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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η πρόοδος και η εξέλιξη της βιομηχανίας έχουν συνδεθεί στενά με την εκτεταμένη ρύπανση 

και την παρουσία διαφόρων χημικών ουσιών τόσο στο περιβάλλον όσο και στην τροφική 

αλυσίδα. Αρκετές έρευνες έχουν δείξει ότι πολυάριθμες χημικές ουσίες έχουν την ικανότητα 

να διαταράσσουν το ενδοκρινικό σύστημα και οι ουσίες αυτές αναφέρονται ως ενδοκρινικοί 

διαταράκτες (Ε.Δ.). Υπάρχει ένας αυξανόμενος όγκος στοιχείων που αναδεικνύει τις δυσμενείς 

επιπτώσεις τους στους ζωντανούς οργανισμούς, οι οποίοι έρχονται σε επαφή με τους ΕΔ 

κυρίως μέσω της κατανάλωσης επιβαρυμένων τροφίμων και υγρών, της εισπνοής ή της 

απορρόφησης μέσω του δέρματος.  

Μελέτες για τη βιοπαρακολούθηση του ανθρώπου έχουν αποκαλύψει ότι ο γενικός πληθυσμός, 

συμπεριλαμβανομένων των παιδιών, σπάνια εκτίθεται σε μια μεμονωμένη ένωση. Αντίθετα, η 

έκθεση γίνεται κυρίως σε χημικούς συνδυασμούς που βρίσκονται στο περιβάλλον (νερό, αέρας, 

έδαφος), καθώς και σε τρόφιμα ή καταναλωτικά προϊόντα. Προς το παρόν, υπάρχουν 

περιορισμένα δεδομένα σχετικά με τις πιθανές δυσμενείς επιδράσεις που προκύπτουν από την 

παρατεταμένη έκθεση σε χημικά μείγματα τόσο στον άνθρωπο όσο και στα ζώα. 

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η προσομοίωσης της έκθεσης του 

ανθρώπου σε ενδοκρινικούς διαταράκτες στην πραγματική ζωή. Συγκεκριμένα, 

επικεντρωθήκαμε στην εκτίμηση της συνδυαστικής δράσης των glyphosate (GLY), bisphenol 

A (BPA), parabens (PBs), triclosan (TCS) και di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), στον 

οργανισμό κουνελιών έπειτα από δωδεκάμηνη συνδυαστική έκθεση σε αυτές τις ενώσεις. 

Παράλληλα, έγινε σύγκριση των επιπτώσεων που επήλθαν ύστερα από δωδεκάμηνη έκθεση 

στην καθαρή μορφή του glyphosate σε σχέση με την εμπορική του μορφή (ζιζανιοκτόνο 

Roundup®). Η εκτίμηση της τοξικότητας των ανωτέρω πραγματοποιήθηκε εξετάζοντας 

οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες και βιολογικούς δείκτες βλάβης του DNA (μέτρηση 

μικροπυρήνων και ένταση ουράς (comet)), και ακόμη μετρώντας τις αναπαραγωγικές ορμόνες 

και μελετώντας τις κυτταρολογικές βλάβες. 

Καθ' όλη τη διάρκεια του in vivo πειράματος, τα αποτελέσματα από διάφορες δειγματοληψίες 

έδειξαν αύξηση του σχηματισμού μικροπυρήνων με δοσο – και χρονο – εξαρτώμενο τρόπο. Η 
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ίδια τάση παρατηρήθηκε και για την ένταση της ουράς, αλλά αυτή σχετιζόταν αποκλειστικά με 

τη δόση, δεδομένου του περιορισμένου αριθμού δειγματοληψιών (συγκεκριμένα, μόνο της 

τελευταίας). Η ομάδα που έλαβε υψηλή δόση μείγματος ουσιών (ομάδα HD) φάνηκε να 

επηρεάζεται περισσότερο όσον αφορά στην ένταση της ουράς, πιθανότατα λόγω της 

αθροιστικής επίδρασης των χορηγούμενων ουσιών. Σε όλες τις ομάδες έκθεσης, υπήρξε θετική 

συσχέτιση μεταξύ του αριθμού των μικροπυρήνων και της έντασης της ουράς. 

Η χορήγηση του μείγματος Ε.Δ. προκάλεσε διαταραχές της ομοιόστασης οξειδοαναγωγής του 

αίματος στους 3 μήνες, ενώ στους 6 και 12 μήνες ενεργοποίησε προσαρμογές οξειδοαναγωγής. 

Αντίθετα, η έκθεση σε GLY και Roundup®, μεμονωμένα, προκάλεσε κυρίως διαταραχές της 

οξειδοαναγωγικής ισορροπίας του αίματος. Σε επίπεδο ιστών, ιδίως στο ήπαρ, η χορήγηση 

τόσο του μείγματος Ε.Δ. όσο και του Roundup® προκάλεσε οξειδωτικό στρες, ενώ η GLY δεν 

το επηρέασε. Ακόμη, η χορήγηση του μείγματος Ε.Δ. και του Roundup®, προκάλεσε επιζήμιες 

επιδράσεις στην οξειδοαναγωγική κατάσταση του ήπατος, ενός κρίσιμου ιστού με πολύτιμο 

βιολογικό ρόλο στην αποτοξίνωση των οργανισμών από ξενοβιοτικά. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μέτρησης των επιπέδων των αναπαραγωγικών ορμονών, τα 

θηλυκά κουνέλια δεν παρουσίασαν ιδιαίτερες διαφοροποιήσεις, εκτός από την περίπτωση της 

Τ4 όπου τόσο στα θηλυκά όσο και στα αρσενικά κουνέλια παρουσιάστηκε αύξηση από τους 3 

μήνες και μετά, στις ομάδες HD και Roundup. Η β-οιστραδιόλη παρέμεινε σχεδόν 

ανεπηρέαστη σε όλη τη διάρκεια του πειράματος χωρίς να παρουσιάζει διαφορές μεταξύ 

αρσενικών και θηλυκών. Όσον αφορά στα επίπεδα τεστοστερόνης στα αρσενικά κουνέλια 

αυξήθηκαν μετά τους 3 μήνες έκθεσης και μειώθηκαν κατακόρυφα στους 12 μήνες έκθεσης 

στις ομάδες Glyphosate, HD και Roundup. Η συγκέντρωση της Τ3 αυξήθηκε στους 3 μήνες 

έκθεσης, και μετά, σε όλες τις ομάδες ενώ μειώθηκε στους 12 μήνες στην ομάδα Roundup. 

Παράλληλα, τα επίπεδα της προγεστερόνης μειώθηκαν στους 12 μήνες έκθεσης (σε σχέση με 

τους 0 μήνες) στις ομάδες LD, HD και Roundup, ενώ αυξήθηκαν στην ομάδα Glyphosate. 

Τα κυτταρολογικά ευρήματα κάνουν σαφή την ύπαρξη εκτεταμένων βλαβών στις ομάδες HD, 

Glyphosate και Roundup. Ύπαρξη εκμαγείων, εκφυλισμός και καρκινογένεση καταγράφηκαν 

σε ήπαρ, νεφρούς, όρχεις, ωοθήκες και θυρεοειδή αδένα, ενώ η καρδιά δεν παρουσίασε 

κυτταρολογικές αλλοιώσεις. 
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Τα ευρήματά μας αναδεικνύουν ότι η έκθεση σε Ε.Δ., μεμονωμένα αλλά και συνδυαστικά, 

προκαλεί δυσμενείς επιδράσεις σε κυτταρολογικό επίπεδο, στο DNA, στα επίπεδα των 

ορμονών και στην οξειδοαναγωγική κατάσταση του οργανισμού. Αυτό υπογραμμίζει τους 

πιθανούς κινδύνους που συνδέονται με την καθημερινή έκθεση σε αυτές τις ουσίες και 

υπογραμμίζει την επιτακτική ανάγκη για πρόσθετη έρευνα σε αυτόν τον τομέα.  
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ABSTRACT 
 

The advancement and evolution of industry have been closely associated with widespread 

pollution and the presence of various chemicals in both the environment and the food chain. 

Several surveys have indicated that numerous chemicals possess the capability to disrupt the 

endocrine system, and these substances are referred to as endocrine disruptors (EDCs). There 

is an increasing body of evidence highlighting their adverse effects on living organisms, which 

come into contact with EDCs primarily through the consumption of contaminated food and 

fluids, inhalation or absorption through the skin. 

Studies on human biomonitoring have revealed that the general population, including children, 

is seldom exposed to a solitary compound. Instead, exposure predominantly occurs to chemical 

combinations found in the environment (water, air, soil), as well as in food or consumer 

products. Currently, there is limited data regarding potential adverse effects both in humans and 

animals. 

The aim of this PhD thesis was to simulate human exposure to endocrine disruptors in real life. 

Specifically, we focused on assessing the synergistic or non-synergistic effects of glyphosate, 

BPA, PBs, TCS and DEHP, on the rabbit organism after a 12-month combined exposure to 

these compounds. In addition, a comparison was made of the effects following 12 months 

exposure to the pure form of glyphosate versus its commercial form (Roundup® herbicide). 

The toxicity of the above was assessed by examining redox biomarkers and biological markers 

of DNA damage (micronuclei count and comet intensity), and also by measuring reproductive 

hormones and estimating cytological damage. 

Throughout the in vivo experiment, results from different samplings showed an increase in 

micronuclei formation in a dose – and time – dependent manner. The same trend was also 

observed for tail intensity, but this was exclusively dose – related, given the limited number of 

samples (specifically, only the latter). The group receiving a high dose of a mixture of 

substances (HD group) seemed to be more affected in terms of tail intensity, probably due to 

the synergistic effect of the administered substances. In all exposure groups, there was a positive 

correlation between the number of micronuclei and tail intensity. 
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Administration of the EDCs mixture induced perturbations of blood redox homeostasis at 3 

months, while at 6 and 12 months it triggered redox adaptations. In contrast, exposure to GLY 

and Roundup®, individually, mainly induced perturbations of blood redox balance. At the 

tissue level, especially in the liver, administration of both EDCs mixture and Roundup® 

induced oxidative stress, whereas GLY did not. Furthermore, the administration of both EDCs 

and Roundup® caused detrimental effects on the redox status of the liver, a critical tissue with 

a valuable biological role in the detoxification of organisms from xenobiotics. 

According to the results of the measurement of reproductive hormone levels, the female rabbits 

did not show any particular differences, except for the case of T4 where both female and male 

rabbits showed an increase from 3 months onwards in the HD and Roundup groups. Β-estradiol 

remained almost unaffected throughout the experiment with no differences between males and 

females. Regarding testosterone levels in male rabbits, they increased after 3 months of 

exposure and decreased sharply at 12 months of exposure in the Glyphosate, HD and Roundup 

groups. T3 concentration increased at 3 months of exposure onwards and decreased at 12 

months of exposure in the Roundup group. In parallel, progesterone levels decreased at 12 

months of exposure (compared to 0 months) in the LD, HD and Roundup groups, while they 

increased in the Glyphosate group. 

The cytological findings make clear the existence of extensive lesions in the HD, Glyphosate 

and Roundup groups. Existence of ectasia, degeneration and carcinogenesis were recorded in 

liver, kidney, testis, ovary and thyroid gland, while the heart did not show any cytological 

lesions. 

Our findings indicate that exposure to EDCs, individually and in combination, causes adverse 

effects on the cytological scale, the DNA, the hormone levels and the redox status of the 

organism. This underlines the potential risks associated with daily exposure to these substances 

and highlights the urgent need for additional research in this area.  
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 ΕΝΔΟΚΡΙΝΙΚΟΙ ΔΙΑΤΑΡΑΚΤΕΣ 

 

1.1.1 ΓΕΝΙΚΑ 
 

Ο όρος «ενδοκρινικός διαταράκτης» ορίστηκε αρχικά ως κάθε ουσία που επηρεάζει το 

ενδοκρινικό σύστημα. Ένας ακριβέστερος ορισμός σύμφωνα με τον Οργανισμό Προστασίας 

Περιβάλλοντος ορίζει έναν ενδοκρινικό διαταράκτη (Ε.Δ.) ως μια εξωγενή ουσία που 

παρεμβαίνει στη σύνθεση, έκκριση, μεταφορά, δέσμευση, δράση ή εξάλειψη των φυσικών 

ορμονών που είναι υπεύθυνες για τη διατήρηση της ομοιόστασης, την αναπαραγωγή, την 

ανάπτυξη ή/και τη συμπεριφορά.  

Ο όρος αυτός περιλαμβάνει σήμερα χιλιάδες ουσίες και ο αριθμός τους εξακολουθεί να 

αυξάνεται. Τα ζητήματα που αφορούν τους Ε.Δ. και τις πιθανές δυσμενείς επιδράσεις τους στον 

ανθρώπινο οργανισμό αποτελούν σήμερα ένα από τα σημαντικότερα επιστημονικά θέματα και 

έχουν συζητηθεί επίσης από την Ευρωπαϊκή Επιτροπή και το Ευρωπαϊκό Κοινοβούλιο. Στην 

Ευρωπαϊκή Ένωση (Ε.Ε.), το κύριο ρυθμιστικό όργανο σχετικά με τη χρήση των χημικών 

ουσιών είναι ο Ευρωπαϊκός Οργανισμός Χημικών Ουσιών (European Chemical Agency). Ο 

αριθμός των επιστημονικών εκθέσεων που ασχολούνται με τους Ε.Δ. έχει αυξηθεί ραγδαία, με 

πολλές από αυτές να εστιάζουν στη σχέση των Ε.Δ. με την αναπαραγωγή, τις λειτουργίες του 

θυρεοειδούς αδένα, την ογκογόνο δράση, τη σχέση με την έναρξη και την εξέλιξη της εφηβείας 

ακόμα και με την παχυσαρκία (1). 

Οι πρώτοι Ε.Δ. που εντοπίστηκαν ήταν εκείνοι με δράση παρόμοια με αυτή των οιστρογόνων, 

και όπως έχει αποδειχθεί μιμούνται ή παρεμποδίζουν τη δράση των οιστρογόνων και 

χαρακτηρίζονται ως ξενοοιστρογόνα. Δρουν προσθετικά με τα ενδογενή οιστρογόνα, αν και 

συνήθως έχουν χαμηλότερη συγγένεια προς τους κλασικούς υποδοχείς οιστρογόνων. Τα ίδια 

ξενοοιστρογόνα που φαίνεται να είναι ασθενείς αγωνιστές για τους οιστρογονικούς υποδοχείς, 

μπορεί να είναι ισχυροί αγωνιστές όταν δρουν μέσω των μεμβρανικών υποδοχέων γεγονός το 

οποίο εξηγεί την ικανότητά τους να παράγουν βιολογικές επιδράσεις σε χαμηλές δόσεις (2). 
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Εικόνα 1.1 Τρόποι δράσης ενδοκρινικών διαταρακτών (EDCs) (3). 

 

Στο περιβάλλον, εμφανίζονται παράλληλα πολλές χημικές ουσίες και ο ανθρώπινος 

οργανισμός εκτίθεται συνήθως σε ένα μείγμα χημικών ουσιών που μπορεί να έχουν 

προσθετικές ή ακόμη και συνεργικές επιδράσεις. Πολλοί Ε.Δ. είναι ανθεκτικοί, με αποτέλεσμα 

τη βιοσυσσώρευσή τους στην τροφική αλυσίδα και στον ανθρώπινο οργανισμό. Η ηλικία κατά 

την οποία ένας οργανισμός εκτίθεται σε έναν Ε.Δ. μπορεί επίσης να είναι καθοριστική. Στους 

ενήλικες, απαιτούνται συνήθως υψηλότερα επίπεδα για να προκληθούν επιβλαβείς επιδράσεις, 

αλλά κατά τη διάρκεια της ανθρώπινης ανάπτυξης ακόμη και πολύ χαμηλές δόσεις μπορεί να 

έχουν μακροχρόνιες επιδράσεις (The developmental origins of adult disease (Barker) 

hypothesis). 
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1.2 ΧΗΜΙΚΕΣ ΟΥΣΙΕΣ – ΣΤΟΧΟΙ  
 

1.2.1  GLYPHOSATE  
 

Η έκθεση σε φυτοφάρμακα αποτελεί κίνδυνο και μπορεί να οδηγήσει σε οξείες και χρόνιες 

επιπτώσεις στην υγεία, συμπεριλαμβανομένης της νευροτοξικότητας, της ενδοκρινικής 

διαταραχής και του καρκίνου. Έχει υπολογιστεί ότι περίπου 25 εκατομμύρια άνθρωποι 

δηλητηριάζονται από φυτοφάρμακα παγκοσμίως κάθε χρόνο, οδηγώντας σε περίπου 300.000 

θανάτους ετησίως (4). Ο γενικός πληθυσμός εκτίθεται κυρίως μέσω της διατροφής, αλλά 

συνήθως σε χαμηλά επίπεδα. Οι ομάδες του πληθυσμού που κινδυνεύουν να εκτεθούν σε 

μεγάλο βαθμό στα φυτοφάρμακα είναι κυρίως οι αγρότες και οι ψεκαστές, και ιδιαίτερα σε 

χαμηλές έως μεσαίου εισοδήματος χώρες, όπου δεν υπάρχουν ή δεν τηρούνται αυστηρά μέτρα 

για τον κατάλληλο χειρισμό και την προστασία κατά τη χρήση των φυτοφαρμάκων (5). Έχει 

επίσης αποδειχθεί ότι τα μέλη της οικογένειας των αγροτών, παρόλο που δεν 

δραστηριοποιούνται ως αγρότες, μπορούν να εκτεθούν σε αυξημένα επίπεδα φυτοφαρμάκων 

(6,7). 

Το glyphosate ή γλυφοσάτη (N-(phosphonomethyl) glycine, GLY) είναι ένα από τα κυριότερα 

φυτοφάρμακα που έχουν ανακαλυφθεί μέχρι σήμερα και είναι το πιο εμπορεύσιμο 

φυτοφάρμακο παγκοσμίως για τον μη επιλεκτικό έλεγχο των ζιζανίων (8). Χρησιμοποιείται 

κυρίως στη γεωργία μεγάλης κλίμακας, αλλά είναι επίσης πολύ διαδεδομένο στους οικιακούς 

κήπους. Έχει την ικανότητα να αναστέλλει την ανάπτυξη των φυτών παρεμβαίνοντας στην 

παραγωγή των αρωματικών αμινοξέων φαινυλαλανίνη, τυροσίνη και τρυπτοφάνη, γεγονός που 

προκαλεί μείωση της πρωτεϊνοσύνθεσης (9). Το GLY διασπάται στο περιβάλλον κυρίως μέσω 

της δράσης μικροοργανισμών, ιδίως βακτηρίων, σε αμινομεθυλοφωσφονικό οξύ (AMPA). H 

τύχη του GLY και ο αντίκτυπος του στα οικοσυστήματα, επηρεάζονται από παράγοντες όπως 

ο ρυθμός εφαρμογής GLY, οι ιδιότητες του εδάφους, οι διαδικασίες μεταφοράς και οι 

πρακτικές διαχείρισης καθώς επίσης και από τα χαρακτηριστικά των μικροοργανισμών. Ως 

αποτέλεσμα, υπάρχουν αντικρουόμενες πληροφορίες στη βιβλιογραφία σχετικά με τις 

επιπτώσεις της γλυφοσάτης στο περιβάλλον (10).  
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Οι τρέχουσες γεωργικές δραστηριότητες εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από τη χρήση 

εμπορικών σκευασμάτων με βάση το GLY, και αυτό έχει γίνει ακόμη πιο έντονο τα τελευταία 

χρόνια, επειδή πάνω από το 75% των γενετικά τροποποιημένων φυτών έχουν διαμορφωθεί έτσι 

ώστε να ανέχονται υψηλά επίπεδα GLY (11). Η επαναλαμβανόμενη χρήση του GLY κατά τη 

διάρκεια των ετών οδήγησε τελικά στην εμφάνιση ζιζανίων ανθεκτικών στο GLY, κάτι που 

ανάγκασε τους αγρότες να ψεκάζουν μεγαλύτερη δόση GLY πιο συχνά. Αυτή η επιταχυνόμενη 

χρήση οδήγησε στη συσσώρευση υπολειμμάτων GLY στο περιβάλλον, στο έδαφος, στο νερό 

και στα φυτά. Τα σκευάσματα των ζιζανιοκτόνων με βάση του GLY είναι πολύπλοκα και 

μεταβλητά μείγματα τα οποία περιέχουν βοηθητικά και επιφανειοδραστικά προσθετικά εκτός 

από τη δραστική ουσία GLY, με στόχο την αύξηση της απορρόφησης και της 

αποτελεσματικότητάς τους (8). Δυστυχώς, οι επιφανειοδραστικές ουσίες μπορεί να 

παρουσιάσουν τοξικότητα πολλές φορές μεγαλύτερη από το GLY, καθιστώντας το 

τυποποιημένο προϊόν πολύ πιο τοξικό από το απομονωμένο δραστικό συστατικό (11). 

Το GLY ή τα προϊόντα που περιέχουν GLY περιορίζονται ή απαγορεύονται επί του παρόντος 

σε αρκετές χώρες, αφού οι αξιολογήσεις της IARC και της Ευρωπαϊκής Αρχής για την 

Ασφάλεια των Τροφίμων (EFSA) κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ 

της έκθεσης και του αυξημένου κινδύνου εμφάνισης διαφόρων μορφών καρκίνου, 

συμπεριλαμβανομένου του λεμφώματος non-Hodgkin (NHL) (EFSA, 2015- IARC, 2017). 

Ωστόσο, άλλοι διεθνείς ρυθμιστικοί οργανισμοί, όπως ο WHO/FAO και ο Ευρωπαϊκός 

Οργανισμός Χημικών Προϊόντων (ECHA), κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το GLY είναι 

απίθανο να έχει καρκινογόνο δράση για τον άνθρωπο (ECHA, 2017- WHO/FAO, 2016) (5).  

Το GLY, το προϊόν διάσπασής του, AMPA, καθώς και/ή τα προϊόντα που το περιέχουν ως 

δραστική ουσία είναι ύποπτα για την πρόκληση διαφόρων προβλημάτων υγείας κατά τη 

διάρκεια των ετών. Νεφρική και ηπατική βλάβη, διάφορες μορφές καρκίνου και ψυχικές 

παθήσεις όπως η νόσος του Alzheimer και η νόσος του Parkinson έχουν συνδεθεί με την 

εκτεταμένη χρήση του GLY. Ακόμη, έχουν καταγραφεί περιστατικά αποβολών, 

δερματολογικών ερεθισμών και αναπνευστικών προβλημάτων μετά από έκθεση σε GLY. 

Επιπλέον, υπάρχουν μελέτες έχουν δείξει αύξηση της στειρότητας και των δυσμορφιών μεταξύ 

των χοίρων, καθώς και βλάβες στο DNA και αυξημένη μεθυλίωση in vitro (12). Έχει 

αποδειχθεί ότι το AMPA συνδέεται με γενοτοξικότητα, οξειδωτικό στρες, προβλήματα στην 
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ανάπτυξη και το μεταβολισμό καθώς και συμπεριφορικά προβλήματα (13). Εκτός από το GLY, 

το Roundup® περιέχει πολυαιθοξυλιωμένη ταλλεϊνική αμίνη (POEA), ένα επιφανειοδραστικό 

που ενισχύει την πρόσληψη και τη μετατόπιση του δραστικού συστατικού. Ωστόσο, το 

Roundup® περιέχει πολλά ακόμη συστατικά για τα οποία ο πλήρης κατάλογος παραμένει 

άγνωστος, καθώς θεωρείται εμπορικό μυστικό και συνεπώς προστατεύεται από την εταιρεία. 

Κατά συνέπεια, έχει γίνει πιο δύσκολο να κατανοήσουμε τους κινδύνους που εγκυμονεί η 

χρήση του Roundup® (14). Σήμερα, είναι προφανές ότι η ασφάλεια του Roundup® 

αμφισβητείται έντονα. Από το 2015, έχουν κατατεθεί περισσότερες από 300 αγωγές που 

κατηγορούν το προϊόν ότι είναι επιβλαβές για την ανθρώπινη υγεία. Επί του παρόντος, αρκετές 

χώρες έχουν απαγορεύσει τη χρήση του, αλλά οι βλαβερές επιπτώσεις του εξακολουθούν να 

υπάρχουν στο περιβάλλον και στον άνθρωπο. 

 

1.2.2  PARABENS 
 

Τα parabens (PBs) ή παραβένια, τα οποία είναι εστέρες του παρα-υδροξυβενζοϊκού οξέος, 

εισήχθησαν για πρώτη φορά στην αγορά το 1930 και χρησιμοποιούνται ως συντηρητικά και 

αντιμικροβιακοί παράγοντες (15). Χρησιμοποιούνται ευρέως στα καλλυντικά και τα προϊόντα 

προσωπικής φροντίδας λόγω των πλεονεκτικών φυσικών και χημικών χαρακτηριστικών τους, 

συμπεριλαμβανομένης της άχρωμης κρυσταλλικής τους μορφής, της έλλειψης οσμής ή γεύσης, 

της ικανότητάς τους να λειτουργούν καλά σε ένα ευρύ φάσμα τιμών pH και της σταθερότητάς 

τους ακόμη και όταν αναμειγνύονται με άλλα προϊόντα (16). Τα PBs προτιμώνται για τη χημική 

τους σταθερότητα και τις ευρείες αντιμικροβιακές τους ιδιότητες, ιδίως έναντι των θετικών 

κατά Gram βακτηρίων και μυκήτων. Η ισχύς της αντιμικροβιακής επίδρασης αυξάνεται όσο 

αυξάνεται το μήκος της αλειφατικής αλυσίδας, με το butyl paraben να είναι το πιο 

αποτελεσματικό. Ωστόσο, η διαλυτότητα των PBs μειώνεται με την αύξηση του μήκους της 

αλυσίδας, αλλά αυτό μπορεί να αντιμετωπιστεί με τη χρήση διαφορετικών αλάτων. Η 

σταθερότητα των PBs μειώνεται παρουσία μη ιοντικών επιφανειοδραστικών ουσιών, όπως το 

πολυσορβικό 80. Για βέλτιστη αντιμικροβιακή αποτελεσματικότητα, τα PBs χρησιμοποιούνται 

συχνά σε συνδυασμό με άλλους παράγοντες, όπως το EDTA και η μαλτιτόλη (17). 
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Τα PBs αποτελούν το πιο κοινό συστατικό σε προϊόντα προσωπικής φροντίδας, μετά το νερό, 

με αποτέλεσμα τη σημαντική έκθεση των ανθρώπων και του περιβάλλοντος, ιδίως σε υδάτινα 

περιβάλλοντα. Έχει βρεθεί ότι τα PBs παρουσιάζουν οιστρογονική δράση και παρεμβαίνουν 

σε ορμόνες όπως τα ανδρογόνα, τα οιστρογόνα, η προγεστερόνη και τα 

γλυκοκορτικοστεροειδή (18). Ανησυχία προκαλεί η σύνδεσή τους με δυσμενείς επιδράσεις 

στην αναπαραγωγή, παιδική παχυσαρκία, αναστολή της σωστής λειτουργίας του θυρεοειδούς 

αδένα, μείωση των τελομερικών άκρων, δυσλειτουργία του κεντρικού νευρικού συστήματος, 

καρκινογόνος δράση (κυρίως συσχέτιση με τον καρκίνο του μαστού), βλάβη στο DNA σε 

παιδιά, καθώς επίσης και αύξηση του κινδύνου εμφάνισης ατοπικού άσθματος και 

ευαισθητοποίησης σε αεροαλλεργιογόνα σε παιδιά, διαταραχή του εμμηνορροϊκού κύκλου που 

εκδηλώνεται με συντομότερους κύκλους στις γυναίκες, μειωμένη γονιμότητα και εμφάνιση 

σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 (16,19). Σε απάντηση, έχουν τεθεί περιορισμοί στη χρήση των 

PBs σε προϊόντα προσωπικής φροντίδας και καλλυντικά, ενώ το 2013 η Ευρωπαϊκή Επιτροπή 

απαγόρευσε τη χρήση ορισμένων PBs στα προϊόντα αυτά (18). 

 

1.2.3  TRICLOSAN  
 

Το triclosan ή τρικλοζάνη (TCS), ή 5-χλωρο-2-(2,4-διχλωροφαινοξυ) φαινόλη, είναι ένας 

ευρέως χρησιμοποιούμενος αντιμικροβιακός παράγοντας. Είναι γνωστό επίσης με τις 

ονομασίες Irgasan DP300, CH3565, GP41-353, FAT 80′023, Irgacare MP και Irgasan. Το TCS 

παρήχθη για πρώτη φορά το 1964 από την ελβετική εταιρία Ciba-Geigy και χρησιμοποιήθηκε 

κυρίως ως απολυμαντικό σε ιατρικές εγκαταστάσεις. Με την πάροδο του χρόνου, προστέθηκε 

σε διάφορα καταναλωτικά προϊόντα, όπως σαπούνια, οδοντόκρεμες, καλλυντικά και προϊόντα 

καθαρισμού (20,21). Η ποσότητα TCS σε αυτά τα προϊόντα είναι συνήθως μεταξύ 0,1% έως 

0,3% του βάρους τους. Σε παγκόσμιο επίπεδο, τα τελευταία χρόνια, η παραγωγή TCS έχει 

ξεπεράσει τους 1500 τόνους ετησίως (22).  

Το 2016, ο FDA απαγόρευσε την χρήση TCS σε προϊόντα σαπουνιού, ενώ το 2017, 

απαγορεύτηκε η χρήση του σε όλα τα βιοκτόνα προϊόντα υγιεινής στην Ευρωπαϊκή Ένωση. 

Λόγω της ευρείας χρήσης του και παρά τις απαγορεύσεις αυτές, το TCS εξακολουθεί να 

υπάρχει σε ορισμένα προϊόντα και μπορεί να ανιχνευθεί σε διάφορα περιβαλλοντικά δείγματα, 



20 

 

 

 

όπως ακατέργαστα και επεξεργασμένα λύματα, ρυάκια, λυματολάσπη, ψάρια, ακόμη και σε 

ανθρώπινα σωματικά υγρά, όπως ούρα, πλάσμα και μητρικό γάλα (22). 

Το TCS έχει συνδεθεί με ενδοκρινικές διαταραχές και έχει βρεθεί ότι προσδένεται στους 

υποδοχείς των θυρεοειδικών ορμονών και έχει αντιανδρογονική και αντιοιστρογονική 

δραστηριότητα (23). Θεωρείται επίσης αλλεργιογόνο, το οποίο μπορεί να προκαλέσει ή να 

επιδεινώσει την ευαισθησία στα αλλεργιογόνα. Ακόμη, έχει βρεθεί ότι συνδέεται με αρνητικές 

επιδράσεις στον άξονα υποθαλάμου-υπόφυσης-θυρεοειδούς τόσο σε μελέτες σε ζώα όσο και 

σε μελέτες παρατήρησης σε ανθρώπους. Ιδιαίτερη ανησυχία υπάρχει για τις γυναίκες 

αναπαραγωγικής ηλικίας καθώς το TCS έχει την ικανότητα να διαπερνά τον πλακούντα και 

τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και να εισέρχεται στο μητρικό γάλα. Το TCS, συνδέεται επίσης 

με νευροαναπτυξιακές διαταραχές, μεταβολικές διαταραχές και καρδιοτοξικότητα, ενώ η 

συσχέτιση του με την εμφάνιση καρκίνου είναι αμφιλεγόμενη. Ορισμένες μελέτες αναφέρουν 

ότι το TCS αυξάνει τον κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου, ενώ παράλληλα άλλες προτείνουν την 

επανατοποθέτηση του TCS στη θεραπεία του καρκίνου, ιδίως του καρκίνου του προστάτη (21). 

 

1.2.4  BISPHENOL A 
 

Η bisphenol A ή δισφαινόλη Α (BPA), ή 4,4'-(προπανο-2,2-διυλ) διφαινόλη, ανακαλύφθηκε το 

1891 από τον Aleksandr Dianin, και αργότερα συντέθηκε το 1905 από τον Zincke με τη χρήση 

αντίστοιχων φαινολών και τη συμπύκνωση ακετόνης. Στα μέσα του 20ου αιώνα, η BPA γνώρισε 

αυξημένη ζήτηση για χρήση σε πολυμερή, συμπεριλαμβανομένων των πολυκαρβονικών, της 

πολυσουλφόνης, του πολυακρυλικού και των εποξειδικών ρητινών, τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν επίσης ως αντιοξειδωτικά και ως τελικό στάδιο για την αναστολή του 

πολυμερισμού στα πλαστικά PVC (24). Η BPA έχει διάφορες βιομηχανικές χρήσεις, όπως στην 

παραγωγή μελανιών και χρωμάτων, στην κατασκευή θερμικών χαρτιών, συμπαγών δίσκων και 

ηλεκτρονικών ειδών. Ακόμη, χρησιμοποιείται ευρέως σε υλικά συσκευασίας τροφίμων, σε 

μπουκάλια νερού για φαγητό και σε επιστρώσεις βερνικιών για κονσερβοκούτια (24,25). 

Ωστόσο, η BPA έχει την ικανότητα να «μεταναστεύει» από την εσωτερική επίστρωση της 

συσκευασίας στο τρόφιμο ή ποτό ιδιαίτερα αν εκτεθεί σε μεγάλες θερμοκρασίες. Έτσι, η 
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κατανάλωση αυτών των τροφίμων αποτελεί μία από τις βασικές πηγές έκθεσης του ανθρώπου 

σε BPA (26). 

Έχει αποδειχθεί ότι η BPA παρουσιάζει οιστρογονική δραστηριότητα. Εκτός όμως από τις 

οιστρογονικές επιδράσεις, η BPA έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα των 

ανδρογόνων, τον υποδοχέα του θυρεοειδούς, τον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και 

αρκετούς άλλους. Οι επιδράσεις της BPA έχουν διαπιστωθεί σε συγκεντρώσεις συγκρίσιμες με 

εκείνες των ορμονών που απαντώνται στη φύση (1). Η αλληλεπίδραση αυτή με τους διάφορους 

ορμονικούς υποδοχείς έχει συνδεθεί με μία ευρεία λίστα προβλημάτων υγείας. Στη λίστα αυτή 

περιλαμβάνονται διαταραχή της ανάπτυξης, νοητικές βλάβες και συμπεριφορικές διαταραχές,  

καταστολή του ανοσοποιητικού συστήματος, οξειδωτικό στρες, αναπαραγωγικά προβλήματα 

όπως αποβολές, στειρότητα, σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών, ενδομητρίωση αλλαγές στην 

ποσότητα, ποιότητα και κινητικότητα του σπέρματος, δυσπλασίες στα ανδρικά γεννητικά 

όργανα. Ιδιαίτερα ανησυχητική είναι η συσχέτιση της έκθεσης σε BPA με την εμφάνιση 

καρκίνου του μαστού, των ωοθηκών, της μήτρας, του προστάτη και των όρχεων (24).  

Η δισφαινόλη Α (BPA) είναι μια ευρέως χρησιμοποιούμενη συνθετική ένωση με τον 

παγκόσμιο όγκο παραγωγής να εκτιμάται το 2015 σε 7,69 εκατομμύρια μετρικούς τόνους και 

να αυξάνεται σε 10,7 εκατομμύρια μετρικούς τόνους έως το 2020. Η παγκόσμια ζήτηση για 

την BPA εκτιμάται στα 22,49 δισεκατομμύρια δολάρια ΗΠΑ το 2022, με τη μεγαλύτερη αγορά 

να βρίσκεται στην περιοχή της Ασίας και του Ειρηνικού και να αντιπροσωπεύει το 52% του 

μεριδίου αγοράς. Οι Η.Π.Α. και η Δυτική Ευρώπη συνεισφέρουν περίπου το 36% της αγοράς 

(24).  

Το 2012, ο FDA περιόρισε τη χρήση πολυκαρβονικών ρητινών με βάση τη BPA σε μπιμπερό 

και πιπίλες σε απάντηση σε αίτηση για πρόσθετα τροφίμων που κατέθεσε το Αμερικανικό 

Συμβούλιο Χημείας. Ένα χρόνο αργότερα, ο FDA επέκτεινε αυτούς τους περιορισμούς για τη 

χρήση εποξειδικών ρητινών με βάση τη BPA ως επικαλύψεις σε συσκευασίες για βρεφικά 

παρασκευάσματα, ενώ παράλληλα η Ευρωπαϊκή Επιτροπή κοινοποίησε την απόφαση να 

περιορίσει την BPA στα πλαστικά μπιμπερό στην Ε.Ε. Το 2017, η FDA ξεκίνησε έρευνα 

επανεξέτασης της επικινδυνότητας της χρήσης της BPA και το 2020 απαγόρευσε τη χρήση της 

στο χαρτί θερμικής εκτύπωσης, ενώ αναμένεται να επιβληθούν απαγορεύσεις χρήσης της BPA 
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και σε άλλα προϊόντα. Ήδη σε πολλές πολιτείες των Η.Π.Α., έχουν γίνει μεγάλα κινήματα για 

την ολική απαγόρευση της χρήσης της και το έχουν καταφέρει σε κάποιες από αυτές (1).  

Εξαιτίας των απαγορεύσεων αυτών, η BPA αντικαθίσταται συχνά από ανάλογα της όπως η 

δισφαινόλη S (BPS), η δισφαινόλη F (BPF) και η δισφαινόλη AF (BPAF). Δυστυχώς, η 

πλειονότητα των υποκατάστατων δεν δοκιμάζεται πριν από την εισαγωγή τους στην αγορά και 

συχνά παρουσιάζουν παρόμοιες ή και πιο ισχυρές διαταρακτικές επιδράσεις από τις αρχικές. 

(27). Ωστόσο, τα αποτελέσματα διαφόρων μελετών έδειξαν ότι οι δραστικότητες, ο 

μεταβολισμός και ο μηχανισμός δράσης των BPS και BPF είναι παρόμοιοι με τον BPA και, 

λαμβάνοντας υπόψη τις ορμονικές δράσεις, ενδέχεται να ενέχουν παρόμοιους δυνητικούς 

κινδύνους για την υγεία με τον BPA (28,29). 

 

1.2.5  DI (2-ETHYLHEXYL) PHTHALATE 
 

Οι φθαλικοί εστέρες είναι διεστέρες του φθαλικού οξέος (1,2-βενζενιδικοκαρβοξυλικό οξύ) 

και είναι συνθετικές οργανικές χημικές ουσίες που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία ως 

διαλύτες, πλαστικοποιητές και πρόσθετα στα πλαστικά πολυβινυλοχλωριδίου (PVC) ή στα 

προϊόντα προσωπικής φροντίδας (PCP). Περισσότεροι από 25 φθαλικοί εστέρες 

χρησιμοποιούνται σε εμπορικές εφαρμογές, με τον καθένα να προσθέτει μοναδικές ιδιότητες 

στο προϊόν στο οποίο ενσωματώνεται (30).  

Το di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) είναι ένας από τους σημαντικότερους φθαλικούς 

εστέρες στο εμπόριο και συντέθηκε για πρώτη φορά για χρήση ως πλαστικοποιητής το 1933 

(31). Χρησιμοποιείται ως πλαστικοποιητής στην παραγωγή χλωριούχου πολυβινυλίου (PVC) 

για την παραγωγή μαλακότερων και πιο εύκαμπτων υλικών. Το PVC που περιέχει DEHP 

χρησιμοποιείται σε νοσοκομειακό εξοπλισμό (ενδοφλέβια σωληνάκια και σακούλες), 

περιτύλιγμα τροφίμων, μόνωση καλωδίων και εξαρτήματα αυτοκινήτων (32). Τα προϊόντα 

PVC μπορεί να περιέχουν έως και 50% (κατά βάρος) φθαλικές ενώσεις (31). Στις μέρες μας, 

οι άνθρωποι εκτίθενται διάχυτα στους φθαλικούς εστέρες μέσω της κατάποσης, της εισπνοής 

και της απορρόφησης από το δέρμα, καθώς οι φθαλικοί εστέρες μπορούν εύκολα να 
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μεταναστεύσουν στο περιβάλλον διότι δεν είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένοι με τα πλαστικά 

(33).  

Το DEHP είναι ο πιο ευρέως χρησιμοποιούμενος φθαλικός εστέρας που αντιπροσωπεύει 

σχεδόν το 50% της παγκόσμιας κατανάλωσης φθαλικών εστέρων και έχει συσχετιστεί με 

διάφορες αρνητικές επιπτώσεις στην υγεία (33). Η κύρια πηγή έκθεσης του ανθρώπου στο 

DEHP είναι τα τρόφιμα και το εμφιαλωμένο νερό, παρόλο που το DEHP δεν χρησιμοποιείται 

για την κατασκευή μπουκαλιών νερού. Το DEHP είναι πιο πιθανό να διαρρεύσει σε λιπαρά 

τρόφιμα ή σε τρόφιμα που έχουν υψηλή συγκέντρωση λιπιδίων, καθώς παρουσιάζει αυξημένη 

διαλυτότητα στα έλαια αλλά όχι στο νερό. Άλλες πηγές έκθεσης περιλαμβάνουν τη σκόνη του 

σπιτιού, τον αέρα εσωτερικών χώρων, το χώμα ή τις αποθήκες νερού, αλλά αυτές είναι 

δευτερεύουσες πηγές που οδηγούν σε μια ελάχιστη πρόσληψη (34). Αφού εισέλθει στον 

οργανισμό, το DEHP μεταβολίζεται σε διάφορες ενώσεις, συμπεριλαμβανομένων της 2-

αιθυλεξανολικής εξανόλης, του 2-αιθυλεξανοϊκού οξέος και του MEHP (φθαλικός μονο (2-

αιθυλεξυλ) εστέρας). Αυτοί οι μεταβολίτες θεωρούνται πιο τοξικοί από τη μητρική ένωση, 

ιδίως το MEHP, μια ουσία που έχει συσχετιστεί με αντιανδρογόνο δράση στον άνθρωπο (34). 

Το ίδιο το DEHP διαταράσσει επίσης τη φυσιολογική λειτουργία του ενδοκρινικού συστήματος 

(32).  

Λαμβάνοντας υπόψη τις επιπτώσεις της DEHP στον άνθρωπο, έχει απαγορευθεί η χρήση έξι 

φθαλικών ενώσεων, συμπεριλαμβανομένου και του DEHP, στην παραγωγή παιχνιδιών στις 

Η.Π.Α., τον Καναδά και την Ε.Ε. Παρόλο που ορισμένοι φθαλικοί εστέρες έχουν περιοριστεί 

στα παιδικά παιχνίδια, εξακολουθούν να χρησιμοποιούνται σε παιχνίδια σε πολλές άλλες 

περιοχές του κόσμου, συμπεριλαμβανομένης της Κίνας και της Ινδίας, χωρίς περιοριστικούς 

κανονισμούς. Επιπλέον, τα παιδιά εξακολουθούν να εκτίθενται σε φθαλικές ενώσεις μέσω 

καλλυντικών και προϊόντων προσωπικής φροντίδας, καθώς και μέσω σχολικών ειδών από 

PVC, όπως τετράδια, ντοσιέ, είδη ζωγραφικής, σακίδια, κουτιά φαγητού, συνδετήρες και 

ομπρέλες. Φθαλικές ενώσεις μπορούν επίσης να βρεθούν και σε αδιάβροχα, μπότες, τσάντες 

και μαλακά πλαστικά παπούτσια (31). 

Η έκθεση σε DEHP έχει συσχετιστεί με την εμφάνιση διαβήτη, παχυσαρκίας, αλλεργιών και 

άσθματος, καρκίνου καθώς και αναπαραγωγικών προβλημάτων όπως αποβολές και πρόωρους 

τοκετούς (31). Συγκεκριμένα, έκθεση των παιδιών σε φθαλικούς εστέρες έχει συσχετιστεί με 
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ακατάλληλη σεξουαλική ανάπτυξη, όπως πρόωρη ανάπτυξη του μαστού, δυσμενείς διαταραχές 

του ανοσοποιητικού, νευρικού και αναπνευστικού συστήματος, όπως άσθμα και βρογχική 

απόφραξη καθώς και πρώιμη εφηβεία. Παράλληλα, έκθεση ενηλίκων σε φθαλικούς εστέρες 

έχει βρεθεί να έχει σχέση με μη φυσιολογική διάρκεια/απώλεια εγκυμοσύνης, πρόωρο τοκετό 

αύξηση του σωματικού βάρους, αντίσταση στην ινσουλίνη, αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης 

καρκίνου του μαστού αλλά και μεταστάσεων, και μη φυσιολογικές πνευμονικές λειτουργίες 

στους άνδρες (35). 
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1.3 ΤΑ ΚΟΥΝΕΛΙΑ ΩΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ 
 

Τα κουνέλια είναι μικρά θηλαστικά της οικογένειας Leporidae της τάξης Lagomorpha (36) που 

απαντώνται σε διάφορα μέρη του κόσμου. Οι συνήθεις εργαστηριακές φυλές κουνελιών 

προέρχονται από το ευρωπαϊκό κουνέλι (Oryctolagus cuniculus), μεταξύ των οποίων οι πιο 

ζωτικές για την έρευνα είναι το New Zealand White (αλμπίνο), το New Zealand Red, το 

Dutch‑belted, το Californian White, και το Polish. Ωστόσο, έχουν αναγνωριστεί από την 

Αμερικανική Ένωση Εκτροφέων Κουνελιών, (American Rabbit Breeders Association, ARBA) 

περίπου 30 φυλές κουνελιών (συμπεριλαμβανομένων των μεταλλαγμένων στελεχών) για 

εμπορικές και πειραματικές χρήσεις. Οι φυλές κουνελιών μπορούν να διαφοροποιηθούν σε 

γενικές γραμμές με βάση το μέγεθος και το σωματικό τους βάρος. Συγκεκριμένα, το μικρό 

αναφέρεται σε λιγότερο από 2 κιλά (Polish, Dutch-belted), το μεσαίο αναφέρεται σε 2-5 κιλά 

(New Zealand White, New Zealand Red, Californian White), ενώ το μεγάλο αναφέρεται σε 

αυτά που ξεπερνούν ακόμη και τα 5 κιλά (Flemish). Αν και το New Zealand White είναι το πιο 

συχνά χρησιμοποιούμενο εργαστηριακό στέλεχος, καθώς είναι εύκολο να εντοπιστούν οι 

επιφανειακές φλέβες και αρτηρίες του για τη συλλογή αίματος, και τα άλλα στελέχη 

χρησιμοποιούνται σε σημαντικές ερευνητικές προσπάθειες (Εικόνα 1.2) (37). 

 

 

Εικόνα 1.2 Είδη κουνελιών που χρησιμοποιούνται ως πειραματόζωα (37). 
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Τα πλεονεκτήματα χρήσης κουνελιών ως πειραματόζωα είναι τα εξής (38): 

• Μη εχθρική συμπεριφορά, που το καθιστά εύκολο στη διαχείριση και την παρατήρηση. 

• Εκτρέφεται ευρέως και είναι πολύ πιο αποδοτικό από τα μεγαλύτερα ζώα. 

• Οι ζωτικοί του κύκλοι, όπως η κύηση, η γαλουχία και η εφηβεία, είναι σύντομοι. 

• Δεδομένου ότι ταξινομείται ως μικρό ζώο, εμπίπτει στη δικαιοδοσία της τοπικής επιτροπής 

δεοντολογίας. Αντίθετα, η λήψη άδειας από την κεντρική επιτροπή δεοντολογίας για τα 

μεγαλύτερα ζώα είναι μια χρονοβόρα και αυστηρά ρυθμιζόμενη διαδικασία. 

• Οι εγκαταστάσεις εκτροφής που απαιτούνται για τη χορήγηση άδειας ηθικής και 

δεοντολογίας για την εκτέλεση χειρουργικών επεμβάσεων σε μεγαλύτερα ζώα είναι πολύ 

περίπλοκες και δαπανηρές, και συνήθως είναι εφικτές μόνο για κεντρικές εγκαταστάσεις 

έρευνας σε ζώα. 

Ωστόσο, τα πειράματα με κουνέλια παρουσιάζουν και κάποια προβλήματα που είναι κοινά για 

πολλά ζώα, όπως (38)  

• Η έλλειψη καλά εξοπλισμένων χώρων φιλοξενίας ζώων, έμπειρων χειριστών και άμεσα 

διαθέσιμης μετεγχειρητικής και διεγχειρητικής φαρμακευτικής αγωγής.  

• Η έλλειψη βιβλιογραφίας σχετικά με τη φροντίδα των κουνελιών κατά τη διάρκεια της 

πειραματικής χρήσης καθώς και η ύπαρξη λίγων κτηνιατρικών χειρουργών που 

ειδικεύονται στα κουνέλια.  
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1.4 ΣΚΟΠΟΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 
 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή αποτελεί μια μελέτη προσομοίωσης της έκθεσης του 

ανθρώπου σε ενδοκρινικούς διαταράκτες στην πραγματική ζωή. Συγκεκριμένα, στοχεύσαμε 

στην εκτίμηση της συνδυαστικής δράσης των glyphosate, BPA, PBs, TCS και DEHP, στον 

οργανισμό κουνελιών έπειτα από δωδεκάμηνη συνδυαστική έκθεση σε αυτές τις ενώσεις. 

Παράλληλα, έγινε σύγκριση των επιπτώσεων που επήλθαν ύστερα από δωδεκάμηνη έκθεση 

στην καθαρή μορφή του glyphosate σε σχέση με την εμπορική του μορφή (ζιζανιοκτόνο 

Roundup®). Η εκτίμηση της τοξικότητας των ανωτέρω πραγματοποιήθηκε εξετάζοντας 

οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες και βιολογικούς δείκτες βλάβης του DNA (μέτρηση 

μικροπυρήνων και ένταση ουράς (comet)), και ακόμη μετρώντας τις αναπαραγωγικές ορμόνες 

και μελετώντας τις κυτταρολογικές βλάβες.  
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2 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2.1 In vivo ΠΕΙΡΑΜΑ 
 

2.1.1 ΝΟΜΟΘΕΤΙΚΟ ΠΛΑΙΣΙΟ 
 

Ο αριθμός των ζώων καθώς και οι μέθοδοι εκτροφής και θεραπείας ακολουθούν τους κανόνες 

της αρχής των 3R (Replacement (αντικατάσταση), Reduction (μείωση) και Refinement 

(βελτίωση)) καθώς και όλες τις κατευθυντήριες γραμμές από τις αρμόδιες αρχές της 

Ευρωπαϊκής Ένωσης σχετικά με τη χρήση πειραματόζωων (39,40).  

Τα 3R σημαίνουν:  

▪ Replacement 

Αντικατάσταση της χρήσης ζώων με μη ζωικές μεθόδους, όπου αυτό είναι δυνατόν. 

▪ Reduction 

Μείωση του αριθμού των χρησιμοποιούμενων ζώων στο ελάχιστο, με παράλληλη επίτευξη 

επιστημονικά έγκυρων αποτελεσμάτων. 

▪ Refinement 

Βελτίωση των πρακτικών για την ελαχιστοποίηση του στρες και την ενίσχυση της ευζωίας 

των πειραματόζωων που χρησιμοποιούνται. 

Αυτοί οι κανόνες είναι αυστηροί ώστε να εξασφαλίζεται η ευημερία των ζώων, καθώς και η 

συγκρατημένη και ορθολογική χρήση τους, και η Επιτροπή Δεοντολογίας απαιτεί την πλήρη 

συμμόρφωση με αυτούς τους κανόνες. Η έρευνα έχει καταχωρηθεί στο Animal Study Registry 

(DOI: 10.17590/asr.0000259). Το πρωτόκολλο έχει εγκριθεί από την Επιτροπή Ηθικής και 

Ακαδημαϊκής και Επιστημονικής Δεοντολογίας του Πανεπιστημίου Ιατρικής και 

Φαρμακευτικής της Craiova (4/17 Ιανουαρίου 2020). 
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2.1.2 ΕΚΤΡΟΦΗ 
 

Είκοσι κουνέλια (10 αρσενικά και 10 θηλυκά), ηλικίας τριών μηνών και βάρους περίπου τριών 

κιλών το καθένα, χωρίστηκαν σε πέντε ομάδες (τέσσερα ζώα σε κάθε ομάδα) και 

φιλοξενήθηκαν σε ατομικά μεταλλικά κλουβιά. Μετά από μία εβδομάδα εγκλιματισμού των 

κουνελιών, άρχισε η χορήγηση των ενώσεων ενδιαφέροντος. 

Η πρώτη ομάδα αποτελεί την ομάδα ελέγχου (control) και λάμβανε κανονική διατροφή (νερό, 

τροφή εμποτισμένη με καλαμποκέλαιο (5% αιθανόλη/νερό)). Στις ομάδες 2 και 3 χορηγήθηκαν 

χαμηλές και υψηλές δόσεις, αντίστοιχα, μείγματος των ουσιών BPA, MePB, PrPB, BuPB, TCS, 

DEHP και GLY (85%), ενώ η τέταρτη και η πέμπτη ομάδα έλαβαν υψηλή δόση GLY στην 

καθαρή και εμπορική του μορφή, αντίστοιχα(Πίνακας 2.1). Οι ουσίες διαλύθηκαν σε 5% 

αιθανόλη/νερό για την παρασκευή των διαλυμάτων αποθέματος. Οι ουσίες αφού διαλύονταν 

σε 5% αιθανόλη / νερό, αναμειγνύονταν με την τροφή και χορηγούνταν στα ζώα μία φορά την 

ημέρα, πέντε ημέρες ανά εβδομάδα για δώδεκα συνεχόμενους μήνες. Οι δόσεις που 

αντιστοιχούσαν σε κάθε ομάδα διαμορφώθηκαν με βάση τα όρια που έχουν θεσπιστεί από τις 

αρμόδιες αρχές (βλ. παράγραφο 2.1.3) και λαμβάνοντας υπόψη το βάρος του κάθε ζώου καθώς 

η εκάστοτε δόση υπολογιζόταν σε mg ουσίας ανά kg σωματικού βάρους. Η τελική ημερήσια 

ποσότητα αιθανόλης στη χορηγούμενη τροφή ήταν μικρότερη από 0,5%. 

 

Πίνακας 2.1 Ομάδες και δόσεις του in vivo πειράματος 

Ομάδα Κωδικός Περιγραφή Δόση Ουσία 

1 Control Ελέγχου - - 

2 LD Μείγμα σε χαμηλή δόση 1 x ADI GLY, BPA, MePB, PrPB, BuPB, 

TCS, DEHP 

3 HD Μείγμα σε υψηλή δόση 10 x ADI GLY, BPA, MePB, PrPB, BuPB, 

TCS, DEHP 

4 Glyphosate Υψηλή δόση GLY σε καθαρή 

μορφή 

10 x ADI GLY 

5 Roundup® Υψηλή δόση GLY σε 

εμπορική μορφή 

10 x ADI GLY 
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Όλα τα ζώα παρακολουθούνταν και εξετάζονταν καθημερινά για σημεία νοσηρότητας ή 

θνησιμότητας. Η παρακολούθηση περιλάμβανε εξέταση της γούνας, των βλεννογόνων και των 

εκκρίσεων, καθώς και παρατήρηση της συμπεριφοράς των ζώων. Η κατανάλωση τροφής και 

νερού καταγραφόταν επίσης καθημερινά. Συγκεκριμένα, η κατανάλωση των ομάδων 

χορήγησης (ομάδες 2, 3, 4 και 5) συνεκρίθει με την κατανάλωση της ομάδας ελέγχου (ομάδα 

1) για τον εντοπισμό τυχόν διαφορών. 

 

2.1.3 ΔΟΣΟΛΟΓΙΕΣ 
 

Οι δοσολογίες χορήγησης βασίστηκαν στα όρια που έχουν καθοριστεί από την Ευρωπαϊκή 

Αρχή για την Ασφάλεια των Τροφίμων (EFSA) και την ανάλογη υπηρεσία στον Καναδά. 

Σύμφωνα με την EFSA, το ADI για την BPA ορίζεται σε 0,004 mg/kg σωματικού 

βάρους/ημέρα, για το BuPB σε 0,5 mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα, για όλα τα PBs (MePB, 

PrPB) σε 0-10 mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα (θεωρείται 5 mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα 

για την MePB και 5 mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα για την PrPB), για το σύνολο των 

φθαλικών ενώσεων ως 0,05 mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα και για τη GLY έως 0,5 mg/kg 

σωματικού βάρους/ημέρα. Η κυβέρνηση του Καναδά καθόρισε την ADI για το TCS σε 0,08 

mg/kg σωματικού βάρους/ημέρα. 

Η χαμηλή δόση των χορηγούμενων διαλυμάτων (ομάδα 2) περιείχε ποσότητα από κάθε ένωση 

ίση με το ADI της (1× ADI), ενώ η υψηλή δόση (ομάδα 3, 4 και 5) ίση με το δεκαπλάσιο του 

ADI (10× ADI).  

 

2.1.4 ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ – ΘΑΝΑΤΩΣΗ  
 

Κατά την έναρξη του πειράματος in vivo (t = 0 μήνας) και κάθε τρεις μήνες (t = 3, 6, 9 και 12 

μήνες), πραγματοποιείτο συλλογή δειγμάτων αίματος. Όλα τα ζώα θανατώθηκαν στο τέλος του 

πειράματος σχήματος, με phenobarbital sodium (εμπορικό διάλυμα Dolethal, 5ml/5kg 

σωματικού βάρους), αφού πρώτα υπέστησαν νάρκωση με υποδόρια ένεση διαλύματος 

Xylapan/Narketan (2/1), και νεκροτομήθηκαν από τον αρμόδιο κτηνίατρο.  
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Οι ιστοί που συλλέχθηκαν ήταν καρδιά, ήπαρ, νεφροί, θυρεοειδής αδένας, ωοθήκες και όρχεις. 

Σύμφωνα με τις ήδη υπάρχουσες μελέτες, ο θυρεοειδής αδένας και τα γεννητικά όργανα 

επηρεάζονται άμεσα από τους ενδοκρινικούς διαταράκτες, λόγω της ορμονοεξαρτώμενης 

λειτουργίας τους, ενώ οι νεφροί και το ήπαρ αποτελούν τα «φίλτρα» του οργανισμού και άρα 

επιβαρύνονται ιδιαίτερα. Ακόμη, η έκθεση στους ενδοκρινικούς διαταράκτες που μελετάμε 

έχει συσχετιστεί και με καρδιακά νοσήματα. 

Αφού αφαιρέθηκαν οι ιστοί, κόπηκαν σε κομμάτια και χωρίστηκαν σε eppendorf ούτως ώστε 

να πραγματοποιηθούν οι αναλύσεις για την εκτίμηση του οξειδωτικού στρες (φύλαξη στους -

80°C), ενώ παράλληλα λήφθηκαν αποτυπώματα των ιστών σε αντικειμενοφόρους πλάκες για 

την εκτίμηση των κυτταρολογικών βλαβών (φύλαξη σε θερμοκρασία δωματίου).  
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2.2 ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ 
 

2.2.1 ΜΕΤΡΗΣΗ ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΩΝ 
 

Σε κάθε δειγματοληψία (κάθε 3 μήνες), πραγματοποιείτο συλλογή δειγμάτων ολικού αίματος, 

συγκεκριμένα 1 ml ολικού αίματος, σε σωληνάρια ηπαρίνης, από τη σφαγίτιδα φλέβα του κάθε 

ζώου. Τα δείγματα παρέμεναν στους 4 ˚C μέχρι την ανάλυση. 

 

Για την καλλιέργεια των κυττάρων αναμείχθηκαν τα παρακάτω: 

▪ 0,5 ml από το αίμα κάθε ζώου αναμείχθηκαν 

▪ 6,5 ml μέσου HAM (αυξητικός παράγοντας),  

▪ 1,5 ml εμβρυϊκός ορός βοοειδούς (FBS, Fetal Bovine Serum), ένας αυξητικός παράγοντας 

που περιέχει χαμηλές ποσότητες αντισωμάτων 

▪ 0,3 ml φυτοαιμοσυγκολλητίνης (PHA), ένα μιτογόνο που επάγει τη διαίρεση των κυττάρων 

των λεμφοκυττάρων  

▪ 0,1 ml αντιβιοτικού για την αποφυγή επιμόλυνσης της κυτταροκαλλιέργειας.  

Η κυτταροκαλλιέργεια παρασκευάστηκε υπό αποστειρωμένες συνθήκες σε ειδικές φιάλες 

κυτταροκαλλιέργειας και τοποθετήθηκε στον επωαστήρα στους 37°C με παροχή 5% CO2.  

Με το πέρας της επώασης των κυτταροκαλλιεργειών για 44 ώρες, προστέθηκαν 20μl 

κυτταροχαλασίνης β σε κάθε καλλιέργεια και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν ξανά στον 

επωαστήρα για 28 ώρες (72 ώρες επώασης συνολικά). Η κυτταροχαλασίνη β αναστέλλει την 

κυτταροπλασματική διαίρεση παρεμποδίζοντας τον σχηματισμό νηματίων ακτίνης. Με τον 

τρόπο αυτό, η κυτταροκίνηση σταματά, ενώ η πυρηνική διαίρεση συνεχίζεται, κάτι που οδηγεί 

στο σχηματισμό διπύρηνων κυττάρων. 

Αφού ολοκληρώθηκε η επώαση των καλλιεργειών, το επόμενο στάδιο ήταν η σταθεροποίηση 

των κυττάρων. Όλα τα βήματα που αναφέρονται παρακάτω πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση 

αναμεικτήρα vortex. 

▪ Μεταφορά των καλλιεργειών σε σωληνάρια falcons των 10 ml 
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▪ Φυγοκέντρηση στα 1500 rpm για 10 λεπτά και απομάκρυνση του υπερκείμενου υγρού 

▪ Προσθήκη 4 ml υποτονικού διαλύματος (ddH2O : HAM 1:1) για τη διάσπαση των ερυθρών 

αιμοσφαιρίων και αναμονή για 4 λεπτά. Είναι πολύ σημαντικό, ο χρόνος αυτός να μην 

ξεπεραστεί ούτως ώστε να διασπαστούν μόνο τα ερυθρά αιμοσφαίρια και όχι τα 

λεμφοκύτταρα. 

▪ Προσθήκη 4 ml σταθεροποιητικού διαλύματος (CH3OH : CH3COOH 3:1) 

▪ Φυγοκέντρηση στα 1200 rpm για 10 λεπτά 

▪ Απομάκρυνση του υπερκείμενου υγρού και προσθήκη 4 ml σταθεροποιητικού διαλύματος 

Τα δύο τελευταία στάδια επαναλήφθηκαν τουλάχιστον 3 φορές έως ότου το υγρό να γίνει 

διαυγές. Μετά την τελευταία φυγοκέντρηση απομακρύνθηκε το μεγαλύτερο μέρος του 

υπερκείμενου υγρού και η κυτταρική πελέτα επαναιωρήθηκε απαλά με τα 0,5 ml υπερκείμενου 

υγρού που παρέμειναν. Στη συνέχεια, τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρες πλάκες. 

Για κάθε κυτταρική καλλιέργεια παρασκευάστηκαν 3 αντικειμενοφόρες πλάκες. Οι 

αντικειμενοφόρες πλάκες αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου κατά τη 

διάρκεια της νύχτας.  

Στη συνέχεια και αφού οι αντικειμενοφόρες πλάκες ήταν εντελώς στεγνές, εμβαπτίστηκαν σε 

διάλυμα Giemsa 15% για 20 λεπτά. Έπειτα, εμβαπτίστηκαν σε ddH2O για λίγα δευτερόλεπτα 

και τέλος αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου για 2 ώρες. Η χρώση Giemsa 

περιέχει μείγμα μπλε του μεθυλενίου, ηωσίνης και Azure B και είναι ειδική για τις φωσφορικές 

ομάδες του DNA, καθώς συνδέεται με αυτές. Επιπλέον, η Giemsa χρωματίζει διαφορετικά 

συστατικά του κυττάρου με διαφορετικά χρώματα. Συγκεκριμένα, οι πυρήνες χρωμαίζονται σε 

διάφορες αποχρώσεις του μωβ, ενώ το κυτταρόπλασμα σε διάφορες αποχρώσεις του μπλε έως 

ανοιχτού ροζ. 

Όταν οι αντικειμενοφόρες πλάκες είχαν στεγνώσει εντελώς, χρησιμοποιήθηκε DPX 

(Dibutylphthalate Polystyrene Xylene) για να κολληθούν οι καλυπτρίδες σε κάθε 

αντικειμενοφόρο πλάκα. Αφού αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου κατά τη 

διάρκεια της νύχτας, ήταν έτοιμες για μετρήσεις στο μικροσκόπιο. 

Για τον προσδιορισμό της γονιδιοτοξικότητας στα λεμφοκύτταρα των κουνελιών 

χρησιμοποιήθηκε η δοκιμασία CBMN (Cytokinesis – Block Micronucleus Assay). Οι 
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αντικειμενοφόρες πλάκες εξετάστηκαν με οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 100x 

χρησιμοποιώντας έλαιο κέδρου ως λάδι εμβάπτισης. Για κάθε ζώο, μετρήθηκαν μικροπυρήνες 

(micronuclei, MN) σε 1000 διπύρηνα κύτταρα. Καταμετρήθηκε επίσης ο αριθμός των 

διπύρηνων κυττάρων που περιείχαν μικροπυρήνες. 

Τα κριτήρια καταμέτρησης για την επιλογή των διπύρηνων (binucleated, BN) κυττάρων που 

μπορούν να μετρηθούν για τη συχνότητα των ΜΝ περιγράφηκαν από τον Michael Fenech (41) 

και είναι τα εξής: 

✓ Τα κύτταρα πρέπει να είναι διπύρηνα 

✓ Οι δύο πυρήνες σε ένα BN κύτταρο πρέπει να έχουν άθικτες πυρηνικές μεμβράνες και να 

βρίσκονται στο ίδιο κυτταροπλασματικό όριο 

✓ Οι δύο πυρήνες σε ένα BN κύτταρο πρέπει να είναι περίπου ίσοι σε μέγεθος, είδος χρώσης 

και ένταση χρώσης 

✓ Οι δύο πυρήνες σε ένα BN κύτταρο μπορούν να συνδέονται με μια λεπτή 

πυρηνοπλασματική γέφυρα που δεν είναι μεγαλύτερη από το 1/4 της πυρηνικής διαμέτρου 

✓ Οι δύο κύριοι πυρήνες σε ένα BN κύτταρο μπορούν να είναι σε επαφή αλλά ιδανικά δεν 

πρέπει να επικαλύπτονται μεταξύ τους. Ένα κύτταρο με δύο επικαλυπτόμενους πυρήνες 

μπορεί να καταμετρηθεί μόνο εάν τα πυρηνικά όρια κάθε πυρήνα είναι ευδιάκριτα 

✓ Το κυτταροπλασματικό όριο ή η μεμβράνη ενός BN κυττάρου πρέπει να είναι άθικτο και 

να διακρίνεται σαφώς από το κυτταροπλασματικό όριο των γειτονικών κυττάρων. 

 

 

Εικόνα 2.1 Κριτήρια για την επιλογή διπύρηνων κυττάρων με τη  δοκιμασία CBMN. (Α) Ιδανικό διπύρηνο κύτταρο. (Β) Διπύρηνο κύτταρο 

με πυρήνες που εφάπτονται. (Γ) Διπύρηνο κύτταρο με στενή πυρηνοπλασματική γέφυρα μεταξύ των πυρήνων. (Δ) Διπύρηνο κύτταρο με 
σχετικά ευρεία πυρηνοπλασματική γέφυρα (42). 
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Τα κριτήρια για την καταμέτρηση των μικροπυρήνων (micronuclei, ΜΝ) περιγράφηκαν επίσης 

από τον Michael Fenech (Fenech, 2000) και είναι τα εξής: 

✓ Η διάμετρος των ΜΝ στα ανθρώπινα λεμφοκύτταρα κυμαίνεται συνήθως μεταξύ του 1/16 

και του 1/3 της μέσης διαμέτρου των κύριων πυρήνων που αντιστοιχεί στο 1/256 και στο 

1/9 της επιφάνειας ενός από τους κύριους πυρήνες σε ένα BN κύτταρο, αντίστοιχα 

✓ Οι MN δεν είναι διαθλαστικοί και επομένως μπορούν εύκολα να διακριθούν από 

τεχνουργήματα όπως τα σωματίδια χρώσης 

✓ Οι MN δεν συνδέονται με τους κύριους πυρήνες 

✓ Οι MN μπορούν να είναι σε επαφή αλλά όχι να επικαλύπτουν τους κύριους πυρήνες και το 

μικροπυρηνικό όριο πρέπει να διακρίνεται από το πυρηνικό όριο 

✓ Οι MN έχουν συνήθως την ίδια ένταση χρώσης με τους κύριους πυρήνες, αλλά 

περιστασιακά η χρώση μπορεί να είναι εντονότερη. 

 

 

Εικόνα 2.2 Τυπική εμφάνιση και σχετικό μέγεθος των μικροπυρήνων σε διπύρηνα κύτταρα. (Α) Κύτταρο με δύο μικροπυρήνες, ο ένας 

μεγέθους 1/3 και ο άλλος 1/9 της διαμέτρου ενός από τους κύριους πυρήνες εντός του κυττάρου. (Β) Μικροπυρήνες που αγγίζουν αλλά δεν 
επικαλύπτουν τους κύριους πυρήνες. (Γ) Διπύρηνο κύτταρο με πυρηνοπλασματική γέφυρα μεταξύ των κύριων πυρήνων και των δύο 
μικροπυρήνων. (Δ) Διπύρηνο κύτταρο με έξι μικροπυρήνες διαφόρων μεγεθών, τύπος κυττάρου που παρατηρείται σπάνια (42). 

 

 

  



36 

 

 

 

2.2.2 COMET ASSAY 
 

Η έννοια της ηλεκτροφόρησης με μικρογέλη παρουσιάστηκε για πρώτη φορά το 1984 από τους 

Ostling και Johanson ως μέθοδος μέτρησης κερμάτωσης της μονής έλικας του DNA που 

προκαλεί χαλάρωση των υπερσπειρών του DNA (43). Μία τροποποιημένη έκδοση 

δημοσιεύθηκε από τον Singh και τους συνεργάτες του το 1988, η οποία χρησιμοποιούσε 

αλκαλικές συνθήκες (44). 

Το comet assay είναι μια απλή μέθοδος για τη μέτρηση του DNA σε ευκαρυωτικά κύτταρα. 

Κύτταρα ενσωματωμένα σε αγαρόζη σε αντικειμενοφόρο πλάκα μικροσκοπίου λύονται με 

απορρυπαντικό και υψηλή συγκέντρωση αλατιού για να σχηματιστούν νουκλεοειδή που 

περιέχουν υπερσπειρωμένους βρόχους DNA συνδεδεμένους με τον πυρήνα (45). Εάν το 

αρνητικά φορτισμένο DNA περιέχει θραύσματα, οι υπερσπείρες του DNA χαλαρώνουν και τα 

κερματισμένα άκρα μεταναστεύουν προς την άνοδο κατά τη διάρκεια μιας σύντομης 

ηλεκτροφόρησης. Εάν το DNA δεν είναι κατεστραμμένο, η έλλειψη ελεύθερων άκρων και το 

μεγάλο μέγεθος των θραυσμάτων εμποδίζουν τη μετανάστευση (43). Η ηλεκτροφόρηση σε 

υψηλό pH οδηγεί σε δομές που μοιάζουν με «κομήτες», οι οποίες παρατηρούνται με 

μικροσκοπία φθορισμού. Η έκταση της βλάβης εκφράζεται ανάλογα με το μέγεθος του κομήτη 

και σύμφωνα με τον Colins και τους συνεργάτες τους διακρίνονται πέντε τάξεις, από 0 

(καθόλου ουρά) έως 4 (σχεδόν όλο το DNA στην ουρά) (Εικόνα 2.3) (45).  
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Εικόνα 2.3 Εικόνες «κομητών» (από λεμφοκύτταρα), χρωματισμένων με DAPI. Αντιπροσωπεύουν τις κλάσεις 0 – 4, όπως 
χρησιμοποιούνται για την οπτική βαθμολόγηση (45). 

 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε μία τροποποιημένη μορφή της μεθόδου που πρότεινε 

ο Singh και οι συνεργάτες του σε αλκαλικές συνθήκες. Συγκεκριμένα, Δείγματα φλεβικού 

αίματος συλλέχθηκαν κατά την τελευταία δειγματοληψία (t = 12 μήνες) σε σωληνάρια που 

περιείχαν αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (EDTA) και στη συνέχεια αποθηκεύτηκαν 

κλάσματα των 200μl στους -80 °C. Μετά την προσθήκη 1 ml κρύου ρυθμιστικού αλατούχου 

διαλύματος φωσφορικών αλάτων (phosphate buffer saline, PBS) σε 100 μl ολικού αίματος, η 

απομόνωση των λεμφοκυττάρων επιτεύχθηκε με τη χρήση μέσου διαχωρισμού 

λεμφοκυττάρων στον πυθμένα του σωλήνα και φυγοκεντρήθηκε αμέσως στους 4°C για 3 λεπτά 

στα 200g. Τα λεμφοκύτταρα ελήφθησαν από το στρώμα που εμφανίστηκε μεταξύ του 

πλάσματος του αίματος και του μέσου διαχωρισμού λεμφοκυττάρων μετά τη φυγοκέντρηση. 

Η βιωσιμότητα των κυττάρων, όπως εκτιμήθηκε με τo Trypan blue test, ήταν πάνω από 97% 

για όλα τα δείγματα. Κάθε ανάλυση έγινε εις τριπλούν για την παρούσα μελέτη. 
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Εικόνα 2.4 Τα στάδια της μεθόδου comet assay. (1) Προετοιμασία slides – ανάμειξη των κυττάρων με αγαρόζη (2) Παρασκευή εναιωρημάτων 
μεμονωμένων κυττάρων – σταθεροποίηση των κυττάρων στο slide (3) Λύση των κυττάρων – επεξεργασία των κυττάρων με διάλυμα λύσης 

ώστε να αφαιρεθούν οι μεμβράνες και οι ιστόνες από το DNA (4) Ηλεκτροφόρηση (5) Ξετύλιγμα DNA – αλκαλική επεξεργασία (το DNA 

ξετυλίγεται και μετουσιώνεται) (6) Χρώση και βαθμολόγηση – τα δείγματα χρωματίζονται και οπτικοποιούνται με μικροσκοπία φθορισμού 
αφού η αλκαλική ηλεκτροφόρηση έχει προκαλέσει θραύση του DNA (7) Η εικόνα  του comet assay – η «κεφαλή» αποτελείται από το ανέπαφο 
DNA ενώ η «ουρά» από μονόκλωνα ή δίκλωνα θραύσματα του DNA (46). 

 

Αρχικά, προετοιμάστηκαν αντικειμενοφόρες πλάκες και υποβλήθηκαν σε επεξεργασία με 

0,65% κανονικής τήξης αγαρόζης (normal melting agarose, NMA) σε PBS (που δεν περιείχε 

Ca2+ ή Mg2+). Τα λεμφοκύτταρα αναμείχθηκαν με 100 μl LMA για να σχηματιστεί κυτταρικό 

εναιώρημα, το οποίο στη συνέχεια εφαρμόστηκε στις αντικειμενοφόρους πλάκες. Μετά την 

αφαίρεση του coverlip, οι αντικειμενοφόρες πλάκες εμβαπτίστηκαν κατά τη διάρκεια της 

νύχτας σε ψυχρό διάλυμα λύσης που περιείχε 2,5M NaCl, 100mM Na2EDTA, 10mM Tris, 

pH=10, 1% Triton X και 10% DMSO. 
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Στη συνέχεια, οι αντικειμενοφόροι πλάκες αφαιρέθηκαν από το διάλυμα λύσης, στραγγίστηκαν 

και τοποθετήθηκαν σε οριζόντια δεξαμενή ηλεκτροφόρησης κοντά στην άνοδο. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε 1,6 V/cm για 20 λεπτά (300 mA) στους 4 °C υπό 

εξασθενημένο φως. Μετά την ηλεκτροφόρηση, οι αντικειμενοφόροι πλάκες επεξεργάστηκαν 

με ρυθμιστικό διάλυμα Tris (0,4 M Tris, pH 7,5) και αφέθηκαν για 5 λεπτά, διαδικασία που 

επαναλήφθηκε τρεις φορές. 

Κάθε αντικειμενοφόρος πλάκα χρωματίστηκε με 50μl βρωμιούχου αιθιδίου και αποθηκεύτηκε 

σε υγρανόμενο αεροστεγές δοχείο έως ότου αναλυθεί εντός 3-4 ωρών. Για κάθε δείγμα 

παρασκευάστηκαν τρεις αντικειμενοφόροι πλάκες και αναλύθηκαν συνολικά 100 κύτταρα ανά 

δείγμα σε μεγέθυνση x400, χρησιμοποιώντας ένα φθορίζον μικροσκόπιο Olympus 

εξοπλισμένο με φίλτρο διέγερσης 546 nm και φίλτρο φραγμού 590 nm. Η βλάβη του DNA 

αξιολογήθηκε με τη μέτρηση της περιεκτικότητας του DNA στην ουρά (% ένταση ουράς, % 

tail intensity) με τη χρήση του συστήματος ανάλυσης εικόνας Comet Assay IV (Perceptive 

Instruments). 

 

2.2.3 ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ 
 

Ελεύθερες ρίζες ορίζονται τα μόρια ή άτομα τα οποία διαθέτουν ένα ή περισσότερα ασύζευκτα 

ηλεκτρόνια στην εξωτερική στιβάδα σθένους, με την απλούστερη μορφή αυτών να αποτελεί το 

άτομο του υδρογόνου (ένα πρωτόνιο και ένα ηλεκτρόνιο) (47). Σχηματίζονται είτε από 

ενδογενείς είτε από εξωγενείς παράγοντες με τρεις δυνατούς τρόπους: 1) μέσω διάσπασης ενός 

χημικού δεσμού μεταξύ δύο μορίων (κάθε θραύσμα διατηρεί ένα ηλεκτρόνιο), 2) μέσω 

διάσπασης μίας ρίζας προς σχηματισμό μίας άλλης ρίζας και 3) μέσω οξειδοαναγωγικών 

αντιδράσεων (48). Κάποιες από τις αιτίες παραγωγής ενδογενών ελευθέρων ριζών είναι η 

φλεγμονή, το ψυχικό στρες, η έντονη άσκηση, η γήρανση και ο καρκίνος (48) ενώ ο ανθυγιεινός 

τρόπος ζωής (π.χ. κάπνισμα, αλκοόλ), οι ακτινοβολίες, οι χημικοί διαλύτες, περιβαλλοντικοί 

ρύποι και βαρέα μέταλλα καθώς και ορισμένα φάρμακα όπως η γενταμυκίνη οδηγούν στην 

παραγωγή εξωγενών ελευθέρων ριζών (49). Αν και οι ελεύθερες ρίζες έχουν συνδεθεί κυρίως 

με αρνητικές επιδράσεις, σε μικρές ή μέτριες συγκεντρώσεις είναι απαραίτητες για κάποιες 

φυσιολογικές διεργασίες του οργανισμού. Η διαδικασία ωρίμανσης των κυττάρων και η σωστή 
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βιολογική δράση διαφόρων μεταγραφικών παραγόντων απαιτούν την παρουσία ελευθέρων 

ριζών ενώ δρουν και ως όπλα για το αμυντικό σύστημα του ξενιστή (50). 

Ως αντιοξειδωτικό ορίζεται οποιαδήποτε ουσία καθυστερεί, προλαμβάνει ή απομακρύνει την 

οξειδωτική βλάβη από ένα μόριο (51). Τα αντιοξειδωτικά χωρίζονται σε δύο μεγάλες 

κατηγορίες, τα ενζυμικά και μη ενζυμικά. Τα ενζυμικά αντιοξειδωτικά διακρίνονται περαιτέρω 

σε πρωτογενούς και δευτερογενούς ενζυμικής άμυνας ενώ τα μη ενζυμικά σε μεταβολικά και 

θρεπτικά. Στην Εικόνα 2.5 φαίνεται η κατανομή των αντιοξειδωτικών ανά κατηγορία.  

 

Εικόνα 2.5 Κατανομή αντιοξειδωτικών ανά κατηγορία (51). 

 

Οξειδωτικό στρες ορίζεται η διαταραχή της ισορροπίας οξειδωτικών – αντιοξειδωτικών υπέρ 

των πρώτων η οποία οδηγεί σε διαταραχή της οξειδοαναγωγικής σηματοδότησης προκαλώντας 

βλάβες σε όλα τα βιολογικά μακρομόρια όπως DNA, πρωτεΐνες και λιπίδια (52).  

ΕΝΖΥΜΙΚΑ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΑ

Πρ  ο  νο   ν   ικ  ά  να 

 Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης(GPx)

 Καταλάση (CAT)

 Υπεροξειδική δισμουτάση (SOD)

Δ    ρο  νο   ν   ικ  ά  να 

 Αναγωγάση της γλουταθειόνης(GR)

 Αφυδρογονάσητης 6 φωσφορικής γλυκόζης (G6PD)

ΜΗ ΕΝΖΥΜΙΚΑ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΑ

Μ  α ο ικά

 Γλουταθειόνη(GSH)

 Θειορεδοξίνη(Trx)

 Γλουταρεδοξίνη(Grx)

 Λιποϊκό οξύ

 Μελατονίνη

 Συνένζυμο  10 (Co )

 Ουρικό οξύ

 Χολερυθρίνη

 Μεταλλικέςχηλικές πρωτεΐνες

Θρ   ικά

 Βιταμίνη C

 Βιταμίνη Ε

 Καροτενοειδή

 Ιχνοστοιχεία (σελήνιο, θείο,
ψευδάργυρος)

 Πολυφαινολικέςενώσεις



41 

 

 

 

Το παράδοξο είναι ότι το οξειδωτικό στρες αποτελεί φυσικό επακόλουθο για τους αερόβιους 

οργανισμούς, οι οποίοι δεν μπορούν να επιβιώσουν χωρίς οξυγόνο αλλά ταυτόχρονα αυτό είναι 

και επικίνδυνο για την διαβίωσή τους (53). 

Στην παρούσα εργασία εξετάσθηκαν δείγματα αίματος και ιστών με σκοπό τον προσδιορισμό 

οξειδοαναγωγικών βιοδεικτών. 

Η διαδικασία περιελάμβανε τη συλλογή αίματος από καρδιακή παρακέντηση, ακολουθούμενη 

από άμεση φυγοκέντρηση για το διαχωρισμό του πλάσματος από τα ερυθροκύτταρα. Το 

πλάσμα αποθηκεύτηκε στους -80°C για περαιτέρω ανάλυση, ενώ τα ερυθρά αιμοσφαίρια 

αιμολύθηκαν με τη χρήση αποσταγμένου νερού, και τα δείγματα που προέκυψαν 

φυγοκεντρήθηκαν εκ νέου, ενώ το υπερκείμενο συλλέχθηκε και αποθηκεύτηκε στους -80°C. 

Το ήπαρ, η καρδιά, ο αριστερός νεφρός, ο δεξιός νεφρός και ο θυρεοειδής αδένας αφαιρέθηκαν, 

καταψύχθηκαν σε υγρό άζωτο και αποθηκεύτηκαν στους -80°C. Για την ομογενοποίηση των 

ιστών, αναμείχθηκαν με φυσιολογικό ορό ρυθμισμένο με φωσφορικά άλατα που περιείχε ένα 

δισκίο μείγματος αναστολέων πρωτεασών Roche cOmplete™, μεταφέρθηκαν σε 

ομογενοποιητή Minilys, ομογενοποιήθηκαν, τοποθετήθηκαν στον πάγο και στη συνέχεια 

φυγοκεντρήθηκαν. Το υπερκείμενο που προέκυψε, δηλαδή ο ομογενοποιημένος ιστός, 

συλλέχθηκε, χωρίστηκε σε κλάσματα και αποθηκεύτηκε στους -80°C. 

 
 

2.2.3.1 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ GSH ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΑΙΜΑΤΟΣ 
ΚΑΙ ΙΣΤΩΝ 

 

Η συγκέντρωση της GSH μετρήθηκε με τη μέθοδο που περιγράφεται από τους Reddy et al. 

(54), με ορισμένες τροποποιήσεις (55). Για τα δείγματα αίματος, 400 μL του δείγματος 

αναμείχθηκαν με 400 μL 5% τριχλωροοξικού οξέος (trichloroacetic acid, TCA) και 

φυγοκεντρήθηκαν, και 300 μL του υπερκείμενου αναμείχθηκαν περαιτέρω με 90 μL 5% TCA 

και φυγοκεντρήθηκαν. Για δείγματα ιστών, 50 μL του ομογενοποιημένου ιστού αναμείχθηκαν 

με 50 μL 5% TCA, φυγοκεντρήθηκαν και το υπερκείμενο που προέκυψε συλλέχθηκε. Για την 

ανάλυση, 20 μL του δείγματος, αραιωμένα 1:2 σε PBS για τους ομογενοποιημένους ιστούς, 

αναμίχθηκαν με 660 μL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών αλάτων και 330 μL DTNB (5,5-
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dithiobis(2-nitrobenzoic acid). Το μείγμα αναδεύτηκε με vortex και επωάστηκε για 45 λεπτά 

σε θερμοκρασία δωματίου στο σκοτάδι και η οπτική πυκνότητα μετρήθηκε στα 412 nm. Η 

συγκέντρωση της GSH υπολογίστηκε με βάση τον συντελεστή χιλιοστομοριακής απόσβεσης 

του TNB (2-nitro-5-thiobenzoate) (13.6 L/mmol/cm). 

 

2.2.3.2 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ CAT ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΑΙΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΙΣΤΩΝ 

 

Για τη μέτρηση της δραστηριότητας της CAT χρησιμοποιήθηκε μια τροποποιημένη έκδοση 

της μεθόδου του Aebi (56). Συγκεκριμένα, 4 μL αίματος, αραιωμένα 1:10 σε PBS, ή 40 μL 

αραιωμένου ομογενοποιημένου ιστού σε PBS (αραιωμένα 1:5 για την καρδιά και τον θυρεοειδή 

αδένα, 1:20 για το ήπαρ και 1:40 για τους νεφρούς) αναμείχθηκαν με 2991 μL και 2955 μL 

ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (67 mM, pH = 7,4), αντίστοιχα. Το μείγμα επωάστηκε 

για 10 λεπτά στους 37°C και στη συνέχεια μεταφέρθηκε σε κυψελίδα UV χαλαζία, όπου 

προστέθηκαν 5 μL υπεροξειδίου του υδρογόνου 30% (H2O2). Η μείωση της οπτικής 

πυκνότητας παρακολουθήθηκε στα 240 nm για 2 λεπτά. Η δραστικότητα της CAT 

προσδιορίστηκε με βάση τον συντελεστή μοριακής απόσβεσης του H2O2 (40 L/mol/cm). 

 

2.2.3.3 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ SOD ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΑΙΜΑΤΟΣ 

 

Η δραστικότητα της SOD μετρήθηκε με τη μέθοδο που ανέπτυξαν οι Oberley και Spitz (57). 

Συγκεκριμένα, 100 μL αίματος αναμείχθηκαν με 800 μL ενός κύριου μείγματος που 

αποτελείται από διαιθυλενοτριαμινοπενταοξικό οξύ (diethylenetriaminepentaacetic acid, 

DETAPAC) (1,34 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου (0,05 M, pH=7,8), NBT 

(nitro blue tetrazolium) (2,24 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου και ξανθίνη 

(1,18 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου. Το μείγμα που προέκυψε αναμείχθηκε 

και προστέθηκαν 100 μL οξειδάσης της ξανθίνης (60 mU) σε DETAPAC. Στη συνέχεια 

παρακολουθήθηκε η μεταβολή της οπτικής πυκνότητας στα 560 nm για 1,5 λεπτό. Η 

δραστικότητα της SOD υπολογίστηκε με βάση το ποσοστό αναστολής της NBT. 
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2.2.3.4 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ GPx ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΑΙΜΑΤΟΣ 

 

Η δραστικότητα της GPx μετρήθηκε σύμφωνα με τη μέθοδο των Flohé και Günzler (58). 

Αρχικά, 100 μL αίματος, αραιωμένα 1:100 σε PBS, αναμείχθηκαν με 500 μL ρυθμιστικού 

διαλύματος φωσφορικών (100 mM, pH = 7), 100 μL GR (0,24 U) και 100 μL GSH (10 mM) 

και επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια, τα δείγματα 

μεταφέρθηκαν σε κυψελίδα και προστέθηκαν 100 μL NADPH (1,5 mM) σε 0,1% NaHCO3 και 

μετρήθηκε η κατανάλωση NADPH στα 340 nm για 3 λεπτά. Τέλος, προστέθηκαν 100 μL tert-

βουτυλ υδροϋπεροξειδίου (12 mM) και η μεταβολή της οπτικής πυκνότητας παρακολουθήθηκε 

στα 340 nm για 3 λεπτά. Η δραστικότητα GPx υπολογίστηκε με βάση το μοριακό συντελεστή 

απόσβεσης του NADPH (6,22 L/mmol/cm). 

 

2.2.3.5 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ GR ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΑΙΜΑΤΟΣ 

 

Η δραστικότητα του GR μετρήθηκε χρησιμοποιώντας το πρωτόκολλο του Smith και των 

συνεργατών του (59). Σε αυτή τη μέθοδο, 700 μL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών που 

περιείχε EDTA και DTNB (3 mM), μαζί με 50 μL β-NADPH (2 mM), αναμείχθηκαν και 

μεταφέρθηκαν σε κυψελίδα. Στη συνέχεια, προστέθηκαν διαδοχικά 50 μL GSSG (20 mM) σε 

φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα και 25 μL αίματος (αραιωμένο 1:100 σε PBS) και η μεταβολή 

της οπτικής πυκνότητας παρακολουθήθηκε στα 412 nm για ένα λεπτό. 

 

2.2.3.6 ΠΡΟΣΔΡΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ TAC ΣΕ ΠΛΑΣΜΑ ΑΙΜΑΤΟΣ ΚΑΙ 
ΙΣΤΟΥΣ 

 

Τα επίπεδα TAC αξιολογήθηκαν με το πρωτόκολλο Janaszewska και Bartosz (60). 

Συγκεκριμένα, 20 μL πλάσματος ή 40 μL ομογενοποιημένου ιστού σε PBS (αραιωμένο σε 1:5 

για τον θυρεοειδή αδένα και 1:10 για το ήπαρ, την καρδιά και τους νεφρούς) αναμείχθηκαν με 
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480 μL ή 460 μL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (10 mM, pH = 7,4), αντίστοιχα. Στη 

συνέχεια, προστέθηκαν 500 μL διαλύματος (0,1 mM) DPPH● (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

radical) σε κάθε δείγμα. Στη συνέχεια, τα δείγματα αναμeίχθηκαν, επωάστηκαν στο σκοτάδι 

σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα και φυγοκεντρήθηκαν στα 15.000 g για 3 λεπτά στους 

25°C. Τέλος, μετρήθηκε η οπτική πυκνότητα κάθε δείγματος στα 520 nm. Τα επίπεδα TAC 

εκφράστηκαν ως mmol DPPH● που ανάγονται στην αντίστοιχη υδραζίνη από τις 

αντιοξειδωτικές ενώσεις που υπάρχουν στο πλάσμα ή στους ομογενοποιημένους ιστούς. 

 

2.2.3.7 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ TBARS ΣΕ ΠΛΑΣΜΑ ΑΙΜΑΤΟΣ ΚΑΙ 
ΙΣΤΟΥΣ 

 

Τα επίπεδα TBARS μετρήθηκαν με τροποποιημένη τη μέθοδο που περιγράφεται από τους 

Keles et al. (61) Αρχικά, 100 μL πλάσματος ή 50 μL αραιωμένου ομογενοποιημένου ιστού σε 

PBS αναμείχθηκαν με 500 μL Tris-HCl και 500 μL 35% TCA και αφέθηκαν να επωαστούν για 

10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Η αναλογία αραίωσης του ομογενοποιημένου ιστού σε 

PBS ήταν 1:2 για την καρδιά και τον θυρεοειδή αδένα και 1:5 για το ήπαρ και τους νεφρούς. 

Στη συνέχεια, προστέθηκε διάλυμα Na2SO4 και θειοβαρβιτουρικού οξέος (thiobarbituric acid, 

TBA) και τα δείγματα θερμάνθηκαν σε υδατόλουτρο για 45 λεπτά στους 95°C. Μετά την ψύξη 

σε πάγο, προστέθηκε 70% TCA και τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 11.200 g για 3 λεπτά 

στους 25°C. Η οπτική πυκνότητα του υπερκείμενου υγρού μετρήθηκε στα 530 nm και τα 

επίπεδα TBARS προσδιορίστηκαν με τη χρήση του μοριακό συντελεστή απόσβεσης της MDA 

(malonyl dialdehyde) (156,000 L/mol/cm). 

 

2.2.3.8 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ 
ΚΑΡΒΟΝΥΛΙΩΝ ΣΕ ΠΛΑΣΜΑ ΑΙΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΙΣΤΟΥΣ 

 

Η συγκέντρωση των πρωτεϊνικών καρβονυλίων προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του Patsoukis 

και της ομάδας του (62). 50 μL είτε πλάσματος είτε αραιωμένου ομογενοποιημένου ιστού σε 

PBS (1:2 για όλους τους ιστούς) αναμείχθηκαν με 50 μL 20% TCA και αναδεύτηκαν με vortex. 

Αφού τοποθετήθηκαν τα δείγματα στον πάγο για 15 λεπτά, φυγοκεντρήθηκαν (15.000 g, 5 
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λεπτά, 4°C) και το υπερκείμενο απορρίφθηκε. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 500 μL 2,4-

δινιτροφαινυλοϋδραζίνης (2,4-dinitrophenylhydrazine, DNPH) (10 mM) σε υδροχλωρικό οξύ 

(HCl) (2,5 N) και 500 μL HCl (2,5 N) στα δείγματα και στα τυφλά δείγματα, αντίστοιχα. Τα 

δείγματα επωάστηκαν για 1 ώρα στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου και αναδεύονταν με 

vortex ανά 15 λεπτά. Μετά την επώαση, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (15.000 g, 5 λεπτά, 

4°C) και το υπερκείμενο απορρίφθηκε. Στη συνέχεια, προστέθηκε 1 mL 10% TCA και τα 

δείγματα αναδεύτηκαν με vortex και φυγοκεντρήθηκαν (15.000 g, 5 λεπτά, 4°C). Το 

υπερκείμενο απορρίφθηκε και προστέθηκε 1 mL διαλύματος αιθανόλης και οξικού 

αιθυλεστέρα (1:1 v/v). Το βήμα αυτό επαναλήφθηκε δύο φορές. Στη συνέχεια, προστέθηκε στα 

δείγματα 1 mL ουρίας (5 M, pH = 2,3), αναδεύτηκαν με vortex και επωάστηκαν στους 37 C 

για 15 λεπτά. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (15.000 g, 3 λεπτά, 4°C) και πάλι 

και η οπτική πυκνότητα μετρήθηκε στα 375 nm. Η συγκέντρωση των πρωτεϊνικών 

καρβονυλίων προσδιορίστηκε με τη χρήση του χιλιοστομοριακού συντελεστή απόσβεσης του 

DNPH (22 L/mmol/cm). 

 

2.2.3.9 ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΟΛΙΚΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΚΑΙ 
ΑΙΜΟΓΛΟΒΙΝΗΣ 

 

Οι συγκεντρώσεις των οξειδοαναγωγικών βιοδεικτών τόσο στο πλάσμα όσο και στους 

ομογενοποιημένους ιστούς προσαρμόστηκαν για τις διακυμάνσεις της συγκέντρωσης της 

ολικής πρωτεΐνης, η οποία προσδιορίστηκε με τη μέθοδο Bradford (63). Η δοκιμασία 

περιελάμβανε τη δημιουργία πρότυπης καμπύλης χρησιμοποιώντας διαλύματα με γνωστές 

συγκεντρώσεις αλβουμίνης ορού βοοειδών ως πρωτεΐνη αναφοράς. Αντίθετα, οι τιμές των 

βιοδεικτών οξειδοαναγωγής στα δείγματα αίματος προσαρμόστηκαν για τις διακυμάνσεις της 

συγκέντρωσης της αιμοσφαιρίνης, η οποία υπολογίστηκε με τη χρήση ενός εμπορικά 

διαθέσιμου κιτ (Dutch Diagnostics, Zutphen, Ολλανδία) που βασίζεται στη μέθοδο 

αιμογλοβινοκυανιδίου. Οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν σε τρεις επαναλήψεις. 

 

 



46 

 

 

 

2.2.4  ΚΥΤΤΑΡΟΛΟΓΙΑ 
 

Η επιστήμη της κυτταρολογίας και της κυτταροπαθολογίας εφαρμόστηκε και αναγνωρίστηκε  

από τον 18ο και 19ο αιώνα. Κυτταρολογία είναι η εξέταση ενός κυτταρικού τύπου σε δείγματα 

ιστών, επιχρίσματα, βιολογικά υγρά (67). Ο ιατρός Γεώργιος Παπανικολάου ήταν από τους 

πρώτους που εισήγαγαν την έννοια της κυτταρολογίας στη γυναικολογία, το γνωστό «Τεστ 

Παπανικολάου» ή «Τεστ Παπ» (68).  

Για την κυτταρολογική εξέταση των δειγμάτων ιστού χρησιμοποιήθηκε η τεχνική touch 

preparation. Συγκεκριμένα, μετά την αφαίρεση του οργάνου, ο ιστός διατομήθηκε και 

αποτυπώθηκε σε γυάλινη αντικειμενοφόρο πλάκα (Εικόνα 2.7). Στη συνέχεια, οι 

αντικειμενοφόροι πλάκες σταθεροποιήθηκαν με αλκοόλη 60%, χρωματίστηκαν με τη μέθοδο 

Παπ και μετρήθηκαν σε μικροσκόπιο φωτός (Nikon ECLIPSE E 400) (20x) (69). 

 

Εικόνα 2.6 Τεχνική για την προετοιμασία του αποτυπώματος (70). 
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2.2.5  ΜΕΤΡΗΣΗ ΟΡΜΟΝΩΝ 
 

Η μέτρηση  της συγκέντρωσης των ορμονών πραγματοποιήθηκε με αυτόματο αναλυτή 

ανοσοδιάγνωσης και συγκεκριμένα το μοντέλο ARCHITECT i1000SR της εταιρίας Abbott 

(Illinois, U.S.A.) (Εικόνα 2.8). 

 

Εικόνα 2.7 Αυτόματος αναλυτής ανοσοδιάγνωσης ARCHITECT i1000SR (Abbott). 

 

Πρόκειται για μία in vitro αυτοματοποιημένη τεχνική ανάλυσης που βασίζεται στη 

αλληλεπίδραση αντιγόνου – αντισώματος με δυνατότητα ανάλυσης ολικού αίματος, ορού, 

πλάσματος και ούρων. Με τη χρήση ειδικών αντιδραστηρίων για κάθε περίπτωση μετρήθηκαν 

οι εξής ορμόνες: 

▪  β-οιστραδιόλη  

▪ Προγεστερόνη  

▪ Τεστοστερόνη  

▪ Τριιωδοθυρονίνη (T3) 

▪ Θυροξίνη (T4) 
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3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΕΣ 
 

Επαναλαμβανόμενες μετρήσεις ANOVA, χρησιμοποιώντας τις ομάδες έκθεσης ως 

παράγοντες, εφαρμόστηκαν στις μετρήσεις MN στους 0, 3, 6, 9 και 12 μήνες έκθεσης, για να 

εκτιμηθούν οι επιδράσεις τόσο του χρόνου έκθεσης όσο και της βαρύτητας της έκθεσης. 

Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στην αλληλεπίδραση χρόνου και έκθεσης 

(ANOVA F(1, 4) = 479,23, p < 0,001). Οι τιμές της ομάδας control ήταν σταθερές στα διάφορα 

χρονικά σημεία του πειράματος, κυμαινόμενες από 7,25 ± 1,26 (12 μήνες) έως 9,25 ± 1,71 (3 

μήνες). Όλες οι άλλες ομάδες παρουσίασαν αυξητική τάση στο χρόνο, υποδεικνύοντας τη 

χρονική εξάρτηση του σχηματισμού μικροπυρήνων. Για την ομάδα LD, η μέση τιμή των ΜΝ 

σε t = 0 μήνες ήταν 7,75 ± 0,50, η οποία αυξήθηκε σε 41,75 ± 1,71 στον 12ο μήνα. Η ομάδα 

HD φάνηκε να αυξάνεται με σταθερό μοτίβο από 8,50 ± 1,00 (t = 0 μήνες) σε 45,75 ± 1,71 (t 

= 12 μήνες). Ομοίως, η ομάδα Glyphosate και η ομάδα Roundup®, ξεκινώντας από 8,75 ± 0,96 

και 8,25 ± 1,89, έφτασαν σε τιμές 37,50 ± 1,00 και 60,75 ± 1,71, αντίστοιχα (Πίνακας 3.1). 

 

Πίνακα  3.1 Μέση τιμή και τυπική απόκλιση (SD) των μετρήσεων MN στα διάφορα χρονικά σημεία δειγματοληψίας στις ομάδες έκθεσης. 

Μ ν   

Ο άδα control Ο άδα LD Ο άδα HD 
Ο άδα 

Glyphosate 

Ο άδα 

Roundup® 

Μέση 

 ι   
±SD 

Μέση 

 ι   
±SD 

Μέση 

 ι   
±SD 

Μέση 

 ι   
±SD 

Μέση 

 ι   
±SD 

0 9,00 0,82 7,75 0,50 8,50 1,00 8,75 0,96 8,25 1,89 

3 9,25 1,71 16,75 1,26 18,25 1,50 14,25 1,50 28,75 1,71 

6 8,25 1,50 20,25 1,71 22,75 2,22 18,75 1,71 40,50 2,08 

9 8,75 0,96 31,50 1,29 36,00 2,16 30,50 3,70 52,50 2,38 

12 7,25 1,26 41,75 1,71 45,75 1,71 37,50 1,00 60,75 1,71 

Σ νο ο 8,50 1,25 23,60 1,29 26,25 1,72 21,95 1,77 38,15 1,95 
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Στην ομάδα HD χορηγήθηκε 10 φορές υψηλότερη δόση από την ομάδα LD. Ωστόσο, οι 

μετρήσεις των ΜΝ δεν παρουσίασαν ανάλογες διακυμάνσεις. Κατά τους χρόνους 

δειγματοληψίας t = 3-12 μήνες, οι αριθμοί ΜΝ της ομάδας LD κυμάνθηκαν από 16,75 ± 1,26 

έως 41,75 ± 1,71, ενώ οι αριθμοί της ομάδας HD διέφεραν ελαφρώς, με μέσους αριθμούς ΜΝ 

18,25 ± 1,50 – 45,75 ± 1,71. Στην ομάδα Glyphosate χορηγήθηκε η ίδια δόση GLY με την 

ομάδα HD, αλλά η ομάδα HD περιείχε επίσης μείγμα ενδοκρινικών διαταρακτών. Η ομάδα HD 

φάνηκε να είναι πιο επιβαρυμένη από την ομάδα Glyphosate (18,25 ± 1,50 – 45,75 ± 1,71 και 

14,25 ± 1,50 – 37,50 ± 1,00, αντίστοιχα), γεγονός που θα μπορούσε να αποδοθεί στους 

πρόσθετους ενδοκρινικούς διαταράκτες που χορηγήθηκαν στην ομάδα HD. Παρόλο που οι 

ομάδες Glyphosate και Roundup® δεν διέφεραν ως προς τη δόση, τα πρόσθετα που περιέχει το 

Roundup® (εκτός από τη δραστική ουσία glyphosate) φάνηκε να επηρεάζουν τον περαιτέρω 

σχηματισμό ΜΝ, ενώ η ομάδα Roundup® είχε υψηλότερες μέσες τιμές ΜΝ (28,75 ± 1,71 – 

60,75 ± 1,71 έναντι 14,25 ± 1,50 – 37,50 ± 1,00 της ομάδας Glyphosate), στις ίδιες περιόδους 

έκθεσης. Επιπλέον, η ομάδα Roundup® είχε τις υψηλότερες μέσες τιμές MN από όλες τις 

ομάδες (Εικόνα 3.1). 

 

 

Εικόνα 3.1 Μετρήσεις ΜΝ των ομάδων στα διαφορετικά χρονικά σημεία. Ομάδα 1: control, Ομάδα 2: LD, Ομάδα 3: HD, Ομάδα 4: 
Glyphosate, Ομάδα 5: Roundup® 
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3.2 COMET ASSAY 
 

Η ένταση της ουράς (tail intensity) μετρήθηκε με αίμα από την τελευταία δειγματοληψία (t = 

12 μήνες). Όλες οι ομάδες έκθεσης φάνηκε να επηρεάζονται σε σχέση με την ομάδα control. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.2, η ένταση της ουράς κάθε ομάδας διέφερε σημαντικά 

(ANOVA: F(4, 15)= 13,974, p < 0,001, Kruskal-Wallis χ2(4) = 13,786, p = 0,008). Η 

υψηλότερη διάμεση ένταση ουράς, 11,97 (11,26-13,90), παρατηρήθηκε στην ομάδα HD, ενώ 

η ένταση στην ομάδα control ήταν 4,31 (3,86-5,06) (Πίνακας 3.2), γεγονός που δείχνει ότι η 

συνδυασμένη έκθεση σε ενδοκρινικούς διαταράκτες είχε μεγαλύτερη επίδραση στη βλάβη του 

DNA και, κατ' επέκταση, στην ένταση της ουράς. 

 

Πίνακα  3.2 Περιγραφικά στατιστικά στοιχεία (μέσος όρος, τυπική απόκλιση (SD), τεταρτημόρια) και σύγκριση της έντασης της ουράς 
μεταξύ των ομάδων (LSD test). 

Ο άδα 

Μέση 

 ι   
±SD 

Τ  αρ η όριο LSD test 

1ο Διά  σο  3ο 
Ο άδα 

control 

Ο άδα 

LD 

Ο άδα 

HD 

Ο άδα 

Glyphosate 

Ο άδα 

Roundup® 

control 4,46 0,88 3,86 4,31 5,06  0,002 <0,001 <0,001 0,001 

LD 8,67 1,10 7,88 8,75 9,46 0,002  0,003 0,449 0,655 

HD 12,58 1,90 11,26 11,97 13,90 <0,001 0,003  0,014 0,007 

Glyphosate 9,52 1,66 8,37 9,50 10,67 <0,001 0,449 0,014  0,752 

Roundup® 9,17 1,92 7,74 9,36 10,59 0,001 0,655 0,007 0,752  

 

Η διαφορά στις μέσες τιμές της έντασης της ουράς μεταξύ της ομάδας LD (8,75/ 7,88 – 9,46) 

και της ομάδας HD (11,97/ 11,26 – 13,90) αποδεικνύει την ύπαρξη δοσο – εξαρτώμενης 

απόκρισης. Ενδιαφέρον προκαλεί το ότι οι μέσες τιμές έντασης της ουράς των ομάδων 

Glyphosate και Roundup® ήταν παρόμοιες (9,50/ 8,37 – 1,67 και 9,36/ 7,74 – 10,59, 

αντίστοιχα), γεγονός που αποδεικνύει ότι τα πρόσθετα που περιέχει το Roundup® δεν 

ενισχύουν το σχηματισμό βλαβών στο DNA (Εικόνα 3.2).  
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Εικόνα 3.2 Μέση τιμή έντασης ουράς μεταξύ των ομάδων στους 12 μήνες έκθεσης. Ομάδα 1: control, Ομάδα 2: LD, Ομάδα 3: HD, Ομάδα 
4: Glyphosate, Ομάδα 5: Roundup®  

 

Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές προέκυψαν από το προσαρμοσμένο t-test με LSD. Μεταξύ 

των ομάδων LD και HD, οι οποίες είχαν διαφορετικά επίπεδα έκθεσης, παρατηρήθηκε 

σημαντική διαφορά (p = 0,003), ενώ η ομάδα HD διέφερε σημαντικά από την ομάδα 

Glyphosate (p = 0,014) και την ομάδα Roundup® (p = 0,007) σε t = 12 μήνες (Πίνακας 3.2). 
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3.2.1 ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΜΕΤΡΗΣΗΣ 
ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΩΝ ΚΑΙ COMET ASSAY 

 

Ο αριθμός των ΜΝ σε t = 12 μήνες συσχετίστηκε με τα αντίστοιχα αποτελέσματα της έντασης 

της ουράς. Οι αριθμοί ΜΝ όλων των ομάδων έκθεσης φάνηκε να σχετίζονται στατιστικά 

σημαντικά με την ένταση της ουράς, αποδεικνύοντας τη γενοτοξικότητα των χορηγούμενων 

ουσιών. Στην Εικόνα 3.3, παρουσιάζονται διαγράμματα διασποράς της έντασης της ουράς σε 

σχέση με τον αριθμό των MN στους 12 μήνες. Οι αρχικές μετρήσεις MN συσχετίστηκαν με 

την ένταση της ουράς (rs = 0,581, p = 0,007).  

 

 

Εικόνα 3.3 Συσχέτιση της έντασης της ουράς με τον αριθμό των ΜΝ για κάθε μία από τις πέντε διαφορετικές ομάδες σε t = 12 μήνες. 
Ομάδα 1: control, Ομάδα 2: LD, Ομάδα 3: HD, Ομάδα 4: Glyphosate, Ομάδα 5: Roundup® 
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Στον Πίνακα 3.3, παρουσιάζονται συσχετίσεις του αριθμού MN σε διάφορες χρονικές στιγμές 

έκθεσης. Οι μετρήσεις σε t = 0 μήνες δεν παρουσίασαν στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις 

μεταξύ των χρονικών σημείων (p > 0,05). Όλες οι άλλες διμεταβλητές συσχετίσεις των 

μετρήσεων των ΜΝ στα διάφορα χρονικά διαστήματα φάνηκε να σχετίζονται έντονα, με τη 

χαμηλότερη τιμή rs  να παρατηρείται μεταξύ των μετρήσεων έκθεσης 3 και 9 μηνών (rs = 0,826. 

p < 0,001). 

 

Πίνακα  3.3 Συσχέτιση (Spearman's) των μετρήσεων των MN μεταξύ των χρονικών διαστημάτων έκθεσης. 

Μήνες Μ ν   rs p 

0 3 -0,350 0,130 

 6 -0,201 0,394 

 9 -0,285 0,223 

 12 -0,368 0,110 

3 6 0,874 <0,001 

 9 0,826 <0,001 

 12 0,940 <0,001 

6 9 0,928 <0,001 

 12 0,887 <0,001 

9 12 0,889 <0,001 
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3.3 ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ 
 

3.3.1 ΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΣΤΟΥΣ ΟΞΕΙΔΟΑΝΑΓΩΓΙΚΟΥΣ ΒΙΟΔΕΙΚΤΕΣ 
ΤΟΥ ΑΙΜΑΤΟΣ 

 

3.3.1.1 ΤΡΕΙΣ ΜΗΝΕΣ ΕΚΘΕΣΗΣ 
 

Μετά από έκθεση στις ουσίες ενδιαφέροντος για περίοδο τριών μηνών, παρατηρήθηκαν 

διαταραχές στην οξειδοαναγωγική ισορροπία τους αίματος. Συγκεκριμένα, υπήρξε 

αξιοσημείωτη αύξηση της συγκέντρωσης της GSH στην ομάδα που εκτέθηκε στη γλυφοσάτη 

σε σύγκριση τόσο με την ομάδα ελέγχου όσο και με την ομάδα υψηλής δόσης μίγματος 

ενδοκρινικών διαταρακτών (ομάδα HD), όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.1-A. Επιπλέον, η 

δραστικότητα του ενζύμου GR μειώθηκε σε όλες τις ομάδες έκθεσης σε σύγκριση με την ομάδα 

ελέγχου, όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 3.1-Ε. Αξίζει να σημειωθεί ότι η δραστικότητα του 

GR ήταν επίσης χαμηλότερη στην ομάδα HD σε σύγκριση τόσο με την ομάδα LD (χαμηλή 

δόση μίγματος ενδοκρινικών διαταρακτών) όσο και με την ομάδα που εκτέθηκε στη 

γλυφοσάτη, καθώς και στην ομάδα που χορηγήθηκε Roundup® σε σύγκριση με την ομάδα LD. 

Αντίθετα, υπήρξε αύξηση της δραστικότητας του GR στην ομάδα Glyphosate σε σύγκριση με 

την ομάδα HD, ενώ δεν παρατηρήθηκαν άλλες σημαντικές διαφορές. 
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Εικόνα 3.4 Οι επιπτώσεις της 3μηνης έκθεσης στους οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες του αίματος. 
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3.3.1.2 ΕΞΙ ΜΗΝΕΣ ΕΚΘΕΣΗΣ 
 

Μετά την 6μηνη έκθεση, δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των διαφόρων 

πειραματικών ομάδων. Ωστόσο, υπήρχαν σημαντικές διαφορές στις μετρήσεις της ίδιας ομάδας 

μεταξύ των διαφορετικών χρονικών σημείων. Η συγκέντρωση GSH παρουσίασε στατιστικά 

σημαντική αύξηση σε όλες τις πειραματικές ομάδες σε σύγκριση με τις αντίστοιχες μετρήσεις 

στους 3 μήνες (Εικόνα 3.2-Α). Επιπλέον, η δραστικότητα της CAT μειώθηκε σε όλες τις ομάδες 

σε σύγκριση με τους 3 μήνες (Εικόνα 3.2-Β). Όσον αφορά τη δραστικότητα του GR, μειώθηκε 

σε όλες τις ομάδες έκθεσης, εκτός από τις ομάδες HD και Roundup®, σε σύγκριση με τους 3 

μήνες (Εικόνα 3.2-E). Επιπλέον, τα επίπεδα TAC ήταν στατιστικά αυξημένα στις ομάδες 

control και Glyphosate σε σύγκριση με τους 3 μήνες (Εικόνα 3.2-F). Η συγκέντρωση των 

πρωτεϊνικών καρβονυλίων παρουσίασε στατιστικά σημαντική μείωση στις ομάδες LD, 

Glyphosate και Roundup® σε σύγκριση με τα επίπεδα στους 3 μήνες (Εικόνα 3.2-H). Ωστόσο, 

οι δραστικότητες της SOD και της GPx, καθώς και τα επίπεδα του TBARS παρέμειναν 

αμετάβλητα (Εικόνα 3.2-C,D,G). 
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Εικόνα 3.5 Οι επιπτώσεις της 6μηνης έκθεσης στους οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες του αίματος. 
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3.3.1.3 ΕΝΝΕΑ ΜΗΝΕΣ ΕΚΘΕΣΗΣ 
 

Παρόμοια με τα ευρήματα στους 6 μήνες έκθεσης, σημαντικές διαφορές παρατηρήθηκαν 

κυρίως εντός κάθε ομάδας κατά τη σύγκριση των διαφορετικών χρονικών σημείων. 

Συγκεκριμένα, υπήρξε στατιστικά σημαντική μείωση της συγκέντρωσης της GSH σε όλες τις 

ομάδες σε σύγκριση με τις μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν στο σημείο των 6 μηνών 

(Εικόνα 3.3-A). Επιπλέον, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση της δραστικότητας της CAT σε 

όλες τις ομάδες σε σύγκριση με τα επίπεδα στους 3 μήνες (Εικόνα 3.3-B). Επιπλέον, η 

δραστικότητα του GR παρουσίασε στατιστικά σημαντική μείωση στις ομάδες Glyphosate και 

Roundup® σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (Εικόνα 3.3-E). Αντίθετα, η δραστικότητα του 

GR μειώθηκε στις ομάδες control, LD και Glyphosate σε σύγκριση με τα επίπεδα στους 3 

μήνες. Ακόμη, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων TAC στην ομάδα 

control, στην ομάδα HD και στην ομάδα Glyphosate σε σύγκριση με τις μετρήσεις των 3 μηνών 

(Εικόνα 3.3-F). Η συγκέντρωση των πρωτεϊνικών καρβονυλίων μειώθηκε σημαντικά σε όλες 

τις ομάδες, εκτός από την ομάδα HD, σε σύγκριση με τα επίπεδα στους 3 μήνες. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι στην ομάδα Glyphosate, η συγκέντρωση των πρωτεϊνικών καρβονυλίων ήταν 

επίσης μειωμένη σε σύγκριση με τις μετρήσεις των 6 μηνών. Δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές 

διαφορές στις δραστικότητες των SOD και GPx ή στα επίπεδα TBARS (Εικόνα 3.3-C,D,G). 
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Εικόνα 3.6 Οι επιπτώσεις της 9μηνης έκθεσης στους οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες του αίματος. 
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3.3.1.4 ΔΩΔΕΚΑ ΜΗΝΕΣ ΕΚΘΕΣΗΣ 
 

Μετά από 12 μήνες έκθεσης, σημαντικές διαφορές στους μετρούμενους βιοδείκτες 

οξειδοαναγωγής παρατηρήθηκαν μόνο κατά τη σύγκριση των διαφορετικών χρονικών σημείων 

και όχι μεταξύ των διαφόρων πειραματικών ομάδων. Συγκεκριμένα, υπήρξε στατιστικά 

σημαντική αύξηση της συγκέντρωσης GSH σε όλες τις ομάδες σε σύγκριση με τις μετρήσεις 

που πραγματοποιήθηκαν τόσο στους 3 όσο και στους 9 μήνες (Εικόνα 3.4-Α). Όσον αφορά τη 

δραστικότητα της CAT, υπήρξε στατιστικά σημαντική μείωση σε όλες τις ομάδες σε σύγκριση 

με τα επίπεδα στους 3 μήνες (Εικόνα 3.4-Β). Η δραστικότητα του GR μειώθηκε στις ομάδες 

control και LD σε σύγκριση με τις μετρήσεις στους 3 μήνες ( Εικόνα 3.4-E). Παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων TAC σε όλες τις ομάδες σε σύγκριση με τα 

επίπεδα στους 3 μήνες, εκτός από την ομάδα LD (Εικόνα 3.4-F). Η συγκέντρωση των 

πρωτεϊνικών καρβονυλίων παρουσίασε στατιστικά σημαντική μείωση σε όλες τις ομάδες σε 

σύγκριση με τα επίπεδα στους 3 μήνες, εκτός από την ομάδα HD. Επιπλέον, ήταν μειωμένη 

στην ομάδα Roundup® σε σύγκριση με τις μετρήσεις των 6 μηνών (Εικόνα 3.4-H). Οι 

δραστικότητες των SOD και GPx, καθώς και τα επίπεδα TBARS, παρέμειναν αμετάβλητα 

(Εικόνα 3.4-C,D,G). 

 



61 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.7 Οι επιπτώσεις της 12μηνης έκθεσης στους οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες του αίματος. 
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Συνοπτικά, τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την αξιολόγηση των οξειδοαναγωγικών 

βιοδεικτών στο αίμα έδειξαν ότι η 12μηνη έκθεση τόσο σε LD όσο και σε HD του μείγματος 

Ε.Δ. ενεργοποίησε χρήσιμες αντιοξειδωτικές προσαρμογές, ισχυρισμός που υποστηρίζεται από 

την αύξηση των επιπέδων GSH και τη μείωση των επιπέδων πρωτεϊνικών καρβονυλίων. 

Αντιθέτως, η 12μηνη έκθεση στη GLY και το Roundup® προκάλεσε διαταραχές της 

ομοιόστασης της οξειδοαναγωγής στο αίμα. Ωστόσο, στις περισσότερες περιπτώσεις, όλα τα 

σχήματα χορήγησης είχαν το ίδιο μοτίβο δράσης στο ίδιο χρονικό σημείο, με ορισμένες 

εξαιρέσεις, καθώς δεν εντοπίστηκαν σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. 

Αντίθετα, τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την αξιολόγηση των βιοδεικτών 

οξειδοαναγωγής των ιστών υπαγορεύουν ότι η HD του μείγματος Ε.Δ. προκάλεσε οξειδωτικό 

στρες στο ήπαρ, όπως φαίνεται από τη μείωση της δραστικότητας της CAT και την τάση 

αύξησης των επιπέδων TBARS. Ομοίως, το χορηγούμενο Roundup® λειτούργησε ως 

οξειδωτικός παράγοντας, καθώς μείωσε τη δραστικότητα CAT και αύξησε τα επίπεδα GSH, 

προκαλώντας έτσι επιζήμιες επιδράσεις στην ομοιόσταση οξειδοαναγωγής του ήπατος. 

Συμπεραίνουμε λοιπόν ότι οι δυσμενείς επιδράσεις γίνονται εντονότερες με την αύξηση της 

δόσης ή του χρόνου έκθεσης.  

 

3.3.2 ΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΣΤΟΥΣ ΟΞΕΙΔΟΑΝΑΓΩΓΙΚΟΥΣ ΒΙΟΔΕΙΚΤΕΣ 
ΤΩΝ ΙΣΤΩΝ 

 

Μετά τη 12μηνη έκθεση στους ενδοκρινικούς διαταράκτες, ο μόνος προσβεβλημένος ιστός 

ήταν το ήπαρ. Όσον αφορά στις επιδράσεις της ομάδας HD, η δραστικότητα της CAT  

μειώθηκε σε σύγκριση με την ομάδα control (Εικόνα 3.5-Β) και, ταυτόχρονα, ανιχνεύθηκε 

τάση αύξησης των επιπέδων TBARS (Εικόνα 3.5-D). Αντίθετα, η ομάδα LD δεν επηρέασε 

τους βιοδείκτες οξειδοαναγωγής που εξετάστηκαν. Σημειωτέον, η 12μηνη χορήγηση 

Roundup® προκάλεσε στατιστικά σημαντική αύξηση της συγκέντρωσης GSH (Εικόνα 3.5-Α) 

σε σύγκριση με τις ομάδες control και HD, καθώς και στατιστικά σημαντική μείωση της 

δραστικότητας CAT σε σύγκριση με τις ομάδες control και LD (Εικόνα 3.5-Β). Αντίθετα, η 

12μηνη έκθεση στη γλυφοσάτη  δεν επηρέασε τα επίπεδα των μετρούμενων οξειδοαναγωγικών 
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βιοδεικτών. Τα επίπεδα TAC (Εικόνα 3.5-C) και η συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων 

(Εικόνα 3.5-E) παρέμειναν ανεπηρέαστα. 

 

 

Εικόνα 3.8 Οι επιπτώσεις της 12μηνης έκθεσης στους οξειδοαναγωγικούς βιοδείκτες του ήπατος. 

 

 

  



64 

 

 

 

3.4 ΚΥΤΤΑΡΟΛΟΓΙΚΑ ΕΥΡΥΜΑΤΑ 
 

Η κυτταρολογική εξέταση των δειγμάτων ιστών έδειξε σημαντικές διαφορές μεταξύ της 

ομάδας ελέγχου και των ομάδων έκθεσης αλλά και μεταξύ των διαφορετικών ομάδων έκθεσης. 

Η ομάδα control παρουσίασε αραιά κύτταρα φυσιολογικής κατάστασης ανά ιστό (Εικόνα 3.9). 

 

Εικόνα 3.9 Κυτταρολογική απεικόνιση ιστών ομάδας control (ομάδα 1). Α) Καρδιά Β) Νεφρός C) Ήπαρ D) Θυρεοειδής αδένας E) Ωοθήκη F) 
Όρχεις 

 

Ήδη από την ομάδα LD φαίνονται οι επιδράσεις των ουσιών σε κυτταρικό επίπεδο. Όπως 

φαίνεται και στην Εικόνα 3.10, υπάρχουν άφθονα κυτταρικά στοιχεία, ερυθρά κύτταρα και 

θυλάκια ανά ιστό (Εικόνα 3.10-Α,Β), ενώ στους νεφρούς επιβεβαιώνεται και η ύπαρξη 

φλεγμονής (Εικόνα 3.10-C).  
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Εικόνα 3.10 Κυτταρολογική απεικόνιση ιστών ομάδας LD (ομάδα ). Α) Άφθονα κυτταρικά στοιχεία στις ωοθήκες B) Θυλάκιο στο 
θυρεοειδή αδένα C) Αρκετά κύτταρα, ερυθροκύτταρα και ύπαρξη φλεγμονής στο νεφρό. 

 

Όπως ήταν αναμενόμενο, οι ομάδες HD, Glyphosate και Roundup παρουσίασαν τις 

μεγαλύτερες βλάβες στα κύτταρα των ιστών. Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκαν εκμαγεία σε 

όλους τους ιστούς, εκφυλισμός των κυττάρων καθώς και καρκινογένεση. Ειδικότερα, στην 

ομάδα HD παρατηρήθηκαν θηλώδεις (Εικόνα 3.11-Α) και μικροθηλώδεις ομάδες θυλακικών 

κυττάρων και καρκινογένεση στο θυρεοειδή αδένα (Εικόνα 3.11-B) καθώς και άφθονα 

κυτταρικά στοιχεία και εκμαγεία ουροφόρων σωληνάριων στους νεφρούς (Εικόνα 3.11-C). 

Παράλληλα, παρατηρήθηκε αύξηση στον πληθυσμό των κυττάρων των όρχεων (Leydig, 

Sertoli, κ.α.) με ήπια εκφύλιση (Εικόνα 3.11-D), υπερπλασία, ακόμα και καρκινογένεση, στα 

κύτταρα των ωοθηκών (Εικόνα 3.11-F) καθώς και υπερπλασία των ηπατικών κυττάρων 

(Εικόνα 3.11-E). Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι τα κύτταρα της καρδιάς έμειναν σχεδόν 

ανεπηρέαστα.  
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Εικόνα 3.11 Κυτταρολογική εξέταση ιστών ομάδας HD (ομάδα 3). Α) Θηλώδεις ομάδες θυλακικών κυττάρων στον θυρεοειδή αδένα Β) 
Μικροθηλώδεις ομάδες θυλακικών κυττάρων και εμφάνιση καρκινογένεσης στον θυρεοειδή αδένα C) Κυτταρικά στοιχεία και εκμαγεία 

ουροφόρων σωληνάριων στους νεφρούς  D) Ήπια εκφύλιση των κυττάρων των όρχεων (Sertoli, Leydig) E) Ηπατικά κύτταρα με ευδιάκριτη 
υπερπλασία F) Υπερπλασία και εμφάνιση καρκινογένεσης των ωοθηκικών κυττάρων. 

 

Παρόμοια εικόνα παρατηρήθηκε και στην ομάδα Glyphosate, που ήταν η ομάδα που εκτέθηκε 

στην καθαρή μορφή του GLY. Σε όλα τα είδη ιστών παρουσιάστηκαν άφθονα κύτταρα αλλά 

και φλεγμονή, ενώ δεν σημειώθηκε καρκινογένεση (Εικόνα 3.12-A, B, C, D, E). Αξίζει να 

σημειωθεί ότι τα κύτταρα της καρδιάς εμφάνισαν αυξημένο αριθμό, ιδιαίτερα τα μεσοθηλιακά 

κύτταρα του περικαρδίου, καθώς και φλεγμονή (Εικόνα 3.12-F).  

 



67 

 

 

 

 

Εικόνα 3.12 Κυτταρολογική εξέταση ιστών ομάδας Glyphosate (ομάδα 4). Αυξημένος αριθμός κυττάρων και παρουσία φλεγμονής σε A) 
ήπαρ B) νεφρούς C) όρχεις D) θυρεοειδή αδένα E) ωοθήκες F) καρδιά. 

 

Στην 5η και τελευταία ομάδα (Roundup®), οι νεφροί, οι όρχεις και ο θυρεοειδής αδένας ήταν 

οι ιστοί που επηρεάστηκαν περισσότερο. Άφθονα εκμαγεία, έντονη ρυπαρότης και φλεγμονή 

σημειώθηκαν στα κύτταρα των νεφρών (Εικόνα 3.13-A) με παρόμοια εικόνα να παρατηρείται 

και στα κύτταρα των όρχεων (Εικόνα 3.13-B).  Στα κύτταρα του θυρεοειδή αδένα 

παρατηρήθηκαν κολλοειδές και άφθονα θυλακικά κύτταρα αλλά και διαταραχή της 

αρχιτεκτονικής των θυλακίων (Εικόνα 3.13-C). Παράλληλα, στην καρδιά και το ήπαρ 

παρατηρήθηκε αισθητή μείωση του αριθμού των κυττάρων (Εικόνα 3.13-D, E).  
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Εικόνα 3.13 Κυτταρολογική εξέταση ιστών ομάδας Roundup (ομάδα 5). Εκμαγεία, έντονη ρυπαρότης και φλεγμονή στα κύτταρα Α) των 

νεφρών και B) των όρχεων  C) Κολλοειδές, θυλακικά κύτταρα και διαταραχή αρχιτεκτονικής των θυλακίων του θυρεοειδή αδένα. Μείωση 
των κυττάρων σε D) καρδιά και  E) ήπαρ. 
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3.5  ΕΠΙΠΕΔΑ ΟΡΜΟΝΩΝ 
 

Οι μετρήσεις των ορμονών έδειξαν μικρές διαφοροποιήσεις τόσο μεταξύ των ομάδων όσο και 

μεταξύ των χρονικών διαστημάτων έκθεσης, ενώ παρατηρήθηκαν διαφοροποιήσεις και μεταξύ 

«ανδρικών» και «γυναικείων» ορμονών. 

Στην Εικόνα 3.14 δίνονται τα επίπεδα της τεστοστερόνης στα αρσενικά και θηλυκά κουνέλια. 

Όσον αφορά στα θηλυκά κουνέλια, δεν υπήρξαν σημαντικές διαφοροποιήσεις ούτε μεταξύ των 

ομάδων αλλά ούτε και σε σχέση με το χρόνο έκθεσης.  

 

 

Εικόνα 3.14 Επίπεδα τεστοστερόνης (nmol/L) σε θηλυκά και αρσενικά κουνέλια. 

 

Στα αρσενικά κουνέλια φαίνεται να υπάρχει μία διαταραχή στην ορμονική ισορροπία, καθώς 

στις ομάδες Glyphosate, LD και Roundup η συγκέντρωση της τεστοστερόνης αυξάνεται στους 

3 και 6 μήνες έκθεσης ενώ μειώνεται κατακόρυφα στους 12 μήνες. Λόγω του μικρού αριθμού 

ζώων (2 θηλυκά και 2 αρσενικά κουνέλια ανά ομάδα) δεν υπάρχει δυνατότητα σύγκρισης των 

επιπέδων των ορμονών με την ομάδα control. Επίσης ακόμα και αν έχει χορηγηθεί υψηλή δόση 

ουσιών στις ομάδες HD, Glyphosate και Roundup, οι δόσεις αυτές παραμένουν σε χαμηλά 

επίπεδα, πολύ πιο χαμηλά από τα αντίστοιχα NOAEL, οδηγώντας σε ασαφείς και στατιστικά 

μη σημαντικές διαφοροποιήσεις.   
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Οι ορμόνες Τ3 και Τ4 δεν παρουσίασαν σημαντικές διαφοροποιήσεις στα επίπεδα μεταξύ 

αρσενικών και θηλυκών κουνελιών (Εικόνα 3.15 & 3.16). Συγκεκριμένα τα επίπεδα της T3 στα 

θηλυκά κουνέλια δεν εμφάνισαν στατιστικά σημαντικές διαφορές ούτε μεταξύ των χρόνων 

έκθεσης αλλά ούτε και μεταξύ των ομάδων έκθεσης. Ωστόσο, στα αρσενικά κουνέλια, 

παρατηρήθηκε αύξηση της συγκέντρωσης Τ3 στους 3 μήνες έκθεσης, σε όλες τις ομάδες, 

συμπεριλαμβανομένης και της ομάδας control. Στα επόμενα χρονικά σημεία,  η συγκέντρωση 

της Τ3 παρέμεινε αυξημένη σε όλες τις ομάδες, εκτός  από την ομάδα Roundup όπου στους 12 

μήνες φαίνεται να μειώνεται (Εικόνα 3.15). 

Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.16, τα επίπεδα της Τ4 δεν παρουσίασαν ιδιαίτερες διαφορές 

μεταξύ θηλυκών και αρσενικών κουνελιών. Ωστόσο παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων από 

τους 3 μήνες και μετά, στις ομάδες HD και Roundup τόσο στα αρσενικά όσο και στα θηλυκά 

κουνέλια συγκρίνοντας πάντα με το χρόνο μηδέν. 

 

 

Εικόνα 3.15 Επίπεδα Τ3 (ng/ml) σε θηλυκά και αρσενικά κουνέλια. 
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Εικόνα 3.16 Επίπεδα Τ4 (μg/dl) σε θηλυκά και αρσενικά κουνέλια. 

 

Όσον αφορά στα επίπεδα της προγεστερόνης, δεν υπήρξαν σημαντικές διαφοροποιήσεις 

μεταξύ των δύο φύλων. Ιδιαίτερα, στα θηλυκά κουνέλια, οι συγκεντρώσεις παρέμειναν σε 

χαμηλά επίπεδα χωρίς συγκεκριμένο μοτίβο αυξομείωσης. Από την άλλη μεριά, στα αρσενικά 

κουνέλια, στους 12 μήνες, παρατηρήθηκε μείωση των επιπέδων προγεστερόνης στις ομάδες 

LD, HD και Roundup σε σχέση με την αρχή του πειράματος (0 μήνες). Ενδιαφέρον προκαλεί 

το γεγονός ότι αντίστοιχα τα επίπεδα προγεστερόνης της ομάδας Glyphosate αυξήθηκαν 

(Εικόνα 3.17). Ωστόσο δεν μπορούμε να βγάλουμε σαφές συμπέρασμα λόγω του μικρού 

αριθμού ζώων και των χαμηλών δόσεων που χορηγήθηκαν.   

 

 

Εικόνα 3.17 Επίπεδα προγεστερόνης (ng/ml) σε θηλυκά και αρσενικά κουνέλια. 
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Εικόνα 3.18 Επίπεδα β-οιστραδιόλης (pg/ml) σε θηλυκά και αρσενικά κουνέλια. 

 

Τέλος, οι τιμές της β-οιστραδιόλης δεν φάνηκε να επηρεάζονται παρουσιάζοντας παρόμοιες 

τιμές σε θηλυκά και αρσενικά, μεταξύ των ομάδων αλλά και μεταξύ των διαστημάτων έκθεσης 

(Εικόνα 3.18). 
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4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή προσπαθήσαμε να προσομοιώσουμε κινδύνους στους 

οποίους εκτίθεται ο άνθρωπος καθημερινά στην πραγματική ζωή. Για το σκοπό αυτό, 

χορηγήθηκαν σε κουνέλια glyphosate, MePB, PrPB, BuPB, TCS, BPA και TCS σε 

διαφορετικές δόσεις και συνδυασμούς στοχεύοντας να εξετάσουμε τόσο τη συνδυαστική 

έκθεση όσο και τη διαφοροποίηση μεταξύ καθαρής και εμπορικής μορφής glyphosate. 

Η μελέτη της τοξικότητας των χορηγηθεισών ουσιών έγινε με βάση βιοδείκτες έκθεσης. 

Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε μέτρηση μικροπυρήνων (micronuclei assay), μέτρηση 

έντασης ουράς (comet assay), καθορισμός οξειοδοαναγωγικών βιοδεικτών (γλουταθειόνη, 

αναγωγάση της γλουταθειόνης, καταλάση, κ.ά.), κυτταρολογική εκτίμηση και μέτρηση 

αναπαραγωγικών ορμονών. 

Η μέτρηση των μικροπυρήνων (MN) αποκάλυψε αξιοσημείωτες διακυμάνσεις από την αρχή 

έως το τέλος της περιόδου έκθεσης. Ενώ η ομάδα control διατήρησε σταθερές μέσες τιμές καθ' 

όλη τη διάρκεια του πειράματος (που κυμάνθηκαν από 7,25 ± 1,26 έως 9,25 ± 1,71), όλες οι 

άλλες ομάδες παρουσίασαν μεταβολές κατά τρόπο εξαρτώμενο από το χρόνο και τη δόση. 

Μέχρι το τελικό σημείο έκθεσης (12 μήνες), οι μέσες τιμές MN για τις ομάδες LD και HD 

(41,75 ± 1,71 και 45,75 ± 1,71, αντίστοιχα) εμφανίστηκαν περίπου πέντε φορές υψηλότερες 

από τις αρχικές τιμές (7,75 ± 0,50 και 8,50 ± 1,00, αντίστοιχα). Ομοίως, η μέση τιμή MN της 

ομάδας Glyphosate φάνηκε να είναι τρεις φορές υψηλότερη από την αρχική τιμή σε t = 0 μήνες 

(από 8,75 ± 0,96 σε 37,50 ± 1,00). Ακόμη, η ομάδα Roundup παρουσίασε επταπλάσια αύξηση 

των μέσων τιμών MN στους 12 μήνες (60,75 ± 1,71) σε σύγκριση με τους t = 0 μήνες (8,25 ± 

1,89).  

Αξίζει να σημειωθεί ότι η μελέτη των Koller et al. σχετικά με τις κυτταροτοξικές και 

γονιδιοτοξικές ιδιότητες της GLY και του Roundup® σε μια κυτταρική σειρά στοματικού 

επιθηλίου, διαπίστωσε ότι το Roundup® ήταν πιο δραστικό από το GLY, προκαλώντας 

κυτταροτοξικές επιδράσεις μέσω της βλάβης των μεμβρανών και της εξασθένησης της 

μιτοχονδριακής λειτουργίας (71). Αυτό συμφωνεί με τα ευρήματά μας, καθώς η ομάδα 

Roundup εμφάνισε αριθμούς ΜΝ σχεδόν διπλάσιους από την ομάδα Glyphosate στο τέλος του 
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πειράματος in vivo (t = 12 μήνες). Η εμπορική μορφή GLY (Roundup) περιέχει πρόσθετα, 

συμπεριλαμβανομένου του πρόσθετου πολυοξυαιθυλεναμίνη (POEA), που είναι γνωστό ότι 

προκαλεί γονιδιωματική βλάβη (72), εξηγώντας ενδεχομένως τη διαφορά μεταξύ των ομάδων 

Glyphosate και Roundup.  

Καθ' όλα τα χρονικά σημεία, η ομάδα HD (8,50 ± 1,00-45,75 ± 1,71) παρουσίασε σταθερά 

υψηλότερους αριθμούς ΜΝ από την ομάδα LD (7,75 ± 0,50-41,75 ± 1,71), οι οποίοι όμως δεν 

αντιστοιχούσαν στη δεκαπλάσια διαφορά της χορηγούμενης δόσης. Ειδικότερα, η ομάδα HD 

παρουσίασε μεγαλύτερο αριθμό MN από την ομάδα Glyphosate (8,75 ± 0,96-37,50 ± 1,00), αν 

και η διαφορά αυτή δεν ήταν στατιστικά σημαντική. Αυτή η διαφορά στις μετρήσεις των MN 

αποδίδεται στις επιπλέον ουσίες (BPA, TCS, DEHP, MePB, PrPB και BuPB) που υπάρχουν 

στην ομάδα HD σε σύγκριση με την ομάδα glyphosate, γεγονός που υποδηλώνει μια 

συνεργιστική επίδραση της GLY με αυτές τις ενώσεις στον αριθμό των MN. 

Τα αποτελέσματα προηγούμενων ερευνών ποικίλλουν ανάλογα με τις υπό εξέταση ουσίες. Για 

παράδειγμα, οι Duarte et al. παρατήρησαν αύξηση των συχνοτήτων μικροπυρήνων (ΜΝ) σε 

ηπατικά κύτταρα που εκτέθηκαν ξεχωριστά σε TCS και DEHP (73). Ωστόσο, όταν εκτέθηκαν 

μαζί, δεν παρατηρήθηκε επαγόμενος σχηματισμός μικροπυρήνων, αν και η βιωσιμότητα των 

κυττάρων φάνηκε να επηρεάζεται αρνητικά. Αντίθετα, πειράματα που αφορούσαν 

ηπατοκύτταρα που εκτέθηκαν σε μείγμα δισφαινολών έδειξαν αυξημένη κυτταροτοξικότητα 

με σχηματισμό ΜΝ, ενώ η έκθεση σε μεμονωμένες δισφαινόλες δεν προκάλεσε τέτοιες 

επιδράσεις (74). 

Αξίζει να σημειωθεί ότι η ομάδα Roundup, επηρεάστηκε περισσότερο όσον αφορά τον 

σχηματισμό ΜΝ (8,25 ± 1,89-60,75 ± 1,71), με σχεδόν διπλάσιο αριθμό ΜΝ από την ομάδα 

Glyphosate (8,75 ± 0,96-37,50 ± 1,00). Παρά το γεγονός ότι τόσο η ομάδα Glyphosate όσο και 

η ομάδα Roundup έλαβαν την ίδια δόση GLY, η πρώτη αποτελούνταν από καθαρό GLY, ενώ 

η δεύτερη περιλάμβανε όλα τα πρόσθετα που υπάρχουν στην εμπορική μορφή GLY. Ένα από 

αυτά τα βοηθητικά είναι η POEA, η τοξικότητα της οποίας έχει επικυρωθεί σε πειράματα σε 

ζώα (18,75). Ειδικότερα, πειράματα σε νεαρά ψάρια έδειξαν τη γονοτοξικότητά της, την 

ικανότητά της να προκαλεί υπεροξείδωση των λιπιδίων και να διαταράσσει την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση (76). 
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Τα αποτελέσματα της δοκιμασίας comet αποκάλυψαν ότι η ομάδα HD είχε υψηλότερη τιμή 

έντασης ουράς (12,58 ± 1,90), σημαντικά διαφορετική από εκείνη της ομάδας LD (8,67 ± 1,10), 

υποδεικνύοντας δοσοεξαρτώμενη βλάβη, καθώς οι δύο αυτές ομάδες είχαν δεκαπλάσια 

διαφορά στη χορηγούμενη δόση. Παρόμοιες τάσεις παρατηρήθηκαν σε προηγούμενες μελέτες 

που αφορούσαν λεμφοκύτταρα ψαριών και ανθρώπων που εκτέθηκαν μεμονωμένα σε GLY, 

TCS και PBs (77–79). Οι ομάδες Glyphosate και Roundup δεν παρουσίασαν καμία σημαντική 

διαφορά, γεγονός που υποδηλώνει ότι τα πρόσθετα στην εμπορική μορφή του GLY δεν είχαν 

καμία επιπλέον επίδραση στην ένταση της ουράς. Ωστόσο, οι ομάδες HD και Glyphosate 

παρουσίασαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στις μέσες τιμές της έντασης της ουράς (12,58 

± 1,90 και 9,52 ± 1,66, αντίστοιχα), υποδεικνύοντας μια πρόσθετη επίδραση της GLY, της 

BPA, της TCS, του DEHP, του MePB, του PrPB και του BuPB στην ένταση της ουράς. 

Προηγούμενες δοκιμές comet σε κυτταρικές σειρές ποντικού που εκτέθηκαν σε GLY, Roundup 

και POEA έδειξαν ότι η ανασταλτική ισχύς ακολούθησε τη σειρά POEA > Roundup > GLY 

(80). Οι αποκλίσεις στα βιβλιογραφικά δεδομένα μπορεί να αποδοθούν στον περιορισμένο 

αριθμό μελετών και στις διαφοροποιημένες ομάδες έκθεσης. 

Η συσχέτιση μεταξύ της έντασης της ουράς και του αριθμού των ΜΝ κατά τη 12μηνη έκθεση 

αποκάλυψε στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις εντός των ομάδων έκθεσης (p < 0,001). Τόσο 

η ένταση της ουράς όσο και ο αριθμός των MN παρουσίασαν χρονικά εξαρτώμενη απόκριση, 

ενώ ορισμένες ομάδες εμφάνισαν επίσης δοσοεξαρτώμενο μοτίβο. Προηγούμενες μελέτες 

σχετικά με τις ενώσεις – στόχους, GLY, BPA, TCS, DEHP και PBs, έδειξαν δυσμενείς 

επιδράσεις στον αριθμό των MN, οι οποίες αυξάνονταν με την παρατεταμένη έκθεση και τις 

υψηλότερες δόσεις (22,79,81–83). Ωστόσο, η ένταση της ουράς δεν φάνηκε να ακολουθεί την 

ίδια τάση (72). 

Όλες οι ουσίες – στόχοι της παρούσας μελέτης εμφάνισαν γενοτοξική δράση. Σε προηγούμενες 

μελέτες, το TCS, παρουσίασε δοσοεξαρτώμενη γενοτοξική δράση σε διάφορους οργανισμούς, 

με αποτέλεσμα τη σταδιακή αύξηση της έντασης της ουράς και του σχηματισμού 

μικροπυρήνων (78,84) ή ακόμη και την πρόκληση πλήρους διάλυσης των πυρήνων σε υψηλές 

δόσεις έκθεσης (85). Πειράματα in vitro έδειξαν ότι τα PBs ασκούν κυτταροτοξικές και 

γενοτοξικές επιδράσεις, οδηγώντας σε σχηματισμό ΜΝ και αύξηση της έντασης της ουράς με 

τρόπο εξαρτώμενο από τη συγκέντρωση (79). Οι φθαλικές ενώσεις και η BPA έχουν επίσης 
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καθιερωθεί ως γενοτοξικές, επηρεάζοντας αρνητικά τα χρωμοσώματα και το μήκος της ουράς 

με δοσοεξαρτώμενο τρόπο (86–89). Επιπλέον, η έκθεση στο DEHP έχει συνδεθεί με επαγόμενη 

βλάβη του DNA και κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Οι αρουραίοι που εκτέθηκαν σε DEHP 

παρουσίασαν αυξημένη ένταση ουράς τόσο σε κύτταρα όσο και σε θυρεοειδικό ιστό (90).  

Παρόμοιες μελέτες που διερευνούν τις γενοτοξικές επιδράσεις των φυτοφαρμάκων 

παρατήρησαν σημαντικές διαφορές με την αύξηση του χρόνου έκθεσης (91,92). Για 

παράδειγμα, κουνέλια που εκτέθηκαν σε cypermethrin παρουσίασαν σημαντική αύξηση των 

διπύρηνων ΜΝ, συνοδευόμενη από ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις και φλεγμονή στο ήπαρ και 

τους νεφρούς (91). Επιπλέον, η έρευνα σε κουνέλια που εκτέθηκαν σε imidacloprid αποκάλυψε 

διαφορές στον αριθμό των ΜΝ μεταξύ της ομάδας ελέγχου και των ομάδων που εκτέθηκαν, 

αλλά δεν υπήρχε εμφανής χρονική εξάρτηση της γενοτοξικής επίδρασης (92). Αυτή η έλλειψη 

χρονικής εξάρτησης μπορεί να αποδοθεί στην εφαρμογή μηχανισμών αποτοξίνωσης, στον 

πιθανό μεταβολισμό των ξενοβιοτικών και στην επιδιόρθωση βλαβών του DNA (8). 

Προηγούμενες έρευνες έχουν διερευνήσει την επίδραση ενός διαφορετικού χημικού μείγματος, 

συμπεριλαμβανομένων ευρέως συναντόμενων ξενοβιοτικών όπως η GLY, το BuPB και η BPA, 

στην οξειδοαναγωγική κατάσταση του αίματος και των ιστών των αρουραίων. Τα ευρήματα 

των εν λόγω μελετών έδειξαν ότι το συγκεκριμένο μείγμα προκάλεσε ευεργετικές προσαρμογές 

οξειδοαναγωγής σε 6 και 12 μήνες χορήγησης (93–95). Ωστόσο, όταν χορηγήθηκε επί 18 

μήνες, που ισοδυναμεί με τη διάρκεια ζωής των πειραματόζωων, διατάραξε την ομοιόσταση 

της οξειδοαναγωγής, με αποτέλεσμα δυσμενείς επιδράσεις τόσο στους βιοδείκτες 

οξειδοαναγωγής του αίματος όσο και στους βιοδείκτες οξειδοαναγωγής των ιστών (93). 

Στην παρούσα μελέτη, στους 3 μήνες έκθεσης επηρεάστηκε αρνητικά η οξειδοαναγωγική 

κατάσταση του αίματος των ομάδων LD, HD και Roundup, όπως αποδεικνύεται από τη μείωση 

της δραστικότητας GR σε σύγκριση με την ομάδα control. Στην περίπτωση της ομάδας 

Glyphosate, αν και η δραστικότητα GR μειώθηκε, υπήρξε αύξηση της συγκέντρωσης GSH σε 

σύγκριση με τις ομάδες control και HD, πιθανώς ως προσαρμοστικός μηχανισμός για την 

προστασία των μακρομορίων από την οξειδωτική βλάβη. Μετά από 6 μήνες έκθεσης, οι 

αντιοξειδωτικές άμυνες του αίματος ενεργοποιήθηκαν για να αντιμετωπίσουν πιθανές 

διαταραχές στην ομοιόσταση οξειδοαναγωγής. Η συγκέντρωση GSH αυξήθηκε σε όλες τις 

πειραματικές ομάδες, αντισταθμίζοντας πιθανώς τη σημαντική μείωση της δραστικότητας της 
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CAT (96,97). Επιπλέον, τα επίπεδα TAC αυξήθηκαν στις ομάδες control και Glyphosate. 

Ταυτόχρονα, η αύξηση της συγκέντρωσης της GSH συνέβαλε στη μείωση της συγκέντρωσης 

των πρωτεϊνικών καρβονυλίων στις ομάδες LD, Glyphosate και Roundup, αποτρέποντας έτσι 

το οξειδωτικό στρες. 

Είναι ενδιαφέρον ότι μετά από 9 μήνες έκθεσης, παρατηρήθηκε αξιοσημείωτη μείωση της 

δραστικότητας GR στις ομάδες Glyphosate και Roundup σε σύγκριση με την ομάδα control. 

Οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί του αίματος επηρεάστηκαν αρνητικά, εκτός από την ομάδα 

Glyphosate, όπου εντοπίστηκε ένας προσαρμοστικός μηχανισμός. Όσον αφορά την GSH, η 

συγκέντρωσή της μειώθηκε σε όλες τις ομάδες σε σύγκριση με τους 6 μήνες. Η εξάντληση των 

δεξαμενών GSH θα μπορούσε να αποδοθεί σε αυξημένα επίπεδα αντιδραστικών ειδών, που 

οδηγούν στη μετατροπή της GSH στην οξειδωμένη μορφή της (GSSG), ή σε μειωμένη 

δραστικότητα του GR, του ενζύμου που είναι υπεύθυνο για την αναγέννηση της GSH από την 

GSSG. Οι μεταβολές στην ενδοκυττάρια ισορροπία GSH/GSSG θεωρούνται κρίσιμες για την 

οξειδοαναγωγική κατάσταση και η εξάντληση των δεξαμενών GSH μπορεί να συμβάλλει στην 

εμφάνιση οξειδωτικού στρες (98). 

Ωστόσο, στην περίπτωση της ομάδας Glyphosate, η συγκέντρωση GSH μειώθηκε ως 

προσαρμοστικός μηχανισμός για την αντιμετώπιση των οξειδωτικών πρωτεϊνικών 

τροποποιήσεων, όπως αποδεικνύεται από τη μειωμένη συγκέντρωση πρωτεϊνικών 

καρβονυλίων σε σύγκριση με την περίοδο των 6 μηνών. Όσον αφορά την έκθεση 12 μηνών, 

φαίνεται ότι οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί του αίματος έχουν ανακάμψει, όπως υποδεικνύεται 

από την αύξηση της συγκέντρωσης GSH σε όλες τις ομάδες σε σύγκριση με τους 9 μήνες. Η 

χορήγηση των ουσιών στις ομάδες LD και HD για 3 μήνες διατάραξε την οξειδοαναγωγική 

ισορροπία του αίματος μειώνοντας τη δραστικότητα του GR, αν και δεν προκάλεσε άλλες 

συστηματικές επιδράσεις στα επόμενα χρονικά σημεία. Επιπλέον, η έκθεση στη γλυφοσάτη για 

3 μήνες (ομάδα Glyphosate) ενεργοποίησε τις αντιοξειδωτικές προσαρμογές, όπως 

υποδεικνύεται από την αύξηση της συγκέντρωσης GSH, αλλά οδήγησε σε διαταραχές της 

οξειδοαναγωγικής ισορροπίας μετά από 9 μήνες, όπως καταδεικνύεται από τη μείωση της 

δραστικότητας GR. Τέλος, η έκθεση στο Roundup® (ομάδα Roundup) για 3 και 9 μήνες 

προκάλεσε διαταραχές της ομοιόστασης οξειδοαναγωγής, όπως έδειξε η μείωση της 

δραστικότητας GR. 
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Η GLY, είτε στην καθαρή της μορφή είτε ως μέρος εμπορικών σκευασμάτων αναμεμειγμένων 

με διάφορα βοηθητικά, έχει βρεθεί στο επίκεντρο πρόσφατων ερευνών λόγω των επιβλαβών 

επιπτώσεών της. Ωστόσο, υπάρχει αξιοσημείωτη έλλειψη μελετών που να διερευνούν τις 

συστηματικές επιδράσεις της (99). Η έκφραση των βλαβερών αποτελεσμάτων επηρεάζεται 

τόσο από τη δοσολογία όσο και από τη διάρκεια της έκθεσης. Η βραχυπρόθεσμη έκθεση σε 

χαμηλές δόσεις GLY μπορεί να ενεργοποιήσει τις αντιοξειδωτικές άμυνες του αίματος για την 

πρόληψη της οξειδωτικής βλάβης. Για παράδειγμα, η έκθεση αρουραίων Wistar σε GLY σε 

επίπεδα που θεωρούνται ασφαλή για τον άνθρωπο για 28 συνεχόμενες ημέρες ενεργοποίησε 

τους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς του αίματος, προστατεύοντας από την υπεροξείδωση των 

λιπιδίων (100). 

Γενικά, τα εμπορικά σκευάσματα όπως το Roundup®, που περιέχουν GLY, παρουσιάζουν 

περισσότερες ανεπιθύμητες ενέργειες από ό,τι η μεμονωμένη δραστική ουσία, που αποδίδονται 

στην αυξημένη τοξικότητα των επιφανειοδραστικών ουσιών (101). Για παράδειγμα, ένα 

ζιζανιοκτόνο με βάση τη GLY προκάλεσε οξειδωτικό στρες σε αρουραίους λόγω εξάντλησης 

της GSH, μειωμένης δραστικότητας αντιοξειδωτικών ενζύμων και αυξημένης υπεροξείδωσης 

των λιπιδίων (102). Συγκριτική μελέτη αποκάλυψε ότι η έκθεση στο Roundup® προκάλεσε 

οξειδωτικό στρες σε αρουραίους, που αποδεικνύεται από μειωμένα αποθέματα GSH, μειωμένη 

δραστικότητα CAT και οξειδωτικές τροποποιήσεις των λιπιδίων. Αντίθετα, η GLY μόνη της 

προκάλεσε διαταραχές στην ομοιόσταση της οξειδοαναγωγής του αίματος μόνο σε υψηλές 

δόσεις, όπως φαίνεται από τη μείωση των επιπέδων της GSH και την αύξηση των 

υποπροϊόντων της υπεροξείδωσης των λιπιδίων (103). 

Ενώ η ακριβής χημική σύνθεση του Roundup® δεν αποκαλύπτεται για ρυθμιστικούς λόγους, 

αναγνωρίζεται η κύρια μη ιονική επιφανειοδραστική ουσία, η POEA (104). Πολυάριθμες 

μελέτες έχουν συσχετίσει την POEA, είτε μόνη της είτε σε συνέργεια με τη GLY, με τις 

επιβλαβείς επιδράσεις των σκευασμάτων με βάση τη GLY (105–109). Λόγω αυτών των 

ανησυχιών, υπήρξε στροφή προς τη χρήση λιγότερο τοξικών επιφανειοδραστικών ουσιών 

εντός της Ευρωπαϊκής Ένωσης (101). 

Μετά από 12 μήνες έκθεσης, ο μόνος προσβεβλημένος ιστός ήταν το ήπαρ, που διαταράχθηκε 

στις ομάδες HD και Roundup. Η ευαισθησία του ήπατος σε βλάβες από ξενοβιοτικά είναι 

κρίσιμη λόγω του κεντρικού του ρόλου στο μεταβολισμό και την αποτοξίνωση (110). Στα 
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κουνέλια της ομάδας HD προκλήθηκε μείωση της δραστικότητας της CAT. Είναι γνωστό ότι 

οι CAT και SOD παίζουν καθοριστικό ρόλο για την εξάλειψη των αντιδραστικών ειδών κατά 

τον μεταβολισμό των ξενοβιοτικών, οδηγώντας σε οξειδωτικό στρες και υπεροξείδωση των 

λιπιδίων στο ήπαρ (111). Επομένως, η μείωση της δραστικότητας της CAT θα μπορούσε να 

οδηγήσει στη συσσώρευση H2O2 που συμβάλλει στη δημιουργία ισχυρών οξειδωτικών, όπως 

η ρίζα υδροξυλίου (OH●), μέσω της αντίδρασης Fenton (112). Με αυτόν τον τρόπο, 

προωθήθηκε η υπεροξείδωση των λιπιδίων, όπως φαίνεται από την αυξητική τάση των 

επιπέδων TBARS, προκαλώντας οξειδωτικό στρες στο ήπαρ. 

Αν και οι χημικές ουσίες της μελέτης δεν είχαν εξεταστεί προηγουμένως σε μορφή μείγματος, 

μεμονωμένες τοξικολογικές έρευνες έχουν δείξει την ικανότητά τους να δρουν ως οξειδωτικοί 

παράγοντες στο ήπαρ, προκαλώντας οξειδοαναγωγική ανισορροπία. Για παράδειγμα, η έκθεση 

στη GLY έχει συσχετιστεί με ηπατοτοξικότητα, η οποία προκύπτει από την αύξηση των 

επιπέδων των δραστικών ειδών οξυγόνου και αζώτου, ROS και RNS, αντίστοιχα, και από την 

εξασθένιση των αντιοξειδωτικών μηχανισμών άμυνας, γεγονότα που μπορούν δυνητικά να 

οδηγήσουν σε οξειδωτικές τροποποιήσεις των λιπιδίων (113–116). Ομοίως, έχει βρεθεί ότι τα 

PBs προκαλούν διαταραχές της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας του ήπατος λόγω περιορισμού 

της δραστικότητας των αντιοξειδωτικών ενζύμων και εξάντλησης των δεξαμενών GSH, με 

αποτέλεσμα την υπεροξείδωση των λιπιδίων (117,118). Η ηπατική βλάβη μέσω οξειδωτικού 

στρες είναι ένα κοινό εύρημα στην περίπτωση έκθεσης σε TCS, που προκαλείται από την 

προχωρημένη υπεροξείδωση των λιπιδίων και τη συσσώρευση των αντίστοιχων τελικών 

προϊόντων (119,120). Είναι ενδιαφέρον ότι η χορήγηση BPA σε προηγούμενη μελέτη 

προκάλεσε οξειδωτικό στρες παρόμοιο με αυτό που παρατηρήθηκε στην παρούσα μελέτη, 

δηλαδή μειώνοντας τη δραστικότητα της CAT και αυξάνοντας τα επίπεδα TBARS (121). 

Τέλος, έχει αποδειχθεί ότι η χορήγηση DEHP μειώνει τα αποθέματα GSH και εξασθενεί τη 

δραστικότητα των αντιοξειδωτικών ενζύμων της οδού GSH (122), προωθώντας μάλιστα σε 

ορισμένες περιπτώσεις την υπεροξείδωση των λιπιδίων (123).  

Αντίθετα με τις υπόλοιπες ομάδες, η χρόνια χορήγηση Roundup® ενεργοποίησε μια 

προσαρμοστική οξειδοαναγωγική απόκριση στο ήπαρ για την άμβλυνση της οξειδωτικής 

βλάβης, καθώς φαίνεται ότι η αύξηση της συγκέντρωσης της GSH προκλήθηκε για να 

αντισταθμίσει τη μείωση της δραστικότητας της CAT. Το εύρημα αυτό συμφωνεί με μια 
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προηγούμενη μελέτη, όπου η υποθανατηφόρος έκθεση αρουραίων Wistar για 90 ημέρες σε 

Roundup® μείωσε τη δραστικότητα της CAT και αύξησε τη συγκέντρωση ολικής 

γλουταθειόνης, τον λόγο GSH/GSSG και τη δραστικότητα GPx, λειτουργώντας ως 

προστατευτικός μηχανισμός έναντι των δυνητικά επιβλαβών επιδράσεων του ζιζανιοκτόνου 

(96).  

Οι ουσίες που μελετήσαμε έχουν χαρακτηριστεί ως ενδοκρινικοί διαταράκτες και στο πλαίσιο 

αυτό μετρήσαμε τις συγκεντρώσεις συγκεκριμένων αναπαραγωγικών ορμονών στο αίμα των 

κουνελιών. Τεστοστερόνη, β-οιστραδιόλη, προγεστερόνη Τ4 και Τ3 ήταν οι ορμόνες που 

μετρήθηκαν. Όπως ήταν αναμενόμενο, υπήρξαν διαφοροποιήσεις μεταξύ των δύο φύλων αλλά 

και μεταξύ χρόνου και δόσης έκθεσης. 

Τα αποτελέσματα της τεστοστερόνης έδειξαν μικρές διαφορές μεταξύ των δύο φύλων, με τα 

θηλυκά κουνέλια να μην παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις ούτε μεταξύ των ομάδων αλλά και 

ούτε μεταξύ των διαφορετικών χρόνων έκθεσης. Όσον αφορά στα αρσενικά κουνέλια, οι 

ομάδες που φαίνεται να επηρεάστηκαν ήταν οι Glyphosate, LD και Roundup, καθώς η 

συγκέντρωση της τεστοστερόνης αυξήθηκε στους 3 και 6 μήνες έκθεσης και μειώθηκε αισθητά 

μέχρι το τέλος του in vivo πειράματος (t = 12 μήνες). Προηγούμενα ευρήματα μελετών σε 

ποντίκια και αρουραίους, έχουν αποδείξει ότι η GLY παρεμποδίζει την παραγωγή 

τεστοστερόνης μειώνοντας τη συγκέντρωση της στο αίμα (124,125). Παρόμοια επίδραση έχει 

παρατηρηθεί και σε σαλιγκάρια τα οποία εκτέθηκαν για 3 εβδομάδες σε GLY (126). Ωστόσο, 

υπάρχουν αναφορές ότι ουσίες όπως η BPA αυξάνουν τα επίπεδα τεστοστερόνης στο αίμα 

(127).  

Οι ορμόνες Τ3 και Τ4 σχετίζονται άμεσα με τη σωστή λειτουργία του θυρεοειδή αδένα, άρα και 

με την ομοιόσταση του οργανισμού. Στην παρούσα εργασία, και οι δύο αυτές ορμόνες δεν 

παρουσίασαν διαφοροποιήσεις μεταξύ των δύο φύλων και ακόμη τα επίπεδα Τ3 στα θηλυκά 

κουνέλια φάνηκε να μην επηρεάζονται ιδιαίτερα. Στα αρσενικά κουνέλια, η συγκέντρωση της 

Τ3 παρέμεινε αυξημένη σε όλες τις ομάδες, εκτός  από την ομάδα Roundup όπου στους 12 

μήνες φαίνεται να μειώθηκε. Τα επίπεδα Τ4 παρουσίασαν αύξηση από τους 3 μήνες έκθεσης 

και στα δύο φύλα και συγκεκριμένα στις ομάδες HD και Roundup.  
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Τόσο η GLY όσο και οι υπόλοιπες ουσίες που περιείχαν τα μείγματα ουσιών που χορηγήθηκαν 

στις ομάδες αυτές, έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζουν τις ορμόνες και τη σωστή λειτουργία του 

θυρεοειδή αδένα. Τα αποτελέσματα ποικίλουν στη βιβλιογραφία ανάλογα με τον οργανισμό 

που μελετάται, τις δόσεις και τους χρόνους έκθεσης. Σε πειράματα που έγιναν σε αρουραίους, 

τα επίπεδα Τ3 και Τ4 μειώθηκαν μετά από έκθεση σε GLY (124), ενώ όταν αρουραίοι 

εκτέθηκαν σε BPA, τα επίπεδα Τ4 διέφεραν ανάλογα με την ηλικία (128). Πιο συγκεκριμένα, 

τα επίπεδα Τ4 αυξήθηκαν στους ενήλικους αρουραίους ενώ μειώθηκαν στα νεογέννητα. Σε 

πειράματα που έγιναν σε θηλυκούς αρουραίους, το DEHP επέφερε δυσμενείς επιπτώσεις στο 

θυρεοειδή αδένα προκαλώντας μεταβολές στον ιστό, διαταράσσοντας κατά αυτό τον τρόπο και 

την παραγωγή των ανάλογων ορμονών (129).  

Στην παρούσα έρευνα, τα επίπεδα της β-οιστραδιόλης έμειναν σχεδόν ανεπηρέαστα σε όλες τις 

ομάδες και σε όλη τη διάρκεια του πειράματος ενώ δεν υπήρξε διαφοροποίηση  στα 

αποτελέσματα μεταξύ των δύο φύλων. Ωστόσο, δεδομένα που υπάρχουν στη βιβλιογραφία 

αναφέρουν αυξημένη έκφραση β-οιστραδιόλης σε αρουραίους μετά από έκθεση σε GLY (124), 

ενώ αντίστοιχα πειράματα σε σαλιγκάρια συμπέραναν μείωση της β-οιστραδιόλης στις 

εκτιθέμενες ομάδες (126). Ακόμη, πειράματα βιοπαρακολούθησης που έγιναν σε διάφορες 

ηλικίες και κατηγορίες ανθρώπων, έδειξαν αυξημένα επίπεδα β-οιστραδιόλης μετά από έκθεση 

σε BPA (127). Ο Pollock και οι συνεργάτες τους εξέτασαν την επίδραση των PBs στα επίπεδα 

β-οιστραδιόλης σε ποντίκια, καταλήγοντας στο συμπέρασμα ότι το BuPB μπορεί να μεταβάλει 

την έκφραση της β-οιστραδιόλης (130). 

Οι συγκεντρώσεις προγεστερόνης παρέμειναν σε χαμηλά επίπεδα  για τα θηλυκά κουνέλια ενώ 

δεν υπήρξαν και σημαντικές διαφοροποιήσεις μεταξύ των δύο φύλων. Ωστόσο, στα αρσενικά 

κουνέλια σημειώθηκε μείωση των επιπέδων προγεστερόνης στο τέλος του in vivo πειράματος 

(t = 12 μήνες) στις ομάδες LD, HD και Roundup, ενώ εντύπωση προκαλεί το γεγονός ότι τα 

επίπεδα της ομάδας Glyphosate αυξήθηκαν. Αυτό το εύρημα είναι σε διαφωνία με 

προηγούμενη μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε αρουραίους και στην οποία οι θηλυκοί 

αρουραίοι εμφάνισαν μειωμένα επίπεδα προγεστερόνης μετά από έκθεση σε GLY (131). 

Γενικά ο μικρός αριθμός ζώων που χρησιμοποιήθηκε στο πείραμα μας δεν μας επιτρέπει να 

εντοπίσουμε σημαντικές διαφοροποιήσεις. Επίσης, οι δόσεις που χορηγήσαμε, ακόμα και 

εκείνες που θεωρήσαμε υψηλές, κυμαίνονταν σε αρκετά χαμηλά επίπεδα πολύ πιο χαμηλά από 
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τα αντίστοιχα NOAEL της κάθε ουσίας, γεγονός το οποίο ίσως να μη βοήθησε στην παρουσία 

πιο έντονων διαφοροποιήσεων. Ωστόσο, η παρούσα μελέτη είναι μία μελέτη προσομοίωσης 

της έκθεσης στην πραγματική ζωή, οπότε προσπαθήσαμε να χορηγήσουμε επίπεδα ουσιών που 

να αντικατοπτρίζουν την πραγματική έκθεση του ανθρώπου στην καθημερινή ζωή. 

Σε κυτταρικό επίπεδο, τα ευρήματα ποικίλαν ανάλογα τον ιστό και τη δόση έκθεσης. Οι πιο 

επιβαρυμένες ομάδες ήταν, όπως αναμενόταν, οι HD, Glyphosate και Roundup. Ωστόσο ακόμα 

και η ομάδα LD εμφάνισε κυτταροτοξικά στοιχεία καθώς στους νεφρούς παρατηρήθηκε η 

ύπαρξη φλεγμονής.  

Όλοι οι ιστοί της ομάδας HD ήταν επηρεασμένοι εκτός από έναν, την καρδιά. Συγκεκριμένα, 

καταγράφηκαν στον θυρεοειδή αδένα θηλώδεις και μικροθηλώδεις ομάδες θυλακικών 

κυττάρων καθώς και καρκινογένεση, ενώ στους νεφρούς άφθονα κυτταρικά στοιχεία και 

εκμαγεία ουροφόρων σωληνάριων. Παράλληλα, παρατηρήθηκε αύξηση του πληθυσμού των 

κυττάρων των όρχεων (Leydig, Sertoli, κ.α.) με ήπια εκφύλιση. Τα κύτταρα του ήπατος 

εμφάνισαν υπερπλασία, ενώ στα κύτταρα των ωοθηκών εκτός από υπερπλασία παρατηρήθηκε 

και καρκινογένεση. 

Παρόμοια εικόνα παρατηρήθηκε και στην ομάδα Glyphosate. Σε όλα τα είδη ιστών 

παρουσιάστηκαν άφθονα κύτταρα αλλά και φλεγμονή ενώ δεν σημειώθηκε καρκινογένεση. 

Αξίζει να αναφερθεί ότι, σε αυτή την περίπτωση, τα κύτταρα της καρδιάς εμφάνισαν αυξημένο 

αριθμό, ιδιαίτερα τα μεσοθηλιακά κύτταρα του περικαρδίου, καθώς και φλεγμονή. Τέλος, αν 

και στις ομάδες Glyphosate και Roundup χορηγήθηκε η ίδια δραστική ουσία στην ίδια 

δοσολογία, φαίνεται ότι τα πρόσθετα που περιέχει το Roundup® επηρεάζουν ακόμα πιο πολύ 

την κυτταρική εικόνα. Συγκεκριμένα, οι νεφροί, οι όρχεις και ο θυρεοειδής αδένας ήταν οι πιο 

επιβαρυμένοι ιστοί σημειώνοντας άφθονα εκμαγεία και έντονη ρυπαρότητα στα δύο πρώτα 

ενώ παράλληλα κολλοειδές, άφθονα θυλακικά κύτταρα και διαταραχή της αρχιτεκτονικής των 

θυλακίων παρατηρήθηκαν στον θυρεοειδή αδένα. Ωστόσο, σημειώθηκε μειωμένος αριθμός 

κυττάρων στην καρδιά και το ήπαρ. 

Δυστυχώς υπάρχουν ελάχιστα βιβλιογραφικά δεδομένα τα οποία εξετάζουν κυτταρολογικά την 

τοξικότητα των ουσιών που μας ενδιαφέρουν. Ωστόσο τα αποτελέσματα μας φαίνεται να 

συμφωνούν με τα ήδη υπάρχοντα. Σε πείραμα που πραγματοποιήθηκε σε αρουραίους 
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χορηγήθηκαν μείγματα ουσιών σε διαφορετικές συγκεντρώσεις συμπεριλαμβανομένων των 

GLY, PBs και BPA (69). Η εξέταση των δειγμάτων ιστού με την τεχνική touch preparation 

αποκάλυψε μια δοσοεξαρτώμενη απόκριση, υποδεικνύοντας συσχέτιση μεταξύ υψηλότερων 

δόσεων και σοβαρότερου εκφυλισμού των κυττάρων. Όπως και στη δική μας μελέτη, δεν 

παρατηρήθηκαν αξιοσημείωτες διαφορές στον ιστό της καρδιάς σε σύγκριση με τον ιστό 

ελέγχου. Στους όρχεις, υπήρξε σημαντική μείωση του κυτταρικού πληθυσμού, γεγονός που 

υποδηλώνει πιθανή ανδρική στειρότητα και ανισορροπίες στα επίπεδα τεστοστερόνης. Το ήπαρ 

εμφάνισε αυξημένη κυτταρική βλάβη και διαστολή των φλεβοκομβικών κόλπων, ενδεικτικά 

πρώιμων σταδίων κίρρωσης και απόφραξης των χοληφόρων. Οι νεφροί, ανάλογα με τη 

δοσολογία, παρουσίασαν καταστάσεις που κυμαίνονταν από σπειραματονεφρίτιδα έως 

εκτεταμένη νεφρική βλάβη και πιθανή νεφρική ανεπάρκεια (69). 

Συνοπτικά, στην παρούσα διδακτορική διατριβή επιδιώξαμε να αξιολογήσουμε τις επιδράσεις 

ενός χημικού μείγματος αποτελούμενου από Ε.Δ., του ζιζανιοκτόνου Roundup® και του 

δραστικού συστατικού του GLY, στον οργανισμό κουνελιών, μετά από 12 μήνες καθημερινής 

έκθεσης. Η 12μηνη έκθεση των ζώων στο μείγμα Ε.Δ. ενεργοποίησε χρήσιμες 

οξειδοαναγωγικές προσαρμογές. Αντίθετα, η GLY και το Roundup® προκάλεσαν 

δυσλειτουργία της ομοιόστασης της οξειδοαναγωγής. Όσον αφορά τους εξεταζόμενους ιστούς, 

η 12μηνη έκθεση των ζώων στο μείγμα Ε.Δ. ήταν επιζήμια για το ήπαρ, του οποίου η 

οξειδοαναγωγική ισορροπία επηρεάστηκε αρνητικά, με αποτέλεσμα το οξειδωτικό στρες. Το 

Roundup® λειτούργησε επίσης ως οξειδωτικός παράγοντας στο ήπαρ, ενώ η GLY δεν άσκησε 

δυσμενείς επιδράσεις. Τα αποτελέσματα από τις διάφορες δειγματοληψίες έδειξαν ότι ο 

σχηματισμός ΜΝ αυξήθηκε με δοσο – και χρονο – εξαρτώμενο τρόπο. Παράλληλα η ένταση 

της ουράς παρουσίασε δόσο – εξάρτηση, ενώ η πιο επηρεασμένη ομάδα ήταν η HD. Τα 

κυτταρολογικά ευρήματα έδειξαν εκτεταμένες βλάβες όπως φλεγμονή, ρυπαρότητα και 

καρκινογένεση στους ιστούς των ομάδων HD, Glyphosate και Roundup, ενώ η καρδιά 

παρέμεινε σχεδόν ανεπηρέαστη. Ωστόσο τα αποτελέσματα των ορμονών δεν ακολούθησαν 

κάποιο συγκεκριμένο μοτίβο παρουσιάζοντας μικρές διαφορές ανά ομάδα και χρόνο έκθεσης, 

ενώ μόνο για την προγεστερόνη και την τεστοστερόνη υπήρξε διαφοροποίηση μεταξύ θηλυκών 

και αρσενικών κουνελιών, με τα τελευταία να κατέχουν τα μεγαλύτερα επίπεδα. 
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Η μελέτη αυτή είναι μία από τις λίγες που προσπάθησαν να προσδιορίσουν τους κινδύνους που 

εγκυμονεί για την ανθρωπότητα η έκθεση σε χαμηλά και υψηλά επίπεδα δόσεων μειγμάτων 

Ε.Δ. Υπάρχει μεγάλος δρόμος για την επιστήμη προκειμένου να διερευνήσει διεξοδικά τους 

κινδύνους της πραγματικής ζωής.  
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