
		
			
				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).
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				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.

				

				[image: 3]

				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:

				

				[image: Chapter 3_4]

				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. 
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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





OEBPS/images/Image353_fmt.png
,c/<

| .

CHy e

|

N L

| |
W N
| /\
CHy HC  CHy

NMMA ADMA






OEBPS/images/Image410_fmt.png
OH

3-virpotupoaivn
-

2z

OH

C-vitpocotupooivn

—x

HN—C—C’

/\

—o0

O-virposotupoaivy






OEBPS/images/Image361_fmt.png
FMN —>|

Avaywydon Ofuyovéon






