 ΣΗΜΕΙΩΣΕΙΣ

ΒΙΟΧΗΜΙΚΗΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ

ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ

ΔΗΜΗΤΡΙΟΣ ΚΟΥΡΕΤΑΣ


Η βιοχημική τοξικολογία εξετάζει τις διάφορες παραμέτρους της αλληλεπίδρασης ουσιών του περιβάλλοντος με τον οργανισμό. Θεωρώ ότι το πρώτο και βασικό κεφάλαιο αυτής της αλληλεπίδρασης είναι το κεφάλαιο της τοξικοκινητικής. Από δω και στο εξής όλες οι ουσίες του περιβάλλοντος με τις οποίες έρχεται σε επαφή το σώμα θα λέγονται ξενοβιοτικές ουσίες.

ΤΟΞΙΚΟΚΙΝΗΤΙΚΗ 
        Μετά τη χορήγηση μιας ξενοβιοτικής ουσίας, η συμπεριφορά του οργανισμού  του ζώου η του ανθρώπου εξαρτάται κύρια από τα χημικά χαρακτηριστικά της ουσίας (π.χ. διαλυτότητα). Αυτά τα χαρακτηριστικά καθορίζουν  πού θα πάει  και πόσο χρόνο  θα πάρει για να φτάσει εκεί. Η τοξικοκινητική εξετάζει την απορρόφηση, κατανομή, μεταβολισμό και απομάκρυνση της ξενοβιοτικής ουσίας από τον οργανισμό.

Απορρόφηση
    
 Η συμπεριφορά των ξενοβιοτικών ουσιών  μέσα στο σώμα, είναι καλύτερα να θεωρηθεί σαν αλληλοεπίδραση  με τον οργανισμό. Οι ξενοβιοτικές ουσίες επιδρούν στον οργανισμό και ο οργανισμός σε αυτές. Επειδή οι ξενοβιοτικές ουσίες είναι ευαίσθητες στο περιβάλλον  που θα βρεθούν, παράγοντες όπως pH επιφέρουν  αλλαγές στα χημικά χαρακτηριστικά των φαρμάκων (π.χ. φορτίο) οι οποίες με τη σειρά τους επιδρούν στη συμπεριφορά των φαρμάκων (π.χ. διαλυτότητα). Βέβαια θα πρέπει να ειπωθεί εδώ ότι η συντριπτική πλειοψηφία των ξενοβιοτικών ουσιών απορροφάται με παθητική διάχυση ενώ ελάχιστες με ενεργητική μεταφορά (π.χ. τα ανάλογα των αμινοξέων) και διευκολυνόμενη διάχυση (π.χ. γλυκόζη). Γι αυτό τα παρακάτω αφορούν όσες ουσίες απορροφώνται με παθητική διάχυση, που είναι η συντριπτική πλειοψηφία.

Επίδραση του pH
To πρώτο πράγμα που πρέπει να εξετασθεί είναι η επίδραση του pH του περιβάλλοντος  που βρίσκεται  η ξενοβιοτική ουσία, στο φορτίο της ουσίας και συνακόλουθα στην ικανότητά της να διαπερνά τις κυτταρικές μεμβράνες. Με οποιοδήποτε τρόπο και να φτάσει στον οργανισμό η ξενοβιοτική ουσία , δηλαδή είτε εισπνευσθεί είτε εισέλθει με την τροφή, πρέπει να περάσει  μια μεμβράνη  κυτταρική για να βρεθεί  στην κυκλοφορία. Αφού βρεθεί εκεί, με οποιοδήποτε τρόπο, πρέπει να διαπεράσει τη μεμβράνη των κυττάρων  του οργάνου στόχου, για να έχει κάποιο αποτέλεσμα. Έτσι, είναι κατανοητό ότι η δράση μιας ξενοβιοτικής ουσίας εξαρτάται από την απορρόφησή της, η οποία εξαρτάται από τη δυνατότητα διέλευσης από τις κυτταρικές μεμβράνες.

       
Εξαιτίας της λιποειδικής φύσης των μεμβρανών, ο ρυθμός  της παθητικής διάχυσης εξαρτάται  από τη λιποδιαλυτότητα  του φαρμάκου. Μόρια με ηλεκτρικό φορτίο δεν είναι λιποδιαλυτά, έτσι όποιες αλλαγές σε ένα αφόρτιστο μόριο ουσίας, το κάνουν φορτισμένο, μειώνουν ταυτόχρονα την ικανότητά του να διαπερνά τις κυτταρικές μεμβράνες. Πολλές ξενοβιοτικές ουσίες μπορούν  να ιονιστούν (να φορτιστούν) σαν ασθενή οξέα ή ασθενείς βάσεις. Η απορρόφηση  αυτών των ουσιών μπορεί να ποικίλλει ανάλογα με το pH του περιβάλλοντος που βρίσκονται.

     Μία όξινη ουσία σε όξινο περιβάλλον είναι αφόρτιστη. 

     Μία βασική ουσία σε βασικό περιβάλλον είναι αφόρτιστη (η όξινη ξενοβιοτική ουσία θα φορτιστεί σε βασικό περιβάλλον και η βασική  θα φορτιστεί  σε όξινο περιβάλλον). 

      Το φορτίο των  μορίων δημιουργείται από τη προσθήκη ή απώλεια πρωτονίων (Η+) από το αφόρτιστο μόριο: 

      όξινο ΑΗ ( Α( + H+ (δημιουργεί ανιόν)

      βασικό ΒΗ+ (Β + Η+ (δημιουργεί κατιόν)

      Το pH του αίματος και μέσα στα περισσότερα κύτταρα του σώματος είναι  περίπου 7,4. Το pH όμως κάποιων περιοχών του σώματος μπορεί να διαφέρει σημαντικά από την παραπάνω τιμή.   

      Στα σαρκοφάγα και παμφάγα  (π.χ. χοίρος) το pH του γαστρικού υγρού είναι μεταξύ 1 και 2.  Το pH του εντερικού περιεχομένου είναι σχεδόν 7. Το pH του στομάχου  του αλόγου ποικίλλει μεταξύ 1 και 7, ανάλογα με το ποσό της τροφής  και την παραγωγή  γαλακτικού οξέος από τη ζύμωση της πέψης. 

     Στα μηρυκαστικά επίσης το pH του πεπτικού σωλήνα διαφέρει ανάλογα με την περιοχή του στομάχου.

     Η συμπεριφορά των ξενοβιοτικών ουσιών κάτω από τις παραπάνω διαφορετικές συνθήκες pH μπορεί να προβλεφθεί γνωρίζοντας τη  σταθερά ιονισμού της ουσίας Κa. 

      Η  Ka είναι  ο λόγος της ιονισμένης προς την αφόρτιστη ουσία εκφραζόμενη σα λόγος συγκεντρώσεων των δύο μορφών: 
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    Από την εξίσωση αυτή λογαριθμώντας  καταλήγουμε στη pH =  pKa+
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όπου pKa = -logKa.

     α) Aπό την τελευταία μπορούν να γίνουν ορισμένες παρατηρήσεις: 

α) Όταν pH > pKa, τότε ο ιονισμός όξινων ουσιών αυξάνεται, ενώ των βασικών μειώνεται.

β) Όταν pH < pKa, o ιονισμός των όξινων ουσιών μειώνεται, ενώ των βασικών αυξάνεται.

   Η γραφική παράσταση των παραπάνω είναι η ακόλουθη:

[image: image3.png]% Unionized Drug

100

75

25

-1 o 1

pKa - pH (acidic drug)
pH - pKa (basic drug)




   
Για να γίνει περισσότερο αντιληπτό το παραπάνω, θεωρούμε  2 διαμερίσματα που διαχωρίζονται από μια λιποειδική μεμβράνη, όπως ο στόμαχος και το γαστρικό επιθήλιο. Ας υποθέσουμε ότι ένας οργανισμός έχει τραφεί με τροφή που περιέχει σαν βελτιωτικό ταννικό οξύ. Το ταννικό οξύ είναι μια ξενοβιοτική ουσία και  θα προσπαθήσει να κατανεμηθεί ανάλογα με τη διαφορά συγκέντρωσης, με την προϋπόθεση ότι μόνο  η μη ιονισμένη μορφή θα περάσει  τη μεμβράνη. Τα ταννικό οξύ με pKa = 3,5, πόσο θα κατανεμηθεί στο στομάχι  όπου το pH είναι 3,0 και στο γαστρικό επιθήλιο όπου το pH είναι 7,4 .
ΓΑΣΤΡΙΚΟ ΕΠΙΘΗΛΙΟ                                                                ΣΤΟΜΑΧΙ

[image: image4.png]/
A+ H*
[A]
log =pH-pKa = 7,435 =39
[AH]
[A]
= —— = 7900
[AH]

AH «—— AH

N
A+ H*
[A]
log = pH-pKa = -0,5
[AH]
[A]
= —=1031
[AH]




    
 Δηλαδή στο επιθήλιο η ουσία βρίσκεται 7900 φορές περισσότερο σε ιονισμένη μορφή, ενώ στο στομάχι  περίπου τριπλάσια συγκέντρωση έχει η μη ιονισμένη από την ιονισμένη. Άρα πρακτικά απορροφάται από το στομάχι στα επιθηλιακά κύτταρα  και δεν μπορεί να γυρίσει πίσω.

    Η γενική έκφραση για την κατανομή  μιας ξενοβιοτικής ουσίας μεταξύ 2 διαμερισμάτων είναι: 
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 EMBED Equation.3 [image: image7.wmf]
Πίνακας 1. pKa διαφόρων όξινων και βασικών φαρμάκων 

Ισχυρά       Όξινα φάρμακα                   Βασικά φάρμακα                Ασθενή

    (           Αμπικιλλίνη            2.5         Τριμεθοπρίμη         6.4        (
                  Ασπιρίνη                3.5         Στρυχνίνη                8.0

                  Φαινυλβουταζόνη  4.5         Αδρεναλίνη              8.7

Ασθενή      Φαινοβαρβιτάλη     7.4        Ατροπίνη                  9.7     Ισχυρά

Απορρόφηση ξενοβιοτικών ουσιών από το γαστρεντερικό σωλήνα

   
 Αφού το pH του στομάχου είναι όξινο, ο ιονισμός των ασθενών οξέων δεν ευνοείται  και έτσι ευνοείται η απορρόφησή τους. Το αντίθετο ισχύει για τις ασθενείς βάσεις. Ανάλογα συμπεράσματα  προκύπτουν  για την  απορρόφηση στο λεπτό έντερο, όπου το pKa αποτελεί και πάλι τον  καθοριστικό παράγοντα (pH(7).

   
  Όμως υπάρχουν και πρόσθετοι  παράγοντες που επηρεάζουν  την απορρόφηση  εκτός από το pH. H επιφάνεια απορρόφησης του λεπτού εντέρου, εξ αιτίας των λαχνών, είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτή του στομάχου. Έτσι ακόμα και όξινες ουσίες που έχουν  χαμηλό pKa, απορροφώνται σε παραδεκτό βαθμό και από το έντερο. Η λιποδιαλυτότητα, μπορεί επίσης να επηρεάσει την απορρόφηση, ανεξάρτητα από το pKa. Π.χ. η ατροπίνη, ένα βασικό φάρμακο  με pKa = 9,7 απορροφάται  ικανοποιητικά  από το λεπτό έντερο επειδή είναι εξαιρετικά λιπόφιλη. Το αντιμυκητιακό γκριζεοφουλβίνη είναι πρακτικά αδιάλυτο στο νερό, αλλά διαλυτό σε λίπη. Έτσι απορροφάται από το έντερο μαζί ως γαλάκτωμα αποτελούμενο από χολικά οξέα, λιπαρά οξέα με μακρά αλυσίδα, χοληστερόλη και λιποδιαλυτές βιταμίνες (μικκύλια). Η διγιτοξίνη είναι ένα άλλο φάρμακο που απορροφάται μέσω μικκυλίων.

   
 Μερικές ξενοβιοτικές ουσίες  που είναι ανάλογα θρεπτικών συστατικών απορροφώνται από τα κύτταρα με μηχανισμούς ενεργού μεταφοράς. Π.χ. το αντικαρκινικό φάρμακο  5-φλουορουρακίλη εισέρχεται στα κύτταρα με το ίδιο σύστημα μεταφοράς  όπως και οι φυσικές πυριμιδίνες  ουρακίλη  και  θυμίνη. 

Πρώτο πέρασμα από το ήπαρ  και επαναρρόφηση


Ξενοβιοτικές ουσίες που απορροφώνται  από τον γαστρεντερικό σωλήνα, μεταφέρονται  στο ήπαρ  μέσω της πυλαίας φλέβας, πριν εισέλθουν στη συστηματική κυκλοφορία. Στο ήπαρ, η ξενοβιοτική ουσία μπορεί να μεταβολιστεί  τόσο γρήγορα, που το περισσότερο ποσοστό  αδρανοποιείται  χωρίς να φτάσει στο υπόλοιπο σώμα.  Αυτή η απώλεια λέγεται αποτέλεσμα του  πρώτου περάσματος  (first pass effect). Αυτό το φαινόμενο είναι υπεύθυνο για το γεγονός ότι ορισμένες ξενοβιοτικές ουσίες  είναι δραστικές όταν ενεθούν στον οργανισμό ενώ είναι αδρανείς όταν ληφθούν  από το στόμα. Ξενοβιοτικές ουσίες που εκκρίνονται από το ήπαρ  στη χολή, γυρίζουν  στο έντερο, όπου μπορεί να επαναρροφηθούν. Τα ηπατοκύτταρα ενώνουν την ξενοβιοτική ουσία  με γλυκουρονικό, δημιουργώντας γλυκουρονίδιο το   οποίο εκκρίνεται στη χολή και από εκεί στο έντερο. Βακτηριακά ένζυμα  στο έντερο  υδρολύουν το γλυκουρονίδιο  σε ελεύθερη ουσία, η οποία επαναρροφάται. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ:  Παράγοντες που  επηρεάζουν  την απορρόφηση φαρμάκων

1) pH/pKa
2) Eπιφάνεια του απορροφώντος οργάνου

3) Λιποδιαλυτότητα

4) Μηχανισμοί ενεργού μεταφοράς

5) Μεταβολισμός πρώτου περάσματος

6) Έντερο-ηπατική κυκλοφορία

7) Ενδογενής χλωρίδα

Κατανομή

    
Ο ρυθμός με τον οποίο μια ξενοβιοτική ουσία μετακινείται από την κυκλοφορία προς τους ιστούς, εξαρτάται  κυρίως από τη ροή του αίματος προς το  συγκεκριμένο ιστό καθώς και από τη δυνατότητα διέλευσης του αίματος από τον ιστό. Από τους ενδοκρινείς αδένες, εγκέφαλο, ήπαρ, νεφρούς, γαστρεντερικό σύστημα και καρδιά η διέλευση γίνεται ταχύτατα, και στα παραπάνω όργανα πηγαίνει το 80% του αίματος κάθε καρδιακής συστολής. Στους υπολοίπους ιστούς, οι οποίοι αποτελούν και τον κύριο  όγκο του σώματος, η διέλευση  γίνεται πολύ αργά και χρειάζεται  αρκετός χρόνος για να επέλθει  ισορροπία μεταξύ αίματος και ιστών για την ουσία. Η ανακατανομή της ουσίας από τους ιστούς που το αίμα διέρχεται ταχύτατα προς τους ιστούς που το αίμα διέρχεται αργά, μπορεί να επηρεάσει τη διάρκεια δράσης της ουσίας. Π.χ. η μικρής διάρκειας αναισθησία  από την ενδοφλέβια χορήγηση θειοπεντάλης, οφείλεται στην ανακατανομή του φαρμάκου από τον εγκέφαλο στους μύες και μετά στο  λίπος. 
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Αιματεγκεφαλικός φραγμός

     
Τα αγγεία του Κ.Ν.Σ. έχουν ισχυρές συνδέσεις ανάμεσα στα ενδοθηλιακά κύτταρα, και καλύπτονται  από τα αστροκύτταρα. Αυτός ο φραγμός  αποκλείει  τα ιονισμένα και τα υδατοδιαλυτά μόρια, επιτρέποντας τη διέλευση λιπόφιλων μορίων. 

Νεφρική επαναρρόφηση

    
Η επαναρρόφηση των περισσότερων ξενοβιοτικών ουσιών στα νεφρικά σωληνάρια γίνεται με παθητική διάχυση. Όταν τα ούρα είναι αλκαλικά, ο ιονισμός όξινων φαρμάκων  όπως η νιτροφουραντοϊνη και η στρεπτομυκίνη αυξάνεται, επομένως  η απορρόφησή   τους μειώνεται. Η χορήγηση διανθρακικού νατρίου  για να γίνουν  αλκαλικά τα ούρα αυξάνει την απέκκριση  φαινοβαρβιτάλης και ασπιρίνης σε οργανισμούς  που έχουν  πάρει μεγάλες δόσεις αυτών των φαρμάκων.

     
Αντίστροφα, οξίνιση των ούρων με χορήγηση  χλωριούχου  αμμωνίου μειώνει την επαναρρόφηση  βασικών ουσιών.

Μοντέλα κατανομής

   
Ο τελικός σκοπός τοξικοκινητικής ανάλυσης είναι να συσχετιστούν οι  συγκεντρώσεις  της ξενοβιοτικής ουσίας στους ιστούς με τη διάρκεια και την ένταση  της τοξικής δράσης της ουσίας. Γενικά, δεν είναι  δυνατόν να μετρηθεί η πραγματική συγκέντρωση της ουσίας στις θέσεις σύνδεσης με τους υποδοχείς. Έτσι η πιο εύκολη παράμετρος που  μπορεί να μετρηθεί είναι η συγκέντρωση της ουσίας στο αίμα. Ο  άμεσος σκοπός της τοξικοκινητικής ανάλυσης είναι να προσδιορίσει τη  σχέση επιπέδων της ξενοβιοτικής ουσίας  στο αίμα με τη δράση της. Για  να είναι αυτές οι μετρήσεις κάποιας σημασίας, πρέπει να δημιουργηθούν  μοντέλα συμπεριφοράς της ουσίας στον οργανισμό βασισμένα στις μετρήσεις συγκέντρωσης στο αίμα. Εκτός  αν δεν υπάρχει εκλεκτική απομάκρυνση  ή καθήλωση μιας ουσίας στα ερυθρά αιμοσφαίρια, η  συγκέντρωση της ξενοβιοτικής ουσίας στο αίμα, ορό ή πλάσμα είναι ίδιες.

Α. Μοντέλο του ενός διαμερίσματος


Αυτό το μοντέλο υποθέτει ότι όλο το σώμα είναι ένα ομογενές διαμέρισμα. Η προϋπόθεση αυτή σημαίνει ότι η ουσία  θα κατανεμηθεί ισόποσα σε όλο τον οργανισμό. Αν και αυτό είναι ένα εντελώς τεχνητό μοντέλο, είναι χρήσιμο  για την κατανόηση της συμπεριφοράς των ξενοβιοτικών ουσιών. Σε αυτές τις συνθήκες μπορεί να οριστεί  ένα μέγεθος  που λέγεται  φαινομενικός όγκος κατανομής (Vd). Vd είναι το ποσό της ουσίας διαιρούμενο προς τη συγκέντρωση της ουσίας:
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όπου Χ = ποσό της ουσίας που χορηγείται

        C = συγκέντρωση του φαρμάκου στο αίμα

Η τιμή  Vd είναι  σημαντική για τοξικοκινητικές αναλύσεις που θα γίνουν  παρακάτω, αλλά μπορεί και τώρα να δώσει χρήσιμες πληροφορίες. Π.χ.  μια  λιποδιαλυτή ξενοβιοτική ουσία θα έχει την τάση να συσσωρεύεται σε λιπόφιλο  περιβάλλον  όπως ο λιπώδης ιστός, αμέσως μετά την είσοδο στον  οργανισμό. Έτσι αν μετρηθεί  το επίπεδο  στο αίμα θα δώσει μια χαμηλή  συγκέντρωση του φαρμάκου που ισοδυναμεί  με υψηλό Vd. Άρα:  υψηλές τιμές Vd δείχνουν  ότι μια ουσία καθηλώνεται στο λιπώδη ιστό.  Αντίστροφα  μια  υδατοδιαλυτή ουσία έχει τη τάση να παραμένει στο αίμα και έτσι μας δίνει χαμηλές τιμές Vd. Άρα: χαμηλές τιμές Vd δείχνουν ότι μια ουσία παραμένει κυρίως στο αίμα.

Β. Μοντέλο δύο διαμερισμάτων 


Οπωσδήποτε ένα μοντέλο  που προβλέπει δύο διαμερίσματα είναι πολύ πιο ρεαλιστικό από το προηγούμενο μοντέλο. Το μοντέλο των δύο διαμερισμάτων ταιριάζει με τη γενική παρατήρηση  ότι οι ξενοβιοτικές ουσίες πρώτα εξισορροπούνται στους ιστούς, όπου διαπερνώνται  γρήγορα (κεντρικό  διαμέρισμα) από το αίμα και στη συνέχεια ανακατανέμονται στους ιστούς όπου το αίμα τους διαπερνά αργά (περιφερικό διαμέρισμα). Αποτέλεσμα  αυτού είναι αν μετρηθούν τα επίπεδα της ουσίας στον οργανισμό συναρτήσει του χρόνου,  μπορεί να παρατηρηθούν διαφορετικές φάσεις στη συμπεριφορά μιας ουσίας.
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Τα συνήθη υδραυλικά μοντέλα για ένα τέτοιο σύστημα δείχνουν την ουσία να εισέρχεται και να φεύγει από ένα κεντρικό διαμέρισμα που είναι συνδεδεμένο  με ένα περιφερικό όπως φαίνεται στο πάνω σχήμα. Αυτό είναι ένα χρήσιμο μοντέλο γιατί δείχνει δύο σημαντικούς παράγοντες σαν καθοριστές της συγκέντρωσης ουσιών στο περιφερικό διαμέρισμα: 1) ο ρυθμός χορήγησης και 2) η κάθαρση της  ουσίας. Ο δεύτερος παράγοντας  καθορίζεται από τον ίδιο τον οργανισμό  με διάφορους τρόπους (μεταβολισμός, απέκκριση). Ο πρώτος καθορίζεται  από εξωτερικούς παράγοντες και κυρίως από την συχνότητα με την οποία εκτίθεται ένας οργανισμός σε μια ξενοβιοτική ουσία που π.χ. μπορεί να είναι ένα φυτοφάρμακο. 

Kινητική


Πριν προχωρήσουμε στην κατανόηση αυτών των μοντέλων πρέπει να αναφερθούν μερικά βασικά για την ορολογία της τοξικοκινητικής. Οι ρυθμοί (rates) στην τοξικολογία είναι μηδενικής τάξης (zero order) και πρώτης τάξης (first order).

Mηδενικής τάξης


Σημαίνει ότι ο ρυθμός μεταβολής (rate constant) είναι σταθερός, ανεξάρτητα με τη συγκέντρωση ή το ποσό της ουσίας.

Πρώτης τάξης


Σημαίνει ότι ο ρυθμός μεταβολής είναι ανάλογος με τη συγκέντρωση ή το ποσό. Με άλλα λόγια ο ρυθμός μεταβολής είναι ένα σταθερό ποσοστό  του αρχικού ποσού ή συγκέντρωσης.

    
 Για  τις περισσότερες ξενοβιοτικές ουσίες στον οργανισμό η κινητική απομάκρυνσης είναι πρώτης τάξης, το οποίο σημαίνει το ποσό που κάθε φορά απομακρύνεται  εξαρτάται από το ποσό  στον οργανισμό  τη δεδομένη χρονική στιγμή. Μια αξιοσημείωτη  εξαίρεση στην κινητική απομάκρυνσης πρώτης τάξης αποτελεί η αιθανόλη, που συνήθως λαμβάνεται σε τέτοιες μεγάλες ποσότητες  ώστε οι μεταβολικές διεργασίες απομάκρυνσης βρίσκονται σε κορεσμό και έτσι μέχρι να σημειωθεί συγκέντρωση μικρότερη από του κορεσμού υπάρχει κινητική  μηδενικής τάξης και στη συνέχεια πρώτης τάξης.

     
Παρακάτω φαίνεται ένα διάγραμμα κινητικής πρώτης τάξης για την απομάκρυνση μιας ξενοβιοτικής ουσίας.
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 Η παραπάνω γραφική παράσταση επίσης χρησιμοποιείται για την απεικόνιση της συγκέντρωσης της ουσίας στο αίμα σε σχέση με το χρόνο μετά τη χορήγηση. Δύο χρήσιμες παράμετροι  που προσδιορίζονται από τέτοια γραφική παράσταση είναι: 1) Η σταθερά του ρυθμού απομάκρυνσης  (β) και 2) ο χρόνος ημιζωής  (t1/2). H  σταθερά του ρυθμού απομάκρυνσης είναι το ποσοστό της ουσίας που απομακρύνεται από τον οργανισμό του ζώου στη μονάδα του χρόνου, ενώ ο χρόνος ημιζωής, ο χρόνος που απαιτείται για να μειωθεί η συγκέντρωση στο αίμα κατά 50%. Αυτές οι δύο ποσότητες σχετίζονται μεταξύ τους αντίστροφα. Δηλαδή μια ξενοβιοτική ουσία  με μικρό χρόνο ημιζωής θα έχει μεγάλη σταθερά ρυθμού απομάκρυνσης. Στο παρακάτω διάγραμμα φαίνεται παραστατικά το παραπάνω, υποθέτοντας  ότι τρεις ουσίες απομακρύνονται με διαφορετικούς ρυθμούς:
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Όπως φαίνεται ο χρόνος ημιζωής έχει t1/2Α>t1/2B > t1/2Γ. Άρα το Α απομακρύνεται  περισσότερο αργά από το Β και το Β απομακρύνεται περισσότερο αργά από το Γ.

       Η σχέση που συνδέει t1/2 και β είναι: 
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      όπου In2 είναι ο φυσικός log του 2 = 0,693 άρα  
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Γενικά είναι ευκολότερο από μία παράσταση του τύπου που δόθηκε παραπάνω να υπολογίσει κανείς  το t1/2 και μετά το β.    


Ο παρακάτω πίνακας δείχνει τη σχέση ανάμεσα στον αριθμό των χρόνων ημιζωής  και το ποσοστό της ουσίας που παραμένει στον οργανισμό ή απομακρύνεται.

	Αρ. χρόνου ημιζωής
	% απομένουσα ουσία
	% απομακρυνθείσα 

	1
	50
	50

	2
	25
	75

	3
	12,5
	87,5

	4
	                  6,25
	                  93,75

	5
	                  3,125
	                  96,875

	6
	                  1,5615
	                  98,4375


         
Πρακτικά μετά από 4 χρόνους ημιζωής η ουσία έχει απομακρυνθεί από τον οργανισμό.

Κάθαρση

      
  Η κάθαρση εκφράζει το ποσό της ουσίας  που απομακρύνεται  από το πλάσμα του αίματος στη μονάδα του χρόνου.

    
 Δύο παράμετροι που συζητήθηκαν παραπάνω σχετίζονται με τη κάθαρση: ο φαινομενικός όγκος κατανομής (Vd) και η σταθερά ρυθμού απομάκρυνσης  (β). Στην πράξη η κάθαρση CL εκφράζεται CL = Vd ( β. Η κάθαρση εκφράζει ίσως την καλύτερη μέτρηση της συμπεριφοράς μιας ξενοβιοτικής ουσίας στον οργανισμό. Πρέπει να λαμβάνεται υπόψη  προκειμένου  να υπολογίζονται: α) η αποφυγή τοξικών επιπέδων, β) οι ρυθμοί απομάκρυνσης, προκειμένου για δυσλειτουργία κάποιου οργάνου, γ) επίπεδα ξενοβιοτικών ουσιών (π.χ. αντιβιοτικά) στους ιστούς, προκειμένου για ζώα εμπορικής χρήσης που προορίζονται για κατανάλωση (π.χ. βοοειδή, πρόβατα). Η σχέση ανάμεσα σε συνολική δόση της ουσίας (D) και κάθαρση είναι: 
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που δείχνει  πόσο συνολικά ουσία φτάνει στο αίμα. Άλλες σχέσεις που παράγονται από την τελευταία είναι:
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 Επίσης μια ακόμη παράμετρος χρήσιμη είναι η βιοδιαθεσιμότητα (F) που δείχνει το λόγο του ποσού της ουσίας που φτάνει στο αίμα από μία οδό χορήγησης εκτός της ενδοφλέβιας (ΙV) προς το ποσό που φτάνει μετά από ενδοφλέβια χορήγηση:
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 Η κάθαρση των νεφρών συχνά προσδιορίζεται από την κρεατινίνη, που συνήθως  είναι υψηλότερη για μικρά ζώα, όπως φαίνεται παρακάτω:

          Ζώο                                     Κάθαρση Κρεατινίνης (ml/Kg/min)

          Άλογο                                                         1,46

          Αγελάδα                                                      1,68

          Χοίρος                                                         2,2

          Σκύλος                                                         4,3 

   
 Προκειμένου ένα φάρμακο να συσσωρευτεί στον οργανισμό ο ρυθμός χορήγησης πρέπει να είναι μεγαλύτερος από τον ρυθμό απομάκρυνσης. Καθώς ο ρυθμός συσσώρευσης τείνει να εξισωθεί με τον ρυθμό  απομάκρυνσης, στη φάση που εξισώνονται υπάρχει ισορροπία. Καθώς δε ο ρυθμός χορήγησης και η κάθαρση  δεν αλλάζουν, η συγκέντρωση της ουσίας  στο αίμα θα μένει σταθερή. Αυτή ορίζεται σαν σταθερή  συγκέντρωση (Css),                       
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Επιπτώσεις της δέσμευσης ξενοβιοτικών ουσιών σε πρωτεΐνες

    
 Πολλές ξενοβιοτικές ουσίες μπορούν να δεσμευθούν αντιστρεπτά στην αλβουμίνη καθώς και σε άλλες πρωτεΐνες του πλάσματος. Φυσιολογικά η αλβουμίνη δρα ως μεταφορέας πολλών ουσιών και φαρμάκων που δεν είναι διαλυτά στο υδάτινο περιβάλλον του πλάσματος. Το ποσοστό της ουσίας που  δεσμεύεται ή αντίστοιχα μένει αδέσμευτο, μπορεί να εκφραστεί με τη σταθερά αποδέσμευσης (Κd):

              Ελεύθερη ουσία + αλβουμίνη  
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Σταθερά σύνδεσης = Κa = 
[image: image27.wmf]]

[αλβουμινη

 

 

ουσία]

 

ελεύθερη

[

[συμπλοκο]

 

=

 

   

Κ

Κ

2

1

×


Σταθερά αποδέσμευσης = Κd = 
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 Συνήθως το ποσοστό της ελεύθερης ουσίας, το οποίο είναι και το δραστικό κυμαίνεται από 1-20%. Εκτός της αλβουμίνης, η οποία έχει μικρή συγγένεια για τη σύνδεσή της με τις ξενοβιοτικές ουσίες αλλά μεγάλη χωρητικότητα λόγω της μεγάλης της συγκέντρωσης (> 30% των συνολικών πρωτεϊνών του πλάσματος), υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες που δεσμεύουν αντιστρεπτά φάρμακα, όπως είναι η σφαιρίνη που δεσμεύει τα στεροειδή  του φύλου (οιστρογόνα, ανδρογόνα) και η οποία έχει σχεδόν 10.000 μεγαλύτερη συγγένεια από την αλβουμίνη για τα στεροειδή του φύλου. Όμως η πολύ μικρή της συγκέντρωση (σχεδόν το 1/3000 των πρωτεϊνών  του πλάσματος) δημιουργεί τέτοια κατάσταση ούτως ώστε το 70% των  στεροειδών του φύλου να είναι δεσμευμένα με την αλβουμίνη, το 25-28% με τη σφαιρίνη και το 2-5% ελεύθερο. Εκτός των πρωτεϊνών δέσμευσης (binding proteins) στο πλάσμα, οι ξενοβιοτικές ουσίες δεσμεύονται και σε κυτταρικές πρωτεΐνες που συνήθως ονομάζονται υποδοχείς (receptors). Γι΄ αυτό θα γίνει λόγος παρακάτω.

Κατανομή

    
 Εάν ο φαινομενικός όγκος κατανομής βασίζεται στη συγκέντρωση του ελεύθερης ουσίας στο πλάσμα, τότε μεγάλη δέσμευση από τις πρωτεΐνες του πλάσματος συνεπάγεται και μεγάλο όγκο Vd. Αντίθετα αν ο υπολογισμός στηρίζεται στη συγκέντρωση του ολικής ουσίας στο πλάσμα ο Vd είναι σαφώς μικρότερος.

Απέκκριση και έκκριση

    
 Ο ρυθμός της σπειραματικής διήθησης μιας ξενοβιοτικής ουσίας είναι αντιστρόφως ανάλογος με το ποσό της ουσίας που δεσμεύεται από την αλβουμίνη στο πλάσμα. Όταν η δέσμευση είναι περίπου 90%, ο χρόνος ημιζωής μιας ουσίας η οποία απομακρύνεται  με σπειραματική διήθηση είναι περίπου 30 ώρες.  Η δέσμευση είναι υπεύθυνη για τον μακρύ χρόνο ημιζωής ορισμένων σουλφοναμιδών. Η δέσμευση όμως με τις πρωτεΐνες του πλάσματος δεν αλλάζει το ρυθμό της σωληναριακής έκκρισης. Έκκριση είναι μια ενεργός μεταφορά η οποία ταχύτατα μειώνει τη συγκέντρωση της ελεύθερης ουσίας στο πλάσμα το οποίο είναι σε επαφή με το σωληνάριο. Σαν αποτέλεσμα είναι μια άμεση απελευθέρωση  δεσμευμένης με αλβουμίνη ή άλλη πρωτεΐνη ουσίας μιας και μειώνονται τα επίπεδα του ελεύθερης ουσίας. Παράδειγμα είναι οι πενικιλίνες οι οποίες αν και είναι πάνω από 90% δεσμευμένες με την αλβουμίνη του πλάσματος, μπορεί να απεκκριθούν με σωληναριακή έκκριση καθώς περνούν από τους νεφρούς. Τα ίδια ισχύουν και για την ενεργό έκκριση ξενοβιοτικών στη χολή.

Μεταβολισμός

   
 Παρόμοιες υποθέσεις γίνονται και για να εξηγήσουν τον μεταβολισμό των ξενοβιοτικών ουσιών στο ήπαρ. Εάν ο μεταβολισμός εξαρτάται από την παρουσία της ελεύθερης ουσίας στο ηπατικό κύτταρο, τότε ο χρόνος ημιζωής θα αυξηθεί εάν η ουσία δεσμευθεί από πρωτεΐνες του πλάσματος. Εάν υπάρχει ενεργός μεταφορά της ουσίας στα ηπατοκύτταρα μέσω ενός εξειδικευμένου μηχανισμού, η δέσμευση με πρωτεΐνες του πλάσματος μπορεί να μειώσει το χρόνο ημιζωής, φυλάσσοντας την ξενοβιοτική ουσία στο πλάσμα και έτσι διευκολύνοντας  τη μεταφορά στο ήπαρ, αποφεύγοντας έτσι την παθητική της διάχυση σε άλλα όργανα. Ορισμένες φορές το ρυθμό μεταβολισμού ρυθμίζουν και πρωτεΐνες ενδοκυττάριες όπου η ουσία δεσμεύεται και έτσι κατά κάποιο τρόπο συσσωρεύεται  χωρίς να μεταβολίζεται. 

Περιτοναϊκή κάθαρση

    
Η περιτοναϊκή κάθαρση εξαρτάται από την παθητική διάχυση ουσιών και  φαρμάκων. Έτσι, ορισμένες φορές όταν πρόκειται για ξενοβιοτικές ουσίες ή φάρμακα που  δεσμεύονται ισχυρά η έκπλυση και απομάκρυνσή τους είναι δύσκολη. Γι΄ αυτό στα διαλύματα περιτοναϊκής κάθαρσης προστίθεται αλβουμίνη.

Ανταγωνισμός ανάμεσα σε ξενοβιοτικές ουσίες  για περιοχές δέσμευσης

  
  Η χορήγηση μιας δεύτερης ξενοβιοτικής ουσίας, η  οποία εκδιώκει την πρώτη από τη θέση δέσμευσής της, μπορεί να οδηγήσει ορισμένες φορές σε κλινικά σημαντική αύξηση των επιπέδων της ελεύθερης ουσίας. Π.χ. η φαινυλβουταζόνη και τα σαλικυλικά εκδιώκουν από τη θέση δέσμευσης δεσμευμένες σουλφοναμίδες και έτσι αυξάνουν τα επίπεδά τους στο αίμα. Φυσικά αυτό μπορεί να επιδράσει σε μείωση του χρόνου ημιζωής, γι΄ αυτό ο ανταγωνισμός ανάμεσα σε ουσίες πρέπει να είναι γνωστός προκειμένου να αποφευχθούν δυσάρεστες συνέπειες. 
Αποτελέσματα ασθενειών και ηλικίας

   
 Διάφορες ασθένειες μπορεί να αυξήσουν τα επίπεδα της αλβουμίνης στο πλάσμα ή να τα μειώσουν. Συνήθως τα επίπεδα της αλβουμίνης μειώνονται μετά από εγχείριση, πυρετό, εγκαύματα ή και σε ηλικιωμένα ζώα. Στην οξεία και χρόνια νεφρική ανεπάρκεια υπάρχει μια συσσώρευση λιπαρών οξέων και άλλων μικρών μορίων, τα οποία εκδιώκουν ξενοβιοτικές ουσίες και φάρμακα από τα σημεία δέσμευσής τους από την αλβουμίνη και άλλες πρωτεΐνες του πλάσματος.

METABOΛΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ

        
Τα αποτελέσματα των περισσότερων ξενοβιοτικών ουσιών είναι αντιστρεπτά, γιατί αυτές μεταβολίζονται  και απεκκρίνονται. Στις περισσότερες από τις αντιδράσεις που περιγράφονται  παρακάτω λιποδιαλυτές ουσίες ή φάρμακα μετατρέπονται σε υδατοδιαλυτά και έτσι ευκολότερα απομακρύνονται από τον οργανισμό. Ο κύριος μεταβολισμός των λιποδιαλυτών ουσιών συμβαίνει στο ήπαρ, αλλά ο μεταβολισμός από τους νεφρούς, πνεύμονες, εντερικό επιθήλιο και εντερική χλωρίδα είναι επίσης σημαντικός. Το λείο ενδοπλασματικό δίκτυο του ήπατος περιέχει ένζυμα τα οποία μεταβολίζουν τις λιποδιαλυτές ξενοβιοτικές ουσίες αλλά και τις ενδογενείς λιπόφιλες ουσίες όπως τα στεροειδή (φυσικά θα πρέπει να δεχτούμε ότι η πληθώρα  των ενζύμων αυτών, εξελίχθηκε για να αντιμετωπίσει  το μεταβολισμό  ενδογενών ουσιών, γιατί τα ζώα δε μπορούν  να γνωρίζουν ότι κάποτε θα έλθουν σε επαφή με ξένες ουσίες). Παρασκευάσματα in vitro που περιέχουν  το λείο ενδοπλασματικό δίκτυο λέγονται μικροσωμάτια (microsomes) και περιέχουν ένζυμα του μεταβολισμού των ξενοβιοτικών ουσιών. Ουσίες ξένες με τον οργανισμό, όπως φάρμακα, διαλύτες, συντηρητικά τροφών, χρωστικές και  άλλα λέγονται  με ένα γενικό όνομα όπως έχουμε ήδη πει ξενοβιοτικά.

    
 Ο μεταβολισμός των ξενοβιοτικών (xenobiotic metabolism) χωρίζεται σε δύο φάσεις: οι αντιδράσεις της φάσης Ι αλλάζουν ή απομακρύνουν  ενεργές ομάδες από το αρχικό μόριο του ξενοβιοτικού μορίου, ενώ οι αντιδράσεις της φάσης ΙΙ προσθέτουν άλλες ομάδες στο μόριο. Και οι δύο μεταβολικές διεργασίες μειώνουν το χρόνο ημιζωής του φαρμάκου.
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Αντιδράσεις φάσης Ι 


Οι αντιδράσεις της φάσης Ι δημιουργούν ομάδες στο μόριο που καθιστούν το μόριο ευκολότερα απεκκρίσιμο άμεσα ή είναι  διαθέσιμες για τις αντιδράσεις της φάσης ΙΙ, μέσα από διεργασίες όπως α)  οξείδωση, β) αναγωγή, γ) υδρόλυση.

Παραδείγματα

α. Οξείδωση

1)  Κυτόχρωμα Ρ - 450

i)  Yδροξυλίωση

ii)  Απαλκυλίωση
iii)  Αποθείωση
iv)  Δημιουργία Ν-οξειδίων (Ν-οxide).
2)  Δευδρογενάσες 

i)  Aλκοολική δευδρογενάση

ii)  Αλδευδική δευδρογενάση
β. Αναγωγή

1)  Κυτόχρωμα Ρ-450

2)  Εντερική χλωρίδα
i)  N-αναγωγή

ii)  Ν02-αναγωγή
γ. Υδρόλυση

1)  Εστεράσες

2)  Πεπτιδάσες
Αντιδράσεις Φάσης ΙΙ

   
 Οι αντιδράσεις της φάσης ΙΙ αυξάνουν τη διαλυτότητα των φαρμάκων και έτσι διευκολύνουν την απέκκρισή τους μειώνοντας το χρόνο ημιζωής τους. Οι αντιδράσεις φάσης ΙΙ περιλαμβάνουν συζεύξεις των φαρμάκων με:

     α. γλυκουρονικό

     β. γλουταθειόνη

     γ. θειικό 

     δ. αμινοξέα

     ε. οξικό 

Το σύστημα του κυτοχρώματος Ρ-450

    
 Το σύστημα του κυτοχρώματος Ρ-450 έχει σαν κύρια λειτουργία την  «αποτοξίνωση»  των φυσικών και χημικών προϊόντων, στα οποία περιλαμβάνονται και φυτικά προϊόντα κάποια από τα οποία λειτουργούν και σα φάρμακα. Είναι ένας από τους κύριους δρόμους στο μεταβολισμό των φαρμάκων. Το κυτόχρωμα Ρ-450 είναι το κύριο μέλος της κλάσης των ενζύμων που βρίσκονται στο λείο ενδοπλασματικό δίκτυο των ηπατοκυττάρων, τα οποία παίζουν τον κύριο ρόλο στο μεταβολισμό των ξενοβιοτικών ουσιών. Σήμερα έχουν βρεθεί αρκετές δεκάδες διαφορετικών ενζύμων της ομάδας του κυτοχρώματος Ρ-450 με εξειδίκευση για διαφορετικές ουσίες και συνεχώς βρίσκονται και άλλα. Τα ένζυμα αυτά είναι αιμοπρωτεϊνες οι οποίες παίζουν το ρόλο του μεταφορέα ηλεκτρονίων μεταφέροντα ηλεκτρόνια από το NADH ή NADPH στο μοριακό οξυγόνο, οξειδώνοντας το υπόστρωμα που είναι φάρμακο. Στην πραγματικότητα και το φάρμακο και τα NADH ή NADPH οξειδώνονται ενώ το οξυγόνο ανάγεται σε νερό. Έτσι το ενζυμικό  αυτό σύστημα λέγεται και οξειδάση μικτού τύπου. Η αντίδραση  που πραγματοποιείται  σε ένα τυχαίο φάρμακο RH είναι η ακόλουθη: RH + 02 + NADPH + H+ →ROH + NADP+ + H20.

Mια γενική εικόνα της συνολικής αντίδραση υπάρχει παρακάτω: 
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 Το κυτόχρωμα Ρ-450 παριστάνεται ως στο σχήμα και  ευρίσκεται είτε στη μορφή Fe2+ είτε Fe3+. Αρχίζοντας από πάνω αριστερά στο σχήμα το υπόστρωμα (φάρμακο) RH ενώνεται με το ένζυμο στη μορφή Fe3+ (οξειδωμένη μορφή) δημιουργώντας το σύμπλοκο RH ( ένζυμο (RHFe3+). Aυτό  το σύμπλοκο ανάγεται από μία φλαβοπρωτεϊνη Fp1, η οποία δέχεται ηλεκτρόνια από το NADPH και μεταφέρει ένα ηλεκτρόνιο στο σύμπλοκο. Η Fp1 έχει επίσης τη δυνατότητα να οξειδώνει το κυτόχρωμα C και ορισμένες φορές καλείται και ‘’NADPH-κυτόχρωμα C oξειδάση’’.  Το αναγμένο σύμπλοκο RHFe2+  μπορεί να ενωθεί με μονοξείδιο του άνθρακα και να σχηματίσει ένα αδρανές σύμπλοκο που απορροφά μέγιστα στα 450 nm γι΄ αυτό και το ένζυμο λέγεται κυτόχρωμα Ρ-450. Τώρα το RHFe2+  ενώνεται με μοριακό οξυγόνο δημιουργώντας RHFe2+02. Στη συνέχεια ένα δεύτερο ηλεκτρόνιο προστίθεται δημιουργώντας το RHFe2+02(, στο οποίο το οξυγόνο συμπεριφέρεται όπως στο υπεροξείδιο (02- ). Έπειτα δύο πρωτόνια προστίθενται πριν διασπαστεί το σύμπλοκο αποδίδοντας RHFe3+0 και νερό. Τέλος το RHFe3+Ο διασπάται σε ROH (oοξειδωμένο φάρμακο) και το άθικτο Ρ-450 με τη μορφή Fe3+ έτοιμο να ξαναρχίσει τον κύκλο. Ένα σημαντικό χαρακτηριστικό του Ρ-450 είναι ότι μπορεί να επαχθεί και να ανασταλεί από ορισμένες ουσίες. Η επαγωγή  έχει σαν αποτέλεσμα  την αύξηση στη μάζα του λείου ενδοπλασματικού δικτύου, το οποίο φαίνεται  από την αύξηση του βάρους του ήπατος του ζώου που δέχτηκε την επαγωγή. Ένας πολύ κοινός επαγωγέας είναι το γνωστό φυτοφάρμακο DDT το οποίο στη χώρα μας έχει απαγορευθεί να χρησιμοποιείται εδώ και 30 χρόνια, χρησιμοποιείται όμως σε χώρες με έντονο το πρόβλημα της ελονοσίας (κάθε χρόνο νοσούν από ελονοσία 300 εκατ. άνθρωποι στον πλανήτη. Το κυτόχρωμα Ρ-450 δεν είναι το μόνο ένζυμο του οποίου η δραστικότητα αυξάνεται από την επαγωγή. Η συνθετάση του δ-αμινολεβουλινικού οξέος, το ένζυμο κλειδί στη σύνθεση της αίμης, επίσης αυξάνεται, όπως επίσης και τα ένζυμα της φάσης ΙΙ, γλυκουρονική τρανσφεράση και γλουταθειονο-S-τρανσφεράση.

     
Τέτοιου είδους επαγωγή μπορεί να οδηγήσει σε φαινόμενα αντοχής στο μεταβολισμό, όπου κάτι τέτοιο ορίζεται σαν η αυξημένη δυνατότητα να μεταβολίζεται κάποια ουσία. Βέβαια μιας και αυτά τα ένζυμα δε δείχνουν εξειδίκευση για κάποια συγκεκριμένη ουσία, μπορεί να συνυπάρχει αντοχή  στο μεταβολισμό και άλλων ουσιών (διασταυρούμενη αντοχή).

Αναστολή μπορεί να συμβαίνει είτε λόγω ανταγωνισμού της δέσμευσης της ουσίας στο ένζυμο, είτε λόγω αδρανοποίησης της δράσης του ενζύμου από χημική παρεμπόδιση ή μείωση του ρυθμού σύνθεσης του ενζύμου.

     
Συναγωνιστική αναστολή συμβαίνει όταν ένα υπόστρωμα για το Ρ-450 βρίσκεται σε μεγαλύτερη συγκέντρωση από τη Km του ενζύμου  για την ουσία. Το ένζυμο υφίσταται κορεσμό από το υπόστρωμα και έτσι δε μπορεί να μεταβολίσει ικανοποιητικά την ουσία. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι η αλληλεπίδραση της αιθανόλης με βαρβιτουρικά. Παρουσία μεγάλης συγκέντρωσης αιθανόλης, το Ρ-450 κορένυται και έτσι δε μπορεί να μεταβολίσει τα βαρβιτουρικά, οδηγώντας σε συσσώρευση των βαρβιτουρικών σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις που ίσως να είναι τοξικές. Σε λίγες περιπτώσεις, ο μεταβολισμός των ξενοβιοτικών ουσιών μπορεί να οδηγήσει σε ενεργοποίηση  μιας αδρανούς ουσίας. Ένα παράδειγμα είναι ο μεταβολισμός του βενζοπυρενίου από το κυτόχρωμα Ρ-450, από μία ανενεργή μορφή σε μία μορφή που είναι  καρκινογόνος καθώς αντιδρά με το DNA oοδηγώντας σε μεταλλάξεις. Άλλες φορές η ενεργοποίηση είναι  επιθυμητή στη θεραπευτική καθώς ένα ανενεργό φάρμακο (pro-drug) μετατρέπεται σε ενεργή μορφή μέσα στον οργανισμό του ζώου (π.χ. οι αλκυλιωτικές ουσίες που χρησιμοποιούνται σαν αντικαρκινικά φάρμακα).

Παραδείγματα μεταβολισμού ξενοβιοτικών ουσιών

1)  Φάρμακα που μεταβολίζονται από το σύστημα Ρ-450.

Α. Φάρμακα που δεν είναι ούτε επαγωγείς, ούτε αναστολείς και μεταβολίζονται σε μη τοξικά προϊόντα.

i) Διαζεπάμη (ηρεμιστικό)

ii)   Μετρονιδαζόλη (αντιπρωτοζωϊκό)

B.  Eπαγωγείς

i)  Φαινοβαρβιτάλη (αντιεπιληπτικό)

ii)  Ριφαμπικίνη (αντιφυματικό)

iii)  Αιθανόλη

iv)  Καπνός του τσιγάρου 

   Γ. Αναστολείς

i)  Συναγωνιστικοί 

 α) Φαινοβαρβιτάλη 

 β) Αιθάλη 

ii)  Aδρανοποιητές

 α) Χλωροαμφενικόλη (αντιβιοτικό)

 β) Σιμετιδίνη (κατά του έλκους στομάχου)

 γ) Ισονιαζίδη (αντιφυματικό)

  Δ. Μεταβολιζόμενα σε τοξικά παράγωγα

i)  Aκεταμινοφαίνη (αντιπυρετικό, ηπατο- και νεφροτοξικότητα)

ii)  Ναφθαλένιο (καπνός, νέκρωση ιστού)

iii)  Τετραχλωράνθρακας (διαλύτης, ηπατοτοξικό)

iv)  Παραθείον (εντομοκτόνο, αντιχολινεστερασικό)

v)  Βενζοπυρένιο (καπνός, καρκινογόνο)

vi)  Κοκαϊκη (τοπικό αναισθητικό, ηπατοτοξικότητα)

2)  Υποστρώματα για την Αλκοολική Δευδρογενάση

     Α. Αιθανόλη

     Β. ΄Ενυδρη χλωράλη (υπνωτικό)

     Γ. Βενζυλική αλκοόλη (συντηρητικό)*

     Δ. Μεθανόλη (συστατικό αντιψυκτικού)*

     Ε. Αιθυλενογλυκόλη

           * μεταβολίζονται σε τοξικά παράγωγα.

3)  Υποστρώματα για εστεράσες του ορού 

    Α. Προκαϊνη (τοπικό αναισθητικό)

    Β. Σουκινυλοχολίνη (μυοχαλαρωτικό)

4.  Φάρμακα που ανάγονται από την εντερική χλωρίδα

     Α. Προντοσίλη (σουλφοναμίδιο)

     Β. Χλωραμφενικόλη (αντιβιοτικό)

      Οι παρακάτω αντιδράσεις απεικονίζουν ορισμένες μεταβολικές διεργασίες. Έχουν αριθμηθεί σύμφωνα με τη παραπάνω αρίθμηση.

    1. Α. i. Διαζεπάμη.  Είναι ηρεμιστικό. Ο μεταβολισμός της περιλαμβάνει οξειδωτική απομεθυλίωση ακολουθούμενη από υδροξυλιωση σε οξαζεπάμη. Η οξαζεπάμη ενώνεται με γλυκουρονικό, δίνοντας τον κύριο   μεταβολίτη των ούρων γλυκουρονίδιο της οξαζεπάμης. Η διαζεπάμη και η απομεθυλιωμένη μορφή της εμφανίζονται στο αίμα και είναι και οι δύο ενεργές. Η οξαζεπάμη ανιχνεύεται σε μικρά ποσά γιατί συζευγνύεται αμέσως μόλις δημιουργείται και απεκκρίνεται. Επίσης επειδή παρουσιάζει αυτή τη γρήγορη απομάκρυνση, χρησιμοποιείται και ως ηρεμιστικό  βραχείας διάρκειας. 
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1. Α. ii) H Mετρονιδαζόλη χρησιμοποιείται στη θεραπεία πρωτοζωικών λοιμώξεων. Ζώα που υποβάλλονται ταυτόχρονα σε θεραπεία με φαινοβαρβιτάλη χρειάζονται μεγαλύτερες δόσεις μετρονιδαζόλης λόγω αυξημένης αδρανοποίησης από υδροξυλίωση. 
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1. Β. i και 1. Γ. i. α. Η φαινοβαρβιτάλη  είναι ένα αντιεπιληπτικό που μεταβολίζεται από το κυτόχρωμα Ρ-450. Επίσης είναι ισχυρός επαγωγέας του. Μια υδροξυλομάδα προστίθεται στο φαινολικό δακτύλιο, η οποία στη συνέχεια συζευγνύεται με θειική ομάδα. 
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1. Δ. i. H ακεταμινοφαίνη, είναι ένα αντιπυρετικό αναλγητικό, που συνήθως συζευγνύεται με θεϊκό ή γλυκουρονικό, δημιουργώντας αδρανή προϊόντα. Με μεγάλες δόσεις  ένα τρίτο προϊόν δημιουργείται η Ν-υδροξυακεταμινοφαίνη. Αυτό το παράγωγο δημιουργεί ένα τοξικό ενδιάμεσο το οποίο στη συνέχεια αδρανοποιείται με σύζευξη με γλουταθειόνη.
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1. Γ. ii. a., 4. B.  H χλωρομφενικόλη είναι ένα αντιβιοτικό που μεταβολίζεται με τουλάχιστον τρεις τρόπους: α) αναγωγή της νιτρομάδας από την εντερική χλωρίδα, β) γλυκουρονυλίωση στο ήπαρ και γ) οξείδωσε σε χλωριούχο οξαμύλιο στο ήπαρ. Το τελευταίο αδρανοποιεί το Ρ-450.
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1. Δ. iii. O τετραχλωράνθρακας ανάγεται από το Ρ-450 σε CL- και σε μια ενδιάμεση ρίζα η οποία στη συνέχεια δημιουργεί ρίζες λιπαρών οξέων που οδηγούν το ήπαρ σε νέκρωση. Ουσίες όπως η φαινοβαρβιτάλη που επάγει το Ρ-450 αυξάνει την ηπατοτοξικότητα του τετραχλωράνθρακα.
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1. Δ. ii.  H μετατροπή του ναφθαλενίου σε εποξείδιο του ναφθαλενίου είναι ένα παράδειγμα οξείδωσης πολυκυκλικών αρωματικών υδρογονανθράκων. Το εποξείδιο εκτός του ότι αντιδρά με γλουταθειόνη όπως φαίνεται, μπορεί να ενυδατωθεί δημιουργώντας μια διόλη, η οποία μπορεί να δράση σαν μεταλλαξιγόνο. Η δημιουργία εποξειδίου είναι επίσης ένα ενδιάμεσο στάδιο στη μετατροπή του βενζοπυρενίου σε καρκινογόνο.
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1. Δ. iv. To παραθείον είναι ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο εντομοκτόνο, αλλά και υπεύθυνο για πολλές δηλητηριάσεις συνήθως μη ηθελημένες. Το αποθειωμένο παράγωγό του, παραοξόν, είναι ένας ισχυρός αναστολέας της ακετυλοχολινεστεράσης.
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2. Γ. Η βενζυλική αλκοόλη χρησιμοποιείται σαν συντηρητικό σε διαλύματα αλάτων. Σε νεογνά ο μεταβολισμός του βενζοϊκού οξέος σε βενζογλυκίνη δεν είναι ταχύς ώστε να προλαμβάνει  την οξέωση μετά από χορήγηση βενζυλικής αλκοόλης. Αυτό μπορεί να οδηγήσει στο θάνατο του νεογέννητου ζώου. Στους πιθήκους η μεθανόλη μετατρέπεται σε φορμικό οξύ από παρόμοιο μεταβολικό δρόμο με τον παραπάνω. Η δημιουργούμενη οξέωση μπορεί να οδηγήσει σε τύφλωση και θάνατο. Η αιθανόλη προλαμβάνει την τοξικότητα από μεθανόλη, πιθανότατα συναγωνιζόμενη τη μεθανόλη από οξείδωση μέσω της αλκοολικής δευδρογενάσης. Η αλκοολική δευδρογενάση επίσης καταλύει την αναγωγή in vivo της ένυδρης χλωράλης σε  τριχλωροαιθανόλη που είναι υπνωτικό. 
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4. Α. Η προντοσίλη έχει αντιβακτηριακή δράση in vivo. Kαι αυτό γιατί ανάγεται από την εντερική χλωρίδα σε σουλφανιλαμίδιο που είναι αντιβακτηριακό.
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Παράγοντες που επηρεάζουν το μεταβολισμό των φαρμάκων

                             →συναγωνιστικοί
1.   Αναστολείς 

                            → μη συναγωνιστικοί 

2. Επαγωγείς: γενικά επάγουν τα ένζυμα της φάσης Ι και ορισμένες φορές της φάσης ΙΙ (π.χ. αυξάνουν το επίπεδο της γλυκουρονυλίωσης).

3.  Ηλικία.

4.  Ασθένεια ή δυσλειτουργία του ήπατος

5.  Φύλο (π.χ. τα αρσενικά ποντίκια τείνουν να μεταβολίζουν γρηγορότερα από τα θηλυκά) 

6.  Ασθένεια

7.  Διαφορές μεταξύ των ειδών   → ποιοτικές (λείπουν ένζυμα)

                                                    → ποσοτικές (διαφορετικά επίπεδα ορισμένων 

                                                      ενζύμων)

ΘΕΩΡΙΑ ΥΠΟΔΟΧΕΩΝ

     
Η θεωρία της κινητικής της αλληλεπίδρασης ξενοβιοτικών - υποδοχέα, έχει προκύψει  κύρια από τη μελέτη των ενζυμικών αντιδράσεων (αλληλεπίδραση υποστρώματος - ενζύμου) και υπακούει στις βασικές αρχές της δράσης των μαζών. Ο όρος υποδοχέα αναφέρεται σε ένα συγκεκριμένο κυτταρικό συστατικό που δεσμεύει το ξενοβιοτικό μόριο, από το οποίο θα πρέπει να καταληφθεί προκειμένου να ασκηθεί μια δράση. Λέγοντας δράση θα πρέπει να διευκρινίσουμε ότι τις περισσότερες φορές η έννοια της τοξικότητας είναι σχετική και η δόση είναι εκείνη η οποία μπορεί να διαφοροποιήσει ένα ξενοβιοτικό μόριο σαν ακίνδυνο ή τοξικό. Υπάρχει μια μεγάλη ποικιλία  υποδοχέων (π.χ. μεμβρανικές πρωτεΐνες, ένζυμα, κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες, νουκλεϊνικά οξέα, κ.λπ.) ανάλογα με τον τύπο της ουσίας και τον μηχανισμό δράσης της. Σε ορισμένες περιπτώσεις η δέσμευση της ουσίας  στον υποδοχέα , ενεργοποιεί μια σειρά από μεταβολικές αλλαγές στο κύτταρο που συχνά περιγράφονται σαν ‘’δευτερογενή μηνύματα’’ (second messengers) και στα οποία οφείλεται τελικά το τοξικό αποτέλεσμα. Είναι συχνό το φαινόμενο  ένας τύπος κυττάρου να περιέχει πρωτεΐνες δέσμευσης που δεν είναι υποδοχείς, όμως συγκεντρώνουν το ξενοβιοτικό μόριο στο κύτταρο (acceptor proteins) και έτσι διευκολύνεται η σύνδεσή του με τον υποδοχέα. Μόρια που αποδεδειγμένα διαθέτουν εξειδικευμένους υποδοχείς στο κύτταρο υπάρχουν πολλά. Χαρακτηριστικά αναφέρονται οι διοξίνες και οι ξενοοιστρογόνες ουσίες στις οποίες ανήκουν πολλά φυτοφάρμακα, πλαστικοποιητές , χρώματα κλπ

Ιδιότητες υποδοχέων:

   Οι υποδοχείς έχουν ορισμένες παρόμοιες ιδιότητες με τα ένζυμα.

i)  Χημική εξειδίκευση για ξενοβιοτικά μόρια

ii)  Εμφανίζουν τα φαινόμενα του κορεσμού και του συναγωνισμού (competition) για ουσίες.

iii)  Συγγένεια για ουσίες.

    Ακόμη κάποιες άλλες που έχουν σχέση με το αποτέλεσμα της δέσμευσης με την ουσία, όπως

iv)  Φαινόμενο αγωνισμού και ανταγωνισμού για ουσίες.

    
 Ο αγωνιστής είναι μια ουσία που δίνει μια θετική απάντηση. Μια ουσία μπορεί να είναι ‘’πλήρης’’ αγωνιστής, που σημαίνει ότι μπορεί να δώσει το μέγιστο αποτέλεσμα σε κάποια συγκέντρωση, ή ‘’μερικός’’ αγωνιστής που δίνει πάντα λιγότερο από το μέγιστο αποτέλεσμα, ανεξάρτητα της συγκέντρωσης. Ο ανταγωνιστής εμποδίζει τη δράση του  αγωνιστή. Στην πιο απλή περίπτωση μια ουσία-αγωνιστής (D) δεσμεύεται αντιστρεπτά στον υποδοχέα του (R) για να παραγάγει ένα αποτέλεσμα που είναι ανάλογο του αριθμού των υποδοχέων που  καταλαμβάνονται από την ουσία (DR).
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   Σε  ισορροπία : Κ1 [D] [R] = K2 [DR] ή  
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 Η σταθερά ΚD λέγεται και σταθερά αποδέσμευσης (dissosiation constant) και είναι μια έννοια ανάλογη της Km (σταθερά Μichaelis-Menden) για τα ένζυμα. Από την παραπάνω σχέση και από τη γραφική παράσταση  παρακάτω φαίνεται ότι καθώς η συγκέντρωση  της ουσίας [D] αυξάνεται για να μπορέσει να κορέσει τους υποδοχείς [R] προκειμένου να επιτευχθεί  το αποτέλεσμα, υπάρχει μια τιμή της [D] όπου οι μισοί  υποδοχείς έχουν καταληφθεί  από την ουσία [DR] και οι άλλοι μισοί όχι. Η συγκέντρωση της ουσίας όπου παρατηρείται το παραπάνω αντιστοιχεί στην ΚD. 
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Mία  άλλη μέθοδος που παρέχει περισσότερες πληροφορίες για την αλληλεπίδραση ουσίας-υποδοχέα είναι η καμπύλη του Scatchard (Scatchard plot). Προκειμένου να κατασκευαστεί αυτή η καμπύλη, χρησιμοποιούνται αρκετές συγκεντρώσεις ουσίας και απεικονίζεται η σχέση: 
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 Μια τέτοια ανάλυση επιτρέπει τον υπολογισμό και της συγγένειας της ουσίας για τον υποδοχέα, αφού η KD εκφράζει τη συγγένεια, αλλά και τον αριθμό ή συγκέντρωση υποδοχέων που υπάρχει σε ένα ιστό που μελετάμε (Βmax). Τα τελευταία χρόνια με την ύπαρξη στο εμπόριο ραδιοεπισημασμένων φαρμάκων και ορμονών μπορεί να μετρηθούν επίπεδα υποδοχέων μέχρι και 5 femto moles / mg κυτταρικής πρωτεΐνης (1 fernto mole = 10-15 moles).

ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ

ΕΙΣΑΓΩΓΗ


Πριν από μερικές δεκαετίες, οι διάφοροι επιστήμονες προσπαθούσαν να δώσουν ένα ορισμό ή μια εξήγηση του καρκίνου, με συνέπεια να αναπτυχθούν διάφορες θεωρίες σχετικά με την καρκινογένεση. Είναι χαρακτηριστικό ότι  τις 2-3 τελευταίες δεκαετίες, κάθε αναφορά στο θέμα περιέχει σχεδόν απαραίτητα, όρους του τύπου ‘’προς’’, ‘’προσέγγιση’’, ‘’προσπάθεια να’’, όρους δηλαδή που σαφώς παραπέμπουν στην ιδέα ότι βρισκόμαστε ‘’καθ΄ οδόν’’. Όσο  και αν αυτό φαίνεται αντιφατικό, το γεγονός αυτό είναι αποτέλεσμα της τεράστιας συσσώρευσης γνώσης γύρω από το πρόβλημα. Κι΄ αυτό γιατί όταν η γνώση συσσωρεύεται χωρίς να λύνει ένα πρόβλημα, αναπόφευκτα παράγει σκεπτικισμό και μετριοπάθεια, τουλάχιστον σε επιστήμονες με επαρκές φορτίο αυτογνωσίας.

    
 Ο σκεπτικισμός αυτός αφορά τις γενικότερες μεταβολικές διεργασίες μέσω των οποίων ένα κύτταρο μετατρέπεται σε καρκινικό, γίνεται δε ακόμα εντονότερος όταν αντιμετωπίζει κανείς τον καρκίνο σαν ένα φαινόμενο σε επίπεδο οργανισμού. Στην περίπτωση  αυτή οι παράμετροι που υπεισέρχονται  αυξάνονται δραματικά, καθιστώντας τη δυνατότητα πρότασης ενός μοντέλου εξαιρετικά δύσκολη. Έτσι, τα τελευταία χρόνια, επικρατεί μάλλον η πρακτική να παρουσιάζονται ευρήματα που δίνουν πληροφορίες για την καρκινογένεση, χωρίς όμως να εμφανίζουν αυτές σαν στοιχεία που εξηγούν τον καρκίνο ή αποτελούν έστω τη βάση για ένα ολοκληρωμένο μοντέλο καρκινογένεσης.

   
 Ιστορικά, τα πρώτα σοβαρά στοιχεία για την κατανόηση κάποιων μεταβολικών δρόμων μέσω των οποίων δρουν οι μηχανισμοί της καρκινογένεσης, άρχισαν να παρουσιάζονται στη δεκαετία του 1960. Αυτά ήταν αποτέλεσμα της μακρόχρονης εργασίας πάνω στη δροσόφιλα, αφού αποδείχτηκε ότι οι ακτίνες Χ, οι οποίες ήταν γνωστό ότι επάγουν τον καρκίνο στον άνθρωπο, προκαλούν γενετικές βλάβες στο γένωμά της. Αυτά τα ευρήματα  συνέδεσαν τις μεταλλάξεις με την καρκινογένεση. Αυτό επιβεβαιώθηκε  παραπέρα με τα σημαντικά πειράματα του Β. Ames  γύρω από τη δράση των χημικών μεταλλαξιγόνων ουσιών και της δυνατότητάς τους να προκαλούν καρκίνο στα θηλαστικά.  Έτσι καθιερώθηκε σαφώς η άποψη ότι στα καρκινικά κύτταρα πρέπει να υπάρχουν μεταλλαγμένα γονίδια, τα οποία είναι βασικά για τον προγραμματισμό  των διεργασιών που θα οδηγήσουν στον καρκίνο. Σχεδόν ταυτόχρονα, σημειώθηκε ένας άλλος σταθμός στην προσπάθεια κατανόησης της καρκινογένεσης. Αυτός αφορούσε τους ογκογόνους ιούς και την ικανότητά τους να μεταμορφώνουν καλλιεργούμενα κύτταρα σε καρκινικά, όπως δείχτηκε με τα κλασικά πειράματα των R. Dulbeco  και L. Sachs.

     
Οι εργασίες που ακολούθησαν σ΄ αυτόν τον τομέα, κυρίως μετά τις νέες τεχνικές που αναπτύχθηκαν όπως η ‘’transfection’’, έδωσαν σημαντικά στοιχεία. Έτσι, αποδείχτηκε ότι η είσοδος ενός μικρού σχετικά κομματιού  DNA (σε ένα μάλιστα αντίγραφο) στο γένωμα του κυττάρου, μπορεί να αποδειχτεί επαρκής ενορχηστρωτής των διαδικασιών που οδηγούν στη μεταμόρφωση ενός κυττάρου και την ανάπτυξη νεοπλασίας.

    
 Τα πειράματα αυτά, αναπόφευκτα οδήγησαν στην αντίληψη ότι πιθανόν να υπάρχουν περιοχές στο DNA του κυττάρου που θα μπορούσαν να λειτουργήσουν  με παρόμοιο τρόπο και να εξηγήσουν λ.χ. τη χημική καρκινογένεση. Πειράματα προς αυτήν την κατεύθυνση έδειξαν  ότι καρκινογόνα μπορούν να εισέλθουν στο κύτταρο και να επαγάγουν καρκινογένεση μέσω δημιουργίας μεταλλαγμένων αλληλόμορφων, προϋπαρχόντων κυτταρικών γονιδίων. Φάνηκε δε σαν πολύ πιθανό ότι ένα μόνο γονίδιο ή ένας μικρός αριθμός γονιδίων απαιτείτο να μεταλλαχθεί  για να προκληθεί μεταμόρφωση του κυττάρου.

    
 Οι μελέτες, από την άλλη μεριά, με ρετροϊούς έδωσαν σημαντικά στοιχεία για την κατανόηση των μηχανισμών της καρκινογένεσης. Ανάμεσα σ΄ αυτά, βασική ήταν η ιδέα για τα πρωτοογκονίδια, που προϋπάρχουν μέσα στο κύτταρο που μολύνθηκε με ιό, με βάση κυρίως τα κλασικά πειράματα των Varmus  και Bishop .

   
  Γρήγορα, μετά την οριστική καθιέρωση της σημασίας των πρωτοογκογονιδίων σαν εν δυνάμει παραγόντων καρκινογένεσης, έγινε φανερό ότι η ενεργοποίησή τους δεν γίνεται μόνο από ιούς που φέρουν το αντίστοιχο γονίδιο αλλά και από άλλους παράγοντες, όπως χημικά καρκινογόνα. Σχεδόν ταυτόχρονα όμως και, χάρη στη βοήθεια από τη γενετική μηχανική και τον κλονισμό των γονιδίων, έγινε φανερό ότι τα λεγόμενα ογκογονίδια είναι στην  πραγματικότητα κανονικά γονίδια του κυττάρου, που μπορούν να μετατραπούν σε ενεργούς παράγοντες νεοπλασίας με πολύ μικρές αλλαγές στη δομή τους. Έτσι, π.χ. υποκατάσταση μιας απλής βάσης (μέσω μιας σημειακής μετάλλαξης) σε ένα γονίδιο 6.000 βάσεων, μπορεί να προκαλέσει αυτή τη μεταβολή .

      
 Ο ενθουσιασμός όμως από την ανακάλυψη ότι μια σημειακή μετάλλαξη  μπορεί να εξηγήσει την καρκινογένεση δεν κράτησε πολύ. Απεδείχθη  τελικά ένα γεγονός υπερβολικά απλό για να εξηγήσει ένα τόσο πολύπλοκο βιολογικό φαινόμενο όπως ο καρκίνος. Πραγματικά, μια σημειακή μετάλλαξη σε ένα κύτταρο του ουροθηλίου π.χ. (όπου είχαν γίνει και τα περισσότερα πειράματα) μπορεί, θεωρητικά, να προσδώσει σε ένα ογκογονίδιο δυνατότητες καρκινογένεσης.


 Όμως στην πράξη αυτό σπάνια συμβαίνει. Γρήγορα έγινε φανερό ότι (ευτυχώς για τον οργανισμό) ένα κύτταρο για να φτάσει να γίνει πλήρως καρκινικό,  πρέπει να περάσει από ένα αριθμό  σταδίων και να υπερπηδήσει μια σειρά εμποδίων. Για να γίνει αυτό φαίνεται  πως χρειάζεται  η έκφραση  δύο ή περισσοτέρων ογκογονιδίων, όπως έδειξαν  τα πειράματα του Weinberg και πολλών  άλλων που ακολούθησαν. Το γεγονός αυτό, σύμφωνα με τον Weinberg αντανακλά την πολυπλοκότητα των κυκλωμάτων που ρυθμίζουν την ανάπτυξη του κυττάρου, και τα οποία είναι προφανώς έτσι δικτυωμένα ώστε μια απλή διαταραχή σε ένα σημείο, αδυνατεί να αποδιοργανώσει. 


Η καρκινογενετική διαδικασία προϋποθέτει βλάβη στο γενετικό υλικό των κυττάρων. Τρεις βασικές κατηγορίες βλαπτικών παραγόντων ξεχωρίζουν: χημικές ουσίες, ακτινοβολία και ογκογόνοι ιοί (1). Από αυτούς, η επίδραση χημικών ουσιών και ακτινοβολίας αποδεδειγμένα προκαλούν καρκίνο στον άνθρωπο. Οι ογκογόνοι ιοί, σαφώς συσχετίζονται με την ανάπτυξη καρκίνου σε πειραματόζωα, ενώ έχουν ενοχοποιηθεί για την ανάπτυξη ορισμένων καρκίνων και στον άνθρωπο. Παρόλο που θα συζητηθούν ξεχωριστά, θα πρέπει να σημειωθεί ότι για τη μετατροπή ενός κυττάρου σε καρκινικό, συνήθως επιδρούν περισσότεροι από έναν βλαπτικοί παράγοντες που ανήκουν σε διαφορετικές κατηγορίες, σε συνδυασμό ή διαδοχικά.

1. ΧΗΜΙΚΗ ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ


Εκατοντάδες χημικές ουσίες έχει αποδειχθεί ότι προκαλούν καρκίνο σε πειραματόζωα και σύμφωνα με επιδημιολογικές μελέτες, έχουν συσχετισθεί με την ανάπτυξη καρκίνου στον άνθρωπο (2). Οι ενώσεις αυτές, εμφανίζουν εξαιρετικά μεγάλη ποικιλία στην χημική τους δομή και μπορεί να είναι φυσικές ή συνθετικές χημικές ενώσεις. Μερικές από αυτές είναι άμεσα δραστικές, αλλά οι περισσότερες φαίνεται ότι έχουν έμμεση δράση, μετά από την ενεργοποίησή τους μέσω του μεταβολισμού τους. Αυτές ονομάζονται προκαρκινογόνα, οι δε ενεργοί μεταβολίτες τους, τελικά καρκινογόνα. Τα χημικά καρκινογόνα, και αυτά που δρουν άμεσα και τα τελικά καρκινογόνα, είναι εξαιρετικά ηλεκτρόφιλες ενώσεις που αντιδρούν με τα πλούσια σε ηλεκτρόνια μόρια του RNA, των κυτταρικών πρωτεϊνών και κυρίως με του DNA. Η καρκινογόνος δράση ορισμένων χημικών καρκινογόνων αυξάνει με τη συνεργιστική δράση άλλων ουσιών, που από μόνες τους έχουν μικρή ή καθόλου καρκινογόνο δράση. Οι ουσίες αυτές, ονομάζονται προαγωγείς. Τέλος, αρκετά χημικά καρκινογόνα πρέπει να συγχορηγηθούν με άλλους καρκινογόνους παράγοντες (π.χ. ακτινοβολία ή ογκογόνους ιούς), για να προκαλέσουν νεοπλασματική εξαλλαγή.

Χημικά καρκινογόνα με άμεση δράση

Συνήθως έχουν ήπια καρκινογενετική δράση αλλά είναι σημαντικά διότι μερικά από αυτά χρησιμοποιούνται σήμερα στη θεραπεία του καρκίνου  (όπως οι αλκυλιωτικοί παράγοντες) και γι' αυτό προδιαθέτουν στην ανάπτυξη άλλων μορφών καρκίνου, κυρίως λευχαιμιών.

Χημικά καρκινογόνα με έμμεση δράση

Όπως αναφέρθηκε, οι ενώσεις αυτές απαιτούν μεταβολική μετατροπή για να ενεργοποιηθούν. Μερικές από τις πιο γνωστές ενώσεις αυτής της κατηγορίας είναι:

 α) πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες (Π.Υ.). Παραδείγματος χάριν, το βεζανθρακένιο προκαλεί καρκίνο οπουδήποτε και αν εφαρμοσθεί. Σε τοπική χορήγηση στο δέρμα, προκαλεί ανάπτυξη καρκίνου του δέρματος. Ενέσιμο υποδορίως, προκαλεί ανάπτυξη ινοσαρκώματος. Οι πολυκυκλικοί υδρογονάνθρακες δημιουργούνται με την καύση οργανικών ενώσεων, όπως γίνεται με τον καπνό στο κάπνισμα. Ομοίως, Π.Υ. σχηματίζονται από τα ζωικά λίπη κατά το ψήσιμο στη σχάρα, ενώ ανευρίσκονται σε καπνιστά κρέατα και ψάρια. Το τελικό ενεργό μεταβολικό προϊόν αρκετών υδρογονανθράκων είναι διάφορα εποξείδια (epoxides) και διόλες εποξειδίων, που σχηματίζουν ομοιοπολικές ενώσεις (covalent adducts) με κυτταρικά μόρια, κυρίως με το DNA αλλά και  το RNA και πρωτείνες.

β) Αρωματικές αμίνες και αζω-χρωστικές. Οι περισσότερες από αυτές τις ενώσεις μετατρέπονται σε τελικά καρκινογόνα στο ήπαρ, μέσω του συστήματος του κυτοχρώματος P-450 και προκαλούν ηπατοκυτταρικά νεοπλάσματα στα πειραματόζωα.

γ) Νιτροζαμίνες και αμίδια. Χρήζουν ιδιαίτερης αναφοράς, διότι μπορούν να σχηματισθούν ενδογενώς στο όξινο περιβάλλον του στομάχου από νιτρώδη, που χρησιμοποιούνται σαν συντηρητικά των τροφών ή προέρχονται από τη δράση μικροβίων.

Άλλες χημικές ενώσεις όπως το βινυλοχλωρίδιο, οι ενώσεις του χρωμίου, τα εντομοκτόνα, τα πολυχλωριωμένα διφαινύλια (PCBs), οι ενώσεις του αρσενικού και του αμιάντου, αποτελούν παραδείγματα χημικών καρκινογόνων με τα οποία ο άνθρωπος μπορεί να έρθει σε επαφή σε εργασιακούς χώρους ή στο σπίτι.

Μηχανισμοί δράσης χημικών καρκινογόνων

Η δράση των χημικών καρκινογόνων σχετίζεται με την ικανότητά τους να προκαλούν μεταλλάξεις στα κύτταρα. Αναφέρθηκε επίσης ότι η καρκινογόνος δράση αρκετών χημικών καρκινογόνων αυξάνει με τη χορήγηση προαγωγέων. Δράση προαγωγέων εμφανίζουν οι ορμόνες, οι φαινόλες, διάφορα φάρμακα και οι εστέρες της φορβόλης (phorbolesters). Η χορήγηση των προαγωγέων θα πρέπει να ακολουθεί την χορήγηση του καρκινογόνου ενώ η δράση τους σχετίζεται με την επαγωγή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Για παράδειγμα, ο εστέρας tetra-decanoyl phorbol acetate (TPA), ένας από τους καλύτερα μελετημένους προαγωγείς, είναι ισχυρός ενεργοποιητής της πρωτεϊνικής κινάσης C, ενός ενζύμου σημαντικού στην οδό μετάδοσης μηνυμάτων στο κύτταρο (signal transduction pathway). O TPA επίσης προκαλεί έκκριση αυξητικών παραγόντων από διάφορα κύτταρα. Το αποτέλεσμα της δράσης του TPA είναι αύξηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού στα κύτταρα, με αποτέλεσμα τον κλωνικό πολλαπλασιασμό των μεταλλαγμένων κυττάρων, γεγονός που οδηγεί σε αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης επιπλέον μεταλλάξεων στα κύτταρα, και τη νεοπλασματική εξαλλαγή των κυττάρων. Ο ίδιος μηχανισμός ισχύει και για την προαγωγική δράση που εμφανίζουν οι ορμόνες, όπως και κάθε παράγοντας που προάγει τη μιτωτική δραστηριότητα των κυττάρων.

2. ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟΣ


Η ακτινοβολία από οποιαδήποτε πηγή και εάν προέρχεται (υπεριώδης, ηλιακή, ακτίνες Χ, πυρηνική αντίδραση, ραδιοϊσότοπα), είναι αποδεδειγμένα καρκινογόνος (3). Η καρκινογόνος δράση σχετίζεται με την πρόκληση γενετικών βλαβών (ρήξη χρωμοσωμάτων, χρωμοσωμικές μεταθέσεις, και σημειακές μεταλλάξεις). Επειδή το χρονικό διάστημα που μεσολαβεί από την ακτινοβόληση έως την ανάπτυξη καρκίνου είναι εξαιρετικά μεγάλο, φαίνεται ότι επιπρόσθετες βλάβες του γενετικού υλικού πρέπει να δράσουν αθροιστικά για την τελική νεοπλασματική μεταμόρφωση του κυττάρου. Η καρκινογόνος δράση της υπεριώδους ακτινοβολίας απαιτεί ιδιαίτερη έμφαση, διότι φωτίζει τη σημασία της αποκατάστασης των βλαβών του DNA, στην καρκινογενετική διαδικασία. Είναι γνωστό ότι η υπεριώδης ακτινοβολία σχετίζεται με την ανάπτυξη καρκίνου του δέρματος, ιδιαίτερα του μελανώματος, των βασικοκυτταρικών και ακανθοκυτταρικών καρκινωμάτων. Η υπεριώδης ακτινοβολία προκαλεί βλάβες στο DNA σχηματίζοντας διμερή πυριμιδίνης. Σε φυσιολογικά άτομα, η βλάβη αυτή αποκαθίσταται με τη δράση μιας σειράς ενζύμων ( DNA repair enzymes). Στα άτομα όμως που πάσχουν από Μελαγχρωματική Ξηροδερμία (Xeroderma Pigmentosum), ο μηχανισμός αποκατάστασης των συγκεκριμένων βλαβών είναι ελαττωματικός, με αποτέλεσμα τη γενετική προδιάθεση των ατόμων αυτών στην εμφάνιση καρκίνου του δέρματος. Τρεις άλλες παθήσεις συσχετίζονται με ελαττωματικό μηχανισμό αποκατάστασης των βλαβών του DNA (αταξία-τελαγγειεκτασία, αναιμία Fanconi και σύνδρομο Bloom) και δημιουργούν αυξημένη προδιάθεση στην ανάπτυξη διαφόρων τύπων καρκίνου.

3. ΟΓΚΟΓΟΝΟΙ ΙΟΙ ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟΣ


Ένας σημαντικός αριθμός DNA και RNA ιών, έχει αποδειχθεί ότι προκαλούν καρκίνο σε πειραματόζωα. Αντίθετα, μέχρι σήμερα, μικρός αριθμός ιών συσχετίζεται με την ανάπτυξη καρκίνου στον άνθρωπο (4).

Δύο τύποι RNA ιών ξεχωρίζουν όσον αφορά το μηχανισμό πρόκλησης καρκίνου :

α) Οι λεγόμενοι άμεσα ογκογόνοι (acute transforming) ιοί, που μεταφέρουν ιικό ογκογονίδιο ικανό να μεταμορφώσει τα κύτταρα π.χ. src, abl, myb.

β) Οι λεγόμενοι αργά μεταμορφωτικοί (slow transforming) ιοί, όπως ο ιός που προκαλεί την ανάπτυξη όγκων του μαστού σε ποντικούς (mouse mammary tumor virus, MMTV), δεν μεταφέρουν ογκογονίδιο αλλά η δράση τους σχετίζεται με την ενσωμάτωση του ιικού (proviral) DNA κοντά σε ένα κυτταρικό πρωτοογκογονίδιο. Κάτω από την επίδραση ενός ισχυρού προαγωγέα του ιού, το γειτονικό φυσιολογικό ( πρωτοογκογονίδιο) ή μεταλλαγμένο (ογκογονίδιο) υπερεκφράζεται. Ο μηχανισμός αυτός ονομάζεται μετάλλαξη από εμφιλοχώρηση ξένου DNA (insertional mutagenesis).

Αντίθετα, οι DNA ιοί σχηματίζουν σταθερή σχέση με το γένωμα του ξενιστή κυττάρου. Ο ενσωματωμένος ιός δεν μπορεί να ολοκληρώσει τον κύκλο ζωής του, επειδή τα γονίδια του ιού που είναι σημαντικά γι’ αυτό, έχουν αλλοιωθεί κατά την ενσωμάτωση του ιικού DNA. Τα γονίδια που είναι υπεύθυνα για την καρκινική εξαλλαγή του κυττάρου ξενιστή, μεταγράφονται πρώιμα κατά τον κύκλο ζωής του ιού και εκφράζονται στα μεταλλαγμένα κύτταρα.

4. ΘΕΩΡΙΑ ΤΟΥ ΠΟΛΥΣΤΑΔΙΑΚΟΥ ΜΟΝΤΕΛΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗΣ


Με βάση τα αποτελέσματα από πειραματικά μοντέλα σε πειραματόζωα, επιδημιολογικές μελέτες σε ανθρώπινους καρκίνους και τις πρόσφατες μελέτες της έρευνας των ογκογονιδίων, έχει αποδειχθεί ότι η μετατροπή ενός φυσιολογικού κυττάρου σε καρκινικό κύτταρο με ικανότητα μετάστασης και διήθησης σε παρακείμενο ιστό, δεν αποτελεί διαδικασία ενός σταδίου (5). Το πολυσταδιακό μοντέλο καρκινογένεσης φαίνεται να περιλαμβάνει την ανάπτυξη διάφορων φαινοτυπικών αλλοιώσεων, όπως την απώλεια της ικανότητας του κυττάρου να φτάσει σε τελική διαφοροποίηση (6,7), την απώλεια της ρύθμισης του πολλαπλασιασμού (8) ή της αναστολής πολλαπλασιασμού εξ’επαφής, την απώλεια της ικανότητας να επικοινωνεί με τα γειτονικά κύτταρα (9) και την ικανότητα να διηθεί και να μεθίσταται (10). Η καρκινική μάζα είναι μονοκλωνικής προέλευσης, από ένα αρχικά εξαλλαγμένο καρκινικό κύτταρο (11). Ωστόσο, ο κλωνικός πολλαπλασιασμός κατά τη διάρκεια της πολυσταδιακής καρκινογενετικής διαδικασίας, προκαλεί την ανάπτυξη πολλών διαφορετικών φαινοτύπων μέσα στον όγκο, πιθανότατα μέσω επιπλέον γενετικών ή επιγενετικών αλλοιώσεων (12). Το πολυσταδιακό μοντέλο καρκινογένεσης φαίνεται ότι περιλαμβάνει τρία στάδια, που στηρίζονται σε διαφορετικούς μηχανισμούς εξέλιξης.       

α) Ο βασικός μηχανισμός που διέπει το πρώτο στάδιο (initiation) της καρκινογενετικής διαδικασίας, είναι η πρόκληση μεταλλάξεων σε ένα κύτταρο προγενήτορα (stem cell) (13). Kάτω από την επίδραση ενός μεταλλαξιγόνου παράγοντα, προκαλείται μετάλλαξη, πιθανότατα σε γονίδια που σχετίζονται με την ικανότητα του κυττάρου να φτάσει σε τελική διαφοροποίηση (14), δίνοντας γένεση σε ένα κύτταρο που έχει την ικανότητα συνεχούς αυτοανανέωσης (self renewal) ή αλλιώς ένα κύτταρο, που κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες μπορεί να εκτελεί μεγαλύτερο αριθμό μιτώσεων(15), από ότι κανονικά θα έκανε.

β) Ο βασικός μηχανισμός που διέπει το δεύτερο στάδιο (προαγωγή ή promotion) της καρκινογενετικής διαδικασίας, είναι ο κλωνικός πολλαπλασιασμός των αρχικά μεταλλαγμένων-μυημένων (initiated) κυττάρων μέσω επίδρασης παραγόντων που προάγουν την μίτωση (προαγωγείς) (16). Το στάδιο αυτό είναι αντιστρεπτό με την απόσυρση του μιτογόνου παράγοντα. Καθώς το μυημένο (initiated) κύτταρο διαιρείται, όταν πλησιάζει στην κυτταρική διαίρεση που κανονικά θα πέθαινε ας πούμε την 40η , και προχωρά στην 41η, 42η κλπ, προστίθενται γενωμικές βλάβες στα κύτταρα απογόνους οι οποίες κανονικά δεν θα γίνονταν αφού τα κύτταρα θα πέθαιναν στην 40η διαίρεση. Οι γενωμικές βλάβες είναι ραγδαίες μιας και η γενωμική αστάθεια μετά την κρίσιμη 40η διαίρεση αυξάνεται δραματικά. Από τα κύτταρα που προκύπτουν κάποιο και μόνο ένα αποκτά μια κρίσιμη μετάλλαξη η οποία και το μετατρέπει στο πρώτο προκαρκινικό κύτταρο.

γ) Στο τρίτο στάδιο (προόδου ή progression), το μεταλλαγμένο και εξαρτώμενο από τον προαγωγέα κύτταρο, μετατρέπεται σε ένα καρκινικό, ανεξάρτητο από προαγωγέα, κύτταρο. Φαίνεται ότι κάτω από τη συνεχή μιτογόνο επίδραση του προαγωγέα, κάποιο κύτταρο εμφανίζει επιπλέον γενετικές μεταλλάξεις που αθροιστικά δίνουν τον καρκινικό φαινότυπο (17). Τα αποτελέσματα των ερευνών δείχνουν ότι τουλάχιστον δύο γενετικές βλάβες είναι απαραίτητες για την καρκινική εξαλλαγή και υπάρχουν αρκετές ενδείξεις, ότι η δεύτερη βλάβη αφορά απάλειψη αντιογκογονιδίων (18). Βέβαια, φαίνεται ότι στην ανάπτυξη των περισσότερων καρκίνων είναι απαραίτητες περισσότερες από δύο γενετικές βλάβες (19). Συχνά οι φάσεις της προαγωγής/προόδου περιγράφονται σαν μια κοινή φάση που τελικά ίσως να είναι και πιο κοντά στην πραγματικότητα.
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 ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ - ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ


Όπως αναφέρθηκε, οι βλάβες στο γενετικό υλικό των κυττάρων αποτελούν την καρδιά της καρκινογενετικής διαδικασίας (1). Επίσης αναφέρθηκε ότι η καρκινογένεση ακολουθεί ένα πολυσταδιακό μοντέλο ανάπτυξης, όπου τουλάχιστον δύο γεγονότα (2) είναι απαραίτητα για τη μεταμόρφωση του κυττάρου. Τα γονίδια που εμπλέκονται στην καρκινογένεση αποδείχθηκε (και σε αρκετές περιπτώσεις με ανορθόδοξο τρόπο), ότι είναι σημαντικά στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, διαφοροποίησης και κυτταρικού θανάτου, δηλαδή, ρυθμίζουν την ισορροπία του αριθμού και της λειτουργικότητας ενός κυτταρικού πληθυσμού.

ΚΑΤΗΓΟΡΙΕΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ


Θα μπορούσαμε να ξεχωρίσουμε τρεις βασικές κατηγορίες γονιδίων, που αποτελούν τους στόχους γενετικών μεταλλάξεων που σχετίζονται με την καρκινογένεση:

α) γονίδια που προάγουν τον πολλαπλασιασμό (growth promoting protooncogenes) που συμπεριφέρονται σαν κυρίαρχα γονίδια, μιας και τα μεταλλαγμένα αλλήλια μπορούν να μεταμορφώσουν τα κύτταρα παρουσία των φυσιολογικών αλληλίων (3).

β) γονίδια που αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό ή αντιοογκογονίδια (suppressor genes) που η συμμετοχή τους στη μεταμόρφωση του κυττάρου προϋποθέτει βλάβη και στα δύο αλλήλια.

γ) γονίδια που ρυθμίζουν την απόπτωση ή προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (programmed cell death) που ανάλογα, μπορεί να συμπεριφέρονται σαν κυρίαρχα γονίδια όπως τα ογκογονίδια ή σαν αντιογκογονίδια.

Μία επιπλέον κατηγορία γονιδίων που επίσης συσχετίζεται με την καρκινογένεση, αφορά τα γονίδια που είναι υπεύθυνα για τη σύνθεση ενζύμων αποκατάστασης των βλαβών του DNA (DNA repair enzymes). Τα γονίδια αυτά, συμμετέχουν στην καρκινογενετική διαδικασία εμμέσως, επηρεάζοντας την ικανότητα του κυττάρου να επιδιορθώνει τις γενετικές βλάβες, που συμβαίνουν σε άλλα γονίδια, που ανήκουν στις τρεις προαναφερθείσες κατηγορίες (4,5,6).

ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΔΡΑΣΗΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ


Οι μηχανισμοί της ογκογόνου δράσης, των γονιδίων που ανήκουν σε κάθε μια από τις προαναφερθείσες κατηγορίες, θα αναφερθούν περιληπτικά.

α)Η ογκογόνος δράση των μεταλλαγμένων ογκογονιδίων, οφείλεται στην αλλοίωση της φυσιολογικής λειτουργίας των πρωτεϊνών που αυτά εκφράζουν (είτε μέσω υπερέκφρασης της πρωτεΐνης, είτε μέσω απώλειας σημαντικών ρυθμιστικών περιοχών της πρωτεΐνης). Τα πρωτεϊνικά παράγωγα των ογκογονιδίων, μπορεί να ανήκουν σε μία από τις ακόλουθες κατηγορίες:

1. Αυξητικοί παράγοντες: Η ογκογόνος δράση των ογκογονιδίων αυτής της κατηγορίας, συνήθως σχετίζεται με υπερέκφραση αυξητικών παραγόντων, όπως για παράδειγμα υπερέκφραση του c-sis, που αντιστοιχεί στον αυξητικό παράγοντα PDGF (platelet derived growth factor) (7), ή υπερπαραγωγή του αυξητικού παράγοντα TGF-α (transforming growth factor-α), που προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, μέσω σύνδεσης με τον υποδοχέα του EGF (epidermal growth factor).

2. Υποδοχείς αυξητικών παραγόντων: Η ογκογόνος δράση των ογκογονιδίων αυτής της κατηγορίας, σχετίζεται με υπερέκφραση ή μετάλλαξη των γονιδίων, που κωδικοποιούν τους υποδοχείς των αυξητικών παραγόντων. Και με τους δύο τρόπους, η πρωτεΐνη που παράγεται μεταφέρει συνεχή μιτωτικά μηνύματα για το κύτταρο, ακόμη και απουσία αυξητικού παράγοντα στο περιβάλλον. Για παράδειγμα, στο 80% περίπου των καρκινωμάτων του πνεύμονα από πλακώδες επιθήλιο, παρατηρείται υπερέκφραση του υποδοχέα του EGF από το ογκογονίδιο c-erb-B-1. 

3. Πρωτεΐνες της οδού μετάδοσης του μηνύματος (signal transduction pathway): Η ογκογόνος δράση των ογκογονιδίων αυτής της κατηγορίας, σχετίζεται με υπερέκφραση ή μετάλλαξη των γονιδίων, που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες μεταφορείς του μηνύματος στον πυρήνα (από αυξητικούς συνήθως παράγοντες). Αυτές, μπορεί να εδράζονται στην εσωτερική επιφάνεια της κυτταροπλασματικής μεμβράνης ή να βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα. Για παράδειγμα, το 30% περίπου των ανθρώπινων καρκίνων, εμφανίζουν μετάλλαξη στο γονίδιο ras, που κωδικοποιεί πρωτεΐνες της εσωτερικής επιφάνειας της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Οι πρωτεΐνες αυτές, αποτελούν τον πρώτο σταθμό της οδού μετάδοσης του μηνύματος και ενεργοποιούνται με τη σύνδεση του αυξητικού παράγοντα με τον υποδοχέα του στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. Σε ανενεργή φάση, η πρωτεΐνη ras είναι συνδεδεμένη με το GDP. Καθώς γίνεται ενεργοποίηση της πρωτεΐνης, από τη σύνδεση του αυξητικού παράγοντα με τον υποδοχέα του, συμβαίνει ανταλλαγή του GDP με το GTP. Η ενεργοποιημένη πρωτεΐνη ras, ενεργοποιεί με τη σειρά της αρκετές κυτταροπλασματικές κινάσες, που είναι οι κυτταροπλασματικοί μεταφορείς του μηνύματος για πολλαπλασιασμό στον πυρήνα. Γρήγορα γίνεται απενεργοποίηση του ras, με υδρόλυση του GTP προς GDP, με τη συνεργιστική δράση των GTPase activating πρωτεϊνών (GAP). Οι μεταλλάξεις και στα δύο αυτά γονίδια, ras και GAPs, έχει σαν αποτέλεσμα την αδυναμία απενεργοποίησης του ras, που οδηγεί σε συνεχή μετάδοση μηνυμάτων πολλαπλασιασμού στο κύτταρο, απουσία της αλληλεπίδρασης αυξητικού παράγοντα με τον υποδοχέα του, που αποτελεί το φυσιολογικό μηχανισμό ενεργοποίησης του ras (8).

4. Πυρηνικές πρωτεΐνες υποδοχείς του μηνύματος: Μία μεγάλη σειρά ογκογονιδίων αυτής της κατηγορίας έχει βρεθεί ότι σχετίζονται με την καρκινογενετική διαδικασία, όπως π.χ. τα myc, myb, jun, fos. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, οι πρωτεΐνες αυτές ρυθμίζουν την είσοδο του κυττάρου στον κυτταρικό κύκλο, όπως π.χ. η πρωτεΐνη myc συνδέεται με το DNA και επάγει τη μεταγραφή άλλων γονιδίων σχετιζόμενων με τη μίτωση, όπως της κυκλίνης D1, η οποία οδηγεί το κύτταρο σε φάση G1. Η ογκογόνος δράση των ογκογονιδίων αυτής της κατηγορίας, συνήθως σχετίζεται με υπερέκφραση ή συνεχή έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών, π.χ. myc, με αποτέλεσμα συνεχή μηνύματα εισόδου του κυττάρου στον κυτταρικό κύκλο (9).

5. Κυκλίνες και κινάσες εξαρτώμενες από τις κυκλίνες (10,11,12): Οι πυρηνικές αυτές πρωτεΐνες ονομάστηκαν έτσι, λόγω της κυκλικής εμφάνισής τους κατά την διάρκεια της μίτωσης και χαρακτηρίζονται από τη σταθερή τους συσσώρευση κατά την ενδιάμεση φάση, ενώ καταστρέφονται μετά τη μίτωση. Σήμερα, έχουν αναγνωρισθεί αρκετές ομάδες κυκλινών Α, Β, D (που δρουν στην φάση G1) καθώς και κυκλίνες της ομάδας Ε, που δρουν στην όψιμη G2 φάση και στην πρώιμη S φάση του κυτταρικού κύκλου. Εκτός από τις κυκλίνες, βασικοί παράγοντες του κυτταρικού κύκλου είναι οι κινάσες που εξαρτώνται από τις κυκλίνες (cdk’s) καθώς και μία ομάδα πρωτεϊνών, που χαρακτηρίζονται σαν αναστολείς των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες (cdk inhibitors). Όταν το σύστημα είναι καταλυτικά ενεργό, το σύμπλοκο κυκλίνης-cdk καθιστά το κύτταρο ικανό να περάσει στις διάφορες φάσεις της διαίρεσής του: G1 και G2, τη φάση σύνθεσης του DNA ή S, και τη μίτωση Μ. Η αυξημένη, διαφοροποιημένη ή παροδικά ακατάλληλη έκφραση των γονιδίων των διαφόρων κυκλινών καθώς και των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες, συνήθως με υπερέκφραση, οδηγεί σε απορύθμιση του κυτταρικού κύκλου και διαίρεση.

6. Τελομεράση: Η τελομεράση είναι ένα ένζυμο το οποίο είναι υπεύθυνο για τη σύνθεση των τελομερών στα άκρα των χρωμοσωμάτων. Τα τελομερή, είναι συγκεκριμένες αλληλουχίες αρκετών χιλιάδων βάσεων και βρίσκονται στα άκρα των χρωμοσωμάτων των κυττάρων με δυνατότητα διαίρεσης. Ουσιαστικά, τα τελομερή λειτουργούν για το κύτταρο σαν υπολογιστές της διάρκειας ζωής του κυττάρου. Σε κάθε κυτταρικό κύκλο το μήκος των τελομερών μικραίνει, έτσι ώστε τα κύτταρα που δεν έχουν πια δυνατότητα διαίρεσης, να έχουν σχεδόν ανύπαρκτα τελομερή. Το μήκος των τελομερών ποικίλει. Στον άνθρωπο είναι 15Kb, ενώ στον ποντικό είναι μέχρι και 120Kb. Έχει βρεθεί ότι η τελομεράση υπάρχει σε ένα μεγάλο ποσοστό καρκίνων και πολύ πρόσφατα βρέθηκε ότι η τελομεράση είναι απαραίτητη για τη νεοπλασματική εξαλλαγή των κυττάρων (13,14) με τρόπο που να δηλώνει ότι η τελομεράση αφού διατηρεί στο διηνεκές το μήκος των χρωμοσωμάτων συμβάλει στην μη γήρανση των καρκινικών κυττάρων, ιδιότητας ιδιαίτερης των καρκινικών κυττάρων.

β) Η ογκογόνος δράση των μεταλλαγμένων αντιογκογονιδίων, οφείλεται στην απώλεια σημαντικών πρωτεϊνών, αναστολέων ή ρυθμιστών της εισόδου του κυττάρου στον κυτταρικό κύκλο, συνήθως μέσω απαλείψεων ή σημειακών μεταλλάξεων. Σημειώνουμε πάλι, ότι για την απώλεια της λειτουργικότητας της πρωτεΐνης, είναι απαραίτητη η βλάβη και των δύο αλληλόμορφων των συγκεκριμένων γονιδίων. Τα πρωτεϊνικά παράγωγα των αντιογκογονιδίων, μπορεί να ανήκουν σε μία από τις ακόλουθες κατηγορίες :

1. Διαλυτοί παράγοντες αναστολείς του πολλαπλασιασμού: Πρόκειται για διαλυτούς παράγοντες, που συνδέονται με υποδοχείς της κυτταροπλασματικής μεμβράνης και μεταδίδουν ανασταλτικά για τον πολλαπλασιασμό μηνύματα. Τέτοιο γονίδιο θεωρείται το BRCA-1 (breast cancer-1). Ασθενείς με κληρονομική βλάβη σε ένα από τα δύο αλλήλια, εμφανίζουν αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης καρκίνου του μαστού και των ωοθηκών.

2. Μόρια που ρυθμίζουν την σύνδεση των κυττάρων. Αρκετές πρωτεΐνες και αντίστοιχα γονίδια που ανήκουν σε αυτήν την κατηγορία, έχουν βρεθεί. Ένα παράδειγμα είναι το γονίδιο DCC (deleted in colon carcinoma), το οποίο κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη, που προσομοιάζει με μόρια της κυτταροπλασματικής μεμβράνης, που συμμετέχουν στη σύνδεση των κυττάρων μεταξύ τους και με την εξωκυττάρια ουσία. Η απώλεια και των δύο αλληλίων, έχει σαν αποτέλεσμα την απώλεια της φυσιολογικής επικοινωνίας των κυττάρων μεταξύ τους και με το περιβάλλον και οδηγεί σε μεταβολή του φυσιολογικού δρόμου διαφοροποίησης και πολλαπλασιασμού.

3. Μόρια της ‘’οδού μετάδοσης του μηνύματος’’ (signal transduction pathway). Η απώλεια της λειτουργίας των πρωτεϊνών που ρυθμίζουν αρνητικά τη μετάδοση του μηνύματος, όπως π.χ. οι προαναφερθείσες GAP πρωτεΐνες, οδηγεί το κύτταρο σε φάση συνεχούς πολλαπλασιασμού. Τέτοια πρωτεΐνη είναι η NF-1 (neurofibromin), μία GAP πρωτεΐνη που διευκολύνει την απενεργοποίηση του ras. Σε απώλεια της λειτουργικότητας της NF-1, η πρωτεΐνη ras συνεχώς βρίσκεται σε κατάσταση διέγερσης.

4. Μόρια που ρυθμίζουν τη μεταγραφή και τον κυτταρικό κύκλο, με εντόπιση στον πυρήνα. Τα πιο γνωστά μόρια, είναι οι πρωτεΐνες που εκφράζονται από τα γονίδια Rb (retinoblastoma) και P53 (15,16). Η πρωτεΐνη Rb, είναι μία πρωτεΐνη με θέσεις σύνδεσης με το DNA, που παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της εισόδου του κυττάρου στη φάση S. Η απώλεια της λειτουργικότητας της Rb πρωτεΐνης, έχει σαν αποτέλεσμα την τυφλή είσοδο του κυττάρου στη φάση S. Ομοίως, η πρωτεΐνη P53 ενώνεται με το DNA και μπορεί να θεωρηθεί σαν ένας μεταγραφικός παράγοντας που ρυθμίζει τον κυτταρικό κύκλο. Εντοπίζεται στο σταυροδρόμι κρίσιμων μεταβολικών οδών, που ρυθμίζουν τη διαίρεση του κυττάρου και την ισορροπία μεταξύ επιβίωσης και κυτταρικού θανάτου. Σε κυτταρικό επίπεδο η απώλεια, απάλειψη και οι μεταλλάξεις του P53, παίζουν ένα βασικό ρόλο στην παθογένεση ενός τεράστιου αριθμού καρκίνων. Σε μερικές περιπτώσεις, έχει παρατηρηθεί μετά-μεταγραφική ή και μετά-μεταφραστική βλάβη της πρωτεΐνης P53, με αποτέλεσμα την αλλοίωση της ικανότητας σύνδεσης της πρωτεΐνης P53 με το DNA. Η πρωτεΐνη P53, παίζει επίσης ένα βασικό ρόλο στην επιδιόρθωση του  DNA, που υπέστη βλάβες από ιονίζουσα ακτινοβολία. Σε αυτή την κατηγορία παραγόντων, που εντοπίζονται στον πυρήνα και εμφανίζουν αρνητική ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, πρέπει να προσθέσουμε και τις βλάβες των αναστολέων των cdk’s, που όπως αναφέρθηκε προηγουμένως ρυθμίζουν αρνητικά τον κυτταρικό κύκλο.

γ) Η απόπτωση ή προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, είναι μια ισορροπημένη, γενετικά ελεγχόμενη κυτταρική αντίδραση σε εξειδικευμένα περιβαλλοντικά ή αναπτυξιακά ερεθίσματα που οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο (17). Η απόπτωση, είναι απαραίτητη στη φυσιολογική ανάπτυξη ενός οργανισμού και η απορύθμιση της διαδικασίας της απόπτωσης, μπορεί να οδηγήσει σε ένα ευρύ φάσμα ανωμαλιών, από εμβρυϊκή θνησιμότητα, ειδική ιστική διαταραχή στην ανάπτυξη, έως και αυξημένη ευαισθησία στην ανάπτυξη καρκίνου. Η απόπτωση φαίνεται ότι σχετίζεται με τη σύνθεση ή ενεργοποίηση ενός αριθμού κυτταροπλασματικών πρωτεασών, που προκαλείται από ένα πλήθος ερεθισμάτων, όπου συμπεριλαμβάνονται η έλλειψη αυξητικών παραγόντων, η κατάληψη ειδικών υποδοχέων (π.χ. Fas, Tumor Necrosis Factor TNF),  η αδυναμία αποκατάστασης των βλαβών του DNA, η ιική λοίμωξη, η απώλεια επαφής των κυττάρων μεταξύ τους και με το υπόστρωμα. Τελικά, το σύστημα φαίνεται να λειτουργεί για να αποτρέψει την παραμονή αλλοιωμένων κυττάρων που θα μπορούσε να αποδειχθεί επιβλαβής σε έναν πολυκύτταρο οργανισμό. Έχουν αναγνωρισθεί πολλά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες ρυθμιστικές της απόπτωσης, εκ των οποίων άλλα επάγουν (Bax) και άλλα αναστέλλουν (Bcl-2) τον κυτταρικό θάνατο. Τα σχετικά επίπεδα της έκφρασης των δύο αυτών βασικών γονιδίων, φαίνεται ότι ρυθμίζουν την κυτταρική βιωσιμότητα. Υπάρχουν βέβαια και άλλα γονίδια, που ρυθμίζουν τη δράση των Bcl-2 και Bax γονιδίων, με διάφορους πολύπλοκους τρόπους. Πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι μία από τις δράσεις του γονιδίου P53 (όπως αναφέρθηκε), είναι η ενεργοποίηση της διαδικασίας της απόπτωσης, σε περιπτώσεις όπου τα κύτταρα που έχουν εκτεθεί σε μεταλλαξιγόνους παράγοντες, αδυνατούν να αποκαταστήσουν τις βλάβες στο DNA τους. Έτσι, και το γονίδιο P53, μπορεί να θεωρηθεί σαν ένα γονίδιο προαγωγέας της απόπτωσης, ενώ θεωρείται ότι η δράση του σχετίζεται με αύξηση της μεταγραφής του Bax.   
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ΗΠΑΤΟΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ ΣΤΟΝ  ΠΟΝΤΙΚΟ


Η ηπατοκαρκινογένεση στον ποντικό φαίνεται ότι ακολουθεί το πολυσταδιακό μοντέλο ανάπτυξης, με πιθανή αρχική μετάλλαξη στο γονίδιο Ha-ras, τουλάχιστον όσον αφορά τους αυτόματους όγκους. 

ΠΡΟΑΓΩΓΙΚΗ ΦΑΣΗ ΤΗΣ ΗΠΑΤΟΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗΣ ΣΤΟΝ ΠΟΝΤΙΚΟ


Οι αρχικές μελέτες πάνω στο δεύτερο στάδιο της ηπατοκαρκινογένεσης από τους Peraino και συνεργάτες (1), έδειξαν ότι η συνεχής χορήγηση φαινοβαρβιτάλης στους αρουραίους, στους οποίους προηγήθηκε χορήγηση του καρκινογόνου 2-acetylaminofluorene (2-AAF), οδηγούσε σε αύξηση της πιθανότητας εμφάνισης ηπατοκυτταρικών όγκων, σε σχέση με τους αρουραίους στους οποίους χορηγήθηκε μόνο το χημικό καρκινογόνο 2-AAF. Σε μελέτες που ακολούθησαν, αποδείχθηκε ότι ένας μεγάλος αριθμός χημικών ουσιών εμφάνιζε προαγωγική δράση στο ήπαρ των τρωκτικών, όπως φαίνεται στον πίνακα Ι.

Πίνακας Ι: Μερικές ενώσεις με προαγωγική δράση στην ηπατοκαρκινογένεση

	Ομάδες ουσιών
	Πρωτότυπες ενώσεις

	Βαρβιτουρικά
	Phenobarbital

	Διάφορα χλωριωμένα παρασιτοκτόνα 
	2,2-Bis(p-chlorophenyl)-1,1,1-trichloro-ethane(DDT), a-hexachlorocyclohexane (a-BHC)

	Πολυαλογονωμένα διφαινύλια
	3,3’,4,4’-Tetrachlorobiphenyl

	Διβενζοδιοξίνες
	2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin(TCDD)

	Στεροειδή του φύλου
	Ethinyl estradiol

	Πολλαπλασιαστές των υπεροξυσωματίων
	Clofibrate, di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), Wy-14,643


Άλλοι παράγοντες που προάγουν την ηπατοκαρκινογένεση, είναι:

1. Μερικά χολικά οξέα (2)

2. Φυτικά προϊόντα όπως η indole-3-carbinol (3)

3. Τετραχλωράνθρακας και χλωροφόρμιο (4)

4. Μερικά καρκινογόνα όπως το 2-AAF (5)

5. Δίαιτες που περιέχουν σε υψηλά επίπεδα οποτικό οξύ (6), σακχαρόζη (7), φρουκτόζη (8)

6. Δίαιτες χωρίς χολίνη (9)

7. Χειρουργικοί χειρισμοί όπως τμηματική ηπατεκτομή (10)


Γενικά, οι προαγωγείς της ηπατοκαρκινογένεσης εμφανίζουν μεγάλη εξειδίκευση για συγκεκριμένα όργανα. Ο μηχανισμός της εξειδίκευσης αυτής, δεν είναι απόλυτα κατανοητός. Είναι όμως αξιοσημείωτο ότι η προαγωγική δραστηριότητα σχετίζεται σαφώς με αύξηση της σύνθεσης του DNA και της επαγωγής μιας πλειόμορφης κυτταρικής απάντησης στα όργανα στόχους (11). Σημειώνεται επίσης, ότι η ευαισθησία είναι μεγαλύτερη στους αρσενικούς, συγκρινόμενη με τους θηλυκούς ποντικούς. Αυτό, έχει συσχετισθεί με την έμμεση προαγωγική δραστηριότητα της τεστοστερόνης. Οι αρσενικοί, γενετικά μεταλλαγμένοι, ποντικοί χωρίς δραστικότητα του υποδοχέα ανδρογόνων εμφανίζουν πολύ λιγότερους όγκους στο ήπαρ, σε σχέση με τα φυσιολογικά ζώα (12), μετά από επίδραση καρκινογόνων ουσιών ή και σε αυτόματους όγκους. 

ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΠΡΟΑΓΩΓΙΚΗΣ ΦΑΣΗΣ ΗΠΑΤΟΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗΣ


Οι μηχανισμοί της προαγωγικής φάσης της καρκινογένεσης στο ήπαρ περιλαμβάνουν:

α) Κλωνικό πολλαπλασιασμό των αρχικά μεταλλαγμένων κυττάρων, μέσω αύξησης του ρυθμού πολλαπλασιασμού ή ελάττωσης του ρυθμού κυτταρικού θανάτου (13). Και με τους δύο αυτούς μηχανισμούς αυξάνεται η πιθανότητα εμφάνισης επιπλέον γενετικών βλαβών, που οδηγούν στην ανάπτυξη του καρκινικού φαινοτύπου.

β) Μεταβολές στις διόδους κυτταρικής επικοινωνίας (Gap junction). Ο πολλαπλασιασμός των ηπατοκυττάρων, ρυθμίζεται επίσης από την άμεση επικοινωνία των κυττάρων μεταξύ τους μέσω των διόδων επικοινωνίας, που επιτρέπουν τη δίοδο ιόντων και μορίων χαμηλού μοριακού βάρους. Γενικά, τα καρκινικά κύτταρα, εμφανίζουν μείωση της κυτταρικής επικοινωνίας και έτσι, απελευθερώνονται από τα ανασταλτικά μηνύματα πολλαπλασιασμού από τα γειτονικά κύτταρα (14). Έχει βρεθεί ότι αρκετοί προαγωγείς, αναστέλλουν αυτήν την κυτταρική επικοινωνία, όπως αρχικά περιγράφηκε για τους προαγωγείς του τύπου των φορβολικών εστέρων από τους Yotti και συνεργάτες (15).    

γ) Σχηματισμό ελευθέρων ριζών του οξυγόνου. Εκτός από την γνωστή μεταλλαξιγόνο δράση των ελευθέρων ριζών του οξυγόνου, έγινε φανερό ότι οι ελεύθερες ρίζες του οξυγόνου μπορεί να δράσουν και κατά το προαγωγικό στάδιο της ηπατοκαρκινογένεσης. Οι αντιοξειδωτικές ουσίες, γενικά ελαττώνουν τον σχηματισμό νεοπλασματικών και προνεοπλασματικών βλαβών στο ήπαρ, εάν δοθούν στο προαγωγικό στάδιο της ηπατοκαρκινογένεσης. Επίσης, ένας αρκετά μεγάλος αριθμός προαγωγέων, φαίνεται να αυξάνει το σχηματισμό ελευθέρων ριζών και να επάγει τη λιπιδική υπεροξείδωση στο ήπαρ των τρωκτικών. Ο ακριβής μηχανισμός δράσης τους όμως, δεν είναι γνωστός. Είναι πιθανόν να δρουν, είτε άμεσα στα μυημένα (initiated) κύτταρα, τροποποιώντας την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με τον πολλαπλασιασμό ή τη διαφοροποίηση, είτε έμμεσα, μειώνοντας το ρυθμό ανάπτυξης των γειτονικών ηπατοκυττάρων μέσω εκλεκτικής τοξικότητας (16). Βεβαίως, εάν και κατά πόσον η μεταλλαξιγόνος δράση των ελευθέρων ριζών του οξυγόνου σχετίζεται με την προαγωγική φάση της ηπατοκαρκινογένεσης, παραμένει ασαφές (17).     
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ΗΠΑΤΟΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗ ΣΤΟΝ ΠΟΝΤΙΚΟ

                       ΓΕΝΕΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ

ΦΥΛΕΤΙΚΗ ΠΡΟΔΙΑΘΕΣΗ ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΗΠΑΤΟΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΟΓΚΩΝ


Έχει ήδη αναφερθεί ότι η ανάπτυξη των αυτόματων ηπατοκυτταρικών όγκων στους ποντικούς εξαρτάται από τη φυλή π.χ. οι C3H και CBA φυλές, εμφανίζουν σε μεγάλο ποσοστό αυτόματους όγκους, σε αντίθεση με άλλες φυλές όπως οι Α, ΒΑLB/c, C57BL/6, SWR (πίνακας 1). 

Πίνακας Ι: Καθαρές φυλές τρωκτικών με διαφορετική ευαισθησία στην ανάπτυξη αυτόματων όγκων στο ήπαρ (Από τους Dragani et al, Toxicology Letters 82/83 (1995) 613-619)

	Στέλεχος (μόνο για αρσενικούς ποντικούς)
	% εμφάνιση ηπατικών όγκων
	Διάρκεια πειράματος

	129/J
	0
	LS (Διάρκεια ζωής)

	(129 X DBA/2)F1
	19
	LS

	A/He
	0
	12 μήνες

	(A/J X C57BL/10)F1
	2
	LS

	BALB/c
	0-9
	1χρόνος-140εβδομάδες

	C3H
	14-67
	1χρόνος-LS

	(C3HeB/FeJ X A/J)F1
	8
	142εβδομάδες

	C57BL
	0-3
	1χρόνος-LS

	(C57BL/6J X BALB/c)F1
	0-4
	80-110εβδομάδες

	(C57BL/6J X C3H)F1
	7-44
	90-142εβδομάδες

	CBA
	15-23
	1χρόνος-LS

	(CBA X C3H)F1
	24
	1χρόνος

	(CBA X C57BL/10)F1
	7
	LS

	DBA/2J
	1
	LS

	IF
	0
	1χρόνος

	LP/J
	6
	LS

	(LP X 129)F1
	7
	LS

	(LP X C57BL/10)F1
	7
	LS

	(LP X DBA/2)F1
	9
	LS

	SWR
	0
	100εβδομάδες



Και οι δύο αυτές καθαρές φυλές (C3H και CBA), προήλθαν από μία διασταύρωση των Bagg και DBA σειρών (1). Η κοινή προέλευση, σε συνδυασμό με τη φυλογενετική ανάλυση που ακολούθησε, επιβεβαιώνει τη στενή τους σχέση (2) και στηρίζει την υπόθεση, ότι οι ίδιες γενετικές αλλοιώσεις είναι υπεύθυνες για την αυξημένη ευαισθησία τους, στην ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών νεοπλασμάτων. Η αυξημένη εμφάνιση των ηπατοκυτταρικών όγκων στους C3H ποντικούς, δεν συνδυάζεται με κίρρωση ή άλλη δυσλειτουργία του ήπατος, που θα μπορούσε πιθανά να συσχετισθεί με τη γενετική τους προδιάθεση. Η προδιάθεση αυτή, φαίνεται να είναι κυρίαρχο ή ημι-κυρίαρχο γενετικό χαρακτηριστικό. Πράγματι, τα F1 υβρίδια που προέρχονται από γονείς ευαίσθητους στην ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών όγκων (CBA X C3H), διατηρούν τη γενετική τους προδιάθεση. Επίσης, τα F1 υβρίδια μεταξύ ευαίσθητων και μη ευαίσθητων φυλών, είναι ευαίσθητα. Πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι οι φυλές που εμφανίζουν γενετική προδιάθεση στην ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών όγκων, είναι ομοίως ιδιαίτερα ευαίσθητες, στη χημική ηπατοκαρκινογένεση. Πράγματι, αναπτύσσουν νωρίτερα και περισσότερους όγκους, σε σχέση με τις μη ευαίσθητες φυλές (3,4).


Η μελέτη της γενετικής προδιάθεσης στον ποντικό με την ανεύρεση και χαρακτηρισμό συγκεκριμένων γονιδίων, είναι εξαιρετικά δύσκολη, διότι η γενετική προδιάθεση δεν αποτελεί ένα σαφές χαρακτηριστικό, αλλά σχετίζεται με ποσοτικές διαφορές στην εμφάνιση ηπατοκυτταρικών όγκων. Πολλές εργασίες στηρίζουν την υπόθεση ότι τα γονίδια που σχετίζονται με τη γενετική προδιάθεση στην ηπατοκαρκινογένεση, επηρεάζουν την προαγωγική φάση της καρκινογενετικής διαδικασίας και όχι την πρώτη φάση (initiation) της καρκινογένεσης (5,6,7).


Οι Drinkwater και Ginsler (8), πρότειναν ένα γενετικό μοντέλο δύο γενετικών περιοχών (loci), που χαρακτήρισαν ως γενετική περιοχή ηπατοκαρκινικής ευαισθησίας (hepatocarcinogen sensitivity, Hcs). Η μια από αυτές τις περιοχές, θεωρήθηκε υπεύθυνη για το 80% περίπου της 50πλάσιας ευαισθησίας στην ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών όγκων στους C3H/He ποντικούς σε σχέση με τους μη ευαίσθητους C57BL/6J ποντικούς, μετά χορήγηση N-nitrosodiethylamine (NDEA) ή και αιθυλνιτροζοουρίας (ENU). Από την άλλη μεριά, πρόσφατα άλλες δύο γενετικές  περιοχές (loci), που χαρακτηρίσθηκαν σαν γενετική περιοχή ηπατοκαρκινικής ανθεκτικότητας (heatocarcinogen resistance, Hcr), αναγνωρίσθηκαν στα χρωμοσώματα 4 και 10 σε ποντικούς της φυλής DBA/2J (9). Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι πολλαπλές, ασύνδετες μεταξύ τους γενετικές περιοχές, ρυθμίζουν την ανάπτυξη ηπατοκυτταρικού καρκίνου στους ποντικούς. Έτσι, η γενετική προδιάθεση στην ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών όγκων, θα μπορούσε να αντιπροσωπεύει ένα καινούργιο μοντέλο γενετικής προδιάθεσης, που χαρακτηρίζεται από την αλληλεπίδραση πολλαπλών γενετικών περιοχών, οι οποίες από μόνες τους εμφανίζουν μικρή συμμετοχή στην καρκινογενετική διαδικασία, μη ικανή να δώσει τον ευαίσθητο φαινότυπο.

ΠΙΘΑΝΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΠΡΟΔΙΑΘΕΣΗΣ

1. Απώλεια της ετεροζυγωτίας (Loss of heterogygosity, LOH)


 Είναι γνωστό ότι τα άτομα με κληρονομούμενη οικογενή προδιάθεση για την ανάπτυξη διαφόρων τύπων καρκίνου, όπως το ρετινοβλάστωμα, ο οικογενής καρκίνος του μαστού ή η οικογενής πολυποδίαση, χαρακτηρίζονται από τη συχνή απώλεια της ετεροζυγωτίας στις χρωμοσωμικές περιοχές όπου εδράζονται ογκοκατασταλτικά συνήθως γονίδια. Σε αυτά τα άτομα, ένα από τα δύο αλλήλια μεταφέρει κληρονομική γενετική μετάλλαξη που οδηγεί σε απώλεια της λειτουργικότητας του γονιδίου. Ο μηχανισμός απενεργοποίησης του υπολειπόμενου φυσιολογικού αλληλίου, χαρακτηρίζεται σαν απώλεια της ετεροζυγωτίας για το συγκεκριμένο γονίδιο.


Αρκετές εργασίες, αναφέρουν υψηλά ποσοστά απώλειας της ετεροζυγωτίας σε ηπατοκυτταρικά καρκινώματα στον άνθρωπο, σε συγκεκριμένες γενετικές περιοχές. Φαίνεται λοιπόν ότι σημαντικά ογκοκατασταλτικά γονίδια παίζουν ρόλο στην ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών καρκίνων στον άνθρωπο. Στους ποντικούς, μετά εκτεταμένες μελέτες για απώλεια της ετεροζυγωτίας, σε πρωτοπαθή ηπατοκυτταρικά νεοπλάσματα, έδειξαν ότι η LOH είναι σπάνιο φαινόμενο σε οποιαδήποτε χρωμοσωμική περιοχή (10). Αντιθέτως, σε καλλιέργειες νεοπλασματικών κυττάρων που προέρχονται από ηπατοκυτταρικά νεοπλάσματα ποντικών, βρέθηκε σε σημαντικό ποσοστό απώλεια της ετεροζυγωτίας στο χρωμόσωμα 4 (11), σε περιοχή όπου είχε εντοπισθεί το γονίδιο Hcr (9).

2. Γενετική αστάθεια


Σε αρκετές μορφές καρκίνου του ανθρώπου καθώς και σε όγκους παχέος εντέρου σε ποντικούς και αρουραίους, βρέθηκαν εκτεταμένες απαλοιφές και προσθήκες  σε μόνο-, δι-, και τρινουκλεοτιδικές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες του DNA (microsattelites)(12). Στα ηπατοκυτταρικά νεοπλάσματα όμως, δεν παρατηρήθηκε τέτοια αλλοίωση στις μικρές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες του DNA, οι οποίες είναι σταθερές και δεν εμφανίζουν αύξηση ή ελάττωση στον αριθμό των επαναλαμβανόμενων ομάδων νουκλεοτιδίων (10).

3. Μεταλλάξεις στο γονίδιο Ha-ras

Η συχνότητα εμφάνισης μεταλλάξεων στο γονίδιο Ha-ras, είναι περίπου 10 φορές μεγαλύτερη στους όγκους ήπατος που αναπτύχθηκαν σε ευαίσθητες φυλές ποντικών. Οι μεταλλάξεις στο γονίδιο Ha-ras, φαίνεται να είναι πρώιμη βλάβη στην καρκινογενετική διαδικασία, διότι έχουν παρατηρηθεί και σε προνεοπλασματικές βλάβες (14). Έτσι, οι μεταλλάξεις στο γονίδιο Ha-ras φαίνεται να αντιπροσωπεύουν βασική γενετική αλλοίωση, που μπορεί να οδηγήσει σε αυξημένο ρυθμό πολλαπλασιασμού των ηπατοκυτταρικών όγκων στους ευαίσθητους σε σχέση με τους μη ευαίσθητους ποντικούς. Προφανώς το γονίδιο Ha-ras δεν αντιπροσωπεύει ένα από τα γονίδια Hcs, γιατί οι μεταλλάξεις αυτές έχουν αποκτηθεί επιγενετικά στους ηπατοκυτταρικούς όγκους και δεν είναι παρούσες στα γεννητικά κύτταρα (germ-line) των C3H ποντικών. Παρόλα αυτά, δεν μπορεί να αποκλεισθεί η γενετική προδιάθεση των μεταλλάξεων στο γονίδιο Ha-ras.


Μέχρι σήμερα, οι γενετικοί και βιοχημικοί μηχανισμοί που είναι υπεύθυνοι για την γενετική προδιάθεση στην ηπατοκαρκινογένεση των ποντικών, δεν είναι γνωστοί. Ωστόσο, επειδή η χρήση των πειραματόζωων αυτών σε πειράματα ελέγχου της καρκινογόνου δράσης διαφόρων χημικών ουσιών είναι εκτεταμένη, είναι σημαντικό να αποσαφηνισθούν οι μηχανισμοί που συμμετέχουν στην καρκινογενετική διαδικασία. Έτσι, θα μπορούσε να σχηματιστεί μια επιστημονική βάση για την σωστή κρίση των καρκινογενετικών βιολογικών δοκιμών (15).
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ΧΗΜΕΙΟΠΡΟΦΥΛΑΞΗ ΣΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ - ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ


Ο όρος χημειοπροφύλαξη χρησιμοποιείται στην παρατηρούμενη πρόληψη, αναστολή ή αντιστροφή της καρκινογενετικής διαδικασίας με τη χορήγηση ενός ή περισσοτέρων χημικών ενώσεων, είτε με τη μορφή φαρμάκου είτε με τη διατροφή με τα φυσικά συστατικά των τροφών. Τα αποτελέσματα και οι μηχανισμοί της χημειοπροφυλακτικής δράσης σε πειραματόζωα και ανθρώπους, έχουν γίνει αντικείμενο εκτεταμένης έρευνας τα τελευταία δέκα χρόνια (1-3). Σύμφωνα με επιδημιολογικές μελέτες, το 80% περίπου των καρκίνων στον άνθρωπο οφείλεται στην έκθεση σε χημικά καρκινογόνα όπως κάπνισμα, διατροφή και εργασιακό περιβάλλον (4).

ΚΑΤΗΓΟΡΙΕΣ ΧΗΜΕΙΟΠΡΟΦΥΛΑΚΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ


Απόλυτη ταξινόμηση των χημειοπροφυλακτικών παραγόντων δεν είναι εφικτή, διότι ο ακριβής μηχανισμός δράσης αρκετών ενώσεων, δεν είναι ακόμη γνωστός. Επιπρόσθετα, πολλοί παράγοντες φαίνεται να δρουν μέσω περισσότερων από έναν μηχανισμών, γεγονός που δυσκολεύει την κατάταξη σύμφωνα με τον περισσότερο δραστικό μηχανισμό. Η ακόλουθη ταξινόμηση είναι σύμφωνη με αυτήν του Wattenberg (5) και βασίζεται στη χρονική περίοδο κατά την οποία οι χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες φαίνεται να εμφανίζουν την δράση τους, σε πειραματικά μοντέλα καρκινογένεσης. Έτσι, ξεχωρίζουν τρεις κατηγορίες: 1. Αναστολείς σχηματισμού του καρκινογόνου, 2. Παράγοντες παρεμπόδισης της δράσης του καρκινογόνου. Οι παράγοντες αυτοί, αναστέλλουν την πρώτη φάση της καρκινογενετικής διαδικασίας (initiation) και 3. Παράγοντες καταστολής ή και παρεμπόδισης της νεοπλασματικής ανάπτυξης. Οι παράγοντες αυτοί, αναστέλλουν την προαγωγική/προοδευτική φάση της καρκινογένεσης (promotion/progression).

 ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΥ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΓΟΝΟΥ


Οι παράγοντες αυτοί, συνήθως αναστέλλουν τον σχηματισμό νιτροζαμίνης από δευτερογενείς αμίνες και νιτρώδη, σε όξινο περιβάλλον.

	Κατηγορίες χημικών ουσιών
	Παράγοντες

	Αναγωγικά οξέα
	Ασκορβικό οξύ

	Φαινόλες
	Καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ, γαλλικό οξύ

	Σουλφιδρυλικές ενώσεις
	N-ακετυλοκυστείνη

	Αμινοξέα
	Προλίνη, Θειοπρολίνη



Το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) όταν υπάρχει σε αρκετή ποσότητα, ελαττώνει τον σχηματισμό νιτροζαμίνης από δευτερογενείς αμίνες ή νιτρώδη, στο όξινο περιβάλλον του στομάχου (6) και οδηγεί σε ελάττωση της εμφάνισης όγκων του πνεύμονα, σε ποντικούς (7). Άλλες τέτοιες ουσίες είναι οι φαινόλες, όπως το καφεϊκό, το φερουλικό και το γαλλικό οξύ (8), καθώς και σουλφιδρυλικές ενώσεις (9). Τα αμινοξέα προλίνη και θειοπρολίνη δεσμεύουν τα νιτρώδη, αντιδρώντας με αυτά, σχηματίζοντας μη μεταλλαξιογόνες νιτροζαμίνες. Παράγοντες αυτής της κατηγορίας, θα μπορούσαν να χορηγηθούν με τη διατροφή, σε άτομα με αυξημένους ρυθμούς σχηματισμού ενδογενών νιτροζαμινών.

 ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΗΣ ΤΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΓΟΝΟΥ


Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι παράγοντες αυτοί δρουν κατά την πρώτη φάση της καρκινογένεσης (initiation).  Ένα σημείο κλειδί στην κατανόηση των αρχικών σταδίων της καρκινογένεσης, αποτελεί το γεγονός ότι τα περισσότερα χημικά καρκινογόνα που βρίσκονται στο περιβάλλον, δεν είναι δραστικά από μόνα τους, αλλά ενεργοποιούνται καθώς μεταβολίζονται σε δραστικές ηλεκτρόφιλες μορφές (10). Οι δραστικές ηλεκτρόφιλες ουσίες αντιδρούν με το DNA σχηματίζοντας ομοιοπολικές ενώσεις, που οδηγούν σε λάθη κατά την αντιγραφή του DNA (μεταλλάξεις) και ενεργοποίηση πρωτοογκογονιδίων ή απενεργοποίηση αντιογκογονιδίων. Η σημασία της μεταβολικής ενεργοποίησης των προκαρκινογόνων, αντικατοπτρίζεται ξεκάθαρα στη δυνατότητα που έχουμε να καθορίσουμε το όργανο στόχο ή ακόμη, και την ευαισθησία των διάφορων ζώων στην καρκινογένεση, με βάση την παρουσία ή απουσία των αντίστοιχων για το προκαρκινογόνο, μεταβολικών δρόμων.

 
Ο μεταβολισμός των προκαρκινογόνων ή και γενικά των ξενοβιοτικών ουσιών χωρίζεται σε δύο φάσεις: σε αντιδράσεις της φάσης 1, όπου γίνεται αλλαγή ή απομάκρυνση των ενεργών ομάδων από το αρχικό μόριο της ξενοβιοτικής ουσίας και σε αντιδράσεις της φάσης 2, όπου γίνεται σύζευξη των προϊόντων της φάσης 1 με διάφορα ενδογενή υποστρώματα του κυττάρου, με σκοπό την αύξηση της διαλυτότητας και της απέκκρισης των ξενοβιοτικών ουσιών.

                              Φάση 1                                          Φάση 2

Ξενοβιοτική ουσία ---------( Προϊόντα οξείδωσης    -----------( Προϊόντα σύζευξης

                                              αναγωγής ή υδρόλυσης     


Οι αντιδράσεις της φάσης 1, συχνά περιλαμβάνουν μία αρχική οξείδωση σε κάποιο προϊόν, που τυπικά καταλύεται από το σύστημα του κυτοχρώματος P-450. Το κυττόχρωμα P-450, είναι το κύριο μέλος της κλάσης των ενζύμων που βρίσκονται στο λείο ενδοπλασματικό δίκτυο των ηπατοκυττάρων, αλλά και άλλων κυττάρων, τα οποία παίζουν τον κύριο ρόλο στο μεταβολισμό των ξενοβιοτικών ουσιών. Τα προϊόντα της φάσης 1 μπορεί να είναι λιγότερο ή περισσότερο ενεργά από το μητρικό μόριο.

Οι αντιδράσεις της φάσης 2, περιλαμβάνουν σύζευξη των προϊόντων της φάσης 1 με: γλυκουρονικό οξύ, γλουταθειόνη, θειικό οξύ, αμινοξέα, οξικό οξύ κλπ. 

Έτσι, το ποσό του τελικού καρκινογόνου που είναι διαθέσιμο για αντίδραση με το DNA, εξαρτάται από την ισορροπία μεταξύ αντιδράσεων ενεργοποίησης (Φάση 1) και απενεργοποίησης (Φάση 2). Παρόλο που η ισορροπία αυτή βρίσκεται κάτω από γενετικό έλεγχο, μπορεί να τροποποιηθεί από διάφορους παράγοντες, όπως τη διατροφή, την ηλικία, την ορμονική κατάσταση και την έκθεση σε φάρμακα ή άλλες ξενοβιοτικές ουσίες (11). 


Σύμφωνα με τα παραπάνω, μπορούμε να ξεχωρίσουμε πέντε ή περισσότερες μεγάλες κατηγορίες παραγόντων παρεμπόδισης της δράσης των καρκινογόνων.

	Μηχανισμός
	Παραδείγματα

	Αναστολή  κυττοχρώματος P-450
	Ελλαγικό οξύ, diallyl sulfide, ισοθειοκυανικά

	Επαγωγή Κυττοχρώματος P-450
	Indole-3-carbinol, β- ναφθοφλαβόνη

	Επαγωγή ενζύμων φάσης 2
	

	   Glutathione S-transferase
	Allylsulfides, ισοθειοκυανικά

	   UDP-glucuronyltransferase
	Πολυφαινόλες

	   Glutathione peroxidase
	Σελήνιο

	 Εξουδετέρωση ηλεκτροφιλων μορίων
	Ελλαγικό οξύ, Ν-ακετυλοκυστείνη

	 Εξουδετέρωση ελευθέρων ριζών
	Θειοθειικό νάτριο, Πολυφαινόλες, Βιταμίνη Ε

	 Αύξηση των επιπέδων των ενζύμων επιδιόρθωσης βλαβών στο DNA
	Βανιλλίνη

	 Αύξηση poly(ADP-ribosyl)transferase
	Ν-ακετυλοκυστείνη

	 Aναστολή ελλατωματικής επιδιόρθωσης DNA
	Αναστολείς πρωτεασών


Αναστολείς ή επαγωγείς του κυττοχρώματος P-450

Έχει βρεθεί ότι ανάλογα με το όργανο στόχο και ανάλογα με το πειραματικό μοντέλο καρκινογένεσης, η μεταβολή των επιπέδων του κυτοχρώματος P-450 μπορεί να έχει και διαφορετικό αποτέλεσμα. Για παράδειγμα, η ουσία 6-Phenylhexyl isothiocyanate, ένας αναστολέας του κυττοχρώματος P-450, αναστέλλει την προκαλούμενη από ΝΝΚ [4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanone] ανάπτυξη όγκων στους πνεύμονες ποντικών της φυλής Α σε ποσοστό 80% (12), όμως αντιθέτως, προάγει την εμφάνιση όγκων παχέος εντέρου, σε ποντικούς που είχαν λάβει azoxymethan καθώς επίσης, προάγει την ανάπτυξη οισοφαγικών όγκων σε F344 αρουραίους, που είχαν λάβει Ν-Νιτροζομεθυλοβενζυλαμίνη(NMBA) (13). Ομοίως, η χορήγηση Indole-3-carbinol (I3C), ενός επαγωγέα του κυττοχρώματος P-450, εμφανίζει χημειοπροφυλακτική δράση σε αρκετά πειραματικά μοντέλα καρκινογένεσης σε ζώα (14-15). Ωστόσο, η ίδια ουσία έχει αποδειχθεί ότι σε ορισμένα όργανα παρουσιάζει δράση συνκαρκινογόνου ή επαγωγέα της καρκινογένεσης (16,17).

Επαγωγείς των ενζύμων της φάσης 2

Οι ουσίες που επάγουν τα ένζυμα της φάσης 2 προτιμούνται σαν αντικαρκινικοί παράγοντες, μιας και δεν είναι πιθανό να δρουν από μόνοι τους σαν καρκινογόνοι παράγοντες. Σημαντικά ένζυμα για αυτή τη δράση φαίνεται να είναι η τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST) καθώς και η τρανσφεράση του UDP γλυκουρονικού. Για παράδειγμα, η σουλφοραφάνη, ένα ισοθειοκυανικό παράγωγο που βρίσκεται στα μπρόκολα (18), είναι ένας πιθανός επαγωγέας της GST και αναστέλλει τη χημικά προκαλούμενη ανάπτυξη όγκων του μαστού σε αρουραίους (19). Ένας άλλος πιθανός επαγωγέας της GST είναι μία  dithiolethione,το oltipraz, που αναστέλλει την καρκινογένεση σε αρκετά πειραματικά μοντέλα καρκινογένεσης (20). 

Εξουδετερωτές των ηλεκτρόφιλων ουσιών και των ελευθέρων ριζών

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι βλάβες στο DNA των κυττάρων προκαλούνται από την αλληλεπίδραση των ηλεκτροφιλικών ‘’τελικών’’ καρκινογόνων ή των διαφόρων ελευθέρων ριζών με το DNA. Η εξουδετέρωσή τους αποτελεί βασικό μηχανισμό της χημειοπροφυλακτικής δράσης αρκετών ουσιών. Παραδείγματος χάριν, το ελλαγικό οξύ αντιδρά άμεσα με το diolepoxide του benzo[a]pyrene (BPDE), δίνονταs ομοιοπολικές ενώσεις (21). Η απενεργοποίηση αυτή, φαίνεται να είναι η πιο σημαντική χημειοπροφυλακτική δράση του ελλαγικού οξέος, στην αναστολή της προκαλούμενης από BPDE καρκινογένεσης σε πειραματόζωα. Επίσης, αρκετοί αντικαρκινικοί παράγοντες φαίνεται να αντιδρούν με τις ελεύθερες ρίζες του οξυγόνου (τα singlet oxygen, peroxyradicals, superoxide anion and hydroxyl radicals). Για παράδειγμα, είναι γνωστό ότι η αντικαρκινική δράση του β-καροτένιου (22), της βιταμίνης Ε (23) και άλλων φαινολικών αντιοξειδωτικών ουσιών, οφείλεται στην ικανότητα να αντιδρά εξουδετερώνοντας  ελεύθερες ρίζες. Ένα μειονέκτημα των εξουδετερωτών των ελευθέρων ριζών, αποτελεί το γεγονός ότι θα πρέπει να βρίσκονται σε ικανές συγκεντρώσεις στα όργανα στόχους, καθόλη την διάρκεια παρουσίας του καρκινογόνου ή του σχηματισμού των ελευθέρων ριζών.

Επαγωγείς των ενζύμων αποκατάστασης βλαβών του DNA

Ένα παράδειγμα μιας φυσικής ουσίας, που αυξάνει γενικά την ικανότητα της αποκατάστασης των βλαβών του DNA είναι η βανιλίνη (24), η οποία αναστέλλει την εμφάνιση μεταλλάξεων στα θηλαστικά. Οι μηχανισμοί που εμπλέκονται σε αυτή τη δράση, δεν είναι γνωστοί. Επίσης, το ένζυμο poly(ADP-ribosyl)transferase (ADPRT), εμπλέκεται στους μηχανισμούς αποκατάστασης των βλαβών του DNA (25) και τα επίπεδά του συχνά ελαττώνονται από τα χημικά καρκινογόνα (26). Η N-ακετυλοκυστείνη έχει αποδειχθεί ότι αποτρέπει την ελάττωση των επιπέδων του ενζύμου ADPRT, που προκαλείται από το χημικό καρκινογόνο 2-ακετυλάμινοφλουορένιο (AAF) (25). Ένας τρίτος μηχανισμός, είναι η αναστολή της ελαττωματικής επιδιόρθωσης του DNA. Οι αναστολείς των πρωτεασών αναστέλλουν την επιδιόρθωση αυτή στα βακτήρια (27) και έχει προταθεί ότι μπορεί να εμφανίζουν την ίδια δράση και στους ανθρώπους.

ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΚΑΤΑΣΤΟΛΗΣ ΤΗΣ ΝΕΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ


Η ταξινόμηση των παραγόντων που ανήκουν σε αυτήν την κατηγορία είναι πιο δύσκολη, γιατί τα κρίσιμα γεγονότα και η ακριβής αλληλουχία τους κατά την προαγωγική φάση και τη φάση της προόδου της καρκινογένεσης, δεν έχουν κατανοηθεί πλήρως. Ωστόσο, όπως προτάθηκε από τους Morse και Stoner (1), τους DeFlora και Ramel (28) και τους Kellof και συνεργάτες (29), οι περισσότερες από τις χημειοπροφυλακτικές ενώσεις αυτής της κατηγορίας μπορεί να ταξινομηθούν σαν:

Αναστολείς του μεταβολισμού των πολυαμινών

Η συγκέντρωση των πολυαμινών στα κύτταρα σχετίζεται με την ικανότητά τους να πολλαπλασιάζονται και συχνά με την νεοπλασματική εξαλλαγή (30). Ένα ένζυμο κλειδί στον βιοσυνθετικό δρόμο των πολυαμινών, είναι η αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (ODC), που καταλύει τη μετατροπή της ορνιθίνης σε πουτρεσκίνη. Τα επίπεδα της ODC και των πολυαμινών, είναι συχνά αυξημένα στους καρκινικούς ιστούς. Επιπλέον οι εστέρες της φορβόλης, όπως είναι το 12-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) (ένας προαγωγέας), προκαλεί αύξηση της δραστηριότητας της ODC και αύξηση της συγκέντρωσης πολυαμινών στους προσβεβλημένους ιστούς (31). Διάφοροι παράγοντες φαίνεται να δρουν μέσω αναστολής της δραστηριότητας της ODC, όπως η a-difluoromethylornithine (DFMO) (32), το ελλαγικό οξύ και οι πολυφαινόλες του τσαγιού.

Επαγωγείς της τελικής διαφοροποίησης

Η τελική διαφοροποίηση, είναι ένα από τα βήματα της φυσιολογικής ρύθμισης του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στο κύτταρο. Τα καρκινικά κύτταρα έχουν χάσει την ικανότητα να διαφοροποιούνται (33). Αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι η αποκατάσταση την ικανότητος των κυττάρων να διαφοροποιούνται, μπορεί να καταστείλει την καρκινογένεση. Οι πιο γνωστές ενώσεις με αυτή τη δράση είναι η βιταμίνη Α και το ρετινοικό οξύ. Είναι γνωστό από χρόνια ότι η ανεπάρκεια σε βιταμίνη Α προκαλεί πλακώδη μεταπλασία και κερατινοποίηση, στοιχεία ανώμαλου πολλαπλασιασμού. Μελέτες σε τραχείες hamster, έδειξαν ότι η χορήγηση βιταμίνης Α στο πλακώδες κερατινοποιούμενο επιθήλιο αποκαθιστά τη φυσιολογική διαφοροποίηση (34). Το ρετινοικό οξύ, φαίνεται να ρυθμίζει τη διαφοροποίηση μέσω σύνδεσης με ενδοκυττάριες πρωτεΐνες και πυρηνικούς υποδοχείς (35).

Ρυθμιστές της ‘’οδού μετάδοσης του μηνύματος’’  (signal transduction)

Τα πολλαπλά μόρια της οδού μετάδοσης του μηνύματος (signal transduction pathway) μπορούν να αποτελέσουν στόχους χημειοπροφύλαξης, αποκαθιστώντας τη φυσιολογική ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Για παράδειγμα, ένα σημαντικό μόριο στη μετάδοση του μηνύματος, είναι η ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC) από την διακυλογλυκερόλη. Αρκετοί χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες, όπως τα φλαβονοειδή και το glycyrrhetinic acid, αναστέλλουν τη δράση της  PKC οδηγώντας σε καταστολή της καρκινογένεσης (36). Επίσης, η παρατηρούμενη σε πολλά επίπεδα χημειοπροφυλακτική δράση αρκετών παραγόντων,  μπορεί να εξηγηθεί μέσω της πολλαπλής δράσης των ουσιών αυτών στα μόρια της οδού μετάδοσης του μηνύματος. Για παράδειγμα, ουσίες όπως τα ρετινοειδή και οι αναστολείς της PKC, που δρουν σε πολλαπλά επίπεδα, όπως στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, στο κυτταρόπλασμα, και στον πυρήνα, θα μπορούσαν να επηρεάζουν και άλλα σχετικά γεγονότα, όπως την έκφραση αυξητικών παραγόντων και το μεταβολισμό των πολυαμινών (36).

Ρυθμιστές της δράσης των ορμονών και των αυξητικών παραγόντων

Οι χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες μπορούν να δράσουν άμεσα, αναστέλλοντας τον πολλαπλασιασμό των νεοπλασματικών κυττάρων, μέσω ρύθμισης της επαγωγής ή της δραστικότητας ειδικών ορμονών ή αυξητικών παραγόντων. Η ρύθμιση αυτή, μπορεί να γίνει σε επίπεδο υποδοχέων της κυτταροπλασματικής μεμβράνης  (όσον αφορά αυξητικούς παράγοντες και πεπτιδικές ορμόνες) ή σε επίπεδο κυτταροπλασματικών και πυρηνικών υποδοχέων (όσον αφορά τους υποδοχείς στεροειδών ορμονών). Για παράδειγμα, ο μεταμορφωτικός παράγοντας-β  [transforming growth factor-β, TGF-β] εμφανίζει ανασταλτική δράση στον πολλαπλασιασμό, στα φυσιολογικά και νεοπλασματικά κύτταρα, in vivo και in vitro (37). Στα νεοπλασματικά κύτταρα, παρατηρείται μείωση της σύνδεσης του TGF-Β με τον υποδοχέα της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Τα κύτταρα αυτά, μπορούν να αποτελέσουν στόχους χημειοπροφύλαξης από τον λειτουργικό TGF-β(37). Τα αντιοιστρογόνα, όπως είναι η ταμοξιφένη, συνδέονται με τους πυρηνικούς υποδοχείς των οιστρογόνων, αναστέλλοντας τη σύνδεση και δράση των οιστρογόνων (38). Τα οιστρογόνα εμφανίζουν δράση προαγωγέα σε πολλούς ορμονοεξαρτώμενους καρκίνους.

Αναστολείς της δράσης των ογκογονιδίων

Οι περισσότερες από τις μελέτες που αφορούν την ικανότητα των χημειοπροφυλακτικών ουσιών να αναστέλλουν τη δράση των ογκογονιδίων, εστιάζονται στο ογκογονίδιο ras. Για να ενεργοποιηθεί η πρωτεΐνη ras, θα πρέπει πρώτα να υποστεί φαρνεσυλίωση. Έχει λοιπόν βρεθεί ότι η ουσία D-limonene που βρίσκεται στα κίτρα, αναστέλλει τη φαρνεσυλίωση των G-πρωτεϊνών και αναστέλλει τη φάση προόδου των όγκων του μαστού, σε αρουραίους στους οποίους χορηγήθηκε MNU ή DMBA (39). 

Επαγωγείς της κυτταρικής επικοινωνίας

Η επικοινωνία μεταξύ των κυττάρων επιτυγχάνεται μέσω των διόδων κυτταρικής επικοινωνίας (gap junctions). Οι gap junctions είναι πόροι ή κανάλια στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, μέσω των οποίων τα κύτταρα επικοινωνούν με τα γειτονικά κύτταρα. Η επικοινωνία αυτή αποτελεί έναν βασικό ρυθμιστή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (40). Όταν είναι ανοικτά επιτρέπουν τη δίοδο μορίων μεγέθους μέχρι και 1000 Da. Πολλές εργασίες έχουν αποδείξει ότι στην καρκινογενετική διαδικασία αναστέλλεται αυτή η επικοινωνία. Αρκετοί χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες, όπως το β-καροτένιο (41), η canthaxanthine και το ρετινοικό οξύ και η βιταμίνη Α, προάγουν την επικοινωνία των κυττάρων μέσω των gap junctions, αναστέλλοντας την καρκινική μεταμόρφωση (41).

Αποκατάσταση της ανοσολογικής απάντησης

Αρκετοί χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες επηρεάζουν την ανοσολογική απάντηση, μέσω διαφόρων μηχανισμών. Για παράδειγμα, το ρετινοικό οξύ (42) αυξάνει την κυτταροτοξικότητα των κυττάρων φυσικών φονέων (Natural Killers, NK). Ομοίως, η βιταμίνη Ε, προκαλεί διέγερση του ανοσοποιητικού συστήματος (φαρμακολογικές δόσεις της βιταμίνης Ε αυξάνουν την παραγωγή αντισωμάτων ειδικά IgG).

Επαγωγείς της απόπτωσης

Η απόπτωση (προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος), αποτελεί σημαντική παράμετρο ρύθμισης του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Ογκοκατασταλτικά γονίδια ή ουσίες (p53, TGF-β), εμφανίζουν μεταξύ των άλλων και δράση επαγωγέων της απόπτωσης (43). Η απόπτωση αναστέλλεται από διάφορους προαγωγείς, όπως το TPA και άλλες χημικές ουσίες με μιτογόνο δράση, όπως οι ορμόνες (44). Από τα στοιχεία αυτά, συμπεραίνουμε ότι η επαγωγή της απόπτωσης μπορεί να αναστείλει την καρκινογένεση. Αρκετοί χημειοπροφυλακτικοί παράγοντες έχει αποδειχθεί ότι επάγουν την απόπτωση, όπως η ταμοξιφένη σε κύτταρα καρκίνου του μαστού (MCF-7) (44) ή η σουλινδάκη, ένα μη στερινοειδές αντιφλεγμονώδες φάρμακο, που αναστέλλει την ανάπτυξη πολυπόδων στο παχύ έντερο (45).

Επιδιορθωτές της ανισορροπίας της μεθυλίωσης του DNA

Έχει αποδειχθεί ότι η υπομεθυλίωση του DNA οδηγεί σε αλλαγές στην έκφραση γονιδίων, που σχετίζονται με τη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (46). Αρκετές ουσίες που αναστέλλουν την καρκινογένεση λειτουργούν σαν δότες μεθυλομάδων. Για παράδειγμα, η μεθειονίνη που συμμετέχει μαζί με τις χολίνες, φολικό οξύ και βιταμίνη Β12 στη ρύθμιση του ενδοκυττάριου μεταβολισμού του μεθυλίου, αναστέλλει τους χημικά προκαλούμενους όγκους του μαστού σε αρουραίους (47).

Αναστολείς της αποικοδόμησης της βασικής μεμβράνης

Τα καρκινικά κύτταρα παράγουν διάφορα ένζυμα που είναι υπεύθυνα για τη λύση της βασικής μεμβράνης, με συνέπεια τη διήθηση των νεοπλασματικών κυττάρων . Τέτοια ένζυμα είναι οι πρωτεάσες κολλαγενάση, υαλουρονιδάση, καθεψίνη D, ελαστάση και ενεργοποιητές του πλασμινογόνου. Έτσι, η χημειοπροφυλακτική δράση των αναστολέων των πρωτεασών, τουλάχιστον εν μέρει, οφείλεται στην αναστολή της λύσης της βασικής μεμβράνης (48).

Αναστολείς του μεταβολισμού του Αραχιδονικού οξέος

Μεταξύ των πολλαπλών γεγονότων που συμβαίνουν κατά την προαγωγική φάση της πειραματικά προκαλούμενης καρκινογένεσης, είναι η αύξηση του μεταβολισμού του αραχιδονικού οξέος, που συμμετέχει στην παρατηρούμενη φλεγμονώδη αντίδραση. Το σύστημα της κυκλοοξυγενάσης μετατρέπει το αραχιδονικό οξύ σε προσταγλανδίνες, προστακυκλίνες και θρομβοξάνια, ενώ το σύστημα της λιποοξυγενάσης μετατρέπει το αραχιδονικό οξύ σε λευκοτριένια και υδροξυεικοσατετραενοικά οξέα. Κατά την διάρκεια αυτής της διαδικασίας δημιουργούνται αρκετά είδη ελευθέρων ριζών. Δείχθηκε ότι οι αναστολείς της κυκλοοξυγενάσης, όπως τα μη στερινοειδή αντιφλεγμονώδη φάρμακα (ασπιρίνη, ινδομεθακίνη, ιμπουπροφένη, πιροξικάμη) και μερικές αντιοξειδωτικές ουσίες (φλαβονοειδή), είναι δραστικοί αναστολείς της καρκινογένεσης (49). Οι αναστολείς της λιποοξυγενάσης, όπως η βιταμίνη Ε, που είναι και δότες ηλεκτρονίων (και αναστέλλουν την δημιουργία ασταθών ελευθέρων ριζών), επίσης αναστέλλουν την προαγωγική φάση της καρκινογένεσης σε επιδερμίδα ποντικών (50).                 
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ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΤΡΟΦΙΜΩΝ

Η μοριακή αιτιολόγηση του κινδύνου που ενέχουν για την διατροφή μας τα μεταλλαγμένα τρόφιμα.


Η πιο σημαντική διαπίστωση όλων όσων εγκρίνουν την χρήση της γενετικής μηχανικής στην γεωργία, είναι ότι οι γενετικά τροποποιημένοι οργανισμοί (ΓΤΟ) δεν είναι μόνο μια φυσική επέκταση της παραδοσιακής γενετικής βελτίωσης για την παραγωγή νέων ποικιλιών φυτών και ζώων, αλλά ότι είναι επίσης πιο ακριβής όσο και ασφαλής. Μάλιστα λέγουν ότι: 

1. Οι ΓΤΟ δίνουν στην φύση μια επιτάχυνση σε ένα δρόμο που θα έπαιρνε έτσι και αλλιώς.

2. Μεταφέροντας ένα συγκεκριμένο γονίδιο από ένα οργανισμό σε ένα άλλο, τα αποτελέσματα είναι πιο προβλέψιμα (και  έτσι πιο ακριβή και ασφαλή) από ότι συμβαίνει στις παραδοσιακές μεθόδους γενετικής βελτίωσης που προχωράμε εμπειρικά.

3. Σε μοριακή και χημική βάση, το DNA  είναι το ίδιο σε όλους τους οργανισμούς και έτσι δεν διατρέχεται κανένας κίνδυνος όταν γονίδια μετακινούνται μεταξύ άσχετων εξελικτικά ειδών ( π.χ. από τον σκορπιό στην πατάτα).

Όμως, μιας και τεχνικά αν μιλήσει κανείς, δεν παρουσιάζεται ουδεμία ομοιότητα ανάμεσα στην γενετική μηχανική και την παραδοσιακή γενετική βελτίωση, πόσο αληθινοί είναι οι παραπάνω ισχυρισμοί; 

Οργάνωση των μηχανισμών γονιδιακού ελέγχου


Εάν τα σωστά γονίδια εκφραστούν στη σωστή χρονική στιγμή και μέσα στα σωστά κύτταρα, το γεγονός αυτό διαβεβαιώνει ότι η σωστή πρωτεΐνη και κατ επέκταση η σωστή λειτουργία θα συμβεί στο σωστό χρόνο και τόπο αλλά και σε σωστή ποσότητα μέσα στο σώμα. Για να πετύχει αυτό η φύση φρόντισε και δημιούργησε μηχανισμούς που επιτρέπουν ή δεν επιτρέπουν την έκφραση των γονιδίων με την μορφή μοριακού διακόπτη. Οι μοριακοί διακόπτες που αναφέραμε προηγούμενα έχει δειχθεί ότι λειτουργούν οργανωμένοι με ιεραρχική δομή λειτουργίας. Πρώτα -πρώτα , τα γονίδια είναι οργανωμένα σε διακριτές ομάδες ή οικογένειες, σε δομές που λέγονται ‘περιοχές χρωματίνης’ ( chromatin domains) ( Felsenfeld 1992, Dillon and Grosveld 1994, Pikaard 1998, Paul and Ferl 1998, Cohen et al 2000). Είναι πλέον ξεκάθαρο και αδιαμφισβήτητο, ότι η έκφραση και η λειτουργία των γονιδίων μέσα σε μια τέτοια περιοχή χρωματίνης παρουσιάζει στενή αλληλεξάρτηση ανάμεσα στα γονίδια ( Wijgade et al 1995, Dillon et al 1997), και μάλιστα η έκφραση και η λειτουργία μιας περιοχής μπορεί να επηρεάσει την λειτουργία και την έκφραση μέσα σε μια κοντινή η και μακρινή περιοχή χρωματίνης ( Flavell 1994, Matzke and Matzke 1998). Γενικά, αυτές  οι περιοχές χρωματίνης μπορεί να βρίσκονται σε δύο δομικές διαμορφώσεις. Το DNA σε μια τέτοια περιοχή μπορεί να βρίσκεται σε ένα τύπο κλειστής, ελικωμένης και ‘ανενεργούς’ δομής, στην οποία τα γονίδια δεν εκφράζονται     ( switched off). Εναλλακτικά , το ίδιο DNA μπορεί να βρίσκεται σε μια ‘ενεργή’ διαμόρφωση όπου να επιτρέπεται μοριακά η έκφραση των γονιδίων και τελικά η παραγωγή πρωτεϊνών. Σε γενικές γραμμές, οι δύο αυτές διαμορφώσεις συμβαίνουν όταν το κύτταρο θέλει να παράγει ( ενεργή διαμόρφωση) ή να μην παράγει ( ανενεργή διαμόρφωση ) συγκεκριμένες πρωτεΐνες, σε συγκεκριμένο χρόνο, προκειμένου να πετύχει ένα συγκεκριμένο αποτέλεσμα. Είναι ξεκάθαρο ότι οποιαδήποτε τεχνολογία, η οποία σκοπεύει να δημιουργήσει χειρισμούς στο γενετικό πρόγραμμα ενός δεδομένου οργανισμού, πρέπει να διατηρήσει την φυσική σειρά και ιεραρχία των γονιδίων αλλά και των περιοχών της χρωματίνης που αναφέρθηκαν προηγούμενα, η οποία σειρά και ιεραρχία έχει εξελιχθεί και λειτουργεί για εκατομμύρια χρόνια πριν από εμάς και πρέπει να συνεχιστεί και μετά από εμάς. 

Γενετική μηχανική


Σε αντίθεση με τη φυλετική αναπαραγωγή, η γενετική μηχανική επιτρέπει την απομόνωση, αποκοπή, ένωση και μεταφορά ενός απλού γονιδίου ή πολλαπλών γονιδίων ανάμεσα σε συνολικά άσχετους οργανισμούς, σπάζοντας ταυτόχρονα και τους φραγμούς που βάζει η φύση, η οποία δεν επιτρέπει την αναπαραγωγή μη κοντινών στην εξέλιξη ειδών. Το αποτέλεσμα είναι να παράγονται συνδυασμοί γονιδίων, οι οποίοι ποτέ δεν θα συνέβαιναν στη φύση. Τα διαγονιδιακά ή γενετικά τροποποιημένα φυτά περιέχουν γονίδια από ιούς, βακτήρια, ζώα, καθώς και από άσχετα μεταξύ τους φυτά. Επιπλέον, τα νεοεισερχόμενα γενετικά στοιχεία αποτελούνται από μη φυσικούς συνδυασμούς γενετικού υλικού. Γενετικά τροποποιημένες πατάτες, τομάτες, φράουλες, πρόκειται να κατασκευασθούν, οι οποίες θα περιέχουν γονίδια της «αντιπαγωτικής» πρωτεΐνης (anti-freeze protein) ενός ψαριού, της γλώσσας. Όλα αυτά με τη σειρά τους συνδέονται με ένα γονίδιο αντίστασης σε κάποιο αντιβιοτικό (antibiotic resistance gene) που συνήθως προέρχεται από βακτήρια. Αυτή η σύνδεση επιτρέπει την επιλογή του φυτού που θα τροποποιηθεί με το ξένο γενετικό υλικό. Οι επιστήμονες που φτιάχνουν τη νέα τομάτα, ελπίζουν και πιστεύουν ότι θα παρουσιάζει μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στην παγωνιά. Αυτό είναι αναμφισβήτητα μια μεγάλη τεχνολογική πρόοδος. Όμως, η μεταφορά του DNA από τον ένα οργανισμό σε έναν άλλο μέσω της γενετικής μηχανικής μπορεί να γίνει με κάποιο βαθμό ασφάλειας σε μορφές ζωής που είναι χαμηλά στην εξέλιξη όπως είναι τα βακτήρια, ή ακόμη και οι μύκητες, αν και ανακύπτουν προβλήματα και σε αυτές τις περιπτώσεις λόγω βιοχημικών αλλαγών που συμβαίνουν εξ αιτίας της γενετικής τροποποίησης.


Η δημιουργία γενετικά τροποποιημένων φυτών και ζώων είναι μία α-φυσική τεχνολογία. Μόλις ενεθεί στα κύτταρα των φυτών ή των ζώων το ξένο γενετικό υλικό, πηγαίνει και ενσωματώνεται τυχαία μέσα στο γένωμα του κυττάρου ξενιστή (φυτού ή ζώου). Σαν αποτέλεσμα αυτής της ενσωμάτωσης η φυσική γενετική αρχιτεκτονική διακόπτεται.


Μέσα στα εκατομμύρια κύτταρα τα οποία υφίστανται την τροποποίηση, μόνο ελάχιστα θα ενσωματώσουν μόνιμα το ξένο γενετικό υλικό. Η συντριπτική πλειοψηφία των κυττάρων τα οποία δεν ενσωμάτωσαν τα ξένα γονίδια, πεθαίνουν. Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιείται για τη δημιουργία όλων λίγο-πολύ των γενετικά τροποποιημένων φυτών και ζώων. Όπως συζητήθηκε προηγούμενα, περιοχές της χρωματίνης μπορεί να εκφραστούν ή να μην εκφραστούν σαν ένα μέρος της σωστής, φυσικής γονιδιακής λειτουργίας. Αφού λοιπόν η ενσωμάτωση νέων γονιδίων στο  DNA του ξενιστή μέσω της γενετικής μηχανικής είναι μια τυχαία διαδικασία που δεν εξαρτάται από τις ικανότητες του επιστήμονα που εκτελεί το πείραμα, το ξένο γονίδιο μπορεί να ενσωματωθεί σε ενεργή ή ανενεργή περιοχή χρωματίνης, τη στιγμή που ενσωματώνεται. Εάν ενσωματωθεί σε μη ενεργή περιοχή χρωματίνης δεν θα μπορέσει να εκφραστεί (όσο και αν ο επιστήμονας θέλει το αντίθετο). Σε αντίθετη περίπτωση, εάν δηλαδή ενσωματωθεί σε ενεργή περιοχή τότε πιθανότατα θα εκφραστεί. Έτσι λοιπόν η τυχαία ενσωμάτωση του ξένου DNA σε μια ήδη ενεργή περιοχή χρωματίνης, ενέχει τον κίνδυνο να διαταράξει την οργανωμένη έκφραση και λειτουργία των ενδογενών γονιδίων. Καθώς ενσωματώνεται τυχαία στην ενεργή περιοχή το ξένο γενετικό υλικό παίρνει τη θέση ενός γονιδίου που εκείνη τη στιγμή θα έπρεπε να εκφραστεί. Όμως τώρα μπορεί και να μην εκφραστεί το ενδογενές αφού ξένο γενετικό υλικό ενσωματώθηκε δίπλα του και εκφράζεται αυτό. Είπαμε και πριν πως είναι πια αποδεκτό ότι οι λειτουργίες των γονιδίων μέσα σε μια δεδομένη περιοχή χρωματίνης είναι αλληλοεξαρτώμενες και ακόμη ότι γονίδια μέσα στην ίδια περιοχή συναγωνίζονται για το ποιο θα εκφραστεί (Cohen et al, 2000). 


Όμως τα φυτικά γενετικά ρυθμιστικά στοιχεία που χρησιμοποιούνται για να διεγείρουν την έκφραση του ξένου DNA (συνήθως ο ρυθμιστής Ca MV) είναι ανήμπορα να διεγείρουν την έκφραση εάν το DNA ενσωματωθεί σε ανενεργή περιοχή. Ετσι λοιπόν τα πάντα εξαρτώνται από το αν το ξένο DNA ενσωματωθεί σε ενεργή μεταγραφικά περιοχή. Όλα αυτά τα αποτελέσματα συνδυαζόμενα μπορεί να δώσουν μια μη προσδοκώμενη και πιθανότατα απρόβλεπτη διαταραχή της γενετικής λειτουργίας του ξενιστή. Τα φαινόμενα αυτά ονομάστηκα σαν ‘φαινόμενα γενετικής θέσης’ (position effects) και καθιστούν πολύπλοκη την διαδικασία διαπίστωσης των γενετικών αλλαγών κάθε ΓΤΟ. Από τις εκατοντάδες των ΓΤ φυτών ή ζώων που προκύπτουν με τα ίδια ξένα γονίδια, μόνο λίγα πληρούν τις προϋποθέσεις της αγροτικής απόδοσης που θέλουμε, και αυτό επειδή κάθε ΓΤΟ περιέχει το ξένο DNA και σε διαφορετική θέση ενσωματωμένο. Φυτά ή ζώα με σαφή φαινοτυπικά προβλήματα αποσύρονται τελικά. Όμως οι αλλαγές εκείνες στη βιοχημεία του ξενιστή, οι οποίες πάντα συνοδεύουν το επιθυμητό αποτέλεσμα, και οι οποίες μπορεί να σημαίνουν την παραγωγή νέων τοξινών, αλλεργιογόνων,  καθώς και ποικίλες αλλαγές στη διατροφική αξία του ‘νέου φυτού’ αγνοούνται παντελώς, πιθανότατα και σκόπιμα από τους παραγωγούς αυτών των ΓΤΟ.

Συμπεράσματα

Είδαμε λοιπόν ότι:

1. Από τεχνικής άποψης, η γενετική τροποποίηση και η κλασσική βελτίωση δεν μοιάζουν σε τίποτα.

2. Οι ΓΤΟ (φυτά ή ζώα) αρχίζουν την ζωή τους στον δοκιμαστικό σωλήνα.

3. Η γενετική μηχανική χρησιμοποιεί τεχνητά φτιαγμένο γενετικό υλικό από διάφορους οργανισμούς και το εισάγει σε άλλους συνήθως εξελικτικά απομακρυσμένους.

4. Η γενετική τροποποίηση μέσω της γενετικής μηχανικής συνήθως διαταράσσει την αρχιτεκτονική του γενώματος του ξενιστή , με απρόβλεπτες συνέπειες στον ξενιστή.

Έτσι δεν είναι το γεγονός ότι η γενετική τροποποίηση είναι εξ ορισμού επικίνδυνη.

 Είναι το ότι η γενετική τροποποίηση δημιουργεί απρόβλεπτες και συχνά μη επιδιωκόμενες βιοχημικές αλλαγές στον ξενιστή, που κάνουν τον ΓΤΟ να πρέπει να αντιμετωπίζεται σαν ‘νέος’ οργανισμός που δεν γνωρίζουμε αν περιέχει τοξικές ουσίες που δεν περιείχε, είτε νέα προϊόντα με αντιγονικά αλλεργιογόνο δράση. Οι ΓΤΟ δεν είναι ούτε πιο ακριβής ούτε πιο ασφαλής επιλογή, από ότι δημιουργεί η κλασσική γενετική βελτίωση γιατί παραβιάζει τις βασικές αρχές της γενετικής λειτουργίας, ενώ η κλασσική μέθοδος διατηρεί τις αρχές της φύσης στα γενετικά συστήματα, δημιουργεί διασταυρώσεις μεταξύ συγγενών ειδών και διατηρεί την φυσική ιεραρχία του γενώματος. Για τούτο το λόγο οι τροφές που προκύπτουν από ΓΤΟ απαιτούν εντελώς διαφορετικούς μηχανισμούς ελέγχου της ασφάλειας των τροφών . Δεν αρκούν μόνο τα χαρακτηριστικά που σχετίζονται με την αγροτική απόδοση , για να χαρακτηρίσει κανείς ακριβές και ασφαλές το νέον οργανισμό ( φυτό ή ζώο).


Χαρακτηριστικό παράδειγμα στη βιβλιογραφία η περίπτωση του γνωστού ερευνητή Pusztai, ο οποίος με την δημοσίευση της εργασίας που θα περιγράψουμε έχασε την δουλειά του. Στα τέλη του 1999 η ομάδα του Dr. Pusztai χρησιμοποίησε ΓΤ πατάτες που περιείχαν μια ουσία από κάποιο άλλο φυτό (συγκεκριμένα μια λεκτίνη) , η οποία ουσία αυξάνει την ανθεκτικότητα των φυτών της πατάτας σε έντομα και σκουλήκια (Εwen and Pusztai , 1999). Στη συνέχεια τάισαν αρουραίους με τέτοιες πατάτες και παρατήρησαν μετά από ορισμένες μέρες σημαντικές κυτταρικές αλλοιώσεις στο γαστρεντερικό σύστημα των ζώων. Σε ζώα μάρτυρες είχαν χορηγήσει κανονικές πατάτες στις οποίες πρόσθεσαν εξωγενώς μέχρι και 1000 φορές μεγαλύτερη ποσότητα λεκτίνης από τις ΓΤ πατάτες, και τα ζώα αυτά δεν έπαθαν απολύτως τίποτα. Οι ερευνητές αποδίδουν το γεγονός στο position effect που εξηγήσαμε νωρίτερα. Κάτι τέτοιο είναι πολύ πιθανόν να συμβαίνει και στα περισσότερα ΓΤ φυτά, αλλά όμως αυτά δεν δοκιμάζονται με χρόνια τεστ τοξικότητας. Θα μπορούσαμε να πούμε χωρίς ίχνος υπερβολής ότι σήμερα όλοι μας, άνθρωποι και ζώα, συμμετέχουμε σε ένα παγκόσμιο διατροφικό πείραμα, στο οποίο κανείς δεν μας ρώτησε αν θέλουμε να συμμετέχουμε και το κυριότερο θα περάσουν ίσως πολλά χρόνια για να καταλάβουμε τι γίνεται. Υπάρχουν όμως λύσεις. Ας ξεκινήσουμε από την πιο απλή: Υποχρεωτική σήμανση όλων των ΓΤ τροφίμων. Ας αφήσουμε επιτέλους τον καταναλωτή να γνωρίζει και ας διαλέξει αυτός.

Επίδραση των ΓΤΟ στην υγεία και το περιβάλλον 


Στο προηγούμενο κεφάλαιο έγινε προσπάθεια να εξηγηθεί πώς είναι δυνατόν η γενετική τροποποίηση να έχει επιπτώσεις στην βιοχημεία του ΓΤΟ, και στο τι τελικά παράγει ο ΓΤΟ μετά την τροποποίηση. Εδώ θα προσπαθήσουμε να δούμε πιο πρακτικά , το τι έχει γίνει γνωστό σε σχέση με την βλαπτική επίδραση του ΓΤΟ στην υγεία του ανθρώπου ή των ζώων εάν καταναλώσουν τον ΓΤΟ, καθώς επίσης και στο περιβάλλον . 

Αλλεργιογόνος δράση 


Σε έγγραφο της Επιτροπής Προστασίας του Περιβάλλοντος των ΗΠΑ (ΕΡΑ) του 2000 αναφέρεται ότι : Μετά από δεκαετίες εκτεταμένης χρήσης του Bacillus thuringiensis (Bt) σαν φυτοφάρμακο (πήρε έγκριση το 1961), δεν έχουν αναφερθεί περιπτώσεις άμεσης ή καθυστερημένης αλλεργικής αντίδρασης στην δ-ενδοτοξίνη( την πρωτεΐνη του βακίλου η οποία ασκεί την φυτοπροστευτική δράση) παρόλη την από στόματος, δέρματος και από εισπνοή έκθεση στο προϊόν αυτό . 


Όμως ερευνητικές εργασίες που έχουν δει το φως της δημοσιότητας τα τελευταία 2 χρόνια δεν συμφωνούν καθόλου με τα παραπάνω. Το 1999 μια μελέτη που χρηματοδοτήθηκε από την ΕΡΑ , δημοσιεύτηκε στο περιοδικό Environmental Health Perspectives με τίτλο «Ανοσολογικές απαντήσεις σε γεωργούς μετά από έκθεση σε παρασκευάσματα του Bacillus thuringiensis . Το άρθρο αναφέρει ότι χρειάζεται πολύ δουλειά ακόμη για να εκτιμηθεί η πιθανή αλλεργιογόνος δράση των σκευασμάτων Bt, καθώς υπάρχουν 3 μελέτες που υποστηρίζουν ότι τα σπρέι Bt προκαλούν αλλεργικές αντιδράσεις (Bernstein et al, 1999) . Στη μελέτη αυτή αναπτύσσεται ένα πρόγραμμα ελέγχου των αγροτών πριν και μετά την έκθεση σε σκευάσματα Bt . Αναφέρεται ότι ένας αριθμός αγροτών ήταν θετικός στο δερματικό τεστ, και μάλιστα βρέθηκαν αντισώματα IgE και IgG, τα επίπεδα των οποίων ήταν υψηλότερα σε εκείνους τους αγρότες που ήρθαν σε μεγαλύτερο βαθμό έκθεση με τα σκευάσματα Bt . Θα πρέπει εδώ να σημειωθεί ότι και το θετικό δερματικό τεστ αλλά και η ύπαρξη IgE αντισωμάτων είναι ενδεικτικά αλλεργικής αντίδρασης . Στην μελέτη βρέθηκε ότι 2 αγρότες ήταν θετικοί στο δερματικό τεστ έναντι εκχυλίσματος Bt, και επίσης ανέπτυξαν IgE αντισώματα . Αυτό δείχνει ότι υπάρχουν πια δερματικά και ορολογικά τεστ για να μελετηθεί η αλλεργιογόνος δράση των διαφόρων δ-ενδοτοξινών του Bt που έχουν εισαχθεί στις γενετικά τροποποιημένες καλλιέργειες . Επίσης οι συγγραφείς αναφέρουν ότι τα αποτελέσματα τους δείχνουν την πιθανότητα αλλεργικής αντίδρασης των ΓΤ τροφίμων από καλλιέργειες Bt (π.χ. καλαμπόκι) . Προσθέτουν δε ότι τώρα πια που υπάρχουν τα τεστ θα πρέπει το θέμα της αλλεργίας από τα γενετικά τροποποιημένα προϊόντα να τεθεί σε νέα βάση . 


Είναι σαφές ότι πλέον όλες οι Bt καλλιέργειες πρέπει να ελέγχονται με αυτόν τον τρόπο. Αν και η αντίδραση ήταν ενάντια στην προ-δ-ενδοτοξίνη, γενετικές μελέτες έδειξαν ότι τα γονίδια για τις δ-ενδοτοξίνες του Bt , Cry1Ab και Cry1Ac ήταν παρόντα στα παρασκευάσματα Bt που κυκλοφορούν στην αγορά. Είναι επίσης γνωστό ότι τα γονίδια των δ-ενδοτοξινών Cry1Ab και Cry1Ac που έχουν εισαχθεί στο καλαμπόκι Bt και στο βαμβάκι Bt είναι ελαφρώς τροποποιημένα (trancated versions) . 


Αν ο αντιγονικός επίτοπος των ενδοτοξινών που προκαλεί την αλλεργική αντίδραση, δεν βρίσκεται στο κομμάτι που έχει αφαιρεθεί στο καλαμπόκι Bt και στο βαμβάκι Bt (κάτι που δεν είναι γνωστό και είναι μάλλον απίθανο) τότε οι παραπάνω καλλιέργειες περιέχουν ένα αλλεργιογόνο επίτοπο . 

Σήμερα οι εταιρείες παραγωγής των γενετικά τροποποιημένων φυτών εφαρμόζουν τις παρακάτω μεθόδους για την εκτίμηση πιθανής αλλεργικής αντίδρασης: 

1) ομολογία της αλληλουχίας των αμινοξέων με γνωστά αλλεργιογόνα, 

2) ανθεκτικότητα  στην γαστρική πέψη, 

3) σταθερότητα στην θέρμανση και 

4) μοριακό βάρος 

Επομένως εφόσον υπάρχουν πια τα δερματικά και ορολογικά τεστ για τις δ-ενδοτοξίνες του Bt πρέπει οπωσδήποτε να χρησιμοποιούνται, γιατί παρέχουν ασύγκριτα πιο ασφαλείς πληροφορίες . 


Έστω και αν τα τεστ αυτά δημιουργήθηκαν  μετά την έγκριση των καλλιεργειών, πρέπει οι εταιρείες παρόλη την έγκριση να τα δοκιμάσουν για να ξαναελέγξουν με πιο ασφαλή πλέον τρόπο τα προϊόντα τους . Ένας από τους συγγραφείς της παραπάνω εργασίας είναι και ο Dr. Donald DoerFlez, επιστήμονας της ΕΡΑ . Αναρωτιέται κανείς εύλογα γιατί η ΕΡΑ δεν κινήθηκε στην κατεύθυνση να κάνει αυτά τα τεστ, που είναι απλά, φτηνά και όχι χρονοβόρα ; 


Η ΕΡΑ λέει ότι η έκθεση του ανθρώπου στις Cry πρωτεΐνες του Bt είναι τόσο ασήμαντη που δεν εμπεριέχει κίνδυνο (ΕΡΑ, Biopesticide Fact Sheet, 1999) . Δεν αναφέρει όμως η ΕΡΑ καμία εργασία για να υποστηρίξει την ασήμαντη έκθεση, ούτε και ορίζει τι θεωρεί ασήμαντη έκθεση . 


Από την άλλη μεριά υπάρχει επιστημονική ένδειξη ότι έκθεση σε σκόνη από σπόρους (grain dust) μπορεί να οδηγήσει σε αλλεργικά συμπτώματα, με χαρακτηριστική την περίπτωση του άσθματος των αρτοποιών (Bauz, 1998) . Πρόσφατες επίσης μελέτες μιλούν για εμπλοκή της σκόνης από καλαμπόκι σε αναπνευστικές παθήσεις όπως η άμεση αναπνευστική φλεγμονή (acute respiratory inflammation, Park et al 1998, Wohlford - Lenane et al, 1998) . Επίσης για αλλεργία που προέρχεται από την σκόνη των αποστειρωμένων γαντιών χειρουργείου (Crippa et al, 1997) . 


Η συγκέντρωση της δ-ενδοτοξίνης στις καλλιέργειες Bt, ειδικά στο καλαμπόκι Bt, είναι 10-100 φορές μεγαλύτερη από ότι στα σπρέι Bt . Επίσης η συγκέντρωση της Cry9C στον σπόρο είναι 100 φορές μεγαλύτερη από ότι η συγκέντρωση των Cry1Ab και Cry1Ac στο καλαμπόκι και το βαμβάκι . Έτσι η συγκέντρωση της Cry9C στην σκόνη από καλαμπόκι είναι πάνω από 100 φορές από ότι το επίπεδο των ενδοτοξινών στα σπρέυ Bt . Άρα οι καλλιέργειες Bt έχοντας 100 και πλέον φορές μεγαλύτερα επίπεδα δ-ενδοτοξινών είναι δυνητικά πολύ πιο αλλεργιογόνες από τα σπρέι Bt . 


Στο καλαμπόκι Starlink που κυκλοφορεί σαν ζωοτροφή νόμιμα αλλά και για ανθρώπινη κατανάλωση (παράνομα) όπως δείχθηκε πριν λίγους μήνες στις ΗΠΑ , η εταιρεία παρασκευής του Aventis αναφέρει ότι μπορεί ένα άτομο να πάρει μέχρι και 8,5 μικρογραμμάρια (εκατομμυριοστά του γραμμαρίου) με τη δίαιτα καθημερινώς. Όμως σύμφωνα με τον Dr. Rick Helm, ειδικό στις αλλεργίες από τρόφιμα ακόμη και νανογραμμάρια (1 μικρογραμμάριο = 1000 νανογραμμάρια) μπορεί να δημιουργήσουν αλλεργική αντίδραση όταν χορηγηθούν με την τροφή σε κάποιο άτομο εάν η πρωτεΐνη είναι αλλεργιογόνος . Άρα θα πρέπει η κατανάλωση καλαμποκιού Bt να μπει σε νέο πλαίσιο, μιας και ενέχει σοβαρούς κινδύνους εμφάνισης αλλεργιών στον άνθρωπο αλλά και στα ζώα . 

Γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά 


Το 1991-1992 , όταν ο Οργανισμός Τροφίμων και Φαρμάκων των ΗΠΑ (Food and Drug Administration, FDA) ανέπτυσσε την πολιτική του για τα γενετικά τροποποιημένα φυτά, η επικρατούσα άποψη στην επιστημονική κοινότητα  ήταν ότι το DNA είναι ένα πολύ ευαίσθητο μόριο, το οποίο διασπάται στο περιβάλλον από ένζυμα και επίσης υδρολύεται κατά την πέψη στο γαστρεντερικό αυλό του ανθρώπου και των ζώων . Σήμερα γνωρίζουμε ότι τα πράγματα είναι κάπως διαφορετικά (Traavik, 1998) . Αν και οι DNAσες (τα ένζυμα που διασπούν το DNA) είναι παρόντα ευρέως στο περιβάλλον, ελεύθερο DNA έχει βρεθεί σε όλα τα οικοσυστήματα (θαλάσσια, γλυκού νερού, ιζήματα, κλπ.) (Lorenz and Wackernagel, 1994) . Ακόμη ερευνητικές εργασίες αναφέρουν ότι ελεύθερο DNA βρίσκεται σε σημαντικά ποσά στο περιβάλλον . Μεγαλύτερα ποσά DNA απομονώνονται από το έδαφος σε σχέση με το DNA που απομονώνεται από κυτταρικούς πληθυσμούς του εδάφους (Steffan et al, 1988) . Αργότερα, άλλες μελέτες έδειξαν ότι το ελεύθερο αυτό DNA προέρχεται από μικροοργανισμούς που δεν είναι πια παρόντες στο έδαφος (Spring et al, 1992), και μάλιστα ότι το DNA αυτό μπορεί να επιβιώσει και να εισαχθεί και να εκφραστεί σε άλλους μικροοργανισμούς . Τέλος, άλλες μελέτες έδειξαν ότι ρύπανση με ξενοβιοτικές ουσίες μπορεί να επηρεάσει την διάρκεια ζωής του ελεύθερου αυτού DNA και της δυνατότητάς του να μεταφερθεί σε άλλους οργανισμούς (Traavik, 1998) . 


Οι πληροφορίες αυτές οδηγούν σε σοβαρές ανησυχίες για την τύχη των γονιδίων ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά, γονιδίων που βρίσκονται πρακτικά σε όλα τα ΓΤ φυτά . Υπάρχει λοιπόν η πιθανότητα αυτά τα γονίδια να μεταφερθούν σε βακτήρια, με ανάλογο αποτέλεσμα , δηλαδή την δημιουργία βακτηρίων ανθεκτικών σε αντιβιοτικά . Στα θηλαστικά, επίσης υπάρχει το ίδιο ερωτηματικό . Εάν δηλαδή το ξένο DNA μπορεί να μην υποστεί πέψη και να απορροφηθεί από το επιθήλιο του γαστρεντερικού σωλήνα . Μελέτες στην δεκαετία του ’70  (Maturin and Curtis, 1977) αλλά και του ’80  (Mc Allan, 1982) σε αρουραίους και μηρυκαστικά, αντίστοιχα, έδειξαν ότι τα νουκλεϊνικά οξέα (DNA και RNA) υδρολύονταν πλήρως κατά την πέψη . 


Όμως καθώς τα χρόνια πέρασαν , και αναπτύχθηκαν ευαίσθητοι μέθοδοι ανίχνευσης των νουκλεϊνικών οξέων, όπως η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR, polymerase chain reaction), στα μέσα της δεκαετίας του ’90  , ερευνητές στη Γερμανία, αναμόχλευσαν  το θέμα με τις νέες πολύ πιο ευαίσθητες μεθόδους (Schubbert et al, 1994) . Τάισαν ποντίκια με DNA από ένα βακτηριοφάγο, τον Μ13 . Με την τεχνική της PCR, οι ερευνητές αυτοί βρήκαν ότι 2-4% του M13 DNA βρέθηκε στα κόπρανα, και μέχρι 0,1% στο ορό του αίματος και στα κύτταρα του αίματος. DNA του   Μ13 με μήκος μέχρι ότι το 1/4 του μήκους του DNA του Μ13 βρέθηκε   μέχρι και 7 ώρες μετά τη χορήγηση. Επομένως αφού το ελεύθερο DNA υπάρχει σε ένα ποσοστό στο γαστρεντερικό σωλήνα με μεγάλο μοριακό βάριος, υπάρχει η πιθανότητα να μεταφερθεί σε μικροοργανισμούς που ζουν εκεί και να τους μετατρέψει σε ανθεκτικούς σε αντιβιοτικά . Επίσης δείχθηκε ότι το ελεύθερο DNA στο γαστρεντερικό του ανθρώπου έχει χρόνο ημιζωής 6 λεπτά, χρόνο πολύ αρκετό για να μεταφερθεί το DNA σε βακτήρια που ζουν εκεί . 


Η ίδια ερευνητική ομάδα (Schubbert et al, 1997) έδειξε αργότερα ότι το DNA του βακτηριοφάγου Μ13 όταν χορηγήθηκε μέσω της τροφής σε ποντίκια μπορεί να ανιχνευθεί σε τμήματα μέχρι και 1/7 του μήκους του φάγου, μέσα σε ιστούς των ζώων. Μάλιστα βρέθηκε ότι ενσωματώνεται στο DNA του ποντικού σε συγκεκριμένες περιοχές . Ιδιαίτερη αίσθηση στην παγκόσμια επιστημονική κοινότητα έκανε η ερευνητική εργασία μιας ομάδας από τη Γερμανία (Einspanier et al, 2001) όπου βρέθηκε ότι το φυτικό DNA μπορεί σε ένα μικρό ποσοστό να περνάει σε μεγαλομοριακή μορφή μέσω του γαστρεντερικού και να ανιχνεύεται σε ιστούς ζώων όπως η αγελάδα και η κότα . Σημαντική ήταν η παρουσία τέτοιου DNA στο γάλα. Γίνεται αντιληπτό, ότι με αυτές τις πληροφορίες δεν είναι καθόλου απίθανο να περάσει κομμάτι DNA με τις πληροφορίες για την αντίσταση στα αντιβιοτικά μέσα σε γεννητικά κύτταρα του παραγωγικού ζώου . Τέτοιου είδους μεταλλάξεις δεν είναι απίθανες στη φύση . Ας θυμηθούμε εδώ ότι ένα αντίστοιχο γεγονός αποτελεί η καρκινογενετική διαδικασία που συμβαίνει τουλάχιστον μια φορά στη ζωή μας σε ένα κύτταρο ανάμεσα σε τρισεκατομμύρια κύτταρα.  

Σε ένα άλλο πείραμα, ένα γενετικά τροποποιημένο πλασμίδιο βρέθηκε να επιβιώνει σε ποσοστό μέχρι και 25% μέχρι μια ώρα σε έκθεση σε ανθρώπινο σάλιο (Mercer et al, 1999) . Μερικά διασπασμένο πλασμιδιακό DNA μπόρεσε και εισχώρησε και μεταμόρφωσε τον μικροοργανισμό Streptococcus gordonii, ένα βακτήριο που φυσιολογικά ζει στο ανθρώπινο στόμα και τον φάρυγγα . Μιας και το DNA των ΓΤ φυτών δεν διασπάται εντελώς μέσα στο στόμα, είναι δυνατόν να μεταφερθεί σε βακτήρια του στόματος και να τα μεταμορφώσει . Εφόσον λοιπόν τα ΓΤ φυτά που φτάνουν στο πιάτο μας περιέχουν γονίδια αντίστασης σε αντιβιοτικά, είναι δυνατόν να μεταφερθούν αυτά σε βακτήρια του στόματος και να τα κάνουν ανθεκτικά σε αντιβιοτικά. Πρέπει εδώ να σημειωθεί ότι στο καλαμπόκι Bt της εταιρείας Novartis, το οποίο περιέχει το γονίδιο αντίστασης στο αντιβιοτικό αμπικιλλίνη, το γονίδιο αυτό βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο ενός βακτηριακού ρυθμιστή αντί για ένα φυτικό ρυθμιστή που συνήθως γίνεται, και έτσι αυξάνεται πολύ η πιθανότητα έκφρασης της ανθεκτικότητας στην αμπικιλλίνη σε βακτήρια του στόματος τα οποία απορρόφησαν το DNA αυτό . 

Τον Σεπτέμβριο του 1998, η Βρετανική Βασιλική Εταιρεία κυκλοφόρησε ένα έγγραφο, περί της απαγόρευσης της χρήσης γονιδίων ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά, στα ΓΤ τρόφιμα . Τον Μάιο του επόμενου έτους , η Βρετανική Ιατρική Εταιρεία, η οποία αντιπροσωπεύει το 85% των γιατρών της Βρετανίας , κυκλοφόρησε ένα έγγραφο που μιλούσε για το ίδιο πράγμα και μάλιστα τόνιζε ότι : η χρήση γονιδίων ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά, στα ΓΤ τρόφιμα είναι ένας μικρός μεν αλλά απαράδεκτος εάν συμβεί κίνδυνος για τον άνθρωπο . Γι΄ αυτό πρέπει να μπει ένα τέλος στη χρήση αυτή και σύντομα (ΒΜΑ , 1999) . 

Η οδηγία 90/220 της Ευρωπαϊκής Ένωσης αναφέρεται στην απελευθέρωση ΓΤΟ στο περιβάλλον . Σύντομα αναμένεται τροποποίηση αυτής, η οποία περιέχει την πρόταση να μην υπάρχει πια ΓΤ τρόφιμο που να περιέχει γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά, μέχρι το 2005 (EC Services, 2000) . 


Συμπερασματικά, πιστεύουμε ότι σε λίγα χρόνια δεν θα χρησιμοποιούνται πλέον γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά στους ΓΤΟ που προορίζονται να μπουν στην τροφική αλυσίδα του ανθρώπου και των ζώων , γιατί αποτελούν ένα κίνδυνο που μπορούμε να αποφύγουμε . 

Δοκιμασίες άμεσης τοξικότητας (acute toxicity testing) 


Προκειμένου να πάρει έγκριση ένα ΓΤ φυτό στις ΗΠΑ , η ΕΡΑ ζητά τη δοκιμασία άμεσης τοξικότητας μετά από κατανάλωση από του στόματος σε πειραματόζωα . Για παράδειγμα στο καλαμπόκι Bt, γίνεται η δοκιμασία με δ-ενδοτοξίνη απομονωμένη από ΓΤ βακτήρια και όχι από ΓΤ καλαμπόκι. Η ΕΡΑ πιστεύει ότι δεν υπάρχει καμία ουσιαστική διαφορά στην ενδοτοξίνη που έχει απομονωθεί από βακτήρια ή από φυτά. 


Εδώ αγνοείται ένα βασικό φαινόμενο της βιολογίας, η μετά-μεταφραστική τροποποίηση μιας πρωτεΐνης, αφού μεταφραστεί στον οργανισμό στον οποίο το αντίστοιχο γονίδιο εκφράζεται. Βακτήρια, φυτά, ζώα έχουν διαφορετικούς μηχανισμούς τέτοιας τροποποίησης, η οποία έχει να κάνει με τη δομή και λειτουργία όλης της πρωτεΐνης. Παραδείγματα τέτοιας τροποποίησης είναι η γλυκοσυλίωση και η ακετυλίωση των πρωτεϊνών. Η γλυκοσυλίωση είναι η προσθήκη σακχαρούχων ομάδων που μπορούν να αλλάξουν δραματικά την δομή και την λειτουργία μιας πρωτεΐνης . Και είναι γνωστό ότι η γλυκοσυλίωση συνδέεται με την αλλεργική αντίδραση (Benjuoad et al, 1992) . Οι πληροφορίες που έχουν δοθεί στην ΕΡΑ, αναφέρουν ότι η δ-ενδοτοξίνη δεν γλυκοσυλιώνεται στα φυτά . 


Η ακετυλίωση των πρωτεϊνών είναι η προσθήκη ακετυλοομάδων σε συγκεκριμένα αμινοξέα . Αν και δεν έχει κατανοηθεί σε ικανοποιητικό βαθμό η ακετυλίωση των πρωτεϊνών, έχει βρεθεί ότι πρωτεΐνες όπως οι ιστόνες που δεσμεύονται στο DNA, ακετυλιώνονται και η ακετυλίωση ρυθμίζει την αλληλεπίδρασή τους με το αρνητικά φορτισμένο DNA . Πριν μερικά χρόνια (Harbour et al, 1992) βρέθηκε ότι η ανασυνδυασμένη  αυξητική ορμόνη βοδιού (rb GH) ακετυλιώνεται και δημιουργείται το αμινοξύ έψιλον-Ν- ακετυλολυσίνη όταν η rbGH παράγεται σε βακτήρια Ε. coli . Η παραγωγή αυτού του μεταλλαγμένου αμινοξέος μπορεί να διαφύγει κάλλιστα την ανίχνευση, αφού κατά την ανάλυση εφαρμόζονται συνθήκες υδρόλυσης που μπορούν να απομακρύνουν την ακετυλο-ομάδα (Violand et al, 1994). Έτσι λοιπόν το αποτέλεσμα αυτής της τροποποίησης στην ασφάλεια, την δομή και την λειτουργικότητα της rbGH δεν έχει μελετηθεί . Να σημειωθεί εδώ ότι rbGH απομονωμένη από E. coli (όπως το παράδειγμα παραπάνω) χρησιμοποιείται κατά κόρον σήμερα για την πάχυνση αγελάδων στις ΗΠΑ . Στην Ευρώπη η χρήση της rbGH απαγορεύεται . 


Έτσι λοιπόν γίνεται αντιληπτό ότι κατά την διάρκεια της εκτίμησης ΓΤ φυτών για άδεια από την αντίστοιχη υπηρεσία (όπως η ΕΡΑ στις ΗΠΑ) θα πρέπει να εφαρμόζεται η δοκιμασία με ολόκληρο το ΓΤ φυτό και όχι με παρασκεύασμα απομονωμένο από άλλη πηγή (όπως στην περίπτωση του καλαμποκιού Bt η δ-ενδοτοξίνη δοκιμάσθηκε απομονωμένη από βακτήρια) . 

Χαρακτηρισμός του ΓΤ προϊόντος 


Τα τελευταία χρόνια έχουν εμφανιστεί στη διεθνή βιβλιογραφία εργασίες που ασχολούνται με την ασφάλεια του ΓΤ προϊόντος προερχόμενου από γενετικά τροποποιημένα φυτά. Οι εργασίες αυτές καταλήγουν σε επιστημονικά συμπεράσματα που μας οδηγούν στη σκέψη ότι Επιτροπές όπως η ΕΡΑ στις ΗΠΑ που δίνουν άδεια κυκλοφορίας σε τέτοια προϊόντα πρέπει να υιοθετήσουν αλλαγές στη διαδικασία χορήγησης της άδειας, μιας και όπως θα εξηγηθεί στη συνέχεια δεν εξασφαλίζεται με τίποτα η έλλειψη τοξικότητα ενός καταναλωτή . 


Οι πληροφορίες που υπάρχουν από τις εργασίες αυτές λίγο πολύ σχετίζονται με το γεγονός των απρόβλεπτων αποτελεσμάτων στη βιοχημεία του ΓΤ φυτού, εξαιτίας της τυχαίας ενσωμάτωσης του ξένου DNA όπως εξηγήθηκε εκτεταμένα στο προηγούμενο κεφάλαιο. Έτσι είναι σαφές ότι εμφανίζεται πιεστικά σε όλες τις μελέτες το θέμα των δοκιμών του ΓΤ προϊόντος σε πειραματόζωα για μεγάλα χρονικά διαστήματα (1-2 χρόνια) και όχι για λίγες εβδομάδες που είναι σήμερα. Και οπωσδήποτε η δοκιμή να αφορά ολόκληρο το ΓΤ φυτό . 


Οι μελέτες οι οποίες αφορούν τα μη προβλέψιμα από πλευράς τοξικότητας αποτελέσματα, μπορούν να ταξινομηθούν σε δύο κατηγορίες: μη προβλέψιμη συμπεριφορά της έκφρασης των ενδογενών και εξωγενών γονιδίων του ΓΤ φυτού και διαφορές από την διαφορική μετά-μεταφραστική τροποποίηση των εκφραζόμενων πρωτεϊνών των ΓΤ φυτών. Και οι δύο αυτές αιτίες θεωρητικά αναλύθηκαν προηγούμενα . Στη συνέχεια θα προσπαθήσω να δείξω με παραδείγματα τη σημασία τους μέσω μελετών που έχουν δει το φως της δημοσιότητας σε διεθνή και έγκριτα επιστημονικά περιοδικά . 


Στα τέλη της δεκαετίας του ’80  , μια ομάδα ερευνητών προσπάθησε να επέμβει στο χρώμα των ανθών του καπνού και της  πετούνιας με μεθόδους γενετικής μηχανικής. Συγκεκριμένα προσπάθησαν να κατασκευάσουν ΓΤ φυτά που περιείχαν ένα συνθετικά φτιαγμένο DNA που λειτουργούσε σαν αντιγονίδιο για κάποιο γονίδιο που παίζει σημαντικό ρόλο στη δημιουργία των χρωστικών του άνθους (Van der Krol et al, 1988) . Το αποτέλεσμα που αναμενόταν ήταν η δημιουργία φυτών που θα είχαν το ίδιο χρώμα στα άνθη τους. Όμως τα φυτά που δημιούργησαν είχαν το καθένα και διαφορετική απόχρωση στο χρώμα ανθέων. Και όχι μόνο αυτό, αλλά όταν άλλαζε εποχή μερικά άνθη άλλαζαν το χρώμα τους, ενώ άλλα όχι. Τα αποτελέσματα αυτά εξηγούνται με την υπόθεση ότι κάθε φυτό που δημιουργήθηκε είχε και σε διαφορετικό σημείο το ξένο DNA, και έτσι δεν μπορούσε να εξασφαλιστεί μια ομοιογένεια στο χρώμα των ανθέων, εξ αιτίας του φαινομένου «position effect» που εξηγήθηκε νωρίτερα. Σε μερικά φυτά το επιδιωκόμενο χαρακτηριστικό εκφράστηκε πολύ, σε άλλα λίγο, σε άλλα ενδιάμεσα και η φύση γνωρίζει ευτυχώς καλύτερα από μας την ερμηνεία του όρου ποσότητα . 


Έχοντας στο μυαλό μας το φαινόμενο του «position effect» μπορούμε να καταλάβουμε τι πήγε στραβά στο Μισούρι και το Τέξας πριν 4 χρόνια όταν δεκάδες χιλιάδες στρέμματα του ΓΤ βαμβακιού της Monsanto ουσιαστικά πήγαν χαμένα. Στο Μισούρι, τον πρώτο χρόνο της έγκρισης του ΓΤ βαμβακιού ανθεκτικού στο φυτοφάρμακο Roundup, σχεδόν 100.000 στρέμματα του βαμβακιού αυτού είχαν πρόβλημα. Σε μερικές περιπτώσεις τα φυτά έριξαν τις μπάλες του βαμβακιού, ενώ σε άλλα το ξένο DNA δεν εκφράστηκε σωστά, και έτσι όλη η σοδειά εξολοθρεύτηκε από το φυτοφάρμακο Roundup στο οποίο υποτίθεται ότι ήταν ανθεκτική (Fox, 1997) . 


Η εταιρεία Monsanto υποστήριξε ότι το πρόβλημα δημιουργήθηκε εξ αιτίας των ακραίων κλιματολογικών συνθηκών. Τελικά επειδή το θέμα πήρε διαστάσεις η Mansanto πλήρωσε αποζημίωση στους αγρότες αρκετά εκατομμύρια δολάρια. Αξίζει να σημειωθεί ότι η αποζημίωση δόθηκε εθελοντικά από την εταιρεία, χωρίς οι αγρότες να καταφύγουν σε δικαστήρια, όπως απειλούσαν στην αρχή. Στο Τέξας, αρκετοί αγρότες είχαν προβλήματα επίσης με το βαμβάκι Bt . Στο 50% περίπου των στρεμμάτων που καλλιεργήθηκαν το ΓΤ βαμβάκι Bt απέτυχε να προσδώσει στο φυτό προστασία από το πράσινο σκουλήκι του βαμβακιού (Helicoverpa Zea). Επίσης πολλοί αγρότες είχαν προβλήματα με την βλάστηση, την χαμηλή απόδοση και πολλά άλλα. Τα προβλήματα ήταν τελικά πολλά και οι αγρότες κατέφυγαν κατά της Monsanto . Τελικά πέρυσι η Monsanto ρύθμισε την υπόθεση χωρίς την ανάγκη δίκης, πληρώνοντας πάλι αρκετά εκατομμύρια δολάρια (σύμφωνα με δήλωση του δικηγόρου των αγροτών J. Schanks). Βλέπουμε δηλαδή σοβαρά προβλήματα, απρόβλεπτα, στην καλλιέργεια, με κριτήριο τις φαινοτυπικές αλλαγές στην αγροτική απόδοση του προϊόντος. Όμως γιατί να μην υπάρχουν και προβλήματα στο φυτό που να σχετίζονται με την περιεκτικότητα σε διάφορες ουσίες που να αντανακλούν τελικά στην διατροφική τους ασφάλεια, μια και το συγκεκριμένο βαμβάκι, καταλήγει και σε βαμβακόπιτα για αγελάδες. Επίσης το λάδι από τους σπόρους βαμβακιού χρησιμοποιείται σε διάφορες τροφές. Δυστυχώς αυτά τα ερωτηματικά δεν μπορούν να απαντηθούν από τις μέχρι τώρα πληροφορίες που υπάρχουν ενός φάκελο του προϊόντος . 


Την ίδια περίπου εποχή είδε την δημοσιότητα μια μελέτη των Reddy και Thomas (Reddy and Thomas , 1996) . Στην μελέτη αυτή , οι ερευνητές αναφέρουν ότι προσπάθησαν να δημιουργήσουν ένα ΓΤ καπνό που θα παρήγαγε ένα διαιτητικό λιπαρό οξύ, το γ-λινολεϊκό οξύ . Πράγματι έφτιαξαν τέτοιο καπνό που παρήγαγε το ζητούμενο οξύ, όμως δημιούργησαν και κάτι ακόμη που δεν το περίμεναν. Εξ αιτίας της τυχαίας ενσωμάτωσης του ξένου DNA στον ΓΤ καπνό, σταμάτησε να λειτουργεί ένα μεταβολικό μονοπάτι, με αποτέλεσμα την συσσώρευση ενός μορίου, του δεκαοκτατετραενικού οξέος, το οποίο είναι τοξικότατο στον άνθρωπο και έχει βιομηχανική χρήση. Η τοξίνη αυτή δεν περιέχεται στον φυσικό καπνό. Βλέπουμε λοιπόν την δημιουργία τοξινών στα ΓΤ φυτά, οι οποίες δεν ήταν στο πρόγραμμα να παραχθούν . 


Και ερχόμαστε σε ένα παράδειγμα που δεν αφορά τα ΓΤ φυτά, αλλά αφορά τη ΓΤ ζύμη που χρησιμοποιείται κατά κόρον από τους επιστήμονες για να παράγουν διάφορα «χρήσιμα» προϊόντα για κατανάλωση από τον άνθρωπο . Μια ερευνητική ομάδα το 1995 πήρε κάποια γονίδια από το γένωμα της ζύμης, τα διπλασίασε τεχνητά και τα επανασήγαγε στο γένωμα της ζύμης με γενετική μηχανική (Inose and Murata, 1995). Οι επιστήμονες αυτοί βρήκαν ότι τρεις φορές αύξηση στο επίπεδο ενός ενζύμου της γλυκόλυσης, της φωσφοφρουκτοκινάσης, είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση 40-200 φορές του επιπέδου της μεθυλογλυοξάλης, μιας τοξικότατης ουσίας η οποία είναι μεταλλαξιγόνος (θετική στη δοκιμή μεταλλαξιγένεσης κατά Ames). Οι ερευνητές τονίζουν στο συμπέρασμα του άρθρου τους, ότι η διαταραχή στην αρχιτεκτονική του γενώματος είναι κατά πάσα πιθανότητα υπεύθυνη για την απρόβλεπτη και ανεπιθύμητη συσσώρευση του μεταλλαξιγόνου αυτού μεταβολίτη . Επισημαίνουν δε ότι η θεωρία της ουσιαστικής ισοδυναμίας (substantial equivalency) ανάμεσα σε ΓΤ και σε μη ΓΤ προϊόντα δεν ισχύει τουλάχιστον για τη ζύμη. Και μιας και η ζύμη χρησιμοποιείται για την παρασκευή πολλών ουσιών που φτάνουν σαν τροφή και στον άνθρωπο αλλά και στα ζώα σαν ζωοτροφή, θα πρέπει να δούμε οι υπεύθυνοι το θέμα του «substantial equivalency» με νέο πρίσμα. 


Και ερχόμαστε στα τέλη του 1999, όπου μια μελέτη ενός γνωστού επιστήμονα είδε το φως της δημοσιότητας στο γνωστό επιστημονικό περιοδικό Lancet. Η συγκεκριμένη ερευνητική ομάδα χρησιμοποίησε ΓΤ πατάτες που περιείχαν μια ουσία από κάποιο άλλο φυτό, (συγκεκριμένα μία λεκτίνη, την αγλουτινίνη Galanthus nivalis) η οποία ουσία αυξάνει την ανθεκτικότητα των φυτών της πατάτας σε έντομα και σκουλήκια (Ewen and Pusztai, 1999) . Έτσι λοιπόν τάισαν αρουραίους με τέτοιες πατάτες και μετά από ορισμένο χρονικό διάστημα παρατήρησαν ότι σε αυτά τα ζώα υπήρχε μια σημαντική διαταραχή στο γαστρεντερικό και συγκεκριμένα αύξηση του αριθμού των κυττάρων του λεπτού εντέρου .


Η διαταραχή αυτή δεν παρατηρήθηκε ούτε στα ζώα μάρτυρες, ούτε στα ζώα που ταΐστηκαν με φυσιολογικές πατάτες στις οποίες προστέθηκε εξωγενώς η λεκτίνη που υπήρχε στις ΓΤ πατάτες . Επίσης το 1990 ο ίδιος ερευνητής είχε χορηγήσει σε αρουραίους με την τροφή 1000 φορές μεγαλύτερη ποσότητα λεκτίνης από ότι περιέχεται στην ΓΤ πατάτα και δεν είχε παρατηρήσει καμία διαταραχή στο λεπτό έντερο (Pusztai et al, 1990). Έτσι οι ερευνητές στο άρθρο τους του 1999, αναφέρουν ότι αυτή η διαταραχή στο λεπτό έντερο προκλήθηκε ή από άλλα γονίδια που περιέχονταν στο εξωγενές DNA μαζί με το γονίδιο της λεκτίνης, για λόγους πρακτικούς όπως έχουμε εξηγήσει στο προηγούμενο κεφάλαιο, ή λόγω του «position effect» από την τυχαία ενσωμάτωση του εξωγενούς DNA στο γένωμα της πατάτας . Στη συγκεκριμένη εργασία χρησιμοποιήθηκαν νεαρά ζώα, και μελετήθηκε σε βάθος η κατάσταση διαφόρων οργάνων του σώματος. Συνήθως οι μελέτες που γίνονται για λογαριασμό των εταιρειών παραγωγής του ΓΤ φυτού δεν είναι τόσο λεπτομερείς . Έτσι είναι πιθανό οι μελέτες που υπάρχουν στους φακέλους προς έγκριση και αφορούν διάφορα ΓΤ φυτά που προορίζονται για κατανάλωση να μην περιλαμβάνουν όλες τις δυνατές παρενέργειες, επειδή είναι πλημμελείς από τη φύση τους. Η εργασία αυτή του Pusztai και των συνεργατών του έτυχε πολύ προκατειλημμένης κριτικής από πολλούς επιστήμονες, και ανέδειξε για άλλη μια φορά ένα μεγάλο πρόβλημα της επιστήμης. Τον επιστημονικό ρατσισμό. Καλώς ή κακώς υπάρχουν συμφέροντα στο χώρο της επιστήμης που είναι ικανά να συντρίψουν οποιονδήποτε σκεφτεί να πάει κόντρα σε αυτά τα συμφέροντα. Τελικά ο καταξιωμένος και πρωτοπόρος ερευνητής Pusztai απελύθη από την δουλειά του, λίγο καιρό μετά την ανακοίνωση των αποτελεσμάτων που περιγράψαμε νωρίτερα . 


Από τα παραδείγματα που αναφέραμε μέχρι τώρα γίνεται κατανοητό ότι δεν έχει πλέον νόημα να γίνονται δοκιμές τοξικότητας με απομονωμένο το συστατικό που εισήχθη σε κάποιο φυτό για να καταστεί τούτο γενετικά τροποποιημένο. Χρειάζονται μελέτες με ολόκληρο το φυτό, να γίνεται η χορήγηση μέσω της τροφής σε πειραματόζωα για αρκετό χρόνο και να μελετώνται διεξοδικά όλα τα όργανα των ζώων. Κάτι τέτοιο σήμερα τουλάχιστον, δεν γίνεται από μεριάς των εταιρειών παραγωγής . 


Στο τομέα της ασφάλειας, της υγείας του καταναλωτή , ανήκει και το επόμενο παράδειγμα , το οποίο σκόπιμο αφήσαμε για το τέλος γιατί αποτελεί ίσως το πιο τρανταχτό και ακραίο παράδειγμα κινδύνου που διατρέχουν οι καταναλωτές οι οποίοι καταναλώνουν ΓΤ προϊόντα, μιας και με τίποτα δεν εξασφαλίζεται η έλλειψη τοξικότητα των προϊόντων αυτών από την κείμενη νομοθεσία και πρακτική . 


Το 1989 στις ΗΠΑ συνέβη η πρώτη τραγωδία που αφορούσε θανάτους ανθρώπων από γενετικά τροποποιημένα προϊόντα . 37 άτομα πέθαναν και πάνω από 1500 αρρώστησαν σοβαρά, ορισμένα με μόνιμη ολική ανικανότητα, από ένα σύνδρομο που ονομάστηκε σύνδρομο ηωσινοφιλίας - μυαλγίας . Η ασθένεια χαρακτηρίστηκε από πολύ ψηλές τιμές ηωσινόφιλων (κυττάρων του αίματος) και διάχυτο μυϊκό πόνο . 


Η εταιρεία Showa Denko παρήγαγε για χρόνια τρυπτοφάνη (είναι ένα αμινοξύ) για διαιτητική χρήση στους ανθρώπους . Τον Δεκέμβριο του 1988, η εταιρεία εισήγαγε ένα νέο τύπο του Βακίλου που παρήγαγε την τρυπτοφάνη (Bacillus amylolique faciens), ο οποίος τροποποιήθηκε γενετικά για να μεγιστοποιήσει την παραγωγή τρυπτοφάνης . Η τροποποίηση αυτή είχε σαν αποτέλεσμα και την παραγωγή ορισμένων ουσιών στο παρασκεύασμα της τρυπτοφάνης σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις (< 0.01% του τελικού προϊόντος) . Όπως φάνηκε από μελέτες η φλεγμονώδης αυτή ασθένεια προηγήθηκε από μία ή και περισσότερες από τις παραπάνω ουσίες. Αυτές οι ουσίες - προσμίξεις ήταν η 1,1΄- αιθυλιδενε-δις (τρυπτοφάνη) ή ΕΒΤ και η 3-(φαινυλαμινο) αλανίνη (ΡΑΑ) . Αυτές οι προσμίξεις με άγνωστο μηχανισμό προκάλεσαν την ασθένεια. Σημαντική παρατήρηση:  Και τότε άλλα πολύ πιο σημαντικά σήμερα, η κείμενη νομοθεσία επιβάλλει την ανίχνευση συστατικού στο ΓΤ προϊόν εάν τούτο είναι πάνω από 0.1% . Δηλαδή η κυκλοφορία της τρυπτοφάνης ήταν καθ’ όλα νόμιμη το 1988, γιατί οι προσμίξεις που ενοχοποιήθηκαν ήταν σε ποσοστά < 0.01% , 10 φορές δηλαδή κάτω από το όριο ανάγκης ανίχνευσης. Παρόλη την τραγωδία, το 1996 στην Μεγάλη Βρετανία πήρε έγκριση με τις ίδιες προϋποθέσεις ένα σκεύασμα βιταμίνης Β2 . Σήμερα ισχύει η ίδια νομοθεσία. Τρανταχτό παράδειγμα το προηγούμενο μάθημα της τρυπτοφάνης του γιατί είναι ανάγκη να δοκιμάζεται για μακρόχρονη τοξικότητα ολόκληρο το προϊόν και όχι το απομονωμένο συστατικό. Ο θάνατος τόσο ανθρώπων φαίνεται πως δεν δημιούργησε τέτοια δυναμική για να αλλάξει η νομοθεσία ακόμη και 13 χρόνια μετά. Πολύ φοβάμαι ότι όταν ξανασυζητήσαμε το γεγονός μιας πιθανής νέας διατροφικής τραγωδίας από ΓΤ προϊόντα, ούτε τότε αυτές οι σκέψεις θα είναι επίκαιρες . 

Υπάρχουν τελικά κίνδυνοι για το περιβάλλον από τους ΓΤΟ; 


Επειδή ο κίνδυνος για το περιβάλλον αλλά και για την βιοποικιλότητα είναι ένα μεγάλο θέμα και ξεφεύγει του σκοπού αυτού του άρθρου , θα προσπαθήσω να κάνω μια πολύ μικρή αναφορά χωρίς να μπω σε πολλές λεπτομέρειες . 


Από τα μέχρι τώρα αποτελέσματα των εργασιών που έχουν ανακοινωθεί ή δημοσιευθεί δεν είναι ξεκάθαρο το ποια τελικά μπορεί να είναι η επίπτωση των ΓΤ καλλιεργειών και των ΓΤ ζώων στο περιβάλλον. Τα προσεχή χρόνια πρόκειται να κυκλοφορήσει στην αγορά ΓΤ σολωμός ο οποίος θα έχει το γονίδιο της αυξητικής ορμόνης της γλώσσας και θα μεγαλώνει 10 φορές γρηγορότερα και 6 φορές μεγαλύτερος από τον φυσικό σολωμό . Τι θα μπορούσε να συμβεί κάτω από ακραίες κλιματολογικές συνθήκες , εάν σπάσει κάποιος κλωβός καλλιέργειας από μια καταιγίδα και δραπετεύσει ο ΓΤ σολωμός στην θάλασσα . Κανείς δεν μπορεί ούτε να το αποκλείσει αλλά ούτε και να προβλέψει το τι θα γινόταν . 


Οι εν δυνάμει κίνδυνοι από τους ΓΤ μικροοργανισμούς και τα ΓΤ φυτά είναι ακόμη μεγαλύτεροι. Υπάρχουν πολλοί τρόποι με τους οποίους μπορούν οι ΓΤΟ να διασπαρθούν στο περιβάλλον . Πρώτα τα ΓΤ φυτά μπορούν να διασταυρωθούν με συγγενή τους άγρια φυτά . Οι ιοί των φυτών έχει βρεθεί ότι ενσωματώνουν μέσα στο γενωμά τους ξένα γονίδια από το ΓΤ φυτό . Αυτό θα μπορούσε να δημιουργήσει μια εξάπλωση των ιδιοτήτων ενός ΓΤ φυτού σε άλλα μέσω ιών των φυτών με δυσμενείς συνέπειες για το περιβάλλον. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι ένας ανασυνδυασμένος ιός εντόμων που περιέχει το γονίδιο μιας τοξίνης του σκορπιού, και ο οποίος ψεκάζεται σε δοκιμαστικές καλλιέργειες του Καναδά σαν φυτοπροστατευτικό ευρέως φάσματος . 


Οι περισσότερες ΓΤ καλλιέργειες φυτών που έχουν δημιουργηθεί είτε είναι υπό δημιουργία, συνήθως είναι ανθεκτικές σε ζιζανιοκτόνα ή παράγουν το δικό τους φυτοφάρμακο ενάντια σε κάποιο εχθρό του φυτού. Δοκιμές σε αγρούς στην Σκωτία και τη Δανία χρησιμοποιώντας ΓΤ ελαιοκράμβη ανθεκτική σε κάποιο φυτοφάρμακο, βρήκαν ότι η ελαιοκράμβη διασταυρώνεται με συγγενή ζιζάνια, παράγοντας έτσι μέσα σε μία μόνο καλλιεργητική περίοδο ΓΤ ανθεκτικά ζιζάνια, τα λεγόμενα σούπερ-ζιζάνια (superweeds). Ίδια αποτελέσματα έχουν αναφερθεί από άλλους ερευνητές με ΓΤ πατάτες. Επίσης πειράματα με ΓΤ βαμβάκι Bt αποκάλυψαν ότι λόγω της εξελικτικής πίεσης προέκυψαν ανθεκτικοί εχθροί του βαμβακιού Bt, οι οποίοι έκαναν μεγάλη ζημιά στην καλλιέργεια . 


Επίσης δημιουργήθηκαν καλλιέργειες με βελτιωμένα καλλιεργητικά χαρακτηριστικά όπως ΓΤ σιτάρι το οποίο μπορεί να καθηλώσει άζωτο στις ρίζες του (κατά αναλογία των ψυχανθών) και έτσι να χρειάζεται σε υφάλμυρα νερά. Όμως κανείς δεν μπορεί να εγγυηθεί την μη διασταύρωση των φυτών αυτών με άλλα συγγενή τους και τη διασπορά των ιδιοτήτων αυτών σε άλλα άγρια φυτά ή ζιζάνια με απρόβλεπτες συνέπειες για το περιβάλλον . 


Ένα άλλο μείζον θέμα είναι το γεγονός ότι πολλά ΓΤ φυτά δημιουργούνται με σκοπό την μειωμένη χρήση ζιζανιοκτόνων, και γενικά φυτοφαρμάκων . Όμως έχει ήδη βρεθεί ότι αυτό επιταχύνει την εμφάνιση ανθεκτικών ζιζανίων ή άλλων εχθρών των φυτών και έτσι μακρόχρονα θα χρειαστούν μεγαλύτερες δόσεις των αγροχημικών για να καταστρέψουν για την περίφημη Roundup-Ready σόγια της Monsanto, όπου μερικά χρόνια μετά την εισαγωγή της η κατανάλωση Roundup αυξήθηκε αντί να μειωθεί (Antoniou, 1999) . Τελικά αυτό επιβαρύνει και το περιβάλλον αλλά και την τσέπη του γεωργού ή του καλλιεργητή . 


Το πρόβλημα της μείωσης της βιοποικιλότητας μέσω των ΓΤ καλλιεργειών ήδη έχει κάνει την εμφάνιση του μιας και οι ΓΤ σπόροι τείνουν να αντικαταστήσουν τους παραδοσιακούς στις ανεπτυγμένες χώρες. Πριν μερικά χρόνια υπήρχαν περίπου 100.000 ντόπιες ποικιλίες ρυζιού, καθεμιά προσαρμοσμένη στο δικό της περιβάλλον . Η εμφάνιση των νέων βελτιωμένων ποικιλιών είχε σαν αποτέλεσμα να μειωθούν στις 10-15.000 περίπου (Antoniou, 1999) . Μια μελέτη του Εθνικού Συμβουλίου Έρευνας των ΗΠΑ πρόσφατα, παρατήρησε ότι ντόπιες ποικιλίες διαφόρων καλλιεργειών στην Αφρική αντικαταστάθηκαν σαν υποδεέστερες από άλλες προερχόμενες από Ασία, Ευρώπη και Αμερική. Η εισαγωγή νέων ΓΤ ποικιλιών θα μειώσει τη βιοποικιλότητα αυτή ακόμη περισσότερο. Φαντάζεστε τι μπορεί να συμβεί μια μέρα, αν μια ΓΤ καλλιέργεια ίδιου τύπου καταστραφεί μαζικά στη γη από ένα ανθεκτικό έντομο . Μπορεί να υπάρχουν απρόβλεπτες συνέπειες στην παγκόσμια διάθεση τροφίμων . Γιατί λοιπόν να μην υιοθετήσουμε την υπόδειξη του Εθνικού Συμβουλίου Έρευνας των ΗΠΑ και να βοηθήσουμε π.χ. στην ανάπτυξη των ντόπιων ποικιλιών διαφόρων καλλιεργειών στην Αφρική, από το να προσπαθούμε να περάσουμε τη καλλιέργεια ΓΤ σιταριού ή αραβοσίτου στις χώρες αυτές . 


Η άποψη ότι θέλουμε να χορτάσουμε με ψωμί την Αφρική απέχει πολύ από την πραγματικότητα. Οι νεοφερμένοι ΓΤ σπόροι πόσο θα προσαρμοστούν στο νέο περιβάλλον ; Ο χρόνος που θα σπαταληθεί για να απαντηθεί η ερώτηση αυτή μπορεί να αποβεί πιο χρήσιμος αν φροντίσουμε να εκσυγχρονίσουμε και να αναπτύξουμε τις ντόπιες ποικιλίες της πολύπαθης αυτής ηπείρου . 

Σήμανση των προϊόντων που περιέχουν συστατικά από ΓΤΟ 


Σήμερα στις ΗΠΑ οποιοδήποτε προϊόν που είναι ΓΤ όπως ΓΤ σόγια, ή επεξεργασμένα προϊόντα που περιέχουν συστατικά από ΓΤΟ όπως σογιέλαιο από ΓΤ σόγια, ή ψωμί με ΓΤ ζύμη, κλπ. δεν απαιτεί σήμανση . 


Στην Ευρωπαϊκή Ένωση υπάρχει η οδηγία 49/2000 η οποία μιλάει για σήμανση όλων των προϊόντων που περιέχουν συστατικά προερχόμενα από ΓΤΟ, σε ποσοστό πάνω από 1% της συνολικής της μάζας . Όμως στην πράξη ακόμα δεν εφαρμόζεται . Η μεγαλύτερη ανησυχία του καταναλωτή είναι τα πολύ κοινά προϊόντα όπως νιφάδες καλαμποκιού, ή άλλα παρόμοια που καταναλώνονται πρακτικά από όλους στη δύση και ειδικά από παιδιά . Είναι τέτοια η κατάσταση σήμερα που ένας μεγαλοβιομήχανος παραγωγής π.χ. νιφάδων καλαμποκιού (corn flakes) δεν μπορεί να ξέρει αν η πρώτη ύλη που αγοράζει είναι ΓΤ ή όχι . Αλλά μαγαζιά προχωρούν στη σήμανση από μόνα τους για να προστατέψουν τους καταναλωτές και άλλα όχι . Παραδείγματα ΓΤ συστατικών στην καθημερινή μας ζωή ; Πάμπολλα . Να, μερικά : Ένζυμα που προέρχονται από ΓΤ βακτήρια και ΓΤ ζύμη χρησιμοποιούνται σε δεκάδες χρήσεις . Ένζυμα που διασπούν την πηκτίνη βελτιώνουν την ποιότητα των φρουτοχυμών που όλοι πίνουμε. Αμυλάσες χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία άρτου. Παλιά, την πυτιά που χρησιμοποιούνταν για την παραγωγή του τυριού, την παίρναμε από το στομάχι των μηρυκαστικών. Σήμερα οι περισσότεροι παραγωγοί παράγουν την φέτα από ΓΤ ζύμη ή ΓΤ βακτήρια που έχουν τροποποιηθεί να παράγουν το ένζυμο του ζώου φτηνά και σε ανεξάντλητες ποσότητες . 


Παραπροϊόντα ΓΤ σόγιας (π.χ. λεκιθίνη σόγιας, σογιέλαιο, κλπ.) προστίθενται σε περίπου 50% των επεξεργασμένων τροφίμων που κυκλοφορούν σήμερα, ενώ το ίδιο ποσοστό περιέχει παραπροϊόντα ΓΤ καλαμποκιού (σιρόπι, άμυλο, κλπ.) . Πρακτικά η σόγια και το καλαμπόκι που χρησιμοποιείται σήμερα παντού είναι ΓΤ και προέρχεται κύρια από τις ΗΠΑ . Δηλαδή είναι δύσκολο να τα αποφύγουμε στην καθημερινή μας διατροφή .Οι εταιρείες που χρησιμοποιούν μη ΓΤ προϊόντα βγάζουν καταλόγους, αλλά όταν ο καταναλωτής πηγαίνει να ψωνίσει δεν έχει συνήθως τον κατάλογο αυτόν. 


Χρειάζεται οπωσδήποτε σήμανση των τροφίμων που περιέχουν ΓΤ συστατικά για δύο βασικούς λόγους . 1) Η σήμανση θα προστατέψει τον καταναλωτή από το βασικό του δικαίωμα : να γνωρίζει τι τρώει και να μπορεί να διαλέγει ο ίδιος . 2) Χωρίς σήμανση δεν μπορεί να γίνει καμία προσπάθεια να ψάξει κάποιος αποτελέσματα στην υγεία από την κατανάλωση ΓΤ προϊόντων . 

Προτάσεις 


Το να δημιουργήσουμε νέες ποικιλίες για καλύτερες αποδόσεις ήταν η επικρατούσα άποψη για πολλά χρόνια στην αγροτική παραγωγή. Όμως ήρθαμε σε ένα σημείο που η ποσότητα ήταν πιο σημαντική από την ποιότητα. Οι ποικιλίες με τις μεγάλες αποδόσεις δεν υστερούν μόνο στη γεύση από τις παραδοσιακές αλλά και στη διατροφική αξία . Είναι κάπως ειρωνικό να ακούει κανείς τους μεγαλοπαραγωγούς τροφίμων να λένε ότι βασίζονται πια στη γενετική μηχανική για να δώσουν πίσω τη γεύση στο προϊόν, αντί να προβληματιστούν για να δουν πάλι τις παραδοσιακές καλλιέργειες (όσες έχουν μείνει) . 


Εάν αναλύσουμε τη ΓΤ από πλευράς στοιχειώδους μοριακής γενετικής (όπως ήδη προσπαθήσαμε στο πρώτο κεφάλαιο) , είναι προφανές ότι η δημιουργία ΓΤ φυτών και ΓΤ ζώων είναι μια μη-ακριβής τεχνολογία με εν δυνάμει πολύ σοβαρούς κινδύνους για τον καταναλωτή ιδιαίτερα . Έτσι λοιπόν όλα τα τρόφιμα που προκύπτουν με αυτή την τεχνολογία μπορούν να λέγονται «πειραματικά» ειδικά αφού δεν υπάρχουν στοιχεία για πιθανή παρουσία νέων τοξινών και αλλεργιογόνων. Θα πρέπει οι βιοτεχνολόγοι να μην ξεχνούν τις βασικές αρχές της γενετικής λειτουργίας ή τους περιορισμούς αυτής της τεχνολογίας, ενώ προσπαθούν να πετύχουν τους επαγγελματικούς τους σκοπούς. Υπάρχει αρκετή επιστημονική πληροφορία ότι τα πράγματα μπορούν να πάνε πολύ στραβά. Επιπρόσθετα με την απουσία κάθε σήμανσης στα τρόφιμα που περιέχουν ΓΤ συστατικά το κοινό άθελά του συμμετέχει σε ένα παγκόσμιο τροφικό πείραμα, του οποίου τα αποτελέσματα θα αργήσουν να φανούν. Γιατί λοιπόν τα «πειραματικά» τρόφιμα να μην υφίστανται τις κλινικές δοκιμές τις οποίες υφίστανται όλα τα νέα φάρμακα πριν μπουν στην κατανάλωση ; Υπάρχουν οι πληροφορίες πια που μας δείχνουν ότι έχουν ωριμάσει οι συνθήκες για κάτι τέτοιο. Κλινικές δοκιμές σημαίνει 5-8 χρόνια μελέτη σε ανθρώπους εθελοντές για πιθανές παρενέργειες. Αν ήδη δεν έχετε πεισθεί για την αναγκαιότητα αυτής της πρότασης, θα πρέπει να περιμένετε να τελειώσει το παγκόσμιο τροφικό πείραμα, και τότε ίσως θα μπορέσουμε να βρούμε κοινές θέσεις . 


Αν και σήμερα λίγες ΓΤ καλλιέργειες έχουν πάρει έγκριση και κυκλοφορούν , οι τάσεις δείχνουν (αν δεν συμβεί κάτι συνταρακτικό) ότι τα επόμενα 5-8 χρόνια τα περισσότερα φυτά που προορίζονται για κατανάλωση θα έχουν τροποποιηθεί με αυτή την τεχνολογία . Και δεν μιλάμε για κοινά όπως σόγια ή καλαμπόκι αλλά και για τα κοινά φρούτα και κηπευτικά όπως μήλα, φράουλες, σταφύλια, πατάτες και πολλά άλλα. 


Για εκείνους από μας που δεν θέλουν να συμμετάσχουν στο παγκόσμιο τροφικό πείραμα, θα είναι πολύ δύσκολο . Η μόνη λύση διαφαίνεται να είναι η βιολογική γεωργία . Ήδη η ΓΤ σόγια και το ΓΤ καλαμπόκι έρχονται προς καλλιέργεια από τις ΗΠΑ στην Ευρώπη. Ένα μποϋκοτάζ από πλευράς καταναλωτών στα προϊόντα που περιέχουν παραπροϊόντα ΓΤ σόγιας η ΓΤ καλαμποκιού μοιάζει δύσκολο, αλλά προς το παρόν είναι η μόνη λύση . 


Αξίζει να θυμηθούμε ότι δεν είμαστε τώρα μπροστά σε μια κρίση όπως η χημική ρύπανση του περιβάλλοντος ή άλλα προβλήματα όπως η επιδημία της σπογγώδους εγκεφαλοπάθειας των βοοειδών . Εάν αφήσουμε να συμβεί γενετική ρύπανση στο έδαφος μας, στις καλλιέργειές μας, στα ζώα μας και στους συγγενείς οργανισμούς ίσως δεν θα είναι τόσο απλό να αφήσουμε μερικό χρόνο για να καθαριστεί το περιβάλλον όπως συνηθίζουμε να κάνουμε μέχρι τώρα. Θα κινδυνεύσουν τα παιδιά μας, ο πλανήτης ολόκληρος για χρονικό διάστημα που δεν το γνωρίζουμε. Αφού υπάρχουν πιο βιώσιμοι τρόποι και πιο ασφαλείς, αξίζει να παίρνουμε τέτοιο ρίσκο ; 


Τελειώνοντας δεν μπορώ να αντισταθώ στον πειρασμό να σας θυμίσω τη φράση του Αϊνστάιν, με την οποία τελειώνω τις παραδόσεις μου στους φοιτητές μου κάθε χρονιά : Η φαντασία είναι πιο σημαντική από τη γνώση (Imagination is more important than knowledge) . 
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ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ

Όλα τα εντομοκτόνα που χρησιμοποιούνται σήμερα είναι νευροτοξικά και δρουν δηλητηριάζοντας το νευρικό σύστημα του οργανισμού-στόχου. Τα εντομοκτόνα είναι μη-επιλεκτικά και προσβάλλουν όχι μόνο τους οργανισμούς-στόχους, αλλά και τα υπόλοιπα είδη. Έτσι, μια χημική ουσία που δρα στο νευρικό σύστημα του εντόμου θα έχει παρόμοιες επιδράσεις ακόμα και σε άλλους οργανισμούς. Οι υποστόχευση μηχανισμοί και /ή οι μηχανισμοί δράσης τους είναι πιθανότατα ίδιοι σε όλα τα είδη. Μόνο η δοσολογία (δηλ. το επίπεδο έκθεσης αλλά και η διάρκεια) θα υπαγορεύσει την ένταση των βιολογικών επιδράσεων.

Εντομοκτόνα οργανοχλωρινών

Η σύνθεση του DDT έγινε για πρώτη φορά από τον Zeidler το 1874, αλλά ξανα-ανακαλύφθηκε το 1939 από τον Ελβετό χημικό Paul Muller ενώ έψαχνε για ένα εξ'  επαφής παράγοντα για την καταπολέμηση του σκώρου των ρούχων και των σκαθαριών των χαλιών. Για την έρευνα αυτή, ο Muller πήρε το βραβείο Nobel το 1948. Πριν το τέλος του 2ου Παγκοσμίου Πολέμου, το DDT ήταν διαθέσιμο στους συμμάχους και χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά για την καταστολή επιδημίας τύφου στην Νάπολη της Ιταλίας, κατά την διάρκεια του χειμώνα του 1943-44 οπότε εφαρμόστηκε άμεσα στους ανθρώπους για τον περιορισμό ψειρών. 

Τα εντομοκτόνα οργανοχλωρινών (χλωριούχοι υδρογονάνθρακες) είναι χημικοί παράγοντες που ανήκουν σε τρεις ξεχωριστές κατηγορίες (Εικόνα 1): 

1. διχλωροδιφαινυλοαιθάνια, 

2. χλωριούχα κυκλοδιένια, 

3. χλωριούχα βενζόλια και κυκλοεξάνια. 

Οι ιδιότητες (χαμηλή πτητικότητα, χημική σταθερότητα, λιπιδιακή διαλυτότητα, αργό ρυθμό βιομετασχηματισμού και αποδόμησης) που έχουν αυτές οι χημικές ενώσεις, έκαναν αυτά τα εντομοκτόνα τόσο αποτελεσματικά που έφεραν το θάνατό τους εξαιτίας της εμμονής τους στο περιβάλλον, βιοσυγκέντρωση, και βιομεγένθυση μέσα από τις τροφικές αλυσίδες.

Μελέτες που έγιναν σε άγρια είδη του ζωικού βασιλείου αλλά και σε είδη του εργαστηρίου έδειξαν ισχυρές οιστρογονικές και ένζυμο-επαγώγιμες ιδιότητες των οργανοχλωρινών, οι οποίες παρεμβάλλουν άμεσα ή έμμεσα με την γονιμότητα και την αναπαραγωγή. Σε κάποια είδη πτηνών, η παρέμβαση αυτή σχετίζεται με το μεταβολισμό των στεροειδών και την ανικανότητα των πουλιών να κινητοποιήσουν αρκετό ασβέστιο για την κατασκευή ενός αρκετά δυνατού τσοφλιού αυγού το οποίο μπορεί να αντέξει τις ακαμψίες των χτυπημάτων που ενδεχομένως υποστεί στη φωλιά. Έτσι, το ράγισμα που θα προκύψει επιτρέπει την είσοδο των βακτηρίων, με αποτέλεσμα το αναπτυσσόμενο έμβρυο να πεθάνει. Η αναπαραγωγή των ψαριών επηρεάζεται επίσης δυσμενώς από την βιοσυμπύκνωση αυτών των παραγόντων στο σάκκο του λεκίθου των ψαριών. 

Εικόνα 1: Κατηγορίες οργανοχλωρινών
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Συμπτώματα της δηλητηρίασης: Έκθεση ανθρώπων και ζώων σε υψηλές από του στόματος δόσεις DDT δημιουργεί παραισθήσεις της γλώσσας, χειλιών και προσώπου. Επίσης, εμφανίζεται υπερευαισθησία στα εξωτερικά ερεθίσματα (φως, αφή, ήχος), ερεθιστικότητα, ζαλάδα, ίλιγγος, τρόμος, σπασμοί. Τα συμπτώματα εμφανίζονται αρκετές ώρες (6 έως 24 ώρες) μετά την έκθεση σε μεγάλες δόσεις. Περιορισμένη τοξικότητα εμφανίζεται μετά από έκθεση του δέρματος στο DDT, πιθανώς γιατί ο παράγοντας αυτός απορροφάται ελάχιστα από το δέρμα. 

Έχει υπολογισθεί ότι μία δόση των 10 mg/kg είναι ικανή να δηλητηριάσει τους ανθρώπους, ενώ η χρόνια έκθεση με μέτριες συγκεντρώσεις DDT θα δημιουργήσει πιο ήπια τοξικότητα.

Εντούτοις, μετά από έκθεση σε μέτριες ή υψηλές μη-επώδυνες δόσεις ή ακολούθως μετά από οξεία ή χρόνια τροφή, έχουν παρατηρηθεί μεγάλες παθολογικές αλλαγές στο ήπαρ και στα όργανα αναπαραγωγής. Οι μορφολογικές αλλαγές που γίνονται στο ήπαρ των θηλατικών είναι η υπερτροφία των ηπατοκυττάρων και των κυτταρικών οργανιδίων όπως τα μιτοχόνδρια, ο πολλαπλασιασμός του λείου ενδοπλασματικού δικτύου και ο σχηματισμός εγκλείστων, και η κεντρολοβιακή νέκρωση η οποία ακολουθείται από υψηλές συγκεντρώσεις, καθώς και μία αύξηση της συχνότητας των καρκίνων του ήπατος. 

Το dicofol, ένα χημικό ανάλογο του DDT, χρησιμοποιείται σαν ένα αγροτικό ακαριοκτόνο στις καλλιέργειες  βαμβακιού, φασολιών, εσπεριδοειδών και σταφυλιών και έχει συσχετιστεί με οξεία τοξικότητα (ναυτία, ζαλάδα, αταξία, σύγχυση, αποπροσανατολισμό). Αυτές οι οξείες επιδράσεις εξελίσσονται σε χρόνια συμπτώματα (πονοκέφαλοι, οριζόντιος νυσταγμός, μούδιασμα /τρεμούλιασμα των ποδιών με οξύ πόνο, αδεξιότητα, χάσιμο μνήμης και ελάττωση ακαδημαϊκής επίδοσης, αυθόρμητη συμπεριφορά, ανησυχία, κόπωση) τα οποία διαρκούν μέχρι 4 μήνες, ενώ οι συνεχιζόμενες συναισθηματικές και μαθησιακές δυσκολίες, η χαμηλή αυτοεκτίμηση και η κατάθλιψη, μπορεί να επιμείνουν για πάνω από 18 μήνες. 

Οι δηλητηριάσεις από εντομοκτόνα κυκλοδιενών και εξαχλωροκυκλοεξανίων έχουν θανατηφόρα αποτέλεσμα. Τα χλωριούχα κυκλοδιένια είναι μεταξύ των πιο τοξικών και των πιο περιβαλλοντικά επίμονων εντομοντόνων που υπάρχουν.

Μια σημαντική διαφορά μεταξύ του DDT και των χλωριούχων κυκλοδιενίων είναι ότι τα τελευταία απορροφώνται αποτελεσματικά από το δέρμα και έτσι δημιουργούν ένα αισθητό κίνδυνο σε ανθρώπους που είναι εκτεθειμένοι λόγω επαγγέλματος σ’ αυτά.

Πέρα όμως από την νευροτοξικότητα, τα aldrin και dieldrin επεμβαίνουν στην αναπαραγωγή και αυξάνεται η απώλεια των νεογνών (ζωτικότητα, βιωσιμότητα). Έκθεση στο dieldrin κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης έχει σαν αποτέλεσμα στη μείωση της γονιμότητας και στην αυξημένη θνησιμότητα των μικρών.

 
Έκθεση στη lindane παράγει συμπτώματα που είναι ίδια με αυτά που δημιουργεί το DDT (τρεμούλιασμα, αταξία, σπασμοί, διέγερση της αναπνοής, και εξάντληση). Εντούτοις,  η lindane έχει ιατρική χρήση σήμερα, σαν συστατικό των φθειροκτόνων σαμπουάν για τις ψείρες στο κεφάλι.

 Θέση και μηχανισμός της τοξικής δράσης: Εξετάζοντας το μηχανισμό δράσης των εντομοκτόνων του τύπου DDT, η πιο εμφανής παρατήρηση στα δηλητηριασμένα έντομα  ή στα θηλαστικά είναι η επίδειξη των περιοδικών αλληλουχιών του επίμονου τρεμουλιάσματος και /ή σπασμούς που υποδηλώνουν επαναλαμβανόμενες εκπολώσεις των νεύρων. Αν εξετάσουμε την αλληλουχία των ηλεκτρικών γεγονότων σε φυσιολογικά και σε DDT-δηλητηριασμένα νεύρα αποκαλύπτεται ότι στα τελευταία υπάρχει μία χαρακτηριστική παράταση της φάσης καθώς πέφτει  το δυναμικό ενέργειας (το αρνητικό μεταδυναμικό) (Εικόνα 2). Η μεμβράνη του νευρώνα παραμένει σε μια μερικώς εκπολωμένη και μερικώς επαναπολωμένη κατάσταση και είναι υπερβολικά ευαίσθητη στην ολοκληρωμένη εκπόλωση πάλι με πολύ μικρό ερέθισμα. Έτσι, μετά από έκθεση στο DDT, το επαναλαμβανόμενο ερέθισμα των περιφερικών αισθητηρίων νεύρων, είτε με αφή ή ήχο, μεγεθύνεται στο ΚΝΣ, δημιουργώντας ένα γενικό τρέμουλο σε ολόκληρο το σώμα.

Εικόνα 2: Εκπόλωση και επαναπόλωση ενός φυσιολογικού νεύρου και ενός από ζώο που του έχει χορηγηθεί DDT.
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Figure 22-6. A schematic diagram of an oscilloscope recording of
the depolarization and repolarization of a normal neuron (——)
and one from a DDT-treated animal (- - - - -, , showing the prolon-
gation of the negative afterpotential (NAP).





Πως όμως το DDT αποσπά αυτή την επίδραση; Υπάρχουν τουλάχιστον 4 μηχανισμοί, οι οποίοι πιθανότατα λειτουργούν παράλληλα (Εικόνα 3). Στο επίπεδο της μεμβράνης του νευρώνα, το DDT επηρεάζει την διαπερατότητα των ιόντων Κ+, ελαττώνοντας τη μεταφορά Κ+ δια μέσου αυτής. Το DDT αλλάζει τα κανάλια-πόρους μέσα από τα οποία περνούν τα ιόντα Νa+. Αυτά τα κανάλια ενεργοποιούνται (ανοίγουν) φυσιολογικά αλλά απενεργοποιούνται (κλείνουν) αργά, και έτσι παρεμβάλλονται στην ενεργητική μεταφορά του Νa+ έξω από τον νευράξονα κατά τη διάρκεια της επαναπόλωσης. Το DDT αναστέλλει την ATPάση του νευρώνα, και κυρίως την Νa+, Κ+ -ATPάση και την Ca2+-ATPάση που παίζουν ζωτικούς ρόλους στην επαναπόλωση των νεύρων. Το DDT επίσης αναστέλλει την ικανότητα της καλμοδουλίνης, ενός μεσολαβητή ασβεστίου στα νεύρα, για τη μεταφορά ιόντων Ca2+ που είναι απαραίτητα για την ενδονευρωνική απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών. Όλες αυτές οι ανασταλμένες λειτουργίες ελαττώνουν το ρυθμό με τον οποίο γίνεται η επαναπόλωση και αυξάνουν την ευαισθησία των νεύρων σε μικρά ερεθίσματα που δεν αποσπούν μια απάντηση σε ένα τελείως επαναπολωμένο νεύρο.

Εικόνα 3: Οι μηχανισμοί δράσης του DDT.
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Figure 22-7. Proposed sites of action of DDT on (1) reducing po-
tassium transport through pores; (2) inactivating sodium channel
closure; (3) inhibiting sodium-potassium and calcium-magnesium
ATPases; and (4) calmodulin-calcium binding with release of neuro-
transmitter.




Τα εντομοκτόνα της κατηγορίας των χλωριούχων κυκλοδιενίων, βενζολίων και κυκλοεξανίων έχουν διαφορετικό μηχανισμό (Εικόνα 4), ο οποίος εντοπίζεται κυρίως στο ΚΝΣ. Οι χημικές ενώσεις των κυκλοδιενίων ακολουθούν την επίδραση του χημικού πικροτοξίνη (picrotoxin), ενός νευρικού διεγέρτη και ανταγωνιστή του νευροδιαβιβαστή γ-αμινοβουτυρικό οξύ (γ-aminobutyric acid, GABA) που έχει βρεθεί στο ΚΝΣ. Το GABA επάγει την πρόσληψη των ιόντων Cl- από τα νεύρα. Η παρεμπόδιση αυτής της δράσης από τα εντομοκτόνα της πικροτοξίνης (picrotoxin), της πικροτοξινίνης (picrotoxinin) και των κυκλοδιενίων (cyclodiene) έχει ως αποτέλεσμα την μερική μόνο επαναπόλωση των νευρώνων και μια κατάσταση μη-ελεγχόμενης διέγερσης. Τα εντομοκτόνα των κυκλοδιενίων είναι επίσης ισχυροί αναστολείς των Na+, K+-ATPάσης, και κυρίως του ενζύμου Ca2+, Mg2+-ATPάσης που είναι απαραίτητο για τη μεταφορά (λήψη και απελευθέρωση) του ασβεστίου διαμέσου των μεμβρανών. Η αναστολή της Ca2+, Mg2+-ATPάσης, που βρίσκεται στις τελικές απολήξεις των νεύρων πάνω στις συναπτικές μεμβράνες, έχει σαν αποτέλεσμα στη συσσώρευση των ενδοκυττάριων ελεύθερων ιόντων ασβεστίου και την προώθηση του ασβεστίου για την απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών από τα κυστίδια-αποθήκες και την επακόλουθη εκπόλωση των διπλανών νευρώνων και τη μετάδοση των ερεθισμάτων σε ολόκληρο το ΚΝΣ.  

Εικόνα 4: Οι μηχανισμοί δράσης του κυκλοδιενίων.
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Figure 22-8. Proposed sites of action of cyclodiene-type organo-
chlorine insecticides on chloride ion transport by antagonizing
GABA receptors in the chloride channel as well as inhibition of
Ca?*, Mg?+-ATPase.




Βιομετατροπή: Το DDT υφίσταται αργή αλλά εκτεταμένη βιομετατροπή στα θηλαστικά. Ένας από τους κύριους μεταβολίτες είναι το DDE, ο οποίος σχηματίζεται όχι μόνο μη-ενζυματικά αλλά και με ενζυματική αποχλωρίωση. Άλλα προϊόντα αποδόμησης όπως το DDD και το DDA σχηματίζονται από μια σειρά αναγωγικών αποχλωριωτικών και οξειδωτικών αντιδράσεων, με τον τελευταίο παράγοντα να είναι αρκετά υδατοδιαλυτός ώστε να μπορεί να απεκκριθεί (Εικόνα 5). 

Εικόνα 5: Αποικοδόμηση του DDT από τους ιστούς των θηλαστικών και πτηνών.
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Figure 22-9. Degradation of DDT by mammalian and avian tissues.

Abbreviations: DDD, 1,1-dichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethane; DDE, 1,1-dichloro-2,2-bis(p-chloro-
phenyl)ethylene; DDMU, 1-chloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethylene; DDMS, 1-chloro-2,2-(p-chloro-
phenyl)ethane; DDNU, unsym-bis(p-chlorophenyl)ethylene; DDOH, 2,2-bis(p-chlorophenyl)ethanol;
DDA, bis(p-chlorophenyl)acetic acid. [From Ecobichon and Saschenbrecker (1968).]




Θεραπεία της δηλητηρίασης: Η θεραπεία για τα εντομοκτόνα οργανοχλωρινών είναι η διαζεπάμη (0.3 mg/kg IV, μέγιστη δόση 10mg) ή η φαινοβαρβιτόλη (15 mg/kg IV, μέγιστη δόση 1.0 g) που χορηγείται με ένεση αργά για να περιοριστούν οι σπασμοί. Ίσως να χρειαστεί να επαναληφθεί η θεραπεία.

Εντομοκτόνα αντιχολινεστερασών

Οι παράγοντες που αποτελούν αυτή την κατηγορία των εντομοκτόνων έχουν τον ίδιο μηχανισμό δράσης αλλά προέρχονται από δυο διαφορετικές χημικές κατηγορίες, τους εστέρες των φωσφορικών ή φωσφοροθειϊκών οξέων και τους εστέρες των καρβαμικών οξέων (Εικόνα 6). 

Με τα εντομοκτόνα αντιχολινεστερασών έγιναν προσπάθειες για την κατασκευή ενός ισχυρού και επιλεκτικού για τα έντομα εντομοκτόνου, τα οποία ταυτόχρονα να ελαχιστοποιούν την τοξικότητα προς τα μη-επιλεγμένα είδη. Σήμερα υπάρχουν πάνω από 200 διαφορετικά εντομοκτόνα οργανοφωσφορικών εστέρων και περίπου 25 εντομοκτόνα εστέρων του καρβαμικού οξέος στην αγορά. 

Εικόνα 6: Η βασική δομή των εντομοκτόνων αντιχολινεστερασών.
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Figure 22-10. The basic backbone structures of the two types of
anticholinesterase class insecticides, the organophosphorus and the
carbamate esters.




Η σύνθεση των οργανοφωσφορικών εστέρων έγινε για πρώτη φορά το 1937 από μια ομάδα γερμανών χημικών υπό την εποπτεία του Gerhard Schrader στην Bayer AG. Πολλές από τις υπό δοκιμή ενώσεις αποδείχθηκαν πολύ τοξικές και δυστυχώς κάτω από την εποπτεία των Ναζί στον 2ο Παγκόσμιο Πόλεμο, μερικές από αυτές τις ενώσεις αναπτύχθηκαν σαν χημικά πολέμου.

Το sarin (o-isopropyl methylphosphonofluoridate) χρησιμοποιήθηκε από τους Ιρακινούς εναντίων των χωριών του Κουρδιστάν στο βόρειο Ιράκ το 1988, και υπολείμματα του isopropyl methylphosphonic acid μαζί με ίχνη του sarin βρέθηκαν σε δειγματοληψία που έγινε στο έδαφος. 

Αν και όλοι οι οργανοφωσφορικοί εστέρες προέρχονται από ‘νευροτοξικά αέρια’ (χημικές ενώσεις όπως τα somain, sarin, tabun), τα εντομοκτόνα που χρησιμοποιούνται σήμερα είναι τουλάχιστον 4 γενιές πιο αναπτυγμένα από αυτές τις πολύ τοξικές ενώσεις. Το πρώτο εντομοκτόνο οργανοφωσφορικού εστέρα που είχε εμπορική χρήση ήταν το tetraethylpyrophoshate (TEPP) και παρά το γεγονός ότι ήταν πολύ αποτελεσματικό, βρέθηκε να είναι υπερβολικά τοξικό προς όλες τις μορφές ζωής και αρκετά ασταθές παρουσία υγρασίας λόγω της υδρόλυσής του. 

Ακολούθως αναπτύχθηκαν πιο σταθερές χημικές ενώσεις με την σύνθεση των parathion (O,O-diethyl-O-p-nitrophenyl phosphorothioate, E-605) και paraoxon (O,O-diethyl-O-p-nitrophenyl phosphate). Αν και οι δύο αυτές χημικές ενώσεις έχουν τις επιθυμητές ιδιότητες ενός εντομοκτόνου (χαμηλή πτητικότητα, χημική σταθερότητα στο φως του ήλιου και στην παρουσία νερού, περιβαλλοντική εμμονή για αποτελεσματικότητα), έδειξαν δυστυχώς μεγάλη τοξικότητα στα θηλαστικά. Ο αριθμός των θανατηφόρων δηλητηριάσεων που αποδόθηκαν στο parathion έδωσε την ώθηση στην αναζήτηση χημικών αναλόγων που ήταν περισσότερο επιλεκτικά στην τοξικότητά τους προς τα είδη-στόχους και λιγότερο τοξικά προς τους οργανισμούς-μη στόχους, συμπεριλαμβανομένων ζώων και πουλιών του ζωικού βασιλείου, κατοικίδιων και ανθρώπων.

Η σύνθεση των πρώτων εντομοκτόνων των εστέρων του καρβαμικού οξέος έγινε στη δεκαετία του 1930 και κυκλοφόρησαν στο εμπόριο ως μυκητοκτόνα. Αυτά είχαν ασθενή εντομοκτόνα δράση και έτσι το ενδιαφέρον γι’ αυτά ήταν μειωμένο μέχρι τα μέσα της δεκαετίας του 1950 όπου και το ενδιαφέρον αυξήθηκε σημαντικά λόγω της δράσης της αντιχολινεστεράσης αλλά και της μειωμένης τοξικότητας στα θηλαστικά. Αυτό οδήγησε στη σύνθεση πολλών ισχυρών εστέρων του μεθυλοκαρβαμικού οξέος.

Συμπτώματα δηλητηρίασης: Ο μηχανισμός με τον οποίο τα εντομοκτόνα των οργανοφωσφορικών και καρβαμικών εστέρων αποδίδουν την τοξικότητά τους είναι παρόμοιος και σχετίζεται με την αναστολή της ακετυλοχολινεστεράσης (AchE) του νευρικού ιστού, ένα ένζυμο που είναι υπεύθυνο για την καταστροφή και τερματισμό της βιολογικής δράσης του νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη (Ach). Με τη συσσώρευση της ελεύθερης, μη προσδεδεμένης ακετυλοχολίνης στη νευρική απόληξη όλων των χολινεργικών νεύρων, υπάρχει συνεχής διέγερση της ηλεκτρικής δραστηριότητας. Τα σημάδια της τοξικότητας περιλαμβάνουν: -εκείνα που προέρχονται από τη διέγερση των μουσκαρινικών υποδοχέων του αυτόνομου παρασυμπαθητικού νευρικού συστήματος (αυξημένες εκκρίσεις, βρογχόσπασμο, γαστροεντερικές κράμπες, διάρροια, βραδυκαρδία), -εκείνα που προέρχονται από τη διέγερση και τον επακόλουθο αποκλεισμό των νικοτινικών υποδοχέων, περιλαμβανομένων των γαγγλίων του συμπαθητικού και παρασυμπαθητικού αυτόνομου νευρικού συστήματος καθώς επίσης και των συνδέσμων μεταξύ νεύρων και μυών (με αποτέλεσμα ταχυκαρδία, υπέρταση, ρίγη, μυϊκή αδυναμία), -και εκείνα που είναι αποτέλεσμα των επιδράσεων του ΚΝΣ (απώλεια μνήμης, διανοητική σύγχυση, κυάνωση, σπασμοί, γενική αδυναμία, λήθαργος, αταξία, ανησυχία, κώμα).

Τα συμπτώματα της οξείας τοξικότητας των καρβαμικών εντομοκτόνων είναι παρόμοια με εκείνα των οργανοφωσφορικών ενώσεων, διαφέροντας μόνο στη διάρκεια και την ένταση της τοξικότητας. Τα πιο εμφανή αίτια για την σχετική μικρή διάρκεια της δράσης είναι: 

1. Τα καρβαμικά εντομοκτόνα είναι αντιστρεπτοί αναστολείς της ακετυλοχολινεστεράσης του νευρικού ιστού, σε αντίθεση με τους περισσότερους οργανοφωσφορικούς εστέρες. 

2. Τα καρβαμικά εντομοκτόνα βιομετατρέπονται γρήγορα in vivo. Παρά το γεγονός ότι έχει γίνει εκτενής τοξικολογική έρευνα και τα εντομοκτόνα των καρβαμικών εστέρων έχουν αποδειχθεί ότι είναι ‘σχετικά ασφαλή’ εφόσον μόνο παροδική και μικρής διάρκειας τοξικότητα μετά από οξεία χορήγηση, έχει αναφερθεί τοξικότητα στους ανθρώπους και έχουν σημειωθεί αρκετοί θάνατοι.

Η παράνομη χρήση του aldicarb (Temik), ένα πολύ δραστικό τοξικό των καρβαμικών εστέρων, στις καλλιέργειες των καρπουζιών της Καλιφόρνιας και των αγγλικών αγγουριών του Καναδά δημιούργησε μέτρια προς μεγάλη τοξικότητα στους καταναλωτές αυτών των προϊόντων με συμπτώματα όπως ναυτία, εμετούς, γαστροεντερικοί σπασμοί και διάρροια.

Θέση και μηχανισμός της τοξικής δράσης: Αν και τα εντομοκτόνα των αντιχολινεστερασών έχουν κοινό τρόπο δράσης, υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ οργανοφωσφορικών και καρβαμικών εστέρων. Η αντίδραση μεταξύ ενός οργανοφωσφορικού εστέρα και της ενεργής θέσης της ακετυλοχολινεστεράσης έχει ως αποτέλεσμα στο σχηματισμό ενός παροδικού ενδιάμεσου συμπλόκου που υδρολύεται μερικώς με την απώλεια του υποκατάστατου ‘Ζ’, αφήνοντας ένα σταθερό, φωσφορυλιομένο και κυρίως μη δραστικό ανασταλμένο ένζυμο το οποίο κάτω από φυσιολογικές συνθήκες μπορεί να ενεργοποιηθεί με πολύ αργό ρυθμό (Εικόνα 7). Με πολλά από τα εκτομοκτόνα των οργανοφωσφορικών εστέρων, σχηματίζεται ένα μη αντιστρεπτό ανασταλμένο ένζυμο, που προκαλεί παρατεταμένα και επίμονα συμπτώματα  και που χρειάζονται ιατρική παρέμβαση, για την επαναδραστηριοποίηση του με ειδικά χημικά αντίδοτα. Χωρίς ιατρική παρέμβαση, η τοξικότητα θα  παραμένει μέχρις ότου γίνει η σύνθεση επαρκών ποσοτήτων νεοσυντεθημένων μορίων ακετυλοχολινεστεράσης, και απαιτούνται 20 έως 30 ημέρες για να καταστραφούν ικανοποιητικά οι επιπλέον ποσότητες νευροδιαβιβαστή. Η φύση των υποκατάστατων στα σημεία ‘Χ’, ‘Υ’ και ‘Ζ’ παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξειδίκευση του ενζύμου, στην σταθερά σύνδεσης στο ενεργό κέντρο, και τον ρυθμό με τον οποίο το φωσφορυλιωμένο ένζυμο αποσυνδέεται για την παραγωγή ελεύθερου ενζύμου (Εικόνα 7). 

Σε αντίθεση, οι εστέρες του καρβαμικού οξέος που συνδέονται με το ενεργό κέντρο της ακετυλοχολινεστεράσης, υφίστανται υδρόλυση σε δύο στάδια: το πρώτο στάδιο είναι η απομάκρυνση του ‘Χ’ υποκαταστάτη (aryl ή alkyl group) με τον σχηματισμό ενός καρβαμιλικού ενζύμου (Εικόνα 7). Το δεύτερο στάδιο είναι η καρβαμυλίωση του ανασταλμένου ενζύμου και την παραγωγή του ελεύθερου ενεργού ενζύμου (Εικόνα 7). Οι εστέρες των καρβαμικών οξέων δεν είναι τίποτα περισσότερο από ασθενή υποστρώματα για τα ένζυμα των χολινεστερασών.

Εικόνα 7: Η αλληλεπίδραση ενός οργανοφωσφορικού ή καρβαμικού εστέρα με την υδροξυλοομάδα της σερίνης στο ενεργό κέντρο του ενζύμου ακετυλοχολινεστεράση.
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Figure 22-13.  The interaction between an organophosphorus or car-
bamate ester with the serine hydroxyl group in the active site of the
enzyme acetylcholinesterase (E-OH).




Βιομετατροπή: Τα εντομοκτόνα των οργανοφωσφορικών εστέρων και των καρβαμικών εστέρων υφίστανται εκτεταμένη βιομετατροπή σε όλες τις μορφές της ζωής. Αμφότερα, η πορεία και ο ρυθμός του μεταβολισμού είναι ειδικά για το είδος και εξαρτώμενα από τα υποκατάστατα των χημικών ομάδων που συνδέονται στη βασική δομική ραχοκοκαλιά αυτών των εστέρων.

Θεραπεία της δηλητηρίασης: Όλες οι περιπτώσεις δηλητηρίασης αντιχολινεστερασών πρέπει να λαμβάνουν σοβαρή ιατρική φροντίδα στα έκτακτα περιστατικά και ο ασθενής θα πρέπει να εισάγεται στο νοσοκομείο όσο πιο γρήγορα γίνεται. Ο ασθενής θα πρέπει να παρακολουθείται με συνεχείς αναλύσεις χολινεστεράσης στο πλάσμα και ακετυλοχολινεστεράσης στα ερυθρά αιμοσφαίρια. Η αναστολή της δραστικότητας αυτών των δύο ενζύμων είναι ένας καλός δείκτης για το βαθμό της δηλητηρίασης από οργανοφωσφορικούς εστέρες, γιατί μόνο η ακετυλοχολινεστεράση των ερυθρών αιμοσφαιρίων αναστέλλεται από τους καρβαμικούς εστέρες. Ως αποτέλεσμα της εμπλοκής ολόκληρου του νευρικού συστήματος, τα συμπτώματα που απειλούν τη ζωή (ελαττωμένη αναπνευστική λειτουργία, βρογχόσπασμοι, βρογχικές εκκρίσεις, πνευμονικό οίδημα, αδυναμία μυών) έχουν σαν αποτέλεσμα στην υποξαιμία, η οποία θα χρειασθεί άμεση τεχνητή αναπνοή με σωλήνα μέσω τραχείας. Τα αέρια αρτηριακού αίματος και η καρδιακή λειτουργία θα πρέπει να ελέγχονται τακτικά. 


Η ατροπίνη χρησιμοποιείται για να εξουδετερώσει τις αρχικές μουσκαρινικές επιδράσεις του συσσωρευμένου νευροδιαβιβαστή. Εντούτοις, η ατροπίνη είναι ένα πολύ τοξικό αντίδοτο και χρειάζεται πολύ προσοχή. Μικρές δόσεις ατροπίνης σε τακτικά διαστήματα είναι αρκετές για την αντιμετώπιση ήπιων συμπτωμάτων. Σχετικά υψηλές, αθροιστικές δόσεις ατροπίνης, μέχρι 50 mg ημερησίως, είναι απαραίτητες για τον έλεγχο των σοβαρών μουσκαρινικών συμπτωμάτων. Ο ασθενής πρέπει να ελέγχεται συνεχώς για την εξαφάνιση των εκκρίσεων (στεγνό στόμα και μύτη), του ιδρώτα, το κοκκίνισμα του προσώπου, και της μυδρίασης (διαστολή της κόρης των ματιών). Επιπρόσθετη θεραπεία για τα σοβαρά νικοτινικά και ΚΝΣ συμπτώματα δίνεται με τη χορήγηση ειδικών χημικών αντιδότων της κατηγορίας των oximes, τα οποία χορηγούνται ενδοφλεβίως για την επαναδραστηριοποίηση της αδρανοποιημένης ακετυλοχολινεστεράσης του νευρικού ιστού. 

Pyrethroid εντομοκτόνα     

Τα συνθετικά pyrethroids (Εικόνα 8) είναι μία ομάδα χημικών ενώσεων που χρησιμοποιούνται ως εντομοκτόνα, τα οποία εισήχθηκαν στο εμπόριο το 1980 και μέσα σε δύο χρόνια κατέκτησαν το 30% της παγκόσμιας αγοράς. 

Η αυξανόμενη ζήτηση αυτού του προϊόντος ξεπέρασε κατά πολύ την περιορισμένη παγκόσμια παραγωγή, οδηγώντας τους χημικούς να συνθέσουν νέα προϊόντα με μεγαλύτερη σταθερότητα στο φως και αέρα, καλύτερη εμμονή, περισσότερη εκλεκτικότητα στα είδη-στόχους, και με χαμηλή τοξικότητα στα θηλαστικά. Εκτός από την εκτεταμένη αγροτική χρήση που έχουν, τα συνθετικά pyrethroids είναι συστατικά των οικιακών σπρέι, παρασκευάσματα για την αντιμετώπιση ψύλλων των κατοικίδιων ζώων, σπρέι για τα οικιακά φυτά και τα φυτά του θερμοκηπίου κλπ. 

Συμπτώματα της δηλητηρίασης (Εικόνα 8): Αν και αυτά τα εντομοκτόνα δεν θεωρούνται πολύ τοξικά για τα θηλαστικά, η χρήση τους σε εσωτερικούς χώρους και σε χώρους που δεν αερίζονται καλά μπορεί να δημιουργήσει κάποια τοξικότητα στους ανθρώπους. Η έκθεση στο parethrum μπορεί να προκαλέσει δερματίτιδες και τοπικά ερυθήματα.

Μία αξιοσημείωτη μορφή τοξικότητας συνδεδεμένη με τα συνθετικά pyrethroids είναι η δημιουργία παραισθήσεων των δερματικών αισθητικών υποδοχέων που εμφανίζονται σε εργαζόμενους οι οποίοι ραντίζουν με εστέρες που περιέχουν ένα α-κυανό- υποκατάστατο (deltamethrin, cypermethrin, fenvalerate). Οι παραισθήσεις αναπτύσσονται αρκετές ώρες μετά την έκθεση, που περιγράφεται σαν ένα τσούξιμο ή αίσθηση καιόμενου δέρματος το οποίο σε μερικές περιπτώσεις εξελίσσεται σε κάψιμο και μούδιασμα που διαρκούν 12 έως 18 ώρες.

Η έκθεση των pyrethroids, λόγω επαγγέλματος, μπορεί να επιφέρει ζαλάδες και αίσθηση καψίματος, φαγούρα ή τσούξιμο του εκτεθειμένου δέρματος το οποίο μπορεί να επιδεινωθεί από τον ιδρώτα και το πλύσιμο με ζεστό νερό. Τα συμπτώματα εξαφανίζονται μετά από 24 ώρες από την έκθεση. Αν κατά τύχη πέσει κάποια ποσότητα από αυτούς τους εστέρες στο κεφάλι, πρόσωπο ή μάτια τότε δημιουργείται πόνος, φωτοφοβία, συμφόρηση και οίδημα του επιπεφυκότα και των βλεφάρων. Πρόσληψη των pyrethroids εστέρων μέσω της τροφής προκαλούν επιγάστριους πόνους, ναυτία και εμέτους, πονοκεφάλους, ζαλάδες, ανορεξία, κούραση, σφίξιμο στο στήθος, θολούρα στα μάτια, παραισθησία και διαταραχές της συνείδησης. Σε σοβαρές δηλητηριάσεις έχουμε σπασμούς που διαρκούν 30 έως 120 δευτερόλεπτα ακολουθούμενοι από κάμψη των άνω άκρων και έκταση των κάτω άκρων καθώς και απώλεια συνείδησης. Τα συμπτώματα αυτά μπορεί να επανεμφανίζονται με συχνότητα 10 έως 30 φορές την ημέρα κατά την πρώτη εβδομάδα μετά την έκθεση, και στη συνέχεια ελαττώνονται βαθμηδόν σε συχνότητα, και τέλος εξαφανίζονται μέσα σε 2 ή 3 εβδομάδες. Τα συμπτώματα της οξείας τοξικότητας είναι αντιστρεπτά, ενώ χρόνια τοξικότητα δεν έχει αναφερθεί μέχρι σήμερα.

Εικόνα 8:Οι κατηγορίες των pyrethroid εντομοκτόνων με βάση τη χημική δομή τους
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SIGNS AND SYMPTOMS
STRUCTURE COCKROACH RAT CHEMICALS
Type I syndrome o) Restlessness Hyperexcitation Pyrethrin 1
(“T” syndrome) ! A Incoordination Sparring Allethrin
a’ YoZ Prostration Aggressiveness Tetramethrin
Paralysis Enhanced startle Kadethrin
response Resmethrin
Whole body tremor Phenothrin
Prostration Permethrin
Type II syndrome ﬁ ﬁN Hyperactivity Burrowing Cypermethrin
(“CS” syndrome) VENIPASN Incoordination Dermal tingling Fenpropanthrin
R o Convulsions Clonic seizures Deltamethrin
Sinuous writhing Cyphenothrin

Profuse salivation

Fenvalerate
Fluvalinate





Θέση και μηχανισμός τοξικότητας: Οι pyrethroids εστέρες τύπου Ι επηρεάζουν τα κανάλια νατρίου στις μεμβράνες των νευρώνων, δημιουργώντας επαναλαμβανόμενες (αισθητικές, κινητικές) εκφορτώσεις και παρατεταμένο αρνητικό μεταδυναμικό, επιδράσεις που είναι παρόμοιες με εκείνες του DDT. Αν και οι επαναλαμβανόμενες εκφορτώσεις θα μπορούσαν να γίνουν σε οποιαδήποτε περιοχή του νευρικού συστήματος, εκείνες των νευρικών προσυναπτικών απολήξεων έχουν την πιο δραματική επίδραση στη συναπτική διαβίβαση. Αυτές οι αλλαγές δεν ακολουθούνται από αυξημένη εκπόλωση της μεμβράνης, ώστε να μην υπάρχει αποκλεισμός της διαβίβασης. 


Οι pyrethroids εστέρες τύπου ΙΙ παρατείνουν το χρόνο της απενεργοποίησης από εκατοντάδες χιλιοστά του δευτερολέπτου έως δευτερόλεπτα, δημιουργώντας μία επίμονη εκπόλωση και μία παρατεταμένη από τη συχνότητα φραγή της διαβίβασης των αισθητικών και κινητικών αξόνων. Οι εκπολώσεις επιδρούν πάνω στο αισθητικό νευρικό σύστημα γιατί αυτά τα νεύρα τείνουν να εκφορτίζονται όταν εκπολώνονται ακόμα και στο ελάχιστο, με αποτέλεσμα να αυξάνεται ο αριθμός των εκφορτίσεων. Αυτή είναι και η αιτία για το τσούξιμο και την καιόμενη αίσθηση του δέρματος. Επιπρόσθετα, μία μικρή εκπόλωση των νεύρων στις τελικές απολήξεις έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών και σε σημαντική διατάραξη της συναπτικής διαβίβασης.


Πολλοί από τους παράγοντες (permethrin, cypermethrin, deltamethrin) αναστέλλουν την Ca2+, Mg2+ -ATPάση, με αποτέλεσμα την αύξηση των επιπέδων του ενδοκυττάριου ασβεστίου που συνοδεύεται από αυξημένη απελευθέρωση νευροδιαβιβαστή και μετασυναπτική εκπόλωση (Εικόνα 9).

Εικόνα 9: Κυτταρικοί μηχανισμοί με τους οποίους οι εστέρες των pyrethroids παρεμβαίνουν στη νευρική λειτουργία.
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Figure 22-20. Proposed cellular mechanisms by which pyrethroid
esters interfere with neuronal function.




ΖΙΖΑΝΙΟΚΤΟΝΑ

Ένα ζιζανιοκτόνο, με την ευρεία του έννοια, είναι η χημική ένωση που είναι ικανή είτε να σκοτώσει ή να τραυματίσει σοβαρά συγκεκριμένα φυτά και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την εξάλειψη της ανάπτυξης των φυτών ή την θανάτωση μερών από αυτά. 


Πολλές από τις παλαιότερες χημικές ενώσεις, όπως το θειικό οξύ, το χλωριώδες νάτριο, το τριοξείδιο του αρσενικού, το αρσενικό νάτριο, το πετρέλαιο, ο θειικός χαλκός, ο θειικός σίδηρος και το βορικό νάτριο ήταν συνήθως δύσχρηστες και /ή πολύ τοξικές, ή ήταν μη-ειδικές, ή ήταν φυτοτοξικές όχι μόνο στα ανεπιθύμητα φυτά αλλά και στις καλλιέργειες εάν δεν χορηγούντο στο επακριβές χρονικό διάστημα.


Τις τελευταίες δεκαετίες, τα ζιζανιοκτόνα έχουν αναπτυχθεί με ταχύτατους ρυθμούς και είναι ο πιο αναπτυσσόμενος τομέας της αγροχημικής βιομηχανίας. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα να δημιουργηθεί μία πληθώρα από χημικές ενώσεις σε ανταγωνισμό με την καινοτομία της χημείας των εντομοκτόνων, με σκοπό να προστατεύσουν τις επιθυμητές καλλιέργειες και να εξασφαλίσουν υψηλές αποδόσεις με επιλεκτική καταστροφή των ανεπιθύμητων φυτικών ειδών ελαττώνοντας έτσι τον ανταγωνισμό για θρεπτικά συστατικά.


Τα ζιζανιοκτόνα μπορούν να ταξινομηθούν με βάση τη χημική δομή τους αν και αυτό δεν είναι εύκολο γιατί πολλές από τις χημικές ενώσεις παρουσιάζουν αλληλοκάλυψη στις βιολογικές επιδράσεις που έχουν.


Ο δεύτερος τρόπος ταξινόμησης σχετίζεται με το πώς και πότε οι παράγοντες αυτοί εφαρμόζονται. Έτσι έχουμε τα:

1) Ζιζανιοκτόνα προφύτευσης, τα οποία εφαρμόζονται στο έδαφος πριν η καλλιέργεια σπαρθεί.

2) Προ-αναδυόμενα ζιζανιοκτόνα, τα οποία εφαρμόζονται στο έδαφος πριν τον συνηθισμένο χρόνο εμφάνισης της ανεπιθύμητης βλάστησης.

3) Μετά-αναδυόμενα ζιζανιοκτόνα, τα οποία εφαρμόζονται στο έδαφος ή στο φύλλωμα μετά τη βλάστηση της καλλιέργειας και /ή των ζιζανίων.


Οι βιοχημικοί των φυτών ταξινομούν τα ζιζανιοκτόνα σύμφωνα με το μηχανισμό τοξικότητας στα φυτά. Η δράση τους αναφέρεται σαν επιλεκτική (τοξική σε μερικά είδη), σαν εξ’ επαφής (δρουν όταν έρχονται σε επαφή με το φύλλωμα των φυτών), ή σαν διαμετακινούμενη (απορροφάται από το έδαφος ή δια μέσου του φυλλώματος και μετακινείται στα ξυλώδη αγγεία και στο φλοίωμα των φυτών).


Επειδή ο τρόπος δράσης τους εμπλέκει βιοχημικές φυτοδιαδικασίες και δεν έχουν καμία συμμετοχή στα συστήματα των θηλαστικών, δεν υπάρχει  μεγάλος κίνδυνος για να δημιουργηθεί κάποια τοξικότητα στα θηλαστικά. Επειδή η κύρια οδός έκθεσης στα ζιζινιοκτόνα είναι το δέρμα και επειδή αυτοί οι παράγοντες είναι ισχυρά οξέα, αμίνες, εστέρες και φαινόλες, μπορεί να δημιουργήσουν ερεθίσματα στο δέρμα, δερματικά εξανθήματα, και εξ ’επαφής δερματίτιδες ακόμα και όταν η έκθεση γίνεται με αραιωμένες ενώσεις. Σε άτομα που είναι ευαίσθητα στις αλλεργικές αντιδράσεις, μπορούν να δημιουργηθούν σοβαρές εξ’ επαφής δερματίτιδες, ασθματικά επεισόδια  και αναφυλακτικές αντιδράσεις (θεραπεία με αντί-ισταμινικούς παράγοντες).
Χλωροφαινοξύ- ζιζανιοκτόνα

 
Χρησιμοποιούνται στη γεωργία για την καταπολέμηση των ζιζανίων με πλατιά φύλλα και των ξυλωδών φυτών που βρίσκονται κατά μήκος των δρόμων και των γραμμών των τρένων. Στα φυτά, οι χημικές ενώσεις αυτές μιμούνται τη δράση των αυξινών (auxins) φυτικών ορμονών που είναι συγγενείς με το indoleacetic acid που διεγείρει την ανάπτυξη (Εικόνα 10).

 
Σε περίπτωση ατυχήματος και /ή επαγγελματική δηλητηρίαση από τα χλωροφαινόξυ- ζιζανιοκτόνα δημιουργούν συμπτώματα όπως πονοκεφάλους, ζαλάδες, ναυτίες, εμέτους, κοιλιακούς πόνους, διάρροια, αναπνευστικές επιπλοκές, μυοτονία, αδυναμία, και κούραση. Σε μερικές περιπτώσεις μπορεί να σημειωθεί νεφρική δυσλειτουργία και αλβουμινουρία.

Εικόνα 10: Η δομή τριών ζιζανιοκτόνων των χλωροφαινοξυοξικών οξέων
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Figure 22-21. The molecular structure of the three most common
chlorophenoxyacetic acid herbicides: 2,4-D, 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid; 2,4,5-T, 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid; and MCPA,
4-chloro-o-toloxyacetic acid.




Bipyridyl- ζιζανιοκτόνα

Τα πιο σημαντικά ζιζανιοκτόνα της κατηγορίας αυτής είναι η paraquat και η diquat (Εικόνα 11). Η σύνθεση της paraquat έγινε το 1882, αλλά οι εντομοκτόνες ιδιότητές της δεν ανακαλύφθηκαν μέχρι το 1959. Αυτό το μη-ειδικό δια της επαφής ζιζανιοκτόνο, είναι ένα από τα πιο γνωστά ειδικά τοξικά των πνευμόνων και έχει γίνει το αντικείμενο εντατικής έρευνας λόγω της τοξικότητας του αυτής. Η θνησιμότητα είναι μεγάλη σε περιπτώσεις μαζικής δηλητηρίασης. Επειδή η έκθεση των ανθρώπων λόγω επαγγέλματος μπορεί να είναι επικίνδυνη για τη ζωή τους, πολλές χώρες έχουν απαγορεύσει ή περιορίσει σημαντικά τη χρήση της paraquat. Το χημικό ανάλογο του, diquat, είναι λιγότερο ισχυρό από την paraquat, αλλά παρόλα αυτά μπορεί να δημιουργήσει σοβαρές οξείες και χρόνιες δηλητηριάσεις.

Στα ζώα, η paraquat δείχνει μέτρια οξεία τοξικότητα, οι τιμές του LD50 στα διάφορα είδη είναι μεταξύ 22 έως 262 mg/kg. Τα συμπτώματα της τοξικότητας είναι λήθαργος, υποξία, δύσπνοια, ταχυκαρδία, υπεράπνοια, διάρροια, αταξία και σπασμοί, που εξαρτώνται από τη δοσολογία και το είδος του ζώου. Η νεκροψία αποκαλύπτει αιμορραγικούς και οιδηματώδεις πνεύμονες, ενδοκυψελιδική αιμορραγία, συμφόρηση και πνευμονική ίνωση, κεντρολοβιακή ηπατική νέκρωση, και νεφρική σωληναριακή νέκρωση. Οι πνεύμονες είναι το πιο ευαίσθητο όργανο-στόχος, και η ίδια ιστοπαθολογική εικόνα των πνευμονικών αλλοιώσεων παρατηρείται στα ποντίκια, αρουραίους, σκύλους και ανθρώπους. Στις δηλητηριάσεις, δεν εμφανίζονται άμεσες επιδράσεις στα ζώα, αλλά μετά από 10 με 14 ημέρες, η αναπνοή εξασθενεί, γρήγορα και ρηχά και οι μορφολογικές αλλαγές περιλαμβάνουν εκφύλιση των πνευμονοκυττάρων, βλάβη του τύπου Ι και ΙΙ κυψελιδικών επιθηλιακών κυττάρων, καταστροφή των επιθηλιακών μεμβρανών, και πολλαπλασιασμό ινωδών κυττάρων. 

Η paraquat προκαλεί τοξικότητα σε πολλά όργανα. Η νέκρωση ήπατος, των νεφρών, και του μυοκαρδίου, καθώς και εκτεταμένα αιμορραγικά επεισόδια σ’ ολόκληρο το σώμα είναι μερικά από τα συμπτώματά της. Η θεραπεία της δηλητηρίασης από paraquat θα πρέπει να ξεκινήσει όσο πιο γρήγορα γίνεται. Η πλύση στομάχου θα πρέπει να ακολουθείται από χορήγηση προσροφητικών ουσιών όπως η καολίνη (kaolin, Fuller’s earth), ο βεντονίτης (bentonite clay) ή ο ενεργός ζωικός άνθρακας (activated charcoal) για να δεσμεύσουν όση μη-απορροφημένη paraquat παραμένει στο γαστροεντερικό σύστημα. Επίσης, είναι πιθανή η χρήση καθαρτικών. Για να αποφευχθεί η πνευμονική βλάβη, καλό είναι να χορηγείται οξυγόνο σε επαρκή ποσότητα για να διατηρηθεί μια αποδεκτή τάση αρτηριακού οξυγόνου (>40 έως 50 mmHg).

Η diquat είναι ένα εξ’ επαφής ζιζανιοκτόνο που δρα γρήγορα και χρησιμεύει σαν ένα ξηραντικό μέσο, για τον έλεγχο των υδατικών ζιζανίων. Η diquat είναι λιγότερο τοξική από ότι η paraquat. Μετά από οξεία έκθεση σε υψηλή δόση ή χρόνια έκθεση diquat σε ζώα, τα κυριότερα όργανα-στόχοι είναι το γαστροεντερικό σύστημα, το ήπαρ, και τα νεφρά. 

Εικόνα 11: Οι χημικές δομές της paraquat και diquat.
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Figure 22-22. The chemical structures of paraquat and diquat, mar-
keted as the dichloride and dibromide salts, respectively.




ΜΥΚΗΤΟΚΤΟΝΑ

Τα μυκητοκτόνα είναι παράγωγα απλών ανόργανων ενώσεων όπως το θείο και ο θειικός χαλκός, τις αρύλιο- και αλκύλιο- υδραργυρικές ενώσεις, τις χλωριούχες φαινόλες και τα παράγωγα που περιέχουν μέταλλα του θειοκαρβαμικού οξέος. 

Τα μυκητοκτόνα μπορούν να ταξινομηθούν ως εξής:

1) Τα μυκητοκτόνα φυλλώματος, τα οποία εφαρμόζονται ως υγρά ή σκόνη στα πράσινα μέρη των φυτών, παράγοντας ένα προστατευτικό φράγμα στην επιφάνεια και δημιουργώντας συστηματική τοξικότητα στον αναπτυσσόμενο μύκητα.

2) Τα μυκητοκτόνα εδάφους, τα οποία εφαρμόζονται ως υγρά, σκόνη, ή κόκκοι, δρώντας είτε στη φάση ατμών ή με συστηματικές ιδιότητες. 

3) Τα μυκητοκτόνα καθαρισμού, τα οποία εφαρμόζονται στη μετά τη συγκομιδή σοδειά π.χ. Στα δημητριακά ως υγρά ή σκόνη για να προστατεύσουν τη σοδειά από τους μύκητες, ειδικά εάν αυτή δεν είναι αποθηκευμένη κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες θερμοκρασίας και υγρασίας. Η καταστροφή της σοδειάς μετά τη συγκομιδή είναι ένα σοβαρό παγκόσμιο πρόβλημα. 

Τα μυκητοκτόνα μπορούν να περιγραφούν ως προστατευτικά ή θεραπευτικά σύμφωνα με τον τρόπο δράσης τους. 

1) Προστατευτικά μυκητοκτόνα είναι αυτά που εφαρμόζονται στο φυτό πριν την εμφάνιση των μυκήτων, εμποδίζοντας τη μόλυνση είτε με τη σποριοκτόνο δράση τους ή αλλάζοντας το φυσιολογικό περιβάλλον πάνω στην επιφάνεια των φύλλων. 

2) Θεραπευτικά μυκητοκτόνα είναι αυτά που χρησιμοποιούνται αφού η μόλυνση έχει ήδη αρχίσει να προσβάλλει το φυτό, και λειτουργούν με το να διαπερνούν και να καταστρέφουν την υφή μυκηλίου των νεαρών μυκήτων που αναπτύσσονται στην επιδερμίδα του φυτού, εμποδίζοντας έτσι περαιτέρω ανάπτυξη. 

3) Μυκητοκτόνα ξεριζώματος είναι αυτά που περιορίζουν την ανάπτυξη των μυκήτων μετά την εμφάνιση των συμπτωμάτων, συνήθως μετά τη σποριογονία, με το να σκοτώνουν τους νέους σπόρους και το μυκήλιο και με το να διαπερνoύν το επιδερμίδιο του φυτού προς το επίπεδο του υποδέρματος.

Για να είναι δραστικό το μυκητοκτόνο πρέπει να έχει τις ακόλουθες ιδιότητες:

1. Να έχει χαμηλή τοξικότητα στο φυτό αλλά υψηλή τοξικότητα στο συγκεκριμένο μύκητα.

2. Να είναι ενεργό per se ή ικανό να μετατρέπεται (με φυτικά ένζυμα ή ένζυμα των μυκήτων) σε ένα τοξικό ενδιάμεσο.

3. Να έχει τοξικότητα που να διαπερνά τους σπόρους των μυκήτων στο αναπτυσσόμενο μυκήλιο των μυκήτων για να φτάσει στη δομή στην οποία δρα. 

4. Να σχηματίζει ένα προστατευτικό, ανθεκτικό στρώμα στην επιφάνεια του φυτού που να είναι ανθεκτικό στις καιρικές συνθήκες όπως στις ακτίνες του ήλιου, στη βροχή και στον άνεμο.

Τα περισσότερα από αυτά τα χημικά έχουν χαμηλή τοξικότητα στα θηλαστικά. Οι τιμές του LD50 για λήψη από το στόμα στον αρουραίο είναι της τάξης των 800 έως 10,000 mg/kg. Εντούτοις, όλα τα μυκητοκτόνα είναι κυτταροτοξικά και τα περισσότερα παράγουν θετικά αποτελέσματα στις μικροβιακές δοκιμασίες μεταλλαξιγένεσης in vitro. Επίσης, το 90% όλων των μυκητοκτόνων είναι καρκινογόνα σε μοντέλα ζώων.

Εξαχλωροβενζόλια  (Hexachlorobenzenes) 

 Όπως τα εντομοκτόνα της κατηγορίας των οργανοχλωρινών, το εξαχλωροβενζόλιο εμφανίζει: 

· αργό ρυθμό αποδέσμευσης, 

· αργό μεταβολισμό, 

· βιοσυσσώρευση στο λιπώδη ιστό και στα άλλα όργανα που έχουν υψηλή περιεκτικότητα των λιπιδιακών μεμβρανών,  

· την ικανότητα να προκαλεί την παραγωγή μικροσωμικής μονοξυγονάσης στους ιστούς. 

Η χρόνια έκθεση σε ζώα έχει σαν αποτέλεσμα σε ηπατομεγαλία και πορφυρία, καθώς και εστιακή αλωπεκία με δερματική φαγούρα ακολουθούμενη από ουλές με συσσωρευμένη χρωστική, ανορεξία, αταξία, ρίγη, και νευροτοξικότητα εκφρασμένη ως αυξημένη διεγερσιμότητα.

Organomercurials       

Μετά από οξεία τοξικότητα, τα συμπτώματα που παρουσιάζονται από τα κατιόντα του υδραργύρου δρουν στο γαστροεντερικό σύστημα και στα νεφρά. Αντίθετα, η χρόνια δηλητηρίαση είναι αργή, ύπουλη στο ξεκίνημα, και σταδιακά εκτείνεται στα περισσότερα συστήματα οργάνων. 

Οι εκτεθειμένες έγκυες δεν εμφανίζουν συνήθως συμπτώματα, καθώς ο μεθυλοϋδράργυρος συσσωρεύεται στα έμβρυα με ολέθριες συνέπειες για το αναπτυσσόμενο ΚΝΣ όπως το σταμάτημα της ανάπτυξης του εγκεφάλου.

Οι οργανοϋδραργυρικές ενώσεις έχουν απαγορευτεί σε πολλές χώρες, δυστυχώς όμως χρησιμοποιούνται ακόμα στις αναπτυσσόμενες χώρες παρουσιάζοντας σοβαρούς κινδύνους στην υγεία.

Πενταχλωροφαινόλη (pentachlorophenol)
Η πενταχλωροφαινόλη έχει χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν σε μεγάλες ποσότητες ως βιοκτόνο στη βυρσοδεψία δέρματος, στη συντήρηση ξύλου, στη βιομηχανία χαρτιού και κυτταρίνης, και στην παρασκευή χρωμάτων, αλλά αποσύρθηκε γιατί πολλά από τα εμπορικά προϊόντα βρέθηκαν να περιέχουν πολυχλωριούχες διβενζοδιοξίνες και διβενζοφουράνια, κυρίως με εξαχλωριωμένες, επταχλωριωμένες, και οκτωχλωριωμένες συγγενείς ενώσεις. 

Η δηλητηρίαση ανθρώπου από την πενταχλωροφαινόλη είναι συνήθως συνδεδεμένη με έκθεση λόγω επαγγέλματος. Απορροφάται από το δέρμα, η πιο συνηθισμένη οδός απόκτησης, και μπορεί να ανιχνευτεί στα ούρα. Η υψηλού επιπέδου έκθεση μπορεί να έχει σαν αποτέλεσμα το θάνατο αφού προηγουμένως έχουν εμφανιστεί συμπτώματα όπως αυξημένη θερμοκρασία σώματος (420C), άφθονη εφίδρωση και αφυδάτωση, σημαντική απώλεια όρεξης, ελάττωση σωματικού βάρους, σφίξιμο στο στήθος, δύσπνοια μετά από κόπωση, αυξημένους παλμούς, ναυτία και εμέτους, πονοκεφάλους, γενικευμένη αδυναμία, κώμα. Η πενταχλωροφαινόλη δρα κυτταρικά αποσυζεύγνοντας την οξειδωτική φωσφορυλίωση, όπου το ένζυμο-στόχος είναι η Na+, K+ -ATPάση. Οι επιζώντες συχνά φανερώνουν δερματικά ερεθίσματα, ερεθίσματα του άνω αναπνευστικού συστήματος, και ίσως βλάβη της αυτόνομης λειτουργίας και κυκλοφορίας.

Φθαλιμίδες (Phthalimides)     

Από τις τρεις χημικές ενώσεις που ανήκουν σ’ αυτή την κατηγορία, μόνο η folpet και η captofol είναι πραγματικές φθαλιμίδες, ενώ η πρωτότυπη χημική ένωση, captan, είναι δομικά διαφορετική, αλλά και η πιο δραστική της κατηγορίας. 

Αν και ο μηχανισμός με τον οποίο η captan και τα ανάλογα της ασκούν την κυτταρική τοξικότητα δεν είναι γνωστός, έχει αποδειχθεί ότι η captan αντιδρά με τις κυτταρικές θειόλες για να παράγουν θειοφωσγένιο, μία ισχυρή ασταθής χημική ένωση. Το θειοφωσγένιο δηλητηριάζει τα κύτταρα αλληλεπιδρώντας με ένζυμα που περιέχουν αμινοξέα με σουλφιδρυλικό-, αμινο-, και υδροξυλο-ομάδες, εντούτοις αυτή η μυκητοτοξικότητα που δημιουργείται μπορεί να εκμηδενιστεί με την προσθήκη θειολών. 

ΤΡΩΚΤΙΚΟΚΤΟΝΑ (RODENTICIDES)


Πολλά σπονδυλωτά, περιλαμβανομένων των αρουραίων, ποντικιών, σκίουρων, νυχτερίδων, κουνελιών, μαϊμούδων, ή ακόμα και ελεφάντων, περιστασιακά μπορούν να θεωρηθούν παράσιτα. Τα τρωκτικά, και κυρίως ο μαύρος αρουραίος (Rattus rattus), ο καφέ ή Νορβηγικός αρουραίος (Rattus norvegicus) και το οικόσιτο ποντίκι (Mus musculus), μπορούν να παρουσιάσουν σοβαρά προβλήματα γιατί είναι φορείς πολλών ανθρώπινων νόσων. Μπορούν να καταναλώνουν μεγάλες ποσότητες από τη σοδειά, από το αποθηκευμένο φαγητό και /ή να γεμίσουν με ακαθαρσίες ή να μολύνουν ακόμη μεγαλύτερες ποσότητες φαγητού με ούρα, τρίχες, κόπρανα και βακτήρια.

Ένα τρωκτικοκτόνο για να είναι δραστικό αλλά και ασφαλές, πρέπει να ικανοποιεί τα ακόλουθα κριτήρια:

1. πρέπει να είναι ευχάριστο στα τρωκτικά, αλλά και ταυτόχρονα αρκετά ισχυρό για την εξόντωσή τους,

2. το δόλωμα να μην προκαλεί δειλία στο ζώο, έτσι ώστε να συνεχίσει να το τρώει,

3. ο θάνατος θα πρέπει να γίνει με τέτοιο τρόπο ώστε να μην προκαλεί υποψίες στα επιζώντα τρωκτικά,

4. να οδηγήσει το δηλητηριασμένο ζώο να βγει έξω στα ανοιχτά για να πεθάνει (αλλιώς τα αποσυντιθέμενα πτώματα θα δημιουργήσουν κινδύνους υγείας),

5. θα πρέπει να είναι ειδικό για το είδος, αλλά με σημαντικά χαμηλή τοξικότητα για τα άλλα είδη που κατά λάθος καταναλώσουν το δόλωμα ή το δηλητηριασμένο τρωκτικό.


Αν και τα περισσότερα τρωκτικοκτόνα φτιάχνονται υπό μορφή δολώματος, το οποίο δεν είναι ευχάριστο στους ανθρώπους, ελαχιστοποιώντας έτσι τον ενδεχόμενο κίνδυνο για τοξικότητα, υπάρχει ένας αρκετά υψηλός αριθμός με δηλητηριάσεις κάθε χρόνο από τα τρωκτικοκτόνα. Με μερικές μόνο εξαιρέσεις, η τυχαία ή η σκόπιμη πρόσληψη των τρωκτικοκτόνων δημιουργεί σοβαρά δοσοεξαρτώμενα τοξικολογικά προβλήματα δημιουργώντας σοβαρά συμπτώματα. 


Ένας αριθμός ανόργανων ενώσεων, όπως το θειικό του θαλλίου, το οξείδιο του αρσενικού, άλλα άλατα του αρσενικού, το ανθρακικό του βαρίου, ο κίτρινος φώσφορος, το φωσφίδιο του αλουμινίου και το φωσφίδιο του ψευδαργύρου, έχουν χρησιμοποιηθεί ως τρωκτικοκτόνα. Μίγμα κυανιδίου του νατρίου με ανθρακικό μαγνήσιο και άνυδρο θειικό μαγνήσιο έχει χρησιμοποιηθεί για τυφλοπόντικες και κουνέλια, δημιουργώντας και απελευθερώνοντας αργά αέριο υδροκυάνιο όταν έρθει σε επαφή με υγρασία. Οργανικές χημικές ενώσεις όπως η στρυχνίνη και το DDT έχουν χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν σαν μη-επιλεκτικά τρωκτικοκτόνα υψηλής τοξικότητας, είναι όμως επικίνδυνα για τις άλλες μορφές ζωής, αλλά έχουν εγκαταλειφθεί προτιμώντας χημικές ενώσεις που είναι ειδικές για το στόχο.

Φωσφίδιο του ψευδαργύρου

Αυτή η χημική ένωση χρησιμοποιείται στις αναπτυσσόμενες χώρες γιατί είναι ένα φτηνό και δραστικό τρωκτικοκτόνο. Η τοξικότητα οφείλεται στο σχηματισμό φωσφίνης (PH3) που δημιουργείται από μία υδρολυτική αντίδραση με το νερό που γίνεται στο στομάχι κατά τη διάρκεια της πέψης. Η φωσφίνη δημιουργεί μία εκτεταμένη κυτταρική τοξικότητα με νέκρωση του γαστροεντερικού συστήματος και τραυματισμό των άλλων οργάνων, όπως το ήπαρ και τα νεφρά. Αν και το φωσφίδιο του ψευδαργύρου όταν βρίσκεται σε υγρασία αναδύει μία δυσάρεστη μυρωδιά σαπισμένου ψαριού, θεωρείται όμως αποδεκτή στα δολώματα σε συγκεντρώσεις 0.5 έως 1.0% από τα τρωκτικά.

Οι τυχαίες δηλητηριάσεις στους ενήλικες είναι σπάνιες, αλλά είναι ένα υπαρκτό πρόβλημα για τα παιδιά. Τα συμπτώματα που μπορεί να δημιουργήσει είναι ναυτία, εμέτους, πονοκεφάλους, δύσπνοια, υπέρταση, πνευμονικό οίδημα, δυσρυθμίες και σπασμούς. Δόσεις της τάξης των 4000 έως 5000 mg συνήθως είναι θανατηφόρες, αλλά υπάρχουν άνθρωποι που επιβίωσαν μετά από δόσεις της τάξης των 25000 έως 100000 mg κάνοντας εμετό νωρίς μετά την πρόσληψη.

Φθοριοξικό οξύ και παράγωγα

Οι ενώσεις του φθοριοξικού νατρίου και του φθοριοακεταμιδίου είναι λευκές, άοσμες και άγευστες. Η υπερβολική τοξικότητα που έχουν αυτές οι ενώσεις, έχουν περιορίσει τη χρήση τους στην προετοιμασία των δολωμάτων. Και οι δύο ενώσεις απορροφώνται από το γαστροεντερικό σύστημα. Η από του στόματος οξεία τοξικότητα του φθοριοξικού στους αρουραίους είναι της τάξης του 0.2 mg/kg ενώ εκείνο του φθοριοακεταμιδίου είναι 4 έως 15 mg/kg. 

Ο μηχανισμός δράσης εμπλέκει τη ενσωμάτωση του φθοριοξικού στο φθοριοακετυλο-συνένζυμο Α το οποίο συμπυκνώνεται με οξαλοξικό για να σχηματίσει φθοριοκιτρικό, προϊόν που αναστέλλει το ένζυμο ακονιτάση και προστατεύει τη μετατροπή του κιτρικού σε ισοκιτρικό στο κύκλο του Krebs. Αναστολή του συστήματος από το φθοριοκιτρικό έχει σαν αποτέλεσμα την ελάττωση του ρυθμού του κύκλου του Krebs  με αποτέλεσμα την μείωση του μεταβολισμού της γλυκόζης και της κυτταρικής αναπνοής και επηρεάζει τους ιστούς που είναι αποθήκες ενέργειας. Από αυτά το φθοριοκιτρικό και τα παράγωγά του είναι πολύ δραστικά στα ποντίκια και στους αρουραίους λόγω του υψηλού μεταβολισμού των ιστών που είναι ευαίσθητοι στην αναστολή.

Οι εκτιμήσεις της θανατηφόρας δόσης του φθοριοξικού στους ανθρώπους είναι μεταξύ 2 και 10 mg/kg. Τα γαστροεντερικά συμπτώματα γίνονται αισθητά 30 έως 100 λεπτά μετά την πρόσληψη. Αρχικά εμφανίζονται ναυτία, εμέτοι, κοιλιακοί πόνοι που αντικαθιστώνται από κολπική ταχυκαρδία, κοιλιακή ταχυκαρδία ή σχηματισμός ινιδίων, υπόταση, νεφρική ανεπάρκεια, μυϊκοί σπασμοί, και συμπτώματα στο ΚΝΣ όπως υπερκινητικότητα, λήθαργος, κώμα. Εξέταση ιστολογικών παρασκευασμάτων μετά τον θάνατο έδειξαν παρεγκεφαλική εκφύλιση και ατροφία. Δεν υπάρχουν γνωστά αντίδοτα για την τοξικότητα του φθοριοξικού, αν και το μονοξεικό της γλυκερόλης έχει αποδειχθεί ωφέλιμο στην αντιμετώπιση της δηλητηρίασης.  

ΤΟΞΙΚΕΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΙΣ ΣΕ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΕΣ ΟΥΣΙΕΣ

 Εισαγωγή

Υπάρχουν πολλοί τρόποι με τους οποίους ένας οργανισμός μπορεί να αντιδράσει σε μια τοξική ουσία και το είδος της αντίδρασης επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες. Παρόλο που οι τοξικές επιδράσεις των ξενοβιοτικών ουσιών έχουν βιοχημική βάση, η εκδήλωσή τους μπορεί να διαφέρει. Έτσι, η ανάπτυξη όγκων, καθώς και η γέννηση ενός απόγονου με παθολογικές ανωμαλίες μπορούν να είναι αποτέλεσμα βλάβης στο DNA. Η αλληλεπίδραση μιας τοξικής ουσίας με τις φυσιολογικές μεταβολικές διαδικασίες μπορεί να προκαλέσει μια φυσιολογική αντίδραση, όπως μυϊκή παράλυση, πτώση της αρτηριακής πίεσης ή να προκαλέσει βλάβη σε κάποιο όργανο.

Για το λόγο αυτό και παρόλο που οι τοξικές αντιδράσεις έχουν βιοχημική βάση, έχουν κατηγοριοποιηθεί σύμφωνα με το είδος του ανεπιθύμητου αποτελέσματος που δημιουργούν στις παρακάτω κατηγορίες:

· Άμεση τοξική αντίδραση : βλάβες σε ιστούς

· Φαρμακολογικά, φυσιολογικά και βιοχημικά αποτελέσματα

· Τερατογένεση

· Ανοσοτοξικότητα

· Μεταλλαξιγένεση

· Καρκινογένεση

Οι τοξικές αντιδράσεις μπορούν να ανιχνευτούν με τους παρακάτω τρόπους:

· Θάνατος

· Παθολογική αλλαγή

· Βιοχημική αλλαγή

· Φυσιολογική αλλαγή

· Αλλαγές στη φυσιολογική κατάσταση

Παραδείγματα θα δοθούν στη συνέχεια του κεφαλαίου.

 ΆΜΕΣΗ ΤΟΞΙΚΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ: ΒΛΑΒΕΣ  ΣΕ ΙΣΤΟΥΣ

Κάποιες τοξικές ουσίες έχουν τη δυνατότητα να προκαλέσουν άμεση βλάβη στους ιστούς οδηγώντας στο θάνατο μερικών ή όλων των κυττάρων ενός οργάνου. Η βλάβη μπορεί να είναι αντιστρεπτή ή μη-αντιστρεπτή. Η σοβαρότητα της τοξικής αντίδρασης εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως τη σημαντικότητα του συγκεκριμένου οργάνου στον οργανισμό, το βαθμό της εξειδίκευσης και της αποθεματικής λειτουργικής ικανότητας του οργάνου και της ικανότητάς του να επιδιορθώσει τη βλάβη.

 Τοξικότητα  σε όργανα-στόχους 


Παρόλο που , θεωρητικά, κάθε όργανο ή ιστός μπορεί να αποτελέσει στόχο μιας τοξικής ουσίας, αυτές οι ουσίες συνήθως βλάπτουν συγκεκριμένα όργανα. Υπάρχουν διάφοροι λόγοι που ένα όργανο μπορεί να είναι στόχος:

· Η παροχή αίματος

· Η παρουσία συγκεκριμένου ενζύμου ή βιοχημικής οδού

· Η λειτουργία και η θέση του οργάνου

· Η ευαισθησία του οργάνου στη βλάβη και ο βαθμός της εξειδίκευσης του

· Η ικανότητα του οργάνου να επιδιορθώσει τη βλάβη

· Η παρουσία μηχανισμών πρόσληψης ουσιών

· Η ικανότητα μεταβολισμού της ουσίας

· Η δέσμευση της ουσίας από μακρομόρια


Έτσι, π.χ. τα όργανα εκείνα με μεγάλη παροχή αίματος, όπως οι νεφροί, είναι περισσότερο εκτεθειμένα σε ξενοβιοτικές ουσίες σε σύγκριση με τα οστά. Γενικά, παράγοντες που επηρεάζουν την απορρόφηση, την κατανομή και την απομάκρυνση των ξενοβιοτικών ουσιών και τις φυσικοχημικές ιδιότητες τους μπορούν να επηρεάσουν την τοξικότητα τους σε συγκεκριμένα όργανα.

ΗΠΑΡ

Το ήπαρ είναι ο μεγαλύτερος αδένας του ανθρώπου καθώς και των άλλων θηλαστικών και αντιπροσωπεύει το 2-3% του βάρους σώματος. Η παροχή αίματος γίνεται από την πυλαία φλέβα και την ηπατική αρτηρία. Η πυλαία φλέβα καλύπτει το 75% της ηπατικής παροχής, συνδέεται με το γαστρεντερικό σωλήνα, το σπλήνα και το πάγκρεας και παρέχει θρεπτικά στοιχεία και η ηπατική αρτηρία παρέχει οξυγονωμένο αίμα. 

Το ήπαρ είναι μια από τις πύλες εισόδου στους ιστούς του σώματος και για το λόγο αυτό είναι εκτεθειμένο σε πιθανώς τοξικές ουσίες μέσω του γαστρεντερικού σωλήνα (τροφή και φάρμακα). Λόγω της θέσης, δομής και λειτουργίας του, το ήπαρ είναι ιδιαίτερα ευάλωτο σε βλάβη από τοξικές ουσίες. Μετά την απορρόφηση από το γαστρεντερικό σωλήνα, οι ουσίες εισέρχονται στην πυλαία φλέβα και καταλήγουν στο ήπαρ. Συνεπώς, μετά το γαστρεντερικό ενδοθήλιο και το αίμα, το ήπαρ είναι το επόμενο όργανο που εκτίθεται στην ξενοβιοτική ουσία πριν αυτή εισέλθει και αραιωθεί στην συστεμική κυκλοφορία.

Το ήπαρ αποτελεί όργανο-στόχο των τοξικών ουσιών για τέσσερις βασικούς λόγους:

1. Οι μεγάλες και ποικίλες μεταβολικές δυνατότητες του ήπατος επιτρέπουν το μεταβολισμό πολλών ξενοβιοτικών ουσιών. Ο μεταβολισμός όμως δε σημαίνει πάντα τη μετατροπή της τοξικής ουσίας σε ακίνδυνη και για το λόγο αυτό το ήπαρ συχνά αποτελεί στόχο (π.χ. παρακεταμόλη).

2. Το ήπαρ συμμετέχει στον ενδιάμεσο μεταβολισμό και συνεπώς η συμβολή του σε ενδογενείς μεταβολικές οδούς μπορεί να οδηγήσει σε τοξικές βλάβες (π.χ. γαλακτοζαμίνη, αιθιονίνη).

3. Η έκκριση της χολής από το ήπαρ μπορεί επίσης να είναι καθοριστικός παράγοντας. Η χολική έκκριση των ξενοβιοτικών ουσιών οδηγεί στη συμπύκνωσή τους σε υψηλές συγκεντρώσεις (π.χ. φουροσεμίδη).

4. Η παροχή αίματος εκθέτει το ήπαρ σε υψηλές συγκεντρώσεις τοξικών ουσιών που απορροφώνται από το γαστρεντερικό σωλήνα.

Είδη ηπατικών βλαβών

1. Στεάτωση (λιπώδες ήπαρ)


Στεάτωση είναι η συσσώρευση τριγλυκεριδίων στα ηπατοκύτταρα. Η στεάτωση του ήπατος είναι συνηθισμένη αντίδραση στην τοξικότητα ουσιών. Μπορεί να είναι το αποτέλεσμα παρεμβολής στη σύνθεση πρωτεϊνών, ή να συμβεί λόγω της έκθεσης των ηπατοκυττάρων σε ουσίες όπως η τετρακυκλίνη, η αιθιονίνη, η υδραζίνη. Επίσης μπορεί να παρατηρηθεί σε συνδυασμό με νέκρωση.

Η στεάτωση είναι αντιστρεπτή αντίδραση που δεν οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο, αλλά παραμένει μια ιδιαίτερα σοβαρή παθολογική κατάσταση. Η επαναλαμβανόμενη έκθεση σε ουσίες που προκαλούν στεάτωση (π.χ. αλκοόλ) μπορεί να οδηγήσει σε κίρρωση του ήπατος.

2. Κυτταροτοξική βλάβη

Πολλές τοξικές ουσίες προκαλούν άμεση βλάβη στα ηπατοκύτταρα, η οποία οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο και νέκρωση. Η έκταση και η περιοχή της βλάβης εξαρτώνται από το μηχανισμό της κυτταροτοξικότητας και την ουσία που την προκαλεί. Παραδείγματα τέτοιων ουσιών είναι η κοκαΐνη, το αλκοόλ, η παρακεταμόλη. 

Άλλες ουσίες προκαλούν νέκρωση του ήπατος λόγω της έκκρισής τους στη χολή. Η φουροσεμίδη εκκρίνεται στη χολή μέσω ενός μηχανισμού ο οποίος κορεννύεται σε υψηλές δόσεις. Ως αποτέλεσμα, η συγκέντρωση της φουροσεμίδης στο ήπαρ αυξάνεται και η μεταβολική ενεργοποίησή της (μια φυσιολογική διεργασία) οδηγεί στην παραγωγή ενός τοξικού μεταβολίτη σε μεγάλη συγκέντρωση. 

3. Χολοστατική βλάβη

Υπάρχουν διαφορετικά είδη παρεμβολής στο χοληφόρο σύστημα που μπορεί να οδηγήσουν σε στάση της χολής ή βλάβη στους χοληφόρους πόρους. Σε κάποιες περιπτώσεις, όπως με τη χορήγηση χλωροπρομαζίνης, μπορεί να ακολουθήσει βλάβη στα ηπατοκύτταρα. Ξενοβιοτικές ουσίες, όπως η ριφαμπικίνη εμποδίζουν τη μεταφορά και τη σύζευξη της χολερυθρίνης προκαλώντας υπερχολερυθρυναιμία. Κάποιες άλλες ουσίες προκαλούν απευθείας βλάβη στους χοληφόρους πόρους με αποτέλεσμα την καταστροφή των επιθηλιακών κυττάρων.

4. Κίρρωση

Η κίρρωση του ήπατος αποτελεί μια χρόνια αλλοίωση η οποία προκαλείται μετά από επαναλαμβανόμενο τραυματισμό και επιδιόρθωση. Κίρρωση προκαλείται λόγω ηπατοκυτταρικής βλάβης και λόγω χολοστατικής βλάβης. Το είδος της κίρρωσης όμως διαφέρει.

5. Αγγειακές βλάβες

Οι τοξικές ουσίες μπορούν να βλάψουν άμεσα το αγγειακό σύστημα του ήπατος. Βλάβη στα ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγεί στον αποκλεισμό του αγγείου και έχει ως αποτέλεσμα την ισχαιμία των ηπατοκυττάρων. Συνέπειες της ισχαιμίας είναι αλλαγές στο ηπατικό αγγειακό σύστημα και στην ηπατική λειτουργία και διαιώνιση της κατάστασης οδηγεί στην κίρρωση.

6. Ηπατικοί όγκοι

Καλοήθεις και κακοήθεις όγκοι του ήπατος μπορεί να είναι το αποτέλεσμα της έκθεσης των ηπατοκυττάρων σε τοξίνες που προέρχονται από διάφορα κύτταρα. Παράδειγμα αποτελούν τα αδενώματα που έχουν σχετιστεί με τη χρήση αντισυλληπτικών στεροειδών.

7. Πολλαπλασιασμός των υπεροξειδιοσωμάτων

Η απάντηση στην έκθεση του ήπατος σε ξενοβιοτικές ουσίες είναι ο πολλαπλασιασμός των υπεροξειδιοσωμάτων. Τα υπεροξειδιοσώματα είναι οργανίδια που βρίσκονται σε πολλούς τύπους κυττάρων, αλλά κυρίως σε ηπατοκύτταρα. Η λειτουργία τους είναι ο οξειδωτικός μεταβολισμός των λιπιδίων και άλλες οξειδωτικές μεταβολικές οδοί. Οι ουσίες που προκαλούν πολλαπλασιασμό των υπεροξειδιοσωμάτων είναι οξέα ή ουσίες που μεταβολίζονται σε οξέα. Το φαινόμενο αυτό έχει παρατηρηθεί σε ηπατοκύτταρα in vitro και σε ποντίκια in vivo.

Ανίχνευση ηπατικής βλάβης

Στην περίπτωση των πειραματόζωων, απλά ποσοτικά τεστ χρησιμοποιούνται, όπως η μέτρηση του λόγου: Βάρος ήπατος /Βάρος σώματος. Βλάβη στο ήπαρ ανιχνεύεται επίσης με τη μελέτη τομών ηπατικού ιστού με τη βοήθεια οπτικού ή ηλεκτρονικού μικροσκοπίου. 

Μη-επεμβατικές μέθοδοι χρησιμοποιούνται στην περίπτωση του ανθρώπου και περιλαμβάνουν τον εντοπισμό στα ούρα της συζευγμένης χολερυθρίνης ή του αμινοξέος ταυρίνη. Παράμετροι που μπορεί να μετρηθούν στο πλάσμα του αίματος περιλαμβάνουν τα ένζυμα AST (Aspartate transaminase) και ALT (Αlanine Transaminase). Τα ένζυμα αυτά παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα μέσα στις πρώτες 24 ώρες μετά την πρόκληση της βλάβης. Άλλα ένζυμα που χρησιμοποιούνται ως δείκτες είναι η χολερυθρίνη στο πλάσμα που αυξάνεται και η αλβουμίνη στο πλάσμα που μειώνεται κατά την καταστροφή ηπατικών ιστών (αν και οι ίδιες μεταβολές παρατηρούνται και κατά την καταστροφή νεφρικών ιστών). Η ηπατική λειτουργία μπορεί επίσης να καθοριστεί παρατηρώντας το ρυθμό κάθαρσης μιας χρωστικής, όπως η σουλφοβρωμοφθαλεΐνη.

 ΝΕΦΡΟΙ

Η λειτουργία των νεφρών είναι το φιλτράρισμα των τοξινών και των άχρηστων ουσιών από το αίμα, ενώ παράλληλα διατηρεί τις απαραίτητες ουσίες όπως η γλυκόζη, τα αμινοξέα και τα ιόντα (π.χ. νάτριο). Η λειτουργική μονάδα του νεφρού είναι ο νεφρώνας. Οι νεφροί αποτελούν όργανα στόχους για τους εξής λόγους:

1. Νεφρική κυκλοφορία – το αίμα που περνάει από τους νεφρούς αντιπροσωπεύει το 25% του συνολικού αίματος, οπότε η πιθανότητα έκθεσής τους σε τοξικές ουσίες είναι ιδιαίτερα υψηλή. 

2. Η ικανότητα των νεφρών για επαναπορρόφηση ουσιών και αύξηση της συγκέντρωσής τους στο εσωτερικό των νεφρών.

3. Μηχανισμοί ενεργής μεταφορά ουσιών στο εσωτερικό των νεφρών.

4. Μεταβολική ενεργοποίηση ξενοβιοτικών ουσιών.

Ανίχνευση νεφρικής βλάβης

Η μέτρηση της ουρίας και της κρεατινίνης στα ούρα και στο πλάσμα αποτελούν ενδεικτικά τεστ για τη διάγνωση της νεφρικής βλάβης. Επίσης, συνήθης μέτρηση είναι ο καθορισμός του αζώτου της ουρίας στο αίμα (Blood Urea Nitrogen ή BUN). Η κάθαρση του πολυσακχαρίτη ινσουλίνη είναι ένας ακριβής δείκτης του ρυθμού διήθησης. Βλάβη σε νεφρικά κύτταρα οδηγεί στη διαρροή ενζύμων, όπως η γ-γλουταμυλτρανσφεράση και η N-ακετυλογλουκοσαμινιδάση τα οποία μπορούν να ανιχνευτούν στα ούρα. 

 ΠΝΕΥΜΟΝΑΣ

Ο πνεύμονας είναι ένα εξαιρετικά ευαίσθητο όργανο σε τοξικές ουσίες αφού η έκθεση του σε αυτές μπορεί να γίνει και από το εσωτερικό περιβάλλον μέσω της κυκλοφορίας του αίματος αλλά και από το εξωτερικό περιβάλλον. Από τους πνεύμονες περνάει το 100% του αίματος της κυκλοφορίας και συνεπώς είναι ιδιαίτερα εκτεθειμένος στις ουσίες που μπορεί να περιέχονται σε αυτό. Τοξικές ουσίες μπορεί να περιέχονται και στον εισπνεόμενο αέρα, π.χ. διοξείδιο του θείου, σωματίδια σκόνης και μετάλλων, διαλύτες.

Λόγω της λειτουργίας του, ο πνεύμονας έχει διαμορφωθεί με τέτοιο τρόπο ώστε να διευκολύνει την ανταλλαγή αερίων μέσω της εκτεταμένης επιφάνειάς του (70m2) και του πολύ λεπτού κυτταρικού τοιχώματος που διαχωρίζει τον αέρα από το αίμα. Συνεπώς, ξενοβιοτικές ουσίες μπορούν να απορροφηθούν πολύ εύκολα, εφόσον είναι αρκετά μικρές για να περάσουν από τους πόρους της κυτταρικής μεμβράνης (8-10Å σε ακτίνα) ή λιπόφιλες ώστε να περάσουν με παθητική διάχυση. Ένας σημαντικός παράγοντας που πρέπει επίσης να λαμβάνεται υπ’ όψιν είναι η δυνατότητα μεταβολικής ενεργοποίησης ξενοβιοτικών ουσιών στον πνεύμονα που μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα εκδήλωση φαινομένων τοξικότητας. Αμυντικοί μηχανισμοί των πνευμόνων αποτελούν η βλέννα και οι βλεφαρίδες των επιθηλιακών κυττάρων του ανώτερου αναπνευστικού. 


Τα είδη της τοξικής βλάβης που μπορεί να υποστεί ο πνεύμονας είναι:

Ερεθισμός

Πτητικές ουσίες όπως η αμμωνία αρχικά προκαλούν βρογχοσύσπαση και μετά απορροφώνται από τις εκκρίσεις του ανώτερου αναπνευστικού. Η βλάβη δεν είναι μόνιμη αλλά μπορεί να προκαλέσει μεταβολές στη διαπερατότητα του επιθηλίου και οίδημα. Ενώσεις του αρσενικού μπορούν επίσης να προκαλέσουν βρογχίτιδα.

Βλάβη επιθηλίου

Βλάβη στα επιθηλιακά κύτταρα του πνεύμονα, είτε από πτητικές ουσίες είτε από ουσίες στο αίμα μπορεί να οδηγήσει σε νέκρωση και μεταβολές στη διαπερατότητα των μεμβρανών με οίδημα. Ουσίες ιδιαίτερα υδατοδιαλυτές προκαλούν βλάβη κυρίως στα κύτταρα του ανώτερου αναπνευστικού, π.χ στην τραχεία ή στους βρόγχους. Ουσίες όπως το διοξείδιο του αζώτου και το όζον προκαλούν υπεροξείδωση των κυτταρικών μεμβρανών με αποτέλεσμα μεταβολές της διαπερατότητας τους με επακόλουθο οίδημα.

Ίνωση

Ενώσεις που προκαλούν ίνωση είναι το πυρίτιο και ο αμίαντος. Ο προτεινόμενος μηχανισμός ξεκινάει με φαγοκυττάρωση των σωματιδίων από τα μακροφάγα. Τα σωματίδια μετά μπαίνουν στα λυσοσώματα και τα οδηγούν σε ρήξη και απελευθέρωση των υδρολυτικών ενζύμων που περιέχουν. Ως αποτέλεσμα παρατηρείται η πέψη των μακροφάγων από τα υδρολυτικά ένζυμα και η απελευθέρωση των σωματιδίων. Η διαδικασία αυτή είναι κυκλική και επαναλαμβάνεται και τελικά οδηγεί σε συσσώρευση λεμφικού ιστού και διέγερση της βιοσύνθεσης κολλαγόνου με αποτέλεσμα τη δημιουργία ινωδών αλλοιώσεων.

Αλλεργική αντίδραση

Μικροοργανισμοί, σπόρια, σκόνη και ορισμένα χημικά μπορούν να προκαλέσουν αλλεργικού τύπου αντίδραση με συμπτώματα στο αναπνευστικό σύστημα μετά από επαναλαμβανόμενη έκθεση. Πιστεύεται πως αλληλεπιδρούν με πρωτεΐνες σχηματίζοντας αντιγόνα που ευθύνονται για την αλλεργική αντίδραση.

Καρκίνος του πνεύμονα

Ο αμίαντος, οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες, ο καπνός του τσιγάρου, ενώσεις του αρσενικού και άλλες ουσίες προκαλούν όγκους μετά από εισπνοή. Άλλες ουσίες προκαλούν όγκους μετά από συστημική χορήγηση. Παρόλο που τα επίπεδα μεταβολικών ενζύμων γενικά είναι χαμηλότερα σε σύγκριση με το ήπαρ, συγκεκριμένα ισοένζυμα του κυτοχρώματος Ρ-450 είναι παρόντα στον πνεύμονα σε αισθητά μεγαλύτερη συγκέντρωση. Συνεπώς, η μεταβολική ενεργοποίηση ξενοβιοτικών ουσιών είναι εφικτή και στον πνεύμονα.

ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΣΕ ΑΛΛΑ ΟΡΓΑΝΑ ΣΤΟΧΟΥΣ

Νευρικό σύστημα

Το κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα αποτελούνται από κύτταρα που είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα στις αλλαγές του περιβάλλοντός τους. Η ανοξαιμία, η έλλειψη γλυκόζης και άλλων θρεπτικών ουσιών, ο περιορισμός της κυκλοφορίας του αίματος, η αναστολή του μεταβολισμού μπορεί να αποτελέσουν αιτίες για την καταστροφή του νευρικού ιστού. 

Το νευρικό σύστημα είναι ένα πολύπλοκο δίκτυο εξειδικευμένων κυττάρων με μικρές δυνατότητες αναγέννησης και βλάβη ή καταστροφή του θα έχει μόνιμες και σοβαρές συνέπειες για τον οργανισμό.

Βλάβες στο νευρικό σύστημα μπορεί να έχουν τη μορφή της περιφερικής νεφροπάθειας (π.χ. ισονιαζίδη), εντοπισμένη βλάβη σε κινητικούς νευρώνες (π.χ. ορισμένοι βιομηχανικοί διαλύτες), καταστροφή νευρώνων στο κεντρικό νευρικό σύστημα (π.χ. βλάβες στους νευρώνες ντοπαμίνης στη φαιά ουσία του εγκεφάλου).

Αναπαραγωγικό σύστημα

Το ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα αποτελεί όργανο-στόχο για τους εξής λόγους:

· Είναι ένας ταχεία διαιρούμενος ιστός και συνεπώς υφίσταται βλάβες από ουσίες όπως τα αντικαρκινικά φάρμακα

· Έχει περιορισμένη παροχή αίματος και είναι ευάλωτος στη οποιαδήποτε μείωση της.

· Παρεμβολή σε συγκεκριμένες βιοχημικές οδούς, π.χ. στη χρήση του γαλακτικού οξέος ως πηγή ενέργειας, μπορεί να έχουν σοβαρές συνέπειες. 

Το γυναικείο αναπαραγωγικό σύστημα μπορεί να υποστεί βλάβες από διάφορες ουσίες. Οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες, η κυκλοφοσφαμίδη, η μπλεομυκίνη καταστρέφουν τα ωοκύτταρα. Το DDT και άλλα εντομοκτόνα δημιουργούν οιστρογονικά αποτελέσματα μέσω του ανταγωνισμού της οιστραδιόλης στους υποδοχείς της στη μήτρα.

Καρδιά

Η καρδιά συχνά αποτελεί στόχο τοξικών ουσιών, π.χ. η αλλυλαμίνη καταστρέφει επιλεκτικά τον καρδιακό ιστό, εξ’ αιτίας του μεταβολισμού της σε αλλυλαλδεΰδη που είναι ιδιαίτερα τοξική. Η υδραλαζίνη προκαλεί νέκρωση του μυοκαρδίου ως αποτέλεσμα της φαρμακολογικής της δράσης. Τα βαρέα μέταλλα, όπως το κοβάλτιο προκαλούν καρδιομυοπάθεια λόγω της παρεμβολής τους στο φυσιολογικό ρόλο του ασβεστίου στον καρδιακό μυ. 

Πάγκρεας

Σε αυτή την περίπτωση, δύο ουσίες, η αλλοξάνη και η στρεπτοζοτοκίνη προκαλούν βλάβη επιλεκτικά στο πάγκρεας. Οι ουσίες αυτές χρησιμοποιούνται για την πρόκληση διαβήτη σε πειραματόζωα. Τα β-κύτταρα του παγκρέατος είναι ιδιαίτερα ευάλωτα στη δράση τους.

Οσφρητικό επιθήλιο

Ο ιστός αυτός περιέχει υψηλό επίπεδο κυτοχρωμάτων Ρ-450 και έχει πολλές ομοιότητες με τον πνεύμονα σε ό,τι αφορά την έκθεση σε ξενοβιοτικές ουσίες. Ένα παράδειγμα είναι ο χημικός διαλύτης τριφλουρομεθυλπυριδίνη που προκαλεί επιλεκτική βλάβη στο οσφρητικό επιθήλιο μετά από έκθεση μέσω του εισπνεόμενου αέρα. Η ουσία μετατρέπεται σε Ν-οξείδιο, το οποίο ευθύνεται για την τοξικότητα που παρατηρείται.

Αίμα

Σχεδόν όλες οι ξενοβιοτικές ουσίες κατανέμονται στους ιστούς μέσω του αίματος. Συνεπώς τα συστατικά του αίματος εκτίθενται τουλάχιστον αρχικά σε μεγάλες συγκεντρώσεις τοξικών ουσιών. Καταστροφή των κυττάρων του αίματος οδηγεί σε μία πληθώρα αποτελεσμάτων, όπως μείωση στην ικανότητα του αίματος να μεταφέρει οξυγόνο στους ιστούς. Στις τοξικές ουσίες συγκαταλέγονται οι αρωματικές αμίνες και οι ενώσεις του αζώτου, οι οποίες είναι τοξικές για τα ερυθρά αιμοσφαίρια, βλάπτοντας την αιμοσφαιρίνη και καθιστώντας την ανίκανη να μεταφέρει οξυγόνο. Βλάβη μπορεί να προκληθεί και στο μυελό των οστών και έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση της παραγωγής ερυθρών και λευκών αιμοσφαιρίων.

Μάτι

Το μάτι είναι όργανο στόχος λόγω της εξωτερικής του θέσης στον οργανισμό και της απ’ευθείας του έκθεσης σε τοξικούς παράγοντες, αλλά και μέσω συστημικής έκθεσης. Η μεθανόλη βλάπτει το οπτικό νεύρο και προκαλεί τύφλωση. Εμφάνιση καταρράκτη στο φακό και βλάβη στον αμφιβληστροειδή μπορεί να προκαλέσει η ναφθαλίνη.

Αφτί

Το ακουστικό σύστημα μπορεί να πάθει βλάβη μετά από συστημική έκθεση σε τοξικές ουσίες. Το πιο χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η οτοτοξικότητα που προκαλούν οι αμινογλυκοσίδες (τύπος αντιβιοτικών), π.χ. γενταμυκίνη.

Δέρμα

 
Παρόλο που το δέρμα αποτελεί όργανο-στόχο για εξωτερικές ξενοβιοτικές ουσίες, βλάβη μπορεί να προκληθεί και μέσω συστημικής έκθεσης. Η φωτοευαισθησία που εμφανίζεται μετά από χορήγηση μπενοξαπροφένης και οι δερματολογικές αντιδράσεις λόγω ανοσοαπάντησης είναι παραδείγματα βλαβών στο δέρμα μετά από συστημική έκθεση.

Ανίχνευση οργανικής βλάβης

Για το κάθε όργανο, ακολουθείται διαφορετική διαδικασία για την ανίχνευση βλάβης. Συγκεκριμένα, βλάβη στο νευρικό σύστημα και στο αφτί ανιχνεύεται με ελέγχους λειτουργίας των οργάνων αυτών. Το μάτι και το δέρμα ελέγχονται με μικροσκοπική  εξέταση. Βλάβη στο αναπαραγωγικό σύστημα προκαλεί ορμονικές διαφορές. Το αίμα ελέγχεται με ποσοτικά τεστ με τη βοήθεια μικροσκοπίου. Στην περίπτωση της καρδίας και του παγκρέατος, μετρώνται τα επίπεδα συγκεκριμένων ενζύμων, κρεατινοκινάση και αμυλάση αντίστοιχα.

ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΒΛΑΒΗΣ

       Οι τοξικές ουσίες μπορούν να προκαλέσουν βλάβη στα κύτταρα με διαφορετικούς τρόπους που οδηγούν σε μια πολύπλοκη σειρά γεγονότων. Για την καλύτερη κατανόηση αυτών των γεγονότων, θα τα χωρίσουμε σε πρωτοταγή, δευτεροταγή και τριτοταγή γεγονότα. Τα πρωτοταγή γεγονότα έχουν ως αποτέλεσμα την αρχική βλάβη, τα δευτεροταγή γεγονότα αφορούν στις κυτταρικές αλλαγές που ακολουθούν και τα τριτοταγή γεγονότα περιλαμβάνουν τις παρατηρούμενες και τελικές αλλαγές.

Πρωτοταγή γεγονότα

       Τα πρωτοταγή γεγονότα μπορούν να ξεκινήσουν είτε απ’ευθείας από τη δράση των ξενοβιοτικών ουσιών είτε μετά από την μεταβολική τους ενεργοποίηση σε τοξικούς μεταβολίτες. Τα κυριότερα πρωτοταγή γεγονότα είναι: 

· Υπεροξείδωση λιπιδίων

· Ομοιοπολικοί δεσμοί με μακρομόρια

· Μεταβολές στα επίπεδα θειόλης

· Αναστολή ενζύμων

· Ισχαιμία

Δευτεροταγή γεγονότα

         Αυτές είναι οι αλλαγές που παρατηρούνται σε κύτταρα τα οποία έχουν εκτεθεί σε τοξικές ουσίες και συμβαίνουν μετά τα πρωτοταγή γεγονότα. Οι αλλαγές αυτές είναι δομικές και βιοχημικές, είναι αποτελέσματα και όχι αιτίες της βλάβης και πηγάζουν από την απώλεια του κυτταρικού ελέγχου και την αδυναμία του κυττάρου να αντιμετωπίσει τη βλάβη. Τα κυριότερα δευτεροταγή γεγονότα περιλαμβάνουν:

· Μεταβολές στη δομή και τη διαπερατότητα των κυτταρικών μεμβρανών

· Μεταβολές στον κυτταρικό σκελετό

· Μιτοχονδριακή βλάβη

· Αναστολή της μιτοχονδριακής λειτουργίας

· Μείωση του ΑΤΡ και άλλων συμπαραγόντων

· Μεταβολές στη συγκέντρωση ασβεστίου

· Βλάβες στο DNA
· Αποσταθεροποίηση των λυσοσωμάτων

· Απόπτωση

· Βλάβη στο ενδοπλασματικό δίκτυο

Τριτοταγή γεγονότα

          Αυτές είναι οι τελικές παρατηρούμενες εκδηλώσεις της έκθεσης σε μια τοξική ουσία και μπορούν να συμβούν παράλληλα ή σε σειρά. Τα κύρια τριτοταγή γεγονότα είναι: στεάτωση, υδρωπικός εκφυλισμός, δημιουργία κυστών στην κυτταρική μεμβράνη, απόπτωση, νέκρωση.

         Στη συνέχεια θα συζητηθούν τα πρωτοταγή, δευτεροταγή και τριτοταγή γεγονότα με περισσότερες λεπτομέρειες.

Πρωτοταγή γεγονότα

Υπεροξείδωση λιπιδίων

         
Όπως έχει προαναφερθεί, αρκετές ξενοβιοτικές ουσίες μετατρέπονται σε ενδιάμεσα προϊόντα μεταβολικών αντιδράσεων, τα οποία είναι υπεύθυνα για την παρατηρούμενη τοξικότητα. Ένας συγκεκριμένος τύπος ενδιάμεσου παραπροϊόντος είναι οι ελεύθερες ρίζες που προκύπτουν από την ομολυτική διάσπαση ομοιοπολικού δεσμού σε ένα μόριο, την προσθήκη ενός ηλεκτρονίου ή την απόσπαση ενός ατόμου υδρογόνου από μια άλλη ρίζα. Οι ελεύθερες ρίζες έχουν ένα ηλεκτρόνιο εκτός ζεύγους σε ένα άτομο άνθρακα, αζώτου, θείου ή οξυγόνου. Συνεπώς, οι ελεύθερες ρίζες είναι ιδιαίτερα ηλεκτρονιοφιλικές και αντιδρούν άμεσα με κυτταρικά συστατικά. Η υπεροξείδωση λιπιδίων προκαλείται από την αντίδραση ελευθέρων ριζών με ακόρεστα λιπίδια και η αλυσιδωτή αντίδραση οδηγεί στην πλήρη διάσπαση του λιπιδίου με την παραγωγή προϊόντων διάσπασης, όπως αλκοόλες, αλδεΰδες και μικρότερα «θραύσματα» (π.χ. μαλονδιαλδεΰδη). Με άλλα λόγια, η διαδικασία αυτή καταλήγει στην καταστροφή του λιπιδίου (Εικόνα 1) και πιθανώς της κυτταρικής δομής στην οποία εντοπίζεται.

       Τα αποτελέσματα της υπεροξείδωσης των λιπιδίων είναι:

· Η δομική των λιπιδίων των κυτταρικών μεμβρανών επηρεάζεται αρνητικά.

· Οι ακόρεστοι δεσμοί των λιπιδίων αλλάζουν και ως συνέπεια μεταβάλλουν τη ρευστότητα των κυτταρικών μεμβρανών.

· Οι ελεύθερες ρίζες των λιπιδίων αντιδρούν με άλλα μακρομόρια μεταβάλλοντας τη δομή και λειτουργία της κυτταρικής μεμβράνης.

· Οι μεταβολές στις μεμβράνες αλλάζουν τη διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης και των μεμβρανών των οργανιδίων. Αυτό μπορεί να οδηγήσει είτε σε λύση του κυττάρου, είτε σε δυσλειτουργία / καταστροφή των οργανιδίων, π.χ. η λύση των λυσοσωμάτων οδηγεί στη διαρροή των υδρολυτικών ενζύμων που περιέχουν στο κυτταρόπλασμα προκαλώντας περαιτέρω βλάβες στο κύτταρο. Βλάβη στις μεμβράνες των μιτοχονδρίων οδηγεί σε απώλεια της λειτουργίας τους και σε μεταβολές στην ομοιόσταση του κυττάρου.
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Οξειδωτικό στρες



Η παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου οδηγεί σε ένα κύκλο οξείδωσης και αναγωγής (redox cycle) με προσφορά ηλεκτρονίων στο οξυγόνο και τη δημιουργία υπεροξειδίων. Στην περίπτωση κυτταροτοξικών κινονών, γίνεται προσφορά ρίζας ηλεκτρονίου από την κινόνη στο οξυγόνο και το παραγόμενο υπεροξείδιο μετατρέπεται με τη σειρά του σε υπεροξείδιο υδρογόνου με τη βοήθεια της υπεροξειδικής δισμουτάσης και στη συνέχεια σε νερό ή πρωτονιώνεται.

2 Ο2·- + 2 Η+ → Η2Ο2 + Ο​2

Κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, όπως στην περίπτωση της παρουσίας μεταπτωτικών ιόντων μετάλλων, οι αντιδράσεις Haber-Weiss και Fenton λαμβάνουν χώρα με αποτέλεσμα πάλι την υπεροξείδωση των λιπιδίων και την κυτταρική βλάβη μέσω της παραγωγής ριζών υδροξυλίου.

Αντίδραση Haber-Weiss
Ο2·- + Fe3+ → Ο2 + Fe​2+

2 Ο2·- + 2 Η+ → Η2Ο2 + Ο​2
Αντίδραση Fenton
H2O2 + Fe2+ + H+ → HO· + Fe3+ + H2O


Οι ρίζες υδροξυλίου είναι κυτταροτοξικές και επίσης οδηγούν στην παραγωγή άλλων ελεύθερων ριζών. Αν η ποσότητα των τοξικών ουσιών είναι μεγάλη, τότε οι μηχανισμοί αποτοξίνωσης κορεννύονται. Παράγεται αυξημένη ποσότητα υπεροξειδίου, μειώνεται η γλουταθειόνη και το NADPH και σχηματίζονται ρίζες υδροξυλίου. Αυτή η κατάσταση ονομάζεται οξειδωτικό στρες. Κατά το οξειδωτικό στρες και παράλληλα με την υπεροξείδωση των λιπιδίων, παρατηρείται βλάβη στο DNA και στις πρωτεΐνες.

Ομοιοπολικοί δεσμοί με μακρομόρια


Εκτός από τις ελεύθερες ρίζες, μέσω του μεταβολισμού δύναται να παραχθούν ηλεκτρονιοφιλικά προϊόντα που αλληλεπιδρούν με πρωτεΐνες και άλλα μακρομόρια και σχηματίζουν ομοιοπολικούς δεσμούς με αυτά. Μελέτες έχουν αποδείξει τη συσχέτιση μεταξύ της ποσότητας και της θέσης των δεσμών και της βλάβης στους ιστούς και συνεπώς αποτελεί αιτία κυτταρικής δυσλειτουργίας. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν οι μεταλλάξεις και η ογκογένεση, όπου το μακρομόριο στόχος είναι το DNA. Επίσης πρόσδεση μορίων σε πρωτεΐνες με ενζυμική δραστηριότητα είναι σε θέση να εμποδίσουν τη λειτουργία τους, αν οι δεσμοί γίνουν σε θέση σημαντική για τη λειτουργική διαμόρφωση του ενζύμου. 

Μεταβολές στα επίπεδα θειόλης


Ο ρόλος της γλουταθειόνης στην προστασία του κυττάρου έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια ενός προστατευτικού μηχανισμού σε περίπτωση μείωσης των επιπέδων της. Σε περιπτώσεις εκτεταμένης βλάβης του κυττάρου, τα επίπεδα γλουταθειόνης μπορεί να μειωθούν λόγω της υπερβολικής χρήσης τους για το μεταβολισμό των τοξικών ουσιών. Παράδειγμα αποτελεί η έκθεση των κυττάρων σε κινόνες (π.χ. μεναδιόνη) οι οποίες προκαλούν οξειδωτικό στρες . Η σύζευξη των ουσιών με τη γλουταθειόνη οδηγούν στην απομάκρυνσή τους από το κύτταρο και στη μείωση των κυτταρικών επιπέδων της διαθέσιμης γλουταθειόνης.

Αναστολή ενζύμων


Η αναστολή ενζύμων μπορεί να είναι συνέπεια ή κύριο πρωτοταγές γεγονός. Παράδειγμα, η αναστολή του κυτοχρώματος αα3 από το κυάνιο οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο επειδή εμποδίζει την κυτταρική αναπνοή. Το αποτέλεσμα της αναστολής εξαρτάται από το ρόλο του ενζύμου στον συγκεκριμένο τύπο κυττάρου. Άλλες ουσίες εμποδίζουν την πρωτεΐνοσύνθεση είτε σε συγκεκριμένα σημεία της διαδικασίας (π.χ. τετρακυκλίνη) είτε με συνολική βλάβη στο ενδοπλασματικό δίκτυο (π.χ. τετραχλωριούχος άνθρακας).

Ισχαιμία


Η παύση ή μείωση της παροχής αίματος σε έναν ιστό οδηγεί σε βλάβες και κυτταρικό θάνατο. Η υποξία ή ανοξία μπορεί να είναι το αποτέλεσμα της δράσης μιας ουσίας (π.χ. δηλητηρίαση από μονοξέιδιο του άνθρακα) ή να οφείλεται σε φραγμό της φυσιολογικής ροής του αίματος (π.χ. υψηλές δόσεις καδμίου προκαλούν αγγειοσύσπαση και μειώνουν τη ροή του αίματος προς του όρχεις οδηγώντας τον ιστό σε ισχαιμική νέκρωση).

Δευτεροταγή γεγονότα

Μεταβολές στη δομή και τη διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης


Η κυτταρική μεμβράνη και όλες οι εσωτερικές μεμβράνες των οργανιδίων μπορούν να επηρεαστούν από τοξικές ουσίες. Αυτό μπορεί να συμβεί μέσω της υπεροξείδωσης των λιπιδίων που οδηγεί στη μεταβολή της δομής και τελικά τη διάσπαση τους. Πολλά ένζυμα και πολλές κυτταρικές διαδικασίες εξαρτώνται από τις μεμβράνες, με αποτέλεσμα να επηρεαστεί και η λειτουργία του οργανιδίου, μαζί με τη δομή του (π.χ. μιτοχόνδρια).


Βλάβη στα δομικά στοιχεία της μεμβράνης συνεπάγεται αλλαγές στη διαπερατότητά της, π.χ. απώλεια ιόντων Κ+ και ενζύμων. Οι μεταβολές αυτές μπορούν να ανιχνευθούν in vitro. Στην περίπτωση των λυσοσωμάτων, διαρροή ενζύμων στο κυτταρόπλασμα οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο.

Μεταβολές στον κυτταρικό σκελετό


Ο κυτταρικός σκελετός μπορεί να υποστεί βλάβη από ουσίες όπως η φαλλοϊδίνη και οι κυτοχαλασίνες. Η φαλλοϊδίνη είναι τοξική ουσία ορισμένων μανιταριών, η οποία προσδένεται στα νημάτια της ακτίνης και τα σταθεροποιεί. Κατά συνέπεια δε μπορούν να αποπολυμεριστούν και αυτό οδηγεί στην απελευθέρωση ιόντων ασβεστίου από ενδοκυτταρικά διαμερίσματα. Ο κυτταρικός σκελετός συνδέεται με την κυτταρική μεμβράνη και συνεπώς βλάβες σε αυτόν οδηγούν στη δημιουργία κυστών στην μεμβράνη. Τέτοιες κύστες εμφανίζονται μετά την έκθεση ηπατοκυττάρων σε φαλλοϊδίνη. Μεταβολές στην ενδοκυτταρική συγκέντρωση του ασβεστίου έχει παρόμοια αποτελέσματα.

Μιτοχονδριακή βλάβη και αναστολή μιτοχονδριακής λειτουργίας


Τα μιτοχόνδρια είναι οργανίδια ιδιαίτερης σημασίας για το κύτταρο. Αναστολή της λειτουργίας τους (π.χ. με κυάνιο) οδηγεί σε ταχύτατο κυτταρικό θάνατο. Η λειτουργία και η δομή των μιτοχονδρίων είναι στενά συνδεδεμένη και ουσίες που επηρεάζουν τη δομή, επηρεάζουν και τη λειτουργία και αντίστροφα. Μεταβολές στη δομή μπορούν να προκληθούν λόγω υπερβολικής εισαγωγής υγρών στο οργανίδιο και οδηγεί σε ρήξη των μεμβρανών. Αντίθετα, αύξηση της ποσότητας ADP:ATP (π.χ. σε κατάσταση ανοξίας) μπορεί να οδηγήσει σε συστολή των μεμβρανών και τελικά σε ρήξη. Τα τελευταία χρόνια τα μιτοχόνδρια συσχετίσθηκαν και με τον αποπτωτικό θάνατο των κυττάρων ο οποίος ακολουθεί συγκεκριμένες μεταβολές της διαπερατότητας της μιτοχονδριακης μεμβράνης.

Βλάβη στο ενδοπλασματικό δίκτυο


Στο ενδοπλασματικό δίκτυο επιτελείται η διαδικασία του οξειδωτικού μεταβολισμού ξενοβιοτικών ουσιών. Παράλληλα, είναι υπεύθυνο για συγκεκριμένα γεγονότα της πρωτεϊνοσύνθεσης καθώς και για την απομάκρυνση του ασβεστίου και τη διατήρηση της κυτταρικής ομοιόστασης. Είναι προφανές πως οποιαδήποτε βλάβη θα επηρεάσει σε μικρό ή μεγάλο βαθμό τις λειτουργίες αυτές.

Μείωση των αποθεμάτων ΑΤΡ και άλλων συμπαραγώντων


Ελάττωση των επιπέδων ΑΤΡ στο κύτταρο προκαλεί:

· Μείωση ή παύση της ενεργής μεταφοράς ιόντων μέσα και έξω από το κύτταρο με αποτέλεσμα τη μεταβολή της συγκέντρωσής τους στα κυτταρικά διαμερίσματα.

· Βιοχημικές διαδικασίες, όπως πρωτεϊνοσύνθεση, σύνθεση λιπιδίων και γλυκονεογένεση θα επηρεαστούν ή θα σταματήσουν.


Ελάττωση των επιπέδων ΑΤΡ προκαλείται από πολλές ουσίες και με πολλούς τρόπους. Ο πιο συνηθισμένος είναι η παρεμβολή στη μιτοχονδριακή οξειδωτική φωσφορυλίωση. Η παρεμβολή μπορεί να γίνει και με την εξάντληση αποθεμάτων των συμπαραγόντων της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (π.χ. NADH ή NADPH). Ελάττωση των επιπέδων ΑΤΡ παρατηρείται και σε περιπτώσεις εκτεταμένης βλάβης στο DNA που έχει ως συνέπεια τη χρήση των αποθεμάτων ΑΤΡ από τα επιδιορθωτικά ένζυμα.

Μεταβολές στη συγκέντρωση ασβεστίου


Μερικές από τις σημαντικότερες κυτταρικές μεταβολές που έχουν περιγραφεί στα πλαίσια μηχανισμών κυτταρικής βλάβης και κυτταρικού θανάτου σχετίζονται με μεταβολές στη συγκέντρωση των ιόντων ασβεστίου. Τα επίπεδα ασβεστίου μέσα στο κύτταρο είναι χαμηλά (0.1μΜ), ενώ εκτός κυττάρων είναι αισθητά υψηλότερα (1.3mΜ). Η ενδοκυττάρια συγκέντρωση του ασβεστίου διατηρείται σε χαμηλά επίπεδα λόγω της δράσης συστημάτων ενεργής μεταφοράς που μεταφέρουν ιόντα ασβεστίου εκτός κυττάρου ή δεσμεύονται στα μιτοχόνδρια και στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η κυτταροπλασματική μεμβράνη, η πυρηνική μεμβράνη και οι μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου ΑΤΡάσες οι οποίες μεταφέρουν ιόντα ασβεστίου. Το ασβέστιο μπορεί επίσης να αποθηκευθεί στα μιτοχόνδρια ή να δεσμευτεί από την καλμοδουλίνη, μια ενδοκυττάρια πρωτεΐνη. Παρεμβολή με οποιαδήποτε από τις παραπάνω διαδικασίες θα αλλάξει την ομοιόσταση της συγκέντρωσης ασβεστίου με αποτέλεσμα την αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου από διαμερίσματα του κυττάρου ή λόγω της αναστολής των μηχανισμών μεταφοράς ασβεστίου στον εξωκυττάριο χώρο. Συγκεκριμένα, μεταβολή της ομοιόστασης ασβεστίου μπορεί να προκληθεί με τους παρακάτω τρόπους:

· Αναστολή της λειτουργίας των ΑΤΡασών ασβεστίου.

· Βλάβη στην κυτταρική μεμβράνη οδηγεί σε μαζική είσοδο ιόντων ασβεστίου στο κύτταρο.

· Εξάντληση του ΑΤΡ θα οδηγήσει σε αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου λόγω αναστολής της λειτουργίας των ΑΤΡασών και άλλων μεταβολικών μηχανισμών.


Οι συνέπειες της αύξησης της συγκέντρωσης του ενδοκυττάριου ασβεστίου θα είναι:

· Μεταβολές στον κυτταρικό σκελετό

· Μεταβολές στη δράση φωσφολιπασών ενεργοποιούμενων από ασβέστιο

· Μεταβολές στη δράση πρωτεασών ενεργοποιούμενων από ασβέστιο

· Μεταβολές στη δράση ενδονουκλεασών ενεργοποιούμενων από ασβέστιο

Βλάβες στο DNA

Αλκυλιωτικοί παράγοντες και ουσίες όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου προκαλούν μονόκλωνη ρήξη στο DNA. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του ενζύμου πολύ-(ADP-ριβόζη)πολυμεράση. Το ένζυμο αυτό καταλύει την προσθήκη ADP-ριβόζης στα αμινοξέα. Επίσης συμβάλει στην επιδιόρθωση του DNA μέσω του συντονισμού της δράσης των λιγασών. Αποτέλεσμα της ενεργοποίησης του ενζύμου είναι η διάσπαση του γλυκοσιδικού δεσμού στο NAD και την απελευθέρωση ADP-ριβόζης. Η εξάντληση των αποθεμάτων NAD λόγω της εκτεταμένης βλάβης στο DNA μπορεί από μόνη της να οδηγήσει στον κυτταρικό θάνατο. Αυτό μπορεί να είναι προστατευτικός μηχανισμός που φροντίζει κύτταρα με εκτεταμένη βλάβη στο γενετικό υλικό να μην μπορούν να διαιρεθούν και να μεταβιβάσουν τις βλάβες του μεταποιημένου DNA και στις επόμενες γενιές κυττάρων.

Αποσταθεροποίηση των λυσοσωμάτων


Η ρήξη των λυσοσωμάτων αρχικά είχε θεωρηθεί πως ήταν μηχανισμός κυτταρικής βλάβης και θανάτου. Όμως, παρόλο που παρατηρείται κατά τη διάρκεια της κυτταρικής βλάβης, γενικά είναι γεγονός που λαμβάνει χώρα σε τελικό στάδιο της διαδικασίας όταν πια έχει καθοριστεί η κατάληξη του κυττάρου. Υπάρχουν και κάποιες περιπτώσεις που η βλάβη στα λυσοσώματα αποτελεί γεγονός έναρξης και όχι τελικό συμβάν. Η τοξικότητα των σωματιδίων πυριτίου στον πνεύμονα και γενταμυκίνης στους νεφρούς προκαλείται από την εγκόλπωση των ουσιών αυτών από τα λυσοσώματα που οδηγεί στη ρήξη των μεμβρανών τους και στη διαφυγή των υδρολυτικών ενζύμων που περιέχουν στο κυτταρόπλασμα, με τελική συνέπεια τον κυτταρικό θάνατο.

Τριτοταγή γεγονότα

Στεάτωση


Η συγκέντρωση λίπους είναι μια συνηθισμένη κυτταρική ανταπόκριση στις τοξικές ουσίες και είναι, τις περισσότερες περιπτώσεις, αντιστρεπτή. Παρατηρείται κυρίως συγκέντρωση τριγλυκεριδίων αλλά και φωσφολιπιδίων. Η στεάτωση είναι ιδιαίτερα συνηθισμένη στο ήπαρ, λόγω του ρόλου του οργάνου στο μεταβολισμό λιπιδίων. Τα λιπίδια εμφανίζονται στα κύτταρα είτε ως μικρά σταγονίδια είτε ως μια μεγάλη σταγόνα. Παρεμβολή με το μεταβολισμό λιπιδίων μπορεί να λάβει χώρα σε πολλά σημεία:

· Αναστολή του μηχανισμού έκκρισης λιπιδίων από το κύτταρο

· Αυξημένη σύνθεση λιπιδίων ή αυξημένη πρόσληψη από το περιβάλλον

· Έλλειψη βιταμινών

· Αναστολή της μιτοχονδριακής αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων

Δημιουργία κυστών στην κυτταροπλασματική μεμβράνη


Το φαινόμενο αυτό κατατάσσεται στις πρώιμες μορφολογικές αλλαγές των κυττάρων και παρατηρείται τόσο in vivo όσο και  in vitro. Οι κύστες που εμφανίζονται πριν αλλάξει η διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης δεν είναι μόνιμες. Αν όμως η βλάβη είναι σημαντική και οι κυτταρικές μεταβολές γίνουν μόνιμες, μπορεί να ακολουθήσει και ρήξη των κυστών. Αν συμβεί αυτό, χάνονται σημαντικά κυτταρικά συστατικά και ακολουθεί θάνατος του κυττάρου. Η εμφάνιση των κυστών οφείλεται σε βλάβη του κυτταρικού σκελετού που είναι προσδεμένος στην κυτταρική μεμβράνη. Οι αιτίες της βλάβης του κυτταρικού σκελετού περιλαμβάνουν αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης ασβεστίου, αλληλεπιδράσεις κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών ή μεταβολές στις ομάδες θειόλης.

Απόπτωση


Η απόπτωση ορίζεται ως ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος. Αποτελεί τμήμα της διαδικασίας συντήρησης και ανανέωσης των ιστών. Μπορεί όμως και να προκληθεί από τοξικές ουσίες και οι έρευνες μέχρι τώρα δείχνουν πως υπερισχύει της νέκρωσης στις περιπτώσεις κυτταροτοξικών βλαβών. Το γεγονός-εκκινητής για την απόπτωση μπορεί να είναι κυτταρική βλάβη ή εξωτερικά σήματα όπως χαμηλά επίπεδα αναστολέων απόπτωσης. Βλάβη στο DNA μπορεί να προκαλέσει απόπτωση γιατί βλάβη αυτού του είδους πρέπει ή να επιδιορθωθεί άμεσα ή να γίνει αφαίρεση του εν λόγω κυττάρου από τον πληθυσμό για να αποφευχθεί η μεταφορά της γενετικής βλάβης στις επόμενες γενιές. Συνεπώς, αν οι επιδιορθωτικοί μηχανισμοί του DNA αποτύχουν, τότε αρχίζει η διαδικασία της απόπτωσης. Αν πάλι η βλάβη είναι τόσο εκτεταμένη ώστε να εμποδίζει και την διαδικασία της απόπτωσης, τότε γίνεται νέκρωση του κυττάρου. 

Επομένως, η έκθεση του κυττάρου σε σημαντική δόση ενός βλαβερού χημικού μπορεί να ξεκινήσει μια διαδικασία που περιλαμβάνει ενεργοποίηση γονιδίων και σύνθεση συγκεκριμένων πρωτεϊνών οι οποίες σχετίζονται με τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο. Τα πρωτεϊνικά προϊόντα της έκφρασης των γονιδίων Fos, jun, myc και max θεωρούνται πως δίνουν το σήμα για την εκκίνηση της απόπτωσης. Σε συνδυασμό με την πρωτεϊνική σύνθεση, παρατηρείται αύξηση στη συγκέντρωση ασβεστίου και αποκόλληση της χρωματίνης από την πυρηνική θεμέλεια ουσία με αποτέλεσμα την συμπύκνωσή της. Παράλληλα, παρατηρείται συμπύκνωση και των συστατικών του κυτταροπλάσματος. Η αυξημένη συγκέντρωση ασβεστίου εντείνει τη δράση ενδονουκλεασών οι οποίες υδρολύουν το DNA σε θραύσματα μεγέθους 180 ζευγών βάσεων.  Το ένζυμο τρανσγλουταμινάση επάγεται και έχει ως αποτέλεσμα τις μορφολογικές αλλαγές που παρατηρούνται στο κύτταρο σε φάση απόπτωσης. Η εμφάνιση κυστών στην κυτταροπλασματική μεμβράνη συνδέεται με τη δράση των καλπαϊνών, μια ομάδα ασβέστιο-εξαρτώμενων ενζύμων, οι οποίες διασπούν τις πρωτεΐνες πρόσφυσης των μικρονηματίων στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. Οι κασπάσες είναι μια άλλη ομάδα πρωτεασών οι οποίες εμπλέκονται στη διαδικασία του αποπτωτικού θανάτου. Επίσης παρατηρούνται μεταβολές στις πρωτεϊνικές κινάσες και αύξηση της σύνθεσης του TGF-β με αποτέλεσμα την παύση της κυτταρικής διαίρεσης.


Η ενεργοποίηση των γονιδίων ωθεί το κύτταρο να περάσει από τη φάση G0 στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου υπό την επίδραση του γονιδίου c myc. Η περαιτέρω προώθηση του κυττάρου στις επόμενες φάσης εμποδίζεται από το γονίδιο p53 (εντοπίζει ρήξεις στην διπλή έλικα του DNA) μέχρι να πραγματοποιηθεί η επιδιόρθωση του DNA. Αν αυτή αποτύχει, τότε το κύτταρο εισέρχεται σε φάση απόπτωσης με την ενεργοποίηση του γονιδίου bcl-2 (death suppressor gene), το οποίο αναστέλλει το γονίδιο bax. 


 Το τελικό αποτέλεσμα της απόπτωσης είναι η αποφυγή της μεταφοράς της κυτταρικής βλάβης στις επόμενες γενιές κυττάρων, χωρίς όμως να γίνεται νέκρωση με τη συνεπακόλουθη φλεγμονώδη αντίδραση του οργανισμού. Κατά συνέπεια, το κύτταρο συστέλλεται και απομακρύνεται από τα γειτονικά του κύτταρα με φαγοκυττάρωση. 

Νέκρωση


Σε περιπτώσεις μη-αντιστρέψιμης βλάβης, το κύτταρο θα οδηγηθεί μέσω μιας διαδικασίας στον κυτταρικό θάνατο. Η διαδικασία αυτή περιλαμβάνει γεγονότα όπως η υδρόλυση των κυτταρικών συστατικών και η μετουσίωση των πρωτεϊνών. Η νέκρωση είναι ο θάνατος κυττάρων που σχηματίζουν τμήμα ενός ιστού και χαρακτηρίζεται από μεταβολές όπως διόγκωση των μιτοχονδρίων και του ενδοπλασματικού δικτύου, εμφάνιση κενοτοπίων και συγκέντρωση υγρών. Οι μεταβολές αυτές μπορεί να παρατηρηθούν πριν τη νέκρωση και να είναι αντιστρέψιμες ή μπορεί να ωθήσουν το κύτταρο προς τη νέκρωση.


Εκτεταμένη διαστολή των μιτοχονδρίων με διάσπαση της δομής τους είναι μια μεταβολή που παρατηρείται συχνά πριν από τη νέκρωση. Η ίδια μεταβολή συμβαίνει και στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η σειρά των γεγονότων επηρεάζεται από τον εκάστοτε μηχανισμό της νέκρωσης. Συγκεκριμένα, αν η βλάβη προκαλείται λόγω υποξίας, η διαστολή παρατηρείται πρώτα στα μιτοχόνδρια, ενώ αν η βλάβη έχει προκληθεί λόγω έκθεσης σε π.χ. τετραχλωράνθρακα, το ενδοπλασματικό δίκτυο εμφανίζει τις πρώτες ενδεικτικές μεταβολές. Άλλες μεταβολές σε κύτταρα τα οποία έχουν εισέλθει σε φάση νέκρωσης περιλαμβάνουν μεταβολές στον πυρήνα (πύκνωση και κατάτμηση της χρωματίνης) ή ολοκληρωτική διάλυση του πυρήνα.

Προστατευτικοί μηχανισμοί


Τα βιολογικά συστήματα έχουν μια σειρά μηχανισμών για την προστασία τους από τις ξενοβιοτικές ουσίες. Οι πιο σημαντικοί μηχανισμοί θα συζητηθούν στη συνέχεια:

Γλουταθειόνη


Η γλουταθειόνη είναι ένα τριπεπτίδιο το οποίο συναντάται στα περισσότερα κύτταρα με μεγαλύτερη συγκέντρωση στα ηπατικά κύτταρα (>5mM). Η δομή της περιέχει μια πυρηνόφιλη ομάδα θειόλης και μπορεί να αποτοξινώσει ξενοβιοτικές ουσίες με τους εξής τρεις τρόπους:

· Σύζευξη με καταλύτη γλουταθειονική τρανσφεράση

· Χημική αντίδραση με μεταβολίτη για τη δημιουργία συζευγμένου προϊόντος.

· Παραχώρηση πρωτονίου ή ατόμου υδρογόνου σε μεταβολίτες ή ελεύθερες ρίζες αντίστοιχα.

Υπεροξειδική δισμουτάση


Ενδιάμεσα προϊόντα ελευθέρων ριζών ή άλλα αντιδραστικά ενδιάμεσα προϊόντα μπορούν να παραχωρήσουν ηλεκτρόνια και να συμβάλλουν στο σχηματισμό ελευθέρων ριζών, οι οποίες προκαλούν κυτταρική βλάβη. Τα κύτταρα των θηλαστικών έχουν ένα ένζυμο, την υπεροξειδική δισμουτάση η οποία δεσμεύει τα υπεροξείδια και παράγει υπεροξείδιο του υδρογόνου. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου στη συνέχεια απομακρύνεται με τη δράση της καταλάσης ή της γλουταθειονικής υπεροξειδάσης.

2 Ο​2·- + 2 Η+  → Η2Ο2 + Ο2
2 Η2Ο2 + Καταλάση → 2 H2O + O2

Βιταμίνη Ε


Οι ρίζες λιπιδίων καθώς και άλλες ρίζες μπορούν να απομακρυνθούν από ενδογενείς ουσίες και από τη γλουταθειόνη. Στις ενδογενείς ουσίες ανήκει και η βιταμίνη Ε (α-τοκοφερόλη), η οποία αντιδρά με ρίζες υδρουπεροξειδίου λιπιδίων και παράγει υδρουπεροξείδιο και α-τοκοφερολική κινόνη (α-TQ):

LO2· + α-TH → LOOH + α-T

LO2· + α-T· → LOOH + α-TQ

Άλλες ουσίες που έχουν προστατευτικό ρόλο είναι η βιταμίνη Κ, η κυστεΐνη και το ασκορβικό οξύ. Οι ουσίες αυτές δρουν ως δότες υδρογόνου κυρίως στα ακόρεστα λιπίδια.

Επιδιόρθωση ιστών


Ένας σημαντικός παράγοντας της τοξικής βλάβης είναι το στάδιο της επιδιόρθωσης των ιστών. Οι μέχρι τώρα παρατηρήσεις υποστηρίζουν πως η επιδιόρθωση των ιστών μετά από τοξική βλάβη είναι δοσοεξαρτώμενη. Με άλλα λόγια, υπάρχει μια κατώτατη δόση κάτω από την οποία δεν γίνεται εκκίνηση της διαδικασίας επιδιόρθωσης, καθώς και ένα ανώτατο επίπεδο αντίδρασης πάνω από το οποίο η επιδιόρθωση δεν εντείνεται περισσότερο ανεξάρτητα από την αύξηση της δόσης της τοξικής ουσίας.

Επιπρόσθετα, η εκκίνηση της διαδικασίας επιδιόρθωσης των ιστών με μια μικρή και μη-τοξική δόση προστατεύει τους ιστούς σε περίπτωση επακόλουθης χορήγησης μιας δεύτερης τοξικής δόσης. Αυτό το φαινόμενο αποτελεί τμήμα του μηχανισμού ανεκτικότητας σε τοξικές ουσίες, π.χ. η ηπατοτοξικότητα του τετραχλωράνθρακα και η καταστροφή του κυτοχρώματος P-450. 

Εικόνα 1- Υπεροξειδωτική διάσπαση πολυακόρεστου λιπιδίου από επίθεση ελεύθερης ρίζας.
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