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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
O Eυρωπαϊκός ιξός, Viscum album subsp abietis, είναι ένα ημιπαρασιτικό φυτό που περιέχει 
βιοδραστικές πρωτεΐνες με φαρμακευτικές εφαρμογές στη θεραπεία του καρκίνου. Στον τομέα 
της βιοτεχνολογίας, η in vitro παραγωγή κάλων χρησιμεύει ως μια κρίσιμη εναλλακτική λύση 
για την παραγωγή βιομάζας και τη βιοσύνθεση φαρμακευτικών ενώσεων. Προηγούμενες 
μελέτες έχουν δείξει ότι η σωματοκλωνική διαφοροποίηση στις καλλιέργειες κάλλου ιξού 
μπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή νέων πρωτεϊνών.  
Σε αυτό το πλαίσιο, αναλύθηκε το πρωτεινικό προφίλ από ιστούς και κάλους του Viscum album 
subsp. abietis με σκοπό την ταυτοποίηση πρωτεϊνών με αντικαρκινικές ιδιότητες. Οι κάλοι 
προήλθαν από έκφυτα βλαστών και τα φάσματα μάζας των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων 
υποβλήθηκαν σε πρωτεομική ανάλυση χρησιμοποιώντας ως αναφορά την αναθεωρημένη βάση 
δεδομένων Uniprot V. Εντοπίστηκαν σημαντικές διαφορές στην στο πρωτεϊνικό περιεχόμενο 
των κάλων και των μητρικών φυτών. Ταυτοποιήθηκαν, τέσσερις λεκτίνες ιξού, έξι βισκοτοξίνες 
και η λεκτίνη πρόσδεσης χιτίνης -cbML. Η διαδικασία της καλογένεσης προκάλεσε αλλαγές στη 
βιοσύνθεση πρωτεϊνών και στην έκφραση νέων πρωτεϊνικών ισομορφών. Οι κάλοι του γκι 
βρέθηκαν να έχουν ένα ξεχωριστό βιοσυνθετικό προφίλ πρωτεΐνης σε σύγκριση με τους ιστούς 
από τα φυτά δότες. Επιπλέον, αυτή η μελέτη διερεύνησε την παραγωγή σωματοκλωνικών 
πρωτεϊνών κατά την διαδικασία καλογένεσης του ιξού και αξιολόγησε πιθανές κυτταροτοξικές 
ιδιότητες έναντι των κυτταρικών σειρών καρκίνου του μαστού και του τραχήλου της μήτρας. 
Μελετήθηκαν επίσης πιθανά συνεργιστικά αποτελέσματα των πρωτεινικών εκχυλισμάτων σε 
συνδυασμό με τον χημειοθεραπευτικό παράγοντα 5-FU. Η επίδραση των πρωτεϊνικών 
παρασκευασμάτων στα κύτταρα HeLa αξιολογήθηκε χρησιμοποιώντας τη δοκιμασία ΜΤΤ, ενώ 
η οξειδωτική βλάβη και η επαγωγή απόπτωσης μετρήθηκαν χρησιμοποιώντας τις μεθόδους 
carboxy--H2-DCFDA, MitoSOX™ Red και Caspase-3. Αναπτύχθηκς ένας κυτταρικός 
βιοαισθητήρας με βάση τα κύτταρα και εφαρμόστηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων 
ανιόντος του σουπεροξειδίου. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα εκχυλίσματα πρωτεϊνών από τα 
φύλλα και τους μίσχους του γκι είχαν σημαντική επίδραση στα κύτταρα HeLa, προάγοντας 
οξειδωτική βλάβη και προκαλώντας απόπτωση, ειδικά όταν συνδυάζονταν με την 5-
φθοροουρακίλη (5-FU). Αντίθετα, τα εκχυλίσματα ιξού εμφάνισαν τρόπο δράσης παρόμοιο με 
την καθαρή λεκτίνη Ι γκι (ML-I) και επέδειξαν διαφορετικά αποτελέσματα στο ρυθμό 
πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Επιπλέον, πιθανά κυτταροτοξικά αποτελέσματα των 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ερευνήθηκαν σε δύο κυτταρικές σειρές καρκίνου του μαστού, την 
MCF-7 και την τριπλά αρνητική MDA-MB-231, αποκαλύπτοντας σημαντική επίδραση στον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό, ιδιαίτερα όταν χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με την 5-FU.  
Αυτά τα ευρήματα παρέχουν την δυνατότητα ανακάλυψης νέων βιοδραστικών προιόντων με 
φαρμακευτικό ενδιαφέρον και να ενισχύσουν την κατανόησή για τις βιοχημικές οδούς στις 
οποίες επιδρούν οι πρωτεΐνες γκι για τη θεραπεία του καρκίνου 
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ABSTRACT 

 
European mistletoe, Viscum album subsp abietis, is a semiparasitic plant containing bioactive 
proteins with pharmaceutical applications in cancer treatment. In the realm of biotechnology, in 
vitro callus production serves as a crucial alternative for biomass production and medicinal 
compounds biosynthesis. Previous studies have shown that somaclonal variation in mistletoe 
callus cultures can lead to the production of new proteins. 
In this context, protein content of Viscum album subsp. abietis tissues and biotechnologically 
propagated calluses, was analyzed to identify proteins with putative anticancer properties. 
Calluses were propagated from stem explants and protein extracts mass spectra were processed 
with Proteome Discoverer and a search was performed using as reference the Uniprot V. album 
reviewed database. Significant differences were noted in the protein content between calluses 
and the original plant tissues. Specifically, four mistletoe lectins, six viscotoxins, and the chitin-
binding lectin-cbML were identified in the plant tissues. The process of callogenesis exhibited 
alterations in protein biosynthesis and the expression of novel protein isoforms. Mistletoe 
calluses were found to have a distinct protein biosynthetic profile compared to the donor plant 
tissues. Additionally, this study investigated the production of somaclonal proteins through 
mistletoe callus propagation and assessed their cytotoxic properties against breast and cervical 
cancer cell lines. The potential synergistic effects of these mistletoe protein extracts in 
combination with traditional chemotherapy (specifically, 5-FU) were also examined. The impact 
of the extracted proteins on HeLa cells was evaluated using the MTT proliferation assay, while 
oxidative damage and apoptosis induction were measured using sensitive methods such as 
carboxy-H2-DCFDA, MitoSOX™ Red, and Caspase-3 activation assays. A cell-based biosensor was 
utilized to determine superoxide levels. The results indicated that protein extracts from mistletoe 
leaves and stems had a substantial effect on HeLa cells, promoting oxidative damage and 
inducing apoptosis, especially when combined with 5-Fluorouracil (5-FU). In contrast, callus 
extracts exhibited a mode of action similar to pure Mistletoe Lectin I (ML-I) and demonstrated 
different cytotoxic effects. Moreover, the cytotoxic effects of these protein extracts were tested 
on two breast cancer cell lines, the MCF-7 and the triple negative MDA-MB-231, revealing 
significant impact on cell proliferation, particularly when used in conjunction with 5-FU.  
These findings have the potential to uncover new bioactive products with pharmaceutical 
relevance and enhance our understanding of the biochemical pathways involving mistletoe 
proteins in cancer treatment. 
 
Scientific area: Biotechnology 
Key words: Viscum album, mistletoe, callogenesis, lectins, anticancer molecules, biosensor 
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5-FU (Fluorouracil) 5-φθοριοουρακίλη 

Ac-DEVD-CHO Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al 

Ac-DEVD-pNA Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilide 

AgNO3 (Silver nitrate) Νιτρικός άργυρος 

AmSO4 (Ammonium Sulfate) Θειικό αμμώνιο 

BAP (6-Benzylaminopurine) 6-βενζυλαμινοπουρίνη 

BSA (Bovine serum albumin) Αλβουμίνη βόειου ορού 

CaCl2 (Calcium chloride) Χλωριούχο ασβέστιο 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-

propanesulfonate hydrate 

DCF (2,7-Dichlorofluorescein) 2,7-Διχλωροφλοουρεσίνη 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMSO (Dimethyl sulfoxide) Διμεθυλοσουλφοξείδιο 

DOX (doxorubicin) Δοξορουβικίνη 

DTT (Dithiothreitol) Διθειοθρεϊτόλη 

FBS (Fetal bovine serum) Ορός εμβρύου μόσχου 

H2DCFDA (2,7-dichlorodihydrofluorescien 

diacetate) 

2,7 Διοξική διχλωρο-διϋδροφλουορεσκεΐνη 

H2O2 (Hydrogen peroxide) Υπεροξείδιο του υδρογόνου 

HCl (Hydrogen chloride) Υδροχλώριο 

HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl) piperazin-1-yl] 

ethanesulfonic acid) 

4-(2-υδροξυαιθυλο)-1-πιπερ-αζινο-

αιθανοσουλφονικό οξύ 

HgCl2 (Mercuric chloride) Χλωριούχος υδράργυρος 

kDa Kilodaltons 

MLΙ, MLΙΙ, MLΙΙ (Mistletoe lectins 1, -2, -3) Λεκτίνες ιξού 1, -2, -3 
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διφαινυλτετραζόλιο 

MW (Molecular Weight) Μοριακό βάρος 

MWCo (Molecular Weight Cut-off) Όριο μοριακού βάρους 

NAA (1-Naphthaleneacetic acid) α-Ναφθαλινοξεικό οξύ 

NAC (N-acetyl-L-cysteine) Ν-ακετυλο-L-κυστεΐνη 

NaOH (Sodium hydroxide) Υπεροξείδιο του νατρίου 

PBS (Phosphate-buffered saline) Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων 

pNA (p-nitroaniline) p-νιτροανιλίνη 

ROS (Reactive Oxygen Species) Ενεργές μορφές οξυγόνου 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) Δωδεκανοθειϊκό νάτριο 

subsp (subspecies) υποείδη 
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1. Εισαγωγή  

1.1. Βοτανικά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά του Ιξού 

Το γένος Viscum περιλαμβάνει περίπου 100 είδη, με τα περισσότερα από αυτά να εντοπίζονται 

στην Αφρική και την Μαδαγασκάρη, με έναν μικρότερο αριθμό να εμφανίζεται στη νότια Ασία. 

Το φυτό Viscum album L., γνωστό ως ιξός ή γκι, αποτελεί έναν δίοικο ημιπαρασιτικό θάμνο που 

αναπτύσσεται σε κλαδιά δένδρων που ανήκουν στα γένη Prunus, Salix, Malus, Populus, Pinus, 

Sorbus, Abies, Crataegus και Acer  (Barney et al. 1998). Πρόκειται για είδος της τάξης Santalales 

των οικογενειών Loranthaceae και Santalaceae. Το γένος του φυτού είναι διαδεδομένο σε 

Ευρώπη, Αμερική, Ασία και Αφρική (Zuber 2004). 

Με βάση την εξειδίκευση ως προς τον ξενιστή, ο ευρωπαϊκός ιξός διακρίνεται σε 4 υποείδη: 

• V. album subsp. album L που παρασιτεί σε δικοτυλήδονα δέντρα 

• V.album subsp. abietis που παρασιτεί σε Abies spp.  

• V. album subsp. austriacum που παρασιτεί σε Pinus spp, Larix sp., Picea sp 

• V. album subsp. creticum που παρασιτεί  στο Pinus halepensis subsp. Brutia 

Το Viscum album είναι ένας σφαιρικός αειθαλής πολυετής θάμνος που ζει ημιπαρασιτικά σε 

κλαδιά δέντρων. Η διάμετρος του μπορεί να φτάσει και τα 150cm με ένα μοτίβο διαξονικής 

διακλάδωσης. Τα φύλλα είναι αντίθετα, επιμήκη, δερματώδη και κιτρινοπράσινα, με μήκος που 

κυμαίνεται μεταξύ 2 με 8cm, στόματα εντοπίζονται και στις δύο πλευρές των φύλλων και έχουν 

πυκνότητα που ποικίλλει. Το μήκος των μεσογονάτιων διαστημάτων κυμαίνεται μεταξύ 1 και 

9cm, ενώ το μέγεθος τους, καθώς και το μήκος των φύλλων, αυξάνεται στα πρώτα πέντε χρόνια 

μετά τη βλάστηση και ελαττώνεται αργά μετέπειτα. Τα άνθη είναι μικρά και δυσδιάκριτα, με τον 

χρωματισμό τους να είναι κιτρινοπράσινος. Επιπλέον, το Viscum album είναι δίοικο με τα 

αρσενικά άνθη να έχουν μεγαλύτερο μέγεθος από τα θηλυκά, αλλά και με τα δύο να διαθέτουν 

την ικανότητα να παράγουν νέκταρ. Τέλος, ο καρπός που παράγει είναι κάψα, διαμέτρου 6 με 

10mm, με λευκό, ή πιο περιστασιακά κίτρινο, περικάρπιο (Krasylenko et al. 2020). 
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Εικόνα 1-1. Φυτό Viscum album var abietis σε κλαδία ελάτου. 

Το Viscum album προσδένεται στο κλαδί του ξενιστή μέσω ενός πρωτογενούς 

haustorium, το οποίο αποτελεί ένα τροποποιημένο ριζίδιο. Κατά τη βλάστηση, η άκρη του 

ριζιδίου, με την επαφή του στην επιφάνεια του ξενιστή, αναπτύσσεται και σχηματίζει ένα δίσκο 

προσκόλλησης. Στη συνέχεια αναπτύσσεται ένα διατρητικό όργανο, το μέσω ενζυμικής δράσης 

διαπερνά την επιφάνεια του ξενιστή και εισέρχεται στο εσωτερικό του. Το όργανο διάτρησης 

φτάνει στα αγγεία του ξύλου και σχηματίζεται μια γέφυρα μεταξύ του ξενιστή και των βλαστών 

του ιξού για τη μεταφορά νερού και θρεπτικών (Mylo et al. 2021). 

O ιξός είναι ημιπαράσιτο, απορροφά νερό και θρεπτικά από τον ξενιστή αλλά είναι εξ 

ολοκλήρου ή μερικώς ανεξάρτητο ως προς την παραγωγή άνθρακα καθώς διαθέτει χλωροφύλλη 

και είναι ικανό να φωτοσυνθέτει. O ρυθμός διαπνοής είναι υψηλός όπως στα περισσότερα 

παρασιτικά φυτά σε αντίθεση με τον ρυθμό φωτοσύνθεσης ο οποίος είναι αρκετά χαμηλός 

(Weber 1993a). Επίσης εμφανίζει φυσιολογικές διαφορές σε σχέση με τους ξενιστές, ειδικά στη 

λειτουργία των φύλλων, καθώς διαθέτει υψηλότερο ρυθμό διαπνοής, στοματικής αγωγιμότητας 

αλλά και χαμηλότερη περιεκτικότητα σε νερό. Ο υψηλός ρυθμός διαπνοής θεωρείται ότι 

αποτελεί μηχανισμό συσσώρευσης αζώτου αλλά και άλλων θρεπτικών στοιχείων (Schulze et al. 

1984). Παρατηρούνται εποχιακές αλλαγές στη φυσιολογική δραστηριότητα του φυτού, που 

σχετίζονται με τους ρυθμούς ανάπτυξης. Την άνοιξη κατά τη διάρκεια της ανθοφορίας και 

έκπτυξης των νεαρών βλαστών έχει την υψηλότερη φυσιολογική δραστηριότητα ενώ μια 

δεύτερη έντονη περίοδος φυσιολογικών παραμέτρων καταγράφεται το φθινόπωρο κατά τη 

διάρκεια ανάπτυξης των καρπών (Baillon 1988). Οι φυσιολογικές λειτουργίες του ιξού 
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εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από τις συνθήκες που αναπτύσσεται. Σε in vitro καλλιέργειες 

κάλων ιξού, παρατηρήθηκαν διακυμάνσεις στη συσσώρευση μακροστοιχείων και 

μικροστοιχείων, ανάλογα με το φυτικό ιστό που χρησιμοποιήθηκε ως έκφυτο (βλαστός ή φύλλο) 

και τους ρυθμιστές ανάπτυξης που εφαρμοστήκαν στο θρεπτικό μέσο. Επίσης η συσσώρευση 

των θρεπτικών  στοιχείων ήταν μεγαλύτερη στους κάλους από ότι στους μητρικούς βλαστούς 

και τους ξενιστές (Barberaki and Kintzios, 2002, Kintzios et al, 2003).  

 

1.2. Φαρμακευτικά μόρια στον ιξό με εφαρμογές στην αντιμετώπιση του 

καρκίνου. 

Τα είδη Viscum είναι υποχρεωτικά ημιπαράσιτα που αναπτύσσονται σε μια ποικιλία 

φυτών ξενιστών και παραδοσιακά θεωρούνται ως αποθήκες φαρμάκων (Patel and Panda 2014). 

Ειδικότερα στο V. album, έχουν εντοπιστεί πολλές κατηγορίες μεταβολιτών με σημαντικές 

βιολογικές ιδιότητες, κατά βάση γλυκοπρωτεϊνες, πολυπεπτίδια, φλαβονοειδή, τερπένια, 

αλκαλοειδή, ολιγοσακχαρίτες και πολυσακχαρίτες (Tsekouras and Kintzios 2020).  

1.2.1. Λεκτίνες 

Στον ιξό παράγονται τρεις γλυκοπρωτείνες, οι MLI, MLII και MLIII, που ταξινομούνται ως 

πρωτεΐνες αδρανοποίησης ριβοσώματος τύπου 2 (2-RIPs λεκτίνες). Διαθέτουν εξειδίκευση ως 

προς την αναγνώριση και τη σύνδεση με γαλακτόζη και τη Ν-ακετυλογαλακτοζαμίνη. Πρόκειται 

για ισόμορφές πρωτεΐνες που σχηματίζονται από δύο πολυπεπτιδικές αλυσίδες, την Α-αλυσίδα 

και τη Β-αλυσίδα, που συνδέονται με έναν δισουλφιδικό δεσμό [31] και επιδεικνύουν 

παραλλαγές όσον αφορά τη μοριακή μάζα και την ειδικότητα των υδατανθράκων [32-33]. Οι 

πρωτεΐνες αδρανοποίησης ριβοσώματος προκαλούν την αναστολή της πρωτεϊνικής σύνθεσης 

διασπώντας ένα συγκεκριμένο υπόλειμμα αδενίνης (A4324) από το 28S ριβοσωμικό RNA ([34]. 

Γενικά οι πρωτεΐνες τύπου 2-RIPs αποτελούνται από δύο πολυπεπτίδια, συνήθως συνδεδεμένα 

μέσω δισουλφιδικών δεσμών, και το κάθε τμήμα παρουσιάζει διαφορετικές βιολογικές 

δραστηριότητες. Η αλυσίδα Α είναι υπεύθυνη για την ενζυματική λειτουργία και η αλυσίδα Β 

διαθέτει συγκεκριμένες ιδιότητες δέσμευσης υδατανθράκων ώστε το πρωτεινικό μόριο να 

μπορεί να αναγνωρίζει και να συνδέεται με τμήματα γαλακτόζης στην κυτταρική επιφάνεια [35]. 

Οι λεκτίνες του ιξού παρουσιάζουν δομικές διαφορές. Η ML-I έχει μοριακή βάρος115 kDa, είναι 

μια ετεροδιμερή γλυκοπρωτεΐνη, ειδική ως προς την αναγνώριση της D-γαλακτόζης που 

αποτελείται από δύο υπομονάδες, μη ομοιοπολικά συνδεδεμένες. Κάθε υπομονάδα της 

λεκτίνης αποτελείται από δύο αλυσίδες, μια αλυσίδα Α μοριακού βάρους 29kDa και Β-αλυσίδα 

με μοριακό βάρος 34 kDa, με ειδικότητα ως προς τη γαλακτόζη. Η ML-II είναι μια γλυκοπρωτεΐνη 

που αποτελείται από δύο αλυσίδες, μια αλυσίδα Α (27 kDa) και μια αλυσίδα Β (32 kDa) ειδική 

για τη Ν-ακετυλογαλακτοζαμίνη. Η MLIII έχει μια αλυσίδα Α (25 kDa) και μια αλυσίδα Β (30 kDa) 
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που δεσμεύεται τόσο με γαλακτόζη όσο και με Ν-ακετυλογαλακτοζαμίνη ( Franz 1986, Tsekouras 

2019).  

Η τοξική επίδραση των λεκτινών προκύπτει από τη συνεργασία και των δύο 

πολυπεπτιδικών αλυσίδων. Η αλυσίδα Β συνδέεται επιλεκτικά με υδατάνθρακες στην επιφάνεια 

των κυττάρων και στη συνέχεια, η κυτταροτοξική Α-αλυσίδα αναστέλλει την πρωτεϊνική 

σύνθεση (Endo et al. 1988). Η μεμονωμένη χορήγηση λεκτίνης ML-Ι του γκι στη κυτταρική σειρά 

Τ MOLT-4 (λευχαιμίας) προκάλεσε κυτταρικό θάνατο, σε χαμηλές συγκεντρώσεις, ως 

αποτέλεσμα αποπτωτικών διεργασιών (Möckel et al. 1997). Αντίστοιχα αποτελέσματα 

προέκυψαν κατά την αγωγή με ML-I έναντι σε λέμφωμα κυττάρων Β και Τ, όπου η χορήγηση της 

πρωτεΐνης προκάλεσε την ενεργοποίηση της κασπάσης-3, της κασπάσης-8 και της κασπάσης-9 

(Bantel et. al. 1999). Το εκχύλισμα ευρωπαϊκού γκι Abnobaviscum F®, από το δέντρο ξενιστή 

Fraxinus, προκάλεσε απόπτωση σε in vitro καλλιέργειες ανθρώπινης μυελογενούς λευχαιμίας 

K562, ανθρώπινου πλασματοκυτώματος RPMI-8226 και κυττάρων λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας 

ποντικού L1210. Μια πιο λεπτομερής ανάλυση των κυττάρων Κ562, ανέδειξε την ύπαρξη 

πολλαπλών διεργασιών που οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο, όπως η ενεργοποίηση της 

ενδογενούς οδού κασπάσης (κασπάση-9, JNK-1/2 και p38 MAPK), η φωσφορυλίωση της 

πρωτεϊνικής κινάσης Β, η μείωση της κυτταρικής γλουταθειόνης και η αύξηση των επίπέδων 

ελευθέρων ριζών εντός του ενδοπλασματικού δικτύου (Park et al. 2012). Η λεκτίνη από 

κορεατικό ιξό (V. album subsp. coloratum) προκάλεσε απόπτωση σε κυτταρικές σειρές Hep3B 

ανθρώπινου ηπατικού αδενοκαρκινώματος SK-Hep-1 και ανθρώπινου ηπατώματος, 

ρυθμίζοντας τις διαδικασίες της κασπάσης 3 και την αναστολή της τελομεράσης (Lyu, Ho Choi, 

et al. 2002). 

Οι λεκτίνες επιδεικνύουν αντικαρκινικές ιδιότητες μέσω διέγερσης ανοσολογικών 

αποκρίσεων (Elluru et al. 2006). Αυτό αποδίδεται στην επιλεκτική δέσμευση της αλυσίδας Β στην 

επιφάνεια των κυττάρων, η οποία έχει ως αποτέλεσμα την έκκριση κυτοκίνης και την 

ενεργοποίηση των φυσικών κυττάρων φονέων. Οι λεκτίνες του ιξού εφαρμόστηκαν με σκοπό 

την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος έναντι κακοηθειών και υγιών ατόμων (Hajto 

et al. 1997, Hajto et al. 1998, Klein, Classen, Berg, et al. 2002). Σε κλινικές δοκιμές με ασθενείς 

που διαγνώστηκαν με νόσο Hodgkin, πολλαπλό μυέλωμα και καρκίνο του μαστού, όταν έλαβαν 

θεραπεία με το εκχύλισμα Viscum album Qu (Quercus), αυξήθηκαν αρκετές παράμετροι της 

χυμικής και κυτταρικής ανοσίας, όπως λευκοκύτταρα, λεμφοκύτταρα και Τ-λεμφοκύτταρα 

(Gardin 2009). Σε μια άλλη μελέτη, οι ασθενείς με καρκίνωμα του μαστού εμφάνισαν σημαντική 

ενίσχυση των φυσικών φονέων και βοηθητικών Τ-κυττάρων μετά τη χορήγηση MLI (Beuth et al. 

1995). Οι ασθενείς με γλοίωμα κατά τη χορήγηση σκευάσματος ιξού τυποποιημένου ως προς τη 

περιεκτικότητα σε λεκτίνες παράλληλα με τη τυπική θεραπεία, παρουσίασαν ενισχυμένες 

ανοσολογικές αντιδράσεις που βελτίωσε την ποιότητα ζωής τους (Lenartz et al. 1996). H 

χορήγηση λεκτίνης ιξού επηρεάζει την ποιότητα ζωής του ασθενούς λόγω διέγερσης του 
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ανοσοποιητικού συστήματος, όπως καταδείχθηκε από άλλη κλινική δοκιμή σε ασθενείς με 

καρκίνο του μαστού που λαμβάνουν χημειοθεραπεία (Semiglasov et al. 2004). Λεκτίνη από το 

κορεάτικο γκι V. album subsp. coloratum χοργήθηκε σε κύτταρα του ανθρώπινου 

αδενοκαρκινώματος του παχέος εντέρου Caco-2, και προκάλεσε την αυξημένη έκφραση των 

κυτοκινών και του παράγοντα νέκρωσης όγκου α (Monira et al. 2009). 

 

1.2.2. Βισκοτοξίνες και πολυπεπτίδια 
Στον ιξό σχηματίζεται μια ομάδα τοξικών πρωτεϊνών που ονομάζονται βισκοτοξίνες. 

Είναι πολυπεπτίδια με χαμηλό μοριακό βάρος, περίπου 5 kDa, που αποτελούνται από 46 

αμινοξέα συνδεδεμένα με τρεις δισουλφιδικές γέφυρες. Αυτά τα μόρια ταξινομούνται ως 

θειονίνες, μια ομάδα πρωτεϊνών με υψηλή περιεκτικότητα σε κυστεΐνη Έχουν ανιχνευθεί και 

απομονωθεί έξι ισόμορφές, βισκοτοξίνες, οι A1, A2, A3, B, 1PS και UPS, από ιστούς V.album 

(Florack and Stiekema 1994, Urech et al. 2006). Οι βισκοτοξίνες αποτελούν βασικά εργαλεία του 

αμυντικού μηχανισμού των φυτών, και οι βιολογικές δραστηριότητες τους σχετίζονται με την 

πρόκληση τοξικότητας. Προκαλούν νέκρωση στα κύτταρα αλλά ενεργοποιούν και αποπτωτικούς 

μηχανισμούς καθώς διαθέτουν μια συγκεκριμένη θέση δέσμευσης φωσφορικών που συνδέεται 

με την κυτταρική μεμβράνη προκαλώντας αλλοιώσεις (Schaller et al. 1998). 

Εκχυλίσματα Viscum album L. επέδειξαν κυτταροτοξικές ιδιότητες έναντι των κυττάρων 

σαρκώματος Yoshida, και η δράση τους σχετίζεται άμεσα με την περιεκτικότητά τους σε 

βισκοτοξίνες (Schaller et al. 1996). Δοκιμές με απομονωμένες ισομορφές βισκοτοξίνης 

εμφάνισαν κυτταροτοξική δράση σε ανθρώπινα αδενοκαρκινικά κύτταρα τραχήλου μήτρας 

HeLa, και κύτταρα οξείας Τ λεμφοβλαστικής λευχαιμίας MOLT-4 (Konopa et al. 1980, Knöpfl-

Sidler et al. 2005). Επιπλέον, οι βισκοτοξίνες εμφάνισαν ανοσογονικές επιδράσεις 

πυροδοτώντας κυτταροτοξικότητα που προκαλείται από κύτταρα φυσικούς φονείς (ΝΚ), την 

επαγωγή αντισωμάτων σε ασθενείς με όγκο και την ενεργοποίηση κοκκιοκυττάρων σε 

επικουρική θεραπεία καρκίνου (Tabiasco et al. 2002, Klein et al. 2002, Stein et al. 1999). 

Πεπτίδια χαμηλού μοριακού βάρους ανιχνεύθηκαν και απομονώθηκαν από το 

εκχύλισμα γκι Iscador από τον Kuttan (1988). Tα πεπτίδια Kuttan (kuttan’s peptides) είναι 

θερμοσταθερά μόρια, μεγέθους περίπου 5kDa και παρουσίασαν κυτταροτοξικές ιδιότητες και 

μείωσης του όγκου, όταν χορηγήθηκαν σε ποντίκια με όγκο λεμφώματος Dalton. Σε άλλη μελέτη 

η θεραπεία με μεμονωμένα πεπτίδια παρουσίασε ανοσοδιεγερτικά αποτελέσματα, 

προκαλώντας την ενεργοποίηση μακροφάγων κυττάρων και φυσικούς φονείς ΝΚ, καθώς επίσης 

και κυτταροτοξικότητα, έναντι σε όγκο ινοβλάστη L-929 σε ανοσοκατεσταλμένους (Balb) 

ποντικούς (Kuttan and Kuttan 1992). 
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1.2.3. Δευτερογενείς μεταβολίτες  

Τα τερπένια είναι μια μεγάλη κατηγορία λιπόφιλων φυσικών ενώσεων που βρίσκονται 

σε φυτά, και συμμετέχουν σε αρκετές και διαφορετικές βιολογικές λειτουργίες που εκτείνονται 

από δομικά υλικά των μεμβρανών έως περίπλοκες βιοχημικές διεργασίες. Τα τερπένια 

λειτουργούν ως ορμόνες, χρωστικές στη φωτοσύνθεσης, φορείς ηλεκτρονίων, διαμεσολαβητές 

σύνθεσης πολυσακχαριτών, καθώς και ως μηχανισμοί επικοινωνίας και άμυνας. Αυτά τα μόρια 

παρουσιάζουν σημαντικές φαρμακολογικές επιδράσεις έναντι ασθενειών όπως καρκίνος, 

ελονοσία, φλεγμονές και μολυσματικές ασθένειες(Brahmkshatriya and Brahmkshatriya 2013, 

Wang et al. 2005).  

Ο ιξός θεωρείται δεξαμενή υδρόφοβων τριτερπενικών οξέων, κατά βάση ολεανολικού, 

βετουλινικού και ουρσολικού οξέος, μόρια με σημαντική και τεκμηριωμένη αντικακοήθη δράση 

(Huang et al. 2012). Το Vicin είναι ένα λιπόφιλο εκχύλισμα γκι που παρουσίασε αναστολή της 

κυτταρικής ανάπτυξης και επαγωγή απόπτωσης έναντι των λευχαιμικών κυττάρων Molt4, K562 

και U937. Το εκχύλισμα ήταν βιοδραστικό είτε σε απευθείας χορήγηση είτε όταν χορηγήθηκαν 

κλάσματα του αποτελούμενα από τριτερπένια (Urech et al. 2005). Τριτερπενικά εκχυλίσματα 

ιξού είχαν τοξική επίδραση σε κύτταρα μελανώματος ποντικού, προκαλώντας κατακερματισμό 

του DNA και απώλεια της ακεραιότητας της μεμβράνης (Strüh et al. 2012). Επίσης, σέ μελέτη 

έναντι της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας προκλήθηκε αναστολή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και δοσοεξαρτώμενη επαγωγή απόπτωσης, μέσω ενεργοποίησης των 

κασπασών 8 και 9 (Delebinski et al. 2012). Υδατοδιαλυτά εκχυλίσματα ιξού, εμπλουτισμένα με 

τριτερπενικά οξέα ανέστειλαν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και μεσολάβησαν στην επαγωγή 

αποπτωτικών μηχανισμών έναντι ραβδομυοσαρκώματος, ενώ η θεραπεία με μεμονωμένα 

εκχυλίσματα τριτερπενίων παρουσίασε μόνο αναστολή της αύξησης του όγκου (Stammer et al. 

2017). Ο συνδυασμός ολεανικού οξέος και υδατικών εκχυλισμάτων γκι, προκάλεσε τοξικότητα 

σε ένα πάνελ κυτταρικών σειρών (THP-1, HL-60-, 143B- και Ewing TC-71) ενώ παράλληλα 

βελτίωσε την πρόσληψη της λεκτίνης ML-I από τα κύτταρα (Mulsow et al. 2016). Ενισχυμένη 

αυτοφαγική δραστηριότητα αναφέρθηκε όταν εκχυλίσματα τριτερπενίου, εγκλωβισμένα σε 

κυκλοδεξτρίνες, χορηγήθηκαν σε ανθρώπινη κυτταρική σειρά σαρκώματος Ewing (Twardziok et 

al. 2017). Επιπλέον, λιπόφιλα εκχυλίσματα γκι διέγειραν το ανοσοποιητικό σύστημα 

ενισχύοντας τη ρύθμιση της μετανάστευσης μονοκυττάρων και της έκφρασης κυτοκίνών κατά 

τη συγκαλλιέργεια in vitro μακροφάγων με καρκινικές σειρές ανθρώπινου μαστού MCF-7 και 

HCC1143, αδενοκαρκινώματος παγκρέατος PA-TU-8902, καρκίνωμα προστάτη DU145, και 

καρκίνου του πνεύμονα NCI-H460 (Estko et al. 2015). 

Στον ιξό περιέχονται και άλλα βιοενεργά μόρια με άντικαρκινικές ιδιότητες. Αλκαλοειδή 

που απομονώθηκαν από το φυτό και το εμπορικό εκχύλισμα Iscador εμφάνισαν αντικαρκινικές 

ιδιότητες κατά των κυτταρικών σειρών λευχαιμίας in vitro, ακόμα και σε χαμηλή συγκέντρωση 

(16 μgr/ml) αλλά χρειάζονταν σχετικά υψηλές δόσεις (136 mg/kgr) για να είναι αποτελεσματικά 
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έναντι σε ποντικια Nude in vivo [82]. Αλκοολοκό εκχύλισμα με βάση το γκι, που αποτελείται 

κυρίως από φλαβονοειδή και φαινολικά οξέα, παρουσίασε αντιπολλαπλασιαστικά και 

αποπτωτικά αποτελέσματα κατά των καρκινικών κυττάρων μελανώματος ποντικού B16F10 και 

K562 [83]. Στο εκχύλισμα γκι Helixor, εντοπίστηκε και απομονώθηκε βιοδραστικός 

ολιγοσακχαρίτης που επηρεάζει την δράση κυττάρων φυσικών φονεών σε συγκαλλιέργεια 

καρκινικών κυττάρων με μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίματος in vitro (Klett and Anderer 

1989). Πολυσακχαρίτης ραμνογαλακτουρονάνης που εντοπίζεται στο εμπορικό εκχύλισμα 

Iscador-M αποτελεί σημαντικό παράγοντα ενίσχυσης της κυτταροτοξικότητας κυττάρων ΝΚ σε 

συγκαλλιέργειες με καρκινικά κύτταρα Κ562, αφού μια ομάδα γαλακτουρονικού οξέος 

συνδέεται με το καρκινικό κύτταρο και ένα υπόλειμμα ακετυλιωμένης ραμνόζης γεφυρώνεται 

στο κύτταρο ΝΚ, με αποτέλεσμα ενισχυμένη σύζευξη των NK με τα καρκινικά κύτταρα (Mueller 

and Anderer 1990) 

 

1.3. Βιοτεχνολογικές εφαρμογές στη βιοσύνθεση και αξιολόγηση 

φαρμακευτικών πρωτεϊνών ιξού  

1.3.1. Ιστοκαλλιέργεια ιξού 

Η βιοτεχνολογία μπορεί να προσφέρει σημαντική εναλλακτική μέθοδο παραγωγής 

φυτικής βιομάζας σε μικρό χρονικό διάστημα. Οι καλλιέργειες in vitro (ιστοκαλλιέργεια), 

αποτελούν αναπόσπαστο τμήμα της φυτικής βιοτεχνολογίας εφόσον επιτρέπουν τεχνητό έλεγχο 

πολλών παραμέτρων που επηρεάζουν την ανάπτυξη και τις μεταβολικές διεργασίες των 

καλλιεργούμενων ιστών. Η ιστοκαλλιέργεια είναι ο κατεξοχήν κλάδος της βιοτεχνολογίας ο 

οποίος σχετίζεται με την παραγωγή, τη βελτίωση και τη διατήρηση φυτών. Η παραγωγή 

φαρμακευτικών και άλλων ουσιών μέσα από την ιστοκαλλιέργεια αποτελεί έναν ιδιαίτερα 

ενδιαφέροντα επιστημονικό κλάδο με γοργή εξέλιξη κατά το διάστημα των τελευταίων ετών 

(Sharma et al. 2022, Kintzios 2008). Στην καλλιέργεια φυτών in vitro παραλαμβάνεται ένα τμήμα 

ιστού από ένα φυτό δότη, το οποίο καλείται έκφυτο και τοποθετείται σε ένα υπόστρωμα που 

περιέχει θρεπτικά συστατικά και ορμόνες ανάπτυξης. Τα φυτικά κύτταρα έρχονται σε επαφή με 

το μέσο καλλιέργεια και αναπτύσσονται με κατεύθυνση που εξαρτάται από της συνθήκες 

καλλιέργειας. Ένα φυτικό κύτταρο, κάτω από ορισμένες συνθήκες, μπορεί να εισέλθει σε φάση 

αποδιαφοροποίησης, να χάσει δηλαδή τον εξειδικευμένο χαρακτήρα του και να μετατραπεί σε 

κύτταρο χωρίς συγκεκριμένη λειτουργία. Το σύνολο των φυτικών κυττάρων τα οποία έχουν 

αποδιαφοροποιηθεί σχηματίζουν μια μορφολογικά διακριτή μάζα, η οποία είναι γνωστή με το 

όνομα κάλος (callus). Σε κάθε περίπτωση, τα κύτταρα του κάλου γενικά χαρακτηρίζονται από 

έντονη διαίρεση και κατά συνέπεια αυξάνονται πολύ γρήγορα (Ikeuchi et al. 2013). 
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Η παράγωγη μεταβολιτών και ειδικότερα αντικαρκινικών παραγόντων μπορεί να είναι 

ευνοϊκότερη σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας παρά in vivo. Φυτά που δύσκολα καλλιεργούνται ή 

υπάρχει μικρή διαθεσιμότητα τους στη φύση, μπορούν ευκολότερα να πολλαπλασιαστούν, να 

διατηρηθούν ή να σχηματιστούν κάλοι. Διαφοροποιώντας τις συνθήκες ιστοκαλλιέργειας 

ελέγχεται η ποσότητα, η σύνθεση και ο χρόνος παραγωγής μεταβολιτών. Με τη διαδικασία αυτή 

μπορούν να προσπελαστούν προβλήματα εποχικότητας ή αστάθειας της παραγωγής 

προϊόντων, σε σχέση με τα μητρικά φυτά. Η ηλικία, η εποχή ή το τμήμα από όπου προήλθε ο 

φυτικός ιστός ( π.χ φύλλο ή βλαστός) επηρεάζουν το μεταβολικό του προφίλ, αλλά σε in vitro 

συνθήκες η παραγωγή των ιστών μπορεί να προσαρμοστεί στις επιθυμητές παραμέτρους. 

Επιπλέον τροφοδοτώντας τις in vitro καλλιέργειες με πρόδρομες ουσίες μπορεί να επιτευχθεί 

υψηλότερη βιοσύνθεση ορισμένων μεταβολιτών σε σχέση με ολόκληρα φυτά (Efferth 2019, 

Kakalis et al. 2023, Misyri et al. 2021). Ιδιαίτερα σημαντική είναι η ικανότητα σχηματισμού και 

παραγωγής νέων μορίων, μέσω βιομετατροπών ή λόγω σωμακλωνικής παραλλακτικότητας. 

Κατά την ιστοκαλλιέργεια, μπορεί να προκύψουν οργανισμοί που δεν είναι αντίγραφα των 

μητρικών, αλλά παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται σωμακλωνική 

παραλλακτικότητα και αποτελεί μορφή προσαρμογής των φυτικών κυττάρων, στην 

ιστοκαλλιέργεια. Η κυτταρική ανάπτυξη και εξέλιξη in vitro, αποτελεί ένα δυναμικό σύστημα με 

πολλές παραμέτρους που το καθορίζουν μοριακές, γενετικές και επιγενετικές αλλαγές και 

παρατηρούνται μεταβολές, με προσωρινό ή μόνιμο χαρακτήρα, στο γονιδίωμα των 

μικροπολλαπλασιασμένων φυτών και σχηματισμός νέων φαινότυπων (Duta-Cornescu et al. 

2023).  

Τα φαρμακευτικά παρασκευάσματα ιξού χρησιμοποιούν ως αρχική ύλη βλαστικά 

τμήματα του φυτού που συγκομίζονται από το περιβάλλον, στο φυσικό ενδιαίτημα του έιδους. 

Το φυτό είναι υποχρεωτικό ημιπαράσιτο και δεν υπάρχει δυνατότητα παραγωγής τους σε 

οργανωμένη φυτεία. Επίσης η περιεκτικότητα των ιστών του ιξού σε βιοδραστικά μόρια, και 

κατά συνέπεια και το εκχύλισμα του, επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες όπως ο ξενιστής 

που φύεται και η περίοδος συγκομιδής. Η πιθανότητα χρήσης καλλιέργειας κάλου ιξού ως πηγή 

αντικαρκινικών φαρμάκων αναφέρθηκε από τους Becker και Schwarz [85]. Ακολούθησε η πρώτη 

δοκιμή απομόνωσης πρωτοπλάστών [86], η πρόκληση κάλου από τα φύλλα του V. album subsp 

Lutescens καθώς και η ταυτοποίηση λεκτινών σε καλλιέργειeς in vitro [87]. Μια πιο συστηματική 

προσέγγιση διεξήχθη από τους Kintzios και Barberaki [88] οι οποίοι διερεύνησαν την επίδραση 

ενός μεγάλου αριθμού δοκιμών από διάφορα τμήματα του φυτού, σε διαφορετικά θρεπτικά 

υποστρώματα και ρυθμιστές ανάπτυξης. Διερευνήθηκαν και πρόσθετοι παράγοντες όπως ο 

χρόνος συγκομιδής του φυτού (χειμώνας έναντι του καλοκαιριού) και τα πρωτόκολλα 

απολύμανσης των μοσχευμάτων. Οι κάλοι που παράχθησαν ήταν βιοδραστικοί ενώ 

εντοπίστηκαν διαφοροποιημένοι, σωμακλωνικοί κάλοι ως προς το πρωτεινικό περιεχόμενο με 

αξιοσημείωτες κυτταροτοξικές ιδιότητες σε φαιοχρωμοκύτωμα PC12 και κυτταροκαλλιέργειες 

μακροφάγων RAW 264.7 (Barberaki, Dermitzaki, N. Margioris, et al. 2015) 
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1.3.2. Αξιολόγηση φαρμακευτικών μορίων in vitro. 

Η ανάπτυξη της χημείας, της βιολογίας καθώς και η κατανόηση των μηχανισμών που 

προκαλούν διάφορες ασθένειες οδήγησε σε σημαντική αύξηση των ενώσεων, που προβάλλουν 

ως υποψήφια βιοδραστικά προϊόντα με πιθανή φαρμακευτική δράση. Χρειάζονται δοκιμές που 

μπορούν γρήγορα και αξιόπιστα, να αξιολογούν την επίδραση μορίων και να δίνουν μια πρώιμη 

αξιολόγηση πιθανής φαρμακευτικής χρήσης. Κάθε υποψήφιο αντικαρκινικό φάρμακο υπόκειται 

σε προκαταρτικούς προκλινικούς ελέγχους ,για την επαλήθευση της δραστικότητας τους, τον 

έλεγχο του μηχανισμού δράσης, βιοχημικές επιπτώσεις και κυτταροτοξική συμπεριφορά. 

Καθορίζεται η δόση, ο χρόνος εφαρμογής, ο τρόπος διάθεσης και τυχόν παρενέργειες (Niu and 

Wang 2015).  

Η χρήση μονοδιάστατων κυτταρικών σειρών είναι η πλέον συνηθισμένη για την μελέτη 

της κυτταρικής ανάπτυξης και αποκρίσεων σε χειρισμούς in vitro σε εργαστηριακό επίπεδο. 

Είναι μια γρήγορη και πλεονεκτική μέθοδος διότι επιτρέπει το μαζικό έλεγχο ενός μορίου σε 

διάφορες μορφές καρκίνου και την αξιολόγηση για περεταίρω ανάπτυξη (Mirabelli et al. 2019). 

Οι δοκιμές σε κυτταρικές σειρές είναι ευρέως διαδεδομένες και εφαρμόζονται στη πλειοψηφία 

των προγραμμάτων ελέγχου ουσιών, στη φαρμακευτική βιομηχανία (Dumont et al. 2016). 

Ουσιαστικά είναι αθάνατα, καρκινικά κύτταρα, που παράγονται εύκολα, σε μεγάλο αριθμό και 

εφαρμόζονται συχνά σε δοκιμές μαζικού ελέγχου. Αντιπροσωπεύουν όλο το φάσμα νεοπλασιών 

και διαθέτουν τα ίδια χαρακτηριστικά με τα αρχικά καρκινικά κύτταρα. Δεν διαφοροποιούνται 

κατά την καλλιέργεια τους in vitro αλλά διατηρούν τις ίδιες μεταλλάξεις, χρωμοσωμικές 

αποκλίσεις, επίπεδα μεθυλίωσης και έκφρασης mRNA (Wilding and Bodmer 2014). 

Οι καρκινικές σειρες που χρησιμοποιούνται σε μελέτες βιοδραστικότητας φαρμάκων 

διακρίνονται σε διάφορες κατηγορίες. Οι πρωτογενείς κυτταρικές σειρές έχουν απομονωθεί 

από ζωντανούς ιστούς, και διατηρούν πολλά χαρακτηριστικά του ιστού από τον οποίο 

προέρχονται. Είναι ιδιαίτερα χρήσιμες για τη μελέτη της φυσιολογικής κυτταρικής 

συμπεριφοράς και των μηχανισμών ασθενειών (Richter et al. 2021). Οι προερχόμενες από 

όγκους καρκινικές κυτταρικές σειρές χρησιμοποιούνται συνήθως στην ανάπτυξη αντικαρκινικών 

φαρμάκων. Επιτρέπουν στους μελετητές να παρατηρήσουν πώς τα φαρμακευτικά μόρια 

επηρεάζουν τα καρκινικά κύτταρα, βοηθώντας στην ανακάλυψη στοχευμένων 

θεραπειών.Υπάρχουν επίσης αθανατοποιημένες κυτταρικές σειρές που έχουν υποστεί γενετικές 

τροποποιήσεις, επιτρέποντάς τους να διαιρούνται και να πολλαπλασιάζονται επ' αόριστον (de 

Bardet et al. 2023, Mirabelli et al. 2019).  

Οι κυτταρικές σειρές χρησιμεύουν ως το πρώτο πεδίο δοκιμών για νέες φαρμακευτικές ενώσεις. 

Οι επιστήμονες εκθέτουν αυτά τα κύτταρα σε διάφορα μόρια για να αξιολογήσουν την 

αποτελεσματικότητα και την τοξικότητά τους, επιτρέποντας τον εντοπισμό υποσχόμενων 

υποψηφίων φαρμάκων. Παράλληλα χρησιμοποιούνται για να εμβαθύνουν στους μηχανισμούς 

των ασθενειών σε κυτταρικό επίπεδο. Κατανοώντας τον τρόπο με τον οποίο τα φαρμακευτικά 
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μόρια αλληλεπιδρούν με συγκεκριμένα κύτταρα, αποσαφηνίζονται μεταβολικοί οδοί της νόσου, 

διευκολύνοντας τον στοχευμένο σχεδιασμό φαρμάκων (Gordon et al. 2018). Επίσης οι 

κυτταρικές σειρές βοηθούν στην αξιολόγηση πιθανών ανεπιθύμητων ενεργειών, 

διασφαλίζοντας ότι μόνο οι ασφαλέστερες ενώσεις προχωρούν σε δοκιμές σε 

ανθρώπους.προτού τα φάρμακα εισέλθουν σε κλινικές δοκιμές, υποβάλλονται σε αυστηρές 

αξιολογήσεις ασφάλειας. Με την πρόοδο της γονιδιωματικής έρευνας, κυτταρικές σειρές που 

προέρχονται από ιστούς ασθενών χρησιμοποιούνται για την ανάπτυξη εξατομικευμένων 

θεραπειών. Αυτές οι σειρές βοηθούν στην προσαρμογή των θεραπειών σε μεμονωμένα γενετικά 

προφίλ, ενισχύοντας την αποτελεσματικότητα της θεραπείας (Zhang and Dolan 2009, Durinikova 

et al. 2021). Πρέπει να επισημανθεί ότι ενώ οι κυτταρικές σειρές είναι χρήσιμες, έχουν 

περιορισμούς καθώς δεν αντιπροσωπεύουν πλήρως την πολυπλοκότητα των ανθρώπινων ιστών 

και οργάνων. Για το λόγο αυτό οι τεχνικές κυτταροκαλλιέργειας, εξελίσσονται συνεχώς, 

εξερευνώντας τρισδιάστατες καλλιέργειες και οργανοειδή που μιμούνται καλύτερα τις 

συνθήκες in vivo (Balakrishnan et al. 2020, Fang and Eglen 2017).  

 

1.4. Γυναικολογικοί καρκίνοι και ο ρόλος του ιξού. 

O όρος καρκίνος ή κακοήθης νεοπλασία, μπορεί να οριστεί ως μια ασθένεια όπου μια 

ομάδα κυττάρων δεν ακολουθεί τους φυσιολογικούς ρυθμούς ελέγχου της αύξησης αλλά 

πολλαπλασιάζεται ασύστολα. Τα φυσιολογικά κύτταρα υπακούουν σε σήματα που 

υποδεικνύουν τη διαίρεση, διαφοροποίηση και το κυτταρικό θάνατο. Τα καρκινικά κύτταρα 

αυτονομούνται με αποτέλεσμα να επάγεται ανεξέλεγκτη αύξηση και πολλαπλασιασμός. Τα 

νεοπλασματικά κύτταρα των όγκων φέρουν επιπρόσθετα, μη φυσιολογικά χαρακτηριστικά που 

τους δίνουν τη δυνατότητα διασποράς και μετάστασης σε άλλους ιστούς. Επιδρούν 

καταστροφικά στους ιστούς, στους οποίους εισβάλλουν σχηματίζοντας νέους όγκους και σε 

άλλα σημεία του σώματος (Hausman 2019) 

Τα κύτταρα εξελίσσονται προοδευτικά σε μία νεοπλασματική κατάσταση και αποκτούν 

χαρακτηριστικά που τους προσδίδουν την ικανότητα να γίνουν ογκογόνα και τελικά κακοήθη Τα 

χαρακτηριστικά αυτά είναι η διατήρηση της σηματοδότησης πολλαπλασιασμού των κυττάρων, 

η διαφυγή από σήματα καταστολής της ανάπτυξης,η αντίσταση στον κυτταρικό θάνατο, η 

ενεργοποίηση της πολλαπλασιαστικής αθανασίας των καρκινικών κυττάρων, η ενεργοποίηση 

της αγγειογένεσης και η ενεργοποίηση της μετάστασης (Hannen and Bartsch 2018, Hanahan and 

Weinberg 2011). Η εκδήλωση του καρκίνου οφείλεται σε ενδογενείς παράγοντες όπως 

μεταλλάξεις, ορμονικά επίπεδα, κατάσταση του ανοσοποιητικού συστήματος καθώς και σε 

εξωγενείς όπως το κάπνισμα, έκθεση σε χημικά, ακτινοβολία ή παθογόνα. Η θεραπεία του 

καρκίνου περιλαμβάνει χειρουργικές επεμβάσεις, ακτινοβολία, χημειοθεραπεία και 

ανοσοθεραπεία. Η χημειοθεραπεία βασίζεται στην συστηματική χορήγηση αντικαρκινικών 
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φαρμάκων που ταξιδεύουν σε όλο το σώμα μέσω του κυκλοφορικού συστήματος του αίματος. 

Στην ουσία, αποτελεί τη χορήγηση δραστικών χημικών μορίων με στόχο να επαλειφθούν όλα τα 

καρκινικά κύτταρα μέσα στο σώμα των ασθενών, συμπεριλαμβανομένων και των μεταστατικών 

(Inoue et al. 2006, Anand et al. 2023). Ο καρκίνος επηρεάζει άτομα όλων των φύλων, αλλά 

ορισμένοι τύποι καρκίνου είναι πιο συχνοί στις γυναίκες, όπως ο καρκίνος του μαστού, των 

ωοθηκών, του τραχήλου της μήτρας και της μήτρας. Οι γυναικολογικοί καρκίνοι είναι ένα 

σημαντικό πρόβλημα για τη δημόσιας υγεία και αντιπροσωπεύουν περίπου το 10% όλων των 

καρκίνων που διαγιγνώσκονται στις γυναίκες. Ο κακρίνος του στήθους παραμένει όμως η πιο 

κοινή κακοήθεια στις γυναίκες και ευθύνεται για περισσότερο από το 20% των περιπτώσεων 

παγκοσμίως (Hailu et al. 2020). 

Στην ανθρωποσοφική ιατρική, το γκι ξεχωρίζει ως ένα σημαντικό φυτικό φάρμακο με 

πολλά υποσχόμενες δυνατότητες στη θεραπεία του καρκίνου, ιδιαίτερα κατά του καρκίνου του 

μαστού, λόγω των ελάχιστων και μη απειλητικών για τη ζωή παρενεργειών του. Πολυάριθμες 

προκλινικές μελέτες in vitro και in vivo τεκμηριώνουν ότι εκχυλίσματα ιξού επάγουν 

αντικαρκινικές δράσεις κατά των καρκινικών κυττάρων, οι οποίες αποδίδονται σε βιολογικά 

δραστικές ουσίες του, οι οποίες διαφέρουν κατά περίπτωση ανάλογα με τις γεωγραφικές 

περιοχές και τα δέντρα ξενιστές. Γενικά τα εκχυλίσματα συνιστάται για την αποτελεσματικότητα 

και την ασφάλειά τους, με μόνη επιφύλαξη κάποιες περιπτώσεις αλλεργικών αντιδράσεων που 

έχουν επισημανθεί (Marvibaigi et al. 2014) Αντίστοιχα αποτελέσματα, δηλαδή παρατήρηση 

κυτταροτοξικής επίδρασης των εκχυλισμάτων και μεμονωμένων βιοδραστικών μορίων του ιξού, 

σε μια ποικιλία γυναικολογικών καρκινικών κυττάρων,των ωοθηκών, της μήτρας, του αιδοίου 

και του τραχήλου της μήτρας αναφέρονται σε μια συστηματική μελέτη από τους Kienle et al 

(2009) 

Σε κλινικές μελέτες υπάρχουν ακαθόριστα συμπεράσματα σχετικά με την επίδραση 

παρασκευασμάτων ιξού σε τέτοιους καρκίνους, ως κύρια ή ως συμπληρωματική θεραπεία. Δεν 

αναφέρονται ενδοιασμοί ως προς την ασφάλεια εφαρμογής θεραπειών με ιξό, αλλά τα στοιχεία 

ως προς την αντικαρκινική δράση και τη βελτίωση της ζωής των ασθενών δεν είναι ισχυρά. Και 

συνίσταται παραπάνω έρευνα με υψηλότερο επίπεδο μεθοδολογίας, π.χ χορήγηση 

σκευασμάτων και από το στόμα, εφαρμογή τυφλού φαρμάκου κλπ (Steigenberger et al. 2023, 

Schnell-Inderst et al. 2022, Chen et al. 2022) 
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1.5. Απόπτωση 

Ο σχηματισμός και η συντήρηση των πολυκύτταρων βιολογικών συστημάτων βασίζεται 

σε περίπλοκες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των κυττάρων του οργανισμού. Κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης, πολλά κύτταρα αναπτύσσονται σε πλεόνασμα, με αποτέλεσμα να υφίστανται 

προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, προς όφελος ολόκληρου του οργανισμού.Ο 

προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος αναφέρεται ως απόπτωση, και είναι μια θεμελιώδης 

βιολογική διαδικασία που παίζει καθοριστικό ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης των ιστών, 

της εμβρυϊκής ανάπτυξης και της ρύθμισης του ανοσοποιητικού συστήματος. Σε κανονικές 

φυσιολογικές συνθήκες θεωρείται μηχανισμός που εξαλείφει τα κατεστραμμένα ή ανεπιθύμητα 

κύτταρα. Αυτή η ρυθμιστική διαδικασία περιλαμβάνει έναν καταρράκτη μοριακών γεγονότων, 

συμπεριλαμβανομένης της ενεργοποίησης ειδικών προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών, τη 

διαπερατότητα της μιτοχονδριακής εξωτερικής μεμβράνης και τον τελικό κατακερματισμό των 

κυτταρικών συστατικών (Elmore 2007, Gewies 2003). Σε ένα υγιές περιβάλλον, αυτή η 

διαδικασία αποτρέπει τη συσσώρευση δυνητικά καρκινικών κυττάρων Ο καρκίνος, μια ασθένεια 

που χαρακτηρίζεται από ανεξέλεγκτη κυτταρική ανάπτυξη και τα καρκινικά κύτταρα 

αναπτύσσουν στρατηγικές για να αποφύγουν την απόπτωση, επιτρέποντάς τους να 

ευδοκιμήσουν και να πολλαπλασιαστούν. Αυτοί οι μηχανισμοί διαφυγής μπορεί να 

περιλαμβάνουν ρύθμιση προς τα πάνω των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών, μεταλλάξεις σε προ-

αποπτωτικές πρωτεΐνες και αλλαγές στις οδούς αποπτωτικής σηματοδότησης (Fernald and 

Kurokawa 2013). 

Η απόπτωση χρησιμεύει ως ένας ισχυρός αμυντικός μηχανισμός ενάντια στο σχηματισμό 

και την εξέλιξη των καρκινικών κυττάρων αλλά τα κακοήθη κύτταρα μπορούν να χειραγωγήσουν 

και να ανατρέψουν την αποπτωτική διαδικασία προς όφελός τους, προάγοντας την ανεξέλεγκτη 

ανάπτυξη και την αντίστασή τους στη θεραπεία. Η κατανόηση της περίπλοκης ισορροπίας 

μεταξύ απόπτωσης και καρκίνου είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη αποτελεσματικών 

αντικαρκινικών θεραπειών. Οι θεραπευτικές στρατηγικές που στοχεύουν στο μονοπάτι της 

απόπτωσης στα καρκινικά κύτταρα, ενώ διατηρούν τη λειτουργία της σε φυσιολογικά κύτταρα, 

υπόσχονται πολλά για τη βελτίωση των αποτελεσμάτων της θεραπείας του καρκίνου. Αυτή η 

συνεχιζόμενη έρευνα για την απόπτωση και τον καρκίνο αντιπροσωπεύει μια κρίσιμη οδό για 

την καταπολέμηση αυτής της καταστροφικής ασθένειας (Wong 2011). Η απόπτωση διακρίνεται 

στο εξωγενές και το ενδογενές μονοπάτι απόπτωσης τα οποία ενεργοποιούνται από 

διαφορετικά σήματα και μηχανισμούς. Η ενδογενής απόπτωση, αναφέρεται και ως 

μιτοχονδριακή οδός, ενεργοποιείται από ενδοκυτταρικά σήματα (π.χ αίσθηση ακτινοβολίας, 

υποξία, χημειοθεραπευτικά) που προέρχονται από το κύτταρο. Αποτελεί μια διαδικασία 

ελέγχου των κυττάρων για την εξάλειψη όσων παρουσιάζουν βλάβες στο DNA, κυτταρικό στρες 

ή άλλες φυσιολογικές παρεκκλίσεις. Τα μιτοχόνδρια είναι σημαντικό σταθμός στη πρόκληση 

εγγενούς απόπτωσης, καθώς αποτελούν τη θέση αλληλεπίδρασης μεταξύ αντιαποπτωτικών 
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πρωτεϊνών (οικογένεια Bcl-2) και προαποπτωτικών πρωτεϊνών (πρωτεΐνες BAX και BAK), που 

ελέγχουν τη διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης και την απελευθέρωση 

κυτοχρώματος c. Μόλις απελευθερωθεί στο κυτταρόπλασμα, το κυτόχρωμα c ενεργοποιεί την 

κασπάση-9, ενεργοποιώντας ένα καταρράκτη κασπασών, με αποκορύφωμα την ενεργοποίηση 

κασπασών εκτελεστών οι οποίες τελικά επιφέρουν την αποικοδόμηση των κυτταρικών 

συστατικών και τον κυτταρικό θάνατο (Wang et al. 2016, Lossi 2022). Η εξωγενής απόπτωση, 

αναφέρεται και ως οδός υποδοχέα θανάτου, ενεργοποιείται από εξωκυτταρικά σήματα που 

προσλαμβάνουν υποδοχείς στην επιφάνεια των κυττάρων. Οι υποδοχείς της κυτταρικής 

επιφάνειας όπως ο Fas (CD95) και ο υποδοχέας του παράγοντα νέκρωσης όγκου 1 (TNFR1) 

ενεργοποιούνται από τους αντίστοιχους συνδέτες τους όταν τα κύτταρα λαμβάνουν σήματα για 

απόπτωση. Η εμπλοκή των υποδοχέων θανάτου οδηγεί στην ενεργοποίηση της κασπάσης-8, με 

αποτέλεσμα την σηματοδότηση του καταρράκτη κασπασών και το κυτταρικό θάνατο (Anson et 

al. 2021). 

Εκτός από τους ενδοκυτταρικούς μηχανισμούς, η απόπτωση παίζει επίσης ζωτικό ρόλο 

στην επιτήρηση του ανοσοποιητικού συστήματος. Τα αποπτωτικά κύτταρα απελευθερώνουν 

σήματα που προσελκύουν τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, διευκολύνοντας την 

κάθαρσή τους. Η αποτυχία αυτών των μηχανισμών κάθαρσης μπορεί να οδηγήσει σε 

ανοσοκατασταλτικό μικροπεριβάλλον, όπου τα αποπτωτικά κύτταρα δεν απομακρύνονται 

αποτελεσματικά. Αυτό προάγει την ανάπτυξη του όγκου, καθώς τα καρκινικά κύτταρα μπορούν 

να εκμεταλλευτούν αυτές τις ανεπάρκειες για να αποφύγουν την ανοσολογική ανίχνευση (Ekert 

and Vaux 1997, Gadiyar et al. 2020). 

 

1.6. Ο χημειοθεραπευτικός παράγοντας 5-φθόριοουρακίλη και συνεργιστικές 

δράσεις με εκχυλίσματα ιξού. 

Η φθοριοουρακίλη (5-FU) είναι ένας ισχυρός χημειοθεραπευτικός παράγοντας της 

κατηγορίας των αντιμεταβολιτών που χρησιμοποιείται πάνω από 60 χρόνια και έχει γίνει ένα 

βασικό αντικαρκινικό φάρμακο, επιδεικνύοντας ευρεία αντικαρκινική δράση και συνέργεια με 

άλλα φάρμακα. Χορηγείται για τη θεραπεία ενός ευρέος φάσματος κακοηθειών, όπως του 

γαστρικού αδενοκαρκινώματος, του αδενοκαρκίνου του παγκρέατος, του καρκινώματος του 

μαστού και του αδενοκαρκινώματος του παχέος εντέρου. H  5-FU εισέρχεται στα κύτταρα και 

μετατρέπεται σε τριφωσφορική φθοριοουριδίνη (FUTP), η οποία αντικαθιστά την 

τριφωσφορική ουριδίνη (UTP) στο RNA. τριφωσφορική φθοριοδεοξυουριδίνη (FdUTP), που 

υποκαθιστά την τριφωσφορική δεοξυθυμιδίνη (dTTP) στο DNA και σε μονοφωσφορική 

φθοριοδεοξυουριδίνη (FdUMP), η οποία συνδέεται με τη θυμιδυλική συνθάση (TS), 

εμποδίζοντας την παραγωγή μονοφωσφορικής δεοξυθυμιδίνης (dTMP), ζωτικής σημασίας για 

την αντιγραφή και την επισκευή του DNA. Η εξάντληση του dTMP οδηγεί σε ανισορροπία 



 

14 

 

νουκλεοτιδίων, προκαλώντας θραύσεις του δίκλωνου DNA μέσω της δράσης της 

ενδονουκλεάσης. Επιπλέον, η 5-FU, που δρα ως ανάλογο πυριμιδίνης, ενσωματώνεται 

λανθασμένα στο RNA και το DNA, διαταράσσοντας τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης και 

επάγοντας κυτταρικό θάνατο σε ταχέως διαιρούμενα κύτταρα. Η 5-FU επηρεάζει επίσης την 

επεξεργασία του RNA και ενισχύει την έκφραση του p53 (Casale and Patel 2023, Miura et al. 

2010). Η 5-FU κατά τη χορήγηση του σε ασθενείς έχει πολύ μικρή βιοδιαθεσιμότητά τους λόγω 

της κακής διαπερατότητας της μεμβράνης και της απορρόφησης της από το γαστρεντερικό 

σύστημα. Για το λόγο αυτό προτείνεται ο εγκλωβισμός του σε φορείς ώστε να αυξηθεί η 

βιοδιαθεσιμότητα της 5-FU in vitro και in vivo, με συνέπεια να βελτιωθούν οι επιδράσεις του 

φαρμάκου (Ewert de Oliveira et al. 2021, Kevadiya et al. 2012). Σε in vitro καλλιέργειες κυττάρων 

έχουν αναφερθεί εφαρμογές του χημειοθεραπευτικού παράγοντα για μεγάλο χρονικό διάστημα 

από 48 έως και 96 ώρες (Liao et al. 2023, Focaccetti et al. 2015).  

O συνδυασμός του φαρμάκου με εκχυλίσματα ιξού έχει δοκιμαστεί σε κλινική μελέτη 

φάσης ΙΙ που σχεδιάστηκε για να προσδιορίσει εάν το εκχύλισμα Abnoba-viscum Quercus μπορεί 

να προκαλέσει απόκριση σε ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο του παχέος εντέρου ανθεκτικός 

στη χημειοθεραπεία με βάση 5-φθοροουρακίλη και λευκοβορίνη (Bar-Sela and Haim 2004). Το 

ίδιο εμπορικό σκεύασμα αξιολογήθηκε ως προς την αποκρίση όγκου παράλληλα με 

χημειοακτινοθεραπεία σε καρκίνο του ορθού. Οι ασθενείς που υποβλήθηκαν σε επικουρική 

λήψη του εκχυλίσματος εμφάνισαν καλύτερα αποτελέσματα (Baek et al. 2021). Διάφορα 

εμπορικά διαθέσιμα παρασκευάσματα ιξού δοκιμάστηκαν σε συνδυασμό με 5-φθοροουρακίλη 

έναντι της βιωσιμότητας των επιθηλιακών κυττάρων του εντέρου IEC-6 και Caco-2, με σημαντικά 

κυτταροτοξικά αποτελέσματα. Τα εκχυλίσματα Ευρωπαϊκού ιξού Helixor A και Iscador M Spez 

χρησιμοποιήθηκαν επικουρικά στην χημειοθεραπεία με 5-FU σε ασθενείς με καρκίνο του 

στήθους σε κλινική μελέτη, βελτιώνοντας ορισμένες παρενέργειες της χημειοθεραπείας (Pelzer 

et al. 2018). 

 

1.7. Κυτταρικός βιοαισθητήρας παρακολούθησης οξειδωτικού στρες. 

Βιοαισθητήρας καλείται ένας σύστημα που μετατρέπει μια βιολογική αντίδραση σε 

ηλεκτρικό σήμα. Στόχος ενός βιοαισθητήρα είναι να ανιχνεύσει μια ουσία, με τη χρήση κάποιου 

υλικού βιολογικής προέλευσης π.χ. πρωτεΐνη. Αυτό επιτυγχάνεται με την ενεργοποίηση 

εξειδικευμένων αλληλεπιδράσεων μεταξύ των βιολογικών μορίων ανίχνευσης και της προς 

ανάλυση ουσίας (Bhalla et al. 2016). Οι κυτταρικοί βιοαισθητήρες είναι εξειδικευμένες 

συσκευές που χρησιμοποιούν ως αισθητήρια στοιχεία ζωντανά κύτταρα σε συνδυασμό με 

αισθητήρες ή μεταγωγείς. Μπορούν να ανιχνεύσουν την αλληλεπίδρασης μεταξύ του 

ερεθίσματος και των κυττάρων, και τα κύτταρα όχι μόνο αποδίδουν ποιοτική απόκριση σε 

συγκεκριμένα ερεθίσματα, αλλά βοηθούν επίσης και στην ποσοτική ανάλυση βιοεπιδράσεων 
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σε σύνθετα δείγματα. Αποτελούνται από δύο κύρια μέρη, το πρώτο είναι τα ζωντανά κύτταρα, 

που είναι ο κύριος μεταγωγέας και χρησιμοποιείται ως αρχικό στοιχείο πρόσληψης και 

αναμετάδοσης σημάτων. Το δεύτερο μέρος είναι οι δευτερεύοντες μεταγωγείς, που 

χρησιμοποιούνται στη μετατροπή των φυσιολογικών σημάτων σε ηλεκτρικά. Οι κυτταρικοί 

βιοαισθητήρες είναι ευέλικτα συστήματα καθώς η σύνδεση μεταξύ διαφορετικών μηχανισμών 

μεταγωγής εξαρτάται συχνά από τους τύπους των κυττάρων που χρησιμοποιούνται ενώ έχουν 

το πλεονέκτημα της μεγάλης ταχύτητας απόκρισης, της φορητότητας και του χαμηλού κόστους  

(Gheorghiu 2020, Kintzios 2007).  

Οι κυτταρικές μεμβράνες δεν αποτελούν άκαμπτες, παθητικές δομές που οριοθετούν 

την διεπαφή μεταξύ του κυττάρου και του περιβάλλοντος αλλά έχουν ζωτική σημασία για τη 

λειτουργία των κυττάρων. Διασφαλίζουν τη κυτταρική επικοινωνία και τη μεταγωγή εξωτερικών 

ερεθισμάτων μέσω υποδοχέων που ενεργοποιούν σηματοδοτικά μόρια ενδοκυτταρικά. Η 

κυτταρική μεμβράνη αποτελείται από διπλή στιβάδα λιπιδίων και πρωτεΐνες, που συγκροτούν 

μια διάταξη που επιτρέπει την επιλεκτική κίνηση ιόντων, μορίων και άλλων ουσιών (Escobar et 

al. 2020). Οι ηλεκτρικές ιδιότητες της κυτταρικής μεμβράνης προκύπτουν από την παρουσία 

ιόντων και διαύλων ιόντων. Τα κανάλια ιόντων είναι εξειδικευμένες πρωτεϊνικές δομές 

ενσωματωμένες στην κυτταρική μεμβράνη που διευκολύνουν την κίνηση συγκεκριμένων ιόντων 

κατά μήκος της μεμβράνης. Αυτά τα κανάλια μπορούν να ανοίγουν ή να κλείνουν ως απόκριση 

σε διάφορα ερεθίσματα, όπως αλλαγές στην τάση ή τη δέσμευση με προσδέτη. Το αποτέλεσμα 

της κίνησης διαφορετικών ιόντων στην πλασματική μεμβράνη συνεπάγεται τη παρουσία 

διαφορετικών ηλεκτροστατικών φορτίων σε όλη την κυτταρική μεμβράνη. Η διαφορά 

ηλεκτρικού δυναμικού κατά μήκος της πλασματικής μεμβράνης που προκύπτει από τη διαφορά 

ηλεκτρικού δυναμικού μεταξύ των δύο πλευρών της διπλοστοιβάδας ορίζεται ως δυναμικό της 

μεμβράνης ενός κυττάρου. H δυναμική αλληλεπίδραση ιόντων, καναλιών ιόντων και 

μεμβρανικού δυναμικού είναι θεμελιώδης για την καλή λειτουργία των κυττάρων και οι 

ηλεκτρικές ιδιότητες της κυτταρικής μεμβράνης είναι απαραίτητες για διάφορες κυτταρικές 

λειτουργίες, συμπεριλαμβανομένης της μεταγωγής σήματος, της μετάδοσης νευρικών παλμών, 

της συστολής των μυών και της ρύθμισης της μεταφοράς ιόντων και μορίων (Bakhtiari et al. 

2023, Kulbacka et al. 2017).  

Η μεμβρανική τροποποίηση αποτελεί σημαντικό βιοτεχνολογικό εργαλείο για να 

αλλάξουν οι ιδιότητες και λειτουργίες της κυτταρικής μεμβράνης. Αυτές οι τροποποιήσεις 

μπορεί να οδηγήσουν σε αλλαγές στη σύνθεση της μεμβράνης ή στην εισαγωγή εξειδικευμένων 

πρωτεϊνών που προσδίδουν νέες λειτουργίες στο κύτταρο. Τέτοιες διαδικασίες περιλαμβάνουν 

τεχνικές γενετικής τροποποίησης, όπου γονίδια που κωδικοποιούν συγκεκριμένες πρωτεΐνες ή 

συστατικά της μεμβράνης μεταβάλλονται ή εισάγονται στο κύτταρο, τεχνικές μηχανικής 

τροποποίησης της διπλοστοιβάδας λιπιδίων καθώς και τεχνικές ενσωμάτωσης μορίων στη δομή 

της μεμβράνης. Η μεμβρανική τροποποίηση επιτρέπει τη δημιουργία κυττάρων με επαυξημένες 
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δυνατότητες, όπως βελτιωμένη σταθερότητα, αυξημένη ευαισθησία σε συγκεκριμένα σήματα ή 

ακόμα και δυνατότητα εκτέλεσης νέων λειτουργιών (Saeui et al. 2015, Cheng et al. 2012).  

Η Mέθοδος Βιοηλεκτρικής Αναγνώρισης (BERA) είναι ένα σύστημα βιοαισθητήρα που 

χρησιμοποιεί κύτταρα αιωρούμενα σε μια μήτρα γέλης για την ανίχνευση ηλεκτρικών 

αποκρίσεων. Προσδιορίζει την αντίδραση του κυττάρου σε διαφορετικούς συνδέτες, οι οποίοι 

είτε συνδέονται με το κύτταρο είτε επηρεάζουν τη φυσιολογία του. Η μέθοδος εφαρμόζεται για 

την ανίχνευση ιών (Kintzios et al. 2001), φυτοπροστατευτικών προιόντων (Apostolou et al. 2019), 

αφλατοξινών (Mavrikou et al. 2017)καθώς και άλλων βιοενεργών μορίων, όπως ενεργές μορφές 

οξυγόνου (ROS) (Moschopoulou et al. 2012). Επίσης με την μέθοδο μπορεί να ανιχνευθεί η 

παρουσία ανιόντος του σουπεροξειδίου στον εξωκυτταρικό χώρο γρήγορα, με μη επεμβατικό 

τρόπο, σε επίπεδο pm παρέχοντας πληροφορίες για το οξειδωτικό στρές που προκαλεί ένας 

χειρισμός (Moschopoulou and Kintzios 2006). Ο ηλεκτροφυσιολογικος βιοαισθητήρας 

ανίχνευσης σουπεροξειδίου, βασίζεται σε  ακινητοποιημένα μεμβρανικά τροποποιημένα 

κκύτταρα, που φέρουν το ένζυμο δισμουτάση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (SOD) στη 

κυτταρική μεμβράνη. Πρόκειται για ένα σύστημα αισθητήρα που βασίζεται σε μεμβρανικά 

τροποποιημένα κύτταρα ινοβλάστη Vero,  στα οποία έγινε ηλεκτροεισαγωγή του ενζύμου στην 

κυτταρική επιφάνεια, ώστε να λειτουργούν ως καταλυτικές μονάδες ικανές να μετατρέψουν το 

σουπεροξείδιο σε υπεροξείδιο του υδρογόνου. Η μεμβρανική τροποποίηση αποτελεί σημαντική 

βιοτεχνολογική προσέγγιση  για την αύξηση της επιλεκτικότητας ενός κυτταρικού βιοαισθητήρα 

έναντι ενός μορίου στόχου, μετά την εισαγωγή υποδοχέων ειδικών για τον στόχο στην κυτταρική 

επιφάνεια. Η δισμουτάση του υπεροξειδίου πυροδότησε αλλαγές στο δυναμικό της κυτταρικής 

μεμβράνης που μετρήθηκαν με κατάλληλα μικροηλεκτρόδια, σύμφωνα με την αρχή της 

ανάλυσης βιοηλεκτρικής αναγνώρισης BERA (Moschopoulou et al. 2011, Moschopoulou 2012). 

Η ηλεκτροεισαγωγή, είναι μια δυναμική τεχνική που χρησιμοποιείται για την εισαγωγή 

πρωτεϊνικών και άλλων μορίων σε κύτταρα θηλαστικών. Η διαπερατότητα της κυτταρικής 

μεμβράνης αυξάνεται προσωρινά με την εφαρμογή ηλεκτρικού παλμού και επιτρέπεται η 

εισαγωγή μορίων στα κύτταρα και την επιφάνεια της μεμβράνης τους (Gehl 2003).  

Ως οξειδωτικό στρες (oxidative stress) έχει οριστεί ως η διαταραχή στην ισορροπία 

ανάμεσα στην παραγωγή ελευθέρων ριζών, κυρίως ενεργών μορφών οξυγόνου, ROS και στην 

αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού. Οι αντιδράσεις μεταξύ των κυτταρικών συστατικών και 

των ελευθέρων ριζών οδηγούν σε καταστροφή των νουκλεϊκών οξέων, υπεροξείδωση λιπιδίων, 

οξείδωση των πρωτεϊνών, δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων, καταστροφή της κυτταρικής 

μεμβράνης, ενεργοποίηση ή αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης και το κυτταρικό θάνατο. Οι 

ROS προέρχονται από το μοριακό οξυγόνο (O2) με διαδοχικές αντιδράσεις αναγωγής, και είναι 

το ανιόν του σουπεροξειδίου (O2-) (ή υπεροξειδικό ανιόν), το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(H2O2) και η ρίζα του υδροξυλίου (OH-) (Sies 2020).  
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Τα καρκινικά κύτταρα καταλαμβάνουν τους φυσιολογικούς μεταβολικούς μηχανισμούς 

παρεμβαίνοντας στα μονοπάτια των αυξητικών παραγόντων, ώστε να διατηρηθεί η συνεχή 

κυτταρική ανάπτυξη και πολλαπλασιασμός. Παρουσιάζουν έντονο μεταβολισμό, που προκαλεί 

άφθονη παραγωγή ελευθέρων ριζών, πολύ μεγαλύτερη από τα αντίστοιχα φυσιολογικά 

κύτταρα. Τα υψηλά επίπεδα ROS που οφείλονται στην κακοήθεια σχετίζονται με προώθηση της 

ογκογένεσης καθώς μπορούν να προκαλέσουν αυξημένο πολλαπλασιασμό, σηματοδότηση 

επιβίωσης, γονιδιωματική αστάθεια και αυξημένη αγγειογένεση (Schieber and Chandel 2014). 

Κατά συνέπεια η μέτρηση των ROS, ειδικά σε πραγματικό χρόνο, είναι σημαντικός παράγοντας 

για την εκτίμηση της επίδρασης μιας ουσίας στο μεταβολισμό των κυττάρων.  

 

1.8. Σκοπός της μελέτης 

Η Βιοτεχνολογία είναι μια σύγχρονη επιστήμη που παρέχει αναλυτική ικανότητα και 

δυνατότητες παρέμβασης σε μοριακό επίπεδο. Αποτελεί ένα πεδίο όπου κυτταρικές, 

βιοχημικές, γενετικές, μικροβιολογικές και τεχνικές προσεγγίσεις συνδυάζονται για την 

ανάπτυξη εφαρμοσμένης έρευνας και τεχνολογικών εφαρμογών σε οργανισμούς . 

 Ένα από τα σημαντικότερα πεδία βιοτεχνολογικών προσεγγίσεων είναι η ανακάλυψη, 

ανάπτυξη και εφαρμογή φαρμακευτικών προϊόντων . Μεγάλο τμήμα της έρευνας στοχεύει στο 

σχηματισμό μορίων, για την αντιμετώπιση της ασθένειας του καρκίνου. Αποτελεί μια πολύ 

σημαντική ασθένεια που προκαλεί εκατομμύρια θανάτους ετησίως σε παγκόσμιο επίπεδο. 

Προσβάλει εξίσου τον ανδρικό και το γυναικείο πληθυσμό και αποτελεί το δεύτερο πιο 

σημαντικό παράγοντα θνησιμότητας μετά τις καρδιαγγειακές παθήσεις. Στις γυναίκες οι 

συχνότερες μορφές καρκινικών προσβολών αφορούν νεοπλασίες του στήθους και του 

αναπαραγωγικού συστήματος. 

Η έρευνα πάνω σε φαρμακευτικά φυτά έχει σημαντικό ρόλο στην ανακάλυψη 

φαρμακευτικών μορίων, με αντινεοπλασματική δράση, τόσο για χημειοθεραπευτικές 

επεμβάσεις όσο και για επικουρική θεραπεία. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί ο ιξός, ένα 

τοξικό, ημιπαρασιτικό φυτό κωνοφόρων και άλλων δένδρων, με μακρά παράδοση σε ιατρικές 

εφαρμογές, που αποτελεί σημαντική πηγή βιοδραστικών μορίων ειδικά για την αντιμετώπιση 

του καρκίνου (Zarkovic et al, 2001). Υπάρχουν διαθέσιμα φαρμακευτικά σκευάσματα από 

εκχυλίσματα Ιξού επεξεργασμένα με ζύμωση. Τέτοια είναι τα Israel, Cefaleksin, Lektinol, Eurixor, 

Iscador, Helixor, Iscucin, and Abnobaviscum58 (Giacometti, 2011).Τα κύρια φαρμακευτικά 

συστατικά του φυτού είναι τα πρωτεϊνικά μόρια λεκτίνες και βισκοτοξίνες. Επίσης περιέχονται  

σημαντικά τριτερπενοειδή, τερπένια, αλκάνια, αλκοόλες, φλαβονοειδή, πρωτεΐνες μικρού 

μοριακού βάρους, πεπτίδια και πολυσακχαρίτες (Tsekouras and Kintzios 2020). 



 

18 

 

Μια νέα προσέγγιση αποτελεί η παραγωγή βιοδραστικών μορίων ιξού, με αντικαρκινική 

δράση μέσω κυτταροκαλλιέργειας Σωμακλωνικά παραγόμενες λεκτίνες Ιξού από κάλλους 

βλαστών του φυτού παρουσίασαν επιλεκτική και σημαντική κυτταροτοξική δράση σε καρκινικές 

σειρές, χωρίς να επηρεάζουν τα φυσιολογικά κύτταρα (Barberki et al, 2015). Στόχος της 

παρούσας διατριβής είναι να δημιουργηθεί ένα λειτουργικό πρωτόκολλο σταθερής, ποιοτικά 

και ποσοτικά, παραγωγής των πρωτεϊνών Ιξού με τεχνικές ιστοκαλλιέργειας, δηλαδή 

παραγωγής μέσω κυτταρικών εργοστασίων. Με τον τρόπο αυτό θα διασφαλιστεί μια σταθερή 

βιολογική πηγή, ανεξάρτητη από εποχικές διακυμάνσεις ή άλλες παραμέτρους, όπου θα 

παράγονται οι πρωτεϊνικά εκχυλίσματα με άμεση αξιοποίηση στην κλινική χημειοθεραπεία.  

Η in vitro αξιολόγηση βιομορίων σε κυτταρικές σειρές καρκίνου, αποτελεί συνήθη 

διαδικασία της φαρμακευτικής έρευνας. Κάθε υποψήφιο αντικαρκινικό φάρμακο υπόκειται σε 

προκαταρτικούς ελέγχους για τη διερεύνηση της δραστικότητας τους, τον έλεγχο του 

μηχανισμού δράσης, βιοχημικές επιπτώσεις και κυτταροτοξική συμπεριφορά. Σε δεύτερο 

στάδιο τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κάλλων αξιολογούνται σε σύγκριση με καθαρή λεκτίνη και 

αντίστοιχα εκχυλίσματα από το φυτό δότη, ως προς την αντιμετώπιση γυναικολογικών μορφών 

καρκίνου. Αποτελεί μια προσπάθεια πρωταρχικής μελέτης της πιθανής φαρμακευτικής χρήσης 

των βιομορίων, αξιολογώντας τη κυτταροτοξική συμπεριφορά τους και τις επιπτώσεις τους στην 

παραγωγή ελευθέρων ριζών και κασπασών. Τα εκχυλίσματα χορηγούνται παράλληλα με τον 

χημειοθεραπευτικό παράγοντα 5-φθοριοουρακίλη ώστε να αξιολογηθεί η δυνατότητα 

χρησιμοποίησης τους κατά τη συμπληρωματική θεραπεία του καρκίνου.  

Τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν ανεπτυγμένο μεταβολισμό, που προκαλεί άφθονη 

παραγωγή ελευθέρων ριζών, πολύ μεγαλύτερη από τα αντίστοιχα φυσιολογικά. Τα υψηλά 

επίπεδα ROS προκαλούν περαιτέρω γενωμική αστάθεια και προώθηση της ογκογένεσης. Η 

ανάπτυξη βιοαισθητήρα για τη μέτρηση του σουπεροξειδίου σε καρκινικές κυτταρικές σειρές, 

αποτελεί μια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα προσέγγιση της βιοχημικής επίδρασης των πρωτεϊνικών 

μορίων στα κύτταρα. Ο μηχανισμός παραγωγής ελευθέρων ριζών από τα καρκινικά κύτταρα 

συνδέεται άμεσα με τον επιθετικό μηχανισμό μετάστασης αλλά και την ανθεκτικότητα σε 

διάφορες χημειοθεραπευτικές προσεγγίσεις και τo φαινόμενο αυτό είναι συχνό σε 

γυναικολογικούς καρκίνους (Vera-Ramirez et al., 2011). Με τη μέθοδο Βιοηλεκτρικής 

Αναγνώρισης (BERA) είναι εφικτή η μέτρηση των επιπέδων σουπεροξειδίου σε πραγματικό 

χρόνο και με μη επεμβατικό τρόπο, παρέχοντας πληροφορίες για τις επιπτώσεις στο οξειδωτικό 

στρες που προκαλείται από θεραπευτικές προσεγγίσεις. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι  
 

2.1. Ιστοκαλλιέργεια ιξού 

2.1.1. Φυτικό υλικό 

 Επιλέχθηκαν φυτά ιξού (Viscum album subsp. abietis) που παρασιτούν σε κλαδιά Ελάτων 

(Abies cephalonica), στο όρος Πάρνηθα σε υψόμετρο άνω των 1000m (Εικ. 2-1). Η συγκομιδή της 

βλάστησης έγινε κατά τη χειμερινή περίοδο, το χρονικό διάστημα Δεκεμβρίου – Μαρτίου, κατά 

την οποία τα φυτικά τμήματα του ημιπαρασίτου είναι επιδεκτικά σε χειρισμούς καλογένεσης in 

vitro (Kintzios et al. 2002). Στο στάδιο αυτό, το φυτό δεν βρίσκεται σε ανθοφορία, διαθέτει 

χαρακτηριστικούς άσπρους καρπούς και εύκαμπτους νεαρούς βλαστούς έντονου πράσινου 

χρώματος. Τα τμήματα του φυτού που συγκομίστηκαν διατηρήθηκαν για μικρό χρονικό 

διάστημα στους 4οC και ποσότητα φυτικού ιστού αποθηκεύτηκε στους -80 οC για περαιτέρω 

εφαρμογές. Για τις ανάγκες τις ιστοκαλλιέργειας χρησιμοποιήθηκαν μόνο νεαροί βλαστοί του 

τρέχοντος έτους. 

 

 

Εικόνα 2-1: Φυτό ιξού που παρασιτεί σε βλαστούς ελάτου στη Πάρνηθα 

2.1.2. Απολύμανση φυτικού υλικού 

Οι βλαστοί ιξού ξεπλύθηκαν με τρεχούμενο νερό ώστε να απομακρυνθούν ακαθαρσίες 

και ξένες ύλες από την επιφάνεια τους. Στη συνέχεια αφαιρέθηκαν νεαροί βλαστοί με ψαλίδι, 

ώστε να παραληφθούν μόνο μεσογονάτια τμήματα και ακολούθησε δεύτερη πλύση με 

τρεχούμενο νερό. Η απολύμανση των εκφύτων πραγματοποιήθηκε με βάση το πρωτόκολλο 

Κίντζιος (2002), δηλαδή οι βλαστοί μετά τις πλύσεις εμβαπτίστηκαν σε υδατικό διάλυμα 10% v/v 

υποχλωριώδους ασβεστίου, (CaOCl2, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) για 15 λεπτά υπό 
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ανάδευση. Ακολούθως, πραγματοποιείται μεταφορά και εμβάπτιση τους σε υδατικό διάλυμα 

0,1% w/v χλωριούχου υδραργύρου (HgCl2, Merck, Darmstadt, Germany ) για 12 λεπτά, επίσης 

υπό ανάδευση. Τα δύο διαλύματα απολύμανσης περιέχουν την επιφανειοδραστική ουσία 

πολυαιθυλενο-γλυκολική μονολαουρική σορβιτάνη (Tween-20, Merck, Darmstadt, Germany) σε 

αναλογία 2% v/v. Ακολουθούν 4 εκπλύσεις με αποστειρωμένο απιονισμένο νερό εντός του 

θαλάμου νηματικής ροής, σε ασηπτικές συνθήκες. 

 

2.1.3. Θρεπτικό μέσο καλλιέργειας κάλων και παρασκευή του. 

Η καλογένεση των βλαστών γίνεται σε θρεπτικό υπόστρωμα σύμφωνα με το πρωτόκολλο 

που αναπτύχθηκε από τον Kintzios (2002). Βασίζεται στο  ευρέως διαδεδομένο  υπόστρωμα 

ιστοκαλλιέργειας Murashige και Skoog (MS) (1962), ένα θρεπτικό διάλυμα ιδιαίτερα πλούσιο σε 

μακροστοιχεία, μικροστοιχεία, ιχνοστοιχεία και βιταμίνες. Το βασικό υπόστρωμα MS 

εμπλουτίζεται με τους φυτορυθμιστικούς παράγοντες, α-Ναφθαλινοξεικό οξύ (NAA, Serva, 

Heidelberg, Germany) (4,95 μΜ) και 6-Βενζυλαμινοπουρίνη (BAP, Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Germany) (2,82 μΜ) που δρουν ως ρυθμιστές προώθησης σχηματισμού κάλων. Η προστασία 

των εκφύτων και των κάλλων από οξειδωτικούς παράγοντες που μπορεί να προκαλέσουν 

καστάνωση η νέκρωση των ιστών, επιτυγχάνεται με  την προσθήκη ασκορβικού οξέος (Ferak, 

Berlin, Germany) σε συγκέντρωση 10 mg/L. Επιπλέον, προστίθενται σάκχαρα ως πηγές 

οργανικών ουσιών και ενέργειας, 3% σουκρόζη (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) και 0,1% 

μυο- ινοσιτόλη (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Το pH του διαλύματος ρυθμίζεται στην 

τιμή 5,8 με τη χρήση αραιών βάσεων και οξέων,  1 N υδροξείδιο του νατρίου (NaOH, Merck, 

Darmstadt, Germany) ή 1 Ν υδροχλωρικού οξέος (HCl, Scharlau, Barcelona, Spain). Η 

στερεοποίηση του θρεπτικού μέσου γίνεται με την προσθήκη 0,8% άγαρ. Το θρεπτικό 

υπόστρωματος αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 οC, σε πίεση 1,2 ατμόσφαιρες, για 20 

λεπτά, και ακολουθεί η έγχυση του σε τρυβλία Petri διαμέτρου 9cm εντός του θαλάμου 

νηματικής ροής, υπό ασηπτικές συνθήκες.  
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Πίνακας 2-1: Σύσταση θρεπτικού υποστρώματος MS (Murashige and Skoog 1962) 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ MS 

Συστατικά Συγκέντρωση (mg/L) 

KNO3 1.900 

NH4NO3 1.650 

CaCl2 440 

MgSO4 370 

KH2PO4 170 

H3BO3 6,2 

MnSO4∙H2O 16,9 

ZnSO4∙7H2O 8,6 

Na2EDTA 37,25 

FeSO4 27,8 

Kl 0,83 

Na2MoO4∙2H2 0,25 

CuSO4∙5H2O 0,025 

CoCl2∙6H2O 0,025 

C6H5NO2 0,5 

C8H12ClNO3 0,5 

C12H17N4OS+ 0,1 

Γλυκίνη 2 

  

2.1.4. Ανάπτυξη και καλλιέργεια κάλων in vitro.  

Μετά την απολύμανση των βλαστών ακολουθεί κοπή και απομάκρυνση των ακραίων 

τμημάτων τους, καθώς η απολύμανση ενδέχεται να έχει προκαλέσει νέκρωση των εκτεθειμένων 

τμημάτων των ιστών. Στη συνέχεια τεμαχίζονται σε μικρότερα τμήματα, τελικού μήκους περίπου 

1 cm., τα οποία εμφυτεύονται σε τρυβλία Petri που περιέχουν στερεοποιημένο το κατάλληλο 

θρεπτικό μέσο. Σε κάθε τρυβλίο τοποθετούνται 5 έκφυτα και η περιφέρεια τους σφραγίζεται με 
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Parafilm. Μετά την διαδικασία εμφύτευσης, τα τρυβλία τοποθετούνται σε θάλαμο ανάπτυξης 

και επωάζονται σε θερμοκρασία 25 οC, σε φωτοπερίοδο 16/8, με τη χρήση φθοριζουσών 

λαμπών ψυχρού λευκού φωτός με ένταση φωτισμού 50 μmol.m-2s-1. Τα έκφυτα 

παρακολουθούνται κάθε 2-3 ημέρες για τον την ανάπτυξη μολύνσεων, οπότε απορρίπτονται 

από το θάλαμο ανάπτυξης, ή τον σχηματισμό κάλων.  

Όταν εντοπίζεται καλογένεση σε ένα έκφυτο, μεταφέρεται το συντομότερο σε νέο 

τρυβλίο με φρέσκο υπόστρωμα, ώστε να ευνοηθεί η ανάπτυξη του κάλλου και να περιοριστεί 

το ενδεχόμενο μολύνσεων. Οι ώριμοι κάλοι, με ηλικία μεγαλύτερη των 2 μηνών, ενδέχεται να 

έχουν φθάσει σε μεγάλο μέγεθος οπότε συχνά διχοτομούνται κατά την υποκαλλιέργεια. Κάθε 

είκοσι ημέρες γίνονται τακτικές υποκαλλιέργειες, οι κάλοι μεταφέρονται σε νέο τρυβλίο με 

φρέσκο υπόστρωμα, αν είναι αναγκαίο τεμαχίζονται σε μικρότερα τμήματα, και αναπτύσσονται 

υπό τις ίδιες συνθήκες θερμοκρασίας, φωτοπεριόδου και έντασης φωτισμού. 

 

 

 Εικόνα 2-2:.Ιστοκαλλιέργεια βλαστών ιξού (Α). Ανάπτυξη νεαρού κάλου σε έκφυτο βλαστού (Β). Ώριμος 
κάλος ηλικίας 4 μηνών (Γ). 

2.2. Εκχύλιση πρωτεϊνών ιξού και παραλαβή πρωτεϊνικών κλασμάτων  

2.2.1. Επιλογή φυτικής βιομάζας και ομογενοποίηση δειγμάτων για εκχύλιση πρωτεϊνών. 

Το φυτικό υλικό που χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων 

είναι βλαστοί και φύλλα ιξού, που συλλέχτηκαν τη διάρκεια του χειμώνα και είχαν διατηρηθεί 

στην κατάψυξη, καθώς και κάλοι που προέρχονται από την ιστοκαλλιέργειά βλαστών, των ίδιων 

μητρικών φυτών.  

Η διαδικασία παραλαβής υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς ξεκινά από 

την απελευθέρωση τους από τα φυτικά κύτταρα. Είναι ένα κρίσιμο στάδιο, καθώς τα φυτικά 

κύτταρα χαρακτηρίζονται στο εξωτερικό τους από την ύπαρξη κυτταρικών τοιχωμάτων, ένα 

σύμπλεγμα πολυσακχαριτών και άλλων ενώσεων που είναι δύσκολο να διαρραγούν. Επομένως, 

η δυνατότητα απομόνωσης υποκυτταρικών υλικών καθορίζεται από το βαθμό ομογενοποίησης 

των αρχικών ιστών και διάσπασης των κυτταρικών μεμβρανών (Wang et al. 2008). Η μηχανική 
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λειοτρίβηση στερεών δειγμάτων με γουδί και γουδοχέρι, παρουσία υγρού αζώτου, είναι μια 

συνήθη τεχνική που εξασφαλίζει την κατάλληλη προετοιμασία των ιστών για εκχύλιση 

πρωτεϊνών, εξασφαλίζοντας την πλήρη ομογενοποίηση τους σε λεπτή σκόνη και τη  γρήγορη 

απομάκρυνση του νερού από τα κύτταρα. Επιπλέον, η παρουσία υγρού αζώτου κατά την 

μηχανική επεξεργασία των δειγμάτων διασφαλίζει ότι θα κατασταλούν τυχόν ενζυμικές 

αντιδράσεις και θα μειωθεί ο κίνδυνος ανάπτυξης μικροοργανισμών. Οι φυτικοί ιστοί 

χαρακτηρίζονται από σχετικά χαμηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες και τη παρουσία 

πρωτεολυτικών ενζύμων (πρωτεάσες), που βρίσκονται σε διαφορετικά διαμερίσματα εντός του 

κυττάρου. Κατά τη κυτταρική λύση, οι κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες ενδέχεται να έρθουν σε 

επαφή με πρωτεάσες, με αποτέλεσμα να προκληθούν ενζυμικές αντιδράσεις που μπορεί να 

προκαλέσουν ανεπιθύμητη πρωτεόλυση που επιφέρει τροποποιήσεις στη πρωτεϊνική δομή με 

αποτέλεσμα να διαφοροποιείται η βιολογική τους δράση. Οι χαμηλές θερμοκρασίες που 

προκαλεί το υγρό άζωτο αδρανοποιούν τη δράση των ενζύμων με αποτέλεσμα να 

ελαχιστοποιείται η μετουσίωση των πρωτεϊνών (Plaxton 2019, Shewry and Fido 1996, Wu et al. 

2014).  
 

2.2.2. Εκχύλιση πρωτεϊνών από ιστούς Ιξού 

Οι ομογενοποιημένοι φυτικοί ιστοί υποβάλλονται σε εκχύλιση με κατάλληλο υδατικό 

διάλυμα ώστε να παραλειφθούν οι πρωτεΐνες  στην υδατική φάση και να απομακρυνθούν τα 

κυτταρικά κατάλοιπα. Οι πρωτεΐνες όταν βρεθούν έξω από το φυσικό τους περιβάλλον 

ενδέχεται να υποστούν μεταβολές στη δομή του, να συσσωματωθούν ή να καθιζάνουν, ανάλογα 

με τις βιοχημικές ιδιότητες τους. Ένα κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα μπορεί να εξασφαλίζει τις 

κατάλληλες συνθήκες εκχύλισης, που να ευνοούν τόσο την ανάκτηση των  πρωτεϊνών όσο και 

να διασφαλίζει τη σταθερότητα τους, διατηρώντας το pH σε επιθυμητή τιμή, ρυθμίζοντας την 

ιοντική ισορροπία για να επιτευχθεί η διαλυτότητα του προϊόντος και περιέχοντας ουσίες για 

την πρόληψη ανεπιθύμητων τροποποιήσεων (Buyel et al. 2015, Andrés-Colás and Van Der 

Straeten 2017).  

Για τις ανάγκες του πειράματος χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-EDTA, pH 8.5 

που αποτελείται από 50 mM Tris (Duchefa Biochemie, Haarlem, Netherlands), 0.01 mM 

Na2EDTA (BDH Biochemicals, Poole,UK), 5% (ο/ο) γλυκερόλη (Panreac Química, Barcelona, 

Spain), 20.5 mM χλωριούχο νάτριο (NaCl, Merck, Darmstadt, Germany), 100 mM (β/ο) λακτόζη 

(D(+)-Lactose monohydrate, Berlin, Germany) και 2% (ο/ο) β– μερκαπτοαιθανόλη ( 2-

mercaptoethanol,Fluka, Buchs, Switzerland), όπως προτείνεται από τη Barberaki (2015).  Το 

διάλυμα αυτό είναι ρυθμιστικό και διατηρεί σταθερό το pH, ενώ περιέχει NaCl ώστε να 

διασφαλίζεται η διαλυτότητα των πρωτεϊνών (Hu et al. 2017). Η γλυκερόλη αποτρέπει την 

συσσωμάτωση των πρωτεϊνών παρεμποδίζοντας την αποδιάταξη της δομής  τους στο υδατικό 

περιβάλλον (Vagenende et al. 2009), ο χηλικός παράγοντας Na2EDTA έχει προστατευτικη δράση 

έναντι σε δισθενή κατιόντα και πρωτεάσες (Grabski 2009), ενώ η β-μερκαπτοαιθανόλη έχει το 
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ρόλο αναγωγικού παράγοντα παρεμποδίζοντας τη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών μεταξύ 

κυστεϊνικών υπολοίπων (Wingfield 2001b, Chang 1997). Η λακτόζη συνίσταται να  προστίθεται 

στο διάλυμα εκχύλισης, για την αποφυγή δέσμευσης των λεκτινών του ιξού σε υδατανθρακικά 

συστατικά των ιστών (Olsnes et al. 1982).  

Η διαδικασία εκχύλισης είναι η ακόλουθη. Αρχικά, αναμειγνύονται ποσότητες κάθε 

δείγματος και διαλύματος, σε αναλογία 1:10, δηλαδή σε 1 gr λειοτριβημένου ιστού 

προστίθενται 10 mL Tris-EDTA. Η εκχύλιση πραγματοποιείται υπό ανάδευση, με τη χρήση 

μαγνητικού αναδευτήρα, στους 4 οC μέχρι την επόμενη ημέρα, όπου τα στερεά υπολείμματα 

απομακρύνονται έπειτα από  διήθηση με cheesecloth. Ακολουθεί διπλή φυγοκέντρηση του 

εκχυλίσματος κάθε δείγματος σε ταχύτητα 5000xg, στους 4ο βαθμούς για 15 min λεπτά, και 

παραλαμβάνεται το υπερκείμενο με τις υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες το οποίο διατηρείται στους -

80°C. Σε όλα τα σταδία προετοιμασίας των δειγμάτων και εκχύλισης των πρωτεϊνών, οι χειρισμοί 

έγιναν σε χαμηλή θερμοκρασία (4°C) ώστε να προστατευθούν οι πρωτεΐνες από τη δράση 

πρωτεολυτικών ενζύμων.  

 

2.2.3. Κατακρήμνιση πρωτεϊνών με τη χρήση θειικού αμμωνίου  

Η διαλυτότητα των πρωτεϊνών σε ένα υδατικό διάλυμα, αυξάνει με τη προσθήκη άλατος 

σε αυτό, εάν η τελική συγκέντρωση του είναι μικρότερη από 0.15Μ. Όταν προστίθεται 

περισσότερο αλάτι στο διάλυμα, αυξάνεται η επιφανειακή τάση του νερού ευνοώντας έτσι τις 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υδρόφοβων περιοχών των επιφανειών των μορίων. Αυτό έχει σαν 

αποτέλεσμα οι πρωτεΐνες να μειώνουν την επιφάνεια τους ,ώστε να ελαχιστοποιήσουν  την 

επαφή τους με τον διαλύτη. Η αναδίπλωση των πρωτεϊνών ευνοεί την συσσωμάτωση και 

καταβύθιση τους, ενώ κάθε πρωτεΐνη κατακρημνίζεται σε διαφορετική συγκέντρωση άλατος 

στο διάλυμα ανάλογα με τις βιοχημικές ιδιότητες της και περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως το 

pH και η θερμοκρασία (Wingfield 2001a).  

Το θειικό αμμώνιο ((NH4)2SO4, AmSO4) είναι ένα αλάτι που  χρησιμοποιείται πολύ συχνά 

για τη κατακρήμνιση πρωτεϊνών καθώς είναι ιδιαίτερα υδατοδιαλυτό, δημιουργεί υψηλή 

ιοντική ισχύ και κυρίως σταθεροποιεί την πρωτεϊνική δομή επιτρέποντας τη διατήρηση της 

λειτουργικότητάς τους (Duong-Ly and Gabelli 2014). Η εξαλάτωση των πρωτεινών από τα 

εκχυλίσματα ιστών ιξού έγινε με τη χρήση θειικού αμμωνίου σε κορεσμό 80% (Mavrikou et al. 

2020). Κάθε  εκχύλισμα που είχε παραληφθεί, ογκομετρήθηκε και στη συνέχεια υπολογίστηκε 

η  ποσότητα του AmSO4 (Merck, Darmstadt, Germany) που απαιτείται ώστε να επιτευχθεί 

κορεσμός 80% σε θερμοκρασία 4 οC, σύμφωνα με τον πίνακα κορεσμού διαλυμάτων 

(παράρτημα, Πίνακας 1). Το θειικό αμμώνιο προστίθεται σταδιακά, αφού έχει διαλυθεί η 

προηγούμενη ποσότητα, υπό ήπια και συνεχή ανάδευση του διαλύματος,  το οποίο διατηρείται 

στους 4 οC. Η διαδικασία κατακρήμνισης διαρκεί για όλη τη νύχτα και ακολουθεί φυγοκέντρηση 

του διαλύματος σε ταχύτητα 5000χg, για 30 λεπτά, στους 4 οC, όπου παραλαμβάνεται το 

κατακρήμνισμα. Στο ίζημα προστίθεται μικρή ποσότητα υδατικού διαλύματος φωσφορικών 
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αλάτων (PBS) 50 mM, έως ότου διαλυθεί πλήρως, και επαναλαμβάνεται η φυγοκέντρηση για 

την απομάκρυνση στερεών υπολειμμάτων. To διάλυμα φωσφορικών αλάτων (PBS) που 

χρησιμοποιείται είναι κατάλληλο για βιοδοκιμές και αποτελείται από 0.13M χλωριούχο νάτριο 

(NaCl), 15.6 mM φωσφορικό μονοποτάσιο (KH2PO4, Fischer Scientific, New Hampshire, United 

States) και 5 mM δεκαένυδρο φωσφορικο νατριο (Na2HPO4∙12H2O, Riedel-de-Haen, Seelze, 

Germany). To υπερκείμενο που παραλαμβάνεται μετά τη φυγοκέντρηση περιέχει ποσότητα 

άλατος. Το διάλυμα υπόκειται σε διαδικασία διαπίδυσης ώστε να απομακρυνθεί το άλας και να 

παραμείνουν μόνο οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες.  

 

2.2.4. Διαπίδυση πρωτεϊνών και παραλαβή πρωτεϊνικού κλάσματος  

Η διαπίδυση (ή διάλυση) αποτελεί μία ευρέως εφαρμοζόμενη εργαστηριακή τεχνική 

καθαρισμού των πρωτεϊνών που στοχεύει στην απομάκρυνση ενώσεων μικρού μοριακού 

βάρους με τη χρήση εκλεκτικά διαπερατών μεμβρανών. Άλατα ή πρωτεΐνες μικρού μεγέθους 

μπορούν να απομακρυνθούν από ένα διάλυμα μέσω παθητικής διάχυσης, με τη χρήση 

ημιπερατής μεμβράνης με κατάλληλους πόρους. Το δείγμα τοποθετείται στη μεμβράνη και 

αναδεύεται σε κατάλληλο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος και οι πόροι της μεμβράνης 

επιτρέπουν τη διάχυση μορίων με μέγεθος μικρότερο από εκείνο των πόρων. Οι ενώσεις μικρού 

μεγέθους απομακρύνονται σταδιακά από το δείγμα και διατηρούνται οι μεγαλύτερες πρωτεΐνες 

(Andrew et al. 2002) . 

Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που παρελήφθησαν μετά τη διαδικασία της εξαλάτωσης 

περιέχουν ποσότητα θειικού αμμωνίου και πρωτεΐνες διαφορετικού μοριακού βάρους. Η 

διαπίδυση χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση του άλατος καθώς και πρωτεϊνών με μέγεθος  

μικρότερο από 14 kDa. Χρησιμοποιήθηκαν μεμβράνες σελλουλόζης (MWCo = 14 kDa, Sigma, St. 

Louis, U.S.) που επιτρέπουν τη περατότητα πρωτεϊνών με μέγεθος μικρότερο από 14 kDa, ώστε 

να απομακρυνθούν από τα εκχυλίσματα οι βισκοτοξίνες, μια πρωτεϊνική ομάδα του ιξού με 

μέγεθος 5 kDa, που παρουσιάζουν κυτταροτοξική δράση. Πριν την έναρξη της διαπίδυσης, οι 

μεμβράνες ενυδατώνονται με 50 mM PBS, ύστερα προστίθενται στο εσωτερικό τους ποσότητα 

(χ) από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα και τοποθετούνται σε γυάλινο δοχείο που περιέχει κατάλληλο 

όγκο, 2000 φόρες μεγαλύτερο (2000*χ) από εκείνο του δείγματος, υδατικού διαλύματος PBS 50 

mM. Το πρωτεϊνικό διάλυμα διατηρείται υπό ανάδευση με τη βοήθεια μαγνητικού αναδευτήρα 

σε θερμοκρασία 4 οC μέχρι την επόμενη ημέρα (Mavrikou et al. 2020). Με το πέρας της 

παραπάνω διαδικασίας παραλαμβάνεται εκχύλισμα που περιλαμβάνει βιοδραστικές πρωτεΐνες 

ιξού με μέγεθος μεγαλύτερο από 14 kDa, το οποίο διατηρείται στους -80 οC. 

2.2.5. Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 

Η μέθοδος Bradford (1976) αποτελεί μία χρωματογραφική μέθοδο που εφαρμόζεται για 

τον ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών ενός δείγματος και βασίζεται στην πρόσδεση της 

χρωστικής Coomassie Brilliant Blue (G250), σε μόρια πρωτεϊνών ενός δείγματος. Σε όξινο 
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περιβάλλον υπερισχύουν τρείς μορφές ιόντων της χρωστικής, η κόκκινη, η πράσινη και η μπλέ. 

Η πιο ανιονική μορφή της χρωστική είναι η μπλε, η οποία προσδένεται ισχυρά στις πρωτεΐνες 

και οδηγεί σε μέγιστη απορρόφηση σε μήκος κύματος 595 nm. Για τον υπολογισμό μικρών 

συγκεντρώσεων πρωτεϊνών σε διαλύματα (1-10 μg) έχει αναπτυχθεί η  Bradford microassay 

(Brogdon and Dickinson 1983), και οι μετρήσεις γίνονται με τη χρήση πλακιδίων 

μικροτιτλοδότησης ELISA. 

Το διάλυμα της χρωστικής παρασκευάζεται με τη προσθήκη  100 mgr Coomasie Blue G-

250 (TCI, Tokyo, Japan) σε 50 ml 95% αιθανόλης (EtOH, Chem-Lab, Zedelgem, Belgium). Στο μίγμα 

προστίθενται υπό συνεχή ανάδευση 100 ml  85 % (w/v) φωσφορικό οξύ (Phosphoric acid, Chem-

Lab, Zedelgem, Belgium) και ο τελικός όγκος του διαλύματος είναι 1 lt, με τη προσθήκη ddH2O. 

Στη συνέχεια παρασκευάζεται πρότυπη καμπύλη απορρόφησης,  χρησιμοποιώντας 

διαφορετικές συγκεντρώσεις διαλύματος αλβουμίνης βόειου ορού (BSA, Pan Biotech, 

Aidenbach, Germany) από 0.05-1 mg/mL. Σε ένα πλακίδιο μικροτιτλοδότησης ELISA των 96 

φρεατίων (SARSTEDT,  Nümbrecht, Germany) τοποθετούνται 10 μL ανά φρεάτιο, από κάθε 

συγκέντρωση διαλύματος BSA ή άγνωστου δείγματος, και προστίθενται 190 μL διαλύματος 

εργασίας Bradford. Ως μάρτυρας, για τη πρότυπη καμπύλη και για τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, 

χρησιμοποιείται αντίστοιχη ποσότητα του διαλύτη 50 mM PBS. Για κάθε συγκέντρωση 

πραγματοποιείται κατάλληλος αριθμός επαναλήψεων, όπου επωάζονται για 5 λεπτά σε 

σκοτεινό μέρος και πραγματοποιείται μέτρηση της  απορρόφησης σε μήκος κύματος 595 nm σε 

Φωτόμετρο (Tecan Infinite M220 Pro, TECAN, Männedorf, Switzerland). Με βάση τις μετρήσεις 

παρασκευάζεται καμπύλη απορρόφησης από τις διαφορετικές γνωστές συγκεντρώσεις BSA και 

προκύπτει η εξίσωση της καμπύλης τύπου Y=ax + b, από την οποία εκτιμάται η συγκέντρωση 

πρωτεΐνης στο δείγμα σε ισοδύναμη συγκέντρωση BSA. 

 

 Εικόνα 2-3.Μέθοδος Bradford σε πλακίδιο μικροτιτλοδότησης ELISA 96 φρεατίων. Παρατηρείται διακύμανση 
χρώματος ανάλογα  την πρωτεϊνική συγκέντρωση των δειγμάτων. 
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2.2.6. Ασυνεχή ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE)  

Τα βιομόρια είναι φορτισμένα σωματίδια που φέρουν θετικό ή αρνητικό φορτίο.  Όταν 

βρίσκονται σε ένα ηλεκτρικό πεδίο μετακινούνται κάτω από την επίδραση του πεδίου προς τους 

πόλους, ανάλογα με το φορτίο τους. Ο διαχωρισμός φορτισμένων μορίων εντός ενός πήγματος 

με την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου ονομάζεται ηλεκτροφόρηση. Η σχετική κινητικότητα των 

μορίων κατά την ηλεκτροφόρηση εξαρτάται από τις  βιοχημικές τους ιδιότητες, όπως το φορτίο 

που φέρουν, τη μάζα και  η στερεοδιάταξη τους, τα χαρακτηριστικά του πήγματος , όπως η 

θερμοκρασία, το πορώδες, και το ιξώδες αυτού, καθώς και την ένταση του πεδίου που ασκείται. 

Μέσω της ηλεκτροφόρησης είναι εφικτό να διαχωριστούν σύνθετα μίγματα σε πολύ υψηλή 

ανάλυση και η τεχνική βρίσκει εφαρμογές σε μεγάλο εύρος βιοχημικών αναλύσεων, κυρίως σε 

μείγματα πρωτεϊνών και νουκλεΐκών οξέων (Reddy and Raju 2012).  

Το πήγμα στο οποίο βρίσκονται οι πρωτεΐνες κατά την ηλεκτροφόρηση λειτουργεί ως 

μοριακός ηθμός και καθορίζει σε μεγάλο βαθμό την κατανομή και το διαχωρισμό τους (Brunelle 

and Green 2014). Οι πηκτές πολυακρυλαμιδίου, οι οποίες σχηματίζονται απο τον πολυμερισμό 

του ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και του Ν,Νμεθυλενο-δις-ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH-

CH2-NH-COCH=CH2), έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως για το ηλεκτροφορετικό διαχωρισμό 

πρωτεϊνών (PolyAcrylamide Gell Electrophoresis, PAGE). Το ακρυλαμίδιο σχηματίζει αλυσίδες 

πολυμερών και το δισ-ακρυλαμίδιο σχηματίζει δεσμούς μεταξύ των αλυσίδων των πολυμερών 

ώστε να σχηματιστεί η πηκτή. Ο πολυμερισμός χρειάζεται δύο καταλύτες, το υπερθειϊκό 

αμμώνιο (APS) που λειτουργεί ως καταλύτης έναρξης της αντίδρασης, σχηματίζοντας ελεύθερες 

ρίζες που αντιδρούν με το ακρυλαμίδιο και οδηγούν στον σχηματισμό ελεύθερων ριζών 

ακρυλαμιδίου, καθώς και τη τετραμεθυλαιθυλαδιαμίνη (TEMED), όπου προάγει την παραγωγή 

ελεύθερων ριζών από το APS. Οι αντιδράσεις των ελεύθερων ριζών ακρυλαμιδίου με το 

μονομερές ακρυλαμίδιο, οδηγεί σε πολυμερισμό και σχηματισμό αλυσίδων, οι οποίες 

συνδέονται με το δις-ακρυλαμίδιο και σχηματίζουν  πόρους, μέσω των οποίων κινούνται οι 

πρωτεΐνες (Zhang et al. 2016). Το μέγεθος των πόρων της πηκτής καθορίζει την κινητικότητα των 

πρωτεϊνών καθώς τα μεγάλα μόρια εκτελούν μικρή κίνηση ενώ τα μικρότερα μόρια 

μετακινούνται πιο εύκολα. Ανάλογα με τις ανάγκες του πειράματος επιλέγεται το κατάλληλο 

ποσοστό πολυακρυλαμιδίου (5-25%) ώστε  να επιτυγχάνεται καλύτερος διαχωρισμός των 

πρωτεϊνών και όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση του πολυμερούς τόσο μικρότερο το 

μέγεθος των πόρων (Miękus et al. 2015).  

Τα πρωτεϊνικά μόρια όταν βρίσκονται σε μέσο με διαφορετικό pH από το ισοηλεκτρικό 

τους σημείο, συμπεριφέρονται ως  φορτισμένα σωματίδια, οπότε εάν ασκηθεί επίδραση 

ηλεκτρικού πεδίου μετακινούνται προς το θετικό ή τον αρνητικό πόλο. Η διεύθυνση της κίνησης 

εξαρτάται από το φορτίο της πρωτεΐνης ενώ η ταχύτητα της μετανάστευσης εξαρτάται από τη 

σχέση φορτίου προς μάζα, το μήκος και την στερεοδιάταξη του μορίου. Η κίνηση των πρωτεϊνών 

μπορεί να γίνει ανάλογη με το μοριακό τους βάρος με τη χρήση του ανιονικού τασιενεργού 
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απορρυπαντικού δωδέκυλο-θειικό νάτριο (SDS). Είναι ένα μέσο που προκαλεί αποδιάταξη στις 

τεταρτοταγείς και δευτεροταγείς δομές των πρωτεϊνικών μορίων (Εικόνα 2-3) τα οποία 

αποκτούν τη μορφή πολυπεπτιδικής αλυσίδας (Roy and Kumar 2014). Επιπλέον, το SDS 

δεσμεύεται στις πρωτεΐνες σε όλο το μήκος τους και δημιουργεί ομοιογενές αρνητικό ηλεκτρικό 

φορτίο σε όλη την πεπτιδική αλυσίδα άσχετα με το αρχικό φορτίο τους. Παρουσία του SDS 

δημιουργούνται επιμήκη μόρια, με σταθερά κατανεμημένο αρνητικό φορτίο ανά μονάδα μάζας, 

τα οποία παρουσιάζουν ηλεκτροφορητική κινητικότητα που εξαρτάται αποκλειστικά από το 

μοριακό μέγεθος (Jelińska et al. 2017). 

 

   

Εικόνα 2-4. Αποδιάταξη πρωτεϊνικής δομής παρουσία SDS (Jelińska et al. 2017) 

 Η πιο διαδεδομένη τεχνική ηλεκτροφόρησης για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών είναι η 

ασυνεχή ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-

PAGE) κατά Laemmli (Laemmli 1970, Rath et al. 2013). Το σύστημα ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης 

αποτελείται από δύο τύπους πηκτών, την πηκτή συσσώρευσης και την πηκτή διαχωρισμού. Τα 

δείγματα πρωτεϊνών εισάγονται στη πηκτή συσσώρευσης, η οποία έχει χαμηλή συγκέντρωση 

πολυακρυλαμιδίου ώστε να συσσωρεύονται σε στενές ζώνες και να φθάνουν ταυτόχρονα στο 

πήκτωμα διαχωρισμού. Στη συνέχεια εισέρχονται στη δεύτερη πηκτή που παρασκευάζεται από 

υψηλότερη συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου και κινούνται ανάλογα με το μοριακό τους βάρος. 

Οι πρωτεΐνες, πριν τη τοποθέτηση τους στο πήκτωμα, υπόκεινται σε χημική επεξεργασία με 

ειδικό διάλυμα που περιέχει SDS και  β-μερκαπτοαιθανόλη ή διθειοθρειτόλη), ενώσεις που 

προκαλούν αναγωγή των δισουλφιδικών δεσμών, ώστε να βρεθούν σε αποδιατεταγμένη μορφή 

και να αποκτήσουν αρνητικό φορτίο σε όλη την πεπτιδική αλυσίδα. Επιπλέον, το διάλυμα με τις 

πρωτεΐνες θερμαίνεται μέχρι τους 95οC ώστε να ολοκληρωθεί η αποδόμηση της στερεοδιάταξης 

τους. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες γίνονται ορατές με κατάλληλη χρωστική  
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και υπολογίζεται το μέγεθος τους σε σύγκριση με τη μετακίνηση πρότυπων πρωτεϊνών γνωστού 

μοριακού βάρους.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Εικόνα 2-5. Διάταξη ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE 

2.2.7. Παρασκευή πήγματος για SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 

Για το διαχωρισμό πρωτεϊνών ιξού επιλέχθηκε πηκτή πολυακρυλαμίδης με αναλογία 

ακρυλαμιδίου προς δις-ακρυλαμιδης 37.5:1, με συγκέντρωση 10%. Αρχικά προετοιμάζεται η 

πηκτή διαχωρισμού εντός της κασέτας ηλεκτροφόρησης και μετά τον πολυμερισμό της 

προστίθεται η πηκτή συσσώρευσης (σε αναλογία 3:1)  σύμφωνα με τα διαλύματα του Πίνακα 2-

2. Η κασέτα τοποθετείται στο δοχείο της συσκευής και προστίθεται ρυθμιστικό διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης (Running Buffer) το οποίο αποτελείται από 25 mM Tris (pH 8.6), 192 mM 

Γλυκίνη (Serva, Heidelberg, Germany) και 0.1% SDS. 
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Πίνακας 2-2: Σύσταση πηκτής διαχωρισμού και συσσώρευσης για τη παρασκευή 10% πήγματος SDS-PAGE 

Πηκτή ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE 

Διαλύματα Πήγμα Διαχωρισμού  

(ml) 

Πήγμα Συσσώρευσης 

(ml) 

ddH2O 2.037 3.200 

30% ακρυλαμίδη 2.5 0.650 

1% δις- ακρυλαμίδη 0.975 0.500 

3 Μ Tris, pH 8.8 1.876 - 

1 M Tris, pH 6.8 - 0.625 

10% SDS 0.075 0.050 

TEMED 0.010 0.010 

10% APS 0.100 0.100 

  

2.2.8. Προετοιμασία και φόρτωση δειγμάτων σε  SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 

Παρασκευάζεται ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης του δείγματος 4Χ (Loading buffer) το 

οποίο περιέχει 200 mM Tris (pH 6.8), 8% SDS, 0.4% Μπλε της βρωμοφαινόλης (Alfa Aesar, Ward 

Hill, U.S.), 40% Γλυκερόλη (Panreac Quimica, Barcelona, Spain) και 20% 2-μερκαπτοαιθανόλη 

(Fluka, Buchs, Switzerland). Αναμιγνύεται 1 μέρος από το ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης του 

δείγματος (4Χ) με 3 μέρη πρωτεϊνικού δείγματος και ακολουθεί θέρμανση στους 95 οC για 5 

λεπτά. Τέλος, φορτώνονται μέχρι 40 μL από κάθε δείγμα, ανάλογα με τη συγκέντρωση των 

πρωτεϊνών και 4 μL πρωτεϊνικού μάρτυρα (Electrophoresis ladder, Thermo Fischer Scientific, 

Massachusetts, U.S.). Η διαδικασία ηλεκτροφόρησης γίνεται με εφαρμογή σταθερής τάσης 80 

Volt για 2,5 ώρες. Μετά το πέρας της διαδικασίας ακολουθεί ειδική χρώση του πήγματος για 

την οπτικοποίηση των πρωτεϊνών σε αυτό.  

 

2.2.9. Χρώση νιτρικού αργύρου (AgNO3) 

Επιλέχτηκε η μέθοδος χρώσης πηκτής πολυακριλαμιδίου με νιτρικό άργυρο (AgNO3) για 

την βέλτιστη εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών. Αποτελεί μια τεχνική με υψηλή ευαισθησία που 

επιτρέπει την οπτικοποίηση πρωτεϊνικών ζωνών ακόμα και σε μικρές ποσότητες, απεικονίζει 

μπάντες άνω των 2 ng. Η χρώση βασίζεται στην επιλεκτική αναγωγή του αργύρου σε μεταλλικό 

άργυρο παρουσία των πρωτεϊνικών μορίων. Η ενσωμάτωση του αργύρου στις πρωτεϊνικές 

ζώνες διαφοροποιεί το χρώμα της πηκτής. Η διαδικασία χρώσης αποτελείται από διαδοχικά 
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βήματα που περιλαμβάνουν σταθεροποίηση των πρωτεϊνών, ευαισθητοποίηση, εκπλύσεις, 

εμποτισμό με νιτρικό άργυρο και ανάπτυξη της εικόνας (Kumar 2018).  

Η γέλη πολυακρυλαμίδης αφαιρείται από το δοχείο μετά την ολοκλήρωση της 

ηλεκτροφόρησης και ξεπλένεται με δις-απεσταγμένο νερό. Στη συνέχεια ακολουθείται το 

πρωτόκολλο χρώσης νιτρικού αργύρου σύμφωνα με τον Chevallet (2006) που περιλαμβάνει τα 

ακόλουθα στάδια: 

• Πρόσδεση πρωτεϊνών (fixation): Επώαση σε διάλυμα με 30% αιθανόλη και 10% οξικό οξύ 

για μια ώρα, για την απομάκρυνση ανεπιθύμητων ουσιών που εμποδίζουν τη 

διαδικασία. Μετά από 30 λεπτά η γέλη τοποθετείτε σε φρέσκο διάλυμα και επωάζεται 

για όλη τη νύχτα. 

• Έκπλυση: Δύο εκπλύσεις των 10 λεπτών σε διάλυμα αιθανόλης (20%). Στη συνέχεια 

ακολουθούν δύο εκπλύσεις  των 10 λεπτών σε δις-απεσταγμένο  νερό.  

• Ευαισθητοποίηση: Η γέλη εμβαπτίζεται σε διάλυμα 0,8 mM πενταένυδρου θειοθειικού 

Νατρίου (Sodium Thiosulfate Pentahydrate, Ferak, Berlin, Germany) για 1 λεπτό ώστε να 

βελτιωθεί η ευαισθησία έναντι της έντασης της χρώσης. 

• Έκπλυση: Δύο εκπλύσεις  1 λεπτου σε δις-απεσταγμένο  νερό 

• Χρώση: Επώαση σε 12 mM διάλυμα Νιτρικού Αργύρου (AgNO3,Merck, Darmstadt, 

Germany ) για 30 λεπτά. 

• Ανάπτυξη χρώσης (development): Η γέλη ξεπλένεται με δις-απεσταγμένο νερό και 

τοποθετείται σε καθαρό δοχείο που περιέχει 100 ml  διάλυμα ανάπτυξης χρώσης, που 

περιέχει 3% ανθρακικό κάλιο (Chem-Lab, Zedelgem, Belgium),  25μl από 37% 

φορμαλδεΰδη (Formaldehyde solution 37%, Merck, Darmstadt, Germany) και 12,5 μl από 

διάλυμα 10% πενταένυδρου θειοθειικού Νατρίου. Ο σχηματισμός της απεικόνισης 

διαρκεί 3-45 λεπτά και χρειάζεται συνεχή παρακολούθηση.  

•  Τερματισμός της χρώσης: Η γέλη ξεπλένεται με δις-απεσταγμένο νερό και επωάζεται για 

2-3 λεπτά σε 2% οξικό οξύ για την αποφυγή δημιουργίας υποβάθρου και την αφαίρεση 

περίσσειας ιόντων αργύρου. 

2.2.10. Επιλογή σωμακλωνικών κάλλων 

 

Κατά την ηλεκτροφόρηση εκχυλισμάτων από διαφορετικούς κάλους εντοπίστηκαν ομάδες που 

έχουν διαφορετικό προφίλ. Το φαινόμενο αυτό μπορεί αν αποδοθεί σε σωμακλωνική 

παραλλακτικότητα. Εκχυλίσματα από τους σωμακλωνικούς κάλους χρησιμοποιήθηκαν έναντι 

της κυτταρικής σειράς HeLa. Παρατηρούνται διαφορές, με + οι νέες πρωτεινικές μπάντες και – 

οι απούσες. 
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Εικόνα 2-6 . Ηλεκτροφορητικό προφίλ σωμακλωνικών κάλων (Σ.Κ) και κανονικών κάλλων (Κ1 και Κ2) 
χρησιμοποιώντας πρότυπες πρωτείνες ως μάρτυρα (M) 

 

2.3. Πρωτεομική ανάλυση ιστών ιξού  

 Το σύνολο των πρωτεϊνών που παράγονται ή τροποποιούνται σε έναν οργανισμό ή ένα 

ζωντανό σύστημα (κύτταρο, ιστός, όργανο), αποτελεί το πρωτέομα και η μελέτη αυτού του 

συνόλου πρωτεϊνών ορίζεται ως πρωτεομική ανάλυση. Υπάρχει μια τεράστια ποικιλία 

πρωτεϊνών και ισόμορφων τους που εκφράζονται εντός ενός συγκεκριμένου κυττάρου, ιστού, 

οργάνου ή οργανισμού, καθώς και μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις τους που καθιστούν 

δύσκολη την περιγραφή τους (Dupree et al. 2020). Η πρωτεομική ανάλυση είναι ένα πολύ 

χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη πρωτεϊνικών ομάδων και την ερμηνεία διαφορετικών 

χαρακτηριστικών τους, που βρίσκει εφαρμογές στην διερεύνηση της έκφρασης, της δομής, της 

λειτουργίας, των τροποποιήσεων και αλληλεπιδράσεων τους (Aslam et al. 2017). 

 Το πρώτο βήμα σε μια πρωτεομική ανάλυση είναι η προετοιμασία του δείγματος ώστε 

να παραληφθεί ο μέγιστος αριθμός πρωτεϊνών, σε καθαρή κατάσταση και χωρίς να έχουν 

υποστεί μετουσιώσεις μετά την απομάκρυνση των μορίων από το περιβάλλον τους. Κατά την 

εκχύλιση πρωτεϊνών από βιολογικά υλικά πρέπει να απομακρυνθούν ανεπιθύμητα κατάλοιπα 

από οργανικές ενώσεις όπως DNA, σάκχαρα, χρωστικές και λιπίδια, καθώς και ανόργανα άλατα 

που χρησιμοποιούνται  κατά το χειρισμούς καθαρισμού ή το διαχωρισμού του δείγματος σε 

κλάσματα. Μετά τη παραλαβή των πρωτεϊνών του δείγματος ακολουθεί η διάσπαση τους σε 

πεπτίδια με χρήση πρωτεολυτικών ενζύμων (π.χ. θρυψίνη) ώστε να είναι εφικτή η ανάλυση τους 

σε φασματογράφο μάζας (Switzar et al. 2013). Mια αποτελεσματική τεχνική για το καθαρισμό 

και την ενζυμική διάσπαση σύνθετων πρωτεινικών δειγμάτων, είναι η προετοιμασία δείγματος 

με τη βοήθεια φίλτρου (Filter-Aided Sample Preparation, FASP). Η μέθοδος επιτρέπει το γρήγορο 

καθαρισμό των δειγμάτων και ενδείκνυται για την επεξεργασία προϊόντων που προέρχονται 
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από τη λύση από κυττάρων ή ιστών. Το δείγμα τοποθετείται στον άνω θάλαμο δοχείου 

φυγοκέντρησης που περιέχει μεμβράνη αποκοπής ορισμένου μοριακού βάρους. Με τη βοήθεια 

ρυθμιστικών διαλυμάτων το δείγμα υπόκειται σε καθαρισμό, χημική επεξεργασία (αναγωγή και 

αλκυλίωση) και ενζυματική πέψη με τη βοήθεια θρυψίνης. Τα πεπτίδια ανακτώνται στο κάτω 

θάλαμο μετά από φυγοκέντρηση (Potriquet et al. 2017, Manza et al. 2005).  

 Η φασματομετρία μάζας (mass spectrometry, MS) είναι το δεύτερο στάδιο της ανάλυσης. 

Πρόκειται για μια αναλυτική τεχνική με την οποία μπορεί να ταυτοποιηθεί μία ουσία από τις 

πληροφορίες που παρέχει το φάσμα της μάζας της. Είναι μια μέθοδος με πολύ υψηλή 

ευαισθησία και ακρίβεια, που παρέχει τη δυνατότητα ανάλυσης της δομής άγνωστων μορίων. 

Χρησιμοποιείται συχνά στις ομικές (omics) τεχνολογίες και ειδικότερα για την ανάλυση της 

δομής πεπτιδίων και πρωτεϊνών (Li et al. 2017).Τα μόρια ενός δείγματος μετατρέπονται σε 

κινούμενα ιόντα, μετά διαχωρίζονται ανάλογα με το λόγο της μάζας προς το φορτίο τους (m/z) 

και ανιχνεύονται με τη μορφή ηλεκτρικού/ψηφιακού σήματος. Ο φασματογράφος μάζας 

αποτελείται από ένα σύστημα εισαγωγής του δείγματος, μια πηγή πρόκλησης ιοντισμού, τον 

αναλυτή μάζας που διαχωρίζει τα ιόντα ανάλογα με τη μάζα και το φορτίο τους και τον 

ανιχνευτή. Σε σύνθετα δείγματα μπορεί να προηγείται μια χρωματογραφική ή ηλεκτροφορητική 

διαδικασία διαχωρισμού του δείγματος (Matthiesen and Bunkenborg 2013, Somogyi 2008).  

 Τα δεδομένα από την ανάλυση μάζας των δειγμάτων παρέχουν πληροφορίες για την 

αλληλουχία των πεπτιδίων και αποτελούν το κλειδί για την αναγνώριση τους με εφαρμογές της 

βιοπληροφορικής. Πρόκειται για ένα διεπιστημονικό πεδίο στο οποίο συγκλίνουν διάφοροι 

κλάδοι όπως η βιοχημεία, η χημεία, η στατιστική, τα εφαρμοσμένα μαθηματικά, η πληροφορική 

και η τεχνολογία πληροφοριών ώστε να παραχθούν βάσεις δεδομένων και εργαλεία 

πληροφορικής για την μελέτη βιομορίων. Υπάρχουν βάσεις δεδομένων όπου με τη χρήση 

αλγορίθμων και εξειδικευμένων προγραμμάτων μπορεί να αναγνωρισθούν και 

ποσοτικοποιηθούν τα αναλυθέντα πεπτίδια, μέσω της αναζήτησης ταυτόσημων αλληλουχιών 

αμινοξέων. Η UniprotKB (Uniprot Knowledgebase http://www.uniprot.org/), αποτελεί την κύρια, 

σε παγκόσμιο επίπεδο βάση δεδομένων πρωτεϊνικών ακολουθιών, και υπάρχει τεράστιος όγκος 

δεδομένων από πρωτεϊνικές ακολουθίες που παράγονται συνεχώς πειραματικά. Τα 

αποτελέσματα της ταυτοποίησης μιας αλληλουχίας στη βάση δεδομένων γίνονται αποδεκτά 

όταν προσεγγίζουν συγκεκριμένη βαθμολογία πιθανότητας για την ελαχιστοποίηση 

εσφαλμένων ευρημάτων (Gupta and Rani 2011, Schmidt et al. 2014).  

 

2.3.1. Εκχύλιση πρωτεϊνών από ιστούς ιξού και προετοιμασία τους για πρωτεομική 

ανάλυση  

Χρησιμοποιήθηκαν φύλλα και βλαστοί από φυτά ιξού (Viscum album subsp. abietis) που 

αναπτύχθηκαν σε βλαστούς ελάτων στη Πάρνηθα, καθώς και κάλοι ηλικίας 4 μηνών που 

προέρχονται από in vitro καλλιέργεια βλαστών (Εικόνα 2-5). Τμήματα ιστών (100 mgr) από 6 

κάλλους, 2 βλαστούς και 2 φύλλα προστέθηκαν σε σωληνάρια eppendorf μαζί με σε 200 μL 

διαλύματος εκχύλισης πρωτεϊνών που περιέχει 7M Ουρία, 2M Θιουρια, 4% CHAPS, 1% 
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διθειοθρειτόλη, 2% IPG αμφολύτες και 0.1M λακτόζη. Στη συνέχεια προστέθηκε μια κουταλιά 

από ανοξείδωτα μεταλλικά σφαιρίδια (0.9-2 mm διάμετρο) και οι ιστοί ομογενοποιήθηκαν σε 

μαγνητικό μπλέντερ (bullet blender homogenizer, Next Advance) επί 5 λεπτά σε ταχύτητα 12. 

Ακολούθησε δεύτερος κύκλος ομογενοποίησης σε ταχύτητα 10 για 3 λεπτά. Μετά από 

φυγοκέντρηση στις 16000xg, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου, παραλήφθηκε το 

υπερκείμενο σε καθαρά σωληνάρια και προστέθηκαν αναστολείς πρωτεασών (Roche, Basel, 

Switzerland) σε συγκέντρωση 3,6%. Στη συνέχεια τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80° C 

(Tsekouras et al. 2020). 

 

 
Εικόνα 2-7. Φυτό ιξού σε κλάδο ελάτου και κάλος από βλαστό ιξού ηλικίας 4 μηνών 

 Από κάθε δείγμα παραλήφθηκε ποσότητα πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που αντιστοιχεί σε 

200 μg πρωτεϊνών και επεξεργάστηκαν με τη μέθοδο FASP (Wiśniewski et al. 2009) με κάποιες 

τροποποιήσεις (Latosinska et al. 2015). Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια 

φυγοκέντρησης με φίλτρο 30 kDa (Amicon Ultra Centrifugal filter devices, 30 kDa MWCO, Merck 

Millipore) και έγινε φυγοκέντρηση σε 16,000 rcf για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Σε 

κάθε εκχύλισμα προστέθηκε ρυθμιστικό διάλυμα ουρίας (8M Ουρία σε 0.1M Tris-HCl, pH 8.5) 

και ακολούθησε νέα φυγοκέντρηση. Το βήμα αυτό επαναλήφθηκε και ακολούθησε αλκυλίωση 

των πρωτεϊνών με τη προσθήκη 0,05M ιωδοακεταμιδίου σε ρυθμιστικό διάλυμα ουρίας και 

επώαση για 20 λεπτά σε σκοτάδι, σε συνθήκες δωματίου. To διάλυμα απομακρύνθηκε με 

φυγοκέντρηση, 16.000 rcf για 10 min, και ακολούθησαν 2 εκπλύσεις με ρυθμιστικό διάλυμα 

ουρίας και άλλες 2 με διάλυμα όξινου ανθρακικού αμμωνίου (50 mM NH4HCO3, pH 8.5). Οι 

πρωτεΐνες διασπάστηκαν ενζυμικά με τη προσθήκη θρυψίνης σε αναλογία 1:100 και επώαση 

μέχρι την επόμενη ημέρα σε σκοτάδι. Τα πεπτίδια κατακρημνίστηκαν μετά από φυγοκέντρηση 

(16.000 rcf για 10 min), λυοφιλοποιήθηκαν και αποθηκεύτηκαν στους–80°C . 

 

2.3.2. Φασματομετρία μάζας σε σύζευξη με υγρό χρωματογράφο (LC-MS/MS).  

 Τα πεπτίδια επαναιωρήθηκαν σε 200 μL κινητής φάσης A που αποτελείται από 0.1% 

μυρμηκικό οξύ  (Formic Acid, FA) και εγχύθηκαν σε μια νάνο αντλία (Dionex Ultimate 3000 RSLS, 

Dionex, Camberly, UK) συνδεδεμένη με μια προστήλη 0.3 × 5 mm, 5 μm, C18, PepMap 100 μ-
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Precolumn (Thermo Scientific). Η κινητή φάση A αποτελείται από νερό,0.1% FA και η Β από 

ακετονιτρίλιο: 0.1% FA. Στη συνέχεια διαχωρίστηκαν στη νανοστήλη ανάλυσης Map RSLC C18 

Easy Spray nano column, 75 μm × 50 cm, 2 μm 100 Å, με ρυθμό ροής 300 nL / min. Η κινητή φάση 

αποτελείται από 2% ακετονιτρίλιο (ACN) : 0.1% FA με ρυθμό ροής 5 µL / min. Η θερμοκρασία 

των στηλών διατηρήθηκε στους 35°C. Η στήλη μετά από κάθε δείγμα καθαριζόταν και 

εξισορροπούταν. Τα πεπτίδια μετά την έξοδο τους από την LC ιονίζονταν με τη χρήση 

συστήματος ηλεκτροψεκασμού (Thermo Easy Spray ESI) σε λειτουργία θετικού ιονισμού. Για την 

φασματοσκοπία μάζας χρησιμοποιήθηκε αναλυτής παγίδευσης ιόντων σε κυκλική κίνηση (Q 

Exactive Orbitrap, Thermo Finnigan, Bremen, Germany). Η έκλουση των πεπτιδίων έγινε 

διαβαθμισμένα, με μετάβαση από 2% (B) έως 33% (B), σε διάστημα 240 λεπτών. Η μετάβαση σε 

αέρια φάση των διαχωρισμένων πεπτιδίων επιτεύχθηκε με ιονισμό, έπειτα από 

ηλεκτροψεκασμό θετικών ιόντων σε τάση 2 kV. Μετά την ανίχνευση των ιόντων εφαρμόζεται 

μετασχηματισμός Fourier (FT) για τη μετατροπή του σήματος σε φάσμα μάζας προς φορτίο 

(Tsekouras et al. 2020). 

 

2.3.3.  Επεξεργασία των φασμάτων μάζας (MS) 

 Τα φάσματα μάζας που προέκυψαν αναλύθηκαν με το πακέτο λογισμικού Proteome 

Discoverer 1.4 (Thermo Finnigan), χρησιμοποιώντας τη μηχανή αναζήτησης Sequest και τη βάση 

πρωτεϊνικών αλληλουχιών UniProt. Λήφθηκε η βάση δεδομένων Viscum album, στις 27 Ιουλίου 

2018, η οποία περιέχει 11 καταχωρίσεις αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες ιξού. Η 

καρβαμιδομεθυλίωση της κυστεΐνης υπολογίστηκε ως σταθερή τροποποίηση και η οξείδωση 

της μεθειονίνης ως δυναμική. Είναι επιτρεπτές δύο χαμένες θέσεις διάσπασης, η ανεκτή μάζα 

πρόδρομων ορίζεται στα 10 ppm και η ανεκτή μάζα θραύσματος είναι 0,05 Da. Ο ρυθμός 

εσφαλμένης ανακάλυψης (FDR) ορίστηκε με βάση τη τιμή q-value, με αυστηρή τιμή q: 0,01 και 

χαλαρή τιμήq: 0,05 (Tsekouras et al. 2020). 

 

2.4. Καλλιέργεια και διατήρηση ζωικών κυτταρικών σειρών 

2.4.1. Καλλιέργεια κυττάρων 

 Στα πλαίσια της πειραματικής διαδικασίας χρησιμοποιήθηκαν δύο κυτταρικές σειρές 

ανθρώπινου αδενοκαρκινώματος του μαστού, η MCF7 (ATCC® HTB-22™, ATCC, Manassas, U.S.A) 

και η MDA-MB-231 (ATCC®HTB-26™, ATCC, Manassas, U.S.A), μια κυτταρική σειρά ανθρώπινου 

αδενοκαρκινώματος του τραχήλου της μήτρας HeLa (ATCC® CCL-2™, ATCC, Manassas, Virginia, 

USA) και η Vero (ATCC, Manassas, VA, USA) μια κυτταρική σειρά επιθηλιακών νεφρικών 

κύτταρων πράσινου αφρικανικού πιθήκου. Η καλλιέργεια των κυττάρων πραγματοποιείται σε 

φλάσκες καλλιέργειας κυττάρων όγκου 75 cm2 (Orange Scientific, Braine-l’Alleud, Belgium), σε 

30 ml κατάλληλου θρεπτικού μέσου ανάλογα με τη κυτταρική σειρά, σε θάλαμο καλλιέργειας 

κυττάρων θηλαστικών (HEAL FORCE HF90) με σταθερή θερμοκρασία στους 37 οC και παροχής 

5% CO2. Τα κύτταρα ελέγχονται τακτικά σε ανάστροφο μικροσκόπιο (KRUSS MBL 3200), (KRUSS, 
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Hamburg, Germany) για να διαπιστωθεί η ανάπτυξη τους. Οι χειρισμοί των κυττάρων γίνονται 

σε ασηπτικές συνθήκες εντός θαλάμου Θάλαμος νηματικής ροής, βιοασφάλειας επιπέδου ΙΙ 

(Holten LaminAir). 

 

Πίνακας 2-3: Σύσταση θρεπτικού μέσου για την καλλιέργεια καρκινικών κυττάρων 

Θρεπτικό μέσο καλλιέργειας κυττάρων MDA-MB-231, MCF7, HeLa&Vero 

Συστατικά Συγκέντρωση-Περιεκτικότητα 

10X DMEM, Dulbecco’s modified Eagle 

medium (Biowest, Nuaillé, France) 
1Χ 

Ορός εμβρύου μόσχου,FBS (Thermo Fischer 

Scientific, Massachusetts, U.S.) 
10% v/v 

Ανθρακικό νάτριο,NaHCO3 (MP 

Biomedicals, Santa Ana, U.S.) 
33 mM 

L-γλουταμίνη 

(Biochrom AG, Berlin, Germany) 
2 mM 

100Χ Διάλυμα αντιβιοτικών 

πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη 

(Biochrom AG, Berlin, Germany) 

1% v/v 

100 mM Διάλυμα πυρουβικού νατρίου 

Biochrom AG, Berlin, Germany) 
0,5 mM 

   

2.4.2. Απόψυξη κυττάρων 

 Η κρυοσυντήρηση είναι μια ιδιαίτερα επιτυχημένη διαδικασία για τη διατήρηση 

κυττάρων θηλαστικών που καλλιεργούνται εργαστηριακά, για μεγάλο χρονικό διάστημα. Τα 

κύτταρα φυλάσσονται σε καταψύκτες στους -80οC ή σε υγρό άζωτο στους -196οC και διατηρούν 

τη βιωσιμότητα τους, δεν εμφανίζουν γενετικές αλλαγές, καταστέλλεται η βιολογική γήρανση 

τους και αποκαθίσταται η λειτουργικότητα τους όταν επανέλθουν σε φυσιολογικές συνθήκες. 

Τα κύτταρα καταψύχονται όταν βρίσκονται σε καλή μεταβολική κατάσταση με τη προσθήκη 

κρυοπροστατευτικών ουσιών, όπως το διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO, CARLO ERBA, Val de 

Reuil, France), ώστε να αποφευχθεί ο ενδοκυτταρικός σχηματισμός κρυστάλλων πάγου, που 

μπορεί να προκαλέσει διάρρηξη της κυτταρικής μεμβράνης. Η προσθήκη κρυοπροστατευτικών 

δεν επιτρέπει να παγώσει το νερό που βρίσκεται στο εσωτερικό των κυττάρων αλλά παραμένει 

σε υγρή κατάσταση με πολύ υψηλό ιξώδες (Baust et al. 2009, Miyamoto et al. 2018).  

Μετά την έξοδο από την κατάψυξη το δοχείο που περιέχει το εναιώρημα κυττάρων 

τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους 37 οC για μικρό χρονικό διάστημα, ώστε να υγροποιηθεί το 

περιεχόμενό του. Έπειτα, το περιεχόμενο μεταφέρεται υπό ασηπτικές συνθήκες σε φλάσκα που 
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περιέχει κατάλληλη ποσότητα προθερμασμένου στους 37 οC θρεπτικού μέσου και τοποθετείται 

στον θάλαμο επώασης. Είναι σημαντικό να γίνει γρήγορα η μεταφορά του εναιωρήματος 

κυττάρων στο θρεπτικό μέσο, ώστε να αραιωθεί η συγκέντρωση του κρυοπροστατευτικού 

παράγοντα (DMSO), καθώς ενδέχεται να παρουσιάσει τοξική δράση στα κύτταρα. Με το πέρας 

των πρώτων 24 ωρών πραγματοποιείται παρατήρηση των κυττάρων σε ανάστροφο μικροσκόπιο 

και συνιστάται η αλλαγή του θρεπτικού υλικού.  

 

2.4.3. Ανακαλλιέργεια των κυττάρων 

Όταν τα κύτταρα καλύπτουν την επιφάνεια της φλάσκας σε ποσοστό 80-90% πρέπει να 

γίνεται ανακαλλιέργεια τους. Αναρροφάτε το θρεπτικό υλικό από τη φλάσκα και ακολουθεί 

ξέπλυμα με 2ml διαλύματος PBS (50mM, pH=7.2). Ακολουθεί η ενζυμική αποκόλληση των 

κυττάρων, που είναι προσκολλημένα στο πυθμένα της φλάσκας, με τη προσθήκη 1 mL ενζυμικού 

διαλύματος θρυψίνης/EDTA (Biowest, Nuaillé, France) για 5 min, στους 37 οC εντός του 

επωαστικού θαλάμου. Μετά τη διαδικασία αποκόλλησης προστίθενται 9 mL θρεπτικού υλικού 

για να τερματιστεί η δράση της θρυψίνης και το εναιώρημα μεταφέρεται σε αποστειρωμένο 

δοχείο φυγοκέντρησης (falcon) των 15 mL. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές ανά 

λεπτό (rpm) για 4 λεπτά, αφαιρείται το υπερκείμενο που περιέχει τη θρυψίνη και επαναιωρείται 

το ίζημα σε κατάλληλη ποσότητα θρεπτικού μέσου ώστε να προσδιοριστεί ο αριθμός των 

κυττάρων με αιματοκυτταρόμετρο Neubauer. Τοποθετούνται στη φλάσκα το 25% των κυττάρων 

σε φρέσκο θρεπτικό μέσο και παρακολουθείται η ανάπτυξη τους έως ότου καλυφθεί η 

επιφάνεια του πυθμένα και χρειαστεί νέα υποκαλλιέργεια, συνήθως σε διάστημα 3-4 ημερών.  

2.4.4. Κρυοσυντήρηση κυττάρων 

 Η κρυοσυντήρηση αποτελεί μία μέθοδο που χρησιμοποιεί πολύ χαμηλές θερμοκρασίες 

με στόχο τη διατήρηση της δομής ζωντανών ιστών και κυττάρων. Κρυοπροστατευτικές ουσίες 

όπως το DMSO έχουν καταλυτικό ρόλο για την διαδικασία αυτή, καθώς αποφεύγεται η 

δημιουργία ενδοκυτταρικού πάγου, ενώ  ο ρυθμός ψύξης πρέπει να είναι σταδιακός ώστε να 

εξασφαλίζεται η επιβίωση των κυττάρων. Κύτταρα που βρίσκονται σε λογαριθμική φάση 

ανάπτυξης αποκολλούνται από τη φλάσκα και κατακρημνίζονται μετά από φυγοκέντρηση στις 

1000 rpm για 5 λεπτά. Στη συνέχεια αφαιρείται το υπερκείμενο και το κυτταρικό ίζημα 

επαναιωρείται σε θερμικά απενεργοποιημένο ορό εμβρύου μόσχου (FBS) και 10% DMSO. 

Μεταφέρεται ποσότητα 1 ml κυτταρικού εναιωρήματος σε κρυάντοχα σωληνάρια των 2 mL και 

επωάζονται στους 4 οC για 1 ώρα. Ακολουθεί μεταφορά τους στους -20 οC για ακόμα 1 ώρα, και 

στη συνέχεια μπορούν να αποθηκευτούν στους -80 οC.  

 

2.4.5. Υπολογισμός κυτταρικού πληθυσμού σε αιματοκυτταρόμετρο Neubauer 

Ο προσδιορισμός του αριθμού των ζωντανών κυττάρων είναι απαραίτητος σε όλα τα 

στάδια της καλλιέργειας και κρυοσυντήρησης κυτταρικών σειρών. Για τη διαδικασία αυτή 
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χρησιμοποιείται το αιμοκυτταρόμετρο Neuberger, μία ειδική πλάκα με 2 κοιλότητες που έχουν 

επεξεργαστεί ώστε να σχηματίζουν θαλάμους γνωστού όγκου με τετραγωνικά πλέγματα. Στις 

περιοχές αυτές προστίθεται γνωστός όγκος εναιωρήματος κυττάρων και με τη βοήθεια της 

διαγράμμισης υπολογίζεται η ποσότητα των κυττάρων σε αυτόν. Τα δύο πλέγματα μέτρησης 

κυττάρων υποδιαιρούνται σε 9 μεγάλα τετράγωνα με μήκος πλευράς 1 mm. Τα μεγάλα 

τετράγωνα που υπάρχουν στις γωνίες αποτελούνται από 16 τετράγωνα με μήκος πλευράς 0,25 

mm, ενώ το κεντρικό τετράγωνο υποδιαιρείται σε 25 μικρά τετράγωνα με μήκος πλευράς 0,20 

mm. Τα 25 αυτά τετράγωνα αποτελούνται από 16 ακόμα τετράγωνα το καθένα.  

Στην αιματοκυτταρομετρική πλάκα τοποθετούνται 10 μL κυτταρικού εναιωρήματος και 

καλύπτονται από μια καλυπτρίδα. Το κυτταρικό εναιώρημα απλώνεται ομοιόμορφα σε όλη την 

τετραγωνισμένη επιφάνεια, η πλάκα μεταφέρεται σε οπτικό μικροσκόπιο (10X) και ακολουθεί 

η μέτρηση του αριθμού των κυττάρων που βρίσκονται στα μεγάλα τετράγωνα με μήκος πλευράς 

1mm. Αφού ολοκληρωθεί η μέτρηση και η καταγραφή του αριθμού των κυττάρων σε πέντε 

τετράγωνα, εξάγεται ο μέσος όρος των τιμών ο οποίος πολλαπλασιάζεται επί 104 ώστε να γίνει 

αναγωγή του αριθμού των κυττάρων ανά  mL εναιωρήματος (Sharga et al. 2018). 

 

 

 Εικόνα 2-8:Αιματοκυτταρομέτρο Neuberger (προσαρμογή από Sharga et al, 2018) 
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2.5. Προσδιορισμός βιωσιμότητας κυτταρικού πληθυσμού με τη μέθοδο 

εκτίμησης της πρόσληψης της χρωστικής MTT  
 

Η δοκιμή βρωμιδίου του 3-(4,5-διμεθυλθειαζολ-2-υλ)-2,5-διφαινυλτετραζολίου (ΜΤΤ) 

αποτελεί μία φωτομετρική μέθοδο που εφαρμόζεται για την ανίχνευση ζωντανών κυττάρων. 

Είναι μια ιδιαίτερα διαδεδομένη μέθοδος καθώς βρίσκει εφαρμογή σε μαζικούς ελέγχους με τη 

χρήση πλακιδίων 96 φρεατίων, για τον προσδιορισμό της κυτταρικής ενεργοποίησης, ανάπτυξης 

ή επιβίωσης (Mosmann 1983, van Meerloo et al. 2011). 

Η χρωστική ΜΤΤ απορροφάται στο εσωτερικό του κυττάρου και μετατρέπεται σε ένα 

έγχρωμο (πορφυρό) παράγωγο φορμαζάνης. Μόνο τα ζωντανά, μεταβολικά ενεργά κύτταρα 

έχουν την ικανότητα να μετατρέπουν το ΜΤΤ σε προϊόν φορμαζάνης. Η αντίδραση καταλύεται 

από τη μιτοχονδριακή NADPH-εξαρτώμενη οξειδορεδουκτάση, και υπάρχει άμεση συσχέτιση 

της μετατροπής με την μιτοχονδριακή δραστηριότητα των κυττάρων. Ο σχηματισμός χρώματος 

μπορεί να είναι χρήσιμος ως δείκτης βιώσιμων κυττάρων. Το προϊόν φορμαζάνης που 

παράγεται συσσωρεύεται στα κύτταρα, καθώς δε μπορεί να διαπεράσει την κυτταρική 

μεμβράνη, οπότε απαιτείται λύση της μεμβράνης με την προσθήκη κατάλληλων διαλυτών, όπως 

DMSO, ή ισοπροπανόλης, ώστε να ελευθερωθεί. Μετά την λύση, η ποσοτικοποίηση του 

παραγώγου της φορμαζάνης πραγματοποιείται με μέτρηση της απορρόφησης σε συγκεκριμένο 

μήκος κύματος, στα 560 nm (Riss et al. 2013 ).  

 

 

 Εικόνα 2-9: Σχηματισμός παραγώγου φορμαζάνης στη δοκιμή ΜΤΤ (Riss et al. 2013 ) 

Η πειραματική διαδικασία της μεθόδου είναι η ακόλουθη. Αρχικά πραγματοποιείται 

μεταφορά των επιλεγμένων κυττάρων σε πλακίδια μικροτιτλοδότησης ELISA 96 φρεατίων, 

κατάλληλα για κυτταροκαλλιέργεια. Για την δοκιμή βιωσιμότητας των 24 ωρών προστίθενται 

εναιώρημα με 8*103 κύτταρα ανά φρεάτιο, ενώ για την 48ωρη επώαση 6*103 κύτταρα ανά 



 

40 

 

φρεάτιο. Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε κατάλληλο υπόστρωμα για 24 ώρες σε θάλαμο 

επώασης στους 37 οC με υγρασία και 5% CO2. Την επόμενη ημέρα αφαιρείται το θρεπτικό υλικό 

και προστίθεται κατάλληλη ποσότητα από τα διαλύματα εργασίας σε νέο θρεπτικό μέσο με 1% 

FBS. Θρεπτικό διάλυμα χωρίς διάλυμα εργασίας χρησιμοποιείται για τον έλεγχο (control) των 

δοκιμών. Ακολουθεί επώαση για κατάλληλο χρονικό διάστημα, για 24 και 48 ώρες αντίστοιχα. 

Με το πέρας του απαιτούμενου χρόνου επώασης, προστίθεται σε κάθε φρεάτιο ποσότητα της 

χρωστικής ΜΤΤ (Sigma, St. Louis, U.S.) από διάλυμα συγκέντρωσης 5 mg/mL, σε αναλογία 1:10 

ως προς το θρεπτικό μέσο. Τα πλακίδια τοποθετούνται για 3ωρη επώαση στον θάλαμο 

ανάπτυξης. Μετά το πέρας της επώασης, αφαιρείται το περιεχόμενο των φρεατίων και 

προκαλείται ρήξη των κυττάρων με τη προσθήκη 200 μL DMSO και για 5 λεπτά τοποθετούνται 

σε ανάδευση. Πραγματοποιείται μέτρηση σε μήκος κύματος 560 nm σε φωτόμετρο (PowerWave 

340, BioTek, Winooski, U.S.) και τα αποτελέσματα υποδεικνύουν το ποσοστό της κυτταρικής 

βιωσιμότητας μετά την επίδραση των χειρισμών. 

 

 
 Εικόνα 2-10. Δοκιμή ΜΤΤ σε πλακίδια μικροτιτλοδότησης ELISA 96 φρεατίων,  

 

2.6. Εκχύλιση και μέτρηση ολικών πρωτεϊνών ζωικών κυττάρων  

Tα ζωικά κύτταρα καλλιεργούνται σε κατάλληλα πλακίδια ώστε να πραγματοποιηθούν 

φασματοσκοπικές μετρήσεις και να αξιολογηθεί η επίδραση διαφόρων χειρισμών σε 

παραμέτρους όπως η κυτταρική βιωσιμότητα και ο προσδιορισμός των επιπέδων ενεργών 

μορφών οξυγόνου, που περιγράφονται παραπάνω. Οι κυτταρικές μέθοδοι που εφαρμόζονται 

στη βιολογία κυττάρων και τη φαρμακολογία χρησιμοποιούν μια τιμή αναφοράς, ώστε τα 

αποτελέσματα που λαμβάνονται για την αξιολόγηση μιας παραμέτρου σε συνθήκες 

διαφορετικών χειρισμών να είναι συγκρίσιμα μεταξύ τους (Krebs et al. 2018). Κατά συνέπεια, οι 
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μετρήσεις κανονικοποιούνται ως προς μια αντιπροσωπευτική τιμή του συστήματος, όπως o 

αριθμός των κυττάρων, το ολικό DNA ή οι ολικές πρωτεΐνες του κυτταρικού πληθυσμού ανά 

φρεάτιο ώστε να διασφαλίζεται η ακριβή και συνεπή ερμηνεία των αποτελεσμάτων (Ng and Ooi 

2021). 

Η κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων με βάση το πρωτεϊνικό περιεχόμενο των 

κυττάρων σε κάθε φρεάτιο περιλαμβάνει δύο στάδια, το στάδιο της λύσης των κυττάρων εντός 

των φρεατίων ώστε να απελευθερωθούν οι κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες και το στάδιο της 

μέτρησης τους. Αφού έχουν ολοκληρωθεί οι χειρισμοί και οι φωτομετρικοί προσδιορισμοί των 

υπό εξέταση παραμέτρων, πραγματοποιείται λύση των κυττάρων. Συγκεκριμένα, αφαιρείται το 

περιεχόμενο των φρεατίων και προστίθενται επαρκή ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος λύσης 

ζωικών κυττάρων, 10 μL για πλακίδια 96 φρεατίων και 50 μL για πλακίδια 6 φρεάτιων,  το οποίο 

αποτελείται από τα ακόλουθα αντiδραστήρια: 20 mM HEPES, pH 7,4 (Sigma, St. Louis, U.S.), 2 

mM EDTA, 5 mM DTT (Fluka, Buchs, Switzerland), 0.1% CHAPS (Pharmacia, Uppsala, Sweden) και 

αναστολείς πρωτεασών (11873580001, Roche Diagnostics; Mannheim, Germany). Τα κύτταρα 

επωάζονται στους 4οC για 30 λεπτά και ακολουθεί ανάδευση τους σε θερμοκρασία δωματίου 

για 15 λεπτά. Το προιόν της λύσης των κυττάρων μεταφέρεται σε σωληνάρια Eppendorf και 

υπόκεινται σε φυγοκέντρηση με ταχύτητα 15000χg, για 15 λεπτά στους 4oC. Το υπερκέιμενο 

μεταφέρεται σε σωληνάρια και διατηρείται στους -80oC (Mavrikou et al. 2020). 

Για το ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών εφαρμόζεται η μέθοδος Bradford με 

φωτομέτρηση στα 595 nm. Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών γίνεται με τη χρήση 

πρότυπης καμπύλης διαφορετικών συγκεντρώσεων διαλύματος BSA.  

 

2.7. Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της ενεργότητας της κασπάσης-3 

Ο κυτταρικός θάνατος είναι μια θεμελιώδης διαδικασία που διατηρεί την ομοιόσταση 

των ιστών, αφαιρεί τα ανεπιθύμητα ή κατεστραμμένα κύτταρα και διασφαλίζει την ανακύκλωση 

κυτταρικών συστατικών προάγοντας την περαιτέρω ανάπτυξη και διαφοροποίηση. Οι κασπάσες 

είναι μια οικογένεια ειδικών κυστεϊνικών πρωτεασών, που διασπούν τις πρωτεΐνες στόχους σε 

ασπαρτικά υπολείμματα και έχουν κεντρικό ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης κυττάρων και 

οργανισμών. Λειτουργούν ως βασικοί συντελεστές της απόπτωσης και της φλεγμονώδους 

απόκρισης και διακρίνονται σε τρεις λειτουργικές ομάδες (Wilson and Kumar 2018, Shalini et al. 

2015) τις κασπάσες έναρξης (κασπάση-2, -8, -9-10), τις κασπάσες εκτελεστές (κασπάση -3, -6, -

7) και τις φλεγμονώδεις κασπάσες (κασπάση -1, -4, -5, -11, -12). Οι κασπάσες έναρξης και οι 

κασπάσες εκτελεστές συντονίζονται ώστε να ενεργοποιηθούν κατάλληλα μονοπάτια που 

οδηγούν στην αποσυναρμολόγηση ενδοκυτταρικών συστατικών και να προκληθεί αποπτωτικός 

θάνατος (McIlwain et al. 2013). 

Η κασπάση-3 είναι η πιο σημαντική ενδοπρωτεάση που λαμβάνει μέρος στη διαδικασία 

της απόπτωσης των κυττάρων ως απόκριση σε γήρανση ή εξωτερικά ερεθίσματα. Ανήκει στις 
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κασπάσες-εκτελεστές και συντελεί στην αποδόμηση δομικών πρωτεϊνών, τη συμπύκνωση της 

χρωματίνης, τον κατακερματισμό του DNA και τη κατάρρευση του πυρήνα (Santos et al. 2017). 

Η χορήγηση χημειοθεραπευτικών φάρμακων όπως ταξάνες, 5-φθοροουρακίλη και 

δοξορουβικίνη διεγείρουν αποπτωτικούς μηχανισμούς που σχετίζονται με την ενεργοποίηση 

του ενζύμου. Επίσης, τα επίπεδα της κασπάσης-3 σχετίζονται άμεσα με την επαγωγή απόπτωσης 

σε καρκίνους του μαστού και χρησιμοποιούνται ως δείκτης για την πρόβλεψη 

απόκρισης/αντίστασης τέτοιων τύπων κακοηθειών σε χημειοθεραπευτικούς παράγοντες 

(Branham et al. 2012) . 

Ο προσδιορισμός της ενεργότητας του ενζύμου αυτού μπορεί να επιτευχθεί 

φωτομετρικά με την ανίχνευση του χρωμοφόρου μορίου της πάρα-νιτροανιλίνης (p-NA). Η 

συγκεκριμένη χρωματογραφική μέθοδος βασίζεται στη χρήση του χρωματομετρικού  

υπόστρωματος Ac-DEVD-pNA (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilide) στο οποίο επιδρά η  

κασπάση-3 προκαλώντας υδρόλυση και απελευθέρωση της p-ΝΑ. Η συγκέντρωση του pNA που 

απελευθερώνεται από τη δράσης της πρωτεάσης υπολογίζεται με τη μέτρηση της απορρόφησης 

σε μήκος κύματος των 405nm και τη βοήθεια πρότυπης καμπύλης παρασκευασμένη με 

καθορισμένης συγκέντρωσης διαλύματα pNA (Peterson et al. 2010). 

 

 

 Εικόνα 2-71: Υδρόλυση του υποστρώματοςAC-DEVD-pNa από το ένζυμο της κασπάσης-3 προς το έγχρωμο 
μόριο p-NA(Schnurr et al. 2007) 

Κατά την πειραματική μελέτη, για τη διεξαγωγή της παραπάνω μεθόδου 

χρησιμοποιήθηκε το εξειδικευμένο κιτ caspase-3 assay kit Colorimetric (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

U.S). Αρχικά, πραγματοποιείται επίστρωση κυττάρων σε πλακίδια κυτταροκαλλιέργειας των 12 

φρεατίων, ώστε να περιέχονται 125*103 κύτταρα ανά φρεάτιο για την 24ωρη επώαση και 

625*102 κύτταρα ανά φρεάτιο για την 48ωρη επώαση. Τα κύτταρα καλλιεργούνται  σε θάλαμο 

ανάπτυξης στους 37 οC, με υγρασία και 5% CO2 για 24 ώρες. Την επόμενη ημέρα απομακρύνεται 

το πλήρες θρεπτικό υλικό και προστίθενται κατάλληλες ποσότητες των διαλυμάτων εργασίας 

και τα πλακίδια τοποθετούνται στον θάλαμο για 24 και 48 ώρες αντίστοιχα ώστε να 

ολοκληρωθεί η επίδραση των χειρισμών. Ακολουθεί αφαίρεση του περιεχομένου των φρεατίων, 

έκπλυση των κυττάρων με υδατικό διάλυμα PBS και προσθήκη μικρής ποσότητας διαλύματος 

λύσης που αποτελείται από 50 mM HEPES, pH 7.4, 5 mM CHAPS και 5 mM DTT. Τα κύτταρα σε 

αυτό το στάδιο επωάζονται στους 4 οC για 30 λεπτά και στη συνέχεια συλλέγεται το υλικό από 
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κάθε φρεάτιο σε σωλήνες eppendorf. Το προιόν της λύσης των κυττάρων υπόκειται σε 

φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 10.000 rpm, σε θερμοκρασία 4οC, και το υπερκείμενο 

αποθηκεύεται στους -80oC. Σε πλακίδιο μικροτιτλοδότησης ELISA 96 φρεατίων προστίθενται 20 

μL κυτταρικού εκχυλίσματος, 75 μL κατάλληλου ρυθμιστικού διαλύματος που αποτελείται από 

20 mM HEPES, pH 7.4, 0,1% CHAPS, 5 mM DTT και 2 mM EDTA, και 10 μL διαλύματος του 

υποστρώματος Ac-DEVD-pNA, συγκέντρωσης 20mM. Ακολουθεί τρίωρη επώαση στους 37 οC και 

πραγματοποιείται φωτομέτρηση στα 405 nm (φωτόμετρο PowerWave 340, BioTek, Winooski, 

U.S.). Κύτταρα χωρίς την προσθήκη χειρισμών χρησιμοποιούνται ως μάρτυρας (control), ως 

θετικός μάρτυρας (positive control) χρησιμοποιούνται είτε 5 μΜ Δοξορουβικίνης 

(Doxorubicin,DOX) (Ueno et al. 2006 , Wang, Konorev, et al. 2004) είτε 5 μL διάλυματος 

κασπάσης-3 (100 µg/ml κασπαση-3 σε υδατικό διάλυμα 17 megohm με 50 mM HEPES, pH 7.4, 

0.1% CHAPS, 10 mM DTT, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA και 10% σουκρόζη). Ως αρνητικός μάρτυρας 

προστίθενται 10 μL διαλύματος του παρεμποδιστή του υποστρώματος Ac-DEVD-CHO 

(αναστολέας κασπάσης -3, acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al). Τα αποτελέσματα υπολογίζονται με τη 

χρήση πρότυπης καμπύλης p-νιτροανιλίνης και κανονικοποιούνται ως προς τις ολικές πρωτεΐνες 

κάθε δείγματος. Η ενεργότητα της κασπάσης-3 εκφράζεται ως μmol p-νιτροανιλίνης που 

ελευθερώνονται ανά λεπτό, ανά μg ολικών πρωτεϊνών. 

 

2.8. Φασματομετρικός προσδιορισμός επιπέδων ενεργών μορφών οξυγόνου 

(ROS). 

Η παράγωγη ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS) είναι αποτέλεσμα οξειδωτικού στρες και 

σχετίζεται με αλλαγές στο περιβάλλον των κυττάρων. Λόγω του μικρού χρόνου ζωής και της 

υψηλής δραστικότητας τους, ο προσδιορισμός των επιπέδων του ROS σε ένα βιολογικό σύστημα 

είναι δύσκολος και διάφορες τεχνικές και μεθοδολογίες ανίχνευσης έχουν εφαρμοστεί για τον 

ποσοτικό προσδιορισμό και τον εντοπισμό ROS σε συστήματα in vitro και in vivo. Βασική τεχνική 

για την μέτρηση των επιπέδων ROS σε ενδοκυτταρικό επίπεδο είναι ο έμμεσος 

φασματομετρικός προσδιορισμός της οξείδωσης που προκαλούν έναντι σε κατάλληλες 

χρωστικές. Οι ιχνηθέτες που χρησιμοποιούνται δεν είναι τοξικοί για τα κύτταρα, μπορούν να 

εισέρχονται σε αυτά και να αλληλεπιδρούν με τις ενεργές μορφές οξυγόνου ώστε να παράγεται 

φθορίζουσα ακτινοβολία (Prasad et al. 2019).  

 

2.8.1. Προσδιορισμός ενδοκυτταρικών ROS με τη χρωστική διοξική 2,7-διχλωρο-

διϋδροφλουορεσκεΐνη (DCFΗ-DA) 

Η χρωστική διοξική 2,7-διχλωρο-διϋδροφλουορεσκεΐνη (DCFΗ-DA) είναι μια μη 

φθορίζουσα ένωση που λόγω της διακετυλομάδας DA έχει λιπόφιλο χαρακτήρα και μπορεί να 

διαπερνά την πλασματική μεμβράνη των κυττάρων, ώστε να φτάνει στο κυτταρόπλασμα. Εκεί, 

υδρολύεται παρουσία εστερασών στη μορφή 2,7-διχλωρο- διϋδροφλουορεσκεΐνη (DCFΗ ), η 
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οποία είναι μη περατή από τις μεμβράνες και εγκλωβίζεται στο κυτταρόπλασμα. Το μόριο 

διαχέεται ενδοκυτταρικά και οξειδώνεται από τη δράση ενεργών μορφών οξυγόνου προς το 

φθορίζον μόριο DCF (Εικόνα 2-8). Η τελική ένωση εμφανίζει έντονο φθορισμό με απορρόφηση 

στα 485 nm και εκπομπή στα 535 nm, και η ένταση του φθορισμού είναι ανάλογη των 

ενδοκυτταρικών επιπέδων των ROS (Zhang et al. 2018). Η διαδικασία φθορισμομετρικού 

προσδιορισμού των ROS με τη χρήση χρωστικής DCFΗ-DA DCF μπορεί να υλοποιηθεί σε 

κατάλληλα πλακίδια μικροτιτλοδότησης ELISA, που αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα καθώς οι 

δοκιμές σε πλακίδια μπορούν να χρησιμοποιηθούν για ταυτόχρονους ελέγχους με υψηλή 

απόδοση, μικρό χρόνο ανάλυσης και χαμηλό κόστος (Ng and Ooi 2021). 

 

 Εικόνα 2-82: Επίδραση ενδοκυτταρικών ενεργών μορφών οξυγόνου στη χρωστική 2,7-διχλωρο-
διϋδροφλουορεσκεΐνη (DCFΗ-DA) και τη παραγωγή φθορισμού.  

Χρησιμοποιούνται πλακίδια κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων, μαύρου χρώματος με 

διαφανή πυθμένα (ibidi GmbH, Gräfelfing, Germany) στα οποία τοποθετούνται κύτταρα σε 

πληθυσμό 8*103 ανά φρεάτιο για την 24ωρη επώαση και 6*103 ανά φρεάτιο για την 48ωρη 

επώαση. Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε κανονικές συνθήκες για 24 ώρες, την επόμενη ημέρα 

απομακρύνεται το θρεπτικό μέσο και προστίθενται κατάλληλα διαλύματα με τους επιθυμητούς 

χειρισμούς. Μετά το διάστημα επώασης, 24 ή 48 ώρες αντίστοιχα, χρησιμοποιείται διάλυμα 400 

μΜ υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2, Merk, Darmstadt, Germany) ως θετικός μάρτυρας και 

διάλυμα 500 μΜ Ν-ακετυλο-L-κυστεΐνης (NAC, Sigma-aldrich, St. Louis, U.S.) ως αρνητικός 

μάρτυρας. Ακολουθεί τρίωρη επώαση και στη συνέχεια προστίθεται η χρωστική H2DCFDA 

(Molecular Probes, Eugene. U.S.) σε κάθε φρεάτιο σε συγκέντρωση 5 μΜ. Τα κύτταρα 

επατοποθετούνται στον θάλαμο καλλιέργειας για 30 λεπτά. Μετά την επώαση, αφαιρείται το 



 

45 

 

περιεχόμενο των φρεατίων, γίνεται έκπλυση των κυττάρων με ποσότητα διαλύματος PBS και 

πραγματοποιείται μέτρηση σε φωτόμετρο φθορισμού (Tecan Infinite M220 Pro, Tecan Group 

Ltd., Männedorf, Switzerland) στα μήκη κύματος των 485 nm για την απορρόφηση και 535 nm 

για την εκπομπή (Wu and Yotnda 2011). Για κάθε δείγμα και μάρτυρα εφαρμόζεται επαρκείς 

αριθμός επαναλήψεων. Τα αποτελέσματα της διαδικασίας αξιοποιούνται για τον προσδιορισμό 

των επιπέδων ROS, μετά από κανονικοποίηση του φθορισμού με βάση τη συγκέντρωση των 

ολικών πρωτεϊνών σε κάθε χειρισμό.  

 

2.8.2. Προσδιορισμός μιτοχονδριακού ανιόντος του σουπεροξειδίου με τη χρωστική 

MitoSOX™ Red 

Για την φθορισμομετρική ανίχνευση του μιτοχονδριακού ανιόντος του σουπεροξειδίου 

χρησιμοποιήθηκε η χρωστική MitoSOX™ Red (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA), μια 

φθορίζουσα χρωστική, ευρέως χρησιμοποιούμενη για την ανίχνευση O2- στα μιτοχόνδρια. Η 

MitoSOX™ Red διαπερνά τις κυτταρικές μεμβράνες, εδράζεται στα μιτοχόνδρια και φθορίζει 

μετά από αλληλεπίδραση με το ανιόν του σουπεροξειδίου. Η φθοριζουσα ακτινοβολία που 

προκύπτει είναι ανάλογη προς τη συγκέντρωση O2- , οπότε είναι δυνατή η ανίχνευση της 

παραγωγής και ο προσδιορισμός των επιπέδων O2- εντός των μιτοχονδρίων (Ghanian et al. 

2018). 

Κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 24h σε μαύρα πλακίδια μικροτιτλοδότησης 96 φρεατίων 

με διάφανο πυθμένα. Στη συνέχεια εφαρμόστηκαν κατάλληλοι χειρισμοί για χρονικό διάστημα 

24 και 48 ωρών, ενώ χρησιμοποιήθηκε διάλυμα αντιμυσίνης (Antimycin-A) σε συγκέντρωση 

50μM ως θετικός μάρτυρας. Μετά την ολοκλήρωση του χρονικού διαστήματος μεταχείρισης των 

κυττάρων απομακρύνεται το περιεχόμενο των φρεατίων και προστίθενται 200μL διαλύματος 

που περιέχει 5 μM MitoSOX Red. Τα κύτταρα επωάστηκαν με τη χρωστική για 10 λεπτά στους 

37°C και στη συνέχεια ξεπλύθηκαν 2 φορές με PBS. Ο φθορισμός μετρήθηκε σε φωτόμετρο 

φθορισμού (Tecan Infinite M220 Pro, Tecan Group Ltd., Männedorf, Switzerland) στα των 510 

nm για την απορρόφηση και 580 nm για την εκπομπή. Τα αποτελέσματα προσαρμόστηκαν με 

βάση το ολικό πρωτεϊνικό περιεχόμενο των κυττάρων (Mavrikou et al. 2020).  

 

2.9. Προσδιορισμός ανιόντος του σουπεροξειδίου με χρήση κυτταρικού 

βιοαισθητήρα. 

Το ένζυμο δισμουτάση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (SOD) αποτελεί ένα πολύ 

σημαντικό αντιοξειδωτικό μηχανισμό κατά του οξειδωτικού στρες (Younus 2018), καθώς 

καταλύει την αντίδραση μετατροπής του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2
-), προς μοριακό 

οξυγόνο (O2) ή προς υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2). Το ένζυμο μπορεί να προσδεθεί στην 

κυτταρική επιφάνεια μέσω μεμβρανικής μηχανικής και τα τροποποιημένα κύτταρα 

χρησιμοποιούνται σε κυτταρικό αισθητήρα BERA για την ανίχνευσης του σουπεροξειδίου 
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(Moschopoulou 2012). Η μεμβρανική μηχανική είναι μια μεθοδολογία που επιτρέπει την 

εισαγωγή υποδοχέων όπως ένζυμα, αντισώματα ή πολυσακχαρίτες στη κυτταρική μεμβράνη 

μέσω ηλεκτροεισαγωγής. Τα κύτταρα ανταποκρίνονται εκλεκτικά σε ένα μόριο στόχο, λόγω της 

αλληλεπίδρασης των υποδοχέων που φέρουν με το μόριο-στόχο. Οι συζεύξεις υποδοχέα-

στόχου προκαλούν τροποποιήσεις στη κυτταρική μεμβρανική δομή που διεγείρουν αλλαγές του 

μεμβρανικού δυναμικού, οι οποίες είναι μετρήσιμες με τη χρήση κατάλληλων ηλεκτροδίων 

(Moschopoulou et al. 2011).  

Για το πείραμα χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα Vero (ATCC,Manassas, VA, USA), μια 

κυτταρική σειρά επιθηλιακών νεφρικών κύτταρα του αφρικανικού πράσινου πιθήκου. Τα 

κύτταρα αποκολήθηκαν από την την επιφάνεια της φιάλης όπου καλλιεργούνται με την 

προσθήκη θρυψίνης για 5 min στους 37 ºC. Ακολουθησε φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές για 

4 λεπτά στους 25 °C, απομάκρυνση του εναιωρήματος, μέτρηση και επαναδιάλυση των 

κυττάρων σε συγκέντρωση 3 × 106/mL. Στη συνέχεια απομακρύνθηκε το θρεπτικο μέσο μετά 

από δίλεπτη φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές και το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS (50 mM, pΗ 7,4) εμπλουτισμένο με 1500 U/mL ενζύμου υπεροξειδική 

δισμουτάση χαλκού/ψευδάργυρου (CuZnSOD, EC 1.15.1.1). Το εναιώρημα κυττάρων –ενζύμου 

επωάστηκε σε πάγο για 20 λεπτά και στη συνέχεια μεταφέρθηκε σε κυβέτες ηλεκτροεισαγωγής 

σε ηλεκτροπορωτή (Eppendorf Eporator, Eppendorf AG, Germany). Στα κύτταρα εφαρμόστηκαν 

4 παλμοί σε ηλεκτρικό πεδίο 1800V/cm. Στη συνέχεια ακολούθησε άλλη μια δίλεπτη 

φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές και μεταφορά των κυττάρων Vero-SOD σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS.  

Ο κυτταρικός βιοαισθητήρας παρασκευάστηκε με τη μίξη 1 mL τροποποιημένων 

κυττάρων Vero- SOD με 2 mL αλγινικού νατρίου (Fluka, Buchs, Switzerland), 4% (β/ο). Το μίγμα 

προστέθηκε υπο μορφή σταγόνων, μέσω σύριγγας 22G, σε διάλυμα 0.8 Μ χλωριούχου 

ασβεστίου (CaCl2, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Τα κύτταρα ακινητοποίηθηκαν σε 

σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου διαμέτρου 2 mm, σε πληθυσμό 75 × 103 κύτταρα/σφαίρίδιο. 

Χρησιμοποιήθηκαν δύο ηλεκτρόδια, αναφορας και μέτρησης, κατασκευασμένα από άργυρο και 

φέρουν ηλεκτροχημική επίστρωση χλωριούχου αργύρου (AgCl). Ένα σφαιρίδιο με 

τροποποιημένα κύτταρα συνδεθηκε με το το ηλεκτρόδιο μέτησης και ένα σφαιρίδιο χωρίς 

κύτταρα με το ηλεκτρόδιο αναφοράς. Σε κάθε μέτρηση τα δύο σφαιρίδια, σύστημα 

βιοαισθητήρων, ήταν βυθισμένα εντός φρεατίου που περιέχει 150 μL διαλύματος του χειρισμού 

(Moschopoulou and Kintzios 2015). Για τις ανάγκες του πειράματος σε κάθε φρεάτιο υπήρχαν 

κύτταρα HeLa με αντίστοιχη ποσότητα θρεπτικού μέσου με τους υπό εξέταση χειρισμούς ώστε 

να διαπιστωθεί η απελευθέρωση σουπεροξειδίου από τα κύτταρα ανά δοκιμασία. 

Τα ηλεκτρόδια συνδέθηκαν με τη συσκευή, η οποία αποτελείται από τη κάρτα PMD-

1608FSA/D (Measurement Computing, Norton, MA) και το λογισμικό InstaCal (Measurement 

Computing), με την οποία γίνεται η καταγραφή του σήματος και επεξεργασία των δεδομένων. 

Η απόκριση κάθε αισθητήρα εκτιμήθηκε καταγράφοντας τις αλλαγές του δυναμικού που 
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παρουσιάζεται μετά την εφαρμογή του δείγματος και μέχρις ότου η απόκριση αυτή 

σταθεροποιηθεί. Παρατηρήθηκε ότι σε κάθε μέτρηση ο βιοαισθητήρας παρουσιάσε σταθερή 

απόκριση σε διάστημα 100 δευτερολέπτων μετά τη βύθισή του στο μέσο καλλιέργειας. 

Καταγράφηκαν οι αλλαγές του δυναμικού, από τη στιγμή βύθισης έως το χρονικό διάστημα των 

100 δευτερολέπτων, και ο μέσος όρος του κυτταρικού δυναμικού του αισθητήρα που 

καταγράφηκε σε κάθε δοκιμασία θεωρείται η αριθμητική τιμή κάθε απόκρισης. Ο μέσος όρος 

του κυτταρικού δυναμικού κάθε δοκιμασίας έχει βαθμονομηθεί ώστε να αντιστοιχεί σε σχετικές 

αλλαγές στη συγκέντρωση σουπεροξειδίου (Mavrikou et al. 2019).  

 

 
 

 Εικόνα 2-93: Σχηματική αναπαράσταση συστήματος κυτταρικού βιοαισθητήρα για τη μέτρηση επιπέδων 
παραγωγής σουπεροξειδίου σε καλλιέργεια κυττάρων (Mavrikou et al. 2019) 

 

2.10. Παρασκευή διαλυμάτων εργασίας από πρωτεϊνικά εκχυλίσματα ιξού, 

λεκτίνη ML-I και του αντικαρκινικού φαρμάκου 5-φθοριοουρακίλη (5-FU) για 

βιοδοκιμές σε κυτταρικές σειρές MCF7, MDA-MB-231 και HeLa.  

Tα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που έχουν απομονωθεί από κάλους (ΠΕΚ, πρωτεινικό 

εκχύλισμα κάλων), βλαστούς (ΠΕΒ, πρωτεϊνικό εκχύλισμα βλαστών) και φύλλα (ΠΕΦ, 

πρωτεϊνικό εκχύλισμα φύλλων) ιξού μελετώνται για την επίδραση που έχουν στις καρκινικές 

σειρές MCF7, MDA-MB-231 και HeLa. Κάθε εκχύλισμα παραλαμβάνεται μετά την κατάλληλη 

επεξεργασία βιομάζας ιξού που αποτελείται από τμήματα τουλάχιστον 10 διαφορετικών 

φύλλων, βλαστών και κάλων, ανά περίπτωση. Η δράση των εκχυλισμάτων ελέγχεται όταν 



 

48 

 

παρέχονται μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με τον χημικοθεραπευτικό παράγοντα 5-

φθοριοουρακίλη. Παράλληλα διερευνάται η επίδραση της χορήγηση καθαρής λεκτίνης ιξού ML-

I (VAA pure lectin 21511006-1, bioWORLD, Dublin, OH, USA) στις κυτταρικές σειρές ή σε 

συνδυασμό με το φάρμακο.  

Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από μέρη του φυτού και τους κάλους αραιώνονται σε 

επιθυμητές συγκεντρώσεις σε μη πλήρες θρεπτικό υλικό καλλιέργειας των κυττάρων (1% FBS), 

DMSO και διαλύματος 50μΜ PBS και στη συνέχεια αποστειρώνονται με τη χρήση φίλτρου 

(CHROMAFIL CA-20/25,MACHEREY-NAGEL, Düren, Germany) εντός του θαλάμου συνεχούς 

νηματικής ροής. Τα εκχυλίσματα κάλων (ΠΕΚ) και φύλλων (ΠΕΦ) χορηγούνται στις κυτταρικές 

σειρές σε συγκεντρώσεις 0,5 και 1 μg/mL, ενώ των βλαστών (ΠΕΒ) σε συγκέντρωση 0,25 και 0,5 

μg/mL. Η ML-Ι χορηγείται σε συγκέντρωση 0,5 και 1 μg/mL. 

Το πρότυπο διάλυμα της 5-φθοριοουρακίλης (5FU,F6627-1G, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, Germany) παρασκευάζεται με διάλυση του φαρμάκου σε DMSO, σε 

συγκέντρωση 40 mM. Το αρχικό διάλυμα αραιώνεται σε επιθυμητές συγκεντρώσεις 

χρησιμοποιώντας μη πλήρες θρεπτικό υλικό καλλιέργειας των κυττάρων (1% FBS) και DMSO. Οι 

συγκεντρώσεις της 5-FU που χορηγούνται στις κυτταρικές σειρές είναι 25 μΜ, 50 μΜ, 100 μΜ, 

150 μΜ και 200 μΜ.  

Αρχικά διερευνήθηκε η επίδραση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού, ΜL-I και 5-

φθοροουρακίλης, μεμονωμένα ή σε συνδυασμό τους, σε κύτταρα ανθρώπινου 

αδενοκαρκινώματος του τραχήλου της μήτρας HeLa, όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 2-4 : 

Πίνακας 2-4: Παρουσίαση διαφορετικών χειρισμών, με μεμονωμένη ή συνδυαστική χορήγηση πρωτεϊνικών 

εκχυλισμάτων ιξού, λεκτίνη ML-I και 5-φθοριοουρακίλη, σε κύτταρα HeLa. 

Χειρισμός Βιοδραστικές Ουσίες Συγκέντρωση  

0 θρεπτικό μέσο (control) - 

5-FU 5- φθοριοουρακίλης 
5, 10, 25, 50, 100, 150, 

200 μΜ 

ML-I ML-I 
50, 100, 250, 500, 1000 

μg/mL  

5-FU/ ML-I χορήγηση 5-FU και ML-I  25 μΜ & 0.5 μg/mL 

ΠΕΚ 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

κάλων (ΠΕΚ) από 
ιστοκαλλιέργεια βλαστών 

0.5, 1 μg/mL 

5-FU/ΠΕΚ χορήγηση 5-FU και ΠΕΚ 25 μΜ & 0.5 μg/mL 

ΠΕΦ 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

φύλλων (ΠΕΦ) ιξού 
0.5, 1 μg/mL 

5-FU/ ΠΕΦ χορήγηση 5-FU και ΠΕΦ 25 μΜ & 0.5 μg/mL 

ΠΕΒ 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

βλαστών (ΠΕΒ) ιξού 
0.25, 0.5 μg/mL 

5-FU/ΠΕΒ χορήγηση 5-FU και ΠΕΒ 25 μΜ & 0.25 μg/mL 
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Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων, της ΜL-I και του 

χημειοθεραπευτικού παράγοντα 5-φθοροουρακίλη στις κυτταρικές σειρές ανθρώπινου 

αδενοκαρκινώματος του μαστού MCF7 και MDA-MB-231, όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 2-

5:  

Πίνακας 2-5: Παρουσίαση διαφορετικών χειρισμών, με μεμονωμένη ή συνδυαστική χορήγηση πρωτεϊνικών 

εκχυλισμάτων ιξού, λεκτίνη ML-I  και 5-φθοριοουρακίλη σε κύτταρα MCF7 και MDA-MB-231 

Χειρισμός Βιοδραστικές Ουσίες Συγκέντρωση  

0 θρεπτικό μέσο (control) - 

5-FU 
5- φθοριοουρακίλης (5-

FU) 
5, 10, 25, 50, 100, 150, 

200 μΜ 

ML-I ML-I 
50, 100, 250, 500, 1000 

μg/mL 

5-FU/ ML-I χορήγηση 5-FU και ML-I  
25 μΜ στα MCF7, 150 

μΜ στα MDA-MB-231 & 
0.5 μg/mL  

ΠΕΚ 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

κάλων (ΠΕΚ) από 
ιστοκαλλιέργεια βλαστών 

0.5 μg/mL 

5-FU/ΠΕΚ χορήγηση 5-FU και ΠΕΚ 
25 μΜ στα MCF7, 150 

μΜ στα MDA-MB-231 & 
0.5 μg/mL 

ΠΕΦ 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

φύλλων (ΠΕΦ) ιξού 
0.5 μg/mL 

5-FU/ΠΕΦ χορήγηση 5-FU και ΠΕΦ 
25 μΜ στα MCF7, 150 

μΜ στα MDA-MB-231 & 
0.5 μg/mL 

ΠΕΒ 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

βλαστώ (ΠΕΒ) ιξού 
0.25 μg/mL 

5-FU/ ΠΕΒ χορήγηση 5-FU και ΠΕΒ 
25 μΜ στα MCF7, 150 

μΜ στα MDA-MB-231 & 
0.25 μg/mL 

2.11. Στατιστική ανάλυση δεδομένων  

Τα δεδομένα που προκύπτουν από την πειραματική διαδικασία επεξεργάζονται 

στατιστικά με τη μέθοδο ANOVA για να διαπιστωθούν αν υπάρχουν σημαντικές διαφορές και οι 

συγκρίσεις μέσων με τη μέθοδο Student’s t test, σε επίπεδο σημαντικότητας P < 0.05. Η 

στατιστική ανάλυση έγινε με χρήση του του λογισμικού πακέτου Statgraphics.000 
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3. Βιοτεχνολογική καλλιέργεια βιομάζας ιξού in vitro και συγκριτική 

μελέτη του πρωτεϊνικού περιεχομένου μητρικών ιστών και κάλων 

του φυτού. 
 

Ο ιξός, Viscum album (Viscaceae), είναι ένα αιεθαλές ημιπαρασίτικο φυτικό είδος 

ενδημικό στην Ευρώπη. Το γένος Viscum είναι ευρέως διαδεδομένο σε ολόκληρο τον κόσμο και 

περιλαμβάνει σχεδόν 100 είδη. Ανάλογα με τη γεωγραφική τους καταγωγή, διακρίνονται ως 

ευρωπαϊκά, αμερικανικά, μεξικανικά, κορεατικά, αφρικανικά, ιαπωνικά και ινδικά είδη ιξού. Το 

Viscum ανήκει στην οικογένεια των Viscaceae, η οποία ανήκει στην τάξη των Santalales και 

θεωρείται στενά συνδεδεμένη με άλλα μέλη της οικογένειας Santalaceae και Loranthaceae 

(Zuber 2004, Patel and Panda 2014). 

Τα είδη του Ιξού, ειδικά το ευρωπαϊκό V. album, θεωρούνται φαρμακευτικά βότανα για 

την παραδοσιακή ιατρική, και έχουν κυρίαρχο ρόλο στην ανθρωποσοφική ιατρική για τη 

θεραπεία του καρκίνου. Παρασκευάσματα ιξού χρησιμοποιούνται έναντι των κακοήθων όγκων, 

έπειτα από ζύμωση τους (Büssing 2000), ενώ αρκετά εμπορικά εκχυλίσματα όπως τα 

Abnobaviscum, Cefalektin, Eurixor, Helixor, Lektinol, Iscador, Iscusin και Isorel χρησιμοποιούνται 

ως συμπληρωματικές θεραπείες παράλληλα με την κανονική χημειοθεραπευτική αγωγή σε 

χώρες της Βόρειας και Κεντρικής Ευρώπης (Vicaş and Socaciu 2008). Τα εμπορικά διαθέσιμα 

παρασκευάσματα του Viscum album έχουν επιδείξει σημαντικές κυτταροτοξικές και 

αντιπολλαπλασιαστικές επιδράσεις κατά των νεοπλασιών σε καρκινικές σειρές in vitro, σε ζωικά 

μοντέλα in vivo και σε κλινικές δοκιμές. Οι λεκτίνες και οι βισκοτοξίνες, είναι τα κύρια 

φαρμακευτικά μόρια του φυτού, δύο ομάδες πρωτεϊνών με ενδιαφέρουσες αντικαρκινικές 

δράσεις Παράλληλα, στα εκχυλίσματα έχουν εντοπιστεί δευτερογενείς μεταβολίτες, όπως 

αλκαλοειδή, φλαβονοειδή, τερπενοειδή και άλλες πρωτεϊνικές ομάδες, που επίσης 

παρουσιάζουν αξιόλογη βιοδραστικότητα (Ostermann et al. 2009).  

Οι λεκτίνες είναι πρωτεΐνες που δεσμεύονται εκλεκτικά σε υδατάνθρακες και βρίσκονται 

σε πολλά είδη στη φύση εκτελώντας σημαντικούς φυσιολογικούς ρόλους. Οι λεκτίνες 

συνδέονται αναστρέψιμα και επιλεκτικά με ορισμένα σάκχαρα, γλυκοπρωτεΐνες και 

γλυκολιπίδια, λειτουργώντας ως μόρια αναγνώρισης στις κυτταρικές επιφάνειες, επηρεάζοντας 

τη λειτουργία των κυττάρων και τις ανοσολογικές αποκρίσεις. Ρυθμίζουν σημαντικές βιολογικές 

δραστηριότητες όπως η άμυνα των κυττάρων έναντι των παθογόνων, ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός, ανοσολογικές αντιδράσεις καθώς και αντιμετώπιση φλεγμονών. (Silva et al. 

2012). Στον Ευρωπαϊκό ιξό έχουν αναγνωριστεί τρεις ισολεκτίνες με αντικαρκινικές ιδιότητες οι 

ML-I, ML-II and ML-III. Τα πρωτεϊνικά ισόμορφα ταξινομούνται ως τύπου 2- τύπου πρωτεΐνες 

αδρανοποίησης ριβοσώματος και διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το μοριακό τους βάρος και 

την εκλεκτικότητα τους στη σύνδεση με υδατάνθρακες (Voelter et al. 2005). Οι βισκοτοξίνες 

είναι πρωτεΐνες μικρού μοριακού βάρους(5kDa)  ομόλογες των θειονινών (Stec 2006) και ο 
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βασικός βιολογικός τους ρόλος είναι η άμυνα των οργανισμών, επιδεικνύοντας τοξικότητα 

έναντι κυττάρων ευκαρυωτικών οργανισμών. Συνολικά έξι βισκοτοξίνες, οι A1, A2, A3, B, C και 

1PS, έχουν ταυτοποιηθεί σε ιστούς Ευρωπαϊκών υποειδών του V. album (subsp. album, subsp. 

abietis και subsp. austriacum). Οι ισόμορφές παρουσιάζουν παραλλαγές στις δομικές μορφές 

και κατά συνέπεια στις κυτταροτοξικές ιδιότητες που προκύπτουν από την τριτοταγή δομή τους 

(Urech et al. 2006, Giudici et al. 2003). 

Τα τρία ευρωπαϊκά υποείδη του ιξού επιδεικνύουν σημαντικές ποσοτικές και ποιοτικές 

διαφορές τόσο στην περιεκτικότητα σε λεκτίνη όσο και σε βισκοτοξίνη λόγω της εξειδίκευσης 

και της αλληλεπίδρασης ξενιστή-παρασίτου (Urech et al. 2006). Τα φυλλοβόλα δέντρα 

συνθέτουν κυρίως ML-I ενώ τα φυτά V.album που αναπτύσσονται σε έλατα και πεύκα είναι 

πλούσια σε ML-II και ML-III (N Singh et al. 2016). Αντίστοιχα, η εμφάνιση βισκοτοξινών εξαρτάται 

από τη σχέση φυτού-ξενιστή-παρασίτου αφού τα C1 και 1PS απουσιάζουν από γκι που 

βρίσκονται σε φυλλοβόλα δέντρα, η Α1 απουσιάζει από τo υποείδος austriacum και η Α2 από 

το υποείδος abietis (Ochocka and Piotrowski 2002). Αν και τα εκχυλίσματα από διάφορα είδη 

Viscum έχουν δοκιμαστεί σε κλινικές δοκιμές και αρκετά σκευάσματα χορηγούνται ως 

επικουρικά σκευάσματα στην βασική χημειοθεραπεία, ο ρόλος των συστατικών του παραμένει 

ασαφής και το πρωτεϊνικό περιεχόμενο του γκι δεν έχει διερευνηθεί διεξοδικά. Σε μια σχετικά 

πρόσφατη μελέτη (Vergara-Barberán et al. 2017), εκχυλίσματα πρωτεϊνών που προέρχονται από 

φύλλα του Viscum album L., που αναπτύσσονται στην Ισπανία σε μαύρη πεύκη (Pinus nigra) 

υποβλήθηκαν σε πρωτεομική ανάλυση με φασματομετρία μάζας. Τα φάσματα MS 

αντιστοιχίστηκαν με μια γενική βάση δεδομένων, το Uniprot_Viridiplantae, δημιουργώντας μια 

λίστα με 648 αναγνωρισμένες πρωτεΐνες από διάφορα φυτά. Μια πιο συγκεκριμένη 

αντιστοίχιση στην τάξη Santalales, όπου ταξινομούνται τα είδη Viscum, οδήγησε σε μια σύντομη 

λίστα 28 πρωτεϊνών. Το πρωτέομα του ιξού παραμένει μέχρι σήμερα αχαρτογράφητο, και 

μικρός αριθμός πρωτεϊνών έχει αναγνωρισθεί. 

Η φαρμακευτική αξία των εκχυλισμάτων του ιξού έχει αποδειχθεί σε μια σειρά από 

μελέτες και οι πρωτεΐνες του θεωρούνται τα σημαντικότερα βιοδραστικά μόρια που συνθέτει 

το φυτό. Τα εκχυλίσματα προέρχονται βλαστούς και φύλλα που συλλέχθηκαν από τη φύση, σε 

φυσικούς πληθυσμούς του ημιπαρασίτου. Η περιεκτικότητα των φυτών σε βιοδραστικά μόρια 

εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, π.χ εποχικότητα, ξενιστή κλπ, όπως αναφέρθηκε και 

παραπάνω. Για την σταθεροποίηση της παραγωγής βιοδραστικών πρωτεϊνών από τον ιξό, 

προτάθηκε ως εναλλακτική η καλλιέργεια φυτικών κυττάρων in vitro. Κάλοι από εκφυτεύματα 

βλαστών έχουν αναπτυχθεί από τον Kintzios (2002) με στόχο την βιοσύνθεση των λεκτινών του 

γκι. Εκχυλίσματα πρωτεΐνης που προέρχονται από τους κάλους, εμφάνισαν σημαντικές 

δοσοεξερτώμενες κυτταροτοξικές επιδράσεις κατά των καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Επιπλέον, λόγω της επιγενετικής διαμόρφωσης, νέες σωματοκλωνικές πρωτεΐνες έχουν 

εντοπιστεί σε κάλους βλαστών του φυτού και τα εκχυλίσματα που παραλήφθηκαν από τους 
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ιστούς με τη παραλλακτικότητα  επέδειξαν μεγαλύτερη κυτταροτοξικότητα προς τα 

εκχυλίσματα που προήλθαν από τα φυτά δότες (Barberaki et al. 2015).  

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η βιοτεχνολογική παραγωγή βιομάζας ιξού, από 

κυτταρικές καλλιέργειες in vitro, η εκτίμηση της παραγωγής πρωτεϊνών και η συγκριτική μελέτη 

των βιοδραστικών πρωτεϊνών που βιοσυντίθενται σε φυτικούς ιστούς και σε 

κυτταροκαλλιέργειες στο εργαστήριο.  

 

3.1. Ποσοστό καλογένεσης βλαστών ιξού και μορφολογικά χαρακτηριστικά των 

κάλων. 

Για την μελέτη του πρωτεϊνικού περιεχομένου διαφορετικών ιστών ιξού 

χρησιμοποιήθηκαν ιστοί από φύλλα και βλαστούς φυτών που φύονται παρασιτικά πάνω σε 

βλαστούς ελάτων στη Πάρνηθα κατά τη χειμερινή περίοδο, καθώς και κάλοι που σχηματίστηκαν 

με βιοτεχνολογικά από την in vitro καλλιέργεια βλαστών των μητρικών φυτών. Το ποσοστό 

καλογένεσης των βλαστών είναι ιδιαίτερα χαμηλό και περιορίζεται στο 6%, όπως αναφέρεται 

και σε προγενέστερες εργασίες (Kintzios et al. 2002). O Ιξός θεωρείται φυτό μη δεκτικό στην 

ιστοκαλλιέργεια, κάτι που οφείλεται σε διαφορετικούς λόγους όπως η καστάνωση των ιστών 

λόγω οξείδωσης, η παρουσία ενδοφυτικών οργανισμών που προκαλούν σημαντικές 

επιμολύνσεις και η νέκρωση των ιστών ως αποτέλεσμα  της ισχυρής απολύμανσης που 

εφαρμόζεται στα έκφυτα. Οι κάλοι που σχηματίζονται χαρακτηρίζονται από συνεκτικό, κυρίως 

σφαιρικό σχήμα, και καλύπτονται από λευκές έως κιτρινωπές νηματοειδείς προεξοχές. Σε 

πρώιμα στάδια έχουν υπόλευκο έως ανοιχτό ροζ χρώμα και σταδιακά αναπτύσσουν καφέ-γκρί 

εμφάνιση κατά την ωρίμανση (Εικόνα 3-1). 

 

 

Εικόνα 3-1: Α. Βλαστοί ιξού σε υπόστρωμα Murashige&Skoog. Β. Ανάπτυξη κάλου σε βλαστό.  
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3.2. Ποσοτικές και ποιοτικές διαφορές στο πρωτεϊνικό περιεχόμενο 

εκχυλισμάτων βλαστών, φύλλων και κάλων ιξού. 
 

Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα παρελήφθησαν από κάλους (ΠΕΚ), βλαστούς (ΠΕΒ) και φύλλα 

(ΠΕΦ) ιξού. Οι ιστοί λειοτριβήθηαν με χρήση υγρού αζώτου, ακολούθησε εκχύλιση πρωτεϊνών 

σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-EDTA με pH 8.5 και κατακρήμνιση τους μετά από κορεσμό 80% με 

θειικό αμμώνιο. Ακολούθησε επαναδιάλυση του πρωτεϊνικού ιζήματος σε διάλυμα 

φωσφορικών αλάτων (50mM PBS, pH 7.2) και καθαρισμός του πρωτεϊνικού διαλύματος μέσω 

διαπίδυσης, στο ίδιο διάλυμα σε μεμβράνες σελλουλόζης με μέγεθος πόρων 14 kDa (MWCo) 

ώστε να απομακρυνθούν πρωτεϊνών με μικρότερο μέγεθος. Μετά την διαδικασία της διάλυσης 

υπολογίζεται η περιεκτικότητα των εκχυλισμάτων σε πρωτεΐνες με τη μέθοδο Bradford. Με τη 

χρήση πρότυπης καμπύλης αναφοράς (Εικόνα 3-2), η οποία προέκυψε από την μέτρηση της 

απορρόφησης γνωστών συγκεντρώσεων αλβουμίνης βόειου ορού (BSA), υπολογίζεται η 

πρωτεϊνική συγκέντρωση των εκχυλισμάτων. 

 

 
Εικόνα 3-2: Πρότυπη καμπύλη αναφοράς γνωστών συγκεντρώσεων BSA με τη μέθοδο Bradford 

Με βάση την εξίσωση που περιγράφει την καμπύλη (Y=0,4946*X–0,005, R2=0,9925) 

υπολογίζεται η συγκέντρωση (mg/mL) των πρωτεϊνικών διαλυμάτων, όπως παρουσιάζονται 

στον πίνακα 3.1.  
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Πίνακας 3-1: Πρωτεϊνική συγκέντρωση των φυτικών εκχυλισμάτων  

Πρωτεϊνικό εκχύλισμα Συγκέντρωση πρωτεϊνών (mg/mL) 

Κάλοι (ΠΕΚ) 0,089 

Φύλλα (ΠΕΦ) 1,28 

Βλαστοί (ΠΕΒ) 0,519 

Στη συνέχεια, τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση υπό 

αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE) ώστε να ανιχνευτούν διαφορές στη βιοσύνθεση 

πρωτεϊνών μεταξύ των διαφορετικών ιστών, φυτικών και κάλων. Τα αποτελέσματα της 

ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών που παραλήφθηκαν από κάλους, βλαστούς και φύλλα ιξού 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 3-2.  

 

 

Εικόνα 3-2 :  Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων βλαστών (ΠΕΒ), κάλων (ΠΕΚ) και 

φύλλων (ΠΕΦ).Με τα βέλη επισημαίνεται η παρουσία μοναδικής πρωτεϊνικής ζώνης. 

Παρατηρούνται διαφορές στο πρωτεινικό περιεχόμενο των ιστών καθώς το προφίλ της 

ηλεκτροφόρησης των επιμέρους εκχυλισμάτων παρουσιάζει διαφορετικές πρωτεινικές ζώνες 
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ανά περιπτωση. Ειδικότερα στο εκχύλισμα των κάλων παρατηρούνται 3 νέες ζώνες που 

αντιστοιχούν σε πολυπεπτίδια με μοριακό βάρος 28 kDa, 95 kDa και 170 kDa.  

 

3.3. Ταυτοποίηση του πρωτεϊνικού περιεχομένου βλαστών, φύλλων και κάλων 

ιξού και ανίχνευση αντικαρκινικών μορίων μέσω πρωτεομικής ανάλυσης. 
 

Το πρωτεϊνικό περιεχόμενο διαφορετικών ιστών του Viscum album subsp abietis 

αναλύθηκε με χρωματογραφία μάζας σε σύζευξη με υγρό χρωματογράφο. Τα φάσματα που 

προέκυψαν επεξεργάστηκαν στη βάση δεδομένων πρωτεϊνικών ακολουθιών Uniprot Viscum 

album, η οποία περιέχει έντεκα καταχωρίσεις αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες 

ιξού. Μετά την επεξεργασία των φασμάτων εντοπίστηκαν εννέα διαφορετικές πρωτεΐνες που 

παράγονται σε διαφορετικούς ιστούς του ιξού, όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 3-1 που 

ακολουθεί.  
Πίνακας 3-2: Πρωτεΐνες που εντοπίστηκαν σε δείγματα που ελήφθησαν από βλαστούς φυτών ιξού (Β), 

φύλλα φυτών ιξού (Φ) και κάλους (Κ) που σχηματίστηκαν από βλαστούς των μητρικών φυτών. 

Κωδικός 

εισαγωγής στη 

Uniprot 

Όνομα 

εισαγωγής 

στη Uniprot 

Ιστός κάλος (Κ), 

φύλλο (Φ), 

βλαστός (Β)  

Πρωτεΐνη 

P01538 THN3_VISAL (Φ), (Β) Βισκοτοξίνη A3 

P08943 THNB_VISAL (Κ), (Β) Βισκοτοξίνη B 

P83554 THNC_VISAL (Φ), (Β) Βισκοτοξίνη C1 

P81446 ML1_VISAL (Κ), (Φ), (Β) Α αλυσίδα λεκτίνης ιξού -1 (ΜL-1) 

Q6H266 ML2_VISAL (Κ), (Φ), (Β) Λεκτίνη ιξού -2  (ML-II) 

P82683 ML3_VISAL (Κ), (Φ), (Β) Λεκτίνη ιξού -3  (ΜL-III) 

Q6ITZ3 ML4_VISAL (Κ) Λεκτίνη ιξού-4 (ML-IV) 

P81859 CBLE_VISAL (Κ), (Φ), (Β) 
Λεκτίνη ιξού πρόσδεσης σε χιτίνη 

(cbML) 

P48718 RBL_VISAL (Κ), (Φ), (Β) 

Μεγάλη αλυσίδα του ενζύμου    

καρβοξυλάση/οξυγενάση της 1,5-

διφωσφοροριβουλόζης (RUBISCO) 

 

Παρατηρούνται διαφορές ως προς τη πρωτεϊνική σύσταση των βλαστών, φύλλων και 

κάλων ιξού. Σε σύνολο εννέα πρωτεϊνών, μόνο πέντε ήταν κοινές στα δείγματα που 
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αναλύθηκαν, οι τρεις βασικές λεκτίνες ιξού ML-I, ML-II, ML-III, το ένζυμο 

καρβοξυλάση/οξυγενάση της 1,5-διφωσφοροριβουλόζης (RUBISCO) και η λεκτίνη ιξού 

πρόσδεσης σε χιτίνη (chitin-binding Mistletoe Lectin, cbML). Μία πρωτεΐνη, η λεκτίνη ιξού ML-

IV, εντοπίζεται μόνο σε κάλους κάτι που υποδεικνύει ότι η καλογένεση ενεργοποιεί 

τροποποιήσεις στη βιοσυνθετική οδό των λεκτινών, επάγοντας τη σύνθεση μιας νέας 

ισόμορφης που δεν εντοπίζεται στους μητρικούς ιστούς. Αντίστοιχα, εντοπίζονται 

τροποποιήσεις στη βιοσύνθεση των βισκοτοξινών και οι ισόμορφες A3 και C1 εκφράζονται μόνο 

στους μητρικούς ιστούς και όχι στους κάλους. Στο διάγραμμα Venn που ακολουθεί 

παρουσιάζονται οι αλληλοεπικαλύψεις μεταξύ των πρωτεϊνικών ταυτοποιήσεων σε 

διαφορετικούς ιστούς ιξού.  

 

Εικόνα 3-3: Διάγραμμα Venn με τις κοινές πρωτεΐνες που ανιχνεύτηκαν σε βλαστούς, φύλλα και  κάλους 

ιξού. 
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3.4. Συμπεράσματα και συζήτηση 

Τα φυτά έχουν αναγνωριστεί από την εποχή της αρχαίας ιατρικής ως βασικές πηγές 

πολύπλοκων βιοδραστικών μορίων με φαρμακευτική δυναμική. Στη σύγχρονη εποχή, η 

βιοτεχνολογία αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο για την παραγωγή πολύτιμων μεταβολιτών και τη 

σύνθεση καινοτόμων μορίων φυτικής προέλευσης. Βιοτεχνολογικές τεχνικές, από την 

καλλιέργεια κυττάρων έως τη γενετική μηχανική, βρίσκουν εφαρμογές στην ενίσχυση της 

φαρμακευτικής παραγωγής σε φυτικά βιοεργοστάσια (Hidalgo et al. 2018). 

Η καλλιέργεια κάλων έχει προταθεί ως ισχυρή εναλλακτική για τη παραγωγή φυτικής 

βιομάζας ιξού και κατά συνέπεια την παραλαβή επιθυμητών βιομορίων. Το ποσοστό 

καλογένεσης βλαστών του Viscum album var abietis καλογένεσης των βλαστών είναι ιδιαίτερα 

χαμηλό και περιορίζεται στο 6%. Η χαμηλή επιτυχία έρχεται σε συμφωνία με τη βιβλιογραφία 

καθώς ο ιξός θεωρείται δύστροπο είδος κατά την ιστοκαλλιέργεια (Kintzios et al. 2002). Τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που παραλήφθηκαν από κάλους, βλαστούς και φύλλα έδειξαν ότι 

υπάρχουν σημαντικές διαφορές στην παραγωγή πρωτεϊνών ποσοτικά. Τα φύλλα είχαν 

σημαντικά μεγαλύτερη ποσότητα πρωτεϊνών σε σχέση με τους βλαστούς, κάτι που αναμένεται 

λόγω της μεγάλης παρουσίας φυτικών ινών και αγωγών στους βλαστούς (Rafajlovska et al. 2013, 

Song et al. 2015). Οι κάλοι όμως είχαν σημαντικά πιο μικρή παραγωγή πρωτεϊνών ανά μονάδα 

βάρους σε σχέση με τα βλαστικά μέρη του φυτού δότη. Οι κάλοι προέρχονται από 

παρεγχυματικά κύτταρα τα οποία έχουν υψηλή περιεκτικότητα σε νερό σε σχέση με τους 

μητρικούς ιστούς.  

Η ανάλυση των δεδομένων HRMS σε συνδυασμό με τη βάση δεδομένων άλμπουμ 

Viscum ανέδειξε παραλλαγές στην περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη μεταξύ των στελεχών, των 

φύλλων και των κάλλων του γκι. Μεταξύ όλων των δειγμάτων που μελετήθηκαν, μόνο πέντε 

πρωτεΐνες ανιχνεύθηκαν με συνέπεια σε όλους τους ιστούς. Αυτές είναι οι τρεις κύριες 

ισολεκτίνες ML-I, ML-II, ML-III, το ένζυμο RUBISCO και η λεκτίνη cbML, που δεσμεύει εκλεκτικά 

χιτίνη. Τα φυτά που παράγουν πρωτεΐνες που απενεργοποιούν ριβοσώματα συχνά συνθέτουν 

ισόμορφες πρωτεΐνες που σχετίζονται μεταξύ τους ως προς την αλληλουχία και την ειδικότητα 

τους (Hartley et al. 1996). Σε αυτή τη περίπτωση είναι ενδιαφέρον ότι η λεκτίνη ML-IV του γκι 

βρέθηκε αποκλειστικά σε κάλους. Η καλογένεση φαίνεται να ενεργοποιεί αλλαγές στη 

βιοσυνθετική οδό των λεκτινών, δημιουργώντας μια νέα ισομορφή που δεν αναγνωρίζεται 

στους μητρικούς ιστούς.  

Οι διάφορες ισομορφές λεκτινών του γκι παρουσιάζουν παραλλαγές στη δομή τους και 

την ειδικότητα δέσμευσης υδατανθράκων, επηρεάζοντας την αποτελεσματικότητά τους στην 

καταπολέμηση του καρκίνου (Van Damme et al., 2008). Η σύνδεση της Β-αλυσίδας σε 

συγκεκριμένους υποδοχείς στις κυτταρικές επιφάνειες είναι κρίσιμη για την εσωτερίκευση της 
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κυτταροτοξικής Α-αλυσίδας (Hoessli and Ahmad, 2008). Στη θεραπεία του καρκίνου, οι λεκτίνες 

V.album έχουν χρησιμοποιηθεί για να προκαλέσουν αντικαρκινικά αποτελέσματα είτε 

προκαλώντας άμεσα απόπτωση είτε έμμεσα διεγείροντας το ανοσοποιητικό σύστημα (Kim et 

al., 2003; Knöpfl-Sidler et al., 2005; Elluru et al. , 2006). Οι λεκτίνες του γκι, όταν εισέρχονται σε 

κακοήθη κύτταρα, ενεργοποιούν διεργασίες που οδηγούν σε απόπτωση, που περιλαμβάνουν 

πρωτεϊνικές κινάσες (ERK1/2, ενεργοποιημένες από στρες πρωτεϊνικές κινάσες, p38 MAPK) και 

την ενεργοποίηση των κασπασών (Lyu et al., 2002a; Pae et al., 2001). Ο αποπτωτικός κυτταρικός 

θάνατος συνεπάγεται σημαντικές αλλαγές σε ζωτικές μεταβολικές διεργασίες, όπως η 

αναστολή της πρωτεϊνικής σύνθεσης σε ριβοσωμικό επίπεδο, η αλλαγή των μιτοχονδριακών 

μεμβρανών και η τροποποίηση της ενδοκυτταρικής σηματοδότησης (Janssen et al., 1993). Οι 

αλληλεπιδράσεις της αλυσίδας Α στο εσωτερικό των κυττάρων είναι υπεύθυνες για τις 

κυτταροτοξικές ιδιότητες των λεκτινών, ενώ η Β-αλυσίδα σχετίζεται με τις ανοσοτροποποιητικές 

τους επιδράσεις. Οι λεκτίνες του γκι έχει αποδειχθεί ότι ενισχύουν το ανοσοποιητικό σύστημα 

μέσω διαφόρων μηχανισμών, συμπεριλαμβανομένης της αυξημένης έκφρασης κυτοκινών, της 

διέγερσης των μακροφάγων και της ενεργοποίησης των φυσικών φονικών κυττάρων (ΝΚ) και 

των κυτταροτοξικών Τ-λεμφοκυττάρων (Hajto et al., 2016; Melnick, 2006; Boneberg και Hartung, 

2001). 

Σε αναλογία με τη βιοσύνθεση λεκτινών, παρατηρήθηκαν παραλλαγές και στην έκφραση 

των βισκοτοξινών. Συγκεκριμένα, οι ισομορφές A3 και C1 βρέθηκαν αποκλειστικά σε φυτά δότες 

και απουσίαζαν στους κάλους. Οι βισκοτοξίνες αποτελούν μια κατηγορία μικρών, τοξικών 

πρωτεϊνών καθοριστικής σημασίας για τον αμυντικό μηχανισμό του γκι, στοχεύοντας κυρίως τις 

βιολογικές μεμβράνες. Εντός των ειδών άλμπουμ Viscum, υπάρχουν πολλαπλές ισομορφές 

βισκοτοξινών, που παρουσιάζουν υψηλό βαθμό ομοιότητας αλληλουχίας αλλά μικρές δομικές 

διαφορές (Schrader and Apel 1991). Αυτές οι ελαφρές δομικές παραλλαγές διαδραματίζουν 

βασικό ρόλο στην παροχή διακριτών αντικαρκινικών ιδιοτήτων (Romagnoli et al. 2003) καθώς 

η βιοδραστικότητα των βισκοτοξινών επηρεάζεται από τα δομικά χαρακτηριστικά της 

επιφάνειας τους (Coulon et al. 2003). Στον τομέα της θεραπείας του καρκίνου οι βισκοτιξίνες 

του ιξού, σε τυποποιημένα εκχυλίσματα ή μεμονωμένες, έχουν επιδείξει κυτταροτοξικές 

επιδράσεις σε διάφορες κυτταρικές σειρές (Knöpfl-Sidler et al. 2005, Eggenschwiler et al. 2007) 

και επιπλέον είχαν υποσχόμενα αποτελέσματα σε κλινικές δοκιμές (Huber et al. 2002, 

Werthmann et al. 2017). Εκτός από κυτταροτοξικές επιπτώσεις, τα πολυπεπτίδια διεγείρουν 

ανοσογονικές αποκρίσεις ενεργοποιώντας κύτταρα φυσικών φονέων (ΝΚ) (Tabiasco et al. 2002), 

κοκκιοκυττάρων (Stein et al. 1999) και προάγοντας την παραγωγή αντισωμάτων (Klein et al. 

2002).  

Η λεκτίνη πρόσδεσης χιτίνης του ιξού, cbML, είναι ένα ομοδιμερές που σχηματίζεται από 

δύο πανομοιότυπες πολυπεπτιδικές αλυσίδες συζευγμένες με μια δισουλφιδική γέφυρα. 

Παρουσιάζει δομική ομολογία με την hevein, μια πρωτεΐνη που εξάγεται από το Hevea 

brasiliensis (Voelter et al. 2000). Οι λεκτίνες που δεσμεύουν χιτίνη είναι αντιπροσωπευτικά μέλη 
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της οικογένειας λεκτινών hevein στα φυτά, που χαρακτηρίζονται από την παρουσία περιοχών 

δέσμευσης Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης (GlcNAc) (Itakura et al. 2017). Η χιτίνη είναι ένα πολυμερές 

υδατανθράκων άφθονο στη φύση, ιδιαίτερα στα έντομα, και σε αρκετούς φυτικούς 

οργανισμούς ανιχνεύονται λεκτίνες με υποδοχείς δέσμευσης χιτίνης, και έχουν χρήση κατά την 

άμυνα έναντι παθογόνων που περιέχουν χιτίνη (Bueter et al. 2013). ). Η cbML είναι μια πρωτεΐνη 

του ιξού που έχει αναφερθεί ότι επάγει κυτταροτοξικές ιδιότητες (Peumans et al. 1996), καθώς 

και ανοσογονικές αποκρίσεις σε ασθενείς (Klein et al. 2004). 

Οι πρωτεΐνες που ανιχνεύτηκαν σε βλαστούς, φύλλα και κάλους ιξού έχουν σημαντική 

αντικαρκινική δράση, με εξαίρεση το ένζυμο RubisCO το οποίο συμμετέχει στο κύκλο του Kalvin 

στη δέσμευση του CO2 ατμόσφαιρα και θεωρείτε η πιο διαδεδομένη πρωτεΐνη που υπάρχει  

(Tabita et al. 2007). Η πρωτεομική ανάλυση των κάλων, φύλλων και βλαστών του Viscum album 

var abietis αναδεικνύει την ύπαρξη σημαντικών διαφορών στο πρωτεϊνικό περιεχόμενο 

διαφορετικών ιστών. Η έκφραση της ισομορφής λεκτίνης του γκι ML-IV, αποκλειστικά σε 

βιοτεχνολογικά παραγόμενους ιστούς καθώς και η απουσία δύο βισκοτοξινών ( βισκοτοξίνη A3 

και C1) στους κάλους, ενώ εντοπίζονται στους μητρικούς βλαστους, υποδεικνύουν ότι οι 

βιοσυνθετικές οδοί πρωτεϊνών διαφοροποιούνται κατά την καλογένεση. Αυτό το αποτέλεσμα 

είναι σύμφωνο με προηγούμενες μελέτες των Kintzios (2002) και Barberaki (2015), που 

προσδιόρισαν de novo σύνθεση πρωτεϊνών σε κάλους του φυτού, και μάλιστα με σημαντικές 

αντικαρκινικές ιδιότητες.   
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4. Αποτελέσματα επίδρασης των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού, της 

λεκτίνης ΜL-1 και του αντικαρκινικού φαρμάκου 5-φθοροουρακίλη, 

μεμονωμένα ή σε συνδυασμό τους, σε κύτταρα ανθρώπινου 

αδενοκαρκινώματος του τραχήλου της μήτρας HeLa. 
 

4.1. Εισαγωγή 

Οι καρκίνοι του αναπαραγωγικού συστήματος αποτελούν σημαντική απειλή για την 

υγεία και τη ζωή των γυναικών, καθώς μόνο στις Ηνωμένες Πολιτείες, εκτιμάται ότι 

αντιπροσωπεύουν περίπου 110.000 νέες περιπτώσεις και 33.000 θανάτους ετησίως. Οι 

γυναικολογικοί καρκίνου χαρακτηρίζονται από το προσβεβλημένο όργανο, και ανάλογα 

διακρίνονται σε καρκίνοι του τραχήλου της μήτρας, των ωοθηκών, της μήτρας, του κόλπου, του 

αιδοίου και της σάλπιγγας (Siegel et al. 2019). Η θεραπεία των γυναικολογικών καρκίνων 

απαιτεί συνδυασμό επεμβατικών και μη επεμβατικών μεθόδων, όπως χημειοθεραπεία και 

ακτινοβολίας, και αποσκοπεί στο να είναι να εξασφαλιστεί τόσο αποτελεσματική θεραπεία όσο 

και η καλύτερη ποιότητα ζωής για τους ασθενείς (Melville et al. 1999). Η χημειοθεραπεία 

διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στην αντιμετώπιση της ασθένεια και στις μέρες μας εξελίσσεται 

σε πολύπλευρες προσεγγίσεις που ενσωματώνουν εξατομικευμένη ιατρική. Παρά την ευρεία 

χρήση της, η παραδοσιακή χημειοθεραπεία αντιμετωπίζει σημαντικές προκλήσεις, ιδίως την 

αντίσταση στα φάρμακα, υπεύθυνη για έως και το 90% των αποτυχιών της θεραπείας και την 

έλλειψη επιλεκτικότητας (Hammond et al. 2016, Reed and Sadozye 2016). 

Ένας συχνά χρησιμοποιούμενος χημειοθεραπευτικός παράγοντας είναι η 5-

φθοροουρακίλη(5-FU) (Zhang et al. 2015). Η αντικαρκινική του δράση βασίζεται στην αναστολή 

της θυμιδυλικής συνθάσης (TS) κατά τη φάση S του κυτταρικού κύκλου αλλά προκαλεί 

κυτταρικό θάνατο αυξάνοντας τις ελεύθερες ρίζες στα μιτοχόνδρια και ενεργοποιώντας έναν 

καταρράκτη κασπασών (Ohtani et al. 2000). Ωστόσο, η αντίσταση των κυττάρων στη 5-FU 

παραμένει ένα σημαντικό εμπόδιο στην κλινική θεραπεία όγκων (Wang, Cassidy, et al. 2004) και 

είναι απαραίτητη η ενίσχυση της ευαισθησίας των καρκινικών κυττάρων στις αποπτωτικές 

επιδράσεις που διεγείρει το φάρμακο, για την επιτυχία της χημειοθεραπείας (Yang et al. 2009) 

Οι σύγχρονες θεραπευτικές στρατηγικές χημειοθεραπείας στοχεύουν σε κάτι 

περισσότερο από την πρόκληση απόπτωσης στα καρκινικά κύτταρα, στοχεύοντας στο 

περιβάλλον του όγκου και τη διέγερση των ανοσολογικών αποκρίσεων (Xu et al. 2022). Οι 

υφιστάμενες φαρμακευτικές ενώσεις υπόκεινται σε περιορισμούς και υπάρχει ανάγκη για την 

ανάπτυξη νέων, αποτελεσματικότερων αντικαρκινικών σκευασμάτων που δεν παρουσιάζουν 

παράπλευρες βλάβες σε ιστούς που δεν αποτελούν στόχο (Gyanani et al. 2021). Σήμερα, ένας 

τεράστιος αριθμός φυσικών ενώσεων απομονώνεται και ελέγχεται ως πιθανοί αντικαρκινικοί 

παράγοντες για την ανάπτυξη νέων, αποτελεσματικών χημειοθεραπευτικών φαρμάκων 
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(Graziani et al. 2018). Τα φυσικά προϊόντα είναι μια εξέχουσα πηγή σύνθετων ενώσεων με 

μεγάλη δομική ποικιλία και πλήθος εφαρμογών στην φαρμακευτική. Η αξιολόγηση των 

φαρμακευτικών δυνατοτήτων δευτερογενών μεταβολιτών που προέρχονται από φαρμακευτικά 

φυτά παραμένει προτεραιότητα, ενώ η βιοτεχνολογία προσφέρει μια σημαντική εργαλειοθήκη 

για την ενίσχυση της απόδοσης επιθυμητών μεταβολιτών ή την παραγωγή νέων βιοδραστικών 

ενώσεων (Gandhi et al. 2015, Newman and Cragg 2016). 

Ο ιξός έχει σημαντικές φαρμακευτικές ιδιότητες, κατά βάση αντικαρκινικές, οι οποίες 

αποδίδονται κυρίως σε δύο εξαιρετικά βιοενεργές πρωτεϊνικές ομάδες: τις βισκοτοξίνες και τις 

λεκτίνες. Οι βισκοτοξίνες, που κατηγοριοποιούνται ως θειονίνες τύπου III, είναι πρωτεΐνες με 

μικρό μοριακό βάρος περίπου 5 kDa, και κυτταροτοξικές επιδράσεις και ανοσολογικές 

αποκρίσεις (Knöpfl-Sidler et al. 2005, Tabiasco et al. 2002). Οι λεκτίνες του γκι, που 

περιλαμβάνουν τρεις γλυκοπρωτεΐνες ταξινομημένες ως πρωτεΐνες αδρανοποίησης 

ριβοσώματος τύπου II, αποτελούνται από δύο πολυπεπτιδικές αλυσίδες που συνδέονται με 

έναν δισουλφιδικό δεσμό. Αυτές οι ισόμορφες πρωτεΐνες ποικίλλουν ως προς τη μοριακή μάζα 

και την εκλεκτικότητα σε υδατάνθρακες (Lavelle et al. 2002, Tonevitsky et al. 2004). Οι λεκτίνες 

του ιξού θεωρούνται τα βασικά αντικαρκινικά μόρια του φυτού. Εκχυλίσματα ιξού, 

τυποποιημένα ως προς την περιεκτικότητά τους σε λεκτίνη, έχουν δοκιμαστεί σε προκλινικές 

και κλινικές μελέτες. Παρασκεύασμα ιξού εμφάνισε αντιπολλαπλασιαστική δράση και 

πρόκληση αποπτωτικών μηχανισμών μέσω της ενεργοποίησης των κασπασών, έναντι της οξείας 

μυελογενούς λευχαιμίας, in vitro και in vivo (Delebinski et al. 2015). Το πλούσιο σε λεκτίνη 

εμπορικό παρασκεύασμα Iscador®M είχε αντιπολλαπλασιαστική επίδραση σε καρκινικές 

σειρές, ενώ το φτωχό σε λεκτίνη εκχύλισμα Iscador P δεν είχε καμία επίπτωση τον 

πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων (Maier and Fiebig 2002). Το παρασκεύασμα 

Abnobaviscum F®, επάγει τον κυτταρικό θάνατο στη κυτταρική σειρά μυελογενούς λευχαιμίας 

Κ562, μέσω της ενεργοποίησης των κασπασών (Park et al. 2012). Η χορήγηση καθαρής λεκτίνης 

ιξού σε καρκινικά κύτταρα προκαλεί αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο, που αποδίδεται στις 

κασπάσες (Möckel et al. 1997, Bantel et al. 1999). Παράλληλα υπάρχουν αναφορές ότι οι 

λεκτίνες του ιξού διεγείρουν ανοσοαντιδράσεις, όπως έκκριση κυτοκινών και ενεργοποίηση 

φυσικών φονικών κυττάρων, ως αποτέλεσμα της επιλεκτικής δέσμευσης της αλυσίδας Β στις 

κυτταρικές μεμβράνες, κάτι που επηρεάζει την κυτταρική σηματοδότηση (Hajto et al. 1997). Τα 

τυποποιημένα παρασκευάσματα γκι έχει βρεθεί ότι διεγείρουν το ανοσοποιητικό σύστημα 

ασθενών αυξάνοντας τα λευκοκύτταρα (Gardin 2009). 

Σκοπός της μελέτης είναι η διερεύνηση της επίδρασης πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από 

σωμακλωνικούς κάλους, φύλλα και βλαστούς ιξού (Viscum album ssp. abietis) καθώς και 

καθαρής λεκτίνη ιξού ML-I, στη καρκινική σειρά κυττάρων τραχήλου της μήτρας HeLa. Οι 

πρωτεΐνες εφαρμόστηκαν είτε μεμονωμένα, είτε σε συνδυασμό με το διαδεδομένο 

χημειοθεραπευτικό παράγοντα 5-fluorouracil (5-FU), ώστε να διερευνηθούν πιθανές 

συνεργιστικές δράσεις με το φάρμακο. Μελετήθηκαν τα αποτελέσματα των χειρισμών σε 
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διάφορες μεταβολικές διαδικασίες όπως η κυτταρική βιωσιμότητα, η ενεργοποίηση 

αποπτωτικών μηχανισμών, το οξειδωτικό στρες και μεταβολές στα επίπεδα παραγωγής 

σουπεροξειδίου (Ο2
-), με χρήση μη επεμβατικού κυτταρικού βιοαισθητήρα. 

 

4.2. Αξιολόγηση της επίδρασης των χειρισμών στη βιωσιμότητα των κυττάρων 

HeLa με τη μέθοδο MTT. 

Ο προσδιορισμός της επίδρασης των εκχυλισμάτων ιξού, της καθαρής λεκτίνης ΜL-1 και 

της 5-φθοριοουρακίλης στη κυτταρική βιωσιμότητα πραγματοποιείται φωτομετρικά με τη 

μέθοδο ΜΤΤ. Η μέθοδος αντανακλά τo επίπεδο µιτοχονδριακής δραστηριότητας των κυττάρων 

και κατά συνέπεια αποτελεί δείκτη της βιωσιμότητας και του ρυθμού αύξησης του κυτταρικού 

πληθυσμού (Rai et al. 2018, Shang et al. 2011). Τα κύτταρα επωάζονται παρουσία κατάλληλων 

συγκεντρώσεων των χειρισμών για 24 και 48 ώρες και τα αποτελέσματα της πειραματικής 

διαδικασίας εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα, δηλαδή κύτταρα που 

καλλιεργήθηκαν χωρίς την προσθήκη κάποιας ουσίας.  

4.2.1. Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ΜL-1 και 5-FU στη βιωσιμότητα κυττάρων 

HeLa. 

Αρχικά εκτιμήθηκε η κυτταροτοξική δράση της λεκτίνης ΜL-1 και του φαρμάκου 5-FU σε 

κύτταρα ανθρώπινου αδενοκαρκινώματος του τραχήλου της μήτρας HeLa. H καθαρή λεκτίνη 

ML-I χορηγήθηκε στη κυτταρική σειρά HeLa σε διάφορες συγκεντρώσεις, που κυμαίνονται από 

50-1000 ng/mL (Bantel et al. 1999), για χρονικό διάστημα 24 και 48 ωρών και αξιολογήθηκε η 

επίδραση της κάθε συγκέντρωσης στη βιωσιμότητα των κυττάρων. Τα αποτελέσματα της για 

κάθε χρονική περίοδο παρουσιάζονται στην εικόνα 4-1 που ακολουθεί. 



 

 

63 

 

  

Εικόνα 4-1: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων HeLa μετά από επίδραση 
διαφορετικών συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης ML-I (50, 100, 250, 500 και 1000 ng/mL) για 24 και 48 ώρες. 
Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από 
μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο 
σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

Παρατηρείται ότι η χορήγηση της λεκτίνης ΜL-1 σε κύτταρα HeLa επιδρά στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων ανάλογα με τη συγκέντρωση και το χρόνο επώασης. Στο χρονικό 

διάστημα 24 ωρών η συγκέντρωση 100 ng/mL παρουσιάζει αυξημένη μιτοχονδριακή 

δραστηριότητα (121% ± 19), ενώ οι υπόλοιπες συγκεντρώσεις δεν εμφανίζουν στατιστικά 

σημαντικές διαφορές σε σχέση με το μάρτυρα. Κατά την επώαση των κυττάρων με λεκτίνη για 

48 ώρες, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας (75,85% 

±9,8) όταν χορηγήθηκε συγκέντρωση 1000 ng/mL. Ποσότητες της λεκτίνης σε μικρότερες 

συγκεντρώσεις δεν προκάλεσαν διαφοροποίηση της κυτταρικής βιωσιμότητας σε σχέση με το 

μάρτυρα. 

Στη συνέχεια αξιολογήθηκε η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων του 

χημειοθεραπευτικού παράγοντα 5-FU, που κυμαίνονται από 0-200μΜ, για 2 χρονικές 

περιόδους 24 και 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 4-2.  
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Εικόνα 4- 2: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων HeLa μετά από επίδραση διαφορετικών 
συγκεντρώσεων του φαρμάκου 5-FU (5, 10, 25, 50, 100, 150 και 200 μΜ) για 24 48 και ώρες. Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, **,##p<0.01, 
***,###p<0.001 , * για 24 h και # για48h επώαση. 
 

Κατά το χειρισμό των κυττάρων με 5-φθοροουρακίλη, παρατηρείται ότι ο αντικαρκινικός 

παράγοντας έχει σημαντική επίδραση στη κυτταρική βιωσιμότητα, ανάλογα με τη χορηγούμενη 

δόση και το χρονικό διάστημα επώασης. Στον χειρισμό των 24 ωρών, συγκεντρώσεις 

μεγαλύτερες από 150 μM είχαν στατιστικά σημαντική κυτταροτοξική δράση, μειώνοντας τη 

βιωσιμότητα στο 70%. Στην επώαση για 48 ώρες, η  5-FU εμφάνισε σημαντική κυτταροτοξική 

δράση σε χαμηλή συγκέντρωση (50 μΜ), όπου η κυτταρική βιωσιμότητα έφτασε στο 77,7% 

(±8,57), ενώ η μεγαλύτερη δόση των 200μΜ προκάλεσε μέιωση της μιτοχονδριακής 

δραστηριότητας στο 51% (±9,2) σε σχέση με το μάρτυρα.   

4.2.2. Επίδραση των εκχυλισμάτων ιξού στη βιωσιμότητα των κυττάρων HeLa.  

Η λεκτίνη ML-I παρουσίασε δραστικότητα έναντι της κυτταρικής σειράς σε συγκέντρωση 

1000 ng/mL. Αυτή η πρωτεϊνική συγκέντρωση επιλέχθηκε να χρησιμοποιηθεί ως συγκέντρωση 

αναφοράς και τα εκχυλίσματα ιξού χορηγήθηκαν σε συγκέντρωση 1000 ng/mL, ώστε να 

αξιολογηθεί η επίδραση τους σε σχέση με τη καθαρή πρωτεΐνη. Σε προκαταρκτικά πειράματα 

τα εκχυλίσματα βλαστών παρουσίασαν πολύ μεγάλη κυτταροτοξικότητα και προτιμήθηκε να 

εφαρμόζεται μικρότερη συγκέντρωση (500 ng/mL) ώστε να είναι συγκρίσιμα τα αποτελέσματα. 

Η επίδραση των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων κάλων (ΠΕΚ), φύλλων (ΠΕΦ) και βλαστών (ΠΕΒ) 

ιξου στη βιωσιμότητα των καρκινικών κύτταρων του τραχήλου της μήτρας HeLa αξιολογήθηκε 

με τη μέθοδο ΜΤΤ σε δύο χρονικά διαστήματα επώασης, 24 και 48 ωρών. Τα αποτελέσματα της 
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επίδρασης των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού στη κυτταρική σειρά HeLa παρουσιάζονται στην 

εικόνα 4-3 που ακολουθεί. 

 

Εικόνα 4- 3 Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων HeLa μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού για 24 48 και ώρες. ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (1000 ng/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα 
φύλλων (1000 ng/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (500 ng/mL). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση 
με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές 
διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, **,##p<0.01, ***,###p<0.001 , * για 24 h και # 
για48h επώαση. 

Από τις μετρήσεις υποδεικνύεται ότι η βιωσιμότητα των κυττάρων HeLa δεν 

επηρεάστηκε από τα εκχυλίσματα κάλων ιξού και στα δύο διαστήματα επώασης. Τα 

εκχυλίσματα φύλλων στο χρονικό διάστημα 24 ωρών δεν είχαν επίδραση στατιστικά σημαντική, 

αλλά μετά από επώαση 48 ωρών προκάλεσαν πολύ σημαντική μείωση της μιτοχονδριακής 

δραστηριότητας σε σχέση με το μάρτυρα, σε ποσοστό 31,8% (±2,34). Τα εκχυλίσματα βλαστών 

αν και χρησιμοποιήθηκαν σε μικρότερη συγκέντρωση (500 ng/mL), προκάλεσαν σημαντική 

μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας, η οποία έφθασε στο 67,08 % (±6,03 ) κατά την επώαση 

24 ωρών και στο 20,12 % (±1,27) κατά την επώαση 48 ωρών. 

 

4.2.3. Επίδραση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού και της λεκτίνης ΜL-1, σε συνδυασμό με το 

αντικαρκινικό φάρμακο 5-φθοροουρακίλη, στη βιωσιμότητα των κυττάρων HeLa. 
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Η λεκτίνη, το φάρμακο 5-FU και τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα επιδρούν στη βιωσιμότητα 

του κυτταρικού πληθυσμού. ανάλογα με τη δόση και το χρόνο επώασης. Το επόμενο στάδιο 

είναι η μελέτη της αλληλεπίδρασης του χημειοθεραπευτικού παράγοντα με τις πρωτεΐνες του 

ιξού, όταν χορηγούνται συνδυαστικά σε κύτταρα ανθρώπινου αδενοκαρκινώματος του 

τραχήλου της μήτρας HeLa. Για τη διερεύνηση της συνδυαστικής δράσης του φαρμάκου με τις 

πρωτεΐνες ιξού επωάστηκαν κύτταρα υπό την επίδραση σταθερής δόσης 5-φθοροουρακίλης 

(150 μΜ) μαζί με λεκτίνη ML-I σε συγκέντρωση 500ng/mL ή πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων κάλλων 

και φύλλων σε συγκέντρωση 500ng/mL ή πρωτεϊνικού εκχυλίσματος βλαστών σε συγκέντρωση 

250 ng/mL. H χορήγηση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων βλαστού και φύλλων, σε συγκεντρώσεις 

500ng/mL και 1000ng/mL αντίστοιχα, προκάλεσε σημαντική μείωση της κυτταρικής 

βιωσιμότητας κατά την επώαση 48 ωρών. Για να αξιολογηθεί η συνδυασμένη επίδραση των 

εκχυλισμάτων με την 5-FU χορηγήθηκαν τα εκχυλίσματα και το φάρμακο στο 50% της δόσης. 

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνών ιξού σε συνδυασμό με τη 5-FU στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων, μετά από επώαση 24 ωρών, παρουσιάζονται στην εικόνα 4-4.  

 

Εικόνα 4- 4. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων HeLa μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- φθοροουρακίλη για 24 
ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων (0,5 μg/mL), ΠΕΒ: 
εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (150 μΜ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε 
σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες 
τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από 
τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν από τον 
αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 
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Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα και η λεκτίνη δεν επηρεάζουν τον κυτταρικό πληθυσμό στη 

δόση που χορηγήθηκαν. Η συγχορήγηση του φαρμάκου με τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα φύλλων 

(70,69%±8,85) και βλαστών (71,93%±8,66) επιδρά αρνητικά στην μιτοχονδριακή 

δραστηριότητα, ενώ ο συνδυασμός της 5-FU με τη λεκτίνη και τα εκχυλίσματα κάλων δεν 

παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφορά από το μάρτυρα. Η επίδραση της μεμονωμένης 

επώασης των κυττάρων με 5-FU (72%±9,7) δεν διαφέρει από την επίδραση της συνδυασμένης 

χορήγησης του φαρμάκου με τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα φύλων και βλαστών. Οι τρείς 

χειρισμοί έχουν στατιστικά ισοδύναμη επίδραση στη κυτταρική βιωσιμότητα κύτταρα, ενώ οι 

υπόλοιποι χειρισμοί δεν επηρεάζουν το πληθυσμό μετά από επώαση για 24 ώρες.  

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνών ιξού, σε συνδυασμό με τη 5-FU, στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων HeLa μετά από επώαση 48 ωρών παρουσιάζονται στην εικόνα 4-4. 

 

Εικόνα 4- 5. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων HeLa μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- φθοροουρακίλη για 48 
ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων (0,5 μg/mL), ΠΕΒ: 
εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (150 μΜ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε 
σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες 
τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από 
τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν από τον 
αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα φύλλων (84,55%±10,5) και βλαστών (77,12%±11,6) 

παρουσιάζουν βιολογική επίδραση στη δόση που χορηγήθηκαν, προκαλώντας μείωση της 

κυτταρικής βιωσιμότητας. Το φάρμακο 5-FU, όταν χορηγείται μεμονωμένο (67,35%±5,51) ή σε 
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συνδυασμό με τη λεκτίνη (49%±1,94),τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα φύλων (26,01%±9,18) και τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα βλαστών (16,87%±5) προκαλεί στατιστικά σημαντική μείωση της 

κυτταρικής βιωσιμότητας σε σχέση με το μάρτυρα. Σε αντίθεση, η επώαση με το πρωτεϊνικό 

εκχύλισμα κάλλων, μεμονωμένο ή σε συνδυασμό με τον χημειοθεραπευτικό παράγοντα, δεν 

έχει επίδραση στο κυτταρικό πληθυσμό. Παρατηρείται ότι η συνδυασμένη χορήγηση της 5-FU 

με τη λεκτίνη και τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα φύλλων και βλαστών, παρουσιάζει σημαντική 

μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας, σε επίπεδα πολύ κατώτερα από ότι προκαλεί η 

μεμονωμένη μεταχείριση των κυττάρων με το φάρμακο ή τις πρωτεΐνες ιξού. 

Το χρονικό διάστημα κατά το οποίο επωάστηκαν τα κύτταρα με σταθερές δόσεις 

πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων και καθαρής λεκτίνης μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5-

φθοροουρακίλη επηρεάζει σημαντικά τη κυτταρική βιωσιμότητα. Στην εικόνα 4-6 

παρουσιάζονται συνδυαστικά τα αποτελέσματα της δοκιμής ΜΤΤ για τις δύο χρονικές 

περιόδους επώασης, 24 και 48 ωρών.  

 

Εικόνα 4- 6. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων HeLa μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- φθοροουρακίλη για 
χρονικό διάστημα 24 και 48 ώρών. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα 
φύλλων (0,5 μg/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (150 μΜ). Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές κάθε χειρισμού κατά την επώαση 24 ωρών διαφέρει από τον αντίστοιχο χειρισμό 
της επώασης 48 ωρών σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

Η δραστικότητα των εκχυλισμάτων βλαστού επηρεάζεται σημαντικά από το χρόνο 

επώασης, ειδικά όταν χορηγούνται παράλληλα με τη 5-FU. Η συνδυασμένη χορήγηση της 
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λεκτίνης και του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος φύλλων με το χημειοθεραπευτικό παράγοντα έχει 

μεγαλύτερη επίδραση όσο αυξάνει το χρονικό διάστημα επώασης.  

4.3. Επίδραση των χειρισμών στα επίπεδα παραγωγής ελευθέρων ριζών 

οξυγόνου (ROS) στη κυτταρική σειρά HeLa. 

Η χρωστική διοξική 2,7-διχλωρο-διϋδροφλουορεσκεΐνη (DCFΗ-DA) χρησιμοποιήθηκε ως 

ιχνηθέτης για το προσδιορισμό του σχηματισμού ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS) στη 

κυτταρική σειρά HeLa, ως αποτέλεσμα της επίδρασης πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από ιστούς 

ιξού και της λεκτίνης ΜL-1. Οι πρωτεΐνες χορηγήθηκαν μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με το 

αντικαρκινικό φάρμακο 5-FU, για δύο χρονικές περιόδους επώασης για 24 και 48 ώρες, σε ίδιες 

συγκεντρώσεις με αυτές που χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση της κυτταρικής βιωσιμότητας 

με τη μέθοδο ΜΤΤ. Τα επίπεδα ROS εκτιμήθηκαν φθορισμομετρικά, μετρώντας την ένταση 

φθορισμού του ιχνηθέτη και στη συνέχεια κανονικοποιήθηκαν προς το ολικό πρωτεϊνικό 

περιεχόμενο των κυττάρων. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες (AM) 

που προκύπτουν μετά την κανονικοποίηση των μετρήσεων φθορισμού των κυττάρων. Στην 

εικόνα 4-7 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα για την επώαση 24 ωρών. 

Εικόνα 4- 7 Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα HeLa μετά την επώαση με 0.5 

μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για διάστημ 24 

ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης φθορισμού 

του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο 

σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, 

##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο 

σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001.  
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Ο αναστολέας βιοσύνθεσης ROS, Ν-ακετυλο-1-κυστεΐνη, χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 

έλεγχος (-) των μετρήσεων μετά από επώαση των κυττάρων με το παράγοντα σε σε 

συγκέντρωση 0,5 Μ (Halasi et al. 2013). Αντίστοιχα, 200 μΜ υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(H2O2) χρησιμοποιήθηκαν για τον θετικό έλεγχο (+) παραγωγής ROS από τα κύτταρα. Κατά την 

επώαση των κυττάρων με τους χειρισμούς για 24 ώρες παρατηρείται ότι τα πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα φύλλων (253,78±34,9 AM) και βλαστών (178,70±33,55 AM) παρουσιάζουν έντονο 

σχηματισμό ROS, ενώ η λεκτίνη και τα εκχυλίσματα κάλλων δεν διαφοροποιούνται σε σχέση με 

τον μάρτυρα (0). Το φάρμακο 5-FU (82,04±16,12 ΑΜ), καθώς και ο συνδυασμός του με την 

λεκτίνη (130,07±20,49 ΑΜ) και τα εκχυλίσματα φύλλων (156,26±37,89 ΑΜ) και βλαστών 

(247,79±65,34 ΑΜ) ευνοεί το σχηματισμό ενεργών μορφών οξυγόνου, αλλά μόνο ο συνδυασμός 

με λεκτίνη έχει σημαντικότερη επίδραση από ότι η επώαση με τα εκχυλίσματα μεμονωμένα.  

Τα αποτελέσματα της επώασης των κυττάρων με τους χειρισμούς για το χρονικό 

διάστημα 48 ωρών παρουσιάζονται στην εικόνα 4-8 που ακολουθεί. 

 

 
Εικόνα 4- 8: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα HeLa μετά την επώαση με 0.5 

μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για διάστημ 

48ωρών. (-) 0.5M N-αψετυλο-1-κυστεινη. (+) 200 μΜ Η2Ο2. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες 

μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης φθορισμού του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι 

μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) 

διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν 

από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Κατά την επώαση των κυττάρων για 48 ώρες παρατηρείται ότι σε σχέση με το μάρτυρα 

τα εκχυλίσματα φύλλων (2336,13±421,49 ΑΜ) και βλαστών (2683,36±363,21 ΑΜ) 
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παρουσιάζουν πολύ σημαντική αύξηση στη παραγωγή ελευθέρων ριζών, ενώ και η λεκτίνη 

(118,55±40,76 ΑΜ) δρα θετικά στο σχηματισμό τους. Ο χημειοθεραπευτικός παράγοντας 5-FU 

(82±6 ΑΜ) ευνοεί τη παραγωγή ROS όταν παρέχεται μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με τις 

πρωτεΐνες ιξού. Παρατηρείται, ότι ο συνδυασμός του φαρμάκου με τη λεκτίνη δεν διαφοροποιεί 

την επίδραση της πρωτεΐνης (89±6 ΑΜ), ενώ ο συνδυασμός του με το εκχύλισμα κάλων 

(83,5±4,91 ΑΜ) προκαλεί αύξηση των ενεργών μορφών οξυγόνου σε σχέση με το εκχύλισμα 

μεμονωμένο. Η συγχορήγηση του φαρμάκου με τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα βλαστών 

(1031,43±23,25 ΑΜ) και φύλλων (459,21±94,78 ΑΜ) διεγείρει το σχηματισμό ελευθέρων ριζών 

αλλά σε χαμηλότερα επίπεδα από τους αντίστοιχους χειρισμούς χωρίς την παρουσία 5-FU. 

4.4. Επίδραση των χειρισμών στα επίπεδα παραγωγής µιτοχονδριακού ανιόντος 

του σουπεροξειδίου στη κυτταρική σειρά HeLa. 

Η χρωστική MitoSOX™ Red (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) χρησιμοποιήθηκε 

για την φθορισμομετρική ανίχνευση της παραγωγής ανιόντος του σουπεροξειδίου στα 

μιτοχόνδρια κυττάρων HeLa. Η χρωστική κατευθύνεται επιλεκτικά στο εσωτερικό των 

μιτοχονδρίων, όπου οξειδώνεται παρουσία του ανιόντος του σουπεροξειδίου και φθορίζει 

(διέγερση 510nm-εκποµπή 580nm). Τα κύτταρα επωάστηκαν με τη λεκτίνη ΜL-1 και πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα ιξού, μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5-FU, για δύο χρονικές περιόδους, 24 και 

48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες (AM) που προκύπτουν 

μετά την κανονικοποίηση των μετρήσεων του φθορισμού των κυττάρων προς το ολικό 

πρωτεϊνικό περιεχόμενο τους. Για τον θετικό έλεγχο (+) παραγωγής ελευθέρων ριζών στα 

μιτοχόνδρια των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε αντιμυσίνη (αntimycin-A) σε συγκέντρωση 50μM. 

Τα αποτελέσματα της μεταχείρισης των κυττάρων με τις πρωτεΐνες και το αντικαρκινικό 

φάρμακο για 24 ώρες παρουσιάζονται στην εικόνα 4-9. 
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Εικόνα 4- 9: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2
-) σε κύτταρα 

HeLa μετά την επώαση με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 
150 μΜ 5-FU για διάστημα 24 ωρών. (+) 50μM αντιμυσίνη. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες 
μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης φθορισμού της χρωστικής MitoSOX™ Red προς τις ολικές πρωτεΐνες. 
Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) 
διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν 
από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Κατά την επώαση των 24 ωρών παρατηρείται ότι τα εκχυλίσματα του κάλου δεν 

προκαλούν τον σχηματισμό ανιόντος του σουπεροξειδίου στα μιτοχόνδρια, σε αντίθεση με τη 

λεκτίνη (22,75±1,2 ΑΜ) και τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα φύλλων (49,67±16,35 ΑΜ) και βλαστών 

(58,33±11,13 ΑΜ), τα οποία επάγουν σημαντική αύξηση των επιπέδων της ελεύθερης ρίζας. Η 

μεμονωμένη χορήγηση 5-FU στα κύτταρα καθώς και ο συνδυασμός του με εκχυλίσματα κάλων 

δεν διαφοροποίησε την παραγωγή O2
– σε σχέση με τον μάρτυρα, ενώ ο συνδυασμός του 

χημειοθεραπευτικού παράγοντα με εκχυλίσματα φύλλων (63,06±20,34 ΑΜ) επιδρά θετικά στην 

παραγωγή ανιόντος του σουπεροξειδίου, χωρίς όμως να διαφοροποιεί την επίδραση του 

μεμονωμένου πρωτεϊνικού εκχυλίσματος. Η 5-FU ενισχύει την επίδραση της λεκτίνης 

(49,67±16,35 ΑΜ) και των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων βλαστών (93,74±22,77 ΑΜ) αυξάνοντας 

τα επίπεδα παραγωγής σουπεροξειδίου.  

Τα αποτελέσματα της μεταχείρισης των κυττάρων με τις πρωτεΐνες και το αντικαρκινικό 

φάρμακο για 48 ώρες παρουσιάζονται στην εικόνα 4-10. 
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Εικόνα 4- 9:Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ανιόντος του σουπεροξειδίου(Ο2- ) σε κύτταρα 

HeLa μετά την επώαση με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 

150 μΜ 5-FU για διάστημα 48 ωρών. (+) 50μM αντιμυσίνη. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες 

μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης φθορισμού της χρωστικής MitoSOX™ Red προς τις ολικές πρωτεΐνες. 

Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) 

διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν 

από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

H επώαση των κυττάρων για 48 ώρες με πρωτεινικά εκχυλίσματα φύλλων (2116,15 

±315,41 ΑΜ) και βλαστών (2598,54±151,36 ΑΜ) ιξού επιδρά σημαντικά στην παραγωγή 

ανιόντος του σουπεροξειδίου. Η συγχορήγηση της 5-FU με τα εκχυλίσματα φύλλων 

(1651,72±233,68 ΑΜ) και βλαστών (2101,9±78,04 ΑΜ) προκαλεί υψηλά επίπεδα παραγωγής 

O2
–, αλλά σε χαμηλότερο επίπεδο από ότι τα εκχυλίσματα μεμονωμένα. Οι υπόλοιποι χειρισμοί 

με λεκτίνη, 5-FU και πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κάλων, μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με το 

φάρμακο, δεν επηρεάζουν τη παραγωγή σουπεροξειδίου. 
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4.5. Επίδραση των χειρισμών στην ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3, στη 

κυτταρική σειρά HeLa.  

Ο προσδιορισμός της ενεργότητας της κασπάσης-3 μετά την επώαση κυττάρων HeLa για 

24 και 48 ώρες με πρωτεϊνικά εκχυλίσματα ιστών ιξού και της λεκτίνης ML-I, μεμονωμένα ή σε 

συνδυασμό με 5-FU, επιτυγχάνεται φωτομετρικά με τη χρήση του εξειδικευμένου κιτ caspase-3 

assay kit Colorimetric (Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S). Η μέθοδος βασίζεται στην μέτρηση της 

απορρόφησης της πάρα-νιτροανιλίνης (p-NA), ένα χρωμοφόρο μόριο που απελευθερώνεται 

από το υπόστρωμα Ac-DEVD-pNA λόγω υδρόλυσης από την δράση της κασπάσης-3. 

Χρησιμοποιήθηκε δοξορουβικίνη (DOX) ως θετικός μάρτυρας και ο αναστολέας κασπάσης-3 Ac-

DEVD-CHO (acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al) ως αρνητικός μάρτυρας. Τα αποτελέσματα 

υπολογίζονται με τη χρήση πρότυπης καμπύλης p-νιτροανιλίνης και κανονικο0ποιούνται ως 

προς τις ολικές πρωτεΐνες κάθε δείγματος. Η ενεργότητα της κασπάσης-3 εκφράζεται ως μmol 

p-νιτροανιλίνης που ελευθερώνονται ανά λεπτό, ανά μg ολικών πρωτεϊνών. Στις εικόνες που 

ακολουθούν παρουσιάζεται η επίδραση των χειρισμών για 24 ώρες (Εικόνα 4-11) και 48 ώρες 

(Εικόνα 4-12) στην ενεργοποίηση της κασπάσης-3.  

 

 
Εικόνα 4- 10: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3 μετά την επώαση κυττάρων 

HeLa με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για 

διάστημα 24 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μmol p-νιτροανιλίνης που ελευθερώνονται ανά λεπτό, ανά 

μg ολικών πρωτεϊνών. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) 

κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § 

p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001.  
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Η επώαση των κυττάρων για χρονικό διάστημα 24 ωρών με τις πρωτεΐνες ιξού 

παρουσιάζει διαφορετικά αποτελέσματα ανά χειρισμό. Η λεκτίνη και το πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

κάλλων προκάλεσαν μείωση των επιπέδων δραστικότητας της κασπάσης ακόμα και όταν 

χορηγήθηκαν παράλληλα με τη 5-FU. Tο εκχύλισμα φύλλων δεν επηρέασε την δράση του 

ενζύμου, αλλά όταν συνδυάστηκε με το χημειοθεραπευτικό παράγοντα παρατηρήθηκε αύξηση 

της ενεργότητας του ενζύμου. Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα βλαστών προκάλεσε σημαντική αύξηση 

της ειδικής δραστικότητας της κασπάσης ανεξάρτητα από τη παρουσία της 5-FU.  

 

 
Εικόνα 4- 11: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3 μετά την επώαση κυττάρων 

HeLa με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για 

διάστημα 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μmol p-νιτροανιλίνης που ελευθερώνονται ανά λεπτό, ανά 

μg ολικών πρωτεϊνών. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) 

κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § 

p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001.  

Η επώαση των κυττάρων με τους διαφορετικούς χειρισμούς για χρονικό διάστημα 48 

ωρών είχε διαφορετικά αποτελέσματα στα επίπεδα δραστικότητας του ενζύμου. 

Παρατηρήθηκε ότι η λεκτίνη και τα εκχυλίσματα κάλλων δεν επηρέασαν το σχηματισμό της 

κασπάσης. Όταν χορηγήθηκαν παράλληλα με τη 5-FU, ο συνδυασμός δεν διαφοροποίησε την 

θετική επίδραση του φαρμάκου. Σε αντιδιαστολή, κατά την επώαση με εκχυλίσματα φύλλων 

και βλαστών η ενεργότητα της κασπάσης-3 που μετρηθηκε ήταν ιδιάιτερα υψηλή, αλλά ο 

συνδυασμός με 5-FU μετρίασε τα επίπεδα δραστικότητας του ενζύμου. 
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4.6. Εκτίμηση της επίδρασης των χειρισμών στη παραγωγή ανιόντος του 

σουπεροξειδίου με χρήση κυτταρικού βιοαισθητήρα. 

Τα επίπεδα συσσώρευσης ανιόντος του σουπεροξειδίου στο θρεπτικό μέσο των 

κυττάρων HeLa, μετρήθηκαν με τη χρήση κυτταρικού βιοαισθητήρα. Σφαιρίδια αλγινικού 

ασβεστίου διαμέτρου 2 mm περιείχαν ακινητοποιημένα κύτταρα Vero, μεμβρανικά 

τροποιημένα με το ενζυμο δισμουτάση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (SOD), σε πληθυσμό 

75 × 103 κύτταρα/σφαίρίδιο. Το ηλεκτρόδιο μέτρησης συνδεθηκε με σφαιρίδιο που περιέχει τα 

τροποποιημένα κύτταρα, ενώ το ηλεκτρόδιο αναφοράς με σφαιρίδιο χωρίς κύτταρα. Σε κάθε 

μέτρηση το συστημα του βιοαισθητήρα, βυθίζοταν σε φρεατίο που περιείχε κύτταρα HeLa με 

150 μL διαλύματος κάθε χειρισμού. Κάθε μέτρηση αντιστοιχεί στον μέσο όρο του δυναμικού 

των κυτταρικών μεμβρανών του αισθητήρα, που έχει βαθμονομηθεί ώστε να αντιστοιχεί σε 

σχετικές αλλαγές στη συγκέντρωση σουπεροξειδίου στο θρεπτικό μέσο των κυττάρων. 

Μετά την έκθεση των κυττάρων στους διάφορους χειρισμούς για χρονικό διάστημα 24 

ωρών, παρατηρήθηκε σημαντικά αυξημένη συγκέντρωση σουπεροξειδίου στο θρεπτικό μέσο 

σε σχέση με το μάρτυρα, εκτός από την εφαρμογή εκχυλισμάτων κάλλου (Εικονα 4-13). Η 

προσθήκη καθαρής λεκτίνης ML-I παρουσίασε τη μεγαλύτερη απελευθέρωση σουπεροξειδίου 

στο μέσο καλλιέργειας ενώ ο συνδυασμός της με τον αντικαρκινικό παράγοντα υποβάθμισε 

σημαντικά το φαινόμενο. Η 5-FU επιδρά θετικά στην απελευθέρωση σουπεροξειδίου, αλλά 

μόνο ο συνδυασμός του με πρωτεινικά εκχυλίσματα κάλλων προκάλεσε αυξηση των επιπέδων 

σε σχέση με τη μεμονωμένη χορήγηση του φαρμάκου. Η συγχορήγηση της 5-FU με τα 

εκχυλίσματα βλαστών και φύλλων, δεν διαφοροποιεί τα επίπεδα σουπεροξειδίου σε σχέση με 

τα εκχυλισματα μεμονωμένα.  
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Εικόνα 4- 12: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την σχετική συσσώρευση ανιόντος του σουπεροξειδίου στο θρεπτικό 

μέσο κατά την επώαση κυττάρων HeLa με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και 

συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για διάστημα 24 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως η απόκριση του 

βιοαισθητήρα (αυθαίρετες μονάδες). Οι μέσες τιμές± SD: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο 

σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, 

##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο 

σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001.  

Αντίθετα, η επώαση των κυττάρων για 48 ώρες με τους χειρισμούς (Εικονα 4-17), δεν 

παρουσιάζει διαφορές στην απελευθέρωση σουπεροξειδίου σε σχέση με το μάρτυρα, με 

εξαίρεση τον συνδυασμό της 5-FU με εκχυλισματα φύλλων.  
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Εικόνα 4- 13: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την σχετική συσσώρευση ανιόντος του σουπεροξειδίου στο θρεπτικό 
μέσο κατά την επώαση κυττάρων HeLa με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και 
συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για διάστημα 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως η απόκριση του 
βιοαισθητήρα (αυθαίρετες μονάδες). Οι μέσες τιμές± SD: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο 
σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, 
##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε 
επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001.  

 

 

4.7. Συμπεράσματα και συζήτηση. 

Το ενδιαφέρον των ερευνητών για τις αντικαρκινικές ιδιότητες των πρωτεινικών 

εκχυλισμάτων ιξού έχει παραμε΄νει σε υψηλά επίπεδα ιδιαίτερα κατά τη θεραπεία 

γυναικολογικών καρκίνων (Felenda et al. 2019, Freuding, Keinki, Micke, et al. 2019). Υπάρχουν 

πολλές μελέτες που επισημαίνουν την επίδραση των εκχυλισμάτων στη μείωση των 

παρενεργειών από τη χημειοθεραπεία, καθώς στον έλεγχο του πολλαπλασιασμού του όγκου σε 

καρκίνους των ωοθηκών (Hwang et al. 2019, Werthmann et al. 2018), του τραχήλου της μήτρας 

(Reynel et al. 2018), νευροβλάστωμα (Kaestner et al. 2019), γλοίωμα (Schötterl et al. 2018) και 

του πνεύμονα (Lee et al. 2019). 

Η εφαρμογή εκχυλισμάτων γκι στη θεραπεία ασθενών με γυναικολογικούς καρκίνους 

είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα δεδομένου ότι αυτή η συγκεκριμένη ομάδα ασθενών καταφεύγει 

συχνότερα σε συμπληρωματικές και εναλλακτικές ιατρικές προσεγγίσεις σε σύγκριση με 

ασθενείς που έχουν προσβληθεί από άλλους τύπους καρκίνου (Ben-Arye et al. 2012, Drozdoff 

et al. 2018). Οι κυτταροτοξικές και ανοσοδιεγερτικές ιδιότητες των λεκτινών, είτε σε καθαρή 

μορφή είτε ως μέρος εκχυλισμάτων, τεκμηριώνονται σε μελέτες in vitro και in vivo (Beuth et al. 

1996, Jäggy et al. 1995) καθώς και σε 50 κλινικές δοκιμές (Anonymous 2019). Αν και 

εξακολουθούν να λείπουν εκτεταμένα στοιχεία σχετικά με την κλινική αποτελεσματικότητα του 

ιξού, παρασκευάσματα του φυτούέχουν ισχυρή επίδραση στη επίπεδο διαβίωσης των ασθενών 

μετά τη συμβατική χημειοθεραπεία (Hwang et al. 2019, Reynel et al. 2018). Στην περίπτωση του 

καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, η θεραπεία με το εμπορικό εκχύλισμα γκι Iscador είχε 

θετική επίδρασηστην επιβίωση των ατόμων που συμμετείχαν κλινική μελέτη (Grossarth-

Maticek and Ziegler 2007). Από την άλλη, υπαρχουν αναφορές (Knöpfl-Sidler et al. 2005) ότι τα 

ανθρώπινα κύτταρα καρκινώματος του τραχήλου HELA-S3 ήταν τα λιγότερο ευαίσθητα μεταξύ 

μιας ομάδας ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών στα οποιά χορηγήθηκαν εκχυλίσματα 

ιξού. Γενικότερα, αν και ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας είναι ο τέταρτος πιο συχνός τύπος 

καρκίνου στο γυναικείο πληθυσμό, δεν έχουν γίνει αρκετές μελέτες για τη διερεύνηση των 

θεραπευτικών ιδιοτήτων εκχυλισμάτων του Viscum album (Freuding, Keinki, Micke, et al. 2019). 

Η τυπική θεραπεία σε ασθενείς σε προχωρημένο στάδιο καρκίνου του τραχήλου της 

μήτρας (Eifel 2006b, Tangjitgamol et al. 2014), συνήθως βασίζεται σε σισπλατίνη, συχνά σε 

συνδυασμό με 5-FU (Eifel 2006a, Nosaka et al. 2016). Η χημειοθεραπεία είναι κρίσιμη για την 



 

 

79 

 

αντιμετώπισητου καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, ωστόσο, η εφαρμογή της έχει σημαντικές 

προκλήσεις που σχετίζονται με ανεποιθύμητηες παρενέργειες, μείωση της ποιότητας ζωής, 

υψηλό κόστος και ανθεκτικότητα στα φάρμακα ιδιαίτερα όταν περιλαμβάνεται η 5-FU 

(Likhacheva et al. 2013, Vishnoi et al. 2016). Η ταυτόχρονη εφαρμογή ενός παράγοντα που δρά 

ώς τροποποιητής και/ή ενισχυτής της βιολογικής απόκρισης σε τυπικά σχήματα 

χημειοθεραπείας, θα μπορούσε να είναι μια σημαντική πρόοδος στη θεραπεία του καρκίνου 

του τραχήλου της μήτρας, καθώς θα μπορούσε να επιτρέψει την επίτευξη ενός μέγιστου 

αποτελέσματος σε χαμηλότερες, καλύτερα ανεκτές δόσεις των εν λόγω σκευασμάτων. Τα 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης υποδηλώνουν ότι, πέρα από τη δική τους κυτταροτοξική 

δράση στα κύτταρα Hela, τα φυτικά εκχυλίσματα γκι μπορούν να ενισχύσουν την 

αποτελεσματικότητα της 5-FU in vitro, ειδικά μετά από συνδυασμένη χορήγηση για 48 ώρες.  

Από τις δοκιμές βιωσιμότητας των κυττάρων με τη μέθοδο MTT παρατηρείται ότι η 

καθαρή λεκτίνη ML-I και τα εκχυλίσματα του κάλλου αυξάνουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

ενώ οι πρωτείνες που προέρχονται από φύλλα και βλαστούς έδειξαν εξαιρετικά κυτταροτοξικά 

αποτελέσματα. Αυτό το φαινόμενο θα μπορούσε ενδεχομένως να εξηγηθεί από το γεγονός ότι 

ο V. album ssp. abietis προάγει τη βιοσύνθεση των λεκτινών ML-II και ML-III, οπότε τα 

πρωτεινικά εκχυλίσματα των μητρικών ιστών έχουν διαφορετική συμπεριφορά από ότι η 

καθαρή λεκτίνη ML-I. Ο παρασιτισμός του γκι σε διαφορετικά είδη φυτών ξενιστών επηρεάζει 

σημαντικά τη βιοσύνθεση του δευτερογενών μεταβολιτών και τη συσσώρευση φαρμακευτικών 

ενώσεων (Ochocka and Piotrowski 2002) ιδιαίτερα η βιοσύνθεση ισομορφών λεκτίνης 

εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από τη σχέση ξενιστή-παρασίτου καθώς το V. άλμπουμ που 

αναπτύσσεται σε έλατα προτιμά την παραγωγή λεκτινών ML-II και ML-III ενώ ο παρασιτισμός 

σε φυλλοβόλα είδη προάγει τη βιοσύνθεση του Ml-I (Bussing et al. 1997). Οι κυτταροτοξικές 

ιδιότητες των εκχυλισμάτων πρωτεΐνης Viscum album L. εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από την 

περιεκτικότητα σε λεκτίνες γκι και η ευαισθησία των καρκινικών κυττάρων στην επίδραση κάθε 

μίας από τις λεκτίνες διαφέρει. Για παράδειγμα, η πρωτείνη ML-III ήταν η πιο κυτταροτοξική 

λεκτίνη σε καλλιέργεια λεμφοκυττάρων Molt 4, και μάλιστα σε εξαιρετικά χαμηλές 

συγκεντρώσεις κάτω από το εύρος ng/mL (Frantz et al. 2000). 

Οι αλληλεπιδράσεις παρασκευασμάτων γκι με 5-φθοροουρακίλη δεν έχουν δοκιμαστεί 

σε εκτεταμένο βαθμό. Στην in vitro μελέτη μας, η ML-I καθώς και τα εκχυλίσματα που 

προέρχονται από φύλλα και στελέχη ενίσχυσαν σημαντικά την κυτταροτοξική δράση της 5-FU, 

ειδικά στις 48 ώρες. Τα εμπορικά διαθέσιμα εκχυλίσματα γκι έχουν χορηγηθεί σε ασθενείς σε 

κλινικές δοκιμές ως επικουρικό στην τυπική χημειοθεραπεία 5-FU. Οι ασθενείς με καρκίνο του 

μαστού υποβλήθηκαν σε θεραπεία με 5-FU μετά από χειρουργική επέμβαση, μαζί με τα 

εκχυλίσματα γκι Helixor A και Iscador M Spez (Pelzer et al. 2018). Το εκχύλισμα Abnoba-Viscum 

Quercus χρησιμοποιήθηκε σε δοκιμή φάσης ΙΙ για τη ρύθμιση του μεταστατικού καρκίνου του 

παχέος εντέρου, που είχε ανθεκτικότητα στη φθοριοουρακίλη (Bar-Sela and Haim 2004). Η 
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συμπληρωματική θεραπεία με παρασκευάσματα V. άλμπουμ έδειξε σημαντικές επιδράσεις στη 

βελτίωση της ποιότητας ζωής του ασθενούς αλλά όχι κυτταροτοξικές επιδράσεις στους όγκους. 

Τα εκχυλίσματα που προέρχονται από φύλλα και βλαστικά στελέχη εμφάνισαν τοξικές 

επιδράσεις έναντι των κυττάρων HeLa προκαλώντας την ενεργοποίηση αποπτωτικών κασπασών 

και σχηματισμό ROS. Το οξειδωτικό στρες, καθώς και η ενεργοποίηση της κασπάσης, 

εμπλέκονται ενεργά στην επαγωγή απόπτωσης (Halliwell 2011). Η κασπάση-9 και η κασπάση-8 

εμπλέκονται στα μονοπάτια των μιτοχονδριακών και των υποδοχέων του θανάτου, αντίστοιχα, 

τα οποία ενεργοποιούν την κασπάση-3 για να προκαλέσουν απόπτωση (Brentnall et al. 2013). 

Σε αυτή τη μελέτη, οι πρωτείνες παρατηρήθηκαν να ενεργοποιούν την κασπάση-3 ενώ 

παρουσίασαν υψηλά επίπεδα ROS. Έχουν αναφερθεί ότι οι μηχανισμοί απόπτωσης που 

προκαλούνται από τις λεκτίνες γκί, μπορεί αν είναι εξαρτώμενοι από τις ROS (Lyu et al. 2002), 

καθώς και μηχανισμοί ανεξάρτητοι από την πρόκληση ελευθέρων ριζών, που ενεργοποιούνται 

κυρίως κατά τηνεπώαση με την ΜL-I (Lavastre et al. 2002). Η λεκτίνη ML-I ενεργοποιεί την 

απόπτωση μέσω διαφόρων οδών, όπως η επαγωγή TNF-άλφα, καθώς και πρωτεινών της 

οικογένειας Bcl-2, Bax και Bak, στα μιτοχόνδρια (Fu et al. 2011). Η απόπτωση σχετίζεται στενά 

με δύο μονοπάτια, την ενδογενή (μιτοχονδριακή) και την εξωγενή οδό. Έχει αποδειχθεί ότι η 

επαγόμενη από ML-I απόπτωση των ανθρώπινων λευκοκυττάρων προκαλείται μέσω της 

μιτοχονδριακής ενδογενούς οδού κασπάσης (Bantel et al. 1999). Τα αποτελέσματά μας έδειξαν 

ανάλογα αποτελέσματα μεταξύ της παραγωγής μιτοχονδριακού σουπεροξειδίου και της 

ενεργοποίησης της κασπάσης-3. Τα μιτοχόνδρια αποτελούν σημαντική κυτταρική πηγή 

δημιουργίας ελευθέρων ριζών μέσα στα κύτταρα, τα οποία χρησιμεύουν ως επαγωγικά σήματα 

για απόπτωση (Wang and Youle 2009). Αυτή η σχέση επιβεβαιώνεται από τη ανάλογη πορεία 

άυξησης του σχηματισμού ROS και των αποτελεσμάτων MITOSOX τόσο στις 24 όσο και στις 48 

ώρες. Η δημιουργία ROS συμβάλλει στην εξέλιξη του καρκίνου και στην αντίσταση στη 

θεραπεία, επομένως η στοχευμένη διακοπή της επικοινωνίας οξειδοαναγωγής από μιτοχόνδρια 

προς κύτταρα αντιπροσωπεύει μια πολλά υποσχόμενη οδό για μελλοντική θεραπεία 

(D'Autréaux and Toledano 2007, Sullivan and Chandel 2014).  

Η ανάπτυξη του κυτταρικού βιοαισθητήρα για την παρακολούθηση των επιπέδων του 

ανιόντος του σουπεροξειδίου στο μέσο καλλιέργειας, ανέδειξε ότι κατά την επώαση για 24 ώρες 

τα αποτελέσματα που ελήφθησαν από το βιοαισθητήρα είναι ανάλογα με αυτά του 

μιτοχονδριακού σουπεροξειδίου. Η παρακολούθηση της κυτταρικής καλλιέργειας μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως δείκτης για την ανταπόκριση σε διαφορετικές επιλογές χημειοθεραπείας. Η 

χρήση βιοαισθητήρων, ιδιαίτερα βιοηλεκτρικών και ηλεκτροχημικών αισθητήρων στην 

ανάλυση αντινεοπλασματικών φαρμάκων αποκτά μεγαλύτερη σημασία τα τελευταία χρόνια 

(Lima et al. 2018, Meneghello et al. 2018). Σε αυτό το πλαίσιο, ένας κρίσιμος δείκτης για την 

παρακολούθηση της διαφοροποίησης των καρκινικών κυττάρων σε έναν κυτταρικό πληθυσμό 

είναι το ανιόν του σουπεροξειδίου, το οποίο παράγεται κυρίως ως υποπροϊόν της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης από την αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων των μιτοχονδρίων, 
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απελευθερώνεται στη μιτοχονδριακή μήτρα, όπου μετατρέπεται αμέσως σε υπεροξείδιο του 

υδρογόνου. Το μιτοχονδριακό υπεροξείδιο του υδρογόνου μπορεί στη συνέχεια να διαχυθεί 

στο κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα και να αντιδράσει με άλλα είδη ελεύθερων ριζών, να 

ρυθμίσει τις οδούς σηματοδότησης ή να προκαλέσει κυτταρική βλάβη (Suski et al. 2012). 

Ωστόσο, τα δεδομένα συγκέντρωσης σουπεροξειδίου που καταγράφονται με τον κυτταρικό 

βιοαισθητήρα θα πρέπει να εξετάζονται με προσοχή σε σύγκριση με τα αποτελέσματα του 

MITOSOX, καθώς το σουπεροξείδιο που προσδιορίστηκε με τον βιοαισθητήρα εκλούστηκε στο 

μέσο καλλιέργειας και όχι η πραγματική ενδοκυτταρική του συγκέντρωση (Crowe et al. 2019).  
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5. Εκτίμηση της επίδρασης των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού, της 

λεκτίνης ML-I, και του αντικαρκινικού φαρμάκου 5-φθοριοουρακίλη 

(5FU), μεμονωμένα ή σε συνδυασμό τους, σε καρκινικά κύτταρα 

μαστού MCF7 και MDA-MB-231.  
 

5.1. Εισαγωγή 

Ο καρκίνος αποτελεί τη δεύτερη αιτία θανάτων σε παγκόσμια κλίμακα και η 

αντιμετώπιση του είναι μια μεγάλη πρόκληση για την επιστημονική κοινότητα. Μέχρι σήμερα 

οι θεραπευτικές προσεγγίσεις περιλαμβάνουν θεραπευτικά σχήματα όπως χημειοθεραπεία, 

ορμονοθεραπεία και ανοσοθεραπεία. Σκοπός της έρευνας είναι η αντιμετώπιση ανεπιθύμητων 

επιπτώσεων των φαρμακευτικών προσεγγίσεων και την βελτίωση της αποτελεσματικότητας 

τους. Ο ιξός είναι ένα φαρμακευτικό φυτό με σημαντικές αντικαρκινικές ιδιότητας και αποτελεί 

βασικό στοιχείο έρευνας για την χρήση του κατά τη συμπληρωματική θεραπεία έναντι των 

νεοπλασιών. Τα τελευταία χρόνια πραγματοποιούνται μελέτες για την αντικαρκινική δράση των 

φυτικών εκχυλισμάτων του Viscum album L. σε γυναικολογικούς τύπους (Staupe et al. 2023, 

Schad and Thronicke 2023, Freuding, Keinki, Kutschan, et al. 2019). Ο καρκίνος του μαστού 

αποτελεί τον συχνότερο τύπο στον γυναικείο πληθυσμό, και ανήκει στις πρώτες επιλογές για τη 

μελέτη της δράσης των εκχυλισμάτων του ιξού. Τα εκχυλίσματα γκι μπορούν να βελτιώσουν την 

ποιότητα ζωής ασθενών με γυναικολογικό καρκίνο, συμβάλουν στην αύξηση των πιθανοτήτων 

επιβίωσης και οι παρενέργειες από το σχήμα περιγράφονται ως ελάχιστες και συνήθως 

σχετίζονται με αίσθημα κόπωσης (Staupe et al. 2023).  

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας μελετώνται οι κυτταρικές σειρές 

αδενοκαρκινώματος μαστού MCF7 και MDA-MB-231. Η πρώτη σειρά ανήκει στην κατηγορία 

των τριπλών θετικά καρκινικών σειρών, ενώ η δεύτερη σε εκείνη των τριπλών αρνητικά. Ο 

διαχωρισμός αυτός βασίζεται στην ικανότητα των κυττάρων να εκφράζουν τον υποδοχέα των 

οιστρογόνων (estrogen receptor, ER), τον υποδοχέα της προγεστερόνης (progesterone receptor, 

PR) και τον υποδοχέα τύπου 2 του ανθρώπινου επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (HER2) 

(Nehdi et al. 2019). Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από σωμακλωνικούς κάλους, φύλλα και βλαστούς 

ιξού (Viscum album ssp. abietis) καθώς και η καθαρή λεκτίνη ιξού ML-I, χορηγήθηκαν σε 

καρκινικά κύτταρα μαστού, στις καρκινικές σειρές MCF7 και MDA-MB-231. Οι πρωτεΐνες 

χορηγήθηκαν είτε μεμονωμένα, είτε σε συνδυασμό με το χημειοθεραπευτικό φάρμακο 5-

fluorouracil (5-FU), ώστε να διερευνηθούν πιθανές συνεργιστικές δράσεις με το φάρμακο. 

Εκτιμήθηκε η επίδραση των χειρισμών στη κυτταρική βιωσιμότητα, στην ενεργοποίηση 

αποπτωτικών μηχανισμών στα κύτταρα και στα επίπεδα σχηματισμού ελευθέρων ριζών. Αρχικά 

ο προσδιορισμός της μιτοχονδριακής δραστικότητας με την μέθοδο ΜΤΤ, αποτελεί δείκτη του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Στη συνέχεια διερευνήθηκε αν η αναστολή του 
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πολλαπλασιασμού των κυττάρων οφείλεται στην παρουσία οξειδωτικού στρες, οπότε 

υπολογίστηκαν φθορισμομετρικά τα επίπεδα ROS. Οι ελεύθερες ρίζες έχουν διπλό ρόλο στον 

κυτταρικό μεταβολισμό, καθώς σε χαμηλά έως μέτρια επίπεδα ενεργούν ως μετατροπείς 

σήματος για να ενεργοποιήσουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση, και την 

αγγειογένεση. Όμως σε υψηλά επίπεδα προκαλούν σημαντικές βλάβες σε βιομόρια όπως 

πρωτεΐνες, νουκλεϊκά οξέα, λιπίδια, μεμβράνες καθώς και σε οργανίδια, οδηγώντας ακόμα και 

σε κυτταρικό θάνατο (Nakamura and Takada 2021). Σε τελικό στάδιο για να διευκρινιστεί εάν η 

παρατηρούμενη μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας αποδίδεται στην ενεργοποίηση των 

αποπτωτικών μονοπατιών, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα της κασπάσης-3, ενός ενζύμου με 

κυρίαρχο ρόλο στη ρύθμιση του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. 

 

5.2. Αξιολόγηση της επίδρασης των χειρισμών στη βιωσιμότητα των κυττάρων 

MCF-7 και MDA-MB-231 τη μέθοδο MTT. 
Ο προσδιορισμός της επίδρασης των εκχυλισμάτων ιξού, της καθαρής λεκτίνης ΜL-1 και 

της 5-φθοριοουρακίλης στη κυτταρική βιωσιμότητα πραγματοποιείται με τη μέθοδο ΜΤΤ. 

Υπολογίζεται η μεταβολική δραστηριότητα των κυττάρων, η οποία συσχετίζεται με τον αριθμό 

των βιώσιμων κυττάρων σε μια καλλιέργεια. Η αναγωγή της χρωστικής ΜΤΤ στα μιτοχόνδρια 

των κυττάρων, λόγω ενζυμικής δραστηριότητας, προκαλεί τον σχηματισμό ενός έγχρωμου 

προϊόντος, που μπορεί να μετρηθεί με φωτόμετρο. Τα κύτταρα επωάζονται παρουσία 

κατάλληλων συγκεντρώσεων των χειρισμών για 24 και 48 ώρες και τα αποτελέσματα της 

πειραματικής διαδικασίας εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα, δηλαδή κύτταρα 

που καλλιεργήθηκαν χωρίς την προσθήκη κάποιας ουσίας. 

 

5.2.1.  Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ΜL-1 και 5-FU στη βιωσιμότητα κυττάρων 

MCF-7. 

Τα κύτταρα επωάστηκαν με τη λεκτίνη ΜL-I, σε διαφορετικές συγκεντρώσεις (50-1000 

ng/mL) για 2 χρονικά διαστήματα 24 και 48 ωρών. Στην εικόνα 5.1 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα της επίδρασης της λεκτίνης στην βιωσιμότητα του πληθυσμού. Δεν παρατηρείται 

κυτταροτοξικότητα κατά την επώαση για χρονικό διάστημα 24 ωρών, ενώ σε συγκεντρώσεις 

100-1000 ng/mL εμφανίζεται αυξημένη μιτοχονδριακή δραστηριότητα. Η επώαση των 

κυττάρων με αντίστοιχες συγκεντώσεις για 48 ώρες, προκαλλεί αυξημένη μιτοχονδριακή 

δραστηριότητα στις δοσολογίες 250 και 500 ng/mL, ενώ η υψηλότερη συγκέντρωση (1000 

ng/mL) προκάλεσε μείωση της βιωσιμότητας του κυτταρικού πληθυσμού στο 82±7,8%, σε σχέση 

με το μάρτυρα.  
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Εικόνα 5- 1: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MCF-7 μετά από επίδραση διαφορετικών 
συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης ML-I (50, 100, 250, 500 και 1000 ng/mL) για 24 και 48 ώρες. Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα (0) με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, **,##p<0.01, 
***,###p<0.001 , * για 24 h και # για48h  

Η επίδρασης της 5-φθοριοουρακίλης μελετάται κατά την επώαση των κυττάρων με 

διαφορετικές συγκεντώσεις (25-200 μΜ) για 24 και 48 ώρες, και παρουσιάζεται στην εικόνα 5.2. 

Κατά την 24ωρη επώαση παρατηρείται ότι η κυτταρική βιωσιμότητα μειώνεται, φθάνοντας το 

75 ±6,8% σε συγκέντρωση 150 μΜ. Παράλληλα, η 48ωρη επώαση των κυττάρων οδηγεί σε 

ακόμα μεγαλύτερη μείωση του ποσοστού των ζωντανών κυττάρων, η μικρότερη δόση (25μΜ) 

έχει ποσοστό βιωσιμότητας 52,5±3,1 %, η οποία υπό την επίδραση συγκέντρωσης 100 μΜ 

φθάνει στο 46,05±3,2%. 
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Εικόνα 5- 2: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MCF-7 μετά από επίδραση διαφορετικών 
συγκεντρώσεων του φαρμάκου 5-FU (5, 10, 25, 50, 100, 150 και 200 μΜ) για 24 &48 ώρες. Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, **,##p<0.01, 
***,###p<0.001 , * για 24 h και # για48h επώαση. 

5.2.2. Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ΜL-1 και 5-FU στη βιωσιμότητα κυττάρων 

MDA-MB-231  

Η επώαση της κυτταρικής σειράς ΜDΑ-ΜΒ-231 με τη λεκτίνη ΜL-I δεν προκάλεσε 

μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας. Χορηγήθηκαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις της 

πρωτείνης (50-1000 ng/mL) για 2 χρονικά διαστήματα 24 και 48 ωρών, και παρατηρήθηκε 

αυξημένη μιτοχονδριακή δραστηριότητα τόσο στην εικοσιτετράωρη επώαση σε δοσολογία 100-

500 ng/mL, όσο και κατά την σαρανταοκτάωρη μεταχείριση με τη λεκτίνη σε συγκεντρώσεις 50-

500 ng/mL (Εικόνα 5-3). 
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Εικόνα 5- 3: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων ΜDA-MB-231 μετά από επίδραση 
διαφορετικών συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης ML-I (50, 100, 250, 500 και 1000 ng/mL) για 24 και 48 ώρες. Τα 
αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα (0) με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της 
απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, 
**,##p<0.01, ***,###p<0.001 , * για 24 h και # για48h  

Στην εικόνα 5-4 απεικονίζεται η επίδραση διαφορετικώνσυγκεντρώσεων του 5FU στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων MDA-MB-231, έπειτα από 24ωρη και 48ωρη επώαση. Στατιστικά 

σημαντική μείωση του πληθυσμού των ζωντανών κυττάρων εντοπίζεται κατά την εφαρμογή της 

5FU σε συγκέντρωση μεγαλύτερη ή ίση των 50 μΜ. Το μεγαλύτερο κυτταροτοξικό αποτέλεσμα 

παρατηρείται σε συγκέντρωση 200 μΜ, όπου η βιωσιμότητα αγγίζει το 58,80±2,95% και το 

48,37±4,6%, μετά τη 24ωρη και τη 48ωρη επώαση αντίστοιχα. 
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Εικόνα 5- 4: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων ΜDA-MB-231 μετά από επίδραση 
διαφορετικών συγκεντρώσεων του φαρμάκου 5-FU (5, 10, 25, 50, 100, 150 και 200 μΜ) για 24 &48 ώρες. Τα 
αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της 
απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, 
**,##p<0.01, ***,###p<0.001 , * για 24 h και # για 48h επώαση.  

5.2.3. Επίδραση των εκχυλισμάτων ιξού στη βιωσιμότητα των κυττάρων MCF-7 και MDA-

MB-231. 

Τα πρωτεινικά εκφυλίσματα κάλλων (ΠΕΚ) και φύλλων (ΠΕΦ) εφαρμοστήκαν στις 

κυτταρικές σειρές σε συγκέντρωση 500 ng/mL, ως συγκέντρωση αναφοράς. Σε προκαταρκτικά 

πειράματα τα εκχυλίσματα βλαστών παρουσίασαν πολύ μεγάλη κυτταροτοξικότητα και 

προτιμήθηκε να εφαρμόζεται μικρότερη συγκέντρωση (250 ng/mL) ώστε να είναι συγκρίσιμα 

τα αποτελέσματα. Η επίδραση των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων στη βιωσιμότητα των καρκινικών 

κύτταρων αξιολογήθηκε με τη μέθοδο ΜΤΤ σε δύο χρονικά διαστήματα επώασης, 24 και 48 

ωρών. Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού στη κυτταρική 

σειρά MCF-7, παρουσιάζονται στην εικόνα 5-5.  
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Εικόνα 5- 5: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MCF-7 μετά από επίδραση διαφορετικών 
διαφορετικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού για 24&48 και ώρες. ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (500 ng/mL), ΠΕΦ: 
εκχύλισμα φύλλων (500 ng/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (250 ng/mL). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό 
σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες 
τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, **,##p<0.01, ***,###p<0.001 , * για 24 h 
και # για48h επώαση. 

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού στη κυτταρική 

σειρά MDA-MB-231, παρουσιάζονται στην εικόνα 5-6. Στη κύτταρα, κατά την επώαση για 24 

ώρες, μόνο το εκχύλισμα των βλαστών μείωσε τη βιωσιμότητα σε 78,85±3,8%. Κατά τη 

μεγαλύτερη χρονική διάρκεια επώασης, το εκχύλισμα φύλλων είχε βιωσιμότητα 66,91±7,5% 

ενώ των βλαστών 41,45±6,09%. Τα εκχυλίσματα των κάλλων δεν ειχαν τοξική επίδραση σε καμία 

σειρά και στα MCF-7 παρουσιάσαν αυξημένη μιτοχονδριακή δραστηριότητα.  
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Εικόνα 5- 6: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων ΜDA-MB-231 μετά από επίδραση 
διαφορετικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού για 24&48 και ώρες. ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (500 ng/mL), ΠΕΦ: 
εκχύλισμα φύλλων (500 ng/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (250 ng/mL). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό 
σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες 
τιμές διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *,# p<0.05, **,##p<0.01, ***,###p<0.001 , * για 24 h 
και # για48h επώαση. 

 

5.2.4. Επίδραση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού και της λεκτίνης ΜL-1, σε συνδυασμό με 

το αντικαρκινικό φάρμακο 5-φθοροουρακίλη, στη βιωσιμότητα των κυττάρων MCF-

7. 

Η βιωσιμότητα του κυτταρικού πληθυσμού MCF-7 διαφοροποιείται μετα τη χορήγηση 

της λεκτίνης, της 5-FU και των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ανάλογα με τη δόση και το χρόνο 

επώασης. Το επόμενο στάδιο είναι η μελέτη της αλληλεπίδρασης του χημειοθεραπευτικού 

παράγοντα με τις πρωτεΐνες του ιξού, όταν χορηγούνται συνδυαστικά σε κύτταρα ανθρώπινου 

αδενοκαρκινώματος του μαστού MCF-7. Για τη διερεύνηση της συνδυαστικής δράσης του 

φαρμάκου με τις πρωτεΐνες ιξού επωάστηκαν κύτταρα υπό την επίδραση σταθερής δόσης 5-

φθοροουρακίλης (25 μΜ) μαζί με λεκτίνη ML-I σε συγκέντρωση 500ng/mL ή πρωτεϊνικών 

εκχυλισμάτων κάλλων και φύλλων σε συγκέντρωση 500ng/mL ή πρωτεϊνικού εκχυλίσματος 

βλαστών σε συγκέντρωση 250 ng/mL. 

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνών ιξού σε συνδυασμό με τη 5-FU στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων, μετά από επώαση 24 ωρών, παρουσιάζονται στην εικόνα 5-7.  
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Εικόνα 5- 7. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MCF-7,  μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- φθοροουρακίλη για 24 
ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων (0,5 μg/mL), ΠΕΒ: 
εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (25 μΜ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε 
σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες 
τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από 
τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν από τον 
αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Παρατηρείται ότι η βιωσιμότητα των κυττάρων κατά συγχορήγηση του φαρμάκου με τη 

λεκτίνη (93,26±8,49%) και τις πρωτείνες ιξού από κάλο (87,63±8,39%) και φύλλα (79,09±7,75%), 

δεν έχει διαφορετική επίδραση στη βιωσιμότητα των κυττάρων από αυτή της μεμονωμένης 

χορήγησης του φαρμάκου (83,31±4,26%). Μόνο κατά τη συγχορήγηση με πρωτεινικά 

εκχυλίσματα βλαστών παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της βιωσιμότητας 

(64,39±2,83%). 

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνών ιξού σε συνδυασμό με τη 5-FU στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων, μετά από επώαση 48 ωρών, παρουσιάζονται στην εικόνα 5-8. 

Παρατηρείται ότι η βιωσιμότητα των κυττάρων κατά συγχορήγηση του φαρμάκου με τη λεκτίνη 

(61.45±7.25%) δεν διαφοροποιείται σε σχέση με τη μεμονωμένη επίδραση της 5-FU. Αντίθετα η 

μεγαλύτερη διάρκεια επώασης των εκχυλισμάτων με το φάρμακο αυξάνει σημαντικά την 

επίδραση τους στο κυτταρικό πληθυσμό σε επίπεδα κάτω από 50% (ΠΕΚ+5-FU: 44,25±3,15%. 

ΠΕΦ+5-FU: 35,2±2,23%, ΠΕΒ+5-FU: 19,92±1,62%).  
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Εικόνα 5- 8. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MCF-7,  μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- φθοροουρακίλη για 48 
ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων (0,5 μg/mL), ΠΕΒ: 
εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (25 μΜ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό σε 
σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες 
τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από 
τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν από τον 
αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Η επίδραση του χρόνου επώασης παρουσιάζεται στην εικόνα 5-9. Η μεμονωμένη 

χορήγηση λεκτίνης και εκχυλίσματος κάλων, προκαλεί αύξηση του μιτοχονδρικού 

μεταβολισμού, όσο αυξάνει ο χρόνος επώασης. Όλοι οι άλλοι χειρισμοί εμφανίζουν μειωμένη 

βιωσιμότητα όσο μεγαλύτερο είναι το διάστημα χορήγησης.  
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Εικόνα 5- 9. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MCF-7, μετά από επίδραση διαφορετικών 
πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- φθοροουρακίλη για 24 
kai 48 ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων (0,5 μg/mL), 
ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (25 μΜ). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό 
σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής ΜΤΤ.  Οι μέσες 
τιμές κάθε χειρισμού κατά την επώαση 24 ωρών διαφέρει από τον αντίστοιχο χειρισμό της επώασης 48 ωρών σε 
επίπεδο σημαντικότητας § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001  

 

5.2.5. Επίδραση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού και της λεκτίνης ΜL-1, σε συνδυασμό με 

το αντικαρκινικό φάρμακο 5-φθοροουρακίλη, στη βιωσιμότητα των κυττάρων MDA-

MB-231. 

Οι πρωτείνες επηρεάζουν τη κυτταρική βιωσιμότητα της κυτταρικής σειράς MDA-MB-

231. Για τη διερεύνηση της συνδυαστικής δράσης της 5-FU με τις πρωτεΐνες ιξού επωάστηκαν 

κύτταρα υπό την επίδραση σταθερής δόσης 5-φθοροουρακίλης (150μΜ) μαζί με λεκτίνη ML-I 

σε συγκέντρωση 500ng/mL ή πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων κάλλων και φύλλων σε συγκέντρωση 

500ng/mL ή πρωτεϊνικού εκχυλίσματος βλαστών σε συγκέντρωση 250 ng/mL.  

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνών ιξού σε συνδυασμό με τη 5-FU στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων, μετά από επώαση 24 ωρών, παρουσιάζονται στην εικόνα 5-10 . 

Παρατηρείται ότι η βιωσιμότητα των κυττάρων κατά συγχορήγηση του φαρμάκου με τη λεκτίνη 

(65.26±7.85%) και το πρωτεινικό εκχύλισμα φύλλων (61,67±10,68%) δεν διαφοροποιείται σε 

σχέση με τη μεμονωμένη επίδραση της 5-FU. Ο συνδυασμός του εκχυλίσματος κάλων με τη 5-

FU προκαλεί μείωση της επίδρασης του αντινεοπλασματικού πράγοντα στην κυτταρική 

βιωσιμότητα (76,49±7,15%). Το πρωτεινικό εκχύλισμα βλαστών μειώνει σημαντικά τη 
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κυτταρική βιωσιμότητα κατά την επώαση των 24 ωρών, και ο συνδυασμός με τη 5-FU 

(45,73±3,55%) δεν διαφοροποιεί την επίδρασης του  

 

Εικόνα 5- 10:  Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MDA-MB-231, μετά από επίδραση 
διαφορετικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- 
φθοροουρακίλη για 24 ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων 
(0,5 μg/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (150 μΜ). Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε 
χειρισμού διαφέρoυν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, 
§§p<0.01, §§§p<0.001. 

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των πρωτεϊνών ιξού σε συνδυασμό με τη 5-FU στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων, μετά από επώαση 48 ωρών, παρουσιάζονται στην εικόνα 5-11 . 

Παρατηρείται ότι η βιωσιμότητα των κυττάρων κατά τη συγχορήγηση του φαρμάκου με τις 

πρωτείνες είναι μειωμένη σε σχέση με τη μεμονωμένη χορήγηση των πρωτεινών. Η 

βιωσιμότητα μετά τη χορήγηση λεκτίνης σε συνδυασμό με τη 5-FU (50,92±4,91%) δεν 

διαφοροποιεί την επίδραση του φαρμάκου. Τα πρωτεινικά εκχυλίσματα σε συνδυασμό με το 

φάρμακο, ειδικά τα εκχυλίσματα κάλων, επιδρούν σημαντικά στο κυτταρικό πληθυσμό και τα 

επίπεδα βιωσιμότητας είναι κάτω από 50% (ΠΕΚ+5-FU: 19,95±1,38%. ΠΕΦ+5-FU: 46,65±4,60%, 

ΠΕΒ+5-FU: 46,50±2,28%).  
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Εικόνα 5- 11. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MDA-MB-231, μετά από επίδραση 
διαφορετικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- 
φθοροουρακίλη για 48 ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα φύλλων 
(0,5 μg/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (150 μΜ). Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα σε επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε 
χειρισμού διαφέρoυν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, 
§§p<0.01, §§§p<0.001. 

 Η επίδραση του χρόνου επώασης παρουσιάζεται στην εικόνα 5-12. Η 5-FU και τα 

εκχυλίσματα φύλλων έχουν μεγαλύτερη κυτταροτοξικότητα όσο αυξάνει ο χορήγησης, ενώ η 

μεμονωμένη χορήγηση λεκτίνης προκαλεί μείωση του μιτοχονδρικού μεταβολισμού. Τα 

εκχυλίσματα βλαστών έχουν μικρότερη κυτταροτοξική δράση όσο αυξάνει το χρονικό διάστημα 

του χειρισμού. Η επίδραση των εκχυλισμάτων κάλων δεν διαφοροποιείται στα δύο χρονικά 

διαστηματα επώασης που εφαρμόστηκαν. Ο συνδυασμός του φαρμάκου με τα εκχυλίσματα 

βλαστών έχει αντίστοιχη δράση στις 24 (45,73±3,55%) και τις 48 ώρες(46,50±2,28%). Αντιθέτως 

όλοι οι άλλοι συνδυασμοί πρωτεινών ιξού με 5-FU προκαλούν σημαντική μείωση της 

βιωσιμότητας όσο αυξάνει ο χρονος χορήγησης.  
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Εικόνα 5- 12.Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τη βιωσιμότητα κυττάρων MDA-MB-231, μετά από επίδραση 
διαφορετικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιστών ιξού και λεκτίνης ML-I μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με 5- 
φθοροουρακίλη για 24 kai 48 ώρες. ML-I: λεκτίνη (0,5 μg/mL), ΠΕΚ: εκχύλισμα κάλων (0,5 μg/mL), ΠΕΦ: εκχύλισμα 
φύλλων (0,5 μg/mL), ΠΕΒ: εκχύλισμα βλαστών (0,25 μg/mL), 5-FU: 5- φθοροουρακίλη (150 μΜ). Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως ποσοστό σε σχέση με τον μάρτυρα με ± % τυπική απόκλιση, μετά από μέτρηση της απορρόφησης 
της χρωστικής ΜΤΤ.  Οι μέσες τιμές κάθε χειρισμού κατά την επώαση 24 ωρών διαφέρει από τον αντίστοιχο χειρισμό 
της επώασης 48 ωρών σε επίπεδο σημαντικότητας § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001  
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5.3. Επίδραση των χειρισμών στα επίπεδα παραγωγής ελευθέρων ριζών 

οξυγόνου (ROS) στις κυτταρικές σειρές MCF7 και MDA-MB-231.  

 

H χορήγηση πρωτεινικών εκχυλισμάτων ιξού, μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με το 

φάρμακο 5FU επιδρά στη βιωσιμότητα και την μιτοχονδριακή λειτουργία των καρκινικών 

κυττάρων MCF7 και MDA-MB-231. Τα επίπεδα συσσώρευσης των ενεργών μορφών οξυγόνου 

(ROS) σε ενδοκυτταρικό επίπεδο σχετίζονται με τη πρόκληση απόπτωσης και την ανάπτυξη 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών. Ο προσδιορισμός τους στην παρούσα μελέτη, 

πραγματοποιήθηκε φθορισμομετρικά με τη χρήση του ιχνηθέτη H2DCFDA. Οι πρωτεΐνες 

χορηγήθηκαν μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με το αντικαρκινικό φάρμακο 5-FU, για δύο 

χρονικές περιόδους επώασης για 24 και 48 ώρες, σε ίδιες συγκεντρώσεις με αυτές που 

χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση της κυτταρικής βιωσιμότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ. Τα 

επίπεδα ROS εκτιμήθηκαν φθορισμομετρικά, μετρώντας την ένταση φθορισμού του ιχνηθέτη 

και στη συνέχεια κανονικοποιήθηκαν προς το ολικό πρωτεϊνικό περιεχόμενο των κυττάρων και 

ώς προς το μάρτυρα (ποσόστό %). Ο αναστολέας βιοσύνθεσης ROS, Ν-ακετυλο-1-κυστεΐνη, 

χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός έλεγχος (-) των μετρήσεων μετά από επώαση των κυττάρων με 

το παράγοντα σε συγκέντρωση 0,5 Μ. Αντίστοιχα, 400 μΜ υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) 

χρησιμοποιήθηκαν για τον θετικό έλεγχο (+) παραγωγής ROS από τα κύτταρα. 

5.3.1. Επίδραση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού και της λεκτίνης ΜL-1, σε συνδυασμό με 

το αντικαρκινικό φάρμακο 5-φθοροουρακίλη, στα επίπεδα παραγωγής ελευθέρων 

ριζών οξυγόνου (ROS) στη κυτταρική σειρά MCF7. 

 

Οι πρωτεΐνες χορηγήθηκαν μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με το αντικαρκινικό φάρμακο 

5-FU, για δύο χρονικές περιόδους επώασης για 24 και 48 ώρες, σε ίδιες συγκεντρώσεις με αυτές 

που χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση της κυτταρικής βιωσιμότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ.  

Στην εικόνα 5-13 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της επίδρασης των χειρισμών στα 

επίπεδα ROS των κυττάρων MCF-7. H λεκτίνη ήταν ο μόνος χειρισμός που δεν διαφοροποιήθηκε 

σε σχέση με το μάρτυρα, όλες οι άλλες εφαρμογές προκάλεσαν την αυξημένη παραγωγή 

ελευθέρων ριζών. Επίσης η ML-I είχε μικρότερα επίπεδα ROS σε σχέση με τη 5-FU, ενώ ο 

συνδυασμός τους έχει αντίστοιχη επίδραση με τη μεμονωμένη χορήγηση του 

αντινεοπλασματικού παράγοντα. Τα πρωτεινικά εκχυλίσματα καλων όταν χορηγήθηκαν 

μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με τη 5-FU παρουσίασαν ίδια επίπεδα ROS, ενώ στα εκχυλίσμτα 

φύλλων και βλαστών η μεμονωμένη χορήγηση είχε υψηλότερο σχηματισμό ελευθέρων ριζών 

σε σχεση με το συνδυασμό τους με το φάρμακο.  
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Εικόνα 5- 13: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα MCF-7 μετά την επώαση με 0.5 
μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 25 μΜ 5-FU για διάστημα 24 
ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης φθορισμού 
του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο 
σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, 
##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο 
σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Κατά την 48ωρη επώαση παρατηρείται ότι υπάρχει αύξηση στα επίπεδα ROS σε σχέση 

με το μάρτυρα με εξαίρεση τους χειρισμούς συγχορήγησης 5-FU, με τη λεκτίνη και τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κάλων. Η μεμονωμένη εφαρμογή του φαρμάκου αυξάνει τα επίπεδα 

ROS, αλλά η επίδραση των εκχυλισμάτων φύλλων, βλαστών και του συνδυασμού πρωτεινικού 

εκχυλίσματος βλαστών με το φάρμακο, είναι πιο σημαντική ως προς την αύξηση των επιπέδων 

ελευθέρων ριζών των κυττάρων. Τα πρωτεινικά εκχυλίσματα κάλων όταν χορηγούνται 

μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με τη 5-FU εμφανίζουν αντίστοιχα επίπεδα παραγωγής ROS ενώ 

η συγχορήγηση του φαρμάκου με τους υπόλοιπους πρωτεινικούς χειρισμούς προκαλλεί μείωση 

των ελευθέρων ριζών σε σχέση με την επίδραση των πρωτεινών ιξού μεμονωμένα.  
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Εικόνα 5- 14: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα MCF-7 μετά την επώαση με 0.5 
μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 25 μΜ 5-FU για διάστημα 
48ωρών.Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης 
φθορισμού του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε 
επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # 
p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρoυν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε 
επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Στην εικόνα 5-15 που ακολουθεί παρουσιάζεται η επίδραση του χρόνου επώασης των 

χειρισμών στην δημιουργία ROS. Η αύξηση του χρόνου επώασης κατά τον χειρισμό με λεκτίνη 

ιξού, προκαλεί αύξηση της παρουσίας ελευθέρων ριζών στα κύτταρα. Η επίδραση των 

εκχυλισμάτων κάλου είναι μικρότερη στο διάστημα επώασης 48 ωρών και παρόμοια τάση 

παρουσιάζει και η συγχορήγηση των πρωτεινών κάλου με τον αντινεοπλασματικό παράγοντα. 

Τα εκχυλίσματα φύλλου σχηματίζουν περισσότερες ελεύθερες ρίζες κατά το μικρότερο 

διάστημα επώασης, όπως και τα εκχυλίσματα βλαστών σε συνδυασμό με τη 5-FU.  
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Εικόνα 5- 15: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα MCF-7 μετά την επώαση με 0.5 
μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 25 μΜ 5-FU για διάστημα 
48ωρών.Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης 
φθορισμού του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές κάθε χειρισμού κατά την επώαση 24 
ωρών διαφέρει από τον αντίστοιχο χειρισμό της επώασης 48 ωρών σε επίπεδο σημαντικότητας § p<0.05, §§p<0.01, 
§§§p<0.001. 

 

5.3.2. Επίδραση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων ιξού και της λεκτίνης ΜL-1, σε συνδυασμό με 

το αντικαρκινικό φάρμακο 5-φθοροουρακίλη, στα επίπεδα παραγωγής ελευθέρων 

ριζών οξυγόνου (ROS) στη κυτταρική σειρά MDA-MB-231. 

 

Οι πρωτεΐνες χορηγήθηκαν μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με το αντικαρκινικό φάρμακο 

5-FU, για δύο χρονικές περιόδους επώασης για 24 και 48 ώρες, σε ίδιες συγκεντρώσεις με αυτές 

που χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση της κυτταρικής βιωσιμότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ.  

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των χειρισμών στα επίπεδα παραγωγής ROS κατά την επώαση 

των 24 ωρών παρουσιάζονται στην εικόνα 5-16. Ο χειρισμός των κυττάρων με λεκτίνη, με 

συνδυασμένη χορήγηση λεκτίνης και φαρμάκου καθώς και ο χειρισμός με συνδυασμένη 

χορήγηση 5-FU και πρωτεϊνών κάλου, δεν επέδρασαν στα επίπεδα σχηματισμού ROS σε σχέση 

με το μάρτυρα. Όλες οι άλλες επεμβάσεις είχαν ως αποτέλεσμα την αυξημένη παραγωγή 

ελευθέρων ριζών. Η λεκτίνη είχε μειωμένη επίδραση στο σχηματισμό ROS σε σχέση με τη 5-FU. 

Η συγχορήγηση της με το φάρμακο συνέβαλε στην αυξημένη παραγωγή ελευθέρων ριζών αλλά 

σε επίπεδα κάτω από αυτά του φαρμάκου. Η συνδυασμένη χορήγηση πρωτεϊνικού 

εκχυλίσματος κάλων και 5-FU μείωσε τα επίπεδα παραγωγής ελευθέρων ριζών σε σχέση με την 
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μεμονωμένη εφαρμογή τους στα κύτταρα. Αντίθετα ο συνδυασμός των εκχυλισμάτων βλαστών 

και φύλλων με τη φθοριοουρακίλη ενίσχυσε πολύ σημαντικά την παραγωγή ROS, σε σχέση με 

τη μεμονωμένη εφαρμογή των παραγόντων.  

Εικόνα 5- 16: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα MDA-MB-231 μετά την επώαση 

με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για 

διάστημα 24 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης 

φθορισμού του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε 

επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # 

p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε 

επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

 

Τα αποτελέσματα της επίδρασης των χειρισμών στα επίπεδα παραγωγής ROS κατά την 

επώαση των 48 ωρών στα κύτταρα MDA-MB-231 παρουσιάζονται στην εικόνα 5-17. Ο 

συνδυασμός της λεκτίνης με τη 5-FU δεν διαφοροποιεί τα επίπεδα παραγωγής ROS σε σχέση με 

το μάρτυρα, σε αντίθεση με όλες τις άλλες επεμβάσεις που δρουν αυξητικά. Το φάρμακο και η 

λεκτίνη έχουν αντίστοιχη επίδραση αλλά ο συνδυασμός τους και το πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

κάλων, είτε μεμονωμένο ή σε συνδυασμό με τη 5-FU, σχηματίζουν μικρότερο ποσοστό ROS σε 

σχέση με τη 5-FU. Ο συνδυασμός των εκχυλισμάτων βλαστών και φύλλων με τη 

φθοριοουρακίλη ενίσχυσε πολύ σημαντικά την παραγωγή ROS, σε σχέση με τη μεμονωμένη 

εφαρμογή των παραγόντων. 
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Εικόνα 5- 17: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα MDA-MB-231 μετά την επώαση 
με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για 
διάστημα 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της έντασης 
φθορισμού του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε 
επίπεδο σημαντικότητας *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # 
p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε 
επίπεδο σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

 

Στην εικόνα 5-18 που ακολουθεί παρουσιάζεται η επίδραση του χρόνου επώασης των 

χειρισμών στην δημιουργία ελευθέρων ριζών. Η αύξηση του χρόνου επώασης αυξάνει τα 

επίπεδα σχηματισμού ελευθέρων ριζών στα κύτταρα, κατά τη χορήγηση του φαρμάκου, της 

λεκτίνης και του συνδυασμού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος φύλλων με το φάρμακο. Η 

μεταχείριση με τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα έχει αντίστοιχη επίδραση στα επίπεδα ελευθέρων 

ριζών και στις δύο περιόδους επώασης. Ο συνδυασμός της 5-FU με τις πρωτεΐνες των φύλλων 

και των βλαστών, συντελεί στη μεγάλη παραγωγή ROS κατά την επώαση για 24 ώρες, ενώ σε 

μεγαλύτερο χρόνο εφαρμογής μειώνονται τα επίπεδα ελευθέρων ριζών. 
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Εικόνα 5- 18: Ραβδόγραμμα που απεικονίζει τα επίπεδα παραγωγής ROS σε κύτταρα MDA-MB-231 μετά την επώαση 
με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 5-FU για 
διάστημα 24 και 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αυθαίρετες μονάδες μετά την κανονικοποίηση της 
έντασης φθορισμού του ιχνηθέτη DCFΗ-DA προς τις ολικές πρωτεΐνες. Οι μέσες τιμές κάθε χειρισμού κατά την 
επώαση 24 ωρών διαφέρει από τον αντίστοιχο χειρισμό της επώασης 48 ωρών σε επίπεδο σημαντικότητας § p<0.05, 
§§p<0.01, §§§p<0.001. 
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5.4. Επίδραση των χειρισμών στην ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3 

της κυτταρικής σειράς MDA-MB-231. 
 

Για να μελετηθεί αν η μείωση της βιωσιμότητας που προκαλείται από τη δράση των 

πρωτεϊνικών δειγμάτων, των αντικαρκινικών φαρμάκων και των συνδυασμών τους οφείλεται 

στην ενεργοποίηση του αποπτωτικού μηχανισμού, πραγματοποιούνται φασματομετρικός 

προσδιορισμός της ειδικής δραστικότητας της κασπάσης-3 και μέτρηση των ολικών πρωτεϊνών 

κάθε δείγματος. Τα ακόλουθα γραφήματα παρουσιάζουν την ειδική δραστικότητα της 

κασπάσης-3 κανονικοποιημένη ως προς τις ολικές πρωτεΐνες του κάθε δείγματος με το πέρας 

των δύο επωάσεων. 

Η εκτίμηση της επίδρασης της επώασης των κυττάρων για 24 ώρες με τις πρωτείνες ιξού, τη 

φθοριοουρακίλη και τους συνδυασμούς τους, στα επίπεδα ειδικής δραστικότητας του ενζύμου 

κασπάση-3 παρουσιάζεται στην εικόνα 5-19. Η εφαρμογή της ML1, κατά την 24ωρη επώαση, 

οδηγεί σε μείωση της ενζυμικής ενεργότητας όταν συνδυάζεται με το αντικαρκινικό φάρμακο. 

Τα πρωτεινικά εκχυλίσματα επιδρούν θετικά στην ενεργοποίηση του ενζύμου αλλά ο 

συνδυασμός τους με τη φθοριουρακίλη προκαλλέι αύξηση της επίδρασης των πρωτεινικών 

εκχυλισμάτων κάλου και μείωση της επίπτωσης των εκχυλισμάτων φύλλων και βλαστών. 

 

 

Εικόνα 5- 19. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3 μετά την επώαση κυττάρων 
MDA-MB-231 με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 
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5-FU για διάστημα 24 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μmol p-νιτροανιλίνης που ελευθερώνονται ανά 
λεπτό, ανά μg ολικών πρωτεϊνών. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο 
σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Η εκτίμηση της επίδρασης της επώασης των κυττάρων για 48 ώρες παρουσιάζεται στην 

εικόνα 5-20. Η ΜL-I δεν επιδρά στην ενεργοποίηση του ενζύμου, και ο συνδυασμό με τη 5-FU 

έχει αντίστοιχη επίδραση με τη χορήγηση του φαρμάκου μεμονωμένα. Τα πρωτεινικά 

εκχυλίσματα επιδρούν θετικά στα επίπεδα ενεργότητας της κασπάσης-3 αλλά η δράση τους σε 

συγχορήγηση με τη 5-FU ποικίλει, καθώς η προσθήκη του αντινεοπλασματικού στα εκχυλίσματα 

κάλων ενερπροκαλούν περαιτέρω ενεργοποίηση του ενζύμου, στα εκχυλίσματα φύλλων 

μείωση και στα εκχυλίσματα βλαστών δεν διαφοροποιούν το τελικό αποτέλεσμα.  

 

 

Εικόνα 5- 20. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3 μετά την επώαση κυττάρων 
MDA-MB-231 με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 
5-FU για διάστημα 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μmol p-νιτροανιλίνης που ελευθερώνονται ανά 
λεπτό, ανά μg ολικών πρωτεϊνών. Οι μέσες τιμές: a) διαφέρουν από το μάρτυρα (0) σε επίπεδο σημαντικότητας 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, β) διαφέρουν από τη 5-FU σε επίπεδο σημαντικότητας  # p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001, γ) κάθε χειρισμού διαφέρουν από τον αντίστοιχο χειρισμό σε συνδυασμό με 5-FU, σε επίπεδο 
σημαντικότητας  § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 

Η επίδραση του χρόνου επώασης των χειρισμών στα επίπεδα ενεργότητας της 

κασπάσης-3 παρουσιάζεται αναλυτικότερα στην εικόνα 5-21. Παρατηρείται ότι η λεκτίνη δεν 

επηρεάζει τα επίπεδα του ενζύμου στη κυτταρική σειρά και δεν επηρεάζεται από το χρονο 

επώασης. Ο χρόνος επώασης είναι πολύ σημαντικός για τους υπόλοιπους χειρισμούς καθώς 
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όσο αυξάνει η διάρκεια δράσης των επεμβάσεων στα κύτταρα, αυξάνουν και τα επίπεδα ειδικής 

δραστικότητας της κασπάσης-3. 

 

 

Εικόνα 5- 21. Ραβδόγραμμα που απεικονίζει την ειδική δραστικότητα της κασπάσης-3 μετά την επώαση κυττάρων 
MDA-MB-231 με 0.5 μg/mL ML-I, 0.5 μg/mL ΠΕΚ, 0.5 μg/mL ΠΕΦ, 0.25 μg/mL ΠΕΒ και συνδυασμών τους με 150 μΜ 
5-FU για διάστημα 48 ωρών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μmol p-νιτροανιλίνης που ελευθερώνονται ανά 
λεπτό, ανά μg ολικών πρωτεϊνών. Οι μέσες τιμές κάθε χειρισμού κατά την επώαση 24 ωρών διαφέρει από τον 
αντίστοιχο χειρισμό της επώασης 48 ωρών σε επίπεδο σημαντικότητας § p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001. 
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5.5. Συμπεράσματα και συζήτηση επίδρασης των χειρισμών στις κυτταρικές 

σειρές MCF-7 και ΜDA-MB-231. 
 

O καρκίνος παραμένει στις μέρες μια ιδιαίτερα σημαντική ασθένεια και υπάρχει μεγάλη 

ανάγκη για την ανακάλυψη νέων επιλεκτικών αντικαρκινικών φαρμάκων. Η τρέχουσα έρευνα 

επικεντρώνεται στη μελέτη φυσικών πόρων για την εξεύρεση βιομορίων με δυνητικές 

αντικαρκινικές ιδιότητες. Τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν αλλοιωμένα πρότυπα 

γλυκοζυλίωσης επηρεάζοντας πολλές ενδοκυτταρικές οδούς και τροποποιώντας μια σειρά 

βιολογικών ιδιοτήτων. Αυτές οι παρεκκλίνουσες αλλαγές παρέχουν μια πιθανή βάση για την 

ανάπτυξη νέων αντικαρκινικών παραγόντων με ιδιότητες επιλεκτικής στόχευσης, έναντι 

συγκεκριμένων προτύπων γλυκοζυλίωσης (Ghorbani and Karimi 2015) . Οι λεκτίνες είναι 

πρωτεΐνες ιδιαίτερα εξειδικευμένες ως προς τη σύνδεση τους με γλυκάνες. Τα πρωτεινικά αυτά 

μόρια είναι ευρέως διαδεδομένα στους ζώντες οργανισμούς και εμπλέκονται σε αρκετές 

κυτταρικές φυσιολογικές και παθολογικές διεργασίες, εκδηλώνοντας ανοσοδιεγερτικές και 

αντικαρκινικές λειτουργίες (Gondim κ.ά., 2017).  

Η εξειδικευμένη δέσμευση των λεκτινών με τα καρκινικά κύτταρα διεγέιρει σημαντικές 

κυτταρικές λειτουργίες που κυμαίνονται από την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

συστήματος έως τον θάνατο του καρκινικού κυττάρου. Η εφαρμογή των λεκτινών στη 

χημειοθεραπεία παρουσιάζει κυτταροτοξικές, αποπτωτικές, αυτοφαγικές και αντικαρκινικές 

επιδράσεις, καθώς και σημαντικές ανοσοδυναμικές και μιτογονικές ιδιότητες . Ο Ευρωπαικός 

ιξός είναι ένα από τα πιο σημαντικά είδη φυτών με αντικαρκινικές ιδιότητες, που παράγει τρείς 

πολύ σημαντικές αντικαρκινικές λεκτίνες. Σήμερα, πρωτεινικά παρασκευάσματα ιξού 

βρίσκονται στη κορυφή της συμπληρωματικής θεραπείας και της ανθρωποσοφικής θεραπείας 

του καρκίνου. Οι λεκτίνες είναι ελπιδοφόρα εργαλεία για τη θεραπεία του καρκίνου, ωστόσο 

απαιτείται εκτενής έρευνα προκειμένου να καθοριστεί ο τύπος του καρκίνου που στοχεύουν, ο 

τρόπος δράσης και η δοσολογία (Tsekouras 2019).  

Η πρωτείνη ML-I χορηγήθηκε στα κύτταρα MCF-7 και MDA-MB-231 σε αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις. Παρατηρήθηκε βιοδραστικότητα και αύξηση του μιτοχονδριακού 

μεταβολισμού, καθώς και κυτταροτοξικές επιδράσεις στα MCF-7, στη μέγιστη δόση που 

χρησιμοποιήθηκε και στη μέγιστη χρονική διάρκεια επώασης. Η επώαση των κυττάρων με τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα επάγει διαφορετικές αντιδράσεις ανάλογα με τον ιστό από τον οποίο 

προήλθαν τα εκχυλίσματα. Πρωτεΐνες από τους βιοτεχνολογικά παραγόμενους κάλους 

προάγουν την κυτταρικό πολλαπλασιασμό μέσω της αύξησης της μιτοχονδριακής 

δραστικότητας, σε αντίθεση με εκείνα που προέρχονται από φύλλα και βλαστούς του ιξού, που 

εμφανίζουν κυτταροτοξικότητα, κυρίως με το πέρας των 48 ωρών. Το φαινόμενο αυτό μπορεί 

να αποδοθεί στη διαφορετική πρωτεϊνική σύσταση των εκχυλισμάτων, καθώς και στη 

διαφορετική αναλογία λεκτινών που ενδέχεται να έχουν. Σε προηγούμενες μελέτες έχει 
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αναφερθεί ότι οι βιοδραστικές ενώσεις του γκι εξαρτώνται από διάφορες παραμέτρους όπως 

τα οικολογικά χαρακτηριστικά των ξενιστών, το κύκλος ζωής του φυτού καθώς επίσης και τον 

τύπο του οργάνου, και κατά συνέπεια διαφοροποιούνται και οι θεραπευτικές ιδιότητες 

εκχυλισμάτων (Yousefvand et al. 2022). Σε πρόσφατη μελέτη, η χορήγηση διαφορετικών 

εκχυλισμάτων ιξού, του Iscador Qu και του Iscador M στις κυτταρικές σειρές MCF-7 και MDA-

MB-231, έδειξε ότι τα παρασκευάσματα Iscador παρουσιάζουν επιλεκτικότητα έναντι των 

καρκινικών κυτταρικών σειρών. Οι παρατηρούμενες διαφορές στη δράση των δύο φυτικών 

εκχυλισμάτων αποδόθηκαν στις διαφορές στις αναλογίες μεταξύ των δραστικών ουσιών των 

εκχυλισμάτων (Robev et al. 2023) 

H 5-φθοριοουρακιλη (5-FU) είναι ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο αντικαρκινικό 

φάρμακο. Στα πλαίσια της παρούσας μελέτης διερευνήθηκε η επίδραση της παρουσίας του 

αντινεοπλασματικού στο περιβάλλον ανάπτυξης των δύο καρκινικών σειρών. Η έκθεση των 

κυττάρων MCF7 και MDA-MB-231 σε αυξημένη συγκέντρωση 5-FU οδηγεί σε μείωση της 

βιωσιμότητας τους με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, και η κυτταρική σειρά MCF-7 είναι πιο 

ευαίσθητη σε μικρότερες συγκεντρώσεις. Η συνδυασμένη εφαρμογή της λεκτίνης και των 

πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων του Viscum album L. με τη 5-FU μελετήθηκε με στόχο την πιθανή 

εύρεση συνεργιστικής δράσης μεταξύ τους. Είναι γνωστό ότι η 5-FU σε συνδυασμό με άλλους 

θεραπευτικούς παράγοντες αυξάνει τα ποσοστά απόκρισης στο φάρμακο και διάφορα φυτικά 

παρασκευάσματα έχουν δοκιμαστεί για να ξεπεράσουν την ανθεκτικότητα που εμφανίζουν 

διάφοροι τύποι καρκίνων έναντι του αντινεοπλασματικού παράγοντα (Bar-Sela and Haim 2004, 

González-Vallinas et al. 2013, Dai et al. 2011). Τα αποτελέσματα από τον συνδυασμό της 5-FU 

με τις πρωτεΐνες ιξού παρουσιάζουν συνεργιστική δράση ανάλογα με το τύπο του κυττάρων, τη 

προέλευση των εκχυλισμάτων και το χρόνο επώασης. Η επώαση για 24 ώρες των κυττάρων 

MCF-7 με τη λεκτίνη σε συνδυασμό με το φάρμακο, δεν επέδρασε στη βιωσιμότητα των 

κυττάρων. Αντίθετα, η συγχορήγηση της 5-FU με εκχυλίσματα κάλλων και φύλλων προκαλούν 

σημαντική μείωση της βιωσιμότητας των κυττάρων ενώ δεν ενισχύει τη δράση των 

μεμονωμένων εκχυλισμάτων από βλαστούς. Στο μεγαλύτερο χρονικό διάστημα επώασης (48 

ώρες) παρατηρήθηκε ότι οι συνδυασμοί του φαρμάκου με τα εκχυλίσματα είχαν σημαντική 

επίδραση στη μείωση του κυτταρικού πληθυσμού, ενώ η συγχορήγηση λεκτίνης δεν 

διαφοροποίησε την επίδραση του φαρμάκου. Η επώαση για 24 ώρες των κυττάρων MDA-MB-

231 με συνδυασμό φαρμάκου και πρωτεΐνες ιξού εμφάνισε ενισχυμένη κυττραροτοξικη δράση 

σε σύγκριση με τη μεμονωμένη χορήγηση της λεκτίνης ή των εκχυλισμάτων. Εξαίρεση 

αποτελούν τα εκχυλίσματα βλαστού που δεν παρατηρήθηκε διαφοροποίηση από τη 

συγχορήγηση με τη 5-FU. Κατά την επώαση για 48 ώρες τα πρωτεινικά εκχυλίσματα σε 

συνδυασμό με το φάρμακο, ειδικά τα εκχυλίσματα κάλων, επιδρούν σημαντικά στο κυτταρικό 

πληθυσμό και τα επίπεδα βιωσιμότητας είναι κάτω από 50%. Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν 

σημαντική συνεργιστική δράση των εκχυλισμάτων με το χημειοθεραπευτικό παράγοντα, ενώ η 

καθαρή λεκτίνη δεν ενισχύει την επίδραση της 5-FU.  
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Στα κύτταρα τα επίπεδα παραγωγής ROS μπορούν να καθορίσουν εάν το κύτταρο θα 

επιβιώσει ή θα πεθάνει και τον τύπο του μηχανισμού κυτταρικού θανάτου που εμπλέκεται. Ο 

κυτταρικός θάνατος επάγεται από διαφορετικά μονοπάτια κυτταρικής σηματοδότησης που 

καθορίζονται σε μεγάλο βαθμό από τα επίπεδα ελευθέρων ριζών (Villalpando-Rodriguez and 

Gibson 2021). Εκτός από την δημιουργία ROS και την μείωση των αντιοξειδωτικών, η κυτταρική 

απόπτωση περιλαμβάνει την ενεργοποίηση των κασπασών. Η κασπάση-3 είναι ένα ένζυμο με 

σημαντικές πρωτεολυτικές λειτουργίες που επηρεάζουν τη μοίρα του κυττάρου και οδηγεί στο 

κυτταρικό θάνατο (Musaogullari et al. 2020). Ο χρόνος επώασης, η προέλευση των 

εκχυλισμάτων και η συγχορήγηση της 5-FU επηρρεάζουν σημαντικά τα επίπεδα ROS και 

ενεργότητας της κασπάσης-3 στις κυτταρικές σειρές, υποδεικνύοντας διαφοροποιήσεις στο 

μηχανισμό επαγωγής της απόπτωσης, ανάλογα με το χειρισμό. Στα MCF-7, τα εκχυλίσματα 

έχουν κυτταροτοξική επίδραση, και τα επίπεδα ROS είναι υψηλά, αλλά κατά τη συγχορήγηση 

των εκχυλισμάτων με τη 5-FU παρατηρείται μείωση των ROS που υποδηλώνει διαφορετικό 

δρόμο ενεργοποίησης αποπτωτικών μηχανισμών. Στη κυτταρική σειρά MDA-MB-231 

παρατηρήθηκε το ίδιο μοτίβο κατά τη συγχορήγηση εκχυλισμάτων κάλων με το φάρμακο, 

δηλαδή μείωση των ROS, αλλά παρατηρήθηκε ενεργοποίηση της κασπάσης 3. Η συγχορήγηση 

του φαρμάκου με τις πρωτείνες των φύλλων και των βλαστών είχαν αντίθετο αποτέλεσμα 

καθώς συνέβαλαν στην αύξηση των ROS και μείωση της δραστικότητας της κασπάσης-3.  

 Η κυτταροτοξικότητα που παρατηρείται στα κύτταρα MCF-7 και MDA-MB-231 μπορεί να 

αποδοθεί στην αύξηση των επιπέδων ελευθέρων ριζών και στην ενεργοποίηση του μηχανισμού 

των κασπασών 
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6. Γενικά Συμπεράσματα και Συζήτηση.  
 

Ο ευρωπαϊκός ιξός είναι ένα φαρμακευτικό φυτό που περιέχει πρωτεϊνικές ομάδες με 

σημαντικές αντικαρκινικές ιδιότητες. Το αντικείμενο αυτής της μελέτης είναι η ανάπτυξη 

ισχυρού πρωτοκόλλου κυτταροκαλλιεργείων για τη βιοσύνθεση αντικαρκινικών πρωτεϊνών. Η 

παραγωγή κάλων από τον ιξό υπόκειται σε περιορισμούς καθώς μόνο οι νεαροί βλαστοί είναι 

επιδεκτικοί στην ιστοκαλλιέργεια για περιορισμένο χρονικό διάστημα, κατά τους μήνες 

Δεκέμβριο έως και Μάρτιο. Το ποσοστό καλογένεσης βλαστών του Viscum album subsp abietis 

καλογένεσης των βλαστών είναι ιδιαίτερα χαμηλό και περιορίζεται στο 6%, καθώς ο ιξός είναι 

δύστροπο είδος κατά την ιστοκαλλιέργεια και περιέχει ενδοφυτικούς οργανισμούς που 

προκαλούν δευτερογενείς μολύνσεις. Ωστόσο, η ιστοκαλλιέργεια φαίνεται να είναι μια ισχυρή 

εναλλακτική για τη παραγωγή και διατήρησης φυτικής βιομάζας in vitro με στόχο την 

απομόνωση βιοδραστικών μορίων. Το επόμενα βήμα για τη μαζική και ελεγχόμενη παραγωγή 

βιομάζας ιξού, χωρίς τους περιορισμούς που συναντώνται στη φύση, είναι η διερεύνηση της 

καλλιέργειας κυττάρων ιξού σε βιοαντιδραστήρα. 

Οι πρωτεΐνες του ιξού γκι, έχουν προσελκύσει μεγάλο ενδιαφέρον για τις αντικαρκινικές 

τους ιδιότητες και δυνατότητες. Η παρούσα μελέτη προσδιορίζει και συγκρίνει την 

περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη διαφόρων ιστών του Viscum album subsp. abietis που λαμβάνονται 

από κάλους, φύλλα και μίσχους. Σύμφωνα με τα ευρήματά μετά από επεξεργασία δεδομένων 

MS με τη βάση δεδομένων Uniprot Viscumalbum, προσδιορίστηκαν πρωτεΐνες με αντικακοήθεις 

και ανοσοδιεγερτικές δραστηριότητες. Η καλογένεση εμφάνισε μεταβολές στη βιοσύνθεση 

πρωτεΐνών καθώς μια μοναδική ισομορφή λεκτίνης (ML-ΙV) ανιχνεύθηκε μόνο στους κάλους, 

ενώ η παραγωγή βισκοτοξινών Α3 και C1 εξαλείφθηκε. Αυτά τα αποτελέσματα είναι σύμφωνα 

με προηγούμενες μελέτες των Kintzios (2002) και Barberaki (2015), που προσδιόρισαν de novo 

σύνθεση πρωτεϊνών σε κάλους του φυτού, και μάλιστα με σημαντικές αντικαρκινικές ιδιότητες. 

Κατά την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών δειγμάτων από κάλους του φυτού ορισμένοι κάλοι είχαν 

διαφορετικές πρωτεϊνικές μπάντες φαινόμενο που μπορεί να αποδοθεί σε σωμακλωνική 

παραλλακτικότητα. Πρέπει να επισημανθεί ότι η παρούσα μελέτη είναι η πρώτη πρωτεομική 

διερεύνηση του καλού του ιξού, και θέτει τη βάση για τον μελλοντικό χαρακτηρισμό νέων 

πρωτεϊνών με αντικαρκινικές ιδιότητες, που πιθανώς προκύπτουν από σωματοκλωνική 

παραλλακτικότητα. 

Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από τους κάλους που παρουσίασαν διαφορετικό πρωτεϊνικό 

περιεχόμενο δοκιμάστηκαν σε κυτταρικές σειρές καρκίνων του στήθους και του τραχήλου της 

μήτρας. Ο σκοπός αυτής της δοκιμασίας ήταν να εντοπιστούν πιθανές αντικαρκινικές ιδιότητες 

των πρωτεϊνών γκι, που προέρχονται από φυσικούς πόρους και βιοτεχνολογικές τεχνικές, καθώς 

και τις πιθανές συνεργιστικές επιδράσεις με ένα τυπικό χημειοθεραπευτικό παράγοντα, τη 5-

φθοροουρακίλη. Μελετήθηκαν οι επιδράσεις στο κυτταρικό πολλαπλασιασμό, το οξειδωτικό 
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στρες και την ενεργοποίηση της κασπάσης-3, ευρήματα χρήσιμα για την κατανόηση των 

βιοχημικών οδών των πρωτεϊνών ιξού στη θεραπεία του καρκίνου. 

Η εφαρμογή σε καρκινική σειρά τραχήλου της μήτρας HeLa, ανέδειξε ότι τα εκχυλίσματα 

πρωτεϊνών από φύλλα και βλαστούς των μητρικών φυτών είχαν ισχυρό αντίκτυπο στη 

βιωσιμότητα των κυττάρων HeLa προάγοντας οξειδωτική βλάβη και προκαλώντας απόπτωση 

είτε μόνα τους είτε σε συνδυασμό με τον χημειοθεραπευτικό παράγοντα 5-Fluorouracil. Η 

επίδραση των εκχυλισμάτων από κάλους ήταν αντίστοιχες με την επίδραση της καθαρής λεκτίνη 

ML-I στα κύτταρα, αλλά πρέπει να επισημανθεί ότι η συγχορήγηση τους με τη 5-FU εμφάνισε 

σημαντική κυτταροτοξικότητα, αναλογικά με τη αύξηση του χρόνου επώασης. Η επίδραση των 

πρωτεινών ιξού και συνδυασμών τους με τη 5-FU σε κυτταρικές σειρές αδενοκαρκινώματος 

μαστού MCF7 και MDA-MB-231 υποδεικνύει σημαντική συνεργιστική δράση των εκχυλισμάτων 

με το χημειοθεραπευτικό παράγοντα, ενώ η καθαρή λεκτίνη δεν ενισχύει την επίδραση της 5-

FU. Με βάση το γεγονός ότι η 5-FU έχει μικρή βιοδιαθεσιμότητα, αποτελεί σημαντική ένδειξη η 

ενίσχυση των επιπτώσεων του σε βάθος χρόνου κατά τη συγχορήγηση με εκχυλίσματα κάλων 

και ιστών ιξού.  

Τα αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι τα εκχυλίσματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

παράλληλα με τον χημειοθεραπευτικό παράγοντα κατά των καρκινικών κυττάρων που 

μελετήθηκαν. Παρά τη χαμηλή κυτταροτοξικότητα που παρατηρείται για τα εκχυλίσματα κάλων, 

η ικανότητα βιοτεχνολογικής παραγωγής πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων γκι είναι σημαντική επειδή 

επιτρέπει την τυποποίηση της παραγωγής που δεν είναι δυνατή με την τρέχουσα συμβατική 

μέθοδο λήψης εκχυλισμάτων ιξού. Οι θετικές αλλαγές στο γενετικό προφίλ των φυτών μέσω της 

σωμακλωνικής παραλλαγής μπορούν να παρέχουν μια ταχεία πηγή μεταβλητότητας για την 

ανάπτυξη νέων ενώσεων με πιθανές φαρμακευτικές  

Οι βιοαισθητήρες χρησιμοποιούνται ευρέως για την αξιολόγηση φυσιολογικών και 

παθολογικών εφαρμογών καθώς είναι μη επεμβατικές μέθοδοι για την ανίχνευση κρίσιμων 

βιοδεικτών της κυτταροτοξικότητας των καρκινικών κυττάρων χωρίς την ανάγκη εκτεταμένης 

προμεταχείρισης του δείγματος. Σε αυτή τη μελέτη, παρουσιάζουμε ένα εργαλείο βιοαισθητήρα 

βασισμένο σε κύτταρα κατάλληλο για παρακολούθηση σουπεροξειδίου, στο θρεπτικό μέσο 

κυτταροκαλλιεργειών μετά από θεραπεία. Τα αποτελέσματά μας συμφωνούν με τα ευρήματα 

των βιοχημικών αναλύσεων για την αξιολόγηση των δράσεων του μιτοχονδριακού 

σουπεροξειδίου και της κασπάσης-3 σε κύτταρα HeLa. Απαιτείται περαιτέρω επικύρωση της 

σκοπιμότητας της προσέγγισής μας και η ανάπτυξη ενός αξιόπιστου, υψηλής απόδοσης και 

γρήγορου συστήματος για τον προσδιορισμό του σουπεροξειδίου στα καρκινικά κύτταρα. Ένα 

τέτοιο εργαλείο θα επιτρέψει την ακριβή αξιολόγηση της χημειοαντοχής των καρκινικών 

κυττάρων σε σχέση με την ισορροπία οξειδοαναγωγής 
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Παράρτημα 
 

Πίνακας 1:  Ρύθμιση κορεσμού διαλύματος με τη χρήση θειικού αμμωνίου (NH4)2SO4) 

 

 


