
		
			
				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).

				

				[image: Chapter 7_4]

				

				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). 
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				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.  
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				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.  
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