0,5µg/ml) για 30 λεπτά και αποχρωµατισµός µε απιονισµένο νερό για 30 λεπτά. Οι 

πηκτές αφού τοποθετήθηκαν σε συσκευή εκποµπής UV φωτογραφήθηκαν µε κάµερα 

Polaroid DS-34 ή µε το σύστηµα ανάλυσης εικόνας Vilber Lourmat DP-001. Στη 

συνέχεια µε τη χρησιµοποίηση του λογισµικού Gel-Pro Analyzer 3.0 (Media 

Cybernetics, Η.Π.Α.) έγινε ποσοτικοποίηση των ζωνών του DNA µε βάση την οπτική 

τους πυκνότητα. Κάθε πείραµα περιελάµβανε έναν αρνητικό µάρτυρα (pΒR322 DNA 

χωρίς το ένζυµο ή τις εξεταζόµενες ουσίες), ένα θετικό µάρτυρα (pΒR322 DNA µε 

τοποϊσοµεράση Ι) καθώς και δείγµατα που περιείχαν το pΒR322 την τοποϊσοµεράση I  
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Σχήµα 5.3 Όταν το υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA  επωαστεί µε τοποϊσοµεράση Ι 

(σειρά 2), µετατρέπεται λόγω της δράσης του ενζύµου σε χαλαρωµένο DNA. Οι δύο 

µορφές µπορούν να διαχωριστούν µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. SC: 

υπερελικωµένο DNA. R: χαλαρωµένο DNA. topoI: τοποϊσοµεράση Ι. 

     R [ 

SC  → 

             1                       2 

Πλασµιδιακό DNA     +                          +            
topoI                                           -                          +                     
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 και τις εξεταζόµενες ουσίες σε διάφορες συγκεντρώσεις. Επίσης, επειδή ορισµένες 

από τις εξεταζόµενες ουσίες ήταν διαλυµένες σε κάποιο διαλύτη (µεθανόλη, αιθανόλη 

ή DMSO), εξετάστηκε αν οι διαλύτες επηρεάζουν τη  δράση της τοποϊσοµεράσης Ι. 

Έτσι χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα που περιείχαν το pΒR322, την τοποϊσοµεράση Ι και 

το διαλύτη. Για την εξέταση κάθε ουσίας έγιναν τρία ανεξάρτητα πειράµατα (n = 3). 

Η % αναστολή  των εξεταζόµενων ουσιών στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι 

προσδιορίστηκε από την εξίσωση (1): 

% Αναστολή = (S0 - S)/(Scontrol - S0) X 100 (1) 

Όπου Scontrol είναι το % ποσοστό του υπερελικωµένου DNA στο δείγµα αρνητικός 

µάρτυρας. S0 είναι το % ποσοστό του υπερελικωµένου DNA στο δείγµα θετικός 

µάρτυρας και S είναι το % ποσοστό του υπερελικωµένου DNA στα δείγµατα που 

περιείχαν τις εξεταζόµενες ουσίες και την τοποϊσοµεράση Ι.  

5.2.2.ii Μέθοδος χαλάρωσης πλασµιδιακού DNA από τη δράση ανθρώπινης 

τοποϊσοµεράσης Ι (DNA relaxation assay) 

0,2µg υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA pBR322 επωάστηκαν µε 1 µονάδα του 

ενζύµου (ως µονάδα του ενζύµου ορίστηκε εκείνη η ποσότητα του ενζύµου που 

απαιτείται για να µετατρέψει 0,5µg υπερελικωµένου DNA σε χαλαρή µορφή στις 

συνθήκες της αντίδρασης) ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι στους 370C για 30 λεπτά. Το 

µίγµα της αντίδρασης περιείχε επίσης ρυθµιστικό διάλυµα 10mM Tris-HCl pH 7,9, 

5% γλυκερόλη, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% Spermidine και 0,1% BSA.  O 

συνολικός όγκος της αντίδρασης ήταν 20µl και η αντίδραση έγινε σε σωλήνες των 

0,5ml. Η αντίδραση τερµατίστηκε µε προσθήκη 5µl διαλύµατος φόρτωσης (30% 

γλυκερόλη και 0,25% µπλε της βρωµοφαινόλης). Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των 

δειγµάτων µε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% και σε 

ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ pH 8,0 (40mM Tris-οξικό οξύ, 2mM EDTA) στα 5V/cm 



 

 282 

για 90 λεπτά. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε την τοποΐσοµεράση 

από το σπέρµα σιταριού. Επίσης κατά τον ίδιο τρόπο έγινε ο σχεδιασµός και η 

ανάλυση των αποτελεσµάτων. 

5.2.2.iii Στατιστική ανάλυση 

 Για την ανάλυση των αποτελεσµάτων υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές (n = 3) 

του % ποσοστού των µορφών του πλασµιδιακού DNA (δηλαδή υπερελικωµένης, και 

χαλαρής) για κάθε συγκέντρωση  εξεταζόµενης ουσίας καθώς και η τυπική απόκλιση 

κάθε µέσης τιµής. Για να προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικά διαφορές 

µεταξύ των µέσων τιµών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος one-way ANOVA σε 

συνδυασµό µε το τεστ του Dunnett (οι υπολογισµοί έγιναν µε το πρόγραµµα SPSS 

13.0). Επίσης, εκτιµήθηκε στατιστικά η συσχέτιση µεταξύ του % ποσοστού της 

υπερελικωµένης µορφής του DNA και της συγκέντρωσης των ουσιών µε τον 

προσδιορισµό του συντελεστή συσχέτισης r κατά Spearman. 

5.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

5.3.1 Επίδραση εκχυλισµάτων από ελληνικές ποικιλίες αµπέλου στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού 

 Τα εκχυλίσµατα, µεθανολικά και υδατικά, και από τις δύο ποικιλίες 

ανέστειλαν την καταλυτική δράση της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης από σπέρµα 

σιταριού. Το µεθανολικό και το υδατικό εκχύλισµα της ποικιλίας Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) καθώς και το µεθανολικό εκχύλισµα της ποικιλίας Ασσύρτικο 

(άσπρα σταφύλια) ανέστειλαν δοσοεξαρτώµενα (r = 0,94, 0,88 και 0,82 αντίστοιχα) 

τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι (Σχήµατα 5.4-5.6 και Πίνακες 5.1-5.3 αντίστοιχα). 

Επίσης, ήταν χαρακτηριστικό ότι και τα τρία αυτά εκχυλίσµατα παρουσίασαν µεγάλη 

αναστολή ήδη από τη συγκέντρωση των 50µg/ml (66, 79 και 78% αντίστοιχα, 

p<0,01) ενώ στη συγκέντρωση των 200µg/ml η αναστολή ήταν σχεδόν πλήρης. Σε 
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αντίθεση, το υδατικό εκχύλισµα από τα άσπρα σταφύλια στα 50 και στα 100mg/ml 

δεν έδειξε αναστολή, ενώ στα 200µg/ml ανέστειλε κατά 96% τη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι (Σχήµα 5.7 και Πίνακας 5.4). Γενικά, η σειρά δραστικότητας των 

εκχυλισµάτων σε αυτή τη µέθοδο ήταν: Υδατικό Μανδηλαριάς = Μεθανολικό 

Ασσύρτικου > Μεθανολικό Μανδηλαριάς > Υδατικό Ασσύρτικου.  

5.3.2 Επίδραση των πολυφαινολικών κλασµάτων από την ποικιλία Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού 

 Το κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα ανέστειλε τη 

δράση της τοποϊσοµεράσης Ι, όπως και το ίδιο το εκχύλισµα. Συγκεκριµένα, στα 

20µg/ml ανέστειλε κατά 84% (p<0,05) τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι ενώ στα 

10µg/ml δεν παρουσίασε αναστολή (Σχήµα 5.8 και Πίνακας 5.5). Αντίθετα όµως, το 

µεθανολικό κλάσµα από το υδατικό εκχύλισµα δεν παρουσίασε αναστολή στις 

εξεταζόµενες συγκεντρώσεις, δηλαδή στα 10, 20 και 50µg/ml (Πίνακας 5.6). 

 Το µεθανολικό κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα ανέστειλε τη µετατροπή 

της υπερελικωµένης µορφής του DNA σε χαλαρή µορφή λόγω της δράσης της 

τοποϊσοµεράσης Ι κατά 70% (p<0,05) στα 50µg/ml (Σχήµα 5.9 και Πίνακας 5.7) όπως 

και το ίδιο το εκχύλισµα. 

5.3.3 Επίδραση των πολυφαινολών στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα 

σιταριού 

 Από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες η κερκετίνη ανέστειλε τη δράση του 

ενζύµου κατά 43, 94 και 97% σε συγκεντρώσεις 10, 20 και 50µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 

5.10 και Πίνακας 5.8). Το καφεϊκό οξύ ανέστειλε κατά 86 και 96% τη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι σε συγκεντρώσεις 20 και 50µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 5.11 και 

Πίνακας 5.9). Επίσης, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ παρουσίασε αναστολή κατά 82 και 

94% σε συγκεντρώσεις 20 και 50µΜ αντίστοιχα (Σχήµα 5.12 και Πίνακας 5.10). Σε 
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αντίθεση, το φερουλικό οξύ, το κουµαρικό οξύ, το γαλλικό οξύ και η ρουτίνη δεν 

ανέστειλαν στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις, δηλαδή στα 10, 20 και 50µΜ, τη 

δράση της τοποϊσοµεράσης Ι (Πίνακας 5.11). Η trans-ρεσβερατρόλη ήταν διαλυµένη 

σε DMSO, η µέγιστη συγκέντρωση της οποίας στην τελική αντίδραση ήταν 8%. Σε 

αυτή τη συγκέντρωση το DMSO παρεµπόδιζε τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι και για 

το λόγο αυτό δεν ήταν δυνατή η εξέταση της trans-ρεσβερατρόλης.  

5.3.4 Επίδραση εκχυλισµάτων από ελληνικές ποικιλίες αµπέλου στη δράση της  

ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι 

 Τα εκχυλίσµατα ανέστειλαν την καταλυτική δράση της ανθρώπινης 

τοποϊσοµεράσης Ι και παρουσίασαν περίπου την ίδια σειρά δραστικότητας όπως και 

στα πειράµατα µε την τοποϊσοµεράση Ι από σπέρµα σιταριού: Υδατικό Μανδηλαριάς 

> Μεθανολικό Ασσύρτικου > Μεθανολικό Μανδηλαριάς > Υδατικό Ασσύρτικου. 

Ωστόσο, τα εκχυλίσµατα ανέστειλαν σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις τη δράση της 

ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι σε σύγκριση µε την τοποϊσοµεράση από σπέρµα 

σιταριού. Το µεθανολικό και το υδατικό εκχύλισµα από τα κόκκινα σταφύλια καθώς 

και το µεθανολικό εκχύλισµα από τα άσπρα σταφύλια ανέστειλαν δοσοεξαρτώµενα 

τη δράση του ενζύµου (r = 0,93, 0,95 και 0,95 αντίστοιχα, p<0,01). Η αναστολή των 

παραπάνω εκχυλισµάτων ήταν µεγάλη στα 200µg/ml (76, 65 και 84% αντίστοιχα, 

p<0,05) και σχεδόν πλήρης στα 400µg/ml (Σχήµατα 5.13-5.15 και Πίνακες 5.12-5.14 

αντίστοιχα). Αντίθετα, το υδατικό εκχύλισµα από τα άσπρα σταφύλια δεν παρουσίασε 

σηµαντική αναστολή στα 200µg/ml ενώ στα 800µg/ml ανέστειλε κατά 93% (p<0,05) 

τη δράση του ενζύµου (Σχήµα 5.16 και Πίνακας 5.15). 
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5.3.5 Επίδραση των πολυφαινολικών κλασµάτων από την ποικιλία Μανδηλαριά 

(κόκκινα σταφύλια) στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι  

 Από τα πολυφαινολικά κλάσµατα, το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα 

ανέστειλε τη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι δοσοεξαρτώµενα (r = 0,96, 

p<0,01). Σε συγκεντρώσεις 20, 50, 200 και 400µg/ml η αναστολή ήταν 51, 62, 84 και 

96% αντίστοιχα (Σχήµα 5.17 και Πίνακας 5.16). Τα άλλα δύο όµως πολυφαινολικά 

κλάσµατα δεν ανέστειλαν την καταλυτική δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι 

(Πίνακας 5.17). 
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Πίνακας 5.1 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  

                       % Ποσοστό του DNA 
            SCα  Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 70+3*  30+3* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml 46+4*  54+4* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 100µg/ml 58+3*  42+3* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 62+3*  38+3* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 400µg/ml 65+5*  35+5* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 800µg/ml 68+2*  32+2* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA και των 
χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό των µορφών του 
DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media 
Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί 
µάρτυρες). 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
Σχήµα 5.4 (Α) Επώαση τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού µε pBR322 DNA και µεθανολικού 

εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια). Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε 0,8% πηκτή αγαρόζης. 

(Β) Απεικονίζεται η % αναστολή του εκχυλίσµατος στη δράση του ενζύµου. Ο υπολογισµός της % 

αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.1.                

SC: υπερελικωµένη µορφή του DNA. R: χαλαρές µορφές του DNA. 

pBR322            +        +         +         +        +         +       + 
topoI(1U)                   -        +         +         +        +         +       + 
Εκχύλισµα (µg/ml)          -         -        800     400    200     100     50 

SC  → 

      R[ 

(Α) 

(Β) 
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Πίνακας 5.2 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) 

στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  

                  % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 72+7*  28+7* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml 57+4*  43+4* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 100µg/ml 63+3*  37+3* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 64+2*  36+2* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 
 
 
 

 
 
Σχήµα 5.5 Απεικονίζεται η % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς 

(κόκκινα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο 

υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε 

βάση τις τιµές του πίνακα 5.2.  



 

 288 

 
 

 

Πίνακας 5.3 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) 

στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  

                % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 85+8*  15+8* 

DNA+topoIβ       45+6                   55+6 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml 76+6*  24+6* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 100µg/ml 81+4*  19+4* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 83+3*  17+3* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση της οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα 
Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U 
και η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 

 
 
 
Σχήµα 5.6 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου 

(άσπρα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο 

υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε 

βάση τις τιµές του 5.3.  
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Πίνακας 5.4 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στη 

δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  

                  % Ποσοστό του DNA 
         SCα    Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 84+4*  16+4* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml -  100 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 100µg/ml -  100 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 81+2*  19+2* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 
 
 

 
 
 
Σχήµα 5.7 Απεικονίζεται η % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου 

(άσπρα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο 

υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε 

βάση τις τιµές του πίνακα 5.4.  
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Πίνακας 5.5 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα 

σιταριού.  

                 % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 80+5*  20+5* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 10µg/ml -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 20µg/ml 67+3*  33+3* 

DNA+topoI+Κλάσµα 50µg/ml 76+3*  24+3* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου 
DNA και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % 
ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το 
πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της 
τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 
5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι 
(θετικοί µάρτυρες). 

 

 
 
Σχήµα 5.8 Απεικονίζεται η % αναστολή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια)  στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.5.  
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Πίνακας 5.6 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα 

σιταριού.  

                 % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 84+8*  16+8* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 10µg/ml -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 20µg/ml -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 50µg/ml -  100 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 
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Πίνακας 5.7 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα 

Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα 

σιταριού.  

                  % Ποσοστό του DNA 
         SCα  Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 77+5*  23+5* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 10µg/ml -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 20µg/ml -  100 

DNA+topoI+Κλάσµα 50µg/ml 54+6*  46+6* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου 
DNA και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % 
ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το 
πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της 
τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 
5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι 
(θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 5.9 Απεικονίζεται η % αναστολή του µεθανολικού κλάσµατος από το 

µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.7.  
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Πίνακας 5.8 Επίδραση της κερκετίνης στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα 

σιταριού.  

                % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 72+5*  28+5* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Καφεϊκό οξύ 10µΜ -  100 

DNA+topoI+Καφεϊκό οξύ 20µΜ 62+2*  38+2* 

DNA+topoI+Καφεϊκό οξύ 50µΜ 69+4*  31+4* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 5.10 Απεικονίζεται η % αναστολή της κερκετίνης στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.8.  
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Πίνακας 5.9 Επίδραση του καφεϊκού οξέος στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από 

σπέρµα σιταριού.  

                   % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 72+5*  28+5* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Καφεϊκό οξύ 10µΜ -  100 

DNA+topoI+Καφεϊκό οξύ 20µΜ 62+2*  38+2* 

DNA+topoI+Καφεϊκό οξύ 50µΜ 69+4*  31+4* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου 
DNA και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % 
ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το 
πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της 
τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 
5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. 
*p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι 
(θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 5.11 Απεικονίζεται η % αναστολή του καφεϊκού οξέος στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.9.  
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Πίνακας 5.10 Επίδραση του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι 

από σπέρµα σιταριού.  

             % Ποσοστό του DNA 
       SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 84+6*  16+6* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 10µΜ -  100 

DNA+topoI+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 20µΜ 69+3*  31+3* 

DNA+topoI+Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 50µΜ 79+5*  21+5* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 5.12 Απεικονίζεται η % αναστολή του πρωτοκατεχοϊκού οξέος στη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως 

αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.10.  
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Πίνακας 5.11 Επίδραση του φερουλικού οξέος, του κουµαρικού οξέος, του γαλλικού 

οξέος και της ρουτίνης στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού.  

                % Ποσοστό του DNA 
        SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 83+7*  16+6* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+Φερουλικό οξύ 10µΜ -  100 
DNA+topoI+Φερουλικό οξύ 20µΜ -  100 
DNA+topoI+Φερουλικό οξύ 50µΜ -  100 
DNA+topoI+Κουµαρικό οξύ 10µΜ -  100 
DNA+topoI+Κουµαρικό οξύ 20µΜ -  100 
DNA+topoI+Κουµαρικό οξύ 50µΜ -  100 
DNA+topoI+Γαλλικό οξύ 10µΜ -  100 
DNA+topoI+Γαλλικό οξύ 20µΜ -  100 
DNA+topoI+Γαλλικό οξύ 50µΜ -  100 
DNA+topoI+Ρουτίνη 10µΜ -  100 

DNA+topoI+Ρουτίνη 20µΜ -  100 

DNA+topoI+Ρουτίνη 50µΜ -  100 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου 
DNA και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % 
ποσοστό των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το 
πρόγραµµα Gel-Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης 
Ι ήταν 1U και η αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: 
τοποϊσοµεράση Ι; SC: υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε 
σύγκριση µε τα δείγµατα που περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί 
µάρτυρες). 
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Πίνακας 5.12 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) στη δράση 

της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.  

                    % Ποσοστό του DNA 
          SCα  Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 79+10*  21+10* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml -  100 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 60+4*  40+4* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 400µg/ml  77+10*  23+10* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 800µg/ml 78+2*  22+2* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των ισοτοπικών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.ii. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
Σχήµα 5.13 (Α) Επώαση ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι µε pBR322 DNA και µεθανολικό 

εκχύλισµα Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια). Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε 1% πηκτή 

αγαρόζης. (Β) Απεικονίζεται η % αναστολή του εκχυλίσµατος στη δράση του ενζύµου. Ο 

υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση 

τις τιµές του πίνακα 5.12. SC: υπερελικωµένη µορφή του DNA. R: χαλαρές µορφές του 

DNA. 

 

pBR322            +           +           +            +          +           + 
topoI(1U)                   -           +           +            +          +           + 
Εκχύλισµα (µg/ml)          -            -           50           200      400       800 

SC  → 

     R [ 

(Α) 

(Β) 
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Πίνακας 5.13 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς (κόκκινα σταφύλια) 

στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.  

                 % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 74+3*  26+3* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml 34+6*  66+6* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 48+7*  52+7* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 400µg/ml 72+4*  28+4* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 800µg/ml 74+5*  26+5* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.ii. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 
 

 
 

 
 

Σχήµα 5.14 Απεικονίζεται η % αναστολή του υδατικού εκχυλίσµατος Μανδηλαριάς 

(κόκκινα σταφύλια) στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι. Ο υπολογισµός 

της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση τις 

τιµές του πίνακα 5.13.  
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Πίνακας 5.14 Επίδραση του µεθανολικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στη 

δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.  

                       % Ποσοστό του DNA 
           SCα  Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 76+3*  24+3* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml          9+2                     91+2 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml 64+5*  36+5* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 400µg/ml 75+3*  25+3* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 800µg/ml 76+2*  24+2* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.ii. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 5.15 (Α) Επώαση ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι µε pBR322 DNA και µεθανολικό 

εκχύλισµα Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια). Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε 1% πηκτή 

αγαρόζης. (Β) Απεικονίζεται η % αναστολή του εκχυλίσµατος στη δράση του ενζύµου. Ο 

υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση 

τις τιµές του πίνακα 5.14. SC: υπερελικωµένη µορφή του DNA. R: χαλαρές µορφές του 

DNA. 

 

pBR322            +           +           +             +           +           + 
topoI(1U)                   -           +           +             +           +           + 
Εκχύλισµα (µg/ml)          -            -           50            200       400       800 

SC  → 

     R [ 

(Α) 

(Β) 
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Πίνακας 5.15 Επίδραση του υδατικού εκχυλίσµατος Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια) στη δράση 

της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.  

                   % Ποσοστό του DNA 
          SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 78+2*  22+2* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Εκχύλισµα 50µg/ml -  100 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 200µg/ml          8+2                     92+2 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 400µg/ml 66+7*  34+7* 

DNA+topoI+Εκχύλισµα 800µg/ml 73+5*  27+5* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.ii. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 5.16 (Α) Επώαση ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι µε pBR322 DNA και υδατικό 

εκχύλισµα Ασσύρτικου (άσπρα σταφύλια). Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε 1% πηκτή 

αγαρόζης. (Β) Απεικονίζεται η % αναστολή του εκχυλίσµατος στη δράση του ενζύµου. Ο 

υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i και µε βάση 

τις τιµές του πίνακα 5.15. SC: υπερελικωµένη µορφή του DNA. R: χαλαρές µορφές του 

DNA. 

 

pBR322     +                  +                 +                 +                +                + 
topoI(1U)            -                  +                 +                 +                +                + 
Εκχύλισµα (µg/ml)   -                   -                 50               200            400             800 

    R [ 
SC  → 

(Α) 

(Β) 
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Πίνακας 5.16 Επίδραση του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα στη δράση της ανθρώπινης 

τοποϊσοµεράσης Ι.  

                  % Ποσοστό του DNA 
         SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 79+5*  24+3* 

DNA+topoIβ -  100 
DNA+topoI+Κλάσµα 20µg/ml 40+6*  60+6* 

DNA+topoI+Κλάσµα 50µg/ml 49+4*  51+4* 

DNA+topoI+Κλάσµα 200µg/ml 66+7*  34+7* 

DNA+topoI+Κλάσµα 400µg/ml 76+5*  24+5* 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.ii. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). 

 
 

 
 
 
 
Σχήµα 5.17  Απεικονίζεται η % αναστολή του κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς έναντι της δράσης της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης 

Ι. Ο υπολογισµός της % αναστολής έγινε όπως αναφέρεται στην παράγραφο 5.2.2.i 

και µε βάση τις τιµές του πίνακα 5.16.  
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Πίνακας 5.17 Επίδραση του µεθανολικού κλάσµατος από το υδατικό εκχύλισµα και του 

µεθανολικού κλάσµατος από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς στη δράση της 

ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι.  

        % Ποσοστό του DNA 
 SCα   Rα 

Αρνητικός µάρτυρας 73+9*  27+9* 

DNA+topoIβ -  100 

DNA+topoI+ΜΚ από το ΥΕ  50µg/ml -  100 
DNA+topoI+ΜΚ από το ΥΕ  100µg/ml -  100 
DNA+topoI+ΜΚ από το ΥΕ  200µg/ml -  100 
DNA+topoI+ΜΚ από το ΥΕ  400µg/ml -  100 
DNA+topoI+ΜΚ από το MΕ  50µg/ml -  100 
DNA+topoI+ΜΚ από το MΕ  100µg/ml -  100 
DNA+topoI+ΜΚ από το MΕ  200µg/ml -  100 

DNA+topoI+ΜΚ από το MΕ  400µg/ml -  100 

αΟι τιµές είναι ο µέσος όρος + την τυπική απόκλιση του % ποσοστού του υπερελικωµένου DNA 
και των χαλαρών µορφών του που προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Το % ποσοστό 
των µορφών του DNA προσδιορίστηκε µε ανάλυση οπτικής πυκνότητας από το πρόγραµµα Gel-
Pro Analyzer 3.0 της Media Cybernetics. βΗ συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι ήταν 1U και η 
αντίδραση έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.2.i. topo I: τοποϊσοµεράση Ι; SC: 
υπερελικωµένο DNA; R: χαλαρές µορφές του DNA. *p<0,05 σε σύγκριση µε τα δείγµατα που 
περιείχαν µόνο pBR322 DNA και τοποϊσοµεράση Ι (θετικοί µάρτυρες). ΜΚ: µεθανολικό 
κλάσµα. ΥΕ: υδατικό εκχύλισµα. ΜΕ: µεθανολικό εκχύλισµα. 
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5.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Τα εκχυλίσµατα και από τις δύο ποικιλίες ανέστειλαν τη δράση της  

ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι καθώς και αυτής από σπέρµα σιταριού σε 

συγκεντρώσεις που έχουν φυσιολογική σηµασία (50-200µg/ml). Κατά συνέπεια τα 

αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης δείχνουν ότι η αναστολή της τοποϊσοµεράσης Ι 

είναι ίσως ένας από τους µηχανισµούς στους οποίους οφείλεται η αντικαρκινική 

δράση εκχυλισµάτων από σταφύλια που έχει παρατηρηθεί σε άλλες µελέτες (Singh 

και συν., 2004; Agarwal και συν., 2000α; Agarwal και συν., 2000β; Bagchi και συν., 

2002). Η σειρά της δραστικότητας των εκχυλισµάτων ήταν σχεδόν παρόµοια στα δύο 

είδη της τοποϊσοµεράσης Ι, γεγονός που δείχνει ότι η αναστολή και των δύο 

τοποϊσοµερασών οφείλονταν στα ίδια συστατικά των εκχυλισµάτων.  Ωστόσο, τα 

εκχυλίσµατα ήταν πιο ισχυροί αναστολείς της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης Ι από 

σπέρµα σιταριού σε σύγκριση µε την ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι, καθώς στην 

πρώτη περίπτωση σχεδόν πλήρης αναστολή παρατηρήθηκε στα 200µg/ml των 

εκχυλισµάτων ενώ στη δεύτερη στα 400µg/ml. Δηλαδή, όπως έχει αναφερθεί και σε 

άλλες µελέτες (Suzuki και συν., 2001), φυτοχηµικά συστατικά αναστέλλουν σε 

διαφορετικό βαθµό τοποϊσοµεράσες Ι που προέρχονται από διαφορετικά είδη. Θα 

πρέπει να σηµειωθεί ότι η ανίχνευση ουσιών που αναστέλλουν την τοποϊσοµεράση Ι 

θεωρείται σηµαντική, γιατί αν και έχουν αναγνωριστεί αρκετές ουσίες (π.χ. 

amsacrine, teniposide και doxorubicin) που αναστέλλουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ και οι 

οποίες χρησιµοποιούνται στην αντικαρκινική θεραπεία (Liu 1989) δεν συµβαίνει το 

ίδιο µε την τοποϊσοµεράση Ι. Ωστόσο, επειδή η συγκέντρωση της τοποϊσοµεράσης Ι 

δεν µεταβάλλεται σηµαντικά κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου θεωρείται πιο 

κατάλληλος στόχος για αντικαρκινικά φάρµακα σε σύγκριση µε την τοποϊσοµεράση 

ΙΙ (Sobhani και συν., 2002). Για παράδειγµα, ο πιο σηµαντικός αναστολέας της 
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τοποϊσοµεράσης Ι και ένα από τα πιο αποτελεσµατικά αντικαρκινικά φάρµακα είναι η 

καµπτοθεκίνη (Hsiang και συν., 1985). 

 Από τα πολυφαινολικά κλάσµατα, το κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα από το 

υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς ήταν πιο ισχυρός αναστολέας των τοποϊσοµερασών 

Ι σε σύγκριση µε αυτό καθεαυτό το εκχύλισµα. Η ισχυρή ανασταλτική δράση του 

κλάσµατος οξικού αιθυλεστέρα πιθανώς οφείλεται στη µεγάλη περιεκτικότητά του σε 

πολυφαινόλες ιδιαίτερα σε κερκετίνη (Πίνακας 1.1), που είναι ισχυρός αναστολέας 

των τοποϊσοµερασών. Ωστόσο, το µεθανολικό κλάσµα από το ίδιο εκχύλισµα δεν 

ανέστειλε τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού, ενώ και το 

µεθανολικό κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς δεν παρουσιάστηκε 

πιο δραστικό από το ίδιο το εκχύλισµα. Επιπλέον, και τα δύο αυτά κλάσµατα δεν 

ανέστειλαν τη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι ενώ τα αντίστοιχα 

εκχυλίσµατά τους παρουσίασαν αναστολή. Κατά συνέπεια, τα αποτελέσµατα των 

πολυφαινολικών κλασµάτων δείχνουν ότι η ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων 

έναντι των τοποϊσοµερασών Ι οφείλεται όχι µόνο στις πολυφαινόλες αλλά και σε 

άλλα συστατικά τους, αφού ορισµένα από τα πολυφαινολικά κλάσµατα ήταν λιγότερα 

δραστικά από τα εκχυλίσµατα. 

 Από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες, το καφεϊκό οξύ, που ανήκει στα 

υδροξυκινναµικά οξέα, ανέστειλε την καταλυτική δράση της ευκαρυωτικής 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού κατά 85% σε συγκέντρωση 20µΜ. Τα άλλα 

δύο υδροξυκινναµικά οξέα, το φερουλικό οξύ και το κουµαρικό οξύ δεν εµφάνισαν 

αναστολή. Η διαφορά στη δοµή τους είναι ότι το καφεϊκό οξύ έχει δύο υδροξύλια στις 

θέσεις 3,4 (κατεχολική δοµή) ενώ το κουµαρικό οξύ έχει µόνο ένα υδροξύλιο και στο 

φερουλικό οξύ το ένα από τα δύο υδροξύλια έχει αντικατασταθεί από µία µεθόξυ 

οµάδα (Σχήµα 1.11). Άρα, τα αποτελέσµατα δείχνουν πως η κατεχολική δοµή είναι 
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ίσως απαραίτητη για την ανασταλτική δράση των υδροξυκινναµικών οξέων. Από τα 

υδροξυβενζοϊκά οξέα το πρωτοκατεχοϊκό οξύ ανέστειλε τη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού κατά 80% στα 20µΜ. Το γαλλικό οξύ δεν 

επηρέασε τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. Επιπρόσθετα, έχει 

αναφερθεί ότι το γαλλικό οξύ ανέστειλε την τοποϊσοµεράση Ι από θύµο αδένα βοδιού 

αλλά σε συγκέντρωση >1000mM (Suzuki και συν., 2001). Από τα φλαβονοειδή, η 

κερκετίνη ανέστειλε την δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού όπως 

ήταν αναµενόµενο αφού είναι γνωστή η ανασταλτική της δράση έναντι του 

συγκεκριµένου ενζύµου από άλλες µελέτες (Constantinou και συν., 1995). H ρουτίνη 

δεν ανέστειλε την καταλυτική δράση της τοποϊσοµεράσης Ι από σπέρµα σιταριού. 

Επιπλέον, η ρουτίνη σε άλλη µελέτη δεν ανέστειλε και την ανθρώπινη 

τοποϊσοµεράση Ι (Boege και συν., 1996).  Πιστεύεται ότι οι υδροξυλοµάδες στις 

θέσεις C3, C7, C3’ και C4’ καθώς και η καρβονυλοµάδα C4 και ο διπλός δεσµός 

µεταξύ των ατόµων C2 και C3 απαιτούνται για την ανασταλτική δράση των 

φλαβονοειδών έναντι της τοποϊσοµεράσης Ι (Constantinou και συν., 1995). Η ρουτίνη 

στη θέση C3 αντί για υδροξυλοµάδα έχει το σάκχαρο ρουτινόζη (Σχήµα 1.12). 

Επιπλέον, γλυκοσυλιωµένα φλαβονοειδή δεν ανέστειλαν τη δράση ενός άλλου 

ενζύµου, της γλουταθειόνης-S-τρανσφεράσης, σε αντίθεση µε τα µη γλυκοσυλιωµένα 

(Zhang και Das 1994). Από τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η (+)-κατεχίνη και η     

(-)-επικατεχίνη δεν είναι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι (Constantinou και συν., 

1995; Suzuki και συν., 2001; Boege και συν., 1996). Συµπερασµατικά, από τις 

πολυφαινόλες που ανιχνεύτηκαν στα εκχυλίσµατα µόνο η κερκετίνη αποτελεί 

αναστολέα των τοποϊσοµερασών. Η κερκετίνη όµως βρίσκεται σε πολύ µικρές 

συγκεντρώσεις στα εκχυλίσµατα και στα κλάσµατα αµπέλου. Άρα τα αποτελέσµατα 

από τις πολυφαινόλες, όπως και αυτά από τα πολυφαινολικά κλάσµατα, δείχνουν ότι 
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η ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων έναντι της τοποϊσοµεράσης Ι οφείλεται 

πιθανώς σε άλλα συστατικά τους και όχι στις πολυφαινόλες. 
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ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 Η χηµειοπροφύλαξη, δηλαδή η πρόσληψη φυτοχηµικών συστατικών είτε 

µέσω της δίαιτας είτε µε τη µορφή συµπληρωµάτων διατροφής µε σκοπό την 

προστασία από διάφορες ασθένειες (π.χ. καρκίνος, καρδιοπάθειες), θεωρείται µια από 

τις σηµαντικότερες σύγχρονες στρατηγικές πρόληψης (Μorse και Stoner 1993). Η 

άµπελος είναι ένα από τα φυτά του οποίου ο καρπός (τα σταφύλια) και το κύριο 

προϊόν του (το κρασί) παρουσιάζουν σηµαντικές βιολογικές ιδιότητες (Soleas και 

συν., 1997). Η χηµική σύσταση των σταφυλιών επηρεάζεται σηµαντικά από το 

έδαφος και τις κλιµατικές συνθήκες κατά συνέπεια διαφορετικές ποικιλίες µπορεί να 

παρουσιάζουν διαφορετικές βιολογικές ιδιότητες (Macheix και συν., 1990; Soleas και 

συν., 1997). Αν και είναι γνωστές αρκετές από τις βιολογικές ιδιότητες των 

εκχυλισµάτων από σταφύλια και των συστατικών τους, οι µηχανισµοί στους οποίους 

οφείλονται δεν είναι γνωστοί και η διερεύνησή τους θεωρείται σηµαντική (De Flora 

και συν., 2001). Επιπλέον, οι µελέτες που αφορούν τη σύσταση ελληνικών ποικιλιών 

αµπέλου σε βιολογικά δραστικά συστατικά και την εξέταση των βιολογικών 

ιδιοτήτων τους είναι περιορισµένες. Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε η βιολογική 

δράση εκχυλισµάτων και πολυφαινολικών κλασµάτων από δύο ελληνικές ποικιλίες 

αµπέλου (Vitis vinifera) καθώς και των µονοµερών φυτικών πολυφαινολών που 

ανιχνεύτηκαν σε αυτά. Οι δύο ποικιλίες ήταν: Μανδηλαριά Σαντορίνης (κόκκινα 

σταφύλια) και Ασσύρτικο Σαντορίνης (άσπρα σταφύλια). Μελετήθηκαν οι εξής 

βιολογικές ιδιότητες: 

1.  Εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης των εξεταζόµενων ουσιών. 

2.  Επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών σε µεταλλάξεις που προκαλούνται στο 

DNA από οξειδωτικούς παράγοντες. Στην περίπτωση συτή χρησιµοποιήθηκαν 

τρεις διαφορετικές µέθοδοι: i) επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA από τον 



 

 309 

οξειδωτικό παράγοντα ΜΜC, ii) πρόκληση µεταλλάξεων σε βακτηριακά κύτταρα 

(S. typhimurium TA102) από τις µεταλλαξιγόνες ουσίες µπλεοµυκίνη και Η2Ο2 

και iii) αύξηση των SCEs από τη µεταλλαξιγόνο ουσία MMC σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων  

3.  Επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών στην προκαλούµενη από το όζον οξείδωση 

της πρωτεΐνης SP-A του επιφανειοδραστικού παράγοντα του πνεύµονα. 

4.  Επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών στη δράση του ενζύµου τοποϊσοµεράση Ι. 

Χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικά είδη τοποϊσοµεράσης Ι: i) ευκαρυωτική 

τοποϊσοµεράση Ι από σιτάρι και ii) ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι.  

 Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν παρουσιάζονται συνοπτικά στον Πίνακα 

6.1. Ο προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης των εξεταζόµενων ουσιών µε τη 

µέθοδο του DPPH έδειξε τα εξής: 

i) Τα εκχυλίσµατα και τα κλάσµατα παρουσίασαν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση σε 

µικρές  συγκεντρώσεις . Οι τιµές του IC50 για τα εκχυλίσµατα ήταν µεταξύ 25 και 

52µg/ml και για τα κλάσµατα µεταξύ 19 και 92µg/ml. Με βάση το δεδοµένο ότι 1kg 

σταφυλιών αποδίδει 23-100gr εκχυλίσµατος και 2-10gr κλάσµατος (Σχήµα 1.10), 

συµπεραίνεται ότι οι συγκεντρώσεις στις οποίες τα εκχυλίσµατα παρουσίασαν την 

αντιοξειδωτική τους δράση έχουν φυσιολογική σηµασία. 

ii) Τα µεθανολικά εκχυλίσµατα παρουσίασαν ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση από 

τα υδατικά και τα εκχυλίσµατα της ποικιλίας Μανδηλαριά (κόκκινα σταφύλια) 

ήταν πιο δραστικά από αυτά της ποικιλίας Ασσύρτικο (άσπρα σταφύλια).  

iii) Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η σειρά αντιοξειδωτικής δραστικότητας των 

εκχυλισµάτων δεν ήταν σύµφωνη µε τη σειρά που προκύπτει από την 

περιεκτικότητά τους σε µονοµερείς πολυφαινόλες. Επιπρόσθετα, το µεθανολικό 

κλάσµα από το µεθανολικό εκχύλισµα έχει τιµή  IC50 92µg/ml, που είναι 
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µεγαλύτερη από την αντίστοιχη τιµή (25µg/ml) του µεθανολικού εκχυλίσµατος. 

Άρα συµπεραίνεται ότι η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων δεν οφείλεται 

µόνο στις µονοµερείς πολυφαινόλες που περιέχουν αλλά και σε άλλες ουσίες ή σε 

µια συνεργική δράση των πολυφαινολών µε άλλες ουσίες των εκχυλισµάτων. Για 

παράδειγµα, τα εκχυλίσµατα αµπέλου περιέχουν ολιγοµερείς και πολυµερείς 

µορφές των πολυφαινολών (π.χ. προκυανιδίνες) που παρουσιάζουν σηµαντική 

αντιοξειδωτική δράση (Torres και συν., 2002).  

iv) Οι πολυφαινόλες, µε εξαίρεση το κουµαρικό οξύ, εµφάνισαν αντιοξειδωτική 

δράση εξουδετερώνοντας τη ρίζα DPPH. Επίσης, οι τιµές IC50 ορισµένων 

πολυφαινολών (του καφεϊκού οξέος, του γαλλικού οξέος, της (-)-επικατεχίνης και 

της κερκετίνης) ήταν κοντά στα 10µΜ, δηλαδή σε συγκεντρώσεις που µπορούν 

να επιτευχθούν στους οργανισµούς µέσω της δίαιτας. 

v) Από τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, το γαλλικό οξύ ήταν πιο δραστικό από το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ. Αυτό οφείλεται πιθανώς στο ότι το γαλλικό οξύ διαθέτει µια 

περισσότερη υδροξυλοµάδα από το πρωτοκατεχοϊκό οξύ και άρα µπορεί να 

διαθέσει περισσότερα άτοµα υδρογόνου για την εξουδετέρωση των ελευθέρων 

ριζών. 

vi) Η σειρά δραστικότητας των υδροξυκινναµικών οξέων ήταν: καφεϊκό οξύ 

>φερουλικό οξύ > κουµαρικό οξύ. Η κατεχολική δοµή (δύο υδροξυλοµάδες στις 

θέσεις 3,4) του καφεϊκού οξέος φαίνεται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο για την 

ισχυρή αντιοξειδωτική του δράση (Σχήµα 1.11). 

vii) Η κερκετίνη ήταν πιο δραστική από τη γλυκοσυλιωµένη της µορφή, τη ρουτίνη. 

Πιστεύεται ότι η προσθήκη σακχάρων ελαττώνει την αντιοξειδωτική δράση των 

πολυφαινολών γιατί ελαττώνει τον αριθµό των υδροξυλοµάδων που µπορούν να 

δώσουν άτοµα υδρογόνου για την εξουδετέρωση ελευθέρων ριζών, ενώ επίσης 
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διαταράσσεται η επίπεδη στερεοδιάταξη της πολυφαινόλης (Heim και συν., 

2002).  

viii) Η (-)-επικατεχίνη εµφάνισε ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση από το 

στερεοϊσοµερές της, την (+)-κατεχίνη. 

ix) Η trans-ρεσβερατρόλη, αν και έχει παρουσιάσει σηµαντικές βιολογικές 

ιδιότητες (Dong 2003; Jang και συν., 1997), εµφάνισε µικρή αντιοξειδωτική 

δράση σε σχέση µε τις υπόλοιπες πολυφαινόλες.  

Τα συµπεράσµατα που προκύπτουν από την επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών στη 

µεταλλαξιγόνο δράση οξειδωτικών παραγόντων είναι τα εξής: 

i) Τα εκχυλίσµατα και των δύο ποικιλιών αµπέλου ανέστειλαν σε µικρές 

συγκεντρώσεις τη µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης στα βακτηριακά 

κύτταρα καθώς και τις επαγόµενες από τη MMC θραύσεις του πλασµιδιακού 

DNA, ενώ επίσης τα µεθανολικά εκχυλίσµατα ανέστειλαν την προκαλούµενη από 

το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση στα βακτηριακά κύτταρα. Συνεπώς τα αποτελέσµατα 

αυτά δείχνουν ότι η ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων αµπέλου έναντι των 

βλαβών που προκαλούνται στο DNA από οξειδωτικούς παράγοντες ίσως να είναι 

ένας από τους µηχανισµούς στους οποίους οφείλεται η χηµειοπροστατευτική τους 

δράση που έχει παρατηρηθεί σε άλλες in vivo και in vitro µελέτες (Singh και συν., 

2004; Agarwal και συν., 2000α). 

ii) Τα εκχυλίσµατα ενίσχυσαν την αύξηση των SCEs που προκαλούσε η MMC σε 

ανθρώπινα λεµφοκύτταρα, δηλαδή έδειξαν προ-οξειδωτική δράση. Επίσης τα 

υδατικά εκχυλίσµατα ενίσχυσαν τη δράση του Η2Ο2 στα κύτταρα S. typhimurium 

TA102. Ήταν όµως ενδιαφέρον ότι σε αυτές τις περιπτώσεις τα εκχυλίσµατα από 

µόνα τους δεν παρουσίασαν µεταλλαξιγόνο δράση αλλά µόνο παρουσία των 

µεταλλαξιγόνων παραγόντων. Δηλαδή, η προ-οξειδωτική δράση των 
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εκχυλισµάτων ίσως ήταν εκλεκτική αφού δεν παρουσιάστηκε σε φυσιολογικά 

κύτταρα αλλά σε κύτταρα που βρίσκονται κάτω από την επίδραση 

µεταλλαξιγόνων παραγόντων. Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η εκλεκτική προ-

οξειδωτική δράση φυτοχηµικών συστατικών ίσως είναι ένας σηµαντικός 

µηχανισµός χηµειοπροστασίας, ο οποίος οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση (Malik 

και συν., 2003; Piwocka και συν., 1999). 

iii) Tα υδατικά εκχυλίσµατα παρουσίασαν αντιµεταλλαξιγόνο δράση στο τεστ του 

Ames στα πειράµατα µε τη µπλεοµυκίνη και προ-οξειδωτική δράση στα 

πειράµατα µε το Η2Ο2. Επιπλέον, τα εκχυλίσµατα παρουσίασαν διαφορετική 

επίδραση έναντι της MMC στα πειράµατα µε το πλασµιδιακό DNA και σε εκείνα 

µε τις SCEs. Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι θα πρέπει ίσως να 

χρησιµοποιούνται περισσότεροι από ένας οξειδωτικοί παράγοντες µε την ίδια 

µέθοδο ή περισσότερες από µια µέθοδοι µε τον ίδιο οξειδωτικό παράγοντα για να 

εκτιµηθεί η χηµειοπροστατευτική δράση φυτοχηµικών ουσιών. 

iv) Η αντιµεταλλαξιγόνος δράση των εκχυλισµάτων δεν θα µπορούσε να αποδοθεί σε 

καµία από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες, γιατί οι συγκεντρώσεις των 

πολυφαινολών εκείνων που έδειξαν παρόµοια δράση ήταν πολύ µικρότερες από 

τις συγκεντρώσεις των πολυφαινολών στα εκχυλίσµατα. Επιπλέον, τα 

πολυφαινολικά κλάσµατα είτε δεν ανέστειλαν είτε ενίσχυσαν τη δράση των 

µεταλλαξιγόνων παραγόντων. Άρα τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι οι ουσίες στις 

οποίες οφείλεται η ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων απουσιάζουν από τα 

κλάσµατα. Επίσης ότι οι ουσίες αυτές δεν είναι οι εξεταζόµενες πολυφαινόλες ή 

ότι υπάρχει µία συνεργική δράση µεταξύ των πολυφαινολών και ουσιών που 

υπάρχουν στα εκχυλίσµατα και απουσιάζουν από τα κλάσµατα.  



 

 313 

v) Tα πολυφαινολικά κλάσµατα ενίσχυσαν τη µεταλλαξιγόνο δράση των 

οξειδωτικών παραγόντων αλλά δεν παρουσίασαν µεταλλαξιγένεση από µόνα 

τους, και άρα τα κλάσµατα φαίνεται να δρούσαν συνεργικά και όχι αθροιστικά µε 

τους µεταλλαξιγόνους παράγοντες. Δηλαδή, η προ-οξειδωτική δράση 

παρουσιάστηκε µόνο σε κύτταρα που βρίσκονται κάτω από την επίδραση 

µεταλλαξιγόνων παραγόντων, γεγονός που όπως αναφέρθηκε και στην περίπτωση 

των εκχυλισµάτων παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. 

vi) Από τα υδροξυκινναµικά οξέα µόνο το καφεϊκό οξύ ήτανε δραστικό. Ανέστειλε 

τη µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης στα βακτηριακά κύτταρα σε µικρή 

συγκέντρωση (1µΜ) δείχνοντας µια πιθανή χηµειοπροστατευτική δράση. 

Ωστόσο, ενίσχυσε  τη δράση της MMC τόσο στα πειράµατα µε τα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα όσο και στα πειράµατα µε το πλασµιδιακό DNA δείχνοντας προ-

οξειδωτική δράση, σε µεγάλες όµως συγκεντρώσεις (>50µΜ) που δεν µπορούν να 

επιτευχθούν στον ανθρώπινο οργανισµό µέσω της δίαιτας. Το φερουλικό οξύ και 

το κουµαρικό οξύ σε καµία µέθοδο δεν επηρέασαν τη δράση των µεταλλαξιγόνων 

παραγόντων. Η διαφορά στη δραστικότητα ανάµεσα στο καφεϊκό οξύ και τα άλλα 

δύο υδροξυκινναµικά οξέα πιθανώς οφείλεται στην ύπαρξη κατεχολικής δοµής 

στο καφεϊκό οξύ. 

vii)  Από τα εξεταζόµενα φλαβονοειδή (δηλαδή την κερκετίνη, τη ρουτίνη, την (+)-

κατεχίνη και την (-)-επικατεχίνη) µόνο η κερκετίνη παρουσίασε 

αντιµεταλλαξιγόνο δράση. Γενικότερα, η κερκετίνη ήταν η µοναδική από τις 

εξεταζόµενες πολυφαινόλες που ανέστειλε τη δράση του Η2Ο2 στα βακτηριακά 

κύτταρα καθώς και τη δράση της MMC στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα αν και σε 

µεγάλες συγκεντρώσεις (>50µΜ). Η δράση αυτή της κερκετίνης πιθανώς 

οφείλεται στο ότι διαθέτει τα περισσότερα από τα χαρακτηριστικά που καθιστούν 
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µια πολυφαινόλη ισχυρό αντιοξειδωτικό, όπως η κατεχολική δοµή στο Β 

δακτύλιο, η 4-καρβονυλοµάδα, ο 2,3 διπλός δεσµός και η 3-ΟΗ στο C δακτύλιο, 

η 5-ΟΗ και η 7-ΟΗ στον Α δακτύλιο (Σχήµα 1.12), ενώ παράλληλα παρουσιάζει 

και ισχυρές χηλικές ιδιότητες. 

viii) Τα εξεταζόµενα υδροξυβενζοϊκά οξέα, το γαλλικό οξύ και το πρωτοκατεχοϊκό 

οξύ, δεν παρουσίασαν αντιµεταλλαξιγόνο δράση σε καµία µέθοδο, παρά το 

γεγονός ότι ιδιαίτερα το γαλλικό οξύ στη µέθοδο µε το DPPH παρουσίασε ισχυρή 

αντιοξειδωτική δράση. Αυτό οφείλεται πιθανώς στο ότι οι µοναδικές από τις 

εξεταζόµενες πολυφαινόλες που παρουσίασαν αντιµεταλλαξιγόνο δράση, δηλαδή 

το καφεϊκό οξύ και η κερκετίνη διαθέτουν όχι µόνο ισχυρή αντιοξειδωτική δράση 

αλλά παράλληλα και ισχυρές χηλικές ιδιότητες. 

ix) Στη µέθοδο µε το πλασµιδιακό DNA το καφεϊκό οξύ, το γαλλικό οξύ και το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ έδειξαν προ-οξειδωτική δράση. Γενικότερα, πιστεύεται 

(Sakihama και συν., 2002; Yamanaka και συν., 1997; Li και Trush 1994; Li και 

συν., 2000) ότι η προ-οξειδωτική δράση των πολυφαινολών παρουσία Cu2+ και 

Fe3+ (στην αντίδραση της MMC µε το πλασµιδιακό DNA συµµετέχουν ιόντα Fe) 

οφείλεται στην ικανότητα τους να ανάγουν αυτά τα ιόντα σε Cu1+ και Fe2+, τα 

οποία στη συνέχεια παίρνουν µέρος στην αντίδραση Fenton. 

x) Ορισµένες από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες ενίσχυσαν τη δράση της ΜΜC και 

της µπλεοµυκίνης. Συγκεκριµένα, η κερκετίνη και η ρεσβερατρόλη ενίσχυσαν τη 

δράση της µπλεοµυκίνης στα βακτηριακά κύτταρα, ενώ το καφεϊκό οξύ, το 

γαλλικό οξύ και η ρουτίνη ενίσχυσαν τη δράση της MMC στα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα. Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι αυτές οι πολυφαινόλες 

θα µπορούσαν να δοκιµαστούν σε χηµειοθεραπευτικά σχήµατα καθώς η MMC 

και η µπλεοµυκίνη χρησιµοποιούνται ως αντικαρκινικά φάρµακα ενώ επίσης 
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φυτικές πολυφαινόλες έχουν χρησιµοποιηθεί σε κλινικές µελέτες (Weiss και συν., 

1988; Ferry και συν., 1996; Wang 2001). Ιδιαίτερα όσον αφορά τα φλαβονοειδή, 

έχει προταθεί (Sugihara και συν., 2003) ότι χρειάζονται τις ακόλουθες 

υδροξυλοµάδες για να ενισχύσουν τη µεταλλαξιγόνο δράση της µπλεοµυκίνης: i) 

το C7-υδροξύλιο στον Α δακτύλιο ii) το C4’-υδροξύλιο στο Β δακτύλιο και iii) το 

C3-υδροξύλιο στο C δακτύλιο (Σχήµα 1.12). Όµως στην παρούσα µελέτη η (+)-

κατεχίνη και η (-)-επικατεχίνη που διαθέτουν τα τρία αυτά υδροξύλια δεν 

επηρέασαν τη δράση της µπλεοµυκίνης. Η κερκετίνη όµως, η οποία εκτός από τα 

τρία υδροξύλια έχει επιπλέον την C4 καρβονυλοµάδα και ένα 2,3 διπλό δεσµό στο 

C δακτύλιο (Σχήµα 1.12), ενίσχυσε τη δράση της µπλεοµυκίνης. Συνεπώς τα 

αποτελέσµατα δείχνουν πως και αυτά τα χαρακτηριστικά ίσως παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στην ενίσχυση της µεταλλαξιγένεσης της µπλεοµυκίνης από τα 

φλαβονοειδή. 

Η µελέτη της επίδρασης των εξεταζόµενων ουσιών στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι 

έδειξε τα εξής: 

i) Τα εκχυλίσµατα και από τις δύο ποικιλίες ανέστειλαν τη δράση της  ανθρώπινης 

τοποϊσοµεράσης Ι καθώς και αυτής από σπέρµα σιταριού. Κατά συνέπεια τα 

αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης δείχνουν ότι η αναστολή της τοποϊσοµεράσης 

Ι είναι ίσως ένας από τους µηχανισµούς στους οποίους οφείλεται η αντικαρκινική 

δράση εκχυλισµάτων από σταφύλια που έχει παρατηρηθεί σε άλλες µελέτες (Singh 

και συν., 2004; Agarwal και συν., 2000α; Bagchi και συν., 2002). 

ii) Tο κλάσµα του οξικού αιθυλεστέρα από το υδατικό εκχύλισµα Μανδηλαριάς 

ήταν πιο ισχυρός αναστολέας των τοποϊσοµερασών Ι σε σύγκριση µε αυτό 

καθεαυτό το εκχύλισµα. Η ισχυρή ανασταλτική δράση του κλάσµατος του οξικού 

αιθυλεστέρα πιθανώς οφείλεται στην κατά πολύ µεγαλύτερη περιεκτικότητά του 
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σε πολυφαινόλες (ιδιαίτερα σε κερκετίνη που είναι ισχυρός αναστολέας των 

τοποϊσοµερασών) σε σύγκριση µε τα εκχυλίσµατα και τα άλλα κλάσµατα. 

iii) Tα αποτελέσµατα από το µεθανολικό κλάσµα του µεθανολικού εκχυλίσµατος 

καθώς και από το µεθανολικό κλάσµα του υδατικού εκχυλίσµατος δείχνουν ότι η 

ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων έναντι των τοποϊσοµερασών Ι οφείλεται 

όχι µόνο στις πολυφαινόλες αλλά και σε άλλα συστατικά τους, αφού αυτά τα 

πολυφαινολικά κλάσµατα ήταν λιγότερα δραστικά από τα εκχυλίσµατα από τα 

οποία προήλθαν. 

iv) Το καφεϊκό οξύ ανέστειλε τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι ενώ τα άλλα δύο 

υδροξυκινναµικά  οξέα, το φερουλικό οξύ και το κουµαρικό οξύ δεν εµφάνισαν 

αναστολή. Η διαφορά στη δοµή  τους είναι ότι το καφεϊκό οξύ έχει δύο 

υδροξύλια στις θέσεις 3,4 (κατεχολική δοµή) ενώ το κουµαρικό οξύ έχει µόνο ένα 

υδροξύλιο και στο φερουλικό οξύ το ένα από τα δύο υδροξύλια έχει αντικατασταθεί 

από µία µεθόξυ οµάδα (Σχήµα 1.11). Άρα, τα αποτελέσµατα δείχνουν πως η 

κατεχολική δοµή είναι ίσως απαραίτητη για την ανασταλτική δράση των 

υδροξυκινναµικών οξέων. 

v) Από τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ ανέστειλε την 

τοιποϊσοµεράση Ι, ενώ το  γαλλικό οξύ δεν επηρέασε τη δράση του ενζύµου. 

vi) Η κερκετίνη ήταν ισχυρός αναστολέας της τοποϊσοµεράσης Ι σε αντίθεση µε τη 

 γλυκοσυλιωµένη µορφή της, τη ρουτίνη. Όπως έχουν δείξει και άλλες µελέτες 

(Zhang και Das 1994), η γλυκοσυλίωση των φλαβονοειδών παρεµποδίζει την 

ανασταλτική δράση τους έναντι  των ενζύµων. 

Τα συµπεράσµατα από τη µελέτη της επίδρασης των εξεταζόµενων ουσιών στην 

προκαλούµενη από το όζον οξείδωση της πρωτεΐνης SP-A του επιφανειοδραστικού 

παράγοντα του πνεύµονα ήταν τα εξής: 
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i) Oι φυτικές πολυφαινόλες µπορούν να αναστείλουν την επαγόµενη από το όζον 

οξείδωση της SP-A, µίας πρωτεΐνης που παίζει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογική 

λειτουργία και στη φυσική ανοσία του πνεύµονα. Έτσι, αν και υπάρχουν εύλογοι 

περιορισµοί στην εξαγωγή συµπερασµάτων από in vitro πειράµατα σε 

ολόκληρους οργανισµούς, τα αποτελέσµατα αυτής της εργασίας σε συνδυασµό µε  

αποτελέσµατα από άλλες µελέτες (Samet και συν., 2001; Paola και συν., 2005) 

δείχνουν ότι οι πολυφαινόλες που βρίσκονται σε φυτικές τροφές θα µπορούσαν να 

προστατεύσουν από τις δυσµενείς επιδράσεις ρυπαντών της ατµόσφαιρας στους 

πνεύµονες. Δύο από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες, η (-)-επικατεχίνη και το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ, παρουσίασαν στατιστικά σηµαντική αναστολή στα 5µΜ, 

δηλαδή σε συγκέντρωση στην οποία µπορούν να βρεθούν οι πολυφαινόλες στον 

ανθρώπινο οργανισµό µέσω της δίαιτας. 

ii) Τα φλαβονοειδή ((+)-κατεχίνη, (-)-επικατεχίνη και ρουτίνη) ανέστειλαν 

δοσοεξαρτώµενα την οξείδωση της SP-A. Η (-)-επικατεχίνη ήταν η  πιο δραστική 

από τις τρεις ουσίες, και γενικότερα από όλες τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες, 

αναστέλλοντας κατά 35% στη συγκέντρωση των 5µΜ το σχηµατισµό 

καρβονυλικών οµάδων από το όζον. 

iii) Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα (γαλλικό οξύ και πρωτοκατεχοϊκό οξύ) ανέστειλαν την 

οξείδωση της SP-A αλλά ήταν λιγότερο δραστικά από τα φλαβονοειδή και η 

δράση τους έφτασε σε πλατό στα 50µΜ. Μεταξύ των δύο υδροξυβενζοϊκών 

οξέων µεγαλύτερη αναστολή παρουσίασε το πρωτοκατεχοϊκό οξύ. 

iv) Τα υδροξυκινναµικά οξέα (καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ και κουµαρικό οξύ) 

παρουσίασαν ένα διαφορετικό πρότυπο αναστολής σε σύγκριση µε τα 

φλαβονοειδή και τα υδροξυβενζοϊκά οξέα. Η µέγιστη ανασταλτική δράση τους 

εµφανίστηκε σε µεσαίες συγκεντρώσεις ενώ στις χαµηλότερες και τις υψηλότερες 
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δεν υπήρξε στατιστικά σηµαντική αναστολή. Αυτό το πρότυπο αναστολής έχει 

αναφερθεί και σε άλλες περιπτώσεις αντιοξειδωτικών ουσιών, όπως µε την      (-)-

γαλλική-3-επιγαλλοκατεχίνη (Levites και συν., 2002α), µε εκχύλισµα από τσάι 

(Levites και συν., 2002β), µε τη βιταµίνη C (Halliwell 1996), την αποµορφίνη και 

τη ντοπαµίνη (Gassen και συν., 1998). Αν και ως τώρα δεν έχει δοθεί κάποια 

σαφής εξήγηση για τη δράση αυτή, θα µπορούσε να αποδοθεί στο ότι οι 

πολυφαινόλες σε µικρές συγκεντρώσεις δεν µπορούν να αναστείλουν την 

οξείδωση, ενώ σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αυτό-οξειδώνονται µε αποτέλεσµα 

να καταργείται η αντιοξειδωτική τους δράση.  

v) Η σειρά δραστικότητας των εξεταζόµενων πολυφαινολών όσον αφορά τη 

προστασία της πρωτεΐνης SP-A από την επαγόµενη από το όζον οξείδωση είναι: 

 (-)-επικατεχίνη > (+)-κατεχίνη = ρουτίνη = πρωτοκατεχοϊκό οξύ > γαλλικό οξύ > 

 καφεϊκό  οξύ > κουµαρικό οξύ > φερουλικό οξύ. Ενώ η σειρά δραστικότητας 

 της αντιοξειδωτικής  δράσης αυτών των πολυφαινολών όπως προέκυψε από  τη 

 µέθοδο του DPPH είναι: γαλλικό οξύ  > καφεϊκό οξύ = (-)-επικατεχίνη > (+)-

 κατεχίνη > ρουτίνη > πρωτοκατεχοϊκό οξύ > φερουλικό οξύ > κουµαρικό 

 οξύ. Υπάρχουν διαφορές δηλαδή ανάµεσα στις δύο σειρές δραστικότητας και 

 αυτό οφείλεται στο ότι η µέθοδος του DPPH δείχνει µόνο την ικανότητα των 

 πολυφαινολών να  εξουδετερώνουν ελεύθερες ρίζες, ενώ ο µηχανισµός µέσω του 

 οποίου οι πολυφαινόλες προστατεύουν την SP-A από την επαγόµενη από το όζον 

 οξείδωση θα µπορούσε να είναι ή η εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών που 

 σχηµατίζονται ή/και η σύνδεση των πολυφαινολών µε την SP-A. Έχει αναφερθεί 

 (Asquith και Βutler 1986; Hagerman και Butler 1981) ότι οι πολυφαινόλες 

 συνδέονται κατά προτίµηση σε περιοχές των πρωτεϊνών που είναι πλούσιες σε 

 προλίνη και έχουν µία ελικοειδή διαµόρφωση είτε τύπου κολλαγόνου είτε τυχαίου 
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 σπειράµατος. Είναι αξιοσηµείωτο, ότι η SP-A έχει µία περιοχή τύπου 

 κολλαγόνου (Σχήµα 4.1) που περιέχει µία σειρά από 23 τριάδες Gly-Y-X (όπου Χ 

 είναι µία προλίνη και Υ µία υδροξυπρολίνη). Η περιοχή αυτή µαζί µε την 

 καρβοξυτελική περιοχή και την υδρόφοβη περιοχή του ‘αυχένα’ παίζουν 

 σηµαντικό ρόλο στη δοµή και τη λειτουργία της SP-A  (Floros και Phelps 2002). 

Τέλος, ορισµένα γενικότερα συµπεράσµατα είναι τα εξής: 

i) Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης υποστηρίζουν την άποψη ότι η 

προστατευτική δράση των φυτικών εκχυλισµάτων αµπέλου δεν οφείλεται πιθανώς 

µόνο στη δράση των πολυφαινολών, αλλά στην αλληλεπίδραση και τη συνεργική 

δράση πολλών φυτοχηµικών συστατικών, η συνολική δράση των οποίων οδηγεί 

σε οφέλη για την ανθρώπινη υγεία (Liu 2004; Glei και συν., 2002).  

ii) Μόνο δύο από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες µπόρεσαν να αναστείλουν τις 

προκαλούµενες από τις ελεύθερες ρίζες βλάβες στο DNA. Ενώ τρεις 

πολυφαινόλες ήταν αναστολείς του ενζύµου τοποϊσοµεράση Ι και επτά 

πολυφαινόλες ανέστειλαν την επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A. Άρα οι 

χηµειοπροστατευτικές ιδιότητες των πολυφαινολών ίσως να µην οφείλονται µόνο 

στις αντιοξειδωτικές τους ιδιότητες αλλά κυρίως στην αλληλεπίδρασή τους µε 

διάφορες πρωτεΐνες, όπως έχουν δείξει και τα αποτελέσµατα άλλων πρόσφατων 

µελετών (Sang και συν., 2005). 
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Πίνακας 6.1 Βιολογική δράση εκχυλισµάτων, πολυφαινολικών κλασµάτων και φυτικών πολυφαινολών από ελληνικές ποικιλίες αµπέλου.  
 DPPH 

(IC50)α 
S. typhimurium ΤΑ102  

(µπλεοµυκίνη) 
S. typhimurium ΤΑ102  

(Η2Ο2) 
SCE  (MMC) Πλασµιδιακό DNA 

(MMC) 
TopoI 

(σιτάρι) 
TopoI 

(ανθρώπινη) 
SP-A 
(όζον) 

  Αναστολή Επαγωγή Αναστολή Επαγωγή Αναστολή Επαγωγή Αναστολή Επαγωγή Αναστολή Αναστολή Αναστολή 
Εκχυλίσµατα             
Μεθανολικό Ασσύρτικου 35 + + + - + + + + - - + + + - + + + + + + + + ΔΕ 
Υδατικό Ασσύρτικου 52 + - - - - + + - + + + + + + + + ΔΕ 
Μεθανολικό Μανδηλαριάς 25 + + + - + + + - - + + + - + + + + + + + + ΔΕ 
Υδατικό Μανδηλαριάς 40 + + + - - + + + + - + + + - + + + + + + + + ΔΕ 
            ΔΕ 
Πολυφαινολικά κλάσµατα 
Μανδηλαριάς 

            

Μεθανολικό κλάσµα 
από µεθανολικό εκχύλισµα  

92 - - - + + + + - - - - + + + - ΔΕ 

Μεθανολικό κλάσµα 
από υδατικό εκχύλισµα 

46 - - - - - + + - + + + +  - ΔΕ 

Κλάσµα οξικού αιθυλεστέρα 
από υδατικό εκχύλισµα 

19 - + + - - - + + + - + + + + + + + + + + + + ΔΕ 

             
Πολυφαινόλες             
Καφεϊκό οξύ 11 + + + - - - - + + - + + + + + + + + ΔΕ + 
Φερουλικό οξύ -β - - - - - - - - - ΔΕ - 
Κουµαρικό οξύ -β - - - - - - - - - ΔΕ + 
Γαλλικό οξύ 7 - - - - - + + + + - + + - ΔΕ + 
Πρωτοκατεχοϊκό οξύ 29 - - - - - - - + + + + + + + + ΔΕ + + 
(+)-Κατεχίνη 14 - - - - - - - - -γ ΔΕ + + + 
(-)-Επικατεχίνη 11 - - - - - - - - -γ ΔΕ + + + 
Κερκετίνη 12 - + + - + + + - - ΔΕ + + + + ΔΕ ΔΕ 
Ρουτίνη 21 - - - - - + - ΔΕ - ΔΕ + + 
Trans-Ρεσβερατρόλη -β - + + - + + - - - ΔΕ ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

 α Στα εκχυλίσµατα και τα κλάσµατα οι µονάδες συγκέντρωσης του IC50 είναι µg εκχυλίσµατος ανά ml, ενώ στις πολυφαινόλες οι µονάδες συγκέντρωσης του είναι µΜ. βΣτη 
µεγαλύτερη συγκέντρωση (50µΜ) η αναστολή του φερουλικού οξέος ήταν 32%, της trans-ρεσβερατρόλης ήταν 25%, ενώ το κουµαρικό οξύ στις εξεταζόµενες 
συγκεντρώσεις δεν παρουσίασε στατιστικά σηµαντική αναστολή. γΔεδοµένα από βιβλιογραφία. Τα σύµβολα δείχνουν το % στατιστικά σηµαντικό ποσοστό της 
Αναστολής/Επαγωγής: (+), 20-40%; (++), 41-60%; (+++), 61-80%; (++++), >81%. ΔΕ: δεν εξετάστηκε. 

 



 

 321 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε η βιολογική δράση εκχυλισµάτων (µεθανολικών 

και υδατικών) και πολυφαινολικών κλασµάτων από δύο ελληνικές ποικιλίες αµπέλου, 

Μανδηλαριά Σαντορίνης (κόκκινα σταφύλια) και Ασσύρτικο Σαντορίνης (άσπρα 

σταφύλια), καθώς και  µονοµερών φυτικών πολυφαινολών που ανιχνεύτηκαν σε 

αυτά. Οι φυτικές πολυφαινόλες που εξετάστηκαν ήταν: τρία υδροξυκινναµικά οξέα 

(καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ και κουµαρικό οξύ), δύο υδροξυβενζοϊκά οξέα (γαλλικό 

οξύ και πρωτοκατεχοϊκό οξύ), τέσσερα φλαβονοειδή (κερκετίνη, ρουτίνη, (+)-

κατεχίνη, (-)-επικατεχίνη) και η trans-ρεσβερατρόλη. Μελετήθηκαν οι εξής 

βιολογικές ιδιότητες: 1) H αντιοξειδωτική δράση των εξεταζόµενων ουσιών µε τη 

µέθοδο του DPPH). 2) H επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών σε µεταλλάξεις που 

προκαλούνται στο DNA από οξειδωτικούς παράγοντες. Στην περίπτωση αυτή 

χρησιµοποιήθηκαν οι εξής µέθοδοι: α) επαγωγή θραύσεων σε πλασµιδιακό DNA από 

τον οξειδωτικό παράγοντα µιτοµυκίνη C, β) πρόκληση µεταλλάξεων σε βακτηριακά 

κύτταρα (S. typhimurium TA102) από τις µεταλλαξιγόνες ουσίες µπλεοµυκίνη και 

Η2Ο2 και γ) αύξηση των SCEs από τη µεταλλαξιγόνο ουσία µιτοµυκίνη C σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων. 3) H επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών 

στην προκαλούµενη από το όζον οξείδωση της πρωτεΐνης SP-A του 

επιφανειοδραστικού παράγοντα του πνεύµονα. 4) H επίδραση των εξεταζόµενων 

ουσιών στη δράση του ενζύµου τοποϊσοµεράση Ι.  

Τα αποτελέσµατα από τη µέθοδο του DPPH έδειξαν τα εξής: i) Τα εκχυλίσµατα και 

τα κλάσµατα παρουσίασαν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση σε µικρές συγκεντρώσεις 

(τιµές του IC50 19-92 µg/ml). ii) Oρισµένα πολυφαινολικά κλάσµατα είχαν µικρότερη 

αντιοξειδωτική δράση από τα εκχυλίσµατα από τα οποία προήλθαν, άρα η 

αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων δεν οφείλεται µόνο στις πολυφαινόλες που 

περιέχουν τα εκχυλίσµατα, αλλά και σε άλλες ουσίες ή σε µια συνεργική δράση των 

πολυφαινολών µεταξύ τους καθώς και µε άλλες ουσίες των εκχυλισµάτων. iii) H 

σειρά δραστικότητάς των φυτικών πολυφαινολών ήταν γαλλικό οξύ > καφεϊκό οξύ = 

κερκετίνη = (-)-επικατεχίνη > (+)-κατεχίνη > ρουτίνη > πρωτοκατεχοϊκό οξύ > 

φερουλικό οξύ > trans-ρεσβερατρόλη > κουµαρικό οξύ και οι τιµές IC50 ορισµένων 

από αυτές (του καφεϊκού οξέος, του γαλλικού οξέος, της (-)-επικατεχίνης και της 

κερκετίνης) ήταν σε συγκεντρώσεις που µπορούν να επιτευχθούν στους οργανισµούς 

µέσω της δίαιτας. 
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Τα συµπεράσµατα που προέκυψαν από την επίδραση των εξεταζόµενων ουσιών στη 

µεταλλαξιγόνο δράση οξειδωτικών παραγόντων είναι τα εξής: i) Tα εκχυλίσµατα και 

των δύο ποικιλιών αµπέλου ανέστειλαν σε µικρές συγκεντρώσεις τη µεταλλαξιγόνο 

δράση της µπλεοµυκίνης στα βακτηριακά κύτταρα καθώς και τις επαγόµενες από τη 

µιτοµυκίνη C θραύσεις του πλασµιδιακού DNA, ενώ επίσης τα µεθανολικά 

εκχυλίσµατα ανέστειλαν την προκαλούµενη από το Η2Ο2 µεταλλαξιγένεση στα 

βακτηριακά κύτταρα. Συνεπώς, η ανασταλτική δράση των εκχυλισµάτων αµπέλου 

έναντι των βλαβών που προκαλούνται στο DNA από οξειδωτικούς παράγοντες ίσως 

να είναι ένας από τους µηχανισµούς στους οποίους οφείλεται η χηµειοπροστατευτική 

τους δράση. ii) H αντιµεταλλαξιγόνος δράση των εκχυλισµάτων δεν θα µπορούσε να 

αποδοθεί σε καµία από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες, γιατί οι συγκεντρώσεις των 

πολυφαινολών εκείνων που έδειξαν ανασταλτική δράση ήταν πολύ µικρότερες από 

τις συγκεντρώσεις των πολυφαινολών στα εκχυλίσµατα. Άρα η ανασταλτική δράση 

των εκχυλισµάτων, ή δεν οφείλεται στις πολυφαινόλες  ή υπάρχει µία συνεργική 

δράση µεταξύ των πολυφαινολών ή µεταξύ των πολυφαινολών και άλλων ουσιών 

των εκχυλισµάτων. iii) Από τις πολυφαινόλες, ανασταλτική δράση παρουσίασαν το 

καφεϊκό οξύ έναντι της επαγόµενης από µπλεοµυκίνη µεταλλαξιγένεσης στα 

βακτηριακά κύτταρα και η κερκετίνη έναντι της επαγόµενης από Η2Ο2 

µεταλλαξιγένεσης στα βακτηριακά κύτταρα αλλά και έναντι της µιτοµυκίνης C στη 

µέθοδο µε τις SCEs. H ανασταλτική δράση αυτών των πολυφαινολών οφείλεται 

πιθανώς στο ότι διαθέτουν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση αλλά παράλληλα και 

ισχυρές χηλικές ιδιότητες.  

Η µελέτη της επίδρασης των εξεταζόµενων ουσιών στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι 

έδειξε τα εξής: i) Τα εκχυλίσµατα και από τις δύο ποικιλίες ανέστειλαν τη δράση της  

ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι καθώς και αυτής από σπέρµα σιταριού, άρα η 

αναστολή αυτού του ενζύµου είναι ίσως ένας από τους µηχανισµούς στους οποίους 

οφείλεται η αντικαρκινική δράση εκχυλισµάτων από σταφύλια που έχει παρατηρηθεί 

σε άλλες µελέτες. ii) Ορισµένα από τα πολυφαινολικά κλάσµατα ήταν λιγότερα 

δραστικά από τα εκχυλίσµατα από τα οποία προήλθαν άρα η ανασταλτική δράση των 

εκχυλισµάτων έναντι των τοποϊσοµερασών Ι οφείλεται όχι µόνο στις πολυφαινόλες 

αλλά και σε άλλα συστατικά τους. iii) Από τις εξεταζόµενες πολυφαινόλες το 

καφεϊκό οξύ, το πρωτοκατεχοϊκό οξύ και η κερκετίνη ανέστειλαν τη δράση της 

τοποϊσοµεράσης Ι.  
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Τα συµπεράσµατα από τη µελέτη της επίδρασης των πολυφαινολών στην 

προκαλούµενη από το όζον οξείδωση της πρωτεΐνης SP-A του επιφανειοδραστικού 

παράγοντα του πνεύµονα ήταν τα εξής: i) τα φλαβονοειδή ((+)-κατεχίνη, (-)-

επικατεχίνη και ρουτίνη) ανέστειλαν δοσοεξαρτώµενα την  οξείδωση της SP-A. ii) Τα 

υδροξυβενζοϊκά οξέα (γαλλικό οξύ και πρωτοκατεχοϊκό οξύ) ανέστειλαν την 

οξείδωση της SP-A αλλά ήταν λιγότερο δραστικά από τα φλαβονοειδή και η δράση 

τους έφτασε σε πλατό στα 50µΜ. iii) Τα υδροξυκιναµικά οξέα (καφεϊκό οξύ, 

φερουλικό οξύ και κουµαρικό οξύ) παρουσίασαν ανασταλτική δράση σε µεσαίες 

συγκεντρώσεις ενώ στις χαµηλότερες και τις υψηλότερες δεν υπήρξε στατιστικά 

σηµαντική αναστολή. Άρα  οι φυτικές πολυφαινόλες µπορούν να αναστείλουν την 

επαγόµενη από το όζον οξείδωση της SP-A, µίας πρωτεΐνης που παίζει σηµαντικό 

ρόλο στη φυσιολογική λειτουργία και τη φυσική ανοσία του πνεύµονα, και κατά 

συνέπεια θα µπορούσαν να προστατεύσουν από τις δυσµενείς επιδράσεις ρυπαντών 

της ατµόσφαιρας στους πνεύµονες.    
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ABSTRACT 
 

In the present study, extracts (methanolic and water) and fractions enriched in 

polyphenols from two Greek grape varieties, Mandilaria Santorini (red grapes) and 

Assyrtiko Santorini (white grapes), as well as monomeric plant polyphenols present in 

them were tested for their biological activity. The tested plant polyphenols were: three 

hydroxycinnamic acids (cafeic acid, ferulic acid and coumaric acid), two 

hydroxybenzoic acids (gallic acid and protocatechuic acid), four flavonoids 

(quercetin, rutin, (+)-catechin and (-)-epicatechin) and trans-resveratrol. The 

following biological properties were investigated: 1) The antioxidant activity by using 

the DPPH method. 2) The effect of the tested compounds on mutagenicity induced by 

oxidative factors. In this case, the following methods were used: i) DNA strand 

breakages induced by mitomycin C in plasmid DNA, ii) mutations induced by 

bleomycin and hydrogen peroxide in bacterial cells (Salmonella typhimurium TA102) 

and iii) SCEs induced by mitomycin C in cultures of human lymphocytes. 3) The 

effect of tested compounds on ozone-induced oxidation of SP-A protein (which is one 

of the major proteins of lung surfactant). 4) The effect of tested compounds on the 

activity of topoisomerase I enzyme. 

The results from the DPPH method showed the following: i) The extracts and the 

fractions exhibited strong antioxidant activity in low concentrations (IC50 values 

between 19-92 µg/ml). ii) Some of the polyphenol enriched fractions had less 

antioxidant activity than their corresponding extracts, and so the results suggested that 

the antioxidant activity of extracts is not attributed only to the polyphenols but also to 

other compounds or to a synergistic effect between polyphenols or between 

polyphenols and other compounds present in extracts. iii) The potential order of the 

polyphenols was: gallic acid > caffeic acid = quercetin = (-)-epicatechin > (+)-

catechin > rutin > protocatechuic acid > ferulic acid > trans-resveratrol > coumaric 

acid. Moreover, the IC50 values some of them were in concentrations which can be 

achieved in the human organism through the diet. 

The conclusions coming from the effects of the tested compounds on the mutagenic 

activity induced by oxidative factors were the following: i) The extracts from both 

grape varieties inhibited at low concentrations the bleomycin-induced mutagenicity in 

bacterial cells as well as the mitomycin C-induced DNA strand breakages in plasmid 

DNA. Furthermore, the methanolic extracts inhibited the hydrogen peroxide-induced 
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mutagenicity in bacterial cells. Thus, the results indicated that the inhibitory activity 

of grape extracts against DNA mutations induced by oxidative factors may be one of 

the mechanisms accounting for their chemopreventive action. ii) The antimutagenic 

activity of extracts could not be attributed to any of the tested polyphenols, since the 

concentrations of those polyphenols exerted antimutagenic activity were much lower 

than the concentrations of the polyphenols in the extracts. Consequently, the 

inhibitory activity of extracts may not be attributed to the polyphenols or there may be 

a synergistic activity between polyphenols or between the polyphenols and some 

other compounds of the extracts. iii) From the tested polyphenols, caffeic acid 

inhibited the bleomycin-induced mutagenicity in bacterial cells and quercetin 

inhibited the hydrogen peroxide-induced mutagenicity in bacterial cells as well as the 

mitomycin C-induced SCEs in human lymphocytes. The inhibitory activity of these 

polyphenols could probably be attributed not only to their strong antioxidant 

properties but also to their metal chelating properties. 

The results from the effects of the tested compounds on topoisomerase I activity 

showed the following: i) The extracts from both grape varieties inhibited the catalytic 

activity of both topoisomerase I from wheat germ and human topoisomerase I. 

Therefore, the inhibition of this enzyme may be one of the mechanisms accounting for 

the anticarcinogenic activity of grape extracts observed in other studies. ii) Some of 

the polyphenol enriched fractions were less potent than their corresponding extracts. 

Thus, the inhibitory activity of extracts against topoisomerase I may be due not only 

to the polyphenols but also to other compounds present in extracts. iii) From the 

tested polyphenols, caffeic acid, quercetin and protocatechuic acid exerted inhibition 

against the activity of topoisomerase I. 

The conclusions resulting from the effects of the tested compounds on ozone-induced 

oxidation of SP-A were the following: i) The flavonoids, (+)-catechin, (-)-epicatechin 

and rutin, inhibited in a dose-dependent manner the SP-A oxidation. ii) The 

hydroxybenzoic acids, gallic acid and protocatechuic acid, inhibited SP-A oxidation 

but they were less potent than the flavonoids and their inhibitory activity reached a 

plateau at 50µΜ. iii) The hydroxycinnamic acids, caffeic acid, ferulic acid and 

coumaric acid, exhibited inhibition at medium concentrations, while there was not 

statistically significant inhibition at high concentrations. In general, these results 

suggested that plant polyphenols could inhibit the ozone-induced oxidation of SP-A, 

which plays an important role in normal lung function and innate host defense. 
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Therefore, plant polyphenols found in dietary foods could possibly protect from the 

detrimental effects of air pollutants on lungs.  
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