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Κεφάλαιο 1: Περίληψη 

Η μελέτη των φυτών έχει αυξηθεί θεαματικά τα τελευταία  χρόνια λόγω των 
ευεργετικών επιδράσεων που  εμφανίζουν εκτός από την  παραδοσιακή χρήση τους 
και στην θεραπεία και πρόληψη ασθενειών. Επιδημιολογικές μελέτες έχουν 
συσχετίσει την κατανάλωση φρούτων και λαχανικών με ευεργετικές επιδράσεις σε 
χρόνιες παθήσεις, οι οποίες αποδόθηκαν στις φυτοχημικές ενώσεις που περιέχουν. 
Εκτός όμως από τις ευεργετικές τους επιδράσεις καλό είναι να να διενεργούνται 
μελέτες προκειμένου να μελετηθούν οι πιθανές τοξικές τους επιδράσεις στους 
οργανισμούς.  

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε  το φυτό φραγκόσυκο  αφού έχει δειχθεί 
από διεθνείς μελέτες ότι εμφανίζει ευεργετικές επιδράσεις σε διάφορα συστήματα. 
Περιέχει αρκετές ουσίες , οι οποίες έχουν σημαντικά  οφέλη για την υγεία  όπως 
υπογλυκαιμική και υπολιπιδαιμική δράση, και αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Αρκετές 
μελέτες έχουν τεκμηριώσει την αφθονία των βιταμινών και ανόργανων συστατικών 
σε κάκτους και το φραγκόσυκο δεν αποτελεί εξαίρεση, αφού είναι μια πολύτιμη πηγή 
θρεπτικών συστατικών και  θεωρείται αντιοξειδωτικό, αντικαρκινικό, 
νευροπροστατευτικό, ηπατοπροστατευτικό κ.α.    

Το εκχύλισμα του φραγκόσυκου από λουλούδια (flowers)  περιέχει διάφορα 
φλαβονοειδή, ενώ η  φλούδα  του φραγκόσυκου (peel), η οποία είναι πλούσια  σε 
βασικά λιπαρά οξέα και λιποδιαλύτες αντιοξειδωτικών, αλλά και οι σπόροι (seeds) 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παρασκευή ελαίου.  Το εκχύλισμα από το  
σκληρό μέρος του φυτού (cladodes)  περιέχει  βιταμίνες, αντιοξειδωτικά και διάφορα 
φλαβονοειδή, που είναι αποτελεσματικά  μέσα δέσμευσης ελεύθερων  ριζών  και 
μπορεί να μειώσει το επίπεδο της χοληστερόλης, να δράσει  κατά του έλκους και να 
βοηθήσει  τους μηχανισμούς που εμπλέκονται σε φλεγμονές καθώς το υδατικό του 
εκχύλισμα  βελτιώνει αξιοσημείωτα την επούλωση του τραύματος. Συνολικά, τα 
εκχυλίσματα από όλα τα μέρη του φυτού είναι πλούσια σε  πολυφαινόλες όπως 
διάφορα φλαβονοειδή και φαινολικά οξέα.  

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν τα υδατικά εκχυλίσματα από διάφορα  
μέρη του φυτού φραγκόσυκου [λουλούδια (flower),  σκληρό μέρος του φυτού 
(cladode), η φλούδα (peel), οι σπόροι (seed) και το σάρκωμα (flesh)] ως προς την 
τοξική αλλά και προστατευτική τους δράση.  

Για τον  τοξικολογικό έλεγχο  χρησιμοποιήθηκαν in vitro συστήματα με 
χρήση ανθρώπινων κυττάρων (κυτταρικές σειρές και πρωτογενείς καλλιέργειες). Πιο 
συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τα  ηπατικά καρκινικά κύτταρα HepG2 και τα 
κύτταρα της μήτρας Hela καθώς και ως πρωτογενή καλλιέργεια χρησιμοποιήθηκαν 
ανθρώπινα λεμφοκύτταρα.   

Αρχικά μελετήθηκε η κυτταροτοξική δράση των  εξεταζόμενων εκχυλισμάτων 
στα ηπατικά κύτταρα  σε 11 συγκεντρώσεις οι οποίες κυμαίνονταν από 5 έως 0.005 
mg/L ενώ στα κύτταρα της μήτρας σε 10 συγκεντρώσεις  που κυμαίνονταν από 2.5 
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έως 0.005 mg/L με την μεθοδο ΜΤΤ .Τα αποτελέσματα των πειραμάτων έδειξαν ότι  
κανένα από τα εκχυλίσματα δεν είχε κυτταροτοξική δράση σε κάποια από τις 
εξεταζόμενες  συγκεντρώσεις στις συγκεκριμένες  καρκινικές κυτταρικές σειρές.   

Στην συνέχεια  προσδιορίστηκε η γονοτοξική δράση των εξεταζόμενων 
υδατικών εκχυλισμάτων του φυτού φραγκόσυκου σε συγκέντρωση 2.5 mg/ml σε 
πειραματικό μοντέλο των HepG2 κυττάρων, χρησιμοποιώντας  τη μέθοδο της 
ηλεκτροφόρησης μεμονομένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης (Comet assay). Στα 
αποτελέσματα των συγκεκριμένων πειραμάτων δεν παρατηρούνται  αλλοιώσεις στο 
γενετικό υλικό, επομένως οι εξεταζόμενες ουσίες δεν εμφανίζουν  γονοτοξικότητα.  

Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη με την μέθοδο Comet διερευνήθηκε και  η 
ικανότητα του φυτού φραγκόσυκου να εμφανίζει προστατευτική δράση έναντι 
αλλοιώσεων στο γενετικό υλικό που προκαλούνται από  μικρές δόσεις υπεροξειδίου 
του υδρογόνου σε in vitro  συνθήκες σε κύτταρα ηπατοκαρκινώματος  ανθρώπου  
HepG2. Παρατηρήθηκε ότι η επώαση των κυττάρων HepG2  στα συγκεκριμένα 
εκχυλίσματα ανέστρεψε πλήρως τις αλλοιώσεις που προκλήθηκαν στο DNA ύστερα 
από την σύντομη επώαση με Η202, υποδεικνύοντας  ότι τα εκχυλίσματα του 
φραγκόσυκου προστατεύουν τα εν λόγω ηπατικά κύτταρα από το οξειδωτικό στρές.  

Μετά την ολοκλήρωση των πειραμάτων με τη χρήση κυττάρων από 
καρκινικές κυτταρικές σειρές, έγιναν ορισμένα πειράματα για να μελετηθεί η 
επίδραση  ορισμένων από τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα (ΟF1-OF3) και σε πρωτογενή 
κύτταρα ανθρώπου (λεμφοκύτταρα) με την μέθοδο ΜΤS. Στα προκαταρκτικά 
πειράματα που έγιναν με τα τρία εξεταζόμενα εκχυλίσματα (OF1, OF2 και OF3)  σε 
δύο συγκεντρώσεις 0.625 mg/ml  και 1,25 mg/ml παρατηρήθηκε πολύ  μικρή 
θνησιμότητα των κυττάρων στην μέγιστη εξεταζόμενη συγκέντρωση.   

Τέλος εφαρμόστηκε η νέα μέθοδος In Cell Western ( ICW) με την οποία 
επιτυγχάνεται ταυτόχρονη ποσοτικοποίηση της κυτταροτοξικότητας και της 
γονοτοξικότητας που προκαλεί η μελετούμενη κάθε φορά ουσία.  Τα αποτελέσματα 
των πειραμάτων αυτών, ήρθαν σε συμφωνία με τα αποτελέσματα των κλασσικών 
μεθόδων μελέτης κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας που εφαρμόστηκαν, 
επαληθεύοντας τα προηγούμενα  αποτελέσματα μας.   

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας παρουσιάστηκαν στο διεθνές 
συνέδριο 63rd International Congress and Annual Meeting of the Society for 
Medicinal Plant and Natural Product Research που έγινε στη Βουδαπέστη 
(Ουγγαρία), 23- 27/8/2015.  
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Abstract 

Opuntia focus Indica is an important food  source with a global distribution 
and a high  nutritional and commercial value. Besides being consumed as food, most 
portions of the cactus plant have been used in folk medicine, e.g as emollient, 
moisturizing, cicatrizing, hypocholesterolemic and hypoglycemic agents. In modern 
times, many studies confirmed the biological efficiency of the plant against several 
diseases as well. In view of the interest paid overtime on O.ficus indicia, we 
performed a comparative study on the chemical content and the biological activity and 
toxicity of the different parts of this cactus species ( Cladode, fruit Flesh, fruit peel, 
flower and seed). 

Plant Material was received from local producers of the southern Peloponnese 
( Greece). Extraction were carried out in H2O using a Branson Ultrasonic bath.  

The MTT ( 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
assay was used to determine viability/cytotocity of HepG2 and Hela cells and the 
Comet assay to determine DNA damage and to investigate potential protective effects 
of the extracts against H2O2 – induced DNA damage. 

Opuntia ficus Indicia ( OF) extracts were neither  cytotoxic to HepG2 and 
Hela cells nor genotoxic to HepG2 cells at all concentration tested. Moreover, a 24h 
incubation with OF extracts significantly reduced H2O2 –induced DNA damage in 
HepG2 cells. As conclusion, the absence of any cytotoxic effect of the extracts in 
combination to the protective, antioxidant and  effect many of them, emphasize the 
potential role of this plant in the overall well being. 
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 Κεφάλαιο 2 : Σκοπός Εργασίας 

Τα τελευταία χρόνια έχει παρατηρηθεί ο προσανατολισμός του γενικού 
πληθυσμού προς  τα προληπτικά μέτρα για την υγεία. Στο πλαίσιο αυτό, η χρήση και 
η μελέτη των φυτών και των φυσικών προϊόντων έχει αυξηθεί θεαματικά τα 
τελευταία 5-10 χρόνια λόγω των ευεργετικών επιδράσεων που παρατηρούνται από 
την παραδοσιακή χρήση τους στην θεραπεία και πρόληψη ασθενειών.  Όπως ένα 
νόμισμα έχει δύο πλευρές, έτσι και στη περίπτωση των φυσικών προϊόντων  έντονη 
έρευνα  σε αυτόν τον τομέα έδειξε ότι η χρήση φυσικών προϊόντων ενδέχεται να έχει  
και αρνητικές πτυχές όπως οι  τοξικές  επιδράσεις που ενδεχομένως προκαλούν σε 
διάφορους οργανισμούς και στον άνθρωπο. Επομένως  ακόμα και για τα φυσικά 
προϊόντα είναι απαραίτητο να διενεργούνται μελέτες προκειμένου να μελετηθούν οι 
πιθανές τοξικές τους επιδράσεις.  

Σκοπός της παρούσας μεταπτυχιακής εργασίας που διεξήχθη στο Εργαστήριο 
Τοξικολογικού Ελέγχου Γεωργικών Φαρμάκων του Μπενακείου Φυτοπαθολογικού 
Ινστιτούτου, ήταν ο τοξικολογικός έλεγχος υδατικών εκχυλισμάτων από διάφορα 
μέρη του φυτού opuntia ficus ευρέως γνωστό ως φραγκόσυκο. Το εν λόγω φυτό έχει 
δειχθεί από διεθνείς μελέτες ότι εμφανίζει ευεργετικές επιδράσεις σε διάφορα 
συστήματα (αντιοξειδωτική δράση, ευεργετική δράση σε έλκος, προστατευτική 
δράση ενάντια σε ηπατοξικές ουσίες,    προστατευτική δράση έναντι  γαστρικών 
αλλοιώσεων).Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν υδατικά εκχυλίσματα του 
ανωτέρω φυτού που παρασκευάστηκαν στο 
Εργαστήριο Φαρμακογνωσίας και Χημείας 
Φυσικών Προϊόντων του Τμήματος 
Φαρμακευτικής του Παν. Αθηνών και είναι 
τα εξής:  

1) Opuntia ficus indicia flower (OF1) 
2) Opuntia ficus indicia cladode (OF2) 
3) Opuntia ficus indicia fruit peel (OF3)  
4) Opuntia ficus indicia seed (OF4) 
5) Opuntia ficus indicia fruit flesh (OF5) 
  

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Μέρη του κακτοειδούς φυτού 
φραγκόσυκου ( Opuntia Ficus Indica) 
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Οι μέθοδοι που εφαρμόστηκαν είναι οι εξής:  

 μελέτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού και κυτταροτοξικότητας με τη χρήση 
χρωμογόνου MTT assay, 

 μελέτη επαγωγής οξειδωτικού stress και γονοτοξικότητας με τη μέθοδο 
COMET assay, 
 μελέτη της κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με την μέθοδο In Cell 
Western ΙCW και μελέτη πιθανής προστατευτικής δράσης έναντι του 
οξειδωτικού stress ή/και της γονοτοξικότητας με τη μέθοδο COMET assay 
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Κεφάλαιο 3:Εισαγωγή 

3.1Φυσικά προϊόντα και βιοδραστικότητα φυσικών μορίων 

3.1.1 Βιολογική Δράση αρωματικών και φαρμακευτικών φυτών 

Τα αρωματικά και φαρμακευτικά φυτά αποτελούν μια αξιόπιστη πηγή για  την 
θεραπεία διαφόρων παθήσεων ( Horeau and Da Silve,1999). Έχουν χρησιμοποιηθεί 

στην παραδοσιακή ιατρική για την 
αντιμετώπιση διαφόρων παθήσεων ή 
συμπτωμάτων όπως εξάντληση, αδυναμία, 
κατάθλιψη, μόλυνση, φλεγμονή (Vieria, 
2010), δυσπεψία και γαστρίτιδα ( 
Hajiimehdripoor et al, 2010) ή για την  
ενίσχυση της μνήμης, βελτίωση της 
κυκλοφορίας, ενίσχυση των αιμοφόρων 
αγγείων ( Wang et al, 2004).Πρόσφατες 
έρευνες έχουν αποδείξει ότι τα φυτά 
αποτελούν πηγή χρήσιμων συστατικών με 
αντιοξειδωτικές ( Zheng and Wang, 2001), 

αντιμικροβιακές ( Monero et al, 2006 ), 
αντιφλεγμονώδεις ( Αl-Sereiti et al, 1999), 

αντι-αλλεργικές ( Ito et al, 1998) και αντικαταθλιπτικές ( Takeda et al, 2002) 
ιδιότητες (Shekarchi et al.,2012). Τα συστατικά  και οι  δευτερογενείς μεταβολίτες 
που έχουν συσχετιστεί με τις παραπάνω ιδιότητες των φυτών είναι κυρίως τα 
φαινολικά συστατικά και  οι τερπενοειδείς ενώσεις (Kiabankt, 2009). 

 

3.1.1.1 Αντιοξειδωτική δράση φυτών και παραγώγων αυτών (ελεύθερες 
ρίζες και οξειδωτικό στρες) 

Στις μέρες μας η έρευνα σχετικά με την αντιοξειδωτική δράση των 
δευτερογενών μεταβολιτών, κυρίως των φαινολικών συστατικών, έχει επικεντρωθεί  
στην μελέτη της βιολογικής τους δράσης, λόγω της χρήσης τους στον τομέα της 
υγείας όσο και στον τομέα  των τροφίμων. 

Σε βιολογικό επίπεδο, το οξυγόνο συμμετέχει στον μεταβολισμό των λιπών, των 
πρωτεϊνών και των υδατανθράκων με σκοπό την παραγωγή ενέργειας. Παρόλα αυτά 
το οξυγόνο είναι έντονα αντιδρών άτομο και είναι πιθανό να δημιουργήσει μόρια που 
ονομάζονται «ελεύθερες ρίζες». Μία ελεύθερη ρίζα είναι οποιαδήποτε ένωση υπάρχει 
ανεξάρτητα και η οποία περιέχει ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια (Halliwell 
et al, 1994). Οι ρίζες  αυτές έχουν την ικανότητα να επιδρούν αρνητικά στα υγιή 

Εικόνα 2: Τα φυτά στην διάθεση της ιατρικής 
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κύτταρα του σώματος, ενώ μπορούν να αντιδράσουν με κυτταρικά λιπίδια, πρωτεΐνες 
και νουκλεικά οξέα, οδηγώντας σε τοπική βλάβη και ενδεχόμενη δυσλειτουργία 
οργάνων και πολύτιμων μορίων όπως το DNA (Aruoma, 1998).  

Οι ελεύθερες ρίζες εκτός από τις επιβλαβείς επιδράσεις τους συμμετέχουν και σε 
διάφορες φυσιολογικές λειτουργίες. Σε χαμηλές έως και μέτριες συγκεντρώσεις 
παίζουν ένα φυσιολογικό ρόλο στην απόπτωση, αγγειακό τόνο, ρύθμιση ορμονών, 
ανοσολογική και προσαρμοστική ανταπόκριση στα ένζυμα. (Kelly 1997). Έτσι στον 
οργανισμό οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί και η παραγωγή των ελεύθερων ριζών 
βρίσκονται σε ισορροπία. Η διαταραχή της ισορροπίας μεταξύ της παραγωγής των 
ελεύθερων ριζών και των αντιοξειδωτικών μηχανισμών, κατά την οποία υπερισχύει η 
πρώτη, ορίζεται ως αντιοξειδωτικό στρες (Halliwell & Gutteridge 1998; Sies 1985). 
Το αντιοξειδωτικό στρες προκαλείται από : 

 Μειωμένη δράση των αντιοξειδωτικών μηχανισμών (εξαιτίας μεταλλάξεων  ή 
επιδράσεων από τοξικούς  παράγοντες) 

 Αυξημένη παραγωγή ελεύθερων ριζών (εξαιτίας έκθεσης των κυττάρων σε 
διάφορους παράγοντες) 

Κατά το οξειδωτικό στρες, η υπεροχή των οξειδωτικών παραγόντων συνήθως 
οδηγεί σε πρόκληση βλαβών στο DNA, τις πρωτεΐνες και τα λιπίδια. Επίσης μπορεί 
να οδηγήσει στον κυτταρικό θάνατο είτε μέσω της νέκρωσης είτε μέσω της 
απόπτωσης. Ωστόσο, οι επιδράσεις των ελεύθερων ριζών και του οξειδωτικού στρες 
εξαρτώνται από τον τύπο των κυττάρων και από το ενδοκυτταρικό φορτίο των 
ελεύθερων ριζών. Έρευνες έχουν συσχετίσει το οξειδωτικό στρες με διάφορες 
ασθένειες όπως ο καρκίνος και οι καρδιαγγειακές παθήσεις (Halliwell, 2001; 
Halliwell & Gutteridge 1998) 

Ευτυχώς ο σχηματισμός των ελεύθερων ριζών μπορεί να περιοριστεί με φυσικό 
τρόπο από ποικιλία ευεργετικών συστατικών που είναι γνωστά ως αντιοξειδωτικά και  
μπορούν να προλαμβάνουν τις αλλοιώσεις που προκύπτουν από την οξείδωση 
(Stanner et al, 2004). Αυτό εξηγεί τον μεγάλο όγκο των ερευνών γύρω από φυσικά 
προϊόντα, αφού είναι πλούσια σε φυσικά αντιοξειδωτικά αλλά και το ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον για τα πιθανά οφέλη της υγείας από φαρμακευτικά φυτά που έχουν την 
ικανότητα δέσμευσης ενεργών μορφών οξυγόνου. Τα τελευταία χρόνια η χρήση των 
φυσικών αντιοξειδωτικών έχει αυξηθεί λόγω της ανησυχίας που προκύπτει για την 
ασφάλεια των συνθετικών αντιοξειδωτικών καθώς φαίνεται να είναι λιγότερο ισχυρά 
και περισσότερο τοξικά (Iragashi et al ,1993, Kozlowska et al, 1990).Τα 
αντιοξειδωτικά αυτά δρουν μαζί με εναλλακτικά φυσικά συστατικά, όπως είναι οι 
φαινόλες των φυτών παρουσιάζοντας υψηλότερη αντιοξειδωτική ικανότητα από αυτή 
των συνθετικών (Beutner et al, 2001, Williams et al, 1999) (Antolocich et al, 2001). 
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3.1.1.2 Αντιμικροβιακή και αντικαρκινική δράση φυτών 

 Η αύξηση της αντοχής των μικροβίων στα αντιβιοτικά και το αναπτυσσόμενο 
ενδιαφέρον για τα φυσικά προϊόντα έχουν κατατάξει τα φαρμακευτικά φυτά στην 
πρώτη γραμμή ως αξιόπιστη πηγή για την ανακάλυψη δραστικών αντιμικροβιακών 
παραγόντων και πιθανώς ακόμη και νέων κατηγοριών αντιβιοτικών (Saleem et al, 
2010). Έχει διαπιστωθεί ότι οι φυσικές ουσίες που απαντούν στα φυτά, έχουν 
ορισμένες φορές αντιβακτηριακές και αντιμυκητιακές δράσεις. Η παρουσία ενός 
ευρέως φάσματος φυτοχημικών παραγόντων όπως τα φαινολικά συστατικά έχει 
προταθεί ότι εμφανίζουν αντιβακτηριακές, αντι-ικες και αντισηπτικές επιδράσεις 
(Romani et al.,2006) αλλά και προστατεύουν το ανθρώπινο σώμα ενάντια σε 
οξειδωτικές βλάβες ( Ksouri et al., 2008) 

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες των φυτών και τα φυτικά εκχυλίσματα (Tepe et 
al., 2004) μελετώνται για τις αντιμικροβιακές δραστηριότητες ενώ είναι γνωστό ότι 
πολλά από αυτά  διαθέτουν εντομοκτόνες, αντιμυκητιακές, ακαρεοκτόνες, 
αντιβακτηριακές και κυτταροτοξικές δράσεις (Faleiro et al.,1999). Επομένως οι 
δευτερογενείς μεταβολίτες χρησιμοποιούνται  στους τομείς της φαρμακολογίας, 
φαρμακευτικής βοτανολογίας, ιατρικής και κλινικής μικροβιολογίας, φυτοπαθολογίας 
και  βιομηχανίας τροφίμων (Daferera et al,2000) (Celictas et al,2000). 

Τέλος η ποικιλόμορφη θεραπευτική δυνατότητα των φυτικών εκχυλισμάτων 
έχει τραβήξει την προσοχή των ερευνητών για να μελετήσουν την πιθανή 
αντικαρκινική τους δράση, εκμεταλλευόμενοι το γεγονός ότι ο μηχανισμός δράσης 
τους είναι ανόμοιος από το μηχανισμό των κλασσικών κυτταροτοξικών 
χημειοθεραπευτικών παραγόντων (Rajeshet al.,2003) και ως εκ τούτου μπορεί να μην 
έχουν τις αρνητικές δράσεις των κλασσικών χημικών μορίων. 
 
3.1.2 Βιοδραστικές φυτοχημικές ενώσεις 

Ο όρος βιοδραστικές φυτοχημικές ενώσεις αναφέρεται σε ουσίες φυτικής 
προέλευσης που έχουν την ιδιότητα να αλληλεπιδρούν με διάφορα βιολογικά 
συστήματα δρώντας προστατευτικά σε αυτά.  (  Bidlacketal, 2000;Meskinetal, 2000). 
Για παράδειγμα, επιδημιολογικές μελέτες έχουν συσχετίσει την κατανάλωση 
φρούτων και λαχανικών με ευεργετικές επιδράσεις σε χρόνιες παθήσεις, οι οποίες 
έχουν αποδοθεί στις περιεχόμενες φυτοχημικές ενώσεις (Kris-Ethertonetal.2002; 
Valkoetall 2007). 

 Την ίδια στιγμή που από στα εργαστήρια ανακαλύπτονται συνεχώς  νέα 
μόρια που εξοπλίζουν τη φαρέτρα της Ιατρικής, πολλές από τις  φυτοχημικές ενώσεις 
χρησιμοποιούνται από την  κοσμητολογία. Τα φαρμακευτικά καλλυντικά 
(Cosmeceuticals) είναι πλέον γεγονός και η φαρμακευτική κοσμετολογία 
συναγωνίζεται την κλινική φαρμακολογία για να προσδώσει επιστημονικό υπόβαθρο 
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ως προς την δράση των καλλυντικών (evidence based pharmaceutical cosmetology). 
(http://www.iama.gr/ethno/files/naturale_material_medicines.pdf) 

 Επιπλέον πολλές βιοδραστικές ουσίες (αντιοξειδωτικές ουσίες, προβιοτικά, 
φυτικές ίνες, λιπαρά οξέα, φυτοστερόλες, πεπτίδια κ.ά.) έχουν σημαντικό ρόλο στη 
βιομηχανία τροφίμων , όπου χρησιμοποιούνται  στον έλεγχο του βάρους, στον 
αθλητισμό και γενικότερα στη βιομηχανία τροφίμων της σύγχρονης εποχής. 
(Κουτελιδάκης, 2015)   

Στον Πίνακα 1 παρακάτω, συνοψίζονται ορισμένες βιοδραστικές φυτικές ουσίες και 
τα οφέλη τους στην υγεία, όπως έχουν αποδειχθεί από την έως τώρα έρευνα.  

http://www.iama.gr/ethno/files/naturale_material_medicines.pdf
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Πίνακας 1: Βιοδραστικές φυτικές ουσίες και τα οφέλη τους στην υγεία 
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3 .1.2.1 Πολυφαινόλες 
 

Οι πολυφαινολικές ενώσεις αποτελούν τις κυριότερες 
βιοδραστικές/φυτοχημικές ενώσεις των τροφίμων και είναι εκείνες οι οποίες έχουν 
μελετηθεί εκτενέστερα για τις βιολογικές τους ιδιότητες (Bidlacketal, 2000; 
Meskinetal, 2000; Σπανού Χ, 2010).  Eίναι μια πολύπλοκη ομάδα ενώσεων που 
βρίσκεται σε πολλά τρόφιμα της καθημερινής διατροφής, ευρέως διαδεδομένες στο 
φυτικό βασίλειο, όπου έχουν ήδη ταυτοποιηθεί περισσότερες από 8000 φαινολικές 
δομές (Harborne, 1993, Bravo, 1998) .Αποτελώντας τα κυριότερα προϊόντα του 
δευτερογενούς μεταβολισμού των φυτών συνιστούν μία από τις πολυπληθέστερες και 
περισσότερο διαδεδομένες ομάδες φυτικών μεταβολιτών και αποτελούν 
αναπόσπαστο κομμάτι της διατροφής του ανθρώπου, καθώς είναι πλούσιες στα 
φρούτα, τα λαχανικά, τα βότανα, τα ψυχανθή, τα δημητριακά, το τσάι, το κόκκινο 
κρασί κ.α.   

 Επιδημιολογικές μελέτες έχουν συσχετίσει την κατανάλωση φρούτων και 
λαχανικών με ευεργετικές επιδράσεις σε χρόνιες παθήσεις, οι οποίες αποδόθηκαν στις 
φυτοχημικές ενώσεις που περιέχουν (Kris Etherton PM et al, 2002). Γενικά στις 
πολυφαινόλες οφείλεται το χρώμα και γευστικά χαρακτηριστικά των οίνων (στυφάδα, 
τραχύτητα) και το φωτεινό χρώμα των φρούτων και των λαχανικών συμβάλλοντας 
στην ανάπτυξη και την άμυνα των φυτών, καθώς σχετίζονται με τους μηχανισμούς 
αντίστασής τους απέναντι στην υπεριώδη ακτινοβολία, τις περιβαλλοντικές πιέσεις 
και την προσβολή από παθογόνα (Manach et al, 2004, Vermeris & Nicholson, 2006, 
Crozier et al, 2006). Τα τελευταία 50 χρόνια υπάρχει ολοένα αυξανόμενο ενδιαφέρον 
για τις φυτικές πολυφαινόλες σε τρόφιμα και ποικίλα φυτικά παράγωγα εξαιτίας 
κυρίως των αντιοξειδωτικών τους ιδιοτήτων και των πιθανών χημειοπροστατευτικών 
τους δράσεων στην ανθρώπινη υγεία (Dew T.P, et al, 2005; Manachetal, 2004; 
Crozieretal, 2006).    

 
3.1.2.2  Χημική δομή-κατηγορίες πολυφαινολών  
 

Στη διεθνή βιβλιογραφία έχει επικρατήσει με τον όρο «πολυφαινόλες» να 
ορίζεται μια μεγάλη ομάδα ενώσεων με ένα ή περισσότερα υδροξύλια απ’ ευθείας 
συνδεδεμένα σε έναν ή περισσότερους αρωματικούς δακτυλίους. Πρόκειται, είτε για 
απλά μόρια, όπως τα φαινολικά οξέα, είτε υψηλά πολυμερισμένες ενώσεις, όπως οι 
ταννίνες. Προκύπτουν από δύο κύρια βιοσυνθετικά μονοπάτια: το μονοπάτι του 
σικιμικού οξέος και το μονοπάτι του οξικού οξέος (Scalbert et al, 2005). Στη φύση 
ανευρίσκονται κυρίως στη συζευγμένη τους μορφή, είτε μεθυλιωμένες, είτε ως 
γλυκοζίτες. Το υδατανθρακικό τμήμα τους μπορεί να είναι είτε μονοσακχαρίτης, είτε 
δισακχαρίτης ή ακόμη και ολιγοσακχαρίτης. Η γλυκόζη είναι ο πιο κοινός 
εκπρόσωπος των σακχάρων τους, αν και απαντώνται επίσης γαλακτόζη, ραμνόζη, 
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ξυλόζη, αραβινόζη, γλυκουρονικό και γαλακτουρονικό οξύ. Οι πολυφαινόλες μπορεί 
να είναι επίσης ενωμένες με καρβοξυλικά και οργανικά οξέα, αμίνες και λιπίδα. Όσον 
αφορά τη διαλυτότητά τους παρουσιάζουν ετερογένεια, αφού άλλες ενώσεις είναι 
υδατοδιαλυτές, άλλες διαλύονται μόνο σε οργανικούς διαλύτες και άλλες είναι ισχυρά 
αδιάλυτα ισομερή. Διακρίνονται τουλάχιστον σε 10 κατηγορίες (Harborne, 1989) 
ανάλογα με τη βασική χημική δομή τους, δηλαδή ανάλογα του αριθμού των 
αρωματικών δακτυλίων που φέρουν και τα δομικά στοιχεία που συνδέουν τους 
δακτυλίους μεταξύ τους.  
 
Οι δύο κύριες κατηγορίες είναι τα φλαβονοειδή, και τα μη-φλαβονοειδή: 
 

Τα φλαβονοειδή αποτελούν τη 
μεγαλύτερη ομάδα, αφού περιλαμβάνουν 
πάνω από 4000 αναγνωρισμένα στελέχη 
(Cheynier, 2005). Στις ενώσεις αυτές 
αποδίδεται το χρώμα των καρπών και των 
ανθέων. Έχουν κοινή δομή, η οποία 
χαρακτηρίζεται από 2 βενζολικούς 
(αρωματικούς) δαχτυλίους (Α και Β) που 
συνδέονται μέσω ενός πυρανικού δαχτυλίου, τριών ατόμων άνθρακα που 
σχηματίζουν οξυγονωμένο ετεροκυκλικό δακτύλιο (Γ). Παρουσιάζουν δηλαδή τη 
δομή (C6 – C3 – C6). Ο βασικός ανθρακικός σκελετός των φλαβονοειδών λοιπόν 
περιέχει 15 άτομα άνθρακα. Έχουν σχετικά μικρά μοριακά βάρη και είναι γενικά 
ευδιάλυτα, ανάλογα με την πολικότητα και τη χημική τους δομή (αριθμός 
υδροξυλίωσης, γλυκοζυλίωσης, ακυλίωσης, κλπ). Οι διαφορές μεταξύ των επιμέρους 
τάξεων συνίστανται στο δακτύλιο πυρόνης (παρουσία ή απουσία διπλού δεσμού ή 3-
υδροξύ ή 2-οξο ομάδων) και στον αριθμό των υδροξυλίων στους δακτυλίους Α και Β 
(Vinson, 1998). Τα φλαβονοειδή χωρίζονται σε 6 υποκατηγορίες: τις φλαβονόλες 
(κερκετίνη, καμπφερόλη, μυρικετίνη), τις φλαβανόλες (κατεχίνη, επικατεχίνη, 
προανθοκυανίδες), τις φλαβόνες (γλυκοσίδια της λουτεολίνης και της απιγενίνης), τις 
φλαβανόνες, τις ισοφλαβόνες (βρίσκονται σχεδόν αποκλειστικά στα ψυχανθή) και τις 
ανθοκυανιδίνες (Manach C. et al, 2004).  
 

Τα μη φλαβονοειδή μπορούμε να τα διακρίνουμε σε τρεις κύριες κατηγορίες:  
Φαινολικά οξέα: μπορούμε να τα διακρίνουμε στα υδροξυβενζοϊκά οξέα και τα 
υδροξυκινναμικά οξέα. Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα βρίσκονται σε μικρές 
συγκεντρώσεις στα μέρη των φυτών που καταναλώνονται από τον άνθρωπο 
(εξαίρεση το τσάι) και αποτελούν συνήθως υπομονάδες πολυμερών, όπως οι 
υδρολυόμενες τανίνες (Clifford MN, Scalbert A., 2000). Χαρακτηριστικότερα 
βενζοϊκά οξέα είναι το γαλλικό οξύ, πρωτοκατεχοϊκό και το ελλαγικό οξύ.  

Εικόνα 3: Βασική δομή και σύστημα 
αρίθμησης των φλαβονοειδών 
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Τα υδροξυκινναμικά οξέα συναντώνται περισσότερο συχνά στα φυτά από τα 
υδροξυβενζοϊκά. Συνήθως γλυκοσυλιώνονται ή σχηματίζουν εστέρες με το κουινικό, 
το σικιμικό και το ταρταρικό οξύ. Κυριότερα μέλη είναι το καφεϊκό και το φερουλικό 
οξύ. Είναι γνωστή η δράση του καφεϊκού οξέος, τόσο στην απόπτωση ανθρώπινων 
καρκινικών κυττάρων, όσο και στη δραστηριότητα της κασπάσης 3 από πολλές 
μελέτες. (Lee HJ et al., 2005). (Καραγκίνη Δέσποινα Αικατερίνη,2013 ) 
 
 3.2.1.2 Βιολογικές ιδιότητες πολυφαινολών  
 

Σε επίπεδο φυτικού οργανισμού, οι πολυφαινόλες θεωρούνται υπεύθυνες για 
το φωτεινό χρώμα των φρούτων και των λαχανικών, συμβάλλοντας έτσι στη 
γονιμοποίηση των φυτών προσελκύοντας τους επικονιαστές, καθώς και στη διασπορά 
των σπερμάτων. Σύμφωνα με μελέτες συμβάλλουν στους μηχανισμούς αντίστασης 
του φυτού έναντι της υπεριώδους ακτινοβολίας, των περιβαλλοντικών πιέσεων και 
της προσβολής από παθογόνα. Ακόμη, λειτουργούν ως αναστολείς ενζύμων, ως 
χηλικές ενώσεις δεσμεύοντας μέταλλα τοξικά για τα φυτά και ως ρυθμιστές της 
έκφρασης γονιδίων (Manach C. et al, 2004, Di Carlo G. et al., 1999, Harborne J.B., 
1986).  
 

Εκτός από τις ιδιότητες που προσδίδουν στα τρόφιμα, οι πολυφαινόλες είναι 
ιδιαίτερα ωφέλιμες και για τον ανθρώπινο οργανισμό (Dew et al., 2005). Τα 
τελευταία χρόνια, οι ερευνητές έχουν συλλέξει ικανοποιητικό όγκο δεδομένων και 
έχουν καταλήξει, ότι οι πολυφαινόλες πράγματι διαθέτουν τα εχέγγυα ως 
παρεμποδιστές ασθενειών. Για το λόγο αυτό υπάρχει ολοένα και αυξανόμενο 
ενδιαφέρον για τις φυτικές πολυφαινόλες, λόγω των αντιοξειδωτικών και των 
χημειοπροστατευτικών τους ιδιοτήτων στην ανθρώπινη υγεία (Dew et al., 2005). Τα 
δεδομένα αυτά υποστηρίζουν, μεταξύ άλλων, την ευεργετική δράση των 
πολυφαινολών στις φλεγμονές, στα καρδιαγγειακά νοσήματα, στην καρκινογένεση, 
στην οστεοπόρωση και πιθανότατα στις νευροεκφυλιστικές ασθένειες και στο 
διαβήτη (Hertog et al, 1995, Tapiero et al, 2002, Scalbert et al, 2004, Han et al, 2007). 
 
  Ως αντιοξειδωτικά οι πολυφαινόλες μπορούν να προστατεύσουν τα συστατικά 
των κυττάρων από την οξειδωτική βλάβη. Ως εκ τούτου, μπορούν να περιορίσουν τον 
κίνδυνο των διάφορων εκφυλιστικών ασθενειών που σχετίζονται με το οξειδωτικό 
στρες, όπως οι καρδιαγγειακές νόσοι, ο διαβήτης τύπου ΙΙ και ο καρκίνος (Scalbert A. 
et al, 2005). Η αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών έγγειται στο γεγονός ότι 
έχουν την ικανότητα να δρουν ως “ δεσμευτές” ελευθέρων ριζών ή ως αποδομητές 
αλυσιδωτών οξειδωτικών αντιδράσεων. Η αντιοξειδωτική δράση τους εκδηλώνεται 
με προστασία της LDL από την οξείδωση, αλλά και με δράση έναντι οξειδωτικών 
παραγόντων του επιθηλιακού ιστού, με αποτέλεσμα να μειώνονται οι πιθανότητες 
σχηματισμού αθηρωματικής πλάκας και έτσι, να μειώνεται ο κίνδυνος καρδιοπαθειών 
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(Halliweel, 1999, Χίου, 2006). Τα φαινολικά συστατικά διαθέτουν ιδανικές χημικές 
δομές για να “δεσμεύουν” τις ελεύθερες ρίζες και έχει αποδειχτεί in vitro ότι είναι πιο 
αποτελεσματικά αντιοξειδωτικά από τις βιταμίνες Ε και C (Rice-Evans et al, 1997). 
 

Τέλος, τα πολυφαινολικά αντιοξειδωτικά των φυσικών φυτικών τροφίμων, 
κυρίως φρούτων και λαχανικών, έχουν χημειοπροστατευτική δράση έναντι της 
καρκινογένεσης, προστατεύοντας το DNA από τις ελεύθερες ρίζες. Έτσι, οι 
πολυφαινόλες μπορούν να αναστέλλουν την καρκινογένεση “μπλοκάροντας” 
συγκεκριμένες καρκινογενετικές οδούς και επηρεάζοντας τα μοριακά γεγονότα των 
σταδίων έναρξης, προώθησης και εξέλιξης (Halliwell,1999, Urquiaga & Leighton, 
2000, Stocket et al, 2004). Κατά τη Bravo (1998), πολλά είδη των πολυφαινολών 
(φαινολικά οξέα, υδρολυμένες ταννίτες, φλαβονοειδή) έχουν αντικαρκινικές και 
αντιμεταλλαξιγόνες ιδιότητες, παρεμβαίνοντας σε πολλά από τα μονοπάτια που 
οδηγούν στην ανάπτυξη κακοήθων όγκων και αδρανοποιώντας τους καρκινογόνους 
παράγοντες, με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση την έκφρασης της μετάλλαξης γονιδίων 
και τη δραστηριότητα των ενζύμων που εμπλέκονται στην ενεργοποίηση των 
προκαρκινογόνων και ενζυματικών συστημάτων. 

Έτσι, κάποιοι από τους μηχανισμούς δράσης τους που εξηγούν τον 
χημειοπροστατευτικό τους ρόλο έναντι καρκινικών κυττάρων, σχετίζονται με την 
καταστολή της υπερέκφρασης των προ-οξειδωτικών ενζύμων, τη ρύθμιση της 
ενεργοποίησης μεταγραφικών παραγόντων, την αναστολή των μεταλλοπρωτεϊνασών 
(MMPs) καθώς και του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF). 
Παράλληλα οι πολυφαινόλες διαδραματίζουν ρυθμιστικό ρόλο στη διαδικασία της 
απόπτωσης, την έκφραση ρυθμιστικών πρωτεϊνών, αλλά και την παρεμπόδιση της 
αγγειογένεσης. (Καραγκίνη Δέσποινα Αικατερίνη,2013 ) 
 

 
 
3.1.3 Χημειοπροστασία 

Επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι το 80% περίπου των καρκίνων στον 
άνθρωπο οφείλεται σε περιβαλλοντικούς παράγοντες (π.χ. έκθεση σε χημικά 
καρκινογόνα, κάπνισμα, διατροφή, εργασιακό περιβάλλον) (Baer-Dubowskaetal, 
2006; DeFlora & Ferguson, 2005) . Με βάση τις επιδημιολογικές μελέτες ο Sporn για 
πρώτη φορά έθεσε τον όρο χημειοπροστασία του καρκίνου (Sporn 1976). 
Χημειοπροστασία ορίζεται η πρόληψη, αναστολή ή αντιστροφή της καρκινογενετικής 
διαδικασίας με τη χορήγηση ενός ή περισσοτέρων χημικών ενώσεων, είτε με τη 
μορφή φαρμάκου είτε με τη διατροφή με τα φυσικά συστατικά των τροφίμων (Sporn 
1976; Hong&Sporn 1997; Kelloffetal.,2004). Η καλύτερη κατανόηση των επιμέρους 
σταδίων της καρκινογενετικής  διαδικασίας και των μηχανισμών που τη διέπουν 
έδειξαν ότι υπάρχουν στάδια τα οποία μπορούν να προληφθούν. Σήμερα η 



24 

 

 

χημειοπροστασία θεωρείται μια πολύ καλή προσέγγιση για την πρόληψη του 
καρκίνου ιδιαίτερα μέσω των φυσικών συστατικών της διατροφής (Shulkaetal, 2004; 
Surch,2003) 

 
  3.1.3.1 Χημειοπροστατευτικοί παράγοντες 
 

Οι χημειοπροστατευτικοί παράγοντες χωρίζονται ανάλογα με το στάδιο της 
καρκινογένεσης  στο οποίο επιδρούν. Η πρώτη ταξινόμηση έγινε από τον Wattenberg 
το 1985, με βάση τα αποτελέσματα in vivo δοκιμασιών σε πειραματόζωα 
(Wattenberg,1985). Έκτοτε ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχει εμπλουτίσει την 
αρχική ταξινόμηση τους ( Kelloff et al, 2004; 2000; Shulka et al, 2004; De Flora et al 
2001). Όπως προαναφέρθηκε, η προσέγγιση της χημειοπροστασίας του καρκίνου 
βασίζεται στην πρώιμη προστασία, πριν την εμφάνιση του (De Flora &Ferguson, 
2005; Smith et al, 2005) και στην μετέπειτα προστασία μετά τη διάγνωση, με σκοπό 
την αναστροφή και την παρεμπόδιση της περαιτέρω ανάπτυξης των καρκινικών 
κυττάρων. Οι μηχανισμοί  δράσης τους επηρεάζονται από διάφορους παράγοντες 
όπως η συγκέντρωση τους, η βιοδιαθεσιμότητα τους, ο τρόπος εισαγωγής τους στον 
οργανισμό κ.λ.π. ( De Flora & Ferguson, 2005; Kelloff et al,2005). Οι 
χημειοπροστατευτικοί παράγοντες χωρίζονται σε τρεις κύριες κατηγορίες, στους 
αναστολείς σχηματισμού του καρκινογόνου, στους παράγοντες παρεμπόδισης της 
δράσης του καρκινογόνου και στους παράγοντες καταστολής της νεοπλασματικής 
ανάπτυξης (Stoner et al, 1997; De Flora and Ferguson, 2005) 

 
  3.1.3.2 Φυσικοί και διατροφικοί παράγοντες 
 

Η χρησιμοποίηση των φυσικών και διατροφικών προϊόντων ως η κυριότερη 
πηγή φαρμακευτικών στοιχείων είναι καθιερωμένη.  Ωστόσο, η φυσική παρουσία των 
βιοδραστικών ενώσεων ως συστατικών της διατροφής είναι το κύριο χαρακτηριστικό 
που καθιστά τις διατροφικές φυτοχημικές ενώσεις πιθανούς χημειοπροστατευτικούς 
παράγοντες. Η προσέγγιση της χημειοπροστασίας του καρκίνου, βασίζεται κυρίως 
στα φυτικά και διατροφικά βιοδραστικά στοιχεία. Πολλά τρόφιμα έχουν μελετηθεί 
για τις προστατευτικές τους ιδιότητες και έχουν χρησιμοποιηθεί σε μελέτες 
χημειοπροστασίας, απέναντι σε διάφορες μορφές καρκίνου (Kelloff et al,2000; 
Shukla et al,2004; Surch,2003). Επίσης, ένας μεγάλος αριθμός διατροφικών 
βιοδραστικών φυτοχημικών ενώσεων έχει μελετηθεί για τις χημειοπροστατευτικές 
του ιδιότητες (Kelloff et al,2000;Wattenberg, 1992). Ωστόσο κάτω από φυσιολογικές 
συνθήκες, οι διατροφικοί χημειοπροστατευτικοί παράγοντες προσλαμβάνονται ως 
μείγματα. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα οι διαφορετικοί παράγοντες που υπάρχουν στα 
τρόφιμα να αλληλοεπιδρούν μεταξύ τους και να επηρεάζεται η αποτελεσματικότητα 
και το εύρος των δράσεων των επιμέρους συστατικών. Αυτό καθιστά απαραίτητη την 
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κατανόηση των επιμέρους ιδιοτήτων των διατροφικών βιοδραστικών στοιχείων, ώστε 
να είναι πιο εύκολη η κατανόηση των ιδιοτήτων τους ως στοιχεία των τροφίμων. 
 
 3.1.3.3 Πρόγραμμα ανάπτυξης νέων χημειοπροστευτικών παραγόντων 
 

Μετά την οριοθέτηση της χημειοπροστασίας και των χημειοπροστατευτικών 
παραγόντων ως σημαντική προσέγγιση απέναντι στην αντιμετώπιση του καρκίνου 
(Sporn 1976; Wattenberg,1985), ένας μεγάλος αριθμός μελετών εξετάζει μέχρι και 
σήμερα την αναζήτηση νέων χημειοπροστατευτικών παραγόντων καθώς και τους 
μηχανισμούς με τους οποίους δρουν. Με βάση τις μελέτες, το Διεθνές Ινστιτούτο 
Καρκίνου  (ΝCI) καθιέρωσε ένα πρόγραμμα ανάπτυξης νέων χημειοπραστευτικών 
παραγόντων. Το πρόγραμμα αυτό είχε σκοπό να συντονίσει τη μηχανιστική έρευνα 
με in vitro & in vivo δοκιμές σε πειραματόζωα των νέων παραγόντων καθώς και τις 
περαιτέρω κλινικές και τοξικολογικές μελέτες ( Crowell,2005; Kelloffert al,2004) 
Το 1995 δημιουργήθηκε ένα σχέδιο καθοδήγησης για την ανάπτυξη νέων 
παραγόντων ή υποψήφιων φαρμάκων (Kelloffert al,1995). Με βάση το σχέδιο, 
αρχικά γίνεται ο χαρακτηρισμός της δραστικότητας των υποψήφιων παραγόντων 
χρησιμοποιώντας in vitro μεθόδους (Kelloffert al,1995). Ουσίες φυτικής προέλευσης 
θα μπορούσαν να αποτελούν νέους χημειοπροστατευτικούς παράγοντες. 

 

 3.1.4 Φυτό φραγκόσυκο 

 
Η προέλευση του φραγκόσυκου είναι από το Μεξικό. Η επιστημονική του 

ονομασία είναι "Opuntia Ficus Indica" και ήρθε στην Μεσόγειο από Ισπανούς 
θαλασσοπόρους το 1500 μ.Χ. Ο Θεόφραστος στην ιστορία των φυτών κάνει λόγο για 
ένα δέντρο παραπλήσιο με την "Ινδική Συκή" που βγάζει ρίζες από τα φύλλα του και 
βρίσκεται κοντά στην Οπούντια (Όπους=Πόλη των Σύκων). Είναι ένα φυτό με 
πολλούς χυμούς και ανήκει στην οικογενεία Cactaceae. Tο φραγκόσυκο έφτασε στην 

Ευρώπη το 1493, ενώ η πρώτη 
λεπτομερής περιγραφή έγινε το 1535 
από τον Ισπανό Conzalo Fernandez de 
Oviedo Valdes. ( Eun-Hee Park et al, 
1998) 

Η φραγκοσυκιά είναι φυτό 
χυμώδες, δέντρο που φτάνει τα 3 - 5 
μέτρα ύψος. Αποτελείται από cladodes 
πεπλατυσμένα με σχήμα οβάλ, μήκος 

30-40 εκατοστά πλάτος 15-25 cm 
και πάχος 1.5-3.0 cm. Το ριζικό 

Εικόνα 4: Κακτοειδές φυτό φραγκόσυκο (opuntia ficus 
indica) 
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σύστημα είναι ρηχό και δεν υπερβαίνει τα 30 cm σε βάθος , ενώ φτάνει σε αρκετό 
μήκος. Ο καρπός είναι σαρκώδης με πολλούς σπόρους του οποίου το βάρος μπορεί 
να κυμαίνεται από 150-400 γραμ. Το χρώμα είναι διαφορετικό ανάλογα την ποικιλία. 
Χαρακτηρίζεται από την  αξιοσημείωτη προσαρμογή του σε άνυδρα και ημι-άνυδρα 
κλίματα, σε τροπικές και υποτροπικές περιοχές του πλανήτη. To οπωροφόρο αυτό 
φυτό έχει χρησιμοποιηθεί για αιώνες από φυλές του Μεξικού για θεραπεία πολλών 
ασθενειών. Στην άγρια φύση ευδοκιμεί σε πολλές περιοχές, ενώ σήμερα 
καλλιεργείται σε πολλές Ευρωπαϊκές χώρες για εμπορικούς σκοπούς. 
http://www.fragosika.gr/ 

 
Κατά την τελευταία δεκαετία, οι ευεργετικές ιδιότητες  αυτού του κάκτου 

έχουν γίνει αντικείμενο μελέτης  από πολλούς  επιστήμονες και έχουν προκαλέσει το 
ενδιαφέρον αρκετών ιδιωτικών εταιρειών. Αξίζει να σημειωθεί ότι η  πλούσια 
σύνθεσή του σε πολυφαινόλες, βιταμίνες, πολυακόρεστα λιπαρά οξέα και αμινοξέα 
έχει επισημανθεί με τη χρήση αρκετών εκχυλιστικών μεθόδων. Τα εκχυλίσματα του 
εμφανίζουν βιολογική δραστικότητα  συμπεριλαμβανομένης της αντιφλεγμονώδους, 
αντιοξειδωτικής, υπογλυκαιμικής, αντιμικροβιακής  και νευροπροστατευτικής 
δράσης. Λόγω των πολλών θετικών  βιολογικών επιδράσεών του , υπάρχει ένα  
αναμενόμενο όφελος για την υγεία και τις θεραπείες ασθενειών (Margina, Tsatsakis 
et al, 2015). 
 

Το φραγκόσυκο χρησιμοποιείται στον τομέα της υγείας, σε συμπληρώματα  
διατροφής και ως συστατικό καλλυντικών με τις μορφές του τσαγιού, μαρμελάδας, 
χυμού και λαδιού. Επίσης, χρησιμοποιείται ως ένα φυτικό φάρμακο για ποικίλα 
προβλήματα υγείας σε διαφορετικές  χώρες  (Kianbakt,2009).Το σκληρό μέρος του 
φυτού (cactus cladodes), το φρούτο( fruit) αλλά και τα άνθη του (flowers)  περιέχουν 
αντιοξειδωτικά, πολυσακχαρίτες και φυτικές ίνες. Πρόσφατες επιστημονικές μελέτες 
έδειξαν ότι τα φυσικά μόρια  του κάκτου έχουν υψηλό δυναμικό ενδιαφέρον για την 
ανθρώπινη υγεία και την ιατρική. Κατά κανόνα, για να κατασκευαστεί ένα φυτικό 
φάρμακο πλούσιο σε βιοδραστικές ενώσεις πραγματοποιείται εκχύλιση των 
διαπερατών στερεών υλικών του φυτού. Το φραγκόσυκο είναι γνωστό για την υψηλή 
περιεκτικότητα  του σε πολυφαινόλες που εμφανίζουν αντιοξειδωτικές και αντι-
φλεγμονώδεις ιδιότητες (Naija Hfaiedh et al ,2008).  Επιπλέον τα  αλκαλοειδή και 
διάφορα φλαβονοειδή  που έχουν απομονωθεί από τον κάκτο, μαζί με 
πολυσακχαρίτες που συναντάμε στα  εκχυλίσματα και  τα μερικώς αποξηραμένα 
μέρη του φυτού (cladodes) είναι υπέυθυνα για τις αντιδιαβητικές και αντιμικροβιακές 
ιδιότητες που έχουν αποδοθεί στο φυτό (Karym El-Mostafa, Youssef El Kharrassi et 
al, 2014). 

 
 

 

http://www.fragosika.gr/
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3.1.4.1 Περιεκτικότητα  ενώσεων  του φραγκόσυκου 
 

Το φραγκόσυκο  περιέχει σημαντικές ποσότητες ουσιών, όπως ασκορβικό  
οξύ, βιταμίνη Ε, καροτενοειδή, αμινο- οξέα και  αντιοξειδωτικές ενώσεις  (φαινόλες, 
φλαβονοειδή), οι οποίες έχουν σημαντικά  οφέλη για την υγεία  όπως υπογλυκαιμική 
και υπολιπιδαιμική δράση, και αντιοξειδωτικές ιδιότητες  (Flores et al,2014). Αρκετές 
μελέτες έχουν τεκμηριώσει την αφθονία των βιταμινών και ανόργανων συστατικών 
σε κάκτους και το φραγκόσυκο δεν αποτελεί εξαίρεση αφού είναι μια πολύτιμη πηγή 
θρεπτικών συστατικών, καθώς θεωρείται αντιοξειδωτικό, αντικαρκινικό, 
νευροπροστατευτικό, ηπατοπροστατευτικό κ.α.  Το εκχύλισμα του φραγκόσυκου από 
λουλούδια (flowers)  περιέχει διάφορα φλαβονοειδή, ενώ η  φλούδα  του 
φραγκόσυκου (peel), η οποία είναι πλούσια  σε βασικά λιπαρά οξέα και λιποδιαλύτες 
αντιοξειδωτικών, αλλά και οι  σπόροι (seeds) μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 
παρασκευή ελαίου.  Το εκχύλισμα από το  σκληρό μέρος του φυτού (cladodes)  
περιέχει  βιταμίνες, αντιοξειδωτικά και διάφορα φλαβονοειδή, που είναι 
αποτελεσματικά  μέσα δέσμευσης ελεύθερων  ριζών  και μπορεί να μειώσει το 
επίπεδο της χοληστερόλης, να δράσει  κατά του έλκους και να βοηθήσει  τους 
μηχανισμούς που εμπλέκονται σε φλεγμονές καθώς το υδατικό του  εκχύλισμα  
βελτιώνει αξιοσημείωτα την επούλωση  τραυμάτων . Συνολικά, τα εκχυλίσματα από 
όλα τα μέρη του φυτού είναι πλούσια σε πολυφαινόλες όπως διάφορα φλαβονοειδή 
και φαινολικά οξέα. Περισσότερα στοιχεία για το περιεχόμενο των διαφόρων 
τμημάτων του φυτού παρουσιάζονται στον Πίνακα 2(Karym El-Mostafa, Youssef El 
Kharrassi et al, 2014) 

 
Plant tissue   Main Component 

Identified  
Content in mg/100 
g 

 
 
 
 

Flower 

Gallic acid  1630–4900 
Quercetin 3-O-Rutinoside 709 
4 Kaempferol 3-O-Rutinoside 400 
5 Quercetin 3-O-Glucoside 447 
6 Isorhamnetin 3-O-
Robinobioside 

4269 

7 Isorhamnetin 3-O-
Galactoside 

979 

8 Isorhamnetin 3-O-Glucoside 724 
9 Kaempferol 3-O-
Arabinoside 

324 

 
 
 

Pulp 

Total phenolic acid  
 

218.8 
 

Isorhamnetin 4.94 
Kaempferol 0.78 
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Luteolin 
 

0.84 

Quercetin  9 
 

isorhamnetin glycosides  
 

50.6 

Kaempferol 2.7 
 
 
 

Seed 

Total phenolic acid  
 

48–89 

Feruloyl-sucrose isomer 1 7.36–17.62 
 

Feruloyl-sucrose isomer 2  
 

2.9–17.1 

Sinapoyl-diglucoside 12.6–23.4 
 

Total Flavonoids  1.5–2.6 
 

Total Tannins  4.1–6.6 
 
 

Skin fruits 

 
Total phenolic acid  
 

45,700 
 

Total Flavonoid  6.95 
Kaempferol  0.22 

 
Quercetin  4.32 

 
Isorhamnetin  2.41–91 

 
 
 
 
 
                
 
 

Cladode 

Gallic acid 0.64–2.37 
 
 

 

Coumaric  
 

14.08–16.18 

3,4-dihydroxybenzoic  0.06–5.02 
4-hydroxybenzoic  0.5–4.72 

 
Ferulicacid  0.56–34.77 

 
Salicylicacid  
 

0.58–3.54 

Isoquercetin  2.29–39.67 
 

Isorhamnetin-3-O-glucoside  4.59–32.21 
 

Nicotiflorin  2.89–146.5 
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Rutin  
 

2.36–26.17 

Narcissin  14.69–137.1 
 
Πίνακας 2: Κατανομή και περιεχόμενο φαινολών και φλαβονοειδών στα διάφορα μέρη του φυτού 
Opuntia ficus Indica 

 
 

Οι  ευεργετικές ιδιότητες των πολυφαινολών που περιέχονται στο 
φραγκόσυκο συνδέονται  με την αντιοξειδωτική ιδιότητα αλλά και την ικανότητα 
εξουδετέρωσης ελεύθερων ριζών (Hichem et al, 2010). Για παράδειγμα, το γαλλικό 
οξύ, που βρέθηκε σε υψηλή περιεκτικότητα  στο εκχύλισμα από  λουλούδια 
(flowers), έχει υψηλή αντιοξειδωτική δραστικότητα αφού εξουδετερώνει τις  
ελεύθερες  ρίζες και  μειώνει σημαντικά τη βλάβη που μπορεί να προκληθεί στο DNA 
από αυτές. Το γαλλικό οξύ προκαλεί κυτταροτοξικότητα σε καρκινικά  κύτταρα  
λευχαιμίας, καρκίνου των πνευμόνων και  του προστάτη ( Lazhar et al,2008).Το 
εκχύλισμα του cladode είναι πλούσιο σε  μια ουσία που ονομάζεται nicotiflorin  και 
έχει αντιφλεγμονώδη και νευροπροστατευτική δράση, ενώ δρα προστατευτικά έναντι 
των  οξειδωτικού στρες. Το εκχύλισμα από την  φλούδα του φυτού (peel) περιέχει 
μεγάλες ποσότητες  της ουσίας isorhamnetin,η οποία ασκεί αντικαρκινική δράση με 
την αναστολή του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF). Επιπλέον αρκετές 
μελέτες έχουν δείξει ότι τα εκχυλίσματα από φραγκόσυκο ειδικά από τα φρούτα 
(fruits), τον πολτό (pulp) και τους σπόρους (seeds) είναι  πλούσια σε λινολεϊκό 
(Ωμέγα 3), ελαϊκό οξύ και παλμιτικό οξύ .Το  λινολεϊκό οξύ έχει  
υποχοληστερολαιμική δράση και ανασταλτικές ιδιότητες κατά του καρκίνου του 
παχέος εντέρου σε μεταστατικά κύτταρα,( Galati et al, 2005) ενώ το Ωμέγα-3 
λινολενικό οξύ είναι γνωστό για τις ευεργετικές του δράσεις σε καρδιαγγειακές 
ασθένειες, φλεγμονώδεις καταστάσεις, αυτοάνοσες διαταραχές και στον διαβήτη.  

 
 3.1.4.2  Ευεργετικές δράσεις του  φραγκόσυκου στην υγεία 
 

Το φραγκόσυκο χρησιμοποιείται ως φαρμακευτικό μέσο για να θεραπεύσει 
επιφανειακά τραύματα (καψίματα, γρατζουνιές) και εφαρμόζεται τοπικά (Deters et al, 
2012). Η σύγχρονη επιστήμη έχει ανακαλύψει ότι το φραγκόσυκο έχει πολλά οφέλη 
για την υγεία. Μελέτες δείχνουν ότι μπορεί να προστατέψει το ανοσοποιητικό 
σύστημα και την πρόληψη οξειδωτικού στρες δρώντας ως ένας συλλέκτης ελεύθερων 
ριζών. Η αντιοξειδωτική δράση προστατεύει τα όργανα και τα κύτταρα. Επιπλέον το 
φραγκόσυκο μπορεί να μειώσει την χαμηλής πυκνότητας λιπο-πρωτεΐνη  LDL σε 
χαμηλά επίπεδα χοληστερόλης πράγμα που βοηθάει να μειωθεί  η αρτηριακή πίεση. 

 
Τα εκχυλίσματα  αλλά και οι μεμονωμένες ενώσεις που έχουν απομονωθεί 

από το φραγκόσυκο έχουν χρησιμοποιηθεί  ως παραδοσιακό  φυτικό φάρμακο. Οι 



30 

 

 

έως τώρα επιστημονικές εργασίες που έχουν γίνει με πολυάριθμα πειραματικά 
μοντέλα έχουν δείξει ότι το φραγκόσυκο εμπλέκεται στη θεραπεία  και πρόληψη 
διαφορετικών ασθενειών. Το  θεραπευτικό δυναμικό  του έχει προταθεί για ασθένειες  
όπως το μεταβολικό σύνδρομο (συμπεριλαμβανομένων σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 
και παχυσαρκία ), τη μη αλκοολική λιπώδη νόσο του ήπατος (NAFLD), 
ρευματισμούς, εγκεφαλική ισχαιμία, καρκίνος, και ιολογικές και βακτηριακές 
λοιμώξεις. Είναι  πραγματικά ενδιαφέρον,  ότι τα παρασκευάσματα από το 
συγκεκριμένο φυτό  μπορούν να εμφανίζουν προληπτική και θεραπευτική δράση 
ενάντια στον αλκοολισμό και τον εθισμό στο αλκοόλ. Η έρευνα έχει δείξει ότι μπορεί 
να βοηθήσει στην μείωση των επιπτώσεων της υπερβολικής κατανάλωσης αλκοόλ, 
αν χρησιμοποιηθεί πριν την κατανάλωση (Karym El-Mostafa, Youssef El Kharrassi et 
al, 2014). 
 

Στην παραδοσιακή ιατρική, το φραγκόσυκο  έχει χρησιμοποιηθεί για τη 
θεραπεία εγκαυμάτων, τραυμάτων, οιδήματος, υπερλιπιδαιμίας, παχυσαρκίας  ενώ τα 
αλκοολούχα εκχυλίσματα ενδείκνυνται για αντι-φλεγμονώδη, υπογλυκαιμικούς , και 
αντι-ιικούς σκοπούς. Το φραγκόσυκο έχει και αντιφλεγμονώδεις δράσεις καθώς 
καταπραΰνει τον ερεθισμό από τσιμπήματα εντόμων. Επιπλέον,  άλλες μελέτες έχουν 
δείξει  ότι το φραγκόσυκο είναι χρήσιμο για τη θεραπεία της αρθρίτιδας και της 
φλεγμονής των οφθαλμών στους μύες και τις αρθρώσεις. Οι αθλητές παίρνοντας 
φραγκόσυκο έχουν μειώσει μετά την άσκηση τον πόνο των μυών. Το φραγκόσυκο ως 
φάρμακο κατά του διαβήτη έχει παρατηρηθεί σε κλινικές μελέτες ότι βοηθάει στην 
σταθεροποίηση των επιπέδων του σακχάρου. Τέλος είναι πιθανός παράγοντας για την 
καταπολέμηση ορισμένων μορφών καρκίνου (στήθους, προστάτη, στομάχου, 
πνευμόνων, παγκρέατος) λόγω των φλαβονοειδών συστατικών που περιέχουν. 

Συμπερασματικά, οι ευεργετικές δράσεις του φραγκόσυκου συνοψίζονται ως 
εξής:  

 Κατά του σακχαρώδους διαβήτη 
 Κατά της υπερτροφίας του προστάτη 
 Κατά της υπερχοληστερολαιμίας 
 Κατά της φλεβίτιδας 
 Κατά ορισμένων πνευμονικών παθήσεων 
 Πιθανός παράγοντας για την καταπολέμηση ορισμένων μορφών καρκίνου 

(στήθους, προστάτη, στομάχου, πνευμόνων, παγκρέατος)  
 Δυναμωτικό στο ανοσοποιητικό σύστημα 
 Ως διουρητικό, αντισπασμωδικό, αντιδιαρροϊακό, αιμολυτικό, καθώς και για 

την καταπολέμηση της νεφρίτιδας (flower, cladode)  
 Ως κατάπλασμα για την θεραπεία φλεγμονωδών αποστημάτων, την διόγκωση 

του σπληνός, την ελονοσία, τους μώλωπες και την περιποίηση των τραυμάτων 
 Για την θεραπεία της υπερλιπιδαιμίας και της παχυσαρκίας 
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(http://www.astrosparalio.gr/uploads/fragosika.pdf) 
 

Πειράματα σε πειραματόζωα και σε κυτταρικές σειρές (in vivo και  in vitro 
μελέτες) έχουν δείξει  τις θεραπευτικές δυνατότητες των εκχυλισμάτων του φυτού, 
έχοντας ενισχύσει το ενδιαφέρον της φαρμακολογικής βιομηχανίας για την 
εξερεύνηση του φραγκόσυκου ως εργαλείο στον εντοπισμό νέων φυσικών 
βιοδραστικών  ουσιών. Οι ευεργετικές δράσεις του φραγκόσυκου συνοψίζονται στον 
πίνακα 3 παρακάτω: (Karym El-Mostafa, Youssef El Kharrassi et al, 2014). 
 

 
Biological Activity  Source of 

Cactus  
In Vivo and in 
Vitro Models 

References 

 

Hypolipidemic and 

Hypocholesterolemic 

Cladodes powder Rats  

 

(Galati E.M 
et al 2003) 

Cladodes 
(Glycoproteine)  

Mice (Oh P-S et al 
2006) 

Seeds powder and 
seeds oil  

Rats (Ennouri et 
al 2005) 

 

 

 

Anti-diabetic 

Capsule: cladode 
and fruit skin 
extract  

  

 

Human (Deldicque L 
et al 2013) 

Cactus powder in 
capsule  

Human (Man and 
women)  

 

(Godard MP 
et al 2010) 

Aqueous extract of 
the cladode and 
fruit and mixture 

 

Rats (Butterweck 
V et al, 
2011) 

Cladode and fruit 
skin extract 

Man (Van 
Proeyen K et 
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capsule  al, 2012) 

 

Hypoglycemic 

Polysaccharide 
extract from the 
cladode  

 

Rats (Allarcon-
Aguilar et al, 
2003) 

Extract powder 
racket after drying 

Rats (Nunez-
Lopez M.A 
et al, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Anti-Inflammatory 

Indicaxanthin, 
from fruit 

  

 

Human intestinal 
epithelial cell line 
(Caco-2 

cells) stimulated by 
cytokine IL-1b 

 

(Tesoriere L 
et al, 2014) 

Lyophilized 
extracts of 
cladodes 

 

Human chondrocyte 
cultures stimulated 
with 

IL-1β 

 

(Panico A.M 
et al 2007) 

Indicaxanthin from 
Cactus Pear Fruit 

 

Rat Pleurisy 
obtained by 
injection of 0.2 ml 
of λ-carrageenin 
into the pleural 
cavity 

 

(Allegra M 
et al 2014) 

Methanol extract 
of cactus stems 
(active 

substance: β-
sitosterol) 

Mice (male)  

 

(Park E.H et 
al 2001) 
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Methanolic 
extracts of prickly 
pear fruits 

(Betalain 
Indicaxanthin) 

 

In vitro study of the 
interaction between 

purified Betalains 
and HOCL and 
human 

myeloperoxidase 

 

(Allegra M 
et al, 2005) 

 

Anti-Inflammatory 
and Antioxidant 

Butanol and 
methanol fruit 
extract 

In vivo studies in 
gerbils and In vitro 
studies in cultured 
mouse cortical cells 

 (Kim J-H et 
al 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

Antioxidant 

 

 

 

 

 

 

 

Betalain a pigment 
purified from fresh 
pulp of cactus pear 

Endothelial cells 
human umbilical 
vein (HUVEC) 

(Gentile C et 
al, 2004) 

   

Betanin prickly 
pear fruit Extracts 

Chemical and 
biological (human 
RBC, LDL) 
systems 

(Butera et al, 
2002) 

Ethanol extract of 
the stem 

Chemical and 
biological systems 
(mouse 
splenocytes) 

(Lee, J-C et 
al 2002) 

Flavonoid fraction 
of juice of whole 
fruits  

Rats (Galati E.M 
et al, 2005) 

Glycoprotein (90 
kDa) isolated from 
Opuntia ficus-
indica var. saboten 

Mice induced by 
Triton WR-1339 

(Oh P-S et al 
2006) 

 Healthy humans (10 
women and 8 men) 

 ( Tesoriere 
L et al, 
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Antimicrobial   

 

Cactus pear fruit 

supplemented with 
cactus pear or Vit C 

 

 

2004) 

Quercetine ether 3-
O-méthyl isolated 
from Opuntia 
ficus-indica var. 
saboten 

Methanol      
extract of cladode 
 
Methanolic, 
ethanolic, and 
aqueous 
extracts of cladode 
 
Hexane extracts 
from flowers 
 
 
Aqueous and 
alcoholic extracts 
of cladode 

Primary cultured rat 
cortical cells 

 

Bacteria: 
Campylobacter 
jejuni and 
Campylobacter coli 
 
Bacteria: Vibrio 
cholerae  
 
Bacteria: 
Staphylococcus 
aureus, Escherichia 
coli, Pseudomonas 
aeruginosa and 
Bacillus subtilis 
 
Bacteria: Proteus 
mirabilis  

(Dok-Go et 
al, 2003) 

 

 

(Castillo S.L 
et al, 2011) 
 
 
(Sanchez E 
et al,2010) 
 

(Ennouri M 
et al, 2014) 

 

(Yasmeen R 
et al, 2012) 

 
Πίνακας 3: Σημαντικές βιοδραστικές επιδράσεις του φραγκόσυκου σε διάφορα πειραματικά 
μοντέλα 

 
 Σύμφωνα με τα παραπάνω οι ευεργετικές δράσεις του φυτού φραγκόσυκου είναι 
πολλές αλλά όπως όλα τα φυσικά προϊόντα εκτός από το να προστατεύουν μπορούν 
να είναι επικίνδυνα για τα υγιή κύτταρα κάτω από ορισμένες συνθήκες.  Επομένως 
άσχετα με τα οφέλη των φυσικών προϊόντων πρέπει να εξεταστεί η τοξικότητα τους 
σε in vitro ή/και in vivo συστήματα.  
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3.2  Γενικές αρχές τοξικολογίας και τοξικότητα φυσικών 
μορίων  
  
3.2.1 Εισαγωγή στην τοξικολογία 
 

 Η Τοξικολογία είναι η επιστήμη που ασχολείται  γενικά με τα δηλητήρια και 
τις τοξικές ουσίες και ειδικότερα με: 

 τη μελέτη της φύσης και των ιδιοτήτων τους 
 την επίδρασή τους στα διάφορα βιολογικά 

συστήματα 
 το μηχανισμό μέσω του οποίου εκδηλώνουν την 

τοξική τους δράση 
 τη θεραπευτική αντιμετώπιση των δηλητηριάσεων 
 τις μεθόδους ανίχνευσής τους στα βιολογικά υλικά 

και σε διάφορα άλλα πειστήρια 
 

Δηλητήριο ή τοξική  ουσία  είναι  κάθε ουσία που 
μπορεί να προκαλέσει βλάβη της υγείας ή και θάνατο 
όταν με τον οποιονδήποτε τρόπο εισέλθει σε ζώντα 
οργανισμό. 
 

 3.2.1.2 Ιστορική αναδρομή  στην εξέλιξη της τοξικολογίας 
 
 Από τα προϊστορικά χρόνια , ο πρωτόγονος άνθρωπος ήταν ενήμερος για  τα 
φυσικά δηλητήρια και  τα χρησιμοποιούσε για κατασκευή όπλων (επάλειψη των 
βελών των τόξων με δηλητήρια). Στην Αρχαία Αίγυπτο βρέθηκε ο  Πάπυρος του 
Ebers (1500 π.Χ)  με συνταγές δηλητηρίων, ενώ στην Αρχαία Ελλάδα ο Σωκράτης 
(470 - 399 π.Χ) δηλητηριάζεται με κώνειο. Στα Αρχαία κείμενα του Ομήρου 
αναφέρεται ότι  o Οδυσσέας προμηθεύεται από την Εφύρα δηλητήριο για τα βέλη του 
και ο Ερμής σώζει τον Οδυσσέα από τα φίλτρα της Κίρκης με ειδικό αντίδοτο. Ο  
Μιθριδάτης (123 - 63 π.Χ) πειραματιζόταν με εγκληματίες για ανακάλυψη αντιδότων 
και ο εθισμός που παρατηρήθηκε μετά από συνεχή λήψη δόσεων δηλητηρίων 
ονομάστηκε Μιθριδατισμός. 
 Στα  Ρωμαϊκά και μεσαιωνικά χρόνια αναφορές υπάρχουν για χρήση 
δηλητηρίων για εγκληματικές ενέργειες κατά πολιτικών αντιπάλων, αδύνατη 
διάγνωση των δηλητηριάσεων (μόνο νεκροψία), το φάνειο ύδωρ, τα δηλητήρια των 
Βοργιών, το αρσενικό και οι ενώσεις του καθώς και για μείγματα φυτικών 
δηλητηρίων. 

Ο  Διοσκουρίδης  το 50 π.Χ  σύμφωνα με την μελέτη του «Μateria Medica» 
ταξινομεί τα δηλητήρια ανάλογα με την προέλευση τους σε ζωικά, φυτικά, μεταλλικά 

Εικόνα 5: Ο Ελβετός «πατέρας» της 
τοξικολογίας Θεόφραστος Παράκελσος, 
είχε διατυπώσει την περίφημη φράση "η 
δόση κάνει το δηλητήριο'' 
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και περιγράφει την θεραπεία της δηλητηρίασης. Ο Μαϊμονίδης (1135 – 1204 μ.Χ) 
μελετά τα δηλητήρια και τα αντίδοτά τους. Ο Παράκελσος(1493- 1541 μ.Χ) 
αναφέρεται  στη σημασία της δόσης στη διάκριση μεταξύ θεραπευτικού και τοξικού 
αποτελέσματος. Τέλος ο Ισπανός Orfila σύμφωνα με την μελέτη του 
«ΤraitedeToxicologie» ( 1815 μ.Χ) κατατάσσει τα δηλητήρια σε 6 κατηγορίες και 
προτείνει τρόπους ανίχνευσης των τοξικών ουσιών συμβάλλοντας στη Δικαστική 
Τοξικολογία. 

 
Ορισμένοι από τους κλάδους της σύγχρονης τοξικολογίας είναι οι εξής:  

 Δικαστική Τοξικολογία 
 Κλινική Τοξικολογία 
 Αναλυτική Τοξικολογία 
 Περιβαλλοντική Τοξικολογία - Οικοτοξικολογία 
 Βιομηχανική και Επαγγελματική Τοξικολογία 
 Γενετική Τοξικολογία 
 Ρυθμιστική (regulatory) Τοξικολογία 

 
 

3.2.1.3  Αξιολόγηση Τοξικολογικού Κινδύνου  

Η διαδικασία της τοξικολογικής εκτίμησης κινδύνου είναι η μεθοδολογία 
εκείνη με την οποία οι χημικές ουσίες, αξιολογούνται ως προς τις πιθανές επιπτώσεις 
τους στην υγεία του ανθρώπου (Frazier, J.M et al 1990) .Αποτελείται από πολλά και 
σαφώς καθορισμένα στάδια που περιλαμβάνουν: τον προσδιορισμό των βλαπτικών 
ιδιοτήτων  μιας ουσίας, την εκτίμηση της έκθεσης σε αυτήν αλλά και τον 
χαρακτηρισμό του κινδύνου μετά την έκθεση  (Blaauboer, B.J et al 2001; Blaauboer, 
B.J Altern Lab Anim 2002; Blaauboer, B.J,2002). Μέχρι σήμερα η βασική 
μεθοδολογία, για την εκτίμηση των κινδύνων από υφιστάμενες και νέες χημικές 
ουσίες και την τοξικολογική αξιολόγηση, βασίζεται σε πειράματα στα ζώα. Η χρήση 
των ζώων ήδη εδώ και αρκετά χρόνια αλλά και σήμερα υφίσταται κριτική, τόσο για 
ηθικούς, όσο και για επιστημονικούς λόγους.  

Τα σημαντικότερα επιμέρους στοιχεία της διαδικασίας αξιολόγησης του κίνδυνου 
για την χρήση μιας χημικής ουσίας είναι:  

 Ο προσδιορισμός των βλαπτικών ιδιοτήτων της εκάστοτε ουσίας κατά τον 
οποίο γίνεται ο προσδιορισμός της εγγενούς ικανότητας μιας χημικής ουσίας 
να προκαλέσει δυσμενείς επιπτώσεις, και η ποσοτική περιγραφή της φύσης 
αυτών των επιπτώσεων. Η διαδικασία ταυτοποίησης της επικινδυνότητας 
περιλαμβάνει δοκιμές τοξικότητας και αυστηρή συγκέντρωση των 
διαθέσιμων αποτελεσμάτων τόσο επιδημιολογικών και τοξικολογικών, όσο 
και μελετών δομής και δραστικότητας.  
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 η εκτίμηση της δόσο-απόκρισης ή σε γενικές γραμμές ο χαρακτηρισμός του 
κινδύνου όπου είναι η ημιποσοτική αξιολόγηση της φύσης των δυσμενών 
επιπτώσεων μετά από έκθεση σε μία χημική ουσία, και όπου είναι δυνατόν να 
γίνει η εκτίμηση της δόσο-απόκρισης 

 η εκτίμηση της έκθεσης όπου είναι η ημιποσοτική αξιολόγηση της πιθανότητας 
έκθεσης του ανθρώπου, ή άλλου οργανισμού, ή συστήματος ή υποπληθυσμού 
σε μια χημική ουσία (Frazier, J.M., 1990) και 

  ο χαρακτηρισμός του κινδύνου όπου είναι η ημι-ποσοτική εκτίμηση των 
πιθανοτήτων για την εμφάνιση δυσμενών επιπτώσεων αλλά και την 
σοβαρότητα και την διάρκεια τους σε ένα δεδομένο πληθυσμό, υπό 
προκαθορισμένες συνθήκες έκθεσης. 

 

3.2.1.4  Γενετική Τοξικολογία – O ρόλος της γονοτοξικότητας στην 
καρκινογένεση 
 
 Η γενετική τοξικολογία είναι ο κλάδος της τοξικολογίας που ασχολείται με 
τους γονοτοξικούς παράγοντες και τις επιδράσεις τους στην ανθρώπινη υγεία και 
ειδικότερα με την έρευνα των μηχανισμών μεταλλαξιγένεσης, την ανάπτυξη και 
εφαρμογή δοκιμασιών για την ταυτοποίηση και ανάλυση γονοτοξικών παραγόντων, 
τη μελέτη των νοσημάτων που σχετίζονται με τις μεταλλάξεις και τον προσδιορισμό 
του κινδύνου από την έκθεση σε αυτούς (Klaassen, C.D,1996). Ένα μεγάλο μέρος 
των νοσημάτων που αφορούν τον άνθρωπο συσχετίζεται άμεσα ή έμμεσα με τη 
γενετική τοξικολογία (Hayes,AW, ,1994). Οι μεταλλάξεις στα γαμετικά κύτταρα 
είναι υπεύθυνες για την πρόκληση κληρονομικών γενετικών νοσημάτων, ενώ οι 
μεταλλάξεις στα σωματικά κύτταρα μπορεί να προκαλέσουν πληθώρα νόσων με 
σημαντικότερο αντιπρόσωπο τον καρκίνο. 

Η σημαντικότητα των μελετών γονοτοξικότητας απορρέει κυρίως από τη 
συσχέτιση της γονοτοξικότητας με την καρκινογόνο δράση των ουσιών και την 
αδυναμία καθορισμού ασφαλούς ορίου έκθεσης. Η συσχέτιση μεταξύ  
γονοτοξικότητας  και καρκινογένεσης είναι γνωστή εδώ και πολλά χρόνια παρόλο 
που οι γονοτοξικές ουσίες δεν είναι κατά ανάγκη καρκινογόνες, ενώ η συντριπτική 
πλειοψηφία των καρκινογόνων ουσιών είναι γονοτοξικές (Grunau,C et al 2001; 
Miller, J.A 1977; Baxevanis, A. 2001; Seo, K,Y, Jelinski, S.A and Loechler 2000). 

Οι καρκινογόνες ουσίες διακρίνονται στις γονοτοξικές και μη γονοτοξικές. Σε 
αντίθεση με τις μη γονοτοξικές, οι γονοτοξικές ουσίες προκαλούν βλάβη στο DNA. Η 
πλειοψηφία των γονοτοξικών ουσιών είναι  και καρκινογόνες καθώς μπορούν να 
προκαλέσουν μεταλλάξεις στα ογκογονίδια και στα γονίδια καταστολής όγκων 
διαταράσσοντας τη φυσιολογική ισορροπία μεταξύ διπλασιασμού και απόπτωσης των 
κυττάρων. Για το λόγο αυτό, οι μελέτες γονοτοξικότητας θεωρούνται ως 
«βραχυχρόνιες» δοκιμασίες για την καρκινογένεση (Anderson D, 1990). 
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 Σύμφωνα με τις αρχές της γενετικής τοξικολογίας αλλά και τις εισηγήσεις 
διαφόρων οργανισμών η πλήρης διερεύνηση της πιθανής γονοτοξικής δράσης μιας 
ουσίας απαιτεί τη μελέτη πολλών διαφορετικών παραμέτρων και περιλαμβάνει ένα 
σύνολο διαφορετικών in vitro και  in vivo δοκιμασιών. 
 
 Για την μελέτη της γονοτοξικότητας υπάρχει μια σειρά δοκιμασιών, in vitro 
και in vivo. Οι in vitro δοκιμασίες είναι απλούστερες, ταχύτερες, χρησιμοποιούν απλά 
βιολογικά συστήματα όπως  βακτήρια, ζύμες, μύκητες και κυτταροκαλλιέργειες και 
οι πληροφορίες που προκύπτουν από τις δοκιμασίες αυτές αποτελούν το πρώτο 
επίπεδο στη διερεύνηση της τοξικότητας μιας ουσίας. Οι in vivo μελέτες 
πραγματοποιούνται σε πειραματόζωα και η τελική απόκριση είναι αποτέλεσμα της 
συνολικής φαρμακοκινητικής και φαρμακοδυναμικής συμπεριφοράς μέσα σε έναν 
ανώτερο οργανισμό. Τέλος, σημαντικό εργαλείο για την εκτίμηση επιδράσεων στον 
άνθρωπο  αποτελούν οι επιδημιολογικές μελέτες. 
 
3.2.1.5  In vitro τοξικότητα  
 

Η ανάπτυξη και επέκταση μη-γενοτοξικών, in vitro, μελετών τοξικότητας 
ξεκίνησε  από τα μέσα της δεκαετίας του 1980. Σε γενικές γραμμές, η in vitro 
τοξικότητα είναι η χρήση δοκιμασιών που δεν χρησιμοποιούν σπονδυλωτά 
πειραματόζωα, ως πειραματικά μοντέλα. . Η in vitro μελέτη της τοξικότητας αποτελεί 
την μελέτη των τοξικών επιδράσεων, όπως παρατηρούνται σε ένα σύστημα που 
βρίσκεται έξω από το σώμα ενός ολόκληρου οργανισμού. Οι δοκιμασίες αυτές θα 
μπορούσαν να περιλαμβάνουν οποιονδήποτε από τους κατώτερους οργανισμούς 
(έλμυνθες και βακτήρια) έως καλλιεργημένα κύτταρα και υπολογιστικά μοντέλα. Ο 
όρος in vitro αναφέρεται κυρίως στο χειρισμό των κυττάρων και των ιστών έξω από 
το σώμα και κάτω από συνθήκες που να υποστηρίζουν την ανάπτυξη, τη 
διαφοροποίηση και τη σταθερότητα τους (Castell, J.V., et al 1997). Η in vitro 
κυτταρο-τοξικολογία ή κυτταροτοξικότητα αναφέρεται στη χρήση τεχνικών 
κυτταρικής καλλιέργειας στις έρευνες τοξικολογίας. Τα μοντέλα κυττάρων μπορεί να 
είναι είτε καλλιέργειες πρωτογενών κυττάρων ή αθανατοποιημένων και 
μετασχηματισμένων κυτταρικών σειρών ή βλαστικών κυττάρων. Είναι απαραίτητο να 
υπάρχουν βασικές γνώσεις για την τοξικολογία των χημικών ουσιών που μελετούνται 
όπως η απορρόφηση, η κατανομή, ο μεταβολισμός και η απέκκριση τους.  

Τα πλεονεκτήματα από τη χρήση των in vitro μελετών είναι: 

 Η δυνατότητα χρήσης κυττάρων και ιστών του ανθρώπου, αποφεύγοντας έτσι 
τις διαφορές ανάμεσα στα είδη.  

 Η μεγαλύτερη απλότητα σε σχέση με τα ζωικά μοντέλα γεγονός που καθιστά 
ευκολότερη την λήψη αποτελεσμάτων.  
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 Η μεγαλύτερη ευκολία στην εφαρμογή σύγχρονων, βιοχημικών, κυτταρικών 
και μοριακών τεχνικών σε μηχανιστικές μελέτες.  

 Η δυνατότητα μελέτης των συστατικών των πιθανών οργάνων-στόχων αλλά 
στοχευόμενων συστημάτων είτε ξεχωριστά είτε σε συνδυασμό.  

  Η δυνατότητα εκπόνησης μελετών για μείγματα χημικών ουσιών.  
 

Οι εφαρμογές των in vitro μεθόδων τοξικολογίας αντιμετωπίζουν και ορισμένες 
δυσκολίες-μειονεκτήματα όπως:  
 

  η  κυτταρική καλλιέργεια είναι ένα απλοποιημένο σύστημα και δεν μπορεί να 
αντικατοπτρίσει την πολυπλοκότητα της λειτουργίας ενός ολόκληρου 
οργανισμού.  

 τα in vitro συστήματα δεν διαθέτουν κρίσιμες λειτουργίες του οργανισμού 
(π.χ. ορμόνες, ανοσοποιητικό σύστημα, νευρικό σύστημα) με αποτέλεσμα να 
μην μπορούν να αναπαράγουν τη βιοδυναμική ολόκληρου του ανθρώπου.  

 δυσκολία στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων, καθώς και στην προβολή των 
αποτελεσμάτων σε πιθανές επιδράσεις στον άνθρωπο η οποία απαιτεί γνώση 
της φαρμακοκινητικής της εκάστοτε χημικής ένωσης.  

 οι περισσότερες in vitro δοκιμασίες, μέχρι σήμερα, περιορίζονται σε δοκιμές 
οξείας τοξικότητας και όχι στα βραχυπρόθεσμα ή μακροπρόθεσμα 
αποτελέσματα της τοξικότητας με επαναλαμβανόμενες δόσεις. 

 πολλά τεχνικά προβλήματα όπως το είδος των κυττάρων που 
χρησιμοποιούνται για τις μελέτες, τη διαλυτότητα των χημικών ουσιών που 
μελετούνται καθώς και την περίοδο έκθεσης, που μπορεί να μην είναι πάντα 
επαρκής (Ανδρέας Κρητικός, 2014). 

 
 
3.2.1.6 Τοξικότητα φυσικών μορίων 
 

Όπως προαναφέρθηκε και παραπάνω η έρευνα των τελευταίων χρόνων γύρω 
από τα φυσικά προϊόντα έδειξε ότι ορισμένα από αυτά είναι συνδεδεμένα  και με 
ορισμένες  ανεπιθύμητες τοξικές επιδράσεις. Ορισμένες τέτοιες περιπτώσεις 
ανεπιθύμητων τοξικών επιδράσεων φυσικών μορίων ή ασθενειών που προκαλούνται 
από αυτά παρουσιάζονται παρακάτω:  

Ορισμένα φρούτα, εκτός  από την μεταβολή της απορρόφησης φαρμάκων  
από το σώμα που μπορούν να επιφέρουν, έχουν την ικανότητα  να αναστέλλουν τη 
δραστηριότητα των ενζύμων που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των φαρμάκων, 
έχοντας έτσι σημαντικό αντίκτυπο στα φαρμακοκινητικά δεδομένα και την 
τοξικότητα των φαρμάκων αυτών.  Επιπλέον τα φυσικά προϊόντα πιθανώς να 
οδηγήσουν σε αλλαγές στην βιοδιαθεσιμότητα αλλά και στη κατανομή διαφόρων  
φαρμάκων. 
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Ορισμένα φυτά, για να προστατευτούν από παθογόνους οργανισμούς και 
παράσιτα, παράγουν φυσικές τοξικές ουσίες που έχουν δράση ανάλογη των 
συνθετικών εντομοκτόνων. Σημειώνεται ότι ένας στόχος των γενετικά 
τροποποιημένων φυτών-τροφίμων,  είναι η εισαγωγή γονιδίων που θα έχουν ως 
αποτέλεσμα τη βιοσύνθεση ενώσεων που προσδίδουν στο φυτό αντοχή στους 
μικροοργανισμούς.  

Τα φυτά που χρησιμοποιεί ο άνθρωπος ως τρόφιμα περιέχουν πάρα  πολλές 
χημικές ενώσεις, μεταξύ των οποίων και τοξικές (Margina 2015). Οι  φυτοαλεξίνες 
είναι  αντιμικροβιακές ενώσεις ή εντομοκτόνα μικρού μοριακού βάρους που  
παράγονται  και συσσωρεύονται ταχύτατα στα  φυτά στις περιοχές εκείνες που έχουν 
μολυνθεί από παθογόνους  μικροοργανισμούς. Η παραγωγή των τοξινών αυτών 
αποτελεί τον  κυριότερο αμυντικό μηχανισμό των φυτών. Χημικά ανήκουν σε 
διάφορες κατηγορίες ενώσεων με ευρύ φάσμα βιολογικών δράσεων. Η  βιοσύνθεση  
φυτοαλεξινών από διάφορα φυτά τρόφιμα, όπως φασόλια,  αρακάς, σόγια, διεγείρεται 
από διάφορους εξωγενείς παράγοντες. Οι  φυτοαλεξίνες και τα άλλα φυσικά 
εντομοκτόνα που παράγονται από τα φυτά αποτελούν το συντριπτικά μεγαλύτερο 
μέρος όλων των  τοξινών που  καταναλώνει ο άνθρωπος. Η ανάπτυξη φυτών 
ανθεκτικών σε ασθένειες ενδέχεται να οδηγήσει στην παραγωγή από τα φυτά  
ανεπιθύμητων ή και επικίνδυνων ενώσεων. Στις φυτοαλεξίνες ανήκουν τα 
ισοφλαβονοειδή που κάποιες από τις ενώσεις τους έχουν δηλητηριώδη επίδραση στον 
άνθρωπο, κάποια είναι τοξικά  με ψυχοτρόπο δράση, προκαλούν ισχυρές ημικρανίες 
ενώ άλλα έχουν αιμολυτική δράση.  

Διάφορα  προϊόντα  μεταβολισμού των φυτών, όπως οι  φλαβόνες και  
ισοφλαβόνες, τα παράγωγα ισοκουμαρίνης και τα λιγνάνια έχουν οιστρογόνο  δράση. 
Κάποιοι  γλυκοζίτες που υπάρχουν στους πυρήνες φρούτων  με υδρόλυση μπορούν 
να αποδώσουν υδροκυάνιο στον ανθρώπινο οργανισμό.  Άλλες ουσίες είναι 
αναστολείς πρωτεολυτικών ενζύμων, και μειώνουν τη  βιολογική αξία των τροφίμων.  
Οι λεκτίνες που υπάρχουν στα λαχανικά είναι πρωτεΐνες που έχουν την ικανότητα να  
συνδέονται στους υδατάνθρακες των  γλυκοπρωτεινών ορισμένων κυττάρων  των 
θηλαστικών.  Από διατροφική άποψη σχετικό πρόβλημα για τον άνθρωπο 
παρουσιάζει η κατανάλωση υψηλών  επίπεδών λεκτινών. Αυτές αδρανοποιούνται με 
θέρμανση στους 100°C για 10  min ενώ σε  χαμηλότερη  θερμοκρασία (70-80°C) δεν 
αδρανοποιούνται με αποτέλεσμα να προκαλούνται εντερικές διαταραχές.  

Ενώσεις που υπάρχουν στο λάχανο και στο κουνουπίδι μπορούν να 
προκαλέσουν βρογχοκήλη ανάλογη με αυτή που προκαλείται από την έλλειψη 
ιωδίου. Οι ενώσεις αυτές είναι θειογλυκοζίτες, υδρολύονται σε ισοθειοκυανικά 
παράγωγα και  αναστέλλουν τη βιοσύνθεση της θυροξίνης. 

Ο  λαθ(ο)υρισμός είναι ασθένεια γνωστή από τον αρχαίο κόσμο και οφείλεται  
στη βρώση των σπερμάτων πολλών ειδών του φυτού  λαθούρι  (μπιζέλι).  Συστατικό  
του φυτού είναι η νευροτοξίνη οξαλυλο-διαμινο-προπιονικό οξύ και όταν η δίαιτα για 
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μια περίοδο μερικών μηνών αποτελείται σε μεγάλο  ποσοστό από μπιζέλια, ενδέχεται 
να προκληθεί  μυϊκή αδυναμία και ξαφνική παράλυση των κάτω άκρων.  

Η ευρωτίαση είναι γνωστή ασθένεια που οφείλεται σε κατανάλωση τροφίμων  
που έχουν μολυνθεί από τοξίνες μικροοργανισμών. Προκαλείται από τα αλκαλοειδή 
που παράγονται από  μύκητα  που αναπτύσσεται στη σίκαλη και σε άλλα σιτηρά. Ο 
μύκητας σχηματίζει δομές, που είναι σκληρές μάζες  κυττάρων που μπορεί να  
συλλεγούν μαζί με τα σιτηρά. Τα  σκληρώτια περιέχουν τοξικά αλκαλοειδή, όπως η  
εργοταμίνη. Η ασθένεια έχει διάφορες επιπτώσεις όπως διανοητική σύγχυση, και 
μπορεί  να είναι θανατηφόρα.  

Επίσης, τα  φαινολικά αντιοξειδωτικά δεν είναι τελείως αβλαβή. Για το λόγο 
αυτό η χρήση τους έχει απαγορευτεί στις παιδικές τροφές, και συνιστάται να  
αποφεύγεται η κατανάλωση τροφίμων που περιέχουν τα πρόσθετα αυτά από  πολύ 
μικρά παιδιά. 

Οι τοξικολογικές μελέτες που έχουν γίνει μέχρι σήμερα με πειραματόζωα 
παρέχουν  σαφείς ενδείξεις  ότι τα ΒΗΤ, ΒΗΑ και οι εστέρες του γαλλικού  οξέος 
μπορεί να έχουν διάφορες αρνητικές επιπτώσεις σε υψηλά επίπεδα δόσης 
συμπεριλαμβανομένης  της  προοξειδωτικής δραστηριότητας,  η οποία  σχετίζεται με 
τη μεταλλαξιγένεση και τη  μιτοχονδριακή τοξικότητα.  Ωστόσο δεν είναι πλήρως 
κατανοητό πότε τα φλαβονοειδή δρούν ως αντι ή προ- οξειδωτικοι παράγοντες σε  in 
vivo  συστήματα. Επίσης, ανησυχητική είναι  η πιθανή  συνεργιστική δράση τους. Η 
σχετική νομοθεσία  για τη χρήση των αντιοξειδωτικών είναι διαφορετική  σε κάθε 
χώρα ( Denisa Margina,2015). 

  
Τέλος, στα φυσικά προιόντα συγκαταλέγονται και τα θαλάσσια φυσικά 

προϊόντα που εμφανίζουν και αυτά τοξική δράση και είναι γνωστά με την γενική 
ονομασία «βιοτοξίνες θαλάσσιας προέλευσης» (Marine Biotoxins). Πολύ συχνά η 
επίδρασή τους φθάνει στους ανώτερους οργανισμούς ακόμη  και στον ίδιο τον 
άνθρωπο προκαλώντας χαρακτηριστικές και πολλές φορές επικίνδυνες ακόμα και 
θανατηφόρες δηλητηριάσεις. 

Επομένως από τα παραπάνω συμπεραίνεται ότι τα φυσικά προιόντα δεν είναι 
πάντα «αθώα» και μπορούν να προκαλέσουν ποικίλες τοξικές επιδράσεις στον 
άνθρωπο. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητη η διεξοδική μελέτη των τοξικών 
ιδιοτήτων ακόμα και των φυσικών εκχυλισμάτων και μορίων πριν την οποιαδήποτε 
χρήση ως πρόσθετα διατροφής, καλλυντικά, συστατικά φαρμακων κ.λ.π.   
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Κεφάλαιο 4: Υλικά και Μέθοδοι 

4.1 Υλικά 

4.1.1 Φυτικό Υλικό 

Στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας, χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω σημεία του 
φυτού Opuntia ficus:  

 Opuntia ficus indica flower (OF1) 
 Opuntia ficus indica cladode (OF2) 
 Opuntia ficus indica fruit peel (OF3) 
 Opuntia ficus indica seed (OF4) 
 Opuntia ficus indica fruit flesh (OF5) 

 
 Πειραματική πορεία προετοιμασίας εκχυλισμάτων 

Πέντε διαφορετικά τμήματα  από το φυτό Opuntia ficus indica (air dried fruit 
Peel, Seeds, Flowers, fresh Flesh-Pulp and partly dried Cladodes) υποβλήθηκαν σε 
εκχύλιση διάρκειας 45 λεπτών με υπερήχους. Αρχικά, τα μέρη του φυτού Opuntia 
ficus indica που αποξηραίνονται στον αέρα (Peel, Seeds and Flowers) τεμαχίζονται, 
ενώ τα μερικώς αποξηραμένα μέρη του φυτού (cladodes) ομογενοποιούνται. Στη 
συνέχεια, 1 gr από τα τα μέρη του φυτού που αποξηραίνονται στον αέρα  
(OF1,OF3,OF4) και 5 gr από το OF5 και το  μερικώς αποξηραμένο μέρος του φυτού 
OF2 αναμιγνύεται με 50 ml  αποσταγμένου νερού και 50 ml αιθανόλης (EtOH) 
προκειμένου να αποκτηθούν δύο διαφορετικά εκχυλίσματα του φυτού (υδατικά και 
αιθανολικά). Μετά το τέλος των εκχυλίσεων με τη βοήθεια υπερήχων ,τα δείγματα 
φυγοκεντρήθηκαν στα 3000 rpm για 15 λεπτά και πραγματοποιήθηκε διήθηση μέσω 
χωνιού Buchner χρησιμοποιώντας διηθητικό χαρτί. Τα υδατικά και μεθανολικά 
εκχυλίσματα στη συνέχεια αποθηκεύονται σε καταψύκτη στους - 20 0C μέχρι τις 
περαιτέρω αναλύσεις τους.  

Η ανωτέρω διαδικασία έγινε από επιστήμονες του  Εργαστήριου 
Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων του Τμήματος Φαρμακευτικής 
του Παν. Αθηνών 

Στα πειράματα που έγιναν στο πλαίσιο της συγκεκριμένης εργασίας 
χρησιμοποιήθηκαν μόνο τα υδατικά εκχυλίσματα. Ωστόσο όπως ελέγχθηκε από το 
Εργαστήριο Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων του Τμήματος 
Φαρμακευτικής του Παν. Αθηνών τόσο τα αιθανολικά όσο και τα υδατικά 
εκχυλίσματα του φυτού είχαν παρόμοια χημική σύσταση. 
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4.1.2  Πρωτογενή κύτταρα και κυτταρικές σειρές  

Οι  κυτταρικές καλλιέργειες αποτελούν ένα από τα σημαντικότερα εργαλεία 
της κυτταρικής και της μοριακής βιολογίας αφού παρέχουν ένα άριστο σύστημα για 
την μελέτη της φυσιολογίας και της βιοχημείας των κυττάρων, του μηχανισμού 
δράσης των φαρμακευτικών ενώσεων και τοξικών ουσιών, της μεταλλαξιγένεσης και 
της καρκινογένεσης. 
 Ο όρος κυτταρική καλλιέργεια αναφέρεται στην απομόνωση κυττάρων από 
ένα φυτό ή ένα ζωικό οργανισμό και στην μετέπειτα ανάπτυξή τους σε ένα επιθυμητό 
τεχνητό περιβάλλον. Υπάρχουν δύο είδη κυτταρικών καλλιέργειων. Οι πρωτογενείς 
όπου τα κύτταρα απομονώνονται απευθείας από έναν ιστό ή ένα οργανισμό (είτε 
μηχανικά είτε με την βοήθεια ενζύμων) και διατηρούν την ικανότητα διαφοροποίησης 
τους για έναν σύντομο χρονικό διάστημα, καθώς και οι καλλιέργειες κυτταρικών 
σειρών που προέρχονται από έμβρυα, όγκους ή μετασχηματισμένα κύτταρα και έχουν 
πολύ μεγαλύτερη διάρκεια ζωής ( Sultan and Haagsman,2001) 
 
  Τα πρωτογενή κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα της παρούσας 
εργασίας ήταν τα λεμφοκύτταρα και οι  κυτταρικές σειρές ήταν η κυτταρική σειρά 
HepG2  και η κυτταρική σειρά  Ηela. 
 

4.1.2.1 Λεμφοκυτταρα  

 
Τα λεμφοκύτταρα είναι μια 

μεγάλη κατηγορία κυττάρων του αίματος 
και αποτελούν μια ομάδα σφαιρικών 
κυττάρων με παρόμοια μορφολογικά 
χαρακτηριστικά. Στους ενήλικες και στα 
παιδιά αποτελούν το δεύτερο σε αριθμό 
τύπο λευκοκυττάρων στο περιφερικό αίμα 
και ο αριθμός τους αυξάνεται σε ιογενείς 
λοιμώξεις. Τα λεμφοκύτταρα 
ταξινομούνται σε διάφορες ομάδες 
ανάλογα με τα χαρακτηριστικά αντιγόνα 
επιφανείας τους (δείκτες), τα οποία 
εντοπίζονται με τη βοήθεια 
ανοσοϊστοχημικών μεθόδων. Τα 
λεμφοκύτταρα έχουν ποικίλους λειτουργικούς ρόλους, όλοι από τους οποίους 
σχετίζονται με τους ανοσολογικούς αμυντικούς μηχανισμούς ενάντια σε 

Εικόνα 6: Εικόνα λεμφοκυττάρου απο 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 
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μικροοργανισμούς, ξένα μακρομόρια και καρκινικά κύτταρα. Τα λεμφοκύτταρα με 
διάμετρο 6-8μm είναι γνωστά ως μικρά λεμφοκύτταρα. Στο περιφερικό αίμα υπάρχει 
επίσης ένας μικρός αριθμός από μεσαίου μεγέθους λεμφοκύτταρα και μεγάλα 
λεμφοκύτταρα με διάμετρο έως και 18μ m .  

 Τα μεγάλα λεμφοκύτταρα αποτελούν περίπου το 3% των λεμφοκυττάρων του 
περιφερικού αίματος και αντιπροσωπεύουν κύτταρα που έχουν ενεργοποιηθεί από 
αντιγόνα και είναι καθ' οδόν προς τους διάφορους ιστούς. Τα μικρά λεμφοκύτταρα 
που επικρατούν στο περιφερικό αίμα, έχουν σφαιρικό πυρήνα και συμπυκνωμένη 
χρωματίνη, κάτι που αποτελεί τυπικό χαρακτηριστικό κυττάρων με μικρή 
βιοσυνθετική δραστηριότητα, σε αυτά παρατηρείται μικρή ποσότητα 
κυτταροπλάσματος, που εμφανίζεται σαν ένας λεπτός δακτύλιος γύρω από τον 
πυρήνα και είναι ελαφρά βασεόφιλο λόγω της ύπαρξης ενός σχετικά μεγάλου 
αριθμού ελεύθερων ριβοσωμάτων.  

Σε φωτογραφίες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου διέλευσης, το κυτταρόπλασμα 
των μικρών λεμφοκυττάρων περιέχει ένας μικρό αριθμό αζουρόφιλων κοκκίων, μια 
στοιχειώδη συσκευή Golgi, λίγα μιτοχόνδρια, ελάχιστη ποσότητα ενδοπλασματικού 
δικτύου και μερικές φορές μικρά αθροίσματα γλυκογόνου. Ο ρόλος του μεγέθους των 
λεμφοκυττάρων ως προς τη λειτουργία τους δεν είναι ξεκάθαρος και η παραδοσιακή 
αυτή ταξινόμηση των λεμφοκυττάρων σε σχέση με το μέγεθός τους δεν 
χρησιμοποιείται πλέον. Η πρόοδος που έχει επιτελεστεί ως προς τη κατανόηση των 
ανοσολογικών λειτουργιών των λεμφοκυττάρων συνετέλεσε στην διάκριση δύο 
κύριων κατηγοριών, των Β και Τ λεμφοκυττάρων, τα οποία επιτελούν διαφορετικές, 
αλλά συσχετιζόμενες λειτουργίες στο ανοσοποιητικό σύστημα.   
 
 

4.1.2.2 Κυτταρική σειρά HepG2  
 
Τα HepG2 είναι προσκολλητικά 
κύτταρα, με μορφή που 
προσομοιάζει σε επιθηλιακά 
κύτταρα. Αναπτύσσονται σε 
μονοστιβάδες και σχηματίζουν 
μικρά συσσωματώματα. Η 
κυτταρική σειρά HepG2 είναι μια 
αθάνατη κυτταρική σειρά, που 
προέρχεται από τον ηπατικό ιστό 
ενός 15χρονου Καυκάσιου 
Αμερικανού αγοριού με καλά 
διαφοροποιημένο ηπατοκυτταρικό 
καρκίνωμα. Εκκρίνουν πρωτεΐνες 
του πλάσματος όπως αλβουμίνη, 

Εικόνα 7: Ανθρώπινα ηπατοκύτταρα της κυτταρικής 
σειράς HepG2 
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τρανσφερίνη, ινωδογόνο,  α-2-μακροσφαιρίνη, πλασμινογόνο.  
Τα HepG2 αποκρίνονται σε διέγερση με ανθρώπινη αυξητική ορμόνη (HGH).  

Λόγω του υψηλού βαθμού μορφολογικής και λειτουργικής διαφοροποίησης in 
vitro, τα κύτταρα HepG2 είναι ένα κατάλληλο μοντέλο για τη μελέτη της 
ενδοκυτταρικής διακίνησης και της δυναμικής των καναλιών του χοληδόχου πόρου 
και των μεμβρανικών πρωτεϊνών και λιπιδίων σε ανθρώπινα ηπατοκύτταρα in vitro.  

Αυτό μπορεί να είναι σημαντικό για τη μελέτη των ανθρώπινων ασθενειών 
του ήπατος που προκαλούνται από μία εσφαλμένη υποκυτταρική κατανομή των 
πρωτεϊνών επιφανείας κυττάρου, π.χ. ανωμαλίες στη λειτουργία των ηπατικών 
καναλιών- μεταφορέων, όπως στη νόσο Dubin-Johnson, (PFIC), και οικογενή 
υπερχοληστερολαιμία. Τα κύτταρα HepG2 και τα παράγωγά τους χρησιμοποιούνται 
επίσης ως ένα σύστημα-μοντέλο για τη μελέτη του μεταβολισμού του ήπατος,την 
τοξικότητα ξενοβιοτικών παραγόντων, την ανίχνευση κυτταροπροστατευτικών και 
αντι-γονοτοξικών παραγόντων, την κατανόηση της ηπατοκαρκινογένεσης και για 
μελέτες στοχοθέτησης φαρμάκων. Τα κύτταρα HepG2 χρησιμοποιούνται επίσης σε 
δοκιμές με βιο-τεχνητές συσκευές ήπατος.  

(Καραγκίνη Δέσποινα Αικατερίνη,2013 ) 
 

 

Εικόνα 8: Μορφολογική σύγκριση ηπατοκυττάρων (Α) και ηπατοκυττάρων της κυτταρικής 
σειράς HepG2 (B). Τα πρωτογενή ηπατοκύτταρα εμφανίζουν το τυπικό κυβικό σχήμα, και τα 
HepG2  κύτταρα δείχνουν μορφολογία παρόμοια με επιθηλιακά κύτταρα 
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4.1.2.3  Κυτταρική 
σειρά Ηela 

 
Τα  κύτταρα Ηela  είναι μία 

αθάνατη κυτταρική σειρά που 
χρησιμοποιείται ευρέως στην 
επιστημονική έρευνα. Είναι η  
παλαιότερη και πιο πιο συχνά 
χρησιμοποιούμενη ανθρώπινη 
κυτταρική σειρά και 
προέρχεται από καρκινικά 
κύτταρα του τραχήλου της μήτρας που ελήφθησαν στις 8 Φεβρουαρίου 1951 από  την 
Henrietta Lacks, μια ασθενή η  
οποία τελικά πέθανε από 
καρκίνο στις 4 Οκτωβρίου, 
1951.  

Τα κύτταρα από τον όγκο  της Henrietta είχαν ληφθεί (χωρίς τη γνώση ή τη 
συγκατάθεσή της) από τον ερευνητή George Gey  που  ανακάλυψε ότι  αυτά τα 
κύτταρα έκαναν κάτι που  δεν είχαν ξαναδεί  ποτέ:  «Μπορούσαν  να διατηρηθούν 
στη ζωή και να αναπτυχθούν». Πριν από αυτό,  τα κύτταρα που καλλιεργούνται από 
άλλα κύτταρα μπορούσαν να επιβιώσουν μόνο για λίγες ημέρες και οι επιστήμονες 
ξόδευαν  περισσότερο χρόνο προσπαθώντας να κρατήσουν τα κύτταρα ζωντανά παρά 
στην πραγματική έρευνα στα κύτταρα. Ο George Gey  παρατήρησε ότι μερικά 
κύτταρα του συγκεκριμένου δείγματος όγκου συμπεριφέρονταν διαφορετικά από τους 
άλλα και έτσι ήταν σε θέση να απομονώσει  ένα συγκεκριμένο κύτταρο, να το 
πολλαπλασιάσει, και να αρχίσει μια κυτταρική σειρά.  Ο Gey ονόμασε το δείγμα 
HeLa, από τα αρχικά γράμματα  του ονόματος της Henrietta Lacks. Καθώς τα πρώτα 
ανθρώπινα κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε ένα εργαστήριο  ήταν "αθάνατα" (δηλαδή 
δεν πέθαιναν μετά από μερικές κυτταρικές διαιρέσεις), μπορούσαν να 
χρησιμοποιηθούν για τη διεξαγωγή πολλών πειραμάτων. Αυτό ήταν ένα τεράστιο 
όφελος για την ιατρική και βιολογική έρευνα.  

Τα κύτταρα διαδόθηκαν από τον George Gey λίγο πριν  η Lacks πεθάνει από 
καρκίνο  το 1951. Αυτή ήταν η πρώτη ανθρώπινη κυτταρική σειρά που αποδείχθηκε 
επιτυχής in vitro, θέτοντας  ένα επιστημονικό επίτευγμα με σημαντικό  μελλοντικό 
όφελος για την ιατρική έρευνα.  Ο Gey δώρισε ελεύθερα τα κύτταρα αυτά, μαζί με 
εργαλεία και διαδικασίες  που ανέπτυξε στο εργαστήριο του, σε οποιονδήποτε 
επιστήμονα ζητώντας να χρησιμοποιηθούν μόνο για λογαριασμό της επιστήμης. 

Εικόνα 9:Εικόνα ενός αποπτωτικού Hela κυττάρου με 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 

http://en.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks


47 

 

 

Αρχικά, η κυτταρική γραμμή ειπώθηκε να ονομαστεί "Helen Lane" or "Helen Larson" 
προκειμένου  να  διατηρηθεί η ανωνυμία της Lacks. Παρά αυτή την προσπάθεια, το 
πραγματικό της όνομα χρησιμοποιήθηκε από τον τύπο λίγα χρόνια από το θάνατό 
της. Αυτά τα κύτταρα επεξεργάστηκαν ως καρκινικά κύτταρα, όπως αυτά  που 
ελήφθησαν  από την βιοψία της βλάβης του τράχηλου, στο πλαίσιο της διάγνωσης  
του καρκίνου της  Lacks.  

Το 1954 ο Jonas Salk αναπτύσσει ένα εμβόλιο για την πολιομυελίτιδα, 
χρησιμοποιώντας αυτά τα κύτταρα και, με σκοπό να  δοκιμαστεί  το εμβόλιο,  τα 
κύτταρα γρήγορα τίθενται σε μαζική παραγωγή  στο πρώτο εργοστάσιο παραγωγής 
κυττάρων. Το 1955 τα κύτταρα HeLa είναι τα πρώτα ανθρώπινα κύτταρα  που 
κλωνοποιούνται με επιτυχία. Η ζήτηση για τα κύτταρα HeLa γρήγορα μεγάλωσε. Από 
τη στιγμή που είχαν τεθεί σε μαζική παραγωγή, τα κύτταρα Henrietta έχουν 
χρησιμοποιηθεί από τους επιστήμονες σε όλο τον κόσμο στην έρευνα για τον 
καρκίνο, το AIDS, τις  επιπτώσεις της ακτινοβολίας και των  τοξικών ουσιών, την  
γονιδιακή χαρτογράφηση, στη μελέτη καλλυντικών και σε αμέτρητες άλλες 
επιστημονικές μελέτες. Οι επιστήμονες έχουν καλλιεργήσει  περίπου 20 τόνους  των  
συγκεκριμένων κυττάρων και  σήμερα υπάρχουν σχεδόν 11.000 διπλώματα 
ευρεσιτεχνίας (πατέντες) που περιλαμβάνουν  αυτά τα  κύτταρα. 

 

4.1.3 Υλικά κυτταροκαλλιεργειών  

 4.1.3.1 Υλικά για κυτταρική σειρά HepG2 

 Πλήρες υγρό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης για τα κύτταρα Minimum Essential 
Medium Eagle (Sigma – Aldrich)Ορός νεογέννητου βοός (fetal bovine serum, 
FBS) (Gibco, ThermoFisher Scientific) 

 100 U/ml Πενικιλίνη-στρεπτομυκίνη (Gibco, ThermoFisher Scientific) 
 Θρυψίνη/EDTA (0.05 % 0.02 % σε PBS χωρίς Ca) (Gibco, ThermoFisher 

Scientific) 

 

4.1.3.2 Υλικά για κυτταρική σειρά Hela 

 Πλήρες υγρό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης για τα κύτταρα DMEM (Gibco, 
ThermoFisher Scientific) 

 Ορός νεογέννητου βοός(fetal bovine serum, FBS)  (Gibco, ThermoFisher 
Scientific) 

 100 U/ml Πενικιλίνη-στρεπτομυκίνη (Gibco, ThermoFisher Scientific) 
 Θρυψίνη/EDTA(0.05 %-0.02 % σε PBS χωρίς Ca) (Gibco, ThermoFisher 

Scientific) 
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4.1.3.3. Υλικά για τα Λεμφοκυττάρα 

 Πλήρες υγρό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης για τα κύτταρα RPMI 1640 (Gibco, 
ThermoFisher Scientific) 

 Ορός νεογέννητου βοός(fetal bovine serum, FBS)  (Gibco, ThermoFisher 
Scientific) 

 100 U/ml Πενικιλίνη-στρεπτομυκίνη (Gibco, ThermoFisher Scientific) 
 PHA ( Phytohemagglutinin) (Gibco, ThermoFisher Scientific) 
 Lymphoprep (Stemcell Technologies)  

 

 4.1.3.4 Λοιπά αντιδραστήρια και υλικά  

 DMSO (dimethylsulfoxide)  
 PBS (Phosphate Buffer Saline) 
 Ειδικά φιαλίδια για την ψύξη των κυττάρων (cryovials), Greiner, 122263 
 Δοχείο ψύξης κυττάρων με υγρό άζωτο 
 Φλάσκες κυτταροκαλλιέργειών  25 cm2 filter, Greiner, 690175 
 Φλάσκες κυτταροκαλλιέργειών 75 cm2 filter, Greiner, 690175 
 Ειδικά τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας 
 15 ml falcon,Greiner,188271 
 50 ml falcon, Greiner,188271 

 

4.1.4 Υλικά Μεθόδων 

 

4.1.4.1 Υλικά Μεθόδου Ηλεκτροφόρησης μεμονομένων κυττάρων σε 
πηκτή αγαρόζης ( Single Cell Gel Electrophoresis/Comet  Assay) 

 PBS  (Phosphate Buffer Saline) 

 Αγαρόζη χαμηλού σημείου τήξεως 

 Lysis Buffer ( Περιέχει: 2.5Μ NaCl,100mM 
ΕDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid), 10mM Tris 
(hydroxymethyl)aminomethane) 

 Neutralizing buffer (Περιέχει : 0.5M Tris (hydroxymethyl)aminomethane ) 

 Alkali Buffer (Περιέχει: 300Mm NaOH, 200 Mm 
ΕDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid)) 
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 Αιθανόλη (EtOH) 

 Xρωστική propidium iodide  

 Xρωστική SYBR Gold    

4.1.4.2  Υλικά  ΜΤΤ  Assay 

 PBS (Phosphate Buffer Saline) 
 ΜΤΤ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma 

Aldrich)    
 Iσοπροπανόλη 

 

4.1.4.3  Υλικά  ΜΤS  Assay 

 PBS (Phosphate Buffer Saline) 
 CellTiter 96 AQueous One Solution Reagent 
 Iσοπροπανόλη 

 

4.1.4.4 Υλικά  Μεθόδου γH2AX In Cell Western( ICW) 

 PBS (Phosphate Buffer Saline) 
 PSΤ(Περιέχει: 1x PBS, FBS (Fetal bovine serum), 10 % Τriton X-100) 

 Διάλυμα μονιμοποίησης: Παραφορμαλδεϋδη 4% σε PBS  

  Διάλυμα Neutralization (Περιέχει: stock solution ( 1M) NH4Cl και  PBS) 

  Διάλυμα Permeabilization (Περιέχει: PBS, 10% Τriton X-100, PBS) 

 Διάλυμα Saturation:  (Περιέχει:  Διάλυμα PhosStop  (phosphatase inhibitor), 

Διάλυμα RNase ( PBS, 10 Mm HEPES,  1M NaCl), MAXBlock  Blocking 

Medium)  

 Primary antibody (anti-H2AX Rabbit) (Cell Signaling) 

 Secondary antibody ( anti- Rabbit 800 ) 

 Reddot (Biotium)  

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl


50 

 

 

4.2 Μέθοδοι 

4.2.1 Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών  

4.2.1.1 Συνθήκες καλλιέργειας κυτταρικών σειρών 

 Πλήρες Θρεπτικό μέσο 

 Όλα τα θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιούνται για την καλλιέργεια κυτταρικών 
σειρών περιέχουν τα εξής τέσσερα βασικά συστατικά: ανόργανα άλατα, γλυκόζη, 
αμινοξέα και βιταμίνες. Τα ανόργανα άλατα εξυπηρετούν πολλές λειτουργίες, οι 
κυριότερες των οποίων είναι η διατήρηση της οσμωτικής ισορροπίας των κυττάρων 
και η ρύθμιση του μεβρανικού δυναμικού. Οι υδατάνθρακες, κυρίως με την μορφή 
σακχάρων, αποτελούν την κύρια πηγή ενέργειας για τα κύτταρα. Τα πιο ευρέως 
χρησιμοποιούμενα σάκχαρα είναι η γλυκόζη και η γαλακτόζη αν και ορισμένα μέσα 
περιέχουν μαλτόζη ή φρουκτόζη. Τα αμινοξέα (essential amino acid) πρέπει να 
προστεθούν στο μέσο καλλιέργειας αφού τα κύτταρα δεν μπορούν να τα συνθέσουν 
μόνα τους. Παρόλο που τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να συνθέσουν τα μη 
ουσιώδη αμινοξέα (no essential amino acid), η παρουσία αυτών στο θρεπτικό μέσο 
διεγείρει την ανάπτυξη και παρατείνει την επιβίωση τους. Τέλος, αρκετές βιταμίνες 
είναι απαραίτητες για την ανάπτυξη και  τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Για 
ορισμένες κυτταρικές σειρές η βιταμίνη Β12 είναι απαραίτητη. Επίσης υπάρχουν 
μέσα με υψηλή περιεκτικότητα στις βιταμίνες Α και Ε. Μεταξύ των πιο κοινά 
χρησιμοποιούμενων περιλαμβάνονται η ριβοβλαβίνη, η βιοτίνη και η θιαμίνη 
(www.hpacultures.org.uk). 

Η περιεκτικότητα ενός θρεπτικού μέσου σε κάθε ένα από αυτά τα συστατικά 
μπορεί να ποικίλλει ανάλογα με τις απαιτήσεις κάθε κυτταρικής σειράς. Από τα πιο 
σημαντικά συμπληρώματα του θρεπτικού μέσου είναι ο ορός, ένα σύνθετο μίγμα 
βιολογικού υλικού που ποικίλλει ανάλογα με την προέλευση του. Ο πιο ευρέως 
χρησιμοποιούμενος ορός είναι ο ορός εμβρύου βοός. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι 
περιέχει χαμηλά επίπεδα αντισωμάτων και μεγάλη περιεκτικότητα σε αυξητικούς 
παράγοντες. Επίσης η αλβουμίνη αποτελεί κύριο συστατικό αυτού. Χρησιμοποιείται 
σε αναλογία 2-20% (www.hpacultures.org.uk). 
 Τέλος, για την αποφυγή των μολύνσεων των καλλιεργειών χρησιμοποιούνται 
αντιμυκητιασικά/αντιβακτηριακά αντιοβιοτικά, όπως η αμφοτερσίνη, gentamicin και 
πενικιλίνη-στρεπτομυκίνη αντίστοιχα. Ωστόσο, η συνεχής χρήση αντιβιοτικών μπορεί 
να επιφέρει αλλαγές στο φαινότυπο και το γενότυπο των κυττάρων (Masters and 
Stacey, 2007). 
 
 
 

http://www.hpacultures.org.uk/
http://www.hpacultures.org.uk/
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 pH 

 Η ρύθμιση του pH αποτελεί πολύ σημαντικό παράγοντα για την ανάπτυξη των 
κυττάρων. Τα περισσότερα κύτταρα θηλαστικών αναπτύσσονται σε pH 7.2-7.4. Για 
το λόγο αυτό τα περισσότερα θρεπτικά περιέχουν τη χρωστική ερυθρό της φαινόλης 
ως δείκτη pH, οπότε η τιμή του υποδηλώνεται συνεχώς από το χρώμα του θρεπτικού 
μέσου. Σε pH 6.5 έχει κίτρινο χρώμα, σε pH 7.0 πορτοκαλί, σε pH 7.4 κόκκινο, σε pH 
7.6 ροζ και σε pH 7.8 μωβ. Συνήθως, το θρεπτικό μέσο της καλλιέργειας πρέπει να 
ανανεώνεται όταν έχει κίτρινο χρώμα (όξινο pH) ή μώβ ( αλκαλικό pH ). Η ύπαρξη 
συγκεκριμένης συγκέντρωσης διττανθρακικού νατρίου στο θρεπτικό μέσο επιτρέπει 
τη διατήρηση του pH στο 7.2-7.4 σε περιβάλλον σταθερής παροχής 5% CO2 (Masters 
and Stacey, 2007). 

 Θερμοκρασία 

 Η βέλτιστη θερμοκρασία για την ανάπτυξη των κυττάρων εξαρτάται από τη 
θερμοκρασία σώματος του ξενιστή από τον οποίο προέρχεται. Οι κυτταρικές σειρές 
που προέρχονται από θηλαστικά αναπτύσσονται άριστα στους 36 0 C με 370 C. Οι 
απότομες αλλαγές θερμοκρασίας μπορεί να προκαλέσουν θερμικό σοκ στα κύτταρα 
με αποτέλεσμα αλλαγές στην μεταγραφή και κατά συνέπεια στο προφίλ έκφρασης 
των πρωτεϊνών των κυττάρων (Masters and Stacey, 2007). 

 Άσηπτο περιβάλλον 

 Για την άριστη ανάπτυξη των κυττάρων είναι απαραίτητες οι  συνθήκες 
ασηψίας. Για το λόγιο αυτό όλα τα στάδια κυτταρικής καλλιέργειας 
πραγματοποιούνται σε εστία παροχής συνεχούς ροής αποστειρωμένου αέρα (Laminar 
Flow Cabinet, MDH). Τα συστατικά του πλήρους θρεπτικού μέσου παραλαμβάνονται 
αποστειρωμένα. Το ίδιο ισχύει και για τα δοχεία καλλιέργειας, τους σωλήνες 
φυγοκέντρου και τις πιπέτες. Επιπλέον πρέπει να είμαστε πολύ προσεκτικοί όσον 
αφορά στους χειρισμούς μας προκειμένου να αποφύγουμε πιθανή μόλυνση των 
κυττάρων.  
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Εικόνα 10: Πραγματοποίηση πειραμάτων σε συνθήκες ασηψίας 

 

4.2.1.2 Διαδικασίες Κυτταροκαλλιεργειών  

4.2.1.2.1 Καλλιέργεια ευκαρυωτικών καρκινικών κυττάρων  

Καρκινικά κύτταρα HeLa και HepG2 καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό μέσο (DMEM, 
10% (v/v) FBS και1% (v/v) αντιβιοτικά  πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη. Τα  κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν σε ειδικό κλίβανο επώασης στους 37°C και σε ατμόσφαιρα 5% CO2.  

 4.2.1.2.2 Απόψυξη κυττάρων 

Οι κυτταρικές σειρές  HepG2 και Ηela διατηρούνται σε υγρό άζωτο. Όταν 
πρόκειται να πραγματοποιηθεί η έναρξη της καλλιέργειας τα κύτταρα αποψύχονται. 
Κατά  τη  διαδικασία  αυτή,  κύτταρα  τα  οποία  έχουν  παραμείνει  παγωμένα ακόμα  
και  για  πολύ  μεγάλο  χρονικό  διάστημα,  είναι  δυνατόν  να επανακαλλιεργηθούν.  
Η  διαδικασία  γίνεται  υπό  άσηπτες  συνθήκες  και  όσο  το δυνατόν ταχύτερα, 
προκειμένου να μειωθεί χρονικά η έκθεση των κυττάρων στο DMSO, το οποίο 
εμπεριέχεται στο υλικό στο οποίο έχουν ψυχθεί τα κύτταρα και το οποίο δρα τοξικά. 

Πειραματική διαδικασία απόψυξης κυττάρων 

 Το κρυοφιαλίδιο με τα κύτταρα μεταφέρεται ταχύτατα από το υγρό άζωτο σε 
υδατόλουτρο στους 370 C για περίπου 5 λεπτά 
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 Ακολουθεί ανάδευση και μεταφορά του εναιωρήματος των κυττάρων (2 ml) 
σε σωλήνα φυγόκεντου  που περιέχει 10 ml θρεπτικού υλικού με ορό. Το 
στάδιο αυτό αποσκοπεί στην αραίωση του DMSO στο οποίο βρίσκονται τα 
κύτταρα και το οποίο σε θερμοκρασία δωματίου είναι τοξικό για αυτά. 

 Φυγοκέντρηση στα 1000 rpm για 5 λεπτά 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναιώρηση του ιζήματος των 

κυττάρων σε 5 ml πλήρους θρεπτικού μέσου. 
 Προσθήκη διαλύματος σε ειδικά δοχεία καλλιέργειας,  στα οποία αναγράφεται 

η κυτταρική σειρά και η ημερομηνία απόψυξης 
 Μικροσκοπική παρατήρηση 
 Τοποθέτηση των δοχείων καλλιέργειας σε επωαστικό θάλαμο (Water Jacketed 

Incubator 3250 Forma Scientific) σταθερής θερμοκρασίας 370 C και παροχής 
CO2 5 %  

 Παρατηρούμε καθημερινά τις καλλιέργειες προκειμένου να βεβαιωθούμε για 
τη σωστή ανάπτυξη των κυττάρων 
 

4.2.1.2.3 Ανακαλλιέργεια κυττάρων (split) 

 Η συνεχή ανάπτυξη και πολλαπλασιασμός των κυττάρων έχει ως αποτέλεσμα 
την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών του μέσου, τη συσσώρευση προϊόντων 
μεταβολισμού που μπορεί να γίνουν τοξικά καθώς και νεκρών και αποπτικών 
κυττάρων. Για το λόγο αυτό, όταν οι καλλιέργειες  φτάσουν σε πυκνότητα 70-80 % 
πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια προκειμένου την ανανέωση των θρεπτικών 
συστατικών και την απομάκρυνση των τοξικών απόβλητων. Επομένως η 
ανακαλλιέργεια πρέπει να γίνεται σε τακτά χρονικά διαστήματα, ανάλογα με το είδος 
της κυτταρικής σειράς έτσι, ώστε να διασφαλίζεται ο  κατάλληλος  αριθμός  των 
κυττάρων  για  πειράματα,  αλλά  και  η  ομαλή  τους ανάπτυξη.  Η  αποκόλληση  των  
κυττάρων  από  το  υπόστρωμά  είναι  δυνατή  με μηχανικό  τρόπο  ή  με τη χρήση  
ενζύμων.   Κατά  την  τελευταία  περίπτωση  συνήθως χρησιμοποιείται διάλυμα 
θρυψίνης, το οποίο διασπά τις συνδέσεις των κυττάρων μεταξύ  τους  αλλά  και  με  
το  στερεό  τους  υπόστρωμα.  Η  ανακαλλιέργεια  των κυττάρων,  λοιπόν,  
αποσκοπεί  στη  διατήρηση  του  απαραίτητου  προς  μελέτη βιολογικού υλικού. 

 

Πειραματική διαδικασία ανακαλλιέργειας κυττάρων 

 Παρατήρηση του τρυβλίου  κυτταροκαλλιέργειας στο μικροσκόπιο. Η εικόνα 
των κυττάρων είναι ενδεικτική της κατάστασης στην οποία βρίσκονται. 
Κύτταρα που είναι  προσκολλημένα  στο  τρυβλίο  θεωρούνται  υγιή  και  
ζωντανά,  ενώ  αυτά  που επιπλέουν είναι πιθανότητα νεκρά. Η 
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ανακαλλιέργεια γίνεται όταν τα κύτταρα  έχουν  καλύψει  το 70-80% της  
επιφάνειας  του  τρυβλίου  στο  οποίο καλλιεργούνται. 

 Αφαίρεση του θρεπτικού μέσου και δύο φορές πλύσεις με PBS (6-7 ml) 
 Προσθήκη κατάλληλης ποσότητας θρυψίνης 1x και επώαση στους 37°C. Η 

θρυψίνη 1x παρασκευάζεται από θρυψίνη 10x  (Gibco, Cat. No. 15400) με 
αραίωση σε1x PBS.Τα κύτταρα δεν θα πρέπει να μείνουν για πολύ ώρα στο 
διάλυμα θρυψίνης. 

 Επαναδιάλυση των κυττάρων με την θρυψίνη σε 5 ml  πλήρες θρεπτικού 
μέσου προκειμένου να ανασταλεί η δράση  της θρυψίνης  και ανάδευση 
προκειμένου να  ξεχωρίσουν τα  κυττάρα μεταξύ τους,  αφού η συγκεκριμένη  
κυτταρική σειρά έχει την τάση να δημιουργεί συσσωματώματα. 

 Σε ένα καινούργιο δοχείο καλλιέργειας  που  υπάρχουν  ήδη 10-11  ml πλήρες  
θρεπτικού μέσου προστίθεται το κυτταρικό εναιώρημα από την προηγούμενη 
φλάσκα ανάλογα με την αραίωση που θα πραγματοποιηθεί. 

 Μικροσκοπική παρατήρηση. 
 Τοποθέτηση των δοχείων καλλιέργειας σε επωαστικό θάλαμο.  

 
4.2.1.2.4 Κρυοσυντήρηση κυττάρων 

 Η κρυοσυντήρηση των κυττάρων και η αποθήκευσή τους σε υγρό άζωτο έχει 
ως στόχο τη δημιουργία αποθεμάτων και τη διατήρηση τους για μεγάλο χρονικό 
διάστημα. Για την επιτυχή διατήρηση τους, είναι απαραίτητο να βρίσκονται σε καλή 
μεταβολική κατάσταση πριν από την ψύξη τους και για το λόγο αυτό-κατά γενικό 
κανόνα- η ψύξη των κυττάρων πραγματοποιείται όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει 70- 
80% της επιφάνειας του τρυβλίου. Επιπλέον, η ψύξη των κυττάρων πραγματοποιείται 
βαθμιαία μέχρι η θερμοκρασία τους να φτάσει ένα κρίσιμο σημείο προκειμένου να 
αποφευχθεί ο σχηματισμός πάγου στο εσωτερικό τους  και  να  ελαχιστοποιηθεί  η  
απώλεια  νερού.  Επίσης,  για  να  αποφευχθεί  ο σχηματισμός  πάγου  στο  εσωτερικό  
των  κυττάρων,  καταψύχονται  σε υγρό καλλιέργειας που περιέχει  διμέθυλο-
σουλφοξείδιο (DMSO). 

 

Πειραματική διαδικασία κρυοσυντήρησης κυττάρων 

 Το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε σωλήνα φυγοκέντρου 
 Γϊνεται φυγοκέντρηση  στις 1000 στροφές για 5 λεπτά 
 Απορρίπτεται το  υπερκειμένο 
 Το ίζημα επαναδιαλύεται σε 3,6 ml (ανάλογα με την ποσότητα κρυοφιαλιδίων 

που χρειαζόμαστε) θρεπτικού μέσου και πραγματοποιείται καλή ανάδευση  
 Μεταφορά του εναιωρήματος σε ειδικό κρυοφιαλίδιο,στο οποίο αναγράφεται 

η ημερομηνία κατάψυξης και η κυτταρική σειρά 
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 Προσθήκη 5 % του κρυοπροστατευτικού  αλλά τοξικού παράγοντα DMSO 
(Sigma, D2650) προκειμένου να αποφευχθεί η θραύση των κυττάρων λόγω 
δημιουργίας κρυστάλλων στο εσωτερικό τους 

 Η προσθήκη γίνεται σιγά-σιγά, ώστε να μη δημιουργηθούν τοπικά υψηλές 
συγκεντρώσεις DMSO οι οποίες είναι τοξικές για τα κύτταρα 

 Κλείσιμο του κρυοφιαλιδίου και μεταφορά στους - 800 C για 24 ώρες 
προκειμένου να επιτευχθεί η σταδιακή ψύξη των κυττάρων που συμβάλλει 
στην μεγαλύτερη βιωσιμότητά τους 

 Μεταφορά του κρυοφιαλιδίου σε υγρό άζωτο 
 

Η βασική αρχή για επιτυχή κατάψυξη των κυττάρων είναι το σταδιακό πάγωμα. 
Αντίθετα, η επαναφορά των κυττάρων βασίζεται στο γρήγορο ξεπάγωμα. Είναι πολύ 
σημαντικό 2 βδομάδες μετά την κατάψυξη να ξεπαγώσουμε ένα κρυοφιαλίδιο 
προκειμένου να βεβαιωθούμε ότι η διαδικασία του παγώματος έχει πραγματοπιοηθεί 
σωστά. 

4.2.1.2.5 Απομόνωση  και καλλιέργεια ανθρώπινων πρωτογενών 
κυττάρων (MNC) (μονοκύτταρα και λεμφοκύτταρα) 

 Συλλογή   αίματος  από έναν υγιή δότη σε σωληνάρια  ηπαρίνης και 
διατήρηση  σε θερμοκρασία δωματίου  (30 λεπτά)   Ανάδευση του  πηκτικού 
διαλύματος Lymphoprep καλά πριν από τη χρήση, αναστρέφοντας τη φιάλη 
αρκετές φορές. 

 Προσθήκη Lymphoprep σύμφωνα με τον παρακάτω πίνακα 
 

BLOOD  

(ml)  

PBS + 2% FBS  

(ml)  

LYMPHOPREPTM  

(ml)  

TUBE SIZE  

(ml)  
1  1  1.5  5  

2  2  3  14  
2  2  3  14  
4  4  4  14  
5  5  10  50  
10  10  15  50  
15  15  15  50  
        Πίνακας 4: Αναλογίες υλικών για την απομόνωση ανθρώπινων λεμφοκυττάρων από 

περιφερειακό αίμα. 

  
 



56 

 

 

 Αραίωση αίματος με μία ίση ποσότητα διαλύματος  φωσφορικών αλάτων 
(PBS)  εμπλουτισμένου με ορό εμβρύου μόσχου (PBS + 2% FB ) 

   Προσθήκη  του αίματος  πάνω από  το Lymphoprep , με προσοχή  ώστε    να 
ελαχιστοποιηθεί η ανάμιξη του αίματος με Lymphoprep. 

 Φυγοκέντριση  στα 1000 rpm για 40 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 
 Αφαίρεση   ανώτερου στρώματος πλάσματος χωρίς να διαταραχθεί το πλάσμα 

 

 
 

 

Εικόνα 11: Διαχωρισμός στρωμάτων αίματος μετά απο την φυγοκέντρηση 

 
 

  Αφαίρεση του  στρώματος  MNC και έκπλυση με θρεπτικό μέσο. 
 Mεταφoρά των κυττάρων με τη βοήθεια πιπέτας σε μια φιάλη 

καλλιέργειας  που περιέχει το θρεπτικό μέσο ανάπτυξης κυττάρων RPMI 
1640  και 10% FBS, 1% πενικιλίνη / στρεπτομυκίνη και 1% PHΑ. 

 Μεταφορά στον κλίβανο επώασης για 24h.  
 
 

4.2.1.2.6 Συλλογή και Επίστρωση κυττάρων  

Η επίστρωση των κυττάρων σε μικροπλάκες 96 θέσεων καθώς και σε 
μικροπλάκες 12 θέσεων πραγματοποιείται για να μας βοηθήσει στις μεθόδους 
μελέτης κυτταρικού πολλαπλασιασμού με χρήση του χρωμογόνου ΜΤΤ και Comet 
assay αντίστοιχα. 

Πειραματική διαδικασία συλλογής και επίστρωσης κυττάρων 

 Το θρεπτικό μέσο απομακρύνεται από το δοχείο καλλιέργειας 
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 Πραγματοποιείται έκπλυση των κυττάρων στο δοχείο καλλιέργειας δύο φορές 
με  διάλυμα PBS (6-7 ml) 

 Το  διάλυμα PBS απομακρύνεται από το δοχείο προσεκτικά  από την άκρη της 
φλάσκας, ώστε να μην καταστραφούν τα κύτταρα μας 

 Τοποθέτηση  1 ml θρυψίνης με σκοπό την αποκόλληση των κυττάρων από το 
δοχείο καλλιέργειας  και το δοχείο μεταφέρεται σε επωαστικό θάλαμο για 5 
περίπου λεπτά 

 Επαναδιάλυση των κυττάρων με την θρυψίνη σε 5 ml πλήρες θρεπτικού 
μέσου και ανάδευση με σκοπό  να  ξεχωρίσουν μεταξύ  τους τα  κύτταρα, 
αφού η συγκεκριμένη  κυτταρική σειρά έχει την τάση να δημιουργεί 
συσσωματώματα 

 Το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε σωλήνα φυγοκέντρου και μία 
μικρή ποσότητα  του μεταφέρεται σε eppendorf 

 Σε eppendorf τοποθετούνται 12 μl κυττάρων και 12 μl της χρωστικής trypan 
blye (επαναλαμβάνεται δύο φορές) 

 12 μl από το συκεκριμένο εναιώρημα μεταφέρονται σε αιμοκυτταρόμετρο και 
καταμετράται ο αριθμός των κυττάρων  

 

Ανάλογα με την μέθοδο που θέλουμε να πραγματοποιήσουμε την συγκεκριμένη 
στιγμή τοποθετούμε 50.000 ή 32.000  κύτταρα ανά πηγαδάκι της μικροπλάκας  96 
θέσεων  (για τη μέθοδο ΜΤΤ) και 280.000 ή 140.000 κύτταρα ανά πηγαδάκι της 
μικροπλάκας 12 θέσεων (για τη μέθοδο Comet assay). 

 

4.2.1.2.7 Μέτρηση Κυττάρων σε αιμοκυτταρόμετρο  

Το αιμοκυτταρόμετρο είναι μια τροποποιημένη αντικειμενοφόρος πλάκα που 
έχει δύο κατάλληλα επεξεργασμένες λείες επιφάνειες. Κάθε μια από αυτές έχει ένα 
τετράγωνο πλέγμα, το οποίο αποτελείται από 9 κύρια τετράγωνα με μήκος πλευράς  
1mm. Το κάθε ένα από αυτά τα τετράγωνα ορίζεται από τρεις παράλληλες γραμμές 
που απέχουν μεταξύ τους 2.5 μm, που χρησιμοποιούνται για τον καθορισμό του εάν 
τα κύτταρα θα θεωρηθούν ότι βρίσκονται μέσα ή έξω από πλέγμα. Επίσης κάθε ένα 
από τα κύρια τετράγωνα έχει επιπλέον διαβαθμίσεις για να διευκολύνεται η μέτρηση 
των κυττάρων. Το επίπεδο του πλέγματος βρίσκεται 0.1 mm χαμηλότερα από δύο 
«ράχες» στις οποίες στηρίζεται η καλυπτρίδα. Υπάρχει μια κοίλη επιφάνεια μεταξύ 
της εξωτερικής πλευράς κάθε τετραγωνισμένης λείας επιφάνειας και των σημείων 
που στηρίζεται η καλυπτρίδα. Στην κοίλη αυτή επιφάνεια μεταφέρεται το κυτταρικό 
εναιώρημα,  το  οποίο  με  τριχοειδικά  φαινόμενα  απλώνεται  στην  τετραγωνισμένη 
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επιφάνεια. Η συγκέντρωση των κυττάρων στο αρχικό εναιώρημα (σε κύτταρα/ml) 
είναι: Μέτρηση στο ένα από τα κύρια τετράγωνα x 104 

 

 

 

Εικόνα 12: Πλακίδιο  
Neubauer. Ο όγκος του κυτταρικού εναιωρήματος που θα καλύπτει ένα από τα εννέα τετράγωνα 
είναι 0.1mm3 ή 1*10-4 ml 

 

4.2.1.2.8 Έλεγχος της βιωσιμότητας των κυττάρων με τη μέθοδo 
trypan blue dye exclusion 

Πρόκειται για μια απλή και γρήγορη μέθοδο διάκρισης των ζωντανών 
κυττάρων από τα νεκρά. Η διάκριση αυτή βασίζεται στην ακεραιότητα της 
κυτταρικής μεμβράνης. Συγκεκριμένα η χρωστική trypan blue δεν μπορεί να 
διαπεράσει την άθικτη μεμβράνη των ζωντανών κυττάρων, αλλά διαπερνά τη 
διαρρηγμένη μεμβράνη των νεκρών κυττάρων και των κυττάρων που βρίσκονται σε 
προχωρημένη απόπτωση. Επειδή τα ζωντανά κύτταρα εμποδίζουν την είσοδο της 
χρωστικής, η μέθοδος ονομάζεται dye exclusion method (Strober, 1997). 
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Πειραματική διαδικασία ελέγχου βιωσιμότητας κυττάρων 

 Το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε σωλήνα φυγοκέντρου και μία 
μικρή ποσότητα  του μεταφέρεται σε eppendorf 

 Σε eppendorf τοποθετούνται 12 μl κυττάρων και 12 μl της χρωστικής trypan 
blye (επαναλαμβάνεται δύο φορές) 

 Επώαση για λίγα δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία δωματίου. Πρέπει να είμαστε 
ιδιαίτερα προσεκτικοί στον χρόνο επώασης γιατί είναι πιθανόν να 
παρατηρήσουμε αύξηση στον αριθμό των νεκρών κυττάρων λόγω της 
τοξικότητας του trypan blue 

 Τοποθέτηση 12 μl κυττάρων και χρωστικής σε αιμοκυτταρόμετρο 
 Μικροσκοπική παρατήρηση και μέτρηση του αριθμού των ζωντανών και των 

νεκρών κυττάρων 

Κύτταρα τα οποία έχουν αποκτήσει μπλε χρώμα καταμετρώνται ως νεκρά, ενώ 
κύτταρα τα οποία είναι διάφανα αφού έχουν υποστεί χρώση καταμετρούνται ως 
ζωντανά. 

 

Εικόνα 13: Τοποθέτηση κυττάρων στο αιμοκυτταρόμετρο 

 

 4.2.2 Μέθοδος  Ηλεκτροφόρησης απομονωμένων κυττάρων σε 
πήκτωμα αγαρόζης (Single Cell Gel Electrophoresis/Comet Assay) 

 Η μέθοδος ηλεκτροφόρησης απομονωμένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης 
χρησιμοποιείται για την αξιολόγηση της γονοτοξικότητας μεγάλου αριθμού χημικών 
και φαρμακευτικών ουσιών καθότι πρόκειται για μια απλή, γρήγορη και κυρίως 
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ευαίσθητη και αξιόπιστη μέθοδο που επιτρέπει την ανίχνευση της θραύσης του DNA 
σε επίπεδο μεμονωμένων κυττάρων.  

Το 1976 ο Cook και οι συνεργάτες του προκειμένου να διερευνήσουν τη δομή 
του πυρήνα πρότειναν τη λύση των κυττάρων με ανιονικά απορρυπαντικά και υψηλής 
μοριακότητας NaCl. Ως αποτέλεσμα οι μεβράνες, το κυτταρόπλασμα και το 
πυρηνόπλασμα διασπώνται, τα νουκλεοσώματα αποδιοργανώνονται και σχεδόν όλες 
οι ιστόνες διαλυτοποιούνται. Αυτό που απομένει είναι μια πυρηνική μήτρα ή αλλιώς 
ένας πυρηνικός σκελετός που αποτελείται από RNA και πρωτεΐνες  μαζί με DNA, η 
οποία ονομάζεται νουκλεοειδές. Η παραπάνω ερευνητική ομάδα πρότεινε ένα 
μοντέλο σύμφωνα με το οποίο το DNA κατά διαστήματα προσδένεται στον πυρήνα 
του νουκλεοειδούς με συνέπεια να εμφανίζεται ως σύνολο από υπερελικωμένες 
θηλιές, και όχι ως γραμμικό μόριο. Όταν η υπερελίκωση απομακρύνεται, οι θηλιές 
εκτείνονται γύρω από τον πυρήνα του νουκλεοειδούς σχηματίζοντας μια «στεφάνη»  
(halo)  (Shaposhnikov et al, 2008; Piperakis, 2009) 

Η πρώτη προσπάθεια άμεσης ποσοτικοποίησης των ρηγμάτων του DNA έγινε 
το 1978 από τους Rydberg και  Johanson, οι οποίοι ανέμιξαν κύτταρα με αγαρόζη 
πάνω σε αντικειμενοφόρους πλάκες. Ακολούθως πραγματοποίησαν λύση κυττάρων 
σε μετρείως αλκαλικές συνθήκες. 

Το 1984 οι Ostling και Johanson βασιζόμενοι στις προαναφερθείσες 
προσεγγίσεις εφάρμοσαν μια μικροηλεκτροφορτική τεχνική για την ανίχνεση βλαβών 
στο DNA σε επίπεδο μεμονωμένων κυττάρων. Σε αυτή την τεχνική η λύση και η 
ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε ουδέτερες συνθήκες ενώ  για τη χρώση του 
DNA χρησιμοποιήθηκε η φθορίζουσα χρωστική πορτοκαλί της ακριδίνης. Οι εικόνες 
που προέκυψαν έμοιαζαν με κομήτες που φέρουν μια διακριτή κεφαλή, η οποία 
αποτελείται από άθικτο DNA και μια ουρά που αποτελείται από κομμάτια DNA. Για 
το λόγο αυτό ονομάστηκε comet assay.  Ωστόσο μόνο δίκλωνες  θραύσεις του DNA 
μπορούσαν να αναλυθούν (Liao et al, 2009) 

Τα επόμενα χρόνια η μέθοδος comet assay τροποποιήθηκε από δύο 
ερευνητικές ομάδες, τον Singh και τους συνεργάτες του, το 1988 και τον Olive και 
τους συνεργάτες του, το 1990. 

Η πρώτη ερευνητική ομάδα πραγματοποιήσε την ηλεκτροφόρηση σε 
αλκαλικές συνθήκες (pH > 13) επιτρέποντας στις υπερέλικες του DNA να 
χαλαρώσουν και να ξεδιπλωθούν. Αυτό καθιστά δυνατή την ανίχνευση μονόκλωνων  
θραυσμάτων καθώς και θέσεων  ασταθών σε αλκαλικές συνθήκες (alkali labile sites) 
κατά την διάρκεια της ηλεκτροφόρησης. 
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Η δεύτερη ερευνητική ομάδα πραγματοποίησε την ηλεκτροφόρηση σε 
λιγότερο αλκαλικές συνθήκες (pH > 12,3) για τον εντοπισμό των μονόκλωνων 
θραυσμάτων  (Tice et al, 2000; Liao et al, 2009) 

Βασικές αρχές της μεθόδου 

Στο νουκλεοειδές το DNA διατηρεί την αρνητική υπερελίκωσή του λόγω της 
προηγούμενης οργάνωσης του σε νουκλεοσώματα. Η παρουσία θραυσμάτων οδηγεί 
σε χαλάρωση της υπερελίκωσης, και οι θηλιές αντί να εκτείνονται μεταξύ των ορίων 
του νουκλεοειδούς, εκτείνονται έξω από αυτό σχηματίζοντας μια στεφάνη. Λόγω του 
αρνητικού φορτίου του DNA , κατά την ηλεκτροφόρηση οι χαλαρές αυτές θηλιές 
μετακινούνται προς την άνοδο, σχηματίζοντας την ουρά του κομήτη ενώ το άθικτο  
DNA παραμένει περιελιγμένο στο νουκλεοειδές σχηματίζοντας την κεφαλή του 
κομήτη (McKelvey-Martin et al,1993;Wong et al, 2005). Tο σχήμα και το μέγεθος 
του κομήτη και η κατανομή του DNA μέσα σε αυτόν σχετίζεται με την έκταση της 
βλάβης/ αλλοίωσης του DNA (Kumaravel et al, 2009) 

Η έκταση της μετακίνησης του DNA κατά την ηλεκτροφόρηση εξαρτάται 
άμεσα από την βλάβη αυτού στα κύτταρα. Τα θράυσματα του DNA μετά από 
επίδραση με αλκαλικό διάλυμα είτε μόνο του είτε σε συνδυασμό με την παρουσία 
ενζύμων (π.χ ενδουκλεάσες) αυξάνουν τη μετακίνηση του DNA, ενώ χιαστί δεσμοί 
μεταξύ DNA- DNA και DNA- πρωτεινών επιβραδύνουν τη μετακίνηση αυτού 
(Kumaravel et al, 2009) 

Η βλάβη του γενετικού υλικού εκτιμάται είτε μέσω 
οπτικής είτε  μέσω αυτοματοποιημένης ανάλυσης των 
εικόνων με ειδικά υπολογιστικά προγράμματα (Wong et al, 
2005; McKelvey Martin et al,1993)  

Διαφορετικές εκδοχές της μεθόδου 
χρησιμοποιούνται προκειμένου να ανιχθευθούν διαφορετικά 
είδη και διαφορετικά επίπεδα βλάβης του DNA. Εν 
συντομία τα βασικά στάδια της μεθόδου είναι τα εξής: 
Εναιώρημα κυττάρων αναμιγνύεται με αγαρόζη χαμηλού 
σημείου τήξεως και απλώνεται πάνω σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα. Μετά την λύση 
των κυττάρων με διάλυμα υψηλής συγκέντρωσης αλάτων και απορρυπαντικών 
ακολουθεί επώαση σε αλκαλικό διάλυμα προκειμένου να ξεδιπλωθεί η διπλή έλικα. 
Όταν η τεχνική εφαρμόζεται σε αλκαλικές συνθήκες, απομονωμένοι πυρήνες που 
ενσωματώνονται σε πήκτωμα αγαρόζης επάνω σε αντικειμενοφόρο πλάκα λύονται, 
ακολουθεί χαλάρωση και αποδιάταξη του DNA, ηλεκτροφόρηση του σε αλκαλικό pH 
και τέλος η αδρανοποίηση και η χρώση του. Το κερματισμένο DNA εμφανίζει  
αυξημένη μετακίνηση κατά την ηλεκτροφόρηση λαμβάνοντας το σχήμα “κομήτη”. Η 
έκταση της βλάβης του DNA εκτιμάται μετρώντας τη μετατόπιση του ανάμεσα στον 

Εικόνα 14: Μικροσκόπιο 
φθορισμού για οπτική 
παρατήρηση της βλάβης 
του γενετικού υλικου 
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πυρήνα του κυττάρου ή “κεφαλή του κομήτη” και την προκύπτουσα “ουρά” λόγω 
κερματισμού του πυρηνικού DNA . Η ηλεκτροφόρηση σε ουδέτερες συνθήκες μετά 
από επώαση με αλκαλικό διάλυμα καθιστά δυνατή την ανίχνευση μονόκλωνων 
θραυσμάτων, την πλειοψηφία των απουρινικών και απυριμιδικών θέσεων καθώς και 
συμπλόκων τα οποία είναι ασταθή σε αλκαλικές συνθηκες (www.amsbio.com)  

 

 
Εικόνα 15 1: Ανάμειξη των κυττάρων με αγαρόζη χαμηλού σημείου τήξεως, 2: Μεταφορά σε ειδική 
αντικειμενοφόρο πλάκα, 3: Λύση των κυττάρων για απομάκρυνση των κυτταρικών μεβρανών και ιστονών, 
4: Επώαση με αλκαλικό διάλυμα προκειμένου να ξεδιπλωθεί η διπλή έλικα του DNA, 5: Ηλεκτροφόρηση σε 
αλκαλικό διάλυμα, χρώση με φθορίζουσα χρωστική και μικροσκοπική παρατήρη 

Eπιπλέον, μια ευρέως χρησιμοποιούμενη εκδοχή της συγκεκριμένης μεθόδου 
αποτελεί η ενζυμική πέψη με ειδικά ένζυμα (Fpg, Endo III, hooG1) που 
αναγνωρίζουν οξειδωμένες πουρίνες και πυριμιδίνες μετά την λύση των κυττάρων 
(Τchou et al,1994; Blasiak et al ,2004). 

Μερικές από τις εφαρμογές της μεθόδου ηλεκτροφόρησης μεμονομένων 
κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης είναι οι εξής: 

 Μελέτες που αφορούν τον άνθρωπο 

Η μέθοδος ηλεκτροφόρησης μεμονωμένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης είναι 
ιδανική για τέτοιου είδους μελέτες, καθώς δεν απαιτείται σήμανση με ραδιενεργά 
ισότοπα ή άλλες επιβλαβείς ενώσεις. Χρησιμοποιείται στην παρακολούθηση της 
έκθεσης σε γονιδιοτοξικούς παράγοντες ή ακτινοβολία, στην εκτίμηση του 
οξειδωτικού στρες που συνδέεται με πολλές ασθένειες στον άνθρωπο και στην 
εκτίμηση της συμμετοχής του καπνίσματος στην πρόκληση βλαβών του DNA. 
Επιπρόσθετα, με τη συγκεκριμένη τεχνική μπορούν να εκτιμηθούν τα επίπεδα 
βλαβών του DNA που σχετίζονται με την διατροφή, ή την επαγγελματική έκθεση σε 
τοξικούς παράγοντες (π.χ. ψεκαστές που εκτίθενται σε φυτοφάρμακα) (Kasiotis K.M., 
Kyriakopoulou K,2011). Τέλος, χρησιμοποιείται για την εκτίμηση των επιπέδων 

http://www.amsbio.com/
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ενδογενούς βλάβης του DNA σε φυσιολογικά κύτταρα μεμονωμένων κυττάρων 
(Collins,2004; Piperakis,2009). 

 Οικολογικές μελέτες  

Η μέθοδος αυτή μπορεί να εφαρμοστεί σε διάφορους οργανισμούς (μύδια, 
σκώλικες, μικρά τρωκτικά) και να χρησιμοποιηθεί ως βιοδείκτης προσδιορισμού της 
περιβαλλοντικής ρύπανσης με ουσίες που προκαλούν γονοτοξικότητα (Collins,2004; 
Piperakis,2009). 

 Γονιδιοτοξικοί έλεγχοι 

Η μέθοδος comet assay χρησιμοποιείται ευρέως για τον έλεγχο της τοξικότητας νέων 
χημικών ενώσεων και φαρμακευτικών σκευασμάτων (Collins,2004; Piperakis,2009) 

 Εκτίμηση της επιδιόρθωσης του DNA 

H τεχνική αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην εκτίμηση της ικανότητας 
επιδιόρθωσης σε κυτταρικό επίπεδο. Ένας τρόπος είναι η πρόκληση βλάβης στα 
κύτταρα και η παρακολούθηση της ταχύτητας με την οποία επιδιορθώνονται οι 
βλάβες. Οι περισσότεροι τύποι κυττάρων επιδιορθώνουν τις θραύσεις στο DNA πάρα 
πολύ γρήγορα. Αντίθετα, η επιδιόρθωση οξειδωμένων πουρινών/πυριμιδινών με 
εκτομή βάσεων απαιτεί περισσότερο χρόνο. Εναλλακτικά, η ικανότητα επιδιόρθωσης 
ενός κυτταρικού εκχυλίσματος μπορεί να εκτιμηθεί in vitro όπου ο πυρήνας 
καθίσταται προσβάσιμος σε πρωτεΐνες, αναστολείς, δεοξυριβονουκλετίδια κ.α. 
Επιπλέον, πληροφορίες σχετικά με την επιδιόρθωση του DNA  μπορούν να 
προκύψουν από την εφαρμογή της μεθόδου σε ελλιπείς κυτταρικές σειρές όσον 
αφορά τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης (McKelvey-Martin et al,1993; Collins,2004; 
Piperakis,2009) 

Πλεονεκτήματα μεθόδου 

Η μέθοδος  comet assay είναι μια σχετικά γρήγορη, απλή, μη επεμβατική και 
με χαμηλό κόστος τεχνική που επιτρέπει την ανίχνευση αλλοιώσεων του DNA σε 
επίπεδο μεμονωμένων κυττάρων. 

Στα πλεονεκτήματα της μεθόδου περιλαμβάνονται επίσης ο μικρός αριθμός 
κυττάρων που απαιτείται, η υψηλή ευαισθησία (50-15000 θραύσεις/κύτταρο) και η 
ευρεία εφαρμογή της σε μια ποικιλία ευκαρυωτικών κυττάρων διαιρούμενων ή μη. 
Αξίζει να αναφέρουμε ότι ικανοποιητικά αποτελέσματα έχουν προκύψει και από την 
εφαρμογή της σε προκαρυωτικά κύτταρα (Dhawan A et al,2009). 

 (http://www.nanoimpactnet.eu/uploads/Protocols/Genotoxicity/Comet%20Assay.pdf) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dhawan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18427939
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Τέλος, ένα ακόμα πλεονέκτημα της μεθόδου comet assay είναι η ευελιξία της. 
Η επώαση με διαλύματα διαφορετικού pH προκειμένου να ξεδιπλωθεί η διπλή έλικα, 
οι διαφορετικές συνθήκες ηλεκτροφόρησης όπως και η χρήση ειδικών ενζύμων 
μπορούν να αξιοποιηθούν για τον προσδιορισμό διαφορετικών τύπων και επιπέδων 
βλάβης του DNA (Rojas et al,1999; Tice et al,2000; Wong et al,2005; Liao et al,2009; 
Piperakis,2009). 

Μειονεκτήματα μεθόδου 

Με την μέθοδο comet assay δεν μπορούμε να διακρίνουμε το είδος της 
βλάβης του DNA (μονόκλωνες  θραύσεις, δίκλωνες  θραύσεις, alkali-labile θέσεις, 
χιαστί δεσμοί) ( Μuller, 2007). Eπίσης, δεν επιτρέπεται τη διάκριση των 
αποπτωτικών από τα νεκρά κύτταρα (Liao et al,2009). 

Επιπρόσθετα, δεν επιτρέπει τη μέτρηση του μεγέθους των θραυσμάτων του 
DNA αφού διαχωρίζονται κατά το σύντομο χρονικό διάστημα της ηλεκτροφόρησης 
(Οlive and Bamath, 2006) 

4.2. 2.1 Πειραματική Διαδικασία Μεθόδου 

 (έλεγχος γονοτοξικότητας) 

 Συγκεκριμένος αριθμός κυττάρων διατηρούνται  σε δοχεία καλλιέργειας τα 
οποία έχουν μεταφερθεί σε επωαστικό θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας και 
παροχής CO2  

 Όταν οι καλλιέργειες έχουν πυκνότητα 60-70% πραγματοποιείται συλλογή και 
επίστρωση κυτταρικής σειράς σε μικροπλάκες 12 θέσεων (280.000 κύτταρα 
ανά πηγαδάκι) 

 Προσθήκη 900 μl υλικού καλλιέργειας χωρίς ορό   και 100 μl ουσίας 
(OF1,OF2,OF3,OF4,OF5) στην συγκέντρωση 2.5 mg/ml 

 Μεταφορά σε  επωαστικό θάλαμο  σταθερής θερμοκρασίας 370 C και παροχής 
CO2  5 % για  20-24 ώρες 

 Απομάκρυνση του θρεπτικού μέσου και ξέπλυμα των κυττάρων με διάλυμα 
PBS (1 ml/πηγαδάκι) 

 Προσθήκη  100 μl θρυψίνης για να ξεκολλήσουν τα κύτταρα και μεταφορά 
στον επωαστικό θάλαμο  σταθερής θερμοκρασίας 370 C και παροχής CO2  5 % 
για 5 λεπτά 

 Προσθήκη 100 μl πλήρους θρεπτικού μέσου και γρήγορη μεταφορά σε 
παγωμένα eppendorf  τοποθετημένα σε πάγο 

 Μισή ώρα πριν την έναρξη του πειράματος έχει δημιουργηθεί διάλυμα 
αγαρόζης σε ένα ποτήρι ζέσεως (1% σε PBS) πάνω σε καυτή θερμαντική 
πλάκα και στη συνέχεια  μεταφορά σε υδατόλουτρο 370 C όπου παραμένει για 
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τουλάχιστον 20 λεπτά πριν χρησιμοποιηθεί προκειμένου να αποφευχθεί το 
θερμικό σοκ των κυττάρων 

 75 μl διαλύματος κυττάρων αναμιγνύονται με 75 μl αγαρόζης χαμηλού 
σημείου τήξεως 

 Σε ειδική αντικειμενοφόρο πλάκα μεταφέρονται 75 μl αυτού του διαλύματος 
δεξιά και τα υπόλοιπα 75 μl αριστερά  και τοποθετούνται καλυπτίδρες.  

 Τοποθέτηση slides σε θερμοκρασία 40 C για 12-30 λεπτά 
 Αφαίρεση καλυπτίδρας και τοποθέτηση slides σε Lysis Buffer για 1 ώρα 
 Έκπλυση με κρύο PBS για 15  λεπτά 
 Οι αντικειμενοφόροι μεταφέρονται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης και 

καλύπτονται με αλκαλικό διάλυμα pH>13 για 30 λεπτά στους 40 C 
 Ηλεκτροφόρηση  για 30 λεπτά σε συνθήκες 380 mA και 22 V στους 40 C  
 Έκπλυση με Neutralizing buffer για 30 λεπτά 
 Έκπλυση δίαρκειας 20 λεπτών με καθαρή παγωμένη αιθανόλη 
 Πλήρης στέγνωση σε θερμοκρασία δωματίου για 24 ώρες περίπου 
 Ενυδάτωση αντικειμενοφόρων πλακών για 10 λεπτά  με dH2O 
 Χρώση πλακών με  χρωστική propidium iodide (1/400) ή με χρωστικη SYBR 

Gold   
 Σκοτάδι 10 λεπτών  για την πρώτη χρωστική και 45 λεπτών  για την δεύτερη 
 Έκπλυση δύο φορές για 10 λεπτά η κάθε μία με dH2O προκειμένου να 

απομακρυνθεί η περίσσεια της φθορίζουσας χρωστικής 
 Μικροσκοπική παρατήρηση 
 Λήψη εικόνων σε μικροσκόπιο φθορισμού (Leica DM 2500) με φακό 20X 
 Ανάλυση των εικόνων με το  λογισμικό TriTek CometScore TM Freeware 1.5. 

Το συγκεκριμένο λογισμικό υπολογίζει διάφορες παραμέτρους, αλλά η 
παράμετρος που χρησιμοποιήθηκε για τη συγκεκριμένη εργασία είναι το % 
ποσοστό DNA στην ουρά του κομήτη (% DNA in tail), η οποία θεωρείται η 
πιο αξιόπιστη παράμετρος για την αξιολόγηση και την ποσοτικοποίηση των 
αλλοιώσεων του DNA που παρατηρούνται με τη μέθοδο comet.   

 data analysis με το πρόγραμμα  SPSS :Anova 
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Εικόνα 16: Καρκινικά κύτταρα HepG2 σε πήκτωμα αγαρόζης και αλκαλικό pH μετά από χρώση 
με SYBR Gold. Αριστερά, κύτταρα χωρίς αλλοιώσεις του DNA και δεξιά κύτταρα που έχουν 
υποστεί αλλοιώσεις του DNA. 

 
4.2.3 Μέθοδος μελέτης κυτταρικού πολλαπλασιασμού και 
κυτταροτοξικότητας με τη χρήση χρωμογόνου MTT 

Στόχος αυτής της μεθόδου είναι η εκτίμηση της βιωσιμότητας των κυττάρων 
μετά από επώασή τους με τα εκχυλίσματα  του φραγκόσυκου σε 11 συγκεντρώσεις 
από κάθε εξεταζόμενο εκχύλισμα, (OF1,OF2,OF3,OF4,OF5 οι οποίες κυμαίνονταν 
από 0.005 έως και 5 mg/L χρησιμοποιώντας την βιοχημική μέθοδο ΜΤΤ.  
 

Αρχή μεθόδου 

Η μέθοδος αυτή αρχικά περιγράφηκε από τον Mosmann (1983) και βασίζεται 
στην ικανότητα του μιτοχονδριακού ενζύμου αφυδρογονάση να ανάγει το διαλυτό 
υποκίτρινου χρώματος ΜΤΤ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) σε μπλε-μωβ φορμαζάνη που συσσωρεύεται στα υγιή κύτταρα σε βαθμό 
ευθέως ανάλογο του αριθμού τους (Mosmann, Tim, 1983). Συγκεκριμένα ο δακτύλιος 
του τετραζολίου μεταβολίζεται στα ενεργά μιτοχόνδρια από τη δραστικότητα 
διαφόρων αφυδρογονασών και το απαλό κίτρινο χρώμα του υποστρώματος 
μετατρέπεται σε πορφυρούς κρυστάλλους, οι οποίοι  μετά τη διάλυσή τους με 
ισοπροπανόλη δίνουν ένα σκούρο μπλε/μωβ χρώμα. Τα άλατα τετραζολίου δέχονται 
ηλεκτρόνια από τα οξειδωμένα υποστρώματα ή από κατάλληλα ένζυμα όπως NADH 
και  NADPH. 
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Εικόνα 17: Αντίδραση αναγωγής του κίτρινου άλατος τετραζολίου( ΜΤΤ) σε μπλέ/μώβ 
φορμαζάνη από το ένζυμο μιτοχονδριακή ρεδουκτάση 

 

Η συγκέντρωση των κρυστάλλων στα μιτοχόνδρια των κυττάρων είναι ευθέως 
ανάλογη της μεταβολικής δραστηριότητας των κυττάρων. Επομένως η δοκιμασία 
ΜΤΤ αντανακλά άμεσα τη μιτοχονδριακή δραστηριότητα και κατ’ επέκταση τη  
βιωσιμότητα (viability) και το ρυθμό αύξησης (growth rate) ενός κυτταρικού 
πληθυσμού. Η ένταση του παραγόμενου χρώματος είναι ανάλογη με την βιωσιμότητα 
των κυττάρων και αντιστρόφως ανάλογη με την τοξικότητα του υλικού (Fabre et.al., 
2001). Τα υδατοδιαλυτά άλατα του τετραζολίου αναπτύχθηκαν με την εισαγωγή 
θετικών ή αρνητικών φορτίων και υδροξυ ομάδων στο  φαινολικό δακτύλιο του 
άλατος τετραζολίου, ή καλύτερα με σουλφονικές ομάδες  που προστίθενται  
απευθείας στον φαινολικό δακτύλιο. 

Συγκεκριμένα στην μέθοδο ΜΤΤ,  κύτταρα επιστρώνονται σε πλάκα 
μικροκαλλιέργειας  και καλλιεργούνται με κατάλληλο θρεπτικό υλικό. Μετά από 24 
ώρες γίνεται προσθήκη υλικού εμπλουτισμένου με αυξανόμενες συγκεντρώσεις της 
εκάστοτε εξεταζόμενης ουσίας  για τον επιθυμητό χρόνο επώασης. Μετά το πέρας 
της επώασης προστίθεται το ΜΤΤ και μετά από κατάλληλη επώαση και προσθήκη 
διαλύτη ισοπροπανόλης γίνεται προσδιορισμός των επιπέδων της φορμαζάνης μέσω 
μέτρησης της απορρόφησης (ΟΑ) στα 550 nm χρησιμοποιώντας το μετρητή πλακών 
μικροκαλλιέργειας (plate reader) BioRad i-Mark. Ο βαθμός της απορρόφησης του 
φωτός εξαρτάται από το διαλύτη. 

 

Πλεονεκτήματα μεθόδου 

Γενικά έχει μικρό κόστος και χρησιμοποιείται περισσότερο λόγω του ότι 
αποτελεί σύντομη μέθοδο και δεν χρησιμοποιεί  ραδιοϊσότοπα.  Επίσης η τεχνική 
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αυτή έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως και έχει βελτιστοποιηθεί για διάφορα είδη 
κυττάρων. Είναι χρήσιμη στην μέτρηση της κυτταρικής ανάπτυξης σε απόκριση προς 
μιτογόνα, αντιγονικά ερεθίσματα, παράγοντες ανάπτυξης και άλλα αντιδραστήρια 
που προωθούν την κυτταρική ανάπτυξη, μελέτες κυτταροτοξικότητας, και την 
κατασκευή των καμπυλών ανάπτυξης των κυττάρων. 

Μειονεκτήματα μεθόδου 

Η χρήση της μεθόδου ΜΤΤ έχει περιορισμούς και επηρεάζεται από τη φυσιολογική 
κατάσταση των κυττάρων και τη διακύμανση στη μιτοχονδριακή δραστικότητα της 
αφυδρογονάσης σε διαφορετικούς τύπους κυττάρων. Επίσης υπάρχει  
πτωχή προσομοίωση κλινικών συνθηκών αφού  η συγκεκριμένη μέθοδος  εκτιμά τον 
αριθμό  κυττάρων  από  τη μεταβολική δραστηριότητα πράγμα που μπορεί να 
επιφέρει σύγχυση ανάμεσα σε ένα μικρό ενεργό κυτταρικό πληθυσμό και σε  μεγάλο  
αριθμό  λιγότερο  ενεργών κυττάρων.   
(http://www.onco.gr/documents/Mpriasoulis.pdf) 
  

 
4.2.3.1 Πειραματική Διαδικασία Μεθόδου  

(έλεγχος κυτταροτοξικότητας) 

 
 Συγκεκριμένος όγκος από καρκινικά κύτταρα (HeLa, ΗepG2) ή φυσιολογικά 

κύτταρα (λεμφοκύτταρα) επιστρώνονται σε πλάκα μικροκαλλιέργειας (96-
well)  και καλλιεργούνται με κατάλληλο θρεπτικό υλικό για 24 ώρες 

 Τα κύτταρα συνεπωάζονται μαζί με τις ουσίες του φραγκόσυκου για 72 ώρες 
(λεμφοκύτταρα) και 24 ώρες για τα καρκινικά κύτταρα.  

 Σκόνη του ΜΤΤ διαλύεται σε PBS σε συγκέντρωση 5mg/mL και προστίθεται 
στα δείγματα τα οποία αφήνονται για 4 ώρες.  

 Το διάλυμα του ΜΤΤ αφαιρείται και προστίθεται ισοπροπανόλη σε όλα τα  
«πηγάδια» με σκοπό να διαλύσει τα φορμαζανικά άλατα στο έγχρωμο  
διάλυμα.  

 Μέτρησης της απορρόφησης (ΟΑ) στα 550 nm χρησιμοποιώντας το μετρητή 
πλακών μικροκαλλιέργειας (plate reader) BioRad i-Mark. 

 Υπολογισμοί του μέσου όρου και  της τυπικής απόκλισης για κάθε σειρά 
δειγμάτων.  
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Εικόνα 18: πλάκίδια κυτταροκαλλιεργειών 96 μικροφρεατίων όπου είναι ευδιάκριτος ο 
σχηματισμός μπλε/μωβ χρώματος μετά την διάλυση του ιζήματος της φορμαζάνης σε 
ισοπροπανόλη 

 

4.2.4 Μέθοδος μελέτης κυτταρικού πολλαπλασιασμού και 
κυτταροτοξικότητας με τη χρήση χρωμογόνου  MTS  

Η δοκιμασία MTS (3- (4,5-διμεθυλθειαζολ-2-υλ)-5-(3-καρβοξυμεθοξυφαινυλ) 
-2-(4σουλφοφαινυλ)-2Η-τετραζολίου) προσδιορίζει την μεταβολική δραστικότητα 
των μιτοχονδριακών αφυδρογονασών, οι οποίες παράγονται από τα ζωντανά 
κύτταρα.   

Οι δοκιμασίες με άλατα τετραζολίου έχουν χρησιμοποιηθεί για πολλά χρόνια, 
για την  διάκριση των ζωντανών κυττάρων από τα νεκρά. Τα άλατα τετραζολίου 
μετατρέπονται σε φορμαζάνη από το σύστημα του κυτοχρώματος των ζωντανών  
κυττάρων, και το χρώμα που παράγεται είναι ανάλογο των κυττάρων που έχουν  
επιβιώσει στην καλλιέργεια (Malich, G et al, 1997). 
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Εικόνα 19: Σχηματική αναπαράσταση της μετατροπής του ΜΤS σε φορμαζάνη 

 
Η αναγωγή του άλατος τετραζολίου MTS σε φορμαζάνη είναι αποτέλεσμα της 

δράσης των αφυδρογονασών που παράγουν  αναγωγικά ισοδύναμα, όπως το  NADH 
ή NADPH. Στην συνέχεια το NADH μεταφέρει τα ηλεκτρόνια του σε 
ένα αντιδραστήριο μεταφοράς ηλεκτρονίων όπως η μεθοθειική φαιναζίνη (PMS) με 
αποτέλεσμα την αναγωγή αυτών των ενώσεων. Οι  αναχθείσες  ETRs, με την σειρά 
τους, αλληλεπιδρούν άμεσα και ανάγουν την ένωση τετραζολίου MTS με 
αποτέλεσμα την παραγωγή ενός έντονα χρωματισμένου  διαλυτού υδατικού 
προϊόντος  φορμαζάνης,  το οποίο μπορεί να μετρηθεί χρωματομετρικά (Riss, T.L. and 
Moravec, R.A,1992). 
   
Πλεονεκτήματα  

 
Η μέθοδος υπερτερεί σε διαλυτότητά σε καλλιεργητικό μέσο σε αντίθεση με 

την πρόγονό του, την δοκιμασία ΜΤΤ είναι ανώτερη από όλες τις άλλες παραλλαγές 
της δοκιμασίας ανίχνευσης με χρήση αλάτων τετραζολίου, τόσο ως προς την ακρίβεια 
και την αξιοπιστία της όσο και σε ότι αφορά την ευκολία χρήσης (Niles et al, 2009, 
Barltrop, J.A. et al.1991; Berridge, M.V. and Tan, A.S. 1993; Cory, A.H. et al. 1991; 
Mosmann, T,1983; Bernabei, P.A. et al.,1989; Chen, C. H. et al, 1990). 

Επειδή είναι μη ραδιενεργό, δεν απαιτεί την απομάκρυνση ραδιενεργών 
αποβλήτων. Μπορεί η μέθοδος να διενεργείται με την ανάλυση σε μικροπλάκες 96 
θέσεων χωρίς πλύσεις  ή  κυτταρική συγκομιδή οπότε παρέχει περισσότερη ταχύτητα 
στους ερευνητές.  Επιπλέον είναι πιο ευέλικτο  σε αντίθεση με το ΜΤΤ, μπορεί να 
διαβαστεί (σε φωτόμετρο)  και  στην συνέχεια να επιστραφεί στον επωαστή για 
περαιτέρω ανάπτυξη του  χρώματος.  

Επίσης η χρήση του είναι πιο ασφαλης για τον ερευνητή, αφού  δεν απαιτεί 
πτητικό οργανικό διαλύτη για τη διάλυση του προϊόντος φορμαζάνης και τέλος είναι 
πολύ βολικό άλας αφού  παρέχεται έτοιμο προς χρήση με την μορφή σταθερού, 
παγωμένου,  στείρου διαλύματος (Malich, G et al, 1997; da Costa A.O et al, 1999 ; 
Eirheim, H.U 2004). 

Επομένως, η διαλυτότητα του αντιδραστηρίου MTS, επιτρέπει πολλαπλές 
μετρήσεις, εξοικονομεί χρόνο επεξεργασίας και ενδεχομένως επιτρέπει την καλύτερη 
ενσωμάτωση σε ένα αυτοματοποιημένο μοντέλο (Bouhifd et al, 2012). 
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4.2.4.1 Πειραματική Διαδικασία Μεθόδου  

(Μετρηση κυτταροτοξικότητας λεμφοκυτταρων)  

 Συλλογή και τοποθέτηση λεμφοκυττάρων σε μικροπλάκα 96 θέσεων 

 Πρόσθεση  20 μl MTS  

 Επώαση 1- 4 ώρες στον επωαστήρα 5% CΟ2  
 Μέτρηση της πλάκας στα 490 nm 

 

4.2.5 Μέθοδος γH2AX In Cell Western (ICW) 

H τεχνική γH2AX In Cell Western (ICW) είναι μια high throughput μέθοδος 
προσδιορισμού κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας που βασίζεται στη 
φωσφορυλίωση της ιστόνης Η2ΑΧ (γH2AX). H φωσφορυλίωση της ιστόνης Η2ΑΧ 
(γH2AX) προκαλείται ύστερα από την επαγωγή θραυσμάτων διπλής έλικας στο DNA 
του κυττάρου και αποτελεί έναν γενικό βιοδείκτη γονοτοξικότητας (global genotoxic 
insult) όπως αναφέρεται από τους Sedelnikovaetal., 2011. Επίσης αποτελεί ένα καλά 
αναγνωρισμένο προ-καρκινικό δείκτη in vivo (Bonneretal., 2008) και έχει 
χρησιμοποιηθεί για μελέτες βιοπαρακολούθησης γονοτοξικότητας πληθυσμών 
(Ivashkevichetal., 2012; Valdiglesiasetal., 2013). Μέχρι σήμερα, έχουν αναπτυχθεί 
διάφορες δοκιμές για την ανίχνευση γονοτοξικότητας βασισμένες στην 
ποσοτικοποίηση αυτού του βιοδείκτη με τεχνικές ELISA, κυτταρομετρία ροής 
(fluorescence-activatedcellsorter, FACS) ή τεχνικές μικροσκοπίας με χρήση 
ανοσοφθορισμού (Zhouetal., 2006; Wattersetal., 2009; Matsuzakietal., 2010; 
Smartetal., 2011; Tsamouetal., 2012). 

Η μέθοδος γH2AX-InCellWestern (γH2AX –ICW) έχει προταθεί πρόσφατα 
ως μία καινούργια in vitro τεχνική που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση πιθανής 
γονοτοξικής δράσης διαφόρων χημικών. Η δοκιμή γίνεται σε μικροπλάκα 
καλλιέργειας 96 θέσεων και βασίζεται στην ποσοτικοποίηση της γH2AX με την 
τεχνική “in-cellWestern (ICW)” και επιτρέπει την ταυτόχρονη εξέταση 
κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας διαφόρων ξενοβιοτικών σε κύτταρα 
ανθρώπου (Audebertetal., 2010, 2011, 2012; Graillotetal., 2012a,b; Jaminetal., 2013; 
Martinetal., 2013). Στη συγκεκριμένη μέθοδο χρησιμοποιούνται κύτταρα 
ηπατοκαρκινώματος ανθρώπου (HepG2) καθώς η συγκεκριμένη κυτταρική σειρά έχει 
περιγραφεί ως κατάλληλο μοντέλο για την ανίχνευση της γονοτοξικής δράσης 
διαφόρων ουσιών της European Centre for the Validation of Alternative Methods 
(ECVAM) χρησιμοποιώντας διάφορες τεχνικές (Westerlinketal., 2010, 2011; 
Tsamouetal., 2012). Επιπλέον τα κύτταρα αυτά εκφράζουν p53 το οποίο αποτελεί 
σημαντικό παράγοντα για την μείωση του αριθμού των ψευδώς θετικών 
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αποτελεσμάτων στις δοκιμές γονοτοξικότητας που χρησιμοποιούν κύτταρα 
θηλαστικών.   

4.2.5.1 Πειραματική Διαδικασία Μεθόδου γH2AX ΙCW (έλεγχος 
κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας) 

 Συλλογή και  επίστρωση κυττάρων HepG2 σε ειδική μικροπλάκα 96  θέσεων 
(32.000/well) 

 Επώαση με τα υπό μελέτη εκχυλίσματα σε συγκεντρώσεις 0.312, 0.625, 1.25 
και 2.5 mg/ml για 24h ή με Η2Ο2 (ως θετικός μάρτυρας) σε ορισμένες θέσεις 
τις μικροπλάκας.   

 Απομάκρυνση  των ουσιών και ξέπλυμα των κυττάρων με PBS  
 Μονιμοποίηση με 4% PFA  
 Ξέπλυμα των κυττάρων με PBS και neutralization buffer (20μΝ ΝΗ4Cl). 
 Ξέπλυμα των κυττάρων με permeabilization buffer  
 Επώαση των κυττάρων με saturation buffer  
 Ξέπλυμα των κυττάρων με PSΤ και επώαση με πρωτογενές αντίσωμα anti-

γH2AX Rabbit  Ο/Ν  
 Ξέπλυμα των κυττάρων με PSΤ και επώαση με δευτερογενές αντίσωμα anti- 

Rabbit 800 και RedDot2  (για τη σήμανση του DNA) για 1 h 
 Ξέπλυμα των κυττάρων και μέτρηση της απορρόφησης στο Odyssey Infrared 

Imaging Scanner (LiCor Science Tec) σε μήκη κύματος 700 και 800 nm. 
 Με το κατάλληλο λογισμικό του οργάνου, γίνεται αυτόματα υπολογισμός των 

μέσων όρων των επαναλήψεων σε κάθε πλάκα καθώς και διόρθωση του 
υποβάθρου (background). Τα αποτελέσματα που προκύπτουν από την 
επεξεργασία δίνουν ταυτόχρονα τα επίπεδα γονοτοξικότητας και 
κυτταροτοξικότητας για κάθε πειραματικό χειρισμό.   

 
 

4.2.6 Στατιστική Ανάλυση μεθόδων 

 
Τα αποτελέσματα της  μέτρησης της οπτικής πυκνότητας των δειγμάτων  

αλλα και της γονοτοξικότητας υφίστανται επεξεργασία με σκοπό να βρεθούν οι μέσοι 
όροι και οι τυπικές αποκλίσεις από κάθε σειρά δειγμάτων.Έπειτα ακολουθεί η 
στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων  η οποία έγινε με τη μέθοδο ANOVA 
χρησιμοποιώντας το πακέτο SPSS 16.0 για Windows. Οι συγκρίσεις μεταξύ 
πολλαπλών μέσων τιμών πραγματοποιήθηκαν με την ανάλυση της διακύμανσης 
(analysis ofv ariance, ANOVA). Ύστερα από τον έλεγχο της ισότητας της 
διακύμανσης (homo geneity of variance) με το Levene’stest, η εκτίμηση της 
σημαντικότητας των διαφορών μεταξύ των ομάδων (του δείγματος ελέγχου και των 
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υπό εξέταση εκχυλισμάτων) ελέγχθηκε με τοTukey’sposthoctest στην περίπτωση που 
βρέθηκε ίση διακύμανση (equal variances assumed) και με το Games-
Howellposthoctest στην περίπτωση που δε βρέθηκε ίση διακύμανση (equal variances 
not assumed). Οι διαφορές θεωρήθηκαν σημαντικές για τιμές του p που ήταν 
μικρότερες από 0,05. 

 

Κεφάλαιο 5: Αποτελέσματα  

5.1 Μελέτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού και κυτταροτοξικότητας με 
τη χρήση χρωμογόνου MTT σε in vitro σύστημα  

 
5.1.1 Κύτταρα HepG2 

 

Σκοπός αυτών των πειραμάτων ήταν να μελετηθεί κατά πόσο τα εξεταζόμενα 
εκχυλίσματα έχουν επίδραση στον πολλαπλασιασμό και άρα στη βιωσιμότητα των 
κυττάρων HepG2. Με τον τρόπο αυτό αξιολογήσαμε την κυτταροτοξικότητα των 
εκχυλισμάτων στη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά.  

Για τη μελέτη του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της κυτταροτοξικότητας με 
τη χρήση χρωμογόνου MTT στα κύτταρα ΗepG2 χρησιμοποιήθηκαν 11 
συγκεντρώσεις από κάθε εξεταζόμενο εκχύλισμα, οι οποίες κυμαίνονταν από 0.005 
έως 5  mg/L (βλ. Υλικά και Μέθοδοι). Όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα που 
παρατίθενται στα Γραφήματα 1, 2, 3, 4 και 5, κανένα από τα εκχυλίσματα δεν είχε 
κυτταροτοξική δράση σε καμιά από τις εξεταζόμενες συγκεντρώσεις, καθώς η 
στατιστική επεξεργασία δεν έδειξε στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ του 
δείγματος ελέγχου και των υπό εξέταση εκχυλισμάτων (p>0.05). 
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Γράφημα 1: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus OF1 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 
ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

 
 

 
 

Γράφημα 2: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus OF2. (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 
ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 
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Γράφημα 3: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus OF3.  (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 
ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

 

 
 
Γράφημα 4 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus OF4. (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 
ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 
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Γράφημα 5: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus OF5. (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 
ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

Τα ανωτέρω αποτελέσματα φαίνονται συγκεντρωτικά στο παρακάτω Γράφημα 6.  
 

 
 
Γράφημα 6 : Αποτελέσματα συνολικών πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε 
κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα Opuntia  ficus (OF1, ΟF2, OF3,OF4 και ΟF5) 
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Από τα ανωτέρω αποτελέσματα , φαίνεται ότι κανένα από τα εξεταζόμενα 
εκχυλίσματα δεν προκαλεί κυτταροτοξικότητα στα κύτταρα HepG2, ως την ανώτερη 
εξεταζόμενη συγκέντρωση των 5 mg/ml και ούτε επηρέασε αρνητικά το ρυθμό 
πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Αντίθετα σε ορισμένες περιπτώσεις ο ρυθμός 
πολλαπλασιασμού αυξήθηκε, χωρίς ωστόσο αυτές οι αλλαγές να είναι στατιστικά 
σημαντικές.  

 5.1.2 Κύτταρα  Hela 
 

Σκοπός αυτών των πειραμάτων ήταν να μελετηθεί κατά πόσο τα εξεταζόμενα 
εκχυλίσματα έχουν επίδραση στον πολλαπλασιασμό και επομένως και  στη 
βιωσιμότητα των κυττάρων Hela. Με τον τρόπο αυτό αξιολογήσαμε την 
κυτταροτοξικότητα των εκχυλισμάτων στη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά.  

 Για τη μελέτη του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της κυτταροτοξικότητας 
με τη χρήση χρωμογόνου MTT στα κύτταρα Ηela χρησιμοποιήθηκαν 10 
συγκεντρώσεις από κάθε εξεταζόμενο εκχύλισμα, οι οποίες κυμαίνονταν από 0.005 
έως και 2.5 mg/L (βλ. Υλικά και Μέθοδοι). Όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα που 
παρατίθενται στα Γραφήματα 7, 8, 9, 10,11 και 12 κανένα από τα εκχυλίσματα δεν 
είχε κυτταροτοξική δράση σε καμιά από τις εξεταζόμενες  συγκεντρώσεις, καθώς η 
στατιστική επεξεργασία δεν έδειξε στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ του 
δείγματος ελέγχου και των υπό εξέταση εκχυλισμάτων (p>0.05). 
 

 

Γράφημα 7: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα Hela 
μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF1 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 3 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=3) 
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Γράφημα 8: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα Hela 
μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF3 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 3 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=3) 

 

 

Γράφημα 9 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα Hela 
μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF4 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 3 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=3). 
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Γράφημα 10 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF4 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 3 
ανεξάρτητα πειράματα, n=3). 

 

 

Γράφημα 11 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα 
Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF5 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 3 
ανεξάρτητα πειράματα, n=3). 
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Τα ανωτέρω αποτελέσματα φαίνονται συγκεντρωτικά στο παρακάτω Γράφημα 12.  
 

 

Γράφημα 12: Αποτελέσματα συνολικών πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο ΜΤΤ σε 
κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα Opuntia  ficus (OF1, ΟF2, OF3,OF4 και ΟF5)  

Ως εκ τούτου, φαίνεται ότι κανένα από τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα δεν 
προκαλεί κυτταροτοξικότητα στα κύτταρα Hela, ως την ανώτερη εξεταζόμενη 
συγκέντρωση των 2.5 mg/ml. Μόνο το εκχύλισμα από σπόρους (OF4) έδειξε κάποια 
σχετική μείωση του πολλαπλασιασμού των Hela κυττάρων (αύξηση της 
κυτταροτοξικότητας) από τη συγκέντρωση 0.625 mg/ml και πάνω, αλλά αυτή η 
μείωση δεν ήταν στατιστικά σημαντική σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα.  

 

 5.2 Μελέτη εκτίμησης γονοτοξικότητας με τη μέθοδο comet assay  

 
Ως επόμενο βήμα στη μελέτη των τοξικών ιδιοτήτων των υδατικών εκχυλισμάτων 

ήταν ο προσδιορισμός των γονοτοξικών τους ιδιοτήτων με τη μέθοδο του comet 
assay. Τα κύτταρα  HepG2 είναι κατάλληλο μοντέλο για τη μελέτη των γονοτοξικών 
ιδιοτήτων ουσιών σε in vitro συνθήκες, όπως περιγράφεται αναλυτικότερα στην 
ενότητα των μεθόδων.  

 
Λόγω του ότι δεν παρουσιάστηκε  κυτταροτοξικότητα σε καμιά από τις 

εξεταζόμενες συγκεντρώσεις των υπό μελέτη εκχυλισμάτων και επειδή η 
συγκέντρωση των 5 mg/ml θεωρήθηκε αρκετά μεγάλη τα πείραματα γονοτοξικότητας 
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διεξήχθησαν χρησιμοποιώντας τη συγκέντρωση 2.5 mg/ml για κάθε ένα από τα πέντε 
εκχυλίσματα.  

 
Για κάθε εκχύλισμα, έγιναν 4 επαναλήψεις των συγκεκριμένων πειραμάτων και τα 

αποτελέσματα συνοψίζονται στο Γραφήμα 13. Όπως φαίνεται κανένα από τα 
εξεταζόμενα δείγματα δεν προκαλεί αλλοιώσεις στο γενετικό υλικό στις 
συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες. Ο έλεγχος με ANOVA (SPSS) δεν έδειξε 
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ του δείγματος ελέγχου και των υπό εξέταση 
εκχυλισμάτων (p>0.05). Συγκεκριμένα, φαίνεται ότι η μέση τιμή της παραμέτρου % 
DNA in tail length στο θετικό μάρτυρα (H2O2) είναι περίπου  48%, ενώ η αντίστοιχη 
τιμή στον αρνητικό μάρτυρα και στα εξεταζόμενα εκχυλίσματα είναι κοντά στο 0%.   
 

 
 
Γράφημα 13: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης επαγωγής γονοτοξικότητας με τη μέθοδο comet σε 
κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα Opuntia ficus (OF1, ΟF2, OF3, OF4, OF5). (*: 
p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=4  
 
 
 

5.3 Μελέτη της τυχόν προστατευτικής δράσης έναντι του οξειδωτικού 
stress ή/και της γονοτοξικότητας με τη μέθοδο comet assay 
 

Στις συγκεκριμένες πειραματικές δοκιμές, κύτταρα HepG2 εκτίθενται σε  
παράγοντες που είναι γνωστό ότι προκαλούν αλλοιώσεις στο γενετικό υλικό (π.χ. 
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Η2Ο2) παρουσία ή απουσία των εξεταζόμενων εκχυλισμάτων, προκειμένου να 
διαπιστωθεί εάν η ύπαρξη των εκχυλισμάτων αυτών δρα προστατευτικά στο κύτταρο, 
μειώνοντας τις αλλοιώσεις που προκαλεί το Η2Ο2. Τα εν λόγω πειράματα έγιναν 
χρησιμοποιώντας την συγκέντρωση 2.5 mg/ml για κάθε ένα από τα 5 εκχυλίσματα, η 
οποία δεν έδειξε καμιά γονοτοξική δράση στα προηγούμενα πειράματα. 

Όπως φαίνεται στο παρακάτω  διάγραμμα τα κύτταρα που είχαν επωαστεί με 
Η202  παρουσιάζουν αλλοιώσεις στο DNA τους και το ποσοστό DNA στην ουρά του 
κομήτη (αλλοιωμένο DNA) ξεπερνά σε ποσοστό  το 80% . Αντίθετα τα κύτταρα που 
είχαν προεπωαστεί με εκχύλισμα OF1 πριν να επιδράσουμε σε αυτά με Η2Ο2 
φαίνεται ότι δεν εμφανίζουν αλλοιώσεις όταν επωαστούν με Η2Ο2. Αυτό το γεγονός 
φανερώνει ότι η επίδραση με το εξεταζόμενο εκχύλισμα δρα προστατευτικά στα 
κύτταρα, στο DNA των οποίων δεν προκαλούνται αλλοιώσεις από την επίδραση με 
το Η2Ο2. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρούνται σε όλα τα άλλα εξεταζόμενα  
εκχυλίσματα (ΟF2-ΟF5). Ο έλεγχος με ANOVA (SPSS) έδειξε στατιστικά 
σημαντικές διαφορές μεταξύ του δείγματος ελέγχου και των υπό εξέταση 
εκχυλισμάτων οπότε παρατηρούμε προστασία (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, 
*:vsH2O, #: vs H2O2) 

 

 

Γράφημα 14: Αποτελέσματα  μελέτης πιθανής προστατευτικής δράσης των υδατικών εκχυλίσματων 
Opuntia ficus (OF1, ΟF2, OF3, OF4, OF5) έναντι του οξειδωτικού stress ή/και της γονοτοξικότητας με τη 
μέθοδο comet assay σε κύτταρα HepG2. (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) Οι 
τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα,n=4 
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 5.4 Μελέτη κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με την μεθόδο  
γH2AX In Cell Western (ICW)  

Σκοπός της συγκεκριμένης πειραματικής διαδικασίας είναι η μελέτη της 
γονοτοξικότητας των μελετούμενων εκχυλισμάτων με τη μέθοδο γH2AX In Cell 
Western (ICW), η οποία είναι μια νέα μέθοδος που θεωρείται πιο ευαίσθητη από την 
κλασσική μέθοδο προσδιορισμού γονοτοξικότητας comet. Επιπλέον, σκοπός μας 
είναι και η σύγκριση των αποτελεσμάτων των δύο αυτών μεθόδων, ώστε να 
επιβεβαιώσουμε ή όχι τη μεγαλύτερη ευαισθησία της μεθόδου αυτής στο δικό μας 
πειραματικό σύστημα.   

 Τα εν λόγω πειράματα έγιναν χρησιμοποιώντας τέσσερις συγκεντρώσεις από 
0,312 mg/ml μέχρι 2,5 mg/ml για κάθε ένα από τα 5 εκχυλίσματα. Όπως φαίνεται στα 
παρακάτω  διαγράμματα για το εκχύλισμα ΟF1 υπάρχει μια αύξηση της 
θνησιμότητας  σε συγκεντρώσεις ίσες και πάνω από 1,25 mg/ml. Ως αποτέλεσμα της 
αύξησης της κυτταροτοξικότητας που εμφανίζεται σε αυτές τις συγκεντρώσεις 
παρατηρείται δευτερεύουσα επίδραση στην αύξηση της γονοτοξικότητας στις ίδιες 
συγκεντρώσεις.  

Τα υπόλοιπα εξεταζόμενα εκχυλίσματα (ΟF2-OF5) δεν παρουσιάζουν καμιά 
κυτταροτοξικότητα, όπως φαίνεται στα Γραφήματα 16 εώς 19  ως και την ανώτερη 
συγκέντρωση και καμία γονοτοξικότητα. Επιπλέον και με αυτή τη μέθοδο 
παρατηρούμε ότι τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα προκαλούν προστασία των κυττάρων 
έναντι του οξειδωτικού στρες που προκαλείται από το H2O2.  Τα παραπάνω 
αποτελέσματα εκτός από το πρώτο εκχύλισμα συμβαδίζουν με τα αποτελέσματα των 
προαναφερθέντων μεθόδων οπότε και τα πιστοποιούν. 
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Γράφημα 15: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με τη μέθοδο 
ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF1 (Οι τιμές είναι ο μέσος 
όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) 

 

Γράφημα 16: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με τη μέθοδο 
ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF2 (Οι τιμές είναι ο μέσος 
όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) 
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Γράφημα 17: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με τη μέθοδο 
ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF3 (Οι τιμές είναι ο μέσος 
όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) 

 

Γράφημα 18: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με τη μέθοδο 
ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF4 (Οι τιμές είναι ο μέσος 
όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) 
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Γράφημα 19: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας με τη μέθοδο 
ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF5 (Οι τιμές είναι ο μέσος 
όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) 

 

5.5 Μελέτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού και κυτταροτοξικότητας με 
τη χρήση χρωμογόνου MTS σε in vitro σύστημα  
 
5.5.1 Λεμφοκύτταρα  

 Μετά την ολοκλήρωση των πειραμάτων με τη χρήση κυττάρων από 
καρκινικές κυτταρικές σειρές, έγιναν ορισμένα πειράματα για να μελετηθεί η 
επίδραση  ορισμένων από τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα (ΟF1-OF3) και σε πρωτογενή 
κύτταρα και  συγκεκριμένα σαν μοντέλο διαλέχτηκαν τα λεμφοκύτταρα. Στα 
προκαταρκτικά πειράματα που έγιναν με τα τρία εξεταζόμενα εκχυλίσματα (OF1, 
OF2 και OF3)  σε δύο συγκεντρώσεις 0.625 mg/ml  και 1,25 mg/ml παρατηρήθηκε 
πολύ  μικρή θνησιμότητα των κυττάρων στην μέγιστη συγκέντρωση. Αν και δεν 
έχουν γίνει οι απαραίτητες επαναλήψεις για την επιβεβαίωση των συγκεκριμένων 
αποτελεσμάτων παρακάτω εναποτίθεται το διάγραμμα της μελέτης της 
κυτταροτοξικότητας που παρατηρείται σε λεμφοκύτταρα  με την μέθοδο ΜΤS. 
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Γράφημα 20: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με την μέθοδο ΜΤS σε ανθρώπινα 
Λεμφοκύτταρα μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα Opuntia  ficus ( OF1,OF2 και OF3) 
 
 
 
Κεφάλαιο 6: Συμπεράσματα-Συζήτηση 
 

Τα τελευταία χρόνια έχει παρατηρηθεί ο προσανατολισμός του γενικού 
πληθυσμού προς  τα προληπτικά μέτρα για την υγεία. Στο πλαίσιο αυτό, η χρήση και 
η μελέτη των φυτών και των φυσικών προϊόντων έχει αυξηθεί θεαματικά τα 
τελευταία 5-10 χρόνια λόγω των ευεργετικών επιδράσεων που παρατηρούνται από 
την παραδοσιακή χρήση τους στην θεραπεία και πρόληψη ασθενειών.  Όπως ένα 
νόμισμα έχει δύο πλευρές, έτσι και στη περίπτωση των φυσικών προϊόντων η χρήση 
τους ενδέχεται να έχει  και αρνητικές πτυχές όπως οι  τοξικές  επιδράσεις που 
ενδεχομένως προκαλούν σε διάφορους οργανισμούς και στον άνθρωπο. Επομένως  
ακόμα και για τα φυσικά προϊόντα είναι απαραίτητο να διενεργούνται μελέτες 
προκειμένου να μελετηθούν οι πιθανές τοξικές τους επιδράσεις.  

Στην παρούσα μεταπτυχιακή εργασία πραγματοποιήθηκε ο τοξικολογικός 
έλεγχος υδατικών εκχυλισμάτων από διάφορα μέρη του φυτού opuntia ficus ευρέως 
γνωστό ως φραγκόσυκο. Το εν λόγω φυτό έχει δειχθεί από διεθνείς μελέτες ότι 
εμφανίζει ευεργετικές επιδράσεις σε διάφορα συστήματα (αντιοξειδωτική δράση, 
ευεργετική δράση σε έλκος, προστατευτική δράση ενάντια σε ηπατοτοξικές ουσίες,    
προστατευτική δράση έναντι γαστρικών αλλοιώσεων, κ.α.) 

Το φραγκόσυκο περιέχει σημαντικές ποσότητες ουσιών, όπως ασκορβικό  
οξύ, βιταμίνη Ε, καροτενοειδή, αμινο- οξέα και  αντιοξειδωτικές ενώσεις  (φαινόλες, 
φλαβονοειδή), οι οποίες έχουν σημαντικά  οφέλη για την υγεία  όπως υπογλυκαιμική 
και υπολιπιδαιμική δράση, και αντιοξειδωτικές ιδιότητες (Flores et al, 2014). Αρκετές 
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μελέτες έχουν τεκμηριώσει την αφθονία των βιταμινών και ανόργανων συστατικών 
σε κάκτους και το φραγκόσυκο δεν αποτελεί εξαίρεση αφού είναι μια πολύτιμη πηγή 
θρεπτικών συστατικών, καθώς θεωρείται αντιοξειδωτικό, αντικαρκινικό, 
νευροπροστατευτικό, ηπατοπροστατευτικό κ.α.  Το εκχύλισμα του φραγκόσυκου από 
λουλούδια (flowers)  περιέχει διάφορα φλαβονοειδή, ενώ η  φλούδα  του 
φραγκόσυκου ( peel), η οποία είναι πλούσια  σε βασικά λιπαρά οξέα και λιποδιαλύτες 
αντιοξειδωτικών, αλλά και οι σπόροι (seeds) μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 
παρασκευή ελαίου.  Το εκχύλισμα από το  σκληρό μέρος του φυτού (cladodes)  
περιέχει βιταμίνες, αντιοξειδωτικά και διάφορα φλαβονοειδή, που είναι 
αποτελεσματικά  μέσα δέσμευσης ελεύθερων  ριζών  και μπορεί να μειώσει το 
επίπεδο της χοληστερόλης, να δράσει  κατά του έλκους και να βοηθήσει  τους 
μηχανισμούς που εμπλέκονται σε φλεγμονές καθώς το υδατικό του εκχύλισμα  
βελτιώνει αξιοσημείωτα την επούλωση του τραύματος. Συνολικά, τα εκχυλίσματα 
από όλα τα μέρη του φυτού είναι πλούσια σε πολυφαινόλες όπως διάφορα 
φλαβονοειδή και φαινολικά οξέα. 

Τα μέρη του φυτού φραγκόσυκου  που μελετήθηκαν τόσο  για την τόξικότητα 
τους αλλά και για την προστατευτική δράση τους ήταν τα εξής πέντε: Λουλούδια 
(flower),  σκληρό μέρος του φυτού (cladode), η φλούδα (peel ), οι σπόροι (seed) και 
το σάρκωμα (flesh). 

 
Για τον  τοξικολογικό ελέγχο  χρησιμοποιήθηκαν in vitro συστήματα με 

χρήση ανθρώπινων κυττάρων (κυτταρικές σειρές και πρωτογενείς καλλιέργειες). Πιο 
συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τα ηπατικά καρκινικά κύτταρα HepG2 και τα 
κύτταρα της μήτρας Hela καθώς και ως πρωτογενή καλλιέργεια χρησιμοποιήθηκαν 
ανθρώπινα λευφοκύτταρα. Οι συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές   χρησιμοποιούνται 
ευρέως στην επιστημονική έρευνα. Αρχικά μελετήθηκε στα ηπατικά κύτταρα  η 
κυτταροτοξική δράση  των  εξεταζόμενων εκχυλισμάτων σε 11 συγκεντρώσεις οι 
οποίες κυμαίνονταν από 5 έως 0.005 mg/L. Όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα που 
αναφέρθηκαν αναλυτικότερα παραπάνω κανένα από τα εκχυλίσματα δεν είχε 
κυτταροτοξική δράση σε καμιά από τις εξεταζόμενες  συγκεντρώσεις για τα κύτταρα 
ΗepG2  και τα αποτελέσματα αυτα συμβαδίζουνε με την επόμενη εξεταζόμενη 
καρκινική σειρά. Για τα καρκινικά κύτταρα Ηela χρησιμοποιήθηκαν 10 
συγκεντρώσεις από κάθε εξεταζόμενο εκχύλισμα, οι οποίες κυμαίνονταν από 2.5 έως 
0.005 mg/L. Ούτε και σε αυτή την κυτταρική σειρά δεν  παρατηρήθηκε 
κυτταροτοξική δράση σε καμιά από τις εξεταζόμενες  συγκεντρώσεις. Ενώ  στα 
πρωτογενή κύτταρα, λεμφοκύτταρα χρησιμοποιήθηκαν δύο συγκεντρώσεις 0,625 
mg/ml και 1,25 mg/ml, και ούτε εδώ υπήρξε ένδειξη  κυτταροτοξικής δράσης αφού 
παρατηρήθηκε πολύ μικρή θνησιμότητα κυττάρων. Σημειώνεται ότι είναι η πρώτη 
φορά που μελετώνται αυτές οι ιδιοτήτες των υδατικών εκχυλισμάτων του 
φραγκόσυκου σε αυτές τις κυτταρικές σειρές.   
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Στην συνέχεια  προσδιορίστηκε η γονοτοξική δράση των εξεταζόμενων 
υδατικών εκχυλισμάτων του φυτού φραγκόσυκου  χρησιμοποιώντας  τη μέθοδο της 
ηλεκτροφόρησης μεμονομένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης (Comet assay). Όπως 
φαίνεται  από τα αποτελέσματα των συγκεκριμένων πειραμάτων που παρουσιάζονται 
παραπάνω κανένα από τα εξεταζόμενα δείγματα δεν προκαλεί στατιστικά σημαντικές 
αλλοιώσεις στο γενετικό υλικό στις συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες, άρα δεν 
εμφανίζει γονοτοξικότητα.  
 

Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε και  η ικανότητα του φυτού 
φραγκόσυκου να εμφανίζει προστατευτική δράση έναντι αλλοιώσεων  στο γενετικό 
υλικό που προκαλούνται από  μικρές δόσεις υπεροξειδίου του υδρογόνου σε in vitro  
συνθήκες σε κυτταρα ηπατοκαρκινώματος  ανθρώπου  HepG2. Τα αποτελέσματα 
έδειξαν ότι η επώαση των κυττάρων HepG2 στα συγκεκριμένα εκχυλίσματα 
ανέστρεψε πλήρως τις αλλοιώσεις που προκλήθηκαν στο DNA ύστερα από την 
σύντομη επώαση με Η202. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται αναλυτικότερα 
παραπάνω υποδεικνύουν  ότι τα εκχυλίσματα του φραγκόσυκου προστατεύουν τα εν 
λόγω ηπατικά κύτταρα από το οξειδωτικό στρές. Η συγκεκριμένη δράση των 
υδατικών εκχυλισμάτων του φυτού ficus opuntia είναι η πρώτη φορά που 
αποδεικνύεται, ενώ στη διενθή βιβλιογραφία υπάρχουν δεδομένα μόνο για την 
προστευτική δράση του σκληρού μέρους του φυτού (cladode) αλλά στην περίπτωση 
της σύζευξης με φυτοχημικό σύμπλοκο ( Brahmi D et al 2012). 
 

Στη συνέχεια εφαρμόστηκε η νέα μέθοδος In Cell Western ( ICW) με τη 
βοήθεια του  σύγχρονου συστήματος απεικόνισης (Odyssey, LI Cor), με την οποία 
επιτυγχάνεται ταυτόχρονη ποσοτικοποιήση της κυτταροτοξικότητας και της 
γονοτοξικότητας που προκαλεί η μελετούμενη κάθε φορά ουσία.  Τα αποτελέσματα 
που πήραμε με αυτή τη μέθοδο δεν έδειξαν καμια κυτταροτοξικότητα και 
γονοτοξικότητα στο μοντέλο των ΗepG2 στα οποία εφαρμόστηκε. Επομένως και τα 
αποτέλεσματα που πήραμε με αυτή την νέα και πολύ πιο ευαίσθητη μέθοδο 
επιβεβαιώνουν σε μεγάλο βαθμό τα αποτελέσματα των κλασσικών μεθόδων μελέτης 
κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικότητας.   

 
Μια μικρή διαφορά στην μέθοδο ICW σε σχέση με τις μεθόδους ΜΤΤ και  

Comet παρατηρείται στην κυτταροτοξικότητα και γονοτοξικότητα  που 
προσδιορίστηκε στις συγκεντρώσεις 1,25 mg/ml και 2,5mg/ml στο εκχύλισμα των 
λουλουδιών (ΟF1). Αυτή η διαφορά είναι αναμενόμενη, καθώς η μέθοδος In Cell 
Western είναι πολύ πιο ευαίσθητη από τις κλασσικές μεθόδους προσδιορισμού 
κυτταροτοξικότητας και γονοτοξικόττητας. Επιπλέον η αύξηση της 
κυτταροτοξικότητας στις παρατηρούμενες συγκεντρώσεις μπορεί να θεωρηθεί ως 
θετική επίδραση καθώς το πειραματικό μας σύστημα είναι τα καρκινικά κύτταρα 
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ήπατος (HepG2). Τέλος, τα αποτελέσματα αυτά μπορούν να θεωρηθούν ανάλογα με 
τα αποτελέσματα που είχαν παρατηρηθεί στη μελέτη των Flores Naselli et al, 2014, 
όπου δείχθηκε ότι  τo εκχυλίσμα φραγκόσυκου από το φρούτο μείωσαν τον 
πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων παχέος εντέρου (CaCo -2).  

Μετά την ολοκλήρωση των πειραμάτων με τη χρήση κυττάρων από 
καρκινικές κυτταρικές σειρές, έγιναν ορισμένα πειράματα για να μελετηθεί η 
επίδραση  ορισμένων από τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα (ΟF1-OF3) και σε πρωτογενή 
κύτταρα ανθρώπου (λεμφοκύτταρα) με την μέθοδο ΜΤS. Στα προκαταρκτικά 
πειράματα που έγιναν με τα τρία εξεταζόμενα εκχυλίσματα (OF1, OF2 και OF3)  σε 
δύο συγκεντρώσεις 0.625 mg/ml  και 1,25 mg/ml παρατηρήθηκε πολύ  μικρή 
θνησιμότητα των κυττάρων στην μέγιστη εξεταζόμενη συγκέντρωση.   

Συμπερασματικά, μπορούμε να πούμε πως όλα τα εξετασθέντα υδατικά 
εκχυλίσματα από τα λουλούδια (flower), το σκληρό μέρος του φυτού (cladode), τη 
φλούδα (peel ), τους σπόρους (seed) και το σάρκωμα (flesh) του φραγκόσυκου δεν 
έδειξαν καμιά γονοτοξικότητα ή κυτταροτοξικότητα σε καμιά από τις δύο  καρκινικές 
κυτταρικές σειρές και την πρωτογενή σειρά που μελετήθηκαν. Αντίθετα εμφάνισαν 
θετικές επιδράσεις, καθώς δείχθηκε ότι έχουν προστατευτική δράση έναντι στο 
οξειδωτικό stress στο πειραματικό μοντέλο των  HepG2 κυττάρων. 

 

6.1 Προτάσεις για Μελλοντικές Μελέτες  

Γενικότερα, μέχρι τώρα στη βιβλιογραφία δεν υπάρχουν πολλά δεδομένα 
σχετικά με την μελέτη της τοξικότητας των  εξεταζόμενων φυτικών εκχυλισμάτων  
από  φραγκόσυκο. Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας έδειξαν ότι σε in vitro 
συνθήκες τα εξεταζόμενα εκχυλίσματα δεν παρουσιάζουν κυτταροτοξικότητα ή 
γονοτοξικότητα, ενώ αντίθετα εμφανίζουν μια σημαντική προστατευτική δράση 
έναντι του οξειδωτικού stress. Ενδιαφέρον θα είχε η ολοκλήρωση των πειραμάτων σε 
πρωτογενείς κύτταρα, προκειμένου να διαπιστωθεί εάν παρατηρούνται παρόμοιες 
ιδιότητες των μελετούμενων εκχυλισμάτων και σε πρωτογενή κύτταρα.  

Επίσης, θα ήταν ενδιαφέρον να εξεταστούν οι αντίστοιχες ιδιότητες σε in vivo 
συνθήκες, με τη μέθοδο προσδιορισμού συχνότητας εμφάνισης μικροπυρήνα ή με τη 
μέθοδο comet σε ορισμένους κυτταρικούς πληθυσμούς. Φυσικά θα είχε ενδιαφέρον 
και η μελέτη της οξείας τοξικότητας (acute toxicity) καθώς η εκτίμηση της οξείας 
τοξικότητας από στόματος αποτελεί από τα πρώτα βήματα διερεύνησης της 
τοξικότητας μιας ουσίας, εκχυλίσματος ή μίγματος ουσιών. Τέλος θα ήταν 
ενδιαφέρον να γίνουν περαιτέρω μελέτες για να διερευνηθεί ο πιθανός 
προστατευτικός ρόλος των εξεταζόμενων εκχυλισμάτων και στην υπεροξείδωση των 
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λιπιδίων, ενώ παράλληλα θα μπορούσε να διερευνηθεί περαιτέρω η προστατευτική 
δράση έναντι σε οξειδωτικό στρες σε in vivo  συνθήκες με την βοήθεια δεικτών. 
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7. Παραρτήματα 

7.1 Παράρτημα Εικόνων 

Εικόνα 20: Μέρη του κακτοειδούς φυτού φραγκόσυκου ( Opuntia Ficus Indica) 

Εικόνα 21: Τα φυτά στην διάθεση της ιατρικής 

Εικόνα 22: Βασική δομή και σύστημα αρίθμησης των φλαβονοειδών 

Εικόνα 23: Κακτοειδές φυτό φραγκόσυκο (opuntia ficus indica) 

Εικόνα 24 : Ο Ελβετός πατέρας της τοξικολογίας Θεόφραστος Παράκελσος, είχε 
διατυπώσει την περίφημη φράση "η δόση κάνει το δηλητήριο'' 

Εικόνα 25: Εικόνα λεμφοκυττάρου απο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 

Εικόνα 26: Ανθρώπινα ηπατοκύτταρα της κυτταρικής σειράς HepG2 

Εικόνα 27: Μορφολογική σύγκριση ηπατοκυττάρων ( Α) και ηπατοκυττάρων της 
κυτταρικής σειράς HepG2 ( B). Τα πρωτογενή ηπατοκύτταρα εμφανίζουν το τυπικό 
κυβικό σχήμα, και τα HepG2  κύτταρα δείχνουν μορφολογία παρόμοια με επιθηλιακά 
κύτταρα 

Εικόνα 28:Εικόνα ενός αποπτωτικού Hela κυττάρου με ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο 

Εικόνα 29: Πραγματοποίηση πειραμάτων σε συνθήκες ασηψίας 

Εικόνα 30: Διαχωρισμός στρωμάτων αίματος μετά απο την φυγοκέντρηση 

Εικόνα 31: Πλακίδιο Neubauer. Ο όγκος του κυτταρικού εναιωρήματος που θα 
καλύπτει ένα από τα εννέα τετράγωνα είναι 0.1mm3 ή 1*10-4 ml 

Εικόνα 32: Τοποθέτηση κυττάρων σε αιμοκυτταρόμετρο 

Εικόνα 33:Μικροσκόπιο φθορισμού για οπτική παρατήρηση της βλάβης του 
γενετικού υλικου 

Εικόνα 34  :1: Ανάμειξη των κυττάρων με αγαρόζη χαμηλού σημείου 
τήξεως,2:Μεταφορά σε ειδική αντικειμενοφόρο πλάκα, 3:Λύση των κυττάρων για 
απομάκρυνση των κυτταρικών μεβρανών και ιστονών, 4: Επώαση με αλκαλικό 
διάλυμα προκειμένου να ξεδιπλωθεί η διπλή έλικα του DNA, 5: Ηλεκτροφόρηση σε 
αλκαλικό διάλυμα, χρώση με φθορίζουσα χρωστική και μικροσκοπική παρατήρη 

Εικόνα 35:Καρκινικά κύτταρα HepG2 σε πήκτωμα αγαρόζης και αλκαλικό pH μετά 
από χρώση με SYBR Gold. Αριστερά, κύτταρα χωρίς αλλοιώσεις του DNA και δεξιά 
κύτταρα που έχουν υποστεί εκτεταμένες αλλοιώσεις του DNA. 
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Εικόνα 36: Αντίδραση αναγωγής του κίτρινου άλατος τετραζολίου( ΜΤΤ) σε 
μπλέ/μώβ φορμαζάνη από το ένζυμο μιτοχονδριακή ρεδουκτάση 

Εικόνα 37:πλακίδια κυτταροκαλλιεργειών 96 μικροφρεατίων όπου είναι ευδιάκριτος 
ο σχηματισμός μπλε/μωβ χρώματος μετά την διάλυση του ιζήματος της φορμαζάνης 
σε ισοπροπανόλη 

Εικόνα 38: Σχηματική αναπαράσταση της μετατροπής του ΜΤS σε φορμαζάνη 

 

7.2 Παράρτημα Πινάκων 

Πίνακας 5: Βιοδραστικές φυτικές ουσίες και τα οφέλη τους στην υγεία 

Πίνακας 6: Κατανομή και περιεχόμενο φαινολών και φλαβονοειδών στα διάφορα 
μέρη του Opuntia ficus Indica 

Πίνακας 7:Σημαντικές βιοδραστικές επιδράσεις του φραγκόσυκου σε διάφορα 
πειραματικά μοντέλα 

Πίνακας 8: Αναλογίες για την απομόνωση ανθρώπινων λεμφοκυττάρων 

 

7.3 Παράρτημα Γραφημάτων 

Γράφημα 21: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus 
OF1 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

Γράφημα 22: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus 
OF2. (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

Γράφημα 23: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus 
OF3.  (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

Γράφημα 24 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus 
OF4. (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 

Γράφημα 25: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα με Opuntia ficus 
OF5. (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα, n=4) 
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Γράφημα 26 : Αποτελέσματα συνολικών πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας 
με τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα 
Opuntia  ficus (OF1, ΟF2, OF3,OF4 και ΟF5) 

Γράφημα 27: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF1(Οι 
τιμές είναι ο μέσος όρος από 3ανεξάρτητα πειράματα, n=3) 

Γράφημα 28: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF3(Οι 
τιμές είναι ο μέσος όρος από 3ανεξάρτητα πειράματα, n=3) 

Γράφημα 29 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF4. 
(Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 3ανεξάρτητα πειράματα, n=3) 

Γράφημα 30 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF4(Οι 
τιμές είναι ο μέσος όρος από 3 ανεξάρτητα πειράματα, n=3) 

Γράφημα 31 : Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με τη μέθοδο 
ΜΤΤ σε κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF5(Οι 
τιμές είναι ο μέσος όρος από 3ανεξάρτητα πειράματα, n=3) 

Γράφημα 32: Αποτελέσματα συνολικών πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με 
τη μέθοδο ΜΤΤ σε κύτταρα Hela μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα Opuntia  
ficus (OF1, ΟF2, OF3,OF4 και ΟF5)  

Γράφημα 33: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης επαγωγής γονοτοξικότητας με τη 
μέθοδο comet σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με υδατικά εκχυλίσματα Opuntia 
ficus (OF1, ΟF2, OF3, OF4, OF5).Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα,n=4  
Γράφημα 34 : Αποτελέσματα  πρώτου πειραμάτος μελέτης πιθανής προστατευτικής 
δράσης των υδατικών εκχυλίσματων Opuntia ficus (OF1, ΟF2, OF3, OF4, OF5) 
έναντι του οξειδωτικού stress ή/και της γονοτοξικότητας με τη μέθοδο COMET assay 
σε κύτταρα HepG2. (*: p< 0.05; **: p<0.01;  ***:p<0.001, *:vsH2O, #: vs H2O2) Οι 
τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα πειράματα,n=4 

Γράφημα 35:Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας  και 
γονοτοξικότητας με τη μέθοδο γH2AX ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με 
υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF1 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=4) 
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Γράφημα 36:Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας  και 
γονοτοξικότητας με τη μέθοδο γH2AX ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με 
υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF2 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=4) 

Γράφημα 37:Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας  και 
γονοτοξικότητας με τη μέθοδο γH2AX ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με 
υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF3 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=4) 

Γράφημα 38:Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας  και 
γονοτοξικότητας με τη μέθοδο γH2AX ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με 
υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF4 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=4) 

Γράφημα 39:Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας  και 
γονοτοξικότητας με τη μέθοδο γH2AX ICW σε κύτταρα HepG2 μετά από επώαση με 
υδατικό εκχύλισμα Opuntia ficus OF5 (Οι τιμές είναι ο μέσος όρος από 4 ανεξάρτητα 
πειράματα, n=4) 
 
Γράφημα 40: Αποτελέσματα πειραμάτων μελέτης κυτταροτοξικότητας με την 
μέθοδο ΜΤS σε ανθρώπινα Λεμφοκύτταρα μετά από επώαση με υδατικά 
εκχυλίσματα Opuntia  ficus ( OF1,OF2 και OF3) 
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7.4 Παράρτημα Στατιστικής Ανάλυσης Anova ( SPSS) 
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