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

				Σύνοψη

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

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

				

				

				

				Προαπαιτούμενη γνώση

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

				

				Εισαγωγή

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

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

				Άμεσες επιπτώσεις από τη δημιουργία Ο2.-

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

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

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

				

				Αντίδραση Fenton 

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

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

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

				

				Αντιδράσεις υπεροξειδίων με αιμοπρωτεΐνες

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

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

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

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

				

				Υπεροξείδωση των λιπιδίων

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

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

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

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

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

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

				 

				Συνέπειες από την υπεροξείδωση των λιπιδίων στα κύτταρα

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

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

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

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

				

				Επιδιόρθωση οξειδωμένων λιπιδίων

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

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

				

				Ανίχνευση προϊόντων της λιπιδιακής υπεροξείδωσης σε παθολογικές καταστάσεις

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

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

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

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

				

				Πρόκληση βλαβών στο DNA

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

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

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

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

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

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

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

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

				

				Βλάβες στο μιτοχονδριακό DNA 

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

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

				

				Επιπτώσεις από τις βλάβες στο DNA

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

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

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

				

				Επιδιόρθωση βλαβών στο DNA

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

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

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

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

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

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

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

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

				Πρόκληση βλαβών στις πρωτεΐνες

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

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

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

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

				

				Η κυστεΐνη

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

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

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

				

				Η μεθειονίνη

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

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

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

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

				

				Η ιστιδίνη

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

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

				

				Η τυροσίνη 

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

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

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

				

				Η φαινυλαλανίνη

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

				

				Η τρυπτοφάνη

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

				

				Η λυσίνη

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

				

				Επιπτώσεις από την οξειδωτική τροποποίηση των πρωτεϊνών 

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

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

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

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

				

				Επιδιόρθωση πρωτεϊνών 

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

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

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

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

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

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

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

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

				

				Απάντηση

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

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

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

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

				Απάντηση

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

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

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

				    

				Κριτήριο αξιολόγησης 3

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

				

				Απάντηση

				 Η αυξημένη ευαισθησία του μιτοχονδριακού DNA οφείλεται κυρίως στο ότι: 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

THY QVTIUETOTION TOV 0LEIOWTIKOD GTPES, UEGE eCyevdY TapeuPfacemy.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Y1K0DE pEAovg,

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

IIpoumaitovpevi) yvoon

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

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

Ewayoy

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