
Μελέτη βιολογικής δράσης σε 
ουσίες που περιέχονται σε 
εκχυλίσµατα από ελληνικές 
ποικιλίες σταφυλιών 



Αντιµεταλλαξιγόνο δράση 
•  ανίχνευση ουσιών που προστατεύουν το DNA από 

µεταλλαξιγόνα που προκαλούν µεταλλάξεις  µέσω 
οξειδωτικών µηχανισµών 

•  βλάβες στο DNA που προκαλούνται από οξειδωτικές 
ουσίες ευθύνονται για διάφορες ασθένειες (καρκίνο, 
επιτάχυνση της γήρανσης, νευροεκφυλιστικές ασθένειες 
κ.α.) 

•  τεστ του Ames 
•  χρωµατιδιακές ανταλλαγές µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

(sister chromatid exchanges) 



Τεστ του Ames 
•  στηρίζεται στη χρήση βακτηρίων Salmonella typhimurium 
που δεν µπορούν να αναπτυχθούν σε θρεπτικό υλικό  που 
δεν περιέχει ιστιδίνη 

•  χρησιµοποιείται για την ανίχνευση µεταλλαξιγόνων και 
αντιµεταλλαξιγόνων ουσιών 

•  προσθήκη µεταλλαξιγόνου ουσίας στο θρεπτικό υλικό 
προκαλεί επαναµεταλλάξεις µε αποτέλεσµα τα βακτήρια να 
αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό που δεν έχει ιστιδίνη 

•  ταυτόχρονη  προσθήκη της αντιµεταλλαξιγόνου ουσίας και   
µεταλλαξιγόνου ουσίας µειώνει τον αριθµό των αποικιών 
που δίνει η µεταλλαξιγόνος ουσία  





•  Salmonella typhimurium TA 102 (προκαλούνται 
µεταλλάξεις από ουσίες που δρουν µέσω 
οξειδωτικών µηχανισµών) 

•  µεταλλαξιγόνος ουσία bleomycin (γλυκοπεπτίδιο, 
αποµονώθηκε από το Streptomyces verticillus, 
αντικαρκινικό φάρµακο) 

•  δράση της bleomycin ( παρουσία ιόντων Fe++ 
ενεργοποιεί το Ο2 → ρίζες οξυγόνου → 
προκαλούν µεταλλάξεις) 





•  πολυφαινολικά οξέα που περιέχονται στα 
σταφύλια (καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ, 
γαλλικό οξύ, πρωτοκατεχοϊκό οξύ) 

•  φλαβονοειδές, ρουτίνη 







Χρωµατιδιακές ανταλλαγές  
(sister chromatid exchanges) 

•  Χρωµατιδιακές ανταλλαγές είναι η 
ανταλλαγή οµόλογων χρωµοσωµικών 
τµηµάτων ανάµεσα σε δύο αδελφές 
χρωµατίδες 

•  φυσιολογικό φαινόµενο, συµβαίνει κατά 
τον διπλασιασµό του DNA στη φάση S του 
κυτταρικού κύκλου 

•  ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων 
(PRI, proliferation rate index) 



Εφαρµογές χρωµατιδιακών 
ανταλλαγών 

•  εντοπισµό µεταλλαξιγόνων - καρκινογόνων ουσιών 
•  προσθήκη µιας µεταλλαξιγόνου ουσίας στην 
καλλιέργεια των κυττάρων αυξάνει τον αριθµό των 
ανταλλαγών 

•  εντοπισµό αντιµεταλλαξιγόνων ουσιών 
•  προσθήκη µεταλλαξιγόνου + αντιµεταλλαξιγόνου 
ουσίας µειώνει τον αριθµό των ανταλλαγών που 
προκαλεί η µεταλλαξιγόνος ουσία  



Μέθοδος 
•  10 σταγ. αίµα, καλλιεργητικό υλικό RPMI(4ml), fetal 

bovine serum(0,8ml), φυτοαιµογλουτινίνη (0,1ml) 
•  βρωµοδεοξυουριδίνη Brdu (χηµικό ανάλογο της 
θυµιδίνης) 

•   επώαση 370 C, 72 ώρες 
•  προσθήκη κολχικίνης στις 70 ώρες 
•  αποµόνωση χρωµοσωµάτων, στερεοποίηση σε 
αντικειµενοφόρους 

•  χρώση των χρωµοσωµάτων (Hoechst 33258, υπερ. φως, 
Giemsa)  

•  παρατήρηση στο οπτικό µικροσκόπιο 



1η 2η 











•  µετράµε τις ανταλλαγές σε 30 κύτταρα και 
υπολογίζουµε τον µέσο όρο 

•  υπολογισµός PRI, στα 100 κύτταρα πόσα 
είναι στην 1η, 2η, 3η µιτωτική διαίρεση 

PRI=(M1+2M2+3M3)/100 





Αντικαρκινική δράση 
•  ανίχνευση ουσιών που αναστέλλουν τη 
δράση ενζύµων που έχουν αυξηµένη 
λειτουργία κατά την καρκινογένεση 



Ενζυµικός προσδιορισµός 
τοποϊσοµεράσης 

•  επώαση τοποϊσοµεράσης                                         
παρουσία υπερελικωµένου                                    1            2 
πλασµιδίου 
•   ηλεκτροφόρηση σε πηκτή                                       
αγαρόζης 1%                       Form I 

                                          Form II 



DNA πολυµεράση 

•  αντίδραση PCR σε  
ανθρώπινο DNA 



Αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης 
(ODC) 

•  ένζυµο κλειδί στη βιοσύνθεση των πολυαµινών 
(µετατρέπει την ορνιθίνη σε πουτρεσκίνη) 

•  απαραίτητο για την κυτταρική ανάπτυξη & 
διαφοροποίηση 

•  συµµετέχει στη διαδικασία της καρκινογένεσης 
•  καρκινικά κύτταρα έχουν υψηλά επίπεδα ODC 

•  προσδιορίζουµε µε µετρητή υγρού σπινθηρισµού το 
ραδιενεργό CO2 που απελευθερώνεται από ραδιενεργά 
σηµασµένη ορνιθίνη 



Μελέτη οιστρογονικής δράσης 

•  ανίχνευση ουσιών µε οιστρογονική δράση 
(φυτοοιστρογόνα) 

•  διαγονιδιακά ψάρια (zebrafish) 
•  ένωση του γονιδίου βιτελλογενίνη 

(ορµονοεξαρτώµενο) µε ένα γονίδιο το οποίο 
κωδικοποιεί µια φθορίζουσα πρωτε.ί.νη 

•  µια ουσία µε οιστρογονική δράση θα προκαλέσει 
φθορισµό του ψαριού 




