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				Στους παιδικούς φίλους, 

				που μεγαλώσαμε μαζί

				ατενίζοντας τον κόσμο 

				από τις πλαγιές του Ταϋγέτου

				

			

		

	
		
			
				Πίνακας συντομεύσεων-ακρωνύμια

				
					
						
								
								.ΟΗ

							
								
								ρίζα υδροξυλίου

							
						

						
								
								1O2

							
								
								μονήρες οξυγόνο

							
						

						
								
								AREs

							
								
								antioxidant response elements

							
						

						
								
								Arg

							
								
								αργινίνη

							
						

						
								
								Asc

							
								
								ασκορβικό οξύ

							
						

						
								
								Asc.

							
								
								ελεύθερη ρίζα του ασκορβικού οξέος

							
						

						
								
								ASK

							
								
								apoptosis signal-regulating kinase

							
						

						
								
								ASK1

							
								
								apoptosis signal-regulating kinase 1

							
						

						
								
								AT

							
								
								αμινοτριαζόλιο

							
						

						
								
								BH4

							
								
								τετραϋδροβιοπτερίνη

							
						

						
								
								CAT

							
								
								καταλάση

							
						

						
								
								CGD

							
								
								chronic granulomatous desease

							
						

						
								
								CH2=CH2

							
								
								αιθυλένιο

							
						

						
								
								-CH2-S-

							
								
								θειολικό ανιόν

							
						

						
								
								-CH2-SH

							
								
								θειολική ομάδα καταλοίπων κυστεΐνης

							
						

						
								
								-CH2-SO3H

							
								
								σουλφονικό οξύ

							
						

						
								
								-CH2-SOH

							
								
								σουλφενικό οξύ

							
						

						
								
								-CH2-SΟ2H

							
								
								σουλφινικό οξύ

							
						

						
								
								CH3(CH2)3CH3

							
								
								πεντάνιο

							
						

						
								
								CH3-CH3

							
								
								αιθάνιο

							
						

						
								
								Cl.

							
								
								ρίζες χλωρίου

							
						

						
								
								CoQ

							
								
								ουμπικινόνη ή συνένζυμο Q 

							
						

						
								
								CoQH.

							
								
								ελεύθερη ρίζα του συνενζύμου Q

							
						

						
								
								CP

							
								
								σερουλοπλασμίνη

							
						

						
								
								CuZnSOD

							
								
								δισμουτάση χαλκού και ψευδαργύρου, δισμουτάση του σουπεροξειδίου

							
						

						
								
								CΟ32-

							
								
								ρίζα του ανθρακικού

							
						

						
								
								DCF

							
								
								διυδρο-διχλωρο-φλουορεσκίνη

							
						

						
								
								Dcytb

							
								
								σιδηροαναγωγάση

							
						

						
								
								DFO

							
								
								δεσφερριοξαμίνη

							
						

						
								
								DFP

							
								
								δεφεριπρόνη

							
						

						
								
								DHAsc

							
								
								δεϋδροασκορβικό οξύ

							
						

						
								
								EDRF

							
								
								endothelial derived relaxing factor

							
						

						
								
								EGF

							
								
								epidermal growth factor

							
						

						
								
								EGF

							
								
								επιδερμικός αυξητικός παράγοντας

							
						

						
								
								eNOS

							
								
								endothelial NOS

							
						

						
								
								EPR

							
								
								electron paramagnetic resonance

							
						

						
								
								EpREs

							
								
								electrophile response elements

							
						

						
								
								FAD

							
								
								δινουκλεοτίδιο φλαβίνης-αδενίνης

							
						

						
								
								Fe+2-Ο2

							
								
								οξυαιμοσφαιρίνη

							
						

						
								
								Fe+3

							
								
								μεθαιμοσφαιρίνη

							
						

						
								
								FeSO4

							
								
								δισθενής θειικός σίδηρος

							
						

						
								
								FeSOD

							
								
								δισμουτάση σιδήρου

							
						

						
								
								G6P

							
								
								6-φωσφορική γλυκόζη

							
						

						
								
								G6P-DH

							
								
								αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης

							
						

						
								
								GFP

							
								
								green fluorescence protein

							
						

						
								
								GPx

							
								
								υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης

							
						

						
								
								GR

							
								
								glutathione reductase

							
						

						
								
								GR

							
								
								αναγωγάση της γλουταθειόνης

							
						

						
								
								GS.

							
								
								ελεύθερη ρίζα της γλουταθειόνης

							
						

						
								
								GSH

							
								
								γλουταθειόνη

							
						

						
								
								GSH-S-transferase

							
								
								τρανσφεράση της γλουταθειόνης

							
						

						
								
								GSNO

							
								
								νιτρογλουταθειόνη

							
						

						
								
								GSSG

							
								
								δισουλφίδιο της γλουταθειόνης

							
						

						
								
								GST

							
								
								τρανσφεράση της γλουταθειόνης

							
						

						
								
								H2Ο2

							
								
								υπεροξείδιο του υδρογόνου

							
						

						
								
								HETE

							
								
								υδροξυεικοσατετραενοϊκό οξύ

							
						

						
								
								Hjv

							
								
								αιμογιουβελίνη

							
						

						
								
								HO

							
								
								heme oxygenase

							
						

						
								
								HO1

							
								
								οξυγονάση της αίμης 1

							
						

						
								
								HO2.

							
								
								υδροϋπεροξειδική ρίζα

							
						

						
								
								HOCl

							
								
								υποχλωριώδες οξύ

							
						

						
								
								HOO-

							
								
								ανιόν του υπεροξειδίου

							
						

						
								
								HPETE

							
								
								υπεροξυεικοσατετραενοϊκό οξύ

							
						

						
								
								iNOS

							
								
								inducible NOS

							
						

						
								
								IREs

							
								
								iron responsive elements

							
						

						
								
								IRIDA

							
								
								iron refractory iron deficiency anemia

							
						

						
								
								IRPs

							
								
								iron-regulatory proteins

							
						

						
								
								k

							
								
								σταθερά αντίδρασης

							
						

						
								
								LDL

							
								
								λιποπρωτεΐνη χαμηλής πυκνότητας 

							
						

						
								
								LIP

							
								
								labile iron pool

							
						

						
								
								LIP

							
								
								labile iron pool

							
						

						
								
								LO.

							
								
								αλκοξυλικές ελεύθερες ρίζες

							
						

						
								
								LOO.

							
								
								λιποϋπεροξειδική ελεύθερη ρίζα

							
						

						
								
								LOOH

							
								
								υπεροξείδιο λιπαρού οξέος

							
						

						
								
								LOΟ.

							
								
								υπεροξυλικές ρίζες

							
						

						
								
								LPS

							
								
								λιποπολυσακχαρίτες

							
						

						
								
								LTA4

							
								
								λευκοτριένιο

							
						

						
								
								MAO

							
								
								μονοάμινο οξειδάση

							
						

						
								
								MHC

							
								
								major histocompatibility complex

							
						

						
								
								MnSOD

							
								
								δισμουτάση μαγκανίου

							
						

						
								
								MPO

							
								
								μυελοπεροξειδάση

							
						

						
								
								Msr

							
								
								αναγωγάση του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης

							
						

						
								
								NBT

							
								
								nitroblue tetrazolium

							
						

						
								
								nNOS

							
								
								neuronal NOS

							
						

						
								
								NO

							
								
								μονοξείδιο του αζώτου

							
						

						
								
								NO2

							
								
								διοξείδιο του αζώτου

							
						

						
								
								NOS

							
								
								NO-synthase

							
						

						
								
								NQO1

							
								
								οξειδοαναγωγάση

							
						

						
								
								Nrf2

							
								
								Nuclear factor - erythroid-2 – related factor 2

							
						

						
								
								NTBI

							
								
								non transferrin bound iron

							
						

						
								
								NΟ3-

							
								
								ρίζα του νιτρικού

							
						

						
								
								O2.-

							
								
								ανιόν του σουπεροξειδίου

							
						

						
								
								O3

							
								
								όζον

							
						

						
								
								OCl-/Cl-

							
								
								υποχλωριώδες οξύ

							
						

						
								
								OH-

							
								
								ανιόν του υδροξυλίου

							
						

						
								
								OH.

							
								
								ελεύθερη ρίζα του υδροξυλίου

							
						

						
								
								ONOO-

							
								
								περοξυνιτρικό 

							
						

						
								
								OSCN-

							
								
								θειώδες κυάνιο

							
						

						
								
								PARP

							
								
								πολυμεράση της πολυ(ADP-ριβόζης)

							
						

						
								
								PC1

							
								
								Peroxy Crimpson 1

							
						

						
								
								PDEs

							
								
								φωσφοδιεστεράσες

							
						

						
								
								PDGF

							
								
								platelet derived growth factor 

							
						

						
								
								PDI

							
								
								ισομεράση των πρωτεϊνικών δισουλφιδίων

							
						

						
								
								PG

							
								
								προσταγλανδίνη

							
						

						
								
								PG1

							
								
								Peroxy Green 1

							
						

						
								
								PGHS

							
								
								συνθάση των προσταγλανδινών

							
						

						
								
								PGΙ2

							
								
								προστακυκλίνη

							
						

						
								
								PKA

							
								
								protein kinase A

							
						

						
								
								Prx

							
								
								περοξυρεδοξίνες

							
						

						
								
								PSSG

							
								
								γλουταθειονυλιωμένη πρωτεΐνη

							
						

						
								
								-R.

							
								
								θειολικές ρίζες

							
						

						
								
								R-CO.

							
								
								αλκόξυ ελεύθερες ρίζες

							
						

						
								
								RO.

							
								
								ρίζα αλκοξειδίου

							
						

						
								
								ROO.

							
								
								ρίζα υπεροξειδίου

							
						

						
								
								ROOH

							
								
								οργανικά υδροπεροξείδια

							
						

						
								
								ROS

							
								
								reactive oxygen species

							
						

						
								
								RS.

							
								
								θειυλικές ελεύθερες ρίζες

							
						

						
								
								RSNO

							
								
								νιτροσοθειόλες

							
						

						
								
								-S.

							
								
								θειικές ελεύθερες ρίζες

							
						

						
								
								SCN-

							
								
								θειούχο κυάνιο

							
						

						
								
								Se

							
								
								σελήνιο

							
						

						
								
								-SH

							
								
								θειολική ομάδα

							
						

						
								
								-SO2H

							
								
								σουλφινικό οξύ

							
						

						
								
								SOD

							
								
								δισμουτάση του σουπεροξειδίου

							
						

						
								
								SOO.

							
								
								σουλφο-υπεροξειδικές ρίζες

							
						

						
								
								-S-O-O.

							
								
								θειοϋπεροξειδικές ρίζες

							
						

						
								
								Srx

							
								
								σουλφιρεδοξίνη

							
						

						
								
								TfR

							
								
								τρανσφερρίνη

							
						

						
								
								TLR

							
								
								toll-like receptors

							
						

						
								
								Trx

							
								
								θειορεδοξίνη

							
						

						
								
								TrxR

							
								
								thioredoxin reductase

							
						

						
								
								TrxR

							
								
								αναγωγάση της θειορεδοξίνης

							
						

						
								
								TX

							
								
								θρομβοξάνιο

							
						

						
								
								Ur.

							
								
								ελεύθερη ρίζα του ουρικού 

							
						

						
								
								XDH

							
								
								αφυδρογονάση της ξανθίνης

							
						

						
								
								YFR

							
								
								yellow fluorescence protein

							
						

						
								
								Zn

							
								
								ψευδαργύρου

							
						

						
								
								α-Toc.

							
								
								ελεύθερη ρίζα της α-τοκοφερόλης

							
						

						
								
								α-TocΗ

							
								
								α-τοκοφερόλη

							
						

						
								
								ΒΗΑ

							
								
								βουτυλιωμένη υδροξυανισόλη

							
						

						
								
								ΒΗΤ

							
								
								βουτυλιωμένο υδροξυτολουένιο

							
						

						
								
								ΔΜΑ

							
								
								Δραστικές Μορφές Αζώτου

							
						

						
								
								ΔΜΟ

							
								
								Δραστικές Μορφές Οξυγόνου

							
						

					
				

				

			

		

	
		
			
				Πρόλογος

				Στα Τμήματα Ιατρικής και Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών της Σχολής Επιστημών Υγείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, διδάσκεται εδώ και αρκετά χρόνια το κατ’ επιλογήν μάθημα “Ελεύθερες Ρίζες: Χημεία και Παθολογική Βιοχημεία”. Σκοπός αυτού του μαθήματος είναι να εξοικειώσει τους φοιτητές με την χημεία και την βιοχημεία των δραστικών αυτών ενώσεων οι οποίες φαίνεται να διαδραματίζουν ολοένα και σημαντικότερους ρόλους σ’ έναν συνεχώς αυξανόμενο αριθμό παθοφυσιολογικών καταστάσεων σε ανθρώπους και ζώα.

				Παρά τις προτάσεις πρωτοπόρων ερευνητών από τη δεκαετία του 1950, ότι ελεύθερες ρίζες (free radicals) οι οποίες προέρχονται από το οξυγόνου ήταν υπεύθυνες, αφ’ ενός μεν για την τοξικότητα του οξυγόνου [Gerschman et al., 1954] και αφετέρου για τη γήρανση [Herman Harman, 1956], ελάχιστοι επιστήμονες ασχολήθηκαν με αυτόν τον τομέα. Η αντίδραση αυτή οφειλόταν κυρίως στην επικρατούσα άποψη ότι οι ελεύθερες ρίζες ήταν συνήθως εξαιρετικά δραστικές και θα μπορούσαν να οξειδώσουν μη ειδικά όλα τα βασικά συστατικά των κυττάρων (DNA, πρωτεΐνες, λιπίδια και υδατάνθρακες). Η κατάσταση άλλαξε άρδην το 1969, όταν οι Irvin Fridovich και Joe McCord έδειξαν ότι ο φυσιολογικός ρόλος μιας πρωτεΐνης, η οποία ήταν άφθονη σε όλα τα κύτταρα των αερόβιων οργανισμών, ήταν να απομακρύνει μία ελεύθερη ρίζα, αυτή του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-). Η πρωτεΐνη αυτή ονομάστηκε “δισμουτάση του σουπεροξειδίου” (SOD). 

				Μετά από αυτή την εξέλιξη, το ενδιαφέρον για τις ελεύθερες ρίζες αυξήθηκε εκρηκτικά, κυρίως λόγω των ενδείξεων που συνέχιζαν να συσσωρεύονται για πιθανή συμμετοχής τους στην παθοφυσιολογία σημαντικών ασθενειών όπως ο καρκίνος και οι καρδιαγγειακές παθήσεις, αλλά και αυτής ακόμη της φυσιολογικής διαδικασίας της γήρανσης. 

				Είναι φυσικό, κάθε νέος και δυναμικά αναπτυσσόμενος τομέας της βιοχημείας, όπως είναι και αυτός των ελευθέρων ριζών να προσελκύει το ενδιαφέρον των ερευνητών, κυρίως στον τομέα των Ιατρικών επιστημών, με την ελπίδα να γίνει δυνατή η χρησιμοποίηση των νέων γνώσεων για την προσέγγιση των εκάστοτε ερευνητικών προβλημάτων. Δυστυχώς όμως, σε πολλές περιπτώσεις οι προσπάθειες αυτές κατέληξαν σε αποτυχία. Αυτό προήλθε κυρίως από το γεγονός ότι η χρησιμοποίηση των νέων δεδομένων πραγματοποιήθηκε με αφελείς τρόπους σε μια μηχανιστική προσπάθεια μεταφοράς της γνώσης από το πεδίο της Βιοχημείας και της Βιολογίας στην Ιατρική. Ένας επιπλέον παράγοντας ήταν η ατελής γνώση των βασικών αρχών που διέπουν τις χημικές αντιδράσεις στις οποίες εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες και ειδικότερα αυτές που προέρχονται από το οξυγόνο.

				Το παρόν πόνημα φιλοδοξεί να αποτελέσει μία πρώτη προσέγγιση στον θαυμαστό κόσμο των Ελευθέρων Ριζών και του Οξειδωτικού Στρες για προπτυχιακούς και μεταπτυχιακούς  φοιτητές, καθώς και για ερευνητές στα πεδία της Βιοχημείας, της Βιολογίας, της Ιατρικής, αλλά και άλλων παρεμφερών επιστημονικών κλάδων. 

				Στα πρώτα κεφάλαια (Κεφάλαιο 1 και 2) αποδίδονται οι βασικές έννοιες που σχετίζονται με τις ελεύθερες ρίζες και αναλύονται οι ειδικές χημικές ιδιότητες που χαρακτηρίζουν τα κυριότερα από τα εν λόγω μόρια. Στο Κεφάλαιο 3 παρατίθενται ορισμένες πληροφορίες για τις δραστικές ελεύθερες ρίζες που περιέχουν άζωτο (Ν) και τις σχέσεις τους με αυτές που περιέχουν μόνο Ο2 (Δραστικές Μορφές Οξυγόνου και Αζώτου, ΔΜΟ/ΔΜΑ). Το Κεφάλαιο 4 επικεντρώνεται στους μηχανισμούς δημιουργίας των ελευθέρων ριζών στα κύτταρα και περιγράφονται οι υπεύθυνοι μοριακοί μηχανισμοί (ενζυμικοί και μη ενζυμικοί). Στο Κεφάλαιο 5 περιγράφονται οι μοριακοί μηχανισμοί πρόκλησης βλαβών σε όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά και οι επιπτώσεις τους. Στα Κεφάλαια 6 και 7 εξετάζονται οι αμυντικοί μηχανισμοί που έχουν αναπτυχθεί κατά τη διάρκεια της εξέλιξης για την αντιμετώπιση των βλαπτικών επιπτώσεων του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα και τους οργανισμούς. Ένα ειδικό κεφάλαιο, το Κεφάλαιο 8, έχει αφιερωθεί στη βιολογική σημασία του σιδήρου στον οργανισμό, λόγω του κεντρικού ρόλου που παίζει το εν λόγω μέταλλο στην κατάλυση αντιδράσεων που έχουν ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό δραστικών ελευθέρων ριζών. Στη συνέχεια, στο Κεφάλαιο 9, περιγράφονται μοριακοί μηχανισμοί με τους οποίους οι δραστικές μορφές οξυγόνου εμπλέκονται σε φυσιολογικές διεργασίες του οργανισμού, κυρίως ως δεύτεροι διαμεσολαβητές μεταγωγής του σήματος στα κύτταρα. Τέλος, στο Κεφάλαιο 10 αναλύεται διεξοδικά ο ρόλος της διατροφής για την αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες από τα κύτταρα και τον οργανισμό. 

				Τα χρονικά περιθώρια δεν επέτρεψαν τη δημιουργία ενός ξεχωριστού κεφαλαίου για την περιγραφή συγκεκριμένων παθολογικών καταστάσεων,  στις οποίες είναι γνωστό ότι εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες. Σε πολλές περιπτώσεις, όμως, περιγράφονται τέτοιες καταστάσεις στα επιμέρους κεφάλαια των σχετικών ελευθέρων ριζών. 
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				Κεφάλαιο 1 - Ελεύθερες Ρίζες: Ορισμός και Χημικές Ιδιότητες 

				Σύνοψη

				Ο όρος “ελεύθερη ρίζα” (free radical) εκφράζει κάθε άτομο ή μόριο που έχει ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια. Η ιδιότητα αυτή, κατά κανόνα, έχει ως αποτέλεσμα την ισχυρή τάση των ελευθέρων ριζών να αποσπούν ηλεκτρόνια από άλλες ενώσεις (ηλεκτρόφιλοι, προοξειδωτικοί παράγοντες). Για παράδειγμα, οι ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου (.ΟΗ) ή του χλωρίου (Cl.) δεν προλαβαίνουν να διαχυθούν, αλλά αντιδρούν χωρίς εξειδίκευση με χημικές ομάδες που βρίσκονται ακριβώς δίπλα τους τη στιγμή του σχηματισμού τους. Κατά συνέπεια, η δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών στα κύτταρα θα είχε καταστροφικές συνέπειες, λόγω της ανεξέλεγκτης οξειδωτικής τους δράσης. Αν και ένας μεγάλος αριθμός παραγόντων της διατροφής (ιδιαίτερα, της Μεσογειακής διατροφής) έχει την ικανότητα να αντιδρά και να εξουδετερώνει τις ελεύθερες ρίζες in vitro, αυτό δεν είναι δυνατόν να συμβαίνει in vivo. Ως εκ τούτου, θα πρέπει να προταθούν νέοι μοριακοί μηχανισμοί, οι οποίοι να εξηγούν ικανοποιητικά τις προστατευτικές επιπτώσεις της Μεσογειακής διατροφής.    

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Ανόργανης και Οργανικής Χημείας, Βιοχημείας και Κυτταρικής Βιολογίας.  

				

				Ιστορική αναδρομή

				Η έρευνα στη χημεία των ελευθέρων ριζών ήταν από παλιά ανεπτυγμένη στην οργανική χημεία, π.χ. στη σύνθεση σημαντικών πολυμερών, όπως τα πολυαιθυλένια, τα πολυστυρένια κ.ά. Ένας άλλος τομέας στον οποίο η κατανόηση του ρόλου των ελευθέρων ριζών είχε προχωρήσει σημαντικά ήταν η οξείδωση των λιπών και των ελαίων. Στις βιολογικές, όμως, και τις ιατρικές επιστήμες, η σημασία των ελευθέρων ριζών, και ειδικότερα αυτών που προέρχονται από το οξυγόνο, εκτιμήθηκε μόνο πρόσφατα, μετά την ανακάλυψη της συμμετοχής τους σε μια σειρά παθολογικές καταστάσεις, καθώς και στον μηχανισμό δράσης διαφόρων τοξικών ουσιών (Halliwell and Gutteridge, 2007).

				Η τοξική δράση του οξυγόνου στα πειραματόζωα ήταν γνωστή εδώ και περισσότερα από 100 χρόνια, ωστόσο, η σημασία αυτής της γνώσης για τον ανθρώπινο οργανισμό είχε υποτιμηθεί για μεγάλο χρονικό διάστημα. Έτσι, στις δεκαετίες του 1940 και του 1950, περίπου 10.000 πρόωρα νεογέννητα μωρά έπαθαν σοβαρές βλάβες, κυρίως τύφλωση, από την υπέρμετρη χορήγηση οξυγόνου (retrolental fibroplasia). Στα επόμενα 20 χρόνια παρατηρήθηκε ότι και άλλες παθολογικές καταστάσεις μπορεί να οφείλονται στο οξυγόνο ή σε δραστικές ενώσεις που προέρχονται απ’ αυτό. Αν και η θεωρία της δράσης των ελευθέρων ριζών στη γήρανση (free radical theory of aging) και η συμμετοχή τους στην τοξικότητα του οξυγόνου και στις ακτινοβολίες είχε ήδη προταθεί από τη δεκαετία του 1950 (Gerschman, Gilbert et al., 1954; Harman, 1956), η διεθνής επιστημονική κοινότητα ήταν ανώριμη να αποδεχθεί ότι αυτά τα συνήθως πολύ δραστικά μόρια είναι δυνατόν να σχηματίζονται σε βιολογικά συστήματα και ειδικότερα εντός των κυττάρων.  

				Η κατανόηση της αντίδρασης την οποία καταλύει το ένζυμο “δισμουτάση του σουπεροξειδίου” (SOD) από τους McCord και Fridovich το 1969 (αντίδραση 1) απέδειξε, χωρίς αμφιβολία, ότι η αναγωγή του οξυγόνου με ένα ηλεκτρόνιο και ο σχηματισμός Ο2.- είναι αναπόσπαστα συνδεδεμένα με τον αερόβιο καταβολισμό (McCord and Fridovich, 1969). 
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				Η ανακάλυψη αυτή σηματοδότησε μια εκρηκτική αύξηση του ενδιαφέροντος για τις ελεύθερες ρίζες στη Βιοχημεία, τη Βιολογία και την Ιατρική. Σημαντική, επίσης, συμβολή στην αναγνώριση του ρόλου των ελευθέρων ριζών στις βιοϊατρικές επιστήμες είχε η χρήση ειδικών οργάνων (ηλεκτρονικοί παραμαγνητικοί συντονιστές, EPR ή ESR), με τα οποία έγινε δυνατή η άμεση ανίχνευσή τους.

				Σήμερα είναι γνωστό ότι αντιδράσεις ελευθέρων ριζών εμπλέκονται σε μια σειρά από παθοφυσιολογικές καταστάσεις (έχουν αναφερθεί περισσότερες από 100), όπως π.χ. η επανοξυγόνωση μετά από μια περίοδο ισχαιμίας, ο σχηματισμός της αθηρωματώδους πλάκας, οι πνευμονικές παθήσεις που προκαλούνται από το μολυσμένο περιβάλλον, οι τοξικές ή και οι θεραπευτικές ιδιότητες διαφόρων φαρμάκων, η τοξικότητα που προκαλείται από τις ακτινοβολίες, οι χρόνιες φλεγμονώδεις παθήσεις, όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα, η ψωριασική αρθρίτιδα και ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος, τα φωτοοξειδωτικά φαινόμενα στον οφθαλμό κατά τον σχηματισμό του καταρράκτη, οι ασθένειες Πάρκινσον και Αλτσχάιμερ, και πολλές άλλες. 

				Πιο πρόσφατα, έγινε γνωστό ότι οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις στις οποίες εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες, εκτός από την τοξική τους δράση, συμμετέχουν σε φυσιολογικές πορείες μεταγωγής σημάτων στα κύτταρα ως δεύτεροι διαμεσολαβητές (redox signaling). Η σημαντική αυτή ανακάλυψη συνέδεσε πιο στενά το πεδίο των Ελευθέρων Ριζών με τη Μοριακή Βιολογία και την Ιατρική. Είναι εμφανές ότι η φύση, ως συνήθως, έχει κατορθώσει να ενσωματώσει και να χρησιμοποιήσει τους φαινομενικά τοξικούς αυτούς παράγοντες προς όφελός της. 

				Από τα ανωτέρω γίνεται προφανές ότι είναι επιτακτική η ανάγκη για την κατανόηση των βασικών βιοχημικών αντιδράσεων που διέπουν αφενός τον σχηματισμό και αφετέρου τη χημική δράση αυτών των ενώσεων, είτε ως τοξικών είτε ως φυσιολογικών παραγόντων. Εξίσου σημαντική είναι, επίσης, η κατανόηση των μηχανισμών που έχουν αναπτύξει οι αερόβιοι οργανισμοί ακριβώς για την αντιμετώπιση των βλαπτικών επιπτώσεων των ελευθέρων ριζών (Galaris and Pantopoulos, 2008). Σε περιπτώσεις διαταραχής της ισορροπίας μεταξύ των προοξειδωτικών και των αντιοξειδωτικών μηχανισμών εις βάρος του δευτέρου σκέλους, προκαλείται το λεγόμενο “Οξειδωτικό Στρες” (Oxidative Stress) (Sies, 2015). Τέτοιες διαταραχές είναι δυνατόν να προκληθούν είτε από εξωγενείς (ακτινοβολίες, τραυματισμοί, χορήγηση φαρμάκων, ανοξία κ.τ.λ.) είτε από ενδογενείς παράγοντες, οι οποίοι, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, μπορεί να συνδέονται και με παθολογικές καταστάσεις. 

				Πιστεύεται ότι η κατανόηση σε βάθος των προαναφερθέντων μοριακών μηχανισμών θα καταστήσει δυνατές στο άμεσο μέλλον έξωθεν επεμβάσεις, με στόχο τη διατήρηση ή την επαναφορά της επιθυμητής ισορροπίας και, κατά συνέπεια, την αποτροπή εμφάνισης ή και τη θεραπεία παθολογικών καταστάσεων (Jones and Sies, 2015). 

				Τι καλούμε ελεύθερες ρίζες;

				Ο όρος “ρίζα” στη χημεία εκφράζει, συνήθως, μια ομάδα ατόμων τα οποία συμπεριφέρονται ως μια ενιαία μονάδα, π.χ. η ρίζα του ανθρακικού (CΟ32-) ή η ρίζα του νιτρικού (NΟ3-). Στη συγκεκριμένη περίπτωση, όμως, έχουμε έναν νέο ορισμό: Ελεύθερη ρίζα (free radical) ονομάζεται κάθε άτομο ή μόριο με ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική του στιβάδα, σε αντίθεση με τις μη-ελεύθερες ρίζες, οι εξωτερικές στιβάδες των οποίων καλύπτονται από ζεύγη ηλεκτρονίων με αντίθετη στροφορμή (spin). 

				Συνήθως, με μια τελεία επάνω δεξιά ή αριστερά συμβολίζεται το ασύζευκτο ηλεκτρόνιο και, κατ’ επέκταση, η ελεύθερη ρίζα.

				Ελεύθερες ρίζες μπορούν να προέλθουν είτε από αντιδράσεις οξειδοαναγωγής* είτε από ομολυτική διάσπαση ενός ομοιοπολικού δεσμού, όταν το ζεύγος ηλεκτρονίων που αποτελούσαν τον δεσμό μοιραστούν ανά ένα σε κάθε ομάδα (Σχήμα 1).
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				Σχήμα 1: Απλοποιημένη απεικόνιση ομολυτικής και ετερολυτικής διάσπασης ενός ομοιοπολικού δεσμού στην χημική ένωση Α-Β.

				Στην περίπτωση (α) έχουμε τη δημιουργία δύο ελευθέρων ριζών, ενώ στη (β) τα προϊόντα δεν είναι ελεύθερες ρίζες αλλά ένα ανιόν και ένα κατιόν. Για παράδειγμα, το Η2Ο μπορεί να υποστεί είτε ομολυτική είτε ετερολυτική σχάση, όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.  
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				Σχήμα 2: Ομολυτική και ετερολυτική διάσπαση ενός μορίου ύδατος.

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				

				*Ένας απλοποιημένος ορισμός των εννοιών οξείδωση και αναγωγή είναι ο ακόλουθος: 

				     Οξείδωση: απομάκρυνση ηλεκτρονίων από ένα άτομο ή μόριο. 

				     Αναγωγή: πρόσληψη ηλεκτρονίων από ένα άτομο ή μόριο.

				     Οξειδωτικός παράγοντας: Χημική ένωση η οποία έχει την τάση να αποσπά

				     ηλεκτρόνια από άλλες ενώσεις.

				Αναγωγικός παράγοντας: Χημική ένωση η οποία έχει την τάση να αποδίδει ηλεκτρόνια από άλλες ενώσεις. 

				

				Συχνά, το ανιόν του υδροξυλίου (ΟΗ-) και η ελεύθερη ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) συγχέονται στη βιοϊατρική βιβλιογραφία, αν και αποτελούν δύο εντελώς διαφορετικές ενώσεις με πολύ μεγάλη διαφορά στις χημικές τους ιδιότητες. Τα ιόντα υδροξυλίου δεν είναι δραστικά και υπάρχουν σε συγκέντρωση 10-7 M στο νερό σε pH=7, ενώ οι ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου αντιπροσωπεύουν έναν από τους πιο ισχυρούς γνωστούς οξειδωτικούς παράγοντες. 

				Ομολυτική διάσπαση με επακόλουθη δημιουργία ελευθέρων ριζών συναντάται σε ένα ευρύ φάσμα αντιδράσεων, αλλά στις περισσότερες περιπτώσεις απαιτείται παροχή ενέργειας υπό τη μορφή είτε θερμότητας είτε υπεριώδους ή ιονίζουσας ακτινοβολίας. Για παράδειγμα, η θέρμανση αλκυλοϋπεροξειδίων ή η έκθεση υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) σε υπεριώδη ακτινοβολία έχουν ως αποτέλεσμα τη δημιουργία αλκόξυ ελευθέρων ριζών και ελευθέρων ριζών υδροξυλίου αντίστοιχα (αντιδράσεις 2 και 3):
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				Οι σχηματιζόμενες ελεύθερες ρίζες είναι κατά κανόνα εξαιρετικά δραστικές, λόγω της τάσης των ασύζευκτων ηλεκτρονίων τους να αποσπούν ένα επιπλέον ηλεκτρόνιο από άλλα μόρια και, μ’ αυτόν τον τρόπο, να συμπληρώνουν την ηλεκτρονιακή τους στιβάδα. Οι ρίζες του υδροξυλίου (.ΟΗ) ή του χλωρίου (Cl.) (Σχήμα 3) είναι τόσο δραστικές, ώστε αντιδρούν χωρίς εξειδίκευση με χημικές ομάδες που βρίσκονται ακριβώς δίπλα τους τη στιγμή του σχηματισμού τους (diffusion controlled reactions).  

				

				[image: 1]

				Σχήμα 3: Παραδείγματα ελευθέρων ριζών με διαφορετικές προοξειδωτικές ικανότητες. 

				Υπάρχουν, όμως, και λιγότερο δραστικές ελεύθερες ρίζες, όπως για παράδειγμα οι περοξυ- και οι αλκοξυ-ρίζες, οι οποίες προλαβαίνουν να διαχυθούν, ενώ υπάρχουν και σχετικά σταθερές ελεύθερες ρίζες, όπως το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ.) και το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-), οι οποίες αντιδρούν μόνο με συγκεκριμένα μόρια-στόχους και, ως εκ τούτου, έχουν μεγάλη φυσιολογική σημασία, όπως θα περιγραφεί στα επόμενα κεφάλαια. Τέλος, υπάρχουν και εξαιρέσεις αρκετά σταθερών ελευθέρων ριζών, οι οποίες είναι δυνατόν να ανιχνευθούν ακόμη και σε υδατικά διαλύματα σε θερμοκρασία δωματίου. Αυτού του είδους οι εξαιρέσεις, όπως θα δούμε στη συνέχεια, παίζουν σημαντικό ρόλο στον τερματισμό αλυσιδωτών αντιδράσεων των ελευθέρων ριζών, οι οποίες διαφορετικά θα οδηγούσαν στην πλήρη οξείδωση και καταστροφή των βιολογικών υλικών. 

				Οι πρώτες παρατηρήσεις ελευθέρων ριζών

				Η πρώτη γνωστή περίπτωση αναφοράς μιας αντίδρασης στην οποία εμπλέκονται ελεύθερες ρίζες είναι αυτή που περιγράφηκε από τον καθηγητή H.J.H. Fenton το 1894 (Fenton, 1894). Στο πείραμα που περιγράφεται στην εν λόγω μελέτη, αναφέρεται η δημιουργία ενός εντυπωσιακού βιολετί χρώματος μετά την ανάμειξη μιας σταγόνας δισθενούς θειικού σιδήρου (FeSO4) με μια σταγόνα υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) σε αλκαλικό περιβάλλον. Ο καθηγητής Fenton παρατήρησε ότι η αντίδραση ήταν ασυνήθιστη και ότι ο σίδηρος δρούσε καταλυτικά. Αρκετά χρόνια αργότερα, όταν πια είχε εξακριβωθεί η ύπαρξη των ελευθέρων ριζών, προτάθηκε ένας ακριβέστερος μηχανισμός, ο οποίος έκτοτε συνηθίζεται να καλείται “αντίδραση Fenton”. Η αντίδραση αυτή αποδίδεται συνήθως σε υπεραπλουστευμένη μορφή (αντίδραση 4) με σχηματισμό ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ) κατά την αναγωγή του Η2Ο2, αλλά ο πραγματικός μοριακός μηχανισμός δεν είναι γνωστός με ακρίβεια.  
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				Υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι τουλάχιστον ορισμένες από τις ρίζες υδροξυλίου παραμένουν συνδεδεμένες στον σίδηρο είτε ως [Fe….OH]3+ είτε ως [Fe=O]2+ και μ’ αυτή τους τη μορφή αντιπροσωπεύουν τους πραγματικούς ισχυρούς προοξειδωτικούς παράγοντες που σχηματίζονται σ’ αυτήν την αντίδραση (Merkofer, Kissner et al., 2006). 

				Το πρώτο οργανικό μόριο το οποίο αναφέρθηκε ως ελεύθερη ρίζα ήταν η τριφαινυλο-μεθυλο-ελεύθερη ρίζα (Gomberg, 1900) (Σχήμα 4).
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				Σχήμα 4: Το εξαφαινυλο-αιθάνιο σε διάλυμα είναι σε ισορροπία με την τριφαινυλο-μεθυλο-ελεύθερη ρίζα.

				Ο Gomberg σχημάτισε τη ρίζα αυτή σε διάλυμα όπου βρίσκεται σε ισορροπία με τη μητρική της ένωση (Σχήμα 4). Όπως και στην περίπτωση του Fenton, ο Gomberg περιέγραψε μια ελεύθερη ρίζα πριν από την ανακάλυψη των ελευθέρων ριζών, η οποία έγινε αργότερα. Με την πάροδο του χρόνου, ένας σημαντικός αριθμός παρόμοιων οργανικών ελευθέρων ριζών ανιχνεύθηκε σε διάφορα συστήματα. 

				Επιπτώσεις στα κύτταρα από τη δημιουργία ελευθέρων ριζών

				Ανεξέλεγκτη δημιουργία των ελευθέρων ριζών στα κύτταρα θα είχε καταστροφικές συνέπειες λόγω της ανεξέλεγκτης οξειδωτικής δράσης αυτών των ενώσεων. Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να αντιδράσουν και να οξειδώσουν όλα τα βασικά συστατικά του κυττάρου (Σχήμα 5).
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				Σχήμα 5: Αντιδράσεις ελευθέρων ριζών με βασικά κυτταρικά συστατικά και οι επιπτώσεις τους.

				Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι, μετά την αντίδραση μιας ελεύθερης ρίζας με ένα μόριο μη-ελεύθερη ρίζα, τουλάχιστον ένα από τα προϊόντα της αντίδρασης θα πρέπει οπωσδήποτε να είναι εκ νέου ελεύθερη ρίζα (λόγω της αφαίρεσης ενός ηλεκτρονίου από ένα ζεύγος ηλεκτρονίων). Η νέα ελεύθερη ρίζα αντιδρά περαιτέρω με τη σειρά της, σχηματίζοντας νέες ελεύθερες ρίζες. Έτσι έχουμε αλυσιδωτές αντιδράσεις, οι οποίες, εάν δεν αναστέλλονταν με κάποιον τρόπο, θα είχαν ως αποτέλεσμα την πλήρη καταστροφή του βιολογικού υλικού.

				Οι αλυσιδωτές αντιδράσεις ελευθέρων ριζών μπορούν να σταματήσουν με δύο τρόπους (Σχήμα 6).
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				Σχήμα 6: Μηχανισμοί τερματισμού αλυσιδωτών αντιδράσεων ελευθέρων ριζών.

				Στην πρώτη περίπτωση (α) δύο μόρια ελεύθερες ρίζες αντιδρούν μεταξύ τους, συνεισφέροντας από ένα ηλεκτρόνιο η καθεμία και σχηματίζοντας έναν ομοιοπολικό δεσμό, ενώ στη δεύτερη (β) η ελεύθερη ρίζα (Α.) αντιδρά με ένα άλλο μόριο Q, σχηματίζοντας μια νέα ελεύθερη ρίζα (Q.-). Σ’ αυτήν την περίπτωση, όμως, η ελεύθερη ρίζα της ένωσης Q είναι μία από τις εξαιρέσεις οι οποίες δεν είναι δραστικές και έτσι διακόπτεται η ακολουθία των αντιδράσεων. Οι πιθανότητες για την περίπτωση (α) είναι εξαιρετικά μειωμένες, λόγω του ότι τα Α. και Β. είναι πολύ δραστικά μόρια και, κατά συνέπεια, η συγκέντρωσή τους δεν είναι ποτέ τόσο υψηλή. Αντιδράσεις του τύπου (β) είναι κατ’ εξοχήν υπεύθυνες για την αναστολή αλυσιδωτών αντιδράσεων ελευθέρων ριζών που λαμβάνουν χώρα στα κύτταρα. Οι κυριότερες φυσιολογικές ενώσεις με ιδιότητες αντίστοιχες του μορίου Q είναι η βιταμίνη C (ασκορβικό οξύ), η οποία αντιπροσωπεύει τον κατ’ εξοχήν υδατοδιαλυτό αντιοξειδωτικό παράγοντα, και η βιταμίνη Ε (α-τοκοφερόλη) που είναι υπεύθυνη κυρίως για την αναστολή των αλυσιδωτών αντιδράσεων υπεροξείδωσης λιπιδίων σε λιπόφιλες περιοχές των κυττάρων (μεμβράνες, LDL κ.τ.λ.). Στη δεύτερη περίπτωση, η σχηματιζόμενη ελεύθερη ρίζα της βιταμίνης Ε μπορεί, εάν συσσωρευτεί, να προκαλέσει η ίδια βλάβες στο βιολογικό υλικό. Για τον λόγο αυτόν αναγεννιέται στην επιφάνεια αυτών των σωματιδίων, αποδίδοντας το έξτρα ηλεκτρόνιο στο ασκορβικό οξύ στην υδρόφιλη πλευρά.     

				Ένας πολύ μεγάλος αριθμός παραγόντων με αντιοξειδωτικές ιδιότητες είναι συσσωρευμένος σε φυτικής προέλευσης συστατικά και έχει προταθεί ότι αυτοί οι παράγοντες παίζουν αποφασιστικό ρόλο στην προστασία τόσο των ίδιων των φυτών όσο και των ζώων, των οποίων αυτά αποτελούν τροφή, από οξειδώσεις που προκαλούνται από ελεύθερες ρίζες. Δυστυχώς, παρά τις μεγάλες προσδοκίες, μακροχρόνιες μελέτες χορήγησης αντιοξειδωτικών παραγόντων σε ανθρώπους δεν είχαν κανένα αποτέλεσμα, θέτοντας υπό αμφισβήτηση την παραπάνω θεωρία. Σε κάθε περίπτωση, όμως, τα συστατικά της λεγόμενης “Μεσογειακής διατροφής” έχει αποδειχθεί χωρίς αμφιβολία ότι προστατεύουν από την εμφάνιση και την ανάπτυξη σοβαρών παθολογικών καταστάσεων. Έχει προταθεί (βλέπε Κεφάλαιο 10) ότι, υπεύθυνα για την εν λόγω προστασία είναι συγκεκριμένα συστατικά τα οποία αναστέλλουν τη δημιουργία “δραστικών ελευθέρων ριζών”, αλλά δεν είναι δυνατόν να τις εξουδετερώσουν όταν αυτές έχουν ήδη σχηματιστεί (Barbouti, Briasoulis et al., 2010; Kitsati, Fokas et al., 2012; Melidou, Riganakos et al., 2005; Nousis, Doulias et al., 2005). Η πρόταση αυτή, αν και στηρίζεται σε σοβαρά πειραματικά δεδομένα, δεν έχει αποδειχθεί χωρίς αμφιβολία.        

				Στη χώρα μας, με τις σπάνιες κλιματολογικές και γεωγραφικές ιδιαιτερότητες, έχουμε την τύχη να προσλαμβάνουμε εύκολα μια μεγάλη ποικιλία από φυσικές προστατευτικές ενώσεις, κυρίως από τα φρούτα και τα λαχανικά που καταναλώνουμε. Αυτό φαίνεται ότι αποτελεί την εξήγηση για τον χαμηλό αριθμό καρδιαγγειακών αλλά και άλλων σοβαρών παθήσεων, καθώς και για τον σχετικά υψηλό μέσο όρο ζωής στη χώρα μας. Κατά συνέπεια, έχουμε ιδιαίτερη υποχρέωση να εντείνουμε τις ερευνητικές προσπάθειες για τη διαλεύκανση των μοριακών μηχανισμών δράσης των συστατικών της Μεσογειακής Δίαιτας.    
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Ποια είναι τα χαρακτηριστικά μιας ελεύθερης ρίζας σε σχέση με μια άλλη ένωση που δεν είναι ελεύθερη ρίζα; 

				Απάντηση

				Ο όρος “ελεύθερη ρίζα” αντιπροσωπεύει κάθε άτομο ή μόριο με ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική του στιβάδα, σε αντίθεση με τις μη-ελεύθερες ρίζες, οι εξωτερικές στιβάδες των οποίων καλύπτονται από ζεύγη ηλεκτρονίων με αντίθετη στροφορμή (spin). 

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Πώς μπορεί να ανασταλεί μια ακολουθία αντιδράσεων ελευθέρων ριζών;

				Απάντηση

				Αλυσιδωτές αντιδράσεις ελευθέρων ριζών μπορούν να σταματήσουν με δύο τρόπους, όπως περιγράφεται κατωτέρω: 

				(α) Δύο μόρια ελεύθερες ρίζες αντιδρούν μεταξύ τους, συνεισφέροντας από ένα ηλεκτρόνιο η καθεμία και σχηματίζουν έναν ομοιοπολικό δεσμό. Η νέα ένωση δεν είναι ελεύθερη ρίζα. 

				(β) Η ελεύθερη ρίζα (Α.) αντιδρά και αποσπά ένα ηλεκτρόνιο από ένα άλλο μόριο Q συμπληρώνοντας την υποστιβάδα της με ζεύγος ηλεκτρονίων. Ταυτόχρονα,  σχηματίζεται μια νέα ελεύθερη ρίζα (Q.+). Σ’ αυτήν την περίπτωση, όμως, η ελεύθερη ρίζα της ένωσης Q είναι μία από τις εξαιρέσεις οι οποίες δεν είναι δραστικές και έτσι διακόπτεται η ακολουθία των αντιδράσεων. 

				Οι πιθανότητες να πραγματοποιηθεί η περίπτωση (α) είναι εξαιρετικά μειωμένες λόγω του ότι τα Α. και Β. είναι πολύ δραστικά μόρια και, κατά συνέπεια, η συγκέντρωσή τους δεν είναι ποτέ τόσο υψηλή (εκτός ελαχίστων εξαιρέσεων), ούτως ώστε να υπάρχει πιθανότητα αντίδρασης μεταξύ τους. 

				Αντιδράσεις του τύπου (β) είναι κατ’ εξοχήν υπεύθυνες για την αναστολή αλυσιδωτών αντιδράσεων ελευθέρων ριζών που λαμβάνουν χώρα στα κύτταρα. Οι κυριότερες φυσιολογικές ενώσεις με ιδιότητες αντίστοιχες του μορίου Q είναι η βιταμίνη C (ασκορβικό οξύ), η οποία αντιπροσωπεύει τον κατ’ εξοχήν υδατοδιαλυτό αντιοξειδωτικό παράγοντα, και η βιταμίνη Ε (α-τοκοφερόλη), η οποία είναι υπεύθυνη κυρίως για την αναστολή των αλυσιδωτών αντιδράσεων υπεροξείδωσης λιπιδίων σε λιπόφιλες περιοχές των κυττάρων (μεμβράνες, LDL κ.τ.λ.).

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 2 - Τοξικότητα του Οξυγόνου – Δραστικές Μορφές Οξυγόνου

				Σύνοψη

				Παρά το γεγονός ότι η παρουσία του οξυγόνου αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την ύπαρξης της ζωής, η αφθονία του στα βιολογικά συστήματα, σε συνδυασμό με την ικανότητά του να δέχεται μονά ηλεκτρόνια, το καθιστούν τον σημαντικότερο παράγοντα δημιουργίας ελευθέρων ριζών στις αερόβιες μορφές ζωής. Η κατανόηση των μοριακών μηχανισμών δημιουργίας ελευθέρων ριζών από το οξυγόνο, αλλά και οι διάφορες μεταβολικές πορείες της δράσης τους σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις, παρά την εντυπωσιακή πρόοδο των τελευταίων ετών, παραμένουν εν πολλοίς άγνωστες. Στο κεφάλαιο αυτό εξετάζεται ο ρόλος του Ο2 σε βιολογικά συστήματα και κυρίως στα κύτταρα. Περιγράφονται, επίσης, τα βασικά μόρια που προέρχονται από τη μερική αναγωγή του Ο2, καθώς και οι σημαντικότερες από βιολογικής σκοπιάς αντιδράσεις στις οποίες αυτά συμμετέχουν. 

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Ανόργανης και Οργανικής Χημείας, Βιοχημείας και Κυτταρικής Βιολογίας.   

				

				Ιστορική αναδρομή

				Το οξυγόνο βρίσκεται στον αέρα υπό τη μορφή διατομικού μορίου (O2). Υπολογίζεται ότι εμφανίστηκε στην επιφάνεια της γης περίπου πριν από 2.5 δισεκατομμύρια χρόνια, παράλληλα με την εμφάνιση φωτοσυνθετικών μικροοργανισμών, των κυανοβακτηρίων (λέγονται επίσης, κυανοπράσινα φύκη), οι οποίοι ανέπτυξαν την ικανότητα να χρησιμοποιούν την ηλιακή ενέργεια για τη διάσπαση του μορίου του Η2Ο σε άτομα υδρογόνου και οξυγόνου. Με τη διαδικασία αυτή, όμως, συσσωρεύτηκαν σταδιακά μεγάλες ποσότητες ενός τοξικού παραπροϊόντος, του Ο2 (Halliwell and Gutteridge, 2007). Η αργή αλλά σταθερή αύξηση της συγκέντρωσης του O2 στη συνέχεια συνοδεύτηκε και από τη δημιουργία του όζοντος (O3) στη στρατόσφαιρα. Τα δύο αυτά στοιχεία έπαιξαν αποφασιστικό ρόλο στην περαιτέρω ανάπτυξη των διαφόρων μορφών ζωής, λόγω της ικανότητάς τους να φιλτράρουν την έντονη ηλιακή υπεριώδη ακτινοβολία που έφθανε στη Γη. Σήμερα το ποσοστό του O2 στην ατμόσφαιρα είναι ~21% και αποτελεί το δεύτερο σε αφθονία συστατικό του αέρα μετά το άζωτο (78%).  

				Μετά την εμφάνιση του Ο2 στην ατμόσφαιρα, οι αναερόβιοι οργανισμοί, οι οποίοι επικρατούσαν έως τότε, είτε εξαφανίστηκαν είτε αποτραβήχτηκαν σε σημεία στα οποία δεν μπορούσε να φθάσει το Ο2. Η αργή πορεία της εξέλιξης από αναερόβιες προς αερόβιες συνθήκες έδωσε την ευκαιρία σε ορισμένες μορφές ζωής να προσαρμοστούν, εκφράζοντας ειδικά προστατευτικά συστήματα με τα οποία αντιμετώπισαν τις τοξικές επιδράσεις του Ο2. Παράλληλα με την εξέλιξη των αντιοξειδωτικών αυτών συστημάτων, οι νέοι οργανισμοί κατόρθωσαν να προσαρμοστούν και να χρησιμοποιήσουν το Ο2 ως τελικό αποδέκτη των ηλεκτρονίων που προέρχονται από οξειδωτικές διαδικασίες του καταβολισμού τους. Με τον τρόπο αυτόν οι νέοι αερόβιοι οργανισμοί απέκτησαν ένα αποφασιστικής σημασίας εξελικτικό πλεονέκτημα, μιας και είχαν την ικανότητα ολοκληρωτικής οξείδωσης των τροφών και αποδέσμευσης πολύ μεγαλύτερων ποσοτήτων ενέργειας για τη σύνθεση ATP απ’ ό,τι στην αναερόβια καύση τους.

				Αερόβιος καταβολισμός: ο ρόλος του οξυγόνου στην αναπνευστική αλυσίδα

				Η οξείδωση των βασικών συστατικών της τροφής, όπως οι υδατάνθρακες, οι πρωτεΐνες και τα λίπη, γίνεται σταδιακά με απόδοση ηλεκτρονίων τα οποία προσλαμβάνονται από ενδιάμεσους δέκτες, όπως το NAD+ και το FAD (Σχήμα 1Α). 

				Οι ανηγμένες μορφές των νουκλεοτιδίων NAD+ και FAD οξειδώνονται τελικά στα μιτοχόνδρια, παράγοντας μεγάλες ποσότητες χημικής ενέργειας υπό τη μορφή του ATP. Οι διαδοχικές οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων γίνονται με τέτοιον τρόπο, ώστε η ενέργεια να απελευθερώνεται τμηματικά κατά την πορεία της μεταφοράς των ηλεκτρονίων (Σχήμα 1Β). Όλοι οι παράγοντες αυτής της αλυσίδας βρίσκονται στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και μεταφέρουν διαδοχικά τα ηλεκτρόνια από τις ανηγμένες μορφές των νουκλεοτιδίων (NADH και FADH2) διαμέσου μη-αιμικών σιδηροπρωτεϊνών (πρωτεΐνες με σύμπλοκα σιδήρου-θείου), του συνενζύμου Q και διαφόρων κυτοχρωμάτων (αιμοπρωτεΐνες) στον τελικό αποδέκτη, το Ο2. Από τα παραπάνω γίνεται φανερό ότι το Ο2 αποτελεί τον κάλαθο των αχρήστων, όπου τα κύτταρα τοποθετούν με ασφάλεια (μετατροπή σε Η2Ο) τα ηλεκτρόνια τα οποία παράγονται στον καταβολισμό από την οξείδωση των τροφών.

				Το ένζυμο το οποίο καταλύει τη φυσιολογική αναγωγή του Ο2 στο τελευταίο σύμπλοκο της αναπνευστικής αλυσίδας (σύμπλοκο IV) ονομάζεται “κυτοχρωμική οξειδάση”. Κατά την αντίδραση αυτή, προσλαμβάνονται 4 ηλεκτρόνια από το κυτόχρωμα C (οξειδώνοντας τον σίδηρο στο κέντρο της αίμης από Fe2+ σε Fe3+) και χρησιμοποιούνται για την αναγωγή ενός μορίου Ο2 σε δύο μόρια νερού (αντίδραση 1):
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				Το ενζυμικό σύμπλοκο της κυτοχρωμικής οξειδάσης έχει εξειδικευμένη δομή (2 μόρια αίμης και 2 άτομα Cu στο ενεργό του κέντρο), η οποία του επιτρέπει την ταυτόχρονη μεταφορά και των τεσσάρων ηλεκτρονίων στο Ο2, χωρίς απελευθέρωση των ενδιάμεσων προϊόντων της αναγωγής του σε Η2Ο. 

				Κατά τη μεταφορά των ηλεκτρονίων διαμέσου της αναπνευστικής αλυσίδας, πρωτόνια από το εσωτερικό της μιτοχονδριακής μήτρας μεταφέρονται στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ των δύο μιτοχονδριακών μεμβρανών. Με τη διαδικασία αυτή σχηματίζεται ένα ηλεκτροχημικό δυναμικό μεταξύ των δύο πλευρών της εσωτερικής μεμβράνης (αρνητικό εντός και θετικό εκτός). Το εν λόγω δυναμικό χρησιμοποιείται από ένα άλλο σύμπλοκο (σύμπλοκο V), το οποίο ονομάζεται συνήθως ATPάση των μιτοχονδρίων για τη φωσφορυλίωση του ADP και τον τελικό σχηματισμό ATP. Με τον τρόπο αυτόν καταναλώνεται περίπου το 85 με 90% του προσλαμβανόμενου από τον οργανισμό Ο2. Ένα μεγάλο μέρος από το υπόλοιπο 15% χρησιμοποιείται από τις διάφορες οξειδάσες (π.χ., d-αμινο οξειδάση, οξειδάση της ξανθίνης κ.ά.) και υδροξυλάσες (π.χ., υδροξυλάση της προλίνης και της λυσίνης, υδροξυλάση της τυροσίνης), καθώς και από διάφορες μονοξυγονάσες (κυτοχρώματα P-450). 
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				Σχήμα 1: Σχηματική απεικόνιση των βιοχημικών οδών οξείδωσης των βασικών συστατικών της τροφής. (Α) Οξείδωση υδατανθράκων (γλυκόλυση) και λιπών (β-οξείδωση) σε σχέση με τον κύκλο του Krebs. (Β) Η ακολουθία της μεταφοράς των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα και η παραγωγή ATP στα μιτοχόνδρια.

				   

				

				

				

				Τοξικότητα του οξυγόνου και ελεύθερες ρίζες 

				Οι αρχικές προτάσεις για την τοξικότητα του οξυγόνου βασίστηκαν στην παρατήρηση ότι το οξυγόνο μπορεί να αναστείλει απευθείας τη δράση ορισμένων ενζύμων, όπως έχει αποδειχθεί με ορισμένα ένζυμα των αναερόβιων οργανισμών. Όμως, τα ένζυμα στους αερόβιους οργανισμούς είτε δεν είναι καθόλου ευαίσθητα στο οξυγόνο είτε αναστέλλονται με πολύ χαμηλή ταχύτητα σε σχέση με την τοξικότητα που προκαλεί η έκθεση των κυττάρων στο οξυγόνο. Σε μια μνημειώδη δημοσίευση το 1954, οι Gershman και Gilbert, βασιζόμενοι στα κοινά χαρακτηριστικά της τοξικότητας του οξυγόνου και της ιονίζουσας ακτινοβολίας, πρότειναν ότι οι βλαπτικές επιπτώσεις του Ο2 οφείλονται κυρίως στη δημιουργία ελευθέρων ριζών με βάση το Ο2 (Gerschman, Gilbert et al., 1954). Σήμερα είναι γνωστά αρκετά βασικά ένζυμα του μεταβολισμού που, σε συνθήκες αυξημένης συγκέντρωσης οξυγόνου, απενεργοποιούνται όχι απευθείας από το Ο2 αλλά από το Ο2.-, το οποίο αποτελεί προϊόν αναγωγής του Ο2 με ένα ηλεκτρόνιο. Χαρακτηριστικό παράδειγμα το ένζυμο ακονιτάση των μιτοχονδρίων (συμμετέχει στον κύκλο του Krebs), το οποίο αναστέλλεται από το Ο2.- λόγω της οξείδωσης της προσθετικής του ομάδας (σύμπλοκο σιδήρου-θείου, 4Fe4S). Όπως είναι φυσικό, βλάβες στους πνεύμονες προκαλούνται σε περιπτώσεις αυξημένης μερικής πίεσης του Ο2, λόγω του ότι είναι το πρώτο όργανο που έρχεται σε άμεση επαφή με την αυξημένη παροχή του Ο2. Και σ’ αυτήν την περίπτωση, όμως, οι βλάβες προέρχονται από τις παραγόμενες ελεύθερες ρίζες που δημιουργούνται είτε από τα ίδια τα κύτταρα των πνευμόνων είτε από φαγοκύτταρα που προσελκύονται στο σημείο της βλάβης μέσω του αίματος. 

				Ενδιάμεσες μορφές αναγωγής του οξυγόνου

				Ένα ποσοστό του Ο2 που καταναλώνεται στα μιτοχόνδρια (υπολογίζεται μεταξύ του 0.2 και του 2%) ανάγεται, ακόμα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, με διαδοχικά μονά ηλεκτρόνια, όπως απεικονίζεται σχηματικά στο Σχήμα 2.
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				Σχήμα 2: Διαγραμματική απεικόνιση των διαδοχικών βημάτων αναγωγής του οξυγόνου σε νερό με βήματα ενός ηλεκτρονίου. 

				Οι πηγές από τις οποίες προέρχονται τα μονά ηλεκτρόνια ποικίλλουν και η αναγωγή μπορεί είτε να καταλύεται ενζυμικά είτε να είναι μη ενζυμική. Αν και το αναγωγικό περιβάλλον που επικρατεί στα κύτταρα προσφέρει αρκετές δυνατότητες για αναγωγή του Ο2 με ένα ηλεκτρόνιο, όπως θα περιγραφεί παρακάτω, ένα σημαντικό μέρος του Ο2.- σχηματίζεται στα κύτταρα μέσω της δράσης ειδικών ενζύμων, ούτως ώστε η δημιουργία του να είναι απόλυτα ελεγχόμενη. 

				Οι επιμέρους αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα απεικονίζονται διαγραμματικά στο Σχήμα 2 (αντιδράσεις 2-6):
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				Ως εκ τούτου, ενώσεις όπως το Ο2.-, η υδροϋπεροξειδική ρίζα (ΗΟ2.), το Η2Ο2 και η εξαιρετικά δραστική ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) μπορούν να θεωρηθούν κανονικά προϊόντα της καθημερινής αερόβιας ζωικής πραγματικότητας.

				Αυξημένη παραγωγή αυτών των ενδιάμεσων μορφών της αναγωγής του οξυγόνου, οι οποίες λαθεμένα καλούνται πολλές φορές “ελεύθερες ρίζες του οξυγόνου”, μιας και δεν είναι όλες ελεύθερες ρίζες σύμφωνα με τον ορισμό που δόθηκε στο Κεφάλαιο 1, θεωρείται υπεύθυνη για μια πλειάδα παθολογικών καταστάσεων στους αερόβιους οργανισμούς. Στον Πίνακα 1 αναφέρεται μια σειρά από ενώσεις στις οποίες συμμετέχει το Ο2 και οι οποίες συνήθως αποκαλούνται “Δραστικές Μορφές Οξυγόνου” ή “Ενδιάμεσες Μορφές Αναγωγής Οξυγόνου”. Είναι φανερό ότι μερικές μόνο απ’ αυτές τις ενώσεις είναι ελεύθερες ρίζες. Θα πρέπει να σημειωθεί, επίσης, ότι σε μερικές από τις ενώσεις αυτές συμμετέχουν και άλλα στοιχεία, όπως το άζωτο και το χλώριο.   
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				Πίνακας 1. Δραστικές Μορφές Οξυγόνου

				Χημική δομή του οξυγόνου

				Το παράδοξο του οξυγόνου, το οποίο αναφέρθηκε παραπάνω, έχει τις ρίζες του στη φύση της ηλεκτρονιακής δομής του ίδιου του οξυγόνου. Το μόριο αυτό έχει δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια με την ίδια όμως φορά στροφορμής (spin) στις εξωτερικές του υποστιβάδες. Είναι δηλαδή, σύμφωνα με τον ορισμό που δώσαμε στο Κεφάλαιο 2, μια διπλή ελεύθερη ρίζα. Η δομή του οξυγόνου, συνεπώς, δεν αποδίδεται σωστά με μια απεικόνιση κατά Lewis η οποία να ικανοποιεί τη θεωρία των οκτάδων και ταυτόχρονα να δηλώνει ότι το μόριο είναι παραμαγνητικό, δηλαδή να περιέχει δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια. 

				Το γεγονός ότι τα δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια του μοριακού οξυγόνου (triplet Ο2) έχουν παράλληλη στροφορμή (Σχήμα 3) μπορεί να εξηγήσει το φαινόμενο της μικρής σχετικά οξειδωτικής ικανότητάς του Ο2. Τα ηλεκτρόνια αυτά δεν είναι δυνατόν να αντιδράσουν με ζεύγη ηλεκτρονίων άλλων ενώσεων (αντιπαράλληλη στροφορμή) που αφθονούν στις άλλες ενώσεις του κυττάρου, λόγω της αρχής του Pauli, η οποία είναι απαγορευτική στη συγκεκριμένη περίπτωση. Αντίθετα, στο διεγερμένο μοριακό οξυγόνο (μονήρες Ο2 ή singlet Ο2), τα δύο ηλεκτρόνια αποκτούν αρχικά αντιπαράλληλη στροφορμή σε διαφορετικά τροχιακά (1Σg+O2 μορφή) και αυτομάτως συνενώνονται στην ίδια στιβάδα (1Δg O2 μορφή), οπότε δεν είναι πλέον ελεύθερη ρίζα. Το μονήρες οξυγόνο, όμως, είναι εξαιρετικά δραστικό οξειδωτικό μέσο, διότι σ’ αυτήν την περίπτωση έχει αρθεί η παρεμπόδιση σύμφωνα με την αρχή του Pauli. Μπορεί κανείς να φανταστεί τι θα γινόταν στην υποθετική περίπτωση κατά την οποία το Ο2 θα είχε ένα ζεύγος ηλεκτρονίων στην εξωτερική του υποστιβάδα. Το σώμα μας θα άρπαζε αμέσως φωτιά και θα καιγόταν μέσα σε μερικά δευτερόλεπτα, λόγω ακριβώς της υψηλής δραστικότητας του Ο2 και της επακόλουθης αντίδρασής του με τις οργανικές ενώσεις των κυττάρων.
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				Σχήμα 3: Απεικόνιση των δεσμών και της ηλεκτρονιακής στροφορμής στις διάφορες μορφές του διατομικού μορίου του οξυγόνου.

				Οι ονομασίες triplet Ο2 και singlet Ο2, οι οποίες είναι πολύ συνηθισμένες στη διεθνή βιβλιογραφία για το Ο2 και το μονήρες Ο2 αντίστοιχα, εκφράζουν ακριβώς αυτές τις καταστάσεις των ασύζευκτων ηλεκτρονίων. Η τιμή της γωνιώδους ροπής M (multiplicity) δίνεται από τον τύπο Μ = 2S + 1 (όπου S είναι το αλγεβρικό άθροισμα των στροφορμών). Δηλαδή, το Ο2 με S = 2x1/2= 1, έχει Μ = 3 (triplet), ενώ το μονήρες S = -1/2 + 1/2 = 0 και συνεπώς Μ = 1 (singlet).

				

				Το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-)

				Το πρώτο προϊόν της αναγωγής του Ο2 με μονά ηλεκτρόνια είναι η ελεύθερη ρίζα “ανιόν του σουπεροξειδίου” (Σχήματα 2 και 3), το οποίο αρκετές φορές αναφέρεται και απλώς ως “σουπεροξείδιο”. Ο σχηματισμός του σουπεροξειδίου συχνά συνοδεύεται από μεταφορά ενός ατόμου υδρογόνου (Η.) από ένα αναγωγικό μέσο, δηλαδή ενός πρωτονίου (Η+) και ενός ηλεκτρονίου (e-) μαζί. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τον ενδιάμεσο σχηματισμό της υδροϋπεροξειδικής ρίζας (ΗΟ2.), η οποία σε φυσιολογικό pH αποπρωτονιώνεται γρήγορα και σχηματίζει Ο2.- και Η+ (αντιδράσεις 7 και 8):
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				όπου το RH αντιπροσωπεύει ένα οποιοδήποτε αναγωγικό μέσο. 

				

				Εφόσον το pK της ΗO2. είναι 4.8, ένα μέρος αυτής της μορφής πρέπει να υπάρχει σε σημεία με σχετικά χαμηλό pH, όπως για παράδειγμα κοντά στην εξωτερική πλευρά της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων (λόγω της βαθμίδωσης πρωτονίων που δημιουργείται από την αναπνευστική αλυσίδα) και στα φαγοσωμάτια των φαγοκυττάρων. Η ρίζα ΗΟ2., σε αντίθεση με το Ο2.-, το οποίο ουσιαστικά δεν είναι προοξειδωτικό αλλά ένα ασθενές αναγωγικό μέσο, είναι ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας. Είναι εμφανές σ’ αυτήν την περίπτωση ότι μια απλή προσθήκη ενός Η+ μετατρέπει το Ο2.- από έναν ασθενή αναγωγικό παράγοντα σε ένα ισχυρό οξειδωτικό μέσο (ΗΟ2.).

				Το Ο2.- από μόνο του μπορεί να αντιδράσει με πρωτεΐνες των οποίων οι προσθετικές ομάδες έχουν άτομα Fe, όπως τα μόρια της αίμης και τα σύμπλοκα σιδήρου-θείου. Σε τέτοιου είδους αντιδράσεις προσβάλλονται κυρίως τα αμινοξέα που βρίσκονται κοντά στις προσθετικές ομάδες και, κατά συνέπεια, επηρεάζεται η λειτουργικότητα των εν λόγω πρωτεϊνών. Για παράδειγμα, θα μπορούσαμε να αναφέρουμε την απενεργοποίηση του ενζύμου ακονιτάση στα μιτοχόνδρια (περιέχει σύμπλοκο 4Fe-4S) μετά από έκθεση σε Ο2.-. 

				Οι σημαντικότερες αντιδράσεις του σουπεροξειδίου είναι αυτές της αυτοξειδοαναγωγής του, στις οποίες ένα μόριο Ο2.- ή ΗΟ2. δρα ως αναγωγικό και ένα άλλο ως οξειδωτικό μέσο (αντιδράσεις 9-12).
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				Οι σταθερές των αντιδράσεων είναι k1 < 1.0 x 102, k2 = 7.6 x 105 και k3 = 8.2 x 107 M-1s-1. H σταθερά της αντίδρασης για την ενζυμοκαταλυόμενη αντίδραση 12 είναι 1.9 x 109 M-1s-1 και δεν επηρεάζεται από το κατά πόσο το Ο2.- ή η ΗΟ2. είναι δότες ή δέκτες ηλεκτρονίων.
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				Εάν συνδυάσουμε το Σχήμα 2 και τις αντιδράσεις 9-12, βλέπουμε καθαρά ότι το δεύτερο e- στην αναγωγή του O2.- σε Η2Ο2 προέρχεται κυρίως από το ίδιο το O2.-. Αυτό σημαίνει ότι, όταν για κάποιον λόγο έχουμε σχηματισμό O2.-, τότε είναι αναπόφευκτη και η δημιουργία H2O2.

				Το Ο2.-, εκτός από οξειδωτικό, μπορεί να δράσει και ως ήπιο αναγωγικό μέσο. Για παράδειγμα, μπορεί να δώσει ηλεκτρόνια ανάγοντας τον σίδηρο στην αίμη του κυτοχρώματος C (αντίδραση 13):

				

				[image: Image417.PNG]

				

				Η αντίδραση αυτή χρησιμοποιείται τόσο για την ανίχνευση νεοσχηματιζόμενου Ο2.- όσο και για τη μέτρηση της ενεργότητας του ενζύμου δισμουτάση του σουπεροξειδίου (SOD). Γενικά, το Ο2.- κάτω από φυσιολογικές συνθήκες έχει σχετικά χαμηλή δραστικότητα. Οι βιολογικές βλάβες που μπορεί να προκαλέσει συνδέονται κυρίως με την ύπαρξη ιόντων σιδήρου ή την αντίδρασή του με άλλες ελεύθερες ρίζες, όπως για παράδειγμα με το ΝΟ. που θα αναφερθεί παρακάτω (Κεφάλαιο 3).    

				Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2)

				Εκτός από το Η2Ο2 που δημιουργείται από το Ο2.-, αρκετά ένζυμα, όπως η μονοάμινο οξειδάση (ΜΑΟ) στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, η οξειδάση του ουρικού και η οξειδάση των D-αμινοξέων στα υπεροξυσωμάτια, καθώς και η πρωτεΐνη p66hc στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων, παράγουν H2O2 με απευθείας μεταφορά δύο e- στο O2. Έχει υπολογιστεί ότι η συγκέντρωσή του στα ηπατοκύτταρα κάτω από φυσιολογικές συνθήκες είναι περίπου 10-7-10-8 Μ (Sies, 2014).  

				Χωρίς αμφιβολία, το H2O2 αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα των ενδιάμεσων μορφών αναγωγής του O2 (Winterbourn, 2013). Είναι ασθενές οξειδωτικό μέσο, αλλά παρ’ όλα αυτά μπορεί να οξειδώσει αρκετά βιολογικά μόρια, κυρίως αυτά που έχουν θειολικές ομάδες (-SH), σύμπλοκα Fe-S, μόρια αίμης κ.ά. Λόγω του ότι δεν έχει ηλεκτρικό φορτίο, μπορεί εύκολα να διαχέεται μέσω των κυτταρικών μεμβρανών, μια ιδιότητα πολύ σημαντική για τη φυσιολογική του δράση, αν και υπάρχει μια ειδική πρωτεΐνη (ακουαπορίνη) στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων που έχει την ικανότητα να διευκολύνει τη μεταφορά του. 

				Όταν προστεθεί στο θρεπτικό υλικό κυττάρων σε καλλιέργεια σε συγκεντρώσεις μΜ προξενεί βλάβες και, τελικά, επιφέρει τον θάνατο σε πολλά είδη κυττάρων. Ελάχιστες απ’ αυτές τις βλάβες είναι άμεσες, ενώ οι περισσότερες είναι έμμεσες, κυρίως στο DNA, τα λιπίδια και τις περισσότερες πρωτεΐνες, μιας και το Η2Ο2 δεν αντιδρά απευθείας με αυτά τα μόρια. Πιστεύεται ότι το Η2Ο2 διαπερνά πρώτα την κυτταρική μεμβράνη και μετά αντιδρά ενδοκυττάρια με διάφορα κέντρα μετάλλων μετάπτωσης (κυρίως Fe), δημιουργώντας δραστικές ελεύθερες ρίζες υδροξυλίου ή άλλους παράγοντες με παρόμοια υψηλή δραστικότητα (Barbouti, Doulias et al., 2001; Kitsati, Fokas et al., 2012; Melidou, Riganakos et al., 2005). Μια παράμετρος, στην οποία δεν είχε μέχρι πρόσφατα δοθεί ιδιαίτερη σημασία, είναι η ικανότητα του Η2Ο2 να αντιδρά με αιμοπρωτεΐνες, όπως η μυοσφαιρίνη και αιμοσφαιρίνη, προκαλώντας τη δημιουργία των φερρυλικών μορφών αυτών των πρωτεϊνών (σθένος +4 στον σίδηρο στο κέντρο της αίμης) και ελευθέρων ριζών σε διάφορα υπολείμματα αμινοξέων στη πολυπεπτιδική τους αλυσίδα. Και τα δύο αυτά κέντρα είναι εξαιρετικά δραστικά και μπορούν να προκαλέσουν το έναυσμα για καταστρεπτικές αλυσιδωτές αντιδράσεις στα βιολογικά υλικά (Galaris and Korantzopoulos, 1997). Σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις και απουσία αναγωγικών παραγόντων επέρχεται ολική καταστροφή της αίμης και απελευθέρωση ιόντων σιδήρου από τις εν λόγω αιμοπρωτεΐνες.

				Πρόσφατα άρχισε να γίνεται κατανοητός και ο ρόλος του Η2Ο2 στη μεταγωγή μηνυμάτων στο κύτταρο (αλλά και μεταξύ γειτονικών κυττάρων) ως ενδιάμεσου διαβιβαστή (second messenger), όπως θα αναφερθεί εκτενέστερα στο Κεφάλαιο 9 (Truong and Carroll, 2012; Winterbourn, 2013).

				Οι ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου (.ΟΗ)

				Περισσότερο από 120 χρόνια πριν —το 1894— ο H.J.H. Fenton περιέγραψε την αντίδραση ενός μείγματος Η2Ο2 με άλατα δισθενούς σιδήρου, τα προϊόντα της οποίας μπορούσαν να οξειδώσουν έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών οργανικών μορίων (αντίδραση Fenton) (Fenton, 1894). Σήμερα, τόσα χρόνια μετά την αρχική αυτή παρατήρηση, συνεχίζονται οι μελέτες για τη διαλεύκανση του ακριβούς μηχανισμού της εν λόγω αντίδρασης (Merkofer, Kissner et al., 2006). Αν και είναι πιθανόν ότι εμπλέκονται αρκετοί ενδιάμεσοι οξειδωτικοί παράγοντες, ο καλύτερα μελετημένος απ’ αυτούς είναι η ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) (αντίδραση 14):
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				Ρίζες υδροξυλίου μπορούν, επίσης, να δημιουργηθούν και με αρκετούς άλλους τρόπους. Για παράδειγμα, η υπεριώδης ακτινοβολία μπορεί να προκαλέσει την ομολυτική διάσπαση του Η2Ο2, δημιουργώντας .ΟΗ (αντίδραση 15):
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				Οι ρίζες του υδροξυλίου, λόγω της μεγάλης δραστικότητάς τους, αντιδρούν μη εξειδικευμένα με οτιδήποτε τύχει να βρεθεί δίπλα τους κατά τη στιγμή του σχηματισμού τους. Ειδικά στα κύτταρα, μπορούν να αντιδράσουν και να οξειδώσουν το DNA, τις πρωτεΐνες, τα λιπίδια, τα σάκχαρα και γενικά όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά.

				Οι αντιδράσεις των ριζών του υδροξυλίου μπορούν να ταξινομηθούν σε τρεις διαφορετικές ομάδες: α) αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίων, β) αντιδράσεις προσθήκης και γ) αντιδράσεις αφαίρεσης ενός ατόμου υδρογόνου. 

				Θα πρέπει να τονιστεί ότι σε όλες τις περιπτώσεις η αντίδραση μιας ελεύθερης ρίζας με ένα μόριο μη-ελεύθερη ρίζα δημιουργεί προϊόντα, ένα εκ των οποίων είναι πάντοτε μια νέα ελεύθερη ρίζα. Η νέα αυτή ελεύθερη ρίζα μπορεί να είναι είτε πιο δραστική, είτε το ίδιο δραστική, είτε και λιγότερο δραστική από την αρχική. Στην περίπτωση της ρίζας του υδροξυλίου, όμως, οι δημιουργούμενες ελεύθερες ρίζες είναι σχεδόν πάντοτε λιγότερο δραστικές συγκρινόμενες με την αρχική.

				Υπεροξυ- και αλκοξυ-ρίζες (ROO. και RΟ.)

				Οι υπερόξυ- και οι αλκοξυ-ρίζες (ROO. και RO., αντίστοιχα) εμπλέκονται κυρίως στη διεργασία της λιπιδιακής υπεροξείδωσης και θεωρούνται γενικά ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες. Μετά τη δράση ενός ισχυρού οξειδωτικού παράγοντα (π.χ., της .ΟΗ) σε οργανικές ενώσεις δημιουργούνται νέες ελεύθερες ρίζες, κυρίως σε άτομα άνθρακα. Αυτές, με τη σειρά τους, αντιδρούν με το διάχυτο στα βιολογικά υγρά Ο2 σχηματίζοντας υπεροξυ-ρίζες (αντίδραση 16):
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				Η απόσπαση ενός ηλεκτρονίου από ένα άλλο μόριο οδηγεί στη μετατροπή των ROO. σε σχετικά σταθερά οργανικά υπεροξείδια (ROOH). Τα υπεροξείδια μπορούν να διασπαστούν μόνο παρουσία μετάλλων μετάπτωσης (κυρίως ιόντων δισθενούς σιδήρου), δίνοντας εκ νέου ROO. και RO. (αντιδράσεις 17 και 18):
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				Τέτοιου είδους αντιδράσεις είναι υπεύθυνες για την υπεροξείδωση των κυτταρικών μεμβρανών και των λιποπρωτεϊνών, και παίζουν σημαντικό ρόλο σε πολλές και σοβαρές παθολογικές καταστάσεις. Δεν πρέπει να παραβλέπεται, όμως, το ότι αυτές οι αντιδράσεις είναι δυνατόν να λάβουν χώρα μόνο παρουσία ελευθέρων ιόντων μετάλλων. Σε ορισμένες περιπτώσεις, όταν οι συγκεντρώσεις των ROO. είναι σχετικά υψηλές, μπορούν να αντιδράσουν και μεταξύ τους με έναν πολύπλοκο μηχανισμό (μηχανισμός Russell), δημιουργώντας μονήρες οξυγόνο (αντίδραση 19):
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				Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι ορισμένες υπεροξυ- και αλκοξυ-ρίζες αρωματικών ενώσεων είναι λιγότερο δραστικές, λόγω κυρίως της διάχυσης του μονήρους ηλεκτρονίου τους στον βενζολικό δακτύλιο. Τέτοιου είδους ενώσεις μπορούν, κάτω από ορισμένες προϋποθέσεις, να δράσουν σαν αντιοξειδωτικά εκκαθάρισης δραστικών ελευθέρων ριζών.

				Το υποχλωριώδες οξύ (HOCl)

				Το υποχλωριώδες οξύ (HOCl) δημιουργείται in vivo με τη δράση του ενζύμου μυελοπεροξειδάση (MPO), το οποίο εκλύεται από φαγοκύτταρα, όπως τα ουδετερόφιλα μετά τη διέγερσή τους. Το ένζυμο αυτό καταλύει την αντίδραση μεταξύ του Η2Ο2 και ιόντων χλωρίου (αντίδραση 20):
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				Σε φυσιολογικό pΗ, το HOCl βρίσκεται σε αναλογία περίπου 50:50 στις μορφές HOCl και OCl-, και θεωρείται ότι συμβάλλει στην εξόντωση ξένων μικροοργανισμών οι οποίοι έχουν εισέλθει με κάποιον τρόπο στην κυκλοφορία του αίματος. Το HOCl μπορεί να προκαλέσει την οξείδωση και την απενεργοποίηση πολλών πρωτεϊνών, όπως για παράδειγμα της α1-αντιπρωτεϊνάσης του πλάσματος, η οποία είναι υπεύθυνη για τη διατήρηση πολλών πρωτεϊνασών του πλάσματος σε ανενεργό μορφή (π.χ., της ελαστάσης). Δευτερόλεπτα μετά την έκθεση, το HOCl αντιδρά με ένα κατάλοιπο μεθειονίνης στο ενεργό κέντρο της α1-αντιπρωτεϊνάσης, μετατρέποντάς το σε σουλφοξείδιο της μεθειονίνης, αναστέλλοντας μ’ αυτόν τον τρόπο τη λειτουργία της εν λόγω πρωτεΐνης και, κατά συνέπεια, την αναστολή των πρωτεασών με τις οποίες αυτή είναι δεσμευμένη. Η θρομβομοδουλίνη, μια γλυκοπρωτεΐνη που βρίσκεται στην πλασματική μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων και ελέγχει τη δράση της θρομβίνης, απενεργοποιείται επίσης από το HOCl μέσω της οξείδωσης μιας μεθειονίνης στο ενεργό της κέντρο. Το HOCl μπορεί, επίσης, να προκαλέσει τη χλωρίωση των βάσεων του DNA (ειδικά των πυριμιδινών), καθώς και των υπολειμμάτων τυροσινών στις πρωτεΐνες. Το κατά πόσον τα μόρια αυτά προσβάλλονται πραγματικά in vivo δεν είναι απόλυτα σίγουρο, μιας και είναι παρόντα πολλά άλλα μόρια σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, ικανά να ανταγωνιστούν για την αντίδραση με το HOCl. Τέτοια μόρια είναι το ασκορβικό οξύ, οι διάφορες θειολικές ομάδες (π.χ. η GSH), το NAD(P)H κ.ά.  

				Αξιοσημείωτη είναι και η ικανότητα του HOCl να δημιουργεί ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου μετά από αντίδραση είτε με Ο2.- είτε με Fe2+ (αντιδράσεις 21 και 22), καθώς και χλωραμίνες μετά από αντιδράσεις με διάφορες αμίνες (αντίδραση 23):
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				Οι ρίζες του υδροξυλίου, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, είναι εξαιρετικά δραστικές και αντιδρούν χωρίς εξειδίκευση με οποιοδήποτε μόριο τύχει να βρεθεί δίπλα τους κατά τη στιγμή του σχηματισμού τους. Αντίθετα, οι χλωραμίνες είναι λιγότερο δραστικές ενώσεις και προλαβαίνουν να διαχυθούν και να αντιδράσουν εξειδικευμένα με ορισμένα βασικά κυτταρικά συστατικά. Για παράδειγμα, στην περίπτωση που σχηματιστούν στο κυτταρόπλασμα μπορούν να διαχυθούν στον πυρήνα και να αντιδράσουν με τις βάσεις στο DNA. Παρατηρείται δηλαδή το παράδοξο, η μέτρια δραστικότητα (σε αντίθεση με την πολύ υψηλή) να κάνει την αντίστοιχη ένωση περισσότερο τοξική λόγω της εξειδικευμένης δράσης της.

				Τέλος, θα πρέπει να τονιστεί ότι το HOCl, όπως και το Η2Ο2, μπορεί εύκολα να διαπερνά τις βιολογικές μεμβράνες και να έχει επιπτώσεις σε διαφορετικά διαμερίσματα του κυττάρου ή ακόμα και σε διαφορετικά κύτταρα.

				Το μονήρες οξυγόνο (singlet O2, 1O2)

				Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, υπάρχουν δύο μορφές μονήρους οξυγόνου (Κεφάλαιο 2). Η 1Σg+ μορφή, όμως, μεταπίπτει ταχύτατα στην 1Δg μορφή, ούτως ώστε μόνο αυτή η μορφή να έχει σημασία για τα βιολογικά συστήματα. Αν και η 1Δg μορφή δεν αποτελεί ελεύθερη ρίζα, εντούτοις μπορεί να δημιουργηθεί κατά τη διάρκεια αντιδράσεων ελευθέρων ριζών και μπορεί, επίσης, να προκαλέσει τη δημιουργία άλλων ελευθέρων ριζών. Μονήρες οξυγόνο δημιουργείται κυρίως με αντιδράσεις φωτοενεργοποίησης. Δηλαδή, όταν ορισμένα μόρια εκτεθούν σε ακτινοβολία ενός ορισμένου μήκους κύματος, απορροφούν ενέργεια και διεγείρονται. Στη συνέχεια, αποδίδουν ενέργεια σε παρακείμενα μόρια, κυρίως στο Ο2, μετατρέποντάς το σε 1Ο2, ενώ τα ίδια επανέρχονται στην αρχική τους κατάσταση. Τέτοια φωτοευαίσθητα μόρια είναι αρκετά βιολογικά συστατικά, όπως η ριβοφλαβίνη και τα παράγωγά των FAD και FMN, οι χλωροφύλλες α και β, η χολερυθρίνη, η ρετινάλη, διάφορες πορφυρίνες και άλλα. Το δημιουργούμενο μ’ αυτόν τον τρόπο 1Ο2 μπορεί, στη συνέχεια, να αντιδράσει με παρακείμενα μόρια, αλλά και με το ίδιο το μόριο φωτοενεργοποιητή προκαλώντας τροποποιήσεις στη δομή και τη λειτουργία τους. Σε τέτοιου είδους αντιδράσεις οφείλεται και η τοξικότητα στα κύτταρα μετά την έκθεσή τους σε έντονο φωτισμό. Ειδικότερα τα μιτοχόνδρια είναι πιο ευαίσθητα λόγω της υψηλής περιεκτικότητάς τους σε αιμο- και φλαβο-πρωτεΐνες. Στους οφθαλμούς (στη retina), τα ραβδοκύτταρα περιέχουν ρετινάλη και, ως εκ τούτου, μετά από έντονο και παρατεταμένο φωτισμό μπορεί να προκληθεί η δημιουργία 1Ο2 με σοβαρές συνέπειες για τα ευαίσθητα αυτά όργανα. Μαζική παραγωγή 1Ο2 παρατηρείται, επίσης, σε παθήσεις, όπως οι διάφορες μορφές πορφυρίας, στις οποίες μεγάλες ποσότητες πορφυρίνης συγκεντρώνονται κυρίως στο δέρμα, όπου και έρχονται σε επαφή με το φως. Επιπλέον, φωτοευαίσθητες ενώσεις έχουν χρησιμοποιηθεί για την καταπολέμηση καρκινικών όγκων, αλλά και μιας σειράς άλλων ασθενειών όπως η ψωρίαση. 

				Το 1Ο2 μπορεί είτε να αντιδράσει άμεσα με άλλα μόρια είτε να τους μεταδώσει την ενέργειά του, ενώ αυτό επανέρχεται στη βασική του κατάσταση. Κλασικό παράδειγμα άμεσης αντίδρασης του 1Ο2 αποτελεί η αντίδρασή του με συζευγμένους διπλούς δεσμούς (διπλός-μονός-διπλός) και ο σχηματισμός ενδοϋπεροξειδίων (αντίδραση 24):
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				Εάν δίπλα στον διπλό δεσμό υπάρχουν άτομα δότες ηλεκτρονίων, όπως το Ν ή το S, τότε το 1Ο2 προκαλεί τη δημιουργία διοξετάνης, η οποία στη συνέχεια διασπάται, δίνοντας καρβονυλικές ομάδες. 

				Όζον (Ο3)

				Τα τελευταία χρόνια έχει έλθει στην επιφάνεια το φαινόμενο της εξαφάνισης του όζοντος από τα ανώτερα στρώματα της ατμόσφαιρας και της δημιουργίας της λεγόμενης “τρύπας του όζοντος”. Είναι γνωστό ότι το όζον προστατεύει λόγω της ικανότητας που έχει να απορροφά την υπεριώδη ακτινοβολία. Όταν, όμως, σχηματίζεται στα κατώτερα στρώματα της ατμόσφαιρας, τότε είναι άκρως ανεπιθύμητο, διότι είναι ισχυρό οξειδωτικό μέσο. Δυστυχώς, το όζον είναι ένα κοινό παραπροϊόν διαφόρων βιομηχανικών διεργασιών, βρίσκεται στα καυσαέρια μηχανών και αποτελεί τον κύριο παράγοντα της φωτοχημικής ρύπανσης σε ορισμένες μεγαλουπόλεις, μεταξύ αυτών και στην Αθήνα. 

				Το όζον έχει ισχυρή οξειδωτική ικανότητα, αντιδρώντας κυρίως με διπλούς δεσμούς και δημιουργώντας οζονίδια, τα οποία στη συνέχεια διασπώνται σε αλδεΰδες (Σχήμα 4), πολλές από τις οποίες έχουν κυτταροτοξική δράση.
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				Σχήμα 4: Προϊόντα που δημιουργούνται μετά την αντίδραση του όζοντος με ακόρεστες ενώσεις.  

				Έκθεση ακόμα και σε χαμηλές συγκεντρώσεις όζοντος προκαλεί βλάβες κυρίως στους πνεύμονες και στους οφθαλμούς, προσβάλλοντας τόσο τα λιπίδια όσο και τις πρωτεΐνες. Μπορεί, επίσης, να προκαλέσει φλεγμονές, ενεργοποιώντας τα μακροφάγα των πνευμόνων, αλλά και προσελκύοντας νέα ουδετερόφιλα κύτταρα, τα οποία με τη σειρά τους συνεισφέρουν στο προκαλούμενο οξειδωτικό στρες, δημιουργώντας νέες δραστικές μορφές οξυγόνου και αζώτου. Μια άλλη παράμετρος της δράσης του όζοντος είναι η ικανότητά του να δημιουργεί μονήρες Ο2 κατά την αντίδρασή του με μόρια όπως το NADH και το NADPH, η κυστεΐνη, η αλβουμίνη, η μεθειονίνη, το ουρικό οξύ και άλλα. Το δημιουργούμενο 1Ο2 μπορεί, στη συνέχεια, να προκαλέσει περαιτέρω οξειδώσεις, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Το περισσότερο από το εισπνεόμενο όζον, όμως, αντιδρά με αντιοξειδωτικούς παράγοντες, οι οποίοι βρίσκονται στα βιολογικά υγρά που επικαλύπτουν τις επιφάνειες του αναπνευστικού συστήματος, όπως για παράδειγμα το ασκορβικό οξύ, το ουρικό οξύ, η γλουταθειόνη κ.ά., τα οποία και μ’ αυτόν τον τρόπο δρουν προστατευτικά.    

			

		

	
		
			
				Βιβλιογραφία 

				Barbouti, A., Doulias, P.T., Zhu, B.Z., Frei, B. and Galaris, D. 2001. Intracellular iron, but not copper, plays a critical role in hydrogen peroxide-induced DNA damage. Free Radic Biol Med 31(4) 490-498.

				Fenton, H.J.H. 1894. LXXIII.-Oxidation of tartaric acid in presence of iron. Journal of the Chemical Society, Transactions 65(0) 899-910.

				Galaris, D. and Korantzopoulos, P. 1997. On the molecular mechanism of metmyoglobin-catalyzed reduction of hydrogen peroxide by ascorbate. Free Radic Biol Med 22(4) 657-667.

				Gerschman, R., Gilbert, D.L., Nye, S.W., Dwyer, P. and Fenn, W.O. 1954. Oxygen poisoning and x-irradiation: a mechanism in common. Science 119(3097) 623-626.

				Halliwell, B. and Gutteridge, J. 2007. Free Radicals in Biology and Medicine. Fourth ed. Oxford U.K.: Oxford University Press.

				Kitsati, N., Fokas, D., Ouzouni, M.D., Mantzaris, M.D., Barbouti, A. and Galaris, D. 2012. Lipophilic caffeic acid derivatives protect cells against H2O2-Induced DNA damage by chelating intracellular labile iron. J Agric Food Chem 60(32) 7873-7879.

				Melidou, M., Riganakos, K. and Galaris, D. 2005. Protection against nuclear DNA damage offered by flavonoids in cells exposed to hydrogen peroxide: the role of iron chelation. Free Radic Biol Med 39(12) 1591-1600.

				Merkofer, M., Kissner, R., Hider, R.C., Brunk, U.T. and Koppenol, W.H. 2006. Fenton chemistry and iron chelation under physiologically relevant conditions: Electrochemistry and kinetics. Chem Res Toxicol 19(10) 1263-1269.

				Sies, H. 2014. Role of metabolic H2O2 generation: redox signaling and oxidative stress. J Biol Chem 289(13) 8735-8741.

				Truong, T.H. and Carroll, K.S. 2012. Redox regulation of epidermal growth factor receptor signaling through cysteine oxidation. Biochemistry 51(50) 9954-9965.

				Winterbourn, C.C. 2013. The biological chemistry of hydrogen peroxide. Methods Enzymol 528 3-25.

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Όταν ένας άνθρωπος παύει να αναπνέει, πεθαίνει από ασφυξία σε μερικά λεπτά. Πώς εμπλέκεται το οξυγόνο σ’ αυτήν τη διαδικασία;

				Απάντηση

				Το ένζυμο που καταλύει τη φυσιολογική αναγωγή του Ο2 στο τελευταίο σύμπλοκο της αναπνευστικής αλυσίδας (σύμπλοκο IV) ονομάζεται “κυτοχρωμική οξειδάση”. Κατά την αντίδραση αυτή προσλαμβάνονται 4 ηλεκτρόνια από το κυτόχρωμα C (οξειδώνοντας τον σίδηρο στο κέντρο της αίμης από Fe2+ σε Fe3+) και χρησιμοποιούνται για την αναγωγή ενός μορίου Ο2 σε δύο μόρια νερού:
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				Απουσία του Ο2, δεν μπορεί να επιτελεστεί αυτή η διεργασία, με αποτέλεσμα την αναστολή της ροής των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα και, κατά συνέπεια, την αναστολή της σύνθεσης του ATP, το οποίο είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της ζωής.

				Σε τελική ανάλυση, το οξυγόνο αποτελεί τον κάλαθο των αχρήστων, στον οποίο τοποθετούνται με ασφάλεια τα ηλεκτρόνια που προέρχονται από τον καταβολισμό των μορίων της διατροφής για την παραγωγή ενέργειας, χωρίς τη δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών.  

				 

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Το ένζυμο “μυελοπεροξειδάση” (MPO) εκλύεται μετά τη διέγερση ορισμένων φαγοκυττάρων, όπως τα ουδετερόφιλα. Ποια αντίδραση καταλύει; Ποια είναι η θετική και ποια η αρνητική πλευρά της δράσης του;

				Απάντηση

				Το ένζυμο “μυελοπεροξειδάση” καταλύει την αντίδραση μεταξύ του Η2Ο2 και ιόντων χλωρίου και δημιουργεί υποχλωριώδες οξύ (HOCl): 
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				Το HOCl θεωρείται ότι συμβάλλει στην εξόντωση ξένων μικροοργανισμών οι οποίοι έχουν εισέλθει με κάποιον τρόπο στην κυκλοφορία του αίματος. Ταυτόχρονα, όμως, μπορεί να προκαλέσει την οξείδωση και την απενεργοποίηση πολλών πρωτεϊνών, όπως για παράδειγμα της α1-αντιπρωτεϊνάσης του πλάσματος, η οποία είναι υπεύθυνη για τη διατήρηση πολλών πρωτεϊνασών σε ανενεργό μορφή (π.χ. της ελαστάσης). Το HOCl αντιδρά γρήγορα με ένα κατάλοιπο μεθειονίνης στο ενεργό κέντρο της α1-αντιπρωτεϊνάσης, μετατρέποντάς το σε σουλφοξείδιο της μεθειονίνης και αναστέλλοντας μ’ αυτόν τον τρόπο τη δράση της πρωτεΐνης και, κατά συνέπεια, τη μη ελεγχόμενη δράση των πρωτεασών στο αίμα. 

				Η θρομβομοδουλίνη, μια γλυκοπρωτεΐνη η οποία βρίσκεται στην πλασματική μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων και ελέγχει τη δράση της θρομβίνης, απενεργοποιείται επίσης από το HOCl μέσω της οξείδωσης μιας μεθειονίνης στο ενεργό της κέντρο. 

				Επιπλέον, το HOCl μπορεί να προκαλέσει τη χλωρίωση των βάσεων του DNA (ειδικά των πυριμιδινών) και των υπολειμμάτων τυροσινών στις πρωτεΐνες. 

				Το κατά πόσον τα μόρια αυτά προσβάλλονται πραγματικά από το HOCl in vivo δεν είναι απόλυτα σίγουρο, μιας και είναι παρόντα πολλά άλλα μόρια σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, ικανά να ανταγωνιστούν για την αντίδραση με το HOCl. 

				Τέλος, αξιοσημείωτη είναι και η ικανότητα του HOCl να δημιουργεί ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου μετά από αντίδραση είτε με Ο2.-, είτε με Fe2+, είτε με χλωραμίνες.
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				Οι ρίζες του υδροξυλίου είναι εξαιρετικά δραστικές και αντιδρούν χωρίς εξειδίκευση με οποιοδήποτε μόριο τύχει να βρεθεί δίπλα τους κατά τη στιγμή του σχηματισμού τους. Αντίθετα, οι χλωραμίνες είναι λιγότερο δραστικές ενώσεις και προλαβαίνουν να διαχυθούν και να αντιδράσουν εξειδικευμένα με ορισμένα βασικά συστατικά των κυττάρων. Για παράδειγμα, στην περίπτωση που σχηματιστούν στο κυτταρόπλασμα μπορούν να διαχυθούν στον πυρήνα και να αντιδράσουν με τις βάσεις στο DNA. Εν προκειμένω, παρατηρούμε ότι μέτρια δραστικότητα (σε αντίθεση με την πολύ υψηλή) κάνει την αντίστοιχη ένωση περισσότερο τοξική λόγω της εξειδικευμένης δράσης της.

				Τέλος, θα πρέπει να τονιστεί ότι το HOCl, όπως και το Η2Ο2, μπορεί εύκολα να διαπερνά τις βιολογικές μεμβράνες και να έχει επιπτώσεις σε διαφορετικά διαμερίσματα του κυττάρου ή ακόμα και σε διαφορετικά κύτταρα.

				

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 3 - Μονοξείδιο του Αζώτου και “Δραστικές Μορφές Αζώτου”

				Σύνοψη

				Το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ), αλλά και άλλα οξείδια του αζώτου, ήταν γνωστοί παράγοντες εμπλεκόμενοι στη μόλυνση της ατμόσφαιρας. Στη δεκαετία του 1980, όμως, αποδείχθηκε ότι το ΝΟ είναι ένας σημαντικός φυσιολογικός παράγοντας, ο οποίος εμπλέκεται στη ρύθμιση διαδικασιών, όπως η πίεση του αίματος, η θρόμβωση, η μετάδοση νευρικών σημάτων και η ανοσολογική απάντηση των οργανισμών. Η σύνθεσή του από το αμινοξύ αργινίνη καταλύεται από τρεις διαφορετικές ισομορφές του ενζύμου “συνθάση του NO” (NOS): Η μία ανιχνεύεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα (eNOS), η δεύτερη στα νευρικά κύτταρα (nNOS) και η τρίτη αποτελεί μια επαγόμενη μορφή (iNOS), η οποία παράγεται σε αρκετούς ιστούς μετά τη δράση συγκεκριμένων μορίων διέγερσης. Το ΝΟ, παρότι είναι ελεύθερη ρίζα, δεν είναι δραστικό μόριο. Αυτή η ιδιότητα, σε συνδυασμό με το γεγονός ότι είναι μη πολικό και μη φορτισμένο, του επιτρέπει να διαχέεται μεταξύ διαφορετικών κυττάρων και να αντιδρά επιλεκτικά με συγκεκριμένα μόρια-στόχους. Ένα τέτοιος στόχος είναι το ένζυμο “κυκλάση του GTP”, το οποίο ενεργοποιείται και παράγει cGMP. Ένα άλλο μόριο με το οποίο αντιδρά το ΝΟ είναι το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο.-). Προϊόν αυτής της αντίδρασης είναι το ισχυρό προοξειδωτικό, περοξυνιτρικό (ΟΝΟΟ-), το οποίο, αν και δεν είναι ελεύθερη ρίζα, είναι ισχυρός προοξειδωτικός παράγοντας και έχει την ικανότητα να προκαλεί τη νίτρωση καταλοίπων τυροσίνης σε πολλές πρωτεΐνες, με επακόλουθες επιπτώσεις στη δομή και τη δράση τους.       

				

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Βασικές γνώσεις Οργανικής και Ανόργανης Χημείας, Βιοχημείας και Βιολογίας.

				Ιστορική ανασκόπηση

				Για πολλά χρόνια τα οξείδια του αζώτου (NO., NO2., N2O) ήταν γνωστά ως παραπροϊόντα της φωτοχημικής μόλυνσης της ατμόσφαιρας σε διάφορες μεγαλουπόλεις, όπως το Λος Άντζελες και η Αθήνα, και εθεωρείτο ότι είχαν βλαπτικές επιπτώσεις στον ανθρώπινο οργανισμό. Κατά συνέπεια, η έκπληξη ήταν μεγάλη, όταν στη δεκαετία του 1980 αποδείχθηκε ότι ο προερχόμενος από το ενδοθήλιο παράγοντας χάλασης των αγγείων (EDRF, endothelial derived relaxing factor) ήταν το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ). 

				Η πρώτη ιστορική αναφορά σχετικά με τη βιολογική δράση του ΝΟ θα μπορούσε να αποδοθεί στον Ιταλό ερευνητή Ascanio Sobrero, ο οποίος ανακάλυψε την νιτρογλυκερίνη το 1847. Ο ίδιος ο Sobrero είχε προσωπικές εμπειρίες τόσο από τις βιομηχανικές (τραύματα στο πρόσωπο μετά από έκρηξη) όσο και από τις φαρμακευτικές ιδιότητες της νιτρογλυκερίνης (έντονος πονοκέφαλος μετά τη δοκιμή της). Τα γεγονότα αυτά θα μπορούσαν να θεωρηθούν ως προάγγελοι των μελλοντικών χρήσεων της εν λόγω ένωσης. Στη συνέχεια, έγιναν γνωστές οι αγγειοχαλαρωτικές ιδιότητες της νιτρογλυκερίνης και κατέστη εφικτή η φαρμακευτική της χρήση (βλέπε Marsh and Marsh, 2000). 

				Η ταυτοποίηση του EDRF με το ΝΟ είχε ως αποτέλεσμα την κατακόρυφη αύξηση του ενδιαφέροντος για τη χημεία και τη βιοχημεία του μονοξειδίου του αζώτου (Gryglewski, Palmer et al., 1986; Ignarro, Buga et al., 1987). Ως εκ τούτου, μελετήθηκαν διεξοδικά και με κάθε λεπτομέρεια όλες οι πιθανές αντιδράσεις του ΝΟ, αλλά και οι πιθανές φυσιολογικές λειτουργίες των προϊόντων που παράγονται απ’ αυτό με διάφορες αντιδράσεις (Moncada, Palmer et al., 1991; Palmer, Ashton et al., 1988). 

				Οι σημαντικές ανακαλύψεις σ’ αυτό το ερευνητικό πεδίο συνεχίστηκαν και κατά τη διάρκεια της δεκαετίας του 1990. Για παράδειγμα, έγινε η ανακάλυψη της οικογένειας των ενζύμων τα οποία καταλύουν τη σύνθεση του ΝΟ (NOS, NO synthases) από το αμινοξύ αργινίνη (Bredt, Hwang et al., 1991), η ανακάλυψη του περοξυνιτρικού (ΟΝΟΟ-) (Beckman, Beckman et al., 1990), η αξιολόγηση της σημασίας των μετα-μεταγραφικών τροποποιήσεων των πρωτεϊνών που προκαλούνται από την αύξηση της δημιουργίας του ΝΟ στα κύτταρα (Stamler, Singel et al., 1992), καθώς και η ρύθμιση της λειτουργίας των μιτοχονδρίων από το ΝΟ (Brown and Cooper, 1994).  

				Πολλά από τα προϊόντα που προέρχονται από το ΝΟ, όπως για παράδειγμα το ΟΝΟΟ- και το ΝΟ2., είναι εξαιρετικά δραστικά και, τις περισσότερες φορές, αποτελούν ενδιάμεσες μορφές για τις τοξικές επιπτώσεις του in vivo. Οι ενώσεις αυτές, λόγω κυρίως της μεγάλης φυσιολογικής και παθοφυσιολογικής σημασίας που απέκτησαν, αποτέλεσαν μια ξεχωριστή ομάδα κάτω από το γενικό τίτλο “Δραστικές Μορφές Αζώτου” (ΔΜΑ). Θα πρέπει να τονιστεί, όμως, ότι όλες περιέχουν και οξυγόνο και θα μπορούσαν να καλύπτονται μαζί με τις Δραστικές Μορφές Οξυγόνου από τον όρο “Δραστικές Μορφές Οξυγόνου και Αζώτου” (ΔΜΟ/ΔΜΑ).  

				Μονοξείδιο του αζώτου

				Χημεία

				Το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) είναι ένα μικρό, υδρόφοβο, μη φορτισμένο μόριο και, ως εκ τούτου, μπορεί εύκολα να διαχέεται διαμέσου των βιολογικών μεμβρανών, μια ιδιότητα αποφασιστικής σημασίας για τη δράση του. Το ΝΟ είναι ελεύθερη ρίζα, διότι έχει 15 ηλεκτρόνια στην εξωτερική του στιβάδα, οκτώ στο Ο και επτά στο Ν. Λόγω του ότι οι ηλεκτρονιακές υποστιβάδες μπορούν να έχουν το ανώτερο δύο ηλεκτρόνια, μια από αυτές θα πρέπει υποχρεωτικά να έχει ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο (Σχήμα 1). Παρότι ελεύθερη ρίζα, το ΝΟ είναι σχετικά αδρανές και συνήθως παραλείπεται η τελεία που συμβολίζει τις ελεύθερες ρίζες. Η δραστικότητά του θα μπορούσε να συγκριθεί μ’ αυτήν του μοριακού οξυγόνου, το οποίο, όμως, έχει δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια στις εξωτερικές του στιβάδες (Beckman and Koppenol, 1996). 
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				Σχήμα 1: Συγκριτική απεικόνιση των ηλεκτρονικών δομών των μορίων του Ο2, του ΝΟ και του Ν2. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα δύο πρώτα συγκαταλέγονται μεταξύ των ελευθέρων ριζών, σύμφωνα με τον ορισμό που δόθηκε στο Κεφάλαιο 1.  

				

				Και τα δύο προαναφερθέντα μόρια, δηλαδή το ΝΟ και το Ο2, μπορούν να μετατραπούν σε ισχυρότερα οξειδωτικά μέσα, μέσω αντιδράσεων με άλλες χημικές ενώσεις. Ο συνδυασμός των παραπάνω ιδιοτήτων του ΝΟ, δηλαδή της ικανότητάς του να διαπερνά τις βιολογικές μεμβράνες χωρίς να αντιδρά άμεσα με τα περισσότερα μόρια που συναντά στα κύτταρα, φαίνεται ότι έπαιξε καθοριστικό ρόλο, ώστε να επιλεγεί, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, για τη μετάδοση σημάτων μεταξύ διαφορετικών ειδών κυττάρων, χωρίς την ενδιάμεση βοήθεια κλασικού τύπου υποδοχέων (Martinez-Ruiz, Cadenas et al., 2011).

				Βασιζόμενοι στις γνωστές σταθερές αντίδρασης (k) του NO με μια σειρά από άλλα μόρια, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι οι τύποι των αντιδράσεων του ΝΟ που σχετίζονται με τη βιολογική του δράση είναι κατά κύριο λόγο τρεις (βλέπε Σχήμα 2): 

				α) Η αντίδρασή του με το ένζυμο “γουανυλική κυκλάση”, η οποία καταλύει τη μετατροπή του GTP σε κυκλικό GMP (cGMP). Η αντίδραση αυτή είναι κυρίως υπεύθυνη για τη μεταγωγή του σήματος από τα ενδοθηλιακά στα λεία μυϊκά κύτταρα, με τελικό αποτέλεσμα τη χάλαση των αγγείων και την πτώση της πίεσης του αίματος. 

				β) Η απομάκρυνσή του μέσω αντίδρασης με την οξυ-αιμοσφαιρίνη, με ταυτόχρονο σχηματισμό νιτρικού οξέος. 

				γ) Η αντίδρασή του με το Ο2.-, που έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία περοξυνιτρικού (ΟΝΟΟ-), το οποίο αποτελεί και τον κύριο διαμεσολαβητή της τοξικής δράσης του ΝΟ (Szabo, Ischiropoulos et al., 2007).

				

				[image: 3]

				Σχήμα 2: Σχηματική απεικόνιση των κυριότερων αντιδράσεων του ΝΟ, το οποίο παράγεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων. Παρουσιάζεται μια εγκάρσια τομή του αγγείου και απεικονίζονται: (i) τα ερυθρά αιμοσφαίρια τα οποία ρέουν στον αυλό του αγγείου (κόκκινα), (ii) τα ενδοθηλιακά κύτταρα, τα οποία επικαλύπτουν το εσωτερικό των αγγείων (πορτοκαλί), και (iii) τα λεία μυϊκά κύτταρα που έχουν την ικανότητα να συσπώνται και να χαλαρώνουν, ανάλογα με την ύπαρξη cGMP (μπλε).  

				Χωρίς αμφιβολία, το ΝΟ μπορεί να αντιδράσει και με άλλες ελεύθερες ρίζες, αλλά οι γνώσεις σ’ αυτό το πεδίο είναι προς το παρόν περιορισμένες. Αν και αποτελεί υπεραπλούστευση, η πρόταση για τον περιορισμό των βιολογικών δράσεων του ΝΟ στους τρεις παραπάνω τύπους αντιδράσεων, αντικατοπτρίζει το γεγονός ότι δεν αντιδρά με την πλειονότητα των βιολογικών μορίων, αν λάβουμε υπ’ όψιν τις συγκεντρώσεις του in vivo. Ειδικότερα, η αντίδραση του ΝΟ με το μοριακό Ο2 (αντίδραση 1), η οποία έχει κατ’ επανάληψη προταθεί, δεν φαίνεται να παίζει τόσο σημαντικό ρόλο in vivo, κυρίως λόγω της χαμηλής συγκέντρωσης του ελεύθερου Ο2 στο αίμα, σε σχέση μ’ αυτήν της αιμοσφαιρίνης (Beckman and Koppenol, 1996).
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				Σύνθεση του ΝΟ in vivo 

				Σύντομα μετά την κατανόηση του ρόλου του ΝΟ στη ρύθμιση του αγγειακού τόνου, ακολούθησε και η ανακάλυψη του ενζύμου που δημιουργεί το ΝΟ στα ενδοθηλιακά κύτταρα in vivo. Το ένζυμο αυτό ονομάστηκε “συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου” (ΝΟS, NO-synthase) και καταλύει την οξείδωση του αμινοξέος αργινίνη (Arg) με πέντε ηλεκτρόνια σε κιτρουλίνη και στον σχηματισμό ΝΟ (Σχήμα 3). 
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				Σχήμα 3: (A) Απλοποιημένη απεικόνιση του μοριακού μηχανισμού οξείδωσης της αργινίνης προς σχηματισμό ΝΟ και κιτρουλίνης. Καταγράφεται ο σχηματισμός του ενδιάμεσου μορίου της ω-υδροξυαργινίνης πριν από τον τελικό σχηματισμό της κιτρουλίνης και την απελευθέρωση του ΝΟ. (B) Χημική δομή των φυσικών αναστολέων της NOS, ΝG, NG-διμεθυλο-αργινίνη (ADMA) και η ΝG-μονομεθυλική αργινίνη (NMMA).

				Στην αντίδραση αυτή συμμετέχουν, επίσης, το NADPH και το O2 ως συνυποστρώματα σε μια όχι επακριβώς καθορισμένη στοιχειομετρία. Έκτοτε έχουν απομονωθεί και μελετηθεί τρία είδη του εν λόγω ενζύμου: Το πρώτο ανιχνεύεται κυρίως στα ενδοθηλιακά κύτταρα (eNOS, endothelial NOS), το δεύτερο στον νευρικό ιστό (nNOS, neuronal NOS), ενώ το τρίτο είναι μια επαγόμενη ισομορφή του ενζύμου (iNOS, inducible NOS), η οποία δημιουργείται μόνο κάτω από ορισμένες συνθήκες (κυρίως σε συνθήκες οξειδωτικού στρες) σε μια σειρά από διαφορετικούς ιστούς. Τα δύο πρώτα είδη εκφράζονται συνεχώς και η ενεργότητά τους ρυθμίζεται από την ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ca2+, ενώ η iNOS έχει διαρκώς συνδεδεμένο επάνω της ένα μόριο καλμοδουλίνης με Ca2+, ούτως ώστε να μην χρειάζεται περαιτέρω αύξηση του ελεύθερου ενδοκυττάριου Ca2+ για να ενεργοποιηθεί. Η σχηματική απεικόνιση της μίας από τις δύο υπομονάδες που αποτελούν την NOS φαίνεται στο Σχήμα 4.
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				Σχήμα 4: Σχηματική απεικόνιση της δομής της μίας από τις δύο υπομονάδες μιας NOS. Σημειώνονται οι θέσεις δέσμευσης των NADPH, FAD και FMN στο τμήμα της αναγωγάσης, η καλμοδουλίνη μεταξύ αναγωγάσης και οξειδάσης, και οι θέσεις δέσμευσης της αίμης, της αργινίνης και της τετραϋδροβιοπτερίνης στο τμήμα της οξειδάσης.  

				Όπως φαίνεται και από το παραπάνω σχήμα, η NOS αποτελείται από ένα τμήμα αναγωγάσης, η οποία έχει θέσεις δέσμευσης για το NADPH, καθώς και για τα συνένζυμα FAD και FMN, τα οποία συμμετέχουν στη μεταφορά των ηλεκτρονίων από το NADPH προς την οξυγονάση. Η καλμοδουλίνη συνδέεται μεταξύ των δύο τμημάτων του ενζύμου μόνο όταν έχει δεσμευμένο Ca2+ και χρησιμεύει στην τροποποίηση της διαμόρφωσής του και στη διευκόλυνση της ροής των ηλεκτρονίων από την αναγωγάση προς την οξειδάση. Τα ηλεκτρόνια, στη συνέχεια, ανάγουν τον σίδηρο στο κέντρο της αίμης (από Fe3+ σε Fe2+), ούτως ώστε να γίνει ικανός για να δεσμεύσει Ο2. Η θέση σύνδεσης του δεύτερου υποστρώματος, της αργινίνης, βρίσκεται πλησίον του σημείου δέσμευσης του Ο2, στο τμήμα της οξυγονάσης. Κοντά στην αίμη βρίσκεται, επίσης, και μία θέση για δέσμευση τετραϋδροβιοπτερίνης (ΒΗ4). 

				Η αύξηση των επιπέδων του Ca2+ στο κυτταρόπλασμα έχει ως αποτέλεσμα την πρόσδεσή του στην καλμοδουλίνη, η οποία με τη σειρά της αλλάζει διαμόρφωση και συνδέεται στις eNOS και nNOS. Η πρόσδεση αυτή της καλμοδουλίνης συνεπάγεται τη διευκόλυνση της ροής των ηλεκτρονίων από την αναγωγάση προς την οξειδάση και την ενεργοποίηση της παραγωγής του ΝΟ. Η iNOS, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, έχει συνεχώς συνδεδεμένη καλμοδουλίνη, με αποτέλεσμα να μην χρειάζεται Ca2+ για την περαιτέρω ενεργοποίησή της. Ο ρόλος της τετραϋδροβιοπτερίνης σ’ αυτά τα ένζυμα δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως, αλλά υπάρχουν ενδείξεις ότι αφενός σταθεροποιεί τη δομή της πρωτεΐνης και αφετέρου την προστατεύει από αυτοοξείδωση κατά τη διάρκεια της δράσης της, ανάγοντας πιθανώς τις υπεροξειδωμένες μορφές του ενζύμου (φερρυλικές μορφές με τετρασθενή Fe4+ στο κέντρο της αίμης), οι οποίες είναι ισχυροί προοξειδωτικοί παράγοντες (Stuehr, 2004). 

				Μια σειρά από διαφορετικούς διεγέρτες, όπως οι λιποπολυσακχαρίτες (LPS) και οι κυτοκίνες (INF-γ, TNF-α, IL-1β και άλλες), μόνοι τους ή σε συνδυασμό μεταξύ τους, μπορούν και επάγουν την έκφραση της iNOS κάτω από ορισμένες συνθήκες. Επιπλέον, αναστολείς των τυροσινικών κινασών, όπως η γενιστεΐνη, η ερμπημυσίνη Α, οι τυρφοστίνες, ουσίες οι οποίες αναστέλλουν την ενεργοποίηση του NF-κΒ (κυρίως αντιοξειδωτικά, όπως η Ν-ακετυλο-κυστεΐνη και τα θειοκαρβαμίδια), γλυκοκορτικοειδή κ.ά. μπορούν, επίσης, και αναστέλλουν την επαγωγή της iNOS σε πολλά είδη κυττάρων, υποδηλώνοντας την πολυπλοκότητα του μηχανισμού επαγωγής. 

				Η ενεργότητα των ενζύμων NOS και, κατά συνέπεια, η παραγωγή αυξημένων ποσοτήτων ΝΟ επηρεάζονται σημαντικά in vivo από την παρουσία ορισμένων αναστολέων τους στην κυκλοφορία του αίματος. Τέτοιοι αναστολείς είναι η ΝG, η NG-διμεθυλο-αργινίνη (καλείται, επίσης, ασύμμετρη διμεθυλική αργινίνη, ADMA) και η ΝG-μονομεθυλική αργινίνη (NMMA) (Σχήμα 3Β). Έχει προταθεί ότι υψηλά επίπεδα αυτών των αναστολέων (ειδικά της ΑDΜΑ) στην κυκλοφορία του αίματος μπορούν να οδηγήσουν στην εμφάνιση υπέρτασης ή αρτηριοσκλήρυνσης (Tsikas, Boger et al., 2000).    

				Φυσιολογία και παθοφυσιολογία του NΟ

				Η δημιουργία του ΝΟ στον οργανισμό εμπλέκεται σε αρκετές διαφορετικές διεργασίες, όπως για παράδειγμα στη ρύθμιση της ροής του αίματος (πίεση του αίματος), στη θρόμβωση του αίματος, αλλά και στη νευρική δραστηριότητα. Εκτός αυτών, παίζει σημαντικό ρόλο στη μη ειδική άμυνα του οργανισμού κατά των ξένων μικροοργανισμών ή των καρκινικών κυττάρων. Η τοξικότητα του ΝΟ οφείλεται κυρίως σε προϊόντα που δημιουργούνται μετά την αντίδρασή του με άλλες ενώσεις, όπως για παράδειγμα το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-), το οποίο οδηγεί στον σχηματισμό της ισχυρής προοξειδωτικής ένωσης “περοξυνιτρικό” (ΟΝΟΟ-) (Pryor and Squadrito, 1995).

				Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι πρώτες βιολογικές δράσεις του ΝΟ που ανακαλύφθηκαν είχαν σχέση με τη χάλαση των αγγείων, αλλά και την ικανότητά του να αναστέλλει τη συγκόλληση των αιμοπεταλίων. Και οι δύο αυτές δράσεις σχετίζονται με την ικανότητά του να συνδέεται με τον σίδηρο της αίμης στο ένζυμο “κυκλάση του GMP”, το οποίο βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα των λείων μυϊκών κυττάρων και των αιμοπεταλίων και καταλύει τη δημιουργία κυκλικού-GMP (cGMP) από GTP (βλέπε Σχήμα 2). Το συγκεκριμένο ένζυμο ενεργοποιείται μετά τη δέσμευση του ΝΟ και το παραγόμενο cGMP δρα ως δεύτερος διαμεσολαβητής μεταγωγής του σήματος, το οποίο οδηγεί στη χάλαση των λείων μυϊκών κυττάρων και την επακόλουθη πτώση της πίεσης του αίματος. 

				Υπεύθυνα για τον τερματισμό της μεταγωγής του σήματος μέσω cGMP είναι τα ένζυμα “φωσφοδιεστεράσες” (PDEs). Η πολυπληθής αυτή ομάδα ενζύμων καταλύει το άνοιγμα του κυκλικού εστερικού δεσμού στο cGMP και την επακόλουθη απενεργοποίησή του. Μεγάλη επιστημονική σημασία, αλλά και κοινωνικές επιπτώσεις, είχε επίσης και η ανακάλυψη ότι αναστολείς της PDE5 μπορούσαν να βοηθήσουν στη δυσλειτουργία της διαδικασίας της στύσης στους άνδρες. Σήμερα ερευνώνται εντατικά άλλες θεραπευτικές προσεγγίσεις σε διάφορες κλινικές καταστάσεις και κυρίως στις νευροψυχιατρικές ασθένειες (Wong, Whelan et al., 2006). 

				Το ΝΟ διαδραματίζει, επίσης, σημαντικό ρόλο σε άλλες διεργασίες, όπως στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στη ρύθμιση της έκφρασης διαφόρων γονιδίων, αλλά και ως νευροδιαβιβαστής. Επιπλέον, συμμετέχει στους μηχανισμούς της φλεγμονής και στην αντιμετώπιση ξένων μικροοργανισμών μετά την είσοδό τους στον οργανισμό, αλλά και στην εξόντωση καρκινικών κυττάρων πριν προλάβουν να αναπτυχθούν σε όγκους.

				Η βιοσύνθεση σχετικά μικρών ποσοτήτων ΝΟ από τις eNOS και nNOS σχετίζεται με τη φυσιολογική δράση του ΝΟ στο αγγειακό, το νευρικό και το ανοσολογικό σύστημα (Nathan and Xie, 1994). Η σύνθεση, όμως, σχετικά μεγάλων ποσοτήτων ΝΟ από την iNOS φαίνεται να είναι υπεύθυνη για την τοξική δράση του ΝΟ, η οποία μπορεί να εκδηλωθεί όχι μόνο εναντίον ξένων εισβολέων αλλά και εναντίον κυττάρων του ιδίου του οργανισμού. Η κυτταροτοξικότητα αυτή δεν οφείλεται απευθείας στο ΝΟ αλλά σε δευτερεύοντα προϊόντα μετά την αντίδρασή του με άλλα μόρια (Σχήμα 5). 
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				Σχήμα 5: Παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου και αζώτου από επαγγελματικά φαγοκύτταρα προς εξόντωση ξένων μικροοργανισμών που έχουν εισβάλει στον οργανισμό αλλά και καρκινικών κυττάρων. 

				Επιπτώσεις στα κύτταρα από τη δημιουργία ΟΝΟΟ- 

				Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, ο κύριος μηχανισμός πρόκλησης βλαβών στα κυτταρικά συστατικά, σε συνθήκες αυξημένης παραγωγής ΝΟ, οφείλεται στην αντίδρασή του με το Ο2.-. Η αντίδραση αυτή είναι τόσο γρήγορη, ώστε να καθορίζεται από την ταχύτητα διάχυσης του ΝΟ (diffusion controlled). Tο περοξυνιτρικό (ΟΝΟΟ-), το οποίο σχηματίζεται από την αντίδραση του ΝΟ με το Ο2.- (αντίδραση 2) θεωρείται κυρίως υπεύθυνο για την έκφραση της τοξικότητας του ΝΟ.
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				Η σταθερά αυτής της αντίδρασης είναι 6.7 x 109 M-1s-1. Είναι, δηλαδή, περισσότερο από τρεις φορές μεγαλύτερη από την αντίδραση που καταλύεται από το ένζυμο SOD (Σχήμα 6).
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				Σχήμα 6: Αξιολόγηση της πιθανότητας αντίδρασης του Ο2.- μετά τον σχηματισμό του, ανάλογα με τα επίπεδα των SOD ή ΝΟ.

				Κατά συνέπεια, η τύχη του Ο2.- εξαρτάται από τις σταθερές των αντιδράσεων πολλαπλασιαζόμενες επί τη συγκέντρωση της ένωσης με την οποία αντιδρά. Η συγκέντρωση του ενζύμου SOD στα περισσότερα είδη κυττάρων είναι της τάξεως των μM και θεωρείται γενικά ο κυριότερος δρόμος απομάκρυνσης του Ο2.-. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, οι συγκεντρώσεις του ΝΟ, π.χ. στα ενδοθηλιακά κύτταρα, είναι της τάξεως των 5 με 10 nM και δεν φαίνεται να επηρεάζουν την αντίδραση του Ο2.- με την SOD. Όταν, όμως, η συγκέντρωση του ΝΟ ανέρχεται σε επίπεδα μM, τότε μπορεί να ανταγωνιστεί αποτελεσματικά την SOD για τον σχηματισμό ΟΝΟΟ-. Η αντίδραση του ΝΟ με το Ο2.- μπορεί να εξεταστεί και από μια άλλη οπτική γωνία: Σε ορισμένες παθολογικές καταστάσεις όπου τα επίπεδα του Ο2.- είναι αυξημένα, το ΝΟ δεν μπορεί να επιτελέσει τη φυσιολογική του λειτουργία (π.χ., χάλαση των αγγείων) λόγω της αντίδρασής του με το Ο2.-.  

				Ο σχηματισμός διοξειδίου του αζώτου (ΝΟ2) έχει επίσης προταθεί, σύμφωνα με την αντίδραση 3. 
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				Θα πρέπει να τονιστεί ότι η πιθανότητα να λάβει χώρα αυτή η αντίδραση σε in vivo συνθήκες είναι μηδαμινή. Αυτό βασίζεται στη χαμηλή συγκέντρωση του ΝΟ. στα κύτταρα και στη μικρή πιθανότητα να έλθουν σε επαφή μεταξύ τους, όπως απαιτεί η συγκεκριμένη αντίδραση. Ως επιβεβαίωση της τελευταίας πρότασης μπορεί να χρησιμοποιηθεί και το γεγονός ότι οξείδωση του ΝΟ δεν έχει παρατηρηθεί ούτε στην ατμόσφαιρα του Λος Άντζελες, ακόμη και στις χειρότερες από άποψη ρύπανσης ημέρες του χρόνου.

				S-Νιτροσυλίωση 

				Με τον όρο “S-νιτροσυλίωση” αναφέρεται η ενσωμάτωση μιας νιτροσο-ομάδας στη θειολική ομάδα μιας κυστεΐνης προς σχηματισμό μιας νιτροσο-θειόλης (R-S-N=O). Η διαδικασία αυτή είναι αντιστρεπτή και αποτελεί μία από τις πολλές μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις που μπορούν να υποστούν οι πρωτεΐνες. Ως εκ τούτου, θεωρείται ως ένας από τους μηχανισμούς μεταγωγής του σήματος που διαμεσολαβείται από το ΝΟ. Σε αντίθεση με τη φωσφορυλίωση, η οποία αποτελεί τον πιο συνηθισμένο τρόπο μεταγωγής του σήματος στα κύτταρα, η εξειδίκευση της S-νιτροσυλίωσης δεν εξαρτάται από συγκεκριμένα ένζυμα (Martinez-Ruiz, Cadenas et al., 2011). Η εξειδίκευση σ’ αυτήν την περίπτωση βασίζεται στις χημικές ιδιότητες του παράγοντα νιτροσυλίωσης (μόριο μικρού μοριακού βάρους) από τη μία πλευρά και της πρωτεΐνης-στόχου από την άλλη. Η ενδοκυττάρια διαμερισματοποίηση της αντίδρασης σε συνδυασμό με την ενεργοποίηση της θειολικής ομάδας στο μικροπεριβάλλον της (site specificity) φαίνεται ότι εξασφαλίζουν τις αναγκαίες προϋποθέσεις για τη μετάδοση του σήματος. Όπως θα αναφερθεί σε επόμενα κεφάλαια, οι ίδιες προϋποθέσεις ισχύουν και για τη μετάδοση του σήματος από το Η2Ο2 (redox signaling).     

				Οι νιτροσοθειόλες (RSNO) έχουν ανιχνευθεί στο πλάσμα σε συγκεντρώσεις <1 μM και έχει προταθεί ότι αντιπροσωπεύουν ένα σημαντικό μέρος των φυσιολογικών δράσεων του μονοξειδίου του αζώτου. Το ΝΟ δεν μπορεί να νιτροσυλιώσει απευθείας ομάδες θειόλης, αλλά χρειάζεται τη συμμετοχή ενός ισχυρού προοξειδωτικού μέσου, όπως για παράδειγμα ένα μέταλλο μετάπτωσης, το οποίο θα δεχθεί το ηλεκτρόνιο που παράγεται στην αντίδραση 4:
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				Σήμερα, με την ανάπτυξη νέων μοντέρνων τεχνικών σε συνδυασμό με τη φασματοσκοπία μάζας, κατέστη δυνατή η ανίχνευση αρκετών εκατοντάδων πρωτεϊνών in vivo οι οποίες έχουν νιτροσυλιωμένα κατάλοιπα κυστεΐνης (Doulias, Greene et al., 2010). Επίσης, έχει αποδειχθεί η ειδική σχέση που υπάρχει ανάμεσα στον σχηματισμό S-νιτροκυστεΐνης σε πρωτεΐνες των μιτοχονδρίων και την τροποποίηση της διαδικασίας της β-οξείδωσης των λιπαρών οξέων (Doulias, Tenopoulou et al., 2013).

				Σχηματισμός νιτροτυροσίνης 

				Τα κατάλοιπα τυροσίνης αποτελούν προνομιακούς στόχους για τις δραστικές μορφές αζώτου, με αποτέλεσμα τη δημιουργία προϊόντων τόσο νιτροσυλίωσης όσο και νίτρωσης (Σχήμα 7). 

				Η ανίχνευση 3-νιτροτυροσίνης στις πρωτεΐνες αποτελεί και δείκτη της δημιουργίας ΟΝΟΟ- στα κύτταρα (Ischiropoulos, 1998). Η διαδικασία αυτή έχει γίνει πιο εύκολη και αποτελεσματική μετά την ανάπτυξη ειδικών πολυκλωνικών και μονοκλωνικών αντισωμάτων, τα οποία αναγνωρίζουν την εν λόγω τροποποίηση στις πρωτεΐνες. Τα συγκεκριμένα αντισώματα επιτρέπουν τη χρήση ανοσοϊστοχημικών τεχνικών για την ανίχνευση 3-νιτροτυροσίνης σε δείγματα ιστών ή εκχυλίσματα κυττάρων. Είναι σημαντικό το ότι με τη χρήση τέτοιων τεχνικών έγινε η ανίχνευση 3-νιτροτυροσίνης γύρω από τα μακροφάγα αλλά και τα λεία μυϊκά κύτταρα σε αθηρωματικές πλάκες. 
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				Σχήμα 7: Χημικές δομές S-νιτροσοτυροσίνης και 3-νιτροτυροσίνης. Είναι εμφανές ότι η νιτροσοομάδα μπορεί να εναλλάσσεται μεταξύ του άνθρακα και του οξυγόνου.  
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Τρεις διαφορετικές ισομορφές ενός ενζύμου έχουν την ικανότητα να καταλύουν τη δημιουργία μονοξειδίου του αζώτου στον οργανισμό. Ποιες είναι αυτές οι ισομορφές; Περιγράψτε τις ομοιότητες και τις διαφορές τους.

				Απάντηση

				Οι τρεις NOS ισομορφές μοιράζονται αρκετά βιοχημικά χαρακτηριστικά που σχετίζονται με τη διαδικασία βιοσύνθεσης του ΝΟ. Έχουν τα ίδια υποστρώματα (L-αργινίνη, μοριακό οξυγόνο και NADPH, ως αναγωγικούς παράγοντες) και τα ίδια προϊόντα, ΝΟ και L-κιτρουλίνη. Επίσης, έχουν θέσεις σύνδεσης για το NADPH, το FAD και το FMN στο τμήμα της αναγωγάσης, και για την αίμη, την αργινίνη και την τετραϋδροβιοπτερίνη στο τμήμα της οξειδάσης.

				Οι βασικές διαφορές μεταξύ των τριών ισομορφών εντοπίζονται κυρίως στη ρύθμισή τους, σε μεταγραφικό, μεταφραστικό και μετα-μεταφραστικό επίπεδο. Επίσης, χαρακτηριστική είναι η κατανομή τους σε διαφορετικούς ιστούς, αλλά και η ενδοκυττάρια διαμερισματοποίησή τους. Ειδικά η eNOS έχει την ικανότητα να συνδέεται με αρκετές άλλες πρωτεΐνες οι οποίες προκαλούν είτε την ενεργοποίηση είτε την απενεργοποίησή της. Η ενεργότητα των eNOS και nNOS ρυθμίζεται από το επίπεδο Ca2+ στο κυτταρόπλασμα. Όταν αυξάνεται για κάποιον λόγο, συνδέεται με την πρωτεΐνη καλμοδουλίνη και το σύμπλοκο με τη σειρά του συνδέεται μεταξύ των τμημάτων της αναγωγάσης και της οξειδάσης, διευκολύνοντας τη ροή των ηλεκτρονίων από την πρώτη προς τη δεύτερη. Αντίθετα, η iNOS έχει σταθερά συνδεδεμένη καλμοδουλίνη και δεν απαιτείται αύξηση των επιπέδων Ca2+ για να ενεργοποιηθεί, αλλά παράγει σταθερά ΝΟ μετά τη σύνθεσή της.

				

				

				

				

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Με ποιον μηχανισμό ρυθμίζεται η πίεση του αίματος από το ΝΟ;

				Απάντηση

				Το ΝΟ το οποίο παράγεται από το ένζυμο eNOS στα ενδοθηλιακά κύτταρα, μετά τη δράση ειδικών μορίων διέγερσης, διαχέεται προς όλες τις διευθύνσεις. Όσα μόρια ΝΟ διαχυθούν στο αίμα εξουδετερώνονται μετά την αντίδρασή τους με την αιμοσφαιρίνη, η οποία βρίσκεται σε πολύ μεγάλες ποσότητες στο αίμα. Αντίθετα, τα μόρια ΝΟ τα οποία διαχέονται προς την άλλη κατεύθυνση, εισέρχονται εντός των λείων μυϊκών κυττάρων και αντιδρούν με μια άλλη αιμοπρωτεΐνη, την “κυκλάση του GTP” (βλέπε Σχήμα 2). Το ένζυμο αυτό ενεργοποιείται μετά τη δέσμευση του ΝΟ και καταλύει τη μετατροπή του GTP σε cGMP. Το cGMP, με τη σειρά του, δρα ως δεύτερος διαμεσολαβητής μεταγωγής του σήματος, το οποίο έχει ως τελικό αποτέλεσμα τη χάλαση των λείων μυϊκών κυττάρων και την επακόλουθη πτώση της πίεσης του αίματος. 

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 4 - Δημιουργία “Δραστικών Μορφών Οξυγόνου” in vivo

				Σύνοψη

				Ελεύθερες ρίζες παράγονται συνεχώς στους αερόβιους οργανισμούς. Η ταχύτητα δημιουργίας τους, όμως, μπορεί να κυμαίνεται ανάλογα με τις συνθήκες και τα σήματα που δέχονται τα συγκεκριμένα κύτταρα. Για παράδειγμα, τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα παράγουν μεγάλες ποσότητες δραστικών μορφών οξυγόνου μετά από διέγερση, με στόχο την καταστροφή ξένων μικροοργανισμών που έχουν εισέλθει στον οργανισμό. Ενδοκυττάρια οργανίδια στα οποία δημιουργούνται δραστικές μορφές οξυγόνου είναι κυρίως τα μιτοχόνδρια, αλλά μικρότερες ποσότητες είναι δυνατόν να σχηματιστούν και σε άλλα οργανίδια, όπως το ενδοπλασματικό δίκτυο, η πυρηνική μεμβράνη και τα υπεροξυσωμάτια. Τέλος, δραστικές μορφές οξυγόνου δημιουργούνται λόγω της εισόδου στα κύτταρα ξενοβιοτικών ενώσεων, όπως για παράδειγμα ορισμένα φάρμακα και παράγοντες από τη μόλυνση του περιβάλλοντος και τη διατροφή. 

				Στο κεφάλαιο αυτό θα εξεταστούν συγκεκριμένοι μοριακοί μηχανισμοί, με τους οποίους δραστικές μορφές οξυγόνου παράγονται in vivo, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες.  

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Χημείας, Βιοχημείας και Βιολογίας. Ειδικότερα, απαιτούνται γνώσεις στους μοριακούς μηχανισμούς μεταγωγής του σήματος στα κύτταρα. 

				

				Εισαγωγή

				Ελεύθερες ρίζες, γενικότερα, και δραστικές μορφές οξυγόνου, ειδικότερα, δημιουργούνται στα κύτταρα διαμέσου αρκετών φυσικών και βιοχημικών διαδικασιών. Για παράδειγμα, αποτελούν ενδιάμεσες μορφές, αλλά και προϊόντα ενζυμικών αντιδράσεων, συμμετέχουν στην αντίδραση του οργανισμού σε περιπτώσεις εισόδου ξένων μικροοργανισμών, εμπλέκονται στον μεταβολισμό των εικοσανοειδών και, συγκεκριμένα, στα σημεία δράσης των ενζύμων “κυκλοοξυγονάση” και “λιποοξυγονάση”, καθώς και στην αντίδραση σχηματισμού των δεοξυριβονουκλεοτιδίων. Τέλος, παίζουν ρυθμιστικό ρόλο σε σημαντικές φυσιολογικές διαδικασίες, όπως η μεταγωγή του σήματος, και κατ’ επέκταση στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση των κυττάρων. Θα πρέπει να προστεθεί, επίσης, ότι ελεύθερες ρίζες σχηματίζονται και μετά από έκθεση των οργανισμών σε υπεριώδεις και ιονίζουσες ακτινοβολίες, καθώς και σε υπερήχους (βλέπε Halliwell and Gutteridge, 2007).  

				Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι οι ελεύθερες ρίζες οι οποίες αποτελούν ενδιάμεσα σε μοριακούς μηχανισμούς που καταλύονται από ένζυμα, στις πλείστες των περιπτώσεων, δεν είναι δυνατόν να διαχυθούν ελεύθερα, αλλά παραμένουν δεσμευμένες στο σημείο σχηματισμού τους και αντιδρούν εξειδικευμένα για τη δημιουργία του συγκεκριμένου προϊόντος. Παρ’ όλα αυτά, μικρές ποσότητες ελευθέρων ριζών έχουν ανιχνευθεί ελεύθερες σε in vivo συνθήκες. 

				Ενδοκυττάρια οργανίδια, όπως τα μιτοχόνδρια, το ενδοπλασματικό δίκτυο, τα υπεροξυσωμάτια, αλλά και άλλες κυτταρικές θέσεις έχουν εντοπιστεί ως σημεία παραγωγής Ο2.- και Η2Ο2 κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες. Για τον λόγο αυτόν, οι αερόβιοι οργανισμοί έχουν αναπτύξει αποτελεσματικά αμυντικά συστήματα απομάκρυνσης των εν λόγω ενώσεων. Με τον τρόπο αυτόν μπορούν και αντεπεξέρχονται στην οξειδωτική πίεση που δέχονται περιοδικά. Μόνον όταν υπερκεραστούν οι υπάρχοντες μηχανισμοί και διαταραχθεί η οξειδοαναγωγική ισορροπία των κυττάρων, γίνονται εμφανείς οι βλαπτικές επιδράσεις της υπερβολικής παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου (οξειδωτικό στρες) (Sies, 1985).

				Φαγοκύτωση

				Τα ουδετερόφιλα, τα οποία αποτελούν τον κυριότερο φαγοκυτταρικό πληθυσμό στο ανθρώπινο αίμα, καθώς και τα μακροφάγα και άλλα επαγγελματικά φαγοκύτταρα, έχουν την ικανότητα, όταν διεγείρονται, να πολλαπλασιάζουν τη φυσιολογική κατανάλωση οξυγόνου (~100 φορές) και να παράγουν μεγάλες ποσότητες O2.-. Το παραγόμενο O2.- προέρχεται από την αναγωγή του O2 με ένα μονό ηλεκτρόνιο (βλέπε Κεφάλαιο 2), μια διαδικασία η οποία καταλύεται από ένα πολύπλοκο ενζυμικό σύμπλοκο που βρίσκεται στην κυτταρική μεμβράνη των φαγοκυττάρων και ονομάζεται “NADPH οξειδάση” (Σχήμα 1). 
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				Σχήμα 1: Σχηματισμός O2.- από διεγερμένα φαγοκύτταρα. Η ενεργοποίηση της NADPH οξειδάσης προκαλείται από τη σύνδεση ειδικών αντιγόνων που σχετίζονται με παθογόνους μικροοργανισμούς στους TLR υποδοχείς της πλασματικής μεμβράνης. Το γεγονός αυτό σηματοδοτεί αφενός τη φωσφορυλίωση των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών p47 και p67, τη μεταφορά τους στη μεμβράνη και την πρόσδεσή τους στο σύμπλοκο p22 και gp91, και αφετέρου τον σχηματισμό μιας εγκόλπωσης που εγκλείει το ξένο υλικό. Το τελικό πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο ενεργοποιείται και παράγει μεγάλες ποσότητες Ο2.- με στόχο την καταστροφή του ξένου εισβολέα.

				Το ένζυμο αυτό είναι αδρανές κάτω από φυσιολογικές συνθήκες και οι υπομονάδες του βρίσκονται τόσο στην κυτταρική μεμβράνη όσο και στο κυτταρόπλασμα. Η διέγερση των φαγοκυττάρων και, κατ’ επέκταση, η ενεργοποίηση της “NADPH οξειδάσης” προκαλούνται από έναν μεγάλο αριθμό ουσιών, οι οποίες μπορεί να είναι είτε σωματίδια είτε διαλυτές ενώσεις. Η πρόσδεση αυτών των ενώσεων σε ειδικούς υποδοχείς στη μεμβράνη των φαγοκυττάρων, τους TLR (toll-like receptors), έχει ως αποτέλεσμα το έναυσμα της μετάδοσης ενδοκυττάριων σημάτων, ένα από τα οποία είναι και η ενεργοποίηση της NADPH οξειδάσης, με επακόλουθο τη δραματική αύξηση της παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου (Babior, 2000).  

				Όλοι οι TLR είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, οι οποίες χαρακτηρίζονται από ένα εξωκυττάριο τμήμα, πλούσιο σε κατάλοιπα λευκίνης, και μια κυτταροπλασματική ουρά. Οι υποδοχείς αυτοί αναγνωρίζουν έναν μεγάλο αριθμό αντιγόνων που προέρχονται από παθογόνους μικροοργανισμούς, όπως βακτήρια, παράσιτα, μύκητες και ιούς. Στα εν λόγω αντιγόνα περιλαμβάνονται λιπιδιακής σύστασης τοιχώματα βακτηρίων, όπως λιποπολυσακχαρίτες (LPS) και λιποπεπτίδια, αλληλουχίες πρωτεϊνών μικροβιακής προέλευσης, καθώς και νουκλεϊκά οξέα σε μονές και διπλές αλυσίδες RNA και DNA. 

				Η σύνδεση του αντιγόνου στον TLR υποδοχέα συνεπάγεται την απαρχή μιας σειράς αλληλοδιαδοχικών αντιδράσεων (μεταγωγή σήματος), οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα, μεταξύ άλλων, τη φωσφορυλίωση των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών p47 και p67 και τη μετέπειτα μεταφορά τους στην κυτταρική μεμβράνη για τη δημιουργία ενεργοποιημένης “NADPH οξειδάσης” (Babior, 1999). Ταυτόχρονα, σχηματίζεται μια εγκόλπωση στην κυτταρική μεμβράνη που καταλήγει τελικά στον σχηματισμό ενός κυστιδίου, στο οποίο περικλείεται το προς καταστροφή ξένο υλικό (Σχήμα 1).

				Όταν ενεργοποιηθεί η NADPH οξειδάση, η κατανάλωση Ο2 από το φαγοκύτταρο αυξάνεται δραματικά, ένα φαινόμενο το οποίο ορισμένες φορές καλείται “αναπνευστική έκρηξη” (respiratory burst). Ένας πιο σωστός όρος για να περιγράψει κανείς αυτό το φαινόμενο θα ήταν “οξειδωτική έκρηξη” (oxidative burst), μιας και το οξυγόνο δεν καταναλώνεται στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων, αλλά από ένα εντελώς διαφορετικό ενζυμικό σύμπλοκο στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων.

				Τα απαραίτητα ηλεκτρόνια για την αναγωγή του O2 προέρχονται από το NADPH στο εσωτερικό των κυττάρων και διατρέχουν μια σειρά πρωτεΐνες από το σημείο σύνδεσης του NADPH έως την gp91phox (κυτόχρωμα-b558), η οποία θεωρείται ο τελικός δότης των ηλεκτρονίων στο O2 (Babior, 2000). Στη συνέχεια, το σχηματιζόμενο O2.- μετατρέπεται σε H2O2 είτε μέσω της δράσης του ενζύμου SOD είτε μη ενζυμικά. 

				Όπως θα αναφερθεί παρακάτω, ούτε το Ο2.- ούτε το Η2Ο2 είναι αρκετά ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες, ούτως ώστε να μπορούν από μόνοι τους να καταστρέψουν βακτηρίδια και άλλους εισβολείς, αν και υπάρχουν ορισμένα βακτηρίδια που καταστρέφονται γρήγορα από το παραγόμενο Η2Ο2. Για αυτόν τον λόγο, εκλύεται επίσης και το περιεχόμενο άλλων κυτοπλασματικών κυστιδίων, τα οποία περιέχουν, μεταξύ άλλων, και το ένζυμο “μυελοπεροξειδάση” (ΜΡΟ). Η εν λόγω αιμοπρωτεΐνη χρησιμοποιεί το παραγόμενο Η2Ο2 ως υπόστρωμα για την οξείδωση ιόντων χλωρίου σε υποχλωριώδες οξύ (HOCl) (αντίδραση 1) (Hampton, Kettle et al., 1998):
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				Έχει αποδειχθεί ότι το υποχλωριώδες οξύ είναι ικανό να οξειδώσει μια σειρά χημικών ενώσεων και, ως εκ τούτου, συμβάλλει στην αντιμετώπιση ορισμένων ξένων εισβολέων. Η σχετική σημασία της συνεισφοράς του O2.-, του Η2Ο2 και του HOCl στην αντιμετώπιση των βακτηριδίων μπορεί να εκτιμηθεί μέσω της σύγκρισης ασθενών με χρόνια κοκκιωματώδη νόσο (CGD, Chronic Granulomatous Disease) που έχουν μη λειτουργική NADPH οξειδάση με ασθενείς που έχουν μη λειτουργική μυελοπεροξειδάση. Οι ασθενείς της πρώτης κατηγορίας εμφανίζουν συνεχείς και παρατεταμένες λοιμώξεις, ειδικά στο δέρμα, τους πνεύμονες, το ήπαρ και τα οστά, ενώ οι ασθενείς της δεύτερης κατηγορίας δεν παρουσιάζουν τόσο έντονα συμπτώματα. Το συμπέρασμα που συνάγεται απ’ αυτές τις παρατηρήσεις είναι ότι το παραγόμενο Ο2.- μπορεί και εκδηλώνει τις βλαπτικές για τους ξένους οργανισμούς ιδιότητές του μέσω αρκετών διαφορετικών μηχανισμών (Σχήμα 2). 

				Μια τέτοια περίπτωση αναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 3, όπου περιγράφηκε η αντίδραση του Ο2.- με το ΝΟ, το οποίο παράγεται από την επαγόμενη μορφή της NOS, προς σχηματισμό του εξαιρετικά ισχυρού προοξειδωτικού παράγοντα ΟΝΟΟ- (Pryor and Squadrito, 1995). 
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				Σχήμα 2: Παραγωγή ισχυρών προοξειδωτικών παραγόντων από επαγγελματικά φαγοκύτταρα, με τη συμμετοχή των ενζύμων NADPH οξειδάση, SOD, MPO και iNOS.

				Κατά συνέπεια, τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα μπορούν να προσβάλουν και να εξοντώσουν τους ξένους εισβολείς, χρησιμοποιώντας την παραγωγή και τη συνδυασμένη δράση μιας σειράς ισχυρών προοξειδωτικών μέσων τα οποία παράγονται με τη συνεργασία διαφορετικών ενζύμων (NADPH οξειδάση, SOD, MPO και iNOS).

				Αναπνευστική αλυσίδα στα μιτοχόνδρια

				Τα μιτοχόνδρια έχουν χαρακτηριστεί ως ο “σταθμός παραγωγής ενέργειας” των κυττάρων, διότι αποτελούν το σημείο σύνδεσης της ενέργειας που παράγεται από τη ροή των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα με τη δημιουργία ATP, μέσω της άντλησης πρωτονίων από τη μήτρα των μιτοχονδρίων προς τον διαμεμβρανικό χώρο. Έχει αποδειχθεί, όμως, ότι κατά τη ροή των ηλεκτρονίων υπάρχουν διαρροές απευθείας προς το οξυγόνο και δημιουργία ελεύθερου Ο2.-, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται γρήγορα σε Η2Ο2 (Cadenas and Davies, 2000; Chance, Sies et al., 1979). Μ’ αυτόν τον τρόπο, τα μιτοχόνδρια αποτελούν μία από τις πιο σημαντικές πηγές παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου στους αερόβιους οργανισμούς. Παρότι, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η κυτοχρωμική οξειδάση ανάγει το Ο2 σε Η2Ο, χωρίς την απελευθέρωση ανιχνεύσιμων ενδιάμεσων μορφών αναγωγής, σε ορισμένες άλλες πρωτεΐνες της αναπνευστικής αλυσίδας είναι δυνατή η απόδοση ηλεκτρονίων απευθείας στο Ο2 προς σχηματισμό Ο2.- (Σχήμα 3). 

				Αν και η αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων λειτουργεί με αποτελεσματικό τρόπο, η συνεχής μεταπήδηση ηλεκτρονίων από το ένα σύμπλοκο στο άλλο δημιουργεί ελεύθερες ρίζες, οι οποίες είναι δεσμευμένες στις ενδιάμεσες ενώσεις. Οι τελευταίες, όμως, έχουν τάση προς άμεση απόδοση ηλεκτρονίων στο οξυγόνο και σχηματισμό Ο2.-.   

				Η ταχύτητα διαφυγής ηλεκτρονίων και δημιουργίας Ο2.- αυξάνεται όταν η μερική πίεση του Ο2 είναι υψηλή, ενώ έχει υπολογιστεί ότι, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, αποτελεί περίπου το 1 με 2% του αναγόμενου στα μιτοχόνδρια Ο2 (Chance, Sies et al., 1979). Το χαμηλό ποσοστό πλάγιας διαφυγής ηλεκτρονίων οφείλεται κυρίως στη χαμηλή μερική πίεση του Ο2 στα μιτοχόνδρια, καθώς και στην οργάνωση των συστατικών της αναπνευστικής αλυσίδας σε σύμπλοκα πρωτεϊνών, τα οποία διευκολύνουν τη μεταβίβαση των ηλεκτρονίων στο επόμενο μέλος της αλυσίδας και όχι στο ελεύθερο Ο2 (Cadenas and Davies, 2000). Βλάβες, ωστόσο, στη δομή και τη λειτουργία των μιτοχονδρίων μπορεί να ευνοήσουν τη διαρροή ηλεκτρονίων προς το Ο2 και την επακόλουθη δημιουργία Ο2.-. Αν και δεν είναι γνωστά τα ακριβή σημεία διαρροής των ηλεκτρονίων από την αναπνευστική αλυσίδα, τις περισσότερες φορές και ανάλογα με τις συνθήκες που επικρατούν, φαίνεται να ευθύνονται οι φλαβοπρωτεΐνες του συμπλόκου Ι, η ελεύθερη ρίζα του συνενζύμου Q και το σύμπλοκο ΙΙΙ. 
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				Σχήμα 3: Διαγραμματική απεικόνιση του σχηματισμού δραστικών μορφών οξυγόνου κατά τη μεταφορά των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα. Το Ο2.- σχηματίζεται με άμεση μεταπήδηση ενός ηλεκτρονίου από τα σύμπλοκα Ι και ΙΙΙ απευθείας στο μοριακό Ο2. Σημειώνεται επίσης και η αναγωγή του Ο2 με δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο2, όταν το Cyt-C έλθει σε επαφή με την πρωτεΐνη p66shc στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων. Τέλος, ο μεταβολισμός των βιοαμινών από το ένζυμο μονοαμινο-οξειδάση (ΜΑΟ) στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων συνοδεύεται από την παραγωγή Η2Ο2.  

				Θα πρέπει να σημειωθεί, επίσης, και η αναγωγή του Ο2 με δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο2, όταν το Cyt-C έλθει σε επαφή με την πρωτεΐνη p66shc στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων (Giorgio, Trinei et al., 2007). Τέλος, το ένζυμο μονοαμινο-οξειδάση, στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, καταλύει την οξειδωτική απαμίνωση ενώσεων οι οποίες περιέχουν αμινομάδες, με ταυτόχρονη δημιουργία Η2Ο2 (Cadenas, 1989; Hauptmann, Grimsby et al., 1996).

				Ο σχηματισμός Ο2.- και Η2Ο2 στα μιτοχόνδρια επηρεάζει σημαντικά τη γενική οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων με σοβαρές επιπτώσεις για τη φυσιολογική λειτουργία τους. Υποστηρίζεται ότι η αύξηση του οξειδωτικού στρες στα μιτοχόνδρια αποτελεί βασικό παράγοντα κατά την εκτέλεση της διαδικασίας του αποπτωτικού θανάτου από τα κύτταρα, καθώς έχει προταθεί ότι εμπλέκεται σε πολλές παθολογικές καταστάσεις, αλλά και στη διαδικασία της φυσιολογικής γήρανσης (Cadenas and Davies, 2000).

				Ενδοπλασματικό δίκτυο και πυρήνας

				Έχει αποδειχθεί ότι απομονωμένα υποκυτταρικά κλάσματα, όπως τα μικροσωμάτια και οι πυρήνες από διάφορους ιστούς, έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν Ο2.- και Η2Ο2 μετά από επώαση με NADPH ή NADH. Στα μικροσωμάτια η δημιουργία Ο2.- προέρχεται από το σύστημα των κυτοχρωμάτων P-450. Πιο συγκεκριμένα, τα ηλεκτρόνια φαίνεται να διαφεύγουν από τις φλαβίνες στο ενεργό κέντρο της αναγωγάσης του κυτοχρώματος P-450. Στο ενδοπλασματικό δίκτυο υπάρχουν τα ένζυμα “δεσατουράσες”, ο φυσιολογικός ρόλος των οποίων είναι η εισαγωγή διπλών δεσμών σε συγκεκριμένες θέσεις των λιπαρών οξέων. Τα σύμπλοκα αυτά χρειάζονται Ο2, NAD(P)H και ένα ειδικό κυτόχρωμα, το b-5. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται μέσω μιας φλαβοπρωτεΐνης στο κυτόχρωμα b-5 και, στη συνέχεια, στη δεσατουράση. Τόσο οι φλαβοπρωτεΐνες όσο και το κυτόχρωμα b-5 μπορούν να προκαλέσουν την αναγωγή του Ο2 σε Ο2.- με παράπλευρη διοχέτευση ηλεκτρονίων.

				Στην πυρηνική μεμβράνη υπάρχει, επίσης, μια αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, η φυσιολογική σημασία της οποίας δεν είναι γνωστή. Όπως και στα μικροσωμάτια, τα ηλεκτρόνια μπορούν και διαφεύγουν από τη συγκεκριμένη αλυσίδα, σχηματίζοντας Ο2.-, το οποίο σ’ αυτήν την περίπτωση ενδέχεται να έχει ειδική σημασία, λόγω ακριβώς του ότι δημιουργείται πολύ κοντά στο πυρηνικό DNA.

				Μεταβολισμός των εικοσανοειδών

				Με τον όρο εικοσανοειδή αναφέρονται συνήθως οι προσταγλανδίνες, τα λευκοτριένια και άλλες σχετικές χημικές ενώσεις, όπως τα θρομβοξάνια και οι προστακυκλίνες, διότι η βιοσύνθεσή τους ξεκινάει από πολυακόρεστα λιπαρά οξέα με είκοσι άτομα άνθρακα. Το σημαντικότερο απ’ αυτά τα λιπαρά οξέα είναι το αραχιδονικό οξύ, με τέσσερις διπλούς δεσμούς στις θέσεις 5-6, 8-9, 11-12 και 14-15. Το αραχιδονικό οξύ σχεδόν στο σύνολό του βρίσκεται συνδεδεμένο στα φωσφογλυκερίδια των κυτταρικών μεμβρανών και απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα με τη δράση της φωσφολιπάσης Α2 (Sevanian and Kim, 1985).

				Ο μεταβολισμός του αραχιδονικού οξέος διαμέσου της βιοσύνθεσης εικοσανοειδών συνοδεύεται από τη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου. Το αραχιδονικό οξύ, το οποίο ελευθερώνεται από τα λιπίδια ως αποτέλεσμα της ενεργοποίησης των φωσφολιπασών (κυρίως της φωσφολιπάσης Α2), είτε μετά από κάποιο τραύμα είτε μέσω της δράσης ορμονών, μπορεί να ακολουθήσει έναν από τους μεταβολικούς δρόμους, προς δημιουργία είτε προσταγλανδινών είτε λευκοτριενίων (Σχήμα 4).
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				Σχήμα 4: Μεταβολισμός του αραχιδονικού οξέος. PG = προσταγλανδίνη, ΗΡΕΤΕ = υπεροξυεικοσατετραενοϊκό οξύ, ΗΕΤΕ = υδροξυεικοσατετραενοϊκό οξύ, ΤΧ = θρομβοξάνιο, LTA4 = λευκοτριένιο, PGΙ2 = προστακυκλίνη.

				Η μετατροπή της PGG2 σε PGH2 καταλύεται από μια υπεροξειδάση η οποία αποτελεί μέρος ενός μεγαλύτερου ενζύμου, της “συνθάσης των προσταγλανδινών” (PGHS). Τόσο κατά τη μετατροπή της PGG2 σε PGH2 (υπεροξειδάση) όσο και στη μετατροπή των ΗΡΕΤΕ σε ΗΕΤΕ (λιποοξυγονάση) σχηματίζονται ελεύθερες ρίζες, οι οποίες έχουν ανιχνευθεί με φασματομετρία ESR. Οι ελεύθερες αυτές ρίζες αναφέρονται συνήθως ως Ox. και έχουν χαρακτηριστικά των ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ), αν και έχει πιστοποιηθεί ότι δεν είναι .ΟΗ. Ενώσεις οι οποίες μπορούν να εξουδετερώσουν αυτές τις ελεύθερες ρίζες (εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών) προστατεύουν τη συνθάση των προσταγλανδινών από αυτοκαταστροφή και επιπλέον προάγουν τη μετατροπή της PGG2 σε PGH2.

				Έχει προταθεί ότι, κατά την κατάλυση της υπεροξειδάσης, σχηματίζεται ένα ισχυρό οξειδωτικό κέντρο στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Αυτό προέρχεται από την οξείδωση του σιδήρου στο μόριο της αίμης που περιέχει, δημιουργώντας μια φερρυλική αιμοπρωτεΐνη (Fe+4=O), με υψηλότερο βαθμό οξείδωσης του σιδήρου (+4). Για τη βέλτιστη απόδοση του ενζύμου, το εν λόγω κέντρο πρέπει να ανάγεται. Μόρια όπως το Η2Ο2, διάφορα υπεροξείδια των λιπιδίων, το O2.-, το ασκορβικό οξύ και άλλα έχουν την ικανότητα να επάγουν αυτήν την αναγωγή. Η απουσία, όμως, των κατάλληλων αναγωγικών παραγόντων έχει ως αποτέλεσμα την αυτοοξείδωση ορισμένων καταλοίπων αμινοξέων της υπεροξειδάσης, συντελώντας έτσι στην αυτοκαταστροφή της (ένζυμο αυτοκτονίας), αλλά και στην πρόκληση οξείδωσης και άλλων σημαντικών συστατικών, με βλαπτικές συνέπειες για το κύτταρο. Η αναστολή του σκέλους της κυκλοοξυγονάσης θα είχε ως αποτέλεσμα την υπερπαραγωγή λευκοτριενίων, υδροξυ- και περοξυ- λιπιδίων (ΗΡΕΤΕ και ΗΕΤΕ) και ελευθέρων ριζών, τα οποία με τη σειρά τους θα είχαν εκτεταμένες επιπλέον παθοφυσιολογικές παρενέργειες.

				Αιμοσφαιρίνη 

				Έχει υπολογιστεί ότι το 3% περίπου της αιμοσφαιρίνης στον οργανισμό οξειδώνεται καθημερινά από οξυαιμοσφαιρίνη (Fe+2-Ο2) σε μεθαιμοσφαιρίνη (Fe+3). Ο μηχανισμός αυτής της συνεχούς αυτοοξείδωσης μπορεί απλοϊκά να περιγραφεί ως εξής :
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				Σε μια πρώτη φάση, λαμβάνει χώρα ένας διαχωρισμός μεταξύ των ηλεκτρονίων του Fe2+ και του Ο2. Αυτό ενδέχεται μερικές φορές να οδηγήσει στη διάσπαση και, συνεπώς, στην απελευθέρωση ενός μορίου Ο2.-. Ως εκ τούτου, τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι συνεχώς εκτεθειμένα σε μια σταθερή δημιουργία Ο2.- και, κατά συνέπεια, για την εξουδετέρωσή του απαιτούνται τα κατάλληλα ένζυμα. Μερικές ανώμαλες μορφές αιμοσφαιρίνης, όπως οι α- και οι β-αλυσίδες, οι οποίες συσσωρεύονται στις θαλασσαιμίες, οξειδώνονται πιο γρήγορα και πιο εύκολα, με συνέπεια τα ερυθροκύτταρα των ασθενών αυτών να είναι εκτεθειμένα σε ισχυρότερο οξειδωτικό στρες.

				Οξειδάση της ξανθίνης

				Ένα από τα πιο καλά μελετημένα ένζυμα που καταλύουν τον σχηματισμό O2.- στα κύτταρα είναι η “οξειδάση της ξανθίνης”, η οποία καταλύει την οξείδωση τόσο της υποξανθίνης όσο και της ξανθίνης σε ουρικό οξύ, με ταυτόχρονη αναγωγή του Ο2 σε O2.- και Η2O2 (Σχήμα 5). 
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				Σχήμα 5: Τα βήματα της αντίδρασης που καταλύεται από την οξειδάση της ξανθίνης.

				Ένας ισχυρός αναστολέας της οξειδάσης της ξανθίνης είναι η αλλοπουρινόλη που οξειδώνεται από το ένζυμο σε οξυπουρινόλη, η οποία στη συνέχεια συνδέεται ομοιοπολικά στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, με τελικό αποτέλεσμα τη μόνιμη αναστολή της δράσης του.  

				Θα πρέπει, ωστόσο, να τονιστεί ότι η οξείδωση της υποξανθίνης και της ξανθίνης σε ουρικό οξύ, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, γίνεται από την αφυδρογονάση της ξανθίνης (XDH), η οποία ανάγει το ΝΑD+ σε NADH και όχι το Ο2 σε Ο2.-. Η αφυδρογονάση μετατρέπεται σε οξειδάση, κατά τη διάρκεια της απομόνωσής της, είτε μετά από οξείδωση μερικών θειολικών ομάδων (-SH) είτε μετά από περιορισμένη πρωτεόλυση από διάφορες πρωτεάσες. Kατά συνέπεια, in vivo και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, δεν είναι πιθανό να σχηματίζεται O2.- από την οξειδάση της ξανθίνης. Σε περιπτώσεις, όμως, τραυματισμού των ιστών, όπως για παράδειγμα κατά την επαναιμάτωση μετά από μια περίοδο ισχαιμίας, είναι δυνατόν να προκαλείται η μετατροπή της αφυδρογονάσης σε οξειδάση της ξανθίνης με αποτέλεσμα τη δημιουργία Ο2.-.

				Οξειδοαναγωγική ανακύκλωση

				Αυξημένη αναγωγή του Ο2 με ένα ηλεκτρόνιο προκαλείται, επίσης, όταν εξωγενείς, κυρίως, αλλά και ενδογενώς παραγόμενες ενώσεις ανάγονται με ένα ηλεκτρόνιο μέσω της δράσης διαφόρων κυτταρικών ενζύμων (αναγωγάσες ενός ηλεκτρονίου). Στη συνέχεια, οι εν λόγω ενώσεις αντιδρούν με το Ο2, σχηματίζοντας Ο2.-. Κατά συνέπεια, αυτές οι ενώσεις δρουν ως καταλύτες οι οποίοι ανακυκλώνονται συνεχώς και, σε κάθε κύκλο, έχουμε κατανάλωση αναγωγικών μονάδων (NADPH ή NADH) και δημιουργία επιπλέον Ο2.- (Σχήμα 6) (Kappus and Sies, 1981). 
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				Σχήμα 6: Παράδειγμα οξειδοαναγωγικής ανακύκλωσης μιας ομάδας κινόνης. Ενώσεις που περιέχουν μία ή περισσότερες ομάδες κινόνης στο μόριό τους (εντός παρενθέσεως), όταν βρεθούν εντός των κυττάρων, ανάγονται με ένα ηλεκτρόνιο σε ημικινόνες, μέσω της δράσης κυτταρικών ενζύμων (αναγωγάσες ενός ηλεκτρονίου). Οι ημικινόνες, στη συνέχεια, αντιδρούν γρήγορα με το Ο2, σχηματίζοντας Ο2.-   

				Στις ενώσεις που έχουν την ικανότητα για “οξειδοαναγωγική ανακύκλωση” περιλαμβάνονται διάφορες ομάδες χημικών μορίων, όπως οι κινόνες, οι νιτροαρωματικοί υδρογονάνθρακες, οι αρωματικές αμίνες κ.ά. Η δράση, αλλά και οι παρενέργειες πολλών φαρμάκων και εντομοκτόνων στηρίζονται ακριβώς στην ικανότητά τους για “οξειδοαναγωγική ανακύκλωση”. Στο Σχήμα 6 απεικονίζεται μια ομάδα κινόνης σε ένα οποιοδήποτε μόριο, η οποία ανάγεται από αναγωγάσες με ένα ηλεκτρόνιο, σχηματίζοντας την ελεύθερη ρίζα της αντίστοιχης ημικινόνης. Αυτή, με τη σειρά της, αντιδρά με μοριακό Ο2, επανασχηματίζοντας την αρχική κινόνη και δημιουργώντας Ο2.-. Η παραγωγή Ο2.- συνεχίζεται όσο υπάρχουν διαθέσιμες αναγωγικές μονάδες (NADPH, NADH) και Ο2, χωρίς να καταναλώνεται η ομάδα της κινόνης, η οποία ως εκ τούτου δρα ως καταλύτης. Είναι εμφανές ότι, όταν η διαδικασία αυτή υπερβεί σε διάρκεια και σε ένταση την ικανότητα άμυνας των κυττάρων χωρίς να ανασταλεί, μπορεί να έχει ως τελικό αποτέλεσμα την καταστροφή των ιστών και τον θάνατο των κυττάρων.  

				

				Φάρμακα και οξειδωτικό στρες

				Αρκετά, χρήσιμα κατά τα άλλα, φάρμακα προξενούν ανεπιθύμητες παρενέργειες, λόγω της πρόκλησης σχηματισμού δραστικών μορφών οξυγόνου στα κύτταρα. Μία από τις καλύτερα μελετημένες ομάδες τέτοιων φαρμάκων αποτελούν τα αντιβιοτικά τετρακυκλίνες. Ένα μέλος αυτής της οικογένειας ενώσεων είναι η δοξορουμπικίνη, η χημική δομή της οποίας απεικονίζεται στο Σχήμα 7. 
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				Σχήμα 7: Χημική δομή της δοξορουμπικίνης. Σημειώνεται η ομάδα κινόνης στον δεύτερο αρωματικό δακτύλιο, αλλά και της διυδροξυφαινόλης στον τρίτο.

				Η δοξορουμπικίνη χρησιμοποιείται ευρέως ως κυτταροστατικό στη χημειοθεραπεία εναντίον αρκετών μορφών καρκίνου. Ο δεύτερος από τους τέσσερις ανθρακυκλινικούς δακτυλίους έχει μια ομάδα κινόνης και, ως εκ τούτου, μπορεί να αναχθεί με μονά ηλεκτρόνια, όπως αναφέρθηκε παραπάνω (Σχήμα 7). Έχει αποδειχθεί ότι η δοξορουμπικίνη, αλλά και άλλες ανθρακυκλίνες μπορούν να αναχθούν από διάφορα κυτταρικά συστήματα, όπως στα μιτοχόνδρια από το σύστημα Ι της αναπνευστικής αλυσίδας και στο ενδοπλασματικό δίκτυο από την αναγωγάση του κυτοχρώματος Ρ-450. Η καρδιοτοξικότητα αυτού του φαρμάκου είναι τόσο έντονη, ώστε είναι δύσκολο να βρεθεί η χρυσή τομή μεταξύ των ωφέλιμων αντικαρκινικών ιδιοτήτων της από τη μια πλευρά και των βλαπτικών καρδιοτοξικών επιπτώσεων από την άλλη. Το ότι η καρδιά είναι πιο ευαίσθητη από όλα τα άλλα όργανα στη δράση της δοξορουμπικίνης οφείλεται κυρίως στη μειωμένη αμυντική ικανότητα του συγκεκριμένου οργάνου απέναντι στο οξειδωτικό στρες. Μια σειρά από παρεμφερή φάρμακα, όπως η νταουνορουμπικίνη, η πουμπινταζόνη και η αλκακινομυκίνη Α, έχουν παρόμοιους μηχανισμούς κυτταροτοξικότητας μ’ αυτόν της δοξορουμπικίνης (Galaris, Georgellis et al., 1985).

				Ένα άλλο παρασκεύασμα, η τυλενόλη ή ακεταμινοφαίνη (καλείται επίσης και παρακεταμόλη), το οποίο χρησιμοποιείται ως αναλγητικό και αντιπυρετικό, μπορεί να προκαλέσει παρενέργειες, χαρακτηριστικές της πρόκλησης οξειδωτικού στρες, όταν προσληφθεί σε μεγάλες ποσότητες. Η τοξικότητα του σκευάσματος αυτού συνδέεται με τη μείωση των επιπέδων της ενδοκυττάριας γλουταθειόνης, την οξείδωση των θειολικών ομάδων σε κατάλοιπα κυστεΐνης στις πρωτεΐνες, τη μείωση του NADPH και του ΑΤΡ, και τέλος με την οξείδωση και απενεργοποίηση ενζύμων όπως η Ca2+-ATPάση της πλασματικής μεμβράνης, η οποία έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου. Η ακεταμινοφαίνη είναι κυρίως ηπατοτοξική, γεγονός που συνδέεται με το ότι η ίδια δεν είναι τοξική, αλλά χρειάζεται πρώτα να μεταβολιστεί και μόνο τα προϊόντα του μεταβολισμού της (κυρίως η Ν-ακετυλο-p-βενζοκινονιμίνη) είναι πραγματικά τοξικά.

				Θα πρέπει να σημειωθεί, επίσης, ότι ορισμένα φαρμακευτικά σκευάσματα, εκτός από προοξειδωτική τους δράση, μπορεί να έχουν και αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Παραδείγματα αυτής της κατηγορίας φαρμάκων αποτελούν τα κορτικοστεροειδή, η πενικιλαμίνη και αρκετά μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη, τα οποία χρησιμοποιούνται σε χρόνιες φλεγμονώδεις παθήσεις (ρευματοειδή αρθρίτιδα, ερυθηματώδης λύκος, ουρική αρθρίτιδα κ.τ.λ.).

				Θα μπορούσε να γράψει κανείς τόμους βιβλίων αφιερωμένων στις προ- και αντιοξειδωτικές ιδιότητες των φαρμάκων και στους μοριακούς μηχανισμούς που μπορεί να εμπλέκονται στη δράση τους. Αυτό, όμως, είναι έξω από τους στόχους του παρόντος πονήματος και αποτελεί αντικείμενο της Φαρμακολογίας. Στις περισσότερες πάντως περιπτώσεις, φαίνεται να εμπλέκεται κυρίως η οξειδωτική ανακύκλωση των ενώσεων, όπως στην περίπτωση της δοξορουμπικίνης, ενώ σε πολλές άλλες περιπτώσεις απαιτείται πρώτα μια μη αντιστρεπτή τροποποίηση ώστε να δημιουργηθεί το κατεξοχήν προοξειδωτικό μόριο, όπως στην περίπτωση της ακεταμινοφαίνης.

				Αντιδράσεις αυτοοξείδωσης 

				Πολλά μόρια με σημαντικούς βιολογικούς ρόλους, όπως για παράδειγμα οι τετραϋδροπτερίνες, οι θειολικές ενώσεις (περιέχουν μια –SH ομάδα), ο νευροδιαβιβαστής ντοπαμίνη, οι ορμόνες αδρεναλίνη, νοραδρεναλίνη και L-DOPA (διυδροξυφαινυλαλανίνη), οι ανηγμένες φλαβοενώσεις (FMNH2 και FADH2) και πολλές άλλες, παρουσία Ο2, έχουν την ικανότητα αυτοοξείδωσης, σχηματίζοντας Ο2.-. Το σχηματιζόμενο Ο2.-, στη συνέχεια, συμβάλλει στην περαιτέρω οξείδωση των εν λόγω ενώσεων σε μια σειρά πολύπλοκων και εν πολλοίς άγνωστων αντιδράσεων. Οι αντιδράσεις αυτές ευνοούνται παρουσία ιόντων μετάλλων μετάπτωσης, κυρίως σιδήρου, ενώ είναι πολύ πιθανόν όλες οι αντιδράσεις αυτοοξείδωσης να απαιτούν την ύπαρξη ιόντων μετάλλων μετάπτωσης.   

				Υπεριώδεις και ιονίζουσες ακτινοβολίες

				Οι υπεριώδεις ακτινοβολίες (200-400 nm) μπορούν να προκαλέσουν είτε τη φωτολυτική διάσπαση ευαίσθητων ομοιοπολικών δεσμών (Α-Β), προκαλώντας τη δημιουργία δύο ελευθέρων ριζών (αντίδραση 1), είτε τη διέγερση ορισμένων ενώσεων (ΑΒ*), οι οποίες, στη συνέχεια, έχουν την ικανότητα να αποσπάσουν ηλεκτρόνια από άλλες ενώσεις (αντιδράσεις 2-4):
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				Οι ιονίζουσες ακτινοβολίες περιλαμβάνουν τις ακτινοβολίες υψηλών συχνοτήτων (από υπεριώδεις έως γ-ακτινοβολίες) και υψηλής ενέργειας σωμάτια (νετρόνια, ηλεκτρόνια, πρωτόνια ή α-σωματίδια). Στις περισσότερες περιπτώσεις, η αρχική σύγκρουση προκαλεί την έξωση ενός ηλεκτρονίου, το οποίο όμως έχει αρκετά υψηλή ενέργεια και μπορεί να προκαλέσει μια νέα έξωση από ένα άλλο μόριο (αντιδράσεις 5-7):
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				Στην αντίδραση 7 δημιουργείται συνήθως ένα μόριο σε κατάσταση διέγερσης (ΑΒ*), το οποίο μπορεί να υποστεί ομολυτική σχάση (αντίδραση 8)
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				ή να αποδώσει την ενέργειά του είτε ως θερμότητα είτε σε ένα άλλο μόριο επιστρέφοντας στην αρχική του κατάσταση.

				

				Ραδιόλυση του Η2Ο

				Είναι προφανές ότι, εφόσον οι οργανισμοί αποτελούνται κατά το πλείστον από νερό, οι παραπάνω ακτινοβολίες θα συγκρούονται κυρίως με μόρια ύδατος, προκαλώντας τον ιονισμό τους (αντίδραση 9):
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				Η κατιονική ρίζα Η2Ο.+ στη συνέχεια αποπρωτονιώνεται, σχηματίζοντας μια ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ), ενώ το ελεύθερο e- περιβάλλεται ταχύτατα από μόρια Η2Ο (e-aq). H δραστικότητα των e-aq είναι πολύ μικρότερη από τη δραστικότητα των μη ενυδατωμένων ηλεκτρονίων.

				Η ικανότητα αυτή της ραδιόλυσης του ύδατος έχει χρησιμοποιηθεί κατά κόρον για πειραματικούς σκοπούς. Συνήθως, οι πρωτογενείς ρίζες (.ΟΗ και e-aq) μετατρέπονται με διάφορους τρόπους σε μία δευτερογενή, την οποία θέλουμε να μελετήσουμε. Για παράδειγμα, παρουσία περίσσειας N2Ο, έχουμε τη μετατροπή των e-aq σε .ΟΗ (αντίδραση 10): 
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Η είσοδος ενός ξένου μικροοργανισμού ενεργοποιεί τους αμυντικούς μηχανισμούς του οργανισμού για την αντιμετώπισή του. Στην πρώτη γραμμή αυτής της άμυνας συγκαταλέγεται και η ενεργοποίηση των επαγγελματικών φαγοκυττάρων, τα οποία προσελκύονται με χημειοτακτικούς μηχανισμούς στο σημείο της φλεγμονής. Με ποιους μηχανισμούς γίνεται η προσβολή του ξένου εισβολέα; Ποια ένζυμα συμμετέχουν σ’ αυτούς τους μηχανισμούς, ποιες αντιδράσεις καταλύουν και ποιους ισχυρούς προοξειδωτικούς παράγοντες σχηματίζουν;

				Απάντηση 

				Όταν διεγερθεί ένα φαγοκύτταρο, ενεργοποιείται η NADPH οξειδάση και αυξάνεται δραματικά η κατανάλωση Ο2 προς σχηματισμό Ο2.-, ένα φαινόμενο το οποίο ορισμένες φορές καλείται “αναπνευστική έκρηξη” (respiratory burst). Ένας πιο σωστός όρος για να περιγράψει κανείς αυτό το φαινόμενο θα ήταν “οξειδωτική έκρηξη” (oxidative burst), μιας και το οξυγόνο δεν καταναλίσκεται στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων, αλλά από ένα εντελώς διαφορετικό ενζυμικό σύμπλοκο.

				Τα απαραίτητα ηλεκτρόνια για την αναγωγή του O2 προέρχονται από το NADPH στο εσωτερικό των κυττάρων και διατρέχουν μια σειρά πρωτεΐνες από το σημείο σύνδεσης του NADPH έως την gp91phox (κυτόχρωμα-b558), η οποία θεωρείται ο τελικός δότης των ηλεκτρονίων στο O2. Το σχηματιζόμενο O2.-, στη συνέχεια, μετατρέπεται σε H2O2 είτε μέσω της δράσης του ενζύμου SOD είτε μη ενζυμικά. Θα πρέπει να τονιστεί, όμως, ότι ούτε το Ο2.- ούτε το Η2Ο2 είναι αρκετά ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες, ώστε να μπορούν από μόνοι τους να καταστρέφουν βακτηρίδια και άλλους εισβολείς. Για τον σκοπό αυτόν, εκλύεται επίσης και το περιεχόμενο άλλων κυτοπλασματικών κυστιδίων, τα οποία περιέχουν μεταξύ άλλων και το ένζυμο “μυελοπεροξειδάση” (ΜΡΟ). Αυτή η αιμοπρωτεΐνη χρησιμοποιεί το παραγόμενο Η2Ο2 ως υπόστρωμα για την οξείδωση ιόντων χλωρίου σε υποχλωριώδες οξύ (HOCl):

				[image: Image432.PNG]

				

				Έχει αποδειχθεί ότι το υποχλωριώδες οξύ είναι ικανό να οξειδώσει μια σειρά χημικών ενώσεων και, ως εκ τούτου, συμβάλλει στην αντιμετώπιση ορισμένων ξένων εισβολέων. Η σχετική σημασία της συνεισφοράς του O2.-, του Η2Ο2 και του HOCl στην αντιμετώπιση των βακτηριδίων μπορεί να εκτιμηθεί μέσω της σύγκρισης ασθενών με χρόνια κοκκιωματώδη νόσο (CGD, chronic granulomatous disease) που έχουν μη λειτουργική NADPH οξειδάση με ασθενείς που έχουν μη λειτουργική μυελοπεροξειδάση. Οι ασθενείς της πρώτης κατηγορίας εμφανίζουν συνεχείς και παρατεταμένες λοιμώξεις, ειδικά στο δέρμα, τους πνεύμονες, το ήπαρ και τα οστά, ενώ αυτοί της δεύτερης κατηγορίας δεν παρουσιάζουν τόσο έντονα συμπτώματα. Το συμπέρασμα που συνάγεται απ’ αυτές τις παρατηρήσεις είναι ότι το παραγόμενο Ο2.- μπορεί και εκδηλώνει τις βλαπτικές για τους ξένους οργανισμούς ιδιότητές του μέσω αρκετών διαφορετικών μηχανισμών (βλέπε Σχήμα 2). 

				Μια άλλη ισχυρή προοξειδωτική ένωση, το ΟΝΟΟ-, σχηματίζεται από την αντίδραση του Ο2.- με το ΝΟ, το οποίο παράγεται από την επαγόμενη μορφή της NOS (iNOS). 

				Κατά συνέπεια, στα ένζυμα που συμμετέχουν στη δημιουργία ισχυρών προοξειδωτικών παραγόντων για την αντιμετώπιση των ξένων εισβολέων συγκαταλέγονται η NADPH οξειδάση, η SOD, η iNOS και η MPO, ενώ στις ενώσεις που σχηματίζονται περιλαμβάνονται, μεταξύ άλλων, το ΝΟ, το Ο2.-, το Η2Ο2, το ΟΝΟΟ-, το ΗOCl, το NO2-  και το NO2Cl.  

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Τα μιτοχόνδρια αποτελούν ίσως το σημαντικότερο κυτταρικό οργανίδιο σε σχέση με τη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου στον οργανισμό. Ποιοι μοριακοί μηχανισμοί εμπλέκονται σ’ αυτήν τη διαδικασία;

				Απάντηση 

				Έχει αποδειχθεί ότι κατά τη ροή των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων υπάρχουν διαρροές ηλεκτρονίων απευθείας προς το οξυγόνο και δημιουργία ελεύθερου Ο2.-, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται γρήγορα σε Η2Ο2. Μ’ αυτόν τον τρόπο, τα μιτοχόνδρια αποτελούν μία από τις σημαντικότερες πηγές δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου στους αερόβιους οργανισμούς. Παρότι η κυτοχρωμική οξειδάση ανάγει το Ο2 σε Η2Ο, χωρίς την απελευθέρωση ανιχνεύσιμων ενδιάμεσων μορφών αναγωγής, σε ορισμένες άλλες πρωτεΐνες της αναπνευστικής αλυσίδας είναι δυνατή η απόδοση ηλεκτρονίων απευθείας στο Ο2 προς σχηματισμό Ο2.- (βλέπε Σχήμα 3).

				Αν και η αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων λειτουργεί με αποτελεσματικό τρόπο, η συνεχής μεταπήδηση ηλεκτρονίων από το ένα σύμπλοκο στο άλλο δημιουργεί ελεύθερες ρίζες, οι οποίες είναι δεσμευμένες στις ενδιάμεσες ενώσεις. Οι τελευταίες, όμως, έχουν την τάση προς άμεση απόδοση ηλεκτρονίων στο οξυγόνο και σχηματισμό Ο2.-, κάτω από ορισμένες συνθήκες.   

				Η ταχύτητα διαφυγής ηλεκτρονίων και δημιουργίας Ο2.- αυξάνεται όταν η μερική πίεση του Ο2 είναι υψηλή, ενώ έχει υπολογιστεί ότι κάτω από φυσιολογικές συνθήκες αποτελεί περίπου το 1 με 3% του αναγόμενου στα μιτοχόνδρια Ο2. Το χαμηλό ποσοστό πλάγιας διαφυγής ηλεκτρονίων οφείλεται κυρίως στη μικρή μερική πίεση του Ο2 στα μιτοχόνδρια, καθώς και στην οργάνωση των συστατικών της αναπνευστικής αλυσίδας σε σύμπλοκα πρωτεϊνών, τα οποία διευκολύνουν τη μεταβίβαση των ηλεκτρονίων στο επόμενο μέλος της αλυσίδας και όχι στο ελεύθερο Ο2. Βλάβες, ωστόσο, στη δομή και τη λειτουργία των μιτοχονδρίων μπορεί να ευνοήσουν τη διαρροή ηλεκτρονίων προς το Ο2 και τη επακόλουθη δημιουργία Ο2.-. Αν και δεν είναι γνωστά τα ακριβή σημεία διαρροής των ηλεκτρονίων από την αναπνευστική αλυσίδα, οι φλαβοπρωτεΐνες του συμπλόκου Ι, η ελεύθερη ρίζα του συνενζύμου Q και το σύμπλοκο ΙΙΙ φαίνεται να ευθύνονται τις περισσότερες φορές, ανάλογα με τις συνθήκες που επικρατούν. 

				Θα πρέπει να σημειωθεί, επίσης, και η αναγωγή του Ο2 με δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο2, όταν το Cyt-C έλθει σε επαφή με την πρωτεΐνη p66shc στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων. Τέλος, το ένζυμο μονοάμινο-οξειδάση, στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, καταλύει την οξειδωτική απαμίνωση αρωματικών ενώσεων οι οποίες περιέχουν αμινομάδες, με ταυτόχρονη δημιουργία Η2Ο2.

				

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 5 - Οξειδωτικό Στρες: Μοριακοί Μηχανισμοί Πρόκλησης Βλαβών σε Κυτταρικά Συστατικά

				Σύνοψη

				Όλα τα βασικά συστατικά των κυττάρων (DNA, λιπίδια, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες) αποτελούν στόχο των δραστικών ελευθέρων ριζών, οι οποίες σχηματίζονται με αφετηρία το οξυγόνο. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών ξεκινά με την αναγωγή του οξυγόνου με ένα μονό ηλεκτρόνιο σε ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-), το οποίο μεταβολίζεται γρήγορα σε Ο2 και Η2Ο2 από τα ένζυμα δισμουτάσες του σουπεροξειδίου (SODs). Επιβάλλεται να τονιστεί ότι ούτε το Ο2.- ούτε το Η2Ο2 αποτελούν ισχυρούς οξειδωτικούς παράγοντες, αλλά χρειάζονται ιδιαίτερους μηχανισμούς για να δημιουργήσουν δραστικές ελεύθερες ρίζες, οι οποίες είναι υπεύθυνες για την οξείδωση των συστατικών των κυττάρων. Η κατανόηση αυτών των μηχανισμών αλλά και η επιτυχής αναστολή τους, όταν χρειάζεται, αποτελούν κεντρικά σημεία για την αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες, μέσω εξωγενών παρεμβάσεων.

				Ο καλύτερα μελετημένος μοριακός μηχανισμός οξείδωσης κυτταρικών συστατικών είναι αυτός της λιπιδιακής υπεροξείδωσης. Πρόκειται για μια κυκλικά ανατροφοδοτούμενη αλυσιδωτή διαδικασία, η οποία, εάν αρχίσει και δεν ανασταλεί εγκαίρως, μπορεί να οξειδώσει όλο το βιολογικό υλικό. Το DNA μπορεί να υποστεί έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών οξειδωτικών βλαβών, ανάλογα με τους παράγοντες που τις προκαλούν. Σε αντίθεση με τις οξειδωμένες πρωτεΐνες, οι οποίες συνήθως κατακερματίζονται και τα αμινοξέα τους επαναχρησιμοποιούνται, το οξειδωμένο DNA μπορεί να επιδιορθωθεί επί τόπου (in situ). Μη επαρκής επιδιόρθωση του DNA έχει ως αποτέλεσμα, ανάλογα με την ένταση του φαινομένου, την ενσωμάτωση μεταλλάξεων στο γενετικό τους υλικό, με αποτέλεσμα τον μετασχηματισμό τους και, τελικά, τον κυτταρικό θάνατο είτε με νέκρωση είτε με απόπτωση. Οι πρωτεΐνες αποτελούν στόχους οξείδωσης ανάλογα με τα κατάλοιπα αμινοξέων που περιέχει η καθεμιά. Τα αμινοξέα κυστεΐνη, μεθειονίνη, τυροσίνη, φαινυλαλανίνη, τρυπτοφάνη και ιστιδίνη είναι πιο ευαίσθητα σε οξειδωτικές τροποποιήσεις σε σύγκριση με τα υπόλοιπα. Μια σχετικά πρόσφατη και απρόσμενη εξέλιξη στο πεδίο αυτό υπήρξε η κατανόηση του γεγονότος ότι οι οξειδωτικές τροποποιήσεις καταλοίπων αμινοξέων στις πρωτεΐνες, εκτός από τις βλαπτικές επιπτώσεις που μπορεί να έχουν, επιτελούν και φυσιολογικούς ρόλους, συμμετέχοντας στη διαδικασία μεταγωγής σημάτων εντός των κυττάρων (redox signaling).  

				

				

				

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Καλή γνώση βασικών στοιχείων Οργανικής και Ανόργανης Χημείας, Βιοχημείας και Βιολογίας. Δομή μεμβρανών και φωσφολιπιδίων. Καλή γνώση των βασικών μοριακών μηχανισμών μεταγωγής του σήματος στα κύτταρα.  

				

				Εισαγωγή

				Η ανακάλυψη της βιολογικής δράσης του ενζύμου δισμουτάση του σουπεροξειδίου (SOD) το 1969 από τους McCord και Fridovich και η αναγνώριση της σημασίας του για την επιβίωση των αερόβιων οργανισμών (McCord and Fridovich, 2014) επιβεβαίωσαν παλαιότερες θεωρίες για τον μηχανισμό τοξικότητας του οξυγόνου μέσω της δημιουργίας ελευθέρων ριζών σε βιολογικά συστήματα.
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				Σχήμα 1: Διαγραμματική απεικόνιση των αντιδράσεων μέσω των οποίων το Ο2.- μπορεί να προκαλέσει την οξείδωση των βασικών κυτταρικών συστατικών. 

				Παρότι το ίδιο το Ο2.- δεν θεωρείται ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας, έχει παρατηρηθεί ότι η αυξημένη δημιουργία του στα κύτταρα προκαλεί την οξείδωση και την τροποποίηση των βιολογικών ιδιοτήτων, απαραίτητων στοιχείων για τη διατήρηση της δομής και της λειτουργίας των κυττάρων. Ο ακριβής βιοχημικός μηχανισμός αυτής της τοξικής δράσης του Ο2.- δεν είναι απόλυτα γνωστός και πιστεύεται ότι διαφέρει από περίπτωση σε περίπτωση. Στο Σχήμα 1 απεικονίζονται διαγραμματικά μερικές από τις αντιδράσεις οι οποίες θα μπορούσαν να οδηγήσουν στην πρόκληση των βλαπτικών επιπτώσεων του Ο2.- στα κύτταρα και τους ιστούς. 

				Άμεσες επιπτώσεις από τη δημιουργία Ο2.-

				Το Ο2.-, ως ασθενής οξειδωτικός παράγοντας, δεν έχει την ικανότητα να οξειδώνει άμεσα τα σημαντικά συστατικά των κυττάρων· εξαίρεση αποτελούν οι πρωτεΐνες που έχουν στο ενεργό τους κέντρο σύμπλοκα σιδήρου-θείου (κυρίως, 4Fe-4S), όπως για παράδειγμα η ακονιτάση των μιτοχονδρίων, η οποία συμμετέχει στον κύκλο των τρικαρβοξυλικών οξέων (κύκλος του Krebs). Με την αντίδραση αυτή, εκτός από την απενεργοποίηση των αντίστοιχων ενζύμων, προκαλείται και απελευθέρωση ιόντων σιδήρου, τα οποία συμμετέχουν στην κατάλυση αντιδράσεων που οδηγούν στη δημιουργία εξαιρετικά δραστικών ελευθέρων ριζών (αντιδράσεις τύπου Fenton), με σοβαρές βλαπτικές συνέπειες για τα κύτταρα.

				Ένας άλλος τρόπος ενίσχυσης της οξειδωτικής ικανότητας του Ο2.- είναι η πρωτονίωσή του, η οποία αυξάνεται όσο το pH του διαλύματος στο οποίο βρίσκεται μειώνεται κάτω από το φυσιολογικό. Η πρωτονιωμένη μορφή του ανιόντος του σουπεροξειδίου (ΗΟ2.), όπως αναφέρθηκε και παραπάνω (Κεφάλαιο 2), έχει τη δυνατότητα να οξειδώνει αρκετά συστατικά των κυττάρων, όπως για παράδειγμα τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα των μεμβρανών ή των λιποπρωτεϊνών. Η συγκέντρωσή του, ωστόσο, είναι εξαιρετικά χαμηλή λόγω του ότι σε φυσιολογικές τιμές του pH (7.2 με 7.3) ένα ελάχιστο ποσοστό του είναι αποπρωτονιωμένο (pKa = 4.8). Σε ορισμένα σημεία, όμως, του κυττάρου στα οποία το pH είναι μειωμένο, όπως για παράδειγμα στο εσωτερικό των λυσοσωματίων ή στην εξωτερική πλευρά της εσωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης, ευνοείται ο σχηματισμός ΗΟ2. και, κατά συνέπεια, μπορεί να έχει άμεσα τοξικές επιπτώσεις για τα κύτταρα. 

				Επίσης, έχει παρατηρηθεί ότι το Ο2.- είναι πιο δραστικό σε οργανικούς διαλύτες από ό,τι σε υδατικά διαλύματα. Αυτό θα μπορούσε να έχει ως συνέπεια το Ο2.- που δημιουργείται στο λιπόφιλο εσωτερικό των μεμβρανών να είναι περισσότερο τοξικό. Παρά τις παραπάνω επισημάνσεις, ωστόσο, θα πρέπει να τονιστεί ότι δεν έχει αποδειχθεί η άμεση βλαπτική δράση του Ο2.- στις μεμβράνες.

				

				Αντίδραση Fenton 

				Πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει ότι η καταλάση έχει την ικανότητα να δρα προστατευτικά σε περιπτώσεις αυξημένης δημιουργίας Ο2.-. Για την εξήγηση των παραπάνω παρατηρήσεων προτάθηκε κατ’ αρχάς μια αντίδραση, η οποία είχε μελετηθεί προηγουμένως από τους Haber και Weiss το 1932 (αντίδραση 1):
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				Το Η2Ο2 μπορεί να δημιουργηθεί από το Ο2.- είτε απευθείας είτε μέσω της δράσης των ενζύμων της οικογένειας SOD, όπως θα δούμε παρακάτω. Η αντίδραση 1 θα δικαιολογούσε τις καταστρεπτικές επιπτώσεις στα κύτταρα, λόγω της δημιουργίας των εξαιρετικά δραστικών ριζών του υδροξυλίου. Σύντομα, όμως, πιο προσεκτικές μελέτες έδειξαν ότι η ταχύτητα αυτής της αντίδρασης είναι πρακτικά ίση με μηδέν και ότι οι ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου ήταν δυνατόν να σχηματιστούν μόνο με την παρουσία ιόντων μετάλλων, κυρίως σιδήρου (αντίδραση Fenton).
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				Το O2.- σ’ αυτήν την περίπτωση θα μπορούσε να προκαλεί την αναγωγή των ανιόντων του τρισθενούς σιδήρου (Fe3+) σε δισθενή (Fe2+) (αντίδραση 3), ούτως ώστε αυτά να συνεχίσουν να δρουν καταλυτικά.
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				Το άθροισμα των αντιδράσεων 2 και 3 μπορεί να θεωρηθεί ως μια μεταλλο-καταλυόμενη αντίδραση Haber-Weiss. Στην πραγματικότητα, όμως, η αναγωγή του σιδήρου στα κύτταρα γίνεται από τις άφθονες αναγωγικές ενώσεις που υπάρχουν σ’ αυτά και, κατά συνέπεια, η συνεισφορά των ανιόντων του σουπεροξειδίου θεωρείται αμελητέα.  

				Άλλα μέταλλα μετάπτωσης, όπως ο χαλκός και το νικέλιο, έχουν επίσης την ικανότητα να καταλύουν αντιδράσεις τύπου Fenton και να διευκολύνουν τη δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών. Σε αντίθεση, ωστόσο, με τα ιόντα σιδήρου, η ποσότητά τους στα κύτταρα είναι μηδαμινή και, επιπλέον, υπάρχουν ειδικοί μηχανισμοί δέσμευσής τους (ειδικοί δεσμευτές, chaperones) που δεν επιτρέπουν την ύπαρξή τους σε ελεύθερη μορφή κάτω από φυσιολογικές συνθήκες.

				Λόγω της μεγάλης σημασίας των ιόντων σιδήρου στην πρόκληση κυτταρικών βλαβών, ένα αυτοτελές κεφάλαιο του παρόντος πονήματος (Κεφάλαιο 8) θα αφιερωθεί στη λεπτομερή περιγραφή των μοριακών μηχανισμών που ρυθμίζουν την ομοιόσταση του σιδήρου τόσο σε κυτταρικό όσο και σε συστημικό επίπεδο.

				

				Αντιδράσεις υπεροξειδίων με αιμοπρωτεΐνες

				Το μεγαλύτερο μέρος του σιδήρου στον οργανισμό βρίσκεται δεσμευμένο σε μόρια αίμης, κυρίως στις αιμοπρωτεΐνες αιμοσφαιρίνη και μυοσφαιρίνη.

				Είναι δυνατόν αυτός ο σίδηρος να συμμετέχει σε αντιδράσεις τύπου Fenton;  

				Είναι γεγονός ότι, όταν σε ένα διάλυμα μυοσφαιρίνης ή αιμοσφαιρίνης προστεθεί ένα υπεροξείδιο όπως το Η2Ο2, δημιουργούνται προϊόντα τα οποία είναι ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες, ικανοί να προκαλέσουν την οξείδωση των κυτταρικών συστατικών και να δώσουν το έναυσμα για λιπιδιακή υπεροξείδωση (αντίδραση 4):
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				Παρότι αρχικά προτάθηκε ότι υπεύθυνες για την έναρξη της λιπιδιακής υπεροξείδωσης στην παραπάνω περίπτωση ήταν οι ρίζες του υδροξυλίου, στη συνέχεια αποδείχθηκε ότι ο ισχυρισμός αυτός ήταν λαθεμένος. Σήμερα γνωρίζουμε ότι η φερρυλική μορφή της μυοσφαιρίνης με σθένος στον σίδηρο +4 (Fe4+=Ο) και μια μη επακριβώς εντοπισμένη ελεύθερη ρίζα, κάπου στις πλάγιες αλυσίδες των αμινοξέων της σφαιρίνης, είναι υπεύθυνες για την πρόκληση της υπεροξείδωσης των ακόρεστων λιπαρών οξέων (Galaris, Cadenas et al., 1989; Galaris, Sevanian et al., 1990). Η μυοσφαιρίνη σ’ αυτήν την κατάσταση έχει δύο ισχυρά οξειδωτικά κέντρα (το φερρυλικό σύμπλοκο και την ελεύθερη ρίζα στη σφαιρίνη), τα οποία συνυπάρχουν και είναι δύσκολο να διαχωριστούν και να βρεθεί το κυρίως υπεύθυνο. Έμμεσες ενδείξεις συνηγορούν στο ότι ελεύθερες ρίζες σε κάποια υπολείμματα του αμινοξέος, πιθανώς της τυροσίνης, αποτελούν τους δραστικότερους οξειδωτικούς παράγοντες αυτού του μορίου. Κατά συνέπεια, έντονες ερευνητικές προσπάθειες βρίσκονται σε εξέλιξη για την ανακάλυψη των κατάλληλων αντιοξειδωτικών παρασκευασμάτων, με την ελπίδα να αντιμετωπιστούν οι βλαπτικές συνέπειες της αντίδρασης των αιμοπρωτεϊνών με τα υπεροξείδια (Galaris, Eddy et al., 1989; Galaris and Korantzopoulos, 1997). Έχει προταθεί ότι τέτοιου είδους αντιδράσεις λαμβάνουν χώρα σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις, όπως για παράδειγμα κατά την επανοξυγόνωση μετά από μια περίοδο ισχαιμίας του μυϊκού ιστού, κατά τη δημιουργία αυξημένων ποσοτήτων υπεροξειδίων παρουσία ελεύθερης αιμοσφαιρίνης ή μυοσφαιρίνης, σε περιπτώσεις φλεγμονών κ.ά. Στις περιπτώσεις αυτές, όσο υπάρχουν ενδογενείς αντιοξειδωτικοί παράγοντες, είναι δυνατή η γρήγορη αναγωγή των φερρυλικών μορφών (Fe4+) στις αντίστοιχες μετ-μορφές τους (Fe3+) και η ταυτόχρονη εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών στα κατάλοιπα της πρωτεΐνης, με αναστολή των τοξικών τους επιπτώσεων . 

				Ο μηχανισμός αυτός θα μπορούσε να θεωρηθεί ότι τελικά συνεισφέρει στο γενικότερο δίκτυο των αμυντικών μηχανισμών του οργανισμού, μιας και έχει ως τελικό αποτέλεσμα την καταλυτική απομάκρυνση των υπεροξειδίων. Όταν, όμως, εξαντληθούν οι ενδογενείς αντιοξειδωτικοί παράγοντες (κυρίως το ασκορβικό οξύ), τότε οι φερρυλικές μορφές, και κυρίως οι ελεύθερες ρίζες στις πολυπεπτιδικές αλυσίδες, αποτελούν σοβαρή απειλή για την ακεραιότητα των κυττάρων. Ως εκ τούτου, σε περιπτώσεις σχετικά υψηλών συγκεντρώσεων υπεροξειδίων και απουσίας αντιοξειδωτικών παραγόντων, οι πρωτεΐνες αυτές μπορούν να μετουσιωθούν σε μεγάλο βαθμό, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση της αίμης από την πολυπεπτιδική αλυσίδα, αλλά και ιόντων σιδήρου από το μόριο της αίμης. Η ύπαρξη ελεύθερων ιόντων σιδήρου έχει τοξικές επιπτώσεις, λόγω της ικανότητάς τους να καταλύουν τη δημιουργία εξαιρετικά δραστικών ελευθέρων ριζών. Είναι χαρακτηριστικό ότι η χορήγηση τόσο αντιοξειδωτικών ενώσεων όσο και σιδηροδεσμευτικών παραγόντων έχει δώσει μερικώς θετικά αποτελέσματα σε περιπτώσεις ισχαιμίας και επαναιμάτωσης σε διάφορους ιστούς, υποδηλώνοντας τη δράση και των δύο παραπάνω μηχανισμών σ’ αυτήν την περίπτωση.   

				

				Υπεροξείδωση των λιπιδίων

				Ο καλύτερα μελετημένος μηχανισμός αντίδρασης των ελευθέρων ριζών με κυτταρικά συστατικά είναι αυτός με τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (PUFA) που είναι συνδεδεμένα στα φωσφολιπίδια, τα οποία αποτελούν τα βασικά συστατικά των μεμβρανών και των λιποπρωτεϊνών. Το φαινόμενο αυτό καλείται “λιπιδιακή υπεροξείδωση” και παρατηρείται όταν υπερκεραστούν οι αμυντικοί μηχανισμοί των κυττάρων, με αποτέλεσμα την διαρκή και μη ελεγχόμενη δημιουργία ελευθέρων ριζών. Η ακολουθία των αντιδράσεων στη συγκεκριμένη διαδικασία ήταν γνωστή από πολλές δεκαετίες, κυρίως από μελέτες για την οξείδωση διαφόρων ειδών ελαίων, αλλά η κατανόηση της σχέσης τους με αντίστοιχες αντιδράσεις σε βιολογικά συστήματα έγινε πολύ αργότερα.

				Το έναυσμα της υπεροξείδωσης μπορεί να προκληθεί από οποιαδήποτε ελεύθερη ρίζα, αρκεί να είναι τόσο δραστική, ώστε να μπορεί να αποσπάσει ένα άτομο υδρογόνου (Η.) από μια μεθυλομάδα. Είναι γνωστό ότι, όταν μια μεθυλική ομάδα βρίσκεται δίπλα σε έναν διπλό δεσμό και, περισσότερο, όταν βρίσκεται μεταξύ δύο διπλών δεσμών, η ισχύς του δεσμού του Η με το αντίστοιχο άτομο C εξασθενεί σημαντικά. Κατά συνέπεια, σχεδόν πάντοτε οι διάφοροι οξειδωτικοί παράγοντες αφαιρούν ένα άτομο Η. από μεθυλομάδες που βρίσκονται μεταξύ δύο διπλών δεσμών (-CH=CH-CH2-CH=CH-). Η απόσπαση του ατόμου του υδρογόνου έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας νέας ελεύθερης ρίζας στο αντίστοιχο άτομο άνθρακα (Σχήμα 2). Η ρίζα του λιπαρού οξέος που δημιουργείται είναι πολύ ασταθής, με αποτέλεσμα τον γρήγορο ανασυνδυασμό της με ηλεκτρόνια από τους διπλανούς διπλούς δεσμούς και τον σχηματισμό αφενός συζυγών διενίων (conjugated dienes, αλληλουχία διπλού-μονού-διπλού δεσμών) και αφετέρου μιας νέας ελεύθερης ρίζας στο αντίστοιχο άτομο άνθρακα του διπλού δεσμού (βλέπε Σχήμα 2). Η νέα ελεύθερη ρίζα είναι σχετικά πιο σταθερή και προλαβαίνει να αντιδράσει με μοριακό οξυγόνο, το οποίο συνήθως υπάρχει άφθονο στο περιβάλλον, δημιουργώντας μια ρίζα υπεροξειδίου. Η ρίζα αυτή, με τη σειρά της, έχει την ικανότητα να αποσπά ένα άτομο υδρογόνου από ένα άλλο πολυακόρεστο λιπαρό οξύ, δημιουργώντας μ’ αυτόν τον τρόπο μια νέα ελεύθερη ρίζα και ένα υπεροξείδιο του λιπαρού οξέος. Τα υπεροξείδια των λιπαρών οξέων που συσσωρεύονται διασπώνται στη συνέχεια με πολύπλοκους μηχανισμούς, σχηματίζοντας μια πλειάδα προϊόντων και συντελώντας στην περαιτέρω επέκταση των αλυσιδωτών αντιδράσεων. Οι κυκλικές αυτές αντιδράσεις, εάν δεν τερματιστούν με κάποιον τρόπο, έχουν καταστρεπτικά αποτελέσματα, καθώς προκαλούν τελικά την ολική οξείδωση των μεμβρανών και τον θάνατο των κυττάρων.
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				Σχήμα 2: Αλυσιδωτές αντιδράσεις οι οποίες οδηγούν στην υπεροξείδωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων.

				Η μηλονική διαλδεΰδη και η 4-υδροξυ-2-νονενάλη (Σχήμα 3) έχουν μελετηθεί κατά κόρον ως τελικά προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης, κυρίως λόγω του ότι αποτελούν σχετικά σταθερά τελικά προϊόντα και είναι εύκολα ανιχνεύσιμες στα βιολογικά υγρά.

				Το πεντάνιο [CH3(CH2)3CH3], το αιθάνιο (CH3-CH3) και το αιθυλένιο (CH2=CH2) σχηματίζονται, επίσης, κατά την υπεροξείδωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και έχουν ανιχνευθεί με ειδικές τεχνικές στον εκπνεόμενο αέρα ανθρώπων και ζώων, σε συνθήκες οξειδωτικού στρες.   

				Σε γενικές γραμμές, τα αποτελέσματα της υπεροξείδωσης των λιπιδίων στις κυτταρικές μεμβράνες συνίστανται κυρίως στη μείωση της ρευστότητας και στην αύξηση της διαπερατότητάς τους σε μόρια όπως το Ca2+ και τα Η+, καθώς και στην απενεργοποίηση μεμβρανικών ενζύμων. 

				Ο κύριος φυσιολογικός παράγοντας που έχει την ικανότητα να αναστέλλει τη διαδικασία της λιπιδιακής υπεροξείδωσης είναι η βιταμίνη Ε (βλέπε Κεφάλαιο 7). Η βιταμίνη Ε δεν είναι μια απλή χημική ένωση, αλλά μια ομάδα παρεμφερών ενώσεων που αποκαλούνται τοκοφερόλες, η κυριότερη από τις οποίες θεωρείται η α-τοκοφερόλη.
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				Σχήμα 3: Χημικές δομές των προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης: μηλονική διαλδεΰδη (Α) και 4-υδροξυ-2-νονενάλη (Β).  

				 

				Συνέπειες από την υπεροξείδωση των λιπιδίων στα κύτταρα

				Εκτεταμένη λιπιδιακή υπεροξείδωση στις βιολογικές μεμβράνες προκαλεί διαταραχές στη ρευστότητά τους, μείωση του μεμβρανικού δυναμικού, αύξηση της διαπερατότητάς τους στα H+ και στο Ca2+ και, πιθανώς, λύση με αποτέλεσμα την απελευθέρωση των κυτταρικών συστατικών στον περιβάλλοντα χώρο. Έχει παρατηρηθεί, επίσης, ότι τα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης επηρεάζουν διάφορες σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες πριν αυτό καθαυτό το φαινόμενο επιφέρει την τελική κατάρρευση της διαπερατότητας των μεμβρανών. Τέτοιες επιπτώσεις έχουν παρατηρηθεί στις πρωτεΐνες μεταφοράς ασβεστίου και στην αναστολή διαφόρων ενζύμων, όπως η φωσφατάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης, η αδενυλική κυκλάση, το κυτόχρωμα Ρ-450 κ.ά. Προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης ενέχονται, επίσης, σε αντιδράσεις με θειολικές ομάδες καταλοίπων κυστεΐνης σε πρωτεΐνες (-CH2-SH), καθώς και σε ενδομοριακές και διαμοριακές διασυνδέσεις πρωτεϊνών. 

				Μια ένδειξη για το ότι λιπιδιακή υπεροξείδωση λαμβάνει πράγματι χώρα στα κύτταρα, κάτω από σχετικά φυσιολογικές συνθήκες, είναι και η σταδιακή συσσώρευση άχρηστων, λιπιδιακής κυρίως προέλευσης ουσιών (λιποφουσκινών) στα γηρασμένα κύτταρα. Η χημική δομή της λιποφουσκίνης δεν είναι σταθερή, αλλά περιλαμβάνει συσσωματώματα πρωτεϊνών, λιπιδίων και νουκλεϊνικών οξέων, τα οποία δεν είναι δυνατόν να απομακρυνθούν από τα συστήματα κατακερματισμού των κυττάρων (λυσοσωμάτια, πρωτεάσωμα, πρωτεάσες κ.τ.λ.). 

				Πρόσφατες πειραματικές παρατηρήσεις στηρίζουν την υπόθεση ότι μερικά προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης συμμετέχουν σε διαδικασίες μεταγωγής του σήματος και ρυθμίζουν την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων (Higdon, Diers et al., 2012). Ο μηχανισμός αυτός βασίζεται στο γεγονός ότι ένα σημαντικό ποσοστό των τελικών προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης είναι ισχυρά ηλεκτρόφιλα μόρια. Τα συγκεκριμένα μόρια έχουν την ικανότητα να αντιδρούν με νουκλεόφιλα συστατικά των κυττάρων, όπως για παράδειγμα τα κατάλοιπα αμινοξέων κυστεΐνης, λυσίνης και ιστιδίνης στις πρωτεΐνες. Παραδείγματα τέτοιων αντιδράσεων (Michael additions) απεικονίζονται στο Σχήμα 4.

				Η μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων από ηλεκτρόφιλα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης συνδέεται, κυρίως, με την οξειδωτική τροποποίηση καταλοίπων κυστεΐνης στις πρωτεΐνες, ενώ η οξειδωτική τροποποίηση των δύο άλλων αμινοξέων ενέχεται, κυρίως, σε τοξικές επιπτώσεις για τα κύτταρα και τους ιστούς. Για παράδειγμα, ομοιοπολική σύνδεση ηλεκτρόφιλων προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης με την πρωτεΐνη Keap1 οδηγεί στην ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2 (βλέπε Κεφάλαια 9 και 10), ο οποίος ελέγχει την έκφραση ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων που στοχεύουν στην αύξηση της αμυντικής ικανότητας των κυττάρων (Higdon, Diers et al., 2012). Ως εκ τούτου, τα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης εμπλέκονται στους μηχανισμούς της φλεγμονής, αλλά και άλλων συνθηκών οι οποίες συνδέονται με αυξημένα επίπεδα οξειδωτικού στρες. Όταν, όμως, τα προϊόντα αυτά υπερβούν ένα συγκεκριμένο όριο, τότε προκαλούν την ενεργοποίηση μηχανισμών που οδηγούν σε προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση).
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				Σχήμα 4: Χημική δομή ενός ηλεκτρόφιλου προϊόντος λιπιδιακής υπεροξείδωσης (Α) και οι σχηματιζόμενοι δεσμοί Michael με κατάλοιπα κυστεΐνης (Β), ιστιδίνης (Γ) και λυσίνης (Δ).

				

				Επιδιόρθωση οξειδωμένων λιπιδίων

				Η υπεροξείδωση των φωσφολιπιδίων στις κυτταρικές μεμβράνες και στις λιποπρωτεΐνες, καθώς και τα προϊόντα της εν λόγω υπεροξείδωσης αποτελούν μια συνεχή απειλή για τους αερόβιους οργανισμούς. Ως εκ τούτου, τα κύτταρα, εκτός του ότι αποτρέπουν την έναρξη της λιπιδιακής υπεροξείδωσης χρησιμοποιώντας αντιοξειδωτικά όπως η βιταμίνη Ε, έχουν αναπτύξει μηχανισμούς επιδιόρθωσης των οξειδωμένων μεμβρανικών συστατικών, διατηρώντας μ’ αυτόν τον τρόπο την ακεραιότητα των μεμβρανών και τη λειτουργικότητα των λιποπρωτεϊνών. 

				Ένα μέλος της οικογένειας των υπεροξειδασών της GSH, η “φωσφολιποϋπεροξειδική υπεροξειδάση της GSH”, καταλύει αποκλειστικά την αναγωγή των λιπιδιακών υπεροξειδίων in situ, στη φυσιολογική τους θέση μέσα στις μεμβράνες (Ursini, Maiorino et al., 1985). Η αντίδραση αυτή δεν καταλύεται από το κλασσικό σεληνοένζυμο “υπεροξειδάση της GSH”, το οποίο μπορεί να δράσει μόνο όταν τα λιπιδικά υπεροξείδια έχουν αποσυνδεθεί από το μόριο της γλυκερόλης και είναι ελεύθερα. Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί ότι τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια αποτελούν καλύτερα υποστρώματα για τις φωσφολιπάσες-Α2, οι οποίες απελευθερώνουν τα οξειδωμένα λιπαρά οξέα από τη θέση 2 στον κορμό της γλυκερόλης. Με τον τρόπο αυτόν απομακρύνονται τα οξειδωμένα λιπαρά οξέα και, στη συνέχεια, νέα λιπαρά οξέα συνδέονται στην κενή θέση στη γλυκερόλη. Τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια και τα λυσοφωσφολιπίδια (χωρίς λιπαρό οξύ σε κάποια θέση της γλυκερόλης) έχουν ιδιότητες απορρυπαντικού και, επιπλέον, μπορούν να δράσουν ως ενεργοποιητές της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων (PAF-like agents). Κατά συνέπεια, αποτελούν σοβαρό κίνδυνο και πρέπει να αλκυλιωθούν όσο το δυνατόν ταχύτερα με νέα μη οξειδωμένα λιπαρά οξέα.

				

				Ανίχνευση προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης σε παθολογικές καταστάσεις

				Υπάρχει μια πλειάδα τεχνικών για την παρακολούθηση της εξέλιξης της λιπιδιακής υπεροξείδωσης. Πρακτικά, συνήθως η εξέλιξη της λιπιδιακής υπεροξείδωσης καταγράφεται είτε με μέτρηση του σχηματισμού των διαφόρων τελικών προϊόντων (αλδεΰδες, υπεροξείδια, συζυγή διένια), είτε με παρακολούθηση της μείωσης των συγκεκριμένων πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, είτε τέλος με παρακολούθηση της κατανάλωσης του οξυγόνου κατά τη διάρκεια της αλληλουχίας των αντιδράσεων. Με τη χρησιμοποίηση των παραπάνω τεχνικών έχει αποδειχθεί ότι η υπεροξείδωση των λιπιδίων είναι αυξημένη σε μια σειρά από παθολογικές καταστάσεις, καθώς και σε δηλητηριάσεις με μια πλειάδα τοξικών παραγόντων. 

				Τέτοιες παρατηρήσεις συχνά γίνονται δεκτές ως απόδειξη ότι η συγκεκριμένη κατάσταση ή η τοξίνη προκαλεί την αύξηση της λιπιδιακής υπεροξείδωσης, η οποία με τη σειρά της είναι υπεύθυνη για την προκαλούμενη τοξικότητα. Το παραπάνω συμπέρασμα δεν είναι πάντοτε σωστό.

				Είναι γνωστό ότι στους κατεστραμμένους ιστούς λαμβάνει χώρα αυξημένη λιπιδιακή υπεροξείδωση. Αν και ο ακριβής μηχανισμός αυτού του φαινομένου δεν είναι γνωστός, θα μπορούσε να σχετίζεται με την απενεργοποίηση και τη διάχυση διαφόρων αντιοξειδωτικών συστημάτων από τα κύτταρα, και την απελευθέρωση ιόντων σιδήρου από τα σημεία αποθήκευσής του. Κατά συνέπεια, δεν είναι δυνατόν από την ανίχνευση προϊόντων υπεροξείδωσης των λιπιδίων να βγάλουμε το συμπέρασμα ότι το οξειδωτικό στρες προκαλεί την παθολογική κατάσταση ή επηρεάζει την εξέλιξή της, διότι μπορεί να αποτελεί απλά ένα επιφαινόμενο της καταστροφής των κυττάρων (Σχήμα 5). 
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				Σχήμα 5: Η ανίχνευση προϊόντων λιπιδιακής υπεροξείδωσης σε βιολογικό υλικό από έναν ασθενή, αποδεικνύει τη συμμετοχή ελευθέρων ριζών στον σχηματισμό τους, αλλά δεν μπορεί να καθορίσει σε ποιο σημείο της εξέλιξης της ασθένειας εμπλέκεται το οξειδωτικό στρες. Τις περισσότερες φορές αντικατοπτρίζει την τελική καταστροφή των κυττάρων και, κατά συνέπεια, δεν έχουν νόημα οι προσπάθειες αναστολής του οξειδωτικού στρες.    

				Πριν λοιπόν εκτιμηθεί ο ρόλος της λιπιδιακής υπεροξείδωσης σε κάποια παθολογική κατάσταση, θα πρέπει να αποδειχθεί ότι προηγείται της κυτταρικής βλάβης ή συμβαδίζει μ’ αυτήν. Επιπλέον, η αναστολή της λιπιδιακής υπεροξείδωσης με το κατάλληλο αντιοξειδωτικό μέσο, κυρίως α-τοκοφερόλη, έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της κυτταρικής βλάβης και, το κυριότερο, την αναστολή της εξέλιξης της ασθένειας.

				

				Πρόκληση βλαβών στο DNA

				Το DNA και το RNA, αν και είναι από τα βασικότερα συστατικά των κυττάρων και, κατά συνέπεια, θα περίμενε κανείς να είναι καλύτερα προστατευμένα, είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα σε βλάβες οι οποίες προκαλούνται σε συνθήκες οξειδωτικού στρες in vivo. Οξειδωτικές τροποποιήσεις σ’ αυτά τα νουκλεϊνικά πολυμερή έχουν ως αποτέλεσμα την αναστολή τόσο της αντιγραφής και της μεταγραφής, όσο και της μετάφρασης στη διαδικασία έκφρασης των πρωτεϊνών. Επίσης, προκαλούν μεταλλάξεις, οι οποίες τελικά ενδέχεται να οδηγήσουν στην εμφάνιση και την εξέλιξη παθολογικών καταστάσεων ή ακόμα και στον θάνατο του οργανισμού. 

				Το ποσοστό των οξειδωτικών βλαβών στο DNA, ακόμα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, είναι αρκετά υψηλό. Υπολογίζεται ότι σε κάθε χρονική στιγμή μία βάση στις 130.000 είναι τροποποιημένη οξειδωτικά. Οι βλάβες στο μιτοχονδριακό DNA φαίνεται να είναι πολύ περισσότερες και υπολογίζονται σε μία τροποποιημένη βάση ανά 8.000. Τα μόρια του RNA είναι, επίσης, πολύ πιο ευαίσθητα στην οξείδωση από τα μόρια του DNA (Tanaka, Chock et al., 2007). Οι παρατηρήσεις αυτές θα πρέπει να συνδέονται με το γεγονός ότι τα μόρια του μιτοχονδριακού DNA και του RNA δεν είναι οργανωμένα σε συμπαγή διάταξη και δεν συνδέονται με ιστόνες, όπως στο αντίστοιχο πυρηνικό DNA. Επιπλέον, το μιτοχονδριακό DNA βρίσκεται πλησίον της αναπνευστικής αλυσίδας, η οποία θεωρείται η κύρια πηγή δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου (Cadenas and Davies, 2000). 

				Σύμφωνα με την επικρατούσα άποψη, οι ρίζες του υδροξυλίου αποτελούν την κύρια αιτία για την πρόκληση οξειδωτικών βλαβών στο DNA. Το σημείο δημιουργίας τους έχει ξεχωριστή σημασία για τυχόν αντιδράσεις τους με το DNA, μιας και ο χρόνος ημιζωής τους είναι μερικά μικροδευτερόλεπτα. Κατά συνέπεια, το πιο πιθανό σενάριο είναι ότι δεν προλαβαίνουν να διαχυθούν και να φθάσουν στο DNA, εάν το σημείο δημιουργίας τους είναι σχετικά μακριά. Έτσι, για παράδειγμα, οι ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου που δημιουργούνται στο ενδοπλασματικό δίκτυο είναι αδύνατον να δράσουν άμεσα στο σχετικά μακρινό μόριο του DNA. Λιγότερο δραστικές ελεύθερες ρίζες, όμως, μπορούν να διαχέονται σε σχετικά μεγαλύτερες αποστάσεις και να επιδρούν εξειδικευμένα με τα διάφορα μόρια. Η πιο πιθανή ακολουθία γεγονότων στην περίπτωση δημιουργίας δραστικών ριζών (π.χ., ριζών .ΟΗ) σε σημεία μακριά από τον πυρήνα είναι κατ’ αρχάς μια αντίδραση με μόρια του άμεσου περιβάλλοντος από την οποία παράγονται δευτερεύοντα προϊόντα (π.χ., ρίζες υπεροξειδίων), ικανά να διαχυθούν και να αντιδράσουν με το πυρηνικό DNA. 

				Μια άλλη περίπτωση είναι η δέσμευση ιόντων μετάλλων μετάπτωσης (κυρίως σιδήρου) απευθείας στο DNA και, κατά συνέπεια, η δημιουργία .ΟΗ πλησίον του DNA. Είναι εμφανές ότι σ’ αυτήν την περίπτωση η χρήση εκκαθαριστών των ριζών του υδροξυλίου δεν πρόκειται να έχει κανένα αποτέλεσμα, μιας και οι εξαιρετικά δραστικές ελεύθερες ρίζες δημιουργούνται πλησίον του DNA. 

				Η οξειδωτική τροποποίηση του DNA μπορεί να προκαλέσει μια σειρά από διαφορετικά αποτελέσματα, όπως σχάση των αλυσίδων (μονών και διπλών), ανταλλαγή αδελφών χρωματιδίων (sister chromatid exchange), διασυνδέσεις του τύπου DNA-DNA ή DNA-πρωτεΐνης και τροποποιήσεις των βάσεων του DNA. Μερικές από τις τροποποιημένες βάσεις, οι οποίες έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί, παρουσιάζονται στο Σχήμα 6.
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				Σχήμα 6: Μερικά από τα προϊόντα οξείδωσης των βάσεων του DNA, τα οποία σχηματίζονται μετά τη δράση δραστικών ελευθέρων ριζών.

				Αν και είναι δυνατόν να τροποποιηθούν οξειδωτικά και οι τέσσερις βάσεις του DNA, οι πυραμιδίνες κυτοσίνη και —ειδικά η— θυμίνη είναι εξαιρετικά ευαίσθητες σε τέτοιου είδους τροποποιήσεις. Αντίθετα από τις πρωτεΐνες, οι τροποποιημένες βάσεις στο DNA είναι δυνατόν να απομακρυνθούν, μέσω ειδικών μηχανισμών, και να αντικατασταθούν από μη οξειδωμένες βάσεις. 

				Λόγω της υψηλής δραστικότητας των ελευθέρων ριζών, η αντίδρασή τους με το DNA είναι μη ειδική. Ως εκ τούτου, εκτός από τις βάσεις, μπορούν να προσβάλουν και να οξειδώσουν τον φωσφοδιεστερικό σκελετό της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων. Η αντίδραση αυτή μπορεί να οδηγήσει και σε σχάση της αλυσίδας σε ορισμένα σημεία και, αναλόγως του είδους της αντίδρασης, να σχηματιστούν μη τυπικά 3΄ και 5΄ άκρα, δηλαδή μη-3΄-ΟΗ και μη-5΄-ΡΟ4. Αυτές οι ανωμαλίες στα άκρα δεν αποτελούν υποστρώματα για τις DNA πολυμεράσες και, συνεπώς, πρέπει να απομακρυνθούν για να γίνει δυνατή η επιδιόρθωσή τους. Σε περιπτώσεις ακτινοβολίας υψηλής ενέργειας ή αντίδρασης με υψηλή συγκέντρωση .ΟΗ, είναι δυνατόν να προκληθεί ταυτόχρονη σχάση στο ίδιο σημείο και στις δύο αλυσίδες του DNA (διπλή σχάση). Ενώ οι σχάσεις στη μία αλυσίδα είναι δυνατόν να επιδιορθωθούν σχετικά εύκολα, η επιδιόρθωση των διπλών σχάσεων είναι πιο δύσκολη και προκαλεί σοβαρά προβλήματα για την ακεραιότητα των κυττάρων. 

				Εκτός των επιπτώσεων στις βάσεις και στη ριβόζη, οι ελεύθερες ρίζες αντιδρούν και με τις πυρηνικές πρωτεΐνες, δημιουργώντας νέες ελεύθερες ρίζες, οι οποίες πολλές φορές συνδέονται ομοιοπολικά με το DNA (διασυνδέσεις DNA- πρωτεϊνών). Τέτοιου είδους διασυνδέσεις εμποδίζουν, στη συνέχεια, το ξεδίπλωμα της χρωματίνης, την επιδιόρθωση του DNA, καθώς και τις διαδικασίες σύνθεσης νέου DNA ή RNA. Τέλος, το οξειδωτικό στρες, εκτός των άμεσων, μπορεί να έχει και έμμεσες επιπτώσεις στο DNA. Για παράδειγμα, αυξημένη οξειδωτική πίεση έχει ως αποτέλεσμα την ενδοκυττάρια αύξηση της συγκέντρωσης του Ca2+. Με τη σειρά του, το Ca2+ ενεργοποιεί ενδονουκλεάσες ή επηρεάζει ένζυμα τα οποία σχετίζονται με τη σύνθεση ή/και την επιδιόρθωση του DNA.

				

				Βλάβες στο μιτοχονδριακό DNA 

				Η γενετική πληροφορία για τη σύνθεση της πλειονότητας των πρωτεϊνών βρίσκεται στο DNA του πυρήνα. Ένα μικρό κομμάτι DNA, όμως, βρίσκεται και στα μιτοχόνδρια. Αυτό το DNA προέρχεται από τη μητέρα και προσλαμβάνεται μαζί με τα μιτοχόνδρια του ωαρίου, ενώ είναι δίκλωνο και έχει κυκλική διάταξη. Στο DNA των ανθρώπινων μιτοχονδρίων υπάρχει η πληροφορία για τη σύνθεση 13 μόλις πρωτεϊνών. Παρότι οι περισσότερες πρωτεΐνες των μιτοχονδρίων προέρχονται από το πυρηνικό DNA, οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται στα μιτοχόνδρια είναι εξίσου σημαντικές και απαραίτητες για το μιτοχόνδριο, και κατ’ επέκταση για τη λειτουργία του κυττάρου και ολόκληρου του οργανισμού. Έχει παρατηρηθεί ότι το μιτοχονδριακό DNA είναι πολύ πιο ευαίσθητο στο οξειδωτικό στρες από το αντίστοιχο πυρηνικό. Αυτό οφείλεται κυρίως στο ότι: α) δεν προστατεύεται από τη συμπαγή οργάνωση και την περιτύλιξη γύρω από ιστόνες, όπως στην περίπτωση του πυρηνικού DNA, β) βρίσκεται πολύ κοντά στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, η οποία θεωρείται ένα από τα κυριότερα σημεία δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου (βλέπε Κεφάλαιο 4), και γ) τα μιτοχόνδρια έχουν λιγότερο αποτελεσματικούς μηχανισμούς επιδιόρθωσης του DNA. 

				Οι οξειδωτικές βλάβες στο μιτοχονδριακό DNA πιστεύεται ότι παίζουν σοβαρό ρόλο σε έναν συνεχώς αυξανόμενο αριθμό ασθενειών, όπως οι νευροεκφυλιστικές παθήσεις, η αρτηριοσκλήρυνση και άλλες.

				

				Επιπτώσεις από τις βλάβες στο DNA

				Οι επιπτώσεις από τις βλάβες στο DNA μπορεί να είναι πολλαπλές, ανάλογα με το είδος και την ένταση των βλαβών. Έτσι για παράδειγμα, πολλαπλές σχάσεις στο DNA μπορούν να προκαλέσουν την ενεργοποίηση του ενζύμου πολυμεράση της πολυ(ADP-ριβόζης) (PARP) (Σχήμα 7), με συνέπεια τη χρησιμοποίηση μεγάλου μέρους από τα αποθέματα NAD(P)+ και τη μείωση της ικανότητας σύνθεσης νέου ATP, τα οποία τελικά οδηγούν τα κύτταρα στον θάνατο. Η όλη διαδικασία καλείται, ορισμένες φορές, αντίδραση αυτοκτονίας και μπορεί να θεωρηθεί ότι με τον τρόπο αυτόν αποφεύγεται η μόνιμη ενσωμάτωση λαθών στο DNA, κάτι που θα είχε απρόβλεπτες συνέπειες για το κύτταρο.
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				Σχήμα 7: Η αντίδραση που καταλύεται από το ένζυμο πολυμεράση της πολυ(ADP-ριβόζης) (PARP), P = φωσφορική ομάδα. 

				Η αντίδραση αυτή αναπτύχθηκε κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, ούτως ώστε να αποφευχθεί η μόνιμη ενσωμάτωση λαθών στο DNA, όταν η ταχύτητα επιδιόρθωσης των βλαβών δεν ήταν αρκετή να αντιμετωπίσει την ταχύτητα δημιουργίας τους. 

				Υπάρχουν ενδείξεις ότι οι μεταλλάξεις στο γενετικό υλικό που προέρχονται από οξειδωτικές τροποποιήσεις των βάσεων στο DNA δεν είναι τυχαία κατανεμημένες, αλλά εντοπίζονται σε ορισμένα σημεία του DNA. Αυτό μπορεί να προέρχεται είτε από το γεγονός ότι οι οξειδωτικοί παράγοντες έρχονται σε επαφή μόνο με ορισμένα σημεία στο DNA, ενώ έχουν δυσκολία να αντιδράσουν με άλλα (π.χ., το νουκλεοσωμικό DNA), είτε από το ότι ορισμένες αλληλουχίες μπορούν και δεσμεύουν επιλεκτικά ιόντα μετάλλων μετάπτωσης (κυρίως Fe), τα οποία συμμετέχουν στην δημιουργία .OH στα συγκεκριμένα σημεία, μέσω της αντίδρασης Fenton με υπεροξείδια.

				

				Επιδιόρθωση βλαβών στο DNA

				Καθώς όλα τα κύτταρα ενός αερόβιου οργανισμού δημιουργούν δραστικές μορφές οξυγόνου, οι οποίες έχουν την ικανότητα να προκαλούν βλάβες σε όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά των κυττάρων, συμπεριλαμβανομένου και του DNA, η ύπαρξη αποτελεσματικών επιδιορθωτικών μηχανισμών αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την ομαλή λειτουργία των κυττάρων. Σε αντίθεση με τις πρωτεΐνες, οι οποίες, όταν υποστούν οξειδωτικές βλάβες, υδρολύονται ολοκληρωτικά και τα μη οξειδωμένα αμινοξέα τους επαναχρησιμοποιούνται, το DNA μπορεί να επιδιορθωθεί in situ χωρίς κατακερματισμό. Έχει υποστηριχθεί ότι η γενωμική αστάθεια που εμφανίζεται σε περιπτώσεις ανεπαρκούς επιδιόρθωσης του DNA παίζει αποφασιστικό ρόλο στην εμφάνιση ασθενειών και, ειδικότερα, των ασθενειών που σχετίζονται με τη γήρανση (Ahel, Rass et al., 2006; Leandro, Sykora et al., 2015).

				Υπάρχουν σημαντικές ενδείξεις ότι, εκτός από το οξειδωτικό στρες, γενωμική αστάθεια μπορεί να προκαλέσουν και άλλοι εξωγενείς ή και ενδογενείς παράγοντες οι οποίοι έχουν την ικανότητα πρόκλησης τροποποιήσεων στο DNA με διάφορους μοριακούς μηχανισμούς (Pages and Fuchs, 2002). Στο DNA των κυττάρων που δεν έχουν την ικανότητα να αντιμετωπίσουν αποτελεσματικά μια περίοδο οξειδωτικού στρες, προκαλούνται βλάβες, οι οποίες περιλαμβάνουν οξειδωμένες βάσεις ή σχάσεις στη μονή αλλά και στη διπλή αλυσίδα. Έχουν εντοπιστεί περισσότερες από 100 οξειδωτικές τροποποιήσεις που μπορούν να οδηγήσουν σε μεταλλάξεις και κυτταροτοξικότητα (Dizdaroglu, 1991; Lindahl, 1993). 

				Οι μοριακοί μηχανισμοί επιδιόρθωσης του DNA είναι πολλοί και αλληλεπικαλυπτόμενοι. Στα κύτταρα των θηλαστικών έχουν αναφερθεί οι παρακάτω μηχανισμοί επιδιόρθωσης: (i) άμεση επιδιόρθωση (direct repair), (ii) επιδιόρθωση εκτομής βάσεων (base excision repair), (iii) επιδιόρθωση εκτομής νουκλεοτιδίων (nucleotide excision repair), (iv) επιδιόρθωση αναντιστοιχίας (mismatch repair), (v) επιδιόρθωση ομόλογου ανασυνδυασμού (homologous recombination repair) και (vi) επιδιόρθωση μη ομόλογης ένωσης άκρων (non-homologous end-joining repair) (Sancar, Lindsey-Boltz et al., 2004).

				Αν και όλοι οι παραπάνω μηχανισμοί είναι σημαντικοί για την επιδιόρθωση τροποποιήσεων στο DNA, η επιδιόρθωση εκτομής βάσεων (base excision repair) αποτελεί τον κατεξοχήν υπεύθυνο μηχανισμό για την αντιμετώπιση των βλαβών που προκαλούνται από το οξειδωτικό στρες (Leandro, Sykora et al., 2015). Η επιδιόρθωση εκτομής βάσεων απομακρύνει βάσεις που έχουν υποστεί, μεταξύ άλλων, απαμίνωση, αλκυλίωση ή οξειδωτική τροποποίηση.  

				Το γεγονός ότι στο DNA όλων των αερόβιων οργανισμών ανιχνεύονται χαμηλά αλλά ανιχνεύσιμα επίπεδα τροποποιημένων βάσεων ενισχύει την άποψη ότι οι επιδιορθωτικοί μηχανισμοί δεν είναι απόλυτα αποτελεσματικοί. Ειδικά, το στάδιο της αναγνώρισης της βλάβης από τον αντίστοιχο μηχανισμό φαίνεται ότι αποτελεί τον περιοριστικό παράγοντα. Είναι χαρακτηριστικό ότι στο ανθρώπινο γονιδίωμα πρέπει να ελέγχονται συνεχώς περισσότερες από 109 βάσεις για να βρεθεί λιγότερη από μία βλάβη στο εκατομμύριο.

				Έχει παρατηρηθεί ότι οι οξειδωτικές βλάβες που ανιχνεύονται στο μιτοχονδριακό DNA είναι πιο συχνές και πιο εκτεταμένες από ό,τι στο πυρηνικό DNA. Τα μιτοχόνδρια διαθέτουν τους δικούς τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης DNA, που κατά μεγάλο μέρος προσομοιάζουν μ’ αυτούς του πυρήνα. Αν και υπάρχουν αρκετές διαφορές μεταξύ των μηχανισμών επιδιόρθωσης στον πυρήνα και στα μιτοχόνδρια, και στις δύο περιπτώσεις έχουμε παραλλαγές των μηχανισμών εκτομής βάσεων και επιδιόρθωσης αναντιστοιχίας.

				Έχουν χαρακτηριστεί αρκετές παθολογικές καταστάσεις στις οποίες διάφορα ένζυμα των επιδιορθωτικών συστημάτων δεν λειτουργούν κανονικά. Αυτά τα παραδείγματα καταδεικνύουν τη σημασία των επιδιορθωτικών μηχανισμών, καθώς και την ανικανότητα των αντιοξειδωτικών μηχανισμών να αποτρέψουν την πρόκληση βλαβών στο DNA in vivo. Μια άλλη πιθανότητα που θα πρέπει, επίσης, να εξεταστεί σοβαρά είναι ότι οι διάφοροι οξειδωτικοί παράγοντες, εκτός του ότι μπορούν να προκαλέσουν απευθείας βλάβες στο DNA, έχουν την ικανότητα να επηρεάζουν τη δράση διαφόρων παραγόντων των επιδιορθωτικών μηχανισμών. 

				Σχάσεις της διπλής αλυσίδας του DNA είναι περισσότερο τοξικές και μπορούν να προκαλέσουν τον θάνατο των κυττάρων, ειδικά αυτών που πολλαπλασιάζονται. Σ’ αυτήν την περίπτωση δρουν οι μηχανισμοί επιδιόρθωσης ομόλογου ανασυνδυασμού (homologous recombination repair) και μη ομόλογης ένωσης των άκρων (non-homologous end-joining repair). 

				Πρόκληση βλαβών στις πρωτεΐνες

				Οι πρωτεΐνες στον ενδοκυττάριο αλλά και στον εξωκυττάριο χώρο αποτελούν, επίσης, στόχο για τη δράση των δραστικών ελευθέρων ριζών (Dunlop, Brunk et al., 2011). Το μεγάλο ενδιαφέρον, όμως, για τη μελέτη της οξειδωτικής τροποποίησης των πρωτεϊνών αναπτύχθηκε σχετικά πρόσφατα, όταν έγινε γνωστό ότι οξειδωτικές τροποποιήσεις σε ορισμένες απ’ αυτές παίζουν σημαντικό ρόλο στη μεταγωγή του σήματος εντός αλλά και μεταξύ των κυττάρων (redox signaling) (Brewer, Garcia et al., 2015).

				Οι περισσότερες πρωτεΐνες είναι δυνατόν να υποστούν σημαντικές οξειδωτικές τροποποιήσεις χωρίς σοβαρές επιπτώσεις στη λειτουργικότητά τους. Μόνο όταν θιγούν απαραίτητα αμινοξέα ή προσθετικές ομάδες στο ενεργό τους κέντρο (ή σε αλλοστερικά κέντρα), επηρεάζεται η γενικότερη λειτουργία τους (Stadtman, 2006). Το Η2Ο2 και το Ο2.- έχουν περιορισμένη ικανότητα οξείδωσης πρωτεϊνών, εκτός ορισμένων εξαιρέσεων, οι οποίες ωστόσο έχουν σημαντική φυσιολογική σημασία. Για παράδειγμα, το Ο2.- μπορεί να αντιδράσει με προσθετικές ομάδες πρωτεϊνών που αποτελούνται από σύμπλοκα Fe-S. Οι αντιδράσεις αυτές είναι σημαντικές, διότι απελευθερώνουν ιόντα σιδήρου, τα οποία στη συνέχεια καταλύουν τη δημιουργία εξαιρετικά δραστικών ελευθέρων ριζών (αντίδραση Fenton). Ένα άλλο παράδειγμα είναι η οξείδωση ορισμένων ευαίσθητων θειολικών ομάδων σε κατάλοιπα κυστεΐνης, από το Η2Ο2. Η εν λόγω αντίδραση αποτελεί το έναυσμα για τη μεταγωγή μιας πλειάδας διαφορετικών σημάτων στα κύτταρα (Brewer, Garcia et al., 2015). Από την άλλη πλευρά, η μη ελεγχόμενη οξειδωτική τροποποίηση ενζύμων, υποδοχέων, πρωτεϊνών μεταγωγής σήματος, πρωτεϊνών μεταφοράς ιόντων κ.τ.λ. μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα την πρόκληση ανωμαλιών στη γενική λειτουργία του οργανισμού. Επίσης, οξειδωτικές βλάβες σε πρωτεΐνες μεταγραφής και επιδιόρθωσης του DNA έχουν ως αποτέλεσμα την αύξηση του αριθμού των μεταλλάξεων. Τέλος, οξειδωτικά τροποποιημένες πρωτεΐνες μπορεί να προκαλέσουν τη διέγερση της ανοσολογικής απόκρισης, με αποτέλεσμα τη δημιουργία αντισωμάτων τα οποία είναι πιθανόν να σχετίζονται με την αυτοανοσία.

				Οι επιπτώσεις της δημιουργίας ελευθέρων ριζών σε μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη εξαρτώνται από: α) την περιεκτικότητα της πρωτεΐνης σε αμινοξέα ευαίσθητα σε οξείδωση από τη δράση ελευθέρων ριζών, β) το πόσο σημαντικά είναι αυτά τα αμινοξέα για τη δράση της πρωτεΐνης και γ) την ικανότητα των κυττάρων να διορθώνουν τις βλάβες στη συγκεκριμένη πρωτεΐνη.

				Η ικανότητα αντίδρασης των διαφορετικών καταλοίπων αμινοξέων χαρακτηρίζεται από μία συγκεκριμένη “σταθερά αντίδρασης”, η οποία συμβολίζεται με το μικρό γράμμα k. Ως εκ τούτου, τα κατάλοιπα κυστεΐνης, μεθειονίνης, τυροσίνης, ιστιδίνης, φαινυλαλανίνης και τρυπτοφάνης, τα οποία έχουν τις υψηλότερες σταθερές αντίδρασης με τις πιο κοινές δραστικές μορφές οξυγόνου, είναι και οι πιο ευαίσθητοι στόχοι οξείδωσης σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (Ehrenshaft, Deterding et al., 2015).

				

				Η κυστεΐνη

				Το ενδιαφέρον για τις οξειδωτικές τροποποιήσεις συγκεκριμένων καταλοίπων κυστεΐνης στις πρωτεΐνες έχει αυξηθεί θεαματικά τα τελευταία 15 χρόνια, λόγω της ικανότητάς τους να ρυθμίζουν σημαντικές λειτουργίες των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Ειδικότερα, η οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης με δύο ηλεκτρόνια σε σουλφενικό οξύ αποτελεί τη βάση της ρύθμισης μεταγωγής ενός μεγάλου αριθμού ενδοκυττάριων σημάτων (redox signaling) (Paulsen and Carroll, 2010; Truong and Carroll, 2012). Οι μηχανισμοί αυτοί θα εξεταστούν διεξοδικά σε ειδικό κεφάλαιο (Κεφάλαιο 9) παρακάτω.   

				Οι θειολικές ομάδες (-SH) οξειδώνονται, επίσης, και με ένα ηλεκτρόνιο, από αρκετές δραστικές ελεύθερες ρίζες, δημιουργώντας θειολικές ελεύθερες ρίζες (-R.). Οι ρίζες αυτές είναι εξαιρετικά δραστικές και αντιδρούν με το οξυγόνο ή με άλλους παράγοντες, ανάλογα με την σχετική συγκέντρωση οξυγόνου στο συγκεκριμένο σημείο. Όταν η συγκέντρωση του Ο2 είναι αρκετή, αντιδρούν μ’ αυτό, δημιουργώντας σουλφο-υπεροξειδικές ρίζες (SOO.), ενώ σε χαμηλές συγκεντρώσεις Ο2 αντιδρούν, συνήθως, με μια άλλη θειολική ρίζα, σχηματίζοντας δισουλφιδικούς δεσμούς (R-S-S-R’). Επειδή, η γλουταθειόνη βρίσκεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα κύτταρα, η θειολική της ομάδα είναι αυτή που αντιδρά ως επί το πλείστον με τις θειολικές και τις σουλφο-υπεροξειδικές ελεύθερες ρίζες που δημιουργούνται στα κύτταρα. Οι γλουταθειονυλιωμένες πρωτεΐνες μπορούν και επανέρχονται στην αρχική τους κατάσταση με τη δράση των ενζύμων γλουταρεδοξίνη και θειορεδοξίνη, όπως θα δούμε στο επόμενο Κεφάλαιο 6.  

				Επειδή η κυστεΐνη, όπως και η μεθειονίνη, βρίσκεται συχνά στα ενεργά κέντρα πρωτεϊνών, η οξείδωσή τους μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα την τροποποίηση της λειτουργίας των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Δηλαδή, οι πρωτεΐνες αυτές μπορούν να δρουν ως αισθητήρες που ανιχνεύουν την ένταση του οξειδωτικού στρες.       

				

				Η μεθειονίνη

				Η μεθειονίνη είναι ένα από τα πιο ευαίσθητα κατάλοιπα αμινοξέων στις πρωτεΐνες απέναντι στη δράση των δραστικών μορφών οξυγόνου (Boschi-Muller, Gand et al., 2008). Έχει αποδειχθεί ότι η οξείδωσή της λαμβάνει χώρα in vivo και ότι, ανάλογα με την ένταση του οξειδωτικού στρες, οξειδώνεται πρώτα σε σουλφοξείδιο της μεθειονίνης και στη συνέχεια σε σουλφόνη (Σχήμα 8).

				Το πρώτο βήμα αυτής της αντίδρασης είναι αντιστρεπτό. Το ένζυμο αναγωγάση του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης (Msr) καταλύει την αναγωγή του σουλφοξειδίου ξανά σε μεθειονίνη. Αντίθετα, το δεύτερο βήμα της αντίδρασης είναι μη αντιστρεπτό.  

				Η δημιουργία σουλφοξειδίου της μεθειονίνης μπορεί να επηρεάσει τη βιολογική δράση της πρωτεΐνης, ανάλογα με τη θέση στην οποία βρίσκεται η οξειδωμένη μεθειονίνη στην πρωτεΐνη. Ως εκ τούτου, είναι σημαντικό το ότι τα ένζυμα αναγωγάσες του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης έχουν την ικανότητα επανενεργοποίησης των αντίστοιχων πρωτεϊνών (Drazic and Winter, 2014). Έχει προταθεί ότι οι αναγωγάσες της μεθειονίνης παίζουν σημαντικό ρόλο σε διάφορες λειτουργίες in vivo, όπως στην προστασία από τις επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες. Υπάρχουν, επίσης, ισχυρές ενδείξεις, ότι εμπλέκονται στους μηχανισμούς της μακροζωίας (Moskovitz, 2005; Stadtman, Van Remmen et al., 2005). 
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				Σχήμα 8: Τα κατάλοιπα μεθειονίνης στις πρωτεΐνες μπορούν να οξειδωθούν σε σουλφοξείδιο από δραστικές μορφές οξυγόνου, όπως το Η2Ο2. Η τροποποίηση αυτή είναι αντιστρεπτή και η αρχική ένωση μπορεί να σχηματιστεί από τη δράση της αναγωγάσης του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης. Σε συνθήκες έντονου οξειδωτικού στρες, το σουλφοξείδιο μπορεί να οξειδωθεί περαιτέρω σε σουλφόνη. Η οξείδωση αυτή δεν είναι αντιστρεπτή.

				Συχνά, κατάλοιπα της μεθειονίνης βρίσκονται σε ενεργά κέντρα πρωτεϊνών, όπως για παράδειγμα στην α1-αντιπρωτεϊνάση του ορού. Η οξείδωση αυτού του συγκεκριμένου καταλοίπου οδηγεί στην απενεργοποίηση της α1-αντιπρωτεϊνάσης, με αποτέλεσμα την απώλεια ελέγχου της δράσης, κυρίως, της ελαστάσης, με σοβαρές επιπτώσεις στην υγεία των ασθενών.

				

				Η ιστιδίνη

				Η ιστιδίνη, λόγω των ιδιαίτερων χημικών ιδιοτήτων της, βρίσκεται συχνά στα ενεργά κέντρα διαφόρων ενζύμων. Αυτό οφείλεται κατά κύριο λόγο στο ότι μπορεί να δέχεται και να αποδίδει πρωτόνια σε pH γύρω από το φυσιολογικό (pKa περίπου 6.5). Κατά συνέπεια, η οξειδωτική τροποποίηση του καταλοίπου αυτού στις πρωτεΐνες έχει αποφασιστική σημασία για τη λειτουργία των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Η οξείδωση της ιστιδίνης οδηγεί είτε στην ομοιοπολική σύνδεσή της με ηλεκτρόφιλα μόρια (βλέπε Σχήμα 4) είτε στον σχηματισμό 2-οξοϊστιδίνης (Σχήμα 9): 

				Εκτός από τις επιπτώσεις της οξείδωσης της ιστιδίνης στη λειτουργικότητα των αντίστοιχων πρωτεϊνών, η δημιουργία 2-οξοϊστιδίνης μπορεί, σε πολλές περιπτώσεις, να αποτελέσει το σήμα από το οποίο μια πρωτεΐνη αναγνωρίζεται ως οξειδωτικά τροποποιημένη, ούτως ώστε να κατακερματιστεί από το πρωτεάσωμα και άλλα ειδικά πρωτεολυτικά συστήματα, όπως θα αναφερθεί παρακάτω. Η οξείδωση της ιστιδίνης εμπλέκεται, επίσης, στη δημιουργία ομοιοπολικών διασυνδέσεων με άλλες πρωτεΐνες και στον σχηματισμό αδιάλυτων συσσωματωμάτων πρωτεϊνών. Εάν τα επίπεδα των συσσωματωμάτων αυτών αυξηθούν σημαντικά, εμποδίζουν τη φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων και έχουν κατηγορηθεί ως υπεύθυνα για τη διαδικασία της γήρανσης (Kurz, Eaton et al., 2010).
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				Σχήμα 9: Οξείδωση της ιστιδίνης σε 2-οξοϊστιδίνη.

				

				Η τυροσίνη 

				Τα κατάλοιπα τυροσίνης στις πρωτεΐνες αποτελούν συχνό στόχο δράσης διαφορετικών οξειδωτικών παραγόντων. Ένα σημαντικό στοιχείο των οξειδωτικών τροποποιήσεων της τυροσίνης αποτελεί το γεγονός ότι τα τελικά προϊόντα της οξείδωσης είναι χαρακτηριστικά του αρχικού οξειδωτικού παράγοντα που προκάλεσε την οξείδωση (Σχήμα 10). Έτσι, για παράδειγμα, οξειδώσεις που προέρχονται από ρίζες υδροξυλίου (.ΟΗ) προκαλούν συνήθως τον σχηματισμό ορθο-διυδρόξυ ομάδων (DOPA), οι οποίες μετά από περαιτέρω οξείδωσή τους σχηματίζουν δικετο-ομάδες στον αρωματικό δακτύλιο. Επίσης, μετά από οξείδωση από ρίζες υδροξυλίου σχηματίζεται ομοιοπολική διασύνδεση δύο διαφορετικών καταλοίπων τυροσίνης (διτυροσίνες) στην ίδια πρωτεΐνη (ενδομοριακά) ή μεταξύ διαφορετικών πρωτεϊνών (διαμοριακά). Αντίθετα, όταν η οξείδωση προέρχεται από περοξυνιτρικό (ΟΝΟΟ-) ή υποχλωριώδες οξύ (HOCl), σχηματίζονται νιτροτυροσίνες ή χλωροτυροσίνες, αντίστοιχα (Feeney and Schoneich, 2012). 

				Είναι, επίσης, γνωστό ότι ομοιοπολικές τροποποιήσεις στα κατάλοιπα τυροσίνης συγκεκριμένων πρωτεϊνών αποτελούν βασικούς συντελεστές στη μεταγωγή σημάτων (signal transduction) στα κύτταρα. Ως παράδειγμα μπορεί να αναφερθεί η παρεμπόδιση της φωσφορυλίωσης από τυροσινικές κινάσες με επακόλουθες συνέπειες στη μεταγωγή του σήματος. 

				Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι ελεύθερες ρίζες της τυροσίνης σχηματίζονται και παίζουν σημαντικό ρόλο σε ενεργά κέντρα ορισμένων ενζύμων κατά την διάρκεια του καταλυτικού τους κύκλου. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι η αναγωγάση των ριβονουκλεοτιδίων, η οποία είναι απαραίτητη για τον σχηματισμό των δεοξυ-ριβονουκλεοτιδίων που χρειάζονται για τη σύνθεση του DNA από τα αντίστοιχα ριβονουκλεοτίδια.
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				Σχήμα 10: Χαρακτηριστικές οξειδωτικές τροποποιήσεις καταλοίπων τυροσίνης από ρίζες υδροξυλίου, περοξυνιτρικό και υποχλωριώδες οξύ. 

				

				Η φαινυλαλανίνη

				Η δράση ελευθέρων ριζών όπως αυτές του υδροξυλίου (.ΟΗ) στη φαινυλαλανίνη, όπως και στην τυροσίνη, δημιουργεί μια σειρά ενδιάμεσων ελευθέρων ριζών, οι οποίες τελικά σχηματίζουν ορθο-, μετα- και παρα-τυροσίνες. Η φαινυλαλανίνη μπορεί, επίσης, να υποστεί νίτρωση μετά από αντίδραση με δραστικές μορφές αζώτου, όπως το περοξυνιτρικό (ΟΝΟΟ-). Αυτές οι οξειδωτικές τροποποιήσεις ενδέχεται να έχουν, ή να μην έχουν, επιπτώσεις στη γενικότερη λειτουργία της πρωτεΐνης, ανάλογα με τη θέση του συγκεκριμένου καταλοίπου στη δομή της.

				

				Η τρυπτοφάνη

				Ελεύθερες ρίζες όπως οι .ΟΗ, οι ROO. και οι RO. οξειδώνουν, συνήθως, τα κατάλοιπα τρυπτοφάνης στις πρωτεΐνες, δημιουργώντας Ν-φορμυλοκυνουρενίνη και κυνουρενίνη (Σχήμα 11), τα οποία ανιχνεύονται εύκολα μέσω του χαρακτηριστικού ισχυρού φθορισμού τους. Η τρυπτοφάνη αποτελεί, επίσης, έναν ισχυρό εκκαθαριστή μονήρους οξυγόνου (1Ο2) με το οποίο δίνει χαρακτηριστικά φθορίζοντα προϊόντα. Αντίδρασή της με δραστικές μορφές αζώτου, όπως το ΟΝΟΟ- και το ΝΟ2., οδηγεί στον σχηματισμό νιτροτρυπτοφάνης.

				

				Η λυσίνη

				H λυσίνη μπορεί να τροποποιηθεί από σχετικά σταθερά προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης όπως η μηλονική διαλδεΰδη ή η 4-υδροξυ-νονενάλη, και από άλλες δραστικές μορφές λιπιδίων, γεγονός που φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην οξείδωση των λιποπρωτεϊνών χαμηλής πυκνότητας (LDL). Τροποποιήσεις των πλάγιων αλυσίδων καταλοίπων λυσίνης στην αροΒ πρωτεΐνη καθιστούν τις LDL αναγνωρίσιμες από τους “υποδοχείς εκκαθαριστές” των μακροφάγων, με αποτέλεσμα τη συσσώρευσή τους σ’ αυτά τα κύτταρα. Η συγκεκριμένη διαδικασία είναι ικανή να οδηγήσει στον σχηματισμό αφρωδών κυττάρων, τα οποία θεωρούνται υπεύθυνα για την ανάπτυξη αρτηριοσκλήρυνσης. 
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				Σχήμα 11: Προϊόντα των αντιδράσεων της τρυπτοφάνης με δραστικές μορφές οξυγόνου και αζώτου.

				

				Επιπτώσεις από την οξειδωτική τροποποίηση των πρωτεϊνών 

				Οξειδωτικές βλάβες σε πρωτεΐνες εμπλέκονται στους μοριακούς μηχανισμούς μιας σειράς διαφορετικών ασθενειών, αλλά και στη φυσιολογική εξέλιξη της γήρανσης (Ehrenshaft, Deterding et al., 2015). Όλες σχεδόν οι κυτταρικές πρωτεΐνες είναι δυνατόν να αποτελέσουν στόχους για τις ελεύθερες ρίζες. Έχει παρατηρηθεί ότι ιδιαίτερα ευαίσθητες είναι οι πρωτεΐνες οι οποίες είναι υπεύθυνες για τη διατήρηση της βαθμίδωσης ιόντων Ca2+ και Κ+ (Ca2+-ATPάσες, Ca2+/Na+-ATPάσες και Na+/K+-ATPάσες). Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν ως απαραίτητο αμινοξύ μια κυστεΐνη η θειολική ομάδα (-SH) της οποίας είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη στο οξειδωτικό στρες. 

				Εκτός των επιπτώσεων από την άμεση τροποποίηση, οι κυτταρικές πρωτεΐνες μπορούν, επίσης, να τροποποιηθούν έμμεσα, αντιδρώντας για παράδειγμα με προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης (π.χ. μηλονική διαλδεΰδη, 4-υδροξυ-νονενάλη κ.τ.λ.) (Higdon, Diers et al., 2012). Ομοιοπολικά συνδεδεμένα προϊόντα λιπιδιακής υπεροξείδωσης με πρωτεΐνες έχουν ανιχνευθεί τόσο εντός όσο και εκτός των κυττάρων. Τα προϊόντα αυτά, όταν χαρακτηριστούν προσεκτικά, είναι δυνατόν να αποτελέσουν αξιόπιστους δείκτες του οξειδωτικού στρες στον οργανισμό.

				Οι πρωτεΐνες είναι, επίσης, εξαιρετικά ευπρόσβλητες και στα ενδιάμεσα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης, όπως οι αλκοξυλικές (LΟ.) και οι υπεροξυδικές (LOΟ.) ελεύθερες ρίζες. Τα αποτελέσματα αυτών των επιδράσεων μπορεί να είναι είτε συσσωμάτωση και ομοιοπολική διασύνδεση πολλών πρωτεϊνών είτε διάσπαση και κατακερματισμός τους. Το αποτέλεσμα εξαρτάται αφενός από τη φύση της προσβαλλόμενης πρωτεΐνης και αφετέρου από τις ιδιότητες της ελεύθερης ρίζας. Το τελικό αποτέλεσμα αυτών των οξειδωτικών διαφοροποιήσεων των πρωτεϊνών μπορεί να μεταφραστεί σε αλλαγή της ενζυμικής δραστηριότητας και, κατά συνέπεια, σε αλλαγές των ιδιοτήτων των μεμβρανών και των κυττάρων στα οποία ανήκουν οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες. Για παράδειγμα, βλάβες στις μεμβρανικές πρωτεΐνες Na+/K+-ATPάσες και Ca2+-ΑΤΡάσες, οι οποίες περιέχουν σουλφυδρυλικές ομάδες σε καίρια σημεία, μπορούν να προκαλέσουν διαταραχές στην ομοιόσταση του Ca2+ και να οδηγήσουν σε ενδοκυττάρια συσσώρευσή του. Αυτή η συσσώρευση, στη συνέχεια, εκφράζεται με ενεργοποίηση των φωσφολιπασών και των πρωτεασών και, τελικά, με συσσώρευση του Ca2+ στα μιτοχόνδρια, γεγονότα τα οποία συντελούν στην κυτταρική αποδιοργάνωση και στην επιτάχυνση της διαδικασίας της κυτταρικής καταστροφής. 

				Σε ορισμένες περιπτώσεις, όταν ελεύθερες ρίζες δημιουργούνται στις πλάγιες αλυσίδες ορισμένων αμινοξέων είναι δυνατόν να μεταπηδούν από θέση σε θέση μέσα στο μόριο μιας πρωτεΐνης. Η ύπαρξη πολλών σημείων με ελεύθερες ρίζες έχει συνήθως ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό ενδομοριακών αλλά και διαμοριακών ομοιοπολικών δεσμών (βλέπε για παράδειγμα, Σχήμα 10, σχηματισμός διτυροσίνης), προκαλώντας αλλαγές στη δομή και τη λειτουργία των συγκεκριμένων πρωτεϊνών. 

				

				Επιδιόρθωση πρωτεϊνών 

				Τα κατάλοιπα των κυστεϊνών στις πρωτεΐνες οξειδώνονται αρκετά εύκολα και συχνά σχηματίζουν είτε ενδομοριακούς είτε διαμοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς, με αποτέλεσμα δραστικές αλλαγές στη δομή των πρωτεϊνών ή και σχηματισμό ανενεργών συσσωματωμάτων (Paulsen and Carroll, 2013). Στους άμεσους μηχανισμούς επιδιόρθωσης των πρωτεϊνών περιλαμβάνονται τα ένζυμα “αναγωγάσες των δισουλφιδίων”, οι οποίες ανάγουν δισουλφιδικούς δεσμούς και αναγεννούν δισουλφιδικές ομάδες. Το αμινοξύ μεθειονίνη είναι δυνατόν να οξειδωθεί, σχηματίζοντας σουλφοξείδιο της μεθειονίνης, το οποίο σε πολλές περιπτώσεις προκαλεί την απενεργοποίηση των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Το ένζυμο “αναγωγάση του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης” έχει την ικανότητα να ανάγει το σουλφοξείδιο και να σχηματίζει εκ νέου μεθειονίνη, αποκαθιστώντας ταυτόχρονα τις δράσεις των πρωτεϊνών. Όπως και στις αναγωγάσες των δισουλφιδίων, οι γνώσεις μας για την αναγωγάση του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης είναι προς το παρόν περιορισμένες. Γνωρίζουμε όμως ότι υπάρχει και φαίνεται να παίζει σοβαρό ρόλο στους κρυσταλλοειδείς φακούς των οφθαλμών, στους πνεύμονες και στα φαγοκύτταρα, κυρίως τα ουδετερόφιλα.

				Αρκετά περισσότερα είναι γνωστά για τους έμμεσους μηχανισμούς επιδιόρθωσης των πρωτεϊνών. Είναι γνωστό ότι η οξειδωτική τροποποίηση μερικών αμινοξέων στις πρωτεΐνες προκαλεί την αναγνώρισή τους από ορισμένες πρωτεάσες με αποτέλεσμα τον ολικό κατακερματισμό τους σε αμινοξέα, τα οποία στη συνέχεια μπορούν να χρησιμοποιηθούν είτε για τη σύνθεση νέων πρωτεϊνών είτε για τη σύνθεση ΑΤΡ μέσω του καταβολισμού τους. 

				Σε περιόδους έντονου οξειδωτικού στρες είναι δυνατόν η πρωτεολυτική ικανότητα των κυττάρων να μην φθάνει για την αποδόμηση των δημιουργούμενων οξειδωμένων πρωτεϊνών, με αποτέλεσμα τη δημιουργία συσσωματωμάτων μέσω ομοιοπολικών δεσμών και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Παρόμοια φαινόμενα παρατηρούνται κατά τη γήρανση και σε ορισμένες παθολογικές καταστάσεις στις οποίες η ικανότητα των κυττάρων για αποδόμηση πρωτεϊνών μειώνεται κάτω από ένα ορισμένο σημείο με καταστροφικά για το κύτταρο αποτελέσματα. 

				Η αναγνώριση των οξειδωμένων πρωτεϊνών από τις κατάλληλες πρωτεάσες φαίνεται να οφείλεται κυρίως σε εκτεθειμένες υδρόφοβες περιοχές αυτών των πρωτεϊνών. Αν και τις περισσότερες φορές η οξείδωση αυτή καθαυτή σημαίνει τη δημιουργία πιο υδρόφιλων καταλοίπων αμινοξέων, οι αλλαγές αυτές αναπόφευκτα προκαλούν ένα σχετικό ξεδίπλωμα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων και μερική μετουσίωση των πρωτεϊνών. Αυτές οι αλλαγές οδηγούν στην έκθεση υδρόφοβων τμημάτων τα οποία ήταν προηγουμένως καλυμμένα στο εσωτερικό του μορίου και στην αναγνώρισή τους από τις ειδικές πρωτεάσες.

				Ο καθηγητής Kelvin Davies και οι συνεργάτες του στις ΗΠΑ έχουν μελετήσει εκτενώς τα τελευταία χρόνια ένα σύμπλοκο 15 περίπου πρωτεϊνών το οποίο αποτελεί μέρος του “πρωτεασώματος 20S” και το οποίο φαίνεται να είναι κυρίως υπεύθυνο για την αποικοδόμηση των οξειδωμένων πρωτεϊνών (Davies and Shringarpure, 2006). Έχει παρατηρηθεί ότι το εν λόγω τμήμα του πρωτεασώματος έχει την ικανότητα να αναγνωρίζει με την ίδια ευκολία υποστρώματα τα οποία έχουν οξειδωθεί με εντελώς διαφορετικούς τρόπους, ενώ δεν χρειάζεται την κατανάλωση ενέργειας για τη δράση του. Έτσι, αιμοσφαιρίνη οξειδωμένη είτε τυχαία με ρίζες υδροξυλίου είτε εξειδικευμένα μετά από αντίδραση του Η2Ο2 με τον σίδηρο στο μόριο της αίμης που περιέχει αναγνωρίζεται και αποικοδομείται το ίδιο καλά από το πρωτεάσωμα. Το ίδιο συμβαίνει και με την Cu,Zn-SOD, η οποία αναγνωρίζεται και αποικοδομείται με την ίδια ευχέρεια είτε πρόκειται για οξειδωμένη από .ΟΗ είτε από αντίδραση του Η2Ο2 με το άτομο του Cu στο ενεργό της κέντρο. Το κοινό σημείο μεταξύ της μη ειδικής οξείδωσης με .ΟΗ και της εξειδικευμένης αντίδρασης του Η2Ο2 στο ενεργό κέντρο των παραπάνω ενζύμων είναι μια μερική μετουσίωση και η εμφάνιση υδρόφοβων τμημάτων στο εξωτερικό των μορίων.

				Το 20S πρωτεάσωμα (μοριακό βάρος 670 kDa) μπορεί να συνδεθεί και με άλλες πρωτεΐνες και να σχηματίσει ένα μεγαλύτερο σύμπλοκο (πρωτεάσωμα 26S, μοριακό βάρος 1500 kDa) το οποίο όμως απαιτεί ουμπικιτίνη και ΑΤΡ για την πρωτεολυτική του δράση. Το μεγαλύτερο αυτό σύμπλοκο δεν αναγνωρίζει οξειδωτικά τροποποιημένες πρωτεΐνες και παίζει σημαντικό ρόλο στην ομοιόσταση, καθώς και στην αντιγονοπαρουσίαση και τη διαφοροποίηση των κυττάρων.
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Για μεγάλο χρονικό διάστημα, τα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης θεωρούνταν τοξικοί παράγοντες, ικανοί να προκαλέσουν βλάβες στα κυτταρικά συστατικά και στις λειτουργίες των κυττάρων. Σήμερα, πιστεύεται ότι ορισμένα απ’ αυτά τα προϊόντα εμπλέκονται στη μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων. Πώς γίνεται αυτό; 

				

				Απάντηση

				Ένα σημαντικό ποσοστό των τελικών προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης είναι ισχυρά ηλεκτρόφιλα μόρια (δραστικές μορφές λιπιδίων). Τα μόρια αυτά έχουν την ικανότητα να αντιδρούν με νουκλεόφιλα συστατικά των κυττάρων, όπως για παράδειγμα τα κατάλοιπα αμινοξέων κυστεΐνης, λυσίνης και ιστιδίνης στις πρωτεΐνες. Παραδείγματα τέτοιων αντιδράσεων (Michael additions) απεικονίζονται στο Σχήμα 4 στο κείμενο αυτού του κεφαλαίου.   

				Η μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων από ηλεκτρόφιλα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης συνδέεται, κυρίως, με την οξειδωτική τροποποίηση καταλοίπων κυστεΐνης στις πρωτεΐνες, ενώ η οξειδωτική τροποποίηση των δύο άλλων αμινοξέων ενέχεται, κυρίως, σε τοξικές επιπτώσεις για τα κύτταρα και τους ιστούς. Για παράδειγμα, ομοιοπολική σύνδεση ηλεκτρόφιλων προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης με την πρωτεΐνη Keap1 οδηγεί στην ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2, ο οποίος ελέγχει τη συντονισμένη έκφραση ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων που στοχεύουν στην αύξηση της αμυντικής ικανότητας των κυττάρων ενάντια στο οξειδωτικό στρες. Ως εκ τούτου, τα προϊόντα της λιπιδιακής υπεροξείδωσης αποτελούν διαμεσολαβητές της σηματοδότησης που συνδέεται με την προσαρμογή των κυττάρων για την αντιμετώπιση των νέων συνθηκών. Όταν, όμως, τα προϊόντα αυτά υπερβούν ένα συγκεκριμένο όριο, τότε προκαλούν την ενεργοποίηση μηχανισμών που οδηγούν σε προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση).

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Στον ορό του αίματος ενός ασθενή ανιχνεύθηκαν αυξημένα επίπεδα προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης, όπως μηλονική διαλδεΰδη και 4-υδροξυ-νονενάλη. Τι συμπέρασμα μπορεί να εξαχθεί απ’ αυτήν την παρατήρηση;

				Απάντηση

				Με τη χρησιμοποίηση των ισχυρών αναλυτικών τεχνικών έχει αποδειχθεί ότι η υπεροξείδωση των λιπιδίων είναι αυξημένη σε μια σειρά από παθολογικές καταστάσεις, καθώς και σε δηλητηριάσεις με μια πλειάδα τοξικών παραγόντων. Τέτοιες παρατηρήσεις συχνά γίνονται δεκτές ως αποδείξεις ότι η συγκεκριμένη κατάσταση ή η τοξίνη προκαλεί την αύξηση της λιπιδιακής υπεροξείδωσης, η οποία με την σειρά της είναι υπεύθυνη για την προκαλούμενη τοξικότητα. Το παραπάνω συμπέρασμα δεν είναι πάντοτε σωστό.

				Είναι γνωστό ότι στους κατεστραμμένους ιστούς λαμβάνει χώρα αυξημένη λιπιδιακή υπεροξείδωση, λόγω κυρίως της καταστροφής της ομοιοστασίας των κυτταρικών συστατικών. Αν και ο ακριβής μηχανισμός αυτού του φαινομένου δεν είναι γνωστός, θα μπορούσε να σχετίζεται με την απενεργοποίηση και τη διάχυση διαφόρων αντιοξειδωτικών συστημάτων από τα κύτταρα, και την απελευθέρωση ιόντων σιδήρου από τα σημεία αποθήκευσής του. Κατά συνέπεια, δεν είναι δυνατόν, από την ανίχνευση προϊόντων υπεροξείδωσης των λιπιδίων, να βγάλουμε το συμπέρασμα ότι το οξειδωτικό στρες προκαλεί την παθολογική κατάσταση ή επηρεάζει την εξέλιξη της ανάπτυξής της, διότι μπορεί να αποτελεί απλά ένα επιφαινόμενο της καταστροφής των ιστών. 

				Η ανίχνευση προϊόντων λιπιδιακής υπεροξείδωσης σε βιολογικό υλικό από ασθενή αποδεικνύει τη συμμετοχή ελευθέρων ριζών στον σχηματισμό τους, αλλά δεν μπορεί να καθορίσει σε ποιο σημείο της εξέλιξης της ασθένειας εμπλέκεται το οξειδωτικό στρες. Πολλές φορές αντικατοπτρίζει την τελική καταστροφή των κυττάρων από άλλα αίτια και, κατά συνέπεια, δεν έχουν νόημα οι προσπάθειες αναστολής του οξειδωτικού στρες (βλέπε Σχήμα 5 στο κείμενο του κεφαλαίου).

				    

				Κριτήριο αξιολόγησης 3

				Στο DNA των ανθρώπινων μιτοχονδρίων υπάρχει η πληροφορία για τη σύνθεση 13 μόλις πρωτεϊνών. Παρότι οι περισσότερες πρωτεΐνες των μιτοχονδρίων προέρχονται από το πυρηνικό DNA, οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται στα μιτοχόνδρια είναι εξίσου σημαντικές και απαραίτητες. Έχει παρατηρηθεί ότι το μιτοχονδριακό DNA είναι πολύ πιο ευαίσθητο στο οξειδωτικό στρες από ό,τι το αντίστοιχο πυρηνικό. Πού νομίζετε ότι οφείλεται αυτή η αυξημένη ευαισθησία; 

				

				Απάντηση

				 Η αυξημένη ευαισθησία του μιτοχονδριακού DNA οφείλεται κυρίως στο ότι: 

				α) δεν προστατεύεται από τη συμπαγή οργάνωση και την περιτύλιξη γύρω από ιστόνες, όπως στην περίπτωση του πυρηνικού DNA, 

				β) βρίσκεται πολύ κοντά στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, η οποία θεωρείται ένα από τα κυριότερα σημεία δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου, και 

				γ) τα μιτοχόνδρια έχουν λιγότερο αποτελεσματικούς μηχανισμούς επιδιόρθωσης του DNA.

				

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 6 - Κυτταρικοί Αμυντικοί Μηχανισμοί: Ενζυμικά Συστήματα Ενάντια στο Οξειδωτικό Στρες

				Σύνοψη

				Εφόσον δραστικές μορφές οξυγόνου (ενδιάμεσες μορφές αναγωγής του οξυγόνου) σχηματίζονται συνεχώς εντός των κυττάρων, ακόμη και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, και επιπλέον είναι ικανές να προκαλέσουν τοξικές επιπτώσεις, θα έπρεπε να αποτελεί έκπληξη το πώς, τελικά, οι αερόβιοι οργανισμοί καταφέρνουν να επιβιώνουν. Είναι προφανές ότι, κατά τη διάρκεια της μακράς εξελικτικής τους πορείας, οι αερόβιοι οργανισμοί κατάφεραν να αναπτύξουν εξαιρετικά αποτελεσματικούς αμυντικούς μηχανισμούς, ούτως ώστε να μπορούν να αντισταθούν στην οξειδωτική πίεση που δέχονται. Μόνο όταν οι εν λόγω αμυντικοί μηχανισμοί υπερκεραστούν, ανατρέπεται η προοξειδωτική/αντιοξειδωτική ισορροπία σε βάρος του δεύτερου σκέλους. Η κατάσταση αυτή, συνήθως, καλείται “οξειδωτικό στρες” και έχει βλαπτικά αποτελέσματα για το κύτταρο. Στο παρόν κεφάλαιο θα παρουσιαστούν διεξοδικά οι ενζυμικοί αμυντικοί μηχανισμοί των κυττάρων. Θα αναφερθούν κατ’ αρχάς τα ένζυμα που συμμετέχουν στην πρώτη γραμμή άμυνας των κυττάρων, δηλαδή αυτά που είναι υπεύθυνα για την άμεση απομάκρυνση των παραγόμενων δραστικών μορφών οξυγόνου. Στη συνέχεια, θα εξεταστούν υποβοηθητικά ένζυμα τα οποία θα μπορούσε να πει κανείς ότι αποτελούν τη δεύτερη γραμμή άμυνας του οργανισμού απέναντι στο οξειδωτικό στρες.

				Εισαγωγή

				Ο καλύτερος τρόπος αντίστασης εναντίον των δραστικών μορφών του οξυγόνου θα ήταν, φυσικά, η αποφυγή της δημιουργίας τους. Πράγματι, το 98% περίπου του καταναλισκόμενου οξυγόνου στα μιτοχόνδρια ανάγεται σε H2O, μέσω της δράσης του ενζύμου “κυτοχρωμική οξειδάση” στην αναπνευστική αλυσίδα, χωρίς την απελευθέρωση ενδιάμεσων δραστικών μορφών. Ωστόσο, μικρές ποσότητες Ο2.-, H2O2, ημικινόνες και ελεύθερες ρίζες λιπαρών οξέων σχηματίζονται, ακόμη και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, σε μια σειρά αντιδράσεων που λαμβάνουν χώρα στα κύτταρα (Halliwell and Gutteridge, 2007). Ως εκ τούτου, τα κύτταρα καταφέρνουν να επιβιώσουν μόνο χάρη σε μια σειρά από διαφορετικά αμυντικά συστήματα που έχουν αναπτύξει (Σχήμα 1 και Πίνακας 1). Η σύσταση και η διάρθρωση των αντιοξειδωτικών μηχανισμών διαφέρει όχι μόνο μεταξύ των διαφόρων ιστών αλλά ακόμα και μεταξύ διαφόρων τύπων κυττάρων του ίδιου ιστού.

				Οι οικογένειες των ενζύμων, δισμουτάσες του σουπεροξειδίου (SOD), καταλάσες (CAT), υπεροξειδάσες της GSH (GPx) και περοξυρεδοξίνες (Prx, peroxyredoxins), αποτελούν την πρώτη και κύρια γραμμή άμυνας εναντίον της οξειδωτικής πίεσης. Η συντονισμένη δράση τους έχει ως αποτέλεσμα την τελική αναγωγή του Ο2 σε Η2Ο, χωρίς ανεξέλεγκτες οξειδώσεις των κυτταρικών συστατικών. 

				Εκτός από τα κύρια αυτά αμυντικά ένζυμα, υπάρχει και μια πλειάδα άλλων ενζύμων τα οποία είτε αναστέλλουν τη δημιουργία ελευθέρων ριζών σε συγκεκριμένες περιπτώσεις, είτε είναι υποβοηθητικά για τη δράση των παραπάνω ενζύμων, είτε, τέλος, βοηθούν στην επιδιόρθωση των κυτταρικών συστατικών που έχουν οξειδωθεί. 
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				Σχήμα 1: Απεικόνιση του σχηματισμού ενδιάμεσων μορφών αναγωγής του Ο2 με σταδιακά βήματα του ενός ηλεκτρονίου. Απεικονίζεται η μετατροπή του Ο2.- σε Η2Ο2 από το ένζυμο SOD, καθώς και η αναγωγή του Η2Ο2 σε Η2Ο από τα ένζυμα καταλάση (CAT), υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) και περοξυρεδοξίνη (Prx).

				Παρ’ όλη την αφθονία των παραπάνω ενζυμικών συστημάτων σε όλους τους ιστούς και τα κύτταρα των αερόβιων οργανισμών, είναι γεγονός ότι ορισμένες ελεύθερες ρίζες μπορούν να σχηματιστούν και να αρχίσουν αλυσιδωτές αντιδράσεις. Σ’ αυτήν την περίπτωση, είναι απαραίτητες αντιοξειδωτικές ενώσεις μικρού μοριακού βάρους, οι οποίες είναι ικανές να εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες και να αναστέλλουν τις βλάβες που προκαλούν. Οι ενώσεις αυτές ονομάζονται “εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών” ή απλώς “αντιοξειδωτικά”. Οι σημαντικότερες αντιοξειδωτικές ενώσεις που διαθέτει ο οργανισμός είναι η α-τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) και το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C), οι οποίες θα εξεταστούν διεξοδικά στο επόμενο κεφάλαιο (Κεφάλαιο 7).
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								Αντιοξειδωτικά ένζυμα (SOD, καταλάση, υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης, περοξυαναγωγάσες)

							
						

						
								
								2

							
								
								Μικρού μοριακού βάρους αντιοξειδωτικοί παράγοντες οι οποίοι έχουν την ικανότητα να εξουδετερώνουν δραστικές μορφές οξυγόνου (ασκορβικό οξύ, α-τοκοφερόλη)
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								Πρωτεΐνες οι οποίες δεσμεύουν μόρια διαμεσολαβητές της τοξικότητας των δραστικών μορφών οξυγόνου όπως ιόντα σιδήρου, ιόντα χαλκού, αίμη κ.α.(τρανσφερίνη, φεριτίνη, απτοσφαιρίνη, αιμοπτερίνη, σερουλοπλασμίνη κ.λ.π.)
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								Πρωτεΐνες οι οποίες έχουν την ικανότητα να προστατεύουν τα βιομόρια από βλάβες προκαλούμενες μεταξύ άλλων και από οξειδωτικό στρες (heat shock proteins)
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								Επιδιορθωτικά ένζυμα, όπως τα άμεσα και έμμεσα συστήματα DNA, πρωτεϊνών και λιπιδίων

							
						

					
				

				Πίνακας 1. Αντιοξειδωτικά αμυντικά συστήματα

				Όπως γίνεται φανερό από το Σχήμα 1, το Ο2.- και το Η2Ο2 σχηματίζονται και αποικοδομούνται συνεχώς, με αποτέλεσμα η συγκέντρωσή τους να βρίσκεται σε μια δυναμική ισορροπία. Έχει υπολογιστεί ότι οι συγκεντρώσεις των Ο2.- και Η2Ο2 στα ηπατοκύτταρα των θηλαστικών, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, είναι περίπου 10-11 και 10-7 Μ, αντίστοιχα. Η ισορροπία αυτή, όμως, είναι ασταθής και μπορεί εύκολα να μετατοπιστεί είτε λόγω της αύξησης της δημιουργίας τους είτε λόγω της μείωσης της ικανότητας των κυττάρων να τα απομακρύνουν (Cadenas, 1989; Chance, Sies et al., 1979). Σχετικά πρόσφατα, έγινε κατανοητό ότι όλα τα κύτταρα των αερόβιων οργανισμών διαθέτουν εξαιρετικά ευαίσθητα συστήματα με τα οποία ανιχνεύουν ακόμα και μικρές αλλαγές αυτής της ισορροπίας και προσαρμόζονται ανάλογα. Για παράδειγμα, η αύξηση της συγκέντρωσης του Η2Ο2 σηματοδοτεί την ενεργοποίηση συγκεκριμένων μεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι με τη σειρά τους ελέγχουν την έκφραση μιας πλειάδας συναφών γονιδίων με στόχο τη βέλτιστη προσαρμογή των κυττάρων στη νέα κατάσταση (βλέπε Κεφάλαιο 9). Σε περιπτώσεις που η μετατόπιση της ισορροπίας είναι ακόμη μεγαλύτερη, με πρόκληση μη αντιστρεπτών βλαπτικών επιπτώσεων, λόγω της οξείδωσης βασικών κυτταρικών συστατικών, τότε ενεργοποιείται η διαδικασία του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου ή “απόπτωσης”, όπως συνήθως αποκαλείται. Τέλος, η απότομη ανατροπή της όλης ισορροπίας προκαλεί, αναπόφευκτα, την ολική λύση των κυττάρων και τη διάχυση των συστατικών τους, ένα φαινόμενο που ονομάζεται “νεκρωτικός θάνατος” των κυττάρων. Σε αντίθεση με την απόπτωση, η νέκρωση προκαλεί την προσέλκυση φλεγμονωδών κυττάρων για τον κατακερματισμό και την απομάκρυνση των διάχυτων συστατικών, η ενεργοποίηση των οποίων εκθέτει σε οξειδωτικό στρες και τους παρακείμενους ιστούς (Davies, 1999).  

				Δισμουτάσες του σουπεροξειδίου 

				Από τα τέλη της δεκαετίας του 1930 είχε απομονωθεί ένα είδος πρωτεΐνης η οποία υπήρχε σε άφθονη ποσότητα σε όλα τα αερόβια κύτταρα και τους ιστούς. Η εν λόγω πρωτεΐνη είχε δύο υπομονάδες και περιείχε ένα άτομο χαλκού στην καθεμία. Για τον λόγο αυτό ονομάστηκε κουπρεΐνη. Αργότερα, παρατηρήθηκε ότι είχε, επίσης, και ένα άτομο ψευδαργύρου (Zn) στο μόριό της. Λόγω της αφθονίας της σε όλους τους ιστούς, θεωρήθηκε είτε ότι παίζει δομικό ρόλο είτε ότι αποτελεί χώρο αποθήκευσης μετάλλων. Το 1969, όμως, οι McCord και Fridovich ανακάλυψαν ότι η κουπρεΐνη από τα ερυθρά αιμοσφαίρια κατέλυε την απομάκρυνση των Ο2.- (αντίδραση 1) και την ονόμασαν “δισμουτάση του σουπεροξειδίου” (SOD) (McCord and Fridovich, 1969; McCord and Fridovich, 2014). 
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				Στη συνέχεια, ανακαλύφθηκαν και άλλες ισομορφές της δισμουτάσης, τα οποία χαρακτηρίζονται από τον εντοπισμό τους στα κύτταρα και από το είδος του μετάλλου στο ενεργό τους κέντρο. Τέτοια είδη, εκτός της CuZnSOD, η οποία απαντά στο κυτταρόπλασμα των ευκαρυωτικών κυττάρων, είναι η MnSOD στα μιτοχόνδρια, καθώς και η FeSOD που απαντά σε ορισμένα βακτήρια κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες. Υπάρχει επίσης και ένα είδος εξωκυττάριας SOD η οποία, αν και περιέχει Cu και Zn, διαφέρει από την ενδοκυττάρια ισομορφή της.

				Δισμουτάσες χαλκού και ψευδαργύρου (CuZn-SODs) 

				Το είδος αυτό της δισμουτάσης (CuZn-SOD, μοριακό βάρος 32 kDa) απαντά, εκτός ελαχίστων εξαιρέσεων, σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα, κυρίως στο κυτταρόπλασμα, αλλά έχει ανιχνευθεί και στα λυσοσωμάτια, στον πυρήνα και στον ενδιάμεσο χώρο μεταξύ της εσωτερικής και της εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων. Η CuZn-SOD είναι ένα ομοδιμερές με ένα άτομο Zn στην κάθε υπομονάδα. Τα ιόντα χαλκού στο ενεργό της κέντρο συμμετέχουν στον μηχανισμό κατάλυσης μέσω αλληλοδιαδοχικών βημάτων οξείδωσης και αναγωγής τους (Σχήμα 2). 
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				Σχήμα 2: Απλοποιημένη απεικόνιση του μηχανισμού κατάλυσης του ενζύμου δισμουτάση του σουπεροξειδίου (CuZn-SOD).

				Τα ιόντα Zn2+ δεν συμμετέχουν στον καταλυτικό κύκλο και φαίνεται να παίζουν βοηθητικό ρόλο, σταθεροποιώντας τη δομή της πρωτεΐνης. 

				Σήμερα, είναι γνωστή η αλληλουχία των αμινοξέων και η ακριβής τρισδιάστατη δομή για αρκετές δισμουτάσες του σουπεροξειδίου. Κάθε υπομονάδα αποτελείται από 8 αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες, οι οποίες σχηματίζουν ένα είδος κυλίνδρου. Τα άτομα του Cu και του Zn δεσμεύονται στο ενεργό κέντρο με αλληλεπιδράσεις κυρίως με ημιδιαζολικούς δακτυλίους του αμινοξέος ιστιδίνη. Στο μεγαλύτερο μέρος της επιφάνειας αυτών των ενζύμων επικρατούν αρνητικά ηλεκτρικά φορτία, εκτός από ένα θετικά φορτισμένο μονοπάτι το οποίο οδηγεί τα Ο2.- κατευθείαν στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Μ’ αυτήν τη διάταξη, κάθε Ο2.- που προσεγγίζει ένα μόριο του ενζύμου οδηγείται με μεγάλη αποτελεσματικότητα στο ενεργό του κέντρο, συντελώντας μ’ αυτόν τον τρόπο στη μεγάλη αύξηση της ταχύτητας της αντίδρασης (σταθερά αντίδρασης, k = 2 x 109 M-1s-1).

				Δισμουτάσες μαγγανίου (MnSODs)

				Οι δισμουτάσες του σουπεροξειδίου που έχουν δεσμευμένο Mn (Mn-SODs), αν και καταλύουν την ίδια αντίδραση με τις CuZn-SOD και μάλιστα με την ίδια ταχύτητα, είναι εντελώς διαφορετικές όσον αφορά την αλληλουχία των αμινοξέων της πολυπεπτιδικής τους αλυσίδας. Το μοριακό τους βάρος είναι περίπου 40 kDa, σε αντίθεση με τις CuZn-SODs οι οποίες έχουν μοριακό βάρος 32 kDa. Αυτό το είδος των SODs απαντά ευρύτατα σε βακτήρια, φυτά και ζώα. Στα ζωικά κύτταρα βρίσκεται σχεδόν αποκλειστικά στα μιτοχόνδρια. Αυτή η παρατήρηση συμφωνεί με την ενδοσυμβιωτική θεωρία της εμφάνισης των μιτοχονδρίων, η οποία υποστηρίζει ότι τα εν λόγω οργανίδια προήλθαν μετά από μακροχρόνια συμβίωση μεταξύ πρωτόγονων ευκαρυωτικών και προκαρυωτικών οργανισμών, οι οποίοι περιείχαν CuZn-SOD και Mn-SOD, αντίστοιχα. Εικάζεται ότι αυτή η συμβίωση κατέληξε στην ενσωμάτωση των προκαρυωτικών οργανισμών και στη δημιουργία ενός νέου τύπου κυττάρων στα οποία ο εν λόγω οργανισμός αποτελεί απλά ένα οργανίδιο. Το νέο δημιούργημα, ωστόσο, έχει σημαντικά πλεονεκτήματα σε σχέση με τα κύτταρα από τα οποία προέρχεται, κυρίως όσον αφορά την αποτελεσματικότερη εκμετάλλευση του μεταβολισμού για τη δημιουργία του ATP.

				Δισμουτάσες σιδήρου και καμπιαλιστικές SODs  

				Οι δισμουτάσες σιδήρου (Fe-SODs) συναντώνται σε μερικά βακτήρια, όπως η E. Coli, κάτω από συνθήκες έλλειψης οξυγόνου. Η αλληλουχία των αμινοξέων τους είναι παραπλήσια μ’ αυτήν των Mn-SODs και διαφέρει από τις CuZn-SODs. Μερικές φορές έχουν παρατηρηθεί λειτουργικά ετεροδιμερή με υπομονάδες Mn-SOD/Fe-SOD. Παρά την ομοιότητά τους όμως τα ένζυμα αυτά είναι λειτουργικά μόνο με το σωστό μέταλλο στο ενεργό τους κέντρο. Υπάρχουν, ωστόσο, μερικές εξαιρέσεις SODs από βακτήρια, οι οποίες μπορούν να δράσουν με οποιοδήποτε από τα δύο μέταλλα στο ενεργό τους κέντρο. Αυτά τα ένζυμα καλούνται καμπιαλιστικές SODs.

				Στα ζωικά κύτταρα δεν έχει ανιχνευθεί ποτέ Fe-SOD. Πιστεύεται ότι η λεπτομερής μελέτη αυτών των ενζύμων μπορεί να προσφέρει αρκετές πληροφορίες σχετικά με την εξέλιξη των διαφόρων ειδών στον πλανήτη μας.

				Φυσιολογική σημασία των SODs 

				Δεν υπάρχει αμφιβολία ότι ο φυσιολογικός ρόλος των SODs είναι η απομάκρυνση των ιόντων O2.- και η προστασία των ιστών από την τοξικότητα που προκαλούν. Πειράματα σε βακτήρια και ζυμομύκητες στα οποία απενεργοποιήθηκαν τα γονίδια που ήταν υπεύθυνα για την έκφραση κάποιας από τις SODs έχουν δείξει τη συμβολή τους στους μηχανισμούς τόσο της ανάπτυξης όσο και της αντίστασης στο οξειδωτικό στρες. Έλλειψη της ενεργότητας Mn-SOD στα ποντίκια συνεπάγεται, ως επί το πλείστον, τον θάνατο των ζώων τις δέκα πρώτες ημέρες της ζωής τους, κυρίως λόγω καρδιακής ανεπάρκειας. Επιπλέον, τα ζώα που επιζούν περισσότερο είναι εξαιρετικά ευαίσθητα στο οξειδωτικό στρες. Η έλλειψη της CuZn-SOD, από την άλλη πλευρά, δεν είναι θανατηφόρος, αν και τα ζώα αυτά δείχνουν αυξημένη ευαισθησία στο οξειδωτικό στρες. Αντίθετα με τις παραπάνω παρατηρήσεις, η υπερέκφραση της CuZn-SOD σε επίμυες είχε ως αποτέλεσμα την προστασία των ζώων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, αλλά ταυτόχρονα τα ζώα αυτά παρουσίασαν ορισμένες ανωμαλίες που είναι πιθανόν να σχετίζονται με τα αυξημένα επίπεδα του H2O2 που σχηματίζεται στην αντίδραση η οποία καταλύεται από το συγκεκριμένο ένζυμο. 

				Μέθοδοι εκτίμησης της δράσης των SODs

				Αν και υπάρχουν μέθοδοι άμεσης μέτρησης της δράσης της SOD, στα περισσότερα εργαστήρια χρησιμοποιούνται έμμεσοι τρόποι λόγω της απλότητάς τους. Η αρχή αυτών των μεθόδων στηρίζεται στη δημιουργία Ο2.- με κάποιον τρόπο και στη συνέχεια στην καταγραφή της αντίδρασης με μόρια-στόχους (Σχήμα 3). 
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				Σχήμα 3: Η αρχή της μέτρησης της ενεργότητας της SOD με έμμεσο τρόπο.

				Τελικά, η ύπαρξη της SOD και η μέτρηση της ενεργότητάς της υπολογίζονται από το ποσοστό αναστολής της καταγραφόμενης αντίδρασης.

				Οι McCord και Fridovich στην πρωτοπόρο εργασία τους το 1969 χρησιμοποίησαν το ένζυμο “οξειδάση της ξανθίνης” για τη δημιουργία Ο2.-, ενώ κατέγραψαν την αναγωγή του κυτοχρώματος C από το Ο2.- βασιζόμενοι στην αύξηση της απορρόφησης στα 550 nm. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται ευρέως έως σήμερα. Άλλα μόρια-στόχοι τα οποία χρησιμοποιούνται συχνά σε τέτοιου είδους μετρήσεις είναι, μεταξύ άλλων, το “νιτρομπλέ του τετραζολίου” (NBT, nitroblue tetrazolium) που ανάγεται σε φορμαζάν, η αδρεναλίνη που οξειδώνεται σε αδρενόχωμα κ.ά.

				Οι ενώσεις λουμινόλη και λουσιφερίνη έχουν, επίσης, χρησιμοποιηθεί, διότι έχουν την ικανότητα να εκπέμπουν φως (χημειοφωταύγεια) μετά από την αντίδρασή τους με Ο2.-, αλλά και με άλλες δραστικές μορφές οξυγόνου. Καθεμία από τις παραπάνω μεθόδους έχει πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα, και ως εκ τούτου πρέπει να επιλέγονται με προσοχή. Απαιτείται, επίσης, να γίνονται τα κατάλληλα πειράματα ελέγχου. Για παράδειγμα, πολλά εκχυλίσματα ιστών περιέχουν μόρια που αναστέλλουν το ένζυμο οξειδάση της ξανθίνης και, κατά συνέπεια, μειώνουν την παρατηρούμενη αντίδραση με το εκάστοτε μόριο-στόχο. Αυτό μπορεί πολλές φορές να εκληφθεί ως ενεργότητα της SOD. Ένα άλλο τυπικό παράδειγμα είναι η αναγωγή των μορίων-στόχων από άλλα αναγωγικά μέσα, εκτός του Ο2.-, τα οποία είναι πιθανόν να βρίσκονται στο προς εξέταση δείγμα. 

				Σε πολλές περιπτώσεις έχει προτιμηθεί η μέτρηση της πρωτεΐνης, και όχι της ενεργότητάς της, με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων. Μ’ αυτόν τον τρόπο μπορούν, επίσης, να διαχωριστούν οι CuZn-SODs από τις Mn-SODs, καθώς οι αλληλουχίες των αμινοξέων τους είναι διαφορετικές και τα αντίστοιχα αντισώματα αντιδρούν μόνο με την καθεμία απ’ αυτές.

				Καταλάση

				Το ένζυμο καταλάση καταλύει την παρακάτω αντίδραση (αντίδραση 2) και έχει βρεθεί σε όλους τους αερόβιους οργανισμούς, εκτός ελαχίστων εξαιρέσεων.
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				Στα ζώα τη βρίσκουμε σε όλους τους ιστούς με υψηλότερη συγκέντρωση στο ήπαρ και στα ερυθροκύτταρα, ενώ ο εγκέφαλος, η καρδιά και οι μύες έχουν χαμηλότερες συγκεντρώσεις. Απαντά συνήθως σε οργανίδια του κυττάρου που περιβάλλονται από μια απλή μεμβράνη και καλούνται υπεροξυσωμάτια. Τα οργανίδια αυτά περιέχουν, επίσης, ένζυμα τα οποία παράγουν Η2Ο2 παράλληλα με τη δράση τους, όπως η οξειδάση του γλυκολικού οξέος, η οξειδάση του ουρικού οξέος και οι φλαβοπρωτεϊνικές αφυδρογονάσες οι οποίες ενέχονται, μεταξύ άλλων, στη β-οξείδωση των λιπαρών οξέων.

				Οι πιο πολλοί τύποι καταλάσης είναι τετραμερή με ένα μόριο αίμης (Fe3+ πρωτοπορφυρίνη) στο ενεργό κέντρο κάθε υπομονάδας. Μόνο το τετραμερές είναι ενεργό, ενώ η διάσπαση σε υπομονάδες συνεπάγεται και απώλεια της ενεργότητας του ενζύμου. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4, η καταλάση χρησιμοποιεί το ίδιο μόριο (Η2Ο2) τόσο ως δότη όσο και ως δέκτη ηλεκτρονίων. Κατά συνέπεια, το ένα μόριο Η2Ο2 ανάγεται με δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο, ενώ το άλλο οξειδώνεται με δύο ηλεκτρόνια σε O2. 
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				Σχήμα 4: Απλοποιημένη παρουσίαση των αντιδράσεων που συμμετέχουν στον μηχανισμό κατάλυσης του ενζύμου καταλάση. Στο πρώτο βήμα, το Η2Ο2 οξειδώνει το άτομο σιδήρου στην προσθετική ομάδα της αίμης, σχηματίζοντας την ένωση Ι (α), ενώ στο δεύτερο ένα άλλο μόριο Η2Ο2 ανάγει την ένωση Ι στην αρχική της μορφή (β).

				Ο ακριβής προσδιορισμός της ενδιάμεσης ένωσης Ι δεν έχει καθοριστεί επακριβώς, αλλά πρέπει να είναι κάτι μεταξύ καταλάσης (Fe5+) (οξείδωση με δύο e-) και καταλάσης (Fe3+…ΗΟΟΗ). Η ενδιάμεση δημιουργία μιας κατιονικής ελεύθερης ρίζας στη φερρυλική αίμη (.Χ-Fe4+=O) είναι πολύ πιθανή, αν και όχι απόλυτα εξακριβωμένη.

				Ως αποτέλεσμα του συγκεκριμένου μηχανισμού, δεν είναι δυνατός ο κορεσμός του ενζύμου με υπόστρωμα, διότι ναι μεν οι υψηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 αυξάνουν την ταχύτητα μετατροπής της καταλάσης σε ένωση Ι, αλλά, ταυτόχρονα, βοηθούν και τη μετατροπή της ένωσης Ι σε ελεύθερο ένζυμο. Κατά συνέπεια, η Vmax της αντίδρασης μπορεί να πάρει εξαιρετικά υψηλές τιμές. Σε σταθερές τιμές συγκέντρωσης Η2Ο2, όμως, η αρχική ταχύτητα της αντίδρασης είναι ανάλογη με τη συγκέντρωση του ενζύμου και, συνεπώς, υψηλότερη στο ήπαρ από ό,τι στην καρδιά ή τον εγκέφαλο.

				Η ταχύτητα απομάκρυνσης του Η2Ο2 από την καταλάση μπορεί να μετρηθεί εύκολα με την καταγραφή της αλλαγής στην απορρόφηση της υπεριώδους ακτινοβολίας στα 240 nm ή της έκλυσης του Ο2 με ένα οξυγονόμετρο. Η ένωση αμινοτριαζόλιο (Σχήμα 5) έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την αναστολή της καταλάσης τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo πειράματα.
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				Σχήμα 5: Χημική δομή του αμινοτριαζολίου (3-αμινο-1,2,4-τριαζόλιο).

				Το αμινοτριαζόλιο αντιδρά μόνο με την ένωση Ι στην καταλάση και, κατά συνέπεια, η παρουσία H2O2 είναι απαραίτητη για την αναστολή του ενζύμου. Ως εκ τούτου, η παρατήρηση ότι η χορήγηση αμινοτριαζολίου σε ζώα είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της καταλάσης αποδεικνύει ότι το Η2Ο2 σχηματίζεται στον οργανισμό in vivo και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. 

				Η έλλειψη καταλάσης ή ο σχηματισμός ανενεργών μορφών του ενζύμου δεν είχε εμφανείς σοβαρές επιπτώσεις για τους αντίστοιχους οργανισμούς, αν και φαίνεται ότι είναι πιο ευαίσθητοι σε υψηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2. Αυτές οι παρατηρήσεις συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι τα υπόλοιπα συστήματα απομάκρυνσης του Η2Ο2 έχουν την ικανότητα να αναπληρώνουν την έλλειψη της καταλάσης.

				Υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (GPx)

				Εκτός της καταλάσης, η οποία ανακαλύφθηκε πρώτη, σήμερα είναι γνωστές και άλλες οικογένειες ενζύμων που έχουν την ικανότητα απομάκρυνσης του Η2Ο2. Το ένζυμο “υπεροξειδάση της GSH” (GPx) χρησιμοποιεί ηλεκτρόνια από την οξείδωση του τριπεπτιδίου γλουταθειόνη (GSH) για την αναγωγή του Η2Ο2 σε Η2Ο (Σχήμα 6).
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				Σχήμα 6: Η αντίδραση αναγωγής του Η2Ο2 που καταλύεται από την “υπεροξειδάση της γλουταθειόνης” (GPx) (επάνω) και η χημική δομή της γλουταθειόνης (GSH) (κάτω). H GSH aπαρτίζεται από τα αμινοξέα γλουταμικό, κυστεΐνη και γλυκίνη. Στον πεπτιδικό δεσμό μεταξύ του γλουταμικού και της κυστεΐνης χρησιμοποιείται η γ-καρβοξυλομάδα αντί για την α-καρβοξυλομάδα του γλουταμικού, ούτως ώστε το τριπεπτίδιο να μην αποτελεί υπόστρωμα των πεπτιδασών που υπάρχουν άφθονες στα κύτταρα.

				Το ένζυμο αυτό είναι απόλυτα εξειδικευμένο όσον αφορά τον δότη των ηλεκτρονίων (GSH). Έχει, όμως, σε αντίθεση με την καταλάση, την ικανότητα να ανάγει έναν μεγάλο αριθμό υπεροξειδίων, εκτός από το Η2Ο2. Για παράδειγμα, υποστρώματα της GPx αποτελούν, μεταξύ άλλων, οργανικά υπεροξείδια, υπεροξείδια λιπαρών οξέων και υπεροξείδια της χοληστερόλης,. Σε όλες αυτές τις περιπτώσεις, τα υπεροξείδια ανάγονται στις αντίστοιχες αλκοόλες (αντίδραση 3), όπου το RΟΟΗ συμβολίζει τα διάφορα υπεροξείδια.
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				Το ενεργό ένζυμο αποτελείται από 4 υπομονάδες καθεμία από τις οποίες έχει στο ενεργό της κέντρο το αμινοξύ σεληνοκυστεΐνη στο οποίο το στοιχείο σελήνιο (Se) έχει αντικαταστήσει το θείο (S) της κυστεΐνης. Ο καταλυτικός μηχανισμός του ενζύμου μπορεί να περιγραφεί απλοποιημένα ως εξής: 

				α) Η αποπρωτονιωμένη σεληνοκυστεΐνη (πρωτεΐνη -Se-) αντιδρά κατ’ αρχάς με το υπεροξείδιο, δημιουργώντας σεληνικό οξύ και αλκοόλη (αντίδραση 4):
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				β) Το σεληνικό οξύ στη συνέχεια αντιδρά και συνδέεται με ένα μόριο GSH (αντίδραση 5):
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				 γ) Ένα δεύτερο μόριο GSH προστίθεται, σχηματίζοντας GSSG, το οποίο στη συνέχεια απελευθερώνεται (αντίδραση 6):
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				Θα πρέπει να αναφερθεί ότι η υπεροξειδάση της GSH δεν είναι ικανή να καταλύει την αναγωγή των υπεροξειδίων των λιπιδίων in situ στις μεμβράνες. Είναι αναγκαία πρώτα η υδρόλυση των οξειδωμένων λιπαρών οξέων από τα λιπίδια, μέσω της δράσης φωσφολιπασών πριν από τη δράση της υπεροξειδάσης. 

				Ο καθηγητής Fulvio Ursini και οι συνεργάτες του στην Πάντοβα της Ιταλίας ανακάλυψαν και μελέτησαν εκτενώς ένα διαφορετικό σεληνοένζυμο, το οποίο ονόμασαν “φωσφολιποϋπεροξειδιο-υπεροξειδάση της GSH” και το οποίο καταλύει την αναγωγή των λιπιδιακών υπεροξειδίων in situ στη φυσιολογική τους θέση μέσα στις μεμβράνες (Ursini, Maiorino et al., 1985). Συνεπώς, η κοινή υπεροξειδάση της GSH φαίνεται να είναι υπεύθυνη κυρίως για τον μεταβολισμό του Η2Ο2 αλλά και άλλων υπεροξειδίων στο υδρόφιλο περιβάλλον του κυτοπλάσματος και της μιτοχονδριακής μήτρας, ενώ το δεύτερο ένζυμο δρα στο λιπόφιλο περιβάλλον των κυτταρικών μεμβρανών και των λιποπρωτεϊνών (Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013).

				Ένα άλλο είδος υπεροξειδάσης της GSH έχει επίσης ανιχνευθεί, το οποίο δεν χρειάζεται Se για τη δράση του. Η πρωτεΐνη αυτή είναι ένα από τα ισοένζυμα της οικογένειας “τρανσφεράσες της GSH”.

				Αν και μεγάλες ποσότητες σεληνίου είναι τοξικές, ίχνη αυτού του στοιχείου είναι απαραίτητα για την ομαλή λειτουργία των οργανισμών. Οι περισσότερες από τις επιπτώσεις της έλλειψης σεληνίου που συναντάται σε διάφορες περιοχές του πλανήτη θα μπορούσαν να εξηγηθούν ως επακόλουθο της απενεργοποίησης της υπεροξειδάσης της GSH. Παρ’ όλα αυτά δεν πρέπει να θεωρηθεί ως ο μοναδικός βιοχημικός ρόλος αυτού του στοιχείου.

				Ένζυμα επαναναγωγής του GSSG και του NADP+

				Κάτω από κανονικές συνθήκες, η τιμή του κλάσματος της ανηγμένης προς την οξειδωμένη γλουταθειόνη (GSH/GSSG) εντός των κυττάρων είναι αρκετά υψηλή και κυμαίνεται μεταξύ του 50 και του 100. Μείωση αυτής της τιμής κάτω από ένα όριο συνεπάγεται σοβαρές συνέπειες σε βασικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως, μεταξύ άλλων, στη σύνθεση των πρωτεϊνών και στην έκφραση γονιδίων. Συνεπώς, είναι απαραίτητος ένας μηχανισμός αναγωγής του σχηματιζόμενου GSSG από τη δράση της υπεροξειδάσης της GSH. Αυτό επιτυγχάνεται με τη δράση ενός άλλου ενζύμου, της “αναγωγάσης της GSH” (GR), η οποία καταλύει την αντίδραση 7 (Σχήμα 7).
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				Σχήμα 7: Η αλληλουχία των οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων που προκαλούνται από το οξειδωτικό στρες και έχουν ως τελικό αποτέλεσμα την αντιμετώπισή του. PGP = πορεία των φωσφορικών πεντοζών στη γλυκόλυση, ΔpH = βαθμίδωση του pH μεταξύ της μιτοχονδριακής μήτρας και του διαμεμβρανικού χώρου. 

				Το NADPH, το οποίο καταναλώνεται στην αντίδραση 7, ανάγεται με τη σειρά του με διάφορους τρόπους από τους οποίους ο σημαντικότερος είναι το παρακύκλωμα των φωσφορικών πεντοζών (PGP) στη γλυκόλυση. 

				Το πρώτο ένζυμο στην πορεία των φωσφορικών πεντοζών είναι η αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης (G6P-DH), η οποία καταλύει την αντίδραση 8. Στην εν λόγω αντίδραση, ένα μόριο 6-φωσφορικής γλυκόζης (G6P) οξειδώνεται σε 6-φωσφογλυκερικό με ταυτόχρονη αναγωγή του ΝADP+ σε NADPH.
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				Το προϊόν της αντίδρασης 8 ακολουθείται από μια νέα οξείδωση, η οποία καταλύεται από την αφυδρογονάση του 6-φωσφογλυκερικού (αντίδραση 9) που οδηγεί στον σχηματισμό 5-φωσφορικής ριβουλόζης και ενός επιπλέον μορίου NADPH.
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				Η ταχύτητα της πορείας των φωσφορικών πεντοζών ελέγχεται από τη συγκέντρωση του NADP+ στο βήμα της αφυδρογονάσης της 6-φωσφορικής γλυκόζης (G6PDH). Όταν η αναγωγάση της GSH είναι ενεργός και η τιμή του κλάσματος NADPH/NADP+ μειώνεται, ο δρόμος των φωσφορικών πεντοζών επιταχύνεται και με τον τρόπο αυτόν επιτυγχάνεται η αναπλήρωση του οξειδωμένου NADPH. 

				Ένας άλλος μηχανισμός αναπλήρωσης του NADPH είναι το ένζυμο NADH-NADPH-τρανσυδρογονάση, το οποίο βρίσκεται στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και καταλύει την αντίδραση 10, εκμεταλλευόμενο τη βαθμίδωση πρωτονίων (ΔpH) που δημιουργείται από τη ροή των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα.
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				Τα ανθρώπινα ερυθροκύτταρα στερούνται μιτοχονδρίων και κατά συνέπεια, για την αναγωγή της GSH, χρησιμοποιούν αποκλειστικά το NADPH, το οποίο παράγεται από την πορεία των φωσφορικών πεντοζών. Πολλά άτομα, όμως, ειδικά στη χώρα μας εμφανίζουν μια γενετική ανωμαλία στο γονίδιο της αφυδρογονάσης της 6-φωσφορικής γλυκόζης (το πρώτο ένζυμο αυτής της πορείας), με συνέπεια να έχουν μειωμένη ικανότητα αναγωγής του NADP+. Αυτή η ανωμαλία, συνήθως, δεν έχει κλινικά συμπτώματα, εκτός εάν αυξηθεί η ταχύτητα παραγωγής του Η2Ο2 για κάποιον λόγο. Όταν η ταχύτητα παραγωγής του Η2Ο2 υπερισχύσει της ικανότητας των ενζύμων να ανάγουν το NADP+, τότε το κλάσμα GSH/GSSG μειώνεται σημαντικά, με επιπτώσεις τόσο στη δράση της υπεροξειδάσης της GSH όσο και σε μια σειρά άλλα συστήματα. Ειδικά τα ερυθροκύτταρα είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα σ’ αυτές τις περιπτώσεις, με τελικό αποτέλεσμα τη λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων (αιμόλυση) και τη διάχυση των συστατικών τους (ιδιαίτερα της αιμοσφαιρίνης) στο ορό του αίματος. Έχει προταθεί ότι η ύπαρξη της συγκεκριμένης γενετικής ανωμαλίας, κυρίως στις τροπικές χώρες, συνδέεται με αυξημένη ικανότητα των ερυθροκυττάρων να αντιστέκονται στο πλασμώδιο της ελονοσίας. Αυτό συμβαίνει, επειδή τα συγκεκριμένα παράσιτα χρησιμοποιούν ΝADPH από τα ερυθροκύτταρα που έχουν μολύνει, για να διατηρούν σε σταθερά επίπεδα τη δική τους GSH και, συνεπώς, δεν μπορούν να επιβιώσουν σε κύτταρα με μειωμένη ικανότητα παραγωγής ΝADPH. Ο εν λόγω μοριακός μηχανισμός θα μπορούσε, επίσης, να φανεί χρήσιμος στην εξόντωση των παρασίτων της ελονοσίας, μέσω της μειωμένης ικανότητάς τους να αντιμετωπίζουν συνθήκες οξειδωτικού στρες.

				Περοξυρεδοξίνες (Prx)

				Στις οικογένειες των ενζύμων που είναι υπεύθυνα για την προστασία των κυττάρων από τη συσσώρευση υψηλών συγκεντρώσεων δραστικών μορφών οξυγόνου συμπεριλαμβάνονται και οι περοξυρεδοξίνες (Prx) (Chae, Oubrahim et al., 2012). Τα ένζυμα της οικογένειας αυτής έχουν μοριακό βάρος 20-30 kDa και είναι υπεροξειδάσες που δεν διαθέτουν αίμη ή σελήνιο, όπως οι καταλάσες και οι υπεροξειδάσες της GSH, αντίστοιχα. Βρίσκονται σε αφθονία σε όλα τα είδη κυττάρων (αποτελούν περίπου το 1% των υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών του κυττάρου) και έχει προταθεί ότι μπορούν να δράσουν με διαφορετικούς μηχανισμούς, τόσο για να προστατεύσουν από το οξειδωτικό στρες όσο και για να προωθήσουν την ενδοκυττάρια μεταγωγή σημάτων (Rhee, Chae et al., 2005). 

				Μέλη αυτής της οικογένειας είχαν αρχικά απομονωθεί, ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί ως προστατευτικές πρωτεΐνες στον σακχαρομύκητα Saccharomyces cerevisiae και στη συνέχεια απομονώθηκαν από ερυθροκύτταρα. Η αρχική ονομασία του ενζύμου ήταν “υπεροξειδάσες της θειορεδοξίνης”, η οποία στη συνέχεια μετατράπηκε σε “περοξυρεδοξίνες” (Chae, Chung et al., 1994).

				Στα κύτταρα των θηλαστικών εκφράζονται 6 διαφορετικές ισομορφές περοξυρεδοξίνης (PrxI έως PrxVI). Η οικογένεια διαιρείται περαιτέρω σε τρεις ομάδες, ανάλογα με τη δομή τους και τον μηχανισμό κατάλυσης που ακολουθούν: (α) στις 2Cys Prx (Prx1 έως Prx4), (β) στη μη τυπική 2Cys Prx (Prx5) και (γ) στην 1Cys Prx (Prx6). Η βασική λειτουργία των ενζύμων της εν λόγω οικογένειας είναι η προστασία των κυττάρων από το οξειδωτικό στρες, κυρίως μέσω της αναγωγής του Η2Ο2, αλλά και άλλων οργανικών υπεροξειδίων με δύο ηλεκτρόνια, σε Η2Ο και αλκοόλες, αντίστοιχα. Ως δότες ηλεκτρονίων χρησιμοποιούν τις θειολικές ομάδες της θειορεδοξίνης (Σχήμα 8). 

				

				[image: 6]

				Σχήμα 8: Τα βήματα του καταλυτικού κύκλου μιας κλασικής περοξυρεδοξίνης. Σημειώνονται τα Sp και SR κατάλοιπα των κυστεϊνών στα αμινοτελικά και στα καρβοξυτελικά άκρα των δύο υπομονάδων του ενζύμου, αντίστοιχα. 

				Δύο διατηρημένα κατάλοιπα κυστεΐνης στο αμινοτελικό (SP, με χαμηλό pKa) και στο καρβοξυτελικό (SR) συμμετέχουν στην κατάλυση αποδίδοντας ηλεκτρόνια. Σε πρώτη φάση, τα υπεροξείδια οξειδώνουν τα αποπρωτονιωμένα SP- κατάλοιπα σε σουλφενικό οξύ. Η αντίδραση αυτή είναι πολύ γρήγορη (σταθερά αντίδρασης δευτέρας τάξεως, k = 105-107 M-1s-1 σε pH=7.4). Αυτή η ασυνήθιστα υψηλή ταχύτητα αντίδρασης μεταξύ υπεροξειδίων και θειολικών ομάδων αποδίδεται σε ένα δίκτυο δεσμών υδρογόνου που σχηματίζεται από τέσσερα διατηρημένα αμινοξέα στο ενεργό κέντρο όλων αυτών των ενζύμων (Pro, Thr, Arg, και Glu/Gln/His). Οι εν λόγω δεσμοί αφενός σταθεροποιούν την αποπρωτονιωμένη μορφή της Sp θειολικής ομάδας και αφετέρου βοηθούν στον κατάλληλο προσανατολισμό του υποστρώματος, δηλαδή των υπεροξειδίων (Hall, Nelson et al., 2011). Τα οξειδωμένα σουλφενικά κατάλοιπα (SPOH), στη συνέχεια, αντιδρούν και σχηματίζουν δισουλφιδικούς δεσμούς με τα αντίστοιχα SR κατάλοιπα της άλλης υπομονάδας του διμερούς. Το οξειδωμένο ολοένζυμο ανάγεται εκ νέου με τη βοήθεια της θειορεδοξίνης (Trx), η οποία αναγεννάται μέσω της δράσης της αναγωγάσης της θειορεδοξίνης (TrxR), χρησιμοποιώντας ως δότη ηλεκτρονίων το NADPH.

				Σε περιπτώσεις που το Η2Ο2 βρίσκεται σε περίσσεια, η περοξειδική κυστεΐνη στις περοξυρεδοξίνες (-CH2-SPH) μπορεί να οξειδωθεί περαιτέρω, εκτός από σουλφενικό οξύ (-CH2-SOH), σε σουλφινικό (-CH2-SΟ2H) και, ακόμη περισσότερο, σε σουλφονικό οξύ (-CH2-SΟ3H). Η τελευταία μορφή (σουλφονικό οξύ) αποτελεί μη αντιστρεπτή τροποποίηση της πρωτεΐνης, η οποία και σ’ αυτήν την περίπτωση οδηγείται σε ολική αποδόμηση. Το σουλφινικό, όμως, μπορεί να αναχθεί πίσω στην ενεργή μορφή του ενζύμου από μια εξειδικευμένη αναγωγάση, τη σουλφιρεδοξίνη (Srx), η οποία χρειάζεται αρκετό χρόνο και ενέργεια υπό τη μορφή ATP για τη δράση της (Rhee, Jeong et al., 2007).

				Το σύστημα θειορεδοξίνης και γλουταρεδοξίνης

				Εκτός από τις περοξυρεδοξίνες (Prx), δύο ακόμη οικογένειες πρωτεϊνών, με παρόμοια δομή, συμμετέχουν στη ρύθμιση της μεταγωγής του σήματος στα κύτταρα μέσω οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων (redox signaling). Πρόκειται για τις θειορεδοξίνες (Trx) και τις γλουταρεδοξίνες (Grx) (Ahsan, Lekli et al., 2009; Lillig, Berndt et al., 2008; Lillig and Holmgren, 2007; Rhee and Woo, 2011). Τα μέλη αυτών των οικογενειών βρίσκονται σε αφθονία σε όλους τους οργανισμούς, τους ιστούς και τα διαφορετικά είδη κυττάρων. Μπορούν μάλιστα να μεταφέρονται μεταξύ των διαφορετικών διαμερισμάτων των κυττάρων και να εκλύονται στον εξωκυττάριο χώρο. Σε συνδυασμό με τις πρωτεΐνες αναγωγάση της θειορεδοξίνης (TrxR, thioredoxin reductase), αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR, glutathione reductase) και περοξυρεδοξίνη (Prx, proxiredoxin) αποτελούν τα συστήματα θειορεδοξίνης και γλουταρεδοξίνης, τα οποία καθορίζουν εν πολλοίς την οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων (Σχήμα 9). 
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				Σχήμα 9: Η ροή των ηλεκτρονίων από την οξείδωση της γλυκόζης, μέσω του παρακυκλώματος των φωσφορικών πεντοζών, στο NADPH και στη συνέχεια στα συστήματα θειορεδοξίνης (Trx) και γλουταθειόνης/γλουταρεδοξίνης (GSH/Grx). TrxR = αναγωγάση της θειορεδοξίνης, Prx = περοξυρεδοξίνη, GR = αναγωγάση της γλουταθειόνης, Grx = γλουταρεδοξίνη, PSSG = γλουταθειονυλιωμένη πρωτεΐνη, PSH = πρωτεΐνες με ανηγμένες θειολικές ομάδες, PSSP = πρωτεΐνες με δισουλφιδικούς δεσμούς (ενδομοριακούς ή διαμοριακούς). 

				Και στις δύο περιπτώσεις τα ηλεκτρόνια που χρησιμοποιούνται προέρχονται από το NADPH, το οποίο παράγεται κυρίως στο παρακύκλωμα των φωσφορικών πεντοζών. Στην πρώτη περίπτωση, τα ηλεκτρόνια διοχετεύονται στη θειορεδοξίνη, μέσω της δράσης του ενζύμου αναγωγάση της θειορεδοξίνης (TrxR), η οποία έχει σελήνιο (Se) αντί για θείο (S) σε μία από τις κυστεΐνες στο ενεργό της κέντρο. Το Se οξειδώνεται πιο εύκολα από το άτομο του θείου και, κατά συνέπεια, διευκολύνει τις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις αυτού του τύπου. 

				Η θειορεδοξίνη (Trx) είναι μια ευρέως διαδεδομένη πρωτεΐνη μοριακού βάρους ~12 kDa και έχει απομονωθεί από πολλούς ευκαρυωτικούς αλλά και προκαρυωτικούς οργανισμούς. Συναντάται σε πολλά κυτταρικά διαμερίσματα, όπως στο κυτταρόπλασμα, στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στα μιτοχόνδρια. Το όνομά της προέρχεται από την ικανότητά της να συμμετέχει στην οξειδοαναγωγική διαδικασία της δημιουργίας και του ανοίγματος ενδοπρωτεϊνικών ή/και διαπρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών (PSSX). Μ’ αυτόν τον τρόπο αποτελεί τον δότη των ηλεκτρονίων για την περοξυρεδοξίνη και την επακόλουθη αναγωγή του Η2Ο2 σε Η2Ο, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως. Η θειορεδοξίνη, όμως, δεν έχει τη δυνατότητα αναγωγής των δισουλφιδικών δεσμών μεταξύ της γλουταθειόνης και διαφόρων πρωτεϊνών (γλουταθειονυλίωση των πρωτεϊνών), όπως έχει την ευχέρεια να κάνει η γλουταρεδοξίνη (βλέπε Σχήμα 9).

				Η αναγωγή πρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών από τις πρωτεΐνες θειορεδοξίνη και γλουταρεδοξίνη βασίζεται σε μια διατηρημένη αλληλουχία (Cys-X-X-Cys) στο ενεργό κέντρο των εν λόγω ενζύμων. Ο γενικός αυτός μηχανισμός καλείται “μηχανισμός των θειολικών ομάδων” και περιλαμβάνει αλληλοδιαδοχικά βήματα σχηματισμού και αναγωγής των δισουλφιδικών δεσμών μεταξύ των δύο κυστεϊνών.

				Στην περίπτωση του συστήματος της γλουταρεδοξίνης, τα ηλεκτρόνια προέρχονται επίσης από το NADPH, αλλά διοχετεύονται στη γλουταρεδοξίνη μέσω της αναγωγάσης της γλουταθειόνης και της γλουταθειόνης. Όπως και η θειορεδοξίνη, η γλουταρεδοξίνη έχει την ικανότητα αναγωγής πρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών, αλλά επιπλέον μπορεί και ανάγει δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ γλουταθειόνης και πρωτεϊνών, ρυθμίζοντας μ’ αυτόν τον τρόπο τα επίπεδα της γλουταθειονυλίωσης στα κύτταρα.   

				Λόγω της πληθώρας των διαφορετικών υποστρωμάτων τους, τα συστήματα της θειορεδοξίνης και της γλουταρεδοξίνης συμμετέχουν και ρυθμίζουν έναν μεγάλο αριθμό βασικών κυτταρικών λειτουργιών, όπως τη σύνθεση του DNA (μέσω της αναγωγής των ριβονουκλεοτιδίων), τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την προστασία από την πρόκληση απόπτωσης, μέσω της αναστολής της ASK1, της ΜAP κινάσης που ενεργοποιεί τη διαδικασία της απόπτωσης (Matsuzawa and Ichijo, 2008; Saitoh, Nishitoh et al., 1998). Επίσης, ρυθμίζουν την ενεργότητα μεταγραφικών παραγόντων, όπως ο NF-κB και ο AP1, την έκφραση κυτταροκινών και την απομάκρυνση δραστικών μορφών οξυγόνου, όπως το Η2Ο2 (Abate, Patel et al., 1990; Matthews, Wakasugi et al., 1992). 

				Χαρακτηριστικές αλληλουχίες αμινοξέων ή δομές παρόμοιες με τη δομή της θειορεδοξίνης συναντώνται σε πολλές άλλες πρωτεΐνες —έχουν αναφερθεί πολλές εκατοντάδες—, όπως για παράδειγμα στις υπεροξειδάσες της GSH, στις τρανσφεράσες της GSH και στις ισομεράσες των πρωτεϊνικών δισουλφιδίων (PDI), μεταξύ άλλων (Hanschmann, Godoy et al., 2013). Μερικές μόνο απ’ αυτές τις πρωτεΐνες έχουν τη χαρακτηριστική αλληλουχία Cys-X-X-Cys στο ενεργό τους κέντρο και ενεργότητα υπεροξειδάσης, ενώ οι περισσότερες έχουν παρόμοιες δομικές περιοχές, αλλά όχι παρόμοια αλληλουχία και δεν δρουν ως υπεροξειδάσες. Λίγες απ’ αυτές έχουν εξεταστεί προσεκτικά έως σήμερα και, κατά συνέπεια, ο φυσιολογικός τους ρόλος δεν έχει κατά κανόνα διαλευκανθεί. Επίσης, η ονοματολογία τους δεν έχει οργανωθεί στη βάση κάποιων συγκεκριμένων κανόνων και πολλές φορές προκαλεί σύγχυση.

				Έχει προταθεί ότι όλες αυτές οι πρωτεΐνες έχουν εξελιχθεί από ένα κοινό αρχικό γονίδιο, το προϊόν του οποίου είχε την ικανότητα να σχηματίζει δισουλφιδικούς δεσμούς. Μερικές φορές, μάλιστα, αυτά τα ένζυμα καλούνται συλλογικά οξειδοαναγωγάσες των δισουλφιδίων.

				Αναγωγάση της θειορεδοξίνης 

				Η αναγωγάση της θειορεδοξίνης (TrxR) έχει χαρακτηριστικές ομοιότητες με την αναγωγάση της GSH. Συναντάται ως ομοδιμερές, μοριακού βάρους 50 έως 60 kDa, στο οποίο κάθε υπομονάδα έχει ειδικές δομικές περιοχές (subunits) για τη σύνδεση του δινουκλεοτιδίου φλαβίνης-αδενίνης (FAD) και του NADPH. 

				Στο ενεργό της κέντρο, το άτομο του θείου σε μία από τις κυστεΐνες έχει αντικατασταθεί από ένα σελήνιο (Se), το οποίο οξειδώνεται πολύ πιο εύκολα από ό,τι το άτομο του θείου (Rundlof, Janard et al., 2004). Ο μοριακός μηχανισμός της κατάλυσης περιλαμβάνει την αναγωγή του ομοιοπολικού δεσμού μεταξύ του Se και του S στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, μέσω της μεταφοράς ηλεκτρονίων από το NADPH και το FADΗ2. Ο εν λόγω ομοιοπολικός δεσμός σχηματίζεται όταν η αναγωγάση της θειορεδοξίνης καταλύει την αναγωγή της θειορεδοξίνης, αλλά και μιας σειράς άλλων υποστρωμάτων. Όμως, η αναγωγάση της θειορεδοξίνης δεν μπορεί να ανάγει τους δισουλφιδικούς δεσμούς στο GSSG και στην κυστίνη. Επίσης, η αναγωγή των δισουλφιδικών δεσμών της ινσουλίνης απαιτεί τη θειορεδοξίνη ως ενδιάμεσο μεταφορέα ηλεκτρονίων. 

				Ο ρόλος της θειορεδοξίνης και της γλουταρεδοξίνης στους μηχανισμούς φλεγμονής και απόπτωσης

				Τα ένζυμα θειορεδοξίνες, γλουταρεδοξίνες και περοξυρεδοξίνες εμπλέκονται σε πολλά σημεία των μοριακών μηχανισμών πρόκλησης και προστασίας των διαδικασιών του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωσης) και της φλεγμονής (Σχήμα 10).

				Μια βασική μεταβολική πορεία ενεργοποίησης της απόπτωσης είναι αυτή που βασίζεται στην ενεργοποίηση της κινάσης ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). Η ASK1 είναι μία MAPKKK, η οποία, όταν ενεργοποιηθεί, προκαλεί απόπτωση των κυττάρων, μέσω της ενεργοποίησης των μεταβολικών οδών των MAP κινασών JNK και p38 (Ichijo, Nishida et al., 1997). Η ίδια η ASK1 ενεργοποιείται μετά από την οξείδωση της θειορεδοξίνης ή/και της γλουταρεδοξίνης, οι οποίες στην ανηγμένη τους μορφή συνδέονται στην ASK1 και αναστέλλουν τη δράση της (Σχήμα 10). Η οξείδωση της θειορεδοξίνης ή της γλουταρεδοξίνης προκαλεί την απομάκρυνσή τους από την ASK1 και έχει ως επακόλουθο τον διμερισμό ή ολιγομερισμό της τελευταίας που οδηγεί στην ενεργοποίησή της (Song, Rhee et al., 2002). Μ’ αυτόν τον τρόπο, η θειορεδοξίνη και η γλουταρεδοξίνη δρουν ως διαμεσολαβητές οξειδοαναγωγικών σημάτων απόπτωσης στα κύτταρα, μέσω των μεταβολικών δρόμων των MAP κινασών JNK και p38. 

				Στη διαδικασία της φλεγμονής, η θειορεδοξίνη και η γλουταρεδοξίνη είναι απαραίτητες για την αναγωγή μιας κυστεΐνης (Cys67) της πρωτεΐνης p50 του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ (σύμπλοκο των πρωτεϊνών p65 και p50). Μόνο μετά απ’ αυτήν την αναγωγή είναι δυνατή η πρόσδεσή του σε καθορισμένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων (θέσεις κΒ) με τελικό αποτέλεσμα την έκφραση μιας σειράς συγκεκριμένων γονιδίων που καθορίζουν την πορεία της φλεγμονής (Σχήμα 10). Αντίθετα από τον πυρήνα, στο κυτταρόπλασμα η οξείδωση ορισμένων κυστεϊνών του αναστολέα του NF-κΒ (ΙκΒ) προκαλεί τον κατακερματισμό του, επιτρέποντας τη μεταφορά του NF-κΒ στον πυρήνα και τη ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων που ελέγχει.   
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				Σχήμα 10: Διαγραμματική απεικόνιση του ρόλου της θειορεδοξίνης και της γλουταρεδοξίνης στους μοριακούς μηχανισμούς πρόκλησης απόπτωσης και φλεγμονής.

				Συνεργατικότητα μεταξύ των ενζύμων που καταλύουν τον μεταβολισμό του υπεροξειδίου του υδρογόνου

				Όπως εξάγεται από τα ανωτέρω, και η υπεροξειδάση της GSH, οι περοξυρεδοξίνες και η καταλάση έχουν την ικανότητα να απομακρύνουν το Η2Ο2, όταν αυτό σχηματίζεται στα κύτταρα, και να αντιμετωπίζουν μ’ αυτόν τον τρόπο το οξειδωτικό στρες. Στα περισσότερα κύτταρα και τους ιστούς, όμως, υπάρχουν και τα τρία ένζυμα συγχρόνως. 

				Ποιο από τα εν λόγω ένζυμα είναι το κυρίως υπεύθυνο για την αποικοδόμηση του Η2Ο2 ή με ποιον τρόπο συνεργάζονται γι’ αυτόν τον σκοπό; 

				Στα ερυθροκύτταρα υπάρχουν σε σχετικά μεγάλες ποσότητες η υπεροξειδάση της GSH και η καταλάση. Και τα δύο αυτά ένζυμα βρίσκονται διαλυτά στον ίδιο χώρο, δηλαδή στο κυτταρόπλασμα. Σ’ αυτήν την περίπτωση, πιστεύεται ότι η υπεροξειδάση της GSH είναι κυρίως υπεύθυνη για την αποικοδόμηση του Η2Ο2, όταν αυτό βρίσκεται σε χαμηλές συγκεντρώσεις, ενώ η καταλάση αναλαμβάνει δράση σε περιπτώσεις υψηλών συγκεντρώσεων Η2Ο2. 

				Ορισμένοι ασθενείς με γενετικές ανωμαλίες στο γονίδιο της καταλάσης παράγουν ασταθές ένζυμο με μειωμένη δραστικότητα, αλλά χωρίς εμφανείς κλινικές επιπτώσεις. Όταν όμως η συγκέντρωση του Η2Ο2 αυξηθεί, όπως για παράδειγμα στην περίπτωση χορήγησης ορισμένων φαρμάκων ή κατανάλωσης συγκεκριμένων τροφών, τότε η καταλάση είναι απαραίτητη για την αντιμετώπιση του αυξημένου οξειδωτικού στρες, γεγονός που γίνεται εμφανές με την παρατηρούμενη αιμόλυση των ερυθροκυττάρων αυτών των ατόμων. Γενετικές ανωμαλίες οι οποίες αφορούν την υπεροξειδάση της GSH ή τα ένζυμα της σύνθεσης της GSH είναι εξαιρετικά σπάνιες, αλλά έχουν πολύ πιο σοβαρές επιπτώσεις στα άτομα φορείς.

				Από την άλλη πλευρά, το ήπαρ περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις τόσο της καταλάσης όσο και της υπεροξειδάσης της GSH. Ενώ, όμως, η καταλάση βρίσκεται στα υπεροξυσωμάτια, η υπεροξειδάση της GSH έχει βρεθεί κυρίως στο κυτταρόπλασμα και στην μιτοχονδριακή μήτρα (matrix). Αυτή η κατανομή έχει ως συνέπεια το παραγόμενο H2O2 στα υπεροξυσωμάτια (π.χ., από τη δράση της οξειδάσης του ουρικού ή της οξειδάσης του γλυκολικού) να αποικοδομείται από την καταλάση, ενώ αυτό που δημιουργείται στα μιτοχόνδρια και στο ενδοπλασματικό δίκτυο και από διαλυτά ένζυμα, όπως η δισμουτάση του σουπεροξειδίου, να αποικοδομείται από την υπεροξειδάση της GSH. Τα ίδια περίπου ισχύουν και για μια σειρά άλλους ιστούς.

				Οι περοξυρεδοξίνες είναι σχετικά λιγότερο αποτελεσματικές στην απομάκρυνση του Η2Ο2 από ό,τι τα δύο προηγούμενα ένζυμα. Από την άλλη πλευρά, όμως, βρίσκονται σε πολύ υψηλότερες συγκεντρώσεις στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων. Πιστεύεται ότι δεν συμμετέχουν στους μηχανισμούς προστασίας από το οξειδωτικό στρες, αλλά είναι υπεύθυνες για τη ρύθμιση της μεταγωγής ενδοκυττάριων οξειδοαναγωγικών σημάτων (redox signaling). Στη θεώρηση αυτή συνηγορεί και το γεγονός της προσεκτικής ρύθμισης της ίδιας της δράσης τους από διαφορετικούς παράγοντες, συμπεριλαμβανομένου και του Η2Ο2. Έχει παρατηρηθεί ότι η περοξυρεδοξίνη 1 αναστέλλεται τοπικά στο σημείο του κυττάρου όπου τα ένζυμα ΝΟΧ (NADPH οξειδάσες) παράγουν Η2Ο2 μετά την πρόσδεση των αυξητικών παραγόντων PDGF και TGF στους αντίστοιχους υποδοχείς τους. Η αναστολή της επιτρέπει την τοπική αύξηση της οξειδωτικής πίεσης ακριβώς σ’ αυτό το σημείο που χρειάζεται για την περαιτέρω ροή του σήματος. Επιπλέον, το σήμα σταματά μετά την αναγωγή (και επανενεργοποίηση) της περοξυρεδοξίνης 1 από τη θειορεδοξίνη.    

				Άλλα αμυντικά ένζυμα

				Εκτός των ενζύμων που είναι υπεύθυνα για την απομάκρυνση του O2.- και του H2O2 (SOD, καταλάση, υπεροξειδάση της GSH και περοξυρεδοξίνη), υπάρχει και μια σειρά άλλων αμυντικών ενζύμων τα οποία είτε υποβοηθούν τα βασικά ένζυμα στη δράση τους (αναγωγάση της γλουταθειόνης, ένζυμα του δρόμου των φωσφορικών πεντοζών), είτε προστατεύουν από τη δημιουργία ελευθέρων ριζών με διάφορους τρόπους (τρανσφεράσες της GSH, DT-διαφοράση), είτε βοηθούν στην επιδιόρθωση των οξειδωμένων βασικών κυτταρικών συστατικών (φωσφατάση Α2, αναγωγάση της μεθειονίνης), είτε τέλος μεταβολίζουν τα βλαπτικά προϊόντα της οξείδωσης (πρωτεάσες, αλδεϋδικές δεϋδρογονάσες), μετατρέποντάς τα συνήθως σε σχετικά πιο αβλαβείς ενώσεις. Παρακάτω, θα αναφερθούμε σε μερικά απ’ αυτά τα ένζυμα. 

				Τρανσφεράσες της γλουταθειόνης  

				Οι τρανσφεράσες της γλουταθειόνης (GSTs) είναι μια οικογένεια ενζύμων που έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν έναν μεγάλο αριθμό υδρόφοβων ενώσεων και να καταλύουν την αντίδραση διασύνδεσης της GSH μ’ αυτές, δίδοντας σύμπλοκα της ένωσης με τη GSH. Είναι προφανές ότι ο φυσιολογικός ρόλος αυτής της συγκεκριμένης ομάδας ενζύμων είναι η προστασία των κυττάρων από επικίνδυνα ξενοβιοτικά τα οποία είτε εισέρχονται απευθείας από το περιβάλλον είτε σχηματίζονται κατά τη διάρκεια του μεταβολισμού τους, παραδείγματος χάριν, μέσω του συστήματος του κυτοχρώματος Ρ-450. Είναι γνωστό ότι πολλά από τα εν λόγω ξενοβιοτικά έχουν την ικανότητα δημιουργίας ελευθέρων ριζών στα κύτταρα και, κατά συνέπεια, η δράση τους είναι προστατευτική.

				Οι συγκεντρώσεις των ενζύμων της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης στο ήπαρ είναι ιδιαίτερα αυξημένες και τα σύμπλοκα GS/ξενοβιοτικών που δημιουργούνται είτε κατακερματίζονται, σχηματίζοντας μερκαπτουρικά οξέα τα οποία εκκρίνονται στα ούρα, είτε μεταφέρονται στη χοληδόχο κύστη με τη βοήθεια ειδικών μεταφορέων και με ταυτόχρονη κατανάλωση ενέργειας υπό μορφή ATP. 

				Παραδείγματα ενώσεων οι οποίες μπορούν να μεταβολιστούν από τρανσφεράσες της γλουταθειόνης είναι, μεταξύ άλλων, η παρακεταμόλη, το χλωροφόρμιο, το DDT, το αλλοξάνιο, η ναφθαλίνη και οργανικές νιτρώδεις ενώσεις. Η παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων από τις παραπάνω ενώσεις έχει πολλές φορές ως αποτέλεσμα τη μείωση των ενδοκυττάριων συγκεντρώσεων της γλουταθειόνης και, κατά συνέπεια, τη μείωση της ολικής αμυντικής ικανότητας του συγκεκριμένου ιστού. 

				Η σύνδεση των ξενοβιοτικών με τη γλουταθειόνη αποτελεί συνήθως το πρώτο βήμα για την αποτοξίνωσή τους. Μερικές φορές, όμως, συμβαίνει το σχηματιζόμενο προϊόν να είναι πιο τοξικό από την αρχική ένωση. Παραδείγματος χάριν, τα σύμπλοκα της γλουταθειόνης με μια σειρά αλογονωμένους υδρογονάνθρακες όπως το διβρωμο- ή το διχλωρομεθάνιο αποτελούν εξαιρετικά νεφροτοξικούς παράγοντες.

				Μερικά είδη τρανσφεράσης της γλουταθειόνης έχουν την ικανότητα να αντιδρούν και με οργανικά υπεροξείδια και αποτελούν συνήθως το μέρος της ενεργότητας των υπεροξειδασών της GSH που δεν περιέχουν σελήνιο, όπως αναφέρθηκε παραπάνω.  

				Γενικά, οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί έχουν πολλαπλές ισομορφές τρανσφεράσης της GST. Καθεμία απ’ αυτές τις ισομορφές έχει διαφορετική εξειδίκευση όσον αφορά τα υποστρώματα, αλλά και όσον αφορά άλλες ιδιότητές τους. Μερικές απ’ αυτές παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενδοκυττάρια μεταφορά ενώσεων όπως η αίμη, διάφορα στεροειδή και η χολερυθρίνη, μέσω της διασύνδεσής τους (μη ομοιοπολικά) με την αντίστοιχη πρωτεΐνη. Θα πρέπει να αναφερθεί, επίσης, ότι το ένζυμο “συνθάση των λευκοτριενίων C4” είναι μια μικροσωματική GST, η οποία, όμως, δεν εμπλέκεται στην απομάκρυνση κάποιων ξενοβιοτικών. 

				

				Άλλες υπεροξειδάσες

				Εκτός της καταλάσης και της υπεροξειδάσης της GSH, οι οποίες αναφέρθηκαν παραπάνω, υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός άλλων υπεροξειδασών με τη διαφορά ότι χρησιμοποιούν μια πλειάδα δεύτερων υποστρωμάτων. Υπεροξειδάση ονομάζεται γενικά κάθε ένζυμο το οποίο ανάγει το Η2Ο2 σε Η2Ο, οξειδώνοντας ταυτόχρονα ένα άλλο υπόστρωμα. Τα ένζυμα αυτά είναι αιμοπρωτεΐνες και ο μοριακός μηχανισμός δράσης τους περιλαμβάνει σε μια πρώτη φάση την αντίδρασή τους με το Η2Ο2 (αντίδραση 11):
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				Η ένωση-Ι έχει οξειδωθεί με δύο ηλεκτρόνια (όσα χρειάζεται το Η2Ο2 για την αναγωγή του σε Η2Ο), ένα μόνο από τα οποία προέρχεται από τον σίδηρο στο κέντρο της αίμης, δημιουργώντας φερρυλικό σίδηρο (Fe4+=O), ενώ το άλλο δημιουργεί μια ελεύθερη ρίζα είτε στην περιφέρεια της αίμης είτε σε κάποιο κατάλοιπο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της πρωτεΐνης. Η ένωση-Ι ανάγεται πάλι στην αρχική της μορφή σε δύο φάσεις, με ένα ηλεκτρόνιο κάθε φορά. Κατ’ αρχάς ανάγεται η ελεύθερη ρίζα (αντίδραση 12) και έπειτα ο φερρυλικός σίδηρος στο κέντρο της αίμης (αντίδραση 13): 
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				Μια σειρά τέτοιες υπεροξειδάσες αναφέρονται στον παρακάτω Πίνακα 2. 
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				Πίνακας 2. Μερικές υπεροξειδάσες με τα χαρακτηριστικά υποστρώματά τους

				Στα ανώτερα θηλαστικά υπάρχουν διάφορες υπεροξειδάσες, όπως για παράδειγμα η μυελοπεροξειδάση, η λακτοπεροξειδάση και η υπεροξειδάση του θυρεοειδούς (Πίνακας 2). Η μυελοπεροξειδάση εκλύεται από τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα μετά από διέγερσή τους (Κεφάλαιο 4). Έχει παρατηρηθεί ότι το ένζυμο αυτό, παρουσία Η2Ο2 και ιόντων Cl-, έχει την ικανότητα να εξοντώνει διάφορους μικροοργανισμούς. Αυτό οφείλεται στη δράση του υποχλωριώδους οξέος (HOCl) που δημιουργείται κατά την αντίδραση (αντίδραση 14): 
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				Αν και τα ιόντα χλωρίου (Cl-) θεωρούνται το φυσιολογικό της υπόστρωμα, η μυελοπεροξειδάση έχει την ικανότητα να οξειδώνει έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών μορίων.

				Η λακτοπεροξειδάση βρίσκεται στο γάλα αλλά και στον σίελο και έχει την ικανότητα να οξειδώνει πολλά μόρια, μεταξύ των οποίων το σημαντικότερο φαίνεται να είναι η οξείδωση του θειούχου κυανίου (SCN-) σε θειώδες κυάνιο (OSCN-). Το τελευταίο είναι πολύ τοξικό για ορισμένα βακτηρίδια και είναι υπεύθυνο για την αντιβακτηριογόνο δράση των παραπάνω φυσιολογικών υγρών. Η πηγή προέλευσης του απαιτούμενου Η2Ο2, όμως, δεν είναι γνωστή. Εικάζεται ότι μπορεί να προέρχεται από τα ίδια τα βακτήρια. 

				Μια άλλη υπεροξειδάση, η υπεροξειδάση του θυρεοειδούς, είναι υπεύθυνη για την οξείδωση ιόντων ιωδίου (Ι-) σε ελεύθερες ρίζες ιωδίου (Ι.) και για τη σύνδεσή τους στις θυρεοειδείς ορμόνες. Το απαιτούμενο Η2Ο2 δημιουργείται από ειδικές NADPH οξειδάσες, οι οποίες βρίσκονται στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων του θυρεοειδούς.

				Η υπεροξειδάση του ασκορβικού συναντάται κυρίως στους χλωροπλάστες των φυτών και καταλύει την αντίδραση μεταξύ του Η2Ο2 και του ασκορβικού οξέος (αντίδραση 15):
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				Κατά την αναγωγή της ένωσης-Ι αυτής της υπεροξειδάσης, οξειδώνονται διαδοχικά δύο μόρια ασκορβικού οξέος σε ρίζες του ασκορβικού (Asc.). Οι ρίζες αυτές στη συνέχεια αντιδρούν μεταξύ τους, χωρίς τη βοήθεια κάποιου ενζύμου, δημιουργώντας ένα μόριο ασκορβικού και ένα μόριο δεϋδροασκορβικού (αντίδραση 16):
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				Σ’ αυτήν την αντίδραση, η μία ελεύθερη ρίζα ανάγεται πάλι σε ασκορβικό, ενώ η άλλη οξειδώνεται περαιτέρω με ένα ηλεκτρόνιο σε δεϋδροασκορβικό. Πρόκειται δηλαδή για μια “διαναλογική” αντίδραση (disproportionation reaction).

				Θα πρέπει, τέλος, να αναφερθεί ότι οι πρωτεΐνες μυοσφαιρίνη και αιμοσφαιρίνη μπορούν, κάτω από ορισμένες συνθήκες, να δράσουν και ως υπεροξειδάσες, μετατρέποντας το Η2Ο2 σε Η2Ο με ταυτόχρονη οξείδωση αναγωγικών παραγόντων, όπως για παράδειγμα το ασκορβικό οξύ (Galaris, Cadenas et al., 1989; Galaris, Eddy et al., 1989). Στην περίπτωση, όμως, που οι αναγωγικοί παράγοντες απουσιάζουν, οι οξειδωμένες φερρυλικές μορφές αυτών των πρωτεϊνών, οι οποίες σχηματίζονται στην πρώτη φάση κατά την αντίδρασή τους με το Η2Ο2, αποτελούν από μόνες τους ισχυρά οξειδωτικά μέσα τα οποία μπορούν να προκαλέσουν βλάβες σε άλλα κυτταρικά συστατικά (Galaris, Mira et al., 1988; Galaris, Sevanian et al., 1990). 

				NAD(P)H:κινόνη οξειδοαναγωγάση 1 (NQO1, DT-διαφοράση)

				Η φλαβοπρωτεΐνη NAD(P)H:κινόνη οξειδοαναγωγάση 1 (NQO1, αποκαλείται επίσης DT-διαφοράση) συναντάται σε σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις στο κυτταρόπλασμα όλων σχεδόν των κυττάρων (Siegel, Yan et al., 2012). Το ένζυμο αυτό καταλύει την αναγωγή ομάδων κινόνης, αποκλειστικά με δύο ηλεκτρόνια, στις αντίστοιχες υδροκινόνες, χρησιμοποιώντας, με την ίδια ευχέρεια, ως δότες ηλεκτρονίων τόσο το NADH όσο και το NADPH. Το ενδιαφέρον για τον φυσιολογικό ρόλο της εν λόγω οξειδοαναγωγάσης έχει ως επί το πλείστον επικεντρωθεί στην ικανότητά της να προστατεύει τα κύτταρα, μέσω της αναστολής της δημιουργίας δραστικών παραγώγων ομάδων κινόνης. Με τον τρόπο αυτόν αποφεύγεται η δημιουργία ελευθέρων ριζών ημικινόνης και ο σχηματισμός ανιόντων του σουπεροξειδίου (Ο2.-), τα οποία παράγονται στην περίπτωση της αναγωγής με ένα ηλεκτρόνιο από άλλες φλαβοπρωτεΐνες (Σχήμα 11).  
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				Σχήμα 11: Διαγραμματική απεικόνιση του ρόλου της NAD(P)H:κινόνης οξειδοαναγωγάσης 1 (NQO1, DT-διαφοράσης) στην αναστολή της δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου που προέρχονται από την ανακύκλωση ομάδων κινόνης. Σημειώνεται, κατ’ αντιδιαστολή, η αναγωγή της ομάδας κινόνης με ένα ή δύο ηλεκτρόνια (ημικινόνη και υδροκινόνη, αντίστοιχα), καθώς και η δημιουργία Ο2.- μετά την αντίδραση της ημικινόνης με το Ο2.

				Σε μερικές περιπτώσεις, όμως, έχει παρατηρηθεί και το αντίθετο, δηλαδή η βιοενεργοποίηση μη τοξικών ομάδων κινόνης και η μετατροπή τους σε δραστικά προοξειδωτικά μόρια, μετά την αναγωγή τους με δύο ηλεκτρόνια από τη συγκεκριμένη οξειδοαναγωγάση (Siemankowski, Morreale et al., 2000).

				Ένζυμα επιδιόρθωσης των βλαβών

				Στους ενζυμικούς μηχανισμούς άμυνας των κυττάρων θα πρέπει να συμπεριληφθούν και τα ένζυμα τα οποία είναι υπεύθυνα για την επιδιόρθωση των οξειδωτικών βλαβών που δημιουργούνται μετά από έκθεσή τους σε οξειδωτικό στρες. Συγκεκριμένοι επιδιορθωτικοί μηχανισμοί για καθένα από τα βασικά συστατικά των κυττάρων (λιπίδια, DNA, πρωτεΐνες) αναφέρθηκαν στο προηγούμενο κεφάλαιο (Κεφάλαιο 5). Εδώ, θα προσπαθήσουμε να δώσουμε μια γενική επισκόπηση της στρατηγικής. 

				Οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί είναι δυνατόν να χωριστούν σε άμεσους και έμμεσους, όπως απεικονίζεται διαγραμματικά στο Σχήμα 12. 
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				Σχήμα 12: Άμεσα και έμμεσα συστήματα απομάκρυνσης και επιδιόρθωσης των βλαβών στα συστατικά των κυττάρων.

				Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν, μεταξύ άλλων, ένζυμα όπως οι αναγωγάσες των δισουλφιδικών δεσμών, η αναγωγάση του σουλφοξειδίου της μεθειονίνης και τα ένζυμα επιδιόρθωσης του DNA. Τα ένζυμα αυτά επαναφέρουν τις πρωτεΐνες στόχους στην αρχική τους κατάσταση, χωρίς την απώλεια της δράσης τους. Στους έμμεσους μηχανισμούς η επιδιόρθωση γίνεται σταδιακά. Αφού πρώτα αναγνωριστεί το τροποποιημένο τμήμα από ειδικά ενζυμικά συστήματα, στη συνέχεια είτε απομακρύνεται το εν λόγω τμήμα και αντικαθίσταται από ένα μη οξειδωμένο (επιδιόρθωση οξειδωμένου DNA και λιπιδίων) είτε αποικοδομείται ολόκληρο το μόριο και χρησιμοποιούνται εκ νέου τα μη οξειδωμένα συστατικά του (πρωτεΐνες).

				Επαγόμενα συστήματα άμυνας και επιδιόρθωσης

				Η εικόνα που έχουμε σχηματίσει έως τώρα για τις αμυντικές και επιδιορθωτικές ικανότητες των κυττάρων, παρότι πληθωρική, εμφανίζεται στατική. Στην πραγματικότητα, όμως, τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να ενισχύουν σημαντικά την “πανοπλία” των αντιοξειδωτικών τους μηχανισμών ως απάντηση σε μια αρχική έκθεση σε οξειδωτικό στρες. Έχει παρατηρηθεί ότι, όταν τα κύτταρα εκτεθούν σε χαμηλές συγκεντρώσεις οξειδωτικών παραγόντων, όπως για παράδειγμα στο Η2Ο2, μπορούν στη συνέχεια να αντεπεξέλθουν αποτελεσματικά στην έκθεση σε πολύ μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, οι οποίες σε άλλη περίπτωση θα προκαλούσαν τον θάνατο των κυττάρων. Αυτές οι αντιδράσεις προσαρμογής στο οξειδωτικό στρες περιλαμβάνουν εκτεταμένες αλλαγές στην έκφραση γονιδίων.

				Στα βακτήρια, η προσαρμογή στο Η2Ο2 έχει αποδειχθεί ότι γίνεται μέσω του παράγοντα oxyR. Το γονίδιο oxyR εκφράζει την πρωτεΐνη OxyR η οποία μπορεί να συνδεθεί σε 9 τουλάχιστον ρυθμιστικές περιοχές άλλων γονιδίων, ελέγχοντας την έκφρασή τους (Σχήμα 13Α). Στην ανηγμένη μορφή της, η πρωτεΐνη OxyR επιτρέπει έναν βασικό βαθμό έκφρασης αυτών των γονιδίων. Όμως, σε συνθήκες οξειδωτικού στρες που συνδέονται με αυξημένα επίπεδα Η2Ο2, ορισμένα κατάλοιπα ευαίσθητων κυστεϊνών στην πρωτεΐνη OxyR οξειδώνονται, με αποτέλεσμα να αυξάνεται η πρόσδεσή της σε συγκεκριμένες αλληλουχίες στο DNA και να προκαλείται σημαντική αύξηση της μεταγραφής των αντίστοιχων γονιδίων. Στα γονίδια που ελέγχονται από την oxyR περιλαμβάνονται αυτά της καταλάσης, μιας ακυλοαναγωγάσης, της αναγωγάσης της GSH, μιας μη ειδικής πρωτεΐνης η οποία συνδέεται στο DNA και την πρωτεΐνη θερμικού σοκ (heat shock protein) DNAK. Καθεμία από τις παραπάνω πρωτεΐνες αποτελεί προστατευτική ασπίδα για τα κύτταρα σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. Με παρόμοιο τρόπο δρα και μια άλλη πρωτεΐνη, η oxoR, η οποία προσφέρει πρόσθετη προστασία στα βακτήρια E. Coli. 

				Όταν τα βακτήρια εκτίθενται σε Ο2.- αντί για Η2Ο2, μια άλλη πρωτεΐνη, η SoxR προσφέρει επαγόμενη προστασία (Σχήμα 13Β). Στα γονίδια των οποίων η έκφραση ρυθμίζεται από τη SoxR περιλαμβάνονται, μεταξύ άλλων, αυτά που εκφράζουν την Mn-SOD, την εξωνουκλεάση ΙV, την αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης και τη φουμαράση C. 

				Οι γνώσεις μας όσον αφορά την προσαρμογή των ευκαρυωτικών κυττάρων στο οξειδωτικό στρες έχουν επίσης αυξηθεί τα τελευταία χρόνια. Η κατανόηση των μηχανισμών προσαρμογής των ευκαρυωτικών κυττάρων μετά από έκθεσή τους σε οξειδωτικό στρες έγινε σχετικά πρόσφατα. Ο κυριότερος μεταγραφικός παράγοντας που είναι υπεύθυνος γι’ αυτήν την προσαρμογή είναι ο Nrf2 (Forman, Davies et al., 2014), ο οποίος ελέγχει δεκάδες γονίδια που λαμβάνουν μέρος σε διαφορετικές διαδικασίες. Ο βαθμός κατανόησης του μηχανισμού ενεργοποίησης του Nrf2 έχει αυξηθεί τα τελευταία χρόνια, αν και δεν είναι απόλυτα γνωστές όλες οι λεπτομέρειες. Ο μηχανισμός αυτός θα συζητηθεί εκτενώς στα Κεφάλαια 9 και 10.  
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				Σχήμα 13: Σχηματική απεικόνιση του μοριακού μηχανισμού επαγωγής γονιδίων από το Η2Ο2 και το Ο2.- σε βακτήρια. (Α) Η οξείδωση μιας θειολικής ομάδας κυστεΐνης στον μεταγραφικό παράγοντα OxyR από το Η2Ο2 , προκαλεί μια τροποποίηση στη δομή του που του επιτρέπει να συνδέεται με συγκεκριμένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων στο DNA και να επάγει την έκφραση των αντίστοιχων γονιδίων που συνεισφέρουν στην αμυντική ικανότητα του βακτηρίου, όπως π.χ. το γονίδιο της καταλάσης. (Β) Ο μεταγραφικός παράγοντας SoxR είναι προσδεδεμένος στο DNA και αναστέλλει την έκφραση του ιδίου του γονιδίου SoxR. Το Ο2.- οξειδώνει και αποδομεί το σύμπλοκο 4Fe4S στο ενεργό του κέντρο και επιτρέπει την έκφραση του SoxR, ο οποίος στη συνέχεια επάγει την έκφραση πολλών γονιδίων που έχουν σχέση με την άμυνα των βακτηρίων ενάντια στο οξειδωτικό στρες (π.χ. την SOD).     
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Τα συστήματα θειορεδοξίνης και γλουταρεδοξίνης παίζουν σημαντικό ρόλο στον καθορισμό της οξειδοαναγωγικής κατάστασης των κυττάρων. Ποιοι άλλοι παράγοντες συμμετέχουν σ’ αυτά τα συστήματα και με ποιον τρόπο γίνεται η ροή των ηλεκτρονίων σε κάθε περίπτωση; 

				

				Απάντηση

				Οι πρωτεΐνες θειορεδοξίνη και γλουταρεδοξίνη, σε συνδυασμό με τις πρωτεΐνες αναγωγάση της θειορεδοξίνης (TrxR, thioredoxin reductase), αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR, glutathione reductase) και περοξυρεδοξίνη (Prx, proxiredoxin) συναποτελούν τα συστήματα θειορεδοξίνης και γλουταρεδοξίνης, τα οποία καθορίζουν την οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων (βλέπε Σχήμα 10). Και στις δύο περιπτώσεις τα ηλεκτρόνια που χρησιμοποιούνται προέρχονται από το NADPH, το οποίο παράγεται κυρίως στο παρακύκλωμα των φωσφορικών πεντοζών. Στην πρώτη περίπτωση, τα ηλεκτρόνια διοχετεύονται στη θειορεδοξίνη, μέσω της δράσης του ενζύμου αναγωγάση της θειορεδοξίνης (TrxR), η οποία έχει σελήνιο (Se) αντί για θείο (S) σε μία από τις κυστεΐνες στο ενεργό της κέντρο. Το Se οξειδώνεται πιο εύκολα από το άτομο του θείου και, κατά συνέπεια, διευκολύνει τις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις αυτού του τύπου.

				Η θειορεδοξίνη (Trx) είναι μια ευρέως διαδεδομένη πρωτεΐνη μοριακού βάρους ~12 kDa και έχει απομονωθεί από πολλούς ευκαρυωτικούς αλλά και προκαρυωτικούς οργανισμούς. Συναντάται σε πολλά κυτταρικά διαμερίσματα, όπως στο κυτταρόπλασμα, στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στα μιτοχόνδρια. Το όνομά της προέρχεται από την ικανότητά της να συμμετέχει στην οξειδοαναγωγική διαδικασία της δημιουργίας και του ανοίγματος ενδοπρωτεϊνικών ή/και διαπρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών (PSSX). Μ’ αυτόν τον τρόπο αποτελεί τον δότη των ηλεκτρονίων για την περοξυρεδοξίνη και την επακόλουθη αναγωγή του Η2Ο2 σε Η2Ο, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως. Η θειορεδοξίνη, όμως, δεν έχει τη δυνατότητα αναγωγής του δισουλφιδικών δεσμών μεταξύ της γλουταθειόνης και διαφόρων πρωτεϊνών (γλουταθειονυλίωση των πρωτεϊνών), όπως μπορεί να κάνει η γλουταρεδοξίνη.

				Η αναγωγή πρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών από τις πρωτεΐνες θειορεδοξίνη και γλουταρεδοξίνη εξαρτάται από μια διατηρημένη αλληλουχία (Cys-X-X-Cys) στο ενεργό τους κέντρο. Ο γενικός αυτός μηχανισμός καλείται “μηχανισμός των θειολικών ομάδων” και περιλαμβάνει αλληλοδιαδοχικά βήματα σχηματισμού και αναγωγής των δισουλφιδικών δεσμών μεταξύ των δύο κυστεϊνών.

				Στην περίπτωση του συστήματος της γλουταρεδοξίνης, τα ηλεκτρόνια προέρχονται, επίσης, από το NADH, αλλά διοχετεύονται στη γλουταρεδοξίνη μέσω της αναγωγάσης της γλουταθειόνης και της γλουταθειόνης. Όπως και η θειορεδοξίνη, η γλουταρεδοξίνη έχει την ικανότητα αναγωγής πρωτεϊνικών δισουλφιδικών δεσμών, αλλά επιπλέον μπορεί και ανάγει δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ γλουταθειόνης και πρωτεϊνών, ρυθμίζοντας μ’ αυτόν τον τρόπο τα επίπεδα της γλουταθειονυλίωσης στα κύτταρα.   

				 

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Με ποιον τρόπο οι πρωτεΐνες θειορεδοξίνη και γλουταρεδοξίνη εμπλέκονται στους μηχανισμούς απόπτωσης των κυττάρων και φλεγμονής των ιστών;

				Απάντηση

				Τα ένζυμα θειορεδοξίνη, γλουταρεδοξίνη και περοξυρεδοξίνες εμπλέκονται σε διαφορετικά σημεία των μοριακών μηχανισμών πρόκλησης αλλά και αναστολής στις διαδικασίες του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωσης) στα κύτταρα, αλλά και της φλεγμονής (βλέπε Σχήμα 11). 

				Μια βασική μεταβολική πορεία πρόκλησης της απόπτωσης είναι αυτή που επάγεται από την ενεργοποίηση της κινάσης ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). Η ASK1 είναι μια MAPKKK, η οποία, όταν ενεργοποιηθεί, προκαλεί απόπτωση των κυττάρων, μέσω της ενεργοποίησης των μεταβολικών οδών των MAP κινασών JNK και p38. Η ίδια η ASK1 ενεργοποιείται μετά την οξείδωση της θειορεδοξίνης ή/και της γλουταρεδοξίνης, οι οποίες στην ανηγμένη τους μορφή συνδέονται στην ASK1 και αναστέλλουν τη δράση της (βλέπε Σχήμα 11). Η οξείδωση της θειορεδοξίνης ή της γλουταρεδοξίνης προκαλεί την απομάκρυνσή τους από την ASK1 και έχει ως επακόλουθο τον διμερισμό ή ολιγομερισμό της τελευταίας που οδηγεί στην ενεργοποίησή της. Μ’ αυτόν τον τρόπο, η θειορεδοξίνη και η γλουταρεδοξίνη δρουν ως διαμεσολαβητές οξειδοαναγωγικών σημάτων απόπτωσης στα κύτταρα, μέσω των μεταβολικών δρόμων των MAP κινασών JNK και p38. 

				Στη διαδικασία της φλεγμονής, η θειορεδοξίνη και η γλουταρεδοξίνη είναι απαραίτητες για την αναγωγή μιας κυστεΐνης (Cys67) της πρωτεΐνης p50 του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ (σύμπλοκο των πρωτεϊνών p65 και p50), μετά την ενεργοποίησή του και τη μεταφορά του στον πυρήνα των κυττάρων. Μόνο μετά απ’ αυτήν την αναγωγή είναι δυνατή η πρόσδεσή του σε καθορισμένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων (θέσεις κΒ) και η έκφραση μιας σειράς συγκεκριμένων γονιδίων που καθορίζουν την πορεία της φλεγμονής (βλέπε Σχήμα 11). 

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 7 - Κυτταρικοί Αμυντικοί Μηχανισμοί: Μικρομοριακές Αντιοξειδωτικές Ενώσεις

				Σύνοψη

				Η μεγάλη δραστικότητα που συνοδεύει συνήθως τις ελεύθερες ρίζες τούς επιτρέπει να αντιδρούν με όλα σχεδόν τα μόρια στο μικροπεριβάλλον στο οποίο σχηματίζονται. Υπό την έννοια αυτή, κάθε μόριο που αντιδρά με ελεύθερες ρίζες θα μπορούσε να θεωρηθεί ως εκκαθαριστής (scavenger) ελευθέρων ριζών. Όμως, για να είναι αποτελεσματική η προστασία που υποτίθεται ότι προσφέρει κάθε αντιοξειδωτικός παράγοντας σε ένα βιολογικό σύστημα, θα πρέπει: (α) να έχει την ικανότητα προνομιακής αντίδρασης σε σχέση με τα άλλα μόρια του συστήματος και (β) η ελεύθερη ρίζα του αντιοξειδωτικού παράγοντα που δημιουργείται να είναι σχετικά μη δραστική, ούτως ώστε να διακόπτονται οι αλυσιδωτές αντιδράσεις που συνοδεύουν συνήθως τη δημιουργία ελευθέρων ριζών. Παρότι αυτές οι προϋποθέσεις δεν ισχύουν πάντοτε, στο παρόν κεφάλαιο θα παρουσιαστούν οι κυριότερες ενώσεις που έχει προταθεί ότι δρουν ως αντιοξειδωτικά (εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών). Σε ορισμένες περιπτώσεις προκαλείται σύγχυση, λόγω της χρήσης του όρου “αντιοξειδωτικό” για ενώσεις που βοηθούν μεν στην αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες, αλλά με έμμεσους μηχανισμούς, όπως για παράδειγμα ως προσθετικές ομάδες ή υποστρώματα σε ένζυμα καταβολισμού των δραστικών μορφών οξυγόνου ή ως αναστολείς αντιδράσεων δημιουργίας δραστικών ελευθέρων ριζών.    

				

				Εισαγωγή

				Εκτός από τα ένζυμα/πρωτεΐνες που συμβάλλουν στην αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες, τα οποία αναφέρθηκαν στο Κεφάλαιο 6, τα κύτταρα διαθέτουν επιπλέον μικρομοριακές ενώσεις, οι οποίες είναι ικανές να εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες, όταν αυτές σχηματίζονται και αρχίζουν να δρουν ανεξέλεγκτα. Τα συγκεκριμένα μόρια καλούνται συνήθως “εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών” (free radical scavengers) ή απλώς “αντιοξειδωτικά” (Πίνακας 1). Πρόκειται για ενώσεις που είτε είναι ενδογενείς είτε λαμβάνονται μέσω της διατροφής. 
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				Πίνακας 1. Κλασικοί Αντιοξειδωτικοί Παράγοντες

				Σύμφωνα με τη γενικευμένη θεώρηση των αντιοξειδωτικών, οι εν λόγω ενώσεις έχουν την ικανότητα να προστατεύουν τα συστατικά των βιολογικών συστημάτων από ανεξέλεγκτες οξειδωτικές τροποποιήσεις, μέσω της εξουδετέρωσης των δραστικών ελευθέρων ριζών που τις προκαλούν (αντίδραση 1):

				

				[image: Chapter 7_1]

				

				Ως εκ τούτου, μόρια ικανά να δράσουν ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών είναι αυτά που δίνουν εύκολα ένα άτομο υδρογόνου (ένα ηλεκτρόνιο και ένα πρωτόνιο, ταυτόχρονα) και, επιπλέον, σχηματίζουν τα ίδια μια σχετικά σταθερή, δηλαδή ανενεργό, ελεύθερη ρίζα (Α.). Το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) και η α-τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) αποτελούν τα πιο χαρακτηριστικά αντιοξειδωτικά που συναντώνται στον οργανισμό και θεωρούνται υπεύθυνα για την εξουδετέρωση των δραστικών ελευθέρων ριζών στο υδατικό και στο λιπιδιακό περιβάλλον, αντίστοιχα. Τα φλαβονοειδή, φαινολικά οξέα, τα καροτενοειδή και άλλα παράγωγα ενώσεων, φυτικής κυρίως προέλευσης, προσλαμβάνονται από τη διατροφή και θεωρείται ότι δρουν ως φυσικά αντιοξειδωτικά. Επιπλέον, ενδογενείς ενώσεις όπως το ουρικό οξύ και οι ουμπικινόνες έχουν την ικανότητα εκκαθάρισης ελευθέρων ριζών και έχει προταθεί ότι συμβάλλουν στην αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού. Τέλος, έχει παρατηρηθεί ότι πολλά από τα χορηγούμενα φάρμακα για τη θεραπεία μιας σειράς διαφορετικών παθήσεων διαθέτουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες και υπάρχει πιθανότητα, εκτός της βασικής τους δράσης, να συνεισφέρουν και ως αντιοξειδωτικά.

				Πολλές φορές προκαλείται σύγχυση, λόγω της χρήσης του όρου “αντιοξειδωτικό” για ενώσεις που βοηθούν μεν στην αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες, αλλά με έμμεσους μηχανισμούς. Για παράδειγμα, τα στοιχεία Se, Mn, Zn, Cu και Fe μπορεί να θεωρηθεί ότι συμβάλλουν έμμεσα στην αντιοξειδωτική ικανότητα των κυττάρων, λόγω του ότι συμμετέχουν στα ενεργά κέντρα των ενζύμων SOD, υπεροξειδάση της GSH και της καταλάσης, τα οποία μεταβολίζουν δραστικές μορφές οξυγόνου, όπως το Ο2.- και το Η2Ο2. Επίσης, η γλουταθειόνη ή οι ενώσεις που επάγουν τη βιοσύνθεσή της στα κύτταρα βοηθούν έμμεσα στην αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες, διότι παρέχουν το απαιτούμενο υπόστρωμα για τη δράση της υπεροξειδάσης της GSH, η οποία είναι υπεύθυνη για την απομάκρυνση του Η2Ο2 και άλλων οργανικών υπεροξειδίων. Αντίθετα, θα πρέπει να τονιστεί ότι, όταν μέταλλα μετάπτωσης (όπως ο Fe ή ο Cu) ή η γλουταθειόνη αντιδράσουν απευθείας με δραστικές μορφές οξυγόνου, τότε συμβάλλουν στην επαγωγή της δημιουργίας δραστικών ελευθέρων ριζών (Galaris and Pantopoulos, 2008).  

				Εκτός των φυσικών αντιοξειδωτικών, υπάρχουν και συνθετικές ενώσεις που δρουν σύμφωνα με την αντίδραση 1. Οι πιο γνωστές ομάδες τέτοιων αντιοξειδωτικών ενώσεων είναι φαινολικά ή αμιδικά παράγωγα. Τα πιο συνηθισμένα συνθετικά φαινολικά αντιοξειδωτικά είναι το βουτυλιωμένο υδροξυτολουένιο (ΒΗΤ) και η βουτυλιωμένη υδροξυανισόλη (ΒΗΑ), ενώ η εθοξυκινολίνη συγκαταλέγεται στις ενώσεις που έχουν αμινομάδες. Τέτοιου τύπου συνθετικά σκευάσματα προστίθενται στις κονσερβοποιημένες τροφές με στόχο την προστασία των συστατικών τους από ανεξέλεγκτες οξειδώσεις.

				

				Αντιοξειδωτικές ενώσεις που προσλαμβάνονται με τη διατροφή

				Στις ενώσεις αυτές περιλαμβάνονται μόρια τα οποία δεν μπορούν να συντεθούν στον οργανισμό και πρέπει να προσληφθούν μέσω της διατροφής. Αν και είναι γνωστό ότι έχουν μια σειρά από διαφορετικούς φυσιολογικούς ρόλους, πιστεύεται ότι δρουν και ως αντιοξειδωτικά, ότι έχουν δηλαδή την ικανότητα να αντιδρούν και να εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες πριν αυτές οξειδώσουν τα βασικά συστατικά των κυττάρων. Στην ομάδα αυτή των αντιοξειδωτικών ενώσεων περιλαμβάνονται, μεταξύ άλλων, το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C), οι τοκοφερόλες (βιταμίνη Ε), μια πλειάδα φαινολικών ενώσεων και τα καροτενοειδή.

				

				Ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C)

				Γενικές πληροφορίες για το ασκορβικό οξύ

				Τα φυτά και τα περισσότερα ζώα έχουν την ικανότητα να συνθέτουν ασκορβικό οξύ από γλυκόζη, όχι όμως ο άνθρωπος και ορισμένα άλλα είδη ανώτερων θηλαστικών. Τα είδη αυτά στερούνται το τελευταίο ένζυμο του βιοχημικού δρόμου σύνθεσης του ασκορβικού οξέος που ονομάζεται “οξειδάση της γουλονολακτόνης” και, ως εκ τούτου, είναι υποχρεωμένα να λαμβάνουν τις αναγκαίες ποσότητες ασκορβικού οξέος από τη διατροφή τους.

				Το ασκορβικό οξύ είναι απαραίτητος συμπαράγοντας σε αρκετές υδροξυλάσες, όπως αυτές της προλίνης και της λυσίνης, οι οποίες εμπλέκονται στη σύνθεση του κολλαγόνου. Σ’ αυτήν την περίπτωση, συμβάλλει στη διατήρηση των ιόντων σιδήρου στο ενεργό κέντρο των ενζύμων στην ανηγμένη μορφή τους (Fe2+) και, κατ’ επέκταση, στη διατήρηση της λειτουργικότητας αυτών των ενζύμων. Έχει παρατηρηθεί ότι, απουσία ασκορβικού, το συντιθέμενο κολλαγόνο είναι λιγότερο υδροξυλιωμένο και έχει μειωμένη ικανότητα σχηματισμού φυσιολογικών ινών. Μια άλλη υδροξυλάση η οποία, επίσης, απαιτεί ασκορβικό είναι η υδροξυλάση της ντοπαμίνης, η οποία έχει Cu στο ενεργό της κέντρο και μετατρέπει τη ντοπαμίνη σε νοραδρεναλίνη. 

				Η ικανότητα του ασκορβικού να ανάγει τον Fe3+ σε Fe2+ παίζει σημαντικό ρόλο στην πρόσληψη των ιόντων σιδήρου από τα κύτταρα του εντερικού βλεννογόνου, καθώς και στον μηχανισμό απελευθέρωσής τους από την πρωτεΐνη αποθήκευσής τους, τη φερριτίνη. Το ασκορβικό οξύ είναι, επίσης, ο πιο αποτελεσματικός φυσιολογικός παράγοντας για την επαναναγωγή φερρυλικών αιμοπρωτεϊνών (π.χ., της μυοσφαιρίνης και της αιμοσφαιρίνης με σθένος Fe4+ και ελεύθερες ρίζες στο μόριο της σφαιρίνης) και, κατά συνέπεια, είναι ικανό να προστατεύσει τα κυτταρικά συστατικά από τα ισχυρά αυτά οξειδωτικά (Galaris, Eddy et al., 1989; Galaris and Korantzopoulos, 1997).

				Έλλειψη ασκορβικού από τη διατροφή για αρκετό χρονικό διάστημα προκαλεί την ασθένεια σκορβούτο, τα χαρακτηριστικά της οποίας έχουν περιγραφεί με ακρίβεια ήδη από τον 16ο αιώνα, όχι από γιατρούς αλλά από ναυτικούς, οι οποίοι υπέφεραν από τη νόσο κατά τη διάρκεια των ταξιδιών τους. Παρότι, όμως, οι γιατροί στην Αγγλία γνώριζαν ότι ο χυμός από λεμόνι είχε προστατευτικές, αλλά και θεραπευτικές, ιδιότητες για περισσότερο από έναν αιώνα, μόνο το 1795 αποφασίστηκε η γενικευμένη χρήση του στο πολεμικό ναυτικό της χώρας. Η καθυστέρηση αυτή κόστισε τη ζωή σε δεκάδες χιλιάδες στρατιώτες που έπρεπε να ταξιδέψουν μεγάλες αποστάσεις, κυρίως στην Ινδία, για να υπερασπιστούν τα συμφέροντα της χώρας τους. 

				Οι ενδοκυττάριες συγκεντρώσεις του ασκορβικού είναι συνήθως πολύ υψηλότερες από την αντίστοιχη συγκέντρωση στον ορό του αίματος, αλλά διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των διαφόρων ειδών κυττάρων. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την ύπαρξη ειδικών συστημάτων για την ενεργό μεταφορά του ασκορβικού οξέος, ενάντια στη βαθμίδωση της συγκέντρωσής του. Αρκετά είδη κυττάρων προσλαμβάνουν την οξειδωμένη μορφή του (δεϋδροασκορβικό) πολύ ταχύτερα από το ασκορβικό και έχουν την ικανότητα να το ανάγουν ενδοκυττάρια, όπου και συσσωρεύεται. Για την πρόσληψη του δεϋδροασκορβικού χρησιμοποιείται ο ίδιος μεταφορέας (GLUTI 1) που χρησιμοποιείται και για την πρόσληψη γλυκόζης.

				

				Το ασκορβικό οξύ ως αντιοξειδωτικό

				Το ασκορβικό οξύ απομονώθηκε από τον Ούγγρο βιοχημικό Szent-Gyorgyi το 1928. Έχει λευκή, στερεά, κρυσταλλική μορφή και είναι ευδιάλυτο στο νερό. Έχει δύο υδροξυλομάδες οι οποίες μπορούν να ιονιστούν (pΚ1 = 4.25 και pΚ2 = 11.8). Κατά συνέπεια, σε φυσιολογικό pH έχει τη μορφή μονοανιόντος (Σχήμα 1).
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				Σχήμα 1: Χημική δομή του ασκορβικού οξέος (βιταμίνη C) και των προϊόντων της οξείδωσής του.

				Ο κυριότερος φυσιολογικός ρόλος που έχει αποδοθεί στο ασκορβικό συνδέεται με τη δράση του ως αντιοξειδωτικού. Έτσι, εκτός της αναγωγής του Fe και του Cu στα ενεργά κέντρα των ενζύμων που προαναφέρθηκαν, το ασκορβικό δρα ως ο τελικός δότης ηλεκτρονίων, παίζοντας τον ρόλο του εκκαθαριστή των δραστικών ελευθέρων ριζών. Η σχηματιζόμενη ρίζα του ασκορβικού (Asc.) είναι σχετικά μη δραστική, λόγω της χημικής της δομής (βλέπε Σχήμα 1). Ως εκ τούτου, δεν αντιδρά με το μοριακό Ο2, όπως οι περισσότερες ελεύθερες ρίζες και, κατά συνέπεια, η συγκέντρωσή της μπορεί να αυξηθεί σημαντικά και να της επιτρέψει να αντιδράσει με μια άλλη ελεύθερη ρίζα του ασκορβικού σε μια τυπική αντίδραση ανακατανομής (disproportionation) (αντίδραση 2):
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				 (όπου Asc. = ελεύθερη ρίζα του ασκορβικού οξέος, Asc = ασκορβικό οξύ και DHAsc = δεϋδροασκορβικό οξύ). 

				Η χαμηλή δραστικότητα της ρίζας του ασκορβικού φαίνεται να αποτελεί τον ουσιαστικότερο παράγοντα για την κεντρική του θέση μεταξύ των φυσικών αντιοξειδωτικών. Σε φυσιολογικές τιμές του pH το ασκορβικό είναι σταθερό, εφόσον βέβαια δεν υπάρχουν ίχνη ιόντων Fe ή Cu. Πολλές από τις αναφορές στη βιβλιογραφία για τις τοξικές δράσεις του ασκορβικού σε καλλιέργειες κυττάρων οφείλονται ακριβώς στην ύπαρξη ιόντων μετάλλων μετάπτωσης στο καλλιεργητικό υλικό. Αποτελεί σημαντική παρανόηση, όταν τα καλλιεργούμενα κύτταρα είναι καρκινικά, τέτοιου είδους παρατηρήσεις να ερμηνεύονται ως “αντικαρκινική δράση του ασκορβικού”. Διαλύματα ασκορβικού και αλάτων Fe ή Cu έχουν χρησιμοποιηθεί κατά κόρον για τη δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών, με στόχο την οξειδωτική τροποποίηση συγκεκριμένων βιομορίων, όπως οι πρωτεΐνες, τα λιπίδια και το DNA.

				Σε εκχυλίσματα αρκετών ιστών έχουν ανιχνευθεί ενζυμικές δραστικότητες για την επαναναγωγή τόσο της ρίζας του ασκορβικού όσο και του δεϋδροασκορβικού. Η αναγωγάση του ημιδεϋδροασκορβικού χρησιμοποιεί το NADH ως δότη ηλεκτρονίων, ενώ η αναγωγάση του δεϋδροασκορβικού χρησιμοποιεί τη GSH για τον ίδιο σκοπό. Έχει παρατηρηθεί, όμως, ότι πρωτεΐνες όπως η ισομεράση πρωτεϊνικών δισουλφιδίων και η γλουταρεδοξίνη έχουν, εκτός των άλλων, και ενεργότητα αναγωγάσης του δεϋδροασκορβικού. Τέλος, έχει παρατηρηθεί ότι οι αλλαγές στις συγκεντρώσεις του ασκορβικού και της GSH αλληλοεξαρτώνται, υποδηλώνοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο μια εξειδικευμένη σχέση μεταξύ των δύο αυτών παραγόντων in vivo (Winkler, Orselli et al., 1994).

				Το ασκορβικό αντιδρά απευθείας με δραστικές μορφές οξυγόνου, όπως το Ο2.-, η ελεύθερη ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) και το υποχλωριώδες οξύ (ΗΟCl), αλλά και με τις θειολικές ρίζες σε πρωτεϊνικά κατάλοιπα κυστεΐνης (-S.) (Galaris, Cadenas et al., 1989). Παίζει πρωτεύοντα ρόλο στην προστασία από τις οργανικές ελεύθερες ρίζες, οι οποίες δημιουργούνται από ιονίζουσες ακτινοβολίες και, κατά συνέπεια, η παρουσία του είναι σημαντική για τον περιορισμό των βλαπτικών τους επιπτώσεων. Τέλος, είναι αποτελεσματικός εκκαθαριστής του μονήρους οξυγόνου (1Ο2), τουλάχιστον in vitro.

				Μεγάλο ενδιαφέρον έχει αναπτυχθεί, επίσης, γύρω από την ικανότητα του ασκορβικού οξέος να αναγεννά την α-τοκοφερόλη από τη μορφή της ελεύθερης ρίζας της, η οποία σχηματίζεται κατά τη διάρκεια εξουδετέρωσης ελευθέρων ριζών στο λιπιδιακό περιβάλλον των κυτταρικών μεμβρανών και των λιποπρωτεϊνών (Σχήμα 2). 
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				Σχήμα 2: Αναγέννηση της α-τοκοφερόλης μέσω αναγωγής της ελεύθερης ρίζας της από το ασκορβικό.

				

				Δεδομένα για την αντιοξειδωτική δράση του ασκορβικού οξέος in vivo

				Το γεγονός ότι η συγκέντρωση του ασκορβικού σε διάφορα βιολογικά υγρά, όπως στον ορό του αίματος, μειώνεται σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες υποδηλώνει τη δράση του ως εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών στις συγκεκριμένες συνθήκες in vivo. Η άμεση ανίχνευση αυξημένων επιπέδων της ελεύθερης ρίζας του ασκορβικού σε καταστάσεις οξειδωτικού στρες επιβεβαιώνει, επίσης, την παραπάνω πρόταση. 

				Επιπλέον, την αποφασιστική σημασία του ασκορβικού στην αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού έχουν επιβεβαιώσει ex vivo πειράματα, στα οποία το ασκορβικό απομακρύνθηκε από το πλάσμα του αίματος. Μετά απ’ αυτό, τα λιπίδια του πλάσματος έγιναν εξαιρετικά ευπρόσβλητα σε υπεροξείδωση. Αντίθετα, όταν απομακρύνθηκαν άλλοι αντιοξειδωτικοί παράγοντες του πλάσματος, αλλά παρέμεινε το ασκορβικό οξύ, τα λιπίδια παρέμειναν ανέπαφα. Τα αποτελέσματα αυτών των πειραμάτων συγκλίνουν στο συμπέρασμα ότι το ασκορβικό αποτελεί την πρώτη γραμμή άμυνας εναντίον των δραστικών ελευθέρων ριζών, τουλάχιστον στα υδατοδιαλυτά τμήματα των βιολογικών συστημάτων.

				Επιπροσθέτως, μεγάλες επιδημιολογικές μελέτες που διήρκεσαν πολλά χρόνια έχουν δείξει μια σημαντική αρνητική συσχέτιση των επιπέδων του ασκορβικού οξέος στο αίμα με τη θνησιμότητα (Gey, Stahelin et al., 1987; Loria, Klag et al., 2000; Simon, Hudes et al., 2001). Ωστόσο, οι επιδημιολογικές μελέτες δεν αποδεικνύουν τον μοριακό μηχανισμό δράσης, καθώς τα αυξημένα επίπεδα ασκορβικού θα μπορούσαν να συνδέονται με αυξημένη κατανάλωση φρούτων και λαχανικών, τα οποία περιέχουν πολλές επιπλέον δραστικές ενώσεις. 

				Θα πρέπει να τονιστεί ότι, παρά τον αναμφισβήτητο φυσιολογικό ρόλο του ασκορβικού ως εκκαθαριστή των δραστικών ελευθέρων ριζών, όλες οι μεγάλες, προοπτικές, τυχαιοποιημένες κλινικές μελέτες, στις οποίες χορηγήθηκαν για μεγάλο χρονικό διάστημα αντιοξειδωτικές ενώσεις (συμπεριλαμβανομένου και του ασκορβικού) ως συμπλήρωμα διατροφής, απέτυχαν να αποδείξουν ότι τα αντιοξειδωτικά προσφέρουν κάποια σημαντική ωφέλεια (Cook, Albert et al., 2007; Heart Protection Study Collaborative, 2002; Hercberg, Galan et al., 2004; Lykkesfeldt and Poulsen, 2010). Το συμπέρασμα που συνάγεται απ’ αυτές τις μελέτες είναι ότι η μεγάλη πλειονότητα των υγειών ατόμων έχει επαρκή επίπεδα αντιοξειδωτικών και η επιπλέον χορήγησή τους ως συμπληρωμάτων είναι ανώφελη. Κατά συνέπεια, θα πρέπει να εντοπιστούν πρώτα ομάδες ατόμων με ανεπάρκεια ασκορβικού στις οποίες η χορήγησή του θα μπορούσε να είναι ωφέλιμη.

				Βιταμίνη Ε 

				Ο όρος “βιταμίνη Ε” προτάθηκε για πρώτη φορά από τους Evans and Bishop το 1922 για να περιγράψει έναν διατροφικό παράγοντα ο οποίος ήταν σημαντικός για την αναπαραγωγή στα ποντίκια (Evans and Bishop, 1922). Η φυσική βιταμίνη Ε περιλαμβάνει δύο ομάδες παρόμοιων λιπόφιλων ενώσεων, τις τοκοφερόλες (από τις ελληνικές λέξεις “φέρω” και “τόκος”) και τις τοκοτριενόλες, καθεμία από τις οποίες έχει τέσσερα μέλη (α, β, γ και δ) (Σχήμα 3). 
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				Σχήμα 3: Χημικός τύπος διαφόρων τοκοφερολών και τοκοτριενολών με δράση βιταμίνης Ε.

				Τα οκτώ αυτά ανάλογα βρίσκονται σε αφθονία στη φύση, κυρίως στα φυτικής προέλευσης έλαια. Αν και η αντιοξειδωτική ικανότητα των παραπάνω μορίων είναι παρόμοια, οι βιολογικές τους δράσεις σε μοριακό επίπεδο διαφέρουν σημαντικά. Η α-τοκοφερόλη, αν και δεν έχει ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση, θεωρείται η πιο σημαντική από τις παραπάνω ενώσεις και πολλές φορές αναφέρεται ως συνώνυμο του όρου “βιταμίνη E”. Αυτό οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι οι υπόλοιπες μορφές δεν προσλαμβάνονται και δεν συσσωρεύονται με την ίδια ευκολία στους διάφορους ιστούς του οργανισμού. 

				Δεν υπάρχει καμία αμφιβολία ότι η αντιοξειδωτική ικανότητα της βιταμίνης Ε αποτελεί την βασική ιδιότητά της. Ειδικά η α-τοκοφερόλη έχει αποδειχθεί ότι μπορεί να αναστείλει τη λιπιδιακή υπεροξείδωση που λαμβάνει χώρα στις λιποπρωτεΐνες χαμηλής πυκνότητας (LDL) και στις μεμβράνες των κυττάρων (Esterbauer, Schmidt et al., 1997; Packer, Weber et al., 2001). Αυτό επιτυγχάνεται κυρίως μέσω της ικανότητάς της να εκκαθαρίζει τις υπεροξειδικές ρίζες (LOO.) (αντίδραση 3) πριν προλάβουν να αντιδράσουν με άλλα ακόρεστα λιπίδια. 
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				(α-TocΗ = α-τοκοφερόλη, α-Toc. = ελεύθερη ρίζα της α-τοκοφερόλης, LOOH = υπεροξείδιο λιπαρού οξέος, LOO. = λιποϋπεροξειδική ελεύθερη ρίζα).

				Η σχηματιζόμενη ρίζα της α-τοκοφερόλης (α-Toc.) μπορεί είτε να αντιδράσει με μια άλλη υπεροξειδική ρίζα (αντίδραση 4), είτε να οξειδωθεί περαιτέρω σε τοκοφερυλοκινόνη, είτε τέλος να επαναχθεί σε τοκοφερόλη από ένα άλλο αναγωγικό μέσο, κυρίως από το ασκορβικό οξύ (βλέπε, Σχήμα 2).
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				Έχει παρατηρηθεί ότι δείγματα ιστών από ζώα με χαμηλά επίπεδα βιταμίνης Ε έχουν αυξημένα επίπεδα προϊόντων λιπιδιακής υπεροξείδωσης, όπως συμπεραίνεται από τη μέτρηση των επιπέδων ισοπροστανίων και TBA-αντιδρώντων ενώσεων. Επιπλέον, ομοιογενοποιημένοι ιστοί, ή υποκυττάρια κλάσματα ιστών, είναι περισσότερο ευαίσθητοι στο οξειδωτικό στρες από ό,τι ιστοί με φυσιολογικά επίπεδα α-τοκοφερόλης.

				Οι επιπτώσεις της έλλειψης της βιταμίνης Ε έχουν μελετηθεί κυρίως σε ζώα και έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζει τις αναπαραγωγικές διαδικασίες τόσο στα θηλυκά όσο και στα αρσενικά. Επίσης, έχουν παρατηρηθεί επιπτώσεις στον μυϊκό ιστό και το κεντρικό νευρικό σύστημα. Όλες αυτές οι επιπτώσεις συνδέονται με διαδικασίες στις οποίες συμμετέχει η λιπιδιακή υπεροξείδωση.

				Στους ανθρώπους, η έλλειψη βιταμίνης Ε είναι σπάνιο φαινόμενο λόγω του ότι οι τροφές στην πλειονότητά τους περιέχουν τη βιταμίνη τουλάχιστον σε μικρές ποσότητες. Υπάρχει μια σπάνια γενετική ασθένεια η οποία χαρακτηρίζεται από έλλειψη ενός γονιδίου που απαιτείται για τη σύνθεση της αποπρωτεΐνης Β, η οποία είναι απαραίτητο συστατικό των χυλομικρών, των VLDL και των LDL. Σ’ αυτήν την περίπτωση επηρεάζεται η απορρόφηση και η μεταφορά της βιταμίνης Ε εξαιτίας της έλλειψης των χυλομικρών (Ricciarelli, Zingg et al., 2001). Αυτή η ασθένεια, η οποία ονομάζεται αβηταλιποπρωτεϊναιμία, προκαλεί έντονες περιφερικές νευροπάθειες, οι οποίες καταλήγουν σε θάνατο των ασθενών σε ηλικία περίπου 12 ετών. Η χορήγηση πολύ υψηλών δόσεων α-τοκοφερόλης, ένα μικρό μέρος της οποίας μεταφέρεται με άλλες πρωτεΐνες του πλάσματος, έχει θετικά αποτελέσματα για τους ασθενείς. Τέλος, υπάρχουν ενδείξεις ότι η έλλειψη της βιταμίνης Ε εμπλέκεται στις επιπλοκές που παρουσιάζουν τα πρόωρα ή μικρού βάρους νεογέννητα μωρά.

				Θα πρέπει να τονιστεί ότι οι δράσεις κάθε αντιοξειδωτικού παράγοντα, συμπεριλαμβανομένης και της α-τοκοφερόλης, δεν είναι σίγουρο ότι οφείλονται αποκλειστικά στην αντιοξειδωτική του ικανότητα. Ο καθηγητής Angelo Azzi και οι συνεργάτες του στην Ελβετία έχουν αποδείξει, με πειστικό τρόπο και ισχυρά πειραματικά δεδομένα, τη δράση της α-τοκοφερόλης με μηχανισμούς που δεν εμπλέκουν την αντιοξειδωτική της δράση (Azzi, 2007; Fanali, Fasano et al., 2013; Zingg and Azzi, 2004; Zingg, Han et al., 2013).  

				

				Προοξειδωτική δράση της α-τοκοφερόλης 

				Σε αντίθεση με την αντιοξειδωτική δράση της βιταμίνης Ε που περιγράφηκε παραπάνω, έχει παρατηρηθεί ότι η λιπιδιακή υπεροξείδωση στις λιποπρωτεΐνες επιταχύνεται παρουσία α-τοκοφερόλης, in vitro και in vivo (Bowry, Ingold et al., 1992; Upston, Terentis et al., 1999). Το εν λόγω φαινόμενο εξηγείται από την προοξειδωτική δράση της δημιουργούμενης ελεύθερης ρίζας της α-τοκοφερόλης, όταν αυτή δεν μπορεί να ανακυκλωθεί από το ασκορβικό οξύ (Stocker, 1999). Φαίνεται ότι οι ελεύθερες ρίζες που δημιουργούνται κατά την αντιοξειδωτική δράση της α-τοκοφερόλης δεν είναι πάντοτε τόσο ανενεργές όσο υποτίθεται συνήθως. Μπορούν, για παράδειγμα, να αφαιρέσουν άτομα υδρογόνου (Η.) από πολυακόρεστα λιπαρά οξέα in vitro, προκαλώντας το έναυσμα για αλυσιδωτές αντιδράσεις λιπιδιακής υπεροξείδωσης. Η γρήγορη επανακύκλωση της α-τοκοφερόλης, μέσω του ασκορβικού ή άλλων οξειδωτικών παραγόντων, αποτρέπει τέτοιες προοξειδωτικές επιπτώσεις in vivo. Το κατά πόσον αυτή η προοξειδωτική δράση της α-τοκοφερόλης έχει κάποια φυσιολογική σημασία in vivo δεν έχει αποδειχθεί και το όλο σύστημα χρειάζεται περαιτέρω μελέτη.  

				Φαινολικές ενώσεις φυτικής προέλευσης

				Μια ένωση λέγεται φαινόλη, εάν έχει μια υδροξυλομάδα (-ΟΗ) προσδεδεμένη σε έναν βενζολικό δακτύλιο. Ένας πολύ μεγάλος αριθμός τέτοιων ενώσεων συναντάται στο φυτικό βασίλειο και οι περισσότερες απ’ αυτές έχουν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση και θα μπορούσαν να δράσουν ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών και άλλων ισχυρών προοξειδωτικών παραγόντων, όπως για παράδειγμα των ελευθέρων ριζών ROO. και .OH και των δραστικών οξειδωτικών παραγόντων ONOO- και HOCl, τουλάχιστον in vitro (Rice-Evans, Miller et al., 1996) (Πίνακας 2, Σχήμα 4). 

				

				
					
						
								
								Ενώσεις

							
								
								Πηγές προέλευσης

							
						

						
								
								Φλαβανόλες

								
										επικατεχίνη

										κατεχίνη

										επιγαλοκατεχίνη

								

							
								
								Πράσινο τσάι, κόκκινο κρασί

							
						

						
								
								Φλαβονόνες

								
										ταξιφολίνη

										ναριγκίνη

								

							
								
								Κίτρο, ειδικά η φλούδα του

							
						

						
								
								Φλαβονόλες

								
										καμφερόλη

										κουερσιτίνη

										μυρισετίνη

								

							
								
								Αντίδια, ραπανάκια, μπρόκολο, κουνουπίδι, κίτρο, σκόρδο, πράσο, ελαιόλαδο, τσάι, κόκκινο κρασί

							
						

						
								
								Φλαβόνες

								
										απιγενίνη

										χρυσίνη

								

							
								
								Φλούδες φρούτων, σέλινο, μαϊντανός

							
						

						
								
								Ανθοκυανίνες

								
										κυανιδίνη

										απιγενιδίνη

										μαλβιδίνη

								

							
								
								Κόκκινα σταφύλια, κόκκινο κρασί, κεράσια, βατόμουρα, φράουλες

							
						

						
								
								Φαινολικά οξέα

								
										καφεϊκό οξύ

										p-κουμαρικό οξύ

										χλωρογενικό οξύ

								

							
								
								Κόκκινα σταφύλια, κόκκινο κρασί, κεράσια, βατόμουρα, φράουλες

							
						

					
				

				Πίνακας 2. Φαινόλες φυτικής προέλευσης με πιθανή αντιοξειδωτική δράση
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				Σχήμα 4: Χημική δομή ορισμένων φαινολικών ενώσεων φυτικής προέλευσης.

				Εκτός της ικανότητάς τους να δρουν ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών, πολλές από τις εν λόγω φαινόλες έχουν την ικανότητα να μειώνουν τη δημιουργία υπεροξειδίων και ελευθέρων ριζών, μέσω της αναστολής του ενζύμου λιποοξυγονάση, η οποία παράγει λιπιδικά υπεροξείδια, και μέσω της δέσμευσης καταλυτικά ενεργών ιόντων σιδήρου (LIP, labile iron pool), τα οποία καταλύουν τη δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών από σχετικά μη δραστικά υπεροξείδια (Galaris and Pantopoulos, 2008). Σε μερικές περιπτώσεις, όμως, οι φαινολικοί αυτοί παράγοντες, κατ’ αναλογία με τη βιταμίνη C και άλλες αντιοξειδωτικές ενώσεις, προκαλούν την αναγωγή μετάλλων μετάπτωσης και μ’ αυτόν τον τρόπο δρουν ως προοξειδωτικοί παράγοντες. Ο φυσιολογικός ρόλος αυτών των ενώσεων στα φυτά είναι προστατευτικός, κυρίως λόγω της ικανότητάς τους να απορροφούν τις υπεριώδεις ακτινοβολίες. Επίσης, αποτελούν πρόδρομες ενώσεις για τη βιοσύνθεση άλλων σημαντικών συστατικών. 

				Εκτός της δράσης τους ως αντιοξειδωτικών, εικάζεται ότι μερικές από τις παραπάνω ενώσεις μπορεί να έχουν και άλλες σημαντικές ιδιότητες. Για παράδειγμα, η γενιστενίνη και πιθανόν και άλλα φλαβονοειδή έχουν αντιοιστρογονική δράση. Επιπλέον, φαίνεται ότι μπορούν και αναστέλλουν ορισμένες πρωτεϊνικές κινάσες (κυρίως κινάσες τυροσίνης) και, με τον τρόπο αυτόν, έχουν την ικανότητα να ελέγχουν σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως για παράδειγμα την ταχύτητα του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Έχει προταθεί ότι αυτές οι δράσεις θα μπορούσαν να εξηγήσουν κατά ένα μέρος και την αντικαρκινική προστασία που φαίνεται να παρέχουν οι συγκεκριμένες ενώσεις.

				Οι εν λόγω φαινολικές ενώσεις προσλαμβάνονται με δυσκολία από τον οργανισμό όταν βρίσκονται στην τροφή, αν και ορισμένες έχουν ανιχνευθεί στον ορό του αίματος σε συγκεντρώσεις γύρω στο 1.0 μΜ. Πρόσφατα πειραματικά δεδομένα από την ερευνητική μας ομάδα έχουν δείξει ότι ορισμένα παράγωγα των φαινολικών ενώσεων (εστέρες ή αμίδια) μπορούν να ενισχύσουν τη βιολογική τους δράση σε σχέση με τη μητρική ένωση από 50 έως 500 φορές, λόγω των επιπτώσεων στη μεταφορά τους μέσω των κυτταρικών μεμβρανών και της κατανομής τους στα κύτταρα (Gerogianni, Simos et al., 2015).      

				  

				Καροτενοειδή

				Τα καροτενοειδή είναι ευρέως διαδεδομένα στο φυτικό βασίλειο —έχουν περιγραφεί περισσότερα από 600 διαφορετικά είδη—, από όπου λαμβάνονται μέσω της διατροφής από τα ανώτερα θηλαστικά και συσσωρεύονται σε ορισμένους ιστούς (Stahl, van den Berg et al., 2002). Στους ανθρώπους, το 80-85% των καροτενοειδών βρίσκεται στον λιπώδη ιστό και το 8-12% στο ήπαρ. Τα επινεφρίδια και οι όρχεις έχουν επίσης υψηλές συγκεντρώσεις. Στο πλάσμα βρίσκονται σε συγκεντρώσεις γύρω στο 1 μΜ, ή και υψηλότερες, ανάλογα με το είδος του καροτενοειδούς, όπου λόγω του λιπόφιλου χαρακτήρα τους βρίσκονται αποκλειστικά στις λιποπρωτεΐνες. 

				Το πιο σημαντικό χαρακτηριστικό της χημικής τους δομής αποτελούν οι πολλές εναλλαγές μονών και διπλών δεσμών στο κεντρικό τμήμα του μορίου τους (Σχήμα 5), γεγονός που επιτρέπει τη διάχυση των ηλεκτρονίων σχεδόν σε όλο το μήκος του μορίου. Ο βασικός σκελετός των καροτενοειδών αποτελείται από 40 άτομα άνθρακα, τα οποία αναδιπλώνονται στα άκρα τους με διάφορους τρόπους. Μερικά καροτενοειδή έχουν λιγότερα από 40 άτομα άνθρακα και καλούνται αποκαροτενοειδή, όταν τα άτομα αυτά λείπουν από τα άκρα, και νορκαροτενοειδή, όταν λείπουν από τη μέση.  

				

				[image: 7]

				Σχήμα 5: Χημική δομή ορισμένων καροτενοειδών, τα οποία έχουν ανιχνευθεί σε φυτικούς και ζωικούς οργανισμούς.

				

				Ο πιο γνωστός φυσιολογικός ρόλος των καροτενοειδών είναι ότι αποτελούν πρόδρομα μόρια για τη βιταμίνη Α ή ρετινόλη. Η βιταμίνη αυτή είναι απαραίτητη για την όραση, όπως επίσης και για τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση. Αν και περισσότερα από 50 είδη καροτενοειδών μπορούν να αποτελέσουν πρόδρομα της βιταμίνης Α, το β-καροτένιο θεωρείται το πιο σημαντικό.

				Η σημαντικότερη αντιοξειδωτική ιδιότητα των καροτενοειδών είναι η ικανότητά τους να απενεργοποιούν (quench) το μονήρες οξυγόνο (1Ο2). Έχει βρεθεί ότι η έντονη ηλιοθεραπεία μειώνει σημαντικά τη συγκέντρωση του β-καροτενίου στα κύτταρα του δέρματος, ενώ η χορήγηση καροτενοειδών το προστατεύει από τις βλάβες. 

				In vitro μελέτες έχουν δείξει ότι τα καροτενοειδή έχουν την ικανότητα να αναστέλλουν τη λιπιδιακή υπεροξείδωση μόνο όταν η μερική πίεση του Ο2 στο συγκεκριμένο σύστημα είναι χαμηλή. Έχει, επίσης, παρατηρηθεί ότι μπορούν να αντιδράσουν με διάφορους οξειδωτικούς παράγοντες ως δότες ηλεκτρονίων. Οι δημιουργούμενες ρίζες των καροτενοειδών (Car.+) μπορούν, όπως και αυτές της τοκοφερόλης, είτε να αντιδράσουν μεταξύ τους σε μια αντίδραση ανακατανομής (disproportionation reaction) (αντίδραση 5) είτε να ανακυκλωθούν, αντιδρώντας με άλλες αντιοξειδωτικές ενώσεις, κυρίως με το ασκορβικό οξύ (αντίδραση 6). Τέλος, μπορούν να αντιδράσουν με υπεροξειδικές ρίζες (ROO.), δημιουργώντας σύμπλοκα (αντίδραση 7) και ανακόπτοντας μ’ αυτόν τον τρόπο αλυσιδωτές οξειδωτικές αντιδράσεις (Krinsky, 1993).  
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				Παρ’ όλες όμως τις παραπάνω παρατηρήσεις, δεν μπορεί να πει κανείς με σιγουριά ότι τα καροτενοειδή δρουν ως αντιοξειδωτικοί παράγοντες σε in vivo συνθήκες.

				Ενδογενείς αντιοξειδωτικές ενώσεις

				Στις ενώσεις αυτές περιλαμβάνονται ενδογενή μόρια τα οποία παίζουν κυρίως βοηθητικό ρόλο, ως υποστρώματα ή προσθετικές ομάδες ενζύμων που προστατεύουν τα κύτταρα από τις επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες.

				Γλουταθειόνη

				Το μικρού μοριακού βάρους τριπεπτίδιο γλουταθειόνη (GSH) συναντάται σε ζώα, φυτά και μερικά βακτηρίδια. Αποτελείται από τα αμινοξέα Glu, Cys και Gly, αλλά θα πρέπει να σημειωθεί ότι το Glu σχηματίζει τον πεπτιδικό δεσμό με την κυστεΐνη, χρησιμοποιώντας τη γ-καρβοξυλική του ομάδα και όχι το α-καρβοξύλιο που χρησιμοποιείται συνήθως στους πεπτιδικούς δεσμούς των πρωτεϊνών (Σχήμα 6).
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				Σχήμα 6: Χημική δομή του τριπεπτιδίου της γλουταθειόνης.

				Η γλουταθειόνη είναι η κατεξοχήν θειόλη των κυττάρων και συναντάται σε ενδοκυττάριες συγκεντρώσεις μεταξύ 1.0 και 10.0 mM. Αν και κατά το πλείστον (>95%) βρίσκεται στην ανηγμένη της μορφή, ένα μέρος της μπορεί να οξειδωθεί, δημιουργώντας δισουλφιδικούς δεσμούς (-S-S-) είτε με ένα άλλο μόριο GSH (GSSG, δισουλφίδιο της GSH) είτε με άλλα μόρια τα οποία έχουν θειολικές ομάδες (μικτά δισουλφίδια). Αυξημένη οξείδωση της γλουταθειόνης, όπως για παράδειγμα σε περιπτώσεις αυξημένης παραγωγής υπεροξειδίων, συνεπάγεται υψηλή ταχύτητα αναγωγής της, για να διατηρηθεί σχετικά σταθερός ο λόγος GSH/GSSG.

				Ο βαθμός οξείδωσης της GSH επηρεάζει άμεσα ή έμμεσα μια σειρά από βασικές βιολογικές λειτουργίες, όπως, μεταξύ άλλων, την κυτταρική διαίρεση, τη σύνθεση των πρωτεϊνών, την ομοιόσταση του Ca2+ και την απελευθέρωση ορμονών και νευροδιαβιβαστών. Επίσης, μια αντιστρόφως ανάλογη σχέση έχει παρατηρηθεί μεταξύ της συγκέντρωσης της γλουταθειόνης και της υπεροξείδωσης των λιπιδίων. Είναι φανερό ότι τα κύτταρα εξαρτώνται από υψηλές τιμές GSH/GSSG για την ομαλή τους λειτουργία. Η διατήρηση αυτών των τιμών σε επιτρεπτά επίπεδα συνεπάγεται την ύπαρξη ενός μηχανισμού ταχείας αναγωγής του GSSG. Μια εναλλακτική λύση για τη διατήρηση του βαθμού οξείδωσης της γλουταθειόνης σε περιπτώσεις οξειδωτικής πίεσης είναι η έκκριση, μέσω εξειδικευμένων μεταφορέων, του GSSG από το κύτταρο, γεγονός το οποίο έχει πραγματικά παρατηρηθεί. 

				Εκτός του ρόλου της ως υποστρώματος στην κατάλυση της αναγωγής των υπεροξειδίων από την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, που αναφέρθηκε παραπάνω, η γλουταθειόνη συμμετέχει άμεσα σε μια πλειάδα άλλων σημαντικών βιοχημικών συστημάτων. Για παράδειγμα, θεωρείται ότι προστατεύει τις –SH ομάδες των πρωτεϊνών από την οξείδωση και την επακόλουθη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών είτε ενδομοριακά (στην ίδια πρωτεΐνη) είτε με διαφορετικές πρωτεΐνες, συμμετέχει στην κυτταρική επικοινωνία (μεταγωγή του σήματος), στον μεταβολισμό του ασκορβικού οξέος, στη μεταφορά ιόντων Cu, στην αναδίπλωση αλλά και τον κατακερματισμό των πρωτεϊνών κ.ά. Αποτελεί επίσης συμπαράγοντα σε διάφορα ένζυμα, όπως οι γλυοξυλάσες και τα ένζυμα που καταλύουν τη δημιουργία των λευκοτριενίων. 

				Στην αντίδραση που καταλύεται από το ένζυμο υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, όπως είδαμε παραπάνω, δύο μόρια γλουταθειόνης οξειδώνονται, αποδίδοντας δύο ηλεκτρόνια, ενώ ταυτόχρονα σχηματίζεται το δισουλφίδιο της γλουταθειόνης (GSSG), χωρίς τη μεσολάβηση ελευθέρων ριζών. Σε μη ενζυμικές αντιδράσεις της γλουταθειόνης με ελεύθερες ρίζες, προκαλείται η οξείδωσή της και ο σχηματισμός της ελεύθερης ρίζας της γλουταθειόνης (GS.). Αυτή η θειολική ελεύθερη ρίζα ανάγεται περαιτέρω με διάφορους τρόπους σε δισουλφίδιο της γλουταθειόνης (GSSG), όπως φαίνεται στο Σχήμα 7. 
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				Σχήμα 7: Η πιθανή τύχη της σουλφυδρυλικής ρίζας (GS .) κάτω από αερόβιες (δεξιά) και αναερόβιες συνθήκες (αριστερά).

				Παρουσία Ο2, η αναγωγή αυτή συνοδεύεται από τον σχηματισμό του GSOΟ. (μόριο υψηλής δραστικότητας), αλλά και των Ο2.- και Η2Ο2 (Galaris, Cadenas et al., 1989). Συνεπώς, η γλουταθειόνη δεν φαίνεται να παίζει από μόνη της τον ρόλο φυσικού εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών, ειδικά κάτω από αερόβιες συνθήκες. Είναι δυνατόν, όμως, να παίζει αυτόν τον ρόλο σε συνεργασία με άλλα αντιοξειδωτικά, όπως για παράδειγμα το ασκορβικό οξύ (αντίδραση 8):
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				Το γεγονός ότι η γλουταθειόνη, σε σύγκριση με το ασκορβικό, συναντάται σε πολύ υψηλές ενδοκυττάριες συγκεντρώσεις συνηγορεί στο ότι τέτοιου είδους αντιδράσεις λαμβάνουν χώρα in vivo. Τέλος, η γλουταθειόνη μπορεί και αντιδρά με το περοξυνιτρικό (ONOO-), σχηματίζοντας νιτροσογλουταθειόνη (GSNO), η οποία στη συνέχεια διασπάται σε GSH και NO. Φαίνεται δηλαδή (αν και δεν είναι απόλυτα σίγουρο) ότι μπορεί να ανακυκλώσει, τουλάχιστον μερικώς, το ONOO- και να σχηματίσει NO. 

				Μικτά δισουλφίδια της γλουταθειόνης

				Η γλουταθειόνη, εκτός των δύο βασικών μορφών της, την ανηγμένη (GSH) και την οξειδωμένη (GSSG), μπορεί να υπάρξει και με τη μορφή μικτών δισουλφιδίων (GSSR) με άλλες ενώσεις που έχουν –SH ομάδες. Τα εν λόγω μικτά δισουλφίδια σχηματίζονται μετά από αντίδραση του GSSG με –SH ομάδες πρωτεϊνών (αντίδραση 9) και η όλη διαδικασία καλείται S-γλουταθειονυλίωση:
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				Θα πρέπει να τονιστεί, όμως, ότι οι -SH ομάδες στις πρωτεΐνες παίζουν πολλές φορές αποφασιστικό ρόλο για τη φυσιολογική τους λειτουργία, όπως συμπεραίνεται από την απενεργοποίηση ορισμένων ενζύμων μετά από επώαση με GSSG in vitro. Ο αριθμός των μικτών δισουλφιδίων αυξάνεται όταν τα κύτταρα εκτεθούν σε οξειδωτικό στρες, όπως για παράδειγμα στα φαγοκύτταρα μετά από διέγερση. Με βάση τα παραπάνω, μπορεί κανείς να κατανοήσει την αναγκαιότητα της ικανότητας των κυττάρων να εκλύουν GSSG στο εξωτερικό τους, όταν η ενδοκυττάρια συγκέντρωση του εν λόγω μορίου αυξάνεται λόγω της δράσης της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης.

				Λιποϊκό οξύ

				Το λιποϊκό οξύ (Σχήμα 8) είναι απαραίτητος συμπαράγοντας για τα πολυενζυμικά συστήματα, τα οποία είναι υπεύθυνα για την αποκαρβοξυλίωση των α-κετοξέων, όπως του πυρουβικού και του α-κετογλουταρικού.

				Το λιποϊκό οξύ, τόσο στην ανηγμένη (θειολική) όσο και στην οξειδωμένη του (δισουλφιδική) μορφή, αποτελεί ισχυρό αντιοξειδωτικό παράγοντα, ικανό να αντιδρά εύκολα με ελεύθερες ρίζες και άλλους ισχυρούς οξειδωτικούς παράγοντες, όπως για παράδειγμα οι ROO., RO., .OH, ONOO-, HCl κ.ά. Επίσης, έχει την ικανότητα δέσμευσης ελευθέρων ιόντων σιδήρου, ούτως ώστε να μην είναι δυνατή η συμμετοχή του σε αντιδράσεις τύπου Fenton. Παρά τις παραπάνω ιδιότητες, το λιποϊκό οξύ, λόγω του ότι συναντάται σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις στους ιστούς και τα βιολογικά υγρά, δεν φαίνεται να δρα ως κλασικός αντιοξειδωτικός παράγοντας (εκκαθαριστής ελευθέρων ριζών) κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Έχουν, όμως, καταγραφεί ενδιαφέρουσες προσπάθειες το μόριο αυτό να χρησιμοποιηθεί ως θεραπευτικός αντιοξειδωτικός παράγοντας (με χορήγηση πολύ υψηλών φαρμακευτικών δόσεων) για την αντιμετώπιση παθολογικών καταστάσεων, όπως για παράδειγμα του διαβήτη.
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				Σχήμα 8: Χημική δομή του λιποϊκού οξέος και των παραγώγων του.

				Ουμπικινόνη (συνένζυμο Q, CoQ) 

				Η ουμπικινόνη ή συνένζυμο Q (CoQ) είναι ένα ενδογενές λιπόφιλο μόριο που συναντάται κυρίως στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων. Ο παράγοντας αυτός είναι απαραίτητος για τη μεταφορά των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα από τα σύμπλοκα Ι και ΙΙ στο σύμπλοκο ΙΙΙ. Εκτός των μιτοχονδρίων, βρίσκεται και σε άλλες κυτταρικές μεμβράνες, καθώς και στις λιποπρωτεΐνες, αν και σε μικρότερες ποσότητες σε σύγκριση με την α-τοκοφερόλη. Έχει την ικανότητα να αντιδρά με ελεύθερες ρίζες, όπως για παράδειγμα με τις ρίζες των υπεροξειδίων (ROO.), αναστέλλοντας τις αλυσιδωτές αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια της λιπιδιακής υπεροξείδωσης.

				Το συνένζυμο Q μπορεί επίσης να ανακυκλώσει την ελεύθερη ρίζα της α-τοκοφερόλης (αντίδραση 10), κάτι που φαίνεται να επιτελείται και σε in vivo συνθήκες. 
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				(όπου α-Toc και α-Toc. = α-τοκοφερόλη και ελεύθερη ρίζα της α-τοκοφερόλης, ενώ CoQH2 και CoQH. = συνένζυμο Q και ελεύθερη ρίζα του συνενζύμου Q, αντίστοιχα).

				Παρ’ όλα αυτά, ο ρόλος του συγκεκριμένου συνενζύμου ως αντιοξειδωτικού δεν είναι απόλυτα αποδεκτός από όλους. Θα πρέπει να τονιστεί ότι, κάτω από ορισμένες συνθήκες, η ελεύθερη ρίζα του CoQ στα μιτοχόνδρια επιτρέπει την απευθείας μεταπήδηση ηλεκτρονίων στο Ο2 (αντί από τα κυτοχρώματα b και C στο σύμπλοκο ΙΙΙ) και, κατά συνέπεια, συμμετέχει στη δημιουργία Ο2.-. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, τα μιτοχόνδρια και ειδικότερα το CoQ θεωρείται ότι αποτελούν σημαντική πηγή δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου στα κύτταρα in vivo. 

				Τελικά προϊόντα του καταβολισμού ως αντιοξειδωτικά 

				Ο καθηγητής Bruce Ames έχει διατυπώσει την πρόταση ότι τα τελικά προϊόντα των βασικών καταβολικών οδών ενισχύουν την αντιοξειδωτική άμυνα, δρώντας ως εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών. Για παράδειγμα, το ουρικό οξύ αποτελεί το τελικό προϊόν στον καταβολισμό των βάσεων πουρίνης, ενώ η χολερυθρίνη συσσωρεύεται κατά τον καταβολισμό της αίμης. 

				Ουρικό οξύ

				Το ουρικό οξύ δημιουργείται κατά τον μεταβολισμό των πουρινών με την οξείδωση της ξανθίνης ή της υποξανθίνης από τα ένζυμα “αφυδρογονάση της ξανθίνης” ή “οξειδάση της ξανθίνης” (Σχήμα 9): 
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				Σχήμα 9: Τα βήματα των αντιδράσεων που καταλύονται από το ένζυμο αφυδρογονάση της ξανθίνης κατά την πορεία καταβολισμού των πουρινών. Σε περίπτωση που το ένζυμο έχει υποστεί οξειδωτική τροποποίηση ή μερική υδρόλυση, ονομάζεται “οξειδάση της ξανθίνης” και τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται στο Ο2 αντί του NAD+ και σχηματίζεται Ο2.- αντί για NADH.  

				Στα περισσότερα είδη ο μεταβολισμός συνεχίζεται με τη μετατροπή του ουρικού σε αλλαντοΐνη από το ένζυμο οξειδάση του ουρικού. Στους ανθρώπους, όμως, και σε ορισμένα άλλα είδη (πίθηκοι, ινδικά χοιρίδια), το εν λόγω ένζυμο δεν υπάρχει, με αποτέλεσμα το ουρικό οξύ να είναι το τελικό προϊόν και να συσσωρεύεται σε μεγάλες ποσότητες στον ορό του αίματος (0.2-0.4 mM). Τελικά, το ουρικό οξύ εκκρίνεται στα ούρα. 

				Λόγω της χαμηλής διαλυτότητάς του σε υδατικά διαλύματα, σε συνθήκες αυξημένης παραγωγής του, μπορεί να σχηματίσει κρυστάλλους οι οποίοι στη συνέχεια εναποτίθενται στις αρθρώσεις, προκαλώντας φλεγμονές και ισχυρούς πόνους (ουρική αρθρίτιδα). Στις περιπτώσεις αυτές χορηγείται συνήθως η ένωση αλλοπουρινόλη, η οποία αναστέλλει τα ένζυμα οξειδάση της ξανθίνης και αφυδρογονάση της ξανθίνης. 

				Διάφοροι οξειδωτικοί παράγοντες, όπως οι ROΟ., .OH, 1Ο2 και άλλοι, οξειδώνουν το ουρικό οξύ σε ελεύθερη ρίζα του ουρικού (Ur.), η οποία με τη σειρά της μπορεί να αναχθεί πάλι σε ουρικό από το ασκορβικό οξύ. Το 1981 οι καθηγητές Bruce Ames και Paul Hochstein με τους συνεργάτες τους, βασιζόμενοι στις παραπάνω ιδιότητες του ουρικού οξέος, πρότειναν ότι ο παράγοντας αυτός αποτελεί σημαντικό φυσιολογικό αντιοξειδωτικό in vivo. Κατά συνέπεια, η απώλεια της ικανότητας περαιτέρω μεταβολισμού του αποτελεί ένα πλεονέκτημα για τους αντίστοιχους οργανισμούς. Τα επόμενα χρόνια, μετά την παρουσίαση αυτής της πρότασης, παρατηρήθηκε ότι το ουρικό αντιδρά και εκκαθαρίζει αποτελεσματικά το όζον (Ο3), το περοξυνιτρικό (ΟΝΟΟ-) και το διοξείδιο του αζώτου (ΝΟ2). Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι έχει τη δυνατότητα να δεσμεύει ελεύθερα ιόντα Fe με τέτοιον τρόπο, ώστε να μην μπορούν να συμμετέχουν σε αντιδράσεις τύπου Fenton. Η θέση του ουρικού ως φυσικού αντιοξειδωτικού in vivo ενισχύεται, επίσης, από το ότι συναντάται σε υψηλές συγκεντρώσεις στον ορό του αίματος, καθώς και από την παρατήρηση ότι προϊόντα της οξείδωσής του (κυρίως αλλαντοΐνη) έχουν βρεθεί αυξημένα σε παθολογικές καταστάσεις που συνδέονται με το οξειδωτικό στρες (π.χ., ασθένεια Wilson, ρευματοειδής αρθρίτιδα, αιμοχρωμάτωση κ.ά.). Παρ’ όλα αυτά, θα πρέπει να αναφερθεί ότι η ελεύθερη ρίζα του ουρικού, η οποία σχηματίζεται κατά τη δράση του ως αντιοξειδωτικού, δεν είναι απόλυτα ανενεργός, παρότι το ελεύθερο ηλεκτρόνιο μπορεί και διαχέεται σε μια σχετικά μεγάλη επιφάνεια του πουρινικού δακτυλίου. Έχει παρατηρηθεί ότι η εν λόγω ρίζα μπορεί να απενεργοποιήσει διάφορες πρωτεΐνες και ένζυμα με χαρακτηριστικότερη αυτή της αντιπρωτεϊνάσης-α1. Η δράση της συγκεκριμένης ελεύθερης ρίζας, όμως, αναστέλλεται παρουσία ασκορβικού οξέος, προφανώς λόγω της αντίδρασής της με το ασκορβικό. 

				Χολερυθρίνη 

				Η χολερυθρίνη (Σχήμα 10) αποτελεί το τελικό προϊόν του καταβολισμού της αίμης και έχει παρατηρηθεί σε in vitro πειράματα ότι έχει ισχυρή αντιοξειδωτική ικανότητα, εκκαθαρίζοντας ελεύθερες ρίζες υπεροξειδίων (ROO.) και μονήρους οξυγόνου (1Ο2).
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				Σχήμα 10: Χημική δομή της χολερυθρίνης. 

				Η χολερυθρίνη δεν είναι διαλυτή σε υδατικά διαλύματα και στον ορό συναντάται συνδεδεμένη κυρίως με την αλβουμίνη με στοιχειομετρία 1:1. Το σύμπλοκο αλβουμίνης/χολερυθρίνης έχει την ικανότητα να προστατεύει διάφορες πρωτεΐνες, αλλά και ακόρεστα λιπαρά οξέα, από οξείδωση μέσω ελευθέρων ριζών. Υπό αυτό το πρίσμα, έχει προταθεί ότι αποτελεί πλεονέκτημα η ύπαρξή της σε αυξημένες συγκεντρώσεις στα πρόωρα νεογνά με ίκτερο, εφόσον βέβαια δεν ξεπερνάει κάποια επιτρεπτά όρια. Τέλος, δεν θα πρέπει να παραβλέπεται η ικανότητα της χολερυθρίνης να διεγείρει το μοριακό οξυγόνο σε μονήρες (1Ο2) παρουσία φωτός.
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Σε ποια δεδομένα στηρίζεται η πρόταση ότι το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) αποτελεί τον κύριο αντιοξειδωτικό παράγοντα στον οργανισμό;

				Απάντηση

				Το γεγονός ότι η συγκέντρωση του ασκορβικού σε διάφορα βιολογικά υγρά, όπως για παράδειγμα στον ορό του αίματος, μειώνεται σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες υποδηλώνει τη δράση του ως εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών στις συγκεκριμένες συνθήκες in vivo. Η άμεση ανίχνευση αυξημένων επιπέδων της ελεύθερης ρίζας του ασκορβικού σε καταστάσεις οξειδωτικού στρες στηρίζει, επίσης, την παραπάνω πρόταση. 

				Επιπλέον, την αποφασιστική σημασία του ασκορβικού στην αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού έχουν επιβεβαιώσει ex vivo πειράματα, στα οποία το ασκορβικό απομακρύνθηκε από το πλάσμα του αίματος. Μετά απ’ αυτό, τα λιπίδια του πλάσματος έγιναν εξαιρετικά ευπρόσβλητα σε υπεροξείδωση. Αντίθετα, όταν απομακρύνθηκαν άλλοι αντιοξειδωτικοί παράγοντες του πλάσματος, αλλά παρέμεινε το ασκορβικό οξύ, τα λιπίδια παρέμειναν ανέπαφα κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Τα αποτελέσματα αυτών των πειραμάτων συγκλίνουν στο συμπέρασμα ότι το ασκορβικό αποτελεί την πρώτη γραμμή άμυνας εναντίον των δραστικών ελευθέρων ριζών, τουλάχιστον στα υδατοδιαλυτά τμήματα των βιολογικών συστημάτων.

				Στις παραπάνω ενδείξεις θα πρέπει να προστεθούν και οι παρατηρήσεις μεγάλων επιδημιολογικών μελετών, οι οποίες διήρκεσαν πολλά χρόνια και έχουν δείξει σημαντική αρνητική συσχέτιση των επιπέδων του ασκορβικού οξέος στο αίμα με τη θνησιμότητα (Gey, Stahelin et al., 1987; Loria, Klag et al., 2000; Simon, Hudes et al., 2001). Ωστόσο, θα πρέπει να τονιστεί ότι παρά τον αναμφισβήτητο φυσιολογικό ρόλο του ασκορβικού ως εκκαθαριστή των δραστικών ελευθέρων ριζών, όλες οι μεγάλες προοπτικές τυχαιοποιημένες κλινικές μελέτες, στις οποίες χορηγήθηκαν για μεγάλο χρονικό διάστημα αντιοξειδωτικές ενώσεις (συμπεριλαμβανομένου και του ασκορβικού) ως συμπλήρωμα διατροφής, απέτυχαν να αποδείξουν ότι τα αντιοξειδωτικά προσφέρουν κάποια σημαντική ωφέλεια. Το συμπέρασμα που συνάγεται απ’ αυτές τις μελέτες είναι ότι η μεγάλη πλειονότητα των υγειών ατόμων έχει επαρκή επίπεδα αντιοξειδωτικών και η επιπλέον χορήγησή τους ως συμπληρωμάτων διατροφής είναι ανώφελη. 

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Σε ορισμένα in vitro πειραματικά μοντέλα έχει παρατηρηθεί ότι η α-τοκοφερόλη δρα ως προοξειδωτικός παράγοντας, επιταχύνοντας την οξείδωση των λιπιδίων. Πώς μπορεί να εξηγηθεί αυτή η παρατήρηση και γιατί δεν φαίνεται πιθανόν η εν λόγω ιδιότητα της α-τοκοφερόλης να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο in vivo; 

				Απάντηση

				Σε αντίθεση με την αντιοξειδωτική δράση της βιταμίνης Ε που περιγράφηκε παραπάνω, έχει παρατηρηθεί ότι η λιπιδιακή υπεροξείδωση στις λιποπρωτεΐνες επιταχύνεται παρουσία α-τοκοφερόλης σε αυτές, in vitro και in vivo. Το εν λόγω φαινόμενο εξηγείται από την προοξειδωτική δράση της δημιουργούμενης ελεύθερης ρίζας της α-τοκοφερόλης, όταν αυτή δεν μπορεί να ανακυκλωθεί από το ασκορβικό οξύ. Φαίνεται ότι οι ελεύθερες ρίζες που δημιουργούνται κατά την αντιοξειδωτική δράση της α-τοκοφερόλης δεν είναι πάντοτε τόσο ανενεργές όσο υποτίθεται συνήθως. Μπορούν, για παράδειγμα, να αφαιρέσουν άτομα υδρογόνου (Η.) από πολυακόρεστα λιπαρά οξέα in vitro, προκαλώντας το έναυσμα για αλυσιδωτές αντιδράσεις λιπιδιακής υπεροξείδωσης. Η γρήγορη ανακύκλωση της α-τοκοφερόλης, μέσω του ασκορβικού (βλέπε Σχήμα 2 στο κείμενο) ή άλλων οξειδωτικών παραγόντων, αποτρέπει τέτοιες προοξειδωτικές επιπτώσεις in vivo. Το κατά πόσον αυτή η προοξειδωτική δράση της α-τοκοφερόλης έχει κάποια φυσιολογική σημασία in vivo δεν έχει αποδειχθεί και το όλο σύστημα χρειάζεται περαιτέρω μελέτη.  

				

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 8 - Σίδηρος και Οξειδωτικό Στρες: Ομοιόσταση του Σιδήρου στα Κύτταρα και τον Οργανισμό

				Σύνοψη

				Ο σίδηρος αποτελεί απαραίτητο στοιχείο για τη διατήρηση της ζωής. Ωστόσο, σε περιπτώσεις στις οποίες τα επίπεδά του στον οργανισμό είναι υψηλότερα ή χαμηλότερα του κανονικού, προκαλούνται σοβαρές παρενέργειες. Η ικανότητα του σιδήρου να καταλύει τη δημιουργία εξαιρετικά δραστικών ελευθέρων ριζών παίζει κεντρικό ρόλο στην πρόκληση οξειδωτικών βλαβών σε όλα τα βασικά συστατικά των κυττάρων, προκαλώντας την εμφάνιση και εξέλιξη σοβαρών παθολογικών καταστάσεων. Για τον λόγο αυτόν, η φύση, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, μερίμνησε για την ανάπτυξη πολύπλοκων μηχανισμών που έχουν ως στόχο την ακριβή ρύθμιση της ομοιόστασης του σιδήρου τόσο σε κυτταρικό επίπεδο όσο και σε επίπεδο οργανισμού. Στο κεφάλαιο αυτό, εκτός από την ανάλυση του ρόλου του σιδήρου στα βιολογικά συστήματα, εξετάζονται διεξοδικά και οι ρυθμιστικοί μηχανισμοί της ομοιόστασής του, καθώς και οι κυριότερες παθολογικές διαταραχές που εμφανίζονται σε περίπτωση δυσλειτουργίας των εν λόγω μηχανισμών.

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Χημείας, Βιοχημείας και Κυτταρικής Βιολογίας. Επίσης, καλή γνώση Φυσιολογίας και Ανατομίας, κυρίως του γαστρεντερικού συστήματος, του μυελού των οστών, του ήπατος, του σπλήνα και των νεφρών, δηλαδή των οργάνων που εμπλέκονται άμεσα στην ανακύκλωση του σιδήρου στον οργανισμό. 

				Εισαγωγή

				Η ύπαρξη των αντιοξειδωτικών ενζύμων τα οποία αναφέρθηκαν ανωτέρω (Κεφάλαιο 6) έχει ως στόχο τον έλεγχο των επιπέδων των πρώτων ενώσεων της ενδιάμεσης αναγωγής του Ο2, δηλαδή του Ο2.- και του Η2Ο2. Οι παράγοντες αυτοί, παρότι συμπεριλαμβάνονται μεταξύ των δραστικών μορφών του Ο2, έχουν χαμηλή δραστικότητα και δεν αντιδρούν με τα κυτταρικά συστατικά, εκτός εάν αυτά περιέχουν σίδηρο. Η μείωση της διαθεσιμότητας σιδήρου, ούτως ώστε να μην μπορεί να αντιδράσει με υπεροξείδια προς σχηματισμό ισχυρών οξειδωτικών παραγόντων, αποτελεί ζήτημα υψηλής προτεραιότητας για την άμυνα των οργανισμών ενάντια στο οξειδωτικό στρες. Στην ουσία, είναι η δεύτερη αλλά αποφασιστική γραμμή άμυνας του οργανισμού ενάντια στην ανεξέλεγκτη οξείδωση των συστατικών του. Η διαδικασία αυτή συνίσταται στη δέσμευση ελευθέρων ιόντων Fe, καθώς και ελεύθερης αίμης ή αιμοσφαιρίνης, ούτως ώστε να αναστέλλεται η συμμετοχή τους σε αντιδράσεις που προκαλούν το έναυσμα για τον σχηματισμό δραστικών ελευθέρων ριζών από σχετικά μη δραστικές μορφές αναγωγής του οξυγόνου. Κατά συνέπεια, δυσλειτουργίες στους μηχανισμούς που ρυθμίζουν την ομοιόσταση του σιδήρου στον οργανισμό έχουν ως αποτέλεσμα την εμφάνιση χαρακτηριστικών παθολογικών καταστάσεων, οι οποίες στις περισσότερες περιπτώσεις σχετίζονται με βλάβες που προκαλούνται από το οξειδωτικό στρες (Kell, 2009). 

				Λόγω της ειδικής σχέσης του σιδήρου με το οξειδωτικό στρες, σ’ αυτό το κεφάλαιο θα παρουσιαστούν οι μοριακοί μηχανισμοί που ρυθμίζουν την ομοιόσταση του σιδήρου τόσο σε επίπεδο οργανισμού όσο και σε κυτταρικό επίπεδο. Θα συζητηθούν, επίσης, τα χαρακτηριστικά των πιο σημαντικών ασθενειών που εμφανίζονται σε περιπτώσεις γενετικών ανωμαλιών οι οποίες επηρεάζουν την ομοιόσταση του σιδήρου.

				Ιστορική αναδρομή

				Οι πρώτες ενδείξεις για την παρουσία του σιδήρου στο αίμα εμφανίστηκαν ήδη από τον 18ο αιώνα, αλλά, έως τη δεκαετία του 1930, δεν ήταν γνωστό σχεδόν τίποτα για τον μεταβολισμό του σιδήρου σε μοριακό επίπεδο. Η πρώτη ολοκληρωμένη ανασκόπηση για τον μεταβολισμό του σιδήρου δημοσιεύτηκε το 1958 (Josephs, 1958). Ακολούθησαν οι ανακαλύψεις του υποδοχέα της τρανσφερρίνης (TfR) και του συστήματος ρύθμισης των ενδοκυττάριων επιπέδων του σιδήρου (IRP/IRE system) τις δεκαετίες του 1970 και του 1980, αντίστοιχα. Τα τελευταία δεκαπέντε χρόνια, οι γνώσεις μας αναφορικά με την ομοιόσταση του σιδήρου έχουν αυξηθεί εντυπωσιακά και έχουν ανοίξει νέους ορίζοντες στον σχεδιασμό καινοτόμων στρατηγικών για την πρόληψη και τη θεραπεία σοβαρών παθολογικών καταστάσεων στον άνθρωπο. Το σημαντικότερο γεγονός που σηματοδότησε αυτήν την εξέλιξη ήταν η ανακάλυψη της ορμόνης “ηπατιδίνη” (hepcidin), η οποία, σε συνδυασμό με τη φερροπορτίνη (ferroportin), ρυθμίζει τα επίπεδα του διαθέσιμου σιδήρου στο αίμα (Abboud and Haile, 2000; Donovan, Brownlie et al., 2000; Krause, Neitz et al., 2000). 

				Σήμερα, είναι φανερό ότι πολλές παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται με την ομοιόσταση του σιδήρου έχουν τη βάση τους σε γενετικές ανωμαλίες οι οποίες επηρεάζουν τον άξονα ηπατιδίνης-φερροπορτίνης. Παρ’ όλα αυτά, οι γνώσεις μας σχετικά με τη βιολογία του σιδήρου παραμένουν εν πολλοίς ατελείς.    

				Ο σίδηρος στα βιολογικά συστήματα

				Ο σίδηρος είναι απολύτως απαραίτητος για τη διατήρηση της ζωής, διότι αποτελεί βασικό συντελεστή για την εκτέλεση μιας σειράς βασικών λειτουργιών στον ανθρώπινο οργανισμό, όπως, μεταξύ άλλων, η μεταφορά του οξυγόνου στους ιστούς, η αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων, η σύνθεση και η επιδιόρθωση του DNA, και ο μεταβολισμός των ξενοβιοτικών. Από την άλλη πλευρά, όταν είναι διαθέσιμος σε περίσσεια, μπορεί να προκαλέσει τοξικές επιπτώσεις.  

				Η ικανότητα του σιδήρου να αλλάζει την οξειδωτική του κατάσταση, αποδίδοντας ή προσλαμβάνοντας με ευκολία ηλεκτρόνια, αφενός μεν του εξασφαλίζει μια προνομιακή θέση στη ζώσα ύλη, αφετέρου δε τον καθιστά την κύρια εστία παραγωγής δραστικών ελευθέρων ριζών στον οργανισμό. Βεβαίως, όταν τα ιόντα σιδήρου αποτελούν προσθετικές ομάδες πρωτεϊνών, η δραστικότητά τους ελέγχεται από την πρωτεΐνη, όταν όμως είναι ελεύθερα ή συνδέονται χαλαρά σε θέσεις χαμηλής συγγένειας είναι δυνατόν να προκαλέσουν βλαπτικές συνέπειες (Weinberg, 2010). Η τοξικότητα αυτή των ιόντων σιδήρου οφείλεται στην ικανότητά τους να συμμετέχουν σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις μεταφοράς ενός ηλεκτρονίου (αντίδραση 1), η οποία τους επιτρέπει να καταλύουν αντιδράσεις αυτοοξείδωσης μορίων, όπως του ασκορβικού οξέος, της αδρεναλίνης, της ντοπαμίνης κ.ά., καθώς και διάσπασης υπεροξειδίων (αντιδράσεις Fenton), με αποτέλεσμα τον σχηματισμό ριζών υδροξυλίου (ΟΗ.) και αλκοξυλο-ελευθέρων ριζών (LO.) (αντίδραση 2): 
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				Εκτός των ιόντων σιδήρου, και άλλα μέταλλα μετάπτωσης έχουν την ικανότητα να καταλύουν αντιδράσεις “τύπου Fenton”, αλλά ο σίδηρος είναι το πιο σημαντικό από βιολογικής απόψεως, διότι είναι ευρύτατα διαδεδομένος και συναντάται σε μεγάλες ποσότητες στα βιολογικά συστήματα (Sheftel, Mason et al., 2012). Άλλα μόρια που περιέχουν σίδηρο, όπως η ελεύθερη αίμη ή διάφορες αιμοπρωτεΐνες, όπως η αιμοσφαιρίνη, η μυοσφαιρίνη και το κυτόχρωμα C, μπορούν επίσης να συμβάλουν στην πρόκληση τοξικών επιπτώσεων από το H2O2 και από άλλα υπεροξείδια. Κατά συνέπεια, η δέσμευση των παραπάνω μορίων προστατεύει, έστω και με έμμεσο τρόπο, τα κύτταρα από τη βλαπτική επίδραση που θα είχε τυχόν έκθεσή τους σε οξειδωτικό στρες.

				Φυσιολογική σημασία της δέσμευσης των ιόντων σιδήρου

				Από την παραπάνω παρουσίαση βγαίνει εύκολα το συμπέρασμα ότι η δέσμευση ελευθέρων ιόντων σιδήρου είναι αποφασιστικής σημασίας για την προστασία των κυτταρικών συστατικών από ανεξέλεγκτες οξειδώσεις (Hower, Mendes et al., 2009; Pietrangelo, 2007). 

				Κατ’ αρχάς, η δέσμευση του σιδήρου εμποδίζει την ανάπτυξη ανεπιθύμητων μικροβίων τα οποία έχουν εισέλθει στον οργανισμό, μιας και αποτελεί απαραίτητο στοιχείο για τον πολλαπλασιασμό τους. Μερικά βακτήρια, όμως, παρακάμπτουν αυτό το εμπόδιο με τη σύνθεση και απελευθέρωση ισχυρών σιδηροδεσμευτικών παραγόντων (σιδηροφόρες), οι οποίοι μπορούν και αποσπούν ιόντα σιδήρου από θέσεις υψηλής συγγένειας δέσμευσης, ακόμα και από την τρανσφερρίνη. Στη συνέχεια, το σύμπλοκο σιδηροφόρος-Fe προσλαμβάνεται από τα βακτήρια μέσω ειδικών υποδοχέων που εκφράζονται στην εξωτερική τους μεμβράνη. Ένας άλλος προσαρμοστικός μηχανισμός των βακτηρίων είναι η έκλυση πρωτεασών, οι οποίες διασπούν την τρανσφερρίνη και τη λακτοφερίνη, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση των δεσμευμένων ιόντων σιδήρου απ’ αυτές τις πρωτεΐνες και την πρόσληψή του από τα βακτήρια. 

				Το μεγαλύτερο πλεονέκτημα, ωστόσο, από τη δέσμευση των ιόντων σιδήρου (αλλά και άλλων μετάλλων) είναι η αναστολή της ικανότητάς τους να καταλύουν αντιδράσεις που οδηγούν στον σχηματισμό δραστικών ελευθέρων ριζών (αντιδράσεις τύπου Fenton). Πειράματα με κύτταρα σε καλλιέργειες έχουν δείξει ότι η ευαισθησία στο Η2Ο2 και σε άλλα οργανικά υπεροξείδια αυξάνεται παράλληλα με την ύπαρξη ιόντων σιδήρου, ενώ μειώνεται παρουσία χημικών ενώσεων, όπως η δεσφερριοξαμίνη (DFO), η δεφεριπρόνη (DFP), η φαινανθρολίνη και άλλες, οι οποίες δεσμεύουν, αδρανοποιούν ή, απλώς, απομακρύνουν τα ιόντα σιδήρου από την αρχική τους θέση (Barbouti, Doulias et al., 2001; Melidou, Riganakos et al., 2005; Βλάχου, 2010) (Σχήμα 1). 

				Απαραίτητη προϋπόθεση για την προστατευτική δράση αυτών των ενώσεων είναι η ικανότητά τους να διαπερνούν με κάποιον τρόπο την πλασματική μεμβράνη των κυττάρων και να δρουν εντός των διαφόρων κυτταρικών διαμερισμάτων. Σε ορισμένες περιπτώσεις, η δράση τους περιορίζεται στα ενδοσωμάτια και στα λυσοσωμάτια όπου φθάνουν μέσω της ενδοκύττωσης. 

				Σε πολλές περιπτώσεις, μπορεί να παρέχεται προστασία και από ενώσεις οι οποίες, ενώ δεσμεύουν σίδηρο, δεν αναστέλλουν την αντίδραση Fenton. Σ’ αυτήν την περίπτωση, οι δραστικές ελεύθερες ρίζες που σχηματίζονται μετά την αντίδραση Fenton οξειδώνουν το ίδιο το σιδηροδεσμευτικό μόριο, προστατεύοντας έτσι έμμεσα την αρχική θέση στην οποία ήταν δεσμευμένος ο σίδηρος. Τέτοιες ενώσεις καλούνται συνήθως “αντιοξειδωτικά αυτοκτονίας”. 

				

				[image: Figure 8]

				Σχήμα 1: Προσφερόμενη προστασία γνωστών σιδηροδεσμευτικών ενώσεων στο DNA κυττάρων τα οποία εκτίθενται σε οξειδωτικό στρες υπό τη μορφή Η2Ο2. Τα κύτταρα (Jurkat, ανθρώπινα Τ-λεμφοκύτταρα) επωάστηκαν με τις ενδεικνυόμενες συγκεντρώσεις των σιδηροδεσμευτικών ενώσεων 1,7- και 1,10-φαινανθρολίνη (Α), 2,2-διπυριδύλιο (Β) και SIH (Γ) πριν από την έκθεσή τους σε Η2Ο2. Η εκτίμηση των σχάσεων στο DNA έγινε με τη μέθοδο comet assay (Barbouti, Doulias et al., 2001). Η παρουσία των σιδηροδεσμευτικών παραγόντων προσφέρει προστασία στο πυρηνικό DNA, μειώνοντας τις σχάσεις στις μονές αλυσίδες. 

				Είναι σημαντικό ότι ένας μεγάλος αριθμός τέτοιων σιδηροδεσμευτικών ενώσεων έχει ανιχνευτεί στα φρούτα και τα λαχανικά, και έχει προταθεί ότι τα ωφέλιμα αποτελέσματα που έχει η κατανάλωσή τους στην υγεία των ανθρώπων οφείλεται σ’ αυτά τα μόρια.    

				Φυσιολογικοί δεσμευτές σιδήρου

				Λόγω του διττού ρόλου του σιδήρου αφενός στη διατήρηση της ζωής και αφετέρου στην πρόκληση βλαπτικών επιπτώσεων, οι οργανισμοί έχουν αναπτύξει πολύπλοκους μηχανισμούς, ούτως ώστε να διασφαλίζεται ο διαρκής έλεγχος των επιπέδων του. Η κατανόηση σημαντικών μηχανισμών σχετικών με την ομοιόσταση του σιδήρου τόσο σε κυτταρικό επίπεδο όσο και σε επίπεδο οργανισμού επιτεύχθηκε σχετικά πρόσφατα. Το έναυσμα γι’ αυτήν τη νέα γνώση αποτέλεσε η ανακάλυψη της ορμόνης «ηπατιδίνη» (hepcidin), η οποία αποτελεί τον κυριότερο ρυθμιστή των επιπέδων του σιδήρου στον ορό του αίματος (Ganz and Nemeth, 2011).

				Τρανσφερρίνη 

				Η γλυκοπρωτεΐνη τρανσφερρίνη (μοριακό βάρος ~79 kDa) είναι εξωκυττάρια και συναντάται στον ορό του αίματος σε συγκεντρώσεις 1.2 με 2.0 mg/ml. Κάθε μόριο τρανσφερρίνης έχει την ικανότητα να δεσμεύει ισχυρά (Kd = 24.2x106) δύο ιόντα Fe3+, ένα στο Ν-τελικό και ένα στο C-τελικό της άκρο (Evans, Kong et al., 2012). Στη συνέχεια, η τρανσφερρίνη μεταφέρει τα άτομα αυτά, μέσω της κυκλοφορίας του αίματος, και τα αποδίδει σε κύτταρα τα οποία χρειάζονται σίδηρο για τις ανάγκες τους και τα οποία, για τον λόγο αυτόν, έχουν εκφράσει υποδοχείς της τρανσφερρίνης (TfR-1) στην επιφάνειά τους. Θα πρέπει να τονιστεί ότι μόνο τα μόρια της τρανσφερρίνης που έχουν δεσμευμένα δύο άτομα σιδήρου (δισιδηρική τρανσφερρίνη) έχουν την ικανότητα να συνδέονται στους αντίστοιχους υποδοχείς τους. Αντίθετα, τα μόρια της τρανσφερρίνης τα οποία έχουν ένα ή κανένα άτομο σιδήρου (μονοσιδηρική ή αποτρανσφερρίνη, αντίστοιχα) έχουν πολύ χαμηλή συγγένεια σύνδεσης με τον υποδοχέα και πρακτικά δεν συνδέονται μ’ αυτόν. 

				Εκτός από τη μεταφορά και την κατάλληλη διανομή, η δέσμευση των ιόντων σιδήρου στην τρανσφερρίνη έχει τρία επιπλέον σημαντικά αποτελέσματα: (i) στερεί από μικροοργανισμούς που ενδέχεται να εισέλθουν στον οργανισμό την πρόσβασή τους σε σίδηρο που είναι απολύτως απαραίτητος για την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό τους, (ii) δεν επιτρέπει σε αντιδράσεις “τύπου Fenton” να λάβουν χώρα (βλέπε Κεφάλαιο 5), συνεισφέροντας μ’ αυτόν τον τρόπο στην προστασία των βιολογικών συστατικών από ανεξέλεγκτες οξειδώσεις, και (iii) συντελεί στην αύξηση της διαλυτότητας του Fe3+, ο οποίος διαφορετικά είναι πρακτικά αδιάλυτος στο νερό. 

				Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, μόνο ένα ποσοστό περίπου 20 με 30% από τις θέσεις δέσμευσης στην τρανσφερρίνη είναι κατειλημμένες από τα 3 mg σιδήρου του ορού, ενώ οι υπόλοιπες θέσεις είναι διαθέσιμες για τη δέσμευση κάθε νέου ιόντος σιδήρου που τυχόν θα εμφανιστεί. Η συγκέντρωση σιδήρου που δεν είναι δεσμευμένος στην τρανσφερρίνη στον ορό του αίματος (NTBI, non transferrin bound iron), κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ισούται πρακτικά με μηδέν (<10-12 Μ), ώστε να μην είναι ικανή να προκαλέσει βλάβες μέσω του σχηματισμού δραστικών ελευθέρων ριζών ακόμα και σε συνθήκες αυξημένης συγκέντρωσης υπεροξειδίων. 

				Τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να ανακυκλώνουν αποτελεσματικά τον υπάρχοντα σίδηρο και, κατά συνέπεια, χρειάζονται επιπλέον σίδηρο μόνο όταν αυξάνουν σε μέγεθος ή πολλαπλασιάζονται. Στην περίπτωση που τα κύτταρα κάποιου ιστού χρειάζονται περισσότερο σίδηρο για τις ανάγκες τους, δεν έχουν παρά να εκφράσουν υποδοχείς τρανσφερρίνης (TfR-1) στην επιφάνειά τους, για να δεσμεύσουν εξωκυττάρια τρανσφερρίνη και να τη μεταφέρουν στο εσωτερικό τους με ενδοκύττωση.

				Μια άλλη πρωτεΐνη παρόμοια με την τρανσφερρίνη είναι η λακτοφερρίνη, η οποία υπάρχει στο γάλα και σε ορισμένα άλλα φυσιολογικά υγρά. Εκλύεται, επίσης, από φαγοκύτταρα μετά τη διέγερσή τους, πιθανόν για να εξουδετερώσει τη διάχυση της βλαπτικής επίδρασης των δραστικών μορφών οξυγόνου σε παραπλήσια υγιή τμήματα των ιστών. Όπως και η τρανσφερρίνη, έχει την ικανότητα να δεσμεύει δύο άτομα Fe3+ ανά μόριο πρωτεΐνης.

				Άλλες παρόμοιες σιδηροδεσμευτικές πρωτεΐνες είναι γνωστές και έχουν απομονωθεί από το λεύκωμα των αβγών (ωοτρανσφερρίνη ή κοναλβουμίνη), αλλά και από καρκινικά κύτταρα μελανωμάτων (μελανοτρανσφερρίνη), πιθανόν για να βοηθούν στην πρόσληψη σιδήρου και στη διευκόλυνση του πολλαπλασιασμού των εν λόγω κυττάρων.

				Φερριτίνη

				Το μεγαλύτερο μέρος του ενδοκυττάριου σιδήρου βρίσκεται αποθηκευμένο στην πρωτεΐνη φερριτίνη, η συγκέντρωση της οποίας καθορίζει και τα επίπεδα των άμεσα διαθέσιμων ιόντων σιδήρου στο κύτταρο (Hintze and Theil, 2006). Η πρωτεΐνη αυτή αποτελείται από 24 υπομονάδες δύο διαφορετικών τύπων, τις βαριές (Η) και τις ελαφριές (L) αλυσίδες, σε κυμαινόμενο ποσοστό ανάλογα με τον τύπο των ιστών. Η τελική ολοπρωτεΐνη σχηματίζει μια τεράστια κοιλότητα, στην οποία είναι δυνατόν να αποθηκευτούν έως και 4.500 άτομα σιδήρου. Ο σίδηρος δεσμεύεται ως Fe2+, αλλά οξειδώνεται σε Fe3+ από την Η-τύπου υπομονάδα της φερριτίνης και, στη συνέχεια, αποθηκεύεται στην εσωτερική κοιλότητα της πρωτεΐνης.

				Η φερριτίνη είναι μία από τις πρωτεΐνες οξείας φάσεως, γεγονός που σημαίνει ότι η συγκέντρωσή της στον ορό του αίματος, αλλά και εντός των κυττάρων, αυξάνει σε περιπτώσεις φλεγμονής ή λοίμωξης, ενώ επανέρχεται σε κανονικά επίπεδα μετά το τέλος της φλεγμονής ή της λοίμωξης. 

				Δεν είναι γνωστός ο μηχανισμός με τον οποίο αποδεσμεύονται τα άτομα σιδήρου από τη φερριτίνη, όταν τα κύτταρα χρειάζονται σίδηρο για τη σύνθεση νέων πρωτεϊνών. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί in vitro με τη δράση διαφόρων αναγωγικών παραγόντων, όπως, μεταξύ άλλων, του ασκορβικού και του ουρικού οξέος, και ανηγμένων θειολικών ομάδων. Σε ζωντανά κύτταρα, όμως, έχει προταθεί ότι η απόδοση του σιδήρου από τη φερριτίνη απαιτεί την πρόσληψη και τον κατακερματισμό αυτής της πρωτεΐνης στα λυσοσωμάτια και, στη συνέχεια, τη μεταφορά των ελεύθερων ιόντων σιδήρου στο κυτταρόπλασμα μέσω ειδικών μεταφορέων. 

				Έχει παρατηρηθεί ότι η φερριτίνη, κάτω από ορισμένες συνθήκες, συσσωρεύεται στα λυσοσωμάτια σε μια αδιάλυτη μορφή, πιθανόν μετά από πρωτεολυτική διάσπασή της. Η μορφή αυτή καλείται “αιμοσιδερίνη” και τα επίπεδά της μπορεί να ανέλθουν σε υψηλές τιμές, ειδικά σε όργανα αποθήκευσης σιδήρου, όπως το ήπαρ. 

				Σερουλοπλασμίνη

				Όπως και στην περίπτωση του σιδήρου, η ύπαρξη ελεύθερων ιόντων Cu καταλύει αντιδράσεις τύπου Fenton και οδηγεί στην αυτοοξείδωση διαφόρων μορίων, όπως οι κατεχολαμίνες, το ασκορβικό κ.ά., ενώ προκαλεί και οξείδωση των λιποπρωτεϊνών χαμηλής πυκνότητας (LDL), καθώς και βλάβες στο DNA. Είναι φανερό, λοιπόν, ότι η συγκέντρωση ιόντων χαλκού θα πρέπει να ελέγχεται προσεκτικά τόσο εξωκυττάρια όσο και ενδοκυττάρια.

				Στον ορό του αίματος, τα ιόντα Cu είναι συνήθως προσδεδεμένα στην αλβουμίνη, η οποία έχει μία υψηλής συγγένειας θέση δέσμευσης για τον σίδηρο και μερικές χαμηλότερης συγγένειας για τα ιόντα Cu. Το σύμπλοκο αλβουμίνη-Cu προσλαμβάνεται κυρίως από τα ηπατοκύτταρα, τα οποία αποδίδουν τον χαλκό σε μια άλλη πρωτεΐνη, την σερουλοπλασμίνη (CP), μοριακού βάρους περίπου 132 kDa, η οποία στη συνέχεια εκλύεται στο πλάσμα. Η σερουλοπλασμίνη έχει έξι θέσεις δέσμευσης ιόντων χαλκού και μπορεί να αποδώσει τα ιόντα αυτά σε κύτταρα που χρειάζονται Cu. Η προαναφερθείσα διαδικασία περιλαμβάνει τη σύνδεση της σερουλοπλασμίνης σε ειδικούς υποδοχείς στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων και επακόλουθη ενδοκύττωση. Αν και η κατάσταση του ενδοκυττάριου Cu δεν είναι απόλυτα γνωστή, υπάρχουν ενδείξεις ότι είναι συνδεδεμένος ισχυρά σε ειδικούς δεσμευτές που αποκλείουν τη δυνατότητα ανεξέλεγκτης συμμετοχής του σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις. 

				Μια επιπλέον σημαντική ιδιότητα της σερουλοπλασμίνης είναι η ικανότητά της να οξειδώνει ιόντα Fe2+ σε Fe3+ (αντίδραση 3). 
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				Για τη δράση της αυτή καλείται και “φερροξειδάση”. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται στο Ο2, ανάγοντάς το σε Η2Ο2. Είναι φανερό ότι η συγκεκριμένη δράση της σερουλοπλασμίνης έχει προστατευτικό χαρακτήρα, διότι τα ιόντα Fe2+ έχουν την τάση να οξειδώνονται και να σχηματίζουν δραστικές μορφές οξυγόνου (Σχήμα 2).
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				Σχήμα 2: Αντιδράσεις αυτοοξείδωσης δισθενούς σιδήρου και ταυτόχρονου σχηματισμού ριζών υδροξυλίου σε φυσιολογικό pH.

				Μεταλλοθειονίνες

				Οι μεταλλοθειονίνες είναι μικρού μοριακού βάρους πρωτεΐνες (περίπου 6.5 kDa) και βρίσκονται σε όλους τους ζωικούς ιστούς, στο κυτταρόπλασμα και πιθανώς στον πυρήνα. Περιέχουν περίπου 23-33% κυστεΐνη και, ως εκ τούτου, αντιπροσωπεύουν ένα σημαντικό ποσοστό από τις ολικές θειολικές ομάδες (-SH) των πρωτεϊνών. Οι μεταλλοθειονίνες έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν μια σειρά από μέταλλα, όπως Zn2+, Ag+, Cu+, Cd2+ και Hg2+, συνδέοντάς τα στις θειολικές τους ομάδες. Κάθε πρωτεΐνη έχει πέντε έως επτά θέσεις σύνδεσης με μέταλλα και η άποψη ότι, πράγματι, προστατεύουν από την τοξικότητα των μετάλλων ενισχύεται από την ύπαρξη ισχυρών πειραματικών δεδομένων. 

				Έχει προταθεί, επίσης, ότι οι μεταλλοθειονίνες δρουν ως ενδοκυττάριοι εκκαθαριστές δραστικών ελευθέρων ριζών, κυρίως μέσω των πολλών θειολικών ομάδων που περιέχουν. Θα πρέπει, όμως, να τονιστεί ότι η θειολικές ελεύθερες ρίζες (RS.), οι οποίες σχηματίζονται με την εκκαθάριση άλλων ελευθέρων ριζών, έχουν επίσης την ικανότητα να συμμετέχουν σε τοξικές για το κύτταρο αντιδράσεις (Σχήμα 3).
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				Σχήμα 3: Αντιδράσεις ελευθέρων ριζών στις οποίες συμμετέχουν θειολικές ομάδες. Χ., μια οποιαδήποτε δραστική ελεύθερη ρίζα.

				Παρ’ όλα αυτά, πειράματα με κύτταρα στα οποία είχαν υπερεκφραστεί διάφορες μεταλλοθειονίνες έδειξαν ότι οι τελευταίες μπορούσαν να τα προστατεύουν σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, σε αντίθεση με κύτταρα τα οποία υποεκφράζουν μεταλλοθειονίνες, τα οποία είναι εξαιρετικά ευαίσθητα τόσο σε μέταλλα όσο και σε υπεροξείδια. Αρκετά φυτά έχουν πρωτεΐνες πλούσιες σε κυστεΐνη τις “φυτοχυλίνες” (phytochelatins), οι οποίες φαίνεται να έχουν δράσεις παρόμοιες με τις μεταλλοθειονίνες. Οι φυτοχυλίνες αποτελούνται από επαναλαμβανόμενες μονάδες γ-γλουταμυλ-κυστεΐνης και πιθανότατα συντίθενται από την GSH.

				Απτοσφαιρίνη, αιμοπεξίνη και οξυγονάση της αίμης

				Όπως έχει αναφερθεί σε προηγούμενα κεφάλαια, οι πρωτεΐνες μυοσφαιρίνη και αιμοσφαιρίνη, όταν αντιδράσουν με υπεροξείδια όπως το Η2Ο2, μπορούν να προκαλέσουν οξειδωτικές βλάβες στα βιολογικά συστατικά. Μετά από τέτοιου είδους αντιδράσεις, η αίμη οξειδώνεται στη φερρυλική της μορφή [Fe4+=Ο], ενώ σχηματίζεται μια ασταθής ελεύθερη ρίζα σε κάποιο ακαθόριστο κατάλοιπο αμινοξέος στην πολυπεπτιδική αλυσίδα (αντίδραση 3), όπου το X αντιπροσωπεύει την πολυπεπτιδική αλυσίδα.
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				Και τα δύο αυτά κέντρα (η φερρυλική αίμη και η πρωτεϊνική ελεύθερη ρίζα) είναι ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες ικανοί να προκαλέσουν το έναυσμα για λιπιδιακή υπεροξείδωση, αλλά και για οξείδωση όλων των βασικών κυτταρικών συστατικών. Όταν η αναλογία της συγκέντρωσης του υπεροξειδίου προς τη συγκέντρωση της αιμοπρωτεΐνης είναι υψηλή (³10), τότε ολόκληρες οι πρωτεΐνες μετουσιώνονται, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση της αίμης και, στη συνέχεια, την αποδέσμευση του σιδήρου. 

				Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, οι πρωτεΐνες αιμοσφαιρίνη και μυοσφαιρίνη είναι συγκεντρωμένες στο εσωτερικό των κυττάρων (ερυθροκύτταρα και μυοκύτταρα, αντίστοιχα), παρουσία ισχυρών αμυντικών μηχανισμών. Μόνο σε συνθήκες κυτταρικής λύσης μπορούν και απελευθερώνονται από τα κύτταρα και έχουν τη δυνατότητα να δράσουν εξωκυττάρια. Σ’ αυτήν την περίπτωση δρουν οι πρωτεΐνες απτοσφαιρίνη και αιμοπεξίνη, οι οποίες βρίσκονται στο πλάσμα ακριβώς για να δεσμεύουν τυχόν ελεύθερη αιμοσφαιρίνη και αίμη, αντίστοιχα. Μ’ αυτόν τον τρόπο αποτρέπεται η οξείδωση της αίμης και η δημιουργία ανώτερων μορφών οξείδωσης του σιδήρου, όπως η φερρυλική μορφή (Fe4+=Ο), οι οποίες μπορούν να προσβάλουν τα κυτταρικά συστήματα και να οξειδώσουν τα συστατικά τους με την ίδια περίπου ευκολία με την οποία δρουν οι ρίζες του υδροξυλίου (Κεφάλαιο 5).

				Ένας άλλος μηχανισμός προστασίας από την ύπαρξη ελεύθερης αίμης είναι ο γρήγορος μεταβολισμός της. Αυτός επιτυγχάνεται με το ένζυμο “οξυγονάση της αίμης” (ΗΟ, heme oxygenase), το οποίο βρίσκεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο και καταλύει τη διάσπαση της αίμης σε χολοπρασίνη (biliverdin) και την απελευθέρωση ιόντων σιδήρου και μονοξειδίου του άνθρακα. Η χολοπρασίνη, στη συνέχεια, μετατρέπεται σε χολερυθρίνη (bilirubin) με τη δράση της «αναγωγάσης της χολοπρασίνης» στο κυτταρόπλασμα. Μια ισομορφή της οξυγονάσης της αίμης, η HO-1, η οποία ταυτίζεται με μία από τις πρωτεΐνες θερμικού στρες (Hsp32), επάγεται γρήγορα μετά από έκθεση κυττάρων ή ιστών σε οξειδωτικό στρες (αλλά και σε άλλου είδους στρες). In vivo πειράματα με επίμυες έχουν δείξει ότι η HO-1 μπορεί πράγματι να προσφέρει σημαντική προστασία σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

				Ομοιόσταση του σιδήρου σε επίπεδο οργανισμού

				Η ολική ποσότητα του σιδήρου στον ανθρώπινο οργανισμό είναι περίπου τέσσερα γραμμάρια στις γυναίκες και πέντε γραμμάρια στους άνδρες, και κατανέμεται στους διάφορους ιστούς, όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.  
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				Σχήμα 4: Σχηματική απεικόνιση της κατανομής του σιδήρου στον οργανισμό. Το μεγαλύτερο μέρος του χρησιμοποιείται στους ερυθροβλάστες του μυελού των οστών για τον σχηματισμό της αιμοσφαιρίνης στα ερυθροκύτταρα. Η ίδια ποσότητα σιδήρου ανακυκλώνεται από τα μακροφάγα του δικτυο-ενδοθηλιακού συστήματος. Η ημερήσια απορρόφηση σιδήρου από τη διατροφή αντιστοιχεί σε 1-2 mg/ημερησίως και αναπληρώνει τις σχετικές απώλειες από τον οργανισμό.

				Το μεγαλύτερο μέρος του σιδήρου βρίσκεται στα ερυθρά αιμοσφαίρια, συνδεδεμένο στην αιμοσφαιρίνη (περίπου 2,400 mg), ενώ ένα άλλο μεγάλο μέρος του βρίσκεται αποθηκευμένο στο ήπαρ (περίπου 1,000 mg). Από το υπόλοιπο, ένα μέρος βρίσκεται στους μυς, συνδεδεμένο κυρίως στη μυοσφαιρίνη (περίπου 300 mg), στον μυελό των οστών (στους ερυθροβλάστες, περίπου 300 mg) και στα φαγοκύτταρα, κυρίως στον σπλήνα (περίπου 600 mg), ενώ σε μικρότερες ποσότητες συναντάται σε άλλους ιστούς. 

				Είναι αξιοσημείωτο ότι δεν υπάρχει φυσιολογικός μηχανισμός απομάκρυνσης του σιδήρου από τον οργανισμό. Έτσι, τα 1-2 mg σιδήρου που προσλαμβάνονται ημερησίως από τη διατροφή αντιστοιχούν περίπου στην ίδια ποσότητα που απομακρύνεται κυρίως μέσω της απώλειας κυττάρων από το εσωτερικό του εντέρου και από το δέρμα (Galaris and Pantopoulos, 2008). 

				Μεταφορά του σιδήρου από τον αυλό του εντέρου στην κυκλοφορία του αίματος 

				Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, όταν ο σίδηρος εισέλθει στον οργανισμό, δεν υπάρχει φυσιολογικός τρόπος απομάκρυνσής του. Κατά συνέπεια, η αύξηση για κάποιον λόγο της πρόσληψης σιδήρου οδηγεί στην υπερφόρτωση όλου του οργανισμού. Ως εκ τούτου, ο κύριος έλεγχος των επιπέδων σιδήρου στον οργανισμό γίνεται στο στάδιο της πρόσληψής του και, ειδικότερα, στο βήμα της μεταφοράς των ιόντων σιδήρου από τη βασική μεμβράνη των εντεροκυττάρων στην κυκλοφορία του αίματος (Σχήμα 5). 

				Η πρόσληψη του σιδήρου της διατροφής από τα εντεροκύτταρα μπορεί να γίνει με διαφορετικούς μηχανισμούς, είτε υπό τη μορφή της αίμης είτε ως ανόργανα άλατα σιδήρου. Τα δύο τρίτα περίπου του προσλαμβανόμενου σιδήρου εισέρχονται ως αίμη, πιθανότατα μέσω ενός ειδικού μεταφορέα (HCP1). Στη συνέχεια, το πρώτο ένζυμο του καταβολισμού της αίμης, η “οξυγονάση της αίμης 1” (HO-1), προκαλεί τη διάσπαση της αίμης και την απελευθέρωση του σιδήρου απ’ αυτή. Το υπόλοιπο ένα τρίτο του σιδήρου προσλαμβάνεται ως ανόργανο άλας από τον μεταφορέα δισθενών μετάλλων (DMT-1), αφού πρώτα αναχθεί από μια “σιδηροαναγωγάση” (Dcytb) (Σχήμα 5).
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				Σχήμα 5: Μεταφορά του σιδήρου από τον αυλό του εντέρου στην κυκλοφορία του αίματος μέσω των εντεροκυττάρων. Ο σίδηρος ανάγεται στον αυλό του εντέρου (πιθανότατα από το κυτόχρωμα Dcytb) και, στη συνέχεια, ο Fe2+ μεταφέρεται εντός των κυττάρων μέσω του μεταφορέα δισθενών μετάλλων DMT1. Η μεταφορά του Fe2+ στην κυκλοφορία του αίματος γίνεται μέσω της φερροπορτίνης, η οποία είναι συνδεδεμένη με την ηφαιστίνη, που οξειδώνει τον Fe2+ σε Fe3+ πριν αυτός συνδεθεί στην τρανσφερρίνη του ορού. 

				Σε κάθε περίπτωση, ο προσλαμβανόμενος σίδηρος πρέπει είτε να μεταφερθεί περαιτέρω προς την κυκλοφορία του αίματος είτε να αποθηκευτεί στη φερριτίνη. Η πρωτεΐνη “φερροπορτίνη”, η οποία βρίσκεται στη βασική πλευρά της μεμβράνης των εντεροκυττάρων, είναι υπεύθυνη γι’ αυτήν τη μεταφορά. Η φερροπορτίνη αποτελεί, επίσης, το κύριο σημείο ελέγχου και ρύθμισης των επιπέδων του σιδήρου στον οργανισμό. Η μεταφορά επιτελείται μόνο στο μέτρο που ο οργανισμός χρειάζεται σίδηρο. Όταν τα επίπεδα του σιδήρου είναι επαρκή, μια άλλη πρωτεΐνη, η “ηπατιδίνη” (hepcidin), εκλύεται από το ήπαρ, συνδέεται με τη φερροπορτίνη και την απενεργοποιεί, με αποτέλεσμα να αναστέλλεται η μεταφορά του σιδήρου από το εσωτερικό των κυττάρων προς το αίμα (Ganz and Nemeth, 2006). Αντίθετα, όταν τα επίπεδα του σιδήρου είναι χαμηλά, η ηπατιδίνη μειώνεται και η φερροπορτίνη εισάγει νέο σίδηρο στην κυκλοφορία του αίματος. Ο σίδηρος που μεταφέρεται από τη φερροπορτίνη είναι στην ανηγμένη του μορφή (Fe2+) και πρέπει, στη συνέχεια, να οξειδωθεί σε Fe3+ για να συνδεθεί στην τρανσφερρίνη. Αυτό καταλύεται είτε από την πρωτεΐνη “ηφαιστίνη” (haephestin, από το Ήφαιστος: θεός της φωτιάς και της επεξεργασίας των μετάλλων), η οποία βρίσκεται δίπλα στη φερροπορτίνη, είτε στο αίμα από τη σερουλοπλασμίνη.      

				Λόγω του ότι δεν υπάρχει φυσιολογικός μηχανισμός απομάκρυνσης του σιδήρου από τον οργανισμό, οποιαδήποτε ανωμαλία παρουσιαστεί στον μηχανισμό μεταφοράς του έχει σοβαρές επιπτώσεις στη γενικότερη ομοιόστασή του, με αποτέλεσμα την εμφάνιση είτε ανεπάρκειας (αναιμία) είτε υπερφόρτωσης (αιμοχρωμάτωση), ανάλογα με την περίπτωση. 

				Ανακύκλωση του σιδήρου στον οργανισμό

				Θα πρέπει να σημειωθεί ότι ένα πολύ μικρό μέρος από τον σίδηρο που είναι δεσμευμένος στην τρανσφερρίνη προέρχεται από τη διατροφή μέσω των εντεροκυττάρων. Το μεγαλύτερο μέρος προέρχεται από την ανακύκλωση του ενδογενούς σιδήρου στον οργανισμό, η οποία είναι έντονη και συνεχής (Σχήμα 6).

				

				[image: Figure 8]

				Σχήμα 6: Ανακύκλωση του σιδήρου στον ανθρώπινο οργανισμό. 

				Οι ερυθροβλάστες στον μυελό των οστών αποτελούν τους κύριους καταναλωτές του σιδήρου στον οργανισμό. Προσλαμβάνουν τον σίδηρο που χρειάζονται μέσω ενδοκύττωσης χρησιμοποιώντας τους υποδοχείς της τρανσφερρίνης, TfR1, που εκφράζουν στην επιφάνειά τους. Περίπου πέντε εκατομμύρια νέα ερυθροκύτταρα απελευθερώνονται κάθε δευτερόλεπτο στην κυκλοφορία του αίματος από τον μυελό των οστών. Για τη σύνθεση της αιμοσφαιρίνης σ’ αυτά τα ερυθροκύτταρα απαιτείται περίπου 1 mg σιδήρου την ώρα (25-30 mg την ημέρα). Εάν λάβουμε υπ’ όψιν ότι ο σίδηρος στον ορό (συνδεδεμένος στην τρανσφερρίνη) είναι περίπου 3 mg, τότε υπολογίζεται ότι ο σίδηρος στην τρανσφερρίνη ανακυκλώνεται περίπου 10 φορές την ημέρα. Ο σίδηρος που απαιτείται προέρχεται κυρίως από τον κατακερματισμό των γηρασμένων ερυθροκυττάρων που πραγματοποιείται στα φαγοκύτταρα του δικτυο-ενδοθηλιακού συστήματος (κυρίως στον σπλήνα). Κατά τη φαγοκύτωση, κατακερματίζεται η αιμοσφαιρίνη και απελευθερώνεται η αίμη, από την οποία, στη συνέχεια, απελευθερώνεται ο σίδηρος μέσω της δράσης της οξυγονάσης της αίμης-1.  

				Σε αναλογία με τα εντεροκύτταρα, η μεταφορά του σιδήρου στην κυκλοφορία γίνεται από τη φερροπορτίνη, η οποία με τη σειρά της ελέγχεται από την ηπατιδίνη (Σχήμα 7).
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				Σχήμα 7: Η ηπατιδίνη αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή των επιπέδων σιδήρου στον ορό του αίματος. Παράγεται από το ήπαρ κατόπιν ειδικής σηματοδότησης και αναστέλλει τόσο τη μεταφορά σιδήρου από το έντερο όσο και την έξοδο του σιδήρου από τα μακροφάγα που κατακερματίζουν τα γηρασμένα ερυθροκύτταρα.

				Σε περίπτωση αυξημένων αναγκών για σίδηρο, μπορεί να κινητοποιηθεί αυτός που είναι αποθηκευμένος στο ήπαρ. Και σ’ αυτήν την περίπτωση, η απελευθέρωσή του από τα ηπατοκύτταρα ρυθμίζεται μέσω του συστήματος φερροπορτίνης-ηπατιδίνης.

				 

				Ηπατιδίνη: ο κύριος ρυθμιστής της ομοιόστασης του σιδήρου

				Όπως περιγράφηκε παραπάνω, ο κύριος ρυθμιστής της ομοιόστασης του σιδήρου σε συστημικό επίπεδο είναι η ορμόνη ηπατιδίνη, η οποία ρυθμίζει τη μεταφορά του σιδήρου από τα εντεροκύτταρα, τα μακροφάγα και τα ηπατοκύτταρα προς την κυκλοφορία του αίματος (Σχήμα 7). Η σύνθεση της πρωτεΐνης λαμβάνει χώρα κυρίως στο ήπαρ. Συντίθεται ως προ-πεπτίδιο, αλλά απελευθερώνεται στην κυκλοφορία ως ενεργό 25πεπτίδιο πλούσιο σε κυστεΐνη. Η ηπατιδίνη στην κυκλοφορία έχει την ικανότητα εξειδικευμένης σύνδεσης με τη φερροπορτίνη στην επιφάνεια των αντίστοιχων κυττάρων. Η σύνδεση αυτή προκαλεί την ενδοκύττωση του συμπλόκου και τον κατακερματισμό του στα λυσοσωμάτια. 

				Κατά συνέπεια, υψηλά επίπεδα ηπατιδίνης στην κυκλοφορία του αίματος προκαλούν μείωση της πρόσληψης σιδήρου από τη διατροφή και μειωμένη απελευθέρωση από τα μακροφάγα και τα ηπατοκύτταρα. Αντίθετα, μειωμένες τιμές ηπατιδίνης συνεπάγονται αύξηση της πρόσληψης από το δωδεκαδάκτυλο και της εύκολης απελευθέρωσης από τα φαγοκύτταρα και τα ηπατοκύτταρα.

				Η έκφραση του γονιδίου της ηπατιδίνης στο ήπαρ ρυθμίζεται με διάφορους σηματοδοτικούς μηχανισμούς, οι οποίοι αντανακλούν: (i) τα επίπεδα του σιδήρου στον ορό του αίματος, (ii) τυχόν φλεγμονή σε κάποιο σημείο του σώματος και (iii) την ένταση της αιμοποιητικής διαδικασίας. Οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί για κάθε περίπτωση, παρά τη σημαντική πρόοδο που έχει επιτελεστεί τα τελευταία χρόνια, παραμένουν εν πολλοίς αδιευκρίνιστοι.

				Ομοιόσταση του σιδήρου σε κυτταρικό επίπεδο

				Η ικανότητα του σιδήρου να καταλύει τη δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών, όπως των ριζών του υδροξυλίου και των αλκοξειδίων, τον καθιστούν άκρως επικίνδυνο σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. Για τον λόγο αυτόν, τα ενδοκυττάρια επίπεδα πρέπει να ρυθμίζονται με την ίδια προσοχή για τα κύτταρα, όπως και για ολόκληρο τον οργανισμό. Ο ρυθμιστικός μηχανισμός που καθορίζει την πρόσληψη, τη χρησιμοποίηση, την αποθήκευση, αλλά και την απέκκριση του σιδήρου από τα κύτταρα ορίζεται από τις ρυθμιστικές πρωτεΐνες του σιδήρου (IRP, iron regulating proteins), σε συνδυασμό με τις ακολουθίες απόκρισης στον σίδηρο (IRE, iron responsive elements), στις ρυθμιστικές περιοχές γονιδίων που εκφράζουν πρωτεΐνες οι οποίες εμπλέκονται στην ομοιόσταση του σιδήρου.  

				Πρόσληψη του σιδήρου στα κύτταρα

				Η τρανσφερρίνη με συνδεδεμένο σίδηρο και στις δύο θέσεις δέσμευσης έχει την ικανότητα να τον μεταφέρει στα κύτταρα που τον χρειάζονται μέσω της σύνδεσής της με τους αντίστοιχους υποδοχείς τρανσφερρίνης-1 (TfR1). Όταν κάποιο είδος κυττάρου χρειάζεται επιπλέον σίδηρο, εκφράζει στην επιφάνειά του αυτούς τους υποδοχείς. Οι ερυθροβλάστες στον μυελό των οστών προσλαμβάνουν μ’ αυτόν τον τρόπο μεγάλες ποσότητες σιδήρου (περίπου 1 mg την ώρα), τον οποίο χρησιμοποιούν για τη σύνθεση της αιμοσφαιρίνης. Γενετικά τροποποιημένα ζώα που δεν εκφράζουν τον υποδοχέα της τρανσφερρίνης-1 πεθαίνουν στα αρχικά στάδια της εμβρυογένεσης λόγω ανεπαρκούς ερυθροποίησης (Levy, Jin et al., 1999).

				Τα σύμπλοκα δισιδηρικής τρανσφερρίνης-υποδοχέα ενδοκυττώνονται μέσω ενδοσωματίων τα οποία καλύπτονται από κλαθρίνη (Σχήμα 8). Η επακόλουθη μείωση του pH στα ενδοσωμάτια προκαλεί την αποδέσμευση του σιδήρου από την τρανσφερρίνη, αναγωγή του σε Fe2+ από τη σιδηροαναγωγάση Steap3 και μεταφορά του στο κυτταρόπλασμα μέσω του μεταφορέα DMT1 (Fleming, Romano et al., 1998; Ohgami, Campagna et al., 2005). 

				Ο νεοεισερχόμενος στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων σίδηρος μπορεί είτε να χρησιμοποιηθεί για τη σύνθεση νέων πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο είτε να αποθηκευτεί στη φερριτίνη. Η τελική αντίδραση για τη σύνθεση τόσο της αίμης όσο και των συμπλόκων σιδήρου-θείου γίνεται στα μιτοχόνδρια. Κατά συνέπεια, ένα μέρος του μεταφέρεται σ’ αυτά τα οργανίδια μέσω της πρωτεΐνης μιτοφερρίνη.
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				Σχήμα 8: Πρόσληψη σιδήρου από τα κύτταρα μέσω του υποδοχέα της τρανσφερρίνης TfR1. Η δισιδηρική τρανσφερρίνη συνδέεται στον υποδοχέα TfR1 στην επιφάνεια των κυττάρων και ενδοκυττώνεται μέσω κυστιδίων κλαθρίνης. Η οξέωση των κυστιδίων έχει ως αποτέλεσμα την αποσύνδεση του σιδήρου από την τρανσφερρίνη και τη μεταφορά του στο κυτταρόπλασμα μέσω του DMT1. Ο προσλαμβανόμενος σίδηρος χρησιμοποιείται κυρίως στα μιτοχόνδρια, ενώ η περίσσεια αποθηκεύεται στη φερριτίνη. Ένα μέρος του ενδοκυττάριου σιδήρου παραμένει χαλαρά συνδεδεμένο σε διάφορες θέσεις και είναι καταλυτικά ενεργό (LIP, labile iron pool).

				Καταλυτικά ενεργός σίδηρος (labile iron)

				Πριν από τη μεταφορά του στα μιτοχόνδρια ή την αποθήκευσή του στη φερριτίνη, ένα σχετικά μικρό ποσοστό των ιόντων σιδήρου (~2-5%) εντός των κυττάρων βρίσκεται χαλαρά συνδεδεμένο σε διάφορες ακαθόριστες κατά το πλείστον θέσεις δέσμευσης. Η δεξαμενή αυτή δεν έχει οριστεί επακριβώς και αποκαλείται, ανάλογα με την περίσταση, “καταλυτικά ενεργός σίδηρος” (LIP, labile iron pool), “οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος”, “ελεύθερος σίδηρος”, “σίδηρος δεσμευμένος σε μικρού μοριακού βάρους ενώσεις” κ.ά. Η δυσκολία ενός ακριβούς ορισμού αντικατοπτρίζει το γεγονός ότι δεν είναι γνωστός ο εντοπισμός, καθώς και η χημική φύση αυτού του σιδήρου. Η ύπαρξή του, όμως, έχει αποδειχθεί σε ζώντα κύτταρα με τη χρήση ενώσεων χαμηλής συγγένειας δέσμευσης σιδήρου, όπως η καλσεΐνη, των οποίων ο φθορισμός τροποποιείται μετά τη δέσμευση. Οφείλουμε να υπογραμμίσουμε ότι η ικανότητα δέσμευσης του σιδήρου στην καλσεΐνη δεν είναι υποχρεωτικά ταυτόσημη με τον καταλυτικά ενεργό σίδηρο, αν και τον πιθανότερο είναι ότι επικαλύπτονται κατά μεγάλο μέρος.  

				Τα τελευταία χρόνια, η δεξαμενή αυτή του σιδήρου έχει προσελκύσει έντονο ενδιαφέρον, λόγω αφενός της δυνατότητας άμεσης εμπλοκής της στη σύνθεση πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο και αφετέρου της πιθανής αντίδρασης του σιδήρου με υπεροξείδια και της δημιουργίας δραστικών ελευθέρων ριζών, όπως .ΟΗ και LO.. Επομένως, δεν είναι παράξενο το ότι η φύση, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, ανέπτυξε πολύπλοκους μοριακούς μηχανισμούς ελέγχου και ρύθμισης της ομοιόστασης του σιδήρου εντός των κυττάρων.

				Ο έλεγχος αυτός επιτυγχάνεται μέσω της ικανότητας ορισμένων πρωτεϊνών, οι οποίες αποκαλούνται “πρωτεΐνες ρυθμιστές του σιδήρου” (IRPs, iron-regulatory proteins). Οι εν λόγω πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα να “αισθάνονται” μικρές αλλαγές στα επίπεδα διαθέσιμου σιδήρου στο κυτταρόπλασμα και, βάσει αυτών, να ρυθμίζουν ανάλογα την είσοδο και την αποθήκευσή του στα κύτταρα (Wilkinson and Pantopoulos, 2014). Οι IRPs (IRP1 και IRP2) έχουν την ικανότητα να “ανιχνεύουν” τις ενδοκυττάριες αλλαγές των επιπέδων του διαθέσιμου σιδήρου στο κυτταρόπλασμα και να τροποποιούν τη δομή τους, ούτως ώστε να δεσμεύονται ή να μη δεσμεύονται σε ειδικές αλληλουχίες στο mRNA συγκεκριμένων γονιδίων τα οποία έχουν σχέση με την πρόσληψη και την αποθήκευση του σιδήρου. Οι αλληλουχίες αυτές στα mRNAs καλούνται “στοιχεία απόκρισης στον σίδηρο” (IREs, iron-responsive elements) (Σχήμα 9). 

				Τέτοια στοιχεία υπάρχουν στα mRNAs του υποδοχέα της τρανσφερρίνης-1 (TfR1), της φερριτίνης, της φερροπορτίνης, αλλά και σε άλλα mRNAs τα οποία εκφράζουν πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην ενδοκυττάρια ομοιόσταση του σιδήρου. Η σύνδεση των IRPs στα IREs έχει διαφορετικά αποτελέσματα όσον αφορά την έκφραση της αντίστοιχης πρωτεΐνης, ανάλογα με το εάν το IRE βρίσκεται στο 5’ ή στο 3’ μη μεταφραζόμενο άκρο του συγκεκριμένου mRNA. Στην πρώτη περίπτωση, αναστέλλεται η σύνθεση της αντίστοιχης πρωτεΐνης, ενώ στη δεύτερη σταθεροποιείται το mRNA και αυξάνεται η σύνθεση της πρωτεΐνης που αντιπροσωπεύει. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 9, τα μειωμένα επίπεδα σιδήρου έχουν ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της IRP1 και τη σύνδεσή της στο 3’ άκρο του mRNA του γονιδίου του υποδοχέα της τρανσφερρίνης 1, με τελικό αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση του mRNA και την αύξηση της σύνθεσης του υποδοχέα. Ταυτόχρονα, η IRP1 συνδέεται στα 3’ άκρα των mRNAs των γονιδίων της φερριτίνης και της φερροπορτίνης, αναστέλλοντας τη σύνθεσή τους. Ο συνδυασμός αυτών των γεγονότων συνεπάγεται τη γρήγορη αύξηση των επιπέδων του άμεσα διαθέσιμου σιδήρου εντός των κυττάρων. Αντίθετα, όταν υπάρχει επάρκεια σιδήρου, οι IPRs είναι ανενεργές και δεν δεσμεύονται στα αντίστοιχα IREs, προκαλώντας τα αντίστροφα αποτελέσματα. 

				Αίσθηση προκάλεσε η παρατήρηση ότι η IRP1 είναι ταυτόσημη με το ένζυμο ακονιτάση των μιτοχονδρίων, το οποίο συμμετέχει στον κύκλο του Krebs και καταλύει τη μετατροπή του κιτρικού οξέος σε ισοκιτρικό. Στο ενεργό κέντρο αυτού του ενζύμου υπάρχει ένα σύμπλοκο [4Fe4S] που καθορίζει τη δράση του. Στην IRP1, το σύμπλοκο 4Fe4S σχηματίζεται μόνο όταν υπάρχει επάρκεια σιδήρου, με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της σύνδεση της IRP1 στα IREs. Αντίθετα, σε συνθήκες ένδειας σιδήρου, το σύμπλοκο διαλύεται και η IRP1 συνδέεται στα ΙREs.  

				Σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, ο μηχανισμός ρύθμισης των επιπέδων του ενδοκυττάριου σιδήρου επηρεάζεται κατά τέτοιον τρόπο, ώστε να υπάρχει περίσσεια φερριτίνης και μείωση των υποδοχέων τρανσφερρίνης, με αποτέλεσμα να μειώνεται ο διαθέσιμος “καταλυτικά ενεργός σίδηρος” και, ταυτόχρονα, ο κίνδυνος για αντιδράσεις τύπου Fenton και δημιουργία ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ) και ριζών αλκοξειδίου (RO.).

				Θα μπορούσε να υποστηρίξει κανείς ότι ο ενδοκυττάριος “καταλυτικά ενεργός σίδηρος”, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, αντικατοπτρίζει σε γενικές γραμμές τα ολικά επίπεδα σιδήρου στο κύτταρο. Συνεπώς, η ανίχνευση των επιπέδων του από τις IRPs δίνει το έναυσμα για την αντίδραση των κυττάρων σε συνθήκες υπερφόρτωσης ή έλλειψης.
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				Σχήμα 9: Διαγραμματική απεικόνιση του μοριακού μηχανισμού ανίχνευσης και ρύθμισης των επιπέδων άμεσα διαθέσιμου σιδήρου στο κυτταρόπλασμα, μέσω του συστήματος IRP/IRE. (Α) Σε συνθήκες επάρκειας ενδοκυττάριου σιδήρου, οι IRPs (iron regulatory proteins) έχουν προσδεδεμένο σίδηρο στο μόριό τους και δεν μπορούν να προσδεθούν στα αντίστοιχα IREs (iron responsive elements). (B) Όταν υπάρχει έλλειψη σιδήρου, οι IRPs απελευθερώνονται από τον σίδηρο και αποκτούν την ικανότητα δέσμευσης στα αντίστοιχα IREs. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση του mRNA του υποδοχέα της τρανσφερρίνης (TfrR1), αλλά και την παρεμπόδιση της μεταγραφής των mRNAs της φερριτίνης και της φερροπορτίνης.   

				Εκτίμηση και χημική φύση του καταλυτικά ενεργού σιδήρου

				Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα ενδοκυττάρια επίπεδα του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου μπορούν και αυξομειώνονται, ανάλογα με την κατάσταση που επικρατεί (φλεγμονή, οξειδωτικό στρες κ.τ.λ.). Αν και οι ακριβείς θέσεις δέσμευσης αυτού του σιδήρου δεν είναι γνωστές, μπορούμε να φανταστούμε ότι, όταν αυξάνονται τα επίπεδά του, όλο και περισσότερες θέσεις με μικρότερη συγγένεια δέσμευσης θα συνδέονται με σίδηρο. Αυτό είναι σημαντικό, διότι οι εν λόγω θέσεις, σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, αποτελούν δυνητικούς στόχους οξείδωσης, μιας και τα προϊόντα της αντίδρασης με τα υπεροξείδια είναι τόσο δραστικά, ώστε οξειδώνουν χωρίς διάκριση τις χημικές ομάδες πλησίον του σημείου δημιουργίας τους. Αντίθετα, η μείωση των επιπέδων του καταλυτικά ενεργού σιδήρου σημαίνει ότι ένας αριθμός θέσεων δέσμευσης μένει κενός. Οι θέσεις αυτές γίνονται άτρωτες και αποφεύγουν την οξείδωση σε συνθήκες οξειδωτικού στρες.

				Συμπερασματικά, θα μπορούσε να υποθέσει κανείς ότι οι βέλτιστες συνθήκες για την εύρυθμη λειτουργία τόσο των κυττάρων όσο και ολόκληρου του οργανισμού βρίσκονται ακριβώς στο μεταίχμιο μεταξύ της έλλειψης και της υπερφόρτωσης σιδήρου, μια κατάσταση  μάλλον δύσκολα διατηρήσιμη καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής.     

				Καταλυτικά ενεργός σίδηρος στον ορό του αίματος

				Σε ορισμένες παθολογικές καταστάσεις επέρχεται σημαντική αύξηση, ή ακόμα και κορεσμός, στην ικανότητα δέσμευσης σιδήρου από την τρανσφερρίνη στον ορό του αίματος. Σ’ αυτήν την περίπτωση, τα πλεονάζοντα ιόντα σιδήρου διαχέονται στον ορό του αίματος και δεσμεύονται σε άλλες θέσεις χαμηλότερης συγγένειας, σε πρωτεΐνες, λιπιδιακές δομές (μεμβράνες, LDL κ.τ.λ.), υδατάνθρακες κ.ά. Το συγκεκριμένο ποσοστό του σιδήρου καλείται “σίδηρος δεσμευμένος εκτός τρανσφερρίνης” (NTBI, non transferrin bound iron) και, όπως στην περίπτωση του ενδοκυττάριου σιδήρου, είναι καταλυτικά ενεργός (δηλαδή, μπορεί να αντιδράσει με υπεροξείδια και να προκαλέσει τoν σχηματισμό εξαιρετικά δραστικών ελευθέρων ριζών). 

				Επιπλέον, ο σίδηρος που δεν είναι δεσμευμένος στην τρανσφερρίνη μπορεί και εισέρχεται ανεξέλεγκτα, εκτός από το ήπαρ, το οποίο αποτελεί το φυσιολογικό σημείο αποθήκευσής του, και σε κύτταρα άλλων ιστών, συμπεριλαμβανομένων της καρδιάς και των β-νησιδιοκυττάρων του παγκρέατος. Ως αποτέλεσμα αυτής της κατάστασης έχουμε, μεταξύ άλλων, την εμφάνιση κίρρωσης και καρκίνου του ήπατος, σακχαρώδους διαβήτη (καταστροφή των β-νησιδιοκυττάρων), καρδιαγγειακές ανωμαλίες, καθώς και μια χρόνια φλεγμονή των αρθρώσεων η οποία μοιάζει με ρευματοειδή αρθρίτιδα.

				Η περίσσεια σιδήρου που δεν είναι συνδεδεμένη στην τρανσφερρίνη, στις παραπάνω (αλλά και σε άλλες) περιπτώσεις υπερφόρτωσης, συμμετέχει στην παραγωγή ριζών υδροξυλίου (.OH) και αλκοξυλικών ελεύθερων ριζών (LO.), οι οποίες μπορούν να επιτεθούν και να οξειδώσουν χωρίς διάκριση τα διάφορα συστατικά του αίματος, επιφέροντας βλαπτικές συνέπειες. Σ’ αυτές τις περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί σημαντική αύξηση των προϊόντων της υπεροξείδωσης των λιπιδίων (κυτταρικές μεμβράνες, λιποπρωτεΐνες) και των πρωτεϊνών του ορού, καθώς και μείωση των αντιοξειδωτικών μορίων (ασκορβικό οξύ, ουρικό οξύ, θειολικές ομάδες).

				Η ευαισθησία διαφόρων οργάνων, όπως η καρδιά, μπορεί να εξηγηθεί από τη σχετικά  περιορισμένη ικανότητά τους να αντιστέκονται στο οξειδωτικό στρες. Για παράδειγμα, ο καρδιακός ιστός έχει πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις καταλάσης (~5% συγκρινόμενη με το ήπαρ) και μέτρια επίπεδα υπεροξειδάσης της GSH και της SOD. Παραδείγματα καρδιακής ευαισθησίας σε βλάβες προκαλούμενες από οξειδωτικό στρες αποτελούν η καρδιομυοπάθεια, η οποία προκαλείται κατά τη χορήγηση ντοξορουμπικίνης (ένα χημειοθεραπευτικό φάρμακο που καταλύει τη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου), και τα καρδιακά προβλήματα στη νόσο του Keshan, η οποία, όπως είναι γνωστό, συνοδεύεται από έλλειψη σεληνίου (Se) και δραματική μείωση στην ενεργότητα της υπεροξειδάσης της GSH. 

				Ένα άλλο είδος κυττάρων ευαίσθητων σε οξειδωτικό στρες είναι τα β-νησιδιοκύτταρα του παγκρέατος, στα οποία, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, προκαλούνται βλάβες στην ιδιοπαθή αιμοχρωμάτωση. Ισχυρή ένδειξη ότι οι βλάβες που προκαλούνται από υπερφόρτωση σιδήρου έχουν σχέση με την παραγωγή ελευθέρων ριζών αποτελεί το γεγονός ότι οι ασθενείς αυτοί έχουν αυξημένες συγκεντρώσεις από προϊόντα οξείδωσης λιπιδίων (αλδεΰδες), πρωτεϊνών (καρβονύλια) και DNA. Επίσης, στους εν λόγω ασθενείς, τα επίπεδα αντιοξειδωτικών παραγόντων, όπως το ασκορβικό οξύ και η α-τοκοφερόλη, στον ορό του αίματος είναι πολύ χαμηλότερα από τα φυσιολογικά.

				

				Παραδείγματα παθολογικών καταστάσεων που σχετίζονται με την ομοιόσταση του σιδήρου στον οργανισμό

				Η έντονη ανακύκλωση του σιδήρου στον οργανισμό προκαλεί ταυτόχρονα και τη συνεχή ανακατανομή του μεταξύ διαφόρων ιστών, αλλά και μεταξύ διαφορετικών κυτταρικών διαμερισμάτων. Αυτό συνεπάγεται τη δημιουργία λεπτών ισορροπιών που καθορίζονται αφενός από τη διαθεσιμότητά του και αφετέρου από την ταχύτητα χρησιμοποίησής του στις αντίστοιχες βιοσυνθετικές διαδικασίες. Κάθε αλλαγή που μπορεί να επηρεάσει ή να αναστείλει τη μεταφορά του ή την ενσωμάτωσή του στις αντίστοιχες πρωτεΐνες προκαλεί διαταραχή στην επιμέρους ισορροπία, η οποία ενδέχεται στο τέλος να επηρεάσει και την ομοιόστασή του σε επίπεδο οργανισμού και να προκαλέσει την εμφάνιση παθολογικών καταστάσεων. Ορισμένες τέτοιες παθολογικές καταστάσεις θα αναφερθούν στη συνέχεια.

				Σιδηροπενική αναιμία

				Για τη διατήρηση της φυσιολογικής αιμοποιητικής διαδικασίας στον οργανισμό, απαιτείται πρόσληψη σιδήρου από τη διατροφή ικανή να αντισταθμίσει τις καθημερινές μη ειδικές απώλειες. Παρότι η ποσότητα του σιδήρου που προσλαμβάνεται είναι σχετικά μικρή (περίπου 1-2 mg ημερησίως), η παρατεταμένη ελλειμματική πρόσληψη οδηγεί σε εξάντληση των αποθεμάτων, με αποτέλεσμα τη μειωμένη ικανότητα αιμοποίησης και, τελικά, την εμφάνιση σιδηροπενικής αναιμίας. Η παθολογική αυτή κατάσταση συναντάται κυρίως στις αναπτυσσόμενες χώρες και επηρεάζει περίπου 2 δισεκατομμύρια άτομα σε όλον τον κόσμο (Zimmermann and Hurrell, 2007). Οι ασθενείς συνήθως αντιδρούν θετικά στη χορήγηση σιδήρου από το στόμα και, κατά συνέπεια, η ενίσχυση των τροφών με σίδηρο σ’ αυτές τις χώρες μπορεί να αποτελέσει μια επιτυχημένη προληπτική τακτική.       

				Κληρονομούμενη αιμοχρωμάτωση 

				Λόγω του ότι δεν υπάρχει φυσιολογικός τρόπος απομάκρυνσης του σιδήρου από τον οργανισμό, η ρύθμιση των επιπέδων του γίνεται μόνο στο στάδιο της πρόσληψής του.

				Ο όρος “κληρονομούμενη αιμοχρωμάτωση” περιλαμβάνει μια ετερογενή ομάδα διαταραχών που έχουν ως κοινό παρονομαστή την υπερφόρτωση του οργανισμού με σίδηρο λόγω γενετικών μεταλλάξεων. Στον Πίνακα 1 αναφέρονται αλλαγές σε σημαντικά γονίδια που έχουν ως αποτέλεσμα την υπερφόρτωση του οργανισμού με σίδηρο.
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				Πίνακας 1. Κληρονομικές δυσλειτουργίες που οδηγούν στην υπερφόρτωση του οργανισμού με σίδηρο

				Στους ασθενείς αυτούς, για κάποιον λόγο, δεν λειτουργεί φυσιολογικά ο έλεγχος μεταφοράς του σιδήρου της διατροφής από τα κύτταρα του εντερικού βλεννογόνου προς την κυκλοφορία του αίματος, με συνέπεια να επιτρέπεται η είσοδος μεγαλύτερων ποσοτήτων από τις κανονικές. Οι προαναφερθείσες ανωμαλίες είναι γενετικής φύσεως και εκδηλώνονται συνήθως (αλλά όχι πάντοτε) σε σχετικά προχωρημένη ηλικία (μετά τα 40). Είναι φανερό ότι απαιτείται μεγάλο χρονικό διάστημα με αργές σταδιακές αλλαγές έως ότου η αυξημένη πρόσληψη σιδήρου να προκαλέσει κλινικές επιπτώσεις. Στο διάστημα αυτό συντελούνται διαδοχικά βήματα, όπως: (i) σταδιακή αύξηση των αποθεμάτων σιδήρου, (ii) αύξηση του κορεσμού της τρανσφερρίνης στον ορό, (iii) εμφάνιση στον ορό σιδήρου μη συνδεδεμένου με τρανσφερρίνη (NTBI) και (iv) υπερφόρτωση διαφόρων οργάνων του οργανισμού με σίδηρο. 

				Η υπερφόρτωση με σίδηρο κάνει τα αντίστοιχα κύτταρα ευαίσθητα στο οξειδωτικό στρες και στην πρόκληση οξειδωτικών βλαβών. Συνήθως, οι επιπλοκές στην προκειμένη περίπτωση είναι είτε ηπατικές (ίνωση, κύρωση ή και καρκίνος του ήπατος) είτε εξωηπατικές (σακχαρώδης διαβήτης, αρθροπάθειες και καρδιοπάθειες) (Sebastiani and Pantopoulos, 2011). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα καρδιακά κύτταρα, τα νευρικά κύτταρα και τα β-νησιδιοκύτταρα του παγκρέατος δεν διαθέτουν ισχυρούς μηχανισμούς άμυνας ενάντια στο οξειδωτικό στρες σε σχέση με το ήπαρ (χαμηλά ποσοστά SOD και καταλάσης), αλλά το τελευταίο προσλαμβάνει μεγαλύτερες ποσότητες σιδήρου σε συνθήκες υπερφόρτωσης.        

				Μιας και η ορμόνη ηπατιδίνη κατέχει κεντρικό ρόλο στην ομοιόσταση του σιδήρου στον οργανισμό, οι μεταλλάξεις που επηρεάζουν τη λειτουργικότητα ή την έκφρασή της έχουν σημαντικές επιπτώσεις, με αποτέλεσμα την εμφάνιση παθολογικών φαινοτύπων. Ανάλογα με το επίπεδο δράσης της πρωτεΐνης που επηρεάζεται από τη γενετική τροποποίηση, οι επιπτώσεις μπορεί να είναι περισσότερο ή λιγότερο σοβαρές (βλέπε Πίνακα 1). 

				(α) HFE αιμοχρωμάτωση: Πρόκειται για τον πιο συχνό τύπο αιμοχρωμάτωσης (αποκαλείται και αιμοχρωμάτωση τύπου 1) και προκαλείται από μεταλλάξεις στο γονίδιο HFE (Beutler, 2006; Pietrangelo, 2004), το οποίο αποτελεί ένα μη τυπικό μόριο MHC τάξης 1 (Major Histocompatibility Complex, class 1). Σε αντίθεση με τα τυπικά MHC, η πρωτεΐνη HFE δεν εμπλέκεται στην παρουσίαση του αντιγόνου. Η HFE αιμοχρωμάτωση μεταφέρεται με αυτοσωμικό υπολειπόμενο τρόπο και εμφανίζεται σε υψηλά ποσοστά κυρίως στη βόρεια Ευρώπη. Οι περισσότεροι ασθενείς έχουν μια μετάλλαξη στο γονίδιο HFE που προκαλεί την αντικατάσταση μιας κυστεΐνης από τυροσίνη (C282Y). Η αλλαγή αυτή έχει ως αποτέλεσμα η πρωτεΐνη HFEC282Y να μην μπορεί να φθάσει στον τελικό της προορισμό (την πλασματική μεμβράνη των κυττάρων) και να κατακερματίζεται πρόωρα. Επιπλέον, μεταλλάξεις στο γονίδιο HFE, όπως η H63D και η S65C, εμφανίζονται μεταξύ των ασθενών, συχνά σε ετεροζυγωτική διάταξη προς την C282Y. Μεταλλάξεις οι οποίες δεν έχουν ανιχνευθεί ακόμα, καθώς και άλλοι περιβαλλοντικοί και επιγενετικοί παράγοντες, είναι πιθανόν να εμπλέκονται στη διαδικασία εμφάνισης αυτής της παθολογικής κατάστασης. 

				Οι ασθενείς με υπερφόρτωση σιδήρου λόγω μη λειτουργικής HFE εμφανίζουν μειωμένη έκφραση ηπατιδίνης, με αναποτελεσματικό έλεγχο πρόσληψης σιδήρου (Olsson, Lind et al., 2008). Ισχυρά πειραματικά δεδομένα συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι η φυσιολογική πρωτεΐνη HFE παίζει σημαντικό ρόλο στον σηματοδοτικό μηχανισμό που οδηγεί στην έκφραση του γονιδίου της ηπατιδίνης. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω της σύνδεσής της με τον υποδοχέα TfR2 στην επιφάνεια των ηπατοκυττάρων και της δράσης του συμπλόκου ως “αισθητήρα” των επιπέδων σιδήρου στο αίμα.             

				(β) Νεανική αιμοχρωμάτωση: Η νεανική αιμοχρωμάτωση (αποκαλείται, επίσης, αιμοχρωμάτωση τύπου 2) είναι μια σπάνια ασθένεια που εμφανίζεται σε περιοχές της Ελλάδας, της Νότιας Ιταλίας και του Κεμπέκ στον Καναδά. Χαρακτηρίζεται από πρόωρη συσσώρευση σιδήρου, περίπου στην ηλικία των 20 ετών, η οποία συνοδεύεται από μυοκαρδιοπάθεια, σακχαρώδη διαβήτη και υπογοναδισμό.

				Το μεταλλαγμένο γονίδιο που ευθύνεται για την εμφάνιση της ασθένειας (HFE2) κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη, την αιμογιουβελίνη (Hjv), η οποία είναι απαραίτητη (ως συνυποδοχέας) για τη μετάδοση του σήματος που προκαλεί την έκφραση της ηπατιδίνης. Κατά συνέπεια, οι ασθενείς χαρακτηρίζονται από πολύ χαμηλά επίπεδα ηπατιδίνης, παρά την υπερφόρτωση του οργανισμού με σίδηρο. 

				Σε μια υποκατηγορία ασθενών με νεανική αιμοχρωμάτωση, είναι μη λειτουργικό όχι το γονίδιο HFE2, το οποίο κωδικοποιεί την αιμογιουβελίνη (Hjv), αλλά το HAMP το οποίο κωδικοποιεί απευθείας την ηπατιδίνη (Papanikolaou, Papaioannou et al., 2002). 

				(γ) TfR2 αιμοχρωμάτωση: Η TfR2 αιμοχρωμάτωση συνδέεται με μεταλλάξεις στο γονίδιο TfR2 που καθιστούν μη λειτουργικό τον υποδοχέα της τρανσφερρίνης 2. Εν προκειμένω, προκαλείται ένας άλλος τύπος αιμοχρωμάτωσης (καλείται και τύπου 3), ο οποίος έχει κυμαινόμενη ηλικία εμφάνισης, καθώς και κυμαινόμενο βαθμό σοβαρότητας της ασθένειας. Άνθρωποι αλλά και επίμυες με μη λειτουργικό TfR2 εκφράζουν μειωμένα επίπεδα ηπατιδίνης, παρά τα υψηλά επίπεδα σιδήρου, υποδηλώνοντας ότι το TfR2 εμπλέκεται στο σηματοδοτικό μονοπάτι που προκαλεί την έκφραση της ηπατιδίνης. 

				(δ) Ασθένεια της φερροπορτίνης: Καθόσον η απορρύθμιση των μηχανισμών έκφρασης της ηπατιδίνης προκαλεί ένα φάσμα παθολογικών φαινοτύπων, δεν είναι παράξενο το ότι μεταλλάξεις στο γονίδιο SLC40A1 που εκφράζει το μόριο-στόχο της, τη φερροπορτίνη, θα είχαν επίσης παθολογικές επιπτώσεις. Η συγκεκριμένη ασθένεια αναφέρεται ως αιμοχρωμάτωση τύπου 4 και χαρακτηρίζεται από ήπια έως έντονη υπερφόρτωση σιδήρου. 

				Η ασθένεια εμφανίζεται με δύο διαφορετικούς φαινοτύπους: Στον πρώτο, ο σίδηρος συσσωρεύεται στα μακροφάγα, με χαμηλά επίπεδα σιδήρου και κορεσμού της τρανσφερρίνης στον ορό (αιμοχρωμάτωση τύπου 4Α), ενώ στον δεύτερο εμφανίζονται υψηλά επίπεδα σιδήρου και κορεσμού της τρανσφερρίνης στον ορό με ταυτόχρονη συσσώρευση του σιδήρου στα παρεγχυματικά κύτταρα (αιμοχρωμάτωση τύπου 4Β). Αυτές οι διαφορές βασίζονται σε διαφορετικές μεταλλάξεις στο γονίδιο που εκφράζει τη φερροπορτίνη, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα τη μείωση (τύπος 4Α) ή την αύξηση (τύπος 4Β) της λειτουργικότητας του μορίου της. Η αυτοσωμική επικρατούσα μεταβίβαση της ασθένειας οφείλεται πιθανώς στην παρεμπόδιση σχηματισμού λειτουργικών διμερών της πρωτεΐνης.                

				Αναιμίες χρονίας νόσου

				Στις ανεπτυγμένες χώρες, οι αναιμίες χρονίας νόσου αποτελούν τις πιο συχνές αναιμίες σε νοσηλευόμενους ασθενείς. Αν και δεν αποτελούν άμεσο κίνδυνο για τη ζωή των ασθενών, επιβαρύνουν σημαντικά την ποιότητα ζωής τους και, κάτω από ορισμένες συνθήκες, μπορεί να επιταχύνουν την εξέλιξη της πρωτογενούς παθολογικής κατάστασης. 

				Οι εν λόγω αναιμίες προκαλούνται από την παρεμπόδιση της φυσιολογικής κυκλοφορίας και ανακύκλωσης του σιδήρου στον οργανισμό. Αυτό συμβαίνει συχνά σε ασθενείς με παρατεταμένες φλεγμονές, αυτοάνοσα νοσήματα και καρκίνο ή σε νεφροπαθείς που υποβάλλονται σε αιμοκάθαρση. Η παρεμπόδιση της ανακύκλωσης του σιδήρου συνεπάγεται τη συσσώρευσή του σε ορισμένα σημεία, όπως το ήπαρ και τα μακροφάγα του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος. Ως εκ τούτου, ο σίδηρος στον ορό είναι μειωμένος και ο κορεσμός της τρανσφερρίνης χαμηλός, παρά το γεγονός ότι τα αποθέματα του οργανισμού είναι φυσιολογικά ή ακόμη και υψηλότερα του κανονικού (μη λειτουργικός σίδηρος). Η αιτία αυτού του φαινομένου είναι τα αυξημένα επίπεδα ηπατιδίνης που προκαλούν την παρεμπόδιση τόσο της πρόσληψης σιδήρου από τη διατροφή όσο και της απελευθέρωσής του μετά τον κατακερματισμό των γηρασμένων ερυθροκυττάρων από τα μακροφάγα. Η αντίδραση αυτή είναι ωφέλιμη, καθόσον στερεί από τα ανεπιθύμητα κύτταρα (βακτήρια, καρκινικά κύτταρα) την πρόσβαση στον σίδηρο, ο οποίος είναι απαραίτητος για την ανάπτυξή τους, ενώ αποτρέπει την παραγωγή δραστικών ελευθέρων ριζών σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (φλεγμονή). 

				Παρ’ όλα αυτά, η παρατεταμένη κατακράτηση του σιδήρου δεν επιτρέπει τη συμμετοχή του στην αιμοποίηση και, τελικά, οδηγεί στην εμφάνιση αναιμίας. Οι κυτταροκίνες της φλεγμονής εμπλέκονται στην ανάπτυξη αυτής της παθολογικής κατάστασης τόσο μέσω της μείωσης του πολλαπλασιασμού των ερυθροβλαστών στον μυελό των οστών, όσο και μέσω της αύξησης της έκφρασης του γονιδίου της ηπατιδίνης (Weiss and Goodnough, 2005)[Weiss and Goodnough, 2005].

				Ο πιο αποτελεσματικός τρόπος θεραπείας της αναιμίας χρονίας νόσου θα ήταν η φαρμακολογική αντιμετώπιση της πρωτογενούς αιτίας. Επειδή στις περισσότερες περιπτώσεις αυτό είναι ανέφικτο, συνηθίζεται η χορήγηση ανασυνδυασμένης ερυθροποιητίνης με ή χωρίς ταυτόχρονη χορήγηση σιδήρου. Η ενδοφλέβια χορήγηση σιδήρου είναι πιο αποτελεσματική, αλλά μπορεί να συμβάλει στη συσσώρευση μεγάλων ποσοτήτων σιδήρου. 

				Η ανάπτυξη καινοτόμων φαρμακευτικών σκευασμάτων, με σκοπό την τροποποίηση των μοριακών μηχανισμών στους οποίους στηρίζεται η δράση του άξονα ηπατιδίνης-φερροπορτίνης, αποτελεί αντικείμενο έντονων ερευνητικών προσπαθειών. Αυτό θα μπορούσε να επιτευχθεί με μόρια ή αντισώματα τα οποία θα αναστέλλουν κάποιο σημείο της μεταγωγής του σήματος στη συγκεκριμένη διαδικασία (Σχήμα 10).
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				Σχήμα 10: Δυνητικά σημεία φαρμακευτικής επέμβασης με στόχο την αναστολή του μοριακού μηχανισμού σύνθεσης της ηπατιδίνης και ενεργοποίησης της φερροπορτίνης για την αντιμετώπιση παθολογικών καταστάσεων αναιμίας χρονίας νόσου.

				

				Μη ανταποκρινόμενη στον σίδηρο σιδηροπενική αναιμία (IRIDA)  

				Η μη ανταποκρινόμενη στον σίδηρο σιδηροπενική αναιμία (IRIDA, iron refractory iron deficiency anemia) είναι μια κληρονομούμενη νόσος που προκαλείται από μεταλλάξεις στο γονίδιο TMPRSS6, το οποίο εκφράζει το ένζυμο “ματριπάση 2” (Finberg, Heeney et al., 2008). Οι ασθενείς μ’ αυτήν τη δυσλειτουργία έχουν μη φυσιολογικά υψηλά επίπεδα ηπατιδίνης στο αίμα, συσσώρευση σιδήρου στα μακροφάγα του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος και χαμηλά επίπεδα σιδήρου στον ορό τα οποία δεν επαρκούν για την ικανοποιητική τροφοδοσία της διαδικασίας της αιμοποίησης. Ο εν λόγω κλινικός φαινότυπος ανταποκρίνεται στο γεγονός της αρνητικής ρύθμισης ενός βοηθητικού μορίου στον υποδοχέα της τρανσφερρίνης 2 (της αιμογιουβελίνης) από την πρωτεάση “ματριπάση 2” (Silvestri, Pagani et al., 2008). 

				Οι συγκεκριμένοι ασθενείς δεν αποκρίνονται στη χορήγηση σιδήρου είτε αυτή γίνεται από το στόμα είτε παρεντερικά. Μια θεραπευτική προσέγγιση θα μπορούσε να είναι η ανάπτυξη σκευασμάτων με χαμηλή συγγένεια σύνδεσης σιδήρου, τα οποία να έχουν τις παρακάτω ιδιότητες: (i) διάχυση διαμέσου της πλασματικής μεμβράνης των κυττάρων, (ii) δέσμευση των ιόντων σιδήρου ενδοκυττάρια, (iii) έξοδο του συμπλόκου σκευάσματος-σιδήρου στην κυκλοφορία και (iv) απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη του ορού. Τέτοια βιοδραστικά μόρια φαίνεται να υπάρχουν σε αφθονία στο φυτικό βασίλειο (Βλάχου, 2010).         

				Ατρανσφερριναιμία

				Η ατρανσφερριναιμία είναι μια σπάνια, γενετικά κληρονομούμενη ασθένεια που χαρακτηρίζεται από ολική ή μερική (υποτρανσφερριναιμία) λειτουργική ανεπάρκεια της πρωτεΐνης τρανσφερρίνη. Χαρακτηρίζεται από αυξημένη πρόσληψη σιδήρου από το έντερο, εμφάνιση μη δεσμευμένου στην τρανσφερρίνη σιδήρου (NTBI) στον ορό του αίματος και υπερφόρτωση σιδήρου σε διάφορους ιστούς, ενώ συνοδεύεται και από μικροκυτταρική αναιμία. Η θεραπευτική αγωγή των ασθενών βασίζεται στη μετάγγιση ορού από υγιή άτομα. 

				Ένας παρόμοιος φαινότυπος εμφανίζεται σε ποντικούς στους οποίους δεν εκφράζεται το γονίδιο της τρανσφερρίνης (<1% σε σύγκριση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά ζώα). Τα ζώα αυτά εμφανίζουν συμπτώματα παρόμοια με τους ασθενείς με ατρανσφερριναιμία και πεθαίνουν σύντομα μετά τη γέννησή τους, λόγω αναποτελεσματικής αιμοποίησης· μπορούν να διατηρηθούν στη ζωή μόνο με συνεχείς χορηγήσεις τρανσφερρίνης. Θα πρέπει να αναφερθεί ότι η έλλειψη τρανσφερρίνης αναστέλλει τη σηματοδότηση για τη σύνθεση ηπατιδίνης και έχει ως συνέπεια την αυξημένη πρόσληψη σιδήρου, ο οποίος στη συνέχεια εναποτίθεται ανεξέλεγκτα στους ιστούς (Bartnikas, Andrews et al., 2011). 

				Ασερουλοπλασμιναιμία

				Η ασερουλοπλασμιναιμία χαρακτηρίζεται από υπερφόρτωση σιδήρου σε όργανα όπως το ήπαρ, ο σπλήνας και το πάγκρεας, με χαμηλά επίπεδα σιδήρου στον ορό. Ο φαινότυπος αυτός προσομοιάζει με τον τύπο Α της ασθένειας της φερροπορτίνης (μη λειτουργική φερροπορτίνη), υποδηλώνοντας έναν βοηθητικό ρόλο της σερουλοπλασμίνης κατά την έξοδο του σιδήρου από τα κύτταρα και την πρόσδεσή του στην τρανσφερρίνη του ορού. 

				

				Εξωγενής χορήγηση σιδηροδεσμευτικών παραγόντων σε παθολογικές καταστάσεις 

				Είναι προφανές από την ανωτέρω συζήτηση ότι, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, το επίπεδο της συγκέντρωσης διαθέσιμων προς αντίδραση ιόντων σιδήρου (labile iron) ελέγχεται αποτελεσματικά και, κατ’ αυτόν τον τρόπο, μειώνεται στο ελάχιστο η πιθανότητα συμμετοχής τους σε αντιδράσεις σχηματισμού δραστικών ελευθέρων ριζών. Ο έλεγχος αυτός μπορεί να ανατραπεί σε παθολογικές καταστάσεις, είτε τοπικά (π.χ., σε ισχαιμικό ιστό), είτε σε επίπεδο οργανισμού (π.χ., ιδιοπαθής αιμοχρωμάτωση), είτε σε υπερσιδήρωση λόγω συνεχών μεταγγίσεων. Σ’ αυτές τις περιπτώσεις, η περίσσεια σιδήρου μπορεί να έχει βλαπτικές συνέπειες, και είναι επιθυμητή η δέσμευση και η απομάκρυνσή του από τον οργανισμό με τη βοήθεια ειδικών σιδηροδεσμευτικών ενώσεων. Τέτοιες ενώσεις που χρησιμοποιούνται στην κλινική πράξη είναι η δεσφερριοξαμίνη (DFO), η δεφεριπρόνη (DFP) και το δεφερασιρόξ (Σχήμα 11). 

				Από την παρακάτω διαγραμματική απεικόνιση γίνεται εμφανές ότι οι σιδηροδεσμευτικές ενώσεις μπορεί να δεσμεύουν τον σίδηρο από δύο, από τρία ή και από τα έξι σημεία σύνδεσής του (το άτομο του σιδήρου έχει οκταεδρική ατομική διαμόρφωση στην οποία υπάρχουν έξι σημεία δέσμευσης). Κατά συνέπεια, οι σιδηροδεσμευτικές ενώσεις είναι σε θέση να εμποδίσουν την αντίδραση του σιδήρου με υπεροξείδια μέσω στερεοχημικής παρεμπόδισης. Για την ολική κάλυψη του σιδήρου απαιτούνται ένα, δύο ή τρία μόρια, ανάλογα με το πόσες θέσεις δέσμευσης διαθέτει η κάθε σιδηροδεσμευτική ένωση.     
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				Σχήμα 11: Χημικές δομές των φαρμακευτικών σκευασμάτων που χρησιμοποιούνται σήμερα για τη δέσμευση και την απομάκρυνση του σιδήρου από τον οργανισμό. 

				Η δεσφερριοξαμίνη (DFO) χρησιμοποιείται στην κλινική πράξη για περισσότερο από 40 χρόνια και παραμένει το σημείο αναφοράς για θεραπευτικές χρήσεις. Παράγεται και εκλύεται από το Streptomyces pilosus ως σιδηροφόρος η οποία προσδένει εξωκυττάριο σίδηρο και, στη συνέχεια, τον αποδίδει στον μύκητα μέσω σύνδεσης με ειδικό υποδοχέα στην επιφάνειά του. Παρότι είναι ασφαλής (χωρίς σοβαρές παρενέργειες) και αποτελεσματική, έχει το μειονέκτημα ότι δεν μπορεί να διαχυθεί διαμέσου των μεμβρανών και, επομένως, χρειάζεται υποδόρια ή ενδοφλέβια χορήγηση. Η πρόσληψή της στα κύτταρα γίνεται μέσω πινοκύττωσης (Doulias, Christoforidis et al., 2003), ενώ το σύμπλοκο DFO-Fe αποβάλλεται με τα ούρα και τα κόπρανα. 

				Δύο άλλες σιδηροδεσμευτικές ενώσεις που χορηγούνται από το στόμα χρησιμοποιούνται επίσης στην κλινική πράξη, η δεφεριπρόνη (L1) και το δεφερασιρόξ. Οι συγκεκριμένες ενώσεις συνδέουν τον σίδηρο μέσω δύο και τριών σημείων αντίστοιχα και, λόγω του λιπόφιλου χαρακτήρα τους, έχουν την ικανότητα παθητικής διάχυσης διαμέσου των κυτταρικών μεμβρανών.     
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Άτομα με μεταλλάξεις στο γονίδιο της φερροπορτίνης μπορεί να εμφανίσουν δύο διαφορετικούς φαινοτύπους: Στον πρώτο, παρατηρείται συσσώρευση σιδήρου στα φαγοκύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος και χαμηλά επίπεδα σιδήρου και κορεσμού τρανσφερρίνης στον ορό του αίματος, ενώ στον δεύτερο συσσώρευση σιδήρου στα παρεγχυματικά κύτταρα διαφόρων ιστών και υψηλός σίδηρος και κορεσμός τρανσφερρίνης στον ορό. Πώς μπορεί να δικαιολογηθεί βιοχημικά η εμφάνιση αυτών των φαινοτύπων; 

				Απάντηση

				Οι μεταλλάξεις στο γονίδιο της φερροπορτίνης μπορούν να επηρεάσουν τη λειτουργία της πρωτεΐνης είτε αρνητικά (loss-of-function) είτε θετικά (gain-of-function). Στην πρώτη περίπτωση, εμποδίζεται η απελευθέρωση του σιδήρου από τα μακροφάγα μετά τον κατακερματισμό των γηρασμένων ερυθροκυττάρων, με αποτέλεσμα τη συσσώρευσή του στα μακροφάγα και τη μείωση των επιπέδων του στον ορό. Στη δεύτερη περίπτωση, η αυξημένη λειτουργικότητα της φερροπορτίνης διευκολύνει την ταχύτερη πρόσληψη σιδήρου από τη διατροφή, την αύξηση των επιπέδων του και του κορεσμού της τρανσφερρίνης στον ορό, την εμφάνιση σιδήρου μη δεσμευμένου στην τρανσφερρίνη (NTBI) και τη συσσώρευσή του στα παρεγχυματικά κύτταρα ιστών, παρακάμπτοντας τον φυσιολογικό μηχανισμό πρόσληψης μέσω του άξονα τρανσφερρίνης-TfR1.

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Τα ιόντα Cu καταλύουν την αντίδραση Fenton 60 φορές πιο γρήγορα από ό,τι τα αντίστοιχα ιόντα Fe. Γιατί πιστεύεται ότι δεν παίζουν καθοριστικό ρόλο (αντίστοιχο μ’ αυτόν του Fe) σε συνθήκες οξειδωτικού στρες;

				Απάντηση

				Η φύση, για κάποιον λόγο (άγνωστο έως σήμερα), επέλεξε τον σίδηρο για την κατάλυση της μεγάλης πλειονότητας των οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων. Κατά συνέπεια, η ολική ποσότητα του σιδήρου στον οργανισμό (περίπου 4-5 gr) είναι πολύ μεγαλύτερη απ’ αυτήν του χαλκού. Επιπλέον, υπάρχουν εξειδικευμένες πρωτεΐνες-συνοδοί (chaperones) οι οποίες δεν επιτρέπουν την εμφάνιση οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων χαλκού στα κύτταρα, εκτός από ορισμένες παθολογικές καταστάσεις.

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 9 - Μεταγωγή του Σήματος μέσω Οξειδοαναγωγικών Αντιδράσεων (Redox Signaling)

				Σύνοψη

				Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS, reactive oxygen species) θεωρούνται κατά κανόνα τοξικές για τα κύτταρα και τους ιστούς. Όμως, σχετικά πρόσφατα πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει, χωρίς αμφιβολία, ότι οι εν λόγω ενώσεις παίζουν σημαντικούς φυσιολογικούς ρόλους, ιδιαιτέρα στη διαδικασία μεταγωγής του σήματος εντός των κυττάρων. Όπως στις κλασικές περιπτώσεις μεταγωγής του σήματος έχουμε αλλαγές σε ενδιάμεσα μόρια (δεύτεροι αγγελιοφόροι), έτσι και στην περίπτωση της μεταγωγής του σήματος μέσω οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων (redox signaling) το βασικό χαρακτηριστικό είναι η οξείδωση ενός συγκεκριμένου καταλοίπου κυστεΐνης σε μια πρωτεΐνη η οποία συμμετέχει σε συγκεκριμένες αλληλουχίες αντιδράσεων για τη μεταγωγή του σήματος. 

				Σ’ αυτό το κεφάλαιο θα συζητηθούν οι παρακάτω ερωτήσεις: (α) Γιατί, μεταξύ των διαφόρων δραστικών μορφών οξυγόνου τα υπεροξείδια αποτελούν τους κύριους διαμεσολαβητές μεταγωγής ενδοκυττάριων σημάτων; (β) Γιατί, ορισμένα μόνο από τα κατάλοιπα κυστεΐνης σε διάφορες πρωτεΐνες αποτελούν στόχους τροποποίησης; (γ) Είναι δυνατόν ένζυμα, όπως οι “υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης” (Gpx) ή οι περοξυρεδοξίνες (Prx), τα οποία θεωρούνται ότι συμμετέχουν στην απομάκρυνση των υπεροξειδίων, να παίζουν τον ρόλο αισθητήρα των επιπέδων του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα και να δίνουν το σήμα για την αποτελεσματικότερη αντιμετώπισή του;

				Εκτός από τα υπεροξείδια, και άλλες ηλεκτρόφιλες ενώσεις οι οποίες περιλαμβάνουν, μεταξύ άλλων, ορισμένα προϊόντα της υπεροξείδωσης των λιπιδίων, κινόνες που δημιουργούνται από την οξείδωση των πολυφαινολών, αλλά και άλλους μεταβολίτες μπορούν, επίσης, να αντιδράσουν με ευαίσθητες κυστεΐνες και να προκαλέσουν το έναυσμα για τη μετάδοση ενδοκυττάριων σημάτων που έχουν ως αποτέλεσμα την καλύτερη προσαρμογή των κυττάρων στις νέες συνθήκες.

				Στο τελευταίο μέρος του κεφαλαίου αναλύονται οι μεθοδολογίες που αναπτύχθηκαν την τελευταία δεκαετία για την ανίχνευση και την ποσοτικοποίηση του Η2Ο2 σε πραγματικό χρόνο στο εσωτερικό ζώντων κυττάρων.           

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Χημείας, Βιοχημείας και Βιολογίας. Ειδικότερα, απαιτείται η γνώση των μηχανισμών μεταγωγής του σήματος μέσω δεύτερων διαβιβαστών (cAMP, Ca2+ κτλ), καθώς και της φωσφορυλίωσης των καταλοίπων τυροσίνης, σερίνης και θρεονίνης σε κυτταρικές πρωτεΐνες.   

				Ιστορική ανασκόπηση

				Στα πρώτα στάδια ανάπτυξης της ζωής στη Γη, η ατμόσφαιρα δεν περιείχε οξυγόνο και, κατά συνέπεια, οι οργανισμοί που αναπτύχθηκαν ήταν αναερόβιοι. Η εμφάνιση του οξυγόνου, ως παραπροϊόντος της φωτοσύνθεσης, πρέπει να υπήρξε καταστροφική για τις προϋπάρχουσες μορφές ζωής, λόγω ακριβώς της επακόλουθης δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου. Η ανάπτυξη, με την πάροδο του χρόνου, βιολογικών μηχανισμών ικανών να ελέγχουν τα επίπεδα αυτών των δραστικών μορφών έδωσε τη δυνατότητα χρησιμοποίησης του οξυγόνου ως τελικού αποδέκτη των ηλεκτρονίων που προέρχονται από βιολογικές οξειδώσεις. Το γεγονός αυτό πολλαπλασίασε την απόδοση της ωφέλιμης ενέργειας που παράγεται από την καύση των τροφών με τη μορφή ΑΤΡ. Είναι, λοιπόν, προφανές ότι το οξυγόνο μπορεί να παίζει τον ρόλο του ζωοδότη, για τον οποίο είναι κυρίως γνωστό, μόνο παράλληλα με την ύπαρξη μηχανισμών ελέγχου των οξειδωτικών αντιδράσεων με τις οποίες είναι συνδεδεμένη η ύπαρξή του. Αυτό γίνεται εμφανές σε περιπτώσεις υπεροξίας (αυξημένης μερικής πίεσης του οξυγόνου, pO2), η οποία είναι καταστρεπτική για τα έμβια όντα, λόγω ακριβώς της αυξημένης παραγωγής δραστικών μορφών του οξυγόνου.

				Μολονότι, κατά κανόνα, δίνεται έμφαση στις τοξικές επιδράσεις των δραστικών μορφών οξυγόνου, η φύση (ως συνήθως) κατόρθωσε, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, να τις χρησιμοποιήσει και σε ωφέλιμους για τον οργανισμό ρόλους. Είδαμε, για παράδειγμα, στο Κεφάλαιο 4 ότι τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα είναι εφοδιασμένα στην πλασματική τους μεμβράνη με το ένζυμο “NADPH οξειδάση”, το οποίο, όταν διεγερθεί, παράγει μεγάλες ποσότητες ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-). Στη συνέχεια, το μόριο αυτό μέσω διαφορετικών μοριακών μηχανισμών κατορθώνει να εξοντώσει ανεπιθύμητους μικροοργανισμούς που έχουν εισβάλει στον οργανισμό. Η σημασία του προαναφερθέντος συστήματος παραγωγής Ο2.- είναι φανερή σε περιπτώσεις ασθενών με “χρόνια κοκκιωματώδη νόσο”, στις οποίες για διάφορους λόγους δεν έχουμε ενεργό “NADPH οξειδάση” και, συνεπώς, δημιουργία Ο2.-. Όπως είναι φυσικό, η έρευνα γύρω από τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα και τους διεγέρτες της “NADPH-οξειδάσης” ήταν, και συνεχίζει να είναι, εντατική. Τα τελευταία χρόνια, όμως, έχει αποδειχθεί ότι τα περισσότερα κύτταρα, αν όχι όλα, έχουν την ικανότητα να παράγουν μικρές ποσότητες “δραστικών μορφών οξυγόνου” μετά από διέγερση με συγκεκριμένους διεγέρτες. Οι παρατηρήσεις αυτές συνοδεύτηκαν, όπως ήταν εύλογο, από το ερώτημα: 

				Ποιος είναι ο φυσιολογικός ρόλος της δημιουργίας μικρών, μη τοξικών ποσοτήτων δραστικών μορφών οξυγόνου; 

				Έτσι, άρχισε σιγά-σιγά να διαμορφώνεται η ιδέα ότι η δημιουργία και η απομάκρυνση δραστικών μορφών οξυγόνου, ακόμα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, δεν ήταν μια τυχαία και βλαπτική ατέλεια η οποία ήταν συνυφασμένη με την αναγωγή του Ο2. Αντίθετα, αποτελεί μια δυναμική κατάσταση, μέσω της οποίας είναι δυνατόν να ελέγχονται βασικές διαδικασίες, όπως η ενεργότητα των ενζύμων, η έκφραση γονιδίων και η σύνθεση νέων πρωτεϊνών. Τελικά, μέσω αυτών, ελέγχονται αποτελεσματικά βασικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως ο πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση ή η απόπτωση των κυττάρων (Ray, Huang et al., 2012; Schieber and Chandel, 2014). Στο Σχήμα 1 απεικονίζονται διαγραμματικά οι βιολογικές επιπτώσεις που προκαλούνται σταδιακά με την αύξηση του Η2Ο2 στα κύτταρα. 

				Όπως αναφέρθηκε σε προηγούμενα κεφάλαια, σημαντικές προτάσεις για τον ρόλο των δραστικών μορφών οξυγόνου στον μηχανισμό της τοξικότητας του οξυγόνου και στη διαδικασία της γήρανσης είχαν διατυπωθεί από τη δεκαετία του 1950 (Gerschman, Gilbert et al., 1954; Harman, 1956). Παρ’ όλα αυτά, η παγκόσμια ερευνητική κοινότητα δεν ήταν ώριμη να δεχθεί την εκτεταμένη δημιουργία των δραστικών αυτών μορίων στον οργανισμό. Η κατάσταση άλλαξε το 1969, όταν οι McCord και Fridovich ανακάλυψαν ότι ο φυσιολογικός ρόλος της πρωτεΐνης “ερυθροκουπρεΐνη”, η οποία συναντάται σε αφθονία σε όλα τα αερόβια κύτταρα, ήταν η απομάκρυνση του O2.-. Τις αμέσως επόμενες δεκαετίες, οι ενδιάμεσες μορφές αναγωγής του οξυγόνου θεωρήθηκαν ως βλαπτικά παραπροϊόντα του κυτταρικού μεταβολισμού, τα οποία μπορούσαν να προκαλέσουν ανεξέλεγκτες οξειδώσεις σε όλα τα βασικά συστατικά των κυττάρων (DNA, πρωτεΐνες, λιπίδια, υδατάνθρακες κ.τ.λ.). Αυτή η θεώρηση βοήθησε στην επικράτηση της εντύπωσης ότι οι δραστικές μορφές που προέρχονται από τη μερική αναγωγή του οξυγόνου (Κεφάλαιο 2) είναι υπεύθυνες για την πρόκληση και την ανάπτυξη σχεδόν όλων των σοβαρών παθολογικών καταστάσεων, μια άποψη που διατηρείται εν πολλοίς έως σήμερα.
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				Σχήμα 1: Οι βιολογικές επιπτώσεις του Η2Ο2 εξαρτώνται από τη συγκέντρωσή του. Το Η2Ο2 είναι μια δραστική μορφή οξυγόνου που μπορεί να συμμετέχει στη μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων. Μπορεί, όμως, να προκαλέσει και κυτταρικές βλάβες, όταν η συγκέντρωσή του υπερβεί συγκεκριμένα όρια για το κάθε είδος κυττάρου.

				Αν και ο όρος “δραστικές μορφές οξυγόνου” περιλαμβάνει όλα τα παράγωγα της σταδιακής αναγωγής του Ο2 σε Η2Ο (βλέπε Κεφάλαιο 2), τα μόρια αυτά έχουν εντελώς διαφορετικές χημικές ιδιότητες, γεγονός που επηρεάζει αποφασιστικά τη συμμετοχή του καθενός στις διάφορες κυτταρικές διαδικασίες. Μεταξύ των διαφόρων δραστικών μορφών οξυγόνου, το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) έχει όλες τις προϋποθέσεις για να δράσει ως δεύτερος διαβιβαστής στην ενδοκυττάρια μεταγωγή σημάτων. Το Η2Ο2 έχει μικρό μοριακό βάρος και είναι μη πολικό και μη φορτισμένο μόριο, ικανό να διαχέεται διαμέσου των βιολογικών μεμβρανών. Δημιουργείται ελεγχόμενα από συγκεκριμένα ένζυμα, κάτω από καθορισμένες συνθήκες, και απομακρύνεται επίσης από συγκεκριμένα ένζυμα, ανάλογα με τη συγκέντρωση και την ενδοκυττάρια διαμερισματοποίησή του. 

				Το Η2Ο2 στη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα

				Στο Σχήμα 2 απεικονίζονται διαγραμματικά τα συμπεράσματα παρατηρήσεων που έγιναν στα μέσα της δεκαετίας του 1990. Σύμφωνα με τις παρατηρήσεις αυτές, το Η2Ο2 αποτελεί τον απαραίτητο δεύτερο αγγελιοφόρο για τη μεταγωγή του σήματος, μετά την πρόσδεση αναπτυξιακών παραγόντων στους αντίστοιχους υποδοχείς τους στην επιφάνεια των κυττάρων (Finkel, 1998).  

				Με τη χρήση εξελιγμένων τεχνολογιών για τη μέτρηση ενδοκυττάριων μορφών οξυγόνου στα κύτταρα (EPR, electron paramagnetic resonance), καταγράφηκε μια απότομη αύξηση του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-) αμέσως μετά τη σύνδεση διαφόρων αναπτυξιακών παραγόντων, όπως ο PDGF (platelet derived growth factor) και ο EGF (epidermal growth factor), στους αντίστοιχους υποδοχείς τους. Επιπλέον, η αποτελεσματική απομάκρυνση του Η2Ο2, μέσω της αύξησης των επιπέδων της καταλάσης (ανάγει το Η2Ο2 σε Η2Ο) εντός των κυττάρων, είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της απόκρισης των κυττάρων στους αναπτυξιακούς παράγοντες.
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				Σχήμα 2: Διαγραμματική απεικόνιση του ρόλου του Η2Ο2 ως δεύτερου αγγελιοφόρου κατά τη μεταγωγή του σήματος μέσω υποδοχέων τυροσίνης. 

				Οι ανωτέρω παρατηρήσεις απέδειξαν με πειστικό τρόπο ότι η δημιουργία Η2Ο2 ήταν απαραίτητη για τη μεταγωγή του σήματος μέσω των υποδοχέων των αναπτυξιακών παραγόντων. Στη συνέχεια, παρόμοιες παρατηρήσεις έγιναν και για άλλους αναπτυξιακούς παράγοντες, κυτταροκίνες και ορμόνες που δρουν κυρίως μέσω υποδοχέων τυροσίνης αλλά, σε ορισμένες περιπτώσεις, και μέσω υποδοχέων σερίνης/θρεονίνης.

				Πηγές δημιουργίας Η2Ο2 στα κύτταρα

				Το Η2Ο2 δημιουργείται στα κύτταρα, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, αλλά η συγκέντρωσή του εντός των κυττάρων μπορεί να αυξηθεί σημαντικά σε διάφορες παθοφυσιολογικές καταστάσεις (Breton-Romero and Lamas, 2014; Stone and Yang, 2006).

				Οι δύο κύριες πηγές δημιουργίας του στα κύτταρα είναι η οικογένεια των NADPH οξειδασών (NOX enzymes) και τα μιτοχόνδρια. Μικρότερες ποσότητες Η2Ο2 μπορεί να προέρχονται επίσης από ένζυμα, όπως η οξειδοαναγωγάση της ξανθίνης, η συνθάση του ΝΟ, τα ένζυμα μεταβολισμού του αραχιδονικού, λιποοξυγονάση και κυκλοοξυγονάση, καθώς και διάφοροι τύποι κυτοχρωμάτων P-450. Όλα αυτά τα ένζυμα καταλύουν πρωτίστως την αναγωγή του μοριακού οξυγόνου με ένα ηλεκτρόνιο σε ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-), το οποίο όμως μετατρέπεται πολύ γρήγορα σε Η2Ο2 είτε αυθόρμητα είτε, το πιο πιθανό, μέσω της δράσης των ενζύμων της οικογένειας SODs. Υπάρχουν βέβαια και ορισμένα ένζυμα, όπως η οξειδάση της γλυκόζης, οι μονοάμινο οξειδάσες και οι D-οξειδάσες των αμινοξέων, τα οποία ανάγουν απευθείας το Ο2 σε Η2Ο2 με δύο ηλεκτρόνια.  

				NADPH οξειδάσες   

				Σε αντίθεση με άλλες κυτταρικές διαδικασίες, στις οποίες παράγονται δραστικές μορφές οξυγόνου ως παραπροϊόντα, η οικογένεια των ενζύμων NOX οξειδάσες έχει ως κύρια λειτουργία της την ελεγχόμενη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου για τις ανάγκες της μεταγωγής ενδοκυττάριων σημάτων (Burgoyne, Mongue-Din et al., 2012).  

				Η οικογένεια των ΝΟΧ οξειδασών αποτελείται από επτά διαμεμβρανικούς μεταφορείς ηλεκτρονίων, οι οποίοι καταλύουν τη μεταφορά ηλεκτρονίων από το NADPH εντός των κυττάρων, διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης, στο Ο2, οδηγώντας στη δημιουργία Ο2.- (Bedard and Krause, 2007). Όλες οι NOX ισομορφές έχουν έξι διαμεμβρανικές α-έλικες, ενώ τα Ν- και C-τελικά τους άκρα βρίσκονται από την πλευρά του κυτταροπλάσματος. Εξαίρεση αποτελούν οι DUOX1 και DUOX2, στις οποίες το C-άκρο βρίσκεται στην εξωκυττάρια πλευρά και έχει δράση υπεροξειδάσης (Σχήμα 3). Όλες οι ισομορφές έχουν στο ενδοκυττάριο τμήμα τους θέσεις δέσμευσης των νουκλεοτιδίων FAD και NADPH (δότης ηλεκτρονίων), ενώ μόνο στις NOX5 και στις DUOX1 και DUOX2 υπάρχουν διαμορφώσεις που δεσμεύουν Ca2+ και, μ’ αυτόν τον τρόπο, ρυθμίζεται η δράση τους.     
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				Σχήμα 3: Διαγραμματική απεικόνιση των διαφόρων ισομορφών της οικογένειας των ΝΟΧ οξειδασών. Σημειώνονται οι θέσεις δέσμευσης των NADPH, FADH2, Ca2+ και αίμης. 

				Στα διαμεμβρανικά τμήματα της πρωτεΐνης δεσμεύονται δύο μόρια αίμης, που δεσμεύουν το μοριακό Ο2 και καταλύουν την αναγωγή του σε Ο2.-. Τέλος, οι ισομορφές DUOX1 και DUOX2 έχουν ένα επιπλέον εξωκυττάριο τμήμα, το οποίο έχει δράση υπεροξειδάσης. Όλες αυτές οι ισομορφές εκφράζονται και ρυθμίζονται με διαφορετικό τρόπο στους διάφορους ιστούς. Γενετική τροποποίησή τους σε ζώα έχει δείξει ότι εμπλέκονται σε έναν μεγάλο αριθμό λειτουργιών του οργανισμού, αλλά οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί για κάθε περίπτωση παραμένουν άγνωστοι.   

				Μιτοχόνδρια

				Τα μιτοχόνδρια αποτελούν ένα από τα σημαντικότερα κυτταρικά οργανίδια όσον αφορά τη δημιουργία Η2Ο2 κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Εκτός αυτού, όμως, η δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου στα μιτοχόνδρια μπορεί να αυξηθεί σημαντικά από τη δράση αρκετών ενδοκυττάριων διεγερτών. Ο μηχανισμός δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου συνδέεται κυρίως με τη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, η οποία λαμβάνει χώρα αποκλειστικά σ’ αυτά τα κυτταρικά οργανίδια (Cadenas and Davies, 2000). Τα πρωτεϊνικά συστατικά της αναπνευστικής αλυσίδας βρίσκονται στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και περιλαμβάνουν τουλάχιστον 80 διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες οργανωμένες σε τέσσερα διακριτά (δομικά και λειτουργικά) σύμπλοκα. Η μεταφορά ηλεκτρονίων μέσω αυτής της αλυσίδας συνδέεται με τη δημιουργία ATP μέσω ενός ακόμα συμπλόκου που ονομάζεται ATPάση (ή σύμπλοκο V). Σε αρκετά σημεία της μεταφοράς τους προς τον τελικό τους αποδέκτη, το Ο2, τα ηλεκτρόνια μπορούν να μεταπηδήσουν απευθείας στο Ο2 προς σχηματισμό Ο2.- (Σχήμα 4). 
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				Σχήμα 4: Διαγραμματική απεικόνιση της δημιουργίας ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-) κατά τη μεταφορά των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα. Το Ο2.- σχηματίζεται με άμεση μεταπήδηση ενός ηλεκτρονίου από τα σύμπλοκα Ι και ΙΙΙ απευθείας στο μοριακό Ο2. Σημειώνεται, επίσης, και η αναγωγή του Ο2 με δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο2, όταν το Cyt-C έλθει σε επαφή με την πρωτεΐνη p66shc στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων.   

				Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4, στο σύμπλοκο Ι σχηματίζεται Ο2.- προς την πλευρά της μιτοχονδριακής μήτρας, ενώ στο σύμπλοκο ΙΙΙ το Ο2.- απελευθερώνεται και προς τις δύο πλευρές της μεμβράνης (Brand, 2010). Έχει προταθεί ότι περίπου το 1 με 2% του Ο2 που καταναλίσκεται στα μιτοχόνδρια ανάγεται με τον τρόπο αυτόν σε Ο2.- (Chance, Sies et al., 1979). Το μεγαλύτερο μέρος του Ο2.- που σχηματίζεται στα μιτοχόνδρια μετατρέπεται αυτόματα σε Η2Ο2 με τη δράση των ενζύμων SODs, τα οποία βρίσκονται τόσο στη μιτοχονδριακή μήτρα όσο και στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων. Πειραματικά δεδομένα συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι το Η2Ο2 που δημιουργείται στα μιτοχόνδρια, εκτός των βλαπτικών επιπτώσεων, μπορεί να συμμετέχει και σε διαδικασίες μεταγωγής του σήματος οι οποίες λαμβάνουν χώρα σ’ αυτά τα κυτταρικά οργανίδια.             

				Βιολογική χημεία του υπεροξειδίου του υδρογόνου 

				Λόγω της ιδιαίτερης σημασίας του Η2Ο2 στη μεταγωγή του σήματος εντός των κυττάρων (ενδοκρινής δράση) ή μεταξύ παρακείμενων κυττάρων (παρακρινής δράση), θα παρατεθεί παρακάτω μια λεπτομερής περιγραφή των χημικών ιδιοτήτων του, των μηχανισμών δημιουργίας του, αλλά και των πιθανών μορίων-στόχων του.  

				Το Η2Ο2, λόγω το μικρού μοριακού του βάρους και του ότι δεν έχει ηλεκτρικό φορτίο, μπορεί εύκολα να διαχέεται μέσω των κυτταρικών μεμβρανών, μια ιδιότητα πολύ σημαντική για τη βιολογική του δράση. Όταν προστεθεί στο θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιεργειών σε συγκεντρώσεις μεταξύ 10 και 100 μΜ προξενεί βλάβες οι οποίες οδηγούν τελικά στον κυτταρικό θάνατο. Μερικές απ’ αυτές τις βλάβες μπορεί να είναι άμεσες, αλλά οι περισσότερες, κυρίως στο DNA, στα λιπίδια και στην πλειονότητα των πρωτεϊνών είναι έμμεσες, μιας και το Η2Ο2 δεν αντιδρά απευθείας με τα συγκεκριμένα μόρια. Πιστεύεται ότι το Η2Ο2 διαπερνά πρώτα την κυτταρική μεμβράνη και, στη συνέχεια, αντιδρά με διαθέσιμα ενδοκυττάρια κέντρα οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (labile iron), δημιουργώντας προϊόντα υψηλής προ-οξειδωτικής ικανότητας, όπως τα φερρυλικά σύμπλοκα ή οι ρίζες υδροξυλίου.  

				Με βάση το πρότυπο αναγωγικό δυναμικό του (Ε0’ = 1.32 V) σε φυσιολογικό pH, το Η2Ο2 είναι ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας δύο ηλεκτρονίων. Κατά συνέπεια, είναι πιο ισχυρό προ-οξειδωτικό μέσο συγκρινόμενο με το υποχλωριώδες οξύ (OCl-/Cl-) ή με το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ-/ΝΟ2-), τα οποία έχουν δυναμικά αναγωγής 1.28 και 1.20 V, αντίστοιχα. Παρ’ όλα αυτά, σε αντίθεση με τους δύο αυτούς οξειδωτικούς παράγοντες, το Η2Ο2 αντιδρά με ελάχιστα βιολογικά μόρια εντός ή εκτός των κυττάρων. Αυτό εξηγείται από το γεγονός ότι το Η2Ο2 χρειάζεται να υπερβεί το εμπόδιο μιας υψηλής ενέργειας ενεργοποίησης, πριν καταφέρει να απελευθερώσει την οξειδωτική του δύναμη (Σχήμα 5). Με άλλα λόγια, η μειωμένη δραστικότητα του Η2Ο2 οφείλεται σε εμπόδια κινητικής φύσεως και όχι σε εμπόδια προερχόμενα από τη θερμοδυναμική του κατάσταση (Winterbourn, 2013). 
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				Σχήμα 5: Διαγραμματική απεικόνιση των μεταβολών της ενέργειας που απαιτείται για να πραγματοποιηθούν θερμοδυναμικά επιτρεπτές αντιδράσεις Η2Ο2.

				Σε αντίθεση με την οξείδωση δύο ηλεκτρονίων, το Η2Ο2 είναι ασθενές προοξειδωτικό ενός ηλεκτρονίου (Ε0’ = 0.32 V). Ωστόσο, το προϊόν αυτής της αντίδρασης —η ελεύθερη ρίζα του υδροξυλίου— αποτελεί έναν από τους πιο ισχυρούς οξειδωτικούς παράγοντες (Ε0’ = 2.31 V) ικανό να αντιδράσει με οποιαδήποτε χημική ομάδα βρεθεί στο σημείο της δημιουργίας του, με ταχύτητες που καθορίζονται από τη διάχυσή του (diffusion-controlled reactions).

				Το ανιόν του υπεροξειδίου (ΗΟΟ-) —το οποίο θα πρέπει να σημειωθεί ότι είναι εντελώς διαφορετικό μόριο από το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-)— αποτελεί ισχυρότερο προ-οξειδωτικό παράγοντα, αλλά ο φυσιολογικός του ρόλος είναι περιορισμένος, λόγω της υψηλής τιμής του pKa (11.6) στην οποία γίνεται η αποπρωτονίωσή του. Κατά συνέπεια, η συγκέντρωσή του στο φυσιολογικό pH των κυττάρων είναι απειροελάχιστη.

				Ο δεσμός Ο-Ο στο Η2Ο2 είναι σχετικά ασθενής και μπορεί εύκολα να υποστεί ομολυτική διάσπαση μετά από θέρμανση (θερμόλυση), έντονο φωτισμό (φωτόλυση) ή ακτινοβολία (ραδιόλυση). Τέλος, σχάση αυτού του δεσμού μπορεί να λάβει χώρα μετά από αντίδραση με μέταλλα μετάπτωσης και ιδιαίτερα με τον σίδηρο, ο οποίος αποτελεί τον βασικό καταλύτη των οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων στα βιολογικά υγρά και στα κύτταρα. Η αντίδραση με τον δισθενή σίδηρο οδηγεί στη δημιουργία ελευθέρων ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ) ή σε ορισμένες μορφές υψηλότερου σθένους του μετάλλου. Και οι δύο αυτοί παράγοντες μπορούν να συνεισφέρουν τόσο στις τοξικές όσο και στις αντιμικροβιακές ιδιότητες που έχει το Η2Ο2 (Galaris and Pantopoulos, 2008).      

				Μοριακοί στόχοι του Η2Ο2 για τη μεταγωγή του σήματος

				Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το Η2Ο2 είναι ασθενές οξειδωτικό και δεν έχει την ικανότητα να οξειδώνει την πλειονότητα των βιολογικών μορίων. Εξαίρεση αποτελούν οι ενώσεις που έχουν προσβάσιμα άτομα σιδήρου. Παρ’ όλα αυτά, η απευθείας οξείδωση της θειολικής ομάδας καταλοίπων κυστεΐνης (-CH2-SH) σε ενεργά ή σε αλλοστερικά κέντρα ορισμένων πρωτεϊνών έχει θεωρηθεί ως ο κύριος μηχανισμός δράσης του Η2Ο2 στη μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων. Η αντιστρεπτή οξειδωτική τροποποίηση αυτών των κυστεϊνών προκαλεί αλλαγές (θετικές ή αρνητικές) στη λειτουργία βασικών παραγόντων στη διαδικασία μεταγωγής του σήματος, όπως για παράδειγμα στις φωσφατάσες και τις κινάσες (Finkel, 2011; Paulsen and Carroll, 2010; Rhee, 2006; Veal, Day et al., 2007). 

				Στο Σχήμα 6 απεικονίζεται διαγραμματικά ένας από τους σημαντικότερους μηχανισμούς, με τον οποίο το Η2Ο2 μπορεί και ελέγχει αποτελεσματικά τη ροή της πληροφορίας από έναν μεμβρανικό υποδοχέα προς το εσωτερικό των κυττάρων.
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				Σχήμα 6: Σχηματική απεικόνιση ενός χαρακτηριστικού μοριακού μηχανισμού, μέσω του οποίου η ελεγχόμενη δημιουργία Η2Ο2 από μία ΝΟΧ οξειδάση ρυθμίζει τη ροή της πληροφορίας μέσω υποδοχέων τυροσίνης.

				Όπως φαίνεται στο σχήμα, η πληροφορία που μεταφέρει ένας παράγοντας (1ος αγγελιοφόρος) μεταβιβάζεται στα αντίστοιχα κύτταρα, τα οποία έχουν τους κατάλληλους υποδοχείς μετά τη σύνδεσή του μ’ αυτούς στην επιφάνεια των κυττάρων. Η διασύνδεση του μορίου-αγγελιοφόρου με τον αντίστοιχο υποδοχέα προκαλεί δομικές τροποποιήσεις στον τελευταίο, οι οποίες επιτρέπουν τη μετάδοση της πληροφορίας από το εξωτερικό στο εσωτερικό των κυττάρων. Για παράδειγμα, η διασύνδεση των υποδοχέων τυροσίνης (tyrosine receptors) με τα αντίστοιχα μόρια-αγγελιοφόρους προκαλεί τον διμερισμό ή τον τριμερισμό τους, γεγονός που επιτρέπει στα ενδοκυττάρια τμήματα του υποδοχέα που έχουν δράση τυροσινικής κινάσης να έλθουν σε επαφή και να φωσφορυλιώσουν κατάλοιπα τυροσίνης στους ίδιους τους υποδοχείς. Στη συνέχεια, τα φωσφορυλιωμένα τμήματα μεταδίδουν περαιτέρω το σήμα στον πυρήνα ή σε κάποιο άλλο διαμέρισμα του κυττάρου, μέσω συγκεκριμένων 2ων αγγελιοφόρων.

				Στα μέσα της δεκαετίας του 1990, παρατηρήθηκε ότι, ταυτόχρονα με τη διασύνδεση του 1ου αγγελιοφόρου με υποδοχείς τυροσίνης, τα ενδοκυττάρια επίπεδα των δραστικών μορφών οξυγόνου αυξάνονται σημαντικά (Finkel, 1998; Sies, 2014). Επιπλέον, η υπερέκφραση εντός των κυττάρων ενζύμων, όπως η καταλάση, που είχαν την ικανότητα να απομακρύνουν το Η2Ο2 είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της ροής της πληροφορίας. 

				Τα ερωτήματα που τέθηκαν μετά απ’ αυτές τις παρατηρήσεις ήταν τα ακόλουθα: 

				(α) Ποιος είναι ο μοριακός μηχανισμός δημιουργίας του Η2Ο2; 

				(β) Ποια είναι τα μόρια-στόχοι του Η2Ο2 και ποιος ο μηχανισμός της αντίδρασης;

				Τα επόμενα χρόνια έγινε κατανοητό ότι οι δομικές τροποποιήσεις που επιφέρει η διασύνδεση του 1ου αγγελιοφόρου στον υποδοχέα του δεν προκαλούσαν μόνο τη φωσφορυλίωση των τυροσινικών καταλοίπων στο εσωτερικό τμήμα του τελευταίου, αλλά έδιναν επιπλέον το έναυσμα για την ενεργοποίηση ενός σηματοδοτικού μονοπατιού που οδηγούσε στη δημιουργία Ο2.- και Η2Ο2. Υπεύθυνα γι’ αυτήν τη διαδικασία είναι τα ένζυμα NOX οξειδάσες, οι οποίες βρίσκονται επίσης στην κυτταρική μεμβράνη των ίδιων κυττάρων, ενώ σημαντικό ρόλο σ’ αυτήν τη διαδικασία παίζει και η πρωτεΐνη Rac1. 

				Το Η2Ο2, το οποίο παράγεται έμμεσα μέσω του Ο2.-, αντιδρά με κατάλοιπα ευαίσθητων κυστεϊνών που υπάρχουν στο ενεργό κέντρο όλων των τυροσινικών φωσφατασών και αναστέλλει τη δράση τους. Στο σημείο αυτό θα πρέπει να σημειώσουμε ότι οι τυροσινικές φωσφατάσες αποφωσφορυλιώνουν τα κατάλοιπα κυστεΐνης 100-1,000 φορές πιο γρήγορα από ό,τι τις φωσφορυλιώνουν οι αντίστοιχες κινάσες (Reth, 2002). Μετά απ’ αυτές τις παρατηρήσεις, έγινε φανερό ότι χωρίς την απενεργοποίηση των φωσφατασών δεν ήταν δυνατόν να υπάρχει ροή της πληροφορίας.

				Ευαίσθητες κυστεΐνες δεν υπάρχουν μόνο στα ενεργά κέντρα των φωσφατασών αλλά και σε έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών πρωτεϊνών, οι οποίες συμμετέχουν σε διάφορες κυτταρικές διαδικασίες και καθορίζουν αποφασιστικά σημαντικές λειτουργίες των κυττάρων (Rhee, Chang et al., 2003).                    

				Αντίδραση του Η2Ο2 με θειολικές ομάδες 

				Οξείδωση δύο ηλεκτρονίων

				Επειδή η αντίδραση του Η2Ο2 με ελεύθερες θειολικές ομάδες είναι πρακτικά ίση με μηδέν, έχει προταθεί ότι αντιδρά με την αποπρωτονιωμένη τους μορφή, δηλαδή το θειολικό ανιόν (-CH2-S-). Πράγματι, έχει παρατηρηθεί ότι το Η2Ο2 αντιδρά πιο εύκολα με το θειολικό ανιόν από ό,τι με τη θειολική ομάδα. Θα πρέπει να τονιστεί, όμως, ότι η πρόταση αυτή, παρά την εκτεταμένη αποδοχή της, δεν έχει αποδειχθεί με βεβαιότητα. Αντίθετα, μάλιστα, θεωρητικές προσεγγίσεις με βάση τις σταθερές αντίδρασης (k) των αντιδράσεων και τις συγκεντρώσεις των αντιδρώντων μορίων αποκλείουν την άμεση οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης σε ένζυμα όπως οι τυροσινικές φωσφατάσες, οι οποίες παίζουν καθοριστικό ρόλο στη μεταγωγή του σήματος (Winterbourn, 2013). Είναι φανερό ότι χρειάζονται επιπλέον ερευνητικές προσπάθειες για να αποσαφηνιστεί το εν λόγω σημείο.

				Σε κάθε περίπτωση, το προϊόν της οξείδωσης των ευαίσθητων καταλοίπων κυστεΐνης με δύο ηλεκτρόνια από το Η2Ο2 είναι το σουλφενικό οξύ (-CH2-SOH), το οποίο είναι εξαιρετικά ασταθές και μπορεί να αντιδράσει περαιτέρω προς διάφορες κατευθύνσεις (Σχήμα 7).

				Εάν υπάρχει άλλο κατάλοιπο κυστεΐνης σε κοντινή απόσταση, το σουλφενικό οξύ αντιδρά μ’ αυτό, σχηματίζοντας έναν δισουλφιδικό δεσμό μεταξύ κυστεϊνών της ίδιας πρωτεΐνης (ενδομοριακός δεσμός). Εάν αυτό δεν είναι εφικτό, τότε ο δισουλφιδικός δεσμός μπορεί να σχηματιστεί μεταξύ του οξειδωμένου καταλοίπου της κυστεΐνης και της θειολικής ομάδας της γλουταθειόνης (GSH, η οποία βρίσκεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα κύτταρα (1 με 10 mM). Σε ορισμένες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί ο σχηματισμός δισουλφιδικού δεσμού μεταξύ του σουλφενικού οξέος και της θειολικής ομάδας μιας διαφορετικής πρωτεΐνης (διαμοριακός δεσμός). Στην προκειμένη περίπτωση, είναι πιθανόν οι δύο πρωτεΐνες να ήταν συνδεδεμένες μη ομοιοπολικά πριν από τον σχηματισμό του ομοιοπολικού δισουλφιδικού δεσμού.    
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				Σχήμα 7: Σχηματική απεικόνιση των κυριότερων αντιδράσεων που ακολουθούν την οξείδωση ενός καταλοίπου κυστεΐνης με δύο ηλεκτρόνια από το Η2Ο2. Το σουλφενικό οξύ που σχηματίζεται είναι ασταθές και μπορεί: (α) να οξειδωθεί περαιτέρω, (β) να αντιδράσει με γλουταθειόνη, σχηματίζοντας μικτά δισουλφίδια μ’ αυτήν την ένωση, και (γ) να σχηματίσει ενδομοριακούς ή διαμοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς με άλλες κυστεΐνες. 

				Τέλος, εάν υπάρχει περίσσεια Η2Ο2, μπορεί να οξειδώσει περαιτέρω το σουλφενικό οξύ σε σουλφινικό (-SO2H) και στη συνέχεια σε σουλφονικό οξύ (CH2-SO3H). Στην πρώτη περίπτωση, το σουλφινικό οξύ μπορεί να αναχθεί ξανά στην αρχική θειολική κατάσταση με τη δράση του ενζύμου σουλφιαναγωγάση, αλλά αυτό πραγματοποιείται με πολύ αργούς ρυθμούς. Στη δεύτερη περίπτωση, η οξείδωση σε σουλφονικό είναι μη αντιστρεπτή και ολόκληρη η πρωτεΐνη οδεύει προς αποικοδόμηση.   

				Οξείδωση ενός ηλεκτρονίου

				Η οξείδωση θειολικών ομάδων με ένα ηλεκτρόνιο οδηγεί στο σχηματισμό θειικών ελευθέρων ριζών (-S.), οι οποίες είναι εξαιρετικά δραστικές. Σε αερόβιες συνθήκες, αντιδρούν συνήθως με το οξυγόνο, σχηματίζοντας τις αντίστοιχες θειοϋπεροξειδικές ρίζες (-S-O-O.), οι οποίες εμπλέκονται σε πολύπλοκες αλυσιδωτές και κυκλικές αντιδράσεις, και οι οποίες, εάν δεν τερματιστούν γρήγορα, οδηγούν στη δημιουργία νέων δραστικών μορφών οξυγόνου και στην ανεξέλεγκτη οξείδωση όλων των συστατικών του βιολογικού υλικού.

				Αντιδράσεις του Η2Ο2 με μέταλλα 

				Το Η2Ο2 αντιδρά με μέταλλα μετάπτωσης, όπως ο σίδηρος και ο χαλκός, με αποτέλεσμα τη σχάση του δεσμού Ο-Ο και τη δημιουργία ισχυρών οξειδωτικών παραγόντων, όπως οι ρίζες του υδροξυλίου, αλλά και άλλα δραστικά σύμπλοκα των μετάλλων με υψηλότερο βαθμό σθένους. Από όλα τα μέταλλα μετάπτωσης ο σίδηρος αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα σχηματισμού δραστικών οξειδωτικών παραγόντων. 

				Αυτά τα μόρια είναι πολύ πιο δραστικά από το ίδιο το Η2Ο2 και είναι ικανά να προκαλέσουν ανεξέλεγκτες οξειδώσεις στα συστατικά των βιολογικών υλικών. Παρ’ ότι αυτού του τύπου οι μεταλλο-καταλυόμενες αντιδράσεις δεν έχουν λάβει την απαιτούμενη προσοχή σε σχέση με τη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα, θα μπορούσαν θεωρητικά να δώσουν απαντήσεις σε πολλά αναπάντητα ερωτήματα τα οποία αιωρούνται σ’ αυτό το πεδίο.      

				Επιπτώσεις στη λειτουργικότητα των πρωτεϊνών από την οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης 

				Οι οξειδώσεις ευαίσθητων καταλοίπων κυστεΐνης σε διάφορες κυτταρικές πρωτεΐνες έχουν ως αποτέλεσμα την αλλαγή της δομής και της λειτουργίας τους. Ορισμένα χαρακτηριστικά τέτοια παραδείγματα πρωτεϊνών παρουσιάζονται στο Σχήμα 8. 

				Στην πρώτη περίπτωση, η οξείδωση μιας κυστεΐνης στο ενεργό κέντρο της MAP κινάσης MEKK1 οδηγεί στην άμεση απενεργοποίησή της. Στο παράδειγμα 2, μια κινάση (στην προκειμένη περίπτωση η ASK1, apoptosis signaling regulating kinase) παραμένει ανενεργή λόγω της δέσμευσής της με μόρια-αναστολείς, όπως η ανηγμένη θειορεδοξίνη (Trx). Η οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης στο μόριο-αναστολέα από το Η2Ο2 οδηγεί στην αποδέσμευσή του και στην επακόλουθη ενεργοποίηση της ASK1. Καθώς η Trx αποτελεί υπόστρωμα των ενζύμων της οικογένειας των περοξυρεδοξινών (Prx), οι οποίες ανάγουν το Η2Ο2 σε Η2Ο, έχει προταθεί ότι οι τελευταίες λειτουργούν ως αισθητήρες της έντασης του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα και μεταφέρουν την πληροφορία στους κατάλληλους στόχους. Εκτός από τις περοξυρεδοξίνες, έχει αποδειχθεί ότι και οι κλασικές υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (Gpx) μπορούν να δράσουν ως αισθητήρες του Η2Ο2 και, κατά συνέπεια, ως ενδιάμεσοι διαβιβαστές των σημάτων που προκαλεί το οξειδωτικό στρες.

				Στο παράδειγμα 3, η οξείδωση μιας κυστεΐνης στην PKA (protein kinase A) προκαλεί τη σύνδεση μιας φωσφατάσης στο σημείο της οξείδωσης, με επακόλουθο την αποφωσφορυλίωση θέσεων πλησίον της οξειδωμένης κυστεΐνης και με τελικό αποτέλεσμα την απενεργοποίηση της κινάσης σε συνθήκες οξειδωτικού στρες.

				Τέλος, το παράδειγμα 4 απεικονίζει μεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο JUN και ο NF-κB, οι οποίοι, όταν έχουν τις κυστεΐνες τους ανηγμένες στη θειολική τους μορφή, έχουν την ικανότητα σύνδεσης σε συγκεκριμένες ακολουθίες νουκλεοτιδίων στο DNA, με αποτέλεσμα την τροποποίηση της έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων. Η οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης σ’ αυτούς τους μεταγραφικούς παράγοντες εμποδίζει τη σύνδεσή τους στο DNA και, κατά συνέπεια, αναστέλλει τη δράση τους.
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				Σχήμα 8: Διαγραμματική απεικόνιση ορισμένων πρωτεϊνών, η λειτουργικότητα των οποίων επηρεάζεται από την οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης.

				Μετάδοση σήματος μέσω ηλεκτρόφιλων ενώσεων 

				Ένας άλλος τρόπος μεταγωγής ενδοκυττάριων σημάτων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες είναι η ομοιοπολική διασύνδεση ηλεκτρόφιλων ενώσεων σε ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεΐνης. Ο καλύτερα μελετημένος μηχανισμός στην προκειμένη περίπτωση είναι ο μηχανισμός της ενεργοποίησης του Nrf2 (nuclear erythroid-2 like factor). Σ’ αυτήν την περίπτωση, η τροποποίηση δεν γίνεται στον ίδιο τον Nrf2, αλλά η ηλεκτρόφιλη ένωση αντιδρά και συνδέεται ομοιοπολικά με ευαίσθητες κυστεΐνες στην πρωτεΐνη Keap1, η οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες είναι συνδεδεμένη με τον Nrf2 και προκαλεί τον συνεχή κατακερματισμό του μέσω του πρωτεασώματος. Η σύνδεση της ηλεκτρόφιλης ένωσης στην Keap1 προκαλεί την απομάκρυνσή της από τον Nrf2, ο οποίος μ’ αυτόν τον τρόπο σταθεροποιείται, μεταφέρεται στον πυρήνα των κυττάρων και συνδέεται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες στο DNA, τα EpREs (electrophile response elements) ή τα AREs (antioxidant response elements) (Σχήμα 9). 
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				Σχήμα 9: Η οξείδωση μιας ορθο-διυδροξυ-πολυφαινόλης οδηγεί στον σχηματισμό της αντίστοιχης ορθοκινόνης, η οποία είναι ισχυρή ηλεκτρόφιλη ένωση. Τέτοιες ηλεκτρόφιλες ενώσεις έχουν την ικανότητα να αντιδρούν με ευαίσθητες κυστεΐνες της πρωτεΐνης Keap1 και να τις αλκυλιώνουν (Michael προσθήκη). Αυτό προκαλεί την απομάκρυνση της Keap1 από τον μεταγραφικό παράγοντα Nrf2, ο οποίος με τη σειρά του μεταναστεύει στον πυρήνα και ενεργοποιεί την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων και των οργανισμών.

				Η πρωτεΐνη Keap1 είναι πλούσια σε κυστεΐνες, ορισμένες μόνο από τις οποίες είναι ευαίσθητες προς τροποποίηση από ηλεκτρόφιλες ενώσεις. Το ποια συγκεκριμένη κυστεΐνη θα τροποποιηθεί σε κάθε περίπτωση εξαρτάται από το είδος της ένωσης αλλά και από τη συγκέντρωσή της στα κύτταρα (Forman, Ursini et al., 2014; Hur and Gray, 2011).  

				Ανίχνευση και εκτίμηση της δημιουργίας του Η2Ο2 στα κύτταρα

				Η απότομη αύξηση του ενδιαφέροντος για το Η2Ο2, μετά την κατανόηση του ρόλου του στην ενδοκυττάρια μεταγωγή του σήματος, έκανε επιτακτική την ανάγκη για την ανάπτυξη μεθόδων που να μπορούν να εκτιμήσουν με ακρίβεια τη συγκέντρωσή του εντός των ζώντων κυττάρων, αλλά και να εντοπίζουν το σημείο της δημιουργίας του (Rhee, Chang et al., 2010).    

				Διυδρο-διχλωρο-φλουορεσκίνη

				Η διυδρο-διχλωρο-φλουορεσκίνη (DCF) έχει χρησιμοποιηθεί κατά κόρον για την ανίχνευση της δημιουργίας Η2Ο2 σε ζωντανά κύτταρα. Η ίδια η DCF έχει δύο αρνητικά φορτία τα οποία εμποδίζουν τη διάχυσή της στα κύτταρα. Για τον λόγο αυτόν προστίθεται στο καλλιεργητικό υλικό ως οξικός διεστέρας ο οποίος έχει την ικανότητα να διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη. Εντός των κυττάρων, οι εστερικοί δεσμοί διασπώνται από μη ειδικές εστεράσες, δημιουργώντας DCF, η οποία δεν μπορεί πλέον να εξέλθει και συσσωρεύεται ενδοκυττάρια.

				Σε περίπτωση αύξησης της ταχύτητας δημιουργίας του Η2Ο2 εντός των κυττάρων, η DCF οξειδώνεται και η οξειδωμένη μορφή της φθορίζει. Η ένταση του φθορισμού είναι ανάλογη με την παραχθείσα ποσότητα Η2Ο2. Αυτή η υπόθεση, όμως, δεν έχει πραγματική βάση, διότι η DCF δεν αντιδρά απευθείας με το Η2Ο2, αλλά με δραστικές ελεύθερες ρίζες οι οποίες δημιουργούνται από την αντίδραση του Η2Ο2 με μέταλλα (κυρίως Fe) ή με αιμοπρωτεΐνες. Κατά συνέπεια, η σχετική ένταση του φθορισμού δεν εξαρτάται μόνο από το Η2Ο2, αλλά και από τα επίπεδα του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (labile iron) και των αιμοπρωτεϊνών. Θα πρέπει να προστεθεί, επίσης, ότι η DCF οξειδώνεται και από άλλες δραστικές μορφές, όπως το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ-) και το υποχλωριώδες οξύ (ΗOCl), καθώς και ότι μπορεί να υποστεί φωτοοξείδωση. Παρ’ όλα αυτά, η συγκεκριμένη μεθοδολογία έχει εκτεταμένη χρήση, λόγω του ότι είναι εξαιρετικά απλή αλλά και πολύ ευαίσθητη.  

				Ενώσεις που περιέχουν βόριο (βορονίδια)  

				Για να ξεπεραστούν τα μειονεκτήματα που χαρακτηρίζουν τα διυδρο-παράγωγα της φλουορεσκίνης στην ανίχνευση του ενδοκυττάριου Η2Ο2, όπως η εξειδίκευση, η ευαισθησία και η σταθερότητα του δείκτη, η έρευνα σ’ αυτόν τον τομέα εστιάστηκε στην ανάπτυξη ενώσεων του βορίου (βορονίδια). Δύο τέτοιοι δείκτες είναι διαθέσιμοι εμπορικά, το PG1 (Peroxy Green 1) και το PC1 (Peroxy Crimpson 1) (Σχήμα 10).
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				Σχήμα 10: Αύξηση του φθορισμού των ενώσεων PG1 και PC1 μετά την αντίδρασή τους με Η2Ο2. 

				Οι ενώσεις αυτές φθορίζουν μόνο έπειτα από την απομάκρυνση της ομάδας του βορίου, η οποία πραγματοποιείται μετά την εξειδικευμένη αντίδραση με το Η2Ο2 και όχι με άλλες παρεμφερείς ενώσεις, όπως το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ-), οι περοξυ-ελεύθερες ρίζες, τα υπεροξείδια των λιπιδίων, το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και το υποχλωριώδες οξύ (HOCl). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι οι αρχικές ενώσεις (PG1 και PC1) εισέρχονται ελεύθερα στα κύτταρα, αλλά τα προϊόντα της αντίδρασής τους με το Η2Ο2 εγκλωβίζονται και συσσωρεύονται εντός των κυττάρων.

				Με τη χρήση αυτής της μέθοδου, σε συνδυασμό με συνεστιακή μικροσκοπία (confocal microscopy), έγινε εφικτή η ανίχνευση του σχηματισμού Η2Ο2 μετά την πρόσδεση του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF) στους αντίστοιχους υποδοχείς του στην επιφάνεια των κυττάρων (Miller, Tulyathan et al., 2007).         

				Παρ’ όλα τα πλεονεκτήματα, η εν λόγω μεθοδολογία δεν μπορεί να καταγράψει το σημείο του κυττάρου στο οποίο πραγματοποιείται ο σχηματισμός του Η2Ο2 αλλά ούτε και τη χρονική διάρκεια του φαινομένου, μιας και καταγράφεται μόνο η συσσώρευση του προϊόντος της αντίδρασης. Επιπλέον, η αντίδραση είναι αρκετά αργή σε σχέση με τις αντιδράσεις του Η2Ο2 με τα ένζυμα απομάκρυνσής του, με συνέπεια μόνο ένα μικρό μέρος του παραχθέντος Η2Ο2 να καταγράφεται.     

				Διαμόλυνση με γονίδια που εκφράζουν ευαίσθητες φθορίζουσες πρωτεΐνες 

				Για την αντιμετώπιση των παραπάνω μειονεκτημάτων, χρησιμοποιήθηκε η GFP (Green Fluorescence Protein), η οποία τροποποιήθηκε ούτως ώστε να γίνει ευαίσθητη στο Η2Ο2. Για παράδειγμα, οι roGFP1 και roGFP2 αποτελούν στοχευμένες μεταλλάξεις της GFP που περιέχουν ένα κατάλοιπο κυστεΐνης ευαίσθητο στο Η2Ο2 (Rhee, Chang et al., 2010).    

				Στην προκειμένη περίπτωση, στα υπό μελέτη κύτταρα εισάγονται ειδικά πλασμίδια τα οποία εκφράζουν τις παραπάνω πρωτεΐνες. Σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, οι θειολικές ομάδες των ευαίσθητων κυστεϊνών οξειδώνονται, σχηματίζοντας έναν ενδομοριακό δισουλφιδικό δεσμό, ο οποίος επηρεάζει τη διαμόρφωση όλης της πρωτεΐνης και έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του φθορισμού της.   

				Επειδή η αντίδραση του Η2Ο2 με τις θειολικές ομάδες είναι γενικά αργή, η GFP έχει συνδυαστεί με άλλες πρωτεΐνες οι οποίες αντιδρούν πολύ γρηγορότερα με το Η2Ο2. Για παράδειγμα, η περοξυρεδοξίνη από τους ζυμομύκητες αντιδρά πολύ γρήγορα με το Η2Ο2 (σταθερά αντίδρασης k = 105-107 Μ-1s-1) και στην οξειδωμένη μορφή της επηρεάζει τον φθορισμό της GFP. Με τον τρόπο αυτόν, επιτυγχάνεται υψηλή εξειδίκευση (αντίδραση μόνο με Η2Ο2) και μεγάλη ταχύτητα αντίδρασης. 

				Μια άλλη τροποποίηση της GFR οδήγησε στη δημιουργία της YFR (Yellow Fluorescence Protein). Η διασύνδεση αυτής της πρωτεΐνης με άλλες οι οποίες αντιδρούν γρήγορα και εξειδικευμένα με το Η2Ο2 έχει δώσει παράγωγα ικανά να εντοπίσουν το σημείο σχηματισμού του Η2Ο2 σε ζώντα κύτταρα και σε πραγματικό χρόνο.    

				

				Σχόλια για την εξέλιξη του πεδίου

				Η δημιουργία ή όχι Η2Ο2 στους οργανισμούς κατά τη διάρκεια του αερόβιου μεταβολισμού αποτέλεσε στο παρελθόν ένα θέμα με θυελλώδεις συζητήσεις και αντιδράσεις. Στα πρώτα χρόνια της ανάπτυξης της έρευνας στη βιοενεργητική (bioenergetics) τη δεκαετία του 1920, ο Otto Warburg υποστήριζε: “Ακόμα και αν εξετάσουμε έναν ολόκληρο σκύλο, δεν θα ανιχνεύσουμε ούτε μία σταγόνα Η2Ο2”. Επιπλέον, οι Keilin και Hartree το 1945 (Keilin and Hartree, 1945) επεσήμαιναν: “Εναντίον της ιδέας ότι το Η2Ο2 σχηματίζεται γενικά κατά τη διαδικασία της αναπνοής στα κύτταρα και τους ιστούς, συνηγορούν οι παρακάτω λόγοι”. Τέλος, ο αντίλογος από τον Britton Chance το 1951: “Ποσοτική απόδειξη για την ύπαρξη σημαντικών ποσοτήτων Η2Ο2 στους ιστούς δεν υπάρχει, διότι η καταλάση με την ικανότητά της να μεταβολίζει το Η2Ο2, στην ουσία, καταστρέφει τις αποδείξεις της ύπαρξής του”. Μόλις στις αρχές της δεκαετίας του 1970 έγινε δυνατή η απόδειξη της δημιουργίας Η2Ο2 σε ιστούς και κύτταρα (Chance, Sies et al., 1979; McCord and Fridovich, 1969). 

				Οι παραπάνω αναφορές μας βοηθούν να κατανοήσουμε την αξία της ανάπτυξης νέων μεθοδολογιών για να μπορέσουμε να επιλύσουμε τα κύρια ερωτήματα που αφορούν την έρευνα. Το ίδιο περίπου ισχύει σε όλα τα ερευνητικά πεδία.       
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Πώς είναι δυνατόν το Η2Ο2, το οποίο θεωρείται τοξικό για τα κύτταρα, να είναι ταυτόχρονα και απαραίτητο για σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες που συνδέονται με τη μεταγωγή του σήματος από αναπτυξιακούς παράγοντες μέσω υποδοχέων τυροσίνης; Περιγράψτε τον μοριακό μηχανισμό. 

				Απάντηση

				Στα μέσα της δεκαετίας του 1990, μερικοί ερευνητές, χρησιμοποιώντας σύγχρονες τεχνολογίες (EPR, electron paramagnetic resonance), κατέγραψαν μια απότομη αύξηση του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-) αμέσως μετά τη σύνδεση διαφόρων αναπτυξιακών παραγόντων (όπως ο PDGF και ο EGF) στους αντίστοιχους υποδοχείς τους. Επιπλέον, η αποτελεσματική απομάκρυνση του Η2Ο2, μέσω της αύξησης των επιπέδων της καταλάσης (ανάγει το Η2Ο2 σε Η2Ο) εντός των κυττάρων, είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της απόκρισης των κυττάρων στους αναπτυξιακούς παράγοντες. Οι παρατηρήσεις αυτές κατέδειξαν, χωρίς αμφιβολία, ότι το Η2Ο2 είναι απαραίτητο για τη μεταγωγή του σήματος μέσω των υποδοχέων αναπτυξιακών παραγόντων. Στη συνέχεια, παρόμοιες παρατηρήσεις έγιναν και για άλλους αναπτυξιακούς παράγοντες, κυτταροκίνες και ορμόνες που δρουν κυρίως μέσω υποδοχέων τυροσίνης αλλά, σε ορισμένες περιπτώσεις, και μέσω υποδοχέων σερίνης/θρεονίνης.

				Η διασύνδεση των υποδοχέων τυροσίνης (tyrosine receptors) με τα αντίστοιχα μόρια-αγγελιοφόρους τους οδηγεί στον διμερισμό ή τον ολιγομερισμό τους, γεγονός που επιτρέπει στα ενδοκυττάρια τμήματα του υποδοχέα που έχουν δράση τυροσινικής κινάσης να έλθουν σε επαφή και να φωσφορυλιώσουν κατάλοιπα τυροσίνης στους ίδιους τους υποδοχείς. Στη συνέχεια, τα φωσφορυλιωμένα τμήματα μεταδίδουν περαιτέρω το σήμα στον πυρήνα ή σε κάποιο άλλο διαμέρισμα του κυττάρου μέσω συγκεκριμένων 2ων αγγελιοφόρων.

				Οι δομικές τροποποιήσεις που προκαλεί η διασύνδεση των 1ων αγγελιοφόρων στους υποδοχείς τυροσίνης δίνουν το έναυσμα για την ενεργοποίηση ενός σηματοδοτικού μονοπατιού που οδηγεί στη δημιουργία Ο2.- και Η2Ο2 από τα ένζυμα NOX οξειδάσες, τα οποία βρίσκονται επίσης στην κυτταρική μεμβράνη των ίδιων κυττάρων. Το Η2Ο2, το οποίο παράγεται έμμεσα, μέσω του Ο2.-, αντιδρά με ευαίσθητες κυστεΐνες που υπάρχουν στο ενεργό κέντρο όλων των τυροσινικών φωσφατασών και αναστέλλει τη δράση τους. Οι τυροσινικές φωσφατάσες αποφωσφορυλιώνουν τα κατάλοιπα κυστεΐνης 100-1,000 φορές πιο γρήγορα από ό,τι τα φωσφορυλιώνουν οι αντίστοιχες κινάσες. Κατά συνέπεια, χωρίς την απενεργοποίηση των φωσφατασών δεν είναι δυνατόν να υπάρχει ροή της πληροφορίας.

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Ποιοι είναι οι μοριακοί στόχοι του Η2Ο2 όσον αφορά τη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα; Ποιο το άμεσο προϊόν της αντίδρασης και ποιες οι επακόλουθες τροποποιήσεις;

				Απάντηση

				Οι μοριακοί στόχοι του Η2Ο2, όσον αφορά τη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα, είναι τα ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεϊνών σε συγκεκριμένες πρωτεΐνες. Επειδή η ταχύτητα της αντίδρασης μεταξύ του Η2Ο2 και της θειολικής ομάδας είναι πρακτικά ίση με μηδέν, τα ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεΐνης είναι στην πραγματικότητα τα αποπρωτονιωμένα θειολικά ανιόντα (-CH2-S-). Το προϊόν της οξείδωσης αυτής είναι το σουλφενικό οξύ (-CH2-SOH), το οποίο είναι εξαιρετικά ασταθές και μπορεί να αντιδράσει περαιτέρω προς διάφορες κατευθύνσεις. 

				Εάν υπάρχει άλλο κατάλοιπο κυστεΐνης σε κοντινή απόσταση, το σουλφενικό οξύ αντιδρά μ’ αυτό, σχηματίζοντας έναν δισουλφιδικό δεσμό μεταξύ κυστεϊνών της ίδιας πρωτεΐνης (ενδομοριακός δεσμός). Εάν αυτό δεν είναι εφικτό, τότε ο δισουλφιδικός δεσμός μπορεί να σχηματιστεί μεταξύ του οξειδωμένου καταλοίπου της κυστεΐνης και της θειολικής ομάδας της γλουταθειόνης (GSH), η οποία βρίσκεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα κύτταρα (1 με 10 mM). Σε ορισμένες περιπτώσεις, έχει παρατηρηθεί ο σχηματισμός δισουλφιδικού δεσμού μεταξύ του σουλφενικού οξέος και της θειολικής ομάδας μιας διαφορετικής πρωτεΐνης (διαμοριακός δεσμός). Στην περίπτωση αυτή, είναι πιθανόν οι δύο πρωτεΐνες να ήταν συνδεδεμένες μη ομοιοπολικά πριν από τον σχηματισμό του ομοιοπολικού δισουλφιδικού δεσμού.    

				Τέλος, εάν υπάρχει περίσσεια Η2Ο2, μπορεί να οξειδώσει περαιτέρω το σουλφενικό οξύ σε σουλφινικό (-SO2H) και στη συνέχεια σε σουλφονικό οξύ (CH2-SO3H). Στην πρώτη περίπτωση, το σουλφινικό οξύ μπορεί να αναχθεί ξανά στην αρχική θειολική κατάσταση με τη δράση του ενζύμου σουλφιαναγωγάση, αλλά αυτό λαμβάνει χώρα με πολύ αργούς ρυθμούς. Στη δεύτερη περίπτωση, η οξείδωση σε σουλφονικό είναι μη αντιστρεπτή και ολόκληρη η πρωτεΐνη οδεύει προς αποικοδόμηση.   

				

				

				

				

			

			

		

	
		
			
				Κεφάλαιο 10 - Διατροφή και Οξειδωτικό Στρες

				Σύνοψη

				Μακροχρόνιες επιδημιολογικές μελέτες στα τέλη του 20ού αιώνα απέδειξαν ότι, χωρίς αμφισβήτηση, η κατανάλωση διατροφής Μεσογειακού τύπου είναι εξαιρετικά ωφέλιμη για τη διατήρηση της υγείας των ανθρώπων. Παρ’ όλα αυτά, η κατανόηση των μοριακών μηχανισμών που είναι υπεύθυνοι γι’ αυτές τις επιπτώσεις παραμένει ελλιπής έως σήμερα. Κύριο ανασταλτικό παράγοντα για την κατανόηση των μοριακών μηχανισμών δράσης των συστατικών της διατροφής αποτέλεσε η γρήγορη και απόλυτη (αλλά χωρίς αποδείξεις) παραδοχή ότι οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες που εξουδετερώνουν τη δράση των δραστικών ελευθέρων ριζών (εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών) ήταν υπεύθυνοι για τις ευεργετικές επιπτώσεις στην υγεία. Δυστυχώς, η υπόθεση αυτή αποδείχθηκε λανθασμένη. Στο παρόν κεφάλαιο, αφού γίνει μια ιστορική ανασκόπηση των εξελίξεων σ’ αυτόν τον τομέα, θα παρατεθούν δεδομένα, τα οποία υποστηρίζουν νέους βιοχημικούς μηχανισμούς που εξηγούν ικανοποιητικά την προστατευτική δράση παραγόντων που περιέχονται εν αφθονία στη Μεσογειακή διατροφή. Προτείνεται ότι η δράση πολλών φυτικής προέλευσης συστατικών αυτής της διατροφής ενάντια στο οξειδωτικό στρες οφείλεται στην αναστολή της δημιουργίας (όχι της δράσης) των δραστικών ελευθέρων ριζών. Σύμφωνα με τα νέα στοιχεία, μια ένωση, για να μπορεί να δράσει πιο αποτελεσματικά, πρέπει: (α) να έχει την ικανότητα να διαπερνά τις βιολογικές μεμβράνες και να φθάνει στα σημεία-στόχους εντός των κυττάρων, (β) να μπορεί να δεσμεύει ιόντα σιδήρου, έστω και χαλαρά, (γ) να είναι αρκετά νουκλεόφιλη, ώστε να αντιδράσει με τις δραστικές ελεύθερες ρίζες που πιθανόν να δημιουργηθούν από την αντίδραση του δεσμευμένου σιδήρου με υπεροξείδια, και (δ) η οξειδωμένη μορφή της να είναι αρκετά ηλεκτρόφιλη, ώστε να μπορεί να οξειδώσει τα ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεΐνης στην πρωτεΐνη Keap1 και να ενεργοποιήσει το σηματοδοτικό μονοπάτι Keap1/Nrf2. Αυτή η διαδικασία οδηγεί στην επαγωγή γονιδίων τα οποία εκφράζουν ένζυμα υπεύθυνα για την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων σε περίπτωση νέας έκθεσής τους σε συνθήκες οξειδωτικού στρες.         

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Βιοχημείας και Βιολογίας. Ειδικότερα, απαιτείται η γνώση των μηχανισμών μεταγωγής του σήματος μέσω δεύτερων διαβιβαστών (cAMP, Ca2+ κ.τ.λ.), καθώς και της φωσφορυλίωσης των καταλοίπων τυροσίνης, σερίνης και θρεονίνης σε κυτταρικές πρωτεΐνες.   

				Ιστορική αναδρομή 

				Η σημασία της διατροφής στη διατήρηση της ανθρώπινης υγείας έχει επισημανθεί από την αρχαιότητα. Ο Ιπποκράτης (460-377 π.Χ.) δίδασκε ότι η διατροφή είναι το φάρμακό μας, ενώ αργότερα ο Γαληνός και ο Διοσκουρίδης προσπάθησαν να κατανοήσουν την πραγματική βάση της σχέσης μεταξύ της δίαιτας και της υγείας στον άνθρωπο. Παρ’ όλα αυτά, έπρεπε να περιμένουμε ως τις αρχές του 20ού αιώνα για να ανακαλυφθούν οι βιταμίνες, οι οποίες αποτελούν απαραίτητα συστατικά της διατροφής για τη ζωή.

				Έντονες και παρατεταμένες μελέτες κατά το δεύτερο ήμισυ του 20ού αιώνα ανέδειξαν, με επιστημονικό τρόπο και χωρίς καμία αμφιβολία, τη σχέση μεταξύ των διαφόρων ειδών διατροφής και της εμφάνισης και ανάπτυξης σοβαρών ασθενειών, όπως οι καρδιαγγειακές παθήσεις, ο καρκίνος, αλλά και αυτή ακόμα η φυσιολογική διαδικασία της γήρανσης (Aravanis, Corcondilas et al., 1970; Gerber, 1994). Οι εν λόγω έρευνες έδειξαν, επίσης, ότι ο λεγόμενος Μεσογειακός τύπος διατροφής μπορεί να μειώσει δραστικά την εμφάνιση των παραπάνω ασθενειών (Knoops, de Groot et al., 2004; Linos, Holmes et al., 2007; Trichopoulou, Costacou et al., 2003; Willett, 2006). Η Μεσογειακή δίαιτα χαρακτηρίζεται από την κατανάλωση υψηλών ποσοτήτων ελαιολάδου, καθώς και από τη συχνή κατανάλωση φρούτων και λαχανικών σε συνδυασμό με χαμηλή κατανάλωση κρέατος. Είναι φανερό ότι η συγκεκριμένη διατροφή περιέχει μεγάλο αριθμό παραγόντων οι οποίοι θα μπορούσαν να δρουν ευεργετικά για τη διατήρηση της υγείας, αλλά η διαλεύκανση των βιοχημικών μηχανισμών δράσης καθενός απ’ αυτούς αποτελεί μια τιτάνια ερευνητική προσπάθεια (Visioli, Bogani et al., 2005). Αν και αρχικά οι ερευνητές έδωσαν έμφαση στον ρόλο της υψηλής περιεκτικότητας των μονοακόρεστων λιπαρών οξέων του ελαιολάδου (και, κατά συνέπεια, στο χαμηλό ποσοστό των κορεσμένων λιπαρών οξέων) στη Μεσογειακή δίαιτα, σύντομα έγινε εμφανές ότι επιπλέον συστατικά που εμπεριέχονται στη συγκεκριμένη δίαιτα είναι δυνατόν να συνεισφέρουν σημαντικά στη διατήρηση της υγείας (DeWeerdt, 2011; Dilis and Trichopoulou, 2010; Simopoulos, 2005).

				Σήμερα, η επικρατούσα άποψη υποστηρίζει ότι φυτικής προέλευσης συστατικά της διατροφής τα οποία βρίσκονται σε αφθονία στα φρούτα και τα λαχανικά έχουν θετικά αποτελέσματα στην υγεία, μέσω της ικανότητάς τους να εκκαθαρίζουν τις βλαπτικές ελεύθερες ρίζες που σχηματίζονται στον οργανισμό ως παραπροϊόντα του μεταβολισμού του οξυγόνου. Οι εν λόγω ενώσεις ονομάζονται αντιοξειδωτικά, αλλά θα πρέπει να τονίσουμε σ’ αυτό το σημείο ότι ο όρος “αντιοξειδωτικό” έχει ευρύτερη έννοια από τον όρο “εκκαθαριστής δραστικών ελευθέρων ριζών” και είναι λάθος να χρησιμοποιούνται οι δύο όροι σαν συνώνυμα, διότι προκαλείται σοβαρή σύγχυση. Όπως θα δείξουμε παρακάτω, τα συστατικά της Μεσογειακής διατροφής δεν είναι δυνατόν να δρουν ως εκκαθαριστές των ελευθέρων ριζών, αλλά προστατεύουν από το οξειδωτικό στρες μέσω άλλων βιοχημικών μηχανισμών, οι οποίοι παραμένουν εν πολλοίς άγνωστοι έως σήμερα.

				Κατά συνέπεια, ο κύριος στόχος που τίθεται μετά τα αποτελέσματα των επιδημιολογικών μελετών, τα οποία επιβεβαίωσαν τον θετικό ρόλο της Μεσογειακής δίαιτας στη διατήρηση της υγείας, είναι η διαλεύκανση των μοριακών μηχανισμών που συμβάλλουν σ’ αυτό το αποτέλεσμα. Ως εκ τούτου, επιβάλλεται να κατανοηθούν με ακρίβεια οι χημικές ιδιότητες που πρέπει να συνοδεύουν κάθε βιοδραστικό παράγοντα της διατροφής, ούτως ώστε να είναι ικανός να δράσει αποτελεσματικά σε κάποιο σημαντικό για την υγεία βιοχημικό μονοπάτι.    

				Σχέσεις διατροφής και υγείας 

				Η μελέτη του τεράστιου αριθμού των διαφορετικών συστατικών στη διατροφή, σε συνδυασμό με τους ποικίλους μηχανισμούς στους οποίους έχουν τη δυνατότητα να συμμετέχουν, απαιτεί μια τεράστια ερευνητική προσπάθεια, η οποία σήμερα βρίσκεται σε εξέλιξη. Από την άλλη πλευρά, υπάρχουν βάσιμες προσδοκίες ότι η ταυτοποίηση διατροφικών παραγόντων οι οποίοι δρουν μέσω συγκεκριμένων βιοχημικών μηχανισμών θα ανοίξει νέους ορίζοντες στην ανάπτυξη στρατηγικών που θα έχουν ως στόχο τη μείωση της εμφάνισης και της ανάπτυξης σοβαρών ασθενειών, κυρίως αυτών που σχετίζονται με την ηλικία. 

				Ατυχώς, η πρόοδος προς αυτήν την κατεύθυνση έχει αποδειχθεί αρκετά αργή. Αυτό οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι η λεγόμενη “θεωρία των αντιοξειδωτικών” (υπό την έννοια των “εκκαθαριστών των δραστικών ελευθέρων ριζών”) έγινε γρήγορα αποδεκτή και κυριάρχησε απόλυτα στο συγκεκριμένο πεδίο, χωρίς όμως να βασίζεται σε επαρκή πειραματικά δεδομένα. Σύμφωνα με την εν λόγω θεωρία, οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες που βρίσκονται σε αφθονία στη Μεσογειακή δίαιτα εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες οι οποίες δημιουργούνται στον οργανισμό και, μ’ αυτόν τον τρόπο, προστατεύουν τα βασικά συστατικά των κυττάρων από ανεξέλεγκτες οξειδώσεις, οι οποίες θα συνέβαλαν στην ανάπτυξη παθολογικών καταστάσεων. Το γεγονός ότι, περίπου την ίδια περίοδο, οι έρευνες στο πεδίο της βιοχημείας των ελευθέρων ριζών και του οξειδωτικού στρες ήταν σε πλήρη ανάπτυξη, και μια πλειάδα παρατηρήσεων υποστήριζε την αυξημένη παραγωγή ελευθέρων ριζών σε όλες σχεδόν τις παθολογικές καταστάσεις (βλέπε Halliwell and Gutteridge, 2007) συνετέλεσε αποφασιστικά στην επικράτηση αυτής της θεωρίας. Ατυχώς, όμως, όλες οι μεγάλες προοπτικές μελέτες οι οποίες σχεδιάστηκαν για την επαλήθευσή της έδειξαν αρνητικά αποτελέσματα (Warnholtz and Munzel, 2000). Κατά συνέπεια, έγινε επιτακτική η ανάγκη για την αναθεώρηση της εν λόγω θεωρίας και την προσαρμογή της στα νέα πειραματικά δεδομένα.

				Γιατί οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες της διατροφής δεν είναι δυνατόν να δρουν ως εκκαθαριστές δραστικών ελευθέρων ριζών;

				Το γεγονός ότι οι όροι “αντιοξειδωτικά” και “εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών” χρησιμοποιούνται συνήθως σαν συνώνυμα έχει προκαλέσει αρκετά μεγάλη σύγχυση μεταξύ των επιστημόνων αυτού του χώρου. Ο όρος “αντιοξειδωτικό” έχει μια πολύ ευρύτερη έννοια, η οποία ανταποκρίνεται στη “δράση οποιασδήποτε ένωσης ικανής να προστατεύσει τα συστατικά ενός βιολογικού συστήματος σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, με οποιονδήποτε τρόπο”, ενώ ο όρος “εκκαθαριστής ελευθέρων ριζών” αντιπροσωπεύει “ενώσεις οι οποίες εξουδετερώνουν δραστικές ελεύθερες ρίζες μέσω απόδοσης μονών ηλεκτρονίων σ’ αυτές”. Σημειωτέον ότι, μετά την απόδοση του ενός ηλεκτρονίου, οι εκκαθαριστές μετατρέπονται οι ίδιοι σε ελεύθερες ρίζες, οι οποίες όμως χαρακτηρίζονται από σχετικά χαμηλή δραστικότητα.   

				Η διεθνής βιβλιογραφία είναι γεμάτη από εργασίες στις οποίες υπολογίζεται, σε in vitro πειράματα, η αντιοξειδωτική ικανότητα (ως ικανότητα εκκαθάρισης δραστικών ελευθέρων ριζών) μιας πληθώρας ενώσεων φυτικής προέλευσης. Τέτοιου είδους δημοσιεύσεις συμβάλλουν ακόμα και σήμερα στη διατήρηση της άποψης ότι η διατροφή επιδρά στην υγεία μέσω της εξουδετέρωσης των δραστικών ελευθέρων ριζών. Θα πρέπει να ξεκαθαριστεί ότι η συγκεκριμένη άποψη δεν ανταποκρίνεται στην πραγματικότητα, λόγω του ότι δεν συνάδει με τις κινητικές παραμέτρους αυτών των αντιδράσεων. Στη συνέχεια, θα εξηγήσουμε τι ακριβώς εννοούμε.

				Οι αντιδράσεις των ελευθέρων ριζών με τα αντιοξειδωτικά ακολουθούν κινητική δευτέρας τάξεως και η ταχύτητά τους μπορεί να περιγραφεί από την εξίσωση:  

				[image: Chapter 10_1]

				όπου το v αντιπροσωπεύει την ταχύτητα της αντίδρασης, το k είναι η σταθερά δευτέρας τάξεως, ενώ τα [Ο] και [Α] αντιπροσωπεύουν τις συγκεντρώσεις του οξειδωτικού (ελεύθερη ρίζα) και του αντιοξειδωτικού παράγοντα, αντίστοιχα. Για παράδειγμα, οι ρίζες του υδροξυλίου (.OH) είναι εξαιρετικά δραστικά μόρια που προέρχονται κυρίως από την ομολυτική διάσπαση του μορίου του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2). Οι ενώσεις αυτές είναι ικανές να αντιδράσουν με οποιαδήποτε χημική ομάδα βρίσκεται στο μικροπεριβάλλον του σημείου δημιουργίας τους, με σταθερές αντίδρασης k περίπου 109 M-1s-1 (αντίδραση 1) (Haag and Yao, 1992).
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				Αυτό σημαίνει ότι οι αντιδράσεις των ριζών υδροξυλίου εξαρτώνται αποκλειστικά από το σημείο δημιουργίας τους και όχι από τη χημική τους συγγένεια με κάποια συγκεκριμένη ένωση. Κατά συνέπεια, δεν είναι λογικό να αναμένεται η ανακάλυψη ενός εξειδικευμένου “εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών υδροξυλίου”. Παρ’ όλα αυτά, καθημερινά εμφανίζεται ένας μεγάλος αριθμός δημοσιεύσεων, στις οποίες περιγράφεται ο εντοπισμός παραγόντων με ικανότητα εκκαθάρισης ριζών υδροξυλίου σε εκχυλίσματα από κάθε λογής φυτά (κυρίως, σε σπάνια εξωτικά φυτά).

				Το ίδιο ισχύει και στην περίπτωση των αλκοξυ-ριζών (RO.), οι οποίες προέρχονται κυρίως από την υπεροξείδωση των λιπιδίων των μεμβρανών και των λιποπρωτεϊνών· είναι και αυτές εξαιρετικά δραστικές, με τις σταθερές αντίδρασης k να κυμαίνονται μεταξύ 4 και 20x107 M-1s-1 (αντίδραση 2) (Buettner, 1993).
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				Στην πραγματικότητα, οι περισσότερες από τις ενώσεις βιολογικού ενδιαφέροντος αντιδρούν με τις δραστικές ελεύθερες ρίζες με υψηλές, αλλά σχετικά παρόμοιες, σταθερές αντίδρασης k. Κατά συνέπεια, για να μπορέσει μια ένωση να δράσει προστατευτικά ως εκκαθαριστής ελευθέρων ριζών, θα πρέπει να βρίσκεται στο βιολογικό σύστημα σε υπερβολικά υψηλές συγκεντρώσεις (μη φυσιολογικές), γεγονός που δεν είναι εφικτό στην πραγματικότητα. Αυτό σημαίνει ότι όλες οι προσπάθειες για την ανακάλυψη εξειδικευμένων εκκαθαριστών ελευθέρων ριζών αποτελούν απλά ευσεβείς πόθους και όχι  απτή πραγματικότητα.

				Μετά τις παραπάνω παρατηρήσεις, θα μπορούσε να υποστηρίξει κανείς ότι ο μόνος αποτελεσματικός τρόπος προστασίας από τις δραστικές ελεύθερες ρίζες in vivo είναι η αναστολή της δημιουργίας τους. Αυτό είναι δυνατόν να επιτευχθεί είτε με την αναστολή της ομολυτικής διάσπασης των υπεροξειδίων (αναγωγή ενός ηλεκτρονίου), η οποία πραγματοποιείται με τη βοήθεια καταλυτικά ενεργών ιόντων σιδήρου, είτε με την ενίσχυση της ενζυμικής ικανότητας των κυττάρων για τη γρήγορη απομάκρυνση των υπεροξειδίων (αναγωγή δύο ηλεκτρονίων του Η2Ο2 σε Η2Ο και των οργανικών υπεροξειδίων στις αντίστοιχες αλκοόλες) (Forman, Davies et al., 2014; Ursini, Maiorino et al., 1995). Όπως θα περιγραφεί στη συνέχεια, η διατροφή, και ιδιαίτερα η Μεσογειακή διατροφή, περιέχει πληθώρα ενώσεων ικανών να συνεισφέρουν και στους δύο παραπάνω μηχανισμούς προστασίας από τα υπεροξείδια. Είναι εξαιρετικά ενδιαφέρον το ότι ορισμένες ενώσεις της διατροφής έχουν ιδιότητες που αφενός μεν επιτρέπουν την προστασία των κυττάρων από ανεξέλεγκτες οξειδωτικές διεργασίες, αφετέρου δε ενεργοποιούν σηματοδοτικά μονοπάτια τα οποία προκαλούν την έκφραση πρωτεϊνών που ενισχύουν την ενζυμική προστατευτική ικανότητα των ίδιων κυττάρων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (Finkel and Holbrook, 2000). 

				Εναλλακτικές δράσεις των αντιοξειδωτικών της διατροφής

				Μια εναλλακτική υπόθεση εργασίας, η οποία έχει ελεγχθεί πειραματικά από την ερευνητική μας ομάδα στην Ιατρική Σχολή του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων σε επίπεδο ανθρώπινων κυττάρων, είναι η υπόθεση ότι η Μεσογειακή διατροφή έχει ευεργετικές επιπτώσεις στην υγεία, διότι περιέχει σε αφθονία βιοδραστικές ενώσεις οι οποίες έχουν την ικανότητα να διαχέονται διαμέσου των κυτταρικών μεμβρανών και να δεσμεύουν καταλυτικά ενεργά ενδοκυττάρια ιόντα σιδήρου (labile iron) (Barbouti, Briasoulis et al., 2010; Barbouti, Doulias et al., 2001; Doulias, Nousis et al., 2005; Kitsati, Fokas et al., 2012; Melidou, Riganakos et al., 2005; Nousis, Doulias et al., 2005). Αυτές οι παρατηρήσεις παρέχουν αδιαμφισβήτητες αποδείξεις ότι η ενδοκυττάρια δέσμευση του σιδήρου (αλλά όχι του χαλκού ή άλλων μετάλλων μετάπτωσης) είναι ικανή να προστατεύσει τα βασικά κυτταρικά συστατικά (DNA, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες κ.τ.λ.) από ανεξέλεγκτες οξειδώσεις σε συνθήκες αυξημένου οξειδωτικού στρες. Η βασική διαφορά μεταξύ αυτής της πρότασης και της θεωρίας της εκκαθάρισης των δραστικών ελευθέρων ριζών έγκειται στο γεγονός ότι, σύμφωνα με την πρώτη, εμποδίζεται η δημιουργία δραστικών ελευθέρων ριζών, ενώ, σύμφωνα με τη δεύτερη, αναστέλλεται η τοξική τους δράση, αφού όμως πρώτα έχουν δημιουργηθεί.

				Οι χημικές ιδιότητες που καθορίζουν την ικανότητα δέσμευσης των ιόντων σιδήρου εντός των κυττάρων παίζουν καθοριστικό ρόλο στην αντίδρασή τους με τα υπεροξείδια. Τα περισσότερα από τα φαινολικά συστατικά της διατροφής που έχουν την ικανότητα να συνδέονται με ιόντα σιδήρου τον δεσμεύουν σε δύο από τα έξι σημεία δέσμευσής του (οκταεδρική ατομική δομή). Κατά συνέπεια, χρειάζονται τρία τέτοια μόρια για την ολική κατάληψη των θέσεων δέσμευσης (Σχήμα 1). Σ’ αυτήν την περίπτωση, προκαλείται στερική παρεμπόδιση της αντίδρασης μεταξύ των ιόντων του σιδήρου και των υπεροξειδίων, και αναστολή της δημιουργίας δραστικών ελευθέρων ριζών, όπως αυτές των .ΟΗ και των RO.. 
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				Σχήμα 1: (Α) Οκταεδρική διαμόρφωση της ατομικής δομής του σιδήρου. Οι αριθμοί 1, 2 και 3 αντιπροσωπεύουν τον τρόπο επικάλυψης του σιδήρου από ενώσεις με δύο θέσεις δέσμευσης. (Β) Παραδείγματα δύο ενώσεων φυτικής προέλευσης που περιέχονται στη διατροφή και έχουν την ορθο-διυδροξυλομάδα, η οποία μπορεί και δεσμεύει ιόντα σιδήρου, όταν βρεθεί στο εσωτερικό των κυττάρων. 

				Η περίπτωση, όμως, μερικής επικάλυψης των θέσεων διασύνδεσης του σιδήρου (1 ή 2 μόρια ανά άτομο σιδήρου) είναι πιο πιθανή, λόγω της αραίωσης που λαμβάνει χώρα κατά τη διάχυση των προσλαμβανόμενων ενώσεων σε όλο το σώμα. Σ’ αυτήν την περίπτωση, είναι δυνατή η αντίδραση του σιδήρου με υπεροξείδια στα σημεία που παραμένουν ακάλυπτα. Κατά συνέπεια, η δημιουργία των δραστικών ελευθέρων ριζών λαμβάνει χώρα πλησίον των σιδηροδεσμευτικών μορίων και αντιδρούν κατά προτεραιότητα μ’ αυτά. Η οξείδωση τέτοιων φυτικής προέλευσης συστατικών της διατροφής, όπως για παράδειγμα οι πολυφαινόλες που περιέχουν ορθο-διυδροξυλομάδες ικανές να δεσμεύουν ιόντα σιδήρου, οδηγεί στη δημιουργία των αντίστοιχων μορίων κινόνης (Σχήμα 2). 

				Η ρίζα του υδροξυλίου είναι εξαιρετικά δραστική προοξειδωτική ένωση και σχηματίζεται πολύ κοντά στα υδροξύλια της πολυφαινόλης. Επομένως, έχει τη δυνατότητα να αντιδράσει αυτόματα με ένα απ’ αυτά, αποσπώντας ένα ηλεκτρόνιο (σε μορφή ατόμου υδρογόνου, Η.) προς σχηματισμό Η2Ο. Η πολυφαινόλη μετατρέπεται αρχικά σε ελεύθερη ρίζα ημικινόνης η οποία, παρουσία Ο2, αντιδρά μ’ αυτό, δημιουργώντας ανιόν του σουπεροξειδίου, ενώ η ίδια μετατρέπεται στην αντίστοιχη κινόνη. Στην ουσία, μέσω αυτών των αντιδράσεων, μια νουκλεόφιλη ένωση (ορθο-διυδροξυφαινόλη) μετατρέπεται σε ηλεκτρόφιλη (κινόνη). 
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				Σχήμα 2: Η μερική επικάλυψη των θέσεων δέσμευσης του σιδήρου από ορθο-διυδροξυ-φαινόλες της διατροφής επιτρέπει την αντίδρασή του με υπεροξείδια και τον σχηματισμό εξαιρετικά δραστικών ελευθέρων ριζών. Σ’ αυτήν την περίπτωση, οι φαινόλες οξειδώνονται αρχικά σε ημικινόνες και στη συνέχεια σε κινόνες μετά από απόδοση ενός ακόμα ηλεκτρονίου στο μοριακό Ο2. 

				Είναι ενδιαφέρον να τονιστεί ότι, σύμφωνα με πρόσφατα πειραματικά δεδομένα, τέτοιες διαδικασίες μπορεί να έχουν μεγάλη φυσιολογική σημασία. Είναι ευρέως γνωστό ότι ηλεκτρόφιλες ενώσεις διαφόρων τύπων είναι ικανές να ενισχύσουν την ενζυμική αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού, μέσω της ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2, ο οποίος αποτελεί τον βασικό ρυθμιστή της έκφρασης μιας πλειάδας ενζύμων που εμπλέκονται σε μηχανισμούς σχετικούς με την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων σε συνθήκες στρες. Ο μοριακός μηχανισμός της ενεργοποίησης του Nrf2 περιλαμβάνει την ομοιοπολική σύνδεση της ηλεκτρόφιλης ένωσης με ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεϊνών στην πρωτεΐνη Keap1, η οποία κάτω από φυσιολογικές συνθήκες είναι συνδεδεμένη με τον Nrf2 (Σχήμα 3).
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				Σχήμα 3: Σχηματική απεικόνιση της ενεργοποίησης του Keap1/Nrf2 σηματοδοτικού μονοπατιού από οξειδωμένες πολυφαινόλες της διατροφής. Μια οξειδωμένη πολυφαινόλη (ορθο-κινόνη) αντιδρά με μια ευαίσθητη κυστεΐνη στην πρωτεΐνη Keap1 και συνδέεται ομοιοπολικά μ’ αυτήν (προσθήκη κατά Michael). Η εν λόγω σύνδεση αποσπά την Keap1 από τον παράγοντα Nrf2, ο οποίος απελευθερώνεται και μεταφέρεται στον πυρήνα, όπου συνδέεται με συγκεκριμένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων στο DNA, ενεργοποιώντας την έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν αμυντικά ένζυμα. 

				Η διασύνδεση της ηλεκτρόφιλης ένωσης με την Keap1 οδηγεί στην αποδέσμευσή της από τον Nrf2, ο οποίος σταθεροποιείται και μεταφέρεται στον πυρήνα. Ο Nrf2 έχει την ικανότητα να συνδέεται σε ειδικές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων στο DNA (AREs, antioxidant response elements, ή EpREs, electrophile response elements) και, με τον τρόπο αυτόν, ρυθμίζει (θετικά ή αρνητικά) την έκφραση ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων σχετικών με την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων. Για παράδειγμα, επάγονται ένζυμα που στοχεύουν στην απομάκρυνση των δραστικών μορφών οξυγόνου (αντίσταση στο οξειδωτικό στρες) και στην εξουδετέρωση τοξικών ξενοβιοτικών (ένζυμα φάσης ΙΙ), καθώς και ένζυμα επιδιόρθωσης βιομορίων, όπως το DNA και οι πρωτεΐνες (Forman, Davies et al., 2014).

				Συνοψίζοντας, θα πρέπει να τονιστεί ότι από τον τεράστιο αριθμό μικρομοριακών ενώσεων που περιέχονται στη διατροφή, ένα σημαντικό ποσοστό έχει την ικανότητα να διαχέεται διαμέσου των βιολογικών μεμβρανών και να φθάνει στο εσωτερικό των κυττάρων. Πολλές απ’ αυτές τις ενώσεις, όπως π.χ. οι ορθο-διυδροξυ-πολυφαινόλες, έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν ιόντα σιδήρου (όχι κατ’ ανάγκη με υψηλή συγγένεια). Οι εν λόγω ενώσεις επιφέρουν τα παρακάτω αποτελέσματα: (α) αναδιάταξη της κατανομής του καταλυτικά ενεργού σιδήρου στο κύτταρο, με αποτέλεσμα την προστασία των αρχικών θέσεων δέσμευσης από οξειδώσεις, και (β) την ταυτόχρονη σηματοδότηση προς επαγωγή των ενζυμικών μηχανισμών άμυνας και επιβίωσης των κυττάρων μέσω της αυτοοξείδωσής τους και της μετατροπής τους σε ηλεκτρόφιλους ενεργοποιητές του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2.   

				Τροποποίηση της ενδοκυττάριας κατανομής των καταλυτικά ενεργών ιόντων σιδήρου από συστατικά της διατροφής 

				Παρόλο που τα ενδοκυττάρια επίπεδα των καταλυτικά ενεργών ιόντων σιδήρου ρυθμίζονται αποτελεσματικά μέσω της δράσης των πρωτεϊνών IRP1 και IRP2 (Iron Regulating Protein 1 και 2), υπάρχει ένας βαθμός ελευθερίας στη διακύμανσή τους, ούτως ώστε να επιτρέπεται η συμμετοχή του σιδήρου σε βασικές κυτταρικές λειτουργίες, χωρίς τον κίνδυνο πρόκλησης βλαβών μέσω της κατάλυσης της δημιουργίας δραστικών ελευθέρων ριζών (Galaris and Pantopoulos, 2008; Pantopoulos, 2004). Σε συνθήκες αύξησης του οξειδωτικού στρες, όπως είναι οι περιπτώσεις φλεγμονών, λοιμώξεων, τραυμάτων κ.τ.λ., που συνεπάγονται αύξηση των επιπέδων των υπεροξειδίων, τα κύτταρα μειώνουν τα καταλυτικά ενεργά ιόντα σιδήρου, μέσω σύνθεσης αυξημένων ποσοτήτων φερριτίνης, μιας πρωτεΐνης που έχει την ικανότητα να αποθηκεύει με ασφάλεια στο εσωτερικό της μεγάλες ποσότητες σιδήρου. Μετά την επούλωση των τραυμάτων ή τη θεραπεία της φλεγμονής, τα επίπεδα της φερριτίνης επανέρχονται στα αρχικά επίπεδα, επιτρέποντας τον συνήθη μεταβολισμό του σιδήρου. 

				Είναι φυσιολογικό να υποθέσει κανείς ότι, όταν αυξάνονται τα επίπεδα των καταλυτικά ενεργών ιόντων σιδήρου, αυτά καταλαμβάνουν νέες θέσεις με σταδιακά χαμηλότερη συγγένεια δέσμευσης. Αυτές οι νέες θέσεις δέσμευσης αποτελούν νέα δυνητικά σημεία οξείδωσης, σε περίπτωση απότομης αύξησης του οξειδωτικού στρες. Το αποτέλεσμα της εισόδου στα κύτταρα διατροφικών παραγόντων ικανών να αποσπάσουν ιόντα σιδήρου από θέσεις χαμηλής συγγένειας δέσμευσης είναι ότι καθιστά αυτές τις θέσεις άτρωτες, σε περίπτωση απότομης έκθεσης των κυττάρων σε οξειδωτικό στρες. Ένας τεράστιος αριθμός μικρομοριακών ενώσεων που περιέχονται στη διατροφή (ειδικά στα φυτικής προέλευσης συστατικά της Μεσογειακής διατροφής) έχει την ικανότητα να δράσει μ’ αυτόν τον τρόπο. Τα χαρακτηριστικά της δέσμευσης του σιδήρου σε καθεμία απ’ αυτές τις ενώσεις διαφέρουν σημαντικά, ανάλογα με τις χημικές ιδιότητες της καθεμιάς αλλά και τη συγκέντρωση του διαθέσιμου σιδήρου σε σχέση μ’ αυτήν του σιδηροδεσμευτή. Για παράδειγμα, ολική επικάλυψη των έξι θέσεων δέσμευσης του οκταεδρικού ατόμου του σιδήρου (περίσσεια σιδηροδεσμευτού) οδηγεί σε ολική αναστολή της αντίδρασής του με υπεροξείδια, ενώ μερική επικάλυψη (χαμηλή συγκέντρωση σιδηροδεσμευτού σε σχέση με τη συγκέντρωση του διαθέσιμου σιδήρου) επιτρέπει την αντίδραση. Και στις δύο περιπτώσεις, όμως, η δέσμευση του σιδήρου προφυλάσσει τις αρχικές θέσεις από μη ελεγχόμενες οξειδώσεις σε περίπτωση οξειδωτικού στρες. 

				Επαγωγή της αμυντικής ικανότητας των κυττάρων από συστατικά της διατροφής μέσω της ενεργοποίησης της σηματοδοτικής πορείας Keap1/Nrf2 

				Όταν τα κύτταρα εκτίθενται σε οξειδωτικό στρες το οποίο μπορεί να οφείλεται σε έναν μεγάλο αριθμό διεγερτών που προέρχονται από το περιβάλλον, έχουν την ικανότητα να προσαρμόζονται, αυξάνοντας την αμυντική τους ικανότητα, ούτως ώστε να είναι καλύτερα προετοιμασμένα σε μια ενδεχόμενη νέα έκθεση. Πρόσφατα πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει ότι κεντρικό ρόλο στον μοριακό μηχανισμό αυτής της προσαρμογής των κυττάρων παίζει ο μεταγραφικός παράγοντας Nrf2 (nuclear factor E2-related factor 2). Ο συγκεκριμένος παράγοντας ρυθμίζεται σε επίπεδο πρωτεΐνης μέσω της σύνδεσής του με μια άλλη πρωτεΐνη, την Keap1, η οποία αναστέλλει τη δράση του. Η πρωτεΐνη Keap1 έχει 27 κατάλοιπα κυστεΐνης, μερικά από τα οποία είναι εξαιρετικά ευαίσθητα στην οξείδωση. Η οξείδωση αυτών των καταλοίπων επιφέρει μια αλλαγή στη διαμόρφωση της πρωτεΐνης, η οποία δεν της επιτρέπει πια να παραμένει συνδεδεμένη με τον Nrf2. Η απομάκρυνση της Keap1 προκαλεί τη συσσώρευση του Nrf2 στο κυτταρόπλασμα και τη μεταφορά του στον πυρήνα, όπου συνδέεται σε ειδικές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων στο DNA, τα λεγόμενα AREs (antioxidant responsive elements) ή, πιο σωστά, EpREs (electrophile responsive elements), τα οποία καθορίζουν τη συντονισμένη έκφραση πολλών γονιδίων που έχουν σχέση με την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων (Dickinson, Iles et al., 2003; Moinova and Mulcahy, 1998; Mulcahy and Gipp, 1995). Παραδείγματα γονιδίων τα οποία επάγονται από την ενεργοποίηση του Nrf2 είναι, μεταξύ άλλων, η δισμουτάση του σουπεροξειδίου (SOD), η καταλάση (CAT), η οξυγονάση της αίμης 1 (HO1), τα λεγόμενα ένζυμα της φάσης ΙΙ, η τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GSH-S-transferase), η NAD(P)H:οξειδοαναγωγάση (NQO1), καθώς και ένζυμα που εμπλέκονται στη σύνθεση της γλουταθειόνης. 

				Καλά τεκμηριωμένες πειραματικές εργασίες έχουν δείξει ότι ένας αριθμός από ενώσεις που ανιχνεύονται στα φρούτα, στα λαχανικά και σε άλλα φυτικής προέλευσης συστατικά της Μεσογειακής διατροφής έχουν την ικανότητα να προκαλούν την ενεργοποίηση του Nrf2 και την επαγωγή της έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων (Hur and Gray, 2011). Όλοι οι γνωστοί ενεργοποιητές του Nrf2 είναι ηλεκτρόφιλες ενώσεις που αντιδρούν με κυστεΐνες στην Keap1 και προκαλούν την αποσύνδεσή της από τον Nrf2 (Dinkova-Kostova, Holtzclaw et al., 2005). Είναι ενδιαφέρον να τονίσουμε, όμως, ότι αρκετές από τις νουκλεόφιλες ενώσεις της διατροφής θα μπορούσαν να οξειδωθούν και να μετατραπούν σε ηλεκτρόφιλα μόρια, για να έχουν τη δυνατότητα να δράσουν ως ενεργοποιητές του Nrf2. Μεταξύ αυτών των ενώσεων, οι δεσμευτές σιδήρου κατέχουν εξέχουσα θέση, διότι προστατεύουν τα κυτταρικά συστατικά από την οξείδωση, σε περίπτωση έκθεσής τους σε οξειδωτικό στρες, και ταυτόχρονα τα ίδια μόρια σηματοδοτούν την ενίσχυση της ενζυμικής άμυνας των κυττάρων, ούτως ώστε να είναι καλύτερα προετοιμασμένα σε περίπτωση πιθανού νέου επεισοδίου.    

				

				Κατανομή των συστατικών της διατροφής σε ιστούς, κύτταρα και υποκυτταρικά διαμερίσματα

				Ένας παράγοντας που καθορίζει αποφασιστικά τη δράση καθεμιάς από τις άπειρες ενώσεις που περιέχονται στα συστατικά της διατροφής μας είναι η ικανότητα της συγκεκριμένης ένωσης να εισέρχεται στον οργανισμό και να κατανέμεται μεταξύ των διαφόρων ιστών, κυττάρων και υποκυτταρικών διαμερισμάτων. Η κατανομή αυτή εξαρτάται, κυρίως, από την ικανότητα της κάθε ένωσης να διαπερνά τις βιολογικές μεμβράνες και να προσεγγίζει τα δυνητικά μόρια-στόχους της. Οι τρόποι μεταφοράς διαμέσου των μεμβρανών περιλαμβάνουν: (α) την παθητική διάχυση, (β) την πρόσληψη μέσω ενδοκύττωσης και (γ) τη μεταφορά με τη βοήθεια ειδικών πρωτεϊνών (μεταφορέων).

				(α) Η παθητική διάχυση διαμέσου των μεμβρανών αποτελεί τον πιο συνηθισμένο τρόπο πρόσληψης των ενώσεων της διατροφής στους ιστούς και τα κύτταρα. Ο τρόπος αυτός εμποδίζεται όταν οι ενώσεις είναι φορτισμένες με ηλεκτρικά φορτία, όπως για παράδειγμα στα οργανικά οξέα. Έχει αποδειχθεί ότι μικρές τροποποιήσεις σε τέτοιου είδους ενώσεις που καλύπτουν το ηλεκτρικό τους φορτίο έχουν δραματικές επιπτώσεις στη δράση τους στα κύτταρα (~100 φορές πιο δραστικά), λόγω της εύκολης διάχυσής τους μέσω των μεμβρανών των κυττάρων. Είναι ενδιαφέρον, επίσης, ότι το είδος της τροποποίησης επηρεάζει σημαντικά τη δράση των εν λόγω ενώσεων. Για παράδειγμα, έχει αποδειχθεί ότι οι εστέρες του καφεϊκού οξέος είναι περισσότερο δραστικοί από τα αμίδια της ίδιας ένωσης (Σχήμα 4).

				

				[image: 10]

				Σχήμα 4: Το καφεϊκό και το ροσμαρινικό οξύ είναι δύο απλά οργανικά οξέα που βρίσκονται σε αφθονία στα φυτικής προέλευσης συστατικά της διατροφής. Η ικανότητα των εστερικών και των αμιδικών παραγώγων αυτών των ενώσεων διαφέρει δραματικά απ’ αυτήν των μητρικών ενώσεων, λόγω της διαφορετικής κατανομής τους στα κύτταρα. Αυτό οφείλεται στην ύπαρξη ηλεκτρικών φορτίων στις καρβοξυλομάδες των οξέων η οποία δεν επιτρέπει τη διάχυσή τους μέσω των βιολογικών μεμβρανών. 

				Η δράση των εστερικών και των αμιδικών παραγώγων διαφέρει, διότι τα πρώτα υδρολύονται εύκολα και εγκλωβίζονται εντός των κυττάρων, ενώ η διάσπαση των αμιδίων, όταν λαμβάνει χώρα, είναι πολύ πιο αργή διαδικασία (Kitsati, Fokas et al., 2012).   

				(β) Οι φορτισμένες ή μεγάλου μοριακού βάρους υδρόφιλες ενώσεις δεν μπορούν να διαπεράσουν εύκολα τις βιολογικές μεμβράνες (Kitsati, Fokas et al., 2012). Έχει αποδειχθεί ότι τέτοιες ενώσεις μπορούν να προσληφθούν από τα κύτταρα μέσω ενδοκύττωσης και να δράσουν στα ενδοσωμάτια και στα λυσοσωμάτια. Σε ορισμένες περιπτώσεις, το χαμηλό pH των λυσοσωματίων συμβάλλει στην πρωτονίωση αυτών των ενώσεων, γεγονός που εξουδετερώνει το ηλεκτρικό τους φορτίο και επιτρέπει τη διάχυσή τους στο κυτταρόπλασμα.

				(γ) Τέλος, έχει αποδειχθεί ότι ορισμένες βιοδραστικές ενώσεις της διατροφής είναι συνδεδεμένες ομοιοπολικά με άλλες ενώσεις, οι οποίες διαθέτουν εξειδικευμένους μεταφορείς για την πρόσληψή τους από τα κύτταρα. Σ’ αυτήν την περίπτωση, ολόκληρο το σύμπλοκο παρασύρεται και μεταφέρεται διαμέσου της πρωτεΐνης-μεταφορέα και μπορεί να δράσει εντός των κυττάρων.   

				Ανακεφαλαίωση 

				Όπως φαίνεται διαγραμματικά στο Σχήμα 5, οι βιοδραστικοί παράγοντες που περιέχονται στη διατροφή πρέπει να έχουν τα κάτωθι χαρακτηριστικά για να εξασφαλίσουν τη βέλτιστη ωφέλεια στον οργανισμό: (α) να μπορούν να διαπερνούν εύκολα τις βιολογικές μεμβράνες και να δρουν ενδοκυττάρια, (β) να έχουν τη δυνατότητα να δεσμεύουν καταλυτικά ενεργά ιόντα σιδήρου και (γ), σε περίπτωση που υπάρξει αντίδραση του δεσμευμένου σιδήρου με κάποιο υπεροξείδιο, να εξουδετερώνουν τις σχηματιζόμενες ελεύθερες ρίζες με απόδοση ηλεκτρονίων. Η οξείδωσή της μετατρέπει την ένωση από νουκλεόφιλο σε ηλεκτρόφιλο μόριο, ικανό να ενεργοποιήσει το Keap1/Nrf2 μονοπάτι το οποίο είναι υπεύθυνο για την επαγωγή ενζύμων που ενισχύουν την άμυνα και την ικανότητα επιβίωσης σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

				

				[image: 10]

				Σχήμα 5: Γενική απεικόνιση του προτεινόμενου μοριακού μηχανισμού δράσης συστατικών της διατροφής. Σύμφωνα με το διάγραμμα, τα δραστικά συστατικά της διατροφής θα πρέπει: (α) να έχουν την ικανότητα να διαπερνούν τις κυτταρικές μεμβράνες και να φθάνουν στα σημεία-στόχους, (β) να μπορούν να δεσμεύουν, έστω και χαλαρά, ιόντα σιδήρου εντός των κυττάρων, (γ) να έχουν την ικανότητα αναγωγής των δραστικών ελευθέρων ριζών, όταν αυτές παράγονται από την αντίδραση του μερικώς επικαλυπτόμενου σιδήρου με υπεροξείδια, και (δ) οι οξειδωμένες μορφές τους να είναι αρκετά ηλεκτρόφιλες, ούτως ώστε να αντιδρούν με την πρωτεΐνη Keap1 και να ενεργοποιούν τον μεταγραφικό παράγοντα Nrf2. ICPs, φαινολικές ενώσεις που δεσμεύουν ιόντα σιδήρου (Iron Chelating Phenols). 
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Η επικρατούσα, γενικά, άποψη για την ωφέλιμη επίδραση της Μεσογειακής διατροφής στη διατήρηση της υγείας των ανθρώπων είναι ότι η συγκεκριμένη διατροφή περιέχει πολλές αντιοξειδωτικές ενώσεις οι οποίες εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες που παράγονται στον οργανισμό με απόδοση ηλεκτρονίων (εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών). Είναι σωστή αυτή η άποψη; Εξηγήστε γιατί.   

				Απάντηση

				Οι αντιδράσεις των ελευθέρων ριζών με τα αντιοξειδωτικά ακολουθούν κινητική δευτέρας τάξεως και η ταχύτητά τους μπορεί να περιγραφεί από την εξίσωση:

				[image: Chapter 10_1]

				όπου το v αντιπροσωπεύει την ταχύτητα της αντίδρασης και το k είναι η σταθερά δευτέρας τάξεως, ενώ τα [Ο] και [Α] αντιπροσωπεύουν τις συγκεντρώσεις του οξειδωτικού (ελεύθερη ρίζα) και του αντιοξειδωτικού παράγοντα, αντίστοιχα. 

				Για παράδειγμα, οι ρίζες του υδροξυλίου (.OH) είναι εξαιρετικά δραστικά μόρια που προέρχονται κυρίως από την ομολυτική διάσπαση του μορίου του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2). Οι ενώσεις αυτές είναι ικανές να αντιδράσουν με οποιαδήποτε χημική ομάδα η οποία βρίσκεται στο μικροπεριβάλλον του σημείου δημιουργίας τους, με σταθερές αντίδρασης k περίπου 109 M-1s-1 (αντίδραση 1):

				[image: Chapter 10_2]

				Αυτό σημαίνει ότι οι αντιδράσεις των ριζών υδροξυλίου εξαρτώνται αποκλειστικά από το σημείο δημιουργίας τους και όχι από τη χημική τους συγγένεια με κάποια συγκεκριμένη ένωση. Κατά συνέπεια, δεν είναι λογικό να αναμένεται η ανακάλυψη ενός εξειδικευμένου “εκκαθαριστή ελευθέρων ριζών υδροξυλίου”. 

				Στην πραγματικότητα, οι περισσότερες από τις ενώσεις βιολογικού ενδιαφέροντος αντιδρούν με τις δραστικές ελεύθερες ρίζες με υψηλές, αλλά σχετικά παρόμοιες, σταθερές αντίδρασης (k). Κατά συνέπεια, για να μπορέσει μια ένωση να δράσει προστατευτικά ως εκκαθαριστής ελευθέρων ριζών, θα πρέπει να βρίσκεται στο βιολογικό σύστημα σε συγκεντρώσεις υπερβολικά υψηλές (μη φυσιολογικές), γεγονός που δεν είναι εφικτό στην πραγματικότητα. Αυτό σημαίνει ότι όλες οι προσπάθειες για την ανακάλυψη εξειδικευμένων εκκαθαριστών ελευθέρων ριζών αποτελούν απλά ευσεβείς πόθους και όχι απτή πραγματικότητα.

				Ένας εναλλακτικός τρόπος προστασίας από τις δραστικές ελεύθερες ρίζες in vivo είναι η αναστολή της δημιουργίας τους. Αυτό είναι δυνατόν να επιτευχθεί είτε με την αναστολή της ομολυτικής διάσπασης των υπεροξειδίων (αναγωγή ενός ηλεκτρονίου), η οποία πραγματοποιείται με τη βοήθεια καταλυτικά ενεργών ιόντων σιδήρου, είτε με την ενίσχυση της ενζυμικής ικανότητας των κυττάρων για τη γρήγορη απομάκρυνση των υπεροξειδίων (αναγωγή δύο ηλεκτρονίων του Η2Ο2 σε Η2Ο και των οργανικών υπεροξειδίων στις αντίστοιχες αλκοόλες). Η διατροφή, και ιδιαίτερα η Μεσογειακή διατροφή, περιέχει πληθώρα ενώσεων ικανών να συνεισφέρουν και στους δύο παραπάνω μηχανισμούς προστασίας από τα υπεροξείδια. 

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Ποιες χαρακτηριστικές χημικές ιδιότητες θα πρέπει να έχει μια μικρομοριακή ένωση που περιέχεται στη διατροφή μας, ούτως ώστε να μπορεί να δράσει αποτελεσματικά στη διατήρηση της υγείας στον άνθρωπο;

				Απάντηση

				Για να μπορέσει να δράσει αποτελεσματικά μια μικρομοριακή ένωση που εμπεριέχεται στα συστατικά της διατροφής μας, πρέπει να έχει τις παρακάτω χημικές ιδιότητες: 

				(α) να μπορεί να διαπερνά με κάποιον τρόπο τις βιολογικές μεμβράνες και να φθάνει στα σημεία-στόχους εντός των κυττάρων, 

				(β) να μπορεί να δεσμεύει ιόντα σιδήρου, έστω και χαλαρά, 

				(γ) να είναι αρκετά νουκλεόφιλη, ώστε να αντιδράσει με τις δραστικές ελεύθερες ρίζες που πιθανόν να παραχθούν από την αντίδραση του δεσμευμένου σιδήρου με υπεροξείδια, και

				(δ) η οξειδωμένη μορφή της να είναι αρκετά ηλεκτρόφιλη, ώστε να μπορεί να οξειδώσει τα ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεΐνης στην πρωτεΐνη Keap1 και να ενεργοποιήσει την πορεία Keap1/Nrf2. Αυτή η σηματοδοτική διαδικασία οδηγεί στην επαγωγή γονιδίων, τα οποία εκφράζουν ένζυμα υπεύθυνα για την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων σε περίπτωση νέας έκθεσης σε συνθήκες οξειδωτικού στρες.

				

				

				

				

			

		

	
		
			
				Ευρετήριο όρων

				Κεφάλαιο 1

				αντίδραση Fenton 

				ελεύθερη ρίζα (free radical) 

				θεωρία της δράσης των ελεύθερων ριζών στη γήρανση (free radical theory of aging) 

				οξειδωτικό στρες (oxidative stress) 

				στροφορμή (spin) 

				

				Κεφάλαιο 2

				μονήρες Ο2 (singlet Ο2) 

				δεύτερος διαβιβαστής (second messenger) 

				

				Κεφάλαιο 3

				προερχόμενος από το ενδοθήλιο παράγοντας χάλασης (endothelial derived relaxing factor) 

				συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου» (NO-synthase) 

				σύνθεση του ΝΟ (NO synthases) 

				

				Κεφάλαιο 4

				αναπνευστική έκρηξη (respiratory burst) 

				οξειδωτική έκρηξη (oxidative burst) 

				χρόνια κοκκιωματώδης νόσος (chronic granulomatous disease) 

				

				Κεφάλαιο 5

				άμεση επιδιόρθωση (direct repair) 

				ανταλλαγή αδελφών χρωματιδίων (sister chromatid exchange) 

				ειδικοί δεσμευτές (chaperones) 

				επί τόπου (in situ) 

				επιδιόρθωση αναντιστοιχίας (mismatch repair) 

				επιδιόρθωση εκτομής βάσεων (base excision repair) 

				επιδιόρθωση εκτομής νουκλεοτιδίων (nucleotide excision repair) 

				επιδιόρθωση μη ομόλογης ένωσης άκρων (non-homologous end-joining repair) 

				επιδιόρθωση ομόλογου ανασυνδυασμού (homologous recombination repair) 

				μεταγωγή σήματος (redox signaling) 

				μεταγωγή σήματος (signal transduction) 

				ουσίες οι οποίες δεσμεύουν .ΟΗ (.ΟΗ scavengers) 

				συζυγή διένια (conjugated dienes) 

				

				Κεφάλαιο 6

				“διαναλογική” αντίδραση (disproportionation reaction) 

				αναγωγάση της γλουταθειόνης (glutathione reductase) 

				αναγωγάση της θειορεδοξίνης (thioredoxin reductase) 

				μεταγωγή ενδοκυττάριων οξειδοαναγωγικών σημάτων (redox signaling) 

				νιτρομπλέ του τετραζολίου (nitroblue tetrazolium) 

				περοξυρεδοξίνες (peroxyredoxines) 

				πρωτεΐνη θερμικού σοκ (heat shock protein) 

				

				Κεφάλαιο 7

				απενεργοποιώ (quench) 

				διακατανομή (disproportionation) 

				“εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών” (free radical scavengers) 

				

				Κεφάλαιο 8

				MHC τάξης 1 (major histocompatibility complex, class 1) 

				ηπατιδίνη (hepcidin) 

				ηφαιστίνη» (haephestin) 

				μη ανταποκρινόμενη στον σίδηρο σιδηροπενική αναιμία (IRIDA, iron refractory iron deficiency anemia) 

				οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP, labile iron pool) 

				οξυγονάση της αίμης (heme oxygenase) 

				πρωτεΐνες ρυθμιστές του σιδήρου (iron-regulatory proteins) 

				πρωτεΐνες-συνοδοί (chaperones) 

				ρυθμιστικές πρωτεΐνες του σιδήρου (iron regulating proteins) 

				σίδηρος δεσμευμένος εκτός τρανσφερρίνης (non transferrin bound iron) 

				σίδηρος μη δεσμευμένος στην τρανσφερρίνη (non transferrin bound iron) 

				στοιχεία απόκρισης στον σίδηρο (iron responsive elements) 

				φερροπορτίνη (ferroportin)

				χολερυθρίνη (bilirubin) 

				χολοπρασίνη (biliverdin) 

				

				Κεφάλαιο 9

				καταλυτικά ενεργός ενδοκυττάριος σίδηρος (labile iron) 

				

				Κεφάλαιο 10

				καταλυτικά ενεργός ενδοκυττάριος σίδηρος (labile iron) 6
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Kepadrmo 6 - Kvrrapikoi Apvvrikoi Myyavicpoi: Eviopikd Zvetipata
Evavtio oto O&e1dmTiko XTpeg

Zovoyn

Egpdoov 0pacTikés Loppés olvyovov (eVOIGUECES HOPPES avaymyNS TOL 0SDYGVOD) GYNUATICOVTAl GUVEXDS EVIOS TV

KOTTGP®Y, aKOUI] Kal KGTe aré puo10A0YIkéS GOVONKES, Kal EXITIEOV EIVAL IKAVES VO TPOKAAEGOVY TOSIKES EMIMTOGEIS,
Ba énpene va amotelel éxminln To OGS, TEAIKG, 01 agpofior opyavicuol katapépvovy va emificvovy. Eivar mpopavés oti,
KaTé TN G1GpKEIa TS HOKPAS ECEAKTIKIG TOVS TTOpElag, 01 agpdffiol opyovicol KaTapepay va avamtbiovy eCaIpeTikd
ATOTEAEGUATIKODS GUYTIKODS LY aVIGUODS, 0DTMS MGTE Vo UTopobdy va. avTictaboby oty ole1dmTiki) wieon Tov 6éyovtal.
Movo étav o1 ev J6ye auvYTIKOT Lj)aVIGHOT DTEPKEPAGTODY, OVATPETETAL 1] TPOOLEIOWTIKI/oVTIOLEIOWTIKI] 160ppOTIa G

Pépoc tov debtepov oélove. H katdotacn avtl), ooviBwg, kaleitar “ole1dmtiké otpes” kai Eyel fLomtikd aroteléouata
10 70 KDTTOPO. XT0 TOpPOY KEPLO10 Bor TapovGIacTODY G1e5001K G 01 EVCDUIKOT GULYTIKOT j)eVIGLOT TV KUTTGpY. O
avagepBoby kot apyds ta EvEvle TOD GOUUETEYOLY GTHY TIPMOTIH YPOULLY GULYAS TMY KUTTAP®Y, 0niadl avté mov eival
VIEDOLYOL Y100 THY GUEGY ATOUGKPOYGY TV TaPGYOUEVOY OPasTIKOY Lopemy ofvyévov. Sty cuvéyea, o eletactoby
vrofonBntixé évivuoa ta omoia o TOPODOE VA TEL KOVEIC OTI GTOTEAODY TH) OEDTEPI YPOULI] GUDYAS TOD OPYaVIGUOD

ATEVAVTI OTO OLEIOWTIKG CTPES.

Ewayoy

O KaAOTEPOS TPOTOG OVTIGTUGNS EVAVTIOV TMOV SPAGTIKAOV LOPP@V TOV 0&DYOVOD B0 HTAV. QUGTKAL. 1) AmOPLYH TG O1-
ovpyiag Tovg. TIpdypatt, T0 98% mepinov Tov KATAVAAMGKSUEVOL 05LY6VOL GTa Ltoydvdpia avayetat 6e H,O, pécm
™G dpdiong Tov vVl “koToypmuikl) 0le1d4en” GTIV UVUTVELGTIKY 0AVGISa. Xmpic TNV amedevbépmon evildiecov
SpacTIKGOV Lopedv. Q6T6G0, IKpéS Tocodtes O, H,O,, nuiKkwéves kot ehedBepeg pilec Mmapdv o&émv cynuati-
Covtat. axoépm Kat KATG 0nd QLGIOAOYIKEG GUVONKES, GE [0 Gelpd avTIdpaceny mov AapPavovy ydpa GTo KVTTap.
(Halliwell and Gutteridge. 2007). Qg ex ToVTOL. T0 KOTTUPO KATAGEPVOLY VoL ETPIOGOLY HOVO YpN GE [a Gelpd amd
S0pOPETIKA LVVTIKA GLGTHIATO oV Exovy avartvet (Eyjpa 1 kot Iivakeg 1). H cvotacn kot 1 $16pBpwon tov
aVTIOEEIBOTIKAOV INYUVIGHAVY SIHOEPEL O)1 LOVO [ETUED TMV S10QOPOV 1I6TOV 0ALG aKOpo Kot HeTa&d S10popmv TOTOV
KOTTAP®V TOL 1510V 16TOV.

O1 owoyéveleg TOV evidumv, d161ovTdceg Tov covrepoieldiov (SOD). katardoes (CAT). vrepoieddces TG
GSH (GPx) ko1 mepo&opedoiveg (Prx, peroxyredoxins). omotelovy Ty TpdT Kot KOP1o Yy Gpovag evavtiov g
ofewdotkig Tieons. H cuvtovicpévn dpdon tovg £xet g amotéhesiia ™y ek avayeyh tov O, e H 0, yopig avelé-
AeyKTeg 0ZE13MGEIS TV KVTTUPIKDOY GUGTATIKAV.

EKTd¢ am6 To KOpia. avTd aprovTikd vivpa., vdpyet ko o Taeidda drhov evidiov o onoia eite avactéAhovy
™ dnuovpyia ehevbépav pridv e cuykekpLIéveg TepITOGELS, gite eivar vToPoneNTIKd Yo T Spdcn TOV TUPATEVE
eviopov, eite, TEAOG, BonBovy 6TV emdIOPOMOAN TOV KVTTUPIKMOY GUGTUTIKOV TOL £XOLV 0&e18mBEL.

Kutoxpwptkn ofedaon (@)

o‘°a‘'oe*om

: ‘H Ho " ‘
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Kepaiao 7 - Kvtrapikoi Apvvrikoi Myyoviepoi:
doTikés Evdosig

Mukpopoprokég Avrioget-

Zovoyn

100G EMITPENEL VO OVTIOPODY e Ola. GYed6Y Ta udpia

H ueydln dpactikotira wov cuvodeder oovibogs Tig eledbepeg pi
oTo [ukporepiféllov ato omoio cynuatidovtal. Yro v évvoia avti), ke uépio mov avtidpa pe elebbepes pices G

umopobee va Oecwpnbei wg exxabopiotis (scavenger) elevbépev pigev. Ouewm, yio va e1val anoTeAeoUaTIKI] 1] TPOGTAGIO

mov vrotifetar 6T Tpooéper KGBe aVTIOEEIOWTIKOS TapdyovTag oe éva Pioloyiké cbotnua, Bo mpémel: (a) va éxer Ty
IKOVOTITO TPOVOLIAKIS AVTIOPAGHS GE GYéo LiE Ta. GlAa 1opio. Tov cuaTiuatos kal (B) i eAebBepn pile. tov avtioleidwTikod
TapGyovTa. TOL ONUIOVPYETTaL VO EIVal GYETIKG. (U] OpacTIKY], ODTMS OOTE Vo, OIaKOTTOVTAl 01 GAVGIOWTES OVTIOPACEIS
7ov cuvodebovy cuviBwe T dnpovpyia elevdépwy pitéw. Iapot avtés o1 mpoimobécels dev 1GyHOVY TAVTOTE, 6TO
Tapov kepdlaio Ba TapovcIacTODY 01 KLPIGTEPES EVEMICEIS TOL Eyel TPOTabEl 6T1 Opovy mE avTIoZeIdwTIKG (ekKkaBapIoTéS

elevBépmv piéew). Se opIGUEVES TEPITTMCEIS TPOKAAEITOL GOYYVGY, A0y™ THS ¥ploNs Tov dpov “avrioledmTiké” yia

0. TapaoELyL.

evaserg Tov fonBoby Ley GTHY GVTIUETOTICN TOL 0SEIOMTIKOD GTPES, LG IE EUUEGODS [UNYOVIGUODS, OTE

¢ TPOGOETIKES 0pGOES 1) LTOCTPOUATA Ge EVEDUC KOTABOAIOUOD TV OPaCTIKMY UOPPEOY 0CDYOYOD 1] O aVACTOLElS

avrdpaceey Suovpyiag dpactiin elevbépe piiiv.

Ewayoy

Ext6g 0md Ta EVOIa/TpOTEivEG OV GUUBIALOLY GTNV OVTIHETAOMGT TOV 0EEIBOTIKOY GTPES, TO. OMOIA AVAPEPHNKOY
o610 Kegdrato 6. To kOTTOpA S106£TOVV EMTAEOV [IIKPOLOPIOKEG EVAOGEIS. Ol OTO{Eg eivat KOVES Vo E0VSETEPOVOLY
16 SpucTikég ehevbepeg pileg. dtav avtég oynuartiCovrat kat apyiCovv va dpovv avegéheykta. Ta cuykekpiéva nopio
KoAovvTon GuVNBmG “ekkabupoTég erevBEpav pldv” (free radical scavengers) 1j amhdg “avtiogedotikd” (Iivakag 1).
TIpokertat yio evdGelg Tov eite sivan evioyeveis eite hapfdvoval HEGo g SloTpoPnc.

Ovoua Ioidtyra
ookopPiko oZd (Brrapivy C) V3POOIAN
a-Toko@ePON (Brrapivy E) Mmoo

B-kapotévio Mmoo
Ovpmkvovn Mmoo
Ovptko 0&h V3POOIAN

Mivoxkog 1. Klagixoi Avti

10wtixor Ilopéyoviee

TOUPOVO [IE TI] YEVIKEL[IEVT] BEOPNGT TMV OVTIOEEIBOTIKAV, Ol &V AOY® EVAOGELS EXOVV TNV IKAVOTI|TA VO TPO-
GTATEVOLY TO GLGTUTIKG TMOV PIOAOYIKAOV GUGTNIATOV 0md aveEéleykTeg 0EEIBOTIKES TPOTOTOGELS, LEGM TNG eEovde-
TEPOGONS TOV SpACTIKAOV eEAeLOEPOV P1EGY TOL TIg TpoKkaAODY (avtidpacn 1):

AH + ROO’ ROOH + A’ m

Q¢ K TOVTOV, [OPLA KAVE VO SPAGOVY Mg EKKUOUPIGTEG eEAeVBEP@V PV eivar auTd Tov divovy edkoda éva
GTopo V3POYSVOL (Eva NAEKTPOVIO Kal EVa TPATOVIO, TAVTOXPOVA) Kal., emmAéov. aynuatiCovy ta S o oyetd
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Kepahmo 1 - Eret0epes PiCeg: Opropog kar Xnpuikéc Iddtnteg

Zovoyn

O dpog “elebbepn pida” (firee radical) exppicer kabe drouo 1y uopio Tov Eyel éva i TEPICGOTEPO AGHLEVKTA NAEKTPOVIA.
H 1616tyta avti], Katé kavove, el w¢ amoTéLEoo THY 10YVPN TN TV EAEDOEPOY PICHY Yo aTOGTODY NAEKTpOVIa amd

dlleg evaaerg (niektpogilol, mpooleidwnikol mapayovtes). Io mopdderyuo, o1 elebbepeg piles Tov véposviiov (OH) i
S S S ) S V ¢ pleee S

o0 ylewpiov (Cl) dev apolafaivovy va d1ayvody, allé avtidpody ywpic eCeldiKeval) ye ynuuxés ouddes mov fpickovial

axpifas oiria Tovg T Ty Tov cynuatiouod Tovs. Katd cuvémela, i dnpiovpyio dpactikiy elevBépwmv pilov ota

KOTTapa Bo Elye KATAGTPOPIKES COVETEIES, A0y TG aVECEAEYKTIS 0LE10MTIKIS TOUS dpacis. Av kal évag peyl.oc opiBués
TapayovTey T diatpogic (1diaitepa, T Mecoyeiaki)c 010TpoQIig) Exel THY 1KavOTHTA Vo avTIOPG KOl Vo, ECOVOETEPCIVEL
T1¢ elebbepeg pilec in vitro, avtd dev eivar dvvatov va copfaiver in vivo. Qg ex tobrov, o mpémel va mpotaboby véor

HOpIaKOT [1])oVIGLOI, 01 0TT0I01 VoL EENYODY IKAYOTOTIKG. TIS TPOCTATEVTIKES EMITTOCEIS THS Mecoyeiaxng d1atpopns.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baoixés yvaoeig Avopyovie kar Opyavixije Xnueiag, Bioynueiog xoa Kotrapixijs Bioloyiag.

Iotopuc avadpopry

H épevva ot ynpeio Tov erevbépav prédv Ntav and Tolid avertoyuévn oty opyaviki} ynpeia, m.y. 6t chveeon on-
HAVTIKGOY TOAVUEPGOY. OTOS T0 TOAAIBVAEVIA, T TOAGTUPEVIA K.6. 'Evag dAAog Topéag GToV 0moio 1) KaTavonen Tov
poLov TV ehevbEpmv PIEDY eiye TPOYOPIGEL GNHAVTIKG HTAV 1] 0£eid00N TmV MdV Kot Tov ehaiov. g POAOYIKEC.
OUOGC. KOL TIS 0TPIKEG EMGTIUEG. | CNUOGTH TV E/\SUSEPU)\' POV, Kat EIGKOTEPH AVTOV TOL TPOEPYOVTOL UMG TO 0EV-
YOvo. eKTIINONKE LOVO TPOGOATO. [ETE THY AVAKAADYN THG GLLLETOYNS TOVS GE 11d GEPG TABOLOYIKES KUTAUGTAGELG,
KOOGS KAt GTOV UNYaVIGLO dpdong dtagopmv ToSikdv ovcidy (Halliwell and Gutteridge. 2007).

H to&ikn 3pdon Tov 0£uyévov 6Ta TEPpOTolma NTaV YVOGCTY £30 kot 1epiocdTepa amd 100 ypoévia. ©6ToG0,
1) GNHAGIC OVTHG TG YVAOGS Yo TOV avOpOTIVO opyavicld eiye vrotimBei yio neydio ypovikd ddotnua. Etol otig
Sekoetieg Tov 1940 kat Tov 1950. mepimov 10.000 mpdwpa veoyévynta popd énadav coPupis PAdPeS, kupimg TOPAOOT).
amd TNV LEEPLETPT) Yop1iyNoT oEvydvov (retrolental fibroplasia). Tta emdpeva 20 ypoévia TopatnpiBnke OTL kat GAkeg
TaBOLOYIKES KATUGTAGELS UTOPEl Vol 0QeihovTal 6TO 0EVYOVO 1] GE SPUCTIKEG EVAOGEIG TOL TPOEPYOVTAL UM CLTO. AV
Ko 1) Bempia g Spdong Tov ekevbépmv pidy ot yipaven (free radical theory of aging) kot 1) GuupeToy)} TOLS GTNV
TOEIKOTNTO TOL 0ELYOVOD KOl OT

axtvoPoldeg eiye 10N mpotabel and ) dexaetio Tov 1950 (Gerschman. Gilbert et
al.. 1954; Harman. 1956). n 3126viig EMGTNIOVIKT) KOWVOTNTO TV avOpin) vo omodeyBel 6Tt avtd To GuvIiBg TOAD
SpucTIKG Popia. sivar Suvatédy va oynpatiiovial 6 PLOAOYIKE GLGTNOTA KOl EWBTKOTEPU EVTOS TOV KVTTAPMV.

H xotavénon mg avridpaong v omoia KatoAvel To £viuiio “31G110vTdoT) Tov Govmepoiediov” (SOD) amd
tovg McCord kat Fridovich to 1969 (avtidpaon 1) anédeiie. yopis apoipolria. 6T11 avayoyi Tov 0Euyovou Lie éva nie-
KTpéVIo Kot 0 cynpetiopds O, eivor avarndomasta cuvdedenéva e Tov aepopio katoforopd (McCord and Fridovich,
1969).

0y~ + 0y + 20" — 32y 1,0, + 0, m

H avokdioyn ot onpatodoTnoe 1o eKprKTik) avgnen Tov evaloeépovtog yia Tig ehevbepeg pileg o) Bio-
ymueio. ™ Blodoyia kot v Iotpier. INUAvTiK. eniong, GOUPOAN 6THY avayvdpion Tov poov Tav eAevbipmv pridy
otig ProioTpiiég emoTijieg eiye 1) xpiion ewdikdv opydvov (NAektpovikol Tapapayvntikoi cuvtoviotés, EPR 1) ESR). pe
Ta omoia éyve duvoTn 1) GUEGT aviyveLGT} TOVG.
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Keopdirao 4 - Anpovpyia “Apastikédv Mopedv O&vydévov” in vivo

Zovoyn

Eletbepes pices mapayoviar ovveycre otovg agpdfiovs opyaviauobs. H taybmyta dnuovpyias tovg, dues, umopei

va kvpaivetolr avéloya pe Tic GVOIKES Kal Ta GljuaTe. Tov 6&fovtal Ta. cvykekpiuéve kbTtapa. Tl mapaderyua, Ta

enayyelatinG payorbrrapa Taplyovr ueydiss TocsTITES dpasTiKy LOpEGY 0lvydvo ETh axd Siéyepor, e GTyo

TV KaTasTpol SEvey IKpoopyavicumy mov Exovy e1célfel otov opyavicud. Evéoxvttapie opyavidia ota omoio

OnuI0VPYODYTaI FPOCTIKES UOPPES O

YOVOV Eival KLPIeS To. LITOYOVOPIE, GAAG [IKPOTEPES TOGOTNTES EIVAI OLYATOY Ve

GYNUOTIGCTODY Kal Ge GlA0. opyavidla, 0TS TO EVOOTAAGUATIKG OIKTVO, 1] TOPNVIKI] UEUPPaVY Kal Ta vTEPOLLOWUATIA.

T8log, dpactinés loppés 0fvyévov dnuovpyoivtar iye s e1Gédon ota KbTtapa CevofioTikdn evéroeny, dras Na

TOPGOEIYUa. OPIGUEVO. PEPLOKA KAl TOPEYOVTEG GO T UOADYGY TOD TEPIPGILOVTOS KOl TI] O1aTPpOYI].

Sto xepdlaio avté Ba eletactoiy cvykexpiévor opiaKol wlyaviauol, e Tovg omolovg dpactixés Lopgés ocvydvoD

TapPGYOVTaL N VIVO, KGT( AT GUYKEKPIUEVES GUVONKES.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baowés yvéreis Xiucias, Bioynueiag xar Biojoyiag. Eibikérepa, araitobviar yvéoers oTovg [opiaxobs iyoniauobs

HETYYNS TOL GIJUATOS GTO. KOTTOpA.

Ewayoy

E\evBepeg pileg. YevikOTEPU. KO SPUGTIKES [LOPOEG 0EVYOVOV, E1TKOTEP. ST)LILOVPYOVVTAL GTA KVTTAUPA S1AIEGOL UpKE-
THV QUGIKOVY Kot ProynukdV S1adikacidy. [ Tapddery|ia. amoTehovV eVAIAUECES HOPQPES. GALG KO TPOIOVTA eVELIKOV
avTISPAGE®MY, GUULETEIOLY GTHV AVTIGPAGT TOV OPYUVIGLOD GE TEPITTOGELS £16050V EEVAMV HIKPOOPYAVIGUMY. EUTAE-
KOVTL GTOV [IETUPOMGIO TOV EIKOGAVOEISOV KUL, GUYKEKPIIEVE, GTO GNUEi Spdong Tav evidieV “kukhoouyovdon™
Kot “Mmoouyovacn”, kabdg Kot 6TV ovTidpaot) GynuaTicioy Tov deofuptBovovkieonidinv. Térog, mailovy puélucTi-
K6 pOLO G GNUAVTIKES GVGI0MOYIKES S1081KUGIES. OMMG 1) LETOYMYY) TOV GIHATOC. KU1 KAT® EMEKTAGN GTOV KVTTAPIKO
. TN $10¢poPOTOiNGT) KAl TNV UXOTTOGN TV KVTTAp@V. @ TPEMel Vo TPocTehsl. emiong. 6Tt ehevbepeg
piCec oynuotiCovton Kot LeTd amd €kBea TMOV OPYUVIGUOV Ge LIEPIOSELS Kol 10vilovseg aKTivoPoliss. KaBdS Kal Ge
vrepiiyovg (Bréme Halliwell and Gutteridge. 2007).

1o onpeio avtd Ba TPEMeL val TovicTel 6Tt o1 ehevBepeg pileg o1 omoieg amoTehodV eVAIGIESH GE [LOPIAKOVG
HINYOVIGLOYG OV KoTaldovTal omd VDU, OTIG TAEIGTES TOV TEPITTOGEMY., Sev eival SLVOTOV Vo S10yvO0VV ehevBe-
PO GAAG TOPULEVOVV SEGLEVLEVES GTO OT|LEIO GYNUUTIGLOY TOLS KUl 0VTISPOVY EEEISTKEVIEVT Y10 TN dNHIOVPYid TOL
GUYKEKPIUEVOD TPoidvTog. TIap® dho avTd, Kpég ToGOTTEG EAEVBEPMV PILOV Exouy viyvevbel eAevBepeg g in vivo
GUVONKEG.

Evdokvttdpio opyavidia. 6neg Ta (uroydvapia. to ev3omhacHaTIKG 3ikTvo. Ta VIEPOELCMUATIH, AALG Kot G-
Aeg KutTapikés £ceg Exovv eviomotel g onpeia mopayoyig O, kot H,0, k4te amd cvykekpiiéves cuveiikes. Io tov
A6Y0 aVTAV. 01 aEPABIOT OPYAVIGHOT £OVV GVATTOEEL UMOTEAEGHOTIKG LVTIKG GUGTHHLATA OTOPAKPLVOTIS TOV £V AGY®
evioeV. Me TV TPOTO 0TOV TOPOVY Kot avIENEEEPXOVTUL GTV OZEI3OTIKY TiEGT) MOV d£YOVTaL TEPLOdIKE. Mdvov
OTaV LIEPKEPAGTOVV O1 VIEAPYOVTES [NYOVIGHOT Kot StotapayBel 1) o&e1doavaymykn) 160ppoTTio TV KVTTdpaYV. yivovtal
eLPaVeig 01 PAATTIKEG EMBPAGELS TG VIEPPOMKIG TUPAYMYHG SPAGTIKMVY LLopPdV 0Evydvou (0&e1dTikd 6Tpeg) (Sies.
1985).

DayokvTmOoN

To 0L3eTEPOOILO. TC OTO{0 UMOTEAOVY TOV KUPIOTEPO PUYOKVTTUPIKG TANOVGIO GTO avepdmvo aila. KubOS Kol Ta
HOKPOQAYH Kot GAAN ETUYYEALOTIKG OayOKOTTAPO. £YOVV TV KAVOTNTA, 6TAV Sieyeipovtal. vo molkomhacidlovy T
QLGLOLOYIKI KaTaVAL®GT 0E0YOVOL (~100 Pop£c) Kot va mapdyouy neydheg mosdtes O, . To mapayduevo O, Tpo-
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Kegararo 9 - Metayoyn Tov Xijpatog péc® OLe1800vayoyikdv AvTidpdosmy
(Redox Signaling)

Tovoyn

O1 dpacTixéc popés ovyovov (ROS, reactive oxygen species) Gewpodvtal katé kavova TOSIKES Yia Ta KDTTapa Kal Tovg

161008, O, GYeTikd mpooata TEPAUATIKG OE00UEVD EXOVY OE

Se1, yeopic augifolia, 611 01 ev L0y evacers Tailovy
GHUOVTIKODS YLGI0AOYIKODS POLOVS, 10101TEPE. GTN O100IKAGI0. UETAY@YNS TOV GIUATOS EVTOS TV KLTTApwY. OTws 6Tig
KAUGIKES TEPITTAICEIS UETAYW YIS TOV GUOTOS EXOVUE 0)LOYES GE EVOIGUEGT UOpIa (OEDTEPOL 0yyeAI0QOPOIL), ETGT KOL GTHY

TEPINTIOH THE UETAYWYNS TOD GIUATOS UEGE OSEIO00NAYWYIKMY avTIdpaoemY (redox signaling) to faciko yopaxTpioTiké

eivar ) oleidwon evdg cuyrexpiiivoy Kataloitov KvoTeRg oe 1o TpaTER | oToia CoMETELEl Ge GDYKEKPIEVES

winiovyies avnidphoeey yia ) uetayay Tov cijuatog.

2’ awt6 T0 kKepalaio Ba cvlitnBoiy o1 Tapaxarw epwticels: (a) Iati, petalb Tev 6109opwY SpacTiKdY HopPOY 0lvYévoD

T0 VTEPOCEIDIO ATOTEAODY TOVS KDPLOVS SlopEGOLaNTE

HETaYEYNG evooKRvTIGPIOY onubtev; (B) Tiati, opiouéve uovo

ané o KaTdAoITa KVGTEIVHS GE O1GQYOpES TPWTETVES amoTeloby 6Téyove Tpomoroinans; () Eivar dvvatoy évivua, omws
o1 “vmepoeidioes g ylovtabeiovis” (Gpx) 1) o1 mepolvpedolives (Prx), ta omoia Gecopodviar 6T1 GOUUETE ODY OTHY
ATOUGKPLYGI] TV DTEPOSEISImY, Vo Tailovy TOV p6lo c1GONTIpa TV EMTESWY TOD 0LEIOMTIKOD GTPES GTA KDTTOPA. KA VO,

GIVODY TO GIjlIa Y10, THY OTOTEAEGUOTIKOTEPY OVTIUETOTIOH TOV,

Extog amo ta vrepoceidia, xai lexTpopiles evacels o1 omoieg mepiiaufiavovy, uetadd 6l

v, OpIGUEVG TPOIdVTaL

TS LTEPOLEIOWTIS TV MBIV, KIVOVES TOV GNjUIOVPYODYTAl OO THY 0LEIOWGI TV TOLDPAIVOLOY, allé Kol Gllovg
netafolites umopobv, exicns, vo aviidpaoovy ue evaicONTES KVGTEIVES KAl VO TPOKUIEGOVY TO EVOVOUA Y10 T UETAOOGT

EVOOKDTIGPIOV GHUGTOY TOL EYODY G ATOTEAEGUA TV KAADTEP TPOGAPLOYI TV KLTTAPMY GTIS VEeS GOVOIKES.

2o televtaio uépog Tov kepalaiov avalboviar oi ueBodoloyies mov avamtiyOnkav TV TElEvTaia dekaetio Yo THY

aviyvevoy xan oy mocoTikomoinoy 10v H,0, 06 TpayiaTiG ypovo GTo EOETEIKG (VI KDTTAPEOY.

Ipoomortoduevy yvoon

Baockég yvaoeig Xnueiog. Bioynpieiog kat Bioloyiog. Ewdkétepa. amoiteitan 1 yvOGC TMV UNYOVIGHUAOV HETAY®YS TOV
onpatog péco debtepav SwfiPuctdv (CAMP, Ca’® KTA). KuO®OS Kol TS OOGPOPLAIGGT)S TOV KUTAAOIT®OV TUPOGive,
GePIVING K1 BPEOVIVIG GE KVTTUPIKES TPOTETVE:

Iotopuc avaokémnon

Tto TpdTo 6Tad avartuEng g {ong ot I, n atpéceoipa dev mepieiye 050YOVO KoL, KUTA GUVETELL. Ol OPYUVIGHOL
7OV avarTVYONKAV NTav ovoepdPior. H eledvian Tov 0Zuyovon. Mg TupampoiéyTog TS 0OTOGHVEEGNS, TPETEL VoL LTTIp-
e KOTAGTPOOIKT| Y10 TIS TPOVHIAPYOVGES LOPPES Conc. AOY® arpiPdg g emakérovdng dnuovpyiag SpacTikdY LHopodY
o&vyévov. H avamtoén. Lie Ty 16podo Tov 1povov, PIOA0YIKAOV UNYaVIGUAV IKAVAVY Vo EAEYYOLV Ta EMITESH AVTHOV TOV
SPUCTIKOV LOPPE GE T1] SLVOTOTNTO YPTGILOTOIMNGNG TOV 0ELYOVOL MG TEMKOD UTOSEKTI) TOV NAEKTPOVIOV TOL
Tpoépyovtal amd Proroyikég ofewdmaoeig. To yeyovdg avtd moAUTAUGINGE TNV 0TOS00T TG MPEMUNG EVEPYELG TOL
TapdyeTol omd TNV Kadon TV Tpogdy e T Loper) ATP. Eival. Aowtdv. mpogavég 0Tt To o&vyévo pmopei va mailel Tov
pOLo ToL {MO36T. Y10 TOV Omoio ivat Kupimg YVmGTO. 16Vo TUpdAANAa e TNV VTtapén UnYaviGHdY eAéyxov TV ogel-
SOTIKAOV avTIdpaceV [iE TIG onoieg sivar cuvdedepév) 1) VTapEl Tov. AVTO YiveTol elPAVES GE TEPITTOGELG VIEPOSiag
(awEnuévng peprg mieong Tov o&vydévov. pO,). N omoia eival KaTaGTPERTIKY Yo To. EUPla 6vTo. AOYe akpiBdg g
VENIEVIS TAPAYOYHS SPAGTIKOV [10pOGY T0V 0EVY6VOD.

Mokovot, katd kovova, ivetar EUQuon OTIS TOEIKES EMBPACEIS TOV dPACTIKAOV HLOPPAV 0ELYOVOL. 1| PVGET
(mg ovVNBmG) KUTOPHOGE, KATA TN didpketd TG eEEMENG, Va TIG ¥P1CILOTOIGEL KAl GE MQEMLLOVG Y10 TOV OPYUVIGHO
porove. Efdayie, y1o mapdderypo. 6to Ke@arono 4 61 1o £nayyeANATIKG QoryoKOTTOPa £ival Qod10GHEVE GTNY TAUGHLA-
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Kegaiao S - OZa1dwtiké Xtpeg: Moprakoi Mnyyoviepoi Ilpokinens Bropov
oe Kvtrapikd Xvetatikd

Zovoyn

Ol ta faciké ovotatiké twv kottépov (DNA, Aimioie, apwteives, voatavOpakes) amoteloby 6To)o TV OpaoTiKdy

elevBépmv piliv, o1 omoieg oynuatiovtar e apetnpia to olvyévo. Oa mpémel vo oueIwBel 0TI 1] OnuIoLPYIc OPaCTIKGY

elevBépav pileov CEKIVE, e TV avayeyl) Tov 0SDYGVOL UE EVaL LOVE 1NAEKTPGVIO G aVIOY ToL GovTepodeidio (O,7), To omoio

petafoliletar ypiyopa oe O, ka1 H O, ard ta évioua diouovtaces tov covmepodeidiov (SODs). Emifdiletor vo toviotel
! cetar ) , ¢ S =

611 0bte 10 O, 0bTE TO H, VPODS OZEIOMTIKODS TAPEYOVTES, 0LAG YPEIGLOVTAL I01GITEPOVS [N YOVIGUODS Yio:

va dnpiovpynoovy dpactixés eAebBepes pices, o1 omoieg eivar ITELOVVES Y10 TIY OLEIOWGN TMY GUCTATIKMY TWY KUTTGPOY.

H katav6non avtv TV [yevIGUdY aAL6 Kal 1] EXTOYIG avacToAl] TOUS, OTaY ypEIGLETAL, ATOTELODY KEVIPIKG GHLETD Yio:

THY QVTIUETOTION TOV 0LEIOWTIKOD GTPES, UEGE eCyevdY TapeuPfacemy.

O xalbtepa UEAETHUEVOS HOPIGKOS MYOVIGUOS OLEIOMGNS KUTTOPIKMY GUGTOTIKGY EVOl ODTOG THS AMTIOI0KNS

vrepodeidwaone. IIpokertar yio [o KOKAIKG ovatpopodotobuev) alveidwth diadikacia, 1 omoia, EGv apyicel Kol Oev

avaotolel eykaipwg, pmopei vo oleidoel 6lo to Pioloyiké viiko. To DNA umopei va vmootel évav ueydio apifué
d1apopetiki oZe1deTiKGY PlaPav, avaloya pe Tovg Topyoves Tov TS Tpokaioby. e avtibeo ue Tig ole1dwmuéves

TpoTEive, o1 omoies cLVHBWS KatakepuaTICOVTAl KOl Ta apIvoléa Tovg exavayploluomolobvtal, To oleidmuévo DNA

umopei va emdiopOebei exi témov (in situ). My exapiis emdrdpBwman tov DNA éyel wg amotéleoua, avaloye e Ty évracn

TOD PAIVOUEVOD, THY EVOWUATOON UETALLGEEMY GTO JEVETIKO TOVS DAIKO, UE OTMOTEAEGUG TOV UETAGYIUATIONO TOVS KO,

TELIKG, TOV KUTTOPIKG Bavato eite [E VEKpON Eite e amoTTwol). Ol TPWTEIVES amOTEAODY GTCY0VS 0ZEIOMENS AVALO

0 KaTdlo1ma opvolEwmy mov wepigyel ) kabeud. To ourvoléa koateiviy, ueberovivy, Topocivy, parvvlalovivy, TpOTTOPGVY

Ka1 16TI61vI) efval To evaicOnTo. 68 0ZEI0MTIKES TPOTOTOOEIS Ge GhYKpIoN Ue Ta vréloina. Mia cyetikd mpéopaty Kai

anpdopev) e5ia oto medio avté vTipe I KaTavoNGY ToD YEYOVETOS 0TI 01 OZEIBETIKES TPOTOTON|CEIS KaTAOTTY

qUIVOZE@Y OTIS TPWTETVES, EKTOS 00 TIS PAATTIKES ETITTOGEIS TOD UTOPET VO E(OVY, ETITELODY KOI QLGIO

Y1K0DE pEAovg,

GUUUETEYOVTAS GTY O10OIKAGTO. LETOYOYIIS CHUATEOY EVTOS TV KUTTGpmY (redox signaling).

IIpoumaitovpevi) yvoon

Kaij véron Pacikcrv orotyeian Opyaviig xar Avopyavys Xnueiag, Bioynueiag xai Biojoyias. Ao ueuBpavesy xan

owcpolimdiey. Kall yvéon tmv facikdy HopIaKdy []{ovIGUMY HETAYmYNS TOD GIJHATOS GTO KOTTApG.

Ewayoy

H avakdioyn g Broroyikig dpaong Tov evidlov diguovticy tov covrepoleidiov (SOD) 10 1969 amd tovg McCord kot
Fridovich ka1 1 avayvdpion g onpociog tov yo v empioon tov aspdpiov opyavieudv (McCord and Fridovich,
2014) empefaincay TakodTepes Hepies Y10 TOV LNYOVIGHO TOSIKOTNTAS TOL 0EVYOVOL [EGE TG SNUoVPYing eAeVOE-
pav piidv oe P1OAOYIKE GUGTILATA.
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Kegarmo 2 - ToSikétnta Tov OZvydévov — ApacTtikég Mopoig OZvyovon

Zovoyn

Iapé. to yeyovog ot ) mapovsia tov olvyovov aroteiel amapaityty mpobrofecn yia Ty drapdne s {wng, i apbovia
T00 GTO. B10).0Y1KG. GLGTIUGTE, GE GLYODAGUO HE THY IKOVOTHTG TOL VO, O&YETal LOVE NAEKTpoVIa, To kabioToby Tov
GNUOVTIKOTEPO TOphyovTa Onuiovpyias elevBépamv piéov otig aepdfies uoppés Cwne. H katavonony twv popiaxv
LnyovIGUaY Onuiovpyias eAevbEpmy piIéov amd To 0ivyovo, all kar 01 O1GQopes HETaPolIKES TOPETES TS OPasHS TOVS OE

QLO10A0YIKES KOl TaBOLOYIKES KOTAGTAGES, TAPG. TV EVIDTMGIOKN] TPOOOO TV TEAEVTAIMY ETOY, TAPAUEVOLY €V TOLLOIS

Gyveoteg. Xto kephlalo avTo &

iCetar 0 polog tov O, 6e froloyixd cuotijuata kai kvpieg ota kottape. Ieprypapovta,

ETIONS, T0. fOCIKG [OPIG. TOV TPOEPYOVTAL GG T UEPTKI] OV L)

vyl Tov O, KaBdS ka1 01 GHUAVTIKOTEPES arté f10/0y1KNS

GKOTIGS OVTIOPAGEIS GTIS OTOIES AVTA GUUUETEYODY.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baoixés yvaoeig Avopyovie kar Opyavixije Xnueiag, Bioynueiog xoa Kotrapixijs Bioloyiag.

Iotopuc avadpopry

To o&uyodvo Ppicketat otov aépa vmd ™ popen dtaropukod popiov (O,). Yroroyileta 611 engavictxe 6Ty emedveta
™G YNG TEPimov TP omd 2.5 Sicekatopripta xpovia. TUpGAANLA e TV ELPAVIGT] POTOGVVBETIKGOV [IKPOOPYOVIGHOV,
TOV KvavoPakTpinv (AEyovtal emiong. KVOvoTpaGtva QUKI). 01 0Toiot OVETTLEAY TV IKUVOTITA VA %PTGILOTOI00V TNV
nMak evépyeta y1o.m idemacn Tov opiov Tov H,O oe dtopia v3poydvou kat o&uyévov. Me ) diadtkasio avti, dpeg,
Gbccopsummv GTad1oKd peydheg TocoTNTES EVOS TOEKOD TopampoiovTog, Tov O, (Halliwell and Gutteridge. 2007). H
apyn aArd GTadept) AVENGT TG GLYKEVTPOGTS TOL O, 6T Guvé Eld GUVOdEVTIIKE Kat a7t TN dnuovpyia Tov doviog
(0,) om otpatdécoaipa. Ta 3Vo avTd cToyEin TcIEaV OTOPAGIGTIKG POAO GTNV TEPAITEP® AVARTLEN TV S1OOPOY
Hop@dY {oNg. AOY® NG IKOVOTNTAG TOVS VOl GIATPAPOVY TNV £VTOVT) Aok VIEPIdOSN akTivoPolria mov épbave otn I,
Tipepa T0 T060aTo Tov O, TNV aTdGPaIpa eivar ~21% kat amotelel To devTEPO GE 0PBOVIa GLGTATIKG TOL AEPU ETA
10 GloTo (78%). )

Metd ™y eppdvion tov O, 6Ty aTpOGEAIPa, ot avaepoPior opyaviciot, ot onoiot emkpatovcay émg Tote,
eite eCagavicTnray eite amotpafijyTnKoy o€ onueio oTo omoia dev umopovce va eodeet To O,. H apyn mopeio g
e&EMENG amd avaepoPieg TPog uepoPieg GLVONKES £300GE TNV EVKAIPIL GE OPIGLEVES LOPOES LONS VA TPOGAPILOGTOVV,
eKQPALOVTUG £181KA TPOGTATELTIKG GUGTIILATA LIE TO OTTO{0 AVTILETOMGAV Tig To&1kéG emdpdcels Tov O,. ITapdiinia
e TV £EEMEN TOV aVTIOEEIBOTIKGY GVTOY GUGTHATEOV. 01 VEOL 0PYaVIGHOL KUTOPAOGAY VO TPOGAPHOGTODY KAl Va
ZPNGoTouiGoVY T0 O, OG TEMKS ATOSEKTI TV NAEKTPOVIOY TOV TPOEPKOVTOL 06 0EEWBMTIKEG Sludikasie TOV KoTa-
poicpod Tovg. Me Tov TpOmO AVTEY o1 VEOL ospoﬁlm OPYAVIGHOT ATEKTGAY £VH UTOPAGIGTIKIG GNHAGTOG EEEMKTIKG
TAEOVEKTIILO, [0S KO EfY0V TNV 1KOVOTNTO 0LOKANPOTIKNG 0EeimONG TV TPOQdY Kt 0m0dEGUEVGN S TOAD [EYaADTE-
POV TOGOTATOV EVEPYEING Y10 TI) GUVBEGT] ATP ant’ 6.7t 6Ty avaepopia kadon Tov

Asgpofrog katoforiopog: o p6rog Tov 0EVYGVOL GTV UVATVEVGTIKY| 0AVGid0

H o&eidoon 1oV Buctkdv GLGTATIKAOY TS TPOONS. OTmg 01 V3UTAVOPUKES. o1 TPMTEIVES Kat Tol Am). yiveton cTadiokd
e 0m6300T) NAEKTPOViKV Ta omoia TPOGAUPAVOVTAL 0o V31 )IEGOVG dEKTES, 6mmg To NAD™ ka1 10 FAD (Zynna 1A).

O avnyuéveg Hop@ég ToV vovkheoTidiov NAD* kot FAD oZeidd@vovTtal TEMKG G6Ta [Toyovapia, Tapdyovtag
HeydAeg TOGOTNTES YNLUKNG EVEPYELAS VTG TN Lop@l} Tov ATP. Ot S1080)1KEG 0EE1B0AVAYOYIKES UVTISPAGELS GTNV aVU-
TVELGTIKY) UAVGISN TOV [1ITOXOVIPImY YivovTal e TETOLOV TPOTO. MGTE 1) EVEPYELD VU UMEAEVAEPOVETAL TUNIATIKG KATA
™V mopeio G HETAQOPAS TV NAekTpoviov (Zyjpra 1B). Ohot o1 TapdyovTeg ovTHG TG 0Avcidag Bpickovtol GtV
£0MTEPIKI) LEUPPAVI TOV TOXOVIPIMV KUl LETUPEPOVY S10F0)IKE TA NAEKTPOVIA UMO TIG UVI)YHEVES [LOPPES TMV VOL-
Kheotdiov (NADH kot FADH,) d101£600 in-oyukédv 613nponpoteivav (tpateives e copmioka 61d1pov-Beiov), Tov
Guvevibpov Q Kot S1eQépeY KuToypmUdTeV (01ponpaTeives) 6Tov TebKé amodékt. To O,. ATd To nupumdve yiveto
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Kepdharo 3 - Movo&eidio Tov AldTov ko “Apactikés Mopeis AldTov”

Zovoyn

To povoleidio tov alirrov (NO), alldé xar Glla 0leidio Tov alioTon, TaY YYmOTol TaPayoVIES EUTIEKGUEVOL GTI UOADYGH]

T)s atudcpaipas. Xy dexaetio tov 1980, duws, amodeiybixe 611 to NO eivar évag GljUayTIKGS QOGI0/0YIKOS TaPEYOVTAS,
0 omoiog gumiéxetar 6T pOOUIGY O1001KAGIMY, OTTWC 1 TECH TOL aiuatos, 1] BpouPeaen, 1) UETGOOGN VEDPIKOY GIUGTOY

Kal 1} avoGol0yIKl) ardvTiol Ty opyovicuy. H 6bvBeci) Tov amd 1o auivodd apyvivi) Katalbetal amé Tpeis O10QopeTIkés

160u0p@és Tov evibuov “cuvbac too NO” (NOS): H pio. aviyvebetar ota evéodniiaxa kittapa (eNOS), i oebtepn ot

vevpika kotrape (nNOS) ka1 n tpity amotelel pua exoyouevy noper (iNOS), i oroia Tapéyetal 6 apkeTodS 1GTODS UETG

1] OpGGN GUYKEKPIUEY

v Lopiov diéyepans. To NO, mapot eivai elebbepn pica, dev eivar dpactixd udpio. Avti i 1016ty7a,

Ge GLYOLAGLO [IE TO YEYOVOS OTL EIVAL 1] TOAIKG KOL [ll] YOPTIGUEVO, TOD ETITPETEL VO OIOYEETAL UETACD O10QPOPETIKY

KOTTGP@Y KOl VoL aVTIOPG EMIAEKTIKG [Ue GUYKEKPIUEVE. [1OP1a-6TOY0vS. Eva TéTo10¢ 6T6)0¢ Eivar To Evvlo “KvkAGol Tov
GTP”, 7o omoio evepyoroieitar ko1 mopiyer cGMP. Eva Gljo pdpio ue to omoio avidpd to NO eivar to avidy tov
covmepolerdiov (O). Ipoioy avtis TS avtidpaois eival To 10yvpo Tpoodeidamtind, mepoiovitpiké (ONOO), to omolo,
av ka1 dev eivar eledbepn pila, eival 1GyvPOS TPOOLEIOMTIKGS TAPEYOVTAS KOl EXEL THY IKAVOTHTO VO, TPOKOLET T VITpwan

KATaLOIT@Y TOPOGIVIG GE TOJNES TPCITEIVES, e EMOKO).0VOEC eMTTMCES GTI SO Kal T paoN TOvS.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baoixés yvaoeis Opyavixie kai Avépyoavie Xyueiog, Bioynueiag xor Bioloyiag.

Iotopuc avaokémnon

Ta moAAG ypévia ta 0&eidia Tov aldtov (NO-, NO,, N,0) fjtav yveosTd o Tapampoiovia g OToynIIKiG LEALVGNG
™G aTHOGEUIPAS GE S1AQOPES EYUAOLTOAES, OTeS T0 Aog AviCeke kat 1) ABiva, Kat eBempeito 6Tt eiyav Phanticés
EMATOGEIG GTOV avOpdmvo opyavicnd. Katd cuvéneto. 1 ékmAngn frav peydin. otav ot dexaetia tov 1980 omodei-
KABNKe 611 0 TPoepydEVoS amd To eviobiiio mapdyovtag ydhaong twv ayyeiov (EDRF. endothelial derived relaxing
factor) §rav 1o povo&eidio Tov aldtov (NO).

H mpdTn 10T0pIKn) avapopd GyeTIKd Jie T froroyiki} 3pden Tov NO Ba umopovce vo amodobei otov ITald epev-
V1) Ascanio Sobrero. 0 omoiog avakGivye TV vitpoyivkepivi To 1847. O i810¢ o Sobrero eiye TpocOMKES pmelpieg
1660 amd Tig Propnyavikég (TpavloTo 6To TPOGOMO LETA 0md EKPEN) OGO KAl O TIG PUPUAKELTIKES 1W10TNTEG TG
VITpOYAVKEPTVIG (EvTOVOg TOVOKEQUAOG LET T Sokin Tg). Ta yeyovota avtd Ba pimopodcay va BempnBovy mg Tpo-
GyYyehol TV HEALOVTIKOV YPHGEMY TNG &V AGY® EVOGNC. TN GUVEYELO., £YIVOY YVOGTEG 01 AYYEI0(0AUPOTIKEG 1310TNTEG
TNG VITPOYAVKEPIVIIG KOl KUTEGTN EPIKTH 1) paplakevtikn) ™G xprion (Bréme Marsh and Marsh. 2000).

H tavtonoinen tov EDRF pie 1o NO &iye ©¢ amotéhespia TV KaTakOpuon avEncn Tov evalapépovTog yia Tn
ymueta kot ™ Proynueia Tov povoZeidiov Tov aldrov (Gryglewski. Palmer et al.. 1986: Ignarro. Buga et al.. 1987). Q¢
£K TOVTOV, LEAeTHANKaAY d1eE081Kd Kot e kdOe AemTolépeto Oheg Ot TOAVES avTidpdcelg Tov NO, ahid kot ot mbavég
S TV TPOTOVTIOV OV TapdyovTal on” auto e dideopeg avtidpdoels (Moncada. Palmer et al.,
1991: Palmer. Ashton et al.., 1988).

O1 GNUAVTIKES OVOKUADYELS G VT TO EPEVLVITIKG Tedio GuveyioTnkay Kot Katd Tn Sidpkeld g SekueTiog
0V 1990. I'a mapddetypia. £yve 1) avakGALYT TG OTKOYEVELNG TMV eVEBIMVY Ta omoial KaTaAvovy 11 Gbveeon Tov NO
(NOS. NO synthases) ané to apvo&d apywvivn (Bredt. Hwang et al.. 1991). 1) avaxdivym tov tepo&ovitpikod (ONOO")
(Beckman. Beckman et al.. 1990). 1 a&loAéynen g GNUOGIOG TOV UETA-HETOYPAPIKAV TPOTOTOUGEMY TAOV TPOTEIVAV
TTOL TPOKUAOOVTOL amd TV avEnon g dnpovpyiog Tov NO ota kottapa (Stamler. Singel et al., 1992). kabdg kat 1)
puBLIGY TG Aettovpyiag TV [uToyovdpiov and To NO (Brown and Cooper, 1994).

TToAAd omd T TpoidvTa mov Tpoépyovtat 0md 10 NO, 6neg yia tapdderyia o ONOO™ kat 1o NO,', eivor eut-
PETIKG SPUCTIKG KA1, TIG TEPIGGOTEPES POPES. UMOTEROVY EVOIGIEGES LOPPES Y10 TIG TOEIKES EMATAOGELS TOV in vivo. Ot
evioelg avTég, Aoym kupimg TG LeYIANG QLGLOAOYIKIG KOl TOHOPVGIOAOYIKNG GNIIAGIOG TOV UTEKTNGAV. UTOTEAEGAV
o EeympioTii opdda KATo amd To Yeviko TITho “ApacTikég Mopoég AldTov™ (AMA). O TPEMEL VO TOVIGTEL, OILOC, OTL
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Kepararo 10 - Aratpogn ka1 OZe1d0Tiké XTpeg

Zovoyn

Moxpoypévies emdnuioloyikés ueiétes ota tédn tov 2000 aidva arédarlay 6T, yowpic augiafiTnen, n katavilwon

Srotpoiic Mecoyeiaxod tomov eival eSaipeTikd w@édiuy yio Ty d1atipnen e vyeiog twv avBparwy. Hap’ dla avtd,

KATaVONGH) TV LOPIOKMY [UJYOVIGUOY TOV eIval bTebOLYOL Y1’ QUTES TIC EMTTMCEIS TAPAUEVEL ELLITTNG Ew¢ Gljuepa. Kipio

OVOAOTOATIKG TOPEYOVTA YIC. THY KATAVON G TMY HOPIOKDY LUYOVIGUOY OPAGHS TMY CUGTATIKMY TS O10TPOPNS GTOTEAECE I

PIyopI] Kot améivTh (6416 ympis amodeilels) Tapadoyi) 611 01 oVTIOZEIOMTIKOL TAPE)OVTES TOV ECOVOETEPIVODY TI Opdol]
TV OpaoTikdy elevbéipav piéov (exkabopiotés elevfipamv pitow) fray vredOoVol Yic. TIC EVEPYETIKES EMITTACEIS OTHY

vyeia. Avotoydg, ) vrobeony avti) arodeiyOnke LovBacuévy). Zto Tapov kepdlalo, apob YIvel Hia 1GTOPIKY oVaCKOTHGH

TV efelilemy ¢’ avtov Tov Touéa, Ba mapateBoby dedouéva, Ta omoio vTOGTHPILOLY VEOLS PloyNuUIKODS LUjYaVIGHODS TOD

ECHYODY IKAVOTOINTIKG. TV TPOGTATEVTIKI] OPAoN TapayovImy mov mepiéyovial ev apbovia oty Mecoyeioxi) d1atpog).
Ipoteivetar 611 1) Opaol TOAAGY QUTIKIS TPOELEVONS GUGTOATIKMY GLTAS THS OIOTPOPIS EVEVTIO GTO OLEIOMTIKG CTPES
opeijetar oty avactoil g onuiovpyias (Gx1 TS Opdos) TV dpactikiy elevBépwv piiiv. Ibugwmva ue to véa
oTolYElD, 10 EVOIGY, Y10 VO UTOPET VO OPACEl TIO GTOTEAECUOTIKG, TPEMEL: (@) Vo EYEl THY IKAVOTHTO VO, O1ATEPYE TIS
Proloyixéc ueuPpaves xor v pBaver ata. GuEia-oTé)ODS EVIGS TV KOTIAP®Y, () vo. umopel va. deoueder 10vTa o101pov,

£0TC0 KA1 JaLopa, (y) Vo EIVal GPKETE YODKAEOQIAI, (MGTE Vo GVTIOPGOET Le TIG OpaoTikéS elebbepes piles mov mBbavoy

va onuiovpynBoby amd Ty avtiopacl Tov GEGUEDUEVOD GI0Npov e LTEPOLEIdIa, Kal () N 0CE1bmUEV) HOPYI] THS Va

EIVal OPKETG NAEKTPOPILY, (GTE Vo UTOPET var 0Se1dmoel Ta. evaichta katdloima KuoTeivys oty mpwteivy Keapl xon

v 10 omoia

va evepyomouoel To oiuaTodoTiké povorar Keapl/Nrf2. Avti) iy d1adikacio oonyel Gty emoymyl] yovi
exppacovy Evivua vredBova Yo TV Guvva Kal THY ETPIWOH TV KUTTAPOY G TEPITTwol véas éxBeanc Tovg oe cuvliKes

0le16eTIK0D CTPEC.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baoikés yvacerg Bloyueiog xor Bioloyiag. E101K0Tepa, amaiteiton i yvmo) Tmv Wj)aVIGU®Y UETGYOYIS TOD GIJIOTOS
lécw oebtepy diafifaotiv (cAMP, Ca2+ k.t./.), kaBdg Kol TS POEPOpPLAIOONS TOY KATALOIT®Y TOPOGIVIS, TEPIVIS

Ka1 Opeoviviig oe KUTTOPIKES TPOTEIVES.

Iotopuc avadpopry

H onpacia g Statpoig 611 Srotiipnon g avBpdmvng vyeiog éyet emonpavdei amnd v apyordmra. O Inmokpdng
(460-377 1.X.) &iducke 611 1 draTpo@i} eivar To APHOKS LOg. evd upydTepd o [oAnvog kat o Alockovpidng Tpocmd-
6ncav va KoTavorcovy Ty TpaypoTiki PAacn g oxéong netady g diaitag kot g vyeiag otov dvbpomo. Iup’ 6ha
OVTC. EMPEME VO TEPHEVOVLE M TG apYEG TOv 2000 a1V Yo Vo avaKaAveBovV ot frrajiive. o1 omoieg amotehovv
OTAPAiTNTA GVGTATIKG TG SUTPOPNG Yia T1) L.

"EvToveg Kl TUPUTETULIEVES LEAETEG KATA TO SEVTEPO GV TOL 2000 U1dVa 0VESEIENY, [IE EMGTIHOVIKO TPO-
7o Kol Yopis kapia aueiporic. ™ Gyéon HeTald TOV S10OOPOV EWBMOV SUTPOPNS KAl TG ENQGAVIONS Kal avdmTTuEng
GoPapdOV acHeVEIDY. OO Ol KAPSI0YYEIUKEG TUONGEIG. O KAPKIVOS, GALd Kal 0uTi) aKOMA 1) QUGIOA0YIKY) Sladikacio
g ynpaveng (Aravanis, Corcondilas et al., 1970: Gerber. 1994). Ot ev Adym épevveg €3e1&av. emiong. OTL 0 Aeydpe-
vog MeGoyelokdg TOmOg S10TpoQiig UTOPel Vo [IEIOGEL SPAGTIKG TNV EUPAVION TOV TUpandve acBeveldv (Knoops.
de Groot et al.. 2004: Linos. Holmes et al.. 2007: Trichopoulou. Costacou et al., 2003; Willett, 2006). H Mecoyetakn
Sionta yapoktmpiletor amd MV KOTAVIAOGT VYNAOV TOGOTHTMV La10LES0V. KOBDS Kat amd T1) GLYVI| KOTUVAAMGT
PPOVTOV KAl AUXOVIKAOV Ge GLVEVLAGUO |ie YULMAN KoTavai®on kpéatog. Eival avepd 6Tt 1) cuykekpiévi datpogiy
TEPIEYEL LeYGLO ap1Bld TaPUyOVTOV Ol 0Toiol Ba HTOPOVGUY VO SPOVV EVEPYETIKA Y10 T1) S10TIPNGY TG LYEiag. oALd
1 SwAevkavon TeV froynukdy pnyavicidy pdong KoBevog o’ avTolg OmoTEAET [Id TITAVIO EPELVITIKI| TPOCTAHEIN
(Visioli, Bogani et al.. 2005). Av ka1 opyikd ot EpeLVITES 8GOV £LLPAGT] GTOV POLO TNG VYNAIS TEPIEKTIKOTNTAG TOV
HOVOUKOPEGTMV MIUpGOY 0@V TOV £A010AGSOL (KoL, KUTE GUVERELD. GTO XUUNAS TOGOGTS TMV KOPEGUEVAVY MIuphY
0Zémv) 61 Mecoyetoki) Slota, covropa éyve eliavég 0Tt ETITALOV GUGTUTIKG OV EUTEPIE(OVTAL GTI] GLYKEKPIIEVT






5/OEBPS/images/Image432_fmt.png
H,0,

c

Mpo

Hocl

.

OH





9/OEBPS/images/187.png
Kegpairao 8 - Xionpog ko OZe1d0Tiké Xtpeg: Opordotacn Tov Xidipov ota
Kvtrapo ko Tov Opyoviopo

Zovoyn

O cidnpog anoteiet azapaitiyro ototyeio yia ) dratiipnon ms (wiie. Qotéco, e nepiTtéoas oTig oxoies o eminedé Tov oTov

0pYaVIGUO EIVO1 LYNAOTEPA 1] YaUNAOTEPE. TOD KavoviKoD, Tpokaobvtal cofapés mapevépyeies. H ikavotyTa to 6101jpov va.

KOTaADEL TI] Gj1ovpyia eCoapeTié opootikdy eAevBépv piéorw Tailel kevipikd péio oty mpdkinon oseidwtikay flafav
jpovpy S 6 G F G

o€ 6)0. Ta facIKd GLOTATIKG TV KUTTAPMY, TPOKGADYTOS THY EUPEVIGH ko1 eCEA1E Gofapv TafoloyIKMY KaTACTAGEMY.
Tia tov A0yo avTov, ij 911, KaTé. T O16pKe1n TS ECELIENS, HEPTUVIGE Y10 TV OVATTVEN TOLDTAOKMY UIYOVIGUMY TOD EYOVY
¢ oTéY0 TNV axpifi poOUIcY THS OHOIOGTAGHS TOL GIBNPOD TOGO Ge KVTTUPIKG ETITEGO GGO KAl GE ENITEOO OPYOVIGLOD.
210 KeQGAaI0 aVTO, EKTOS GO THY avaAvGI] TOL P6/.ov Tov G101jpov GTa. f10).0Y1Ké cVETHUATE, ECETALOVTaN 0165001KG KOl
o1 poBicTiKol [ oVIGUOT THG 0U0I6GTaGNS TOL, KaBMS Kal o1 KVpPIGTEPES Taboloyikés diatapayés mov gupavilovial o

TEPINTIOH OVGAEITOVPYTAS TV EV AOYe) LUIYaVIGUOY.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baoixés yvarceic Xnueiag, Bioynueiog xai Kvttapixijs Bio

viag. Eriong, kali yvaon Pocioloyias koi Avatopiag, kopiog

TOD YAGTPEVTEPIKOD GUGTIUATOS, TOD UDEAOD TOWY OGTEY, TOV NTATOS, TOL GCTANYVA KO1 TV YEPPOY, 01j).00)] TV 0pyavemy

TTOV EUTAEKOVTOL GUEGT. GTIY GVOKDKAWG] TOV GIONPODL GTOY 0PYaVIGUO.

Ewayoy

H vropén tov avriofeidotikdy evidlov ta onoia avapépbnkay avotépon (Kepdrato 6) xet mg 6ToY0 ToV EAeYy0 TMOV
EMTESOV TOV TPOTOV EVOGEDY TG evolGiIEaT)g avayeyis Tov O,, dniadn tov O, ket tov H,0,. Ot mapdyovreg avtoi,
mapdTt cupmeptrapfdvovial petald v SpacTIKOY Hopedv tov O,, £xovv yaumAi 3POUCTIKGTITA KAt 3&v vTISPODY
IIE TO KVTTOPIKG GUOTUTIKG. EKTOG GV AVTA TepiEyovy Gidnpo. H peinon mg diaBeciiomtag 61dijpov, 00Teg GeTe Vo
v pmopel va ovTidpdcet [ie vIepoeidia TPog GYNHOTIGNS 1IGYVPDOY 0EEBOTIKOV TapaydvTmy, amoteiel {inpa vym-
MG TPOTEPAIOTNTAG Y10 TV GLILVE TMOV OPYAVIGHMOV EVAVTIO GTO 0EEIBMTIKG GTpeg. Tty ovaia. eivar 1) devtepn oArd
UTOPUGIGTIKY YPULLLT) GLIVVOG TOL OPYOVIGLOD EVAVTIO GTNY aveEEAeyKTn 0&eidmon TmV cvueTaTik®V Tov. H Sudikacia
oty GuvicTatot 6T déclevan ehevbépmv 1OvTov Fe, kabdg kat eedBepng ailng 1) aioceaipivig, ovtmg OCTE Vo
OVOGTEALETOL 1] GULLETOYY] TOVS GE UVTISPUGELS TOL TPOKUAOVY TO EVOVGLLA Y10 TOV GYNIATIGUO SPUCTIKOV EAEVBEPOV
PLOV amd GYETIKG [11] SPUCTIKES LOPPES AVOY®YNS TOL 05VY6vov. Katd GuvETELd. SUGAEITOVPYIES GTOVE [NYUVIGHOVG
mov pLOIloLY TV OLLOIOGTAGT) TOL GIBNPOL GTOV OPYUVIGHO EXOVV MG UMOTEAEGUM TV EUPAVICT YUPAKTIPICTIKOV
TaBOLOYIKAOV KUTUGTAGEMY. Ol OTOIES GTIG MEPIGGOTEPES MEPMTMOGELS GYeTiCovTa Lie PAGPES OV TPpoKaLovVTAL Amd TO
oZedmtké otpeg (Kell. 2009).

Adyo g e181Kg GYEONG TOL GISIPOY [IE TO OEEWBMTIKG GTPES. G” ALTO TO KEQGAAIO BU TUPOVGIUGTOVY OL
Hoptokoi unyavicpoi ov pubuifovy TV 0[o10GTAGT) TOV GI3NPOL TOGO Ge EMMESO OPYUVIGHOD OGO KUl GE KOTTAPIKO
eminedo. O®a GuNTNHOVY, EMGNG. TO YUPUKTNPIGTIKA TMOV MO CHUAVTIKAOV 0GOEVEIDY TOV ELQUVICOVTAL GE TEPITTOGCELS
YEVETIKOV avOLOM®Y 01 0moieg eTNpedLovy TV 0[o1OGTAGT) TOL G131}pov.

Iotopuc avadpopry

O mpdTeg evdeilelg yia ™V TAPOLGia Tov G1d1)pov GTo aijla eneavieTnkay N3N amd Tov 180 mdve. oArd. £og ™)
Sekoetia Tov 1930, dev Hrav YvooTd 6yeddv Tinota Y10 Tov HETUPOMGIO TOV GI81POL Ge Loplokd eminedo. H mpdm
OLOKANP®IEVT AVAGKOTGY) Yid TOV HeTaBoMG|O Tov G1d1ipov dnpociedtnke To 1958 (Josephs. 1958). Akorovbncav ot
avokeAdyelg Tov vrodoyéa g Tpavepeppivng (TR) kat Tov GLGTHNATOG POBLIGTS TV EVEOKVTTAPIOV EMTESMV TOV
c131pov (IRP/IRE system) TG dekaetieg Tov 1970 kot tov 1980. avtictotye. Ta tedevtaio dekamévie xpévia., ot yvdGcelg
1OG AVOQOPIKE [IE TNV O[O1OGTUGT) TOL G1311Pov £XOLV 0LENOET EVILTMGIOKE Kot X0V 0voiiet VEoug opilovTeg GTov
GYES10G10 KAWOTOUMY GTPATNYIKAOVY Y10. TV TPOANYN Kot T Bepaneia GoPupdv TaBoloyKOV KATUGTAGEMY GTOV (V-
6pomo. To onuovTIKOTEPO YEYOVOS OV GNIOTOSOTNGE cLTHV THY eEEMEN fTav | ovaKkdALYT TG OppovIS “NraTidivy”
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