
		
			
				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)
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								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). 

				

				[image: 6]

				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.

				

				[image: 6]

				

				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). 
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				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.  

				

				[image: 6]

				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). 
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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.
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