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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ  

 
Ag-SD= Silver sulfadiazine 
A-498= Ανθρώπινο καρκίνωµα του ήπατος  
AIF= Apoptosis Inducing Factor 
Apaf-1= Apoptotic protease activating factor 
aspH= o-acetylsalicylicacid-ασπιρίνη  
Bax= Bcl-2–associated X protein 
Bcl-2= B-cell lymphoma protein 2 
BGC= Γαστρικό καρκίνωµα  
CAD= Caspase-Activated DNAse 
Cal-27= Πλακώδες καρκίνωµα της γλώσσας 
c-FLIP= FLICE-inhibitory protein 
CHANG= Φυσιολογικά ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα  
CNE= Ρινοκαρκίνωµα  
COX= Κυκλοξυγενάση 
cpdH2= Cyclopentane-1,1-dicarboxylic acid 
DISC= Death-inducing signaling complex 
DMEM= Dulbecco’s Modified Eagle Medium  
DMSO= ∆ιµέθυλ-σουλφοξείδιο  
DR3= Death receptor 3 
DR4= Death receptor 4 
DR5= Death receptor 5 
DR6= Death receptor 6 
FADD= Fas-associated death domain protein 
FAS= Υποδοχέα θανάτου 
FasL= Fatty acid synthetase ligand 
FasR= Αcid synthetase receptor 
fbcH= 4-fluorobenzoic acid  
FBS= Fetal bovine serum, βοδινός ορός 
HeLa= Αδενοκάρκινωµα µήτρας  
HepG2= Καρκίνωµα ηπατοκυττάρων  
HK-2= Proximal tubular cells  
IC50= Τιµή αναστολής του 50% της ανάπτυξης των κυττάρων  
ICAD= Inhibitor of Caspase ActivatedDNAse 

idcH2= Iminodiacetic acid  

L-02= Φυσιολογικά ανθρώπινα κύτταρα ήπατος  
LD50= Μέση θανατηφόρα δόση  
LOX= Λιποξυγενάση 

malH2= Μαλονικό οξύ 

MCF-7= Μαστικά καρκινικά κύτταρα 
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MRC-5= Υγιείς ινοβλάστες 
NIH3T3= Υγιείς ινοβλάστες επίµυων  
NSAIDs= Mη στεροειδή, αντι-φλεγµονώδη φάρµακα 
PARP= Poly-ADP-ribose-polymerase  
PBS= Phosphate buffered saline, αλατούχο διάλυµα φωσφορικών 
p-HbzaH= 4-hydroxybenzoic Acid-παρα-βενζοϊκό οξύ 
phen= 1,10-φεναφρολίνη 
PI= Propidium iodide 
RIP= Receptor-interacting protein  
ROM= Reactive oxygen metabolites  
ROS= Reactive oxygen species 
tBid= Πρωτεΐνη Bid  
TNFR1= Tumor necrosis factor receptor 1 
TNF-α= Tumor necrosis factor-alpha  
tpp= Triphenylphosphine-τριφαινυλο-φωσφίνη 
TRADD= TNF receptor-associated death domain 
ΤΝR1= Tumor necrosis factor receptor 1 
95-D= Καρκίνωµα του πνεύµονα 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Καρκίνος 

 O καρκίνος είναι η πρώτη αιτία θανάτου στις αναπτυγµένες χώρες και η δεύτερη 

στις αναπτυσσόµενες (Jemal A. et al 2011). Περίπου 12.7 εκατοµµύρια περιπτώσεις 

καρκίνου και 7.6 εκατοµµύρια θάνατοι έχει εκτιµηθεί ότι συνέβησαν το 2008 παγκοσµίως 

(Jemal A. et al 2011). Οι τρεις κυρίαρχοι καρκίνοι στους άντρες είναι ο καρκίνος του 

προστάτη (43%), του εντέρου (9%) και το µελάνωµα σε ποσοστό (7%) (Siegel R. et al 

2012). Στις γυναίκες τα ποσοστά αλλάζουν, πρώτος είναι ο καρκίνος του µαστού (41%), 

της µήτρας (8%) και του παχέος εντέρου (8%) (Siegel R. et al 2012).  

 
 
 Η Εικόνα 1 παρουσιάζει τα ποσοστά εµφάνισης του καρκίνου για το 2012 και τις 

εκτιµήσεις για το 2022 και στα δύο φύλα στις Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής (Siegel R. et 

al 2012). Εκτιµάται ότι το 2022, οι καρκινοπαθείς θα αυξηθούν συνολικά σε 18 

Εικόνα 1: Ποσοστά εµφάνισης καρκίνου για το 2012 και οι εκτιµήσεις για το 

2022 στα δύο φύλα, στις Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής (Siegel R. et al 2012) 
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εκατοµµύρια (8.8 εκατοµµύρια άντρες και 9.2 εκατοµµύρια γυναίκες) στις Ηνωµένες 

Πολιτείες Αµερικής.  

 Πλήθος συγγραµάτων και περιοδικών αναφέρονται στην αντιµετώπιση του 

καρκίνου. Σήµερα, για τη θεραπεία του καρκίνου έχουν αναπτυχθεί οι παρακάτω 

προσεγγίσεις: 

i. Χηµειοθεραπεία (αντικαρκινικά φάρµακα) 

ii. Εγχείρηση 

iii. Ακτινοθεραπεία  

iv. Ανοσοθεραπεία ή θεραπεία µε αντισώµατα 

v. Ορµονική θεραπεία 

vi. Γονιδιακή θεραπεία 

1.1.1. Xηµειοθεραπεία (αντικαρκινικά φάρµακα) 

 Θεωρούµε απαραίτητο να αναφερθούµε εδώ στο µεταλλικό σύµπλοκο της cisplatin 

καθώς αυτό είναι το πλέον χρησιµοποιούµενο από 

πολλών ετών. Σύµπλοκα της πλατίνας όπως είναι το 

cisplatin (Εικόνα 2) και το carboplatin, 

χρησιµοποιούνται ευρέως στην χηµειοθεραπεία (Gust 

R. et al 2009). Σε πολλούς τύπους καρκίνου, όπως 

π.χ. στην περίπτωση του καρκίνου των ωοθηκών, το cisplatin σε συνδυασµό µε άλλα 

αντικαρκινικά φάρµακα προκαλεί θεωρείται αρκετά αποτελέσµατικο (Gust R. et al 2009). 

Αντιθέτως, δεν φαίνεται να είναι τόσο αποτελεσµατικό στον καρκίνο των όρχεων και 

εδικά στην µεταστατική νόσο κυρίως λόγω της ανθεκτικότητας που αναπτύσσουν τα 

κύτταρα στο φάρµακο (Gust R. et al 2009). Επιπλέον, το cisplatin εµφανίζει το 

µειονέκτηµα των παρενεργειών, όπως της νεφροτοξικότητας, της νευροτοξικότητας, της 

Εικόνα 2: Η δοµή του cisplatin 
(Hanigan M.H. et al 2003) 
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αλωπεκίας και του ιλίγγου µε ταυτόχρονη εµφάνιση εµετού (Brazil M. 2005). Έτσι στην 

καθηµερινή έρευνα γίνεται αναζήτηση νέων αντικαρκινικών φαρµάκων µε σύµπλοκο 

µεταλλικό ιον. Το cisplatin, συνδέεται µε το DNA, σε περιοχές πλούσιες σε γουανίνη και 

σχηµατίζει σύµπλοκα µε τις βάσεις, τα [(NH3)2Pt{d(GpG)}] και [(NH3)2Pt{d(GpA)}], 

παραµορφώνοντας έτσι την δοµή του DNA. Οι παραπάνω δοµικές αλλαγές που προκαλεί 

το cisplatin επιδρούν στην αντιγραφή και στην µετάφραση του DNA, προκαλώντας 

αναστολή στην ανάπτυξη του όγκου (Gust R. et al 2009). Το cisplatin, µεταφέρεται στα 

κύτταρα από τον µεταφορέα χαλκού (Ctr1) (Hanigan M.H. et al 2003). Κατά την είσοδο 

του συµπλόκου στα κύτταρα αποµακρύνονται τα µόρια του χλωρίου λόγω της χαµηλής 

ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του χλωρίου σε σχέση µε αυτήν στο πλάσµα του αίµατος 

(Hanigan M.H. et al 2003). Το θετικό φορτίο του συµπλόκου cisplatin, δίνει την 

δυνατότητα να προσδεθεί στο DNA, στο RNA και στις πρωτεΐνες (Hanigan M.H. et al 

2003).  

 Ο µηχανισµός δράσης του συµπλόκου cisplatin έγκειται κυρίως στην ενεργοποίηση 

της απόπτωσης, είτε µέσω της ενεργοποίησης του υποδοχέα θανάτου, είτε µέσω της 

µιτοχονδριακής οδού (Hanigan M.H. et al 2003). Ουσιαστικά ενεργοποιεί την εξωγενή οδό 

ή την οδό των υποδοχέων θανάτου καθώς και την ενδογενή ή µιτοχονδριακή οδό (Elmore 

S. et al 2007) (Εικόνα 3). Μελέτες του συµπλόκου σε επιθηλιακά κύτταρα έδειξαν 

απόπτωση είτε µέσω της υπερ-έκφρασης του υποδοχέα θανάτου (FAS), είτε του 

παράγοντα νέκρωσης των όγκων άλφα (tumor necrosis factor (TNF)-alpha) (Hanigan M.H. 

et al 2003). Η πρόσδεση του προσδέτη FAS στον υποδοχέα FAS και η πρόσδεση του 

προσδέτη TNF στον υποδοχέα TNF, προκαλεί την πρόσδεση στον προσαρµογέα 

πρωτεΐνης TRADD (TNF receptor-associated death domain) µε την βοήθεια του 

πρωτεϊνικού προσαρµοστή FADD (Fas-associated death domain protein) και της receptor-

interacting protein (RIP), (Elmore S. et al 2007). Στη συνέχεια, ενεργοποιείται 
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αυτοκαταλυτικά η προ-κασπάση 8, παράγοντας την κασπάση 8 (Elmore S. et al 2007). Σε 

άλλες µελέτες που έχουν γίνει φαίνεται επίσης πως και η πρωτεΐνη p53 και το οξειδωτικό 

στρες είναι δυνατόν να επάγουν τους υποδοχείς θανάτου (Hanigan M.H. et al 2003). Η 

επαγωγή της απόπτωσης από το cisplatin, συνδυάζεται από αυξηµένη δραστικότητα της 

κασπάσης 8, του κατακερµατισµού του DNA και την µεταφορά της πρωτεΐνης Bax (Bcl-

2–associated X protein) από το κυτταρόπλασµα στο µιτοχόνδριο, µε αποτέλεσµα την 

απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c στο κυτταρόπλασµα (Hanigan M.H. et al 2003). Η 

απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c ενεργοποιεί την κασπάση 9, προσδένοντας και 

ενεργοποιώντας αρχικά του apoptotic protease activating factor 1 (Αpaf-1), για να 

ενεργοποιήσει την προ-κασπάση 9 στη συνέχεια (Elmore S. et al 2007). Σύµφωνα µε 

µελέτες φαίνεται ότι η µιτοχονδριακή οδός της απόπτωσης παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

απόπτωση που προκαλείται από το cisplatin στα καρκινικά κύτταρα (Hanigan M.H. et al 

2003) (Εικόνα 3). Τέλος, η κασπάση 3, ενεργοποιείται από τις κασπάσες 8, 9 και 10, µε 

αποτέλεσµα να επάγει την ενδονουκλεάση CAD (Elmore S. et al 2007). H ενδονουκλεάση 

CAD προκαλεί κατακερµατισµό του χρωµοσωµικού DNA και η κασπάση 3 προκαλεί 

αποδιοργάνωση του κυτταροσκελετού και δηµιουργία αποπτωτικών σωµατιδίων (Elmore 

S. et al 2007). Το cisplatin σύµφωνα µε µερικές µελέτες φαίνεται ότι προκαλεί απόπτωση 

µέσω κασπασo-εξαρτώµενων µηχανισµών˙ όµως ισχύει και το αρνητικό (Hanigan M.H. et 

al 2003). Επίσης η πρωτεΐνη p53 ενεργοποιείται από τις αλλαγές που έχει προκαλέσει το 

σύµπλοκο στο DNA, µε αποτέλεσµα να ενεργοποιηθεί στη συνέχεια η πρωτεΐνη Bax και ο 

υποδοχέας FAS (Hanigan M.H. et al 2003) (Εικόνα 3).  

 Έρευνες έχουν δείξει την σηµαντικότητα των αντιδραστικών µεταβολιτών του 

οξυγόνου (reactive oxygen metabolites, ROM) στην απόπτωση που προκαλείται από το 

cisplatin (Hanigan M.H. et al 2003). Το µιτοχόνδριο παράγει αντιδραστικούς µεταβολίτες 

του οξυγόνου, όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου µέσω αντι-οξειδωτικών ενζύµων 
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(Hanigan M.H. et al 2003). Το cisplatin, είναι γνωστό ότι συσσωρεύεται στα µιτοχόνδρια 

των νεφρικών επιθηλιακών κυττάρων και επάγει τα ROS (Reactive oxygen species) 

µειώνοντας την δραστικότητα αντι-οξειδωτικών ενζύµων και τις ενδοκυττάριες 

συγκεντρώσεις της γλουταθειόνης (Hanigan M.H. et al 2003). Πολλά οξειδωτικά µόρια 

µπορούν να προκαλέσουν απόπτωση. Τα οξειδωτικά µόρια επάγουν τον υποδοχέα FAS, 

ενεργοποιούν την πρωτεΐνη p53 και έτσι αυξάνεται η διαπερατότητα της µιτοχονδριακής 

µεµβράνης, οπότε απελευθερώνεται το κυτόχρωµα c και τέλος γίνεται η ενεργοποίηση των 

κασπασών (Hanigan M.H. et al 2003). 

 

 

 
 
 

 Περισσότερα από 50 χρόνια, φάρµακα όπως το cisplatin χρησιµοποιούνται ευρέως 

στην καθηµερινή θεραπευτική προσέγγιση καρκινοπαθών ασθενών. Εκτός του cisplatin 

Εικόνα 3: Μηχανισµός δράσης του cisplatin (Hanigan M.H. et al 2003).  



∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 
 

  - 16 - 

και το carboplatin έχει εφαρµοστεί µε επιτυχία στην θεραπεία του καρκίνου (Kostova I. 

2006). Επειδή πολλά από τα χρησιµοποιούµενα φάρµακα εµφανίζουν παρενέργειες, οι 

ερευνητές συνεχώς προσπαθούν να συνθέσουν άλλα σύµπλοκο πλατίνας µε αντικαρκινικές 

ιδιότητες (Kostova I. 2006). Για παράδειγµα, σύµπλοκα πλατίνας δεύτερης γενιάς 

αποτελεί το carboplatin [Pt(C6H6O4)(NH3)2], το οποίο εµφανίζει λιγότερες παρενέργειες 

από το cisplatin, µπορεί να συνδυαστεί και µε άλλες θεραπείες και µπορεί ακόµη να 

χορηγηθεί σε υψηλές δόσεις λόγω έλλειψης σοβαρών παρενεργειών (Kostova I. 2006). Το 

carboplatin χρησιµοποιείται για την θεραπεία του καρκίνου της µήτρας, ενώ το oxaliplatin, 

ένα άλλο σύµπλοκο της πλατίνας είναι γνωστό ότι είναι αποτελεσµατικό στην θεραπεία 

του καρκίνου του παχέος εντέρου (Kostova I. 2006).  

 

 Στην βιβλιογραφία, άλλα σύµπλοκα µε άλλα µέταλλα όπως ο χρυσός, το ρουθήνιο 

(σύµπλοκα του ρουθηνίου χρησιµοποιούνται σήµερα σε κλινικές δοκιµές), το παλλάδιο 

(αποτελεί σήµερα ένα σηµαντικό αντικείµενο έρευνας) και το ρόδιο (µε πιθανή 

αντικαρκινική δράση) σχεδιάζονται και µελετώνται ευρέως από ερευνητικές οµάδες (. 

Jones C.J et al 2008). Επίσης, σύµπλοκα του αργύρου φαίνεται ότι έχουν ισχυρή 

αντικαρκινική δράση. Συγκεκριµένα, σύµπλοκα χρυσού χρησιµοποιούνται για την 

αντιµετώπιση της ρευµατοειδούς αρθρίτιδας, λόγω της ικανότητας του χρυσού να 

συνδέεται στην αλβουµίνη και να µεταφέρεται στο αίµα (Jones C.J. et al 2008). Επίσης, 

σύµπλοκα του βαναδίου χρησιµοποιούνται ως µιµητές της ινσουλίνης και της δισµουτάσης 

του υπεροξειδίου (Jones C.J. et al 2008). Πέρα της εφαρµογής τους ως αντικαρκινικών, 

µερικά άλλα µέταλλα χρησιµοποιούνται επίσης θεραπευτικά. Έτσι το βισµούθιο 
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χρησιµοποιείται ως φάρµακο για την αντιµετώπιση του έλκους, το αντιµόνιο ως 

αντιπαρασιτικό και το αρσενικό για την θεραπεία τη λευχαιµίας. Πρόσφατες µελέτες 

δείχνουν την εµπλοκή των συµπλόκων βισµουθίου και αντιµονίου και στην θεραπεία του 

καρκίνου επιπλέον (Jones C.J. et al 2008).  

 

1.1.3. Ακτινοθεραπεία 

 Καθώς η χρήση των χηµειοθεραπευτικών συχνά περιορίζεται λόγω των 

παρενεργειών τους, η χρήση συγκεκριµένων ακτινοβολιών για την ενεργοποίηση 

µεταφορέων–φαρµάκων είναι µια εναλλακτική στρατηγική για την ανάπτυξη νέων 

επιτυχηµένων θεραπειών. Η θεραπεία µε ακτινοβολία (photoactivated chemotherapy) 

παρέχει την ικανότητα ελέγχου για το που και το πως ενεργοποιείται το φάρµακο (Crespy 

D. et al 2010). Η χρήση µιας ανενεργούς πρόδροµης ουσίας ή ενός προ-φαρµάκου που 

ενεργοποιείται (µετατρέπεται σε δραστική ουσία) εκλεκτικά µε την επίδραση της 

ακτινοβολίας στο στόχο είναι απαραίτητα βήµατα για την θεραπεία µε ακτινοβολία.  

Στις θεραπείες µε ακτινοβολία ανήκουν επίσης και η φωτοδυναµική θεραπεία και 

οι ραδιο-ανοσοθεραπείες.  

Ένα είδος φωτο-χηµειοθεραπείας είναι η φωτοδυναµική θεραπεία (PDT) που 

χρησιµοποιείται για την θεραπεία των όγκων των πνευµόνων, του εγκεφάλου, του ήπατος 

αλλά και σε περιπτώσεις νεοπλασµατικών ασθενειών του δέρµατος (Βοwen's disease) 

(Crespy D. et al 2010). Στην συγκεκριµένη θεραπεία χρησιµοποιείται ορατό φως, το 

οξυγόνο των ιστών και µία φωτο-ευαίσθητη ουσία (π.χ. πορφυρίνη) (Crespy D. et al 

2010). Η θεραπεία συνίσταται στην πρόσληψη και κατακράτηση από τον καρκινωµατώδη 

ιστό της φωτοευαισθητοποιούµενης ουσίας (π.χ. πορφυρίνης) η οποία στη συνέχεια 

ακτινοβολείται µε ακτινοβολία συγκεκριµένου µήκους κύµατος, και αποδιεγειρόµενη 
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εκπέµπει ενέργεια στα γειτονικά µόρια οξυγόνου Ο2. Από τα µόρια αυτά παράγεται 

δραστικό οξυγόνο και ελεύθερες ρίζες οξυγόνου οι οποίες είναι καταστρεπτικές για τους 

ιστούς. Οι ελεύθερες ρίζες καταστρέφουν πρωτεΐνες, λιπίδια, νουκλεϊκά οξέα και άλλα 

κυτταρικά συστατικά. (Εικόνα 4).  

Στη φωτοδυναµική θεραπεία ο φωτοευαισθητοποιός παράγοντας εισέρχεται στο 

σώµα µε ενδοφλέβια χορήγηση και απορροφάται από τα κύτταρα του σώµατος. Η ουσία 

αυτή παραµένει στα καρκινικά κύτταρα για περισσότερο χρόνο από ότι στα φυσιολογικά 

κύτταρα. Όταν τα καρκινικά κύτταρα ακτινοβολούνται η φωτοευαισθητοποιός ουσία 

απορροφά την ακτινοβολία και παράγει ελεύθερες ρίζες οξυγόνου οι οποίες καταστρέφουν 

τα καρκινικά κύτταρα (Crespy D. et al 2010). Η ακτινοβόληση των καρκινικών κυττάρων 

πρέπει να γίνει στον κατάλληλο χρόνο ώστε η φωτοευαισθητοποιός ουσία να έχει φύγει 

από τα υγιή κύτταρα αλλά να έχει παραµείνει στα καρκινωµατώδη κύτταρα. Τα 

πλεονεκτήµατα της θεραπείας είναι ότι επιτρέπει τον έλεγχο της θεραπευτικής ουσίας ως 

προς την θέση, τον χρόνο και τη δοσολογία της (Crespy D. et al 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Μηχανισµός φωτοδυναµικής θεραπείας (Crespy D. et al 2010).  
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Η ραδιοθεραπεία είναι µια ευρέως διαδεδοµένη µέθοδος θεραπείας που 

εφαρµόζεται σε περισσότερους από τους µισούς καρκινοπαθείς ανά τον κόσµο. Πρόκειται 

για ένα είδος βιολογικού χειρουργείου, όπου το νυστέρι αντικαθίσταται από ένα 

µικροσκοπικό σωµατίδιο ικανό να καταστρέψει τα κακοήθη κύτταρα, αποκόβοντας το 

DNA που προκαλεί τον πολλαπλασιασµό τους. Η πιο διαδεδοµένη µορφή ραδιοθεραπείας 

χρησιµοποιεί ακτίνες-Χ ή ηλεκτρόνια που προέρχονται από έναν γραµµικό επιταχυντή. Οι 

ακτίνες-Χ ή οι δέσµες ηλεκτρονίων οδηγούνται πάνω στον όγκο και έχουν τόση ενέργεια 

όση χρειάζεται για να φτάσουν και να χτυπήσουν τα καρκινικά κύτταρα. Από την δεκαετία 

του 1960 τα νετρόνια χρησιµοποιούνται και στην ραδιοθεραπεία. Τα νετρόνια 

απελευθερώνουν ενέργεια µε τρόπο διαφορετικό από τις ακτίνες Χ ή τα ηλεκτρόνια, 

πράγµα που τα καθιστά καταλληλότερα για τη θεραπεία ορισµένων όγκων. Η θεραπεία µε 

νετρόνια είναι πιο δαπανηρή από τη θεραπεία µε ακτίνες Χ ή ηλεκτρόνια. Με τις πιο 

πρόσφατες εξελίξεις, επιταχυντές πρωτονίων έχουν αρχίσει να χρησιµοποιούνται για τη 

ραδιοθεραπεία ή την θεραπεία µε αδρόνια, καθώς αυτό το αναπτυσσόµενο πεδίο έρευνας 

γίνεται γνωστότερο. Το πλεονέκτηµα των πρωτονίων είναι ότι εναποθέτουν όλη τους την 

ενέργεια στο ίδιο σηµείο. Αυτό κάνει τη θεραπεία µε αδρόνια ιδανική για όγκους που 

εµφανίζονται κοντά σε ζωτικά όργανα, όπου η ακρίβεια είναι θεµελιώδους σηµασίας.  

 

1.1.4. Ανοσοθεραπεία ή θεραπεία µε αντισώµατα 

 Η χρήση του ανοσοποιητικού συστήµατος για την επίθεση και την καταστροφή 

των καρκινικών κυττάρων ονοµάζεται ανοσοθεραπεία. Η ανοσοθεραπεία ή η θεραπεία µε 

αντισώµατα έχει εδραιωθεί τα τελευταία 15 χρόνια. Η µέθοδος αυτή είναι γνωστή και ως 

βιολογική θεραπεία ή θεραπεία µετατροπής βιολογικής αντίδρασης. Η ανοσοθεραπεία 

µπορεί να γίνει µόνη της ή σε συνδυασµό µε άλλες θεραπείες για τον καρκίνο. Ενεργοποιεί 
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και κατευθύνει το ανοσοποιητικό σύστηµα του οργανισµού να καταπολεµήσει την 

ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων. Η βάση της ανοσοθεραπείας στηρίζεται στο 

χαρακτηριστικό των καρκινικών κυττάρων να εκφράζουν αντιγόνα (Εικόνα 5). Τα 

αντιγόνα των καρκινικών κυττάρων, που βρίσκονται στην επιφάνεια τους, υπερ-

εκφράζονται ή µεταλλάσσονται είτε εκφράζονται επιλεκτικά σε σχέση µε τα υγιή κύτταρα. 

Η βασική πρόκληση είναι να ταυτοποιηθούν τα αντιγόνα πού είναι κατάλληλοι υποδοχείς 

για τα αντισώµατα ούτως ώστε τα εκλεκτικά προς αυτούς τους υποδοχείς αντισώµατα να 

καταστρέφουν τελικά το καρκινικό κύτταρο (Scott A.M. et al 2012) 

 

 

 
 
 
 
 
 

1.1.5. Ορµονική θεραπεία 

 H ορµονική θεραπεία χρησιµοποιείται σε περιπτώσεις καρκίνου, όπως του 

προστάτη, των όρχεων, του µαστού, του θυρεοειδή και της µήτρας (Siegel R. et al 2012). 

Συγκεκριµένα, στην περίπτωση του προστάτη, το 80% των ασθενών ανταποκρίνεται στην 

Εικόνα 5: Μηχανισµός ανοσοθεραπείας (Scott A.M. et al 2012).  
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θεραπεία στέρησης των ανδρογόνων (Kojima S. et al 2004). Επίσης, και στην περίπτωση 

του καρκίνου του µαστού, που είναι οιστρογονοεξαρτώµενος, µειώνοντας τα επίπεδα των 

οιστρογόνων µπορεί να αντιµετωπιστεί καλύτερα ο καρκίνος (Coombes R.C. et al 2004).  

 

1.1.6. Γονιδιακή θεραπεία 

 Η γονιδιακή θεραπεία χρησιµοποιείται ως µια εναλλακτική µέθοδος για την 

θεραπεία ορισµένων τύπων καρκίνων, εφόσον στην πλειονότητα οι καρκίνοι αυτοί 

παραµένουν ανθεκτικοί στην οποιαδήποτε θεραπευτική προσέγγιση. Η γονιδιακή θεραπεία 

στοχεύει, στην διόρθωση της µετάλλαξης, µε την βελτίωση του ανοσοποιητικού 

συστήµατος έναντι των καρκινικών κυττάρων, µε επίδραση στο RNA και την λύση των 

καρκινικών κυττάρων χρησιµοποιώντας ιούς, αντι-αγγειογενετικούς παράγοντες και 

γονιδιακές θεραπείες αυτοκτονίας (suicide gene therapies) (Duarte S. et al 2012).  

 Η γονιδιακή θεραπεία αυτοκτονίας στηρίζεται στην εισαγωγή ενός ιϊκού ή 

βακτηριδιακού γονιδίου σε ένα καρκινικό κύτταρο και στην συνέχεια την ενεργοποίηση 

ενός ενζύµου, το όποιο θα µετατρέψει ένα προ-φάρµακο σε δραστικό φάρµακο 

καταστρέφονται κύτταρα µέσω τοξινών (Duarte S. et al 2012) (Εικόνα 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6: Μηχανισµός γονιδιακή θεραπεία αυτοκτονίας (Duarte S. et al 2012).  
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1.2. Κυτταροκαλλιέργειες 

 

 Η τεχνική της κυτταροκαλλιέργειας χρησιµοποιείται σε ολόκληρο τον κόσµο, 

επιτρέποντας στα κύτταρα να αναπτυχθούν και να διατηρηθούν εκτός του σώµατος 

(Langdon S.P. 2001). Η τεχνική της κυτταροκαλλιέργειας δίνει την δυνατότητα 

κατανόησης πλήρως της φυσιολογίας των καρκινικών κυττάρων (Langdon S.P. 2001). Η 

πρώτη, ανθρώπινη κυτταρική σειρά που αναπτύχθηκε στο εργαστήριο ήταν ο καρκίνος του 

τραχήλου της µήτρας το 1951 (Langdon S.P. 2001). Παραδείγµατα καρκινικών σειρών 

είναι οι καρκινικές κυτταρικές σειρές αδενοκαρκινώµατος του µαστού (MCF-7) και 

λειοµυοσαρκώµατος (LMS). Το πρώτο µοντέλο ανθρώπινων κυτταρικών σειρών, είναι τα 

κύτταρα, τα οποία αποµονώθηκαν το 1951 από την αµερικανίδα Henriette Lack που 

έπασχε από καρκίνο και χρησιµοποιούνται εδώ και δεκαετίες από πολλά επιστηµονικά 

κέντρα σε ολόκληρο τον κόσµο. Τα κύτταρα HeLa βοήθησαν µεταξύ άλλων στην 

ανάπτυξη του εµβολίου της πολιοµυελίτιδας, προσέφεραν σηµαντικά νέα στοιχεία για τον 

καρκίνο και το AIDS και χρησιµοποιήθηκαν σε έρευνες που βραβεύτηκαν µε δύο Νόµπελ. 

 Τα MCF-7 κύτταρα, αποτελούν µοντέλο µελέτης του καρκίνου του µαστού 

(Leporatti S.et al 2009) (Εικόνα 7). Ο καρκίνος του µαστού είναι ο δεύτερος συχνότερος 

καρκίνος στις γυναίκες (23% σε σχέση µε όλους τους καρκίνους) (Max Parkin D. et al 

2005). Τα πιο αυξηµένα ποσοστά παρατηρούνται στις ανεπτυγµένες χώρες (εκτός από την 

Ιαπωνία, όπου είναι τρίτος µετά τον καρκίνο του παχέος εντέρου και του στοµάχου) (Max 

Parkin D. et al 2005). Τα µικρότερα ποσοστά εµφάνισης ανευρίσκονται στη Κεντρική 

Αφρική (Max Parkin D. et al 2005). Οι κυριότεροι παράγοντες εµφάνισης του καρκίνου 

του µαστού, είναι κυρίως οι αναπαραγωγικοί παράγοντες, η µάζα του σώµατος, η 

παχυσαρκία, το αλκοόλ, η σωµατική δραστηριότητα, οι εξωγενείς ορµόνες (ορµόνες 
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θεραπείας υποκατάστασης, αντισυλληπτικά) καθώς και η διατροφή (Max Parkin D. et al 

2005).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 Τα λειοµυοσαρκώµατα (LMS), είναι κακοήθεις όγκοι µε προέλευση από τις λείες 

µυικές ίνες και είναι συχνότερα σε άτοµα µε ανοσοανεπάρκεια (Jenson H.B. et al 1999) 

(Εικόνα 8). Το λειοµυοσάρκωµα στους ενήλικες συνήθως εµφανίζεται στην µήτρα ενώ 

στα παιδιά εµφανίζεται ως σπλαχνικό λειοµυοσάρκωµα, σε ποσοστά 1 στα 10 

εκατοµµύρια παιδιά (Jenson H.B. et al 1999). Τα λειοµυοσαρκώµατα παρουσιάζουν 

µεγάλη συχνότητα σε ασθενείς που λαµβάνουν αντικαρκινικά φάρµακα ή φάρµακα κατά 

της απόρριψης του µοσχεύµατος (Jenson H.B. et al 1999). Προσεγγιστικά, 1 άτοµο στα 

5000 παιδιά εµφανίζει λειοµυοσάρκωµα µε σύνδροµο επίκτητης ανοσοανεπάρκειας 

(AIDS). To λειοµυοσάρκωµα είναι ο δεύτερος πιο συχνός όγκος σε παιδιά µε AIDS 

(Jenson H.B. et al 1999).  

Εικόνα 7: Μορφολογία MCF-7 καρκινικών κυττάρων, (Φωτογραφία από ATCC)  
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1.3. Πειραµατόζωα 

 

 Η χρήση των ζώων στην έρευνα κατά του καρκίνου είναι ένα σηµαντικό εργαλείο 

σε ότι αναφορά τον µηχανισµό µελέτης των γονιδίων, των πρωτεϊνών που συµµετέχουν 

στο µονοπάτι εµφάνισης, στην ανάπτυξη, στον σχεδιασµό, στον χαρακτηρισµό και στην 

εκτίµηση διαφόρων θεραπευτικών προσεγγίσεων (Santos E. 2002). Η αναγκαιότητα και η 

χρήση των πειραµατόζωων στην µελέτη της αιτιολογίας και της θεραπείας στην παθολογία 

είναι εµφανής (Santos E. 2002). Για αυτό το λόγο, µια πληθώρα πειραµατοζώων 

χρησιµοποιείται σε µελέτες φαρµακολογικές, τοξικολογικές αλλά και στις ανθρώπινες 

ασθένειες (Santos E. 2002). Σήµερα, η ιστοσελίδα του NIH, για τους οργανισµούς µε 

επιστηµονικό ενδιαφέρον περιέχει, θηλαστικά (ποντίκια και αρουραίους), µη θηλαστικά 

(όπως ο µύκητας, Saccharomyces cerevisiae, το Dictiostelium discoideum (αµοιβάδα), 

Caenorhabditis elegans (σκώληκας), Drosophila melanogaster (φρουτόµυγα), Danio rerio 

(zebra fish), Xenopus laevis (γυρίνος) και φυτά όπως το είδος Arabidopsis (Santos E. 

2002). Όµως τα εργαστηριακά ποντίκια εξακολοθούν να παραµένουν τα καλύτερα 

Εικόνα 8: Μορφολογία LMS καρκινικών κυττάρων   
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µοντέλα για την µελέτη του καρκίνου in vivo, λόγω των χαρακτηριστικών του µικρού 

µεγέθους τους και της οµοιότητας του γονιδιώµατος τους µε τον άνθρωπο (Leenders 

M.W.H. et al 2008). 

 Τα πειραµατόζωα Wistar rat, δηµιουργήθηκαν στο Wistar Insitute το 1906 (Εικόνα 

9). Τα ζώα αυτά είναι εύκολα στον χειρισµό τους και η 

επιθετικότητα των αρσενικών επίµυων εµφανίζεται σχετικά 

αργά. Είναι καθαρά ή αµιγή στελέχη και υπάρχουν πολλά είδη 

στον κόσµο. Άλλα είδη που χρησιµοποιούνται είναι τα 

Sprague - Dawley albino και τα Long - Evans hooded.  

 Το χαρακτηριστικό των ζώων είναι ότι έχουν ένα έντονο κιρκάδιο ρυθµό, ο οποίος 

επηρεάζεται από τις αλλαγές στο περιβάλλον (Hubrecht R. et al 2010). Ο µέγιστος χρόνος 

ζωής των αρσενικών είναι 1200 µέρες και των θηλυκών είναι 1400 µέρες. Ο µέσος όρος 

είναι 850 και 900 µέρες αντίστοιχα για αρσενικά και θηλυκά. Ο αριθµός των 

χρωµοσωµάτων είναι 42 (Hubrecht R. et al 2010).  

 

1.4. Τοξικότητα 

 

1.4.1. Οξεία τοξικότητα 

 Η οξεία τοξικότητα αφορά στον βαθµό της τοξικότητας µιας χηµικής ουσίας σε 

σχέση µε την δόση και τις παρενέργειες της, τα τοξικά αποτελέσµατα και τον τρόπο 

δράσης της. Στοχεύει επίσης στο να συγκριθεί µε άλλες ήδη γνωστές τοξικές ουσίες. Με 

βάση την οξεία τοξικότητα µπορεί να υπολογιστεί και η µέση θανατηφόρα δόση (LD50). H 

µελέτη µπορεί να διαρκέσει τουλάχιστον 5 ηµέρες αλλά όχι περισσότερο από 14 ηµέρες σε 

µια µόνο δόση (Souza A. Torsoni et al 2002, Aranowska K. et al 2006).  

Εικόνα 9: Wistar Rat  
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1.4.2. Υποχρόνια τοξικότητα 

 Κατά την εκτίµηση των τοξικών χαρακτηριστικών µίας χηµικής ουσίας, 

προσδιορίζεται επίσης και η υποχρόνια τοξικότητα χρησιµοποιώντας επαναλαµβανόµενες 

δόσεις µε βάση τις παρατηρήσεις της οξείας τοξικότητας. Η υποχρόνια τοξικότητα των 90 

ηµερών παρέχει πληροφορίες για τους πιθανούς κινδύνους που µπορεί αν προκληθούν από 

την επαναλαµβανόµενη έκθεση για µεγάλο χρονικό διάστηµα (2-4 µεσοδιαστήµατα). Η 

µελέτη θα παρέχει πληροφορίες για τις κύριες επιπτώσεις στα όργανα, την δυνατότητα 

συσσώρευσης αλλά και για τον καθορισµό της δόσης του φαρµάκου που δεν επηρεάζει το 

πειραµατόζωο (OECD 408). 

 

1.5. Προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος 

 

 Η ρύθµιση του αριθµού των κυττάρων στους ιστούς είναι σηµαντικός παράγοντας 

για τους πολυκύτταρους οργανισµούς (Fischer U. et al 2005). Το ανθρώπινο σώµα 

αποτελείται από 1014 κύτταρα (Fischer U. et al 2005). Κάθε µέρα εκατοµµύρια κύτταρα 

πεθαίνουν για να εξασφαλίσουν την οµαλή λειτουργία του οργανισµού (Fischer U. et al 

2005). Οξείες παθολογικές καταστάσεις, όπως το εγκεφαλικό επεισόδιο, η καρδιακή 

προσβολή, το νευρο-εκφυλιστικό σύνδροµο συνδέονται µε ξαφνικό θάνατο κυτταρικών 

περιοχών σε ιστούς ή όργανα (Fischer U. et al 2005). Ο προγραµµατισµένος κυτταρικός 

θάνατος καλείται απόπτωση. Χαµηλά ποσοστά απόπτωσης µπορεί να προάγουν την 

επιβίωση και την συσσώρευση ανώµαλων κυττάρων που µπορούν να οδηγήσουν σε 

σχηµατισµό όγκου ή αυτοάνοσων νοσηµάτων (Fischer U. et al 2005). Η απόπτωση 

αποτελεί µία εξαιρετική αποτελεσµατική κυτταρική οδό αυτοκτονίας (Fischer U. et al 

2005). 
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 Ο όρος απόπτωση (από-πτώση) χρησιµοποιήθηκε για πρώτη φορά στο άρθρο του 

Kerr και Currie το 1992 για να περιγράψει την µορφολογία του κυτταρικού θανάτου. Η 

απόπτωση συµβαίνει φυσιολογικά στην ανάπτυξη και στην γήρανση ως ένας 

οµοιοστατικός µηχανισµός για να διατηρήσει σταθερό τον αριθµό των κυττάρων στους 

ιστούς (Elmore S. et al 2007). Επίσης, η απόπτωση αποτελεί και έναν τρόπο άµυνας στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα όταν τα κύτταρα καταστρέφονται από ασθένειες ή επιβλαβείς 

παράγοντες (Elmore S. et al 2007). Η ακτινοβολία ή τα φάρµακα δυνατούν να οδηγήσουν 

σε απόπτωση, µέσω της ενεργοποίησης µιας εξαρτώµενης οδού από την p53 πρωτεΐνη 

(Elmore S. et al 2007). Επίσης, ορµόνες όπως τα κορτικοειδή, ίσως οδηγούν σε 

αποπτωτικό θάνατο κύτταρα του θύµου αδένα, παρόλο που άλλα είδη κυττάρων δεν θα 

επηρεαστούν όταν διεγερθούν από αυτές τις ορµόνες (Elmore S. et al 2007). Ακόµα, σε 

πολλές περιπτώσεις η υποξία, η θερµοκρασία, η ακτινοβολία καθώς και η δράση 

αντικαρκινικών φαρµάκων δυνατούν να επάγουν απόπτωση (Elmore S. et al 2007). 

 

1.5.1. Μορφολογικά χαρακτηριστικά απόπτωσης 

 Στο οπτικό µικροσκόπιο, στα πρώτα στάδια της απόπτωσης είναι εµφανής η 

κυτταρική συρρίκνωση και η πύκνωση (Elmore S. et al 2007). Με την συρρίκνωση των 

κυττάρων, τα κύτταρα µειώνονται σε µέγεθος, το κυτταρόπλασµα γίνεται πυκνό και τα 

οργανίδια πιο πακεταρισµένα (Elmore S. et al 2007) (Εικόνα 10). Η πύκνωση είναι το 

αποτέλεσµα της συµπύκνωσης της χρωµατίνης (Elmore S. et al 2007). 
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 Οι κύριες µορφολογικές αλλαγές της απόπτωσης συµπεριλαµβάνουν, την 

συµπύκνωση της χρωµατίνης του κυτταρικού πυρήνα, τον κατακερµατισµό του πυρηνικού 

DNA σε θραύσµατα διαφορετικών µεγεθών (DNA laddering), την δηµιουργία οπών 

(διαύλων-πόρων) µεγάλης διαµέτρου στις µεµβράνες των µιτοχονδρίων, την εµφάνιση 

χαρακτηριστικών προεξοχών στην κυτταρική µεµβράνη και το σχηµατισµό φαγοσωµάτων 

που περιέχουν κυτταροπλασµατικά και πυρηνικά υπολείµµατα (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). 

Όλα τα νεκρά κύτταρα αποµακρύνονται ταχύτατα µε την µορφή φαγοσωµάτων από 

γειτονικά µακροφάγα, προστατεύοντας έτσι τους παρακείµενους ιστούς από πιθανές 

φλεγµονές και καταστροφικές αλλοιώσεις (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). 

 

1.5.2. Mηχανισµοί της απόπτωσης 

 Οι µηχανισµοί της απόπτωσης είναι µια περίπλοκη διαδικασία και όλη η 

διαδικασία εξαρτάται από ένα σύνολο αντιδράσεων (Elmore S. et al 2007). Υπάρχουν δύο 

κύρια αποπτωτικά µονοπάτια, το εξωγενές (extrinsic) ή death receptor pathway και το 

Εικόνα 10: Τοµή από πάγκρεας από Β6C3F1 επίµυες. Το βέλος υποδηλώνει 

αποπτωτικά κύτταρα, τα οποία έχουν συρρικνωθεί. Η χρωµατίνη έχει συµπυκνωθεί και 

κατακερµατιστεί (Elmore S. et al 2007). 
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ενδογενές (intrinsic) ή µιτοχονδριακό µονοπάτι (Elmore S. et al 2007). Υπάρχουν  όµως 

ενδείξεις, ότι οι δυο αυτές οδοί συνδέονται και ότι η µία οδός µπορεί να επηρεάσει την 

άλλη. Επιπλέον, υπάρχει ένα άλλο µονοπάτι, που περιλαµβάνει και τα κυτταροτοξικά Τ 

κύτταρα. Αυτή είναι η οδός της περφορίνης/granzyme (Elmore S. et al 2007). Το µονοπάτι 

αυτό µπορεί να επάγει απόπτωση µέσω του graenzyme A ή Β. Όµως και τα τρία 

µονοπάτια καταλήγουν στο ίδιο τελικό αποτέλεσµα, οδηγώντας σε απόπτωση (Elmore S. 

et al 2007) (Εικόνα 11). Συγκεκριµένα, στην διάσπαση της κασπάσης-3, στην 

θραυσµατοποίηση του DNA, στην αποικοδόµηση του κυτταροσκελετού και των 

πυρηνικών πρωτεϊνών, στο cross-link των πρωτεϊνών, στην δηµιουργία αποπτωτικών 

σωµατιδίων και στην έκφραση ειδικών προσδετών για τους υποδοχείς των φαγοκυττάρων 

(Elmore S. et al 2007). Το µονοπάτι του graenzyme A πυροδοτεί ένα παράλληλο µονοπάτι 

ανεξάρτητο από τις κασπάσες µέσω µονόκλωνων βλαβών στο DNA (Elmore S. et al 

2007). 

 

 

 
Εικόνα 11: Μηχανισµοί απόπτωσης (Elmore S. et al 2007). 



∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 
 

  - 30 - 

1.5.3. Βιοχηµικά χαρακτηριστικά 

 Οι κασπάσες ανιχνεύονται σε ένα µεγάλο αριθµό διαφορετικών κυτταρικών τύπων 

µε την µορφή πρόδροµων ανενεργών προ-ενζύµων (ζυµογόνων). Μέσω της πρωτεόλυσης, 

µετατρέπεται το προ-ένζυµο σε καταλυτικά ενεργή κασπάση. (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). 

 Η πρώτη ενεργοποιηµένη κασπάση ή εναρκτήριος κασπάση ενεργοποιεί µέσω 

διαδοχικών πρωτεολυτικών γεγονότων διαφορετικά µέλη της οικογένειας, που 

ονοµάζονται κασπάσες τελεστές (caspases effector) (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). Οι κασπάσες 

τελεστές αναγνωρίζουν εκλεκτικά και πρωτεολύουν κυτταροπλασµατικές και πυρηνικές 

πρωτεΐνες, όπως οι πυρηνικές λαµίνες, η ρυθµιστική πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης (πηκτωλυµατίνη ή γκελσολίνη και η πυρηνική πρωτεΐνη PARP (poly-ADP-ribose-

polymerase) (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). Η αποδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης γίνεται µε την πρωτεολυτική θραύση του προδρόµου µορίου της πηκτωλυµατίνης 

σε ενεργή µορφή. Ο θρυµµατισµός του πυρηνικού DNA σχετίζεται µε την 

απενεργοποίηση ενός πυρηνικού αναστολέα του ειδικού νουκελοτικού ενζύµου της 

απόπτωσης (ICAD, Inhibitor of Caspase ActivatedDNAse). Η πρωτεολυτική δράση του 

ICAD από τις ενεργοποιηµένες κασπάσες απελευθερώνει την πρωτεΐνη CAD από το 

ανενενεργό σύµπλοκο ICAD/CAD και επάγει την νουκλεοτική δράση (δράση DNασης) , 

έτσι ώστε να θραυσµατοποιηθεί το DNA. Η διάσπαση του DNA εξαρτάται από 

εξαρτώµενες ενδονουκλεάσες Ca2+ και Mg2+ και το αποτέλεσµα είναι το DNA να 

διασπάται σε θραύσµατα των 180 µέχρι 200 ζευγών βάσεων. Το χαρακτηριστικό σπάσιµο 

(DNA ladder) µπορεί να γίνει ορατό µε ηλεκτρόφορηση σε πηκτή αγαρόζης (Elmore S. et 

al 2007). 

 Κατά την διάρκεια της απόπτωσης, οι ενεργοποιηµένες κασπάσες πρωτεολύουν και 

απενεργοποιούν µεγάλο αριθµό πρωτεϊνικών υποστρωµάτων, µε αποτέλεσµα την 

κατάργηση της διακυτταρικής επικοινωνίας, την αποδιοργάνωση του κυτταρικού 
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σκελετού, την παρεµπόδιση της αντιγραφής και τη παρεµπόδιση της επιδιόρθωσης του 

θρυµµατισµένου πυρηνικού DNA (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). 

 Μέχρι σήµερα, έχουν ταυτοποιηθεί δέκα κασπάσες και έχουν κατηγοριοποιηθεί ως 

εκκινητές (initiators) (κασπάσες-2, -8, -9, -10), οι τελεστές (κασπάσες-3, -6, -7) και 

φλεγµονώδεις (κασπάσες-1, -4, -5) (Elmore S. et al 2007). Άλλες κασπάσες που έχουν 

εντοπιστεί, είναι η κασπάση-11, η οποία φαίνεται πως ρυθµίζει την απόπτωση και την 

ωρίµανση κυτταροκινών κατά την διάρκεια του σηπτικού σοκ. Επίσης, η κασπάση-12 

ρυθµίζει την ενδοπλασµατική απόπτωση και την κυτταροτοξικότητα του β-αµυλοειδούς. Η 

κασπάση-13 καθορίζεται από ένα γονίδιο που εκφράζεται στου χοίρους και η κασπάση 14 

εκφράζεται σε ιστούς εµβρύων και όχι ενηλίκων (Elmore S. et al 2007). 

 Ένα άλλο χαρακτηριστικό της απόπτωσης είναι η παρουσία στην επιφάνεια των 

κυττάρων κάποιων δεικτών, οι οποίοι βοηθούν στην έγκαιρη αναγνώριση των 

αποπτωτικών κυττάρων από τα φαγοκύτταρα των γειτονικών κυττάρων (Elmore S. et al 

2007). Αυτό επιτυγχάνεται µε την µετακίνηση της φωσφαδιλο-σερίνης στις εξωτερικές 

στρώσεις της κυτταρικής µεµβράνης. Επίσης, άλλες πρωτεΐνες, όπως είναι η αννεξίνη Ι και 

η calreticulin εκτίθενται στην κυτταρική µεµβράνη των αποπτωτικών κυττάρων (Elmore S. 

et al 2007). 

 Οι ιδιότητες αυτές χρησιµοποιούνται για την αναγνώριση της απόπτωσης. Για 

παράδειγµα, η αννεξίνη V είναι µία ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη που έχει την ικανότητα να 

συνδέεται σε κατάλοιπα φωσφατιδυλο-σερίνης και έτσι ανιχνεύεται η απόπτωση (Elmore 

S. et al 2007).  
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1.5.4. Eξωγενές (extrinsic) ή οδός υποδοχεών θανάτου (death receptor pathway) 

 Το εξωγενές µονοπάτι ή οδός υποδοχέων θανάτου εξαρτάται από τους υποδοχείς 

θανάτου που ανήκουν στην υπερ-οικογένεια των παραγόντων νέκρωσης των όγκων (TNF, 

tumor necrosis factor) (Elmore S. et al 2007). Οι υποδοχείς αυτοί έχουν πλούσιες 

ενδοκυτταρικές περιοχές σε κυστεΐνη και µία άλλη κυτταροπλασµατική περιοχή (death 

domain) 80 αµινοξέων (Elmore S. et al 2007). Η περιοχή θανάτου (death domain) παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην µετάδοση του σήµατος από την κυτταρική επιφάνεια στις 

ενδοκυττάριες οδούς. Το εξωγενές µονοπάτι περιλαµβάνει τους υποδοχείς θανάτου ΤΝR1 

(Tumor necrosis factor receptor 1), DR3 (Death receptor 3), DR4 (Death receptor 4), DR5 

(Death receptor 5), DR6 (Death receptor 6), το σύµπλεγµα Fas και τις κασπάσες 8 και 10 

που τελικά ενεργοποιούν τις υπόλοιπες κασπάσες οδηγώντας στην απόπτωση (Elmore S. 

et al 2007). 

 H αλληλουχία των γεγονότων της απόπτωσης για το εξωγενές µονοπάτι 

χαρακτηρίζονται καλύτερα από τα σύµπλοκα προσδέτη-υποδοχέα FasL (Fatty acid 

synthetase ligand)/FasR (Fatty acid synthetase receptor) και TNF-a (Tumor necrosis factor 

alpha)/TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1) (Elmore S. et al 2007). Το σύστηµα 

FasL/FasR ρυθµίζει την αποµάκρυνση των περιφερειακών ενεργοποιηµένων Τ-

λεµφοκυττάρων, των κυττάρων που είναι µολυσµένα από ιό και των καρκινικών 

κυττάρων. Το σύστηµα TNF-a/TNFR1 συµµετέχει στην δηµιουργία φλεγµονώδων 

αποκρίσεων σε συνθήκες έντονης φόρτισης (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). Σε αυτά τα µοντέλα 

υπάρχει ένα συσσωµάτωµα υποδοχέων οι οποίοι συνδέονται µε οµόλογους τριµελείς 

προσδέτες. Όταν, προσδεθεί ο προσδέτης, στρατολογούνται κυτταροπλασµατικές 

πρωτεΐνες και συνδέονται µε τους υποδοχείς (Elmore S. et al 2007). Η σύνδεση του 

προσδέτη Fas έχει ως αποτέλεσµα την σύνδεση σε αυτόν του πρωτεϊνικού προσαρµοστή 

FADD (Fas-associated death domain protein). Στην περίπτωση του προσδέτη και 
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υποδοχέα ΤΝF έχουµε σύνδεση του προσαρµογέα TRADD (TNF receptor-associated 

death domain). Η πρωτεΐνη FADD συνδέεται µε την προ-κασπάση-8 (Elmore S. et al 

2007). Στην συνέχεια, ένα σύστηµα πρωτεϊνών DISC (death-inducing signaling complex) 

σχηµατίζεται και οδηγεί µε αυτο-πρωτεολυτική δράση την προ-κασπάση-8 σε ενεργό 

κασπάση-8 (Elmore S. et al 2007). H ενεργός κασπάση-8, απελευθερώνεται από το 

σύµπλoκο του υποδοχέα και µετακινείται στο κυτορόπλασµα, όπου αναγνωρίζει εκλεκτικά 

και πρωτεολύει υποστρώµατα, όπως η προ-κασπάση 3 και άλλες προ-αποπτωτικές 

πρωτεΐνες (Βid, BH3 interacting domain death agonist) (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). Η 

παραπάνω οδός µπορεί να ανασταλεί από την πρωτεΐνη c-FLIP (FLICE-inhibitory protein) 

καθιστώντας ανενεργείς τόσο στην πρωτεΐνη FADD όσο και στην κασπάση-8 (Elmore 

T.S. et al 2007) (Εικόνα 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12: Εξωγενές µονοπάτι απόπτωσης (SY Wong R. 2011) 

). 
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1.5.5. Αποπτωτική οδός περφορίνης/granzyme 

 Η περφορίνη και το granenzyme είναι αποθηκευµένες πρωτεΐνες σε κοκκία 

κυτταροτοξικών Τ λεµφοκυττάρων (Pereira F.A. et al 2007). Όταν τα κυτταροτοξικά Τ 

λεµφοκύτταρα αναγνωρίσουν ένα κύτταρο στόχο, απελευθερώνουν την περφορίνη, η 

οποία δηµιουργεί κανάλια 16 mm στην µεµβράνη του κυττάρου στόχου, µε αποτέλεσµα η 

πρωτεάση gramzyme B να περνά µέσα από τους διαύλους και να ενεργοποιεί τις κασπάσες 

(Pereira F.A. et al 2007). Συγκεκριµένα το graenzyme B διασπά πρωτεΐνες ICAD και 

ενεργοποιεί την προ-κασπάση 10 (Elmore S. et al 2007). Αναφορές έχουν δείξει ότι το 

graenzyme B χρησιµοποιεί η µιτοχονδριακή οδό για να ενισχύσει το σήµα θανάτου µε την 

διάσπαση της Βid και την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c (Elmore S. et al 2007). 

 To graenzyme A είναι επίσης σηµαντικό στα κυτταροτοξικά Τ-λεµφοκύτταρα για 

την επαγωγή της απόπτωσης µέσω κασπασών. Το graenzyme A προκαλεί διάσπαση στο 

DNA (Elmore S. et al 2007) (Εικόνα 13). 

 

 
Εικόνα 13: Αποπτωτική οδός περφορίνης/granzyme (Pereira F.A. et al 2007). 
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1.5.6. Ενδογενές µονοπάτι 

 Το ενδογενές µονοπάτι επάγει απόπτωση µέσω της παραγωγής ενδοκυτταρικών 

σηµάτων που δρουν κατευθείαν σε κύτταρα στόχους (Elmore S. et al 2007). 

Ενδοκυτταρικά σήµατα που µπορεί να οδηγήσουν σε απόπτωση είναι η απουσία 

αυξητικών παραγόντων, ορµόνες, ακτινοβολία, τοξίνες, υποξία, υπερθερµία, ιογενείς 

λοιµώξεις και ελεύθερες ρίζες (Elmore S. et al 2007).  

 Όλα αυτά τα πιθανά σήµατα είναι ικανά να προκαλέσουν αλλαγές στις 

µιτοχονδριακές µεµβράνες, µε αποτέλεσµα την δηµιουργία πόρων στην µεµβράνη, 

προκαλώντας απελευθέρωση προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασµα, όπως 

είναι το κυτόχρωµα c, µε ταυτόχρονη ενεργοποίηση των κασπασών (Elmore S. et al 2007). 

Το κυτόχρωµα c προσδένει και ενεργοποιεί τον Apaf-1, (Apoptotic protease activating 

factor) καθώς και την προκασπάση 9 δηµιουργώντας ένα αποπτόσωµα, ενεργοποιώντας 

τελικά την κασπάση 9 (Elmore S. et al 2007).  

 Άλλες προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες είναι ο AIF (Apoptosis Inducing Factor), η 

ενδονουκλέαση G και το CAD (Caspase-Activated DNAse), οι οποίες απελευθερώνονται 

από το µιτοχόνδριο, όταν το κύτταρο βρίσκεται σε απόπτωση (Elmore S. et al 2007). Η 

AIF µεταφέρεται στον πυρήνα και προκαλεί διάσπαση του DNA σε 50-300 Kb και 

συµπύκνωση της πυρηνικής χρωµατίνης. Η ενδονοκλεάση G επίσης µεταναστεύει στον 

πυρήνα όπου διασπά την πυρηνική χρωµατίνη κ δηµιουργώντας ολιγο-νουκλεοτίδια 

(Elmore S. et al 2007). Η πρωτεΐνη CAD απελευθερώνεται από το µιτοχόνδριο και 

µεταφέρεται στον πυρήνα όπου µετά από την διάσπαση από την κασπάση 3 προκαλείται 

διάσπαση του DNA σε ολιγονουκλεοτίδια και συµπυκνώνεται η χρωµατίνη (Elmore S. et 

al 2007). 

 Ο έλεγχος και η ρύθµιση αυτών των αποπτωτικών µιτοχονδριακών γεγονότων 

συµβαίνει µέσω µιας οικογένειας πρωτεϊνών της Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2). H 
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οικογένεια των πρωτεϊνών Bcl-2 ρυθµίζεται από το ογκοκατασαλτικό γονίδιο p53 (Elmore 

S. et al 2007). Οι πρωτεΐνες Bcl ρυθµίζουν την διαπερατότητα της µιτοχονδριακής 

µεµβράνης, συγκεκριµένα την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c και µπορεί έτσι να 

θεωρούνται προ-αποπτωτικές (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, Blk) ή αντι-

αποπτωτικές (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG) (Elmore S. et al 2007). 

 Το ενδογενές µονοπάτι δεν είναι ανεξάρτητο από το µονοπάτι των υποδοχέων 

(Εικόνα 14). Για παράδειγµα στην υπερ-οικογένεια Bcl-2 ανήκει η Bid πρωτεΐνη (Elmore 

S. et al 2007). Η ενεργή µορφή της πρωτεΐνης Bid (tBid) ενεργοποιείται από την κασπάση-

8, η οποία ενεργοποιήθηκε µε την σειρά της από το µονοπάτι των υποδοχέων (Fas ή TNRF 

υποδοχέα) (Elmore S. et al 2007). Η tBid µετακινείται από το κυτταρόπλασµα στα 

µιτοχόνδρια προκαλώντας την µετακίνηση του κυτοχρώµατος c. Επίσης η tBid επεµβαίνει 

στην λειτουργία και στην τοπολογία της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Βax (S. Elmore et al 

2007). 

 Η µετακίνηση της πρωτεΐνης Βax από το κυτταρόπλασµα στην µιτοχονδριακή 

µεµβράνη µε την µορφή διµερούς προκαλεί αλλοιώσεις στο ηλεκτρικό δυναµικό, προκαλεί 

απελευθέρωση ενεργών ριζών υδρογόνου, ενεργοποιεί κασπάσες και απελευθερώνει το 

κυτόχρωµα c. (Elmore S. et al 2007). 

 Tέλος και η προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bad σχετίζεται δοµικά και λειτουργικά µε 

τις δύο πρωτεΐνες Bid και Bax. Η πρωτεΐνη Bad µετακινείται από το κυτταρόπλασµα στις 

µιτοχονδριακές µεµβράνες κατά την διάρκεια του αποπτωτικού θανάτου αιµοποιητικών 

και µυελοειδικών κυττάρων (Elmore S. et al 2007). 
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1.6. Νέκρωση  

 

 Ένας άλλος εναλλακτικός τρόπος θανάτου των κυττάρων είναι η νέκρωση, η οποία 

θεωρείται µία τοξική διαδικασία για τον οργανισµό, στην οποία τα κύτταρα πεθαίνουν 

παθητικά χωρίς κατανάλωση ενέργειας (ΑΤΡ) (Elmore S. et al 2007). Η νέκρωση είναι µια 

µη-ελεγχόµενη και παθητική διαδικασία και συνήθως επηρεάζει µεγάλες περιοχές 

κυττάρων (Elmore S. et al 2007). 

 

1.6.1. Μορφολογικά χαρακτηριστικά νέκρωσης 

 Οι κύριες µορφολογικές αλλαγές που γίνονται κατά την νέκρωση είναι, η διόγκωση 

των κυττάρων, ο σχηµατισµός κυτταροπλασµατικών κενοτοπίων, η διαστολή του 

Εικόνα 14: Ενδογενές µονοπάτι απόπτωσης (Fischer U. et al 2005). 
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ενδοπλασµατικού δικτύου, ο σχηµατισµός κυτταροπλασµατικών φυσαλίδων, τα 

συµπυκνωµένα ή θραυσµένα µιτοχόνδρια, η αποκόλληση των ριβοσωµάτων, οι 

καταστρεµµένες κυτταρικές µεµβράνες, η ρήξη των λυσοσωµάτων και τελικά η διάσπαση 

της κυτταρικής µεµβράνης (Εικόνα 15) (Elmore S. et al 2007). Οι απώλειες της 

ακεραιότητας της µεµβράνης και η απελευθέρωση των κυτταροπλασµατικών οργανιδίων, 

στέλνουν µηνύµατα για την ενεργοποίηση των φλεγµονωδών κυττάρων, σε αντίθεση µε 

την απόπτωση όπου δεν ενεργοποιείται η διαδικασία της φλεγµονής (Elmore S. et al 

2007). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.7. Αλληλεπίδραση µεταλλικών συµπλόκων µε το DNA 

 

 Το DNA αποτελεί ένα κύριο στόχο για τα µεταλλικά σύµπλοκα (Komoret A.C. al 

2013). Είναι ζωτικής σηµασίας να ερευνηθεί ο τρόπος πρόσδεσης του µεταλλικού 

Εικόνα 15: Μορφολογικές διαφορές απόπτωσης-νέκρωσης (Robertson J.D. et al 

2000)  
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συµπλόκου µε το DNA, µέσω της µικρής\µεγάλης αύλακας, της παρεµβολής ή µε µικτό 

τρόπο, µε σκοπό να ερευνηθεί ο τρόπος µε το οποίο το φάρµακο δρα αποτελεσµατικά και 

εκλεκτικά (Reyzer Μ.L. et al 2001)  

 Το DNA µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τα µεταλλικά σύµπλοκα είτε 

αλληλεπιδρώντας µε φωσφορικές οµάδες, είτε εντασσόµενα στις βάσεις (Komoret A.C. al 

2013). 

 Το ανιονικό φορτίο των νουκλεϊκών οξέων εξηγεί το λόγο για τον οποίο τα 

ελεύθερα µέταλλα ή µέταλλα ενταγµένα σε κατιονικές ενώσεις συνδέονται µε το DNA. Oι 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ µεταλλικών ενώσεων και DNA µπορεί να είναι οµοιοπολικές ή 

µη-οµοιοπολικές και υπάγονται τις παρακάτω περιπτώσεις (Εικόνα 16): 

Α. ιονική έλξη 

Β. δεσµοί υδρογόνου µεταξύ των νουκλεϊκών βάσεων και των υποκαταστατών 

Γ. παρεµβολή των µεταλλικών συµπλόκων που περιέχουν επίπεδους ή ετεροατοµικούς 

υποκαταστάτες 

∆. σύνδεση µε την αύλακα (µικρή ή µεγάλη) των υποκατάστατων σε συνδυασµό µε την γ 

περίπτωση  

Ε. οµοιοπολική σύνδεση µε του συµπλόκου µε το ετεροκυκλικό µέρος µιας νουκλεοβάσης 

(σύµπλοκα πλατίνας), είτε µε τα φωσφορικά οξυγόνα (σύµπλοκα µαγνησίου), είτε µε τα 

οξυγόνα των πεντοζών (σύµπλοκα χαλκού ή οσµίου (osmium)) ή µε συνδυασµό των 

παραπάνω (Lippert B. 1992)  
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Εικόνα 16: Σχηµατική αναπαράσταση των 

πιθανών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των 

µεταλλικών συµπλόκων και του DNA (από πάνω 

προς τα κάτω: ιονική έλξη, δεσµούς υδρογόνου, 

παρεµβολή, σύνδεση µε την µικρή αύλακα, 

οµοιοπολική σύνδεση και σύνδεση µε την 

µεγάλη αύλακα (Lippert B. 1992). 

 

 

 Ένα φάρµακο που προσδένεται στο DNA µπορεί να παρεµβαίνει στους 

µηχανισµούς µεταγραφής και αντιγραφής του DNA, µε αποτέλεσµα να προκαλεί 

απόπτωση και να οδηγείται το κύτταρο σε θάνατο (Reedijk J. 2003). 

Ένα µεταλλικό σύµπλοκο που έχει την ικανότητα να προσδένεται στο DNA αλλά 

συγχρόνως παρουσιάζει αντικαρκινική δράση πρέπει να πληροί τις παρακάτω 

προϋποθέσεις (Reedijk J. 2003): 

i. Καλές χηµικές ιδιότητες, συµπεριλαµβανοµένης της διαλυτότητας και της 

σταθερότητας για να φτάνει άθικτο στον κυτταρικό στόχο.  

ii.  Να µεταφέρεται αποτελεσµατικά από το αίµα στις µεµβράνες των κυττάρων 

iii.  Να δεσµεύεται αποτελεσµατικά µε το DNA και να παρουσιάζει µικρή 

δραστικότητα µε τις πρωτεΐνες  

iv. Να έχει την ικανότητα να δρα επιλεκτικά σε καρκινικά κύτταρα, διατηρώντας 

ανέπαφα τα υγιή κύτταρα.  
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v. Τα καρκινικά κύτταρα να είναι ανθεκτικά στην δράση των µεταλλικών συµπλόκων 

όπως και να είναι πιο ανθεκτικά  σε σχέση µε το ήδη χρησιµοποιούµενο φάρµακο 

cisplatin και τα παράγωγα του 

 

1.8. Αλληλεπίδραση µε λιποξυγενάση  

 

 Η αλληλεπίδραση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, του µεταβολισµού των 

λιπιδίων, της φλεγµονής και της καρκινογένεσης έχει µελετηθεί εκτενώς, αποκαλύπτοντας 

πιθανόν ενδεχόµενους στόχους θεραπείας και πρόληψης πληθώρας τύπων καρκίνου 

(Pidgeon G.P. et al 2007). 

 Τρία είδη ενζύµων, κυκλοξυγενάσες, εποξυγενάσες (κυτόχρωµα Ρ450) και οι 

λιποξυγενάσες µπορούν να ρυθµίσουν τον µεταβολισµό του αραχιδονικού σε 

εικοσανοειδή (Εικόνα 17). Τα λιποξείδια των υπεροξειδίων που παράγονται από αυτόν τον 

µεταβολισµό µπορούν να ρυθµίσουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την απόπτωση, την 

κυτταρική διαφοροποίηση και την γήρανση (Pidgeon G.P. et al 2007). Αυτά τα ένζυµα 

παράγουν προϊόντα διαφορετικής βιολογικής δραστικότητας εισάγοντας οξυγόνο σε 

διαφορετικές θέσεις στο υπόστρωµα (Catalano A. et al 2005). 
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Εικόνα 17: Τα φωσφολιπίδια των µεµβρανών µετατρέπονται σε αραχιδονικό από την 
φωσφολιπάση Α2 και C. Το αραχιδονικό στην συνέχεια µεταβολίζεται  σε δύο 
µονοπάτια. Στο πρώτο (µονοπάτι αραχιδονικού) µετατρέπεται σε µη σταθερά κυκλικά 
ενδοπεροξείδια (PGG2, PGH2),  τα οποία µετατρέπονται σε προσταγλανδίνες και 
θροµβοξάνες. Το δεύτερο µονοπάτι (µοναπάτι λιποξυγενάσης) µεταβολίζει το 
αραχιδονικό σε υδρο-περοξείδια (ΗΡΕΤΕs), τα οποία µετατρέπονται σε ΗΕΡΕ και 
λευκοτριένια Α4. τα λευκοτριένια Α4 µεταβολίζονται σε LTB4, LTC4, LTD4 και 
LTE4 (Pidgeon G.P. et al 2007).  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Το ένζυµο λιποξυγενάση είναι σηµαντικό στους ανθρώπους και εκφράζεται όµως 

στα ζώα και στα φυτά. Η λιποξυγενάση των θηλαστικών έχει βρεθεί ότι εµπλέκεται στην 

παθογένεια της φλεγµονής σε νόσους όπως η ρευµατοειδής αρθρίτιδα, η ψωρίαση και το 

άσθµα (Maccarrone M. et al 2001). Πιστεύεται επίσης ότι παίζει ρόλο στην 

αθηροσκλήρωση, στην εγκεφαλική γήρανση, στην λοίµωξη από HIV, στην νεφρική νόσο 

και στη διαφοροποίηση των κερατινοκυττάρων (Maccarrone M. et al 2001). Η 

λιποξυγενάση και τα µονοπάτια σηµατοδότησης που εµπλέκονται στην ενεργοποίησή της 

είναι σηµαντικά για την καρκινογένεση και για την ανάπτυξη του όγκου (Εικόνα 18) 
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Εικόνα 18: Οι LOXs επάγουν τέσσερα είδη µορίων. Πρώτον τα µόρια που 

συµµετέχουν στον έλεγχο της αγγειογένεσης, δεύτερον, µόρια που εξυπηρετούν 

λειτουργίες του ανοσοποιητικού συστήµατος, τρίτον, µόρια που ελέγχουν τον 

κυτταρικό θάνατο και τέταρτον, µόρια που προάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

(Catalano A. et al 2005).  

(Catalano A. et al 2005). Έρευνες έχουν δείξει την σηµαντικότητα της οδού της 

λιποξυγενάσης στην ανάπτυξη του καρκίνου του παγκρέατος, του µαστού, του προστάτη 

και του εντέρου (Tong W.G. et al 2002). Έχει βρεθεί ότι αναστολείς της λιποξυγενάσης 

επάγουν απόπτωση µέσω της απελευθέρωσης του κυτοχρώµατος c από τα µιτοχόνδρια στο 

κυτταρόπλασµα (µιτοχονδριακή οδό απόπτωσης) (Tong W.G. et al 2002). H 

λιποξυγενάση-1 (LOX-1) είναι µια 15-λιποξυγενάση και χρησιµοποιείται ως πρότυπο για 

την µελέτη οµόλογων οικογενειών λιποξυγενάσης από ιστούς διαφορετικών ειδών µε 

δοµικές και κινητικές διαφορές (Maccarrone M. et al 2001) 

 

 

 

 

 

 

 

1.9. Φλεγµονή και καρκινογένεση 

 

 Έρευνες που σχετίζουν την φλεγµονή και τον καρκίνο είναι γνωστές εδώ και 

πολλά χρόνια (Catalano A. et al 2005). Όµως ο επακριβής µηχανισµός που συνδέει την 

φλεγµονή µε την καρκινογένεση παραµένει άγνωστος (Catalano A. et al 2005). Μερικά 
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ειδή ενζύµων, όπως η λιποξυγενάση (LOX) και ενεργοποιούνται σε απόκριση στην 

φλεγµονή. Πιθανόν ο συνδετικός κρίκος αυτών των δύο διαδικασιών είναι η LOX 

(Catalano A. et al 2005). Συγκεκριµένα, η ανάπτυξη των MCF-7 καρκινικών κυττάρων 

µαστού φαίνεται να σχετίζεται µε τις προσταγλανδίνες και την παραγωγή λευκοτριενιών 

(Wallace J.M. 2002). Επωάζοντας τα καρκινικά κύτταρα µε έναν αναστολέα της LOX 

(όπως το nordihydroguaiaretic acid) παρατηρείται αναστολή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού in vitro, ενώ η επώαση παρουσία ενός αναστολέα κυκλοξυγενάσης 

(COX) δεν επηρεάζει τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων (όπως η indomethacin) 

(Wallace J.M. 2002). Η ανάπτυξη του αδενοκαρκινώµατος ίσως αναστέλλεται από 

αναστολείς της LOX in vivo (Wallace J.M. 2002). 

 Η έκφραση των ενζύµων της LOX µεταβάλλεται στην περίπτωση του καρκίνου και 

µελέτες έχουν δείξει ότι αυτό το µονοπάτι εµπλέκεται στην καρκινογένεση και στην 

ανάπτυξη του όγκου (Guo C. et al 2012). Μελέτες µε ζώα δείχνουν ότι αυτά τα ένζυµα, 

είναι πιθανοί στόχοι για παρέµβαση στην ανάπτυξη του καρκίνου επειδή µειώνουν την 

πιθανότητα εµφάνισης του όγκου (Guo C. et al 2012). ∆υστυχώς αυτά τα δεδοµένα δεν 

έχουν ακόµα προχωρήσει σε κλινικό επίπεδο µελέτης (Guo C. et al 2012). Η ανάπτυξη 

νέων αναστολέων της LOX ή µεταβολιτών της LOX ή των υποδοχέων τους, µπορεί να 

παρέχει καινοτόµες και αποτελεσµατικές στρατηγικές θεραπείας (Guo C. et al 2012). 

 

1.10. Μη Στεροειδή Αντιφλεγµονώδη φάρµακα (NSAIDs) 

 

 Περίπου πριν από 3.500 χρόνια στην αρχαία Αίγυπτο, ο πάπυρος µε επεξεργασία 

ενός αφεψήµατος αποξηραµένων φύλλων µυρτιάς βοηθούσε στην ανακούφιση από 

ρευµατικούς πόνους (Vane J.R. et al 1998). Χίλια χρόνια αργότερα, ο Ιπποκράτης 
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συνιστούσε τους χυµούς της λεύκας για τη θεραπεία των µατιών από ασθένειες, καθώς και 

χυµούς από φλοιό ιτιάς για να ανακουφίσει τον πόνο κατά τον τοκετό και να µειώσει τον 

πυρετό (Vane J.R. et al 1998). Όλα αυτά τα παραπάνω φυτικά συστατικά περιέχουν 

σαλικυλικό οξύ και παράγωγα του (Vane J.R. et al 1998). 

 Το 30 µ.Χ., ο Κέλσος περιγράφει τα χαρακτηριστικά της φλεγµονής (οίδηµα, 

ερυθρότητα, θερµότητα, πόνο) και χρησιµοποιεί εκχυλίσµατα φύλλων ιτιάς για την 

ανακούφιση (Vane J.R. et al 1998). Καθ' όλη τη ρωµαϊκή εποχή η χρήση εκχυλισµάτων 

που περιέχουν σαλικυλικό οξύ χρησιµοποιήθηκε ευρέως και κυρίως χρησιµοποιήθηκε ο 

φλοιός της ιτιάς. Αυτό συνέβαινε επίσης στην Κίνα καθώς και σε άλλες περιοχές της 

Ασίας (Vane J.R. et al 1998).  

 Το σαλικυλικό οξύ συντέθηκε στην Γερµανία το 1859 και χρησιµοποιήθηκε ως 

αντισηπτικό και αντιπυρετικό καθώς και για την θεραπεία της ρευµατοειδής αρθρίτιδας 

(Vane J.R. et al 1998). Ο F. Hoffman το 1899, στη συνέχεια, συνέθεσε το ακετυλο-

σαλικυλικό οξύ (ή την ασπιρίνη) (Vane J.R. et al 1998). Στις αρχές του 1900, η 

θεραπευτική δράση της ασπιρίνης (και του σαλικυλικού νατρίου) αναγνωρίστηκε ως 

αντιπυρετική, αντιφλεγµονώδης και αναλγητική (Vane J.R. et al 1998). Με την πάροδο 

του χρόνου, διάφορα άλλα φάρµακα εµφανίζουν µερικές ή και όλες από τις δράσεις της 

ασπιρίνης (Vane J.R. et al 1998). Τα φάρµακα αυτά περιλαµβάνουν την αντιπυρίνη 

(antipyrine), την φαινακετίνη (phenacetin), την ακεταµινοφαίνη ή παρακεταµόλη 

(acetaminophen), το phenylbutazone, και, πιο πρόσφατα, τα φεναµικά παράγωγα 

(fenamates), την ινδοµεθακίνη (indomethacin) και τη ναπροξένη (naproxen) (Vane J.R. et 

al 1998). Λόγω της οµοιότητας τα φάρµακα αυτά έτειναν να θεωρηθούν ως µία οµάδα. 

Επειδή διαφέρουν από τα γλυκοκορτικοειδή (άλλη µεγάλη οµάδα παραγόντων που 

χρησιµοποιούνται στη θεραπεία της φλεγµονής), τα φάρµακα αυτά ονοµάζεται "µη 

στεροειδή αντι-φλεγµονώδη φάρµακα" (NSAIDs) (Vane J.R. et al 1998). 
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 Εκτός από την ποικιλία των χηµικών δοµών των παραπάνω φαρµάκων, όλα τα 

φάρµακα εµφανίζουν τις ίδιες θεραπευτικές ιδιότητες και τις ίδιες παρενέργειες (Vane J.R. 

et al 1998). Έτσι είναι βέβαιο ότι οι δράσεις αυτών των φαρµάκων βασίζονται σε µία 

κοινή βιοχηµική οδό (Vane J.R. et al 1998).  

 

1.10.1. Μηχανισµός δράσης NSAIDs 

 Ο µηχανισµός της δράσης των NSAIDs εµπλέκεται στην φλεγµονή, στον πόνο και 

στον πυρετό (Dugowson C.E. et al 2006).  

 

a.  Αντιφλεγµονώδης δράση 

 Τα NSAIDs ασκούν την αντιφλεγµονώδη δράση µε αναστολή της συνθετάσης των 

προσταγλανδινών ή της κυκλοξυγενάσης (COX) (Dugowson C.E.  et al 2006). Η 

κυκλοξυγενάση έχει δύο τύπους την COX-1 και COX-2 (Dugowson C.E. et al 2006). Η 

εκλεκτική αναστολή της COX-2 οδηγεί σε λιγότερες παρενέργειες από το γαστρεντερικό 

σύστηµα. Πρόσφατες έρευνες, προτείνουν ότι η ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων αλλά και µορίων προσκόλλησης παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση 

των κυττάρων κατά την φλεγµονή (Dugowson C.E. et al 2006). Τα NSAIDs αναστέλλουν 

µερικά µόρια προσκόλλησης και αναστέλλουν έτσι την λειτουργία των ουδετερόφιλων 

(Dugowson C.E. et al 2006).  

 Επίσης, πολλά NSAIDs δυαντούν να αναστέλλουν τις λιποξυγενάσες in vitro και in 

vivo στα ζώα (Oates J.A. et al 1991). Έτσι η δικλοφενάκη και η ινδοµεθακίνη µειώνουν 

την παραγωγή των λευκοτριενιών και προσταγλανδινών από τα λεµφοκύτταρα (Oates J.A. 

et al 1991).  
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b. Αναλγητική δράση 

 Τα NSAIDs παίζουν σηµαντικό ρόλο στην διαδικασία του πόνου, αυξάνουν την 

περιφερειακή ευαισθητοποίηση, που παρατηρείται κατά την διάρκεια της φλεγµονής και 

αναστέλλουν τους αισθητικούς υποδοχείς του πόνου (. Dugowson C.E et al 2006).  

 

c. Αντιπυρετική δράση 

 Τα NSAIDs ασκούν την αντιπυρετική τους δράση µε αναστολή της σύνθεσης της 

προσταγαλνδίνης Ε2, η οποία είναι υπεύθυνη για την απόκριση του υποθαλάµου στην 

αύξηση της θερµοκρασίας κατά την φλεγµονή (. Dugowson C.E et al 2006).  

 

1.10.2. Φαρµακοκινητική των NSAIDs 

 Τα NSAIDs µεταβολίζονται αρχικά στο ήπαρ. Έχουν διαφορετικό χρόνο ηµι-ζωής 

και βιοδιαθεσιµότητα, επιτρέποντας την χορήγηση διαφορετικών δόσεων φαρµάκου (. 

Dugowson C.E et al 2006). Η παρατεταµένη διάρκεια χορήγησης των NSAIDs επιφέρει 

προβλήµατα στην νεφρική λειτουργία. Επίσης, εικάζεται ότι η καθηµερινή χορήγηση των 

NSAIDs, µειώνει τον κίνδυνο από αιµορραγία του γαστρεντερικού συστήµατος 

(Dugowson C.E. et al 2006). Οι διαφορετικές παρενέργειες των NSAIDs φαίνονται ότι δεν 

οφείλονται στην διαφορετική φαρµακοκινητική αλλά κυρίως στην ηπατική και νεφρική 

λειτουργία καθώς και στην ηλικία του ατόµου (Dugowson C.E. et al 2006).  

 

Επίδραση στα αιµοπετάλια 

 Η ασπιρίνη και τα µη εκλεκτικά-NSAIDs αναστέλλουν την λειτουργία των 

αιµοπεταλίων µέσω της αναστολής του ενζύµου COX-1. Στη περίπτωση της ασπιρίνης, η 

αναστολή είναι µη ανεστρέψιµη, έτσι η επίδραση στην λειτουργία των αιµοπεταλίων 
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παραµένει όσο και η διάρκεια ζωή τους (7-10 µέρες). Στην περίπτωση των µη εκλεκτικών 

NSAIDs η αναστολή είναι αναστρέψιµη, άρα η επίδραση διαρκεί όσο και ο χρόνος 

ηµιζωής του φαρµάκου (2-12 ώρες) (Dugowson C.E. et al 2006).  

 

1.10.3. Καρκίνος και NSAIDs 

 Ένας αριθµός επιδηµιολογικών ερευνών έχουν δείξει ότι η µακροχρόνια χρήση 

ασπιρίνης/NSAIDs σχετίζεται µε 30-50% µείωση της εµφάνισης καρκίνου του παχέος 

εντέρου ή αδενωµατωδών πολυπόδων (Zha S. et al 2004). Επιπλέον, µελέτες δείχνουν ότι 

η διάρκεια χορήγησης των NSAIDs είναι πιο σηµαντική από την δόση του φαρµάκου για 

την θεραπεία. Άλλες επιδηµιολογικές µελέτες διαπιστώνουν συσχετίσεις µεταξύ NSAIDs 

και χαµηλού ποσοστού θανάτου από περιπτώσεις καρκίνου όπως του οισοφάγου, 

στοµάχου, µαστού, πνεύµονα, προστάτη, ουροδόχου κύστης και ωοθηκών (Zha S. et al 

2004). Η αυξηµένη συγκέντρωση προσταγλανδίνης (PGE2 και TxA2) στο καρκίνο του 

µαστού αναφέρθηκε στις αρχές του 1980 (Zha S. et al 2004). Η µακροχρόνια χρήση των 

NSAIDs έχει επίσης συσχετιστεί µε µειωµένο κίνδυνο καρκίνου του µαστού (Zha S. et al 

2004). Οι Kargman et al. δεν βρίσκουν να εκφράζεται η COX-2 στο καρκίνο του µαστού 

αλλά ανιχνεύουν σηµαντική επίπεδα έκφρασης της COX-2 σε δείγµατα καρκίνου του 

παχέος εντέρου (Zha S. et al 2004). Έρευνες έχουν αποδείξει ότι η µακροχρόνια χρήση 

των NSAIDs οδηγεί σε 40-50% µείωση του καρκίνου του µαστού (Wallace J.M. 2002). 

Σηµαντική µείωση του όγκου µπορεί να επιτευχθεί µε χορήγηση ιµπουπροφένης ή 

celecoxib σε ποντικούς µε καρκίνο µαστού (Wallace J.M. 2002).  
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Εικόνα 19: Επικαλυπτόµενα πεδία της Βιοανόργανης Χηµείας (Beinert H. 2002) 

 

1.11. Βιοανόργανη Χηµεία -Μεταλλοθεραπευτικά 

 

 Η Μεταλλοµική ή Βιοανόργανη Χηµεία είναι ένα νέο πεδίο, παρόλο που από τον 

19ο αιώνα υπάρχουν πολλές αναφορές για µέταλλα που δεσµεύονται µε πρωτεΐνες ή 

ένζυµα (Beinert H. 2002). Βιοανόργανη Χηµεία είναι ένα πολυσυνθετο-επιστηµονικό 

πεδίο που συνδυάζει γνώσεις κλάδων Βιολογικών Επιστηµών και Ανόργανης Χηµείας και 

απαιτεί την εφαρµογή προηγµένων φυσικών και θεωρητικών µεθοδολογιών (Εικόνα 19) 

(Garner C.D. 1997, Beinert H. 2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Η κατανόηση ενός βιολογικού συστήµατος και η αναγνώριση των µοναδικών 

χαρακτηριστικών του, απαιτούν συµπληρωµατικές πληροφορίες από χηµικά συστήµατα 

(Garner C.D. 1997, Beinert H. 2002). Επιπλέον, είναι απαραίτητες οι φασµατοσκοπικές 
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τεχνικές που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση των κέντρων µετάλλων σε βιολογικά 

συστήµατα (Garner C.D. 1997, Beinert H. 2002).  

 

1.12. Χρήση και εφαρµογή των µετάλλων στην ιατρική  

 

1.12.1. Μεταλλικά ιόντα σε ασθένειες. Χρήση χηλικών παραγόντων 

 Χηλικοί παράγοντες χρησιµοποιούνται για να θεραπεύσουν την περίσσεια του 

µεταλλικού ιόντος που οφείλεται είτε σε εξωγενή δηλητηρίαση από κατάποση ή σε 

µεταβολικές ανωµαλίες των ενδογενών µετάλλων οδηγώντας σε συσσώρευση, όπως στη 

νόσο του Wilson (χαλκός, Cu) και στην Θαλασσαιµία (σίδηρος, Fe). Επίσης χηλικοί 

παράγοντες έχουν χρησιµοποιηθεί για τη θεραπεία της σύφιλης (Farrell N. 2002).  

 

1.12.2. Μεταλλοπρωτεΐνες ως στόχοι φαρµάκου 

 Ο ρόλος των µεταλλοπρωτεϊνών για την ανθρώπινη υγεία παρουσιάζει αυξανόµενο 

ενδιαφέρον λόγω της µεγάλης σηµασίας της γενετικής ρύθµισης των πρωτεϊνών αυτών 

(Farrell N. 2002). Πρόοδοι στην κατανόηση του µηχανισµού επίδρασης των µετάλλων στα 

κύτταρα και στην γενετική βάση της ασθένειας, έχουν ως αποτέλεσµα την εισαγωγή της 

Βιοανόργανης Xηµείας στις σύγχρονες επιστήµες (Farrell N. 2002). 

 

1.12.3. Τα κυτταρικά οργανίδια στόχοι των µετάλλων 

 Τα µιτοχόνδρια συνδράµουν στην ρύθµιση της παραγωγής ενέργειας, του 

µεταβολισµού, της οξειδοαναγωγής και του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου 

(Farrell N. 2002). Το µιτοχονδριακό DNA είναι ένας σηµαντικός στόχος γιατί είναι 
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περισσότερο ευαίσθητο σε οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις σε σχέση µε το πυρηνικό DNA 

λόγω της έλλειψης ιστονών (Farrell N. 2002). Λιπόφιλα κατιόντα συσσωρεύονται στο 

εσωτερικό των µιτοχονδρίων, ως συνέπεια του υψηλότερου δυναµικού µεµβράνης (Farrell 

N. 2002). 

 

1.12.4. Αλληλεπίδραση µετάλλου-φαρµάκου  

 Πολλά φάρµακα περιέχουν περιοχές πρόσδεσης µέταλλων, οι οποίες αλλάζουν τις 

ιδιότητες του ελεύθερου µετάλλου (Farrell N. 2002). Για παράδειγµα, η κυτταρική 

πρόσληψη του συµπλόκου χαλκού-θειοσεµικαρβαζονών βελτιώνεται σε σχέση µε τον 

ελεύθερο υποκαταστάτη λόγω της αυξηµένης λιποφιλίας του συµπλόκου (Farrell N. 2002). 

 

1.12.5. Μεταλλοθεραπευτικά φάρµακα  

 Φαρµακευτικές ουσίες, ο µεταβολισµός και τρόπος δράσης των µεταλλικών 

συµπλόκων είναι επιστηµονικά πεδία που µελετώνται σήµερα ευρέως. Οι µελέτες αυτές, 

σε συνδυασµό µε χηµικές µελέτες οδηγούν στην κατανόηση της βιολογικής συµπεριφοράς 

των συµπλόκων αλλά και στον σχεδιασµό και στην ανάπτυξη νέων παραλλαγών (Garner 

C.D. 1997). Οι παραπάνω µελέτες είναι σηµαντικές για τα µεταλλικά αντικαρκινικά 

σύµπλοκα, µε σκοπό πάντοτε να παρακαµφθεί η αντίσταση των κυττάρων και να µειωθούν 

οι ανεπιθύµητες ενέργειες (Garner C.D. 1997). 

 Το cisplatin είναι πιθανώς το πιο γνωστό παράδειγµα φαρµάκου που περιέχει 

µέταλλο. Η χρήση και η αποτελεσµατικότητα του είναι καλά τεκµηριωµένες (Farrell N. 

2002). Σήµερα, έχουν ανακαλυφθεί, φάρµακα δεύτερης γενιάς βασισµένα στο cisplatin, 

στα οποία έχει βελτιωθεί η τοξικότητα τους και το εύρος της αντικαρκινικής τους 

επίδρασης (Farrell N. 2002). Σήµερα το carboplatin και στην συνέχεια το oxaliplatin 
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χρησιµοποιούνται κλινικά (Farrell N. 2002). Οι επιστήµονες πλέον προσπαθούν να 

συνθέσουν ανόµοιες δοµικά ουσίες µε το cisplatin και να δηµιουργήσουν διαφορετικά 

παράγωγα Pt/DNA που θα οδηγήσουν σε ενώσεις µε µεγαλύτερο φάσµα κλινικής 

δραστικότητας από ότι το cisplatin (Farrell N. 2002).  

 Ένα πλήθος από σύµπλοκα της πλατίνας(IV) έχουν υποβληθεί σε κλινικές δοκιµές, 

συµπεριλαµβανων του tetraplatin, CHIP (ή Iproplatin) και του πιο πρόσφατα συντεθέντος 

JM-216. Επίσης trans-σύµπλοκα Pt(IV) έχουν δοκιµαστεί in vivo (Farrell N. 2002). 

 Σύµπλοκα ρουθηνίου και ροδίου έχουν αποδεχτεί ότι είναι ελπιδοφόρα για χρήση 

σαν φάρµακα (Farrell N. 2002). 

 Η χηµειοθεραπεία έχει ως σκοπό τα φάρµακα να εισβάλλουν στον οργανισµό 

χωρίς να τραυµατίσουν τον ξενιστή (Farrell N. 2002). Ο κύριος υποδοχέας για 

οποιοδήποτε φάρµακο είναι οι πρωτεΐνες του πλάσµατος και ιδιαίτερα στον ανθρώπινο 

ορό η αλβουµίνη (Farrell N. 2002). Παρά την έντονη µελέτη της αλληλεπίδρασης Pt/DNA 

µόλις πρόσφατα έχουν δηµοσιευτεί λεπτοµερείς µελέτες σχετικά µε την αλβουµίνη (Farrell 

N. 2002). Είναι πλέον αδήριτη ανάγκη να γίνει κατανοητός ο µεταβολισµός των 

µεταλλικών συµπλόκων (Farrell N. 2002). 

 

1.12.6. Ραδιοϊσότοπα στην ιατρική  

 Η in vivo χρήση των µεταλλικών ραδιοϊσοτόπων είτε των συµπλόκων τους στην 

ανίχνευση και την θεραπεία του καρκίνου όπως και στην απεικόνιση είναι σηµαντική 

(Farrell N. 2002). 
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1.13. Ιατρικές Εφαρµογές Αργύρου 

 

 Ο άργυρος έχει µακρά ιστορία στην θεραπεία ανθρώπινων ασθενειών, 

συµπεριλαµβανοµένων της επιληψίας, ασθενειών του οφθαλµού, αφροδισιακών 

νοσηµάτων, χολέρας, δυσεντερίας και δερµατικών παθήσεων. Αργυρούχα χειρουργικά 

µεταλλικά εργαλεία χρησιµοποιούνταν από τους χειρούργους από τον Μεσαίωνα 

(Lansdown A.B. 2010). Για αιώνες, ο άργυρος ήταν γνωστός για τις αντι-βακτηριακές του 

ιδιότητες (Atiyeh B.S. et al 2007). Ο Ιπποκράτης είχε αναφέρει πρώτος τις επουλωτικές 

του ιδιότητες (Biersack B. et al 2012). Ήδη από το 1000 π.Χ, χρησιµοποιούσαν τις αντι-

βακτηριακές ιδιότητες του αργύρου για την µεταφορά πόσιµου νερού (Atiyeh B.S. et al 

2007). Πριν την χρήση των αντιβιοτικών τον 20ο αιώνα, χρησιµοποιήθηκε για την 

θεραπεία του τέτανου, της γονόρροιας, του κρυολογήµατος και της ρευµατοειδούς 

αρθρίτιδας (Atiyeh B.S. et al 2007). Επίσης, ενδιαφέρον προέκυψε για την θεραπεία 

εγκαυµάτων, αλλά το ενδιαφέρον εξαφανίστηκε στον ∆εύτερο Παγκόσµιο Πόλεµο (Atiyeh 

B.S. et al 2007).  

 Στην συνέχεια, ο C.A. Moyer ανακάλυψε ότι ο νιτρικός άργυρος µπορεί να 

θεραπεύσει τα εγκαύµατα (Klasen H.J. 2000). Εφόσον, µέχρι τότε, η 

ανάπτυξη των µικροοργανισµών και η διείσδυση µέσα στον 

οργανισµό αποτελούσε εξέχον πρόβληµα, οδηγώντας την έρευνα στον 

εντοπισµό ενός αντισηπτικού παράγοντα για την πρόληψη των 

λοιµώξεων (Klasen H.J. 2000). Το πλεονέκτηµα της θεραπείας µε 

νιτρικό άργυρο είναι ότι δεν ανεπτυσσόταν αντίσταση στο φάρµακο 

αυτό (Klasen H.J. 2000). 

 Η χρυσή τοµή για την θεραπεία των εγκαυµάτων έγινε µε την εισαγωγή της 

σουλφαδιαζίνης του αργύρου (Ag-SD), από τον C.L. Fox (Atiyeh B.S. et al 2007). Τα 

 
C.A. Moyer 
(1908–1970) 
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ευεργετικά αποτελέσµατα του αργύρου στην θεραπεία του τραύµατος και στη επούλωση 

οφείλονται στην αντιµικροβιακή του δράση (Atiyeh B.S. et al 2007). Μία πιθανή εξήγηση 

της δράσης του συµπλόκου είναι ίσως η ισχυρή σύνδεση της Ag-SD µε το DNA (Klasen 

H.J. 2000). Αυτοί οι δεσµοί διαφέρουν σε σχέση µε τον νιτρικό άργυρο ή άλλα αργυρούχα 

άλατα (Klasen H.J. 2000). Επίσης, ένας άλλος λόγος της αποτελεσµατικότητας του 

φαρµάκου είναι ότι αντιδρά µε το χλωριούχο νάτριο του ορού  οδηγώντας σε σταδιακή 

απελευθέρωση των ιόντων αργύρου στην πληγή (Klasen H.J. 2000). Έτσι ακόµη και µια 

µικρή ποσότητα µπορεί να είναι αποτελεσµατική.  

 Γενικά, ο άργυρος είναι αποτελεσµατικός σε µια ευρεία οµάδα Gram θετικών και 

αρνητικών βακτηρίων (Biersack B. et al 2012). Τα ιόντα φαίνεται, να καταστρέφουν τις 

κυτταρικές µεµβράνες των µικροβίων και παρεµβαίνουν σε ένζυµα κλειδιά οδηγώντας σε 

διακοπή της αναπνευστικής αλυσίδας ενώ παράλληλα εµποδίζουν την αντιγραφή του 

DNA και του RNA (Biersack B. et al 2012).  

 

1.14. Μεταλλοθεραπευτικά Σύµπλοκα Αργύρου(Ι) 

 

 Ένα σύνολο αντικαρκινικών συµπλόκων αργύρου(Ι) µε 

ποικίλους υποκαταστάτες έχει ερευνηθεί τα τελευταία χρόνια (Biersack 

B. et al 2012). Οι Galal el al. δηµοσίευσαν ένα σύµπλοκο αργύρου(Ι) µε 

υποκαταστάτη N,0-chelating benzimidazole-5-carboxyhydrazide. Το 

σύµπλοκο αυτό ανέστειλε τον καρκίνο του µαστού (IC50= 2.0 µM) (Biersack B. et al 

2012). 
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 Οι ερευνητές Gust et al. συνέθεσαν ένα σύµπλοκο µε υποκαταστάτη propargyl 

acetylsalicylates (Biersack B. et al 2012). Αυτό εµφάνισε κυτταροτοξικότητα σε 

καρκινικές σειρές µαστού ορµονοεξαρτώµενες (MCF-7) και µη ορµονοεξαρτώµενες 

(MDA-MB-231) (Biersack B. et al 2012). Οι τιµές αναστολής του 50% της ανάπτυξης των 

κυττάρων (IC50) για τα MCF-7, MDA-MB-231 είναι 4.9 µM και 5.0 µM, αντίστοιχα. 

Επίσης, έχει βρεθεί ότι το σύµπλοκο αυτό αναστέλλει το ένζυµο COX-1 σε ποσοστό 

36.6% (Biersack B. et al 2012). Επιπλέον, σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε υποκαταστάτες 

καρβένια δείχνουν επίσης κυτταροτοξικότητα (Biersack B. et al 2012). Οι Youngs el al. 

αναφέρουν ότι το σύµπλοκο µε ενταγµένο τον υποκαταστάτη acetate-imidazol-2-ylidene 

αναστέλλει την ανάπτυξη των µαστικών καρκινικών κυττάρων MDA-MB-157 

αποτελεσµατικότερα από ότι το cisplatin (Biersack B. et al 2012). Επίσης, in vivo µελέτες 

έχουν πραγµατοποιηθεί σε ποντίκια χωρίς να παρατηρείται καµµία παρενέργεια. Άλλες 

ερευνητικές οµάδες έχουν βρει ότι τα σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε καρβένια, µε 

υποκαταστάτες που προέρχονται από 4,5-diarylimidazole εµφανίζουν κυτταροτοξικότητα 

σε µαστικά καρκινικά κύτταρα από 3.4-3.6 µΜ (Biersack B. et al 2012).  

 Πρόσφατα, πραγµατοποιήθηκαν µελέτες για την κυτταροτοξικότητα των 

νανοσωµατιδίων αργύρου σε καρκινικά µαστικά κύτταρα µε υποδοχείς οιστρογόνων 

(T47D) (IC50= 6.31 mg/mL) (Biersack B. et al 2012). Επίσης, τα σύµπλοκα αυτά είναι πιο 

κυτταροστατικά σε συγκέντρωση 2.5 mg/mL όταν εφαρµόζονται σε συνδυασµό µε µη 

τοξικές συγκεντρώσεις tamoxifen (1µΜ) (B. Biersack et al 2012). Τα αποτελέσµατα αυτά 

R= acetylsalicylates 
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είναι σηµαντικά διότι τα εν λόγω σχήµατα συνδυασµού µε χαµηλές δόσεις tamoxifen είναι 

πολύ πιθανόν να µειώσουν τις ανεπιθύµητες παρενέργειες (Biersack B. et al 2012). Η 

πρόωρη ανάπτυξη αντοχής από το tamoxifen είναι ένα σηµαντικό κλινικό πρόβληµα στη 

αντιµετώπιση των ορµονοεξαρτώµενων καρκίνων από οιστρογόνα (καρκίνος του µαστού) 

(Biersack B. et al 2012). Οι ασθενείς που ανταποκρίθηκαν αρχικά στην θεραπεία µε 

tamoxifen, στην συνέχεια εµφάνισαν ανθεκτικότητα στο φάρµακο. Πιθανόν, οι ασθενείς 

αυτοί να ωφελούνταν περισσότερο µε θεραπείες µε νανοσωµατιδία αργύρου (Biersack B. 

et al 2012).  
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2. ΣΚΟΠΟΣ 

 

 Σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η µελέτη της κυτταροξικότητας συµπλόκων 

αργύρου(Ι) αλλά παράλληλα η µελέτη του µηχανισµού δράσης αυτών των συµπλόκων 

ανάλογα µε την δοµή των νεοσυντιθέµενων ουσιών.  

 Μελετήθηκαν σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε καρβοξυλικά οξέα και συγκεκριµένα µε 

σαλικιλικό οξύ και τα παράγωγα του, όπως είναι η ασπιρίνη και το παρα-βενζοϊκό οξύ µε 

τριφαινυλοφωσφίνη. Τα σύµπλοκα σχεδιάστηκαν ώστε να διαφοροποιούνται ως προς την 

δοµή τους και µε βάση την ικανότητα να σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου, ενδοµοριακούς 

ή διαµοριακούς. Επίσης µελετήθηκε ο τρόπος της αλληλεπίδρασης των συµπλόκων µε 

ενδοκυτταρικά µόρια και οργανίδια όπως είναι το DNA, η LOX και το µιτοχόνδριο, που 

συµµετέχουν στον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο, απόπτωση, ή στην διαδικασία 

της νέκρωσης. Η απόπτωση διερευνάται και επιβεβαιώνεται στην συνέχεια µε 

κυτταροµετρία ροής και ηλεκτροφόρησης πυρηνικού DNA καρκινικών κυττάρων. Επίσης 

µελετάται η ικανότητα πρόσδεσης των συµπλόκων στο DNA.  

 Τελικά, το σύµπλοκο µε την καλύτερη δράση στα κύτταρα µελετάται σε πειράµατα 

σε επίµυες in vivo για να διαπιστωθεί η αντικαρκινική του δράση. 
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3. ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

 

3.1. Συνθήκες Καλλιέργειας 

 

Τα µαστικά καρκινικά κύτταρα (MCF-7) και τα λειοµυοσαρκωµατικά (LMS) 

καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες 37οC και 5% CO2. Το θρεπτικό ανάπτυξης είναι το 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) εµπλουτισµένο µε αντιβιοτικά, γλουταµίνη 

και βοδινό ορό (FBS).  

Στο θρεπτικό µέσο προσθέτονται αντιβιoτικά (5 mL πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη) και 

2,5 mL L-glutamine επειδή το θρεπτικό στερείται γλουταµίνης (w/o glutamine). Η 

πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη έχει δράση αντιβακτηριακή και αντιµυκητιακή. Επιπλέον το 

θρεπτικό µέσο εµπλουτίζεται µε 56 mL FBS (µε αναλογία 10 %), το οποίο προσδίδει 

ιχνοστοιχεία αλλά και σταµατάει την δράση της θρυψίνης.  

Οι υγιείς ινοβλάστες MRC-5, αναπτύχθηκαν στις ίδιες συνθήκες µε τα ίδια 

αντιδραστήρια, µε την διαφορά ότι απαιτούνταν µεγαλύτερη ποσότητα γλουταµίνης (5 

mL). 

 

3.2. Ανα-καλλιέργεια κυττάρων 

 

1. Αρχικά, παρατηρείται το τρυβλίο στο µικροσκόπιο για να αξιολογηθεί η 

κατάσταση των κυττάρων και να επιβεβαιωθεί η απουσία βακτηριακών και µυκητιακών 

επιµολυσµατικών παραγόντων.  

2. Αφαιρείται  το θρεπτικό υλικό. 
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3. Γίνεται έκπλυση των κυττάρων µε 10mL αλατούχο διάλυµα φωσφορικών 

(phosphate buffered saline, PBS). Επαναλαµβάνεται το παραπάνω βήµα πλυσίµατος αν 

παρατηρηθεί η ύπαρξη πολλών νεκρών κυττάρων. Η θρυψίνη αδρανοποιείται παρουσία 

ορού. Εποµένως, είναι ουσιαστικό να αφαιρεθούν όλα τα ίχνη ορού από το θρεπτικό υλικό 

µε την πλύση µε PBS. 

4. Προστίθεται στο τρυβλίο 1mL θρυψίνης. Με κυκλικές κινήσεις απλώνεται σε όλη 

την επιφάνεια του τρυβλίου. Η θρυψίνη είναι ένα πρωτεολυτικό ένζυµο που διασπά τις 

ιντεγκρίνες και τις CAM πρωτεΐνες (πρωτεΐνες που συµµετέχουν στη προσκόλληση των 

κυττάρων στη πλαστική επίστρωση).  

5. Τοποθετείται το τρυβλίο στον επωαστήρα για 3-5 λεπτά.  

6. Εξετάζεται το τρυβλίο µε ένα µικροσκόπιο, µετά το πέρας του παραπάνω χρονικού 

διαστήµατος, αν τα κύτταρα έχουν αποκολληθεί από την επιφάνεια του τρυβλίου. Τα 

κύτταρα δεν πρέπει να εκτεθούν σε θρυψίνη αρκετό χρονικό διάστηµα γιατί επέρχεται 

διάρρηξη των µεµβρανών τους. 

7. Στην συνέχεια προστίθενται 10 mL θρεπτικού υλικού για να σταµατήσει η δράση 

της θρυψίνης. Με κυκλικές κινήσεις, µε την βοήθεια µίας αυτόµατης πιππέτας τα κύτταρα 

αποκολλώνται από την επιφάνεια του τρυβλίου. 

8. Τέλος, µερικά mL θρεπτικού υλικού-κυττάρων αποµακρύνονται (ανάλογα µε την 

πληρότητα του ταπητίου) και προστίθενται τα αντίστοιχα mL θρεπτικού υλικού για να 

συµπληρωθούν συνολικά 10 mL θρεπτικού υλικού. 
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3.3. Κρυοσυντήρηση κυττάρων σε υγρό άζωτο 

 

Όταν το ταπήτιο του τρυβλίου είναι σχεδόν πλήρες (70-80 %), προτιµάται η 

κρυοστυντηρση των κυττάρων 

1. Αναρροφάται το θρεπτικό υλικό. 

2. Γίνεται έκπλυση των κυττάρων µε 10 mL PBS.  

3. Προστίθεται στο τρυβλίο 1 mL θρυψίνης. Με κυκλικές κινήσεις απλώνεται σε όλη 

την επιφάνεια του τρυβλίου.  

4. Τοποθετείται το τρυβλίο στον επωαστήρα για 3-5 λεπτά.  

5. Εξετάζεται το τρυβλίο σε µικροσκόπιο, µετά το πέρας του παραπάνω χρονικού 

διαστήµατος, αν τα κύτταρα έχουν αποκολληθεί από την επιφάνεια του τρυβλίου.  

6. Στην συνέχεια προστίθενται 10 mL θρεπτικού υλικού για να σταµατήσει η δράση 

της θρυψίνης. Με κυκλικές κινήσεις, µε την βοήθεια µίας αυτόµατης πιππέτας τα κύτταρα 

αποκολλώνται από την επιφάνεια του τρυβλίου. 

7. Τα κύτταρα τοποθετούνται σε ένα falcon των 15 mL και φυγοκεντρούνται για 5 

λεπτά στις 3000 στροφές. 

8. Τα κύτταρα καθιζάνουν και αποµακρύνεται το υπερκείµενο µέρος. 

9. Προστίθενται 900 µL βοδινού ορού (10%) για την επιβίωση των κυττάρων και 100 

µL DMSO (διµέθυλ-σουλφοξείδιο), για τον εµποδισµό της δηµιουργίας παγοκρυστάλλων 

που είναι καταστρεπτικοί για τα κύτταρα.  
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3.4. DMSO 

 

 To διµέθυλ-σουλφοξείδιο (DMSO) ανακαλύφθηκε από τον Alexander Saytzeff το 

1866, αλλά µόνο στα τέλη του 1940 έγινε γνωστό και χρησιµοποιήθηκε ευρέως (Dujovny 

M. et al 1983). Το DMSO έχει µία απλή µοριακή δοµή (Σχήµα 1).  

H3C

C

H3C

O

 

Σχήµα 1. Συντακτκός τύπος του διµέθυλ-σουλφοξείδιο (DMSO) 

 

 Εύκολα µπορεί να διεισδύσει στους ιστούς των µεµβρανών χωρίς να προκαλέσει 

σηµαντική αλλοίωση των ιστών. Αυτή η ιδιότητά του οφείλεται στην πολική του φύση και 

στην ικανότητά του να δηµιουργεί δεσµούς υδρογόνου (Dujovny M. et al 1983). 

Γενικότερα το DMSO µειώνει την κατανάλωση του οξυγόνου, έχει την ικανότητα να 

διεισδύει σε όλες τις κυτταρικές µεµβράνες. Η ιδιότητα αυτή το κάνει να χρησιµοποιείται 

από τους επιστήµονες για την µεταφορά φαρµάκων (Dujovny M. et al 1983). Η κυριότερη 

ιδιότητά του είναι να αναστέλλει την συσσώρευση των αιµοπεταλίων. Λειτουργεί ως 

αναστολέας, εµποδίζοντας τα αιµοπετάλια να συσσωρευτούν, µειώνει την παραγωγή της 

φιµπρίνης, αναστέλλει την παραγωγή του αραχιδονικού οξέος και γενικότερα αποτελεί 

αναστολέα της βιοσύνθεσης των προσταγλανδινών (Dujovny M. et al 1983). Τέλος, το 

DMSO εµποδίζει την λειτουργία της κυκλικής µονοφωσφορικής αδενοσίνης (cAMP) 

(λειτουργεί ως δευτερεύων αγγελιοφόρος για τη µεταφορά µηνυµάτων από τον 

εξωκυττάριο χώρο στον ενδοκυττάριο χώρο) (Dujovny M. et al 1983). Το DMSO 

χρησιµοποιήθηκε ως διαλύτης των ουσιών που ερευνήθηκαν. 



ΧΡΙΣΤΙΝΑ Ν. ΜΠΑΝΤΗ 
 
 

 - 63 - 

3.5. Μέθοδος ΜΤΤ - Μέθοδος µέτρησης κυτταρικής ανάπτυξης (cell growth 

proliferation) 

 

3.5.1. Αρχή Μεθόδου 

 Η µέθοδος ΜΤΤ εισήχθη από τον T. Mosmann προσπαθώντας να δηµιουργήσει µια 

φασµατοσκοπική µέθοδο για την εκτίµηση της επιβίωσης και της πολλαπλασιαστικής 

ικανότητας θηλαστικών κυττάρων (Mosmann T. 1983).  

 

 

 

 

 

 

 

 Η µέθοδος χρησιµοποιεί ένα άλας, το tetrazolium salt 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl) 

-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) (Εικόνα 20) (Mosmann T. 1983). Η µέθοδος 

βασίζεται στην ικανότητα του ενζύµου αφυδρογονάση των µιτοχονδρίων των ζωντανών 

µόνο κυττάρων να διασπούν τους δακτυλίους τετραζολίου της κίτρινης χρωστικής ΜΤΤ µε 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό πορφυρών κρυστάλλων. Οι κρύσταλλοι αυτοί έχουν την 

ικανότητα να διαπερνούν τις κυτταρικές µεµβράνες και να συσσωρεύονται στο 

ενδοκυττάριο χώρο των ζωντανών κυττάρων. Με την προσθήκη του DMSO ή 

ισοπροπανόλης οι κρύσταλλοι απελευθερώνονται στο εξωκυττάριο χώρο και ο αριθµός 

τους είναι ανάλογος του αριθµού των ζωντανών κυττάρων (Price P. et al 1990). Η 

Εικόνα 20: 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl) -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (ΜΤΤ) 

 



∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 
 

  - 64 - 

απορρόφηση που θα µετρηθεί θα είναι ανάλογη µε την ποσότητα των ζωντανών κυττάρων 

(Price P. et al 1990). 

 

3.5.2. Πειραµατική ∆ιαδικασία ΜΤΤ assay 

 Την πρώτη µέρα της σποράς, τα κύτταρα αποκολλώνται από το ταπήτιο και 

συγκεντρώνονται σε ένα falcon των 15 mL. Στην συνέχεια, 11 µL κυττάρων µεταφέρονται 

µε αυτόµατη πιπέττα σε πλάκα Neubauer, για να εκτιµηθεί ο συνολικός αριθµός των 

κυττάρων µέσα στο falcon. Στην συνέχεια µεταφέρεται ο κατάλληλος αριθµός κυττάρων 

σε falcon των 50 mL και αραιώνεται µε θρεπτικό υλικό, ώστε να επιτευχθεί αριθµός 3,000 

κυττάρων/well για MCF-7, LMS ενώ 5,000 κυττάρων/well για MRC-5.  

 Η σπορά των κυττάρων γίνεται σε τρυβλίο 96 well. 1 well=100 µL. Τα κύτταρα 

επωάζονται σε επωαστή για 24 ώρες µέχρι την προσθήκη των ουσιών προς έλεγχο. 

 Μετά το πέρας 24 ωρών από την σπορά, γίνεται επώαση των κυττάρων µε έξι 

διαφορετικές συγκεντρώσεις, επαναλαµβανόµενες τρεις φορές. Ο συνολικός όγκος του 

well είναι 200 µL µετά την προσθήκη συµπλόκου-θρεπτικού µέσου. 

Τα σύµπλοκα αρχικά διαλύονται σε αρχική συγκέντρωση 10-2 
Μ σε DMSO και στην 

συνέχεια αραιώνονται σε θρεπτικό µέσο. Η αναλογία DMSO σε DMEM είναι 0.005–0.035 

% v/v. 

 Τα κύτταρα επωάζονται µε τα σύµπλοκα για 48 ώρες. Στην συνέχεια, προστίθεται 

50 µL ΜΤΤ (συγκέντρωσης 3 mg/mL σε PBS) και επωάζονται για άλλες 3 ώρες. Τέλος, 

αναρροφάται όλη η ποσότητα θρεπτικού υλικου-ΜΤΤ-κυττάρων από κάθε well και 

προστίθεται σε κάθε well, 200 µL DMSO. Πραγµατοποιείται ανάδευση µε αυτόµατη 

πιππέτα και µετράται η απορρόφηση µε ELISA (ενζυµο-συνδετική ανασολογική 
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δοκιµασία) ((Diagnostics Pasteur LP 400), µε µήκος κύµατος 540nm και αναφορά στα  

690nm.  

 

3.6. Μέθοδος Trypan Blue - Μέθοδος µέτρησης κυτταρικής βιωσιµότητας (cell 

viability) 

 

3.6.1. Αρχή Μεθόδου 

 Η κυτταρική βιωσιµότητα θα εκτιµηθεί µε την µέθοδο Trypan Blue. Το Trypan 

Blue είναι µία χρωστική ή οποία χρησιµοποιείται για την µέτρηση κυττάρων. Η µέθοδος 

βασίζεται στην ικανότητα πρόσληψης της χρωστικής από τα νεκρά κύτταρα και όχι τα 

ζωντανά (Durkin W.J. et al 1979). Είναι µία πολική χρωστική, η οποία δεν µπορεί να 

διαπεράσει τις µεµβράνες των ζωντανών κυττάρων αλλά διαπερνά τις µεµβράνες των 

κυττάρων που έπαθαν νέκρωση καθώς και των κυττάρων που υπέστησαν απόπτωση και 

εµφανίζουν τις δευτερογενείς αλλοιώσεις της νέκρωσης (Giovagnini L. et al 2005). 

 

3.6.2. Πειραµατική ∆ιαδικασία Trypan Blue assay 

 Την πρώτη µέρα της σποράς, τα κύτταρα αποκολλούνται από το ταπήτιο και 

συγκεντρώνονται σε ένα σωληνάριο των 15 mL. Στην συνέχεια, 10µL κυττάρων 

µεταφέρονται µε αυτόµατη πιπέττα σε πλάκα Neubauer, για να εκτιµηθεί ο συνολικός 

αριθµός των κυττάρων µέσα στο σωληνάριο. Στην συνέχεια µεταφέρεται ο κατάλληλος 

αριθµός κυττάρων σε σωληνάριο των 50 mL και αραιώνεται µε θρεπτικό υλικό, ώστε να 

επιτευχθεί αριθµός 5,000 κυττάρων/well για MCF-7 και LMS. Η σπορά των κυττάρων 

γίνεται σε τρυβλίο 24 well. Τα κύτταρα επωάζονται σε επωαστή για 24 ώρες µέχρι την 
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προσθήκη των ουσιών προς έλεγχο. Καθέ well µετά την διαδικασία της σποράς περιέχει 1 

mL θρεπτικό υλικό. 

 Μετά το πέρας 24 ωρών από την σπορά, γίνεται επώαση των κυττάρων σε έξι 

διαφορετικές συγκεντρώσεις. Ο συνολικός όγκος του well είναι 1 mL µετά την προσθήκη 

συµπλόκου-θρεπτικού µέσου. 

 Τα σύµπλοκα αρχικά διαλύονται σε αρχική συγκέντρωση 10-2 Μ σε DMSO και 

στην συνέχεια αραιώνονται σε θρεπτικό µέσο. Η αναλογία DMSO σε DMEM είναι 0.005–

0.035 % v/v. 

 Μετά την συµπλήρωση 48 ωρών, αποµακρύνεται το DMEM και προστίθεται σε 

κάθε well 1 mL PBS. Στην συνέχεια αναρροφάται και προστίθενται 250 µL θρυψίνης και 

επωάζεται το τρυβλίο για 5 λεπτά στον 37 οC. Εφόσον τα κύτταρα αποκολληθούν από το 

ταπήτιο του τρυβλίου προστίθενται 250 µL PBS και 500 µL χρωστικής Trypan Blue (0.4 

% w/v) και πραγµατοποιείται ανάδευση. Μετά το πέρας 5 λεπτών από την προσθήκης της 

χρωστικής γίνεται µέτρηση των κυττάρων σε πλάκα Νeubauer.  

 

3.7. Μορφολογία LMS κυττάρων 

 

 Εξετάζεται η µορφολογία των LMS κυττάρων µε την χρήση µικροσκοπίου 

ανάστροφης φάσης µετά την επώαση των κυττάρων µε τα σύµπλοκα (48 ώρες) για να 

εκτιµηθεί αν τα σύµπλοκα έχουν την ικανότητα να επάγουν απόπτωση.  
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3.8. Κυτταροµετρία Ροής 

 

3.8.1. Αρχή Μεθόδου 

 H κυτταροµετρία ροής είναι µία αυτοµατοποιηµένη, πολυπαραµετρική και 

ποσοτική µέθοδος µέτρησης και ανάλυσης των σηµάτων σκεδασµού-φθορισµού που 

παράγονται καθώς µία κυτταρική διάταξη διέρχεται µπροστά από µία πηγή Laser. Η 

κυτταροµετρία ροής γίνεται µε µικροσκόπια ανοσοφθορισµού (FACS, fluorescence-

activated cell sorter) (Papadogiannakis E.I. et al 2005). Η κυτταροµετρία ροής 

χρησιµοποιείται στον φαινοτυπικό χαρακτηρισµό των κυττάρων, στην ταυτοποίηση 

αντισωµάτων άγνωστης ειδικότητας, στον προσδιορισµό κυτταροπλασµατικών 

συστατικών ενός πληθυσµού, στην εκτίµηση διαφοροποίησης ενός κυτταρικού 

πληθυσµού, στην αναγνώριση του σταδίου του κυτταρικού κύκλου, στην µέτρηση του 

κυτταρικού Ca2+ και στην ανίχνευση της απόπτωσης (Papadogiannakis E.I. et al 2005). 

 

3.8.2. Μέθοδος Annexin V για τον προσδιορισµό της απόπτωσης 

 Βασίζεται στην ικανότητα της φωσφατιδυλοσερίνης (φωσφογλυκερίδιο, η όποια 

περιέχει σερίνη και αποτελεί συστατικό των κυτταρικών µεµβρανών) να συνδέεται 

εκλεκτικά µε την annexin V (van Engeland M. et al 1998). Η annexin V είναι µία 

ενδογενής ανθρώπινη πρωτεΐνη, η όποια κατανέµεται ενδοκυττάρια σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις µέσα στον ανθρώπινο σώµα (Blankenberg F.G. 2008). Σήµερα, 

χρησιµοποιείται ευρέως για την ανίχνευση της απόπτωσης.  

 Oι Koopman et al. πρώτοι περιέγραψαν την µέθοδο ανίχνευσης της απόπτωσης 

µεσω της σήµανσης της annexin V µε FITC ή βιοτίνη (van Engeland M. et al 1998). Η 
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σηµασµένη annexin V έχει την ικανότητα να συνδέεται σε εκτεθειµένα µόρια 

φωσφµατιδυλοσερίνης των αποπτωτικών κυττάρων (Εικόνα 21) (van Engeland M. et al 

1998). Γενικά, τα υγιή κύτταρα χαρακτηρίζονται από µια ασυµµετρία στην κυτταρική τους 

µεµβράνη (εµφανίζουν πολύ διαφορετική όψη στο εσωτερικό του κυττάρου ή του 

οργανιδίου από ότι στην εξωτερική επιφάνειά τους), η οποία αναιρείται στη περίπτωση της 

απόπτωσης (van Engeland M. et al 1998). 

 Η annexin V δεν έχει την ικανότητα να συνδέεται µε τα υγιή κύτταρα εφόσον η 

πρωτεΐνη δεν έχει την ικανότητα να διεισδύσει στην φωσφολιπιδική µεµβράνη και να 

ενωθεί µε την φωσφατιδυλοσερίνη, η οποία βρίσκεται στο εσωτερικό της κυτταρικής 

µεµβράνης. Κατά την απόπτωση, και λόγω της αύξησης των ιόντων Ca+2 εκτίθεται η 

φωσφατιδυλοσερίνη στο εξωτερική πλευρά του κυττάρου (van Engeland M. et al 1998). 

 Για να γίνει διάκριση των νεκρών και από τα αποπτωτικά κύτταρα, 

χρησιµοποιείται µια χρωστική αδιαπέραστη στις µεµβράνες (όπως το propidium iodide 

(PI) (Σχήµα 2)).  

 

 

Σχήµα 2. Συντακτικός τύπος του PI. 

 

 Έτσι, µε αυτό τον τρόπο µπορούν να διαχωριστούν τα ζωντανά, τα αποπτωτικά και 

τα νεκρωτικά κύτταρα µε διπλό χρωµατισµό και να αναλυθούν µε κυτταροµετρία ροής 

(van Engeland M. et al 1998).  
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3.8.3. Πειραµατική ∆ιαδικασία µεθόδου Annexin V για τον προσδιορισµό της απόπτωσης 

 Τα κύτταρα που θα χρησιµοποιηθούν για την σπορά των LMS κυττάρων για 

κυτταροµετρία ροής πρέπει να είναι σε καλή κατάσταση (όχι πολλά νεκρά κύτταρα, και να 

µην είναι πλήρες το ταπήτιο του τρυβλίου).  

 Η σπορά πραγµατοποιείται σε τρυβλίο 6 well (60,000 cells/well). Η χωρητικότητα 

του κάθε well είναι 3 mL.  

 Μετά το πέρας των 24 ωρών από την σπορά των LMS κυττάρων, προστίθεται στο 

θρεπτικό υλικό τα σύµπλοκα σε συγκεντρώσεις, την IC50 τιµή και µία τιµή µεγαλύτερη 

από την IC50. 

 Τα σύµπλοκα αρχικά διαλύονται σε αρχική συγκέντρωση 10-2 Μ σε DMSO και 

στην συνέχεια αραιώνονται σε θρεπτικό µέσο. Η αναλογία DMSO σε DMEM είναι 0.005–

0.035 % v/v. Τα κύτταρα επωάζονται µε τα σύµπλοκα για 48 ώρες.  

Εικόνα 21: Σχηµατική αναπαράσταση της κυτταρικής ασυµµετρίας κατά την 

απόπτωση. Κατά την απόπτωση η κυτταρική ασυµµετρία διακόπτεται, εκθέτοντας της 

φωσφατιδυλοσερίνη (κόκκινο). Η σηµασµένη annexin V µπορεί να συνδέεται µε την 

εκτεθειµένη φωσφατιδυλοσερίνη στην εξωτερική πλευρά του κυττάρου (van Engeland 

M. et al 1998). 
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 Στο πείραµα υπάρχει και το τρυβλίο ελέγχου, κύτταρα τα οποία δεν έχουν δεχτεί 

ουσία. Το τρυβλίο ελέγχου πρέπει να περιέχει 500,000-600,000 κύτταρα στις 48 ώρες για 

να πραγµατοποιηθεί και να θεωρηθεί αξιόπιστο το πείραµα.  

1. Αρχικά, από κάθε well, το θρεπτικό υλικό µεταφέρεται στο αντίστοιχο σωληνάριο.  

2. Σε κάθε well γίνεται έκπλυση µε 3mL PBS και µεταφέρεται στο αντίστοιχο 

σωληνάριο.  

3. 300 µL θρυψίνης προστίθενται σε κάθε well και επωάζονται τα κύτταρα για 3 

λεπτά στον επωαστήρα.  

4. Ακολουθεί, προσθήκη 3 mL PBS σε κάθε well και µεταφορά στο αντίστοιχο 

σωληνάριο, όπου φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 3,000 στροφές.  

5. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και προστίθεται 1 mL PBS σε κάθε σωληνάριο και 

ακολουθεί καταµέτρηση των κυττάρων µε πλάκα Neubauer. Από κάθε falcon πρέπει να 

µεταφερθούν σε σωληνάρια eppendorf 100,000 κύτταρα στην αντίστοιχη ποσότητα PBS. 

Αν σε κάποιο σωληνάριο περιέχονται λιγότερα από 100,000 κύτταρα, τότε λαµβάνεται 

όλη η ποσότητα και µεταφέρεται σε σωληνάρια eppendorf.  

6. Τα σωληνάρια eppendorf φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 3,000 στροφές.  

7. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο µέρος και διαλυτοποιείται το ίζηµα µε 100 µL 

Calcium Buffer 20x, αραιωµένο σε PBS.  

8. Τα σωληνάρια eppendorf µεταφέρονται στον σκοτεινό θάλαµο, όπου προστίθενται 

5 µL annexin V και 4 µL ΡΙ. Μετά το πέρας των 15 λεπτών παρουσίας των eppendorf στον 

σκοτεινό θάλαµο, προστίθεται 1mL Calcium Buffer 20x, και τα κύτταρα είναι έτοιµα γα 

την µέτρηση στο κυτταρόµετρο ροής (Partec ML, Partec GmbH, Germany).  

 

∆ηµιουργία Calcium Buffer 20x 

2.6 gr Hepes 
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0.28 gr CaCl2 

8.18 gr NaCl 

Γίνεται αραίωση σε 50 mL PBS 

 

3.9. Ηλεκτροφόρηση DNA 

 

3.9.1. Αρχή Μεθόδου 

 O όρος ηλεκτροφόρηση περιγράφει την µετακίνηση ενός φορτισµένου σωµατιδίου 

κάτω από την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Χρησιµοποιείται για τον καθορισµό, το 

διαχωρισµό ή την ταυτοποίηση βιολογικών µορίων (Βαρθολοµάτος Γ. 2006).  

 Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης είναι µία µέθοδος διαχωρισµού 

τµηµάτων DNA (Βαρθολοµάτος Γ. 2006). Βασίζεται στην ιδιότητα του DNA να έχει 

αρνητικό φορτίο και να κινείται προς τον θετικό πόλο όταν βρεθεί σε ηλεκτρικό πεδίο. Οι 

παράγοντες που επηρεάζουν την µετακίνηση του DNA είναι: 

• το µέγεθος του DNA, τα γραµµικά µόρια κινούνται στο πήκτωµα αγαρόζης 

αντιστρόφως ανάλογα µε τον δεκαδικό λογάριθµο του µεγέθους τους 

• η συγκέντρωση της αγαρόζης,  

• η τάση του πεδίου, ο καλύτερος διαχωρισµός των τµηµάτων DNA γίνεται σε τάση 

µικρότερη ή ίση του 5 Volt/cm 

• και η διαµόρφωση του DNA, αν είναι γραµµικό, κυκλικό ή υπερσπειρωµένο. 
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 Η ανίχνευση των νουκλεϊκών οξέων γίνεται µε χρήση του βρωµιούχου αιθιδίου. Το 

βρωµιούχο αιθίδιο παρεµβαίνει στην διπλή αλυσίδα του DNA και τροποποιεί την 

υπερελικωµένη δοµή (Βαρθολοµάτος Γ. 2006).  

 

3.9.2. Πειραµατική ∆ιαδικασία Ηλεκτροφόρησης DNA 

1. Αρχικά γίνεται σπορά LMS κυττάρων σε τρυβλία Petri. H σπορά γίνεται µε 

πυκνότητα 300,000 κυττάρων σε 10mL θρεπτικού υλικού.  

2. Μετά από 48 ώρες, προστίθενται τα σύµπλοκα σε δύο συγκεντρώσεις, η IC50 τιµή 

και µία τιµή µεγαλύτερή από την IC50 τιµή. Τα σύµπλοκα αρχικά διαλύονται σε αρχική 

συγκέντρωση 10-2 Μ σε DMSO και στην συνέχεια αραιώνονται σε θρεπτικό µέσο. Η 

αναλογία DMSO σε DMEM είναι 0.005–0.035 % v/v. Τα κύτταρα επωάζονται µε τα 

σύµπλοκα για 48 ώρες.  

3. Μετά από 48 ώρες µε την επώαση των κυττάρων µε τα σύµπλοκα, µεταφέρεται το 

θρεπτικό υλικό σε σωληνάριο των 15 mL 

4. Γίνεται έκλυση των τρυβλίων µε 5 mL PBS 

5. Γίνεται φυγοκέντρηση των σωληναρίων στις 2,000 στροφές για 5 λεπτά 

6. Τα δύο παραπάνω βήµατα πραγµατοποιούνται δύο φορές 

7. Μετά την φυγοκέντρηση, απορρίπτεται το υπερκείµενο 

8. Σε κάθε τρυβλίο προστίθενται 2 mL PBS, και µε την βοήθεια σιλικόνης 

αποκολλώνται τα κύτταρα από το ταπήτιο και µεταφέρονται στο σωληνάριο και 

φυγοκεντρούνται στις 2,000 στροφές για 5 λεπτά 

9. Απορρίπτεται το υπερκείµενο, τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1 mL PBS και 

µεταφέρονται σε σωληνάρια eppendorf 
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10. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6,000 στροφές για 8 λεπτά, το υπερκείµενο 

απορρίπτεται και προστίθενται 100 µL lysis buffer 

11. Επωάζονται για 10 λεπτά στον πάγο, και αναδεύονται συχνά  

12. Φυγοκεντρούνται τα eppendorf στις 6,000 στροφές για 70 λεπτά, το υπερκείµενο 

µεταφέρεται σε νεό eppendorf και προστίθεται 2µL RNAseA (10 mg/mL), επωάζονται για 

2ώρες στους 37οC 

13. Μετά, προστίθεται 2.5 µL Proteinase K (20mg/mL), σε κάθε eppendorf και 

επωάζονται για 2ώρες στους 37οC 

14. Τέλος, προστίθενται στα eppendorf µετά τις επωάσεις 20 µL NaCl 5 M και 120µL 

ισοπροπανόλης για κατακρίµνηση του DNA.  

15. Τα eppendorf τοποθετούνται στους -20 οC για µία νύχτα 

16. Την επόµενη ηµέρα, τα eppendorf φυγοκεντρήθηκαν στις 6,000 στροφές για 70 

λεπτά, αποµακρύνεται το υπερκείµενο και προστίθενται 20 µL 1xTE 

17. Ακολουθεί επώαση των eppendorf για 3 ώρες στους 37οC µε συνεχή ανάδευση 

κάθε µισή ώρα. 

18. Για την φόρτιση των δειγµάτων είναι απαραίτητη η προσθήκη 2 µL loading buffer. 

 

3.9.3. Παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης 

 Παρασκευάζεται πήκτωµα 1.6% αγαρόζης σε 0.5xTBE, µε 0.5 µgr/mL βρωµιούχου 

αιθιδίου. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται σε διάλυµα 0.5xTBE. 

Η ηλεκτροφόρηση του πηκτώµατος αγαρόζης τρέχει για δύο ώρες στα 60 V, και στην 

συνέχεια γίνεται εµφάνιση του πηκτώµατος µε λάµπα υπεριώδους.  
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3.9.4. Παρασκευή διαλυµάτων ηλεκτροφόρησης 

 

1Μ Τris-Cl, pH=7.4 

Ζύγιση 6.057 gr tris(hydroxymethyl)aminomethane σε 50mL αποστειρωµένο δις-

απεσταγµένο νερό και ρύθµιση του pH=7.4 µε HCl 37 % 

Αποστείρωση και αποθήκευση σε θερµοκρασία δωµατίου 

 

0.5M EDTA, pH=8 

Ζύγιση 7.306 gr EDTA σε 50 mL αποστειρωµένο δις-απεσταγµένο νερό και ρύθµLση του 

pH=8 µε NaOH 10 M. 

Αποστείρωση και αποθήκευση σε θερµοκρασία δωµατίου 

 

1xTE, pH=7.4 

0.5 mL 1M Tris-CI, pH=7.6 

0.1 mL 0.5M EDTA 

49.4 mL αποστειρωµένο δις-απεσταγµένο νερό 

Αποστείρωση και αποθήκευση σε θερµοκρασία δωµατίου 

 

5xTBE 

27 gr tris(hydroxymethyl)aminomethane 

13.75 gr βορικού οξέος 

20 mL 0.5 M EDTA, pH=8 

480mL αποστειρωµένο δις-απεσταγµένο νερό 

Αποστείρωση και αποθήκευση σε θερµοκρασία δωµατίου 
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DNA lysis Buffer 

1 mL 1 M Tris-CI, pH=7.4 

2 mL 0.5 M EDTA, pH=8 

97.5 mL αποστειρωµένο δις-απεσταγµένο νερό, µετά την αποστείρωση προσθήκη 0.5 mL 

Triton-X 

Αποστείρωση και αποθήκευση στο ψυγείο 

 

Loading Buffer 

0.1 mL 0.5 EDTA, pH=8 

25 mL γλυκερόλη 

25 mL αποστειρωµένο δις-απεσταγµένο νερό 

Αποθήκευση στο ψυγείο 

 

3.10. Γενικές αρχές λειτουργίας φασµατοφωτόµετρου ορατού-υπεριώδους 

 

 Το φασµατοφωτόµετρο χρησιµοποίει την διαπερατότητα του φωτός µέσω ενός 

διαλύµατος για να προσδιορίσει την συγκέντρωση ενός συστατικού που βρίσκεται στο 

διάλυµα (Βαρθολοµάτος Γ. 2006). Το φασµατοφωτόµετρο χρησιµοποιεί πρίσµα για τον 

διαχωρισµό του φωτός. Στηρίζεται στην ικανότητα της διέλευσης του φωτός γνωστού 

µήκους κύµατος ή ενός εύρους µήκους κύµατος και στην µέτρηση της ποσότητας της 

φωτεινής ενέργειας που απορροφάται από ένα διάλυµα (Βαρθολοµάτος Γ. 2006). Όλα τα 

µόρια απορροφούν ενέργεια ακτινοβολίας σε συγκεκριµένο µήκος κύµατος (λmax) που 

είναι χαρακτηριστικό για αυτά. Οι πρωτεΐνες και τα νουκλεϊκά οξέα απορροφούν φωτεινή 

ενέργεια στην περιοχή του υπεριώδους (Βαρθολοµάτος Γ. 2006). 
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3.11. Μελέτη αναστολής της λιποξυγενάσης 

 

3.11.1. ∆ιαδικασία 

 Για την µελέτη της αναστολής της λιποξυγενάσης από τα σύµπλοκα, τα πειράµατα 

πραγµατοποιήθηκαν µε φασµατοφωτόµετρο ορατού-υπεριώδους. 

Αρχικό διάλυµα βορικού οξέος παρασκευάστηκε σε 500 mL απεσταγµένου νερού σε 

pH=9, µε ΝαΟΗ (50%). Παρασκευάστηκε υπόστρωµα λινολεϊκού οξέος µε µεθανόλη. 

 ∆ηµιουργήθηκε γαλάκτωµα και προστέθηκαν 60 mL απεσταγµένου νερού. Στην 

συνέχεια το λινολεϊκό οξύ αραιώθηκε µε διάλυµα βορικού οξέος σε τελική συγκέντρωση 

50 mM. 

 Το ένζυµο λιποξυγενάση που χρησιµοποιήθηκε διαλύθηκε σε απεσταγµένο νερό. 

Για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης και σε κάθε µέτρηση προστίθενται 60µL 

ενζύµου. 

 

3.12. Μελέτη αλληλεπίδρασης συµπλόκων 1-3 µε το DNA 

 

3.12.1. ∆ιαδικασία 

 Για την µελέτη της αλληλεπίδρασης συµπλόκων µε το DNA, τα πειράµατα 

πραγµατοποιήθηκαν µε φασµατοφωτόµετρο ορατού-υπεριώδους 

∆ιαλύεται το CT-DNA σε διάλυµα buffer pH=7. 

To διάλυµα buffer pH=7.0 παρασκευάζεται µε NaCl 200 mM και κιτρικού νατρίου 

συγκέντρωσης 150 mM δις-απεσταγµένο νερό, pH=7.0.  
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 Το DNA απορροφά στα 260 nm και στα 280 nm οι πρωτεΐνες (πχ. τρυπτοφάνη), 

από τον λόγο A260/A280, µπορεί αν υπολογιστεί η καθαρότητα του διαλύµατος DNA. 

Αρχικά για να διαπιστωθεί ότι υπάρχει αλληλεπίδραση του συµπλόκου µε το CT-DNA θα 

διαφοροποιηθούν οι αναλογίες r (r=0, 0.05, 0.07, 0.09. 0.11, 0.13). Για να υπολογιστεί η 

σταθερά σύνδεσης του συµπλόκου µε το DNA διαφοροποιηθούν οι αναλογίες r (r=1, 0.5, 

0.25, 0.17. 0.125, 0.1) 

 Τα σύµπλοκα αρχικά διαλύονται σε αρχική συγκέντρωση 10-2 Μ σε DMSO και 

στην συνέχεια αραιώνονται σε θρεπτικό µέσο. Η αναλογία DMSO σε DMEM είναι 

0.00025–0.001 % v/v.  

 

3.13. Πειράµατα in vivo-Mελέτη τοξικότητας σε επίµυες Wistar Rat 

 

 Η ηλικία των επίµυων Wistar Rat πρέπει να είναι 8-12 εβδοµάδων για τον έλεγχο 

της τοξικότητας. Πέντε ηµέρες πριν την έναρξη του πειράµατος πρέπει να τοποθετηθούν 

σε κλουβιά για να µπορέσουν να εγκλιµατιστούν. Οι συνθήκες διαβίωσης των επίµυων 

είναι 22±3oC, υγρασία 30%, 12 ώρες ηµέρα, 12 ώρες νύχτα. 12 ώρες πριν το πείραµα οι 

επίµυες δεν τρέφονται αλλά έχουν πρόσβαση σε νερό.  

 Οι επίµυες Wistar Rat που χρησιµοποιήθηκαν είναι όλοι θηλυκοί λόγω ότι 

παρουσιάζουν µεγαλύτερη ευαισθησία σε φάρµακα σε σχέση µε τους αρσενικούς επίµυες.  

 

3.13.1. Οξεία τοξικότητα 

 Συνολικά υπήρχαν 20 ζώα και χωρίστηκαν σε οµάδες των πέντε ζώων. 
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 Σε κάθε οµάδα δόθηκε το σύµπλοκο της ασπιρίνης σε δόσεις των 0.5 mg/kg (1η 

οµάδα), 5 mg/kg (2η οµάδα) και των 50 mg/kg (3η οµάδα). Υπήρχε η οµάδα ελέγχου, η 

οποία δεν πήρε καµία θεραπεία, αλλά µόνο τον διαλύτη (4η οµάδα).  

Ο µέσος όρος βάρους κάθε ζώου ήταν 183 gr.  

 Κάθε ζώο δέχτηκε µία δόση εφ'άπαξ, σε συνολικό όγκο 1mL. H ένεση έγινε 

ενδοπεριτοναϊκά. 

 Η ουσία διαλύθηκε αρχικά σε DMSO και στην συνέχεια σε ορό 0.9 %. Η µέγιστη 

αναλογία του DMSO είναι 13.7 % v/v.  

 Στην 4η οµάδα δόθηκε µόνο DMSO σε αναλογία 13.7 % v/v του ορού 0.9 %.  

 Μόλις δόθηκε η ουσία, τα ζώα παρατηρήθηκαν για µισή ώρα και δεν παρουσίασαν 

καµµία εµφανή µεταβολή. Μετά από 3-4 ώρες είχαν ξανά πρόσβαση σε νερό και τροφή.  

 Μετά το πέρας των 14 ηµερών τα ζώα θανατώθηκαν µε αιθέρα σύµφωνα µε την 

διεθνή διακήρυξη και τα όργανα διατηρήθηκαν σε φορµόλη 4% µέχρι την 

παθολογοανατοµική τους εξέταση.  

 

3.13.2. Υποχρόνια τοξικότητα 

 Συνολικά υπήρχαν 4 ζώα και χωρίστηκαν σε οµάδες των δύο ζώων. 

Σε κάθε οµάδα δόθηκε το σύµπλοκο της ασπιρίνης σε δόσεις των 0.5 mg/kg (1η οµάδα), 

5mg/kg (2η οµάδα). Ο µέσος όρος βάρους κάθε ζώου ήταν 200 gr.  

 Κάθε ζώο δεχόταν τέσσερις δόσεις για κάθε µία εβδοµάδα, σε συνολικό όγκο 1mL. 

 H ένεση γινόταν ενδοπεριτονιακά.  

 Η ουσία διαλύθηκε αρχικά σε DMSO και στην συνέχεια σε ορό 0.9 %. Η µέγιστη 

αναλογία του DMSO είναι 9.1 % v/v.  
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 Μόλις δίνονταν η ουσία, τα ζώα παρατηρούνταν για µισή ώρα και δεν 

παρουσίαζαν καµµία εµφανή µεταβολή. Μετά από 3-4 ώρες είχαν ξανά πρόσβαση σε νερό 

και τροφή.  

 Μετά το πέρας των 90 ηµερών τα ζώα θανατώνονταν µε αιθέρα και τα όργανα 

διατηρούνταν σε φορµόλη 4% µέχρι την παθολογοανατοµική τους εξέταση.  

 

3.14. Καρκινογένεση σε επίµυες Wistar Rat 

 

 Το Εργαστήριο της Φυσιολογίας έχει µακρά εµπειρία στην καρκινογένεση των 

επίµυων Wistar Rat. To Εργαστήριο της Φυσιολογίας και τα µέλη ασχολούνται µε το 

συγκεκριµένο ερευνητικό πεδίο, δηµοσιεύοντας πληθώρα εργασιών (Kallistratos, G, 1974, 

Kallistratos, G, 1975, Kallistratos, G. et al 1979, Kallistratos, G. et al 1980, Kallistratos, 

G.I. et al 1988, Kallistratos, G. et al 1994, Karkabounas, S. et al 2002, Charalabopoulos, K. 

et al 2002, Karkabounas, S. et al 2003, Papaioannou, A et al 2004, Charalabopoulos, K. et 

al 2004, Batistatou, A. et al 2006, Batistatou, A. et al 2006, Batistatou, A. et al 2006, 

Charalabopoulos, K. et al 2010, Verginadis, I.I et al 2011). 

 Αρχικά πραγµατοποιείται σπορά LMS κυττάρων σε τρυβλίο Petri, αφού 

αναπτυχθούν τα κύτταρα και καλύψουν το ταπήτιο, µεταφέρονται µε την διαδικασία της 

ανακαλλιέργειας σε falcon για να µετρηθεί ο πληθυσµός τους. Στην συνέχεια 

φυγοκεντρούνται και αποµακρύνεται το θρεπτικό υλικό και επαναδιαλυτοποιούνται σε ορό 

0.9%. Σε κάθε ζώο, θα δοθούν 3,000,000 κύτταρα σε τελικό όγκο 1.5mL.  

 Αρχικά τα ζώα αναισθητοποιούνται µε αιθέρα και πραγµατοποιείται η ένεση στην 

ράχη υποδόρια.  

 Ενέσεις έγιναν σε 6 ζώα, τα οποία χωρίστηκαν σε οµάδες των δύο.  
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 Σε κάθε οµάδα δόθηκε το σύµπλοκο της ασπιρίνης σε δόσεις των 0.5 mg/kg (1η 

οµάδα), 5 mg/kg (2η οµάδα). Υπήρχε η τυφλή οµάδα, η οποία δεν δέχτηκε καµία 

θεραπεία, αλλά µόνο τον διαλύτη (3η οµάδα).  

 Η έναρξη της θεραπείας άρχισε µετά από πέντε ηµέρες από την καρκινογένεση 

(αριθµός ικανός ηµερών για την επώαση των καρκινικών κυττάρων). Η κάθε οµάδα 

δέχτηκε έξι δόσεις κάθε µία εβδοµάδα. 

 Ο µέσος όρος βάρους κάθε ζώου ήταν 210 mg.  

 Υπήρξε και δεύτερη σειρά πειραµάτων όπου τα ζώα δέχτηκαν θεραπεία µε το 

σύµπλοκο της ασπιρίνης εφόσον πρώτα είχαν αναπτύξει όγκο. Οι οµάδες είναι 0.5 mg/kg 

(1η οµάδα) και 5 mg/kg (2η οµάδα), από δύο ζώα η κάθε οµάδα.  

 Από την τελευταία σειρά πειραµάτων εκτός των οργάνων που αποµακρύνθηκαν 

και διατηρήθηκαν σε φορµόλη 4 %. 

 

3.14.1. Παθολογοανατοµική εξέταση 

 Αντιπροσωπευτικές τοµές πάρθηκαν από κάθε όργανο. Τοµές πάχους 4µm 

κόπηκαν και χρωµατίστηκαν µε χρώση αιµατοξυλίνης-ηωσίνης. Τα δείγµατα εξετάστηκαν 

µικροσκοπικά σε συνεργασία µε ειδικευµένη Παθολογοανατόµο (Α.Μ.). 
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tpp (triphenylphosphine-τριφαινυλο-φωσφίνη 

4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

4.1. Μελέτη Συµπλόκων 

 Στην διατριβή αυτή µελετήθηκαν τα µικτά σύµπλοκα του αργύρου(Ι) µε 

σαλικυλικό οξύ (ορθο-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ ή o-hydroxy-benzoic acid ή SalH2 

[Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1) ή των παραγώγων του, ακετυλοσαλικυλικού οξέος (ασπιρίνη ή 

aspH) {[Ag(tpp)3(asp)](dmf)} (2) ή παρα-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ (p-HbzaH) Ag(tpp)2(p-

Hbza)] (3) (Εικόνα 3) και triphenylphosphine-τριφαινυλο-φωσφίνη (tpp). Οι ενώσεις αυτές 

συντέθηκαν σύµφωνα µε την βιβλιογραφία Hadjikakou et al. 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3. ∆οµές υποκαταστατών 
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 Τα σύµπλοκα αργύρου(Ι) έχουν χαρακτηριστεί µε σηµείο τήξεως, στοιχειακή 

ανάλυση, φασµατοσκοπία υπερύθρου, 1H-NMR, UV-vis, ESI-MS και µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ.  

 

4.1.1. ∆οµή συµπλόκων 

Η µοριακή δοµή των συµπλόκων δίνεται στις παρακάτω Εικόνες 

 

[Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1) (o-HbzaH = o-hydroxy-benzoic acid ή SalH2)  
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{[Ag(tpp)3(asp)](dmf)} (2) (aspH= o-acetylsalicylicacid-ασπιρίνη) 
 

 

[Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3) (p-HbzaH = 4-hydroxybenzoic Acid) 
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4.1.2. ∆ηµιουργία ∆εσµών Υδρογόνου 

 Η επιλογή των ligand έγινε µε βάση την ικανότητα ή µη να δηµιουργηθούν 

δεσµούς υδρογόνου µετά την συµπλοκοποίηση τους µε ένα µέταλλο ώστε να µελετηθεί η 

δράση τους σε διάφορα ενδοκυτταρικά βιοµόρια. 

 Το σύµπλοκο [Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1) έχει την ικανότητα να σχηµατίσει 

ενδοµοριακούς δεσµούς υδρογόνου µεταξύ του Η(Ο3) υδροξυλίου και του Ο2 της 

καρβοξυλικής οµάδας του SalH2 (Εικόνα 22) 

 Το σύµπλοκο [Ag(tpp)3(asp)](dmf)}] (2) δεν έχει την ικανότητα να σχηµατίσει 

δεσµούς υδρογόνου 

 Το σύµπλοκο [Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3) έχει την ικανότητα να σχηµατίσει 

διαµοριακούς δεσµούς υδρογόνου από το του Ο του καρβοξυλικού οξέος και του Η(Ο) του 

υδροξυλίου p-HbzaH, µε άλλα µόρια συµπλόκου 3 (Εικόνα 23) σχηµατίζοντας µε 

υπερµοριακή δοµή (Εικόνα 24) 

 

 

 

Εικόνα 22: Οι ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου [Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1) 
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Εικόνα 23: Οι ενδοµοριακοί και διαµοριακοί δεσµοί υδρογόνου [Ag(tpp)2(p-
Hbza)] (3) 

Εικόνα 24: Η υπερ-µοριακή δοµή [Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3) Εικόνα 22: Οι ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου [Ag(tpp)2(p-Hbza)] (1) 
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4.1.3. Σταθερότητα συµπλόκων 

 Η σταθερότητα των συµπλόκων ελέγχθηκε µε φασµατοκοπία ορατού-υπεριώδους 

καθώς και µε µελέτη της αγωγιµοµετρίας. Καµία µεταβολή σε σχέση µε τα αρχικά 

διαλύµατα δεν επήλθε στα φάσµατα υπεριώδους σε διαλύµατα των συµπλόκων σε DMSO 

για χρονική περίοδο 48 ώρες (χρόνος επώασης των συµπλόκων στα κύτταρα).  

 Τα φάσµατα υπεριώδους-ορατού για τα σύµπλοκα είναι τα παρακάτω Εικόνα 25 

 

(1) 

 

(2) 
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(3) 

 

 Η σταθερότητα ελέγχθηκε επίσης µε µετρήσεις αγωγιµότητας, µια ηλεκτροχηµική 

µέθοδο. Τα ιόντα του ηλεκτρολύτη που µεταφέρουν φορτία, άγουν το ηλεκτρικό ρεύµα 

µέσω του διαλύτη. Όταν εφαρµοστεί ηλεκτρικό πεδίο, τα ιόντα κινούνται. Στην 

αγωγιµοµετρία µετράται η ένταση του ρεύµατος Η αγωγιµότητα διαλύµατος διαφέρει 

ανάλογα µε τον αριθµό, µέγεθος και φορτίο των ιόντων που υπάρχουν στο διάλυµα. Ιόντα 

διαφορετικών σωµατιδίων θα έχουν διαφορετική αγωγιµότητα. Αν σε µια αντίδραση 

αντικατασταθεί ένα ιόν µε ένα άλλο διαφορετικού µεγέθους η/και φορτίου παρατηρείται 

µεταβολή στην αγωγιµότητα. 

 Με σκοπό να εξεταστεί η πιθανή διάσπαση των συµπλόκων η µη σε ιόντα που 

πιθανόν δηµιουργούνται σε διάλυµα DMSO ή DMSO/νερό, µετρήθηκε η µοριακή 

αγωγιµότητα (Λm). Η µοριακή αγωγιµότητα για τα σύµπλοκα 1-3 δίνεται στον Πίνακας 1. 

Εικόνα 25: Φάσµατα υπεριώδους-ορατού για τα σύµπλοκα 1-3, σε συγκεντρώσεις 5 

10-5 M γι το 1 και 3,  2.5 10-5 M για το 2, για 0 (___) και 48 (___) ώρες 
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Οι τιµές δείχνουν ότι δεν έχουν δηµιουργηθεί ιόντα στο διάλυµα, αποδεικνύοντας την 

σταθερότητα των συµπλόκων 

 

Πίνακας1 

 

Μοριακή αγωγιµότητα (Λm) σε DMSO 
          Σύµπλοκα 
 
Ώρες (h) 
  1 3 3 

0 h 17.8 15.0 5.2 

48 h 18.1 15.2 5.6 

72 h 14.4 15.0 6.8 

 

4.2. Αποτελέσµατα από την µέθοδο ΜΤΤ  

 

 Τα σύµπλοκα 1-3 καθώς και οι υποκαταστάτες τους ελέγχθηκαν µε την µέθοδο 

ΜΤΤ έναντι καρκινικών σειρών, αδενοκαρκινώµατος του µαστού (MCF-7) και 

λειοµυοσαρκώµατος (LMS) καθώς και σε υγιή σειρά ινοβλάστων (MRC-5). 

Υπολογίστηκαν οι τιµές IC50 για την εκτίµηση της κυτταρικής ανάπτυξης των κυττάρων 

υπό την επίδραση των συµπλόκων. Οι τιµές IC50 φαίνονται στον Πίνακα 2. Τα σύµπλοκα 

δείχνουν να εµφανίζουν εκλεκτικότητα ως προς το λειοµυοσαρκωµατικά και τα µαστικά 

καρκινικά κύτταρα έναντι των υγιών κυττάρων. Το πιο δραστικό σύµπλοκο φαίνεται να 

είναι το σύµπλοκο µε ασπιρίνη ([Ag(tpp)3(asp)](dmf)}] (2) µε µικρή τιµή IC50 και στις δύο 

καρκινικές κυτταρικές σειρές αλλά και µεγάλη τιµή IC50 έναντι των υγιών ινοβλαστών. 

Συγκεκριµένα, τα σύµπλοκα 1-3 φαίνεται να είναι δύο φορές λιγότερα δραστικά στους 

υγιής ινοβλάστες σε σχέση µε το λειοµυοσάρκωµα και περίπου 1.5 φορά σε σχέση µε το 
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αδενοκαρκίνωµα του µαστού. Το παραπάνω χαρακτηριστικό των συµπλόκων είναι πολύ 

σηµαντικό γιατί υποδηλώνει ότι εµφανίζουν µια εκλεκτικότητα σε σχέση µε τα καρκινικά 

και τα υγιή κύτταρα, χαρακτηριστικό σηµαντικό για τα µεταλλοθεραπευτικά σύµφωνα µε 

τον J. Reedijk (J. Reedijk 2003). Τα σύµπλοκα 1 και 3 αντίστοιχα, τα οποία έχουν το ίδιο 

µοριακός βάρος µε την µόνη διαφορά ότι το OH βρίσκεται σε όρθο- ή πάρα- θέση 

αντίστοιχα, εµφανίζουν παρόµοια δραστικότητα στα υγιή και καρκινικά κύτταρα. Το 

σύµπλοκο 2, το σύµπλοκο της ασπιρίνης, εµφανίζει την µεγαλύτερη δραστικότητα που 

µπορεί να οφείλεται στην παρουσία των τριών µορίων tpp αλλά και της εστεροµάδας της 

ασπιρίνης. 

 Επίσης, ελέγχτηκαν οι υποκατάστατες των συµπλόκων για τη ικανότητα 

αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης. Οι υποκατάστατες δεν έχουν την ικανότητα να 

αναστείλουν τα καρκινικά ή τα υγιή κύτταρα, υποδηλώνοντας ότι η παρουσία του 

µετάλλου αλλάζει τις ιδιότητες των υποκαταστατών, κάνοντας τους πιο δραστικούς και 

αποτελεσµατικούς έναντι καρκινικών κυττάρων. Επίσης, πρότυπες ουσίες, όπως ο AgNO3 

και το cisplatin, µελετήθηκαν και αποδείχτηκε ότι είναι λιγότερο δραστικές από ότι οι 

σύµπλοκες ενώσεις.  
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Πίνακας 2 

IC50 (µΜ) 
Complexes 

MCF-7 LMS MRC-5 

1 2.5±0.5 1.6±0.3 3.1±0.3 

2 1.6±0.2 1.5±0.1 2.9±0.1 

3 2.0±0.2 1.6±0.1 3.5±0.3 

AgNO3 3.3±0.2 3.7±0.3 27.7±3.3 

AspNa >350 >350 >350 

o-hbzaH >400 >400 >400 

tpp 56.5±10.6 67.4±13.9 >160 

Cisplatin 20 25  

 

4.3. Αποτελέσµατα από την Μέθοδο Tryban Blue  

 

 Τα σύµπλοκα 1-3 ελέγχθηκαν και ως προς την ικανότητα τους να αναστείλουν την 

κυτταρική βιωσιµότητα (µέθοδος Tryban Blue). Οι τιµές IC50 φαίνονται στον Πίνακας 3. 

Οι IC50 τιµές των συµπλόκων µετά από 48 ώρες είναι για τα MCF-7: 2.25±0.34 (1), 

2.26±0.29 (2) και 1.36±0.43 (3). Για τα LMS κύτταρα οι τιµές IC50 είναι: 1.25±0.25 (1), 

1.97±0.16 (2) και 1.06±0.24 (3). Με την µέθοδο Tryban Blue, παρατηρείται µια µικρή 

εκλεκτικότητα των κυττάρων ως προς το σάρκωµα (λειοµυοσάρκωµα). Το πιο δραστικό 

σύµπλοκο φαίνεται είναι το σύµπλοκο µε το παρα-παράγωγο του βενζοϊκού οξέος (παρα-

βενζοϊκό οξύ) (3).  
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 Επίσης, τα σύµπλοκα είναι πιο δραστικά (2-3 φόρες) σε σχέση µε το cisplatin, 

βασική προϋπόθεση σύµφωνα µε το J. Reedijk, για να χαρακτηριστεί ένα σύµπλοκο 

αντικαρκινικό (Reedijk J. 2003). 

 Στην Εικόνα 26 είναι τα διαγράµµατα κυτταρικής βιωσιµότητας ως προς την 

συγκέντρωση των συµπλόκων και του cisplatin, στα καρκινικά κύτταρα MCF-7 και LMS 

για τον υπολογισµό των IC50 τιµών.  

 

Πίνακας 3 

IC50 (µΜ) 
Complexes 

MCF-7 LMS 

1 2.26±0.29 1.97±0.16 

2 2.25±0.34 1.25±0.25 

3 1.36±0.43 1.06±0.24 

Cisplatin 6.81±0.32 6.53±0.43 
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Εικόνα 26: ∆ιαγράµµατα κυτταρικής βιωσιµότητας ως προς την συγκέντρωση των 

συµπλόκων και του cisplatin σε MCF-7 και LMS.  
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Σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε καρβοξυλικά οξέα στην βιβλιογραφία έχουν αποδειχτεί 

ότι παρουσιάζουν µεγάλη δραστικότητα έναντι πολλών ειδών καρκινικών σειρών και 

αντίθετα µικρή δραστικότητα έναντι υγιών κυττάρων. 

 Τα σύµπλοκα [Ag2(NH3)2(salH)2] (4b) και [Ag2(salH)2] (4c) τα οποία περιέχουν 

σαλικυλικό οξύ και διαφέρουν µε τα σύµπλοκα 1-3 που εξεταστήκαν στην διατριβή ως 

προς την παρουσία αµµωνίας και όχι tpp. Τα σύµπλοκα µελετήθηκαν σε καρκινικές σειρές 

(πλακώδες καρκίνωµα της γλώσσας (Cal-27), καρκίνωµα ηπατοκυττάρων (HepG2), και 

ανθρώπινο καρκίνωµα του ήπατος (A-498). Οι τιµές IC50 κυµαίνονται από 9-51 µΜ, 

δείχνοντας πολύ µικρότερη δραστικότητα από ότι τα µελετηµένα στην διατριβή αυτή 

σύµπλοκα 1-3. Ένας πιθανός λόγος είναι η παρουσία φωσφίνης αλλά και ο διαφορετικός 

τύπος καρκινικών κυττάρων (Coyle B. et al 2004).  

Πολυµέρη σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε δοµή [Ag(fbc)]n (5a), [Ag2(cpd)]n (5b), 

[Ag2(idc)]n (5c) που περιέχουν τους καρβοξυλικούς υποκαταστάτες 4-fluorobenzoic acid 

(fbcH), cyclopentane-1,1-dicarboxylic acid (cpdH2) και iminodiacetic acid (idcH2) και το 

σύµπλοκο {Na[Ag(NH2SO3)2]} n (6), που περιέχει σουλφαµικό οξύ µελετήθηκαν σε υγιή 

κύτταρα (υγιείς ινοβλάστες επίµυων (NIH3T3) και φυσιολογικά ανθρώπινα κύτταρα 

ήπατος (L-02) και σε καρκινικά κύτταρα, αδενοκαρκίνωµα µήτρας (HeLa), HepG2, 

γαστρικό καρκίνωµα (BGC), καρκίνωµα του πνεύµονα (95-D) και ρινοκαρκίνωµα (CNE) 

(Πίνακας 4). Από τα τρία παραπάνω σύµπλοκα, το πιο δραστικό είναι το [Ag2(cpd)]n σε 

όλες τις καρκινικές σειρές, αλλά είναι εξίσου τοξικό σε υγιή κύτταρα (Zhu H.L. et al 2003, 

Liu X.Y. et al 2005).  

Άλλα σύµπλοκα µε καρβοξυλικά οξέα που έχουν µελετηθεί από ερευνητές είναι 

[Ag2(phen)3(mal)]·2H2O (7) (malH2= µαλονικό οξύ, phen= 1,10-φεναφρολίνη), (6-OH-C-

COO-Ag) (8a) 6-hydroxycoumarin-3-carboxylatosilver, (7-OH-C-COO-Ag) (8b) 7-

hydroxycoumarin-3-carboxylatosilver and (8-OH-C-COOAg) (8c) 8-hydroxycoumarin-3-
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carboxylatosilver µελετήθηκαν στις καρκινικές σειρές A-498 και HepG2. Οι τιµές IC50 

κυµαίνονται 17-35 µΜ και 2.7-7.5 µΜ για τα A-498 και Hep-G2, αντίστοιχα. ∆είχνοντας 

ότι εµφανίζουν µια εκλεκτικότητα ως προς το καρκίνωµα ηπατοκυττάρων. Τα σύµπλοκα 

4a-c µελετήθηκαν και έναντι υγιών κυττάρων φυσιολογικά ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα 

(CHANG) και proximal tubular cells (HK-2) και εµφάνισαν µικρή δραστικότητα (Deegan 

C. et al 2007, Thati B. et al 2007).  

 Οι ερευνητές Gust et al. συνέθεσαν σύµπλοκο µε υποκαταστάτη propargyl 

acetylsalicylates (Biersack B. et al 2012). Εµφάνισε κυτταροτοξικότητα στα MCF-7 (IC50= 

4.9 µM) (Biersack B. et al 2012). Τιµή IC50 δυο φορές µικρότερη από ότι τα σύµπλοκα που 

µελετήθηκαν.  

 Από τον παρακάτω Πίνακα 4, φαίνεται ότι τα σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε σαλικυλικό 

οξύ (SalH2), ή των παραγώγων του ακετυλοσαλικυλικό οξύ (aspH) και παρα-ύδροξυ-

βενζοϊκο οξύ (p-HbzaH) εµφανίζουν µεγάλη δραστικότητα έναντι καρκινικών κυττάρων 

αλά και µικρή δραστικότητα σε υγιή κύτταρα. Η παρουσία της φωσφίνης φαίνεται να 

επηρεάζει την κυτταροτοξικότητα των συµπλόκων σε σύγκριση τα σύµπλοκα 

[Ag2(NH3)2(salH)2] (4b) και [Ag2(salH)2] (4c), τα οποία είχαν αµµωνία ή απουσία άλλου 

υποκαταστάτη. Τα σύµπλοκα 5a-c και 6 παρουσιάζουν µεγάλη δραστικότητα σε υγιή 

κύτταρα (Πίνακας 4).  
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Πίνακας 4. (A-498= ανθρώπινο ηπατοκαρκίνωµα, HeLa= αδενοκαρκίνωµα τραχήλου, MCF-7 = αδενοκαρκίνωµα µαστού, HepG2 = ηπατοκαρκίνωµα, 
HK-2= Proximal tubular cell, BGC=  γαστρικό καρκίνωµα, 95-D= καρκίνωµα του πνεύµονα, CNE= ρινοκαρκίνωµα, Cal-27= Πλακώδες καρκίνωµα 
της γλώσσας, LMS= λειοµυοσαρκωµα, NIH3T3= ινοβλάστες επίµυων, L-02= φυσιολογικά κύτταρα ήπατος, CHANG= φυσιολογικά κύτταρα ήπατος, 
HK-2= Proximal tubular cell, MRC-5= ινοβλάστες πνεύµονα) 

Σύµπλοκα IC50 µΜ Ref. 

 HeLa A-498 MCF-7 HepG2 BGC 95-D CNE Cal-27 LMS NIH3T3 L-02 
CHAN

G 
HK-2 MRC-5  

Cisplatin 25  14 20 15     6.53   45 18 19.6  

AgNO3 24.1  3.3      3.7     27.7  

[Ag(tpp)2(o-Hbza)] 1   2.5      1.6     3.1  

{[Ag(tpp)3(asp)](dmf)} 2   1.6      1.5     2.9  

[Ag(tpp)2(p-Hbza)] 3   2      1.6       

[Ag2(NH3)2(salH)2] 4b  32  9    51       Coyle B. et 
al 2004 

[Ag2(salH)2] 4c  18  20    27       Coyle B. et 
al 2004 

[Ag(fbc)]n 5a 8.1   8.7 9.3 8.7 16.2   41.6 17.4    

Zhu H.L. 
et al 2003, 
Liu X.Y. et 

al 2005 

[Ag2(cpd)]n 5b 4.2   4.2 6.3 4.2 10.8   4.2 4.2    

Zhu H.L. 
et al 2003, 
Liu X.Y. et 

al 2005 

[Ag2(idc)]n 5c 20.6   13.4 25.4 26.8 60.1   11.7 25.8    

Zhu H.L. 
et al 2003, 
Liu X.Y. et 

al 2005 

{Na[Ag(NH2SO3)2]} n 6 12.1   15.3 9.9 13.2 11.7   15.4 8.6    Liu Z.D.  
et al 2004 

[Ag2(phen)3(mal)]·2H2O 
7 

 4  4.7           

Deegan C. 
et al 2007, 
Thati B. et 

al 2007 

(6-OH-C-COO-Ag) 8a  30  2.7        110 185  Thati B. et 
al 2007 

(7-OH-C-COO-Ag) 8b  35  7.5        >250 >250  Thati B. et 
al 2007 

(8-OH-C-COOAg) 8c  17  5.5        >250 >250  Thati B. et 
al 2007 
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4.4. Αποτελέσµατα Μορφολογίας LMS Κυττάρων 

 

 Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, η απόπτωση µπορεί να είναι εµφανής στο 

µικροσκόπιο. Η η συρρίκνωση των κυττάρων, η πύκνωση (λόγω της συµπύκνωσης της 

χρωµατίνης) και το πακετάρισµα των οργανιδίων (Elmore S. et al 2007) είναι τα πρώτα 

εµφανή χαρακτηριστικά της απόπτωσης.  

 Αρχικά, για να εκτιµηθεί η ικανότητα των συµπλόκων να προκαλούν απόπτωση, τα 

LMS κύτταρα, µετά από επώαση µε τα σύµπλοκα 1-3 , για 48 ώρες, παρατηρήθηκαν στο 

µικροσκόπιο. Στην εικόνα 27 παρατηρείται ότι τα LMS κύτταρα µετά την επώαση µε τα 

σύµπλοκα, δεν διατηρούν πλέον την µορφολογία τους (από επιµήκη µετατρέπονται σε 

στρογγυλά), διακόπτουν την επαφή µεταξύ τους, αποκολλούνται από το ταπήτιο του 

τρυβλίου (αιωρούνται στο τρυβλίο), συρρικνώνονται και µειώνεται η ανάπτυξή τους.  

 Επιπλέον, φαίνεται ότι µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις συµπλόκων, οι αλλαγές που 

συµβαίνουν στα κύτταρα είναι πιο έντονες, δείχνοντας έναν πιθανό δοσο-εξαρτώµενο 

µηχανισµό απόπτωσης. Πολλές φορές παρατηρείται ότι τα ζωντανά-προσκολληµένα 

κύτταρα είναι ελάχιστα σε σχέση µε τα κύτταρα που δεν δεχτήκαν σύµπλοκα, 

αποδεικνύοντας την κυτταροτοξικότητα των συµπλόκων σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις.  

 Τα κύτταρα επωάστηκαν επίσης µε τον διαλύτη των συµπλόκων DMSO, στην 

µεγαλύτερη συγκέντρωση για σύγκριση. Το DMSO φαίνεται ότι δεν επηρεάζει την 

µορφολογία και την ανάπτυξη των LMS κυττάρων αλλά είναι ίδιο µε τα κύτταρα που δεν 

δέχτηκαν κανένα σύµπλοκο.  
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Control DMSO 

1 - 1.6 µΜ 1 - 2.3 µΜ 

2 - 1.5 µΜ 2 - 1.9 µΜ 

3 - 2.5 µΜ 3 - 3 µΜ 

Εικόνα 27: Μορφολογία LMS κυττάρων, µετά από επώαση µε τα σύµπλοκα 1-3, µετά 

από 48 ώρες 
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4.5. Αποτελέσµατα κυτταροµετρίας ροής 

 

 Με την χρήση της κυτταροµετρία ροής αποδείχτηκε η απόπτωση που προκαλούν 

τα σύµπλοκα 1-3 στα LMS κύτταρα µετά από επώαση τους για 48 ώρες.  

Τα διαγράµµατα στην Εικόνα 28 δείχνουν την απόπτωση ή νέκρωση σε σχέση µε τα 

κύτταρα που δεν έχουν επωαστεί µε τα σύµπλοκα. Το πεδίο Q1 αντιστοιχεί σε νεκρωτικά 

κύτταρα, το πεδίο Q2 σε µετα-αποπτωτικά κύτταρα (late apoptotic cells), το πεδίο Q1 στα 

ζωντανά κύτταρα και το πεδίο Q4 σε προ-αποπτωτικά κύτταρα (early apoptotic cells). Το 

ποσοστό της απόπτωσης υπολογίζεται µε την άθροιση των πεδίων Q2 και Q4. 

 Για την περίπτωση του συµπλόκου 1, που περιέχει ορθο-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ, το 

ποσοστό των ζωντανών κυττάρων σε συγκέντρωση 1.6 µΜ είναι 65.4 %, το ποσοστό των 

νεκρωτικών 5.0% και των αποπτωτικών 29.6%. Τα κύτταρα που δεν έχουν υποστεί 

επώαση µε το σύµπλοκο, έχουν ποσοστό ζωντανών κυττάρων 84.9%, νεκρωτικών 4.8% 

και αποπτωτικών 10.4%. Συµπεραίνεται ότι το σύµπλοκο 1, στην τιµή IC50 προκαλεί 

απόπτωση σε ποσοστό 29.6%. Το σύµπλοκο 1 σε µεγαλύτερη συγκέντρωση 2.3 µΜ, 

αυξάνεται το ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων (81.3%), ενώ τα νεκρωτικά κύτταρα 

ανέρχονται σε ποσοστό 1.6% και τα ζωντανά 17.1%. υποδεικνύοντας ότι το σύµπλοκο 

προκαλεί απόπτωση µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο (όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του 

συµπλόκου, αυξάνεται και το ποσοστό απόπτωσης). 

 Το σύµπλοκο 2, το οποίο περιέχει ασπιρίνη, σε συγκέντρωση ίδια µε το IC50 το 

ποσοστό της απόπτωσης είναι 44.0%, ενώ της νέκρωσης 8.8% και των ζωντανών 

κυττάρων σε ποσοστό 47.2%. Τα κύτταρα που δεν έχουν επωαστεί µε το σύµπλοκο έχουν 

ποσοστό αποπτωτικών 10.4%, νεκρωτικών 4.8% και ζωντανών κυττάρων 84.9%. 
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 Η δυνατότητα του συµπλόκου 2 να προκαλεί απόπτωση, ελέγχθηκε και σε 

µεγαλύτερη συγκέντρωση 1.9 µΜ. Το ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων αυξάνεται 

(69.4%), έναντι των νεκρωτικών 8.9% και των ζωντανών 21.7%.  

 Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, η ασπιρίνη, δεν προκαλεί απόπτωση, 

υποδεικνύοντας ότι παρουσία του µετάλλου, αλλάζουν οι ιδιότητες της και µπορεί να είναι 

κυτταροτοξική στα καρκινικά κύτταρα, προκαλώντας απόπτωση (Lu X. et al 1995). 

 Στην περίπτωση του συµπλόκου 3, το οποίο περιέχει παρα-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ, 

το ποσοστό της απόπτωσης που προκαλείται σε συγκέντρωση 2.5 µΜ είναι 81.2%, ενώ 

ποσοστό της νέκρωσης ανέρχεται σε 1.1% και των ζωντανών κυττάρων σε 17.6%. Ενώ, τα 

αντίστοιχα κύτταρα που δεν έχουν επωαστεί µε το σύµπλοκο, τα ποσοστά απόπτωσης 

είναι 10.4%, νέκρωσης 4.8% και των ζωντανών κυττάρων 84.9%. Το σύµπλοκο 3, σε 

συγκέντρωση 3 µΜ προκαλεί υψηλό ποσοστό απόπτωσης 89.5%, νέκρωσης 0.8% και των 

ζωντανών κυττάρων 9.7%.  

 Με την κυτταροµετρία ροής, αποδεικνύεται, ότι τα σύµπλοκα 1-3 προκαλούν 

απόπτωση (προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο) στα LMS κύτταρα µε δοσο-εξαρτώµενο 

τρόπο, όµως σε αυτό το στάδιο των πειραµάτων δεν µπορεί να δηλωθεί µε πιο µηχανισµό 

(ενδογενές ή εξωγενές µονοπάτι απόπτωσης).  

 Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία το σύµπλοκο αργύρου(Ι) (6-OH-C-COO-Ag), έχει 

την ικανότητα να προκαλεί απόπτωση στα HepG2 καρκινικά κύτταρα µετά από επώαση 

τους µε το σύµπλοκο για 24 ώρες, αποδεικνύοντας το µέσω της τροποποίησης του 

πληθυσµού των κυττάρων που εισάγονται στην G0/G1 φάση του κυτταρικού κύκλου. Τα 

κύτταρα εισέρχονται από την φάση G1 στην G0 όταν το περιβάλλον δεν είναι ευνοϊκό 

(Thati B. et al 2007).  
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4.6. Αποτελέσµατα Ηλεκτροφόρησης DNA 

 

 Κύριες µορφολογικές αλλαγές της απόπτωσης συµπεριλαµβάνονται, η 

συµπύκνωση της χρωµατίνης του κυτταρικού πυρήνα, ο κατακερµατισµός του πυρηνικού 

Εικόνα 28: ∆ιαγράµµατα κυτταροµετρία ροής LMS κυττάρων µε επώαση των 

συµπλόκων 1-3 για 48 ώρες.  
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DNA σε θραύσµατα διαφορετικών µεγεθών (DNA laddering), η δηµιουργία οπών 

(διαύλων-πόρων) µεγάλης διαµέτρου στις µεµβράνες των µιτοχονδρίων, η εµφάνιση 

χαρακτηριστικών προεξοχών στην κυτταρική µεµβράνη και ο σχηµατισµός φαγοσωµάτων 

που περιέχουν κυτταροπλασµατικά και πυρηνικά υπολείµµατα (Μαργαρίτης Λ.Χ 2004). 

 Η απόπτωση µπορεί να επιβεβαιωθεί µε DNA laddering ή DNA fragmentation και 

πραγµατοποιείται µε ηλεκτροφόρηση του πυρηνικού DNA, η ύπαρξη θραυσµάτων 

διαφορετικών µεγεθών µπορεί να φανεί στο πήκτωµα αγαρόζης.  

 Τα LMS κύτταρα επωάστηκαν µε τα σύµπλοκα 1-3 για 48 ώρες για να 

επιβεβαιωθεί η απόπτωση µε την ύπαρξη θραυσµάτων DNA (Εικόνα 29). H γραµµή (Α) 

αντιστοιχεί στα LMS κύτταρα, τα οποία έχουν επωαστεί µε την µέγιστη ποσότητα 

διαλύµατος των συµπλόκων (DMSO). Οι γραµµές (Β), (C) και (D) αντιστοιχούν στα 

σύµπλοκα 3 (2.2 µΜ), 1 (1.6 µΜ) και 2 (1.9µΜ), αντίστοιχα.  

 Παρατηρείται ότι η γραµµή (Α), αντιστοιχεί σε κύτταρα, τα οποία δεν έχουν 

επωαστεί µε τα σύµπλοκα, και δεν εµφανίζει το χαρακτηριστικό της απόπτωσης, την 

θραυσµατοποίηση του πυρηνικού DNA. Οι γραµµές (Β), (C) και (D) εµφανίζουν 

θραύσµατα που οφείλονται στην δράση των συµπλόκων 1-3 στο πυρηνικό DNA των LMS 

κυττάρων, αποδεικνύοντας ότι τα σύµπλοκα 1-3 προκαλούν απόπτωση 

(προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο). 
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4.7. Αποτελέσµατα αναστολής της λιποξυγενάσης LOX από τα σύµπλοκα 1-3 

 

 Η LOX αποτελεί ένα σηµαντικό ένζυµο, εφόσον εµπλέκεται στην ανάπτυξη του 

καρκίνου του παγκρέατος, του µαστού, του προστάτη και του εντέρου (Tong W.G. et al 

2002). Έχει βρεθεί ότι η αναστολή της LOX προκαλεί απόπτωση µέσω της 

απελευθέρωσης του κυτοχρώµατος c από τα µιτοχόνδρια στο κυτοσόλιο (ενδογενές ή 

µιτοχονδριακό µονοπάτι απόπτωσης) (Tong W.G. et al 2002). Επίσης, η LOX κατά κύριο 

λόγο κατανέµεται στο µιτοχόνδριο (Boudnitskaya V. et al 1972, Husson F. et al 1998). Η 

µελέτη αναστολής της LOX από σύµπλοκα 1-3 είναι σηµαντικό για να διευκρινιστεί ο 

τρόπος µηχανισµού δράσης τους. 

Εικόνα 29: Ηλεκτροφόρηση 

πυρηνικού DNA LMS κυττάρων, 

µετά από επώαση τους µε τα 

σύµπλοκα 1-3 για 48 ώρες. 
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 Τα σύµπλοκα 1-3 µελετήθηκαν σε ποικίλες συγκεντρώσεις για την δυνατότητα 

τους να αναστέλλουν την LOX. H αναστολή (%) της LOX συναρτήσει των 

συγκεντρώσεων των συµπλόκων 1-3 φαίνεται στην Εικόνα 30. Ο Πίνακας 5, δείχνει τις 

τιµές αναστολής της LOX σε µΜ (IC50). Το µικρότερο IC50, 2.3 µΜ το εµφανίζει το 

σύµπλοκο 1, το οποίο περιέχει ορθο-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ, το µικρότερο IC50 που έχει 

υπολογιστεί για µεταλλικά σύµπλοκα αργύρου(Ι) και κασσιτέρου(IV), µέχρι τώρα από το 

Εργαστήριο Βιοανόργανης Χηµείας. Τα σύµπλοκα 2-3, τα οποία περιέχουν ασπιρίνη και 

παρα-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ, αντίστοιχα, εµφανίζουν παρόµοιο IC50, 7.6 και 7.2 µΜ. Οι 

υποκαταστάτες tpp και το άλας της ασπιρίνης µε νάτριο µελετήθηκαν ως προς την 

ικανότητα να αναστέλλουν την LOX. Το IC50 της tpp είναι 51.4 µΜ, ενώ το άλας της 

ασπιρίνης δεν εµφανίζει IC50 σε συγκέντρωση 300 µΜ. Η ασπιρίνη φαίνεται να µην 

επηρεάζει την δράση του ενζύµου LOX, αλλά σύµφωνα µε την βιβλιογραφία αναστέλλει 

την COX-1. Η ένταξη των υποκαταστατών, tpp και το άλας της ασπιρίνης, στο µέταλλο 

είχε ως αποτέλεσµα, την αλλαγή των ιδιοτήτων τους. Τέλος, για λόγους σύγκρισης, 

µελετήθηκε και το cisplatin, το οποίο φαίνεται να αναστέλλει την LOX σε µεγάλη 

συγκέντρωση IC50= 65.9 µΜ.  

 Τα σύµπλοκα 1-3 αναστέλλουν την LOX, ιδιότητα που δεν έχουν οι 

υποκαταστάτες τους, δείχνοντας ότι παρουσία του µετάλλου σχηµατίζεται ένα πιο 

δραστικό σύµπλοκο µε νέες ιδιότητες. Επίσης τα σύµπλοκα έχουν την ικανότητα να 

αναστέλλουν την LOX πιο αποτελεσµατικά και σε µικρότερη συγκέντρωση σε σχέση µε 

το cisplatin, έχοντας το ίδιο αποτέλεσµα σε µικρότερη ποσότητα συµπλόκου. Οι τιµές 

αναστολής της LOX είναι πολύ µικρές, δείχνοντας την ικανότητα των συµπλόκων 1-3 να 

προσδένονται στην LOX και να την αναστέλλουν ισχυρά. Πιθανόν, τα σύµπλοκα 

προσδένονται στην LOX, η οποία βρίσκεται στο µιτοχόνδριο. Με την αναστολή της LOX 
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το κύτταρο επάγει την απόπτωση µέσω του µιτοχονδριακού ή ενδογενούς µονοπατιού, 

ελευθερώνοντας το κυτόχρωµα c και επάγοντας τις κασπάσες.  

 Τέλος, έχει αποδειχτεί (Lazarou K. et al 2010, Ozturk I. et al 2010, Kouroulis K.N. 

et al 2009, Abdellah M.A. et al 2009, Xanthopoulou M.N. et al 2008, Xanthopoulou M.N. 

et al 2007, Xanthopoulou M.N. et al 2003) ότι η αναστολή της λιποξυγενάσης σχετίζεται 

µε την κυτταροστατικότητα των συµπλόκων σε καρκινικά κύτταρα. Η µεγάλη δράση των 

συµπλόκων 1-3 έναντι µαστικών και λειοµυοσαρκωµατικών κυττάρων µπορεί να 

οφείλεται στην ανασταλτική τους δράση έναντι του ενζύµου της λιποξυγενάσης.  

 

Πίνακας 5 

Σύµπλοκα LOX activity (IC50 µM) 

1 2.3 

2 7.6 

3 7.2 

AspH >300 

Tpp 51.4 

Cisplatin 65.9 
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 Η µελέτη της παρεµπόδισης των ενζύµων αποκαλύπτει πληροφορίες για την 

εξειδίκευση τους, την αρχιτεκτονική του ενζύµου καθώς και χαρακτηριστικά της κινητικής 

τους (Σταµάτης Χ. 2007). Για τον διευκρινισµό της αναστολής της LOX από τα σύµπλοκα 

1-3, µελετήθηκε ο τρόπος αναστολής τους (αντιστρεπτός ή µη αντιστρεπτός αναστολέας).  

 Οι αναστολείς διακρίνονται σε αντιστρεπτούς και µη αντιστρεπτούς. Ο 

αντιστρεπτός αναστολέας έχει την ικανότητα να δεσµεύεται µε το ένζυµο αντιστρεπτά, 

ουσιαστικά αποµακρύνεται εύκολα, αποκτώντας το ένζυµο ξανά την δραστικότητά του 

(Σταµάτης Χ. 2007).  

 Σε αντίθεση, ο µη αντιστρεπτός αναστολέας, συνδέεται ισχυρά, κυρίως µε 

οµοιοπολικό δεσµό και µόνιµα µε το ένζυµο, αδρανοποιώντας τον οριστικά (Σταµάτης Χ. 

2007). 

Εικόνα 30: H αναστολή (%) της LOX συναρτήσει των συγκεντρώσεων 

των συµπλόκων 1-3. 
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 Ο αντιστρεπτός ή µη τρόπος αναστολής των συµπλόκων 1-3 ελέγχθηκε µε επώαση 

των συµπλόκων µε το υπόστρωµα σε διαφορετικούς χρόνους επώασης, αποδεικνύοντας 

ότι οι αναστολείς είναι αντιστρεπτοί. Στην συνέχεια µελετήθηκε ο τρόπος µηχανισµού 

αναστολής των αντιστρεπτών συµπλόκων 1-3 ως προς την LOX. 

 Οι κατηγορίες παρεµπόδισης της ενζυµικής δράση είναι (Σταµάτης Χ. 2007): 

Συναγωνιστική παρεµπόδιση (competitive inhibition) 

 Στην περίπτωση αυτή, ο αναστολέας συναγωνίζεται πολλές φόρες για την ίδια 

θέση του ενζύµου µε τον υπόστρωµα, και το αντίστροφο. Συνήθως, ο αναστολέας είναι 

µία ένωση που έχει ανάλογη δοµή ή προέρχεται από µετατροπή του πραγµατικού 

υποστρώµατος ή ένα εναλλακτικό υπόστρωµα ή προϊόν ενζυµικής δράσης (Σταµάτης Χ. 

2007).  

Μη συναγωνιστική παρεµπόδιση (non competitive inhibition) 

 Ο µη συναγωνιστικός αναστολέας δεν επηρεάζει την πρόσδεση του υποστρώµατος 

στο ένζυµο. Το υπόστρωµα και ο αναστολέας συνδέονται µε το ένζυµο µε αντιστρεπτό 

τρόπο µε διαφορετική σειρά και σε διαφορετικό σηµείο πρόσδεσης (Σταµάτης Χ. 2007).  

Ανταγωνιστική παρεµπόδιση (uncompetitive inhibition) 

 O αναστολέας προσδένεται αντιστρεπτά στο σύµπλοκο ενζύµου-υποστρώµατος, 

σχηµατίζοντας ένα ανενεργό σύµπλοκο ένζυµο-υπόστρωµα-αναστολέα που δεν έχει την 

ικανότητα να προσδεθεί στο ελεύθερο ένζυµο. Αυτό το είδος παρεµπόδισης, εµφανίζεται 

σε ενζυµικές αντιδράσεις µε περισσότερα από ένα υποστρώµατα (Σταµάτης Χ. 2007).  

Μικτή παρεµπόδιση (mixed noncompetitive inhibition) 

 O αναστολέας επηρεάζει τόσο την καταλυτική ικανότητα του ενζύµου, 

δηµιουργώντας το σύµπλοκο ένζυµο-υπόστρωµα-αναστολέας, αλλά και την ικανότητα 

πρόσδεσης του υποστρώµατος στο ένζυµο (Σταµάτης Χ. 2007). 
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 H παρουσία ενός αναστολέα προκαλεί µεταβολές στις σταθερές κινητικές 

σταθερές: σταθερά Michaelis σύνδεσης (Km) και µέγιστη ταχύτητα αντίδρασης (Vmax)  που 

υπολογίζονται από τα διαγράµµατα Lineweaver-Burk. 

 Η σταθερά Km αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του υποστρώµατος στην οποία η 

ταχύτητα της αντίδρασης ισούται µε το µισό της µέγιστης ταχύτητας της ενζυµικής 

δράσης, µε την προϋπόθεση ότι τυχόν άλλα υποστρώµατα βρίσκονται σε κορεσµό. Η 

σταθερά Km εξαρτάται από το υπόστρωµα, το pH, την θερµοκρασία και την ιοντική ισχύ 

(Σταµάτης Χ. 2007). 

 Η σταθερά Vmax είναι η µέγιστη ταχύτητα της ενζυµικής αντίδρασης που 

επιτυγχάνεται όταν η συγκέντρωση του υποστρώµατος βρίσκεται σε επίπεδο κορεσµού και 

όταν το ένζυµο συµµετέχει στον σχηµατισµό του συµπλόκου ένζυµο-υπόστρωµα. Η 

σταθερά Vmax εξαρτάται από την συγκέντρωση του ενζύµου (Σταµάτης Χ. 2007).  

 Ο τρόπος µηχανισµού αναστολής των αντιστρεπτών συµπλόκων 1-3 ως προς την 

LOX, µελετήθηκε σε πολλές συγκεντρώσεις υποστρώµατος. Τα διαγράµµατα Lineweaver-

Burk παρατίθενται στην Εικόνα 31, καθώς και οι σταθερές Km, Vmax στον Πίνακα 6 

παρουσία και απουσία συµπλόκων 1-3. Τα σύµπλοκα 1 και 2 αναστέλλουν το ένζυµο µε 

µικτή παρεµπόδιση, λόγω του ότι µειώνεται η Vmax και µεγαλώνει η Km απουσία 

συµπλόκου. Σε αυτό το είδος αναστολής, το σύµπλοκο ένζυµο-αναστολέας και το 

σύµπλοκο ένζυµο-υπόστρωµα-αναστολέας σχηµατίζονται συγχρόνως. Στην περίπτωση 

του συµπλόκου 3, ο µηχανισµός αναστολής είναι η ανταγωνιστική παρεµπόδιση, όπου 

µειώνονται οι σταθερές Km και Vmax, απουσία συµπλόκου. Σε αυτό το είδος παρεµπόδισης 

το σύµπλοκο ένζυµο-υπόστρωµα-αναστολέας σχηµατίζεται πριν το σχηµατισµό του 

συµπλόκου ένζυµο-υπόστρωµα. 
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Πίνακας 6 

 

 1 
DMSO 

1 
2 

DMSO 
2 

3 
DMSO 

3 

Km (mM) 0.051 0.045 0.052 0.042 0.032 0.083 

Vmax (mM/sec) (x10-4) 0.140 0.259 0.232 0.321 0.157 0.491 

 

 

Εικόνα 31: ∆ιαγράµµατα Lineweaver-Burk παρουσία και απουσία 

συµπλόκων 1-3 
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4.8. Θεωρητικοί υπολογισµοί πρόσδεσης της LOX στα σύµπλοκα 1-3  

 

 Θεωρητικοί υπολογισµοί για την ικανότητα πρόσδεσης της LOX στα σύµπλοκα 1-

2 πραγµατοποιήθηκαν σε συνεργασία µε τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Κουρκουµέλη 

 Τα σύµπλοκα ελλιµενίζονται σε δύο διαφορετικές περιοχές του ενζύµου LOX, 

δείχνοντας τον διαφορετικό τρόπο δράσης τους.  

 Το σύµπλοκο 1 προσδένεται σε µία περιοχή όγκου 256 Å από τα αµινοξέα Ala569, 

Arg360, Arg588, Asn355, Asn502, Asn573, Asp408, Asp411, Asp578, Asp584, Cys357, 

Gln579, Ile359, Ile412, Leu407, Leu501, Lys587, Met406, Met497, Ser498, Trp574, 

Tyr409, Tyr493, Tyr571, Val358, Val570 και Val575. ∆εσµοί υδρογόνου πρωτεϊνών-

υποκαταστάτη µεταξύ του Ο του υποκαταστάτη και του Ν της Arg360 και του Ο της 

Tyr493. Η ενέργεια σχηµατισµού του συµπλόκου ενζύµου-αναστολέα είναι -76.7 kJ/mol. 

 Το σύµπλοκο 2 προσδένεται σε µια υδροφοβική περιοχή της LOX, όγκου 573 Å, 

και σε µία µικρότερη περιοχή όγκου 160 Å. Τα αµινοξέα, που απαρτίζουν αυτή την θήκη 

πρόσδεσης είναι Ala76, Arg767, Asn128, Asn769, Asp760, Asp768, Gln766, Glu78, 

Glu761, Gly75, Gly765, His771, Leu74, Lys110, Met15, Phe782, Pro770, Thr73, Trp772 

και Val762. ∆εσµοί υδρογόνου δηµιουργούνται µεταξύ του ακέτυλου-Ο και του Ν της 

Arg767. Η µικρότερη ενέργεια σχηµατισµού του συµπλόκου ενζύµου-αναστολέα είναι -

55.7 kJ/mol. Για αυτή την θέση πρόσδεσης και την τιµή ενέργειας σχηµατισµού οι δεσµοί 

υδρογόνου συνεισφέρουν κατά 7% ενώ σηµαντική συνεισφορά έχουν και στερεοχηµικές 

αλληλεπιδράσεις. Οι θέσεις σύνδεσης για το σύµπλοκο ενζύµου-αναστολέα φαίνονται στο 

Εικόνα 32, η σφαίρα υποδεικνύει την ενεργή θέση της για τους αναστρέψιµους αναστολείς 

(Xanthopoulou M.N. et al 2008). Αποδεικνύεται ότι το σύµπλοκο 2 δεσµεύεται στην LOX 

στην ίδια περιοχή που όλοι οι αναστρέψιµοι αναστολείς προσδένονται, ενώ το σύµπλοκο 1 

σε διαφορετική περιοχή. 
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4.9. Αποτελέσµατα για την αλληλεπίδραση των συµπλόκων 1-3 µε το DNA 

 

 Το DNA αποτελεί ένα κύριο στόχο για τα µεταλλικά σύµπλοκα (Komoret A.C. al 

2013) για αυτό το λόγο είναι ζωτική σηµασίας να ερευνηθεί ο τρόπος πρόσδεσης του 

µεταλλικού συµπλόκου µε το DNA. Σύµφωνα µε το J. Reedijk, µία προϋπόθεση για να 

θεωρηθεί ένα σύµπλοκο αντικαρκινικό είναι η ικανότητα του αν προσδένεται στο DNA.  

 Η ηλεκτρονική φασµατοσκοπία απορρόφησης (Uv-Vis) µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

στην µελέτη των ιδιοτήτων σύνδεσης των µεταλλικών συµπλοκών µε το DNA. 

Υπερχρωισµός (αύξηση της απορρόφησης) ή υποχρωισµός (µείωση της απορρόφησης) 

µπορεί να παρατηρηθούν κατά την συµπλοκοποίηση του DNA µε τα σύµπλοκα 1-3. Ο 

υποχρωισµός υποδηλώνει παρεµβολή και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις (Afrati T. et 

Εικόνα 32: Οι περιοχές πρόσδεσης του συµπλόκου ένζυµου-αναστολέα. Η 

πράσινη σφαίρα υποδηλώνει το ενεργό κέντρο του ενζύµου. 
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al 2010). Ενώ, ο υπερχρωισµός υποδηλώνει σπάσιµο των δεσµών υδρογόνου, της δοµής 

του DNA (Afrati T. et al 2010).  

 Η Εικόνα 33 παρουσιάζει τα διαγράµµατα DNA σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

συµπλόκων 1-3. Παρατηρείται ότι υπάρχει αύξηση της απορρόφησης στα σύµπλοκα 1-3. 

Στην περίπτωση του συµπλόκου 1, µε ορθο-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ, η απορρόφηση 

αυξάνεται κατά 47.2%, στην περίπτωση 2, µε ασπιρίνη, η απορρόφηση αυξάνεται κατά 

36.3%, ενώ στην περίπτωση του συµπλόκου 3, µε παρα-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ, η 

απορρόφηση αυξάνεται 36.5% αλλά παρατηρείται και συγχρόνως µετατόπιση στο λmax 

(µείωση του λmax) (Πίνακας 7). 

 Στην περίπτωση των συµπλόκων 1-2, η απορρόφηση συνεχώς αυξάνεται, χωρίς να 

υπάρχει µετατόπιση στο λmax. Ο υπερχρωισµός που παρατηρείται υποδηλώνει την σύνδεση 

του συµπλόκου µε το DNA, η οποία µπορεί να είναι εξωτερικής φύσεως ή να έχει την 

ικανότητα το σύµπλοκο να ξετυλίγει την ελικοειδή δοµή του DNA (Πίνακας 7).  

 O υπερχρωισµός που παρατηρείται στην περίπτωση του συµπλόκου 3, σχετίζεται 

γραµµικά µε τις αυξανόµενες συγκεντρώσεις του συµπλόκου. Υποδηλώνοντας, το 

σπάσιµο των δεσµών υδρογόνου και συνεπώς και της δευτεροταγής δοµής του DNA 

(Πίνακας 7).  

 Οι σταθερές πρόσδεσης των συµπλόκων 1-3 ως προς το DNA (Κb), µελετήθηκαν 

από τα διαγράµµατα της Εικόνας 34, µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις συµπλόκων 1-3. Οι 

σταθερές πρόσδεσης (Κb) είναι για τα σύµπλοκα 1-3: (13.3±6.5) x104 (1), (11±2.8) x104 

(2) και (27.7±7.9) x104  για το 3 σύµπλοκο, δείχνοντας ισχυρή αλληλεπίδραση µε το DNA.  

 Το σηµαντικό είναι ότι οι υποκαταστάτες salH2 και η aspH, παρουσιάζουν 

µικρότερες σταθερές Κb. Οι τιµές Κb των συµπλόκων 1-2 είναι 20 και 65 φορές 

ισχυρότερες από ότι οι αντίστοιχοι υποκαταστάτες ορθο-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ ή ασπιρίνη. 
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Παρουσιάζοντας την σηµαντικότητα του µετάλλου στην ένταξη του µε τους 

υποκαταστάτες. Επίσης, οι τιµές Κb των συµπλόκων 1-3 είναι ισχυρότερα από την τιµή Κb 

του cisplatin (2-5 φορές). 

 Οι διαφορετικές τιµές Κb των συµπλόκων 1-3 µπορεί να οφείλονται στην 

ικανότητα ή όχι των συµπλόκων να σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου. Το σύµπλοκο 3 

(παρα-ύδροξυ-βενζοϊκο οξύ), σχηµατίζει ενδοµοριακούς και διαµοριακούς δεσµούς 

υδρογόνου, µε αποτέλεσµα να έχει την µεγαλύτερη τιµή Κb. Το -ΟΗ του παρα-ύδροξυ-

βενζοϊκο οξύ είναι αποπροστατευµένο και δηµιουργεί δεσµούς υδρογόνου. Το σύµπλοκο 

1, σχηµατίζει µόνο ενδοµοριακούς δεσµούς υδρογόνου, εµφανίζει την δεύτερη µεγαλύτερη 

τιµή Κb, ενώ το σύµπλοκο 2, το οποίο δεν έχει την δυνατότητα να σχηµατίσει δεσµούς 

υδρογόνου έχει την µικρότερη σταθερά σύνδεσης. Αποδεικνύοντας την σηµασία των 

δεσµών υδρογόνου στην αλληλεπίδραση τους µε το DNA.  

 Στην βιβλιογραφία, τετραεδρικά σύµπλοκα µε δοµή [Ag(Tpms)], 

[Ag(Tpms)(PPh3)], Ag(Tpms)(PCy3)], [Ag(PTA)][BF4] και [Ag(Tpms)(PTA)], όπου 

{Tpms= tris(pyrazol-1-yl)-methanesulfonate, PPh3= triphenylphosphane, PCy3= 

tricyclohexylphosphane, PTA= 1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane} προκαλούν 

υποχρωισµό και οι σταθερές πρόσδεσης είναι µεγαλύτερες από του ΑgNO3, εκτός του 

συµπλόκου [Ag(Tpms)(PTA)] (Pettinari C. et al 2011). Η διαφορετική αλληλεπίδραση των 

συµπλόκων µε το DNA, πιθανόν να οφείλεται στην διαφορετική φύση των 

υποκαταστατών.  
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Πίνακας 7 
 

Σύµπλοκα Κb (M
-1) 

∆λ 
(nm) 

Shift 
Υπερχρωισµός/
Υποχρωισµός 

H (%) Ref. 

1 (13.3±6.5) x104 - - Hyper 47.2  

2 (11±2.8) x104 - - Hyper 36.3  

3 (27.7±7.9) x104 4 Blue Hyper 36.5  

Cisplatin (5.73±0.45)x104 - - - - 
N’soukpoe-

Kossi C.N. et 
al 2008 

salH2 (6.7±0.2) x103 - - - - 
Bathaiea 
S.Z. et al 

2010 

aspH (1.7±0.7) x103 - - - - Bathaiea S.Z 
et al 2010 
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Εικόνα 33: ∆ιαγράµµατα UV DNA παρουσία και απουσία συµπλόκων 1-3 
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Εικόνα 34: ∆ιαγράµµατα UV DNA παρουσία και απουσία συµπλόκων 1-3, για τον 
υπολογισµό  Kb 
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4.10. Θεωρητικοί υπολογισµοί πρόσδεσης των συµπλόκων 1-3 µε το DNA 

 

 Οι θεωρητικοί υπολογισµοί πραγµατοποιήθηκαν για να επιβεβαιώσουν τον τρόπο 

σύνδεσης των συµπλόκων 1-3 µε το DNA (Εικόνα 35). Όλα τα σύµπλοκα γειτνιάζουν µε 

την κυτοσίνη 18. Τα σύµπλοκα 1 και 3 αλληλεπιδρούν µε το B-DNA σε περιοχές πλούσιες 

σε γουανίνη-κυτοσίνη στην µικρή αύλακα του DNA. Τα σύµπλοκα 1 και 3 σχηµατίζουν 

δεσµούς υδρογόνου µεταξύ του O(4) του C(18) και της πολικής οµάδας του ΟΗ. Αυτή η 

αλληλεπίδραση έχει ως αποτέλεσµα την σταθεροποίηση του συµπλόκου µε το DNA 

ιδιαίτερα στην περίπτωση του συµπλόκου 3, το οποίο το µη-προστατευµένο ΟΗ 

δηµιουργεί δεσµούς υδρογόνου. Η σταθεροποίηση επιτυχαίνεται και µε αλληλεπιδράσεις 

van der Waals. Το σύµπλοκο 2, καταλαµβάνει µεγάλο όγκο σε σχέση µε τους άλλους 

υποκαταστάτες, παρουσιάζοντας ισχυρές στερικές αλληλεπιδράσεις και συνδέεται στην 

µεγάλη αύλακα. Ίσως η σύνδεση τους συµπλόκου 2 στην µεγάλη αύλακα το διαφοροποιεί 

σε σχέση µε τα υπόλοιπα σύµπλοκα και εµφανίζει την µικρότερη τιµή Kb. Συνήθως η 

µεγάλη αύλακα προσελκύει ογκώδη µόρια. Οι περιοχές αδενίνης-θυµίνης έχουν την 

ικανότητα να δηµιουργούν δεσµούς van der Waals, δεδοµένου ότι είναι στενότερες σε 

σύγκριση µε τις περιοχές γουανίνης-κυτοσίνης. Οι περιοχές αδενίνης-θυµίνης είναι 

κατάλληλες για την τον ελλιµενισµό µικρών ευέλικτων µορίων (Sahoo B.K. et al 2008). 

Παρόλο αυτά, τα σύµπλοκα προτιµούν τις περιοχές γουανίνης-κυτοσίνης πιθανόν γιατί 

είναι ογκώδη µόρια µε µη ευέλικτο σκελετό.  

 Ο πινάκας 8 δείχνει την συγγένεια και την ενέργεια του κάθε συµπλόκου µε το 

DNA. Οι αρνητικές τιµές δείχνουν αυξηµένη προσδεσιµότητα των συµπλόκων ως προς το 

DNA,  
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Πίνακας 8 
 

Σύµπλοκα Binding energy (kcal mol-1) Conformation energy(kcal mol-1) 

1 -26.9 -90.2 

2 -29.4 -110.9 

3 -44 -127.6 

 

 

 

4.11. Αποτελέσµατα τοξικότητας in vivo 

 

 Το σύµπλοκο 2, το οποίο περιέχει ασπιρίνη δόθηκε στα πειραµατόζωα Wistar Rat, 

σε διαφορετικές δόσεις για να ελεγχθεί η τοξικότητα του.  

Εικόνα 35: Περιοχές πρόσδεσης των συµπλόκων 1-3 µε το DNA. Τα 

σύµπλοκα 1-3 αλληλεπιδρούν µε το DNA σε περιοχές πλούσιες µε γουανίνη 

και κυτοσίνη στην µικρή αύλακα.  
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 Αρχικά, εξετάστηκε η οξεία τοξικότητα η οποία υποδηλώνει τον βαθµό της 

τοξικότητας µιας χηµικής ουσίας σε σχέση µε την δόση, τις παρενέργειες και τα τοξικά 

αποτελέσµατα που προκαλεί η χηµική ουσία, το σύµπλοκο. H µελέτη αυτή, µπορεί να 

διαρκέσει τουλάχιστον 5 ηµέρες αλλά όχι περισσότερο από 14 ηµέρες σε µια µόνο δόση 

(Souza A. Torsoni et al 2002, Aranowska K. et al 2006, OECD 423).  

 Οι επίµυες Wistar Rat, χωρίστηκαν σε τέσσερις οµάδες των πέντε ατόµων η κάθε 

οµάδα. Η πρώτη οµάδα έλαβε σύµπλοκο δόσης 0.5 mg/kg, η δεύτερη οµάδα έλαβε 

σύµπλοκο δόσης 5 mg/kg και η τρίτη οµάδα έλαβε σύµπλοκο δόσης 50 mg/kg. Ενώ 

υπήρχε και η οµάδα ελέγχου που λάµβανε τον διαλύτη της ουσίας (DMSO) µε ορό. σε 

τελικό όγκο ενός ml. Στην κάθε οµάδα πραγµατοποιήθηκε µόνο µια ένεση του συµπλόκου. 

Μετά την λήψη της δόσης του συµπλόκου, τα ζώα δεν εµφάνισαν κανένα σύµπτωµα κατά 

την διάρκεια των 14 ηµερών όπου και θυσιάστηκαν την 14η ηµέρα. Το µοναδικό 

σύµπτωµα που εµφάνισαν οι επίµυες είναι η απώλεια τριχών κυρίως στην δόση των 50 

mg/kg συµπλόκου, το οποίο αποδεικνύεται από τα ιστολογικά δείγµατα δέρµατος, στους 

τριχοθύλακες. 

 Η πρώτη οµάδα των ζώων που έλαβαν σύµπλοκο 0.5 mg/kg δεν παρουσιάζουν 

καµµία µεταβολή στο µέσο βάρος τους σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου. Σε αντίθεση, οι 

οµάδες 2 και 3 όπου έλαβαν δόσεις 5 mg/kg και 50 mg/kg του συµπλόκου αντίστοιχα, 

παρουσιάζουν αύξηση (2%) και µείωση (2%) του βάρους τους, αντίστοιχα σε σχέση µε 

την οµάδα ελέγχου. Πιθανόν αυτή η διαφορά να οφείλεται σε στατιστικό λάθος (Πίνακας 

9). 

 Η ιστολογική τοµή του νεφρού δεν παρουσιάζει ουσιώδη ιστοπαθολογικά 

ευρήµατα όταν λαµβάνεται σε δόσεις συµπλόκου 0.5 mg/kg και 5 mg/kg, σε σύγκριση µε 

την οµάδα ελέγχου. Σε αντίθεση, η δόση των 50 mg/kg του συµπλόκου εµφανίζει µία ήπια 
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υδρωπική εκφύλιση στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων που επενδύουν τα ουροφόρα 

σωληνάρια (Εικόνα 36). 

 Οι ιστολογικές τοµές της καρδιάς και του σπλήνα δεν εµφανίζουν ουσιώδη 

ιστοπαθολογικά ευρήµατα όταν το σύµπλοκο χορηγείται σε δόσεις των 0.5 mg/kg, 5 

mg/kg  και 50 mg/kg, σε σύγκριση µε την οµάδα ελέγχου (Εικόνα 37-38).  

 Η ιστολογική τοµή του ήπατος δεν εµφανίζει ουσιώδη ιστοπαθολογικά ευρήµατα  

όταν το σύµπλοκο λαµβάνεται σε δόση των 0.5 mg/kg. Όταν χορηγείται το σύµπλοκο σε 

επίµυες σε δόσεις των 5 mg/kg και 50 mg/kg τότε παρουσιάζεται µία ήπια διάταση των 

κολποειδών, σε σύγκριση µε την οµάδα ελέγχου (Εικόνα 39).  

 Η ιστολογική τοµή του πνεύµονα παρουσιάζει αιµορραγική διήθηση στις 

κυψελίδες όταν λαµβάνεται το σύµπλοκο στην δόση των 0.5 mg/kg. Αντίθετα, ήπια 

αιµορραγική διήθηση στις κυψελίδες παρουσιάζεται όταν λαµβάνεται το σύµπλοκο από 

τους επίµυες στην δόση των 5 mg/kg. Ήπια σύµπτηξη των κυψελίδων και ήπιο οίδηµα 

παρουσιάζεται, όταν λαµβάνεται στην δόση των 50 mg/kg από τους επίµυες (Εικόνα 40).  

 Τέλος, σε ιστολογικές τοµές δέρµατος παρατηρήθηκε ήπια ελάττωση των 

τριχοθυλάκων όταν το σύµπλοκο λαµβάνεται σε δόση των 50 mg/kg (Εικόνα 41).  

 Συµπερασµατικά, το σύµπλοκο της ασπιρίνης όταν λαµβάνεται από τους επίµυες 

σε δόση των 0.5 mg/kg προκαλεί µόνο ήπιες αλλοιώσεις στον πνεύµονα. Η δεύτερη 

µεγαλύτερη δόση (5 mg/kg) όταν χορηγείται στους επίµυες προκαλεί στο ήπαρ διάταση 

των κολποειδών και στους πνεύµονες ήπια αιµορραγική διήθηση των κυψελίδων και ήπιο 

οίδηµα σε ποσοστό µικρότερο του 10%. Τέλος, η µεγαλύτερη δόση (50 mg/kg) όταν 

χορηγείται στους επίµυες προκαλεί σηµαντικότερα προβλήµατα σε περισσότερα όργανα 

(ήπαρ, πνεύµονες, νεφρό) και στο απώλεια τριχών στο δέρµα. Στο ήπαρ προκαλεί διάταση 

των κολποειδών, στους πνεύµονες προκαλεί ήπια σύµπτηξη των κυψελίδων και ήπιο  

οίδηµα σε ποσοστό µικρότερο του 10%, στο νεφρό, ήπια υδρωπική εκφύλιση στο 



ΧΡΙΣΤΙΝΑ Ν. ΜΠΑΝΤΗ 
 
 

121 

κυτταρόπλασµα των κυττάρων που επενδύουν τα ουροφόρα σωληνάρια και προκαλεί στο 

δέρµα αραίωση των τριχών. Το πιο σηµαντικό εύρηµα είναι ότι το σύµπλοκο της 

ασπιρίνης δεν προκάλεσε τον θάνατο στους επίµυες στις δόσεις που χορηγήθηκε το 

σύµπλοκο (0.5 mg/kg, 5 mg/kg και 50 mg/kg). 

 

 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

∆. Οµάδα ελέγχου 
 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Εικόνα 36: Ιστολογικη τοµή νεφρού (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

∆. Οµάδα ελέγχου 
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A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

∆. Οµάδα ελέγχου 
 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 
 

Εικόνα 37: Ιστολογική Τοµή καρδιάς (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

∆. Οµάδα ελέγχου 
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Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

∆. Οµάδα ελέγχου 
 

Εικόνα 38: Ιστολογική Τοµή σπλήνα (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

∆. Οµάδα ελέγχου 
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∆. Οµάδα ελέγχου Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

Εικόνα 39: Ιστολογική τοµή ήπατος (κεντρική φλέβα, µεγέθυνση x400, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

∆. Οµάδα ελέγχου 
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A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

∆. Οµάδα ελέγχου 
 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 
 

Εικόνα 40: Ιστολογική Τοµή πνεύµονα (µεγέθυνση x400, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

∆. Οµάδα ελέγχου 
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Πίνακας 9 
 

Acute toxicity Weight Day 0 (gr) Weight Day 14 (gr) ∆W 

Control 170.8±14.6 192.4±17.7 12.6% 

Group 1 (0.5 mgr/kgr) 178.8±9.5 200.4±8.0 12.1% 

Group 2 (5 mgr/kgr) 168.0±5.6 191.8±5.6 14.2% 

Group 3 (50 mgr/kgr) 180.2±11.2 199.2±10.4 10.5% 

 
 
 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 
 

Εικόνα 41: Ιστολογική Τοµή ∆έρµατος (τριχοθυλάκες µεγέθυνση x400, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 50 mgr/Kg 

∆. Οµάδα ελέγχου 
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4.12. Υποχρόνια τοξικότητα 

 

 Η υποχρόνια τοξικότητα εκτιµάται χρησιµοποιώντας επαναλαµβανόµενες δόσεις  

του φαρµάκου µε βάση τις παρατηρήσεις που πραγµατοποιήθηκαν στην οξεία τοξικότητα. 

Η υποχρόνια τοξικότητα των 90 ηµερών παρέχει πληροφορίες για τους πιθανούς 

κινδύνους που µπορεί να προκληθούν από την επαναλαµβανόµενη έκθεση του φαρµάκου 

και παρέχει πληροφορίες για τις επιπτώσεις στα όργανα, την δυνατότητα συσσώρευσης 

του φαρµάκου αλλά σε ποια δόση το φάρµακο δεν επηρεάζει το πειραµατόζωο (OECD 

408). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι σύµφωνη µε την µέθοδο του OECD 

(Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 408).  

 Οι δόσεις του συµπλόκου που έλαβαν οι επίµυες είναι 0.5 mg/kg (αποτέλεσαν την 

1η οµάδα), 5 mg/kg (αποτέλεσαν την 2η οµάδα). Από την οξεία τοξικότητα του 

απορρίφθηκε η δόση συµπλόκου των 50 mg/kg λόγω ότι προκαλεί προβλήµατα στα 

παρακάτω εσωτερικά όργανα (ήπαρ, πνεύµονες, νεφρό) και στο δέρµα. Μετά το πέρας των 

90 ηµερών τα ζώα θυσιάστηκαν. Κατά την διάρκεια των 90 ηµερών, δεν παρατηρήθηκε 

απώλεια τριχών σε καµµία από τις οµάδες όπου χορηγήθηκε το σύµπλοκο, καθώς και 

κανένα πειραµατόζωο δεν πέθανε κατά την διάρκεια των 90 ηµερών.  

 Οι επίµυες που έλαβαν το σύµπλοκο σε δόση των 0.5 mg/kg (1η οµάδα), 

εµφανίζουν άυξηση του µέσου βάρους τους σε σχέση µε του επίµυες που έλαβαν την δόση 

των 5 mg/kg (2η οµάδα). Πιθανόν, το σύµπλοκο της ασπιρίνης, επηρεάζει το βάρος των 

ζώων σε δόση µεγαλύτερη των 0.5 mg/kg (Πίνακας 10).  

 Η ιστολογική τοµή του νεφρού εµφανίζει ήπιο οίδηµα των ουροφόρων 

σωληναρίων σε δόσεις του συµπλόκου 0.5 mg/kg και 5 mg/kg. Σε αντίθεση, στην οξεία 
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τοξικότητα η ιστολογική τοµή των νεφρών δεν εµφανίζουν ουσιώδη ιστοπαθολογικά 

ευρήµατα σε σύγκριση µε την οµάδα ελέγχου, στις αντίστοιχες δόσεις (Εικόνα 42).  

 Οι ιστολογικές τοµές της καρδιάς και του σπλήνα δεν παρουσιάζουν ουσιώδη 

ιστοπαθολογικά ευρήµατα στις δόσεις του συµπλόκου 0.5 mg/kg και 5 mg/kg, το οποίο 

παρατηρήθηκε και στην οξεία τοξικότητα, στις αντίστοιχες δόσεις του συµπλόκου, που 

χορηγήθηκαν στους επίµυες (Εικόνα 43-44). 

 Η ιστολογική τοµή του ήπατος (κεντρική φλέβα) µετά από χορήγηση συµπλόκου 

δόσης 0.5 mg/kg παρουσιάζει ήπια διάταση των κολποειδών ενώ στην δόση του 

συµπλόκου 5 mg/kg δεν παρουσιάζει ουσιώδη ιστοπαθολογικά ευρήµατα στην ιστολογική 

τοµή της κεντρικής φλέβας του ήπατος. Στην οξεία τοξικότητα, η δόση του συµπλόκου 

των 5 mg/kg παρουσιάζει ήπια διάταση των κολποειδών, ενώ η δόση του συµπλόκου των 

0.5 mg/kg δεν προκαλούσε κάποιο πρόβληµα στο ήπαρ (Εικόνα 45). 

 Η ιστολογική τοµή των πνευµόνων εµφανίζει ήπια αιµορραγική διήθηση στις 

κυψελίδες και ήπιο οίδηµα στην δόση του συµπλόκου των 0.5 mg/kg. Ενώ στην δόση του 

συµπλόκου των 5 mg/kg παρουσιάζει µέτρια πύκνωση κυψελίδων και ήπιο οίδηµα, 

παρόµοια συµπτώµατα µε της οξείας τοξικότητας (Εικόνα 46).  

 Τέλος, οι ιστολογικές τοµές του δέρµατος (τριχοθύλακες) παρουσιάζουν ότι το 

σύµπλοκο σε δόσεις των 0.5 mg/kg και 5 mg/kg προκαλεί ήπια απώλεια των τριχών 

(Εικόνα 47). 

 Συµπερασµατικά, το σύµπλοκο της ασπιρίνης όταν χορηγείται σε δόση των 0.5 

mg/kg προκαλεί ήπιες αλλοιώσεις στο νεφρό, στην κεντρική φλέβα του ήπατος, στον 

πνεύµονα και στους τριχοθύλακες. Χωρίς κατά την διάρκεια των 90 ηµερών να προκαλεί 

θάνατο στους επίµυες. Όταν το σύµπλοκο χορηγείται σε µεγαλύτερη δόση των 5 mg/kg 

προκαλεί ήπιες αλλοιώσεις στο νεφρό, στην κεντρική φλέβα του ήπατος, στον πνεύµονα 

και στους τριχοθύλακες. Όπως παρουσιάζεται στην οξεία τοξικότητα δεν προκαλούνται 
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αλλοιώσεις στην καρδιά και στον σπλήνα από την δράση του συµπλόκου. Σε αντίθεση, 

στην περίπτωση του πνεύµονα, όπου η χορήγηση του συµπλόκου σε δόση των 5 mg/kg 

προκαλεί αλλοιώσεις στον πνεύµονα µε µέτρια πύκνωση των κυψελίδων και ήπιο οίδηµα. 

Τέλος, κανένας επίµυς δεν πέθανε κατά την διάρκεια του πειράµατος, κανένας δεν 

εµφάνισε κάποιο άλλο εµφανές σύµπτωµα εκτός της µικρή απώλεια τριχών που 

παρατηρήθηκε µακροσκοπικά αλλά και από την ιστολογική τοµή του δέρµατος. 

 

 

 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

Εικόνα 42: Ιστολογικη τοµή νεφρού (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
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Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Εικόνα 44: Ιστολογική Τοµή σπλήνα (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Εικόνα 43: Ιστολογική Τοµή καρδιάς (µεγέθυνση x400, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
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Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Εικόνα 45: Ιστολογική τοµή ήπατος (κεντρική φλέβα, µεγέθυνση x400, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 
Εικόνα 46: Ιστολογική Τοµή πνεύµονα (µεγέθυνση x400, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
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Πίνακας 10 

 

 Weight Day 0 (gr) Weight Day 90 (gr) ∆W (%) 

Group 0.5mgr/kg 201±9 234±14 16.7 

Group 5mgr/kg 203±44 224±16 10.6 

 
 

4.13. Αποτελέσµατα καρκινογένεσης σε Wistar Rat 

 

 Τα πειράµατα της καρκινογένεσης, πραγµατοποιήθηκαν σε  δυο στάδια. Στο πρώτο 

στάδιο, οι επίµυες αφού δέχτηκαν ένεση υποδόρια λειοµυοσαρκωµατικών κυττάρων (LMS 

κύτταρα), άρχισε η χορήγηση του συµπλόκου σε δόσεις των 0.5 mgr/kg και 5 mgr/kg 

συµπλόκου µετά το πέρας των 5 ηµερών από την ένεση των καρκινικών κυττάρων. 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 
 

Εικόνα 47: Ιστολογική Τοµή ∆έρµατος (τριχοθυλάκες µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mgr/Kg 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mgr/Kg 
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 Στο δεύτερο στάδιο, οι επίµυες δεχτήκαν ένεση υποδόρια λειοµυοσαρκωµατικών 

κυττάρων (LMS κύτταρα) και εφόσον προηγήθηκε η εµφάνιση του καρκινικού όγκου, 

άρχισε η χορήγηση του συµπλόκου σε δόσεις των 0.5 mgr/kg και 5 mgr/kg.  

 Στο πρώτο στάδιο του πειράµατος, οι επίµυες, οι οποίοι έλαβαν σύµπλοκο σε δόση 

των 0.5 mgr/kg ανέπτυξαν καρκινικό όγκο, σε αντίθεση µε τους επίµυες που τους 

χορηγήθηκε δόση συµπλόκου 5 mgr/kg και δεν εµφάνισαν καρκινικό όγκο. Οι επίµυες 

θυσιάστηκαν µε αιθέρα την 150η ηµέρα από την ένεση των LMS κυττάρων. Στα δύο 

στάδια του πειράµατος, υπήρχε οµάδα ελέγχου, η οποία δεν έλαβε κανένα είδος θεραπείας, 

ενώ τους είχε πραγµατοποιηθεί ένεση καρκινικών κυττάρων. 

 Οι επίµυες, οι οποίοι έλαβαν θεραπεία µε σύµπλοκο δόσης 0.5 mgr/kg εµφάνισαν 

νεοπλασµατική µάζα. Μικροσκοπικά, στην ιστολογική τοµή του νεοπλάσµατος 

αναγνωρίστηκαν µικρές εστίες νέκρωσης σε σύγκριση µε του επίµυες που δεν τους 

χορηγήθηκε κανένα είδος θεραπείας. Επίσης, δεν παρουσιάζεται κανένα είδος τοξικότητας 

στα εσωτερικά όργανα των επίµυων. Η οµάδα που της χορηγήθηκε σύµπλοκο δόσης 0.5 

mgr/kg αποτελούνταν από δύο επίµυες. Το µέγεθος του νεοπλάσµατος στον έναν επίµυ 

αυξήθηκε κατά 43.8%, ενώ στο άλλο ζώο της οµάδας µειώθηκε κατά 35.4%. Ο ένας 

επίµυς επιβίωσε 15 ηµέρες και ο δεύτερος 25 ηµέρες περισσότερες από την οµάδα 

ελέγχου, η οποία δεν έλαβε κανένα είδος θεραπείας. Σε όλα τα ζώα χορηγήθηκε όλη η 

θεραπεία του συµπλόκου (σύνολο έξι ενέσεων), δόσεως 0.5 mgr/kg, πριν πεθάνουν 

(Εικόνα 48-49).  

 Η δεύτερη οµάδα των επίµυων αποτελούνταν από δύο ζώα, στα όποια τους 

χορηγήθηκε σύµπλοκο δόσης 5 mgr/kg. Οι επίµυες, δεν εµφάνισαν καρκινικό όγκο και οι 

ιστολογικές τοµές των οργάνων δεν παρουσίασαν καµµία µικροσκοπική µεταβολή σε 

σύγκριση µε την οµάδα έλεγχου. Η παραπάνω παρατήρηση έρχεται σε αντίθεση µε τα 



∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 
 

  134 

αποτελέσµατα της οξείας και της υποχρόνιας τοξικότητας, όπου εµφανίζονταν αλλοιώσεις 

στον νεφρό, στον πνεύµονα και στους τριχοθύλακες.  

 Στο δεύτερο στάδιο του πειράµατος, η θεραπεία των επίµυων άρχισε µετά την 

ανάπτυξη όγκου. Παρατηρείται η ύπαρξη µεγάλου ποσοστού νέκρωσης στα ζώα, τα οποία 

έλαβαν θεραπεία µε σύµπλοκο δόσης 5 mgr/kg και µικρό ποσοστό νέκρωσης στα ζώα που 

τους χορηγήθηκε σύµπλοκο δόσης 0.5 mgr/kg. Κανένα ζώο δεν εµφάνισε τοξικότητα σε 

κάποιο όργανο λόγω του φαρµάκου.  

 Τα ζώα που έλαβαν θεραπεία µε σύµπλοκο δόσης 0.5 mgr/kg, το ένα από τα δύο 

ζώα εµφάνισε καρκινικό όγκο και δέχτηκε µόνο τις τέσσερις από τις έξι ενέσεις συνολικά. 

Επιβίωσε 3 ηµέρες περισσότερες σε σχέση µε τα ζώα που δεν δέχτηκαν κανένα είδος 

θεραπείας. Το µέσος βάρος του καρκινικού όγκου ήταν κατά 33% µικρότερος σε σχέση µε 

την οµάδα ελέγχου. Το δεύτερο ζώο δεν δηµιούργησε καρκινικό όγκο, επιβίωσε µέχρι και 

την 150η ηµέρα, όπου θυσιάστηκε. ∆έχτηκε όλη την θεραπεία, µε το σύνολο των έξι 

ενέσεων του συµπλόκου, δόσης 0.5 mgr/kg. Το ζώο που ανέπτυξε όγκο ήταν κατά 33.3% 

µικρότερος σε σχέση µε τα ζώα που δεν δεχτήκανε φάρµακο (Εικόνα 48-49). 

 Τα δύο ζώα που έλαβαν σύµπλοκο δόσης 5 mgr/kg έζησαν 4 και 6 ηµέρες 

περισσότερο. Το µέγεθος του καρκινικού όγκου, στο ένα ζώο, αυξήθηκε κατά 21.0% και 

στο δεύτερο µειώθηκε κατά 19.1%, σε σχέση µε τους επίµυες που δεν δέχτηκαν κανένα 

είδος θεραπείας. Το ποσοστό της νέκρωσης που προκάλεσε το σύµπλοκο είναι µεγάλο και 

είναι σηµαντική η απουσία τοξικότητας στα εσωτερικά όργανα σε δόση συµπλόκου 5 

mgr/kg (Εικόνα 48-49). 

 Από τις παρακάτω Εικόνες 50-54, φαίνεται ότι η δόση του συµπλόκου των 5 

mgr/kg προκαλεί µεγαλύτερες εστίες νέκρωσης στους επίµυες, από αυτούς που τους 

έλαβαν σύµπλοκο δόσης 0.5 mgr/kg. Επίσης, οι επίµυες που δεν έλαβαν κανένα είδος 

θεραπείας, τα δύο από τα τρία ζώα συνολικά, εµφάνισαν εξοµυελική αιµοποίηση 
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(καταστροφή του µυελού των οστών, αδυναµία να παράξουν κύτταρα του αίµατος και 

αδυναµία να αντιµετωπίσουν µολύνσεις). Πιθανόν, το παραπάνω εύρηµα να προκαλείται 

λόγω του ενοφθαλµισµού των λειοµυοσαρκωµατικών καρκινικών κυττάρων και όχι λόγω 

της χορήγησης του συµπλόκου. Να σηµειωθεί ότι  στην οξεία και στην υποχρόνια 

τοξικότητα δεν εµφανίστηκε παρόµοιο σύµπτωµα στους επίµυες. Ένας επίµυς από την 

οµάδα ελέγχου, ο οποίος δεν δέχτηκε θεραπεία µε το σύµπλοκο, πέθανε από λοίµωξη και 

όχι λόγω της ανάπτυξης καρκινικού όγκου του καρκίνου, επίσης είχε εµφανίσει 

εξοµυελική αιµοποίηση (Εικόνα 50-54).  

 Τα ζώα που δέχτηκαν σύµπλοκο δόσης 0.5 mgr/kg, από τους δύο επίµυες, ο ένας 

εµφάνισε εξοµυελική αιµοποίηση ενώ στις δόσεις του συµπλόκου των 5 mgr/kg, µόνο σε 

ένα επίµυ πραγµατοποιήθηκε ιστολογική τοµή του σπλήνα, όπου δεν εµφάνισε κάποια 

αλλοίωση (Εικόνα 50-54). 

 Το σύµπλοκο της ασπιρίνης σε αυτά τα πρωταρχικά in vivo πειράµατα φαίνεται ότι 

προκαλεί νέκρωση του νεοπλασµατικού όγκου, κυρίως στη δόση του συµπλόκου των 5 

mgr/kg. Στην δόση των 0.5 mgr/kg του συµπλόκου προκαλείται µια µικρή µείωση των 

εστιών του νεοπλάσµατος. Το χαρακτηριστικό, είναι ότι οι επίµυες στην οξεία και 

υποχρόνια τοξικότητα είχαν εµφανίσει συµπτώµατα τοξικότητας σε κάποια όργανα 

(νεφρό, πνεύµονα) και πτώση των τριχών. Στα πειράµατα της καρκινογένεσης δεν 

εµφανίζονται τα αντίστοιχα ή άλλα συµπτώµατα και τα εσωτερικά όργανα είναι απολύτως 

φυσιολογικά. Πιθανόν, το νεόπλασµα δεσµεύει τον σύµπλοκο µειώνοντας την τοξικότητα 

στους ιστούς και στα όργανα των επίµυων.  

 Εν κατακλείδι, τα λειοµυοσαρκωµατικά κύτταρα πιθανόν προκαλούν εξοµυελική 

αιµοποίηση στο νεφρό των επίµυων. Αυτό είναι ένα χαρακτηριστικό του νεοπλάσµατος 

και όχι του συµπλόκου, για το λόγο ότι δεν εµφανίζονται παρόµοια χαρακτηριστικά στους 
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επίµυες στα πειράµατα της οξείας και υποχρόνιας τοξικότητας. Το σύµπτωµα της 

εξοµυελικής αιµοποίησης στο νεφρό εµφανίζεται στην δόση του συµπλόκου των 0.5 

mgr/kg αλλά όχι στην δόση του συµπλόκου των 5 mgr/kg. ∆εν µπορεί να ισχυριστεί µε 

ακρίβεια ότι το παραπάνω εύρηµα αποτελεί ένα τυχαίο γεγονός το ότι δεν εµφανίστηκε 

στους επίµυες που έλαβαν θεραπεία, λόγω του µικρού δείγµατος ζώων (Εικόνα 50-54). 
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Β1. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg  
 

Β2. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg 
 

Α2. Οµάδα Ελέγχου  A1. Οµάδα Ελέγχου  

Εικόνα 48: Ιστολογική Τοµή νεοπλάσµατος (µεγέθυνση x100, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A1. Οµάδα Ελέγχου 

Α2. Οµάδα Ελέγχου 

Β1. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg 

Β2. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg 

Οι επίµυες που δεν έλαβαν  θεραπεία, εµφανίζουν µικρές εστίες νέκρωσης. Οι επίµυες 

που έλαβαν δόση συµπλόκου των 0.5 mg/kg εµφανίζουν λίγο µεγαλύτερη έκταση 

νέκρωσης.  
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Β2. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg  
 
 

Β1. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg 
 

A1. Οµάδα Ελέγχου  
 

Α2. Οµάδα Ελέγχου  
 

Εικόνα 49: Ιστολογική Τοµή νεοπλάσµατος (µεγέθυνση x100, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A1. Οµάδα Ελέγχου 

Α2. Οµάδα Ελέγχου 

Β1. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg 

Β2. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg 

Οι επίµυες που δεν έλαβαν  θεραπεία, εµφανίζουν µικρές εστίες νέκρωσης. Οι επίµυες 

που έλαβαν δόση συµπλόκου των 5 mg/kg εµφανίζουν µεγαλύτερη έκταση νέκρωσης.  



ΧΡΙΣΤΙΝΑ Ν. ΜΠΑΝΤΗ 
 
 

139 

 

Γ. Οµάδα Ελέγχου  ∆. Οµάδα Ελέγχου  

Β. Οµάδα Ελέγχου  A. Οµάδα Ελέγχου  

Εικόνα 50: Ιστολογικές Τοµές εσωτερικών οργάνων (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή πνεύµονα  

Β. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή δέρµατος (τριχοθύλακες) 

Γ. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή ήπατος (κεντρική φλέβα) 

∆. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή καρδιάς 

Τα εσωτερικά όργανα των επίµυων που δεν έλαβαν θεραπεία είναι φυσιολογικά και δεν 

παρουσιάζουν κάποιο τοξικολογικό σύµπτωµα.  
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Γ. Οµάδα Ελέγχου  

Β. Οµάδα Ελέγχου  
 

A. Οµάδα Ελέγχου  

Εικόνα 51: Ιστολογικές Τοµές εσωτερικών οργάνων (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή νεφρού 

Β. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή σπλήνα 

Γ. Οµάδα Ελέγχου, Ιστολογική τοµή σπλήνα (εξοµυελική αιµοποίηση) 

Τα εσωτερικά όργανα των επίµυων που δεν έλαβαν θεραπεία είναι φυσιολογικά και 

δεν παρουσιάζουν κάποιο τοξικολογικό σύµπτωµα, εκτός του σπλήνα, ο οποίος 

εµφανίζει εξοµυελική αιµοποίηση.  
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Α. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg  

Γ. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg ∆. ∆όση του συµπλόκου 0. 5 mg/kg  

Β. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg  

Εικόνα 52: Ιστολογικές Τοµές εσωτερικών οργάνων (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg, Ιστολογική τοµή πνεύµονα 

Β. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg, Ιστολογική τοµή ήπατος (κεντρική φλέβα) 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg, Ιστολογική τοµή καρδιάς 

∆. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg, Ιστολογική τοµή νεφρού 

Τα εσωτερικά όργανα των επίµυων που έλαβαν σύµπλοκο δόσης 0.5 mg/kg είναι 

φυσιολογικά και δεν παρουσιάζουν κάποιο τοξικολογικό σύµπτωµα, σε σύγκριση µε τους 

επίµυες που δεν έλαβαν θεραπεία. 
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Α. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg  

Εικόνα 53: Ιστολογική Τοµή σπλήνα (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 0.5 mg/kg, Ιστολογική τοµή σπλήνα 

Η ιστολογική τοµή σπλήνα παρουσιάζει εξοµυελική αιµοποίηση σε επίµυ που έλαβε 

θεραπεία µε 0.5 mg/kg συµπλόκου. 
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Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg  

∆. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg  

Α. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg 
 

Εικόνα 54: Ιστολογικές Τοµές εσωτερικών οργάνων (µεγέθυνση x200, αιµατοξυλίνη-

ηωσίνη). 

A. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg, Ιστολογική τοµή πνεύµονα 

Β. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg, Ιστολογική τοµή δέρµατος (τριχοθύλακες) 

Γ. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg, Ιστολογική τοµή ήπατος (κεντρική φλέβα) 

∆. ∆όση του συµπλόκου 5 mg/kg, Ιστολογική τοµή καρδιάς 

Τα εσωτερικά όργανα (πνεύµονα, καρδια) και το δέρµα των επίµυων που έλαβαν 

σύµπλοκο δόσης 5 mg/kg είναι φυσιολογικά και δεν παρουσιάζουν κάποιο 

τοξικολογικό σύµπτωµα, σε σύγκριση µε τους επίµυες που δεν έλαβαν θεραπεία. Εκτός 

του ήπατος, που παρουσιάζει µια ήπια φλεγµονή. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 Για την πραγµατοποίηση της παρούσας διατριβής σχεδιάστηκαν, συντέθηκαν και 

χαρακτηρίστηκαν τρία σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε σαλικυλικό οξύ και τα παράγωγα του 

(ασπιρίνη) και µε παρα-υδρόξυ-βενζοϊκό οξύ µε τριφαινυλο-φωσφίνη σε συνεργασία µε το 

Εργαστήριο της Βιοανόργανης Χηµείας. Ο τύπος των συµπλόκων είναι [Ag(tpp)2(o-

Hbza)] (1), [Ag(tpp)3(asp)](dmf)}] (2) και [Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3). Τα σύµπλοκα 

αργύρου(Ι) έχουν χαρακτηριστεί µε σηµείο τήξεως, στοιχειακή ανάλυση, φασµατοσκοπία 

υπερύθρου, 1H-NMR, UV-vis, ESI-MS και µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ για να 

επιβεβαιωθεί η δοµή τους.  

 Τα παραπάνω σύµπλοκα διαφέρουν ως προς την ικανότητα να σχηµατίζουν 

δεσµούς υδρογόνου (διαµοριακούς και ενδοµοριακούς). Το σύµπλοκο 1, µε σαλικυλικό 

οξύ έχει την ικανότητα να δηµιουργεί ενδοµοριακούς δεσµούς, το σύµπλοκο 3, µε παρα-

υδρόξυ-βενζοϊκό οξύ σχηµατίζει ενδοµοριακούς δεσµούς και διαµοριακούς δεσµούς 

υδρογόνου. Ενώ το σύµπλοκο 2, µε ασπιρίνη, δεν έχει την ικανότητα να σχηµατίσει 

δεσµούς υδρογόνου, λόγω των στερικών παρεµποδίσεων των οµάδων των υποκατασττών. 

Από την παρούσα διατριβή φαίνεται ότι οι δεσµοί υδρογόνου επηρεάζουν την 

δραστικότητα των συµπλόκων σε σχέση µε τα κυτταρικά οργανίδια (ένζυµα και DNA).  

 Τα σύµπλοκα 1-3, παραµένουν σταθερά σε 48 ώρες µε µελέτη σε 

φασµατοφωτόµετρο ορατού-υπεριώδους και αγωγιµοµετρίας. O χρόνος αυτός είναι 

σηµαντικός γιατί η επώαση των κυττάρων µε τα σύµπλοκα διαρκεί 48 ώρες. Η 

σταθερότητα των συµπλόκων είναι πολύ σηµαντική για την δράση των συµπλόκων και 
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αποδεικνύει ότι δεν διασπώνται κατά την διάρκεια των πειραµάτων αλλά και ότι δεν 

παράγονται ιόντα.  

 Επίσης πραγµατοποιήθηκαν µελέτες για τον υπολογισµό του IC50 των συµπλόκων 

1-3 µε τις µεθόδους ΜΤΤ και Trypan Blue, έναντι καρκινικών σειρών LMS, MCF-7 και 

υγιών ινοβλαστών MRC-5. Οι τιµές IC50 των συµπλόκων 1-3 είναι πολύ µικρές, 

κυµαίνονται από 1.36-2.26 µΜ για τα MCF-7 και από 1.06-1.97 µΜ για τα LMS. Τα 

σύµπλοκα 1-3 έδειξαν επίσης µία εκλεκτικότητα ως προς τα LMS κύτταρα (λόγω της 

µικρότερης τιµής IC50), υποδηλώνοντας µια ευαισθησία του σαρκώµατος έναντι του 

αδενοκαρκινώµατος  των συµπλόκων. Επίσης, σηµαντικό στοιχείο είναι ότι οι τιµές IC50 

των συµπλόκων 1-3 ως προς του υγιείς ινοβλάστες είναι σχετικά µεγαλύτερες από ότι στα 

καρκινικά κύτταρα. Η εκλεκτικότητα έναντι των υγειών κυττάρων σε σχέση µε τα 

καρκινικά (µαστικά και λειοµυοσαρκωµατικά) κύτταρα είναι ένα εξίσου σηµαντικό 

χαρακτηριστικό, για την ανάπτυξη νέων αντικαρκινικών παραγόντων όπως και η χηµική 

σταθερότητα των συµπλόκων J. Reedijk, (Reedijk J. 2003). Τέλος, τα σύµπλοκα 1-3 είναι 

πιο δραστικά 2-3 φορές από ότι το cisplatin, τον νιτρικό άργυρς και τους υποκαταστάτες 

των συµπλόκων tpp (τριφαινυλοφωσφίνη), asp (ασπιρίνη), oHbza (σαλικυλικό οξύ). 

∆είχνοντας την σηµασία ύπαρξη του µετάλλου, το οποίο τροποποιεί εντελώς τις ιδιότητες 

των υποκαταστατών όταν εντάσσεται παρουσία υποκαταστατών.  

 Επίσης µελετήθηκε µικροσκοπικά η µορφολογία των LMS κυττάρων όταν 

επωάστηκαν µε τα σύµπλοκα 1-3. Η µορφολογία των LMS κυττάρων πραγµατοποιήθηκε 

για τον εντοπισµό χαρακτηριστικών απόπτωσης. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι τα 

κύτταρα δεν διατηρούν πλέον την µορφολογία τους, µετά την επώαση τους µε τα 

σύµπλοκα 1-3 (από επιµήκη µετατρέπονται σε στρογγυλά), διακόπτουν την επαφή µεταξύ 

τους, αποκολλούνται από το ταπήτιο του τρυβλίου (αιωρούνται στο τρυβλίο), 

συρρικνώνονται και µειώνεται η ανάπτυξή τους. Τα χαρακτηριστικά αυτά µαρτυρούν 



ΧΡΙΣΤΙΝΑ Ν. ΜΠΑΝΤΗ 
 
 

147 

απόπτωση. Επίσης παρατηρήθηκε ότι µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις συµπλόκων τα 

χαρακτηριστικά γίνονται πιο έντονα και υπήρχαν περισσότερα αποπτωτικά κύτταρα. Στην 

συνέχεια ο αποπτωτικός θάνατος των κυττάρων επιβεβαιώθηκε µε κυτταροµετρία ροής. Η 

κυτταροµετρία ροής πραγµατοποιήθηκε στις τιµές IC50 και σε µεγαλύτερες τιµές από το 

IC50. Τα σύµπλοκα προκαλούν απόπτωση σε µεγάλο ποσοστό σε σχέση µε τα κύτταρα που 

δεν επωάστηκαν µε τα σύµπλοκα, και όχι νέκρωση. Συγκεκριµένα, το σύµπλοκο 1 σε 

συγκέντρωση 2.3µΜ προκαλεί 81.3% απόπτωση, το σύµπλοκο 2 σε συγκέντρωση 1.9µΜ 

προκαλεί απόπτωση 69.4% και τέλος το σύµπλοκο 3, σε συγκέντρωση 3 µΜ προκαλεί το 

υψηλότερο ποσοστό απόπτωσης 89.5%. Tα ποσοστά της νέκρωσης που προκαλούν τα 

παραπάνω σύµπλοκα στις τιµές IC50 και σε τιµές άνω του IC50 κυµαίνονται από 0.8-8.9%. 

Με την κυτταροµετρία ροής, αποδεικνύεται, ότι τα σύµπλοκα 1-3 προκαλούν απόπτωση 

(προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο) στα LMS κύτταρα µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο, 

όµως σε αυτό το στάδιο των πειραµάτων δεν µπορεί να δηλωθεί µε πιο µηχανισµό 

προκαλούν απόπτωση (ενδογενές ή εξωγενές µονοπάτι απόπτωσης).  

 Ένα άλλο χαρακτηριστικό της απόπτωσης είναι ο κατακερµατισµός του πυρηνικού 

DNA σε θραύσµατα διαφορετικών µεγεθών (DNA laddering), ο οποίος αποδείχτηκε µε 

ηλεκτροφόρηση πυρηνικού DNA κυττάρων LMS µετά από επώαση των συµπλόκων 1-3 

µε τις τιµες IC50 και τιµές άνω του IC50. Από την εικόνα της ηλεκτροφόρησης 

αποδεικνύεται ότι υπάρχει κατακερµατισµός του DNA σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

συµπλόκων 1-3.  

 Για να εξακριβωθεί ο µηχανισµός απόπτωσης (ενδογενές ή εξωγενές µονοπάτι 

απόπτωσης) των συµπλόκων 1-3, µελετήθηκε η ικανότητα τους να αναστέλλουν την 

λιποξυγενάση. Τα σύµπλοκα 1-3 αναστέλλουν ισχυρά την λιποξυγενάση σε 

συγκεντρώσεις από 2.3-7.6 µΜ, ενώ οι υποκαταστάτες δεν έχουν αυτή την δυνατότητα. 
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Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, δεν υπάρχουν άλλα σύµπλοκα αργύρου(Ι) να αναστέλλουν 

την λιποξυγενάση σε αυτό το εύρος συγκεντρώσεων. Το ένζυµο, λιποξυγενάση, 

κατανέµεται κυρίως στα µιτοχόνδρια και έχει βρεθεί ότι η αναστολή του ενζύµου αυτού 

ενεργοποιεί το ενδογενές ή µιτοχονδριακό µονοπάτι της απόπτωσης. Τα σύµπλοκα 

προσδένονται στην λιποξυγενάση, σύµφωνα µε τους θεωρητικούς υπολογισµούς και 

αναστέλλουν ισχυρά την δράση του ενζύµου. Αποδεικνύεται ότι το σύµπλοκο 2 

δεσµεύεται στην LOX στην ίδια περιοχή που όλοι οι αναστρέψιµοι αναστολείς 

προσδένονται, ενώ το σύµπλοκο 1 σε διαφορετική περιοχή µακριά από το ενεργό κέντρο. 

Επίσης τα σύµπλοκα σταθεροποιούνται µε την λιποξυγενάση µε την δηµιουργία δεσµών 

υδρογόνου. Το σύµπλοκο 1 δηµιουργεί δεσµούς υδρογόνου πρωτεϊνών-υποκαταστάτη 

µεταξύ του Ο του υποκαταστάτη και του Ν της Arg360 και του Ο της Tyr493. Το 

σύµπλοκο 2 δηµιουργεί δεσµούς υδρογόνου µεταξύ του ακέτυλου-Ο και του Ν της 

Arg767. Πιθανόν τα σύµπλοκα 1-3, προκαλούν απόπτωση µέσω του ενδογενούς ή 

µιτοχονδριακού µονοπατιού, ελευθερώνοντας τον κυτόχρωµα c από τα µιτοχόνδρια, και 

προκαλώντας τον καταρράκτη της ενεργοποίησης της απόπτωσης. Επίσης, το cisplatin, 

φαίνεται ότι δεν δρα στην λιποξυγενάση και παρουσιάζει πολύ µεγάλο IC50 σε σχέση µε τα 

εξεταζόµενα σύµπλοκα. 

 Επίσης, για να εξηγηθεί το µεγάλο ποσοστό απόπτωσης που προκαλούν τα 

σύµπλοκα µε τις πολύ µικρές τιµές ΙC50, ελέγχθηκε η ικανότητα τους να συνδέονται στο 

DNA. Tα σύµπλοκα 1-3 όταν συνδέονται στο DNA προκαλούν µεγάλο ποσοστό 

υπερχρωισµού και στη περίπτωση του συµπλόκου 3 και µετατόπιση στο λmax. Ο 

υπερχρωισµός που παρατηρείται στα σύµπλοκα 1 και 2 υποδηλώνει την σύνδεση των 

συµπλόκων µε το DNA, η οποία µπορεί να είναι εξωτερικής φύσεως ή να έχει την 

ικανότητα το σύµπλοκο να ξετυλίγει την ελικοειδή δοµή του DNA. O υπερχρωισµός που 

παρατηρείται στην περίπτωση του συµπλόκου 3, υποδηλώνει σπάσιµο των δεσµών 
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υδρογόνου και συνεπώς και της δευτεροταγής δοµής του DNA. Υπολογίστηκαν οι 

σταθερές πρόσδεσης των συµπλόκων 1-3 ως προς το DNA (Κb), (13.3±6.5) x104 (1), 

(11±2.8) x104 (2) και (27.7±7.9) x104 
Μ

-1 για το 3 σύµπλοκο, δείχνοντας ισχυρή 

αλληλεπίδραση µε το DNA.  

 Το σύµπλοκο 3, εµφανίζει το µεγαλύτερο ποσοστό απόπτωσης αλλά και την 

µεγαλύτερη τιµή πρόσδεσης στο DNA. Η ικανότητα του συµπλόκου 3 να σχηµατίζει 

ενδοµοριακούς και διαµορακούς δεσµούς το κάνει πιο ισχυρό και του δίνει την 

δυνατότητα να συνδέεται ισχυρότερα στο DNA και να προκαλεί απόπτωση σε µεγαλύτερο 

ποσοστό. Το σύµπλοκο 1 που δηµιουργεί µόνο ενδοµοριακούς δεσµούς υδρογόνου έχει 

την δεύτερη µεγαλύτερη τιµή Κb. Υποδηλώνοντας ότι τα σύµπλοκα που έχουν την 

ικανότητα να δηµιουργούν δεσµούς υδρογόνου, συνδέονται ισχυρά µε το DNA. Φαίνεται 

ότι η τιµή πρόσδεσης στο DNA σχετίζεται µε την ικανότητα δηµιουργίας δεσµών 

υδρογόνου. Επίσης, οι θεωρητικοί υπολογισµοί, αποδεικνύουν ότι τα σύµπλοκα 1 και 3 

προσδένονται σε περιοχές πλούσιες σε γουανίνη-κυτοσίνη στην µικρή αύλακα του DNA 

πιθανόν γιατί είναι ογκώδη µόρια µε µη ευέλικτο σκελετό. Το σύµπλοκο 2, καταλαµβάνει 

µεγάλο όγκο σε σχέση µε τους άλλους υποκαταστάτες, παρουσιάζοντας ισχυρές στερικές 

αλληλεπιδράσεις και συνδέεται στην µεγάλη αύλακα, ίσως σε αυτό οφείλεται ότι 

διαφοροποιείται σε σχέση µε τα υπόλοιπα σύµπλοκα.  

 Πραγµατοποιήθηκαν κάποια πρωταρχικά πειράµατα µε επίµυες Wistar Rat in vivo. 

Μελετήθηκε η τοξικότητα του συµπλόκου µε ασπιρίνη και εκτιµήθηκε η ικανότητά του να 

εµποδίζει την ανάπτυξη όγκου. Η οξεία τοξικότητα έδειξε, ότι το σύµπλοκο µε ασπιρίνη 

δεν είναι τοξικό µέχρι την δόση των 50 mg/kg και εµφάνιζε προβλήµατα σε ήπαρ, νεφρό, 

πνεύµονες και πτώση των τριχών. Για αυτό το λόγο απορρίφθηκε αυτή η δόση για την 

µελέτη της χρόνια τοξικότητας. Στις µικρότερες δόσεις προκαλεί προβλήµατα σε ήπαρ και 
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πνεύµονες. Στην συνέχεια η υποχρόνια τοξικότητα, το σύµπλοκο προκαλεί τα ίδια 

συµπτώµατα στα όργανα, αλλά δεν προκαλεί τον θάνατο των ζώων που έχουν δεχτεί την 

θεραπεία.  

 Τέλος, στα ζώα προκλήθηκε καρκινογένεση µε ένεση LMS κυττάρων υποδόρια. Η 

δόση των 5 mg/kg δείχνει ένα µικρό ποσοστό νέκρωσης του όγκου αλλά χωρίς να 

εµφανίζει τοξικότητα στα όργανα και στου ιστούς. Πιθανόν, ελκύεται από τα καρκινικά 

κύτταρα και µειώνεται η τοξικότητά της.  
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6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

1. Τρία σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε σαλικυλικό οξύ και τα παράγωγα του (ασπιρίνη) και 

µε παρα-υδρόξυ-βενζοϊκό οξύ µε τριφαινυλο-φωσφίνη σχεδιάστηκαν, συντέθηκαν και 

χαρακτηρίστηκαν για πρώτη φόρα 

 

• Ο τύπος των συµπλόκων είναι [Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1), 

[Ag(tpp)3(asp)](dmf)}] (2) και [Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3). 

 

• Τα σύµπλοκα αργύρου(Ι) χαρακτηρίστηκαν µε σηµείο τήξεως, στοιχειακή 

ανάλυση, φασµατοσκοπία υπερύθρου, 1H-NMR, UV-vis, ESI-MS και µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ  

 

2. Τα σύµπλοκα διαφέρουν ως προς την ικανότητα να σχηµατίζουν δεσµούς 

υδρογόνου (διαµοριακούς και ενδοµοριακούς).  

 

• Το σύµπλοκο 1 δηµιουργεί ενδοµοριακούς δεσµούς, το σύµπλοκο 2 δεν 

έχει την ικανότητα να σχηµατίσει δεσµούς υδρογόνου, λόγω των στερικών 

παρεµποδίσεων των οµάδων των υποκατασττών το σύµπλοκο 3, σχηµατίζει 

ενδοµοριακούς δεσµούς και διαµοριακούς δεσµούς υδρογόνου.  

 

• Τα σύµπλοκα 1-3, παραµένουν σταθερά σε 48 ώρες µε µελέτη σε 

φασµατοφωτόµετρο ορατού-υπεριώδους και αγωγιµοµετρίας.  
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• Τα σύµπλοκα 1-3 δεν διασπώνται κατά την διάρκεια των πειραµάτων αλλά 

και δεν παράγονται ιόντα.  

 

3. Πραγµατοποιήθηκαν µελέτες για τον υπολογισµό του IC50 των συµπλόκων 1-3 µε 

τις µεθόδους ΜΤΤ και Trypan Blue, έναντι καρκινικών σειρών LMS, MCF-7 και 

υγιών ινοβλαστών MRC-5.  

 

• Οι τιµές IC50 των συµπλόκων 1-3 είναι πολύ µικρές, κυµαίνονται από 1.36-

2.26 µΜ για τα MCF-7 και από 1.06-1.97 µΜ για τα LMS. 

 

4. Τα σύµπλοκα 1-3 έδειξαν επίσης µία εκλεκτικότητα ως προς τα LMS κύτταρα 

(υποδηλώνοντας µια ευαισθησία του σαρκώµατος έναντι του αδενοκαρκινώµατος των 

συµπλόκων.  

 

• Οι τιµές IC50 των συµπλόκων 1-3 ως προς του υγιείς ινοβλάστες είναι 

σχετικά µεγαλύτερες από ότι στα καρκινικά κύτταρα.  

 

• Τα σύµπλοκα 1-3 είναι πιο δραστικά 2-3 φορές από ότι το cisplatin, τον 

νιτρικό άργυρο και τους υποκαταστάτες των συµπλόκων tpp 

(τριφαινυλοφωσφίνη), asp (ασπιρίνη), oHbza (σαλικυλικό οξύ).  

 

5. Επίσης µελετήθηκε µικροσκοπικά η µορφολογία των LMS κυττάρων όταν 

επωάστηκαν µε τα σύµπλοκα 1-3. 
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• Μετά την επώαση των LMS κυττάρων µε τα σύµπλοκα 1-3 παρατηρείται 

ότι τα LMS κύτταρα διακόπτουν την επαφή µεταξύ τους, αποκολλούνται από το 

ταπήτιο του τρυβλίου συρρικνώνονται και µειώνεται η ανάπτυξή τους. Τα 

χαρακτηριστικά αυτά µαρτυρούν απόπτωση.  

 

• Ο αποπτωτικός θάνατος των κυττάρων επιβεβαιώθηκε µε κυτταροµετρία 

ροής.  

 

6. Τα σύµπλοκα προκαλούν απόπτωση σε µεγάλο ποσοστό σε σχέση µε τα κύτταρα 

που δεν επωάστηκαν µε τα σύµπλοκα, και όχι νέκρωση.  

 

• Τα σύµπλοκα 1-3 προκαλούν απόπτωση (προγραµµατισµένο κυτταρικό 

θάνατο) στα LMS κύτταρα µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο 

 

7. Aποδείχτηκε µε ηλεκτροφόρηση πυρηνικού DNA των κυττάρων LMS ο 

κατακερµατισµός του πυρηνικού DNA σε θραύσµατα διαφορετικών µεγεθών (DNA 

laddering), µετά από επώαση των συµπλόκων 1-3 µε τις τιµες IC50 και τιµές άνω του 

IC50.  

 

8. Τα σύµπλοκα 1-3 αναστέλλουν ισχυρά την λιποξυγενάση σε συγκεντρώσεις από 

2.3-7.6 µΜ, ενώ οι υποκαταστάτες δεν έχουν αυτή την δυνατότητα.  

 

• Η αναστολή της λιποξυγενάσης ενεργοποιεί το ενδογενές ή µιτοχονδριακό 

µονοπάτι της απόπτωσης.  
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• Σύµφωνα µε τους θεωρητικούς υπολογισµούς, τα σύµπλοκα προσδένονται 

στην λιποξυγενάση, και αναστέλλουν ισχυρά την δράση του ενζύµου 

 

• Τα σύµπλοκα σταθεροποιούνται µε την λιποξυγενάση µε την δηµιουργία 

δεσµών υδρογόνου.  

 

• Τα σύµπλοκα 1-3, προκαλούν απόπτωση µέσω του ενδογενούς ή 

µιτοχονδριακού µονοπατιού, ελευθερώνοντας τον κυτόχρωµα c από τα 

µιτοχόνδρια, και προκαλώντας τον καταρράκτη της ενεργοποίησης της 

απόπτωσης. 

 

9. Το cisplatin δεν δρα στην λιποξυγενάση και παρουσιάζει πολύ µεγάλο IC50 σε 

σχέση µε τα εξεταζόµενα σύµπλοκα. 

 

10. Tα σύµπλοκα 1-3 όταν συνδέονται στο DNA προκαλούν µεγάλο ποσοστό 

υπερχρωισµού και στη περίπτωση του συµπλόκου 3 και µετατόπιση στο λmax.  

 

• Ο υπερχρωισµός που παρατηρείται στα σύµπλοκα 1 και 2 υποδηλώνει την 

σύνδεση των συµπλόκων µε το DNA, η οποία µπορεί να είναι εξωτερικής 

φύσεως ή να έχει την ικανότητα το σύµπλοκο να ξετυλίγει την ελικοειδή δοµή 

του DNA.  



ΧΡΙΣΤΙΝΑ Ν. ΜΠΑΝΤΗ 
 
 

155 

• Ο υπερχρωισµός που παρατηρείται στην περίπτωση του συµπλόκου 3, 

υποδηλώνει σπάσιµο των δεσµών υδρογόνου και συνεπώς και της δευτεροταγής 

δοµής του DNA.  

 

• Το σύµπλοκο 3, εµφανίζει το µεγαλύτερο ποσοστό απόπτωσης αλλά και 

την µεγαλύτερη τιµή πρόσδεσης στο DNA. 

 

11. Η ικανότητα του συµπλόκου 3 να σχηµατίζει ενδοµοριακούς και διαµορακούς 

δεσµούς το κάνει πιο ισχυρό και του δίνει την δυνατότητα να συνδέεται ισχυρότερα 

στο DNA και να προκαλεί απόπτωση σε µεγαλύτερο ποσοστό.  

 

• Το σύµπλοκο 1 που δηµιουργεί µόνο ενδοµοριακούς δεσµούς υδρογόνου 

έχει την δεύτερη µεγαλύτερη τιµή Κb. Υποδηλώνοντας ότι τα σύµπλοκα που 

έχουν την ικανότητα να δηµιουργούν δεσµούς υδρογόνου, συνδέονται ισχυρά µε 

το DNA.  

 

• Η τιµή πρόσδεσης στο DNA σχετίζεται µε την ικανότητα δηµιουργίας 

δεσµών υδρογόνου.  

 

• Οι θεωρητικοί υπολογισµοί, αποδεικνύουν ότι τα σύµπλοκα 1 και 3 

προσδένονται σε περιοχές πλούσιες σε γουανίνη-κυτοσίνη στην µικρή αύλακα 

του DNA πιθανόν γιατί είναι ογκώδη µόρια µε µη ευέλικτο σκελετό.  
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• Το σύµπλοκο 2, καταλαµβάνει µεγάλο όγκο σε σχέση µε τους άλλους 

υποκαταστάτες, παρουσιάζοντας ισχυρές στερικές αλληλεπιδράσεις και 

συνδέεται στην µεγάλη αύλακα, ίσως σε αυτό οφείλεται ότι διαφοροποιείται σε 

σχέση µε τα υπόλοιπα σύµπλοκα.  

 

• Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε επίµυες Wistar Rat in vivo. Μελετήθηκε 

η τοξικότητα του συµπλόκου µε ασπιρίνη σε επίµυες Wistar Rat in vivo. 

 

12. Η οξεία τοξικότητα έδειξε, ότι το σύµπλοκο µε ασπιρίνη δεν είναι τοξικό µέχρι την 

δόση των 50 mg/kg και εµφάνιζε προβλήµατα σε ήπαρ, νεφρό, πνεύµονες και πτώση 

των τριχών. 

 

• Η υποχρόνια τοξικότητα έδειξε ότι το σύµπλοκο προκαλεί τα ίδια 

συµπτώµατα στα όργανα, αλλά δεν προκαλεί τον θάνατο των ζώων που έχουν 

δεχτεί την θεραπεία.  

 

• Στα ζώα προκλήθηκε καρκινογένεση µε ένεση LMS κυττάρων υποδόρια. Η 

δόση των 5 mg/kg δείχνει ένα µικρό ποσοστό νέκρωσης του όγκου αλλά χωρίς 

να εµφανίζει τοξικότητα στα όργανα και στου ιστούς. Πιθανόν, ελκύεται από τα 

καρκινικά κύτταρα και µειώνεται η τοξικότητά της.  
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7. ΠΕΡΙΛΗΨΕΙΣ  

Περίληψη στην Ελληνική 
 

 Σχεδιάστηκαν, συντέθηκαν και χαρακτηρίστηκαν τρία σύµπλοκα αργύρου(Ι) µε 

σαλικυλικό οξύ και τα παράγωγα του (ασπιρίνη) και µε παρα-υδρόξυ-βενζοϊκό οξύ µε 

τριφαινυλο-φωσφίνη, µε δοµή [Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1), [Ag(tpp)3(asp)](dmf)}] (2) και 

[Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3). Τα σύµπλοκα 1-3 χαρακτηρίστηκαν µε σηµείο τήξεως, στοιχειακή 

ανάλυση, φασµατοσκοπία υπερύθρου, 1H-NMR, UV-vis, ESI-MS και µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. 

 Τα σύµπλοκα 1-3 διαφέρουν ως προς την ικανότητα να σχηµατίζουν δεσµούς 

υδρογόνου. Το σύµπλοκο 1, έχει την ικανότητα να δηµιουργεί ενδοµοριακούς δεσµούς, το 

σύµπλοκο 2, δεν έχει την ικανότητα να σχηµατίζει δεσµούς υδρογόνου και το σύµπλοκο 3 

σχηµατίζει ενδοµοριακούς και διαµοριακούς δεσµούς υδρογόνου.  

 Για την εκτίµηση της κυτταροτοξικότητας των συµπλόκων, πραγµατοποιήθηκαν 

µελέτες για τον υπολογισµό του IC50 µε τις µεθόδους ΜΤΤ και Trypan Blue, έναντι 

καρκινικών σειρών LMS, MCF-7 και υγιών ινοβλαστών MRC-5. Τα σύµπλοκα 1-3 

έδειξαν επίσης µία εκλεκτικότητα ως προς τα LMS κύτταρα, υποδηλώνοντας µια 

ευαισθησία του σαρκώµατος έναντι του αδενοκαρκινώµατος. Οι τιµές IC50 των 

συµπλόκων 1-3 ως προς του υγιείς ινοβλάστες είναι µεγαλύτερες από ότι στα καρκινικά 

κύτταρα. Τα σύµπλοκα 1-3 είναι 2-3 φορές πιο δραστικά από ότι το cisplatin, τον νιτρικό 

άργυρο και τους υποκαταστάτες των συµπλόκων.  

 Για να εκτιµηθεί αρχικά η ικανότητα των συµπλόκων να προκαλούν απόπτωση, 

µελετήθηκε η µορφολογία των LMS κυττάρων µετά από επώαση τους µε τα σύµπλοκα 1-

3. Παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα δεν διατηρούν την µορφολογία τους αλλά αποκτούν 
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χαρακτηριστικά τα οποία µαρτυρούν απόπτωση. Στην συνέχεια, ο αποπτωτικός θάνατος 

των κυττάρων επιβεβαιώθηκε µε κυτταροµετρία ροής. Τα σύµπλοκα προκαλούν 

απόπτωση µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο. 

 Επιπλέον, η απόπτωση επιβεβαιώθηκε και µε ηλεκτροφόρηση πυρηνικού DNA 

κυττάρων LMS µετά από επώαση των συµπλόκων 1-3. Η εικόνα της ηλεκτροφόρησης 

αποδεικνύεται ότι υπάρχει κατακερµατισµός του DNA. 

 Για την εξακρίβωση του µηχανισµού απόπτωσης, µελετήθηκε η ικανότητα των 

συµπλόκων 1-3 να αναστέλλουν την λιποξυγενάση. Τα σύµπλοκα 1-3 αναστέλλουν ισχυρά 

την λιποξυγενάση σε συγκεντρώσεις από 2.3-7.6 µΜ, ενώ οι υποκαταστάτες δεν έχουν 

αυτή την ιδιότητα. Η αναστολή και η πρόσδεση των συµπλόκων 1-3 ισχυροποιείται και µε 

τους θεωρητικούς υπολογισµούς. Πιθανόν τα σύµπλοκα 1-3, προκαλούν απόπτωση µέσω 

του ενδογενούς ή µιτοχονδριακού µονοπατιού, ελευθερώνοντας τον κυτόχρωµα c από τα 

µιτοχόνδρια, και προκαλώντας τον καταρράκτη της απόπτωσης.  

 Επίσης, για να εξηγηθεί το µεγάλο ποσοστό απόπτωσης που προκαλούν τα 

σύµπλοκα µε τις πολύ µικρές τιµές ΙC50, ελέγχθηκε η ικανότητα τους να συνδέονται στο 

DNA πειραµατικά και µε θεωρητικούς υπολογισµούς. Tα σύµπλοκα 1-3 όταν συνδέονται 

στο DNA προκαλούν µεγάλο ποσοστό υπερχρωισµού υποδηλώνοντας πραγµατοποιείται 

σύνδεση των συµπλόκων µε τις αύλακες του DNA. 

 Συµπερασµατικά, αποδείχτηκε ότι τα σύµπλοκα που έχουν την ικανότητα να 

δηµιουργούν δεσµούς υδρογόνου, συνδέονται ισχυρά µε το DNA και ότι η τιµή πρόσδεσης 

στο DNA σχετίζεται µε την ικανότητα δηµιουργίας δεσµών υδρογόνου. Στην συνέχεια, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε επίµυες Wistar Rat in vivo. Μελετήθηκε η τοξικότητα 

του συµπλόκου µε ασπιρίνη και εκτιµήθηκε η ικανότητά του να εµποδίζει την ανάπτυξη 

όγκου. Η οξεία τοξικότητα έδειξε, ότι το σύµπλοκο µε ασπιρίνη δεν είναι τοξικό µέχρι την 

δόση των 50 mg/kg και εµφάνιζε προβλήµατα σε ήπαρ, νεφρό, πνεύµονες και πτώση των 



ΧΡΙΣΤΙΝΑ Ν. ΜΠΑΝΤΗ 
 
 

159 

τριχών. Στην υποχρόνια τοξικότητα, το σύµπλοκο προκαλεί τα ίδια συµπτώµατα στα 

όργανα, αλλά δεν προκαλεί τον θάνατο των ζώων που έχουν δεχτεί την θεραπεία.  

 Τέλος, στα ζώα προκλήθηκε καρκινογένεση µε ένεση LMS κυττάρων υποδόρια. Η 

δόση των 5 mg/kg δείχνει ένα µικρό ποσοστό νέκρωσης του όγκου αλλά χωρίς να 

εµφανίζει τοξικότητα στα όργανα και στου ιστούς.  
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Περίληψη στην Αγγλική 

 

 Three new novel complexes of silver(I) with salicylic acid and its derivatives 

(aspirin) and para-hydroxy - benzoic acid with triphenyl phosphine, are designed, 

synthesized and characterized by melting point, elemental analysis, infrared spectroscopy, 

1H-NMR, UV-vis, ESI-MS and X-ray crystallography. The formulae of the complexes are 

[Ag(tpp)2(o-Hbza)] (1), [Ag(tpp)3(asp)](dmf)}] (2) and [Ag(tpp)2(p-Hbza)] (3). 

 The complexes 1-3 differed in their ability to form hydrogen bonds. The complex 1 

has the ability to form intramolecular bonds, complex 2 has no ability to form hydrogen 

bonds and complex 3 forms intramolecular and intermolecular hydrogen bonds. 

 The cytotoxicity of complexes was calculated  by MTT and Trypan Blue methods, 

against tumor lines LMS, MCF-7 and normal fibroblast MRC-5. 

 Complexes 1-3 showed selectivity to the LMS cells, indicating sensitivity to 

sarcoma instead of adenocarcinoma. The IC50 values of complexes 1-3 are higher to lung 

human fibroblasts (MCF-7) than that in the cancer cell lines (LMS and MCF-7). 

Complexes 1-3 are 2-3 times more potent than the cisplatin, the silver nitrate and the 

lignads. 

 Initially, in an attempt to evaluate the type of cell death, the alterations in cellular 

morphology observed within cultured and seeded LMS cells after their incubation with 

complexes 1-3. It was observed that the cells do not retain their morphology but acquire 

characteristics which indicate apoptosis. The apoptotic cell death was also confirmed by 

flow cytometry. The complexes induce apoptosis in a dose - dependent manner. To 

ascertain the apoptotic type of  LMS cell death when they are treated with 1–3, DNA 

fragmentation studies were also performed. Complexes 1–3 caused DNA laddering which 
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is a typical pattern of internucleosomal fragmentation 

 To ascertain the mechanism of apoptosis, it was studied the ability of complexes 1-

3 to inhibit lipoxygenase. Complexes 1-3 strongly inhibit lipoxygenase at concentrations of 

2.3-7.6 µM. These results was confirmed by docking studies. The complexes 1-3, maybe 

cause apoptosis through the intrinsic mitochondrial pathway, releasing cytochrome c from 

the mitochondria  and trigger the cascade of apoptosis. 

 In order to be explained the large percentage of apoptosis which is caused by the 

complexes 1-3, it was tested the ability of the complexes to bind to DNA experimentally 

and theoretical. The complexes 1-3 are linked to DNA and cause hypercroism and they can 

dock to the grooves of the DNA (major or minor). 

 In conclusion, it was demonstrated that the complexes have the ability to form 

hydrogen bonds through binding to DNA and the ability of the complexes to bind to DNA 

is associated with the capacity to form hydrogen bond.  

 Finally, experiments were performed in rats Wistar in vivo. It was tested the acute 

and subchronic toxicity of the complex which contain aspirin. Is was also evaluated its 

ability of the complex to prevent tumor development. The acute toxicity showed, that the 

complex with aspirin, is not toxic to the dose of 50 mg/kg. The acute toxicity affects the 

liver, kidney, lungs and it also noticed that the hair falls. In subchronic toxicity, the 

complex causes the same symptoms in the organs , also no animals was died due to the 

toxicity of the complex. Finally, it was induced carcinogenesis in animals through injection 

with LMS cells subcutaneously. The dose of the complex of 5 mg/kg shows a small 

percentage of tumor necrosis and there is no toxicity to the organs and tissues. 
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