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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Τα µέταλλα δε βιοαποικοδοµούνται και συσσωρεύονται στους ιστούς 

των οργανισµών µέσω της τροφικής αλυσίδας. Από περιβαλλοντικής άποψης, 

η βιοσυσσώρευση είναι σηµαντική επειδή τα βαρέα µέταλλα απαντώνται σε 

χαµηλές συγκεντρώσεις στο υδάτινο περιβάλλον και η επίδρασή τους 

παραµένει απαρατήρητη µέχρι να γίνουν εµφανείς µεγάλης κλίµακας, χρόνιες 

αντιδράσεις, όπως αλλαγή στη δοµή του πληθυσµού, στην αναπαραγωγή, 

βλάβη στο DNA, κ.α. Επιπλέον, τα µέταλλα σε χαµηλές συγκεντρώσεις 

(ιχνοστοιχεία), είναι απαραίτητα για τη εύρυθµη λειτουργία της φυσιολογίας 

των οργανισµών.  

Η  τσιπούρα (Sparus aurata) αποτελεί πολύ σηµαντικό εµπορικό είδος 

στην Ευρώπη, η εντατική εκτροφή της οποίας τα τελευταία χρόνια έχει αυξηθεί 

κατά πολύ. Επιπλέον η επιβάρυνση των παράκτιων περιοχών και των 

θαλασσών µε βαρέα µέταλλα, λόγω της αυξανόµενης βιοµηχανικής και 

αστικής δραστηριότητας καθώς και της εντατικής αγροτικής καλλιέργειας µε τη 

χρήση γεωργικών φαρµάκων και λιπασµάτων, έχει άµεση επίπτωση στο 

υδάτινο οικοσύστηµα.  

Επειδή τα αποτελέσµατα της βιοσυσσώρευσης των µετάλλων, δεν είναι 

άµεσα ανιχνεύσιµα παρά µόνο όταν είναι πλέον αργά, σκοπός της εργασίας 

ήταν η βελτίωση της γνώσης µας στην οξεία τοξικότητα των µετάλλων και η 

επίδραση που έχει στη δηµιουργία βλαβών στο DNA των οργανισµών. 

Συγκεκριµένα,  του χαλκού (Cu) και του ψευδαργύρου (Zn), σε εύρος 

συγκεντρώσεων παρόµοιων µε αυτών που παρατηρούνται σε επιβαρυµένα 

θαλάσσια οικοσυστήµατα: 0,1-0,5 ppm και 0,2-1,0 ppm αντίστοιχα.  
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Στην παρούσα εργασία, άτοµα τσιπούρας µήκους 12-16cm και βάρους 

60-90g, τοποθετήθηκαν σε δεξαµενές µε θαλασσινό νερό 500L σε κλειστό 

κύκλωµα στο εργαστήριο και εγκλιµατίστηκαν για τρεις εβδοµάδες. O 

πειραµατικός σχεδιασµός περιλάµβανε τέσσερεις µεταχειρίσεις, µε δύο 

επαναλήψεις, επιπλέον του µάρτυρα. Οι συνθήκες κατά τη διάρκεια του 

πειράµατος ήταν οι ακόλουθες: ιχθυοφόρτιση 4kg/m3, θερµοκρασία 17-20οC, 

pH 7,4, συγκέντρωση αµµωνίας 0,5-2ppm, αλατότητα 34, διαλυµένο οξυγόνο 

5-7mg/L. Η διάρκεια έκθεσης των ιχθύων στα παραπάνω µέταλλα ήταν 24 και 

96 ώρες για δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις (0,1 και 0,5 ppm για το χαλκό 

και 0,2 και 1,0 ppm για το ψευδάργυρο). Η τεχνική που χρησιµοποιήθηκε για 

την εκτίµηση της γενοτοξικότητας των προαναφερθέντων βαρέων µετάλλων 

στα ηπατοκύτταρα και την εκτίµηση του βαθµού επιδιόρθωσης του DNA ήταν 

η «comet assay» ή «ανάλυση κοµητών». 

Μέρος των ηπατοκυττάρων που αποµονώθηκαν εξετάστηκαν 

απευθείας για την εκτίµηση της γενοτοξικότητας των βαρέων µετάλλων (in 

vivo εκτίµηση) ενώ τα υπόλοιπα, επωάστηκαν σε υγρή καλλιέργεια, χωρίς την 

προσθήκη χαλκού ή ψευδαργύρου, σε θρεπτικό υλικό (Leibovitz L-15, 10% 

βόειο ορό-FCS- και 1% αντιβιοτικά πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη) σε θερµοκρασία 

δωµατίου 22οC για 2 ώρες, για την αναγνώριση βλάβης του DNA, που δεν 

εντοπίστηκε κατά το στάδιο της in vivo εφαρµογής, από τα ένζυµα 

επιδιόρθωσης (ex vivo εκτίµηση). 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η «ανάλυση κοµητών είναι µια πρακτική 

τεχνική που µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την εκτίµηση των γενοτοξικών 

κινδύνων από βαρέα µέταλλα όπως ο χαλκός και ο ψευδάργυρος στους 

υδρόβιους οργανισµούς. Η ερµηνεία των αποτελεσµάτων όµως, χρειάζεται 
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ιδιαίτερη προσοχή. Ο χαλκός και ο ψευδάργυρος φαίνεται να επιδρούν 

γενοτοξικά στα ηπατοκύτταρα της τσιπούρας αλλά µε διαφορετικό τρόπο 

δράσης. Η γενοτοξικότητα του χαλκού φαίνεται να είναι δοσοεξαρτώµενη αλλά 

όχι χρονοεξαρτώµενη, που συνηγορεί στην ενεργοποίηση µηχανισµών 

αποβολής του µετάλλου από τα ηπατοκύτταρα µε την πάροδο του χρόνου.  

Η εικόνα της γενοτοξικότητας του ψευδαργύρου in vivo, δείχνει να είναι 

χρονοεξαρτώµενη για έκθεση σε χαµηλή συγκέντρωση και δοσοεξαρτώµενη 

στις 96 ώρες. Αντίστοιχα ex vivo, η γενοτοξικότητα είναι χρονοεξαρτώµενη 

τόσο σε χαµηλές όσο και σε υψηλές συγκεντρώσεις, ενώ εµφανίζει αρνητική 

δοσοεξαρτώµενη συσχέτιση και για τα δύο χρονικά διαστήµατα (24 και 96 

ώρες). Αυτό ίσως εξηγείται επειδή ο ψευδάργυρος επιδρά διαφορετικά τόσο 

στο DNA όσο και στους µηχανισµούς επιδιόρθωσης σε σχέση µε το χαλκό. Η 

έκθεση σε χαµηλή συγκέντρωση φαίνεται να ενεργοποιεί την επιδιόρθωση, 

ενώ σε υψηλή συγκέντρωση να την αναστέλλει.  

Χαλκός και ψευδάργυρος έχουν γενοτοξική δράση στις συγκεντρώσεις 

που εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία, αλλά διαφέρουν µεταξύ τους ως 

προς τον τρόπο πρόκλησης της βλάβης και εξουδετέρωσης τους από τα 

κύτταρα. 

 

Λέξεις κλειδιά: ανάλυση κοµητών, χαλκός, ψευδάργυρος, γενοτοξικότητα. 
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1. Εισαγωγή 

 

Η ρύπανση των υδάτων είναι µία από της κυριότερες αιτίες που έχει 

ευαισθητοποιήσει τόσο την επιστηµονική κοινότητα όσο και τους πολίτες 

πάνω σε περιβαλλοντικά ζητήµατα και η οποία όχι µόνο επηρεάζει την υγεία 

και την ευηµερία ανθρώπων και ζωντανών οργανισµών, αλλά έχει 

καταστρεπτικές επιπτώσεις στη βιοποικιλότητα και στην παγκόσµια οικονοµία 

(Sehgal and Saxena, 1986).  

Σύµφωνα µε τον Mason (1991), υπάρχουν πέντε κύριοι τύποι τοξικών 

ρυπαντών: 

ι) Μέταλλα που προέρχονται από τη βιοµηχανία και από γεωργικές εφαρµογές 

(µόλυβδος, χαλκός, νικέλιο και ψευδάργυρος) 

ιι) Οργανικές ενώσεις µε βιοµηχανική, αγροτική, και οικιακή προέλευση 

(ζιζανιοκτόνα, PCB’ s, φυτοφάρµακα, οργανοµεταλλικές ενώσεις και φαινόλες) 

ιιι) Αέρια (αµµωνία και χλώριο) 

ιν) Ανιόντα (κυανιούχα, φθοριούχα, θειούχα και θειικά) 

ν) Οξέα και βάσεις 

Μεταξύ όλων των προαναφερθέντων ρυπαντών, τα µέταλλα παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην ποιότητα των υδάτων (Witeska et al., 1995). Είναι 

στοιχεία που βρίσκονται φυσιολογικά στα υδάτινα οικοσυστήµατα εξαιτίας 

ορισµένων φυσικών διεργασιών και φαινοµένων όπως ο καιρός και η 

διάβρωση του εδάφους (Viljoen, 1999). Ορισµένα από αυτά είναι απαραίτητα 

στους έµβιους οργανισµούς σε χαµηλές συγκεντρώσεις (ιχνοστοιχεία), όπως 

π.χ. ο χαλκός και ο ψευδάργυρος. Το άριστο επίπεδο συγκέντρωσης αυτών 

των στοιχείων για την εύρυθµη λειτουργία φυσιολογικών λειτουργιών όπως η 
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ανάπτυξη και η αναπαραγωγή, έχει στενό εύρος διακύµανσης. Περίσσεια ή 

έλλειψη µπορεί να είναι επιζήµια (Pelgrom et al., 1994), µε την υψηλή 

συγκέντρωση να θεωρείται τοξική για τους υδρόβιους οργανισµούς (Wepener 

et al. 2001). Άλλα µέταλλα όπως για παράδειγµα το κάδµιο και ο µόλυβδος, 

δεν είναι απαραίτητα, διότι δεν συµµετέχουν σε βιολογικές λειτουργίες 

(Seymore, 1994). Είναι βέβαιο γι’ αυτά, ότι είναι από τους µεγαλύτερους 

ρυπαντές των υδάτινων οικοσυστηµάτων και είναι τοξικά ακόµα και σε µικρές 

συγκεντρώσεις στα φυσικά ύδατα (Pelgrom et al., 1994). 

Τα  µέταλλα απαντώνται στα φυσικά υδάτινα οικοσυστήµατα σε πολύ 

χαµηλές συγκεντρώσεις, της τάξης των ng ή µg/L. Η αύξηση της παρουσίας 

των βαρέων µετάλλων στο περιβάλλον οφείλεται κατά κύριο λόγο στην 

ανθρώπινη παρέµβαση. 

Η πρόσληψη των µετάλλων από τους υδρόβιους οργανισµούς 

αποτελείται από δύο στάδια: το πρώτο περιλαµβάνει την άµεση απορρόφηση 

ή τη δέσµευσή τους στην εξωτερική επιφάνεια των κυττάρων,  και ακολουθεί η 

βραδύτερη µεταφορά προς το εσωτερικό τους η οποία επιτελείται είτε µε 

διάχυση, µέσω κυτταρικής µεµβράνης, είτε µε ενεργητική µεταφορά µε τη 

βοήθεια πρωτεϊνών (Brezonic et al., 1991: Wepener et al., 2001).  

Τα µέταλλα εισάγονται στο περιβάλλον από ένα ευρύ φάσµα φυσικών 

και ανθρωπογενών παρεµβάσεων (Wepener et al., 2001). Τα βαρέα µέταλλα 

απαντώνται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα υδάτινα οικοσυστήµατα εξαιτίας: 1) 

της απότοµης αύξησης του πληθυσµού, 2) της εκβιοµηχάνισης, 3) της 

αστικοποίησης, των κοινωνικό-οικονοµικών δραστηριοτήτων και της 

εξερεύνησης- εκµετάλλευσης των φυσικών πόρων, 4) της ανεξέλεγκτης 

επέκτασης των αρδεύσεων και διαφόρων νέων αγροτικών πρακτικών, και 
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τέλος, 5) λόγω της έλλειψης περιβαλλοντικών κανονισµών ή/και τις αδυναµίες 

που ενδεχοµένως αυτοί να έχουν (Biney et al., 1994). Κατά συνέπεια, οι 

υδρόβιοι οργανισµοί εκτίθενται σε πρωτόγνωρα υψηλές συγκεντρώσεις 

µετάλλων, θέτοντας τους σε µεγάλο κίνδυνο και απειλώντας κατ’ επέκταση το 

περιβάλλον. 

Η ολοένα αυξανόµενη εισαγωγή βαρέων µετάλλων στο υδάτινο 

οικοσύστηµα θέτει σοβαρά προβλήµατα ρύπανσης γενικότερα των υδάτινων 

πόρων εξαιτίας της τοξικότητάς τους, της µακράς παραµονής τους στο 

περιβάλλον και της βιοσυσσώρευσής τους (Rishi and Jain, 1998). 

Επιπρόσθετα, είναι σηµαντική η µελέτη της βιοσυσσώρευσής τους, για να 

εκτιµηθεί η επίδρασής τους στην ανθρώπινη υγεία (π.χ. από την κατανάλωση 

ιχθύων) και στην υγεία των οργανισµών (έκθεσή τους σε µέταλλα). 

Παρά την πρόοδο στη διαχείριση των αστικών και βιοµηχανικών 

αποβλήτων, τα βαρέα µέταλλα αποτελούν ακόµα υπαρκτό κίνδυνο για όλα τα 

έµβια όντα. Σε αντίθεση µε άλλες κατηγορίες ρυπαντών, δεν είναι 

βιοαποικοδοµήσιµα και δεν δηµιουργούνται ή καταστρέφονται (Wepener et 

al., 2001). Επιπλέον είναι δυνατό να µετατραπούν σε περισσότερο τοξικές 

µορφές ή να σχηµατίσουν σύµπλοκα που είναι πιο σταθερά και λιγότερο 

τοξικά (Viljoen, 1999). Στο υδάτινο περιβάλλον η τοξικότητα των µετάλλων 

επηρεάζεται από αβιοτικούς παράγοντες όπως τη συγκέντρωση οξυγόνου, τη 

σκληρότητα του νερού (συγκέντρωση ιόντων Ca++) (Cairns and Mount 1990: 

Ghillebaert et al., 1995), το pH και τη θερµοκρασία (Cairns and Mount 1990). 

Οι αβιοτικοί παράγοντες ως µεταβλητές επιδρούν άµεσα στα άτοµα ή 

στον πληθυσµό. Ιδιαίτερα η θερµοκρασία, είναι ένας σηµαντικός παράγοντας 

που επηρεάζει την τοξικότητα των µετάλλων, επειδή οι περισσότεροι υδρόβιοι 
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οργανισµοί είναι ποικιλόθερµοι (Strydom et al., 2006). Μελέτες έδειξαν ότι όσο 

αυξάνει η θερµοκρασία του νερού, οι τοξικές ουσίες γίνονται πιο δραστικές σε 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις, αυξάνοντας τη θνησιµότητα των ιχθύων (Van 

Der Merwe et al., 1993). Άλλοι παράγοντες που παίζουν σηµαντικό ρόλο, 

είναι η οργανική ύλη, το διοξείδιο του άνθρακα, η µεταβολική δραστηριότητα, 

ο βιολογικός χρόνος ηµίσιας ζωής του µετάλλου, τα αιωρούµενα σωµατίδια, ο 

ολικός οργανικός άνθρακας (TOC), οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

ρυπαντών, και το στάδιο ωρίµανσης του οργανισµού (Cairns and Mount 1990: 

Ghillebaert et al., 1995: Kargin and Cogun, 1999). Αυτοί οι παράγοντες 

καθορίζουν τη «χηµική ειδίκευση των µετάλλων» και προφανώς τη 

βιοδιαθεσιµότητά τους στους υδρόβιους οργανισµούς, καθώς και τις 

µεταβολές στη τοξικότητά τους (Gomez et al., 1998). Εξαιτίας των 

παραγόντων που επηρεάζουν τη διαθεσιµότητα και την τοξικότητα των 

µετάλλων, είναι σηµαντικός ο καθορισµός και καταγραφή των φυσικών και 

χηµικών χαρακτηριστικών των υδάτων. 

Η κατανοµή των µετάλλων στους οργανισµούς, παίζει σπουδαίο ρόλο 

στη µεταφορά τους µεταξύ των τροφικών επιπέδων, επηρεάζοντας την 

πρόσληψή τους από τους καταναλωτές (Munger et al. 1999). Αν και οι τρόποι 

αποβολής είναι περισσότεροι από τους τρόπους πρόσληψης, η συσσώρευση 

των µετάλλων γίνεται σε σύντοµο χρονικό διάστηµα, ίσως εξαιτίας της 

παρουσίας πρωτεϊνών στους ιστούς που τα δεσµεύουν ευκολότερα (Kargin 

and Cogun, 1999). 

Τα υδάτινα οικοσυστήµατα που είναι επιβαρυµένα µε βαρέα µέταλλα 

χρήζουν συνεχούς καταγραφής και λήψης κατάλληλων µέτρων για το 

περιορισµό και τον έλεγχο της ρύπανσης. Οι χηµικές µέθοδοι που 
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χρησιµοποιούνται για τις µετρήσεις των βαρέων µετάλλων στο νερό, αν και 

είναι αρκετά ευαίσθητες, δεν µας δίνουν ακριβείς πληροφορίες για τη 

βιοδιαθεσιµότητά τους (Rayms-Keller, 1998).  

Η ανεξέλεγκτη απόρριψη των αποβλήτων δηµιουργεί ρύπανση στο 

περιβάλλον και επηρεάζει την επιβίωση και τις φυσιολογικές λειτουργίες των 

οργανισµών. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, στα φυσικά ύδατα τα µέταλλα 

απαντώνται ως ελεύθερα ιόντα διαλυµένα στο νερό, ως οργανικά ή ανόργανα 

σύµπλοκα, ή προσκολλώνται στις επιφάνειες των αιρουµένων σωµατιδίων 

(Brezonic et al., 1991). Τα περισσότερα από αυτά προσλαµβάνονται από 

τους οργανισµούς µε την ιοντική τους µορφή (Kotze et al., 1999). Τα ελεύθερα 

ιόντα προκαλούν σοβαρότερες επιπτώσεις στους υδρόβιους οργανισµούς 

από τα σύµπλοκα τους (James et al., 1998). Η διάρκεια έκθεσης σε 

συγκεκριµένη συγκέντρωση µιας τοξικής ουσίας είναι κρίσιµη για την 

επιβίωση των υδρόβιων οργανισµών.  

Η υγεία των ιχθύων επηρεάζεται από την έκθεση σε βαρέα µέταλλα, 

είτε µε την απευθείας πρόσληψη τους από την υδάτινη στήλη, είτε έµµεσα 

µέσω της τροφικής αλυσίδας (φυτά, ασπόνδυλα, ιχθύδια). Τα µέταλλα είναι 

υπεύθυνα για πολλές φυσιολογικές δυσλειτουργίες των ψαριών και επιπλέον 

παρεµβάλλονται στο µηχανισµό ρύθµισης της πρόσληψης ή της αποβολής 

ιόντων των κυττάρων (Hansen et al., 1996). Η µη βιοαποικοδόµηση και η 

βιοσυσσώρευσή τους στους ιστούς, επιδρούν αρνητικά στην υγεία και 

βιωσιµότητα των ιχθύων και κατ’ επέκταση στους καταναλωτές.  

Είναι επίσης γνωστό ότι δεν υπάρχει άλλο µόριο, εκτός από το DNA, 

του οποίου η ακεραιότητα να είναι τόσο ζωτική για τη ζωή του κυττάρου. Κατά 

τη διάρκεια όµως της ζωής κάθε οργανισµού, τα κύτταρα του εκτίθενται σε 
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πληθώρα µέσων που έχουν τη δυνατότητα να προκαλέσουν βλάβες στο DNA 

τους και να προκαλούν µεταλλάξεις. Οι τροποποιήσεις αυτές του DNA πολλές 

φορές έχουν ως τελικό αποτέλεσµα τη δηµιουργία µεταλλάξεων ή την 

καταστροφή του DNA που οδηγεί το κύτταρο στην απόπτωση 

(προγραµµατισµένος θάνατος) ή ακόµη και τον µετασχηµατισµό των 

φυσιολογικών κυττάρων σε καρκινικά.  

Οποιαδήποτε παρέκκλιση από τη συνηθισµένη δοµή της διπλής έλικας 

στο DNA χαρακτηρίζεται ως βλάβη και αποτελεί απειλή για το κύτταρο ή/και 

τους απογόνους του, καθώς µπορεί να οδηγήσει στην εµφάνιση µεταλλάξεων. 

Μπορούµε να χωρίσουµε τέτοιες αλλαγές σε δύο γενικές κατηγορίες: 

� Αλλαγές µιας βάσης επηρεάζουν την αλληλουχία, αλλά όχι και 

τη γενική δοµή του DNA. Επίσης δεν επηρεάζουν τη µεταγραφή 

και την αντιγραφή, διαδικασίες κατά τις οποίες οι κλώνοι του 

DNA είναι διαχωρισµένοι. Οι επιβλαβείς επιπτώσεις των 

αλλαγών αυτού του είδους εκδηλώνονται σε επόµενες 

κυτταρικές γενεές, µέσω των αλλαγών που επιφέρουν στην 

αλληλουχία του DNA. Αλλαγές στην αλληλουχία του DNA 

µπορεί να προκύψουν ως αποτέλεσµα in situ τροποποίησης 

µιας βάσης ή ακόµα από σφάλµατα κατά την αντιγραφή του 

DNA. Για παράδειγµα, η απαµίνωση της κυτοσίνης σε ουρακίλη 

(είτε αυθόρµητα είτε λόγω επίδρασης µεταλλαξιογόνων 

παραγόντων) δηµιουργεί ένα αταίριαστο ζεύγος U-G. ένα 

σφάλµα κατά την αντιγραφή µπορεί να εισάγει µια αδενίνη αντί 

για µια κυτοσίνη, δηµιουργώντας ένα ζεύγος A-G. Παρόµοιες 

συνέπειες µπορεί να προκληθούν από την οµοιοπολική 
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σύνδεση µιας µικρής χηµικής οµάδας σε µια βάση, γεγονός που 

µεταβάλλει την ικανότητα να σχηµατίζει ζεύγη. Τέτοιου είδους 

µετατροπές µπορεί να προκαλούν από µία πολύ µικρή δοµική 

παραµόρφωση (όπως στην περίπτωση του ζεύγους U-G) έως 

και µια αρκετή σηµαντική βλάβη  (όπως στην περίπτωση του 

ζεύγους A-G). Το κοινό χαρακτηριστικό τους είναι ότι οι 

αταίριαστες βάσεις παραµένουν µόνο µέχρι την επόµενη 

αντιγραφή. Εποµένως υπάρχει περιορισµένος χρόνος για να 

επιδιορθωθεί το σφάλµα, πριν αυτό οδηγήσει στην εµφάνιση 

ενός µεταλλαγµένου µορίου DNA µετά την αντιγραφή. 

� Οι δοµικές παραµορφώσεις µπορεί να αποτελούν φυσικά 

εµπόδια της αντιγραφής ή της µεταγραφής. Ο σχηµατισµός 

οµοιοπολικών δεσµών ανάµεσα σε βάσεις ενός κλώνου ή 

ανάµεσα σε βάσεις των απέναντι κλώνων αναστέλλει την 

αντιγραφή και τη µεταγραφή. Η υπεριώδης ακτινοβολία επάγει 

το σχηµατισµό οµοιοπολικών δεσµών ανάµεσα σε δύο 

γειτονικές βάσεις θυµίνης πάνω στον ένα κλώνο. Παρόµοιες 

επιπτώσεις µπορεί να έχει η προσθήκη µιας ογκώδους χηµικής 

οµάδας σε µια βάση που θα παραµορφώσει τη δοµή της διπλής 

έλικας. Επίσης, µια εγκοπή σε έναν κλώνο ή αποµάκρυνση µιας 

βάσης, δεν επιτρέπει σε αυτή την περιοχή του κλώνου να 

λειτουργήσει ως µήτρα για τη σύνθεση DNA ή RNA. Το κοινό 

χαρακτηριστικό όλων αυτών των αλλαγών είναι ότι η βλάβη 

παραµένει στο DNA, συνεχίζοντας να διαταράσσει τη δοµή και/ή 

να προκαλεί την εµφάνιση µεταλλάξεων µέχρι να αφαιρεθεί.   
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Χωρίς έναν αποτελεσµατικό µηχανισµό επιδιόρθωσης αυτών των 

βλαβών του DNA, αυτές θα οδηγούσαν µε βεβαιότητα στο γενετικό θάνατο 

των φορέων τους. Ευτυχώς κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, δηµιουργήθηκαν 

αρκετοί επιδιορθωτικοί µηχανισµοί οι οποίοι µπορούν να επιδιορθώσουν τις 

βλάβες αυτές και να αντιστρέψουν τις δυσµενείς επιπτώσεις τόσο των 

φυσικών όσο και των τεχνητών µεταλλάξεων. Οι µηχανισµοί αυτοί χωρίζονται 

σε αυτούς που είναι υπεύθυνοι για την άµεση εξουδετέρωση των επιβλαβών 

παραγόντων, όπως ορισµένα ενζυµικά συστήµατα που είναι επιφορτισµένα 

µε την εξουδετέρωση των παραγόντων προτού αυτοί φτάσουν και 

αντιδράσουν µε το γενετικό υλικό και σ’ αυτούς που επιλαµβάνονται εφόσον 

το DNA έχει υποστεί βλάβη (φωτοενεργοποίηση, επιδιόρθωση εκτοµής, 

επιδιόρθωση ανασυνδυασµού και επιδιόρθωση SOS).  

Αντικείµενο της παρούσας εργασίας είναι να µελετηθεί η γενοτοξική 

επίδραση των βαρέων µετάλλων χαλκού και ψευδαργύρου (οξεία τοξικότητα 

σε έκθεση για 24 και 96 ώρες), στο DNA των ηπατοκυττάρων  ψαριού µε τη 

µοριακή τεχνική, «ανάλυση κοµητών» (comet assay) και η επίδρασή τους 

στους  µηχανισµούς επιδιόρθωσης των κυττάρων.  

Η ανάλυση κοµητών ή “comet assay” ή “single – cell gel” (SCG), είναι 

µια τεχνική ανίχνευσης του κερµατισµένου DNA σε αποµονωµένα κύτταρα, σε 

µικρο-γέλη ηλεκτροφόρηση. Ονοµάζεται έτσι λόγω του χαρακτηριστικού 

σχήµατος που παρατηρείται, σε περίπτωση µεγάλης έκτασης βλάβης, κατά 

την έξοδο του κερµατισµένου DNA από τον πυρήνα και το κύτταρο και τη 

µετακίνησή του προς την άνοδο. 

Ο κοµήτης που παρατηρείται κατά την ανάλυση της εικόνας 

αποτελείται από κεφαλή και ουρά. Η περιοχή της κεφαλής αντιπροσωπεύει το 
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DNA που δε µεταναστεύει έξω από τον πυρήνα, ενώ στην ουρά βρίσκονται 

θραύσµατα του DNA που εξέρχονται από τον πυρήνα και το κυτταρικό σώµα.   

Ανάλογα µε τις συνθήκες, ελέγχεται αν η βλάβη αφορά το µονόκλωνο ή 

δίκλωνο DNA. Σε αλκαλικό περιβάλλον γίνεται η αποπεριέλιξη και η 

µετουσίωση του DNA και ανιχνεύεται η βλάβη στο µονόκλωνο, ενώ σε 

ουδέτερο, δε λαµβάνει χώρα η µετουσίωση, και εποµένως, ανιχνεύονται οι 

βλάβες της διπλής αλυσίδας. Η λύση των κυττάρων γίνεται σε ουδέτερο ή 

αλκαλικό περιβάλλον και η συνδεόµενες στο DNA πρωτεΐνες 

αποµακρύνονται, ώστε να µην παρεµβάλλονται κατά τη µετανάστευση στο 

ηλεκτρικό πεδίο. Η έκπλυση του πηκτώµατος σε διαλύµατα κατάλληλου pH 

συντελεί στην αποµάκρυνση και άλλων ιόντων, που ενδεχοµένως 

µεταβάλλουν τις συνθήκες της ηλεκτροφόρησης.  

∆εδοµένου ότι το ποσό του DNA είναι ανάλογο της έντασης φθορισµού 

και σε συνδυασµό µε τη χρήση ειδικών λογισµικών, είναι δυνατή η εκτίµηση 

της βλάβης του DNA, µε τη βοήθεια ορισµένων παραµέτρων όπως: η 

ποσοστιαία αναλογία των κυττάρων µε ουρά, η εκατοστιαία αναλογία του DNA 

στην ουρά και το µήκος της ουράς. 
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2. Υλικά και µέθοδοι 

 

2.1 Sparus aurata (Τσιπούρα) 

 

Το ψάρι που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ήταν η 

τσιπούρα (Sparus aurata), η ακριβής κατάταξη του οποίου είναι η παρακάτω 

(Εικόνα 1):  

Συνοµοταξία : Χορδωτά 

Υποσυνοµοταξία : Σπονδυλωτά 

Οµοταξία : Οστεϊχθύες 

Υφοµοταξία (κλάση) : Ακτινοπτερύγιοι 

Υπέρταξη: Τελεόσταιοι 

Τάξη: PERCIFORMES 

Οικογένεια: SPARIDAE 

Γένος: Sparus 

Είδος: Sparus aurata (Linnaeus, 1758) 

 

Εικόνα 1: Τσιπούρα (Sparus aurata). 
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Τα άτοµα του είδους εκτέθηκαν στην παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων ιόντων µετάλλου χαλκού, Cu (0,1-0,5 ppm) και 

ψευδαργύρου, Zn (0,2-1,0 ppm) για χρονικό διάστηµα 24 και 96 ωρών.  

Η τσιπούρα (Sparus aurata, Linnaeus 1758) είναι κατεξοχήν ευρύαλο 

και ευρύθερµο είδος και ανήκει στην οικογένεια των Sparidae. Η βαθυµετρική 

κατανοµή φτάνει για τα µεν ιχθύδια τα 30 µέτρα και για τα ενήλικα άτοµα τα 

150 µέτρα. Η χωρική κατανοµή στον Ατλαντικό περιορίζεται µέχρι τα Κανάρια 

νησιά και το Cape Verde, ενώ σποραδικές εµφανίσεις αναφέρονται µέχρι και 

τις ακτές της Μ. Βρετανίας και τη Μαύρη θάλασσα (Bauchot and Hureau, 

1986). Η διατροφή της στηρίζεται σε δίθυρα και καρκινοειδή (Breber and 

Strada, 1995). Παρουσιάζει προτίµηση στις λιµνοθάλασσες και σε παράκτια 

συστήµατα µε αµµώδεις βυθούς και µε λειµώνες Ποσειδωνίας (Posidonia 

oceanica) (Fischer et al., 1987) (Εικόνα 2). Πολύ συχνά παρατηρούνται άτοµα 

να σκάβουν την άµµο µε το κεφάλι τους για την εύρεση της τροφής. 

Μετακινείται σε βαθύτερα νερά κατά την περίοδο της αναπαραγωγής τέλη 

φθινοπώρου µε χειµώνα. Τα ενήλικα άτοµα επιστρέφουν στα ρηχά αµέσως 

µετά την αναπαραγωγή, ενώ αργότερα επιστρέφει ο γόνος που παραµένει 

µέχρι τη σεξουαλική ωρίµανση. 
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Εικόνα 2: Περιοχή κατανοµής S. aurata των άγριων πληθυσµών (κόκκινο) και  

των χωρών παραγωγής (πράσινο) (Chavanne et al., 2008). 

 

Στη Μεσόγειο και τη Μαύρη θάλασσα, η οικογένεια των Sparidae 

αντιπροσωπεύεται από 26 είδη συµπεριλαµβανοµένων και δύο ειδών µε 

προέλευση την Ερυθρά θάλασσα που εγκαταστάθηκαν στην λεκάνη της 

ανατολικής Μεσογείου λόγω της διάνοιξης της διώρυγας του Σουέζ. Η 

εκτροφή της τσιπούρας γίνεται σε λίµνες µε υφάλµυρο ή θαλασσινό νερό και 

σε λιµνοθάλασσες. Η µαζική παραγωγή όµως, γίνεται σε κλωβούς διαφόρων 

µεγεθών και τύπων στη θάλασσα. Πολλές Μεσογειακές χώρες εκτρέφουν 

τσιπούρα, µε την Ελλάδα την Τουρκία και την Ισπανία να παράγουν το 70% 

της συνολικής µεσογειακής παραγωγής. Τα τελευταία 35 χρόνια η εκτροφή 

τσιπούρας γνώρισε άνθηση. Σηµαντικός στόχος είναι η αύξηση της 

παραγωγής και η βελτίωση της ποιότητας της εκτρεφόµενης τσιπούρας  για 

την κάλυψη της ολοένα αυξανόµενης παγκόσµιας ζήτησης σε υψηλής 

ποιότητας πρωτεΐνες, σε συνδυασµό µε τα αρνητικά αποτελέσµατα της 

υπεραλίευσης. Αυτή η επιτυχία είναι αποτέλεσµα των προγραµµάτων έρευνας 
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κι ανάπτυξης των χωρών της περιοχής, σε συνδυασµό µε την ισχυρή ζήτηση 

της αγοράς. 

Το είδος παρουσιάζει τα ακόλουθα χαρακτηριστικά (Εικόνα 1): Το 

σώµα του ψαριού είναι ατρακτοειδές ελαφρώς ωοειδές–κυκλικό και έχει 

αργυροκίτρινο χρωµατισµό στον οποίο διακρίνονται ελαφρά κάθετες λεπτές 

γκρίζες γραµµές. Στο µπροστινό µέρος του κεφαλιού και πάνω από τα µάτια 

υπάρχει µία λεπτή, έντονη, κίτρινη λωρίδα στην οποία οφείλει τα ονόµατα 

Chrysophrys auratus (Linnaeus, 1758) και Chrysophrys crassirostris 

(Valenciennes, 1830). Το στόµα της τσιπούρας έχει ισχυρά χείλη, οι σιαγόνες 

στο πρόσθιο τµήµα τους χαρακτηρίζονται από την παρουσία 6 κυνοειδούς 

µορφής δοντιών, ενώ πλευρικά υπάρχουν στην άνω σιαγόνα 4-5 

γοµφιοειδούς µορφής δόντια και στην κάτω 3-4 σειρές ιδίου τύπου. Στο άνω 

µέρος του βραγχιακού επικαλύµµατος υπάρχει µια κηλίδα στο χρώµα 

σκουριάς. Το ραχιαίο πτερύγιο είναι µακρύ, αρχίζει από την βάση σχεδόν των 

θωρακικών και τελειώνει πριν από το τέλος του εδρικού. Το εξωτερικό 

περίβληµα της τσιπούρας καλύπτεται ως επί το πλείστον από µικρά λεπτά 

λέπια. Η διάταξή τους γίνεται µε µερική αλληλοκάλυψη. Το είδος είναι 

ερµαφρόδιτο. Το φαινόµενο του ερµαφροδισµού παρουσιάζεται µε 

πρωτανδρία και η γονιµοποίηση είναι εξωτερική. Κατά τον  Barnabe, (1990) 

και σύµφωνα µε παρατηρήσεις από εκτροφές οι ανεκτοί παράγοντες του 

περιβάλλοντος για το είδος οι οποίοι επηρεάζουν την εξάπλωση του είδους 

είναι : 

Θερµοκρασία. Ως ευρύθερµο είδος η τσιπούρα, απαντάται το χειµώνα 

σε θερµοκρασίες 5 οC - 6 οC και το καλοκαίρι σε θερµοκρασίες έως 25 οC - 27 

οC. Μέγιστη θερµοκρασία επιβίωσης είναι οι 34 οC ενώ η ελάχιστη οι 5 οC.  
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Αλατότητα. Ως ευρύαλο είδος η τσιπούρα, απαντάται σε νερά µε 

αλατότητα 7 psu έως και 42 psu . Πάντως οι ιδανικές συνθήκες είναι µεταξύ 

25 psu και 42 psu. 

∆ιαλυµένο οξυγόνο. Καθώς στο φυσικό περιβάλλον στην θάλασσα το 

οξυγόνο βρίσκεται σχεδόν πάντα κοντά στο επίπεδο κορεσµού, σπανίως 

παρατηρούνται µαζικοί θάνατοι του είδους από πτώση του διαλυµένου 

οξυγόνου στο φυσικό περιβάλλον. Το γεγονός αυτό φυσικά δεν ισχύει στις 

λιµνοθάλασσες. Πάντως σε συνθήκες εκτροφής έχουν µετρηθεί 

συγκεντρώσεις οξυγόνου µέχρι το λιγότερο 3,5mg/L , σε θερµοκρασία γύρω 

στους 25 οC χωρίς να παρουσιαστούν θάνατοι. Σε κάθε περίπτωση το ιδανικό 

επίπεδο κορεσµού του νερού σε διαλυµένο οξυγόνο σε συνάρτηση µε την 

θερµοκρασία είναι το 90% (Barnabe, 1990). 

Θολερότητα. Η τσιπούρα δε φαίνεται να προτιµά τα θολά νερά των 

εκβολών των ποταµών ή των παράκτιων περιοχών κατά τις θαλασσοταραχές. 

∆εδοµένου ότι η ρύπανση των θαλασσών και των ποταµών µε βαρέα µέταλλα 

είναι µια δυναµική διεργασία και τα ψάρια είναι οι ιδανικοί οργανισµοί δείκτες 

της ρύπανσης. Σε συνδυασµό µε τη διατροφική και εµπορική αξία που έχει η 

τσιπούρα, και το ότι είναι παράκτιο είδος (όπου η ανθρώπινη δραστηριότητα 

είναι έντονη). 

 

2.2 Ιχθύες  και συνθήκες εκτροφής 

 

Την περίοδο Φεβρουάριος-Ιούνιος 2008, 320 άτοµα τσιπούρας  µε 

µήκος 12-16 cm και βάρος 60-90 g προερχόµενα από ιχθυοκαλλιέργεια της 

περιοχής του βόρειου Ευβοϊκού κόλπου, διατηρήθηκαν σε οκτώ δεξαµενές 
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θαλασσινού νερού κλειστού κυκλώµατος. Για το µέρος του πειράµατος που 

αφορούσε τη δειγµατοληψία των ψαριών που εκτέθηκαν στα βαρέα µέταλλα 

χρησιµοποιήθηκαν τυχαία δύο δεξαµενές και επιπλέον δύο για τη 

δειγµατοληψία του µάρτυρα 500 λίτρων η καθεµία. Οι εγκαταστάσεις που 

εκτελέστηκε το πείραµα ήταν του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας στο Φυτόκο 

(Εικόνα 3). Οι συνθήκες κατά τη διάρκεια του πειράµατος ήταν οι κάτωθι: 

Ιχθυοφόρτιση: 4kg/m3, 

Θερµοκρασία: 17-20ο C,  

Οξύτητα: pH 7,4,  

Συγκέντρωση αµµωνίας (NH3): 0,5-2 ppm,  

Αλατότητα: 34 psu, 

∆ιαλυµένο οξυγόνο: 5-7 ml/ L. 

Η ιχθυοφόρτιση διατηρήθηκε σταθερή σε όλες τις δεξαµενές. Η 

διάρκεια προσαρµογής τους ήταν τρεις εβδοµάδες και στη συνέχεια τα 

εκτρεφόµενα  άτοµα σιτίζονταν µε βιοµηχανική τροφή (βιοµάρ 3mm και 4,5 

mm) δύο φορές την ηµέρα από 7 g τη φορά ανά δεξαµενή.  

Ο τύπος δεξαµενών που χρησιµοποιήθηκε για την διεξαγωγή αυτού 

του πειράµατος ήταν κυλινδρικές δεξαµενές, οι οποίες έχουν ένα κεντρικό 

σηµείο απορροής του νερού στη βάση τους και η είσοδος του νερού αυτού 

γινόταν συνήθως υπό πίεση από κάποιο σηµείο της περιφέρειάς τους (Εικόνα 

4). Χαρακτηριστικό αυτών των κυλινδρικών δεξαµενών είναι ότι στο κέντρο 

της δεξαµενής, στην οποία η κυκλοφορία του νερού είναι φτωχή, 

δηµιουργείται µια δακτυλιοειδής «νεκρή ζώνη». Αυτό έχει ως αποτέλεσµα να 

υπάρχει διαφορετική ταχύτητα του νερού σε διαφορετικά σηµεία της 

δεξαµενής. Πιο συγκεκριµένα, στα µεσαία στρώµατα βάθους η ταχύτητα του 
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νερού είναι η µέγιστη δυνατή στα περιφερειακά τµήµατα, µέτρια κοντά στην 

απορροή και ελάχιστη στο κέντρο της δεξαµενής.  Αυξάνοντας, είτε την πίεση 

του νερού που διοχετεύεται στην είσοδο, είτε το βάθος της δεξαµενής, το 

µέγεθος της νεκρής ζώνης και ο βαθµός στασιµότητας του νερού µπορούν να 

µειωθούν. Τέλος, οι κυλινδρικές δεξαµενές είναι εν µέρει αυτοκαθαριζόµενες. 

Αυτό οφείλεται στη µείωση της ταχύτητας του νερού από τα περιφερειακά 

τµήµατα προς το κέντρο µε αποτέλεσµα, τα στερεά να κινούνται στο κεντρικό 

σηµείο της αποχέτευσης και να παρασύρονται από το στόµιο της απορροής 

στο κέντρο της δεξαµενής. 

Πριν χρησιµοποιηθεί το κύκλωµα οι δεξαµενές και οι σωληνώσεις, 

καθαρίστηκαν µε ξύδι και νερό, απολυµάνθηκαν µε διάλυµα χλωραµίνης και 

εκπλύθηκαν µε νερό.  

Για την τεχνητή οξυγόνωση του νερού δύο αεραντλίες δούλευαν 

εναλλάξ ανά µία ώρα, µε την βοήθεια χρονοδιακόπτη, οι δεξαµενές στην 

περίµετρό τους, περιείχαν αεριστήρες διάχυσης αέρα (αερόπετρες), 

παρέχοντας µικρή ανάδευση της στήλης του νερού. Οι τιµές του διαλυµένου 

οξυγόνου, καταγράφονταν µε τη χρήση οξυγονόµετρου  (Hanna hi 9143). Η 

ικανότητα ανανέωσης του νερού γινόταν µε τη βοήθεια δύο αντλιών,  

συνδεδεµένων παράλληλα µε την παροχή να είναι της τάξης των 2 m3/h 

περίπου. Αλλαγή του νερού και καθαρισµός των δεξαµενών γίνονταν όταν 

αυτή κρινόταν σκόπιµη ανά τακτικά χρονικά διαστήµατα , κατά µέσο όρο δύο 

φορές την εβδοµάδα. H αλατότητα µετριόταν δύο φορές τη βδοµάδα και 

κυµαινόταν από 34 σε 37 psu (αλατόµετρο WTW LF 330). Οι ακραίες τιµές 

της θερµοκρασίας του νερού κατά τη διάρκεια της µελέτης από το ελάχιστο 

των 17
ο 

C το Φεβρουάριο, αυξήθηκε σταδιακά στο ετήσιο µέγιστο των 20
ο 

C 
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τον Ιούνιο. Οι τιµές του pH και της αµµωνίας κυµάνθηκαν σε φυσιολογικά 

επίπεδα. Για τη µέτρηση των επιπέδων αµµωνίας χρησιµοποιήθηκε το τεστ 

NH3/NH4 TETRATEST.  Για να διασφαλισθεί η ποιότητα του νερού, το νερό 

µεταφέρεται µέσω των αντλιών σε ειδικό σύστηµα διήθησης (Tetra Pond PF 

10.000), όπου διηθούνται 2 m3/h θαλασσινού νερού (Εικόνα 5). Το φίλτρο  

αποτελείται:  

α) Από στερεό υπόστρωµα (αστεράκια) για να προάγεται η ανάπτυξη ειδικών 

βακτηρίων που αποµακρύνουν την τοξική αµµωνία από το νερό 

µετατρέποντας την στα σχετικά λιγότερα επικίνδυνα νιτρικά. Πριν την έναρξη 

του πειράµατος προστέθηκαν βακτήρια µε αργό και σύντοµο ρυθµό αύξησης 

(χρόνος διπλασιασµού 12-32h) και (χρόνος διπλασιασµού 1-2h) αντίστοιχα, 

για την ανάπτυξη πληθυσµού ικανού για τη δέσµευση της παραγόµενης 

αµµωνίας. 

β) λαµπτήρας UV για την αποστείρωση του θαλασσινού νερού από παθογόνα 

µικρόβια 

γ) φίλτρο άνθρακα για την κατακράτηση των ιόντων χλωρίου και τον 

καθαρισµό του νερού και  

δ) µία στρώση υαλοβάµβακα για τη κατακράτηση των µεγαλύτερων 

σωµατιδίων τα οποία µπορεί να προέρχονται είτε από τα υπολείµµατα της 

τροφής, είτε από τα περιττώµατα των ψαριών. 

Οι ιχθύες πριν την εισαγωγή τους στις δεξαµενές εµβαπτίστηκαν σε 

διάλυµα χλωραµίνης συγκέντρωσης 2-3 ppm για την απολύµανσή τους από 

τυχόν παθογόνους µικροοργανισµούς και στη συνέχεια εκπλύθηκαν µε 

καθαρό θαλασσινό νερό πριν µεταφερθούν στις δεξαµενές. Πριν το στάδιο 

έκθεσης των ιχθύων σε συγκεντρώσεις χαλκού 0,1 και 0,5 ppm και 
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ψευδαργύρου 0,2 και 1,0 ppm, µέρος αυτών (40 άτοµα) προερχόµενα τυχαία 

από τις δύο δεξαµενές του κυκλώµατος, µεταφέρθηκαν σε εξωτερικές, 

αεριζόµενες δεξαµενές όπου και παρέµειναν στις συγκεντρώσεις των 

παραπάνω µετάλλων για διάστηµα 24ων και 96 ωρών µέχρι τη 

δειγµατοληψία. Την ηµέρα πριν τη µεταφορά τους και µέχρι τη δειγµατοληψία 

τους παρέµειναν άσιτα. 

 

Εικόνα. 3. Γενική εξωτερική άποψη του εργαστηρίου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Γενική άποψη του εσωτερικού του σταθµού - συστοιχίες  

δεξαµενών των 500 L. 
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   Εικόνα 5. Το µηχανικό, χηµικό και βιολογικό φίλτρο. 

 

2.3 ∆ειγµατοληψία 

 

Μετά την πάροδο των 24 και 96 ωρών από την έκθεση σε χαλκό και 

ψευδάργυρο, για κάθε µεταχείριση, έξι άτοµα τσιπούρας (δύο επαναλήψεις), 

συλλέχθηκαν τυχαία και µεταφέρθηκαν σε δοχείο που περιείχε διαλυµένη 

ποσότητα αναισθητικού για τη θανάτωσή τους. Επιτόπου, αµέσως µετά την 

θανάτωση, τα άτοµα µετρήθηκαν, ζυγίστηκαν και έγινε εκτοµή για την 

αφαίρεση του ήπατος (Εικόνες 6,7). Οι ιστοί, άµεσα µεταφέρθηκαν σε 

δοκιµαστικούς σωλήνες τύπου «Falcon» που περιείχαν ρυθµιστικό διάλυµα 

HBSS (Hank’s salt solution) και τοποθετήθηκαν πάνω στο πάγο µέχρι να 

µεταφερθούν στο εργαστήριο για την αποµόνωση των ηπατοκυττάρων. Το 

διάλυµα HBSS είναι ελεύθερο ασβεστίου και µαγνησίου. Το ασβέστιο επιδρά 

ανασταλτικά στο διαχωρισµό των κυττάρων του ιστού, ενώ το µαγνήσιο 

αναστέλλει τη δράση της κολλαγονάσης (Baksi and Frazier, 1990).    
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Εικόνα 6. Μέτρηση µήκους                        Εικόνα 7. Μέτρηση βάρους 

 

2.3.1 Αποµόνωση ηπατοκυττάρων 

 

  Η διαδικασία αποµόνωσης κυττάρων που ακολουθήθηκε στη 

συγκεκριµένη εργασία περιλάµβανε  δύο στάδια (Baksie and Fazier, 1990: 

Devaux et al., 1997: Μitchelmore and Chipman, 1998): Στο πρώτο στάδιο, 

γίνεται ο καθαρισµός του ιστού µε διαδοχικές πλύσεις µε το ρυθµιστικό 

διάλυµα HBSS ελεύθερο ασβεστίου-µαγνησίου (Ca ή Μg) και στο δεύτερο, 

λαµβάνει χώρα η αφοµοίωση του ήπατος. Αµέσως µετά τον καθαρισµό του 

ιστού, εφαρµόζονται ενέσεις κολλαγονάσης (CLS, type I) συγκέντρωσης 

0,04% (κολλαγονάση σε διάλυµα HBSS). Η κολλαγονάση είναι ένα ένζυµο το 

οποίο βοηθάει στον να αφοµοιωθεί ο ιστός του ήπατος. Αφού γίνει η «πέψη» 

του ιστού για 15 λεπτά, το ήπαρ µεταφέρεται σε δισκίο “petri”, όπου και 

τεµαχίζεται σε µικρά τµήµατα. Η όλη διαδικασία λαµβάνει χώρα πάνω σε 

τριµµένο πάγο. Όλο το τεµαχισµένο ήπαρ µαζί µε το διάλυµα HBSS, το οποίο 

περιέχει κολλαγονάση, µεταφέρεται σε µικρό γυάλινο δοχείο ζέσεως και 

τοποθετείται πάνω σε µηχάνηµα ανάδευσης για µισή ώρα. Στη συνέχεια, το 

περιεχόµενο του δοχείου µεταφέρεται σε δοκιµαστικό σωλήνα τύπου 
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«Falcon», αφού πρώτα φιλτραριστεί µε αποστειρωµένη γάζα. Ακολουθεί 

φυγοκέντριση του αιωρήµατος των κυττάρων στις 2.000 στροφές για πέντε 

λεπτά και µετά την αφαίρεση του υπερκείµενου κρατείται το pellet, και 

προστίθεται φρέσκο διάλυµα HBSS. Ακολουθούν δύο διαδοχικές πλύσεις µε 

HBSS (φυγοκέντριση στις 2,000 στροφές για πέντε λεπτά) και τέλος το 

εναποµείναν pellet διαλύεται σε 7 – 10 ml ρυθµιστικού διαλύµατος PBS 

(phosphate buffered saline). Η ποσότητα του διαλύµατος PBS που 

προστίθεται υπολογίζεται ώστε η τελική συγκέντρωση των βιώσιµων 

κυττάρων να είναι 100.000/ml. Ο υπολογισµός του αριθµού των βιώσιµων 

κυττάρων γίνεται µε χρώση ηωσίνης συγκέντρωσης 4% (5µl χρωστικής σε 

περίπου 45 µl κυτταρικού αιωρήµατος) και καταµέτρησή τους σε 

αντικειµενοφόρο πλάκα Neubauer.  

 

2.4 Ανάλυση κοµητών (Comet assay) 

 

Η ανάλυση κοµητών ή comet assay (ή single – cell gel) είναι µια αρκετά 

ευαίσθητη τεχνική που επιτρέπει την ανίχνευση της βλάβης του DNA σε 

επίπεδο αποµονωµένων κυττάρων. Σ’ αυτή τη τεχνική της µικρο-γέλης 

ηλεκτροφόρησης, ένας µικρός αριθµός κυττάρων, όπως κύτταρα που 

προέρχονται από καλλιέργειες ή κύτταρα που αποµονώνονται από διάφορους 

ιστούς, τοποθετούνται µε τη µορφή αιωρήµατος σε λεπτό στρώµα αγαρόζης 

πάνω σε αντικειµενοφόρο πλάκα. Τα κύτταρα λύονται από διάλυµα 

κορεσµένο σε άλας NaCl. Σχηµατίζονται πυρήνες αποτελούµενοι από µη 

νουκλεοσωµικό αλλά υπερελικωµένο DNA. Ακολούθως της ηλεκτροφόρησης 

και της χρώσης τους µε τη φθορίζουσα ουσία, βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr), τα 
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κύτταρα µε βλάβη στο DNA, εµφανίζουν αυξηµένη µετανάστευση του 

κερµατισµένου χρωµοσωµικού DNA από τον πυρήνα προς την άνοδο, 

λαµβάνοντας το σχήµα του κοµήτη (Σχήµα 1). Η εφαρµογή της µεθόδου σε 

αλκαλικό περιβάλλον είναι η πιο συχνή και το ποσοστό των θραυσµάτων που 

µεταναστεύουν, είναι ανάλογο της βλάβης του DNA. Μεταξύ των παραµέτρων 

που χρησιµοποιούνται για την εκτίµηση του ποσοστού του κερµατισµένου 

DNA, είναι η εκατοστιαία αναλογία του DNA στην ουρά του κοµήτη, η 

εκατοστιαία αναλογία του DNA στον πυρήνα, το µήκος της ουράς, η διάµετρος 

του πυρήνα, το συνολικό µήκος του κοµήτη και η παράµετρος ΤΜ-Tail 

Moment, όπου ορίζεται ως το γινόµενο του µήκους της ουράς, επί το ποσοστό 

του DNA στην ουρά του κοµήτη και η οποία χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα 

εργασία ως µέτρο κερµατισµού το DNA. 
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Σχήµα 1:  Σχηµατική αναπαράσταση του δηµιουργίας κοµήτη κατά το στάδιο 

της ηλεκτροφόρησης. Εφαρµογή της ανάλυσης κοµητών (comet 

assay) σε ουδέτερο περιβάλλον. Από αριστερά: Αποµονωµένος 

πυρήνας µε υπερελικωµένο DNA. Μετά την έκθεση σε κορεσµένο 

διάλυµα άλατος (αποπεριέλιξη) επέρχεται χάλαση του DNA, µε 

αποτέλεσµα οι βρόγχοι να εκχύνονται από τον πυρήνα και να 

σχηµατίζουν "φωτοστέφανο". Όταν οι πυρήνες µε χαλαρωµένο 

DNA υπόκεινται σε ηλεκτροφόρηση, αρνητικά φορτισµένα 

κοµµάτια ή βρόχοι φθαρµένου DNA µετακινούνται στο ηλεκτρικό 

πεδίο προς την άνοδο και σχηµατίζεται µια εικόνα παρόµοια µε 

κοµήτη (Shaposhnikov et al., 2008).   
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2.4.1 Αλκαλική µικρο-γέλη ηλεκτροφόρηση 

 

  Η αλκαλική εκδοχή της µεθόδου “comet assay” εφαρµόστηκε από τους 

Singh et al., (1988), εκτελώντας ηλεκτροφόρηση σε pH>13,0, κατέστη δυνατή 

η ανίχνευση θραυσµάτων µονόκλωνου DNA. Άλλες εκδοχές της µεθόδου 

αναπτύχθηκαν από τον Olive, (1989) που περιλάµβανε τη λύση των κυττάρων 

σε αλκαλικό pH, και στη συνέχεια ηλεκτροφόρηση είτε σε ουδέτερο είτε σε 

ελαφρώς αλκαλικό περιβάλλον (pH 12,1), για την ανίχνευση θραυσµάτων 

δίκλωνου ή µονόκλωνου DNA αντίστοιχα. Επειδή οι περισσότεροι τοξικοί 

παράγοντες που επηρεάζουν το DNA, προκαλούν περισσότερες και πιο 

εκτεταµένες βλάβες σε τµήµατα στον έναν από τους δύο κλώνους απ’ ότι στις 

ίδιες θέσεις στο δίκλωνο µόριο, η αλκαλική εκδοχή της µεθόδου (pH>13) είναι 

πιο ευαίσθητη στην ανίχνευση της βλάβης του DNA. 

Ένα ευρύ φάσµα τοξικών παραγόντων προκαλεί αύξηση της 

µετανάστευσης του  DNA έξω από το κυτταρικό σώµα, µέσα στο πήκτωµα της 

αγαρόζης. Εγκοπές που εισάγονται στο µόριο του DNA, είτε από τη δράση 

ενδονουκλεασών των µηχανισµών επιδιόρθωσης είτε απευθείας από 

γενοτοξικούς παράγοντες, προκαλούν θραύσµατα ή χάλαση του 

υπερελικωµένου DNA. Τα θραύσµατα και οι θηλιές (χαλαρωµένο DNA) 

µπορούν να µεταναστέψουν προς την άνοδο σχηµατίζοντας κατ’ αυτό τον 

τρόπο την ουρά του κοµήτη.  Οι αλκαλικές συνθήκες επιτρέπουν την 

αποπεριέλιξη και τη µετουσίωση του δίκλωνου DNA αποκαλύπτοντας τις 

ενδεχόµενες εγκοπές στο µόριο, προκαλώντας έτσι τη δηµιουργία 

θραυσµάτων. Η µέθοδος δεν ανιχνεύει µόνο τις βλάβες που προκαλούνται 

στο DNA από την ιονίζουσα ακτινοβολία ή αντίστοιχες χηµικές ενώσεις, αλλά 
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και αυτές που προκαλούνται από το υπεροξείδιο του υδρογόνου, τις 

ελεύθερες ρίζες, τους αρωµατικούς υδρογονάνθρακες (PAHs), διάφορες 

χηµικές ουσίες,  τα βαρέα µέταλλα και την υπεριώδη ακτινοβολία (Tice R. 

1995). Επιπρόσθετα είναι άµεσα ανιχνεύσιµη η θραύση του µορίου που 

προκαλείται από διαδικασίες που εισάγουν εγκοπές στον ένα κλώνο όπως 

κατά την επιδιόρθωση εκτοµής, η οποία σε ορισµένες περιπτώσεις, π.χ. UV, 

PAHs, φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο (Speit and Hartmann, 1995). 

Επιπλέον βλάβη του DNA σε ειδικές αλληλουχίες βάσεων µπορούν να 

ανιχνευθούν  σε συνδυασµό της µεθόδου µε ειδικές ενδονουκλεάσες (ένζυµα 

περιορισµού). Μετά τη λύση των κυττάρων, η εφαρµογή των 

προαναφερθέντων ενζύµων προσβάλουν φωσφοδιεστερικούς δεσµούς που 

περιβάλλονται από εξειδικευµένες αλληλουχίες βάσεων και τα παραγόµενα 

θραύσµατα µετρούνται µέσω της τεχνικής. Οξειδωµένες βάσεις DNA 

ανιχνεύτηκαν µε πολλή µεγάλη ευαισθησία µε τη βοήθεια της ενδονουκλεάσης 

ΙΙΙ ή τo ένζυµο formamidopyrimidine- DNA- glycosylase (FPG) in vivo και in 

vitro (Collins et al., 1993: Dennog et al., 1996). Άλλοι τύποι βλαβών του DNA, 

όπως ο σχηµατισµός διµερών µεταξύ πυριµιδίνων, µπορούν να ανιχνευτούν 

εφαρµόζοντας την τεχνική έµµεσου ανοσοφθορισµού µε τη χρήση 

µονοκλωνικών αντισωµάτων (Sauvaigo et al., 1998). Ο συνδυασµός της 

comet assay  µε τη FISH (fluorescence in situ hybridization) καθιστά δυνατή 

τη µελέτη της επαγωγής και διατήρησης της βλάβης του DNA σε ειδικές 

περιοχές στα χρωµοσώµατα και στα γονίδια. (Santos et al., 1997, Rapp et al., 

2000).  

Σύνδεση µεταξύ των µορίων DNA και DNA-πρωτεϊνών µπορούν να 

προκαλέσουν προβλήµατα στην εφαρµογή της µεθόδου, επειδή 
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σταθεροποιείται το χρωµοσωµικό DNA και εµποδίζει την µετανάστευσή του 

(Hartmann et al., 1995). Η τεχνική της «ανάλυσης κοµητών» βρίσκει 

εφαρµογή στην ανίχνευση αυτών των δεσµών. Ένας τρόπος είναι η 

πρόκληση θραυσµάτων και κατά συνέπεια η επαγωγή της µετανάστευσης του 

DNA µε ένα δεύτερο παράγοντα (π.χ. ιονίζουσα ακτινοβολία) και η σύγκρισή 

της µε τη µετανάστευση που προκαλείται µε την παρουσία του παράγοντα 

που προκαλεί τους δεσµούς µεταξύ των µορίων DNA και DNA-πρωτεϊνών 

(Pfuhler et al., 1996, Merk et al., 1998). Επιπλέον η παράταση του χρόνου 

µετουσίωσης ή/και του χρόνου της ηλεκτροφόρησης, επιτρέπει τη σύγκριση 

της µετανάστευσης του DNA και εποµένως την ανίχνευση ύπαρξης των 

προαναφερθέντων δεσµών. Η διάκριση DNA-DNA και DNA-πρωτεϊνών 

δεσµών µπορεί να γίνει µε την εφαρµογή της πρωτεϊνάσης Κ (ΡΚ) στα λυµένα 

κύτταρα πριν την ηλεκτροφόρηση. Η ΡΚ διασπά τους δεσµούς µεταξύ DNA 

και πρωτεϊνών, ενώ δεν έχει επίδραση στους δεσµούς DNA-DNA (Fuscoe et 

al., 1996).  

 

2.4.2 Επίστρωση αγαρόζης σε αντικειµενοφόρο πλάκα  

 

Μετά την αποµόνωση των ηπατικών κυττάρων, ακολούθησε η 

τοποθέτησή τους µε τη µορφή αιωρήµατος (20µL) σε λεπτή στρώση 

αγαρόζης πάνω σε αντικειµενοφόρο πλάκα. Προηγουµένως, η 

αντικειµενοφόρος πλάκα είχε εµβαπτισθεί σε καθαρή αλκοόλη και στη 

συνέχεια τοποθετήθηκε στους -20 οC για 20 λεπτά. Πήκτωµα αγαρόζης (ΝΜΡ 

Normal Melting Point) συγκέντρωσης 0,5% παρασκευάστηκε σε διάλυµα PBS. 

Μετά την ανάδευσή και την οµογενοποίηση του, το διάλυµα τοποθετήθηκε σε 
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φούρνο µικροκυµάτων για µικρό χρονικό διάστηµα  (5 λεπτά) µέχρι να 

διαυγασθεί πλήρως. Αφού στέγνωσε η αντικειµενοφόρος πλάκα από την 

αιθανόλη, εµβαπτίστηκε στη ζεστή αγαρόζη (>60ο C) για σύντοµο χρονικό 

διάστηµα (3-4 sec), ώστε να επικαθήσει στην κρύα και καθαρή επιφάνεια της. 

Αµέσως µετά, αφαιρέθηκε από την αγαρόζη, καθαρίστηκε προσεχτικά η κάτω 

επιφάνειά της και τοποθετήθηκε πάνω σε πάγο για να ζελατινοποιηθεί. 

Ένα δεύτερο διάλυµα, αγαρόζης (LMP Low Melting Point) 

συγκέντρωσης 0,5% παρασκευάστηκε µε τον ίδιο τρόπο, για την ανάµιξή του 

µε το κυτταρικό αιώρηµα. Όταν έφτασε σε θερµοκρασία δωµατίου (20-25οC), 

20µl κυτταρικού αιωρήµατος προστέθηκαν σε 80µl αγαρόζης (LMP) και 

τοποθετήθηκαν στην αντικειµενοφόρο πλάκα που ήταν καλυµµένη µε 

πήκτωµα αγαρόζης και τοποθετήθηκε η καλυπτρίδα. Η αντικειµενοφόρος 

πλάκα που έφερε τα κύτταρα τοποθετήθηκε σε πάγο για 15 λεπτά.   Μετά τη 

ζελατινοποίηση και της δεύτερης στρώσης αγαρόζης, η καλυπτρίδα 

αποµακρύνθηκε µε προσοχή. 

 

2.4.3 Λύση, ηλεκτροφόρηση και µέτρηση των κοµητών 

 

Μετά το τέλος του προηγούµενου σταδίου, η αντικειµενοφόρος πλάκα 

τοποθετήθηκε σε διάλυµα λύσης. Το διάλυµα περιείχε άλας NaCl 

συγκέντρωσης 2.5 Μ, EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)  συγκέντρωσης 

100 mΜ, Tris συγκέντρωσης 10 mΜ και τέλος προστίθενται 1% Triton – X 100 

και 10% DMSO (dimethyl sulfoxide). Στη συνέχεια, το pH του διαλύµατος 

ρυθµίστηκε µε συµπυκνωµένο διάλυµα HCl ή NaOH (pH 10) και 

τοποθετήθηκε στους 4 οC για περίπου 30 λεπτά (το κρύο διάλυµα βοηθάει στη 
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διατήρηση της σταθερότητας της αγαρόζης) (Tice et al., 2000). Στο κρύο 

διάλυµα λύσης, τοποθετήθηκαν οι αντικειµενοφόρες πλάκες (οι οποίες φέρουν 

τα ηπατικά κύτταρα) και παρέµειναν στους 4 οC για τουλάχιστον µία ώρα. 

Κατά το ανωτέρω χρονικό διάστηµα έλαβε χώρα η λύση των κυττάρων καθώς 

η κυτταρική µεµβράνη λύεται και το DNA σχηµατίζει πυρήνες .  

Πριν την ηλεκτροφόρηση, οι αντικειµενοφόρες πλάκες ξεπλύθηκαν µε 

απεσταγµένο νερό και τοποθετήθηκαν στη συσκευή οριζόντιας 

ηλεκροφόρησης που περιείχε 1,5 l βασικό διάλυµα (pH>12,1 & 4οC), όπου και 

παρέµειναν για 15 λεπτά ώστε να πραγµατοποιηθεί η αποδιάταξη του DNA 

που είναι απαραίτητη για την ανίχνευση θραυσµάτων µονόκλωνου DNA. Το 

παραπάνω διάλυµα παρασκευάστηκε από 0,075 M NaOH και 1 mM EDTA σε 

απεσταγµένο νερό. Μετά την πάροδο των 15 λεπτών, ξεκίνησε η διαδικασία 

της ηλεκτροφόρησης σε συνθήκες 25 V, 300 mA για χρονική διάρκεια 15 

λεπτών (Mitchelmore and Chipman, 1998).    

Μετά την ηλεκτροφόρηση, οι αντικειµενοφόρες πλάκες εκπλύθηκαν µε 

προσοχή σε ουδέτερο διάλυµα (διάλυµα Tris 0,4 Μ), ώστε το βρωµιούχο 

αιθίδιο να µπορεί να δράσει κατά το στάδιο της χρώσης (McKelvey-Martin et 

al., 1993). Σε κάθε αντικειµενοφόρο, προστέθηκαν 50µl βρωµιούχου αιθίδιου 

συγκέντρωσης 20µg/ml. Εκατό έως εκατόν πενήντα κύτταρα συλλέχθησαν 

τυχαία από κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα τα οποία αναλύθηκαν σε 

µικροσκόπιο φθορισµού (Zeiss Axiostar plus) εφοδιασµένο µε φίλτρο 

διέγερσης και αποκοπής στα 515-560nm 590 nm αντίστοιχα, σε µεγέθυνση 

40x. Οι εικόνες καταγράφονταν από βιντεοκάµερα υψηλής ανάλυσης και 

προβάλλονταν σε οθόνη Η/Υ µέσω του λογισµικού ProgRes Capture Pro 2.1, 

ενώ η επεξεργασία-ανάλυση των «κοµητών» έγινε µε το λειτουργικό 
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πρόγραµµα CASP (Konca et al., 2002). Η διαδικασία συνοψίζεται στο σχήµα 

2. 

 

 

Σχήµα 2. Σχηµατική αναπαράσταση των κυριότερων σηµείων στην Comet 

ανάλυση: τα κυτταρικό αιώρηµα (cells), οι αντικειµενοφόρες 

πλάκες µε λεπτή στρώση αγαρόζης (slides), η λύση των κυττάρων 

(lysis), η αποδιάταξη του DNA σε αλκαλικές συνθήκες (alkali 

unwinding), η ηλεκτροφόρηση (electrophoresis), η έκπληση µε 

ουδέτερο διάλυµα (neutralization), και η χρώση του DNA µε 

βρωµιούχο αιθίδιο (staining) (Tice et al., 2000).  
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2.5 Επιδιόρθωση 

 

Οι βλάβες αντιµετωπίζονται από τη δράση συστηµάτων που τις 

αναγνωρίζουν και διορθώνουν το DNA. Τα συστήµατα επιδιόρθωσης είναι 

τόσο πολύπλοκα όσο και ο ίδιος ο µηχανισµός αντιγραφής, γεγονός που 

υποδηλώνει τη σηµασία τους για την επιβίωση του κυττάρου. Όταν ένα 

σύστηµα επιδιόρθωσης επιδιορθώνει µια βλάβη στο DNA, οι επιβλαβείς 

συνέπειες αυτής της αλλαγής αποφεύγονται. Αν όµως αυτό δε συµβεί, µπορεί 

να προκληθεί µετάλλαξη. Ο παρατηρούµενος αριθµός µεταλλαξιγένεσης 

αντικατοπτρίζει µια ισορροπία ανάµεσα στον αριθµό των βλαβών που 

συµβαίνουν στο DNA και στον αριθµό των βλαβών που επιδιορθώθηκαν. 

Τα συστήµατα επιδιόρθωσης συχνά αναγνωρίζουν διάφορες 

παραµορφώσεις στο DNA ως ερεθίσµατα για να αναλάβουν δράση. Κάθε 

κύτταρο είναι πιθανόν να διαθέτει πολλά συστήµατα που είναι σε θέση να 

αντιµετωπίζουν βλάβες στο DNA. Η σηµασία της επιδιόρθωσης του DNA 

στους ευκαρυώτες φαίνεται από το γεγονός ότι έχουν ταυτοποιηθεί ήδη 

περισσότερα από 130 γονίδια επιδιόρθωσης στο ανθρώπινο γονιδίωµα. 

Μπορούµε να διακρίνουµε τα γονίδια αυτά σε πολλούς γενετικούς τύπους, 

ανάλογα µε τη λειτουργία των προϊόντων τους (Σχήµα 3): 

� Κάποια ένζυµα αποκαθιστούν άµεσα συγκεκριµένα είδη βλάβης 

στο DNA. 

� Υπάρχουν µηχανισµοί επιδιόρθωσης που βασίζονται στην 

εκτοµή βάσης, στην εκτοµή νουκλεοτιδίων, καθώς και στην 

επιδιόρθωση αταίριαστων βάσεων. Όλα αυτά τα συστήµατα 

λειτουργούν αποµακρύνοντας και αντικαθιστώντας υλικό. 
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� Υπάρχουν συστήµατα που λειτουργούν χρησιµοποιώντας 

ανασυνδυασµό για την ανάκτηση ενός φυσιολογικού 

αντιγράφου, το οποίο χρησιµοποιείται για την αντικατάσταση της 

δίκλωνης αλληλουχίας που έχει υποστεί βλάβη. 

� Το µονοπάτι σύνδεσης µη οµόλογων άκρων επανασυνδέει 

κοµµένα δίκλωνα άκρα. 

� Πολλές διαφορετικές DNA πολυµεράσες είναι δυνατόν να 

εµπλέκονται στην επανασύνθεση τµηµάτων DNA  που πρέπει 

να αντικατασταθούν. 

Η άµεση επιδιόρθωση είναι σπάνια και γίνεται µε άµεση επαναφορά 

στη φυσιολογική κατάσταση. Ένα σχετικό παράδειγµα είναι η 

φωτοενεργοποίηση των διµερών πυριµιδίνης, κατά την οποία οι λανθασµένοι 

οµοιοπολικοί δεσµοί διασπώνται από ένα φωτοεξαρτώµενο ένζυµο. 

Οι αταίριαστες βάσεις ανάµεσα στους κλώνους του DNA είναι ένας από 

τους σηµαντικότερους στόχους για τα συστήµατα επιδιόρθωσης. Η 

επιδιόρθωση αταίριαστου ζεύγους επιτυγχάνεται µε τη σάρωση του DNA, 

ώστε να εντοπιστούν οι βάσεις που δε σχηµατίζουν σωστά ζεύγη, παρότι 

βρίσκονται η µία απέναντι από την άλλη. Σε αταίριαστα ζεύγη που 

δηµιουργούνται κατά την αντιγραφή είναι δυνατόν να γίνει διάκριση ανάµεσα 

στον «παλαιό» και  στον «καινούριο» κλώνο, ώστε κατά προτίµηση να 

διορθωθεί ο νεοσύστατος κλώνος. Αταίριαστα ζεύγη επίσης σχηµατίζονται 

όταν δηµιουργείται ετεροδίκλωνο DNA κατά τον ανασυνδυασµό και η 

διόρθωσή τους είναι δυνατόν να διαταράσσει την αναλογία των γονικών 

αλληλοµόρφων. Άλλα συστήµατα αντιµετωπίζουν αταίριαστα ζεύγη που 

δηµιουργούνται από τροποποίηση των βάσεων, όπως µε απαµίνωση. Η ση- 
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Σχήµα 3. ∆ιάφοροι µηχανισµοί επιδιόρθωσης του µορίου του DNA. Από 

πάνω προς τα κάτω: άµεση υποκατάσταση της βλάβης (direct 

reversal of damage), επιδιόρθωση εκτοµής βάσης (base excision 

repair), επιδιόρθωση εκτοµής νουκλεοτιδίων (nucleotide excision 

repair), επιδιόρθωση αταίριαστων βάσεων (mismatch excision 

repair), επιδιόρθωση µε ανασυνδυασµό (recombination repair), 

σύνδεση µη οµόλογων άκρων (non homologous end-joining) και 

δράση DNA πολυµεράσης (DNA polymerase) (Lewin 2004).  
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µασία αυτών των συστηµάτων υπογραµµίζεται από το γεγονός ότι συχνά ο 

καρκίνος οφείλεται σε µεταλλάξεις γονιδίων, τα οποία είναι υπεύθυνα για την 

επιδιόρθωση αταίριαστων ζευγών βάσεων. 

Τα αταίριαστα ζεύγη συνήθως διορθώνονται µε επιδιόρθωση εκτοµής. 

Στις περιπτώσεις αυτές, το πρώτο βήµα είναι ο εντοπισµός της βλάβης από 

ένα κατάλληλο ένζυµο, το οποίο έχει την ιδιότητα να αναγνωρίζει βάσεις που 

έχουν υποστεί βλάβη ή αλλαγές στη δοµή του DNA στο χώρο. Υπάρχουν δύο 

είδη συστηµάτων επιδιόρθωσης εκτοµής: 

� Τα συστήµατα επιδιόρθωσης µε εκτοµή βάσης αντικαθιστούν 

απευθείας τη βάση που φέρει τη βλάβη. Ένα σχετικό 

παράδειγµα είναι η DNA γλυκοζυλάση της ουρακίλης, η οποία 

αφαιρεί ουρακίλες που είναι λανθασµένα ζευγαρωµένες µε 

γουανίνες. 

� Τα συστήµατα επιδιόρθωσης µε εκτοµή νουκλεοτιδίων 

αφαιρούν ένα µικρό µονόκλωνο τµήµα το οποίο περιλαµβάνει 

τη βάση ή τις βάσεις που φέρουν τη βλάβη και στη συνέχεια 

συνθέτουν ένα νέο τµήµα DNA για να αντικαταστήσει το υλικό 

που αφαιρέθηκε. Μερικά αναγνωρίζουν γενικές βλάβες στο 

DNA, ενώ άλλα δρουν πάνω σε συγκεκριµένα είδη βλάβης.  

Συχνά, ο ίδιος κυτταρικός τύπος διαθέτει πολλαπλά συστήµατα 

επιδιόρθωσης εκτοµής. 

Τα συστήµατα επιδιόρθωσης µε ανασυνδυασµό διαχειρίζονται 

καταστάσεις στις οποίες η βλάβη παραµένει στο πατρικό µόρια και η συσκευή 

αντιγραφής έχει αναγκαστεί να παρακάµψει το σηµείο στο οποίο βρίσκεται 

αυτή, συνήθως δηµιουργώντας ένα χάσµα στο θυγατρικό κλώνο. Ένα 
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σύστηµα επιδιόρθωσης µε ανασυνδυασµό λειτουργεί λαµβάνοντας ένα 

αντίγραφο της απούσας αλληλουχίας από ένα φυσιολογικό οµόλογο µόριο. Το 

νέο αντίγραφο χρησιµοποιείται για να καλυφθεί το χάσµα, ενώ το φυσιολογικό 

µόριο, που το χορήγησε, το χάσµα που δηµιουργείται αποκαθίσταται µε 

σύνθεση DNA. 

Ένα σηµαντικό χαρακτηριστικό τόσο του ανασυνδυασµού όσο και της 

επιδιόρθωσης είναι η ανάγκη χειρισµού δίκλωνων ρήξεων. Αυτές αποτελούν 

την απαρχή για την πραγµατοποίηση διασκελισµών κατά τον οµόλογο 

ανασυνδυασµό. Μπορούν επίσης να προκληθούν από προβλήµατα κατά την 

αντιγραφή, οπότε είναι δυνατόν να κινητοποιήσουν τη δράση συστηµάτων 

επιδιόρθωσης µε ανασυνδυασµό. Όταν οι δίκλωνες ρήξεις προκαλούνται από 

περιβαλλοντικούς παράγοντες ή από βράχυνση των τελοµερών, µπορεί να 

προκαλέσουν µεταλλάξεις. Ένα σύστηµα που διαχειρίζεται τις δίκλωνες 

ρήξεις, χωρίς να βασίζεται στο ζευγάρωµα οµόλογων περιοχών είναι ο 

µηχανισµός επιδιόρθωσης που ονοµάζεται «σύνδεση µη οµόλογων άκρων» 

(non-homologous end-joining- NHEJ) και πραγµατοποιεί συνένωση λείων 

άκρων DNA. Το πρώτο βήµα της διαδικασίας είναι η αναγνώριση των 

κοµµένων άκρων από ένα ετεροδιµερές που αποτελείται από τις πρωτεΐνες 

Ku70 και Ku80. οι παραπάνω πρωτεΐνες σχηµατίζουν ένα ικρίωµα µέσω του 

οποίου συγκρατούνται τα άκρα κοντά το ένα στο άλλο, γεγονός που επιτρέπει 

σε άλλα ένζυµα να δράσουν πάνω τους. Η σύνδεση των δίκλωνων άκρων 

πραγµατοποιείται από την DNA λιγάση IV, η οποία λειτουργεί σε συνδυασµό 

µε την πρωτεΐνη XRCC4. µεταλλάξεις σε οποιοδήποτε από αυτά τα ένζυµα 

µπορούν να κάνουν τα ευκαρυωτικά κύτταρα πιο ευαίσθητα σε γενοτοξικούς 

παράγοντες. 
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Οι ενζυµικές ενεργότητες που σχετίζονται µε αυτά τα συστήµατα είναι 

ενδονουκλεάσες και εξωνουκλεάσες (σηµαντικές για την αποµάκρυνση 

τµηµάτων DNA µε βλάβη), ρεσολβάσες (ενδονουκλεάσες που δρουν ειδικά 

στα σηµεία ανασυνδυασµού), ελικάσες (που καταλύουν την αποπεριέλιξη του 

DNA), αλλά και DNA πολυµεράσες (που συνθέτουν νέο DNA). Μερικές από 

αυτές τις ενζυµικές ενεργότητες είναι ειδικές για συγκεκριµένα µονοπάτια 

επιδιόρθωσης, κάποιες άλλες όµως συµµετέχουν σε πολλά διαφορετικά 

µονοπάτια. 

Μερικά από τα συστήµατα επιδιόρθωσης είναι λιγότερο ακριβή όταν 

συνθέτουν DNA για να αντικαταστήσουν υλικό που έχει υποστεί βλάβη. Γι’ 

αυτό το λόγο, τα συστήµατα αυτά αποκαλούνται αναξιόπιστα (error-prone). 

Όταν τα συστήµατα επιδιόρθωσης είναι ανενεργά, τα κύτταρα γίνονται 

εξαιρετικά ευαίσθητα στους γενοτοξικούς παράγοντες και στην υπεριώδη 

ακτινοβολία. Η επαγωγή βλαβών µέσω ακτινοβόλησης UV έπαιξε πρωταρχικό 

ρόλο στη µελέτη των συστηµάτων επιδιόρθωσης. Όταν όµως επιχειρούµε να 

αποτιµήσουµε τη δράση και την αποτελεσµατικότητα ενός συστήµατος 

επιδιόρθωσης πάνω σε βλάβες που έχουν προκληθεί από διαφορετικούς 

παράγοντες, θα πρέπει πάντα να λαµβάνουµε υπόψη µας ότι ίσως τα 

συµπεράσµατά µας να µην ισχύουν για όλες τις περιπτώσεις βλαβών αλλά 

κάθε περίπτωση είναι ξεχωριστή  (Lewin, 2004). 

Σκοπός του παρόντος σταδίου της επιδιόρθωσης, που 

πραγµατοποιήθηκε ex vivo, ήταν η αναγνώριση της βλάβης του DNA των 

κυττάρων, που δεν εντοπίστηκε κατά το στάδιο της in vivo εφαρµογής της 

ανάλυσης κοµητών από τα ένζυµα επιδιόρθωσης, καθώς και η εκτίµηση της 

επίδρασης των γενοτοξικών παραγόντων στην αναστολή, ενεργοποίηση και 
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ενίσχυση των µηχανισµών επιδιόρθωσης των ηπατοκυττάρων κατά την in 

vivo έκθεσή τους.  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχουν εκείνα τα ένζυµα που συµµετέχουν στο 

µηχανισµό επιδιόρθωσης εκτοµής νουκλεοτιδίων και εκτοµής βάσεων, τα 

οποία αφαιρούν και αναπληρώνουν τα τµήµατα του µορίου DNA που έχουν 

υποστεί τη βλάβη εισάγοντας εγκοπές στον έναν κλώνο προκαλώντας 

κερµατισµό. Αυτές οι εγκοπές είναι δυνατό ν’ ανιχνευθούν αφού αύξηση του 

κερµατισµένου DNA στην ουρά του κοµήτη αντικατοπτρίζει τη δραστηριότητα 

των µηχανισµών επιδιόρθωσης. 

Ειδικότερα, γενοτοξικοί παράγοντες όπως τα βαρέα µέταλλα 

ενδεχοµένως να επηρεάζουν και τη δράση των µηχανισµών επιδιόρθωσης 

των κυττάρων εκτός από την άµεση ή έµµεση επίδραση που έχουν στο 

κερµατισµό του µορίου του DNA, προκαλώντας συσσώρευση βλαβών στο 

DNA. Επιπλέον, η «ανάλυση κοµητών», ανιχνεύει µόνο τις βλάβες που 

οδηγούν στον κερµατισµό του DNA είτε απευθείας είτε µέσω των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης και όχι αυτές που διατηρούν το µόριο ανέπαφο. Η φύση της 

βλάβης στο µόριο του DNA παίζει επίσης σηµαντικό ρόλο. Βλάβες που 

οφείλονται µόνο σε διάρρηξη του ενός κλώνου του DNA χωρίς να επηρεάζεται 

το ζευγάρωµα των βάσεων, επιδιορθώνονται άµεσα µε τη δράση της λιγάσης, 

µε αποτέλεσµα οι πυρήνες µετά την επιδιόρθωση να µην εµφανίζουν ουρά. 

Αντίθετα, βλάβες που έχουν ως αποτέλεσµα το σχηµατισµό κυκλοβουτυλικών 

δακτυλίων, όπως π.χ.  σχηµατισµός διµερών θυµίνης-θυµίνης ή βλάβες που 

ενεργοποιούν τους µηχανισµούς επιδιόρθωσης εκτοµής ή τους ειδικούς 

µηχανισµούς επιδιόρθωσης µε εκτοµή βάσεων, οδηγούν στην αφαίρεση 
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τµηµάτων DNA µε αποτέλεσµα να παρατηρείται αύξηση στο ποσοστό του 

κερµατισµένου DNA. 

Στην παρούσα εργασία εξετάστηκε η συµµετοχή των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης στη βλάβη του DNA και η επίδραση που αυτοί έχουν στον 

κερµατισµό του, καθώς και ο εντοπισµός βλαβών οι οποίες δεν ανιχνεύτηκαν 

in vivo κατά το πρώτο στάδιο της εργασίας. Έτσι ηπατοκύτταρα ατόµων 

τσιπούρας αποµονώθηκαν και επωάστηκαν σε υγρή καλλιέργεια που περιείχε 

ως θρεπτικό υλικό Leibovitz L-15. Συγκεκριµένα, µέρος των ηπατοκυττάρων 

που αποµονώθηκαν όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο 2.3.1, επωάστηκαν 

σε υγρή καλλιέργεια, χωρίς την προσθήκη χαλκού ή ψευδαργύρου, που 

περιείχε για θρεπτικό υλικό Leibovitz L-15, 10% βόειο ορό (Fetal Calf Serum, 

FCS) και 1% αντιβιοτικά πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν 

στην υγρή καλλιέργεια σε θερµοκρασία δωµατίου (22οC) για χρονικό διάστηµα 

δύο (2) ωρών (Lawrence et al., 1991).  Υπενθυµίζεται ότι όλη η διαδικασία της 

ανάλυσης κοµητών, από τη λήψη του ιστού µέχρι το στάδιο της 

ηλεκτροφόρησης, επιτελείται σε θερµοκρασία µικρότερη των 4οC, ώστε να 

παρεµποδιστεί όσο το δυνατόν περισσότερο η λειτουργία των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης (Henderson et al., 1998). 

 

2.6 Στατιστική ανάλυση 

 

Η στατιστική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε έλεγχο Kruskal – Wallis 

επειδή δεν πληρούνταν οι προϋποθέσεις για την εφαρµογή της ανάλυσης 

διακύµανσης (ANOVA) (λόγω ανοµοιογένειας διακυµάνσεων), σε στατιστικό 

πακέτο SPSS for Windows και Microsoft Excel. Το επίπεδο σηµαντικότητας 
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ορίστηκε α=0,05. Για τις πολλαπλές συγκρίσεις µεταξύ των οµάδων 

χρησιµοποιήθηκε µη παραµετρικό Tukey test (Zar, 1996). 
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3. Αποτελέσµατα 

 

3.1 Αποµόνωση ηπατοκυττάρων 

 

Οι εικόνες (8α, 8β, 8γ) και (9) παρουσιάζουν κύτταρα τα οποία έχουν 

αποµονωθεί από το ήπαρ ατόµων τσιπούρας. Έχει  γίνει χρώση µε ηωσίνη 

για τον εντοπισµό ζώντων κυττάρων. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε 

αντικειµενοφόρο πλάκα Neubauer (δεν δείχνεται στις εικόνες) για να 

υπολογιστεί το ποσοστό των ζώντων   κυττάρων που έχουν παραµείνει κατά 

τη δειγµατοληψία. Υψηλό ποσοστό θνησιµότητας οδηγεί σε σφάλµα της 

εκτίµησης της βλάβης στο DNA. Τα ζώντα κύτταρα φαίνονται µε ερυθρό 

χρώµα:  

 

 

Εικόνα 8 (α) Τα ζώντα κύτταρα µόλις έχουν αρχίσει να χρωµατίζονται και 

διακρίνεται η κυτταρική µεµβράνη και ο πυρήνας τους. 
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Εικόνα 8 (β): Ζώντα κύτταρα τα οποία έχουν αρχίσει να χρωµατίζονται 

ερυθρά λίγα λεπτά µετά την προσθήκη της ηωσίνης 

 

 

Εικόνα 8 (γ) Ζώντα κύτταρα τα οποία έχουν χρωµατιστεί εξολοκλήρου 

ερυθρά.  
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Εναλλακτικά αντί για ηωσίνη χρησιµοποιείται η χρώση µε Trypan blue 

για τον υπολογισµό των νεκρών κυττάρων (Εικόνα 9). 

 

 

Εικόνα 9. Κύτταρο το οποίο έχει χρωµατιστεί µε τη προσθήκη του «Trypan 

Blue». Η χρωστική αυτή χρησιµοποιείται για τον εντοπισµό 

νεκρών κυττάρων (το αντίθετο ακριβώς από τη χρωστική ηωσίνη). 

Τα νεκρά κύτταρα χρωµατίζονται µπλε.   

 

3.2 Εκτίµηση της βλάβης του DNA – Υπολογισµός της 

παραµέτρου ΤΜ 

 

Όπως προαναφέρθηκε η έκταση της βλάβης του DNA εκτιµάται 

µετρώντας τη µετατόπιση ανάµεσα στον πυρήνα του κυττάρου ή «κεφαλή του 

κοµήτη» και την «ουρά» η οποία προκύπτει λόγω κερµατισµού του πυρηνικού 

DNA (Εικόνα 10). Μεταξύ των παραµέτρων που χρησιµοποιούνται είναι  η 
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εκατοστιαία αναλογία του DNA στην ουρά, η εκατοστιαία αναλογία του DNA 

στον πυρήνα, το µήκος της ουράς, η διάµετρος του πυρήνα και το συνολικό 

µήκος του κοµήτη (Εικόνα 11). Στην παρούσα εργασία  χρησιµοποιήθηκε η 

παράµετρος ΤΜ – Tail Moment (το γινόµενο του µήκους της ουράς επί το 

ποσοστό του DNA στην ουρά του κοµήτη).  

 

  

Εικόνα 10. Ηπατοκύτταρα τσιπούρας (S. aurata) σε πήκτωµα αγαρόζης και 

αλκαλικό pH µετά από χρώση βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr). 

Αριστερά, φαίνονται κύτταρα µε ελάχιστο βαθµό κερµατισµού, µε 

αποτέλεσµα το DNA να παραµένει στον πυρήνα. Αντίθετα, στα 

δεξιά το κύτταρο έχει υποστεί εκτεταµένο κερµατισµό, το DNA 

µεταναστεύει έξω από το κυτταρικό σώµα (κεφαλή του κοµήτη) και 

µέσα στο πήκτωµα της αγαρόζης (ουρά του κοµήτη). 
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Εικόνα 11. Υπολογισµός των παραµέτρων (εκατοστιαία αναλογία του DNA 

στην ουρά, εκατοστιαία αναλογία του DNA στον πυρήνα, το 

µήκος της ουράς, η διάµετρος του πυρήνα και το συνολικό 

µήκος του κοµήτη) του κατακερµατισµού του DNA, µέσω του 

λογισµικού ανάλυσης εικόνας “casp”. 

 

3.3 Ανάλυση αποτελεσµάτων 

 

Στους παρακάτω πίνακες (1α-1δ) δίνονται οι τιµές της ΤΜ στις 

διαφορετικές µεταχειρίσεις. 
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Πίνακας 1α: Σύγκριση του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών ΤΜ) στα άτοµα 

της  µεταχείριση του χαλκού µε το µάρτυρα (in vivo). 

Μεταχειρίσεις 
Αριθµός πυρήνων DNA 

(Ν) 

Μέσος όρος ΤΜ & 

τυπικό σφάλµα, SE 

Μάρτυρας 300 6,46 ± 1,42 

Χαλκός 24 ώρες 0,1 ppm 299 22,52 ± 3,40 

Χαλκός 24 ώρες 0,5 ppm 300 79,21 ± 7,24 

Χαλκός 96 ώρες 0,1 ppm 300 29,98 ± 3,65 

Χαλκός 96 ώρες 0,5 ppm 300 66,90 ± 6,28 

 

Πίνακας 1β: Σύγκριση του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών ΤΜ) στα άτοµα 

της  µεταχείριση του ψευδαργύρου µε το µάρτυρα (in vivo). 

Μεταχειρίσεις 
Αριθµός πυρήνων DNA 

(Ν) 

Μέσος όρος ΤΜ & 

τυπικό σφάλµα, SE 

Μάρτυρας 300 6,46 ± 1,42 

Ψευδ/ρος 24 ώρες 0,2 ppm 299 35,19 ± 3,24 

Ψευδ/ρος 24 ώρες 1 ppm 271 67,33 ± 5,93 

Ψευδ/ρος 96 ώρες 0,2 ppm 301 35,99 ± 5,50 

Ψευδ/ρος 96 ώρες 1 ppm 300 57,66 ± 4,94 

 

Πίνακας 1γ: Σύγκριση του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών ΤΜ) στα άτοµα 

της  µεταχείριση του χαλκού µε το µάρτυρα µετά την καλλιέργεια 

των κυττάρων (ex vivo). 

Μεταχειρίσεις 
Αριθµός πυρήνων DNA 

(Ν) 

Μέσος όρος ΤΜ & 

τυπικό σφάλµα, SE 

Μάρτυρας 300 51,43 ± 8,16  

Χαλκός 24 ώρες 0,1 ppm 299 222,97 ± 15,68  

Χαλκός 24 ώρες 0,5 ppm 299 256,94 ± 15,67  

Χαλκός 96 ώρες 0,1 ppm 300 77,81 ± 9,13 

Χαλκός 96 ώρες 0,5 ppm 300 230,97 ± 15,90  
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Πίνακας 1δ: Σύγκριση του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών ΤΜ) στα άτοµα 

της  µεταχείριση του ψευδαργύρου µε το µάρτυρα µετά την 

καλλιέργεια των κυττάρων (ex vivo). 

Μεταχειρίσεις 
Αριθµός πυρήνων DNA 

(Ν) 

Μέσος όρος ΤΜ & 

τυπικό σφάλµα, SE 

Μάρτυρας 300 51,43 ± 8,16  

Ψευδ/ρος 24 ώρες 0,2 ppm 300 348,34 ± 15,68  

Ψευδ/ρος 24 ώρες 1 ppm 300 287,74 ± 13,77 

Ψευδ/ρος 96 ώρες 0,2 ppm 301 425,65 ± 13,41  

Ψευδ/ρος 96 ώρες 1 ppm 300 324,55 ± 12,25  

  

Η σηµαντικότητα των διαφορών που παρατηρήθηκαν µεταξύ των 

διαφορετικών µεταχειρίσεων, συνοψίζονται στους παρακάτω πίνακες (2α-δ). 
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Πίνακας 2α. Πολλαπλές συγκρίσεις του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών 

ΤΜ) στα άτοµα της  µεταχείριση του χαλκού, in vivo. 

Πολλαπλές συγκρίσεις 
 SE Ρ 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 

0,1ppm Cu 
24h 35,37 Ρ<0,05*  

0,5ppm Cu 
24h 35,34 Ρ<0,05*  

0,1ppm Cu 
96h 

35,34 Ρ<0,05*  

0,5ppm Cu 
96h 

35,34 Ρ<0,05*  

Χαλκός 
0,1 ppm 
24 ώρες 

0,5ppm Cu 
24h 

35,37 Ρ<0,05*  

0,1ppm Cu 
96h 35,37 n.s.  

0,5ppm Cu 
96h 35,37 Ρ<0,05*  

Χαλκός 
0,5 ppm 
24 ώρες 

0,1ppm Cu 
96h 35,34 Ρ<0,05*  

0,5ppm Cu 
96h 35,34 n.s.  

Χαλκός 
0,1 ppm 
96 ώρες 

0,5ppm Cu 
96h 35,34 Ρ<0,05*  

* Στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

n.s.: Μη στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

 

 Στον πίνακα 2α, φαίνεται πως τα άτοµα όλων των µεταχειρίσεων του 

χαλκού διαφέρουν στατιστικώς σηµαντικά µε τα άτοµα του µάρτυρα. Επιπλέον 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά παρατηρείται και µεταξύ των ατόµων που 

εκτέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ιόντων µετάλλου για το ίδιο χρονικό 

διάστηµα (δοσοεξαρτώµενο αποτέλεσµα). Αντιθέτως, δεν παρατηρήθηκε 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά µεταξύ των ατόµων που εκτέθηκαν στην ίδια 

συγκέντρωση του µετάλλου αλλά για διαφορετικό χρονικό διάστηµα, 

οδηγώντας στο συµπέρασµα  πως  το ποσοστό κερµατισµένου DNA δεν 
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εξαρτάται από το χρόνο έκθεσης αλλά µόνο από τη µεταβολή στη 

συγκέντρωση.   

 

Πίνακας 2β. Πολλαπλές συγκρίσεις του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών 

ΤΜ) στα άτοµα της  µεταχείριση του ψευδαργύρου, in vivo. 

Πολλαπλές συγκρίσεις SE P 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 

0,2 ppm Zn  
24h 34,71 Ρ<0,05*  

1,0 ppm Zn  
24h 34,68 Ρ<0,05*  

0,2ppm Zn  
96h 

34,68 Ρ<0,05*  

1,0 ppm Zn  
96h 

34,68 Ρ<0,05*  

Ψευδάργυρος 
0,2 ppm 
24 ώρες  

 

1,0 ppm Zn 
24h 

34,71 n.s.  

0,2ppm Zn  
96h 

34,71 Ρ<0,05* 

1,0 ppm Zn  
96h 34,71 n.s. 

Ψευδάργυρος 
1,0 ppm  
24 ώρες 

 

0,2ppm Zn  
96h 34,68 Ρ<0,05*  

1,0 ppm Zn  
96h 34,68 n.s. 

Ψευδάργυρος 
0,2 ppm 
96 ώρες 

 

1,0 ppm Zn  
96h 

34,68 Ρ<0,05* 

* Στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

n.s.: Μη στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

 

 Στον πίνακα 2β όπως και στον πίνακα 2α, φαίνεται πως όλα τα άτοµα 

των µεταχειρίσεων του ψευδαργύρου διαφέρουν στατιστικώς από τα άτοµα 

του µάρτυρα. Αντιθέτως δεν παρατηρούνται διαφορές µεταξύ των ατόµων 

που εκτέθηκαν σε συγκέντρωση µετάλλου 0,2 ppm για 24 ώρες και των 

ατόµων που εκτέθηκαν σε µεγαλύτερη συγκέντρωση (1,0 ppm) για 24 και 96 

ώρες. Όπως στο χαλκό και όπως προκύπτει και από τα σχήµατα 4 και 5, η 
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µεταβολή του ποσοστού του κερµατισµένου DNA φαίνεται να παραµένει 

παρόµοια και κατά την έκθεση των ατόµων σε ιόντα ψευδαργύρου. Χαλκός 

και ψευδάργυρος φαίνεται να παρουσιάζουν παρόµοια γενοτοξική δράση (in 

vivo).  

 

Πίνακας 2γ. Πολλαπλές συγκρίσεις του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών 

ΤΜ) στα άτοµα της  µεταχείριση του χαλκού µετά την 

καλλιέργεια των κυττάρων, ex vivo. 

Πολλαπλές συγκρίσεις SE P 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 

0,1ppm Cu  
24h 35,35 Ρ<0,05* 

0,5ppm Cu  
24h 35,35 Ρ<0,05* 

0,1ppm Cu  
96h 35,32 n.s. 

0,5ppm Cu 
 96h 35,32 

Ρ<0,05* 

Χαλκός  
0,1 ppm 
24 ώρες 

0,5ppm Cu 
 24h 35,38 

n.s. 

0,1ppm Cu 
 96h 35,35 

Ρ<0,05* 

0,5ppm Cu 
 96h 35,35 n.s. 

Χαλκός  
0,5 ppm 
24 ώρες 

0,1ppm Cu 
 96h 35,35 Ρ<0,05* 

0,5ppm Cu 
 96h 35,35 Ρ<0,05* 

Χαλκός  
0,1 ppm 
96 ώρες 

0,5ppm Cu 
 96h 35,32 

Ρ<0,05* 

* Στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

n.s.: Μη στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

 

 Στον παραπάνω πίνακα (2γ), µη στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

παρατηρήθηκαν:  
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ι) µεταξύ των ατόµων του µάρτυρα και των ατόµων που εκτέθηκαν σε χαµηλή 

συγκέντρωση του µετάλλου (0,1 ppm) για 96 ώρες, εµφανίζοντας παρόµοιο 

ποσοστό κερµατισµένου DNA,  

ιι) µεταξύ ατόµων που εκτέθηκαν σε χαµηλή συγκέντρωση µετάλλου (0,1 

ppm) για 24 ώρες και ατόµων σε υψηλή συγκέντρωση (0,5 ppm) για 24 και 96 

ώρες. Ειδικότερα τα αποτελέσµατα ήταν οριακά για τα άτοµα που εκτέθηκαν 

για 24 ώρες σε 0,5ppm. 

 

Πίνακας 2δ. Πολλαπλές συγκρίσεις του κερµατισµένου DNA (µέσων τιµών 

ΤΜ) στα άτοµα της  µεταχείριση του ψευδαργύρου µετά την 

καλλιέργεια των κυττάρων, ex vivo.  

Πολλαπλές συγκρίσεις 
 SE P 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 

0,2ppm Zn  
24h 35,39 Ρ<0,05* 

1,0ppm Zn 
 24h 35,39 Ρ<0,05* 

0,2ppm Zn 
 96h 35,36 Ρ<0,05* 

1,0ppm Zn 
 96h 35,39 

Ρ<0,05* 

Ψευδάργυρος 
0,2 ppm 
24 ώρες 

1,0ppm Zn 
 24h 35,39 

Ρ<0,05* 

0,2ppm Zn 
 96h 35,36 

Ρ<0,05* 

1,0ppm Zn 
 96h 35,39 

n.s. 

Ψευδάργυρος 
1,0 ppm 
24 ώρες 

 

0,2ppm Zn 
 96h 35,36 Ρ<0,05* 

1,0ppm Zn 
 96h 35,39 Ρ<0,05* 

Ψευδάργυρος 
0,2 ppm 
96 ώρες 

1,0ppm Zn 
 96h 35,36 

Ρ<0,05* 

* Στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 

n.s.: Μη στατιστικώς σηµαντικές διαφορές 
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 Στον πίνακα 2δ, είναι φανερό ότι τα ποσοστά κερµατισµένου DNA 

διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ των διαφορετικών µεταχειρίσεων, εκτός από την 

περίπτωση των ατόµων που εκτέθηκαν σε συγκέντρωση 0,2 ppm για 24 ώρες 

και των ατόµων που εκτέθηκαν σε συγκέντρωση µετάλλου 1,0 ppm για 96 

ώρες, όπου και εµφάνισαν παρόµοιο ποσοστό κερµατισµένου DNA. 

 Τα σχήµατα 4 και 5 αναπαριστούν  γραφικά τις µεταβολές της τιµής ΤΜ 

σε συνάρτηση µε το χρόνο και τη συγκέντρωση κατά την έκθεσή των ατόµων 

σε ιόντα χαλκού και ψευδαργύρου. Οι µεταβολές ΤΜ in vivo, είτε πρόκειται για 

το χαλκό είτε για το ψευδάργυρο σχηµατίζουν παρόµοιο διάγραµµα ενώ ex 

vivo, παρατηρείται αντίθετη εικόνα µεταξύ των δύο µετάλλων. 
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Σχήµα 4. Μεταβολή του ποσοστού του κερµατισµένου DNA (µέση τιµή ΤΜ) 

σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση (0,1 και 0,5 ppm) και το χρόνο 

(24 και 96 ώρες) έκθεσης σε ιόντα χαλκού. Με µπλε και κίτρινη 

γραµµή παρουσιάζονται οι µεταβολές ΤΜ ex vivo και in vivo 

αντίστοιχα.   
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ΨΕΥ∆ΑΡΓΥΡΟΣ
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Σχήµα 5. Μεταβολή του ποσοστού του κερµατισµένου DNA (µέση τιµή ΤΜ) 

σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση (0,2 και 1,0 ppm) και το χρόνο 

(24 και 96 ώρες) έκθεσης σε ιόντα ψευδαργύρου. Με µπλε και 

κίτρινη γραµµή παρουσιάζονται οι µεταβολές ΤΜ ex vivo και in vivo 

αντίστοιχα.   

 

Από τους πίνακες 1α-1δ, 2α -2δ και τα σχήµατα 4 και 5 συνοψίζονται 

τα αποτελέσµατα της εργασίας αναφορικά µε την επίδραση του χαλκού και 

του ψευδαργύρου: 

Χαλκός: Από τους πίνακες 1α και 2α προκύπτει αύξηση του ποσοστού του 

κερµατισµένου DNA όσο αυξάνεται η έκθεση των ατόµων σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις του µετάλλου (δοσοεξαρτώµενο αποτέλεσµα), εφόσον οι 

διαφορές που παρατηρούνται στις τιµές ΤΜ µεταξύ ατόµων που εκτέθηκαν σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις χαλκού, 0,1 και 0,5 ppm (22,52 και 79,21 για τις 

24 ώρες και 29,98 και 66,90 για τις 96 ώρες αντίστοιχα), είναι στατιστικώς 

σηµαντικές. Αντίθετα ο χρόνος έκθεσης των ατόµων στο χαλκό δε φαίνεται 
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επηρεάζει το ποσοστό κερµατισµένου DNA εφόσον δεν παρατηρείται 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά µεταξύ των ατόµων που εκτέθηκαν στην ίδια 

συγκέντρωση για χρονικό διάστηµα 24ων και 96 ωρών. 

 Όπως προκύπτει από τους πίνακες 1γ και 2γ, και αφορά το ποσοστό 

του κερµατισµένου DNA που παρατηρείται στα ηπατοκύτταρα της 

καλλιέργειας (ex vivo), η εικόνα φαίνεται εν µέρει να διαφοροποιείται. 

Ειδικότερα, το ποσοστό του κερµατισµένου DNA δεν παρουσιάζει στατιστικώς 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ των ατόµων µε έκθεση στη χαµηλή συγκέντρωση 

(0,1 ppm) για 24 ώρες και αυτών µε έκθεση στην υψηλότερη συγκέντρωση 

(0,5 ppm) για 96 ώρες, αλλά επιβεβαιώνεται το συµπέρασµα ότι ο χαλκός έχει 

άµεση δοσοεξαρτώµενη δράση τόσο τις πρώτες 24 όσο και στις 96 ώρες, ενώ 

εµφανίζει τις µέγιστες τιµές ΤΜ τόσο in vivo όσο και ex vivo (79,21 και 256,99 

αντίστοιχα στη συγκέντρωση των 0,5 ppm) στο χρονικό διάστηµα των 24 

ωρών. Επιπλέον, υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η ενεργοποίηση των 

µηχανισµών επιδιόρθωσης του DNA είναι δοσοεξαρτώµενη. Πιθανώς η 

έκθεση στη µεγαλύτερη συγκέντρωση (0,5 ppm) για χρονικό διάστηµα 96 

ωρών, να ενεργοποιεί και τους µηχανισµούς µεταβολισµού και αποβολής του 

µετάλλου από τα ηπατοκύτταρα, µειώνοντας τη γενοτοξική του δράση, αφού 

τόσο in vivo όσο και ex vivo παρατηρείται ελαφρά κάµψη στις τιµές ΤΜ. Η 

υπόθεση αυτή ενισχύεται και από το γεγονός ότι ex vivo, τα άτοµα που 

εκτέθηκαν στη µικρότερη συγκέντρωση (0,1 ppm) για 96 ώρες εµφάνισαν 

παρόµοιο ποσοστό κερµατισµένου DNA µε τα άτοµα του µάρτυρα, ενώ in vivo 

δε φαίνεται να προκαλείται αύξηση της βλάβης του DNA µεταξύ των ατόµων 

µε έκθεση στις ίδιες συγκεντρώσεις για 24 και 96 ώρες (η βλάβη στο µόριο 

του DNA που προκαλείται από το χαλκό δεν είναι χρονοεξαρτώµενη). 
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 Γενικά, η εικόνα της µεταβολής των τιµών ΤΜ σε συνάρτηση µε τη 

συγκέντρωση και το χρόνο φαίνεται να διατηρείται τόσο in vivo όσο και ex 

vivo. Η γενοτοξικότητα του χαλκού φαίνεται να είναι δοσοεξαρτώµενη αλλά όχι 

χρονοεξαρτώµενη γεγονός που συνηγορεί στην ενεργοποίηση µηχανισµών 

αποβολής του µετάλλου από τα ηπατοκύτταρα. Επιπλέον, στα κύτταρα της 

υγρής καλλιέργειας, η παράµετρος ΤΜ φαίνεται να λαµβάνει υψηλότερες 

τιµές, που οδηγεί στο συµπέρασµα της αυξηµένης δράσης των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης των κυττάρων και ίσως στην αύξηση της ευαισθησία της 

τεχνικής της ανάλυσης κοµητών για την ανίχνευση βλάβης στο µόριο του 

DNA. 

Ψευδάργυρος: Από τους πίνακες 1β και 2β συνάγεται το συµπέρασµα  ότι το 

µεγαλύτερο ποσοστό κερµατισµένου DNA (ΤΜ=67,33) παρατηρείται όταν τα 

άτοµα τσιπούρας εκτίθενται σε υψηλές συγκεντρώσεις ψευδαργύρου (1,0 

ppm) και σε σύντοµο χρονικό διάστηµα (24 ώρες). Επιπλέον το ποσοστό του 

κερµατισµένου DNA που προκαλείται από την έκθεση σε υψηλές 

συγκεντρώσεις του µετάλλου (1,0 ppm), φαίνεται να µην επηρεάζεται από το 

χρόνο έκθεσης για 24 ή 96 ώρες (ΤΜ= 67,33 και 57,66 αντίστοιχα) αφού οι 

διαφορές που εµφανίζουν δεν είναι στατιστικώς σηµαντικές. Αντίθετα η 

έκθεση των ατόµων σε χαµηλές συγκεντρώσεις ψευδαργύρου (0,2 ppm), 

αυξάνει στατιστικώς σηµαντικά το ποσοστό του κερµατισµένου DNA σε σχέση 

µε το χρόνο έκθεσης από 35,19 σε 35,99 για 24 και 96 ώρες αντίστοιχα. Για  

χρονικό διάστηµα 24ων ωρών από την έκθεση των ιχθύων σε ιόντα 

ψευδαργύρου, η αύξηση της συγκέντρωσης από 0,2 ppm σε 1,0 ppm δεν 

προκαλεί στατιστικώς σηµαντική µεταβολή στις τιµές ΤΜ (35,19 και 67,33 

αντίστοιχα). Ενώ αντίθετα για χρόνο έκθεσης 96 ωρών, αντίστοιχη αύξηση της 
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συγκέντρωσης οδηγεί σε στατιστικώς σηµαντική αύξηση του ποσοστού του 

κερµατισµένου DNA (ΤΜ=35,99 και 57,66 αντίστοιχα). 

 Αντίστοιχα, όπως προκύπτει από τους πίνακες 1δ και 2δ που 

αναφέρονται στα κύτταρα της καλλιέργειας, έκθεση των ιχθύων σε χαµηλή 

συγκέντρωση ψευδαργύρου (0,2 ppm), αυξάνει στατιστικώς σηµαντικά το 

ποσοστό κερµατισµού του DNA σε συνάρτηση µε το χρόνο έκθεσης για 24 και 

96 ώρες (ΤΜ= 348,34 και 456,65 αντίστοιχα) και βρίσκονται σε αντιστοιχία µε 

τα δεδοµένα των πινάκων 1β και 2β όπως αναφέρθηκε στην προηγούµενη 

παράγραφο. Παρόµοια µεταβολή παρατηρείται και για την έκθεση των ιχθύων 

σε υψηλή συγκέντρωση ιόντων µετάλλου (1,0 ppm) όπου η παράµετρος ΤΜ 

αυξάνει από 287,74 σε 324,55 για 24 και 96 ώρες αντίστοιχα (in vivo 

παρατηρήθηκε µη στατιστικώς σηµαντική µείωση της τιµής της παραµέτρου 

ΤΜ από 67,33 σε 57,66 για χρόνο έκθεσης 24 και 96 ώρες αντίστοιχα). 

Εντύπωση προκαλεί η στατιστικώς σηµαντική µείωση των τιµών ΤΜ σε 

συνάρτηση µε τη συγκέντρωση για έκθεση στις 24 και 96 ώρες. 

 Γενικά, η εικόνα της γενοτοξικότητας του ψευδαργύρου in vivo, δείχνει 

να είναι χρονοεξαρτώµενη για έκθεση σε χαµηλή συγκέντρωση και 

δοσοεξαρτώµενη στις 96 ώρες. Αντίστοιχα ex vivo, η γενοτοξικότητα είναι 

χρονοεξαρτώµενη και σε χαµηλές και σε υψηλές συγκεντρώσεις, ενώ 

εµφανίζει αρνητική δοσοεξαρτώµενη συµπεριφορά και για τα δύο χρονικά 

διαστήµατα (24 και 96 ώρες). Αυτό ίσως εξηγείται από τη διαφορετική 

επίδραση που έχει ο ψευδάργυρος στους µηχανισµούς επιδιόρθωσης του 

DNA, όπου η έκθεση σε χαµηλή συγκέντρωση φαίνεται να τους ενεργοποιεί 

ενώ σε υψηλή συγκέντρωση να τους αναστέλλει. Όπως στο χαλκό έτσι και 

στο ψευδάργυρο, τα κύτταρα της υγρής καλλιέργειας, εµφανίζουν την 
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παράµετρο ΤΜ να λαµβάνει υψηλότερες τιµές. Αυτό οδηγεί στο συµπέρασµα 

της αυξηµένης δράσης των µηχανισµών επιδιόρθωσης των κυττάρων και 

ίσως στην αύξηση της ευαισθησία της τεχνικής της «ανάλυσης κοµητών» στην 

ανίχνευση βλάβης στο µόριο του DNA. 
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4. Συζήτηση 

 

4.1 Βαρέα µέταλλα 

 

Στο περιβάλλον έχουν ανιχνευθεί άνω των 40 στοιχείων που ανήκουν 

στην κατηγορία των µετάλλων. Ορισµένα από αυτά είναι χρήσιµα για την 

ανάπτυξη των βιολογικών οργανισµών. Το ασβέστιο, το µαγνήσιο, ο σίδηρος, 

το κάλιο και το νάτριο είναι απαραίτητα για την διατήρηση της ζωής, αλλά σε 

αυξηµένες συγκεντρώσεις καθίστανται τοξικά. Ιχνοστοιχεία όπως το χρώµιο, 

το κοβάλτιο, ο χαλκός, το µαγγάνιο, το νικέλιο, το σελήνιο και ο ψευδάργυρος 

αποτελούν το ενεργό κέντρο σηµαντικών ενζύµων σε µεταβολικές διεργασίες 

(φωτοσύνθεση, αντιοξειδωτική δράση, κλπ). Άλλα µέταλλα όµως, όπως ο 

µόλυβδος, το κάδµιο και ο υδράργυρος είναι τοξικά στους βιολογικούς ιστούς 

σε οποιαδήποτε συγκέντρωση. 

 Η κυριότερη πηγή µετάλλων στο περιβάλλον είναι το έδαφος της γης 

όπου βρίσκονται όλα σχεδόν τα µέταλλα και τα οποία µε διάφορους 

γεωχηµικούς κύκλους και ανθρωπογενείς επεµβάσεις ανακατανέµονται στα 

διάφορα περιβαλλοντικά διαµερίσµατα. Η βιοµηχανική, τεχνολογική και 

γεωργική δραστηριότητα αποτελούν επίσης σηµαντικούς παράγοντες 

ρύπανσης από µέταλλα, από την απόρριψη βιοµηχανικών αποβλήτων, 

µεταλλευτικές εκµεταλλεύσεις, εµπλουτισµό και παραγωγή µεταλλικών 

αντικειµένων, χρήση λιπασµάτων, κλπ. Η καύση στερεών καυσίµων είναι µία 

άλλη πηγή εκποµπής µετάλλων στην ατµόσφαιρα που τελικά εναποτίθενται 

στο έδαφος και τα νερά.  
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Οι παράγοντες που επηρεάζουν την τοξικότητα των µετάλλων σε 

σχέση µε τους βιολογικούς οργανισµούς είναι αρκετοί και αφορούν τις 

µεταβολικές διεργασίες, την απέκκριση, τη συµπλοκοποίηση και την 

εξουδετέρωση, καθώς και τους µηχανισµούς ελευθέρων ριζών που παίζουν 

καθοριστικό ρόλο στις βλάβες των βασικών βιοµορίων. Η θερµοκρασία 

επηρεάζει το µεταβολισµό και την τοξικότητα των µετάλλων. Αύξηση της 

θερµοκρασίας αυξάνει την τοξικότητα µετάλλων σε υδρόβια ασπόνδυλα, αλλά 

τα αποτελέσµατα διαφέρουν ανάλογα µε το είδος του οργανισµού και του 

µετάλλου. Το φως είναι επίσης ένας άλλος παράγοντας, γιατί ορισµένα 

ένζυµα που επιδρούν κατασταλτικά στην τοξικότητα των µετάλλων 

επιδεικνύουν αυξοµειώσεις µεταξύ των φάσεων φωτός-σκότους στους 

οργανισµούς. Η µεγαλύτερη δραστικότητα του µικροσωµικού κυτοχρώµατος 

Ρ450, που είναι το κυριότερο ένζυµο που συµµετέχει σε µηχανισµούς 

καταστολής της τοξικότητας, ξεκινά στην σκοτεινή φάση του κύκλου των 

έµβιων όντων. Επίσης, το pH είναι σηµαντικός αβιοτικός παράγοντας που 

προσδιορίζει σε µεγάλο βαθµό την πρόσληψη µετάλλων από τα φυτά σε 

σχέση µε το έδαφος, επηρεάζει τη µετακίνηση των µεταλλικών αλάτων σε 

εδαφικά στρώµατα και στα ιζήµατα. Οι όξινες εναποθέσεις επιταχύνουν την 

τοξική δράση των µετάλλων στα νερά και ορισµένες φορές µετατρέπουν τα 

µέταλλα και ενώσεις τους σε περισσότερο τοξικές δοµές. Η τοξικότητα των 

µετάλλων αυξάνεται, όπως είναι φυσικό µε την αύξηση των συγκεντρώσεων 

στο περιβάλλον και στους βιολογικούς ιστούς, τα µίγµατα µετάλλων 

παρουσιάζουν συνεργική δράση και ορισµένα µέταλλα µπορούν να 

εκτοπίσουν άλλα χρήσιµα µέταλλα για τη λειτουργία των οργανισµών. Τα 
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βαρέα µέταλλα παρουσιάζουν καρκινογόνο δράση µέσω οξειδωτικών 

µηχανισµών στο κυτταρικό DNA.  

Στα υδάτινα συστήµατα τα µέταλλα βρίσκονται υπό µορφή διαλυτών 

αλάτων ή αιωρουµένων σωµατιδίων και µε το χρόνο συγκεντρώνονται στα 

ιζήµατα ποταµών, λιµνών και παράκτιων περιοχών. Ατµοσφαιρικές 

κατακρηµνίσεις, γεωθερµικές διεργασίες, έκπλυση επιφανειακών εδαφών, 

διάβρωση εδαφών και διάσπαση ορυκτών εµπλουτίζουν στα νερά σε βαρέα 

µέταλλα και µεταλλοειδή. Σηµαντικές συγκεντρώσεις µετάλλων έχουν µετρηθεί 

σε θαλάσσια, ποτάµια και λιµναία ιζήµατα.  

 Οι κυριότερες δράσεις των µετάλλων είναι νεφροτοξικές (Pb, Hg, As, 

Cd), νευροτοξικές (ιδιαίτερα των οργανικών ενώσεων Hg, Pb, Sn) και 

καρκινογόνες (As, Cr, Ni). Η καρκινογόνος δράση των µετάλλων έχει 

µελετηθεί µε µεγάλο αριθµό τοξικολογικών ερευνών και έχει βρεθεί ότι ο 

µηχανισµός της άµεσης προσθήκης σε κυτταρικό DNA (που προκαλεί 

µεταλλάξεις) είναι δευτερεύουσας σηµασίας, σε σχέση µε τη δράση µέσω 

οξειδωτικών βλαβών στο DNA που προκαλούνται από την παραγωγή 

ελευθέρων ριζών. 

 

4.1.1 Ψευδάργυρος (Zn) 

 

Ο ψευδάργυρος είναι ένα βασικό θρεπτικό ιχνοστοιχείο που απαντάται 

σε µικρές ποσότητες στα φυτά, στους µικροοργανισµούς και στα ζώα 

(Strydom et al., 2006). Είναι επίσης γνωστό ότι σε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις είναι τοξικός για τους υδρόβιους οργανισµούς (Rattner and 

Heath, 1995). Η πρόσληψη του στοιχείου γίνεται είτε µέσω των κυτταρικών 
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µεµβρανών µε παθητική µεταφορά ή µε ενδοκύττωση (Viarengo, 1985) είτε 

µέσω της τροφής (Heath, 1987). 

Ο ψευδάργυρος είναι απαραίτητος συµπαράγοντας (cofactor) σε 

πολλά ένζυµα και επηρεάζει το µεταβολισµό των πρωτεϊνών και των 

υδατανθράκων (Somasundaram et al., 1984). Είναι ζωτικής σηµασίας διότι 

σχηµατίζει το ενεργό κέντρο σε πολλά µεταλλοένζυµα (Martinez et al., 1999) 

συµπεριλαµβανοµένων των DNA και RNA πολυµερασών. Επιπλέον, ως ιόν 

ενώνεται µε δοµικά συστατικά της κυτταρικής µεµβράνης και βοηθά στην 

διατήρηση των δοµών και λειτουργιών τους (Viarengo, 1985). Επίσης έχει 

σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των γονάδων των ιχθύων (Kotze et al., 1999). 

Έλλειψη ψευδαργύρου προκαλεί ανορεξία, αδυναµία απόκτησης 

βάρους, σκελετικές ανωµαλίες και κακώσεις του δέρµατος (Strydom et al., 

2006), καθώς και µειωµένη αντιοξειδωτική απόκριση των οργανισµών .  

Είναι συστατικό πολλών βιοµηχανικών και ορυκτών αποβλήτων που 

απορρίπτονται στα υδάτινα συστήµατα θέτοντας σε κίνδυνο τους υδρόβιους 

οργανισµούς. Τα υψηλά επίπεδα ψευδαργύρου οφείλονται επίσης σε 

ατµοσφαιρικές εναποθέσεις,  στα οικιακά λύµατα, στα ορυκτά, στα 

εντοµοκτόνα και στην επιµετάλλωση. 

Η τοξικότητα του ψευδαργύρου εξαρτάται από χηµικούς παράγοντες 

του νερού που περιλαµβάνουν τη συγκέντρωση διαλυµένου οξυγόνου, τη 

σκληρότητα, το pH και τη θερµοκρασία (Nussey, 1998), όπως επίσης από την 

παρουσία άλλων βαρέων µετάλλων και των αλκαλικών γαιών. Η υψηλή 

θερµοκρασία οδηγεί σε αύξηση της τοξικότητας (Rattner and Heath, 1995), 

ενώ αύξηση της σκληρότητας του νερού, του pH, και η παρουσία οργανικών 

χηλικών παραγόντων οδηγεί σε µείωση (Strydom et al., 2006). Επίσης, 
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χαµηλή περιεκτικότητα του διαλυµένου οξυγόνου στο νερό αυξάνει την 

τοξικότητα του ψευδαργύρου. Η δράση του µετάλλου εξαρτάται από τις 

διαφορετικές συγκεντρώσεις που απαντάται. Ο ψευδάργυρος έχει 

ανταγωνιστική και προστατευτική δράση έναντι άλλων µετάλλων π.χ. του 

καδµίου, σε ότι αφορά την πρόσληψη και την τοξικότητα (Kargin and Cogun, 

1999). 

 

4.1.1.1 Επίδραση του ψευδαργύρου στους ιχθύς 

 

Οι ελάχιστες διαθέσιµες αναφορές για το ψευδάργυρο που αφορά την  

ανάπτυξη των ψαριών είναι αντικρουόµενες (Strydom et al., 2006), δείχνοντας 

ότι η ανάπτυξη του Oncorhynchus nerka ενεργοποιείται ελαφρώς σε σχετικά 

υψηλές συγκεντρώσεις των 242 µg/L. Αντίθετα µείωση του ρυθµού αύξησης 

παρατηρήθηκε στο Jordanella floridae (Spehar, 1976), στο Pimephales 

 promelas (Brungs, 1969) στα guppies (Lebistes reticulates) (Crandal and 

Goodnight, 1962) και στο Phoxinus phoxinus (Bengtsson, 1974α). 

Έχει αναφερθεί οξεία θνησιµότητα στους ιχθύς, που προκαλείται από 

έκθεση τους σε υψηλές συγκεντρώσεις ιόντων ψευδαργύρου όπως επίσης και 

οι χρόνιες συνέπιες τους σε χαµηλότερες από τη θανατηφόρο δόση 

συγκεντρώσεις (Crespo and Balasch, 1980: Strydom et al., 2006). Η έκθεση 

σε υψηλές συγκεντρώσεις, προκαλούν παθολογικές και µορφολογικές 

ανωµαλίες στα ενήλικα ψάρια (Somasundaram et al., 1984) καθώς επίσης και 

παρενέργειες στη φυσιολογία τους. Εντούτοις, ο τρόπος δράσης της 

τοξικότητας του ψευδαργύρου είναι αβέβαιος, υψηλές τοξικές συγκεντρώσεις 

είναι θανατηφόρες για τα ψάρια επειδή καταστρέφουν τον ιστό των βραγχίων 
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και επιπλέον προκαλούν εξασθένιση της εισροής ιόντων ασβεστίου στα 

βράγχια οδηγώντας σε  υπασβεσταιµία (Hoogstrand et al., 1994).  

Ο Strydom et al., 2006, αναφέρει ότι ο ψευδάργυρος συσσωρεύεται 

στα βράγχια, στο ήπαρ, και στους νεφρούς αλλά είναι απών ή βρίσκεται σε 

µικρές ποσότητες στο µυϊκό ιστό. Μετά από έκθεσή τους σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις Zn(NO3)2 σε γλυκό νερό, ο Bengtsson (1974β), παρατήρησε 

ότι τα ενήλικα ψάρια Phoxinus phoxinus, εµφάνισαν αιµορραγίες και 

κακώσεις. Βλάβες παρατηρήθηκαν επίσης στη σπονδυλική τους στήλη.  

Οι Sehal και Saxena (1986),  παρατήρησαν ότι ανεστάλη η δράση των 

γανάδων στα αρσενικά και στα θηλυκά άτοµα του είδους Lebistes reticulates 

που εκτέθηκαν σε µικρότερες της θανατηφόρου δόσεις. Έκθεση σε 

συγκέντρωση 300 µg/L ZnSO4 για χρονικό διάστηµα 20 ηµερών οδήγησε σε 

δραστικές αλλαγές στους όρχεις. Τα µέταλλα που συσσωρεύονται στα ενήλικα 

ψάρια ενδεχοµένως µεταφέρονται στα ωάρια κατά την ωογένεση, µε σοβαρές 

επιπτώσεις στην εµβρυϊκή ανάπτυξη. 

Σύµφωνα µε τον Holcombe et al. (1979), η έκθεση στο ψευδάργυρο 

οδηγεί στη δηµιουργία ευθραύστων ωαρίων µε αποτέλεσµα κατά τη διάρκεια 

της αναπαραγωγής να θραύονται εύκολα. Αντίστοιχα οι λάρβες των ψαριών 

εµφανίζουν ποικίλες δυσµορφίες σε διάφορα όργανα (Somasundaram et al., 

1984).  

Στα επιφανειακά ύδατα των ωκεανών η συγκέντρωση του µετάλλου 

είναι της τάξης των 0,5 nmol/L (0,033 ppb) και πλησιάζει τα 2-10 nmol/L 

(0.125 – 0.650 ppb) στα βαθύτερα στρώµατα (Landing et al., 1995). 

Γενικότερα θεωρείται ότι η µέση φυσιολογική συγκέντρωση του µετάλλου στο 

θαλασσινό νερό κυµαίνεται από 0-0,1 ppm, ενώ στο Αιγαίο η παρατηρήθηκαν 
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συγκεντρώσεις από 0,13-8,3µg/L (0,13-8,3 ppb) (Scoulos et al., 2005). Για την 

παρούσα εργασία, η ένωση που χρησιµοποιήθηκε ήταν ο χλωριούχος 

ψευδάργυρος (ZnCl2) και οι συγκεντρώσεις 0,2 και 1 ppm, συγκρίσιµες µε τα 

επίπεδα ρύπανσης σε επιβαρυµένες περιοχές µε αστικά και βιοµηχανικά 

λύµατα και σε επίπεδα χαµηλότερα της µέσης θανατηφόρου δόσης για τις 96 

ώρες (LD50=3.79mg/L) (Bagdonas and Vosyliene, 2006).  

 

4.1.2 Χαλκός 

 

Ο χαλκός όπως ο ψευδάργυρος είναι βασικό θρεπτικό ιχνοστοιχείο για 

τα φυτά, τα ζώα και τον άνθρωπο. Στην ουσία είναι απαραίτητος για όλους 

τους ζωντανούς οργανισµούς. Αν και απαντάται σε µικρές ποσότητες, στη 

φύση, βρίσκεται στις κατάλληλες συγκεντρώσεις για την ανάπτυξη των 

υδάτινων οικοσυστηµάτων (Steemann and Wium-Andersen, 1970). 

Στα ζώα είναι απαραίτητος για το σχηµατισµό των οστών, για τη 

σύνθεση της αιµοσφαιρίνης, είναι βασικό συστατικό των ορισµένων 

µεταλλοενζύµων, της οξειδάσης του κυττοχρώµατος και άλλων ενζύµων που 

παίρνουν µέρος σε αντιδράσεις οξειδοαναγωγής στα κύτταρα (Sorensen, 

1991: Dallas and Day 1993). Είναι απαραίτητος στο µεταβολισµό των 

κυττάρων, όπου η συγκέντρωσή του παραµένει σταθερή, αλλά γίνεται τοξικός 

σε υψηλές συγκεντρώσεις. Το ήπαρ στα θηλαστικά και στα ψάρια είναι 

σηµαντικό όργανο αποθήκευσης για το χαλκό. 
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4.1.2.1 Αύξηση των επιπέδων χαλκού και παράγοντες που 

επηρεάζουν την τοξικότητά του 

 

Αν και ο χαλκός παίζει σηµαντικό ρόλο στις βιολογικές διεργασίες, 

εντούτοις είναι τοξικός σε συγκεντρώσεις υψηλότερες του φυσιολογικού 

(<0,05µmol/L) (Stouthart et al., 1996). Ακόµα και σε φυσιολογικά επίπεδα 

συγκεντρώσεων, η ιοντική µορφή είναι τοξική σε συνδυασµό µε τη 

φωτοσύνθεση και την ανάπτυξη  των µονοκύτταρων φυκών (Steemann and 

Wium-Andersen, 1970). 

Ο χαλκός είναι ένα από τα µέταλλα που χρησιµοποιεί περισσότερο ο 

πολιτισµός µας. Φτάνει στα υδάτινα οικοσυστήµατα µέσω ανθρωπογενών 

δραστηριοτήτων όπως τη βιοµηχανία, την εξόρυξη, την επιµετάλλωση, τη 

χρήση αλάτων του χαλκού για τον έλεγχο της υδάτινης χλωρίδας και τη χρήση 

λιπασµάτων. 

Ο χαλκός, µία κοινή τοξική ουσία στο νερό, έχει σχεδόν άγνωστο 

τρόπο δράσης στους υδρόβιους οργανισµούς, και η τοξικότητά του οφείλεται 

κυρίως στα ιόντα Cu++ που σχηµατίζουν συµπλέγµατα µε άλλα ιόντα (Nussey, 

1998). Μεταβολή στην ποσότητα των ελεύθερων διαλυµένων ιόντων Cu++ 

επηρεάζει τη βιοδιαθεσιµότητα του και κατά συνέπεια τη τοξικότητά του 

(Welsh et al., 1993). Μείωση στο νερό του διαλυµένου οξυγόνου, της 

σκληρότητας, της θερµοκρασίας, του pH, των χηλικών παραγόντων, 

αυξάνουν την τοξικότητα των ιόντων Cu++. Οργανικές και ανόργανες ενώσεις 

συχνά σχηµατίζουν σύµπλοκα µε τα ιόντα του χαλκού σχηµατίζοντας τη 

σωµατιδιακή µορφή του µετάλλου που είναι και η συχνότερη. Αντίθετα τα 

ελεύθερα ιόντα απαντώνται κυρίως σε όξινο µαλακό νερό (EIFAC, 1978). Η 
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χηµική µορφή  του µετάλλου εξαρτάται από το pH του νερού. Ο χαλκός στο 

νερό καθιζάνει σε αλκαλικό περιβάλλον (υψηλό  pΗ) και δεν είναι τοξικός, ενώ 

σε όξινο περιβάλλον (χαµηλό pΗ), έχει µεγάλη κινητικότητα, είναι ευδιάλυτος 

και αρκετά τοξικός (Nussey, 1998). 

Η κύρια διαφορά µεταξύ θηλαστικών και ψαριών που αφορά την 

τοξικότητα του χαλκού, είναι ο τρόπος πρόσληψης του µετάλλου από το 

περιβάλλον. Στα ψάρια η πρόσληψη γίνεται σχεδόν αποκλειστικά από τα 

βράγχια όπου είναι επίσης και η έδρα των αρχικών αντισταθµιστικών 

ενεργειών του οργανισµού. 

 

4.1.2.2 Επίδραση του χαλκού στους ιχθύς 

 

Η τοξική επίδραση του χαλκού στα ψάρια περιλαµβάνει: αλλαγές στη 

βιοχηµεία, ανατοµία, φυσιολογία και συµπεριφορά. Σε κυτταρικό επίπεδο, ο 

χαλκός αναστέλλει τη λειτουργία της αντλίας ιόντων νατρίου/καλίου, προκαλεί 

υπεροξείδωση των λιπαρών οξέων, και διάφορες βλάβες στη µορφολογία του 

κυττάρου. Παρατηρήσεις σε άτοµα πέστροφας που εκτέθηκαν επίσης σε 

ψευδάργυρο, έδειξαν βλάβες στη σπονδυλική στήλη, χωρίς να παρουσιάζουν 

ιστολογικές αλλοιώσεις (Bengtsson, 1974β). Βλάβη στα βράγχια των ψαριών, 

προκαλεί πιθανή συσσώρευση βλέννας και κατά συνέπεια αναπνευστικά 

προβλήµατα που οδηγούν σε αύξηση του στρες και στο θάνατο (Lewis and 

Lewis, 1971). Επίσης προκαλεί µείωση του καρδιακού ρυθµού 

(βραδυκαρδία), αύξηση της ανταλλαγής αερίων στα βράγχια µε πιθανό 

αποτέλεσµα την αναιµία, και τέλος, ενώ η κινητική δραστηριότητα αυξάνεται, 

τα αποθέµατα γλυκογόνου στο ήπαρ µειώνονται (Heath, 1987).  
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Έκθεση στο χαλκό προκαλεί µείωση στην ανάπτυξη, ιδιαίτερα στην 

αρχή (Marr et al., 1996), διαταραχές στην µεταφορά, ανταλλαγή και 

συγκέντρωση ιόντων στα βράγχια και στο πλάσµα, και επηρεάζει την ενζυµική 

δραστηριότητα στο αίµα και στο ήπαρ (Stagg and Shuttleworth, 1982). 

Ενδεχοµένως σε αυτόν να οφείλεται η ανοσοκαταστολή, παραµορφώσεις της 

σπονδυλικής στήλης και νευρολογικές διαταραχές (Stouthart et al., 1996). 

Ο χαλκός αποδείχτηκε ότι επηρεάζει τη συνήθη κολυµβητική 

δραστηριότητα της πέστροφας. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι η κινητική 

δραστηριότητα του εκτεθειµένου σε χαλκό οργανισµού ελαττώνεται για λόγους 

εξοικονόµησης ενέργειας ώστε να  καταστεί δυνατή η αποτοξίνωση του από 

τα ιόντα µετάλλου χωρίς να µειωθεί ο δείκτης µετατρεψιµότητας της τροφής 

και ο ρυθµός ανάπτυξης (Handy et al., 1999).  

Η έκθεση στο χαλκό του είδους Pimephales notatus επιδρά αρνητικά 

στην επιβίωση και στην ανάπτυξή του γόνου, καθώς και στην αναπαραγωγή 

(Horning and Neiheisel, 1979). Σε ότι αφορά το µέγεθος του σώµατος, 

βρέθηκε να συσχετίζεται αρνητικά στις υψηλές συγκεντρώσεις ενώ 

παρατηρήθηκε αύξηση του µεγέθους σε µικρότερες συγκεντρώσεις. Ο χαλκός 

εµποδίζει τη φυλετική ωρίµανση των αρσενικών ατόµων σε συνδυασµό µε 

µείωση του αριθµού των σπερµατοζωαρίων. Στα θηλυκά άτοµα, 

παρατηρήθηκε µείωση στην ανάπτυξη των ωαρίων όταν εκτέθηκαν σε 

συγκεντρώσεις 0,018-0,119 mg/L. 

Ο Marr et al., (1996), παρατήρησε σηµαντική συσσώρευση του 

µετάλλου στο γόνο της πέστροφας η οποία εξαρτάται από τη δόση και το 

χρόνο έκθεσης και σηµαντική µείωση στην ανάπτυξη τους. 
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Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων του Stouthart et al., (1996), έδειξαν 

ότι µείωση στο pH του νερού οδηγεί σε αύξηση της τοξικότητας του µετάλλου 

κατά τα αρχικά στάδια ανάπτυξης του κυπρίνου (Cyprinus Capriο). Η 

αδυναµία πλήρωσης της νηκτικής κύστης των λαρβών µε αέρα, κατά τη 

διάρκεια έκθεσης στο χαλκό σε περιβάλλον µε pH 6,3, προκάλεσε δυσκολίες 

στα άτοµα να διατηρήσουν τη θέση τους. Η πλήρωση µε αέρα έγινε αµέσως 

µετά την εκκόλαψή τους, µε την πρόσληψη αέρα από την επιφάνεια του 

νερού. Ο χαλκός φαίνεται να είναι υπεύθυνος για το σύνδροµο υπανάπτυξης 

της άνω σιαγόνας, καθιστώντας τις λάρβες ανίκανες να προσλάβουν αέρα. 

Επιπλέον φαίνεται να επηρεάζει το µηχανισµό ανταλλαγής αερίων για τη 

ρύθµιση της πλευστότητας των ψαριών.  

Οι Lewis και Lewis, (1971), παρατήρησαν σε άτοµα του είδους 

Notemigonus crysoleucas που εκτέθηκαν σε συγκέντρωση 5 mg/L CuSO4, 

αύξηση της νευρικότητας και αδυναµία µάθησης. Στη συνέχεια παρατηρήθηκε 

νωθρότητα και παντελή έλλειψη ισορροπίας ενώ πέθαναν εντός 46 ωρών.  

Ένα στρώµα πηκτής βλέννας βρέθηκε στο βραγχιακό θάλαµο, και 

παρατηρήθηκε αξιοσηµείωτη µείωση των διαλυµένων ουσιών στο αίµα 

(osmolality). 

Οι Schreck και Lorz, (1978) παρατήρησαν σε άτοµα σολοµού 

(Oncorhynchus kisutch), ότι η έκθεσή τους στο χαλκό συνοδεύονταν από 

δοσοεξαρτώµενη αύξηση των επιπέδων κορτιζόλης.   

Στα επιφανειακά ύδατα των ωκεανών η συγκέντρωση του µετάλλου 

είναι της τάξης των 1,0 nmol/L  και πλησιάζει τα 3,0-5,0 nmol/L  στα βαθύτερα 

στρώµατα (Gunnar et al., 2007). Γενικότερα θεωρείται ότι η µέση φυσιολογική 

συγκέντρωση του µετάλλου στο θαλασσινό νερό κυµαίνεται από 0,04-0,1 ppm 
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(Stickney, 2000), ενώ στο Αιγαίο παρατηρήθηκαν συγκεντρώσεις από 0,03-

0,72µg/L (Scoulos et al., 2005). Στην παρούσα εργασία, η ένωση που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν ο ένυδρος θειικός χαλκός (CuSO4-5Η2Ο) και οι 

συγκεντρώσεις 0,1 και 0,5 ppm, συγκρίσιµες µε τα επίπεδα ρύπανσης σε 

επιβαρυµένες περιοχές µε αστικά και βιοµηχανικά λύµατα και σε επίπεδα 

χαµηλότερα της µέσης θανατηφόρου δόσης για τις 96 ώρες (LD50= 1,03 mg/L) 

(Wong et al., 1999).  

 

4.2 Εφαρµογές της τεχνικής «ανάλυσης κοµητών» 

 

Κύριες εφαρµογές της µεθόδου είναι: α) η µελέτη του µηχανισµού 

βλάβης του DNA και της βιολογικής σηµασίας αυτής, β) η καταγραφή των 

µεταλλαξιογόνων και των καρκινογόνων ουσιών in vivo και in vitro γ) ο 

έλεγχος της δράσης των αντιοξειδωτικών ουσιών, και δ) ο συνδυασµός των 

παραπάνω για την εκτίµηση του στρες σε ζωντανούς οργανισµούς.  

Ειδικότερα η µελέτη της επίδραση τοξικών ουσιών στο DNA υδρόβιων 

οργανισµών είναι σηµαντική και συνδέεται µε την καρκινογένεση· µια 

διαδικασία η οποία περιλαµβάνει τη συσσώρευση πολλών γενετικών 

ανωµαλιών και οδηγεί στον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό των κυττάρων. 

Επιπρόσθετα, µέσω των γενετικών κυττάρων, η υψηλή δραστικότητα των 

τοξικών ουσιών συνεισφέρει στη δηµιουργία κληρονοµικών ανωµαλιών, στην 

τερατογένεση και επηρεάζει την προσαρµοστικότητα των ατόµων στο φυσικό 

τους περιβάλλον. Στους υδρόβιους εκτρεφόµενους οργανισµούς τα 

προβλήµατα αναπαραγωγής είναι σηµαντικότερα από τα προβλήµατα που 

προκαλούνται λόγω καρκινογένεσης (Mitchelmore and Chipman, 1998) 
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κυρίως για οικονοµικούς λόγους, αλλά και για λόγους υγείας των 

καταναλωτών. 

Ορισµένες εποχικές µεταβολές όπως για παράδειγµα, οι 

περιβαλλοντικές συνθήκες, η δίαιτα και τα επίπεδα ορµονών στα άτοµα είναι 

γνωστό ότι επηρεάζουν σηµαντικά του ενζυµικούς µηχανισµούς που είναι 

υπεύθυνοι για την αποτοξίνωση τους. Η αξιολόγηση της τοξικότητας γενικά 

στους υδρόβιους οργανισµούς, είτε στο εργαστήριο, είτε στο πεδίο, γίνεται σε 

επίπεδο µορίων ή χρωµοσωµάτων. Η επίπτωση µιας µετάλλαξης στο DNA 

είναι δύσκολο να προβλεφθεί εκτός αν αναλυθεί και µελετηθεί λεπτοµερώς και 

επισταµένως η συγκεκριµένη περιοχή του γονιδιώµατος. Επιπλέον η φύση 

των µεταλλαξιογόνων παραγόντων είναι δύσκολο να προσδιοριστεί. Από την 

άλλη, συγκεκριµένες καρκινογόνες – µεταλλαξιογόνες ουσίες είναι δυνατό να 

ανιχνευτούν µε την χρήση αντισωµάτων. Αυτή η πληροφορία είναι ενδεικτική 

για τη µεταβολή στο DNA, αλλά µόνο υποθέσεις µπορούµε να κάνουµε για τις 

επιπτώσεις που θα επακολουθήσουν, βασιζόµενοι στις γνώσεις που έχουµε 

για την καρκινογένεση. Εξειδικευµένη ανίχνευση των µεταλλαξιογόνων 

ουσιών είναι δύσκολο να γίνει στο πεδίο, λόγω της πληθώρας των τοξικών 

ουσιών και των περιορισµένων γνώσεων που διαθέτουµε για το σύνολό τους 

(Mitchelmore and Chipman, 1998). 

Για πολλά χρόνια ήταν γνωστό ότι έκθεση σε καρκινογόνες ουσίες 

οδηγεί σε απώλεια της ακεραιότητας του DNA, και εποµένως είναι σηµαντικός 

ο υπολογισµός των θραυσµάτων των κλώνων του µορίου, ως δείκτη 

τοξικότητας (L. Shugart, 1990). Η δηµιουργία θραυσµάτων συσχετίζεται µε τις 

µεταλλαξιογόνες και καρκινογόνες ιδιότητες διαφόρων τοξικών ρυπαντών.  
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Οι µηχανισµοί που προκαλούν τη θραύση του µονόκλωνου ή δίκλωνου 

DNA, είναι πολλοί και διαφορετικοί. Όπως προαναφέρθηκε κερµατισµός του 

DNA προκαλείται εκτός από την ιονίζουσα ακτινοβολία και στις ευαίσθητες σε 

αλκαλικό περιβάλλον περιοχές του DNA, µε την επίδραση  της υπεριώδους 

ακτινοβολίας, του ενεργού οξυγόνου, και άλλων δραστικών ενδιάµεσων 

χηµικών προϊόντων. Επιπλέον είναι συχνή η δηµιουργία θραυσµάτων κατά 

την επιδιόρθωση εκτοµής. Κατά συνέπεια η µέτρηση των θραυσµάτων µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί ως µέσο εκτίµησης της τοξικότητας ενός ευρέως φάσµατος 

τοξικών ουσιών που δρουν µε τελείως διαφορετικούς τρόπους. Είναι 

σηµαντική η παρατήρηση, ότι θραύσµατα µπορούν να δηµιουργηθούν µέσω 

µηχανισµών που δε σχετίζονται απευθείας µε την τοξικότητα των 

παραγόντων. Η ενεργοποίηση ενζύµων όπως οι ενδονουκλεάσες και οι 

τοποϊσοµεράσες (µέσω της ενδοκυτταρικής αύξησης του ελεύθερου 

ασβεστίου [McConkey et al., 1988]) ενδέχεται να προκαλούν τη θραύση του 

DNA. Το ίδιο αποτέλεσµα µπορεί να προκληθεί και από την αύξηση της 

συγκέντρωσης ενδογενών δραστικών ουσιών, όπως υπεροξείδια και 

µονοξείδιο του αζώτου. 

Η ευαισθησία και το µεγάλο εύρος εφαρµογής της µεθόδου ανεξάρτητα 

της φύσης των τοξικών παραγόντων, σε πολλούς τύπων κυττάρων και σε 

όλους τους οργανισµούς από τα βακτήρια ως τον άνθρωπο, µπορεί να φανεί 

χρήσιµη και πρακτική δίνοντας της το συγκριτικό πλεονέκτηµα σε σχέση µε τις 

υπόλοιπες τεχνικές όπως π.χ. τη micronucleus assay (µικροπυρηνική 

ανάλυση). 
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4.3 Συζήτηση  αποτελεσµάτων της παρούσας εργασίας 

 

Στη ρύπανση των υδάτων έχει εστιαστεί η προσοχή τόσο της 

επιστηµονικής κοινότητας όσο και της πολιτείας, αφού το περιβαλλοντικό 

ζήτηµα επηρεάζει άµεσα τόσο την υγεία και την ευζωία ανθρώπων και λοιπών 

οργανισµών αλλά και την παγκόσµια οικονοµία. Ειδικότερα, η ρύπανση των 

θαλάσσιων οικοσυστηµάτων από τα ιόντα βαρέων µετάλλων λόγω φυσικών 

και κυρίως ανθρωπογενών δράσεων, είναι αντικείµενο µελέτης πολλών και 

διαφορετικών µεταξύ τους επιστηµονικών πεδίων που συγκλίνουν για τα 

σχηµατίσουν τον ειδικό κλάδο της οικοτοξικολογίας. Οι ιχθύες είναι ιδανικοί 

δείκτες της θαλάσσιας ρύπανσης και γενικότερα των υδάτινων 

οικοσυστηµάτων επειδή καταλαµβάνουν διαφορετικές θέσεις στην τροφική 

αλυσίδα και ποικίλουν µεγέθους και ηλικίας. 

Ο χαλκός και ο ψευδάργυρος είναι βασικά ιχνοστοιχεία για τους 

οργανισµούς και είναι παρόντες τόσο στα υδάτινη στήλη όσο και στα ιζήµατα. 

Στην παρούσα εργασία αναφέρονται τα αποτελέσµατα της επίδρασης των 

ιόντων των παραπάνω µετάλλων σε ηπατοκύτταρα τσιπούρας (Sparus 

aurata) µε τη χρήση της τεχνικής «ανάλυσης κοµητών». Η Gabbianelli et al. 

(2003), αναφέρει την επίδραση και το βιολογικό ρόλο που έχει ο ψευδάργυρος 

στην ενίσχυση της αντιγραφής του DNA, καθώς και των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης των κυττάρων. Αντίστοιχα για το χαλκό αναφέρει ότι έχει 

προστατευτική αντιοξειδωτική δράση, αφού ως συµπαράγοντας (cofactor) 

συµµετέχει σε πολλά αντιοξειδωτικά ένζυµα. Από τα αποτελέσµατα της 

εργασίας της, θεωρεί ότι η υπερβολική έκθεση στο χαλκό προκαλεί βλάβη στο 

DNA µε έµµεσο τρόπο, µέσω της πρόκλησης οξειδωτικού στρες µε την 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 06:27:31 EEST - 18.116.87.75



 80 

παραγωγή ενεργών µορφών οξυγόνου (ROS). Σε φυσιολογικές συνθήκες, οι 

ενεργές µορφές οξυγόνου εξουδετερώνονται από τη δράση των 

αντιοξειδωτικών ενζύµων. Ως συµπέρασµα από την εργασία της  προκύπτει, 

ότι όταν η αντιοξειδωτική δράση των κυττάρων µειώνεται, αυτό οδηγεί σε 

αύξηση του ποσοστού του κερµατισµένου DNA.  

Η «ανάλυση κοµητών», όπως αναφέρθηκε, είναι µια πρακτική µέθοδος 

για την εκτίµηση της γενοτοξικότητας, τη µελέτη επίδρασης των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης ή για την παρακολούθηση-καταγραφή πληθυσµών που 

εκτίθενται σε µεταλλαξιογόνες ουσίες. Έχει ευρεία εφαρµογή στην εκτίµηση 

της γενοτοξικότητας τόσο in vivo όσο και in vitro, µε πλήθος εφαρµογών στον 

κλάδο της οικοτοξικολογία σε σχεδόν όλους τους ζωντανούς οργανισµούς 

(Rojas et al., 1999). ∆είγµατα λαµβάνονται, προετοιµάζονται, επεξεργάζονται 

και αξιολογούνται πολύ εύκολα µε οπτική καταµέτρηση ή µε τη χρήση 

συστηµάτων ανάλυσης εικόνας. Επιπλέον είναι µια τεχνική σχετικώς φθηνή 

και µελέτες µπορούν να πραγµατοποιηθούν µε χαµηλό προϋπολογισµό. Τα 

δεδοµένα επεξεργάζονται εύκολα και αποτελεσµατικά. Μερικές φορές η 

ερµηνεία των αποτελεσµάτων  παρουσιάζει δυσκολίες και είναι αναγκαία η 

προσέγγισή µε την ενδεδειγµένη στατιστική ανάλυση, που αλλάζει από 

περίπτωση σε περίπτωση ανάλογα µε τη φύση των δεδοµένων. Μερικές από 

τις στατιστικές αναλύσεις αν και δίνουν διαφορετικά αριθµητικά αποτελέσµατα 

οδηγούν στα ίδια συµπεράσµατα ενώ άλλες που οδηγούν σε διαφορετικά 

συµπεράσµατα είναι ένδειξη ότι χρειάζεται προσεκτικότερος έλεγχος των 

δεδοµένων. 

Μερικές φορές, ένα καθαρό αποτέλεσµα που αποτυπώνεται από την 

τεχνική της ανάλυσης κοµητών π.χ. µε την καταγραφή υψηλών τιµών ΤΜ,  δε 
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δηλώνει πάντα και έναν υψηλό γενοτοξικό κίνδυνο. Πολλές έρευνες έδειξαν 

ότι η συγκεκριµένη τεχνική καταγράφει γενοτοξικές βλάβες που οφείλονται 

στις ρίζες οξυγόνου, αλλά σε συγκεντρώσεις που είναι χαµηλότερες από 

αυτές που παρατηρήθηκε ότι προκαλούν τις κυτταρογενετικές βλάβες ή 

µεταλλάξεις. Επίσης, µελέτες στον άνθρωπο όπου εφαρµόστηκε η τεχνική της 

«ανάλυσης κοµητών», κατέγραψαν βλάβη στο DNA χωρίς τα άτοµα να έχουν 

εκτεθεί σε γενοτοξικούς παράγοντες. Ενδεικτικά, ορισµένοι παράγοντες που 

προκαλούν σύγχυση και παρατηρείται υψηλό ποσοστό κερµατισµένου DNA 

είναι η έντονη φυσική άσκηση, οι µεταβολικές διαταραχές και οι εποχιακές 

µεταβολές π.χ. έκθεση σε υψηλές ή χαµηλές θερµοκρασίες. Αυτοί φαίνεται να 

επιδρούν στο DNA παρότι µέχρι στιγµής δεν έχει αποδειχθεί η ενοχή τους 

από τους αντίστοιχους κυτταρογενετικούς ελέγχους. Κοµήτες που 

προέρχονται από γενοτοξικούς παράγοντες («κακοί» κοµήτες) και κοµήτες 

που προέρχονται από φυσιολογικές διεργασίες («καλοί» κοµήτες), έχουν τα 

ίδια µορφοµετρικά χαρακτηριστικά (δεν φαίνονται µόνο ίδιοι αλλά είναι – ως 

αποτέλεσµα του κερµατισµού του DNA) και είναι δύσκολο να διακριθούν. 

Ποιοι είναι όµως οι κύριοι µηχανισµοί σχηµατισµού ενός κοµήτη; Η 

αλκαλική εκδοχή της «ανάλυσης κοµητών» που εφαρµόστηκε από το Singh et 

al. (1988), είναι κατάλληλη όχι µόνο στην ανίχνευση θραυσµάτων DNA, αλλά 

και στην ανίχνευση των ευαίσθητων περιοχών του µορίου σε αλκαλικό 

περιβάλλον, των µορφών διασκελισµού (χιάσµατα) και των µεταβατικών 

σταδίων θραύσης που οφείλονται στη διαδικασία της επιδιόρθωσης. Στη 

διάρκεια των τελευταίων ετών, οι µελέτες και οι εφαρµογές της «ανάλυσης των 

κοµητών» αυξήθηκαν. Η τεχνική εφαρµόστηκε ευρέως πριν ακόµα 

ερευνηθούν οι µηχανισµοί δηµιουργίας της ουράς των κοµητών. Οι Ostling και 
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Johansson (1984), πρότειναν ένα µοντέλο το οποίο σε ουδέτερο περιβάλλον 

η δηµιουργία εγκοπών (σπασίµατα) στο µόριο του DNA οδηγεί στη 

δηµιουργία θηλιών (βρόγχων) οι οποίες ξετυλίγονται κατά τη διάρκεια της 

ηλεκτροφόρησης για να σχηµατίσουν την ουρά του κοµήτη. Η αποπεριέλιξη 

των θηλιών προτάθηκε επίσης ως κύρια αιτία για το σχηµατισµό του κοµήτη 

υπό αλκαλικές συνθήκες και από τον Collins et al., (1997). Ο Klaude et al., 

(1996), απέδειξε ότι η ουρά του κοµήτη σε ουδέτερες συνθήκες αποτελείται 

από θηλιές ενώ σε αλκαλικό περιβάλλον αποτελείται από θραύσµατα DNA. 

Ένας άλλος ενδιαφέρον µηχανισµός σχηµατισµού της ουράς του κοµήτη 

προτάθηκε και από τους Singh και Stephens (1997): υπέθεσαν ότι ορισµένες 

εγκοπές (σπασίµατα) στον έναν κλώνο του DNA, αντιστοιχούσαν στην 

ύπαρξη συµπλόκων DNA-πρωτεϊνών. Πρότειναν λοιπόν την αποµάκρυνση 

των εναποµεινάντων πρωτεϊνών, ώστε να αυξηθεί η ευαισθησία της τεχνικής. 

Τι µετράµε όµως στην πράξη µε την εφαρµογή της αλκαλικής εκδοχής 

της «ανάλυσης κοµητών» που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία; 

Πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι η βλάβη στο DNA που ανιχνεύεται, οφείλεται 

κυρίως σε θραύσεις που έχουν µεταβατικό χαρακτήρα. ∆ηλαδή, το ποσοστό 

του κερµατισµένου DNA που µετράµε, αντιπροσωπεύει µια σταθερή δυναµική 

κατάσταση, που ισορροπεί µεταξύ της «εισαγωγής»-δηµιουργίας της βλάβης 

και της επιδιόρθωσής της (Dusinska and Collins, 2008). 

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ανάγεται λοιπόν στη µέτρηση-

εκτίµηση αυτής της σταθερής δυναµικής κατάστασης (βλάβης-επιδιόρθωσης) 

υπό την επίδραση (οξεία τοξικότητα) των βαρέων µετάλλων χαλκού και 

ψευδαργύρου τόσο σε ηπατοκύτταρα που προήλθαν από ζωντανούς ιχθύες 

(in vivo), όσο και σε ηπατοκύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε περιβάλλον 
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ελεύθερο από ιόντα χαλκού και ψευδαργύρου µε προέλευση τα ίδια άτοµα 

που εκτέθηκαν στους παραπάνω γενοτοξικούς παράγοντες (ex vivo).  

Η αλκαλική εκδοχή της «ανάλυσης κοµητών», ανιχνεύει λοιπόν τον 

κερµατισµό τµηµάτων του DNA που οφείλεται σε πληθώρα αιτιών όπως: 

άµεσες θραύσεις στον έναν ή και στους δύο κλώνους που προκαλούνται από 

τους γενοτοξικούς παράγοντες, ενδιάµεσα παράγωγα των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης, ακόµα και θραύσµατα που συνδέονται µε την αντιγραφή. 

Μελέτες in vitro έδειξαν ότι οι κοµήτες που δηµιουργούνται µετά από έκθεση 

σε µεταλλαξιογόνες ουσίες ή µετά από έντονη φυσική άσκηση, είναι 

αποτέλεσµα των µηχανισµών επιδιόρθωσης εκτοµής, δηλαδή εκδηλώνονται 

ως αντίδραση άµυνας των οργανισµών στους γενοτοξικούς παράγοντες (Speit 

and Hartmann, 1995).  

Λαµβάνοντας υπόψη όλα τα παραπάνω, στην παρούσα εργασία 

καταγράφηκε καθαρά η δοσοεξαρτώµενη σχέση στα άτοµα που εκτέθηκαν  

στο χαλκό σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 0,1 και 0,5 ppm και στους δύο 

χρόνους έκθεσης (24 και 96 ώρες), τόσο in vivo όσο και ex vivo ενώ φαίνεται 

ότι ο χρόνος έκθεσης δεν επηρεάζει το ποσοστό βλάβης του DNA. Αυτό ίσως 

να οφείλεται στην ενεργοποίηση µηχανισµών που σχετίζονται µε την 

οµοιόσταση του µετάλλου στα ηπατοκύτταρα που έχει ως αποτέλεσµα την 

αποβολή του. Επιπρόσθετα, οι βλάβες που προκαλεί στο DNA η έκθεση στα 

ιόντα του µετάλλου µε έµµεσο τρόπο µέσω της παραγωγής ενεργών µορφών 

οξυγόνου (ROS), ενδεχοµένως να ενεργοποιεί επιπλέον και αντιοξειδωτικούς 

µηχανισµούς περιορίζοντας ακόµα περισσότερο τη γενοτοξική δράση του 

µετάλλου.  
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Σε ότι αφορά το ψευδάργυρο, δοσοεξαρτώµενη σχέση παρατηρείται in 

vivo ενώ ex vivo το ποσοστό βλάβης του DNA εξαρτάται από το χρόνο 

έκθεσης στο µέταλλο. Η διαφορά που παρατηρείται µεταξύ των δύο µετάλλων 

ενδεχοµένως να οφείλεται σε διαφορετικής φύσης βλάβες που προκαλούν 

τόσο στο µόριο του DNA όσο και στην επίδραση που πιθανώς έχουν στους 

µηχανισµούς επιδιόρθωσης των κυττάρων. Έτσι ex vivo, η έκθεση σε χαµηλή 

συγκέντρωση στον ψευδάργυρο φαίνεται να προκαλεί άµεση βλάβη στο DNA 

αλλά και να ενισχύει την ενεργοποίηση των µηχανισµών επιδιόρθωσης, 

οδηγώντας σε υψηλότερες τιµές ΤΜ ενώ η έκθεση σε υψηλότερη 

συγκέντρωση, φαίνεται να προκαλεί αύξηση της βλάβης του DNA και πιθανή 

αναστολή των µηχανισµών επιδιόρθωσης. Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, 

ο ψευδάργυρος είναι σηµαντικό στοιχείο για τη δράση 300 περίπου ενζύµων 

όντας απαραίτητος για το σχηµατισµό δακτύλων ψευδαργύρου που 

συµµετέχει στο σχηµατισµό της τριτοταγής δοµή τους. Επιπλέον εµπλέκεται 

στη σηµατοδοτική οδό των µεταλλοθειονίνων και θειονίνων που έχουν 

αντιοξειδωτική δράση, στην αντιγραφή και µεταγραφή του DNA και στην 

πρωτεϊνοσύνθεση. Η αρνητική δοσοεξαρτώµενη συσχέτιση που παρατηρείται 

ex vivo, εκτός από την αναστολή των µηχανισµών επιδιόρθωσης στην έκθεση 

σε υψηλή συγκέντρωση, ενδεχοµένως να οφείλεται και στην ιδιότητα των 

οργανισµών να κατανέµουν σε διαφορετικά όργανα τις τοξικές ουσίες µε 

διαφορετικό τρόπο, ανάλογα µε το ύψος της συγκέντρωσης, τη φύση της 

ουσίας και το χρόνο έκθεσης (Augustyniak et al. 2006), 

Εν κατακλείδι, η «ανάλυση κοµητών αντιπροσωπεύει µια χρήσιµη 

τεχνική για την εκτίµηση των βιολογικών επιπτώσεων της περιβαλλοντικής 

ρύπανσης από βαρέα µέταλλα σε υδρόβιους οργανισµούς, όντας ευαίσθητη 
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στην ανίχνευση βλάβης του DNA. Χρειάζεται όµως ιδιαίτερη προσοχή στην 

ερµηνεία των αποτελεσµάτων και στη χρήση στατιστικών εργαλείων για την 

ανάλυση των δεδοµένων. Ο χαλκός και ο ψευδάργυρος φαίνεται να επιδρούν 

γενοτοξικά στα ηπατοκύτταρα της τσιπούρας αλλά να έχουν διαφορετικό 

τρόπο δράσης. Ο χαλκός φαίνεται να αντιµετωπίζεται από τα κύτταρα κυρίως 

µε την ενεργοποίηση µηχανισµών αποβολής (περισσότερο στα 0,1 ppm και 

λιγότερο στα 0,5 ppm), ενώ ο ψευδάργυρος φαίνεται να επιδρά στους 

µηχανισµούς που εµπλέκονται µε την επιδιόρθωση του DNA. 

Τα συµπεράσµατα της παρούσας εργασίας συνοψίζονται ως εξής: 

� Με την καλλιέργεια των ηπατοκυττάρων οι διαφορές µεταξύ των 

µεταχειρίσεων είναι περισσότερο διακριτές αυξάνοντας την 

ευαισθησία της µεθόδου. 

� Επίσης ανιχνεύεται µεγαλύτερο ποσοστό βλάβης στο DNA που 

βοηθά στην κατανόηση της συµµετοχής των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης και στο κατά πόσον αυτοί επηρεάζονται από τη 

γενοτοξική δράση των βαρέων µετάλλων. 

� Σε συνδυασµό µε τα δεδοµένα που προέρχονται από την in vivo 

διαδικασία µπορούµε να εκτιµήσουµε το είδος της βλάβης που 

προκαλεί ο γενοτοξικός παράγοντας και την επίδραση του στους 

µηχανισµούς επιδιόρθωσης. 

� Χαλκός και ψευδάργυρος έχουν γενοτοξική δράση στις 

συγκεντρώσεις που εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία, αλλά 

διαφέρουν µεταξύ τους ως προς τον τρόπο πρόκλησης της 

βλάβης και εξουδετέρωσης τους από τα κύτταρα. 
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6. Abstract  

 

Water pollution has focused the attention of both the scientific 

community and the public on environmental problems. Not only does water 

pollution affect the health and welfare of people and organisms, but it also 

damages vegetation and properties. 

Metals are elements found naturally in aquatic ecosystems due to 

various processes such as weathering and erosion. Some of these metals are 

essential to living organisms in trace amounts (for example copper and zinc). 

Essential trace elements have a narrow optimal concentration range for 

growth and reproduction, and both excess and shortage can be detrimental to 

organisms, with unusually high concentrations becoming toxic to aquatic 

organisms. 

Fish are ideal indicators of heavy metal contamination in aquatic 

systems because they occupy different trophic levels and are of different sizes 

and ages. In particular, copper and zinc are essential trace metals for living 

organisms and they are present in all natural waters and sediments. In this 

thesis, we report data on the effect of copper and zinc on DNA hepatocytes  

from the teleost gilthead sea bream Sparus aurata. In particular, the effects of 

0.1 and 0.5 ppm of Cu and 0.2 and 1.0 ppm of Zn on the nucleated 

hepatocytes were analyzed using the “comet assay.” 

 Gilthead sea bream Sparus aurata were obtained from a local 

breeding farm in Vorios Euvoikos  and were maintained at the university 

animal house in tanks containing seawater (500 liters) at a temperature of 17-
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20°C. Animals were treated with above mentioned concentration of CuSO4 

and ZnCl2 for 24 and 96 hours. Hepatocytes from Sparus aurata ware isolated 

and washed three times with appropriate buffer used for collection of the 

samples and proceed to the comet assay phase (in vivo treatment). 

 In order to assess both damage and repair, an aliquot of isolated 

hepatocytes, of previous phase, was incubated in cell culture (metals free) for 

2 hour in room temperature at 22 C, to develop repair activity (ex vivo 

treatment), and measured the TM. 

The comet assay was performed under alkaline conditions essentially 

according to the procedure of Singh (1988). This technique permits 

quantification of DNA damage by evaluating different parameters of the comet 

assay. In this thesis was used tail moment (TM). Tail moment considers both 

the tail length and the fraction of DNA in the comet tailed as DNA product in 

the tail, and is calculated according to the following formula: tail moment 

(TM)=(tail intensity/total comet intensity) x (tail center of gravity-head center).  

Sometimes, the interpretation of results might be difficult. Does a 

strong effect in the comet assay always indicate a strong genotoxic hazard? 

For example, several investigations show that the comet assay detects 

oxygen-radical induced genotoxic effects at concentrations far below those, at 

which cytogenetic effects or mutations are observed. Examples from human 

studies, furthermore, show that clear DNA effects were detected without an 

obvious genotoxic exposure of the individuals. Confounding factors such as 

physical exercise, diabetes or seasonal variation due to sunlight exposure 

were identified which had so far not been demonstrated to show effects in 

cytogenetic tests. Mutagen-induced (bad?) comets and comets arising due to 
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physiological processes (good comets?) are of the same microscopical 

appearance (they appear not only the same but they are the same: - a 

consequence of DNA cleavage) and can not be distinguished from each 

other. In addition the comet assay detects primary DNA lesions (DNA 

damage) such as DNA strand breaks. These lesions may not be of much 

relevance since they may be repaired error-free or represent transient repair 

sites. In vitro studies showed that elevated level of DNA migration after 

physical exercise mean that repair activity of DNA repair enzymes were 

increased due to exercise-induced oxidative stress. And comet effects 

induced by mutagens are mainly due to transient DNA single strand breaks 

formed during excision repair. 

The data obtained in our study showed a different cellular behaviour 

between those exposed to copper and others to zinc. This could be explained 

by assuming different mechanism of action for each metal. Copper seems to 

follow a dose and not a time - effect pattern, suggesting, activation of 

detoxification mechanisms.  Contrary to zinc, there is little evidence that 

cooper is directly involved in promoting either DNA synthesis or repair other 

than indirectly in DNA damage. From the other part, zinc seems to be 

involved in promoting either DNA synthesis or repair. Exposure to low 

concentration (0.2 ppm) induced repair activity, whereas exposure to high 

concentration (1.0 ppm) inhibited it.    

Many studies have shown that there is no clear relationship between 

DNA migration in the comet assay and other genetic endpoints (which we 

would consider more biologically relevant) resulting difficult the interpretation 
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of results. Nevertheless, the comet assay is a valuable tool and is an 

increasingly used in vitro as well as in vivo study in genotoxicity testing. 

 

Key words: comet assay, copper, zinc, genotoxicity. 
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