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V 
 

Περίληψη 
 

Το κρασί ανήκει στην κατηγορία των αλκοολούχων ποτών και είναι το αποτέλεσμα της 

αλκοολικής ζύμωσης του γλεύκους των σταφυλιών. Επιδημιολογικά δεδομένα έχουν 

αποκαλύψει τις ευεργετικές ιδιότητες της κατανάλωσης κρασιού, κυρίως στην πρόληψη 

καρδιαγγειακών παθήσεων, γεγονός που έχει χαρακτηριστεί ως «το γαλλικό παράδοξο». Τα 

τελευταία χρόνια, με την εντατικοποίηση της έρευνας γύρω από τα φυτοχημικά προϊόντα οι 

ευεργετικές ιδιότητες του κρασιού έχουν αποδοθεί στην αντιοξειδωτική και αντιφλεγμονώδη 

δράση του, χαρακτηριστικά που έχουν συνδεθεί με την πολυφαινολική του σύσταση. Σκοπός 

της συγκεκριμένης ερευνητικής μελέτης είναι η αξιολόγηση τεσσάρων εμβληματικών 

ελληνικών οίνων, δύο ερυθρών (Αγιωργίτικο και Ξινόμαυρο) και δύο λευκών (Ασύρτικο και 

Μαλαγουζιά) ως προς την ικανότητά τους να ενεργοποιούν την αντιοξειδωτική οδό των 

κυττάρων NRF2-KEAP1 και την επίδρασή τους στο βιοσυνθετικό μονοπάτι των λιπιδίων, ένα 

μονοπάτι που φαίνεται να επηρεάζεται από την ενεργοποίηση της αντιοξειδωτικής οδού. Οι 

συγκεκριμένες ποικιλίες αξιολογήθηκαν σε προηγούμενη μελέτη in vitro, όπου εμφάνισαν 

ισχυρή αντιοξειδωτική ικανότητα έναντι εμπορικών και ενδογενών ελεύθερων ριζών, μια 

ιδιότητα που συσχετίστηκε θετικά με το πολυφαινολικό τους φορτίο. Για το σκοπό αυτό, 50 

μg/ml εκχυλίσματος και από τους τέσσερις οίνους χορηγήθηκαν στις ανθρώπινες καρκινικές 

κυτταρικές σειρές HepG2 και MKN45 και έπειτα από 24 ώρες υπολογίστηκαν διαφορές 

έκφρασης ανάμεσα σε κύτταρα που δεν δέχτηκαν καμία παρέμβαση και σε κύτταρα που 

πήραν κάθε μία από τις τέσσερις διαφορετικές ποικιλίες. Τα αποτελέσματα έδειξαν 

διφορούμενη δράση των τεσσάρων κρασιών στην έκφραση των γονιδίων του μονοπατιού 

NRF2 και GCLC, ενώ παρατηρήθηκε καταστολή της έκφρασης της πρωτεΐνης ACLY, η οποία 

συμμετέχει στην σύνθεση των λιπαρών οξέων και της χοληστερόλης. Η σημασία των 

ευρημάτων αυτών έγκειται στην ανακάλυψη όλου του βιολογικού εύρους των δυνατοτήτων 

που κατέχουν τα χημικά συστατικά του κρασιού, με σκοπό τη χρήση τους ως συμπληρώματα 

διατροφής και ως θεραπευτικούς παράγοντες για νόσους σχετιζόμενες με το οξειδωτικό 

στρες. 

Λέξεις κλειδιά: κρασί, πολυφαινόλες, αντιοξειδωτικά, ελεύθερες ρίζες, οξειδωτικό στρες, 

μονοπάτι NRF2-KEAP1, μονοπάτι βιοσύνθεσης λιπαρών οξέων, ACLY 
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VI 
 

Abstract 
 

Wine is a popular beverage, produced through alcoholic fermentation of grape must. 

Epidemiological data has revealed the several benefits of wine consumption, as it has been 

related to lower prevalence for cardiovascular diseases, a fact that has been described as "the 

French paradox". In recent years, the extensive research on phytochemicals has revealed that 

the antioxidant and anti inflammatory properties of wine have derived from its high 

polyphenolic content. This study aims to evaluate four emblematic Greek varieties, two red 

wines (Agiorgitiko and Xinomavro) and two white wines (Asyrtiko and Malagouzia), for their 

capacity to activate the antioxidant NRF2-KEAP1 pathway in human cell lines and for their 

effect on cellular lipid biosynthesis. There are studies that suggest an impact of NRF2-KEAP1 

pathway activation on lipid metabolism reactions. In a previous study, the four wines were 

evaluated in vitro for their potent antioxidant capacity, and all the varieties exhibited a strong 

antioxidant profile, related to their total polyphenolic content. For the purpose of this study, 

HepG2 and MKN45 human cancer cells lines were incubated with 50 μg/ml of each wine 

extract for 24 hours and then, changes in the expression level of specific genes were estimated 

between untreated and treated cells. Results from different wine extracts showed reverse 

effects on the expression of NRF2 target genes (NRF2 and GCLC) and inhibitory effects on ACLY 

protein expression. ACLY is a cytosolic enzyme involved in the biosynthetic pathway of fatty 

acids and cholesterol. Better understanding of the biological range of action of wine 

polyphenols, is a key reference point of designing novel food supplements and therapeutic 

agents for oxidative stress related diseases.  

Key words: wine, polyphenols, antioxidants, reactive species, oxidative stress, NRF2-KEAP1 

pathway, fatty acid biosynthetic pathway, ACLY 
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Εισαγωγή 
 

Ιστορική Αναδρομή 
 

Η ιστορία του κρασιού ξεκινάει πριν από περίπου 7000 χρόνια στην περιοχή ανάμεσα στην 

Κασπία και τη Μαύρη Θάλασσα, όπου έκπληκτοι οι αγρότες παρατήρησαν την αυθόρμητη 

αλκοολική ζύμωση κατεστραμμένων σταφυλιών μέσα στα δοχεία συγκομιδής τους προς 

παραγωγή ενός αλκοολούχου χυμού. Το νέο αυτό προϊόν υπερίσχυε σε γεύση από την 

κατανάλωση των καρπών του σταφυλιού και η ιστορία του κρασιού σφραγίστηκε για τα 

επόμενα χρόνια.1 Παρόλου που υπολείμματα τρυγικούς οξέος που βρέθηκαν σε κεραμικά 

βάζα μαρτυρούν την ύπαρξη οίνου από το 7000 π.Χ, η πρώτη οργανωμένη προσπάθεια 

αμπελουργίας και οινοποίησης η οποία παραπέμπει στα Δυτικά πρότυπα ξεκίνησε το 5000 

π.Χ στην περιοχή του Νότιου Καυκάσου, όπου έγινε η συστηματική καλλιέργεια του Vitis 

Vinifera, του είδους που αποτελεί τη βάση για την παραγωγή της πλειονότητας των κρασιών 

που κυκλοφορούν στο εμπόριο.2 Το κρασί ταξίδεψε σε όλα τα μέρη της Γης ανά τις χιλιετίες, 

από τη Μεσοποταμία και περιοχές τις Ασίας όπως το Ιράν, Ιράκ και την Τουρκία μέχρι την 

Αίγυπτο, την Ελλάδα, την Ιταλία και τις υπόλοιπες χώρες της Μεσογείου.  

Οι διαδρομές που ακολούθησε ο Κολόμβος τον 15ο αιώνα ταξίδεψαν την τέχνη της 

οινοποίησης στις χώρες του σύγχρονου κόσμου και οι μεταναστευτικές ροές των Ευρωπαίων 

τον 19ο-20ο αιώνα σε Αμερική, Νέα Ζηλανδία και Αυστραλία εδραίωσαν την καλλιέργεια του 

Vitis Vinifera στις χώρες αυτές με αποτέλεσμα την παραγωγή κρασιών του Νέου Κόσμου.3 Οι 

νέοι αμπελώνες εγκαθιδρύθηκαν σε περιοχές με θερμότερο κλίμα, όπου έλειπε η  

τεχνογνωσία και η παραδοσιακή γνώση των μικρομεσαίων παραγωγών της Ιταλίας και της 

Γαλλίας. Η προσκόλληση στον τόπο προέλευσης του αμπελώνα και του terroir που 

χαρακτήριζε την ποιότητα των κρασιών της Δύσης, έδωσε τη θέση της σε καινοτόμες 

πειραματικές πρακτικές οινοποίησης σε “βιομηχανικού” τύπου μονάδες,  με αποτέλεσμα την 

παραγωγή κρασιών υψηλότερων αλκοολικών βαθμών, πιο συμπαγούς σώματος και πιο 

φρουτώδη από αυτά της Ευρώπης και της Μέσης Ανατολής. Η οινολογία ακολούθησε την 

κουλτούρα της εποχής με καινοτόμες στρατηγικές μάρκετινγκ, μεγαλύτερες μονάδες 

παραγωγής, προσθήκες χημικών ουσιών και σύγχρονες τεχνοτροπίες στην διαδικασία 

μετατροπής του σταφυλιού σε κρασί διαμορφώνοντας, έτσι, μια νέα παγκοσμιοποιημένη και 

ανταγωνιστική αγορά κρασιού με άμεσο αντίκτυπο στην ποιότητα, στην διάθεση αλλά και 

στην τιμή του κρασιού.4  
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Σταθμός στην ιστορία του οίνου υπήρξε ο 17ος αιώνας όπου διαδόθηκε η θείωση του κρασιού 

μέσα στα βαρέλια, γεγονός που συντέλεσε στην βελτίωση της ποιότητας των οίνων αλλά και 

στην αύξηση του χρόνου παλαίωσης και αποθήκευσης τους.2 Σημαντική χρονολογία στάθηκε 

το 1860, όταν ένα νέο είδος παρασίτου προερχόμενο από αμπελοκαλλιέργειες της Αμερικής, 

το Daktulasphaira vitifoliae, ή με την κοινή του ονομασία φυλλοξήρα του κρασιού, έφτασε 

στην Ανατολική Γαλλία και στη συνέχεια έπληξε τους αμπελώνες ολόκληρης της Ευρώπης, με 

αποτέλεσμα την καταστροφή του 2/3 της σοδειάς μέχρι τα τέλη του 19ου αιώνα, 

προκαλώντας σοβαρό οικονομικό και κοινωνικό αντίκτυπο. Καθώς η φυλλοξήρα έπληττε 

πρώτη φορά τα αμπέλια της Ευρώπης, τα ίδια δεν είχαν αποκτήσει καμία ανθεκτικότητα στο 

παράσιτο, σε αντίθεση με τα φυτά της Αμερικής. Ο μόνος αποτελεσματικός τρόπος 

διαχείρισης της κρίσης χωρίς παράλληλα να υποβαθμιστεί η σημασία της προέλευσης και 

της ποικιλίας του κρασιού κάθε χώρας στάθηκε ο εμβολιασμός των ποικιλιών V. Vinifera σε 

ανθεκτικά ή μερικώς ανθεκτικά υποκείμενα τα οποία προήλθαν από αμερικανικά υβρίδια 

διάφορων ειδών από το γένος Vitis. Η συγκεκριμένη στρατηγική χρησιμοποιείται ευρέως από 

τα τέλη του 19ου αιώνα μέχρι και σήμερα στις αμπελουργικές μονάδες για την διαχείριση του 

παρασίτου της φυλλοξήρας.5–7 Από τη γένεση του και μετά το κρασί παρέμεινε αναπόσπαστο 

στοιχείο της καθημερινότητας του ανθρώπου. Ακολούθησε μεταναστευτικές ροές, ενώθηκε 

με τον πολιτισμό και τη λαϊκή παράδοση των ανθρώπων, συμμετείχε σε θρησκευτικές 

τελετές, απέκτησε συμβολικό χαρακτήρα, έγινε αναπόσπαστο κομμάτι των εορτών, 

απαγορεύτηκε, εξαφανίστηκε έπειτα από φυσικές καταστροφές, επανεμφανίστηκε και 

σήμερα αποτελεί μία από τις πιο ταχέως εξελισσόμενες αγροτικές επιστήμες. 

 

Κατηγορίες κρασιών 
 

Το κρασί είναι ένα δημοφιλές ποτό που παράγεται ως προϊόν της αλκοολικής ζύμωσης του 

γλεύκους των σταφυλιών. Τα κρασιά που είναι διαθέσιμα σήμερα στην αγορά, χωρίζονται σε 

κατηγορίες βάσει χαρακτηριστικών όπως είναι η περιοχή προέλευσης τους, η ποικιλία του 

σταφυλιού, οι τεχνικές οινοποίησης και η παλαίωσή τους (σε περίπτωση που 

πραγματοποιείται παλαίωση). Η πρώτη μεγάλη κατηγοριοποίηση αφορά τους Οίνους με 

Ονομασίας Προέλευσης και τους Επιτραπέζιους οίνους. Οι πρώτοι προέρχονται από ποικιλίες 

που καλλιεργούνται στην περιοχή που αναφέρει η επωνυμία τους και φέρουν όλα αυτά τα 

οργανοληπτικά στοιχεία που αναπτύσσονται στο ιδιαίτερο οικοσύστημα της περιοχής αυτής. 

Αντίθετα, οι επιτραπέζιοι οίνοι διακρίνονται στους Τοπικούς Οίνους, οι οποίοι φέρουν 

ένδειξη της γεωγραφικής τους καταγωγή και πληρούν ορισμένα μόνο από τα κριτήρια 
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παραγωγής σε σχέση με τους Οίνους Ονομασίας Προέλευσης, στους οίνους με Ονομασία 

Κατά Παράδοση, οι οποίοι ξεχωρίζουν χάρη στην παραδοσιακή τεχνική παραγωγής τους και 

στα κοινά Κρασιά Μάρκας που κυκλοφορούν στο εμπόριο με διάφορες ονομασίες, τα οποία 

ξεχωρίζουν από την ιδιαίτερη τεχνογνωσία και τα υψηλά στάνταρ ποιότητας με τα οποία 

παρήχθησαν.8 Η περεταίρω κατηγοριοποίηση των οίνων εξαρτάται από 3 παράγοντες: το 

χρώμα, την περιεκτικότητα σε σάκχαρα και τη συγκέντρωση διοξειδίου του άνθρακα που 

περιέχουν. Στην πρώτη περίπτωση τα κρασιά διακρίνονται σε ερυθρά, λευκά και ροζέ, μια 

ιδιότητα που καθορίζεται από την ποικιλία του σταφυλιού και την διαδικασία οινοποίησης. 

Ανάλογα, η περιεκτικότητα σε σάκχαρα τοποθετεί τα κρασιά στις κατηγορίες ξηρό, ημίξηρο, 

ημίγλυκο και γλυκό. Τέλος, η περιεκτικότητα του οίνου σε διοξείδιο του άνθρακα (CO2) 

διαχωρίζει τα κρασιά σε ήσυχα, ημιαφρώδη και αφρώδη.9 

 

Διαδικασία παραγωγής κρασιού 

 

Η διαδικασία της παραγωγής οίνου ακολουθεί ορισμένα βήματα, τα οποία συνοψίζονται στα 

εξής: συγκομιδή των καρπών, σύνθλιψη και πίεση, ζύμωση, διαύγαση και το τελικό στάδιο 

της ωρίμανσης, πριν την εμφιάλωση. Η χρονική στιγμή που πραγματοποιείται ο τρύγος (η 

συγκομιδή), ανάλογα με το βαθμό ωρίμανσης του σταφυλιού, θα καθορίσει την γεύση του 

οίνου (την οξύτητα και την γλυκύτητά του). Σε ότι αφορά τον τρύγο, μπορεί να 

πραγματοποιηθεί είτε χειρωνακτικά, είτε με την υποστήριξη μηχανημάτων. Ακολουθεί ο 

διαχωρισμός των κοτσανιών και η σύνθλιψη των καρπών, διαδικασίες που πλέον 

πραγματοποιούνται σε σύγχρονους κυλινδρικούς διάτρητους θραυστήρες υψηλών 

στροφών. Η παλαιότερη μέθοδος σύνθλιψης, η οποία περιλάμβανε το πάτημα των καρπών 

με τα πόδια, πλέον έχει σχεδόν ολοκληρωτικά εγκαταλειφθεί. Με τη σύνθλιψη παράγεται ο 

μούστος, ένα μίγμα που αποτελείται από το χυμό και τα στερεά μέρη του σταφυλιού, όπως 

είναι για παράδειγμα οι φλούδες και οι σπόροι. Στο στάδιο αυτό συναντώνται και οι 

μεγαλύτερες διαφορές ανάμεσα στην ερυθρή και λευκή οινοποίηση, καθώς στην δεύτερη 

περίπτωση γίνεται διαχωρισμός ανάμεσα στο χυμό του σταφυλιού και τα στερεά συστατικά 

του κρασιού. Η διαδικασία αυτή θα εμποδίσει την εξαγωγή χημικών συστατικών από την 

φλούδα στο παραγόμενο κρασί, όπως είναι για παράδειγμα οι ανθοκυανίνες, οι οποίες είναι 

υπεύθυνες για κόκκινο χρώμα των κρασιών. Στη συνέχεια, ακολουθεί η διαύγαση του λευκού 

μούστου, η οποία περιλαμβάνει την καθίζηση των σωματιδίων που αιωρούνται στο χυμό 

μέσω τεχνικών ελάττωσης της θερμοκρασίας και σε πολλές περιπτώσεις μέσω 

φυγοκέντρησης. Η ελάττωση της θερμοκρασία θα αναστείλει την αλκοολική ζύμωση έως 
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ότου να πραγματοποιηθεί ο διαχωρισμός των στερεών. Σε αντίθεση, ο ερυθρός μούστος 

παραμένει με μαζί με τα στερεά συστατικά του, ώστε να αποκτήσει τα χημικά στοιχεία που 

θα του αποδώσουν  το χαρακτηριστικό χρώμα, γεύση και υφή. Το επόμενο βήμα της 

οινοποίησης είναι η αλκοολική ζύμωση, όπου τα σάκχαρα του χυμού ή του μούστου θα 

μετατραπούν σε αιθανόλη (αλκοόλη) και CO2.  

C6H12O6 → 2 CH3CH2OH + 2 CO2                                                                                                             

όπου C6H12O6 η γλυκόζη και  CH3CH2OH η αιθανόλη 

 Η αντίδραση αυτή καταλύεται από τις ζύμες, μονοκύτταρους οργανισμούς οι οποίοι 

βρίσκονται στη φλούδα τον σταφυλιών και έχουν εξαχθεί στον  χυμό. Οι ζύμες που 

χρησιμοποιούνται για την αλκοολική ζύμωση ανήκουν κυρίως στο γένος Saccharomyces, 

αλλά συμμετέχουν και τα γένη Kloeckera, Torulopsis και Pichia. Ωστόσο, σε πολλές 

περιπτώσεις γίνεται εμβολιασμός της καλλιέργειας με εμπορικές ζύμες για τον καλύτερο 

έλεγχο του αποτελέσματος. Η διαδικασία της αλκοολικής ζύμωσης απαιτεί την εξασφάλιση 

μιας σειράς παραμέτρων για την παραγωγή υψηλής ποιότητας κρασιών, όπως είναι η 

θερμοκρασία, η ύπαρξη κατάλληλης συγκέντρωσης ζυμών και υποστρώματος των ζυμών, η 

αποφυγή επαφής με το οξυγόνο της ατμόσφαιρας κτλ. Ακόμα, μία δεύτερη φάση ζύμωσης 

πραγματοποιείται από ένζυμα ορισμένων οξυγαλακτικών βακτηρίων, κατά την οποία το 

μηλικό οξύ μετατρέπεται σε γαλακτικό οξύ και διοξείδιο του άνθρακα. Την αλκοολική 

ζύμωση ακολουθεί η διαδικασία της διαύγασης, η οποία μπορεί να πραγματοποιηθεί με τη 

χρήση φίλτρου, όπου αφαιρούνται οι νεκροί ζυμομύκητες, οι ταννίνες και οι πρωτεΐνες του 

κρασιού, αφού πρώτα το παραγόμενο κρασί μεταφερθεί σε δρύινα βαρέλια ή δεξαμενές από 

ανοξείδωτο χάλυβα. Τέλος, το κρασί παραπέμπεται για εμφιάλωση ή παλαίωση. 9 

 

Χημική σύσταση κρασιού 
 

Γενικά, το κρασί αποτελείται στο μεγαλύτερο του ποσοστό από νερό (86%) και έπειτα 

ακολουθούν η αιθανόλη, η γλυκερίνη, οι ανώτερες αλκοόλες και οι πολυσακχαρίτες, τα 

οργανικά οξέα, οι πολυφαινόλες, τα μέταλλα, καθώς και πτητικές και άλλες ενώσεις. Τα 

παραπάνω στοιχεία είτε προέρχονται απευθείας από τα σταφύλια, είτε παράγονται κατά τη 

διαδικασία της οινοποίησης. Η γλυκερίνη, η τρίτη  μεγαλύτερη σε ποσότητα ένωση που 

ανευρίσκεται στο κρασί (4–10 g / L), προσφέρει στη διατήρηση της ποιότητας των οίνων, στην 

υφή και στη γεύση τους. Αντίστοιχα, τα οξέα των κρασιών, με κυριότερα το τρυγικό το κιτρικό 

και το μηλικό οξύ, συνεισφέρουν στη γεύση επηρεάζοντας μαζί με τις ταννίνες την τραχύτητα 
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του τελικού προϊόντος. Μια μεγάλη κατηγορία χημικών συστατικών του κρασιού, η οποία 

καθορίζει σημαντικά τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά (χρώμα, γεύση, αίσθηση στο στόμα) 

του αλλά και την βιολογική του δράση στον οργανισμό (αντιοξειδωτικές ιδιότητες), είναι οι 

πολυφαινόλες.10 Η κύρια διάκριση των πολυφαινολών είναι σε φλαβονοειδή όπως για 

παράδειγμα οι ανθοκυανιδίνες, οι φλαβονόλες, οι φλαβανόλες, οι φλαβανόνες, φλαβόνες οι 

ταννίνες και άλλες υποκατηγορίες και τα μη φλαβονοειδή, όπως είναι η τυροσόλη, η 

υδροτυροσόλη, τα στιλβένια και άλλα. Η παρουσία τους στο κρασί εξαρτάται από την 

ποικιλία των σταφυλιών, από περιβαλλοντικούς παράγοντες και από όλη τη διαδικασία 

οινοποίησης. Είναι σημαντικό να αναφερθεί πως οι ερυθροί οίνοι είναι πλουσιότεροι σε 

πολυφαινόλες από τους λευκούς λόγω της διαρκής παρουσίας των στεμφύλων στα στάδια 

της οινοποίησης τους. Ακόμα, κάθε ξεχωριστή κατηγορία πολυφαινολών επηρεάζει 

μοναδικά τόσο τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του κρασιού, όσο και τη βιολογική του 

δράση. 11 

 

Οξειδωτική ομοιόσταση  
 

Όπως ανέφερε ο Von Bertalanffy, ο πατέρας της γενικής θεωρίας συστημάτων: «Τα ζωντανά 

συστήματα είναι ανοιχτά συστήματα, που διατηρούνται χάρη στην ανταλλαγή υλικών με το 

περιβάλλον τους και στη συνεχή δημιουργία και διάσπαση των συστατικών τους». Αυτή η 

εναλλαγή ενέργειας πραγματοποιείται κάτω από ένα σύστημα εποπτείας, όπου η εισροή και 

η εκροή ενέργειας συμβάλλουν στην διατήρηση μια σταθερής κατάστασης. 12 Οι ζώντες 

οργανισμοί αποτελούν ανοιχτά βιολογικά συστήματα τα οποία για να επιτελέσουν τις 

ζωτικής σημασίας δραστηριότητες τους πραγματοποιούν μια σειρά από αναβολικές και 

καταβολικές αντιδράσεις με ταυτόχρονη οξείδωση και αναγωγή των συστατικών τους. Στο 

πεδίο της βιολογίας που ασχολείται με την οξειδοαναγωγή, η παραπάνω σταθερή κατάσταση 

χαρακτηρίζεται ως οξειδοαναγωγική ομοιόσταση. Πρόκειται για μια δυναμική ισορροπία 

που απαιτεί ένα καλά οργανωμένο οξειδοαναγωγικό μεταβολικό σύστημα που θα είναι σε 

θέση να ανιχνεύσει τις αλλαγές στην οξειδοαναγωγική κατάσταση του κυττάρου και να 

δράσει αναλόγως ώστε να επέλθει ξανά ισορροπία.13 Το οξειδοαναγωγικό μεταβολικό 

σύστημα ορίζεται ως ένα σημαντικό κομμάτι του κυτταρικού μεταβολισμού, το οποίο 

περιλαμβάνει μεταβολίτες, ένζυμα,  μεταγραφικούς παράγοντες και σηματοδοτικές οδούς 

και έχει ως σκοπό την διατήρηση της οξειδοαναγωγικής κατάστασης του κυττάρου.14  
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Η ρύθμιση της οξειδοαναγωγής σε ένα κυτταρικό σύστημα είναι υψίστης σημασία καθώς 

καθορίζει πολλές βιολογικές διεργασίες του κυττάρου, όπως για παράδειγμα την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου, τον μεταβολισμό, τον κυτταρικό θάνατο, την γήρανση, τις ανοσολογικές 

αντιδράσεις, την αυτοφαγία κτλ.13 Περιφραστικά η οξειδοαναγωγική διαδικασία 

περιγράφεται ως μια διαδικασία μεταφοράς ηλεκτρονίων από ένα μόρια-δότη, ή αλλιώς 

έναν αναγωγικό παράγοντα, σε ένα μόριο δέκτη, ή αλλιώς σε ένα οξειδωτικό παράγοντα.15 Ο 

οξειδωτικός παράγοντας (ηλεκτρονιόφιλο) καθώς αποσπά ένα ηλεκτρόνιο από τον 

αναγωγικό παράγοντα (πυρηνόφιλο) τον οξειδώνει με αποτέλεσμα την παραγωγή 

ελεύθερων ριζών.16 Ως ελεύθερες ρίζες ορίζονται τα άτομα ή μόρια, ιδιαίτερα αντιδραστικά, 

που υπάρχουν ανεξάρτητα και περιέχουν ένα ή περισσότερα μονήρη ηλεκτρόνια στα ατομικά 

τους τροχιακά. Η μη επιλεκτική αντιδραστικότητα τους οφείλεται στο γεγονός πως αντιδρούν 

με άλλα μόρια, δρώντας είτε ως αναγωγικά, είτε ως οξειδωτικά  με σκοπό να συμπληρώσουν 

την εξωτερική τους στοιβάδα.17 Το στοιχειώδες οξυγόνο είναι ένα τέτοιο παράδειγμα 

ηλεκτρονιόφιλου. Βρίσκεται σε αφθονία στα κύτταρα, αποτελεί βασικό συστατικό του 

οξειδωτικού μεταβολισμού των κυττάρων και δίνει γένεση σε αντιδραστικές μορφές 

οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS).18 Οι πηγές παραγωγής και οι μηχανισμοί δράσεις 

των ROS έχουν μελετηθεί εκτενέστερα σε σχέση με άλλες ελεύθερες ρίζες λόγω του 

επιπολασμού τους στο κύτταρο και την εμπλοκή τους σε παθολογικές καταστάσεις. Ωστόσο, 

στο κύτταρο συναντώνται και δραστικές μορφές αζώτου, δραστικές μορφές θείου και 

δραστικές μορφές χλωρίου, κυρίως ως προϊόντα αντίδρασης μορίων με τις ROS.19 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως οι αντιδράσεις οξειδοαναγωγής, που ορισμένες από 

αυτές οδηγούν στην παραγωγή ROS, είναι απαραίτητες για τη διατήρηση της ζωής του 

κυττάρου και κατ’ επέκταση του οργανισμού, με τις ίδιες τις ROS να αποτελούν μόρια-

μεσολαβητές για διάφορες σηματοδοτικές οδούς, όπως τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την 

μετάδοση σήματος, την γονιδιακή έκφραση και την άμυνα έναντι παθογόνων. Κλασσικό 

παράδειγμα είναι αυτό του νευροδιαβιβαστή NO, μιας δραστικής μορφής αζώτου 

απαραίτητη για την αγγειοσύσπαση. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται “όρμιση” και αποτελεί 

μια ευεργετική ή διεγερτική απόκριση των κυττάρων ή των οργανισμών σε χαμηλή ή 

υποτοξική έκθεση σε έναν παράγοντα που σε υψηλότερες δόσεις θα θεωρούνταν 

τοξικός.20,2122 Σε αυτό το δοσοεξαρτώμενο φαινόμενο βρίσκει εφαρμογή το ρητό του 

Παράκελσου ότι “η δόση κάνει το δηλητήριο“ πέντε αιώνες μετά, καθώς μικρή παραγωγή 

ROS οδηγεί σε μια κατάσταση φυσιολογικού  οξειδωτικού ευ-στρες, μια συνθήκη απαραίτητη 

για την οξειδωτική σηματοδότηση, ενώ μια υπέρμετρη παραγωγή ROS προκαλεί οξειδωτικό 
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στρες και την καταστροφή κρίσιμων βιομορίων για το κύτταρο, με αποτέλεσμα τον κυτταρικό 

θάνατο ή παθολογικές καταστάσεις του οργανισμού.23  

Προηγουμένως, αναφέρθηκε πως οι ελεύθερες ρίζες είναι πολύ αντιδραστικά μόρια, τα 

οποία δρουν οξειδώνοντας ή ανάγοντας τα υποστρώματα τους. Μέσα στο υποκυτταρικό 

περιβάλλον οι ROS αλληλοεπιδρούν με μακρομόρια όπως το DNA, τα λιπίδια και οι 

πρωτεΐνες, οξειδώνοντας τα, με αποτέλεσμα την πρόκληση βλαβών που είναι συνυφασμένες 

με παθολογικές καταστάσεις του κυττάρου. Η καταστροφή των βιομορίων του κυττάρου και 

οι αλλαγές που προκύπτουν στις σηματοδοτικές οδούς του κυττάρου από την υπέρμετρη 

παραγωγή ROS, έχουν εφαρμογή σε μια πληθώρα παθολογικών καταστάσεων του 

οργανισμού συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου, των φλεγμονωδών ασθενειών, των 

νευρολογικών διαταραχών, των αγγειακών παθήσεων κτλ.22,24 Λόγω του φυσιολογικού 

ρόλου των ROS στην κυτταρική λειτουργία θα ήταν αναπόφευκτη η οξειδωτική βλάβη, αν το 

κύτταρα δεν διέθετε ορισμένους αμυντικούς μηχανισμούς για να προστατευτεί. Το κύτταρο 

επιστρατεύει μια σειρά από ενζυμικά και μη μόρια, τα αντιοξειδωτικά, τα οποία είτε 

εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες, είτε καθυστερούν τη δημιουργία τους ή απομακρύνουν 

τις βλάβες που προκάλεσαν οι ελεύθερες ρίζες στα μόρια-στόχους τους.19 Πρόκειται ,λοιπόν, 

για μια ολοκληρωμένη αντίδραση του κυττάρου προκειμένου να επιστρέψει σε μια 

οξειδωτική ισορροπία. Η αντίδραση αυτή περιλαμβάνει μοριακούς διακόπτες, έτοιμους να 

αντιληφθούν αλλαγές στην οξειδωτική κατάσταση του κυττάρου και να εκκινήσουν την 

γονιδιακή έκφραση κρίσιμων αντιοξειδωτικών ενζύμων και να ενεργοποιήσουν οδούς 

καταστολής του στρες. Μία από τις πλέον σημαντικές αντιοξειδωτικές οδούς, αυτή του 

Nrf2/Keap1 θα αναλυθεί εκτενώς στη συνέχεια.12,23,25 

 

Αντιδραστικές μορφές οξυγόνου και αζώτου 

 

Ιστορική αναδρομή 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, οι ελεύθερες ρίζες είναι μόρια που διαθέτουν ένα ή 

περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στη στιβάδα σθένους τους, γεγονός που τα κάνει ασταθή 

και ιδιαιτέρως αντιδραστικά με άλλα συστατικά μέσα στο κύτταρο. Αποτελούν προϊόντα του 

κυτταρικού μεταβολισμού και έχουν αμφίσημο ρόλο στην επιβίωση του κυττάρου. Η ιστορία 

των δραστικών ριζών οξυγόνου ξεκίνησε το 1954, όταν η Rebeca Gerschman απέδωσε τις 

επιβλαβείς δράσεις του οξυγόνου και της ακτινοβολίας Χ στην δημιουργία ελεύθερων 

ριζών26. Δύο χρόνια μετά, ο Αμερικανός ιατρός  Denham Harman  ανέπτυξε την θεωρία του 
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για τη γήρανση, σύμφωνα με την οποία η γήρανση οφείλεται στη χρόνια συσσώρευση 

βλαβών που προκύπτουν από τις ελεύθερες ρίζες.27,28 To 1969, κάνει την εμφάνιση της στην 

βιβλιογραφία η υπεροξειδική δισμουτάση (Superoxide Dismutase, SOD), ένα ενζυμικό 

αντιοξειδωτικό του κυττάρου που ανακαλύφθηκε από τον Fridovich29  και είναι σήμερα 

γνωστό για τη μετατροπή του ανιόντος σουπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του υδρογόνου. Σε 

πολύ σύντομο χρονικό διάστημα, ο Loschen συνέδεσε την παραγωγή υπεροξειδίου του 

υδρογόνου (H2O2) με την αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων.30 Στα τέλη της δεκαετίας 

του ’70, οι Mittal και Murad αναφέρθηκαν στην ρίζα υδροξυλίου ως μία εκ των 

ενεργοποιητών του ενζύμου της γουανυλικής κυκλάσης για την παραγωγή του αγγελιοφόρου 

cGMP, μιας σηματοδοτικής οδού που συμμετέχει σε πληθώρα φυσιολογικών διεργασιών, με 

τη σημαντικότερη αυτή της νευροδιαβίβασης.31 Στο βιβλίο των Hallliwell and Gutteridge που 

εκδόθηκε για πρώτη φορά το 1989, γίνεται ξεκάθαρη η διάκριση μεταξύ των ριζών οξυγόνου 

και των αντιδραστικών ειδών οξυγόνου. Όπως αναφέρουν και οι συγγραφείς “ Όλες οι ρίζες 

οξυγόνου είναι ROS αλλά όλα τα ROS δεν είναι ρίζες οξυγόνου”.32 Με αυτήν την φράση 

υποδηλώνεται ότι στις ROS, εκτός από τις ρίζες υδροξυλίου, σουπεροξειδίου κτλ 

περιλαμβάνονται και οι μη ρίζες υπεροξειδίου του υδρογόνου, όζον κτλ. Σήμερα, οι 

ελεύθερες ρίζες αποτελούν ένα πεδίο εντατικής έρευνα για την εμπλοκή τους σε μια σειρά 

κυτταρικών λειτουργιών του οργανισμού. 

 

Είδη Αντιδραστικών μορφών οξυγόνου και αζώτου 

 Πριν από 2,5 εκατομμύρια χρόνια ξεκίνησε μια σταδιακή αύξηση του οξυγόνου στη Γη, μια 

διαδικασία που την τελευταία εικοσαετία συνδέθηκε με τη φωτοσυνθετική ιδιότητα των 

κυανοβακτηρίων. Μια ακολουθία εξελικτικών βημάτων οδήγησε στη δημιουργία αερόβιων 

πολυκύτταρων οργανισμών που βασίζουν την επιβίωση τους στην κυτταρική αναπνοή.33  Ως 

κυτταρική αναπνοή αναγνωρίζουμε τις διεργασίες σταδιακής διάσπασης υδατανθράκων, 

λιπιδίων και πρωτεϊνών που προέρχονται από την τροφή με σκοπό την παραγωγή ενέργειας, 

η οποία μέσα στο κύτταρο δεσμεύεται με τη μορφή τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP). Το 

οξυγόνο παίζει κυρίαρχο ρόλο στις διαδικασίες κυτταρικής αναπνοής και οι ROS 

σχηματίζονται ως παραπροϊόντα της κυτταρικής αναπνοής.34 Μέσα στα χρόνια 

χρησιμοποιήθηκαν διάφορες ονομασίες για να περιγράψουν τις διάφορες δραστικές 

αναγωγικές μορφές οξυγόνου, όπως για παράδειγμα ο όρος αντιδραστικά ενδιάμεσα 

οξυγόνου (Reactive Oxygen Intermediates, ROI). Ως ROI χαρακτηρίζονται οι ατελείς 

αναγωγικές μορφές οξυγόνου όπως για παράδειγμα το υπεροξείδιο του υδρογόνου, το 

σουπεροξείδιο και η ρίζα υδροξυλίου.35 Βέβαια, στην βιβλιογραφία έχει επικρατήσει η 
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ονομασία ROS, η οποία περιλαμβάνει όλα τα δραστικά είδη που προέρχονται από το 

οξυγόνο, συμπεριλαμβανομένων των ROI, της ανηγμένης μορφής όζοντος (O3), του 

μονήρους οξυγόνου (Ο2), του υποβρωμιώδους, υποχλωριώδους και υποιώδους οξέος και 

των ριζών αλκοξυλίου (RO˙), καρβονικού (CO3˙−) υπεροξυλίου (ROO˙) και ημικινόνης (SQ˙−).36  

Οι αντιδραστικές μορφές αζώτου είναι επίσης μια μεγάλη κατηγορία ελεύθερων ριζών, 

παραγώγων του οξυγόνου που περιλαμβάνουν το νιτρικό οξύ (NO*), το ισχυρά αντιδραστικό 

υπεροξυνιτρώδες (ONOO−), το νιτροξύλιο (HNO), τις νιτροσοθειόλες (RSNOs) και άλλα.37 Το 

μοριακό οξυγόνο αντιδρά με άλλες ρίζες ή με ασταθή μόρια (πχ μέταλλα μετάπτωσης) 

αποσπώντας τους ένα ηλεκτρόνιο και μετατρέπεται στην ρίζα σουπεροξειδίου, η αναγωγή 

της οποίας θα δώσει υπεροξείδιο του υδρογόνου και ούτω καθεξής. Η Εικόνα 1 παρουσιάζει 

μια σχηματική αναπαράσταση σχηματισμού των ROS, η οποία προκύπτει είτε από μεταφορά 

ηλεκτρονίων , είτε από μεταφορά ενέργειας στο μοριακό οξυγόνο.36 

 

 

 

Εξωγενείς πηγές ελεύθερων ριζών 
 

Οι παράγοντες που οδηγούν στην γένεση των ROS είναι τόσο ενδογενείς, όσο και εξωγενείς. 

Στους εξωγενείς παράγοντες συμπεριλαμβάνονται ο καπνός του τσιγάρου, η υπεριώδης 

ακτινοβολία, διάφορα φάρμακα, τοξίνες, περιβαλλοντικοί ρύποι, ιόντα βαρέων μετάλλων, 

και τα εντομοκτόνα. Καθένα από τα παραπάνω δρα, είτε προκαλώντας την παραγωγή 

ελεύθερων ριζών μέσα στο κύτταρο, είτε αναστέλλοντας την έκφραση ή δράση 

αντιοξειδωτικών γονιδίων και ενζύμων.38 (Εικόνα 1) 

Εικόνα 1. Αναπαράσταση της οδού σχηματισμού των ROS μέσω αντιδράσεων μεταφοράς ηλεκτρονίων ή 
ενέργειας 36 
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Ιονίζουσα ακτινοβολία και χημειοθεραπευτικά φάρμακα 

Η ιονίζουσα ακτινοβολία, λόγω της υψηλής διεισδυτικής της ικανότητας στον ανθρώπινο 

οργανισμό, προκαλεί τον ιοντισμό του νερού, ένα συστατικό άφθονο μέσα στα κύτταρα. Ο 

ιοντισμός του νερού έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή ROS, με κυριότερη την ρίζα 

υδροξυλίου (φαινόμενο ραδιόλυσης του νερού).39 Τα χημειοθεραπευτικά είναι, επίσης, μια 

μεγάλη κατηγορία φαρμάκων που ενισχύουν το οξειδωτικό στρες του οργανισμού, καθώς 

αυξάνουν τις ελεύθερες ρίζες οι οποίες καταστρέφουν βασικά βιομόρια του κυττάρου, αλλά 

ταυτόχρονα μειώνουν και τα επίπεδα αντιοξειδωτικών μορίων στο πλάσμα. Η 

δοξορουβικίνη, ένας ευρέως χρησιμοποιούμενος χημειοθεραπευτικός παράγοντας, 

εμπλέκεται στην διαδικασία της μιτοχονδριακής οξειδωτικής φωσφορυλίωσης εκτρέποντας 

ηλεκτρόνια προς το νερό, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό της δραστικής ρίζας 

σουπεροξειδίου.40  

 

Διατροφή και αλκοόλ 

Η τροφή είναι επίσης μια πηγή παραγωγής ελεύθερων ριζών. Η σύσταση της σε 

μακροθρεπτικά (πρωτεΐνες, λιπίδια και υδατάνθρακες), βιταμίνες, μέταλλα και συντηρητικά 

έχει αποδειχθεί πως παίζει διττό ρόλο στην οξειδωτική ομοιόσταση του οργανισμού. Η 

Εικόνα 2. Σχηματική αναπαράσταση των εξωγενών και ενδογενών πηγών ROS38 
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υψηλή πρόσληψη υδατανθράκων και λιπαρών που χαρακτηρίζει τις διατροφικές συνήθειες 

της Δύσης οδηγεί σε παρατεταμένη φλεγμονή, η οποία προκαλεί οξειδωτικό στρες. Επιπλέον, 

αυξάνει τα υποστρώματα που θα διασπαστούν προς παραγωγή ATP μέσω της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης των μιτοχονδρίων, με αποτέλεσμα την αύξηση των ROS. Σημαντική είναι 

και αύξηση των ROS μέσω των αντιδράσεων Fenton που προκαλούνται από την υψηλή 

πρόσληψη του διατροφικού σιδήρου.41,42 Ως αντίδραση Fenton χαρακτηρίζεται η αναγωγή 

του δισθενή σιδήρου σε τρισθενή προς παραγωγή μίας ρίζας υδροξυλίου και ενός ανιόντος 

υδροξυλίου, έπειτα από αντίδραση με το υπεροξείδιο του υδρογόνου.43 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO• + OH−  (αντίδραση Fenton) 

Παράλληλα, η δράση της αιθανόλης μέσα στα κύτταρα είναι πλειοτροπική, καθώς αυξάνει 

το οξειδωτικό στρες σε πολλά επίπεδα. Η αιθανόλη επάγει τη δραστικότητα ενζύμων του 

μεταβολισμού προκαλώντας ROS, αλλάζει την αναλογία μετάλλων στον οργανισμό 

ευνοώντας αντιδράσεις τύπου Fenton και μειώνει τα φυσικά αντιοξειδωτικά του 

οργανισμού.44 

 

Περιβαλλοντικοί ρύποι` 

Ο σύγχρονος τρόπος ζωής έχει οδηγήσει στη συσσώρευση ατμοσφαιρικών ρύπων, οι οποίοι 

καταλήγουν μέσω την αναπνοής στον άνθρωπο. Ως περιβαλλοντικοί ρύπο χαρακτηρίζονται 

τα σωματίδια , τα αέρια που προκαλούν ερεθισμό του αναπνευστικού και το βενζόλιο. 

Οργανικά και ανόργανα συστατικά καθώς και μικροοργανισμοί, που η διάμετρός του 

κυμαίνεται στην κλίμακα 100nm-10μm, μπορούν να πλήξουν το αναπνευστικό και το 

καρδιακό σύστημα του ανθρώπου προκαλώντας χρόνια φλεγμονή και σχετιζόμενο με τη 

φλεγμονή οξειδωτικό στρες. Οι περιβαλλοντικοί ρύποι λειτουργούν είτε ως οξειδωτικά, 

οξειδώνοντας βιολογικά μακρομόρια, είτε ως σηματοδοτικά μόρια για την επαγωγή 

μηχανισμών οξειδωτικού στρες. Το όζον είναι μια αντιδραστική μορφή οξυγόνου, της οποίας 

τα επίπεδα της στην ατμοσφαιρική σύνθεση αυξάνονται με την πάροδο των χρόνων. Ακόμα, 

το βενζόλιο, ένα φυσικό συστατικό του αργού πετρελαίου,  προκαλεί αυξημένη παραγωγή 

ROS και βλαβών που οφείλονται στο οξειδωτικό στρες μέσω των μεταβολιτών του, της 

υδροκινόνης και της βενζοκινόνης.45 
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Καπνός του τσιγάρου 

Ο καπνός του τσιγάρου χαρακτηρίζεται ως ένα πορώδες ανθρακούχο αερόλυμα το οποίο 

περιέχει βαρέα μέταλλα, πολυκυκλικούς αρωματικούς υδρογονάνθρακες, νιτροζαμίνες, 

αζαρένια και άλλα οργανικά συστατικά, πολλά από τα οποία έχουν χαρακτηριστεί ως τοξικά 

και μεταλλαξιογόνα για τον άνθρωπο. Η νέα χιλιετία έφερε στο φως πολλές δημοσιεύσεις 

που αναλύουν το είδος, το βαθμό και τους μηχανισμούς της βλάβης που οφείλονται στον 

καπνό του τσιγάρου, καθώς και τις παθήσεις που σχετίζονται με το χρόνιο κάπνισμα. Στην 

αέρια και στερεή φάση του τσιγάρου έχουν βρεθεί πολυάριθμες σταθερές και μη ρίζες, που 

μέσα στα βιολογικά συστήματα μπορούν να προκαλέσουν βλάβες προερχόμενες από το 

οξειδωτικό στρες. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι οι ρίζες με επίκεντρο τον άνθρακα (-C•) 

που βρίσκονται στην πίσσα του τσιγάρου, όπως για παράδειγμα η σταθερή ρίζα ημικινόνης 

(QH•), η οποία μέσα στον οργανισμό αντιδρά με το μοριακό οξυγόνο μέσα από μονοπάτια 

οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων σχηματίζοντας σουπεροξείδιο (Ο2
•), ρίζες 

περοξυλίου (ROO•) και υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2). Η επακόλουθη οξειδωτική 

καταστροφή έχει συσχετιστεί με φαινόμενα αθηροσκλήρωσης και άλλων καρδιαγγειακών 

παθήσεων που οφείλονται στο τσιγάρο. Πέρα από τις άμεσες βλάβες που προκαλούνται σε 

σημαντικά του βιομόρια του κυττάρου, οι ελεύθερες ρίζες της αέριας φάσης του καπνού 

έχουν την ικανότητα να καταστρέφουν τα ενδογενή επίπεδα του οργανισμού σε 

αντιοξειδωτικά, κάμπτοντας έτσι την αντιοξειδωτική του άμυνα, ένα πλήγμα που δεν 

εξισορροπείται πλήρως με διατροφικά συμπληρώματα.46 

 

Φάρμακα και τοξίνες 

Διάφορες κατηγορίες φαρμάκων έχουν συσχετιστεί με την επαγωγή ROS στον οργανισμό και 

με την τοξικότητα συγκεκριμένων ιστών που οφείλεται στο οξειδωτικό στρες.  Οι 

χημειοθεραπευτικοί παράγοντες, τα αντιφλεγμονώδη, τα αντιψυχωτικά φάρμακα, τα 

αντιοβιοτικά και τα αντιϊκά φάρμακα είναι ορισμένες κατηγορίες φαρμάκων που προκαλούν 

ενδογενή παραγωγή ROS. Για παράδειγμα, τα αντιβιοτικά πέρα από την ικανότητά τους να 

θανατώνουν τα βακτήρια αλληλεπιδρώντας με κυτταρικά μόρια κρίσιμα για την επιβίωσή 

τους, έχει βρεθεί πως ασκούν την αντιμικροβιακή τους δράση και δευτερογενώς, με μη ειδικό 

τρόπο, προκαλώντας συσσώρευση ROS. Η γενταμικίνη είναι ένα τέτοιο αντιοβιοτικό το οποίο 

δρα πρωταρχικά στην πρωτεϊνοσύνθεση του βακτηρίου με αποτέλεσμα την δημιουργία 

λανθασμένα μεταφρασμένων πρωτεϊνών. Το γεγονός αυτό οδηγεί στην ενεργοποίηση μιας 

σειράς γονιδίων απόκρισης του βακτηρίου στο στρες, τα οποία επάγουν αυξημένη 

δραστηριότητα κυτταρικής αναπνοής, άρα και αυξημένες ROS, που είναι βλαπτικές για την 
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επιβίωση του.47 Το παράδειγμα της γενταμικίνης περιγράφει πως η συσσώρευση ROS μπορεί 

να αποβεί προστατευτική για τον οργανισμό έναντι παθογόνων.  

Αντίθετα, στην περίπτωση της δοξορουβικίνης οι επαγώμενες από το φάρμακο ROS 

επιφέρουν σοβαρές παρενέργειες στον ασθενή. Η δοξορουβικίνη είναι ένας αντι-

νεοπλασματικός παράγοντας ο οποίος επιδρά στο DNA, αποτρέποντας την αντιγραφή και την 

πρωτεϊνοσύνθεση για το καρκινικό κύτταρο και αναστέλλοντας τη δράσης  τοποϊσομεράσης 

ΙΙ άρα και αποτρέποντας την επιδιόρθωση του DNA έπειτα από θραύση. Ο μιτοχονδριακός 

μεταβολισμός που υφίσταται η δοξορουβικίνη στα κύτταρα μπορεί να το μετατρέψει σε 

ελεύθερη ρίζα η οποία είναι ιδιαιτέρως αντιδραστική με το οξυγόνο δημιουργώντας ρίζες 

σουπεροξειδίου και υπεροξειδίου του υδρογόνου. Το επακόλουθο οξειδωτικό στρες στα 

μυοκύτταρα ενοχοποιείται για πολλές από τις παρενέργειες του φαρμάκου 

συμπεριλαμβανομένης της καρδιακής ανεπάρκειας.48 

 

Παθογόνα 

Πίσω από τη συμμετοχή του οξειδωτικού στρες στην καταπολέμηση των παθογόνων 

μικροοργανισμών όπως βακτηρίων και μυκήτων που πλήττουν τον άνθρωπο υπάρχει το εξής 

παράδοξο: τόσο οι ROS όσο και οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί του κυττάρου φαίνεται να 

δρουν προστατευτικά έναντι των παθογόνων. Η επικρατέστερη άποψη υποστηρίζει πως οι 

ROS συσσωρεύονται μέσα στον ξενιστή και συγκεκριμένα στα φαγοσώματα ως απόκριση στο 

παθογόνο και εκτελούν άμεσα ή έμμεσα τις προστατευτικές τους δράσεις. Τα αντιοξειδωτικά 

βρίσκονται σε τέτοια επίπεδα στον οργανισμό που αδυνατούν να αναστείλουν τις 

καταστροφικές για τα παθογόνα ROS, αλλά εν αντιθέσει ευνοούν την πρόληψη βλαβών των 

ROS στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος.49 

Οι σχετιζόμενοι με το οξειδωτικό στρες μηχανισμοί που στρατολογεί ο οργανισμός έπειτα 

από μια λοίμωξη είναι είτε άμεσοι, είτε πολύπλοκοι. Τα φαγοκύτταρα (ουδετερόφιλα, 

μακροφάγα, μονοκύτταρα και ηωσινόφιλα) είναι κύτταρα που κατοικούν σε ιστούς και 

κατατάσσονται στην πρώτη άμυνα του οργανισμού έναντι παθογόνων (έμφυτη ανοσία). Η 

αναγνώριση μικροβίων από τα φαγοκύτταρα μέσω συγκεκριμένων επιφανειακών μοτίβων 

που διαθέτουν τα μικρόβια συνεπάγεται απορρόφησή τους και ταυτόχρονης αύξησης των 

επιπέδων σουπεροξειδίου μέσα στα φαγοσώματα, μια διαδικασία που ονομάζεται 

αναπνευστική έκρηξη. Ενεργό ρόλο στην αναπνευστική έκρηξη έχει το ένζυμο της NADPH 

οξειδάσης 2 (ΝΟΧ2), το οποίο μετακινείται από το κυτοσόλιο και συναρμολογείται στη 

μεμβράνη παράγοντας υψηλά επίπεδα ROS, τα οποία σκοτώνουν άμεσα τον εισβολέα.47 
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Η παραγωγή ROS δεν περιορίζεται, όμως, μόνο στα φαγοκύτταρα, αλλά επεκτείνεται στα 

μιτοχόνδρια και σε άλλα σημεία του κυττάρου, όπου οι ROS παίζουν τον ρόλο ενδιάμεσων 

μορίων σε σημαντικές σηματοδοτικές οδούς. Οι ROS φαίνεται να παίζουν τον ρόλο ρυθμιστή 

σε πολλές διαδικασίες του έμφυτου και του προσαρμοστικού κλάδου της ανοσίας του 

οργανισμού, καθώς συμμετέχουν στον σχηματισμό των φαγολυσοσωμάτων και των 

εξωκυτταρικών παγίδων ουδετεροφίλων, είναι παράγοντες πρόκλησης φλεγμονής καθώς 

ενισχύουν την έκφραση ιντερφερονών, ωθούν το κύτταρο σε αυτοφαγία, συμβάλλουν στην 

αντιγονοπαρουσίαση και ενισχύουν την στρατολόγηση κυττάρων του προσαρμοστικού 

ανοσολογικού κλάδου.49,50  

 

Ενδογενείς πηγές ελεύθερων ριζών 
 

Η παραγωγή των ROS και RNS αποτελεί ενδοκυτταρική υπόθεση, αν αναλογιστούμε την 

πληθώρα των διαδικασιών στις οποίες μετέχουν φυσιολογικά. Η γένεσή τους μπορεί να είναι 

αποτέλεσμα ενζυμικής δράσης ή αποτέλεσμα της μιτοχονδριακής μεταφοράς ηλεκτρονίων 

κατά τη διάρκεια της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Κύριες θέσεις ενδοκυτταρικής 

παραγωγής ελεύθερων ριζών είναι τα μιτοχόνδρια, το ενδοπλασματικό δίκτυο (ER), τα 

υπεροξειδοσώματα, το εσωτερικό της κυτταρικής μεμβράνης , τα λυσσοσώματα και το 

κυτταρόπλασμα.38 

 

Μιτοχονδριακή αναπνευστική αλυσίδα 

Η μιτοχονδριακή μεμβράνη είναι η κύρια ενδοκυτταρική πηγή ROS, κυρίως σουπεροξειδίου 

το οποίο θεωρείται η σημαντικότερη ρίζα οξυγόνου καθώς έχει την δυνατότητα μέσω 

αντιδράσεων του με άλλα μόρια να σχηματίζει άλλες ROS. Η εσωτερική μιτοχονδριακή 

αλυσίδα αποτελείται από 4 μεγάλα ενζυμικά σύμπλοκα (I-IV) και από 2 μεταφορείς 

ηλεκτρονίων που είναι η ουβικινόνη (Q) και το κυτόχρωμα c. Τα σύμπλοκα αυτά 

συνεργάζονται δημιουργώντας μια αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, που έχουν ως τελικό 

προορισμό την μετατροπή του O2 σε Η2Ο2, μέσω της μεταφοράς 4 ηλεκτρονίων στο μοριακό 

οξυγόνο. Παράλληλα με τη μεταφορά ηλεκτρονίων, επιτελείται βαθμίδωση πρωτονίων κατά 

μήκος της μεμβράνης με σκοπό την μεταγωγή ενέργειας σε ATP από την συνθάση ATP 

(σύμπλοκο V).51 H διαδικασία αυτή ονομάζεται οξειδωτική φωσφορυλίωση και αποτελεί την 

κύρια πηγή ενέργειας για το κύτταρο με τη διάσπαση υδατανθράκων και λιπών.52 Η 

παραγωγή ROS προκύπτει μέσα από την διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και 
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συγκεκριμένα μέσω της διαρροής ηλεκτρονίων από την αναπνευστική αλυσίδα και την 

μείωση του μοριακού οξυγόνου προς σχηματισμό σουπεροξειδίου. Τα σύμπλοκα Ι-ΙΙΙ 

(σύμπλοκο αναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q, ηλεκτρική αφυδρογονάση, σύμπλοκο 

αναγωγάσης του κυτοχρώματος c) είναι τα κύρια σημεία διαρροής ηλεκτρονίων στην 

αναπνευστική αλυσίδα, ενώ το σύμπλοκο ΙV (οξειδάση του κυτοχρώματος c) δεν θεωρείται 

σημαντική πηγή ROS. 41 

 

Κυτταρόπλασμα 

Η οξειδάση της ξανθίνης, είναι ένα καλά διατηρημένο ένζυμο μεταξύ των οργανισμών, που 

ανήκει στην κατηγορία των φλαβο-μεταλλοπρωτεϊνών.53 Οι φλαβομεταλλοπρωτεϊνες  είναι 

οξειδωτικά ένζυμα που περιέχουν τουλάχιστον ένα μεταλλικό ιόν και το δινουκλεοτίδιο 

φλαβίνης-αδενίνης (FAD),  το οποίο δρα ως δέκτης ηλεκτρονίων.54 Η οξειδάση της ξανθίνης, 

είναι ένα ομοδιμερές το οποίο αποτελείται από 2 υπομονάδες των 150 kDa. Εδράζει στο 

κυτταρόπλασμα και διαθέτει ένα τμήμα που περιέχει μολυβδαίνιο, 2 κέντρα θειϊκού σιδήρου 

και το δινουκλεοτίδιο FAD. Συμμετέχει στον καταβολισμό των πουρινών οξειδώνοντας την 

υποξανθίνη σε ξαθνίνη και την τελευταία σε ουρικό οξύ.55 Η οξειδάση της ξανθίνης είναι μία 

από τις 2 ισομορφές της οξειδοαναγωγάσης της ξανθίνης και είναι η μοναδική που μπορεί 

να παράγει ROS, καθώς χρησιμοποιεί ως υπόστρωμα το οξυγόνο μεταφέροντας σε αυτό 

απευθείας ηλεκτρόνια και μετατρέποντας το σε ρίζα σουπεροξειδίου ή σε υπεροξείδιο του 

υδρογόνου. Η αντίδραση του σουπεροξειδίου με το υπεροξείδιο του υδρογόνου (αντίδραση 

Haber-Weiss) και η αντίδραση του δισθενούς σιδήρου με το υπεροξείδιο (αντίδραση Fenton) 

δίνει τη δραστική ρίζα υδροξυλίου και το ανιόν υδροξυλίου. 53 

Fe3+ + •O2
− → Fe2+ + O2 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + OH•   (Fenton αντίδραση) 

•O2
− + H2O2 → OH• + OH− + O2  (Haber–Weiss αντίδραση) 

 

Υπεροξειδιοσώματα 

Τα υπεροξειδιοσώματα είναι υποκυτταρικά κυστίδια, μεγέθους μέχρι 1 μm, τα οποία 

χαρακτηρίζονται από μια μονή λιπιδική μεμβράνη, είναι παρόντα σε όλα τα ευκαρυωτικά 

κύτταρα και δεν περιέχουν γενετικό υλικό. Η ονομασία τους προήλθε από τους De Duve και 

Baudhuin, όταν το 1966, αφού απομόνωσαν για πρώτη φορά υπεροξειδιοσώματα 

ανακάλυψαν μέσα σε αυτά την ύπαρξη μιας οξειδάσης (που παράγει H2O2) και ενός 

αποτοξινοτικού ενζύμου (που είναι απαραίτητο για την απομάκρυνση του H2O2), την 
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καταλάση.56 Αρχικά, θεωρήθηκε πως τα υπεροξειδιοσώματα λειτουργούν κυρίως ως 

κυστίδια απομάκρυνσης κατεστραμμένων και βλαβερών για το κύτταρο χημικών ουσιών, 

όπως για παράδειγμα του υπεροξειδίου του υδρογόνου.57 Πλέον είναι γνωστό, πως 

πρόκειται για ένα πολύ σημαντικό μεταβολικό οργανίδιο, με χαρακτηριστικό ρόλο στον 

καταβολισμό των λιπαρών οξέων, μέσω της β οξείδωσης.58 Επικουρικοί ρόλοι των 

υπεροξειδιοσωμάτων, είναι ο καταβολισμός των D-αμινοξέων και πολυαμινών, το 

οξειδωτικό μέρος της οδού της φωσφορικής πεντόζης, η βιοσύνθεση πλασμαλογόνων, 

δηλαδή μορίων υπεύθυνων για την προστασία του κυττάρου από τις ελεύθερες ρίζες και η 

αποτοξίνωση του κυττάρου από τα ξενοβιοτικά και τις βλαπτικές ελεύθερες ρίζες.56 59 

Πολλές από τις παραπάνω διεργασίες που πραγματοποιούνται από τα υπεροξειδιοσώματα, 

επιτελούνται μέσα από οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, οι οποίες γεννούν ως παραπροϊόντα 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και αζώτου. Η οξειδάση του acyl-CoA που συμμετέχει στη β-

οξείδωση των λιπαρών οξέων, η ουρική οξειδάση που συμμετέχει στον καταβολισμό των 

πουρινών αποτρέποντας το σχηματισμού ουρικού οξέος, η προαναφερθείσα οξειδάση της 

ξανθίνης η οποία εκτός από το κυτταρόπλασμα εντοπίζεται και στα υπεροξειδιοσώματα και 

η οξειδάση των D-αμινοξέων που συμμετέχει στον καταβολισμό των D-αμινοξέων είναι 

μερικά από τα ένζυμα τα οποία συμμετέχουν στον σχηματισμό του H202.60 Στα 

υπεροξειδιοσώματα, εδράζει και η επαγώγιμη ισομορφή της συνθάσης του μονοξειδίου του 

αζώτου (iNOS), ενός ενζύμου που συμμετέχει στο σχηματισμό του μονοξειδίου του αζώτου 

(Nitric Oxide, NO) από την L-αργινίνη. Το iNOS, είναι μια από τις 3 ισομορφές της συνθάσης 

του μονοξειδίου του αζώτου και η έκφραση του έχει συνδεθεί με παθολογικές καταστάσεις 

όπως η αντίσταση στην ινσουλίνη, καρδιοαγγειακές ασθένειες και παθήσεις του ήπατος.61 

Το ΝΟ συμμετέχει σε πολλές διαδικασίες του οργανισμού ως νευροδιαβιβαστής, αλλά και ως 

ρυθμιστής της έκφρασης σε μεταγραφικό και μεταφραστικό επίπεδο. Η αντίδρασή του με τo 

σουπεροξείδιο, που επίσης παράγεται στα υπεροξειδιοσώματα, έχει ως αποτέλεσμα το 

σχηματισμό της δραστικής ρίζας ONOO− , η οποία αλληλοεπιδρά με τα βιομόρια του 

κυττάρου οξειδώνοντάς τα και προκαλώντας σοβαρές βλάβες στο κύτταρο. 62 

 

Ενδοπλασματικό Δίκτυο (ER) 

Το ενδοπλασματικό δίκτυο (Εndoplasmic Reticulum, ER) είναι γνωστό για το ρόλο του στην 

αναδίπλωση των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες οι οποίες αδυνατούν να 

αναδιπλωθούν σωστά σε περιορισμένο χρονικό διάστημα, ουβικιτινιώνονται και 

καταστρέφονται στα πρωτεοσώματα. Η αναδίπλωση των πρωτεϊνών περιλαμβάνει το 
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σχηματισμό δισουλδιφικών δεσμών μεταξύ γειτονικών αμινοξέων κυστεΐνης, μια 

οξειδοαναγωγική διαδικασία που συντελεί στην παραγωγή ROS. Συγκεκριμένα, το 

ενδοπλασματικό δίκτυο μιμείται την αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων της μιτοχονδριακής 

μεμβράνης, πραγματοποιώντας μεταφορά των ηλεκτρονίων που προκύπτουν από το 

σχηματισμό του δισουλφικού δεσμού, μέσω 2 ενζύμων στο μοριακό οξυγόνο, δίνοντας 

γένεση στις ROS.63 Τα 2 αυτά ένζυμα είναι το φλαβοένζυμο οξειδορεδουκτίνη 1 (ER 

Oxidoreductin, ERO1) και η ισομεράση πρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών (Protein 

Disulfide-isomerase, PDI), τα οποία μέσω αντιδράσεων ανταλλαγής σουλφυδίων-θειολών 

επιτελούν το ρόλο τους στην αναδίπλωση των πρωτεϊνών. Το ERO1 είναι μια πρωτεΐνη που 

εδράζεται στη μεμβράνη του ER και μαζί με τον συμπαράγοντα φλαβίνης εκμεταλλεύεται την 

οξειδωτική ισχύ του μοριακού οξυγόνου για τη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών. Οι 

σουλφυδομάδες που δημιουργούνται μεταφέρονται στη διαλυτή πρωτεΐνη PDI και από κει 

στις πρωτεΐνες που πρόκειται να αναδιπλωθούν.64,65 

Ενεργό ρόλο στην παραγωγή ROS στο ER παίζει και η οικογένεια NAPDH οξειδάσης (NOX), 

μια οικογένεια ενζύμων που καταλύει τη μείωση του μοριακού οξυγόνου σε σουπεροξείδιο, 

μέσω της μεταφοράς ηλεκτρονίων από το NAPDH. Το παραγόμενο σουπεροξείδιο έχει 

πλειοτροπική δράση μέσα στο κύτταρο, συμμετέχοντας σε μια πληθώρα σηματοδοτικών 

μονοπατιών και μηχανισμών άμυνας έναντι των παθογόνων. Παρόλο που η πλειοψηφία των 

NOX συναντάται στην πλασματική μεμβράνη, διάφορες ισομορφές έχουν βρεθεί στα 

μιτοχόνδρια, στον πυρήνα και στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η ισομορφή που συναντάται σε 

πλειοψηφικό ποσοστό στο ενδοπλασματικό δίκτυο είναι η ΝΟΧ4, η οποία πέρα από τον 

σχηματισμό του σουπεροξειδίου, φαίνεται να αλληλοεπιδρά και με την PDI, με την δεύτερη 

να ρυθμίζει τη δράση της πρώτης στην παραγωγή ROS κατά τη διάρκεια μόλυνσης από το 

πρωτόζωο Leishmania. 63,66 

Ένας ακόμα παίκτης στο πεδίο της οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης του κυττάρου είναι το 

ενζυμικό σύστημα της μικροσωμικής μονοοξυγενάσης, μια ομάδα ενζύμων που εδρεύουν 

στο ενδοπλασματικό δίκτυο και έχουν σημαντικό ρόλο στον μεταβολισμό ξενοβιοτικών και 

στην οξυγόνωση ενδογενών υποστρωμάτων, όπως για παράδειγμα η αίμη και τα λιπαρά 

οξέα. Το συγκεκριμένο σύστημα αποτελείται από μια NADPH αναγωγάση του κυτοχρώματος 

P450 και το κυτοχρώματα P450. Οι οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις που πραγματοποιούνται 

στο σύστημα μικροσωμικής μονοοξυγενάσης έχουν ως αποτέλεσμα την παραγωγή ριζών 

σουπεροξειδίου και υπεροξειδίου του υδρογόνου ενισχύοντας τη συσσώρευση ROS μέσα 

στο κύτταρο.67 
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Ρόλος των ελεύθερων ριζών σε φυσιολογικές διεργασίες 
 

ROS και ανοσοποιητικό σύστημα 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η ύπαρξη των ROS μέσα στον οργανισμό σε συγκεκριμένα 

επίπεδα, είναι ζωτικής σημασίας για την εκτέλεση βασικών βιολογικών διεργασιών. Τα ROS 

μεσολαβούν τόσο στην έμφυτη όσο και στην προσαρμοστική ανοσία, εκτελώντας 

σηματοδοτικό ρόλο στην ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού έπειτα από προσβολή από 

παθογόνο. Η έμφυτη ανοσία αφορά στην αναγνώριση του βακτηρίου από τα φαγοκύτταρα 

μέσω ειδικών μοριακών μοτίβων και την επακόλουθη ενδοκυττάρωση τους.68 Την 

ενδοκυττάρωσή τους, ακολουθεί θανάτωση του εισβολέα με τρόπο εξαρτώμενο ή όχι από το 

οξυγόνο. Στην πρώτη περίπτωση θανάτωσης που εξαρτάται από την παρουσία οξυγόνου, 

πραγματοποιείται κατανάλωση οξυγόνου και παραγωγή σουπεροξειδίου, το οποίο στη 

συνέχεια μετατρέπεται από την υπεροξειδική δισμουτάση σε υπεροξείδιο του υδρογόνου. Η 

διαδικασία αυτή περιγράφεται ως οξειδωτική έκρηξη και διενεργείται υπό τον έλεγχο της 

NAPDH οξειδάσης 2 (NOX2). Το υπεροξείδιο του υδρογόνου αντιδρά με το σουπεροξείδιο 

προς σχηματισμό της πολύ δραστικής για τα παθογόνα ρίζας υδροξυλίου.69  

Εκτός όμως από την εμπλοκή τους στην έμφυτη ανοσία, οι ROS συμμετέχουν και στην 

προσαρμοστική ανοσία και συγκεκριμένα στην αντιγονοπαρουσίαση στα Τ λεμφοκύτταρα. 

Έπειτα από την φαγοκυττάρωση των μικροβίων από τα δενδριτικά φαγοκύτταρα και την 

επακόλουθη αποικοδόμησή τους από το πρωτεόσωμα, ακολουθεί απελευθέρωση των 

μικροβιακών υπολειμμάτων στο κυτοσόλιο των κυττάρων και ενσωμάτωση τους σε μόρια 

MHC-I. Τα μόρια MHC-I θα αγκυροβολήσουν στην μεμβράνη και θα παρουσιάσουν τα 

μικροβιακά αντιγόνα στα Τ λεμφοκύτταρα. Οι ROS διευκολύνουν την αντιγονοπαρουσίαση, 

καθώς καταστέλλουν το πρωτεόσωμα, με αποτέλεσμα να επιτρέπουν τη μερική 

αποικοδόμηση των παθογόνων συστατικών, ώστε αυτά να μπορέσουν να φορτωθούν στα 

MHC-I μόρια και να επιτελέσουν το σκοπό τους. Ακόμη, πλήθος μελετών μιλούν για ανάμειξη 

των δραστικών μορφών οξυγόνου στην ρύθμιση της χημειοταξίας των λεμφοκυτταρων στο 

σημείο της φλεγμονής. Τέλος, πρόσφατα δεδομένα αναδεικνύουν μια ανάλογη σχέση των 

επιπέδων ROS και του πολλαπλασιασμού των Τ ρυθμιστικών κυττάρων, γεγονός που 

αναδεικνύει τον βοηθητικό ρόλο που παίζουν οι ROS στον περιορισμό της φλεγμονής, όταν 

πλήττονται φυσιολογικοί ιστοί.70 
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Οι ROS ως μεσολαβητές του ΚΝΣ 

Το οξειδωτικό στρες έχει συνδεθεί με φαινόμενα μείωσης της πλαστικότητας των νευρώνων 

του ΚΝΣ που παρατηρούνται με τον πέρασμα των χρόνων στον άνθρωπο. Οι μελέτες όμως 

δείχνουν ότι η διατήρηση της οξειδωτικής ομοιόστασης στα νευρικά κύτταρα επιτρέπει στις 

ROS να δρουν ευεργετικά για το ΚΝΣ, παίζοντας σηματοδοτικό ρόλο στα νευρωνικά δίκτυα. 

Οι ROS δεν λειτουργούν με τον ειδικό τρόπο που δρουν οι νευροδιαβιβαστές στοχεύοντας 

συγκεκριμένους υποδοχείς. Αντίθετα, εκτελούν χρέη ρυθμιστικού διακόπτη πρωτεϊνών 

απαραίτητων για την νευρωνική διαβίβαση, οξειδώνοντας κατάλοιπα κυστεΐνης που 

βρίσκονται σε καταλυτικές περιοχές ενζύμων όπως είναι για παράδειγμα οι πρωτεϊνικές 

τυροσινικές φωσφατάσες. Η οξείδωση των καταλοίπων κυστείνης στις τυροσινικές 

φωσφατάσες απενεργοποιεί τη κατασταλτική τους δράση, παρατείνοντας με αυτόν τον 

τρόπο την ενεργοποίηση μιας σειράς πρωτεϊνών απαραίτητων για την νευρωνική διαβίβαση. 

Οι ROS πέρα από την νευρωνική διαβίβαση, συμμετέχουν και στην νευρογένεση και στη 

διαφοροποίηση των νευρικών κυττάρων επιδρώντας οξειδωτικά σε μεταγραφικούς 

παράγοντες και επάγοντας με αυτόν τον τρόπο την έκφραση των γονιδίων απαραίτητων για 

τις παραπάνω διαδικασίες. Κρίσιμος είναι και ο ρόλος των ROS στην διατήρηση των 

γνωστικών λειτουργειών του εγκεφάλου, δρώντας ενισχυτικά στην συναπτική πλαστικότητα 

των νευρώνων σε περιοχές όπως ο ιππόκαμπος που είναι βασικές για την συγκράτηση των 

αποθηκευμένων πληροφοριών.71 

 

Γήρανση και ROS 

Το 1956, ο Harman διατύπωσε τη θεωρία της γήρανσης, σύμφωνα με την οποία η γήρανση 

είναι αποτέλεσμα συσσωρευμένων κυτταρικών βλαβών στο κύτταρο που αυξάνονται με την 

πάροδο των χρόνων και οφείλονται στις ελεύθερες ρίζες. Αργότερα, η υπερπαραγωγή ROS 

που συνδέεται με την γήρανση αποδόθηκε σε δυσλειτουργία της μιτοχονδριακής αλυσίδας. 

Πειράματα, όμως, που πραγματοποιήθηκαν σε μοντέλα της Drosophila Melanoganster 

έδειξαν πως παρόλο που παρατηρήθηκε αύξηση των μιτοχονδριακών ROS κατά τη διάρκεια 

ζωής του οργανισμού, ωστόσο η αύξηση αυτή δεν συσχετίστηκε με το προσδόκιμο ζωής της.72 

Αποτελέσματα πρόσφατων μελετών έχουν αναθεωρήσει αρκετά την αρχική ιδέα του Harman 

καθώς δείχνουν πως μέτρια επίπεδα ROS μπορούν να δράσουν θετικά στην διάρκεια ζωής 

των οργανισμών ενεργοποιώντας σηματοδοτικές οδούς απαραίτητες για την επιβίωση. 

Ακόμα, μέτρια επίπεδα ROS επάγουν αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς απόκρισης στο στρες 

που αναστέλλουν τον κυτταρικό θάνατο. Αντίθετα, πολύ χαμηλά ή πολύ υψηλά επίπεδα ROS 

έχουν επιζήμια για το κύτταρο αποτελέσματα που οδηγούν σε παθογένεση και θάνατο.73 
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Άσκηση 

Η παραγωγή ROS είναι άμεσα συνδεδεμένη με την μυϊκή δραστηριότητα και συγκεκριμένα 

με τη μυϊκή συστολή των σκελετικών μυών. Είναι γεγονός, πως ελεγχόμενα επίπεδα ROS 

δρουν θετικά στην παραγωγής μυϊκής δύναμης, σε αντίθεση με υψηλά επίπεδα ROS που 

προκαλούν οξειδωτική βλάβη στο μυ, γεγονός που συνδέεται με μυϊκή κόπωση και κάματο. 

Τα επίπεδα δραστικών ριζών οξυγόνου είναι άμεσα συνδεδεμένα με τον τύπο, τη διάρκεια 

και την ένταση της άσκησης. Δεδομένα από μελέτες δείχνουν υψηλότερα επίπεδα 

σουπεροξειδίου κατά την φάση ηρεμίας του μυ σε σχέση με τη φάση όπου ξεκινάει η μυϊκή 

συστολή, μια κατάσταση που χαρακτηρίζεται από έντονη παραγωγή ATP μέσω της 

αναπνευστικής αλυσίδας των μιτοχονδρίων. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει πως κατά τη 

διάρκεια άσκησης ο κύριος σχηματισμός ελεύθερων ριζών είναι αποτέλεσμα άλλων 

μηχανισμών.74 Η NADPH οξειδάση, η  οξειδάση της ξανθίνης και η φωσφολιπάση Α2 είναι 

ένζυμα τα οποία παίζουν πρωταγωνιστικό ρόλο στην μυϊκή δραστηριότητα και στην 

σχετιζόμενη με αυτή παραγωγή ROS. Σημαντικός είναι και ο ρόλος των ROS σε θέσεις 

παρακείμενες του μυ κατά τη διάρκεια μυικού τραυματισμού όπου λειτουργούν 

σηματοδοτικά για την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού, ενισχύοντας ένα κύκλο 

ανατροφοδότησης για τις κυτοκίνες.75 

 

Αρνητικές επιδράσεις των ROS 
 

Βλάβες στα λιπίδια 

Τα λιπίδια αποτελούν βασικά για το κύτταρο δομικά και λειτουργικά συστατικά, τα οποία 

υπόκεινται σε βλάβες έπειτα από την έκθεση σε αυξημένα επίπεδα ROS. H κύρια ταξινόμηση 

των λιπιδίων γίνεται σε πολικά λιπίδια όπως είναι τα φωσφολιπίδια που συνιστούν την 

κυτταρική μεμβράνη και σε άπολα όπως είναι τα τριγλυκερίδια που λειτουργούν ως 

αποθήκες ενέργειες των κυττάρων. Τα λιπίδια μπορούν να δράσουν ως μόρια 

σηματοδότησης συμμετέχοντας και ρυθμίζοντας μια σειρά από διαδικασίες απαραίτητες για 

την επιβίωση του κυττάρου.76 Οι δύο ρίζες που φαίνεται να προκαλούν τη μεγαλύτερη 

οξειδωτική βλάβη στα λιπίδια, είναι η ρίζα υδροξυλίου και η ρίζα υδροπεροξυλίου. Ο τρόπος 

δράσης των ελεύθερων ριζών στα λιπίδια περιλαμβάνει την αφαίρεση υδρογόνου από 

άνθρακες σε σημεία που περιέχουν διπλό δεσμό και την εισαγωγή οξυγόνου δημιουργώντας 

λιπιδικές υπεροξυλικές ρίζες ή λιπιδικές υδροπεροξυλικές ρίζες. Πιο ευαίσθητα σε 

οξειδωτική βλάβη θεωρούνται τα ακόρεστα λιπαρά οξέα και στη συνέχεια τα φωσφολιπίδια, 

τα γλυκολιπίδια και η χοληστερόλη. Ο βαθμός οξείδωσης των λιπιδίων, ο οποίος εξαρτάται 
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από την ποσότητα των ROS, καθορίζει αν το κύτταρο μπορεί να επιδιορθώσει τη βλάβη, 

ενεργοποιώντας το αντιοξειδωτικό του οπλοστάσιο ή αν η βλάβη είναι τόσο εκτεταμένη όπου 

θα το οδηγήσει σε θάνατο. Ο ρόλος των λιπιδίων στην ακεραιότητα των κυτταρικών 

μεμβρανών αλλά και στη σηματοδότηση εξηγεί τις παθογένειες που συνδέονται με την 

εκτεταμένη λιπιδική υπεροξείδωση.  

Η διαδικασία της λιπιδικής υπεροξείδωσης περιλαμβάνει τα στάδια της έναρξης, της 

διάδοσης και της λήξης. Η έναρξη αφορά την αφαίρεση ενός υδρογόνου συνδεδεμένου με 

άνθρακα από την υδρογονανθρακική αλυσίδα των λιπαρών οξέων. Τα πολυακόραστα λιπαρά 

αποτελούν ευκολότερους στόχους για τις ελεύθερες ρίζες, λόγω της αστάθειας του διπλού 

δεσμού της ανθρακικής τους αλυσίδας. Η αφαίρεση του υδρογόνου σηματοδοτεί την 

αναδιαμόρφωση των διπλών δεσμών της αλυσίδας και τη μετατροπή του λιπιδίου σε ένα 

συζευγμένο διένιο, ικανό να προσλάβει οξυγόνο. Η νεοσχυματίζομενη ρίζα περοξυλίου 
(LOO•), αντιδρά με ένα άλλο λιπίδιο σχηματίζοντας μια λιπιδική ρίζα (L•) και ένα λιπιδικό 

υδρουπεροξείδιο (LOOH). Η κατάσταση αυτή που ονομάζεται φάση επιμήκυνσης συνεχίζεται 

με τη μορφή καταρράκτη με αποτέλεσμα να δημιουργούνται συνεχώς νέες αντιδραστικές 

μορφές λιπιδίων. Ο τερματισμός της αντίδρασης απαιτεί την παρουσία ενός 

αντιοξειδωτικού, όπως είναι για παράδειγμα η βιταμίνη Ε, το οποίο θα οξειδωθεί χαρίζοντας 

ένα υδρογόνο στην λιπιδική ρίζα περοξυλίου και στη συνέχεια αντιδρώντας ξανά με μια 

λιπιδική ρίζα περοξυλίου θα δώσει μη αντιδραστικά προϊόντα. 76,77 

 

Βλάβες στις πρωτεΐνες  

Το 70% της οξειδωτικής βλάβης που παρατηρείται στα κύτταρα εμφανίζεται σε μετα-

μεταφραστικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών.78 Η οξείδωση που προκαλείται στις πρωτεΐνες 

είναι αποτέλεσμα είτε άμεσης τροποποίησης των πλευρικών αλυσίδων των αμινοξέων τους, 

είτε έμμεσης τροποποίησης που προέρχεται από δραστικά ενδιάμεσα ριζών λιπιδικής 

προέλευσης.79 Η οξείδωση οδηγεί σε αποσταθεροποίηση της δευτεροταγούς ή της 

τριτοταγούς δομής των πρωτεϊνών, στην απώλεια της λειτουργίας τους, στη συσσωμάτωση 

τους και στην αυξημένη αποικοδόμησή τους. Βέβαια, η παραγωγή οξειδωμένων μορφών 

πρωτεΐνης δεν είναι πάντα δυνητικά επιβλαβής, καθώς πολλές από τις τροποποιήσεις που 

δημιουργούνται από τις ελεύθερες ρίζες μπορεί να είναι αναστρέψιμες και σε ορισμένες 

περιπτώσεις ωφέλιμες για το κύτταρο.78,80 Ένας από τους βασικούς ρόλους που παίζει η 

οξειδωτική τροποποίηση των πρωτεϊνών είναι η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου.81 Η πιο 

συχνή τροποποίηση που πραγματοποιείται είτε με τον άμεσο είτε με τον έμμεσο μηχανισμό 
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είναι η καρβονυλίωση των πρωτεϊνών, δηλαδή η δημιουργία αντιδραστικών αλδεϋδικών ή 

κετονικών ομάδων. Αυξημένα επίπεδα καρβονυλίων έχουν συσχετιστεί με πολλές ασθένειες 

και η ποσότητά τους αποτελεί τον πιο γνωστό δείκτη υπεροξείδωσης των πρωτεϊνών στον 

οργανισμό.82 

 

Βλάβες στο DNA 

To DNA είναι ένα μακρομόριο ζωτικής σημασίας για το κύτταρο. Η υπονόμευση της 

σταθερότητάς του και οι αλλοιώσεις που προκαλούνται στο DNA (διασυνδέσεις μεταξύ των 

κλώνων του DNΑ, διασυνδέσεις μεταξύ βάσεων του ίδιου κλώνου, κυκλοποίηση των 

σακχάρων των βάσεων, διασταυρώσεις μεταξύ πρωτεϊνών και DNA) μπορούν να οδηγήσουν 

σε κυτταρικό θάνατο ή να αποτελέσουν παράγοντες παθογένεσης.8384 Η ρίζα υδροξυλίου 

αναγνωρίζεται ως αυτή με την συχνότερη και ισχυρότερη αλληλεπίδραση με το DNA, καθώς 

επιδρά τόσο στο σάκχαρο του νουκλεοτιδίου, όσο και στις αζωτούχες βάσεις. Συγκεκριμένα 

η αντίδραση της ρίζας ΟΗ με το σάκχαρο δεοξυριβόζης (κυρίως με το C4 του σακχάρου έχει 

ως αποτέλεσμα την απόσπαση υδρογόνου και την προσθήκη οξυγόνου. Μετά από μια σειρά 

αντιδράσεων συντονισμού και την προσθήκη νερού, το νουκλεοτίδιο διασπάται σε 

θραύσματα.85,86 Εκτός από τις αντιδραστικές ρίζες οξυγόνου, ικανές να αλληλοεπιδράσουν 

με το DNA και να προκαλέσουν οξειδωτική βλάβη, είναι και οι αντιδραστικές μορφές αζώτου, 

όπως για παράδειγμα το υπεροξυνιτρώδες ανιόν (ONOO-), το νιτροϋπεροξυανθρακικό ανιόν 

(ONOOCO 2-) και το τριοξείδιο του αζώτου (N203). Η αντίδραση των παραπάνω με  το DNA 

έχει ως αποτέλεσμα στο σχηματισμό εσφαλμένων διασυνδέσεων μεταξύ των βάσεων του 

DNA.87 

Οι φυσικοχημικές τροποποιήσεις που υφίστανται το πυρηνικό DNA μπορούν να 

προκαλέσουν προβλήματα αναδίπλωσης του DNA με τα νουκλεοσώματα. Λανθασμένη 

περιέλιξη του DNA οδηγεί σε λανθασμένη έκφρασης και μετάδοση της γενετικής 

πληροφορίας. Το κύτταρο διαθέτει ένα οπλοστάσιο αμυντικών μηχανισμών που αποτελείται 

κυρίως από επιδιορθωτικά ένζυμα του DNA. Ακόμα, διαθέτει οδούς απόκρισης στη βλάβη 

του DNA (DNA Damage Response, DDR), οι οποίοι περιλαμβάνουν μηχανισμούς εντοπισμού 

του σημείου βλάβης, ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου, επιδιορθωτικούς μηχανισμούς και 

διακόπτες εισόδου του κυττάρου σε μονοπάτια κυτταρικού θανάτου. Η έκταση, ο τύπος και 

η διάρκεια των αλλοιώσεων θα κρίνουν τελικά αν η υπάρχει η δυνατότητα αποκατάστασης 

της βλάβης ή αν το κύτταρο θα οδηγηθεί σε θάνατο. 85 
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Αντιοξειδωτικός μηχανισμός 
 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, υπάρχει μια λεπτή ισορροπία ανάμεσα στην ικανότητα 

των ελεύθερων ριζών να επιτελούν φυσιολογικές διεργασίες και στη δυνατότητά τους να 

προκαλούν οξειδωτικές βλάβες στα κύτταρα. Αυτή η ισορροπία κρίνεται μεταξύ παραγόντων 

που προκαλούν την παραγωγή αντιδραστικών μορίων και αντιοξειδωτικών παραγόντων που 

ευθύνονται για την απομάκρυνσή τους από τον οργανισμό. Ως αντιοξειδωτικά ορίζονται 

ενώσεις οι οποίες βρίσκονται σε πολύ μικρότερη συγκέντρωση σε σχέση με το προς οξείδωση 

υπόστρωμα και είναι σε θέση είτε να καταστείλουν τη δράση του ή να την καθυστερήσουν.88 

Τα αντιοξειδωτικά είναι μια ευρεία ομάδα που περιλαμβάνει πολλές υποκατηγορίες 

ενώσεων υπεύθυνων για τη διατήρηση της οξειδωτικής ομοιόστασης του οργανισμού. Μια 

πρώτη κατηγοριοποίηση των αντιοξειδωτικών είναι σε ενδογενή ή εξωγενή. Τα εξωγενή 

αντιοξειδωτικά, όπως είναι τα καροτενοειδή, οι βιταμίνες (βιταμίνη Α, βιταμίνη C, βιταμίνη 

E) και τα φλαβονοειδή, προέρχονται από τη διατροφή. Τα ενδογενή αντιοξειδωτικά, που 

διακρίνονται σε ενζυμικά και μη, παράγονται από τον ίδιο τον οργανισμό και η έκφρασή τους 

ρυθμίζεται από συγκεκριμένα αντιοξειδωτικά μονοπάτια, όπως το NRF2-KEAP1 μονοπάτι. Ως 

αντιοξειδωτικά πρώτης άμυνας ορίζονται αυτά που εξουδετερώνουν άμεσα τις ελεύθερες 

ρίζες, διακόπτοντας με αυτόν τον τρόπο την αλυσίδα διάδοσης τους. Εν αντιθέσει, τα 

αντιοξειδωτικά δεύτερης άμυνας επάγουν μηχανισμούς κυτταρικής επιδιόρθωσης, 

απομακρύνουν μέταλλα μετάπτωσης μέσω της χηλίωσής τους, καταστέλλουν τη δράση 

οξειδωτικών ενζύμων και επάγουν μεταγραφικούς παραγόντες που ρυθμίζουν μονοπάτια 

αποτοξίνωσης.89,90  

 

Ενδογενή μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά 

 

Στη συγκεκριμένη ενότητα θα αναλυθούν χημικές ουσίες που παράγονται από τον οργανισμό 

και εμφανίζουν αντιοξειδωτική ικανότητα μέσω τεσσάρων μηχανισμών δράσεις: 

1) Σάρωση των ROS/RNS 

2) Τερματισμός αντιδράσεων καταρράκτη/μετάδοσης των ελεύθερων ριζών 

3) Επιδιόρθωση των βλαβών που οφείλονται στο οξειδωτικό στρες 

4) Χηλίωση μετάλλων μετάπτωσης 91 
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Γλουταθειόνη 

Πρόκειται για ένα από τα πιο μελετημένα μόρια στον κλάδο της οξειδοαναγωγικής βιολογίας. 

Η γλουταθειόνη αποτελείται από 3 πεπτίδια, την γλυκίνη, την κυστεϊνη και το γλουταμινικό 

οξύ. Παράγεται ενδογενώς στον οργανισμό και συγκεκριμένα στο κυτταρόπλασμα των 

κυττάρων. Τα υψηλότερα επίπεδα γλουταθειόνης απαντώνται στο πλάσμα και είναι 

ηπατικής προέλευσης. Υπάρχουν 2 διαφορετικοί μηχανισμοί σύνθεσης και διατήρησης των 

επιπέδων της γλουταθειόνης στον οργανισμό: η de novo σύνθεση και η σύνθεση που 

εξαρτάται από το μονοπάτι διάσωσης.92 Το μονοπάτι της de novo σύνθεσης περιλαμβάνει 2 

στάδια, τα οποία καταλύονται από ένζυμα και απαιτούν την κατανάλωση ενέργειας υπό 

μορφή ATP. Το πρώτο στάδιο καταλύεται από τη λιγάση γλουταμίνης-κυστεϊνης (Glutamate-

Cysteine Ligase, GCL), όπου τα αμινοξέα κυστεΐνη και γλουταμίνη συνενώνονται προς 

σχηματισμό του διπεπτιδίου γ-γλουταμυλοκυστείνης (γ-glutamylcysteine). Το GCL είναι ένα 

πολύ σημαντικό ένζυμο στην διατήρηση των επιπέδων της γλουταθειόνης, καθώς 

αναστέλλεται από την ίδια την γλουταθειόνη, όταν τα επίπεδα της είναι επαρκή στον 

οργανισμό. Στον άνθρωπο η GLC αποτελείται από 2 υπομονάδες, την καταλυτική υπομονάδα 

του ενζύμου (Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic Subunit, GCLC), η οποία αναστέλλεται από 

την γλουταθειόνη και έναν τροποποιητή (Glutamate-Cysteine Ligase Modifier Subunit, GCLM) 

που ο ρόλος του είναι να κατευθύνει την πορεία της αντίδρασης προς την γ-

γλουταμυλοκυστείνη. Το δεύτερο στάδιο, πραγματοποιείται με τη μετατροπή του 

διπεπτιδίου σε γλουταθειόνη (γ-glutamylcytseinglicin), με την προσθήκη του αμινοξέος 

γλυκίνη. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από τη συνθάση της γλουταθειόνης (Glutathione 

synthetase, GS) ένα ένζυμο το οποίο βρίσκεται σε πολύ μεγαλύτερη συγκέντρωση σε σχέση 

με το GLC.(Εικόνα 3)93,94  

Παράλληλα, υπάρχει και το μονοπάτι διάσωσης της γλουταθειόνης. Πρόκειται για ένα 

εξωκυτταρικό μονοπάτι καταβολισμού τόσο της γλουταθειόνης, όσο και των συζευγμάτων 

γλουταθειόνης, το οποίο καταλύεται από την γ-γλουταμυλοτρανσπεπτιδάση (γ-glutamyl 

Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση της βιοσύνθεσης της γλουταθειόνης 93 
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transpeptidase, GGTP). Συγκεκριμένα, η γ-γλουταμυλοτρανσπεπτιδάση αφαιρεί το γ-

γλουταμινικό τμήμα από τα παραπάνω υποστρώματα, τα οποία στη συνέχεια υδρολύονται 

εκ νέου προκειμένου να διασπαστούν σε κυστεϊνη και γλυκίνη και να επαναπροσληφθούν 

από το κύτταρο μέσω πρωτεϊνών-μεταφορέων. Μέσα στο κύτταρο τα γ-γλουταμινικά 

παράγωγα μετατρέπονται σε γλουταμινικό οξύ.95,96 

Η γλουταθειόνη είναι ένα αντιοξειοδωτικό με πλειοτροπική δράση μέσα και έξω από 

κύτταρο. Αρχικά, αντιδρά άμεσα με τις ελεύθερες ρίζες όπως O2-, OH• και ΝΟ 

εξουδετερώνοντάς τες. Ακόμα, ανάγει το Η202 σε Η20, ενώ η ίδια μετατρέπεται στην 

οξειδωμένη της μορφή (GSSG), μια αντίδραση που καταλύεται ενζυμικά από την 

υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (Glutathione Peroxidase, GPx). Επομένως, πρόκειται για 

μια διαδικασία ανακύκλωσης της γλουταθειόνης που δεν απαιτεί εκ νέου σύνθεση.94 

Κρίσιμος είναι και ο ρόλος της στον μεταβολισμό των ξενοβιοτικών, καθώς η γλουταθειόνη 

συμμετέχει σε αντιδράσεις αποτοξίνωσης, οι οποίες καταλύονται από το ένζυμο S-

τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (Glutathione S-transferases, GSTs) στη φάση ΙΙ του 

μεταβολισμού. Υπάρχουν πολλές ακόμα σημαντικές λειτουργίες που επιτελεί η 

γλουταθειόνη, όπως είναι για παράδειγμα η απομάκρυνση της καρκινογόνου φορμαλδεΰδης 

από τον οργανισμό, η συμμετοχή της στον μεταβολισμό των λευκοτριενίων, των οιστρογόνων 

και των προσταγλαδινών, η γλουταθειονύλιωση πρωτεϊνών η οποία είναι απαραίτηση για 

φυσιολογικές διεργασίες του κυττάρου, κ.α.94,97 

 

Λιποϊκό οξυ (Alpha-lipoic acid, LA) 

To λιποϊκό οξύ είναι μια οργανική ένωση θείου, η οποία συντίθεται ενδογενώς στον 

οργανισμό και συγκεκριμένα στα μιτοχόνδρια κατά τη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων. Ο 

κύριος ρόλος του μέσα στα κύτταρα είναι να σχηματίζει συμπλέγματα με ένζυμα που δρουν 

στα μιτοχόνδρια και να λειτουργεί ως συμπαράγοντας σε αντιδράσεις παραγωγής ενέργειας 

και αντιδράσεις καταβολισμού των αμινοξέων.98 Η αντιοξειδωτική ικανότητα του λιποϊκού 

οξέος έγινε γνωστή ήδη από το 1959, όταν οι Rosenberg and Culik παρατήρησαν ότι η 

χορήγηση λιποϊκού σε ινδικά χοιρίδια με έλλειψη βιταμίνης C κατάφερε να εμποδίσει την 

εμφάνιση σκορβούτου αλλά και απέτρεψε την εμφάνιση συμπτωμάτων σε αρουραίους με 

ανεπάρκεια βιταμίνης Ε. Πλέον είναι γνωστό πως το λιποϊκό οξύ (1,2-dithiolane-3-pentanoic 

acid, LA) όπως και η ανηγμένη του μορφή το διυδρολιποϊκό οξύ (DHLA) λειτουργούν ως 

αντιοξειδωτικά με πλειοτροπικές δράσεις. 99 
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Η σάρωση ελεύθερων ριζών όπως ρίζες υδροξυλίου και περοξυλίου, υποχλωριώδους οξέος 

και μονού οξυγόνου είναι ένας από τους κύριους ρόλους του ζεύγους LA/DHLA. Πέραν όμως 

της ιδιότητας του να αδρανοποιεί ελεύθερες ρίζες, το λιποϊκό οξύ εμφανίζει και άλλες 

αντιοξειδωτικές λειτουργίες. Μερικές από αυτές είναι να δημιουργεί σύμπλοκα με μέταλλα 

μετάπτωσης εμποδίζοντάς τα να συμμετέχουν σε αντιδράσεις παραγωγής ελεύθερων ριζών 

και αναστέλλοντας την λιπιδική υπεροξείδωση που παρουσία συγκεκριμένων μετάλλων 

Cu2+. Ακόμα αντιδρά με βαρέα και τοξικά μέταλλα όπως το αρσένιο και ο υδράργυρος τα 

οποία προσλαμβάνονται μέσω της διατροφή, του αέρα και του νερού, συμμετέχοντας σε 

αντιδράσεις αποτοξίνωσης του οργανισμού από αυτά. Κρίσιμη για ενίσχυση της 

αντιοξειδωτικής άμυνας του οργανισμού είναι και η ιδιότητα της DHLA να αντιδρά με το 

δισουλφίδιο της γλουταθειόνης (GSSG) ανάγοντάς το συμμετέχοντας έτσι στην διαδικασία 

ανακύκλωσης της γλουταθειόνης.100 Ακριβώς την ίδια δράση ασκεί το λιποϊκό οξύ στην 

αναγέννηση άλλων βασικών αντιοξειδωτικών του οργανισμού, όπως είναι για παράδειγμα 

το συνένζυμο Q10 και η βιταμίνη C. Τέλος, υπάρχει αποδεδειγμένη ικανότητα του LA να 

επάγει την έκφραση αντιοξειδωτικών γονιδίων μέσω του μονοπατιού NRF2-KEAP1.98 

 

Ουρικό οξύ 

Το ουρικό οξύ είναι ένα ασθενές οργανικό οξύ, τελικό προϊόν του μεταβολισμού των 

πουρινών. Παράγεται μέσω της καταλυτικής δράσης της οξειδάσης της ξανθίνης και στη 

συνέχεια το ουρικό περνά στην κυκλοφορία και απομακρύνεται μέσω των ούρων από τον 

οργανισμό. Το ουρικό δεν αποτελεί μόνο παραπροϊόν μιας μεταβολικής διεργασίας, αλλά 

διαθέτει και σημαντικές ιδιότητες ως αντιοξειδωτικό. Συγκεκριμένα, επιτελεί το 50% της 

αντιοξειδωτικής ικανότητας των σωματικών υγρών του ανθρώπου. 101 Πρωταρχική δράση 

του ουρικού οξέος ως αντιοξειδωτικό είναι να αντιδρά με τις αντιδραστικές ρίζες οξυγόνου 

του αίματος, οι οποίες συντίθενται μέσω αντιδράσεων αυτοοξείδωσης της αιμοσφαιρίνης ή 

μέσω της παραγωγής υπεροξειδίου του υδρογόνου από τα μακροφάγα. Με την 

εξουδετέρωση των ROS του αίματος, το ουρικό αναστέλλει την υπεροξείδωση των λιπιδίων 

στις μεμβράνες των ερυθροκυττάρων. Σημαντικός είναι και ο ρόλος του ουρικού οξέος στην 

προστασία των νευρώνων από το οξειδωτικό στρες, γεγονός που έχει αποδειχθεί σε 

παθολογικές καταστάσεις όπως το οξύ εγκεφαλικό και οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες. 

Βέβαια, το ουρικό μπορεί να δράσει και ως προ-οξειδωτικός παράγοντας όταν έρθει σε 

επαφή με οξειδωτικά μόρια, καθώς μετατρέπεται σε διαφορετικές ρίζες, ανάλογα με τον 

βαθμό διάσπασης του. Οι ρίζες που προέρχονται από το ουρικό επιτίθενται κυρίως σε λιπίδια 
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είτε αυτά αποτελούν συστατικό των μεμβρανών είτε πρόκειται για λιποπρωτεΐνες όπως η 

LDL-χοληστερόλη.102 

 

Φερριτίνη  

Η φερριτίνη είναι ένα πρωτεϊνικό μόριο υπεύθυνο για τη συγκράτηση σιδήρου στα κύτταρα. 

Η αποθήκευση σιδήρου και η σταδιακή απελευθέρωση του είναι ζωτικής σημασία, καθώς 

χρησιμοποιείται στη βιοσύνθεση πρωτεϊνών συνδεδεμένων με σίδηρο. Οι πρωτεΐνες αυτές 

επιτελούν πολλές και σημαντικές διαδικασίες στον οργανισμό όπως για παράδειγμα είναι ο 

μεταβολισμός των ξενοβιοτικών (κυτοχρώματα), η μεταφορά οξυγόνου (αιμοσφαιρίνη και 

μυοσφαιρίνη), η σύνθεση του DNA (ελικάσες, νουκλεάσες) κτλ. 103 Η αντιοξειδωτική δράση 

της φερριτίνης κρίνεται στην ικανότητα της να δεσμεύει Fe2+, με αποτέλεσμα να εμποδίζει 

αντιδράσεις Fenton με το οξυγόνο που θα οδηγήσουν στην παραγωγή αντιδραστικών ειδών 

οξυγόνου.104 

 

Συνένζυμο CoQ-10 

Το συνένζυμο CoQ-10 αποτελεί ένα μόριο λιπιδικής προέλευσης που απαντάται σε όλες τις 

κυτταρικές μεμβράνες, κυρίως ως μεταφορέας ηλεκτρονίων στις μιτοχονδριακές 

αναπνευστικές αλυσίδες. Λόγω της συμμετοχής του σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις 

απαντάται μέσα στον οργανισμό σε 2 μορφές (CoQ/CoQH2), την οξειδωμένη του μορφή 

(ουβικινόνη) και την ανηγμένη του μορφή (ουβικινόλη).105 Πέρα από το ρόλο του ως 

συμπαράγοντας στην επιτέλεση βασικών μιτοχονδριακών λειτουργιών, το CoQ επιτελεί και 

άλλους επιτελικούς σκοπούς ως ρυθμιστής της γονιδιακής έκφρασης, ως αντιοξειδωτικό του 

οργανισμού και ως μόριο σηματοδότησης για κρίσιμες κυτταρικές διαδικασίες όπως είναι ο 

κυτταρικός θάνατος και γήρανση.106 Κατά την μιτοχονδριακή αναπνοή, η μετατροπή της 

ουβινινόνης σε ουβικινόλη είναι μια διαδικασία 2 σταδίων, όπου πρώτα η ουβικινόνη 

μετατρέπεται στην ημικινόνη με την προσθήκη ενός ηλεκτρονίου και στη συνέχεια σε 

ουβικινόλη με την προσθήκη ενός ακόμα ηλεκτρονίου. Η ιδιότητα του CoQ ως αντιοξειδωτικό 

μόριο έχει αποδοθεί κυρίως στην ανηγμένη του μορφή, την ουβικινόνη λόγω της ικανότητας 

της να λειτουργεί ως αδρανοποιητής ελεύθερων ριζών, χωρίς όμως να μπορεί να 

αμφισβητηθεί και αντιοξειδωτική δράση της οξειδωμένης μορφής. Συγκεκριμένη, η ρίζα 

ημικινόνης που προκύπτει ως ενδιάμεσο μεταξύ οξειδωμένης και ανηγμένης μορφής μπορεί 

να αναγεννά τόσο την α-τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) όσο και την βιταμίνη C, διατηρώντας τες 
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στην ανηγμένη τους μορφή ώστε να μπορούν να ασκήσουν τον αντιοξειδωτικούς τους 

ρόλο.105,107 

 

Χολυρεθρίνη  

Η χολυρεθρίνη είναι μια τετραπυρρόλη, προϊόν του καταβολισμού της αίμης. Παρόλου που 

η αίμη βρίσκεται συνδεδεμένη με πολλά ενδοκυτταρικά ένζυμα, το μεγαλύτερο ποσοστό της 

χολυρεθρίνης αποσπάται από την διάσπαση της αιμοσφαιρίνης. H οξυγενάση της αίμης είναι 

το μοναδικό ένζυμο αποικοδόμησης της αίμης στα σπονδυλωτά, δίνοντας ως τελικά 

προϊόντα, μονοξείδιο του άνθρακα, σίδηρο και μπιλιβερδίνη. Στη συνέχει η μπιλιβερδίνη θα 

μετατραπεί σε χολυρεθρίνη από την αναγωγάση της μπιλιβερδίνης.108 Η αίμη είναι μια πολύ 

σημαντική ένωση η οποία συνδεδεμένη με πρωτεΐνες επιτελεί βασικές λειτουργίες στον 

οργανισμό όπως είναι η μεταφορά οξυγόνου (αιμοσφαιρίνη, μυοσφαιρίνη) και η μεταφορά 

ηλεκτρονίων (κυτόχρωμα). Ωστόσο, η ελεύθερη αίμη λειτουργεί ως οξειδωτικό 

αλληλοεπιδρώντας με το DNA, τις πρωτεΐνες και τα λιπίδια και προκαλώντας τους σοβαρή 

οξειδωτική βλάβη.109 Σε αντίθεση με την αίμη, η χολυρεθρίνη, ασκεί πολύ σημαντική 

αντιοξειδωτική δράση και συμμετέχει στον περιορισμό του οξειδωτικού στρες σε πληθώρα 

ασθενειών, συμπεριλαμβανομένων των νευροεκφυλιστικων, των αυτοάνοσων, των 

καρδιαγγειακών νοσημάτων και του καρκίνου. Η χολυρεθρίνη παρέχει ισχυρή προστασία 

έναντι της δραστικής μορφής του υπεροξειδίου του υδρογόνου. Τα κύρια όργανα όπου 

επιτελεί την αντιοξειδωτικής της λειτουργία είναι η καρδιά, ο εγκέφαλος και τα νεφρά και 

φαίνεται σε αυτά να προλαμβάνει μεγάλο μέρος της λιπιδικής υπεροξείδωσης και 

καρβονυλίωσης πρωτεϊνών που προκαλείται τόσο από το υπεροξείδιο του υδρογόνου όσο 

και από το μονοξείδιο του αζώτου και το υποχλωριώδες οξύ. Τέλος, η χολυρεθρίνη έχει την 

ικανότητα να αναγεννάτε από την μπιλιβερδίνη μέσω αντιδράσεων οξειδοαναγωγής.108,110,111 

 

Ενδογενή ενζυμικά αντιοξειδωτικά 

 

Υπεροξειδικές Δισμουτάσες  

Οι υπεροξειδικές δισμουτάσες είναι πολύ σημαντικά πρωτεϊνικά μόρια για το ενδογενές 

αντιοξειδωτικό σύστημα, που απαντώνται σε όλους τους οργανισμούς που αξιοποιούν το 

οξυγόνο και είναι υπεύθυνα για τη μετατροπή της ρίζας σουπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του 

υδρογόνου.112 Ανήκουν στην κατηγορία των μεταλλοπρωτεϊνών, καθώς είναι συνδεμένες με 

ένα μέταλλο μεταπτώσεως, το οποίο λειτουργεί ως καταλυτική μονάδα στις 
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οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις που συμμετέχουν. Στα θηλαστικά απαντώνται 3 ισομορφές 

του ενζύμου, οι οποίες κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια: η SOD1 (CuZnSOD) μια 

κυτταροπλασματική κυρίως πρωτεΐνη συνδεδεμένη με άτομα χαλκού και ψευδαργύρου, η 

SOD2 (MnSOD) μια μιτοχονδριακή πρωτεΐνη συνδεδεμένη με μαγγάνιο και SOD3 (EC-SOD) 

μια εξωκυτταρική ισομορφή συνδεδεμένη με χαλκό και ψευδάργυρο. Και οι 3 ισομορφές 

καταλύουν την ίδια αντίδραση, όμως η διαμερισματοποίηση τους είναι βασική για την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση κάθε κυτταρικού διαμερίσματος.113  

H SOD1 αποτελείται από 2 πανομοιότητες υπομονάδες 32 kDa, κάθε μία από τις οποίες 

διαθέτες ένα καταλυτικό κέντρο χαλκού-ψευδαργύρου.114 Μέχρι πριν λίγα χρόνια ο ρόλος 

που της είχε αποδοθεί είναι αυτός του ρυθμιστή των επιπέδων του Η2Ο2 στο 

κυτταρόπλασμα, στα μιτοχόνδρια και στα υπεροξειδοσώματα. Ωστόσο, σήμερα είναι γνωστό 

ότι επιτελεί επιπρόσθετες και εξίσου σημαντικές διαδικασίες όπως η ενεργοποίηση της 

γονιδιακής έκφρασης ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες, η πρόσδεση σε συγκεκριμένα 

τμήματα mRNA και ο καθορισμός της σταθερότητας, της έκφρασης και της λειτουργίας του 

και η εξαρτώμενη από το οξυγόνο και τη γλυκόζη καταστολή της αναπνοής.115–117 Από την 

άλλη, η SOD2 είναι ένα τετραμερές με μοριακό βάρος 96 kDa και είναι συνδεδεμένη με 

μαγγάνιο. Κωδικοποιείται από το πυρηνικό DNA, παράγεται στο κυτταρόπλασμα αλλά 

μεταφέρεται στα μιτοχόνδρια μέσω μια σηματοδοτικής πρωτεΐνης.113 Η κύρια λειτουργία της 

είναι η μετατροπή του σουπεροξειδίου που παράγεται ως υποπροϊόν κατά τη διάρκεια της 

μιτοχονδριακής αναπνοής. Το Η202 που παράγεται στην συνέχεια μπορεί να διαχυθεί 

παθητικά από τη μιτοχονδριακή μεμβράνη προς το κυτταρόπλασμα.118 Η διαφορά της SOD2 

με την SOD1 είναι πως η πρώτη έχει πολύ μεγαλύτερο χρόνο ημιζωής (5-6 ώρες) σε σχέση με 

τη δεύτερη (6-10 λεπτά), καθώς και ότι η δράση της SOD2 δεν αναστέλλεται από το προϊόν 

της αντίδρασης που καταλύει, δηλαδή το υπεροξείδιο του υδρογόνου, όπως συμβαίνει στην 

περίπτωση της SOD1. Τέλος, η SOD3 είναι ένα ομοτετραμερές μεγέθους 135 kDa, που 

συναντάται κυρίως στην κυτταρική επιφάνεια και στην εξωκυτταρική μήτρα διάφορων ιστών 

και σε μικρότερο βαθμό στα εξωκυττάρια υγρά και στο πλάσμα. Η SOD3 εκφράζεται σε 

υψηλά ποσοστό στους πνεύμονες, την μήτρα και τον αγγειακό ιστό και είναι υπεύθυνη για 

την ρύθμιση της οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης του εξωκυτταρικού περιβάλλοντος των 

συγκεκριμένων ιστών.113 Μία ακόμα ιδιότητα του ενζύμου η οποία εκδηλώθηκε μέσα 

πειραματικά μοντέλα υπερέκφρασης της SOD3 είναι η ικανότητα της να αναστέλλει την 

έκκριση προφλεγμονωδών μορίων από το κύτταρο καθώς και την αγκυροβόληση μορίων 

κυτταρικής προσκόλλησης.119 
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Λόγω της ιδιότητας των σουπεροξειδικών δισμουτασών ως αντιοξειδωτικά πρώτης άμυνας 

για τον οργανισμό, έχουν χαρακτηριστεί πιθανοί θεραπευτικοί στόχοι για μια πληθώρα 

ασθενειών.112 Σε πολλές κατηγορίες καρκίνου έχει παρατηρηθεί αύξηση του αντιοξειδωτικού 

μηχανισμού των κυττάρων με σκοπό την προστασία του κυττάρου από την υπερβολική 

παραγωγή ROS που οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο. Επομένως, η καταστολή της έκφρασης 

του ενζύμου και η επαγόμενη από σουπεροξείδιο καταστροφή της μιτοχονδριακής 

μεμβράνης, θα μπορούσε να δράσει ως πιθανός αντικαρκινικός παράγοντας.120 Αντίθετα, σε 

παθολογικές καταστάσεις που είναι συνδεδεμένης με την πρόοδο της φλεγμονής στις οποίες 

μεσολαβούν οι ROS, όπως για παράδειγμα η ρευματοειδής αρθρίτιδα, η αύξηση των 

επιπέδων των SOD θα οδηγούσε σε μείωση του σουπεροξειδίου άρα και περιορισμό της 

φλεγμονής. Με την ίδια λογική, η ενίσχυση της συγκέντρωσης των SOD στον οργανισμό θα 

μπορούσε να λειτουργήσει θεραπευτικά και σε περιπτώσεις νευροεκφυλιστικών 

διαταραχών, μειώνοντας τα επίπεδα της οξειδωτικής βλάβης που υφίστανται οι νευρώνες 

από τις ελεύθερες ρίζες. Παρόλου που οι SODs θεωρούνται πολλά υποσχόμενοι 

θεραπευτικοί παράγοντες για πολλές ασθένειες, η αστάθεια, η ανοσογονικότητα που 

προκαλούν, η μικρή βιοδιαθεσιμότητά τους σε θέσεις φλεγμονής και ο μικρός χρόνος 

ημιζωής τους είναι μερικές παράμετροι που περιορίζουν την εφαρμογή τους. Ωστόσο, 

μελλοντικές προσεγγίσεις γύρω από την ενίσχυση της αντιοξειδωτικής προστασίας του 

οργανισμού θα περιλαμβάνουν τόσο εγκόλπωση των SODs σε νανοσωματίδια, όσο και 

ενίσχυση της έκφρασής τους με γονιδιακή θεραπεία.121 

 

Καταλάση 

Η καταλάση είναι μια τετραμερής πρωτείνη 240 kDa, η οποία αποτελείται από 4 

πανομοιότητες υπομονάδες, κάθε μία από τις οποίες περιέχει ένα μόριο πρωτοπορφυρίνης 

σιδήρου (ομάδα αίμης). Στους ανθρώπους η καταλάση εντοπίζεται κυρίως στα 

υπεροξειδιοσώματα όλων των κυττάρων και είναι υπεύθυνη για τη μετατροπή του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου σε μοριακό οξυγόνο και νερό. Η αντίδραση περιλαμβάνει 2 

στάδια: την αναγωγή του υπεροξειδίου του υδρογόνου από την αίμη σχηματίζοντας ένα 

ενδιάμεσο FeIVO (ρίζα πορφυρίνης) και στην συνέχεια την αναγωγή ενός δεύτερου μορίου 

υπεροξειδίου του υδρογόνου από το ενδιάμεσο, προς σχηματισμό του ελεύθερου ενζύμου 

καταλάσης, μοριακού οξυγόνου και νερού.122 Η καταλάση προκειμένου να διασπάσει το 

υπεροξειδίου του υδρογόνου αλληλεπιδρά με δότες ηλεκτρονίων όπως είναι η αιθανόλη, η 

μεθανόλη, το μυρμιγικό οξύ και οι πολυφαινόλες. Πρόκειται για ένα ολύ παραγωγικό ένζυμο, 

ικανό να διασπάσει σε ελάχιστα δευτερόλεπτα χιλιάδες μόρια υπεροξειδίου του 
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υδρογόνου.123. Διαταραχές στην έκφραση και στη λειτουργία του μορίου είναι συνδεδεμένες 

με  σοβαρές παθολογικές καταστάσεις.123,124 Μεταλλάξεις του γονιδίου της καταλάσης, οι 

οποίες οδηγούν σε ανεπάρκειες ή μη λειτουργικό ένζυμο είναι σε θέση να αυξήσουν το ρίσκο 

για μια πληθώρα ασθενειών, συμπεριλαμβανομένων των νευροεκφυλιστικών διαταραχών, 

των μεταβολικών διαταραχών αλλά και ορισμένων τύπων καρκίνου.122 

 

Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 

Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (Glutathione Peroxidase, GPx), μαζί με την καταλάση 

είναι υπεύθυνη για την απομάκρυνση του Η2Ο2 από τα κύτταρα. Ακόμα, συμμετέχει σε 

αντιδράσεις αποτοξίνωσης του κυττάρου από τα ξενοβιοτικά. Βρίσκεται σχεδόν σε όλους του 

ζώντες οργανισμούς και αποτελείται από 4 υπομονάδες, κάθε μία από τις οποίες είναι 

συνδεδεμένη με ένα άτομο σεληνίου, με τη μορφή σεληνοκυστείνης. Η πιο ισχυρή παρουσία 

του ενζύμου βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα σε ποσοστό 60-75%, ενώ στα μιτοχόνδρια 

εδράζει σε ποσοστό 25-40%. Παρόλου που βρίσκεται σε όλα τα κύτταρα του οργανισμού, 

αυξημένη έκφραση παρουσιάζει κυρίως στο συκώτι και στα ερυθροκύτταρα.125 Η GPx 

χρησιμοποιεί την ανηγμένη γλουταθειόνη (GSH) ως υπόστρωμα, με σκοπό να αποτοξινώσει 

τον οργανισμό από το υπεροξείδιο του υδρογόνου και από τα λιπιδικά υπεροξείδια με τις 

εξής αντιδράσεις: 126 

2GSH + H2O2 → GSSG +2H2O ⋯                                                                                                          

2GSH +LOOH → GSSG +LOH + H2O … 

Στον άνθρωπο απαντώνται 8 ισομορφές του ενζύμου της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης, 

οι οποίες κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια. Σε μεγαλύτερη αφθονία στα κύτταρα 

βρίσκεται η GPx1 και είναι σε θέση να αποτρέψει την υπεροξείδιο λιπιδίων, την οξειδωτική 

βλάβη πρωτεϊνών και την απόπτωση που οφείλεται στο Η202. Ο συγκεκριμένος 

πολυμορφισμμός έχει συσχετιστεί με ασθένειες όπως ο διαβήτης τύπου 2 και διάφορους 

τύπους καρκίνου.127 Τη δεύτερη μεγαλύτερη εκπροσώπηση της οικογένεια των  

υπεροξειδασών της γλουταθειόνης την έχει η GPX4 η οποία ευθύνεται για την αναγωγή πιο 

σύνθετων λιπιδίων της μεμβράνες με αποτέλεσμα της προστασία τους από το οξειδωτικό 

στρες. Τέτοια παραδείγματα οξειδωμένων λιπιδίων είναι τα υδροϋπεροξείδια 

φωσφατιδυλοχολίνης, η χοληστερόλη και τα υδροϋπεροξείδια λιπαρών οξέων. Προβλήματα 

στην έκφραση ή στην λειτουργικότητα της μπορεί να οδηγήσουν σε φερρόπτωση, μια μορφή 

κυτταρικού θανάτου που εξαρτάται από την διαθεσιμότητα σιδήρου και από τη συσσώρευση 
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υπεροξειδικών λιπιδίων στο κύτταρο. Ακόμα, δεδομένα από μελέτες υποδεικνύου πως 

έλλειψη GPx4 από Τ κύτταρα έχει ως αποτέλεσμα την ανικανότητα των κυττάρων αυτών να 

ασκήσουν τον ανοσολογικό τους ρόλο απέναντι σε μια βακτηριακή λοίμωξη.137 Ανεπάρκειες 

και δυσλειτουργίες του ενζύμου GPx παρουσιάζονται συχνά σε πληθώρα παθολογιών στις 

οποίες εμπλέκονται οι ROS, όπως είναι για παράδειγμα ο διαβήτης τύπου 2, οι 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες, ο καρκίνος, τα αυτοάνοσα νοσήματα, προβλήματα 

γονιμότητα στους άνδρες, καρδιαγγειακά και άλλα νοσήματα. Η έλλειψη των GPx είναι σε 

θέση να ενεργοποιήσει φλεγμονώδεις αντιδράσεις που σχετίζονται με τη ηλικία μέσω της 

οδού NF-κΒ.127 

 

Εξωγενή αντιοξειδωτικά 

 

Ασκορβικό οξύ (Βιταμίνη C) 

Το ασκορβικό οξύ είναι μια υδατοδιαλυτή πρωτεϊνη και πρώτης γραμμής εξωγενές 

αντιοξειδωτικό για τον οργανισμό. Σε πολλά είδη μπορεί να παραχθεί ενδογενώς καθώς 

προέρχεται από τη διάσπαση της γλυκόζης, σε αντίθεση με τον άνθρωπο που πρέπει να το 

προσλάβει μέσω της διατροφής. Λόγω της διαλυτότητάς του στο νερό, μπορεί να δράσει 

εντός και εκτός κυττάρου. Η βιταμίνη C είναι ένας ισχυρός δότης ηλεκτρονίων, γεγονός που 

της επιτρέπει να αλληλοεπιδρά με ROS και RNS αδρανοποιώντας τες. Οι πιο γνωστοί δέκτες 

ηλεκτρονίων στο κύτταρο για τη βιταμίνη C είναι το οι ρίζες υδροξυλίου (OH•), το ανιόν 

σουπεροξειδίου (O2•−), το υπεροξείδιο του υδρογόνου, το μονήρες οξυγόνο, οι ρίζες 

αλκοξυλίου (LO•) και οι ρίζες περοξυλίου (LOO•). Με αυτόν τον τρόπο προστατεύει τα βασικά 

βιομόρια του κυττάρου από την οξειδωτική καταστροφή, δηλαδή την υπεροξείδωση 

λιπιδίων, τον κατακερματισμό του DNA και την οξείδωση των πρωτεϊνών. Εκτός από την 

άμεση δράση της στον περιορισμό του οξειδωτικού στρες, το ασκορβικό οξύ συμμετέχει και 

στην αναγέννηση άλλων αντιοξειδωτικών του οργανισμού, όπως για παράδειγμα η α-

τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) και η γλουταθειόνη, μετατρέποντας τες στην ανηγμένη τους 

μορφή.126 Μετά την αλληλεπίδραση του ασκορβικού με τις ελεύθερες ρίζες, το ασκορβικό 

οξειδώνεται σε δεϋδρ-ασκορβικό οξύ, το οποίο είτε μετατρέπεται πάλι στην ανηγμένη του 

μορφή ή μεταβολίζεται περεταίρω από τα κύτταρα 

Α-τοκοφερόλη (Βιταμίνη Ε) 

Η α-τοκοφερόλη αποτελεί την πιο συχνά απαντώμενη μορφή βιταμίνης Ε στη διατροφή του 

ανθρώπου. Πρόκειται για μια λιποδιαλυτή χημική ουσία και ένα ισχυρό αντιοξειδωτικό για 
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τον οργανισμό καθώς είναι σε θέση να αντιδράσει με λιπιδικά υπεροξείδια, διατηρώντας με 

αυτόν τον τρόπο την ακεραιότητα μεμβρανών και ιστών. Απορροφάται γρήγορα από τον 

εντερικό αυλό και μπορεί να διαχυθεί εύκολα στα λιπίδια και τις πρωτεΐνες των μεμβρανών, 

ασκώντας τον αντιοξειδωτικό της ρόλο. Η α-τοκοφερόλη διακόπτει την αλυσίδα μετάδοσης 

της λιπιδικής υπεροξείδωσης, καθώς αντιδρά με τις περοξυλικές ομάδες με μεγαλύτερη 

ταχύτητα από την ταχύτητα διάδοσης των λιπιδικών ριζών περοξυλίου. Μετά την αντίδραση 

με τα οξειδωμένα λιπίδια, η βιταμίνη Ε μετατρέπεται στην α-τοκοφεροξυλική ρίζα η οποία 

ανακυκλώνεται μέσα στα κύτταρα σε τοκοφερόλη με τη δράση της βιταμίνης C και της 

ουβικινόλης 10.129,130 Τέλος, η α-τοκοφερόλη μπορεί να δράσει και ως προοξειδωτικός 

παράγοντας σε υψηλά επίπεδα και σε οξειδωτικές συνθήκες κυττάρου, επιταχύνοντας την 

οξείδωση των λιποπρωτεϊνών χαμηλής πυκνότητας (Low Density Lipoproteins, LDL). Ακόμα, 

σημαντικό ρόλο παίζει και η παρουσία άλλων αντιοξειδωτικών στο περιβάλλον όπως είναι 

για παράδειγμα η βιταμίνη C η οποία μπορεί να αντιδράσει με την βλαβερή ρίζα 

τοκοφερόλης ανάγοντας την και μετατρέποντας την στην αντιοξειδωτική της μορφή.131 

 

Καροτενοειδή 

Τα καροτενοειδή είναι μια πολύ μεγάλη οικογένεια φυσικών χρωστικών, που συντίθενται 

από τους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς με σκοπό να μετατρέψουν την ηλιακή ενέργεια σε 

χημική ενέργεια. Ο άνθρωπος, όπως και τα υπόλοιπα ζώα, λαμβάνει την ποσότητα 

καροτενοειδών που του χρειάζεται από τη διατροφή. Τα καροτενοειδή που απαντώνται 

συνήθως στο ανθρώπινο πλάσμα είναι το α,β,γ,ζ καροτένιο, το λυκοπένιο, η ζεαξανθίνη, η 

λουτεΐνη, η β-κρυπτοξανθίνη κ.α. Ο ρόλος τους υπόκειται στην αδρανοποίηση των ROS, 

κυρίως του μονήρους οξυγόνου. Ακριβώς επειδή ορισμένα καροτενοειδή έχουν μεγάλη 

διάρκεια ζωής και η οξείδωση τους κατά τη διάρκεια των ROS μπορεί να οδηγήσει σε πολλές 

αντιδραστικές ρίζες καροτενοειδών, πολλές φορές η δράση τους μπορεί να γίνει προ-

οξειδωτική. Ακόμα, η αντιοξειδωτική τους ικανότητα μπορεί να περιοριστεί σημαντικά σε 

περιβάλλον όπου υπάρχει παρουσία αλάτων.132 
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Το αντιοξειδωτικό μονοπάτι NRF2-KEAP1 
 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η διατήρηση της οξειδωτικής ομοιόστασης είναι κρίσιμη 

διαδικασία για την επιβίωση του κύτταρου στην οποία εμπλέκονται πολλές σηματοδοτικές 

οδοί. Όλοι οι οργανισμοί, ευκαρυωτικοί και προκαρυωτικοί διαθέτουν μια σειρά από γονίδια 

υπεύθυνα για την απόκριση σε στρεσσογόνους παράγοντες. Πρόκειται λοιπόν για μια καλο-

διατηρημένη στην πορεία της εξέλιξης ομάδα γονιδίων υπεύθυνη για την διαχείριση του 

οξειδωτικού στρες και την αποτοξίνωση των οργανισμών. Στους ευκαρυώτες, η πιο 

σημαντική οδός απόκρισης στο οξειδωτικό στρες είναι η NRF2-KEAP1.133 Πρόκειται για ένα 

σύστημα αλληλεπίδρασης του μεταγραφικού ενεργοποιητή NRF2 και της κυτοσολικής 

πρωτεΐνης καταστολέα του NRF2, την KEAP1. Στόχος του μεταγραφικού παράγοντα είναι η 

έκφραση μιας σειράς γονιδίων που ευθύνονται για την αντιοξειδωτική προστασία του 

κυττάρου, για την αποτοξίνωση του από ξενοβιοτικούς παράγοντες και γονιδίων που 

συμμετέχουν στην οδό της φωσφορικής πεντόζης. Αποτελέσματα από μοντέλα ασθενειών 

,που χρησιμοποιήθηκαν ποντίκια με αποσιώπηση του γονιδίου της NRF2 πρωτεΐνης, έδειξαν 

συσχέτιση της πρωτεΐνης με την πορεία της νόσου, σε ασθένειες όπως η ρευματοειδής 

αρθρίτιδα, η νόσος Αλτσχάιμερ, η διαβητική νευροπάθεια και το μεταβολικό σύνδρομο.134 

 

 

Ο μεταγραφικός παράγοντας NRF2 ανήκει στην οικογένεια των Cap-n-Collar πρωτεϊνών, μια 

οικογένεια καλά συντηρημένων μεταγραφικών παραγόντων που βρίσκονται στα μετάζωα και 

διαθέτουν την χαρακτηριστική περιοχή “φερμουάρ λευκίνης”. Η περιοχή αυτή βρίσκεται στο 

Ν-τελικό άκρο της πρωτεΐνης και είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση του ενεργοποιητή της 

μεταγραφής σε συγκεκριμένες περιοχές των υποκινητών των γονιδίων-στόχων. Οι πρωτεΐνες 

Εικόνα 4. Σχηματική αναπαράσταση των δομικών περιοχών του μεταγραφικού παράγοντα NRF2 και της 
πρωτεΐνης καταστολέας του ,KEAP1 135 
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της οικογένειας Cap-n-Collar συμμετέχουν σε διαδικασίες ανάπτυξης του οργανισμού ή/και 

απόκρισης σε περιβαλλοντικό στρες.135 Δεδομένα που προκύπτουν από ανάλυση με τη χρήση 

φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (Nuclear Magnetic Resonance 

spectroscopy, NMR) και με κρυσταλλογραδία X-ray αποκαλύπτουν τις λειτουργικές 

επικράτειες του NRF2, όπως απεικονίζονται στην εικόνα Χ. Κάθε μία από τις 7 επικράτειες 

του παίζει βασικό ρόλο στη διατήρηση της δομικής του ακεραιότητας και στην ιδιότητά του 

ως ρυθμιστής της μεταγραφής.136 

 Ξεκινώντας από το αμινοτελικό του άκρο, η περιοχή Neh2 καθορίζει την αλληλεπίδραση του 

ενεργοποιητή με την πρωτεΐνη καταστολής του, την KEAP1, όταν οι 2 πρωτεΐνες βρίσκονται 

σε χαμηλές νανομοριακές συγκεντρώσεις. Ακόμα, είναι υπεύθυνη για την διατήρηση της 

σταθερότητας του NRF2 και την αποικοδόμησή του, μέσω της εξαρτώμενης από την 

ουβικιτινίωση πρωτεασωμικής οδού. Οι επικράτειες Neh4 και Neh5 λειτουργούν ως συν-

ενεργοποιητές του NRF2, καθώς συνδέονται με άλλους συμπαράγοντες για να εκκινήσουν 

την μεταγραφή, όπως είναι η πρωτεΐνη απόκρισης στο cAMP (Cyclic Adenosine 

Monophosphate-Responsive Element-Binding Protein, CREB) και οι συμπαράγοντες 

RAC3/AIB1/SRC-3, που ενισχύουν τη μεταγραφική απόδοση.136–138 H Neh5 περιοχή 

διασφαλίζει και τον κυτταροπλασματικό εντοπισμό του πυρηνικού παράγοντα. Αντίθετα με 

τη δράση των Neh4 και Neh5 επικρατειών, η Neh7 λειτουργεί κατασταλτικά για την 

λειτουργία του NRF2 μέσω της αλληλεπίδρασής της με τον ρετοϊνικό υποδοχέα α Retinoic X 

Receptor alpha (RXRα). Η Neh6 περιοχή μεσολαβεί στην ανεξάρτητη από την KEAP1 

αποσταθεροποίηση και αποικοδόμηση του NRF2 μέσα στον πυρήνα κάτω από οξειδωτικές 

συνθήκες. Περιλαμβάνει 2 ανεξάρτητες περιοχές που προσδένονται με την πρωτεΐνη β-TrCP 

(β-transducin repeat-containing E3 ubiquitin protein ligase, β-TrCP), λειτουργώντας με αυτό 

τον τρόπο ως υπόστρωμα για την Ε3 λιγάση ουβικουιτίνης (Skp1-Cullin1-F-box protein E3 

ubiquitin ligase), άρα και ως υπόστρωμα για αποικοδόμηση από το πρωτεάσωμα. 

Πλησιάζοντας προς το καρβοξυλικό άκρο της πρωτεΐνης βρίσκεται η Neh1 επικράτεια, η 

οποία χαρακτηρίζεται από την βασική δομή φερμουάρ λευκίνης (Basic Leucine Zipper 

Domain, bZIP) και είναι υπεύθυνη για την αναγνώριση περιοχών ARE (Antioxidant Response 

Elements, ARE) στον υποκινητή των γονιδίων-στόχων του NRF2. Η Neh1 προκειμένου να 

ενεργοποιήσει τη μεταγραφή αλληλοεπιδρά με τις πρωτεΐνες MAF και τις πρωτεΐνες bZIP. 

Ακόμα, μπορεί να ενωθεί με το ένζυμο UbcM2, το οποίο λειτουργεί ως υπόστρωμα για  την 

Ε2 λιγάση, καθορίζοντας έτσι την σταθερότητα του μεταγραφικού παράγοντα. Τέλος, στο 

καρβοξυλικό άκρο της πρωτεΐνης βρίσκεται η περιοχή Neh3, η οποία μαζί με τις Neh4 και 

Neh5 περιοχές λειτουργεί ως συν-ενεργοποιητής της μεταγραφής.(Εικόνα 4Α)136,138,139 
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Η πρωτεΐνη KEAP1 είναι ένας αρνητικός ρυθμιστής του NRF2. Ανήκει στην οικογένεια των 

BTB-Kelch πρωτεϊνών και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες συγκρατεί τον μεταγραφικό 

παράγοντα στο κυτταρόπλασμα, μετατρέποντάς τον σε στόχο πρωτεασωμικής 

αποικοδόμησης. Η BTB-Kelch οικογένεια είναι μια διατηρημένη οικογένεια γονιδίων, η οποία 

εντοπίζεται και στην Drosophila melanogaster. Οι πρωτεΐνες της οικογένειας συμμετέχουν σε 

μια σειρά από διαδικασίες, όπως η οργάνωση του κυτταροσκελετού, η καταστολή της 

μεταγραφικής δραστηριότητας και η ουβικουιτινίωση πρωτεϊνών στόχων μέσω των λιγασων 

Ε3 (cullin E3 ligases).140 Η KEAP1 λειτουργεί ως προσαρμογέας, μετατρέποντας τον NRF2 

παράγοντα σε υπόστρωμα για ουβικουιτινίωση από τις E3 λιγάσες. Χρησιμοποιεί την ΒΤΒ 

περιοχή στο αμινοτελικό της άκρο και την κεντρική περιοχή IVR ώστε να προσδεθεί στην 

Cullin 3 πρωτεϊνική λιγάση και αντίστοιχα την DGR επικράτεια η οποία περιέχει Kelch μοτίβα 

με σκοπό να δεσμεύσει την Neh2 περιοχή του NRF2. H Keap1 δρα ως ομοδιμερές με τη 

μεσολάβηση της ΒΤΒ περιοχής και οι περιοχές DGR του ομοδιμερούς προσδένονται στην 

αλληλουχία Neh2 του NRF2 κάτω από συνθήκες οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης. (Εικόνα 

4Β)136,141,142 Σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, γίνεται αποδέσμευση του παράγοντα από την 

πρωτεΐνη καταστολέα του με τρόπο εξαρτώμενο από την ποσότητα των ROS και ο NRF2 

μετατοπίζεται στον πυρήνα, ώστε να επάγει τη μεταγραφή των κρίσιμων αντιοξειδωτικών 

γονιδίων του κυττάρου. Η αποδέσμευση του NRF2 οφείλεται στην τροποποίηση 

συγκεκριμένων καταλοίπων κυστεΐνης της πρωτεΐνης καταστολέας, έπειτα από την 

αλληλεπίδρασή της με ηλεκτρόφιλα συστατικά ή ROS.143 Μέσα στον πυρήνα, ο NRF2 

ετεροδιμερίζεται με μέλη της οικογένειας sMAF συμπαραγόντων και έπειτα αναγνωρίζει τις 

περιοχές ARE στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων του. 136 

 

Η μεσολάβηση της οδού NRF2-KEAP1 στο οξειδωτικό στρες και στο 

μεταβολισμό των ξενοβιοτικών 
 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως ο NRF2 ανήκει στην οικογένεια των μεταγραφικών 

παραγόντων Cap-n-Collar, ,μαζί με τους μεταγραφικούς παράγοντες NF-E2 p45, NRF1, NRF2, 

NRF3, BACH1, BACH2. Παρά την ομολογία που παρουσιάζει με τον μεταγραφικό παράγοντα 

NF-E2 (nuclear factor-erythroid 2 p45), δεδομένα από μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε 

ποντίκια με σίγαση του γονιδίου NRF2 έδειξαν έλλειψη αναιμίας στα πειραματικά μοντέλο, 

γεγονός που υποδεικνύει πως ο παράγοντας δεν εμπλέκεται σε διαδικασίες αιμοποίησης 

στον οργανισμό. Αντίθετα, αντίστοιχα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν σε ζωικά μοντέλα 

συσχέτισαν την έλλειψη NRF2 με μειωμένα επίπεδα μεταβολικών ενζύμων φάσης ΙΙ.136 
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Μετέπειτα μελέτες που πραγματοποιήθηκαν απέδειξαν πως το σύστημα NRF2-KEAP1 

κωδικοποιεί μια σειρά ενζύμων που εμπλέκονται σε αντιδράσεις όλων των φάσεων του 

μεταβολισμού των ξενοβιοτικών. Ο μεταβολισμός των ξενοβιοτικών πραγματοποιείται σε 3 

στάδια από τα ένζυμα του κυτοχρώματος P450. Η πρώτη φάση περιλαμβάνει αντιδράσεις 

οξείδωσης, υδρόλυσης και αναγωγής των χημικών ουσιών από μια πληθώρα ενζύμων όπως 

η αλδεϋδοαφυδρογονάση 1 (ALDH1), οι καρβονυλοαναγωγάσες (CBRs), οι 

οξειδοαναγωγάσες του κυτοχρώματος P450 (CYPs) κτλ. Από τις παραπάνω αντιδράσεις 

προκύπτουν τοξικοί για τον οργανισμό ενδιάμεσοι μεταβολίτες και ελεύθερες ρίζες, τις 

οποίες αδρανοποιούν ένζυμα της μεταβολικής φάσης ΙΙ του οργανισμού. Τα ένζυμα αυτά 

πραγματοποιούν αντιδράσεις σύζευξης των μεταβολιτών με συστατικά όπως η κυστεΐνη, η 

γλυκίνη ή η γλουταθειόνη, με σκοπό την μετατροπή τους σε αβλαβή προϊόντα. Στη φάση 

αυτή συμμετέχουν ένζυμα όπως η S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης (Glutathione S-

Transferase, GST), η UDP γλυκουρονοσυλοτρανσφεράση (UDP-glucuronosyltransferase, 

UGT), η NAD(P)H αφυδρογονάση της κινόνης (NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1, NGO1) 

κ.α. Και τέλος, τα ένζυμα τα φάσης ΙΙΙ, τα οποία αναλαμβάνουν την εκροή των ξενοβιοτικών 

όπως για παράδειγμα οι πρωτεΐνες που ευθύνεται για την αντίσταση σε πολλαπλά φάρμακα 

(Multidrug Resistance-Associated Proteins, MDR) και η πρωτεΐνη αντίστασης στην ανάπτυξη 

καρκίνου του μαστού (Βreast Cancer Resistant Protein, BCRP).134,136,139 

H NRF2-KEAP1 οδός ευθύνεται για την έκφραση μιας σειράς γονιδίων τα αποτελούν το 

ενδογενές αντιοξειδωτικό σύστημα του οργανισμού. Ορισμένα από αυτά είναι τα GCLC, 

GCLM και GSS, που απαρτίζουν το μονοπάτι σύνθεσης της γλουταθειόνης, αλλά και  

πρωτεΐνες που χρησιμοποιούν ως υπόστρωμα την γλουταθειόνη για την εξάλειψη των ROS 

(S-τρανσφεράσες της γλουταθειόνης). Ακόμα, ένζυμα-στόχοι του συγκεκριμένου μονοπατιού 

είναι η υπεροξειδική δισμουτάση 1 (SOD1), η οξυγενάση της αίμης (OH), η καταλάση (CAT), 

η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) και η αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR).144,145 

Λόγω της αντιοξειδωτικής δράσης του μονοπατιού και της προστασίας που προσφέρει έναντι 

στις βλάβες που προκαλούνται από το οξειδωτικό στρες, θα μπορούσε να λειτουργήσει ως 

θεραπευτικός παράγοντας για πληθώρα ασθενειών-σχετιζόμενων με το οξειδωτικό στρες, 

όπως είναι για παράδειγμα οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες, το εγκεφαλικό, ο διαβήτης, στα 

καρδιαγγειακά και άλλα νοσήματα. Στον καρκίνο η εμπλοκή του συστήματος NRF2-KEAP1 

είναι πιο πολύπλοκη. Πολυάριθμες μελέτες έχουν αποδείξει πως η οδός που επάγεται από 

τον NRF2 δρα προστατεύοντας τα φυσιολογικά κύτταρα από το οξειδωτικό στρες και την 

χρόνια φλεγμονή, που μπορεί να οδηγήσει σε ογκογένεση. Ταυτόχρονα, όμως η ιδιοστατική 

ενεργοποίηση του NRF2 που παρατηρείται σε ορισμένους τύπους καρκίνου έχει ως 
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αποτέλεσμα την εξέλιξη του όγκου μέσω της αποφυγής της απόπτωσης, του μεταβολικού 

επαναπρογραμματισμού του κυττάρου και της αυτό-ανανέωσης των καρκινικών 

βλαστοκυττάρων.146,147 

 

Το οξειδωτικό στρες επηρεάζει τις μεταβολικές οδούς του κυττάρου 
 

Η διατάραξη της οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης του κυττάρου μπορεί να προκαλέσει μια 

σειρά αλλαγών στις μεταβολικές οδούς του κυττάρου, οδηγώντας σε μεταβολικό 

επαναπρογραμματισμό. Αυτό έχει ως σκοπό, τα κατεστραμμένα κυτταρικά συστατικά που 

οφείλονται στο οξειδωτικό στρες, να αντικατασταθούν από νέα. Συγκεκριμένα, σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες, έκθεση του κυττάρου σε υψηλή συγκέντρωση H2O2 οδηγεί σε αυξημένη 

οξείδωση της αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (Glyceraldehyde-3-

Phosphate Dehydrogenase, GAPDH), γεγονός που οδηγεί στην ενίσχυση της παραγωγής 

NADPH μέσω της οδού της φωσφορικής πεντόζης (Pentose Phosphate Pathway, PPP). Το 

NADPH, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως παίζει βασικό ρόλο στην αντιοξειδωτική άμυνα 

του οργανισμού. Η μείωση που προκαλείται ενδοκυτταρικά στο NADPH μέσω της 

κατανάλωσής του από τα αντιοξειδωτικά ένζυμα οδηγεί σε αύξηση της  λειτουργίας της 

αφυδρογονάσης της 6 φωσφορικής γλυκόζης (Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase, G6PD), 

με σκοπό την αποκατάσταση των επιπέδων του. Ακόμα, ακολουθεί συσσώρευση των 

ενδιαμέσων της γλυκόλυσης, συστατικά τα οποία συμμετέχουν και σε άλλες μεταβολικές 

διεργασίες, με σκοπό την παραγωγή ενέργειας και δομικών συστατικών για το κύτταρο. Ο 

κύκλος του TCA, η μιτοχονδριακή αναπνευστική αλυσίδα και η οξείδωση των β-λιπαρών 

οξέων είναι διαδικασίες που επηρεάζονται από τις οξειδωτικές συνθήκες, καθώς ένζυμα που 

συμμετέχουν στις παραπάνω διεργασίες υφίστανται αναστρέψιμες οξειδωτικές 

τροποποιήσεις,  όπως είναι η S-γλουταθεινυλίωση των πρωτεϊνών αυτών. Η αλλοίωση αυτή 

τα προστατεύει μεν από τις μόνιμες βλάβες των ελεύθερων ριζών, αλλά μειώνει παράλληλα 

τα επίπεδα ROS, περιορίζοντας τη λειτουργία της μιτοχονδριακής αναπνευστικής 

αλυσίδας.148 

 

Η οδός NRF2-KEAP1 και ο μεταβολικός επαναπρογραμματισμός του κυττάρου 
 

Η ενεργοποίηση της μεταγραφικής δραστηριότητας του NRF2 επηρεάζει αρνητικά ή θετικά 

πολλές σηματοδοτικές μεταβολικές οδούς, με σκοπό την αντιοξειδωτική προστασία του 

κυττάρου. Ο μεταβολικός επαναπρογραμματισμός, που ακολουθεί την ενεργοποίηση του 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 16:59:38 EEST - 18.227.190.10



39 
 

NRF2, πραγματοποιείται με την μεταγραφή γονιδίων στόχων του μεταγραφικού παράγοντα 

που εμπλέκονται στην γλυκόλυση, στην οδό της φωσφορικής πεντόζης, στον μεταβολισμό 

της γλουταθειόνης και της γλουταμίνης και στον μεταβολισμό των λιπαρών οξέων. Στην 

γλυκόλυση, η μεταγραφική δραστηριότητα του NRF2 δρα ενισχυτικά επάγοντας την έκφραση 

του μεταφορέα γλυκόζης 1 στα κύτταρα, μαζί με την έκφραση ενζύμων που συμμετέχουν στο 

γλυκολυτικό μονοπάτι, όπως για παράδειγμα των εξοκινασών 1 και 2 (Ηexokinase 1/2, 

HK1/2), της 6-φωσφοφρουκτο-2-κινάσης  (6-phosphofructo-2-kinase, PFK2) και άλλων 

ενζυμικών ενδιαμέσων της οδού. Σκοπός της αύξησης είναι η συσσώρευση ενδιάμεσων 

μεταβολιτών, οι οποίοι θα χρησιμεύσουν σε πολλές αναβολικές διαδικασίες του κυττάρου. 

Ταυτόχρονα ο NRF2 δρα ανασταλτικά στην γλυκονεογένεση καταστέλλοντας την 6-

φωσφορική γλυκόζη (Glucose-6-Phosphatase, G6PC) και άλλων κατάντη συστατικών της 

οδού, ενώ λειτουργεί θετικά στην σύνθεση γλυκογόνου και στη μετατροπή της G6PC σε 1 

φωσφορική γλυκόζη (Glucose-1-phosphatase, G1PC), μέσω επαγωγή της έκφρασης 

αντίστοιχων γονιδίων. Ο NRF2 λειτουργεί ενισχυτικά και για ένζυμα που εμπλέκονται στην 

οδό της φωσφορικής πεντόζης, όπως για παράδειγμα η αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής 

γλυκόζης και  η φωσφογλυκονική αφυδρογονάση. Η αυξημένη έκφραση της οδού οδηγεί σε 

αυξημένη παραγωγή NADPH, ενός αναγωγικού παράγοντα που συμμετέχει σε αντιδράσεις 

αναβολισμού νουκλεοτιδίων και λιπιδίων του κυττάρου. Τα τελικά προϊόντα της οδού της 

φωσφορικής πεντόζης θα χρησιμοποιηθούν για τη σύνθεση νουκλεοτιδίων καθώς και 

αρωματικών δακτυλίων για τα αμινοξέα. Ακόμα, η ρύθμιση της έκφρασης ενζύμων-

συστατικών της οδού PPP , καθώς και ενζύμων για την αναπλήρωση συστατικών του TCA 

κύκλου θα δράσουν θετικά στην παραγωγή νουκλεοτιδίων και αμινοξικών καταλοίπων. Ο 

NRF2 προάγει την μεταγραφή μιας σειράς γονιδίων που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των 

φωσφολιπιδίων/τριγλυκεριδίων, την οξείδωση των β λιπαρών οξέων και την μεταφορά/ 

πρόσληψη λιπιδίων ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και συμμετέχει στη βιοσύνθεση και στον 

καταβολισμό της αίμης, ενός μορίου που παίζει κεντρικό ρόλο σε πολλές οξειδοαναγωγικές 

αντιδράσεις του κυττάρου.139 

 

Ο ρόλος του NRF2 στο μεταβολισμό των λιπιδίων 
 

Ο μεταγραφικός παράγοντας NRF2 έχει τη δυνατότητα να ρυθμίζει αρνητικά τη βιοσύνθεση 

των λιπαρών οξέων στα κύτταρα. Σύμφωνα με μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε ποντίκια 

με ανεπάρκεια της πρωτεΐνης-καταστολέα Keap1 και σε ποντίκια στα οποία χορηγήθηκαν 

τριπεπτένια ως επαγωγείς του NRF2, η ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα οδήγησε 
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σε μειωμένη έκφραση τριών γονιδίων που εμπλέκονται στη σύνθεση των λιπαρών οξέων σε 

ηπατικά κύτταρα: της ATP-κιτρικής λυάσης (ATP-Citrate Lyase, ACLY), της συνθάσης λιπαρών 

οξέων (Fatty Acid Synthase,FAT)  και της στεαροϋλο-CoA δεσατουράσης-1 (stearoyl CoA 

desaturase, SCD-1).149 Η ACLY συμμετέχει στο πρώτο βήμα της σύνθεσης λιπαρών οξέων και 

χοληστερόλης. Δρα στο κυτταρόπλασμα και σε συνθήκες αφθονίας υδατανθράκων αξιοποιεί 

το κιτρικό που παράγεται από τον κύκλο του κιτρικού οξέος στα μιτοχόνδρια μετατρέποντάς 

το σε ακετυλο-CoA. Στη συνέχεια η οδός σύνθεσης των λιπαρών οξέων περιλαμβάνει την 

μετατροπή του ακετυλο-CoA σε μηλονυλο-CoA. Μετά την πραγματοποίηση μια σειράς 

βιοχημικών αντιδράσεων εφτά μόρια μηλονυλο-CoA και ένα μόριο ακετυλο-CoA συνθέτουν 

το παλμιτικό οξύ (κορεσμένο λιπαρό οξύ μακράς αλυσίδας), με τη μεσολάβηση του ενζύμου 

της συνθάσης των λιπαρών οξέων. 150 Τέλος, ένζυμο της στεαροϋλο-CoA δεσατουράσης-1 

καταλύει την μετατροπή των κορεσμένων λιπαρών οξέων σε μονοακόρεστα λιπαρά οξέα 

(Monounsaturated Fatty Acids, MUFAs)151 Σε υποστήριξη των παραπάνω, σε μελέτη που 

πραγματοποιήθηκε σε ποντίκια με αποσιώπηση του μεταγραφικού παράγοντα NRF2, 

παρατηρήθηκε λιπιδική συσσώρευση στο ήπαρ, κυρίως σε μοντέλα ποντικιών που έπασχαν 

από μη αλκοολική στεατοηπατίτιδα. Αντίθετα, η διαδικασία μιτοχονδριακής οξείδωσης 

λιπαρών οξέων υποστηρίζεται από την ενεργοποίηση του NRF2, όπως υποδεικνύουν 

πειράματα που πραγματοποιήθηκαν σε απομονωμένα μιτοχόνδρια, σε ιστούς και σε 

ποντικίσιους εμβρυονικούς ινοβλάστες (Mouse Embryonic Fibroblasts, MEFs). Παρόλο που η 

συσχέτιση του NRF2 με τον μεταβολισμό των λιπαρών οξέων δεν έχει διαλευκανθεί  πλήρως, 

υπάρχει σημαντική συσχέτιση μεταξύ του μεταγραφικού παράγοντα και της οδού.  Μία 

πιθανή αιτιολογία για την μείωση της λιπιδικής σύνθεσης από την ενεργοποίηση της οδού 

NRF2-KEAP1, είναι η διατήρηση των επιπέδων του NADPH, ώστε να συμμετέχει στην 

αντιοξειδωτική άμυνα του κυττάρου. 152,153 

 

Συστατικά του κρασιού ως ρυθμιστές του συστήματος NRF2-KEAP1  
 

Τα τελευταία χρόνια υπάρχει έντονη ενασχόληση γύρω από τα φυσικά συστατικά για τη 

θεραπεία ασθενειών που επάγονται από το οξειδωτικό στρες, όπως για παράδειγμα οι 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Διάφορα φυσικά συστατικά τα οποία βρίσκονται στη 

διατροφή, στα συμπληρώματα αλλά και φυσικά συστατικά που προέρχονται από φυτά 

μπορούν να δράσουν ως ισχυρά αντιοξειδωτικά είτε μέσω της άμεσης εξουδετέρωσης των 

ελεύθερων ριζών, είτε επάγοντας την έκφραση κρίσιμων αντιοξειδωτικών ενζύμων μέσω του 

μονοπατιού NRF2-KEAP1. Τέτοιου είδους συστατικά συναντώνται στα μπαχαρικά, όπως για 
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παράδειγμα η κινναμαλδεΰδη της κανέλας, η κουρκουμίνη του κουρκουμά και το καρνοσικό 

οξύ του δεντρολίβανου, στα λαχανικά όπως η κερσετίνη του κόκκινου κρεμμυδιού, στα ποτά 

όπως η κερσετίνη του κρασιού, καθώς και σε πολλά ακόμα φυσικά προϊόντα.154 Αν και οι 

μηχανισμοί αλληλεπίδρασης των φυσικών συστατικών με το σύστημα NRF2-KEAP1 δεν έχουν 

διαλευκανθεί πλήρως μέχρι αυτή τη στιγμή, ωστόσο με τα τωρινά δεδομένα φαίνεται η 

ρύθμιση του συστήματος να οφείλεται στην χημική τροποποίηση της πρωτεΐνης KEAP1. Η 

KEAP1 ως αισθητήρας της οξειδωτικής κατάστασης του κυττάρου αλληλοεπιδρά με τα 

φυσικά συστατικά μέσω των κυστεϊνικών καταλοίπων της. Η αλληλοεπίδραση αυτή οδηγεί 

σε αλλαγή της στερεοδιαμόρφωσης της πρωτεΐνης και στην αδρανοποίηση της λειτουργίας 

της ως καταστολέα του NRF2.155 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, το κρασί είναι το προϊόν ζύμωσης του μούστου ή του 

χυμού που προέρχεται από σταφύλια. Ανήκει στην κατηγορία των αλκοολούχων ποτών 

καθώς περιέχει αιθανόλη σε ποσοστό που κυμαίνεται από 8-15%, περιέχει νερό σε ποσοστό 

80-90% και περιλαμβάνει ακόμα διοξείδιο του άνθρακα, σάκχαρα, πολυσακχαρίτες, 

γλυκερίνη, οξέα, ανώτερες αλκοοόλες και φαινολικά συστατικά. Οι πολυφαινόλες είναι το 

πιο άφθονο μη αλκοολούχο-συστατικό του κρασιού, στις οποίες έχουν αποδοθεί 

αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Οι φαινολικές ενώσεις βρίσκονται στο φυτό της αμπέλου, κυρίως 

στο σπόρο, στη φλούδα και στη σάρκα του, αλλά παράγονται και κατά τη διάρκεια της 

αλκοολικής ζύμωσης. Η ρεσβερατρόλη, μια πολυφαινόλη της αμπέλου που εξάγεται στο 

κρασί, φαίνεται να έχει τα σημαντικότερα θεραπευτικά αποτελέσματα σε σχέση με άλλα 

μέλη της ομάδας των φαινολικών σε περιπτώσεις νευροεκφυλιστικών ασθενειών, 

καρδιαγγειακών νοσημάτων και στην εγκεφαλική ισχαιμία. Η προστατευτική δράση που 

ασκεί απέναντι στο οξειδωτικό στρες, οφείλεται στην ενεργοποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα NRF2 που οδηγεί στην έκφραση κρίσιμων αντιοξειδωτικών γονιδίων. Επιπλέον 

αποτελέσματα μελετών έδειξαν πως πολυφαινολικά συστατικά του κρασιού όπως για 

παράδειγμα η κερσετίνη, η επικατεχίνη, η κατεχίνη, η πικεατανόλη, η σιλιβινίνη και η 

προκυανιδίνη Β2 ασκούν επίσης αντιοξειδωτική δράση στο κύτταρο μέσω της εξαρτώμενης 

από τον NRF2 παραγωγής SOD, GST, HO-1, GSH, NQO-1 και των μεταλλοθειονινών 1 και 2 

(ΜΤ-1/2).154,156 
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Στόχοι 
 

Η συγκεκριμένη ερευνητική μελέτη αξιοποιεί τις υπάρχουσες γνώσεις γύρω από τον τομέα 

της οξειδοαναγωγικής βιολογίας, των αντιοξειδωτικών και των φυτικών πολυφαινολών, με 

σκοπό την αξιολόγηση της επίδρασης τεσσάρων ελληνικών εμβληματικών οίνων στην 

αντιοξειδωτική άμυνα του κυττάρου. Συγκεκριμένα, εξετάζεται η έκφραση του μονοπατιού 

NRF2-KEAP1, εικοσιτέσσερις ώρες μετά την χορήγηση των εκχυλισμάτων σε ανθρώπινες 

καρκινικές κυτταρικές σειρές, ενός μονοπατιού που οδηγεί στην έκφραση κρίσιμων για τον 

οργανισμό αντιοξειδωτικών και αποτοξινωτικών γονιδίων. Τέλος, μελετάται η επίδραση των 

ποικιλιών στον βιοσύνθεση λιπαρών οξέων του κυττάρου, ενός μονοπατιού που φαίνεται να 

επηρεάζεται τόσο από το οξειδωτικό στρες, όσο και από  την ενεργοποίηση των 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών του κυττάρου. 

 

Υλικά και μέθοδοι 
 

Προετοιμασία εκχυλισμάτων οίνων  
 

Για την πραγματοποίηση της παρούσας μελέτης επιλέχθηκαν τέσσερις εμβληματικές 

ελληνικές ποικιλίες κρασιού, με χρονολογία παραγωγής το 2020. Οι δύο ερυθρές ποικιλίες 

είναι το Ξινόμαυρο και το Αγιωργίτικο και οι δύο λευκές είναι το Ασύρτικο και η Μαλαγουζιά. 

Η ζύμωση και η διήθηση όλων των ποικιλιών έλαβε χώρα σε ανοξείδωτα δοχεία inox, ενώ 

δεν ακολούθησε παλαίωση σε ξύλινα βαρέλια. Η μετατροπή των κρασιών σε σκόνη 

ακολούθησε ορισμένα στάδια, με πρωταρχικό αυτό της απομάκρυνσης της αιθανόλης στον 

περιστροφικό εξατμιστήρα (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) στους 40 °C, έως ότου 

να μειωθεί ο όγκος τους στο μισό. Έπειτα, πραγματοποιήθηκε η εκχύλιση των δειγμάτων σε 

πολυμερές ρητίνης (Amberlite® XAD-4, Supelco, Bellefonte, PA, USA) και η ανάκτηση των 

οίνων με ισοπροπανόλη (Fischer Scientific, Pittsburg, PA, USA). Τέλος, για την απομάκρυνση 

όλης της περίσσειας διαλύτη, τα δείγματα πέρασαν ξανά από τον περιστροφικό εξατμιστήρα 

και λυοφιλοποιήθηκαν, πριν αποθηκευτούν στους -20οC.  

 
 

Καλλιεργητικές συνθήκες 
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Η εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των ερυθρών και λευκών οίνων 

πραγματοποιήθηκε στην καρκινική κυτταρική σειρά ήπατος HepG2 και στην γαστρική 

καρκινική κυτταρική σειρά MKN45. Για τη συνολική διατήρηση και διαχείριση των 

κυτταρικών σειρών ακολουθήθηκαν άσηπτες διαδικασίες και τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε 

περιβαλλοντικές συνθήκες παρόμοιες με αυτές του ανθρώπινου οργανισμού: 37°C, 5% CO2 

και 95% υγρασία. Για την κυτταρική σειρά HepG2 χρησιμοποιήθηκε το καλλιεργητικό μέσο 

υψηλής περιεκτικότητας σε γλυκόζη DMEM High Glucose (11965-092; Gibco, MD, USA), ενώ 

η σειρά MKN45 καλλιεργήθηκε σε RPMI 1640 (11875-093; Gibco, MD, USA) καλλιεργητικό 

μέσο. Και τα δύο καλλιεργητικά μέσα εμπλουτίστηκαν με 10% αυξητικό παράγοντα εμβρύου 

βοός (Fetal Bovine Serum, FBS) και με 100 U/ml κοκτέιλ αντιβιοτικών 

πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης. 

 

Διαχείριση κυτταρικών σειρών  
 

Η αλλαγή καλλιεργητικού πραγματοποιούνταν ανά 2 ημέρες, με σκοπό την απομάκρυνση 

των μεταβολικών προϊόντων των κυττάρων από το καλλιεργητικό μέσο. Για την 

ανακαλλιέργεια των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της τρυψινοποίησης. Όταν τα 

κύτταρα ξεπερνούσαν σε πληρότητα το 70-80% της επιφάνειας της καλλιεργητικής φλάσκας 

Τ-75, το καλλιεργητικό απομακρυνόταν. Μετά από μια σύντομη πλύση με διάλυμα 

φωσφορικών αλάτων PSB, τα κύτταρα επωάζονταν για 3 λεπτά με 1ml διαλύματος τρυψίνης 

1x, ώστε να σπάσουν οι προσκολλητικοί δεσμοί μεταξύ κυττάρων και επιφάνειας φλάσκας. 

Ακολουθούσε η αδρανοποίηση του ενζύμου της τρυψίνης με την τετραπλάσια ποσότητα 

καλλιεργητικού και η επιθυμητή ποσότητα κυττάρων μεταφερόταν σε νέα φλάσκα, μαζί με 

την κατάλληλη ποσότητα καλλιεργητικού για τελικό όγκο 10 ml. Η διατήρηση των κυττάρων 

εκτός της περιόδου της πειραματικής διαδικασίας γινόταν μέσα σε υγρό άζωτο, εφόσον τα 

κύτταρα είχαν πρώτα διαλυθεί σε μέσο κρυοσυντήρησης (80% DMEM ή RPMI 1640, 10%FBS 

και 10% DMSO) και μεταφερθεί σε ειδικό φιαλίδιο cryovial . Η διαδικασία της κατάψυξης 

περιλάμβανε την αποκόλληση των κυττάρων από τη φλάσκα με τρυψινοποίηση, 

φυγοκέντριση 5 λεπτών στα 1200 rpm, την επαναδιαλυτοποίηση του κυτταρικού ιζήματος σε 

1 ml κρυοσυντηρικού και τέλος την διατήρησή του φιαλιδίου στους -80 oC για 2 ώρες πριν 

από τη μεταφορά του στο υγρό άζωτο. Αντίθετα, η διαδικασία της απόψυξης περιλάμβανε 

την αφαίρεση του cryovial από το υγρό άζωτο και την υγροποίηση του στο υδατόλουτρο για 

ένα λεπτό. Στη συνέχεια, το δείγμα μεταφερόταν σε φλάσκα T-25 μαζί με 5 ml 
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καλλιεργητικού. Την επόμενη μέρα, πραγματοποιούνταν αλλαγή καλλιεργητικού μέσου στα 

κύτταρα, ώστε να απομακρυνθεί όλη η ποσότητα του βλαπτικού για τα κύτταρα DMSO. 

 

Μέτρηση κυττάρων και επίστρωση σε 6-well plate 
 

Προκειμένου να γίνει η επίστρωση σε 6-well plate, τα κύτταρα αποκολλήθηκαν από την 

καλλιεργητική φλάσκα και μετρήθηκαν με την πλάκα Neubauer. Tο αιμοκυτταρόμετρο 

Neubauer είναι μια ειδική αντικειμενοφόρος πλάκα που χρησιμοποιείται τον υπολογισμό 

του αριθμού των στερεών συστατικών του αίματος όπως είναι τα λευκοκύτταρα, τα 

αιμοπετάλια και τα ερυθροκύτταρα. Ταυτόχρονα, η χρήση της επεκτείνεται και στην 

καταμέτρηση κυττάρων εναιωρήματος. Η ειδική διαμόρφωσή της περιλαμβάνει τη 

δημιουργία 2 σταυρών, καθένας από τους οποίους χωρίζει 4 τεταρτημόρια, τα οποία 

υποδιαιρούνται περεταίρω σε 16 τετράγωνα το κάθε τεταρτημόριο. Τα κύτταρα 

καταμετρώνται σε έναν από τους 2 σταυρούς. Για τον υπολογισμό της ποσότητας του 

εναιωρήματος που επιστρώθηκε σε 6-well plate, 10 μl κυτταρικού δείγματος τοποθετήθηκαν 

στο διάκενο που σχηματίζεται ανάμεσα στην αντικειμενοφόρο και την καλυπτρίδα και 

μετρήθηκε ο αριθμός των κυττάρων που βρίσκονται σε 1 ml εναιωρήματος με τη βοήθεια 

του οπτικού μικροσκοπίου σύμφωνα με τον εξής υπολογισμό: Ν (αριθμός των 

λεμφοκυττάρων και στα 4 τετράγωνα) / 4 (τετράγωνα) * 104 (όγκος 

αιματοκυτταρόμετρου). Έπειτα, συγκεκριμένη ποσότητα κυτταρικού εναιωρήματος που 

αντιστοιχεί σε 300.000 κύτταρα μεταφέρθηκε σε κάθε θέση του 6-well plate, μαζί με 

κατάλληλη ποσότητα καλλιεργητικού, ώστε ο τελικός όγκος κάθε θέσης του πιάτου να 

προσεγγίζει τα 2 ml. 

 

Χορήγηση των εκχυλισμάτων στα κύτταρα και απομόνωση ολικού κλάσματος 

πρωτεΐνης 

  
Για τον προσδιορισμό της πρωτεϊνικής έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων σε κύτταρα που 

έλαβαν τα εκχυλίσματα και σε κύτταρα που δεν δέχτηκαν καμία παρέμβαση, κύτταρα HepG2 

και ΜΚΝ45 επιστρώθηκαν σε 6-well plate και αφέθηκαν να αναπτυχθούν. Την επόμενη μέρα, 

πραγματοποιήθηκε η χορήγηση των 4 ποικιλιών στο καλλιεργητικό μέσο των κυττάρων σε 

συγκέντρωση 50 μg/ml, και έπειτα από το πέρας 24 ωρών, τα κύτταρα συλλέχθηκαν για 

απομόνωση ολικού κλάσματος πρωτεΐνης. Για της συνολικής πρωτεΐνης από τα κύτταρα 

control, δηλαδή αυτά στα οποία δεν χορηγήθηκε κρασί, και από τα κύτταρα τα οποία 
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αναπτύχθηκαν σε καλλιεργητικό με κάθε μία από τις 4 διαφορετικές ποικιλίες, αφαιρέθηκε 

το καλλιεργητικό μέσο από τις θέσεις του πιάτου και έπειτα από μια σύντομη πλύση με PBS, 

έγινε λύση των κυττάρων πάνω στην επιφάνεια του πιάτου με τη χρήση 300 μl κρύου 

διαλύματος λύσης RIPA (0.15M NaCl, 0.05M Tris-HCl, 0.1% w/v SDS, 1% Nonidet P-40, 

0,5%w/v Sodium deoxycholate). Στη συνέχεια, το κυτταρόλυμα συλλέχθηκε σε δοκιμαστικούς 

σωλήνες 1.5 ml (eppedorf) και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 13000 rpm για 5 λεπτά, ώστε 

να καθιζάνουν ως ίζημα τα κυτταρικά θραύσματα. Έπειτα, πραγματοποιήθηκε η μεταφορά 

του υπερκειμένου σε νέα eppedorf και η διατήρησή τους στους -80οC μέχρι την ημέρα του 

πειράματος. Όλη η διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε πάγο προκειμένου να παραμείνουν 

ακέραιες οι πρωτεΐνες ενδιαφέροντος κατά τη διάρκεια της λύσης και να μην καταστραφούν 

από ένζυμα του κυτταρολύματος, με πρωτεολυτικές ή άλλες δράσεις. 

    

Ποσοτικοποίηση της συνολικής πρωτεΐνης με τη μέθοδο Bradford 
 

Για τον υπολογισμό της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης στα δείγματα που συλλέχθηκαν 

χρησιμοποιήθηκε η τεχνική Bradford. H μέθοδος Bradford είναι μια γρήγορη 

φασματοσκοπική τεχνική προσδιορισμού της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης ενός διαλύματος 

με τη χρήση της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250. Στην ελεύθερη μορφή της, η 

χρωστική παρουσιάζει καφέ χρώμα, ενώ αν έρθει σε επαφή με τις πρωτεΐνες ενός 

διαλύματος κάτω από όξινες συνθήκες σχηματίζει σύμπλοκα με τις καρβοξυλικές ομάδες των 

αμινοξέων,  αποκτώντας τελικά μπλε χρώμα, με μέγιστη απορρόφηση στα 595 nm. Η 

μέτρηση των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με βάση την εξίσωση που προέκυψε από την 

κατασκευή μια πρότυπης καμπύλης. Για το σκοπό αυτό 4 mg αλβουμίνης ζυγίστηκαν και 

αραιώθηκαν σε διάλυμα RIPA, ώστε να δημιουργηθεί ένα εύρος 8 συγκεντρώσεων που 

κυμαίνονταν από 0.025 mg/ml μέχρι 0.4  mg/ml. Στη συνέχεια, 20 μl από τα δείγματα 

αραιωμένης αλβουμίνης αναμείχθηκαν με 1 ml διαλύματος Bradford μέσα σε eppedorf 1.5 

ml και ακολούθησε η μέτρηση της οπτικής απορρόφησης των δειγμάτων στα 595 nm, έπειτα 

από 20 λεπτά επώασης υπό σκοτάδι και σε θερμοκρασία δωματίου. Τα δείγματα γνωστών 

συγκεντρώσεων και οι οπτικές απορροφήσεις τους τοποθετήθηκαν σε άξονες xy όπου στον 

άξονα y βρίσκονταν οι οπτικές απορροφήσεις και στον άξονα x οι πρωτεϊνικές 

συγκεντρώσεις. Από την νεοσχηματισθείσα πρότυπη καμπύλη προέκυψε μια εξίσωση της 

μορφής y = αx +β, η οποία χρησιμοποιήθηκε για τον μετέπειτα υπολογισμό της 

συγκέντρωσης των δειγμάτων. Επαναλαμβάνοντας τη διαδικασία ανάμειξης με τη χρωστική 
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και μέτρησης για τα υπό μελέτη δείγματα, προσδιορίστηκαν οι οπτικές τους απορροφήσεις 

και υπολογίστηκαν οι συγκεντρώσεις για καθένα από αυτά. 

 

Ανοσοτύπωμα κατά Western  
 

Παρασκευή Διαλυμάτων 
 
Running Buffer 10x  

 Tris (0.25M) 
 Γλυκίνη (1.92M) 
 SDS (0.035M) 
 ddH2O 

 
Transfer Buffer 10x ( Η αραίωση από 10x σε 1x πραγματοποιείται με την προσθήκη 20% 
μεθανόλης) 

 Tris (0.25M) 
 Γλυκίνη (1.92M) 
 ddH2O 

 
5% Blocking Buffer 

 non fat dry milk (5%) 
 1x ΤBST 

 
TBST 10x (pH 7.6) 

 Tris (0.13M) 
 NaCl (1.49M) 
 Tween 20 διαλυμένο σε ddH2O (2% v/v) 

 
Laemmli buffer(pH 6.8) 

 Tris (100mM) 
 glycerol (20%) 
 β-mercaptoethanol (2% v/v) 
 SDS (2% v/v) 
 BromophenolBlue (0.001% v/v) 
 ddH2O 

 

Developer  
 Αντιδραστήριο Α (27.6% v/v) 
 Αντιδραστήριο Β (2.9% v/v) 
 Αντιδραστήριο C (2.5% v/v) 
 dH2O 

 
Fixer 

 Αντιδραστήριο Α (26.3% v/v) 
 Αντιδραστήριο Β (4.21% v/v) 
 dH2O 
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Για την μελέτη της πρωτεϊνικής έκφρασης των γονιδίων ενδιαφέροντος σε κύτταρα control 

και σε κύτταρα που έλαβαν τα εκχυλίσματα οίνων, χρησιμοποιήθηκε η τεχνική 

ανοσοτυπώματος κατά  Western. Πρόκειται για μια ημιποσοτική μέθοδο πολλών βημάτων. 

Η ανάλυση των διαφορών έκφρασης συγκεκριμένων πρωτεϊνών στηρίζεται στη  χρήση 

κατάλληλων γονιδίων αναφοράς (housekeeping genes), δηλαδή γονιδίων που εκφράζονται 

σε παρόμοια επίπεδα σε όλες τις κυτταρικές σειρές και τα επίπεδα τους μένουν ανεπηρέαστα 

από παρεμβάσεις που δέχονται τα κύτταρα. Η τεχνική περιλαμβάνει τον ηλεκτροφορητικό 

διαχωρισμό των πρωτεϊνών με βάση το μοριακό τους βάρος πάνω σε τζελ πολυακριλαμίδης, 

τη μεταφορά τους σε στερεό υπόστρωμα, την υβριδοποίηση των πρωτεϊνών ενδιαφέροντος 

με τη χρήση αντισωμάτων και τέλος την οπτικοποίηση των πρωτεΐνών υπό μορφή μπαντών 

πάνω σε φιλμ. 

 

Προετοιμασία δειγμάτων 

Τα δείγματα ολικής πρωτεΐνης που συλλέχθηκαν προετοιμάστηκαν κατάλληλα προκειμένου 

να ηλεκτροφορηθούν. Κατά την διαδικασία αυτή, κατάλληλη ποσότητα πρωτεϊνικού 

εκχυλίσματος από κάθε δείγμα, ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 30 μg, αναμείχθηκε με 

ρυθμιστικό διάλυμα (loading buffer). Το ρυθμιστικό διάλυμα είναι ένα μίγμα αποτελούμενο 

από τους αποδιατακτικούς παράγοντες β-μερκαπτοαιθανόλη και SDS, τον ρυθμιστή του 

ιξώδους των πρωτεϊνών γλυκίνη, την χρωστική παρατήρησης των πρωτεϊνών Bromophenol 

Blue και τον ρυθμιστή του pH Tris . To SDS, εκτός από την ιδιότητα ως απορρυπαντικό, 

φορτίζει αρνητικά τις πρωτεΐνες ώστε αυτές διαχωριστούν μόνο βάσει του μοριακού τους 

βάρους, υπό την επίδραση του ηλεκτρικού πεδίου. Η ανάμειξη των δειγμάτων με το loading 

buffer πραγματοποιήθηκε σε αναλογία 4:1 και τα ομογενοποιήματα θερμάνθηκαν στους 95 

οC ώστε να ολοκληρωθεί η διαδικασία της αποδιάταξής τους. 

 

Κατασκευή πηκτής πολυακριλαμίδης 

Για τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε μια πηκτή πολυακρυλαμίδης, ένα 

πολυμερές που σχηματίζει ένα τρισδιάστατο δίκτυο πόρων αποτελούμενο από τα μονομερή 

ακρυλαμίδη και bis-ακρυλαμίδη. Το τζελ στερεοποιείται έπειτα από την ταυτόχρονη 

προσθήκη των 2 πηκτικών παραγόντων: του υπερθειϊκού αμμωνίου (Ammonium persulfate, 

APS) και του TEMED (Τetramethylethylenediamine). Αποτελείται από 2 μέρη διαφορετικής 

συγκέντρωσης του πολυμερούς και διαφορετικού pH τα οποία συντελούν στον 

αποτελεσματικό διαχωρισμό των πρωτεϊνών. Το πήκτωμα επιστοιβάξεως (stacking gel) είναι 
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αυτό το οποίο θα διασχίσουν πρώτο οι πρωτεΐνες και αποτελείται από μεγαλύτερους πόρους 

που διευκολύνουν την μετακίνηση όλων των πρωτεϊνών ανεξαρτήτως μεγέθους, ώστε να 

φθάσουν ταυτόχρονα στο τέλος του stacking τζελ και το πήκτωμα διαχωρισμό (separating 

gel) που αποτελείται από μικρότερους πόρους και επιτρέπει τη μετακίνηση πρωτεϊνών 

διαφορετικού μεγέθους με διαφορετική ταχύτητα, ώστε να επιτευχθεί ο διαχωρισμό τους. 

Ανάμεσα στα τζελ διαφορετικών συγκεντρώσεων που χρησιμοποιούνται για την 

ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών αυτό που διαφοροποιείται είναι η συγκέντρωση του τζελ 

διαχωρισμού ενώ το τζελ επιστοιβάξεως παραμένει σε συγκέντρωση 6%. Η πηκτή 

σχηματίζεται ανάμεσα σε 2 υποστηρικτικές γυάλινες πλάκες. Τα υλικά που 

χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή του τζελ πολυακριλαμίδης (8%) παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 1. 

 

8% Separating gel 6% Stacking gel 
ddH2O 4.6 ml ddH2O 3 ml 
Acryl-Bis mix 2.7 ml Acryl-Bis mix 0.65 ml 
Tris 1.5Μ  pH 8.8 2.5 ml Tris 0.5M pH 6.8 1.25 ml 
SDS 10% 0.1 ml SDS 10% 0.05 ml 
APS 0.1 ml APS 0.05 ml 
TEMED 0.006 ml TEMED 0.005 ml 

Πίνακας 1. Ποσότητα αντιδραστηρίων για την κατασκευή ενός τζελ πολυακριλαμίδης 8% 

 

Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 

Η ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαμίδης παρουσία του δωδεκυλο-θειικού νατρίου (Sodium 

Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) χρησιμοποιείται για ποιοτική 

και ποσοτική ανάλυση των πρωτεϊνών. Η διαδικασία πραγματοποιείται μέσα σε ένα κλειστό 

κύκλωμα όπου οι αρνητικά φορτισμένες πρωτεΐνες μετακινούνται πάνω στην πηκτή με βάση 

το ΜΒ τους, υπό συγκεκριμένες συνθήκες ηλεκτρικής ισχύος, θερμοκρασίας και pH. Στο 

πειραματικό πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε, 30 μg συνολικής πρωτεΐνης από κάθε δείγμα 

φορτώθηκαν στα νεοσχηματισμένα πηγάδια του τζελ πολυακριλαμίδης σε συγκεκριμένη 

σειρά. Σε ένα από τα πηγαδάκια του τζελ φορτώθηκαν και 5 μl από τον μάρτυρα (ladder), 

δηλαδή ενός μίγματος από σημασμένες με χρωστικές πρωτεΐνες διαφορετικού και γνωστού 

μοριακού βάρους, οι οποίες διευκολύνουν την παρακολούθηση της πορείας και του 

διαχωρισμού των πρωτεϊνών πάνω στη πηκτή. Εφόσον στήθηκε η συσκευή ηλεκτροφόρησης 

και προστέθηκε το ρυθμιστικό διάλυμα της ηλεκτρόφορησης (1X Running Buffer) μέχρι την 

ένδειξη της συσκευής, τα δείγματα αφέθηκαν να «τρέξουν» πάνω στο τζελ για 2 περίπου 

ώρες. Η τάση που ασκήθηκε ήταν 60 V, μέχρι οι πρωτεΐνες να ευθυγραμμιστούν στη γραμμή 
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που ενώνει τα τζελ επιστοιβάξεως και διαχωρισμού και στη συνέχεια η τάση ανέβηκε στα 90 

V, έως ότου οι σημασμένες πρωτεΐνες του μάρτυρα να διαχωριστούν επαρκώς. 

 

Μεταφορά σε μεμβράνη 

Όταν ολοκληρώθηκε η ηλεκτροφορητική διαδικασία το τζελ πολυακριλαμίδης, με τις 

διαχωρισμένες πλέον πρωτεΐνες, αποσπάστηκε από την συσκευή ηλεκτροφόρησης και οι 

πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη PVDF, ακολουθώντας τη ροή ενός ρυθμιστικού 

διαλύτη με την εφαρμογή διαφοράς δυναμικού. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε μέσα σε 

μία κασέτα μεταφοράς. Εκατέρωθεν της μεμβράνης και του τζελ τοποθετήθηκαν πορώδη 

επιθέματα και τα διηθητικά χαρτιά Wattman, τα οποία διευκόλυναν την ροή του διαλύματος 

μεταφοράς (Transfer Buffer) μέσα στην κασέτα και στη μέση της δομής η μεμβράνη PVDF και 

το τζελ με τις πρωτεΐνες. Πριν την κατασκευή της κασέτας, όλα τα παραπάνω υλικά 

εμβαμπτίστηκαν στο διάλυμα μεταφοράς και η υδρόφοβη μεμβράνη ενεργοποίησε τις 

θέσεις πρόσδεσης των πρωτεϊνών, καθώς ενυδατώθηκε για 1’ σε μεθανόλη. Εφόσον 

απομακρύνθηκε κάθε φυσαλίδα στην περιοχή ανάμεσα στο τζελ και στη μεμβράνη που θα 

εμπόδιζε τη μεταφορά, η κασέτα σφραγίστηκε, τοποθετήθηκε στη συσκευή  μεταφοράς και 

εφαρμόστηκε σταθερή τάση 30 V ολονυκτίως για να πραγματοποιηθεί η μεταφορά των 

πρωτεϊνών. 

 

Ανοσοανίχνευση στη μεμβράνη 

Μετά το πέρας της διαδικασίας μεταφοράς, η μεμβράνη αφαιρέθηκε από την κασέτα και 

επωάστηκε για 1 ώρα σε διάλυμα 5x μη λιπαρού ξηρού γάλακτος (non fat dry milk), ώστε να 

δεσμευτούν οι μη ειδικές θέσεις της μεμβράνης με τα μόρια του γάλακτος. Έπειτα, η 

μεμβράνη ξεπλύθηκε από την περίσσεια του γάλακτος με μια σύντομη πλύση με TBST και 

επωάστηκε ολονύκτια στους 4οC με πρωτογενές αντίσωμα ειδικό για την πρωτεΐνη 

ενδιαφέροντος. Τα πρωτογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το  αντίσωμα για γ-

GCLc (Rabbit polyclonal IgG, #H2905, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), το αντίσωμα για την 

ACLY (Rabbit monoclonal, #ab40793, Abcam, 1:2000) και το αντίσωμα για το γονίδιο 

αναφοράς GAPDH (Mouse monoclonal HRP conjugate, #G9295, Thermo Scientific, 1:2000). Η 

δέσμευση του πρωτογενούς αντισώματος είναι αντιγο-ειδική, καθώς προσδένεται σε 

επιτόπους της πρωτεΐνης-στόχου. Την ολονύκτια επώαση ακολούθησαν 3 πλύσεις των 5 

λεπτών με TBST και στη συνέχεια η μεμβράνη υβριδοποιήθηκε με το δευτερογενές αντίσωμα 

για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. To δευτερογενές αντίσωμα έχει την ικανότητα να 
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αναγνωρίζει και να συνδέεται με μη ειδικό τρόπο με το Fc τμήμα του πρωτογενούς 

αντισώματος. Ταυτόχρονα είναι συζευγμένο με το ένζυμο σήμανσης HRP (Horseradish 

Peroxidase), το οποίο αλληλοεπιδρώντας με το υπόστρωμά του προκαλεί αντιδράσεις 

χημειοφωταύγειας και  επιτρέπει την ανίχνευση της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος στο φιλμ. Για 

τις ανάγκες του συγκεκριμένου πρωτοκόλλου χρησιμοποιήθηκε το δευτερογενές αντίσωμα 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP conjugate (#31462, Thermo Scientific, 1:2000). 

 

Εμφάνιση  

Το τελικό βήμα της διαδικασίας Western Blot περιλαμβάνει την εμφάνιση του σήματος της 

πρωτεΐνης ενδιαφέροντος πάνω σε μπλε φιλμ ακτίνων Χ (Fuji Medical Film, X-ray Film, Jurus 

RX-N, Fujifilm Corporation, Minato-Ku, Tokyo, Japan). Για το σκοπό αυτό οι μεμβράνες 

ξεπλύθηκαν από την περίσσεια του δευτερογενούς αντισώματος με 3 πλύσεις των 5 λεπτών 

με TBST και έπειτα διατηρήθηκαν στο μίγμα ανίχνευσης ECL (Enhanced ChemiLuminescence)  

για 5’ προκειμένου να αντιδράσει το ένζυμο HRP με το υπόστρωμα του. Το μίγμα ανίχνευσης 

(ECL 170-5060; BIO-RAD, United States) παρασκευάστηκε με τη χρήση 2 αντιδραστηρίων του 

κιτ σε ίση αναλογία, του υποστρώματος του HRP (Clarity Western Peroxide Reagent) και του 

ενισχυτή σήματος της αντίδρασης (Clarity Western Luminol/Enhancer Reagent). Μετά το 

πέρας των 5’ επώασης με το διάλυμα ECL, η μεμβράνη τοποθετήθηκε στην κασέτα 

εμφάνισης, μαζί με ένα ειδικό φιλμ που εφαρμόστηκε πάνω στη μεμβράνη  και η κασέτα 

σφραγίστηκε για τον προβλεπόμενο χρόνο έκθεσης. Η διαδικασία έλαβε χώρα σε σκοτεινό 

θάλαμο και με τη χρήση ειδικής κασέτας που προστατεύει την έκθεση του φιλμ σε φως. Για 

να πραγματοποιηθεί η οπτικοποίηση του αποτελέσματος το φιλμ επωάστηκε υπό ανάδευση 

στα εξής διαλύματα για 10’’ στο καθένα: διάλυμα εμφάνισης (Developer solution) - dH2O - 

μονιμοποιητής (Fixer solution) - dH2O. Τα αντιδραστήρια για την παρασκευή των διαλυμάτων 

Developer και Fixer αγοράστηκαν από την εταιρεία Fujifilm Corporation. Τέλος, 

πραγματοποιήθηκε λήψη φωτογραφιών πάνω σε φωτεινή εστία. 

 

Χορήγηση των οίνων στα κύτταρα και απομόνωση ολικού RNA  
 

Για την μεταγραφική ανάλυση των επιπέδων έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων με την 

τεχνική RT-PCR πραγματοποιήθηκε απομόνωση ολικού RNA με το PureLink™ RNA Mini Kit 

(12183018A; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) από κύτταρα 

Control και κύτταρα που έλαβαν τα εκχυλίσματα κρασιών σε συγκέντρωση 50 μg/ml έπειτα 
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από 24 ώρες επώασης. Το συνολικό RNA των κυττάρων απομονώθηκε από κύτταρα που είχαν 

προηγουμένως επιστρωθεί σε 6 well plate και για την λύση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκαν 

300 μl από το διάλυμα λύσης του κιτ, εμπλουτισμένα με 1% β-μερκαπτοαιθανόλη. Η 

διαδικασία απομόνωσης με κολώνες πραγματοποιήθηκε στον πάγο, σύμφωνα με τις οδηγίες 

του κιτ και το ολικό RNA αποθηκεύτηκε στους -80οC, μέσα σε νερό ελεύθερο από ένζυμα 

αποικοδόμησης του RNA.  

 

Ποσοτικοποίηση του συνολικού RNA των δειγμάτων 
 

Για τη μέτρηση της συγκέντρωσης του ολικού RNA που απομονώθηκε από τα δείγματα 

χρησιμοποιήθηκε τo φασματοφωτόμετρο NanoDrop της Thermo Scientific. Ταυτόχρονα 

αξιολογήθηκε η καθαρότητα του RNA με τον υπολογισμό του OD260/280, ώστε να 

διαπιστωθεί η έλλειψη πρωτεϊνικής επιμόλυνσης. Η συγκέντρωση μετρήθηκε σε ng/μl και 

στη συνέχεια υπολογίστηκε ο όγκος που απαιτείται από κάθε δείγμα, ώστε η τελική 

ποσότητα του RNA να είναι 1μg RNA για την κατασκευή του cDNA. 

 

Πέψη με DNAase 
 

Προκειμένου να απομακρυνθούν τα υπολείμματα DNA που επηρεάζουν την καθαρότητα των 

δειγμάτων RNA, απαραίτητο προεκτελεστικό στάδιο πριν τη σύνθεση του cDNA είναι η πέψη 

με την ενδονουκλεάση DNase I. Για τις ανάγκες του συγκεκριμένου πειράματος 

χρησιμοποιήθηκε το RQ1 RNase-Free DNase κιτ (M6101; Promega Corporation, Madison, WI, 

USA). Εφόσον υπολογίστηκαν στα δείγματα τα μl που απαιτούνται για 1 μg ολικού RNA, 

προστέθηκε κατάλληλος όγκος ddH2O ώστε τα δείγματα να έχουν τελικό όγκο 8 μl. Στη 

συνέχεια προετοιμάστηκε το μίγμα της αντίδρασης πέψης (Mastermix), αποτελούμενο από 

ίση ποσότητα του ενζύμου της DNAase (RQ1 RNase-Free Dnase 1 x 1000U) και του 

διαλύματος της αντίδρασης (RQ1 DNase 10X Reaction Buffer 1 x 1mL). Η ποσότητα που 

προστέθηκε από το mastermix της αντίδρασης στα δείγματα ήταν 2 μl. Ακολούθησε επώαση 

30’ στους 37οC και στη συνέχεια προστέθηκε 1 μl από διάλυμα απενεργοποίησης της DNase 

(RQ1 DNase Stop Solution 1 x 1mL), ώστε να τερματιστεί η αντίδραση πέψης. Όλη η 

διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε πάγο. 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 16:59:38 EEST - 18.227.190.10



52 
 

Σύνθεση cDNA 
 

Το ολικό RNA μετατράπηκε σε cDNA με τη διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής. Όλα τα 

αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην κατασκευή του cDNA αγοράστηκαν από την 

εταιρεία Invitrogen της Thermo Fisher Scientific. Αρχικά παρασκευάστηκε ένα διάλυμα για 

όλες τις αντιδράσεις, το οποίο περιείχε τυχαία εξαμερή (Random Primers, #48190-011) και 

μείγμα dNTP. Το μείγμα dNTP παρασκευάστηκε σε αναλογία 1:1:1:1 από το σετ 

αντιδραστηρίων των 4 νουκλεοτιδίων (dNTP Set 100 mM Solutions). Εφόσον το διάλυμα 

προστέθηκε στα δείγματα RNA, ακολούθησε επώαση στους 65οC για 5 λεπτά. Στη συνέχεια, 

παρασκευάστηκε και προστέθηκε στα δείγματα μείγμα αποτελούμενο από το 5x First Strand 

Buffer [250mM Tris-HCl (pH 8.3), 375mM KCl, 15mM MgCl2] και το διάλυμα (DDT 

Dithiothreitol) και αντίστοιχα ακολούθησε επώαση για 2’ στους 42 οC. Τέλος, προστέθηκε το 

ένζυμο της αντίστροφης μεταγραφάσης (SuperScript™ II Reverse Transcriptase) και τα 

δείγματα αφέθηκαν στους 42 οC για 50’ ώστε να δράσει το ένζυμο και να κατασκευαστεί το 

ολικό cDNA και έπειτα διατηρήθηκαν για 15’ στους 70 οC ώστε να πραγματοποιηθεί 

απενεργοποίηση του ενζύμου. Τα αντιδραστήρια 5x First Strand Buffer, SuperScript™ II 

Reverse Transcriptase και DDT που χρησιμοποιήθηκαν περιλαμβάνονται στο SuperScript™ II 

Reverse Transcriptase κιτ (#18064-014) της Invitrogen. Μετά την τελευταία επώαση σε κάθε 

δείγμα προστέθηκαν 40 μl ddH2O (τελική συγκέντρωση όλων των δειγμάτων 17 ng/μl). Η 

διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε πάγο και το νεοσυντιθέμενο cDNA φυλάχθηκε στους -20 

οC. Στον Πίνακα 2 παρουσιάζονται οι ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν για την 

πραγματοποίηση μίας αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής. 

 

Αντιδραστήρια Ποσότητα (μl)  
Random Primers 1 
dNTP mix (25 mM to καθένα) 1 
5x First Strand Buffer 4 
0.1 M DTT 2 
SuperScript™ II Reverse Transcriptase (200 
units) 

1 

total RNA * 
RNase Free dH2O ** 

Πίνακας 2.Τελικοί όγκοι και συγκεντρώσεις για μια αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής σύμφωνα με τις 
οδηγίες του κιτ *Κατάλληλη ποσότητα RNA ώστε η τελική συγκέντρωση του να είναι 1 μg ** Ποσότητα RNase 
Free dH2O για κάθε αντίδραση. Υπολογίστηκε για κάθε δείγμα με βάση τον τύπο VdH2O=8μl-VRNA 
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Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (RT-qPCR) 
 

Μετά το προκαταρτικό βήμα της κατασκευής του cDNA, ακολούθησε η μεταγραφική 

ανάλυση συγκεκριμένων γονιδίων με τη ποσοτική μέθοδο RT-PCR. Για την πραγματοποίηση 

της αντίδρασης προετοιμάστηκε μίγμα για κάθε γονίδιο το οποίο περιείχε τους forward και 

reverse εκκινητές του υπό μελέτη γονιδίου, ddH2O και το μίγμα που περιέχει τη φθορίζουσα 

χρωστική SYBR® Green I (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix; A25742; Applied 

Biosystems™). Οι εκκινητές για τα γονίδια  NFE2L2, GCLC και GAPDH χρησιμοποιήθηκαν σε 

τελική συγκέντρωση 0.25 μΜ, σε αντίθεση με το γονίδιο της ACLY που χρησιμοποιήθηκε σε 

τελική συγκέντρωση 0.12 μΜ.  Οι εκκινητές για τα γονίδια  NFE2L2, GCLC και GAPDH 

παραγγέλθηκαν από την εταιρεία Invitrogen ενώ οι εκκινητές για το γονίδιο της ACLY 

παραγγέλθηκαν από την εταιρεία VWR International. Η αλληλουχία των εκκινητών 

παρατίθεται στον Πίνακα 3. Ποσότητα ίση με 9 μl από το μίγμα κάθε γονίδιου διαμοιράστηκε 

στις θέσεις του πιάτο 96 θέσεων (96-well plate) και έπειτα προστέθηκε 1μl cDNA των 

δειγμάτων. Κάθε αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 10 μl. Οι συγκεντρώσεις κάθε 

συστατικού της αντίδρασης παρατίθενται στον Πίνακα 4 και Πίνακα 5. Εφόσον 

απομακρύνθηκαν οι φυσαλίδες και το δείγμα περιορίστηκε στον πάτο των πηγαδιών του 

πιάτου με σύντομη φυγοκέντρηση, στη συνέχεια το πιάτο τοποθετήθηκε στο μηχάνημα 

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System της Bio-rad, ώστε να λάβει χώρα η αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης. Το κυκλικό πρόγραμμα ενίσχυσης που ακολουθήθηκε 

περιλαμβάνει έναν κύκλο αποδιάταξη της δίκλωνης μορφής του DNA και ενεργοποίησης της 

DNA πολυμεράσης στους 95 οC για 5’ και στη συνέχεια 40 κύκλους ενίσχυσης του γονιδίου 

ενδιαφέροντος στους 95 οC για 15’’ (αποδιάταξη), στους 60 οC για 30’’(υβριδοποίηση 

εκκινητών σε γονίδια στόχους) και στους 72 οC για 30’’ (επέκταση εκκινητών από την DNA 

πολυμεράση για την σύνθεση θυγατρικών κλώνων). Το τελικό στάδιο διάστασης 

περιλαμβάνει την επώαση στους 95 οC για 1’, στους 55 οC για 1’ και πάλι στους 95 οC για 30’’ 

για τον προσδιορισμό της καμπύλης τήξης. Οι σχετικές διαφορές στην έκφραση κάθε 

γονιδίου μεταξύ κυττάρων control και κυττάρων που έλαβαν κάθε ένα από τα 4 εκχυλίσματα 

κρασιού υπολογίστηκαν με τη συγκριτική μέθοδο Ct (2-ΔΔCt), βάσει του γονιδίου αναφοράς 

GAPDH.  
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Στατιστική ανάλυση αποτελεσμάτων 
 

Τα δεδομένα επεξεργάστηκαν με τη στατιστική ανάλυση T-test για ανεξάρτητα δείγματα και 

με τη μέθοδο Mann-Whitney U. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων και η 

παρουσίαση τους σε διαγράμματα πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα GraphPad Prism 6.0. 

Για κάθε μία από τις διαφορετικές ποικιλίες, δεδομένα που συλλέχθηκαν από την στατιστική 

επεξεργασία μεταξύ 2 πληθυσμών (κυττάρων control και κυττάρων που έλαβαν το εκχύλισμα 

κρασιού), αναπαραστάθηκαν ως μέσος όρος ± SEM (τυπικό σφάλμα του μέσου όρου) και οι 

διαφορές που βρέθηκαν μεταξύ των πληθυσμών με P<0.05, θεωρήθηκαν στατιστικά 

σημαντικές. 

 

Γονίδια Εκκινητές Forward/Reverse (5’-3’) 
NFE2L2 CGAGATATACGCAGGAGAGGTAAGA 

GCTCGACAATGTTCTCCAGCTT 
GCLC ATCTGCCAAGGCGGCAAC 

ACTCCTCTGCAGCTGGCTC 
ACLY TGAGGAAGCATCCGGAGGTA 

TCCGATGATGGTCACTCCCT 
GAPDH AACGACCCCTTCATTGAC 

TCCACGACATACTCAGCAC 
Πίνακας 3 Forward και Reverse εκκινητές για τα γονίδια NFE2L2, GCLC, ACLY, GAPDH 

 

Συστατικά για κάθε 
αντίδραση 

Όγκος (μl) Τελική συγκέντρωση 

2x PowerUp™ SYBR™ 
Green Master Mix 

5 1x 

Forward Primer 25 μΜ 0.1 0.25 μΜ 
Reverse Primer 25 μΜ  0.1 0.25 Μμ 
dH2O                        3.8  
cDNA μήτρα (17ng/μl) 1  17 ng 

Πίνακας 4 Υπολογισμένες ποσότητες και συγκεντρώσεις για μια αντίδραση RT-qPCR τελικού όγκου 10μl για τα 

γονίδια NFE2L2 και GCLC 

 

Συστατικά για κάθε 
αντίδραση 

Όγκος (μl) Τελική συγκέντρωση 

2x PowerUp™ SYBR™ 
Green Master Mix 

5 1x 

Forward Primer 10 μΜ 0.12 0.12 μΜ 
Reverse Primer 10 μΜ  0.12 0.12 μΜ 
dH2O                        3.76  
cDNA μήτρα (17ng/μl) 1  17 ng 

Πίνακας 5 Υπολογισμένες ποσότητες και συγκεντρώσεις για μια αντίδραση RT-qPCR τελικού όγκου 10μl για τo 

γονίδιο ACLY 
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Αποτελέσματα 
 

Επίδραση των ερυθρών και λευκών ποικιλιών στην έκφραση του μονοπατιού 

NRF2-KEAP1 
 

Τα αποτελέσματα που συλλέχθηκαν από την μεταγραφική ανάλυση του NRF2 στις καρκινικές 

κυτταρικές σειρές MKN45 και HepG2, παρουσιάζουν διαφορετική δράση των 4 ποικιλιών στις 

κυτταρικές σειρές. Στην καρκινική κυτταρική σειρά του ήπατος (ΗepG2), η επίδραση όλων 

των εκχυλισμάτων σε συγκέντρωση 50 μg/ml φαίνεται να άφησε ανεπηρέαστα τα 

μεταγραφικά επίπεδα του NRF2,  εικοσιτέσσερις ώρες μετά την χορήγηση των οίνων. (Εικόνα 

5Α) Παράλληλα, στην κυτταρική σειρά MKN45 τα 2 από τα 4 εκχυλίσματα κρασιών έδειξαν 

ισχυρότερη δράση επηρεάζοντας τη μεταγραφή του NRF2 σε σχέση με τα κύτταρα Control, 

δηλαδή κύτταρα τα οποία δεν δέχθηκαν καμία παρέμβαση. Συγκεκριμένα, το γονίδιο NFE2L2, 

το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη NRF2 μειώνει τη μεταγραφική του δραστηριότητα 

(P<0.05) κατά περίπου 30%, έπειτα από τη χορήγηση της ερυθρής ποικιλίας Ξινόμαυρο. Εν 

αντιθέσει, η λευκή ποικιλία Ασύρτικο φαίνεται να δρα ενισχυτικά στο μονοπάτι NRF2-KEAP1, 

καθώς αυξάνει, αν και σε μικρό βαθμό, τη μεταγραφή του ΝRF2 (P<0.05) σε σχέση με τα 

Control κύτταρα. Παρόλο που κόκκινες και λευκές ποικιλίες φαίνεται να ασκούν αντίστροφη 

δράση στα επίπεδα mRNA του NRF2 σε κύτταρα MKN-45, καθώς από το διάγραμμα 

παρατηρείται τα ερυθρά (Ξινόμαυρο και Αγιωγίρτικο) να προκαλούν μείωση και τα λευκά 

(Ασύρτικο και Μαλαγουζιά) αύξηση, ωστόσο οι διαφορές που παρουσιάζουν οι ποικιλίες 

Αγιωργίτικο και Μαλαγουζιά είναι μη στατιστικά σημαντικές. (Εικόνα 5Β) 

Παράλληλα, η μεταγραφική έκφραση του GCLC ενός γονιδίου στόχου του μεταγραφικού 

παράγοντα NRF2 δεν εμφανίζει μεταβολές στα κύτταρα HepG2, (Εικόνα 5Α) έπειτα από την 

χορήγηση των 4 ποικιλιών. Η εικόνα αυτή διαφοροποιείται σε μικρό βαθμό μεταφραστικά, 

καθώς το Αγιωργίτικο προβάλλει ισχυρή τάση μείωσης της πρωτεΐνης GCLC (P=0,06) σε 

βαθμό περίπου 30% της συνολικής της έκφρασης των κυττάρων control. (Εικόνα 5Γ) Τα 

υπόλοιπα 3 κρασιά δεν έδειξαν καμία στατιστικά σημαντική μεταβολή στα επίπεδα 

πρωτεΐνης του GCLC. (Εικόνα 5Γ) Στα MKN45, μικρές διακυμάνσεις στα μεταγραφικά επίπεδα 

του GCLC υπό την επίδραση των 4 οίνων είναι μη στατιστικά σημαντικές,(Εικόνα 5Β) ενώ τα 

επίπεδα της πρωτεΐνης GCLC μετά την χορήγηση Ξινόμαυρου, Ασύρτικου και Μαλαγουζιάς 

είναι παρόμοια με αυτά του Control. (Εικόνα 5Δ) Το Αγιωργίτικο είναι η μοναδική ποικιλία 

που καταστέλλει μερικώς την έκφραση της πρωτεΐνης GCLC (P<0.05), με μια μείωση της τάξης 
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του 40%, (Εικόνα 5Δ) μια εικόνα που συμφωνεί με τα αποτελέσματα που πάρθηκαν από 

κύτταρα HepG2 στα οποία είχε χορηγηθεί Αγιωργίτικο. (Εικόνα 5Γ) 

Επίδραση των τεσσάρων ποικιλιών στην διαδικασία σύνθεσης λιπιδίων  
 

Σε δεύτερη φάση, μελετήθηκε η έκφραση ενός εκ των γονιδίων που εμπλέκονται στην 

βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων, της ATP-κιτρικής λυάσης (ATP-Citrate Lyase, ACLY) στις 2 

κυτταρικές σειρές. Η μεταγραφική ανάλυση των επιπέδων της ACLY, 24 ώρες έπειτα από την 

χορήγηση των οίνων, έδειξε ισχυρή τάση μείωσης (P= 0,08), της τάξεως του 40%, σε κύτταρα 

MKN45 τα οποία έλαβαν την ποικιλία Ξινόμαυρο σε σχέση με τα κύτταρα Control. (Εικόνα 

5Β) Ωστόσο, το Ξινόμαυρο δεν φάνηκε να είχε την ίδια επίδραση στα πρωτεϊνικά επίπεδα της 

ACLY. (Εικόνα 5Δ) Οι μεταβολές της έκφρασης που προκάλεσαν οι υπόλοιπες 3 ποικιλίες σε 

μεταγραφικό και μεταφραστικό επίπεδο δεν κρίθηκαν στατιστικά σημαντικές. (Εικόνα 5Β και 

5Δ) Ταυτόχρονα, στην καρκινική κυτταρική σειρά HepG2, ο μεταγραφικός ρυθμός του 

γονιδίου της ACLY δεν σημείωσε διαφορές ανάμεσα σε κύτταρα Control και στις 4 

διαφορετικές ποικιλίες κρασιού (Εικόνα 5Α), μια εικόνα που διαφοροποιείται μεταφραστικά 

καθώς η πρωτεΐνη ACLY υποδιπλασιάζεται σε κύτταρα που έλαβαν την ποικιλία Ασύρτικο 

(P<0.05). Εν αντιθέσει, οι υπόλοιπες ποικιλίες δεν κατάφεραν να επηρεάσουν τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης ACLY. (Εικόνα 5Γ) 
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Εικόνα 5. Επίδραση των εκχυλισμάτων κρασιού στην έκφραση κρίσιμων αντιοξειδωτικών γονιδίων και στην 
έκφραση γονιδίων που εμπλέκονται στην βιοσύνθεση των λιπιδίων σε 2 ανθρώπινες κυτταρικές σειρές, στην 
καρκινική σειρά ήπατος HepG2 και στην γαστρική καρκινική σειρά MKN45. Η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων-
ενδιαφέροντος πραγματοποιήθηκε σε επίπεδο mRNA (Α και Β) και πρωτεΐνης (Γ και Δ) σε κύτταρα που δεν έλαβαν 
εκχύλισμα (Control) και σε αυτά στα οποία χορηγήθηκε καθεμία από τις 4 διαφορετικές ποικιλίες (σε 
συγκεντρώσεις 50 μg/ml) , μετά το πέρας 24 ωρών. Για την μελέτη διαφορών στα μεταγραφικά επίπεδα των 
γονιδίων χρησιμοποιήθηκαν 6 βιολογικές επαναλήψεις για τα Control κύτταρα και 5 για τα κύτταρα που πήραν 
εκχύλισμα από κάθε κρασί, κάθε μία από τις οποίες αναλύθηκε σε 2 πειραματικές επαναλήψεις. Αντίστοιχα, για 
τη μελέτη διαφορών στην πρωτεϊνική έκφραση των γονιδίων χρησιμοποιήθηκαν 5 βιολογικές επαναλήψεις για τα 
control και 4 για τα κύτταρα που έλαβαν εκχύλισμα. Και στα 2 πειράματα τα αποτελέσματα κανονικοποιήθηκαν 
με βάση το γονίδιο αναφοράς GAPDH. Ο αστερίσκος (*) δηλώνει στατιστική σημαντικότητα (P<0.05). 
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Συζήτηση 
 

Συνοψίζοντας, το οξειδωτικό στρες είναι το αποτέλεσμα της ανισορροπίας που προκαλείται 

όταν τα επίπεδα των ελεύθερων ριζών ξεπερνούν κατά πολύ την ικανότητα του κυττάρου να 

τις εξουδετερώνει, προκαλώντας σοβαρές και σε πολλές περιπτώσεις μη επανορθώσιμες 

βλάβες που οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο ή στην παθογένεση. Οι δραστικές ρίζες 

οξυγόνου (ROS) αποτελούν την σημαντικότερη κατηγορία ελεύθερων ριζών και 

σχηματίζονται κυρίως ως παραπροϊόντα κρίσιμων μεταβολικών διαδικασιών του κυττάρου. 

Πρόκειται για μόρια ή άτομα ιδιαιτέρως ασταθή και ικανά να αντιδράσουν τόσο με άλλα 

μόρια προκαλώντας τον σχηματισμό περεταίρω ελεύθερων ριζών είτε με βασικά μακρομόρια 

του κυττάρου όπως το DNA, τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες απειλώντας τόσο την ακεραιότητά 

τους, όσο και την λειτουργία τους. Το σουπεροξείδιο, το υπεροξείδιο του υδρογόνου, η ρίζα 

υδροξυλίου και το μονήρες οξυγόνο αποτελούν μερικές από τις πιο σημαντικές ROS που 

βρίσκονται στον οργανισμό.157 Η προέλευση των ROS μπορεί να είναι τόσο ενδογενής όσο 

και εξωγενής. Εξωτερικοί παράγοντες όπως τα φάρμακα, οι τοξίνες, οι περιβαλλοντικοί 

ρύποι, ο καπνός του τσιγάρου, η ιονίζουσα ακτινοβολία και άλλα όταν εισαχθούν στον 

οργανισμό μπορούν να δράσουν είτε λειτουργώντας τα ίδια ως ελεύθερες ρίζες, είτε 

γεννώντας ελεύθερες ρίζες μέσα στον οργανισμό. Ταυτόχρονα, μέσα στον οργανισμό 

υπάρχουν πολλά μεταβολικά μονοπάτια όπου οι ROS εμφανίζονται είτε ως παραπροϊόντα, 

είτε ως σηματοδότες κυτταρικών λειτουργιών.38 Το πιο γνωστό από αυτά είναι κυτταρική 

αναπνοή που πραγματοποιείται στα μιτοχόνδρια όπου οι ROS προκύπτουν από τη διαρροή 

ηλεκτρονίων της μιτοχονδριακής αλυσίδας.51  Μπορεί τα μιτοχόνδρια να αποτελούν την 

κυριότερη πηγή ROS, ωστόσο το κυτταρόπλασμα, το ενδοπλασματικό δίκτυο και τα 

υπεροξειδοσώματα αποτελούν επίσης κυτταρικά διαμερίσματα όπου οι ROS παράγονται 

κατά τη διάρκεια κρίσιμων κυτταρικών λειτουργιών, όπως για παράδειγμα ο καταβολισμός 

των πουρινών ή η αναδίπλωση πρωτεϊνών.  Σε μικρές ποσότητες οι ROS είναι απαραίτητα για 

την φυσιολογική λειτουργία του οργανισμού καθώς εμπλέκονται σε κρίσιμες βιολογικές 

διαδικασίες.91 Συγκεκριμένα, στο ανοσοποιητικό σύστημα δρουν ενισχυτικά έπειτα από την 

εισβολή από παθογόνο μεσολαβώντας στην εξαρτώμενη από οξυγόνο θανάτωσή του μέσα 

στα φαγοκύτταρα, μια διαδικασία που ονομάζεται οξειδωτική έκρηξη49. Ταυτόχρονα, οι ROS 

συμμετέχουν στην διαδικασία «φόρτωσης» των μικροβιακών θραυσμάτων σε μόρια MHC I 

με σκοπό την αντιγονοπαρουσίαση τους στα Τ κυτταροτοξικά κύτταρα. 70 Η δράση τους στο 

ΚΝΣ είναι επίσης πλειοτροπική καθώς  αφενός οξειδώνουν μόρια διακόπτες της νευρωνικής 

διαβίβασης ενισχύοντας τη διάρκεια της αλλά αφετέρου συμμετέχουν στην νευρογένεση και 
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στη διαφοροποίηση των νευρικών κυττάρων και στην ενίσχυση της πλαστικότητας των 

νευρώνων σε περιοχές του εγκεφάλου σημαντικές για την αποθήκευση πληροφοριών, όπως 

ο ιππόκαμπος. Επιπρόσθετα, άμεσα συνδεδεμένη με την παραγωγή ROS είναι η διαδικασία 

της γήρανσης, η οποία αποδίδεται στη σταδιακή αύξηση των επιπέδων των ελεύθερων ριζών 

λόγω σταδιακής δυσλειτουργίας της μιτοχονδριακής λειτουργίας που προκαλείται με την 

πάροδο των χρόνων.27 Η παρουσία χαμηλών επιπέδων ROS, ακόμα, δρα ενισχυτικά στην 

συστολή των σκελετικών μυών και στην παραγωγή μυϊκής δύναμης. Εν αντιθέσει, η 

υπέρμετρη παραγωγή ROS και οι υποκείμενες βλάβες σε βασικά βιολογικά μακρομόρια 

έχουν συσχετιστεί με πληθώρα ασθενειών όπως είναι τα καρδιαγγειακά νοσήματα, ο 

διαβήτης τύπου 2, τα νευροεκφυλιστικά νοσήματα και ο καρκίνος. Ο οργανισμός 

προκειμένου να αμυνθεί απέναντι στις ελεύθερες ρίζες έχει ένα οπλοστάσιο ενζυμικών  και 

μη ενζυμικών αντιοξειδωτικών καθώς και συστατικών με αντιοξειδωτικές ικανότητα που 

προσλαμβάνονται μέσω της διατροφής του. Τα αντιοξειδωτικά βρίσκονται σε πολύ 

μικρότερη ποσότητα σε σχέση με τα οξειδωτικά μόρια και δρουν καταστέλλοντας την δράση 

τους είτε περιορίζοντάς την. Μία από τις πιο γνωστές αντιοξειδωτικές οδούς του κυττάρου 

είναι το μονοπάτι NRF2-KEAP1. Ο NRF2 λειτουργεί ως μεταγραφικός παράγοντας, ο οποίος 

συγκρατείτε κυτταροπλασματικά από την πρωτεΐνη καταστολέα KEAP1 και απελευθερώνεται 

σε συνθήκες οξειδωτικού στρες με σκοπό την μεταγραφή κρίσιμων για το κύτταρο 

αντιοξειδωτικών γονιδίων. Μερικά γονίδια-στόχοι που υποστηρίζουν άμεσα ή έμμεσα τον 

αντιοξειδωτικό μηχανισμό είναι η υπεροξειδική δισμουτάση 1 (SOD1), η οξυγενάση της αίμης 

(OH), η καταλάση (CAT), η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx), η αναγωγάση της 

γλουταθειόνης (GR) και γονίδια τα οποία συμμετέχουν στη βιοσύνθεση της γλουταθειόνης 

(GCLC, GCLM, GSS), ενός μη ενζυμικού ενδογενούς αντιοξειδωτικού μορίου.74 

Τα τελευταία χρόνια, η έρευνα στο πεδίο της οξειδοαναγωγικής βιολογίας έχει στραφεί γύρω 

από τα φυσικά προϊόντα και τον προστατευτικό τους ρόλο σε ασθένειες, λόγω της ενίσχυσης 

της αντιοξειδωτικής άμυνας του οργανισμού. 90 Συστατικά που προέρχονται από φυσικά 

προϊόντα μπορούν να δράσουν είτε άμεσα εξουδετερώνοντας τις ελεύθερες ρίζες μέσα στον 

οργανισμό, είτε έμμεσα επάγοντας την έκφραση του μονοπατιού NRF2-KEAP1 και τη 

μεταγραφή του αντιοξειδωτικού ρεπερτορίου του κυττάρου.158 Οι πολυφαινόλες είναι μια 

κατηγορία φυσικών συστατικών γνωστή για τον αντιοξειδωτικό τους ρόλο και για την 

προστασία που παρέχουν έναντι πολλών χρόνιων ασθενειών, όπως για παράδειγμα ο 

καρκίνος, τα καρδιαγγειακά, ο διαβήτης και οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Βρίσκονται σε 

πολλά είδη λαχανικών, φρούτων, δημητριακών και ποτών και διεκπεραιώνουν πολλές 

κυτταρικές λειτουργίες, όπως η διακοπή του κυτταρικού κύκλου ή επαγωγή της απόπτωσης, 
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ρύθμιση της δράσης των οιστρογόνων, η ρύθμιση της φλεγμονής, ενίσχυση του 

ανοσοποιητικού, πρόληψη των βλαβών του οξειδωτικού στρες μέσω της εξουδετέρωσης 

ελεύθερων ριζών και επαγωγή της έκφρασης κρίσιμων αντιοξειδωτικών γονιδίων του 

οργανισμού.159  

Τα κρασιά θεωρούνται σημαντική πηγή πολυφαινολών με κυριότερες από αυτές τις 

φλαβανόλες (π.χ κερκετίνη), τις φλαβονόλες (π.χ κατεχίνη, γαλλική επικατεχίνη, επικατεχίνη) 

και τις ανθοκυανίνες οι οποίες βρίσκονται στα κόκκινα κρασιά και τους δίνουν το 

χαρακτηριστικό τους χρώμα.160 Η σύνθεση και η ποσότητα των  πολυφαινολικών συστατικών 

στα κρασιά εξαρτάται από την ποικιλία, τη γεωγραφική προέλευση, τον τρύγο, την ωρίμανση 

του σταφυλιού, και τις συνθήκες οινοποίησης και αποθήκευσης του κρασιού.159 Στην 

βιβλιογραφία υπάρχουν εκατοντάδες μελέτες που αναδεικνύουν την ικανότητα κρασιών 

διάφορων ποικιλιών, να ασκούν την αντιοξειδωτική τους δράση in vitro, μια ιδιότητα που 

συσχετίστηκε με θετικά με το πολυφαινολικό τους φορτίο.160–164 Μερικές από τις μεθόδους 

που χρησιμοποιούνται ευρέως για την εκτίμηση της ικανότητα των κρασιών να 

εξουδετερώνουν ελεύθερες ρίζες και να λειτουργούν ως αναγωγικοί παράγοντες είναι οι 

μέθοδοι DDPH2 (2′-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid)), Superoxide και FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).  Οι πρώτες 3 

τεχνικές βασίζονται στην ικανότητα των δειγμάτων κρασιών να εξουδετερώνουν τις 

εμπορικές και ενδογενείς ελεύθερες ρίζες, ενώ η τελευταία μέθοδος στηρίζεται στην 

ικανότητα των δειγμάτων να ανάγουν τον Fe3+ σε Fe2+.165,166 Ως επί το πλείστων, οι παραπάνω 

μέθοδοι συνοδεύονται από ανάλυση του ολικού πολυφαινολικού φορτίου των κρασιών με 

την διαδεδομένη μέθοδο Folin-Ciocalteu’s, με το μεγαλύτερο ποσοστό να βρίσκεται στους 

κόκκινους οίνους, έπειτα στους ροζέ και τέλους στους λευκούς.167  

Η παρούσα μελέτη βασισμένη σε δεδομένα από προηγούμενη έρευνα του εργαστηρίου μας 

πάνω στην αντιοξειδωτική ικανότητα των 4 ποικιλιών κρασιού in vitro (Ξινόμαυρο, 

Αγιωργίτικο, Ασύρτικο και Μαλαγουζιά), καθώς και στην σύγχρονη βιβλιογραφία επεκτείνει 

την υπάρχουσα γνώση εκτιμώντας την επίδραση των 4 ποικιλιών στην επαγωγή της 

έκφρασης κρίσιμων αντιοξειδωτικών γονιδίων σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές. Σύμφωνα 

με δημοσιευμένη μελέτη του εργαστηρίου μας και οι 4 ποικιλίες έδειξαν ισχυρή 

αντιοξειδωτική δράση in vitro. Συγκεκριμένα, η ερυθρή ποικιλία Αγιωργίτικο η οποία 

παρουσίασε και το υψηλότερο πολυφαινολικό περιεχόμενο έδειξε ισχυρότερη δράση έναντι 

των τεσσάρων στην εξουδετέρωση της ενδογενούς ρίζας σουπεροξειδίου και στην πρόληψη 

βλαβών που προκαλούνται από τη ρίζα περοξυλίου (ROO•). Ταυτόχρονα, η ερυθρή ποικιλία 

Ξινόμαυρο με το αμέσως υψηλότερο πολυφαινολικό φορτίο εμφάνισε παρόμοια ικανότητα 
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εξουδετέρωσης των ριζών ABTS και DPPH• με το Αγιωργίτικο, αλλά αυξημένη ικανότητα 

αναγωγικής ισχύος από το προηγούμενο. Οι 2 λευκές ποικιλίες έδειξαν χαμηλότερη 

αντιοξειδωτική ικανότητα σε όλες τις μεθόδους από τις ερυθρές ποικιλίες, με την 

Μαλαγουζιά να εμφανίζεται ως λιγότερο δραστική σε σχέση με το Ασύρτικο. Παραδόξως, τα 

αποτελέσματα από την τεχνική σάρωσης της ρίζας ΟΗ• έδειξαν το Ασύρτικο ως ισχυρότερο 

σαρωτή όλων, με τις ποικιλίες Ξινόμαυρο, Μαλαγουζιά και Αγιωργίτικο να ακολουθούν με 

φθίνουσα σειρά δραστικότητας. Σε αυτό το σημείο πρέπει να σημειωθεί πως 

πραγματοποιήθηκε διαχωρισμός και ταυτοποίηση των φαινολικών συστατικών και των 4 

ποικιλιών με τη μέθοδος της υγρής χρωματογραφίας συνδυασμένη με φασματοσκοπία 

μάζας (UHPLC-ESI-TripleTOF-HRMS). 161  

Με βάση λοιπόν τα παραπάνω αποτελέσματα και τα αδημοσίευτα δεδομένα του 

εργαστηρίου μας που προέκυψαν από μελέτες κυτταροτοξικότητας με τη χρήση της μεθόδου 

ΧΤΤ και από μελέτες εκτίμησης της οξειδοαναγωγικής κατάστασης του κυττάρου με την 

μέτρηση των επιπέδων ROS και GSH με κυτταρομετρία ροής, επιλέχθηκε η μη κυτταροτοξική 

δόση των 50μg/ml για όλους του οίνους ώστε να εκτιμηθεί η ικανότητά τους να επάγουν την 

έκφραση κρίσιμων αντιοξειδωτικών γονιδίων σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές. Όπως 

αναφέρθηκε προηγουμένως, οι πολυφαινολικές ενώσεις είναι σε θέση να ενεργοποιήσουν 

το αντιοξειδωτικό μονοπάτι NRF2-KEAP1 και να επάγουν την έκφραση ενζύμων όπως η 

υπεροξειδική δισμουτάση (SOD), η καταλάση (CAT) και ενζύμων που εμπλέκονται στην 

βιοσύνθεση της γλουταθειόνης. Ο τρόπος δράσης των πολυφαινολών με βάση αυτά που 

γνωρίζουμε  μέχρι τώρα, έγκειται στη δυνατότητά τους να αλληλοεπιδρούν, όταν βρίσκονται 

στην οξειδωμένη τους μορφή, με κυστεϊνικά κατάλοιπα της πρωτεΐνης KEAP1, μια πρωτεΐνη 

καταστολέα του μεταγραφικού παράγοντα NRF2. Η οξείδωση των κυστεϊνικών καταλοίπων 

συνεπάγεται αλλαγής της στερεοδιαμόρφωσης της KEAP1, αποδέσμευσης του παράγοντα, 

μετακίνησής του στον πυρήνα και μεταγραφής των κατάντη γονιδίων-στόχων.  

Για την πραγματοποίηση της συγκεκριμένης έρευνας χρησιμοποιήθηκε η καρκινική 

κυτταρική σειρά του ήπατος HepG2 και η γαστρική καρκινική κυτταρική σειρά MKN45, στις 

οποίες χορηγήθηκαν οι 4 διαφορετικές ποικιλίες. Έπειτα, υπολογίστηκε η διαφορά της 

έκφρασης των γονιδίων NFE2L2 (NRF2) και GCLC σε επίπεδο μεταγραφής, ανάμεσα σε 

κύτταρα που δεν υπέστησαν καμία παρέμβαση και σε κύτταρα που έλαβαν 50 μg/ml από 

κάθε μία από τις 4 ποικιλίες. Αρχικά, αξιολογήθηκε η επίδραση των οίνων στο μεταγραφικό 

παράγοντα NRF2, ο οποίος είναι υπεύθυνος για την μεταγραφή των αντιοξειδωτικών 

γονιδίων, και στη GCLC, μια πρωτεΐνη-στόχο του NRF2 που συμμετέχει στο μονοπάτι 

βιοσύνθεσης της γλουταθειόνης, 24  ώρες μετά την χορήγηση των εκχυλισμάτων στο 
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καλλιεργητικό των κυττάρων.  Τα αποτελέσματα που προέκυψαν έδειξαν πως στην κυτταρική 

σειρά HepG2 η δόση των 50 μg/ml ήταν ανίκανη να προκαλέσει μεταβολές στη μεταγραφή, 

καθώς τα επίπεδα mRNA των παραπάνω γονιδίων παρέμειναν ανεπηρέαστα και από τις 4 

ποικιλίες. Αντίθετα, η κυτταρική σειρά MKN45 φαίνεται να επηρεάστηκε περισσότερο από 

τα πολυφαινολικά εκχυλίσματα κρασιών που της χορηγήθηκαν, καθώς το Χινόμαυρο και το 

Ασύρτικο κατάφεραν να επηρεάσουν την έκφραση του γονιδίου NFE2L2. Συγκεκριμένα, η 

ερυθρή ποικιλία Ξινόμαυρο, η οποία  υπερτερεί σε πολυφαινολικό φορτίο σε σχέση με τη 

λευκή ποικιλία Ασύρτικο, κατάφερε να μειώσει την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα 

σε μεταγραφικό επίπεδο κατά περίπου 30%, ενώ αντίστοιχα το Ασύρτικο λειτούργησε 

ενισχυτικά αυξάνοντας σε μικρό βαθμό τα επίπεδα της μεταγραφής του NFE2L2. 

Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την μεταγραφική ανάλυση του 

NRF2, ακολούθησε σύγκριση των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου GCLC μεταγραφικά και 

μεταφραστικά για τα 4 κρασιά, διατηρώντας ίδιες τις συγκεντρώσεις και το χρόνο επώασης 

των κυττάρων με τα εκχυλίσματα κρασιών. Μεταγραφικά οι ερυθροί και οι λευκοί οίνοι δεν 

κατάφεραν να επηρεάσουν το γονίδιο GCLC και στις 2 κυτταρικές σειρές. Η μόνη μεταβολή 

που παρατηρήθηκε προκλήθηκε στην ποσότητα της πρωτεΐνης GCLC από την ερυθρή 

ποικιλία Αγιωργίτικο, η οποία παραδόξως μείωσε την GCLC στα κύτταρα ΜΚΝ45 και έδειξε 

και μια ισχυρή τάση μείωσης της ίδιας πρωτεΐνης (P=0.06) στα HepG2 κύτταρα. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη συγκεκριμένη μελέτη δεν δίνουν την αναμενόμενη 

εικόνα που προκύπτει από άλλες μελέτες, οι οποίες υποστηρίζουν την δράση των 

πολυφαινολών στην έκφραση των αντιοξειδωτικών γονιδίων σε καρκινικές και μη σειρές 

μέσω του μονοπατιού NRF2-KEAP1. Σύμφωνα με τη μελέτη της Nunes και των συνεργατών 

της πάνω στην επίδραση ενός πολυφαινολικού εκχυλίσματος κόκκινου κρασιού στην 

ενεργοποίηση του μονοπατιού NRF2 και τη μεταγραφή των γονιδίων-στόχων του στην 

καρκινική κυτταρική σειρά του κόλονος ΗΤ-29, παρατηρείται αύξηση των μεταγραφικών 

επιπέδων τόσο του GCLC όσο και της ΗΟ-1,  18 και 24 ώρες αντίστοιχα μετά την χορήγηση 

του κρασιού στην μη κυτταροτοξική συγκέντρωση των 600 μg/ml. Αύξηση ,επίσης, 

παρατηρείται και στα επίπεδα της πρωτεΐνης της ΟΗ-1 και στα ενδογενή ποσοστά GSH στα 

κύτταρα που έλαβαν κρασί σε σχέση με τα Control κύτταρα, μετά από 24 ώρες επώασης με 

το εκχύλισμα στην ίδια συγκέντρωση. Όσο αφορά την έκφραση της αρχικής πρωτεΐνης του 

μονοπατιού, του παράγοντα NRF2, εκεί αναλύθηκε το πυρηνικό κλάσμα του NRF2 στις 8 ώρες 

επώασης με το εκχύλισμα, όπου παρατηρήθηκαν υψηλότερα επίπεδα της πυρηνικής 

πρωτεΐνης σε σχέση με κύτταρα Control. Αξίζει να σημειωθεί πως στη συγκεκριμένη μελέτη 

έρευνα δεν εξετάστηκαν διαφορές στα επίπεδα μεταγραφής του NRF2, αλλά μελετήθηκε ο 
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κυτταρικός εντοπισμός της πρωτεΐνης, ο οποίος βρέθηκε αυξημένος στον πυρήνα έπειτα από 

τη δράση του οίνου.168  

Σε παρόμοια έρευνα που πραγματοποιήθηκε από το Πανεπιστήμιο της Κορέας, 

χρησιμοποιήθηκαν 50 μg/ml εκχυλίσματος κίτρινου κρασιού, μια ποικιλία που παράγεται 

από το κίτρινο ρύζι, τα οποία χορηγήθηκαν σε κυτταρική σειρά μυοβλαστών (H9C2) για 24 

ώρες με και χωρίς την προκατεργασία των κυττάρων με δοξορουβικίνη, έναν 

χημειοθεραπευτικό παράγοντα που προκαλεί τοξικότητα μέσω ROS. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ίδια επίπεδα πυρηνικού και κυτταροπλασματικού εντοπισμού της πρωτεΐνης NRF2 

μεταξύ Control κυττάρων και κυττάρων που τους χορηγήθηκε το πολυφαινολικό εκχύλισμα 

κρασιού. Αντιθέτως, η υψηλότερη πυρηνική μετατόπιση και ταυτόχρονη κυτταροπλασματική 

μείωση παρατηρήθηκε στα κύτταρα τα οποία έλαβαν τον προοξειδωτικό παράγοντα, 

γεγονός που υποδηλώνει οι ROS είναι ισχυρότερος επαγωγέας του μονοπατιού σε σχέση με 

τα φυτοχημικά συστατικά.169 Ίσως αυτή η εκτίμηση να εξηγούσε το μικρό μέγεθος των 

μεταβολών που προκάλεσαν οι πολυφαινόλες κρασιού στα κύτταρα, ελλείψει 

προοξειδωτικού παράγοντα. Το μεγαλύτερο ποσοστό της βιβλιογραφίας που αφορά την 

ενεργοποίηση της NRF2 σηματοδότησης από τις πολυφαινόλες εξετάζει την πυρηνική 

μετατόπιση του μεταγραφικού παράγοντα, ενώ λίγες είναι οι αναφορές που μελετούν τα 

επίπεδα έκφρασης του ολικού κλάσματος της πρωτεΐνης του NRF2. Σε μελέτη που 

πραγματοποιήθηκε σε ποντίκια τα οποία λάμβαναν για 30 μέρες πολυφαινολικά πολυμερή 

μαύρου τσαγιού διαλυμένα μέσα στο πόσιμο νερό τους, παρατηρήθηκε πως τα συνολικά 

επίπεδα πρωτεΐνης του παράγοντα NRF2 αυξήθηκαν σημαντικά στους πνευμονικούς και 

ηπατικούς ιστούς των ζώων, σε αντίθεση με τα μεταγραφικά επίπεδα της πρωτεΐνης, τα 

οποία έμειναν ανεπηρέαστα. Ταυτόχρονα, στην ίδια μελέτη εκτιμήθηκε και η ικανότητα του 

πολυφαινολικού σκευάσματος να προκαλεί μεταφραστικές τροποποιήσεις στον 

μεταγραφικό παράγοντα οι οποίες θα μπορούσαν να επηρεάσουν την σταθερότητά του. 

Όντως, παρατηρήθηκε αυξημένη φωσφορυλίωση συγκεκριμένων καταλοίπων του 

παράγοντα σε ιστούς ήπατος και πνεύμονα, μια τροποποίηση που βοηθά στην σταθερότητα 

του NRF2 και στην απελευθέρωσή του από την Keap1. Είναι σημαντικό να αναφερθεί πως η 

φωσφορυλίωση του παράγοντα είναι αποτέλεσμα της δράσης συγκεκριμένων κινασών του 

κυττάρου όπως για παράδειγμα η PI3 κινάση η οποία ενεργοποιήθηκε στους πνευμονικούς 

ιστούς σε ζώα τα οποία έλαβαν το πολυφαινολικό σκεύασμα μαύρου τσαγιού.170 

Με βάση ,λοιπόν, τις υπάρχουσες έρευνες και τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας 

έχουν προταθεί δύο πιθανοί μηχανισμοί με τους οποίους οι πολυφαινόλες επιδρούν στην 

ενεργοποίηση του μονοπατιού NRF2-KEAP1. Και στους 2 προτεινόμενους μηχανισμούς η 
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ενεργοποίηση του μονοπατιού από τις πολυφαινόλες δεν σχετίζεται με αύξηση του 

μεταγραφικού ρυθμού του NRF2 αλλά στην αύξηση της σταθερότητάς του και της 

μετατόπισής του στον πυρήνα. Ο πρωταρχικός και πιο μελετημένος μηχανισμός ο οποίος έχει 

ήδη αναφερθεί είναι η αποδέσμευση του από την ΚΕΑP1 μέσω της οξειδωτικής 

τροποποίησης των καταλοίπων της πρωτεΐνης καταστολέα από τις πολυφαινόλες. Ο 

δεύτερος μηχανισμός αφορά τις μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις του NRF2, με πιο γνωστή 

την φωσφορυλίωση του παράγοντα, οι οποίες ενισχύουν την αποδέσμευσή του από την 

KEAP1, την αποφυγή της αποικοδόμησής του και την μετατόπισή του στον πυρήνα. Φυσικά, 

πρέπει να διεξαχθούν περεταίρω πειραματικές μελέτες που να υποστηρίζουν την συσχέτιση 

συγκεκριμένων κινασών και άλλων πρωτεϊνών του κυττάρου με τις μεταμεταφραστικές 

τροποποίησεις του NRF2, με τρόπο εξαρτώμενο από τις πολυφαινόλες. Για να συμβεί αυτό 

πρέπει να εξεταστούν και άλλα πιθανά μονοπάτια που επηρεάζονται από τις πολυφαινόλες 

και μπορούν να ρυθμίσουν την NRF2-KEAP1 οδό. 

Μια δεύτερη παράμετρος που πρέπει να εξεταστεί είναι ο χρόνος απόκρισης του μονοπατιού 

στη δράση των πολυφαινολών. Και εκεί τα αποτελέσματα είναι άμεσα συσχετισμένα με τη 

σύσταση του πολυφαινολικού προϊόντος. Προγενέστερη έρευνα του εργαστηρίου μας, η 

οποία αξιολογούσε διαφορετικά πολυφαινολικά εκχυλίσματα καφέ με βάση την επιρροή 

τους στο NRF2-KEAP1 μονοπάτι σε μυοβλάστες και ενδοθηλιακά κύτταρα, απέδειξε ότι η τα 

διαφορετικά εκχυλίσματα ρυθμίζουν με διαφορετικό τρόπο και σε διαφορετικό χρόνο την 

μεταγραφή του παράγοντα NRF2, όσο και των κατάντη γονιδίων στις 2 κυτταρικές σειρές.171 

Συγκεκριμένα, οι καρβουδισμένοι κόκκοι καφέ σε συγκέντρωση 400 μg/ml φαίνεται να 

αφήνουν ανεπηρέαστα τα επίπεδα mRNA του NRF2 και γονιδίων όπως cat, txn hmox1 σε 

κύτταρα μυοβλαστών, έπειτα από 3, 12 και 24 ώρες επώασης με το εκχύλισμα. Ταυτόχρονα, 

όμως, παρατηρείται εκλεκτική αύξηση της έκφρασης συγκεκριμένων αντιοξειδωτικών και 

αποτοξινωτικών γονιδίων κυρίως έπειτα από 12 και 24 ώρες, όπως για παράδειγμα των 

γονιδίων gclc, nqo1, gpx1 gsta2, ενώ μερική καταστολή σημειώνεται στην έκφραση του 

γονιδίου sod έπειτα από 12 ώρες επώασης με το εκχύλισμα. Το εκχύλισμα πράσινων κόκκων 

καφέ έφερε τα αντίθετα αποτελέσματα στην μεταγραφή του ρεπερτορίου των γονιδίων 

στόχων του NRF2, όπου παρατηρήθηκε μείωση της έκφρασης των γονιδίων sod1 στις 24 

ώρες, hmox1 στις 3 ώρες, nrf2 στις 12 ώρες, gsr στις 12 και στις 24 ώρες, του gpx1 στις 3 ώρες 

και του gsta2 στις 24 και 4 ώρες αντίστοιχα. Η εικόνα στα ενδοθηλιακά κύτταρα άλλαξε για 

το εκχύλισμα καβουρδισμένου καφέ σε συγκέντρωση 100 μg/ml. Εκεί, παρατηρήθηκε 

σοβαρή μείωση των μεταγραφικών επιπέδων για το nrf2. Ακόμα, βρέθηκαν γονίδια που η 

έκφρασή τους τριαπλασιάζεται, όπως το gclc στις 12 ώρες και το nqo1 στις 12 και 24 ώρες, 
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γονίδια που έκφρασή τους εκτοξεύεται και στις 3 χρονικές στιγμές όπως το gsr και γονίδια 

που η έκφραση τους καταστέλλεται και στις 3 χρονικές στιγμές όπως το gpx1. Την ίδια στιγμή, 

το εκχύλισμα πράσινων κόκκων καφέ στην ίδια συγκέντρωση φαίνεται να επηρέασε το 

μονοπάτι σε χρονικό διάστημα 24 ωρών, αυξάνοντας τη μεταγραφή του nrf2 γονιδίου 

περίπου 2.5 φορές, gpx1 γονιδίου κατά 4 φορές και μειώνοντας κατά πολύ τη μεταγραφή 

του gclc και του txn1.  

Αυτό που γίνεται αντιληπτό από τα παραπάνω, είναι ότι διαφορετικές κυτταρικές σειρές, 

καρκινικές  και μη, μπορούν να αποκριθούν με διαφορετικό τρόπο στο ίδιο εκχύλισμα 

κρασιού και στην ίδια συγκέντρωση, αυξάνοντας, μειώνοντας είτε αφήνοντας αναλλοίωτη 

την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων του μονοπατιού. Ακόμα, ο παράγοντας χρόνος 

σχετίζεται με το ρυθμό μεταγραφής συγκεκριμένων γονιδίων του μονοπατιού. Επομένως 

πρέπει να εξεταστούν περισσότερα χρονικά σημεία και περισσότερα γονίδια του μονοπατιού 

προκειμένου να ληφθεί σαφή εικόνα για τη δράση των οίνων στο αντιοξειδωτικό μονοπάτι. 

Επιπρόσθετα, παρατηρείται διαφορική απόκριση της ίδιας κυτταρικής σειράς στις 4 ποικιλίες 

κρασιού, γεγονός που μπορεί να αποδοθεί στη διαφορετική πολυφαινολική σύσταση των 

κρασιών. Συγκεκριμένες κατηγορίες φαινολών μπορούν να επηρεάσουν την έκφραση 

συγκεκριμένων γονιδίων την οδού, προκαλώντας την πυρηνική μετατόπιση του NRF2. 

Περεταίρω πειράματα απαιτούνται προκειμένου να διαπιστωθεί ο μηχανισμός δράσης των 

διαφορετικών υποκατηγοριών των πολυφαινολών που βρίσκονται στους οίνους και τα 

γονίδια της οδού που επηρεάζουν.  

Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα άλλων δημοσιευμένων εργασιών, και στις 2 μελέτες του 

εργαστηρίου μας πάνω σε εκχυλίσματα κρασιών και σε εκχυλίσματα καφέ διαπιστώθηκε πως 

ορισμένα πολυφαινολικά εκχυλίσματα μπορούν να επηρεάσουν μεταγραφικά τον NRF2 σε 

συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές και χρονικά σημεία, δεν διαφαίνεται ,ωστόσο, σαφής 

θετική ή αρνητική συσχέτιση των μεταγράφων του και των μεταγράφων των γονιδίων στόχων 

του παράγοντα. Για να μπορέσει να δοθεί εξήγηση σε αυτή την παρατήρηση πρέπει να 

μελετηθούν εκτενέστερα οι οδοί που συμμετέχουν στη μεταγραφή του NRF2. Σύμφωνα με 

την υπάρχουσα βιβλιογραφία, στον υποκινητή του γονιδίου του μεταγραφικού παράγοντα 

υπάρχει περιοχή ARE, η ίδια περιοχή στην οποία προσδένεται ο NRF2 για να εκκινήσει τη 

μεταγραφή αντιοξειδωτικών γονιδίων του κυττάρου. Με βάση τον παραπάνω θετικό 

μηχανισμό ανάδρασης, είναι πιθανό η αυξημένη πρωτεϊνική συσσώρευση του μεταγραφικού 

παράγοντα στο πυρήνα λόγω της δράσης των πολυφαινολών να οδηγεί σε πρόσδεση του 

NRF2 στον δικό του υποκινητή, επηρεάζοντας έτσι την μεταγραφή του. Το γεγονός αυτό θα 

εξηγούσε μια πιθανή αύξηση των μεταγράφων του. Τα αποτελέσματα όμως πέρα από 
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αύξηση, δείχνουν και μείωση των μεταγράφων του παράγοντα. Είναι λοιπόν χρήσιμο να γίνει 

περεταίρω διερεύνηση των μεταγραφικών παραγόντων που εμπλέκονται στην μεταγραφή 

του ΝRF2 και στην αλληλεπίδραση των πολυφαινολών με αυτούς. Είναι γεγονός πως οι 

παράγοντες NF-κB, AhR-ARNT, ATF4 και πολλοί ακόμα μεταγραφικοί παράγοντες και 

συμπαράγοντες δρουν συνεργιστικά στην έκφραση του NRF2 και ορισμένοι από αυτούς 

φαίνεται να ενεργοποιούνται ή να καταστέλλονται από τις πολυφαινόλες.139 Μελέτες 

υποστηρίζουν πως πολυφαινολικά στοιχεία όπως η επιγαλλοκατεχίνη, η ρεσβερατρόλη, η 

κουρκουμίνη, η λουτεολίνη και η κερκετίνη αποτελούν αναστολείς του NF-κΒ ενώ ο 

μεταγραφικός παράγοντας AhR φαίνεται να ενεργοποιείται εκλεκτικά από κάποιες 

πολυφαινόλες (ρεσβερατρόλη) και να απενεργοποιείται από άλλες (απιγενίνη) .172,173 

Πέραν της διερεύνησης του μηχανισμού ρύθμισης του μεταγραφικού παράγοντα NRF2 από 

τα συστατικά του κρασιού, είναι απαραίτητο να μελετηθεί εκτενώς η αντιοξειδωτική 

απόκριση των κυττάρων στις πολυφαινόλες, μέσω της έκφρασης κρίσιμων αντιοξειδωτικών 

γονιδίων. Αν και βιβλιογραφικά υπάρχουν πολλές αναφορές που υποστηρίζουν την αύξηση 

της έκφρασης του αντιοξειδωτικού ρεπερτορίου των κυττάρων από τα πολυφαινολικά 

σκευάσματα, ωστόσο και οι 2 μελέτες του εργαστηρίου μας υποδεικνύουν και αντίστοιχες 

μειώσεις στα επίπεδα mRNA των γονιδίων αλλά και των πρωτεϊνών του μονοπατιού. 

Παρόμοιες παρατηρήσεις έχουν γίνει και σε in vivo μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε 

χοίρους οι οποίοι λάμβαναν διατροφικών συμπλήρωμα στεμφύλων και σπόρων σταφυλιού 

για 4 εβδομάδες.174 Αποτελέσματα που πάρθηκαν από το δωδεκαδάκτυλο των ζώων έδειξαν 

μειωμένη πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων NF-κB και NRF2 στους υποκινητές των 

γονιδίων-στόχων, με αποτέλεσμα τη μειωμένη μεταγραφή τους. Σημαντική ήταν η 

καταστολή της έκφρασης των αντιοξειδωτικών ενζύμων GPX1, NQO1, PRDX6, SOD1 και 

TXNRD1. Μια πιθανή εξήγηση της καταστολής της έκφρασης των εν λόγω ενζύμων έγκειται 

στην ιδιότητα των πολυφαινολών να εξουδετερώνουν άμεσα τις ROS. Είναι γνωστό πως το 

μονοπάτι NRF2-KEAP1 ενεργοποιείται από το οξειδωτικό στρες, από προφλεγμονώδεις 

κυτοκίνες και από ξενοβιοτικές ουσίες, όπως είναι οι φυτοχημικές ενώσεις. Μια απευθείας 

μείωση των επιπέδων των ROS από τις πολυφαινόλες θα μπορούσε να μειώσει τη 

συγκέντρωση των ROS στον οργανισμό και να καταστείλει το αντιοξειδωτικό μονοπάτι. Το 

συμπέρασμα αυτό που παρατηρήθηκε in vivo πιθανώς θα εξηγούσε και τα αποτελέσματα 

της συγκεκριμένης εργασίας  που πάρθηκαν πάνω σε κυτταρικές σειρές. Παρόλου που τα 

κόκκινα κρασιά Αγιωργίτικο και Ξινόμαυρο θεωρούνται ισχυρότερα αντιοξειδωτικά από το 

Ασύρτικο και τη Μαλαγουζιά in vitro, το Ξινόμαυρο ελάττωσε τη μεταγραφή του NRF2 στα 

MKN45 και το Αγιωργίτικο μείωσε τα επίπεδα της GCLC και στις 2 κυτταρικές σειρές. Εν 
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αντιθέσει, το Ασύρτικο ενίσχυσε τα επίπεδα mRNA του NRF2 στα MKN45. Πιθανώς, μια 

άμεση ισχυρή εξουδετέρωση των ROS από τους ερυθρούς οίνους οδήγησε στην καταστολή 

του μονοπατιού. 

Σε μια δεύτερη φάση πειραμάτων, η έρευνα στράφηκε γύρω από την εκτίμηση της δράσης  

των εκχυλισμάτων κρασιών στη βιοσύνθεση των λιπιδίων και συγκεκριμένα στη μελέτη της 

έκφρασης του γονίδιου ACLY σε μεταγραφικό και μεταφραστικό επίπεδο. Η ACLY συμμετέχει 

στο πρώτο βήμα της σύνθεσης των λιπαρών οξέων και της χοληστερόλης.150 Όπως είναι 

γνωστό, ο μεταβολισμός των λιπιδίων είναι μια κρίσιμη διαδικασία για το κύτταρο και αφορά 

διαδικασίες σύνθεσης, αποθήκευσης και καταβολισμού των λιπαρών οξέων, της 

χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων.175 Δεδομένα προηγούμενων δημοσιεύσεων 

υποστηρίζουν την ρύθμιση σταδίων του μεταβολισμού των λιπιδίων από τις ROS και από την 

ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NRF2.153 Συγκεκριμένα, σε μελέτη που 

πραγματοποιήθηκε σε ποντίκια με ανεπάρκεια της πρωτεΐνης-καταστολέα Keap1 στα οποία 

χορηγήθηκαν τριπεπτένια ως επαγωγείς του NRF2, η ενεργοποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα οδήγησε σε μειωμένη έκφραση τριών γονιδίων που εμπλέκονται στη σύνθεση 

των λιπαρών οξέων σε ηπατικά κύτταρα: της ATP-κιτρικής λυάσης (ATP-Citrate Lyase, ACLY), 

της συνθάσης λιπαρών οξέων (Fatty Acid Synthase,FAT)  και της στεαροϋλο-

CoA δεσατουράσης-1 (stearoyl CoA desaturase, SCD-1).149 Επιπλέον, έχει αποδειχθεί πως 

ποντίκια τα οποία έχουν υποστεί καταστολή της έκφρασης του παράγοντα NRF2, είναι 

επιρρεπή στη στεάτωση (συσσώρευση λιπιδίων στο ήπαρ), υποδηλώνοντας μια αρνητική 

συσχέτιση μεταξύ της ενεργοποίησης του παράγοντα και της βιοσύνθεσης λιπιδίων.176–178 Τα 

αποτελέσματα της παρούσας ερευνητικής μελέτης έδειξαν πως η ποικιλία Ξινόμαυρο 

παρουσιάζει μια ισχυρή τάση μείωσης των μεταγράφων της ACLY στην καρκινική κυτταρική 

σειρά MKN45 (P=0,0823), χωρίς όμως αυτή η μεταβολή να μεταφράζεται και σε επίπεδο 

πρωτεΐνης. Παράλληλα, παρατηρείτε μείωση της πρωτεΐνης ACLY στα HepG2 κύτταρα έπειτα 

από τη χορήγηση της ποικιλίας Ασύρτικο, χωρίς ταυτόχρονη ελάττωση της μεταγραφής. Τα 

παραπάνω δεδομένα συμπίπτουν με την υπάρχουσα βιβλιογραφία που υποστηρίζει την 

κατασταλτική δράση των πολυφαινολών στην έκφραση γονιδίων που εμπλέκονται στη 

βιοσύνθεση λιπιδίων. Ένας πιθανός τρόπος δράσης αφορά την καταστολή της έκφρασης του  

SREBP-1c μεταγραφικού παράγοντα από τις πολυφαινόλες, ενός παράγοντα που συμμετέχει 

στη σύνθεση λιπιδίων.179,180 Ωστόσο, είναι απαραίτητο να διεξαχθούν περεταίρω πειράματα 

προκειμένου να διευκρινιστούν εκτενώς οι μηχανισμοί με τους οποίους οι πολυφαινόλες 

επηρεάζουν τη συγκεκριμένη οδό, καθώς και η αλληλεπίδραση του NRF2 με το μονοπάτι της 

βιοσύνθεσης των λιπιδίων. 
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Ολοκληρώνοντας, παρά την έντονη ερευνητική δραστηριότητα των τελευταίων χρόνων γύρω 

από τα φυτοχημικά συστατικά και την εμπλοκή τους στη ρύθμιση του οξειδωτικού στρες του 

οργανισμού, δεν έχουν διασαφηνιστεί πλήρως οι μηχανισμοί με τους οποίους μπορούν να 

επηρεάσουν το αντιοξειδωτικό σύστημα του οργανισμού. Τα αποτελέσματα από τις 

υπάρχουσες μελέτες πάνω στις πολυφαινόλες που προέρχονται από το κρασί προδίδουν 

ενίσχυση και καταστολή του μονοπατιού NRF2-KEAP1 με τρόπο που εξαρτάται από τη 

διάρκεια δράσης των πολυφαινολών, την κατηγορία τους, τον ιστό που επιδρούν και άλλα. 

Ακόμα, περεταίρω διερεύνηση απαιτεί και ο μηχανισμός αλληλεπίδρασης του NRF2 

μεταγραφικού παράγοντα, των πολυφαινολών του κρασιού και του μονοπατιού 

βιοσύνθεσης λιπιδίων, προκειμένου οι πολυφαινόλες του κρασιού να χρησιμοποιηθούν ως 

συμπληρώματα για την αντιοξειδωτική προστασία του οργανισμού αλλά και ως 

θεραπευτικοί παράγοντες για νόσους που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες, όπως ο 

καρκίνος. 
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