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Περίληψη

Είναι γνωστό ότι σε κάθε πτυχή της καθημερινής ζωής ο άνθρωπος έρχεται σε επαφή με μια
πληθώρα χημικών ουσιών (ξενοβιοτικών) με άγνωστες επιπτώσεις στην υγεία του. Η εκτεταμένη
χρήση αυτών σε ποικίλα προϊόντα (φαρμακευτικά, καλλυντικά κτλ.) πυροδότησε το ενδαφέρον της
επιστημονικής κοινότητας και οδήγησε στη διεξαγωγή μελετών, αξιολογώντας τόσο την επίδραση
αυτών σε υψηλές, μη ρεαλιστικές δόσεις, όσο και την επίδρασή τους σε χαμηλές δόσεις αλλά και
ως συστατικά μειγμάτων. Στο πλαίσιο αυτό, η πρόσφατη βιβλιογραφία έρχεται να επιβεβαιώσει την
άποψη ότι τα μείγματα των ξενοβιοτικών ουσιών ασκούν μεγαλύτερη τοξική δράση σε σύγκριση με
αυτήν που ασκεί  κάθε  ουσία μεμονωμένα.  Επομένως,  η  στροφή των ερευνών στη μελέτη  των
μειγμάτων μπορεί κανείς να πει ότι αποτελεί μια ρεαλιστικότερη προσέγγιση για την προσομοίωση
της καθημερινής ζωής. Σε αυτή τη λογική, σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν η
διερεύνηση της μακροχρόνιας  επίδρασης (χορήγηση για 12 μήνες) ενός μείγματος 7 ενδοκρινικών
διαταρακτών  μία  μικρή  και  σε  μία  υψηλή  (κάτω  από  το  NOAEL)  δόση,  καθώς  και  του
ζιζανιοκτόνου Roundup και του ενεργού συστατικού του γλυφοσάτη, ατομικά σε αντιοξειδωτικά
ένζυμα  των  ερυθροκυττάρων  κουνελιών.  Η  μέτρηση  των  βιοδεικτών  πραγματοποιήθηκε  με
φασματοφωτομετρικές μεθόδους. Βρέθηκε ότι η δραστικότητα της αναγωγάσης της γλουταθειόνης
μειώθηκε μετά από 6, 9 και 12 μήνες χορήγησης σε σύγκριση με τους 6 μήνες ενώ δε βρέθηκαν
πρακτικά επιδράσεις στην υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και την υπεροξειδική δισμουτάση. Τα
αποτελέσματα της μελέτης αυτής, η οποία αποτελεί μέρος μίας μεγάλης διεθνούς διεπιστημονικής
προσέγγισης,  καταδεικνύουν  ότι  η  χορήγηση  μειγμάτων  ξενοβιοτικών  για  μεγάλο  χρονικό
διάστημα  έχουν  δυσμενή  επίδαση  στους  ενζυμικούς  αντιοξειδωτικούς  μηχανισμούς  των
ερυθροκυττάρων. Η εργασία αυτή προσομοιάζει το ρεαλιστικό σενάριο εκτίμησης του κινδύνου
που προκύπτει από τη χορήγηση μείγματος ξενοβιοτικών.     

Abstract

It is well-established that humans are exposed to xenobiotics during their every day routine
with unknown health  effects.  However,  the majority of  toxicological  studies  assess  the  in  vivo
effects of individual substances in unrealistically high doses rather than mixtures. To this end, very
recent literature seems to confirm the notion that xenobiotic substances exert greater toxic action
when administered combined in mixtures than individually. Thus, the aim of this dissertation was
the investigation of the long-term (12 months) low-dose effects of a mixture comprising 7 endocrine
disruptors, in low and high (beow NOAEL) doses along with the pesticide "Roundup" and it's active
substance,  glyphosate  individually on  antioxidant  enzymes  in  rabbit  erythrocytes.  The
measurements of the tested biomarkers were performed spectrophotometrically. It was observed that
glutathione reductase activity was decreased after 6, 9 and 12 months of administration compared to
3 months  whereas  glutathione peroxidase  and superoxide  dismutase activities  were  not  altered.
These findings indicate that the long-term low-dose regimen of a xenobiotic mixture impairs the
antioxidant mechanism of erythrocytes. This study simulates a scenario of real-life risk exposure to
mixtures of xenobiotics through a long-term low-dose administration regimen. 
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1.ΕIΣΑΓΩΓΗ

1.1) Δραστικές μορφές

Ο όρος δραστική μορφή είναι μία γενικότερη έννοια και αναφέρεται σε μόρια ή άτομα με
οξειδωτική δράση, τα οποία χημικά είτε είναι  ελεύθερες ρίζες (οι  οποίες έχουν ένα ασύζευκτο
ηλεκτρόνιο στο εξωτερικό τους τροχιακό και  δυνατότητα ανεξάρτητης ύπαρξης) είτε  όχι.  Είναι
ασταθείς και υψηλά ενεργές δομές. Ο χρόνος ημιζωής τους μπορεί να ποικίλει από μερικά ns έως
και δευτερόλεπτα ή ακόμα και ώρες. Προκαλούν αλυσιδωτές αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίων
οι  οποίες  οδηγούν  σε  οξειδώσεις  σημαντικά  βιομόρια,  έως  ότου  φτάσουν  σε  μία  σταθερή
κατάσταση.  Οι  δραστικές  μορφές  κατηγοριοποιούνται  σε  4  κύριες  κατηγορίες  ανάλογα  με  το
κεντρικό άτομο της δομής:

 Δραστικές     μορφές     οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS)
 Δραστικές     μορφές     αζώτου (reactive nitrogen species, RNS)
 Δραστικές     μορφές     θείου (reactive sulphur species, RSS)
 Δραστικές     μορφές     χλωρίου (reactive chlorine species, RCS)  

(Halliwell and Gutteridge et al.,2007).

Οι  δραστικές  μορφές  οξυγόνου  και  αζώτου  παράγονται  φυσιολογικά  κατά  τη  διάρκεια
μεταβολικών διαδικασιών και ειδικότερα κατά τη διάρκεια αλυσιδωτών αντιδράσεων μεταφοράς
ηλεκτρονίων (Di Meo and Venditti et al.,2001). Πιο συγκεκριμένα έχει βρεθεί ότι δημιουργούνται
ROS κατά  την  οξειδωτική  φωσφορυλίωση  στα  μιτοχόνδρια  του  σκελετικού  μυός  (Sjodin  et
al.,1990), στα υπεροξειδιοσώματα, από ένζυμα του κυτοχρώματος Ρ450, από την ακτινοβολία UV,
από την ατμοσφαιρική ρύπανση, από τον καπνό του τσιγάρου,  από το αλκοόλ ή και κατά την
άσκηση (Halliwell and Gutteridgeet al.,2007). Πέρα από τη σύνδεση των δραστικών μορφών με το
οξειδωτικό στρες,  η βιολογία τους έχει βρεθεί ότι  ακολουθεί  το φαινόμενο της όρμησης.  Όταν
βρίσκονται  σε  χαμηλές  συγκεντρώσεις  χρησιμοποιούνται  στο  υποκυτταρικό  περιβάλλον  για
βασικές  βιολογικές  διαδικασίες.  Αν  όμως  η  συγκέντρωση  τους  ξεπερνά  ένα  όριο  τότε  έχουν
δυσμενείς επιδράσεις στα βιομόρια (λιπίδια, πρωτεΐνες, DNA). Μία από τις πιο άφθονες δραστικές
μορφές  είναι  το  ανιόν  σουπεροξειδίου  το  οποίο  παράγεται  όταν  το  οξυγόνο  αναχθεί  από  ένα
ηλεκτρόνιο.  Η  περαιτέρω  αναγωγή  του  οξυγόνου  δημιουργεί  αντίστοιχα  το  υπεροξείδιο  του
υδρογόνου  και  την  ρίζα  του  υδροξυλίου.  Η  ρίζα  του  υδροξυλίου  αποτελεί  την  πιο  επιβλαβή
δραστική  μορφή  οξυγόνου  και  παράγεται  από  τις  αντιδράσεις  Fenton &  Haber-Weiss (που
φαίνονται στις παρακάτω αντιδράσεις) υπό τη παρουσία ενός μετάλλου μετάπτωσης (σιδήρου ή
χαλκού).

Fe3+ + Ο2
 →  F2+ + Ο2

F2+ + Η2Ο2 →  Fe3+ + ΟΗ- + ΟΗ

Από την άλλη το υπεροξείδιο του υδρογόνου δεν είναι μια ελεύθερη ρίζα αλλά μπορεί να έχεις
σοβαρές επιπτώσεις στο DNA, στις πρωτεΐνες και στα λιπίδια όταν η συγκέντρωσή του φτάσει τα
10 μΜ (Halliwell and Gutteridge et al.,2007).
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1.2 Ελεύθερες ρίζες

Ως ελεύθερη ρίζα ορίζεται κάθε μοριακό άτομο ή μόριο που μπορεί να υπάρξει ανεξάρτητα
και έχει ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική στοιβάδα σθένους. Μερικές
ρίζες είναι  ασταθείς  και  υψηλά δραστικές  και  μπορούν είτε  να δανείσουν είτε  να δεχθούν ένα
ηλεκτρόνιο από άλλα μόρια και να συμπεριφέρονται σαν αναγωγικά ή σαν οξειδωτικά μόρια. Οι
ελεύθερες ρίζες  μπορούν να προσβάλλουν σημαντικά μακρομόρια (Εικόνα 1) και να οδηγήσουν σε
καταστροφή και διαταραχή της ομοιόστασης του κυττάρου.

Εικόνα 1: Επίδραση της ελεύθερης ρίζας σε ένα υγιές μόριο

1.2.1 Πηγές παραγωγής ελυθέρων ριζών

Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να σχηματιστούν:

1) από μόρια μέσω της διάσπασης ενός χημικού δεσμού, ώστε κάθε θραύσμα να διατηρεί ένα
ηλεκτρόνιο

2) μέσω της διάσπασης μίας ρίζας προς σχηματισμό άλλης ρίζας
3) μέσω των αντιδράσεων οξειδοαναγωγής (Pham-Huy  et  al., 2008). 

Η παραγωγή τους μπορεί να γίνει είτε από ενδογενείς είτε από εξωγενείς πηγές.

1.2.2 Θετικές επιδράσεις ελευθέρων ριζών

Για πολλές δεκαετίες, οι ελεύθερες ρίζες θεωρούνταν επικίνδυνες χημικές δομές, υπεύθυνες
για  πολυάριθμες  παθολογικές  διαταραχές,  όπως  οι  καρδιαγγειακές  παθήσεις,  η  φλεγμονή,  η
γήρανση κ.ά. Ωστόσο, οι δραστικές μορφές συχνά εμφανίζονται να είναι σημαντικές σε διάφορες
βιολογικές λειτουργίες. Η μεταγωγή σήματος ανάμεσα στα κύτταρα απαιτεί την παρουσία Ο2 −⋅
και H2O2 (Ji  et al.,2007) ενώ το NO έχει δειχθεί ότι αποτελεί έναν νευροδιαβιβαστή σημαντικό⋅
για την συστολή των αγγείων (Halliwell and Gutteridge et al.,2007). Επιπλέον οι δραστικές μορφές
είναι  ιδιαίτερα σημαντικές και  για την σύσπαση των μυών (Linnane et  al.,2002),  την ενζυμική
δραστικότητα  (Jenkins  et al.,1988),  την  έκφραση  γονιδίων  (Ji  et  al..  2006)  και  τη  δράση
μεταγραφικών  παραγόντων  (Sen  et al.,1998).  Δεν  είναι  λίγες  οι  μελέτες  που  αναφέρουν  ότι
συμβάλλουν  και  στη  φυσιολογική  λειτουργία  του  ανοσοποιητικού  συστήματος  μέσω
ενεργοποίησης  της  δράσης  των  φαγοκυττάρων  (Malm  et al.,2001).  Ακόμα  και  η  απόπτωση
συνοδεύεται από ενδοκυτταρικά αυξημένη οξειδωτική δραστηριότητα. Ωστόσο αν αυτή ξεπεράσει
ένα όριο οδηγεί σε υπεροξείδωση και απενεργοποίηση κασπασών οπότε η απόπτωση αναστέλλεται
(Hampton and Orrenius et al.,1998).
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1.2.3 Αρνητικές επιδράσεις ελευθέρων ριζών

1.2.3.α Λιπιδική υπεροξείδωση

Τα λιπίδια εξαιτίας του δομικού και λειτουργικού τους ρόλου ως συστατικά των μεμβρανών
έχουν  μελετηθεί  εκτενώς.  Οι  δραστικές  μορφές  οδηγούν  τα  πολυακόρεστα  λιπαρά  οξέα
(polyunsaturated fatty acids,  PUFA) συχνά σε αλυσιδωτές αντιδράσεις λιπιδικής υπεροξείδωσης
αφού  εξαιτίας  του  γεγονότος  ότι  οι  διπλοί  δεσμοί  τους  βρίσκονται  σε  συζευγή  γεωμετρία
(Bergamini et al., 2004), κρίνονται ιδιαίτερα ευαίσθητα. Ειδικότερα τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα
όταν οξειδωθούν παράγουν μια ρίζα η οποία αντιδρά με το οξυγόνο και παράγει ρίζες περοξυλίου.
Αυτές  τα οξειδώνουν περαιτέρω και  δημιουργούνται  τα λιπιδικά υπεροξείδια που οδηγούν στη
παραγωγή συσσωματωμάτων διενίων όπως η μαλονυλο διαλδεϋδη (Young and McEneny 2001;
Mylonas and Kouretas1999). Γενικότερα η λιπιδική υπεροξείδωση αυξάνει την διαπερατότητα των
κυτταρικών  μεμβρανών  οδηγώντας  σε  κυτταρικό  θάνατο.  Επίσης,  τα  γλυκολιπίδια,  τα
φωσφολιπίδια και η χοληστερόλη αποτελούν στόχους της επιβλαβούς υπεροξειδικής τροποποίησης
(Ayala et al., 2014).

Η συνολική διαδικασία της υπεροξείδωσης των λιπιδίων αποτελείται από τρία στάδια: την
έναρξη, τη διάδοση και τον τερματισμό. Κατά το στάδιο της έναρξης, τα (προ)οξειδωτικά, όπως η
ρίζα  υδροξυλίου,  αποσπούν  το  αλλυλικό  υδρογόνο,  με  αποτέλεσμα  το  σχηματισμό  λιπιδικής
ελεύθερης ρίζας άνθρακα (L∙). Στο στάδιο της διάδοσης, η  L∙ αντιδρά ταχέως με το οξυγόνο, ώστε
να  σχηματίσει  μία  λιπιδική  ρίζα  περοξυλίου  (LOO∙)  (Ayala  et  al.,  2014).  Εν  συνεχεία,  η
προκύπτουσα  LOO∙  αποσπά  ένα  άλλο  άτομο  υδρογόνου  από  ένα  ακόρεστο  λιπίδιο  προς
σχηματισμό υδροϋπεροξειδίων (LOOH) και πολλαπλασιάζει την αλυσιδωτή αντίδραση ελευθέρων
ριζών παράγοντας μια άλλη L∙ στο δεύτερο λιπαρό οξύ (Johnson & Decker, 2015). Τέλος, κατά την
αντίδραση τερματισμού αντιοξειδωτικά,  όπως  η βιταμίνη  Ε,  δίνουν ένα  άτομο υδρογόνου στις
LOO∙ και σχηματίζουν μία αντίστοιχη  ρίζα βιταμίνης Ε που αντιδρά με άλλη LOO∙ και παράγει ως
προϊόντα μη ρίζες. Μόλις ξεκινήσει η υπεροξείδωση των λιπιδίων ακολουθεί πολλαπλασιασμός
των  αλυσιδωτών αντιδράσεων έως ότου παραχθούν προϊόντα τερματισμού (Ayala et al., 2014).

1.2.3.β Οξείδωση πρωτεϊνών

Στο ίδιο πλαίσιο και  οι πρωτεΐνες  δεν άφησαν αδιάφορη την επιστημονική κοινότητα η
οποία μέσω εκτενών ερευνών προσπάθησε να ερμηνεύσει το γεγονός ότι ορισμένες πρωτεΐνες είναι
πιο επιρρεπείς στην οξειδωτική στόχευση σε σχέση με άλλες και να ερευνήσει τους παράγοντες
που  καθορίζουν  αυτή  την  εκλεκτικότητα.  Βρέθηκε  ότι  οι  παράγοντες  αυτοί  είναι  η  σχετική
περιεκτικότητα  σε   ευαίσθητα  στην  οξείδωση  υπολείμματα  αμινοξέων,  η  παρουσία  θέσεων
δέσμευσης μετάλλων, η θέση των πρωτεϊνών στο κύτταρο, η μοριακή διαμόρφωση και ο ρυθμός
αποικοδόμησης  (Avery,  2011).  Οι  δραστικές  μορφές  στις  πρωτεΐνες  οδηγούν  στη  δημιουργία
καρβονυλικών ομάδων σε συγκεκριμένα αμινοξεά όπως η ιστιδίνη,  η αργινίνη,  η λυσίνη και η
προλίνη  τα  οποία  είναι  ευαίσθητα  σε  οξείδωση σε  σύγκριση με  άλλα.  Επιπλέον  οδηγούν  στη
μετατροπή των θειϊκών ομάδων σε θειϊκές ρίζες. Γενικότερα η οξείδωση των πρωτεϊνών οδηγεί σε
αλλαγές οι οποίες μπορεί να καταλήγουν σε μετατροπή ή ακόμα και σε απώλεια της λειτουργίας
της  πρωτεΐνης  (Halliwell  and  Gutteridge2007).  Ορισμένοι  τύποι  οξειδωτικής  βλάβης,  που
επηρεάζουν τα θειούχα  αμινοξέα, έχει αποκαλυφθεί ότι είναι αναστρέψιμοι, με αποτέλεσμα να
διαφαίνεται η πιθανότητα επισκευής κάποιων οξειδωμένων πρωτεϊνών (Friguet, 2006). Εντούτοις,
η καρβονυλίωση των πρωτεϊνών είναι συνήθως μία μη αναστρέψιμη και μη ενζυμική  τροποποίηση
(Dalle-Donne et al., 2006).

9



1.2.3.γ Οξείδωση των νουκλεϊκών οξέων

Παρά το γεγονός ότι το  DNA είναι ένα καλά προστατευμένο και σταθερό μόριο διάφορες
δραστικές μορφές μπορούν να αλληλεπιδράσουν με αυτό και να προκαλέσουν διάφορους τύπους
βλάβης.  Τυπικά,  η  οξειδωτική  βλάβη  του  DNA  που  προκαλείται  από  τις  ROS σχετίζεται  με
απώλεια  των  πουρινών/πυριμιδινών  (απουρινικές/απυριμιδινικές  περιοχές),  με  οξείδωση  των
πουρινών και των πυριμιδινών, καθώς και με τη δημιουργία μονόκλωνων (SSBs) και δίκλωνων
(DSB)  θραύσεων  στην  έλικα  του  DNA (Kryston  et  al.,  2011).  Επίσης,  οι  ROS  μπορούν  να
προκαλέσουν  βλάβη  στη  δεοξυριβόζη,  συνδέσεις  DNA-πρωτεΐνης  και  βλάβη  στο  σύστημα
επιδιόρθωσης του DNA (Kohen & Nyska, 2002) (Εικόνα 2).

Το κυτταρικό RNA πιθανότατα είναι πιο επιρρεπές στην οξειδωτική βλάβη από το DNA.
Ειδικότερα, το RNA είναι κυρίως μονόκλωνο και πιο εύκολα προσβάσιμο από τις ROS, ενώ έχει
σχετικά  λιγότερη  συσχέτιση  με  τις  πρωτεΐνες.  Ακόμα,  το  RNA έχει  εκτεταμένη  υποκυτταρική
κατανομή  και  το  κυτταροπλασματικό  RNA  βρίσκεται  πολύ  κοντά  στα  μιτοχόνδρια,  όπου
εντοπίζεται  η  πλειοψηφία  των  ROS.  Τέλος,  σε  αντίθεση  με  τους  ενεργούς  μηχανισμούς
επιδιόρθωσης του DNA, δεν έχει βρεθεί μηχανισμός επιδιόρθωσης για το RNA που υπόκειται σε
οξειδωτική  βλάβη (Li et al., 2006).

Εικόνα 2: Επίδραση των ROS στο DNA
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1.3 Όρμηση

O όρος όρμηση χρησιμοποιείται από τους τοξικολόγους προκειμένου να περιγράψουν μια
δοσοεξαρτώμενη απόκριση σε ένα παράγοντα (Εικόνα 3 & 4). Όταν οι δραστικές μορφές είναι
παρούσες  σε  χαμηλές  συγκεντρώσεις  είναι  σημαντικές  για  θεμελιώδεις  διαδικασίες  στο
υποκυτταρικό  περιβάλλον.  Αν  οι  συγκεντρώσεις  αυτές  ξεπεράσουν  ένα  όριο  μπορεί  να  έχουν
επιβλαβείς επιπτώσεις στα βιομόρια.

Εικόνα 3 & 4: Φαινόμενο της Όρμησης

1.4 Οξειδωτικό στρες

Είναι το αποτέλεσμα μιας ανισορροπίας μεταξύ της παραγωγής των ελευθέρων ριζών και
γενικά των δραστικών μορφών και της αντιοξειδωτικής άμυνας με την ισορροπία να τείνει υπέρ
των πρώτων (Sies et al., 1991). Επίσης πρόσφατα δόθηκε ένας πιο συγκεκριμένος ορισμός για το
οξειδωτικό  στρες  που  αναφέρει  ότι  πρόκειται  και  για  μια  διαταραχή  της  οξειδοαναγωγικής
σηματοδότησης (Εικόνα 5) (Jones et al.,2017). Η βλάβη που προκαλείται από τις ελεύθερες ρίζες
έχει δειχθεί ότι συνεσφέρει τόσο στην παθογένεση όσο και στη παθοφυσιολογία πολλών χρόνιων
ασθενειών όπως οι νευροεκφυλιστικές, οι καρδιαγγειακές ασθένειες, και ο καρκίνος (C.  Lopez-
Alarcona et al.,2013)

Εικόνα 5: Αποτέλεσμα ανισορροπίας ελευθέρων ριζών και αντιοξειδωτικών 
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1.5 Αντιοξειδωτικά

Ο όρος αντιοξειδωτικά αναφέρεται σε μόρια που μπορούν να δανείσουν ένα ηλεκτρόνιο σε
ελεύθερες ρίζες και να τις μετατρέψουν σε σταθερά μόρια ή άτομα μειώνοντας την ικανότητά τους
να καταστρέψουν τα μακρομόρια. Τα αντιοξειδωτικά μπορούν να καθυστερούν, να προλαμβάνουν
ή να παρεμποδίζουν εντελώς την κυτταρική καταστροφή ενώ βρίσκονται σε χαμηλή συγκέντρωση
σε σχέση με το προς οξείδωση υπόστρωμα (Halliwell B et al.,1995). Ο ρόλος των αντιοξειδωτικών
έγκειται  στην εξουδετέρωση της  περίσσειας  των  ελευθέρων  ριζών,  στη  δράση τους  σαν δότες
υδρογόνου, ηλεκτρονίου, σαν αποικοδομητές του υπεροξειδίου ή ακόμα και σαν παρεμποδιστές της
δράσης ενζύμων. Τέλος πέρα από την προστασία των κυττάρων είναι γνωστό ότι συνεισφέρουν και
στην πρόληψη ασθενειών (Sailaja Rao et al., 2011). Τα αντιοξειδωτικά μπορούν να ταξινομηθούν
σε δύο κύριες ομάδες, τα ενζυμικά και τα μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά. Τα ενζυμικά αντιοξειδωτικά
διακρίνονται  περαιτέρω  σε  αυτά  της  πρωτογενούς  και  δευτερογενούς  ενζυμικής   άμυνας.  Η
πρωτογενής άμυνα αποτελείται από τρία σημαντικά ένζυμα που συμμετέχουν στην παρεμπόδιση
του  σχηματισμού  των  ελευθέρων  ριζών  και  την  εξουδετέρωσή  τους  και  ειδικότερα,  την
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx), την  καταλάση (CAT) και την υπεροξειδική δισμουτάση
(SOD).  Από  την  άλλη,  η  δευτερογενής  ενζυμική  άμυνα  περιλαμβάνει  την  αναγωγάση  της
γλουταθειόνης   (GR)  και  την  αφυδρογονάση  της  6-φωσφορικής  γλυκόζης  (G6PD),  οι  οποίες
υποστηρίζουν  τα  αντιοξειδωτικά  της  πρωτογενούς  άμυνας  και  δεν  εξουδετερώνουν   άμεσα τις
ελεύθερες ρίζες (Shebis et al., 2013). 

Επιπροσθέτως, τα αντιοξειδωτικά μπορούν να ταξινομηθούν με βάση την πηγή προέλευσής
τους.  Μερικά  από τα  αντιοξειδωτικά  παράγονται  ενδογενώς  και  περιλαμβάνουν  τα  ένζυμα,  τα
μόρια  χαμηλού  μοριακού  βάρους  και  τους   συμπαράγοντες  ενζύμων  (Ratnam  et  al.,  2006).
Αντίθετα,  τα  εξωγενή  αντιοξειδωτικά  προέρχονται  από  τη  διατροφή  και  περιλαμβάνουν  τις
φαινόλες,  τα  φαινολικά οξέα,  τα φλαβονειδή,  τις  βιταμίνες,  τα καροτενοειδή και  τα μεταλλικά
στοιχεία (He et al., 2017).

1.5.1 Μηχανισμός δράσης

Το  πρώτο  βήμα  της  δράσης  των  αντιοξειδωτικών  είναι  ο  μηχανισμός  που  σπάει  την
αλυσιδωτή αντίδραση που ακολουθείται όταν ένα αντιοξειδωτικό μόριο δώσει ένα ηλεκτρόνιο σε
μια ελεύθερη ρίζα.  Δεύτερο βήμα συνίσταται  η αποδυνάμωση εκείνων των ενζύμων που μέσω
αλυσιδωτών αντιδράσεων, καταλύουν το σχηματισμό ROS, RNS κτλ (Κrinsky NI 1992).

1.5.2 Eπίπεδα αντιοξειδωτικής δραστηριότητας

Σε  πρώτο  επίπεδο  χρησιμοποιούνται  ένζυμα  που  συμμετέχουν  στην  παρεμπόδιση  του
σχηματισμού των ελευθέρων ριζών και την εξουδετέρωσή τους. Σε αυτά περιλαμβάνονται η GPx, η
CAT και η SOD. 

Σε  δεύτερο  επίπεδο,  περιλαμβάνονται  αντιοξειδωτικά  τα  οποία  εξουδετερώνουν  τις
ελεύθερες ρίζες και παρεμποδίζουν την έναρξη αλυσιδωτών αντιδράσεων και/ή  εμποδίζουν την
εξέλιξή τους όπως η βιταμίνη C, το ουρικο οξύ, η χολερυθρίνη, η αλβουμίνη, η βιταμίνη Ε και η
ουβικινόλη. 

Σε επόμενο επίπεδο λαμβάνει χώρα η επιδιόρθωση στην οποία διαδραματίζουν κυρίαρχο
ρόλο τα de novo αντιοξειδωτικά. Τα πρωτεολυτικά ένζυμα, οι πρωτεϊνάσες και οι πεπτιδάσες που
υπάρχουν  στο  κυτοσόλιο  και  στα  μιτοχόνδρια  των  κυττάρων  των  θηλαστικών  αναγνωρίζουν,
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αποικοδομούν και αφαιρούν πρωτεΐνες που έχουν τροποποιηθεί οξειδωτικά ενώ αποτρέπουν και τη
συσσώρευση των οξειδωμένων πρωτεϊνών.

Σε τελικό επίπεδο ακολουθεί η διαδικασία της προσαρμογής, εκεί δηλαδή όπου το σήμα για
την παραγωγή και τις αντιδράσεις των ελευθέρων ριζών προκαλεί το σχηματισμό και τη μεταφορά
των σωστών αντιοξειδωτικών στο σωστό σημείο δράσης (Niki E 1993)

1.6 Αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί

1.6.1 Ενδογενείς αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί

1.6.1.α Λευκωματίνη (ή αλβουμίνη)

Η λευκωματίνη αποτελεί ένα αρκετά σημαντικό αντιοξειδωτικό καθώς δεσμεύει το σίδηρο
και προστατεύει το κύτταρο από το οξειδωτικό στρες που προκαλούν εξωκυτταρικοί στόχοι όπως οι
χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνες (LDLs) (Halliwell 1995).

1.6.2 Ενζυμικοί αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί

1.6.2.α Υπεροξειδική δισμουτάση (SOD)

Οι υπεροξειδικές δισμουτάσες αποτελούν ένζυμα της πρώτης γραμμής άμυνας έναντι των
ROS και  ειδικότερα  των  ριζών  σουπεροξειδίου  (Zelko  et   al.,  2002).  Δρουν  καταλύοντας  τη
μετατροπή του σουπεροξειδικού ανιόντος σε οξυγόνο και υπεροξείδιο υδρογόνου. Από τη στιγμή
που η SOD είναι ένζυμο, απαιτεί έναν μέταλλο ως συμπαράγοντα για τη δραστηριότητα της. Με
βάση το είδος του μετάλλου στην ενεργό περιοχή διακρίνονται σε 3 κύριες κατηγορίες SOD: 

→Η  υπεροξειδική  δισμουτάση  χαλκού-ψευδαργύρου  (Cu/ZnSOD  ή  SOD1)  που  υπάρχει  στο
κυτοσόλιο

→Η υπεροξειδική δισμουτάση μαγγανίου    (MnSOD ή SOD2) που βρίσκεται στη μιτοχονδριακή
μήτρα

→  Η εξωκυτταρική υπεροξειδική δισμουτάση (SOD3). 
(Wuerges J et al., 2004)
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1.6.2.β Καταλάση (CAT):

Η καταλάση είναι ένα ένζυμο που καταλύει τη μετατρπή του υπεροξειδίου του υδρογόνου
σε οξυγόνο και νερό. Χρησιμοποιεί ως συμπαράγοντα το σίδηρο ή το μαγγάνιο, ολοκληρώνοντας
τη  διαδικασία  αποτοξίνωσης  που  ξεκίνησε  η  SOD.  Επιπλέον,  επιδεικνύει  μια  πολύ  σημαντική
δραστηριότητα  αποτρέποντας  την  μετατροπή  του  υπεροξειδίου  σε  ρίζα  υδροξυλίου  (Cutler  et
al.,1984). Προκειμένου να αποφευχθεί η δράση του υπεροξειδίου θα πρέπει να μετατραπεί σε άλλες
λιγότερο  δραστικές  ουσίες  είτε  αέριες  είτε  υγρές  (Gaetani G.  et al.,1996).  Κατά  κύριο  λόγο
εντοπίζεται  στα  υπεροξειδιοσώματα  και  στο  κυτταρόπλασμα  των  ερυθροκυττάρων
αποικοδομώντας το Η2Ο2 που παράγεται κατά την οξείδωση των λιπαρών οξέων.  Τέλος, είναι
παρούσα σχεδόν σε όλα τα ζωικά κύτταρα ως προστατευτικό  ένζυμο,  αλλά τα υψηλότερα επίπεδα
ενεργότητας της καταλάσης μετρώνται στο ήπαρ, τους  νεφρούς και τα ερυθρά αιμοσφαίρια. 

1.6.2.γ Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx):

Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης αποτελεί μια γενική ονομασία μιας οικογένειας ενζύμων
που καταλύουν την αναγωγή του  υπεροξειδίου  του υδρογόνου  χρησιμοποιώντας  την  ανηγμένη
γλουταθειόνη (GSH) ως δότη ηλεκτρονίων (Margis  et al., 2008). 

H υπεροξειδάση της γλουταθειόνης στην πλειονότητα των περιπτώσεων απαιτεί το σελήνιο
σαν  συμπαράγοντα  και  για  τον  λόγο  αυτό  συχνά  αναφέρεται  και  ως  υπεροξειδάση  της
σεληνοκυστεΐνης  (Ighodaro  &  Akinloye  et al.,  2018).  Κατά  κύριο  λόγο  εντοπίζεται  στα
υπεροξειδιοσώματα και στο κυτταρόπλασμα των ερυθροκυττάρων.

1.6.2.δ Αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR):

H αναγωγάση της γλουταθειόνης ανάγει την οξειδωμένη μορφή της γλουταθειόνης (GSSG)
στην ανηγμένη της μορφή (GSH) σύμφωνα με την αντίδραση: 

Το  NADPH  που  απαιτείται  για  αυτή  την  αντίδραση  παρέχεται  κυρίως  από  την  οδό   των
φωσφορικών  πεντοζών.  Η  GR  είναι  το  βασικό  ένζυμο  για  τη  διατήρηση  του  υψηλού  λόγου
GSH/GSSG που θεωρείται βιοδείκτης του οξειδοαναγωγικού προφίλ του κυττάρου (Can et  al.,
2010).

14



1.6.3 Μη ενζυμικοί αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί

1.6.3.α Γλουταθειόνη (GSH):

Η γλουταθειόνη αποτελεί τον σημαντικότερο αντιοξειδωτικό μεταβολίτη του κυττάρου και
την πρώτη γραμμή άμυνας ενάντια στις δραστικές μορφές. Είναι ένα τριπεπτίδιο που δομείται από
τα αμινοξέα γλουταμινικό οξύ, κυστεΐνη και γλυκίνη και απαιτεί τη διαδοχική δράση δύο ενζύμων,
της συνθάσης της γλουταθειόνης και της συνθάσης της γ-γλουταμυλκυστεΐνης (c-GCS). Η  GSH
διατηρεί  την  ενδοκυτταρική  οξειδοαναγωγική  ομοιόσταση  του  κυττάρου  εξαιτίας  της
σουλφυδρυλικής ομάδας που φέρει η κυστεΐνη και η οποία δρα σαν υπόστρωμα για την GPx. Σε
φυσιολογικές  συνθήκες  βρίσκεται  σε  μια  δυναμική  ισορροπία  η  ανηγμένη  (Εικόνα  6)  με  την
οξειδωμένη (Εικόνα 7) μορφή της γλουταθειόνης. Ωστόσο η κυρίαρχη μορφή της γλουταθειόνης
είναι η ανηγμένη και αποτελεί > 98% της συνολικής. Στο οξειδωτικό στρες, όμως, η γλουταθειόνη
συνεργάζεται  με  την  GPx  ώστε  να  αφαιρέσει  το  ενδοκυτταρικό  υπεροξείδιο  ενώ  η  ίδια
μετατρέπεται  στην  οξειδωμένη  της  μορφή.  Η  αναγωγάση  της  γλουταθειόνης  μετατρέπει  την
οξειδωμένη  στην  ανηγμένη  μορφή  χρησιμοποιώντας  το  NADPH  σαν  δότη  ηλεκτρονίου.  Η
αναλογία  της  GSH/GSSG μπορεί  να  χρησιμοποιηθεί  σαν  βιοδείκτης  της  οξειδοαναγωγικής
ισορροπίας (Veskoukis et al. 2011).

Εικόνα 6: η ανηγμένη μορφή της γλουταθειόνης           Εικόνα 7: η οξειδωμένη μορφή της γλουταθειόνης

1.6.3.β Oυρικό οξύ:

Το ουρικό οξύ  αποτελεί  το  τελικό  προϊόν  της  αποικοδόμησης  των  πουρινών (Sautin  &
Johnson et al., 2008). Δύο είναι οι καθοριστικές αντιδράσεις που οδηγούν στο σχηματισμό του και
οι  οποίες  καταλύονται  από  το  ένζυμο  οξειδοαναγωγάση  της  ξανθίνης  (XOR)  (Εικόνα  8)
(Glantzounis et al., 2005).
→Η μετατροπή της υποξανθίνης σε ξανθίνη
→Η μετατροπή της ξανθίνης σε ουρικό οξύ 

Το ουρικό οξύ εντοπίζεται ενδοκυτταρικά και σε όλα τα σωματικά υγρά, αλλά συνήθως σε
χαμηλότερα επίπεδα από ό,τι στο πλάσμα (Glantzounis et  al., 2005). Mπορεί να αντιδράσει με μια
ποικιλία οξειδωτικών, τη ρίζα σουπεροξειδίου, το υπεροξείδιο του υδρογόνου, τη ρίζα υδροξυλίου
και κατά προτίμηση με το υπεροξυνιτρώδες ανιόν.
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Εικόνα 8: η μετατροπή της υποξανθίνης σε ουρικό οξύ

1.6.4 Εξωγενείς αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί

1.6.4.α Ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C)

H βιταμίνη C είναι ένα αντιοξειδωτικό μόριο που συναντάται τόσο στα φυτά όσο και στα
ζώα. Στους ανθρώπους δεν μπορεί να συντεθεί και για το λόγο αυτό αποκτάται από τροφές φυτικής
προέλευσης (Smirnoff  N., 2001). Στα κύτταρα διατηρείται στην ανηγμένη της μορφή και αντιδρά
με  τη  γλουταθειόνη,  μια  αντίδραση  η  οποία  καταλύεται  από  τη  πρωτεϊνική  δισουλφιδική
ισομεράση και τις γλουταρεδοξίνες (Meister A., 1994). Βρίσκεται κυρίως στο κυτοσόλιο και στο
εξωκυττάριο  υγρό  διακόπτοντας  τις  αλυσιδωτές  αντιδράσεις.  Το  ασκορβικό  οξύ  είναι  ένας
αναγωγικός  παράγοντας  και  μπορεί  να  εξουδετερώσει  τις  ROS.  Ωστόσο,  πέρα από την άμεση
αντιοξειδωτική του δράση λειτουργεί και σαν υπόστρωμα για την ασκορβική υπεροξειδάση (ένας
σημαντικός μηχανισμός ώστε να αποφευχθεί το στρες στα φυτά).

1.6.4.β Τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε)

Ο όρος βιταμίνη Ε συμπεριλαμβάνει  μια συλλογή 4 τοκοφερολών και  4 τοκοτριενολών
λιποδιαλυτών βιταμινών με αντιοξειδωτικές ιδιότητες (Herrera E et al., 2001). Μεταξύ των 8 μελών
της  οικογένειας  μόνο  η  α-τοκοφερόλη  έχει  μελετηθεί  περαιτέρω  διότι  έχει  την  υψηλότερη
βιοδιαθεσιμότητα και το σώμα επιλέγει να την απορροφά και να την μεταβολίζει (Brigelius-Flohe
R  et  al.  1999).  H  α-τοκοφερόλη  είναι  το  σημαντικότερο  λιποδιαλυτό  αντιοξειδωτικό  και
προστατεύει τις μεμβράνες από οξείδωση με το να αντιδρά με τις ρίζες λιπιδίων που παράγονται
κατά την αλυσιδωτή αντίδραση λιπιδικής υπεροξείδωσης (Traber MG et al. 2007). Η α-τοκοφερόλη
αφαιρεί  τα  ενδιάμεσα  των  ελευθέρων  ριζών  και  παρεμποδίζει  την  εξέλιξη  των  αντιδράσεων
παραγωγής  τους.  Η  αντίδραση  αυτή  παράγει  οξειδωμένες  α-τοκοφερολοξικές  ρίζες  οι  οποίες
μπορούν να ανακυκλωθούν ξανά στην ενεργή ανηγμένη τους  μορφή  μέσω αναγωγής  άλλων
αντιοξειδωτικών όπως το ασκορβικό οξύ, η ρετινόλη ή η ουβικινόλη (Wang X et al., 1999).

1.6.4.γ Πολυφαινόλες

Οι πολυφαινόλες αποτελούν μια μεγάλη κατηγορία φυσικών ουσιών φυτικής προέλευσης
και  υπάρχουν σε πληθώρα τόσο στα φρούτα και  στα λαχανικά όσο και  σε δημητριακά ολικής
άλεσης ή σε ποτά όπως το τσάι ή το κρασί. Πρόκειται για δευτερογενείς μεταβολίτες οι οποίοι
έχουν έναν αρωματικό δακτύλιο στο μόριο τους και συνήθως υπάρχουν με την μορφή γλυκοσιδίων.
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Οι  πολυφαινόλες  προστατεύουν  τα  φυτά  από  τις  επιβλαβείς  περιβαλλοντικές  συνθήκες  ή  από
παθογόνους  μικροοργανισμούς ενώ συμβάλλουν και  στην ανάπτυξη κάποιων χαρακτηριστικών
όπως το χρώμα. Διαχωρίζονται σε 2 κύριες κατηγορίες: στα μη φλαβονοειδή και στα φλαβονοειδή.
Τα φλαβονοειδή έχουν 2 αρωματικούς βενζοϊκούς δακτυλίους συνδεδεμένους με 3 άνθρακες. Στα
φυτά οι πολυφαινόλες επιδεικνύουν αντιοξειδωτική δράση καθώς απενεργοποιούν ελεύθερες ρίζες
δίνοντάς τους ένα άτομο υδρογόνου και ένα ηλεκτρόνιο. Επιπλέον κάνουν κάποια μέταλλα χηλικά
και τους επιτρέπουν να ξεκινήσουν αντιδράσεις Fenton & Haber-Weiss. Τέλος, παρεμποδίζουν τη
δραστικότητα ενζύμων όπως η οξειδάση της ξανθίνης, οι κυκλοοξυγενάσες και η λιποοξυγενάση
(Nijveldt et al., 2001).

1.7 Βιοδείκτες

Η πρώτη ερμηνεία που δόθηκε στον όρο ''βιοδείκτες'' έγινε από το  Biomarkers Definition
Working Group το  2001  και  αναφέρει  ότι  πρόκειται  “για  ένα  χαρακτηριστικό  το  οποίο  έχει
μετρηθεί και αξιολογηθεί ως ένας δείκτης βιολογικών διαδικασιών, παθογενετικών καταστάσεων ή
φαρμακευτικών αποκρίσεων απέναντι σε μια θεραπευτική παρέμβαση”. Ωστόσο αρκετά αργότερα
έγινε προσπάθεια να οριστεί ο όρος βιοδείκτης συγκεκριμένα στο πλαίσιο της οξειδοαναγωγικής
βιολογίας και θεωρήθηκε μια βιολογική ποσότητα η οποία μπορεί με ακρίβεια να μετρηθεί και
αυτή  μπορεί  να  είναι  “είτε  ένα  αντιοξειδωτικό  μόριο  (γλουταθειόνη,  καταλάση)  του  οποίου  η
συγκέντρωση, η δραστικότητα και/ή η δομή μπορούν να τροποποιηθούν αν αλληλεπιδράσουν με
κάποια δραστική μορφή είτε το αποτέλεσμα των δραστικών μορφών στα βιομόρια (πρωτεϊνικά
καρβονύλια, μαλονδιαλδεϋδη) είτε και οι ίδιες οι δραστικές μορφές” (Veskoukis et al., 2019).

1.8 Ξενοβιοτικά

Οι άνθρωποι σήμερα εκτίθενται καθημερινά σε διάφορες χημικές ουσίες μέσω της εισπνοής,
της  διαδερμκής  επαφής  με  αυτές,  μέσω  της  κατανάλωσης  φαγητού  και  ποτών.  Πρόκειται  για
ξενοβιοτικές  ουσίες  που  δεν  υπάρχουν  φυσιολογικά  στον  ανθρώπινο  οργανισμό  και  οι  οποίες
εντοπίζονται  στα  πλαστικά  ή  σε  άλλα  βιομηχανικά  προϊόντα,  στη  γεωργία  σαν  προϊόντα
προστασίας των φυτών όπως τα εντομοκτόνα, στην παραγωγή, στην αποθήκευση αλλά και στην
κατανάλωση τροφίμων και ποτών σαν συντηρητικά κτλ. Όσον αφορά τα εντομοκτόνα γνωρίζουμε
ότι είναι χημικές ουσίες που χρησιμοποιούνται κατά κόρον στην γεωργία και σε άλλους τομείς της
βιομηχανίας με αποτέλεσμα οι άνθρωποι να έρχονται σε επαφή μαζί τους τόσο στο εργασιακό τους
περιβάλλον όσο και μέσω κατανάλωσης φυτικών και ζωικών προϊόντων. Έχει αποδειχθεί επίσης,
ότι  τα  εντομοκτόνα  προκαλούν  υψηλά  επίπεδα  τοξικότητας  και  κρίνονται  επικίνδυνα  για  τη
δημόσια υγεία. Αυτό που μοιάζει ενδιαφέρον όμως, είναι το γεγονός ότι πρόσφατα έγιναν μελέτες
που  αναφέρονται  στη  βιοσυσσώρευση  τους  τόσο  στους  ζωικούς  όσο  και  στους  ιστούς  του
ανθρώπινου σώματος (Tsatsakis et al., 2017). Η βιοσυσσώρευσή τους τα συσχετίζει με σοβαρές
παθολογικές καταστάσεις καθώς μοιάζουν να καταστρέφουν τη νεφρική  (Georgiadis et al.,2018a)
και την καρδιακή (Georgiadis et al., 2018b) λειτουργία, να εμπλέκονται στον καρκίνο (Gangemi et
al.,  2016),  στην  αμυοτροφική  σκλήρυνση  (Vinceti  et  al.,  2017;  Dardiotis  et  al.,  2018)  και
γενικότερα σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες  (Baltazar et al., 2014). Επιπλέον έχουν χαρακτηριστεί
και ως ενδογενείς διαταράκτες διότι μπορούν να  συσχετιστούν με την εκδήλωση παχυσαρκίας
(Petrakis  et  al.,  2017) και  ουρογεννητικών ανωμαλιών (Michalakis  et  al.,  2014;  Kalliora et  al.,
2018) τα οποία φαίνονται να επηρεάζουν την ανδρική γονιμότητα  (Mehrpour et al., 2014) και τη
φυσιολογική  εμβρυακή  ανάπτυξη  (Koutroulakis  et  al.,  2014).  Το  2016  η  ΕΕ  ξεκίνησε  ένα
συντονισμένο πρόγραμμα ελέγχου στο οποίο πάρθηκαν και αναλύθηκαν 165 εντομοκτόνα εκ των
οποίων τα 157 βρέθηκαν σε τροφές φυτικής προέλευσης και τα υπόλοιπα 22 σε τροφές ζωικής
προέλευσης (EFSA, 2018). Πέρα από τα εντομοκτόνα, όμως, τις τελευταίες δεκαετίες ολοένα και
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αυξάνονται οι προστιθέμενες ουσίες στις  τροφές είτε πρόκειται για γλυκαντικές ουσίες είτε για
σταθεροποιητές είτε για αρωματικές ουσίες ή για συντηρητικά που βοηθούν την αποθήκευση και
τη  μεταφορά  των  τροφίμων,  γεγονός  που  επιτείνει  την  ανάγκη  για  περαιτέρω  μελέτες  της
τοξικότητας τους μιας και οι άνθρωποι εκτίθενται σε αυτές στο νερό που πίνουν, στη τροφή τους
αλλά και μέσω άμεσης επαφής (Martyn et al., 2016; Zhang et al., 2016). Στο πλαίσιο αυτό η ΕΕ
προκειμένου να θέσει τα όρια πάνω από τα οποία μια χημική ουσία μπορεί να θεωρηθεί τοξική
θέσπισε τους όρους  ADI (acceptable daily intake) και TDI (tolerable daily intake). H μεν ADI είναι
η ασφαλής δόση της ουσίας που μπορεί να λαμβάνεται καθημερινά χωρίς να προκαλέσει κάποιο
πρόβλημα  στον  οργανισμό,  η  δε  TDI αποτελεί  την  ανεκτή  δόση  της  ουσίας  που  μπορεί  να
παρέχεται καθημερινά και είναι στο όριο πρόκλησης τοξικότητας στον άνθρωπο. Με τους όρους
αυτούς, ωστόσο,  καλύπτονται τα όρια τοξικότητας που αφορούν μόνο μια ουσία μεμονωμένα και
όχι  την  τοξικότητα  της  ουσίας  αυτής  σαν  μέρος  ενός  μίγματος.  Το  γεγονός  αυτό  μπορεί  να
επηρεάσει αρκετά, καθώς αν το άτομο καθημερινά έρχεται σε επαφή με ένα μείγμα και όχι με την
ουσία  μεμονωμένα  τότε  δεν  μπορεί  να  καθοριστεί  η  τοξικότητά  της  (Tsatsakis  et  al.,  2019a;
Goumenou and Tsatsakis,  2019).  Σύμφωνα με  μελέτες,  ένα  ξενοβιοτικό  αν  χορηγηθεί  σε  πολύ
χαμηλές δόσεις μπορεί να μην προκαλέσει κάποιο τοξικό αποτέλεσμα. Αν όμως χορηγηθεί στις
ίδιες δόσεις σαν μέρος ενός μείγματος, τότε το αποτέλεσμα αυτό μπορεί και να μην ισχύει (Kostoff
et al., 2018). Τέλος, πέρα από τη δόση κρίσιμο ρόλο στην έκφραση τοξικότητας αποτελεί και ο
χρόνος  έκθεσης  στην  συγκεκριμένη  ουσία  (Tsatsakis  et  al.,  2019a;  Dekant  and  Colnot.,  2013;
Fountoucidou et al., 2019).

1.9 Eνδοκρινείς διαταράκτες

Πρόκειται  για  ουσίες  εξωγενούς  προέλευσης  οι  οποίες  μπορεί  να  έχουν   δυσμενείς
επιπτώσεις στο ενδοκρινικό σύστημα αν βρίσκονται σε συγκεκριμένες δόσεις. Ο όρος ενδοκρινής
διαταράκτης  (endocrine disruptor,  EDC)  αναφέρεται  σε  κάθε  παράγοντα  που  παρεμποδίζει  τη
σύνθεση, την έκκριση και τη μεταφορά ορμονών ή έχει άλλες δυσμενείς επιπτώσεις στην υγεία
ενός οργανισμού και/ή των απογόνων του. Η έκθεση στους ενδοκρινείς  διαταράκτες μπορεί να
συμβεί μέσω του πλακούντα, του μητρικού γάλακτος, της αναπνοής, της κατάποσης ή και μέσω
διαδερμικής επαφής και μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα την τροποποίηση του μεταβολισμού και της
ισορροπίας στερεοειδών ορμονών αλλάζοντας την διαδικασία σύνθεσής τους ή και διάσπασής τους.
Ανάμεσα σε αυτές τις ορμόνες συμπεριλαμβάνονται η  FSH, η  LH, η τεστοστερόνη ή άλλες που
επηρεάζουν τη φυσιολογία των γαμετών, τη γονιμότητα, το αποτέλεσμα της κύησης κτλ. Οι EDCs
μιμούνται (εν μέρει ή ολικώς) τις φυσικά απαντώμενες ορμόνες στο σώμα, όπως τα οιστρογόνα, τα
ανδρογόνα  και  τις  ορμόνες  του  θυρεοειδούς,  προκαλώντας  δυνητικά  υπερδιέγερση.  Επίσης,  οι
EDCs  λειτουργούν  ως  ανταγωνιστές  των  ορμονών,  καθότι   δεσμεύονται  στους  υποδοχείς  των
ενδογενών ορμονών εντός του κυττάρου. Έτσι, η φυσιολογική ενδογενής ορμόνη δεν μπορεί να
δεσμευτεί στους υποδοχείς της και δεν επιτελείται η σηματοδότηση (Εικόνα 9). Σήμερα γνωρίζουμε
ότι  βιομηχανικά  προϊόντα,  εντομοκτόνα,  πλαστικοποιητές,  πλαστικά  προϊόντα  καθημερινής
χρήσης,  φυτοοιστρογόνα,  βαρέα  μέταλλα  κ.ά.  μπορούν  να  παίξουν  το  ρόλο  των  διαταρακτών
(Tsatsakis et al., 2017).

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε ένα μείγμα 7 ενδοκρινικών διαταρακτών. Το μείγμα
αποτελούνταν από 1 ζιζανιοκτόνο, 4 συντηρητικά τροφίμων ή  προϊόντα του καθημερινού  τρόπου
ζωής,  καθώς  και  από 2  συνθετικά  συστατικά.  Ειδικότερα,  στην  πρώτη  κατηγορία  υπάγεται  το
χημικό  γλυφοσάτη  (glyphosate).  Στη  δεύτερη  κατηγορία  περιλαμβάνονται  τα  χημικά  μεθυλ
παραβένιο (methylparaben, MePB), βουτυλ-παραβένιο (butylparaben, BuPB), προπυλ-παραβένιο
(propylparaben, PrPB) και  τρικλοζάνη (triclosan, TCS). Τέλος, στην τρίτη κατηγορία ανήκουν το
συνθετικά συστατικά διφαινόλη Α (bisphenol  A, BPA) και φθαλικός δι-(2-αιθυλοεξυλο) εστέρας
(di-2 ethylhexylphthalate, DEHP). Επίσης, αξιολογήθηκε η  επίδραση του εντομοκτόνου roundup,
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καθώς και του ενεργού συστατικού του, γλυφοσάτη. 

Εικόνα 9: Φυσιολογική ενδοκρινική σηματοδότηση και μηχανισμοί δράσης ενδοκρινικών διαταρακτών

1.9.1 Διφαινόλη Α (ΒΡΑ)

Η διφαινόλη Α (4,4'-διϋδροξυ-2,2-διφαινυλοπροπάνιο) είναι μια οργανική συνθετική ένωση
της ομάδας των φαινολών, η οποία παράγεται με την αντίδραση φαινόλης με ακετόνη, παρουσία
μίας ισχυρά όξινης ιοντοανταλλακτικής ρητίνης ως καταλύτη (Mikołajewska et  al., 2015). Είναι
πρόδρομος πολλών χημικών που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία και χρησιμοποιείται ευρύτατα
στη  παραγωγή  διάφορων  προϊόντων  όπως  πολυανθρακικά  πλαστικά,  θερμικό  χαρτί  κτλ
(Vandenberg et al., 2007). Το ΒΡΑ είναι δομικά όμοιο με την διέθυλστυλβεστρόλη (DES) και έχει
οιστρογονικό  χαρακτήρα,  ωστόσο  μοιάζει  να  είναι  πιο  αδύναμο  από  αυτά  (Fang  et  al.,  2000;
Rochester, 2013). Ο αδύναμος οιστρογονικός χαρακτήρας του ΒΡΑ μπορεί να μεταβολιστεί σε ΒΡΑ
γλυκουρονίδιο  (BPAG)  ή  ΒΡΑ θειϊκό  άλας  (BPAS)  και  να  απομακρυνθεί  μέσω  της  ούρησης
(Domoradzki  et  al.,  2004;  Volkel  et  al.,  2002).  Το  ελεύθερο  ΒΡΑ κυκλοποιείται  στο  σώμα
(Vandenberg et al., 2012a, Vandenberg et al., 2013) και ακόμα και σε χαμηλές δόσεις μπορεί να
λειτουργήσει σαν ενδοκρινής διαταράκτης. Το ΒΡΑ προσδένεται και ενεργοποιεί οιστρογονικούς
υποδοχείς  α  και  β  (Marino  et  al.,  2012,  Welshons  et  al.,  2006,  Wetherill  et  al.,  2007).  Όταν
προσδεθεί στους υποδοχείς αυτούς αλλάζει τον υποκυτταρικό εντοπισμό τους και τροποποιεί τις
μεταγραφικές  τους  δραστηριότητες  παρότι  έχει  μικρότερη  συγγένεια  για  αυτούς  από  την
οιστραδιόλη ή από άλλα οιστρογόνα που δεν παράγονται στον οργανισμό (Acconcia et al., 2015,
Ascenzi et al., 2006, Bolli et al., 2010, Bolli et al., 2008, Marino et al., 2012, Singleton et al., 2006,
Wetherill et al., 2007).

Ενώ η πλειοψηφία του ΒΡΑ μετατρέπεται σε λιγότερο τοξικές μορφές BPAG & BPAS, το
εναπομείναν κομμάτι του ενεργοποιεί  την παραγωγή ROS τόσο από ενζυμικές όσο και από μη
ενζυμικές  αντιδράσεις  σχηματισμού ρίζας  φαινοξυλίου (Atkinson and Roy,  1995a,  Babu et  al.,
2013, Sakuma et al.,  2010, Yoshida et al.,  2001). Οι ROS που παράγονται από τις μεταβολικές
διεργασίες του ΒΡΑ μπορεί να υπερβαίνουν την αντιοξειδωτική ικανότητα του κυττάρου και έτσι
να διαταράσσεται η οξειδοαναγωγική ομοιόστασή του ή να αυξάνονται οι δραστικές μορφές που
παράγονται  από  την  αλυσίδα  ηλεκτρονίων  των  μιτοχονδρίων,  από  τις  NADPH  οξειδάσες,  τις
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οξειδάσες της ξανθίνης ή από το κυτόχρωμα Ρ450 (Valko et al., 2007). Μόρια-εξουδετερωτές των
ελευθέρων ριζών όπως η GSH, το ασκορβικό οξύ, οι θειορεδουξίνες και η α-τοκοφερόλη ή ένζυμα
όπως η δισμουτάση του σουπεροξειδίου, η καταλάση, η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης παίζουν
σημαντικό ρόλο στις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις εντός του κυττάρου. Οι συγκεντρώσεις των
μορίων  και  τα  επίπεδα  έκφρασης  των  παραπάνω  ενζύμων  καθορίζουν  την  αντιοξειδωτική
ικανότητα του κυττάρου. Μελέτες έδειξαν ότι η έκθεση σε υψηλές συγκεντρώσεις ΒΡΑ οδηγούν σε
ελαφρά μείωση της γλουταθειόνης και παρατηρούμενη αύξηση των ROS. 

Μελέτες  στις  οποίες χορηγήθηκαν διαφορετικές  δόσεις  ΒΡΑ  (0,1,  1,  10,  50 mg  /   kg
/ημέρα) έδειξαν ότι ανεξαρτήτου δόσης το ΒΡΑ μείωσε σημαντικά τη συνολική αντιοξειδωτική
ικανότητα διαφόρων ιστών και  οργάνων των ζώων συμπεριλαμβανομένου του παγκρέατος,  του
ήπατος  και των όρχεων  (Hassan et al., 2012, Kalb et al., 2016, Moghaddam et al., 2015) ενώ
μείωσε και την δραστικότητα ενζύμων όπως η SOD, η CAT και η GΡx  στον εγκέφαλο, στο ήπαρ,
στους νεφρούς, στο πάγκρεας, στους όρχεις και στα σπερματικά κύτταρα  (Aydogan et al., 2008,
Bindhumol et al., 2003, Chitra et al., 2003, Hassan et al., 2012, Jain et al., 2011, Kabuto et al., 2004,
Kabuto et al., 2003, Kalb et al., 2016, Moghaddam et al., 2015, Moon et al., 2012, Tiwari et al.,
2012, Wu et al., 2013). Επιπλέον, τα επίπεδα των  TBARS έδειξαν να αυξάνονται στο ήπαρ και
στους όρχεις μετά την έκθεση σε ΒΡΑ (Bindhumol et al., 2003, Kabuto et al., 2003, Kalb et al.,
2016, Wu et al., 2013). Η παρατηρούμενη μείωση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των κυττάρων
μπορεί να συσχετιστεί με την παραγωγή ROS που πυροδοτείται από το ΒΡΑ και οι οποίες οδηγούν
σε καταστροφή κυτταρικά μακρομόρια, προκαλούν λύση των αλυσίδων και έλλειψη βάσεων στο
DNA γεγονότα που ενισχύονται περαιτέρω από την εξασθένηση του αντιοξειδωτικού μηχανισμού.
Επιπλέον, μελέτες δείχνουν πως δόσεις του ΒΡΑ σε επίπεδο mM είναι ικανές να εξαντλήσουν το
ενδοκυτταρικό ΑΤΡ εμποδίζοντας τη συνδεόμενη με NAD- & FAD- αναπνευστική και ασύζευκτη
οξειδωτική φωσφορυλίωση (Nakagawa and Tayama, 2000). Τέλος, έχει επίσης φανεί ότι  nM και
μΜ  δόσεις  του  ΒΡΑ είναι  ικανές  να  συσσωρεύονται  στα  μιτοχόνδρια  των  κυττάρων  και  να
προκαλούν μιτοχονδριακή δυσλειτουργία (Chepelev et al., 2013, Ooe et al., 2005, Pfeifer et al.,
2015).

Μελέτες που έγιναν στον άνθρωπο αναφέρουν ότι το ΒΡΑ επηρεάζει τη γονιμότητα στις
γυναίκες, προκαλεί σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών και ενδομητρίωση (Kandaraki et al., 2011;
Caserta et al.,2014; Souter et al., 2013). Κατά τη διάρκεια της δεκαετίας 2002-2012 έγιναν μελέτες
οι  οποίες  έδειξαν  ότι  άτομα  που  είχαν  υποστεί  έκθεση  σε  υψηλές  δόσεις  ΒΡΑ  (το  οποίο
εμφανιζόταν τόσο στο πλάσμα όσο και στα ούρα τους) εμφάνιζαν φτωχή ανταπόκριση ωοθηκών,
μειωμένο αριθμό ώριμων και γονιμοποιημένων ωοκυττάρων, μειωμένη πιθανότητα γονιμοποίησης
ακόμα και  υπογονιμότητα (Ehrlich  et  al.,  2012a,b;  Mok-Lin  et  al.,   2010;  Bloom et  al.,  2011;
Fujimoto et al., 2011; Ehrlich et al., 2012b; Caserta et  al.,  2013). Επιπλέον η συγκέντρωση της
φυλετικής ορμόνης προλακτίνης εμφάνιζε υψηλότερα επίπεδα σε γυναίκες που είχαν εκτεθεί στο
ΒΡΑ.  Πέραν  όμως  των  ίδιων  των  γυναικών  που  δείχνουν  να  επηρεάζονται  αισθητά,  το  ΒΡΑ
επηρεάζει και το βάρος του εμβρύου, οδηγεί σε πρόωρο τοκετό ή ακόμα και σε αποβολή (Sugiura
Ogasawara  et  al.,  2005;  Philippat  et  al.,  2012).  Τέλος,  επηρεάζει  και  τη  συγκέντρωση  της
τεστοστερόνης  στο πλάσμα ανδρών αλλά και  γυναικών.  Η εμφάνισή του στα  ούρα δείχνει  να
συσχετίζεται με μείωση του αριθμού των σπερματοζωαρίων, αλλαγή της μορφολογίας τους, της
κίνησης τους αλλά και καταστροφή του DNA που περιέχουν (Meeker et al., 2010).
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1.9.2 Γλυφοσάτη & Roundup

Η γλυφοσάτη (N-φωσφονομεθυλ-γλυκίνη) είναι ένα ζιζανιοκτόνο που χρησιμοποιείται για
την  καταστροφή  των  αγριοχόρτων  σε  καλλιέργειες  αραβόσιτου,  σόγιας  και  ρυζιού   (Smith  &
Oehme, 1992; Coutinho et al., 2005). Η γλυφοσάτη επεμβαίνει στο μονοπάτι shikimate (παράγει τα
αμινοξέα φαινυλαλανίνη, τυροσίνη και θρυπτοφάνη στα φυτά και στους μικροοργανισμούς αλλά
όχι  και  στα  θηλαστικά  (συμπεριλαμβανομένων  των  ανθρώπων),  και  το  μπλοκάρει,
παρεμποδίζοντας  το  ένζυμο EPSPS  (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase)  το  οποίο
καταλύει την αντίδραση του S3P και του phospoenolpyruvate σε ΕΡSP οδηγώντας σε ανεπάρκεια
πρωτεϊνών και τελικά θάνατο του φυτού (Funke et al.,2006).

Το Roundup είναι ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο προϊόν το οποίο εμπεριέχει τη γλυφοσάτη
και έχει πολλάκις χαρακτηριστεί ως εξαιρετικά επικίνδυνο για το περιβάλλον.  Το Roundup περιέχει
ένα μείγμα από 15% πολυοξυαιθυλενική αμίνη (ΡΟΕΑ) με άλλες επιφανειοδραστικές ουσίες που
δεν έχουν ακόμα χαρακτηριστεί  (Howe et al., 2004). Αποτελέσματα ερευνών καταδεικνύουν πως
το glyphosate-Roundup μπορεί να επηρεάσει τον ηπατικό μεταβολισμό, να προκαλέσει σημαντικές
αιματολογικές  τροποποιήσεις  και  οξειδωτική  καταστροφή  στον  ηπατικό  ιστό  αφού  οδηγεί  σε
σημαντική αύξηση των επιπέδων των ενζύμων (ALT,  AST, γ-GT) τόσο σε αρσενικούς όσο και σε
θηλυκούς αρουραίους.

Ωστόσο  είναι  αρκετά  δύσκολο  να  διαχωριστούν  οι  μηχανισμοί  τοξικότητας  των
σκευασμάτων που εμπεριέχουν γλυφοσάτη καθώς η μόλυνση δεν προκαλείται από την ίδια την
ενεργή ουσία αλλά από τις διάφορες ουσίες του μείγματός του εκάστοτε ζιζανιοκτόνου. Άλλωστε το
ΡΟΕΑ προκαλεί μεγαλύτερη τοξικότητα όχι μόνο από την γλυφοσάτη αλλά ακόμα και από το ίδιο
το σύμπλοκο ουσιών π.χ roundup.

To glyphosate-roundup έχει την ικανότητα να προκαλέσει οξειδωτικό στρες ακόμα και σε
χαμηλές δόσεις (50 mg/kg) αφού οδηγεί τόσο σε λιπιδική υπεροξείδωση, σε μειωμένα επίπεδα μη
πρωτεϊνικών  θιολών  του  ηπατικού  ιστού  και  παραγωγή  ROS μια  διαδικασία  που  μάλλον
συσχετίζεται με την υψηλή δραστηριότητα των κασπασών 3 & 7 υπεύθυνες για την κυτταρική
απόπτωση (Lioi et al., 1998; Astiz et al., 2009). Σύμφωνα με μελέτες, η λιπιδική υπεροξείδωση
μπορεί  να  συμβεί  μέσω  άμεσης  αλληλεπίδρασης  των  οργανοφωσφορικών  με  την
κυτταροπλασματική μεμβράνη (Hazarika et al.,2003, Kavitha and Rao.,2007). Ωστόσο, η χορήγηση
των αντιοξειδωτικών βιταμινών C & E (100μΜ) δείχνει να προστατεύει από τον  κυτταρικό θάνατο
και να μειώνει την λιπιδική υπεροξείδωση που προκαλεί το  glyphosate-roundup (Gehin et al.,
2006).

Έρευνες που διεξήχθηκαν πρόσφατα σε επίμυες που εγκυμονούσαν έδειξαν ότι έπειτα από
μακροχρόνια  έκθεση  στο  χημικό,  παρατηρούνταν  ανεπάρκεια  στην  ανάπτυξη  των  οστών  στο
έμβρυο  (Dallegrave.,  2003),  αλλαγές  στο  κυτταρικό  μεταβολισμό  (Marc  et  al.,2004a;  2004b),
δερματολογικές αλλοιώσεις (Amerio et al., 2004) και αυξημένα ποσοστά εμφάνισης λεμφώματος
non-Hodgkin's (De Ross et al.,  2003).  Eπιπλέον  το  χημικό  προκαλούσε  σημαντικές  ηπατικές
αλλαγές και  ρινική αιμορραγία (Benedetti  et  al.,  2004;  Neiva et  al.,  2010).  Τέλος  βρέθηκε και
μειωμένη  δραστηριότητα  του  κυτοχρώματος  Ρ-450  και  της  ηπατικής  μονοοξυγενάσης  στους
επίμυες  έπειτα  από  χορήγηση  glyphosate-roundup®.  Μελέτες  σε  επίμυες  στους  οποίους
χορηγήθηκε  δόση  500  mg/kg  σωματικού  βάρους  έδειξαν  σοβαρές  αιματολογικές  αλλαγές,
πρόκληση ανεμίας και μείωση του αριθμού των ερυθροκυττάρων γεγονός το οποίο μπορεί άμεσα
να συσχετιστεί με την ύπαρξη ΡΟΕΑ στο χημικό .

Επιπρόσθετα  άλλες  μελέτες  που  διεξήχθηκαν  σε  υδρόβιους  οργανισμούς  αυτή  τη  φορά
επιβεβαίωσαν την υπόθεση ότι οι τοξικές επιδράσεις της γλυφοσάτης σχετίζονται με την παραγωγή
ROS.  Το  ζιζανιοκτόνο  βρέθηκε  ότι  προκαλεί  αυξημένη  δραστηριότητα  των  αντιοξειδωτικών
ενζύμων  GPx,  GR,  SOD,  CAT και  GST με  ταυτόχρονη  μείωση  των  επιπέδων  της  GSH  και
αυξημένη λιπιδική υπεροξείδωση (Contardo-Jara et al., 2009; Lushchak et al., 2009; Guilherme et
al., 2010; Puértolas et al., 2010; Ortiz-Ordoñez et al., 2011).
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Από την  άλλη  μεριά  όσον  αφορά  τον  άνθρωπο,  η  οξεία  και  η  χρόνια  τοξικότητα  που
προκαλείται από χημικά που περιέχουν γλυφοσάτη δείχνει να είναι δοσοεξαρτώμενη. Έπειτα από
έκθεση του δέρματος σε αυτά έχουν γίνει αναφορές για πρόκληση ερεθισμών και δερματίτιδα ενώ
σπανιότερα  και  για  εγκαύματα.  Επιπλέον,  αν  το  χημικό  εισέλθει  στον  οργανισμό  έπειτα  από
ψεκασμό ή εισπνοή φαίνεται να προκαλεί τόσο ρινική δυσφορία, ανεπιθύμητη γεύση στο στόμα,
τσούξιμο και ενόχληση ακόμα και στον λάρυγγα. Ωστόσο, θάνατος από τέτοιου είδους σκευάσματα
που εμπεριέχουν γλυφοσάτη έχουν αναφερθεί μονάχα σε περιπτώσεις οικειοθελούς υπερέκθεσης
στο χημικό. Περιπτώσεις αναφέρουν ότι κατάποση 85-200 ml roundup έχουν οδηγησει στο θάνατο
τον άνθρωπο μέσα σε λίγες ώρες ενώ άλλες αναφέρουν ότι ακόμα και ποσότητες μεγαλύτερες των
500 ml μπορούν να προκαλέσουνμέτρια ή ακόμα και ήπια συμπτώματα (Bradberry SM.,2004).

1.9.3 Παραβένια

Τα παραβένια αποτελούν μια κατηγορία ευρέως χρησιμοποιούμενων συντηρητικών τόσο σε
καλλυντικά όσο και σε φαρμακευτικά προϊόντα από το 1930. Χημικά ανήκουν σε μια κατηγορία
αλκυλεστέρων  του  p-υδροξυβενζοϊκού  οξεός  (γνωστού  και  ως  4-υδροξυβενζοϊκό  οξύ).  Τα
παραβένια είναι παρόντα και στη φύση (π.χ σε blueberries, cloundberry, yellow passion fruit) αλλά
σε πολύ μικρές ποσότητες (Cashman A L et al.,2005). Όσον αφορά τα μέθυλ και πρόπυλ parabens
γνωρίζουμε  ότι  συχνά  χρησιμοποιούνται  μαζί  λόγω  της  συνέργιας  που  εμφανίζουν  (Pozzo  &
Pastori, 1996; Eriksson et al., 2008; Νunez et al., 2008)

Tα παραβένια είναι δραστικά εναντίον μιας πληθώρας μικροοργανισμών. Παρ'όλα αυτά η
αντιβακτηριακή τους δράση δεν έχει  ακόμα κατανοηθεί  πλήρως. Πιστεύεται ωστόσο ότι δρουν
κυρίως  εμποδίζοντας  μεμβρανικές  διαδικασίες  μεταφοράς  και  πυροδοτώντας  μια  “διαρροή”
ενδοκυτταρικών συστατικών (Freese E et a.,1973) ή παρεμποδίζοντας τη σύνθεση του DNA & του
RNA (Nes I F and T Eklund.,  1983)  ή  κάποιων  ενζύμων “κλειδιά”,  όπως  οι  ΑΤΡάσες  και  οι
φωσφοτρανσφεράσες, σε κάποια βακτηριακά είδη. 

Επιπλέον  η  εξαιρετικά  υψηλή  λιπιδιακή  τους  διαλυτότητα  διαταράσσει  τη  λιπιδιακή
διπλοστοιβάδα της μεμβράνης των κυττάρων με αποτέλεσμα τα παραβένια να επεμβαίνουν στις
βακτηριακές  διαδικασίες  μεταφοράς  συστατικών  και  πιθανόν  στη  διαρροή  ενδοκυτταρικών
συστατικών (Valkova N.,2001). Τα παραβένια πιστεύεται ότι πρώτα απορροφώνται από το έντερο,
έπειτα ακολουθεί υδρόλυση σε πάρα-ύδροξυβενζοϊκό οξύ (ΡΗΒΑ) στο ήπαρ και τέλος εκκρίνονται
στα ούρα (Dabre P.,2004 ,Shaw J.,2009). Άξιο να αναφερθεί ότι το  propylparaben έχει βρεθεί να
είναι πιο δραστικό και οιστρογονικό σε πολλά είδη βακτηρίων σε σχέση με τα υπόλοιπα (Daughton
CG.,1999).  Πολλές μελέτες αναφέρουν πως υπάρχει συσχέτιση του μεγέθους της αλυσίδας των
αλκυλίων των παραβενίων και της τοξικότητάς τους. Όσο η αλυσίδα μεγαλώνει τόσο η τοξικότητα
αυξάνεται, κάτι που θα μπορούσε να εξηγηθεί από το γεγονός πως χημικά με υψηλή λιποφιλικότητα
έχουν μεγαλύτερη δυναμική να διαπεράσουν τις κυτταρικές μεμβράνες, οδηγώντας σε υψηλότερη
τοξικότητα (Gao et al., 2016).

Μελέτες σε είδη ζώων πρότειναν ότι ένας πιθανός μηχανισμός της τοξικής  δράσης των
παραβενίων σε ασπόνδυλα και ψάρια θα μπορούσε να είναι η νάρκωση (μη ειδική διαταραχή της
μεμβρανικής ακεραιότητας και υποκυτταρική δράση του χημικού) (Escher and Hermens, 2002). Η
νάρκωση μπορεί να οδηγήσει σε απώλεια της κινητικότητας των οργανισμών ή ακόμα και θάνατο
του  ζώου.  Επιπλέον  τα  παραβένια  έχουν  μεγάλη  πιθανότητα  να  προκαλέσουν  οιστρογονικές
αποκρίσεις και οξειδωτικό στρες σε υδρόβιους οργανισμούς σε συγκεντρώσεις χαμηλότερες αυτών
που ως γνωστόν προκαλούν οξεία τοξικότητα (Brausch and Rand, 2011; Comeche et al.,  2017;
Yamamoto  et  al.,  2011).  Έρευνες  στη  Nile tipalia έδειξαν  πως  τα  παραβένια  προκάλεσαν
μετατροπές στην ενζυμική και μη ενζυμική αντιοξειδωτική δραστηριότητα στα βράγχια και στο
ήπαρ του ζώου ώστε να εξισορροπήσει με κάποιο τρόπο η παραγωγή  ROS που προκλήθηκε σε
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αυτά. Επίσης υπήρξε αύξηση στα επίπεδα των ενζύμων SOD, GPx, GR & GSH-t ως μηχανισμός
προστασίας του ζώου, ενώ δεν φάνηκε κανένα ίχνος λιπιδικής υπεροξείδωσης στους ιστούς που
αναλύθηκαν.

Εξαιτίας  της  χαμηλής  τους  τοξικότητας  αλλά  και  της  αντιμικροβιακής  τους  δράσης  τα
παραβένια  χρησιμοποιούνταν  στο  φαγητό  για  πάνω  από  60  χρόνια.  Τα  παραβένια  αυτά
μεταβολίζονται  ολοκληρωτικά  καθώς  ένζυμα  του  πεπτικού  σωλήνα τα  διασπούν  σε  μικρότερα
μόρια τα οποία αποβάλλονται με τα ούρα (Lakeram M.,2007). Από την άλλη τα παραβένια που
περιέχονται  σε  προϊόντα  προσωπικής  φροντίδας  απορροφώνται  από  το  δέρμα  και  μιας  και  τα
ένζυμα  του  δέρματος  δεν  μπορούν  να  τα  επεξεργαστούν  ολοκληρωτικά  ,  κάποια  τείνουν  να
παραμένουν στους ιστούς (Dabre P.,2004 ,Ishiwatari  S.,2007).  Eίναι  γνωστό ότι  οι  γυναίκες  οι
οποίες χρησιμοποιούν τέτοια προϊόντα σε πολύ μεγαλύτερο ποσοστό από τους άντρες εμφανίζουν 4
φορές  μεγαλύτερα  επίπεδα  παραβενίων  στα  ούρα  τους.  Πρόσφατες  μελέτες  αναφέρουν  ότι  η
τοξικότητα των παραβενίων μπορεί να συνδέεται με μιτοχονδριακή ανεπάρκεια ,που μπορεί  να
προκληθεί λόγω αλλαγής της μεμβρανικής διαπερατότητας και να συνοδεύεται από αποπόλωση
των μιτοχονδρίων και μείωση του κυτταρικού ΑΤΡ. Τέλος, έχει βρεθεί ότι έπειτα από δερματική
έκθεση σε αυτά μπορεί να προκληθεί τοπική δερματίτιδα σε κάποιους ανθρώπους ή ακόμα και
διαταραχή του ενδοκρινικού συστήματος.

1.9.3.α Μεθυλ-παραβένιο (MePB)

To μέθυλ-παραβένιο  είναι  ένας  μεθυλεστέρας  του  p-υδροξυβενζοϊκού  οξέος  που
χρησιμοποιείται  ευρύτατα ως συντηρητικό σε  καλλυντικά,  τρόφιμα και  φάρμακα (Soni  et   al.,
2002).  Γνωρίζεται  ότι  είναι  το  λιγότερο  δραστικό  από  όλα  τα  υπόλοιπα  παραβένια  αφού  η
αντιμικροβιακή δράση αυξάνεται με την αύξηση του μήκους της αλυσίδας. Παρ'όλα αυτά η δράση
του μπορεί να βελτιωθεί σημαντικά αν συνδυαστεί με άλλα παραβένια. Όπως και τα υπόλοιπα έτσι
και αυτό έχει ασθενή οιστρογονική δράση η οποία in vivo μειώνεται κατά τρεις τάξεις μεγέθους σε
σχέση με την in vitro δράση (Monneret, 2017).

Το  ΜΡ  απορροφάται  γρήγορα  και  ολοκληρωτικά  από  τον  γαστρεντερικό  σωλήνα.
Υδρολύεται  σε  p-ύδροξυβενζοϊκό  οξύ  από  τις  εστεράσες  και  έπειτα  συζευγνύεται  με  p-
hydroxyhippuric οξύ,  αιθέρα και άλλα αιθερικά γλυκουρονίδια και αιθερικά θειϊκά άλατα (Soni
MG.,2002).  Στα  δερματικά  κύτταρα  μπορεί  να  προκαλέσει  οξειδωτικό  στρες  έπειτα  από  τη
μετατροπή του σε συζεύγματα γλουταθειόνης-υδροκινόνης  (Nishizawa C.,  2006)  Επιπλέον έχει
δειχθεί  πως  η  λιπιδική  υπεροξείδωση  αυξάνεται  σημαντικά  σε  ανθρώπινα  δερματικά
κερατινοκύτταρα τα οποία έχουν εκτεθεί σε ΜΡ μόνο έπειτα από έκθεση σε ακτινοβολία  UVB
(Handa O., 2006).

Η ερευνητική ομάδα των (Popa et al., 2011)  μελέτησε την επίδραση της διφαινόλης Α (50
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mg/kg) και του MePB (250  mg/kg), ξεχωριστά και σε συνδυασμό,  στην πρόκληση οξειδωτικού
στρες  σε  θηλυκούς  επίμυες  της  φυλής  Wistar  για  10  ημέρες  και  διαπίστωσε  την  επαγωγή
οξειδωτικού  στρες  λόγω  της  αυξημένης   λιπιδικής  υπεροξείδωσης  σε  όλες  τις  περιπτώσεις.
Επιπλέον, η έκθεση αρσενικών ψαριών του είδους Oreochromis niloticus (Nile tilapia) σε MePB (4
mg/L), για 6 και 12 ημέρες, προκάλεσε αύξηση της δράσης της CAT και μείωση της ολικής GSH
στο ήπαρ στις 6 ημέρες, ενώ στις 12 ημέρες προκάλεσε αύξηση της δράσης της  SOD, της GR και
της ολικής  GSH. Από την άλλη, προκάλεσε αύξηση της δράσης της GPx  στα βράγχια στις 6
ημέρες (Silva et al., 2018).

1.9.3.β Προπυλ-παραβένιο (ProPB)

Το πρόπυλ-παραβένιο είναι ένας εστέρας του p υδροξυβενζοϊκού  οξέος, ο οποίος παράγεται
από την εστεροποίηση του p-υδροξυβενζοϊκού οξέος με τη n-προπανόλη, με τη χρήση ενός όξινου
καταλύτη, όπως το θειϊκό οξύ και περίσσεια προπανόλης  (Soni et  al., 2001). Χρησιμοποιείται και
αυτό  ως  αντιμικροβιακό  συντηρητικό  σε  καλλυντικά,  προϊόντα  διατροφής  και  φαρμακευτικά
σκευάσματα.

Παρά το γεγονός, ότι το PrPB θεωρείται πρακτικά ένα μη τοξικο συστατικό, ένας διαρκώς
αυξανόμενος αριθμός μελετών υποδεικνύει την εμφάνιση πιθανών ανεπιθύμητων δράσεων από την
χρόνια έκθεση σε αυτό. Έπειτα από έρευνες που διεξήχθηκαν σε ηπατοκύτταρα επιμύων βρέθηκε
πως  το  ΡΒ  προκαλούσε  σε  αυτά  μια  τόσο  βάσει  συγκέντρωσης  (0,5-2,0  mM)  όσο  και
χρονοεξαρτώμενη  θανάτωση  των  κυττάρων.  Χορήγηση  με  1  mM ΡΒ  προκάλεσε  μείωση  του
επιπέδου του ΑΤΡ και του συνολικού περιεχομένου νουκλεοτιδίων αδενίνης μετά από 1-1,5 ώρα
επώασης, ενώ μετά από 1,5 ώρα διαπιστώθηκε και μια σημαντική θανάτωση κυττάρων επίσης. Σε
ένα δεύτερο χρόνο τα ίδια κύτταρα επωάστηκαν τόσο με ΡΒ όσο και με διαζινόνη (έναν αναστολέα
εστερασών)  γεγονός  που  επιτάχυνε  τόσο  τη  θανάτωση  των  κυττάρων  όσο  και  τη  μέιωση  του
κυτταρικού  ΑΤΡ  και  της  ολικής  αδενίνης.  Η  αιφνίδια  εξάντληση  του  ΑΤΡ  οδήγησε  σε  μια
ταύτοχρονη και παροδική αύξηση των επιπέδων του  ADP & AMP στη πρώτη 1 ώρα ,ενώ με τη
πάροδο του χρόνου η συγκέντρωση τους μειωνόταν σταθερά. Τέλος, άξιο να αναφερθεί είναι και το
γεγονός ότι και τα επίπεδα της γλουταθειόνης δεν έμειναν ανεπηρέαστα αφού να μειώθηκαν ήδη
από τη πρώτη 0,5 ώρα (Nakawaga Y.,1998).
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1.9.3.γ Βουτυλ-παραβένιο

Το βούτυλ-παραβένιο, είναι επίσης ένας εστέρας του  p-υδροξυβενζοϊκού οξέος, ο οποίος
χρησιμοποιείται  ευρέως  ως  αντιμικροβιακό  συντηρητικό  σε  καλλυντικά  και  φαρμακευτικά
σκευάσματα, είτε μόνος του είτε σε συνδυασμό με άλλους εστέρες παραβενίων ή αντιμικροβιακούς
παράγοντες.

Έπειτα από μία  in vitro μελέτη, οι  επιστήμονες κατέληξαν στο συμπέρασμα πως το ΒΡ
προκαλεί  μείωση  του  ΑΤΡ,  της  δεξαμενής  αδενίνης  του  κυττάρου  και  μειωμένα  επίπεδα
γλουταθειόνης. Επιπλέον, έπειτα από στοματική χορήγηση ΒΡ για 30 μέρες φάνηκε μια σημαντική
αύξηση των επιπέδων της μηλονικής διαλδεΰδης (του τελικού προϊόντος της υπεροξείδωσης των
πολυακόρεστων λιπαρών οξέων) είτε λόγω ενσωμάτωσης του ημίσεως της ποσότητας του ΒΡ στη
μεμβράνη των κυττάρων είτε λόγω καταστολής του αντιοξειδωτικού συστήματος του κυττάρου
μιας και το BP έχει φανεί πως οδηγεί σε αλλαγή της οξειδοαναγωγικής ικανότητας του κυττάρου να
προκαλεί λιπιδική υπεροξείδωση οδηγώντας τελικά σε ηπατικό οξειδωτικό στρες. Άλλες έρευνες
αναφέρουν ότι η χορήγηση του ΒΡ μειώνει αισθητά τα επίπεδα της  GSH και της θειοακεταμίδης
πιθανόν λόγω υπέρμετρης παραγωγής ελευθέρων ριζών. Πιθανολογείται, επίσης, ότι οι μειωμένες
ενεργότητες των αντιοξειδωτικών ενζύμων προήλθαν λόγω του ότι το ΒΡ προκαλεί οξείδωση των
πρωτεϊνών. Επιπλέον η αλληλεπίδραση των προϊόντων της λιπιδικής υπεροξείδωσης με ενζυμικά
μόρια  οδηγεί  σε  αλλαγή  των  καταλοίπων  ιστιδίνης  και  σε  παραγωγή  προϊόντων  πρωτεΐνης-
πρωτεΐνης (Kwon H.Y.,2000).

1.9.4 Τρικλοζάνη (Triclosan)

H τρικλοζάνη είναι  ένας διφαινυλικός  αιθέρας με ευρύ φάσμα αντιμικροβιακής δράσης,
γεγονός  που  μπορεί  να  αποδοθεί  στην  ικανότητά  του  να  διαπερνά  το  βακτηριακό  κυτταρικό
τοίχωμα και να στοχεύει πολλαπλές θέσεις του κυτταροπλάσματος και της μεμβράνης (Russell et
al.,2004).  Για  τον  λόγο  αυτό  χρησιμοποιείται  σε  προϊόντα  προσωπικής  φροντίδας  όπως
οδοντόκρεμες, στοματικά διαλύματα, αποσμητικά, σαπούνια, κρέμες αλλά μπορεί να βρεθεί ακόμα
και σε υφάσματα, υγρά πιάτων, παιχνίδια κ.ά. (Bhargava & Leonard., 1996). Πρόσφατες μελέτες
αναφέρουν  ότι  η  τρικλοζάνη  αλλάζει  τα  επίπεδα  θυροξίνης  στον  ορό  και  μειώνει  τα  επίπεδα
τεστοστερόνης  αλλά  και  την  δραστηριότητα  συγκεκριμένων  στερεοειδών  ενζύμων.  Επίσης,
αναστέλλει τη σύνθεση των βακτηριακών λιπαρών  οξέων, η οποία είναι πολύ σημαντική για την
κυτταρική ανάπτυξη και λειτουργία,  στο στάδιο της ενουλ-ACP αναγωγάσης (enoyl-acyl carrier
protein reductase) (Zorrilla et al.,2009).

 Η  έκθεση μυδιών του είδους Dreissena polymorpha σε TCS (1nM, 2 nM & 3 nM), για 96
ώρες, από την ερευνητική ομάδα των (Binelli et al., 2010), οδήγησε σε αλλαγές στη δραστικότητα
των  CAT,  SOD και  GPx στην υψηλότερη δόση, αλλά και της  GST σε όλες τις δόσεις. Ακόμη, η
ερευνητική ομάδα των (Lin et al., 2010)  διαπίστωσε ότι η έκθεση σκωλήκων του είδους  Eisenia
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fetida σε  TCS (1, 10, 50, 100, 300 mg/kg εδάφους) για 3 περιόδους έκθεσης (2, 7 & 14 ημέρες)
προκάλεσε  αύξηση  της  δράσης  της  CAT (100,  300  mg/kg εδάφους)  στις  2  ημέρες,  η  οποία
μειώθηκε στις 14 ημέρες, αύξηση της δράσης της GST στις 2 ημέρες (300 mg/kg εδάφους), η οποία
μειώθηκε στις 14 ημέρες (100, 300 mg/kg εδάφους), αλλά και αύξηση των επιπέδων της MDA στις
7 (50, 100, 300 mg/kg εδάφους) και 14 ημέρες (100, 300 mg/kg εδάφους).

1.9.5 Φθαλικός δι-(2-αιθυλοεξυλο) εστέρας (DEHP)

Ο  φθαλικός δι-(2-αιθυλοεξυλο) εστέρας (DEHP) συντίθεται από φθαλικό οξύ, το οποίο
εστεροποιείται με 2-αιθυλοεξανόλη και χρησιμοποιείται, κατά κύριο λόγο, ως πλαστικοποιητής για
την παραγωγή χλωριούχου πολυβινυλίου (PVC) (Erythropel
et  al.,  2014;  Koch  et  al.,  2006).  Επίσης,  αποτελεί  κύριο  συστατικό  σε  επενδύσεις,  τάπητες,
ταπετσαρίες, περιβλήματα καλωδίων, ρουχισμό, συσκευασίες και παιχνίδια, ενώ βρίσκει εφαρμογές
και  σε  πεδία  εκτός  του  PVC,  όπως  σε  απορρυπαντικά,  βιομηχανικούς  διαλύτες,  παράγοντες
διαβροχής ή λιπαντικά έλαια. Για πολλά χρόνια η επιστημονική κοινότητα υπέθετε πως ο  DEHP
είναι  ιδιαίτερα  καρκινογόνος  για  τους  ανθρώπους.  Πρόσφατα  μέσω  διαφόρων  μελετών
αξιολογήθηκε ξανά και έγινε σαφές ότι δεν είναι ορθή η ένταξή του στην λίστα των καρκινογόνων
ουσιών. Στο πλαίσιο αυτό έγινε γνωστό ότι για δεκαετίες πιστευόταν ότι είναι ιδιαίτερα τοξικό και
επηρεάζει την αναπαραγωγή (Thomas et al.,1984) χωρίς ωστόσο να μπορούν με σιγουριά να το
εντάξουν σε αυτή την κατηγορία. Σήμερα είναι γνωστό ότι ο  DEHP βλάπτει το αναπαραγωγικό
σύστημα εξαιτίας του αντιανδρογονικού του χαρακτήρα (Gray et al.,2000) και για το λόγο αυτό
πλέον θεωρείται ένα συστατικό που μειώνει τη γονιμότητα και μπορεί να προκαλέσει τοξικότητα
και να επηρεάσει την ανάπτυξη στον άνθρωπο (EC.,2001).

O DEHP, ο οποίος ανήκει στην τάξη των πολλαπλασιαστών υπεροξειδιοσωμάτων, φαίνεται
ότι  έχει  ιδιότητες  ενδοκρινικού  διαταράκτη,  ανταγωνιζόμενος  τις  επιδράσεις  των  φυλετικών
ορμονών ή μεταβάλλοντας τις  δράσεις  των ενδογενών στεροειδών ορμονών, σε ζωικά μοντέλα
(Latini et al., 2004). Η  ερευνητική ομάδα  των (Seo et al., 2004) διαπίστωσε ότι η χορήγηση DEHP
με καθετήρα (50, 200, 1000  mg/kg) σε αρσενικούς επίμυες της φυλής  Sprague-Dawley, για 14
ημέρες, προκάλεσε δοσοεξαρτώμενη αύξηση των επιπέδων της MDA στο ήπαρ, αλλά και αύξηση
των επιπέδων του 8-OHdG στο ηπατικό DNA, στη δόση των 1000 mg/kg. Επίσης, η ενδογαστρική
χορήγηση DEHP (1000  mg/kg) με καθετήρα σε αρσενικούς επίμυες της φυλής Sprague-Dawley 3
εβδομάδων,  για  10  ημέρες,   προκάλεσε  την  επαγωγή  οξειδωτικού  στρες  στον  νεφρό,  όπως
προέκυψε από την  σημαντική μείωση στις δράσεις των GPx και SOD, των επιπέδων της GSH, της
περιεκτικότητας  σε  θειόλη,  αλλά  και  από  την  σημαντική  αύξηση  των  επιπέδων  των   TBARS
(Erkekoglu et al.,  2012).  Τέλος,  η επεξεργασία νευρικών βλαστικών κυττάρων μυός  NE-4C με
DEHP (5, 10 & 20μM), προκάλεσε την επαγωγή οξειδωτικού στρες, μέσω της σημαντικής αύξησης
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των επιπέδων της MDA (10 & 20 μM), της σημαντικής μείωσης της GSH (5, 10  & 20 μM), αλλά
και της σημαντικής μείωσης της δράσης των SOD (10  & 20 μM) και GPx (5, 10 & 20 μM) (Wu et
al., 2019).

2. ΣΚΟΠΟΣ

Αποτελεί  κοινή  γνώση πλέον  ότι  σε  κάθε  πτυχή  της  καθημερινότητάς  του  ο  άνθρωπος
εκτίθεται σε μια πληθώρα χημικών ουσιών, μεμονωμένων ή σε μορφή μειγμάτων με άγνωστες κατά
κύριο λόγο συνέπειες για την υγεία του. Προϊόντα καθημερινής φροντίδας, φάρμακα, τρόφιμα κ.ά.
εμπεριέχονται στον τεράστιο κατάλογο των πηγών έκθεσης σε χημικές ουσίες σε δόσεις που πολλές
φορές  βρίσκονται  γύρω  ή  και  κάτω  από  τα  ασφαλή  όρια.  Το  ζήτημα  αυτό  έχει  κεντρίσει  το
ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας τα τελευταία 4 χρόνια. Στο πλαίσιο αυτό είναι άξιο να
τονιστεί  ότι  η  παρουσία  2  ή  περισσότερων  χημικών  ουσιών  μπορεί  να  ασκεί  συνεργιστική,
συνδυαστική ή ανταγωνιστική δράση ενισχύοντας ή αναστέλλοντας μηχανισμούς προστασίας και
πολλές  φορές  καταλήγοντας  να  αυξάνουν  την  τοξικότητα  που  θα  ασκούσε  στην  αντίστοιχη
περίπτωση  κάθε  χημικό  μεμονωμένα.  Η  πλειονότητα  των  μελετών  της  βιβλιογραφίας  έχει
ασχοληθεί με τη μελέτη της επίδρασης των χημικών ατομικά σε υψηλές, μη ρεαλιστικές δόσεις. Οι
έρευνες αυτές ναι μεν έχουν κατορθώσει να φωτίσουν την δράση των εκάστοτε ουσιών κάτω από
συγκεκριμένες συνθήκες και δόσεις, ωστόσο δεν μπορούν να παρέχουν μια ολοκληρωμένη εικόνα
για τα ποια είναι τα όρια ασφαλούς δόσης της ουσίας αυτής και των πολλαπλών κινδύνων που
ενέχονται  αν  χορηγηθεί  σαν  συστατικό  ενός  μείγματος  ή  υπο  στρεσογόνες  περιβαλλοντικές
συνθήκες.  Ήταν  σημαντικό  λοιπόν  να  διεξαχθούν  μελέτες  οι  οποίες  θα  προσομοιώνουν  τα
πραγματικά σενάρια έκθεσης στην ουσία, σε δόσεις γύρω από την ADI (Tsatsakis et al., 2017).

Yπό το πρίσμα της αξιολόγησης του κινδύνου που ενέχει η μακροχρόνια έκθεση σε χαμηλές
δόσεις  χημικών  μειγμάτων,  από  διαφορετικές  πηγές,  για  την  ανθρώπινη  υγεία,  σκοπός  της
παρούσας  διπλωματικής  εργασίας  ήταν  η  μελέτη  της  μακροχρόνιας  επίδρασης  μείγματος
ενδοκρινικών  διαταρακτών,  του  εντομοκτόνου  roundup και  του  ενεργού  συστατικού  του
γλυφοσάτη,  στην  οξειδοαναγωγική  κατάσταση  των  ιστών  κουνελιών  χρησιμοποιώντας  μια
μπαταρία βιοδεικτών όπως είχε προταθεί (Veskoukis et al.,2019).
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Πειραματόζωα 

Για  τη  διεξαγωγή  της  παρούσας  εργασίας  χρησιμοποιήθηκαν  20  κλινικά  υγιή  κουνέλια
ηλικίας 2-3 μηνών της φυλής New Zealand. Η χρήση των κουνελιών ως οργανισμού μοντέλου είναι
ευρύτερα  διαδεδομένη,  καθότι  παρουσιάζουν  μια  σειρά  σημαντικών  πλεονεκτημάτων.  Αρχικά,
είναι  πολύ  υπάκουα  και  μη  επιθετικά  και  επομένως  καθίσταται  εύκολος  ο  χειρισμός  και  η
παρατήρησή  τους.  Επίσης,  η  εκτροφή  τους  είναι  οικονομική  σε  σύγκριση  με  το  κόστος  των
μεγαλύτερων ζώων.Ακόμα, τα κουνέλια έχουν σύντομους ζωτικούς κύκλους (κύηση, γαλουχία και 
εφηβεία),  ενώ εμπίπτουν στην κατηγορία  των μικρών ζώων και  ως  εκ  τούτου υπάγονται  στην
τοπική επιτροπή δεοντολογίας. Μάλιστα, η φυλή New Zealand προτιμάται συχνά για ερευνητικές
δραστηριότητες λόγω της μειωμένης επιθετικότητας και των λιγότερων προβλημάτων υγείας σε
σύγκριση  με  άλλες  φυλές  (Mapara et al.,  2012).  Στην  παρούσα  μελέτη  χρησιμοποιήθηκαν  10
αρσενικά κουνέλια με μέσο βάρος 2,94 kg (κυμαινόμενο από 2,5 έως 3,25  kg) και 10 θηλυκά
κουνέλια με μέσο βάρος 3,015 kg (κυμαινόμενο από 2,75 έως 3,3 kg). Η εκτροφή των κουνελιών
πραγματοποιήθηκε  σε  ειδικό  χώρο  (ζωοκομείο),  υπό ελεγχόμενες  συνθήκες  θερμοκρασίας  (23-
24oC) και σχετικής υγρασίας. Η  θανάτωση των πειραματοζώων έγινε με χορήγηση του ενέσιμου
διαλύματος  Dolethal (1  ml/kg  σωματικού βάρους).  Όλες οι  διαδικασίες ήταν σύμφωνες με την
οδηγία 2010/63/ΕΕ της Ευρωπαϊκής Επιτροπής για πειράματα σε ζώα. 

3.2 Μείγματα ξενοβιοτικών

Στην παρούσα διπλωματική εργασία χορηγήθηκε ένα μείγμα 7 ενδοκρινικών διαταρακτών
σε δόσεις 1 × ADI και 10 × ADI, γλυφοσάτη σε δόση 10 × ADI  και roundup σε δόση 10 × ADI,
όπου  ADI ορίζεται  η  αποδεκτή  ημερήσια  πρόσληψη (acceptable daily intake)  εκφρασμένη  σε
mg/kg σωματικού  βάρους/ημέρα. Ειδικότερα, το μείγμα περιείχε γλυφοσάτη, μεθυλ-, βουτυλ-  και
προπυλ-παραβένιο, τρικλοζάνη, διφαινόλη Α και φθαλικό δι-(2-αιθυλοεξυλο) εστέρα. Σύμφωνα με
την Ευρωπαϊκή Αρχή για την Ασφάλεια των Τροφίμων (European Food Safety Authority, EFSA), η
ADI για τη διφαινόλη Α καθορίζεται ως 0,004  mg/kg  σωματικού βάρους/ημέρα, για το βουτυλ-
παραβένιο 0,5 mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα, για το μεθυλ-  και το προπυλ-παραβένιο 5 mg/kg
σωματικού  βάρους/ημέρα, για τους φθαλικούς εστέρες ως 0,05  mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα
και για τη γλυφοσάτη 0,5  mg/kg  σωματικού  βάρους/ημέρα (αντίστοιχα και για την εμπορική
εκδοχή roundup). Τέλος, για την τρικλοζάνη η ADI καθορίστηκε από την  κυβέρνηση του Καναδά
ως  0,08   mg/kg  σωματικού   βάρους/ημέρα.  Στον  πίνακα  που  ακολουθεί  παρουσιάζονται  οι
πειραματικές  ομάδες,  τα μείγματα και  οι  δόσεις  που χορηγήθηκαν στην εκάστοτε  πειραματική
ομάδα. 
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Πειραματική ομάδα Ξενοβιοτικά Δόση  (mg/kg σωματικού
βάρους/ημέρα) (   ̽ ADI)

1 (Ομάδα ελέγχου) - -

2 (Χαμηλή δόση)

Γλυφοσάτη 1  ̽ 0,5

Μεθυλ-παραβένιο 1  ̽ 0,5

Βουτυλ-παραβένιο 1  ̽  5

Προπυλ-παραβένιο 1  ̽  5

Διφαινόλη Α 1  ̽  0,004

Τρικλοζάνη 1  ̽  0,08

Φθαλικός  δι-(2-
αιθυλοαξυλο) εστέρας

1  ̽  0,05

3 (Υψηλή δόση)

Γλυφοσάτη 10  ̽ 0,5

Μεθυλ-παραβένιο 10  ̽ 0,5

Βουτυλ-παραβένιο 10  ̽ 5

Προπυλ-παραβένιο 10  ̽ 5

Διφαινόλη Α 10  ̽ 0,004

Τρικλοζάνη 10  ̽ 0,08

Φθαλικός  δι-(2-
αιθυλοαξυλο) εστέρας

10  ̽ 0,05

4 (Υψηλή δόση) Γλυφοσάτη 10  ̽ 0,5

5 (Υψηλή δόση) Roundup 10  ̽ 0,5
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3.3 Πειραματικός σχεδιασμός

Τα πειραματόζωα της  μελέτης  χωρίστηκαν τυχαία  σε  5  ομάδες   και  η  εκάστοτε  ομάδα
περιελάμβανε 2 αρσενικά και 2 θηλυκά κουνέλια. Στην ομάδα 1 (ομάδα  ελέγχου) χορηγήθηκε
νερό, χωρίς την προσθήκη χημικού, καθώς και αραβοσιτέλαιο.  Στην ομάδα 2 χορηγήθηκε χαμηλή
δόση του μείγματος των ενδοκρινικών διαταρακτών (ίση με 1 × ADI), ενώ στην ομάδα 3 υψηλή
δόση του μείγματος (ίση με  10 × ADI). Στην ομάδα 4 χορηγήθηκε υψηλή δόση γλυφοσάτης (ίση
με 10 × ADI)  και  τέλος στην ομάδα 5 χορηγήθηκε υψηλή δόση roundup (ίση με 10 × ADI). Η
χορήγηση  των  χημικών  διήρκεσε  12  μήνες  και  στο  τέλος  του  πειράματος  τα   πειραματόζωα
θανατώθηκαν.  Στη  συνέχεια,  λήφθηκε  το  αίμα  των  ζώων  και  με  κατάλληλη  διαδικασία
απομονώθηκε το πλάσμα και το ερυθροκυτταρικό αιμόλυμα, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για τη
μέτρηση των παρακάτω αντιοξειδωτικών ενζύμων. 

3.4  Προσδιορισμός  της  δραστικότητας  της  αναγωγάσης  της  γλουταθειόνης
(Glutathione Reductase)

Βιοχημικό υπόβαθρο...

Η  αναγωγάση  της  γλουταθειόνης  (GR)  (Εικόνα  10)  η  οποία  είναι  γνωστή  και  ως
“δισουλφιδική αναγωγάση της γλουταθειόνης” είναι ένα κρίσιμο αντιοξειδωτικό ένζυμο το οποίο
δρα  σαν  διμερές  και  χρησιμοποιεί  το  FAD σαν  προσθετική  ομάδα  και  το  NADPH ώστε  να
μετατρέψει  την  GSSG σε  GSH.  H GSH κατέχει  ρόλο κλειδί στην αντιοξειδωτική άμυνα αφού
εξουδετερώνει τις ρίζες υδροξυλίου, το Ο2 και άλλα ηλεκτρόφιλα την ίδια στιγμή που συμμετέχει
στη  ρύθμιση  του  μεταβολισμού  και  στην  εκκαθάριση  του  υποκυτταρικού  περιβάλλοντος  από
ξενοβιοτικές  ουσίες.  Δρα  σαν  συμπαράγοντας  συγκεκριμένων  αποτοξινοτικών  ενζύμων  ενώ
αναγεννά βασικά αντιοξειδωτικά όπως η βιταμίνη Ε και C έτσι ώστε να επανέλθουν στις βιολογικές
ενεργές τους μορφές. Ωστόσο ο σπουδαιότερος ρόλος της GR είναι η διατήρηση της αναλογίας της
GSH/GSSG αφού  η  γλουταθειόνη  βρίσκεται  σχεδόν  αποκλειστικά  στην  ανηγμένη  της  μορφή
(GSH) και η GR την επαναφέρει στην οξειδωμένη της (GSSG). Στη πραγματικότητα, η αναλογία
GSH/GSSG εντός των κυττάρων, χρησιμοποιείται ως μέτρο κυτταρικής τοξικότητας. 

Εικόνα 10: Αναγωγάση της γλουταθειόνης 

30



Αρχή της μεθόδου

Η αρχή της μέτρησης της δραστικότητας της GR βασίζεται στην οξείδωση της GSH από το
5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) βάσει των παρακάτω αντιδράσεων:

  GR
NADPH + H+ + GSSG → NADPH+ + 2GSH

GSH + DTNB → GSTNB + TNB

Η  GR καταλύει  την  παραγωγή  της  ανηγμένης  γλουταθειόνης  (GSH)  μέσω  αναγωγής  της
οξειδωμένης της μορφής (GSSG). Τότε η GSH αντιδρά με το DTNB και παράγει  ΤΝΒ το οποίο
έχει μέγιστη απορρόφηση τα 412  nm.  H ενζυμική δραστικότητα της  GR αξιολογείται μετρώντας
την αλλαγή της απορρόφησης στα 412 nm για 1 λεπτό.

Αντιδραστήρια

> Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 200 mM, 1 mM EDTA (ph 7,5)

-KH2PO4 MΒ: 136 g/mol
  -K2HPO4 MΒ: 174 g/mol

  -EDTA άνυδρο MΒ: 292.24 g/mol 
  -EDTA disodium dihydrate salt ΜΒ: 372,24 g/mol

Για 500  mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών απαιτείται η παρασκευή 250  mL KH2PO4  και
250 mL K2HPO4. Για το πρώτο ζυγίστηκαν 13,6 gr KH2PO4 και διαλύθηκαν σε 250 mL νερό. Για το
ζυγίστηκαν  17,4  gr K2HPO4 και  διαλύθηκαν  σε   250  mL νερό.  Στη  συνέχεια,  τα  διαλύματα
αναμείχθηκαν σε ένα γυάλινο ποτήρι ζέσεως υπό θέρμανση, προσθέτοντας 146 mg EDTA άνυδρο ή
186  mg EDTA ένυδρο. Αν είναι απαραίτητο γινόταν διόρθωση του  pH με ΝαΟΗ ή  HCL μέχρι
pH=7,8

>DTNB MΒ:  396,35  g/mol,  3mM σε  10  mM ρυθμιστικού  διαλύματος
φωσφορικών 

Για 10 mL DTNB διαλύθηκαν 11,9 mg DTNB σε 10 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών. Το
DTNB είναι ένα φωτοευαίσθητο διάλυμα.

>β-NADPH ΜΒ: 833,35 g/mol, 2 mM

Για 1 mLβ-NADPH διαλύθηκαν 1,49 mg σε 1mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών.

>GSSG MΒ: 612,6 g/mol, 20 mM

Για 1 mL GSSG διαλύθηκαν 50 mg GSSG σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών.
>Αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR)

Για 1  U/mL διαλύματος  GR διαλύθηκαν 5 μL του  stock (500  U/280 μL) σε 154,4 μL νερό. Η
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δραστικότητα της GR στη κυψελίδα είναι 0,026 U/mL. 

M  έθοδος

Δείγμα ελέγχου Πειραματικό δείγμα

Ρυθμιστικό
διάλυμα φωσφορικών

700 μL 700 μL

DTNB 250 μL 250 μL

β-NADPH 50 μL 50 μL

Προστέθηκαν οι ακόλουθοι όγκοι σε πλαστικούς σωλήνες και κάθε σωλήνας αναδεύτηκε σε   vortex
σε μέτρια ταχύτητα.

Για  το  δείγμα  ελέγχου,  μεταφέρθηκε  το  περιεχόμενο  του  πλαστικού  σωλήνα  σε  μια  κυψελίδα
χαλαζία  UV.  Στη  κυψελίδα  προστέθηκαν  50  μL GSSG.  Ανακινήθηκε  χρησιμοποιώντας  ένα
πλαστικό κομμάτι parafilm στη κορυφή της. Μετρήθηκε η απορρόφηση στα 412 nm για 1 λεπτό.

Για  το  κάθε  δείγμα,  μεταφέρθηκε  το  περιεχόμενο  του  πλαστικού  σωλήνα  σε  μια  κυψελίδα,
προστέθηκαν 50 μL GSSG και 25 μL από το RBCL (αραιωμένο 1/100). Η κυψελίδα ανακινήθηκε
χρησιμοποιώντας ένα πλαστικό κομμάτι parafilm στη κορυφή της. Μετρήθηκε η απορρόφηση στα
412 nm για 1 λεπτό.

Υπολογισμοί

Δραστικότητα της GR (U/g Hb) = [Δαbs (δείγμα)×0,026/Δαbs(control)×38×100×2]/Hb (g/L)

Δαbs = μέτρηση της αλλαγής στην απορρόφηση για 1 min
38 είναι ο συντελεστής αραίωσης δείγματος στη κυψελίδα (950 μL/25 μL δείγμα)
2 είναι η 1/2 αραίωση του RBCL
100 είναι η 1/100 αραίωση του RBCL 
0,026 U/mL είναι η τελική δραστικότητα της GR στη κυψελίδα

Η τιμή της ενζυμικής κατάλυσης υπολογίζεται από την ακόλουθη εξίσωση και εκφράζεται σε μmol
TNB/min:
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3.5  Προσδιορισμός  της  δραστικότητας  της  υπεροξειδάσης της  γλουταθειόνης
(GPx)

Βιοχημικό υπόβαθρο

Η  υπεροξειδάση  της  γλουταθειόνης  (GPx)  είναι  ένα  τετραμερές  ένζυμο,  μέλος  μιας
οικογένειας  ενζύμων  που  στο  ενεργό  της  κέντρο  έχουν  μια  σεληνοκυστεΐνη.  Εμφανίζει
αντιοξειδωτική ικανότητα διότι παρεμποδίζει  την λιπιδική υπεροξείδωση ανάγοντας τα λιπιδικά
υπεροξείδια στις αντίστοιχες αλκοόλες τους. Η κυριότερη αντίδραση στην οποία συμμετέχει είναι η
εξουδετέρωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου μέσω αναγωγής του νερού όπως  φαίνεται  στη
παρακάτω αντίδραση:

2GSH + H2O2 → GSSG + 2H2O

Το κατάλοιπο της σεληνοκυστεΐνης δανείζει ένα ηλεκτρόνιο στο υπόστρωμα του υπεροξειδίου και
το  ίδιο  οξειδώνεται.  Το  ένζυμο  τότε  ανάγει  τη  γλουταθειόνη  χρησιμοποιώντας  την  ως  δότη
υδρογόνου και αναγεννά την σεληνοκυστεΐνη με την ταυτόχρονη οξείδωση της GSH σε GSSG. Στα
ερυθροκύτταρα, τα οποία στερούνται οργανιδίων, το έζυμο εντοπίζεται στο κυτοσόλιο. Όταν το
υπεροξείδιο  του  υδρογόνου  παράγεται  σε  φυσιολογικούς  και  χαμηλούς  ρυθμούς  μέσω  της
αυτοοξείδωσης της  αιμοσφαιρίνης  και  της  δράσης της  υπεροξειδικής  δισμουτάσης τότε η  GPx
καταφέρνει να το ουδετεροποιήσει. Όταν τα επίπεδά του όμως είναι αυξημένα, η καταλάση (στα
ερυθροκύτταρα, εντοπίζεται και αυτή στο κυτοσόλιο) γίνεται αυτό το βασικό ένζυμο το οποίο το
απομακρύνει.

Αρχή της μεθόδου

Η μέτρηση  της  δραστικότητας  της  GPx βασίζεται  στη  παρατήρηση  της  οξείδωσης  του
NADPH.  Πιο  συγκεκριμένα,  η  GSSG παράγεται  μέσω  της  αναγωγής  ενός  οργανικού
ύδροϋπεροξειδίου από την  Gpx. Από την περίσσεια της  GR η  GPx ανάγεται, προμηθεύοντας το
κύτταρο  συνεχώς  με  GSH.  Η  ταυτόχρονη  οξείδωση  του  NADPH σε  NADP+  παρατηρείται
φασματοφωτομετρικά στα 340 nm. Η διαδικασία ξεκινά με την μετατροπή της αιμοσφαιρίνης σε
κυανομεθοσφαιρίνη  αφού  πρώτα  έχει  προηγηθεί  επώαση  ερυθρών  αιμοσφαιρίων  με  1.2-  fold
περίσσειας  ferricyanide και με περίσσεια 12-fold cyanide σε συγκέντρωση μεγαλύτερη αυτής της
αίμης.

    GPx

2GSH + H2O2 → GSSG + 2H2O

                                                      GR

GSSG + NADPH + H+ → 2GSH + NADP+
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A  ντιδραστήρια

> Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 100 mM και ph=7

-KH2PO4 MΒ: 136 g/mol

  -K2HPO4 MΒ: 174 g/mol

Για 500 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών χρησιμοποιήθηκαν 250 mL KH2PO4 & 250 mL
K2HPO4. Ζυγίστηκαν 6,8 gr KH2PO4 σε 250 mL dH2O & 8,7 gr K2HPO4 σε 250 mL dH2O. Τα
διαλύματα αναμίχθηκαν σε ένα γυάλινο ποτήρι ζέσεως το οποίο θερμάνθηκε και προστέθηκαν 186
mg di-sodium EDTA. Αν είναι απαραίτητο γινόταν διορθώση με ΝaOH ή HCL 1 N μέχρι να φτάσει
το pH=7.

>Ανηγμένη γλουταθειόνη (GSH) ΜΒ:307,3 g/mol

Προετοιμάστηκε ένα 10 mM διάλυμα διαλύοντας 31 mg GSH σε 10 mL H2O. 

>ΝΑDPH ΜΒ: 744,41 g/mol

Προετοιμάστηκε διάλυμα 1,5 mM NADPH σε 0,1 % ΝαΗCO3  διαλύοντας 11,2 mg NADPH και
10 mg NaHCO3 σε 10 mL Η2Ο.

>Αναγωγάση της γλουταθεόνης (GR)

Για 2,4 U/ml διάλυμα GR διαλύθηκαν 10 μL από το stock (500 U, 5 mg/ml, 120 U/mg πρωτεΐνη) σε
4990 μL ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών

>tert-βουτυλ-υδρουπεροξείδιο (t-BuOOH)

Για 12 mM διάλυμα  t-BuOOH, διαλύθηκαν 5 μL  t-BuOOH από το stock σε 2495 μL H2O.

Μέθοδος

Δείγμα

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 500 μL

RBCL αραιωμένο (1/100) 100 μL

GR 100 μL

GSH 100 μL
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1)Προστέθηκαν οι ακόλουθοι όγκοι σε πλαστικούς σωλήνες 
2)Κάθε σωλήνας αναδεύτηκε σε vortex σε μέτρια ταχύτητα
3)Όλοι οι σωλήνες επωάστηκαν για 10 λεπτά
4)Το περιεχόμενο του κάθε σωλήνα προστέθηκε σε μια κυψελίδα χαλαζία UV
5)Προστέθηκαν έπειτα 100 μL διαλύματος NADPH στην κυψελίδα και ακολούθησε επώαση για 3
λεπτά
6)Έπειτα προστέθηκαν 100 μL t-BuOOH και καταγράφηκε η μείωση της απορρόφησης στα 340 nm
για 3 λεπτά

Υπολογισμοί

Δραστικότητα GPx (U/g ολικής πρωτεΐνης) = 

0,868× Δabs NADPH2.5min / 10  10  100  2 / ολικής πρωτεΐνης

-διαιρεμένο διά 10 είναι η συγκέντρωση της GSH (10 mM) 
-πολλαπλασιασμένο επί 10 είναι ο συντελεστής αραίωσης  του δείγματος στην αντίδραση (1000
μL/10 μL)
-πολλαπλασιασμένο επί 100 είναι το αραιωμένο δείγμα 1/100 
-πολλαπλασιασμένο επί 2 είναι η πρώτη αραίωση σε νερό κατά τη λύση των ερυθροκυττάρων.
Έπειτα διαιρείται με την ολική συγκέντρωση πρωτεΐνης.

Η  ολική  συγκέντρωση  πρωτεΐνης  καθορίζεται  χρησιμοποιώντας  την  μέθοδο  Bradford και
εκφράζεται σε mg/mL.
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3.6  Προσδιορισμός  της  δραστικότητας  της  δισμουτάσης  του  σουπεροξειδίου
(SOD)

Βιοχημικό υπόβαθρο

Η SOD μετατρέπει τη ρίζα του σουπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του υδρογόνου και μοριακό
οξυγόνο (Ο2).

Αρχή της μεθόδου

Αρικά, η ξανθίνη και η οξειδάση της ξανθίνης παράγουν O2•−. Ταυτόχρονα η  αναγωγή του
ΝΒΤ θα αποτελέσει δείκτη για τη παραγωγή του O2•−. Το SOD ανταγωνίζεται με το ΝΒΤ για το
O2•− και το ποσοστό παρεμπόδισης της αναγωγής του ΝΒΤ αποτελεί τον δείκτη για το ποσό του
SOD που είναι παρόν.

Αντιδραστήρια

> Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (0,05 Μ, pH=7,8)

-8.7 g K2HPO4 σε 1000 ml dH2O
-0.68 g σε 100 ml dH2O

Για 1 λίτρο ρυθμιστικό διάλυμα αναμείχθηκαν 908  mL K2HPO4   με 92  mL  KH2PO4  και το  pH
προσαρμόστηκε στο 7,8.

> Ρυθμιστικό διάλυμα DETAPAC  

Διαλύθηκαν 0,2653 γ DETAPAC σε 500 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών 

> ΝΒΤ (2,24 mM)

Διαλύθηκαν  0,1832  g NBT σε  100  mL ρυθμιστικού  διαλύματος  φωσφορικών.  To NBT είναι
φωτοευαίσθητο.

>Ξανθίνη 

Θερμάνθηκαν 0,0045 g ξανθίνης σε 25 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών

>Οξειδάση της ξανθίνης (60 mU)
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Για μία αντίδραση χρειάστηκαν 2,4 μL οξειδάση της ξανθίνης τα οποία αναμείχθηλαν με 97,6 μL
DETAPAC ρυθμιστικό διάλυμα

>Ρυθμιστικό διάλυμα Mastermix (για 20 αντιδράσεις απαιτήθηκε η ανάμειξη)

 13,8 mL DETAPAC ρυθμιστικό διάλυμα
 0,5 mL NBT (2,24 mM)
 1,7 mL ξανθίνη

Μέθοδος

Δείγμα ελέγχου Πειραματικό δείγμα

Ρυθμιστικό 
διάλυμα mastermix

800 μl 800 μl

RBCL(αραιωμένο 1/100) - 100 μl

DETAPAC 100 μl -

1) Προστέθηκαν οι ακόλουθοι όγκοι σε πλαστικούς σωλήνες
2) Για  το  τυφλό  το  περιεχόμενο  του  σωλήνα  μετάφερθηκε  σε  μια  κυψελίδα  χαλαζία  UV

τοποθετήκε στο φωτόμετρο και μηδενίσαμε
3) Για το δείγμα, το περιεχόμενο κάθε σωλήνα μεταφέρθηκε επίσης σε μία κυψελίδα χαλαζία

UV 
4) Προστέθηκαν  100  μL οξειδάση  της  ξανθίνης  στην  κυψελίδα  και  ανακινήθηκε  3  φορές

χρησιμοποιώντας ένα πλαστικό κομμάτι parafilm στη κορυφή της.
5) Υπολογίστηκε η απορρόφηση στα 560 nm για 1,5 λεπτό

Υπολογισμοί

>ΔΑbs560 nm/λεπτό δείγμα = (A560nm (3λεπτά) − A560nm(0 λεπτά))/1,5 λεπτό

>ΔΑbs560 nm/λεπτό τυφλό = (A560nm (3λεπτά) − A560nm (0 λεπτά))/1,5 λεπτό

>Υπολογίζουμε την επί % παρεμπόδιση του ΝΒΤ σύμφωνα με την εξίσωση:

[(ΔΑ560 nm/λεπτό τυφλό −ΔΑ560 nm/λεπτό δείγμα)/ΔΑ560 nm/λεπτό τυφλό

>Διαιρούμε με g/L αιμοσφαιρίνης σε κάθε δείγμα σύμφωνα με την εξίσωση:
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[(ΔΑ560 nm/λεπτό τυφλό −ΔΑ560 nm/λεπτό δείγμα)/ΔΑ560 nm/λεπτό τυφλό] x 100/g/L Hb

>Η δραστικότητα του SOD υπολογίζεται σύμφωνα με την εξίσωση:

SOD δραστικότητα = 100 - % αναστολή του ΝΒΤ

3.7 Στατιστική ανάλυση

Η ανάλυση των δεδομένων έγινε με ανάλυση διακύμανσης κατά δύο παράγοντες (two-way
ANOVA)  (δόση  ˟  χρόνος)  ακολουθούμενη  από  το  Turkey's post hoc test για  τις  ζευγαρωτές
συγκρίσεις. Η στάθμη στατιστικής σημαντικότητας ορίστηκε στο P < 0.05. Όλα τα αποτελέσματα
εκφράστηκαν  ως  μέσο  ±  τυπικό  σφάλμα  του  μέσου  όρου  (SEM).  Η  στατιστική  ανάλυση
πραγματοποιήθηκε με το στατιστικό πρόγραμμα SPSS software, version 21.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4.1 H δραστικότητα της αναγωγάσης της γλουταθειόνης (GR)

Κατά τον προσδιορισμό της δραστικότητας της  GR, βρέθηκε κύρια επίδραση του χρόνου,
της χορήγησης και του συνδυασμού τους. Στους 3 μήνες, η δραστικότητα της GR μειώθηκε μετά
από κάθε χορήγηση σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Επίσης, η χορήγηση του Roundup αύξησε
τη δραστικότητα του ενζύμου σε σύγκριση με την HD και τη μείωσε σε σύγκριση με την LD ενώ η
γλυφοσάτη  τη  μείωσε  σε  σύγκριση  με  την  LD.  Αναφορικά  με  τις  συγκρίσεις  στο  χρόνο  και
συγκεκριμένα συγκριτικά με τους 3 μήνες, η δραστικότητα της GR μειώθηκε στην ομάδα ελέγχου
και  την  LD σε όλες  τις  υπόλοιπες  χρονικές  στιγμές  (6,  9  και  12 μήνες),  ενώ στην ομάδα της
γλυφοσάτης μειώθηκε στους 6 και στους 9 μήνες και στην ομάδ του roundup μόνο στους 9 μήνες.
μειώθηκε επίσης Οι ζευγαρωτές συγκρίσεις φαίνονται στην παρακάτω εικόνα.

*: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την ομάδα 
ελέγχου στην ίδια χρονική στιγμή
#: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την LD
**: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την HD
$: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την LD
†: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τους 3 μήνες

Βρέθηκε κύρια επίδραση του χρόνου, της χορήγησης και του συνδυασμού τους. 
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Εικόνα 11: Η επίδραση των ξενοβιοτικών στη δραστικότητα της GR

*: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου στην ίδια χρονική στιγμή

#: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την LD

**: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την HD

$: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με την LD

†: Στατιστικά σημαντική διαφορά σε σύγκριση με τους 3 μήνες
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4.2 Η δραστικότητα της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx)

Κατά  τον  προσδιορισμό  της  δραστικότητας  της  GPx βρέθηκε  κύρια  επίδραση  της
χορήγησης. Στους 9 μήνες, η δραστικότητα της  GPx παρουσίασε μία τάση αύξησης στην  HD σε
σύγκριση με την LD. Οι ζευγαρωτές συγκρίσεις φαίνονται στην παρακάτω εικόνα.
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Βρέθηκε κύρια επίδραση της χορήγησης. 
^: Τάση αύξησης της GPx στην HD σε σύγκριση με την LD.

Εικόνα 12: Η επίδραση των ξενοβιοτικών στη δραστικότητα της GPx. 

^: Τάση αύξησης της GPx στην HD σε σύγκριση με την LD. 
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4.3 Η δραστικότητα της υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD)

Κατά τον προσδιορισμό της δραστικότητας της SOD δε βρέθηκε καμία επίδραση.
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Δε βρέθηκε καμία επίδραση.Εικόνα 13: Η επίδραση των ξενοβιοτικών στη δραστικότητα της SOD. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η  πρόσφατη  βιβλιογραφία  καταδεικνύει  ότι  οι  ξενοβιοτικές  ουσίες  μπορούν  να  είναι
περισσότερο επιβλαβείς  όταν αποτελούν συστατικά  ενός  χημικού μείγματος  σε  σχέση με  όταν
χορηγούνται  ξεχωριστά  (Kostoff et al.,  2018)  και  συνεπώς  η  μελέτη  των  χημικών  μειγμάτων
αποτελεί μια ρεαλιστικότερη προσέγγιση της καθημερινής ζωής (Tsatsakis et al., 2016; Veskoukis
et al.,2020). Υπό αυτό το πρίσμα, στην παρούσα διπλωματική εργασία διερευνήθηκε η επίδραση
ενός  χημικού  μείγματος  ενδοκρινικών  διαταρακτών,  της  γλυφοσάτης  και  του  ζιζανιοκτόνου
roundup σε  αντιοξειδωτικά ένζυμα στα ερυθροκύτταρα κουνελιών.  Η χορήγηση του μείγματος
έγινε σε δόσεις ίσες με 1 ˟  ADI (χαμηλή δόση) και 10 ˟  ADI (υψηλή δόση), της γλυφοσάτης σε
δόση ίση με 10 ˟ ADI (υψηλή δόση) και του roundup σε δόση ίση με 10 ˟ ADI (υψηλή δόση), για
12 μήνες. Τα αποτελέσματα της διπλωματικής εργασίας υποδεικνύουν ότι η χορήγηση της υψηλής
δόσης  του  χημικού  μείγματος  και  του  roundup,  για  12  μήνες,  προκαλεί  αλλαγές  στην
οξειδοαναγωγική κατάσταση του ήπατος των κουνελιών. Έτσι λοιπόν, η χορήγηση της χαμηλής
δόσης του χημικού μείγματος προκάλεσε σημαντική μείωση της δραστικότητας της GR σε σχέση
με τους 3 πρώτους μήνες ενώ δεν φάνηκε να είχε κάποια επίδραση στη δραστικότητα της GPx και
της  SOD.  Aπό  την  άλλη,  η  χορήγηση  της  υψηλής  δόσης  του  χημικού  μείγματος  προκάλεσε
σημαντική μείωση της δραστικότητας της GR σε σχέση με την ομάδα ελέγχου, μια τάση αύξησης
της δραστικότητας της GPx σε σχέση με την χορήγηση της  χαμηλής δόσης του μείγματος ενώ δεν
είχε καμία επίδραση στη δραστικότητα της SOD. 

Μία πληθώρα μελετών έχει διερευνήσει μεμονωμένα την επίδραση των συστατικών του
χημικού μείγματος στην οξειδοαναγωγική κατάσταση, συνήθως για σύντομο χρονικό διάστημα και
σε υψηλές δόσεις. Η χορήγηση γλυφοσάτης (10  mg/kg) σε αρσενικούς επίμυες της φυλής Wistar
για 5 εβδομάδες προκάλεσε μείωση της δραστικότητας της  SOD και καμία επίδραση τόσο στη
δραστικότητα της  GPx όσο και στην συνολική συγκέντρωση της γλουταθειόνης (GSH +  GSSG)
(Astiz et al.,  2009).  Ακόμα,  η  χορήγηση 1% γλυφοσάτης  (0,4  ml/20   ml νερού)  σε  θηλυκούς
επίμυες  της  φυλής  Wistar κατά  την περίοδο  της  κύησης  (21  ημέρες)  οδήγησε  σε  αύξηση  της
λιπιδικής  υπεροξείδωσης  και  της  δραστικότητας  της  GPx χωρίς  όμως  να  παρατηρηθεί  καμία
επίδραση στη δραστικότητα της  SOD (Beuret et al., 2005). Επίσης η χορήγηση παραβενίων έχει
μεγάλη πιθανότητα να προκαλέσει οιστρογονικές αποκρίσεις και οξειδωτικό στρες σε υδρόβιους
οργανισμούς σε συγκεντρώσεις χαμηλότερες αυτών που ως γνωστόν προκαλούν οξεία τοξικότητα
(Brausch and Rand, 2011; Comeche et al., 2017; Yamamoto et al., 2011). Έρευνες στη Nile tipalia
έδειξαν πως τα παραβένια προκάλεσαν μετατροπές στην ενζυμική και μη ενζυμική αντιοξειδωτική
δραστηριότητα στα βράγχια και στο ήπαρ του ζώου ώστε να εξισορροπήσει με κάποιο τρόπο η
παραγωγή ROS που προκλήθηκε σε αυτά. Επίσης, υπήρξε αύξηση στα επίπεδα των ενζύμων SOD,
GPx και  GR ως  μηχανισμός  προστασίας  του  ζώου,  ενώ  δεν  φάνηκε  κανένα  ίχνος  λιπιδικής
υπεροξείδωσης στους ιστούς που αναλύθηκαν. Σε ότι αφορά την τρικλοζάνη, η χορήγησή της σε
ενήλικους κωπηπόδες του είδους Tigriopus japonicas σε TCS (50 & 100 μg/L), για 12 και 24 ώρες
οδήγησε σε αύξηση των επιπέδων των ROS και της δράσης της GSH, καθώς και σε επαγωγή των
ενζυμικών δράσεων των GPx και SOD, στις δόσεις των 50 και 100 μg/L, στις 12 και 24 ώρες (Park
et al., 2017). Στην ίδια λογική η χορήγηση BPA (0,2 μg/kg, 2 μg/kg και 20 μg/kg) σε αρσενικούς
επίμυες  της  φυλής  Wistar,  για  30  ημέρες,  οδήγησε  σε  μία  δοσοεξαρτώμενη  μείωση  της
δραστικότητας των  GR,  SOD και  GPx (Bindhumol  et  al., 2003).  H χορήγηση  BPA (100  ng/g
/ημέρα) σε θηλυκούς εγκύους μύες της φυλής ICR προκάλεσε στους αρσενικούς απογόνους μείωση
της δραστικότητας της  GPx, της  SOD και της συγκέντρωσης της  GSH στο ήπαρ (Meng et al.,
2019). Τέλος, η χορήγηση DEHP (500 mg/kg) σε αρσενικούς επίμυες της φυλής Sprague-Dawley
για 9 εβδομάδες, προκάλεσε μείωση της συγκέντρωσης της GSH στο ήπαρ, καθώς και μείωση της
δραστικότητας της SOD (Zhao et al., 2019).

Οι  προαναφερόμενες  μελέτες  συμφωνούν  σε  μεγάλο  βαθμό  με  τα  αποτελέσματα  της
παρούσας  διπλωματικής  εργασίας.  Ειδικότερα,  η  χορήγηση  της  υψηλής  δόσης  του  χημικού
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μείγματος  οδήγησε  σε  σημαντική  μείωση  της  δραστικότητας  της  GR,  μια  τάση  αύξησης  της
δραστικότητας της  GPx ενώ δεν είχε καμία επίδραση στη δραστικότητα της  SOD. Όπως είναι
γνωστό, η GR είναι υπεύθυνη για τη διατήρηση της ισορροπίας του λόγου GSH/GSSG ανάγοντας
ένα μόριο GSSG σε δύο μόρια GSH. H γλουταθειόνη κατέχει κυρίαρχο ρόλο στον αντιοξειδωτικό
μηχανισμό του κυττάρου δρώντας και ως συμπαράγοντας αντιοξειδωτικών ενζύμων. Από την άλλη
και η GPx είναι ένα καίριας σημασίας ένζυμο μιας και μετατρέπει το υπεροξείδιο του υδρογόνου σε
νερό  και  τα  λιπιδικά  υπεροξείδια  στις  αντίστοιχες  αλκοόλες  παρεμποδίζοντας  τη  λιπιδική
υπεροξείδωση.  Παρά το γεγονός  ότι  το  H2O2 δεν  οξειδώνει  απευθείας  υποστρώματα μέσω της
αντίδρασης Fenton μπορεί να συνεισφέρει στην παραγωγή ισχυρών δραστικών μορφών όπως η
OH•.

Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι τα εμπορικά σκευάσματα της γλυφοσάτης, όπως το
roundup,  ασκούν  μεγαλύτερη  τοξική  επίδραση,  σε  διάφορους  οργανισμούς,  σε  σχέση  με  τη
γλυφοσάτη.  Αυτό  το  μοτίβο  φαίνεται  να  οφείλεται  στην  τοξικότητα  της  πολυαιθοξυλιωμένης
στεατικής  αμίνης  (POEA),  η  οποία  προστίθεται  ως  επιφανειοδραστική  ουσία,  προκειμένου  να
αυξηθεί η απορρόφηση της γλυφοσάτης από τα φυτά (Adam et al.,1997; Janssens & Stoks, 2017).
Υπό  αυτή  την  οπτική,  αρκετές  μελέτες  έχουν  διερευνήσει  την  επίδραση  του  roundup  στην
οξειδοαναγωγική κατάσταση. Η χορήγηση του φυτοφαρμάκου roundup full II (0,7 mg/L & 7 mg
/L) σε αρσενικούς επίμυες της φυλής Wistar,  για 90 ημέρες,  προκάλεσε αύξηση της συνολικής
συγκέντρωσης της γλουταθειόνης (GSH + GSSG) και του λόγου GSH/GSSG, καθώς και αύξηση
της δραστικότητας της GPx (Larsen et al., 2014). Από την άλλη, η χορήγηση roundup ® (500 mg
/kg) σε επίμυες Wistar, για 120 ημέρες, οδήγησε στην επαγωγή οξειδωτικού στρες στο ήπαρ μέσω
της μείωσης της δραστικότητας των αντιοξειδωτικών ενζύμων SOD και GPx και της επακόλουθης
αύξησης  της  λιπιδικής  υπεροξείδωσης  (Dar  et  al.,2018).  Αντίστοιχα,  η  χορήγηση  roundup®
TURBO (269,9 mg/kg) σε αρσενικούς επίμυες της φυλής Wistar, για 30 μέρες, επήγαγε  οξειδωτικό
στρες στο ήπαρ, μέσω της μείωσης της συγκέντρωσης της GSH, της μείωσης της δραστικότητας
των  αντιοξειδωτικών  ενζύμων (CAT, GPx, SOD) (Djaber et al., 2020).

Τα ευρήματα της παρούσας διπλωματικής εργασίας συμφωνούν με τα αποτελέσματα των
Larsen et al (2014),  καθώς η χορήγηση της υψηλής δόσης του  roundup, για 12 μήνες, είχε ως
αποτέλεσμα  την  αύξηση  του  λόγου  της  GSH/GSSG άρα  και  κατ'  επέκταση  τη  μείωση  της
δραστικότητας της GR καθώς και αύξηση της δραστικότητας της GPx. Η  GPx φέρει στο ενεργό
της  κέντρο  μια  σεληνοκυστεΐνη  που  δρα  ως  δότης  ηλεκτρονίων  στο  υπεροξείδιο  ενώ  το  ίδιο
οξειδώνεται. Το ένζυμο χρησιμοποιεί την GSH ως δότη H+ για να παραχθεί ξανά η σεληνοκυστεΐνη
με  ταυτόχρονη  όμως  οξείδωση  της  GSH σε  GSSG.  Aπό  τη  στιγμή  που  αυξάνεται  ο  λόγος
GSH/GSSG μάλλον  η  αύξηση  της  δραστικότητας  της  GPx σχετίζεται  αφού  το  ένζυμο
χρησιμοποιώντας ως δότη της  GSH προσπαθεί να ελαττώσει την συγκέντρωση του υπεροξειδίου
του υδρογόνου που παράγεται εξαιτίας του roundup.

Συμπερασματικά, η 12μηνη χορήγηση του μείγματος των ξενοβιοτικών τόσο σε υψηλή όσο
και σε χαμηλή δόση οδήγησε σε μείωση της δραστικότητας της  GR του αίματος των κουνελιών,
εξαιτίας της βιοσυσσώρευσής τους και πιθανόν της επαναλαμβανόμενης παραγωγής ποσοτήτων
ελευθέρων  ριζών,  όπως  βρέθηκε  και  σε  προηγούμενη  εργασία  (Fountoucidou et al.  2019).  Οι
χαμηλές συγκεντρώσεις των ελευθέρων ριζών οδηγούν σε μια προσαρμογή του οργανισμού του
ζώου ώστε να προστατευτούν το αίμα και οι ιστοί του, από τις επιπτώσεις των ελευθέρων ριζών
όταν  βρεθούν  σε  μεγάλη  συγκέντρωση  (Fountoucidou et al.  2019).  Αντίθετα,  η  μακροχρόνια
έκθεση στο μείγμα των ξενοβιοτικών έδειξε να προκαλεί αλλαγή στην οξειδοαναγωγική κατάσταση
του  αίματος  των  κουνελιών,  γεγονός  που  υποδεικνύει  ότι  η  αυξανόμενη  συγκέντρωση  των
ελευθέρων ριζών επηρέασε με τέτοιο τρόπο τον αντιοξειδωτικό αμυντικό μηχανισμό του ζώου ώστε
να μην μπορεί να αντιμετωπίσει τις ελεύθερες ρίζες. Στο πλαίσιο αυτό, τίθεται ένα κρίσιμο ζήτημα
που αφορά την καθημερινή ζωή, μιας και ο άνθρωπος έρχεται σε επαφή καθημερινά με μείγματα
ξενοβιοτικών  ουσιών  από  διαφορετικές  πηγές  και  σε  δόσεις  κάτω  του  NOAEL.  Η  υιοθέτηση
παρόμοιων  προσεγγίσεων  και  η  προσομοίωση  τέτοιων  πειραμάτων  στην  καθημερινή  ζωή  θα
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μπορέσουν να συνεισφέρουν σε μια καλή εκτίμηση των κινδύνων που ελλοχεύουν τόσο για τους
ανθρώπους όσο και  για  το ίδιο το περιβάλλον.  Επιπλέον θα μπορέσουν να κινητοποιήσουν τις
αρμόδιες αρχές και τους εκάστοτε οργανισμούς να προβούν σε μια επανεκτίμηση των δοκιμών
ασφαλείας και να καθιερώσουν μελλοντικούς κανόνες για την αξιολόγηση του κινδύνου.
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