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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

 Το κρασί αποτελεί ένα από τα δηµοφιλέστερα αλκοολούχα ποτά, µε πολλαπλά 
οφέλη για την υγεία. Η βιοµηχανία του κρασιού λαµβάνει χώρα σε παγκόσµια κλίµακα, 
µε κυριότερο παραγωγό, καταναλωτή κι έµπορο την Ευρωπαϊκή Ένωση. Ωστόσο 
διάφορες σύγχρονες προκλήσεις τείνουν να απειλούν την οικονοµία της οινοποιίας, όπως 
για παράδειγµα η συνεχώς µεταβαλλόµενη κατανάλωση οίνου, οι γεωπολιτικές εντάσεις, 
οι κλιµατικές αλλαγές, η παγκόσµια πανδειµία covid-19, η αυξανόµενη αγορά, οι 
πιστοποιήσεις που ενισχύουν τον ανταγωνισµό κτλ. Οι προκλήσεις αυτές σε συνδυασµό 
µε την πιθανή αντιοξειδωτική/ευεργετική για την υγεία δράση που µπορεί να έχει το 
κρασί, εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας σε πολυφαινόλες, θέτουν ως στόχο της 
παρούσας πτυχιακής άσκησης, την εκτίµηση δεικτών οξειδοαναγωγικής κατάστασης σε 
αίµα και ιστούς αρσενικών επιµύων έπειτα από χορήγηση εκχυλίσµατος ξινόµαυρου 
κρασιού. 
 Το εκχύλισµα ξινόµαυρου κρασιού φαίνεται να επηρεάζει την οξειδοαναγωγική 
οµοιόσταση σε πολλούς ιστούς, µέσω διαφόρων µηχανισµών. Συγκεκριµένα ενισχύει 
αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς που σχετίζονται µε το σύστηµα της γλουταθειόνης ενώ 
καταστέλλει µερικούς άλλους. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώθηκε µε την παρατήρηση της 
αύξησης των επιπέδων της GSH σε µερικούς ιστούς και την παράλληλη µείωση της 
ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας σε µερικούς άλλους. Στο σύστηµα της γλουταθειόνης 
ανήκουν επίσης τα ένζυµα GPx, GR και SOD, των οποίων όµως η συγκεντρώσεις 
φάνηκαν να µην επηρεάζονται σηµαντικά. Εξαίρεση σε αυτό αποτελεί η SOD η οποία 
µειώθηκε στον σπλήνα, στο λεπτό έντερο και στους όρχεις, η GPx η οποία αυξήθηκε στο 
αίµα και η GR η οποία µειώθηκε στον εγκέφαλο της οµάδας χορήγησης. Με βάση τα 
αποτελέσµατα αυτά δεν αποκλείεται το γεγονός ενίσχυσης της λειτουργικότητας των 
εξεταζόµενων ενζύµων µέσω διαφόρων µηχανισµών ανεξάρτητων της συγκέντρωσης της 
GSH.  
 Ένα ακόµη χαρακτηριστικό εύρηµα της πτυχιακής αυτής άσκησης ήταν η 
αρνητική επίδραση του εκχυλίσµατος κρασιού, ιδιαίτερα σε ιστούς µε αυξηµένη λιπιδική 
σύσταση ή ευαισθησία στο οξειδωτικό στρες, µέσω αύξησης της λιπδικής 
υπεροξείδωσης. Οι ιστοί αυτοί ήταν ο εγκέφαλος, ο  σπλήνας, τα νεφρά και το λεπτό 
έντερο όπου βρέθηκαν αυξηµένα τόσο τα επίπεδα των TBARS όσο και της GSH, 
συσχετίζοντας τους δύο αυτούς δείκτες µεταξύ τους. Παράδοξο αποτέλεσε η εύρεση της 
ανεξάρτητης δράσης του εκχυλίσµατος κρασιού στην καρδία και η ισχυρή δράση του στο 
αίµα, γνωρίζοντας ότι " Ένα ποτήρι κρασί την ηµέρα κάνει καλό στην καρδιά". Τελικά η 
κατανάλωση κρασιού δεν κάνει καλό στην καρδιά αλλά στο αίµα, όσον αφορά το 
οξειδοαναγωγικό σύστηµα. 

 Η κατανόηση των µηχανισµών δράσης του κρασιού λαµβάνοντας υπόψη 
διάφορες παραµέτρους πχ σύσταση, δοσολογία κτλ θεωρείται επιτακτική ανάγκη για την 
αντιµετώπιση των προκλήσεων που απειλούν σήµερα την οινοποιία.  
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ABSTRACT 
 Wine is one of the most popular alcoholic beverages, with multiple health 
benefits. The wine industry takes place on a global scale, with the European Union being 
the main producer, consumer and trader. However, various modern challenges tend to 
threaten the economy of the winery, such as the shifting wine consumption, geopolitical 
tensions, climate changes, the covid-19 global pandemic, the growing market, 
certifications that enhance competition, etc. These challenges, combined with the 
potential antioxidant / health benefit that wine may have due to its high polyphenol 
content, set as an aim of this dissertation to evaluate indicators of redox status in the 
blood and tissues of male rats, after the administration of Xinomavro wine. 
 The extract of Xinomavro wine seems to affect redox homeostasis in many 
tissues, through various mechanisms. In particular, it enhances the antioxidant 
mechanisms associated with the glutathione system while suppressing some others. This 
was confirmed by the observation of an increase in GSH levels in some tissues and a 
parallel decrease in total antioxidant capacity in some others. The glutathione system also 
includes the enzymes GPx, GR and SOD, the concentration of which did not appear to be 
significantly affected. Exceptions are SOD which decreased in the spleen, small intestine 
and testes, GPx which decreased in the blood and GR which decreased in the brain of the 
administration group. Based on these results, the possibility of enhancing the 
functionality of the examined enzymes through various mechanisms independent of GSH 
concentration is not excluded. 
 Another characteristic finding of this dissertation was the negative effect of the 
wine extract, especially on tissues with increased lipid composition or sensitivity to 
oxidative stress, by increasing lipid peroxidation. These tissues were the brain, spleen, 
kidneys and small intestine where both TBARS and GSH levels were found to be 
elevated, correlating these two markers. It was paradoxical to find the independent action 
of the wine extract on the heart and its strong action on the blood, knowing that "A glass 
of wine a day is good for the heart". In the end, the consumption of wine is not good for 
the heart but for the blood, in terms of the redox system. 
 Understanding the mechanisms of action of wine taking into account various 
parameters such as composition, dosage, etc. is considered an urgent need to address the 
challenges that are currently threatening winemaking. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 10: Δραστικότητα ενζύµου σουπεροξυδικής δισµουτάσης σε ιστούς και αίµα 
των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)  
ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 11: Δραστικότητα ενζύµου περοξειδάση της γλουταθειόνης σε ιστούς και 
αίµα των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)  
ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 12: Δραστικότητα ενζύµου αναγωγάση της γλουταθειόνης σε ιστούς και 
αίµα των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)  

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ  
ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Υποµορφές οξειδωτικού στρες  
ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Δείκτες οξειδωτικού στρες 

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΧΑΡΤΩΝ 
ΧΑΡΤΗΣ 1: Παγκόσµιος χάρτης παραγωγής κρασιού  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 Το κρασί (ή οίνος) είναι ένα αλκοολούχο ποτό το οποίο συνήθως παράγεται µέσω 

της διαδικασίας της αλκοολικής ζύµωσης σταφυλιών. Κατά τη διαδικασία της 

αλκοολικής ζύµωσης οι ζυµοµήκυτες, γνωστοί κι ως ζύµη ή µαγιά, παράγουν 

συγκεκριµένα ένζυµα που καταναλώνουν τα σάκχαρα (πχ γλυκόζη) από τα σταφύλια και 

τη µετατρέπουν σε αιθανόλη, διοξείδιο του άνθρακα, µε ταυτόχρονη απελευθέρωση 

θερµότητας. 

Γλυκόζη (C6H12O6)  ⟶  Αιθανόλη (2CH3CH2OH)  +  Διοξείδιο του άνθρακα (2CO2)  

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 1: Αλκοολική ζύµωση 

Τεχνικά, όλα τα φρούτα µπορούν να παράξουν κρασί, όµως το 

πλέον συνηθισµένο και ποιοτικό είναι αυτό που φτιάχνεται από 

σταφύλια. Συγκεκριµένα, για την παρασκευή του κρασιού 

απαιτείται µία ή περισσότερες ποικιλίες του ευρωπαϊκού είδους 

σταφυλιού Vitis vinifera, όπως Pinot noir, Chardonnay, Cabernet 

Sauvignon, Gamay και Merlot. Οι διαφορετικές ποικιλίες 

κρασιών προέρχονται από διαφορετικές ποικιλίες σταφυλιών ή/

και διαφορετικά στελέχη ζύµης.  

1.1 Το αµπέλι 
 Το αµπέλι ή αλλιώς το κλίµα (Vitis vinifera) είναι ένα πολυετές, αγγειόσπερµο 
φυτό το οποίο ανήκει στην τάξη των  Vitales και στην οικογένεια των Vitaceae. H 
οικογένεια Vitaceae αποτελείται από 16 γένη και 770 είδη. Μόνο όµως το γένος Vitis 
χρησιµοποιείται στην παραγωγή κρασιού. Το αµπέλι είναι αναρηχιτικό φυτό µε 
τροποποιηµένα κλαδιά όπου µπορεί να φτάσει τα 17 µέτρα (56 πόδια) σε µήκος ή  και 
περισσότερο. Σε άνυδρες περιοχές µπορεί να σχηµατίσει έναν σχεδόν όρθιο θάµνο. 
 Το σταφύλι είναι ο καρπός ή αλλιώς το βοτανικό µούρο του αµπελιού το οποίο  
χρησιµοποιείται κυρίως για την παραγωγή κρασιού. Επιπλέον καταναλώνεται όπως έχει 
και χρησιµοποιείται για την παρασκευή µαρµελάδων, γλυκών, σταφίδων, 
οινοπνευµατωδών ποτών (πχ τσίπουρο, κουµανταρία) κτλ. Η ανάπτυξη του γίνεται σε 
συστάδες των 15 έως 300, έχει σφαιρικό σχήµα και χρώµα βυσσινί, µαύρο, σκούρο µπλε, 
κίτρινο, πράσινο, πορτοκαλί ή ροζ. Το σταφύλι αποτελείται από τους βόστρυχους και τις 
ράγες. Οι βόστρυχοι ή αλλιώς κοτσάνια είναι υπεύθυνα για την µεταφορά των θρεπτικών 
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ουσιών στους καρπούς και την στήριξη των 
ράγων. Οι ράγες είναι σαρκώδεις, απλοί 
καρποί, αδιάρρηκτοι, µη διανοιγόµενοι, 
δηλαδή προκειµένου να ελευθερώσουν τα 
σπέρµατα τους δεν διαρρηγνύονται αλλά 
πέφτουν ολόκληρα κάτω στη γη αφού 
ωριµάσουν. Αποτελούνται από το φλοιό (10 
-20% κ.β), το περικάρπιο ή σάρκα (74 - 
87%)  και τα κουκούτσια (3 -6%). Ο φλοιός 
περιβάλλει εξωτερικά τον καρπό και 
αποτελείται από τρία στρώµατα: την 
εφυµενίδα , την επιδερµ ίδα και το 
υπόδερµα. Tο περικάρπιο περιβάλλει τους 
σπόρους και αποτελείται από ένα λεπτό, 
υµενώδες εξωκάρπιο, ένα παχύ, σαρκώδες 
µεσοκάρπιο κι ένα λεπτό ενδοκάρπιο. Τα 
κουκούτσια είναι τα σπέρµατα του 
αµπελιού και εντοπίζονται στο ενδοκάρπιο.  
 Κάθε τµήµα της ράγας συνεισφέρει διαφορετικά στην οινοποίηση εξαιτίας της 
διαφορετικής της σύστασης. Για παράδειγµα στον φλοιό εντοπίζονται χρωστικές ουσίες, 
οι οποίες προσδίδουν το χρώµα των κρασιών και ταννίνες, υπεύθυνες για τα γευστικά 
χαρακτηριστικά του κρασιού και την αντοχή στο χρόνο. Στα κουκούτσια εντοπίζονται 
ταννίνες, φαινολικές ενώσεις, ελαιώδεις και γλυκεροφοσφωρικές ουσίες οι οποίες 
προσδίδουν αρνητική χαρακτηριστική οσµή στο κρασί. Ενώ η σάρκα αποτελεί το τµήµα 
της ράγας που περιέχει σχεδόν αποκλειστικά τον χυµό του σταφυλιού. [3] 

1.2 Σύσταση κρασιού 

 Το κρασί αποτελείται από νερό, αιθανόλη, γλυκερίνη, πολυσακχαρίτες, µέταλλα, 

οργανικά οξέα, πολυφαινολικές κι αρωµατικές ενώσεις. [4,5] Οι πολυφαινολικές ενώσεις 

είναι το σύνολο των φυσικών ενώσεων των οποίων ο ανθρακικός σκελετός περιλαµβάνει 

έναν ή περισσότερους αρωµατικούς δακτυλίους µε ένα ή περισσότερα υδροξύλια (ΟΗ) 

συνδεδεµένα(-ους) µε άλλους υποκατάστατες. Διακρίνονται σε φλαβονοειδή και µη 

φλαβονοειδή. [6] Τα φλαβονοειδή αντιπροσωπεύουν πάνω από το 85% των φαινολικών 

συστατικών στο κόκκινο κρασί και περιλαµβάνουν τις φλαβόνες, φλαβονόλες,  

φλαβονόνες, φλαβανόνες, φλαβανόλες, ισοφλαβονοειδή και ανθοκυανιδίνες. Οι 

φλαβονόλες, όπως η κερσετίνη, η µυρικετίνη και η καµπφερόλη αποτελούν πλειοψηφία 

των φλαβονοειδών που εντοπίζονται στο κρασί. Τα µη φλαβονοειδή περιλαµβάνουν τα 

φαινολικά οξέα, τα στιλβένια, τανίνες, τις κουµαρίνες και τις λιγνάνες. [5,6,7,8] 
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Συγκεκριµένα οι τανίνες συµβάλλουν στη γεύση των κρασιών, ενώ σε συνεργασία µε τις 

ανθοκυανίνες σχηµατίζουν χρωµατισµένα πολυµερή τα οποία παρέχουν σταθερές 

χρωστικές υπεύθυνες για την ένταση και τη σταθερότητα του χρώµατος του κρασιού. [9] 

Η παρουσία των πολυφαινολικών ενώσεων στο κρασί είναι υψηλής σηµασίας εξαιτίας 

της ικανότητας τους να δρουν ως προοξειδωτικά, αντιοξειδωτικά, αντιφλεγµονώδη και 

αντικαρκρινικά. Η αντιοξειδωτική τους δράση µπορεί να είναι άµεση ή έµµεση. Έµµεσα 

µέσω επαγωγής δράσης, έκφρασης αντιοξειδωτικών ενζύµων ή κυτταροπροστατευτικών 

πρωτεϊνών και άµεσα µέσω αναγωγής των ελευθέρων ριζών και καταστολής της δράσης 

τους. [9,10,15] Η συγκέντρωση και η σύνθεση των πολυφαινολών εξαρτάται από 
13
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πολλούς παράγοντες όπως την ποικιλία του σταφυλιού, το κλίµα, το έδαφος και τις 

πρακτικές οινοποίησης µε αποτέλεσµα να αλλάζει και το τελικό αποτέλεσµα, δηλαδή το 

χρώµα, η γεύση και η υφή του κρασιού. [6,7,10,11,12] Σήµερα είναι γνωστό ότι το 

κόκκινο κρασί περιέχει µεγαλύτερες συγκεντρώσεις πολυφαινολικών ενώσεων της τάξης 

των χιλιάδων mg GAE.L−1  ενώ το λευκό κρασί της τάξης των εκατό mg GAE.L−1 . [4] 

 Σηµαντικό ρόλο στην ποιότητα του κρασιού διαδραµατίζουν τα µέταλλα. 

Συγκεκριµένα συµµετέχουν στην παραγωγή και στην παλαίωση του κρασιού, την 

ανάπτυξη των ζυµοµυκήτων, την προώθηση διεργασιών οξειδοαναγωγής κατά την 

ωρίµανση και τελικά την επίδραση στις οργανοληπτικές ιδιότητες του κρασιού. Για 

παράδειγµα, το αλουµίνιο (Al), ο χαλκός (Cu), ο σίδηρος (Fe), το µαγγάνιο (Mn), το 

νικέλιο (Ni) κι ο ψευδάργυρος (Zn), συµβάλλουν στη θολερότητα, στην ανεπιθύµητη 

γεύση και το άρωµα. Τα µέταλλα προέρχονται από δύο κύριες πηγές. Η πρώτη, φυσική 

πηγή είναι το έδαφος στο οποίο καλλιεργείται το αµπέλι. Τα µέταλλα εισέρχονται από τις 

ρίζες και παρέχουν το µεγαλύτερο µέρος των ιόντων που εντοπίζονται στο κρασί. Η 

δεύτερη πηγή προέρχεται από την ανθρώπινη παρέµβαση, για παράδειγµα, µέσω 

καλλιεργητικών πρακτικών (πχ λίπανση), πρακτικών κατά τη διάρκεια της οινοποίησης 

(πχ χρήση πρόσθετων, διαφορετικών µηχανηµάτων κτλ), µόλυνσης του περιβάλλοντος 

και χρήση απαγορευµένων χηµικών ουσιών. [13] 

1.3 Ιδιότητες κρασιού 

 Οι ευεργετικές ιδιότητες του κρασιού οφείλονται κυρίως στο µη αλκοολούχο 

τµήµα του, το οποίο περιέχει µια µεγάλη ποικιλία φαινολικών ενώσεων. Αρχικά, 

σύµφωνα µε µελέτες έχει αποδειχθεί ότι η κατανάλωση κόκκινου κρασιού µειώνει τον 

κίνδυνο καρδιαγγειακών παθήσεων πχ. υπέρταση, µέσω µείωσης της αρτηριακής πίεσης,  

υπερτροφία, στεφανιαία νόσο και αρτηριοσκλήρωση µέσω ρύθµισης των επιπέδων LDL, 

HDL και εναπώθεσης λίπους. [12,14,15] Επίσης έχει βρεθεί ότι το κόκκινο κρασί δρα 

ευεργετικά σε µεµονωµένα ανθρώπινα όργανα µειώνοντας το ρίσκο εµφάνισης καρκίνου 

του οισοφάγου, γαστρικού καρκίνου, συνδρόµου Barrett (Barrett′s esophagus) κτλ. 

Επιπλέον συµβάλλει στη µείωση της ινσουλίνης του πλάσµατος σε διαβητικά άτοµα και 

ελαττώνει τις πιθανότητες εµφάνισης του διαβήτη µέσω µείωσης των επιπέδων γλυκόζης. 
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Σηµαντική επίσης αποτελεί και η αντιφλεγµονώδης, αντιθροµβωτική δράση του κρασιού 

καθώς και η συµβολή του στην καλή στοµατική υγιεινή εξαιτίας της αντιµικροβιακής 

δράσης έναντι συγκεκριµένων βακτηρίων. [5,16] Το ασκορβικό οξύ, το διοξείδιο του 

θείου και µια πλοιοψηφία πολυφαινολικών ενώσεων, που περιέχονται στο κρασί, 

παρουσιάζουν νευροπροστατευτικό και αντιοξειδωτικό ρόλο µέσω αναστολής της δράσης 

της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC alpha), της NADPH οξειδάσης, της οξειδάσης της 

ξανθίνης,  ενεργοποίησης της SIRT1 πρωτείνης, και αναστολής διαφόρων άλλων 

µονοπατιών που σχετίζονται µε το οξειδωτικό στρες. [5,9]  

1.4 Ιστορική αναδροµή: 

 Η ιστορία του κρασιού ξεκινά µε την συνάντηση του ανθρώπου µε το φυτό Vitis 

vinifera sylvestris κατά την έξοδο από την Αφρική στην περιοχή του Λιβάνου περίπου 

60.000 - 100.000 χρόνια πριν, κατά τη διάρκεια της Παλαιολιθικής εποχής (MacNeil, 

2015). Οι µεθόδοι οινοποίησης και αποθήκευσης κρασιού εφευρέθηκαν αργότερα στη 

Νεολιθική περίοδο γύρω στο 8500 - 4000 π.Χ. (Cavalieri et al., 2003). Το γεγονός αυτό 

αποδεικνύεται από αρχαιολογικά ευρήµατα οινοποίησης που βρέθηκαν στην Κίνα. 
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Συγκεκριµένα, το 2001 βρέθηκαν σπόροι σταφυλιού στο Jiahu της Κίνας και κεραµικά 

σκεύη µε υπολείµµατα οινοποίησης όπως τρυγικό οξύ και τρυγικό ασβέστιο,  τα οποία 

χρονολογούνται περίπου από το  7000 π.Χ. Επίσης στην τοποθεσία  Jiahu, βρέθηκαν 

διάφορα αγγεία και υλικά αγγείων, όπως πηλός, άνθρακας, κεραµικό κτλ, οικιακά αγγεία 

µε επίπεδο ή αιχµηρό πυθµένα τα οποία χρησιµοποιούνταν ως δοχεία για τη ζύµωση 

κρασιού. Αρχαιολογικά ευρήµατα βρέθηκαν επίσης στην Γεωργία τα οποία 

χρονολογούνται περίπου από το  6000 π.Χ ενώ το παλαιότερο οινοποιείο βρέθηκε να 

ιδρύθηκε στην Αρχαία Αρµενία το 4100 π.Χ.  

 Η ιστορία του κρασιού συνεχίζεται το 3100 π.Χ µε τους Φαραώ να ανεβαίνουν 

στην εξουσία της Αιγύπτου και να αρχίζουν να φτιάχνουν µια ουσία από κόκκινα 

σταφύλια η οποία έµοιάζε µε κρασί. Κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου, οι Αιγύπτιοι 

έρχονται σε επαφή µε Εβραίους καθώς και Φοίνικες. Έπειτα οι Φοίνικες αρχίζουν να 

καλλιεργούν σταφύλια και να παρασκευάζουν κρασί διαδίδοντας το σε όλο τον κόσµο. Το 

εµπόριο κρασιού στη Μεσόγειο χρονολογείται µεταξύ 1200 π.Χ — 539 π.Χ. Οι Έλληνες, 
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το 800 π.Χ υιοθετώντας το κρασί από τους Φοίνικες, ξεκινούν να τελειοποιούν το 

ρόφηµα, µε το κρασί πλέον να αποκτά συµβολικό χαρακτήρα για το εµπόριο, τη 

θρησκεία και την υγεία. Με την άνοδο της Ελλάδας στην εξουσία, τις κατακτήσεις και 

την αποίκηση σε νέα κράτη, το κρασί καταφέρνει να φτάσει στη Σικελία, στη νότια 

Ιταλία και τελικά στη Ρώµη. Καθώς η Ρωµαϊκή Αυτοκρατορία υιοθετεί την Καθολική 

Εκκλησία και τον Χριστιανισµό, το κρασί γίνεται κεντρικό µέρος των εκκλησιαστικών 

µυστηρίων. Η σηµασία του κρασιού για τη θρησκεία παρακινεί την εκκλησία να 

επικεντρωθεί στην καλλιέργεια σταφυλιών και την παραγωγή κρασιού µε αποτέλεσµα 

την τελειοποίηση της οινοποίησης. Το κρασί συνεχίζει να ταξιδεύει σε όλο τον κόσµο και 

τελικά να φτάνει στο Μεξικό, τη Βραζιλία, και όλη τη Νότια Αµερική, από τους 

κατακτητές, το 1492 — 1600 µ.Χ.  [17] 
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1.5 Παγκόσµιος Χάρτης 

 Η βιοµηχανία του κρασιού λαµβάνει χώρα σε παγκόσµια κλίµακα. Η Ευρωπαϊκή 

Ένωση αποτελεί τον κυριότερο παραγωγό, έµπορο αλλά και καταναλωτή οίνου.  

Συγκεκριµένα αντιπροσωπεύει το 45% των αµπελουργικών ζωνών του πλανήτη, το 65% 

της παραγωγής, το 60 % της παγκόσµιας κατανάλωσης και το 70 % των εξαγωγών. [19] 

 Σύµφωνα µε στατιστικά στοιχεία που παρέχονται στην έκθεση της Διεθνούς 

Οργάνωσης Τροφίµων και Γεωργίας (Food and Agriculture Organisation of the United 

Nations - FAO), η Ιταλία παράγει τις µεγαλύτερες ποσότητες κρασιού ετησίως (49,1 mhl) 

αφού διαθέτει κατάλληλο κλίµα για καλλιέργεια σταφυλιών. Όσον αφορά την 

κατανάλωση του κρασιού ανέρχεται περίπου στα 24,5 mhl ετησίως, αποδεικνύοντας έτσι 

τη δηµοτικότητα του τοπικού αυτού προιόντος. [20, 21] 

 Η Γαλλία κατέχει τη δεύτερη θέση στη λίστα χωρών παραγωγής κρασιού, µε 

ετήσια παραγωγή 46,6 mhl. Μια µεγάλη ποικιλία κρασιών συναντάται εκεί µε τα κρασιά 

υψηλής ποιότητας να εξάγονται σε άλλες χώρες ενώ τα κρασιά χαµηλότερης ποιότητας  

να καταναλώνονται τοπικά, σε ποσότητες των 24,7 mhl. Η Ισπανία βρίσκεται στην 

τρίτη θέση της λίστας των χωρών παραγωγής κρασιού, µε 40,7 mhl ετησίως. Επίσης 

διαθέτει τις µεγαλύτερες εκτάσεις σοδιάς σταφυλιών και η κατανάλωση κρασιού φτάνει 

τα 9,6 mhl. [20, 21] 

 Η Ελλάδα εκτιµάται ότι παράγει περίπου 2,3 mhl ετησίως και καταναλώνει 241,8 

εκατoµµύρια λίτρα. Περιλαµβάνει λίγες  µεγάλες βιοµηχανίες κρασιού καθώς και 

περισσότερες µικροµεσαίες οινοποιητικές επιχειρήσεις, αγροτικούς συνεταιρισµούς και 

εισαγωγικές εταιρείες. Η παραγωγή του κρασιού στην Ελλάδα άρχισε να αναπτύσσεται 

µετά τη δεκαετία του 1960. Σύγχρονος µηχανολογικός εξοπλισµός αντικαθιστά τον 

παλιό, οινολόγοι µεταφέρουν τις γνώσεις τους για βελτίωση της ποιότητας του κρασιού 

και πραγµατοποίηση φύτευσης εκλεκτών ποιοτικά ποικιλιών σταφυλιού λαµβάνει χώρα. 

Σηµαντική επίσης ήταν και η στροφή του καταναλωτικού κοινού προς τα ελληνικά 

προϊόντα, κατά την περίοδο της κρίσης. [22]  

 Σήµερα, αυτή η κατάταξη αυτή των χωρών µε βάση τις ποσότητες παραγωγής και 

κατανάλωσης κρασιού χαρακτηρίζεται από µεγάλη αστάθεια εξαιτίας των γεωπολιτικών 

εντάσεων, της αλλαγής του κλίµατος και της πανδηµίας του covid-19. 
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1.6 Ονοµατολογία και ταξινόµηση 

 Για την ονοµατολογία των κρασιών χρησιµοποιούνται δύο κυρίαρχα συστήµατα.  

Το πρώτο σύστηµα βασίζεται στη γεωγραφική προέλευση του κρασιού. Για παράδειγµα 

το Bordeaux αποτελείται από 2 ποικιλίες σταφυλιών, Cabernet Sauvignon και Merlot, και 

προέρχεται από την γαλλική πόλη "Bordeaux" απ’ όπου πήρε και την ονοµασία του. 

Μέσα στα πλαίσια του συστήµατος αυτού έχουν δηµιουργηθεί διάφορα άλλα 

υποσυστήµατα.  Ένα από αυτά αποτελεί το Appellation d'Origine Controlée (AOC) ή 

Appellation d'Origine Protégée 

(ΑΟΡ), το οποίο  ιδρύθυκε από 

την Γαλλία αλλά υιοθετήθηκε από 

πολλές ευρωπαϊκές χώρες, µεταξύ 

των οποίων και η Ελλάδα. Στον 

κατάλογο της ΑΟC εντάσσονται 

κρασιά υψηλής ποιότητας τα 

οποία παράγονται σύµφωνα µε 

αυστηρούς κανόνες που ρυθµίζουν 

τον τύπο κλαδέµατος , τ ι ς 

αποδόσεις, τη διάρκεια ωρίµανσης, την τοποθεσία των αµπελιών κ.λπ. Εντός της AOC 

υπάρχουν διαφορετικές ταξινοµήσεις: περιφερειακό (πχ. Bordeaux, Burgundy), 

υποπεριφερειακό (πχ Médoc στο Bordeaux), χωρικό (πχ Pauillac στο Médoc) και µερικές 

εξαιρέσεις (πχ. Grand Cru). [17,18] Ένα δεύτερο υποσύστηµα ταξινόµησης µε βάση τη 

γεωγραφική προέλευση διακρίνει τα κρασιά σε: 

1. Οίνους µε προστατευόµενη ονοµασία προέλευσης (Π.Ο.Π): παράγονται εντός των 

ορίων της προστατευόµενης περιοχής, από ποικιλίες σταφυλιών συνιστώµενες για 

την περιοχή. Η απόδοση των αµπελώνων δεν υπερβαίνει τα 1200 κιλά ανά στρέµµα.  

2. Οίνους µε προστατευόµενη γεωγραφική ένδειξη (Π.Γ.Ε): παράγονται εντός των 

ορίων της προστατευόµενης περιοχής, από διάφορες ποικιλίες σταφυλιών όχι 

γηγενών απαραίτητα για την περιοχή. 
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3. Οίνους χωρίς προστατευόµενη ονοµασία προέλευσης: παράγονται σε οποιαδήποτε 

περιοχή, από διάφορες ποικιλίες σταφυλιών όχι γηγενών απαραίτητα για την περιοχή.  

 Το δεύτερο σύστηµα στηρίζεται στην ποικιλία σταφυλιών που χρησιµοποιείται 

για την παρασκευή του κρασιού. Για παράδειγµα το Riesling ονοµάστηκε έτσι εξαιτίας 

της παραγωγής του από την ποικιλία σταφυλιών Riesling. Στις Ηνωµένες Πολιτείες 

Αµερικής, προκειµένου ένα κρασί να χαρακτηριστεί ως µονοποικιλιακό, βασική 

προϋπόθεση είναι να αποτελείται τουλάχιστον 75% από ένα είδος σταφυλιού, ενώ στην 

Ευρωπαϊκή Ένωση τουλάχιστον 85%. Στην περίπτωση που αναφέρονται δύο ή 

περισσότερες ποικιλίες, τότε ο συνδυασµός τους πρέπει να φτάνει το 100% και να 

αναγράφονται µε φθίνουσα σειρά. 

 Τα κρασιά ταξινοµούνται µε βάση το χρώµα, τον χρόνο παλαίωσης, την 

γλυκύτητα και την περιεκτικότητα τους σε διοξείδιο του άνθρακα.  

 Το χρώµα του κρασιού καθορίζεται από τα στερεά µέρη του σταφυλιού, στα 

οποία περιέχονται οι χρωστικές και συµµετέχουν ή όχι στη διαδικασία της ζύµωσης. 

Συγκεκριµένα, το κόκκινο/ερυθρό κρασί παράγεται από ποικιλίες κόκκινων ή µαύρων 

σταφυλιών µε τα στερεά τους µέρη  να συµµετέχουν στη ζύµωση. Ανάµεσα στις διάφορες 

ποικιλίες ερυθρών οίνων εντοπίζεται και το ξινόµαυρο το οποίο χαρακτηρίζεται από ένα 

έντονο, βαθύ µαύρο χρώµα, υψηλή οξύτητα, πλούσιο σε τανίνες, φαινόλες και πολλαπλά 

αρώµατα όπως ντοµάτας, ελιάς, φρούτων του δάσους, δαµάσκηνα κτλ. Το κρασί αυτό 

καλλιεργείται σχεδόν αποκλειστικά στη Βόρεια Ελλάδα, κυρίως στην περιοχή της 

Μακεδονίας και η διαδικασία παλαίωσης του µπορεί να διαρκέσει πολλά χρόνια. Το 

λευκό κρασί µπορεί να παραχθεί από οποιαδήποτε ποικιλία  σταφυλιού, µε το χρώµα του 

να παραµένει λευκό, εφόσον τα στερεά µέρη των σταφυλιών διαχωρίζονται κατά τη  

διαδικασία της ζύµωσης. Το ροζέ κρασί, παράγεται όπως και το κόκκινο, µε τη διαφορά 

ότι η παραµονή των στερεών µερών των σταφυλιών στη ζύµωση διαρκεί λιγότερο,  

συνήθως µερικές ώρες.  

 Η ταξινόµηση µε βάση το χρόνο παλαίωσης του κρασιού αφορά το χρονικό 

διάστηµα µεταξύ του τρύγου και της προώθησης για κατανάλωση. Με βάση το χρονικό 

αυτό διάστηµα τα κρασιά ταξινοµούνται σε 5 κατηγορίες: 
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1. Πρώιµοι οίνοι: είναι τα κρασιά τα οποία κυκλοφορούν στην αγορά σε πολύ σύντοµο 

χρονικό διάστηµα µετά τον τρύγο και καταναλώνονται σε διάστηµα λίγων µηνών. 

2. Φρέσκοι οίνοι: είναι τα κρασιά τα οποία κυκλοφορούν στην αγορά σε σχετικά 

σύντοµο χρονικό διάστηµα µετά τον τρύγο και το χρονικό διάστηµα κατανάλωσης 

τους είναι µεγαλύτερο.  

3. Παλαιωµένος οίνος: είναι το κρασί το οποίο τοποθετείται και αφήνεται σε βαρέλια  

για µεγάλα χρονικά διαστήµατα ώστε να γίνει η παλαίωση του. 

4. Επιτραπέζιος οίνος ή Κάβα (Cava): είναι τα κρασιά των οποίων ο χρόνος παλαίωσης 

διαρκεί δύο και τρία χρόνια για τα λευκά και ερυθρά αντίστοιχα. Τα λευκά κρασία 

τοποθετούνται σε βαρέλια τους πρώτους έξι µήνες και µεταφέρονται σε φιάλες τους 

υπόλοιπους δεκαοκτώ µήνες. Τα ερυθρά κρασιά παλαιώνονται τους πρώτους έξι 

µήνες σε καινούργια δρύινα βαρέλια µικρότερα των 600lt ή για ένα χρόνο σε παλιά 

βαρέλια και τουλάχιστον δύο χρόνια σε φιάλη.  

5. Επιλεγµένος (Reserve) και Ειδικά Επιλεγµένος (Grande Reserve) οίνος: είναι τα 

κρασιά που παλαιώνονται, βελτιώνοντας έτσι σηµαντικά την ποιότητα τους. Ο όρος 

«Rererve» αφορά τα λευκά κρασιά που παλαιώνονται για δύο χρόνια συνολικά, και 

τα ερυθρά κρασιά που παλαιώνονται για τρία χρόνια, εκ των οποίων τους έξι µήνες 

είναι σε βαρέλια και τους υπόλοιπους σε φιάλες. Ο όρος «Grande Reserve» 

αναφέρεται στα λευκά κρασιά που έχουν υποστεί παλαίωση τριών χρόνων, εκ των 

οποίων τον ένα χρόνο ήταν σε βαρέλια διαφόρων µεγεθών και τον ένα χρόνο σε 

φιάλες. Επίσης αφορά ερυθρά κρασιά που έχουν παλαιωθεί τέσσερα χρόνια, εκ των 

οποίων τα δύο χρόνια ήταν αποθηκευµένα σε βαρέλια µικρότεα των 600 λίτρων και 

τα υπόλοιπα σε φιάλες. Οι ενδείξεις Επιλεγµένος και Ειδικά Επιλεγµένος 

αναγράφονται µόνο σε οίνους µε  Προστατευόµενη Ονοµασία Προέλευσης (Π.Ο.Π). 

 Η γλυκύτητα των κρασιών µετριέται κατά τη διαδικασία της συγκοµιδής και 

καθορίζεται από την ποσότητα ζάχαρης που παραµένει στο κρασί µετά από τη διαδικασία 

της ζύµωσης. Με βάση την περιεκτικότητα ζάχαρης τα κρασιά ταξινοµούνται σε ξηρά 

( <4 g/L),  ηµίξηρα (4 - 12 g/L), γλυκά (>45  g/L) και ηµίγλυκα (12 - 45  g/L).  

 Τελευταίο κριτήριο ταξινόµησης των κρασιών αποτελεί η περιεκτικότητα τους σε 

διοξείδιο του άνθρακα ( CO2 ). Το CO2 παράγεται κατά τη διαδικασία της αλκοολικής 
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ζύµωσης και διατηρείται στο κρασί ενώ µπορεί να προστεθεί και εκ των υστέρων. 

Ανάλογα µε την περιεκτικότητα τους σε αυτό, τα κρασιά διακρίνονται σε αφρώδη,  

ηµιαφρώδη, αεριούχα και αεριούχα ηµιαφρώδη. [25] 

1.7 Στάδια παρασκευής 

 Η παρασκευή του κρασιού είναι µια φυσική διαδικασία η οποία απαιτεί ελάχιστη 

ανθρώπινη παρέµβαση και βασίζεται σε πέντε βασικά στάδια: συγκοµιδή, θραύση και 

συµπίεση, ζύµωση, διαύγαση και στη συνέχεια παλαίωση και εµφιάλωση. Κατά τη 

διάρκεια των χρόνων έχουν καταγραφεί πολλές παραλλαγές της πορείας παρασκευής του 

κρασιού συµβάλλοντας έτσι στη µοναδικότητα και την τελειότητα του κάθε κρασιού. Το 

κλασικό όµως πρότυπο παρασκευής περιγράφεται παρακάτω. [25] 

Α. Συγκοµιδή: 

 Η συγκοµιδή αποτελεί το πρώτο στάδιο στη διαδικασία παραγωγής κρασιού και 

εκτελείται σε συγκεκριµένη χρονική στιγµή, δηλαδή όταν τα σταφύλια είναι φυσιολογικά 

ώριµα. Η διαδικασία γίνεται είτε µηχανικά είτε µε το χέρι. Παρόλη την εξέλιξη της 

τεχνολογίας, µέχρι και σήµερα προτιµάται η συγκοµιδή µε το χέρι, καθώς οι θεριστικές 

µηχανές µπορεί να προκαλέσουν τραυµατισµούς στα σταφύλια και απαιτούν 

εξειδικευµένο προσωπικό. Αφού τα σταφύλια συλλεχθούν, καταλήγουν στο οινοποιείο 

όπου οι οινοποιοί ταξινοµούν τα τσαµπιά σταφυλιών, αφαιρώντας τα σάπια και τα πολύ 

ώριµα σταφύλια. [25]  

Β. Θραύση και συµπίεση: 

 Η θραύση αποτελεί το δεύτερο στάδιο παρασκευής κρασιού. Για πολλά χρόνια, οι 

άνθρωποι πατούσαν τα σταφύλια µε τα πόδια τους. Σήµερα, χάρη στην τεχνολογία οι 

περισσότεροι οινοπαραγωγοί κάνουν τη διαδικασία αυτή µηχανικά χρησιµοποιώντας 

µηχανικές πρέσες που σπάζουν ή τρυγούν τα σταφύλια, παράγοντας τελικά αυτό που 

ονοµάζουµε µούστο. Ο µούστος είναι ουσιαστικά ο πιεσµένος χυµός σταφυλιών που 

περιέχει τις φλούδες, τους σπόρους και τα στερεά µέρη του σταφυλιού. Η µηχανική 

συµπίεση πέρα του τεράστιου υγειονοµικού κέρδους κατάφερε να προσφέρει κι άλλα 
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ωφέλη στη βιοµηχανία του κρασιού, όπως την αύξηση της µακροζωίας, τη βελτίωση της 

ποιότητας του κρασιού και τη µείωση της  ανάγκης για χρήση συντηρητικών.   

 Για την παρασκευή λευκού κρασιού η θραύση και συµπίεση γίνεται πιο γρήγορα 

και ακολουθεί διαχωρισµός του χυµού από τις φλούδες, αποτρέποντας έτσι το 

ανεπιθύµητο ερυθρό χρώµα, το οποίο προέρχεται από τη φλούδα και τη διείσδυση των 

τανίνων. Αντίθετα για την παρασκευή κόκκινου κρασιού ο διαχωρισµός αυτός δεν 

πραγµατοποιείται µε αποτέλεσµα η φλούδα να έρχεται σε επαφή µε τον χυµό και να 

προσδίδει το κόκκινο αυτό χρώµα. [25] 

Γ. Ζύµωση: 

 Η ζύµωση είναι το τρίτο στάδιο παρασκευής κρασιού το οποίο πραγµατοποιείται 

σε δύο επιµέρους στάδια: το πρωτογενές και το δευτερογενές. Κατά το πρωτογενές 

στάδιο το περιεχόµενο του ζυµωτήρα, δηλαδή ο µούστος, αρχίζει φυσιολογικά να 

ζυµώνεται µέσα σε 6-12 ώρες παρουσία άγριων ζυµοµυκήτων στον αέρα. Αυτό 

ενθαρρύνει την ανάπτυξη των ζυµοµυκήτων και βοηθά στην εξαγωγή χρώµατος για το 

κόκκινο κρασί. Σήµερα πολλοί οινοποιοί προτιµούν να παρεµβαίνουν στη διαδικασία 

αυτή εµβολιάζοντας το µούστο µε εµπορική καλλιεργηµένη µαγιά έτσι ώστε να 

περιορίσουν την άµεση µόλυνση από ανεπιθύµητους µικροοργανισµούς, να 

εξασφαλίσουν την παρουσία ικανού αριθµού ζυµοµυκύτων µε ελεγχόµενη πίεση 

ανάπτυξης και να διαχειριστούν το χρονικό διάστηµα ολοκλήρωσης τη διαδικασία της 

ζύµωσης. [3, 26] Μόλις ξεκινήσει η ζύµωση, συνεχίζεται µέχρι την πλήρη µετατροπή των 

σακχάρων σε αλκοόλη, διοξείδιο του άνθρακα και την τελική παραγωγή ξηρού κρασιού. 

Κατά το δευτερογενές στάδιο η διαδικασία διακόπτεται και οι συνθήκες γίνονται 

αναερόβιες, ευνοώντας έτσι την αλκοολική ζύµωση.  Για την παρασκευή γλυκού κρασιού 

η διαδικασία διακόπτεται  µερικές φορές από τους οινοπαραγωγούς προτού ολοκληρωθεί 

η µετατροπή των σακχάρων. Σηµαντική είναι η διατήρηση της θερµοκρασίας σε ένα 

βέλτιστο εύρος, κατά τη διάρκεια της ζύµωσης, ώστε να παραχθεί καλύτερο άρωµα, 

χρώµα και να επιτραπεί η συσσώρευση των επιθυµητών προϊόντων. Η υπερβολικά υψηλή 

θερµοκρασία αναστέλλει τη ζύµωση του κρασιού και επιτρέπει την ανάπτυξη παθογόνων 

µικροργανισµών, ικανών να προκαλέσουν επικύνδυνες ασθένεις (οξική, µαννιτική 
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ζύµωση κτλ). [26] Συγκεκριµένα ιδανικές θερµοκρασίες για τα κόκκινα κρασιά είναι 24 - 

27°C, µε τη διαδικασία να διαρκεί 3 εώς 5 ηµέρες, και 10 - 21°C για τα λευκά κρασιά, µε 

τη διαδικασία να διαρκεί 7 εώς 14 ηµέρες.   

Δ. Διαύγαση: 

 Η διαύγαση είναι το τέταρτο στάδιο παρασκευής κρασιού όπου αποµακρύνονται 

τα στερεά υπολείµµατα όπως νεκρά κύτταρα ζυµοµυκήτων, ταννίνες και πρωτεΐνες. Αυτό  

µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε διάφορους τρόπους. Ένας από αυτούς είναι η χρήση 

φίλτρου για τη λήψη των µεγαλύτερων σωµατιδίων του κρασιού. Ένας δεύτερος τρόπος 

είναι µέσω της χρήσης ουσιών όπως ασπράδια αυγού, πηλό που προσκολλώνται µε τα 

ανεπιθύµητα σωµατίδια και έπειτα καθιζάνουν. Το υπερκείµενο είναι το διαυγές κρασί το 

οποίο συλλέγεται σε άλλο δοχείο. [25] 

Ε. Παλαίωση και εµφιάλωση: 

 Η παλαίωση και εµφιάλωση αποτελούν το πέµπτο και τελευταίο στάδιο της 

διαδικασίας παραγωγής κρασιού. Ο οινοποιός µπορεί να επιλέξει ανάµεσα στην άµεση 

εµφιάλωση του κρασιού ή την περαιτέρω παλαίωση του. Η παλαίωση γίνεται σε φιάλες, 

δεξαµενές από ανοξείδωτο χάλυβα ή δρύινα βαρέλια. Στην περίπτωση που 

πραγµατοποιείται σε βαρέλια, αυξάνεται η έκθεση του κρασιού στο οξυγόνο καθώς 

παλαιώνει, µειώνοντας έτσι τα επίπεδα των ταννινών. Η παλαίωση σε δεξαµενές 

χρησιµοποιείται κυρίως για την παλαίωση λευκών κρασιών. Η εµφιάλωση γίνεται είτε µε 

φελλό είτε µε βιδωτό πώµα. [25]  
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 Η αµπελοκαλλιέργεια και η οινοποίηση επηρεάζεται από τρεις βασικούς 

παράγοντες: 

1. Κλιµατικές συνθήκες: 

Η υγρασία, η θερµοκρασία, οι διακιµάνσεις στο κλίµα και η τοπογραφία µπορούν να 

επηρεάσουν σηµαντικά την καλλιέργεια. Ευεργετική θεωρείται η σχετικά χαµηλή 

υγρασία (λιγότερο από 800 mm ετησίως) και η θερµοκρασία 25 - 30°C.  Τέτοιες 

θερµοκρασίες επιτυγχάνονται από τον Απρίλιο εώς τον Σεπτέµβριο, µε την περίοδο αυτή 

να είναι καθοριστική για την ανάπτυξη των αµπελιών και την ωρίµανση των καρπών. 

Στην περίπτωση που οι θερµοκρασίες είναι κάτω από 10 °C, τα αµπέλια αδρανούν, ενώ 

σε υψηλότερες από 38 °C σταµατούν την ανάπτυξη τους. Οι διακυµάνσεις στο κλίµα και 

την τοπογραφία των αµπελώνων συµβάλλουν στην ποικιλοµορφία των κρασιών και στην 

ποιότητά τους. [29] 

2. Έδαφος: 

Τα διαφορετικά χαρακτηριστικά του εδάφους αντικατοπτρίζονται στην ποικιλοµορφία 

του κρασιού. Τα σταφύλια µπορούν να παραχθούν σε πολλά εδάφη. Πιο επιθυµητά είναι 

τα αµµώδη ή τα χαλκιώδη - αργιλώδη- πηλώδη, σε αντίθεση µε τα αλκαλικά εδάφη τα 

οποία αποφεύγονται. [29] 

3. Πρακτικές αµπελουργίας: 

Διάφορες πρακτικές εφαρµόζονται στην αµπελουργία προκειµένου να ενισχυθεί η 

ποιότητα και η ποσότητα του κρασιού. Για παράδειγµα γίνεται διαχωρισµός των 

αµπελιών σε οµοιόµορφες σειρές για διευκόλυνση της καλλιέργειας, κλάδεµα και 

αραίωση για τον έλεγχο των ασθενειών, των εντόµων και την επίσπευση της συγκοµιδής. 

Επιπλέον πραγµατοποιείται φύτευση καρποφόρας ποικιλίας µονοετών αµπελιών και 

άρδευση ανάλογα µε το κλίµα και την τοπογραφία. [29] 
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1.8 Ελεύθερες Ρίζες  

 Ο όρος "ρίζα" εισήχθηκε για πρώτη φορά το 1786 από τον Guyton de Morveau κι 
έπειτα  χρησιµοποιήθηκε από τους Berzelius και Gay-Lussac προκειµένου να υποδείξουν 
οµάδες ατόµων που βρέθηκαν αµετάβλητες σε πολλές ουσίες. [30] 

Οι ελεύθερες ρίζες είναι ασταθή άτοµα ή µόρια τα οποία περιέχουν ένα ή περισσότερα 
ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική τους στοιβάδα. Χαρακτηρίζονται πολύ δραστικές 
κα ι ασ τ α θ ε ί ς ε ξα ι τ ί α ς τ η ς 
ικανότητας τους να προσλαµβάνουν 
ένα ηλεκτρόνιο από άλλα µόρια 
µ έ σω τ η ς δ ι α δ ι κ α σ ί α ς τ η ς 
οξείδωσης, ώστε να συµπληρώσουν 
την εξωτερική τους στοιβάδα, ή να 
παρέχουν ένα ηλεκτρόνιο σε άλλα 
µόρια µέσω της διαδικασίας της 
αναγωγής. Η ακτίνα δράσης τους 
φτάνει τα 30Å και η διάρκεια ζωής 
τους είναι πολύ µικρή, από χιλιοστά 
τ ο υ δ ε υ τ ε ρ ο λ έ π τ ο υ έ ω ς 
νανοδευτερόλεπτα. Ανάµεσα στις δράσεις των ελευθέρων ριζών ανήκει η πρόκληση 
αναστρέψιµων ή µη, βλαβών σε βιοµόρια συµπεριλαµβανοµένων των πρωτεϊνών, 
λιπιδίων και νουκλεϊνικών οξέων, οδηγώντας σε κυτταρικές βλάβες, διαταραχή της 
οµοιόστασης, αυξηµένο κυτταρικό πολλαπλασιασµό, παθολογικές καταστάσεις κτλ.  
Παρ’ όλη  την αρνητική τους δράσης, οι ελεύθερες ρίζες κρίνονται θεµελειώδεις για τη 
φυσιολογική λειτουργία του οργανισµού. Συγκεκριµένα συµµετέχουν στη βιογένεση 
µιτοχονδρίων και κυττάρων, στην αποτοξίνωση, στην ενζυµική ενεργοποίηση, στη 
σύσπαση των µυών, στην άµυνα κτλ. [31]  

 Οι ελεύθερες ρίζες παράγονται τόσο ενδογενώς όσο κι εξωγενώς. Παραδείγµατα 
εξωγενών πηγών είναι o καπνός του τσιγάρου, οι περιβαλλοντικοί ρύποι, η ακτινοβολία, 
ορισµένα ξενοβιοτικά, βιοµηχανικοί διαλύτες, Όζον κτλ. Ενδογενώς οι ελεύθερες ρίζες 
παράγονται σε διάφορα ενδοκυτταρικά οργανίδια όπως µιτοχόνδρια, υπεροξεισώµατα, 
ενδοπλασµατικό δίκτυο κτλ µέσω διαφόρων διαδικασιών. [31] 

Οι ελεύθερες ρίζες διακρίνονται σε πέντε βασικές κατηγορίες βασισµένες στο κεντρικό 
τους άτοµο:  

− Δραστικές µορφές οξυγόνου (ROS) πχ OH • 

− Δραστικές µορφές αζώτου (RNS) πχ ΗΝΟ3- 

− Δραστικές µορφές θείου (RSS) πχ  SO2

− Δραστικές µορφές χλωρίου (RCS) πχ HClO 
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− Δραστικές µορφές σεληνίου (RSeS) πχ υπολείµµατα σεληνοκυστεΐνης [32]  

 Στις δραστικές µορφές συµπεριλαµβάνονται και µη ρίζες οι οποίες δεν περιέχουν 
ασύζευκτα ηλεκτρόνια, κι ως εκ τούτου, δεν είναι ελεύθερες ρίζες. Τέτοια παραδείγµατα 
είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), το όζον (Ο3), ο δραστικός περοξυνιτρίτης 
(ONOO-) και το υποχλωριώδες οξύ (HOCl).   

 Οι ρίζες µε κεντρικό άτοµο το οξυγόνο (ROS) αποτελούν την πιο σηµαντική  
κατηγορία ελευθέρων ριζών στους ζωντανούς οργανισµούς. Συντίθενται κυρίως στα 
µιτοχόνδρια κατά τη διαδικασία της αερόβιας αναπνοής και λιγότερο από την οξειδάση 
της ξανθίνης, την NADPH οξειδάση κατά τη φαγοκύτωση κτλ. [31] 

1.8.1 Παραγωγή ROS από την αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων στα µιτοχόνδρια 
Τo 95-99% των ηλεκτρονίων (e-) που προέρχονται από NADH και FADH2 περνούν µέσω 
της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων και χρησιµοποιούν το Ο2 ως τελικό δέκτη 
ηλεκτρονίων σχηµατίζοντας H2O στο σύµπλοκο IV (κυτοχρωµική οξειδάση). Κατά την 
αντίδραση αυτή, προσλαµβάνονται 4 ηλεκτρόνια από το κυτόχρωµα C και 
χρησιµοποιούνται για την αναγωγή ενός µορίου Ο2 σε δύο µόρια νερού σύµφωνα µε την 
αντίδραση 1: 
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Ο2 + 4e- + 4H+ → 2H2O         

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 2: Αναγωγή µοριακού οξυγόνου στα µιτοχόνδρια 

Ωστόσο, περίπου 0,1-2% των ηλεκτρονίων χρησιµοποιείται για την παραγωγή ROS. 
Συγκεκριµένα στα σύµπλοκα Ι και III σχηµατίζεται O2- το οποίο απελευθερώνεται τόσο 
προς τη µήτρα όσο και προς το διαµεµβρανικό χώρο, όπου δρα η σουπεροξειδική 
δισµουτάση (SOD) ώστε να µετατρέψει το Ο2- σε Η2Ο2. Τόσο το O2- όσο και το H2O2 που 
παράγονται σε αυτή τη διαδικασία θεωρούνται ROS. 

 Η µιτοχονδριακή οξειδοαναγωγική σηµατοδότηση εµπλέκεται στην ενεργοποίηση 
αποκρίσεων κατά την υποξία και στην διαχείρηση των οξειδωτικών που βρίσκονται σε 
άλλα διαµερίσµατα εκτός του µιτοχονδρίου. [33] 

1.8.2 Παραγωγή ROS µέσω φαγοκύττωσης 

 Τα ουδετερόφιλα, τα µακροφάγα και άλλα φαγοκύτταρα µπορούν να αυξάνουν 
την κατανάλωση του οξυγόνου (~100 φορές) και να παράγουν µεγάλες ποσότητες O2- 

όταν διεγείρονται προκειµένου να καταστρέψουν τις εισβαλόµενες ξένες ουσίες. Το 
παραγόµενο O2- προκύπτει µέσω της αναγωγής του O2 . Την αντίδραση αυτή καταλύει 
ένα ενζυµικό σύµπλοκο, η NADPH οξειδάση η οποία εντοπίζεται στην κυτταρική 
µεµβράνη των φαγοκυττάρων και χρησιµοποιεί ως δότη ηλεκτρονίων το φωσφορικό 
νικοτιναµιδο-αδενινο-φωσφορικο-δινουκλεοτίδιο (NADPH). Η ενεργοποίηση του 
ενζύµου αυτού επάγεται από την πρόσδεση διαφόρων ουσιών σε ειδικούς µεµβρανικούς 
υποδοχείς των φαγοκυττάρων, τους TLR (toll-like receptors) επάγοντας µια σειρά 
αλυσιδοτών αντιδράσεων προκειµένου να σχηµατιστεί η ενεργοποιηµένη µορφή του 
ενζύµου NADPH οξειδάση, να δηµιουργηθεί µια εγκόλπωση παγιδεύοντας την ξένη 
ουσία µέσα σε ένα κυστίδιο και παράγοντας µεγάλες ποσότητες Ο2- µε σκοπό την τελική 
εξουδετέρωση της ξένης ουσίας. 
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1.8.3 Παραγωγή ROS από την οξειδάση της ξανθίνης 

 Η οξειδάση της ξανθίνης είναι ένα ένζυµο το οποίο καταλύει την οξείδωση τόσο 
της υποξανθίνης όσο και της ξανθίνης σε ουρικό οξύ, στο ήπαρ και στους νεφρούς, µε 
ταυτόχρονη αναγωγή του Ο2 σε O2- και Η2O2 σύµφωνα µε την αντίδραση 3.  

 

                                                                             

Το ένζυµο αυτό προκείπτει µέσω οξείδωσης θειολικών οµάδων (-SH) ή µέσω µερικής 
πρωτεόλυσης του ενζύµου αφυδρογονάση της ξανθίνης (XDH), σε περιπτώσεις 
τραυµατισµού κάποιου ιστού. Σε φυσιολογικές συνθήκες όµως η οξείδωση της 
υποξανθίνης και της ξανθίνης σε ουρικό οξύ γίνεται από την αφυδρογονάση της ξανθίνης 
(XDH), η οποία ανάγει το ΝΑD+ σε NADH κι όχι το Ο2 σε Ο2-. 
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1.9 Οξειδωτικό στρες 

 Ο Sies ήταν ο πρώτος ο οποίος εισήγαγε τον όρο «οξειδωτικό στρες» το 1985, για 
να δείξει την ανισορροπία µεταξύ των προ-οξειδωτικών και των αντιοξειδωτικών υπέρ 
των πρώτων, η οποία οδηγεί σε δυσµενείς επιδράσεις. Οι δυσµενείς αυτές επιδράσεις 
γίνονται αντιληπτές µόνο όταν διαταραχτεί η οξειδοαναγωγική ισορροπία των κυττάρων. 
[34] 

 Σήµερα οξειδωτικό στρες ορίζουµε µια δυσµενή κατάσταση όπου προκύπτει σε 
ένα βιολογικό σύστηµα εξαιτίας της  διατάραξης της ισορροπίας ανάµεσα στην 
παραγωγή ελευθέρων ριζών και αντιοξειδωτικών. Συγκεκριµένα µπορεί να είναι 
αποτέλεσµα αυξηµένου σχηµατισµού ελευθέρων ριζών ή µειωµένης συγκέντρωσης, 
δραστικότητας αντιοξειδωτικών ή συνδυασµός των δύο παραπάνω. [35] 

 Δεδοµένης της τεράστιας ποικιλίας προ-οξειδωτικών, αντιοξειδωτικών ενώσεων 
κι ενζύµων, έχουν ταξινοµηθεί διάφορες υποµορφές οξειδωτικού στρες κι έχει εισαχθεί 
µια κλίµακα έντασης που κυµαίνεται από το φυσιολογικό οξειδωτικό στρες (eustress) έως 
το υπερβολικό και τοξικό οξειδωτικό στρες (distress), όπως φαίνεται στον Πίνακα 1. [32]  

Οι ελεύθερες ρίζες έχουν την ικανότητα να προσβάλλουν βιοµόρια όπως πρωτεΐνες, 
λιπίδια, νουκλεϊκά οξέα προκαλώντας βλάβες σε αυτά. Μερικές από τις επιπτώσεις 
περιγράφονται παρακάτω.  
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1.9.1 Επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες σε πρωτεΐνες 

 Οι πρωτεΐνες είναι ένας από τους κυριότερους στόχους των ελευθέρων ριζών 
όπου είναι δυνατόν να υποστούν οξειδωτικές τροποποιήσεις χωρίς σοβαρές επιπτώσεις 
στη δοµή και στη λειτουργικότητά τους. Μόνο όταν θιγούν απαραίτητα αµινοξέα (πχ 
κυστεΐνη, ιστιδίνη, η αργινίνη, η λυσίνη και η προλίνη) ή προσθετικές οµάδες στο ενεργό 
τους κέντρο επηρεάζεται η γενικότερη λειτουργία τους. [32] Οι οξειδωτικές 
τροποποιήσεις, που προκαλούνται από τις ελεύθερες ρίζες, µπορεί να είναι τόσο 
αναστρέψιµες όσο και µη αναστρέψιµες. Στις µη αναστρέψιµες τροποποιήσεις ανήκει η 
καρβονυλίωση των πρωτεϊνών και η νιτροποίηση του αµινοξέος τυροσίνη, η δράση των 
οποίων µπορεί να είναι τόσο επιβλαβής όσο κι ευεργετική για τα κύτταρα υπό συνθήκες 
στρες. Στην περίπτωση της καρβονυλίωσης, οι καρβονυλικές οµάδες δεν µεταβολίζονται 
στα πρωτεασώµατα και στα λυσοσώµατα µε αποτέλεσµα να συσσωρεύονται στον 
οργανισµό πρωτεΐνες οι οποίες έχουν χάσει την λειτουργία ή /και τη διαµόρφωση τους. 
Στις αναστρέψιµες οξειδωτικές τροποποιήσεις ανήκει η τροποποίηση του αµινοξέος 
κυστεΐνη, µε αποτέλεσµα την πρόκληση αλλαγών στην οξειδοαναγωγική κατάσταση,  
την ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών που εµπλέκονται µε την οξειδοαναγωγή  
και την προστασία πρωτεϊνών στόχων από περαιτέρω βλάβες.  

1.9.2 Επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες σε νουκλεϊκά οξέα 

 Οι πολλαπλές βιοχηµικές αντιδράσεις στις οποίες εµπλέκεται το οξυγόνο οδηγούν 
στο σχηµατισµό δραστικών τοξικών ενδιάµεσων ικανών να προκαλέσουν βλάβες στα 
νουκλεϊκά οξέα. Στις βλάβες περιλαµβάνονται η σχάση µονής ή/και διπλής 
νουκλεοτιδικής αλυσίδας, η οξείδωση νουκλεοτιδικών βάσεων, η αποπουρίνωση/
αποπυριµιδίωση, η χηµική τροποποίηση του τµήµατος σακχάρου, η καταστολή 
µηχανισµών επιδιόρθωσης του γενετικού υλικού και η αντίδραση µε πυρηνικές 
πρωτεΐνες. [31] Ιδιαίτερα ευαίσθητα στη οξείδωση είναι το µιτοχονδριακό DNA και το 
RNA σε σχέση µε το πυρηνικό DNA. Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι τα µόρια του 
µιτοχονδριακού DNA και του RNA δεν οργανώνονται σε συµπαγή διάταξη και δεν 
συνδέονται µε ιστόνες, όπως το πυρηνικό DNA. Επίσης, το µιτοχονδριακό DNA 
βρίσκεται κοντά στην αναπνευστική αλυσίδα, την κύρια πηγή δηµιουργίας ROS. [35] 

 Μεταξύ των βάσεων DNA, η γουανίνη είναι πιο ευαίσθητη σε οξειδωτική βλάβη. 
Συγκεκριµένα η οξείδωση της γουανίνης οδηγεί στην παραγωγή 8-υδροξυ-2’-
δεοξυγουανοσίνης, η οποία ζευγαρώνει µε την αδενίνη κι όχι µε την κυτοσίνη 
προκαλώντας έτσι µεταλλάξεις στο DNA υπεύθυνες για τη γήρανση και την 
καρκινογένεση. [32, 35]  Πέρα των επιπτώσεων στα νουκλεϊκά οξέα, οι ελεύθερες ρίζες 
αντιδρούν και µε τις πυρηνικές πρωτεΐνες, δηµιουργώντας νέες ελεύθερες ρίζες. Οι 
νεοσυντιθέµενες αυτές ρίζες συνδέονται µε το DNA εµποδίζοντας το ξεδίπλωµα της 
χρωµατίνης, την επιδιόρθωση του DNA και την εκτέλεση των διαδικασιών σύνθεσης 
νέου DNA ή RNA. Υποστηρίζεται ότι το πιο επιθετικό είδος υπεύθυνο για την οξείδωση 
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ή τροποποίηση του DNA είναι η ρίζα υδροξυλίου παρουσία κάποιου µετάλλου πχ 
σίδηρος. [36] 

1.9.3 Επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες σε λιπίδια 

 Ένας ακόµη στόχος των ελευθέρων ριζών είναι οι κυτταρικές µεµβράνες εξαιτίας 
της αυξηµένης σύστασης τους σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (PUFAs). Οι ελεύθερες 
ρίζες και ιδιαίτερα οι ROS προσβάλλουν τα λιπαρά αυτά οξέα προκαλώντας την 
οξείδωση τους και την παραγωγή αντιδραστικών ενδιάµεσων ικανών να διαδώσουν 
αλυσιδωτές αντιδράσεις υπεροξείδωσης. Το φαινόµενο αυτό είναι γνωστό ως «λιπιδική 
υπεροξείδωση» και µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω ενζυµικής ή µη ενζυµικής οδού. 
[35, 37] 

Ενζυµική υπεροξείδωση:  

 Η ενζυµική υπεροξείδωση απαιτεί 
τη δράση του ενζύµου λιποξυγενάση 
(LOX). Το ένζυµο αυτό χρησιµοποιεί ως 
υπόστρωµα το αραχιδονικό (C20: 4) ή το 
λινολεϊκό οξύ (C18: 2)  σχηµατίζοντας 
οµάδες υδροϋπεροξυλίου, παρουσία 
µοριακού οξυγόνου. [37] 

Μη ενζυµική υπεροξείδωση:  

 Η µη ενζυµ ι κή οδός (PL) 
χωρίζεται σε τρία στάδια:  

Το πρώτο στάδιο είναι η έναρξη όπου η 
πολυακόρεστη αλυσ ίδα ενός PL 
προσβάλλεται από µία ελύθερη ρίζα και 
οξειδώνεται σχηµατίζοντας µία νέα 
ελέυθερη ρίζα R⋅ πολύ ασταθή. Δεύτερο 
στάδιο είναι ο πολλαπλασιασµός όπου η 
νεοσχηµατισµένη, ασταθής ελεύθερη ρίζα 
R⋅ ανασυνδιάζεται µε ηλεκτρόνια από τους 
διπλανούς διπλούς δεσµούς σχηµατίζοντας συζηγές διένιο µε µία νέα ελεύθερη ρίζα στο 
άτοµο άνθρακα του διπλού δεσµού. Η νέα ελεύθερη ρίζα είναι σχετικά πιο σταθερή και 
αντιδρά µε µοριακό οξυγόνο, δηµιουργώντας µια ρίζα υπεροξειδίου (ROO⋅). Τρίτο 
στάδιο είναι ο τερµατισµός κατά τον οποίο η ρίζα ROO⋅ αποσπά ένα άτοµο υδρογόνου 
από ένα άλλο πολυακόρεστο λιπαρό οξύ, δηµιουργώντας έτσι µια νέα ελεύθερη ρίζα κι 
ένα υπεροξείδιο λιπαρού οξέος (ROOH). [37] 

33

ΣΧΗΜΑ 9: Μη ενζυµική οδός λιπιδικής 
υπεροξείδωσης 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 04:55:39 EEST - 3.135.182.100



 Η διάσπαση των υπεροξειδίων λιπαρών οξέων πραγµατοποιείται µέσω διαφόρων 
πολύπλοκων µηχανισµών σχηµατίζοντας 
πολλά προϊόντα όπως µηλονική διαλδεΰδη, 
4-υδροξυ-2-νονενάλη κτλ. Τα προϊόντα 
αυτά µπορούν να διαδώσουν αλυσιδωτές 
αντιδράσεις έχοντας καταστρεπτικές 
συν έπ ε ι ε ς όπως τ η ν αύξηση τ η ς 
διαπερατότητας της κυτταρικής µεµβράνης 
ως επακόλουθο την µείωση του δυναµικού 
δράσης, την ανεξέλεγκτη εισροή, εκροή 
κυτταρικών συστατικών και τελικά την 
απόπτωση δηλαδή τον προγραµµατισµένο 
κυτταρικό θάνατο. Μια ακόµη συνέπεια της 
λιπιδικής υπεροξείδωσης αποτελεί η 
ρύθµιση της έκφρασης συγκεκριµένων 
γονιδίων µέσω σύνδεσης µε συγκεκριµένα 
κατάλοιπα πρωτεϊνών . Ένα τέτοιο 
παράδειγµα είναι η σύνδεση προϊόντων της 
λιπιδικής υπεροξείδωσης µε κατάλοιπα 
κυστείνης της πρωτεΐνης Keap1, οδηγώντας 
στην αναστολή της δράσης της. Έτσι 
χάνεται η ικανότητα της Keap1 να 
ουβικιτινώνει τον µεταγραφικό παράγοντα 
Nrf2, επιτρέποντάς του να συσσωρεύεται 
στον πυρήνα και να προκαλεί την έκφραση 
ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων που 
στοχεύουν στην παραγωγή αντιοξειδωτικών 
ουσιών κι ενζύµων. Ένας ακόµη ρυθµιστής 
του Nrf2 ε ίνα ι η αναγωγάση της 
θειορεδοξίνης (TrxR1). [32, 37] 

1.10 Αντιοξειδωτικά 

 Τα αντιοξειδωτικά είναι ουσίες οι οποίες δρουν ενάντια στις επιβλαβείς ελεύθερες 
ρίζες, προκειµένου να αποτρέψουν, να µειώσουν ή να αποκαταστήσουν µια βλάβη 
προκαλούµενη από αυτές. Η δράση τους µπορεί να είναι άµεση, µέσω άµεσης σάρωσης 
των ελευθέρων ριζών , ή έµµεση, µέσω επίδρασης σε διάφορες οδούς σηµατοδότησης και 
εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως η φύση των αντιοξειδωτικών, η κατάσταση 
της οξείδωσης, οι ιδιότητες του οξειδωµένου υποστρώµατος και το επίπεδο οξείδωσης.  
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ΣΧΗΜΑ10: Ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης 
από τα προϊόντα της λιπιδικής υπεροξείδωσης: 
Η πρόσδεση λιπιδικών υπεροξειδίων σε 
κατάλοιπα κυστεϊνης της πρωτεΐνης Keap 1  
οδηγεί σε καταστολή της δράσης της.  Ο 

µεταγραφικός παράγοντας Nrf2 δεν 
αναστέλλεται ή ενεργοποιείται από την TrxR1, 
συσσωρεύεται στον πυρήνα και προκαλεί την 
έκφραση αντιοξειδωτικών γονιδίων. [32] 
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 Με βάση την προέλευση τους, τα αντιοξειδωτικά ταξινοµούνται ως εξωγενή, αυτά 
που προσλαµβάνονται µέσω διατροφής και ενδογενή, αυτά που παράγονται φυσιολογικά 
στους ζωντανούς οργανισµούς.  

 Με βάση τον τρόπο δράσης τους, τα αντιοξειδωτικά ταξινοµούνται ως ενζυµικά 
και µη ενζυµικά. [38, 39] 

1.10.1 Ενζυµικά αντιοξειδωτικά 

Τα ενζυµικά αντιοξειδωτικά διακρίνονται στα πρωτογενή και τα δευτερογενή. Τα πρώτα 
εξαλείφουν άµεσα τις ελεύθερες ρίζες ενώ τα δεύτερα έµµεσα, µέσω µείωσης των 
επιπέδων ελευθέρων ριζών ή διατήρησης σταθερής παροχής µεταβολικών ενδιάµεσων 
όπως NADPH, γλουταθειόνη, κύρια αντιοξειδωτικά ένζυµα κτλ. [40] 

 

 

 

ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 4: Πρωτογενή και δευτερογενή ενζυµικά αντιοξειδωτικά  

 Στην πρώτη γραµµή άµυνας κατά των ελεύθερων ριζών βρίσκεται η SOD η οποία 
καταλύει τη διάσπαση της ρίζας ανιόντων υπεροξειδίου (O2•-) σε υπεροξείδιο του 
υδρογόνου (H2O2) µε αναγωγή. Το H2O2 που σχηµατίζεται µετατρέπεται σε νερό (H2O) 
και οξυγόνο (O2) µε τη δράση του ενζύµου καταλάση (CAT) ή σε οξειδωµένη 
γλουταθειόνη (GSSG) και νερό (H2O)  µε τη δράση της υπεροξειδάσης της 
γλουταθειόνης (GPx). Στην περίπτωση που τα επίπεδα του Η2Ο2 είναι φυσιολογικά ή 
χαµηλά αναλαµβάνει δράση η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx). Ενώ στην 
περίπτωση που τα επίπεδα του Η2Ο2 είναι υψηλά τότε αναλαµβάνει το ένζυµο καταλάση. 
Όλα αυτά βρίσκονται υπό µεταγραφικό, µεταφραστικό και µεταµεταφραστικό έλεγχο, 
αποτελώντας τη βάση των προσαρµοστικών αποκρίσεων στο οξειδωτικό στρες. [38, 40] 
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Πρωτογενή 
αντιοξειδωτικά 

Δευτερογενή 
αντιοξειδωτικά 

- Yπεροξειδική δισµουτάση (SOD) 
- Καταλάση (CAT) 
- Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx)

- S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST) 
- Αναγωγάση γλουταθειόνης (GR) 
- Αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης 
(G6PD)

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 04:55:39 EEST - 3.135.182.100



ΣΧΗΜΑ 11: Εξουδετέρωση O2•- µέσω δράσης αντιοξειδωτικών ενζύµων [40] 

1.10.2 Μη ενζυµικά αντιοξειδωτικά 

 Τα µη ενζυµατικά αντιοξειδωτικά διακρίνονται σε µεταβολικά και θρεπτικά 
αντιοξειδωτικά. Τα µεταβολικά αντιοξειδωτικά ανήκουν στα ενδογενή αντιοξειδωτικά, 
όπως η γλουταθειόνη, το ουρικό οξύ, η µελατονίνη κ.λπ. Ενώ τα θρεπτικά αντιοξειδωτικά 
ανήκουν στα εξωγενή αντιοξειδωτικά και είναι ενώσεις που δεν µπορούν να παραχθούν 
στον οργανισµό αλλά πρέπει να παρέχονται µέσω διατροφής ή συµπληρωµάτων. Τέτοια 
παραδείγµατα είναι η βιταµίνη C, βιταµίνη E, συνένζυµο Q10, πολυφαινόλες, διάφορα 
ιχνοστοιχεία κ.λπ. [11, 12, 38] 

Γλουταθειόνη 

 Η γλουταθειόνη είναι ένα τριπεπτίδιο που συντίθεται από  τα αµινοξέα κυστείνη, 
γλυκίνη, γλουταµινικό και παράγεται σε όλα τα κύτταρα κυρίως όµως στα ηπατικά λόγω 
των αυξηµένων αποτοξινωτικών αναγκών του οργάνου αυτού. [31] Αποτελεί ισχυρό 
ενδογενές, µη ενζυµικό αντιοξειδωτικό εξαιτίας της οµάδας θείου που εντοπίζεται στην 
κυστείνη, η οποία δρα ως αναγωγικός παράγοντας ικανός να εξουδετερώσει µια ποικιλία 
ελευθέρων ριζών. [35] Η βιοσύνθεση της γλουταθειόνης λαµβάνει µέρος στο 
κυτταρόπλασµα και πραγµατοποιείται σε 2 στάδια: Στο πρώτο στάδιο η συνθετάση της γ-
γλουταµυλοκυστεΐνης (GCLC) καταλύει το σχηµατισµό πεπτιδικού δεσµού µεταξύ του 
γλουταµικού και της κυστεΐνης από όπου προκύπτει γ- γλουταµυλοκυστείνη. Στο δεύτερο 
στάδιο η συνθετάση της γλουταθειόνης (GSS) καταλύει την προσθήκη γλυκίνης µε 
τελικό προϊόν τη γλουταθειόνη όπως φαίνεται παρακάτω.  
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 ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 4: Στάδια σύνθεσης της γλουταθειόνης  

 Στα κύτταρα, η γλουταθειόνη εντοπίζεται σε δύο µόρφες: την οξειδωµένη (GSSG) 
και την ανηγµένη (GSH). Η GSH είναι αυτή η οποία αναλαµβάνει την εξουδετέρωση των 
ελευθέρων ρίζων µέσω οξειδωσης της. Σε περιπτώσεις οξειδωτικού στρες αυξάνονται τα 
επίπεδα της GSH και µειώνονται της GSSG. Ο λόγος  GSH/ GSSG  αποτελεί δείκτη 
οξειδωτικού στρες. Πέρα της αναγωγικής της δράσης, η γλουταθειόνη λειτουργεί κι ως 
συµπαράγοντας  αρκετών αποτοξινωτικών ενζύµων έναντι του οξειδωτικού στρες πχ. 
τρανσφεράση της γλουταθειόνης, παίζει ρόλο στη κυτταρική σηµατοδότηση, στην 
µεταφορά ιόντων, αµινοξέων, στον µεταβολισµό των βιταµινών Ε και C κτλ. [31]  

Βιταµίνη C 

 Η βιταµίνη C ή το ασκορβικό οξύ είναι ένα υδατοδιαλυτό µόριο που συντίθεται 
στα εσπεριδοειδή, στις πατάτες, στις ντοµάτες, στα πράσινα φυλλώδη λαχανικά και σε 
µερικά ζώα. Οι άνθρωποι δεν έχουν την ικανότητα να συνθέτουν L-ασκορβικό οξύ από 
D-γλυκόζη λόγω της απουσίας του ενζύµου L-gulonolactone oxidase (GULO). Ως εκ 
τούτου, πρέπει να το λαµβάνουν µέσω της διατροφής τους. Συµµετέχει σε διάφορα 
µεταβολικά µονοπάτια όπως στη σύνθεση του κολλαγόνου, της καρνιτίνης, των 
νευροδιαβιβαστών και στην εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών. Αποτελεί το κύριο 
αντιοξειδωτικό του σώµατος, για τον λόγο αυτό εντοπίζεται σε αυξηµένες συγκεντρώσεις 
στους ιστούς όπου υποστούν οξειδωτικό στρες. [31] Η αντιοξειδωτική δράση της 
βιταµίνης C οφείλεται κυρίως στην ικανότητα της να εξουδετερώνει ελεύθερες ρίζες 
υπεροξειδίου, υπερονιτρίτη και υδροϋπεροξείδια λιπιδίων σύµφωνα µε την αντίδραση: 
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 Το ασκορβικό οξύ, δηλαδή η ανηγµένη µορφή της βιταµίνης C, προσφέρει 
ηλεκτρόνια και πρωτόνια κι έτσι µετατρέπεται στην οξειδωµένη µορφή η οποία είναι το 
δεϋδροασκορβικό οξύ. Στη συνέχεια µπορεί να αναχθεί ξανά σε ασκορβικό οξύ µε δότη 
ηλεκτρονίων και πρωτονίων την γλουταθειόνη (GSH). [41] 

Επιπλέον λόγοι, στους οποίους οφείλεται η αντιοξειδωτική ικανότητα της βιταµίνης C 
είναι: 

− Η αναστολή ενεργοποίησης των ενζύµων NADΡH οξειδάση και οξειδάση της 
ξανθίνης. 

− Η µείωση της διαρροής ηλεκτρονίων από την αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 
στα µιτοχόνδρια. 

− Η αναστολής της έκφρασης του iNOS, αποτρέποντας έτσι την παραγωγή ΝΟ και 
υπεροξυνιτρικού. 

− Η αναγέννηση αντιοξειδωτικών όπως γλουταθειόνη, ουρικό, βιταµίνη Ε κτλ 

− Η συνεργιστική δράση µε την βιταµίνη Ε για απόσβεση του οξυγόνου των 
ελεύθερων ριζών και του µονήρους.  

 Παρόλη την ευεργετική της δράση, η βιταµίνη C µπορεί να συµβάλει και 
αρνητικά στον οργανισµό οδηγώντας στο σχηµατισµό οξειδωτικής βλάβης. Αυτό 
συµβαίνει όταν ανάγεται ο σίδηρος Fe3+ σε  Fe2+  κι ο χαλκός Cu2+ σε Cu+, στοιχεία τα 
οποία στη συνέχεια µπορούν να µετατρέψουν το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) σε 
ρίζα υδροξυλίου (OH •).  [41] 

 Στο παρελθόν και δυστυχώς ακόµη προς το παρόν, έχει χρησιµοποιηθεί µη ειδική 
αντιοξειδωτική θεραπεία για τη θεραπεία ποικίλων ασθενειών που συνδέονται µε το 
οξειδωτικό στρες, υποδεικνύοντας ότι «ακόµα ευρέως θεωρείται ότι η χορήγηση 
αντιοξειδωτικών θα παρέχει πάντα όφελος». Αυτή είναι αφελής σκέψη. Τα 
αντιοξειδωτικά µπορούν να προστατεύσουν ή να αυξήσουν τον τραυµατισµό ανάλογα µε 
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την κατάσταση και εποµένως η χρήση τους πρέπει πάντα να γίνεται µε πλήρη εκτίµηση 
της κατάστασης» . [42] 

1.11 Δείκτες οξειδωτικού στρες και πειραµατικά στάδια 

 Oι δείκτες του οξειδωτικού στρες αποτελούν σηµαντικά εργαλεία για την 
αξιολόγηση της οξειδοαναγωγικής κατάστασης, της εξέλιξης µίας νόσου καθώς και των 
επιδράσεων των αντιοξειδωτικών στην υγεία του ανθρώπου. Τα τελευταία χρόνια έχει 
αυξηθεί το ενδιαφέρον µελέτης τους κι ο εντοπισµός τους σε πολλές έρευνες.  Ωστόσο, 
για µερικούς δείκτες υπάρχει έλλειψη συναίνεσης σχετικά µε την επικύρωση, την 
τυποποίηση και την αναπαραγωγιµότητα. 

 Η µέτρηση σταθερών δεικτών οξειδωτικού στρες βασίζεται στην αλληλεπίδραση 
των ελευθέρων ριζών µε το µικροπεριβάλλον και την τροποποίηση του. Τα λιπίδια, οι 
πρωτείνες, τα νουκλεικά οξέα είναι παραδείγµατα µορίων που µπορούν να 
τροποποιηθούν από τις ελεύθερες ρίζες. Μερικές από αυτές τις τροποποιήσεις είναι 
γνωστό ότι µεταβάλλουν την λειτουργία των µορίων, αναστέλλουν ενζυµικές αντιδράσεις 
κτλ.  Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η µέτρηση της µηλονικής διαλδεΰδης 
(malonaldehyde-MDA) και της 4-υδροξυνονενάλης (4-hydroxynonenal-ΗΝΕ), ως δείκτες 
λιπιδικής υπεροξείδωσης. Συγκεκριµένα η παρουσία ακόρεστων διπλών δεσµών καθιστά 
τα PUFA πολύ ευαίσθητα σε οξειδωτική βλάβη προκαλούµενη κυρίως από τις ελεύθερες 
ρίζες OΗ• και ROO•. Οι ρίζες αυτές καταλύουν την οξείδωση του λιπαρού οξέος, 
δηµιουργώντας µια ρίζα ικανή να αντιδράσει µε το µοριακό οξυγόνο και να σχηµατιστεί 
µία ρίζα λιπιδικού υπεροξυλίου. Η αντίδραση προχωρά µε τη λιπιδική υπεροξυλική ρίζα 
να αποσπά ένα άτοµο υδρογόνου από ένα άλλο πολυακόρεστο λιπαρό οξύ, 
δηµιουργώντας έτσι µια νέα ελεύθερη ρίζα κι ένα υπεροξείδιο λιπαρού οξέος. Η 
διάσπαση των υπεροξειδίων λιπαρών οξέων παράγει πολλά προϊόντα όπως µηλονική 
διαλδεΰδη (MDA) και 4-υδροξυνονενάλη (HNE). H HNE µπορεί να ανιχνευθεί µε υγρή 
χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) απευθείας, ή ως παραγωγοποιηµένο προϊόν 
µε 2,4-δινιτροφαινυλυδραζίνη ή 1,3-κυκλοεξα-νιδόνη, µε αέρια χρωµατογραφία σε 
συνδυασµό µε φασµατοσκοπία µάζας (GC-MS) και µε µέσα ανοσολογικών τεχνικών που 
χρησιµοποιούν ειδικά αντισώµατα κατά της HNE. H MDA είναι µια ουσία ικανή να 
αντιδρά µε δύο ισοδύναµα θειοβαρβιτουρικού οξέος (TBA) παράγοντας ένα ροζ 
σύµπλοκο προσθήκης, το οποίο µετριέται εύκολα µε χρωµατοµετρική ή φθοριοµετρική 
ανάλυση. Διάφορα άλλα παραδείγµατα δεικτών οξειδωτικού στρες χρησιµοποιούνται 
ευρέως, µε µερικά παραδείγµατα να φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. [37]  
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 H µελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης µίας υπο εξέτασης ουσίας 
πραγµατοποιείται σε 3 στάδια: in vitro, in silico και in vivo. 

 Ο όρος in silico αναφέρεται στη δοκιµή που πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια 
υπολογιστή ή µέσω προσοµοίωσης υπολογιστή. Αντιπροσωπεύει µια σχετικά νέα οδό 
έρευνας, η οποία έχει αρχίσει να χρησιµοποιείται ευρέως σε µελέτες πρόβλεψης της 
δράσης των φαρµάκων. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί πριν από τα in vitro πειράµατα. 

 Ο όρος in vitro («ἐν ὑάλῳ» δηλ. «µέσα στο γυαλί») αναφέρεται στην δοκιµή 
εκτέλεσης µιας δεδοµένης πειραµατικής διαδικασίας, σε ελεγχόµενες συνθήκες, έξω από 
έναν ζωντανό οργανισµό . Συνήθως περιλαµβάνει µεµονωµένους ιστούς , 
µικροοργανισµούς, κύτταρα ή βιολογικά µόρια εκτός του κανονικού βιολογικού τους 
πλαισίου. Στην περίπτωση µελέτης επαγωγής οξειδωτικού στρες ή αντιοξειδωτικής 
δράσης µπορούν να εφαρµοστούν διάφορες µέθοδοι. Μία από αυτές είναι η 
φασµατοφωτοµετρία,  η οποία αποτελεί µια γρήγορη κι εύκολη µέθοδος, µε το 
µειονέκτηµα όµως ότι όλες οι µετρήσεις των εξωκυτταρικών ελεύθερων ριζών 
επηρεάζονται από τον αριθµό και τη βιωσιµότητα των κυττάρων. Το γεγονός αυτό έχει ως 
αποτέλεσµα την εξαγωγή µη έγκυρων αποτελεσµάτων. Μία άλλη µέθοδος είναι η 
κυτταροµετρία ροής η οποία αποτελεί ισχυρό επιστηµονικό εργαλείο. Τα τελευταία 
χρόνια έχουν αναπτυχθεί πολλοί φθορίζοντες ανιχνευτές για την ανίχνευση αντιδρώντων 
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ειδών, µε διαφορετικό βαθµό ειδικότητας και ευαισθησίας πχ DCFH-DA, DAF-2 DA, 
DAF-FM DA για ανίχνευση ROS/RNS. 

 Ο όρος in vivo («ἐν ζωῄ») αναφέρεται στον πειραµατισµό χρησιµοποιώντας  
ολόκληρους ζωντανούς οργανισµούς, συνήθως ζώα, συµπεριλαµβανοµένων των 
ανθρώπων και φυτών. Συχνά πραγµατοποιούνται έπειτα από in vitro πειράµατα εξαιτίας 
της µεγάλης αξιοπιστίας και καταλληλότητας τους για παρατήρηση των συνολικών 
επιπτώσεων σε έναν ζωντανό οργανισµό. Οι κλινικές δοκιµές σε ανθρώπους και οι 
µελέτες σε ζώα αποτελούν δύο µορφές έρευνας in vivo.  Όσον αφορά τις µελέτες σε ζώα, 
η επιλογή των ειδών εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως τον τύπο, τον στόχο, τη 
µέθοδο της έρευνας, χαρακτηριστικά, προέλευση των ζώων κτλ. Τα κυριότερα 
πειραµατόζωα που χρησιµοποιούνται στις έρευνες είναι τα ποντίκια, οι αρουραίοι, η 
ζέβρα, οι βάτραχοι, τα κουνέλια, οι γάτες, οι σκύλοι και τα πρωτεύοντα ζώα, πλην του 
ανθρώπου. [43] 

 Στην Ευρωπαϊκή Ένωση (ΕΕ), η έρευνα σε ζώα ρυθµίζεται βάσει της Οδηγίας 
2010/63/ΕΕ όπου: 

" Τα ζώα µπορούν να χρησιµοποιηθούν στην έρευνα στην ΕΕ µόνο όταν υπάρχει πειστική 
επιστηµονική αιτιολόγηση, όταν τα αναµενόµενα οφέλη της έρευνας υπερτερούν των 
πιθανών κινδύνων όσον αφορά την ταλαιπωρία των ζώων και όταν οι επιστηµονικοί 
στόχοι δεν µπορούν να επιτευχθούν µε τη χρήση εναλλακτικών µεθόδων χωρίς ζώα. 
Μόνο έργα που πληρούν αυτές τις απαιτήσεις εγκρίνονται."  
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2. ΣΚΟΠΟΣ  

Το υψηλά πολυφαινολικό περιεχόµενο των κόκκινων κρασιών και η πιθανή 
αντιοξειδωτική/ευεργετική για την υγεία δράση που µπορεί να έχουν, θέτουν ως σκοπό 
της παρούσας διπλωµατικής εργασίας την εκτίµηση διαφόρων δεικτών οξειδοαναγωγικής 
κατάστασης σε αίµα και ιστούς επιµύων έπειτα από χορήγηση εκχυλίσµατος  ξινόµαυρου 
κρασιού. Οι ιστοί οι οποίοι εξετάστηκαν ήταν οι εξής: εγκέφαλος, µάτια, πνεύµονες, 
καρδιά, ήπαρ, στόµαχος, πάγκρεας, σπλήνα, νεφροί, λεπτό έντερο, παχύ έντερο, όρχεις 
και τετρακέφαλος µύς. Οι δείκτες οξειδοαναγωγικής κατάστασης που εξετάστηκαν ήταν 
η συγκέντρωση της ανηγµένης γλουταθειόνης (GSH), η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα 
(TAC), ουσίες που αντιδρούν µε το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS), η συγκέντρωση των 
πρωτεϊνικών καρβονυλίων, η δραστικότητα των ενζύµων περοξειδάσης της 
γλουταθειόνης (GPx), αναγωγάσης της γλουταθειόνης (GR), σουπεροξειδικής 
δισµουτάσης (SOD) και καταλάσης (CAT).  
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Πειραµατικός Σχεδιασµός 

3.1.1 Ζώα και συνθήκες διαβίωσης  

Για τους σκοπούς του πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν 12 αρσενικοί επιµύες φυλής Wistar, 

ηλικίας 20 εβδοµάδων προερχόµενοι από το Εργαστήριο Φυσιολογίας της Κτηνιατρικής σχολής 

του ΑΠΘ. Έπειτα οι επίµυες χωρίστηκαν τυχαία σε δύο οµάδες των 6 και στεγάστηκαν σε κλουβιά 

(3 επιµύες ανά κλουβί) µε θερµοκρασία 22 ± 2°C, σχετική υγρασία  40-70% και τεχνητό φωτισµό 

µε 12ωρη φωτοπερίοδο ηµέρας/νύκτας. Κάθε ζώο σηµάνθηκε µε οικολογικό χρώµα στο τρίχωµά 

του προκειµένου να αναγνωρίζεται. Ακολούθησε περίοδος προσαρµογής διάρκειας µιας εβδοµάδας 

µε σκοπό τον εγκλιµατισµό των επιµύων. Κατά την διάρκεια του πειραµατισµού, καθηµερινά και 

κατά βούληση, παρέχονταν νερό και ξηρά τροφή µε µορφή σύµπηκτων (pellets)  προοριζόµενη για 

ζώα εργαστηρίου. Ο χειρισµός και η ευθανασία των πειραµατόζωων έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες 

για την φροντίδα και διαχείριση των ζώων εργαστηρίου της ΕΕ. 

3.1.2 Εκχύλισµα και προετοιµασία δόσης 

 Το εκχύλισµα παρασκευάστηκε από το εργαστήριο Φαρµακογνωσίας του ΕΚΠΑ µε τη 

χρήση κρασιού ποικιλίας Ξινόµαυρου. Η συγκεκριµένη ποικιλία επιλέχθηκε να χρησιµοποιηθεί 

εξαιτίας της µεγαλύτερης συγκέντρωσης φαινολικού φορτίου που περιέχει σε σύγκριση µε άλλες 

ποικιλίες κρασιών. Το κρασί συµπυκνώθηκε σε Rotavapor µέχρι µείωσης του όγκου του στο µισό, 

ώστε να εξασφαλιστεί η πλήρης αποµάκρυνση της αιθανόλης. Η αιθανόλη εντοπίζεται φυσικά στο 

κρασί και η παρουσία της παρεµποδίζει την κατακράτηση των πολυφαινολών από την ρητίνη. 

Ακολούθως έγινε προσρόφηση των πολυφαινολών µε τη χρήση πολυµερικής ρητίνης και ανάκτηση 

µε τη χρήση οργανικού διαλύτη. Τέλος, πραγµατοποιήθηκε ξήρανση του δείγµατος σε Rotavapor 

και λυοφοιλοποίησή του µε σκοπό την πλήρη αποµάκρυνση των διαλυτών και τον προσδιορισµό 

του ξηρού βάρους. Από την ανάλυση προέκυψε ότι µια φιάλη κρασί (750 ml) ποικιλίας ξινόµαυρου 

περιέχει 3.88 gr φαινολικού φορτίου που αντιστοιχεί σε 0.51% απόδοση φαινολών (ανά 100 ml 

οίνου). 

Η δόση χορήγησης καθορίστηκε στα 25mg πολυφαινολών ανά kg σωµατικού βάρους. 

Εφόσον το εκχύλισµα είναι 26.7% πολυφαινολικό απαιτούνται 34.5mg εκχυλίσµατος ανα επίµυ την 

ηµέρα. Για τον υπολογισµό των δόσεων χρησιµοποιήθηκε η µέση τιµή του σωµατικού βάρους των 

επίµυων κατά την έναρξη του πειραµατισµού. Ακολούθησε παρασκευή των δόσεων µε διάλυση 
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34.5mg εκχυλίσµατος σε 1.5ml απεσταγµένου νερού και καθηµερινή χορήγηση στο πόσιµο νερό 

που καταναλώνονταν από τους επίµυες. Για την οµάδα ελέγχου παρασκευάστηκαν αντίστοιχα 

δόσεις µε 1.5 ml απεσταγµένου νερού. 

3.1.3 Χορήγηση προβλεπόµενης δόσης 

Το εκχύλισµα χορηγείτο καθηµερινά, την ίδια ώρα, για 14 ηµέρες, µαζί µε το πόσιµο νερό 

των επιµύων. Στην οµάδα ελέγχου (control) χορηγούνταν 1,5 mL απεσταγµένου νερού µαζί µε το 

πόσιµο νερό. Ενώ στην άλλη οµάδα (test) χορηγούνταν  1.5 mL διαλύµατος απεσταγµένου νερού κι 

εκχυλίσµατος µαζί µε το πόσιµο νερό. 

3.1.4 Κλινική εξέταση 

Κατά τη διάρκεια της χορήγησης πραγµατοποιούνταν κλινικοί έλεγχοι. Μεταξύ  αυτών η 

καταγραφή του σωµατικού βάρους την 1η ηµέρα της χορήγησης, την 7η ηµέρα και την ηµέρα της 

ευθανασίας. Η κατανάλωση τροφής και νερού καταγράφονταν καθηµερινά. Ο ρυθµός ανάπτυξης 

υπολογίστηκε ως η διαφορά µεταξύ του τελικού και του αρχικού βάρους διαιρούµενο µε τις ηµέρες 

χορήγησης. Οι καθηµερινοί κλινικοί έλεγχοι συµπεριλάµβαναν την εµφάνιση συµπτωµάτων στο 

δέρµα, στους οφθαλµούς, στο αναπνευστικό, ουρογεννητικό, πεπτικό, νευρικό, καρδιαγγειακό και  

µυοσκελετικό σύστηµα. Επιπλέον έλεγχος για θνησιµότητα ή θνητότητα πραγµατοποιούνταν 

καθηµερινά, 12 ώρες µετά τη χορήγηση.  

3.1.5 Νευρολογική εξέταση 

Την 1η ηµέρα, την 7η και την 14η  ηµέρα πραγµατοποιήθηκε νευρολογική εξέταση. Για 

παράδειγµα, παρατηρήθηκαν αλλαγές στη συµπεριφορά των επιµύων εντός κι εκτός κλουβιών, 

µεταβολές στη στάση του σώµατος, τη βάδιση, τα αντανακλαστικά κτλ. 

3.1.6 Νεκροτοµή  

Στο τέλος της µελέτης, οι επίµυες ήταν σε κατάσταση νηστείας για µια νύχτα και 

αναισθητοποιήθηκαν µε ισοφλουράνιο. Κριτήριο για το βάθος της αναισθησίας ήταν η µύση της 
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κόρης του οφθαλµού και, επικουρικά, ο έλεγχος του αντανακλαστικού του βλεφάρου και της 

απόσυρσης του άκρου ποδός µετά από νύξη. Έπειτα ακολούθησε διάνοιξη της θωρακικής 

κοιλότητας και συλλογή αίµατος µε καρδιακή παρακέντηση από την δεξιά κοιλία (1 mL σε φιαλίδιο 

αιµοληψίας µε EDTA για αιµατολογική εξέταση και 2 mL σε φιαλίδιο µε ηπαρίνη για βιοχηµικές). 

Το αίµα που συλλέχθηκε, φυγοκεντρήθηκε στις 1500 στροφές ανά λεπτό για 15 λεπτά, ο ορός 

αποµακρύνθηκε αµέσως και φυλάχθηκε στο ψυγείο. Όλα τα δείγµατα υποβλήθηκαν σε επεξεργασία 

εντός 4-6 ωρών στο εργαστήριο προπαιδευτικής της Κτηνιατρικής Σχολής του ΑΠΘ. 

Μετά την αιµοληψία, υπό την επήρεια του ισοφλουρανίου, ακολούθησε απεξάρθρωση του 

πρώτου αυχενικού σπονδύλου προκειµένου να επέλθει ο θάνατος. Πραγµατοποιήθηκε λεπτοµερής 

νεκροψία, συµπεριλαµβανοµένης της προσεκτικής εξέτασης του σώµατος (δέρµα, τρίχωµα, 

βλεννογόνοι), της στοµατικής και ρινικής κοιλότητας, του πρωκτού, των εξωτερικών γεννητικών 

οργάνων, της κρανιακής, θωρακικής, κοιλιακής κοιλότητας και των εσωτερικών οργάνων. Για τους 

σκοπούς της µελέτης συλλέχθηκαν οι παρακάτω ιστοί: εγκέφαλος, µάτια, πνεύµονες, καρδιά, ήπαρ, 

στόµαχος, πάγκρεας, σπλήνα, νεφροί, λεπτό έντερο, παχύ έντερο, όρχεις και τετρακέφαλο µύ. 

Έπειτα αξιολογήθηκαν όλα τα όργανα ως προς το µέγεθος, το χρώµα, την υφή και τη σύσταση, ενώ 

παράλληλα τα κοίλα όργανα και οι κοιλότητες αξιολογήθηκαν κι ως προς το περιεχόµενο. Τα 

αποτελέσµατα της νεκροτοµικής εξέτασης καταγράφηκαν σε πίνακα, όπως φαίνεται στο 

Παράρτηµα III. 

3.1.7 Στατιστική 

Για τα ποσοτικά δεδοµένα, χρησιµοποιήθηκε το Kolmogorov-Smirnov test, για να ελεγχθεί 

αν οι µεταβλητές ακολουθούν την κανονική κατανοµή και το Levene Median test, για τον έλεγχο 

της διασποράς. Σε περίπτωση µη κανονικής κατανοµής, τα δεδοµένα αναλύονταν µε το µη 

παραµετρικό τεστ Kruskal-Wallis ANOVA. Για τις ποιοτικές µεταβλητές χρησιµοποιήθηκε το Chi-

Squere (x2test) και το Fisher’s exact test, καθώς οι συχνότητες εµφάνισης ήταν <5. Για την ανάλυση 

των δεδοµένων χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό SPSS (IBM) έκδοση: 26.0. Το επίπεδο 

σηµαντικότητας ορίστηκε µικρότερο από 0.05 (p <0,05). 

3.2 Πειραµατικά Πρωτόκολλα 

3.2.1 Διαχωρισµός ερυθροκυτταρικού αιµολύµατος (RBCL) και πλάσµατος 

Αντιδραστήρια: 

- Απιονισµένο νερό 
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- Σωληνάρια µε 200µL EDTA 

Πειραµατική Διαδικασία: 

Συλλέγουµε το αίµα σε σωληνάρια µε 200µL EDTA 7.5% και το ανακινούµε µερικές φορές. Έπειτα 
φυγοκεντρούµε στα 1370 g, για 10 λεπτά, στους 4°C και συλλέγουµε το υπερκείµενο, δηλαδή το 
πλάσµα, σε φιαλίδια eppendorf. Στο ίζηµα, δηλαδή στα ερυθροκύτταρα, προσθέτουµε απιονισµένο 
νερό (dH2O) 1:1 v/v και ανακινούµε βίαια. Ακολούθως φυγοκεντρούµε στα 4000 g, για 15 λεπτά, 
στους 4°C. Το ίζηµα, στο οποίο  συσσωρεύονται µεµβράνες των ερυθροκυττάρων πολύ µικρού 
όγκου (10-20µL), απορρείπτεται ενώ το υπερκείµενο, δηλαδή το ερυθροκυτταρικό αιµόλυµα (red 
blood cell lysate-RBCL) συλλέγεται σε φιαλίδια eppendorf. Η διατήρηση τους γίνεται στους  
-80°C.  

3.2.2 Υπολογισµός αιµοσφαιρίνης 

 Ο υπολογισµός της αιµοσφαιρίνης στο ερυθροκυτταρικό αιµόλυµα (Red Blood Cell Lysate-
RBCL) γίνεται σύµφωνα µε τη µέθοδο του hemiglobincyanide (HiCN) χρησιµοποιώντας το 
εµπορικό κιτ Dutch Diagnostics, Zutphen, Holland.  

Αντιδραστήρια: 

- R1 (pH 7.3): 

Για την παρασκευή του διαλύµατος R1 προστίθενται 0.60mmol/L Potassium ferricyanide, 
0.90mmol/L Potassium cyanide και 2mmol/L Dihydrogen potassium phosphate.  

Πειραµατική Διαδικασία: 

Σε eppendorf προσθέτουµε 5µL δείγµατος RBCL, 1mL διαλύµατος R1 και αναδεύουµε µε vortex. 
Σε ένα δεύτερο eppendorf προσθέτουµε µόνο 1ml διαλύµατος R1 ώστε να χρησιµοποιηθεί ως 
Blank και αναδεύουµε µε vortex. Έπειτα επωάζουµε στο σκοτάδι για 10 λεπτά και µετράµε την 
οπτική απορρόφηση στα 540nm µε πλαστική κυψελίδα. 

3.2.3 Επεξεργασία ιστών 

 Για την εκτέλεση των πειραµατικών µεθόδων χρειάστηκε να γίνει οµογενοποίηση των  
διαφόρων ιστών.  

Αντιδραστήρια: 

- Διάλυµα PBS µε αναστολείς πρωτεασών 

Για την παρασκευή 10mL προστίθενται 700µL PBS, 100µL EDTA, 100µL PMSF και 100mL 
απροτινίνη. To διάλυµα παρασκευάζεται και αποθηκεύεται στους -20°C.  
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Πειραµατική Διαδικασία: 

Κόβουµε τον ιστό µε νυστέρι, τον ζυγίζουµε ώστε να έχει βάρος περίπου 200mg και τον 
µεταφέρουµε σε ειδικά tubes. Έπειτα προσθέτουµε το διάλυµα PBS µε αναστολείς πρωτεασών σε 
αναλογία ιστός:PBS 1:4 και οµογενοποιούµε στον οµογενοποιητή Minilys της Bertin Instruments 
για 30 δευτερόλεπτα σε µέγιστη ταχύτητα. Αµέσως µετά φυγοκεντρούµε στα 15 000 g στους 5°C 
για 5 λεπτά. Τέλος συλλέγουµε το υπερκείµενο  σε ξεχωριστά κλάσµατα (aliquot) και τα 
διατηρούµε στους -80°C ενώ το ίζηµα απορρίπτεται. Τα κλάσµατα αποψύχονται µόνο µία φόρα 
πριν την ανάλυση και δεν επαναχρησιµοποιούνται.  

3.2.4 Υπολογισµός της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης σε ιστούς µε τη µέθοδο Bradford  

Αντιδραστήρια: 

- Αντιδραστήριο Bradford 

Για την παρασκευή 1L ζυγίζονται 100mg χρωστικής Coomasie Brilliant Blue και προστίθενται σε 
γυάλινο ποτήρι ζέσεως επενδυµένο µε αλουµινόχαρτο. Στη συνέχεια, προστίθενται 50mL 95% (v/v) 
αιθανόλης και 100mL 85% (w/v) φωσφορικού οξέος. Το διάλυµα αναδύεται µε µαγνήτη µέχρι να 
διαλυθεί πλήρως η σκόνη. Έπειτα, ογκοµετρείται µέχρι το 1L µε dH2O, αναδύεται µε µαγνήτη και 
φιλτράρεται. Ακολουθεί µια σειρά φωτοµετρήσεων στα 595nm προκειµένου να κατασκευαστεί η 
πρότυπη καµπύλη της αλβουµίνης, η οποία χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της συνολικής 
ποσότητας πρωτεΐνης. Το διάλυµα είναι φωτοευαίσθητο. 

Πειραµατική Διαδικασία: 

Σε σωληνάκια τύπου eppendorf προσθέτουµε 20µL oµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε PBS 
και 1mL αντιδραστήριο Bradford. Σε ένα δεύτερο σωληνάκι eppendorf προσθέτουµε 20µL PBS και 
1mL αντιδραστήριο Bradford ώστε να χρησιµοποιηθεί ως Blank. Έπειτα αναδεύουµε όλα τα 
eppendorfs µε vortex και τα αφήνουµε για επώαση στο σκοτάδι για 15 λεπτά. Μετά το πέρας του 
χρόνου µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 595nm µε πλαστική κυψελίδα. 

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης γίνεται µέσω πρότυπης καµπύλης της 
αλβουµίνης, µε τη χρήση του αντιδραστηρίου Bradford. Ειδικότερα, η ποσόττα της συνολικής 
ποσότητας πρωτεΐνης υπολογίζεται µε βάση τους συντελεστές (α,β), που προκύπτουν από την 
εξίσωση της πρότυπης καµπύλης της αλβουµίνης σε mg/mL, η οποία είναι της µορφής y= ax + b.  

3.2.5 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης της γλουταθειόνης 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο:  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 04:55:39 EEST - 3.135.182.100



48

Η γλουταθειόνη είναι ένα τριπεπτίδιο που αποτελείται από τα αµινοξέα γλουταµινικό οξύ, γλυκίνη 
και κυστεΐνη συνδεδεµένα µεταξύ τους µε πεπτιδικούς δεσµούς. Αποτελεί την πιο διαδεδοµένη 
θειόλη στους ζωντανούς οργανισµούς µε αναγωγική δράση, διαδραµατίζοντας σηµαντικό ρόλο 
στην αποτοξίνωση των ξενοβιοτικών, στην φυσιολογική λειτουργία των κυτταρικών µεµβρανών, 
στην αναγωγή υδροϋπεροξειδίων και ελευθέρων ριζών. Επίσης λαµβάνει µέρος στις διαδικασίες 
µεταβολισµού φαρµάκων, ασβεστίου, στον κύκλο του γλουταµινικού οξέος, στη διατήρηση των 
επιπέδων των -SH των πρωτεινών κτλ. Η γλουταθείονη απαντάται κυρίως στην ανηγµένη της 
µορφή (GSH) εφ’όσον το ένζυµο αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) καταλύει την αντίδραση 
αναγωγής της οξειδωµένης γλουταθείονης (GSSG) προς την ανηγµένη, όπως φαίνεται παρακάτω: 

                                                                          GR 

NADPH + 2 GSSG → 2GSH + NADP- + H+            

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 6: Αναγωγή οξειδωµένης γλουταθείονης  

Πέρα από την αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR), η γλουταθειόνη αποτελεί υπόστρωµα πολλών 
άλλων ενζύµων όπως της περοξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx), της S-τρανσφεράσης της 
γλουταθειόνης (GST) και της θειλοτρανσφεράσης (TTase). 

Αντιδραστήρια: 

- TCA  5% 

- Διάλυµα κιτρικού νατρίου µε DTNB (ΜΒ: 294.10) 

Αρχικά παρασκευάζεται 1% κιτρικό νάτριο διαλύοντας 1g κιτρικού νατρίου σε 100ml dH20. Έπειτα 
προστίθενται 0.0396g DTNB. 

- Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (67mM, pH 7.95) 

Πειραµατική Διαδικασία: 

Για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης της γλουταθειόνης προαπαιτείται προετοιµασία του 
δείγµατος. Σε σωληνάκια τύπου eppendorf προσθέτουµε 50µL οµογενοποιηµένου ιστού και 50µL 
TCA  5%. Έπειτα κάνουµε vortex και φυγοκεντρούµε στα 1500g για 5 λεπτά στους 5°C. Τέλος 
µεταφέρουµε το υπερκείµενο σε νέα σωληνάκια τύπου eppendorf ενώ το ίζηµα απορρίπτεται.  

Για την διαδικασία υπολογισµού της συγκέντρωσης της γλουταθειόνης κάνουµε αραίωση 1:2 ιστού 
µε PBS και µεταφέρουµε 20µL από το αραιωµένο δείγµα σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf. Για τα 
δείγµατα αιµολύµατος µεταφέρουµε 20µL από το αρχικό δείγµα  σε σωληνάκι τύπου eppendorf. 
Ακολούθως προσθέτουµε 330µL διαλύµατος κιτρικού νατρίου µε DTNB και 660µL ρυθµιστικού 
διαλύµατος φωσφορικών. Σε ένα δεύτερο σωληνάκι eppendorf προσθέτουµε 660µL ρυθµιστικό 
διάλυµα φωσφορικών, 330µL διάλυµα κιτρικού νατρίου µε DTNB και 20µL PBS ώστε να 
χρησιµοποιηθεί ως Blank. Στη συνέχεια κάνουµε vortex όλα τα σωληνάκια και επωάζουµε στο 
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σκοτάδι για 45 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τέλος µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 
412nm µε γυάλινη κυψελίδα. Οι φυσιολογικές τιµές συγκέντρωσης της ενδοκυτταρικής GSH 
κυµαίνονται από 1 εώς 10mM. 

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης της γλουταθειόνης στο αιµόλυµα γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Δραστικότητα συγκέντρωσης της GSH (mmol/ g Hb) = (Absδείγµατος - ΔΑτυφλού / 13,6) x 262,6 x 2 x 
2 x 1,3 / g Hb  

Το 262,6 είναι ο συντελεστής αραίωσης που προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1010µL) µε 
τον όγκο του αιµολύµατος (20µL). Επίσης πολλαπλασιάζεται µε 2 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση 
µε νερό κατά τη διάρκεια λύσης των ερυθροκυττάρων και µε 2 x 1,3 για να συνυπολογίσουµε την 
πρώτη (500µL αιµόλυµα / 500µL TCA 5%) και τη δεύτερη αραίωση (390µL αιµόλυµα / 300µL 
TCA 5%) που έγινε µε TCA 5%. Το 13,6 (L/mmol/cm) είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης 
του DTNB. Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης της GSH εκφράζεται ως προς την αιµοσφαιρίνη. Η 
αιµοσφαιρίνη υπολογίζεται µε τη βοήθεια ενός kit και πρέπει να εκφραστεί σε g/L ώστε η µονάδα 
αυτή να είναι σε συµφωνία µε τη συγκέντρωση της GSH που υπολογίστηκε προηγουµένως (mmol/
L). Έτσι, µετά τη φωτοµέτρηση η τιµή της αιµοσφαιρίνης υπολογίζεται σε g/dL. 
Πολλαπλασιάζοντας την τιµή αυτή µε 10 x 2, τη µετατρέπουµε σε g/L και ταυτόχρονα λαµβάνουµε 
υπόψη την 1:1 αραίωση κατά τη λύση των ερυθροκυττάρων.  

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης της γλουταθειόνης στους ιστούς γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Δραστικότητα συγκέντρωσης της GSH (µmol/mg) = (Absδείγµατος - ΔΑτυφλού / 13,6) x 2 x 4 x 50,5 / 
mg πρωτεΐνης 

Το 13,6 (L/mmol/cm) είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του DTNB και το 50,5 είναι ο 
συντελεστής αραίωσης (DF), ο οποίος προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1010µL) µε τον όγκο 
του δείγµατος (20µL). Επίσης πολλαπλασιάζεται επί 4 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση µε PBS 
κατά την οµογενοποίηση, επί 2 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση που έγινε µε TCA 5% και επί 2 για 
να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο. Κατόπιν, µε τη µέθοδο Bradford, 
λαµβάνεται η τιµή της απορρόφησης και  υπολογίζεται αντίστοιχα η συγκέντρωση της ολικής 
πρωτεΐνης. 

3.2.6 Υπολογισµός της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (TAC) 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο: 

Τα αντιοξειδωτικά αποτελούν συστατικά των οργανισµών κι έχουν την δυνατότητα να 
εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες. Η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα αναφέρεται στην 
ικανότητα των κυτταρικών συστατικών να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες. Κάθε 
αντιοξειδωτικό συµβάλλει διαφορετικά στην ολική αντιοξειδωτική ικανότητα.  
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Αρχή της µεθόδου: 

Η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα του ιστού αξιολογείται χρησιµοποιώντας το 1,1-διφαινυλ-2-
πικρυλυδραζύλιο (DPPH) το οποίο είναι µια εµπορική ελεύθερη ρίζα. Παρουσία κάποιου 
αντιοξειδωτικού µορίου στο δείγµα ιστού και αίµατος, η ελεύθερη ρίζα DPPH• ανάγεται σε 1,1-
διφαινυλ-2-πικρυλυδραζίνη και ανιχνέυεται φασµαροφωτοµετρικά µε τη µείωση της οπτικής 
απορρόφησης στα 520nm σε σύγκριση µε το Blank.  

Αντιδραστήρια: 

- Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (10mM, pH 7.4) 

Για την παρασκευή 500mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών απαιτούνται 100mL KH2PO4 
(10mM) και 400mL Na2HPO4 (10mM). Για το διάλυµα KH2PO4 ζυγίζονται 0,136g και διαλύονται 
σε 100mL H2O. Για το διάλυµα Na2HPO4 ζυγίζονται 0,712g και διαλύονται σε 400mL H2O. Στη 
συνέχεια αναµειγνύονται τα δύο διαλύµατα και διορθώνεται το pH µέχρι 7.4.  

- DPPH (0.1mM, MB: 394.32g/mol) 

Σε 5mL µεθανόλης αναµειγνύονται 0,02g DPPH ώστε η συγκέντρωση να είναι 10mM. Στη 
συνέχεια το διάλυµα αραιώνεται 100 φορές µε µεθανόλη και αναµειγνύεται ώστε η τελική 
συγκέντρωση να είναι 0,1mM. Ουσιαστικά, 200µL διαλύµατος 10mM DPPH αραιώνονται σε 
19,8mL µεθανόλης. Το διάλυµα παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος.  

Πειραµατική Διαδικασία: 

Για τον προσδιορισµό της TAC στους ιστούς προσθέτουµε σε σωληνάκια τύπου eppendorf 460µL 
ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών, 500µL DPPH και 40µL oµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε 
PBS. Για τον προσδιορισµό της TAC στο αιµόλυµα προσθέτουµε σε σωληνάκια τύπου eppendorf 
480µL ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών, 500µL DPPH και 20µL RBCL. Σε ένα δεύτερο σωληνάκι 
eppendorf προσθέτουµε 500µL ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών και 500µL DPPH ώστε να 
χρησιµοποιηθεί ως Blank. Έπειτα αναδεύουµε όλα τα eppendorfs µε vortex και τα αφήνουµε για 
επώαση στο σκοτάδι για 60 λεπτά. Μετά το πέρας του χρόνου φυγοκεντρούµε στα 15 000g για 3 
λεπτά στους 25°C. Μεταφέρουµε το υπερκείµενο σε πλαστική κυψελίδα και µετράµε την οπτική 
απορρόφηση στα 520nm.  

Υπολογισµοί: 

Τα αποτελέσµατα για το αιµόλυµα εκφράζονται ως: 

%Abs µείωση = (Absτυφλού -  Absδείγµατος) / Absτυφλού x 100 

µmol ανηγµένου DPPH / mL δείγµατος = [(%Abs µείωση / 100) x 50 x 50 ] / 1000 / g Hb  
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Η διαίρεση µε 100 γίνεται ώστε να µετατραπεί η µείωση της απορρόφησης σε ποσοστό 
απορρόφησης και πολλαπλασιάζεται µε 50 για να ληφθεί υπόψη η συγκέντρωση του DPPH στην 
κυψελίδα. Επίσης πολλαπλασιάζεται επί 50 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση  του δείγµατος στην 
κυψελίδα. Τέλος διαιρείται µε 1000 ώστε να µετατραπούν τα L του δείγµατος σε ml και µε τα 
γραµµάρια της αιµοσφαιρίνη που υπολογίζονται µε τη βοήθεια ενός kit. 

Τα αποτελέσµατα για τους ιστούς εκφράζονται ως: 

%Abs µείωση = (Absτυφλού -  Absδείγµατος) / Absτυφλού x 100 

µmol ανηγµένου DPPH / mL δείγµατος = [(%Abs µείωση / 100) x 50 x 25 x 4 x 10] / 1000 / mg 
πρωτεΐνης 

Η διαίρεση µε 100 γίνεται ώστε να µετατραπεί η µείωση της απορρόφησης σε ποσοστό 
απορρόφησης και πολλαπλασιάζεται µε 50 για να ληφθεί υπόψη η συγκέντρωση του DPPH στην 
κυψελίδα. Επίσης πολλαπλασιάζεται επί 25 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση  του ιστού στην 
κυψελίδα, επί 4 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση που έγινε κατά την οµογενοποίηση του δείγµατος 
και επί 10 για την αραίωση του ιστού κατά τη µέθοδο. Τέλος διαιρείται µε 1000 ώστε να 
µετατραπούν τα L του δείγµατος σε ml. Κατόπιν, µε τη µέθοδο Bradford, λαµβάνεται η τιµή της 
απορρόφησης και  υπολογίζεται αντίστοιχα η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης. 

3.2.7 Προσδιορισµός των ουσιών που αντιδρούν µε το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS) 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο: 

Οι ελεύθερες ρίζες προσβάλλουν τα λιπαρά αυτά οξέα προκαλώντας την οξείδωση τους και την 
παραγωγή αντιδραστικών ενδιάµεσων όπως τη µηλονική διαλδεϋδη (MDA), η οποία αντιδρά µε το 
θειοβαρβιτουρικό οξύ.  

Αρχή της µεθόδου: 

Η µέθοδος ελέγχου και παρακολούθησης της λιπιδικής υπεροξείδωσης, βασίζεται στην αντίδραση 
της µηλονικής διαλδεϋδης (MDA) µε το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA).  Η µηλονική διαλδεϋδη 
σχηµατίζει ένα σύµπλοκο 1:2 µε το θειοβαρβιτουρικό οξύ [MDA(TBA)2], το οποίο µετριέται 
φασµατοφωτοµετρικά στα 530nm.  

Αντιδραστήρια: 

- Tris-HCl (200mM, pH 7.4) 

Για την παρασκευή 100 mL διαλύµατος Tris-HCl απαιτείται η παρασκευή 25mL Tris (200mM) και 
42mL HCl (0.1N). Για το διάλυµα Tris ζυγίζονται 0,61g και διαλύονται σε 25mL H2O. Για το 
διάλυµα HCl αιραιώνονται 0,42mL από το απόθεµα 37% µε dH2O µέχρι τον όγκο των 42mL. Στη 
συνέχεια αναµειγνύονται τα δύο διαλύµατα, προστίθεται dH2O µέχρι τον όγκο των 100mL και 
διορθώνεται το pH µέχρι 7.4.  
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- Διάλυµα Na2SO4 - TBA (55mM) 

Για την παρασκευή 10mL διαλύµατος ζυγίζονται 2,84g Na2SO4 και 0,08g TBA. Στη συνέχεια 
αναµειγνύονται, προστίθονται 10mL dH2O και αφήνεται για ανάδευση υπό θέρµανση µέχρι να 
διαλυθεί πλήρως. Το διάλυµα παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος.  

- TCA 100% 

Το TCA είναι ένα αντιδραστήριο το οποίο απορροφά υγρασία από τον αέρα, για το λόγο αυτό 
διαλύεται σε dH2O. Για την παρασκευή 1L TCA 100% αναµυγνίεται 1kg σκόνης TCA µε ένα µικρό 
όγκο dH2O εξαιτίας της ικανότητας του TCA να αυξάνει τον όγκο του νερού. Έπειτα το διάλυµα 
αφήνεται για ανάδευση µέχρι να διαλυθεί πλήρως και ογκοµετρείται µέχρι το 1L µε dH2O.  

- TCA 70% 

Για την παρασκευή 100mL διαλύµατος TCA 70% αραιώνονται 70mL TCA 100% σε 30mL dH2O.  

- TCA 35% 

Για την παρασκευή 100mL διαλύµατος TCA 35% αραιώνονται 35mL TCA 100% σε 65mL dH2O.  

Πειραµατική Διαδικασία: 

Σε σωλήνα falcon προσθέτουµε 50µL RBCL ή 50µL οµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε PBS 
και  σε έναν δεύτερο σωλήνα 50µL PBS ώστε να χρησιµοποιηθεί ως Blank. Έπειτα προσθέτουµε 
500µL TCA 35% και 500µL Tris - HCL. Αναδεύουµε µε vortex και αφήνουµε για επώαση 10 λεπτά 
σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας του χρόνου προσθέτουµε 1mL διαλύµατος Na2SO4 - 
TBA και αφήνουµε για επώαση στους 95°C για 45 λεπτά στο υδατόλουτρο. Στη συνέχεια 
µεταφέρουµε τους σωλήνες σε πάγο για 5 λεπτά, προσθέτουµε 1mL TCA 70% και αναδεύουµε µε 
vortex. Μεταφέρουµε 1mL από το περιεχόµενο του κάθε σωλήνα σε ξεχωριστά eppendorfes και 
φυγοκεντρούµε στα 11200g για 3 λεπτά στους 25°C. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης 
µεταφέρουµε 900µL σε καθαρή γυάλινη κυψελίδα και γίνεται µέτρηση της οπτικής απορρόφησης 
στα 530nm.  

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των TBARS γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Συγκέντωση TBARS (µmol/mL) = (Absδείγµατος - ΔΑτυφλού) x 0,156 x 62 x 2 x 2 ή 4 / g Hb ή mg 
πρωτεΐνης 

Το 0,156 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης της ΜDΑ και το το 62 είναι ο συντελεστής 
αραίωσης, ο οποίος προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (3100µL) µε τον όγκο του δείγµατος 
(50µL). Επίσης πολλαπλασιάζεται επί 2 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο 
και επί 2 ή 4 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση µε νερό κατά τη διάρκεια λύσης των ερυθροκυττάρων 
ή PBS κατά την οµογενοποίηση, αντίστοιχα. Στην περίπτωση προσδιορισµού στο αίµα, διαιρείται 
µε τα γραµµάρια της αιµοσφαιρίνης, όπου υπολογίζονται µε τη βοήθεια ενός kit, ενώ στην 
περίπτωση προσδιορισµού στους ιστούς, διαιρείται µε τη συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης, που 
υπολογίζεται µε τη µέθοδο Bradford.  
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3.2.8 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων 

Βιοχηµικό υπόβαθρο: 

Οι ελεύθερες ρίζες αναγνωρίζουν τις πλευρικές αλυσίδες των αµινοξέων των πρωτεϊνών 
προκαλώντας οξειδωτικές τροποποιήσεις. Έναν τύπο τροποποίησης των πρωτεϊνών αποτελεί η 
καρβονυλίωση η οποία είναι µια µη αναστρέψιµη διαδικασία µε τελικά προϊόντα τα πρωτεϊνικά 
καρβονύλια. Μερικά αµινοξέα είναι ιδιαίτερα επιρρεπή σε οξειδωτικές βλάβες όπως µεθειονίνη, 
κυστεϊνη, ιστιδίνη κτλ. Τα πρωτεϊνικά καρβονύλια δεν µεταβολίζονται στα πρωτεασώµατα και στα 
λυσοσώµατα µε αποτέλεσµα να συσσωρεύονται στον οργανισµό πρωτεΐνες οι οποίες έχουν χάσει 
την λειτουργία ή /και τη διαµόρφωση τους δηµιουργώντας έτσι συσσωµατώµατα µεγάλου 
µοριακού βάρους µε ικανότητα αναστολής της λειτουργίας του πρωτεασώµατος. Τα 
συσσωµατώµατα αυτά είναι χηµικά σταθερά και αποτελούν δείκτη σοβαρής οξειδωτικής βλάβης 
και βιοδείκτη οξειδωτικού στρες.  

Αρχή της µεθόδου: 

Η µέθοδος ελέγχου και παρακολούθησης της πρωτεϊνικής καρβονυλϊωσης βασίζεται στην  σύνδεση 
της 2,4 - δινιτροφαινυλυδραζίνης (DNPH) µε καρβονυλιωµένα κατάλοιπα πρωτεϊνών και τη 
µετατροπή της σε 2,4 - δινιτροφαινύλιο (DNP), ένα σταθερό προϊόν υδραζόνης το οποίο απορροφά 
στα 375nm.  

Αντιδραστήρια: 

- Διάλυµα HCl (2.5N) 

Για την παρασκευή 100 mL διαλύµατος HCl 2.5N προστίθενται αργά 24,6mL αποθέµατος HCl 
37% σε 70mL dH2O. Το διάλυµα ογκοµετρείται µέχρι τα 100mL µε dH2O.  

- DNPH (14mM) 

Για την παρασκευή 100mL διαλύµατος DNPH 14mM ζυγίζονται 0,2833g DNPH και προστίθονται 
100mL HCl 2,5N. Το διάλυµα είναι φωτοευαίσθητο και παρασκευάζεται την ηµέρα του 
πειράµατος. 

- Ουρία (5M, pH 2.3) 

Για την παρασκευή 100 mL διαλύµατος ουρίας 5Μ ζυγίζονται 30g ουρίας και προστίθονται 70mL 
dH2Ο. Το διάλυµα αφήνεται για ανάδευση υπό θέρµανση, ογκοµετρείται µέχρι τα 100mL µε dH2O 
και ρυθµίζεται το pH στο 2,3. 

- TCA 100% 

Το TCA είναι ένα αντιδραστήριο το οποίο απορροφά υγρασία από τον αέρα, για το λόγο αυτό 
διαλύεται σε dH2O. Για την παρασκευή 1L TCA 100% αναµυγνίεται 1kg σκόνης TCA µε ένα µικρό 
όγκο dH2O εξαιτίας της ικανότητας του TCA να αυξάνει τον όγκο του νερού. Έπειτα το διάλυµα 
αφήνεται για ανάδευση µέχρι να διαλυθεί πλήρως και ογκοµετρείται µέχρι το 1L µε dH2O.  
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- TCA 10% 

Για την παρασκευή 100mL διαλύµατος TCA 10% αραιώνονται 10mL TCA 100% σε 90mL dH2O.  

- TCA 20% 

Για την παρασκευή 100mL διαλύµατος TCA 20% αραιώνονται 20mL TCA 100% σε 80mL dH2O.  

- Αιθανόλη 

- Οξικός αιθυλεστέρας 

Πειραµατική Διαδικασία: 

Σε σωληνάκια eppendorf προσθέτουµε 50µL RBCL ή 50µL οµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου 
µε PBS και 50µL TCA 20%. Έπειτα αναδεύουµε µε vortex και αφήνουµε για επώαση στον πάγο για 
15 λεπτά. Μετά το πέρας του χρόνου φυγοκεντρούµε στα 15000g για 5 λεπτά στους 4°C. Το 
υπερκείµενο απορρείπτεται ενώ το ίζηµα διατηρείται. Στο ίζηµα προσθέτουµε 0,5mL DNPH για το 
δείγµα ενώ στο τυφλό 0,5mL HCl. Ακολούθως διαλύουµε χειροκίνητα χρησιµοποιώντας την άκρη 
της πιπέτας, αναδεύουµε µε vortex και αφήνουµε για επώαση στο σκοτάδι, σε θερµοκρασία 
δωµατίου για 1 ώρα, µε ενδιάµεση ανάδευση κάθε 15 λεπτά. Αφου περάσει ο χρόνος, 
φυγοκεντρούµε στα 15000g για 5 λεπτά στους 4°C, το υπερκείµενο απορρείπτεται ενώ το ίζηµα 
διατηρέιται. Αµέσως µετά προσθέτουµε 1mL TCA 10%, διαλύουµε χειροκίνητα µε την άκρη της 
πιπέτας, κάνουµε vortex και φυγοκεντρούµε στα 15000g για 5 λεπτά στους 4°C. Έπειτα 
προσθέτουµε 0,5mL αιθανόλης, 0,5mL οξικού αιθυλεστέρα, αναδεύουµε µε vortex και 
φυγοκεντρούµε στα 15000g για 5 λεπτά στους 4°C. Το υπερκείµενο απορρείπτεται ενώ το ίζηµα 
διατηρείται. Το τελευταίο βήµα επαναλαµβάνεται ακόµη δύο φορές. Την τελευταία φορά αφού 
αφαιρέσουµε το υπερκείµενο, προσθέτουµε 1mL ουρίας, κάνουµε vortex και επωάζουµε στον 
κλίβανο, στους 37°C για 15 λεπτά. Τέλος φυγοκεντρούµε τα eppendorfs στα 15000g για 5 λεπτά 
στους 4°C, µεταφέρουµε 900mL σε καθαρή γυάλινη κυψελίδα και µετράµε την οπτική 
απορρόφηση στα 375nm. 

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων στο αιµόλυµα γίνεται µε βάση 
τον τύπο: 

Συγκέντωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων (µmol/mL) = Absδείγµατος - ΔΑτυφλού / 0,022 x 20 x 2 / g Hb  

Το 0,022 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του DNPH και το 20 είναι ο συντελεστής 
αραίωσης, ο οποίος προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1000µL) µε τον όγκο του δείγµατος 
(50µL). Επίσης πολλαπλασιάζεται επί 2 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος µε νερό 
κατά τη διάρκεια λύσης των ερυθροκυττάρων. Τέλος διαιρείται µε τα γραµµάρια της 
αιµοσφαιρίνης, όπου υπολογίζονται µε τη βοήθεια ενός kit. 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων στους ιστούς γίνεται µε βάση 
τον τύπο: 
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Συγκέντωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων (µmol/mL) = Absδείγµατος - ΔΑτυφλού / 0,022 x 20 x 2 x 4 / mg 
πρωτεΐνης 

Το 0,022 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του DNPH και το 20 είναι ο συντελεστής 
αραίωσης, ο οποίος προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1000µL) µε τον όγκο του δείγµατος 
(50µL). Επίσης πολλαπλασιάζεται επί 2 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο 
και επί 4 για την αραίωση του δείγµατος µε PBS κατά την οµογενοποίηση. Τέλος διαιρείται µε τη 
συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης, που υπολογίζεται µε τη µέθοδο Bradford.  

3.2.9 Προσδιορισµός της δραστικότητας της καταλάσης (CAT) 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο: 

Η καταλάση (CAT) είναι ένα αντιοξειδωτικό ένζυµο το οποίο βρίσκεται σε όλα τα κύτταρα µε 
αυξηµένες συγκεντρώσεις στα ερυθροκύτταρα και στο ήπαρ. Ενδοκυτταρικά εντοπίζεται στα 
µιτοχόνδρια, στον πυρήνα και στα υπεροξειδιοσώµατα. Καταλύει την αντίδραση µετατροπής του 
υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) σε Η2Ο και Ο2, εµποδίζοντας το µετασχηµατισµό του σε ρίζα 
υδροξυλίου (OH•) όπως φαίνεται παρακάτω: 

                                                                 CAT 

2Η2Ο2  → 2 Η2Ο + Ο2  

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 7: Διάσπαση Η2Ο2  από το ένζυµο καταλάση  

Εξαιτίας της δράσης αυτής της καταλάσης, τα ερυθροκύτταρα προστατεύονται άµεσα από την 
οξείδωση της αιµοσφαιρίνης καθώς και όλοι οι ιστοί αφού το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) 
διαπερνά εύκολα τις µεµβράνες ικανό να προκαλέσει βλάβες.  

Αρχή της µεθόδου: 

Για τον προσδιορισµό της δραστικότητας της καταλάσης προστίθεται το υπόστρωµα του ενζύµου 
δηλαδή το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2). Η διάσπαση σε 2 Η2Ο και  Ο2 παρακολουθείται 
µέσω µείωσης της οπτικής απορρόφησης στα 240nm.  

Αντιδραστήρια: 

- Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (67mM, pH 7.4) 

Για την παρασκευή 500 mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών απαιτούνται 100mL KH2PO4 
(67mM) και 400mL Na2HPO4 (67mM). Για το διάλυµα KH2PO4 ζυγίζονται 0,91g και διαλύονται σε 
100mL H2O. Για το διάλυµα Na2HPO4 ζυγίζονται 4,77g και διαλύονται σε 400mL H2O. Στη 
συνέχεια αναµειγνύονται τα δύο διαλύµατα και διορθώνεται το pH µέχρι 7.4.  

- 30% υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) 
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Πειραµατική Διαδικασία: 

Για τον προσδιορισµό της δραστικότητας της καταλάσης στους ιστούς προσθέτουµε σε σωλήνες 
2955µL ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών και 40µL oµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε PBS. 
Για τον προσδιορισµό της δραστικότητας της καταλάσης στο αίµα προσθέτουµε 2991µL 
ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών και 4µL RBCL.  Έπειτα κάνουµε vortex και επωάζουµε στον 
κλίβανο για 10 λέπτα. Μεταφέρουµε το περιεχόµενο στην πλαστική κυψελίδα χαλαζία UV, 
προσθέτουµε 5µL 30% υπεροξειδίου του υδρογόνου, ανακινούµε µε τη χρήση ταινίας parafilm και 
µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 240nm στα 5 και στα 125 δευτερόλεπτα.  

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της καταλάσης στο αίµα γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Δραστικότητα καταλάσης (U / mg ολικής πρωτεΐνης) =  (ΔAbsδείγµατος ανά λεπτό / 40) x (750 x 1000 
x 10 x 2) / g Hb  

Το 40 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του H2O2 και πολλαπλασιάζεται µε το 1000 για να 
µετατραπεί από mol/L σε µmol/mL. Το 750 είναι ο συντελεστής αραίωσης, ο οποίος προκύπτει 
διαιρώντας τον τελικό όγκο (3000µL) µε τον όγκο του αιµολύµατος (4µL). Επίσης 
πολλαπλασιάζεται επί 10 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο και επί 2 για 
να ληφθεί υπόψη η αραίωση µε νερό κατά τη διάρκεια λύσης των ερυθροκυττάρων. Κατόπιν 
διαιρείται µε τα γραµµάρια της αιµοσφαιρίνης, όπου υπολογίζονται µε τη βοήθεια ενός kit. 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της καταλάσης στους ιστούς γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Δραστικότητα καταλάσης (U / mg ολικής πρωτεΐνης) =  (ΔAbsδείγµατος ανά λεπτό / 40) x (75 x 1000 
x 40 x 4) / mg πρωτεΐνης 

Το 40 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του H2O2 και πολλαπλασιάζεται µε το 1000 για να 
µετατραπεί από mol/L σε µmol/mL. Το 75 είναι ο συντελεστής αραίωσης, ο οποίος προκύπτει 
διαιρώντας τον τελικό όγκο (3000µL) µε τον όγκο του δείγµατος (40µL). Επίσης πολλαπλασιάζεται 
επί 40 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο και επί 4 για να ληφθεί υπόψη η 
αραίωση µε PBS κατά την οµογενοποίηση. Κατόπιν διαιρείται µε τη συγκέντρωση της ολικής 
πρωτεΐνης, που υπολογίζεται µε τη µέθοδο Bradford.  

3.2.10 Προσδιορισµός της δραστικότητας της αναγωγάσης της σουπεροξειδικής δισµουτάσης (SOD) 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο:  

Η σουπεροξειδική δισµουτάση (SOD) είναι ένα ένζυµο που παίζει ρόλο στην αντιοξειδική άµυνα. 
Συγκεκριµένα, καταλύει τη µετατροπή της ρίζας του σουπεροξειδίου (Ο2-• ) σε υπεροξείδιο του 
υδρογόνου (Η2Ο2) σύµφωνα µε την αντίδραση: 

                                                                    SOD 

 Ο2-•   →   Η2Ο2 
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ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 8: Σχηµατισµός  Η2Ο2 από το ένζυµο σουπεροξειδική δισµουτάση 

Αρχή της µεθόδου: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της σουπεροξειδικής δισµουτάσης (SOD) βασίζεται στο 
ποσοστό αναστολής του NBT. Συγκεκριµένα για τη µέθοδο αυτή χρησιµοποιείται το ένζυµο 
οξειδάση της ξανθίνης και το υπόστρωµα ξανθίνη προκειµένου να παραχθεί Ο2-• . Επίσης 
προστίθεται ΝΒΤ το οποίο ανταγωνίζεται την SOD για την εξουδετέρωση του Ο2-•. Άρα το 
ποσοστό αναστολής του ΝΒΤ αντανακλά την ποσότητα της SOD.  

Αντιδραστήρια: 

- Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (0.05Μ pH 7.8) 

Για την παρασκευή 100mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών απαιτούνται 92mL KH2PO4 και 
908mL K2HPO4. Για το διάλυµα KH2PO4 ζυγίζονται 0,68g και διαλύονται σε 100mL H2O. Για το 
διάλυµα K2HPO4 ζυγίζονται 8,7g και διαλύονται σε 1000mL H2O. Στη συνέχεια αναµειγνύονται 
908mL K2HPO4 και 92mL KH2PO4 τα δύο διαλύµατα και διορθώνεται το pH µέχρι 7,8.  

- DETAPAC (1.34mM) 

Ζυγίζονται 0,2653g και διαλύονται σε 500mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών.  

- NBT (2.24mM) 

Ζυγίζονται 0,1832g και διαλύονται σε 100mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών. Το διάλυµα 
είναι φωτοευαίσθητο και παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. 

- Ξανθίνη 

Ζυγίζονται 4,5mg και διαλύονται σε 25mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών µε ανάδευση υπό 
θέρµανση. Το διάλυµα είναι φωτοευαίσθητο και παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. 

- Οξειδάση της ξανθίνης 

Εκτελείται µία ενδιάµεση αραίωση προκειµένου το stock ενζύµου 25U να φτάσει στα 60U. Άρα για 
τελικό όγκο 1mL προστίθενται 100µL ενζύµου και 900µL DETAPAC. Στη µέθοδο, για κάθε µία 
αντίδραση απαιτούνται 2,4µL οξειδάση της ξανθίνης και 97,6µL DETAPAC. Το διάλυµα είναι 
φωτοευαίσθητο και παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. Διατηρείται σε πάγο.  

- Buffer Master Mix 

Για την παρασκευή 16mL προστίθενται 13,8mL DETAPAC, 0,5mL NBT και 1,7mL ξανθίνη. Το 
διάλυµα είναι φωτοευαίσθητο και παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. Διατηρείται σε πάγο.  

Πειραµατική Διαδικασία: 

Για το Blank ακολουθούµε την εξής διαδικασία: 
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Σε σωληνάκι eppendorf προσθέτουµε 800µL Master Mix και 100µL DETAPAC. Αναδεύουµε µε 
vortex, αδειάζουµε το περιεχόµενο σε κυψελίδα, την τοποθετούµε στο φωτόµετρο και µηδενίζουµε 
στα 560nm. Έπειτα προσθέτουµε 100µL οξειδάση της ξανθίνης, ανακινούµε και φωτοµετρούµε στα 
560nm για 90 δευτερόλεπτα. 

Για το δείγµα ιστού ακολουθούµε την εξής διαδικασία: 

Σε σωληνάκι eppendorf προσθέτουµε 800µL Master Mix και 100µL RBCL αραιωµένου µε νερό ή 
100µL οµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε PBS. Αναδεύουµε µε vortex, αδειάζουµε το 
περιεχόµενο σε κυψελίδα, προσθέτουµε 100µL οξειδάση της ξανθίνης, ανακινούµε και 
φωτοµετρούµε στα 560nm για 90 δευτερόλεπτα. 

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της σουπεροξειδικής δισµουτάσης γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Δραστικότητα σουπεροξειδικής δισµουτάσης = 100% - % αναστολή του ΝΒΤ  

Η διαφορά απορρόφησης του κάθε δείγµατος ανά λεπτό υπολογίζεται σύµφωνα µε τον τύπο: 

 ΔAbsδείγµατος ανά λεπτό = Absτελική -Αbsαρχική / 3 λεπτά 

Η διαφορά απορρόφησης του τυφλού ανά λεπτό υπολογίζεται σύµφωνα µε τον τύπο: 

 ΔAbsτυφλού ανά λεπτό = Absτελική -Αbsαρχική / 3 λεπτά 

Η %αναστολή του ΝΒΤ υπολογίζεται σύµφωνα µε τον τύπο: 

%αναστολή του ΝΒΤ = (ΔAbsτυφλού ανά λεπτό - ΔAbsδείγµατος ανά λεπτό) / ΔΑbsτυφλού x 100 / g Hb ή 
mg πρωτεΐνης 

3.2.11 Προσδιορισµός της δραστικότητας της περοξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx) 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο: 

Η περοξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) είναι ένα τετραµερές ένζυµο µε σελινοκυστεϊνη στο 
ενεργό του κέντρο, το οποίο συµβάλλει στην αντιοξειδωτική άµυνα των οργανισµών. 
Συγκεκριµένα καταστέλλει την λιπιδική υπεροξείδωση µέσω µείωσης της συγκέντρωσης των 
λιπιδικών υπεροξειδίων. Βιοχηµικά αυτό επιτυγχάνεται µέσω της µετατροπής του υπεροξειδίου του 
υδρογόνου (Η2Ο2) σε νερό (Η2Ο) µε ταυτόχρονη οξείδωση της γλουταθειόνης (GSH) σύµφωνα µε 
την αντίδραση: 

                                                                     GPx 

2 GSH + Η2Ο2  →  GSSG + 2Η2Ο  

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 9: Οξείδωση ανηγµένης γλουταθείονης από το ένζυµο περοξειδάση της γλουταθειόνης  
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Το κατάλοιπο σελινοκυστεϊνης του ενζύµου συµµετέχει άµεσα προσδίδοντας ένα ηλεκτρόνιο στο 
Η2Ο2 ενώ η γλουταθειόνη (GSH) δρα ως δότης υδρογόνου ώστε να αναγεννηθεί η σελινοκυστεϊνη 
και το ένζυµο να µπορέσει να δράσει ξανά. Η καταλάση είναι ένα ένζυµο το οποίο καταλύει επίσης 
την µετατροπή του Η2Ο2 σε Η2Ο.  Όταν τα επίπεδα του Η2Ο2 είναι φυσιολογικά ή χαµηλά τότε 
αναλαµβάνει δράση η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx). Ενώ όταν τα επίπεδα του Η2Ο2  
είναι υψηλά τότε αναλαµβάνει το ένζυµο καταλάση.  

Αρχή της µεθόδου: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της περοξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) βασίζεται στην 
οξείδωση του NADPH. Συγκεκριµένα κατά τη δράση του ενζύµου GPx η γλουταθειόνη ανάγεται 
και µετατρέπεται στην οξειδωµένη της µορφή (GSSG). Έπειτα το ένζυµο αναγωγάση της 
γλουταθειόνης (GR) καταλύει την αναγωγή της GSSH σε GSH, ώστε να µπορέσει να 
επαναχρησιµοποιηθεί, µε ταυτόχρονη οξείδωση του NADPH σύµφωνα µε την αντίδραση: 

                                                                           GR 

GSSG + NADPH + H+ → 2GSH + NADP+ 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 10: Αναγωγή της οξειδωµένης γλουταθειόνης από το ένζυµο περοξειδάση της γλουταθειόνης  

Το NADP+ που παράγεται προσδιορίζεται φωτοµετρικά µε την µέτρηση της οπτικής απορρόφησης 
στα 340nm.  

Αντιδραστήρια: 

- Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (100mM, pH 7) 

Για την παρασκευή 500mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών απαιτούνται 250mL KH2PO4 και 
250mL K2HPO4. Για το διάλυµα KH2PO4 ζυγίζονται 6,8g και διαλύονται σε 250mL H2O. Για το 
διάλυµα K2HPO4 ζυγίζονται 8,7g και διαλύονται σε 250mL H2O. Στη συνέχεια αναµειγνύονται τα 
δύο διαλύµατα, προστίθενται 186mg di-sodium EDTA 1mM και διορθώνεται το pH µέχρι 7.  

- Ανηγµένη γλουταθειόνη (GSH 10mM) 

Για την παρασκευή 10 mL διαλύµατος ανηγµένης γλουταθειόνης 10mΜ ζυγίζονται 31g    GSH και 
προστίθονται 10mL dH2Ο. Το διάλυµα παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. 

- NADPH (1.5mM) 

Για την παρασκευή 10 mL διαλύµατος NADPH 1.5mΜ ζυγίζονται 11,2mg NADPH, 10mg 
NaHCO3 0.1% και προστίθονται 10mL dH2Ο. Το διάλυµα παρασκευάζεται την ηµέρα του 
πειράµατος. 

- Αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) 
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Για την παρασκευή 2.4U/mL GR διαλύονται 10µL από το εµπορικό stock (500U, 5mg/mL, 120U/
mg protein) σε 4990µL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών.  

- tert-Butyl hydroperoxide (t-BuOOH 12mM) 

Διαλύονται 5µL t-BuOOH 6M σε 4990µL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών.  

Πειραµατική Διαδικασία: 

Σε σωληνάκι eppendorf προσθέτουµε 500µL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών, 100µL RBCL 
αιραιωµένο µε νερό ή 100µL οµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε PBS, 100µL GR και 100µL 
GSH. Αφήνουµε για επώαση 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας του χρόνου 
προσθέτουµε 100µL NADPH και αφήνουµε για επώαση ακόµη 3 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Έπειτα µεταφέρουµε το περιεχόµενο σε κυψελίδα, προσθέτουµε 100µL t-BuOOH, ανακινούµε και 
µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 340nm για 150 δευτερόλεπτα.   

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της περοξειδάσης της γλουταθειόνης γίνεται µε βάση τον 
τύπο: 

Δραστικότητα περοξειδάσης της γλουταθειόνης (U/g ολικής πρωτεΐνης ή g Hb) = 0,868 x 
ΔΑbsNADPH / 10 x 10 x 100 x 2 ή 4 /  g Hb ή mg ολικής πρωτεΐνης 

Το 0,868 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του ΝΑDPH και το 10 είναι ο συντελεστής 
αραίωσης, ο οποίος προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1000µL) µε τον όγκο του δείγµατος 
(100µL). Επίσης διαιρείται δια 10 για να ληφθεί υπόψη η συγκέντρωση της γλουταθειόνης, 
πολλαπλασιάζεται επί 100 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο και επί 2 ή 4  
για να ληφθεί υπόψη η αραίωση µε νερό κατά τη διάρκεια λύσης των ερυθροκυττάρων ή µε PBS 
κατά την οµογενοποίηση, αντίστοιχα. Στην περίπτωση προσδιορισµού στο αίµα, διαιρείται µε τα 
γραµµάρια της αιµοσφαιρίνης, όπου υπολογίζονται µε τη βοήθεια ενός kit, ενώ στην περίπτωση 
προσδιορισµού στους ιστούς, διαιρείται µε τη συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης, που 
υπολογίζεται µε τη µέθοδο Bradford.  

3.2.12 Προσδιορισµός της δραστικότητας της αναγωγάσης της γλουταθειόνης (GR) 

Βιοχηµικό Υπόβαθρο: 

H αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) είναι ένα ένζυµο απαραίτητο για αντιοξειδωτική άµυνα του 
οργανισµού. Συγκεκριµένα καταλύει την αναγωγή της οξειδωµένης γλουταθειόνης (GSSG) στην 
οξειδωµένη της µορφή (GSH), µε τη χρήση ενός µορίου NADPH. Πέραν της αντιοξειδωτικής 
δράσης, το ένζυµο αυτό διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο και στο µεταβολισµό των ξενοβιοτικών, 
δρα ως συµπαράγοντας διαφόρων αντιοξειδωτικών ενζύµων και  συµµετέχει στη µεταφορά 
διαφόρων αντιοξειδωτικών όπως βιταµίνη Ε στη θέση δράσης τους αλλά και στην αναγέννηση 
τους.  
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Ο λόγος GSH/GSSG αποτελεί καθοριστικό παράγοντα ρύθµισης του οξειδωτικού στρες, µε τα 
κύτταρα να ρυθµίζουν τα επίπεδα της GSH, παραµένοντας υψηλά, ενώ της GSSG χαµηλά. Το λόγο 
αυτό ρυθµίζει το ένζυµο αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR).  

Αρχή της µεθόδου: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της αναγωγάσης της γλουταθειόνης (GR) βασίζεται στην 
αναγωγή του 2-νιτροβενζοϊκού οξέος (DNTB). Συγκεκριµένα κατά τη δράση της GR η GSSG 
ανάγεται σε 2 µόρια GSH, µε ταυτόχρονη οξείδωση του ΝΑDPH. Έπειτα η GSH αντιδρά µε το 
DTNB σχηµατίζοντας GSTNB και TNB, σύµφωνα µε την αντίδραση: 

GR 

GSH + DTNB   →  GSTNB + TNB  

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 11: Αντίδραση ανηγµένης γλουταθειόνης µε τo 2-νιτροβενζοϊκό οξύ 

Το TNB που παράγεται προσδιορίζεται φωτοµετρικά µε την µέτρηση της οπτικής απορρόφησης 
στα 412nm.  

Αντιδραστήρια: 

- Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (200mM, pH 7.5) 

Για την παρασκευή 500mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών απαιτούνται 250mL KH2PO4 και 
250mL K2HPO4. Για το διάλυµα KH2PO4 ζυγίζονται 13,6g και διαλύονται σε 250mL H2O. Για το 
διάλυµα K2HPO4 ζυγίζονται 17,4g και διαλύονται σε 250mL H2O. Στη συνέχεια αναµειγνύονται τα 
δύο διαλύµατα, προστίθενται 146mg di-sodium EDTA 1mM και διορθώνεται το pH µέχρι 7,8.  

- DTNB (3mM) 

Ζυγίζονται 11,9mg DTNB και διαλύονται σε 10mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών. Το 
διάλυµα είναι φωτοευαίσθητο και παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. 

- β-NADPH (2mM) 

Για την παρασκευή 1 mL διαλύµατος β-NADPH 2mΜ ζυγίζονται 1,49mg β-NADPHωκαι 
διαλύονται σε 1mL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών. Το διάλυµα παρασκευάζεται την ηµέρα 
του πειράµατος. 

- Οξειδωµένη γλουταθειόνη (GSSG 20mM) 

Για την παρασκευή 1 mL διαλύµατος οξειδωµένης γλουταθειόνης 20mΜ ζυγίζονται 50g    GSSG 
και προστίθεται 1mL dH2Ο. Το διάλυµα παρασκευάζεται την ηµέρα του πειράµατος. 

- Αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) 

Για την παρασκευή 1U/mL GR διαλύονται 5µL από το εµπορικό stock (500U, 5mg/mL, 120U/mg 
protein) σε 154,4µL dH2O.  
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Πειραµατική Διαδικασία: 

Σε σωληνάκια eppendorfs προσθέτουµε 700µL ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών, 250µL 
DTNB και 50µL β-NADPH. Για το Blank ακολουθούµε της εξής διαδικασία:  

Μεταφέρουµε το περιεχόµενο σε πλαστική κυψελίδα, προσθέτουµε 50µL GSSG και µετράµε την 
τιµή της απορρόφησης στα 412nm. Έπειτα αφαιρούµε την κυψελίδα από το φωτόµετρο, 
προσθέτουµε 25µL GR, κάνουµε γρήγορη ανάδευση και µετράµε την πτική απορρόφηση στα 
412nm για 30 δευτερόλεπτα. 

Για το δείγµα ιστού ακολουθούµε την εξής διαδικασία: 

Μεταφέρουµε το περιεχόµενο σε πλαστική κυψελίδα, προσθέτουµε 50µL GSSG και 25µL RBCL 
αιραιωµένο µε νερό ή 25µL οµογενοποιηµένου ιστού αραιωµένου µε PBS. Έπειτα κάνουµε 
γρήγορη ανάδευση και µετράµε την πτική απορρόφηση στα 412nm για 30 δευτερόλεπτα. 

Υπολογισµοί: 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας της αναγωγάσης της γλουταθειόνης γίνεται µε βάση τον τύπο: 

Δραστικότητα αναγωγάσης της γλουταθειόνης (U/g Hb ή mg πρωτεΐνης) = 0,868 x ΔΑbsδείγµατος x 
0,026 /  ΔΑbsοτυφλού  x 40 x 100 x 2 ή 4 /  g Hb ή mg ολικής πρωτεΐνης 

Το 0,868 είναι ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης του ΝΑDPH και το 10 είναι ο συντελεστής 
αραίωσης, ο οποίος προκύπτει διαιρώντας τον τελικό όγκο (1000µL) µε τον όγκο του δείγµατος 
(100µL). Επίσης διαιρείται δια 10 για να ληφθεί υπόψη η συγκέντρωση της γλουταθειόνης, 
πολλαπλασιάζεται επί 100 για να ληφθεί υπόψη η αραίωση του δείγµατος στη µέθοδο και επί 2 ή 4 
για να ληφθεί υπόψη η αραίωση µε νερό κατά τη διάρκεια λύσης των ερυθροκυττάρων ή PBS κατά 
την οµογενοποίηση, αντίστοιχα. Στην περίπτωση προσδιορισµού στο αίµα, διαιρείται µε τα 
γραµµάρια της αιµοσφαιρίνης, όπου υπολογίζονται µε τη βοήθεια ενός kit, ενώ στην περίπτωση 
προσδιορισµού στους ιστούς, διαιρείται µε τη συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης, που 
υπολογίζεται µε τη µέθοδο Bradford.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 04:55:39 EEST - 3.135.182.100



4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 Η διάρκεια χορήγησης εκχυλίσµατος κρασιού για την οµάδα χορήγησης (wine 
extract) και απεσταγµένου νερού για την οµάδα ελέγχου (untreated) διήρκησε 14 ηµέρες.  
Την τελευταία ηµέρα έγινε συλλογή αίµατος από τους επιµύες των δύο οµάδων και 
εξέταση οκτώ δεικτών οξειδοαναγωγικής κατάστασης. Τα αποτελέσµατα στους δείκτες 
αίµατος εκφράστηκαν σε µmol/g αιµοσφαιρίνης (Hb). Έπειτα οι επιµύες θανατώθηκαν, 
δεκατρείς ιστοί τους αποµονώθηκαν, εξετάστηκαν και τα αποτελέσµατά τους 
εκφράστηκαν σε µmol/mg πρωτεϊνης. Παρακάτω φαίνονται τα διαγράµµατα για κάθε 
δείκτη οξειδοαναγωγικής κατάστασης που εξετάστηκαν στην οµάδα ελέγχου (untreated) 
και στην οµάδα χορήγησης  (wine extract). 

4.1  Συγκέντρωση γλουταθειόνης 

 Η γλουταθειόνη αποτελεί ένα από τα κυριότερα αντιοξειδωτικά των οργανισµών 
και εντοπίζεται σε δύο µορφές: την ανηγµένη (GSH) και την οξειδωµένη (GSSG). Το 
µεγαλύτερο ποσοστό βρίσκεται στην ανηγµένη µορφή, ικανή να εξουδετερώσει τις 
ελεύθερες ρίζες. Διαφορετικοί ιστοί έχουν διαφορετικές συγκεντρώσεις γλουταθειόνης. 
Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα µας, τα οποία υποδεικνύονται στο Διάγραµµα 5, οι 
µεγαλύτερες συγκεντρώσεις ανηγµένης γλουταθειόνης φαίνεται να εντοπίζονται στο αίµα 
των επιµύων, µε στατιστικά σηµαντική αύξηση στην οµάδα χορήγησης, ενώ οι 
χαµηλότερες συγκεντρώσεις στους πνεύµονες. Στατιστικά σηµαντική αύξηση έχει 
παρατηρηθεί και σε άλλους ιστούς της οµάδας χορήγησης όπως στο πάγκρεας, στον 
σπλήνα, στους όρχεις, στον τετρακέφαλο µύη, στο λεπτό και στο παχύ έντερο. Στους 
υπόλοιπους ιστούς δεν έχει σηµειωθεί κάποια στατιστικά σηµαντική διαφορά ανάµεσα 
στις δύο οµάδες. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 5: Συγκέντρωση γλουταθειόνης σε ιστούς και αίµα των οµάδων ελέγχου 
(untreated) και χορήγησης (wine extract)
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4.2 Ολική αντιοξειδωτική ικανότητα (TAC) 

 Η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα αναφέρεται στην ικανότητα διαφόρων 
κυτταρικών συστατικών να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες. Σύµφωνα µε τα 
αποτελέσµατα µας το κρασί φαίνεται να επηρεάζει κυρίως αρνητικά τους περισσότερους 
ιστούς µειώνοντας την ολική αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Συγκεκριµένα στατιστικά 
σηµαντική µείωση της ικανότητας αυτής έχει παρατηρηθεί στα µάτια, στους πνεύµονες, 
στο στοµάχι, στους όρχεις και στον τετρακέφαλο µύ των επιµύων της οµάδας χορήγησης. 
Αντίθετα στο αίµα και στο παχύ έντερο η ολική αντιοξιεδωτική ικανότητα φάνηκε να 
αυξάνεται σηµαντικά για την οµάδα χορήγησης. Παρόλα αυτά η µεγαλύτερη 
αντιοξειδωτική ικανότητα εµφανίζεται στο αίµα των επιµύων ενώ η χαµηλότερη  στους 
όρχεις και στο παχύ έντερο. Στους υπόλοιπους ιστούς δεν έχει σηµειωθεί κάποια 
στατιστικά σηµαντική διαφορά ανάµεσα στις δύο οµάδες, όπως φαίνεται από το 
Διάγραµµα 6.  

4.3 Ουσίες που αντιδρούν µε το θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBARS) 

 Τα επίπεδα των TBARS αποτελούν δείκτη λιπιδικής υπεροξείδωσης. Σύµφωνα µε 
τα αποτελέσµατα η χορήγηση εκχυλίσµατος κρασιού φάνηκε να επηρεάζει αρκετούς 
ιστούς, αυξάνοντας ή µειώνοντας την οξείδωση των λιπών, όπως φαίνεται στο 
Διάγραµµα 7. Συγκεκριµένα, στατιστικά σηµαντική αύξηση παρατηρήθηκε στον 
εγκέφαλο, στον σπλήνα, στα νεφρά και κυρίως στο λεπτό έντερο, µε µεγάλες αποκλίσεις 
µεταξύ των δύο οµάδων. Ενώ σηµαντική στατιστική µείωση παρατηρήθηκε στους 
πνεύµονες, στο ήπαρ και στους όρχεις της οµάδας χορήγησης.  Επιπλέον αυξηµένη 
βρέθηκε η συγκέντρωση των TBARS στο αίµα των δύο οµάδων χωρίς όµως κάποια 
στατιστική σηµαντικότητα. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 6: Ολική αντιοξειδωτική ικανότητα ιστών και αίµατος των οµάδων 
ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)
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4.4 Συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων 

 Τα πρωτεϊνικά καρβονύλια είναι προϊόντα οξειδωτικής τροποποίησης των 
ελευθέρων ριζών τα οποία δεν µεταβολίζονται και συσσωρεύονται στον οργανισµό  ως 
ανεσταλµένες πρωτεΐνες ή /και συσσωµατώµατα. Τα συσσωµατώµατα αυτά είναι χηµικά 
σταθερά µόρια και αποτελούν δείκτη σοβαρής οξειδωτικής βλάβης. Σύµφωνα µε τα 
αποτελέσµατα µας, τα οποία υποδεικνύονται στο Διάγραµµα 8, το εκχύλισµα κρασιού 
φαίνεται να µην επηρεάζει σηµαντικά κανέναν από τους εξεταζόµενους ιστούς εκτός από 
το πάγκρεας στο οποίο η συγκέντρωση των πρωτεϊνικών καρβονυλίων µειώθηκε, χωρίς 
όµως να είναι στατιστικά σηµαντική αυτή η µεταβολή. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 7: Συγκέντρωση ουσιών που αντιδρούν µε το TBAR σε ιστούς και αίµα 
των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)

ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 8: Συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων σε ιστούς και αίµα των 
οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 04:55:39 EEST - 3.135.182.100



4.5 Δραστικότητα καταλάσης (CAT) 

 Η καταλάση (CAT) είναι ένα αντιοξειδωτικό ένζυµο το οποίο φαίνεται να 
εντοπίζεται κυρίως σε όργανα µε αυξηµένες ανάγκες αποτοξίνωσης όπως το ήπαρ, ο 
στόµαχος, ο νεφρός και ο τετρακέφαλος µύς. Αν και τα επιπέδα του ενζύµου αυτού 
βρέθηκαν αυξηµένα, σε κανέναν ιστό δεν έχει παρατηρηθεί κάποια στατιστικά σηµαντική 
µεταβολή µεταξύ των δύο οµάδων, όπως φαίνεται στο Διάγραµµα 9. Στα µάτια και στους 
πνεύµονες δεν έχει προσδιοριστεί η συγκέντρωση του ενζύµου.  

4.6 Δραστικότητα σουπεροξειδικής δισµουτάσης (SOD) 

 Η σουπεροξειδική δισµουτάση (SOD) είναι ακόµη ένα αντιοξειδωτικό ένζυµο το 
οποίο φαίνεται να εντοπίζεται σε αρκετούς ιστούς όπως το πάγκρεας, τον σπλήνα, τους 
όρχεις, το αίµα, τον τετρακέφαλο µύ, τα µάτια, το παχύ και το λεπτό έντερο. Στατιστικά 
σηµαντική µείωση των επιπέδων της SOD παρατηρήθκε στο λεπτό εντέρο, στους όρχεις  
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 9: Δραστικότητα ενζύµου καταλάσης σε ιστούς και αίµα των οµάδων 
ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)

ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 10: Δραστικότητα ενζύµου σουπεροξειδικής δισµουτάσης σε ιστούς και 
αίµα των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)
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και στον σπλήνα της οµάδας χορήγησης, όπως φαίνεται στο Διάγραµµα 10. Στους 
υπόλοιπους ιστούς δεν έχει προσδιοριστεί η συγκέντρωση του ενζύµου.  

4.7 Δραστικότητα περοξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx) 

 Η περοξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) είναι ένα ένζυµο το οποίο συµβάλλει 
στην αντιοξειδωτική άµυνα των οργανισµών, καταστέλλοντας τη λιπιδική υπεροξείδωση. 
Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα η συγκέντρωση του ενζύµου αυτού φαίνεται να είναι 
αυξηµένη κυρίως στον στόµαχο και στο αίµα. Ωστόσο µόνο στον δεύτερο ιστό η αύξηση 
ήταν στατιστικά σηµαντική για την οµάδα χορήγησης. Τα αποτελέσµατα 
υποδεικνύνονται στο Διάγραµµα 11.  

4.8 Δραστικότητα αναγωγάσης της γλουταθειόνης (GR)  

 H αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) είναι ένα ακόµη ένζυµο απαραίτητο για 
την αντιοξειδωτική άµυνα των οργανισµών. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων φαίνονται 
στο Διάγραµµα 12, σύµφωνα µε το οποίο η συγκέντρωση της GR φαίνεται να είναι 
αυξηµένη κυρίως στο αίµα και λιγότερο στα νεφρά, στην καρδιά, στο ήπαρ και στον 
εγκέφαλο. Ωστόσο µόνο στον τελευταίο ιστό έχει παρατηρηθεί στατιστικά σηµαντική 
µείωση των επιπέδων του ενζύµου για την οµάδα χορήγησης. Για τον στόµαχο δεν έχει 
προσδιοριστεί η συγκέντρωση του ενζύµου. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 11: Δραστικότητα ενζύµου περοξειδάση της γλουταθειόνης σε ιστούς 
και αίµα των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ12: Δραστικότητα ενζύµου αναγωγάση της γλουταθειόνης σε ιστούς και 
αίµα των οµάδων ελέγχου (untreated) και χορήγησης (wine extract)
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

 Τις τελευταίες δεκαετίες εκτενής βιβλιογραφία διερευνά το ρόλο διαφόρων 
αντιοξειδωτικών στην καταπολέµηση του οξειδωτικού στρες το οποίο φαίνεται να 
εµπλέκεται έντονα στην αιτιολογία αρκετών χρόνιων και εκφυλιστικών ασθενειών. 
Έρευνες σε φυσικά προϊόντα, συµπληρώµατα, υποπροϊόντα του γεωργικού και 
αγροτοβιοµηχανικού τοµέα κτλ επιβεβαιώνουν την αύξηση της αντιοξειδωτικής 
ικανότητας του αίµατος και διαφόρων ζωτικών οργάνων τόσο σε ανθρώπους όσο και σε 
πειραµατόζωα, ενεργώντας προστατευτικά. [44] Ωστόσο οι πληροφορίες για µερικά 
αντιοξειδωτικά, όπως το κρασί, εξακολουθούν να είναι ανεπαρκείς αυξάνοντας την 
ανάγκη για περαιτέρω µελέτη. Στην παρούσα εργασία εκτιµήθηκαν διάφοροι δείκτες 
οξειδοαναγωγικής κατάστασης σε αίµα και ιστούς αρουραίων έπειτα από χορήγηση 
εκχυλίσµατος κρασιού ποικιλίας ξινόµαυρου.  

 Η χορήγηση εκχυλίσµατος ξινόµαυρου κρασιού φάνηκε να επηρεάζει τα επίπεδα 
της γλουταθειόνης σε διάφορους ιστούς και στο αίµα. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε 
στατιστικά σηµαντική αύξηση της συγκέντρωσης της ανηγµένης γλουταθειόνης στο 
αίµα, στον τετρακέφαλο µύ, στους όρχεις, στον σπλήνα, στο πάγκρεας, στο λεπτό και στο 
παχύ έντερο της οµάδας χορήγησης. Στους υπόλοιπους ιστούς δεν παρατηρήθηκε κάποια 
στατιστικά σηµαντική µεταβολή της GSH. Τα δεδοµένα αυτά φανερώνουν τις διαφορές 
στις προσαρµοστικές αποκρίσεις των ιστών σε αλλαγές του οξειδοαναγωγικού 
µεταβολισµού και µπορούν να συσχετιστούν µε τη συνεισφορά πολλών κατηγοριών 
πολυφαινολών που εντοπίζονται στο κρασί και δρουν ως ισχυρά αντιοξειδωτικά 
συνεισφέροντας ευνοϊκά στην οξειδοαναγωγική οµοιόσταση.  

 Για παράδειγµα η αυξηµένη απορροφητική ικανότητα του εντέρου και η 
απελευθέρωση παγκρεατικών ενζύµων καθιστούν βιοπροσβάσιµες µεγάλες 
συγκεντρώσεις φαινολικών ενώσεων συµβάλλοντας στην αυξηµένη συγκέντρωση 
γλουταθειόνης στο παχύ και λεπτό έντερο. [45, 46] Επιπλέον η αύξηση των επιπέδων της 
GSH πιθανόν να οφείλεται στην ικανότητα των πολυφαινολών να ενισχύουν την 
ενζυµική δραστικότητα ενζύµων υπεύθυνων για τη σύνθεση και δράση της πχ GCL, GSS, 
GPx, GST κτλ. Η έκφραση ή ενεργοποίηση των ενζύµων πραγµατοποιείται σε ιστούς µε 
χαµηλά επίπεδα γλουταθειόνης, ενώ µείωση έκφρασης, ή αναστολή πραγµατοποιείται σε 
ιστούς µε υψηλά επίπεδα γλουταθειόνης. [47] Σύµφωνα µε µία µελέτη που έγινε σε 
αρουραίους, αλλαγές που ανιχνεύονται σε διάφορους δείκτες αίµατος αντανακλούν 
αλλαγές στην οξειδοαναγωγική κατάσταση αρκετών ιστών όπως σκελετικών µυών, 
καρδιάς και ήπατος. Ένας τέτοιος δείκτης αποτελεί η συγκέντρωση της GSH του αίµατος 
η οποία µπορεί να περιγράψει επαρκώς την οξειδοαναγωγική κατάσταση των σκελετικών 
µυών και της καρδιάς. [44] Oι Kafantaris I. και συνεργάτες µε σκοπό την µελέτη της 
ικανότητας των στερεών υπολειµµάτων των σταφυλιών να καταστέλλουν το οξειδωτικό 
στρες και να βελτιώνουν τη µικροχλωρίδα των κοπράνων αρνιών, βρήκαν αυξηµένα τα 
επίπεδα της γλουταθειόνης στα ερυθροκύτταρα, στον σπλήνα και στον τετρακέφαλο µύ.  
[48] Μια άλλη έρευνα που πραγµατοποιήθηκε από τους Makri S. και συνεργάτες µε 
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σκοπό τη µελέτη της οξειδοαναγωγικής κατάστασης των αρνιών έπειτα από χορήγηση 
ζωοτροφής µε βιοδραστικές ενώσεις λυµάτων ελαιοτριβείου, πλούσιας σε πολυφαινόλες, 
βρήκαν αυξηµένα τα επίπεδα της GSH στην καρδία, στους µύς, στον σπλήνα και στον 
εγκέφαλο µετά από 70 ηµέρες, ενώ στο ήπαρ δεν παρατηρήθηκε καµία σηµαντική 
µεταβολή. [49] Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας φαίνεται να συµφωνούν µε τα 
ευρήµατα των πιο πάνω ερευνών, επιβεβαιώνοντας τις µεταβολές των επιπέδων ενός 
σηµαντικού αντιοξειδωτικού µορίου, όπως αυτό της γλουταθειόνης, όπου προκαλεί το 
κρασί προκειµένου να επιτευχθεί οξειδοαναγωγική ισορροπία.  

 Παρατηρώντας τα αποτελέσµατα, το εκχύλισµα ξινόµαυρου κρασιού φαίνεται να 
επηρεάζει αρνητικά τους περισσότερους ιστούς µειώνοντας την ολική τους 
αντιοξειδωτική ικανότητα. Εξαίρεση αποτελεί το αίµα και το παχύ έντερο όπου φάνηκε 
να επηρεάζονται θετικά. Η ταυτόχρονη αύξηση της GSH στους ιστούς αυτούς και της 
TAC µπορούν να συσχετιστούν µεταξύ τους. Σε µία έρευνα η χορήγηση ζωοτροφής µε 
βιοδραστικές ενώσεις λυµάτων ελαιοτριβείου, πλούσιας σε πολυφαινόλες, σε αρνιά 
βρέθηκε να αυξάνει τα επίπεδα τόσο της GSH όσο και της TAC στο αίµα και στον 
εγκέφαλο των ζώων. [49] Ενώ σε µία άλλη µελέτη της αντιοξειδωτική δράσης 
ελαιόλαδου υψηλής περιεκτικότητας σε πολυφαινολικά, που έγινε σε αρουραίους, τα 
επίπεδα της TAC βρέθηκαν µειωµένα στο κόλον, στον σπλήνα και στους νεφρούς µε 
ταυτόχρονη µείωση των επιπέδω της GSH στο ήπαρ και στον σπλήνα. [50] Τα 
αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας φαίνεται να συµφωνούν εν µέρη µε την πρώτη 
έρευνα ενώ δεν ανταποκρίνονται στα δεδοµένα της δεύτερης. Το γεγονός αυτό µπορεί να 
οφείλεται στη διαφορετική χηµική αλλά και ποσοτική σύσταση πολυφαινολών, οι οποίες 
είναι γνωστό ότι ασκούν την αντιοξειδωτική τους δράση µέσω διαφόρων µηχανισµών σε 
κάθε ιστό καθώς επίσης και στην διαφορετική συγκέντρωση µετάλλων, οργανικών 
οξέων, βιταµινών, αµινοξέων, πρωτεϊνών κτλ. [51, 52] Η µείωση της ολικής 
αντιοξειδωτικής ικανότητας σε µερικούς ιστούς µπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι η 
ενίσχυση ορισµένων αντιοξειδωτικών µορίων προκάλεσε, ως αποτέλεσµα αντιστάθµισης, 
τη µείωση άλλων αντιοξειδωτικών µορίων των οποίων πιθανώς να µην ανιχνεύονται µε 
τη µέθοδο αυτή. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην ποσότητα µόνο των αναγωγικών κι όχι 
των οξειδωτικών µορίων, ενώ η κατάσταση οξειδοαναγωγικής κατάστασης βασίζεται και 
στα δύο. Εποµένως ακόµη κι αν η ολική αντιοξειδωτική ικανότητα ενός ιστού µειώνεται, 
η πρόκληση οξειδωτικού στρες δεν πρέπει να θεωρείται δεδοµένη. 

 H χορήγηση εκχυλίσµατος κρασιού φάνηκε να επηρεάζει αρκετούς ιστούς, 
αυξάνοντας ή µειώνοντας την οξείδωση των λιπών. Ένας από αυτούς αποτελεί ο 
εγκέφαλος στον οποίο τα επίπεδα TBARS αυξήθηκαν σηµαντικά. Το γεγονός αυτό 
µπορεί να οφείλεται στη µεγάλη περιεκτικότητα του ιστού σε ακόρεστα λίπη, ιδιαίτερα 
στις κυτταρικές µεµβράνες της λευκής ουσίας, στην υψηλή ενεργειακή του ζήτηση και 
στην ασθενή αντιοξειδωτική ικανότητα θέτωντας τον ιστό αυτό εύκολο στόχο των 
ελευθέρων ριζών. [53,54] Ένας άλλος ιστός που φάνηκε να επηρεάζεται αρνητικά έπειτα 
από χορήγηση εκχυλίσµατος κρασιού είναι το λεπτό έντερο. Το λεπτό έντερο βρίσκεται 
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στη διεπαφή µεταξύ ενός οργανισµού και του περιβάλλοντος του αυλού του καθιστώντας 
το επιρρεπή σε οξειδωτικές βλάβες που προκαλούνται από οξειδωτικά του αυλού.  [45] 
Σύµφωνα µε έρευνες η αιθανόλη, η οποία αποτελεί συστατικό του κρασιού, προκαλεί 
βλάβες στο γαστρικό βλεννογόνο και µπορεί να οδηγήσει σε αυξηµένα επίπεδα TBARS.  
[55] Σε δύο ακόµη ιστούς έχουν βρεθεί στατιστικά σηµαντικά αυξηµένα τα επίπεδα των 
TBARS έπειτα από χορήγηση εκχυλίσµατος κρασιού: στο νεφρό και στο σπλήνα. Ο 
νεφρός είναι ένα όργανο εξαιρετικά ευάλωτο σε βλάβες που προκαλούνται από ROS, 
πιθανόν λόγω της αφθονίας του σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα µακράς αλυσίδας και της 
παρουσίας τοξικών µεταβολίτων όπου πρέπει να αποµακρυνθούν από τον οργανισµό 
µέσω των ούρων. [56] Σε µία έρευνα του κέντρου επιστηµών υγείας του κρατικού 
πανεπιστηµίου της Λουιζιάνα, βρέθηκαν αυξηµένα τα επίπεδα των ΤΒΑRS σε νεφρούς 
αρουραίων και µειωµένα διάφορα αντιοξειδωτικά ένζυµα όπως CAT, SOD, GSHPx 
έπειτα από χορήγηση αιθανόλης. [57] Σε µία άλλη έρευνα, η χορήγηση ζωοτροφής µε 
βιοδραστικές ενώσεις υπολυµάτων ελαιουργείου, πλούσιας σε πολυφαινόλες, σε αρνιά 
βρέθηκε να µειώνει τα επίπεδα των TBARS στην καρδία, στον σπλήνα, στο ήπαρ, στον 
εγκαίφαλο και στον τετρακέφαλο µύ. [50] Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από την 
παρούσα εργασία φαίνεται να συµφωνούν µερικώς µε τις πιο πάνω µελέτες εφόσον η 
µέθοδος µέτρησης των επιπέδων TBARS δεν έχει αποδεκτή αναπαραγωγιµότητα εξαιτίας 
ορισµένων µειονεκτηµάτων όπως είναι η παρεµβολή της χολερυθρίνης σε δείγµατα 
αίµατος, οι µεγάλοι χρόνοι αντίδρασης που µπορούν να οδηγήσουν σε αποκλίσεις, η 
αντίδραση του ΤΒΑ µε την ΜDA και συστατικά που πιθανών να µην σχετίζονται µε την 
λιπιδική υπεροξείδωση κτλ. [58] Επιπλέον, στην παρούσα εργασία, αυξηµένη βρέθηκε η 
συγκέντρωση των TBARS στο αίµα των δύο οµάδων χωρίς όµως κάποια στατιστική 
σηµαντικότητα.  

 Παρά την αρνητική επίδραση του κρασιού στους πιο πάνω ιστούς, τα 
αποτελέσµατα µας έδειξαν να έχει κι ευεργετική δράση σε µερικούς άλλους ιστούς όπως 
τους πνεύµονες, το ήπαρ και τους όρχεις, όπου τα επίπεδα των TBARS µειώθηκαν. Ίδιες 
συνέπειες εµφανίστηκαν σε ήπαρ και πνεύµονες αρνιών έπειτα από χορήγηση 
υπολειµµάτων σταφυλιών σε µία έρευνα που διεξήγθηκε από τον Kafantaris I. και τους 
συνεργάτες. [51] Επιπλέον έχει παρατηρηθεί η αύξηση των επιπέδων TBARS να 
προκαλείται σε ιστούς µε αυξηµένη συγκέντωση GSH πχ.σπλήνα, λεπτό έντερο κτλ,  
γεγονός το οποίο µπορεί να συσχετίσει τους δύο αυτούς δείκτες µεταξύ τους και να 
προτίνει την προστατευτική δράση του κρασιού ενάντι στη λιπιδική υπεροξείδωση µέσω 
ενίσχυσης του συστήµατος της γλουταθειόνης.  

 Το εκχύλισµα κρασιού φαίνεται να µην επηρεάζει σηµαντικά τη συγκέντρωση 
των πρωτεϊνικών καρβονυλίων σε κανέναν από τους εξεταζόµενους ιστούς εκτός από το 
πάγκρεας στο οποίο η συγκέντρωση µειώθηκε, χωρίς όµως να είναι στατιστικά 
σηµαντική αυτή η µεταβολή. Σε µία έρευνα των Kafantaris I. και συνεργατών η 
χορήγηση υπολειµµάτων σταφυλιών σε αρνιά φάνηκε να µην επηρεάζει τη συγκέντρωση 
των πρωτεϊνικών καρβονυλίων σε κανένα ιστό µε εξαίρεση το ήπαρ στο οποίο 

71

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 04:55:39 EEST - 3.135.182.100



µειωνόταν. [51] Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την ανεξάρτητη δράση του κρασιού σε 
σχέση µε την καρβονυλίωση των πρωτεϊνών.  

 Τα επιπέδα της καταλάσης βρέθηκαν αυξηµένα σε µερικούς ιστούς όπως το ήπαρ, 
το στοµάχι, τον νεφρό και τον τετρακέφαλο µύ, ωστόσο σε κανέναν δεν έχει παρατηρηθεί 
κάποια στατιστικά σηµαντική µεταβολή µεταξύ των δύο οµάδων επιµύων. Οι Kafantaris 
I. και συνεργάτες σε µία προσπάθεια εκτίµησης των επιπέδων της καταλάσης σε 
διάφορους ιστούς αρνιών έπειτα από χορήγηση υπολειµµάτων σταφυλιών, πλούσιων σε 
πολυφαινόλες, έδειξαν τη διατήρηση της συγκέντρωσης του ενζύµου, επιβεβαιώνοντας 
τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης. [51] Το γεγονός αυτό φανερώνει την 
ανεξάρτητη δράση της καταλάσης σε σχέση µε το κρασί. Στα µάτια και στους πνεύµονες 
δεν καταφέραµε να προσδιορίσουµε τη συγκέντρωση του ενζύµου. Σύµφωνα µε τη 
βιβλιογραφία τα µάτια έχουν αναπτύξει αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς προκειµένου να 
καταπολεµήσουν το οξειδωτικό στρες που προκαλείτε από την επαναλαµβανόµενη 
έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία. Η CAT είναι ένα ένζυµο που ανήκει στους 
µηχανισµούς αυτούς κι εντοπίζεται κυρίως στο επιθήλιο του φακού και το επιθήλιο του 
κερατοειδούς. [53, 59] Στους πνεύµονες η καταλάση εκφράζεται κατά προτίµηση σε 
βρογχιολικά και κυψελιδικά επιθηλιακά κύτταρα. Η ανικανότητα εντοπισµού του 
ενζύµου αυτού στα πειράµατα µας µπορεί µπορεί να οφείλεται σε µειωνεκτήµατα της 
µεθόδου όπως είναι η απαίτηση σύγχρονου φωτόµετρου µε δυνατότητα εκποµπής 
ακτινοβολίας  χαµηλού µήκου κύµατος, η παρεµβολή παραπροϊόντων κτλ.  

 Η SOD βρίσκεται στην πρώτη γραµµή άµυνας κατά των ελεύθερων ριζών. H 
χορήγηση εκχυλίσµατος κρασιού φάνηκε να προκαλεί στατιστικά σηµαντική µείωση των 
επιπέδων της SOD στο λεπτό εντέρο, στον σπλήνα και στους όρχεις της οµάδας 
χορήγησης. Στους ίδιους ιστούς τα επίπεδα της γλουταθειόνης βρέθηκαν αυξηµένα. Σε 
µία έρευνα της Makri S. και συνεργατών η χορήγηση ζωοτροφής µε βιοδραστικές 
ενώσεις υπολυµάτων ελαιουργείου, πλούσιας σε πολυφαινόλες, σε αρνιά φάνηκε να 
διατηρεί σταθερά τα επίπεδα της SOD στην καρδία, τον τετρακέφαλο µύ και τον 
εγκέφαλο, επιβεβαιώνοντας τα αποτελέσµατα µας. [49] Με βάση τα δεδοµένα αυτά 
υποθέτουµε ότι το κρασί ενισχύει αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς, όπως αυτούς που 
σχετίζονται µε το σύστηµα της GSH, ενώ αναστέλλει άλλους προκειµένου να επιτευχθεί 
οξειδοαναγωγική ισορροπία.  

 Η συγκέντρωση της αναγωγάσης της γλουταθειόνης (GR) φαίνεται να µην 
επηρεάζεται σηµαντικά από το εκχύλισµα κρασιού εφόσων τα επίπεδα της παρέµειναν 
σταθερά σε πολλούς από τους ιστούς των επιµύων που µελετήθηκαν µετά τη χορήγηση. 
Εξαίρεση αποτελεί ο ιστός του εγκεφάλου στον οποίο έχει παρατηρηθεί στατιστικά 
σηµαντική µείωση του ενζύµου για την οµάδα χορήγησης και πιθανόν να οφείλεται στην 
αρνητική επίδραση της αιθανόλης του κρασιού στον ιστό αυτό.  

 Η GPx είναι ένα ένζυµο το οποίο καταστέλλει τη λιπιδική υπεροξείδωση. Τα 
επίπεδα του ενζύµου αυτού αναµένεται να είναι αυξηµένα σε ιστούς όπου έχουν βρεθεί 
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υψηλά επίπεδα TBARS και µειωµένα σε ιστούς µε χαµηλά επίπεδα TBARS. Σύµφωνα µε 
τα αποτελέσµατα της παρούσας πτυχιακής, η συγκέντρωση της GPx φαίνεται να είναι 
στατιστικά σηµαντικά αυξηµένη µόνο στο αίµα της οµάδας χορήγησης, ενώ για τους 
υπόλοιπους ιστούς δεν έχει παρατηρηθεί στατιστικά σηµαντική µεταβολή της 
συγκέντρωσης του ενζύµου. Όσον αφορά τα επίπεδα των TBARS στο αίµα, βρέθηκαν 
αυξηµένα έπειτα από χορήγηση εκχυλίσµατος κρασιού χώρις όµως κάποια στατιστική 
σηµαντικότητα.  

 Η GPx χρησιµοποιεί το ίδιο υπόστρωµα µε την CAT, δηλαδή το Η2Ο2 κι 
αναλαµβάνει δράση µόνο όταν τα επίπεδα του Η2Ο2 είναι φυσιολογικά ή χαµηλά, ενώ η 
CAT όταν τα επίπεδα του Η2Ο2 είναι υψηλά. [38, 40] Σύµφωνα µε τα παρόντα 
αποτελέσµατα παρατηρήθηκε ότι το εκχύλισµα κρασιού δεν προκαλεί µεταβολές στις 
συγκεντρώσεις των δύο ενζύµων, µε εξαίρεση την GPx στο αίµα. Παρόλα αυτά µε βάση 
τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι οι πολυφαινόλες του κρασιού έχουν την ικανότητα να 
ενισχύουν το αντιοξειδωτικό σύστηµα της γλουταθειόνης συµπεριλαµβανοµένων των 
ενζύµων που συµµετέχουν στο µονοπάτι βιοσύνθεσης της, µεταφοράς, δράσης της κτλ. 
[46, 51] Με βάση όλα τα παραπάνω, το κρασί φαίνεται να µην επηρεάζει τη 
συγκέντρωση των GPx, GR και CAT, ωστόσο δεν αποκλείεται το ενδεχόµενο αύξησης 
της λειτουργικότητας των ενζύµων αυτών µέσω διαφορετικών µηχανισµών. 
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6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

 Η οικονοµία της οινοποιίας σήµερα έρχεται αντιµέτωπη µε πολλές προκλήσεις 
όπως η συνεχώς µεταβαλλόµενη κατανάλωση οίνου, το περιβάλλον, η παγκόσµια 
πανδειµία covid-19, η αυξανόµενη αγορά, οι πιστοποιήσεις που ενισχύουν τον 
ανταγωνισµό κτλ. Για τους λόγους αυτούς και πολλούς άλλους, η κατανόηση της 
ευεργετικής και µη δράσης του οίνου τείθεται απαραίτητη.  

 Στην πειραµατική αυτή εργασία έγινε εκτίµηση δεικτών οξειδοαναγωγικής 
κατάστασης σε αίµα και ιστούς αρσενικών επιµύων έπειτα από χορήγηση εκχυλίσµατος 
ξινόµαυρου κρασιού. Δεν χρησιµοποιήθηκαν θηλυκοί επιµύες για να µην υπάρχει 
µεταβολή της συµπεριφοράς τους, η οποία εκδηλώνεται ανάλογα µε τη φάση του 
οιστρικού κύκλου στην οποία βρίσκονται. Τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν παραπάνω και 
φανέρωσαν αρκετά ενδιαφέροντα ευρήµατα τα οποία αξίζει να συνοψιστούν στο σηµείο 
αυτό.  

 Η χορήγηση εκχυλίσµατος ξινόµαυρου οίνου φαίνεται να επηρεάζει την 
οξειδοαναγωγική οµοιόσταση σε πολλούς ιστούς, µέσω διαφόρων µηχανισµών. 
Συγκεκριµένα ενισχύει αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς που σχετίζονται µε το σύστηµα 
της γλουταθειόνης ενώ καταστέλλει µερικούς άλλους. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώθηκε µε 
την παρατήρηση της αύξησης των επιπέδων της GSH στο πάγκρεας, στον σπλήνα, στους 
όρχεις, στον τετρακέφαλο µύ, στο αίµα, στο λεπτό και στο παχύ έντερο και την 
παράλληλη µείωση της ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας στα µάτια, στους πνεύµονες, 
στο στοµάχι, στους όρχεις και στον τετρακέφαλο µύ. Στο σύστηµα της γλουταθειόνης 
ανήκουν αρκετά ένζυµα, µερικά από τα οποία σχετίζονται µε τη βιοσύνθεση, µεταφορά 
και δράση της GSH. Παραδείγµατα τέτοιων ενζύµων είναι η GPx, GR, GS, GST κτλ. 
Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία οι πολυφαινόλες που εντοπίζονται στα κρασιά έχουν την 
ικανότητα να ενισχύουν τη δράση των ενζύµων αυτών. Τα αποτελέσµατα µας φαίνεται να 
µην συµφωνούν µε τα ευρήµατα προηγούµενων ερευνών, εφόσων το εκχύλισµα 
ξινόµαυρου κρασιού που χορηγήθηκε δεν επηρέασε τις συγκεντρώσεις των εξεταζόµενων 
αντιοξειδωτικών ενζύµων, µε εξαίρεση την SOD η οποία µειώθηκε στον σπλήνα, στο 
λεπτό έντερο και στους όρχεις, την GPx η οποία αυξήθηκε στο αίµα και η GR η οποία 
µειώθηκε στον εγκαίφαλο της οµάδας χορήγησης. Ωστόσο δεν αποκλείεται το γεγονός 
ενίσχυσης της λειτουργικότητας των ενζύµων αυτών µέσω διαφόρων µηχανισµών 
ανεξάρτητων της συγκέντρωσης της GSH. Η εφαρµογή άλλων µεθόδων όπως Real Time 
PCR και Western Blot θα µπορούσαν να αποσαφηνίσουν τη θεωρία αυτή µελετώντας την 
έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν αντιοξειδωτικά ένζυµα σε πραγµατικό χρόνο 
και την ποιοτική ανίχνευση των ενζύµων αυτών αντίστοιχα, έπειτα από χορήγηση του 
εκχυλίσµατος ξινόµαυρου οίνου. Ένα ακόµη χαρακτηριστικό εύρηµα της πειραµατικής  
εργασίας µάς ήταν η αρνητική επίδραση του εκχυλίσµατος κρασιού, ιδιαίτερα σε ιστούς 
µε αυξηµένη λιπιδική σύσταση ή ευαισθησία στο οξειδωτικό στρες ή αυξηµένα επίπεδα 
GSH, µέσω αύξησης της λιπδικής υπεροξείδωσης. Οι ιστοί αυτοί ήταν ο εγκέφαλος, ο  
σπλήνας, τα νεφρά και το λεπτό έντερο όπου βρέθηκαν αυξηµένα τόσο τα επίπεδα των 
TBARS όσο και της GSH, συσχετίζοντας τους δύο αυτούς δείκτες µεταξύ τους.  
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 Συνοψίζοντας θα λέγαµε ότι το εκχύλισµα κρασιού ενισχύει το αντιοξειδωτικό 
σύστηµα των πνευµόνων, του ήπατος, του παγκρέατος, των νεφρών, των εντέρων, του 
τετρακέφαλου µύ και ιδιαίτερα των όρχεων και του αίµατος. Παράλληλα όµως προκαλεί 
αύξηση της λιπιδικής υπεροξείδωσης στον εγκέφαλο, στον σπλήνα, στον νεφρό, στο 
λεπτό έντερο και στο αίµα. Η καρδία και τα µάτια φαίνεται να µην επηρεάζονται από τη 
δράση του κρασιού. Το γεγονός αυτό αποτελεί παράδοξο, εφόσον µεγαλώνοντας έχουµε 
ακούσει πολλές φορές τη φράση " Ένα ποτήρι κρασί την ηµέρα κάνει καλό στην καρδιά". 
Τελικά η κατανάλωση κρασιού δεν κάνει καλό στην καρδιά αλλά στο αίµα, όσον αφορά 
το οξειδοαναγωγικό σύστηµα. Τέλος θα καταλήγαµε στο ότι η κατανάλωση ξινόµαυρου 
κρασιού επηρεάζει την οξειδοαναγωγική κατάσταση πολλών ιστών µέσω διαφόρων 
µηχανισµών. Η κατανόηση των µηχανισµών αυτών λαµβάνοντας υπόψη διάφορες 
παραµέτρους πχ σύσταση, δοσολογία κτλ θεωρείται επιτακτική ανάγκη για την 
αντιµετώπιση των προκλήσεων που απειλούν σήµερα την οινοποιία.  
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