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1. Φυτοφάρµακα 

 

1.1 Γενικά 

 

Με τον όρο φυτοφάρµακο εννοούµε οποιαδήποτε ουσία ή µίγµα ουσιών που 

στοχεύει στην πρόληψη, την καταστροφή ή τον έλεγχο παρασίτων που 

βλάπτουν την υγεία των ανθρώπων ή των ζώων, τις γεωργικές καλλιέργειες, 

την παραγωγή τροφίµων, κτηνοτροφικών προϊόντων ή ξυλείας. Ο όρος 

χρησιµοποιείται επίσης για ουσίες που χορηγούνται σε κατοικίδια ζώα για την 

καταπολέµηση εντόµων ή άλλων παρασίτων στο σώµα τους. Ο όρος 

παράσιτα αναφέρεται σε είδη από διάφορες κατηγορίες οργανισµών όπως: 

έντοµα, φυτά, τρωκτικά, νηµατώδεις, µύκητες, βακτήρια και ιοί. Τα 

φυτοφάρµακα περιλαµβάνουν επίσης ουσίες που χρησιµοποιούνται για τη 

ρύθµιση της ανάπτυξης των φυτών, της πτώσης των φύλλων, της ανάπτυξης 

ή της ωρίµανσης των καρπών, καθώς και για την προστασία των αγροτικών 

προϊόντων από τη φθορά κατά τη µεταφορά και την αποθήκευση µετά τη 

συγκοµιδή τους (FAO, 2002). 

 

1.2 Ιστορική αναδροµή 

 

Ο άνθρωπος ξεκίνησε αρκετά νωρίς, πριν από το 2000 π.Χ., τη χρήση 

χηµικών ουσιών µε σκοπό την προστασία των καλλιεργειών του. Το πρώτο 

φυτοφάρµακο που έγινε γνωστό ήταν το θείο, που χρησιµοποιήθηκε από 

τους Σουµέριους στην αρχαία Μεσοποταµία, το 2500 π.Χ. περίπου. Μέχρι το 

15ο αιώνα χρησιµοποιούνταν οι τοξικές ουσίες του αρσενικού, του µόλυβδου 

και του υδραργύρου ως εντοµοκτόνα. Η χρήση όµως των τοξικών αυτών 

ουσιών συνδέθηκε µε δηλητηριάσεις και θανάτους, µε αποτέλεσµα ο 

άνθρωπος να στραφεί στη χρήση «φυσικών» φυτοπροστατευτικών ουσιών, 

όπως τη θειϊκή νικοτίνη από φύλλα καπνού που χρησιµοποιήθηκε ως 

εντοµοκτόνο το 17ο αιώνα, τον πύρεθρο, µια ουσία η οποία προέρχεται από 

τα χρυσάνθεµα και τη ροτενόνη, µια ουσία η οποία προέρχεται από τις ρίζες 

των ψυχανθών (leguminosae) που φύονται στα τροπικά δάση, που 

χρησιµοποιήθηκαν επίσης ως εντοµοκτόνα κατά το 19ο αιώνα (Miller, 2004). 
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H ευρεία χρήση των φυτοφαρµάκων ξεκίνησε τον 20ο αιώνα παράλληλα µε 

την ανάπτυξη της εντατικής γεωργίας. Κατά τη διάρκεια του 20ου αιώνα 

κυριαρχούσαν τα οργανοχλωριωµένα, όπως είναι το Dichloro-diphenyl-

trichloroethane (DDT), τα οργανοφωσφορικά, τα καρβαµιδικά και τα 

πυρεθρινικά φυτοφάρµακα που χρησιµοποιούνταν ως εντοµοκτόνα, καθώς 

και τα αζωτούχα, όπως είναι η τριαζίνη, και τα καρβοξυλικά οξέα, που 

χρησιµοποιούνταν ως ζιζανιοκτόνα (Ritter, 2009). Το DDT ήταν µεταξύ των 

πρώτων αποτελεσµατικών φυτοφαρµάκων που παρασκευάστηκαν. Αρχικά 

παρασκευάστηκε το 1874 από τον Othmar Zeidler, αλλά οι εντοµοκτόνες 

ιδιότητές του ανακαλύφθηκαν το 1939 από τον Ελβετό εντοµολόγο Paul 

Hermann Müller, χηµικό της βιοµηχανίας Geigy Pharmaceuticals, στα πλαίσια 

της έρευνάς του για την καταπολέµηση των εντόµων της πατάτας και του 

σκώρου των ρούχων. Ο Müller πρότεινε τη χρήση του DDT, θεωρώντας το 

ως απόλυτο και ιδανικό εντοµοκτόνο (West & Campbell, 1946). Για αυτή του 

την ανακάλυψη τιµήθηκε µε το βραβείο Nobel το 1948. Το πρόβληµα ήταν 

ότι κανένας τότε δεν συνειδητοποίησε τις µελλοντικές επιπτώσεις της 

αλόγιστης χρήσης του στο οικοσύστηµα, αλλά και στον άνθρωπο. Η 

βιοσυσσωρευτική ικανότητα του DDT είναι τροµακτική έτσι ώστε σήµερα έχει 

απαγορευτεί η χρήση του στις περισσότερες χώρες του πλανήτη. 

Από το 1950, η χρήση φυτοφαρµάκων έχει 50/πλασιαστεί και έχει φτάσει 

σήµερα τους 2.5 εκατοµµύρια τόνους το χρόνο. Το 75% όλων των 

φυτοφαρµάκων στον κόσµο χρησιµοποιούνται στις ανεπτυγµένες χώρες, ενώ 

αυξάνει η χρήση τους και στις αναπτυσσόµενες χώρες (Miller, 2004). Στις 

Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής κυκλοφορούν στην αγορά πάνω από 16000 

φυτοφαρµακευτικά προϊόντα (ΝΙΟSH, 2010).  

Σε ότι αφορά την Ελλάδα, σύµφωνα µε στοιχεία της Ευρωπαϊκής Στατιστικής 

Υπηρεσίας (Eurostat), το 1997 οι πωλήσεις φυτοφαρµάκων άγγιξαν τους 

9.034 τόνους δραστικής ουσίας, ενώ το 2001 τους 11.111 τόνους δραστικής 

ουσίας. ∆εν υπάρχουν διαθέσιµα στοιχεία για την Ελλάδα από το 2001 έως 

σήµερα. Η πρωταθλήτρια χώρα στην Ευρώπη σε πωλήσεις φυτοφαρµάκων 

είναι η Γαλλία µε 77.255 τόνους (στοιχεία του 2007), ενώ σε χώρες όπως η 

Εσθονία µε 459 τόνους (στοιχεία του 2007), η Νορβηγία µε 720 τόνους 

(στοιχεία του 2007), η Λετονία µε 1052 τόνους (στοιχεία του 2007), η 
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Σλοβενία µε 1281 τόνους (στοιχεία του 2006), η Φιλανδία µε 1.645 τόνους 

(στοιχεία του 2006) και η Σουηδία µε 1.707 τόνους (στοιχεία του 2006) 

παρατηρήθηκαν χαµηλότερες πωλήσεις φυτοφαρµάκων και ενδεχοµένως 

ορθολογικότερη χρήση τους (Πίνακας 1.2) (Eurostat, 2009).  

Στην Ελλάδα, επίσηµα στοιχεία του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και 

Τροφίµων, αναφέρουν ότι κυκλοφορούν 1.681 εµπορικά σκευάσµατα 

φυτοφαρµάκων τα οποία περιέχουν περίπου 400 δραστικές ουσίες (Υπ. 

Αγροτ. Ανάπτ. και Τροφ., 2009). 

 

1.3. Κανονισµοί 

 

Στις περισσότερες χώρες, τα φυτοφάρµακα πρέπει να εγκριθούν για πώληση 

και χρήση από κάποιον κυβερνητικό οργανισµό. Για παράδειγµα, στις ΗΠΑ, 

υπεύθυνος για τον έλεγχο των φυτοφαρµάκων είναι ο Οργανισµός 

Περιβαλλοντικής Προστασίας (Environmental Protection Agency, EPA) µε 

βάση τις νοµοθετικές ρυθµίσεις για εντοµοκτόνα, µυκητοκτόνα και 

τρωκτικοκτόνα (Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act, FIFRA) ή 

για την προστασία της ποιότητας των τροφίµων (Food Quality Protection Act, 

FQPA). Οι ρυθµίσεις αυτές διατυπώνονται µετά από σύνθετες και δαπανηρές 

µελέτες που διαπιστώνουν εάν ένα συγκεκριµένο φυτοφάρµακο είναι 

αποτελεσµατικό έναντι του παρασίτου-στόχου και ταυτόχρονα ασφαλές για 

τον άνθρωπο ή το περιβάλλον. Όλα τα καταγεγραµµένα φυτοφάρµακα 

επανεξετάζονται κάθε 15 χρόνια έτσι ώστε να εξασφαλιστεί ότι ακολουθούν 

τα κατάλληλα πρότυπα. Για κάθε φυτοφάρµακο δηµιουργείται µια ετικέτα η 

οποία προσδιορίζει σε ποια κατηγορία ταξινοµείται το συγκεκριµένο 

φυτοφάρµακο ως προς την τοξικότητα, την οικοτοξικότητα και την ικανότητα 

καρκινογένεσης, καθώς και οδηγίες για τη σωστή χρήση του (EPA, 2010). 

Άλλοι διεθνείς οργανισµοί όπως είναι ο Οργανισµός για τα Τρόφιµα και τη 

Γεωργία (Food and Agriculture Organization, FAO), το Πρόγραµµα για το 

Περιβάλλον των Ηνωµένων Εθνών (United Nations Environment 

Programme, UNEP) και ο Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας (World Health 

Organization, WHO) εκδίδουν επίσης οδηγίες και κώδικες για τα επικίνδυνα  
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φυτοφάρµακα µε σκοπό την ενηµέρωση των υπηρεσιών, των καταναλωτών 

και των εργαζοµένων. 

Η Ευρωπαϊκή Ένωση, µε την οδηγία 117/79/EEC απαγορεύει τη διάθεση 

στην αγορά και τη χρήση ορισµένων παρασιτοκτόνων µε επικίνδυνα 

δραστικά συστατικά. Πρόκειται για ενώσεις του υδραργύρου: οξείδιο του 

υδραργύρου, χλωρίδιο του υδραργύρου, αλκυλιωµένες, αλκοαξυλιωµένες 

ενώσεις και άλλες ανόργανες ενώσεις του υδραργύρου, και για έµµονες 

οργανοχλωρικές ενώσεις (persistent organic pollutants, POPs) όπως: DDT, 

Αldrin, Chlordane, Dieldrin, Endrin, Heptachlor, HCH, Hexachlorobenzene 

(EUR-Lex., 1978). 

Ωστόσο, οι κανονισµοί διαφέρουν από χώρα σε χώρα και για να 

αντιµετωπιστούν τυχόν νοµοθετικές ασυµβατότητες ο Οργανισµός για τα 

Τρόφιµα και τη Γεωργία (Food and Agriculture Organization, FAO) υιοθέτησε 

από το 1985 έναν ∆ιεθνή Κώδικα ∆εοντολογίας για τη ∆ιανοµή και Χρήση 

των Φυτοφαρµάκων (International Code of Conduct on the Distribution and 

Use of Pesticides) (FAO, 2002). 

Παρόλα αυτά όµως, οι κανονισµοί δεν µπορούν να εξαλείψουν την κακή ή 

υπερβολική χρήση των φυτοφαρµάκων. Για το λόγο αυτό διάφορες 

οικολογικές και επιστηµονικές οργανώσεις έχουν ξεκινήσει µια διεθνή 

εκστρατεία για τη χρήση εναλλακτικών τρόπων φυτοπροστασίας, όπως είναι 

τα βιολογικά φυτοφάρµακα που στοχεύουν στον κύκλο ζωής ενός 

συγκεκριµένου παρασίτου.  

 

1.4. Κατηγορίες φυτοφαρµάκων 

 

Τα φυτοφάρµακα, ανάλογα µε το είδος του παρασίτου στο οποίο στοχεύουν 

διακρίνονται σε (Pesticide Action Network, 2005c): 

•  εντοµοκτόνα, τα οποία προσβάλλουν τα έντοµα που τρώνε τα διάφορα 

µέρη των φυτών, χωρίς να βλάπτουν τα ίδια τα φυτά, καθώς και τα 

έντοµα που προκαλούν ασθένειες όπως ελονοσία, τύφο και κίτρινο 

πυρετό στον άνθρωπο.  

• µυκητοκτόνα, τα οποία προσβάλλουν τα ζωοπαράσιτα και τα 

φυτοπαράσιτα, που τρέφονται εις βάρος των οργανισµών-φορέων. 
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• ζιζανιοκτόνα, τα οποία προσβάλλουν τα ζιζάνια (αγριόχορτα) που 

αναπτύσσονται σε βάρος των καλλιεργηµένων φυτών, χωρίς όµως να 

προκαλούν βλάβες στις καλλιέργειες. 

• νηµατωδοκτόνα, τα οποία προσβάλλουν τους νηµατώδεις, και τα  

• τρωκτικοκτόνα, τα οποία προσβάλλουν τα διάφορα είδη τρωκτικών. 

 

Μια άλλη κατηγοριοποίηση των φυτοφαρµάκων µπορεί να γίνει µε βάση τη 

χηµική τους δοµή. Έτσι τα διακρίνουµε σε (Freedman, 1995): 

• ανόργανα φυτοφάρµακα, τα οποία δηµιουργούνται από χηµικές ουσίες 

που βρίσκονται στη φύση όπως αρσενικό, χαλκό, µόλυβδο και 

υδράργυρο. Είναι ιδιαίτερα τοξικά και δεν αποικοδοµούνται εύκολα, µε 

αποτέλεσµα να συσσωρεύονται στο περιβάλλον σε µεγάλες ποσότητες. 

• Φυσικά οργανικά φυτοφάρµακα, όπως είναι η νικοτίνη, ο πύρεθρος, η 

ροτενόνη και η στρυχνίνη, τα οποία δηµιουργούνται από ουσίες που 

προέρχονται από τα φυτά. Πολλά φυτά όπως ο καπνός, το χρυσάνθεµο 

αλλά και διάφορα κωνοφόρα δέντρα έχουν αναπτύξει την ικανότητα να 

παράγουν ουσίες οι οποίες τα προστατεύουν από τα φυτοφάγα ζώα. Στη 

σηµερινή εποχή παράγονται συνθετικά τέτοια φυτοφάρµακα, όπως είναι 

τα νικοτινοειδή και τα νεονικοτινοειδή. 

• χλωριωµένους υδρογονάνθρακες, συνθετικές οργανικές ενώσεις µε 

κυκλική δοµή στην οποία άτοµα υδρογόνου έχουν αντικατασταθεί µε 

χλώριο, όπως είναι το DDT, το Lindane, το Chlordane, το Dieldrin, που 

χρησιµοποιούνται κυρίως ως εντοµοκτόνα. Οι ενώσεις αυτές είναι πολύ 

δύσκολο να αποσυντεθούν και µπορούν να παραµείνουν στο περιβάλλον 

ακόµη και 15 χρόνια. 

• ενώσεις τριαζίνης, όπως είναι η σιµαζίνη, η ατραζίνη και η εξαζινόνη, που 

έχουν την ικανότητα να απολυµαίνουν το χώµα και να εµποδίζουν την 

ανάπτυξη των ζιζανίων. 

• Φαινοξυ-οξέα, όπως είναι τα διχλωροφαινοξυ- και τριχλωροφαινοξυ- 

ακετικά οξέα, που χρησιµοποιούνται επίσης ως ζιζανιοκτόνα. 

• ενώσεις υδραργύρου, συνθετικές οργανικές ενώσεις που 

χρησιµοποιούνται ως µυκητοκτόνα και παρουσιάζουν υψηλή τοξικότητα 

για τον άνθρωπο και το περιβάλλον. 
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• φαινολικά, που χρησιµοποιούνται ως µυκητοκτόνα για την προστασία του 

ξύλου ή άλλων οργανικών υποστρωµάτων. 

• οργανοφωσφορικά, συνθετικές οργανικές ενώσεις, όπως είναι το 

Parathion, το Malathion και το Glyphosate, οι οποίες προέκυψαν από τα 

αέρια που χρησιµοποιήθηκαν στον 2ο Παγκόσµιο Πόλεµο. Οι ουσίες αυτές 

είναι 10 µε 100 φορές περισσότερο τοξικές από τους χλωριωµένους 

υδρογονάνθρακες σε ζωικούς οργανισµούς µε µέγεθος µεγαλύτερο από 

τα έντοµα. Ωστόσο, η παραµονή τους στο οικοσύστηµα είναι συνήθως 

µικρή και κυµαίνεται από µερικές ώρες µέχρι µερικές µέρες. 

• καρβαµιδικά, όπως είναι το Aminocarb και το Carbofuran, ουσίες που 

επηρεάζουν το νευρικό σύστηµα των παρασίτων και έχουν αρκετές 

οµοιότητες µε τα οργανοφωσφορικά.  

• µικροβιακά, δηλαδή ζωντανοί οργανισµοί, όπως είναι ο Bacillus 

thuringiensis, που παρουσιάζουν µεγάλη εξειδίκευση εναντίον 

συγκεκριµένων παρασίτων. Μερικά από αυτά είναι ιοί, ορισµένα βακτήρια, 

παρασιτικές σφήκες και κοριοί.  

Μια νέα τάξη συνθετικών φυτοφαρµάκων που αναπτύχθηκε πρόσφατα 

αποτελούν οι παλδοξίνες (paldoxins) που δρουν ως µυκητοκτόνα 

παρεµποδίζοντας τα ένζυµα των µυκήτων που απενεργοποιούν έναν φυσικό 

αµυντικό µηχανισµό των φυτών, τις φυτοαλεξίνες. Αυτά θεωρούνται 

ασφαλέστερα για τον άνθρωπο και το περιβάλλον (EurekAlert, 2009). 

 

1.5. Επίδραση στο περιβάλλον 

 

Αναµφισβήτητα, τα φυτοφάρµακα συµβάλλουν στην αύξηση της αγροτικής 

παραγωγής και στη βελτίωση της ποιότητας των αγροτικών προϊόντων, όταν 

χρησιµοποιούνται στη σωστή αναλογία και µε την καθοδήγηση ειδικών 

επιστηµόνων. Ωστόσο, ένα ποσοστό πάνω από το 98% των ψεκαζόµενων 

εντοµοκτόνων και το 95% των ζιζανιοκτόνων δεν καταλήγουν ποτέ στους 

οργανισµούς-στόχους τους, µε αποτέλεσµα να µολύνουν την ατµόσφαιρα, το 

νερό, το έδαφος και να δηλητηριάζουν οργανισµούς που δεν αποτελούν 

στόχους τους (Miller, 2004). 
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Τα φυτοφάρµακα που ψεκάζονται στις καλλιέργειες µε σκοπό την 

απολύµανση των εδαφών µε τη µέθοδο του καπνίσµατος απελευθερώνουν 

στην ατµόσφαιρα πτητικά οργανικά συστατικά που, αντιδρώντας µε οξείδια 

του αζώτου, παράγουν έναν ισχυρό µολυσµατικό παράγοντα: το 

τροποσφαιρικό όζον. Η χρήση φυτοφαρµάκων ευθύνεται για το 6% περίπου 

των συνολικών επιπέδων τροποσφαιρικού όζοντος (UC IPM, 2006). 

Στις ΗΠΑ, σε µια µελέτη που διενεργήθηκε για τη µόλυνση του νερού από 

φυτοφάρµακα, βρέθηκαν µολυσµένα όλα τα ποτάµια καθώς και το 90 % των 

πηγαδιών που εξετάστηκαν (Gilliom et al., 2007). Στο Ηνωµένο βασίλειο, 

µελέτες έδειξαν επίπεδα φυτοφαρµάκων πάνω από τα επιτρεπτά όρια για το 

πόσιµο νερό σε δείγµατα από ποτάµια και υπόγεια ύδατα (Bingham, 2007). 

Στην Ελλάδα, σύµφωνα µε µελέτη που έχει γίνει σε βρόχινο νερό για την 

παρουσία φυτοφαρµάκων, βρέθηκε ότι στο 90% των δειγµάτων που 

συλλέχθηκαν ανιχνεύθηκε σηµαντική ποσότητα τουλάχιστον ενός 

φυτοφαρµάκου (Charizopoulοs & Mourkidou, 1999). 

Τα φυτοφάρµακα µειώνουν τη βιοποικιλότητα του εδάφους και τη σύστασή 

του σε οργανικό υλικό (Κellogg et al., 2000). Επίσης έχει βρεθεί ότι 

παρεµποδίζουν τις συµβιωτικές σχέσεις µεταξύ ψυχανθών και των βακτηρίων 

του γένους Rhizobium µε αποτέλεσµα την αναστολή της αζωτοδέσµευσης και 

κατά συνέπεια, τη διαταραχή του κύκλου του αζώτου στο περιβάλλον και τη 

µείωση της απόδοσης των καλλιεργειών (Fox, 2005). 

Στους ζωικούς οργανισµούς, η χρήση των φυτοφαρµάκων είναι δυνατόν να 

επιφέρει άµεσα αρνητικά αποτελέσµατα, λόγω της έκθεσής τους σε υψηλές 

δόσεις, ή έµµεσα αρνητικά αποτελέσµατα, λόγω της µακροχρόνιας έκθεσής 

τους, ακόµα και σε χαµηλές δόσεις. Τα αρνητικά αυτά αποτελέσµατα 

περιλαµβάνουν (Pesticide Action Network, 2005d): 

• Θάνατο των οργανισµών λόγω της υψηλής τοξικότητας των 

χρησιµοποιούµενων φυτοφαρµάκων. 

• Μείωση των επιπέδων των πληθυσµών πολλών ειδών. 

• ∆ιαταραχή των τροφικών σχέσεων µεταξύ των πληθυσµών. 

• Μείωση της αναπαραγωγικής ικανότητας των οργανισµών. 

• Μεταβολές στη συµπεριφορά των οργανισµών. 
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• Βιοχηµικές, ορµονικές και ενζυµικές δυσλειτουργίες. 

• Μεταβολές στη δοµή και τη χηµική σύσταση των κυττάρων και των ιστών 

των οργανισµών. 

• Προβλήµατα ανάπτυξης των οργανισµών. 

Επιπλέον, κάποια φυτοφάρµακα έχουν την ικανότητα να βιοσυσσωρεύονται 

κατά µήκος των τροφικών αλυσίδων µε αποτέλεσµα οι συγκεντρώσεις τους 

να ξεπερνούν τα όρια τοξικότητας για τα είδη που βρίσκονται στα ανώτερα 

τροφικά επίπεδα. Για παράδειγµα, αν σε ένα υδάτινο οικοσύστηµα ανιχνευθεί 

DDT σε συγκέντρωση 0.003 ppb (µέρη στο δισεκατοµµύριο), τότε 

ακολουθώντας την τροφική αλυσίδα η βιοσυσσώρευση και η βιοσυµπύκνωσή 

του µεγεθύνονται περίπου 10.000.000 φορές στα ψαροπούλια, φτάνοντας τα 

25 ppm (µέρη στο εκατοµµύριο) (Shaw & Chadwick, 1998; Miller, 2004). 

Πρέπει, τέλος, να σηµειωθεί ότι οι εχθροί των καλλιεργειών (µύκητες, 

ζιζάνια, έντοµα κ.λ.π.) αναπτύσσουν µε το πέρασµα του χρόνου 

ανθεκτικότητα στα χρησιµοποιούµενα φυτοφάρµακα µε αποτέλεσµα οι 

ποσότητες των φυτοφαρµάκων διαρκώς να αυξάνονται για να µπορούν να 

έχουν αποτελέσµατα στους οργανισµούς στους οποίους απευθύνονται. Από 

το 1950, 520 είδη εντόµων και σκουληκιών, 273 είδη ζιζανίων, 150 είδη 

µικροοργανισµών που προκαλούν ασθένειες φυτών και 10 είδη τρωκτικών 

έχουν αναπτύξει γενετική αντίσταση στα φυτοφάρµακα (Miller, 2004). 

 

1.6. Επίδραση στον άνθρωπο 

 

Ασφαλώς, η συµβολή των φυτοφαρµάκων στην προστασία της αγροτικής 

παραγωγής επέφερε πολλές ευεργετικές επιπτώσεις για τον ανθρώπινο 

πληθυσµό. Η προσφορά τους ήταν µεγάλη, αφενός µεν, στην προστασία της 

δηµόσιας υγείας µε την καταπολέµηση εντόµων που µετέφεραν διάφορες 

ασθένειες στον άνθρωπο και αφετέρου δε, στη λύση του προβλήµατος της 

τροφής που αντιµετώπιζε η ανθρωπότητα µε την πληθυσµιακή ανάπτυξη. 

Ταυτόχρονα όµως, η αλόγιστη χρήση των φυτοφαρµάκων οδήγησε σε 

αντίθετα αποτελέσµατα. Το σύνολο του ανθρώπινου πληθυσµού είναι 

αναπόφευκτα εκτεθειµένο σε φυτοφάρµακα µέσω της ρύπανσης του 
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περιβάλλοντος ή λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης. Άνθρωποι που η 

επαγγελµατική τους ενασχόληση έχει να κάνει µε την παραγωγή, την 

εφαρµογή ή οποιασδήποτε µορφής χειρισµό των φυτοφαρµάκων είναι 

εκτεθειµένοι σε σύνθετα µίγµατα φυτοφαρµάκων που περιέχουν διάφορες 

δραστικές ουσίες, διαλύτες και παραπροϊόντα που µπορεί να είναι αδρανή 

συστατικά, αλλά να αποτελούν τα πιο τοξικά στοιχεία ενός σκευάσµατος. 

Επιπλέον, υπολείµµατα των φυτοφαρµάκων στο περιβάλλον διοχετεύονται 

µέσα από τις τροφικές αλυσίδες στον ανθρώπινο οργανισµό. Το γεγονός ότι 

τα περισσότερα φυτοφάρµακα, παρά την επιλεκτική τους δράση, 

παρουσιάζουν τοξικότητα ακόµα και για οργανισµούς που δεν αποτελούν 

στόχους τους, τα καθιστά ιδιαίτερα επικίνδυνα για τον άνθρωπο (Bolognesi, 

2003). Η οξεία τοξικότητα από φυτοφάρµακα αποτελεί την πιο συχνή αιτία 

θανάτου λόγω δηλητηρίασης σε παγκόσµιο επίπεδο. Κάθε χρόνο 

σηµειώνονται 3.000.000 περιπτώσεις δηλητηριάσεων από φυτοφάρµακα, 

από τις οποίες, 220.000 περίπου είναι θανατηφόρες (Eddleston et al., 2002). 

Ιδιαίτερα στις αναπτυσσόµενες χώρες, όπου συχνά παρατηρείται ακατάλληλη 

χρήση ή ακατάλληλος χειρισµός των φυτοφαρµάκων (µη-τήρηση κανόνων 

ασφαλείας, µη-χρησιµοποίηση προστατευτικού εξοπλισµού) το φαινόµενο 

των δηλητηριάσεων είναι έντονο (Racke et al., 1997; Gonzalez-Arias, 

2010).  

Πολύ περισσότερες και πιο ανησυχητικές όµως είναι οι µακροπρόθεσµες 

αρνητικές επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία που επέφερε η µακροχρόνια 

έκθεση στα φυτοφάρµακα, οι οποίες περιλαµβάνουν νευρολογικές 

διαταραχές, αναπαραγωγικά προβλήµατα, προβλήµατα ανάπτυξης και 

καρκίνους διαφόρων µορφών. Επιδηµιολογικές µελέτες σε αγρότες, 

εργαζόµενους σε βιοµηχανίες παραγωγής φυτοφαρµάκων, εργάτες που 

ψεκάζουν, εργάτες ή κατοίκους που έχουν εκτεθεί µετά από κάποιο 

βιοµηχανικό ατύχηµα, έχουν δείξει ότι η έκθεση σε φυτοφάρµακα µπορεί να 

αυξήσει τον κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου σε εξειδικευµένους ιστούς 

(Bolognesi et al., 2011). Συγκεκριµένα, έχει αναφερθεί αυξηµένος κίνδυνος 

εµφάνισης καρκίνου του εγκεφάλου, λευχαιµίας, σαρκώµατος Ewing, 

λεµφώµατος non-Hodgkin’s, καρκίνου των νεφρών, των όρχεων, του 

εντέρου και των ενδοκρινών αδένων σε παιδιά που εκτίθενται σε 
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φυτοφάρµακα στο σπίτι ή των οποίων οι γονείς έχουν εκτεθεί σε 

φυτοφάρµακα λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης (Blair & Freeman, 2009). 

Αναπαραγωγικά προβλήµατα, προβλήµατα ανάπτυξης (Hanke & Jurewicz, 

2004; Lauria et al., 2006) και νευρολογικές διαταραχές, όπως είναι η νόσος 

Parkinson (Dhillon et al., 2008; Costello et al., 2009) και η νόσος Alzheimer 

(Dosunmu et al., 2007; Santibáñez et al., 2007), έχουν επίσης συνδεθεί µε 

την έκθεση σε φυτοφάρµακα λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης. 

 

1.6.1. Τοξικότητα 

 

Η τοξικότητα των φυτοφαρµάκων ελέγχεται µε τη χρήση πειραµατόζωων, 

συνήθως ποντικιών ή αρουραίων, και προσδιορίζεται µε βάση τη 

«θανατηφόρο δόση-50%» (Lethal dose 50, LD50). Η τιµή του δείκτη LD50 

αντιστοιχεί στη δόση που είναι ικανή να σκοτώσει το 50% των ατόµων ενός 

πληθυσµού που έχει υποβληθεί σε µια περιορισµένης έκτασης επίδραση µιας 

συγκεκριµένης χηµικής ουσίας. ∆ίνεται συνήθως σε µέρη στο εκατοµµύριο 

(parts per million, ppm) ή σε mg ουσίας/kg βάρους πειραµατόζωου και 

εκφράζει την τοξικότητα µιας χηµικής ουσίας. Όσο πιο µικρή είναι η τιµή 

αυτή, τόσο πιο τοξική είναι η χηµική ουσία. Οι οδοί λήψης των δόσεων είναι 

είτε από το στόµα, είτε µέσω του δέρµατος. Όταν η χορήγηση γίνεται µε 

εισπνοή χρησιµοποιείται ο δείκτης «θανατηφόρος συγκέντρωση-50%» 

(Lethal Concentration 50, LC50), δηλαδή η συγκέντρωση της χηµικής ουσίας 

στον αέρα, σε mg/λίτρο, που είναι ικανή να σκοτώσει το 50% των ατόµων 

ενός πληθυσµού (Pesticide Action Network, 2005a). 

Όπως προαναφέρθηκε, διάφοροι οργανισµοί είναι υπεύθυνοι για την 

εκτίµηση και την κατάταξη των φυτοφαρµάκων ως προς την τοξικότητά 

τους. Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1.6.1) φαίνονται οι κατηγορίες 

τοξικότητας και οι προειδοποιητικές σηµάνσεις των φυτοφαρµάκων µε βάση 

τις τιµές του δείκτη LD50 σε αρουραίους, όπως δίνονται από τον Οργανισµό 

Περιβαλλοντικής Προστασίας των ΗΠΑ (Environmental Protection Agency, 

EPA): 
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Πίνακας 1.6.1. Κατηγορίες τοξικότητας των φυτοφαρµάκων  

Κατηγορία Περιγραφή 

Προειδο-

ποιητική 

σήµανση 

LD50  

στοµατ.προσλ. 

mg/kg 

LD50  

δερµατ.προσλ. 

mg/kg 

LC50  

εισπνοή 

mg/L 

Ι πολύ τοξικό κίνδυνος <50 <200 <0.05 

ΙΙ Μέτρια τοξικό προσοχή 50-500 200-2000 0.05-0.5 

ΙΙΙ 
ελαφρώς 

τοξικό 
προσοχή 500-5000 2000-5000 0.5-2 

ΙV 

δεν 

παρουσιάζει 

οξεία 

τοξικότητα 

καµία >5000 >5000 >2 

 

 

Η πιο τοξική για τον άνθρωπο κατηγορία φυτοφαρµάκων είναι τα 

εντοµοκτόνα, ενώ από τα εντοµοκτόνα, τα πιο επικίνδυνα θεωρούνται τα 

οργανοφωσφορικά. Μια µελέτη που διενεργήθηκε στις Ηνωµένες Πολιτείες 

κατά την περίοδο 1998-1999 έδειξε ότι οι ασθένειες που παρουσιάστηκαν σε 

µια οµάδα εργαζοµένων και σχετίζονταν µε φυτοφάρµακα, οφείλονταν κατά 

49% στα εντοµοκτόνα και από αυτά το 47.2% ήταν οργανοφωσφορικά 

(Εικόνα 1.6.1) (ΝΙΟSH, 2004; Calvert et al., 2004). 
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Εικόνα 1.6.1. α) ποσοστιαία κατανοµή και αριθµός περιπτώσεων ασθενειών που 
σχετίζονται µε φυτοφάρµακα, ανά κατηγορία φυτοφαρµάκων, κατά την περίοδο 
1988-1989 β) ποσοστιαία κατανοµή και αριθµός περιπτώσεων ασθενειών που 
σχετίζονται µε φυτοφάρµακα, ανά κατηγορία εντοµοκτόνων, κατά την περίοδο 
1998-1999 (αναπροσαρµογή από NIOSH, 2004). 

 

 

1.6.2. Γενοτοξική- Καρκινογόνος δράση 

 

Η γενοτοξική δράση των φυτοφαρµάκων συνήθως ελέγχεται µε 

βραχυχρόνιες δοκιµασίες in vitro, βραχυχρόνιες και µακροχρόνιες δοκιµασίες 

in vivo σε πειραµατόζωα, αλλά και µε επιδηµιολογικές µελέτες σε ανθρώπους 

που έχουν υποστεί µακροχρόνια έκθεση σε φυτοφάρµακα (Bolognesi et al., 

2011). Οι in vitro δοκιµασίες και οι in vivo δοκιµασίες σε πειραµατόζωα 

εξετάζουν συνήθως τη µεµονωµένη δράση κάποιου συγκεκριµένου ενεργού 

συστατικού φυτοφαρµάκου, ενώ οι επιδηµιολογικές µελέτες εξετάζουν τη 

συνδυασµένη δράση περισσότερων φυτοφαρµάκων ή φυτοφαρµάκων και 

άλλων περιβαλλοντικών παραγόντων στους οποίους εκτίθενται τα υπό 

µελέτη άτοµα. Οι µελέτες γενοτοξικών επιδράσεων των φυτοφαρµάκων 

εκτιµούν και την πιθανή συσχέτισή τους µε καρκινογενετικές διαδικασίες 

(Bolognesi, 2003). 
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Μια από τις κατηγοριοποιήσεις που εφαρµόζεται για τον προσδιορισµό της 

καρκινογόνου δράσης των φυτοφαρµάκων είναι αυτή που καθιερώθηκε από 

τον Οργανισµό Περιβαλλοντικής Προστασίας των ΗΠΑ (Environmental 

Protection Agency, EPA) το 1986: 

• Group A: ουσία γνωστή ως καρκινογόνος για τον άνθρωπο. Υπάρχουν 

σαφείς ενδείξεις συσχετισµού µεταξύ έκθεσης στην ουσία και 

εκδήλωσης καρκίνου στον άνθρωπο.  

• Group B: ουσία πιθανώς καρκινογόνος για τον άνθρωπο. Προκαλεί 

καρκίνο στα ζώα, αλλά δεν έχει ξεκαθαριστεί αν προκαλεί καρκίνο 

στον άνθρωπο.  

• Group C: ουσία δυνητικά καρκινογόνος για τον άνθρωπο, µε 

περιορισµένες ενδείξεις καρκινογένεσης. 

• Group D: ουσία που δεν µπορεί να κατηγοριοποιηθεί ως προς την 

καρκινογένεση, λόγω ελλιπών, ανεπαρκών ή διφορούµενων 

στοιχείων.  

• Group E: ουσία πιθανώς µη-καρκινογόνος, χωρίς καµία ένδειξη 

καρκινογόνου δράσης σε δυο τουλάχιστον δοκιµασίες µε διαφορετικά 

είδη πειραµατόζωων. Η κατηγοριοποίηση αυτή βασίζεται σε διαθέσιµες 

ενδείξεις και δεν αποκλείει ικανότητα καρκινογένεσης του παράγοντα 

κάτω από ορισµένες συνθήκες. (Pesticide Action Network, 2005b) 

 

Η γενετική βλάβη σε χρωµοσωµατικό επίπεδο είναι δυνατόν να εκτιµηθεί µε 

την εφαρµογή διαφόρων συστηµάτων ελέγχου, µεθόδων και τεχνικών. 

Ορισµένες από αυτές τις τεχνικές που εφαρµόζονται κυρίως στο γενετικό 

υλικό ανθρώπινων λεµφοκυττάρων σε in vitro και in vivo πειράµατα είναι 

(Bolognesi, 2003): 

• η ανάλυση χρωµοσωµατικών βλαβών (chromosome aberration test, CA), 

• η ανίχνευση µικροπυρήνων µε αναστολή της κυτταροκίνησης 

(Cytokinesis-blocked micronucleus assay, CBMN) 

• η ανάλυση των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων (sister 

chromatid exchanges, SCEs). 
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Μεταξύ των πολλών διαθέσιµων ερευνητικών προσεγγίσεων, άλλες 

ενδεικτικές µέθοδοι µε τις οποίες µπορούµε να εκτιµήσουµε τη γενοτοξική 

επίδραση φυτοφαρµάκων, αλλά και διαφόρων περιβαλλοντικών παραγόντων 

γενικότερα, είναι: 

• η ανίχνευση µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού 

των οστών ποντικιών ή αρουραίων που έχουν δεχτεί in vivo επίδραση 

φυτοφαρµάκου (Schmid, 1973; Heddle, 1973; Vanderkerken et al., 

1989) 

• ο προσδιορισµός των αλλοιώσεων του γενετικού υλικού µε τη µέθοδο της 

ηλεκτροφόρησης του πυρηνικού DNA σε ολόκληρα κύτταρα (single cell 

gel electrophoresis, SCGE ή comet assay) (Ostling & Johanson, 1984; 

Valverde & Rojas, 2009; Piperakis et al., 2009; Piperakis, 2009). 

• η µεθοδολογία της πρώιµης χρωµοσωµατικής συµπύκνωσης που παρέχει 

χρήσιµες πληροφορίες όσον αφορά το στάδιο του κυτταρικού κύκλου στο 

οποίο ενδεχοµένως να παρεµβαίνουν οι χηµικές ενώσεις, ώστε να 

προκαλέσουν τις όποιες επιδράσεις τους στο γενετικό υλικό (Johnson & 

Rao, 1970; Pantelias & Maillie, 1983; Malik et al., 2004; Hatzi et al., 

2006). 

Ο ∆ιεθνής Οργανισµός για την Έρευνα στον Καρκίνο (International Agency 

for Research on Cancer, IARC) έχει χαρακτηρίσει 50 έως 60 φυτοφάρµακα 

ως καρκινογόνα, µετά από µελέτες σε πειραµατόζωα. Μελέτες στον άνθρωπο 

έχουν αποδείξει την καρκινογόνο δράση διαφόρων δραστικών ουσιών, 

συστατικών φυτοφαρµάκων, όπως τα 2,4,5-trichloro-phenoxy-acetic acid 

(2,4,5-Τ), lindane, methoxychlor, toxaphene, καθώς και αρκετών 

οργανοφωσφορικών (IARC, 2010).  

Αξίζει να σηµειωθεί ότι, παρόλο που πολλά φυτοφάρµακα έχουν 

χαρακτηριστεί ως πιθανά ή δυνητικά καρκινογόνα από διεθνείς οργανισµούς 

και έχει απαγορευτεί ή περιοριστεί η χρήση τους, εξακολουθούν να 

αποτελούν ευρέως διαδεδοµένους περιβαλλοντικούς ρυπαντές, λόγω της 

παραµονής τους και της βιοσυσσώρευσής τους στα οικοσυστήµατα. 

Υπολείµµατα αυτών των φυτοφαρµάκων έχουν ανιχνευθεί στην τροφική 
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αλυσίδα καθώς και σε διάφορους ιστούς στον άνθρωπο (Bolognesi et al., 

2011). 

 

1.6.2.1. In vitro και in vivo µελέτες µε πειραµατόζωα 

 

Τα περισσότερα φυτοφάρµακα έχουν ελεγχθεί για πιθανή γενοτοξική δράση 

σε in vitro ή in vivo συνθήκες µε µια ποικιλία δοκιµασιών ελέγχου που 

καλύπτουν γονιδιακές µεταλλάξεις, χρωµοσωµατικές αλλοιώσεις και βλάβες 

στο DNA (Garrett et al., 1986; Dearfield et al., 1993 & 1999; IARC, 2010). 

Οι περισσότερες µελέτες που αναφέρονται στη βιβλιογραφία αφορούν στη 

γενοτοξική δράση συγκεκριµένων φυτοφαρµάκων, χορηγούµενων 

µεµονωµένα σε διαφορετικές συγκεντρώσεις (Surallès et al., 1995; 

Kevekordes et al., 1996; Titenko-Holland et al., 1997; Villarini et al., 1998; 

Papapaulou et al., 2001). Περιορισµένες είναι οι µελέτες που εξετάζουν την 

επίδραση µίγµατος συγκεκριµένων φυτοφαρµάκων σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων in vitro (Dolara et al., 1992 & 1993; Bianchi-

Santamaria et al., 1997) ή in vivo σε διάφορους ιστούς τρωκτικών 

(Kligerman et al., 1993; Goumenou & Machera, 2004). 

Τα πειραµατικά αποτελέσµατα αυτών των µελετών, σε γενικές γραµµές, 

αποκαλύπτουν ότι πολλά από τα εξεταζόµενα φυτοφάρµακα έχουν 

µεταλλαξιγόνες ιδιότητες, αλλά η γενοτοξική τους δράση είναι γενικά 

χαµηλή, αφού δεν δίνουν θετικά αποτελέσµατα σε όλες τις 

χρησιµοποιούµενες δοκιµασίες ελέγχου και η χαµηλότερη δραστική δόση, 

ικανή να επάγει γενετικές βλάβες, είναι συνήθως αρκετά υψηλή. Επειδή 

όµως η επαγγελµατική ή περιβαλλοντική έκθεση στα φυτοφάρµακα αφορά 

πάντα µίγµατα αυτών, η γενοτοξική δράση που αποδίδεται σε µεµονωµένα 

φυτοφάρµακα δεν είναι απαραίτητα η ίδια όταν εξετάζονται ανθρώπινοι 

πληθυσµοί εκτεθειµένοι in vivo σε µίγµατα φυτοφαρµάκων (Bolognesi, 

2003). 
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1.6.2.2. In vivo επιδηµιολογικές µελέτες 

 

Μια πληθώρα επιδηµιολογικών µελετών έχουν πραγµατοποιηθεί σε 

εκτεθειµένους σε φυτοφάρµακα ανθρώπινους πληθυσµούς από διάφορες 

χώρες, µε σκοπό την εκτίµηση του γενετικού κινδύνου που σχετίζεται µε την 

έκθεση σε συγκεκριµένα συστατικά ή κατηγορίες φυτοφαρµάκων ή µε 

συγκεκριµένες µορφές ενασχόλησης σχετικές µε φυτοφάρµακα (Bolognesi, 

2003; Bull et al., 2006; Bolognesi et al., 2011). 

Η Bolognesi (2003), κάνοντας µια εκτενή ανασκόπηση όλων των σχετικών 

δηµοσιευµένων µελετών µέχρι το 2003, συµπέρανε ότι η έκθεση σε µίγµατα 

φυτοφαρµάκων λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης συνδέεται µε αύξηση της 

παρατηρούµενης γενετικής βλάβης και µάλιστα, η έκταση της βλάβης 

εξαρτάται από το βαθµό της έκθεσης: αρνητικά αποτελέσµατα 

παρατηρήθηκαν σε περιπτώσεις χαµηλών επιπέδων έκθεσης. Αντίθετα, 

ξεκάθαρα θετικά αποτελέσµατα, παρατηρήθηκαν σε περιπτώσεις πληθυσµών 

που είχαν εκτεθεί σε µεγάλο βαθµό, κυρίως σε άτοµα που είχαν 

δηλητηριαστεί προσπαθώντας να αυτοκτονήσουν ή σε εργάτες που είχαν 

αµελήσει να πάρουν τα κατάλληλα µέτρα προφύλαξης κατά τη διάρκεια των 

ψεκασµών. Επειδή οι εργάτες είναι συνήθως εκτεθειµένοι σε σύνθετα 

µίγµατα φυτοφαρµάκων, δεν ήταν εύκολο να αποδοθεί η παρατηρούµενη 

γενετική βλάβη σε µια συγκεκριµένη κατηγορία φυτοφαρµάκων. Από την 

ανάλυση των διαφόρων µελετών όµως φαίνεται πως τα πιο συχνά 

χρησιµοποιούµενα φυτοφάρµακα που επάγουν γενοτοξικότητα είναι τα 

οργανοφωσφορικά, τα καρβαµιδικά και τα πυρεθροειδή. 

Οι Bull et al. (2006) παρατήρησαν επίσης αυξηµένες ενδείξεις 

γενοτοξικότητας σε εργαζόµενους εκτεθειµένους σε φυτοφάρµακα, σε 17 

από τις 24 µελέτες των οποίων τα αποτελέσµατα επέλεξαν να εκτιµήσουν. Οι 

περισσότερες µελέτες µε θετικά αποτελέσµατα αφορούσαν ανθοκόµους 

εργαζόµενους σε θερµοκήπια. Είναι πολύ πιθανόν αυτή η τάξη εργαζόµενων 

να υπόκειται σε αυξηµένο κίνδυνο γενετικής βλάβης λόγω του υψηλού 

βαθµού έκθεσης που επιβάλλουν οι συνθήκες εργασίας τους. Στις µελέτες 

αυτές, τα χρησιµοποιούµενα µίγµατα φυτοφαρµάκων περιλάµβαναν κάποια 

µε αποδεδειγµένη in vivo γενοτοξική δράση σε πειραµατόζωα, κυρίως 
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βενζιµιδαζόλες όπως είναι το carbendazim, αλλά και κάποια που θεωρούνταν 

ότι δεν είχαν γενοτοξική δράση. 

Τέλος, οι Bolognesi et al. (2011), σε µια πιο πρόσφατη ανασκόπηση της 

βιβλιογραφίας που αφορά την εκτίµηση του γενετικού κινδύνου σε 

ανθρώπινους πληθυσµούς εκτεθειµένους σε φυτοφάρµακα λόγω 

επαγγελµατικής ενασχόλησης, κατέληξαν στις παρακάτω παρατηρήσεις: Οι 

εργαζόµενοι σε βιοµηχανίες παραγωγής φυτοφαρµάκων παρουσιάζουν 

στατιστικά σηµαντική αύξηση στη συχνότητα επαγωγής γενετικών βλαβών 

µε τη µορφή των µικροπυρήνων. Εργάτες που ψεκάζουν µε ένα ή µε λίγα 

φυτοφάρµακα και που δουλεύουν κάτω από ελεγχόµενες συνθήκες, δεν 

παρουσιάζουν αύξηση χρωµοσωµατικών βλαβών. Αντίθετα, εργάτες που 

απασχολούνται σε πολλές διαφορετικές καλλιέργειες και ψεκάζουν µε ένα 

σύνθετο µίγµα φυτοφαρµάκων, στην πλειοψηφία των µελετών, 

παρουσιάζουν αύξηση χρωµοσωµατικών βλαβών. Ανθοκόµοι που εργάζονται 

σε θερµοκήπια, σε πολλές µελέτες, παρουσιάζουν επίσης αύξηση στη 

συχνότητα επαγωγής γενετικών βλαβών µε τη µορφή των µικροπυρήνων και 

µάλιστα σε κάποια µελέτη βρέθηκε θετική συσχέτιση ανάµεσα στα χρόνια 

απασχόλησης και στη συχνότητα των µικροπυρήνων. 

 

1.7. Imidacloprid 

 

1.7.1. Γενικά 

 

Το Imidacloprid [1-(6-chloro-3-pyridinylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-

ylideneamine] (CAS number: 138261-41-3) είναι ευρέος φάσµατος χλωρο-

νικοτινικό εντοµοκτόνο (Tomlin, 2006). Το µοριακό του µοντέλο και η 

χηµική του δοµή απεικονίζονται στην εικόνα 1.7.1. Είναι ένα σχετικά νέο 

εντοµοκτόνο, που πρώτη φορά χρησιµοποιήθηκε στο Ηνωµένο Βασίλειο το 

1993 και στις Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής το 1994 (Hovda & Hooser, 

2002). 

Κατασκευάστηκε από την Bayer το 1985 και κυκλοφορεί σε περίπου 120 

χώρες για περισσότερες από 140 γεωργικές καλλιέργειες. Με ετήσιες 

πωλήσεις περισσότερο από 600 εκατοµµύρια ευρώ (2001), το Imidacloprid 
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είναι ένα από τα κορυφαία σε πωλήσεις προϊόντα της Bayer. Στο εµπόριο το 

βρίσκουµε µε διάφορα ονόµατα όπως Gaucho, Admire, Confidor και Winner 

(Cox, 2001).  

Έχει ένα ευρύ πεδίο χρήσεων στο έδαφος, τους σπόρους και το φύλλωµα 

καλλιεργειών όπως τον καπνό, το ρύζι, τα δηµητριακά, τις πατάτες, κ.α. 

Χρησιµοποιείται ενάντια σε µυζητικά έντοµα όπως τα αφίδια, η σιταρόψειρα 

και οι ψύλλοι ή ενάντια σε έντοµα που απαντώνται  στο έδαφος, όπως οι 

τερµίτες (Tomlin, 2006; Fossen, 2006). Χρησιµοποιείται επίσης για την 

καταπολέµηση των ψύλλων σε κατοικίδια ζώα (NPIC, 2010). 

 

 

 

Εικόνα 1.7.1. Μοριακό µοντέλο και χηµική δοµή του Imidacloprid (NPIC, 2010) 

 

Ορισµένα βασικά φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του Imidacloprid είναι τα 

εξής: 

Σχηµατίζει άχρωµους κρυστάλλους µε µια ελαφριά χαρακτηριστική οσµή. 

Το µοριακό του βάρος είναι: 255.7 g/mol. 

Το σηµείο τήξης του είναι : 136.4-143.8 ο C. 

H διαλυτότητά του στο νερό είναι: 0.61 g/L στους 20ο C, τιµή που το 

καθιστά αρκετά ευδιάλυτο (Tomlin, 2006). 
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1.7.2. Τρόπος δράσης 

 

Το Ιmidacloprid παρεµποδίζει την µετάδοση των νευρικών σηµάτων, 

καταλαµβάνοντας την θέση της ακετυλοχολίνης στους νικοτινεργικούς 

υποδοχείς της (Tomizawa & Yamamoto, 1993). Σε αντίθεση µε την 

ακετυλοχολίνη, η οποία αποδοµείται ταχύτατα από το ένζυµο 

ακετυλοχολινεστεράση, το Ιmidacloprid δεν µπορεί να αποδοµηθεί ή 

αποδοµείται εξαιρετικά αργά. Τα έντοµα που δέχονται αυτή την επίδραση 

πεθαίνουν ως αποτέλεσµα της δυσλειτουργίας του νευρικού τους 

συστήµατος. Αυτός ο τρόπος δράσης επηρεάζει κυρίως τα έντοµα και πολύ 

λιγότερο τα θηλαστικά (Liu & Casida, 1993; Chao & Casida, 1997). Η 

εκλεκτικότητά του αυτή αποδίδεται στη µικρότερη τάση που έχει να 

προσδένεται στους υποδοχείς της ακετυλοχολίνης των θηλαστικών, σε σχέση 

µε τους αντίστοιχους των εντόµων (Tomizawa & Casida, 1999). 

∆υστυχώς όµως, εκτός από τη δράση του έναντι στα βλαβερά για τις 

καλλιέργειες έντοµα, είναι πολύ τοξικό και για ωφέλιµα έντοµα, όπως είναι οι 

µέλισσες (Suchail et al., 2001). Έχει απαγορευτεί σε 3 ευρωπαϊκές χώρες: 

Ιταλία, Γερµανία και Σλοβενία και έχει περιοριστεί η πώλησή του στη Γαλλία, 

αφού παρατηρήθηκε µεγάλη µείωση στον πληθυσµό των µελισσών (City of 

Ottawa, 2005). 

 

1.7.3. Μεταβολισµός  

 

Στα θηλαστικά, ο µεταβολισµός του Ιmidacloprid πραγµατοποιείται κυρίως 

στο συκώτι από το κυτόχρωµα P450, ακολουθώντας 2 µεταβολικά 

µονοπάτια: α) µε οξειδωτική διάσπαση δίνει 6-χλωρονικοτινικό οξύ (6-

chloronicotinic acid) που µεταβολίζεται περαιτέρω σε µερκαπτονικοτινικό 

(mercaptonicotinic acid) και ιππουρικό οξύ (hippuric acid) β) µε 

υδροξυλίωση του ιµιδαζολικού δακτυλίου (imidazolidine ring) δίνει 4- και 5- 

υδροξυ-imidacloprid και στη συνέχεια ολεφινικά παράγωγα (Schultz-Jander 

& Casida, 2002). Στην εικόνα 1.7.3 παριστάνονται αναλυτικά τα παραπάνω 

µεταβολικά µονοπάτια. 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ 

- 23 - 

 

Εικόνα 1.7.3. Μεταβολισµός του Imidacloprid στα θηλαστικά (Proença et al., 2005) 

 

 

Το Imidacloprid απορροφάται γρήγορα από τον οργανισµό και µετατρέπεται 

άµεσα σε 6-χλωρονικοτινικό οξύ. Το 70-80% περίπου της 

προσλαµβανόµενης δόσης αποβάλλεται µε τα ούρα, ενώ το 20-30% περίπου 

µε τα κόπρανα µέσα σε 24 ώρες (Moffat et al, 2004). 
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1.7.4. Τοξικότητα 

 

Σύµφωνα µε τον Οργανισµό Περιβαλλοντικής Προστασίας των ΗΠΑ 

(Environmental Protection Agency, EPA) ταξινοµείται ως φυτοφάρµακο 

µικρής και µέτριας τοξικότητας (Toxicity Class III και Class II) όταν 

λαµβάνεται από το στόµα (EPA, 2009). Στους αρουραίους, η θανατηφόρος 

δόση-50% µε στοµατική πρόσληψη (oral Lethal Dose 50, LD50) 

υπολογίστηκε στα 450 mg/kg σωµατικού βάρους (NPIC, 2010). Το 

Ιmidacloprid παρουσιάζει πολύ χαµηλή τοξικότητα (Toxicity Class IV) µέσω 

δερµατικής πρόσληψης (EPA, 2009). Η θανατηφόρος δόση-50% µέσω 

δερµατικής πρόσληψης στα ποντίκια (dermal Lethal Dose 50, LD50) 

υπολογίστηκε ότι είναι µεγαλύτερη από 5000 mg/kg σωµατικού βάρους 

(WHO, 2004). Αντίθετα, η τοξικότητά του όταν εισπνέεται ποικίλλει: σε 

µορφή σκόνης ταξινοµείται ως ελαφρά τοξικό (Toxicity Class IV), ενώ σε 

µορφή αερολύµατος ως ισχυρά τοξικό (Toxicity Class I) (EPA, 2009). 

Η χαµηλή τοξικότητα στα θηλαστικά αποδίδεται στη χαµηλή τάση πρόσδεσης 

του Ιmidacloprid στους υποδοχείς της ακετυλοχολίνης των θηλαστικών. 

Εξάλλου, λόγω της υψηλής του διαλυτότητας στο νερό και του αργού 

µεταβολισµού του στον οργανισµό των θηλαστικών, το Ιmidacloprid 

αποβάλλεται αµετάβλητο µε τα ούρα. Ωστόσο, τοξικολογικές µελέτες έχουν 

δείξει ότι κάποιοι µεταβολίτες του Imidacloprid, όπως ο δινίτρο-µεταβολίτης 

(DN-IMI) και το νιτροµεθυλιοµένο ανάλογό του (CH-IMI), θεωρούνται 

επικίνδυνοι για τα θηλαστικά (Chao & Casida, 1997; D’ Amour & Casida, 

1999; Tomizawa & Casida, 2000). Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί απορρόφηση 

του Ιmidacloprid µε πολύ γρήγορο ρυθµό, από ανθρώπινα κύτταρα εντέρου, 

σε πειράµατα µε την κυτταρική σειρά Caco-2 (Brunet et al., 2004). Οι 

µελέτες αυτές, σε συνδυασµό µε την παρουσία υπολειµµάτων τόσο του 

Ιmidacloprid, όσο και των µεταβολιτών του σε τρόφιµα (Fernadez-Alba et 

al., 2000) ή στον καπνό (Liu et al., 2005), υποδεικνύουν ότι το Ιmidacloprid 

πιθανόν να ενέχει κινδύνους για την ανθρώπινη υγεία, ιδιαίτερα µετά από 

χρόνια έκθεση σε αυτό. 

∆εν έχουν αναφερθεί µελέτες χρόνιας τοξικότητας στον άνθρωπο, ωστόσο 

µετά από ανάλογες µελέτες σε αρουραίους έχει καθοριστεί η τιµή της δόσης 
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αναφοράς για χρόνια πρόσληψη (chronic dietary Reference Dose, RfD) στα 

0.057 mg/kg/day. Η δόση αναφοράς (RfD) αποτελεί µια εκτίµηση της 

ποσότητας ενός συγκεκριµένου χηµικού παράγοντα, στην οποία µπορεί να 

εκτίθεται καθηµερινά ένα άτοµο, χωρίς κίνδυνο για την υγεία του. Η τιµή της 

εκφράζεται σε mg του χηµικού ανά κιλό σωµατικού βάρους, ανά µέρα (NPIC, 

2010). 

 

1.7.4.1. Συµπτώµατα τοξικότητας 

 

Στα ζώα, υψηλές δόσεις στοµατικής πρόσληψης του Ιmidacloprid µπορούν 

να οδηγήσουν σε λήθαργο, εµετό, διάρροια, σιελόρροια και µυϊκή αδυναµία 

(Wismer, 2004). Ωστόσο, τα συµπτώµατα αυτά εξαφανίζονται γρήγορα, 

µέσα στο πρώτο 24ωρο µετά την έκθεση (Sheets, 2002). 

Μελέτες που έγιναν σε θηλυκούς αρουραίους και θηλυκά κουνέλια κατά τη 

διάρκεια της εγκυµοσύνης έδειξαν ότι η χορήγηση  Ιmidacloprid σε δόσεις 

10, 30 και 100 mg/kg/day και 8, 24 και 72 mg/kg/day αντίστοιχα για τους 

αρουραίους και τα κουνέλια, προκάλεσε αναπαραγωγικές ανωµαλίες όπως 

µειωµένη εµβρυϊκή ανάπτυξη και οστεοποίηση, καθώς και συµπτώµατα 

τοξικότητας στις µητέρες (Becker et al., 1988a & 1988b). 

Στους ανθρώπους, έχουν αναφερθεί αρκετές περιπτώσεις δηλητηρίασης που 

κατέληξαν στο θάνατο µετά από κατανάλωση µεγάλων ποσοτήτων 

εµπορικών σκευασµάτων που περιείχαν Ιmidacloprid ως ενεργό συστατικό 

(Proença et al., 2005; Ηuang et al., 2006). Έχουν παρατηρηθεί συµπτώµατα 

αποπροσανατολισµού, ζάλης, ταραχής, εφίδρωσης και δύσπνοιας µετά από 

εισπνοή του συγκεκριµένου φυτοφαρµάκου σε ανθρώπους που ψέκαζαν τις 

καλλιέργειές τους (Agarwal, 2008). 

Επίσης έχουν αναφερθεί περιπτώσεις δερµατίτιδας σε κατόχους κατοικίδιων 

ζώων που είχαν χρησιµοποιήσει κτηνιατρικά προϊόντα που περιείχαν 

Ιmidacloprid (WHO, 2004).  
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1.7.5. Καρκινογόνος δράση 

 

Σύµφωνα µε τον Οργανισµό Περιβαλλοντικής Προστασίας των ΗΠΑ 

(Environmental Protection Agency, EPA) ταξινοµείται ως Group E 

καρκινογόνο (EPA, 2009), δηλαδή χωρίς αποδεδειγµένη καρκινογόνο δράση. 

Ωστόσο, έχουν βρεθεί στη βιβλιογραφία αρκετές µελέτες µε θετικά 

αποτελέσµατα ως προς τη γενοτοξική δράση του Imidacloprid σε µια ποικιλία 

οργανισµών όπως ασπόνδυλα, αµφίβια, αλλά και θηλαστικά. Συγκεκριµένα, 

έχει βρεθεί in vitro επαγωγή βλαβών στο DNA σκουληκιών, η οποία 

αυξάνονταν µε την αύξηση της χορηγούµενης δόσης (Zang et al., 2000). 

Επιπλέον, µελέτες των Feng et al. (2004) έδειξαν ότι το Imidacloprid 

παρουσιάζει γενοτοξική δράση σε ερυθροκύτταρα βατράχων, τόσο σε in vitro 

όσο και σε in vivo πειράµατα. 

Όσον αφορά στη γενοτοξική δράση του Imidacloprid στα θηλαστικά, έχει 

βρεθεί ότι το εντοµοκτόνο Admire προκαλεί αυξηµένη συχνότητα βλαβών 

στο DNA  κυττάρων του θύµου αδένα βοοειδών µετά από in vitro επίδραση 

µε µεταβολίτες του Imidacloprid (Shah et al., 1997). Η πιθανότητα να 

επάγουν γενοτοξικότητα κάποιοι µεταβολίτες του Imidacloprid έχει 

διερευνηθεί και έχει βρεθεί ότι ο µεταβολίτης 2-imidazolidone (γνωστός και 

ως εθυλενουρία), σε συνδυασµό µε νιτρικά, επάγει όγκους και προκαλεί 

γενετικές βλάβες σε αρουραίους µετά από στοµατική χορήγηση (Sander & 

Buerkle, 1971 in Cox, 2001). Επιπλέον, πρόσφατες µελέτες των Stapleton et 

al. (2008) και των Vlastos et al. (2010b) αναφέρουν ότι ένα προϊόν της 

διάσπασης των µεταβολιτών του Imidacloprid, η 2-χλωροπυριδίνη (2-

Chloropyridine, 2-CPY), εµφανίζει γενοτοξική δράση στη συγκέντρωση των 

100 µg/ml, µετά την εφαρµογή της τεχνικής των µικροπυρήνων σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων, ενώ παράλληλα παράγει 

γενοτοξικά δραστικά υποπροϊόντα όταν υφίσταται φωτολυτική διάσπαση. 

Εξάλλου, αυξηµένες συχνότητες χρωµοσωµατικών ανωµαλιών και 

µικροπυρήνων έχουν βρεθεί in vivo στο µυελό των οστών αρουραίων υπό 

την επίδραση του Imidacloprid µεµονωµένα ή σε συνδυασµό µε το 

οργανοφωσφορικό φυτοφάρµακο Methamidophos (Karabay & Oguz, 2005). 
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Επίσης, µελέτες των Feng et al. (2005) έδειξαν ότι το Imidacloprid 

παρουσιάζει γενοτοξική δράση σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 

in vitro, αφού επάγει αυξηµένες συχνότητες µικροπυρήνων (ΜΝ) και 

ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων (SCEs) σε συγκέντρωση 0.1 mg/L 

καθώς και αυξηµένες συχνότητες βλαβών στο DNA οι οποίες ανιχνεύθηκαν 

µε την εφαρµογή της µεθόδου Comet Assay, σε συγκέντρωση 0.05 mg/L. 

Αύξηση στη συχνότητα των µικροπυρήνων και βλαβών στο DNA 

παρατηρήθηκαν επίσης σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων in vitro 

µετά από επίδραση 20 µΜ Imidacloprid (Costa et al., 2009). Στην τελευταία 

µελέτη, οι βλάβες στο DNA αυξήθηκαν ακόµη περισσότερο µετά από 

χορήγηση εµπορικού σκευάσµατος µε Imidacloprid, καθώς και µετά από 

µεταβολική ενεργοποίηση. 

Τέλος, οι Stivaktakis et al. (2010), παρόλο που δεν ανίχνευσαν γενοτοξική 

δράση σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα in vitro µετά από µεµονωµένη χορήγηση 

Imidacloprid, έδειξαν ότι το Imidacloprid απορροφάται καλύτερα από τα 

λεµφοκύτταρα και επάγει στατιστικά σηµαντική αύξηση στη συχνότητα των 

µικροπυρήνων όταν χορηγείται σε συνδυασµό µε νιτρικό κάλιο (KNO3). Τα 

αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν την επαγωγή γενοτοξικότητας του 

Imidacloprid µετά από συνεργιστική δράση µε ακίνδυνο χηµικό παράγοντα 

όπως το νιτρικό κάλιο (KNO3). 

 

1.7.6. Επιπτώσεις στο περιβάλλον 

 

O χρόνος ηµιζωής του Imidacloprid στο έδαφος ποικίλλει πολύ. Μελέτες σε 

πειραµατικά χωράφια καλλιέργειας καπνού που προσοµοιάζουν τις συνθήκες 

µιας τυπικής καπνοκαλλιέργειας στην Ελλάδα έχουν υπολογίσει τον χρόνο 

ηµιζωής του στο έδαφος στις 16,9 ηµέρες (Triantafyllidis et al., 2006). 

Γενικά έχει παρατηρηθεί µακρόχρονη παραµονή και συσσώρευσή του στο 

έδαφος (Cox et al., 1997; Sarkar et al., 2001; Liu et al., 2006).  

Το Imidacloprid έχει την ικανότητα να κινείται ταχύτατα µέσα στο έδαφος και 

να στραγγίζει στα υπόγεια νερά, µολύνοντας έτσι τον υδροφόρο ορίζοντα 

(Gonzalez-Pradas et al., 2000; Flores-Cespedes et al., 2002).  
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Ως συστηµικό εντοµοκτόνο, µετά την εφαρµογή του στο έδαφος, το 

Imidacloprid απορροφάται από τις ρίζες των φυτών και µετακινείται προς 

όλους τους φυτικούς ιστούς (Tomlin, 2006). Εξαιτίας αυτής της ιδιότητας, 

υπολείµµατα τόσο του Imidacloprid, όσο και των µεταβολιτών του, 

ανιχνεύονται σε φρούτα και λαχανικά όπως ζαχαρότευτλα, ντοµάτες, 

λάχανα, µελιτζάνες κ.α. (Westwood et al., 1998; Mukherjee & Gopal, 2000; 

Alsayeda et al., 2008).  

Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω χαρακτηριστικά, είναι φανερό ότι οι 

πιθανοί τρόποι έκθεσης στο Imidacloprid είναι ποικίλοι και αφορούν το 

σύνολο των καταναλωτών, και όχι µόνο τους καλλιεργητές.  

 

1.8. Metalaxyl 

 

1.8.1. Γενικά 

 

Το Metalaxyl N- (2,6-dimethylphenyl)-N- (methoxyacetyl)-alaninate 

είναι ένα συστηµικό βενζενοιδές µυκητοκτόνο (CAS number: 57837-19-1). 

Η χηµική του δοµή απεικονίζεται στην εικόνα 1.8.1 

 

 

Εικόνα 1.8.1. Χηµική δοµή του Metalaxyl (http://en.wikipedia.org/wiki/Metalaxyl) 

 

 

Κατασκευάστηκε από την Ciba-Geigy Corporation το 1979 και αποτελεί 

ενεργό συστατικό εµπορικών σκευασµάτων όπως είναι το Ridomil, το Apron, 

το Delta-Coat AD, το Subdue. Ο Οργανισµός Περιβαλλοντικής Προστασίας 
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των ΗΠΑ (Environmental Protection Agency, EPA) έχει καταγράψει 81 

προϊόντα που περιέχουν το Metalaxyl ως ενεργό συστατικό. 

Χρησιµοποιείται ευρέως σε περισσότερες από 100 γεωργικές καλλιέργειες για 

τον έλεγχο ασθενειών που οφείλονται σε ωοµύκητες όπως στον καπνό, στην 

πατάτα, στο λυκίσκο, στο αµπέλι, στις φράουλες, σε καλλωπιστικά φυτά και 

στο γρασίδι. Εφαρµόζεται στα φύλλα, στο έδαφος ή στους σπόρους του 

φυτού (EPA, 1994). 

Ορισµένα βασικά φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του Metalaxyl είναι τα εξής: 

Σχηµατίζει άχρωµους άοσµους κρυστάλλους. 

Το µοριακό του βάρος είναι: 279.34 g/mol.  

Το σηµείο τήξης του είναι : 71.8-72.3 ο C. 

H διαλυτότητά του στο νερό είναι: 7.1 g/L στους 20ο C (EXTOXNET, 1996). 

 

1.8.2. Μεταβολισµός  

 

Μελέτες του µεταβολισµού του Metalaxyl σε αρουραίους έδειξαν ότι µετά από 

στοµατική πρόσληψη, απορροφάται και περνά πολύ εύκολα στην 

κυκλοφορία του αίµατος, απ’ όπου αποβάλλεται γρήγορα: το 96% της 

χορηγούµενης δόσης αποβάλλεται µέσα σε 48 ώρες. Η κύρια οδός 

απέκκρισης είναι τα ούρα για τους θηλυκούς αρουραίους και τα κόπρανα για 

τους αρσενικούς. Έξι µέρες µετά τη χορήγηση δεν ανιχνεύθηκαν 

υπολείµµατα του Metalaxyl στους ιστούς των ζώων (Hamboeck, 1977 & 

1981).  

O µεταβολισµός του Metalaxyl πραγµατοποιείται µε οξειδωτικές και 

υδρολυτικές διαδικασίες, όπως είναι η µεθυλ-εστερική υδρόλυση και η 

βενζυλ-µεθυλική οξείδωση. Στην εικόνα 1.8.2 παριστάνονται αναλυτικά τα 

µεταβολικά µονοπάτια του Metalaxyl στους αρουραίους. 

Οι σηµαντικότεροι µεταβολίτες που προκύπτουν είναι οι εξής: 

N-(2-hydroxymethyl-6-methylphenyl)-N-(methoxyacetyl)-alanine methyl 

ester (µεταβολίτης 8), 

N-(2,6-dimethylphenyl)hydroxy-acetamide ή N-hydroxyacetyl-2,6-

dimethylaniline (µεταβολίτης 5), 

N-(2,6-dimethylphenyl)-N-(methoxyacetyl)alanine (µεταβολίτης 1) και  
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N-(2,6-dimethylphenyl)methoxyacetamide (µεταβολίτης 10). 

Τελικά, οι µεταβολίτες αυτοί δηµιουργούν σύµπλοκα µε το γλυκουρονικό οξύ 

και αποβάλλονται µέσω των νεφρών (Hamboeck, 1978). 

 

 

Εικόνα 1.8.2. Μεταβολισµός του Metalaxyl στους αρουραίους (INCHEM, 2002)  

 

1.8.3. Τοξικότητα 

 

Το Metalaxyl έχει κατηγοριοποιηθεί από τον Οργανισµό Περιβαλλοντικής 

Προστασίας των ΗΠΑ (Environmental Protection Agency, ΕΡΑ) στην τάξη III 

όσον αφορά στην τοξική του δράση, δηλαδή ελαφρώς τοξικό, εξαιτίας 

κυρίως των ερεθισµών που προκαλεί στα µάτια (EPA, 1994). 

Στους αρουραίους, η θανατηφόρος δόση-50% µε στοµατική πρόσληψη (oral 

Lethal Dose 50, LD50) υπολογίστηκε στα 669 mg/kg σωµατικού βάρους, ενώ 

η θανατηφόρος δόση-50% µέσω δερµατικής πρόσληψης (dermal Lethal 

Dose 50, LD50) υπολογίστηκε ότι είναι µεγαλύτερη από 3100 mg/kg 

σωµατικού βάρους, τιµές που επιβεβαιώνουν την ελαφρά τοξικότητα του 

Metalaxyl (EXTOXNET, 1996). 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ 

- 31 - 

Η δόση αναφοράς για χρόνια πρόσληψη (chronic dietary Reference Dose, 

RfD) έχει καθοριστεί στα 0.06 mg/kg/day (EXTOXNET, 1996). 

 

1.8.3.1. Συµπτώµατα τοξικότητας 

 

Το Metalaxyl µπορεί να προκαλέσει βραδυκαρδία στους αρουραίους (Naidu & 

Radhakrishnamurty, 1988 & 1989) ή να επηρεάσει την ενεργότητα της 

µονο-αµινο οξειδάσης στην καρδιά των αρουραίων (Naidu, 1989). 

Αυξηµένα επίπεδα αλκαλικής φωσφατάσης στο αίµα και υπερτροφία του 

συκωτιού παρατηρήθηκαν σε σκύλους µετά από χρόνια πρόσληψη Metalaxyl 

(Βeck et al., 1981). 

Στους ανθρώπους η επικινδυνότητα του Metalaxyl αποδίδεται κυρίως στους 

ερεθισµούς που προκαλεί στα µάτια (EPA, 1994). 

 

1.8.4. Καρκινογόνος δράση 

 

Το Metalaxyl έχει κατηγοριοποιηθεί από τον Οργανισµό Περιβαλλοντικής 

Προστασίας των ΗΠΑ (Environmental Protection Agency, ΕΡΑ) στο Group E, 

όσον αφορά στην καρκινογενετική του δράση, δηλαδή ως χηµικό που δεν 

παρουσιάζει ενδείξεις καρκινογένεσης στους ανθρώπους (EPA, 1994). 

Ωστόσο, η κατηγοριοποίηση αυτή έχει γίνει σύµφωνα µε τα διαθέσιµα 

στοιχεία και δεν αποκλείει την καρκινογόνο δράση του παράγοντα κάτω από 

ορισµένες συνθήκες. 

Μελέτες των Hrelia et al. (1996) έχουν δείξει ότι προκαλεί επαγωγή 

χρωµοσωµατικών θραύσεων in vitro στο γενετικό υλικό ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων σε διαβαθµισµένες συγκεντρώσεις µε την τεχνική της 

ανίχνευσης χρωµοσωµατικών ανωµαλιών. Παρόλο που η ίδια επιστηµονική 

οµάδα δεν ανίχνευσε in vivo επαγωγή γενοτοξικότητας µε τη δοκιµασία των 

µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα ποντικών, πιστεύει πως τα 

θετικά in vitro αποτελέσµατα πιθανόν να υποδηλώνουν πως το Metalaxyl 

προκαλεί αλλοιώσεις στην οµοιόσταση των κυττάρων που εµπλέκονται σε 

µηχανισµούς καρκινογένεσης. 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ 

- 32 - 

Χρωµοσωµατικές θραύσεις ανιχνεύθηκαν και σε κύτταρα ωοθηκών κινεζικών 

hamster (Chinese hamster ovary, CHO cells) µετά από in vitro χορήγηση 

1200 µg/ml Metalaxyl, χωρίς µεταβολική ενεργοποίηση (Murli & Ivett, 

1986). 

Επίσης, µελέτες των Perocco et al. (1995) έδειξαν ότι το Metalaxyl προκαλεί 

in vitro κυτταρική διαφοροποίηση σε BALB/c 3T3 κύτταρα, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι µπορεί να δρα ως ενεργοποιητής καρκινογενετικών 

µηχανισµών. 

Η παραπάνω υπόθεση επιβεβαιώνεται και από τις µελέτες των Hrelia et al. 

(1995) και των Paolini et al. (1996) που δείχνουν ότι το Metalaxyl 

παρουσιάζει συν-καρκινογόνο (cocarcinogenic) δράση, ικανή να επάγει 

σηµαντικές γενετικές βλάβες. 

Εξάλλου, έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι το Metalaxyl ενισχύει την 

γενοτοξικότητα που έχουν προκαλέσει πρωταρχικά άλλοι χηµικοί παράγοντες 

σε έναν κυτταρικό πληθυσµό (Hrelia et al. 1996). Πολύ συχνά το Metalaxyl 

χορηγείται σε συνδυασµό µε άλλα µυκητοκτόνα που έχουν αποδεδειγµένη 

γενοτοξική δράση (Waters et al., 1982; Garrett et al., 1986). 

 

1.8.5 Επιπτώσεις στο περιβάλλον 

 

Το Metalaxyl παρουσιάζει µέτρια σταθερότητα στο έδαφος κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες περιβάλλοντος. Ο χρόνος ηµιζωής του στο έδαφος 

κυµαίνεται από 7 έως 170 µέρες και η διάσπασή του µπορεί να επιταχυνθεί 

από αυξηµένη ηλιοφάνεια. Στραγγίζει εύκολα και έχει µεγάλη διαλυτότητα 

στο νερό (Wauchope et al., 1992), που σηµαίνει ότι µπορεί να µολύνει τον 

υπόγειο υδροφόρο ορίζοντα. 

Στο νερό παρουσιάζει µεγαλύτερη σταθερότητα, µε χρόνο ηµιζωής 

µεγαλύτερο από 400 ηµέρες σε κανονικές συνθήκες (EPA, 1994).  

Στα φυτά, το Metalaxyl απορροφάται από τα φύλλα και το βλαστό, αλλά όχι 

από το έδαφος. Υπολείµµατα του Metalaxyl βρέθηκαν σε κονδύλους πατάτας 

και σε σταφύλια, ενώ υπολείµµατα µεταβολιτών του βρέθηκαν σε φύλλα 

πατάτας και σε µαρούλια (FAO, 1983).  



ΕΙΣΑΓΩΓΗ  ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΕΣ 

 - 33 -

2. Μικροπυρήνες 

 

2.1. Ιστορική αναδροµή 

 

Οι µικροπυρήνες είναι µικρά πυρηνικά σωµατίδια, διακριτά από τον κυρίως 

πυρήνα, που σχηµατίζονται όταν ένα ολόκληρο χρωµόσωµα ή ένα τµήµα 

χρωµοσώµατος του κυρίως πυρήνα δεν ενσωµατώνεται σε κάποιον από τους 

θυγατρικούς πυρήνες που προκύπτουν κατά την κυτταρική διαίρεση. Στα 

ανθρώπινα ερυθροκύτταρα οι δοµές αυτές είναι γνωστές ως σωµατίδια 

Howell-Jolly (Howell-Jolly bodies) (Εικόνα 2.1). Σε υγιείς ανθρώπους και 

άλλα θηλαστικά που έχουν απύρηνα ώριµα ερυθροκύτταρα, οι µικροπυρήνες 

αποµακρύνονται γρήγορα µέσω του σπλήνα κατά την ωρίµανση των 

ερυθροκυττάρων. Έτσι, άτοµα µε προβλήµατα λειτουργίας του σπλήνα ή 

χωρίς σπλήνα, παρουσιάζουν αυξηµένη συχνότητα µικροπυρήνων στα 

ερυθροκύτταρα του περιφερικού αίµατος (Howell, 1890-91; Jolly, 1905). 

 

 

Εικόνα 2.1. Παρασκεύασµα περιφερικού αίµατος µε χρώση May-Grünwald/Giemsa, 
όπου διακρίνονται ερυθροκύτταρα που περιέχουν σωµατίδια Howell-Jolly. 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Howell-Jolly_body) 

  
Η τεχνική των µικροπυρήνων αποτελεί ένα πολύ καλά µελετηµένο σύστηµα 

ελέγχου που χρησιµοποιείται για την ανίχνευση γενετικών βλαβών που 

προκαλούνται από την επίδραση γενοτοξικών παραγόντων. Εφαρµόζεται 

τόσο σε in vivo, όσο και σε in vitro συνθήκες.  
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Η πρώτη εφαρµογή αυτού του συστήµατος ελέγχου έγινε από τους Evans et 

al. (1959) σε κύτταρα ακροριζίου της Vicia faba, τα οποία είχαν δεχτεί την 

επίδραση νετρονίων και γ-ακτινοβολίας, παρουσία και απουσία οξυγόνου. 

Αργότερα, στις αρχές της δεκαετίας του ΄70, πραγµατοποιήθηκαν 

ανεξάρτητες ερευνητικές µελέτες από τους Schmid και Heddle σχετικά µε 

την επαγωγή µικροπυρήνων in vivo σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

ποντικών. Οι µελέτες αυτές συνετέλεσαν στην εφαρµογή µιας αξιόπιστης, 

απλής και γρήγορης µεθόδου για την ανίχνευση και τον ποσοτικό 

προσδιορισµό χρωµοσωµατικών βλαβών που προκαλούνται σε µικρά 

θηλαστικά µετά από έκθεση σε µεταλλαξιγόνους παράγοντες in vivo 

(Schmid, 1973; Heddle,1973). Η µέθοδος αυτή αναπτύχθηκε περαιτέρω από 

τους Mac Gregor et al. (1987) και αργότερα συνδυάστηκε µε την τεχνική της 

κυτταροµετρίας ροής (flow cytometry) για την πιο αποτελεσµατική 

καταµέτρηση των κυττάρων µε µικροπυρήνα από τους Τometsko et al. 

(1993), Dertinger et al. (1996) και Torous et al. (2000). 

 

2.2. Η τεχνική των µικροπυρήνων σε in vitro συνθήκες (in vitro 

Micronucleus Test, MNT) 

 

Η πρώτη εφαρµογή της µεθόδου των µικροπυρήνων σε καλλιέργειες 

κυττάρων in vitro έγινε από τους Countryman και Heddle (1976) που 

χρησιµοποίησαν ανθρώπινα λεµφοκύτταρα τα οποία εξέθεσαν σε ακτίνες-Χ 

και σε µιτοµυκίνη-C και διαπίστωσαν µια γραµµική σχέση µεταξύ της δόσης 

ακτινοβολίας ή της συγκέντρωσης της µιτοµυκίνης-C και του αριθµού των 

επαγόµενων µικροπυρήνων. Ένα σηµαντικό πρόβληµα σε αυτό το κυτταρικό 

σύστηµα ήταν η καταστροφή του κυτταροπλάσµατος λόγω της επεξεργασίας 

των λεµφοκυττάρων µε υποτονικό διάλυµα, µε αποτέλεσµα να εκτοπίζονται 

οι µικροπυρήνες από τα κύτταρα που προέρχονται. Η λύση δόθηκε µε τη 

χρήση κατάλληλων υποτονικών διαλυµάτων που διατηρούσαν άθικτο το 

κυτταρόπλασµα (Högstedt, 1984). Ένα δεύτερο και σηµαντικότερο 

πρόβληµα ήταν η διαφορετική απόκριση των λεµφοκυττάρων στο µιτογόνο 

παράγοντα. Αποτέλεσµα της διαφορετικής απόκρισης ήταν η παρουσία στην 

καλλιέργεια κυττάρων που δεν είχαν υποστεί κυτταρική διαίρεση και 
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εποµένως δεν υπήρχε η δυνατότητα σχηµατισµού µικροπυρήνων. Η 

καταµέτρησή των διαιρεµένων και µη κυττάρων είχε ως αποτέλεσµα την 

αλλοίωση της πραγµατικής συχνότητας των επαγόµενων µικροπυρήνων. Την 

τελική λύση στο πρόβληµα αυτό έδωσαν οι Fenech και Morley (1985a) που 

πρότειναν δυο διαφορετικές µεθόδους: η πρώτη µέθοδος αφορά τη χρήση 

της τεχνικής της αυτοραδιογραφίας, ενώ η δεύτερη την αναστολή της 

κυτταροκίνησης (Cytokinesis-Block method) µε τη χρήση της 

κυτταροχαλασίνης-Β. Με την αυτοραδιογραφική µέθοδο γίνεται επίδραση µε 

τριτιωµένη θυµιδίνη 48 ώρες µετά την έναρξη της καλλιέργειας και στη 

συνέχεια ανιχνεύονται οι µικροπυρήνες µε αυτοραδιογραφία στο χρονικό 

διάστηµα µεταξύ 72 και 84 ωρών, σε κύτταρα που έχουν υποστεί µια µίτωση 

και εκπροσωπούν ένα συγχρονισµένο, στη φάση S, υποπληθυσµό 

λεµφοκυττάρων. Το µειονέκτηµα αυτής της µεθόδου είναι ότι η τριτιωµένη 

θυµιδίνη ενέχεται στην επαγωγή µικροπυρήνων. Παρόλα αυτά αποτελεί 

χρήσιµη µέθοδο για την ποσοτική ανίχνευση και καταµέτρηση µικροπυρήνων 

οι οποίοι επάγονται από την ακτινοβόληση λεµφοκυττάρων in vitro. Η 

µέθοδος αναστολής της κυτταροκίνησης µε τη χρήση της κυτταροχαλασίνης-

Β έχει καθιερωθεί και χρησιµοποιείται ευρύτατα µέχρι σήµερα. Η εφαρµογή 

της καθιστά εξαιρετικά εύκολη την αναγνώριση των κυττάρων που έχουν 

συµπληρώσει έναν κύκλο διαίρεσης και εµφανίζονται ως διπύρηνα κύτταρα 

µε αποτέλεσµα την απλή και αξιόπιστη ανίχνευση και καταµέτρηση των 

µικροπυρήνων σε αυτά (Εικόνα 2.2). 

 

Εικόνα 2.2. ∆ιπύρηνο κύτταρο µε µικροπυρήνα µετά από χρώση Giemsa (Γ. 

Ντέµσια).  
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Εξαιτίας της παγκόσµιας απήχησης που είχε η εφαρµογή αυτής της µεθόδου 

για την εκτίµηση της δράσης περιβαλλοντικών παραγόντων στο ανθρώπινο 

γενετικό υλικό, δηµιουργήθηκε το 1997 από διακεκριµένους ερευνητές 

(Fenech, Bonassi, Holland κ.α.) ένα διεθνές πρόγραµµα µελέτης των 

παρατηρούµενων συχνοτήτων µικροπυρήνων σε ανθρώπινους πληθυσµούς 

(Human Micronucleus Project, HUMN). Στο πρόγραµµα αυτό συµµετέχουν 

σήµερα πάνω από 40 εργαστήρια σε όλο τον κόσµο που συλλέγουν στοιχεία 

σχετικά µε τους µελετώµενους πληθυσµούς, τα χρησιµοποιούµενα 

πρωτόκολλα και τα πειραµατικά αποτελέσµατα, µε σκοπό τη συγκρότηση 

µιας ενιαίας βάσης δεδοµένων. Οι στόχοι αυτού του προγράµµατος είναι: α) 

ο καθορισµός ενός διεθνώς αποδεκτού πρωτοκόλλου που θα επιτρέπει τη 

σύγκριση αποτελεσµάτων ανάµεσα σε διαφορετικά εργαστήρια, 

διαφορετικών χωρών, β) η εκτίµηση της διακύµανσης της συχνότητας των 

µικροπυρήνων που µπορεί να οφείλεται στους διαφορετικούς δηµογραφικούς 

(ηλικία, φύλο, κάπνισµα) ή γενετικούς παράγοντες, γ) η εκτίµηση της 

επίδρασης των διαφορετικών εργαστηριακών µεθοδολογιών στη συχνότητα 

των µικροπυρήνων και δ) η συσχέτιση της συχνότητας των µικροπυρήνων µε 

την προδιάθεση για εµφάνιση καρκίνου, γήρανσης, επιλεγµένων γενετικών 

συνδρόµων και άλλων ασθενειών (HUMN, 2010; Fenech et al., 2011a). 

Η τεχνική των µικροπυρήνων σε in vitro συνθήκες (in vitro Micronucleus 

Test, MNT) έγινε πρόσφατα αποδεκτή από τον Οργανισµό για την Οικονοµική 

Συνεργασία και Ανάπτυξη (Organisation for Economic Co-operation and 

Development, OECD), ο οποίος συνέταξε την οδηγία 487 (ΟECD, 2010). Οι 

οδηγίες του OECD για τον έλεγχο χηµικών ουσιών (OECD Guidelines for the 

Testing of Chemicals) είναι µια συλλογή από 100 περίπου διεθνώς 

αναγνωρισµένες τεχνικές ελέγχου που χρησιµοποιούνται από κυβερνήσεις, 

από τη βιοµηχανία και από ανεξάρτητα εργαστήρια για να προσδιορίσουν 

πιθανούς κινδύνους από νεοσυντιθέµενες ή υπάρχουσες χηµικές ουσίες, 

χηµικά παρασκευάσµατα ή χηµικά µίγµατα. Η οδηγία 487 για την  in vitro 

τεχνική MNT µαζί µε την οδηγία 474 για την τεχνική των µικροπυρήνων σε 

in vivo συνθήκες (in vivo Micronucleus Test, MNT) (ΟECD, 1997) 

επισηµοποιούν την εγκυρότητα και την αποτελεσµατικότητα της τεχνικής 

των µικροπυρήνων για τον προσδιορισµό γενοτοξικών επιδράσεων, τόσο στο 
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πεδίο της έρευνας, όσο και στα πεδία των διεθνών κανονισµών και 

νοµοθετικών ρυθµίσεων (Elhajouji et al., 2011). H τελική αποδοχή από τον 

OECD προέκυψε µετά την υποβολή ενός διεθνώς εναρµονισµένου 

πρωτοκόλλου που στηρίχτηκε σε διεθνείς µελέτες συντονισµένες από τη 

Γαλλική Ένωση Γενετικής Τοξικολογίας (Société Française de Toxicologie 

Génétique SFTG) (Lorge et al., 2006; Clare et al., 2006; Aardema et al., 

2006; Wakata et al., 2006; Oliver et al., 2006) καθώς και στις αναφορές 

από 2 διεθνή συνέδρια µε θέµα τις ∆ιαδικασίες Ελέγχου Γενοτοξικότητας 

(International Workshop on Genotoxicity Test Procedures, IWGTP) (Kirsch-

Volders et al., 2000 & 2003).  

Επιπλέον, τα διαθέσιµα βιβλιογραφικά δεδοµένα εκτιµήθηκαν σε µια µελέτη 

µε σκοπό την επικύρωση της in vitro τεχνικής MNT, που διενεργήθηκε από 

το Ευρωπαϊκό Κέντρο για την Επικύρωση Εναλλακτικών Μεθόδων (European 

Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM) της Ευρωπαϊκής 

Ένωσης (ECVAM, 2006). Βασισµένη στη µελέτη αυτή, η Επιστηµονική 

Συµβουλευτική Επιτροπή του ECVAM (ECVAM Scientific Advisory Committee, 

ESAC) επικύρωσε την επιστηµονική εγκυρότητα της in vitro τεχνικής MNT 

και την πρότεινε ως εναλλακτική µέθοδο για τον έλεγχο γενοτοξικότητας 

έναντι της in vitro µεθόδου των χρωµοσωµατικών ανωµαλιών (in vitro 

Chromosome Aberration Test, CAT) (ESAC, 2006; Corvi et al., 2008). 

 

2.2.1. Μέθοδος αναστολής της κυτταροκίνησης µε 

κυτταροχαλασίνη-Β (Cytokinesis Block MicroNucleus, CBMN method) 

 

H µέθοδος αναστολής της κυτταροκίνησης βασίζεται στη χρήση της 

κυτταροχαλασίνης-Β (Cytochalasin-B, Cyt-B), η οποία αναστέλλει την 

κυτταροπλασµατική διαίρεση, ενώ επιτρέπει την πυρηνική διαίρεση, µε 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία διπύρηνων ή πολυπύρηνων κυττάρων ανάλογα µε 

το χρόνο παραµονής της ουσίας στην καλλιέργεια (Fenech & Morley, 1985a; 

Fenech, 1993 & 2000). (Εικόνα 2.2.1.1) 
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                       (α)                               (β)                                (γ) 

Εικόνα 2.2.1.1. (α) ∆ιπύρηνο, (β) Τριπύρηνο και (γ) Τετραπύρηνο κύτταρο (µε 
χρώση Giemsa) (HUMN, 2010). 

 

Η κυτταροχαλασίνη-Β δρα σαν ανασταλτικός παράγοντας του πολυµερισµού 

των ινιδίων της ακτίνης που απαιτούνται για το σχηµατισµό του συσταλτού 

δακτυλίου κατά τη διαίρεση ενός κυττάρου. Ο συσταλτός δακτύλιος 

συγκροτείται αυθόρµητα µε κάποιον άγνωστο µηχανισµό αµέσως κάτω από 

την πλασµατική µεµβράνη στην αρχή της ανάφασης και περισφίγγεται µέχρι 

το κυτταρόπλασµα να χωριστεί και τελικά να προκύψουν τα δυο νέα κύτταρα 

(Carter, 1967). Η χρήση της κυτταροχαλασίνης-Β επιτρέπει τη συσσώρευση 

σχεδόν όλων των κυττάρων στη διπύρηνη κατάσταση, ανεξάρτητα από το 

βαθµό συγχρονισµού τους και το ποσοστό των κυττάρων που διαιρούνται. 

Έτσι, οι µικροπυρήνες καταµετρούνται αποκλειστικά σε κύτταρα που έχουν 

ολοκληρώσει τον πρώτο κύκλο διαίρεσης και µπορούν να αναγνωριστούν 

από τη διπύρηνη εµφάνισή τους (Fenech, 2000). (Εικόνα 2.2.1.2) 

Αρχικά η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων (Fenech & Morley, 1985a & 1985b). Αργότερα όµως 

εφαρµόστηκε και σε µη-καλλιεργηµένα λεµφοκύτταρα (Surallès et al., 1996) 

καθώς και σε ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα που προέρχονται από το 

στοµατικό και το ρινικό βλεννογόνο ή το βλεννογόνο της ουροδόχου κύστης 

(Moore et al., 1993; Surallès et al., 1997; Fontana et al., 2001). Από το 

2007 µάλιστα, η επιστηµονική οµάδα του προγράµµατος HUMN ξεκίνησε ένα 

νέο αντίστοιχο πρόγραµµα, το HUMNxL, που εστιάζει στην εφαρµογή της 

τεχνικής των µικροπυρήνων σε στοµατικά επιθηλιακά κύτταρα επειδή 

πρόκειται για έναν ιστό που είναι εύκολα προσβάσιµος και δεν απαιτεί 

κυτταρική καλλιέργεια (Fenech et al., 2011a). 
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Εικόνα 2.2.1.2. Σχηµατισµός διπύρηνων κυττάρων και διπύρηνων κυττάρων µε 
µικροπυρήνες µετά από αναστολή της κυτταροκίνησης µε τη χρήση 
κυτταροχαλασίνης-Β (Γ. Ντέµσια). 

 

 

2.2.2. Μηχανισµοί δηµιουργίας µικροπυρήνων 

 

Τα δύο βασικά φαινόµενα που οδηγούν στο σχηµατισµό των µικροπυρήνων 

είναι η θραύση των χρωµοσωµάτων και η απώλεια ολόκληρων 

χρωµοσωµάτων λόγω δυσλειτουργίας της µιτωτικής συσκευής (Norppa & 

Falck, 2003). Τα άκεντρα χρωµοσωµατικά ή χρωµατιδικά θραύσµατα ή τα 

ολόκληρα χρωµοσώµατα αδυνατούν να συνδεθούν µε τα ινίδια της ατράκτου 

κατά την ανάφαση και µένουν έξω από τους θυγατρικούς πυρήνες κατά την 

τελόφαση, οπότε περιβάλλονται από πυρηνική µεµβράνη και σχηµατίζουν 

µικροπυρήνες οι οποίοι, µε εξαίρεση το µικρότερο µέγεθός τους, 

εµφανίζονται µορφολογικά όµοιοι µε τους κυρίως πυρήνες µετά από 

κατάλληλη πυρηνική χρώση (Fenech et al., 2011b). (Εικόνες 2.2.2.1 & 

2.2.2.2) 
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Εικόνα 2.2.2.1. Σχηµατισµός µικροπυρήνων σε διαιρούµενο κύτταρο µε τη µέθοδο 
CΒΜΝ. Οι µικροπυρήνες προέρχονται από ολόκληρα χρωµοσώµατα ή από 
χρωµοσωµατικά θραύσµατα (Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007). 

 

 

Εικόνα 2.2.2.2. Μηχανισµός δηµιουργίας µικροπυρήνων µετά από χρωµατιδική (α) 
ή χρωµοσωµατική (β) θραύση (Αναπροσαρµογή από Mateuca et al., 2006). 

 

 

Τα χρωµοσωµατικά ή χρωµατιδικά θραύσµατα προέρχονται από ρήγµατα 

στους δυο κλώνους του DNA (double-strand DNA breaks) που είτε δεν 

επιδιορθώνονται σωστά, οδηγώντας έτσι σε συµµετρικές και ασύµµετρες 

χρωµοσωµατικές ή χρωµατιδικές ανταλλαγές, είτε δεν επιδιορθώνονται 

καθόλου. ∆ίκλωνα ρήγµατα στο DNA προκαλούνται και από ταυτόχρονη 

επιδιόρθωση µε εκτοµή (excision repair) κατεστραµµένων (π.χ. 8-οξο-

δεοξυγουανοσίνη) ή λανθασµένων (π.χ. ουρακίλη) βάσεων που βρίσκονται 

σε απέναντι γειτονικές θέσεις στις δυο κλώνους του DNA (Fenech et al., 

2011b). Ένας από τους κύριους παράγοντες πρόκλησης δίκλωνων ρηγµάτων 

στο DNA αποτελεί η ιονίζουσα ακτινοβολία, είτε άµεσα εξαιτίας ενός ή 

περισσότερων γεγονότων ιονισµού, είτε έµµεσα ως συνέπεια διαδικασιών 

επιδιόρθωσης στις αλυσίδες του DNA (Pfeiffer et al., 2000). 
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Μικροπυρήνες µπορεί να δηµιουργηθούν και µετά από θραύση 

πυρηνοπλασµατικών γεφυρών (nucleoplasmic bridges, NPBs) που 

σχηµατίζονται κατά την ανάφαση. Η λανθασµένη επιδιόρθωση δυο 

χρωµοσωµατικών ρηγµάτων είναι δυνατόν να οδηγήσει σε ασύµµετρη 

χρωµοσωµατική αναδιάταξη, µε συνέπεια τη δηµιουργία ενός δίκεντρου 

χρωµοσώµατος και ενός άκεντρου χρωµοσωµατικού θραύσµατος. Συχνά, τα 

κεντροµέρη δίκεντρων χρωµοσωµάτων ωθούνται προς τους δυο αντίθετους 

πόλους του κυττάρου κατά την ανάφαση, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία µιας 

πυρηνοπλασµατικής γέφυρας ανάµεσα στους θυγατρικούς πυρήνες και ενός 

άκεντρου χρωµοσωµατικού θραύσµατος που καθυστερεί και σχηµατίζει 

µετέπειτα ένα µικροπυρήνα (Thomas et al., 2003; Mateuca et al., 2006). 

(Εικόνα 2.2.2.3) 

 

 

Εικόνα 2.2.2.3. Μηχανισµός δηµιουργίας µικροπυρήνων µετά από θραύση 
πυρηνοπλασµατικής γέφυρας (Αναπροσαρµογή από Mateuca et al., 2006). 

 

 

Άλλος ένας µηχανισµός δηµιουργίας µικροπυρήνων είναι µε γονιδιακή 

ενίσχυση µέσω κύκλων θραύσης-σύντηξης γεφυρών (breakage-fusion-

bridge cycles, BFB cycles) όταν τµήµατα ενισχυµένου DNA εντοπίζονται 

επιλεκτικά σε συγκεκριµένες θέσεις στην περιφέρεια του πυρήνα και 

αποµακρύνονται από αυτόν µέσω πυρηνικής προέκτασης (nuclear budding, 
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NBUD) κατά τη διάρκεια της S φάσης του κυτταρικού κύκλου (Mateuca et 

al., 2006). (Εικόνα 2.2.2.4). 

 

Εικόνα 2.2.2.4. Μηχανισµός δηµιουργίας µικροπυρήνων µε γονιδιακή ενίσχυση 
µέσω κύκλων θραύσης-σύντηξης γεφυρών (Αναπροσαρµογή από Mateuca et al., 
2006). 

 

 

Οι µικροπυρήνες που περιέχουν ολόκληρα χρωµοσώµατα σχηµατίζονται ως 

αποτέλεσµα βλαβών που σχετίζονται µε το µηχανισµό του χρωµοσωµατικού 

αποχωρισµού, όπως: α) ανωµαλίες σε γονίδια που ρυθµίζουν τον κυτταρικό 

κύκλο, β) βλάβη στους κινητοχώρους, στη µιτωτική άτρακτο ή σε άλλες 

δοµές της µιτωτικής συσκευής, γ) µηχανική καταστροφή και υποµεθυλίωση 

του κεντροµερικού DNA (Mateuca et al., 2006). 

Στο τέλος της µετάφασης της µίτωσης οι ίνες τουµπουλίνης των 

µικροσωληνίσκων της ατράκτου προσδένονται στους κινητοχώρους των 

χρωµοσωµάτων δηµιουργώντας σταθερές προσδέσεις (αµφιτελικές) για τη 

µετακίνηση των χρωµοσωµάτων στους πόλους της ατράκτου. Είναι δυνατόν 

όµως, φαινόµενα όπως: α) λανθασµένες προσδέσεις (συντελικές, 

µονοτελικές ή µεροτελικές), β) αποπολυµερισµός των ινών τουµπουλίνης, γ) 

βλάβες στο κεντροµερικό DNA, στις πρωτεΐνες ή την περιοχή του 
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κινητοχώρου καθώς και δ) καθυστέρηση της αντιγραφής, περιφερική 

τοποθέτηση στον πυρήνα ή επιγενετικές τροποποιήσεις των ιστονών 

(υπερακετυλίωση, µεθυλίωση, φωσφορυλίωση) να οδηγούν σε απώλεια 

ολόκληρου χρωµοσώµατος κατά την ανάφαση το οποίο περικλείεται τελικά 

σε µικροπυρήνα (Cimini & Degrassi, 2005; Mateuca et al., 2006). (Εικόνα 

2.2.2.5) 
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Εικόνα 2.2.2.5. Μηχανισµοί δηµιουργίας µικροπυρήνων εξαιτίας (α) λανθασµένων 
προσδέσεων (β) αποπολυµερισµού των ινών τουµπουλίνης (γ) βλαβών στο 
κεντροµερικό DNA, στις πρωτεΐνες ή την περιοχή του κινητοχώρου και (δ) 
καθυστέρησης της αντιγραφής, περιφερικής τοποθέτησης στον πυρήνα ή 
επιγενετικών τροποποιήσεων των ιστονών (Αναπροσαρµογή από Mateuca et al., 
2006). 
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2.2.3. Πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα της τεχνικής των 

µικροπυρήνων µε αναστολή της κυτταροκίνησης (CBMN method) 

 

Το βασικότερο πλεονέκτηµα της τεχνικής των µικροπυρήνων µε αναστολή 

της κυτταροκίνησης µε τη χρήση κυτταροχαλασίνης-Β είναι η αξιόπιστη 

αναγνώριση των κυττάρων που έχουν ολοκληρώσει µια µόνο πυρηνική 

διαίρεση. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, όταν σηµειωθεί κάποια βλάβη στο 

γενετικό υλικό ενός κυττάρου, αυτή µπορεί να εκφραστεί µε τη µορφή 

µικροπυρήνων µόνο αν το κύτταρο συµπληρώσει µια τουλάχιστον πυρηνική 

διαίρεση µετά την επαγωγή της βλάβης. Αυτό σηµαίνει ότι δεν σχηµατίζονται 

µικροπυρήνες σε κύτταρα που δεν διαιρούνται και ότι τα επίπεδα των 

µικροπυρήνων σε ένα διαιρούµενο κυτταρικό πληθυσµό εξαρτώνται από το 

ποσοστό των διαιρούµενων κυττάρων. Επιπλέον, η συχνότητα των 

µικροπυρήνων µειώνεται καθώς τα κύτταρα προχωρούν σε περαιτέρω 

πυρηνικές διαιρέσεις µετά την επαγωγή της βλάβης. Για την αξιόπιστη 

καταµέτρηση των µικροπυρήνων λοιπόν, είναι αναγκαίο να διαχωριστούν τα 

κύτταρα που διαιρούνται από εκείνα που δεν διαιρούνται. Με την προσθήκη 

της κυτταροχαλασίνης-Β στην κυτταρική καλλιέργεια πριν από την πρώτη 

µιτωτική διαίρεση, τα κύτταρα που έχουν ολοκληρώσει την πρώτη πυρηνική 

διαίρεση είναι εύκολα αναγνωρίσιµα από τη διπύρηνη εµφάνισή τους και η 

καταµέτρηση των µικροπυρήνων σε αυτά είναι απλή και αξιόπιστη (Fenech, 

1997). 

Η εφαρµογή της µεθόδου της κυτταροχαλασίνης-Β στην τεχνική των 

µικροπυρήνων δίνει αξιόπιστα και άµεσα αποτελέσµατα συγκριτικά και µε τις 

κλασικές µεθόδους ανίχνευσης χρωµοσωµατικών ανωµαλιών (chromosome 

aberrations, CA). Οι Ramalho et al. (1988) και οι Littlefield et al. (1989) 

απέδειξαν ότι µε την εφαρµογή αυτής της µεθόδου στα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα είναι δυνατόν να ανιχνευθούν το 60% έως το 90% του 

συνόλου των άκεντρων χρωµοσωµατικών θραυσµάτων. Το βασικό 

πλεονέκτηµα της τεχνικής των µικροπυρήνων έναντι της τεχνικής των 

χρωµοσωµατικών ανωµαλιών είναι ότι η καταµέτρηση των µικροπυρήνων 

είναι λιγότερο κοπιαστική και χρονοβόρα και δεν απαιτεί την εκπαίδευση και 

την εµπειρία που απαιτούνται για την ανάλυση των µεταφάσεων. Επιπλέον, η 
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τεχνική των µικροπυρήνων έχει µεγαλύτερη στατιστική ισχύ εφόσον 

αναλύονται πολύ περισσότερα κύτταρα (χιλιάδες) σε σύγκριση µε την 

ανάλυση µεταφασικών κυττάρων (εκατό ή µερικές εκατοντάδες) (Mateuca et 

al., 2006). 

Ένα άλλο πλεονέκτηµα της τεχνικής αυτής έγκειται στην αυξηµένη 

ευαισθησία της. Η συχνότητα των µικροπυρήνων ανά κύτταρο σε διπύρηνα 

κύτταρα είναι διπλάσια από αυτή που θα παρατηρούσαµε στα θυγατρικά 

µονοπύρηνα κύτταρα, αν επιτρέπαµε στο διπύρηνο κύτταρο να ολοκληρώσει 

την κυτταροκίνηση. Απουσία της κυτταροχαλασίνης-Β λοιπόν, θα έπρεπε να 

αναλυθεί διπλάσιος αριθµός µονοπύρηνων κυττάρων για να παρατηρηθεί το 

ίδιο επίπεδο µικροπυρήνων που εµφανίζεται στα διπύρηνα κύτταρα (Fenech, 

1997). 

Επιπλέον, η εφαρµογή της αναστολής της κυτταροκίνησης στην τεχνική των 

µικροπυρήνων επιτρέπει παράλληλα µε την ανίχνευση γεγονότων 

χρωµοσωµατικής θραύσης και απώλειας, την εκτίµηση επιπρόσθετων 

παραµέτρων κυτταροτοξικότητας και γενοτοξικότητας (Fenech, 1997; 

Kirsch-Volders, 1997b; Kirsch-Volders et al., 1997; Fenech, 2007; Heddle et 

al., 2011): 

• Ο συνδυασµός της τεχνικής αυτής µε µοριακές κυτταρογενετικές 

τεχνικές µας επιτρέπει να διακρίνουµε αν η χρωµοσωµατική βλάβη 

οφείλεται σε θραύση, σε απώλεια χρωµοσωµάτων ή σε µη-αποχωρισµό 

των χρωµοσωµάτων. 

• Υπολογίζεται η συχνότητα των µονοπύρηνων, διπύρηνων και 

πολυπύρηνων κυττάρων για τον προσδιορισµό δυο δεικτών που 

αποτελούν µέτρο του ρυθµού της κυτταρικής διαίρεσης: του ∆είκτη 

Πυρηνικής ∆ιαίρεσης (Nuclear Division Index, NDI) και του ∆είκτη 

Πολλαπλασιασµού των Κυττάρων (Cytokinesis Block Proliferation Index, 

CBPI). 

• Τα κύτταρα εξετάζονται ως προς τη ζωτικότητά τους µε την 

καταµέτρηση αποπτωτικών και νεκρωτικών µορφών. Αποπτωτικά είναι 

τα κύτταρα που οδηγούνται σε προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο. 

Εµφανίζουν συµπυκνωµένη χρωµατίνη στον πυρήνα και άθικτα 

κυτταροπλασµατικά και πυρηνικά όρια ή πυρήνα διασπασµένο σε πολλά 
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κοµµάτια µέσα στο άθικτο κυτταρόπλασµα τους (Εικόνα 2.2.3.1). Η 

νέκρωση είναι µια εναλλακτική µορφή κυτταρικού θανάτου που 

οφείλεται σε καταστροφή κυτταρικών µεµβρανών, οργανιδίων ή 

µεταβολικών µονοπατιών απαραίτητων για την επιβίωση των κυττάρων. 

Τα νεκρωτικά κύτταρα είναι κύτταρα µε αχνό κυτταρόπλασµα, 

πολυάριθµα κυτταροπλασµατικά και πυρηνοπλασµατικά κενοτόπια, 

κατεστραµµένη κυτταροπλασµατική µεµβράνη, αλλά καλά διατηρηµένο 

πυρήνα ή κύτταρα χωρίς κυτταρόπλασµα µε κατεστραµµένη ή ανώµαλη 

πυρηνική µεµβράνη που αφήνει συχνά πυρηνικό υλικό να ξεφύγει από 

τα όρια του πυρήνα (Εικόνα 2.2.3.2) (Fenech et al., 2003; Fenech, 

2007). 

• Επιτρέπει την παρατήρηση πυρηνοπλασµατικών γεφυρών 

(nucleoplasmic bridges, NBPs) ανάµεσα στους θυγατρικούς πυρήνες 

των διπύρηνων κυττάρων, οι οποίες αποτελούν δείγµα ασύµµετρης 

χρωµοσωµατικής αναδιάταξης που δεν θα µπορούσε να ανιχνευτεί µόνο 

µε την καταµέτρηση των µικροπυρήνων. Οι πυρηνοπλασµατικές 

γέφυρες σχηµατίζονται κατά την ανάφαση όταν τα κεντροµέρη 

δίκεντρων χρωµοσωµάτων ωθούνται προς τους δυο αντίθετους πόλους 

του κυττάρου. Σε περίπτωση που διατηρηθεί η γέφυρα της ανάφασης, 

περιβάλλεται από πυρηνική µεµβράνη µαζί µε τους θυγατρικούς 

πυρήνες και σχηµατίζεται έτσι µια πυρηνοπλασµατική γέφυρα. Τα 

δίκεντρα χρωµοσώµατα προέρχονται από λανθασµένη επιδιόρθωση 

χρωµοσωµατικών θραυσµάτων ή από σύντηξη τελοµερικών περιοχών. Η 

τελευταία οφείλεται σε µείωση του µήκους ή και αποκοπή των 

τελοµερών, ή σε βλάβη κάποιας βάσης στην τελοµερική αλληλουχία 

(Thomas et al., 2003; Fenech, 2007; Fenech et al., 2011b). 

• Επιτρέπει τέλος, την παρατήρηση πυρηνικών προεκτάσεων (nuclear 

buds, NBUDs), που αποτελούν δείγµα γονιδιακής ενίσχυσης. Το 

φαινόµενο αυτό παρατηρείται σε καλλιέργειες που πραγµατοποιούνται 

κάτω από αυστηρά επιλεκτικές συνθήκες ή κάτω από συνθήκες 

έλλειψης φολικού οξέος. Το ενισχυµένο DNA εντοπίζεται σε 

συγκεκριµένες θέσεις στην περιφέρεια του πυρήνα και αποµακρύνεται 

από αυτόν µέσω πυρηνικής προέκτασης, η οποία εµφανίζει την ίδια 
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µορφολογία µε ένα µικροπυρήνα, µε τη διαφορά ότι είναι συνδεδεµένη 

µε τον κυρίως πυρήνα µέσω µιας στενής ή φαρδιάς λωρίδας 

πυρηνοπλασµατικού υλικού (Fenech, 2007; Fenech et al., 2011b). 

 

               

 

(α) 

 
(β) 
 

Εικόνα 2.2.3.1. (α) Μικροφωτογραφίες (HUMN, 2010) και (β) Σχηµατική 
παράσταση αποπτωτικών κυττάρων (Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007). 

 
 
 

           

(α) 

 

 

(β) 
 

Εικόνα 2.2.3.2. (α) Μικροφωτογραφίες (HUMN, 2010) και (β) Σχηµατική 
παράσταση νεκρωτικών κυττάρων (Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007). 
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Συµπερασµατικά, η µέθοδος αναστολής της κυτταροκίνησης θεωρείται πλέον 

µια αποτελεσµατική µέθοδος µελέτης γεγονότων χρωµοσωµατικής βλάβης ή 

αστάθειας, µιτωτικών δυσλειτουργιών, κυτταρικού θανάτου και κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού ταυτόχρονα. Για το λόγο αυτό αναφέρεται πλέον ως CBMN 

“cytome assay” (Fenech, 2007; Heddle et al., 2011).  

 

Το κύριο µειονέκτηµα της χρήσης της κυτταροχαλασίνης-Β στην τεχνική των 

µικροπυρήνων είναι ότι καθιστά αδύνατη τη µελέτη χηµικών ενώσεων µε 

ανάλογη δράση, οι οποίες αναστέλλουν την κυτταροκίνηση ή τον 

πολυµερισµό των µικροϊνιδίων. Επιπλέον, µε δεδοµένο ότι οι µικροπυρήνες 

µπορούν να εµφανιστούν µόνο σε υπό διαίρεση ευκαρυωτικά κύτταρα, η 

συγκεκριµένη τεχνική δεν ενδείκνυται για άλλους κυτταρικούς πληθυσµούς 

όπου τα κύτταρα δεν βρίσκονται σε διαίρεση ή όπου η διαδικασία της 

διαίρεσης τους δεν έχει κατανοηθεί πλήρως ή δεν µπορεί να ελεγχθεί, όπως 

για παράδειγµα οι πρωτογενείς καλλιέργειες µυϊκού και νευρικού 

(εγκεφαλικού) ιστού (Fenech, 1997). Τέλος, η τεχνική των µικροπυρήνων 

δεν είναι δυνατόν να ανιχνεύσει όλες τις περιπτώσεις χρωµοσωµατικής 

βλάβης, όπως για παράδειγµα ανωµαλίες που οφείλονται σε συµµετρικές 

µετατοπίσεις (reciprocal translocations) και δεν εκφράζονται ως 

µικροπυρήνες (Mateuca et al., 2006). 

 

2.2.4. Ανίχνευση του περιεχοµένου των µικροπυρήνων 

 

Ένα από τα πλεονεκτήµατα της τεχνικής των µικροπυρήνων, όπως 

προαναφέρθηκε, είναι η ικανότητά της να ξεχωρίζει παράγοντες που 

προκαλούν θραύσεις χρωµοσωµάτων και χαρακτηρίζονται ως 

θραυσµατογόνοι (clastogens), και παράγοντες που επηρεάζουν τη λειτουργία 

της ατράκτου κατά τη διαίρεση ενός κυττάρου προκαλώντας έτσι 

χρωµοσωµατική καθυστέρηση κατά την ανάφαση και απώλεια ολόκληρων 

χρωµοσωµάτων. Οι τελευταίοι χαρακτηρίζονται ως ανευπλοειδογόνοι 

(aneugens). Αυτό επιτυγχάνεται µε τον συνδυασµό της τεχνικής των 

µικροπυρήνων µε µοριακές κυτταρογενετικές τεχνικές όπως: 
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α) η ανοσοχηµική µέθοδος CREST που χρησιµοποιεί αντισώµατα έναντι των 

πρωτεϊνών του κινητοχώρου (Thomson & Perry, 1988; Hennig et al., 1988; 

Eastmond & Tucker, 1989; Lynch & Parry, 1993; Stephanou et al., 1997). 

Τα αντισώµατα αυτά ανακαλύφθηκαν στον ορό του αίµατος µιας οµάδας 

ασθενών που έπασχαν από σκληροδερµία, ένα αυτοάνοσο νόσηµα που 

επηρεάζει πολλά οργανικά συστήµατα και παρουσιάζει ένα συνδυασµό 

συγκεκριµένων συµπτωµάτων όπως ασβέστωση (Calcinosis), το φαινόµενο 

Raynaud’s (Raynaud’s phenomenon), δυσλειτουργία οισοφάγου (Esophageal 

dysmotility), σκληροδακτυλία (Sclerodactyly) και τηλαγγειεκτασία 

(Telangiectasia) (Moroi et al., 1980). 

β) η τεχνική της in situ υβριδοποίησης µε φθοριοχρώµατα (Fluorescence In 

Situ Hybridization, FISH) που χρησιµοποιεί ανιχνευτές έναντι ειδικών 

αλληλουχιών κεντροµερικού DNA (Becker et al., 1990; Migliore et al., 1993; 

Vlastos & Stephanou, 1998; Andrianopoulos et al., 2000).  

Είναι γνωστό ότι τα χρωµοσώµατα συνδέουν τις αδελφές χρωµατίδες τους 

µέσω µιας χαρακτηριστικά διαφοροποιηµένης περιοχής, του κεντροµέρους, 

το οποίο εµπεριέχει τον κινητοχώρο, ένα εξειδικευµένο πρωτεϊνικό 

σύµπλοκο. Με την εφαρµογή των παραπάνω µεθόδων και τη «σήµανση» των 

δοµών του κεντροµέρους και του κινητοχώρου είναι δυνατή η ακριβής 

διάκριση των µικροπυρήνων σε δυο τύπους: α) σε αυτούς που εµφανίζουν 

σήµα και β) σε αυτούς που δεν εµφανίζουν σήµα. Η παρουσία ή απουσία 

σήµατος για την κεντροµερική περιοχή προσδιορίζει το περιεχόµενo του 

µικροπυρήνα. Όταν ένας µικροπυρήνας περιέχει ένα ολόκληρο χρωµόσωµα, 

χαρακτηρίζεται από την παρουσία σήµατος για την κεντροµερική περιοχή, 

ενώ όταν περιέχει άκεντρα θραύσµατα χαρακτηρίζεται από την απουσία 

σήµατος για την κεντροµερική περιοχή (Albertini et al., 2000). (Εικόνα 

2.2.4) 

Έχει βρεθεί, για παράδειγµα, ότι η αυξηµένη συχνότητα µικροπυρήνων που 

παρατηρείται µε την αύξηση της ηλικίας, αντικατοπτρίζει µια αύξηση των 

µικροπυρήνων µε παρουσία σήµατος για την κεντροµερική περιοχή. Αυτό 

συµβαίνει επειδή οι µικροπυρήνες αυτοί περιέχουν ως επί το πλείστον τα 

φυλετικά χρωµοσώµατα (Χ και Υ) ολόκληρα, µε το Χ χρωµόσωµα να 

κυριαρχεί κυρίως στους µικροπυρήνες των θηλυκών ατόµων. Επίσης, στους 
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µικροπυρήνες που σχηµατίζονται αυθόρµητα σε φυσιολογικά άτοµα, έχει 

βρεθεί ότι επικρατούν θραύσµατα από το χρωµόσωµα 9, ενώ στους 

µικροπυρήνες που προέρχονται από in vitro επίδραση κάποιων 

θραυσµατογόνων παραγόντων επικρατούν θραύσµατα από τα χρωµοσώµατα 

1, 9 και 16, αντικατοπτρίζοντας µια αυξηµένη ευαισθησία της 

περικεντροµερικής ετεροχρωµατίνης στα χρωµοσώµατα αυτά. Η ανίχνευση 

του περιεχοµένου των µικροπυρήνων και η διάκρισή τους στους δυο 

παραπάνω τύπους µε τη χρήση αυτών των µοριακών κυτταρογενετικών 

τεχνικών αυξάνει κατά πολύ την ευαισθησία της τεχνικής των µικροπυρήνων 

και έχει µεγάλη σηµασία για την καταλληλότητά της σε µελέτες 

γενοτοξικότητας (Norppa & Falck, 2003). 

 

 

Εικόνα 2.2.4. Χρήση µοριακών κυτταρογενετικών τεχνικών για την αναγνώριση α) 
µικροπυρήνων που προέρχονται από θραύση χρωµοσωµάτων β) µικροπυρήνων που 
προέρχονται από απώλεια ολόκληρων χρωµοσωµάτων και γ) ανευπλοειδικών 
πυρήνων που οφείλονται σε µη-αποχωρισµό χρωµοσωµατικού υλικού 
(Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007). 

 

H τεχνική FISH πλεονεκτεί έναντι της τεχνικής CREST γιατί παρέχει τη 

δυνατότητα προσδιορισµού ανευπλοειδικών φαινοµένων που οφείλονται σε 
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µη-αποχωρισµό του χρωµοσωµατικού υλικού καθώς και τη δυνατότητα 

αναγνώρισης συγκεκριµένων χρωµοσωµάτων σε ένα µικροπυρήνα 

διπύρηνου κυττάρου, εφόσον χρησιµοποιούνται ανιχνευτές εξειδικευµένοι 

για τη σήµανση του κεντροµέρους κάθε ανθρώπινου χρωµοσώµατος 

ξεχωριστά (Farooqi et al., 1993; Kirsch-Volders et al., 1997; Bakou et al., 

2002). 

Ένας άλλος τρόπος για να προσδιορίσουµε το περιεχόµενο των 

µικροπυρήνων είναι η διάκριση µε βάση το µέγεθός τους (Papapaulou et al., 

2001; Hashimoto et al., 2010). Συγκρίνοντας τη διάµετρό τους µε την 

αντίστοιχη του κυρίως πυρήνα διακρίνονται σε µικρού, µεσαίου και µεγάλου 

µεγέθους µικροπυρήνες: οι µικρού µεγέθους µικροπυρήνες έχουν διάµετρο 

≤1/10 της διαµέτρου του κυρίως πυρήνα, οι µεσαίου µεγέθους µικροπυρήνες 

έχουν διάµετρο µεταξύ 1/9 και 1/3 της διαµέτρου του κυρίως πυρήνα και οι 

µεγάλου µεγέθους µικροπυρήνες έχουν διάµετρο ίση µε το 1/3 περίπου της 

διαµέτρου του κυρίως πυρήνα (Papapaulou et al., 2001). Οι µικροπυρήνες 

µικρού µεγέθους έχουν αυξηµένη πιθανότητα να περιέχουν χρωµοσωµατικά 

θραύσµατα, γεγονός που αποτελεί ένδειξη ότι ο παράγοντας που τους επάγει 

είναι θραυσµατογόνος. Οι µικροπυρήνες µεγάλου µεγέθους έχουν αυξηµένη 

πιθανότητα να περιέχουν ολόκληρα χρωµοσώµατα, γεγονός που αποτελεί 

ένδειξη ότι ο παράγοντας που τους επάγει είναι ανευπλοειδογόνος 

(Yamamoto & Kikuchi, 1980; Högstedt et al., 1988; Vanderkerken et al., 

1989). 

Η χρήση της διάκρισης του µεγέθους των µικροπυρήνων για τον 

προσδιορισµό του µηχανισµού δράσης του παράγοντα που τους επάγει δεν 

θεωρείται ιδιαίτερα αξιόπιστη για ανθρώπινα κύτταρα ή άλλους κυτταρικούς 

τύπους µε ετερογενή µεγέθη χρωµοσωµάτων γιατί υπάρχει µεγάλη 

πιθανότητα σφάλµατος: π.χ. ένας µικροπυρήνας µικρού µεγέθους µπορεί να 

περιέχει εξίσου ένα θραύσµα µεγάλου χρωµοσώµατος ή ένα ολόκληρο µικρό 

χρωµόσωµα (Fenech, 2007).  

Ωστόσο, µελέτες που εφάρµοσαν συγκριτικά και τις δύο προσεγγίσεις 

(ανάλυση µεγέθους µικροπυρήνων παράλληλα µε την τεχνική FISH) για τον 

προσδιορισµό του µηχανισµού δράσης του ίδιου παράγοντα έδειξαν παρόµοια 

αποτελέσµατα (Βλαστός, 1997; Papapaulou et al., 2001). Επιπλέον, 
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πρόσφατη µελέτη των Hashimoto et al. (2010) η οποία χρησιµοποίησε και 

τις δύο προσεγγίσεις, αντίστοιχα µε τις παραπάνω µελέτες, έδειξε ότι η 

αυξηµένη συχνότητα µεγάλου µεγέθους µικροπυρήνων (µε διάµετρο µεταξύ 

του ¼ και του ½ της διαµέτρου του κυρίως πυρήνα) αποτελεί δείκτη 

ανευπλοειδικών φαινοµένων και ότι η αναλογία των µεγάλου µεγέθους 

µικροπυρήνων προς το συνολικό αριθµό στατιστικά σηµαντικά επαγόµενων 

µικροπυρήνων µπορεί να χρησιµοποιηθεί για το διαχωρισµό παραγόντων που 

προκαλούν θραύσεις χρωµοσωµάτων (clastogens) ή απώλεια ολόκληρων 

χρωµοσωµάτων (aneugens), µε την ίδια αξιοπιστία που παρουσιάζει η 

ανάλυση µε την τεχνική FISH. 

 

2.2.5. Σηµασία και εφαρµογές της τεχνικής των µικροπυρήνων µε 

αναστολή της κυτταροκίνησης (CBMN method) 

 

2.2.5.1. Η χρήση της τεχνικής CBMN σε in vitro και in vivo 

µελέτες γενοτοξικότητας 

 

Η µελέτη της γενοτοξικής δράσης φαρµακευτικών και άλλων χηµικών 

ουσιών µετά από in vitro επίδραση σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα µε τη χρήση 

της τεχνικής CBMN, έχει αναλυθεί εκτενώς από την Kirsch-Volders (1997a). 

Έκτοτε, και ειδικά µετά την επισηµοποίηση της εγκυρότητας και της 

αξιοπιστίας της τεχνικής από διεθνείς φορείς, έχει πραγµατοποιηθεί πολύ 

µεγάλος αριθµός µελετών που διερευνούν την πιθανή γενοτοξική δράση µιας 

πληθώρας παραγόντων µε τη βοήθεια της τεχνικής αυτής, από διάφορα 

ερευνητικά εργαστήρια, κυβερνητικούς φορείς, φαρµακευτικές και χηµικές 

βιοµηχανίες. 

Επιπλέον, η τεχνική CBMN έχει χρησιµοποιηθεί εκτενώς σε in vivo 

πληθυσµιακές µελέτες για την εκτίµηση της έκθεσης σε γενοτοξικούς 

παράγοντες λόγω της επαγγελµατικής ενασχόλησης ή του τρόπου ζωής, π.χ. 

λόγω της συνήθειας καπνίσµατος (Bonassi et al., 2003), της λήψης 

φαρµάκων (kouloumenta et al., 2005; Abou-Eisha, 2006; Andrianopoulos et 

al., 2006; Efthimiou et al., 2007), της λήψης ναρκωτικών ουσιών (Fenech & 

Bonassi, 2011) και της κατανάλωσης αλκοόλ (Fenech & Bonassi, 2011). Σε 
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µια ανασκόπηση της βιβλιογραφίας που αφορά τέτοιου είδους µελέτες και 

διενεργήθηκε από τους Bonassi et al. (2005), αναφέρεται ότι ανάµεσα στους 

παράγοντες που έχουν µελετηθεί, µετά από in vivo έκθεση σε αυτούς, 

επικρατούν οργανικές χηµικές ενώσεις όπως το στυρένιο, το βενζόλιο, 

πολυκυκλικοί αρωµατικοί υδρογονάνθρακες (ΡΑΗs), το οξείδιο του 

αιθυλενίου και η φορµαλδεΰδη, καθώς και ανόργανες χηµικές ενώσεις όπως 

το χρώµιο, το αρσενικό, ο µόλυβδος και ο υδράργυρος. Επίσης, πολλές 

µελέτες εξετάζουν τα αποτελέσµατα της έκθεσης στην ιονίζουσα ακτινοβολία, 

σε διάφορα φυτοφάρµακα, σε αντινεοπλασµατικά φάρµακα και σε 

περιβαλλοντικούς ρυπαντές. 

Η δυνατότητα που δίνει η τεχνική CBMN να καταµετρηθούν 

πυρηνοπλασµατικές γέφυρες ως αποτέλεσµα φαινοµένων ιονισµού, την 

καθιστά βιολογικό δείκτη ιδιαίτερης σηµασίας για την εκτίµηση της 

γενοτοξικής δράσης της ιονίζουσας ακτινοβολίας (Streffer et al., 1998; 

Fenech, 2010). 

Όσον αφορά στη χρήση της τεχνικής CBMN για τον προσδιορισµό του 

γενετικού κινδύνου που σχετίζεται µε την έκθεση σε φυτοφάρµακα, µια 

πρόσφατη µελέτη των Bolognesi et al. (2011) κάνει µια εκτενή ανασκόπηση 

όλων των δηµοσιευµένων πληθυσµιακών µελετών που αφορούν 

εργαζόµενους σε εργοστάσια παραγωγής φυτοφαρµάκων, καλλιεργητές που 

ψεκάζουν µε φυτοφάρµακα, ανθοκόµους σε θερµοκήπια και εργάτες σε 

γεωργικές καλλιέργειες. 

 

2.2.5.2. Η τεχνική CBMN ως βιολογικός δείκτης γήρανσης 

 

Όπως φαίνεται από τα δεδοµένα που έχει συλλέξει το πρόγραµµα HUMN, οι 

συχνότητες των µικροπυρήνων αυξάνουν µε την ηλικία σε ενήλικα άτοµα και 

των δυο φύλων, µε τη µεγαλύτερη αύξηση να παρουσιάζεται µετά την ηλικία 

των 30. Επιπλέον, οι γυναίκες εµφανίζουν υψηλότερες συχνότητες 

µικροπυρήνων σε σχέση µε τους άντρες (Bonassi et al., 2001). Αλλά και στα 

παιδιά και τους εφήβους έχει παρατηρηθεί αύξηση στη συχνότητα των 

µικροπυρήνων σχετιζόµενη µε την ηλικία, ενώ στα νεογέννητα οι τιµές είναι 

σηµαντικά χαµηλότερες (Neri et al., 2005).  
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2.2.5.3. Η τεχνική CBMN ως βιολογικός δείκτης ατοµικών 

διαφορών στη γενετική σύσταση 

 

Έχει δειχθεί σε πολλές µελέτες ότι διαφορές στη γενετική σύσταση που 

σχετίζονται µε πολυµορφισµούς ορισµένων γονιδίων, επηρεάζουν τη 

συχνότητα των µικροπυρήνων και συνεπάγονται διαφορές ως προς την 

ευαισθησία συγκεκριµένων οµάδων ατόµων στην πρόκληση γενετικών 

βλαβών από διάφορους γενοτοξικούς παράγοντες. Τα γονίδια αυτά είναι 

κυρίως γονίδια που σχετίζονται µε τη µεταβολική ενεργοποίηση ή 

απενεργοποίηση ξενοβιοτικών ενώσεων (καρκινογόνων ουσιών, φαρµάκων, 

αλκοόλ κ.α.), µε την επιδιόρθωση του DNA και µε το µεταβολισµό του 

φολικού οξέος. Για παράδειγµα, πολυµορφισµοί των γονιδίων EPHX, GSTT1 

και GSTM1 επηρεάζουν σε µεγάλο βαθµό τη συχνότητα των 

χρωµοσωµατικών βλαβών σε άτοµα που εκτίθενται σε γενοτοξικούς 

παράγοντες, αλλά και σε µη-εκτεθειµένα άτοµα. Μεταλλάξεις των γονιδίων 

ΑLDH2 συσχετίζονται µε την επαγωγή µικροπυρήνων από την κατανάλωση 

αλκοόλ. Άτοµα που φέρουν µεταλλάξεις στα γονίδια BRCA1 και BRCA2 

παρουσιάζουν αυξηµένη ευαισθησία σε θραυσµατογόνους παράγοντες. 

Τέλος, υπάρχουν ενδείξεις ότι τα γονίδια XRCC1 και XRCC3 που έχουν σχέση 

µε την επιδιόρθωση του DNA, καθώς και το γονίδιο MTHFR που σχετίζεται µε 

το µεταβολισµό του φολικού οξέος, επηρεάζουν επίσης τη συχνότητα των 

µικροπυρήνων (Iarmarcovai et al., 2008; Dhillon et al., 2011). 

 

2.2.5.4. Η τεχνική CBMN ως βιολογικός δείκτης διατροφικής 

ανεπάρκειας ή περίσσειας  

 

Έχει αποδειχτεί ότι η ανεπάρκεια ή αντίθετα η περίσσεια ορισµένων 

ιχνοστοιχείων στη διατροφή ή στη συγκέντρωση του πλάσµατος του αίµατος 

µπορεί να προκαλέσουν πληθώρα γενετικών βλαβών και κατά συνέπεια να 

επάγουν αυξηµένες συχνότητες µικροπυρήνων. Για παράδειγµα, η 

ανεπάρκεια φολικού οξέος και βιταµίνης Β12 οδηγεί σε ρήγµατα στον έναν ή 

και στους δυο κλώνους του DNA, καθώς και σε χρωµοσωµατικές θραύσεις 

και κατά συνέπεια, επάγει το σχηµατισµό µικροπυρήνων (Thomas et al., 
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2011). Άλλα ιχνοστοιχεία που συσχετίζονται σηµαντικά µε τη συχνότητα 

µικροπυρήνων στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα είναι η ριβοφλαβίνη, η βιοτίνη, 

το παντοθενικό οξύ, το β-καροτένιο, η βιταµίνη Ε, η ρετινόλη και το 

ασβέστιο (Fenech & Bonassi, 2011). ∆ιερευνώντας λοιπόν την επίδραση των 

ιχνοστοιχείων αυτών στις συχνότητες των µικροπυρήνων είναι δυνατόν να 

εντοπισθούν οι διατροφικοί παράγοντες που είναι απαραίτητοι για γενετική 

σταθερότητα και να καθοριστούν τα βέλτιστα επίπεδα πρόσληψής τους 

(Fenech, 2003). 

 

2.2.5.5. Η τεχνική CBMN ως εργαλείο για την πρόληψη ασθενειών 

 

Αυξηµένα επίπεδα µικροπυρήνων έχουν παρατηρηθεί σε άτοµα που 

εµφανίζουν τη νευροεκφυλιστική ασθένεια Alzheimer και την ασθένεια 

Parkinson (Petrozzi et al., 2002). Επίσης, αυξηµένες συχνότητες 

µικροπυρήνων συνδέονται µε αυξηµένο κίνδυνο θανάτου από 

καρδιαγγειακές παθήσεις (Murgia et al., 2007). 

Τέλος, υπάρχουν πλέον αρκετές αποδείξεις ότι η τεχνική CBMN µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ως εργαλείο για την πρόβλεψη αυξηµένου κινδύνου 

καρκινογένεσης. Πρόσφατα, µια εκτεταµένη διεθνής µελέτη έδειξε µια 

σηµαντική συσχέτιση µεταξύ των συχνοτήτων των µικροπυρήνων σε υγιή 

άτοµα και του κινδύνου εµφάνισης καρκίνου. Στη µελέτη αυτή 

συγκεντρώθηκαν δεδοµένα από 6718 άτοµα από 10 χώρες. Η εκδήλωση 

καρκίνου ήταν σηµαντικά υψηλότερη σε οµάδες ατόµων µε µεσαία και 

υψηλή συχνότητα µικροπυρήνων (Bonassi et al., 2011). Επιπλέον, η 

υπόθεση ότι αυξηµένες συχνότητες µικροπυρήνων συνδέονται µε πρώιµα 

στάδια καρκινογένεσης υποστηρίζεται από τα παρακάτω ευρήµατα (Mateuca 

et al., 2006): 

• Μηχανιστικές οµοιότητες µε χρωµοσωµατικές βλάβες που έχει 

αποδειχτεί ότι οδηγούν στην εµφάνιση καρκίνου υποδηλώνουν 

συσχέτιση µεταξύ των συχνοτήτων των µικροπυρήνων και υψηλού 

κινδύνου εµφάνισης καρκίνου. 

• Οι τεχνικές των χρωµοσωµατικών βλαβών (CA) και των µικροπυρήνων 

(ΜΝ), όταν εφαρµόζονται in vitro, συµφωνούν σε µεγάλο βαθµό. 
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• Παρατηρήθηκε αυξηµένη συχνότητα µικροπυρήνων σε λεµφοκύτταρα 

καρκινοπαθών και ασθενών µε σύνδροµα τα οποία τους καθιστούν 

επιρρεπείς στην καρκινογένεση, όπως είναι το σύνδροµο Bloom και η 

αταξία τηλαγγειεκτασία. 

• Η συχνότητα των µικροπυρήνων σχετίζεται σε πολύ µεγάλο βαθµό µε 

την συγκέντρωση βιταµινών στο αίµα, όπως είναι το φολικό οξύ, 

ανεπάρκεια των οποίων συνδέεται µε αυξηµένο κίνδυνο εµφάνισης 

µερικών τύπων καρκίνων. 

• Παρατηρήθηκε σηµαντικά αυξηµένη συχνότητα µικροπυρήνων σε 

γυναίκες µε διάγνωση για καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. 

 

2.2.6. Προσδιορισµός της συχνότητας των µικροπυρήνων - 

Κριτήρια αναγνώρισης διπύρηνων κυττάρων και µικροπυρήνων 

 

Βασική αρχή για την παρατήρηση και καταµέτρηση των γενετικών βλαβών 

που είναι δυνατόν να ανιχνευθούν µε την τεχνική των µικροπυρήνων είναι η 

ασφαλής και ανεπηρέαστη από προσωπικούς παράγοντες καταγραφή των 

δεδοµένων. Για το λόγο αυτό τα µικροσκοπικά παρασκευάσµατα 

κωδικοποιούνται πριν από την οποιαδήποτε ανάλυση. Τα κωδικοποιηµένα 

παρασκευάσµατα, παρατηρούνται σε φωτονικό µικροσκόπιο ή σε 

µικροσκόπιο φθορισµού µε µεγέθυνση 1000 Χ. Σε κάθε αντικειµενοφόρο 

πλάκα, θα πρέπει να καταµετρώνται τουλάχιστον 1000 διπύρηνα κύτταρα 

(Binucleated cells, BN cells) και από 500 έως 2000 συνολικά κύτταρα για τον 

υπολογισµό διαφόρων δεικτών. Επίσης, για κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα θα 

πρέπει να καταγράφονται τα εξής (Fenech et al., 2003; Fenech, 2007):  

• Ο αριθµός των µικροπυρήνων (MN) σε 1000 διπύρηνα κύτταρα (BN). 

• Η κατανοµή των διπύρηνων κυττάρων µε 0, 1, 2, 3 ή και περισσότερους 

µικροπυρήνες. 

• Το ποσοστό των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα σε σύνολο 1000 

διπύρηνων. 

• Το ποσοστό των µονοπύρηνων, διπύρηνων, τριπύρηνων και 

τετραπύρηνων κυττάρων σε σύνολο 2000 κυττάρων. Από το ποσοστό 

αυτό προκύπτει ο δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων. 
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Για τον ασφαλέστερο υπολογισµό του ποσοστού των µικροπυρήνων είναι 

προτιµότερο να µη συνυπολογιστούν κύτταρα που δεν µπορούν να 

ταξινοµηθούν κάπου σύµφωνα µε τα κριτήρια που περιγράφονται. 

Τα διπύρηνα κύτταρα που καταµετρώνται για τον προσδιορισµό της 

συχνότητας των ΜΝ πρέπει να έχουν τα ακόλουθα χαρακτηριστικά (Fenech 

et al., 2003; Fenech, 2007):  

• Τα κύτταρα πρέπει να έχουν 2 πυρήνες. 

• Οι δύο πυρήνες σε κάθε κύτταρο πρέπει να έχουν σαφή όρια (άθικτες 

πυρηνικές µεµβράνες) και να βρίσκονται µέσα στο ίδιο 

κυτταροπλασµατικό όριο.  

• Οι δύο πυρήνες πρέπει να είναι περίπου ίσου µεγέθους και πυκνότητας.  

• Οι δύο πυρήνες µπορούν να συνδέονται µε µια λεπτή 

πυρηνοπλασµατική γέφυρα που δεν πρέπει να είναι µεγαλύτερη από το 

l/4 της πυρηνικής διαµέτρου. 

• Οι δύο κύριοι πυρήνες ενός ΒΝ κυττάρου µπορούν να εφάπτονται αλλά 

δεν πρέπει να επικαλύπτουν ο ένας τον άλλον.  

• Ένα κύτταρο µε δύο επικαλυπτόµενους πυρήνες µπορεί να 

καταµετρηθεί µόνο εάν τα πυρηνικά όρια κάθε πυρήνα είναι διακριτά.  

• Το κυτταροπλασµατικό όριο ή η µεµβράνη ενός κυττάρου πρέπει να 

είναι άθικτα και σαφώς διακριτά από τα κυτταροπλασµατικά όρια των 

παρακείµενων κυττάρων.  

Μερικά φωτογραφικά παραδείγµατα της εικόνας των διπύρηνων κυττάρων 

που συνήθως καταµετρώνται φαίνονται παρακάτω (Εικόνα 2.2.6.1): 
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Εικόνα 2.2.6.1. Σχηµατική παράσταση (Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007) και 
µικροφωτογραφίες (HUMN, 2010) διπύρηνων κυττάρων που καταµετρώνται. 

 

 

Οι µικροπυρήνες είναι µορφολογικά ίδιοι αλλά µικρότεροι από τους κύριους 

πυρήνες. Για να καταµετρηθούν ως µικροπυρήνες οι αντίστοιχες 

παρατηρούµενες δοµές πρέπει να πληρούν τα ακόλουθα κριτήρια (Fenech et 

al., 2003; Fenech, 2007):  

• Η διάµετρος των µικροπυρήνων στα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα πρέπει 

να κυµαίνεται µεταξύ του 1/16 και του 1/3 της µέσης διαµέτρου των 

κύριων πυρήνων.  

• Οι µικροπυρήνες δεν πρέπει να παρουσιάζουν διαθλαστικότητα αλλά να 

χαρακτηρίζονται από οµοιογένεια για να µπορούν να διακριθούν εύκολα 

από άλλα µορφώµατα (artifacts). 

• Οι µικροπυρήνες δεν πρέπει να συνδέονται µε τους κύριους πυρήνες. 

• Οι µικροπυρήνες είναι δυνατόν να εφάπτονται χωρίς όµως να 

αλληλεπικαλύπτονται µε τους κύριους πυρήνες.  

• Οι µικροπυρήνες πρέπει να έχουν την ίδια ή πιο έντονη χρώση µε τους 

κύριους πυρήνες. 
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Μερικά φωτογραφικά παραδείγµατα της εικόνας των µικροπυρήνων που 

συνήθως καταµετρώνται καθώς και µορφωµάτων (artifacts) που συγχέονται 

µε µικροπυρήνες και δεν πρέπει να καταγράφονται φαίνονται παρακάτω 

(Εικόνες 2.2.6.2 & 2.2.6.3): 

 

         

 

Εικόνα 2.2.6.2. Σχηµατική παράσταση (Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007) και 
µικροφωτογραφίες (HUMN, 2010) µικροπυρήνων που πληρούν τα παραπάνω 
κριτήρια αναγνώρισης. 
 

 

              

 

Εικόνα 2.2.6.3. Σχηµατική παράσταση (Αναπροσαρµογή από Fenech, 2007) και 
µικροφωτογραφίες (HUMN, 2010) κυτταρικών δοµών ή µορφωµάτων (artifacts) που 
συγχέονται µε µικροπυρήνες και δεν πρέπει να καταγράφονται. 
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2.2.7. Κυτταροτοξικότητα 

 

Η µέτρηση των µονοπύρηνων, διπύρηνων και πολυπύρηνων κυττάρων µετά 

την προσθήκη της κυτταροχαλασίνης-Β αποτελεί, όπως προαναφέρθηκε, 

πρόσθετο πλεονέκτηµα της µεθόδου που επιτρέπει την εκτίµηση της έκτασης 

και εξέλιξης της πυρηνικής διαίρεσης σε έναν διαιρούµενο κυτταρικό 

πληθυσµό. Αυτό επιτυγχάνεται µε τον προσδιορισµό δυο δεικτών: του ∆είκτη 

Πυρηνικής ∆ιαίρεσης (Nuclear Division Index, NDI) και του ∆είκτη 

Πολλα̟πλασιασµού των Κυττάρων (Cytokinesis Block Proliferation Index, 

CBPI) (Surralès et al., 1995; Fenech, 1997). 

Ο ∆είκτης Πυρηνικής ∆ιαίρεσης (Nuclear Division Index, NDI) υπολογίζεται 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Eastmond και Tucker (1989), καταµετρώντας 

500 κύτταρα, και δίνεται από τη σχέση: NDI=(M1+2M2+3M3+4M4)/N όπου 

M1, M2, M3 και M4 ο αριθµός των κυττάρων που περιέχουν αντίστοιχα έναν, 

δύο, τρεις και τέσσερις πυρήνες και N το σύνολο των κυττάρων που 

αναλύθηκαν. Η χαµηλότερη δυνατή τιµή του δείκτη NDI είναι 1.0, η οποία 

παρατηρείται αν όλα τα ζωντανά κύτταρα αποτυγχάνουν να διαιρεθούν και 

είναι εποµένως µονοπύρηνα. Αν όλα τα ζωντανά κύτταρα συµπληρώσουν 

έναν κύκλο διαίρεσης, και είναι εποµένως διπύρηνα, η τιµή του NDI είναι 

2.0. Ο δείκτης NDI παρέχει ενδείξεις κυτταροστατικών γεγονότων και, στην 

περίπτωση των λεµφοκυττάρων, αποτελεί µέτρο της µιτογόνου απόκρισής 

τους (Fenech, 2007).  

Ο ∆είκτης Πολλαπλασιασµού των Κυττάρων (Cytokinesis Block Proliferation 

Index, CBPI) υπολογίζεται από τον τύπο: CBPI=[M1+2M2+3(M3+M4)]/N 

όπου, Μ1 έως Μ4 είναι ο αριθµός των κυττάρων µε 1 έως 4 πυρήνες 

αντίστοιχα σε σύνολο 500 έως 2000 κυττάρων, που συµβολίζεται µε Ν. Με 

το δείκτη CBPI υπολογίζεται ο µέσος αριθµός των κυτταρικών κύκλων που 

έχει ολοκληρώσει ο κυτταρικός πληθυσµός (Surralès et al., 1995; Lorge et 

al., 2008).  

Ο υπολογισµός του ∆είκτη Πολλαπλασιασµού των Κυττάρων χρησιµοποιείται 

για την εκτίµηση της κυτταροτοξικότητας (cytotoxicity) που προκαλείται µε 

την επίδραση των χηµικών ενώσεων. Ο όρος κυτταροτοξικότητα 

αντιπροσωπεύει την αναστολή του ρυθµού κυτταρικής διαίρεσης και την 
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επαγωγή του κυτταρικού θανάτου (νέκρωσης και απόπτωσης). Υπολογίζεται 

σύµφωνα µε τη σχέση: Cytotoxicity=100-100 [CBPIT-1 /CBPIC-1], όπου Τ η 

καλλιέργεια µε την υπό εξέταση χηµική ένωση και C η καλλιέργεια του 

µάρτυρα. Όταν η τιµή του CBPI είναι ίση µε τη µονάδα, τότε η 

κυτταροτοξικότητα αντιστοιχεί στο 100% και όλα τα κύτταρα είναι 

µονοπύρηνα, αφού αδυνατούν να ολοκληρώσουν την κυτταρική διαίρεση 

(Kirsch-Volders et al., 2003; Lorge et al., 2008). 

 

 

2.3. Η τεχνική των µικροπυρήνων σε in vivo συνθήκες (in vivo 

Micronucleus Test, MNT) 

 
Όπως προαναφέρθηκε, µια απλή και γρήγορη µέθοδος για την ανίχνευση και 

τον ποσοτικό προσδιορισµό βλαβών που προκαλούνται µετά από έκθεση σε 

µεταλλαξιγόνους παράγοντες in vivo, είναι η τεχνική των µικροπυρήνων σε 

ερυθροκύτταρα που προέρχονται από το µυελό των οστών ή το περιφερικό 

αίµα τρωκτικών (Schmid, 1973; Heddle,1973). 

Όπως και η in vitro τεχνική των µικροπυρήνων, η in vivo τεχνική είναι ικανή 

να ανιχνεύσει παράγοντες που προκαλούν βλάβες είτε στα χρωµοσώµατα, 

επάγοντας έτσι µικροπυρήνες που περιέχουν χρωµοσωµατικά θραύσµατα, 

είτε στη µιτωτική συσκευή, επάγοντας έτσι µικροπυρήνες που περιέχουν 

ολόκληρα χρωµοσώµατα (US FDA/CFSAN, 2000). 

Η τεχνική αυτή έχει αξία γιατί µπορούµε να µελετήσουµε την γενοτοξική 

δράση µιας ουσίας σε ένα ενεργό µεταβολικό σύστηµα όπως είναι αυτό ενός  

ζωντανού οργανισµού, λαµβάνοντας υπόψη φαρµακοκινητικές παραµέτρους 

και διαδικασίες επιδιόρθωσης του DNA. Επιπλέον, µια in vivo τεχνική είναι 

πάντα χρήσιµη για περαιτέρω διερεύνηση γενοτοξικών δράσεων που έχουν 

ήδη ανιχνευθεί σε in vitro συνθήκες (US FDA/CFSAN, 2000). 

Οι πρώτοι ερευνητές που εισήγαγαν την τεχνική και καθιέρωσαν τα 

πρωτόκολλα της πειραµατικής διαδικασίας και της ανάλυσης των 

αποτελεσµάτων ήταν ο Schmid (1973 & 1975) και ο Heddle (1973). Έκτοτε, 

εξαιτίας της ευρείας χρήσης της και της αυξανόµενης βαρύτητάς της ως 

δοκιµασία ελέγχου γενοτοξικότητας, πολλοί ερευνητές ασχολήθηκαν µε τη 

βελτίωσή της και την καθιέρωση ενός διεθνώς εναρµονισµένου πρωτοκόλλου 
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για την εφαρµογή της. Έτσι δηµιουργήθηκε η Συνεργατική Οµάδα Μελέτης 

για την Τεχνική των Μικροπυρήνων (Collaborative Study Group for the 

Micronucleus Test, CSGMT) ως υποοµάδα της Οµάδας Μελέτης της 

Μεταλλαξιγένεσης στα Θηλαστικά (Mammalian Mutagenicity Study Group, 

MMS) που αποτελεί µέλος της Επιστηµονικής Ένωσης Περιβαλλοντικής 

Μεταλλαξιγένεσης της Ιαπωνίας (Environmental Mutagen Society of Japan, 

JEMS). H οµάδα CSGMT ασχολήθηκε µε τη διερεύνηση των παραγόντων που 

µπορεί να επηρεάσουν τα αποτελέσµατα της in vivo τεχνικής των 

µικροπυρήνων όπως είναι το φύλο, η ηλικία, το είδος ή η φυλή των 

πειραµατόζωων, ο τρόπος χορήγησης του υπό µελέτη παράγοντα, ο αριθµός 

των δόσεων χορήγησης, ο ιστός από τον οποίο λαµβάνεται δείγµα προς 

ανάλυση, καθώς και η µέθοδος χρώσης που εφαρµόζεται. Τα συµπεράσµατα 

στα οποία κατέληξε η παραπάνω οµάδα µελέτης έχουν συγκεντρωθεί και 

δηµοσιευτεί από τους Sutou (1996), Wakata et al. (1998) και Hamada et al. 

(2001).  

Επιπλέον, η µεθοδολογία της in vivo τεχνικής των µικροπυρήνων 

συζητήθηκε και αναπτύχθηκε περεταίρω από διάφορες οµάδες εργασίας κατά 

τη διάρκεια διεθνών συνεδρίων µε θέµα τις ∆ιαδικασίες Ελέγχου 

Γενοτοξικότητας (International Workshop on Genotoxicity Test Procedures, 

IWGTP) και τα συµπεράσµατα στα οποία κατέληξαν έχουν δηµοσιευτεί από 

τους Ηayashi et al. (1994 & 2000) και Kirkland et al. (2007).  

 

2.3.1. Αρχή της µεθόδου 

 

Οι µικροπυρήνες είναι δυνατόν να σχηµατιστούν µόνο σε διαιρούµενα 

κύτταρα. Στην περίπτωση της ερυθροποίησης, αυτό συµβαίνει στους 

ερυθροβλάστες, που βρίσκονται στο µυελό των οστών. Όταν ένας 

ερυθροβλάστης διαφοροποιείται σε πρώιµο ερυθροκύτταρο, ο πυρήνας του 

αποβάλλεται. Αν σχηµατίστηκαν µικροπυρήνες, αυτοί παραµένουν στο 

κυτταρόπλασµα των πρώιµων ερυθροκυττάρων κι έτσι είναι εύκολα 

διακριτοί. Τα πρώιµα αυτά ερυθροκύτταρα εξακολουθούν να περιέχουν 

ριβοσωµικό RNA και ονοµάζονται πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

(Polychromatic Erythrocytes, PCEs). Αυτά χρωµατίζονται διαφορετικά κι έτσι 
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ξεχωρίζουν από τα ώριµα νορµοχρωµατικά ερυθροκύτταρα (Normochromatic 

Erythrocytes, ΝCEs) τα οποία χαρακτηρίζονται από έλλειψη ριβοσωµάτων. 

Συγκεκριµένα, µετά από χρώση Giemsa, τα πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

εµφανίζονται κυανωπά, ενώ τα νορµοχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

εµφανίζονται ερυθρωπά (Εικόνα 2.3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.3.1. Παρασκεύασµα µυελού των οστών αρουραίων µε χρώση Giemsa, 
όπου διακρίνονται πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα (PCE), νορµοχρωµατικά 
ερυθροκύτταρα (NCE) και πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα που περιέχουν 
µικροπυρήνα (MN-PCE).(Γ. Ντέµσια) 

 

 

Μικροπυρήνες είναι δυνατόν να εµφανιστούν και στους δυο τύπους 

ερυθροκυττάρων, αλλά η καταµέτρησή τους περιορίζεται στα πολυχρωµατικά 

(PCEs). Επειδή τα πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα είναι νεοσχηµατιζόµενα 

κύτταρα, οι µικροπυρήνες που υπάρχουν σε αυτά µπορούν να αποδοθούν σε 

χρωµοσωµατικές βλάβες που συνέβησαν κατά τις αµέσως προηγούµενες 

κυτταρικές διαιρέσεις, εξαιτίας της οξείας δράσης κάποιου µεταλλαξιγόνου 

παράγοντα. Αντίθετα, η καταµέτρηση µικροπυρήνων στα ώριµα 

ερυθροκύτταρα  (NCEs), τα οποία παραµένουν περίπου ένα µήνα µετά το 

σχηµατισµό τους στο περιφερικό αίµα, δεν αποτελεί αξιόπιστη ένδειξη 

χρωµοσωµατικών βλαβών. Αυτό συµβαίνει γιατί είναι δυνατόν να έχουν 

ΜΝ-PCE 

NCE 

PCE 
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χαθεί µικροπυρήνες κατά το µετασχηµατισµό των PCEs σε NCEs. Επιπλέον, 

λόγω της αυξηµένης διάρκειας ζωής των NCEs, συσσωρεύονται στο 

πληθυσµό των ερυθροκυττάρων ώριµα ερυθροκύτταρα που προϋπήρχαν της 

επίδρασης του µεταλλαξιγόνου παράγοντα, µε αποτέλεσµα να µειώνεται τόσο 

πολύ η συχνότητα των NCEs µε µικροπυρήνα, ώστε να γίνεται µη-

ανιχνεύσιµη (Schmid, 1975; Mavournin et al., 1990). 

Στο µυελό των οστών των ποντικιών, η αποβολή του πυρήνα των 

ερυθροβλαστών πραγµατοποιείται περίπου 6 ώρες µετά την τελική µίτωση. 

Το στάδιο των PCEs που ακολουθεί διαρκεί 12 έως 24 ώρες στο µυελό των 

οστών και στη συνέχεια, ανάλογο χρονικό διάστηµα στο περιφερικό αίµα, 

όπου τα PCEs ωριµάζουν σε NCEs. Επειδή η ερυθροποίηση είναι µια συνεχής 

διαδικασία, υπάρχει µια διαρκής µεταβολή των κυττάρων από ερυθροβλάστες 

σε NCEs µε ενδιάµεσο στάδιο αυτό των PCEs. Όταν ένα ποντίκι εκτίθεται σε 

κάποιο χηµικό παράγοντα που επάγει µικροπυρήνες, µεσολαβεί ένα διάστηµα 

περίπου 6 ωρών (ή περισσότερων αν υπάρχει καθυστέρηση στον κυτταρικό 

κύκλο) µεταξύ της έκθεσης και της αρχικής εµφάνισης των µικροπυρήνων 

στα PCEs του µυελού των οστών. Η περίοδος αυτή περιλαµβάνει το χρόνο 

που χρειάζεται για να µεταβολιστεί το χηµικό, για να ολοκληρωθεί η 

ωρίµανση των ερυθροβλαστών και για να αποβληθεί ο πυρήνας από τους 

ερυθροβλάστες. Στις επόµενες 12 έως 24 ώρες, στο µυελό των οστών, 

εισέρχονται στο στάδιο των PCEs κύτταρα τα οποία είχαν εκτεθεί στον υπό 

µελέτη παράγοντα πριν από το διπλασιασµό τους, ενώ προϋπάρχοντα PCEs 

µεταφέρονται στην κυκλοφορία του αίµατος για να µετατραπούν σε NCEs. Ο 

βαθµός στον οποίο θα συνεχίσουν να επάγονται µικροπυρήνες εξαρτάται από 

τη διάρκεια δράσης του παράγοντα που εξετάζεται ή/και από τις αλλοιώσεις 

του DNA, από το ρυθµό αποκατάστασης των χρωµοσωµατικών βλαβών, 

καθώς και από το ρυθµό αποκατάστασης της καθυστέρησης του κυτταρικού 

κύκλου. Σταδιακά, η συχνότητα των µικροπυρήνων επανέρχεται σε 

φυσιολογικά επίπεδα. Όπως είναι φανερό, η διακύµανση της συχνότητας των 

µικροπυρήνων σε σχέση µε το χρόνο είναι µια πολύπλοκη διαδικασία που 

επηρεάζεται από πολλούς παράγοντες και ο ακριβής χρόνος στον οποίο 

παρουσιάζεται η µέγιστη συχνότητα µικροπυρήνων δεν µπορεί να 
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προβλεφθεί. Στις περισσότερες περιπτώσεις η κορυφή θα εµφανιστεί κάπου 

µεταξύ 24 και 60 ωρών µετά την έκθεση (Mavournin et al., 1990). 

Σε περίπτωση που κάποιος χηµικός παράγοντας αναστέλλει ισχυρά τη µίτωση 

στο µυελό των οστών, θα σχηµατιστούν πολύ λίγα PCEs και έτσι η 

καταµέτρηση αυτών γίνεται πολύ χρονοβόρα. Επιπλέον, τα PCEs αυτά µπορεί 

να είναι άτυπα, να προέρχονται δηλαδή από µια οµάδα ανθεκτικών πρώιµων 

κυττάρων ή να εκπροσωπούν κάποια υποοµάδα κυττάρων που αργούν να 

ωριµάσουν, αλλά είχαν ολοκληρώσει την τελευταία τους µίτωση πριν την 

έκθεσή τους στον παράγοντα. Είναι εµφανές από τα παραπάνω ότι το 

ποσοστό των PCEs προς τα NCEs αποτελεί δείκτη για την τοξικότητα στο 

µυελό των οστών. Όταν λοιπόν µειωθεί ο αριθµός των ερυθροβλαστών που 

µετατρέπονται σε PCEs από την επίδραση ενός χηµικού, θα µειωθεί ανάλογα 

και το παραπάνω ποσοστό. Μέχρι σε ένα βαθµό, είναι αναµενόµενο ένας 

χηµικός παράγοντας να επάγει τοξικότητα. Υψηλά επίπεδα τοξικότητας όµως 

είναι ανεπιθύµητα για την εφαρµογή της τεχνικής (Mavournin et al., 1990). 

 

2.3.2. Κριτήρια αναγνώρισης των µικροπυρήνων 

 

Οι µικροπυρήνες στα πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µπορούν να ελεγχθούν 

χωρίς να είναι απαραίτητη κάποια ιδιαίτερη εκπαίδευση στην 

κυτταρογενετική. Συνήθως, οι µικροπυρήνες εµφανίζονται ως σφαιρικά 

µορφώµατα µε διάµετρο περίπου 1/20 έως 1/5 της διαµέτρου του 

ερυθροκυττάρου. Στις περισσότερες περιπτώσεις συναντάµε µόνο έναν 

µικροπυρήνα ανά ερυθροκύτταρο, ακόµα και µετά από επίδραση πολύ 

ισχυρών θραυσµατογόνων παραγόντων. Σε κάποιες περιπτώσεις όµως µπορεί 

να εµφανιστούν PCEs µε περισσότερους από έναν µικροπυρήνες, ενώ 

υπάρχουν και περιπτώσεις όπου το σχήµα των µικροπυρήνων έχει τη µορφή 

έλλειψης. Επιπλέον, σε σπάνιες περιπτώσεις εµφανίζονται µορφώµατα 

(artifacts) που µοιάζουν και συγχέονται εύκολα µε µικροπυρήνες. Αυτά 

σχηµατίζονται συνήθως από υπολείµµατα της χρωστικής ή, ειδικά στο µυελό 

των οστών αρουραίων, από βασεόφιλα σφαιρίδια που προέρχονται από 

κατεστραµµένα πρώιµα βασεόφιλα λευκοκύτταρα. Σε αντίθεση µε τους 

µικροπυρήνες, που αναµένεται να εντοπίζονται µόνο στα πολυχρωµατικά 
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ερυθροκύτταρα, τα µορφώµατα αυτά είναι διασκορπισµένα σε όλους τους 

τύπους ερυθροκυττάρων του µυελού των οστών. Για αυτό το λόγο 

συνίσταται να καταµετρώνται και τα ώριµα ερυθροκύτταρα µε µικροπυρήνα 

του µυελού των οστών και αν ο αριθµός τους ξεπερνά κάποιο όριο, 

αποτελούν ένδειξη παρουσίας τέτοιων µορφωµάτων (Schmid, 1975). 

 

2.3.3. Επιλογή οργανισµού και ιστού δειγµατοληψίας 

 

Για την εφαρµογή της in vivo τεχνικής των µικροπυρήνων χρησιµοποιήθηκαν 

αρχικά τα ποντίκια ως πειραµατόζωα και ο µυελός των οστών ως ιστός 

δειγµατοληψίας. Αργότερα όµως καθιερώθηκε και η χρήση των αρουραίων, 

αφού για τους οργανισµούς αυτούς ήταν διαθέσιµα περισσότερα 

τοξικολογικά, φαρµακοκινητικά και τοξικοκινητικά δεδοµένα (Wakata et al., 

1998). Με τους αρουραίους όµως, κρίνεται απαραίτητη η χρησιµοποίηση 

ειδικών χρωστικών για χρώση του DNA, ώστε να είναι δυνατή η διάκριση 

των µικροπυρήνων από παρόµοια µορφώµατα που προέρχονται από 

βασεόφιλα λευκοκύτταρα του µυελού των οστών των αρουραίων (Mavournin 

et al., 1990). Η χρήση της χρωστικής πορτοκαλί της ακριδίνης (acridine 

orange) επέτρεψε την εφαρµογή της τεχνικής σε αρουραίους, που 

προτιµώνται, σε σχέση µε τα ποντίκια, για τη διεξαγωγή τοξικολογικών 

µελετών (Heddle et al., 2011).  

Όταν χρησιµοποιούνται τα ποντίκια ως πειραµατόζωα, τόσο ο µυελός των 

οστών, όσο και το περιφερικό αίµα, κρίνονται ως κατάλληλοι ιστοί για 

δειγµατοληψία, αρκεί αυτή να πραγµατοποιηθεί την κατάλληλη χρονική 

στιγµή για τον κάθε ιστό. Στα ποντίκια, τα πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

που περιέχουν επαγόµενους µικροπυρήνες πρωτοεµφανίζονται στο 

περιφερικό αίµα 24 ώρες µετά την αρχική τους εµφάνιση στο µυελό των 

οστών. Επιπλέον, στις περισσότερες φυλές ποντικιών, έχει βρεθεί ότι ο 

σπλήνας δεν αφαιρεί τα κύτταρα µε µικροπυρήνα από την κυκλοφορία του 

αίµατος (όπως συµβαίνει σε άλλα είδη, π.χ. αρουραίους, σκύλους και 

ανθρώπους), µε αποτέλεσµα να εµφανίζουν παρόµοιες συχνότητες 

µικροπυρήνων, τόσο στα ερυθροκύτταρα του µυελού των οστών, όσο και 

στα ανώριµα και ώριµα ερυθροκύτταρα του περιφερικού αίµατος. Έτσι, σε 
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µελέτες για τον προσδιορισµό της οξείας δράσης ενός χηµικού παράγοντα, η 

τεχνική των µικροπυρήνων µπορεί να εφαρµοστεί εξίσου αποτελεσµατικά µε 

το µυελό των οστών, και µε το περιφερικό αίµα. Όταν πρόκειται όµως για 

τον προσδιορισµό της χρόνιας δράσης ενός χηµικού παράγοντα, προτιµάται η 

λήψη ερυθροκυττάρων του περιφερικού αίµατος (Mavournin et al., 1990; 

Ηayashi et al., 2000). 

Το πλεονέκτηµα της λήψης περιφερικού αίµατος είναι ότι δεν χρειάζεται να 

θανατωθούν τα πειραµατόζωα. Πολύ µικρές ποσότητες περιφερικού αίµατος 

είναι απαραίτητες για την εφαρµογή της τεχνικής, οπότε, είναι δυνατόν να 

πραγµατοποιηθούν επαναλαµβανόµενες δειγµατοληψίες από το ίδιο 

πειραµατόζωο. Το γεγονός αυτό µειώνει κατά πολύ τον αριθµό των 

απαιτούµενων πειραµατόζωων σε µελέτες µε επαναλαµβανόµενες δόσεις 

χορήγησης, για τον προσδιορισµό της χρόνιας δράσης κάποιου χηµικού 

παράγοντα. Επιπλέον, επιτρέπει την εκτίµηση της επίδρασης της ηλικίας του 

ζώου στη συχνότητα των µικροπυρήνων (Heddle et al., 2011). 

Το γεγονός ότι οι αρουραίοι, όπως και πολλά άλλα είδη, π.χ. ο σκύλος και ο 

άνθρωπος, αποµακρύνουν, µέσω της λειτουργίας του σπλήνα, τα κύτταρα 

που περιέχουν µικροπυρήνα από την κυκλοφορία του αίµατος, απέκλειε τη 

δειγµατοληψία περιφερικού αίµατος κατά τη διεξαγωγή πειραµάτων µε τα 

είδη αυτά. Ωστόσο, διατυπώθηκε η υπόθεση ότι αν η στατιστική ισχύς της 

µεθόδου µπορούσε να βελτιωθεί ή αν τα ανώριµα ερυθροκύτταρα 

µπορούσαν να αναλυθούν πριν δεσµευτούν από το σπλήνα, τότε θα 

µπορούσε να χρησιµοποιηθεί το περιφερικό αίµα αρουραίων για τη 

διεξαγωγή πειραµάτων (Wakata et al., 1998). Πράγµατι, η εφαρµογή 

κατάλληλων τεχνικών χρώσης, καθώς και η χρήση της κυτταροµετρίας ροής 

για την καταµέτρηση των κυττάρων, έκαναν εφικτή την ανάλυση πολύ 

µεγαλύτερου αριθµού κυττάρων, αυξάνοντας έτσι τη στατιστική ισχύ της 

µεθόδου (Wakata et al., 1998; MacGregor et al., 2006; Dertinger et al., 

2006). Επιπλέον, µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν από την οµάδα µελέτης 

για την τεχνική των µικροπυρήνων (CSGMT), µε σκοπό την εκτίµηση της 

καταλληλότητας της χρήσης αρουραίων ως πειραµατόζωα, σε σχέση µε τα 

ποντίκια, έδειξαν συµφωνία αποτελεσµάτων σε ποσοστό 92% µεταξύ 

πειραµάτων µε µυελό των οστών και περιφερικό αίµα αρουραίων και 88% 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ  ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΕΣ 

 - 69 -

µεταξύ πειραµάτων µε ερυθροκύτταρα αρουραίων και ποντικιών (Wakata et 

al., 1998).  

Συµπερασµατικά λοιπόν, ο µυελός των οστών ποντικιών είναι ο ιστός που 

χρησιµοποιείται πιο συχνά κατά την εφαρµογή της in vivo τεχνικής των 

µικροπυρήνων. Ακολουθεί το περιφερικό αίµα ποντικιών. Ο µυελός των 

οστών αρουραίων µπορεί να χρησιµοποιηθεί εναλλακτικά, χωρίς να µειωθεί η 

απόδοση της τεχνικής. Το ίδιο ισχύει και για το περιφερικό αίµα αρουραίων, 

αρκεί να ληφθεί υπόψη η  πιθανή επίδραση του εξεταζόµενου χηµικού 

παράγοντα στη λειτουργία του σπλήνα, γιατί είναι πιθανόν αυξηµένες 

συχνότητες ερυθροκυττάρων µε µικροπυρήνα να οφείλονται σε 

σπληνοτοξική και όχι σε γενοτοξική δράση του παράγοντα (Wakata et al., 

1998). 

 

2.3.4. Προσδιορισµός της συχνότητας των µικροπυρήνων και 

ερµηνεία αποτελεσµάτων 

 

Με βάση τα πρωτόκολλα στα οποία κατέληξε η οµάδα µελέτης για την 

τεχνική των µικροπυρήνων (CSGMT) µετά από αλλεπάλληλες µελέτες, 

προκειµένου να προσδιοριστεί η συχνότητα των µικροπυρήνων, είναι 

απαραίτητο να αναλύονται δείγµατα από 4 τουλάχιστον ζώα και να 

εξετάζονται για την παρουσία µικροπυρήνων τουλάχιστον 2000 

πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα ανά ζώο. Επίσης, για κάθε ζώο πρέπει να 

προσδιορίζεται το ποσοστό των ανώριµων (PCEs) προς τα συνολικά 

ερυθροκύτταρα (PCEs + NCEs) καταµετρώντας συνολικά τουλάχιστον 200 

ερυθροκύτταρα στο µυελό των οστών και 1000 ερυθροκύτταρα στο 

περιφερικό αίµα. Στα διάφορα δείγµατα, το ποσοστό αυτό δεν θα πρέπει να 

είναι λιγότερο από το 20% της αντίστοιχης τιµής στους αρνητικούς 

µάρτυρες. Συνολικά, για κάθε ζώο πρέπει να καταγράφονται οι εξής αριθµοί: 

• Ο αριθµός των ανώριµων ερυθροκυττάρων που καταµετρήθηκαν. 

• Ο αριθµός των ανώριµων ερυθροκυττάρων µε µικροπυρήνα. 

• Ο αριθµός των ανώριµων ερυθροκυττάρων προς το συνολικό αριθµό 

ερυθροκυττάρων (Mavournin et al., 1990; Gollapudi & McFadden, 

1995; Ηayashi et al., 2000). 
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Στα πειράµατα µε ποντίκια όπου µελετώνται τα αποτελέσµατα της χρόνιας 

δράσης κάποιου χηµικού παράγοντα, πιθανόν να είναι χρήσιµη και η 

καταµέτρηση µικροπυρήνων στα ώριµα ερυθροκύτταρα (NCEs) του 

περιφερικού αίµατος. Επειδή τα κύτταρα αυτά έχουν µεγάλο χρόνο ζωής και 

δεν αποµακρύνονται από το σπλήνα των ποντικιών, παρέχουν ένα µέτρο της 

µέσης τιµής της χρωµοσωµατικής βλάβης που έχει συµβεί καθ’ όλη τη 

διάρκεια της ζωής τους, που είναι περίπου ένας µήνας (MacGregor et al., 

1990).  

Υπάρχουν διάφορα κριτήρια µε βάση τα οποία προσδιορίζεται αν ένα πείραµα 

µε την in vivo τεχνική των µικροπυρήνων έχει θετικό αποτέλεσµα, όπως 

είναι: α) µια δοσο-εξαρτώµενη αύξηση στον αριθµό των κυττάρων µε 

µικροπυρήνα ή β) µια καθαρή αύξηση στον αριθµό των κυττάρων µε 

µικροπυρήνα µετά από µια µόνο δόση χορήγησης και µια µόνο 

δειγµατοληψία. Τα αποτελέσµατα του πειράµατος θα πρέπει να αναλύονται 

µε στατιστικές µεθόδους (Lovell et al., 1989; Richold et al., 1990). Ωστόσο, 

η στατιστική σηµαντικότητα δεν θα έπρεπε να είναι ο µόνος καθοριστικός 

παράγοντας για την εξαγωγή συµπερασµάτων, καθώς διάφοροι βιολογικοί 

παράγοντες πιθανόν να επηρεάσουν την ερµηνεία των αποτελεσµάτων 

(Ηayashi et al., 2000). 

Θετικά αποτελέσµατα στην τεχνική των µικροπυρήνων υποδηλώνουν ότι ο 

εξεταζόµενος παράγοντας επάγει µικροπυρήνες, ως αποτέλεσµα 

χρωµοσωµατικής βλάβης ή βλάβης στη µιτωτική συσκευή των 

ερυθροβλαστών των ειδών που χρησιµοποιούνται, κάτω από τις 

συγκεκριµένες συνθήκες του πειράµατος. Αρνητικά αποτελέσµατα 

υποδηλώνουν ότι, κάτω από τις συγκεκριµένες συνθήκες, ο εξεταζόµενος 

παράγοντας δεν επάγει χρωµοσωµατική ή µιτωτική βλάβη που να οδηγεί στο 

σχηµατισµό µικροπυρήνων στα ερυθροκύτταρα των ειδών που 

χρησιµοποιούνται (Ηayashi et al., 2000). 

 

2.3.5. Επιλογή µεθόδου χρώσης 

 

Μία από τις προκλήσεις της τεχνικής των µικροπυρήνων σε ερυθροκύτταρα 

τρωκτικών ήταν η ανάπτυξη µιας αποτελεσµατικής µεθόδου χρώσης για τη 
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διάκριση των PCEs από τα NCEs. Η εφαρµογή της χρώσης Giemsa, όπως 

προτάθηκε αρχικά από τον Schmid (1975), χρησιµοποιήθηκε επιτυχώς. 

Ωστόσο, η διαφορά στην απόχρωση των PCEs και NCEs ήταν συχνά 

ανεπαίσθητη και απαιτούσε την υποκειµενική κρίση του εκάστοτε µελετητή. 

Επιπλέον, η παρουσία µορφωµάτων που µοιάζουν µε µικροπυρήνες καθώς 

και η συσσώρευση δοµών που επάγονται από συγκεκριµένους χηµικούς 

παράγοντες και περιέχουν RNA, δυσκόλευαν ακόµα περισσότερο την 

καταµέτρηση. Για να αντιµετωπιστούν αυτά τα προβλήµατα, υιοθετήθηκαν 

µέθοδοι µε φθορίζουσες χρωστικές που παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

εξειδίκευση ως προς τη χρώση όπως συνοψίζεται σε πρόσφατη 

βιβλιογραφική ανασκόπηση (Heddle et al., 2011). Συγκεκριµένα, είχε 

 

 

 

Εικόνα 2.3.5. Πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µε µικροπυρήνες (Α) Κύτταρα 
µυελού των οστών ποντικιών µε χρώση Giemsa (επάνω) και µε χρώση Acridine 
Orange (κάτω) όπου διακρίνονται µικροπυρήνες που φθρορίζουν κιτρινο-πράσινοι. 
(Β) Κύτταρα µυελού των οστών αρουραίων µε διασκορπισµένα βασεόφιλα 
σφαιρίδια, µε χρώση Giemsa (επάνω) και µε χρώση Acridine Orange (κάτω). Οι 
πραγµατικοί µικροπυρήνες δείχνονται µε βέλη (Αναπροσαρµογή από: Heddle et al, 
2011). 
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προταθεί από τους MacGregor et al. (1983), η χρήση της πυρονίνης Υ 

(pyronin Y), που βάφει µόνο το RNA, και της Hoechst 33258, που βάφει 

µόνο το DNA, καθώς και η χρήση του πορτοκαλί της ακριδίνης (acridine 

orange) από τους Hayashi et al. (1983), η οποία και επικράτησε τελικά. Με 

το πορτοκαλί της ακριδίνης βάφονται και τα δυο, αλλά φθορίζουν 

διαφορετικά: το RΝΑ φθορίζει κόκκινο, ενώ το DNA φθορίζει κιτρινο-

πράσινο. Έτσι, τα ανώριµα ερυθροκύτταρα, που περιέχουν RNA στο 

κυτταρόπλασµά τους, µπορούν εύκολα να διακριθούν από τα ώριµα 

ερυθροκύτταρα, που δεν φθορίζουν, αφού δεν περιέχουν καθόλου RNA. Οι 

µικροπυρήνες είναι τα µόνα στοιχεία που περιέχουν DNA στα ερυθροκύτταρα 

των θηλαστικών και φθορίζουν κιτρινο-πράσινοι. Εποµένως µπορούν εύκολα 

να ταυτοποιηθούν και να διακριθούν από τα µορφώµατα που µοιάζουν µε 

µικροπυρήνες και φθορίζουν κόκκινα (Εικόνα 2.3.5).  

 

2.3.6. Πλεονεκτήµατα της in vivo τεχνικής των µικροπυρήνων 

 

Η καθιέρωση της in vivo τεχνικής των µικροπυρήνων οφείλεται στα 

παρακάτω πλεονεκτήµατα (Heddle et al., 1983): 

• Οι µικροπυρήνες είναι δυνατόν να παρατηρηθούν καθ’ όλη τη διάρκεια 

του κυτταρικού κύκλου και ο αριθµός των κυττάρων που µπορεί να 

καταµετρηθεί είναι ουσιαστικά απεριόριστος. 

• Ο µικροπυρήνας µπορεί σχετικά εύκολα να αναγνωριστεί και δεν 

υπάρχει η ανάγκη σχηµατισµού καρυοτύπου. 

• Η τυχαία επαγωγή των µικροπυρήνων είναι µικρή και σχεδόν ενιαία 

µεταξύ των ειδών. 

• Ο χρόνος λήψης του δείγµατος είναι λιγότερο κρίσιµος αφού οι 

µικροπυρήνες που σχηµατίζονται κατά τη διάρκεια της κυτταρικής 

διαίρεσης παραµένουν τουλάχιστον µέχρι και την επόµενη µεσόφαση. 

• Είναι απλή και γρήγορη µέθοδος συγκρινόµενη µε άλλες 

κυτταρογενετικές µεθόδους, όπως η ανάλυση µεταφάσεων. 

Επιπλέον, το γεγονός ότι ο µικροπυρήνας είναι η µόνη δοµή που περιέχει 

DNA στα κύτταρα που αναλύονται µε την τεχνική αυτή, επέτρεψε την 

ανάπτυξη µεθόδων αυτοµατοποίησης των µετρήσεων µε ανάλυση εικόνας 
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(image analysis) και κυτταροµετρία ροής (Flow cytometry), απλοποιώντας 

ακόµα περισσότερο την τεχνική και αυξάνοντας τη στατιστική ισχύ της 

(Heddle et al., 2011).  

 

2.3.7. Αυτοµατοποίηση των µετρήσεων 

 

Η σχετικά µικρή συχνότητα εµφάνισης µικροπυρήνων στα ερυθροκύτταρα 

καθιστά την καταµέτρησή τους µε τις κλασικές µεθόδους µικροσκοπίας µια 

πολύ κοπιαστική και χρονοβόρα διαδικασία. Γι’ αυτό αναπτύχθηκαν διάφορες 

µέθοδοι αυτοµατοποίησης των µετρήσεων που βασίζονται κυρίως, όπως 

προαναφέρθηκε, στις τεχνικές της ανάλυσης εικόνας (image analysis) και 

της κυτταροµετρίας ροής (Flow cytometry).  

Με την τεχνική της ανάλυσης εικόνας, κύτταρα του µυελού των οστών ή του 

περιφερικού αίµατος επιστρώνονται σε αντικειµενοφόρους πλάκες και 

βάφονται µε κατάλληλες χρωστικές. Μια πιο καθαρή εικόνα, απαλλαγµένη 

από εµπύρηνα κύτταρα και θραύσµατα του µυελού των οστών, µπορεί να 

επιτευχθεί µε φυγοκέντρηση διαβαθµισµένης πυκνότητας πριν την 

επίστρωση, όπως προτάθηκε από τους Romagna & Staniforth (1989). Στη 

συνέχεια η εικόνα των παρασκευασµάτων προβάλλεται σε υπολογιστή µέσω 

µιας ενσωµατωµένης βιντεοκάµερας. Τα κύτταρα ταυτοποιούνται και 

καταµετρώνται σύµφωνα µε αλγόριθµους που συνυπολογίζουν παραµέτρους 

όπως το χρώµα, το µέγεθος και το σχήµα τους. Ένα τέτοιο σύστηµα 

ανάλυσης είναι ικανό να καταµετρήσει 1000 ερυθροκύτταρα µέσα σε 

λιγότερο από 20 λεπτά (Ηayashi et al., 2000).  

Αντίθετα µε τις µικροσκοπικές µεθόδους, η κυτταροµετρία ροής καταµετρά 

κύτταρα που βρίσκονται µέσα σε υδατικό αιώρηµα. Ένα µονοκύτταρο 

αιώρηµα εξέρχεται από τριχοειδές ακροφύσιο και διέρχεται διαµέσου 

εστιασµένης δέσµης Laser. Η σκέδαση του φωτός καθώς και φθορίζοντα 

σήµατα προσλαµβάνονται από φωτοπολλαπλασιαστές και αποθηκεύονται σε 

ηλεκτρονικό υπολογιστή συνδεδεµένο σε σειρά. Στις αρχικές εφαρµογές της 

µεθόδου δεν ήταν εφικτή η διάκριση µεταξύ πρώιµων και ώριµων 

ερυθροκυττάρων. Μια σηµαντική πρόοδος σε αυτό τον τοµέα έγινε όταν οι 

Grawé et al. (1992) πρότειναν µια µέθοδο που βασίζονταν στη χρήση µιας 
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διπλής χρώσης (Hoechst/thiazole orange) και µπορούσε να διακρίνει τους 

µικροπυρήνες στον πληθυσµό των πρώιµων ερυθροκυττάρων. Ωστόσο η 

µέθοδος αυτή απαιτούσε τη χρήση ενός κυτταροµέτρου ροής διπλής δέσµης, 

που αποτελεί περίπλοκο και δυσεύρετο εξοπλισµό. Η λύση σε αυτό το 

πρόβληµα δόθηκε από τους Dertinger et al. (1996) που πρότειναν µια απλή 

και αξιόπιστη µέθοδο κυτταροµετρίας ροής µονής δέσµης που βασίζονταν 

στη χρώση µε ιωδιούχο προπίδιο και αντι-CD71 συνδεδεµένο µε φθοριούχο 

ισοθειοκυάνιο (anti-CD71-Fluorescein Isothiocyanate Conjugated staining, 

FITC). Με τη µέθοδο αυτή είναι εφικτή η διάκριση µεταξύ των τεσσάρων 

πληθυσµών ερυθροκυττάρων: πρώιµων και ώριµων, µε µικροπυρήνα και 

χωρίς µικροπυρήνα (Ηayashi et al., 2000; Dertinger et al., 2011).  

Το πλεονέκτηµα της κυτταροµετρίας ροής έναντι της ανάλυσης εικόνας είναι 

οι πολύ υψηλές ταχύτητες ανάλυσης που µπορεί να πετύχει: µπορεί να 

αναλύσει δεκάδες χιλιάδες πρώιµα και εκατοντάδες χιλιάδες ώριµα 

ερυθροκύτταρα µέσα σε λίγα λεπτά (Ηayashi et al., 2000). Επιπλέον, 

επιτρέπει στους ερευνητές να εκτιµήσουν αν οι επαγόµενοι µικροπυρήνες 

είναι το αποτέλεσµα της δράσης θραυσµατογόνων ή ανευπλοειδογόνων 

παραγόντων. Αυτό το συµπέρασµα µπορεί να εξαχθεί µε βάση την ένταση 

φθορισµού των ερυθροκυττάρων που περιέχουν µικροπυρήνες, που 

εξαρτάται από την ποσότητα του περιεχόµενου DNA. Τέλος, η εφαρµογή της 

κυτταροµετρίας ροής επιτρέπει µια πιο αποτελεσµατική µελέτη της δοσο-

εξαρτώµενης σχέσης µεταξύ των δόσεων χορήγησης του εξεταζόµενου 

παράγοντα και της συχνότητας των µικροπυρήνων. Εφόσον µπορεί να 

αυξηθεί απεριόριστα ο αριθµός των αναλυόµενων κυττάρων ανά 

πειραµατόζωο, γίνεται πλέον πρακτικό και εύκολο να αυξηθεί και ο αριθµός 

των µελετώµενων δόσεων χορήγησης (Dertinger et al., 2011).  

Κατά τις εργασίες του 4ου διεθνούς συνεδρίου µε θέµα τις ∆ιαδικασίες 

Ελέγχου Γενοτοξικότητας (International Workshop on Genotoxicity Test 

Procedures, IWGTP) επικυρώθηκε επίσηµα η χρήση των παραπάνω µεθόδων 

αυτοµατοποίησης των µετρήσεων κατά τη διεξαγωγή µελετών µε την in vivo 

τεχνική των µικροπυρήνων (Hayashi et al., 2007). 
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2.3.8. Ανίχνευση του περιεχοµένου των µικροπυρήνων 

 

Οι µικροπυρήνες, όπως έχει ήδη αναφερθεί σε προηγούµενη ενότητα, µπορεί 

να σχηµατιστούν από άκεντρα χρωµοσωµατικά θραύσµατα ή από ολόκληρα 

χρωµοσώµατα που καθυστερούν στην ανάφαση. Οι τελευταίοι είναι δυνατόν 

να αναγνωριστούν από το µεγάλο µέγεθός τους (Yamamoto & Kikuchi, 

1980), µε τη βοήθεια της τεχνικής C-banding (Verschaeve et al., 1988) ή 

µετρώντας το περιεχόµενο τους σε DNA (Vanderkerken et al., 1989). 

Ωστόσο, επειδή οι µέθοδοι αυτοί δεν ήταν πολύ αξιόπιστες, αναπτύχθηκαν 

δυο µοριακές κυτταρογενετικές µέθοδοι που ανιχνεύουν την παρουσία 

κεντροµερικών περιοχών στους µικροπυρήνες διακρίνοντας έτσι αν η 

προέλευσή τους είναι θραυσµατογόνος ή ανευπλοειδογόνος: η ανοσοχηµική 

µέθοδος CREST και η τεχνική της in situ υβριδοποίησης µε φθοριοχρώµατα 

(Fluorescence In Situ Hybridization, FISH) (Hayashi et al., 2000). Η αρχή 

αυτών των δυο µεθόδων έχει ήδη αναλυθεί στην ενότητα της in vitro 

τεχνικής των µικροπυρήνων. 

H εφαρµογή της µεθόδου CREST στην τεχνική των µικροπυρήνων µε µυελό 

των οστών τρωκτικών περιγράφεται λεπτοµερώς από τους Miller & Adler 

(1990). 

Μια µεθοδολογία για την εφαρµογή της τεχνικής FISH µε κεντροµερικούς 

DNA ανιχνευτές, που µπορεί να εφαρµοστεί σε όλους τους τύπους κυττάρων 

που περιέχουν µικροπυρήνες, περιγράφεται από τους Pinkel et al. (1986). 

Στα παρασκευάσµατα αρνητικών µαρτύρων, το ποσοστό των σηµασµένων 

µικροπυρήνων που περιέχουν την κεντροµερική περιοχή είναι περίπου 50%. 

Το 70% σχεδόν των µικροπυρήνων που επάγονται από επιβεβαιωµένους 

ανευπλοειδογόνους παράγοντες (όπως η κολχικίνη και η βιµπλαστίνη) είναι 

σηµασµένοι, ενώ από τους µικροπυρήνες που επάγονται από 

θραυσµατογόνους παράγοντες (όπως είναι η υδροκινόνη και η µιτοµυκίνη 

C), µόλις ένα ποσοστό 5 µε 15% εµφανίζονται µε σήµα. Προκειµένου να 

χαρακτηριστεί ως ανευπλοειδογόνος ή θραυσµατογόνος η δράση κάποιου 

χηµικού παράγοντα, ενδείκνυται να χρησιµοποιείται ως δείκτης αναφοράς ο 

αριθµός των πολυχρωµατικών ερυθροκυττάρων µε µικροπυρήνα ανά 1000 

πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα που περιέχουν την κεντροµερική περιοχή. 
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Το κύριο µειονέκτηµα της τεχνικής FISH που έχει αναφερθεί προς το παρόν, 

είναι ότι δεν µπορεί να ξεχωρίσει τα πρώιµα από τα ώριµα ερυθροκύτταρα 

(Hayashi et al., 2000). 

Το συµπέρασµα στο οποίο κατέληξε η οµάδα εργασίας πάνω στην in vivo 

τεχνική των µικροπυρήνων (CSGMT) είναι ότι οι τεχνικές CREST και FISH 

θεωρούνται αξιόπιστες για την ανίχνευση της ανευπλοειδογόνου δράσης 

χηµικών παραγόντων, αρκεί να εξασφαλίζεται ότι συλλέγονται τα κατάλληλα 

προς ανάλυση δείγµατα (Hayashi et al., 2000). 

 

2.3.9. Σηµασία και εφαρµογές της in vivo τεχνικής των 

µικροπυρήνων  

 
O αριθµός των µελετών που έχουν πραγµατοποιηθεί µε την εφαρµογή της in 

vivo τεχνικής των µικροπυρήνων για την εκτίµηση της γενοτοξικής δράσης 

διαφόρων χηµικών παραγόντων, είναι πάρα πολύ µεγάλος. Ενδεικτικά 

αναφέρεται ότι µόνο κατά το διάστηµα των ετών 1980 µε 1987, έχουν 

δηµοσιευτεί αποτελέσµατα µελετών που αφορούν την εξέταση 414 

παραγόντων, τα οποία συγκεντρώθηκαν και εκτιµήθηκαν στα πλαίσια ενός 

προγράµµατος (Gene-Tox Program) του Οργανισµού Περιβαλλοντικής 

Προστασίας των ΗΠΑ (Mavournin et al., 1990). 

Μια σηµαντική µελέτη που έπαιξε καθοριστικό ρόλο στην καθιέρωση της 

τεχνικής ως γενικής τοξικολογικής δοκιµασίας ελέγχου (general toxicology 

test), και διεξήχθη από την οµάδα CSGMT/MMS, αφορούσε τον έλεγχο 15 

πρότυπων µεταλλαξιγόνων παραγόντων οι οποίοι χορηγήθηκαν στοµατικά σε 

αρουραίους, σε επαναλαµβανόµενες δόσεις, για 28 µέρες. 13 από τους 

παραπάνω παράγοντες έδωσαν θετικά αποτελέσµατα µέσα στο εκτιµώµενο 

εύρος χορήγησης της δόσης της γενικής τοξικολογικής δοκιµασίας ελέγχου 

(Ηamada et al., 2001). H ίδια οµάδα εργασίας µελέτησε επίσης, µε την in 

vivo τεχνική των µικροπυρήνων, πάνω από 100 χηµικές ουσίες που 

εκτιµήθηκαν από τον ∆ιεθνή Οργανισµό για την Έρευνα πάνω στον Καρκίνο 

(International Agency for Research on Cancer, IARC) ως καρκινογόνες 

(Group A), πιθανώς καρκινογόνες (Group B) και δυνητικά καρκινογόνες 

(Group C) για τον άνθρωπο. Τα ποσοστά των θετικών αποτελεσµάτων που 

προέκυψαν από την εφαρµογή της τεχνικής των µικροπυρήνων ήταν 90%, 
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65% και 60% για την οµάδα A, την οµάδα B και την οµάδα C αντίστοιχα 

(Morita et al., 1997). 

Η χρήση της in vivo τεχνικής των µικροπυρήνων µε ερυθροκύτταρα 

τρωκτικών για τη διεξαγωγή τοξικολογικών µελετών έχει πλέον επικυρωθεί 

από διεθνείς οργανισµούς και εφαρµόζεται τόσο σε ερευνητικό επίπεδο, όσο 

και σε επίπεδο θέσπισης διεθνών κανονισµών, οδηγιών και νοµοθετικών 

ρυθµίσεων για τη διασφάλιση της υγείας (US EPA, 1998; US FDA/CFSAN, 

2000). Αποτελεί την πρώτη επιλογή, ανάµεσα σε άλλες in vivo τεχνικές, για 

τον περεταίρω έλεγχο γενοτοξικότητας όταν έχουν προκύψει θετικά 

αποτελέσµατα από µια in vitro δοκιµασία ελέγχου (Morita et al., 2011). Για 

το σκοπό αυτό έχουν εκδοθεί οδηγίες που ανακεφαλαιώνουν τα 

προτεινόµενα από τις επιστηµονικές οµάδες εργασίας πρωτόκολλα 

µεθοδολογίας, τα οποία είναι διεθνώς αποδεκτά και εναρµονισµένα (ΟECD, 

1997; vLex United States, 2011). 

Η in vivo τεχνική των µικροπυρήνων είναι δυνατόν να εφαρµοστεί και σε 

άλλους ιστούς των τρωκτικών, εκτός από το µυελό των οστών και το 

περιφερικό αίµα. Αυτό κρίνεται απαραίτητο, για παράδειγµα, όταν ερευνάται 

η δράση κάποιου θραυσµατογόνου παράγοντα που δεν φτάνει τους 

αιµοποιητικούς ιστούς επειδή ο ίδιος ή κάποιοι ενεργοί µεταβολίτες του είναι 

ασταθείς ή έχουν πολύ µικρή διάρκεια ζωής (Hayashi et al., 2000). Έτσι, 

έχουν αναπτυχθεί πρωτόκολλα για την εφαρµογή της τεχνικής σε 

εξειδικευµένους ιστούς-στόχους (Hayashi et al., 2000; Morita et al., 2011) 

όπως είναι: 

• Το συκώτι: Επειδή αποτελεί το πιο ενεργό όργανο για το µεταβολισµό 

φαρµάκων και οι παράγοντες που σχηµατίζουν ασταθείς µεταβολίτες, 

αναµένεται να είναι πιο ενεργοί σε αυτόν τον ιστό. ∆ιάφοροι καρκινογόνοι 

παράγοντες που έδωσαν αρνητικά ή ασθενή θετικά αποτελέσµατα µε την 

εφαρµογή της τεχνικής σε ερυθροκύτταρα, αποδείχτηκαν γενοτοξικοί για 

τα ηπατοκύτταρα. 

• Το εντερικό επιθήλιο: Αποτελεί έναν από τους σηµαντικότερους ιστούς 

καρκινογένεσης στον άνθρωπο και είναι κατάλληλο για την εκτίµηση 

κινδύνων που προέρχονται από περιβαλλοντικούς παράγοντες που 
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εισέρχονται στο ανθρώπινο σώµα µέσω της τροφικής αλυσίδας, όπως: 

φυτοφάρµακα, συστατικά τροφίµων, φάρµακα. 

• Το δέρµα: Είναι κατάλληλο για την ανίχνευση της in vivo φωτο-

γενοτοξικότητας που συνδέεται µε την έκθεση στον ήλιο ή σε χηµικούς 

παράγοντες όπως καλλυντικά ή φάρµακα που έρχονται σε επαφή µε το 

δέρµα. 

• Ο σπλήνας, που αποτελεί κι αυτός ιστό ερυθροποίησης στα ποντίκια. 

• Οι πνεύµονες: Είναι κατάλληλοι για την εκτίµηση της έκθεσης σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες που εισέρχονται µέσω της αναπνευστικής 

οδού. 

• Το στοµάχι: Είναι σηµαντικό γιατί αποτελεί σε πολλές περιπτώσεις το 

πρώτο σηµείο του σώµατος που έρχεται σε άµεση επαφή µε χηµικούς 

παράγοντες. 

• Η ουροδόχος κύστη: Είναι ένας ιστός εκτεθειµένος σε υδατοδιαλυτούς 

χηµικούς παράγοντες που εκκρίνονται µέσω των ούρων, όπως για 

παράδειγµα οι ογκογόνες ουσίες της τάξης των ναφθυλαµινών, των 

βενζιδινών ή των αµινοδιφαινυλίων. 

• Τα εµβρυϊκά κύτταρα: Είναι κατάλληλα για την ανίχνευση γενοτοξικής 

δράσης παραγόντων που επιδρούν µέσω του πλακούντα. Πιστεύεται ότι 

παράγοντες που προκαλούν βλάβες στο DNA, µπορούν µέσω του 

πλακούντα, να επάγουν επίσης εµβρυοτοξικότητα, εγγενείς δυσµορφίες, 

όγκους µετά τη γέννηση, κληρονοµήσιµες µεταλλάξεις στα γαµετικά 

κύτταρα και άλλες αρνητικές επιπτώσεις κατά την ανάπτυξη. Συνήθως 

χρησιµοποιούνται  κύτταρα από το συκώτι ή το αίµα των εµβρύων ή από 

το αίµα των νεογέννητων. 

• Τα σπερµατικά κύτταρα: Είναι κατάλληλα για την ανίχνευση βλαβών που 

έχουν συµβεί στα γαµετικά κύτταρα και κατ’ επέκταση για την εκτίµηση 

πιθανών αρνητικών επιπτώσεων στις επόµενες γενιές κυττάρων. 

• Το στοµατικό επιθήλιο και 

• Η κολπική κοιλότητα  

Τα αποτελέσµατα δηµοσιευµένων µελετών που έχουν κάνει χρήση των 

παραπάνω ιστών, συγκρινόµενα µε τα αποτελέσµατα αντίστοιχων µελετών 
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που έχουν χρησιµοποιήσει ερυθροκύτταρα, αναφέρονται από τους Hayashi 

et al. (2000 & 2007), καθώς και από τους Morita et al. (2011). 

Με την εισαγωγή της κυτταροµετρίας ροής και της δειγµατοληψίας 

περιφερικού αίµατος στην εφαρµογή της τεχνικής, έγινε πλέον αποδεκτή και 

αποτελεσµατική για τον έλεγχο των γενετικών βλαβών και σε άλλα είδη, 

εκτός των αρουραίων και των ποντικιών, όπως είναι ο σκύλος (Harper et al., 

2007), τα πρωτεύοντα θηλαστικά (Hotchkiss et al., 2008) και κυρίως ο 

άνθρωπος (Abramsson-Zetterberg et al., 2000; Offer et al., 2005; Dertinger 

et al., 2007). Προσφέροντας µια ποσοτική εκτίµηση των in vivo κινδύνων 

που συνδέονται µε την έκθεση σε πιθανούς γενοτοξικούς παράγοντες, η 

εφαρµογή της τεχνικής υπόσχεται σηµαντική πρόοδο στην προσπάθεια 

εκτίµησης των παραγόντων που επηρεάζουν την ανθρώπινη υγεία και 

ασφάλεια (Heddle et al., 2011). 
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3. Ανταλλαγές αδελφών χρωµατίδων 

 

Οι ανταλλαγές αδελφών χρωµατίδων (Sister Chromatid Exchanges, SCEs) 

είναι αµοιβαίες ανταλλαγές τµηµάτων DNA σε οµόλογες θέσεις µεταξύ των 

αδελφών χρωµατίδων ενός διπλασιαζόµενου χρωµοσώµατος. Πρόκειται για 

ένα φυσικό φαινόµενο που συµβαίνει αποκλειστικά κατά τη διάρκεια της 

αντιγραφής του χρωµοσωµατικού DNA και πραγµατοποιείται µέσω θραύσεων 

των αλυσίδων του DNA και επανένωσής τους. Έχει προταθεί ότι αποτελούν 

ένα πιθανό µηχανισµό των κυττάρων να αντιµετωπίσουν τις βλάβες που 

συµβαίνουν κατά τη διάρκεια της αντιγραφής και δεν επιδιορθώνονται. Έτσι, 

αυξηµένες θραύσεις στις αλυσίδες του DNA αναµένεται να οδηγήσουν σε 

αυξηµένα επίπεδα ανταλλαγών (Das, 1988). 

Η αποδεδειγµένη ικανότητα διαφόρων χηµικών παραγόντων να επάγουν 

αυξηµένες συχνότητες ανταλλαγών προκαλώντας βλάβες στο γενετικό υλικό, 

καθώς και η δυνατότητα παρατήρησης και καταµέτρησης των ανταλλαγών σε 

καλλιεργηµένα κύτταρα, έχουν αναγάγει την ανίχνευση ανταλλαγών 

αδελφών χρωµατίδων σε µια από τις σηµαντικότερες µεθόδους για τη µελέτη 

γενοτοξικότητας (Albertini et al., 2000). 

 

3.1. Μέθοδοι παρατήρησης των ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων 

 

Κάθε κύτταρο που διαιρείται, ανάµεσα σε δυο διαδοχικές µιτώσεις, περνάει 

από µια ενδιάµεση φάση (µεσόφαση), η οποία περιλαµβάνει τρεις επιµέρους 

φάσεις: τη φάση G1, που προηγείται της σύνθεσης του DNA, τη φάση S, 

όπου γίνεται η σύνθεση του DNA, και τη φάση G2, που έπεται της σύνθεσης 

του DNA (Howard & Pelc, 1951). Κατά τη διάρκεια της φάσης S, κάθε τµήµα 

DNA διπλασιάζεται και παραµένει ενωµένο µε το αντίγραφό του στο 

κεντροµέρος, σχηµατίζοντας έτσι τις δυο αδελφές χρωµατίδες ενός 

χρωµοσώµατος. Οι αδελφές χρωµατίδες είναι δυνατόν να παρατηρηθούν 

προς το τέλος της πρόφασης ή στην αρχή της µετάφασης της µίτωσης, πριν 

αποχωριστούν στα θυγατρικά κύτταρα (Wilson & Thompson, 2007). Οι 

ανταλλαγές µεταξύ των αδελφών χρωµατίδων συµβαίνουν, όπως 
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προαναφέρθηκε, κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του γενετικού υλικού και 

µπορούν να παρατηρηθούν σε µεταφασικά κύτταρα που έχουν διανύσει δυο 

κύκλους αντιγραφής, µετά από κατάλληλη σήµανση και χρώση, ώστε οι δυο 

αδελφές χρωµατίδες να φαίνονται διαφορετικά βαµµένες (OECD, 1986).  

Η πρώτη ένδειξη σχηµατισµού ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

προήλθε το 1938 από µελέτες της Mc Clintock πάνω στη γενετική 

συµπεριφορά των δακτυλιωτών χρωµοσωµάτων στο καλαµπόκι. Μετά από 

περίπου 20 χρόνια, ο Taylor (1957), παρατήρησε για πρώτη φορά 

ανταλλαγές µεταξύ αδελφών χρωµατίδων χρησιµοποιώντας την τεχνική της 

αυτοραδιογραφίας σε συνδυασµό µε ραδιενεργό σήµανση του DNA µε 

τριτιωµένη θυµιδίνη σε χρωµοσώµατα ακροριζίων της Vicia faba. Η µέθοδος 

αυτή όµως παρείχε µικρή διακριτική ικανότητα. Αργότερα, µια απλή, µη-

ραδιενεργός, αλλά πιο αποτελεσµατική τεχνική χρώσης, ανακαλύφθηκε από 

τον Latt (1973), ο οποίος χρησιµοποίησε τη βρωµοδεοξυουριδίνη (5’-

bromodeoxyuridine, BrdU), µια χηµική ουσία ανάλογη της θυµίνης, σε 

συνδυασµό µε τη φθορίζουσα χρωστική Hoechst 33258, για να 

διαφοροποιήσει χρωµατικά τις αδελφές χρωµατίδες και να αποκαλύψει τις 

ανταλλαγές µεταξύ τους. Το µειονέκτηµα αυτής της µεθόδου ήταν ότι ο 

διαφορετικός φθορισµός των αδελφών χρωµατίδων εξασθενούσε γρήγορα. 

Για να ξεπεραστεί αυτό το πρόβληµα, οι Perry και Wolff (1974), ανέπτυξαν 

µια τροποποιηµένη µέθοδο, την Fluorescence plus Giemsa (FPG method), η 

οποία περιλαµβάνει ένα συνδυασµό φθοριζουσών χρωστικών µε τη χρωστική 

Giemsa. Αυτός επιτυγχάνεται µε καλλιέργεια των κυττάρων παρουσία BrdU, 

χρώση των παρασκευασµάτων µε Hoechst 33258, έκθεση αυτών στο φως, 

επώαση σε διάλυµα αλάτων σε θερµοκρασία 60ο C και τέλος χρώση µε 

Giemsa. Η µέθοδος αυτή έγινε δηµοφιλής γιατί η αντίθεση µεταξύ των 

αδελφών χρωµατίδων ήταν πολύ καλή και τα παρασκευάσµατα µπορούσαν 

να διατηρηθούν για µεγάλο χρονικό διάστηµα.  

Η βρωµοδεοξυουριδίνη ενσωµατώνεται στις αλυσίδες του DNA κατά τη 

διάρκεια της αντιγραφής και, επειδή η αντιγραφή είναι ηµισυντηρητική, η 

ενσωµάτωση γίνεται στο θυγατρικό κλώνο κάθε δίκλωνου µορίου. Μετά από 

ένα δεύτερο κύκλο αντιγραφής παρουσία BrdU, η µια χρωµατίδα κάθε 

µεταφασικού χρωµοσώµατος είναι µονο-υποκατεστηµένη µε BrdU, ενώ η 
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αδελφή της χρωµατίδα είναι διπλο-υποκατεστηµένη. Η BrdU έχει την 

ιδιότητα να «ξεθωριάζει» τις φθορίζουσες χρωστικές, έτσι ώστε οι µονο-

υποκατεστηµένες χρωµατίδες να φθορίζουν πιο έντονα µετά από χρώση, ενώ 

οι διπλο-υποκατεστηµένες χρωµατίδες εµφανίζουν αχνό φθορισµό, 

επιτρέποντας έτσι να γίνουν ορατές οι ανταλλαγές (Das, 1988; Wilson & 

Thompson, 2007). (Εικόνα 3.1.1).  

 

 
 

Εικόνα 3.1.1. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της διαφορετικής ενσωµάτωσης της BrdU 
µεταξύ των αδελφών χρωµατίδων καθώς και πιθανών ανταλλαγών µεταξύ τους. Mε 
TT απεικονίζεται η χρωµατίδα που έχει και στις δυο αλυσίδες της Θυµίνη, µε ΤΒ η 
χρωµατίδα που είναι µονο-υποκατεστηµένη µε BrdU, ενώ µε ΒΒ η χρωµατίδα που 
είναι διπλο-υποκατεστηµένη µε BrdU (Mange & Mange, 1990). 

 
 
Το µοναδικό µειονέκτηµα της BrdU είναι ότι η ίδια επάγει ανταλλαγές όταν 

χρησιµοποιείται σε υψηλές συγκεντρώσεις. Σε χαµηλές όµως συγκεντρώσεις, 

τα επίπεδα των ανταλλαγών παραµένουν σταθερά. Γι’ αυτό είναι απαραίτητο 

να προσδιοριστεί η ελάχιστη δυνατή απαιτούµενη συγκέντρωση της ουσίας 

για κάθε είδος και κάθε σύστηµα µελέτης (Das, 1988). 

Μετά την εφαρµογή της χρώσης Giemsa, κύτταρα που έχουν διανύσει έναν 

κύκλο αντιγραφής παρουσία BrdU εµφανίζουν χρωµοσώµατα µε 

οµοιόµορφη, έντονη χρώση και αναγνωρίζονται ως Μ1 διαίρεσης κύτταρα. 

Κύτταρα που έχουν διανύσει δυο κύκλους αντιγραφής παρουσία BrdU 
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εµφανίζουν χρωµοσώµατα µε τη µια χρωµατίδα έντονα βαµµένη και την 

άλλη αχνά βαµµένη και αναγνωρίζονται ως Μ2 διαίρεσης κύτταρα. Τέλος, 

κύτταρα που έχουν διανύσει τρεις ή περισσότερους κύκλους αντιγραφής 

παρουσία BrdU εµφανίζουν χρωµοσώµατα και µε τις δυο χρωµατίδες αχνά 

βαµµένες και αναγνωρίζονται ως Μ3 διαίρεσης κύτταρα. Η καταµέτρηση των 

ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων για τον υπολογισµό της συχνότητάς τους 

γίνεται σε Μ2 µεταφασικά κύτταρα (Εικόνα 3.1.2). Η καθυστέρηση των 

κυτταρικών διαιρέσεων που προκαλείται από διάφορες χηµικές ουσίες µπορεί 

να εκτιµηθεί από τη µεταβολή στη σχετική αναλογία των µεταφάσεων Μ1, Μ2 

και Μ3 σε σύγκριση µε τους µάρτυρες (Tice et al., 1976). 

 

            
                                (α)                                                       (β) 
 

    

(γ) 

Εικόνα 3.1.2. Φωτογραφίες µεταφάσεων Μ1 (α), Μ2 (β) και Μ3 (γ) µε χρήση της 
µεθόδου Fluorescence plus Giemsa. Ανταλλαγές µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 
διακρίνονται στη φωτογραφία (β) µε βέλη (Γ. Ντέµσια, Χ. Μόσχου). 
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Μια εναλλακτική µέθοδος της χρώσης FPG, η οποία απαιτεί την έκθεση σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, χρησιµοποιεί ένα αντίσωµα που προσδένεται στις 

υποκατεστηµένες µε BrdU αλυσίδες DNA, µετά την αποδιάταξη. Η χρώση στη 

συνέχεια µε ιωδιούχο προπίδιο (κόκκινο χρώµα στην εικόνα 3.1.3.α) ή µε 

τη φθορίζουσα χρωστική DAPI (µπλε χρώµα στην εικόνα 3.1.3.β) επιτρέπει 

την εύκολη διάκριση ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων. Το πλεονέκτηµα 

αυτής της µεθόδου είναι ότι απαιτούνται χαµηλά επίπεδα υποκατάστασης µε 

BrdU, ελαχιστοποιώντας κατ’ αυτόν τον τρόπο τις επαγόµενες ανταλλαγές 

από την BrdU (Pinkel et al., 1985). 

 

  

                         (α)                                             (β) 

Εικόνα 3.1.3. (α) Εξαιρετικά αυξηµένα επίπεδα ανταλλαγών  µεταξύ αδελφών 
χρωµατίδων σε µεταφασικά κύτταρα ινδικών χοιριδίων CHO, βαµµένα µε ιωδιούχο 
προπίδιο. Το βέλος δείχνει το µοναδικό χρωµόσωµα που δεν εµφανίζει φαινόµενα 
ανταλλαγής. (β) Χρωµοσώµατα ανθρώπινων ινοβλαστών βαµµένα µε χρώση DAPI. 
Τα βέλη δείχνουν σηµεία ανταλλαγών (Wilson & Thompson, 2007). 

 

 

3.2. Μηχανισµοί δηµιουργίας ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων 

 

Είναι αποδεδειγµένο ότι για να δηµιουργηθούν ανταλλαγές αδελφών 

χρωµατίδων, απαραίτητη προϋπόθεση είναι να περάσει το κύτταρο από τη 

φάση S της σύνθεσης του DNA (Wolff et al., 1974; Kato, 1974) και ότι τα 

φαινόµενα ανταλλαγής παρατηρούνται στο σηµείο της διχάλας αντιγραφής 
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(Kato, 1980; Cortés et al., 1993; Rodriguez-Reyes & Morales-Ramirez, 

2003).  

Παλαιότερες µελέτες υποστηρίζουν ότι η δηµιουργία ανταλλαγών οφείλεται 

στην επιβράδυνση ή τη διακοπή της αντιγραφής εξαιτίας της δράσης 

παραγόντων που προκαλούν δίκλωνα ρήγµατα στο DNA (double strand 

breaks, DSBs). Η επιβράδυνση αυτή επηρεάζει και την αντιγραφή γειτονικών 

µονάδων, έτσι ώστε το DNA που βρίσκεται στα όρια γειτονικών µονάδων 

αντιγραφής να παραµένει µη-διπλασιασµένο για µεγάλο χρονικό διάστηµα. 

Αυτό αυξάνει την πιθανότητα δηµιουργίας δίκλωνων ρηγµάτων όταν έχει 

ολοκληρωθεί η αντιγραφή στη µια µονάδα αντιγραφής, µε αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία ανταλλαγής µεταξύ των θυγατρικών κλώνων του διπλασιασµένου 

τµήµατος του DNA µε τους πατρικούς κλώνους του µη-διπλασιασµένου 

τµήµατος της γειτονικής µονάδας αντιγραφής (Painter, 1980). 

Στο µηχανισµό δηµιουργίας ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων, 

εµπλέκονται και οι DNA τοποϊσοµεράσες. Τα ένζυµα αυτά έχουν την 

ικανότητα να δηµιουργούν δίκλωνα ρήγµατα στο DNA και να τα 

επανασυνδέουν, έτσι ώστε να ξετυλίγουν τους υπερελικωµένους 

νεοσυντιθέµενους κλώνους (Cleaver, 1981; Pommier et al., 1985; Dillehay 

et al., 1989).  

Σύµφωνα µε τον Cleaver (1981), η δηµιουργία της ανταλλαγής ξεκινά πίσω 

από τη διχάλα αντιγραφής και οφείλεται σε σφάλµατα που δηµιουργούνται 

κατά το ξετύλιγµα των θυγατρικών µορίων από την τοποϊσοµεράση ΙΙ. Όσο 

µεγαλύτερο είναι το µέγεθος της µονάδας αντιγραφής, τόσο πιο απαιτητική 

και δύσκολη είναι η δράση της τοποϊσοµεράσης για το ξετύλιγµα και τόσο 

περισσότερο αυξάνεται η πιθανότητα σφαλµάτων που θα οδηγήσουν στη 

δηµιουργία ανταλλαγών.  

Σύµφωνα µε τους Pommier et al. (1985), η δηµιουργία ανταλλαγών 

οφείλεται σε παράγοντες που παρεµβάλλονται µεταξύ των δυο κλώνων του 

DNA (intercalating agents) και παγιδεύουν τα σύµπλοκα της τοποϊσοµεράσης 

ΙΙ µε το DNA, επάγοντας µ’ αυτόν τον τρόπο δίκλωνα ρήγµατα. Μετά την 

αποµάκρυνση του χηµικού παράγοντα, τα ρήγµατα είναι δυνατόν να 

επουλωθούν µε λάθος τρόπο, ανταλλάσσοντας τµήµατα των 
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νεοσυντιθέµενων αλυσίδων DNA και καταλήγοντας έτσι στη δηµιουργία 

ανταλλαγής µεταξύ των αδελφών χρωµατίδων. 

Τέλος, οι Dillehay et al. (1989), εξετάζοντας όλα τα µοντέλα που είχαν 

προταθεί µέχρι τότε για το µηχανισµό δηµιουργίας ανταλλαγών, 

υποστηρίζουν ότι το καθένα από αυτά µπορεί να συσχετιστεί µε τη 

λειτουργία των τοποϊσοµερασών, δηλαδή την ιδιότητά τους να δηµιουργούν 

σύµπλοκα µε το DNA και να ξετυλίγουν τους κλώνους. 

Πιο πρόσφατες µελέτες εµπλέκουν τους επιδιορθωτικούς µηχανισµούς του 

κυττάρου στο µηχανισµό δηµιουργίας ανταλλαγών. Συγκεκριµένα, τα 

περισσότερα µοντέλα που έχουν προταθεί, υποστηρίζουν ότι τα πρωταρχικά 

γεγονότα που επάγουν ανταλλαγές είναι µονόκλωνα ρήγµατα (single strand 

breaks, SSBs) στις αλυσίδες του DNA σε περιοχές όπου συµβαίνει 

αντιγραφή. Μετά το σπάσιµο της διχάλας αντιγραφής στο σηµείο του 

µονόκλωνου ρήγµατος, ακολουθεί ο σχηµατισµός ενός δίκλωνου ρήγµατος, 

το οποίο τελικά υπόκειται στη δράση κάποιου επιδιορθωτικού µηχανισµού 

(Wilson & Thompson, 2007). To κύτταρο διαθέτει µηχανισµούς επιδιόρθωσης 

των δίκλωνων ρηγµάτων στο DNA, οι οποίοι διακρίνονται κυρίως σε 2 

τύπους: την µη-οµόλογη σύνδεση των άκρων (Non-Homologous End 

Joining, NHEJ) και τον οµόλογο ανασυνδυασµό (Homologous 

Recombination, HR). Ο πρώτος µηχανισµός λειτουργεί κυρίως κατά τη G1 

φάση και επιδιορθώνει µε µικρότερη πιστότητα, ενώ ο δεύτερος λειτουργεί 

κατά το τέλος της S φάσης ή κατά τη G2 φάση και χρησιµοποιεί ένα οµόλογο 

χρωµόσωµα ή µια αδελφή χρωµατίδα ως καλούπι για την ακριβή 

επιδιόρθωση ενός ρήγµατος (Natarajan, 2002). Παρόλο που έχουν προταθεί 

κάποια µοντέλα σύµφωνα µε τα οποία ο επιδιορθωτικός µηχανισµός NHEJ 

ενέχεται στην πρόκληση ανταλλαγών, έχει αποδειχτεί ότι οι ανταλλαγές 

προκαλούνται κυρίως µέσω του οµόλογου ανασυνδυασµού (Sonoda et al., 

1999; Wilson & Thompson, 2007). H στιγµή της αντιγραφής του DNA 

θεωρείται η πιο κατάλληλη για να παρατηρηθούν ανταλλαγές επειδή οι 

οµόλογες δίκλωνες αλυσίδες βρίσκονται κοντά και µπορεί εύκολα να συµβεί 

κάποιο γεγονός οµόλογου ανασυνδυασµού (Rodriguez-Reyes & Morales-

Ramirez, 2003). Ένας πιθανός µηχανισµός µε τον οποίο συµβαίνει αυτό 

περιγράφεται στην εικόνα 3.2: 
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Εικόνα 3.2. Μηχανισµός δηµιουργίας ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων µέσω 
οµόλογου ανασυνδυασµού (Wilson & Thompson, 2007). 

 

Όταν σε µια από τις πατρικές αλυσίδες του DNA υπάρχει ένα σπάσιµο ή ένα 

κενό σε µια διχάλα αντιγραφής (βήµα 1 & 2), η διχάλα αντιγραφής λύεται 

(βήµα 3). Γεγονότα επιδιόρθωσης της σύνθεσης συµβαίνουν στο κενό της 

συµπληρωµατικής, ακέραιης, πατρικής αλυσίδας του DNA (βήµα 4). Η 

συνέχιση της σύνθεσης απέναντι από τη σπασµένη πατρική αλυσίδα του DNA 

θα δηµιουργήσει ένα µονόκλωνο ελεύθερο 3΄άκρο (βήµα 5), το οποίο είναι 

δυνατόν να ζευγαρώσει µε τη συµπληρωµατική πατρική αλυσίδα σε µια 

περιοχή που είναι µερικώς αποδιαταγµένη (βήµα 6), καταλήγοντας έτσι στο 

σχηµατισµό µιας διακλάδωσης Holliday (Holliday, 1964). Λύση της 

διακλάδωσης Holliday κατά την κατεύθυνση που δείχνουν τα πράσινα βέλη 

(βήµα 7) θα οδηγήσει στο σχηµατισµό µιας ανταλλαγής (Wilson & 

Thompson, 2007). 

Οι επιδιορθωτικοί µηχανισµοί του κυττάρου µπορούν να επιδιορθώνουν 

αποτελεσµατικά τις βλάβες που επάγονται στο DNA από διάφορους χηµικούς 

παράγοντες. Υπάρχει όµως περίπτωση, κάποιοι µεταλλαξιγόνοι παράγοντες 

να εµποδίζουν τις διαδικασίες επιδιόρθωσης, παρεµβαλλόµενοι σε κάποιο από 

τα στάδια επιδιόρθωσης ή επηρεάζοντας τα ένζυµα που εµπλέκονται σ’ 

αυτές. Όταν αυτό συµβεί στη φάση της αντιγραφής του DNA, προκαλούνται 

χρωµατιδικά θραύσµατα και αυξηµένες ανταλλαγές αδελφών χρωµατίδων 

(Natarajan, 2002). Συγκεκριµένα, µεταλλάξεις που επηρεάζουν τη σύνθεση 

πρωτεϊνών, όπως είναι οι XRCC1 (X-ray Repair Cross-Complementing 1), 

PARP-1 (Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1) και DNA LIG3, που παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην επιδιόρθωση των µονόκλωνων ρηγµάτων του DNA, 
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συνδέονται µε αυξηµένες συχνότητες ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων. 

Μεταλλάξεις που επηρεάζουν τη σύνθεση πρωτεϊνών που ρυθµίζουν τον 

οµόλογο ανασυνδυασµό συνδέονται επίσης µε αλλαγές στη συχνότητα των 

ανταλλαγών. Για παράδειγµα, η ελαττωµατική ελικάση BLM, η οποία έχει 

βρεθεί σε κύτταρα ασθενών µε το αυτοσωµικό σύνδροµο Bloom (Bloom 

Syndrome, BS), οδηγεί σε µεγάλη αύξηση της συχνότητας των ανταλλαγών. 

Αντίθετα, κύτταρα µε µεταλλάξεις που επηρεάζουν τη σύνθεση της 

πρωτεΐνης Rad51 δεν είναι ικανά να πραγµατοποιήσουν οµόλογο 

ανασυνδυασµό και παρουσιάζουν χαµηλότερες συχνότητες ανταλλαγών 

(Wilson & Thompson, 2007). Αυξηµένη επαγωγή ανταλλαγών παρουσιάζουν 

και τα κύτταρα που φέρουν µεταλλάξεις που επηρεάζουν τη σύνθεση της 

πρωτεΐνης MGMT (MethylGuanine-MethylTransferase), η οποία είναι 

υπεύθυνη για την επιδιόρθωση µεθυλιώσεων που επάγονται στο DNA από 

παράγοντες όπως η ΜΝU (N-Methyl-N-Nitrosourea) και η MNNG (N-Methyl-

N’-Nitro-N- Nitrosoguanidine) (Kaina, 2004).  

Ένας εναλλακτικός τρόπος που διαθέτει το κύτταρο για να συνεχίζει τη 

διαδικασία της αντιγραφής, όταν αυτή διακόπτεται από κάποιο ρήγµα στην 

αλυσίδα του DNA, είναι να παρακάµπτει το ρήγµα, χωρίς να το επιδιορθώνει, 

µε ένα µηχανισµό που ονοµάζεται µετα-θραυσµατική σύνθεση (Translesion 

Synthesis, TS). Κατά τη διαδικασία αυτή, εξειδικευµένες DNA πολυµεράσες, 

όπως η Rev1 και η Polζ, αναλαµβάνουν την αντιγραφή στη θέση των 

κανονικών DNA πολυµερασών γιατί µπορούν πιο εύκολα να τοποθετούν 

βάσεις απέναντι από περιοχές µε ρήγµατα στο DNA. Η πιστότητα όµως της 

αντιγραφής µε τις πολυµεράσες αυτές είναι χαµηλότερη (Waters et al., 

2009). Έχει βρεθεί ότι µεταλλάξεις στα γονίδια που κωδικοποιούν αυτές τις 

πολυµεράσες µειώνουν την ικανότητα µετα-θραυσµατικής σύνθεσης των 

κυττάρων, µε αποτέλεσµα να αυξάνονται τα κενά αντιγραφής ή να λύονται 

περισσότερες διχάλες αντιγραφής, γεγονότα που ενισχύουν το µηχανισµό 

του οµόλογου ανασυνδυασµού και καταλήγουν έτσι σε αυξηµένα επίπεδα 

ανταλλαγών (Wilson & Thompson, 2007). 
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3.3. Παράγοντες που προκαλούν ανταλλαγές αδελφών χρωµατίδων 

 

Ανταλλαγές µεταξύ αδελφών χρωµατίδων µπορεί να συµβούν αυθόρµητα, 

ως ένα φυσικό φαινόµενο που σχετίζεται µε την αντιγραφή του DNA. Ένας 

αριθµός 3-4 ανταλλαγών ανά κυτταρικό κύκλο, σε συνθήκες ελάχιστης 

ενσωµάτωσης BrdU, θεωρείται φυσιολογικό να παρατηρηθεί (Wilson & 

Thompson, 2007). 

Μεγαλύτερος αριθµός ανταλλαγών όµως είναι δυνατόν να προκληθεί από µια 

πληθώρα µεταλλαξιγόνων ή καρκινογόνων παραγόντων. Έχει αποδειχτεί ότι 

πολλοί παράγοντες οι οποίοι οδηγούν σε µεταλλάξεις ή χρωµοσωµατικές 

ανωµαλίες, επάγουν επίσης ανταλλαγές µεταξύ αδελφών χρωµατίδων (Perry 

& Evans, 1975). Μάλιστα, αυξηµένες συχνότητες ανταλλαγών µπορεί να 

παρατηρηθούν από τη δράση κάποιων παραγόντων σε πολύ χαµηλότερες 

δόσεις από αυτές που απαιτούνται για την πρόκληση χρωµοσωµατικών 

ανωµαλιών. Για παράδειγµα, µελέτες του Latt (1974), καθώς και των Kato & 

Shimada (1975), έδειξαν ότι η µιτοµυκίνη-C επάγει ανταλλαγές σε µια δόση 

που αποτελεί το 1/10 της απαιτούµενης δόσης για την πρόκληση 

χρωµοσωµατικών ανωµαλιών. Επίσης, οι Perry & Evans (1975), µελετώντας 

τη δράση 14 χηµικών ενώσεων που ήταν γνωστές ή ύποπτες για 

µεταλλαξιγόνο δράση σε κύτταρα ινδικών χοιριδίων (CHO), παρατήρησαν ότι 

η ίδια δόση µεταλλαξιγόνου ουσίας που οδηγούσε σε διπλασιασµό της 

συχνότητας των ανταλλαγών, προκαλούσε ελάχιστο και οριακά ανιχνεύσιµο 

αποτέλεσµα στη συχνότητα των χρωµοσωµατικών ανωµαλιών. 

Ωστόσο, όλοι οι παράγοντες οι οποίοι επάγουν ανταλλαγές µεταξύ αδελφών 

χρωµατίδων δεν είναι απαραίτητα µεταλλαξιγόνοι, καθώς και το αντίστροφο 

(Carrano & Thompson, 1982; Natarajan, 2002). 

O Kato (1977) ταξινόµησε τις χηµικές ενώσεις σε τρεις κατηγορίες µε 

κριτήριο την ικανότητά τους να προκαλούν ανταλλαγές και χρωµοσωµατικές 

ανωµαλίες: 

• Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν ουσίες που ονοµάζονται παράγοντες 

τύπου Χ-ray και έχουν δράση ανάλογη της ιονίζουσας ακτινοβολίας. Η 

αύξηση της συχνότητας των ανταλλαγών που προκαλείται από αυτές τις 

ουσίες είναι ελάχιστη, παρά την εξαιρετική τους ικανότητα να προκαλούν 
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χρωµοσωµατικές ανωµαλίες. Παραδείγµατα αποτελούν η καφεΐνη και η 

µπλεοµυκίνη. 

• Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν ουσίες που ονοµάζονται παράγοντες 

τύπου UV και έχουν δράση ανάλογη της υπεριώδους ακτινοβολίας. Οι 

ουσίες αυτές αυξάνουν σηµαντικά τόσο τη συχνότητα των ανταλλαγών, 

όσο και τη συχνότητα των χρωµοσωµατικών ανωµαλιών. Σ’ αυτή την 

κατηγορία ανήκουν οι περισσότεροι αλκυλιωτικοί παράγοντες. 

• Στην τρίτη κατηγορία ανήκουν οι µεταβολικοί αναστολείς, των οποίων η 

δράση στο DNA είναι έµµεση, όπως για παράδειγµα η 

φθοροδεοξυουριδίνη, η υδροξυουρία, η καµπτοθεκίνη, που εµποδίζουν το 

µηχανισµό της αντιγραφής.  

Οι παράγοντες που θεωρούνται ικανοί να επάγουν ανταλλαγές είναι 

παράγοντες που προκαλούν συγκεκριµένες βλάβες στο DNA, είτε άµεσα, 

δρώντας απ’ ευθείας πάνω στο DNA, είτε έµµεσα, επηρεάζοντας το 

µηχανισµό της αντιγραφής του DNA (Takehisa, 1982). Οι κύριες βλάβες  που 

οδηγούν στη δηµιουργία ανταλλαγών είναι οι εξής: 

• Μονόκλωνα και δίκλωνα ρήγµατα στο DNA, τα οποία οδηγούν σε θραύση 

της διχάλας αντιγραφής και στη συνέχεια επάγουν το µηχανισµό του 

οµόλογου ανασυνδυασµού για να συνεχιστεί η αντιγραφή. Τέτοια 

ρήγµατα προκαλούνται από παράγοντες που ανήκουν στην τρίτη από τις 

παραπάνω κατηγορίες ή από την ιονίζουσα ακτινοβολία (Wilson & 

Thompson, 2007; Natarajan, 2002). 

• Χιαστί δεσµοί (crosslinks), οι οποίοι επίσης επάγουν το µηχανισµό του 

οµόλογου ανασυνδυασµού για να επιδιορθωθούν οι σπασµένες διχάλες 

αντιγραφής που προκύπτουν (Wilson & Thompson, 2007). Χιαστί δεσµοί 

προκαλούνται για παράδειγµα από τη µιτοµυκίνη C (Painter, 1980) και 

από την υπεριώδη ακτινοβολία. Η τελευταία προκαλεί, συγκεκριµένα, 

διµερή πυριµιδίνης (Das, 1988, Natarajan, 2002). 

• Αλκυλιώσεις, όπως για παράδειγµα, η µεθυλίωση της βάσης γουανίνης 

(Ο6-methylguanine) που προκαλείται από την ΜΝU (N-Methyl-N-

Nitrosourea) και την MNNG (N-Methyl-N’-Nitro-N- Nitrosoguanidine) 

(Kaina, 2004). 
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3.4. Παράγοντες που επηρεάζουν τη συχνότητα των ανταλλαγών 

µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

 

Έχει παρατηρηθεί σε διάφορες µελέτες µεγάλη διακύµανση στη βασική 

συχνότητα των ανταλλαγών που παρουσιάζονται σε καλλιέργειες 

λεµφοκυττάρων υγιών ατόµων. Με το δεδοµένο ότι αυτό το σύστηµα 

ελέγχου χρησιµοποιείται ευρέως για τη διεξαγωγή πληθυσµιακών µελετών 

που διερευνούν τις πιθανές βλάβες από την έκθεση σε διάφορους 

γενοτοξικούς παράγοντες, είναι πολύ σηµαντικό να ταυτοποιηθούν και να  

ποσοτικοποιηθούν οι παράγοντες που επηρεάζουν τη βασική συχνότητα των 

ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων (Das, 1988). Οι παράγοντες αυτοί 

σχετίζονται α) µε διαφορές στη µεθοδολογία της τεχνικής ή β) µε ατοµικές 

διαφορές ανάµεσα στους δότες λεµφοκυττάρων που αφορούν την ηλικία, το 

φύλο, τον τρόπο ζωής, τη γενετική σύσταση ή την παρουσία ασθενειών. 

 

3.4.1. Παράγοντες που σχετίζονται µε τη µεθοδολογία της τεχνικής 

 

Η σύσταση του θρεπτικού µέσου καθώς και ο τύπος του ορού που 

χρησιµοποιούνται για την καλλιέργεια των λεµφοκυττάρων µπορεί να 

επιφέρει διαφορές στην κινητική ανάπτυξης των κυττάρων και κατ’ επέκταση 

στη συχνότητα των ανταλλαγών. Έχει βρεθεί ότι ανθρώπινα λεµφοκύτταρα 

που καλλιεργούνται σε θρεπτικό µέσο TC-199 εµφανίζουν σηµαντικά 

υψηλότερη συχνότητα ανταλλαγών από κύτταρα που καλλιεργούνται σε 

άλλα θρεπτικά µέσα, όπως είναι το Dulbecco’s MEM, το RPMI 1640 ή το 

Ham’s F-10 (Das, 1988). Το γεγονός αυτό πιθανόν να οφείλεται στην 

παρουσία ή όχι συγκεκριµένων αµινοξέων στο χρησιµοποιούµενο θρεπτικό 

υλικό (Takehisa, 1982). Επίσης, υψηλότερες συχνότητες ανταλλαγών 

παρατηρούνται σε κύτταρα που καλλιεργούνται παρουσία ορού εµβρύου 

βοός σε σχέση µε κύτταρα που καλλιεργούνται παρουσία ανθρώπινου ΑΒ ή 

αυτόλογου ορού, γεγονός που εξηγείται από τη διαφορετική σύσταση του 

κάθε ορού σε πουρίνες-πυριµιδίνες, που επηρεάζει την ενσωµάτωση της 

BrdU από τα κύτταρα (Das, 1988).  
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Όπως έχει ήδη αναφερθεί, άλλος ένας παράγοντας που επηρεάζει τη 

συχνότητα των ανταλλαγών είναι η συγκέντρωση της BrdU. Γενικά, η 

συχνότητα των ανταλλαγών αυξάνει µε την αύξηση της συγκέντρωσης της 

BrdU (Natarajan et al., 1986). Η εξαρτώµενη από την BrdU όµως επαγωγή 

ανταλλαγών επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες όπως είναι η 

πυκνότητα των κυττάρων στην καλλιέργεια, οι διαφορετικοί υποπληθυσµοί 

λεµφοκυττάρων και η σύσταση του µέσου καλλιέργειας (Lambert et al., 

1982; Das, 1988). Επίσης, εξαιτίας του πολύ ενεργού ατόµου βρωµίου που 

διαθέτει, η BrdU µπορεί να αλληλεπιδράσει µε άλλους παράγοντες, όπως 

είναι η ιονίζουσα και η υπεριώδης ακτινοβολία και να επάγει ακόµα 

υψηλότερες συχνότητες ανταλλαγών (Wojcik et al., 2004). 

Ο ρυθµός διαίρεσης των κυττάρων επηρεάζει επίσης τη συχνότητα των 

ανταλλαγών. Κύτταρα που διαιρούνται µε γρήγορο ρυθµό παρουσιάζουν 

χαµηλότερες συχνότητες ανταλλαγών από κύτταρα που διαιρούνται αργά. 

Στις καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων υπάρχουν τουλάχιστον δυο 

υποπληθυσµοί κυττάρων µε διαφορετικό ρυθµό διαίρεσης. Τα Β-

λεµφοκύτταρα έχουν υψηλότερο ρυθµό διαίρεσης από τα Τ-λεµφοκύτταρα 

και παρουσιάζουν χαµηλότερες συχνότητες ανταλλαγών (Das, 1988). 

Τέλος, η συχνότητα των ανταλλαγών επηρεάζεται από τη θερµοκρασία της 

καλλιέργειας. Τα κύτταρα καλλιεργούνται συνήθως σε θερµοκρασία 37ο C. 

Έχει παρατηρηθεί ότι χαµηλότερες θερµοκρασίες επώασης οδηγούν σε 

λιγότερες ανταλλαγές, είτε λόγω µείωσης του ρυθµού διαίρεσης των 

κυττάρων, είτε λόγω µη-ενεργοποίησης των απαραίτητων ενζύµων για το 

µηχανισµό της αντιγραφής. Αντίθετα, αυξηµένες θερµοκρασίες επώασης 

οδηγούν σε αύξηση των ανταλλαγών (Das, 1988). 

 

3.4.2. Παράγοντες που σχετίζονται µε ατοµικές διαφορές ανάµεσα 

στους δότες λεµφοκυττάρων 

 

Η ηλικία αποτελεί έναν από τους κύριους βιολογικούς παράγοντες που 

επηρεάζουν τις βασικές τιµές συχνοτήτων των ανταλλαγών αδελφών 

χρωµατίδων σε υγιείς δότες. Μελέτες των Bolognesi et al. (1997) καθώς και 

των Barale et al. (1998) δείχνουν ότι οι τιµές συχνοτήτων των ανταλλαγών, 
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γενικά, αυξάνουν µε την ηλικία, σταθεροποιούνται περίπου στην ηλικιακή 

τάξη των 40-49 ετών και παρουσιάζουν τη µέγιστη αύξηση άνω των 70 

ετών.  

Το φύλο επίσης επηρεάζει τις συχνότητες των ανταλλαγών µε τα θηλυκά 

άτοµα να εµφανίζουν υψηλότερες τιµές σε σχέση µε τα αρσενικά (Das, 

1988; Barale et al., 1998). Μάλιστα έχουν βρεθεί σηµαντικά αυξηµένες 

συχνότητες ανταλλαγών σε γυναίκες που βρίσκονται σε συγκεκριµένο στάδιο 

του εµµήνου κύκλου ή της εγκυµοσύνης, καθώς και σε γυναίκες που 

λαµβάνουν αντισυλληπτικά χάπια. Το γεγονός αυτό µπορεί να εξηγείται είτε 

λόγω της αυξηµένης σύστασης σε DNA των φυλετικών ΧΧ θηλυκών 

χρωµοσωµάτων, έναντι των αρσενικών ΧΥ, είτε λόγω των ορµονικών 

διαφορών ανάµεσα στα δυο φύλα (Das, 1988). 

Από τους παράγοντες που σχετίζονται µε τον τρόπο ζωής, σηµαντικότερος 

είναι το κάπνισµα, το οποίο έχει βρεθεί ότι αυξάνει τις συχνότητες των 

ανταλλαγών και µάλιστα µε µια δοσο-εξαρτώµενη σχέση. Στατιστικά 

σηµαντικά αυξηµένες ανταλλαγές βρέθηκαν ακόµα και σε καπνιστές που 

κάπνιζαν µικρό αριθµό τσιγάρων την ηµέρα (1 έως 9) και κυρίως σε θηλυκά 

άτοµα, ενώ σε άτοµα που είχαν κόψει το κάπνισµα, παρατηρήθηκαν 

µειωµένες συχνότητες ανταλλαγών τουλάχιστον ένα χρόνο µετά τη διακοπή 

του καπνίσµατος (Barale et al., 1998). 

Τέλος, αυξηµένες συχνότητες ανταλλαγών έχουν παρατηρηθεί σε ασθενείς 

µε κληρονοµικές γενετικές ανωµαλίες που σχετίζονται είτε µε την ικανότητα 

επιδιόρθωσης µεταλλαξιγόνων ή καρκινογόνων βλαβών στο DNA, είτε µε τη 

σωστή λειτουργία του µηχανισµού της αντιγραφής. Τέτοιες περιπτώσεις 

ασθενειών είναι το σύνδροµο Bloom, που σχετίζεται µε βλάβες στο 

µηχανισµό του οµόλογου ανασυνδυασµού, η ξηροδερµία pigmentosum 

(xeroderma pigmentosum), που σχετίζεται µε αδυναµία επιδιόρθωσης της 

εκτοµής νουκλεοτιδίου, η αταξία τηλαγγιεκτασία (ataxia telangiectasia), που 

σχετίζεται µε αδυναµία επιδιόρθωσης ρηγµάτων στο DNA και η αναιµία 

Fanconi, που σχετίζεται µε αδυναµία επιδιόρθωσης χιαστί δεσµών στο DNA 

(Evans, 1982). 
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3.5. Προσδιορισµός της συχνότητας των ανταλλαγών αδελφών 

χρωµατίδων και ερµηνεία αποτελεσµάτων 

 

Για την αποτελεσµατική χρήση της τεχνικής των ανταλλαγών µεταξύ 

αδελφών χρωµατίδων ως δοκιµασία ελέγχου για τον προσδιορισµό της 

γενοτοξικής δράσης διαφόρων παραγόντων, είναι πολύ σηµαντικό να 

ακολουθείται µια οµοιόµορφη µεθοδολογία από τους διάφορους µελετητές 

και οι µετρήσεις να γίνονται σύµφωνα µε κοινά αποδεκτά κριτήρια. Για το 

σκοπό αυτό έχουν συνταχθεί οδηγίες από διάφορους διεθνείς οργανισµούς 

όπως είναι ο Οργανισµός για την Οικονοµική Συνεργασία και Ανάπτυξη 

(OECD, 1986) και ο Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας, µέσω του ∆ιεθνούς 

Προγράµµατος για την Ασφάλεια των Χηµικών (International Programme on 

Chemical Safety, IPCS) (Albertini et al., 2000). 

Σύµφωνα µε τις οδηγίες αυτές, για τον προσδιορισµό της συχνότητας των 

ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων πρέπει να αναλύονται 30 έως 50 

2ης διαίρεσης (Μ2) µεταφασικά κύτταρα ανά καλλιέργεια. Οι µεταφάσεις που 

επιλέγονται για ανάλυση πρέπει να έχουν 46 χρωµοσώµατα µε οµοιόµορφο 

σχέδιο χρώσης, δηλαδή µε τη µια χρωµατίδα έντονα βαµµένη και την άλλη 

αχνά βαµµένη. Κάθε εναλλαγή χρώσης µεταξύ των δυο χρωµατίδων ενός 

χρωµοσώµατος καταµετρείται ως ανταλλαγή. Όταν όµως η εναλλαγή της 

χρώσης είναι ακριβώς στο σηµείο του κεντροµέρους, πιθανόν να µην 

πρόκειται για ανταλλαγή, γι’ αυτό και δεν καταµετρείται. Για κάθε µετάφαση 

που αναλύεται καταγράφεται ο αριθµός των ανταλλαγών, ο αριθµός των 

χρωµοσωµάτων και υπολογίζεται ο µέσος αριθµός ανταλλαγών ανά 

χρωµόσωµα (Albertini et al., 2000). 

Επίσης, υπολογίζοντας τη σχετική αναλογία των Μ1, Μ2 και Μ3 µεταφασικών 

κυττάρων, είναι δυνατόν να εξαχθούν συµπεράσµατα σχετικά µε την 

κινητική πολλαπλασιασµού των κυττάρων και να προσδιοριστούν πιθανές 

κυτταροτοξικές επιδράσεις. Αυτό γίνεται µε τον υπολογισµό του δείκτη 

διπλασιασµού (Replication index, RI), ο οποίος δίνεται από τον τύπο: 

RI=(M1+2M2+3M3)/N, όπου Μ1, Μ2 και Μ3 κύτταρα που έχουν 

πραγµατοποιήσει µία, δύο και τρεις ή περισσότερες διαιρέσεις αντίστοιχα και 
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Ν ο συνολικός αριθµός των µεταφάσεων που αναλύονται, που είναι συνήθως 

200 (Preston et al., 1987; Albertini et al., 2000). 

Ένα πείραµα µε την τεχνική των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

θεωρείται ότι έχει θετικό αποτέλεσµα όταν παρατηρείται στατιστικά 

σηµαντικά υψηλότερη συχνότητα ανταλλαγών στα κύτταρα που έχουν δεχτεί 

την επίδραση του υπό µελέτη παράγοντα σε σχέση µε τα κύτταρα-

αρνητικούς µάρτυρες. Ένα θετικό αποτέλεσµα ενισχύεται και από µια δοσο-

εξαρτώµενη αύξηση στη συχνότητα των ανταλλαγών, όταν µελετώνται 

διάφορες δόσεις χορήγησης. Το θετικό αποτέλεσµα υποδηλώνει ότι ο 

εξεταζόµενος παράγοντας επάγει βλάβες στο DNA ως αποτέλεσµα λαθών που 

έχουν γίνει κατά τη διάρκεια της αντιγραφής (Albertini et al., 2000). 

 

3.6. Σηµασία και εφαρµογές της µεθόδου των ανταλλαγών αδελφών 

χρωµατίδων 

 

Από το 1975 ήδη, η µέθοδος των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

χαρακτηρίστηκε ως µια πολύ ευαίσθητη και γρήγορη µέθοδος για την 

ανίχνευση της µεταλλαξιγόνου δράσης χηµικών παραγόντων και τον 

εντοπισµό πιθανών µεταλλαξιγόνων περιβαλλοντικών παραγόντων (Perry & 

Evans, 1975). Οι Hollstein et al. (1979) συγκρίνανε 24 αντιπροσωπευτικές 

δοκιµασίες ελέγχου, µεταξύ αυτών και τη µέθοδο SCE, ως προς την 

ανίχνευση της δράσης 72 καρκινογόνων και µεταλλαξιγόνων παραγόντων 

και συµπεράνανε ότι η µέθοδος SCE είναι τόσο αποτελεσµατική όσο και η 

δοκιµασία Ames και µάλιστα, σε κάποιες περιπτώσεις, ακόµα πιο ευαίσθητη 

µέθοδος για τον εντοπισµό καρκινογόνων και µεταλλαξιγόνων παραγόντων. 

Το πλεονέκτηµα της µεθόδου SCE έναντι της δοκιµασίας Ames είναι ότι, 

επειδή χρησιµοποιεί ευκαρυωτικά κύτταρα, µπορεί µε µεγαλύτερη ακρίβεια 

να προσοµοιώσει τι συµβαίνει στο σώµα των θηλαστικών, σε σχέση µε τα 

βακτηριακά κύτταρα. Θεωρείται επίσης πιο ευαίσθητη, πιο γρήγορη και πιο 

απλή µέθοδος σε σχέση µε τη µέθοδο των χρωµοσωµατικών ανωµαλιών 

(Das, 1988). Ωστόσο, επειδή για πολλά χρόνια παρέµενε ασαφής ο 

µηχανισµός δηµιουργίας ανταλλαγών και ήταν αβέβαιη η βιολογική σηµασία 
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της µεθόδου, δεν χρησιµοποιήθηκε ως δοκιµασία ρουτίνας στη γενετική 

τοξικολογία (Albertini et al., 2000). 

Η ανάλυση των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων βρίσκει εφαρµογή 

τόσο σε in vitro, όσο και σε in vivo συνθήκες, σε µια ποικιλία κυττάρων και 

ιστών. Για τη µελέτη της δράσης διαφόρων παραγόντων in vitro έχει 

εφαρµοστεί σε κυτταρικές σειρές που προέρχονται από άνθρωπο, ποντίκια, 

αρουραίους, κουνέλια, καθώς και σε κύτταρα από φυτά, έντοµα, µύδια, 

ψάρια και έµβρυα από κοτόπουλα (Tucker et al., 1993). Στον άνθρωπο, το 

πιο ευρέως χρησιµοποιούµενο σύστηµα ελέγχου είναι η ανάλυση των 

ανταλλαγών σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων και έχει εφαρµοστεί για τον in 

vitro προσδιορισµό της γενοτοξικής δράσης πληθώρας παραγόντων, όπως 

είναι χηµικές ουσίες (Stephanou et al., 1996; Vlastos et al., 2010a), 

φάρµακα (Abou-Eisha et al., 2004; Stephanou et al., 2004), ορµόνες (Djelić 

et al., 2006), ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία (Testa et al., 2004) κ.α. 

Τέλος, η ανάλυση των ανταλλαγών σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων έχει εφαρµοστεί για τον έλεγχο ανθρώπινων πληθυσµών 

που έχουν εκτεθεί in vivo σε διάφορους µεταλλαξιγόνους παράγοντες. 

Μελέτη ενός πληθυσµού που είχε εκτεθεί για µεγάλο χρονικό διάστηµα στη 

δράση του οξειδίου του αιθυλενίου, µε τη χρήση πολλαπλών δοκιµασιών 

ελέγχου, έδειξε ότι η µέθοδος των ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων και η 

µέθοδος των χρωµοσωµατικών ανωµαλιών ήταν οι πιο ευαίσθητες ως προς 

την ανίχνευση της έκθεσης στο συγκεκριµένο παράγοντα (Tates et al., 

1991). Πολλές άλλες τέτοιες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί για την 

ανίχνευση του γενετικού κινδύνου που προέρχεται από την έκθεση σε 

διάφορους παράγοντες λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης, όπως για 

παράδειγµα εργαζόµενων σε βιοµηχανία παραγωγής φυτοφαρµάκων 

(Zeljezic & Garaj-Vrhovac, 2002), επιµεταλλωτών χρωµίου (Benova et al., 

2002), εργαζόµενων σε νοσοκοµεία, εκτεθειµένων σε αναισθητικά αέρια 

(Bilban et al., 2005), εργαζόµενων σε αεροδρόµια, εκτεθειµένων σε 

πολυκυκλικούς αρωµατικούς υδρογονάνθρακες (Cavallo et al., 2006), 

εργαζόµενων στο χώρο της κινητής τηλεφωνίας, εκτεθειµένων σε 

ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία (Maes et al., 2006) κ.α. 
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4. Σκοπός της διατριβής 

 

Τα φυτοφάρµακα, µια ετερογενής κατηγορία χηµικών ενώσεων, 

χρησιµοποιούνται ευρύτατα στη γεωργία για την καταπολέµηση διαφόρων 

εχθρών των φυτών και αποτελούν σηµαντική κατηγορία περιβαλλοντικών 

ρυπαντών. Ο οργανισµός του ανθρώπου εκτίθεται καθηµερινά και σε 

συνεχώς αυξανόµενο βαθµό, σε σύνθετα µίγµατα φυτοφαρµάκων, είτε µέσω 

της επαγγελµατικής του ενασχόλησης ως καλλιεργητής ή εργαζόµενος σε 

βιοµηχανίες παραγωγής φυτοφαρµάκων, είτε ως καταναλωτής, µέσω των 

υπολειµµάτων που παραµένουν σε τρόφιµα, καπνό, αέρα, έδαφος, νερό, 

φυτά και ζώα. Η µακροχρόνια έκθεση, ακόµα και σε µικρές δόσεις 

φυτοφαρµάκων, επιφέρει µακροπρόθεσµα πολλές αρνητικές επιπτώσεις στην 

ανθρώπινη υγεία, όπως νευρολογικές διαταραχές, αναπαραγωγικά 

προβλήµατα, προβλήµατα ανάπτυξης και καρκίνους διαφόρων µορφών. Με 

βάση τα παραπάνω, η ολοένα αυξανόµενη έκθεση στα φυτοφάρµακα, είτε 

είναι επαγγελµατική, είτε είναι διατροφική, κάνει επιτακτική την ανάγκη τόσο 

του προσδιορισµού της πιθανής γενοτοξικής και δυνητικά καρκινογόνου 

δράσης τους, όσο και της τοξικότητάς τους στον άνθρωπο. 

∆ιάφοροι διεθνείς οργανισµοί είναι υπεύθυνοι για τη διεξαγωγή ερευνών για 

τον έλεγχο των φυτοφαρµάκων που διατίθενται στην αγορά. Αν λάβουµε 

υπόψη όµως, ότι το σύνολο των ερευνών πραγµατοποιείται in vitro ή/και in 

vivo σε πειραµατόζωα και αφορά στις περισσότερες των περιπτώσεων ένα 

κάθε φορά φυτοφάρµακο και όχι συνδυασµούς φυτοφαρµάκων, ίσως δεν 

µάθουµε ποτέ τις πραγµατικές επιπτώσεις των φυτοφαρµάκων στην υγεία 

του ανθρώπου. Επιπλέον, τα εµπορικά σκευάσµατα περιέχουν αδρανή 

στοιχεία (διαλυτικά των δραστικών ουσιών κ.α. πρόσθετα) τα οποία δεν 

συνιστούν φυτοφάρµακα, αλλά πιθανόν να εµφανίζουν αλληλεπιδράσεις µε 

τις δραστικές ουσίες, καθώς και µεταξύ τους, µε άγνωστες επιπτώσεις για την 

υγεία µας. Κατά συνέπεια, οι επιδηµιολογικές µελέτες που 

πραγµατοποιούνται σε ανθρώπινους πληθυσµούς οι οποίοι εκτίθενται σε 

συνδυασµούς φυτοφαρµάκων ίσως να είναι η καλύτερη προσέγγιση, για να 

δοθεί απάντηση για το αν και πόσο επικίνδυνα είναι τα φυτοφάρµακα. 
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Κάτω από αυτό το πρίσµα, σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η µελέτη 

της µεµονωµένης, αλλά και συνεργιστικής γενοτοξικής δράσης δύο 

φυτοφαρµάκων: του Imidacloprid και του Metalaxyl, σε in vitro και in vivo 

συνθήκες. Τα φυτοφάρµακα αυτά επιλέχθηκαν επειδή χρησιµοποιούνται 

ευρέως στην καλλιέργεια καπνού, που αποτελεί µια από τις κύριες αγροτικές 

δραστηριότητες στην περιοχή της Αιτωλοακαρνανίας. Το Imidacloprid είναι 

εντοµοκτόνο ευρέος φάσµατος ενώ το Metalaxyl είναι µυκητοκτόνο επίσης 

ευρέος φάσµατος. 

Για την εκτίµηση της συνεργιστικής γενοτοξικής δράσης των συγκεκριµένων 

φυτοφαρµάκων σε in vivo συνθήκες, χρησιµοποιήσαµε ως πειραµατικό 

υλικό, λεµφοκύτταρα καλλιεργητών καπνού της περιοχής της 

Αιτωλοακαρνανίας, οι οποίοι ψέκαζαν τις καλλιέργειές τους αποκλειστικά µε 

δυο εµπορικά σκευάσµατα που περιείχαν τα δυο υπό µελέτη φυτοφάρµακα, 

και ως βιολογικό δείκτη γενετικής βλάβης, την επαγωγή µικροπυρήνων µε τη 

µέθοδο αναστολής της κυτταροκίνησης µε κυτταροχαλασίνη-Β (CBMN 

method). Η γενοτοξική δράση των δύο φυτοφαρµάκων διερευνήθηκε 

περαιτέρω, µεµονωµένα και σε συνδυασµό, σε in vitro συνθήκες, µε τη 

µέθοδο της επαγωγής µικροπυρήνων καθώς και µε τη µέθοδο της επαγωγής 

ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων, σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων. Τέλος, χρησιµοποιήθηκε άλλη µια δοκιµασία ελέγχου σε in 

vivo συνθήκες, η µέθοδος της επαγωγής µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά 

ερυθροκύτταρα µυελού των οστών αρουραίων, µε σκοπό τη διερεύνηση της 

γενοτοξικής δράσης του Imidacloprid και του Metalaxyl, µεµονωµένα και σε 

συνδυασµό, σε ένα ενεργό µεταβολικό σύστηµα θηλαστικών. 
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5. Μελέτη της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων 
Imidacloprid και Metalaxyl σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων 
καλλιεργητών 

 

5.1. Συλλογή δειγµάτων 
 

Κατά τη διεξαγωγή αυτών των πειραµάτων έλαβαν µέρος 11 άρρενες 

καλλιεργητές και 11 αντίστοιχης ηλικίας υγιείς άρρενες οι οποίοι δεν είχαν 

επαγγελµατική σχέση µε καλλιέργειες και αποτέλεσαν την οµάδα ελέγχου 

των αρνητικών µαρτύρων. Από όλους τους δότες συµπληρώθηκε 

ερωτηµατολόγιο που αφορούσε την υγεία τους, τη λήψη φαρµακευτικής 

αγωγής και τις προσωπικές τους συνήθειες, όπως το κάπνισµα. Σύµφωνα µε 

τις απαντήσεις τους, κανένας από τους δότες δεν είχε δεχτεί φαρµακευτική 

αγωγή και δεν είχε κανένα πρόβληµα υγείας τους τελευταίους δυο µήνες 

πριν από τη διεξαγωγή των πειραµάτων. Όλοι οι δότες χωρίστηκαν σε 

οµάδες καπνιστών και µη-καπνιστών έτσι ώστε να διερευνηθεί η πιθανή 

επίδραση της συνήθειας του καπνίσµατος στην επαγωγή µικροπυρήνων.  

Οι δότες-καλλιεργητές χρησιµοποιούσαν όλοι και τα δυο υπό µελέτη 

φυτοφάρµακα, µε τα οποία ψέκαζαν καλλιέργειες καπνού. Όλοι οι 

καλλιεργητές ψέκαζαν αρκετά στρέµµατα, δυο µε τρεις φορές µέσα σε 

διάστηµα τριών µηνών και η διάρκεια του ψεκασµού κάθε φορά κυµαίνονταν 

µεταξύ 4 και 6 ωρών. Σκοπός αυτής της µελέτης ήταν η ανίχνευση πιθανής 

επαγωγής γενετικών βλαβών λόγω της έκθεσης των καλλιεργητών στο 

συνδυασµό αυτών των δυο φυτοφαρµάκων. Για το λόγο αυτό πάρθηκε αίµα 

από τους δότες-καλλιεργητές πριν και µετά τον ψεκασµό.  

Οι αιµοληψίες πραγµατοποιήθηκαν υπό άσηπτες συνθήκες στη µονάδα 

αιµοδοσίας του νοσοκοµείου Αγρινίου. Η συλλογή του αίµατος γινόταν σε 

ηπαρινισµένα φιαλίδια (Venoject) προς αποφυγή πήξης και φυλασσόταν 

στους 4ο C µέχρι να χρησιµοποιηθεί.  

 
5.2. Καλλιέργεια λεµφοκυττάρων 
 

Το βιολογικό σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε κατά τη διεξαγωγή των 

πειραµάτων της παρούσας µελέτης είναι τα ανθρώπινα λεµφοκύτταρα του 

περιφερικού αίµατος. Το συγκεκριµένο βιολογικό σύστηµα αποτελεί το πιο 
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συχνά χρησιµοποιούµενο στις διάφορες κυτταρογενετικές τεχνικές, καθώς 

εµφανίζει µια σειρά από πλεονεκτήµατα, όπως είναι τα εξής (Evans, 1984; 

Tucker & Preston, 1996): 

• Το αίµα αποτελεί εύκολη πηγή λήψης µεγάλου αριθµού κυττάρων και 

µπορεί να λαµβάνεται σε τακτά χρονικά διαστήµατα. 

• Τα λεµφοκύτταρα µπορούν να θεωρηθούν ως ένας σχετικά 

συγχρονισµένος πληθυσµός κυττάρων, αφού τα περισσότερα κύτταρα 

βρίσκονται στην G0 φάση του κυτταρικού κύκλου. 

• Είναι δυνατή η διέγερση τους από µιτογόνες ουσίες και η παραγωγή 

µεγάλου αριθµού απογόνων. 

• Η απόκριση των λεµφοκυττάρων στον υπό εξέταση παράγοντα in vitro δε 

διαφέρει σηµαντικά από αυτήν που συµβαίνει in vivo. 

• Χαρακτηρίζονται από µικρή συχνότητα τυχαίων χρωµοσωµατικών 

ανωµαλιών. 

• Έχουν αναπτυχθεί πολύ καλές τεχνικές για την προετοιµασία 

παρασκευασµάτων από λεµφοκύτταρα για τη µελέτη χρωµοσωµατικών 

ανωµαλιών και διαφόρων κυτταρογενετικών δεικτών. 

 

Η έναρξη της καλλιέργειας λαµβάνει χώρα µε την προσθήκη όλων των 

απαραίτητων συστατικών που απαρτίζουν το πλήρες θρεπτικό µέσο 

καλλιέργειας, δηλαδή: 

•••• 0.5 ml φλεβικού αίµατος 

•••• 6.5 ml Ham’s F-10 θρεπτικό υλικό (Gibco) 

•••• 1.5 ml ορό εµβρύου βοός (Foetal Bovine Serum, FBS) (Gibco) 

•••• 0.2 ml φυτοαιµατογλουτινίνη (phytoaematoglutinin, PHA) (Gibco). 

 

Η µιτογόνος ουσία PHA χρησιµοποιήθηκε για την επαγωγή του 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων. Η διάλυσή της πραγµατοποιήθηκε µέσα 

στη συσκευασία της µε την προσθήκη 10 ml αποστειρωµένου απεσταγµένου 

νερού και διατηρήθηκε στο ψυγείο. 

Τα κύτταρα του αίµατος καλλιεργήθηκαν µέσα σε φλάσκες 

κυτταροκαλλιέργειας 25cm2 (Corning), για 72 ώρες, στους 37ο C σε 

επωαστικό κλίβανο (Forma scientific Inc.) µε παροχή 5% CO2.  
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Ο κυτταρικός κύκλος των ανθρώπινων λεµφοκυττάρων σε καλλιέργεια in 

vitro ξεκινά σε 24 ώρες µετά την έναρξη της καλλιέργειας παρουσία της ΡΗΑ 

και χρειάζεται περίπου 24 ώρες για να ολοκληρωθεί. Η σύνθεση του DNA 

γίνεται στη διάρκεια της φάσης S, η οποία διαρκεί 6-8 ώρες, ενώ προηγείται 

η φάση G1, µε τη µεγαλύτερη χρονική διάρκεια (12 ώρες) και έπεται η φάση 

G2 µε διάρκεια 3-4 ώρες. Η χρονική διάρκεια της µίτωσης στα ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα είναι περίπου 1 ώρα (Watt & Stephen, 1986). 

Για την αναστολή της κυτταροκίνησης, 44 ώρες µετά την έναρξη της 

καλλιέργειας, που αντιστοιχεί στο τέλος περίπου του 1ου κυτταρικού κύκλου 

(φάση G2) προστέθηκε σε κάθε φλάσκα διάλυµα κυτταροχαλασίνης-Β 

(cytochalasin-B, Cyt-B) (Sigma). Το χρονοδιάγραµµα της καλλιέργειας των 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µε την εφαρµογή της µεθόδου αναστολής της 

κυτταροκίνησης έχει ως εξής: 

 

 

 

 

Η κυτταροχαλασίνη-Β διαλύθηκε σε διµεθυλσουλφοξίδιο (Dimethylsulfoxide, 

DMSO) (Merck) και διατηρήθηκε στους -80ο C. H τελική της συγκέντρωση 

στην καλλιέργεια ήταν 6 µg/ml. Αυτή η συγκέντρωση προτείνεται ως 

βέλτιστη από τον Surralles και τους συνεργάτες του γιατί βρέθηκε ότι δεν 

επηρεάζει τη συχνότητα των µικροπυρήνων και το ποσοστό των διπύρηνων 

κυττάρων στις καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων, σε αντίθεση µε 

άλλες τιµές συγκέντρωσης που έχουν προταθεί (π.χ. 3 µg/ml), οπότε δεν 

αλλοιώνει τα αποτελέσµατα από τη δράση κάποιου χηµικού παράγοντα 

(Surrallès et al., 1994). 

Όλα τα σκεύη και τα υλικά που χρησιµοποιούνται για την καλλιέργεια πρέπει 

να είναι αποστειρωµένα. Τα γυάλινα και µεταλλικά σκεύη (µπουκάλια, 

πιπέττες, ψαλίδια, λαβίδες) αποστειρώθηκαν σε ξηρό κλίβανο (Ecocell) για 
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3/4 της ώρας στους 180ο C . Τα αναλώσιµα είδη (tips, eppendorfs) και τα 

µπουκάλια µε νερό αποστειρώθηκαν σε αυτόκαυστο κλίβανο (Hellenic 

Labware S.A.) σε υγρό περιβάλλον (2 atm στους 120ο C για 15 λεπτά). 

Επίσης όλοι οι χειρισµοί και η προσθήκη των υλικών έγιναν σε εστία µε 

αποστειρωµένο ρεύµα αέρος (Laminar Flow Cabinet, Astec microflow) που 

διαθέτει επίσης ειδική λάµπα ακτινοβολίας UV για την αποστείρωση του 

χώρου πριν τη χρήση. 

 

5.3. Προετοιµασία παρασκευασµάτων 

 

Μετά το τέλος της καλλιέργειας, τα κύτταρα µεταφέρθηκαν σε 

φυγοκεντρικούς σωλήνες (Corning). Ακολούθησε η διαδικασία αποµόνωσης 

των λεµφοκυττάρων και λήψης παρασκευασµάτων για την ανίχνευση 

µικροπυρήνων σε διπύρηνα κύτταρα, η οποία βασίζεται στις µεθοδολογίες 

που αναφέρονται στις εργασίες των Rothfels & Siminovitch (1958), των Van 

Hummelen & Kirsch-Volders (1990), των Surrallès et al. (1992) και των 

Papapaulou et al. (2001), και περιλαµβάνει τα ακόλουθα στάδια: 

•••• Φυγοκέντρηση στις 1500 στροφές/λεπτό για 10 λεπτά. 

•••• Αφαίρεση υπερκείµενου 

•••• Προσθήκη περίπου 4 ml φρέσκου υποτονικού διαλύµατος µε 

ταυτόχρονη ελαφρά ανάδευση σε Vortex και παραµονή των σωλήνων σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 2 λεπτά. Το υποτονικό διάλυµα παρασκευάζεται 

µε ανάµειξη Ham’s F-10 υγρού (Gibco) και αποστειρωµένου απεσταγµένου 

νερού σε αναλογία 1:1 και προστίθεται για να προκαλέσει την αιµόλυση των 

ερυθροκυττάρων και τη διόγκωση των λεµφοκυττάρων. 

•••• 1η προσθήκη 3ml περίπου φρέσκου µονιµοποιητικού διαλύµατος µε 

ταυτόχρονη στιγµιαία ανάδευση. Το µονιµοποιητικό διάλυµα παρασκευάζεται 

µε ανάµειξη µεθανόλης (Riedel) και οξικού οξέος (Riedel) σε αναλογία 5:1. 

•••• Φυγοκέντρηση στις 1200 στροφές/λεπτό για 7 λεπτά 

•••• Αφαίρεση υπερκείµενου 

•••• 2η προσθήκη µονιµοποιητικού που ακολουθείται από φυγοκέντρηση στις 

1200 στροφές/λεπτό για 7 λεπτά και αφαίρεση υπερκείµενου 



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 - 105 -

•••• 3η προσθήκη µονιµοποιητικού που ακολουθείται από φυγοκέντρηση στις 

1200 στροφές/λεπτό για 7 λεπτά 

•••• Αφαίρεση υπερκείµενου αφήνοντας µικρή ποσότητα µονιµοποιητικού 

και ανάδευση µε πιπέττα Pasteur 

•••• Στάξιµο 1 ή 2 σταγόνων από το υλικό σε καθαρές και στεγνές 

αντικειµενοφόρους πλάκες µε πιπέττα Pasteur, µε επαφή, ώστε να 

παραµείνει άθικτο το κυτταρόπλασµα. 

•••• Τα παρασκευάσµατα αφού στεγνώσουν στον αέρα, βάφονται µε χρώση 

Giemsa (Merck) 10% σε απεσταγµένο νερό, για 15 λεπτά περίπου. 

•••• Ξέβγαλµα µε απεσταγµένο νερό και στέγνωµα στον αέρα 

•••• Προσθήκη DPX mounting medium (Scharlau) και κλείσιµο µε 

καλυπτρίδα. 

Μετά τη διαδικασία αυτή τα παρασκευάσµατα είναι έτοιµα για µικροσκοπική 

παρατήρηση η οποία έγινε σε µικροσκόπιο Olympus CH20BIMF. 

Όλα τα στάδια της πειραµατικής διαδικασίας, από την καλλιέργεια των 

λεµφοκυττάρων έως την ετοιµασία των παρασκευασµάτων, παρουσιάζονται 

σχηµατικά στην εικόνα 5.3. 
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Εικόνα 5.3. Σχηµατική παράσταση της καλλιέργειας και της διαδικασίας 
αποµόνωσης των λεµφοκυττάρων και λήψης παρασκευασµάτων για την ανίχνευση 
µικροπυρήνων σε διπύρηνα κύτταρα (Γ. Ντέµσια). 
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5.4. Μετρήσεις – Στατιστική ανάλυση 

 

Σε κάθε παρασκεύασµα µετρήθηκαν τουλάχιστον 1000 διπύρηνα κύτταρα 

(ΒΝΜΝ) και εξετάστηκαν για την παρουσία µικροπυρήνων (ΜΝ) σύµφωνα µε 

κριτήρια που αναφέρονται στις µελέτες των Fenech et al. (2003) και Fenech 

(2007). 

Επίσης, σε κάθε παρασκεύασµα µετρήθηκαν συνολικά 2000 κύτταρα για τον 

υπολογισµό του ∆είκτη ∆ιπλασιασµού των Κυττάρων (Cytokinesis Block 

Proliferation Index, CBPI) που σχετίζεται µε τη διαδικασία πολλαπλασιασµού 

των κυττάρων και είναι ενδεικτικός πιθανών κυτταροτοξικών επιδράσεων. Ο 

δείκτης αυτός δίνεται από τον τύπο: CBPI= Μ1 + 2M2 + 3(M3 + M4)/ N, όπου 

M1, M2, M3 και M4 είναι ο αριθµός κυττάρων µε έναν, δυο, τρεις και τέσσερις 

πυρήνες αντίστοιχα και Ν είναι ο συνολικός αριθµός κυττάρων (Surralès et 

al., 1995; Lorge et al., 2008). 

Oι µικροπυρήνες εξετάζονται και ως προς το µέγεθός τους, το οποίο είναι 

ενδεικτικό τoυ τρόπου δράσης των µελετούµενων δραστικών ουσιών, 

δηλαδή αν προκαλούν θραύσεις χρωµοσωµάτων ή αν επηρεάζουν τη 

λειτουργία της µιτωτικής ατράκτου προκαλώντας έτσι καθυστέρηση των 

χρωµοσωµάτων κατά την ανάφαση και αποτυχία αυτών να συνδεθούν µε τη 

µιτωτική συσκευή. ∆ιακρίνονται σε µικρού µεγέθους (small), µεσαίου 

µεγέθους (medium) και µεγάλου µεγέθους (large) µικροπυρήνες 

συγκρινόµενοι µε το µέγεθος του κυρίως πυρήνα. Ένας small µικροπυρήνας 

(µε διάµετρο ≤ 1/10 της διαµέτρου του κυρίως πυρήνα) πιθανόν να περιέχει 

άκεντρα θραύσµατα χρωµοσωµάτων, ενώ ένας large µικροπυρήνας (µε 

διάµετρο ≅ 1/3 της διαµέτρου του κυρίως πυρήνα) έχει περισσότερες 

πιθανότητες να περιέχει ολόκληρα χρωµοσώµατα. Ένας medium 

µικροπυρήνας έχει διάµετρο µεταξύ 1/9 και 1/3  της διαµέτρου του κυρίως 

πυρήνα (Yamamoto and Kikuchi, 1980; Högstedt et al., 1988; 

Vanderkerken et al., 1989; Papapaulou et al., 2001; Hashimoto et al., 

2010).  

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του 

στατιστικού προγράµµατος Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, 

USA), για την εξαγωγή των µέσων τιµών ± το τυπικό σφάλµα. Για τη 



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 - 108 -

σύγκριση των µέσων τιµών συχνοτήτων ΜΝ και ΒΝΜΝ, καθώς και των 

µέσων τιµών του δείκτη CBPI, χρησιµοποιήθηκε η ανάλυση Οne-Way 

ANOVA. 

 

6. Μελέτη της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων 

Imidacloprid και Metalaxyl σε in vitro συνθήκες, σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων  

 
6.1. Χηµικά 
 

Για την in vitro µελέτη των δύο φυτοφαρµάκων που έχουν επιλεγεί 

χρησιµοποιήθηκαν τα τεχνικά τους σκευάσµατα: Imidacloprid (Riedel) και 

Metalaxyl (Riedel) τα οποία διαλύθηκαν σε αποστειρωµένο απεσταγµένο 

νερό. Για την επιλογή των συγκεντρώσεων και την παρασκευή των 

διαλυµάτων λήφθηκε υπόψη η διαλυτότητα του κάθε χηµικού στο νερό : 

610 µg/ml για το Imidacloprid (NPIC, 2010) και 7100 µg/ml για το Metalaxyl 

(Kidd & James, 1991). Επίσης, αξιοποιήθηκαν δεδοµένα από τη σχετική 

βιβλιογραφία (Hrelia et al., 1996; Zang et al., 2000; Feng et al., 2005). 

 

6.2. Ιn vitro επαγωγή µικροπυρήνων σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων µε τη µέθοδο της κυτταροχαλασίνης-Β µετά από 

επίδραση των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl  

6.2.1. Συλλογή δειγµάτων 

 

Για την καλλιέργεια λεµφοκυττάρων πήραµε αίµα από δύο υγιείς δότες, µη-

καπνιστές, ηλικίας 20-25 ετών, οι οποίοι δεν είχαν καµία προηγούµενη 

επαφή µε φυτοφάρµακα. Οι αιµοληψίες πραγµατοποιήθηκαν υπό άσηπτες 

συνθήκες στη µονάδα αιµοδοσίας του νοσοκοµείου Αγρινίου. Η συλλογή του 

αίµατος γινόταν σε ηπαρινισµένα φιαλίδια (Venoject) προς αποφυγή πήξης 

και φυλασσόταν στους 4ο C µέχρι να χρησιµοποιηθεί. 
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6.2.2. Καλλιέργεια λεµφοκυττάρων 

 

Τα υλικά και η µέθοδος που ακολουθήθηκε για την καλλιέργεια είναι ίδια µε 

αυτά που αναφέρθηκαν στο προηγούµενο πείραµα µε τη διαφορά ότι σε κάθε 

καλλιέργεια προσθέσαµε 0.3ml φυτοαιµαγλουτινίνη αντί για 0.2ml. Επίσης, 

41 ώρες µετά την έναρξη της καλλιέργειας προστέθηκαν κατάλληλες 

ποσότητες διαλυµάτων των φυτοφαρµάκων Imidacloprid (Riedel) και 

Metalaxyl (Riedel), µεµονωµένα και σε συνδυασµό, ώστε να επιτευχθούν 

στις καλλιέργειες οι παρακάτω συγκεντρώσεις: 

- 0.1, 1, 5, 10, 50 και 100 µg/ml για τη µεµονωµένη δράση κάθε 

φυτοφάρµακου. 

- 10, 25, 50, 100 και 200 µg/ml για τη συνδυασµένη δράση των δύο 

φυτοφαρµάκων. 

Η προσθήκη του φυτοφάρµακου γίνεται 3 ώρες πριν την προσθήκη της 

κυτταροχαλασίνης, έτσι ώστε η κυτταροπλασµατική διαίρεση να 

παρεµποδιστεί παρουσία του χηµικού παράγοντα. 

Στις καλλιέργειες – θετικούς µάρτυρες, 41 ώρες µετά την έναρξη, 

προστέθηκε διάλυµα µιτοµυκίνης (Mitomycin C, Mit.C) (Sigma) σε τελική 

συγκέντρωση 0.5 µg/ml (Abou-Eisha et al., 2004).  

Το χρονοδιάγραµµα της καλλιέργειας των ανθρώπινων λεµφοκυττάρων για 

την ανίχνευση της in vitro γενοτοξικής δράσης των µελετώµενων 

φυτοφαρµάκων µε την εφαρµογή της µεθόδου αναστολής της 

κυτταροκίνησης φαίνεται στο παρακάτω σχήµα. Η προσθήκη του χηµικού, 41 

ώρες από την έναρξη της καλλιέργειας, αντιστοιχεί στη µετάπτωση από τη 

φάση S του κυτταρικού κύκλου στη φάση G2. 
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6.2.3. Προετοιµασία παρασκευασµάτων 

 

Για τη συλλογή των κυττάρων, την επίστρωση και τη χρώση των 

παρασκευασµάτων ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία που αναφέρθηκε και στο 

προηγούµενο πείραµα. 

6.2.4. Μετρήσεις – Στατιστική ανάλυση 

 

Οι µετρήσεις σε κάθε παρασκεύασµα καθώς και η στατιστική επεξεργασία 

των αποτελεσµάτων έγιναν όπως προαναφέρθηκε στο προηγούµενο πείραµα. 

 

6.3. Ιn vitro επαγωγή ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από επίδραση των 

φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl 

6.3.1. Συλλογή δειγµάτων 

 

Για την καλλιέργεια λεµφοκυττάρων πήραµε αίµα από έναν υγιή δότη µε τον 

τρόπο που αναφέρθηκε στα προηγούµενα πειράµατα. 

6.3.2. Καλλιέργεια λεµφοκυττάρων 

 

Η µέθοδος της καλλιέργειας είναι η ίδια µε αυτή που ακολουθήθηκε για την 

τεχνική των µικροπυρήνων µε τις εξής διαφοροποιήσεις: 

• Προσθέσαµε στο καλλιεργητικό µέσο 5-βρωµοδεοξυουριδίνη 

(bromodeoxyuridine, 5-BrdU) (Sigma) σε τελική συγκέντρωση 7.5 µg/ml. Οι 

φλάσκες καλλιέργειας καλύφθηκαν µε αλουµινόχαρτο γιατί το φως της 

µέρας προκαλεί φωτόλυση του υποκατεστηµένου µε BrdU DNA µε 

επακόλουθο την αύξηση της συχνότητας των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών 

χρωµατίδων. 

•••• 48 ώρες µετά την έναρξη της καλλιέργειας προστέθηκαν τα χηµικά για 

την επίτευξη των ίδιων συγκεντρώσεων µεµονωµένα και σε συνδυασµό. 

•••• Προσθέσαµε Demecolcine (Biochrom) σε τελική συγκέντρωση 0.3 

µg/ml  δύο ώρες πριν το τέλος της καλλιέργειας (Vlastos et al., 1998). 
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•••• Ως θετικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε Mit-C (Sigma) σε τελική 

συγκέντρωση 0.1 µg/ml (Abou-Eisha et al., 2004). 

Το χρονοδιάγραµµα της καλλιέργειας των ανθρώπινων λεµφοκυττάρων για 

την ανίχνευση της in vitro γενοτοξικής δράσης των µελετώµενων 

φυτοφαρµάκων µε την εφαρµογή της µεθόδου των ανταλλαγών µεταξύ 

αδελφών χρωµατίδων φαίνεται στο παρακάτω σχήµα: 

 

 

 

 

 

6.3.3. Προετοιµασία παρασκευασµάτων 

 

Για την αποµόνωση των λεµφοκυττάρων και τη λήψη χρωµοσωµατικών 

παρασκευασµάτων ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο των Moorhead et al. 

(1960) µε µικρές διαφοροποιήσεις, το οποίο περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 

• φυγοκέντρηση στις 1800 στροφές για 10 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκείµενου 

• προσθήκη 8 ml υποτονικού διαλύµατος µε ελαφρά ανάδευση στο vortex 

• επώαση στους 37ο C για 20 λεπτά 

• φυγοκέντρηση στις 1800 στροφές για 10 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκείµενου 

• κρατάµε το ίζηµα µε µικρή ποσότητα υποτονικού διαλύµατος και 

προσθέτουµε µονιµοποιητικό διάλυµα µε συνεχή ανάδευση στο vortex 

προσέχοντας να µη δηµιουργηθούν συσσωµατώµατα 

• 30 λεπτά στο ψυγείο 
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• φυγοκέντρηση στις 1800 στροφές για 10 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκείµενου 

• 2η προσθήκη µονιµοποιητικού διαλύµατος µε ελαφρά ανάδευση στο 

vortex 

• 15 λεπτά στο ψυγείο 

• φυγοκέντρηση στις 1800 στροφές για 10 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκείµενου 

• 3η προσθήκη µονιµοποιητικού διαλύµατος µε ελαφρά ανάδευση στο 

vortex 

• φυγοκέντρηση στις 1800 στροφές για 10 λεπτά και αφαίρεση 

υπερκείµενου εκτός από µια µικρή ποσότητα µονιµοποιητικού (~0,5ml) και 

ήπια ανάδευση µε πιπέττα Pasteur 

• Επίστρωση: µε πιπέττα Pasteur, 1-2 σταγόνες εναιωρήµατος σε καθαρή 

και παγωµένη αντικειµενοφόρο από ύψος 50-60 cm 

• µετά την επίστρωση τα χρωµοσωµατικά παρασκευάσµατα παραµένουν 

χωρίς καµιά επέµβαση για 3-5 µέρες, ώστε να επέλθει γήρανση των 

κυττάρων. 

Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την παραπάνω διαδικασία ήταν τα 

εξής: 

Υποτονικό : KCl 0,075 M (Biochrom) 

Μονιµοποιητικό: Μεθανόλη (Riedel) / οξικό οξύ (Riedel) 3:1 

 

Ακολούθησε χρώση σύµφωνα µε τη µεθοδολογία των Perry & Wolff (1974) η 

οποία περιλαµβάνει τα ακόλουθα στάδια: 

• Βάψιµο µε τη φθορίζουσα χρωστική Hoechst 33258 για 15 λεπτά. Τα 

δοχεία χρώσης καλύπτονται µε αλουµινόχαρτο γιατί η χρωστική είναι 

ευαίσθητη στο φως. 

• Ξέπλυµα 3 φορές µε απεσταγµένο νερό και στέγνωµα 

• Τα παρασκευάσµατα τοποθετούνται σε πλαστικά διαφανή δοχεία µε 

διάλυµα Sorensen buffer σε αρκετή ποσότητα ώστε να καλύπτονται και 

παραµένουν για 30 λεπτά εκτεθειµένα σε UV ακτινοβολία. 

• Τα παρασκευάσµατα τοποθετούνται σε δ/µα 2×SSC σε υδατόλουτρο, 

στους 60ο C για 30 λεπτά. 
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• ξέπλυµα 3 φορές µε απεσταγµένο νερό 

• Χρώση µε διάλυµα Giemsa 3% για 12-15 λεπτά 

• Ξέπλυµα µε απεσταγµένο νερό και στέγνωµα 

• προσθήκη DPX και κλείσιµο µε καλυπτρίδα. 

 

Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την παραπάνω διαδικασία ήταν τα 

εξής: 

• Sorensen’s buffer, pH 6.8  (KH2PO4/ Na2HPO4 1:1) 

• ∆/µα KH2PO4 (Riedel): 9.08 gr + 1lt H2O 

• ∆/µα Na2HPO4 (Merck): 11.88 gr + 1lt H2O 

• 2 x SSC : 0.3 M NaCl (Riedel)/ 0.03 M κιτρικό νάτριο Na3C6H5O7 x 2H2O 

(Merck):  

      17.535gr NaCl + 8.823gr Na3C6H5O7 x 2H2O + 1lt H2O 

• Giemsa (Fluka) 3% σε Sorensen’s buffer 

• ∆ιάλυµα Hoechst 33258 (Sigma) 0.5 mg/ 5ml H2O 

 

Μετά τη διαδικασία αυτή τα παρασκευάσµατα είναι έτοιµα για µικροσκοπική 

παρατήρηση η οποία έγινε σε µικροσκόπιο Leica DMR. 

6.3.4. Μετρήσεις – Στατιστική ανάλυση 

Για τον υπολογισµό της συχνότητας των ανταλλαγών αδελφών χρωµατίδων 

(SCEs) µετρήθηκαν 50 M2 µεταφάσεις για κάθε πειραµατικό σηµείο ελέγχου. 

Επίσης, για κάθε πειραµατικό σηµείο ελέγχου µετρήθηκαν συνολικά 200 

µεταφάσεις για τον υπολογισµό του δείκτη διπλασιασµού (Replication Index, 

RI) που σχετίζεται µε τη διαδικασία πολλαπλασιασµού των κυττάρων και 

είναι ενδεικτικός πιθανών κυτταροτοξικών επιδράσεων (Preston et al., 1987; 

Albertini et al., 2000). 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του 

στατιστικού προγράµµατος Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, 

USA), για την εξαγωγή των µέσων τιµών ± το τυπικό σφάλµα. Για τη 

σύγκριση των µέσων τιµών των συχνοτήτων των SCEs, χρησιµοποιήθηκε o 

έλεγχος Student’s t-test. 
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7. Μελέτη της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων 

Imidacloprid και Metalaxyl σε in vivo συνθήκες, σε 

πειραµατόζωα 

 

7.1. Προετοιµασία πειραµατοζώων 

 

Για την πραγµατοποίηση αυτών των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν 55 

αρσενικοί αρουραίοι φυλής Wistar, ηλικίας 45 ηµερών, τους οποίους 

προµηθευτήκαµε από το εκτροφείο πειραµατόζωων του Ινστιτούτου Pasteur 

στην Αθήνα. Χωρίστηκαν σε οµάδες των 5 ζώων. Οι µέσες συχνότητες των 

βαρών µέσα σε κάθε οµάδα δεν παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές, συγκρινόµενες µε το Student’s t-test. Τα ζώα διαβίωναν µέσα σε 

κλουβιά από ανοξείδωτο πλέγµα, υπό ελεγχόµενες συνθήκες θερµοκρασίας, 

αερισµού και φωτισµού και είχαν ελεύθερη πρόσβαση σε τροφή και νερό. 

Στα ζώα χορηγήθηκαν τα δύο φυτοφάρµακα µεµονωµένα, αλλά και σε 

συνδυασµό. Ο τρόπος χορήγησης ήταν στοµατικός µε κατάλληλες βελόνες 

οισοφαγικού καθετηριασµού (Harvard). Παρασκευάστηκαν οµοιογενή 

διαλύµατα των σκευασµάτων σε επιθυµητές συγκεντρώσεις ώστε να 

πετύχουµε 3 δόσεις χορήγησης: 

- 100, 200, 300 mg/kg σωµατικού βάρους για το Imidacloprid (Riedel) που 

αντιστοιχούν στο 22, 45 και 67% της αναφερόµενης στη βιβλιογραφία 

θανατηφόρου δόσης - 50% (LD50 = 450 mg/kg) (NPIC, 2010). 

- 75, 150, 300 mg/kg σωµατικού βάρους για το Metalaxyl (Riedel) που 

αντιστοιχούν στο 11, 22 και 45% της αναφερόµενης στη βιβλιογραφία 

θανατηφόρου δόσης - 50% (LD50 = 669 mg/kg) (EXTOXNET, 1996). 

- 150, 200, 400 mg/kg σωµατικού βάρους για το µίγµα µε ανάµειξη των δύο 

σκευασµάτων σε αναλογία 1:1. 

Στους θετικούς µάρτυρες χορηγήθηκε διάλυµα κυκλοφωσφαµιδίου 

(cyclophosphamide, CP) (Sigma) σε τελική συγκέντρωση 20 mg/kg 

σωµατικού βάρους (US FDA/CFSAN, 2000). 

Στους αρνητικούς µάρτυρες δεν πραγµατοποιήθηκε χορήγηση καθώς στα 

διαλύµατα των υπό µελέτη χηµικών χρησιµοποιήθηκε ως διαλύτης το νερό. 
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7.2. Προετοιµασία παρασκευασµάτων 

 

Τα πειραµατόζωα αναισθητοποιούνταν µέσα σε ειδικά διαµορφωµένη διάταξη 

µε παροχή CO2, 24 ώρες µετά τη χορήγηση, και θανατώνονταν µε 

εξάρθρωση του νωτιαίου µυελού, τηρώντας πάντα τους κανόνες 

επιστηµονικής και επαγγελµατικής δεοντολογίας του Εκτροφείου 

Πειραµατόζωων του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων. 

Αµέσως µετά ακολουθούσε η λήψη του µυελού του µηριαίου οστού για την 

εφαρµογή της µεθόδου των µικροπυρήνων, όπως περιγράφεται από τον 

Schmid (1975) µε µικρές παραλλαγές. Ακολουθήθηκαν τα παρακάτω 

βήµατα: 

•••• Λήψη του µυελού και από τα δυο µηριαία οστά κάθε ζώου µέσα σε 

φιαλίδιο eppenforf µε 2 ml ορού (Foetal Bovine Serum, FBS) (Gibco). 

•••• Φυγοκέντρηση στις 5000 στροφές για 30 λεπτά 

•••• Επαναδιάλυση του ιζήµατος µε ορό όγκου περίπου ίσου µε τον όγκο 

του ιζήµατος. 

•••• Επίστρωση σε καθαρές και στεγνές αντικειµενοφόρους πλάκες και 

στέγνωµα στον αέρα. 

•••• Μονιµοποίηση µε µεθανόλη (Riedel) για 5 λεπτά 

•••• Βάψιµο µε συνδυασµό των χρωστικών MayGrünwald (Fluka) και 

Giemsa (Fluka). Για την επίτευξη της χρώσης αυτής τα παρασκευάσµατα 

εµβαπτίζονταν διαδοχικά σε µη-αραιωµένο διάλυµα MayGrünwald για 3 

λεπτά, σε διάλυµα MayGrünwald – Buffer Phosphate (KH2PO4 + Na2HPO4) 

1:1 για 2 λεπτά, σε Buffer Phosphate για να ξεπλυθεί η περίσσεια χρωστικής 

και τέλος, σε διάλυµα Giemsa - Buffer Phosphate 1:5 για 20 λεπτά. 

•••• Ξέπλυµα µε απιονισµένο νερό 

•••• Ξέπλυµα µε ξυλένιο για 5 λεπτά 

•••• Κλείσιµο µε DPX mounting medium (Scharlau) και καλυπτρίδα. 

 

7.3. Μετρήσεις – Στατιστική ανάλυση 

 

Τα παρασκευάσµατα εξετάστηκαν σε φωτονικό µικροσκόπιο (Olympus 

CH20BIMF) σε µεγέθυνση 10×100. Για κάθε ζώο και για κάθε συγκέντρωση 
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µετρήθηκαν τουλάχιστον 2000 πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

(Polychromatic Erythrocytes, PCEs) και εξετάστηκαν για την παρουσία 

µικροπυρήνων. Επίσης, για κάθε ζώο και για κάθε συγκέντρωση µετρήθηκαν 

συνολικά 200 ερυθροκύτταρα, ανώριµα (PCEs) και ώριµα (Normochromatic 

Erythrocytes, NCEs), για τον υπολογισµό της συχνότητας των PCEs 

(Mavournin et al., 1990; Gollapudi et al., 1995; Hayashi et al., 2000). 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του 

στατιστικού προγράµµατος Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, 

USA), για την εξαγωγή των µέσων τιµών ± το τυπικό σφάλµα. Για τη 

σύγκριση των µέσων τιµών συχνοτήτων των PCEs µε µικροπυρήνα, των 

µέσων τιµών του ποσοστού των PCEs, καθώς και των µέσων τιµών των 

βαρών των ζώων χρησιµοποιήθηκε o έλεγχος Student’s t-test. 
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8. Μελέτη της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων 

Imidacloprid και Metalaxyl σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων 

καλλιεργητών 

 

Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η πιθανή γενοτοξική δράση των 

φυτοφαρµάκων Imidacloprid  και Metalaxyl. Τα δυο συγκεκριµένα 

φυτοφάρµακα επιλέχτηκαν γιατί εκτός των άλλων εφαρµογών τους σε 

πληθώρα καλλιεργειών χρησιµοποιούνται ευρέως στην καλλιέργεια καπνού, 

που αποτελεί µια από τις κύριες αγροτικές δραστηριότητες στην περιοχή της 

Αιτωλοακαρνανίας, όπου πραγµατοποιήθηκε η παρούσα µελέτη. Οι 

καλλιεργητές που ψεκάζουν µε τα συγκεκριµένα φυτοφάρµακα βρίσκονται 

σε άµεσο κίνδυνο, λόγω της απευθείας έκθεσής τους σε αυτά, και µε το 

δεδοµένο ότι συχνά, δεν χρησιµοποιούν κατάλληλο προστατευτικό 

εξοπλισµό. Τα συγκεκριµένα φυτοφάρµακα έχουν εξεταστεί ως προς τη 

γενοτοξική τους δράση, αλλά η πλειοψηφία των µελετών έχουν γίνει µε 

πειραµατόζωα σε in vivo συνθήκες (Feng et al., 2004; Karabay & Oguz, 

2005), ή χρησιµοποιώντας αίµα υγιών ατόµων ως πειραµατικό υλικό, σε in 

vitro συνθήκες (Perocco et al., 1995; Hrelia et al., 1996; Feng et al., 2005; 

Costa et al., 2009; Stivaktakis et al., 2010). Επιπλέον, το καθένα από τα 

δυο φυτοφάρµακα έχει µελετηθεί µεµονωµένα. Στην παρούσα µελέτη, σε µια 

πρώτη φάση, έγινε µια προσπάθεια να διερευνηθεί η in vivo επίδραση των 

δυο φυτοφαρµάκων σε συνδυασµό, χρησιµοποιώντας ως δότες καλλιεργητές 

καπνού της περιοχής της Αιτωλοακαρνανίας, οι οποίοι ψέκαζαν τις 

καλλιέργειές τους αποκλειστικά µε δυο εµπορικά σκευάσµατα που περιείχαν 

τα δυο υπό µελέτη φυτοφάρµακα, σε διάφορες περιόδους κατά τη διάρκεια 

του έτους. Χρησιµοποιήθηκε ως πειραµατικό υλικό, περιφερικό αίµα των 

καλλιεργητών αυτών πριν και µετά την περίοδο ψεκασµού και ως δοκιµασία 

ελέγχου, η τεχνική των µικροπυρήνων µε αναστολή της κυτταροκίνησης µε 

κυτταροχαλασίνη-Β (CBMN method).   

Η επαγωγή µικροπυρήνων στα λεµφοκύτταρα των καλλιεργητών συγκρίθηκε 

µε την τυχαία επαγωγή µικροπυρήνων στα λεµφοκύτταρα µιας ισάριθµης 

οµάδας υγιών δοτών, µη καλλιεργητών, που χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί 
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µάρτυρες. Τα άτοµα που συµπεριλήφθηκαν στη µελέτη διαχωρίστηκαν σε 

οµάδες καπνιστών και µη-καπνιστών. Τα χαρακτηριστικά των ατόµων που 

εξετάστηκαν (αρνητικοί µάρτυρες και καλλιεργητές) παρουσιάζονται στον 

πίνακα 8.1. 

 

Πίνακας 8.1. Χαρακτηριστικά των δοτών 

 
Αρνητικοί 
µάρτυρες 

Καλλιεργητές 
Στατιστική 
ανάλυση 

Αριθµός ατόµων 11 11  

Ηλικία 38.18±4.05# 43.82±3.76# 
F=1.04 
p=0.32* 

Εύρος ηλικίας 22-58 23-60  

Χρόνια έκθεσης - 23.64±4.13#  

Συνήθεια καπνίσµατος    

Αριθµός µη-καπνιστών 5 5  

Αριθµός καπνιστών 6 6  

Αριθµός τσιγάρων/µέρα 27.5±5.44# 40±8.94# 
F=1.43 
p=0.26* 

#Μέσος όρος ± τυπικό σφάλµα,  *p>0.05 (One-Way ANOVA test) 
 

 

Εξετάστηκαν συνολικά 11 καλλιεργητές, από τους οποίους οι 5 ήταν µη-

καπνιστές και οι 6 καπνιστές. Από τους αρνητικούς µάρτυρες, επίσης οι 5 

ήταν µη-καπνιστές και οι 6 καπνιστές. Η ηλικία των καλλιεργητών ήταν κατά 

µέσο όρο 43.82±3.76 έτη, ενώ η ηλικία των αρνητικών µαρτύρων ήταν κατά 

µέσο όρο 38.18±4.05 έτη. Οι καπνιστές καλλιεργητές κάπνιζαν κατά µέσο 

όρο 40±8.94 τσιγάρα την ηµέρα, ενώ οι καπνιστές αρνητικοί µάρτυρες 

κάπνιζαν κατά µέσο όρο 27.5±5.44 τσιγάρα την ηµέρα. Τα χρόνια 

επαγγελµατικής ενασχόλησης των καλλιεργητών και κατά συνέπεια και τα 

χρόνια έκθεσής τους στα εν λόγω φυτοφάρµακα, ήταν κατά µέσο όρο 

23.64±4.13. Συγκρίνοντας τα επιµέρους χαρακτηριστικά των αρνητικών 

µαρτύρων και των καλλιεργητών µε την ανάλυση One-Way ANOVA, 

παρατηρούµε ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ τους. 

Στον πίνακα 8.2 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της µελέτης που 

αφορούν τους αρνητικούς µάρτυρες. Πιο συγκεκριµένα παρουσιάζονται οι 

συχνότητες των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (ΒΝΜΝ – 3η στήλη) 

και των µικροπυρήνων (ΜΝ – 4η στήλη) ανά 1000 διπύρηνα κύτταρα, καθώς 
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και οι τιµές του δείκτη διπλασιασµού των κυττάρων (CBPI – 5η στήλη) για 

κάθε έναν από τους αρνητικούς µάρτυρες, οι οποίοι είναι χωρισµένοι σε δύο 

οµάδες: καπνιστές (Α) και µη-καπνιστές (Β). Στην τελευταία γραµµή του 

πίνακα αναφέρονται οι συνολικές τιµές ΒΝΜΝ και ΜΝ σε σύνολο 11000 

διπύρηνων κυττάρων που καταµετρήθηκαν. Ο δείκτης CBPI υπολογίστηκε 

για την ανίχνευση πιθανών διαφορών στην κινητική ανάπτυξης των 

λεµφοκυττάρων οι οποίες συνδέονται µε κυτταροτοξικές επιδράσεις. Ο 

υπολογισµός του έγινε σε σύνολο 2000 κυττάρων σύµφωνα µε τον τύπο: 

CBPI= Μ1 + 2M2 + 3(M3 + M4)/ N, όπου M1, M2, M3 και M4 είναι ο αριθµός 

κυττάρων µε έναν, δυο, τρεις και τέσσερις πυρήνες αντίστοιχα και Ν είναι ο 

συνολικός αριθµός κυττάρων που µετρήθηκαν (Surralès et al., 1995; Lorge 

et al., 2008). 

Στον πίνακα 8.3 παρουσιάζονται οι µέσες τιµές συχνοτήτων (‰) των 

διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (BNMN – 2η στήλη) και οι µέσες τιµές 

συχνοτήτων (‰) των µικροπυρήνων (ΜΝ – 3η στήλη), στις καλλιέργειες 

λεµφοκυττάρων καπνιστών και µη-καπνιστών αρνητικών µαρτύρων. Σχετικά 

µε τη συνήθεια του καπνίσµατος, µεταξύ των αρνητικών µαρτύρων, οι 

καπνιστές δεν παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τους µη-

καπνιστές, ούτε ως προς την επαγωγή ΒΝΜΝ (F=0.41, p=0.54), ούτε ως 

προς την επαγωγή ΜΝ (F=0.06, p=0.81). Τα αποτελέσµατα αυτά 

συµφωνούν µε όσα έχουν αναφερθεί από την οµάδα µελέτης του 

προγράµµατος HUMN για την επίδραση του καπνίσµατος στη συχνότητα των 

µικροπυρήνων σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα (Bonassi et al., 2003). 

Η στατιστική ανάλυση (One-Way ANOVA test) των τιµών του CBPI (4η 

στήλη) δεν έδειξε σηµαντικές διαφορές (F=0.64, p=0.45) µεταξύ καπνιστών 

(1.66 ± 0.13) και µη-καπνιστών (1.78 ± 0.06) αρνητικών µαρτύρων. Κατά 

συνέπεια, η συνήθεια του καπνίσµατος δεν φαίνεται να έχει κάποια 

κυτταροτοξική επίδραση στα λεµφοκύτταρα των αρνητικών µαρτύρων. 
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Πίνακας 8.2. Συχνότητες διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα 
(ΒΝΜΝ) και µικροπυρήνων (ΜΝ), σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων 
αρνητικών µαρτύρων. (A: καπνιστές, B: µη-καπνιστές) 

 ∆ότες  BNMN MN CBPI 

A 
 
1 

 
14 

 
15 

 
1.87 

 2 9 11 1.47 

 3 5 7 1.22 
 4 6 6 1.70 

 5 8 8 2.11 

 6 10 12 1.57 

Σύνολο  A 
  

52 
 

59 
 
- 

B 
 
7 

 
14 

 
15 

 
1.67 

 8 14 15 1.75 
 9 7 7 1.99 

 10 7 7 1.70 

 11 8 8 1.77 
 
Σύνολο  B 

  
50 

 
52 

 
- 

 
Σύνολο A+B 

  
102* 

 
111* 

 
- 

BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνα, MN: µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης 
διπλασιασµού των κυττάρων, *σύνολο ΒΝΜΝ και ΜΝ σε 11000 διπύρηνα 
κύτταρα (BN) που καταµετρήθηκαν συνολικά. 

 
 
Πίνακας 8.3. Μέσες τιµές συχνοτήτων (‰) διπύρηνων κυττάρων µε 
µικροπυρήνα (BNMN) και µικροπυρήνων (MN), σε καλλιέργειες 
λεµφοκυττάρων καπνιστών και µη-καπνιστών αρνητικών µαρτύρων. 
 BNMN 

Μ.Ο.±τ.σ. 
MN 

Μ.Ο.±τ.σ. 
CBPI 

Μ.Ο.±τ.σ. 
 

Καπνιστές 
 

8.67 ± 1.31 
 

9.83 ± 1.40 
 

1.66 ± 0.13 
 

Μη- καπνιστές 
 

10.00 ± 1.64 
 

10.40 ± 1.89 
 

1.78 ± 0.06 
 F=0.41, 

 p=0.54 

F=0.06,  
p=0.81 

F=0.64, 
 p=0.45 

BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνα, MN: µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης 
διπλασιασµού των κυττάρων, Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα 
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Στον πίνακα 8.4 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της µελέτης που 

αφορούν τους δότες–καλλιεργητές. Πιο συγκεκριµένα παρουσιάζονται οι 

συχνότητες των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (ΒΝΜΝ) και των 

µικροπυρήνων (ΜΝ) ανά 1000 διπύρηνα κύτταρα, καθώς και οι τιµές του 

δείκτη διπλασιασµού των κυττάρων (CBPI) για κάθε έναν από τους δότες–

καλλιεργητές, οι οποίοι είναι χωρισµένοι σε καπνιστές (Α) και µη-καπνιστές 

(Β), πριν και µετά τον ψεκασµό. Στην προ-τελευταία γραµµή του πίνακα 

αναφέρονται οι συνολικές τιµές ΒΝΜΝ και ΜΝ σε σύνολο 11000 διπύρηνων 

κυττάρων που καταµετρήθηκαν. Στην τελευταία γραµµή του πίνακα 

αναφέρονται οι µέσες τιµές συχνοτήτων των διπύρηνων κυττάρων µε 

µικροπυρήνα, οι µέσες τιµές συχνοτήτων των µικροπυρήνων και οι µέσες 

τιµές του CBPI, στο σύνολο των καλλιεργητών, πριν και µετά τον ψεκασµό. 

Παρατηρείται µια µικρή αύξηση στον αριθµό τόσο των διπύρηνων κυττάρων 

µε µικροπυρήνα, όσο και των µικροπυρήνων, µετά τον ψεκασµό. Η ασυνέχεια 

που παρατηρείται στις τιµές του 2ου και του 6ου δότη µπορεί να αποδοθεί στην 

ποικιλότητα των συνθηκών ψεκασµού, όπως για παράδειγµα η συνολική 

ψεκαζόµενη έκταση ή η χρήση προστατευτικού εξοπλισµού. Η στατιστική 

ανάλυση των τιµών (One-Way ANOVA test) δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές στην επαγωγή µικροπυρήνων (F=2.39, p=0.14) πριν (13.82±1.71) 

και µετά (18.00±2.10) τον ψεκασµό, ούτε στην επαγωγή διπύρηνων 

κυττάρων µε µικροπυρήνα (F=2.67, p=0.18) πριν (12.82±1.61) και µετά 

(17.00±1.99) τον ψεκασµό. 

Τα αποτελέσµατά µας αυτά συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα πρόσφατων 

µελετών πάνω στην επαγωγή µικροπυρήνων σε Ισπανούς και Ούγγρους 

καλλιεργητές, εκτεθειµένους λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης σε σύνθετο 

µίγµα φυτοφαρµάκων, στις οποίες δεν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές ανάµεσα στην περίοδο υψηλής έκθεσης (άνοιξη-καλοκαίρι) και στην 

περίοδο χαµηλής έκθεσης (φθινόπωρο-χειµώνας), ή ανάµεσα σε µέτρια 

εκτεθειµένους και βαριά εκτεθειµένους καλλιεργητές (Pastor et al., 2002a & 

2002b). 

Η στατιστική ανάλυση (One-Way ANOVA test) των τιµών του CBPI δεν έδειξε 

κάποια κυτταροτοξική επίδραση των µελετώµενων φυτοφαρµάκων στα 

λεµφοκύτταρα των καλλιεργητών. Επίσης, δεν έδειξε κάποια επίδραση λόγω  
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της έκθεσης στα φυτοφάρµακα, αφού δεν παρατηρούνται  στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές (F=0.62, p=0.44) πριν (1.85±0.08) και µετά 

(1.94±0.07) τον ψεκασµό. Ωστόσο, οι διαφορές που παρατηρούνται ανάµεσα 

στις µελετώµενες οµάδες µπορεί να οφείλονται στον ποικίλο βαθµό έκθεσης 

κατά τη διάρκεια του ψεκασµού. Επειδή οι ψεκασµοί δεν πραγµατοποιούνται 

κάτω από ελεγχόµενες συνθήκες, είναι δύσκολο να εκτιµηθεί ο βαθµός της in 

vivo έκθεσης στα φυτοφάρµακα κατά τη διάρκειά τους. 

Για να προσδιοριστεί η συµβολή της παραµέτρου του καπνίσµατος στην 

επαγωγή µικροπυρήνων από τα φυτοφάρµακα, οι δότες-καλλιεργητές 

χωρίστηκαν σε οµάδες καπνιστών και µη-καπνιστών και η στατιστική ανάλυση 

των αποτελεσµάτων (One-Way ANOVA test) φαίνεται στον πίνακα 8.5. Πιο 

αναλυτικά, παρουσιάζονται οι µέσες τιµές συχνοτήτων (‰) των διπύρηνων 

κυττάρων µε µικροπυρήνα (BNMN – 2η και 3η στήλη) και οι µέσες τιµές 

συχνοτήτων (‰) των µικροπυρήνων (ΜΝ – 4η και 5η στήλη), στις 

καλλιέργειες λεµφοκυττάρων καπνιστών και µη-καπνιστών καλλιεργητών, 

πριν και µετά τον ψεκασµό. ∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές µεταξύ των καπνιστών τόσο στην επαγωγή µικροπυρήνων (F=1.62, 

p=0.23) πριν (14.17±2.70) και µετά (19.67±3.37) τον ψεκασµό, όσο και στην 

επαγωγή διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (F=1.67, p=0.23) πριν 

(13.33±2.43) και µετά (18.50±3.17) τον ψεκασµό. Παρόµοια αποτελέσµατα 

παρατηρήθηκαν και µεταξύ των µη-καπνιστών τόσο στην επαγωγή 

µικροπυρήνων (F=0.65, p=0.44) πριν (13.40±2.25) και µετά (16.00±2.30) 

τον ψεκασµό, όσο και στην επαγωγή διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα 

(F=0.87, p=0.38) πριν (12.20±2.27) και µετά (15.20±2.29) τον ψεκασµό. 

Τέλος, συγκρίνοντας τις µέσες συχνότητες µεταξύ καπνιστών και των µη-

καπνιστών δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές, ούτε στην 

επαγωγή µικροπυρήνων πριν (F=0.05, p=0.84) και µετά (F=0.74, p=0.41) 

τον ψεκασµό, ούτε στην επαγωγή διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα πριν 

(F=0.11, p=0.74) και µετά (F=0.66, p=0.44) τον ψεκασµό. Τα αποτελέσµατα 

αυτά συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα προηγούµενων µελετών που 

αναφέρουν ότι δεν υπάρχει σηµαντική συσχέτιση µεταξύ της συχνότητας των 

µικροπυρήνων και του καπνίσµατος (Norppa et al., 1993; Falck et al., 1999; 

Bonassi et al., 2003). 
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Πίνακας 8.5. Μέσες τιµές συχνοτήτων (‰) διπύρηνων κυττάρων µε 
µικροπυρήνα (BNMN) και µικροπυρήνων (MN), σε καλλιέργειες 
λεµφοκυττάρων καπνιστών και µη-καπνιστών καλλιεργητών, πριν και µετά 
τον ψεκασµό. 

 BNMN 
Μ.Ο.±τ.σ. 

MN 
Μ.Ο.±τ.σ. 

 Πριν Μετά Πριν Μετά 

Καπνιστές 13.33±2.43 18.50±3.17 14.17±2.70 19.67±3.37 
Μη- καπνιστές 12.20±2.27 15.20±2.29 13.40±2.25 16.00±2.30 

 F=0.11, 
p=0.74 

F=0.66, 
p=0.44 

F=0.05, 
p=0.84 

F=0.74, 
 p=0.41 

BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνα, MN: µικροπυρήνες, Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος 
όρος ± τυπικό σφάλµα 

 

Προκειµένου να διερευνηθεί αν η επαγωγή µικροπυρήνων οφείλεται σε 

θραυσµατογόνο ή σε ανευπλοειδογόνο δράση των φυτοφαρµάκων, οι 

καταµετρηµένοι µικροπυρήνες ταξινοµήθηκαν µε βάση το µέγεθός τους και 

έγινε σύγκριση των αποτελεσµάτων. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι 

µικροπυρήνες µικρού µεγέθους (Small, S) παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

πιθανότητα να περιέχουν άκεντρα χρωµοσωµατικά θραύσµατα, 

υποδηλώνοντας θραυσµατογόνο δράση, ενώ οι µικροπυρήνες µεγάλου 

µεγέθους (Large, L) παρουσιάζουν µεγαλύτερη πιθανότητα να περιέχουν 

ολόκληρα χρωµοσώµατα, υποδηλώνοντας ανευπλοειδογόνο δράση 

(Yamamoto and Kikuchi, 1980; Högstedt et al., 1988; Vanderkerken et al., 

1989; Papapaulou et al., 2001; Hashimoto et al., 2010). Στον πίνακα 8.6 

παρουσιάζονται οι συχνότητες των µικροπυρήνων, ταξινοµηµένων µε βάση 

το µέγεθός τους σε µικρούς (S), µεσαίους (Medium, M) και µεγάλους 

µικροπυρήνες (L), για κάθε έναν από τους δότες–καλλιεργητές, καπνιστές 

(Α) και µη-καπνιστές (Β), πριν και µετά τον ψεκασµό. Στην τελευταία 

γραµµή του πίνακα αναφέρονται οι συνολικές τιµές ΒΝΜΝ και ΜΝ σε σύνολο 

11000 διπύρηνων κυττάρων που καταµετρήθηκαν. 

Παρατηρείται µια µικρή αύξηση στις συνολικές τιµές των µικρών (75-84), 

των µεσαίων (50-79) και των µεγάλων (27-35) µικροπυρήνων µετά τον 

ψεκασµό. ∆εν παρατηρήθηκαν όµως στατιστικά σηµαντικές διαφορές ούτε 

στις συχνότητες των µικρών (F=0.22, p=0.64), ούτε στις συχνότητες των 

µεσαίων (F=3.15, p=0.09), ούτε στις συχνότητες των µεγάλων (F=0.71, 

p=0.41) µικροπυρήνων, πριν και µετά τον ψεκασµό.  
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Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρούνται και ξεχωριστά στις οµάδες των 

καπνιστών (πίνακας 8.6.Α) και των µη-καπνιστών (πίνακας 8.6.Β). Στην 

οµάδα των καπνιστών παρατηρείται µια µικρή αύξηση στις συνολικές τιµές 

των µικρών (45-52), των µεσαίων (28-49) και των µεγάλων (12-17) 

µικροπυρήνων µετά τον ψεκασµό. ∆εν παρατηρήθηκαν όµως στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές ούτε στις συχνότητες των µικρών (F=0.22, p=0.65), 

ούτε στις συχνότητες των µεσαίων (F=1.82, p=0.21), ούτε στις συχνότητες 

των µεγάλων (F=0.84, p=0.38) µικροπυρήνων, πριν και µετά τον ψεκασµό. 

Παροµοίως, στην οµάδα των µη-καπνιστών παρατηρείται µια µικρή αύξηση 

στις συνολικές τιµές των µικρών (30-32), των µεσαίων (22-30) και των 

µεγάλων (15-18) µικροπυρήνων µετά τον ψεκασµό. Πάλι όµως δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές ούτε στις συχνότητες των 

µικρών (F=0.02, p=0.88), ούτε στις συχνότητες των µεσαίων (F=1.88, 

p=0.21), ούτε στις συχνότητες των µεγάλων (F=0.14, p=0.72) 

µικροπυρήνων, πριν και µετά τον ψεκασµό. 

 

Στον πίνακα 8.7 παρουσιάζονται οι µέσες τιµές συχνοτήτων (‰) των 

µικρών µικροπυρήνων (S– 2η και 3η στήλη), οι µέσες τιµές συχνοτήτων (‰) 

των µεσαίων µικροπυρήνων (M– 4η και 5η στήλη), και οι µέσες τιµές 

συχνοτήτων (‰) των µεγάλων µικροπυρήνων (L– 6η και 7η στήλη), στις 

καλλιέργειες λεµφοκυττάρων καπνιστών και µη-καπνιστών καλλιεργητών, 

πριν και µετά τον ψεκασµό. Συγκρίνοντας τις µέσες συχνότητες, αναφορικά 

µε την κατανοµή του µεγέθους των µικροπυρήνων, των καπνιστών και των 

µη-καπνιστών, παρατηρούµε ότι δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές για κανένα µέγεθος µικροπυρήνων, ούτε πριν, ούτε µετά τον 

ψεκασµό. 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δεν δίνουν κάποια σαφή ένδειξη 

θραυσµατογόνου και/ή ανευπλοειδογόνου δράσης που να σχετίζεται µε την 

έκθεση των καλλιεργητών στα υπό µελέτη φυτοφάρµακα. 
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Πίνακας 8.6. Συχνότητες µικροπυρήνων ταξινοµηµένων µε βάση το µέγεθος, 
σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων καλλιεργητών πριν και µετά τον ψεκασµό. 
(A: καπνιστές, B: µη-καπνιστές) 

 ∆ότες S M L 
  Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά 

A 
 
1 

 
4 

 
8 

 
6 

 
4 

 
2 

 
4 

 2 18 9 3 3 2 1 
 3 4 6 1 10 2 0 

 4 4 13 6 18 4 5 

 5 5 8 2 7 1 3 
 6 10 8 10 7 1 4 

Σύνολο  A 
  

45 
 

52 
 

28 
 

49 
 

12 
 

17 

B 
 
7 

 
5 

 
3 

 
2 

 
5 

 
0 

 
2 

 8 7 16 8 8 6 0 

 9 6 4 5 6 3 7 

 10 5 3 3 5 4 6 
 11 7 6 4 6 2 3 

 
Σύνολο  B 

  
30 

 
32 

 
22 

 
30 

 
15 

 
18 

 
Σύνολο A+B 

  
75* 

 
84* 

 
50* 

 
79* 

 
27* 

 
35* 

S: µικροί, M: µεσαίοι και L: µεγάλοι µικροπυρήνες,  *σύνολο S, M και L ΜΝ σε 11000 
διπύρηνα κύτταρα (BN) που καταµετρήθηκαν συνολικά. 

 

 
Πίνακας 8.7. Μέσες τιµές συχνοτήτων (‰) µικροπυρήνων ταξινοµηµένων µε 
βάση το µέγεθος, σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων καπνιστών και µη-
καπνιστών καλλιεργητών, πριν και µετά τον ψεκασµό. 

 S 
Μ.Ο.±τ.σ. 

M 
Μ.Ο.±τ.σ. 

L 
Μ.Ο.±τ.σ. 

 Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά 

Καπνιστές 
 

7.50±2.31 8.67±0.95 4.67±1.36 8.17±2.21 2.00±0.45 2.83±0.79 

Μη- 
καπνιστές 

6.00±0.45 6.40±2.46 4.40±1.03 6.00±0.55 3.00±1.00 3.60±1.29 

  F=0.34 
p=0.58 

 F=0.85 
p=0.38 

 F=0.02 
p=0.88 

 F=0.75 
p=0.41 

 F=0.94 
p=0.36 

 F=0.28 
p=0.61 

S: µικροί, M: µεσαίοι και L: µεγάλοι µικροπυρήνες, Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος όρος ± τυπικό 
σφάλµα 
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Στον πίνακα 8.8 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσµατα της 

στατιστικής επεξεργασίας (One-Way ANOVA test) των τιµών των παραπάνω 

πινάκων. Συγκρίναµε τη µέση συχνότητα των διπύρηνων κυττάρων µε 

µικροπυρήνα (ΒΝΜΝ) καθώς και των µικροπυρήνων (ΜΝ) µεταξύ: α) 

αρνητικών µαρτύρων καπνιστών και καλλιεργητών καπνιστών (πριν και µετά 

τον ψεκασµό) β) αρνητικών µαρτύρων µη-καπνιστών και καλλιεργητών µη-

καπνιστών (πριν και µετά τον ψεκασµό) και γ) συνολικών αρνητικών 

µαρτύρων και συνολικών καλλιεργητών (πριν και µετά τον ψεκασµό). 

Στην οµάδα των καπνιστών, παρατηρείται αύξηση στη συχνότητα των ΒΝΜΝ 

(13.33±2.43) και των ΜΝ (14.17±2.70) των καλλιεργητών πριν τον 

ψεκασµό σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες (8.67±1.31 και 9.83±1.40 

αντίστοιχα), η οποία αύξηση είναι ακόµα µεγαλύτερη στη συχνότητα των 

ΒΝΜΝ (18.50±3.17) και των ΜΝ (19.67±3.37) των καλλιεργητών µετά τον 

ψεκασµό. Επίσης, στην οµάδα των µη-καπνιστών, παρατηρούνται αυξηµένες 

συχνότητες ΒΝΜΝ (12.20±2.27) και ΜΝ (13.40±2.25) στους καλλιεργητές 

πριν τον ψεκασµό σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες (10.00±1.64 και 

10.40±1.89 αντίστοιχα) και ακόµα πιο αυξηµένες συχνότητες ΒΝΜΝ 

(15.20±2.29) και ΜΝ (16.00±2.30) στους καλλιεργητές µετά τον ψεκασµό. 

Το ίδιο ισχύει και στο σύνολο των εξεταζόµενων ατόµων: στο σύνολο των 

καλλιεργητών πριν τον ψεκασµό παρατηρείται αύξηση στη συχνότητα των 

ΒΝΜΝ (12.82±1.61) και των ΜΝ (13.82±1.71) σε σχέση µε τους αρνητικούς 

µάρτυρες (9.27±1.00 και 10.09±1.89 αντίστοιχα). Η αύξηση αυτή είναι 

ακόµα µεγαλύτερη στη συχνότητα των ΒΝΜΝ (17.00±1.99) και των ΜΝ 

(18.00±2.10) στο σύνολο των καλλιεργητών µετά τον ψεκασµό. 

Η στατιστική ανάλυση έδειξε ότι στην οµάδα των καπνιστών, υπάρχουν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές τόσο στις τιµές ΒΝΜΝ (F=8.22, p=0.02) όσο 

και στις τιµές ΜΝ (F=7.25, p=0.02) µεταξύ αρνητικών µαρτύρων και 

καλλιεργητών µετά τον ψεκασµό. Στην οµάδα των µη-καπνιστών δεν 

υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Τέλος, στο σύνολο καπνιστών και 

µη-καπνιστών, βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές τόσο στις τιµές 

ΒΝΜΝ (F=12.03, p=0.002), όσο και στις τιµές ΜΝ (F=11.19, p=0.003) 

µεταξύ αρνητικών µαρτύρων και καλλιεργητών µετά τον ψεκασµό. 
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Τα παραπάνω ευρήµατα µας υποδεικνύουν ότι η επαγγελµατική έκθεση των 

καλλιεργητών στα συγκεκριµένα φυτοφάρµακα επάγει γενοτοξικές 

επιδράσεις στο γενετικό υλικό των λεµφοκυττάρων τους.   
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9. Μελέτη της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων 

Imidacloprid και Metalaxyl σε in vitro συνθήκες, σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων  

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τόσο το Imidacloprid, όσο και το Metalaxyl, δεν 

παρουσιάζουν ενδείξεις καρκινογόνου δράσης στον άνθρωπο (EPA, 1994 & 

2009). Ωστόσο, οι εκτιµήσεις αυτές, όπως και για όλα τα φυτοφάρµακα που 

εξετάζονται, βασίζονται σε µελέτες που εξετάζουν το κάθε φυτοφάρµακο 

µεµονωµένα, χωρίς να λαµβάνουν υπόψη πιθανές αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

τους, όταν αυτά επιδρούν σε συνδυασµό. Γενικά, µικρός σχετικά αριθµός in 

vitro και in vivo µελετών εξετάζουν πιθανές γενοτοξικές επιδράσεις 

συνδυασµού φυτοφαρµάκων (Dolara et al., 1992; Kligerman et al., 1993; 

Dolara et al., 1993; Bianchi-Santamaria et al., 1997; Goumenou & Machera, 

2004).  

Με το δεδοµένο ότι τα δυο συγκεκριµένα φυτοφάρµακα χρησιµοποιούνται 

συνήθως σε συνδυασµό, ιδιαίτερα στις καλλιέργειες καπνού, κρίθηκε 

σκόπιµο, κατά την παρούσα µελέτη, να διερευνηθεί σε in vitro συνθήκες, 

εκτός από την επίδραση της κάθε ουσίας ξεχωριστά, η επίδραση µίγµατος 

των δυο ουσιών, σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων, σε 

διαβαθµισµένες συγκεντρώσεις. Για το σκοπό αυτό εφαρµόστηκαν δυο 

τεχνικές: η τεχνική των µικροπυρήνων µε αναστολή της κυτταροκίνησης µε 

κυτταροχαλασίνη-Β και η τεχνική των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών 

χρωµατίδων, που αποτελούν αξιόπιστους δείκτες γενετικής βλάβης.  

 

9.1 Ιn vitro επαγωγή µικροπυρήνων σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων µε τη µέθοδο της κυτταροχαλασίνης-Β µετά από 

επίδραση των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl  

 

Στην παρούσα ενότητα παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της in vitro 

επαγωγής µικροπυρήνων σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µε 

τη µέθοδο αναστολής της κυτταροκίνησης µε κυτταροχαλασίνη-Β. Η 
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εκτίµηση της γενετικής δράσης πραγµατοποιήθηκε στα λεµφοκύτταρα δυο 

υγιών δοτών, σε 6 διαφορετικές συγκεντρώσεις (0.1, 1, 5, 10, 50 και 100 

µg/ml) για το κάθε φυτοφάρµακο ξεχωριστά και σε 5 διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (10, 25, 50, 100 και 200 µg/ml) για το µίγµα των δυο 

φυτοφαρµάκων. 

Στους πίνακες 9.1.1 και 9.1.2 που αντιστοιχούν στον 1ο και 2ο δότη 

αντίστοιχα, παρουσιάζονται οι συχνότητες των µικροπυρήνων (ΜΝ) καθώς 

και των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (ΒΝΜΝ) που επάγονται in 

vitro από την επίδραση διαβαθµισµένων συγκεντρώσεων Imidacloprid. 

Στους πίνακες 9.1.3 και 9.1.4 που αντιστοιχούν στον 1ο και 2ο δότη 

αντίστοιχα, παρουσιάζονται οι συχνότητες των µικροπυρήνων (ΜΝ) καθώς 

και των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (ΒΝΜΝ) που επάγονται in 

vitro από την επίδραση διαβαθµισµένων συγκεντρώσεων Metalaxyl. Τέλος, 

στους πίνακες 9.1.5 και 9.1.6 που αντιστοιχούν στον 1ο και 2ο δότη 

αντίστοιχα, παρουσιάζονται οι συχνότητες των µικροπυρήνων (ΜΝ) καθώς 

και των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα (ΒΝΜΝ) που επάγονται in 

vitro από την επίδραση διαβαθµισµένων συγκεντρώσεων µίγµατος 

Imidacloprid και Metalaxyl. Πιο αναλυτικά, παρουσιάζονται, στην 1η στήλη, 

οι συγκεντρώσεις που εξετάσαµε, στη 2η στήλη, ο αριθµός των διπύρηνων 

κυττάρων που ελέγχθηκαν, στην 3η στήλη η συχνότητα των µικροπυρήνων, 

στην 4η στήλη η συχνότητα των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα και 

στην 5η στήλη η διακύµανση του δείκτη διπλασιασµού των κυττάρων 

(Cytokinesis Block Proliferation Index, CBPI). Επίσης, σε όλους τους 

παραπάνω πίνακες παρουσιάζονται οι συχνότητες των µικροπυρήνων καθώς 

και των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα που επάγονται in vitro από 

την επίδραση της ουσίας µιτοµυκίνη C (Mit-C) που χρησιµεύει ως θετικός 

µάρτυρας. 

Όπως φαίνεται από τους παραπάνω πίνακες δεν παρατηρούνται αυξηµένες 

τιµές ΜΝ και ΒΝΜΝ σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες, ούτε από την 

επίδραση του Imidacloprid, ούτε από την επίδραση του Metalaxyl, ούτε από 

την επίδραση του µίγµατός τους, µε εξαίρεση κάποιες µεµονωµένες 

συγκεντρώσεις, π.χ. οι συγκεντρώσεις 100 και 200 µg/ml του µίγµατος για 

τον 1ο δότη. Αντίθετα, είναι σαφώς αυξηµένη η επαγωγή ΜΝ και ΒΝΜΝ από 
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τη µιτοµυκίνη που χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας, και για τους δυο 

δότες. 

 

 

Πίνακας 9.1.1. Συχνότητες µικροπυρήνων (MN) και διπύρηνων κυττάρων 
µε µικροπυρήνα (BNMN), σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 
µετά από in vitro επίδραση µε Imidacloprid και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Σύνολο BN 
κυττάρων 

MN 
 

BNMN 
 

CBPI 
 

1ος δότης 
0 1000  5 5 1.47 
0.1 1000 4 4 1.62 
1 1000 4 4 1.62 
5 1000 6 5 1.68 
10 1000 3 3 1.55 
50 1000 5 5 1.48 
100 1000 7 5 1.96 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 1000 90 85 1.12 

BN: διπύρηνα κύτταρα, BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνες, MN: 
µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 9.1.2. Συχνότητες µικροπυρήνων (MN) και διπύρηνων κυττάρων 
µε µικροπυρήνα (BNMN), σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 
µετά από in vitro επίδραση µε Imidacloprid και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Σύνολο BN 
κυττάρων 

MN 
 

BNMN 
 

CBPI 
 

2ος δότης 
0 1000  4 4 2.01 
0.1 1000 6 6 2.07 
1 1000 5 5 1.46 
5 1000 4 4 1.50 
10 1000 7 7 1.60 
50 1000 8 7 1.74 
100 1000 6 6 1.40 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 1000 110 89 1.43 

BN: διπύρηνα κύτταρα, BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνες, MN: 
µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων 
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Πίνακας 9.1.3. Συχνότητες µικροπυρήνων (MN) και διπύρηνων κυττάρων 
µε µικροπυρήνα (BNMN), σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 
µετά από in vitro επίδραση µε Metalaxyl και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Σύνολο BN 
κυττάρων 

MN 
 

BNMN 
 

CBPI 
 

1ος δότης 
0 1000  4 4 1.81 
0.1 1000 6 5 1.70 
1 1000 5 5 1.82 
5 1000 3 3 1.76 
10 1000 5 5 1.80 
50 1000 5 5 2.05 
100 1000 3 3 2.01 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 1000 90 85 1.12 

BN: διπύρηνα κύτταρα, BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνες, MN: 
µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 9.1.4. Συχνότητες µικροπυρήνων (MN) και διπύρηνων κυττάρων 
µε µικροπυρήνα (BNMN), σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 
µετά από in vitro επίδραση µε Metalaxyl και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Σύνολο BN 
κυττάρων 

MN 
 

BNMN 
 

CBPI 
 

2ος δότης 
0 1000  4 4 2.00 
0.1 1000 4 4 1.82 
1 1000 4 4 1.67 
5 1000 6 6 1.68 
10 1000 8 7 1.40 
50 1000 5 5 1.35 
100 1000 6 6 1.48 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 1000 110 89 1.43 

BN: διπύρηνα κύτταρα, BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνες, MN: 
µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων 
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Πίνακας 9.1.5. Συχνότητες µικροπυρήνων (MN) και διπύρηνων κυττάρων 
µε µικροπυρήνα (BNMN), σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 
µετά από in vitro επίδραση µε Imidacloprid και Metalaxyl σε συνδυασµό και 
µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Σύνολο BN 
κυττάρων 

MN 
 

BNMN 
 

CBPI 
 

1ος δότης 
0 1000 2 2 2.20 
5+5 1000 2 2 2.17 

12.5+12.5 1000 2 2 2.25 
25+25 1000 4 4 2.29 
50+50 1000 8 8 2.18 
100+100 1000 10 9 2.05 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 1000 90 85 1.12 

BN: διπύρηνα κύτταρα, BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνες, MN: 
µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 9.1.6. Συχνότητες µικροπυρήνων (MN) και διπύρηνων κυττάρων 
µε µικροπυρήνα (BNMN), σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων 
µετά από in vitro επίδραση µε Imidacloprid και Metalaxyl σε συνδυασµό και 
µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Σύνολο BN 
κυττάρων 

MN 
 

BNMN 
 

CBPI 
 

2ος δότης 
0 1000 4 4 1.55 
5+5 1000 3 3 1.51 

12.5+12.5 1000 3 3 1.42 
25+25 1000 5 5 1.39 
50+50 1000 5 5 1.40 
100+100 1000 6 6 1.28 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 1000 110 89 1.43 

BN: διπύρηνα κύτταρα, BNMN: διπύρηνα κύτταρα µε µικροπυρήνες, MN: 
µικροπυρήνες, CBPI: δείκτης διπλασιασµού των κυττάρων 
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Η στατιστική επεξεργασία των τιµών των συχνοτήτων των ΒΝΜΝ, ΜΝ και 

CBPI έγινε µε το One-Way ANOVA test και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται 

στους πίνακες 9.1.7, 9.1.8 και 9.1.9 για το Imidacloprid, το Metalaxyl και 

το µίγµα τους, αντίστοιχα. Πιο αναλυτικά, παρουσιάζονται, στην 1η στήλη, οι 

συγκεντρώσεις που εξετάσαµε, στη 2η στήλη, ο αριθµός των διπύρηνων 

κυττάρων που ελέγχθηκαν, στην 3η στήλη, οι µέσες συχνότητες των 

µικροπυρήνων ανά 1000 διπύρηνα κύτταρα, στην 4η στήλη, οι τιµές F και p, 

όπως προκύπτουν από την εφαρµογή της ανάλυσης One-Way ANOVA για τη 

συχνότητα των µικροπυρήνων, στην 5η στήλη, οι µέσες συχνότητες των 

διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα ανά 1000 διπύρηνα κύτταρα, στην 6η 

στήλη οι τιµές F και p, όπως προκύπτουν από την εφαρµογή της ανάλυσης 

One-Way ANOVA για τη συχνότητα των διπύρηνων κυττάρων µε 

µικροπυρήνα, στην 7η στήλη ο µέσος όρος των τιµών του δείκτη 

διπλασιασµού των κυττάρων (Cytokinesis Block Proliferation Index, CBPI) 

και στην 8η στήλη, οι τιµές F και p, όπως προκύπτουν από την εφαρµογή της 

ανάλυσης One-Way ANOVA για το δείκτη CBPI. Επίσης, στους παραπάνω 

πίνακες παρουσιάζεται η στατιστική ανάλυση των µέσων τιµών συχνοτήτων 

των µικροπυρήνων και των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα που 

επάγονται in vitro από την επίδραση του θετικού µάρτυρα (Mit-C). 
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Όπως φαίνεται στους 3 παραπάνω πίνακες, κανένα από τα 2 φυτοφάρµακα, 

είτε µετά από µεµονωµένη, είτε µετά από συνδυασµένη επίδραση, δεν επάγει 

στατιστικά σηµαντική αύξηση στη συχνότητα των ΜΝ και των ΒΝΜΝ εκτός 

από τη συγκέντρωση 50 µg/ml του Μetalaxyl, όπου τόσο η συχνότητα των 

ΜΝ (5.0±0.0), όσο και η συχνότητα των ΒΝΜΝ (5.0±0.0) διαφέρουν 

στατιστικά σηµαντικά, συγκρινόµενες µε τις τιµές του αρνητικού µάρτυρα 

(4.0±0.0). 

Στην περίπτωση του µίγµατος παρατηρείται διπλάσια αύξηση στη συχνότητα 

των ΜΝ (6.5±1.5) και των ΒΝΜΝ (6.5±1.5) σε σχέση µε τον αρνητικό 

µάρτυρα (3.0±1.0), στη συγκέντρωση των 100 µg/ml και υπερδιπλάσια 

αύξηση στη συχνότητα των ΜΝ (8.0±2.0) και των ΒΝΜΝ (7.5±1.5) σε σχέση 

µε τον αρνητικό µάρτυρα (3.0±1.0), στη συγκέντρωση των 200 µg/ml. 

Ωστόσο, η στατιστική ανάλυση δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές. 

Τα παραπάνω ευρήµατα δεν δίνουν κάποια ένδειξη γενοτοξικής δράσης από 

την in vitro επίδραση των 2 συγκεκριµένων φυτοφαρµάκων, είτε 

µεµονωµένα, είτε σε συνδυασµό. 

Η τιµή του CBPI σε αρκετές εξεταζόµενες συγκεντρώσεις και στους τρείς 

πίνακες, εµφανίζει µια µικρή µείωση σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα, 

γεγονός που συνδέεται µε πιθανή κυτταροτοξική επίδραση των µελετώµενων 

φυτοφαρµάκων στις καλλιέργειες των λεµφοκυττάρων, Η παρατήρηση αυτή 

όµως δεν επιβεβαιώνεται στατιστικά.  

Στην περίπτωση του θετικού µάρτυρα (µιτοµυκίνη-C), οι συχνότητες των 

µικροπυρήνων (100.0±10.0) και των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα 

(87.0±2.0) παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε σύγκριση µε 

τους αρνητικούς µάρτυρες, ευρήµατα που συµφωνούν µε αντίστοιχα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα (Abou-Eisha et al., 2004). 
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Στον πίνακα 9.1.10 παρουσιάζεται η κατανοµή των συνολικών 

µικροπυρήνων ως προς το µέγεθός τους (µικρό-S, µεσαίο-M και µεγάλο-L) 

ανά συγκέντρωση Imidacloprid, Metalaxyl, του µίγµατός τους και του 

θετικού µάρτυρα, στις καλλιέργειες λεµφοκυττάρων και των δυο δοτών. Πιο 

αναλυτικά, παρουσιάζονται, στην 1η στήλη, οι συγκεντρώσεις που εξετάσαµε, 

στη 2η στήλη, ο αριθµός των µικρών (small, S) µικροπυρήνων που 

µετρήθηκαν και το ποσοστό τους, στην 3η στήλη, ο αριθµός των µεσαίων 

(medium, Μ) µικροπυρήνων που µετρήθηκαν και το ποσοστό τους και στην 

4η στήλη, ο αριθµός των µεγάλων (large, L) µικροπυρήνων που µετρήθηκαν 

και το ποσοστό τους.  

Παρατηρείται ότι η κατανοµή του µεγέθους των µικροπυρήνων ποικίλλει. 

Αναλυτικά, για το Imidacloprid, µεγαλύτερα ποσοστά εµφανίζουν οι µεσαίου 

µεγέθους µικροπυρήνες, σε όλες τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. Μάλιστα, 

τα ποσοστά αυτά είναι αρκετά αυξηµένα (80% στη συγκέντρωση των 5 

µg/ml, 66.67% στη συγκέντρωση του 1 µg/ml), σε σχέση µε το αντίστοιχο 

ποσοστό του αρνητικού µάρτυρα (44.44%). Αυξηµένα ποσοστά µεγάλου 

µεγέθους µικροπυρήνων παρατηρούνται στις συγκεντρώσεις; 1 µg/ml 

(22.22%) και 10 µg/ml (20%). Για το Metalaxyl, µεγαλύτερα ποσοστά 

εµφανίζουν οι µικρού µεγέθους µικροπυρήνες, σε όλες τις εξεταζόµενες 

συγκεντρώσεις, εκτός τις 2 υψηλότερες (50 & 100 µg/ml). Αυξηµένα 

ποσοστά µεγάλου µεγέθους µικροπυρήνων παρατηρούνται στις 

συγκεντρώσεις; 1 µg/ml (11.11%) και 10 µg/ml (15.38%). Όσον αφορά στο 

µίγµα Imidacloprid και Metalaxyl, µεγαλύτερα ποσοστά εµφανίζουν οι 

µεσαίου µεγέθους µικροπυρήνες, σε όλες τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. 

Μάλιστα, τα ποσοστά αυτά είναι αρκετά αυξηµένα (80% στις συγκεντρώσεις 

των 10 & 25 µg/ml, 84.62% στη συγκέντρωση των 100 µg/ml), σε σχέση µε 

το αντίστοιχο ποσοστό του αρνητικού µάρτυρα (33.33%). Τέλος, αυξηµένα 

ποσοστά µεγάλου µεγέθους µικροπυρήνων παρατηρούνται στις 

συγκεντρώσεις; 25 µg/ml (20%), 50 µg/ml (22.22%) και 200 µg/ml (25%). 

Τα αποτελέσµατα της κατανοµής αυτής υποδεικνύουν ότι τα δυο 

φυτοφάρµακα δε φαίνεται να επηρεάζουν την κατανοµή του µεγέθους των 

µικροπυρήνων, ούτε µεµονωµένα, ούτε σε συνδυασµό. 
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Πίνακας 9.1.10. Κατανοµή µεγέθους µικροπυρήνων σε καλλιέργειες 
ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro επίδραση µε Imidacloprid 
και Metalaxyl, µεµονωµένα και σε συνδυασµό, και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
S(%) M(%) L(%) 

Imidacloprid 
0 5 (55.56) 4 (44.44) 0 
0.1 4 (40) 6 (60) 0 
1 1 (11.11) 6 (66.67) 2 (22.22) 
5 2 (20) 8 (80) 0 
10 3 (30) 5 (50) 2 (20) 
50 4 (30.77) 8 (61.54) 1 (7.69) 
100 6 (46.15) 7 (53.85) 0 

Metalaxyl 
0 4 (50) 4 (50) 0 
0.1 6 (60) 4 (40) 0 
1 5 (55.56) 3 (33.33) 1 (11.11) 
5 6 (66.67) 3 (33.33) 0 
10 7 (53.85) 4 (30.77) 2 (15.38) 
50 2 (20) 8 (80) 0 
100 1 (11.11) 8 (88.89) 0 

Imidacloprid + Metalaxyl 
0 4 (66.67) 2 (33.33) 0 
5+5 1(20) 4 (80) 0 

12.5+12.5 0 4 (80) 1 (20) 
25+25 3 (33.33) 4 (44.44) 2 (22.22) 
50+50 1 (7.69) 11 (84.62) 1 (7.69) 

100+100 4 (25) 8 (50) 4 (25) 

Mit-C (θετικός µάρτυρας) 
0.5 33 (16.5) 147 (73.5) 20 (10) 

S: µικροί, M: µεσαίοι και L: µεγάλοι µικροπυρήνες 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 144 

9.2 Ιn vitro επαγωγή ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από επίδραση των 

φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl 

 

Στην παρούσα ενότητα παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της in vitro 

επαγωγής ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων. Η εκτίµηση της γενετικής δράσης 

πραγµατοποιήθηκε στα λεµφοκύτταρα ενός υγιούς δότη, σε 6 διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (0.1, 1, 5, 10, 50 και 100 µg/ml) για το κάθε φυτοφάρµακο 

ξεχωριστά και σε 5 διαφορετικές συγκεντρώσεις (10, 25, 50, 100 και 200 

µg/ml) για το µίγµα των δυο φυτοφαρµάκων. Ελέγχθηκαν 50 µεταφάσεις 

για κάθε εξεταζόµενη συγκέντρωση και υπολογίστηκε η µέση τιµή των 

ανταλλαγών ανά µετάφαση. Τα αποτελέσµατα επεξεργάστηκαν στατιστικά µε 

το Student’s t-test και παρουσιάζονται στους πίνακες 9.2.1, 9.2.2 και 

9.2.3.  

Συγκεκριµένα, στους πίνακες 9.2.1, 9.2.2 και 9.2.3 παρουσιάζονται οι 

συχνότητες των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων που επάγονται in 

vitro από την επίδραση διαβαθµισµένων συγκεντρώσεων Imidacloprid, 

Metalaxyl και του µίγµατός τους, αντίστοιχα. Πιο αναλυτικά, 

παρουσιάζονται, στην 1η στήλη, οι συγκεντρώσεις που εξετάσαµε, στη 2η 

στήλη, ο αριθµός των µεταφάσεων που ελέγχθηκαν, στην 3η στήλη, το 

εύρος των ανταλλαγών (µικρότερη και µεγαλύτερη τιµή), στην 4η στήλη, οι 

µέσες συχνότητες των ανταλλαγών ανά µετάφαση και στην 5η στήλη, οι 

τιµές t και p, όπως προκύπτουν από την εφαρµογή του στατιστικού ελέγχου 

t-test  για τη συχνότητα των ανταλλαγών. Επίσης, σε όλους τους παραπάνω 

πίνακες παρουσιάζονται οι συχνότητες των ανταλλαγών που επάγονται in 

vitro από την επίδραση της ουσίας µιτοµυκίνη C (Mit-C) που χρησιµεύει ως 

θετικός µάρτυρας. 
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Πίνακας 9.2.1. Συχνότητες ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 
(SCEs) σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro 
επίδραση µε Imidacloprid και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Αριθµός 

Μεταφάσεων  
Εύρος  SCEs 

Μ.Ο.±τ.σ. 
Στατιστική 
ανάλυση 

0 50 1-12 6.10±0.391 t= - 
p= - 

0.1 50 3-14 6.62±0.33 t= -1.02 
p= 0.31 

1 50 2-17 6.78±0.45 t= -1.14 
p= 0.26 

5 50 1-12 5.52±0.34 t= 1.12 
p= 0.27 

10 50 2-17 7.22±0.44 t= -1.90 
p= 0.06 

50 50 3-7 5.57±0.53 t= 0 
p= 1 

100 50 3-17 7.24±0.45 t= -1.90 
p= 0.06 

Mit-C (θετικός µάρτυρας)  
0.1 50 8-39 28.18±0.94α t= 22.54 

p<0.0001  
Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα, α p<0.00011 (t-test) 

 

Πίνακας 9.2.2. Συχνότητες ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 
(SCEs) σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro 
επίδραση µε Metalaxyl και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Αριθµός 

Μεταφάσεων 
Εύρος  SCEs 

Μ.Ο.±τ.σ. 
Στατιστική 
ανάλυση 

0 50 2-15 6.94±0.351 t= - 
p= - 

0.1 50 1-16 7.58±0.48 t= -1.08 
p= 0.28 

1 50 3-16 7.86±0.43 t= -1.6 
p= 0.10 

5 50 3-17 8.14±0.44α t= -2.12 
p= 0.04 

10 50 4-15 8.14±0.43α t= -2.15 
p= 0.03 

50 50 2-16 8.00±0.45 t= -1.87 
p= 0.07 

100 50 3-18 8.32±0.40α t= -2.59 
p= 0.01 

Mit-C (θετικός µάρτυρας)  
0.1 50 8-39 28.18±0.94β t= 20.48 

p<0.0001 
Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα, α p<0.051, β p<0.0001 1 (t-test) 
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Πίνακας 9.2.3. Συχνότητες ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 
(SCEs) σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro 
επίδραση µε µίγµα Imidacloprid και Metalaxyl και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Αριθµός 

Μεταφάσεων 
Εύρος  SCEs 

Μ.Ο.±τ.σ. 
Στατιστική 
ανάλυση 

Imidacloprid + Metalaxyl 
0 50 0-10 4.86±0.291 t= - 

p= - 
5+5 50 2-13 5.26±0.32 t= -0.92 

p= 0.36 
12.5+12.5 50 1-12 5.20±0.30 t= -0.81 

p= 0.42 
25+25 50 1-12 5.20±0.31 t= -0.80 

p= 0.42 
50+50 50 1-13 5.86±0.36α t= -2.17 

p= 0.03 
100+100 50 1-10 5.72±0.26α t= -2.20 

p= 0.03 
Mit-C (θετικός µάρτυρας)  

0.1 50 8-39 28.18±0.94β t= 23.47 
p<0.0001 

Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα, α p<0.051, β p<0.0001 1 (t-test) 

 

H στατιστική ανάλυση έδειξε ότι το Imidacloprid δεν επηρεάζει τη συχνότητα 

των ανταλλαγών µε στατιστικά σηµαντική διαφορά σε σχέση µε τον αρνητικό 

µάρτυρα. Αντίθετα, το Metalaxyl επάγει στατιστικά σηµαντικές διαφορές στη 

συχνότητα των ανταλλαγών σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα 

(6.94±0.35), στις συγκεντρώσεις των 5 µg/ml (8.14±0.44),10 µg/ml 

(8.14±0.43) και 100 µg/ml (8.14±0.43), χωρίς όµως η συχνότητα των 

ανταλλαγών να σχετίζεται γραµµικά µε την αύξηση της συγκέντρωσής του. 

Επίσης, το µίγµα Imidacloprid και Metalaxyl επάγει στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές στη συχνότητα των ανταλλαγών σε σχέση µε τον αρνητικό 

µάρτυρα (4.86±0.29), στις συγκεντρώσεις των 100 µg/ml (5.86±0.36) και 

200 µg/ml (5.72±0.26). 

Η επαγωγή ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων από τη µιτοµυκίνη ως 

θετικό µάρτυρα (28.18±0.94), παρουσιάζει στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες και συµφωνεί µε αντίστοιχα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα (Abou-Eisha et al., 2004). 
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Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν πιθανή γενοτοξική δράση από την 

in vitro επίδραση του Metalaxyl µεµονωµένα καθώς και του µίγµατος, αλλά 

όχι του Imidacloprid. 

Για την ανίχνευση πιθανών κυτταροτοξικών επιδράσεων των δύο 

φυτοφαρµάκων, υπολογίστηκε ο δείκτης διπλασιασµού (Replication Index, 

RI) και τα αποτελέσµατα των µετρήσεων παρουσιάζονται στους πίνακες 

9.2.4, 9.2.5 και 9.2.6. Για κάθε πειραµατικό σηµείο ελέγχου µετρήθηκαν 

συνολικά 200 µεταφάσεις για τον υπολογισµό του δείκτη διπλασιασµού, ο 

οποίος δίνεται από τον τύπο: RI=(M1+2M2+3M3)/N, όπου Μ1, Μ2 και Μ3 

κύτταρα που έχουν πραγµατοποιήσει µία, δύο και τρεις ή περισσότερες 

διαιρέσεις αντίστοιχα και Ν ο συνολικός αριθµός των µεταφάσεων που 

αναλύονται (Preston et al., 1987; Albertini et al., 2000). H τιµή του δείκτη 

διπλασιασµού (RI) δεν εµφανίζει σε κανέναν από τους τρείς πίνακες 

σηµαντικές δοσοεξαρτώµενες διαφορές σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα.  

Η παρατήρηση αυτή δεν υποδεικνύει κάποια καθαρή κυτταροτοξική επίδραση 

των µελετώµενων φυτοφαρµάκων στις καλλιέργειες λεµφοκυττάρων µε το 

συγκεκριµένο σύστηµα ελέγχου.  
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Πίνακας 9.2.4. Αριθµός µεταφάσεων 1ης (Μ1), 2
ης (Μ2), 3

ης και µετέπειτα 
(Μ3) διαιρέσεων και υπολογισµός του δείκτη διπλασιασµού (RI) σε 
καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro επίδραση µε 
Imidacloprid και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Μ1 Μ2 Μ3 RI 

0 64 77 60 1.98 
0.1 97 75 28 1.66 
1 46 76 78 2.16 
5 55 78 67 2.06 
10 86 66 48 1.81 
50 43 83 74 2.16 
100 106 77 17 1.56 

Mit-C (0.1µg/ml) 86 95 19 1.67 
RI: δείκτης διπλασιασµού (Replication Index) 

 

 

Πίνακας 9.2.5. Αριθµός µεταφάσεων 1ης (Μ1), 2
ης (Μ2), 3

ης και µετέπειτα 
(Μ3) διαιρέσεων και υπολογισµός του δείκτη διπλασιασµού (RI) σε 
καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro επίδραση µε 
Metalaxyl και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Μ1 Μ2 Μ3 RI 

0 60 98 42 1.91 
0.1 85 101 14 1.65 
1 77 109 14 1.69 
5 49 93 58 2.05 
10 60 82 58 1.99 
50 65 104 31 1.83 
100 78 102 20 1.71 

Mit-C (0.1µg/ml) 86 95 19 1.67 
RI: δείκτης διπλασιασµού (Replication Index) 

 

 

Πίνακας 9.2.6. Αριθµός µεταφάσεων 1ης (Μ1), 2
ης (Μ2), 3

ης και µετέπειτα 
(Μ3) διαιρέσεων και υπολογισµός του δείκτη διπλασιασµού (RI) σε 
καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µετά από in vitro επίδραση µε 
µίγµα Imidacloprid και Metalaxyl και µε µιτοµυκίνη-C. 
Συγκέντρωση 

(µg/ml) 
Μ1 Μ2 Μ3 RI 

0 30 63 107 2.39 
5+5 40 50 110 2.35 

12.5+12.5 60 87 53 1.97 
25+25 50 54 106 2.26 
50+50 20 46 134 2.57 
100+100 30 61 110 2.39 

Mit-C (0.1µg/ml) 86 95 19 1.67 
RI: δείκτης διπλασιασµού (Replication Index) 
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10. Μελέτη της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων 

Imidacloprid και Metalaxyl σε in vivo συνθήκες, σε 

πειραµατόζωα 

 
Σε µια τελευταία φάση στην παρούσα µελέτη, κρίθηκε σκόπιµο να 

διερευνηθεί η γενοτοξική δράση των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και 

Metalaxyl σε ένα ενεργό µεταβολικό σύστηµα θηλαστικών όπως είναι αυτό 

των αρουραίων, έτσι ώστε να συνυπολογιστούν παράµετροι όπως είναι ο in 

vivo µεταβολισµός των µελετώµενων ουσιών, φαρµακοκινητικές παράµετροι 

και διαδικασίες επιδιόρθωσης του DNA. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε 

η τεχνική της in vivo επαγωγής µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά 

ερυθροκύτταρα µυελού των οστών αρουραίων. Το πλεονέκτηµα αυτής της 

δοκιµασίας ελέγχου σε σχέση µε την in vivo µελέτη σε λεµφοκύτταρα 

καλλιεργητών εκτεθειµένων στα δυο φυτοφάρµακα είναι οι ελεγχόµενες 

συνθήκες έκθεσης των πειραµατόζωων στα φυτοφάρµακα, εφόσον τους 

χορηγούνται συγκεκριµένες επιθυµητές δόσεις. 

Πιο συγκεκριµένα, στα πειραµατόζωα χορηγήθηκε Imidacloprid µεµονωµένα 

σε 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις (100, 200 και 300 mg/kg σωµατικού 

βάρους), Metalaxyl µεµονωµένα σε 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις (75, 150 

και 300 mg/kg σωµατικού βάρους) και µίγµα των δυο φυτοφαρµάκων σε 3 

διαφορετικές συγκεντρώσεις (150, 200 και 400 mg/kg σωµατικού βάρους). 

Τα πειραµατόζωα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 55 αρσενικοί αρουραίοι φυλής 

Wistar, ηλικίας 45 ηµερών, οι οποίοι χωρίστηκαν σε 11 οµάδες των 5 ζώων, 

όπως φαίνεται στον πίνακα 10.1. Οι µέσες συχνότητες των βαρών µέσα σε 

κάθε οµάδα δεν παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές συγκρινόµενες 

µε τους αρνητικούς µάρτυρες, εφαρµόζοντας το Student’s t-test. 

 



Α
Π
Ο
Τ
Ε
Λ
Ε
Σ
Μ
Α
Τ
Α
 

 
1
5
0

Π
ίν
α
κ
α
ς
 1
0
.1
. 
Β
ά
ρ
η
 ζ
ώ
ω
ν
 (
g
r)
 

Χ
η
µ
ικ
ό
 (
m
g
/
k
g
)
 

Ζ
ώ
ο
 

Ν
ο
 1
 

Ζ
ώ
ο
 

Ν
ο
 2
 

Ζ
ώ
ο
 

Ν
ο
 3
 

Ζ
ώ
ο
 

Ν
ο
 4
 

Ζ
ώ
ο
 

Ν
ο
 5
 

Μ
.Ο

.±
τ
.σ
. 

Σ
τ
α
τ
ισ
τ
ικ
ή
 

α
ν
ά
λ
υ
σ
η
 

Α
ρ
ν
η
τι
κ
ο
ί 
µ
ά
ρ
τυ
ρ
ες
 

1
5
9
 

1
3
2
 

1
3
1
 

1
3
1
 

1
5
9
 

1
4
2
.4
±
6
.7
8
 

t=
 -
 

p
=
 -
 

Θ
ετ
ικ
ο
ί 
µ
ά
ρ
τυ
ρ
ες
 

(2
0
 m
g
/k
g
 C
P
) 

1
5
5
 

1
5
7
 

1
5
0
 

1
5
3
 

1
6
4
 

1
5
5
.8
±
2
.3
5
 

t=
 -
1
.8
7
 

p
=
 0
.1
0
 

Im
id
a
c
lo
p
ri
d
 

1
0
0
 

1
3
9
 

1
3
5
 

1
2
8
 

1
3
3
 

1
3
4
 

1
3
3
.8
±
1
.7
7
 

t=
 1
.2
3
 

p
=
 0
.2
5
 

2
0
0
 

1
3
3
 

1
2
9
 

1
3
6
 

1
2
8
 

1
0
9
 

1
2
7
.0
±
4
.7
2
 

t=
 1
.8
6
 

p
=
 0
.1
0
 

3
0
0
 

1
3
0
 

1
4
2
 

1
4
0
 

1
3
4
 

1
2
5
 

1
3
4
.2
±
3
.1
4
 

t=
 1
.1
0
 

p
=
 0
.3
0
 

M
e
ta
la
x
y
l 

7
5
 

1
3
2
 

1
4
3
 

1
4
2
 

1
3
9
 

1
3
4
 

1
3
8
.0
±
2
.1
7
 

t=
 0
.6
2
 

p
=
 0
.5
5
 

1
5
0
 

1
3
2
 

1
2
1
 

1
2
4
 

1
3
3
 

1
3
7
 

1
2
9
.4
±
2
.9
8
 

t=
 1
.7
6
 

p
=
 0
.1
2
 

3
0
0
 

1
3
0
 

1
2
3
 

1
2
2
 

1
5
3
 

1
2
0
 

1
2
9
.6
±
6
.0
9
 

t=
 1
.4
0
 

p
=
 0
.2
0
 

Im
id
a
c
lo
p
ri
d
 +
 M
e
ta
la
x
y
l 
 

7
5
+
7
5
 

1
5
0
 

1
4
9
 

1
4
6
 

1
4
3
 

1
4
3
 

1
4
6
.2
±
1
.4
6
 

t=
 -
0
.5
5
 

p
=
 0
.6
0
 

1
0
0
+
1
0
0
 

1
3
9
 

1
3
8
 

1
3
8
 

1
3
6
 

1
3
5
 

1
3
7
.2
±
0
.7
3
 

t=
 0
.7
6
 

p
=
 0
.4
7
 

2
0
0
+
2
0
0
 

1
5
0
 

1
5
2
 

1
4
7
 

1
4
9
 

1
5
3
 

1
5
0
.2
±
1
.0
7
 

t=
 -
1
.1
4
 

p
=
 0
.3
0
 

Μ
.Ο
.±
 τ
.σ
.:
 µ
έ
σ
ο
ς 
ό
ρ
ο
ς 
±
 τ
υ
π
ικ
ό
 σ
φ
ά
λ
µ
α
, 
C
P
: 
κ
υ
κ
λ
ο
φ
ω
σ
φ
α
µ
ίδ
ιο
 (
C
y
c
lo
p
h
o
s
p
h
a
m
id
e
) 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 151 

Στον πίνακα 10.2 παρουσιάζονται οι συχνότητες (‰) των µικροπυρήνων 

σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού των οστών (ΜΝPCEs) ανά ζώο, 

που επάγονται in vivo από την χορήγηση διαβαθµισµένων συγκεντρώσεων  

Imidacloprid και Metalaxyl, µεµονωµένα και σε συνδυασµό, καθώς και από 

τη χορήγηση της ουσίας Κυκλοφωσφαµίδιο (Cyclophosphamide, CP) που 

χρησιµεύει ως θετικός µάρτυρας. 

Τόσο το Imidacloprid όσο και το Metalaxyl φαίνεται να επάγουν αυξηµένες 

τιµές ΜΝPCEs σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες, και στα 5 ζώα, µόνο 

στην υψηλότερη συγκέντρωση (300 mg/kg). Το µίγµα Imidacloprid και 

Metalaxyl φαίνεται να επάγει αυξηµένες τιµές ΜΝPCEs σε σχέση µε τους 

αρνητικούς µάρτυρες, στις υψηλότερες συγκεντρώσεις (200 και 400 mg/kg), 

ενώ στη χαµηλότερη συγκέντρωση (150 mg/kg) παρατηρείται αυξηµένη τιµή 

ΜΝPCEs (6) µόνο σε ένα από τα 5 ζώα. Η επαγωγή ΜΝPCEs από το θετικό 

µάρτυρα είναι σαφώς αυξηµένη και στα 5 ζώα. 

Στον πίνακα 10.3 παρουσιάζονται οι συχνότητες των πολυχρωµατικών 

ερυθροκυττάρων σε σύνολο 200 συνολικών ερυθροκυττάρων (PCEs και 

NCEs), ανά ζώο και ανά εξεταζόµενη συγκέντρωση Imidacloprid, Metalaxyl, 

του µίγµατός τους και του θετικού µάρτυρα. Tο ποσοστό των PCEs προς τα 

NCEs αποτελεί δείκτη για την τοξικότητα στο µυελό των οστών και 

εµφανίζεται µειωµένο όταν µειώνεται ο αριθµός των ερυθροβλαστών που 

µετατρέπονται σε PCEs από την επίδραση ενός χηµικού (Mavournin et al., 

1990). Οι τιµές αυτές, για κάθε ζώο και για κάθε συγκέντρωση, κυµαίνονται 

περίπου στα ίδια επίπεδα µε τους αρνητικούς µάρτυρες, εκτός από τους 

θετικούς µάρτυρες, που εµφανίζουν σαφώς µειωµένα ποσοστά PCEs. 

Στον πίνακα 10.4 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσµατα και η 

στατιστική επεξεργασία των τιµών των παραπάνω πινάκων µε το Student’s t-

test. Πιο αναλυτικά, παρουσιάζονται, στην 1η στήλη, οι συγκεντρώσεις που 

εξετάσαµε, στη 2η στήλη, οι µέσες συχνότητες των µικροπυρήνων σε 

πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού των οστών (ΜΝPCEs), στην 3η 

στήλη, οι τιµές t και p, όπως προκύπτουν από την εφαρµογή του στατιστικού 

ελέγχου t-test  για τη συχνότητα των ΜΝPCEs, στην 4η στήλη, οι µέσες 

συχνότητες των PCEs επί των συνολικών ερυθροκυττάρων και στην 5η  
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Πίνακας 10.2. Συχνότητες µικροπυρήνων (‰) σε πολυχρωµατικά 
ερυθροκύτταρα µυελού των οστών αρουραίων, µετά από in vivo χορήγηση 
Imidacloprid και Metalaxyl, µεµονωµένα και σε συνδυασµό. 

χηµικό 
(mg/kg) 

Ζώο 
Νο 1 

Ζώο 
Νο 2 

Ζώο 
Νο 3 

ζώο 
Νο 4 

Ζώο 
Νο 5 

Αρνητικοί 
µάρτυρες 

1 2 1 0 0 

Θετικοί µάρτυρες 
(20 mg/Kg CP) 

11 12 32 20 19 

Imidacloprid 
100 1 1 1 2 1 
200 0 1 1 1 1 
300 3 3 4 4 2 

Metalaxyl 
75 1 0 4 0 1 
150 4 3 1 0 0 
300 4 3 3 3 2 

Imidacloprid + Metalaxyl 
75+75 2 2 2 6 2 
100+100 4 5 3 5 3 
200+200 8 1 4 4 3 

CP:κυκλοφωσφαµίδιο 

 

 

Πίνακας 10.3. Συχνότητες πολυχρωµατικών ερυθροκυττάρων (%) στο 
µυελό των οστών αρουραίων, µετά από in vivo χορήγηση Imidacloprid και 
Metalaxyl, µεµονωµένα και σε συνδυασµό. 

χηµικό 
(mg/kg) 

Ζώο 
Νο 1 

Ζώο 
Νο 2 

Ζώο 
Νο 3 

ζώο 
Νο 4 

Ζώο 
Νο 5 

Αρνητικοί 
µάρτυρες 

46.90 53.15 51.00 58.80 49.00 

Θετικοί µάρτυρες 
(20 mg/Kg CP) 

25.96 21.71 41.60 45.80 38.03 

Imidacloprid 
100 59.45 64.84 57.28 58.40 42.20 
200 45.18 58.40 51.77 51.42 46.60 
300 53.42 39.36 58.52 37.90 40.30 

Metalaxyl 
75 56.56 56.93 48.75 56.01 55.55 
150 56.93 57.30 47.40 57.18 45.25 
300 60.61 46.27 58.36 43.53 48.74 

Imidacloprid + Metalaxyl 
75+75 67.00 54.50 59.50 46.00 62.50 
100+100 34.00 63.00 71.00 48.50 53.50 
200+200 67.50 29.70 60.50 61.50 47.00 

CP:κυκλοφωσφαµίδιο 
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Πίνακας 10.4. Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα των µέσων συχνοτήτων 
µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού των οστών 
αρουραίων (ΜΝPCEs), µετά από in vivo χορήγηση Imidacloprid και Metalaxyl, 
µεµονωµένα και σε συνδυασµό. 
Συγκέντρωση 

(mg/kg) 
 

MNPCEs 
(‰) 

Μ.Ο.±τ.σ. 

Στατιστική 
ανάλυση 

PCEs  
(%) 

Μ.Ο.±τ.σ. 

Στατιστική 
ανάλυση 

 
Αρνητικοί 
µάρτυρες 

 

0.8±0.37 
t= - 
p= - 

51.77±2.04 
t= - 
p= - 

 
Θετικοί µάρτυρες 
(20 mg/Kg CP) 

 

18.8±3.76α 
t= -4.76 
p= 0.001 

34.62±4.62α 
t= 3.40 
p= 0.009 

Imidacloprid 
 

100 
 

1.2±0.20 
t= -0.90 
p= 0.37 

58.43±3.79 
t= -1.08 
p= 0.31 

 
200 
 

0.8±0.20 
t= 0.00 
p= 1.00 

50.67±2.33 
t= 0.35 
p= 0.73 

 
300 
 

3.2±0.37α 
t= -4.54 
p= 0.001 

45.90±4.21 
t= 1.26 
p= 0.24 

Metalaxyl 
 
75 
 

1.2±0.73 
t= -0.49 
p= 0.64 

54.76±1.52 
t= 1.17 
p= 0.27 

 
150 
 

1.6±0.81 
t= -0.89 
p= 0.39 

52.81±2.67 
t= -0.31 
p= 0.76 

 
300 
 

3.0±0.32α 
t= -4.49 
p= 0.002 

51.50±3.38 
t= 0.07 
p= 0.94 

Imidacloprid + Metalaxyl 
 

75+75 
 

2.8±0.80 
t= -2.26 
p= 0.05 

57.90±3.60 
t= -1.48 
p= 0.18 

 
100+100 

 
4.0±0.45β 

t= -5.49 
p= 0.0006 

54.00±6.33 
t= -0.33 
p= 0.74 

 
200+200 

 
4.0±1.14γ 

t= -2.67 
p= 0.03 

53.24±6.77 
t= -0.21 
p= 0.84 

Μ.Ο.± τ.σ.: µέσος όρος ± τυπικό σφάλµα, MNPCEs: πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 
µε µικροπυρήνα , PCEs: πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα, CP: κυκλοφωσφαµίδιο 
(Cyclophosphamide), αp<0.01, β p<0.001, γ p<0.05  (t-test) 
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στήλη, οι τιµές t και p, όπως προκύπτουν από την εφαρµογή του στατιστικού 

ελέγχου Student’s t-test  για τη συχνότητα των PCEs. 

 

Από τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης προκύπτουν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες (0.8±0.37) στις 

υψηλότερες συγκεντρώσεις (300 mg/kg) του Imidacloprid (3.2±0.37) και 

του Metalaxyl (3.0±0.32), όταν χορηγούνται µεµονωµένα, καθώς και στις 2 

υψηλότερες συγκεντρώσεις του µίγµατος (4.0±0.45 στα 200 mg/kg και 

4.0±1.14 στα 400 mg/kg). 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδηλώνουν γενοτοξική επίδραση και των 2 

φυτοφαρµάκων µεµονωµένα, αλλά και του µίγµατός τους, στις υψηλότερες 

συγκεντρώσεις, όταν χορηγούνται σε ένα ενεργό µεταβολικό σύστηµα όπως 

είναι αυτό των αρουραίων. 

Η αναλογία των PCEs, που χρησιµοποιείται ως κυτταροτοξικός δείκτης, δεν 

παρουσιάζει στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε σχέση µε τους αρνητικούς 

µάρτυρες, για κανένα ζώο και καµία συγκέντρωση, γεγονός που δεν 

υποδεικνύει κάποια ξεκάθαρη κυτταροτοξική επίδραση των µελετώµενων 

φυτοφαρµάκων στα ερυθροκύτταρα των πειραµατόζωων, όπως 

διαπιστώσαµε και στις προηγούµενες ενότητες, για τις καλλιέργειες 

λεµφοκυττάρων. 

Η επαγωγή µικροπυρήνων από το κυκλοφωσφαµίδιο ως θετικό µάρτυρα 

(18.8±3.76) παρουσιάζει στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε σχέση µε τους 

αρνητικούς µάρτυρες (0.8±0.37) και συµφωνεί µε αντίστοιχα βιβλιογραφικά 

δεδοµένα (US FDA/CFSAN, 2000), πιστοποιώντας έτσι, την ορθότητα της 

πειραµατικής διαδικασίας και τη σωστή απόκριση των πειραµατόζωων στη 

χορηγούµενη αγωγή. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Ο όρος «γενοτοξικότητα» αναφέρεται στην ικανότητα ορισµένων ουσιών να 

προκαλούν βλάβες, άµεσα ή έµµεσα, στο γενετικό υλικό και/ή σε κυτταρικές 

δοµές και ενζυµικά συστήµατα που σχετίζονται µε τη διατήρηση και την 

έκφραση της γενετικής πληροφορίας, όπως είναι η µιτωτική συσκευή, οι 

τοποϊσοµεράσες, οι επιδιορθωτικοί µηχανισµοί και οι DNA-πολυµεράσες.  

Η εκτίµηση της γενοτοξικής δράσης διαφόρων χηµικών παραγόντων όπως 

φυτοφαρµάκων, φαρµακευτικών προϊόντων, συστατικών τροφίµων και 

βιοµηχανικών χηµικών, αποτελεί ένα πολύ σηµαντικό στάδιο της διαδικασίας 

αξιολόγησης του κινδύνου που µπορεί να προκαλέσει η χρήση τους στον 

άνθρωπο. Για να καλυφθεί όλο το φάσµα των γενετικών βλαβών που µπορεί 

να συµβούν, χρησιµοποιείται συνήθως ένας συνδυασµός δοκιµασιών ελέγχου 

(τεχνικών) τόσο σε in vitro, όσο και σε in vivo συνθήκες. Αυτές οι δοκιµασίες 

ελέγχου στοχεύουν στην ανίχνευση 3 βασικών µηχανισµών γενετικής 

βλάβης: γονιδιακών µεταλλάξεων, δοµικών χρωµοσωµατικών ανωµαλιών και 

αριθµητικών χρωµοσωµατικών ανωµαλιών (ανευπλοειδίας) (Eastmond et al., 

2009). Μεταξύ άλλων, για το σκοπό αυτό χρησιµοποιούνται ευρέως οι 

τεχνικές της επαγωγής µικροπυρήνων σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων, της επαγωγής ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων 

σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων και της επαγωγής 

µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού των οστών 

αρουραίων. 

Αυτές οι τεχνικές χρησιµοποιήθηκαν και κατά την παρούσα διατριβή για την 

ανίχνευση της γενοτοξικής δράσης των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και 

Metalaxyl σε in vitro και in vivo συνθήκες. Τα δυο συγκεκριµένα 

φυτοφάρµακα επιλέχτηκαν γιατί εκτός των άλλων εφαρµογών τους σε 

πληθώρα καλλιεργειών, χρησιµοποιούνται ευρέως, και µάλιστα σε 

συνδυασµό, στην καλλιέργεια καπνού, που αποτελεί παραδοσιακά µια από τις 

κύριες αγροτικές δραστηριότητες στην περιοχή της Αιτωλοακαρνανίας, όπου 

πραγµατοποιήθηκε η παρούσα µελέτη.  
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Το Imidacloprid (1-(6-chloro-3-pyridinylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-

ylideneamine) είναι ένα νέο εντοµοκτόνο ευρέος φάσµατος και ανήκει στην 

οµάδα των νεονικοτινοειδών. Χρησιµοποιείται στο σπόρο, στο έδαφος ή στα 

φύλλα διαφόρων καλλιεργειών όπως τον καπνό, το ρύζι, τα δηµητριακά, τις 

πατάτες, κ.α. (Tomlin, 2006). ∆ρα ως ανταγωνιστής της ακετυλοχολίνης, 

παρεµποδίζοντας έτσι τη λειτουργία του νευρικού συστήµατος και είναι 

τοξικό κυρίως έναντι των εντόµων, και πολύ λιγότερο έναντι των 

θηλαστικών, εξαιτίας της µικρότερης τάσης που έχει να προσδένεται στους 

υποδοχείς της ακετυλοχολίνης των θηλαστικών (Liu & Casida, 1993; Chao & 

Casida, 1997; Tomizawa & Casida, 1999). Σύµφωνα µε τον Οργανισµό 

Περιβαλλοντικής Προστασίας των ΗΠΑ (Environmental Protection Agency, 

EPA) ταξινοµείται ως φυτοφάρµακο µικρής και µέτριας τοξικότητας, χωρίς 

αποδεδειγµένη καρκινογόνο δράση για τον άνθρωπο (EPA, 2009). Ωστόσο, 

έχουν βρεθεί στη βιβλιογραφία αρκετές µελέτες µε θετικά αποτελέσµατα ως 

προς τη γενοτοξική δράση του Imidacloprid σε µια ποικιλία οργανισµών όπως 

ασπόνδυλα (Zang et al., 2000), αµφίβια (Feng et al., 2004), αλλά και 

θηλαστικά (Shah et al., 1997; Karabay & Oguz, 2005).  

Το Metalaxyl (N- (2,6-dimethylphenyl)-N- (methoxyacetyl)-alaninate) είναι 

ένα συστηµικό βενζενοιδές µυκητοκτόνο. Χρησιµοποιείται ευρέως για τον 

έλεγχο ασθενειών στα φυτά που οφείλονται σε ωοµύκητες. Χρησιµοποιείται 

για παράδειγµα στον καπνό, στην πατάτα, στο λυκίσκο, στο αµπέλι και στις 

φράουλες. Έχει χαρακτηριστεί από τον Οργανισµό Περιβαλλοντικής 

Προστασίας των ΗΠΑ (Environmental Protection Agency, ΕΡΑ) ως ελαφρώς 

τοξικό και ως χηµικό που δεν παρουσιάζει ενδείξεις καρκινογένεσης στους 

ανθρώπους (EPA, 1994). Ωστόσο, µελέτες έχουν δείξει ότι προκαλεί 

επαγωγή χρωµοσωµατικών θραύσεων in vitro, τόσο στο γενετικό υλικό 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων (Hrelia et al., 1996), όσο και σε κύτταρα 

ωοθηκών κινεζικών hamster (Murli & Ivett, 1986). Επιπλέον, το Metalaxyl 

έχει ενοχοποιηθεί για ενεργοποίηση καρκινογενετικών µηχανισµών (Perocco 

et al., 1995; Hrelia et al., 1995; Paolini et al., 1996) και για ενίσχυση της 

γενοτοξικότητας άλλων χηµικών παραγόντων µε τους οποίους χορηγείται σε 

συνδυασµό (Waters et al., 1982; Garrett et al., 1986; Hrelia et al., 1996). 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 - 159 -

Τα φυτοφάρµακα, γενικά, αποτελούν σηµαντικούς περιβαλλοντικούς 

ρυπαντές, στους οποίους εκτίθεται καθηµερινά ο άνθρωπος σε συνεχώς 

αυξανόµενο βαθµό. Ειδικότερα οι καλλιεργητές, εκτίθενται στα 

φυτοφάρµακα είτε µέσω της αναπνευστικής οδού, είτε µέσω του δέρµατος, 

κατά τη διάρκεια της προετοιµασίας των φυτοφαρµάκων που πρόκειται να 

ψεκαστούν καθώς και κατά τη διάρκεια του ψεκασµού. Είναι πολύ δύσκολο 

να εκτιµηθεί ο βαθµός έκθεσης των καλλιεργητών στις δραστικές ουσίες των 

φυτοφαρµάκων εξαιτίας της δυσκολίας ελέγχου των συνθηκών έκθεσης 

(Lucero et al., 2000). Επιπλέον, οι καλλιεργητές εκτίθενται, ως επί το 

πλείστον, σε µίγµατα φυτοφαρµάκων, τα οποία πιθανόν να παρουσιάζουν 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους. Αλληλεπιδράσεις είναι επίσης πιθανό να 

υπάρξουν και µε τα πρόσθετα συστατικά που περιέχονται στα εµπορικά 

σκευάσµατα των φυτοφαρµάκων. Όπως υποστηρίζουν οι Eaton & Klaassen 

(1996), η συνδυαστική δράση ενός µίγµατος χηµικών ουσιών µπορεί να 

επιφέρει διαφορετικά αποτελέσµατα από τη µεµονωµένη δράση της κάθε 

ουσίας, εξαιτίας προσθετικών, συνεργιστικών ή ανταγωνιστικών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ τους. Τέτοιου είδους αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στα 

συστατικά µιγµάτων φυτοφαρµάκων και οι πιθανές επιπτώσεις τους στη 

γενοτοξικότητα, δεν έχουν µελετηθεί εκτενώς. Mόνο η εξέταση 3 πιθανών 

αλληλεπιδράσεων στα 500 πιο συχνά χρησιµοποιούµενα φυτοφάρµακα θα 

απαιτούσε 20.700.000 πειράµατα, γεγονός ανέφικτο σωµατικά, χρονικά, 

αλλά και οικονοµικά (Miller, 2004).  

Στη διεθνή βιβλιογραφία, αποτελεί γενική διαπίστωση ότι η έκθεση σε 

σύνθετα µίγµατα φυτοφαρµάκων συσχετίζεται µε αύξηση της 

παρατηρούµενης γενετικής βλάβης, σε αντιδιαστολή µε την έκθεση σε 

µεµονωµένα φυτοφάρµακα. Η Bolognesi (2003), κάνοντας µια ανασκόπηση 

µελετών που αφορούν ανθρώπινους πληθυσµούς εκτεθειµένους σε 

φυτοφάρµακα λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης, επισηµαίνει µια δοσο-

εξαρτώµενη σχέση µεταξύ της έκθεσης σε µίγµατα φυτοφαρµάκων και της 

παρατηρούµενης γενετικής βλάβης, η οποία αυξάνει καθώς αυξάνει η 

διάρκεια ή ο βαθµός της έκθεσης. Σε µια παρόµοια ανασκόπηση των Bull et 

al. (2006), σε 17 από τις 24 µελέτες που εξετάστηκαν συνολικά, 

αναφέρονται θετικά αποτελέσµατα σχετικά µε την επαγωγή γενετικών 
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βλαβών σε εργαζόµενους εκτεθειµένους σε µίγµατα φυτοφαρµάκων. Σε 

πρόσφατη αντίστοιχη ανασκόπηση, οι Bolognesi et al. (2011), παρατήρησαν 

ότι εργάτες που απασχολούνται σε πολλές διαφορετικές καλλιέργειες και 

ψεκάζουν µε ένα σύνθετο µίγµα φυτοφαρµάκων, παρουσιάζουν αύξηση 

χρωµοσωµατικών βλαβών, σε αντίθεση µε εργάτες που ψεκάζουν µε ένα ή 

µε λίγα φυτοφάρµακα και που δουλεύουν κάτω από ελεγχόµενες συνθήκες. 

 

Στην παρούσα διατριβή, επιλέξαµε να διερευνήσουµε την πιθανή 

µεµονωµένη και συνεργιστική γενοτοξική δράση των φυτοφαρµάκων 

Imidacloprid και Metalaxyl σε in vitro και in vivo συνθήκες. 

Για τα συγκεκριµένα φυτοφάρµακα υπάρχουν αντικρουόµενα ευρήµατα όταν 

ερευνάται η γενετική δράση τους. Αφενός έχουν χαρακτηριστεί ως σχετικά 

αβλαβή για τον άνθρωπο, µε δεδοµένο ότι δεν υπάρχουν στοιχεία που να τα 

συνδέουν µε καρκινογενετικές διεργασίες (EPA, 1994 & 2009), αφετέρου 

διάφορες µελέτες παρουσιάζουν αποτελέσµατα που τους αποδίδουν 

γενοτοξική δράση όταν εξετάζονται µεµονωµένα ή σε συνδυασµό µε άλλους 

χηµικούς παράγοντες (Waters et al., 1982; Garrett et al., 1986; Hrelia et 

al., 1995; Hrelia et al., 1996; Feng et al., 2005; Costa et al., 2009; 

Stivaktakis et al., 2010).  

Η συνεργιστική δράση των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl δεν 

έχει µελετηθεί. Η µεµονωµένη γενοτοξική τους δράση σε µικρές 

συγκεντρώσεις µε τα συστήµατα ελέγχου που εφαρµόσαµε έχει µελετηθεί 

περιορισµένα και τα αποτελέσµατα είναι αντικρουόµενα. Επιλέξαµε να 

µελετήσουµε µεταξύ άλλων, και πολύ µικρές συγκεντρώσεις (π.χ. 0.1 µg/ml) 

για να είναι πιο ρεαλιστική η προσέγγιση των επιπτώσεων τους στο 

ανθρώπινο γενετικό υλικό, µε δεδοµένο ότι η πραγµατική έκθεση στα 

φυτοφάρµακα αφορά µικρές συγκεντρώσεις ενώ συνήθως στη βιβλιογραφία 

αναφέρονται µελέτες όπου οι συγκεντρώσεις που εξετάζονται είναι κατά 

πολύ µεγαλύτερες.  

 

Σε µια πρώτη φάση, επιχειρήσαµε να διερευνήσουµε τη συνεργιστική δράση 

των φυτοφαρµάκων  Imidacloprid και Metalaxyl σε in vivo συνθήκες, 

χρησιµοποιώντας ως δότες καλλιεργητές καπνού της περιοχής της 
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Αιτωλοακαρνανίας, οι οποίοι ψέκαζαν τις καλλιέργειές τους αποκλειστικά µε 

δυο εµπορικά σκευάσµατα που περιείχαν τα δυο υπό µελέτη φυτοφάρµακα, 

σε διάφορες περιόδους κατά τη διάρκεια του έτους. Για το σκοπό αυτό 

χρησιµοποιήθηκε η τεχνική των µικροπυρήνων µε αναστολή της 

κυτταροκίνησης µε κυτταροχαλασίνη-Β (Cytokinesis block micronucleus 

method, CBMN method). 

Η τεχνική των µικροπυρήνων αποτελεί πολύτιµο εργαλείο για τη διερεύνηση 

της γενοτοξικής δράσης διαφόρων χηµικών ενώσεων. Έχει χρησιµοποιηθεί 

ευρέως, σε µια πληθώρα επιδηµιολογικών µελετών, για την εκτίµηση του 

γενετικού κινδύνου που προέρχεται από την έκθεση σε φυτοφάρµακα 

(Bolognesi et al., 2011).  

Ο σχηµατισµός των µικροπυρήνων οφείλεται σε βλάβες στο DNA, στα 

χρωµοσώµατα ή σε πρωτεΐνες που άµεσα ή έµµεσα εµπλέκονται στον ορθό 

διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων. Έτσι, οι µικροπυρήνες περιέχουν είτε 

θραύσµατα χρωµοσωµάτων, είτε άθικτα χρωµοσώµατα και αναγνωρίζονται 

σε θυγατρικά κύτταρα ως δοµές που ξεχωρίζουν από τον κυρίως πυρήνα, 

υποδηλώνοντας την παρουσία γενετικής βλάβης (Fenech, 1993).  

Εµείς επιχειρήσαµε να ανιχνεύσουµε γενετική βλάβη συγκρίνοντας τη 

συχνότητα των µικροπυρήνων σε λεµφοκύτταρα καλλιεργητών µε τη 

συχνότητα των µικροπυρήνων σε λεµφοκύτταρα µιας ισάριθµης οµάδας 

υγιών δοτών, µη καλλιεργητών, που χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί 

µάρτυρες. Επίσης, για να διαπιστώσουµε αν η έκθεση στα συγκεκριµένα 

φυτοφάρµακα κατά τη διάρκεια του ψεκασµού επιφέρει άµεσα γενοτοξικά 

αποτελέσµατα, συγκρίναµε τη συχνότητα των µικροπυρήνων στα 

λεµφοκύτταρα των καλλιεργητών πριν ψεκάσουν µε τη συχνότητα των 

µικροπυρήνων στα λεµφοκύτταρα των ίδιων καλλιεργητών αµέσως µετά από 

µια περίοδο ψεκασµού. Ταυτόχρονα, για να αποκλείσουµε την ενδεχόµενη 

επίδραση παραµέτρων όπως είναι το φύλο, η ηλικία και το κάπνισµα, στην 

επαγωγή µικροπυρήνων από τα φυτοφάρµακα, επιλέξαµε δότες που ήταν 

όλοι άρρενες, µε ηλικίες που δεν παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές µεταξύ τους, και τους χωρίσαµε σε οµάδες καπνιστών και µη-

καπνιστών, τις οποίες µελετήσαµε ξεχωριστά. 
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Σχετικά µε τη συνήθεια του καπνίσµατος, µεταξύ των αρνητικών µαρτύρων, 

οι καπνιστές δεν παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τους µη-

καπνιστές, ούτε ως προς την επαγωγή µικροπυρήνων, ούτε ως προς την 

επαγωγή διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα. Το ίδιο αποτέλεσµα 

προέκυψε και µεταξύ των καλλιεργητών: συγκρίνοντας τις µέσες συχνότητες 

µικροπυρήνων και διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα των καπνιστών και 

των µη-καπνιστών καλλιεργητών δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές, ούτε στην επαγωγή µικροπυρήνων πριν και µετά τον ψεκασµό, 

ούτε στην επαγωγή διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα πριν και µετά τον 

ψεκασµό. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα 

προηγούµενων µελετών που αναφέρουν ότι δεν υπάρχει σηµαντική 

συσχέτιση µεταξύ της συχνότητας των µικροπυρήνων και του καπνίσµατος 

(Norppa et al., 1993; Falck et al., 1999; Bonassi et al., 2003; Vlastos et al., 

2006). 

Συγκρίνοντας τις συχνότητες των µικροπυρήνων στα λεµφοκύτταρα των 

καλλιεργητών πριν και µετά τον ψεκασµό, παρατηρήθηκε, στην πλειοψηφία 

των δοτών, µια µικρή αύξηση, στον αριθµό τόσο των µκροπυρήνων, όσο και 

των διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα, µετά τον ψεκασµό. Τα δεδοµένα 

αυτά επεξεργάστηκαν στατιστικά (One-Way ANOVA test), αλλά δεν βρέθηκαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές, ούτε στην επαγωγή µικροπυρήνων, ούτε 

στην επαγωγή διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα πριν και µετά τον 

ψεκασµό.  

Τα αποτελέσµατά µας αυτά συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα πρόσφατων 

µελετών πάνω στην επαγωγή µικροπυρήνων σε Ούγγρους και Ισπανούς 

καλλιεργητές, εκτεθειµένους λόγω επαγγελµατικής ενασχόλησης σε σύνθετο 

µίγµα φυτοφαρµάκων, στις οποίες δεν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές ανάµεσα στην περίοδο υψηλής έκθεσης (άνοιξη-καλοκαίρι) και στην 

περίοδο χαµηλής έκθεσης (φθινόπωρο-χειµώνας), ή ανάµεσα σε µέτρια 

εκτεθειµένους και βαριά εκτεθειµένους καλλιεργητές (Pastor et al., 2002a & 

2002b). Αντίθετα, κάποιες έρευνες αναφέρουν στατιστικά σηµαντική αύξηση 

της παρατηρούµενης γενετικής βλάβης από την έναρξη έως το τέλος της 

περιόδου ψεκασµού. Ενδεικτικά αναφέρεται η µελέτη των Joksić et al. 

(1997), κατά την οποία παρατηρείται στατιστικά σηµαντική αύξηση της 
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συχνότητας των µικροπυρήνων ένα µήνα µετά τον ψεκασµό, σε σύγκριση µε 

την περίοδο πριν τον ψεκασµό. 

Συγκρίνοντας τη συχνότητα των µικροπυρήνων µεταξύ αρνητικών µαρτύρων 

και καλλιεργητών, πριν και µετά τον ψεκασµό, και εξετάζοντας τις οµάδες 

των καπνιστών, των µη-καπνιστών και των συνολικών δοτών ξεχωριστά, 

καταλήξαµε στα εξής ευρήµατα: στην περίπτωση των µη-καπνιστών δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ αρνητικών 

µαρτύρων και καλλιεργητών πριν τον ψεκασµό, ούτε µεταξύ αρνητικών 

µαρτύρων και καλλιεργητών µετά τον ψεκασµό. Στην περίπτωση των 

καπνιστών όµως, καθώς και στο σύνολο των ατόµων που εξετάστηκαν, οι 

καλλιεργητές µετά τον ψεκασµό παρουσίασαν αυξηµένη επαγωγή 

µικροπυρήνων και διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα, µε στατιστικά 

σηµαντική διαφορά συγκριτικά µε τους αρνητικούς µάρτυρες. Τα ευρήµατά 

µας αυτά υποδεικνύουν ότι η επαγγελµατική έκθεση των καλλιεργητών στο 

συνδυασµό των συγκεκριµένων φυτοφαρµάκων επάγει γενοτοξικές 

επιδράσεις στο γενετικό υλικό των λεµφοκυττάρων τους και ενισχύουν την 

υπόθεση ότι η επαγωγή αυτή οφείλεται στη συνεργιστική δράση των δύο 

µελετώµενων ουσιών. Επιπλέον, µε δεδοµένο ότι η στατιστικά σηµαντική 

αύξηση στη συχνότητα των µικροπυρήνων παρατηρήθηκε µόνο στην 

περίπτωση των καπνιστών καλλιεργητών και όχι στην περίπτωση των µη-

καπνιστών, συµπεραίνουµε πως είναι πιθανό η συνήθεια του καπνίσµατος να 

λειτουργεί συνεργιστικά µε την έκθεση στα εξεταζόµενα φυτοφάρµακα. 

Τα αποτελέσµατα αυτά βρίσκονται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα 

παρόµοιων µελετών που αφορούν αγροτικούς πληθυσµούς, τόσο στην 

Ελλάδα, όσο και σε διάφορες χώρες ανά τον κόσµο, εκτεθειµένους 

επαγγελµατικά σε µίγµατα φυτοφαρµάκων. Στις µελέτες αυτές, τα 

χρησιµοποιούµενα µίγµατα είναι κατά κύριο λόγο, σύνθετα µίγµατα που 

περιλαµβάνουν ποικιλία φυτοφαρµάκων: κάποια µε αποδεδειγµένη 

γενοτοξική δράση, αλλά και κάποια που θεωρούνται ότι δεν έχουν 

γενοτοξική δράση.  

Συγκεκριµένα, στην Ελλάδα, σε µια µελέτη που πραγµατοποιήθηκε από 

ερευνητική οµάδα του Τµήµατος ∆ιαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών 

Πόρων του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων στο Ν. Αιτωλοακαρνανίας, 
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µεταγενέστερα της παρούσας µελέτης, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική 

επαγωγή γενετικής βλάβης, µε την τεχνική των µικροπυρήνων, στα 

λεµφοκύτταρα µιας οµάδας 24 αγροτών που εκτίθονταν σε ποικίλους 

συνδυασµούς φυτοφαρµάκων σε διαφορετικά διαστήµατα καθ’ όλη τη 

διάρκεια του χρόνου. Η ανάλυση των συγκεκριµένων γενετικών βλαβών 

έδειξε ότι η έκθεση στο συγκεκριµένο συνδυασµό φυτοφαρµάκων προκαλεί 

θραύσεις, αλλά και απώλεια γενετικού υλικού των ελεγχόµενων κυττάρων 

(Βλαστός και συνεργάτες, 2008).  

Η ίδια ερευνητική οµάδα χρησιµοποιώντας το ίδιο σύστηµα ελέγχου, 

µελέτησε την πιθανή επαγωγή γενετικής βλάβης σε οµάδα αγροτών από τη 

Μεσσαρά της Κρήτης, που εκτέθηκαν επαγγελµατικά σε διαφορετικούς 

συνδυασµούς 17 φυτοφαρµάκων και φυτοπροστατευτικών ουσιών, σε 

σύγκριση µε οµάδα ελέγχου από την ίδια περιοχή. Τα αποτελέσµατα έδειξαν 

στατιστικά σηµαντική διαφορά της γενετικής βλάβης σε επίπεδο 

µικροπυρήνων µεταξύ των αγροτών και της οµάδας ελέγχου (Vlastos et al., 

2006). 

Έρευνα που πραγµατοποιήθηκε από το Τµήµα Γενικής Βιολογίας και 

Γενετικής της Ιατρικής Σχολής του Αριστοτελείου Πανεπιστηµίου 

Θεσσαλονίκης εξέτασε τις επιπτώσεις στο γενετικό υλικό 56 αγροτών, 

ψεκαστών φυτοφαρµάκων σε θερµοκήπια, αλλά και σε αγρούς, στην περιοχή 

της Ιωνίας στη Θεσσαλονίκη. Η µελέτη έδειξε στατιστικά σηµαντική αύξηση 

των χρωµοσωµατικών βλαβών στο γενετικό υλικό των αγροτών σε σύγκριση 

µε την οµάδα ελέγχου, ενώ παρατηρήθηκε αυξηµένη συχνότητα βλαβών στο 

γενετικό υλικό των αγροτών που εργάζονταν σε θερµοκήπια συγκριτικά µε 

τους αγρότες που ψέκαζαν σε ανοικτούς αγρούς. Επίσης διαπιστώθηκε, 

συγκριτικά µε προγενέστερη µελέτη του ίδιου εργαστηρίου, αυξηµένη 

συχνότητα χρωµοσωµατικών βλαβών στους αγρότες που εργάζονται σε 

θερµοκήπια τα οποία γειτνιάζουν µε τη βιοµηχανική ζώνη της Ιωνίας, 

συγκριτικά µε αγρότες που εργάζονται σε µη βιοµηχανική περιοχή. Οι 

ερευνητές αποδίδουν τις επιπλέον γενετικές βλάβες στη συνδυασµένη δράση 

φυτοφαρµάκων και βιοµηχανικών ρύπων (Kourakis et al., 1996).  

Στατιστικά σηµαντική επαγωγή γενετικής βλάβης µε τη µορφή µικροπυρήνων 

καθώς και χρωµοσωµατικών ανωµαλιών, παρατηρήθηκε και σε µια οµάδα 
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αγροτών στη Σερβία που ψέκαζαν καλλιέργειες αµπελιού µε ένα σύνθετο 

µίγµα φυτοφαρµάκων (Joksić et al., 1997).  

Επίσης, σε µια οµάδα αγροτών της κεντρικής Ιταλίας, που ψέκαζαν τις 

καλλιέργειές τους µε µίγµα εντοµοκτόνων, µυκητοκτόνων και 

παρασιτοκτόνων για πάνω από 18 χρόνια, παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές στην επαγωγή µικροπυρήνων µεταξύ των αγροτών και 

των αρνητικών µαρτύρων (Pasquini et al., 1996).  

Ενδεικτικά, αξίζει να αναφερθούν άλλες δυο µελέτες που 

πραγµατοποιήθηκαν µε ανθοκόµους, στο Μεξικό η µία και στην Ιταλία η 

άλλη, εκτεθειµένους σε σύνθετο µίγµα φυτοφαρµάκων, στο οποίο 

συµπεριλαµβάνονταν και το Metalaxyl. Και στις δυο αυτές έρευνες 

παρατηρήθηκαν σηµαντικά αυξηµένες συχνότητες µικροπυρήνων στα 

κύτταρα των εκτεθειµένων ατόµων, σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες 

(Falck et al., 1999; Gómez-Arroyo et al., 2000). 

Ωστόσο, υπάρχουν στη βιβλιογραφία µελέτες µε αρνητικά αποτελέσµατα σε 

σχέση µε την επαγωγή γενετικής βλάβης από την επαγγελµατική έκθεση σε 

µίγµατα φυτοφαρµάκων. Ενδεικτικά αναφέρονται δυο µελέτες Ελλήνων και 

Ισπανών ερευνητών οι οποίες πραγµατοποιήθηκαν ανεξάρτητα στην ίδια 

οµάδα αγροτών θερµοκηπιακών καλλιεργειών, στην περιοχή Νέας Μάκρης 

Αττικής, χρησιµοποιώντας δυο διαφορετικές δοκιµασίες ελέγχου: την τεχνική 

των µικροπυρήνων και την τεχνική Comet Assay. Καµία από τις δυο έρευνες 

δεν έδειξε στατιστικά σηµαντική αύξηση της γενετικής βλάβης στα κύτταρα 

των αγροτών σε σύγκριση µε τις οµάδες ελέγχου (Pastor et al., 2001; 

Piperakis et al., 2003). Αρνητικά αποτελέσµατα αναφέρουν επίσης οι Lebailly 

et al. (2003) και οι Bolognesi et al. (2004), παρόλο που στο µίγµα των 

φυτοφαρµάκων στο οποίο εκτίθενται οι µελετώµενοι πληθυσµοί, 

περιλαµβάνονται δύο φυτοφάρµακα µε αποδεδειγµένες µεταλλαξιγόνες 

ιδιότητες: το carbendazim και το benomyl. 

Η αντιφατικότητα που παρατηρείται ανάµεσα στα αποτελέσµατα των 

διαφόρων µελετών µπορεί να εξηγηθεί από την ύπαρξη µιας µεγάλης 

ποικιλοµορφίας στις συνθήκες έκθεσης, όπως είναι ο αριθµός και το είδος 

των διαφορετικών σκευασµάτων που χρησιµοποιούνται, η ποσότητα του 

κάθε φυτοφαρµάκου που εφαρµόζεται, η έκταση της περιοχής εφαρµογής, οι 
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περιβαλλοντικές συνθήκες κάτω από τις οποίες γίνεται η εφαρµογή, η 

διάρκεια και η συχνότητα εφαρµογής, καθώς και η χρήση ή µη κατάλληλου 

προστατευτικού εξοπλισµού. Όλοι αυτοί οι παράγοντες καθιστούν πολύ 

δύσκολη την ποσοτική εκτίµηση της έκθεσης και είναι αδύνατον να 

παρουσιάζουν οµοιογένεια ανάµεσα στις διάφορες µελέτες, έτσι ώστε να 

µπορεί να γίνει ασφαλής σύγκριση των αποτελεσµάτων τους. Επιπλέον, 

παράγοντες όπως είναι το µέγεθος του δείγµατος, ο αριθµός και η χρονική 

στιγµή των δειγµατοληψιών σε σχέση µε τη χρονική στιγµή της έκθεσης στα 

φυτοφάρµακα, παρουσιάζουν επίσης ανοµοιογένεια ανάµεσα στις διάφορες 

µελέτες και δυσχεραίνουν ακόµα περισσότερο τη σύγκριση των 

αποτελεσµάτων. Άλλη µια παράµετρος που µπορεί να εξηγήσει τη 

διαφορετική απόκριση του γενετικού υλικού των διαφόρων οµάδων 

πληθυσµού στην έκθεση στα φυτοφάρµακα είναι οι ενδοπληθυσµιακές 

διαφορές στη γενετική σύσταση που σχετίζονται µε την ικανότητα 

ενεργοποίησης ή αποτοξίνωσης γενοτοξικών παραγόντων και επιδιόρθωσης 

του DNA. Για παράδειγµα, πολυµορφισµοί των γονιδίων CYP και PON που 

κωδικοποιούν ένζυµα αποτοξίνωσης ξενοβιοτικών ουσιών, µπορεί να 

επηρεάσουν τη συχνότητα των µικροπυρήνων σε άτοµα εκτεθειµένα σε 

µίγµατα φυτοφαρµάκων (Bolognesi, 2003; Bolognesi et al., 2011).  

Σε κάθε περίπτωση όµως, η πλειοψηφία των µελετών που διερευνούν την 

επαγωγή γενετικής βλάβης από την επαγγελµατική έκθεση σε µίγµατα 

φυτοφαρµάκων, ιδιαίτερα των καλλιεργητών εκείνων που ψεκάζουν, 

καταλήγει σε θετικά αποτελέσµατα: η Bolognesi (2003) αναφέρει ότι 33 από 

τις 55 µελέτες που εξέτασε συνολικά, παρουσιάζουν θετική επαγωγή 

γενετικής βλάβης, η οποία εµφανίζει αύξηση από 1.02 έως 15.8 φορές 

συγκριτικά µε την οµάδα ελέγχου, ενώ οι Bull et al. (2006) αναφέρουν 

θετικά αποτελέσµατα σε 17 από 24 µελέτες, µε ένα εύρος αύξησης της 

θετικής επαγωγής από 1 έως 5 φορές. 

Αξίζει να σηµειωθεί, αναφορικά µε τα αποτελέσµατα από αυτή την ενότητα 

της µελέτης µας, ότι στατιστικά σηµαντικές διαφορές στην επαγωγή 

µικροπυρήνων διαπιστώθηκαν µεταξύ των καλλιεργητών µετά τον ψεκασµό 

και των αρνητικών µαρτύρων, αλλά όχι µεταξύ των καλλιεργητών πριν και 

µετά τον ψεκασµό. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η παρατηρούµενη 
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γενετική βλάβη δεν είναι το αποτέλεσµα της οξείας έκθεσης στα 

φυτοφάρµακα κατά τη διάρκεια ενός ψεκασµού, αλλά της 

επαναλαµβανόµενης έκθεσης στη διάρκεια όλων των χρόνων της 

επαγγελµατικής ενασχόλησης των καλλιεργητών. Η υπόθεση αυτή συµφωνεί 

µε τη διαπίστωση της Bolognesi (2003) ότι η χρόνια έκθεση σε χαµηλές 

δόσεις σύνθετων µιγµάτων φυτοφαρµάκων, επάγει αθροιστικά 

κυτταρογενετικά αποτελέσµατα. 

Η Bolognesi (2003) επισηµαίνει επίσης ότι η χρόνια έκθεση σε µίγµατα 

φυτοφαρµάκων συσχετίζεται µε θραυσµατογόνο επίδραση στο γενετικό υλικό 

των εκτεθειµένων ατόµων. Στο ίδιο συµπέρασµα κατέληξε και η ερευνητική 

οµάδα του Τµήµατος ∆ιαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών Πόρων του 

Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων, αναλύοντας την κατανοµή µεγέθους των 

επαγόµενων µικροπυρήνων σε µια οµάδα αγροτών από τη Μεσσαρά της 

Κρήτης, από την επαγγελµατική έκθεση σε συνδυασµό 17 φυτοφαρµάκων. 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

αγροτών και της οµάδας ελέγχου, σε σχέση µε τη συχνότητα των µικρού 

µεγέθους µικροπυρήνων µόνο, γεγονός που υποδεικνύει θραυσµατογόνο 

δράση του µελετώµενου παράγοντα (Vlastos et al., 2006). Στην παρούσα 

µελέτη όµως, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές, για 

κανένα µέγεθος µικροπυρήνων πριν και µετά τον ψεκασµό, οπότε δεν 

µπορέσαµε να εξάγουµε συµπεράσµατα για την θραυσµατογόνο ή 

ανευπλοειδογόνο δράση των µελετώµενων φυτοφαρµάκων. 

 

Σε µια δεύτερη φάση, κατά την παρούσα διατριβή, διερευνήθηκε η 

δυνατότητα των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl να επάγουν 

γενοτοξικότητα σε in vitro συνθήκες, µεµονωµένα, αλλά και σε συνδυασµό, 

χρησιµοποιώντας ως κυτταρογενετικούς δείκτες την επαγωγή µικροπυρήνων 

και την επαγωγή ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων. Ως βιολογικό 

υλικό χρησιµοποιήθηκαν ανθρώπινα λεµφοκύτταρα περιφερικού αίµατος, τα 

οποία αποτελούν τον πιο συχνά χρησιµοποιούµενο τύπο κυττάρων στις 

παραπάνω κυτταρογενετικές τεχνικές (Tucker & Preston, 1996). Οι 

ανταλλαγές µεταξύ αδελφών χρωµατίδων, όπως και οι µικροπυρήνες, 

αποτελούν έναν από τους σηµαντικότερους κυτταρογενετικούς δείκτες για τη 
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µελέτη γενοτοξικότητας, καθώς δηµιουργούνται ως αποτέλεσµα θραύσεων 

στις αλυσίδες του DNA, κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του γενετικού 

υλικού (Albertini et al., 2000). 

Όσον αφορά στη µεµονωµένη δράση του κάθε φυτοφαρµάκου, οι Feng et al. 

(2005), αναφέρουν στατιστικά σηµαντική επαγωγή µικροπυρήνων και 

ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα, 

µετά από in vitro επίδραση µε Imidacloprid, σε συγκέντρωση 0.1 και 0.5 

µg/ml, που προστέθηκε 24 ώρες µετά την έναρξη της καλλιέργειας.  

Στην παρούσα µελέτη, σε όλες τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις του 

Imidacloprid, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

συγκριτικά µε τους αρνητικούς µάρτυρες, ούτε στην επαγωγή 

µικροπυρήνων, ούτε στην επαγωγή ανταλλαγών µεταξύ αδελφών 

χρωµατίδων. Τα αντικρουόµενα αυτά αποτελέσµατα πιθανόν να εξηγούνται 

από τις σηµαντικές διαφορές που παρατηρούνται στις συχνότητες των 

µικροπυρήνων και των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων των 

αρνητικών µαρτύρων, ανάµεσα στις δυο µελέτες.  

Τα αποτελέσµατά µας όµως συµφωνούν µε αντίστοιχα αποτελέσµατα 

πρόσφατων ερευνών των Stivaktakis et al. (2010), οι οποίοι, στα πλαίσια 

µιας συνδυαστικής βιολογικής και φυσικοχηµικής µελέτης, δεν παρατήρησαν 

στατιστικά σηµαντική επαγωγή µικροπυρήνων από την in vitro επίδραση του 

Imidacloprid σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. Οι τελευταίοι µελετητές ωστόσο, 

αναφέρουν in vitro γενοτοξική δράση του φυτοφαρµάκου σε ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα όταν επιδρά σε συνδυασµό µε νιτρικό κάλιο (KNO3).  

Επίσης, πρόσφατη µελέτη των Costa et al. (2009) αναφέρει ότι το 

Imidacloprid σε συγκεντρώσεις χαµηλότερες των 20 µΜ, δεν επάγει 

γενοτοξικότητα σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα in vitro, µε ή χωρίς µεταβολική 

ενεργοποίηση (ένζυµο S9). Σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες των 20 µΜ 

ωστόσο, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική αύξηση στη συχνότητα των 

µικροπυρήνων σε µεταβολικά ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα. Σ’ αυτή την 

περίπτωση όµως, δεν είναι ξεκάθαρο αν το θετικό αποτέλεσµα οφείλεται στο 

ίδιο το Imidacloprid ή στους µεταβολίτες του.  

Σχετικά µε το Metalaxyl, οι Hrelia et al. (1996) αναφέρουν ότι in vitro 

επίδραση του Metalaxyl σε υψηλές συγκεντρώσεις (300-1000 µg/ml) είχε ως 
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αποτέλεσµα σηµαντική δοσο-εξαρτώµενη αύξηση των χρωµοσωµατικών 

βλαβών σε ανθρώπινα λεµφοκύτταρα. Επίσης, χρωµοσωµατικές θραύσεις 

ανιχνεύθηκαν σε κύτταρα ωοθηκών κινεζικών hamster (Chinese hamster 

ovary, CHO cells) µετά από in vitro χορήγηση 1200 µg/ml Metalaxyl, χωρίς 

µεταβολική ενεργοποίηση (Murli & Ivett, 1986).  

Στην παρούσα µελέτη, σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις Metalaxyl, δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές στη συχνότητα των 

µικροπυρήνων σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες. Παρατηρήθηκαν 

όµως στατιστικά σηµαντικές διαφορές στη συχνότητα των ανταλλαγών 

µεταξύ αδελφών χρωµατίδων, χωρίς ωστόσο να υπάρχει δοσο-εξαρτώµενη 

αύξηση. Τα δυο παραπάνω ευρήµατα για το Metalaxyl δεν µας επιτρέπουν να 

πούµε µε βεβαιότητα ότι παρουσιάζει in vitro γενοτοξική δράση.  

Το γεγονός αυτό δεν έρχεται σε αντίθεση µε µια γενικότερη διαπίστωση που 

απορρέει για το Metalaxyl από την υπάρχουσα βιβλιογραφία, ότι δεν 

παρουσιάζει σηµαντική in vitro γενοτοξική δράση το ίδιο, αλλά ενεργοποιεί 

καρκινογενετικούς µηχανισµούς (Perocco et al., 1995; Hrelia et al., 1995; 

Paolini et al., 1996) και ενισχύει τη γενοτοξικότητα άλλων χηµικών 

παραγόντων µε τους οποίους χορηγείται σε συνδυασµό (Waters et al., 1982; 

Garrett et al., 1986; Hrelia et al., 1996). 

Όσον αφορά στην in vitro επίδραση του µίγµατος των δύο φυτοφαρµάκων, 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε σχέση µε τους αρνητικούς µάρτυρες, 

σηµειώθηκαν κατά την ανάλυση των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών 

χρωµατίδων, στις υψηλότερες συγκεντρώσεις, αλλά όχι κατά την ανάλυση 

των µικροπυρήνων. Και σ’ αυτή την περίπτωση όµως, δεν παρατηρήθηκε 

δοσο-εξαρτώµενη αύξηση της συχνότητας των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών 

χρωµατίδων.  

Παρόµοια αποτελέσµατα αναφέρουν οι Dolara et al. (1992), µελετώντας την 

επίδραση ενός µίγµατος 4 διαφορετικών φυτοφαρµάκων: παρατήρησαν 

σηµαντική επαγωγή ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων από την in 

vitro επίδραση του µίγµατος, ενώ δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές όταν εξέτασαν το κάθε φυτοφάρµακο µεµονωµένα. Παρατήρησαν 

ωστόσο, γραµµική συσχέτιση ανάµεσα στη συγκέντρωση του µίγµατος και 

στη συχνότητα των ανταλλαγών.  
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Αντίθετα, οι Bianchi-Santamaria et al. (1997), εξετάζοντας σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων µε την εφαρµογή της τεχνικής των 

µικροπυρήνων, την in vitro επίδραση ενός µίγµατος φυτοφαρµάκων τα οποία 

µεµονωµένα παρουσίαζαν ήδη ελαφριά γενοτοξική δράση, δεν παρατήρησαν 

αύξηση της επαγόµενης γενοτοξικότητας, λόγω της επίδρασης του µίγµατος.  

Αξιολογώντας τα αποτελέσµατα της in vitro µελέτης µας, το Imidacloprid δεν 

εµφανίζει γενοτοξική δράση σε καµία από τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις, 

και σε κανένα από τα δύο συστήµατα ελέγχου που εφαρµόστηκαν. Το 

Metalaxyl και το µίγµα των δύο φυτοφαρµάκων όµως, παρουσιάζουν 

διαφορετική απόκριση στα δύο εφαρµοζόµενα συστήµατα ελέγχου: 

παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντική γενοτοξική δράση όταν εξετάζονται µε 

τη µέθοδο των ανταλλαγών, αλλά όχι όταν εξετάζονται µε τη µέθοδο των 

µικροπυρήνων. 

Τα ευρήµατα αυτά πιθανόν να υποδεικνύουν µεγαλύτερη ευαισθησία της 

µεθόδου των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων, έναντι της µεθόδου 

των µικροπυρήνων στην ανίχνευση γενετικών βλαβών που οφείλονται στην 

επίδραση των συγκεκριµένων χηµικών παραγόντων στις συγκεκριµένες 

συγκεντρώσεις. Σε παρόµοιο συµπέρασµα καταλήγουν µελέτες των Latt 

(1974), Kato & Shimada (1975) και Perry & Evans (1975), οι οποίοι 

παρατήρησαν ότι αυξηµένες συχνότητες ανταλλαγών επάγονται από τη 

δράση κάποιων χηµικών παραγόντων σε πολύ χαµηλότερες συγκεντρώσεις 

από αυτές που απαιτούνται για την πρόκληση χρωµοσωµατικών ανωµαλιών. 

Συµπερασµατικά, τα παραπάνω αποτελέσµατα δεν µας οδηγούν σε ασφαλή 

συµπεράσµατα σχετικά µε τη γενοτοξική δράση του Imidacloprid και του 

Metalaxyl, όταν επιδρούν in vitro σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων. 

 

Η παρατηρούµενη διαφοροποίηση ως προς τη γενετική δράση των 

µελετώµενων φυτοφαρµάκων, ανάµεσα στα αποτελέσµατα των in vivo 

πειραµάτων επαγγελµατικής έκθεσης και in vitro µελετών µας, αποτέλεσαν 

το έναυσµα για τη χρησιµοποίηση άλλης µιας δοκιµασίας ελέγχου, σε in vivo 

συνθήκες: της επαγωγής µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα 

µυελού των οστών αρουραίων. Η τεχνική αυτή, όπως και η τεχνική των 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 - 171 -

µικροπυρήνων µε αναστολή της κυτταροκίνησης µε κυτταροχαλασίνη-Β, 

είναι ικανή να ανιχνεύσει παράγοντες που προκαλούν βλάβες είτε στα 

χρωµοσώµατα, επάγοντας έτσι µικροπυρήνες που περιέχουν χρωµοσωµατικά 

θραύσµατα, είτε στη µιτωτική συσκευή, επάγοντας έτσι µικροπυρήνες που 

περιέχουν ολόκληρα χρωµοσώµατα (US FDA/CFSAN, 2000).  

Με την τεχνική αυτή, επιπλέον, συνυπολογίζονται παράµετροι όπως είναι ο in 

vivo µεταβολισµός των µελετώµενων ουσιών, φαρµακοκινητικές παράµετροι 

και διαδικασίες επιδιόρθωσης του DNA, οι οποίες ενδείκνυται να λαµβάνονται 

υπόψη κατά τη διεξαγωγή µελετών προσδιορισµού της γενοτοξικής δράσης 

διαφόρων χηµικών παραγόντων. Μελέτες έχουν δείξει ότι ο µεταβολίτης 2-

imidazolidone του Imidacloprid (γνωστός και ως αιθυλενουρία), σε 

συνδυασµό µε νιτρικά, επάγει όγκους και προκαλεί γενετικές βλάβες σε 

αρουραίους µετά από στοµατική χορήγηση (Sander & Buerkle, 1971 in Cox, 

2001). Επιπλέον, πρόσφατες µελέτες των Stapleton et al. (2008) και των 

Vlastos et al. (2010b) αναφέρουν ότι ένα προϊόν της διάσπασης των 

µεταβολιτών του Imidacloprid, η 2-χλωροπυριδίνη (2-Chloropyridine, 2-

CPY), εµφανίζει γενοτοξική δράση στη συγκέντρωση των 100 µg/ml, µετά 

την εφαρµογή της τεχνικής των µικροπυρήνων σε καλλιέργειες ανθρώπινων 

λεµφοκυττάρων, ενώ παράλληλα παράγει γενοτοξικά δραστικά υποπροϊόντα 

όταν υφίσταται φωτολυτική διάσπαση. 

Στην in vivo µελέτη µας, κατά την µεµονωµένη επίδραση των δύο 

φυτοφαρµάκων, δεν παρατηρήσαµε στατιστικά σηµαντικά αποτελέσµατα 

συγκριτικά µε τους αρνητικούς µάρτυρες, µέχρι τη συγκέντρωση των 200 

mg/kg σωµατικού βάρους (σ.β). Στα 300 mg/kg σ.β. όµως, παρατηρήθηκε 

στατιστικά σηµαντική επαγωγή µικροπυρήνων, συγκριτικά µε τους 

αρνητικούς µάρτυρες, τόσο από το Imidacloprid, όσο και από το Metalaxyl.  

Οι Zang et al. (2000) αναφέρουν ότι δεν υπήρξε επαγωγή µικροπυρήνων σε 

πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα ποντικιών από την επίδραση Imidacloprid, 

µέχρι τη συγκέντρωση των 100 mg/kg σ.β.  

Επίσης, η ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση 75, 150 και 300 mg/kg σ.β. Metalaxyl 

δεν άλλαξε στατιστικά σηµαντικά τη συχνότητα των µικροπυρήνων σε 

πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα αρσενικών CD1 ποντικιών, ούτε έδωσε 
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κάποια ένδειξη κυτταροτοξικότητας συγκριτικά µε τους µάρτυρες (Hrelia et 

al., 1996).  

Μετά από τη χορήγηση του µίγµατος των δύο φυτοφαρµάκων στα 

πειραµατόζωα, παρατηρήσαµε στατιστικά σηµαντικές διαφορές συγκριτικά µε 

τους αρνητικούς µάρτυρες, στην επαγωγή µικροπυρήνων στις δύο 

υψηλότερες εξεταζόµενες συγκεντρώσεις (200 και 400 mg/kg σ.β.). 

Τα αποτελέσµατα της παραπάνω in vivo µελέτης υποδεικνύουν γενοτοξική 

επίδραση των µελετώµενων φυτοφαρµάκων, τόσο όταν χορηγούνται 

µεµονωµένα, όσο και όταν χορηγούνται σε συνδυασµό σε πειραµατόζωα, 

στις υψηλότερες εξεταζόµενες συγκεντρώσεις. 

Ανάλογη µελέτη, µε τη εφαρµογή της ίδιας δοκιµασίας ελέγχου, έχουν 

πραγµατοποιήσει οι Goumenou & Machera (2004) για τη διερεύνηση της 

γενοτοξικής δράσης δύο φυτοφαρµάκων (Paraquat και Linuron), 

µεµονωµένα και σε συνδυασµό. Τα αποτελέσµατα της µελέτης δεν έδειξαν 

επαγωγή γενοτοξικότητας από τη συνδυαστική επίδραση των δύο αυτών 

φυτοφαρµάκων στα πειραµατόζωα. 

 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι και στις 3 ενότητες της παρούσας µελέτης, 

διερευνήθηκε το ενδεχόµενο να παρουσιάζουν τα µελετώµενα φυτοφάρµακα 

κυτταροτοξικές επιδράσεις, είτε µεµονωµένα, είτε σε συνδυασµό. Αυτό 

επιτεύχθηκε υπολογίζοντας τους κατάλληλους δείκτες για κάθε δοκιµασία 

ελέγχου: τον δείκτη CBPI για την τεχνική των µικροπυρήνων σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεµφοκυττάρων, το δείκτη RI για την τεχνική των ανταλλαγών 

µεταξύ αδελφών χρωµατίδων και το ποσοστό (%) των PCEs για την τεχνική 

των µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού των οστών 

αρουραίων. Για κανέναν από τους παραπάνω δείκτες και σε κανένα 

πειραµατικό σηµείο ελέγχου δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές συγκριτικά µε τον αντίστοιχο κάθε φορά µάρτυρα, γεγονός που 

υποδεικνύει ότι τα εξεταζόµενα φυτοφάρµακα στις πειραµατικές συνθήκες 

που µελετήθηκαν δεν εµφανίζουν κυτταροτοξική δράση. Τα ευρήµατα αυτά 

συµφωνούν µε αντίστοιχα ευρήµατα στη βιβλιογραφία για την 

κυτταροτοξικότητα των δύο συγκεκριµένων φυτοφαρµάκων (Hrelia et al., 

1996; Stivaktakis et al., 2010). 
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Συνολικά, παρατηρούµε µια διαφορετική απόκριση σε ότι αφορά την 

επαγωγή γενοτοξικής δράσης από τα δύο φυτοφάρµακα, µεµονωµένα ή σε 

συνδυασµό, τόσο ανάµεσα στα διάφορα συστήµατα ελέγχου που 

χρησιµοποιήθηκαν, όσο και ανάµεσα στις διάφορες εξεταζόµενες 

συγκεντρώσεις. Ανάλογη διαφορετική απόκριση παρατηρείται σε διάφορες 

µελέτες που εξετάζουν τη γενοτοξικότητα των συγκεκριµένων 

φυτοφαρµάκων.  

Είναι πολλοί οι παράγοντες που πρέπει να συνεξεταστούν προκειµένου να 

εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα και να δοθεί µια ξεκάθαρη θετική ή 

αρνητική απάντηση στο ερώτηµα αν το Imidacloprid και/ή το Metalaxyl 

εµφανίζουν γενοτοξική δράση στο ανθρώπινο γενετικό υλικό, καθώς και από 

ποιες συγκεντρώσεις γίνονται επικίνδυνα για την ανθρώπινη υγεία. Έχει ήδη 

αναφερθεί ο ρόλος του γενετικού πολυµορφισµού στον άνθρωπο, που 

µπορεί να επηρεάσει το ρυθµό ενεργοποίησης ή αποτοξικοποίησης του κάθε 

παράγοντα που επιδρά στο γενετικό υλικό. 

Σε in vitro µελέτες, είναι απαραίτητο να διερευνηθεί κατά πόσο οι 

εξεταζόµενοι παράγοντες διεισδύουν στα κύτταρα και φτάνουν στο γενετικό 

υλικό για να εκδηλώσουν τη γενοτοξική τους δράση. Ανάλογα µε την 

στερεοχηµική δοµή του εξεταζόµενου κάθε φορά παράγοντα, είναι πιθανή η 

σύναψη µη-οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων, όπως είναι οι δεσµοί 

υδρογόνου µε διάφορα συστατικά του ορού του αίµατος, µε αποτέλεσµα να 

επηρεάζεται ο ρυθµός βιοµεταφοράς, κατανοµής και απορρόφησης του 

(Skoutelis et al., 2011). Αξίζει να αναφερθεί η µελέτη των Stivaktakis et al. 

(2010) οι οποίοι υποστηρίζουν ότι η δυνατότητα του Imidacloprid να 

εισέρχεται στο εσωτερικό των λεµφοκυττάρων και να αλληλεπιδρά µε το 

γενετικό υλικό εµποδίζεται από το αρνητικό του φορτίο, το οποίο είναι 

δυνατόν να εξουδετερωθεί από την παρουσία νιτρικού καλίου (ΚΝΟ3) στην 

καλλιέργεια των λεµφοκυττάρων. 

Σε in vivo µελέτες µε πειραµατόζωα η δυσκολία έγκειται στο να διερευνηθεί 

αν και µε τι ρυθµό ο εξεταζόµενος παράγοντας φτάνει στον ιστό στόχο. Για 

να δοθούν απαντήσεις στα παραπάνω ερωτήµατα είναι απαραίτητο να 

διαλευκανθούν, µε τη βοήθεια φαρµακοκινητικών αναλύσεων, τα µεταβολικά 

µονοπάτια και οι µηχανισµοί µεταφοράς που ακολουθούν οι συγκεκριµένοι 
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χηµικοί παράγοντες από τη στιγµή που εισέρχονται στον οργανισµό µέχρι να 

φτάσουν στα κύτταρα-στόχους (Thompson et al., 2008). 

Επιπλέον, για την πληρέστερη διερεύνηση της γενοτοξικής δράσης των 

µελετώµενων φυτοφαρµάκων θα ήταν χρήσιµο να προσδιοριστούν ποσοτικά 

τόσο οι ίδιοι χηµικοί παράγοντες, όσο και οι µεταβολίτες τους σε βιολογικά 

υγρά ή στο περιβάλλον εκτεθειµένων ατόµων, όπως είναι το αίµα, τα ούρα 

και ο εισπνεόµενος αέρας. Σύγχρονες τεχνικές εκχύλισης και 

προσυγκέντρωσης όπως είναι η υγρή-στερεή εκχύλιση (solid-phase 

extraction, SPE), η υγρή-στερεή µικροεκχύλιση (solid-phase 

microextraction, SPME) (Krämer Alkalde et al., 2004; Amorim & Cardeal, 

2007), καθώς και εξελιγµένες αναλυτικές τεχνικές, όπως είναι η αέριος 

χρωµατογραφία-φασµατοµετρία µάζας (gas chromatography-mass 

spectrometry, GC-MS), η υγρή χρωµατογραφία-φασµατοµετρία µάζας (liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS) (Manini et al., 2004), και 

ειδικά η δίδυµη φασµατοµετρία µάζας (tandem mass spectrometry, MS-MS) 

(Sabatini et al., 2008), µπορούν να ανιχνεύσουν µε µοναδική επιλεκτικότητα 

και ευαισθησία ακόµα και ίχνη των µελετώµενων ουσιών και των 

µεταβολιτών τους στα διάφορα βιολογικά υλικά. 

Ο συνδυασµός κυτταρογενετικών τεχνικών σαν αυτές που χρησιµοποιήθηκαν 

κατά την παρούσα µελέτη, µε αναλυτικές χηµικές, βιοχηµικές και µοριακές 

τεχνικές θα µπορούσε να αποτελέσει τη βάση µελλοντικής ερευνητικής 

δουλειάς για την περαιτέρω διερεύνηση της γενοτοξικότητας των 

φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl. Μια τέτοιου είδους προσέγγιση 

θα µπορούσε να δώσει πληρέστερες απαντήσεις στο ζήτηµα του γενετικού 

κινδύνου που απορρέει από την έκθεση στα συγκεκριµένα φυτοφάρµακα, 

είτε µεµονωµένα, είτε σε συνδυασµό. 

 

Ανακεφαλαιώνοντας, τα συµπεράσµατα στα οποία καταλήγουµε κατά την 

παρούσα µελέτη είναι τα εξής: 

 

• Η επαγγελµατική έκθεση των καλλιεργητών στο συνδυασµό των 

φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl επάγει αυξηµένες 

συχνότητες µικροπυρήνων και διπύρηνων κυττάρων µε µικροπυρήνα, 
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οι οποίες παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές συγκριτικά µε 

τις αντίστοιχες της εξεταζόµενης οµάδας των µαρτύρων.  

 

• Η συνήθεια του καπνίσµατος δεν επάγει διαφορές στις συχνότητες των 

µικροπυρήνων σε καµία από τις δύο εξεταζόµενες οµάδες, τόσο των 

µαρτύρων (καπνιστών-µη καπνιστών) όσο και των καλλιεργητών 

(καπνιστών-µη καπνιστών). 

 

• Η συνήθεια του καπνίσµατος είναι πιθανό να λειτουργεί συνεργιστικά 

µε την έκθεση στα εξεταζόµενα φυτοφάρµακα στην περίπτωση των 

καπνιστών καλλιεργητών, µε δεδοµένο ότι παρατηρούνται στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές στις συχνότητες των µικροπυρήνων µεταξύ των 

µαρτύρων καπνιστών και των καλλιεργητών καπνιστών µετά τον 

ψεκασµό. 

 

• Το Imidacloprid και το Metalaxyl, όταν εξετάζονται ξεχωριστά σε in 

vitro συνθήκες παρουσιάζουν διαφορετική απόκριση. Το Imidacloprid 

δεν επάγει στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε κανένα από τα δύο 

συστήµατα ελέγχου που εφαρµόστηκαν (µικροπυρήνες, ανταλλαγές 

µεταξύ αδελφών χρωµατίδων). Το Metalaxyl δεν επάγει στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές στην συχνότητα των µικροπυρήνων συγκριτικά 

µε τον µάρτυρα, ενώ επάγει στατιστικά σηµαντικές διαφορές στη 

συχνότητα των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων συγκριτικά 

µε τον µάρτυρα στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις των 5, 10 και 100 

µg/ml. 

 

• Το Imidacloprid και το Metalaxyl, όταν εξετάζονται ξεχωριστά σε in 

vivo συνθήκες, επάγουν στατιστικά σηµαντική αύξηση της συχνότητας 

των µικροπυρήνων συγκριτικά µε τον µάρτυρα µόνο στην υψηλότερη 

εξεταζόµενη συγκέντρωση (300 mg/kg σωµατικού βάρους).  

 

• Το Imidacloprid και το Metalaxyl, όταν εξετάζονται σε συνδυασµό σε 

in vitro συνθήκες, επάγουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές 
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συγκριτικά µε τον µάρτυρα, µόνο στη συχνότητα των ανταλλαγών 

µεταξύ αδελφών χρωµατίδων, στις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις των 

100 και 200 µg/ml. 

 

• Το Imidacloprid και το Metalaxyl, όταν εξετάζονται σε συνδυασµό σε 

in vivo συνθήκες, επάγουν στατιστικά σηµαντική αύξηση της 

συχνότητας των µικροπυρήνων συγκριτικά µε τον µάρτυρα στις 

εξεταζόµενες συγκεντρώσεις των 200 και 400 mg/kg σωµατικού 

βάρους. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 

Τα φυτοφάρµακα, µια ετερογενής κατηγορία χηµικών ενώσεων, 

χρησιµοποιούνται ευρύτατα στη γεωργία για την καταπολέµηση διαφόρων 

εχθρών των φυτών και αποτελούν σηµαντική κατηγορία περιβαλλοντικών 

ρυπαντών. Ο οργανισµός του ανθρώπου εκτίθεται καθηµερινά και σε 

συνεχώς αυξανόµενο βαθµό, σε σύνθετα µίγµατα φυτοφαρµάκων, είτε µέσω 

της επαγγελµατικής του ενασχόλησης, είτε ως καταναλωτής, µε ποικίλες 

αρνητικές συνέπειες για την υγεία του, είτε άµεσες, είτε µακροπρόθεσµες. 

Πολλά φυτοφάρµακα έχουν χαρακτηριστεί ως ιδιαίτερα τοξικά για τον 

άνθρωπο και άλλα ως πιθανά ή δυνητικά καρκινογόνα. Για τα περισσότερα 

από αυτά έχουν πραγµατοποιηθεί εκτενείς µελέτες και έχουν εκδοθεί 

επίσηµες οδηγίες από διεθνείς φορείς για την επικινδυνότητά τους ή µη. Οι 

αλληλεπιδράσεις όµως ανάµεσα στα συστατικά σύνθετων µιγµάτων 

φυτοφαρµάκων και οι πιθανές επιπτώσεις τους στη γενοτοξικότητά τους, δεν 

έχουν µελετηθεί εκτενώς. 

Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκε σε in vitro και in vivo συνθήκες, η 

γενοτοξική δράση των φυτοφαρµάκων Imidacloprid και Metalaxyl, 

µεµονωµένα, αλλά και σε συνδυασµό. Τα δύο αυτά φυτοφάρµακα 

χρησιµοποιούνται ευρέως στην καλλιέργεια καπνού, που αποτελεί µια από τις 

κύριες αγροτικές δραστηριότητες στην περιοχή της Αιτωλοακαρνανίας. Το 

Imidacloprid είναι εντοµοκτόνο ευρέος φάσµατος που ανήκει στην οµάδα 

των νεονικοτινοειδών, και το Metalaxyl είναι ένα συστηµικό βενζενοιδές 

µυκητοκτόνο. Ως δοκιµασίες ελέγχου για τον προσδιορισµό της 

γενοτοξικότητας των συγκεκριµένων φυτοφαρµάκων χρησιµοποιήθηκαν οι 

τεχνικές της επαγωγής µικροπυρήνων και της επαγωγής ανταλλαγών µεταξύ 

αδελφών χρωµατίδων, σε καλλιέργειες ανθρώπινων λεµφοκυττάρων, καθώς 

και της επαγωγής µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά ερυθροκύτταρα µυελού 

των οστών αρουραίων. 

Τα αποτελέσµατα που πήραµε από την ανάλυση των µικροπυρήνων στα 

λεµφοκύτταρα 11 καλλιεργητών καπνού, πριν και µετά τον ψεκασµό µε τα 

εν λόγω φυτοφάρµακα, και από τη σύγκρισή τους µε την τυχαία επαγωγή 
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µικροπυρήνων στα λεµφοκύτταρα 11 αρνητικών µαρτύρων, ήταν τα εξής: 

∆εν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές στη συχνότητα των 

µικροπυρήνων των καλλιεργητών πριν και µετά τον ψεκασµό. Η σύγκριση 

µεταξύ καπνιστών και µη-καπνιστών αρνητικών µαρτύρων αλλά και 

καλλιεργητών δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Βρέθηκαν όµως 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές στη συχνότητα των µικροπυρήνων ανάµεσα 

στους καλλιεργητές µετά τον ψεκασµό και τους αρνητικούς µάρτυρες. 

Η ανάλυση των µικροπυρήνων σε καλλιέργειες λεµφοκυττάρων µετά από in 

vitro επίδραση µε τα δυο φυτοφάρµακα, µεµονωµένα και σε συνδυασµό, δεν 

έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε σχέση µε τους αρνητικούς 

µάρτυρες. Η ανάλυση των ανταλλαγών µεταξύ αδελφών χρωµατίδων έδειξε 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές σχετικά µε τους αρνητικούς µάρτυρες για το 

Metalaxyl µεµονωµένα, στις συγκεντρώσεις των 5, 10 και 100 µg/ml και για 

το µίγµα Imidacloprid /Metalaxyl στις συγκεντρώσεις των 100 και 200 

µg/ml. Τέλος, κατά την ανάλυση των µικροπυρήνων σε πολυχρωµατικά 

ερυθροκύτταρα µυελού των οστών αρουραίων εµφανίστηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές µετά από µεµονωµένη χορήγηση 300 mg/kg σωµατικού 

βάρους Imidacloprid και Metalaxyl, καθώς και µετά από χορήγηση 200 & 400 

mg/kg σωµατικού βάρους του µίγµατος. 



ΠΕΡΙΛΗΨΗ - SUMMARY 

 - 181 -

Summary  

 

 

Pesticides, a heterogeneous category of chemicals specifically designed for 

the protection of plants from pests, are widely used in agriculture, 

constituting an important group of environmental pollutants. Human is daily 

exposed to complex mixtures of pesticides, in a continuously increasing 

degree, either occupationally or incidentally, with different direct or indirect 

health side-effects. Many pesticides have been identified as extremely toxic 

to humans, while others as possible or potent carcinogens. Extensive 

studies have been conducted for most of them and official guidelines 

regarding their potential hazard have been established by international 

organisations. However, the possible interactions between compounds of 

complex mixtures of pesticides have not been extensively studied. 

In the present thesis we investigated the in vitro and in vivo genotoxicity of 

two pesticides: Imidacloprid and Metalaxyl, separately and in combination. 

These two pesticides are widely used in tobacco cultures which is one of the 

main farming activities in the Aitoloakarnania area of Western Greece. 

Imidacloprid is a broad-spectrum insecticide belonging to the group of 

neonicotinoids, and Metalaxyl is a systemic benzenoid fungicide. For the 

evaluation of the genotoxicity of the selected pesticides we used the 

following cytogenetic end-points: the micronucleus (MN) formation and 

sister-chromatid exchange (SCE) induction in human lymphocytes and the 

micronucleus induction in polychromatic erythrocytes (PCEs) of the rat 

bone-marrow. 

The results obtained from the analysis of micronuclei in the lymphocytes of 

11 farmers, before and after spraying the specific pesticides, and from their 

comparison with the spontaneous induction of micronuclei in the 

lymphocytes of 11 negative controls, showed that there are no statistically 

significant differences in the micronuclei frequencies of our studied groups 

before and after spraying. Analysis on the basis of smokers versus non-

smokers, for negative controls, as well as for farmers, did not show 

statistically significant differences. Analysis between control and exposed 
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farmers revealed a significant difference after the exposure to these 

pesticides. 

The results of the MN analysis in lymphocyte cultures treated in vitro with 

the two pesticides, either separately or as a mixture, did not significantly 

differ from those in the controls. The results of the SCE analysis showed a 

statistically significant increase in SCE frequency resulting from treatments 

with Metalaxyl at 5, 10 and 100 µg/ml and with the combination of 

Imidacloprid and Metalaxyl at 100 and 200 µg/ml. Finally, the in vivo 

micronucleus assay with rat bone-marrow polychromatic erythrocytes 

showed a statistically significant effect upon separate treatments with 

Imidacloprid and Metalaxyl at doses of 300 mg/kg b.w. or upon combined 

treatment with 200 and 400 mg/kg b.w. 
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ιδιωτικό λύκειο «Εκπαιδευτήρια Τσαπακίδη» 

• 10/99–6/2000 & 10/2002-6/2003: Εργαστηριακός 

συνεργάτης για το µάθηµα “Βοτανική” & “Εφαρµοσµένη 

Φυσιολογία Φυτών” στο Τµήµα Θερµοκηπιακών 

Καλλιεργειών και Ανθοκοµίας του ΤΕΙ Μεσολογγίου. 
 • 04/10/99-14/02/00: Ωροµίσθιος  εκπαιδευτικός στο δηµόσιο 

ΙΕΚ Aγρινίου στο µάθηµα «Χρήση Η/Υ» της ειδικότητας 

«Ειδικός Φοροτεχνικού γραφείου», για 1 διδακτικό εξάµηνο. 
 • 8/10/98-24/06/99: Ωροµίσθιος  εκπαιδευτικός στο 1

ο
  

δηµόσιο ΙΕΚ Πάτρας στο µάθηµα «Τεχνολογία Τροφίµων 

και Ποτών» (εργαστήριο) της ειδικότητας «Τεχνικός 

Βιολογικής και Οικολογικής Γεωργίας», για 2 διδακτικά 

εξάµηνα.  
 • 23/02/99-16/06/99: Ωροµίσθιος  εκπαιδευτικός στο 2

ο
  

δηµόσιο ΙΕΚ Πάτρας στο µάθηµα «Μπαρ-Οινολογία» 

(εργαστήριο) της ειδικότητας «Ειδικός Ξενοδοχειακών 

Υπηρεσιών και Τροφοδοσίας», για 1 διδακτικό εξάµηνο. 
 • 1996-1997: Καθηγήτρια γαλλικών σε φροντιστήριο         

ξένων γλωσσών. 

  

Ερευνητική 

δραστηριότητα : 

• 01/12/2001- 30/11/2002: Συµµετοχή σε ερευνητικό 

πρόγραµµα της επιτροπής ερευνών του Παν/µίου Ιωαννίνων 

(Κ.Α. 1227) µε τίτλο: Κυτταρογενετική ∆ράση 

Φυτοφαρµάκων στον Αγροτικό Πληθυσµό του Νοµού 

Αιτωλ/νίας 

 • 1998-1999: Εκπόνηση ερευνητικής διατριβής στο 

Εργαστήριο Τεχνολογίας Τροφίµων, του Τµήµατος Χηµείας 

του Πανεπιστηµίου Πατρών, και στο Εργαστήριο Ανάλυσης 

Τροφίµων, του Τµήµατος Γεωργικών Βιοµηχανιών του 

Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών, µε θέµα : “ Zύµωση 

µπύρας χρησιµοποιώντας ακινητοποιηµένα κύτταρα σε 

απολιγνοποιηµένα υποστρώµατα  κελουλόζης. Ανάλυση των 

αρωµατικών συστατικών µε GC-MS”.  

  

Συµµετοχή  

σε συνέδρια: 

• 26-29/09/2002: 2
ο
 Ευρωπαϊκό Συνέδριο µε θέµα: 

«Φυτοφάρµακα και Συναφείς Οργανικές Ενώσεις στο 

Περιβάλλον», Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων. 

• 07-10/10/2004: 3
ο
 Ευρωπαϊκό Συνέδριο µε θέµα: 

«Φυτοφάρµακα και Συναφείς Οργανικές Ενώσεις στο 

Περιβάλλον», Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων. 

  

Ξένες γλώσσες : • Γαλλικά : Άριστα /Απόκτηση του “Diplôme Supérieur d’ 

Etudes Françaises” (Sorbonne III) µε βαθµό “assez bien” από 

το Institut Français d’ Athènes (Mάιος 1992). 
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 • Αγγλικά : Άριστα / Απόκτηση του “Certificate of 

Proficiency in English”, University of Cambridge, µε βαθµό 

“grade C” (Ιούνιος 1993). 

 • Ιταλικά : Αρκετά καλά /  Απόκτηση του “Superiore” (Μάιος 

2000)  

 • Ισπανικά: Αρκετά καλά/ Απόκτηση του “Certificado Inicial 

de Español” (Αύγουστος 2004) 

  

Άλλες γνώσεις  : Χειρισµός Η/Υ σε περιβάλλον Windows  (WORD, EXCEL, 

POWERPOINT, INTERNET EXPLORER & OUTLOOK 

EXPRESS). 

Μέλος οργανώσεων:       Μέλος Πανελλήνιας Ένωσης Βιολόγων   

 

 

 

 

 

Πρωτότυπες ερευνητικές εργασίες δηµοσιευµένες σε διεθνή περιοδικά  µε 

σύστηµα κριτών 

 

• Vlastos D., G. Demsia, D. Matthopoulos. (2004) 

“Evaluation of Genetic Damage in Tobacco Growing Farmers Occupationally 

Exposed to a Mixture of Metalaxyl and Imidacloprid ” 

 International Journal of Environmental Analytical Chemistry, vol.84, No.1-3, p.183-

191 

 

• Demsia G., D Vlastos, Μ. Goumenou, D. Matthopoulos. (2007) 

“Assessment of the genotoxicity of imidacloprid and metalaxyl in cultured human 

lymphocytes and rat bone-marrow.” 

Mutation Research, vol. 634, p.32–39 

 

• Demsia G., D Vlastos, D. Matthopoulos. (2004) 

“Effect of 910 MHz electromagnetic field on rat bone marrow”  

ThescientificworldJOURNAL, vol.4(S2), p.48-54 
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Ανακοινώσεις δηµοσιευµένες σε πρακτικά διεθνών συνεδρίων µε κριτές 

 

• Vlastos D., G. Demsia, D. Matthopoulos. (2002) 

“Pesticide effects on farmers. Evaluation of genetic damage in tobacco culture 

farmers”  

2
nd 

European Conference on Pesticides and Related Organic Micro pollutants in the 

Environment, 26-29 September, Corfu, Greece. 

Proceedings of the 2
nd

 European Conference on Pesticides and Related Organic 

Micro pollutants in the Environment, p.391, Corfu, Greece. 

 

• Vlastos D., G. Demsia, D. Matthopoulos. (2004) 

“Potent Genotoxic Effects of Metalaxyl and Imidacloprid in Human Lymphocytes 

Using the Micronucleus Assay in vitro”  

3
d 

European Conference on Pesticides and Related Organic Micro pollutants in the 

Environment, 7-10 October, Halkidiki, Greece. 

Proceedings of the 3
d
 European Conference on Pesticides and Related Organic 

Micro pollutants in the Environment, p.417, Halkidiki , Greece. 

 


