
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ
ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΥΓΕΙΑΣ

ΤΜΗΜΑ ΙΑΤΡΙΚΗΣ

ΤΟΜΕΑΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ – ΚΛΙΝΙΚΟΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑΣ

ΟΨΕΙΣ ΤΟΥ ΕΝΔΙΑΜΕΣΟΥ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ

ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΣΕΙΡΩΝ ΚΑΙ ΔΡΑΣΕΙΣ ΕΙΔΙΚΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ ΕΠΙ

ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΧΕΤΙΖΟΜΕΝΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΤΡ

ΜΑΡΙΑ Ι .  ΓΚΙΟΥΛΗ

ΒΙΟΛΟΓΟΣ

Δ Ι Δ Α Κ Τ Ο Ρ Ι Κ Η  Δ Ι Α Τ Ρ Ι Β Η

Ι Ω Α Ν Ν Ι Ν Α  2 0 1 4





 

 





ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ
ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΥΓΕΙΑΣ

ΤΜΗΜΑ ΙΑΤΡΙΚΗΣ

ΤΟΜΕΑΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ – ΚΛΙΝΙΚΟΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑΣ

ΟΨΕΙΣ ΤΟΥ ΕΝΔΙΑΜΕΣΟΥ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ

ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΣΕΙΡΩΝ ΚΑΙ ΔΡΑΣΕΙΣ ΕΙΔΙΚΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ ΕΠΙ

ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΧΕΤΙΖΟΜΕΝΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΤΡ

ΜΑΡΙΑ Ι .  ΓΚΙΟΥΛΗ

ΒΙΟΛΟΓΟΣ

Δ Ι Δ Α Κ Τ Ο Ρ Ι Κ Η  Δ Ι Α Τ Ρ Ι Β Η

Ι Ω Α Ν Ν Ι Ν Α  2 0 1 4



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

«Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από την Ιατρική Σχολή του Πανεπιστημίου 

Ιωαννίνων δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωμών του συγγραφέα Ν. 5343/32, 

άρθρο 202, παράγραφος 2 (νομική κατοχύρωση του Ιατρικού Τμήματος)»



 

 

 







 

 

 

 

 

 

 

 

Στους γονείς μου, 

Γιάννη και Βασιλική… 



 

 

 



 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

Το πειραματικό μέρος της παρούσας διατριβής έλαβε χώρα στο εργαστήριο 

Φυσιολογίας, του τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. 

 

«Το τρίτο φτερό είναι η μόνη ουτοπία» (Θ. Αγγελόπουλος)  

Η ιδέα αδυνατεί να υλοποιηθεί δίχως την υποστήριξη της ψύχραιμης ματιάς, την 

έμπνευση, το διάλογο. 

Η συμβολή της τριμελούς συμβουλευτικής επιτροπής… 

Ευχαριστώ από καρδιάς τον Επίκουρο Καθηγητή Σπυρίδων Καρκαμπούνα, γιατί 

αποτέλεσε έμπνευση, γιατί υπήρξε πολύτιμος καθοδηγητής και ταυτόχρονα πιστός 

«συνοδοιπόρος». Τον ευχαριστώ για την εμπιστοσύνη, για την πίστη, για την 

επίβλεψη του πειραματικού μέρους της παρούσας διατριβής και πρωτίστως την 

υλοποίηση της Ιδέας. 

Ευχαριστώ θερμά τον Καθηγητή Άγγελο Ευαγγέλου, τον Δάσκαλο, τον φωτεινό 

άνθρωπο που πίστεψε σε μένα από τα φοιτητικά μου χρόνια και μου έδωσε τη 

δυνατότητα να ξεκινήσω τη διπλωματική μου εργασία στο εργαστήριο 

Φυσιολογίας. Από τα χρόνια εκείνα έως και σήμερα, ήταν δίπλα μου όποτε τον 

χρειάστηκα, τόσο σε ερευνητικό όσο και σε προσωπικό επίπεδο. 

Ευχαριστώ τον Ομότιμο Καθηγητή Μιχαήλ Καραμούζη για την αποδοχή του να 

αποτελέσει μέρος της εν λόγω ερευνητικής προσέγγισης. Τον ευχαριστώ για τον 

χρόνο του, τις συμβουλές του, το ήθος του. 

 

Η συμβολή της επταμελούς συμβουλευτικής επιτροπής… 

Απευθύνω τις ιδιαίτερες ευχαριστίες μου στον Καθηγητή Σπυρίδων Περλεπέ, ο 

οποίος συνέθεσε και χαρακτήρισε δομικά μέρος των συμπλόκων μετάλλων που 



 

[2] 

μελετήθηκαν στην διατριβή αυτή. Τον ευχαριστώ για την πλήρη και άμεση 

ανταπόκριση του όποτε ανέκυπταν προβλήματα. Η βοήθεια του ήταν πάντοτε 

καθοριστική και πολύτιμη. 

Ευχαριστώ την Καθηγήτρια Βασιλική Καλφακάκου, για την επιστημονική 

καθοδήγηση, κυρίως σε ό,τι αφορά τις ενώσεις ψευδαργύρου, με τις οποίες 

ασχολείται ερευνητικά για πολλά χρόνια, και έχει συμβάλλει στην καλύτερη 

κατανόηση των μηχανισμών δράσης του μετάλλου αυτού από τη διεθνή 

επιστημονική κοινότητα. Την ευχαριστώ και σε προσωπικό επίπεδο για την 

ανεκτίμητη βοήθεια και συμπαράσταση. 

Ευχαριστώ την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Πατρώνα Βεζυράκη για την εμπιστοσύνη 

που μου έδειξε επιλέγοντάς με για να συμβάλλω στη σωστή διεξαγωγή των 

εργαστηριακών ασκήσεων των πρωτοετών φοιτητών της Ιατρικής Σχολής, για την 

επιστημονική της καθοδήγηση, τις πολύτιμες συμβουλές της και συμπαράσταση και 

σε προσωπικό επίπεδο.  Θα την έχω πάντα στην καρδιά μου. 

Ευχαριστώ τον Ερευνητή Α’ βαθμίδας Γεώργιο Τσάγκαρη για την αποδοχή του να 

χαρίσει την επιστημονική του επάρκεια στην αξιολόγηση του εν λόγω ερευνητικού 

εγχειρήματος. Η διακριτή του παρουσία αποτελεί τη μέγιστη τιμή. 

 

Ευχαριστώ ολόψυχα, τους έτερους ταξιδευτές… 

Τον Ομότιμο Καθηγητή Παναγιώτη Βελτσίστα για την σύνθεση των περισσοτέρων 

σύμπλοκων ενώσεων του βαναδίου και τις συμβουλές του για τον σωστό χειρισμό 

των ενώσεων αυτών. 

Τον Επίκουρο Καθηγητή Θεοχάρη Σταματάτο και την Ομότιμη Καθηγήτρια Εύη 

Μάνεση-Ζούπα, για τη σύνθεση και τον δομικό χαρακτηρισμό των συμπλόκων του 

ψευδαργύρου. Η συνεργασία που είχαμε ήταν άψογη και απέφερε αρκετούς 

καρπούς. 



 

[3] 

Την Επίκουρη Καθηγήτρια Αμαλία Αφένδρα για την αποδοχή της στο εργαστήριο 

Μικροβιολογίας του τμήματος Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, έτσι ώστε 

να διεξαχθούν τα πειράματα της αντιμικροβιακής δράσης των συμπλόκων 

μετάλλων. 

Τον Καθηγητή Χαράλαμπο Αγγελίδη για την πολύτιμη συμβολή του στην εκπόνηση 

της διατριβής αυτής. Τον ευχαριστώ που με δέχτηκε στο εργαστήριο Βιολογίας της 

Ιατρικής Σχολής για την διεξαγωγή των πειραμάτων ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνών 

και για την επιστημονική του καθοδήγηση και την παροχή τεχνογνωσίας. 

Ευχαριστώ τον Επίκουρο Καθηγητή Δημήτρη Πέσχο για την αγαστή συνεργασία 

καθ’όλη την παραμονή μου στο εργαστήριο Φυσιολογίας, αλλά και για την 

προετοιμασία και ιστοπαθολογική εξέταση των δειγμάτων ενδιαφέροντος από τους 

επίμυες.  

 

Ευχαριστώ τους φίλους, συνοδοιπόρους… 

Την Ίριδα Δήμα για την άψογη συνεργασία που είχαμε όλα τα χρόνια αυτά. Η 

έρευνα δεν είναι μόνο για τους μοναχικούς ανθρώπους. Η ενότητα και η σύμπνοια 

σε μια ερευνητική ομάδα αποφέρει πολλά οφέλη τόσο σε ερευνητικό όσο και σε 

προσωπικό επίπεδο. Την ευχαριστώ και για το πολύτιμο της φιλίας της, για το 

χαμόγελο. 

Τον Παναγιώτη Λέκκα για την εποικοδομητική συνεργασία που είχαμε και την 

θεμελιώδους αξίας βοήθειας του στην διεξαγωγή των in vivo πειραμάτων. Χάρηκα 

ιδιαιτέρως για την συνεργασία μας, καθότι αγαπάει και σέβεται τα ζώα όσο εγώ.  

Την Εύη Βραζέλη για την πολύτιμη συμβολή της στην εκπόνηση των πειραμάτων 

ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνών, για τις συμβουλές της και γιατί ήταν πάντοτε εκεί 

για μένα, με ή χωρίς εμένα! 



 

[4] 

Την Έλενα Γεωργίου για την συνεργασία που είχαμε, για τις συμβουλές, τις 

συζητήσεις, την παρέα. 

Τους Ιωάννη Σίμο και Ιωάννη Βεργινάδη για την πολύτιμη καθοδήγησή και βοήθειά 

τους από τα φοιτητικά μου χρόνια έως και σήμερα. Η συνεργασία μας ήταν κάτι 

περισσότερο από εποικοδομητική.  

Τη Χρύσα Αναστασιάδου, τον Στέλιο Ζερικιώτη, τον Αποστόλη Μέτσιο, τον Ιωάννη 

Ζελοβίτη, την Μαρία Αγιοργίτη, τον Λεωνίδα Ρουμπάτη, τον Βαγγέλη Κονταργύρη, 

την Χαρά Σαρντζή…Τους ευχαριστώ για την υπομονή, την επιμονή και την προσμονή 

έναντι στο ψυχοφθόρο. 

Ευχαριστώ όλα τα μέλη του εργαστηρίου Φυσιολογίας, μέλη ΔΕΠ, προπτυχιακούς, 

μεταπτυχιακούς και διδακτορικούς φοιτητές, τις γραμματείς και τα μέλη Ε.Τ.Ε.Π. και 

Ε.Ε.Δ.Ι.Π. για την άψογη συνεργασία μας. 

Απευθύνω το μέγιστο της ευγνωμοσύνης μου στην οικογένεια μου. Τους οφείλω, 

λιτά και απέριττα, τα πάντα… 

 



 

Περιεχόμενα 

ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ .......................................................................................................9 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 .................................................................................................................11 

Η ΓΛΥΚΟΛΥΤΙΚΗ ΟΔΟΣ ..............................................................................................11 

1.1. Γενικά ............................................................................................................11 

1.2. Οξειδωτικός έναντι μη οξειδωτικού μεταβολισμού.........................................15 

1.3. Η γλυκολυτική οδός - Δομή και λειτουργία......................................................17 

1.4. Το παρακύκλωμα(shunt) των Rapoport – Lubering στην γλυκόλυση ..............30 

1.5. Ο μεταβολικός επαναπρογραμματισμός ως πλεονέκτημα των καρκινικών 
κυττάρων ..................................................................................................................33 

1.6. Μηχανισμοί του μεταβολικού επαναπρογραμματισμού.................................36 

1.7. Xαρακτηριστικά της καρκινικής νόσου που συνδέονται με αλλαγές στον 
μεταβολισμό ............................................................................................................38 

1.8. Η αναστολή της γλυκόλυσης ως αντικαρκινική θεραπεία ...............................44 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 .................................................................................................................53 

ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ ..........................................................................................53 

2.1. Cis-πλατίνα (cis-Diamminedichloroplatinum) ...............................................55 

2.2. Σύμπλοκα βαναδίου..........................................................................................59 

2.2.1. Γενικά..........................................................................................................59 

2.2.2. Βανάδιο: Παρασκευές και ιδιότητες ..........................................................60 

2.2.3. Βιοκινητική, κατανομή και μεταβολισμός του βαναδίου..........................61 

2.2.4. Επιδράσεις του βαναδίου στην ανάπτυξη και στον πολλαπλασιασμό των 
κυττάρων ..............................................................................................................63 

2.2.5. Αποπτωτικές και τοξικές επιδράσεις των συμπλόκων βαναδίου..............63 

2.2.6. Πιθανές αντιμεταστατικές επιδράσεις των συμπλόκων βαναδίου...........67 

2.2.7. Αντίσταση των κυττάρων σε φάρμακα και σύμπλοκα βαναδίου .............69 

2.3. Σύμπλοκα ψευδαργύρου ..................................................................................70 

2.3.1. Γενικά..........................................................................................................70 

2.3.2. Μεταφορείς ψευδαργύρου .......................................................................72 



 

[6] 

2.3.3. Βιολογία και φυσιολογία του ψευδαργύρου ............................................73 

2.3.4. Επιδράσεις του ψευδαργύρου  στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων ....74 

2.3.5. Αποπτωτικές και τοξικές επιδράσεις του ψευδαργύρου ..........................74 

2.3.6. Ψευδάργυρος και νεοπλασματική νόσος ..................................................76 

ΣΚΟΠΟΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ .........................................................................79 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ .................................................................................................81 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 .................................................................................................................83 

ΥΛΙΚΑ, ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ, ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ, ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ........83 

3.1. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ............................................................................83 

3.2. ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ ...................................................................................85 

3.3.ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ .............................................................................................90 

3.4. ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ...................................................................................95 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 .................................................................................................................97 

ΜΕΘΟΔΟΙ .................................................................................................................97 

4.1.  IΝ VITRO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ...................................................................................97 

4.2. IN VIVO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ....................................................................................114 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ........................................................................................................117 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 ...............................................................................................................119 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ....................................................................................................119 

5.1.  IΝ VITRO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ.....................................................................................119 

5.1.1 .  Έλεγχος της βιωσιμότητας κυττάρων με την μέθοδο του ΜΤΤ .............119 

5.1.2.  Ικανότητα των κυττάρων δημιουργίας αποικιών σε χαμηλή πυκνότητα 
σποράς................................................................................................................126 

5.1.3.  Προσδιορισμός μηχανισμού πρόκλησης κυτταρικού θανάτου..............127 

5.1.4.  Έλεγχος αντιβακτηριακής δράσης...........................................................135 

5.1.5. . Φασματοσκοπικός προσδιορισμός κατανάλωσης γλυκόζης.................137 

5.1.6.  Φασματοσκοπικός προσδιορισμός παραγωγής ενδοκυττάριου ATP ....139 

5.1.7.  Φασματοσκοπικός προσδιορισμός παραγωγής γαλακτικού οξέος .......142 

5.1.8. Έλεγχος πρόκλησης μιτοχονδριακής βλάβης...........................................144 



 

[7] 

5.1.9. Προσδιορισμός υπερέκφρασης-υποέκφρασης ενζύμων της γλυκολυτικής 
πορείας ...............................................................................................................147 

5.2. IΝ VIVO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ .......................................................................................148 

5.2.1. Οξεία τοξικότητα σε επίμυες Wistar ........................................................148 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ...................................................................................................................161 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ........................................................................................................175 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ..................................................................................................................181 

ΑBSTRACT...................................................................................................................189 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ...........................................................................................................197 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ ............................................................................................................201 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 

 





 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

 

Η ΓΛΥΚΟΛΥΤΙΚΗ ΟΔΟΣ 

 

1.1. Γενικά 

Ο πιο σημαντικός παράγοντας για τη χημειοθεραπεία του καρκίνου είναι η επίτευξη 

επιλεκτικής θνησιμότητας των καρκινικών  κυττάρων, χωρίς σημαντική τοξικότητα 

στα υγιή κύτταρα και ιστούς. Η κατανόηση των βιολογικών διαφορών ανάμεσα στα 

υγιή και τα καρκινικά κύτταρα είναι λοιπόν απαραίτητη για τον σχεδιασμό και την 

ανάπτυξη αντικαρκινικών φαρμάκων. Τα τελευταία χρόνια, έχει σημειωθεί μια 

αλματώδης πρόοδος στην κατανόηση των μοριακών μηχανισμών  που εμπλέκονται 

στην παθογένεια του καρκίνου, στην  εξακρίβωση συγκεκριμένων γονιδίων  και 

σηματοδοτικών μονοπατιών που εμπλέκονται στην καρκινογένεση και την 

ανάπτυξη του όγκου, καθώς και στη δημιουργία χημικών σκευασμάτων ή ειδικών 

αντισωμάτων που επιλεκτικά στοχεύουν τα καρκινικά κύτταρα. Αυτά τα στοχευμένα 

φάρμακα έχουν πολλά πλεονεκτήματα σε σχέση με τα παραδοσιακά φάρμακα γιατί 

έχουν μειωμένη τοξικότητα στα φυσιολογικά κύτταρα. Σε αυτά τα «νέας γενιάς» 

φάρμακα συγκαταλέγονται τα: Gleevec (imanitib), Iressa (gefinitib), Herceptin 

(trastuzumab) και rituximab (Pelicano et all, 2006). Μολαταύτα, ο μηχανισμός της 

ανάπτυξης του όγκου είναι εξαιρετικά πολύπλοκος και αναγνωρίζεται ότι σε 

διάφορους τύπους νεοπλασμάτων  συνυπάρχουν πολλές γενετικές μεταλλάξεις και 

επιγενετικές μεταβολές. Ακόμα και σε έναν συγκεκριμένο τύπο καρκίνου, οι 

κακοήθεις κυτταρικοί πληθυσμοί είναι ετερογενείς και φέρουν ποικίλες γονιδιακές 

διαφορές που τροποποιούνται περαιτέρω λόγω γενετικής αστάθειας κατά την 

πρόοδο της νόσου. Για τον λόγο αυτό είναι εξαιρετικά δύσκολο να φονευθούν τα 

κακοήθη κύτταρα εν γένει με την στόχευση ενός μόνο γονιδίου, καθώς και των 

πρωτεϊνών, που προέρχονται από την έκφρασή του. Ο σωστός συνδυασμός πολλών 
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τέτοιων στοχευμένων φαρμάκων είναι απαραίτητος για τον επιτυχή περιορισμό και 

κυτταρικό θάνατο ενός τέτοιου πληθυσμού.  

Μία εναλλακτική στρατηγική για να επιτευχθεί και η εκλεκτικότητα και η 

αποτελεσματικότητα στην εξάλειψη της νεοπλασματικής νόσου είναι η αξιοποίηση 

της βασικής διαφοροποίησης των φυσιολογικών και των κακοήθων κυττάρων στον 

βιοχημικό τύπο μεταβολισμού τους. Η περισσότερα υποσχόμενη μεταβολική 

διαφοροποίηση των καρκινικών κυττάρων στην αντικαρκινική θεραπεία είναι η 

αύξηση του ποσοστού αερόβιας γλυκόλυσης και η μεγάλη εξάρτησή τους από την 

γλυκολυτική οδό για την παραγωγή ATP, ένα φαινόμενο γνωστό ως το «φαινόμενο 

Warburg». Φυσικά εκείνη την εποχή υπήρχε ελάχιστη γνώση της δομής και της 

λειτουργίας του ενεργειακού μεταβολισμού και ο Otto Warburg απετέλεσε έναν 

από τους σημαντικότερους  πιονιέρους αυτού του βιοφυσικού και βιοχημικού 

πεδίου, μαζί με τον Krebs και τον Svenτ Gyӧrgyi. Ο Otto Warburg έκανε την 

ανακάλυψη αυτή στις αρχές τις δεκαετίας του 1920, για την οποία τιμήθηκε με 

βραβείο Nobel το 1931. Παρατήρησε λοιπόν,  πως ακόμα και παρουσία οξυγόνου, 

τα καρκινικά κύτταρα επιλέγουν να μεταβολίζουν τη γλυκόζη μέσω της γλυκόλυσης, 

κάτι φαινομενικά παράδοξο καθώς η γλυκόλυση, συγκρινόμενη με την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση, είναι μία λιγότερο αποτελεσματική πορεία παραγωγής ATP. Ο 

ίδιος απέδωσε αυτή τη μεταβολική τροποποίηση σε  μιτοχονδριακές βλάβες των 

καρκινικών κυττάρων. (Warburg et al., 1924; Warburg, 1930, 1956). Παρόλο που το 

φαινόμενο Warburg δεν είναι καθολικά αποδεκτό για όλους τους τύπους 

νεοπλασιών (Funes et al., 2007), αποτελεί σήμερα την βάση για την Τομογραφία 

Εκπομπής Ποζιτρονίων (PET) η οποία χρησιμοποιείται για την διάγνωση του 

καρκίνου καθώς και για την παρακολούθηση της ανταπόκρισης των ασθενών στη 

θεραπεία που ακολουθούν (Gambhir, 2002). Στην τομογραφία αυτή 

χρησιμοποιείται ένα ανάλογο της γλυκόζης, η 18F-FDG (2-(18F)-fluoro-2-deoxy-D-

glucose). H FDG-PET συνδυαζόμενη με αξονική (υπολογιστική) τομογραφία (PET/CT) 

έχει >90% ακρίβεια για τους περισσότερους τύπους επιθηλιακών νεοπλασμάτων 

(Mankoff, et al., 2007). 
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 Τις τελευταίες δεκαετίες, το φαινόμενο Warburg έχει παρατηρηθεί σε πολλά είδη 

κακοήθων όγκων, όμως οι ακριβείς μοριακοί και βιοχημικοί μηχανισμοί στους 

οποίους οφείλεται παραμένουν άγνωστοι σε μεγάλο βαθμό. Από όλους τους 

πιθανούς αιτιολογικούς μηχανισμούς, η δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων και οι 

υποξικές συνθήκες που επικρατούν στο μικροπεριβάλλον του όγκου είναι οι 

επικρατέστεροι (Zu et al., 2004).  Επίσης, σημαντικός φαίνεται να είναι και ο ρόλος 

των ογκογονιδίων στη δημιουργία του φαινομένου Warburg, και θα αναλυθεί 

παρακάτω. Πολλά ογκογονίδια, όπως τα Ras, Src, και Μyc έχει βρεθεί ότι προάγουν 

την αερόβια γλυκόλυση μέσω της παγίωσης του επαγόμενου από την υποξία 

παράγοντα 1a (ΗΙF-1a) (Blum, 2005;  Dang, 1999; Elstrom, 2004). 

Παρόλα αυτά η ανακάλυψη των ογκογονιδίων και άλλες ανακαλύψεις για τους 

μοριακούς μηχανισμούς δημιουργίας των νεοπλασιών, έστρεψαν ιεραρχικά το 

ενδιαφέρον της έρευνας σε πεδία εκτός του μεταβολισμού των καρκινικών 

κυττάρων. Τα τελευταία χρόνια όμως όλο και επιτακτικότερα επανεμφανίζεται μια 

κατασταλαγμένη αναγέννηση των επισημάνσεων που έκανε ο Warburg καθώς και 

μια σοβαρή αναβάθμιση της σχετικής μεταβολικής προσέγγισης του καρκίνου. 

Μελέτες κατά την τελευταία δεκαετία έριξαν φως στις ιδιαιτερότητες της 

μιτοχονδριακής λειτουργίας των καρκινικών κυττάρων και προτείνουν πως το 

φαινόμενο Warburg σχετίζεται περισσότερο με τις μεταβολές των σηματοδοτικών 

μονοπατιών παρά με τις μιτοχονδριακές βλάβες καθαυτές (Gogvadze, 2008).   

Kάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η παραγωγή του ATP μέσω της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης στα μιτοχόνδρια είναι, από την θερμοδυναμική πλευρά, μια 

υψηλής απόδοσης διαδικασία, η οποία παράγει πολύ περισσότερα μόρια ATP από 

ένα μόριο γλυκόζης σε σύγκριση με την αντίστοιχη απόδοση της γλυκόλυσης. 

Συγκεκριμένα η μιτοχονδριακή παραγωγή χημικής ενέργειας ανέρχεται σε 36 μόρια 

τριφωσφορικής αδενοσίνης  προερχόμενα από την οξείδωση ενός μορίου γλυκόζης. 

Η αντίστοιχη παραγωγή χημικής ενέργειας της γλυκολυτικής οδού από την 

αναερόβια μετατροπή ενός μορίου γλυκόζης ανέρχεται σε δύο μόρια ΑΤΡ καθώς και 

δύο μόρια NADH + H+ . Όμως, η μιτοχονδριακή αναπνευστική λειτουργία μπορεί να 
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επηρεαστεί από πολλαπλούς παράγοντες, όπως π.χ από προβλήματα ανεπαρκούς 

λειτουργίας του κύκλου του Krebs, από μεταλλάξεις του μιτοχονδριακού DNA 

(mtDNA), δυσλειτουργία της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων (electron transport 

chain), μη φυσιολογική έκφραση ενζύμων που εμπλέκονται στην οξειδωτική 

φωσφορυλίωση, ηλεκτρολυτικές διαταραχές, διαταραχές του δυναμικού στις 

μιτοχονδριακές μεμβράνες, όπως επίσης και την απλή ανεπάρκεια της απαραίτητης 

ποσότητας οξυγόνου στο κυτταρικό μικροπεριβάλλον, λόγω παροδικών φαινομένων 

υποξυγόνωσης ή ισχαιμίας (Mitchell P, 1961; Bruce A et al., 2002; Carew et al., 2002; 

Penta et al., 2001; Divakaruni and Martin, 2011; Dumas et al., 2012). Άλλωστε, τα 

μιτοχόνδρια των νεοπλασματικών κυττάρων είναι σχετικά μικρά και παρουσιάζουν 

ανεπάρκεια της β-F1 υπομονάδας της ATP-συνθάσης (Lopez-Rios et al., 2007).  H 

διαρκής παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου στα μιτοχόνδρια και το οξειδωτικό 

στρες των νεοπλασματικών κυττάρων μπορεί να προκαλoύν επιπλέον βλάβες και 

στο μιτοχονδριακό DNA, αλλά και στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων 

ενισχύοντας με τον τρόπο αυτό τις αναπνευστικές δυσλειτουργίες και την εξάρτηση 

τους από την γλυκολυτική οδό για παραγωγή ενέργειας (Pelicano et al., 2004; 

Dumas et al., 2012). 

  Η εμφάνιση κακοηθών εξαλλαγών (μεταλλάξεων) αυξάνει με την ηλικία, ενώ η 

μεταβολική δραστηριότητα και η κατανάλωση ενέργειας μειώνεται με τη γεροντική 

παρακμή του οργανισμού. Η αύξηση των κακοήθων εξαλλαγών τείνει να λάβει μια 

εκθετική πορεία με την πάροδο του χρόνου (Cross et al., 1987) 

 Υπάρχει δηλαδή μια αντιστρόφως ανάλογη σχέση της μιτοχονδριακής λειτουργίας 

και της ανάπτυξης νεοπλασιών και ίσως είναι αιτιολογικής σημασίας (Ristow, 2006). 

Ο μεταβολισμός λοιπόν των κακοήθων κυττάρων είναι απαραίτητο να διερευνηθεί 

με πληρότητα προκειμένου η γνώση των φαινομένων του να κεφαλαιοποιηθεί τόσο 

προς όφελος της θεραπευτικής όσο και για την ενίσχυση της πρόληψης του 

καρκίνου. 
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1.2. Οξειδωτικός έναντι μη οξειδωτικού μεταβολισμού 

Στην εποχή μας, η γλυκόζη είναι ένα πολύ βασικό συστατικό της διατροφής μας και 

η κύρια θρεπτική ζάχαρη, η σουκρόζη, περιέχει 50% γλυκόζη και 50% φρουκτόζη. Η 

γλυκόζη μεταφέρεται ενεργητικά στα κύτταρα των θηλαστικών και μετατρέπεται σε 

πυροσταφυλικό οξύ υπό φυσιολογικές συνθήκες. Το πυροσταφυλικό οξύ 

μετατρέπεται σε γαλακτικό οξύ ή μεταβολίζεται στα μιτοχόνδρια. Η ενδοκυττάρια 

ενζυματική οδός που πραγματοποιεί την μετατροπή της γλυκόζης σε 

πυροσταφυλικό οξύ ονομάζεται γλυκόλυση και λαμβάνει χώρα στο κυτταρόπλασμα 

των ευκαρυωτικών κυττάρων είτε παρουσία είτε απουσία οξυγόνου. Για τον λόγο 

αυτό, πολλοί προκαρυωτικοί, αλλά και κάποιοι κατώτεροι ευκαρυωτικοί 

οργανισμοί, όπως ο μύκητας Saccharomyces cerevisae μπορούν να επιβιώσουν σε 

συνθήκες πλήρους απουσίας οξυγόνου μέσω της εκτέλεσης αποκλειστικά 

αναερόβιας γλυκόλυσης (Pasteur, 1861). Οι ανώτεροι ευκαρυωτικοί οργανισμοί και 

κυρίως τα θηλαστικά έχουν την ανάγκη μιας σταθερής παροχής οξυγόνου 

προκειμένου να παράγουν την απαραίτητη ποσότητα ενέργειας υπό μορφή ΑΤΡ για 

την διεξαγωγή των λειτουργιών της ομοιοστασίας τους και την παραγωγή, 

επιδιόρθωση και αναπαραγωγή των σωματικών τους δομών. 

 Η γλυκόλυση παρέχει μικρά ποσά ενέργειας από τη διάσπαση ενός μορίου 

γλυκόζης. Τα θηλαστικά λοιπόν και γενικότερα οι ανώτεροι ευκαρυωτικοί 

οργανισμοί μέσω της εξέλιξης έχουν επιτύχει έναν πολύ πιο αποδοτικό τρόπο για 

την άμεση παραγωγή ενέργειας. Μέσω της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης λοιπόν 

μπορούν να παράγουν 18 φορές περισσότερη ενέργεια σε ό,τι αφορά την γλυκόζη 

ως καταβολιζόμενο μόριο (και τους εν γένει υδατάνθρακες).  

Φυσικά ο κύκλος του Krebs που αποτελεί ένα είδος ενεργειακής «συλλεκτικής 

λεκάνης απορροής» των μεταβολισμών των υδατανθράκων, των αμινοξέων και των 

λιπών, είναι ο αποδέκτης των μορίων που τελικά παράγουν τα αναγωγικά 

ισοδύναμα τα οποία θα οξειδωθούν κατόπιν στην αναπνευστική αλυσίδα και θα 

οδηγήσουν στην δημιουργία του ΑΤΡ ( Lehninger, 2008). Η εξελικτική έλευση του 
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οξειδωτικού μηχανισμού ενεργειακής παραγωγής των εμβίων όντων από την 

φυλογενετική σκοπιά προέκυψε πιο αργά και μετά την έναρξη της μετατροπής της 

ατμόσφαιρας του πλανήτη από αναγωγική σε οξειδωτική, μέσω της γενίκευσης της 

φωτοσύνθεσης(Roodyn and Wilkie, 1968; Hemp and Pace, 2010; Castresana and 

Saraste,1995; Schäfer et al., 1996). Η γλυκόλυση ως μεταβολική οδός παραγωγής 

ενέργειας είναι, κατά τα φαινόμενα, η πλέον αρχαϊκή,  που αναδύθηκε στα 

εναρκτήρια στάδια της δημιουργίας της ζωής στον πλανήτη μας και σε 

περιβάλλοντα όπου επικρατούσαν αναγωγικές συνθήκες, ενώ το οξυγόνο είχε ήδη 

δεσμευτεί στα ύδατα των αρχέγονων ωκεανών και στα οξείδια του γήινου φλοιού. 

Ως εκ τούτου, το βασικό πλεονέκτημα της γλυκόλυσης είναι η μη εξάρτηση από την 

παρουσία οξυγόνου, ενώ το βασικό μειονέκτημα είναι τα συγκριτικά μικρότερα 

παραγόμενα ποσά ενέργειας (Stryer, 1995; Lehninger 2008). 

 Είναι φανερό ότι η γλυκολυτική αλυσίδα επέτρεπε την ζωή υπό μικροσκοπική 

μορφή, δηλαδή ως προκαρυωτικά είδη μονοκύτταρων οργανισμών, ενώ τα 

μιτοχόνδρια φαίνεται ότι ήταν βακτήρια που ενσωματώθηκαν μέσα στο 

πρωτόπλασμα μεγαλύτερων αρχαϊκών κυττάρων, υπό ένα καθεστώς συμβίωσης ή 

κομενσαλισμού, για να δημιουργηθούν τελικά τα ισχυρά και ευμεγέθη 

ευκαρυωτικά κύτταρα τα οποία έδωσαν γένεση και στους πολυκύτταρους 

οργανισμούς, φυτικούς και ζωικούς, μέσω των φαινομένων της εξελικτικής 

προσαρμοστικής επέκτασης. Χωρίς την πολλαπλάσια παραγωγή ενέργειας η έλευση 

τόσο των ευκαρυωτικών μονοκύτταρων όσο και των πολυκύτταρων οργανισμών δεν 

θα ήταν δυνατή (Margulis, 1979, 1991, 1992, 1998, 2002). Από την άλλη πλευρά 

όταν κάποιο ευκαρυωτικό κύτταρο απωλύει εν όλω ή εν μέρει την αναπνευστική 

του λειτουργία, στην πρώτη περίπτωση πεθαίνει, ενώ στην δεύτερη περίπτωση 

χάνει την ικανότητά του να διαφοροποιείται και παραμένει διαρκώς με εμβρυικά 

χαρακτηριστικά πράγμα το οποίο λαμβάνει συχνά την εικόνα της κυτταρικής 

κακοήθειας και τον φαινότυπο της νεοπλασματικής νόσου. 
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1.3. Η γλυκολυτική οδός - Δομή και λειτουργία 

H γλυκόλυση, όπως είδαμε και παραπάνω, είναι εκείνη η αλληλουχία αντιδράσεων 

η οποία μετατρέπει τη γλυκόζη σε πυροσταφυλικό με την ταυτόχρονη παραγωγή 

δύο μορίων ATP. Η συνολική γλυκολυτική αντίδραση είναι: 

 

Το γλυκολυτικό μονοπάτι έχει δύο κύρια στάδια. Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1, 

στο πρώτο στάδιο καταναλώνονται δύο μόρια ATP (Πίνακας 1) για την μετατροπή 

της γλυκόζης σε 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη, μέσω διαδοχικών αντιδράσεων που 

καταλύονται από την εξοκινάση, την ισομεράση της 6-φωσφορικής γλυκόζης και την 

φωσφοφρουκτοκινάση. Στο δεύτερο στάδιο, η 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη 

μετατρέπεται μέσω διαδοχικών αντιδράσεων σε πυροσταφυλικό και παράγονται 

τέσσερα μόρια ΑΤΡ και δύο μόρια NADH (Πίνακας 1). Κατά τη διάρκεια αυτών των 

αντιδράσεων καταναλώνονται δύο μόρια ADP και δύο NAD+. Σε συνθήκες απουσίας 

οξυγόνου, το NAD+ αναγεννιέται από το NADH με τη μετατροπή του 

πυροσταφυλικού σε γαλακτικό οξύ, μια αντίδραση που καταλύεται από την 

γαλακτική αφυδρογονάση. Παρουσία οξυγόνου, το πυροσταφυλικό οξειδώνεται 

περαιτέρω εντός των  μιτοχονδρίων σε διοξείδιο του άνθρακα και νερό μέσω του 

κύκλου του κιτρικού οξέος (ΤCA) και της αναπνευστικής αλυσίδας, αποδίδοντας 

μεγάλα ποσά ΑΤP (Stryer, 1995).  
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Εικόνα 1: Το γλυκολυτικό μονοπάτι και η σύνδεση του με την πορεία των φωσφορικών 
πεντοζών. Τα ενιαία βέλη δείχνουν τις αντιδράσεις της γλυκόλυσης, ενώ τα διακεκομμένα 
αυτές της πορείας των φωσφορικών πεντοζών. Τα πράσινα βέλη υποδεικνύουν τον 
περαιτέρω μεταβολισμό του πυροσταφυλικού.  

ΗΚ: εξοκινάση, PGI: ισομεράση της 6-φωσφορικής γλυκόζης, PFK: φωσφοφρουκτοκινάση, 
ΤΡI: ισομεράση της φωσφορικής τριόζης, GADPH: αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής 
γλυκεραλδεϋδης, PGK: κινάση του φωσφογλυκερικού, PGM: μουτάση του 
φωσφογλυκερικού, ΡΚ: Κινάση του πυροσταφυλικού, PDH: πυροσταφυλική αφυδρογονάση, 
LDH: γαλακτική αφυδρογονάση. 

 

Όπως παρατηρείται και στην Εικόνα 1, κάθε αντίδραση καταλύεται από ένα ειδικό 

ένζυμο. Επιπρόσθετα, πρόσφατες δημοσιεύσεις προτείνουν τα γλυκολυτικά ένζυμα 

ως πρωτεΐνες με πολλαπλές λειτουργίες. Για παράδειγμα, η εξοκινάση, η 

αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH) και η ενολάση 
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εμπλέκονται στη ρύθμιση της μεταγραφής (Niederacher and Entian, 1991; Herrero 

et al., 1995; Feo et al., 2000; Rodriguez et al., 2001; Zheng et al., 2003). H εξοκινάση 

και η GAPDH εμπλέκονται στη ρύθμιση του αποπτωτικού μηχανισμού (Ishitani and 

Chuang, 1996; Shashidharan et al., 1999; Tajima et al., 1999; Dastoor and Dreyer, 

2001; Gottlob et al., 2001; Pastorino et al., 2002; Rathmell et al., 2003; Majewski et 

al., 2004) και η ισομεράση της 6-φωσφορικής γλυκόζης μπορεί να επηρεάσει την 

ικανότητα κίνησης του κυττάρου (Liotta et al., 1986; Nabi et al., 1990; Watanabe et 

al., 1996; Niinaka et al., 1998; Sun et al., 1999). 

Επιπλέον, παρόλο που η γλυκόλυση είναι το κλασικό μεταβολικό μονοπάτι 

παραγωγής πυροσταφυλικού οξέος, άλλες μεταβολικές αντιδράσεις, όπως η 

μετατροπή της 5-φωσφορικής ξυλουλόζης σε 3-φωσφορική γλυκεραλδεϋδη από την 

τρανσετολάση μέσω της πορείας των φωσφορικών πεντοζών, παράγουν τα 

μεταβολικά ενδιάμεσα που οδηγούν στο δεύτερο στάδιο της γλυκόλυσης, 

αποδίδοντας πυροσταφυλικό και ΑΤΡ. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

υπερέκφραση του ενζύμου της τρανσκετολάσης (TKTL1) στα νεοπλασματικά 

κύτταρα (Coy et al., 2005). Οι συγγραφείς υποστηρίζουν πως αφού η 

τρανσκετολάση ρυθμίζει τον μεταβολισμό της γλυκόζης στην πορεία των 

φωσφορικών πεντοζών, η υπερέκφραση της μπορεί να προκαλεί αύξηση του 

ρυθμού της πορείας αυτής και κατά συνέπεια αυξημένη παραγωγή της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης που στη συνέχεια χρησιμοποιείται στο δεύτερο 

στάδιο της γλυκολυτικής πορείας (Coy et al., 2005). 
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Πίνακας 1: Παραγωγή και κατανάλωση του ΑΤΡ κατά τη γλυκόλυση. 

 

Εξοκινάση 

Η πρώτη αντίδραση της γλυκολυτικής οδού είναι η μετατροπή της γλυκόζης σε 1,6-

διφωσφορική φρουκτόζη, και καταλύεται από ισοένζυμα που έχουν εκλεκτικότητα 

στο υπόστρωμα, γνωστά ως εξοκινάσες. Η φωσφορυλίωση της γλυκόζης από το ΑΤΡ 

και η μετατροπή της σε 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη οδηγεί στην παγίδευσή της 

στο εσωτερικό του κυττάρου. Η 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη είναι το σημείο 

εκκίνησης είτε της γλυκολυτικής οδού είτε της πορείας των φωσφορικών πεντοζών 

(Εικόνα 1). Στα θηλαστικά έχουν ταυτοποιηθεί τέσσερα ισοένζυμα της εξοκινάσης 

(Tύποι I–IV). Το ισοένζυμο τύπου IV αναφέρεται και ως γλυκοκινάση και υπάρχει 

στα ηπατικά κύτταρα. Η γλυκοκινάση έχει υψηλότερη Κm για τη γλυκόζη, σε σχέση 

με τα υπόλοιπα ισοένζυμα. Η ρύθμιση της παραγωγής της είναι επίσης 

διαφορετική. Οι εξοκινάσες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ αναστέλλονται αλλοστερικά από την 

ποσότητα του προϊόντος (G-6-P), ενώ οι γλυκοκινάσες όχι. Τα ένζυμα αυτά 

συμμετέχουν στην αποθήκευση της γλυκόζης στο ήπαρ όταν υπάρχει περίσσεια 

αυτής. Οι εξοκινάσες είναι μόρια με μήκος 100 kDa και υποστηρίζεται ότι 

εξελίχθηκαν μέσω του διπλασιασμού του γονιδίου που κωδικοποιούσε την 

αρχέγονη μορφή της εξοκινάσης μήκους 50 kDa. Έτσι, τα ισοένζυμα αυτά έχουν 

επαναλαμβανόμενες ακολουθίες βάσεων και τα αμινοτελικά (Ν-terminal) και 

καρβοξυτελικά (C-terminal) άκρα τους έχουν πολύ μεγάλη ομοιότητα ως προς την 

ακολουθία βάσεων (Bork et al., 1993; Wilson, 1995; Cardenas et al, 1998). Αυτό 

υποδεικνύει ότι η εξοκινάση έφτασε σχετικά πρώιμα σε μια μορφή μεγάλης 
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απόδοσης, η οποία έκτοτε παρουσιάζει μικρές οριακές μεταβολές κατά την εξέλιξη 

της ζωής, όπως συμβαίνει π.χ και με το κυτόχρωμα c. 

Πολλές μελέτες υποδεικνύουν πως η εξοκινάση, και κυρίως η εξοκινάση ΙΙ (HK II), 

παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην έναρξη και την διατήρηση του υψηλού ρυθμού 

της γλυκόλυσης στα ταχέως αναπτυσσόμενα νεοπλάσματα. Οι περισσότεροι 

τύποι κακοήθων κυττάρων υπερεκφράζουν την HK II και ίσως για τον λόγο 

αυτό ίσως έχουν αυξημένους γλυκολυτικούς ρυθμούς(Bustamante and Pedersen, 

1977; Arora et al., 1990; Rempel et al., 1996; Mathupala et al, 2009). 

Σε πρωτεϊνικό επίπεδο, οι εξοκινάσες είναι είτε ελεύθερες στο κυτοσόλιο είτε 

προσδεδεμένες στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων (Wilson, 2003). Η 

εξοκινάση που είναι προσδεδεμένη στα μιτοχόνδρια φαίνεται να έχει ένα 

πλεονέκτημα στην χρήση του ATP, που παράγεται από την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση, ως υπόστρωμα για να φωσφορυλιώσει τα μόρια της γλυκόζης 

(Golshani-Hebroni and Bessman, 1997; Pastorino and Hoek, 2003). Υπολογίζεται 

πως, υπό φυσιολογικές συνθήκες το 70% της κυτταρικής εξοκινάσης είναι 

συνδεδεμένο με τα μιτοχόνδρια (Lynch et al, 1991). Τα ευρήματα αυτά 

υποδεικνύουν πως η οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι άμεσα συζευγμένη με την 

γλυκολυτική οδό μέσω της προσδεδεμένης στα μιτοχόνδρια εξοκινάσης. 

Επιπρόσθετα, η εξοκινάση προσδένεται στην εξωτερική μεμβράνη των 

μιτοχονδρίων στις θέσεις που εντοπίζεται ο τασεοεξαρτόμενος δίαυλος ανιόντων 

(VDAC) (Wilson, 2003). Το γεγονός αυτό τοποθετεί το σύμπλεγμα σε στενή σύνδεση 

με τον ΑΝΤ, ο οποίος εκτείνεται σε όλη την εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου 

και διευκολύνει την ανταλλαγή κυτταροπλασματικού ADP με ΑΤΡ από τα 

μιτοχόνδρια.  



 

[22] 

 

Εικόνα2: Σύζευξη της εξοκινάσης με το πρωτεϊνικό σύμπλεγμα της μιτοχονδριακής 

μεμβράνης. 

 

Πρόσφατες μελέτες υποστηρίζουν πως o VDAC/ANT παίζει σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση της διαπερατότητας της μιτοχονδριακής μεμβράνης και στην 

απελευθέρωση των αποπτωτικών παραγόντων, όπως το κυτόχρωμα c. Άρα η 

εξοκινάση ίσως διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον μηχανισμό της απόπτωσης. Για 

παράδειγμα, η δραστηριότητα της μιτοχονδριακής εξοκινάσης φαίνεται να είναι 

απαραίτητη για την κυτταρική επιβίωση και η σηματοδότητη της Akt (πρωτεϊνική 

κινάση Β) ενισχύει την σύνδεση μεταξύ εξοκινάσης και VDAC στην μιτοχονδριακή 

μεμβράνη και την δραστηριότητα της με αποτέλεσμα την αναστολή της 

απόπτωσης(Gottlob et al., 2001; Bryson et al., 2002). Όμως ο ακριβής μηχανισμός 

για την αντιαποπτωτική δράση της παραμένει ασαφής. Η ενεργοποίηση της 

μιτοχονδριακής εξοκινάσης από την Αkt φαίνεται ότι αναστέλλει την απελευθέρωση 

του  κυτοχρώματος c και την απόπτωση μέσω ανταγωνισμού με την προαποπτωτική 

λειτουργία του tBid, έναν ενεργοποιητή των αποπτωτικών μορίων Bax και Bak 

(Pastorino et al., 2002; Rathmell et al., 2003; Majewski et al., 2004). Έτσι, η 

εξοκινάση και η σύνδεσή της με το σύμπλεγμα των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών 

μπορεί να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον μεταβολισμό της γλυκόζης και στον 

μηχανισμό της απόπτωσης. Η αναστολή του ενζύμου αυτού είναι πιθανό να 

δημιουργεί σοβαρές επιπτώσεις στον μεταβολισμό και την κυτταρική επιβίωση. 

Αντιπροσωπεύει συνεπώς έναν ελκυστικό στόχο για νέα αντικαρκινικά φάρμακα.  

 

 



 

[23] 

 

Εικόνα 3: Εξωτερική μεμβράνη μιτοχονδρίου. 

 

 

 

Εικόνα 4: Εσωτερική μεμβράνη μιτοχονδρίου και ανταλλαγή ιόντων ανάμεσα στην 
εξωτερική και εσωτερική μεμβράνη. 
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Ισομεράση της 6-φωσφορικής γλυκόζης 

Η μετατροπή της 6-φωσφορικής γλυκόζης σε 6-φωσφορική φρουκτόζη καταλύεται 

από την ισομεράση της 6-φωσφορικής γλυκόζης (PGI), η οποία διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο τόσο στην γλυκολυτική πορεία, όσο και στην γλυκονεογένεση 

(Harrison, 1974). Σύμφωνα με έρευνες, η GPI λειτουργεί επίσης και ως ΑΜF, o 

oποίος αποσιωπάται από τα καρκινικά κύτταρα έτσι ώστε να προάγουν τον 

κυτταρικό τους πολλαπλασιασμό (Niinaka et al., 1998; Sun et al, 1999). Ο ΑMF και ο 

υποδοχέας του, AMFR, έχουν ταυτοποιηθεί στο μελάνωμα και σε άλλα μεταστατικά 

καρκινικά κύτταρα και έχει αποδειχθεί ότι η αλληλεπίδραση ΑMF/ AMFR διεγείρει 

in vitro την μεταστατική ικανότητα των κυττάρων και ενισχύει την μετάσταση και 

την αγγειογένεση in vivo (Liotta et al, 1986; Nabi et al., 1990; Watanabe et al., 1996; 

Funasaka et al., 2001, 2002). O AΜF υπερεκφράζεται σε πολλά μεταστατικά 

νεοπλάσματα και συνδέεται με φτωχή πρόγνωση (Hirono et al., 1996). Η παρουσία 

της GPI στον ορό και στα ούρα σχετίζεται την ανάπτυξη του όγκου και σχετίζεται 

επίσης με φτωχή πρόγνωση (Baumann and Brand, 1988; Baumann et al., 1990; 

Filella et al., 1991). Η PGI εκφράζεται περισσότερο σε συνθήκες υποξίας (Yoon et 

al., 2001; Niizeki et al., 2002) . Με τον τρόπο αυτό, η GPI λειτουργεί και ως κυτοκίνη 

εξωκυττάρια και συνδέεται με την επιθετικότητα των νεοπλασιών.   

 

Φωσφοφρουκτοκινάση 

Το ένζυμο αυτό καταλύει τη μετατροπή της 6- φωσφορικής φρουκτόζης σε 1,6-

Διφωσφορική φρουκτόζη, καταναλώνοντας ATP. Η φωσφοφρουκτοκινάση 

ρυθμίζεται αλλοστερικά από το 2,3- Διφωσφογλυκερικό (DPG) (Layzer et al., 1969). 

Στον άνθρωπο έχουν ταυτοποιηθεί τρείς τύποι φωσφοφρουκτοκινάσης (Ι,ΙΙ,ΙΙ)  , 

στους μυς(M), το ήπαρ(L) και στα αιμοπετάλια(P) (Vora, 1983). Στον εγκέφαλο έχουν 

βρεθεί και οι τρεις τύποι της φωσφοφρουκτοκινάσης (Sanchez-Martınez & Aragon , 

1997; Wood & Trayhurn, 2003). Σε διαφορετικούς τύπους νεοπλασιών στον 

άνθρωπο και στον αρουραίο, και σε καρκινικές κυτταρικές σειρές, οι υπομονάδες P, 

L ή και οι δύο, υπερισχύουν της υπομονάδας Μ (Vora et al., 1985; Sanchez-Martınez 
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& Aragon , 1997;  Oskam et al., 1985). Από την άλλη μεριά, η έκφραση των 

ισομορφών M και L αυξάνεται στο γλοίωμα (Staal et al., 1987), ενώ στις λευχαιμίες 

και στο αδενοκαρκίνωμα τραχήλου μήτρας κυριαρχεί η H ισομορφή (Vora et al., 

1985). Eίναι επίσης γνωστό πως η PFK-1 σε κάποιες καρκινικές κυτταρικές σειρές 

είναι λιγότερο ευαίσθητη στην αναστολή από το ΑΤΡ και το κιτρικό σε σχέση με την 

PFK-1 που εκφράζεται στα φυσιολογικά κύτταρα (Meldolesi et al., 1976; Oskam et 

al., 1985; Staal et al., 1987). Έχει επίσης αναφερθεί η αυξημένη ενεργοποίηση από 

τον AMP της PFK-1 στα καρκινικά κύτταρα, αλλά δεν έχει εκτιμηθεί περαιτέρω 

(Meldolesi et al., 1976; Marin-Hernandez et al., 2006). Τέλος, η PFK-1 έχει βρεθεί ότι 

υπερεκφράζεται σε κάποιες καρκινικές κυτταρικές σειρές από 17-300 φορές (Marin-

Hernandez et al., 2006; Nakashima et al., 1988; Stubbs et al., 2003), ενώ σε κάποιες 

άλλες υποεκφράζεται (1,3- 2,5 φορές) ή εκφράζεται στα ίδια επίπεδα με τα 

φυσιολογικά κύτταρα (Lowry et al., 1983; Vora et al., 1985; Meldolesi et al., 1976; 

Staal et al., 1987). 

 

Αλδολάση 

Η αλδολάση καταλύει την αντιστρεπτή μετατροπή της 1,6-Διφωσφορικής 

φρουκτόζης σε 3-φωσφορική γλυκεραλδεϋδη και φωσφορική διυδροξυακετόνη. Η 

3-φωσφορική γλυκεραλδεϋδη παίρνει μέρος στη μεταβολική πορεία της 

γλυκόλυσης, όχι όμως και η φωσφορική διυδροξυακετόνη η οποία μετατρέπεται 

εύκολα σε 3-φωσφορική γλυκεραλδεϋδη. Οι ενώσεις αυτές είναι ισομερείς (Stryer, 

1995).  Είναι ένα τετραμερές από πανομοιότυπες υπομονάδες, 40 kDa η καθεμία. 

Έχουν ταυτοποιηθεί τρία διακριτά ισοένζυμα (A-C). Το ένζυμο αυτό έχει βρεθεί σε 

υψηλά επίπεδα στον ορό ασθενών με νεοπλασίες (Taguchi and Takagi, 2001). 

Έρευνα μέσω πρωτεωμικής ανάλυσης υποδεικνύει πως υπερεκφράζεται στον 

μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Li et al., 2006). 
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Αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης 

Η αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης είναι ένα  καλά μελετημένο 

ένζυμο της γλυκολυτικής οδού που κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που εκφράζεται 

στα περισσότερα κύτταρα. Το ένζυμο αυτό καταλύει μια βασική αντίδραση 

οξειδοαναγωγής από την οποία παράγεται μια φωσφορική ένωση υψηλής 

ενέργειας: τη μετατροπή της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης σε 1,3-

Διφωσφογλυκερικό, με ταυτόχρονη μετατροπή του NAD+ σε NADH (Stryer, 1995). H 

αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης είναι ένα μοναδικό ένζυμο σε 

σχέση με τα υπόλοιπα ένζυμα της γλυκολυτικής αλυσίδας λόγω της ικανότητας του 

να δεσμεύει NAD+ ή NADH και επίσης της δυνατότητας πρόσδεσης στο DNA και στο 

RNA (Perucho et al., 1980; Grosse et al., 1986; Nagy et al., 2000). Αυτή η μοναδική 

ικανότητα του εν λόγω ενζύμου του επιτρέπει να εμπλέκεται σε πολλές κυτταρικές 

διεργασίες, όπως η ενδοκυττάρωση, η αναδίπλωση της κυτταρικής μεμβράνης, η 

μεταφορά του πυρηνικού tRNA και η αντιγραφή και επιδιόρθωση του DNA (Sirover, 

2005). Στον πυρήνα του κυττάρου βρίσκεται ανάλογα με την φάση του κυτταρικού 

κύκλου (Mansur et al., 1993). Έχει επίσης ανακαλυφθεί πως η πυρηνική GAPDH 

παίζει έναν ουσιώδη ρόλο στη διατήρηση των τελομερών (Sundararaj et al., 2004). 

Η  GAPDH εμπλέκεται και στον αποπτωτικό μηχανισμό όταν μεταφέρεται στον 

πυρήνα του κυττάρου (Chuang et al., 2005), παρόλο που ο ακριβής μηχανισμός δεν 

έχει ως τώρα προσδιοριστεί.  Επιπρόσθετα, προσδένεται στον υποδοχέα ινοσιτόλης 

(IP3R) ρυθμίζοντας τα επίπεδα ασβεστίου (Patterson et al., 2005). Πρόσφατες 

μελέτες την εμπλέκουν και στη διαδικασία του κυτταρικού θανάτου που 

προκαλείται από οξειδωτικό στρες (Chen et al.,  1999; Dastoor et al., 2001; 

Maruyama et al., 2001). 
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Εικόνα 5: Πυρηνική μετατόπιση της GAPDH  στην απόπτωση (Sawa et al., 1997)  

 

Κινάση του φωσφογλυκερικού 

Στο επόμενο στάδιο της γλυκολυτικής οδού, το υψηλό δυναμικό μεταφοράς 

φωσφορικής ομάδας του 1,3-διφωσφογλυκερικού χρησιμοποιείται για την 

παραγωγή ATP. Πραγματικά, αυτή είναι η πρώτη αντίδραση παραγωγής ΑTP στη 

γλυκόλυση. Η κινάση του φωσφογλυκερικού καταλύει τη μεταφορά της 

φωσφορικής ομάδας από το ακετυλοφωσφορικό του 1,3-διφωσφογλυκερικού προς 

το ADP. Τα προϊόντα είναι το ΑΤΡ και το 3-φωσφογλυκερικό (Stryer, 1995). Δύο 

ισοένζυμα της PGK έχουν βρεθεί. Η PGK-1 εκφράζεται σε όλα τα σωματικά κύτταρα, 

ενώ η PGK-2 φαίνεται να εκφράζεται μόνο στα σπερματοζωάρια (VandeBerg, 1985). 

Η κινάση του φωσφογλυκερικού αποτελείται από δύο τμήματα που συνδέονται με 

έναν εύκαμπτο σύνδεσμο και το σημείο πρόσδεσης του ADP/ATP βρίσκεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο, ενώ η θέση πρόσδεσης του φωσφογλυκερικού βρίσκεται στο 

αμινοτελικό άκρο.  
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Μουτάση του φωσφογλυκερικού 

Το γλυκολυτικό ένζυμο μουτάση του φωσφογλυκερικού καταλύει  τη μετατροπή 

του 3-φωσφογλυκερικού σε 2-φωσφογλυκερικό. Μία πρόσφατη έρευνα, μέσω της 

πρωτεωμικής ανάλυσης, υποδεικνύει πως το ένζυμο αυτό υπερεκφράζεται στον 

μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Li et al., 2006). 

 

Ενολάση 

Η ενολάση καταλύει τη μετατροπή του 2-φωσφογλυκερικού σε 

φωσφοενολοπυροσταφυλικό. Το ένζυμο αυτό είναι υψηλά διατηρημένο, και τα 

ισοένζυμα του έχουν ελάχιστες διαφορές στην κινητική τους (Marangos et al., 

1978). Τρία κύρια ισοένζυμα έχουν ταυτοποιηθεί στα θηλαστικά. Το α-ισοένζυμο 

εκφράζεται σε εμβρυϊκά κύτταρα και σε άλλους τύπους κυττάρων, το β-ισοένζυμο 

εκφράζεται στους γραμμωτούς μύες, ενώ το γ-ισοένζυμο είναι ειδικό προς τους 

νευρώνες. Μια πρόσφατη πρωτεωμική ανάλυση έδειξε πως υπερεκφράζεται στον 

μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Li et al., 2006). 

 

Κινάση του πυροσταφυλικού  

Στο επόμενο στάδιο, το πυροσταφυλικό παράγεται ταυτόχρονα με το ΑΤΡ. Η σχεδόν 

μη αντιστρεπτή μεταφορά της φωσφορικής ομάδας από το 

φωσφοενολοπυροσταφυλικό προς το ADP καταλύεται από την κινάση του 

πυροσταφυλικού. Το πυροσταφυλικο είναι ένα πολύ σημαντικό μεταβολικό 

ενδιάμεσο που διοχετεύεται σε διάφορα μεταβολικά μονοπάτια. Η κινάση του 

πυροσταφυλικού είναι ένα τετραμερές που ενεργοποιείται αλλοστερικά από το 

φωσφοενολοπυροσταφυλικό και υφίσταται αρνητική ρύθμιση από το ΑΤΡ. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα καρκινικά κύτταρα εκφράζουν κυρίως το 

ισοένζυμο της PK τύπου Μ2 (Μ2-ΡΚ), το οποίο ρυθμίζει την αναλογία των ανθράκων 

της γλυκόζης που θα χρησιμοποιηθούν για τις διεργασίες σύνθεσης ή για την 

παραγωγή ενέργειας. Η Μ2-ΡΚ φαίνεται να αλληλεπιδρά άμεσα με κάποιες 
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ογκοπρωτεϊνες. Αυτός ο μηχανισμός ρύθμισης ίσως επιτρέπει στα καρκινικά 

κύτταρα να επιβιώνουν σε περιβάλλοντα με ευρύ φάσμα οξυγόνου και θρεπτικών 

συστατικών (Mazurek et al., 2005). 

 

Γαλακτική αφυδρογονάση 

Η γαλακτική αφυδρογονάση είναι ένα τετραμερές δύο υπομονάδων (Α, Β) και 

κωδικοποιείται από δύο διαφορετικά γονίδια. Το ένζυμο αυτό καταλύει την 

μετατροπή του πυροσταφυλικού σε γαλακτικό οξύ που συνοδεύεται από την 

οξείδωση του NADH σε NAD+, η οποία είναι απαραίτητη για το γλυκολυτικό 

μονοπάτι. Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι το LDH-A γονίδιο ελέγχεται από τον (ΗIF)-1a 

(Παράγοντας 1α επαγόμενος από υποξία), ενώ το LDH-Β γονίδιο δεν ρυθμίζεται από 

τις συνθήκες μειωμένου οξυγόνου. Εκτός από τον σημαντικό ρόλο που 

διαδραματίζει στον μεταβολισμό της γλυκόζης, το ισοένζυμο LDH-A είναι μια 

πρωτεΐνη που δεσμεύεται σε μονές αλυσίδες του DNA (Cattaneo et al., 1985; 

Grosse et al., 1986). Επίσης η LDH-5, εμπλέκεται στην μεταγραφή του DNA 

(Williams et al., 1985). Η πρόσδεση της LDH-A στις μονές αλυσίδες του DNA 

αναστέλλεται από το NADH, το οποίο προκαλεί αλλαγή της στερεοδιάταξης της και 

μειώνει την ικανότητα της να προσδεθεί στο DNA (Cattaneo et al., 1985; Williams et 

al., 1985).  Πιο πρόσφατες έρευνες αναφέρουν πως οι γαλακτικές αφυδρογονάσες Α 

και Β είναι συστατικά ενός μεταγραφικού ενεργοποιητή που εξαρτάται από τον 

κυτταρικό κύκλο (Zheng et al, 2003). Αυτές οι παρατηρήσεις μας οδηγούν στο 

συμπέρασμα ότι κλάσματα της LDH έχουν σημαντικό ρόλο στην επιδιόρθωση του 

DNA και στη μεταγραφή του  RNA. 
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1.4. Το παρακύκλωμα(shunt) των Rapoport – Lubering στην 
γλυκόλυση 

Σε κάποιο σημείο της διαδρομής της γλυκόλυσης παρατηρείται η ύπαρξη μιας 

μικρής διακλάδωσης η οποία συγκλίνει κατόπιν ξανά στο κύριο ρεύμα των 

γλυκολυτικών αντιδράσεων, αφού προηγουμένως δημιουργήσει έναν αξιόλογο 

μεταβολίτη, το 2,3-διφωσφογλυκερικό οξύ (2,3 – diphoshoglyceric acid ή 

συντομογραφικώς 2,3-DPG). Η μικρή αυτή διακλάδωση που οδηγεί στην παραγωγή 

του 2,3-DPG είναι επίσης γνωστή ως παρακύκλωμα (shunt) των Rapoport – 

Luebering, από τα ονόματα των ερευνητών που εντόπισαν την ύπαρξή της 

(Rapoport and Guest, 1939; Rapoport and Wing, 1947; Rapoport and  Leubering, 

1950, 1951, 1952). Η διακλάδωση αυτή της γλυκόλυσης περιλαμβάνει το ένζυμο 

2,3-διφωφσφογλυκερική μουτάση, η οποία χρησιμοποιεί ως υπόστρωμα το 1,3-

διφωσφογλυκερικό οξύ που μετασχηματίζει σε 2,3-διφωσφογλυκερικό οξύ (2,3-

DPG). Ο νέος αυτός μεταβολίτης διασπάται από το ένζυμο 2,3-διφωσφογλυκερική  

φωσφατάση η οποία του αποσπά μια φωσφορική ρίζα και το μετατρέπει σε 3-

φωσφογλυκερικό οξύ. Η ενεργοποίηση του παρακυκλώματος Rapoport – Luebering  

προκαλεί απώλεια σχηματισμού ενός μορίου ΑΤΡ (φωσφορυλίωση του ADP από το 

1,3-διφωσφογλυκερικό οξύ μέσω της φωσφογλυκερικής κινάσης) οπότε ο ρόλος του 

αρχικά θεωρήθηκε ως ένας τρόπος μάταιας αχρήστευσης χημικής ενέργειας, αλλά 

αργότερα έγινε κατανοητό ότι το 2,3-DPG εντείνει την αερόβια παραγωγή ΑΤΡ 

καθόσον αναγκάζει την αιμοσφαιρίνη να απελευθερώσει όλο της το οξυγόνο 

(Benesch, 1967; Chanutin and Curnish, 1967). Η απώλεια ενέργειας μέσω του 

παρακυκλώματος Rapoport – Luebering είναι ίση προς 14 kcal. Τις δεκαετίες του 70, 

80, 90 ανεξάρτητοι ερευνητές έδειξαν ότι ο ρόλος του 2,3- DPG εκτείνεται και πέραν 

της απελευθέρωσης οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη καθόσον ο μεταβολίτης αυτός 

είναι σε θέση να αναστείλει την συσσώρευση των αιμοπεταλίων (Iatridis  et al., 

1975; Iatridis  et al, 1986; Evangelou et al., 1990; Karkabounas et al., 1972; Daskalou 

et al., 2005). Η ανακάλυψη του 2,3-DPG γίνεται  μεταξύ του 1920 και 1930 στα 

ερυθροκύτταρα χωρίς ωστόσο να είναι γνωστός ο φυσιολογικός του ρόλος 

(Greenwald, 1925). Η ουσιαστική λειτουργική σημασία του παρακυκλώματος 
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Rapoport – Luebering αρχίζει να αποσαφηνίζεται τα τέλη της δεκαετίας του 1960 

(Benesch, 1967; Chanutin and Curnish, 1967). Έτσι το 1967 από ανεξάρτητες 

ερευνητικές ομάδες διαπιστώνεται ότι το 2,3-DPG επιδρά επί του μορίου της 

αιμοσφαιρίνης προκαλώντας μια δοσοεξαρτώμενη αύξηση της απελευθέρωσης 

οξυγόνου από αυτήν. Κατόπιν γίνεται γνωστό ότι η δράση του 2,3-DPG έχει μοριακή 

σχέση προς την αιμοσφαιρίνη(Hb) 1 : 1, δηλαδή ένα μόριο 2,3-DPG επιφέρει την 

αποδέσμευση του Ο2 του σνδεδεμένου σε ένα μόριο αιμοσφαιρίνης, αλλά η 

πρόσδεση του εν λόγω οργανικού εστέρα διευκολύνει την περαιτέρω αποδέσμευση 

του οξυγόνου από τις άλλες αιμοσφαιρινικές αλυσίδες, υποδεικνύοντας ότι η 

μεταξύ τους αλληλεπίδραση έχει το χαρακτήρα ενζυμικής αντίδρασης και ότι το 

συγκεκριμένο οργανοφωσφορικό βιομόριο λειτουργεί ως αλλοστερικός ρυθμιστής 

των αιμοσφαιρινικών αλυσίδων καθιστώντας σαφές  ότι η αιμοσφαιρίνη έχει τον 

χαρακτήρα αλλοστερικού ενζύμου (Benesch, 1967; Chanutin and Curnish, 1967). Το 

2,3-DPG εισέρχεται στο κέντρο της κοιλότητας του εκπτυχθέντος μορίου της 

αιμοσφαιρίνης και αντιδρά με τις β-αλυσίδες αυτής, ειδικότερα στην αναχθείσα της 

μορφή ελαττώνοντας την χημική της συγγένεια με το οξυγόνο. Το μέγεθος της 

κεντρικής κοιλότητας της Hb  είναι μικρό και επιτρέπει την πρόσδεση ενός και 

μόνον μορίου 2,3-DPG υπό την προϋπόθεση ότι το μόριο της Hb ευρίσκεται στην 

κατάσταση Τ (τεταμένη ή Taut).  Η μετάβαση της αιμοσφαιρίνης στην τεταμένη της 

διαμόρφωση σημαίνει γεωμετρικά ότι το διάστημα μεταξύ των ελίκων Η και των 

αλυσίδων β είναι επαρκές για την προσέγγιση του εν λόγω διφωσφογλυκερικού 

εστέρα.   Το 2,3-DPG συζευγνύεται μέσω αλατούχων δεσμών με τα άτομα του Ο2 και 

μέσω αμινοτελικών ομάδων με συγκεκριμένα αμινοξέα (ValNA1, LysEF6 και HisH21) 

του πρωτεϊνικού μορίου. Με τον τρόπο αυτό το 2,3-DPG σταθεροποιεί την 

αναχθείσα μορφή της αιμοσφαιρίνης δημιουργώντας δεσμούς με τις β-αλυσίδες 

καθώς και άλλους δεσμούς άλατος (ιοντικούς) οι οποίοι σπάζουν προκειμένου να 

προκληθεί η μετάπτωση της εν λόγω πρωτεΐνης προς την μορφή R (relaxed). Με τον 

τρόπο αυτό το 2,3-DPG αναγκάζει την αιμοσφαιρίνη να αποδώσει το οξυγόνο της 

και η συνολική δράση του είναι μια μετατόπιση της καμπύλης απόδοσης οξυγόνου 
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προς τα δεξιά, δηλαδή αύξηση του αποδιδόμενου οξυγόνου ανάλογα με τις 

συγκεντρώσεις του 2,3-DPG στα ερυθροκύτταρα. 

Το παρακύκλωμα των Rapoport – Luebering έχει μελετηθεί κατά κύριο λόγο στα 

ερυθροκύτταρα και αφορά την γενικότερη λειτουργία της απελευθέρωσης 

οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη μέσω των διακυμάνσεων του 2,3-DPG οι οποίες 

παρακολουθούν την μεταβολή της συγκέντρωσης του διαλυμένου οξυγόνου στο 

αίμα. Όταν οι συγκεντρώσεις του οξυγόνου ελαττώνονται η παραγωγή του 2,3-DPG 

αυξάνεται και αντιστρόφως ούτως ώστε να υπάρξει μια σχετική σταθεροποίηση της 

μέσης συγκέντρωσης του οξυγόνου στα υγρά του αίματος και κατ’ επέκταση στους 

ιστούς. 
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1.5. Ο μεταβολικός επαναπρογραμματισμός ως πλεονέκτημα των 
καρκινικών κυττάρων 

Ο υψηλός γλυκολυτικός ρυθμός δίνει αρκετά πλεονεκτήματα στα καρκινικά 

κύτταρα. Καταρχήν, μέσω της αερόβιας γλυκόλυσης, τα κύτταρα μπορούν να 

επιβιώσουν στις μεταβαλλόμενες συγκεντρώσεις οξυγόνου (λόγω ασταθούς 

αιμοδυναμικής των απομακρυσμένων αιμοφόρων αγγείων) που θα ήταν 

θανατηφόρες για τα κύτταρα αν βασίζονταν αποκλειστικά στην οξειδωτική 

φωσφορυλίωση για την παραγωγή του ΑΤΡ (Pouyssegur et al., 2006).  

Κατά δεύτερον, το παραγόμενο από την αερόβια γλυκόλυση γαλακτικό οξύ, έχει 

βρεθεί πως ευνοεί την μετάσταση των καρκινικών κυττάρων (Swietach et al., 2007), 

και καταστέλλει τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (Fischer et al., 2007).  

Τρίτον, οι όγκοι μπορούν να μεταβολίσουν την γλυκόζη μέσω της πορείας των 

φωσφορικών πεντοζών για τη δημιουργία NADPH που εξασφαλίζει την 

αντιοξειδωτική άμυνα του κυττάρου σε ένα εχθρικό περιβάλλον δημιουργούμενο 

από τα αντικαρκινικά φάρμακα (Gatenby and Gillies, 2004).  

Τέταρτον, η διάσπαση της γλυκόζης παρέχει στα κύτταρα τα ενδιάμεσα μόρια που 

είναι απαραίτητα για τα βιοσυνθετικά μονοπάτια, όπως τα σάκχαρα της ριβόζης για 

τα νουκλεοτίδια, η γλυκερόλη και το κιτρικό για τα λιπίδια, και  το NADPH για την 

πορεία των φωσφορικών πεντοζών. Άρα, το φαινόμενο Warburg ωφελεί και την 

βιοενεργητική και την βιοσύνθεση (DeBarardinis, et al, 2008).  

Aυτό που παραμένει αμφιλεγόμενο για το φαινόμενο Warburg, είναι γιατί ο ρυθμός 

της παραγωγής γαλακτικού οξέος είναι τόσο υψηλός τη στιγμή που περισσότερο 

πυροσταφυλικό οξύ θα μπορούσε να οξειδωθεί για να παραχθεί ATP. Μία εξήγηση 

είναι πως απλά η γλυκόλυση υπερβαίνει την μέγιστη ταχύτητα της οξείδωσης του 

πυροσταφυλικού, και τα κύτταρα πρέπει να περιορίσουν την συσσώρευση του 

πυροσταφυλικού οξέος. Η έκφραση της γαλακτικής αφυδρογονάσης λύνει το 

πρόβλημα αυτό μέσω της ταχείας κατανάλωσης του, αναγεννώντας NAD+, ενώ το 

προϊόν (γαλακτικό οξύ) μπορεί εύκολα να εκκριθεί (Fantin et al., 2006). (Εικόνα 6). 
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Εικόνα 6: Η σηματοδότηση από τους αυξητικούς παράγοντες ρυθμίζει την πρόσληψη και 
τον μεταβολισμό των εξωκυττάριων θρεπτικών συστατικών. 

 

Ένα επιπλέον πλεονέκτημα του υψηλού γλυκολυτικού ρυθμού είναι ότι επιτρέπει 

στα κύτταρα να τελειοποιήσουν τον έλεγχο των βιοσυνθετικών μονοπατιών που 

χρησιμοποιούν τα ενδιάμεσα προϊόντα του γλυκολυτικού μεταβολισμού. Όταν ένα 

υψηλής ροής μεταβολικό μονοπάτι διακλαδώνεται με ένα μονοπάτι χαμηλής ροής, 

η ικανότητα να διατηρηθεί η δραστηριότητα του τελευταίου μεγιστοποιείται όταν η 

ροή μέσω του προηγούμενου είναι υψηλότερη. Στα κύτταρα που 

πολλαπλασιάζονται, αυτό έχει προταθεί ως ένας τρόπος να επιλυθεί το προφανές 

παράδοξο μεταξύ της ανάγκης ατόμων άνθρακα, προερχόμενων από τη γλυκόζη, 

για την σύνθεση των μακρομορίων και του υψηλού ρυθμού παραγωγής γαλακτικού 

οξέος (Newsholme et al, 1985)(Εικόνα 7). 
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Εικόνα 7: Η ροή του άνθρακα σε φυσιολογικά και νεοπλασματικά κύτταρα. 
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1.6. Μηχανισμοί του μεταβολικού επαναπρογραμματισμού 

Οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν τον μεταβολικό επαναπρογραμματισμό των 

καρκινικών κυττάρων είναι ιδιαίτερα πολύπλοκοι (Εικόνα 8). Οι μεταλλάξεις του 

μιτοχονδριακού DNA μπορεί να είναι αποτέλεσμα της ανάπτυξης του νεοπλάσματος 

(Βrandon et al., 2006), όμως κάποιες mtDNA μεταλλάξεις στην πραγματικότητα 

συνεισφέρουν στην ανάπτυξη του. Η έκφραση της υπομονάδας 2 της NADH 

αφυδρογονάσης που κωδικοποιείται από ένα mtDNA με μεταλλάξεις (σχετίζεται με 

το πλακώδες νεόπλασμα λάρυγγα) έχει βρεθεί πως διεγείρει την αερόβια 

γλυκόλυση, την παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου και την ανάπτυξη του όγκου 

(Zhou et al., 2007). 

 

Εικόνα 8: Μοριακοί μηχανισμοί του μεταβολικού επαναπρογραμματισμού των 
νεοπλασματικών κυττάρων. 

 

Ένας από τους βασικότερους μηχανισμούς της αερόβιας γλυκόλυσης είναι η 

ενεργοποίηση του HIF-1 (Hypoxia-inducible factor), ενός μεταγραφικού παράγοντα 

που ενεργοποιείται από το υποξικό στρες, αλλά και από ογκογενετικό, 

φλεγμονώδες, μεταβολικό και οξειδωτικό στρες (Harris, 2002; Semenza, 2007; 

Taylor and Pouyssegur, 2007).  Ο ΗIF-1 είναι ένα ετεροδιμερές που αποτελείται από 
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σταθερές β-υπομονάδες και ασταθείς α-υπομονάδες, οι οποίες συντίθενται ακόμη 

και υπό κανονικές συνθήκες οξυγόνου, και διεγείρει τη μετατροπή της γλυκόζης σε 

πυροσταφυλικό και γαλακτικό οξύ μέσω  αύξησης της έκφρασης του GLUT1, της 

εξοκινάσης και της γαλακτικής αφυδρογονάσης Α, αλλά και του μεταφορέα ΜCT4 

(Pouyssegur et al., 2006; Semenza, 2007).  

Επιπρόσθετα, ο HIF-1 μειώνει την μετατροπή του πυροσταφυλικού σε 

ακετυλοσυνένζυμο-Α (ακετυλο-CoA) από την πυροσταφυλική αφυδρογονάση (PDH) 

(Kim et al., 2006; Papandreou et al, 2006). 

 

 

Εικόνα 9: Συνθήκες έλλειψης οξυγόνου στο εσωτερικό του όγκου. 
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1.7. Xαρακτηριστικά της καρκινικής νόσου που συνδέονται με 
αλλαγές στον μεταβολισμό 

Τα νεοπλασματικά κύτταρα διαφέρουν από τα φυσιολογικά εξαιτίας μιας πληθώρας 

γενετικών αλλαγών, αρκετές από τις οποίες μπορούν να συνδεθούν με τον 

μεταβολικό επαναπρογραμματισμό (Hanahan and Weinberg, 2000; Zitvogel et al., 

2006) (Εικόνα 10). 

 

 

Εικόνα 10: Τα εφτά χαρακτηριστικά των νεοπλασματικών κυττάρων και η σύνδεση τους με 
τον μεταβολισμό. 
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 Αυτό-επάρκεια σε αυξητικά σήματα (Self-Sufficiency in 

Growth Signals) 

Οι αυξητικοί παράγοντες ενεργοποιούν τους υποδοχείς τυροσίνης κινάσης (RTKs), οι 

οποίοι εν συνεχεία ελέγχουν δύο σημαντικά μονοπάτια μεταγωγής σήματος: Το 

κυτταρικό μονοπάτι Ras→Raf→Map κινάση (ERK pathway) και το μονοπάτι 

φωσφατιδυλοϊνισιτόλη 3 –κινάση (PI3K). Tα ERK και PI3K συγκλίνουν για να 

ενεργοποιήσουν τον mTOR που ελέγχει την κυτταρική ανάπτυξη. Οι περισσότεροι 

νεοπλασματικοί όγκοι φέρουν μεταλλάξεις στους κύριους ρυθμιστές (Κ-Ras, H-Ras, 

N-Ras, B-Raf, PRKs) (Shaw and Cantley, 2006). Υπάρχουν πολλαπλοί μηχανισμοί 

μέσω των οποίων η ενεργοποίηση της μεταγωγής των σημάτων των αυξητικών 

παραγόντων προκαλούν τον μεταβολικό επαναπρογραμματισμό των καρκινικών 

κυττάρων. 

Η ενεργοποίηση των κινασών τυροσίνης, συμπεριλαμβανομένων των κινασών της 

οικογένειας Scr και RTK, έχει ως αποτέλεσμα την φωσφορυλίωση των ενζύμων στα 

κατάλοιπα τυροσίνης. Αυτό έμμεσα ρυθμίζει την ενεργότητα της ειδικής για τα 

καρκινικά κύτταρα ισομορφής της πυροσταφυλικής κινάσης (PKM2), η οποία 

προσδένεται στα πεπτίδια που περιέχουν φωσφοτυροσίνη (Christofk et al., 2008). 

Κατά την αλληλεπίδραση μεταξύ της PKM2 και των πεπτιδίων αυτών, η PKM2 

απελευθερώνει τον αλλοστερικό της ενεργοποιητή. Αυτό οδηγεί στην αναστολή της 

ενεργότητας της, αφού μετατρέπεται δομικά από ενεργό τετραμερές σε ανενεργό 

διμερές (Christofk et al., 2008). O μηχανισμός αυτός μπορεί να συμβάλλει στην 

διέγερση των αναβολικών αντιδράσεων από τις ογκογενετικές τυροσινικές κινάσες. 

Η μερική αναστολή της PKM2 (που καταλύει το τελευταίο στάδιο της γλυκόλυσης) 

επιτρέπει στα ενδιάμεσα της γλυκόλυσης να «παρεκκλίνουν» και να αποφεύγουν 

την υπερβολική παραγωγή του πυροσταφυλικού οξέος. Όμως, η αναστολή της 

PKM2 από μόνη της δεν είναι ικανή να προκαλέσει τον μεταβολικό 

επαναπρογραμματισμό των καρκινικών κυττάρων, που βασίζεται σε επιπλέον 

μεταβολές που συμπεριλαμβάνουν μια γενικότερη αύξηση της γλυκολυτικής ροής. 
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Η αυτονομία των καρκινικών κυττάρων στην υπερενεργοποίηση του συστήματος 

PI3K/Akt προκαλεί αύξηση της ροής της γλυκόζης και των αμινοξέων μέσω της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης που εν μέρει οδηγεί στην ενεργοποίηση του HIF-1a 

(Pouyssegur et al., 2006). To γονίδιο Αkt ρυθμίζει την έκφραση ενός μεταφορέα της 

γλυκόζης (GLUT1) και προκαλεί την μετατόπιση του GLUT4 στην κυτταροπλασματική 

μεμβράνη. Το γονίδιο Akt ρυθμίζει επίσης τον μηχανισμό της γλυκόλυσης μέσω της 

ενεργοποίησης  της φωσφορυλίωσης της 6-φωσφοφρουκτο-2-κινάσης (PFK2) 

(Μanning and Cantley, 2007). Μέσω μηχανισμών που δεν έχουν πλήρως 

διερευνηθεί, το γονίδιο αυτό ρυθμίζει την πρόσδεση της εξοκινάσης 1 και 2 (ΗΚ1, 

ΗΚ2) στα μιτοχόνδρια (Pastorino et al, 2005).  

Eπιπρόσθετα, ο mTOR, μία κινάση σερίνης/θρεονίνης, ενεργοποιείται από το 

αυτόνομo  σύστημα P13K/Akt και ενισχύει την κυτταρική ανάπτυξη αναστέλλοντας 

τις καταβολικές αντιδράσεις που προκαλούνται από την αυτοφαγία. Αρκετές 

κλινικές μελέτες εξετάζουν την πιθανή θεραπευτική δραστικότητα των αναστολέων 

του mTOR (Faivre et al., 2006).    

 

 Αποφυγή του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου 

(απόπτωσης) (Εvading Apoptosis) 

Η αποφυγή της απόπτωσης δεν είναι κρίσιμη μόνο για την έναρξη της ογκογένεσης, 

αλλά συνεισφέρει επίσης στην αντίσταση των νεοπλασματικών κυττάρων στη 

χημειοθεραπεία. Ένας σύνδεσμος ανάμεσα σε αυτό το φαινόμενο και στον 

μεταβολικό επαναπρογραμματισμό προέρχεται από την σύνδεση της εξοκινάσης 

(ΗΚ) με τον τασεοεξαρτόμενο δίαυλο ανιόντων (VDAC). Η εξοκινάση έχει αποδειχτεί 

πως συνδέεται σε μεγαλύτερο βαθμό με την εξωτερική μιτοχονδριακή πρωτεΐνη 

VDAC στα νεοπλασμασματικά κύτταρα σε αντίθεση με τα φυσιολογικά (Pedersen, 

2007). H αυξημένη αλληλεπίδραση ΗΚ-VDAC μπορεί να οφείλεται στην 

ενεργοποίηση του γονιδίου Akt. To Akt προκαλεί τη μετατόπιση της εξοκινάσης 

στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, όπου προσδένεται στον VDAC, 

πιθανώς λόγω του ότι το Αkt φωσφορυλιώνει την ΗΚ (Miyamoto et al., 2008). Σε 



 

[41] 

θεωρητικό επίπεδο λοιπόν, φάρμακα που θα εμπόδιζαν την σύνδεση μεταξύ HK και 

VDAC θα μείωναν τους υψηλούς γλυκολυτικούς ρυθμούς και θα προκαλούσαν την 

επαγωγή της απόπτωσης.  

Ολικές ή μερικές βλάβες στην οξειδωτική φωσφορυλίωση προκαλούν επίσης την 

αποφυγή της απόπτωσης στα νεοπλασματικά κύτταρα. Η ολική αναστολή της 

αναπνευστικής αλυσίδας καταστέλλει την ενεργοποίηση των προαποπτωτικών Bcl-2 

πρωτεϊνών, Bax και Bak (Τomiyama et al., 2006). Βλάβες στην οξειδωτική 

φωσφορυλίωση μειώνουν επίσης την ικανότητα κάποιων ξενοβιοτικών να 

προκαλούν την παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου καταργώντας έτσι την 

προαποπτωτική τους δραστικότητα. Ο μηχανισμός αυτός ίσως εξηγεί το γεγονός ότι 

κύτταρα τα οποία δεν έχουν μιτοχονδριακό DNA και ως εκ τούτου δεν 

πραγματοποιούν οξειδωτική φωσφορυλίωση, εμφανίζουν αντίσταση σε διάφορες 

ουσίες που προκαλούν απόπτωση μέσω πρόκλησης οξειδοαναγωγικών κύκλων στα 

μιτοχόνδρια (Galluzzi et al., 2006; Kroemer et al., 2007). 

 

 Απεριόριστη ικανότητα αντιγραφής (Limitless replicative 

potential) 

Τα νεοπλασματικά κύτταρα, για να διασφαλίσουν την ικανότητα αντιγραφής, 

μεταλλάσσονται ή χάνουν πρωτεϊνες που επάγουν τον κυτταρικό θάνατο, όπως η 

p53. H απώλεια του p53 προκαλείται και από την Δαρβινική επιλογή σε υποξικές 

συνθήκες, διότι η ενεργοποίηση του από την έλλειψη οξυγόνου προκαλεί τον 

κυτταρικό θάνατο (Culmsee and Mattson, 2005). H μη ενεργοποίηση του p53 

προκαλεί άμεσα το φαινόμενο Warburg μέσω διάφορων μηχανισμών. Έτσι, το p53 

ρυθμίζει θετικά την έκφραση της οξειδάσης 2 του κυτοχρώματος c (SCO2) (Μatoba 

et al., 2006) και αρνητικά την έκφραση της μουτάσης του φωσφογλυκερικού (PGM), 

του ενζύμου που μετατρέπει το 3-φωσφογλυκερικό (3PG) σε 2-φωσφογλυκερικό 

(2PG) στην γλυκολυτική οδό (Κondoh et al., 2005). Επιπλέον, το p53 ενεργοποιεί 

μεταγραφικά τον TIGAR (ρυθμιστή της TP53- προκαλούμενη γλυκόλυσης και 

απόπτωσης), μία ισομορφή της φωσφοφρουκτοκινάσης 2 (PFK2), που αναστέλλει 
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την ολική δραστηριότητα της φωσφοφρουκτοκινάσης και με τον τρόπο αυτό 

μειώνει τον ρυθμό της γλυκόλυσης (Βensaad et al., 2006).  

 

 Διατήρηση της αγγειογέννεσης (Sustained angiogenesis) 

Σε αρκετά νεοπλάσματα παρατηρείται αυξημένη έκφραση του αγγειακού 

ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF) ως αποτέλεσμα της ενεργοποιήσης 

σηματοδοτικών μονοπατιών (ERK, PI3K), ένα φαινόμενο που ενισχύεται στην 

κατάσταση έλλειψης οξυγόνου. Ένας επιπλέον σύνδεσμος μεταξύ μη φυσιολογικού 

μεταβολισμού και της αγγειογένεσης στα νεοπλασματικά κύτταρα παρέχεται από 

την F1F0 ATPάση. Τα ενδοθηλιακά, αλλά και τα νεοπλασματικά κύτταρα εκφράζουν  

την F1F0 ATPάση (φυσιολογικά είναι ένα πρωτεϊνικό σύμπλεγμα της εσωτερικής 

μιτοχονδριακής μεμβράνης) στην επιφάνεια του κυττάρου, όπου μπορεί να 

μεταφέρει πρωτόνια από το κυτοσόλιο στο εξωτερικό περιβάλλον και με τον τρόπο 

αυτό συνεισφέρει στην εξασφάλιση των απαραίτητων πρωτονίων για την 

γλυκόλυση. Η αγγειοστατίνη, ένας ενδογενής αναστολέας της αγγειογένεσης, 

προσδένεται και αναστέλλει την F1F0 ATPάση που βρίσκεται στην επιφάνεια του 

κυττάρου, προκαλώντας την ενδοκυττάρια μείωση του pH. Όμοια, ένα αντίσωμα 

που στοχεύει την β-υπομονάδα της F1F0 ATPάσης θα έχει αντιαγγειογενετική 

δράση (Chi et al., 2007).   

 

 Προσβολή του ιστού και μετάσταση (Τissue invasion and 

metastasis) 

Ένας μηχανιστικός σύνδεσμος μεταξύ του μεταβολισμού των νεοπλασματικών 

κυττάρων και της προσβολής των ιστών/μετάστασης δίνεται από τον HIF-1. Η 

ενεργοποίηση του HIF-1α οδηγεί στην απώλεια της Ε-καντερίνης (Εsteban et al., 

2006; Pouyssegur et al., 2006), μία ισομορφή της καντερίνης που απαιτείται για τη 

διατήρηση των ενδοκυττάριων συνδέσμων στο επιθήλιο, η οποία χάνεται κατά τη 

μετάβαση επιθηλίου-μεσεγχύματος (ΕΜΤ). Η ενεργοποίηση του HIF-1a προκαλεί 

επίσης την έκφραση του met πρωτο-ογκογονιδίου που ευνοεί την ΕΜΤ 

(Pennacchietti et al., 2003; Yang et al., 2008) και επάγει δύο πρωτεϊνες που 
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διαδραματίζουν θεμελιώδη ρόλο στην μετάσταση, τον υποδοχέα χημοκίνης CXCR4 

(Igney and Krammer, 2002) και την λιποξυγονάση (LOX) (Erler et al., 2006). Έτσι, μία 

μοναδική αιτία, η ενεργοποίηση του HIF-1, συνεπάγεται και τον μεταβολικό 

επαναπρογραμματισμό και την ενίσχυση της προσβολής των ιστών/μετάσταση. 

Ανάλογα, οι μεταλλάξεις του mtDNA ενισχύουν το μεταστατικό δυναμικό των 

νεοπλασματικών κυττάρων, πιθανώς επειδή η αυξημένη παραγωγή ROS στα 

μιτοχόνδρια οδηγεί στην ενεργοποίηση του HIF-1α (Ishikawa et al., 2008). 

Επιπλέον, η αερόβια γλυκόλυση (και ως εκ τούτου η αυξημένη παραγωγή 

πρωτονίων) προκαλεί τη μείωση του pH στο εξωκυττάριο περιβάλλον εξαιτίας της 

δραστηριότητας πολλαπλών ενζύμων που μεταφέρουν πρωτόνια.  Η υψηλή οξύτητα 

είναι ευνοϊκή για την προσβολή του ιστού και τη μετάσταση λόγω της εξαρτώμενης 

από το pH ενεργοποίησης των καθεψινών και των μετταλοπρωτεϊνών  που 

αποδομούν τις βασικές μεμβράνες (Swietach et al., 2007).  

 

 Aποφυγή της ανοσοαπόκρισης (Avoidance of 

immunosurveillance) 

Το μεταβολικό μικροπεριβάλλον των νεοπλασματικών κυττάρων μπορεί να 

αναστείλει  την λειτουργία των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος που τα 

καταπολεμούν (Τ-λεμφοκύτταρα και κύτταρα φυσικών φονέων), ενώ 

προσελκύονται κύτταρα της φλεγμονής που συμμετέχουν στην ανάπτυξη του 

όγκου. Τα συνδεόμενα με τον όγκο μακροφάγα (ΤAMs) είναι αυξημένα σε υποξικές 

και νεκρωτικές περιοχές του όγκου και αποτελούν κακό προγνωστικό δείκτη για την 

έκβαση της νεοπλασματικής νόσου (Cramer et al., 2003). Τα ΤAMs διευκολύνουν 

την αγγειογένεση, προάγουν την μετανάστευση των νεοπλασματικών κυττάρων και 

προκαλούν τοπική ανοσοκαταστολή (Condeelis and Pollard, 2006). 

H υψηλή οξύτητα στο μικροπεριβάλλον του όγκου αναστέλλει τη δραστηριότητα 

των ΝΚ κυττάρων (Lardner, 2001). Aσθενείς με προχωρημένη νεοπλασματική νόσο 

έχουν αυξημένα επίπεδα γαλακτικού οξέος στον αίμα. Το γαλακτικό οξύ 

καταστέλλει την παραγωγή κυτοκινών και την κυτταροτοξική δράση των Τ-

λεμφοκυττάρων (Fischer et al., 2007). 
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1.8. Η αναστολή της γλυκόλυσης ως αντικαρκινική θεραπεία 

Παρά το ότι οι βιοχημικοί και μοριακοί μηχανισμοί που οδηγούν στην αυξημένη 

αερόβια γλυκόλυση των νεοπλασματικών κυττάρων είναι αρκετά σύνθετοι και 

μπορούν να αποδοθούν σε αρκετούς παράγοντες, όπως η δυσλειτουργία των 

μιτοχονδρίων, η υποξία και τα ογκογενετικά σήματα, οι μεταβολικές επιπτώσεις 

είναι παρόμοιες: τα νεοπλασματικά κύτταρα βασίζονται σε μεγάλο βαθμό στην 

γλυκολυτική πορεία για την παραγωγή ATP. Λόγω του ότι η παραγωγή ATP μέσω 

της γλυκόλυσης είναι λιγότερο αποδοτική όπως ειπώθηκε και παραπάνω (2 μόρια 

ATP σε σχέση με τα 36 μόρια ΑΤΡ που παράγονται κατά την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση), τα νεοπλασματικά κύτταρα καταναλώνουν μεγαλύτερη ποσότητα 

γλυκόζης σε σχέση με τα φυσιολογικά για να διατηρήσουν την απαραίτητη ενέργεια 

για τον ενεργό μεταβολισμό και τον κυτταρικό τους πολλαπλασιασμό (Formentini et 

al., 2010; Vander Heiden et al., 2009, 2012). Έτσι, η διατήρηση της υψηλής 

γλυκολυτικής δραστηριότητας είναι βασική προϋπόθεση για την επιβίωση και την 

ανάπτυξή  τους. Αυτή η μεταβολική «ιδιαιτερότητα» οδηγεί στην υπόθεση πως η 

αναστολή της γλυκολυτικής πορείας μπορεί να αποδειχτεί ικανή για τον επιλεκτικό 

θάνατο των νεοπλασματικών κυττάρων (Munoz-Pinedo et al., 2003; Izyumov et al., 

2004; Xu et al., 2005). Εάν ανασταλεί η γλυκολυτική οδός, τα ακέραια μιτοχόνδρια 

των φυσιολογικών κυττάρων τους παρέχουν εναλλακτικές πηγές ενέργειας, όπως τα 

λιπαρά οξέα και τα αμινοξέα, για να παράγουν τα μεταβολικά ενδιάμεσα που 

απαιτούνται για τον κύκλο του κιτρικού οξέος και την παραγωγή ΑΤΡ μέσω της 

οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Τα φυσιολογικά κύτταρα λοιπόν, αναμένεται να είναι 

λιγότερο ευαίσθητα σε ουσίες που αναστέλλουν την γλυκόλυση.   

Πρόσφατες έρευνες παρέχουν επαρκή στοιχεία για την θεώρηση πως η αναστολή 

της γλυκόλυσης έχει εκλεκτική δράση σε κύτταρα με μιτοχονδριακές βλάβες 

εξαιτίας γενετικών μεταλλάξεων ή συνθηκών έλλειψης οξυγόνου. Για παράδειγμα, η 

αναστολή της εξοκινάσης από το 3-BrPA προκαλεί μείωση του παραγόμενου ΑΤΡ 

στα νεοπλασματικά κύτταρα, οδηγώντας τα σε μαζικό κυτταρικό θάνατο (Κo et al., 

2001, 2004;  Xu et al., 2005). Επιπλέον, έχει δειχθεί πως η αναστολή της γλυκόλυσης 

επιφέρει τον θάνατο σε κύτταρα νεοπλάσματος εντέρου (ΗCT116) και σε κύτταρα 
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λεμφώματος (Raji) σε περιβάλλον υποξίας, όπου τα κύτταρα εμφανίζουν υψηλούς 

γλυκολυτικούς ρυθμούς και μειωμένη ευαισθησία σε άλλα αντικαρκινικά φάρμακα, 

όπως η ταξόλη και η δοξορουβικίνη (Xu et al., 2005). Ένας άλλος αναστολέας της 

γλυκόλυσης, η δεοξυ-γλυκόζη (2-DG), προκαλεί εκλεκτικό θάνατο στα 

νεοπλασματικά κύτταρα με μιτοχονδριακές βλάβες ή σε περιβάλλον υποξίας (Liu et 

al., 2001, 2002). Kαι το 3-BrPA και η 2-DG εμφανίσουν αντικαρκινική δράση και σε 

μοντέλα ζώων που φέρουν όγκους (Geschwind et al., 2002; Co et al., 2004; Maschek 

et al., 2004; Mathupala et al., 2009), γεγονός που υποδηλώνει πως η αναστολή της 

γλυκόλυσης είναι μία πολλά υποσχόμενη θεραπευτική στρατηγική με ευρεία 

κλινική σπουδαιότητα (Εικόνα 11). 
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Εικόνα 11: Πιθανή αντικαρκινική δράση του 3-ΒrPA. 

 

Επιπρόσθετα, το ένζυμο της τρανσκετολάσης (TKTL1) υπερεκφράζεται στα 

νεοπλασματικά κύτταρα και αυξάνει τον ρυθμό της πορείας των φωσφορικών 

πεντοζών, οδηγώντας στην παραγωγή του 3-GAPDH και κατά συνέπεια στην 

παραγωγή ATP και γαλακτικού οξέος (Coy et al., 2005). Έτσι, η αναστολή της 
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τρανσετολάσης παρέχει έναν επιπλέον μηχανισμό για τον επιλεκτικό θάνατο 

τωννεοπλασματικών κυττάρων. Η οξυθειαμίνη, ένας αναστολέας της 

τρανσετολάσης, παρουσιάζει αντικαρκινική σε ζωϊκά μοντέλα (Rais et al., 1999).  

Ο πίνακας 1, παρουσιάζει κάποιες ενώσεις που αναστέλλουν την γλυκολυτική οδό ή 

καταστέλλουν την πορεία φωσφορικών πεντοζών. Ο μηχανισμός δράσης τους, 

καθώς και η πιθανή θεραπευτική τους δράση συζητούνται παρακάτω. 

 

 

Πίνακας 1: Αναστολείς της γλυκόλυσης και ενώσεις που ρυθμίζουν τον γλυκολυτικό 
μεταβολισμό. 
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2- Δεοξυ-γλυκόζη (2-DG) 

Η ένωση αυτή είναι ένα χημικό ανάλογο της γλυκόζης και η δράση της στην 

αναστολή του γλυκολυτικού μεταβολισμού είναι γνωστή εδώ και πολλά χρόνια 

(Brown, 1962). Μετά τη μεταφορά της στο εσωτερικό των κυττάρων, η 2-DG 

φωσφορυλιώνεται σε 2-DG-P από την εξoκινάση. Όμως, σε αντίθεση με την G-6-P, η  

2-DG-P δεν μπορεί να μεταβολιστεί περαιτέρω από την ισομεράση της 6-

φωσφορικής γλυκόζης που μετατρέπει την G-6-P σε  6-φωσφορική γλυκόζη 

(Weindruch et al., 2001). H 2-DG-P εγκλωβίζεται εντός των κυττάρων και 

συσσωρεύεται με αποτέλεσμα την αναστολή της γλυκόλυσης κυρίως στο στάδιο της 

φωσφορυλίωσης της γλυκόζης από την εξοκινάση. Η αναστολή του σταδίου αυτού 

προκαλεί μείωση του παραγόμενου ΑTP που οδηγεί στο σταμάτημα του κυτταρικού 

κύκλου και στον κυτταρικό θάνατο in vitro (Maher et al., 2004). Παρόλα αυτά, η 

αποτελεσματικότητα της 2-DG επηρεάζεται από της παρουσία του φυσικού 

αναλόγου της, της γλυκόζης, και φαίνεται  πως μειώνει μόνο μερικώς τη 

διαθεσιμότητα της γλυκόζης για την γλυκολυτική οδό. Η δεοξυ-γλυκόζη επηρεάζει 

επίσης την γλυκοζυλίωση των πρωτεϊνών και επάγει την συσσώρευση των 

αποδιατεταγμένων πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο (Little et al., 1994; Kang 

and Hwang, 2005). Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι η επώαση των κυττάρων με την 2-

DG προκαλεί την μείωση των μορίων της εξοκινάσης που συνδέονται με τα 

μιτοχόνδρια, οδηγώντας στο συμπέρασμα πως η ένωση αυτή μπορεί επίσης να 

επηρεάσει το μιτοχονδριακό γλυκολυτικό μεταβολισμό (Lynch et al., 1991). In vitro 

μελέτες δείχνουν πως η 2-DG έχει κυτταροτοξική δράση σε κύτταρα με 

αναπνευστικές βλάβες των μιτοχονδρίων ή σε κύτταρα που βρίσκονται σε 

περιβάλλον υποξίας (Liu et al., 2001, 2002; Maher et al., 2004). In vivo, η 2-DG 

ενισχύει την αντικαρκινική δράση της αδριαμυκίνης και της πακλιταξέλης σε 

επίμυες με οστεοσάρκωμα ή μη μικροκυτταρικό νεόπλασμα πνεύμονα (Marchek et 

al., 2004). Η κλινική μελέτη προτείνει πως η χορήγηση της 2-DG σε δόσεις μέχρι 250 

mg/kg βάρους σώματος είναι ασφαλής σε συνδυασμό με ακτινοβολίες σε ασθενείς 

με γλοιοβλάστωμα (Singh et al., 2005).  
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Λονιδαμίνη (Lonidamine, LDN) 

Η ουσία αυτή είναι ένα παράγωγο του ινδαζολικού-3-καρβοξυλικού οξέος, και η 

δράση της στην αναστολή της αερόβιας γλυκόλυσης στα νεοπλασματικά κύτταρα 

είναι γνωστή εδώ και πολλά χρόνια (Floridi et al., 1981). Σε in vitro πειράματα, η 

LDN μειώνει την κατανάλωση οξυγόνου στα φυσιολογικά και στα νεοπλασματικά 

κύτταρα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ενώ η ουσία αυτή αναστέλλει την 

γλυκόλυση στα νεοπλασματικά κύτταρα, μέσω της αναστολής της εξοκινάσης, στα 

φυσιολογικά κύτταρα την ενισχύει (Floridi et al., 1981). Η in vivo χορήγηση της σε 

ασθενή με χρόνια λευχαιμία είχε ως αποτέλεσμα μια μείωση στην παραγωγή 

γαλακτικού οξέος παρόμοια με αυτή που έχει παρατηρηθεί in vitro (Natali et al. 

1984). Παρόμοιες έρευνες σε νεoπλασματικά κύτταρα Ehrlich ασκίτη απέδειξαν πως 

η LDN αναστέλλει και την κυτταρική αναπνοή και τη γλυκολυτική οδό με δοσο-

εξαρτώμενο τρόπο, προκαλώντας μείωση της παραγωγής ATP (Floridi et al., 1998). 

Σε κυτταρικές σειρές αδενοκαρκινώματος μαστού (MCF-7) η LDN ενισχύει τη 

δραστικότητα διάφορων αντικαρκινικών φαρμάκων, όπως η cis-πλατίνα (Rosbe et 

al., 1989). Τέλος, έχει αποδειχτεί η θεραπευτική δράση της συνδυαστικής θεραπείας 

με LDN και τεμοζολομίδη σε χαμηλές συγκεντώσεις κάποιες ώρες μετά την 

ακτινοθεραπεία σε κύτταρα ανθρώπινου  γλοιώματος (Prabhakara and Kalia, 2008) 

Η αποδεδειγμένη ικανότητα της LDN να αναστέλλει τον ενεργό μεταβολισμό και να 

ενισχύει την δραστικότητα άλλων χημειοθεραπευτικών φαρμάκων είχε ως 

αποτέλεσμα την ένταξή της σε κλινικές μελέτες (Φάση II/III) για τη θεραπεία 

νεοπλασμάτων μαστού, ωοθηκών, πνεύμονα, γλοιοβλαστώματος, καθώς επίσης και 

για την υπερπλασία προστάτη μέσω χορήγησης εκ του στόματος (De Lena et al., 

2001; Di Cosimo et al., 2003; Qudard et al., 2003, Papaldo et al., 2003).  
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3-Βρωμιοπυροσταφυλλικό οξύ (3-Βromopyruvic acid, 3-ΒrPA) 

To 3-BrPA είναι ένα ανάλογο του γαλακτικού οξέος που αναστέλλει το ένζυμο της 

εξοκινάσης και έχει αποδειχτεί πως μειώνει την παραγωγή ΑΤΡ και προκαλεί με τον 

τρόπο αυτό σοβαρή μείωση της ποσότητας του ΑΤΡ εντός των κυττάρων (Ko et al., 

2001; Geshwind et al., 2004; Xu et al., 2005b). Mετά την ανακάλυψη από τον Κο και 

τους συνεργάτες του το 2001 ότι το 3-BrPA αναστέλλει την ικανότητα 

πολλαπλασιασμού κυττάρων ηπατοκυτταρικού καρκινώματος in vitro, 

προχωρημένες νεοπλασίες (ηπατοκυτταρικών καρκινωμάτων) εξαλείφθηκαν 

εντελώς σε 19 από τα 19 επίμυες μετά από τοπική χορήγηση του σκευάσματος 

αυτού, χωρίς να προκληθεί καμία βλάβη σε αυτά (Ko et al., 2004) (εικόνα 12). 

Επιπλέον όλα τα ζώα δεν παρουσίασαν επανεμφάνιση της νόσου.  Παρόμοια  

δράση του 3-BrPA είχε αναφερθεί και σε άλλες μελέτες, όπως αυτή του Χu και των 

συνεργατών του το 2005 (εικόνα 11). 

 

 

Εικόνα 12: Θεραπεία του καρκίνου που στοχεύει την γλυκολυτική πορεία. 

 

Η αντικαρκινική αυτή ουσία έχει ονομαστεί και «energy blocker» (Foubister, 2002) 

για πολύ διαφοροποιημένα νεοπλασματικά κύτταρα γιατί αναστέλλει και την 

γλυκολυτική πορεία αλλά και την μιτοχονδριακή αναπνοή, ενώ δεν επηρεάζει τα 

φυσιολογικά κύτταρα. Το 3-BrPA δρα σαν «δούρειος ίππος», αφού πιθανώς 
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εισέρχεται στα νεοπλασματικά κύτταρα από χρησιμοποιώντας τους ίδιους 

μεταφορείς με το γαλακτικό οξύ. Τα φυσιολογικά κύτταρα δεν επηρεάζονται καθώς 

διαθέτουν πολύ λιγότερους τέτοιους μεταφορείς (Pedersen, 2007). Ο συνδυασμός 

του 3-BrPA με αναστολείς του mTOR φαίνεται να έχει συνεργιστική δράση στη 

θεραπεία της λευχαιμίας και σε κύτταρα λεμφώματος (Χu et al., 2005). 

Θα πρέπει επίσης να αναφερθεί πως το 3-BrPA είναι ένας αλκυλιωτικός παράγοντας 

και για τον λόγο αυτό είναι πιθανή η αλληλεπίδρασή του και με άλλα μόρια στα 

κύτταρα. Έτσι, η κυταροτοξική του δράση ίσως δεν οφείλεται αποκλειστικά στην 

αναστολή του ενζύμου της εξοκινάσης. 

 

Ιματιβίνη (Imanitib,  , ιδιοσκεύασμα Gleevec) 

H αντικαρκινική ουσία ιματινίβη (imatinib) έχει εξελιχθεί τα τελευταία χρόνια σε ένα 

νέο θεραπευτικό εργαλείο με μεγάλες προοπτικές για τη θεραπεία της χρόνιας 

μυελογενούς λευχαιμίας, αλλά και άλλων τύπων καρκίνου. Η ανακάλυψη της 

ιματινίβης δεν ήταν τυχαία, αλλά υπήρξε αποτέλεσμα συστηματικής έρευνας στον 

τομέα αναστολέων της τυροσινικής κινάσης. Η θεραπεία με την ιματιβίνη 

αναστέλλει το ένζυμο της εξοκινάσης, αλλά και την ισομεράση της 6-φωσφορικής 

γλυκόζης (PGI) στα κύτταρα της λευχαιμίας, προκαλώντας την μείωση του ρυθμού 

της αερόβιας γλυκόλυσης (Βoren et al., 2001; Gottschalk et al., 2004; Serkova and 

Boros, 2005). Η μείωσης της δραστικότητας της PGI οδηγεί στη μείωση της ροής της 

γλυκόζης στην πορεία φωσφορικών πεντοζών και κατά συνέπεια στερεί από τα 

νεοπλασματικά κύτταρα τα υποστρώματα για την σύνθεση των μακρομορίων. 

Παρόλο που η ιμανιτίβη είναι ένα αντικαρκινικό φάρμακο που χρησιμοποιείται 

στην καταπολέμηση της λευχαιμίας από το 2001, ίσως αποδειχθεί θεραπευτική και 

για άλλα είδη νεοπλασιών, όπως οι κακοήθεις γαστρεντερικοί στρωματικοί όγκοι 

κ.α. (Pelicano et al., 2006). 
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Οξυθειαμίνη (Oxythiamine) 

Η ουσία αυτή δρα ως ανταγωνιστής της θειαμίνης και αναστέλλει τα ένζυμα της 

τρανσκετολάσης και της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης, που απαιτούν την 

πυροφωσφορική θειαμίνη ως συνένζυμο για την λειτουργία τους. Η τρανσκετολάση 

είναι ένα βασικό ένζυμο της πορείας των φωσφορικών πεντοζών και κατά συνέπεια 

η αναστολή της στερεί από τα κύτταρα το απαραίτητο μεταβολικό ενδιάμεσο για 

την παραγωγή του ΑΤΡ (3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη), αλλά και τα υποστρώματα 

για την μακρομοριακή σύνθεση (NADPH, 5 φωσφορική-ριβόζη). Αυτή η αναστολή 

φαίνεται να είναι υπεύθυνη, τουλάχιστον μερικώς, για την σημαντική αντικαρκινική 

δράση της οξυθειαμίνης που έχει παρατηρηθεί in vitro και in vivo (Rais et al.. 1999; 

Comin-Anduix et al., 2001). Ένα ισοένζυμο της τρανσκετολάσης, η ΤΚΤL1, έχει βρεθεί 

ότι υπερεκφράζεται στα νεοπλασματικά κύτταρα και θεωρείται ένας σημαντικός 

παράγοντας που συμβάλλει στο φαινόμενο Warburg (Coy et al., 2005). Η αναστολή 

της ΤΚΤL1 λοιπόν ίσως αποδειχτεί αποτελεσματική για την θεραπεία των 

νεοπλασιών. 

 

Iωδιοξεικό οξύ (Iodoacetic acid, ΙΑΑ) 

Το ιωδιοξεικό οξύ είναι ένα παράγωγο του οξικού οξέος που αναστέλλει την 

αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH). Η in vitro επώαση με  

ΙΑΑ προκαλεί μια δοσοεξαρτώμενη αναστολή της γλυκολυτικής πορείας και κατά 

συνέπεια της παραγωγής ΑΤΡ και μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού σε 

αρκετές νεοπλασματικές κυτταρικές σειρές (Wu et al., 2006). 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
 

ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ 

 

Για πολύ καιρό υπήρχε γενικά λίγη προθυμία εκ μέρους των επιστημόνων να  

ερευνήσουν για τον χαρακτηρισμό ανόργανων χημικών ουσιών ως αντικαρκινικών 

παραγόντων. Υπήρχε προκατάληψη κυρίως λόγω των πολλών δηλητηριάσεων από 

βαρέα μέταλλα και για το λόγο αυτό δεν μπορούσαν να δεχθούν πως αυτά τα 

μέταλλα θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για θεραπεία, υπό την μορφή 

συμπλόκων και οργανομεταλλικών ενώσεων. Το περιβάλλον των υποκαταστατών 

συντονισμού που εγκαθίσταται στα σύμπλοκα των μετάλλων, προκαλεί ταυτοχρόνως 

και αξιόλογες μεταβολές της χημείας τους ενισχύοντας την καταλυτική τους δράση, 

πράγμα το οποίο έγινε φανερό σε βιοχημικό επίπεδο από την διαπίστωση ότι πολύ 

συχνά τα ενεργά κέντρα ενός μεγάλου αριθμού ενζυμικών πρωτεϊνών έχουν το 

χαρακτήρα μεταλλικών συμπλόκων. Π.χ. η δομή της βιταμίνης Β12, όπως επίσης και 

της αίμης έχουν τον χαρακτήρα συμπλόκων. Ο τετραπυρρολικός δακτύλιος 

αποδείχθηκε μια ισχυρή καταλυτική δομή για έναν τεράστιο αριθμό ενζυμικών 

πρωτεϊνών σε όλο το φάσμα των έμβιων όντων, από τους μικροοργανισμούς, έως 

τους πολύπλοκους πολυκύτταρους οργανισμούς τόσο του φυτικού όσο και του 

ζωικού βασιλείου. Μέταλλα όπως το μαγνήσιο, το κοβάλτιο, ο χαλκός, ο σίδηρος, ο 

ψευδάργυρος, ο κασσίτερος κ.α. εντάχθηκαν με απόλυτα ωφέλιμο τρόπο στην 

φυσιολογική χημεία όλου του βιολογικού γίγνεσθαι, καθιστώντας δυνατές 

αντιδράσεις που δεν θα μπορούσαν διαφορετικά να πραγματοποιηθούν. Μέσα στο 

ευρύτατο αυτό πλαίσιο της μεταλλοχημείας των οργανισμών εντάσσεται και η 

στρατηγική αναζήτησης ουσιών με φαρμακολογικές δράσεις για την θεραπεία νόσων 

όπως τα κακοήθη νεοπλάσματα στο πλαίσιο της ερευνητικής δραστηριότητας του 

Εργαστηρίου Φυσιολογίας, της Ιατρικής Σχολής Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, ήδη από 

την ίδρυσή του το 1977 σε συνεργασία με το Τμήμα Χημείας του ίδιου ιδρύματος, 

αλλά και άλλων ερευνητικών ομάδων τόσο Ελληνικών όσο και χωρών του 
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εξωτερικού (Κallistratos et al., 1988, 1994;  Kalpouzos et al., 1997; Evangelou et al., 

1997; Charalambopoulos et al., 2002, 2006;  Papaioanou et al., 2004; Liasko et al., 

1998; Xanthopoulou et al., 2003, 2006, 2007, 2008; Hadzikakou et al., 2005, 2008; 

Zartilas et al., 2007, Balas et al., 2008;  Zartilas et al., 2009; Abdellah et al., 2009; 

Kyros et al., 2010; Verginadis et al., 2011; Georgiou et al., 2011; Metsios et al., 2012; 

Sartzi et al. 2012; Ozturk et al., 2012; Konidaris et al 2012). 

Συστηματικές μελέτες της σχέσης μεταξύ χημικής δομής και αποτελεσματικότητας ή 

τοξικότητας συμπλόκων μετάλλων ξεκίνησαν μόλις πριν 50 χρόνια (Keppler, 1993). 

Η επιλεκτική τοξικότητα μπορεί να επιτευχθεί μέσω διαφορών στη συσσώρευση ή 

τη συγκριτική βιοχημεία ή μέσω συγκριτικής κυτταρολογίας. Πίσω από κάθε κλινική 

χρήση ή βιολογική δράση των συμπλόκων μετάλλων είναι ένας βιοανόργανος 

μηχανισμός, ο οποίος ποικίλλει ανάλογα με τον τρόπο χρήσης και τη δομή του 

συμπλόκου. Τα σύμπλοκα μετάλλων μπορούν να χρησιμοποιηθούν όπως τα 

οργανικά σύμπλοκα στην εκλεκτική συσσώρευση και τη συγκριτική βιοχημεία τους 

(Farrell, 1989). Κύριος στόχος των περισσότερων συμπλόκων είναι το DNA. Ένας 

άλλος στόχος είναι η κυτταρική μεμβράνη, η οποία συμβάλλει στην κυτταρική 

επικοινωνία και φέρει τους κατάλληλους υποδοχείς για την προσκόλληση μορίων.  

Βαρέα μέταλλα, όπως η πλατίνα, ο χρυσός, το ρουθήνιο, το ρόδιο, το ιρίδιο, το 

τιτάνιο και άλλα, είναι πηγές βιολογικά ενεργών παραγώγων και χρησιμοποιούνται 

στη χημειοθεραπεία ενάντια διαφορετικών ειδών ανθρώπινων όγκων. Υπάρχουν 2 

βασικές στρατηγικές για το σχεδιασμό φαρμάκων ενάντια του καρκίνου με βάση 

την αλληλεπίδραση συμπλόκων μετάλλων/ πρωτεϊνών: 

1) Η ανάπτυξη συμπλόκων μετάλλων που δρουν ενάντια των όγκων, τα οποία  

δεν είναι ικανά να αντιδράσουν με τις πρωτεΐνες του πλάσματος, αλλά 

δομικά και κινητικά μπορούν να εισαχθούν στα νεοπλασματικά κύτταρα 

πριν από την αδρανοποίηση τους από τις πρωτεΐνες του ορού. 

2) Σύνδεση των συμπλόκων μετάλλων που δρουν ενάντια των όγκων  με 

πρωτεΐνες που μεταφέρουν μέταλλα, με στόχο την χρήση των πρωτεϊνών 

αυτών ως εξειδικευμένους μεταφορείς των φαρμάκων αυτών. 
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2.1. Cis-πλατίνα (cis-Diamminedichloroplatinum) 

Η χρήση των συμπλόκων μετάλλων για τη θεραπεία του καρκίνου ξεκίνησε μετά την 

ανακάλυψη της cis- πλατίνας στις αρχές της δεκαετίας του 1960. Οι κλινικές δοκιμές 

της cis- πλατίνας ξεκίνησαν το 1971 και από τότε έχει καθιερωθεί  ως ένα πολύ 

αποτελεσματικό φάρμακο για τη θεραπεία πολλών ειδών νεοπλασιών.  

Η cis- πλατίνα ανακαλύφθηκε τυχαία όταν μελετούνταν τα χαρακτηριστικά 

ανάπτυξης του βακτηρίου Escherichia coli (Rosenberg et al., 1965). Αρχικά, οι 

ερευνητές διαπίστωσαν ότι τα σύμπλοκα της πλατίνας είχαν αντιβακτηριακές 

ιδιότητες και  στη συνέχεια ότι είχαν αντινεοπλασματικές ιδιότητες (Rosenberg et 

al., 1965, 1969). Η μοριακή δομή της cis- πλατίνας περιλαμβάνει ένα κεντρικό άτομο 

πλατίνας περιβαλλόμενο από δύο άτομα χλωρίου και δύο ομάδες αμμωνίας σε cis 

διάταξη (Page et al., 1985) (εικόνα 13). 

Η cis- πλατίνα ενεργοποιείται μέσω μιας υδρολυτικής αντίδρασης που 

περιλαμβάνει την ανταλλαγή των δύο χλωρίων με το μόριο του νερού ή με 

υδροξυλικά μόρια και προκαλείται βλάβη στο DNA (Rosenberg, 1979). Η 

συγκέντρωση χλωρίου στο αίμα είναι 100mM, αρκετή δηλαδή για να καταστείλει 

την υδρόλυση της cis- πλατίνας και έτσι μπορεί να διαπεράσει την κυτταρική 

μεμβράνη σαν ουδέτερο μόριο (Sedletska et al., 2005). Η cis- πλατίνα έχει 

αναφερθεί ότι μπορεί να δεσμευθεί σε όλες τις βάσεις του DNA, αλλά έχει 

προτίμηση στις N-7 θέσεις της αδενίνης και της γουανίνης εξαιτίας της υψηλής 

νουκλεϊνικής συγγένειας των  N-7 θέσεων των πουρινικών βάσεων (Reed E, 1998; 

Rosenberg, 1979; Eckhardt, 2002).  

Ένας πιθανός στόχος της cis- πλατίνας είναι τα τελομερή, τα οποία είναι περιοχές 

πλούσιες σε γουανίνη που βρίσκονται στα άκρα των χρωμοσωμάτων (Abrams et al., 

1993) (Εικόνα 14). Ουσιαστικά οι πλούσιες σε γουανίνη περιοχές αυτές 

αποτελούνται από επαναλήψεις της αλληλουχίας 5΄-ΤΤΑGGG-3΄ και προστατεύουν 

τα χρωμοσώματα από την υδρόλυση. Τα τελομερή, στα περισσότερα σωματικά 

κύτταρα σταδιακά βραχύνονται με την πάροδο της ηλικίας, γίνονται μη λειτουργικά 

και προκαλείται κυτταρικός θάνατος μέσω του μηχανιμού της απόπτωσης. Tα 
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νεοπλασματικά κύτταρα όμως έχει διαπιστωθεί ότι παρακάμπτουν την βράχυνση 

των τελομερών μέσω της ενεργοποίησης των τελομερασών και της εναλλακτικής 

επιμήκυνσης των τελομερών. Από αυτή την οπτική γωνία η στόχευση των 

τελομερών και των τελομερασών αποτελεί μια θεραπευτική προσέγγιση (Sedletska 

et al., 2005). Η δυνατότητα παρεμπόδισης της σύνθεσης DNA εμφανίζεται σε πολύ 

πιο χαμηλές δόσεις από αυτές που χρειάζονται για να παρεμποδιστεί η σύνθεση 

πρωτεϊνών ή RNA (Harder and Rosenberg, 1970). In vitro μελέτες έχουν δείξει ότι η 

αλληλεπίδραση ανάμεσα στο μόριο της cis- πλατίνας και του DNA μπορεί να 

συμβάλλει στην παραγωγή ριζών ανιόντος υπεροξειδίου του οξυγόνου 

προκαλώντας επιπρόσθετη τοξικότητα στα νεοπλασματικά κύτταρα (Masuda et al., 

1994). 

Ο τρόπος δράσης της cis- πλατίνας και η επιτυχία της ως αντικαρκινικό φάρμακο σε 

καμία περίπτωση δεν εμποδίζει την έρευνα των δράσεων συμπλόκων άλλων 

μετάλλων. Αντίθετα, χρησιμεύει ως πρωτόκολλο για το σχεδιασμό των κατάλληλων 

πειραμάτων. Άλλωστε, η cis- πλατίνα είναι πολύ αποτελεσματική σε 

συγκεκριμένους όγκους (ορχικό καρκίνωμα, ωοθηκικό καρκίνωμα, όγκους στο 

κεφάλι και το λαιμό, όγκος στον πνεύμονα, μελάνωμα, οστεοσάρκωμα) (Wong et 

al., 1999), αλλά αναποτελεσματική σε άλλους, πολύ συνηθισμένους όγκους 

(νεοπλασίες του μαστού, αδενοκαρκινώματα του γαστρεντερικού σωλήνα) (Kim et 

al.,2008). Οι παράπλευρες επιδράσεις που έχουν διαπιστωθεί στη θεραπεία με cis- 

πλατίνα περιλαμβάνουν νεφροτοξικότητα, μυελοτοξικότητα, περιφερειακές και 

κεντρικές νευροπάθειες, ναυτία και εμετούς. 

Η συχνή εμφάνιση αντίστασης των νεοπλασματικών κυττάρων στη cis- πλατίνα είναι 

ένας μεγάλος περιορισμός στην κλινική χρήση του φαρμάκου αυτού (Galanski et al., 

2003, 2005). Τέσσερα γενικά μονοπάτια έχουν ανακαλυφθεί όσον αφορά τον  

μηχανισμό της αντίστασης της cis- πλατίνας και περιλαμβάνουν την εναλλακτική 

κυτταρική συσσώρευση, την απενεργοποίηση της από το κυτταρόπλασμα, την 

επιδιόρθωση του DNA και την τροποποίηση του μηχανισμού της απόπτωσης (Reed, 

1998).  
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Οι περιορισμοί στη χρήση της cis-πλατίνας  έδωσαν το έναυσμα για την έρευνα 

νέων, λιγότερο τοξικών συμπλόκων με πλατίνα. Τα δεύτερης και τρίτης γενιάς 

σύμπλοκα της πλατίνας, στα οποία συγκαταλέγεται η καρβοπλατίνη και η 

οξαλιπλατίνη (εικόνα 13), συντέθηκαν για να αυξήσουν την δράση και να μειώσουν 

την τοξικότητα της cis-πλατίνας (Alama et al., 2009). Η καρβοπλατίνη αποτελεί 

αποτελεσματική θεραπεία για νεοπλάσματα μήτρας και ωοθηκών, καθώς και 

εγκεφάλου (Harrap, 1985), και η οξαλιπλατίνη είναι κλινικά εγκεκριμένη για τη 

θεραπεία νεοπλασιών παχέως εντέρου που εμφανίζουν ανθεκτικότητα στη δράση 

της cis-πλατίνας (De Gramont et al., 2000).  

Η έρευνα για άλλα αντικαρκινικά φάρμακα τα οποία θα είχαν ως βάση τα μέταλλα 

είχε ξεκινήσει με τον σχεδιασμό συμπλόκων που δομικά ήταν ίδια με την cis-

πλατίνα, με βάση δηλαδή τη θεωρία ότι η όμοια δομή οδηγεί σε όμοια δράση 

(Εικόνα 13) (Calamai et al., 1998). Παρόλα αυτά, η δράση των συμπλόκων αυτών 

δεν εξαρτάται μόνο από την παρουσία του μετάλλου καθεαυτού, αλλά και από τον 

αριθμό και τον τύπο των  υποκαταστατών του και τη συνδυαστική γεωμετρία του 

συμπλόκου. Άλλες ιδιότητες που παίζουν επίσης καθοριστικό ρόλο στη βιολογική 

δραστικότητα των συμπλόκων μετάλλων είναι η κινητική αστάθεια, η 

οξειδοαναγωγική τους δράση και το ηλεκτρικό τους φορτίο. Αυτές οι ιδιαίτερες 

ιδιότητες ώθησαν τις έρευνες για την ανακάλυψη συμπλόκων μετάλλων με 

αντικαρκινική δράση που έχουν ποικίλους μηχανισμούς δράσης (Schmitt et al., 

2013). 

 



 

[58] 

 

Εικόνα 13: Χημικές δομές συμπλόκων με πλατίνα και ρουθένιο. 

 

 

 

Εικόνα 14: Στόχος τη cis-πλατίνας είναι τα τελομερή. 
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2.2. Σύμπλοκα βαναδίου 

 

2.2.1. Γενικά 

Το χημικό στοιχείο Βανάδιο (V) είναι μέταλλο με ατομικό αριθμό 23 και ατομικό 

βάρος 50,9414. Ανήκει στην ομάδα της 1ης κύριας σειράς των στοιχείων 

μετάπτωσης (4η περίοδος και VΒ σειρά του περιοδικού πίνακα). 

Στις χημικές ενώσεις, το βανάδιο εμφανίζεται με διαφορετικούς αριθμούς 

οξείδωσης (-ΙΙΙ,-Ι, και 0, + Ι, + V). Σύμφωνα με τους Aureliano και Gandara (2005)  και 

τους Soares et al. (2006), στο εσωτερικό των διαφόρων τύπων κυττάρων, το 98% 

του βανάδιου εμφανίζεται σε ιοντική μορφή [V (IV)], ενώ το ίδιο το στοιχείο δεν 

σχηματίζει απλώς μονομερή αλλά επίσης διμερή, τετραμερή, πενταμερή και 

δεκαμερή που αλληλεπιδρούν με πρωτεΐνες. Η πλειονότητα των ιστών των 

θηλαστικών περιέχουν περίπου 20 nM του βαναδίου. Η ποσότητα (αναλογία) του 

ιστού μειώνεται με την ακόλουθη φθίνουσα σειρά: οστά >  ήπαρ = νεφροί =  

σπλήνας > αίμα > μύες > εγκέφαλος. 

Στους ζώντες οργανισμούς, το βανάδιο επηρεάζει την αύξηση, την ανάπτυξη και τη 

διαφοροποίηση ορισμένων ειδών, και όπως έχει ήδη γίνει γνωστό από το 1899 (Ban 

et al., 2000), δρα ως ινσουλινο – μιμητικό και αντιδιαβητικό στοιχείο, ενώ από το 

1950 κι έπειτα, το βανάδιο έχει αναγνωριστεί σαν φαρμακολογικός παράγοντας, 

που επιδρά σε κυτταρικές αποκρίσεις, όπως η απόπτωση, ο πολλαπλασιασμός και ο 

νεοπλασματικός μετασχηματισμός (Evangelou et al., 1997). Ενώσεις βαναδίου είναι 

ικανές να λειτουργούν ως προ-ή αντινεοπλασματικοί παράγοντες, δηλαδή να 

επάγουν την  ανάπτυξη ή την αναστολή του πολλαπλασιασμού όπως επίσης και την 

επιβίωση των νεοπλασματικών κυττάρων. Τα συμπλέγματα βαναδίου επιδρούν 

εξίσου σε ζωικά και ανθρώπινα κύτταρα, επηρεάζοντας όχι μόνο τα νεοπλασματικά 

κύτταρα, αλλά επίσης και τα φυσιολογικά. Πολλοί ερευνητές έχουν αναφέρει 

αντικαρκινική δράση στα αποτελέσματα των πειραμάτων με σύμπλοκα του 

βαναδίου (Ban et al., 2000; Εvangelou et al., 1997; Molinuevo et al., 2004; Scrivens 

et al., 2003; Zhang et al., 2001; Wozniak and Blasiak, 2004; Holkoet al., 2008 

;Kordowiak et al., 2007; Klein et al., 2008). 
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Οι έρευνες πάνω στο βανάδιο ενθαρρύνθηκαν από τα ευρήματα του English et al. 

(1983), για το ρόλο του μετάλλου ως αναστολέα της διαφοροποίησης των 

νεοπλασματικών κυττάρων ερυθρολευχαιμίας σε ποντίκια, όπως επίσης και από 

τους Thompson et al., σχετικά με την αναστολή, από το διατροφικό θειικό βανάδιο, 

της δημιουργίας όγκου του μαστού. Η τελευταία ανακάλυψη μάλιστα, απέδειξε ότι 

το συγκεκριμένο ιχνοστοιχείο, το οποίο εμπεριέχεται κυρίως στη δυτικού τύπου 

διατροφή, μπορεί να αποτελεί έναν αποτελεσματικό χημειοπροοληπτικό 

παράγοντα. Επιπλέον, οι βιολογικές επιδράσεις των σύμπλοκων βαναδίου, όπως η 

ινσουλινο-μιμητική δράση (Tsiani et al., 1997; Goldwasser et al., 2000) και η μείωση 

της υπερλιπιδαιμίας και της υπέρτασης, σε συνδυασμό με τις λίγες αρνητικές 

επιπτώσεις τους (Brichard et al., 1995), υποδεικνύουν τις πιθανές θεραπευτικές 

εφαρμογές αυτών των συμπλόκων. 

 

2.2.2. Βανάδιο: Παρασκευές και ιδιότητες 

Στις περισσότερες περιπτώσεις το βανάδιο αποτελεί παραπροϊόν παρασκευής 

άλλων μετάλλων: τα βαναδιούχα υπολείμματα συνθερμαίνονται με χλωριούχο 

νάτριο ή ανθρακικό νάτριο στους 900ο C, οπότε προκύπτει βαναδικό νάτριο 

(NaVO3). Αυτό εκπλένεται με νερό και ύστερα τήκεται, δίνοντας πεντοξείδιο του 

βαναδίου (V2O5). Στη συνέχεια γίνεται αναγωγή του οξειδίου με ασβέστιο (μέθοδος 

McKechnie - Seybair): 

V2O5 + 5Ca → 5CaO + 2V 

 

Εικόνα 15.: Βανάδιο (μικροσκοπική εικόνα) 



 

[61] 

Το βανάδιο είναι αργυρόγκριζο μέταλλο ελαφρώς κυανίζον, με ισχυρή λάμψη σε 

πρόσφατες τομές του, μαλακό και εύθρυπτο. Παρουσιάζει μεγάλη ανθεκτικότητα 

στη διάβρωση, καθώς δεν προσβάλλεται από καυστικά αλκάλια, υδροχλωρικό 

οξύ και θειικό οξύ, αντιδρά δύσκολα με το οξυγόνο της ατμόσφαιρας, και 

προσβάλλεται εύκολα από το θαλασσινό ύδωρ. Ωστόσο, σε σχετικά μέσες 

θερμοκρασίες (660ο C) αντιδρά άμεσα με το ατμοσφαιρικό οξυγόνο (Degani et al., 

1981). Γι' αυτό το λόγο δεν χρησιμοποιείται αυτούσιο, αλλά υπό μορφή κραμάτων, 

ιδιαίτερα με σίδηρο δίνοντας βαναδιούχους χάλυβες, οι οποίοι παρασκευάζονται 

όχι από καθαρό μέταλλο αλλά με πρόσμιξη πεντοξειδίου του βαναδίου με χάλυβα. 

 

 2.2.3. Βιοκινητική, κατανομή και μεταβολισμός του βαναδίου 

Η είσοδος του βαναδίου στον οργανισμό εξαρτάται από την οδό χορήγησής του. 

Από τη στιγμή που θα εισέλθει στον οργανισμό, το βαναδικό (V) ανάγεται σε 

βαναδύλιο (IV) από τη γλουταθειόνη των ερυθροκυττάρων ή από το ασκορβικό οξύ 

(βιταμίνη C, ενζυμική δράση) ή από άλλα αναγωγικά στο πλάσμα. Στη συνέχεια 

μεταφέρεται από την αλβουμίνη και την τρανσφερίνη (πρωτεΐνες που περιέχουν 

σίδηρο) στις οποίες, πιθανώς δεσμεύεται εκλεκτικά (Sabbioni et al., 1981 ;Degani et 

al., 1981). 

Σε κυτταρικό επίπεδο, ωστόσο, το βαναδικό (V) επικρατεί εξαιτίας του ουδέτερου 

pH. Βανάδιο (V), εισέρχεται στο κύτταρο μέσω της αντλίας μεταφοράς ιόντων 

(Cantley et al., 1978; Heinz 1982). Στη συνέχεια το βαναδικό (V) ανάγεται σε 

βαναδύλιο (IV) από την ενδοκυττάρια γλουταθειόνη (Εvangelou et al., 1997; 

Sabbioni et al., 1993) και εν συνεχεία δεσμεύεται στις πρωτεΐνες. Το αναγωγικό 

αυτό φαινόμενο ρυθμίζεται από το μηχανισμό κυτταρικής οξειδοαναγωγής, ο 

οποίος ελέγχει τις μεταβολές του αριθμού οξείδωσης του βαναδίου (Ban et al., 

2000; Εvangelou et al., 1997; Sakurai et al., 1980).  

Μελέτες σε ερυθροκύτταρα υποδεικνύουν έναν διφασικό μηχανισμό εισόδου του 

βαναδίου στα κύτταρα αυτά. Στη πρώιμη φάση, το βαναδικό (V) προσδένεται στα 

κύτταρα και στη συνέχεια, εισέρχεται σ’ αυτά μέσω των διαύλων μεταφοράς 
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ιόντων. Η επόμενη, αργή φάση, εξαρτάται από την αναγωγή του (V) σε (IV). Η 

είσοδος του βαναδίου σε ερυθρά αιμοσφαίρια του Ascidia nigra, μέσω αντλίας 

μεταφοράς ιόντων, απέδειξε ότι το βανάδιο αποθηκεύεται στα κενοτόπια των 

κυττάρων, και στη συνέχεια ανάγεται σε (IV) ή (III) (τα οποία αποτελούν κατιόντα) 

και έτσι παρεμποδίζεται απ’ το να διαφύγει απ’ το κυτταρικό οργανίδιο (Macara et 

al., 1979 ).  

Προσλήψεις βαναδίου (V) από νεφρικά κύτταρα βοδιού (MDBK), αποκάλυψαν πως 

υπάρχει γραμμική συσσώρευση στα κύτταρα, συγκέντρωσης από 20 έως 200Μ 

Na3VO4  (βαναδικό νάτριο) αναλόγως της συγκέντρωσης του μέσου. Το βανάδιο 

εντός των κυττάρων, διανέμεται κυρίως στον πυρήνα και τα διαλυτά κλάσματα 

υπερκειμένου (Ban et al., 2000; Sakurai et al., 1980; Sabbioni et al., 1978; Sharma et 

al., 1980; Edel et al., 1988). Υπάρχουν επίσης ενδείξεις ότι το βαναδύλιο και το 

βαναδικό του κυτοσολίου προσδένονται εκλεκτικά σε φωσφορικά, καρβοξυλικά και 

αμινικά κατάλοιπα. Oι  Neckay et al., υπολόγισαν ότι σε κύτταρα που περιέχουν 

φωσφοκρεατίνη(CP), όπως τα μυϊκά κύτταρα, το 61% του συνολικού V (IV) είναι 

συνδεδεμένο με φωσφορικά και το 29% με πρωτεΐνες. Σε κύτταρα με υψηλή 

συγκέντρωση ασκορβικού οξέος, όπως τα κύτταρα του εγκεφάλου, το ασκορβικό 

δεσμεύει έως και 3% V (IV). Το υπόλοιπο δεσμεύεται πιθανώς σε  καρβοξυλικά 

κατάλοιπα και σε σουλφυδρυλικές ενώσεις, ενώ περίπου το 1% παραμένει 

αδέσμευτο. Οι Braken et al. αναφέρουν πως το βανάδιο σε MDBK κύτταρα 

διανέμεται στο κλάσμα του υπερκειμένου σε ποσοστό σχεδόν 90%, και το υπόλοιπο 

10% βρίσκεται στα μιτοχόνδρια, σε πυρηνικά και κυτταρικά θραύσματα και στα 

μικροσώματα. 

Διάφορες μελέτες σε ζωικά μοντέλα έδειξαν ότι το βανάδιο συσσωρεύεται κυρίως 

στους νεφρούς, στο σπλήνα, στα οστά και στο ήπαρ και σε μικρότερο βαθμό 

συσσωρεύεται στους πνεύμονες και  στους όρχεις, ως βαναδύλιο (IV) (Εvangelou et 

al., 1997; Hamel et al., 1995; Domingo et al., 1995) με τα οστά να αποτελούν τον 

κυρίαρχο ιστό αποθήκευσης και συσσώρευσης βαναδίου (Merritt et al., 1995; 
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Setyawati et al., 1998). Το βανάδιο απεκκρίνεται ταχέως από τα νεφρά με τα ούρα, 

με χρόνο ημιζωής 20-40 ώρες. 

Η χορήγηση βαναδικού διχλωριδίου σε επίμυες με αναπτυσσόμενη νεοπλασία 

καθώς και σε νεοπλασματικά ασκητικά κύτταρα Ehrlich, αποκαλύπτει πως το 

βανάδιο, συσσωρεύεται κυρίως στην ετεροχρωματίνη του πυρήνα και σε μικρότερο 

βαθμό στον πυρήνα και στα κυτταροπλασματικά ριβοσώματα των νεοπλασματκών 

κυττάρων (Kopf-Maier et al., 1983). 

 

2.2.4. Επιδράσεις του βαναδίου στην ανάπτυξη και στον πολλαπλασιασμό των 
κυττάρων 

Η ιδανική αντικαρκινική θεραπεία με οποιοδήποτε σύμπλοκο πρέπει να πληρεί 

ορισμένες προϋποθέσεις και να ασκεί τις ακόλουθες εκλεκτικές επιδράσεις στα 

κακοήθη κύτταρα: (α) μείωση του ρυθμού κυτταρικής ανάπτυξης (φαινόμενο υπο-

πολλαπλασιασμού), (β) κυτταροτοξικές ή/και κυτταροστατικές δράσεις που να 

εκφράζονται είτε με νέκρωση είτε με προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο 

(απόπτωση), (γ) μείωση ή/και αναστολή της διηθητικής ή μεταστατικής ικανότητας 

των κυττάρων, και (δ) μειωμένη ή απούσα δραστικότητα επαγωγής της κυτταρικής 

αντίστασης.  

Τα σύμπλοκα βαναδίου έχουν όλες αυτές τις ιδιότητες, που ασκούνται είτε σε 

συνεργασία είτε ανεξάρτητα, μέσω ποικίλων κυτταρικών μηχανισμών. Οι 

αντικαρκινικές δράσεις και οι μηχανισμοί των συμπλόκων βαναδίου έχουν 

εξεταστεί σε ένα εύρος κακοήθων κυτταρικών σειρών (Sartzi et al., 2012; Cortizo et 

al., 2000; Harding et al., 2000; D’Cruz et al., 2000; Liasko et al., 2000; Tawa et al., 

1999; Sakurai et al., 1995; Bosch et al.,1990; Itkes et al.,1990; Montero et al., 1981).  

 

 2.2.5. Αποπτωτικές και τοξικές επιδράσεις των συμπλόκων βαναδίου 

Ορισμένες ενδοκυττάριες σηματοδοτικές οδοί, στις οποίες εμπλέκεται η ύπαρξη 

συμπλόκων βαναδίου, μπορεί να επηρεάσουν έναν αριθμό κυτταρικών λειτουργιών 
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μεταξύ των οποίων είναι ο ρυθμός ανάπτυξης των κυττάρων, η κυτταρική 

διαφοροποίηση, ο μετασχηματισμός, η μειωμένη κυτταρική προσκόλληση και ο 

προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος (απόπτωση). 

Συγκεντρωτικά στοιχεία δείχνουν ότι οι ενώσεις βαναδίου παίζουν καθοριστικό 

ρόλο στη διαμόρφωση του βαθμού και της διάρκειας της φωσφορυλίωσης ενός 

μεγάλου αριθμού πρωτεϊνών, όπως οι ΑΡ-1, ΜΕΚ-1, ERK-1, JNK-1, ΡΙ-3Κ και ο 

παράγοντας ΝF-κB (Huang et al., 1998; Ding et al., 1999; Pandey et al., 1995), 

πρωτεΐνες-κλειδιά των οδών μεταγωγής σήματος, που αφορούν την παραγωγή 

ελευθέρων ριζών οξυγόνου και την καταστροφή του DNA. 

Στην ενεργοποίηση των κυτταρικών οδών σηματοδότησης μεσολαβούν 

φωσφορυλιωμένες τυροσίνες. Η φωσφορυλίωση των τυροσινών έγκειται στη 

δραστικότητα των φωσφατασών και φωσφοκινασών της κυτοσολικής τυροσίνης, οι 

οποίες ρυθμίζουν τη φωσφορυλίωση και την αποφωσφορυλίωση πρωτεϊνών, που 

είναι κρίσιμες για τη μεταγωγή σήματος. 

Τόσο η απενεργοποίηση των φωσφατασών όσο και η ενεργοποίηση των 

φωσφοκινασών, μπορούν να οδηγήσουν στη συσσώρευση φωσφορυλιωμένης 

τυροσίνης εντός διαφόρων κυττάρων, στην ενεργοποίηση δεύτερων αγγελιοφόρων 

μηνυμάτων, στην ενεργοποίηση down - stream κινασών, και στην ενεργοποίηση 

διαφόρων παραγόντων μεταξύ των οποίων, ο παράγοντας ΝF-κB, που είναι και ο 

πιο σημαντικός. 

Υπάρχουν επίσης ισχυρές ενδείξεις ότι τα ανόργανα άλατα του βαναδίου 

ενεργοποιούν  φωσφορυλάσες της φωσφοτυροσίνης, και συγκεκριμένα τις MAPKs 

(Huang et al., 1998; Jaspers et al., 2000; Samet et al., 1998). Οι MAPKs, οι οποίες 

περιλαμβάνουν την εξωκυττάρια πρωτεϊνική κινάση (ERK), την τερματική κινάση 

(JNK/SARK) και τις p38 πρωτεϊνικές υποοικογένειες, αποτελούν σημαντικές 

ρυθμιστικές πρωτεΐνες, μέσω των οποίων εξωκυττάρια σήματα μετατρέπονται σε 

ενδοκυττάρια γεγονότα. Είναι υπεύθυνες για την φωσφορυλίωση μιας ποικιλίας 

πρωτεϊνών συμπεριλαμβανομένων και των down-stream κινασών, όπως και 
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μεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι ενεργοποιούνται από ένα πλήθος 

ερεθισμάτων και κυτταρικών αποκρίσεων, κυρίως όμως από το οξειδωτικό στρες. 

Τόσο οι ERK όσο και η JNK / SARK σηματοδοτικές οδοί, εμπλέκονται στην 

ενεργοποίηση του παράγοντα ΝF-κΒ, μέσω της φωσφορυλίωσης της ανασταλτικής 

του υπομονάδας  IκB (Wang et al., 1998). Η φωσφορυλίωση του IκB 

διαμεσολαβείται κυρίως από ένα μεγάλο σύμπλεγμα πολλαπλών ΙκΒ-κινασών (ΙΚΚ), 

το οποίο ενεργοποιείται από μια «ανοδικής οδού» κινάση, η οποία με τη σειρά της 

αποτελεί μια ενεργοποιημένη μιτογόνα πρωτεϊνική κινάση (ΜΑΡΚ), κινάση κινάσης 

(MAPKKK) (Malinin et al., 1997). Παρόλα αυτά οι JNKs και η ERK κινάσες μπορεί να 

έχουν αντίθετες επιδράσεις στην απόπτωση (Xia et al., 1995). 

Υπάρχουν επίσης και άλλες οδοί σηματοδότησης που ενεργοποιούνται από το 

βανάδιο και μπορεί να οδηγήσουν σε απόπτωση. Η παραγωγή ελευθέρων ριζών 

οξυγόνου, για την οποία ευθύνονται τα σύμπλοκα βαναδίου μέσα στο κυτοσόλιο ή 

στα μιτοχόνδρια, έχει ως αποτέλεσμα σοβαρές βλάβες στα μιτοχόνδρια και 

απελευθέρωση του κυτοχρώματος C, με συνακόλουθη ενεργοποίηση των 

κασπασών. Οι ενεργοποιημένες κασπάσες, όπως η κασπάση-3 και η -8, προκαλούν 

περαιτέρω βλάβη των μιτοχονδρίων και ενεργοποιούν κυτταρικά υποστρώματα 

όπως η πολυ(ADP-ριβόζη) -πολυμεράση (PARP), οδηγώντας το κύτταρο σε 

απόπτωση (Burkle, 2000). 

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η χορήγηση αλάτων του βαναδίου σε 

επιδερμικά κύτταρα επίμυος επάγει την απόπτωση μέσω της παραγωγής 

υπεροξειδίου του υδρογόνου και άλλων ROS που με τη σειρά τους ενεργοποιούν το 

p53, ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο, που εμπλέκεται στην ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου, στην επιδιόρθωση του DNA και στην απόπτωση (Assimakopoulos et al., 

2000). Κυτταροτοξικά βαναδιούχα παράγωγα επάγουν την απόπτωση σε ανθρώπινα 

νεοπλασματικά κύτταρα, προκαλώντας αποπτωτικά σήματα, όχι όμως από 

πρωτογενή βλάβη του DNA ή απαιτώντας την ενεργοποίηση του p53, διαψεύδοντας 

την υπόθεση ότι η δράση τους μοιάζει μηχανιστικά με την κυτταροτοξική δράση της 

cis-πλατίνας (Kopf-Majer, 1994).  
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Χορήγηση των συμπλόκων βαναδίου σε ανθρώπους και ζώα αποκάλυψε ότι το 

βανάδιο μπορεί να ασκήσει διάφορες τοξικές επιδράσεις. Μελέτες σε ζώα (κυρίως 

σε ποντίκια και αρουραίους) έδειξαν ότι οι τοξικές επιδράσεις των συμπλόκων 

αυτών σχετίζονται με το είδος του ζώου, τη χορηγούμενη δόση, την οδό χορήγησης 

και τη χρονική διάρκεια της χορήγησης, καθώς επίσης και με τη φύση του 

συμπλόκου. Μελέτες που ασχολούνται με τη χορήγηση αλάτων βαναδίου σε 

ανθρώπους, που πάσχουν είτε από σακχαρώδη διαβήτη είτε από στεφανιαία νόσο 

υποδεικνύουν ότι με βραχυπρόθεσμη θεραπεία (ανώτατο όριο 4 εβδομάδες), οι πιο 

συχνές παρενέργειες είναι ήπιες γαστρεντερικές διαταραχές (Goldfine et al., 1995; 

Boden et al., 1996). Σε μακροχρόνιες θεραπείες (για περίπου πέντε μήνες, 125 mg / 

ημέρα αλάτων βαναδίου), προκαλείται σχεδόν στο ήμισυ των ασθενών που την 

έλαβαν (ασθενείς με στεφανιαία νόσο), ανορεξία, απώλεια βάρους και κοιλιακοί 

πόνοι. Οι Fawcett et al. επεσήμαναν ότι η από του στόματος χορήγηση θειϊκού 

βαναδίου σε ανθρώπους δεν έχει καμία επίδραση στα κύτταρα του αίματος σε 

βιοχημικό επίπεδο. Μελέτες σε ζώα έδειξαν πως ένα μεγάλο εύρος τοξικών 

επιδράσεων προκαλείται από ενώσεις βαναδίου. Λειτουργικές διαταραχές και 

ιστοπαθολογικές μεταβολές του ήπατος και των νεφρών είναι οι πιο διαδεδομένες 

τοξικές επιδράσεις. Η από του στόματος χορήγηση της NaVΟ3 (συγκέντρωσης 

μεταξύ 5 με 10M, στο πόσιμο νερό) επί 3 μήνες, προκαλεί ήπια και δοσο-

εξαρτώμενη ιστοπαθολογική αλλοίωση των νεφρών και του σπλήνα, συνοδευόμενη 

από αυξημένες συγκεντρώσεις ουρίας και ουρικού οξέος στο πλάσμα, στις 

περισσότερο εκτεθειμένες ομάδες (Ding et al., 1999). Βανάδιο-εξαρτώμενες 

χρωμοσωμικές ανωμαλίες και ανευπλοειδία στα χρωμοσωμικά άκρα των γονιδίων 

που εκφράζουν το μυελό των οστών επίμυων, που  προκαλούνται από την 

ενδογαστρική χορήγηση θειικού βαναδίου, ορθοβαναδικού νατρίου και θειικού 

αμμωνίου, έχουν επίσης αναφερθεί (Ciranni et al., 1995).  

Τοξικές επιδράσεις στην αναπαραγωγή και την ανάπτυξη των αρουραίων και των 

επίμυων, όπως είναι η μείωση του ρυθμού σύλληψης και η υπανάπτυξη του 

εμβρύου, εξαιτίας των συμπλόκων βαναδίου, έχουν επίσης εδραιωθεί. Ωστόσο, 
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μελέτες σε υγιείς και διαβητικούς αρουραίους, δεν δείχνουν καμία σημαντική 

διαφορά σε αιματολογικές παραμέτρους, στην ηπατική και νεφρική λειτουργία ή 

χαρακτηριστικές μορφολογικές ανωμαλίες σε διάφορα όργανα (Dai et al., 1995) . 

 

2.2.6. Πιθανές αντιμεταστατικές επιδράσεις των συμπλόκων βαναδίου 

Η φωσφορυλίωση της πρωτεϊνικής τυροσίνης, η οποία επάγεται από σύμπλοκα 

βαναδίου, μπορεί επίσης να επηρεάσει την επεμβατική και μεταστατική 

δραστηριότητα των νεοπλασματικών κυττάρων, ρυθμίζοντας την προσκόλληση 

κυττάρου-υποστρώματος (Takenaga, 1996), ή τη διακυτταρική επικοινωνία και τις 

μεταβολές της ακτίνης του κυτταροσκελετού (Matsuyoshi et al.,1992; Dharwan et 

al., 1997; Luber et al., 2000). Πρωτεΐνες συγκόλλησης εμπλέκονται σε 

νεοπλασματικές μεταστάσεις και διηθήσεις (Zhou et al., 2000; Cavenagh et al., 

1998). Τα σύμπλοκα βαναδίου μπορεί επίσης να αποτρέπουν την αιματογενή 

εξάπλωση του καρκίνου, με ενεργοποίηση της ενδογενούς ινωδόλυσης-επαγώμενη 

από καρκινογένεση και με αναστολή της συσσώρευσης αιμοπεταλίων. Και οι δυο 

αυτοί μηχανισμοί εμπλέκονται στην αιματογενή μετάσταση του καρκίνου (Zhou et 

al., 2000; Biggerstaff et al., 1999; Ghiso et al., 1998). 

Το υπερβαναδικό, έχει βρεθεί να αναστέλλει την επαγωγή των ενδοκυτταρικών 

πρωτεϊνών προσκόλλησης ICAM-1, V-CAM-1 και ELAM-1 σε ενδοθηλιακά κύτταρα. 

Αυτή η αναστολή είναι πιθανόν να συμβαίνει λόγω της αδρανοποίησης  των ΡΤΡs 

και της επακόλουθης μείωσης της έκφρασης του παράγοντα νέκρωσης όγκων (TNF), 

ο οποίος αποτελεί, μάλιστα, ένα από τα βασικότερα μόρια προσκόλλησης στα 

ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα. Η αναστολή των ΡΤΡs από υπερβαναδικό 

εμποδίζει, επίσης, την προσκόλληση των μονοκυττάρων σε ενδοθηλιακά κύτταρα 

(Dharwan et al., 1997). Επιπλέον, η ενισχυόμενη φωσφορυλίωση της τυροσίνης από 

βανάδιο, έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της κυτταρικής συσσώρευσης που 

οφείλεται στην καντχερίνη, σε κύτταρα 3Υ1 αρουραίου, μετασχηματισμένα με v-src 

και διπλά μετασχηματισμένα με v-src και v-fos (Matsuyoshi et al.,1992). 

Επανειλημμένες επεξεργασίες κυττάρων που εκφράζουν παράγωγα της 
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μεταλλαγμένης Ε-καντχερίνης με υπερβαναδικό, κλωνοποιημένα από κύτταρα 

διάχυτου γαστρικού καρκινώματος, που οδήγησαν σε απώλεια διακυτταρικής 

επαφής και σε αυξημένες μεταβολές της ακτίνης του κυτταροσκελετού, φάνηκε να 

οφείλονται στην φωσφορυλίωση τυροσινικών καταλοίπων του συμπλέγματος 

προσκόλλησης (Luber et al., 2000). 

Θεραπεία με ορθοβαναδικό νάτριο των νεοπλασματικών κυττάρων Α11 του 

μεταστατικού πνευμονικού καρκινώματος Lewis, είχε ως αποτέλεσμα την δόσο- και 

χρόνο-εξαρτώμενη καταστολή διάφορων μορίων συγκόλλησης που 

απελευθερώνονται στο πλάσμα, όπως η φιμπρονεκτίνη, η λαμινίνη και το 

κολλαγόνο IV (Takenaga, 1996), αλλά ταυτόχρονα, δεν αναστέλλεται σημαντικά η 

προσκόλληση των κυττάρων σε αυτά τα υποστρώματα. Η καταστολή της κυτταρικής 

εξάπλωσης, ωστόσο, δεν οφειλόταν άμεσα στην αναστολή της κυτταρικής 

ανάπτυξης που προκάλεσε το ορθοβαναδικό. Διαπιστώθηκε επίσης πως το βανάδιο, 

ως  αναστολέας φωσφατάσης μπορεί να διεγείρει τον ενεργοποιητή πλασμινογόνου 

τύπου ουροκινάσης σε LM3 νεοπλασματικά κύτταρα μαστού επίμυος (Ghiso et al., 

1998) ρυθμίζοντας έτσι την πήξη του αίματος. Επιπλέον, το ορθοβαναδικό, μπορεί 

να μειώσει τη συσσώρευση των αιμοπεταλίων που συμβαίνει εξαιτίας της 

ενεργοποίησης του υποδοχέα θρομβίνης, εμποδίζοντας  την αποφωσφορυλίωση 

των τυροσινών Ρ38 και Ρ140 (εξαρτώμενη από ιντεγκρίνες), και την σύνδεση των 

αιμοπεταλίων στο ινωδογόνο (Luber et al., 1994). Η αποφωσφορυλίωση των 

παραπάνω τυροσινών και η σύνδεση των αιμοπεταλίων στο ινωδογόνο εμπλέκονται 

στην αιμοπεταλιακή συσσώρευση και στη μετάσταση όγκων (Doige et al., 1992). Το 

βανάδιο αποτελεί επίσης αναστολέα της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων της 

προκαλούμενης με αγωνιστή το κολλαγόνο καθώς και της αντίδρασης 

απελευθερώσεως του περιεχομένου των αιμοπεταλιακών κοκκίων, η οποία 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση του (Martin et al., 2000) και μετατρέπει την 

αιμοπεταλιακή συσσώρευση από αντιστρεπτή σε μη αντιστρεπτή. Η δραστικότητα 

των αιμοπεταλιακών και ενδοθηλιακών μορίων προσκόλλησης, φαίνεται, επίσης να 

ρυθμίζεται από την αναστολή της δραστικότητας των φωσφατασών, που επάγεται 

από το ορθοβαναδικό (Kanik-Ennulat et al., 1990). 
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2.2.7. Αντίσταση των κυττάρων σε φάρμακα και σύμπλοκα βαναδίου 

Η Ρ-γλυκοπρωτεΐνη (P-gp), μέλος της οικογένειας των ABC πρωτεϊνών μεταφοράς, 

προσδίδει αντοχή σε πολλαπλά φάρμακα δρώντας ως πρωτεΐνη της πλασματικής 

μεμβράνης, η οποία συγκεντρώνει την ποσότητα του φαρμάκου που έχει εισέλθει 

στο κύτταρο και χρησιμοποιώντας την ενέργεια από την υδρόλυση του ATP την 

διοχετεύει μέσω της αντλίας εκροής της μεμβράνης, προς τα έξω (εκροή φαρμάκου) 

(Doige et al., 1992; Martin et al., 2000). Η εναλλακτική κυτταρική συσσώρευση 

αντικαρκινικών παραγόντων θεωρείται, συνεπώς, ένας σημαντικός παράγοντας 

στην εγγενή αντίσταση των καρκινικών κυττάρων στη χημειοθεραπεία. 

Σε ορισμένους μικροοργανισμούς (όπως ο σακχαρομύκητας και ο μύκητας candidas) 

έχει διαπιστωθεί ανοχή σε βανάδιο, οι οποίοι είτε όντας μεταλλαγμένοι έχουν 

εκδηλώσει μεταβολές στην πρωτεϊνική φωσφορυλίωση (έλεγχος ανάπτυξης) ή 

έχουν εκδηλώσει ελαττωματική διαμεμβρανική ΑΤΡάση (Kanik-Ennulat et al., 1990). 

Υπάρχουν, ωστόσο, ενδείξεις ότι οι ενώσεις βαναδίου μπορεί να επαναφέρουν την 

ευαισθησία σε νεοπλασματικά κύτταρα που έχουν αναπτύξει ανθεκτικότητα σε 

πολλά φάρμακα, έτσι ώστε η κυτταροτοξική δράση διάφορων αντινεοπλασματικών 

παραγόντων να αναστέλλει τη δραστικότητα της ATPάσης. Η αναστολή της ΑΤΡάσης 

μειώνει την εκροή ενός τοξικού φαρμάκου εξαιτίας της P-gp, πιθανώς μειώνοντας 

την ικανότητα σύνδεσης του μεταφερόμενου υποστρώματος (Martin et al., 2000; 

Shepard et al., 1998, Al-Shawi et al., 1993). Επιπλέον, το βανάδιο μπορεί να 

καταστρέφει τις ίνες ακτίνης του κυτταροσκελετού των ανθεκτικών σε πολλά 

φάρμακα νεοπλασματικών κυττάρων, καθιστάμενο έτσι κυτταροτοξικό και 

ενδεχομένως αποτελεσματικό στην χημειοθεραπεία έναντι στερεών όγκων (Capella 

et al., 2000, Colin et al., 1994). Η ενεργοποίηση ορισμένων πρωτεϊνικών κινασών 

από ενώσεις βαναδίου, αντίθετα, αυξάνει την αντίσταση στην βινμπλαστίνη, 

κυττάρων πολλαπλής αντοχής σε χημειοφάρμακα, αυξάνοντας τη φωσφορυλίωση 

της P-gp στις μεμβρανικές κυψελίδες του πλάσματος, κατά πάσα πιθανότητα από 

μια GTP-ρυθμιζόμενη φωσφορυλίωση (Lelong et al., 1994).  
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2.3. Σύμπλοκα ψευδαργύρου 

2.3.1. Γενικά 

Ο ψευδάργυρος είναι το εικοστό τέταρτο πιο άφθονο στοιχείο στη γη, σε ποσοστό  

0.004%. Μαζί με τον σίδηρο, τον χαλκό, το μαγγάνιο και το νικέλιο μεταξύ άλλων, ο 

ψευδάργυρος ανήκει στην ομάδα των στοιχείων μετάπτωσης του περιοδικού 

πίνακα.  Με ατομικό αριθμό 30 και ατομικό βάρος 65.38, ο ψευδάργυρος είναι 

μοναδικός ανάμεσα στα στοιχεία μετάπτωσης λόγω της υψηλής σταθερότητας της 

δισθενούς του μορφής ως κατιόν (Zn++). Από την άποψη αυτή, δεν είναι ούτε 

οξειδωτικός ούτε αναγωγικός παράγοντας και δεν συμμετέχει στις αντιδράσεις 

οξειδοαναγωγής. 

Ο ψευδάργυρος σχηματίζει άλατα και σύμπλοκες ενώσεις. Το οξείδιο του 

ψευδαργύρου είναι μια υπόλευκη σκόνη, που δεν διαλύεται εύκολα στο νερό σε 

ουδέτερο pH.  Το θειικό του άλας σχηματίζει μπλε κόκκους, διαλύεται στο νερό και 

έχει έντονη μεταλλική γεύση.  

Αποτελεί ένα από τα βασικότερα ιχνοστοιχεία στο σώμα και είναι απαραίτητος για 

την αύξηση και την ανάπτυξη μικροοργανισμών, φυτών και ζώων. Εντοπίζεται σε 

όλους τους ιστούς του σώματος σε υψηλές συγκεντρώσεις, με το 85% της ολικής 

του ποσότητας να κατανέμεται στους μύες και τα κόκαλα, το 11% στο δέρμα και στο 

ήπαρ και το υπόλοιπο σε άλλους ιστούς και κυρίως στον προστάτη και σε διάφορα 

μέρη του οφθαλμού. Η μέση ποσότητα ψευδαργύρου στο σώμα ενός ενήλικα είναι 

1,4-2,3 g (Calesnick and Dilan, 1988; Stefanidou et al., 2006; Prasad 2009; Browmik 

et al., 2010). 

Αποτελεί δομικό συστατικό πολλών πρωτεϊνών και περισσότερων από 200 ενζύμων, 

μεταγραφικό ρυθμιστή σε ένα μεγάλο εύρος κυτταρικών και βιοχημικών 

μηχανισμών, αλληλεπιδρά με τα αμινοξέα και είναι ο κύριος ρυθμιστής του 

μεταβολισμού του σιδήρου στα κύτταρα (Solomons 2013; Walkup et al., 2000). 

Ο ψευδάργυρος είναι λοιπόν απαραίτητος για την ανάπτυξη των κυττάρων, για την 

συνολική σωματική ανάπτυξη, τις ομοιοστατικές διεργασίες, την ανάπτυξη και 
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διατήρηση του συνδετικού ιστού, την σύνθεση του DNA, τη μεταγραφή του RNA, 

την κυτταρική διαίρεση και την κυτταρική ενεργοποίηση. Συμμετέχει επίσης στην 

επούλωση των τραυμάτων, στην οξύτητα της γεύσης, στη σωστή λειτουργία του 

ανοσοποιητικού συστήματος, στην παραγωγή προσταγλανδινών, στην καλή 

λειτουργία του θυροειδούς αδένα, στην αιμοστατική λειτουργία, στις γνωστικές 

λειτουργίες, στην ανάπτυξη των εμβρύων και στην παραγωγή του σπέρματος. 

Ρυθμίζει το pHτου σώματος, προωθεί την δημιουργία του απαραίτητου κολλαγόνου 

για τα μαλλιά, τα νύχια και το δέρμα και είναι σημαντικός για τις μνημονικές 

λειτουργίες και την διανοητική ανάπτυξη. Επιπλέον, διατηρεί τη φυσιολογική 

λειτουργία του προστάτη και έχει υπεισέρχεται στην έκκριση τεστοστερόνης 

(Bhowmik et al., 2010). O ψευδάργυρος εμπλέκεται στις αποκρίσεις του 

ανοσοποιητικού συστήματος, στο οξειδωτικό στρες, στον μηχανισμό της απόπτωσης 

και στη γήρανση (Stefanidou et al., 2006; Murakami and Hirano, 2008; Prasad 2009; 

Plum et al., 2010) και τέλος εμφανίζει αντιμικροβιακές ιδιότητες (Zelenak et al., 

2002; Barnett et al., 1977; Erer et al., 2009; Chohan et al., 2007), όπως επίσης 

αντιδιαβητικές και ινσουλινομιμητικές δράσεις (Matsumoto et al., 2005; Nakayama 

et al., 2008). 

 

 

Εικόνα 16: Ο ψευδάργυρος είναι απαραίτητος για την ανάπτυξη του οργανισμού και την 
φυσιολογική λειτουργία των ιστών. 
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2.3.2. Μεταφορείς ψευδαργύρου 

Δύο διακριτές κλάσεις μεταφορέων ψευδαργύρου, που όμως αλληλεπιδρούν, έχουν 

ταυτοποιηθεί και μελετηθεί εκτενώς την προηγούμενη δεκαετία όσον αφορά τη 

θέση των γονιδίων τους, τη δομή και την αλληλουχία τους και την αλληλεπίδρασή 

τους με άλλους μεταφορείς. Ταυτοποιήθηκαν συνολικά 24 διακριτοί μεταφορείς 

(Lichten and Cousins, 2009). H πρώτη κλάση μεταφορέων ψευδαργύρου (ΖnT) είναι 

αυτή οποία ανήκουν οι μεταφορείς 1-10 (ΖnΤ1- ΖnΤ10). Εμπλέκονται στη μεταφορά 

ιόντων ψευδαργύρου από το κυτοσόλιο στα κυτταρικά οργανίδια ή εκτός του 

κυττάρου και περιέχουν κατάλοιπα κυστείνης. Η δεύτερη κλάση είναι των ZrT, Irt-

like protein (ZIP). Η κλάση αυτή έχει την αντίθετη λειτουργία: μεταφέρει το μέταλλο 

είτε από τον εξωκυττάριο χώρο είτε από τα οργανίδια του κυττάρου στο κυτοσόλιο . 

Για περίπου τους μισούς ZnT μεταφορείς και  ZIP πρωτεϊνες έχουν αναφερθεί 

φυσιολογικοί και παθοφυσιολογικοί ρόλοι στους οποίους εμπλέκονται (Lichten and 

Cousins, 2009). 

 

 

Πίνακας 2: Μεταφορείς ψευδαργύρου 
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2.3.3. Βιολογία και φυσιολογία του ψευδαργύρου 

Ο ψευδάργυρος διαδραματίζει τρεις κυρίαρχους βιολογικούς ρόλους στον 

ανθρώπινο οργανισμό: έναν καταλυτικό, έναν δομικό και έναν ρυθμιστικό (Chasapis 

et al., 2011). 

Καταλυτικός ρόλος: Ο ψευδάργυρος είναι απαραίτητος και άμεσα εμπλεκόμενος 

στην κατάλυση ή την συν-κατάλυση ενζύμων που ελέγχουν πολλές κυτταρικές 

διαδικασίες, όπως η σύνθεση του DNA, η φυσιολογική ανάπτυξη, η ανάπτυξη του 

εγκεφάλου, η συμπεριφορική απόκκριση, η αναπαραγωγή, η ανάπτυξη του 

εμβρύου, η δημιουργία των οστών και η επούλωση των τραυμάτων (Barceloux 

1999; Mocchegiani et al., 2000). 

Δομικός ρόλος: Ο ψευδάργυρος λόγω των φυσικοχημικών του ιδιοτήτων έχει 

δομικούς και λειτουργικούς ρόλους σε διάφορες πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην 

επιδιόρθωση του DNA και είναι υψίστης σημασίας για την λειτουργία πολλών 

μεταλλοπρωτεϊνών (Mocchegiani et al., 2000; Tapiero and Tew, 2003). Σε 

οποιαδήποτε ομάδα ενζύμων, το σημείο πρόσδεσης του μετάλλου είναι 

συγκεκριμένο (Vallee, 1995). Τα ιόντα ψευδαργύρου είναι υδρόφιλα και δεν 

διαπερνούν τις κυτταρικές μεμβράνες με παθητική διάχυση. Η διάχυση εξαρτάται 

από την συγκέντρωση του μετάλλου. Τα ιόντα ψευδαργύρου είναι παρόντα στην 

έκφραση των γενετικών πληροφοριών, στην αποθήκευση, σύνθεση και δράση 

πεπτιδικών ορμονών και στη διατήρηση της δομής της χρωματίνης και των 

βιολογικών μεμβρανών (Τapiero and Tew, 2003) 

Ρυθμιστικός ρόλος: Η βιολογική σπουδαιότητα του ψευδαργύρου έγκειται στην 

παρουσία μηχανισμών ομοιόστασης που ρυθμίζουν την απορρόφηση, την 

κατανομή, την κυτταρική πρόσληψη και την απέκκριση του. Ο ψευδάργυρος 

ρυθμίζει και τη δραστικότητα των ενζύμων και την σταθερότητα των πρωτεϊνών είτε 

ως ενεργοποιητής είτε ως αναστολέας (Mocchegiani et al., 2000).  Έχει επίσης 

βρεθεί πως ρυθμίζει τις διαδικασίες μεταγωγής σήματος των κυττάρων και ακόμα 

πως λειτουργεί ως σημαντικός ρυθμιστής της συναπτικής νευροδιαβίβασης στην 

περίπτωση των νευρώνων που περιέχουν ψευδάργυρο του προσθεγκέφαλου 

(Beyersmann, 2002). 
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2.3.4. Επιδράσεις του ψευδαργύρου  στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων 

O ψευδάργυρος παίζει έναν βασικό ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

διαφόρων ιστών και κυτταρικών τύπων (Wong et al., 2007; Corniola et al., 2008). Η 

ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού από τον ψευδάργυρο συμβαίνει σε 

διάφορα επίπεδα αν λάβουμε υπόψη την ανάγκη για ψευδάργυρο για την δράση 

των ενζύμων που εμπλέκονται στη σύνθεση του DNA και τον ρόλου του στη 

ρύθμιση της έκφρασης των ενζύμων αυτών, αλλά επίσης και τις επιδράσεις που 

ασκεί στην ορμονική ρύθμιση της κυτταρικής διαίρεσης (Chasapis et al., 2011). 

 

2.3.5. Αποπτωτικές και τοξικές επιδράσεις του ψευδαργύρου 

Ο ψευδάργυρος έχει βρεθεί πως εμπλέκεται στον μηχανισμό της απόπτωσης των 

κυττάρων (Τruong-Tran et al., 2003; Clegg et al., 2005). Η απόπτωση είναι ο κύριος 

μηχανισμός προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, απαραίτητος για την 

απομάκρυνση κυττάρων που φέρουν μεταλλάξεις ή μέτρια κατεστραμμένων ή 

περιττών κυττάρων (Nath et al., 2000). Η περιοχή της θέσης πρόσδεσης του 

γονιδίου p53 στο DNA έχει μια σύνθετη τριτοταγή δομή που σταθεροποιείται από 

τον ψευδάργυρο (Dhawan and Chadha, 2010). Η εξάρτηση της πρόσδεσης του p53 

στο DNA από τα επίπεδα συγκέντρωσης του ψευδαργύρου αναπαριστά ένα 

μονοπάτι που ρυθμίζει την δραστικότητα του γονιδίου p53 in vivo (Palecek et al., 

1999).  Αύξηση του ρυθμού της απόπτωσης παρατηρείται ως άμεση ή έμμεση 

συνέπεια της μείωσης των ενδοκυττάριων συγκεντρώσεων ψευδαργύρου. Ως εκ 

τούτου, ο ψευδάργυρος που υπάρχει εντός των κυττάρων έχει περιγραφεί ως ένας 

αναστολέας του μηχανισμού της απόπτωσης, ενώ η μείωση της συγκέντρωσής του 

επάγει τον θάνατο σε πολλές κυτταρικές σειρές (Seve et al., 2002). 

Πιο συγκεκριμένα, τα χαμηλά επίπεδα ψευδαργύρου πυροδοτούν την απόπτωση σε 

φυσιολογικές ινοβλάστες, σε ηπατοκύτταρα, σε κύτταρα γλοιώματος και σε 

κύτταρα όρχεως. Ο ψευδάργυρος δρα ως αναστολέας των κασπασών 3, 8 και 9 

(Thornberry and Lazebnik, 1998; Truong-Tran et al., 2001).  Η έλλειψη ψευδαργύρου 

μπορεί επίσης να επάγει την απόπτωση μέσω της διακοπής των μονοπατιών 
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μετάδοσης σημάτων των αυξητικών παραγόντων που διαμεσολαβούνται από 

υποδοχείς των τυροσινικών κινασών (Clegg et al., 2005). 

Τα άλατα και οι ατμοί του ψευδαργύρου ασκούν έντονη τοπική ερεθιστική ενέργεια 

τόσο στο δέρμα όσο και στους βλεννογόνους, αποτέλεσμα δε της τοπικής αυτής 

ερεθιστικής δράσης (μετά την λήψη των αλάτων του εκ του στόματος) είναι η 

πρόκληση εμετού, συνέπεια η οποία περιορίζει αρκετά την τοξικότητα του 

μετάλλου, λόγω αποβολής του (Evans 1945; Johnson and Stonehill 1961; Schenker 

et al. 1981). Εφόσον όμως ληφθούν πολύ μεγαλύτερες ποσότητες είναι δυνατό να 

προκληθούν αντανακλαστικώς, από την έντονη ερεθιστική επενέργεια, περιφερική 

κυκλοφορική ανεπάρκεια ή θάνατος (Evans 1945). 

Έχει ακόμη βρεθεί ότι ο ψευδάργυρος, εκτός από το γαστρεντερικό, ασκεί τοξική 

επίδραση και σε άλλα όργανα. Έτσι, η επίδρασή του στο πάγκρεας έχει ως 

αποτέλεσμα την αύξηση των επιπέδων γλυκόζης και αμυλάσης, καθώς και μείωση 

των συγκεντρώσεων του ασβεστίου, ενώ στους νεφρούς προκαλείται οξεία 

σωληναριακή νέκρωση. Στους πνεύμονες, η εισπνοή ZnCl2 προκαλεί χημική 

πνευμονίτιδα (Malo et al. 1990; Vogelmeier et al. 1987, Κουτσελίνης 1997). Τέλος, 

σε ινδικά χοιρίδια έχει βρεθεί, πως οι υψηλές συγκεντρώσεις ψευδαργύρου έχουν  

τοξικές επιδράσεις στην καρδιά μέσω ταχείας μείωσης της δύναμης συστολής και 

μεταβολών του καρδιακού ρυθμού (Κalfakakou et al., 1993). 

Οι ενώσεις του ψευδαργύρου χορηγούμενες παρεντερικώς προκαλούν καταστολή 

του ΚΝΣ, τρόμο και παραλύσεις, ενώ σε πειραματόζωα η υποδόριος χορήγηση 

γαλακτικού ψευδαργύρου σε δόση ισοδύναμη προς 57 mg/kg βάρους σώματος 

επιφέρει το θάνατό τους σε τρεις ημέρες. Η ελάχιστη, εξάλλου θανατηφόρος δόση 

σε επίμυες, μετά λήψη ψευδαργύρου εκ του στόματος, έχει βρεθεί ίση προς  57 

mg/kg (Κουτσελίνης 1997). Ο ZnCl2 θεωρείται η πιο τοξική ένωση του ψευδαργύρου 

(Schenker et al. 1981; Zerahn et al. 1999). 

Υπερβολική λήψη ψευδαργύρου χρονίως, προκαλεί διαταραχές στην απορρόφηση 

του χαλκού, οι οποίες μπορεί να έχουν ως αποτέλεσμα και την πρόκληση αναιμίας, 

διαταραχές στη λειτουργία των λεμφοκυττάρων και των ουδετερόφιλων 
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πολυμορφοπύρηνων και μείωση των επιπέδων της HDL χοληστερόλης του ορού και 

παροδική αύξηση της LDL χοληστερόλης (Vogelmeier et al. 1987; Κουτσελίνης 1997).  

Όσον αφορά την καρκινογόνο δράση του ψευδαργύρου, έχουν παρατηρηθεί σε 

πειραματόζωα τερατώματα και σεμινώματα των όρχεων, καθώς και δικτυοσάρκωμα 

των πνευμόνων μετά από έγχυση μεγάλων δόσεων αδιάλυτων αλάτων του 

ψευδαργύρου στους αντίστοιχους ιστούς. Στοιχεία που να αποδεικνύουν πως ο 

ψευδάργυρος ασκεί καρκινογόνο δράση στον άνθρωπο δεν υπάρχουν (Elinder 

1986). 

Τέλος, ο ψευδάργυρος δεν φαίνεται να έχει τερατογόνο δράση, ενώ αντίθετα, σε 

περίπτωση ανεπάρκειας του μετάλλου, είναι δυνατό να προκληθεί τερατογένεση 

(Cotran et al. 1989; Elinder 1986; Sandstead 1981; Κουτσελίνης 1997). 

 

2.3.6. Ψευδάργυρος και νεοπλασματική νόσος 

Πολλά στοιχεία της διατροφής θεωρείται πως συμβάλουν στην πρόληψη της 

νεοπλασματικής νόσου. Ο ψευδάργυρος έχει κυρίαρχο ρόλο στην άμυνα του 

οργανισμού ενάντια στη δημιουργία και την πρόοδο αρκετών νεοπλασιών (Dhawan 

and Chadha, 2010). 

Μη φυσιολογικά επίπεδα ψευδαργύρου σχετίζονται με συστημικές βλάβες, όπως η 

ανάπτυξη νεοπλασιών (Gupta et al., 2005). Παρόλο που τα επίπεδα ψευδαργύρου 

είναι μειωμένα σε ασθενείς με νεοπλασίες, μία ξεκάθαρη σχέση μεταξύ 

ψευδαργύρου και ανάπτυξης νεοπλασιών δεν έχει αποδειχθεί, και φαίνεται να 

εξαρτάται από τον είδος της νεοπλασίας (Chakravarty et al., 1986; Margalioth et al., 

1983; Schwartz et al., 1974).  Χαμηλά επίπεδα ψευδαργύρου έχουν βρεθεί σε 

διάφορους τύπους κακοηθειών, όπως του ήπατος, της γαστρεντερικής οδού και του 

προστάτη (Zhao and Eide, 1996; Li et al., 2007; Costello and Franklin, 2006).  . 

Αντίθετα, και υψηλά και χαμηλά επίπεδα ψευδαργύρου έχουν βρεθεί σε 

νεοπλάσματα μαστού (Zhao and Eide, 1996; Manning et al., 1994; Taylor et al., 

2007). 
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Επομένως, δεν αποτελεί έκπληξη πως έχει προταθεί μια σύνδεση μεταξύ των 

επιπέδων των μεταφορέων ψευδαργύρου και της ανάπτυξης νεοπλασιών (Gupta et 

al., 2005; Christiansen and Rajasekaran, 2006). Πολλαπλοί μεταφορείς 

ψευδαργύρου, όπως οι ΖΙΡ4, ΖΙΡ6, ΖΙΡ10 και ΖΙΡ1, έχουν ταυτοποιηθεί κατά την 

πρόοδο της νεοπλασματικής νόσου. Ο ΖΙΡ4 έχει αναφερθεί ότι αυξάνει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό μέσω της μεταφοράς του ψευδαργύρου, προκαλώντας 

την ανάπτυξη του όγκου, κυρίως στο νεόπλασμα του παγκρέατος (Franklin and 

Costello, 2009; Li et al., 2007). Οι μεταφορείς ψευδαργύρου ΖΙΡ6 και ΖΙΡ10 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και στην μεταστατική ικανότητα 

της νεοπλασίας του μαστού (Murakami and Hirano, 2008; Manning et al., 1994; 

Taylor et al., 2007) και ο ΖΙΡ1 έχει προταθεί ως καταστολέας της νεοπλασίας του 

προστάτη (Costello and Franklin, 2006). Έτσι, με βάση την διακοπή της μεταφοράς 

του ψευδαργύρου στους ιστούς θα μπορούσαν να αναπτυχθούν θεραπείες για την 

καταπολέμηση των νεοπλασματικών κυττάρων. Εναλλακτικά, εκμεταλλευόμενοι την 

αυξημένη πρόσληψη ψευδαργύρου από τους όγκους, η δημιουργία συμπλόκων με 

ψευδάργυρο και υποκαταστάτες μόρια που έχουν κυτταροτοξική δράση θα 

μπορούσε να είναι μια πιο στοχευμένη θεραπεία, εκλεκτική δηλαδή για τα 

νεοπλασματικά κύτταρα. Αρκετά σύμπλοκα με ψευδάργυρο έχουν ερευνηθεί και 

έχει αποδειχθεί πως αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό νεοπλασματικών 

κυττάρων (Konidaris et al., 2012; Kovala-Demertzi et al., 2006; Stanojkovic et al., 

2010; Gao et al., 2010; Buczkowska et al., 2011; Liguori et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 





 

ΣΚΟΠΟΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 

Ο Αρεταίος σημειώνει «Ολέθρια τα καρκινώδεα…» (Κούζης, 2004) 

Από τους αρχαίους χρόνους έως και σήμερα, η μάχη κατά του καρκίνου έχει 

πολλούς νικητές, αλλά και ηττημένους. 

Ιστορικά, τα ευρήματα του Otto Warburg έριξαν φως στη μεταβολική 

διαφοροποίηση των νεοπλασματικών κυττάρων και υπέδειξαν έναν πιθανό στόχο 

για την εκλεκτική θανάτωση τους και τη θεραπεία του καρκίνου. Το φαινόμενο 

Warburg παρόλο που χρησιμοποιείται με εξαιρετική επιτυχία στη διάγνωση του 

καρκίνου, μέσω της PET, δεν είναι καθολικά αποδεκτό για όλους τους τύπους 

νεοπλασιών. 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή αποσκοπεί στην in vitro διερεύνηση του τρόπου 

μεταβολισμού τεσσάρων νεοπλασματικών κυτταρικών σειρών-

λειομυοσαρκωματικά κύτταρα επίμυος Wistar (LMS), κύτταρα αδενοκαρκινώματος  

μαστού ανθρώπου (MCF-7), κύτταρα αδενοκαρκινώματος τραχήλου μήτρας 

ανθρώπου (ΗeLa) και κύτταρα ηπατοκυτταρικού καρκίνου ανθρώπου (HepG2)- και 

την επιβεβαίωση ή μη του φαινομένου του Warburg. Ιδιαίτερα τα κύτταρα 

λειομυοσαρκώματος που απομονώθηκαν στο εργαστήριο Φυσιολογίας έχουν 

μελετηθεί ελάχιστα ως προς τη βιολογία τους με βάση τη διεθνή βιβλιογραφία. Εν 

συνεχεία, χρησιμοποιώντας νεοσυντεθιμένα σύμπλοκα με ψευδάργυρο και 

βανάδιο, μέταλλα με αποδεδειγμένη ινσουλινο-μιμητική δράση, ερευνήθηκε το 

κατά πόσο προκαλούν κυτταροτοξική δράση, ο μηχανισμός με τον οποίο 

πυροδοτούν τον κυτταρικό θάνατο, αν τα κύτταρα αποκτούν ανθεκτικότητα στη 

δράση τους και η επίπτωση τους στον μεταβολισμό και την παραγωγή ενέργειας 

των κυττάρων. Τέλος πραγματοποιήθηκε μελέτη της οξείας τοξικότητας του 

ισχυρότερου συμπλόκου με στόχο την πρόταση του για περαιτέρω 

φαρμακοκινητικές μελέτες και διερεύνηση της αντικαρκινικής του δράσης. 
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Η διατριβή αυτή λοιπόν θέτει ως υπόθεση εργασίας πως καινοτόμα σύμπλοκα 

μετάλλων που θα στοχεύουν την γλυκολυτική πορεία, σε συνδυασμό πιθανώς με 

ήδη χρησιμοποιούμενα χημειοθεραπευτικά σκευάσματα, θα συμβάλλει στην καλή 

πρόγνωση της νεοπλασματικής νόσου, με λιγότερες παρενέργειες σε φυσιολογικά 

κύτταρα και ιστούς και κατά συνέπεια σε μια καλή ποιότητα ζωής για τους 

ασθενείς- φέροντες την νεοπλασματική νόσο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
ΥΛΙΚΑ, ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ, ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ, ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ 
ΣΤΕΛΕΧΗ 

 

Η εκπόνηση της διδακτορικής διατριβής δίχως τα ακολούθως αναφερόμενα υλικά 

δε θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί: 

 

3.1. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ 

 Τρυβλία ιστοκαλλιέργιας 100 mm ,πολυτρυβλία 6, 24 θέσεων & 96 θέσεων 

 DMEM (Dulbecco´s Modified Eagles Medium) – Low glucose (1g/L) with L-
glutamine, της εταιρείας ΡΑΑ 

 DMEM (Dulbecco´s Modified Eagles Medium) – High glucose (4,5g/L) with L-
glutamine, της εταιρείας ΡΑΑ 

 FBS (Fetal bovine serum), της εταιρίας BIOCHROM AG 

 Penicillin/streptomycin, της εταιρείας PAA 

 L-Glutamine, 200 nM (100x), της εταιρείας PAA 

 PBS (Phosphate Buffered Saline),της εταιρείας Sigma-Aldrich 

 DMSO (Dimethylsulfoxid Methyl Sulfoxide), της εταιρείας Sigma-Aldrich 

 Trypsin- EDTA, της εταιρείας ΡΑΑ 

 Thriazolyl Blue Tetrazolium Bromide, της εταιρείας Sigma-Aldrich 

 Μethanol και Acetic Acid, της εταιρίας Fluka 

 Πλάκες Neubauer 

 Πιπέτες Pauster 

 Ορολογικές πιπέτες (5,10,25 ml) 

 Πιπέτες Gillson (2-20, 10-200, 100- 1000 μl) 
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 Πολυπιπέτα 

 Falcon (15 και 50 ml) 

 Giemsa Stain Modified Solution και NaCl, της εταιρίας Riedel-de Haen 

 Αnnexin V-FITV, της εταιρίας ΒD Pharmingen TM 

 Propidium Iodide solution, της εταιρίας Sigma-Aldrich 

 Ketamine, της εταιρίας Imalgene 

 Σύριγγες 1ml, 25G, της εταιρίας BD 

 10K Spin Column, της εταιρίας BioVision 

 Iodoacetic acid, της εταιρίας Sigma-Aldrich 

 2-deoxy-D-glucose, της εταιρίας Sigma-Aldrich 

 Oligomycin, της εταιρίας Sigma-Aldrich 

 Amplex  Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit, της εταιρίας Invitrogen, 
A22189 

 Deproteizining  Sample Preparation Kit, της εταιρίας BioVision, K808-200 

 ATP Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, της εταιρίας BioVision, K354-100 

 Lactate Colorimetric Assay Kit II, της εταιρίας BioVision, K627-100 

 Mitochondrial Viability Stain, της εταιρίας abcam, ab129732 

 GAPDH (G-9) Antibody, της εταιρίας Santa-Cruz, sc365062 

 Monoclonal Anti-α-Tubulin Antibody, (clone B-5-1-2) της εταιρείας Sigma-
Aldrich 

 Goat Anti-Mouse IgG, της εταιρείας THERMO SCIENTIFIC (31430) 

 μεμβράνη νιτροκυτταρίνης Hybond C, της εταιρίας AMERSHAM, 

 Microplate Spectrophotometer (DigiScan Reader 400, ASYS Hitech GmbH, 
Austria) 

 Flow Cytometer (Partec ML, Partec GmbH, Germany) 
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3.2. ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΜΕΤΑΛΛΩΝ 

Για την παρούσα διδακτορική διατριβή συντέθηκαν και χαρακτηρίστηκαν σε 

προηγούμενες εργασίες τα ακόλουθα σύμπλοκα μετάλλων με μοριακούς τύπους: 

3.1.1. Σύμπλοκα Βαναδίου 

 [(pyH)6(V10O28)·2H20] (1) 

 (LH)4{V10O26(OH)2}·2L·2H20] (2) 

 {(L′H2)(V03)2}n (3) 

 (L′′H2)3[VIV
9VV

6O36]·14H20 (4)  

 {[VIV
11VV

7 Na10O44(N3)(H2O)32]·14H20}n (5) 

 [VIV
2O2(SO4){(py)2C(OMe)(O)}2] (6) 

 

Οι υποκαταστάτες των συμπλόκων 1-6 είναι η πυριδίνη, το νικοτιναμίδιο, η 

πιπεραζίνη, η καδαβερίνη, το αζίδιο του νατρίου και η (py)2CO (di-2-pyridyl ketone), 

αντίστοιχα.  

Στις ακόλουθες εικόνες παρουσιάζονται οι δομές των ανωτέρω συμπλόκων: 
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Εικόνα 17: Η δομή του ανιόντος [V10O28]6- στο σύμπλοκο 1. 

                                                                                   

Εικόνα 18: Η δομή του ανιόντος [V10O26(OH)2]4- στο σύμπλοκο 2. 

                                                                          

Εικόνα 19: Το δίκτυο δεσμών Η που σταθεροποιεί την κρυσταλλική δομή του πολυμερούς 

συμπλόκου 3. 
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Εικόνα 20: Η σφαιρική δομή του ανιόντος [V15O36]6- που υπάρχει στο ιοντικό σύμπλοκο 4. 

                                                         
Εικόνα 21: Η σφαιρική δομή του ανιόντος [V18O44(N3)]10- που υπάρχει στο 3D              

σύμπλοκο 5. 

                                                                                   

Εικόνα 22: Η μοριακή δομή του  συμπλόκου 6. 
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3.1.2.Σύμπλοκα Ψευδαργύρου 

 

 [Zn(O2CMe)2(ampaoH)2] (7) 

 [Zn(O2CPh)2(ampaoH)2] (8) 

 [Zn(dapdoH2)2](NO3)2 (9) 

 [Zn(dampdoH2)2](NO3)2 (10) 

Τα τέσσερα σύμπλοκα του ψευδαργύρου έχουν  ως υποκαταστάτες πυριδυλο- 

οξίμες και διοξίμες και συγκεκριμένα τα σύμπλοκα 7 και 8 έχουν υποκαταστάτη το 

ampaoH , το σύμπλοκο 9 το dapdoH2 και το σύμπλοκο 10 το dampdoH2. 

Στις ακόλουθες εικόνες παρουσιάζονται οι δομές των ανωτέρω συμπλόκων: 

 

Εικόνα 23: Μέρος της μοριακής δομής του συμπλόκου 7. 
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Εικόνα 24: Μέρος της δομής του ενός εκ των δύο κρυσταλλογραφικά ανεξάρτητων μορίων 

του συμπλόκου 8. 

 

Εικόνα 25: Μέρος της δομής του κατιόντος του συμπλόκου 9. 

 

Εικόνα 26: Μέρος της δομής του κατιόντος του συμπλόκου 10. 
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3.3.ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 

 

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή των πειραμάτων 

είναι οι εξής: λειομυοσαρκωματικά κύτταρα επίμυος Wistar (LMS), κύτταρα 

αδενοκαρκινώματος μαστού ανθρώπου (MCF-7), κύτταρα αδενοκαρκινώματος 

τραχήλου μήτρας ανθρώπου (ΗeLa), κύτταρα ηπατοκυτταρικού καρκίνου 

ανθρώπου (HepG2)  και σε φυσιολογικές ινοβλάστες (MRC-5).  

 

3.1.1. ΛΕΙΟΜΥΟΣΑΡΚΩΜΑ (LMS) 

Το λειομυοσάρκωμα είναι ένας σπάνιος όγκος του μαλακού ιστού συνήθως 

προερχόμενος από τα τοιχώματα των φλεβών ή από μυϊκά κύτταρα. Το δερματικό 

και υποδερματικό λειομυοσάρκωμα παρατηρείται σε ανθρώπους 40-70 ετών και 

δεν εξαρτάται από το φύλο. Το βαθύτερο λειομυοσάρκωμα βρίσκεται στο 

οπισθοπεριτοναϊκό χώρο ή στους βαθύτερους μαλακούς ιστούς των άκρων.  

 

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΗ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ 

Ιστολογικά, ο όγκος έχει ευρέως διασκορπισμένα αξονικά κύτταρα και κολλαγόνο 

στις δέσμες. Τα αξονικά κύτταρα είναι μεγάλα, με επιμήκεις πυρήνες και άφθονα 

ηωσινοφιλικά κυτοπλάσματα. Το κολλαγόνο είναι παρόν σε διάφορες 

συγκεντρώσεις και οι δικτυωτές ίνες του προεξέχουν γύρω από μεμονωμένα 

κύτταρα ή από ομάδες κυττάρων. Η χημειοθεραπεία σπάνια βοηθά στη θεραπεία 

του λειομυοσαρκώματος. Η χειρουργική αφαίρεση του όγκου συχνά ενδείκνυται. Η 

θεραπεία του λειμυοσαρκώματος περιλαμβάνει την χημειοθεραπεία, την 

ακτινοθεραπεία και τη χειρουργική (Campanacci, 2003). 
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Εικόνα 27: Φωτογραφία από μικροσκόπιο λειομυοσαρκωματικών κυττάρων. 

3.1.2. AΔΕΝΟΚΑΡΚΙΝΩΜΑ ΜΑΣΤΟΥ (MCF-7) 

Η MCF 7 είναι μια κυτταρική σειρά που αποτέλεσε πηγή γνώσης για την νεοπλασία 

του μαστού. Απομονώθηκε από νεοπλασματικά κύτταρα μαστού μιας 69χρονης 

ασθενούς, της Frances Mallon, το 1971.  Το όνομα της σειράς προέρχεται από τα 

αρχικά  Michigan Cancer Foundation 7. (Soule et al.,, 1973; Levenson and  Jordan, 

1997). 

 Πριν απομονωθεί η MCF 7, δεν ήταν δυνατό για τους ερευνητές που ασχολούνται 

με την έρευνα για τον καρκίνο, να επιτύχουν μια μαστική κυτταρική σειρά η οποία 

θα μπορούσε να επιβιώσει για περισσότερο από μερικούς μήνες. (Glodek, 1990) 

                                        

Eικόνα 28: Φωτογραφία από μικροσκόπιο κυττάρων MCF-7. 
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3.1.3. AΔΕΝΟΚΑΡΚΙΝΩΜΑ ΤΡΑΧΗΛΟΥ ΤΗΣ ΜΗΤΡΑΣ (HeLa) 

Η κυτταρική σειρά HeLa είναι μια από τις πιο γνωστές και καλά χαρακτηρισμένες 

κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιούνται σήμερα στην έρευνα (Rahbari, 2009). 

Απομονώθηκε από καρκινικά κύτταρα τραχήλου μήτρας το 1951 από την ασθενή 

Henrietta Lacks (He.La). Τα κύτταρα αναπαράχθηκαν από τον George Otto Gey μετά 

το θάνατό της. Αυτή η κυτταρική σειρά ήταν η πρώτη που χρησιμοποιήθηκε 

επιτυχώς σε in vitro έρευνες (Rusu, 2011). Από τη δεκαετία του ’50 και έπειτα αυτή 

η κυτταρική σειρά έχει χρησιμοποιηθεί τόσο για την έρευνα του καρκίνου όσο και 

του AIDS, αλλά και για την μελέτη  των βλαβών που προκαλούνται από την 

ραδιενέργεια κι από τοξικές ουσίες κ.α. Υπάρχουν πολλά στελέχη της κυτταρικής 

σειράς HeLa, αλλά όλα προέρχονται από τα ίδια καρκινικά κύτταρα που 

απομονώθηκαν από την Henrietta Lacks (Lucey, 2009). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 29: Φωτογραφία από μικροσκόπιο κυττάρων HeLa. 
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3.1.4. ΗΠΑΤΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΚΑΡΚΙΝΟΣ (HepG2) 

Το ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα είναι ένα από τα συχνότερα νεοπλάσματα που 

σχετίζονται με ιογενείς λοιμώξεις και προκαλεί υψηλά ποσοστά θνησιμότητας 

παγκοσμίως (El-Serag, 2007). Ο πρωτοπαθής όγκος του ήπατος είναι ο πέμπτος 

συχνότερος και η τρίτη πιο κοινή αιτία θανάτου από νεοπλασία. Το ηπατοκυτταρικό 

καρκίνωμα αποτελεί το 85% με 90% των πρωτοπαθών νεοπλασιών του ήπατος. 

Εμφανίζει ενδιαφέροντα επιδημιολογικά χαρακτηριστικά που συμπεριλαμβάνουν 

εποχικές διακυμάνσεις, διαφορές ανάμεσα στις γεωγραφικές περιοχές και τις 

εθνικές ομάδες, αλλά και ανάμεσα στους άντρες και τις γυναίκες (Parkin, 2001). 

Παρά το ότι υπάρχει μια αυξανόμενη γνώση των μοριακών μηχανισμών που 

οδηγούν στο ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα, σχεδόν ποτέ δεν παρουσιάζεται σε υγιές 

ήπαρ, αλλά αντίθετα σχετίζεται άμεσα με χρόνιες βλάβες και κίρρωση του ήπατος.  

Η θεραπεία εκλογής είναι η χειρουργική αφαίρεση της νεοπλασίας. Στους ασθενείς 

που δεν είναι εφικτή η χειρουργική εκτομή του όγκου, η μόνη θεραπεία είναι η 

χημειοθεραπεία. Όμως, η εμφάνιση ανθεκτικότητας των νεοπλασματικών αυτών 

κυττάρων σε πολλά χημειοθεραπευτικά σκευάσματα είναι  η αιτία μη ανταπόκρισης 

στη θεραπεία και η εμφάνιση του τόσου υψηλού ποσοστού θανάτου από 

ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα (McGlynn, 2001). 

 

Εικόνα 30: Φωτογραφία από μικροσκόπιο κυττάρων HepG2. 



 

[94] 

3.1.5. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΙΝΟΒΛΑΣΤΕΣ (MRC-5) 

H ινοβλάστη  αποτελεί τον μόνο κυτταρικό τύπο που απαντάται, ανεξαιρέτως, σε 

όλα τα είδη συνδετικού ιστού. Έχει σχήμα ατρακτοειδές ή αστεροειδές και από το 

κυτταρικό σώμα προεκβάλλουν κοντές, διακλαδιζόμενες αποφυάδες. Στο ενήλικο 

άτομο οι ινοβλάστες εκκρίνουν ενεργά κολλαγόνο. Περιέχουν μεγάλο ωοειδή 

πυρήνα, του οποίου η χρωματίνη συγκεντρώνεται σε περιφερικά αθροίσματα κάτω 

από την πυρηνική μεμβράνη. Σε κεντρικότερη θέση του πυρήνα διακρίνεται ένα 

ευμέγεθες πυρήνιο.  

Το κυτταρόπλασμα είναι βασεόφιλο και περιέχει τα οργανίδια που συμμετέχουν 

στην πρωτεϊνοσύνθεση. Οι ινοβλάστες συνθέτουν τις πρωτεϊνες των ινών του 

συνδετικού ιστού (κολλαγόνων δικτυωτών, ελαστικών), τις δομικές γλυκοπρωτεϊνες 

και τις πρωτεογλυκάνες της θεμέλιας ουσίας. Έτσι, ελέγχουν τη σύσταση αλλά και 

τη διατήρηση της ακεραιότητας αυτής (Jacobs, 1970). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνες 31, 32: Φωτογραφία από μικροσκόπιο κυττάρων MRC-5. 
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3.4. ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν για την διεξαγωγή των πειραμάτων 

της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι τα εξής: Escherichia coli DH5a, 

Zymomonas mobilis NCIB 11163, Streptococcus thermophilus LMG 18311 και 

Corynebacterium glutamicum ATCC 21253.  

Tα στελέχη της E. coli και του C. glutamicum αναπτύχθηκαν στο θρεπτικό 

υπόστρωμα LB (1%% tryptone, 1% sodium chloride, 0.5% yeast extract) με 

ανακίνηση στους 37 oC και 30 oC, αντιστοίχως. Το στέλεχος Z. mobilis αναπτύχθηκε 

στους 30 oC χωρίς ανακίνηση σε ένα πλήρες καλλιεργητικό μέσο που περιείχε 2% 

glucose, 0.1% potassium dihydrogen phosphate, 0.1% ammonium sulfate, 0.05% 

magnesium sulfate και 0.5% yeast extract. Τέλος, το στέλεχος S. thermophilus 

αναπτύχθηκε στο θρεπτικό υπόστρωμα M17 (0.25% tryptic digest of casein, 0.25% 

peptone, 0.5% soy peptone, 0.25%yeast extract, 0.5% beef extract, 1.9% sodium 

glycerophosphate, 0.025% magnesium sulphate, 0.05% ascorbic acid, 0.5% lactose) 

στους 37 oC με ανακίνηση. 

Η καλλιέργεια των βακτηριακών αυτών στελεχών, καθώς και τα πειράματα στα 

οποία χρησιμοποιήθηκαν, πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο Μικροβιολογίας 

του τμήματος Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών. 

 

 

 

 

 

 

 





 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

4.1.  IΝ VITRO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 

Η καλλιέργεια των διαφόρων κυτταρικών σειρών έγινε σε ειδικά διαμορφωμένο 

χώρο (cell culture room), ο οποίος διατηρείται στείρος με τη χρήση υπεριώδους 

ακτινοβολίας. Προκειμένου να αποφευχθούν οι μολύνσεις, όλοι οι σχετικοί με τα 

κύτταρα χειρισμοί, πραγματοποιήθηκαν μέσα σε εστία νηματικής ροής. Τα κύτταρα 

αναπτύχθηκαν σε επωαστικό κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 οC, κατάλληλες 

συνθήκες υγρασίας και ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% CO2 για τη διατήρηση 

του pH στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε 

μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης, ενώ η μακρόχρονη συντήρησή τους 

πραγματοποιήθηκε σε δοχείο υγρού αζώτου (-192 οC). 

 

4.1.1. Ανακαλλιέργεια κυττάρων 

Τα κύτταρα αφήνονται να δημιουργήσουν πλήρεις καλλιέργειες πριν από κάθε 

ανακαλλιέργεια. Για την ανακαλλιέργεια πραγματοποιείται αφαίρεση του 

θρεπτικού υλικού, πλύση με 10 ml PBS και ακολούθως προσθήκη 1ml θρυψίνης. Στη 

συνέχεια τα τρυβλία αφήνονται για 3 λεπτά εντός του επωαστικού θαλάμου, ούτως 

ώστε να δράσει η θρυψίνη. Μετά την πάροδο των 3 λεπτών, τα κύτταρα 

αποκολλούνται από το ταπήτιο και τα τοιχώματα του τρυβλίου με μηχανική 

βοήθεια και προστίθενται 10ml DMEM. Ακολούθως πραγματοποιείται καλή 

ανάδευση και τοποθετείται ο επιθυμητός όγκος του εναιωρήματος κυττάρων στα 

τρυβλία των 90mm. Τέλος, σε κάθε τρυβλίο προστίθεται η αντίστοιχη ποσότητα 

DMEM, έτσι ώστε ο τελικός όγκος να είναι πάντα 10ml. 
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4.1.2. Κατάψυξη και απόψυξη κυττάρων 

Η κατάψυξη των κυττάρων σε υγρό άζωτο (-196°C) αποτελεί τον καλύτερο τρόπο 

διατήρησης αυτών για χρονικό διάστημα 6-12 μηνών το λιγότερο. Εν γένει, κατά τη 

διαδικασία της κατάψυξης των κυττάρων, πραγματοποιείται αναρρόφηση του 

θρεπτικού υλικού, πλύση με 10 ml PBS και προσθήκη 1 ml θρυψίνης. Αφού παρθεί 

το εναιώρημα των κυττάρων, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση (3000 rpm, 5 min) σε 

θερμοκρασία δωματίου. Κατόπιν απόχυσης του υπερκειμένου, το κυτταρικό ίζημα 

επαναιωρείται σε διάλυμα 90% εμβρυϊκού μόσχου (FBS, fetal bovine serum) και 

10% διμεσουλφοξείδιο (DMSO, dimethyl soulfoxide). Παρενθετικά, ας σημειωθεί 

πως το DMSO περιβάλλει την κυτταρική μεμβράνη και τη σταθεροποιεί έναντι της 

θραύσης αυτής από τη χαμηλή θερμοκρασία. Ακολούθως, το κυτταρικό εναιώρημα 

διαμοιράζεται σε ειδικά φιαλίδια κατάψυξης, όπου και καταψύχεται σταδιακά 

(πτώση 1°C) μεταβαίνοντας από τους -20°C, στους -80°C και τέλος στους -196°C. 

Η απόψυξη των κυττάρων έλαβε χώρα με ταχεία μεταφορά των φιαλιδίων 

κατάψυξης σε υδατόλουτρο των 37°C. Εκεί τα φιαλίδια διατηρήθηκαν μέχρι 

αποψύξεως, με ήπια ανακίνηση. Το εναιώρημα των κυττάρων υπέστη αραίωση σε 

50 ml εξισορροπημένου αλατούχου διαλύματος (hank’s balanced salt solution, 

HBSS) και εν συνεχεία φυγοκεντρήθηκε (3000 rpm, 5 min) σε θερμοκρασία 

δωματίου. Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό, 

όντας έτοιμο προς περαιτέρω καλλιέργεια. 

 

4.1.3. Έλεγχος της βιωσιμότητας κυττάρων με την μέθοδο του ΜΤΤ (ΜΤΤ assay) 

Ο έλεγχος βιωσιμότητας όλων των τύπων κυττάρων με τα σύμπλοκα μετάλλων, 

καθώς και με αναστολείς της γλυκολυτικής πορείας, αλλά και της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης, πραγματοποιήθηκε σε πολυτρυβλία των 96 φρεατίων. Από ένα 

αρχικό τρυβλίο στο διατηρούνται τα κύτταρα, αναρροφάται το θρεπτικό και 

προστίθενται 10 ml PBS1 για πλύση των κυττάρων. Στη συνέχεια αναρροφάται το 

                                                       
1Για την παρασκευή 1L PBS διαλύουμε 5 ταμπλέτες  PBS  σε 1L ddH2O και αποστειρώνουμε 
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PBS και προστίθεται 1 ml θρυψίνη για να αποκολληθούν τα κύτταρα. Για να 

επιταχυνθεί η αποκόλληση το τρυβλίο τοποθετείται για περίπου τρία λεπτά στον 

επωαστή (37οC). Για τον τερματισμό της αντίδρασης με την θρυψίνη προστίθενται 

10 ml DMEM2 , γίνεται ανάδευση με την πιπέτα και τα κύτταρα μεταφέρονται σε 

falcon.  Λαμβάνονται 11 μl και γίνεται μέτρηση των κυττάρων σε πλάκα Newbauer 

στο μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης. Στη συνέχεια, υπολογίζεται ο συνολικός 

αριθμός των κυττάρων καθώς και η ποσότητα που απαιτείται για την προσθήκη του 

επιθυμητού αριθμού κυττάρων (5000 κύτταρα για τις κυτταρικές σειρές των LMS, 

MCF-7, HeLa και HepG2, και 7000 κύτταρα για την κυτταρική σειρά MRC-5) σε κάθε 

φρεάτιο του πολυτρυβλίου. Ο τελικός όγκος του κάθε φρεατίου πρέπει να είναι 100 

μl και συμπληρώνεται με DMEM. Η συνολική ποσότητα κυττάρων και DMEM που 

απαιτούνται, τοποθετούνται μαζί και γίνεται σπορά 100 μl σε κάθε φρεάτιο με 

χρήση πολυπιπέτας. Το πολυτρυβλίο τοποθετείται για 24 ώρες στον επωαστή.  

Μετά την πάροδο των 24 ωρών γίνεται η προσθήκη της εκάστοτε ουσίας στις 

επιθυμητές συγκεντρώσεις. Ο τελικός όγκος σε κάθε φρεάτιο είναι 200 μl.  Το 

πολυτρυβλίο τοποθετείται στον επωαστή και πραγματοποιείται μέτρηση των 

κυττάρων στο κατάλληλο για την πειραματική διαδικασία χρονικό διάστημα. 

Η μέτρηση των κυττάρων πραγματοποιείται με την μέθοδο του ΜΤΤ3. Το ΜΤΤ (3-

(4,5-dimethylthiazol–2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) έχει κίτρινο χρώμα 

(απορρόφηση στα 690 nm) και ανάγεται από το μιτοχονδιακό συνένζυμο Q 

(ουβικινόνη), με αποτέλεσμα τον σχηματισμό ιζήματος χρώματος μωβ 

(απορρόφηση στα 540 nm) στα ζωντανά κύτταρα (εικόνα 17). Με τον τρόπο αυτό, 

σε αυξανόμενα ποσοστά βιωσιμότητας το μωβ χρώμα είναι και πιο έντονο στα 

φρεάτια (εικόνα 18). Σε κάθε φρεάτιο τοποθετούνται 50 μl ΜΤΤ  και τα πολυτρυβλία 

παραμένουν για 3 ώρες στον επωαστή. Μετά την πάροδο των 3 ωρών αναρροφάται 

                                                       
2Για την παρασκευή θρεπτικού μέσου: σε 500 ml DMEM προσθέτουμε 56 ml FBS, 5ml penicillin/streptomycin & 
2.5 ml L – glutamine. Για τους ινοβλάστες στο DMEM  προσθέτουμε 56 ml FBS, 5ml penicillin/streptomycin & 5 
ml L – glutamine. 

 
3Το ΜΤΤ παρασκευάζεται με διάλυση 0,2 g Thriazolyl Blue Tetrazolium Bromide σε 100 ml PBS. 
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το υπερκείμενο προσεκτικά, γίνεται προσθήκη 200 μl DMSO σε κάθε φρεάτιο, καλή 

ανάδευση και ακολουθεί μέτρηση σε φασματοφωτόμετρο (μήκος κύματος 540 – 

570 nm και φίλτρο αναφοράς 690nm). Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε 

τουλάχιστον 3 επαναλήψεις από τρεις ανεξάρτητες πειραματικές διαδικασίες με τις 

ίδιες συνθήκες. 
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Εικόνα 33: Το μιτοχονδριακό συνένζυμο Q (ουβικινόνη) είναι ο βασικός καταλύτης για τον 

σχηματισμό ιζήματος χρώματος μωβ στα ζωντανά κύτταρα. 

 

 

Εικόνα 34: Κύτταρα σε πολυτρυβλίο 96 θέσεων μετά από 3 ώρες επώαση με το 

ΜΤΤ. 
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4.1.4. Ικανότητα των κυττάρων δημιουργίας αποικιών σε χαμηλή πυκνότητα 
σποράς (Colony efficiency) 

Στόχος είναι να μελετηθεί η ικανότητα των κυττάρων να αναπτύσσουν μεγάλες, 

αυτοσυντηρούμενες αποικίες στις διάφορες συγκεντρώσεις των συμπλόκων 

μετάλλων, σε σύγκριση με την ικανότητα αυτή των κύτταρων στα οποία δεν έχει 

προστεθεί καμία ουσία (control). 

Από ένα αρχικό τρυβλίο που διατηρούνται τα κύτταρα, αναρροφάται το θρεπτικό 

και προστίθενται 10 ml PBS για πλύση των κυττάρων. Στη συνέχεια αναρροφάται το 

PBS και προστίθεται 1 ml θρυψίνη για να αποκολληθούν τα κύτταρα. Για να 

επιταχυνθεί η αποκόλληση τοποθετείται το τρυβλίο για περίπου τρία λεπτά στον 

επωαστή. Προστίθενται 10 ml DMEM, τα κύτταρα αναδεύονται καλά και 

συλλέγονται σε falcon. Λαμβάνονται 11 μl και τοποθετούνται σε πλάκα NeuBauer 

και πραγματοποιείται μέτρηση των κυττάρων στο μικροσκόπιο. Γίνεται 

υπολογισμός του συνολικού αριθμού των κυττάρων, καθώς και της ποσότητας που 

απαιτείται για την προσθήκη 20000 κυττάρων σε κάθε φρεάτιο του πολυτρυβλίου. 

Ο τελικός όγκος του κάθε φρεατίου συμπληρώνεται με θρεπτικό υλικό στο 1 ml. Το 

πολυτρυβλίο τοποθετείται για 24 ώρες στον επωαστή.  

Μετά την πάροδο των 24 ωρών γίνεται η προσθήκη των συμπλόκων μετάλλων. Από 

ένα αρχικό διάλυμα υπολογίζονται οι ποσότητες που πρέπει να προστεθούν σε 

κάθε φρεάτιο του πολυτρυβλίου ώστε να επιτευχθεί η επιθυμητή τελική 

συγκέντρωση συμπλόκου σε τελικό όγκο 1 ml. Σε κάθε φρεάτιο με μια δεδομένη 

συγκέντρωση ουσίας αντιστοιχεί φρεάτιο με ανάλογη συγκέντρωση διαλύτη του 

συμπλόκου. Το πολυτρυβλίο τοποθετείται στον επωαστή για  48 ώρες. 

Μετά την πάροδο του επιθυμητού χρονικού διαστήματος πραγματοποιείται 

μέτρηση των κυττάρων σε κάθε φρεάτιο (χωρίς τη χρήση χρωστικής) και μεταφορά 

5000 κυττάρων στα αντίστοιχα τρυβλία με την προσθήκη 10ml θρεπτικού υλικού.  

Τα κύτταρα αφήνονται να αναπτυχθούν για χρονικό διάστημα περίπου 7 ημερών με 

καθημερινή οπτική παρακολούθηση ενώ πραγματοποιείται και μια αλλαγή 
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θρεπτικού υλικού την 3-4 ημέρα. Μετά την πάροδο και των 7ημερών, ακολουθεί η 

διαδικασία χρώσης των αποικιών. Πραγματοποιείται πλύση των τρυβλίων και 

προσθήκη 10ml μίγματος μεθανόλης– οξικού οξέος 3:1. Τα τρυβλία τοποθετούνται 

στους  -20° C για 10 λεπτά, έτσι ώστε να μονιμοποιηθούν τα κύτταρα. Στη συνέχεια, 

απορρίπτεται το μίγμα μεθανόλης – οξικού και τα τρυβλία αφήνονται στον 

απαγωγό για να στεγνώσουν. Στη συνέχεια προστίθενται 10ml χρωστικής 

Giemsa/νερό βρύσης 1:10 και τα τρυβλία τοποθετούνται σε θερμοκρασία δωματίου 

για μισή ώρα περίπου, μέχρι οι αποικίες να βαφτούν. Απορρίπτεται η χρωστική και 

τα τρυβλία ξεπλένονται με νερό βρύσης πολύ καλά. Όταν στεγνώσουν 

πραγματοποιείται η μέτρηση των αποικιών. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε 

τουλάχιστον 2 επαναλήψεις από τρεις ανεξάρτητες πειραματικές διαδικασίες με τις 

ίδιες συνθήκες. 

 

4.1.5. Προσδιορισμός μηχανισμού πρόκλησης κυτταρικού θανάτου (Απόπτωση-
Νέκρωση) 

Πραγματοποιείται σπορά 60.000 κυττάρων σε κάθε φρεάτιο ενός 6x πολυτρυβλίου, 

ο αριθμός των οποίων είναι ανάλογος με τις διαφορετικές συγκεντρώσεις των 

συμπλόκων που θα ελεγχθούν. Τα τρυβλία επωάζονται στους 37 οC. Μετά την 

πάροδο 24 ωρών, πραγματοποιείται προσθήκη ουσιών σε διάφορες συγκεντρώσεις. 

Ακολουθεί επώαση για άλλες 48 ώρες και ξεκινά η διαδικασία προετοιμασίας για 

την κυτταρομετρία.  

Το θρεπτικό υλικό συλλέγεται από το κάθε φρεάτιο του πολυτρυβλίου σε 

αντίστοιχα falcon. Πραγματοποιείται πλύση με 1 ml PBS, το οποίο συλλέγεται και 

αυτό στα falcon. Προστίθενται 0,3 ml Trypsin και τα πολυτρυβλία επωάζονται στους 

37°C για περίπου 5 λεπτά, έως ότου ξεκολλήσουν τα κύτταρα. Προστίθεται 1 ml 

θρεπτικό υλικό, ακολουθεί καλή ανάδευση  και συλλέγονται συνολικά τα 1,3 ml στα 

αντίστοιχα falcon. Πραγματοποιείται μέτρηση για υπολογιστεί ο ακριβής κυτταρικός 

πληθυσμός. Τα falcon φυγοκεντρούνται στις 2500 rpm  για 5 λεπτά και 

απορρίπτεται το υπερκείμενο. Τα κυτταρικά ιζήματα επαναιωρούνται στην 
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κατάλληλη ποσότητα Calcium Buffer 1x και 100 μl από κάθε δείγμα, που περιέχουν 

100.000 κύτταρα, μεταφέρονται σε αντίστοιχα eppendorfs.  

Σε κάθε eppendorf προστίθενται  5 μl Annexin  και 4 μl Propidium Iodide. Όλα τα 

δείγματα επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά. Μετά το πέρας των 

30 λεπτών προστίθεται επιπλέον 1 ml Calcium Buffer 1x. Όλη η παραπάνω 

διαδικασία πραγματοποιείται σε σκοτεινό θάλαμο, καθότι η Annexin είναι 

φωτοευαίσθητη. Τέλος, τα δείγματα μεταφέρονται στο κυτταρόμετρο ροής (CyFlow 

ML, Partec, Munster, Germany), όπου και πραγματοποιείται ανάλυση και 

προσδιορισμός του ποσοστού των κυττάρων που βρίσκονται σε αποπτωτική ή 

νεκρωτική φάση.  Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον 3 επαναλήψεις 

από τρεις ανεξάρτητες πειραματικές διαδικασίες με τις ίδιες συνθήκες. 

 

4.1.6. Έλεγχος αντιβακτηριακής δράσης  

Η αντιβακτηριακή δράση των συμπλόκων μετάλλων ελέγχθηκε έναντι των 

στελεχών:  Escherichia coli DH5a, Zymomonas mobilis NCIB 11163, Streptococcus 

thermophilus LMG 18311 και Corynebacterium glutamicum ATCC 21253, μέσω της 

μέτρησης της ελάχιστης συγκέντρωσης των συμπλόκων στην οποία παρατηρείται 

αναστολή της ανάπτυξης των βακτηρίων (Μinimum Ιnhibitory Concentration, MIC) 

(Katsoulakou et al., 2008).   

Τα σύμπλοκα διαλυτοποιήθηκαν σε DMSO και δοκιμάστηκαν σε τελικές  

συγκεντρώσεις από 3 μΜ έως 200 μΜ. Ελέγχτηκαν επίσης οι καλλιέργειες απουσία 

των συμπλόκων, καθώς και παρουσία του διαλύτη DMSO. Όλα τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν στις ίδιες συνθήκες τουλάχιστον δύο φορές.  

Οι καλλιέργειες από κάθε βακτηριακό στέλεχος προετοιμάζονται με ενοφθαλμισμό 

βακτηρίων από ένα πλήρες τρυβλίο σε αραίωση 1:20. Τα σύμπλοκα προστίθενται 

στις επιθυμητές συγκεντρώσεις και η βακτηριακή ανάπτυξη ελέγχεται μέσω 

μέτρησης της απορρόφησης της καλλιέργειας στα 600nm μετά από 12 και 24 ώρες. 
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Στην περίπτωση που κάποια συγκέντρωση του συμπλόκου δεν επιτρέπει την 

ανάπτυξη των βακτηριακών στελεχών, η διαδικασία επαναλαμβάνεται μειώνοντας 

στο μισό την συγκέντρωση του συμπλόκου μέχρις ότου επιτευχθεί φυσιολογική 

ανάπτυξη του στελέχους. Η συγκέντρωση στην οποία τα βακτηριακά κύτταρα δεν 

αναπτύσσονται αναπαριστά την τιμή  MIC.  

 

4.1.7. Φασματοσκοπικός προσδιορισμός κατανάλωσης γλυκόζης  

Για το προσδιορισμό της κατανάλωσης γλυκόζης από τα κύτταρα χρησιμοποιήθηκε 

το kit Amplex Red Glucose/ Glucose Oxidase Assay Kit (invitrogen), το οποίο παρέχει 

μια ευαίσθητη μέθοδο ανίχνευσης της γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό των κυττάρων. 

To αντιδραστήριο στο οποίο βασίζεται η μέθοδος αυτή (10-acetyl-3,7-

dihydroxyphenoxazine) είναι άχρωμο και σταθερό υπόστρωμα της υπεροξειδάσης. 

Λόγω του ότι οι αντιδράσεις που καταλύονται από την υπεροξειδάση και την 

οξειδάση της γλυκόζης μπορούν να συζευχθούν, καθίσταται εφικτή η μέτρηση της 

απελευθέρωσης της γλυκόζης από οποιοδήποτε ένζυμο γλυκοσιδάσης (π.χ. β-

γλυκοσιδάση ή γλυκοσερεβροσιδαση). Με τη μέθοδο αυτή μπορεί να ανιχνευτεί 

οξειδάση της γλυκόζης σε συγκέντρωση 0,05 mU/ml και D-γλυκόζη σε συγκέντρωση 

3 μΜ. 

Όσον αφορά την πειραματική διαδικασία, αρχικά πραγματοποιείται σπορά 60.000 

κυττάρων σε πολυτρυβλία των 6 θέσεων. Την επόμενη ημέρα προστέθηκαν τα 

σύμπλοκα μετάλλων σε συγκεντρώσεις ίσες και μεγαλύτερες της IC50 τιμής, καθώς 

και δεοξυγλυκόζη, η οποία αποτελεί γνωστό αναστολέα της γλυκολυτικής πορείας, 

όπως αναφέρθηκε στο πειραματικό μέρος. Μετά από 24ωρη επώαση με τις ουσίες, 

συλλέγεται θρεπτικό υλικό από τα δείγματα σε ποσότητα ίση με 5 μl και 

τοποθετείται σε eppendorfs στα οποία προστίθενται επιπλέον 495 μl assay buffer 

(Αραίωση 1/100). Από τα φρεάτια στα οποία αναπτύσσονται τα κύτταρα HEPG2, που 

καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό με παραπάνω ποσότητα γλυκόζης (high glucose), 

συλλέγεται θρεπτικό υλικό σε ποσότητα ίσης με 5 μl και τοποθετείται σε eppendorfs 

στα οποία προστίθενται όμως επιπλέον 995 μl assay buffer (αραίωση 1/200).  
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Μετά από ανάδευση των eppendorfs για σύντομη χρονική διάρκεια στο vortex, 50 

μl από κάθε δείγμα προστίθενται στα φρεάτια πολυτρυβλίου 96 θέσεων. Μετά την 

προσθήκη των κατάλληλων αντιδραστηρίων που παρέχει η μέθοδος (τελικός όγκος 

100 μl) και επώαση για μισή ώρα απουσία φωτός, τα δείγματα μετρώνται στο 

φασματοφωτόμετρο σε μήκος κύματος ίσο με 590 nm.  

Παράλληλα, στα αρχικά πολυτρυβλία των 6 θέσεων προστίθεται ΜΤΤ, με τη 

διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω, έτσι ώστε να μπορούμε να βγάλουμε 

συμπέρασμα για την κατανάλωση της γλυκόζης ανάλογα με τον αριθμό των 

κυττάρων.   Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον 3 επαναλήψεις από 

τρεις ανεξάρτητες πειραματικές διαδικασίες με τις ίδιες συνθήκες. 

 

4.1.8. Φασματοσκοπικός προσδιορισμός παραγωγής ενδοκυττάριου ATP 

Για  τον προσδιορισμό του ενδοκυττάριου ποσοστού ATP χρησιμοποιήθηκε το  ΑΤP 

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision). H μέθοδος αυτή επιτρέπει την 

ανίχνευση ελάχιστης ποσότητας ΑΤΡ, ακόμη και μικρότερης από 50 picomol (1μΜ).  

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε σπορά 1.000.000 κυττάρων σε τρυβλία διαμέτρου 

90mm, και μετά από 24 ώρες προσθήκη των συμπλόκων μετάλλων, καθώς και της 

δεοξυγλυκόζης, του γνωστού αναστολέα της γλυκολυτικής πορείας, σε 

συγκέντρωση ίση και μεγαλύτερη από την τιμή IC50 καθεμίας εκ των ουσιών. Μετά 

από 24ωρη επώαση με τις ουσίες, συλλέγεται το θρεπτικό υλικό σε falcon, 

ακολουθεί πλύση με 5 ml PBS και συλλέγεται και αυτό στα falcon. Στη συνέχεια 

προστίθεται 1 ml θρυψίνη για τρία περίπου λεπτά. Μετά την προσθήκη 10 ml 

φρέσκου καλλιεργητικού υλικού και καλή ανάδευση, τα κύτταρα συλλέγονται και 

αυτά στα falcon (τελικός όγκος 21 ml) και μετρώνται στο μικροσκόπιο. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 3000 rpm για 5 min και επαναιώρηση 1.000.000 κυττάρων από 

κάθε δείγμα σε 100 μl ΑΤP assay buffer. 
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Για να επιτευχθεί η διάσπαση του κυττάρου και η απελευθέρωση του ATP τα 

εναιωρήματα οδηγούνται σε συσκευή υπερήχων, όπου και εφαρμόζονται σε αυτά 

διαδοχικοί παλμοί των 10 sec στα 50 Watt, οι οποίοι εναλλάσσονται με 20 sec 

εναπόθεση στον πάγο (για να αποφευχθεί η υπερθέρμανση). H διαδικασία αυτή 

επαναλαμβάνεται 3 φορές, με συνολικό χρόνο 1,5  min.  

Στην συνέχεια, ακολουθεί η απομάκρυνση των πρωτεϊνών από το κυτταρικό 

εκχύλισμα. Η παρουσία πρωτεϊνών και αρκετών ενζύμων συχνά παρεμβαίνει στην 

ανάλυση μικρών μορίων στα βιολογικά δείγματα. Πολλά πρωτόκολλα απαιτούν την 

απομάκρυνσή των πρωτεϊνών από τα δείγματα πριν την ανάλυσή τους. Σε αυτή την 

διδακτορική διατριβή ο φασματοσκοπικός προσδιορισμός της παραγωγής 

ενδοκυττάριου ATP δε θα μπορούσε να προσδιοριστεί με ακρίβεια αν δεν 

απομακρύνονταν οι πρωτεΐνες από το κυτταρικό εκχύλισμα. 

Ανάμεσα σε αρκετά πρωτόκολλα που έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία 50 χρόνια, η 

κατακρήμνιση με περχλωρικό οξύ (perchloric acid, PCA) έχει χρησιμοποιηθεί 

εκτενώς διότι, εκτός του ότι απομακρύνει τις πρωτεΐνες σε μεγάλο ποσοστό, 

λειτουργεί επίσης και προστατευτικά για τα υπό μελέτη μικρά μόρια.  

Με τη χρησιμοποίηση του Deproteinizing Sample Preparation kit (BioVison) που 

βασίζεται στη μέθοδο του PCA, επιτεύχθηκε η προετοιμασία των δειγμάτων για την 

συνέχιση της πειραματικής διαδικασίας. 

Το κυτταρικό εναιώρημα περιέχει συγκέντρωση πρωτεϊνών μικρότερη από 20 

mg/ml. Σύμφωνα λοιπόν με τις οδηγίες του kit, σε 100 μl δείγματος στο οποίο 

εμπεριέχεται το κυτταρικό εναιώρημα, είτε μετά από επώαση με τα σύμπλοκα είτε 

χωρίς (control), προστίθενται 20 μl  PCA, το οποίο ήταν τοποθετημένο σε πάγο μισή 

ώρα πριν και καθ’ όλη την διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας. Μετά από 

σύντομη ανάδευση στο vortex, τα δείγματα τοποθετούνται στον πάγο για 5 λεπτά. 

Έπειτα ακολουθεί φυγοκέντρηση τους σε 13,000 x g για δύο λεπτά και μεταφορά 96 

μl από το υπερκείμενο σε νέα eppendorfs στο οποίο προστίθενται 4 μl 
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Νeutralization Solution για να απομακρυνθεί η περίσσεια του PCA. Τα δείγματα 

τοποθετούνται στον πάγο για άλλα πέντε λεπτά και μετά από ένα σύντομο spin στην 

φυγόκεντρο (1-2 λεπτά) είναι έτοιμα προς χρήση. 

 Μετά την διαδικασία που περιγράφηκε, και μετά την προσθήκη των κατάλληλων 

ουσιών σύμφωνα με τις οδηγίες του kit, και την επώαση για 30 min σε θερμοκρασία 

δωματίου και σε συνθήκες έλλειψης φωτός, τα δείγματα μετρώνται στο 

φασματοφωτόμετρο, σε μήκος κύματος ίσο με 570 nm. Κάθε μέτρηση 

πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον 3 επαναλήψεις από τρεις ανεξάρτητες 

πειραματικές διαδικασίες. 

 

4.1.9. Φασματοσκοπικός προσδιορισμός παραγωγής γαλακτικού οξέος 

Για τον προσδιορισμό της παραγωγής γαλακτικού οξέος από τα κύτταρα 

χρησιμοποιήθηκε το Lactate Colorimetric Assay Kit II (BioVision). To L(+)-γαλακτικό 

οξύ είναι το κύριο στερεο-ισομερές που σχηματίζεται κατά τη διάρκεια του 

ανθρώπινου ενδιάμεσου μεταβολισμού. Το D(-)-γαλακτικό οξύ ανιχνεύεται μεν, 

αλλά σε συγκεντρώσεις που αποτελούν το 1-5% της συγκέντρωσης του L(+)-

γαλακτικού οξέος. Σε αυτό το kit, το γαλακτικό που οξειδώνεται από την γαλακτική 

αφυδρογονάση παράγει ένα προϊόν που αλληλεπιδρά με έναν ιχνηλάτη και παράγει 

χρώμα που μετράται στα 450 nm. Η μέθοδος αυτή είναι ικανή να ανιχνεύσει 0,02 

έως 10 mM γαλακτικού οξέος.  

Για την μέθοδο αυτή πραγματοποιήθηκε σπορά 5000 κυττάρων σε κάθε θέση ενός 

πολυτρυβλίου 96 θέσεων. Μετά την πάροδο 24 ωρών, προστίθενται οι επιθυμητές 

συγκεντρώσεις των συμπλόκων, καθώς και δεοξυγλυκόζης, που χρησιμοποιήθηκε 

ως control με βάση την αποδεδειγμένη αναστολή που προκαλεί στην γλυκολυτική 

πορεία. Ακολουθεί επώαση με τις ουσίες στους 37 °C για επιπλέον 24 ώρες. 

Kατόπιν, το θρεπτικό υλικό από κάθε δείγμα στο πολυτρυβλίο (200 μl) μεταφέρεται 

σε ειδικά 10Κd spin columns, με σκοπό την αφαίρεση όλων των πρωτεϊνών πριν τον 

έλεγχο της παραγωγής του γαλακτικού οξέος. Το θρεπτικό μέσο της καλλιέργειας 
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των κυττάρων περιέχει LDH και θα μπορούσε να επηρεάσει το αποτέλεσμα της 

μέτρησής. Τα spin columns φυγοκεντρούνται σε 7000 rpm για δέκα λεπτά και 10μl 

από το καθαρό από πρωτεϊνες δείγμα προστίθενται σε καινούργιο πολυτρυβλίο 96 

θέσεων. Ο όγκος του δείγματος σε κάθε θέση του πολυτρυβλίου προσαρμόζεται 

στα 50 μl με την προσθήκη 40 μl από το ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα της μεθόδου.  

Μετά την προσθήκη επιπλέον 50 μl ειδικών αντιδραστηρίων της μεθόδου, 

πραγματοποιήθηκε επώαση για μισή ώρα και μέτρηση στο φασματοφωτόμετρο στα 

450 nm.  Για κάθε δείγμα υπήρχε ένα αντίστοιχο στο οποίο δεν έγινε προσθήκη του 

ενζύμου, με σκοπό να αφαιρεθούν αυτές οι τιμές  απορρόφησης από εκείνες των 

δειγμάτων του πειραματικού ελέγχου. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε 

τουλάχιστον 2 επαναλήψεις από δύο ανεξάρτητες πειραματικές διαδικασίες με τις 

ίδιες συνθήκες.   

 

4.1.10. Έλεγχος πρόκλησης μιτοχονδριακής βλάβης 

Για την μελέτη της πραγματοποίησης ή μη των αντιδράσεων οξείδωσης-αναγωγής  

στα μιτοχόνδρια των ζωντανών κυττάρων, μετά την επώαση των κυττάρων με τα 

σύμπλοκα μετάλλων,  χρησιμοποιήθηκε το kit Mitochondrial Viability Stain (abcam), 

το οποίο βασίζεται στη χρήση της χρωστικής (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-

oxide). Η χρωστική αυτή έχει μπλε χρώμα το οποίο δεν φθορίζει και όταν η 

ποσότητά της μειώνεται από τα μεταβολικώς ενεργά κύτταρα μετατρέπεται σε 

φθορίζουσα, χρώματος μωβ, με απορρόφηση στα 570nm.  

Μετά την πάροδο 24 ωρών από τη σπορά 5.000 κυττάρων σε πολυτρυβλία 96 

θέσεων ακολουθεί η προσθήκη των συμπλόκων μετάλλων, καθώς και ολιγομυκίνης, 

ενός αναστολέα της μιτοχονδριακής λειτουργίας που χρησιμοποιήθηκε ως control, 

σε συγκεντρώσεις μικρότερες, ίσες και μεγαλύτερες από την τιμή IC50. Ο τελικός 

όγκος σε κάθε θέση του πολυτρυβλίου είναι τα 105 μl (100 μl DMEM και 5 μl 

ουσίας). Μετά από επώαση επιπλέον 24 ωρών, προστίθεται η χρωστική (7-Hydroxy-

3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) σε αραίωση 1:20 και σε ίση ποσότητα με αυτή που 

υπάρχει ήδη σε κάθε θέση, δηλαδή 105 μl, και ο τελικός όγκος είναι τα 210 μl.  Σε 
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κάποιες θέσεις προστέθηκε μόνο η χρωστική, ενώ υπήρχαν και οι αντίστοιχες 

θέσεις δειγμάτων στα οποία δεν προστέθηκε καθόλου χρωστική. Μετά από 4 ώρες 

επώασης στους 37 °C, τα δείγματα μετρήθηκαν στο φασματοφωτόμετρο σε μήκος 

κύματος 570 nm. Κάθε μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε τουλάχιστον 3 επαναλήψεις 

από τρεις ανεξάρτητες πειραματικές διαδικασίες με τις ίδιες συνθήκες.  

 

4.1.11. Προσδιορισμός υπερέκφρασης-υποέκφρασης ενζύμων της γλυκολυτικής 
πορείας 

Ένας εκ των στόχων της παρούσας διδακτορικής διατριβής, και ίσως ο 

σημαντικότερος, είναι η μελέτη της υπερέκφρασης ή μη των ενζύμων της 

γλυκολυτικής πορείας στα νεοπλασματικά κύτταρα, και συγκεκριμένα της 

αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH), ενζύμου που 

καταλύει ένα κρίσιμο στάδιο της γλυκόλυσης, και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο και 

σε άλλους κυτταρικούς μηχανισμούς, όπως αναφέρεται στο κεφάλαιο 1 της 

εισαγωγής. Αρχικά, μελετήθηκε η έκφραση του ενζύμου στις 4 νεοπλασματικές 

κυτταρικές σειρές και στην κυτταρική σειρά των φυσιολογικών ινοβλαστών. Έπειτα, 

μετά από προσθήκη των συμπλόκων με την ισχυρότερη δράση, με βάση τις 

προηγούμενες πειραματικές διαδικασίες, και επώαση των κυττάρων με αυτά στις 

IC50 τιμές τους για 24 ώρες, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και ακολουθήθηκαν οι 

παρακάτω αναγραφόμενες πειραματικές διαδικασίες, για να μελετηθεί αν τα 

σύμπλοκα αυτά αναστέλλουν την έκφραση των ενζύμου και σταματούν την 

γλυκολυτική πορεία. Πρέπει επίσης να αναφερθεί πως τα κύτταρα επωάστηκαν και 

με ιωδιοξεικό οξύ, το οποίο αποτελεί αναστολέα της GAPDH, αλλά και 

χρησιμοποιήθηκαν ως control.  

4.1.11.1. Ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από κύτταρα θηλαστικών 

Προκειμένου να απομονωθεί το συνολικό κυτταρικό εκχύλισμα πρωτεϊνών, 

ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: 
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Πραγματοποιείται σπορά 1.000.000 κυττάρων σε τρυβλίο διαμέτρου 90mm. Mετά 

από 24 ώρες προστίθενται τα σύμπλοκα μετάλλων στις IC50 τιμές τους, ενώ στα 

τρυβλία ελέγχου (control) έγινε μόνο αλλαγή θρεπτικού. Μετά από 24ωρη επώαση 

με τα σύμπλοκα μετάλλων, το θρεπτικό υλικό αφαιρείται από όλα τα τρυβλία και 

ακολουθεί διπλή έκπλυση των κυττάρων με 10 ml (ανά έκπλυση) διαλύματος PBS 

(1x). 

Με ένα φύλλο σιλικόνης, τα κύτταρα αποκολλούνται από το ταπήτιο του τρυβλίου, 

συλλέγονται σε 10 ml PBS (1x), μεταφέρονται σε αποστειρωμένα φυγοκεντρικά 

σωληνάκια και φυγοκεντρούνται στις 3000 rpm  για 3 λεπτά στους 4οC. 

Μετά τη φυγοκέντρηση αφαιρείται το υπερκείμενο, τα κυτταρικά ιζήματα 

επαναιωρούνται σε 1 ml PBS (1x) και μεταφέρονται σε μικροφυγοκεντρικά 

σωληνάρια. Τα δείγματα διατηρούνται στον πάγο. Στη συνέχεια πραγματοποιείται 

φυγοκέντρηση για 5-7 δευτερόλεπτα (short spin) στις 11000 rpm στη φυγόκεντρο 

Eppendorf  centrifuge 5417C, σε θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρείται το 

υπερκείμενο πλήρως με αναρρόφηση υπό κενό και τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 

300 μl διαλύματος RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% (v/v) Triton-X-

100, 1% (w/v) Sodium deoxycolate, 0.1% (w/v)  SDS ] παρουσία 1 mM PMSF, 1 μg/ml 

leupeptin και 1 μg/ml pepstatin). 

Το εναιώρημα επωάζεται για 20 λεπτά στον πάγο. Στα πρώτα 10 λεπτά 

διευκολύνεται η κυτταρική λύση περνώντας το εκχύλισμα από συρριγγα 1ml μέσα 

από βελόνα 21G και ανάδευση σε Vortex. Για την τελική διαλυτοποίηση των 

πρωτεϊνών, το εναιώρημα οδηγείται σε συσκευή υπερήχων όπου και εφαρμόζονται 

σε αυτό διαδοχικοί παλμοί των 10 sec σε 30% της ισχύος της κεφαλής, οι οποίοι 

εναλλάσσονται σε ισόχρονα διαστήματα εναπόθεσης στον πάγο (για να αποφευχθεί 

η υπερθέρμανσή) και για συνολικό χρόνο 2 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 

12000 rpm για 20 λεπτά στους 4 οC. Το υπερκείμενο το οποίο αποτελεί και το ολικό 

κυτταρικό εκχύλισμα των πρωτεϊνών, συλλέγεται και μεταφέρεται σε νέο 

φυγοκεντρικό σωλήνα όπου προστίθεται διάλυμα φόρτωσης 5x. 
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4.1.11.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) 

O διαχωρισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση μίας 

διάστασης σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS σύμφωνα με τη μέθοδο Laemmli 

(Laemmli U.K., 1970).  Χρησιμοποιήθηκε σύστημα δύο κάθετων γυάλινων πλακών, 

μεταξύ των οποίων στοιβάζεται η πηκτή πολυακρυλαμιδίου η οποία χωρίζεται σε 

δύο μέρη, την πηκτή επιστοίβαξης [H2O, 30% Acrylamide mix, 1 M Tris-HCl pH 6.8, 

10% SDS, 10% APS, TEMED] με μεγάλο μέγεθος πόρων και την πηκτή διαχωρισμού 

(τελικής συγκέντρωσης 10%) [ddH2O, 30% Acrylamide mix, 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, 

10% SDS, 10% APS, TEMED] με μικρότερο μέγεθος πόρων. 

Τα μίγματα των δύο πηκτών, μετά την παρασκευή τους, πολυμερίζονται με 

προσθήκη TEMED (SIGMA).Ο πολυμερισμός της πηκτής έγινε σε θερμοκρασία 

δωματίου για περίπου 20 λεπτά. Πριν την ηλεκτροφόρηση τα δείγματα των 

πρωτεϊνών θερμαίνονται για 5 λεπτά στους 100ο C. Ακολούθως, φορτώνονται στην 

πηκτή και η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα 100V για δύο ώρες σε 

κατάλληλο διάλυμα ηλεκτροφόρησης (25 mM Tris- HCl, 192 mM Glycine, 0.1% SDS). 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες γίνονται ορατές με χρώση της 

πηκτής για 30 λεπτά περίπου, υπό ανάδευση, σε διάλυμα χρωστικής Coomassie 

[0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue, 9.2% (v/v) acetic acid, 45.5% methanol]. Ο 

αποχρωματισμός γίνεται, υπό ολονύκτια ανάδευση, σε διάλυμα αποχρωματισμού 

[25% (v/v) methanol, 7% (v/v) acetic acid]. 

4.1.11.3. Mεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες μεταφέρονται σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Protran BA 85, Whatman GE Healthcare), με τον εξής τρόπο: 

Η πηκτή καταβυθίζεται σε διάλυμα μεταφοράς [0.58% (w/v) Tris-HCl, 0.292%  

Glycine, 20% (v/v) Methanol] για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. Στο ίδιο 

διάλυμα μεταφέρονται και 4 κομμάτια απορροφητικού χαρτιού Whatmann 3mm, 

διαστάσεων 8,4cm x 5,5cm, καθώς και ένα κομμάτι μεμβράνης νιτροκυτταρίνης 

ιδίων διαστάσεων, για 10 min προκειμένου να ενυδατωθουν επαρκώς . 
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Στη συνέχεια τα κομμάτια, τα εμποτισμένα με το διάλυμα μεταφοράς, 

τοποθετούνται στην επιφάνεια του ακίνητου ηλεκτροδίου (κάθοδος) συσκευής ημι-

ξηρής πρωτεϊνικής ηλεκτρομεταφοράς (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, 

BIORAD)  με την ακόλουθη σειρά: 2 κομμάτια χαρτιού Whatmann - μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης - πηκτή πολυακριλαμιδίου - 2 κομμάτια χαρτιού Whatmann. Με τη 

βοήθεια πιπέτας Pasteur, απομακρύνουμε τυχόν φυσαλίδες, που ενδέχεται να 

παρεμποδίσουν την μεταφορά των πρωτεινών από την πηκτή προς τη μεμβράνη. 

Διαβρέχουμε και τα δύο ηλεκτρόδια με το διάλυμα μεταφοράς και στη συνέχεια 

εφαρμόζουμε στην επιφάνειά τους το δεύτερο ηλεκτρόδιο της συσκευής (άνοδος). 

Η ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται σε σταθερή τάση 15 Volt για 30 λεπτά 

σε τροφοδοτικό PowerPac HC BIO-RAD. 

4.1.11.4. Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blot) 

Μετά το τέλος της μεταφοράς της πηκτής στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, η 

μεμβράνη μεταφέρεται σε διάλυμα 10% w/v φρέσκου διαλύματος μη λιπαρού 

γάλακτος σε σκόνη ( Regilait, REGILAIT U.C.A.) διαλυμένο σε PBS (1x) και ακολουθεί 

επώαση σε θερμοκρασία δωματίου, υπό ανάδευση, για 1h προκειμένου να 

καλυφθούν οι μη ειδικές συνδέσεις της μεμβράνης. 

Ακολούθως η μεμβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, διάρκειας 5 λεπτών η 

κάθε μία, σε διάλυμα PBS (1X). Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάζεται με το ειδικό 

πρωτεύων αντίσωμα ειδικό για την πρωτεΐνη που θέλουμε να ανιχνεύσουμε στην 

κατάλληλη αραίωση διαλύματος 3% w/v BSA/PBS (1x), στους 4οC υπο ολονύκτια 

ανάδευση. 

Μετά το τέλος της επώασης, η μεμβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, 

διάρκειας 5 λεπτών η κάθε μία, σε διάλυμα PBS (1x), παρουσία Τween-20 [0.05% 

(w/v)], προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια του αντισώματος. Κατόπιν η 

μεμβράνη επωάζεται με δευτερογενές αντίσωμα ειδικό για τις ανοσοσφαιρίνες του 

είδους προέλευσης του πρωτοταγούς αντισώματος. Η επώαση γίνεται σε διάλυμα 

2,5 w/v μη λιπαρού γάλακτος σε σκόνη σε PBS (1x) και διαρκεί για 60 λεπτά σε 
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θερμοκρασία δωματίου. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτογενή 

αντισώματα: GAPDH (G-9) Santa Cruz (365062):  αραίωση 1: 200, 

Monoclonal Anti-α-Tubulin SIGMA-ALDRICH (clone B-5-1-2): αραίωση  1: 5000, 
καθώς και το δευτερογενές αντίσωμα:  Goat Anti-Mouse IgG, THERMO SCIENTIFIC 
(31430): αραίωση 1: 5000  

Μετά το τέλος και της δεύτερης επώασης, η μεμβράνη υφίσταται 2 εκπλύσεις με τις 

ίδιες συνθήκες, όπως περιγράφηκαν παραπάνω, και ακολουθεί η τεχνική της 

ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ECL) και η ανίχνευση της πρωτεΐνης με τη βοήθεια 

του Molecular Imager ChemiDoc XRS (Imaging System BIO-RAD). 
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4.2. IN VIVO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 

4.2.1. Οξεία τοξικότητα σε επίμυες Wistar 

Για τα πειράματα οξείας τοξικότητας χρησιμοποιήθηκαν 20 θηλυκοί και 20 

αρσενικοί ενήλικες επίμυες Wistar,  βάρους 220±11,4 g και 330±9.8 g, αντίστοιχα. 

Τα πειραματόζωα χωρίστηκαν σε 4 επιμέρους ομάδες. 

ΟΜΑΔΑ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ 

ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ 

Α 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

1 mg/kg 

Β 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

10 mg/kg 

Γ 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

100 mg/kg 

Δ 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

0 mg/kg 

Πίνακας 3 : Ομάδες πειραματόζωων, αριθμός πειραματόζωων ανά ομάδα και 

ποσότητα συμπλόκου που χορηγήθηκε σε κάθε ομάδα κατά τη μελέτη της οξείας 

τοξικότητας του συμπλόκου 7. 

Τα πειραματόζωα δεν τράφηκαν για 4-5 ώρες πριν την πειραματική διαδικασία. Η 

ως άνω αναγραφόμενη ποσότητα συμπλόκου χορηγήθηκε εφάπαξ 

ενδοπεριτοναϊκώς διαλυμένη σε 1 ml φυσιολογικού ορού. Στα πειραματόζωα της 

ομάδας Δ χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκώς 1ml διαλύματος φυσιολογικού ορού και 

χρησιμοποιήθηκαν ως ομάδα αναφοράς. 
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Μισή ώρα μετά τη χορήγηση του συμπλόκου τα ζώα αφέθηκαν ελεύθερα για να 

τραφούν σε ελεγχόμενες συνθήκες θερμοκρασίας και υγρασίας και με περιοδικό 

φωτισμό. Πραγματοποιήθηκε έλεγχος των πειραματόζωων 3-4 φορές ημερησίως. 

Επιπρόσθετα, ορισμένα από τα πειραματόζωα τοποθετήθηκαν εναλλάξ για 24 ώρες 

σε μεταβολικούς κλωβούς για τη μέτρηση της πρόσληψης τροφής και ύδατος και 

της αποβολής ούρων και κοπράνων. 

Όσα από τα πειραματόζωα δεν κατέληξαν θυσιάστηκαν την 15η ημέρα του 

πειράματος βάσει του πρωτοκόλλου ευθανασίας (προνάρκωση με κεταμίνη και 

ευθανασία με ένεση πεντοθάλης), αφού πρώτα λήφθηκε δείγμα αίματος για την 

διεξαγωγή αιματολογικών και βιοχημικών εξετάσεων. Τα εσωτερικά όργανα 

αφαιρέθηκαν en block και τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένα δοχεία που περιείχαν 

φορμαλδεΰδη 5%. 

Ακολούθησε παθολογοανατομικός έλεγχος με χρώση αιματοξυλίνης – ηωσίνης 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

 

 

 

 





 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

5.1.  IΝ VITRO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 

 

5.1.1.  Έλεγχος της βιωσιμότητας κυττάρων με την μέθοδο του ΜΤΤ 

Η % αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού υπολογίστηκε μετά από επώαση 

των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις των υπό μελέτη ουσιών για 48h.   

 

 

Διάγραμμα 1: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 1. 
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Διάγραμμα 2: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 2. 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 3: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 3. 
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Διάγραμμα 4: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 4. 

 

 

 

 

Διάγραμμα 5: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 5. 
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Διάγραμμα 6: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 6. 

 

 

 

Διάγραμμα 7: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 7. 
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Διάγραμμα 8: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του συμπλόκου 8. 
 

 

 

 

Διάγραμμα 9: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του 

συμπλόκου 9. 
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Διάγραμμα 10: Αναστολή του κυτταρικού πολ/σμού μετά από χορήγηση του 
συμπλόκου 10. 

 

Οι IC50 τιμές των συμπλόκων του βαναδίου και των υποκαταστατών τους 

συνοψίζονται στους πίνακες 4,5: 

 

 LMS  MCF-7  HeLa  HepG2  MRC-5  

Σύμπλοκο 1 10,6 ±0,883 16,7±0,23 16,2±0,41 18,4±0,32 12,1±0,15 

Σύμπλοκο 2 4,77±0,525 6,9±0,125 7,1±0,12 7,5±0,33 9,83±0,34 

Σύμπλοκο 3 15,9±0,455 16±0,741 26,1±0,22 28,4±0,24 34,2±1,347 

Σύμπλοκο 4 1,2±0,238 2,36±0,36 4,8±0,67 5,9±0,54 7±0,125 

Σύμπλοκο 5 3,1±0,125 3,4±0,294 10,1±0,78 7,3±0,45 13±1,327 

Σύμπλοκο 6 35.9 ± 3,2 113,3 ± 7.4 68,8 ±4.0 80,04±0,23 89,16±0,33 

Σύμπλοκο 7 116±1,5 137,6±7,1 201,8 ±4.2 195,7 ±5,32 248,4±6,2 
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Σύμπλοκο 8 124±1,5 128,5±3,8 234,3 ±6,3 206,338±2.3 245,9±3,6 

Σύμπλοκο 9 5±3,5 7±3,2 9,4±1,5 12,8±5,4 31±5,2 

Σύμπλοκο 10 129,1±6,2 105,5±2,7 134,7±3,6 130,8±2,11 151,5±4,4 

Πίνακας 4: Τιμές IC50 των συμπλόκων 1-10 (μΜ). 

 

Αντίστοιχα, οι IC50 τιμές  των υποκαταστατών τους συνοψίζονται στον πίνακα 4: 

 

 

Πίνακας 5: Τιμές IC50 των υποκαταστατών των συμπλόκων 1-10 (μΜ). 

Και τα δέκα σύμπλοκα μετάλλων έχουν δοσοεξαρτώμενη κυτταροτοξική δράση 

έναντι των  λειομυοσαρκωματικών κυττάρων επίμυος Wistar (LMS), των κυττάρων 

 LMS 

Πυριδίνη (1) 107,6 ±3,2 

Νικοτιναμίδιο (2) 47,4±1,3 

Πιπεραζίνη (3) 126,6±1,6 

 Καδαβερίνη (4) 10,8±0,4 

Αζίδιο του Νατρίου 

(5) 

2,3±0,7 

(py)2CO (6) 48,4 ± 1.1 

ampaoH (7,8) 259,9±5,9 

το dapdoH2 (9) 220,9±5,5 

dampdoH2 (10) 255,9±8,5 
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αδενοκαρκινώματος  μαστού ανθρώπου (MCF-7) και αδενοκαρκινώματος τραχήλου 

μήτρας ανθρώπου (ΗeLa) και τέλος των κυττάρων ηπατοκυτταρικού καρκίνου 

ανθρώπου (HepG2). Η σειρά κυτταροτοξικότητας έχει ως εξής: σύμπλοκο 5> 

σύμπλοκο 4> σύμπλοκο 2> σύμπλοκο 9> σύμπλοκο 1> σύμπλοκο 3> σύμπλοκο 6> 

σύμπλοκο 7> σύμπλοκο 8> σύμπλοκο 10. Η κυτταροτοξικότητα των συμπλόκων 5 

και 6 οφείλεται στην παρουσία των υποκαταστατών τους, οι οποίοι έχουν την ίδια 

περίπου IC50 τιμή ή και υψηλότερη από αυτά. Οι υπόλοιποι υποκαταστάτες 

εμφανίζουν αρκετά υψηλότερες  IC50 τιμές από τις αντίστοιχες σύμπλοκες ενώσεις 

τους. 

 

5.1.2. Ικανότητα των κυττάρων δημιουργίας αποικιών σε χαμηλή πυκνότητα 
σποράς 

Όλα τα σύμπλοκα  παρουσίασαν σημαντική δραστικότητα όσον αφορά την 

αναστολή της ικανότητας σχηματισμού αποικιών στις κυτταρικές σειρές LMS και 

ΜCF-7 και η αναστολή αυτή  ήταν δοσοεξαρτώμενη.  

Όσον αφορά τα κύτταρα LMS, ο αριθμός των αποικιών που σχηματίστηκε μετά από 

48ωρη επώαση με τα σύμπλοκα φαίνεται στο παρακάτω γράφημα. 

 

 

Γράφημα 1: % επιβίωση των LMS κυττάρων μετά από 48ωρη επώαση με τα σύμπλοκα 1-10, 
σε σύγκριση με τα κύτταρα του control. 
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Τα κύτταρα MCF-7, απώλεσαν επίσης την ικανότητά τους να σχηματίζουν αποικίες 

μετά από την επώαση με τα σύμπλοκα 1-10 (γράφημα..) 

 

 

Γράφημα 2: % επιβίωση των MCF-7 κυττάρων μετά από 48ωρη επώαση με τα σύμπλοκα 1-
10, σε σύγκριση με τα κύτταρα του control. 

 
 

5.1.3.  Προσδιορισμός μηχανισμού πρόκλησης κυτταρικού θανάτου 

Για να ανευρεθεί ο μηχανισμός με τον οποίο τα σύμπλοκα του βαναδίου και του 

ψευδαργύρου επάγουν τον κυτταρικό θάνατο πραγματοποιήθηκε μέτρηση στο  

κυτταρόμετρο ροής.  

Στις εικόνες που ακολουθούν, παρατηρούνται τα ποσοστά των βιώσιμων LMS 

κυττάρων (Q3), των κυττάρων που βρίσκονται σε πρώιμη αποπτωτική φάση (Q4), 

αυτών που βρίσκονται σε όψιμη αποπτωτική φάση (Q2) και τέλος των κυττάρων 

που βρίσκονται στο στάδιο της νέκρωσης (Q1), μετά από 48ωρη επώαση με τις IC50 

τιμές των συμπλόκων 1-10. 
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Εικόνα 35: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου LMS κυττάρων στα οποία δεν 
έχει προστεθεί κανένα σύμπλοκο και χρησιμοποιήθηκαν ως control. 

 

 

 

 

Εικόνα 36: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 1. 
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Εικόνα 37: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 2. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 38: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 3. 
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Εικόνα 39: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 4. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 40: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 5. 
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Εικόνα 41: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 6. 

 

 

 

 

Εικόνα 42: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 7. 
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Εικόνα 43: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 8. 

 

 

 

 

Εικόνα 44: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 9. 
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Εικόνα 45: Ποσοστά αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των LMS κυττάρων μετά από 
48ωρη επώαση με την IC50 τιμή του συμπλόκου 10. 

 

 

 Βιώσιμα 
Πρώιμα 

αποπτωτικά

Όψιμα 

αποπτωτικά

Σύνολο 

αποπτωτικών 
Νεκρωτικά 

Control 
95,88% 0,46% 2,76% 3,22% 0,9% 

Σύμπλοκο 1 56,67% 27,63% 16,12% 43,75% 0,58% 

Σύμπλοκο 2 49,22% 22,04% 24,29% 46,33% 4,45% 

Σύμπλοκο 3 37,62% 12,92% 45,05% 57,97% 4,41% 

Σύμπλοκο 4 45,24% 31,67% 22,09% 53,76% 1% 

Σύμπλοκο 5 38,74% 18,64% 41,52% 60,16% 1,1% 
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Σύμπλοκο 6 57,73% 5,87% 25,40% 31,27% 11% 

Σύμπλοκο 7 60,74% 31,21% 6,45% 37,66% 1,6% 

Σύμπλοκο 8 67,66% 9,89% 15,88% 25,77% 6,57% 

Σύμπλοκο 9 63,35 32,14 3,86 36% 0,65% 

Σύμπλοκο 10 45,32% 39,15% 13,69% 52,84% 1,84% 

 

Πίνακας 6:  Τα κύτταρα LMS επωάστηκαν για 48 ώρες με τις ΙC50 τιμές των συμπλόκων 1-10. 
Μετά από χρώση με Αnnexin V-FITC και ΡΙ, και μέτρηση στο κυτταρόμετρο ροής, 
ανιχνεύθηκαν τα ποσοστά του επαγόμενου αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου. 

 

Με βάση τα ανωτέρω αποτελέσματα, παρατηρείται πως ο τρόπος κυτταρικού 

θανάτου που επάγεται μετά τη χορήγηση και των έξι συμπλόκων του βαναδίου, 

αλλά και των τεσσάρων συμπλόκων του ψευδαργύρου είναι ο αποπτωτικός.  
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5.1.4.  Έλεγχος αντιβακτηριακής δράσης 

Η αντιβακτηριακή δράση των συμπλόκων 1-6 έναντι των στελεχών E. coli, Z. mobilis, 

C. glutamicum και S. thermophilus παρουσιάζεται στον Πίνακα 7. 
 

gram- gram+ 

Σύμπλοκο 
E. coli Z. mobilis C. glutamicum 

S. 

thermophilus 

1 >20 >20 >20 >20 

2 >100 >100 >100 >100 

3 >20 >20 >20 >20 

4 >20 >20* >20* >20* 

5 >20 >20* >20* >20* 

6 >30 >30 >30 >30 

* μικρή μείωση της ανάπτυξης στη συγκέντρωση των 20 μM 

Πίνακας 7: Αντιβακτηριακή δράση των υπό δοκιμή συμπλόκων του βαναδίου στην τιμή 
MIC. 
 

Σύμφωνα με τις MIC τιμές, κανένα από τα σύμπλοκα του βαναδίου δεν ανέστειλε 

την ανάπτυξη των υπό δοκιμή βακτηρίων. Τα στελέχη των Z. mobilis, S. thermophilus 

και C. glutamicum παρουσίασαν μικρή μείωση της ανάπτυξής του παρουσία των 

συμπλόκων 4 και 5 στη συγκέντρωση των 20 μM. Οι υποκαταστάτες των συμπλόκων 

δεν είχαν καμία επίδραση στην ανάπτυξη των βακτηριακών στελεχών και για τον 

λόγο αυτό δεν παρουσιάζονται στον πίνακα 8. 
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Η αντιβακτηριακή δράση των συμπλόκων 7-10 και των υποκαταστατών τους έναντι 

των στελεχών E. coli, Z. Mobilis και  C. glutamicum παρουσιάζεται στον Πίνακα 8. 
 

gram- gram+ 

Σύμπλοκο 

E. coli Z. mobilis C. glutamicum 

dapdoH2 >200* 25 >200* 

dampdoH2 >200 >200 >200 

ampaoH2 >200 >200 >200 

7 >200 >200 >200* 

8 >200 >200 >200* 

9 >200* 25 >200* 

10 >200 >200 >200 

 * μικρή μείωση της ανάπτυξης στη συγκέντρωση των 20 μM 

Πίνακας 8 : Αντιβακτηριακή δράση των υπό δοκιμή συμπλόκων του ψευδαργύρου και των 
υποκαταστατών τους στην τιμή MIC. 

 

Με βάση τις τιμές MIC, οι υποκαταστάτες dampdoH2 και ampaoH2, καθώς και τα 

σύμπλοκα 7, 8 και 10 δεν ανέστειλαν την βακτηριακή ανάπτυξη. Το στέλεχος C. 

glutamicum παρουσίασε μικρή μείωση στην ανάπτυξή του παρουσία των 

συμπλόκων 7 και 8, στη συγκέντρωση των 200 μM. 
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Όσον αφορά το σύμπλοκο 9 και τον υποκαταστάτη του, η παρουσία τους 

στο καλλιεργητικό μέσο προκάλεσε ισχυρή αναστολή της ανάπτυξης του βακτηρίου 

Z. mobilis (MIC 25 μM), ενώ στην περίπτωση των βακτηρίων E. coli και 

C. glutamicum, προκάλεσε μόνο μια μικρή καθυστέρηση στην ανάπτυξή τους.  

Η ανάπτυξη του βακτηρίου S. thermophilus παρουσίαζε μείωση παρουσία του 

διαλύτη DMSO, στην ποσότητα που χρησιμοποιήθηκε για την διαλυτοποίηση των 

συμπλόκων και για το λόγο αυτό δεν έχει συμπεριληφθεί στον πίνακα 8. 

 

5.1.5. Φασματοσκοπικός προσδιορισμός κατανάλωσης γλυκόζης 

Για τον προσδιορισμό της τελικής συγκέντρωσης γλυκόζης (μΜ) στα υπό μελέτη 

δείγματα, δημιουργήθηκε καταρχήν η πρότυπη καμπύλη σύμφωνα με τις οδηγίες 

της μεθόδου (Διάγραμμα ). 

 

Διάγραμμα 11: Πρότυπη καμπύλη γλυκόζης. 

 

Ο υπολογισμός της κατανάλωσης γλυκόζης προσδιορίστηκε με βάση την διαθέσιμη 

ποσότητα γλυκόζης του καλλιεργητικού μέσου. Μετρήθηκε καταρχήν κατανάλωση 

της γλυκόζης από τις μελετούμενες κυτταρικές σειρές και εν συνεχεία η ποσότητα 

της γλυκόζης που κατανάλωναν παρουσία των συμπλόκων (Πίνακας 9).  

 

0 

0,05 

0,1 

0,15 

0,2 

0,25 

0 50 100 150 200 250 

O
D

 5
6

0
n

m
 

Γλυκόζη (μΜ) 

Πρότυπη καμπύλη γλυκόζης Πρότυπη καμπύλη γλυκόζης



 

[138] 

2-DG ΣΥΜΠΛΟΚΟ 1 ΣΥΜΠΛΟΚΟ 2 
 control 

IC50 IC70 IC50 IC70 IC50 IC70 

LMS 0,017 0,014 0 0,017 0,006 0,012 0 

MCF7 0,011 0,005 0 0,011 0,009 0,006 0 

HELA 0,006 0,007 0,005 0,005 0,003 0,004 0,002 

HEPG2 0,201 0,063 0,009 0,158 0,098 0,105 0 

MRC5 0,004 0,003 0,002 0,003 0,002 0,002 0,001 

 

 

ΣΥΜΠΛΟΚΟ 3 ΣΥΜΠΛΟΚΟ 4 ΣΥΜΠΛΟΚΟ 5 

 IC50 IC70 IC50 IC70 IC50 IC70 

LMS 0,018 0,004 0,017 0,010 0,004 0,005 

MCF7 0,012 0,007 0,010 0,009 0,013 0,003 

HELA 0,004 0,002 0,006 0,004 0,005 0,003 

HEPG2 0,108 0,062 0,090 0,033 0,198 0,068 

MRC5 0,004 0,003 0,003 0,002 0,004 0,002 

 

 

ΣΥΜΠΛΟΚΟ 7 ΣΥΜΠΛΟΚΟ 8 

 IC50 IC70 IC50 IC70 

LMS    0,014 0 0,017 0,006 

MCF7 0,005 0 0,011 0,009 
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HELA 0,007 0,005 0,005 0,003 

HEPG2 0,063 0,009 0,158 0,098 

MRC5 0,003 0,002 0,003 0,002 

 

Πίνακας 9: Κατανάλωση γλυκόζης μετά την 24ωρη επώαση των κυττάρων με τα σύμπλοκα 
1-5 και 7-8, και με την 2-DG.  

 

Παρατηρείται πως όλα τα σύμπλοκα προκαλούν μείωση της κατανάλωσης γλυκόζης 

στα κύτταρα με δοσοεξαρτώμενο τρόπο. 

 

5.1.6.  Φασματοσκοπικός προσδιορισμός παραγωγής ενδοκυττάριου ATP 

Για τον προσδιορισμό της τελικής συγκέντρωσης ΑΤP (μΜ) στα υπό μελέτη 

δείγματα, δημιουργήθηκε καταρχήν η πρότυπη καμπύλη σύμφωνα με τις οδηγίες 

της μεθόδου (διάγραμμα 12). 

 

Διάγραμμα 12: Πρότυπη καμπύλη ATP. 
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Εν συνεχεία, μετά την επεξεργασία των αποτελεσμάτων από το 

φασματοφωτόμετρο, την αφαίρεση δηλαδή της απορρόφησης του δείγματος στο 

οποίο δεν υπήρχε καθόλου ATΡ από όλα τα υπόλοιπα δείγματα, και την διόρθωση 

όλων των απορροφήσεων λόγω της απώλειας του 20% της αρχικής ποσότητας ATP 

των δειγμάτων μετά τη διαδικασία αφαίρεσης των πρωτεϊνών, οι τιμές που 

προέκυψαν τοποθετήθηκαν στην εξίσωση της καμπύλης αναφοράς και διαιρέθηκαν 

με τον τελικό όγκο που είχε κάθε φρεάτιο του πολυτρυβλίου (50 μl).  

Τα αποτελέσματα για τις κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν, χωρίς την 

προσθήκη κανενός εκ των συμπλόκων, παρουσιάζονται στον κάτωθι πίνακα. 

 

Πίνακας 10: Συγκεντρώσεις ΑΤΡ στην κυτταρική σειρά των φυσιολογικών ινοβλαστών και 
στις υπό μελέτη νεοπλασματικές κυτταρικές σειρές (σε mM). 

 

Παρατηρείται πως τα κύτταρα HepG2 παράγουν το περισσότερο ATP σε σχέση με 

τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές. Ακολουθούν τα κύτταρα HeLa που παράγουν 

περίπου την ίδια ποσότητα ATP με τα κύτταρα MRC-5, ενώ τα κύτταρα LMS και 

MCF-7 παράγουν τις λιγότερες ποσότητες ATP από όλες τις κυτταρικές σειρές. 

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1, 2, 7, 8, καθώς και της 2-δεοξυγλυκόζης στην 

τιμή IC50 τους και σε μία μεγαλύτερη συγκέντρωση (ΙC70), η παραγωγή ATP 

μειώθηκε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, συγκρινόμενη με την αντίστοιχη των 

κυττάρων που δεν επωάστηκαν με καμία ουσία (Πίνακας 11). 

 

MRC-5 LMS HeLa HepG2 MCF-7 

 

0,041±0,0012 

 

0,031±0,0042 0,043±0,0011 0,056±0,0003 0,037±0,0015 
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Συγκέντρωση ATP (mM)  

MRC-5 LMS HeLa HepG2 MCF-7 

Σύμπλοκο 1 

(IC50) 

0,022± 

0,001 

0,026± 

0,005 

0,038± 

0,002 

0,038± 

0,004 

0,032± 

0,001 

Σύμπλοκο 1 

(IC30) 

0,001± 

0,0001 

0,001± 

0,0001 
0 

0,031± 

0,003 

0,026± 

0,002 

Σύμπλοκο 2 

(IC50) 

0,013± 

0,002 

0,012± 

0,001 

0,010± 

0,001 

0,020± 

0,001 

0,028± 

0,001 

Σύμπλοκο 2 

(IC30) 

0,007± 

0,001 

0,001± 

0,0001 
0 

0,017± 

0,001 

0,023± 

0,003 

Σύμπλοκο 7 

(IC50) 

0,026± 

0,003 
0 

0,017± 

0,003 

0,017± 

0,0001 

0,025± 

0,001 

Σύμπλοκο 7 

(IC30) 

0,008± 

0,001 
0 0 

0,007± 

0,0001 

0,020± 

0,002 

Σύμπλοκο 8 

(IC50) 

0,025± 

0,001 

0,002± 

0,0003 

0,019± 

0,005 

0,018± 

0,001 

0,027± 

0,005 

Σύμπλοκο 8 

(IC30) 

0,018± 

0,002 
0 

0,001± 

0,0001 

0,013± 

0,002 

0,019± 

0,003 

2-DG (IC50) 0,019± 

0,001 

0,014± 

0,005 

0,017± 

0,001 

0,014± 

0,001 

0,018± 

0,001 

2-DG (IC30) 0,007± 

0,0001 

0,009± 

0,001 
0 

0,004± 

0,0002 

0,014± 

0,002 

 

Πίνακας 11: Συγκεντρώσεις ΑΤΡ στην κυτταρική σειρά των φυσιολογικών ινοβλαστών και 
στις υπό μελέτη νεοπλασματικές κυτταρικές σειρές μετά από 24ωρη επώαση με τα 
σύμπλοκα 1, 2, 7, 8 και με 2-DG στις τιμές IC50 και IC30 (σε mM). 
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5.1.7.  Φασματοσκοπικός προσδιορισμός παραγωγής γαλακτικού οξέος 

Για τον προσδιορισμό της τελικής συγκέντρωσης γαλακτικού οξέος (μΜ) στα υπό 

μελέτη δείγματα, δημιουργήθηκε καταρχήν η πρότυπη καμπύλη σύμφωνα με τις 

οδηγίες της μεθόδου (Διάγραμμα 13). 

 

 

Διάγραμμα 13: Πρότυπη καμπύλη γαλακτικού οξέος. 

 

Εν συνεχεία, μετά την επεξεργασία των αποτελεσμάτων από το 

φασματοφωτόμετρο, την αφαίρεση δηλαδή της απορρόφησης του δείγματος στο 

οποίο δεν υπήρχε καθόλου γαλακτικό οξύ από όλα τα υπόλοιπα δείγματα, οι τιμές 

που προέκυψαν τοποθετήθηκαν στην εξίσωση της καμπύλης αναφοράς και 

διαιρέθηκαν με τον τελικό όγκο που είχε κάθε φρεάτιο του πολυτρυβλίου (10 μl).  

Τα αποτελέσματα για τις κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν, με (στην τιμή 

IC50) και χωρίς την προσθήκη κανενός εκ των συμπλόκων, παρουσιάζονται στον 

κάτωθι πίνακα. 
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 control Σύμπλοκο 1 Σύμπλοκο 2 Σύμπλοκο 5 Σύμπλοκο 7 

MRC-5 

 

0,18±0,008 

 

0,02±0,004 0,2±0,001 0,08±0,046 0,07±0,003 

LMS 0,77±0,005 0,42±0,009 0,08±0,002 0,58±0,006 0 

HeLa 0,10±0,119 0,09±0,019 0,12±0,015 0,11±0,002 0,09±0,001 

HepG2 0,58±0,005 0,3±0,008 0,38±0,009 0,17±0,016 0,14±0,022 

MCF-7 0,25±0,011 0,24±0,012 0,18±0,004 0,19±0,013 0,13±0,003 

 

Πίνακας 12: Συγκεντρώσεις γαλακτικού οξέος στο καλλιεργητικό μέσο της κυτταρικής 
σειράς των φυσιολογικών ινοβλαστών και των υπό μελέτη νεοπλασματικών κυτταρικών 
σειρών με ή χωρίς επώαση με τα σύμπλοκα 1, 2, 5, 7 (σε mM). 

 

Παρατηρείται πως τα κύτταρα LMS παράγουν το περισσότερο γαλακτικό οξύ, σε 

ποσότητες κατά πολύ μεγαλύτερες σε σχέση με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές. 

Ακολουθούν τα κύτταρα HepG2  που παράγουν και αυτά αρκετό γαλακτικό οξύ, σε 

ποσότητες όμως μικρότερες από τα κύτταρα LMS. Τα κύτταρα MCF-7 παράγουν, με 

μικρή διαφορά, περισσότερο γαλακτικό οξύ σε σύγκριση με τα κύτταρα MRC-5, ενώ 

η κυτταρική σειρά HeLa παράγει την λιγότερη ποσότητα γαλακτικού οξέος σε σχέση 

με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές.  

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1, 2, 5, 7 στην τιμή IC50 τους, η παραγωγή 

γαλακτικού οξέος μειώθηκε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, συγκρινόμενη με την 

αντίστοιχη των κυττάρων που δεν επωάστηκαν με καμία ουσία. Το σύμπλοκο 7 
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προκάλεσε την μεγαλύτερη αναστολή στην παραγωγή γαλακτικού οξέος σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές εκτός των κυττάρων HeLa. Η αναστολή αυτή είναι πιο ισχυρή 

στην κυτταρική σειρά του λειομυοσαρκώματος. 

 

5.1.8. Έλεγχος πρόκλησης μιτοχονδριακής βλάβης 

Μετά την επώαση για 24 ώρες των κυτταρικών σειρών LMS, HeLa, HepG2, MCF-7 

και MRC-5 με τα σύμπλοκα 1,2,4,5,7 και με ολιγομυκίνη σε συγκεντρώσεις 

μικρότερες, ίσες και μεγαλύτερες από την τιμή IC50 μετρήθηκε η αναστολή των 

οξειοαναγωγικών αντιδράσεων των μιτοχονδρίων. 

   

 

Διάγραμμα 14: Αναστολή της μιτοχονδριακής λειτουργίας μετά από επώαση των κυττάρων 
LMS με τα σύμπλοκα 1,2,4,5 και 7, καθώς και ολιγομυκίνης. 
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Διάγραμμα 15: Αναστολή της μιτοχονδριακής λειτουργίας μετά από επώαση των 
κυττάρων MCF-7 με τα σύμπλοκα 1,2,4,5 και 7, καθώς και ολιγομυκίνης. 

 

 

 

 

Διάγραμμα 16: Αναστολή της μιτοχονδριακής λειτουργίας μετά από επώαση των 
κυττάρων HeLa με τα σύμπλοκα 1,2,4,5 και 7, καθώς και ολιγομυκίνης. 
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Διάγραμμα 17: Αναστολή της μιτοχονδριακής λειτουργίας μετά από επώαση των κυττάρων 
HepG2 με τα σύμπλοκα 1,2,4,5 και 7, καθώς και ολιγομυκίνης. 

 

 

Διάγραμμα 18: Αναστολή της μιτοχονδριακής λειτουργίας μετά από επώαση των κυττάρων 
MRC-5 με τα σύμπλοκα 1,2,4,5 και 7, καθώς και ολιγομυκίνης. 

 

Τα σύμπλοκα προκαλούν βλάβες στη μιτοχονδριακή λειτουργία όλων των 

κυτταρικών σειρών. Το σύμπλοκο 7 όμως εμφανίζει την ηπιότερη δράση. 
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5.1.9. Προσδιορισμός υπερέκφρασης-υποέκφρασης ενζύμων της γλυκολυτικής 
πορείας 

Για την μελέτη των επιπέδων έκφρασης του ενζύμου της αφυδρογονάσης της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH) στις 4 νεοπλασματικές κυτταρικές σειρές 

και στην κυτταρική σειρά των φυσιολογικών ινοβλαστών έγινε χρήση της τεχνικής 

ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνών κατά Western. Με βάση τα αποτελέσματά μας, 

παρατηρείται υποέκφραση του ενζύμου GAPDH στην κυτταρική σειρά LMS, ενώ 

υπερέκφραση παρατηρείται στην κυτταρική σειρά HepG2, σε σχέση με την έκφραση 

του ενζύμου στην φυσιολογική κυτταρική σειρά. Μετά την επώαση των κυττάρων 

με τις IC50 τιμές των συμπλόκων 1,2 και 7, παρατηρείται υποέκφραση του ενζύμου 

σε όλες τις κυτταρικές σειρές. Το σύμπλοκο 7 έχει την ισχυρότερη δράση, ιδιαιτέρως 

στην κυτταρική σειρά των LMS (εικόνα 46). 

 
Εικόνα 46: Mείωση των επιπέδων έκφρασης του ενζύμου GAPDH στις κυτταρικές σειρές 

MRC-5, MCF-7, HeLa, HepG2 και LMS, μετά από 24ωρη επώαση με τα σύμπλοκα 1,2 και 7, 

καθώς και ΙΑΑ. 



 

[148] 

5.2. IΝ VIVO ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 

5.2.1. Οξεία τοξικότητα σε επίμυες Wistar 

Κατά την μελέτη της οξείας τοξικότητας πραγματοποιήθηκε εφάπαξ χορήγηση του 

συμπλόκου 1 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. 

Όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 13, στην ομάδα Γ τέσσερις από τους δέκα επίμυες  

κατέληξαν την 4η (δύο επίμυες-ένας αρσενικός και ένας θηλυκός) και 5η μέρα (δύο 

επίμυες-ένας αρσενικός και ένας θηλυκός) του πειράματος, ενώ στις υπόλοιπες 

ομάδες όλοι οι επίμυες επέζησαν και τις 14 μέρες της πειραματικής διαδικασίας. 

ΟΜΑΔΑ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ 

ΠΟΣΟΤΗΤΑ 

ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΘΑΝΑΤΩΝ 

Α 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

1 mg/kg 0 

Β 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

10 mg/kg 0 

Γ 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

100 mg/kg 4 

Δ 10 (5 ΘΗΛΥΚΟΙ ΚΑΙ 5 

ΑΡΣΕΝΙΚΟΙ ΕΠΙΜΥΕΣ) 

0 mg/kg 0 

Πίνακας 13: Ομάδες πειραματόζωων, συνολικός αριθμός πειραματόζωων ανά ομάδα, 
ποσότητα συμπλόκου 7 και αριθμός θανάτων ανά ομάδα. 
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Τα ζώα της ομάδας Α και Δ δεν παρουσίασαν καμία μεταβολή όσον αφορά τη 

συμπεριφορά και την κινητικότητά τους. Η ποσότητα του φαγητού που 

κατανάλωναν ήταν κανονική. Επίσης είχαν φυσιολογική παραγωγή ούρων και 

κοπράνων.  

 

Οι αιματολογικές και βιοχημικές τους εξετάσεις είχαν ως εξής: 

 

  

 

 

ΟΜΑΔΑ Α 

 

ΟΜΑΔΑ Δ 

Αριθμός ερυθρών 

αιμοσφαιρίων 

(M/μl) 

8,46±0,68 

 

7,62±0,21 

 

Αριθμός λευκών 

αιμοσφαιρίων 

 

5,9±0,49 4,3±0,85 

    Αιμοσφαιρίνη 

(g/dl) 
14,33±0,92 13,1±0,59 

Αιματοκρίτης 

(%) 
42,83±2,71 39,07±1,27 

Αιμοπετάλια 

(μL) 
979,33±57,62 868,33±87,96 

Μέσος όγκος 

ερυθρών 

(fL) 

51,63±1,11 51,97±0,52 
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Σάκχαρο 

(mg/dl) 
44,67±6,13 66,67±1,7 

Ουρία 

(mg/dl) 
30,77±1,88 33,4±4,77 

Κρεατινίνη 

(mg/dl) 
0,43±0,03 0,5±0,09 

Χοληστερίνη 

(mg/dl) 
64±9,2 67±10,2 

H.D.L.  

Χοληστερίνη 

(mg%) 

48,07±11,19 55,4±3,81 

L.D.L. 

Χοληστερίνη 

(mg/dl) 

4,47±3,17 4,17±0,34 

Τρανσαμινάση     

(S-GOT) 

(U/l) 

78,86±1,87 84,5±17,12 

Τρανσαμινάση     

(S-GPT) 

(U/l) 

49,4±12,66 49,2±17,5 

Σίδηρος 

(μg/dl) 
215,33±40,87 199,67±25,17 

 

Πίνακας 14: Αιματολογικές και Βιοχημικές εξετάσεις επίμυων Α και Δ ομάδας, την 15η 
ημέρα της πειραματικής διαδικασίας. 
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Mε βάση τα αποτελέσματα των εξετάσεων, παρατηρείται μείωση της συγκέντρωσης 

του σακχάρου στους επίμυες της ομάδας Α και αρκετή διακύμανση των επιπέδων 

σιδήρου στο αίμα τους, σε σχέση με τους επίμυες της ομάδας αναφοράς. Επίσης, ο 

αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων παρουσιάζει μικρή αύξηση. Οι τιμές των 

υπόλοιπων εξετάσεων δεν διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά. 

Επίσης, κατά την παθολογοανατομική μελέτη που ακολούθησε δεν ανευρέθηκαν 

παθολογικά ευρήματα (εικόνες 47, 48, 49). 

 

 

Εικόνα 47: νεφρός κ.φ. (x200), χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης 
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Εικόνα 48: πνεύμονας κ.φ. (x200), χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης 

 

 

 

Εικόνα 49: ήπαρ κ.φ. (x200), χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης 
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Τα ζώα της ομάδας Β παρουσίασαν έντονη μείωση της κινητικότητάς τους, η οποία 

μερικώς επανήλθε τρεις ώρες μετά την έγχυση του συμπλόκου. Η ποσότητα του 

φαγητού και νερού που κατανάλωναν ήταν μειωμένη σε κάποια από τα ζώα τις δύο 

πρώτες μέρες και αντίστοιχα η παραγωγή ούρων και κοπράνων. Τις επόμενες μέρες  

όλα τα ζώα είχαν επανέλθει στα φυσιολογικά επίπεδα. 

 

Οι αιματολογικές και βιοχημικές τους εξετάσεις είχαν ως εξής: 

 

 

 

 

ΟΜΑΔΑ Β 

Αριθμός ερυθρών 

αιμοσφαιρίων 

(M/μl) 

7,99±0,44 

Αριθμός λευκών 

αιμοσφαιρίων 

 

5,6±0,78 

    Αιμοσφαιρίνη 

(g/dl) 
13,5±0,49 

Αιματοκρίτης 

(%) 
40,53±1,47 

Αιμοπετάλια 

(μL) 
784±60,02 

Μέσος όγκος 

ερυθρών 

(fL) 

51,43±1,55 
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Σάκχαρο 

(mg/dl) 
52±2,16 

Ουρία 

(mg/dl) 
31,73±1,75 

Κρεατινίνη 

(mg/dl) 
0,44±0,04 

Χοληστερίνη 

(mg/dl) 
42,67±4,71 

H.D.L.  

Χοληστερίνη 

(mg%) 

35,4±4,54 

L.D.L. 

Χοληστερίνη 

(mg/dl) 

2,5±1,28 

Τρανσαμινάση     

(S-GOT) 

(U/l) 

74,8±3,81 

Τρανσαμινάση     

(S-GPT) 

(U/l) 

39,17±5,2 

Σίδηρος 

(μg/dl) 
144±25,35 

 

Πίνακας 15: Αιματολογικές και Βιοχημικές εξετάσεις  επίμυων της Β ομάδας, την 15η ημέρα 
της πειραματικής διαδικασίας. 
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Mε βάση τα αποτελέσματα των εξετάσεων, παρατηρείται μείωση της συγκέντρωσης 

του σακχάρου και μικρή αύξηση των λευκών αιμοσφαιρίων στους επίμυες της 

ομάδας Β, στα επίπεδα της ομάδας Α, και διακύμανση των επιπέδων σιδήρου στο 

αίμα τους. Παρατηρείται επίσης σχετική μείωση της ολικής, της H.D.L. και της L.D.L. 

χοληστερίνης σε σχέση με τους επίμυες της ομάδας αναφοράς. Οι τιμές των 

υπόλοιπων εξετάσεων δεν διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά. 

Επίσης, κατά την παθολογοανατομική μελέτη που ακολούθησε δεν ανευρέθηκαν 

παθολογικά ευρήματα στο ήπαρ, αλλά προκλήθηκε ήπιο οίδημα στα ουροφόρα 

σωληνάρια (εικόνα 50). 

 

 
Εικόνα 50: Νεφρός. Ήπιο οίδημα ουροφόρων σωληναρίων (x200), χρώση αιματοξυλίνης-
ηωσίνης. 

 

Τέσσερα εκ των ζώων της ομάδας Γ κατέληξαν την 4η και 5η ημέρα του πειράματος, 

όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Όλα τα ζώα της ομάδας παρουσίασαν έντονη μείωση 

της κινητικότητάς τους, η οποία μερικώς επανήλθε πέντε ώρες μετά την έγχυση του 

συμπλόκου. Η ποσότητα του φαγητού και νερού που κατανάλωναν ήταν μειωμένη 

τις πρώτες 5-7 ημέρες του πειράματος και αντίστοιχα η παραγωγή ούρων και 

κοπράνων. Δύο εκ των ζώων δεν απέβαλλαν καθόλου ούρα το πρώτο 24ωρο, ενώ 
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τις επόμενες δύο ημέρες, μέχρι να καταλήξουν, η αποβολή ούρων ήταν μειωμένη. 

Στα άλλα δύο ζώα που κατέληξαν  παρατηρήθηκε ολιγουρία (73%) και κατέληξαν 

την 5η ημέρα του πειράματος. Τα ζώα που επέζησαν και τις 14 ημέρες της 

πειραματικής διαδικασίας επανήλθαν μετά την 5η ημέρα σχεδόν στα φυσιολογικά 

επίπεδα. Η κινητικότητα τους όμως παρέμεινε μειωμένη και τις 14 ημέρες. 

 

Οι αιματολογικές και βιοχημικές τους εξετάσεις είχαν ως εξής: 

 

 

 

 

ΟΜΑΔΑ Β 

Αριθμός ερυθρών 

αιμοσφαιρίων 

(M/μl) 

6,69±0,88 

Αριθμός λευκών 

αιμοσφαιρίων 

 

3,83±2,17 

    Αιμοσφαιρίνη 

(g/dl) 
11,23±1,26 

Αιματοκρίτης 

(%) 
34±3,74 

Αιμοπετάλια 

(μL) 
838,67±52,13 

Μέσος όγκος 

ερυθρών 

(fL) 

54,47±3,66 
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Σάκχαρο 

(mg/dl) 
56±2,16 

Ουρία 

(mg/dl) 
35,97±5,21 

Κρεατινίνη 

(mg/dl) 
0,52±0,006 

Χοληστερίνη 

(mg/dl) 
48±9,63 

H.D.L.  

Χοληστερίνη 

(mg%) 

41,07±7,62 

L.D.L. 

Χοληστερίνη 

(mg/dl) 

3,87±1,09 

Τρανσαμινάση     

(S-GOT) 

(U/l) 

73,3±21,33 

Τρανσαμινάση     

(S-GPT) 

  (U/l) 

37,2±15,56 

Σίδηρος 

(μg/dl) 
153,67±23,8 

Πίνακας 16: Αιματολογικές και Βιοχημικές εξετάσεις  επίμυων της Γ ομάδας, την 15η 
ημέρα της πειραματικής διαδικασίας. 
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Mε βάση τα αποτελέσματα των εξετάσεων, παρατηρείται μείωση της συγκέντρωσης 

του σακχάρου στους επίμυες της ομάδας Γ, όμοια όμως με αυτή των ομάδων Α και 

Β, και μείωση των επιπέδων σιδήρου στο αίμα τους, σε σχέση με τους επίμυες της 

ομάδας αναφοράς. Όσον αφορά τον αριθμό των λευκών αιμοσφαιρίων, με βάση 

των Μ.Ο, φαίνεται ίδιος με αυτόν των ζώων της ομάδας αναφοράς. Πρέπει όμως να 

αναφερθεί πως δύο θηλυκοί επίμυες είχαν αριθμό λευκών αιμοσφαιρίων κατά 

πολύ μειωμένο, και συγκεκριμένα ο αριθμός ήταν 2,3 και για τα δύο ζώα. Οι τιμές 

των υπόλοιπων εξετάσεων δεν διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά. 

Επίσης, κατά την παθολογοανατομική μελέτη που ακολούθησε, στους επίμυες που 

κατέληξαν ανευρέθηκε σωληναριακή νέκρωση που εν συνεχεία προκάλεσε 

πνευμονικό οίδημα (εικόνες 51,52), ενώ στο ήπαρ δεν ανιχνεύθηκαν βλάβες.   

 
Εικόνα 51: Νεφρός (x200), σωληναριακή νέκρωση, χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης. 

 

 



 

[159] 

 
Εικόνα 52: Πνεύμονας (x200), πνευμονικό οίδημα, χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης. 

 

Στα ζώα της ομάδας Γ που δεν κατέληξαν ανευρέθηκε ήπιο ενδοκυττάριο οίδημα 

ουροφόρων σωληναρίων. 

 

 

 

 

 

 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

«Σα βγεις στον πηγαιμό για την Ιθάκη, να εύχεσαι να ‘ναι μακρύς ο δρόμος, γεμάτος 
περιπέτειες, γεμάτος γνώσεις» (Κ.Π. Καβάφης).  

 

Η κλινική χρήση φαρμάκων βασιζόμενων στην πλατίνα για τη θεραπεία διαφόρων 

τύπων νεοπλασιών αποτελεί επίτευγμα στη χημειοθεραπεία με σύμπλοκα 

μετάλλων. Οι προσπάθειες για την σύνθεση νέων αντικαρκινικών φαρμάκων με 

διαφορετικά μέταλλα και υποκαταστάτες έχουν ενισχυθεί από τα ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα προκλινικών και κλινικών ερευνών. Τα τελευταία χρόνια, σύμπλοκα 

με ρουθένιο έχουν ερευνηθεί ως πιθανά αντικαρκινικά και αντιμεταστατικά 

φάρμακα και είναι αυτή τη στιγμή στο στάδιο των κλινικών δοκιμών (Schmitt et al., 

2012). 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή μελετήθηκαν δέκα σύμπλοκα μετάλλων, έξι με 

βανάδιο και υποκαταστάτες την πυριδίνη, το νικοτιναμίδιο, την πιπεραζίνη, την 

καδαβερίνη και το αζίδιο του νατρίου, και τέσσερα με ψευδάργυρο και 

υποκαταστάτες πυριδυλο οξίμες και διοξίμες.  

Τα in vitro πειράματα απέδειξαν πως και τα δέκα σύμπλοκα μετάλλων έχουν 

δοσοεξαρτώμενη κυτταροτοξική δράση έναντι των  λειομυοσαρκωματικών 

κυττάρων επίμυος Wistar (LMS), των κυττάρων αδενοκαρκινώματος  μαστού 

ανθρώπου (MCF-7) και αδενοκαρκινώματος τραχήλου μήτρας ανθρώπου (ΗeLa) και 

τέλος των κυττάρων ηπατοκυτταρικού καρκίνου ανθρώπου (HepG2). Η σειρά 

κυτταροτοξικότητας έχει ως εξής: σύμπλοκο 5> σύμπλοκο 4> σύμπλοκο 2> 

σύμπλοκο 9> σύμπλοκο 1> σύμπλοκο 3> σύμπλοκο 6> σύμπλοκο 7> σύμπλοκο 8> 

σύμπλοκο 10. Η κυτταροτοξικότητα του συμπλόκου 5 οφείλεται στην παρουσία του 

υποκαταστάτη του (αζίδιο του νατρίου), ο οποίος έχει την ίδια περίπου IC50 τιμή με 

αυτό. Οι υπόλοιποι υποκαταστάτες εμφανίσουν αρκετά υψηλότερες  IC50 τιμές από 

τις αντίστοιχες σύμπλοκες ενώσεις τους. Βέβαια, η κυτταροτοξική δράση των 

συμπλόκων είναι ανάλογη με αυτή των υποκαταστατών τους. Στα κύτταρα LMS 

παρουσιάστηκε το μεγαλύτερο ποσοστό αναστολής του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, μετά από την επώαση με τα όλα τα σύμπλοκα, ενώ τα κύτταρα 

HeLa και ΗepG2 επέδειξαν την μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στη δράση τους. Αξίζει να 
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σημειωθεί πως η κυτταρική σειρά των φυσιολογικών ινοβλαστών επηρεάστηκε 

λιγότερο όσον αφορά την ικανότητα πολλαπλασιασμού παρουσία των συμπλόκων, 

σε σχέση με τις νεοπλασματικές κυτταρικές σειρές. Μάλιστα, η IC50 τιμή των 

συμπλόκων 7 και 8  στα κύτταρα MRC-5, είναι σχεδόν διπλάσια σε σχέση με αυτή 

των κυττάρων LMS.  

Τα κύτταρα LMS και MCF-7 έχασαν την ικανότητά τους για ανάπτυξη μεγάλων, 

αυτοσυντηρούμενων αποικιών μετά από επώαση με αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

των συμπλόκων 1-10. Η αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού λοιπόν, που 

προκαλούν τα εν λόγω σύμπλοκα είναι μη αναστρέψιμη. 

Ο θάνατος που επάγεται μετά από επώαση των LMS κυττάρων με τα σύμπλοκα 

βαναδίου και ψευδαργύρου είναι ξεκάθαρα ο αποπτωτικός. Τα ποσοστά της 

νέκρωσης είναι πολύ μικρά, για όλα τα σύμπλοκα. Αξίζει να σημειωθεί πως τα 

σύμπλοκα μετάλλων, συμπεριλαμβανομένων αυτών με ψευδάργυρο, αναστέλλουν 

την τοποϊσομεράση 1, η οποία υπερεκφάζεται σε αρκετές νεοπλασματικές 

κυτταρικές σειρές (Von et al., 2012; Chashoo et al., 2011). Είναι λοιπόν πιθανό τα 

σύμπλοκα 1-10 να προκαλούν τον αποπτωτικό θάνατο, μέσω του ίδιου μονοπατιού.  

Άλλωστε, τα σύμπλοκα βαναδίου διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία 

της απόπτωσης (Huang et al., 1998; Jaspers et al., 2000; Samet et al., 1998), και  έχει 

επίσης διαπιστωθεί ο σημαντικός ρόλος του ψευδαργύρου στη διαδικασία της 

απόπτωσης (Federico et al., 2001; Prasad et al.,1998; Chakravarty et al., 1986), ο 

οποίος όμως δεν έχει αποσαφηνιστεί και φαίνεται να είναι ιδιαίτερα πολύπλοκος. 

Για παράδειγμα, στα επιθηλιακά κύτταρα του προστάτη και των ωοθηκών, ο 

ψευδάργυρος έχει προ-αποπτωτική δράση, ενώ σε κερατινοκύτταρα, στα 

επιθηλιακά κύτταρα του μαστού, των νεοπλασματικών κυττάρων τραχήλου μήτρας, 

του εντέρου και του πνεύμονα, όπως επίσης και στα μακροφάγα, ο ψευδάργυρος 

έχει αντι-αποπτωτική δράση (Kontargiris et al., 2012; Chakravarty et al., 1986; 

Franklin and Costello, 2007). 

Tα σύμπλοκα 1-10, καθώς και οι υποκαταστάτες τους μελετήθηκαν επίσης ως προς 

την αντιβακτηριακή τους δράση έναντι των στελεχών E. coli, Z. mobilis, C. 
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glutamicum και S. thermophilus. Η αντιβακτηριακή δράση σχετίζεται σε αρκετές 

περιπτώσεις με την αντικαρκινική δράση (Katsoulakou et al., 2008). Άλλωστε, η cis-

πλατίνα, όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 2 του εισαγωγικού μέρους της διατριβής 

αυτής, ανακαλύφθηκε αρχικά ως ένας αναστολέας της βακτηριακής ανάπτυξης 

(Rosenberg et al., 1965, 1969).. Τα σύμπλοκα του βαναδίου και οι υποκαταστάτες 

τους δεν ανέστειλαν τη βακτηριακή ανάπτυξη. Το στέλεχος C. glutamicum 

παρουσίασε μικρή μείωση στην ανάπτυξή του παρουσία των συμπλόκων 

ψευδαργύρου 7 και 8, στη συγκέντρωση των 200 μM. Όσον αφορά το σύμπλοκο 9 

και τον υποκαταστάτη του, η παρουσία τους στο καλλιεργητικό μέσο προκάλεσε 

ισχυρή αναστολή της ανάπτυξης του βακτηρίου Z. mobilis (MIC 25 μM), ενώ στην 

περίπτωση των βακτηρίων E. coli και C. glutamicum, προκάλεσε μόνο μια μικρή 

καθυστέρηση στην ανάπτυξή τους.  

Τα σύμπλοκα βαναδίου και ψευδαργύρου παρουσιάζουν ινσουλινομιμητική δράση, 

και για τον λόγο αυτό επιλέχθηκαν για την μελέτη της δράσης τους στην 

γλυκολυτική οδό και εξετάστηκαν στην παρούσα διατριβή. Αρχικά λοιπόν, και για 

να συγκριθούν οι διαφορετικές νεοπλασματικές σειρές μεταξύ τους ως προς τον 

μεταβολισμό τους, μετρήθηκε η γλυκόζη που υπήρχε διαθέσιμη στο καλλιεργητικό 

μέσο απουσία κυττάρων και εν συνεχεία παρουσία των κυττάρων. Αυτό που 

παρατηρήθηκε είναι ότι τα κύτταρα ΗepG2 καταναλώνουν την μεγαλύτερη 

ποσότητα γλυκόζης, ενώ ακολουθούν τα κύτταρα LMS και εν συνεχεία τα κύτταρα 

MCF-7. Οι κυτταρικές σειρές των φυσιολογικών ινοβλαστών και των HeLa, δεν 

παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική διαφορά, συγκρινόμενες μεταξύ τους, στην 

κατανάλωση γλυκόζης. 

Μετά από επώαση των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις των συμπλόκων 

1-5, 7 και 8 παρατηρήθηκε μείωση της κατανάλωσης γλυκόζης, η οποία έφτασε και 

σε μηδενικά επίπεδα. Τα κύτταρα LMS ήταν και πάλι αυτά που παρουσίασαν την 

μεγαλύτερη ευαισθησία παρουσία των συμπλόκων, ενώ το σύμπλοκο 7 του 

ψευδαργύρου  είχε την πιο ισχυρή δράση.   
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Τα κύτταρα HepG2 παράγουν το περισσότερο ATP σε σχέση με τις υπόλοιπες 

κυτταρικές σειρές, απουσία των συμπλόκων. Ακολουθούν τα κύτταρα HeLa που 

παράγουν περίπου την ίδια ποσότητα ATP με τα κύτταρα MRC-5, ενώ τα κύτταρα 

LMS και MCF-7 παράγουν τις λιγότερες ποσότητες ATP από όλες τις κυτταρικές 

σειρές.  

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1, 2, 7, 8, καθώς και της 2-δεοξυγλυκόζης στις 

τιμές IC50 και  ΙC30, η παραγωγή ATP μειώθηκε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, 

συγκρινόμενη με την αντίστοιχη των κυττάρων που δεν επωάστηκαν με καμία 

ουσία. Ο ψευδάργυρος έχει βρεθεί πως μπορεί να προκαλέσει μείωση των 

επιπέδων ATP στα κύτταρα μέσω αρνητικών αλληλεπιδράσεων με τα ένζυμα του 

κύκλου του κιτρικού οξέος, αλλά και της αναπνευστικής αλυσίδας. (Dineley et al. 

2003). Η μείωση αυτή όμως των επιπέδων ΑΤP στα κύτταρα HepG2 και LMS, τα 

οποία με βάση την υψηλή κατανάλωση γλυκόζης, έχουν αυξημένο γλυκολυτικό 

ρυθμό, μπορεί να οφείλεται και στην αναστολή κάποιων ενζύμων της γλυκολυτικής 

οδού από τα σύμπλοκα που μελετήθηκαν.  

Η παραγωγή γαλακτικού οξέος από τις υπό μελέτη κυτταρικές σειρές επιβεβαίωσε 

τα ως τώρα παρουσιασθέντα δεδομένα. Τα κύτταρα LMS παράγουν  το περισσότερο 

γαλακτικό οξύ, σε ποσότητες κατά πολύ μεγαλύτερες σε σχέση με τις υπόλοιπες 

κυτταρικές σειρές. Ακολουθούν τα κύτταρα HepG2 που παράγουν και αυτά αρκετό 

γαλακτικό οξύ, σε ποσότητες όμως μικρότερες από τα κύτταρα LMS. Τα κύτταρα 

MCF-7 παράγουν, με μικρή διαφορά, περισσότερο γαλακτικό οξύ σε σύγκριση με τα 

κύτταρα MRC-5, ενώ η κυτταρική σειρά HeLa παράγει την λιγότερη ποσότητα 

γαλακτικού οξέος σε σχέση με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές.   

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1, 2, 5, 7 στην τιμή IC50 τους, η παραγωγή 

γαλακτικού οξέος μειώθηκε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, συγκρινόμενη με την 

αντίστοιχη των κυττάρων που δεν επωάστηκαν με καμία ουσία. Το σύμπλοκο 7 

προκάλεσε την μεγαλύτερη αναστολή στην παραγωγή γαλακτικού οξέος σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές, εκτός των κυττάρων HeLa, τα οποία εξαρτώνται λιγότερο από την 

γλυκολυτική πορεία για την παραγωγή ATP με βάση τα αποτελέσματα μας. Η 
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αναστολή αυτή στην παραγωγή του γαλακτικού οξέος είναι πιο ισχυρή στην 

κυτταρική σειρά του λειομυοσαρκώματος, που αποδείξαμε πως στηρίζεται σε 

μεγάλο βαθμό στην γλυκολυτική πορεία για την σύνθεση ATP. 

Τα αποτελέσματα από την μελέτη των πραγματοποιούμενων οξειδοαναγωγικών 

αντιδράσεων των μιτοχονδρίων έδειξαν πως τα σύμπλοκα προκαλούν βλάβες στην 

αναπνευστική λειτουργία, μικρότερης κλίμακας όμως από την αναστολή στην 

παραγωγή γαλακτικού οξέος. Το σύμπλοκο 7 προκάλεσε την μικρότερη αναστολή 

της μιτοχονδριακής λειτουργίας, σε σχέση με τα υπόλοιπα σύμπλοκα, σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές, που σημαίνει πως έχει μια πιο εξειδικευμένη δράση στην 

γλυκολυτική πορεία. 

Για να εξακριβωθούν τα αποτελέσματα σε ό,τι  αφορά τη μεταβολική 

δραστηριότητα των νεοπλασματικών σειρών με ή χωρίς την προσθήκη των 

συμπλόκων, μελετήθηκε αν υπερεκφράζουν το ένζυμο της αφυδρογονάσης της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH), ενζύμου που καταλύει ένα κρίσιμο στάδιο 

της γλυκόλυσης, διαδραματίζει σημαντικό ρόλο και σε άλλους κυτταρικούς 

μηχανισμούς, και έχει προταθεί ως πιθανός στόχος για την αντικαρκινική θεραπεία. 

Η κυτταρική σειρά HepG2 παρουσιάζει υπερέκφραση του ενζύμου της GAPDH, σε 

σύγκριση με τα κύτταρα των φυσιολογικών ινοβλαστών. Μικρή μείωση της 

έκφρασης παρατηρείται στην κυτταρική σειρά HeLa. Υποέκφραση παρατηρείται 

στην κυτταρική σειρά LMS, ενώ τα κύτταρα MCF-7 εκφράζουν την GAPDH, όπως οι 

φυσιολογικοί ινοβλάστες.  

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1,2 και 7 παρατηρήθηκε έντονη υποέκφραση 

του ενζύμου, μεγαλύτερη και από αυτή που προκαλεί ο μελετημένος αναστολέας 

ιωδιοξεικό οξύ (ΙΑΑ). Μάλιστα, το σύμπλοκο 7 προκαλεί την μεγαλύτερη 

υποέκφραση του ενζύμου, και στην κυτταρική σειρά LMS δεν εκφράζεται καθόλου.  

Υψηλές συγκεντρώσεις ψευδαργύρου (0.15 έως 0.20 mmol/L) έχει βρεθεί πως 

προκαλούν μείωση της ενεργότητας της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης και έως 

55% αναστολή της δράσης της, χωρίς παράλληλη αναστολή της δράσης των 

μιτοχονδριακών ενζύμων. Στην ίδια μελέτη παρατηρήθηκε μείωση της δράσης και 
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άλλων ενζύμων της γλυκολυτικής οδού, όπως της εξοκινάσης (Ronowska et al., 

2007). Η δράση αυτή έχει κοινά σημεία με τη δράση του συμπλόκου 7. 

Στη μελέτη οξείας τοξικότητας του συμπλόκου αυτού παρατηρήθηκε πως η 

ποσότητα στην οποία προκαλείται θάνατος στο 50% των πειραματοζώων (LD50) 

είναι μεγαλύτερη της  100 mg/kg, και συνεπώς δεν είναι πολύ τοξικό. Τέσσερα από 

τα ζώα της ομάδας Γ που έλαβε αυτή την δόση κατέληξαν την 4η και 5η ημέρα του 

πειράματος. Ο παθολογοανατομικός έλεγχος έδειξε πως τα ζώα που κατέληξαν 

παρουσίασαν σωληναριακή νέκρωση που οδήγησε σε πνευμονικό οίδημα, ενώ το 

ήπαρ και η καρδιά δεν παρουσίασαν καμία βλάβη. Τα ζώα της ομάδας Γ, που δεν 

κατέληξαν, και δύο ζώα της ομάδας Β, παρουσίασαν ήπιο ενδοκυττάριο οίδημα των 

ουροφόρων σωληναρίων. Κανένα από τα υπόλοιπα ζώα δεν παρουσίασε βλάβη στα 

υπό εξέταση όργανα, με βάση τον παθολογοανατομικό έλεγχο. 

Mε βάση τα αποτελέσματα των αιματολογικών και βιοχημικών εξετάσεων στα ζώα 

που επέζησαν και τις 14 ημέρες της πειραματικής διαδικασίας, παρατηρήθηκε 

αύξηση της συγκέντρωσης του σακχάρου στις ομάδες Α και Β, και μείωση στην 

ομάδα Γ. Παρατηρήθηκε επίσης μείωση των επιπέδων σιδήρου στο αίμα τους, σε 

σχέση με τους επίμυες της ομάδας αναφοράς, κάτι αναμενόμενο λόγω της 

πρόκλησης διαταραχών στην απορρόφηση του χαλκού (Vogelmeier et al. 1987). Δεν 

παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση του αιματοκρίτη σε καμία ομάδα, 

όμως ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων στην  ομάδα που έλαβε την μεγαλύτερη 

δόση βρέθηκε κατά πολύ μειωμένος στους δύο από τους τρεις θηλυκούς επίμυες 

που επέζησαν. Οι τιμές των υπόλοιπων εξετάσεων δεν διαφέρουν στατιστικώς 

σημαντικά. 

Με βάση την εκλεκτική ως προς τα νεοπλασματικά κύτταρα κυτταροτοξική δράση 

του συμπλόκου αυτού, την  αναστολή  που προκαλεί στην γλυκολυτική πορεία,  και 

την μειωμένη τοξικότητα του στους επίμυες, προτείνεται η περαιτέρω 

φαρμακοκινητική μελέτη και ο έλεγχος της πιθανής αντικαρκινικής του δράσης. 

Το παράδοξο, με μία πρώτη ανάγνωση των αποτελεσμάτων, είναι πως η ισχυρότερη 

δράση των συμπλόκων στην αναστολή της GAPDH ασκείται στην κυτταρική σειρά 
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LMS, η οποία με βάση τα αποτελέσματα από την μεταβολική ανάλυση (κατανάλωση 

γλυκόζης, παραγωγή ATP και γαλακτικού οξέος, μιτοχονδριακές βλάβες) 

χρησιμοποιεί κυρίως την γλυκολυτική πορεία για την παραγωγή του ΑΤP, αλλά με 

βάση τα αποτελέσματα της ανοσοαποτύπωσης κατά Western υποεκφράζει το 

ένζυμο και απουσία των συμπλόκων. 

Η κυτταρική αυτή σειρά λοιπόν παρουσιάζει μια ιδιαιτερότητα στον ενεργό 

μεταβολισμό της.  Αυτό που θα μπορούσε να προταθεί σε ένα πρώτο επίπεδο είναι 

πως ναι μεν το ένζυμο της GAPDH υποεκφράζεται, αλλά η ενεργότητα του ενζύμου 

ίσως είναι υψηλότερη. 

Μία άλλη πιθανή εξήγηση της υποέκφρασης της GAPDH, σε συνδυασμό με την 

αυξημένη παραγωγή γαλακτικού οξέος ίσως μπορεί να δoθεί μέσω του 

παρακυκλώματος των Rapoport – Luebering. 

Το παρακύκλωμα των Rapoport – Luebering έχει μελετηθεί κατά κύριο λόγο στα 

ερυθροκύτταρα και αφορά την γενικότερη λειτουργία της απελευθέρωσης 

οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη μέσω των διακυμάνσεων του 2,3-DPG οι οποίες 

παρακολουθούν την μεταβολή της συγκέντρωσης του διαλυμένου οξυγόνου στο 

αίμα. Όταν οι συγκεντρώσεις του οξυγόνου ελαττώνονται η παραγωγή του 2,3-DPG 

αυξάνεται και αντιστρόφως ούτως ώστε να υπάρξει μια σχετική σταθεροποίηση της 

μέσης συγκέντρωσης του οξυγόνου στα υγρά του αίματος και κατ’ επέκταση στους 

ιστούς. Δεν υπάρχουν μελέτες για τον ρόλο του 2,3-DPG σε άλλους τύπους 

κυττάρων, ούτε πληροφορίες που να θέτουν κάποια ιδιαίτερη λειτουργικότητα στην 

παθοφυσιολογία του καρκίνου, αλλά μερικές μελέτες δείχνουν ότι η συγκέντρωσή 

του στο ολικό αίμα παιδιών που πάσχουν από λευχαιμία είναι σχεδόν διπλάσια από 

εκείνη που συναντούμε στα φυσιολογικά παιδιά (Haidas et al., 1976). Οι αυξημένες 

τιμές των συγκεντρώσεων του 2,3-DPG δεν ερμηνεύτηκαν ως κάποια προσαρμογή 

του οργανισμού σχετιζόμενη με την κακοήθη νόσο. Επίσης παρά την σχετική 

αναζωπύρωση του ερευνητικού ενδιαφέροντος για την σημασία της γλυκόλυσης 

στον ενδιάμεσο μεταβολισμό των κακοήθων κυττάρων, εν τούτοις δεν υπάρχουν 

βιβλιογραφικές αναφορές για την κατάσταση του παρακυκλώματος Rapoport – 
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Luebering στα νεοπλασματικά κύτταρα εν γένει. Η μελέτη της δράσης του 2,3-DPG 

και άλλων υψηλά φωσφορυλιωμένων ενώσεων στην συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων είναι και αυτή πολύ περιορισμένη, αλλά σχετικά πρόσφατα 

προέκυψαν ενδείξεις ότι ο εν λόγω μεταβολίτης αναστέλλει την αιμοπεταλιακή 

συσσώρευση μειώνοντας την παραγωγή της θρομβοξάνης Α2 και συνεπώς δρα στο 

επίπεδο της αραχιδονικής οδού, με πιθανό στόχο το ένζυμο της αιμοπεταλιακής 

κυκλοξυγονάσης (Evangelou et al.,1990;  Karkabounas et al., 1992; Daskalou et al., 

2005). Σε μια σχετική διδακτορική διατριβή που εκπονήθηκε τα τέλη της δεκαετίας 

του 1980 στο Εργαστήριο Φυσιολογίας της Ιατρικής Σχολής Ιωαννίνων αναλύεται η 

σχέση της αιμοπεταλιακής συσσώρευσης με τον γλυκολυτικό αναερόβιο 

μεταβολισμό και επισημαίνεται ότι οι φυσιολογικοί αναστολείς του αναστέλλουν 

επίσης και την αιμοπεταλιακή συσσώρευση (Καρκαμπούνας, 1990). Επίσης 

υπογραμμίζεται ότι το 2,3-DPG αναστέλλει την αιμοπεταλιακή συσσώρευση που 

προκαλεί ο PAF(Platelet Activating Factor) ενδεχομένως διότι εμφανίζει  κοινά 

δομικά στοιχεία με τον PAF (Καρκαμπούνας, 1990).  Ωστόσο φαίνεται ότι το 2,3-

διφωσφογλυκερικό οξύ αποτελεί έναν αναστολέα αυτής καθαυτής της 

γλυκολυτικής οδού, καθόσον η χορήγησή του στα αιμοπετάλια αναστέλλει πλήρως 

τον μεταβολισμό της γλυκόζης, ενώ η χορήγηση κυανιούχου νατρίου ή 2,4-

δινιτροφαινόλης που αναστέλλουν την μιτοχονδριακή παραγωγή ΑΤΡ δεν 

επηρεάζουν άμεσα την αιμοπεταλιακή συσσώρευση σε αντίθεση με το ιωδιοξεικό 

οξύ το οποίο προκαλεί αναστροφή και παύση της συσσώρευσης (Καρκαμπούνας, 

1990). Μια σχετικά πρόσφατη μελέτη που δημοσιεύτηκε το 2007 και αναφέρεται 

στην ενεργειακή σημασία του παρακυκλώματος Rapoport–Luebering υποδεικνύει 

ότι η εν λόγω διακλάδωση της γλυκολυτικής οδού διατηρείται σε πολύ μεγάλη 

κλίμακα στην φυλογένεση ξεκινώντας από στοιχειώδεις οργανισμούς όπως τα 

μονοκύτταρα ευκαρυωτικά του τύπου Dictyostelium discoideum (οργανισμός 

αμοιβαδοειδής) αλλά και σε υψηλώς εξελιγμένα μετάζωα όπως π.χ τα πτηνά και τα 

θηλαστικά (Jaiesoon et al., 2008). Στην μελέτη αυτή οι συγγραφείς αποδεικνύουν 

ότι εκτός από την τυπική 2,3-DPG φωσφατάση που οδηγεί στην αποφωσφορυλίωση 

του 2,3-DPG υπάρχει και ένα άλλο ένζυμο (Multiple Inositol polyphoshate 
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phosphatase ή MIPP1) το οποίο λειτουργεί αποφωσφορυλιωτικά  τροφοδοτώντας 

τον μεταβολισμό των ινοσιτιδίων και ενεργοποιώντας τον καταρράκτη της ΑΜΡ – 

activated protein kinase (AMPK). Δεδομένου ότι ο καταρράκτης της AMPK καθώς και 

ο μεταβολισμός των ινοσιτιδίων είναι κεφαλαιώδους σημασίας για την ενεργειακή 

παραγωγή των κυττάρων αντιλαμβανόμαστε ότι το παρακύκλωμα Rapoport – 

Luebering είναι πιθανόν μεγάλης αξίας για την κυτταρική αύξηση και όχι μόνον για 

την αποδέσμευση του οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη. Σημειωτέον ότι η σύνθεση 

της σερίνης και της θρεονίνης λαμβάνει πρώτες ύλες από την γλυκολυτική αλυσίδα. 

Ίσως η διακλάδωση αυτή του γλυκολυτικού μεταβολισμού έχει κάποια σημασία και 

για τον ενεργειακό μεταβολισμό των κακοήθων κυττάρων. Από την άλλη πλευρά 

φαίνεται ότι η διευκόλυνση της αποδέσμευσης οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη, 

μέσω χρήσης ουσιών που δρουν με τον μηχανισμό δράσης του 2,3-DPG αυξάνει την 

αποτελεσματικότητα των ακτινοθεραπευτικών σχημάτων, ενδεχομένως διότι το 

αποδεσμευόμενο οξυγόνο υφίσταται διέγερση από την ιονίζουσα ακτινοβολία 

πυροδοτώντας έτσι τον καταρράκτη παραγωγής ενεργών μορίων στο εσωτερικό των 

κυττάρων των κακοήθων όγκων (Huagang et al., 2004). Τέλος μια εξαιρετική 

επισκόπηση πάνω στον ρόλο της γλυκολυτικής οδού στην βιολογία της κυτταρικής 

ανάπτυξης έγινε πρόσφατα από μια ομάδα συγγραφέων (Vander Heiden et al., 

2011). Στην εν λόγω μελέτη επισημαίνεται ο ρόλος των γλυκολυτικών μεταβολιτών, 

όπως επίσης και ο ρόλος της πυροσταφυλικής κινάσης, η ένδεια της οποίας 

σχετίζεται ισχυρά με την αντιρροπιστική ισχύ του παρακυκλώματος Rapoport – 

Luebering. Είναι φανερό ότι ο ρόλος της εν λόγω μεταβολικής διακλάδωσης της 

γλυκόλυσης πρέπει να αναθεωρηθεί και να μελετηθεί de novo στην βιολογία των 

νεοπλασμάτων. Είναι ενδεχόμενο κάποιοι εκλεκτικοί αναστολείς των ενζύμων που 

υπεισέρχονται στην εν λόγω γλυκολυτική διακλάδωση να ενέχουν ανασταλτικές 

δράσεις επί της ανάπτυξης των νεοπλασματικών κυττάρων. Επίσης ο χειρισμός της 

έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων που κωδικοποιούν τις εν λόγω πρωτεΐνες, ίσως 

να είναι ωφέλιμος για μια ουσιαστική μεταβολική αντιμετώπιση της 

νεοπλασματικής νόσου είτε με κύριο, είτε με επικουρικό χαρακτήρα των 

επικρατούντων θεραπευτών προσεγγίσεων.  
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Μολονότι τα νεοπλασματικά κύτταρα επιδεικνύουν αυξημένη γλυκόλυση και 

εξαρτώνται περισσότερο από το μονοπάτι αυτό για την παραγωγή ATP, η αναστολή 

της γλυκόλυσης από μόνη της ίσως δεν είναι επαρκής για να επιφέρει τον θάνατο 

στα κύτταρα αυτά. Έχει προταθεί ότι η μείωση της παραγωγής του ΑΤΡ πρέπει να 

υπερβεί κάποιο ποσοστό για να πυροδοτήσει τον κυτταρικό θάνατο μέσω της 

απόπτωσης ή της νέκρωσης, με μείωση 25-70% του παραγόμενου ΑΤΡ να οδηγεί 

στην απόπτωση και μείωση πάνω από 85% να οδηγεί στη νέκρωση (Liebethal et al., 

1998). Αφού όλα τα νεοπλασματικά κύτταρα διαθέτουν μιτοχόνδρια, σε κάποιο 

βαθμό θα είναι δυνατή η παραγωγή του ΑΤΡ ακόμα και όταν ανασταλθεί η 

γλυκολυτική πορεία. Το γεγονός αυτό μπορεί να επηρεάσει κατά πολύ την 

ικανότητα των γλυκολυτικών αναστολέων να μειώσουν την παραγόμενη ποσότητα 

ΑΤΡ εντός του κυττάρου. Ένας προτεινόμενος τρόπος για να μειωθεί 

αποτελεσματικά η ποσότητα του ΑΤΡ είναι ο συνδυασμός πολλαπλών ουσιών που 

στοχεύουν στην παραγωγή του  με διαφορετικούς μηχανισμούς δράσης (Martin et 

al., 2001). Πράγματι, έρευνες υποδεικνύουν πως ο συνδυασμός του γλυκολυτικού 

αναστολέα 2-δεοξυγλυκόζη με την αδριαμυκίνη ή την πακλιταξέλη έχει ως 

αποτέλεσμα την σημαντική αύξηση της in vivo θεραπευτικής δράσης σε μοντέλα 

πειραματοζώων που νοσούν από οστεοσάρκωμα ή μη μικροκυτταρικό νεόπλασμα 

πνεύμονα (Μaschek et al., 2004). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει και μία έρευνα που υποδεικνύει πως τα κύτταρα που 

χρησιμοποιούν την αερόβια γλυκόλυση για να καλύψουν την βιοενεργητική τους 

υφίστανται ταχεία μείωση του παραγόμενου ΑΤΡ και νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο 

ως απόκριση στην ενεργοποίηση της πολυμεράσης της πολύ(ΑDP-ριβόζης) (PARP) 

μετά από την προσθήκη αλκυλυωτικών παραγόντων (Zong et al., 2004). Η 

ενεργοποίηση της PARP από ουσίες που προκαλούν βλάβες στο DNA προκαλεί την 

ταχεία κατανάλωση NAD+, έναν απαραίτητο συμπαράγοντα για τις γλυκολυτικές 

αντιδράσεις. Με αυτό τον τρόπο, οποιαδήποτε βλάβη στο DNA ενεργοποιεί την 

PARP θα αναστείλει έμμεσα την γλυκόλυση μέσω της μείωσης της ποσότητας του 

NAD+ . Εξάλλου, αφού η επιδιόρθωση του DNA απαιτεί την ενέργεια από το ΑΤΡ, η 

αναστολή της παραγωγής του λόγω της καταστολής της γλυκολυτικής πορείας θα 



 

[173] 

μείωνε δραματικά την ικανότητα των κυττάρων να επιδιορθώσουν το DNA. Έτσι, ο 

συνδυασμός των γλυκολυτικών αναστολέων με παράγοντες που προκαλούν βλάβες 

στο DNA φαίνεται να είναι μια ελκυστική θεραπευτική στρατηγική για την επιτυχή 

θανάτωση των νεοπλασματικών κυττάρων (Pelicano et al., 2006).  

Ο συνδυασμός αναστολέων της γλυκολυτικής πορείας και της πορείας των 

φωσφορικών πεντοζών έχει επίσης ελεγθχεί για τη δυνατότητα να αυξάνει την 

ακτινοευαισθησία των νεοπλασιών (Varshney et al., 2005). Η συνδυαστική θεραπεία 

με 2-DG και 6-ΑΝ (έναν αναστολέα της G6PD) προκαλεί την προφανή μείωση του 

κυτταρικού περιεχομένου σε γλουταθειόνη και αύξηση των βλαβών από την 

ακτινοβολία που οδηγεί στον μιτωτικό και αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο (Varshney 

et al., 2005). Βασιζόμενοι σε παλαιότερες έρευνες που υποδείκνυαν πως η 2-DG 

ενισχύει τη δράση της ακτινοθεραπείας σε πειραματικά μοντέλα, οι Singh et al. 

(2005) προέβησαν  στην πραγματοποίηση μιας κλινικής μελέτης για να εξετάσουν 

την ανοχή και την ασφάλεια της κλιμακούμενης χορήγησης 2-DG σε συνδυασμό με 

ραδιοθεραπεία σε ασθενείς με γλοιοβλάστωμα.  Η έρευνα αυτή απέδειξε πως 

δόσεις έως 250 mg/kg σε συνδυασμό με 5 ακτινοβολήσεις ανά εβδομάδα είναι 

ασφαλείς, χωρίς να προκαλούν οξεία τοξικότητα ή μεταγενέστερες βλάβες στον 

εγκέφαλο των ασθενών. Οι συγγραφείς προτείνουν την διενέργεια περαιτέρω 

κλινικών ερευνών για να διαπιστωθεί η αποτελεσματικότητα της συγκεκριμένης 

συνδυαστικής θεραπευτικής προσέγγισης.   

Ολοκληρώνοντας αυτή την μακροχρόνια διαδρομή, μέσω αυτής της διδακτορικής 

διατριβής, προτείνεται καταρχήν η μελέτη της κινητικής του ενζύμου της GAPDH 

στην κυτταρική σειρά των λειομυοσαρκωματικών κυττάρων, για να αποσαφηνιστεί 

το ιδιαίτερο μεταβολικό της προφίλ, και γιατί παράλληλα είναι ελάχιστα 

μελετημένη στη διεθνή βιβλιογραφία. Με βάση μελέτες του εργαστηρίου  

Φυσιολογίας, που βρίσκονται ακόμα σε πρώιμο  στάδιο, στην κυτταρική σειρά των 

LMS υπερεκφράζεται το ένζυμο της εξοκινάσης. Η υπερέκφραση του ενζύμου αυτού 

περιπλέκει ακόμα το μεταβολικό προφίλ των LMS κυττάρων και ίσως είναι η αιτία 

της υψηλής ανθεκτικότητας του λειομυοσαρκώματος στη χημειοθεραπεία και την 
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ακτινοθεραπεία. Αυτό που απαιτείται είναι ο έλεγχος όλως των ενζύμων της 

γλυκολυτικής οδού μέσω μεταβολομικής ανάλυσης (metabolomics). Επιπλέον, 

ενδιαφέρον θα παρουσίαζε η μελέτη για την ύπαρξη του παρακυκλώματος 

Rapoport – Luebering στα νεοπλασματικά κύτταρα, η οποία θα έδινε μία εξήγηση 

για την αυξημένη παραγωγή του γαλακτικού οξέος στα κύτταρα αυτά, αλλά κυρίως 

θα προσέφερε μία επιπλέον προοπτική στο φαινόμενο Warburg και νέους πιθανούς 

στόχους για την χημειοθεραπεία των νεοπλασιών.  

Αξίζει να σημειωθεί πως οι in vitro πειραματικές διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν 

σε συνθήκες φυσιολογικών συγκεντρώσεων οξυγόνου. Αναμένεται πως στις 

συνθήκες υποξίας που επικρατούν στο εσωτερικό των όγκων και η γλυκολυτική 

πορεία είναι κατά πολύ αυξημένη, τα σύμπλοκα μετάλλων που μελετήθηκαν θα 

εμφανίζουν ακόμα πιο ισχυρή και εκλεκτική δράση έναντι των νεοπλασματικών 

κυττάρων. 

 

«Κι αν πτωχική την βρεις, η Ιθάκη δε σε γέλασε. Έτσι σοφός που έγινες, με τόση 

πείρα, ήδη θα το κατάλαβες οι Ιθάκες τι σημαίνουν» (Κ.Π. Καβάφης).  
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Από την παρούσα διδακτορική διατριβή μπορούν να εξαχθούν τα εξής 

συμπεράσματα: 

 

 Τα σύμπλοκα βαναδίου και ψευδαργύρου εμφανίζουν ισχυρή 

δοσοεξαρτώμενη κυτταροτοξική δράση ενάντια των υπό μελέτη 

νεοπλασματικών κυτταρικών σειρών, η οποία όμως είναι ηπιότερη στην 

φυσιολογική κυτταρική σειρά. 

 Η σειρά κυτταροτοξικότητας έχει ως εξής: σύμπλοκο 5> σύμπλοκο 4> 

σύμπλοκο 2> σύμπλοκο 9> σύμπλοκο 1> σύμπλοκο 3> σύμπλοκο 6> 

σύμπλοκο 7> σύμπλοκο 8> σύμπλοκο 10. 

 Ο επαγώμενος από την δράση τους κυτταρικός θάνατος είναι ο 

αποπτωτικός. 

 Τα κύτταρα LMS απώλεσαν την ικανότητα ανάπτυξης μεγάλων, 

αυτοσυντηρούμενων αποικιών μετά από επώαση με τα σύμπλοκα. 

  Τα σύμπλοκα του βαναδίου δεν ανέστειλαν την  ανάπτυξη των υπό μελέτη 

βακτηριακών στελεχών.  

 Η παρουσία του συμπλόκου 9 και του υποκαταστάτη του στο καλλιεργητικό 

μέσο προκάλεσε ισχυρή αναστολή της ανάπτυξης του βακτηρίου Z. Mobilis.  

 Τα κύτταρα ΗepG2 καταναλώνουν την μεγαλύτερη ποσότητα γλυκόζης, ενώ 

ακολουθούν τα κύτταρα LMS και εν συνεχεία τα κύτταρα MCF-7. Οι 

κυτταρικές σειρές των φυσιολογικών ινοβλαστών και των HeLa, δεν 

παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική διαφορά, συγκρινόμενες μεταξύ τους, 

στην κατανάλωση γλυκόζης.  

 Μετά από επώαση των κυττάρων με τα σύμπλοκα παρατηρήθηκε μείωση 

της κατανάλωσης γλυκόζης, η οποία έφτασε και σε μηδενικά επίπεδα. Τα 

κύτταρα LMS παρουσίασαν την μεγαλύτερη ευαισθησία παρουσία των 

συμπλόκων, ενώ το σύμπλοκο 7 του ψευδαργύρου  είχε την πιο ισχυρή 

δράση.   
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 Τα κύτταρα HepG2 παράγουν το περισσότερο ATP σε σχέση με τις υπόλοιπες 

κυτταρικές σειρές, απουσία των συμπλόκων. Ακολουθούν τα κύτταρα HeLa 

που παράγουν περίπου την ίδια ποσότητα ATP με τα κύτταρα MRC-5, ενώ τα 

κύτταρα LMS και MCF-7 παράγουν τις λιγότερες ποσότητες ATP από όλες τις 

κυτταρικές σειρές. Μετά την προσθήκη των συμπλόκων η παραγωγή ATP 

μειώθηκε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο.  

 Τα κύτταρα LMS παράγουν  το περισσότερο γαλακτικό οξύ, σε ποσότητες 

κατά πολύ μεγαλύτερες σε σχέση με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές. 

Ακολουθούν τα κύτταρα HepG2 που παράγουν και αυτά αρκετό γαλακτικό 

οξύ, σε ποσότητες όμως μικρότερες από τα κύτταρα LMS. Τα κύτταρα MCF-7 

παράγουν, με μικρή διαφορά, περισσότερο γαλακτικό οξύ σε σύγκριση με τα 

κύτταρα MRC-5, ενώ η κυτταρική σειρά HeLa παράγει την λιγότερη 

ποσότητα γαλακτικού οξέος σε σχέση με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές.   

 Τα σύμπλοκα προκαλούν δοσοεξαρτώμενη μείωση της παραγωγής 

γαλακτικού οξέος. Το σύμπλοκο 7 προκάλεσε την μεγαλύτερη αναστολή 

στην παραγωγή γαλακτικού οξέος σε όλες τις κυτταρικές σειρές, εκτός των 

κυττάρων HeLa. Η αναστολή αυτή στην παραγωγή του γαλακτικού οξέος 

είναι πιο ισχυρή στην κυτταρική σειρά του λειομυοσαρκώματος. 

 Τα σύμπλοκα προκαλούν βλάβες στην αναπνευστική λειτουργία, μικρότερης 

κλίμακας όμως από την αναστολή στην παραγωγή γαλακτικού οξέος. Το 

σύμπλοκο 7 προκάλεσε την μικρότερη αναστολή της μιτοχονδριακής 

λειτουργίας, σε σχέση με τα υπόλοιπα σύμπλοκα, σε όλες τις κυτταρικές 

σειρές. 

 Η κυτταρική σειρά HepG2 παρουσιάζει υπερέκφραση του ενζύμου της 

GAPDH, σε σύγκριση με τα κύτταρα των φυσιολογικών ινοβλαστών. Μικρή 

μείωση της έκφρασης παρατηρείται στην κυτταρική σειρά HeLa. 

Υποέκφραση παρατηρείται στην κυτταρική σειρά LMS, ενώ τα κύτταρα MCF-

7 εκφράζουν την GAPDH, όπως οι φυσιολογικοί ινοβλάστες.  
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 Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1,2 και 7 παρατηρήθηκε έντονη 

υποέκφραση του ενζύμου. Μάλιστα, το σύμπλοκο 7 προκαλεί την 

μεγαλύτερη υποέκφραση του ενζύμου, και στην κυτταρική σειρά LMS δεν 

εκφράζεται σχεδόν καθόλου.  

 Τέλος, τα in vivo πειράματα έδειξαν ότι το σύμπλοκο 7  το οποίο 

δοκιμάστηκε στους επίμυες Wistar εμφανίζει  τοξική δράση μετά από την 

εφάπαξ χορήγηση του, σε ποσότητα 100 mg/kg βάρους σώματος. 

  Με  βάση την εκλεκτική ως προς τα νεοπλασματικά κύτταρα κυτταροτοξική 

δράση του συμπλόκου αυτού, την  αναστολή  που προκαλεί στην 

γλυκολυτική πορεία,  και την μειωμένη τοξικότητα του στους επίμυες, 

προτείνεται η περαιτέρω φαρμακοκινητική μελέτη και ο έλεγχος της πιθανής 

αντικαρκινικής του δράσης. 
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O ρόλος της γλυκόλυσης στην ανάπτυξη των νεοπλασματικών κυττάρων έχει 

επισημανθεί εκ μέρους του Otto Warburg το 1926. Αν και ο Warburg τιμήθηκε με 

βραβείο Nobel το 1931 για την προσφορά του στην επιστήμη, εν τούτοις η 

μεταβολική ιδιαιτερότητα των νεοπλασματικών κυττάρων, η στήριξή τους δηλαδή 

στην γλυκόλυση για την παραγωγή ενέργειας, αγνοήθηκε για μεγάλο χρονικό 

διάστημα ως σημείο εκκίνησης για την ανάπτυξη μιας στρατηγικής θεραπευτικής 

αντιμετώπισης των νεοπλασιών. Από το 1980 και μετά, η έρευνα στράφηκε ξανά 

προς την κατεύθυνση αυτή. Σήμερα υπάρχει ένας ικανός αριθμός εργασιών που 

υποδεικνύουν την ρεαλιστικότητα αυτής της προσέγγισης με αποτελέσματα 

αξιόλογα και σαφή. Στο φαινόμενο που παρατήρησε ο Warburg, φαίνεται πως τα 

νεοπλασματικά κύτταρα φέρουν μιτοχόνδρια που έχουν υποστεί σημαντικές 

βλάβες, με αποτέλεσμα μεγάλες ποσότητες ΑΤΡ να συντίθενται μέσω της 

γλυκόλυσης και μικρότερες μέσω της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Παρόλο που το 

φαινόμενο Warburg δεν είναι καθολικά αποδεκτό για όλους τους τύπους 

νεοπλασιών, αποτελεί σήμερα την βάση για την Τομογραφία Εκπομπής Ποζιτρονίων 

(PET) η οποία χρησιμοποιείται για την διάγνωση του καρκίνου καθώς και για την 

παρακολούθηση της ανταπόκρισης των ασθενών στη θεραπεία που ακολουθούν. 

Στην τομογραφία αυτή χρησιμοποιείται ένα ανάλογο της γλυκόζης, η 

18F-FDG (2-(18F)-fluoro-2-deoxy-D-glucose). H FDG-PET συνδυαζόμενη με αξονική 

(υπολογιστική) τομογραφία (PET/CT) έχει >90% ακρίβεια για τους περισσότερους 

τύπους επιθηλιακών νεοπλασμάτων. 

Η εκλεκτική τοξικότητα των χημειοθεραπευτικών μέσων, έτσι ώστε να μην 

βλάπτονται τα υγιή κύτταρα είναι το μεγαλύτερο πρόβλημα που πρέπει να 

αντιμετωπιστεί για την θεραπεία της νεοπλασματικής νόσου. Ο εντοπισμός λοιπόν 

των βιοχημικών διαφορών μεταξύ των φυσιολογικών και των νεοπλασματικών 

κυττάρων είναι απαραίτητος για τον σχεδιασμό νέων αντικαρκινικών φαρμάκων. Η 

παρατήρηση του Warburg ίσως αποτελεί μια πολύ καλή θεραπευτική προσέγγιση 

για την αντιμετώπιση των νεοπλασιών, χωρίς να δημιουργούνται βλάβες στα 

φυσιολογικά κύτταρα του πάσχοντος οργανισμού. Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες, 
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η μεταβολική αλλαγή από την οξειδωτική φωσφορυλίωση στη γλυκόλυση, δεν είναι 

η αιτία μετάλλαξης των φυσιολογικών κυττάρων σε νεοπλασματικά, όπως υπέθεσε 

ο Warburg, αλλά ένα επιφαινόμενο της καρκινογένεσης, που συνδέεται με υψηλά 

ποσοστά μεταστάσεων και ανοχής στη χημειοθεραπεία και την ακτινοθεραπεία. 

Πολλές μελέτες, κυρίως μετά το 2000, εστιάζουν στις θεραπευτικές ιδιότητες των 

αναστολέων της γλυκολυτικής οδού. Τα αποτελέσματα είναι άκρως ενθαρρυντικά 

για περαιτέρω έρευνα. Ένα πρόβλημα των ήδη υπαρχόντων ουσιών - αναστολέων 

της γλυκολυτικής οδού, που έχουν χρησιμοποιηθεί σε κλινικές μελέτες, είναι πως 

δεν είναι σταθερές. Μια ενδεχόμενη σύνδεση των ουσιών αυτών με μέταλλα, υπό 

τη μορφή σύμπλοκων ενώσεων πιθανόν θα έλυνε το πρόβλημα αυτό και 

παράλληλα λόγω του μεγάλου μοριακού βάρους κάποιων συμπλόκων, οι ενώσεις 

αυτές δεν θα διαπερνούσαν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό, γεγονός ιδιαίτερα 

σημαντικό αφού τα κύτταρα του εγκεφάλου είναι γλυκολυτικά.  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή μελετήθηκε η δράση δέκα νεοσυντεθιμένων 

συμπλόκων μετάλλων, έξι συμπλόκων του βαναδίου και τεσσάρων του 

ψευδαργύρου. Οι μοριακοί τύποι των συμπλόκων είναι οι ακόλουθοι: 

[(pyH)6(V10O28)·2H20] (1), (LH)4{V10O26(OH)2}·2L·2H20] (2), {(L′H2)(V03)2}n (3), 

(L′′H2)3[VIV
9VV

6O36]·14H20 (4), {[VIV
11VV

7 Na10O44(N3)(H2O)32]·14H20}n (5), 

[VIV
2O2(SO4){(py)2C(OMe)(O)}2] (6), [Zn(O2CMe)2(ampaoH)2] (7),  

[Zn(O2CPh)2(ampaoH)2] (8), [Zn(dapdoH2)2](NO3)2 (9),  [Zn(dampdoH2)2](NO3)2 (10). 

Οι υποκαταστάτες των συμπλόκων 1-6 είναι η πυριδίνη, το νικοτιναμίδιο, η 

πιπεραζίνη, η καδαβερίνη, το αζίδιο του νατρίου και η (py)2CO (di-2-pyridyl ketone), 

αντίστοιχα. Τα τέσσερα σύμπλοκα του ψευδαργύρου έχουν  ως υποκαταστάτες 

πυριδυλο οξίμες και διοξίμες και συγκεκριμένα τα σύμπλοκα 7 και 8 έχουν 

υποκαταστάτη το ampaoH , το σύμπλοκο 9 το dapdoH2 και το σύμπλοκο 10 το 

dampdoH2.  

Σε ένα πρώτο επίπεδο, μελετήθηκε η αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

των λειομυοσαρκωματικών κυττάρων επίμυος Wistar (LMS), των κυττάρων 

αδενοκαρκινώματος  μαστού ανθρώπου (MCF-7) και αδενοκαρκινώματος τραχήλου 
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μήτρας ανθρώπου (ΗeLa), των κυττάρων ηπατοκυτταρικού καρκίνου ανθρώπου 

(HepG2) και των φυσιολογικών ινοβλαστών μετά από επώαση με τα σύμπλοκα των  

1-10. Ελέγχτηκε εν συνεχεία η ικανότητα τους να αναστέλλουν την ικανότητα των 

κυττάρων LMS να αναπτύσσουν μεγάλες, αυτοσυντηρούμενες αποικίες, καθώς και 

ο μηχανισμός με τον οποίο επάγουν τον κυτταρικό θάνατο. Τα σύμπλοκα 

μελετήθηκαν επιπλέον ως προς την πιθανή αντιβακτηριακή τους δράση, αλλά και 

ως προς την επίδρασή τους στις οξειδο-αναγωγικές αντιδράσεις των μιτοχονδρίων 

όλων των κυτταρικών σειρών.  

Για την διερεύνηση του γλυκολυτικού ρυθμού των νεοπλασματικών κυττάρων σε 

σύγκριση με αυτόν των κυττάρων MRC-5 , καθώς και της δράσης των συμπλόκων 

στην γλυκολυτική πορεία, εξετάστηκε η κατανάλωση γλυκόζης, η παραγωγή ATP και 

γαλακτικού οξέος, καθώς και η έκφραση του ενζύμου της αφυδρογονάσης της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH), παρουσία και απουσία των συμπλόκων. 

Τέλος, μελετήθηκε η οξεία τοξικότητα του συμπλόκου 7 σε επίμυες Wistar, για τον 

προσδιορισμό της LD50 τιμής του και της τοξικής του επίδρασης σε επίπεδο 

οργανισμού.  

Τα in vitro πειράματα απέδειξαν πως και τα δέκα σύμπλοκα μετάλλων ασκούν 

δοσοεξαρτώμενη κυτταροτοξική δράση έναντι των κυττάρων LMS, MCF-7, ΗeLa και 

HepG2. Η σειρά κυτταροτοξικότητας έχει ως εξής: σύμπλοκο 5> σύμπλοκο 4> 

σύμπλοκο 2> σύμπλοκο 9> σύμπλοκο 1> σύμπλοκο 3> σύμπλοκο 6> σύμπλοκο 7> 

σύμπλοκο 8> σύμπλοκο 10. Τα σύμπλοκα παρουσία ηπιότερη δράση στη κυτταρική 

σειρά των φυσιολογικών ινοβλαστών. Ο μηχανισμός πρόκλησης κυτταρικού 

θανάτου είναι ο αποπτωτικός, ενώ η επώαση με τα σύμπλοκα προκάλεσε αναστολή 

της ικανότητας ανάπτυξης μεγάλων αποικιών. Τα σύμπλοκα του βαναδίου δεν 

ανέστειλαν την  ανάπτυξη των βακτηρίων  Escherichia coli DH5a, Zymomonas mobilis 

NCIB 11163, Streptococcus thermophilus LMG 18311 και Corynebacterium 

glutamicum ATCC 21253, ενώ Το στέλεχος C. glutamicum παρουσίασε μικρή μείωση 

στην ανάπτυξή του παρουσία των συμπλόκων ψευδαργύρου 7 και 8, στη 

συγκέντρωση των 200 μM. Όσον αφορά το σύμπλοκο 9 και τον υποκαταστάτη του, 
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η παρουσία τους στο καλλιεργητικό μέσο προκάλεσε ισχυρή αναστολή της 

ανάπτυξης του βακτηρίου Z. Mobilis, ενώ στην περίπτωση των βακτηρίων E. coli και 

C. glutamicum, προκάλεσε μόνο μια μικρή καθυστέρηση στην ανάπτυξή τους.  

Τα κύτταρα ΗepG2 καταναλώνουν την μεγαλύτερη ποσότητα γλυκόζης, ενώ 

ακολουθούν τα κύτταρα LMS και εν συνεχεία τα κύτταρα MCF-7. Οι κυτταρικές 

σειρές των φυσιολογικών ινοβλαστών και των HeLa, δεν παρουσιάζουν στατιστικώς 

σημαντική διαφορά, συγκρινόμενες μεταξύ τους, στην κατανάλωση γλυκόζης. Μετά 

από επώαση των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις των συμπλόκων 

παρατηρήθηκε μείωση της κατανάλωσης γλυκόζης, η οποία έφτασε και σε μηδενικά 

επίπεδα. Τα κύτταρα LMS παρουσίασαν την μεγαλύτερη ευαισθησία παρουσία των 

συμπλόκων, ενώ το σύμπλοκο 7 του ψευδαργύρου  είχε την πιο ισχυρή δράση.   

Τα κύτταρα HepG2 παράγουν το περισσότερο ATP σε σχέση με τις υπόλοιπες 

κυτταρικές σειρές, απουσία των συμπλόκων. Ακολουθούν τα κύτταρα HeLa που 

παράγουν περίπου την ίδια ποσότητα ATP με τα κύτταρα MRC-5, ενώ τα κύτταρα 

LMS και MCF-7 παράγουν τις λιγότερες ποσότητες ATP από όλες τις κυτταρικές 

σειρές. Μετά την προσθήκη των συμπλόκων η παραγωγή ATP μειώθηκε με 

δοσοεξαρτώμενο τρόπο.  

Τα κύτταρα LMS παράγουν  το περισσότερο γαλακτικό οξύ, σε ποσότητες κατά πολύ 

μεγαλύτερες σε σχέση με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές. Ακολουθούν τα κύτταρα 

HepG2 που παράγουν και αυτά αρκετό γαλακτικό οξύ, σε ποσότητες όμως 

μικρότερες από τα κύτταρα LMS. Τα κύτταρα MCF-7 παράγουν, με μικρή διαφορά, 

περισσότερο γαλακτικό οξύ σε σύγκριση με τα κύτταρα MRC-5, ενώ η κυτταρική 

σειρά HeLa παράγει την λιγότερη ποσότητα γαλακτικού οξέος σε σχέση με τις 

υπόλοιπες κυτταρικές σειρές.   

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων η παραγωγή γαλακτικού οξέος μειώθηκε με 

δοσοεξαρτώμενο τρόπο. Το σύμπλοκο 7 προκάλεσε την μεγαλύτερη αναστολή στην 

παραγωγή γαλακτικού οξέος σε όλες τις κυτταρικές σειρές, εκτός των κυττάρων 

HeLa. Η αναστολή αυτή στην παραγωγή του γαλακτικού οξέος είναι πιο ισχυρή στην 
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κυτταρική σειρά του λειομυοσαρκώματος, που αποδείξαμε πως στηρίζεται σε 

μεγάλο βαθμό στην γλυκολυτική πορεία για την σύνθεση ATP. 

Τα αποτελέσματα από την μελέτη των πραγματοποιούμενων οξειδοαναγωγικών 

αντιδράσεων των μιτοχονδρίων έδειξαν πως τα σύμπλοκα προκαλούν βλάβες στην 

αναπνευστική λειτουργία, μικρότερης κλίμακας όμως από την αναστολή στην 

παραγωγή γαλακτικού οξέος. Το σύμπλοκο 7 προκάλεσε την μικρότερη αναστολή 

της μιτοχονδριακής λειτουργίας, σε σχέση με τα υπόλοιπα σύμπλοκα, σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές, που σημαίνει πως έχει μια πιο εξειδικευμένη δράση στην 

γλυκολυτική πορεία.  

Η κυτταρική σειρά HepG2 παρουσιάζει υπερέκφραση του ενζύμου της GAPDH, σε 

σύγκριση με τα κύτταρα των φυσιολογικών ινοβλαστών. Μικρή μείωση της 

έκφρασης παρατηρείται στην κυτταρική σειρά HeLa. Υποέκφραση παρατηρείται 

στην κυτταρική σειρά LMS, ενώ τα κύτταρα MCF-7 εκφράζουν την GAPDH, όπως οι 

φυσιολογικοί ινοβλάστες.  

Μετά την προσθήκη των συμπλόκων 1,2 και 7 παρατηρήθηκε έντονη υποέκφραση 

του ενζύμου. Μάλιστα, το σύμπλοκο 7 προκαλεί την μεγαλύτερη υποέκφραση του 

ενζύμου, και στην κυτταρική σειρά LMS δεν εκφράζεται καθόλου.  

Τέλος,  τα  in vivo πειράματα έδειξαν ότι το σύμπλοκο 7  το οποίο δοκιμάστηκε 

στους επίμυες Wistar εμφανίζει  τοξική δράση μετά από την εφάπαξ χορήγηση του, 

σε ποσότητα 100 mg/kg βάρους σώματος, στους νεφρούς και  κατ’ επέκταση στους 

πνεύμονες, ενώ σε μικρότερες δόσεις δεν επιφέρει σημαντικές βλάβες. 

 Με  βάση την εκλεκτική ως προς τα νεοπλασματικά κύτταρα κυτταροτοξική δράση 

του συμπλόκου αυτού, την  αναστολή  που προκαλεί στην γλυκολυτική πορεία,  και 

την μειωμένη τοξικότητα του στους επίμυες, προτείνεται η περαιτέρω 

φαρμακοκινητική μελέτη και ο έλεγχος της πιθανής αντικαρκινικής του δράσης. 
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The role of glycolysis in tumor cell growth has firstly been reported by Otto Warburg, 

in 1926. Even though Warburg won a Nobel prize in 1931 for his contribution in 

science, the metabolic switch of tumor cells from aerobic to anaerobic glycolysis, has 

been ignored for a long time. Almost 50 years later, this hypothesis has been used 

from many scientists as a starting point for developing new strategies in cancer 

therapy. Today, there is a remarkable number of scientific papers that demonstrate 

the feasibility of this approach with remarkable results. The Warburg “hypothesis”, is 

based on the fact that due to the lower oxygen levels, the cancer cells synthesize 

ATP mainly through glycolysis and less through oxidative phosphorylation. Although, 

the Warburg effect is not universally accepted for all types of neoplasms, it consists 

the basis that Positron Emission Tomography (PET) functions. PET Tomography uses 

a glucose analog 18F-FDG (2 - (18F)-fluoro-2-deoxy-D-glucose) and it is used for the 

detection of cancer and for monitoring patients’ response to the treatment. When it 

combined with axial (computed) tomography (PET / CT), called FDG-PET, increasing 

its accuracy more than 90% for most types of epithelial neoplasms. 

The toxicity of chemotherapeutic agents serves as a limiting factor in cancer 

treatment. Many efforts have been done to overcome this major problem, trying to 

minimize their side effects on healthy cells. The identification of the biochemical 

differences between normal and cancer cells is necessary to design new anticancer 

drugs. Warburg’s hypothesis consists possibly an effective therapeutic approach for 

cancer treatment, without effects to normal cells. Recent studies demonstrate that 

the metabolic switch from oxidative phosphorylation to glycolysis, does not cause 

mutations to normal cells, that lead to carcinogenesis as also reported by Warburg, 

but consists an epiphenomenon of carcinogenesis, associated with high rates of 

metastasis and tolerance to chemotherapy and radiotherapy. More researches, 

especially after 2000, focus on the therapeutic effect of glycolytic inhibitors, 

presenting encouraging results for further research. The major problem of the 

existing drugs - inhibitors of the glycolytic pathway, used in clinical studies, is their 

instability. Coupling these molecules with metals compounds would probably 
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ameliorate their half life time. Also due to the high molecular weight of metal 

compounds, it may not insert to the blood-brain barrier, protecting the normal cells 

located on the brain, because these cells also use mainly the glycolytic pathway for 

the production of ATP.  

In this study, we investigated the biological effect of ten novel metal compounds, six 

vanadium and four zinc compounds. The molecular formulas are the followings: 

[(pyH)6(V10O28)·2H20] (1), (LH)4{V10O26(OH)2}·2L·2H20] (2), {(L′H2)(V03)2}n (3), 

(L′′H2)3[VIV9VV6O36]·14H20 (4), {[VIV11VV7 Na10O44(N3)(H2O)32]·14H20}n (5),  

[VIV2O2(SO4){(py)2C(OMe)(O)}2] (6), [Zn(O2CMe)2(ampaoH)2] (7), 

[Zn(O2CPh)2(ampaoH)2] (8), [Zn(dapdoH2)2](NO3)2 (9), [Zn(dampdoH2)2](NO3)2 (10). 

The ligands of complexes 1 to 6 are: pyridine, nicotinamide, piperazine, cadaverine, 

azide and (py)2CO (di-2-pyridyl ketone). The ligands of zinc complexes are: pyridine-

2-amidoxime (ampaoH), 2,6-diacetylpyridine dioxime (dapdoH2) and pyridine-2,6-

diamidoxime (dampdoH2). 

Cell growth inhibition of several cancer and normal cell lines, as leiomyosarcoma 

from Wistar rat (LMS), human breast cancer adenocarcinoma (MCF-7), human 

cervical cancer (HeLa), human hepatocellular adenocarcinoma and normal human 

fibroblasts (MRC-5), using all the above complexes, was evaluated using the MTT 

assay. Flow cytometry analysis (FACS) was used to determine the cell type death 

after treatment with the complexes. Further, high density clonogenic assay was used 

to determine the ability of those compounds to inhibit the colony formation of 

cancer cells and bacterial  growth.  

The effect of all complexes to the metabolic capacity of cells through the 

measurement of oxidation-reduction reactions, which principally occur in the 

mitochondria of live cells, was also analyzed. The results showed that, among all 

complexes, complex 4 has the highest cytotoxic activity against LMS, MCF-7, HeLa 

and HepG2 cells, which also does not present any cytotoxicity on MRC-5 cells. 

Moreover, flow cytometry analysis revealed that all complexes cause apoptosis to 
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LMS cells, at a dose-dependent manner and cause irreversible damage to the 

mitochondria of all cell lines. In conclusion, the experimental results are encouraging 

for the use of the above complexes as potent cytotoxic agents and for the 

development of new metal complexes with anticancer activity. 

To investigate the glycolytic rate of cancer cells, compared to MRC-5 cells, and their 

activity to the glycolytic pathway, we measured the glucose consumption, the 

production of both ATP and lactate, and the expression of GAPDH, in the presence or 

absence of the complexes. Finally, we tested the acute toxicity of the complex 7 on 

healthy Wistar rats, for the determination of LD50 value, as a marker for toxicity. 

In vitro experiments revealed that all metal complexes exert dose-dependent 

cytotoxic activity against the cancer cell lines of LMS, MCF-7, HeLa and HepG2. The 

order of cytotoxicity is as follows: complex 5> complex 4> complex 2> complex 9> 

complex 1> complex 3> complex 6> complex 7> complex 8> complex 10. Complexes 

present less effect on the normal cell line. The cell death is mainly driven by 

apoptotic phenomena, which is consistent with the results from clonogenic assay. 

Complexes did not inhibit growth of Escherichia coli DH5a, Zymomonas mobilis NCIB 

11163, Streptococcus thermophilus LMG 18311 και Corynebacterium glutamicum 

ATCC 21253, but C. glutamicum showed a slightly reduced growth in presence of C1 

and C2 at the concentration of 200 μM. As for complex 9 and its ligand, their 

presence in the growth medium caused a strong inhibition in Z. mobilis growth, while 

only a slight growth delay in the cases of E. coli and C. glutamicum.  

Among all cell lines, ΗepG2 cells consume the highest amounts of glucose, while LMS 

and MCF-7 cells follow. MRC-5 and HeLa cells do not exert a statistically significant 

difference, compared with each other, in the the glucose consumption. After 

incubating cells with increasing concentrations of the complexes, a decrease in the 

glucose consumption of glucose was observed that leaded to zero levels in some 

cases. LMS cells presented showed the highest sensitivity in the presence of the 

complexes, while complex 7 had the most potent action.  
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HepG2 cells produce more ATP compared to the other cell lines, in the absence of 

the complexes. HeLa cell line is the second one in the order of highest ATP 

production. They produce approximately the same amount of ATP as MRC-5 cells, 

while LMS and MCF-7 cells produce lower ATP, compared to the other cell lines. 

After the addition of the complexes, the production of ATP decreased in a dose 

dependent manner. 

LMS cells produce the higher amount of lactate, in amounts far in excess to the other 

cell lines. Similarly, HepG2 cells produce high levels of lactate, but lower than LMS. 

MCF-7 cells produce, with a slight difference, more lactate compared to MRC-5, 

while HeLa cell line produces the lower levels of lactate compared to the other cells. 

After the incubation with the complexes, lactate production was decreased in a dose 

dependent manner. The complex 7 caused the greatest inhibition in the production 

of lactate in all cell lines, but did not inhibit the lactate production of HeLa cells. The 

inhibition in the production of lactate is stronger in the leiomyosarcoma cell line, 

which was thought to rely on the glycolytic pathway for the ATP production. 

The results from the study of redox reactions into mitochondria showed that the 

complexes cause damage to the respiratory function, yet smaller than inhibiting the 

production of lactate. Complex 7 caused less inhibition to the mitochondrial 

function, compared to the other complexes in all cell lines, which leads to the fact 

that it has a specific effect on the glycolytic pathway. 

HepG2 cells present overexpression of GAPDH, compared to MRC-5 cells. A slight 

reduction to the expression of GAPDH is observed at HeLa cells. Under-expression is 

observed at LMS cells, while MCF-7 cells express GAPDH, as the MRC-5 cells.  

After the incubation with the complexes 1,2 and 7 a strong under-expression of 

GAPDH was observed. Complex 7 caused the stronger under-expression of GAPDH, 

and in fact, at LMS cells GAPDH is slightly expressed.  
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Finally, the in vivo experiments revealed that complex 7, tested on healthy Wistar 

rats for its toxicity, after a single dose of administration, of 100 mg / kg body weight, 

exerts toxic effects to the kidney, and thus the lungs, while lower doses did not 

result in significant damage. 

Based on the selective cytotoxicity of this complex to cancer cell lines towards 

neoplastic cells, the inhibition that cause to the glycolytic pathway, and its lower 

toxicity in Wistar rats, we suggest a further pharmacokinetic study and research of 

its possible anticancer action. 
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