
		
			
				Κεφάλαιο 2 - Τοξικότητα του Οξυγόνου – Δραστικές Μορφές Οξυγόνου

				Σύνοψη

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

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

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

				

				Ιστορική αναδρομή

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

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

				Αερόβιος καταβολισμός: ο ρόλος του οξυγόνου στην αναπνευστική αλυσίδα

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

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

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

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

				   

				

				

				

				Τοξικότητα του οξυγόνου και ελεύθερες ρίζες 

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

				Ενδιάμεσες μορφές αναγωγής του οξυγόνου

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

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

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

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

				Χημική δομή του οξυγόνου

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

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

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

				

				Το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-)

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

				

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

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

				Οι σημαντικότερες αντιδράσεις του σουπεροξειδίου είναι αυτές της αυτοξειδοαναγωγής του, στις οποίες ένα μόριο Ο2.- ή ΗΟ2. δρα ως αναγωγικό και ένα άλλο ως οξειδωτικό μέσο (αντιδράσεις 9-12).
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				Οι σταθερές των αντιδράσεων είναι k1 < 1.0 x 102, k2 = 7.6 x 105 και k3 = 8.2 x 107 M-1s-1. H σταθερά της αντίδρασης για την ενζυμοκαταλυόμενη αντίδραση 12 είναι 1.9 x 109 M-1s-1 και δεν επηρεάζεται από το κατά πόσο το Ο2.- ή η ΗΟ2. είναι δότες ή δέκτες ηλεκτρονίων.

				

				[image: Image409.PNG]

				

				Εάν συνδυάσουμε το Σχήμα 2 και τις αντιδράσεις 9-12, βλέπουμε καθαρά ότι το δεύτερο e- στην αναγωγή του O2.- σε Η2Ο2 προέρχεται κυρίως από το ίδιο το O2.-. Αυτό σημαίνει ότι, όταν για κάποιον λόγο έχουμε σχηματισμό O2.-, τότε είναι αναπόφευκτη και η δημιουργία H2O2.

				Το Ο2.-, εκτός από οξειδωτικό, μπορεί να δράσει και ως ήπιο αναγωγικό μέσο. Για παράδειγμα, μπορεί να δώσει ηλεκτρόνια ανάγοντας τον σίδηρο στην αίμη του κυτοχρώματος C (αντίδραση 13):
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				Η αντίδραση αυτή χρησιμοποιείται τόσο για την ανίχνευση νεοσχηματιζόμενου Ο2.- όσο και για τη μέτρηση της ενεργότητας του ενζύμου δισμουτάση του σουπεροξειδίου (SOD). Γενικά, το Ο2.- κάτω από φυσιολογικές συνθήκες έχει σχετικά χαμηλή δραστικότητα. Οι βιολογικές βλάβες που μπορεί να προκαλέσει συνδέονται κυρίως με την ύπαρξη ιόντων σιδήρου ή την αντίδρασή του με άλλες ελεύθερες ρίζες, όπως για παράδειγμα με το ΝΟ. που θα αναφερθεί παρακάτω (Κεφάλαιο 3).    

				Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2)

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

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

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

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

				Οι ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου (.ΟΗ)

				Περισσότερο από 120 χρόνια πριν —το 1894— ο H.J.H. Fenton περιέγραψε την αντίδραση ενός μείγματος Η2Ο2 με άλατα δισθενούς σιδήρου, τα προϊόντα της οποίας μπορούσαν να οξειδώσουν έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών οργανικών μορίων (αντίδραση Fenton) (Fenton, 1894). Σήμερα, τόσα χρόνια μετά την αρχική αυτή παρατήρηση, συνεχίζονται οι μελέτες για τη διαλεύκανση του ακριβούς μηχανισμού της εν λόγω αντίδρασης (Merkofer, Kissner et al., 2006). Αν και είναι πιθανόν ότι εμπλέκονται αρκετοί ενδιάμεσοι οξειδωτικοί παράγοντες, ο καλύτερα μελετημένος απ’ αυτούς είναι η ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ) (αντίδραση 14):

				

				[image: Image425.PNG]

				

				Ρίζες υδροξυλίου μπορούν, επίσης, να δημιουργηθούν και με αρκετούς άλλους τρόπους. Για παράδειγμα, η υπεριώδης ακτινοβολία μπορεί να προκαλέσει την ομολυτική διάσπαση του Η2Ο2, δημιουργώντας .ΟΗ (αντίδραση 15):
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				Οι ρίζες του υδροξυλίου, λόγω της μεγάλης δραστικότητάς τους, αντιδρούν μη εξειδικευμένα με οτιδήποτε τύχει να βρεθεί δίπλα τους κατά τη στιγμή του σχηματισμού τους. Ειδικά στα κύτταρα, μπορούν να αντιδράσουν και να οξειδώσουν το DNA, τις πρωτεΐνες, τα λιπίδια, τα σάκχαρα και γενικά όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά.

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

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

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

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

				Το υποχλωριώδες οξύ (HOCl)

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

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

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

				Το μονήρες οξυγόνο (singlet O2, 1O2)

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

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

				Όζον (Ο3)

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

				Το όζον έχει ισχυρή οξειδωτική ικανότητα, αντιδρώντας κυρίως με διπλούς δεσμούς και δημιουργώντας οζονίδια, τα οποία στη συνέχεια διασπώνται σε αλδεΰδες (Σχήμα 4), πολλές από τις οποίες έχουν κυτταροτοξική δράση.

				[image: Image486.PNG]

				Σχήμα 4: Προϊόντα που δημιουργούνται μετά την αντίδραση του όζοντος με ακόρεστες ενώσεις.  

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

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

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

				Απάντηση

				Το ένζυμο που καταλύει τη φυσιολογική αναγωγή του Ο2 στο τελευταίο σύμπλοκο της αναπνευστικής αλυσίδας (σύμπλοκο IV) ονομάζεται “κυτοχρωμική οξειδάση”. Κατά την αντίδραση αυτή προσλαμβάνονται 4 ηλεκτρόνια από το κυτόχρωμα C (οξειδώνοντας τον σίδηρο στο κέντρο της αίμης από Fe2+ σε Fe3+) και χρησιμοποιούνται για την αναγωγή ενός μορίου Ο2 σε δύο μόρια νερού:

				

				[image: Image494.PNG]

				

				Απουσία του Ο2, δεν μπορεί να επιτελεστεί αυτή η διεργασία, με αποτέλεσμα την αναστολή της ροής των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα και, κατά συνέπεια, την αναστολή της σύνθεσης του ATP, το οποίο είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της ζωής.

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

				 

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

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

				Απάντηση

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

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

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

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

				Τέλος, αξιοσημείωτη είναι και η ικανότητα του HOCl να δημιουργεί ελεύθερες ρίζες του υδροξυλίου μετά από αντίδραση είτε με Ο2.-, είτε με Fe2+, είτε με χλωραμίνες.

				

				[image: Image514.PNG]

				

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

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