
		
			
				Κεφάλαιο 9 - Μεταγωγή του Σήματος μέσω Οξειδοαναγωγικών Αντιδράσεων (Redox Signaling)

				Σύνοψη

				Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS, reactive oxygen species) θεωρούνται κατά κανόνα τοξικές για τα κύτταρα και τους ιστούς. Όμως, σχετικά πρόσφατα πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει, χωρίς αμφιβολία, ότι οι εν λόγω ενώσεις παίζουν σημαντικούς φυσιολογικούς ρόλους, ιδιαιτέρα στη διαδικασία μεταγωγής του σήματος εντός των κυττάρων. Όπως στις κλασικές περιπτώσεις μεταγωγής του σήματος έχουμε αλλαγές σε ενδιάμεσα μόρια (δεύτεροι αγγελιοφόροι), έτσι και στην περίπτωση της μεταγωγής του σήματος μέσω οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων (redox signaling) το βασικό χαρακτηριστικό είναι η οξείδωση ενός συγκεκριμένου καταλοίπου κυστεΐνης σε μια πρωτεΐνη η οποία συμμετέχει σε συγκεκριμένες αλληλουχίες αντιδράσεων για τη μεταγωγή του σήματος. 

				Σ’ αυτό το κεφάλαιο θα συζητηθούν οι παρακάτω ερωτήσεις: (α) Γιατί, μεταξύ των διαφόρων δραστικών μορφών οξυγόνου τα υπεροξείδια αποτελούν τους κύριους διαμεσολαβητές μεταγωγής ενδοκυττάριων σημάτων; (β) Γιατί, ορισμένα μόνο από τα κατάλοιπα κυστεΐνης σε διάφορες πρωτεΐνες αποτελούν στόχους τροποποίησης; (γ) Είναι δυνατόν ένζυμα, όπως οι “υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης” (Gpx) ή οι περοξυρεδοξίνες (Prx), τα οποία θεωρούνται ότι συμμετέχουν στην απομάκρυνση των υπεροξειδίων, να παίζουν τον ρόλο αισθητήρα των επιπέδων του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα και να δίνουν το σήμα για την αποτελεσματικότερη αντιμετώπισή του;

				Εκτός από τα υπεροξείδια, και άλλες ηλεκτρόφιλες ενώσεις οι οποίες περιλαμβάνουν, μεταξύ άλλων, ορισμένα προϊόντα της υπεροξείδωσης των λιπιδίων, κινόνες που δημιουργούνται από την οξείδωση των πολυφαινολών, αλλά και άλλους μεταβολίτες μπορούν, επίσης, να αντιδράσουν με ευαίσθητες κυστεΐνες και να προκαλέσουν το έναυσμα για τη μετάδοση ενδοκυττάριων σημάτων που έχουν ως αποτέλεσμα την καλύτερη προσαρμογή των κυττάρων στις νέες συνθήκες.

				Στο τελευταίο μέρος του κεφαλαίου αναλύονται οι μεθοδολογίες που αναπτύχθηκαν την τελευταία δεκαετία για την ανίχνευση και την ποσοτικοποίηση του Η2Ο2 σε πραγματικό χρόνο στο εσωτερικό ζώντων κυττάρων.           

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Χημείας, Βιοχημείας και Βιολογίας. Ειδικότερα, απαιτείται η γνώση των μηχανισμών μεταγωγής του σήματος μέσω δεύτερων διαβιβαστών (cAMP, Ca2+ κτλ), καθώς και της φωσφορυλίωσης των καταλοίπων τυροσίνης, σερίνης και θρεονίνης σε κυτταρικές πρωτεΐνες.   

				Ιστορική ανασκόπηση

				Στα πρώτα στάδια ανάπτυξης της ζωής στη Γη, η ατμόσφαιρα δεν περιείχε οξυγόνο και, κατά συνέπεια, οι οργανισμοί που αναπτύχθηκαν ήταν αναερόβιοι. Η εμφάνιση του οξυγόνου, ως παραπροϊόντος της φωτοσύνθεσης, πρέπει να υπήρξε καταστροφική για τις προϋπάρχουσες μορφές ζωής, λόγω ακριβώς της επακόλουθης δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου. Η ανάπτυξη, με την πάροδο του χρόνου, βιολογικών μηχανισμών ικανών να ελέγχουν τα επίπεδα αυτών των δραστικών μορφών έδωσε τη δυνατότητα χρησιμοποίησης του οξυγόνου ως τελικού αποδέκτη των ηλεκτρονίων που προέρχονται από βιολογικές οξειδώσεις. Το γεγονός αυτό πολλαπλασίασε την απόδοση της ωφέλιμης ενέργειας που παράγεται από την καύση των τροφών με τη μορφή ΑΤΡ. Είναι, λοιπόν, προφανές ότι το οξυγόνο μπορεί να παίζει τον ρόλο του ζωοδότη, για τον οποίο είναι κυρίως γνωστό, μόνο παράλληλα με την ύπαρξη μηχανισμών ελέγχου των οξειδωτικών αντιδράσεων με τις οποίες είναι συνδεδεμένη η ύπαρξή του. Αυτό γίνεται εμφανές σε περιπτώσεις υπεροξίας (αυξημένης μερικής πίεσης του οξυγόνου, pO2), η οποία είναι καταστρεπτική για τα έμβια όντα, λόγω ακριβώς της αυξημένης παραγωγής δραστικών μορφών του οξυγόνου.

				Μολονότι, κατά κανόνα, δίνεται έμφαση στις τοξικές επιδράσεις των δραστικών μορφών οξυγόνου, η φύση (ως συνήθως) κατόρθωσε, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, να τις χρησιμοποιήσει και σε ωφέλιμους για τον οργανισμό ρόλους. Είδαμε, για παράδειγμα, στο Κεφάλαιο 4 ότι τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα είναι εφοδιασμένα στην πλασματική τους μεμβράνη με το ένζυμο “NADPH οξειδάση”, το οποίο, όταν διεγερθεί, παράγει μεγάλες ποσότητες ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-). Στη συνέχεια, το μόριο αυτό μέσω διαφορετικών μοριακών μηχανισμών κατορθώνει να εξοντώσει ανεπιθύμητους μικροοργανισμούς που έχουν εισβάλει στον οργανισμό. Η σημασία του προαναφερθέντος συστήματος παραγωγής Ο2.- είναι φανερή σε περιπτώσεις ασθενών με “χρόνια κοκκιωματώδη νόσο”, στις οποίες για διάφορους λόγους δεν έχουμε ενεργό “NADPH οξειδάση” και, συνεπώς, δημιουργία Ο2.-. Όπως είναι φυσικό, η έρευνα γύρω από τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα και τους διεγέρτες της “NADPH-οξειδάσης” ήταν, και συνεχίζει να είναι, εντατική. Τα τελευταία χρόνια, όμως, έχει αποδειχθεί ότι τα περισσότερα κύτταρα, αν όχι όλα, έχουν την ικανότητα να παράγουν μικρές ποσότητες “δραστικών μορφών οξυγόνου” μετά από διέγερση με συγκεκριμένους διεγέρτες. Οι παρατηρήσεις αυτές συνοδεύτηκαν, όπως ήταν εύλογο, από το ερώτημα: 

				Ποιος είναι ο φυσιολογικός ρόλος της δημιουργίας μικρών, μη τοξικών ποσοτήτων δραστικών μορφών οξυγόνου; 

				Έτσι, άρχισε σιγά-σιγά να διαμορφώνεται η ιδέα ότι η δημιουργία και η απομάκρυνση δραστικών μορφών οξυγόνου, ακόμα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, δεν ήταν μια τυχαία και βλαπτική ατέλεια η οποία ήταν συνυφασμένη με την αναγωγή του Ο2. Αντίθετα, αποτελεί μια δυναμική κατάσταση, μέσω της οποίας είναι δυνατόν να ελέγχονται βασικές διαδικασίες, όπως η ενεργότητα των ενζύμων, η έκφραση γονιδίων και η σύνθεση νέων πρωτεϊνών. Τελικά, μέσω αυτών, ελέγχονται αποτελεσματικά βασικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως ο πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση ή η απόπτωση των κυττάρων (Ray, Huang et al., 2012; Schieber and Chandel, 2014). Στο Σχήμα 1 απεικονίζονται διαγραμματικά οι βιολογικές επιπτώσεις που προκαλούνται σταδιακά με την αύξηση του Η2Ο2 στα κύτταρα. 

				Όπως αναφέρθηκε σε προηγούμενα κεφάλαια, σημαντικές προτάσεις για τον ρόλο των δραστικών μορφών οξυγόνου στον μηχανισμό της τοξικότητας του οξυγόνου και στη διαδικασία της γήρανσης είχαν διατυπωθεί από τη δεκαετία του 1950 (Gerschman, Gilbert et al., 1954; Harman, 1956). Παρ’ όλα αυτά, η παγκόσμια ερευνητική κοινότητα δεν ήταν ώριμη να δεχθεί την εκτεταμένη δημιουργία των δραστικών αυτών μορίων στον οργανισμό. Η κατάσταση άλλαξε το 1969, όταν οι McCord και Fridovich ανακάλυψαν ότι ο φυσιολογικός ρόλος της πρωτεΐνης “ερυθροκουπρεΐνη”, η οποία συναντάται σε αφθονία σε όλα τα αερόβια κύτταρα, ήταν η απομάκρυνση του O2.-. Τις αμέσως επόμενες δεκαετίες, οι ενδιάμεσες μορφές αναγωγής του οξυγόνου θεωρήθηκαν ως βλαπτικά παραπροϊόντα του κυτταρικού μεταβολισμού, τα οποία μπορούσαν να προκαλέσουν ανεξέλεγκτες οξειδώσεις σε όλα τα βασικά συστατικά των κυττάρων (DNA, πρωτεΐνες, λιπίδια, υδατάνθρακες κ.τ.λ.). Αυτή η θεώρηση βοήθησε στην επικράτηση της εντύπωσης ότι οι δραστικές μορφές που προέρχονται από τη μερική αναγωγή του οξυγόνου (Κεφάλαιο 2) είναι υπεύθυνες για την πρόκληση και την ανάπτυξη σχεδόν όλων των σοβαρών παθολογικών καταστάσεων, μια άποψη που διατηρείται εν πολλοίς έως σήμερα.

				

				[image: 9]

				Σχήμα 1: Οι βιολογικές επιπτώσεις του Η2Ο2 εξαρτώνται από τη συγκέντρωσή του. Το Η2Ο2 είναι μια δραστική μορφή οξυγόνου που μπορεί να συμμετέχει στη μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων. Μπορεί, όμως, να προκαλέσει και κυτταρικές βλάβες, όταν η συγκέντρωσή του υπερβεί συγκεκριμένα όρια για το κάθε είδος κυττάρου.

				Αν και ο όρος “δραστικές μορφές οξυγόνου” περιλαμβάνει όλα τα παράγωγα της σταδιακής αναγωγής του Ο2 σε Η2Ο (βλέπε Κεφάλαιο 2), τα μόρια αυτά έχουν εντελώς διαφορετικές χημικές ιδιότητες, γεγονός που επηρεάζει αποφασιστικά τη συμμετοχή του καθενός στις διάφορες κυτταρικές διαδικασίες. Μεταξύ των διαφόρων δραστικών μορφών οξυγόνου, το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) έχει όλες τις προϋποθέσεις για να δράσει ως δεύτερος διαβιβαστής στην ενδοκυττάρια μεταγωγή σημάτων. Το Η2Ο2 έχει μικρό μοριακό βάρος και είναι μη πολικό και μη φορτισμένο μόριο, ικανό να διαχέεται διαμέσου των βιολογικών μεμβρανών. Δημιουργείται ελεγχόμενα από συγκεκριμένα ένζυμα, κάτω από καθορισμένες συνθήκες, και απομακρύνεται επίσης από συγκεκριμένα ένζυμα, ανάλογα με τη συγκέντρωση και την ενδοκυττάρια διαμερισματοποίησή του. 

				Το Η2Ο2 στη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα

				Στο Σχήμα 2 απεικονίζονται διαγραμματικά τα συμπεράσματα παρατηρήσεων που έγιναν στα μέσα της δεκαετίας του 1990. Σύμφωνα με τις παρατηρήσεις αυτές, το Η2Ο2 αποτελεί τον απαραίτητο δεύτερο αγγελιοφόρο για τη μεταγωγή του σήματος, μετά την πρόσδεση αναπτυξιακών παραγόντων στους αντίστοιχους υποδοχείς τους στην επιφάνεια των κυττάρων (Finkel, 1998).  

				Με τη χρήση εξελιγμένων τεχνολογιών για τη μέτρηση ενδοκυττάριων μορφών οξυγόνου στα κύτταρα (EPR, electron paramagnetic resonance), καταγράφηκε μια απότομη αύξηση του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-) αμέσως μετά τη σύνδεση διαφόρων αναπτυξιακών παραγόντων, όπως ο PDGF (platelet derived growth factor) και ο EGF (epidermal growth factor), στους αντίστοιχους υποδοχείς τους. Επιπλέον, η αποτελεσματική απομάκρυνση του Η2Ο2, μέσω της αύξησης των επιπέδων της καταλάσης (ανάγει το Η2Ο2 σε Η2Ο) εντός των κυττάρων, είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της απόκρισης των κυττάρων στους αναπτυξιακούς παράγοντες.
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				Σχήμα 2: Διαγραμματική απεικόνιση του ρόλου του Η2Ο2 ως δεύτερου αγγελιοφόρου κατά τη μεταγωγή του σήματος μέσω υποδοχέων τυροσίνης. 

				Οι ανωτέρω παρατηρήσεις απέδειξαν με πειστικό τρόπο ότι η δημιουργία Η2Ο2 ήταν απαραίτητη για τη μεταγωγή του σήματος μέσω των υποδοχέων των αναπτυξιακών παραγόντων. Στη συνέχεια, παρόμοιες παρατηρήσεις έγιναν και για άλλους αναπτυξιακούς παράγοντες, κυτταροκίνες και ορμόνες που δρουν κυρίως μέσω υποδοχέων τυροσίνης αλλά, σε ορισμένες περιπτώσεις, και μέσω υποδοχέων σερίνης/θρεονίνης.

				Πηγές δημιουργίας Η2Ο2 στα κύτταρα

				Το Η2Ο2 δημιουργείται στα κύτταρα, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, αλλά η συγκέντρωσή του εντός των κυττάρων μπορεί να αυξηθεί σημαντικά σε διάφορες παθοφυσιολογικές καταστάσεις (Breton-Romero and Lamas, 2014; Stone and Yang, 2006).

				Οι δύο κύριες πηγές δημιουργίας του στα κύτταρα είναι η οικογένεια των NADPH οξειδασών (NOX enzymes) και τα μιτοχόνδρια. Μικρότερες ποσότητες Η2Ο2 μπορεί να προέρχονται επίσης από ένζυμα, όπως η οξειδοαναγωγάση της ξανθίνης, η συνθάση του ΝΟ, τα ένζυμα μεταβολισμού του αραχιδονικού, λιποοξυγονάση και κυκλοοξυγονάση, καθώς και διάφοροι τύποι κυτοχρωμάτων P-450. Όλα αυτά τα ένζυμα καταλύουν πρωτίστως την αναγωγή του μοριακού οξυγόνου με ένα ηλεκτρόνιο σε ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-), το οποίο όμως μετατρέπεται πολύ γρήγορα σε Η2Ο2 είτε αυθόρμητα είτε, το πιο πιθανό, μέσω της δράσης των ενζύμων της οικογένειας SODs. Υπάρχουν βέβαια και ορισμένα ένζυμα, όπως η οξειδάση της γλυκόζης, οι μονοάμινο οξειδάσες και οι D-οξειδάσες των αμινοξέων, τα οποία ανάγουν απευθείας το Ο2 σε Η2Ο2 με δύο ηλεκτρόνια.  

				NADPH οξειδάσες   

				Σε αντίθεση με άλλες κυτταρικές διαδικασίες, στις οποίες παράγονται δραστικές μορφές οξυγόνου ως παραπροϊόντα, η οικογένεια των ενζύμων NOX οξειδάσες έχει ως κύρια λειτουργία της την ελεγχόμενη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου για τις ανάγκες της μεταγωγής ενδοκυττάριων σημάτων (Burgoyne, Mongue-Din et al., 2012).  

				Η οικογένεια των ΝΟΧ οξειδασών αποτελείται από επτά διαμεμβρανικούς μεταφορείς ηλεκτρονίων, οι οποίοι καταλύουν τη μεταφορά ηλεκτρονίων από το NADPH εντός των κυττάρων, διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης, στο Ο2, οδηγώντας στη δημιουργία Ο2.- (Bedard and Krause, 2007). Όλες οι NOX ισομορφές έχουν έξι διαμεμβρανικές α-έλικες, ενώ τα Ν- και C-τελικά τους άκρα βρίσκονται από την πλευρά του κυτταροπλάσματος. Εξαίρεση αποτελούν οι DUOX1 και DUOX2, στις οποίες το C-άκρο βρίσκεται στην εξωκυττάρια πλευρά και έχει δράση υπεροξειδάσης (Σχήμα 3). Όλες οι ισομορφές έχουν στο ενδοκυττάριο τμήμα τους θέσεις δέσμευσης των νουκλεοτιδίων FAD και NADPH (δότης ηλεκτρονίων), ενώ μόνο στις NOX5 και στις DUOX1 και DUOX2 υπάρχουν διαμορφώσεις που δεσμεύουν Ca2+ και, μ’ αυτόν τον τρόπο, ρυθμίζεται η δράση τους.     
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				Σχήμα 3: Διαγραμματική απεικόνιση των διαφόρων ισομορφών της οικογένειας των ΝΟΧ οξειδασών. Σημειώνονται οι θέσεις δέσμευσης των NADPH, FADH2, Ca2+ και αίμης. 

				Στα διαμεμβρανικά τμήματα της πρωτεΐνης δεσμεύονται δύο μόρια αίμης, που δεσμεύουν το μοριακό Ο2 και καταλύουν την αναγωγή του σε Ο2.-. Τέλος, οι ισομορφές DUOX1 και DUOX2 έχουν ένα επιπλέον εξωκυττάριο τμήμα, το οποίο έχει δράση υπεροξειδάσης. Όλες αυτές οι ισομορφές εκφράζονται και ρυθμίζονται με διαφορετικό τρόπο στους διάφορους ιστούς. Γενετική τροποποίησή τους σε ζώα έχει δείξει ότι εμπλέκονται σε έναν μεγάλο αριθμό λειτουργιών του οργανισμού, αλλά οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί για κάθε περίπτωση παραμένουν άγνωστοι.   

				Μιτοχόνδρια

				Τα μιτοχόνδρια αποτελούν ένα από τα σημαντικότερα κυτταρικά οργανίδια όσον αφορά τη δημιουργία Η2Ο2 κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Εκτός αυτού, όμως, η δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου στα μιτοχόνδρια μπορεί να αυξηθεί σημαντικά από τη δράση αρκετών ενδοκυττάριων διεγερτών. Ο μηχανισμός δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου συνδέεται κυρίως με τη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, η οποία λαμβάνει χώρα αποκλειστικά σ’ αυτά τα κυτταρικά οργανίδια (Cadenas and Davies, 2000). Τα πρωτεϊνικά συστατικά της αναπνευστικής αλυσίδας βρίσκονται στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και περιλαμβάνουν τουλάχιστον 80 διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες οργανωμένες σε τέσσερα διακριτά (δομικά και λειτουργικά) σύμπλοκα. Η μεταφορά ηλεκτρονίων μέσω αυτής της αλυσίδας συνδέεται με τη δημιουργία ATP μέσω ενός ακόμα συμπλόκου που ονομάζεται ATPάση (ή σύμπλοκο V). Σε αρκετά σημεία της μεταφοράς τους προς τον τελικό τους αποδέκτη, το Ο2, τα ηλεκτρόνια μπορούν να μεταπηδήσουν απευθείας στο Ο2 προς σχηματισμό Ο2.- (Σχήμα 4). 
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				Σχήμα 4: Διαγραμματική απεικόνιση της δημιουργίας ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-) κατά τη μεταφορά των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα. Το Ο2.- σχηματίζεται με άμεση μεταπήδηση ενός ηλεκτρονίου από τα σύμπλοκα Ι και ΙΙΙ απευθείας στο μοριακό Ο2. Σημειώνεται, επίσης, και η αναγωγή του Ο2 με δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο2, όταν το Cyt-C έλθει σε επαφή με την πρωτεΐνη p66shc στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων.   

				Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4, στο σύμπλοκο Ι σχηματίζεται Ο2.- προς την πλευρά της μιτοχονδριακής μήτρας, ενώ στο σύμπλοκο ΙΙΙ το Ο2.- απελευθερώνεται και προς τις δύο πλευρές της μεμβράνης (Brand, 2010). Έχει προταθεί ότι περίπου το 1 με 2% του Ο2 που καταναλίσκεται στα μιτοχόνδρια ανάγεται με τον τρόπο αυτόν σε Ο2.- (Chance, Sies et al., 1979). Το μεγαλύτερο μέρος του Ο2.- που σχηματίζεται στα μιτοχόνδρια μετατρέπεται αυτόματα σε Η2Ο2 με τη δράση των ενζύμων SODs, τα οποία βρίσκονται τόσο στη μιτοχονδριακή μήτρα όσο και στον διαμεμβρανικό χώρο μεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων. Πειραματικά δεδομένα συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι το Η2Ο2 που δημιουργείται στα μιτοχόνδρια, εκτός των βλαπτικών επιπτώσεων, μπορεί να συμμετέχει και σε διαδικασίες μεταγωγής του σήματος οι οποίες λαμβάνουν χώρα σ’ αυτά τα κυτταρικά οργανίδια.             

				Βιολογική χημεία του υπεροξειδίου του υδρογόνου 

				Λόγω της ιδιαίτερης σημασίας του Η2Ο2 στη μεταγωγή του σήματος εντός των κυττάρων (ενδοκρινής δράση) ή μεταξύ παρακείμενων κυττάρων (παρακρινής δράση), θα παρατεθεί παρακάτω μια λεπτομερής περιγραφή των χημικών ιδιοτήτων του, των μηχανισμών δημιουργίας του, αλλά και των πιθανών μορίων-στόχων του.  

				Το Η2Ο2, λόγω το μικρού μοριακού του βάρους και του ότι δεν έχει ηλεκτρικό φορτίο, μπορεί εύκολα να διαχέεται μέσω των κυτταρικών μεμβρανών, μια ιδιότητα πολύ σημαντική για τη βιολογική του δράση. Όταν προστεθεί στο θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιεργειών σε συγκεντρώσεις μεταξύ 10 και 100 μΜ προξενεί βλάβες οι οποίες οδηγούν τελικά στον κυτταρικό θάνατο. Μερικές απ’ αυτές τις βλάβες μπορεί να είναι άμεσες, αλλά οι περισσότερες, κυρίως στο DNA, στα λιπίδια και στην πλειονότητα των πρωτεϊνών είναι έμμεσες, μιας και το Η2Ο2 δεν αντιδρά απευθείας με τα συγκεκριμένα μόρια. Πιστεύεται ότι το Η2Ο2 διαπερνά πρώτα την κυτταρική μεμβράνη και, στη συνέχεια, αντιδρά με διαθέσιμα ενδοκυττάρια κέντρα οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (labile iron), δημιουργώντας προϊόντα υψηλής προ-οξειδωτικής ικανότητας, όπως τα φερρυλικά σύμπλοκα ή οι ρίζες υδροξυλίου.  

				Με βάση το πρότυπο αναγωγικό δυναμικό του (Ε0’ = 1.32 V) σε φυσιολογικό pH, το Η2Ο2 είναι ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας δύο ηλεκτρονίων. Κατά συνέπεια, είναι πιο ισχυρό προ-οξειδωτικό μέσο συγκρινόμενο με το υποχλωριώδες οξύ (OCl-/Cl-) ή με το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ-/ΝΟ2-), τα οποία έχουν δυναμικά αναγωγής 1.28 και 1.20 V, αντίστοιχα. Παρ’ όλα αυτά, σε αντίθεση με τους δύο αυτούς οξειδωτικούς παράγοντες, το Η2Ο2 αντιδρά με ελάχιστα βιολογικά μόρια εντός ή εκτός των κυττάρων. Αυτό εξηγείται από το γεγονός ότι το Η2Ο2 χρειάζεται να υπερβεί το εμπόδιο μιας υψηλής ενέργειας ενεργοποίησης, πριν καταφέρει να απελευθερώσει την οξειδωτική του δύναμη (Σχήμα 5). Με άλλα λόγια, η μειωμένη δραστικότητα του Η2Ο2 οφείλεται σε εμπόδια κινητικής φύσεως και όχι σε εμπόδια προερχόμενα από τη θερμοδυναμική του κατάσταση (Winterbourn, 2013). 
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				Σχήμα 5: Διαγραμματική απεικόνιση των μεταβολών της ενέργειας που απαιτείται για να πραγματοποιηθούν θερμοδυναμικά επιτρεπτές αντιδράσεις Η2Ο2.

				Σε αντίθεση με την οξείδωση δύο ηλεκτρονίων, το Η2Ο2 είναι ασθενές προοξειδωτικό ενός ηλεκτρονίου (Ε0’ = 0.32 V). Ωστόσο, το προϊόν αυτής της αντίδρασης —η ελεύθερη ρίζα του υδροξυλίου— αποτελεί έναν από τους πιο ισχυρούς οξειδωτικούς παράγοντες (Ε0’ = 2.31 V) ικανό να αντιδράσει με οποιαδήποτε χημική ομάδα βρεθεί στο σημείο της δημιουργίας του, με ταχύτητες που καθορίζονται από τη διάχυσή του (diffusion-controlled reactions).

				Το ανιόν του υπεροξειδίου (ΗΟΟ-) —το οποίο θα πρέπει να σημειωθεί ότι είναι εντελώς διαφορετικό μόριο από το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2.-)— αποτελεί ισχυρότερο προ-οξειδωτικό παράγοντα, αλλά ο φυσιολογικός του ρόλος είναι περιορισμένος, λόγω της υψηλής τιμής του pKa (11.6) στην οποία γίνεται η αποπρωτονίωσή του. Κατά συνέπεια, η συγκέντρωσή του στο φυσιολογικό pH των κυττάρων είναι απειροελάχιστη.

				Ο δεσμός Ο-Ο στο Η2Ο2 είναι σχετικά ασθενής και μπορεί εύκολα να υποστεί ομολυτική διάσπαση μετά από θέρμανση (θερμόλυση), έντονο φωτισμό (φωτόλυση) ή ακτινοβολία (ραδιόλυση). Τέλος, σχάση αυτού του δεσμού μπορεί να λάβει χώρα μετά από αντίδραση με μέταλλα μετάπτωσης και ιδιαίτερα με τον σίδηρο, ο οποίος αποτελεί τον βασικό καταλύτη των οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων στα βιολογικά υγρά και στα κύτταρα. Η αντίδραση με τον δισθενή σίδηρο οδηγεί στη δημιουργία ελευθέρων ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ) ή σε ορισμένες μορφές υψηλότερου σθένους του μετάλλου. Και οι δύο αυτοί παράγοντες μπορούν να συνεισφέρουν τόσο στις τοξικές όσο και στις αντιμικροβιακές ιδιότητες που έχει το Η2Ο2 (Galaris and Pantopoulos, 2008).      

				Μοριακοί στόχοι του Η2Ο2 για τη μεταγωγή του σήματος

				Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το Η2Ο2 είναι ασθενές οξειδωτικό και δεν έχει την ικανότητα να οξειδώνει την πλειονότητα των βιολογικών μορίων. Εξαίρεση αποτελούν οι ενώσεις που έχουν προσβάσιμα άτομα σιδήρου. Παρ’ όλα αυτά, η απευθείας οξείδωση της θειολικής ομάδας καταλοίπων κυστεΐνης (-CH2-SH) σε ενεργά ή σε αλλοστερικά κέντρα ορισμένων πρωτεϊνών έχει θεωρηθεί ως ο κύριος μηχανισμός δράσης του Η2Ο2 στη μεταγωγή ενδοκυττάριων σημάτων. Η αντιστρεπτή οξειδωτική τροποποίηση αυτών των κυστεϊνών προκαλεί αλλαγές (θετικές ή αρνητικές) στη λειτουργία βασικών παραγόντων στη διαδικασία μεταγωγής του σήματος, όπως για παράδειγμα στις φωσφατάσες και τις κινάσες (Finkel, 2011; Paulsen and Carroll, 2010; Rhee, 2006; Veal, Day et al., 2007). 

				Στο Σχήμα 6 απεικονίζεται διαγραμματικά ένας από τους σημαντικότερους μηχανισμούς, με τον οποίο το Η2Ο2 μπορεί και ελέγχει αποτελεσματικά τη ροή της πληροφορίας από έναν μεμβρανικό υποδοχέα προς το εσωτερικό των κυττάρων.
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				Σχήμα 6: Σχηματική απεικόνιση ενός χαρακτηριστικού μοριακού μηχανισμού, μέσω του οποίου η ελεγχόμενη δημιουργία Η2Ο2 από μία ΝΟΧ οξειδάση ρυθμίζει τη ροή της πληροφορίας μέσω υποδοχέων τυροσίνης.

				Όπως φαίνεται στο σχήμα, η πληροφορία που μεταφέρει ένας παράγοντας (1ος αγγελιοφόρος) μεταβιβάζεται στα αντίστοιχα κύτταρα, τα οποία έχουν τους κατάλληλους υποδοχείς μετά τη σύνδεσή του μ’ αυτούς στην επιφάνεια των κυττάρων. Η διασύνδεση του μορίου-αγγελιοφόρου με τον αντίστοιχο υποδοχέα προκαλεί δομικές τροποποιήσεις στον τελευταίο, οι οποίες επιτρέπουν τη μετάδοση της πληροφορίας από το εξωτερικό στο εσωτερικό των κυττάρων. Για παράδειγμα, η διασύνδεση των υποδοχέων τυροσίνης (tyrosine receptors) με τα αντίστοιχα μόρια-αγγελιοφόρους προκαλεί τον διμερισμό ή τον τριμερισμό τους, γεγονός που επιτρέπει στα ενδοκυττάρια τμήματα του υποδοχέα που έχουν δράση τυροσινικής κινάσης να έλθουν σε επαφή και να φωσφορυλιώσουν κατάλοιπα τυροσίνης στους ίδιους τους υποδοχείς. Στη συνέχεια, τα φωσφορυλιωμένα τμήματα μεταδίδουν περαιτέρω το σήμα στον πυρήνα ή σε κάποιο άλλο διαμέρισμα του κυττάρου, μέσω συγκεκριμένων 2ων αγγελιοφόρων.

				Στα μέσα της δεκαετίας του 1990, παρατηρήθηκε ότι, ταυτόχρονα με τη διασύνδεση του 1ου αγγελιοφόρου με υποδοχείς τυροσίνης, τα ενδοκυττάρια επίπεδα των δραστικών μορφών οξυγόνου αυξάνονται σημαντικά (Finkel, 1998; Sies, 2014). Επιπλέον, η υπερέκφραση εντός των κυττάρων ενζύμων, όπως η καταλάση, που είχαν την ικανότητα να απομακρύνουν το Η2Ο2 είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της ροής της πληροφορίας. 

				Τα ερωτήματα που τέθηκαν μετά απ’ αυτές τις παρατηρήσεις ήταν τα ακόλουθα: 

				(α) Ποιος είναι ο μοριακός μηχανισμός δημιουργίας του Η2Ο2; 

				(β) Ποια είναι τα μόρια-στόχοι του Η2Ο2 και ποιος ο μηχανισμός της αντίδρασης;

				Τα επόμενα χρόνια έγινε κατανοητό ότι οι δομικές τροποποιήσεις που επιφέρει η διασύνδεση του 1ου αγγελιοφόρου στον υποδοχέα του δεν προκαλούσαν μόνο τη φωσφορυλίωση των τυροσινικών καταλοίπων στο εσωτερικό τμήμα του τελευταίου, αλλά έδιναν επιπλέον το έναυσμα για την ενεργοποίηση ενός σηματοδοτικού μονοπατιού που οδηγούσε στη δημιουργία Ο2.- και Η2Ο2. Υπεύθυνα γι’ αυτήν τη διαδικασία είναι τα ένζυμα NOX οξειδάσες, οι οποίες βρίσκονται επίσης στην κυτταρική μεμβράνη των ίδιων κυττάρων, ενώ σημαντικό ρόλο σ’ αυτήν τη διαδικασία παίζει και η πρωτεΐνη Rac1. 

				Το Η2Ο2, το οποίο παράγεται έμμεσα μέσω του Ο2.-, αντιδρά με κατάλοιπα ευαίσθητων κυστεϊνών που υπάρχουν στο ενεργό κέντρο όλων των τυροσινικών φωσφατασών και αναστέλλει τη δράση τους. Στο σημείο αυτό θα πρέπει να σημειώσουμε ότι οι τυροσινικές φωσφατάσες αποφωσφορυλιώνουν τα κατάλοιπα κυστεΐνης 100-1,000 φορές πιο γρήγορα από ό,τι τις φωσφορυλιώνουν οι αντίστοιχες κινάσες (Reth, 2002). Μετά απ’ αυτές τις παρατηρήσεις, έγινε φανερό ότι χωρίς την απενεργοποίηση των φωσφατασών δεν ήταν δυνατόν να υπάρχει ροή της πληροφορίας.

				Ευαίσθητες κυστεΐνες δεν υπάρχουν μόνο στα ενεργά κέντρα των φωσφατασών αλλά και σε έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών πρωτεϊνών, οι οποίες συμμετέχουν σε διάφορες κυτταρικές διαδικασίες και καθορίζουν αποφασιστικά σημαντικές λειτουργίες των κυττάρων (Rhee, Chang et al., 2003).                    

				Αντίδραση του Η2Ο2 με θειολικές ομάδες 

				Οξείδωση δύο ηλεκτρονίων

				Επειδή η αντίδραση του Η2Ο2 με ελεύθερες θειολικές ομάδες είναι πρακτικά ίση με μηδέν, έχει προταθεί ότι αντιδρά με την αποπρωτονιωμένη τους μορφή, δηλαδή το θειολικό ανιόν (-CH2-S-). Πράγματι, έχει παρατηρηθεί ότι το Η2Ο2 αντιδρά πιο εύκολα με το θειολικό ανιόν από ό,τι με τη θειολική ομάδα. Θα πρέπει να τονιστεί, όμως, ότι η πρόταση αυτή, παρά την εκτεταμένη αποδοχή της, δεν έχει αποδειχθεί με βεβαιότητα. Αντίθετα, μάλιστα, θεωρητικές προσεγγίσεις με βάση τις σταθερές αντίδρασης (k) των αντιδράσεων και τις συγκεντρώσεις των αντιδρώντων μορίων αποκλείουν την άμεση οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης σε ένζυμα όπως οι τυροσινικές φωσφατάσες, οι οποίες παίζουν καθοριστικό ρόλο στη μεταγωγή του σήματος (Winterbourn, 2013). Είναι φανερό ότι χρειάζονται επιπλέον ερευνητικές προσπάθειες για να αποσαφηνιστεί το εν λόγω σημείο.

				Σε κάθε περίπτωση, το προϊόν της οξείδωσης των ευαίσθητων καταλοίπων κυστεΐνης με δύο ηλεκτρόνια από το Η2Ο2 είναι το σουλφενικό οξύ (-CH2-SOH), το οποίο είναι εξαιρετικά ασταθές και μπορεί να αντιδράσει περαιτέρω προς διάφορες κατευθύνσεις (Σχήμα 7).

				Εάν υπάρχει άλλο κατάλοιπο κυστεΐνης σε κοντινή απόσταση, το σουλφενικό οξύ αντιδρά μ’ αυτό, σχηματίζοντας έναν δισουλφιδικό δεσμό μεταξύ κυστεϊνών της ίδιας πρωτεΐνης (ενδομοριακός δεσμός). Εάν αυτό δεν είναι εφικτό, τότε ο δισουλφιδικός δεσμός μπορεί να σχηματιστεί μεταξύ του οξειδωμένου καταλοίπου της κυστεΐνης και της θειολικής ομάδας της γλουταθειόνης (GSH, η οποία βρίσκεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα κύτταρα (1 με 10 mM). Σε ορισμένες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί ο σχηματισμός δισουλφιδικού δεσμού μεταξύ του σουλφενικού οξέος και της θειολικής ομάδας μιας διαφορετικής πρωτεΐνης (διαμοριακός δεσμός). Στην προκειμένη περίπτωση, είναι πιθανόν οι δύο πρωτεΐνες να ήταν συνδεδεμένες μη ομοιοπολικά πριν από τον σχηματισμό του ομοιοπολικού δισουλφιδικού δεσμού.    
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				Σχήμα 7: Σχηματική απεικόνιση των κυριότερων αντιδράσεων που ακολουθούν την οξείδωση ενός καταλοίπου κυστεΐνης με δύο ηλεκτρόνια από το Η2Ο2. Το σουλφενικό οξύ που σχηματίζεται είναι ασταθές και μπορεί: (α) να οξειδωθεί περαιτέρω, (β) να αντιδράσει με γλουταθειόνη, σχηματίζοντας μικτά δισουλφίδια μ’ αυτήν την ένωση, και (γ) να σχηματίσει ενδομοριακούς ή διαμοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς με άλλες κυστεΐνες. 

				Τέλος, εάν υπάρχει περίσσεια Η2Ο2, μπορεί να οξειδώσει περαιτέρω το σουλφενικό οξύ σε σουλφινικό (-SO2H) και στη συνέχεια σε σουλφονικό οξύ (CH2-SO3H). Στην πρώτη περίπτωση, το σουλφινικό οξύ μπορεί να αναχθεί ξανά στην αρχική θειολική κατάσταση με τη δράση του ενζύμου σουλφιαναγωγάση, αλλά αυτό πραγματοποιείται με πολύ αργούς ρυθμούς. Στη δεύτερη περίπτωση, η οξείδωση σε σουλφονικό είναι μη αντιστρεπτή και ολόκληρη η πρωτεΐνη οδεύει προς αποικοδόμηση.   

				Οξείδωση ενός ηλεκτρονίου

				Η οξείδωση θειολικών ομάδων με ένα ηλεκτρόνιο οδηγεί στο σχηματισμό θειικών ελευθέρων ριζών (-S.), οι οποίες είναι εξαιρετικά δραστικές. Σε αερόβιες συνθήκες, αντιδρούν συνήθως με το οξυγόνο, σχηματίζοντας τις αντίστοιχες θειοϋπεροξειδικές ρίζες (-S-O-O.), οι οποίες εμπλέκονται σε πολύπλοκες αλυσιδωτές και κυκλικές αντιδράσεις, και οι οποίες, εάν δεν τερματιστούν γρήγορα, οδηγούν στη δημιουργία νέων δραστικών μορφών οξυγόνου και στην ανεξέλεγκτη οξείδωση όλων των συστατικών του βιολογικού υλικού.

				Αντιδράσεις του Η2Ο2 με μέταλλα 

				Το Η2Ο2 αντιδρά με μέταλλα μετάπτωσης, όπως ο σίδηρος και ο χαλκός, με αποτέλεσμα τη σχάση του δεσμού Ο-Ο και τη δημιουργία ισχυρών οξειδωτικών παραγόντων, όπως οι ρίζες του υδροξυλίου, αλλά και άλλα δραστικά σύμπλοκα των μετάλλων με υψηλότερο βαθμό σθένους. Από όλα τα μέταλλα μετάπτωσης ο σίδηρος αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα σχηματισμού δραστικών οξειδωτικών παραγόντων. 

				Αυτά τα μόρια είναι πολύ πιο δραστικά από το ίδιο το Η2Ο2 και είναι ικανά να προκαλέσουν ανεξέλεγκτες οξειδώσεις στα συστατικά των βιολογικών υλικών. Παρ’ ότι αυτού του τύπου οι μεταλλο-καταλυόμενες αντιδράσεις δεν έχουν λάβει την απαιτούμενη προσοχή σε σχέση με τη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα, θα μπορούσαν θεωρητικά να δώσουν απαντήσεις σε πολλά αναπάντητα ερωτήματα τα οποία αιωρούνται σ’ αυτό το πεδίο.      

				Επιπτώσεις στη λειτουργικότητα των πρωτεϊνών από την οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης 

				Οι οξειδώσεις ευαίσθητων καταλοίπων κυστεΐνης σε διάφορες κυτταρικές πρωτεΐνες έχουν ως αποτέλεσμα την αλλαγή της δομής και της λειτουργίας τους. Ορισμένα χαρακτηριστικά τέτοια παραδείγματα πρωτεϊνών παρουσιάζονται στο Σχήμα 8. 

				Στην πρώτη περίπτωση, η οξείδωση μιας κυστεΐνης στο ενεργό κέντρο της MAP κινάσης MEKK1 οδηγεί στην άμεση απενεργοποίησή της. Στο παράδειγμα 2, μια κινάση (στην προκειμένη περίπτωση η ASK1, apoptosis signaling regulating kinase) παραμένει ανενεργή λόγω της δέσμευσής της με μόρια-αναστολείς, όπως η ανηγμένη θειορεδοξίνη (Trx). Η οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης στο μόριο-αναστολέα από το Η2Ο2 οδηγεί στην αποδέσμευσή του και στην επακόλουθη ενεργοποίηση της ASK1. Καθώς η Trx αποτελεί υπόστρωμα των ενζύμων της οικογένειας των περοξυρεδοξινών (Prx), οι οποίες ανάγουν το Η2Ο2 σε Η2Ο, έχει προταθεί ότι οι τελευταίες λειτουργούν ως αισθητήρες της έντασης του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα και μεταφέρουν την πληροφορία στους κατάλληλους στόχους. Εκτός από τις περοξυρεδοξίνες, έχει αποδειχθεί ότι και οι κλασικές υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (Gpx) μπορούν να δράσουν ως αισθητήρες του Η2Ο2 και, κατά συνέπεια, ως ενδιάμεσοι διαβιβαστές των σημάτων που προκαλεί το οξειδωτικό στρες.

				Στο παράδειγμα 3, η οξείδωση μιας κυστεΐνης στην PKA (protein kinase A) προκαλεί τη σύνδεση μιας φωσφατάσης στο σημείο της οξείδωσης, με επακόλουθο την αποφωσφορυλίωση θέσεων πλησίον της οξειδωμένης κυστεΐνης και με τελικό αποτέλεσμα την απενεργοποίηση της κινάσης σε συνθήκες οξειδωτικού στρες.

				Τέλος, το παράδειγμα 4 απεικονίζει μεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο JUN και ο NF-κB, οι οποίοι, όταν έχουν τις κυστεΐνες τους ανηγμένες στη θειολική τους μορφή, έχουν την ικανότητα σύνδεσης σε συγκεκριμένες ακολουθίες νουκλεοτιδίων στο DNA, με αποτέλεσμα την τροποποίηση της έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων. Η οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης σ’ αυτούς τους μεταγραφικούς παράγοντες εμποδίζει τη σύνδεσή τους στο DNA και, κατά συνέπεια, αναστέλλει τη δράση τους.

				

				[image: 9]

				Σχήμα 8: Διαγραμματική απεικόνιση ορισμένων πρωτεϊνών, η λειτουργικότητα των οποίων επηρεάζεται από την οξείδωση καταλοίπων κυστεΐνης.

				Μετάδοση σήματος μέσω ηλεκτρόφιλων ενώσεων 

				Ένας άλλος τρόπος μεταγωγής ενδοκυττάριων σημάτων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες είναι η ομοιοπολική διασύνδεση ηλεκτρόφιλων ενώσεων σε ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεΐνης. Ο καλύτερα μελετημένος μηχανισμός στην προκειμένη περίπτωση είναι ο μηχανισμός της ενεργοποίησης του Nrf2 (nuclear erythroid-2 like factor). Σ’ αυτήν την περίπτωση, η τροποποίηση δεν γίνεται στον ίδιο τον Nrf2, αλλά η ηλεκτρόφιλη ένωση αντιδρά και συνδέεται ομοιοπολικά με ευαίσθητες κυστεΐνες στην πρωτεΐνη Keap1, η οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες είναι συνδεδεμένη με τον Nrf2 και προκαλεί τον συνεχή κατακερματισμό του μέσω του πρωτεασώματος. Η σύνδεση της ηλεκτρόφιλης ένωσης στην Keap1 προκαλεί την απομάκρυνσή της από τον Nrf2, ο οποίος μ’ αυτόν τον τρόπο σταθεροποιείται, μεταφέρεται στον πυρήνα των κυττάρων και συνδέεται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες στο DNA, τα EpREs (electrophile response elements) ή τα AREs (antioxidant response elements) (Σχήμα 9). 
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				Σχήμα 9: Η οξείδωση μιας ορθο-διυδροξυ-πολυφαινόλης οδηγεί στον σχηματισμό της αντίστοιχης ορθοκινόνης, η οποία είναι ισχυρή ηλεκτρόφιλη ένωση. Τέτοιες ηλεκτρόφιλες ενώσεις έχουν την ικανότητα να αντιδρούν με ευαίσθητες κυστεΐνες της πρωτεΐνης Keap1 και να τις αλκυλιώνουν (Michael προσθήκη). Αυτό προκαλεί την απομάκρυνση της Keap1 από τον μεταγραφικό παράγοντα Nrf2, ο οποίος με τη σειρά του μεταναστεύει στον πυρήνα και ενεργοποιεί την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την άμυνα και την επιβίωση των κυττάρων και των οργανισμών.

				Η πρωτεΐνη Keap1 είναι πλούσια σε κυστεΐνες, ορισμένες μόνο από τις οποίες είναι ευαίσθητες προς τροποποίηση από ηλεκτρόφιλες ενώσεις. Το ποια συγκεκριμένη κυστεΐνη θα τροποποιηθεί σε κάθε περίπτωση εξαρτάται από το είδος της ένωσης αλλά και από τη συγκέντρωσή της στα κύτταρα (Forman, Ursini et al., 2014; Hur and Gray, 2011).  

				Ανίχνευση και εκτίμηση της δημιουργίας του Η2Ο2 στα κύτταρα

				Η απότομη αύξηση του ενδιαφέροντος για το Η2Ο2, μετά την κατανόηση του ρόλου του στην ενδοκυττάρια μεταγωγή του σήματος, έκανε επιτακτική την ανάγκη για την ανάπτυξη μεθόδων που να μπορούν να εκτιμήσουν με ακρίβεια τη συγκέντρωσή του εντός των ζώντων κυττάρων, αλλά και να εντοπίζουν το σημείο της δημιουργίας του (Rhee, Chang et al., 2010).    

				Διυδρο-διχλωρο-φλουορεσκίνη

				Η διυδρο-διχλωρο-φλουορεσκίνη (DCF) έχει χρησιμοποιηθεί κατά κόρον για την ανίχνευση της δημιουργίας Η2Ο2 σε ζωντανά κύτταρα. Η ίδια η DCF έχει δύο αρνητικά φορτία τα οποία εμποδίζουν τη διάχυσή της στα κύτταρα. Για τον λόγο αυτόν προστίθεται στο καλλιεργητικό υλικό ως οξικός διεστέρας ο οποίος έχει την ικανότητα να διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη. Εντός των κυττάρων, οι εστερικοί δεσμοί διασπώνται από μη ειδικές εστεράσες, δημιουργώντας DCF, η οποία δεν μπορεί πλέον να εξέλθει και συσσωρεύεται ενδοκυττάρια.

				Σε περίπτωση αύξησης της ταχύτητας δημιουργίας του Η2Ο2 εντός των κυττάρων, η DCF οξειδώνεται και η οξειδωμένη μορφή της φθορίζει. Η ένταση του φθορισμού είναι ανάλογη με την παραχθείσα ποσότητα Η2Ο2. Αυτή η υπόθεση, όμως, δεν έχει πραγματική βάση, διότι η DCF δεν αντιδρά απευθείας με το Η2Ο2, αλλά με δραστικές ελεύθερες ρίζες οι οποίες δημιουργούνται από την αντίδραση του Η2Ο2 με μέταλλα (κυρίως Fe) ή με αιμοπρωτεΐνες. Κατά συνέπεια, η σχετική ένταση του φθορισμού δεν εξαρτάται μόνο από το Η2Ο2, αλλά και από τα επίπεδα του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (labile iron) και των αιμοπρωτεϊνών. Θα πρέπει να προστεθεί, επίσης, ότι η DCF οξειδώνεται και από άλλες δραστικές μορφές, όπως το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ-) και το υποχλωριώδες οξύ (ΗOCl), καθώς και ότι μπορεί να υποστεί φωτοοξείδωση. Παρ’ όλα αυτά, η συγκεκριμένη μεθοδολογία έχει εκτεταμένη χρήση, λόγω του ότι είναι εξαιρετικά απλή αλλά και πολύ ευαίσθητη.  

				Ενώσεις που περιέχουν βόριο (βορονίδια)  

				Για να ξεπεραστούν τα μειονεκτήματα που χαρακτηρίζουν τα διυδρο-παράγωγα της φλουορεσκίνης στην ανίχνευση του ενδοκυττάριου Η2Ο2, όπως η εξειδίκευση, η ευαισθησία και η σταθερότητα του δείκτη, η έρευνα σ’ αυτόν τον τομέα εστιάστηκε στην ανάπτυξη ενώσεων του βορίου (βορονίδια). Δύο τέτοιοι δείκτες είναι διαθέσιμοι εμπορικά, το PG1 (Peroxy Green 1) και το PC1 (Peroxy Crimpson 1) (Σχήμα 10).
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				Σχήμα 10: Αύξηση του φθορισμού των ενώσεων PG1 και PC1 μετά την αντίδρασή τους με Η2Ο2. 

				Οι ενώσεις αυτές φθορίζουν μόνο έπειτα από την απομάκρυνση της ομάδας του βορίου, η οποία πραγματοποιείται μετά την εξειδικευμένη αντίδραση με το Η2Ο2 και όχι με άλλες παρεμφερείς ενώσεις, όπως το περοξυνιτρώδες (ΟΝΟΟ-), οι περοξυ-ελεύθερες ρίζες, τα υπεροξείδια των λιπιδίων, το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και το υποχλωριώδες οξύ (HOCl). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι οι αρχικές ενώσεις (PG1 και PC1) εισέρχονται ελεύθερα στα κύτταρα, αλλά τα προϊόντα της αντίδρασής τους με το Η2Ο2 εγκλωβίζονται και συσσωρεύονται εντός των κυττάρων.

				Με τη χρήση αυτής της μέθοδου, σε συνδυασμό με συνεστιακή μικροσκοπία (confocal microscopy), έγινε εφικτή η ανίχνευση του σχηματισμού Η2Ο2 μετά την πρόσδεση του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF) στους αντίστοιχους υποδοχείς του στην επιφάνεια των κυττάρων (Miller, Tulyathan et al., 2007).         

				Παρ’ όλα τα πλεονεκτήματα, η εν λόγω μεθοδολογία δεν μπορεί να καταγράψει το σημείο του κυττάρου στο οποίο πραγματοποιείται ο σχηματισμός του Η2Ο2 αλλά ούτε και τη χρονική διάρκεια του φαινομένου, μιας και καταγράφεται μόνο η συσσώρευση του προϊόντος της αντίδρασης. Επιπλέον, η αντίδραση είναι αρκετά αργή σε σχέση με τις αντιδράσεις του Η2Ο2 με τα ένζυμα απομάκρυνσής του, με συνέπεια μόνο ένα μικρό μέρος του παραχθέντος Η2Ο2 να καταγράφεται.     

				Διαμόλυνση με γονίδια που εκφράζουν ευαίσθητες φθορίζουσες πρωτεΐνες 

				Για την αντιμετώπιση των παραπάνω μειονεκτημάτων, χρησιμοποιήθηκε η GFP (Green Fluorescence Protein), η οποία τροποποιήθηκε ούτως ώστε να γίνει ευαίσθητη στο Η2Ο2. Για παράδειγμα, οι roGFP1 και roGFP2 αποτελούν στοχευμένες μεταλλάξεις της GFP που περιέχουν ένα κατάλοιπο κυστεΐνης ευαίσθητο στο Η2Ο2 (Rhee, Chang et al., 2010).    

				Στην προκειμένη περίπτωση, στα υπό μελέτη κύτταρα εισάγονται ειδικά πλασμίδια τα οποία εκφράζουν τις παραπάνω πρωτεΐνες. Σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, οι θειολικές ομάδες των ευαίσθητων κυστεϊνών οξειδώνονται, σχηματίζοντας έναν ενδομοριακό δισουλφιδικό δεσμό, ο οποίος επηρεάζει τη διαμόρφωση όλης της πρωτεΐνης και έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του φθορισμού της.   

				Επειδή η αντίδραση του Η2Ο2 με τις θειολικές ομάδες είναι γενικά αργή, η GFP έχει συνδυαστεί με άλλες πρωτεΐνες οι οποίες αντιδρούν πολύ γρηγορότερα με το Η2Ο2. Για παράδειγμα, η περοξυρεδοξίνη από τους ζυμομύκητες αντιδρά πολύ γρήγορα με το Η2Ο2 (σταθερά αντίδρασης k = 105-107 Μ-1s-1) και στην οξειδωμένη μορφή της επηρεάζει τον φθορισμό της GFP. Με τον τρόπο αυτόν, επιτυγχάνεται υψηλή εξειδίκευση (αντίδραση μόνο με Η2Ο2) και μεγάλη ταχύτητα αντίδρασης. 

				Μια άλλη τροποποίηση της GFR οδήγησε στη δημιουργία της YFR (Yellow Fluorescence Protein). Η διασύνδεση αυτής της πρωτεΐνης με άλλες οι οποίες αντιδρούν γρήγορα και εξειδικευμένα με το Η2Ο2 έχει δώσει παράγωγα ικανά να εντοπίσουν το σημείο σχηματισμού του Η2Ο2 σε ζώντα κύτταρα και σε πραγματικό χρόνο.    

				

				Σχόλια για την εξέλιξη του πεδίου

				Η δημιουργία ή όχι Η2Ο2 στους οργανισμούς κατά τη διάρκεια του αερόβιου μεταβολισμού αποτέλεσε στο παρελθόν ένα θέμα με θυελλώδεις συζητήσεις και αντιδράσεις. Στα πρώτα χρόνια της ανάπτυξης της έρευνας στη βιοενεργητική (bioenergetics) τη δεκαετία του 1920, ο Otto Warburg υποστήριζε: “Ακόμα και αν εξετάσουμε έναν ολόκληρο σκύλο, δεν θα ανιχνεύσουμε ούτε μία σταγόνα Η2Ο2”. Επιπλέον, οι Keilin και Hartree το 1945 (Keilin and Hartree, 1945) επεσήμαιναν: “Εναντίον της ιδέας ότι το Η2Ο2 σχηματίζεται γενικά κατά τη διαδικασία της αναπνοής στα κύτταρα και τους ιστούς, συνηγορούν οι παρακάτω λόγοι”. Τέλος, ο αντίλογος από τον Britton Chance το 1951: “Ποσοτική απόδειξη για την ύπαρξη σημαντικών ποσοτήτων Η2Ο2 στους ιστούς δεν υπάρχει, διότι η καταλάση με την ικανότητά της να μεταβολίζει το Η2Ο2, στην ουσία, καταστρέφει τις αποδείξεις της ύπαρξής του”. Μόλις στις αρχές της δεκαετίας του 1970 έγινε δυνατή η απόδειξη της δημιουργίας Η2Ο2 σε ιστούς και κύτταρα (Chance, Sies et al., 1979; McCord and Fridovich, 1969). 

				Οι παραπάνω αναφορές μας βοηθούν να κατανοήσουμε την αξία της ανάπτυξης νέων μεθοδολογιών για να μπορέσουμε να επιλύσουμε τα κύρια ερωτήματα που αφορούν την έρευνα. Το ίδιο περίπου ισχύει σε όλα τα ερευνητικά πεδία.       
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Πώς είναι δυνατόν το Η2Ο2, το οποίο θεωρείται τοξικό για τα κύτταρα, να είναι ταυτόχρονα και απαραίτητο για σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες που συνδέονται με τη μεταγωγή του σήματος από αναπτυξιακούς παράγοντες μέσω υποδοχέων τυροσίνης; Περιγράψτε τον μοριακό μηχανισμό. 

				Απάντηση

				Στα μέσα της δεκαετίας του 1990, μερικοί ερευνητές, χρησιμοποιώντας σύγχρονες τεχνολογίες (EPR, electron paramagnetic resonance), κατέγραψαν μια απότομη αύξηση του ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2.-) αμέσως μετά τη σύνδεση διαφόρων αναπτυξιακών παραγόντων (όπως ο PDGF και ο EGF) στους αντίστοιχους υποδοχείς τους. Επιπλέον, η αποτελεσματική απομάκρυνση του Η2Ο2, μέσω της αύξησης των επιπέδων της καταλάσης (ανάγει το Η2Ο2 σε Η2Ο) εντός των κυττάρων, είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της απόκρισης των κυττάρων στους αναπτυξιακούς παράγοντες. Οι παρατηρήσεις αυτές κατέδειξαν, χωρίς αμφιβολία, ότι το Η2Ο2 είναι απαραίτητο για τη μεταγωγή του σήματος μέσω των υποδοχέων αναπτυξιακών παραγόντων. Στη συνέχεια, παρόμοιες παρατηρήσεις έγιναν και για άλλους αναπτυξιακούς παράγοντες, κυτταροκίνες και ορμόνες που δρουν κυρίως μέσω υποδοχέων τυροσίνης αλλά, σε ορισμένες περιπτώσεις, και μέσω υποδοχέων σερίνης/θρεονίνης.

				Η διασύνδεση των υποδοχέων τυροσίνης (tyrosine receptors) με τα αντίστοιχα μόρια-αγγελιοφόρους τους οδηγεί στον διμερισμό ή τον ολιγομερισμό τους, γεγονός που επιτρέπει στα ενδοκυττάρια τμήματα του υποδοχέα που έχουν δράση τυροσινικής κινάσης να έλθουν σε επαφή και να φωσφορυλιώσουν κατάλοιπα τυροσίνης στους ίδιους τους υποδοχείς. Στη συνέχεια, τα φωσφορυλιωμένα τμήματα μεταδίδουν περαιτέρω το σήμα στον πυρήνα ή σε κάποιο άλλο διαμέρισμα του κυττάρου μέσω συγκεκριμένων 2ων αγγελιοφόρων.

				Οι δομικές τροποποιήσεις που προκαλεί η διασύνδεση των 1ων αγγελιοφόρων στους υποδοχείς τυροσίνης δίνουν το έναυσμα για την ενεργοποίηση ενός σηματοδοτικού μονοπατιού που οδηγεί στη δημιουργία Ο2.- και Η2Ο2 από τα ένζυμα NOX οξειδάσες, τα οποία βρίσκονται επίσης στην κυτταρική μεμβράνη των ίδιων κυττάρων. Το Η2Ο2, το οποίο παράγεται έμμεσα, μέσω του Ο2.-, αντιδρά με ευαίσθητες κυστεΐνες που υπάρχουν στο ενεργό κέντρο όλων των τυροσινικών φωσφατασών και αναστέλλει τη δράση τους. Οι τυροσινικές φωσφατάσες αποφωσφορυλιώνουν τα κατάλοιπα κυστεΐνης 100-1,000 φορές πιο γρήγορα από ό,τι τα φωσφορυλιώνουν οι αντίστοιχες κινάσες. Κατά συνέπεια, χωρίς την απενεργοποίηση των φωσφατασών δεν είναι δυνατόν να υπάρχει ροή της πληροφορίας.

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Ποιοι είναι οι μοριακοί στόχοι του Η2Ο2 όσον αφορά τη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα; Ποιο το άμεσο προϊόν της αντίδρασης και ποιες οι επακόλουθες τροποποιήσεις;

				Απάντηση

				Οι μοριακοί στόχοι του Η2Ο2, όσον αφορά τη μεταγωγή του σήματος στα κύτταρα, είναι τα ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεϊνών σε συγκεκριμένες πρωτεΐνες. Επειδή η ταχύτητα της αντίδρασης μεταξύ του Η2Ο2 και της θειολικής ομάδας είναι πρακτικά ίση με μηδέν, τα ευαίσθητα κατάλοιπα κυστεΐνης είναι στην πραγματικότητα τα αποπρωτονιωμένα θειολικά ανιόντα (-CH2-S-). Το προϊόν της οξείδωσης αυτής είναι το σουλφενικό οξύ (-CH2-SOH), το οποίο είναι εξαιρετικά ασταθές και μπορεί να αντιδράσει περαιτέρω προς διάφορες κατευθύνσεις. 

				Εάν υπάρχει άλλο κατάλοιπο κυστεΐνης σε κοντινή απόσταση, το σουλφενικό οξύ αντιδρά μ’ αυτό, σχηματίζοντας έναν δισουλφιδικό δεσμό μεταξύ κυστεϊνών της ίδιας πρωτεΐνης (ενδομοριακός δεσμός). Εάν αυτό δεν είναι εφικτό, τότε ο δισουλφιδικός δεσμός μπορεί να σχηματιστεί μεταξύ του οξειδωμένου καταλοίπου της κυστεΐνης και της θειολικής ομάδας της γλουταθειόνης (GSH), η οποία βρίσκεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα κύτταρα (1 με 10 mM). Σε ορισμένες περιπτώσεις, έχει παρατηρηθεί ο σχηματισμός δισουλφιδικού δεσμού μεταξύ του σουλφενικού οξέος και της θειολικής ομάδας μιας διαφορετικής πρωτεΐνης (διαμοριακός δεσμός). Στην περίπτωση αυτή, είναι πιθανόν οι δύο πρωτεΐνες να ήταν συνδεδεμένες μη ομοιοπολικά πριν από τον σχηματισμό του ομοιοπολικού δισουλφιδικού δεσμού.    

				Τέλος, εάν υπάρχει περίσσεια Η2Ο2, μπορεί να οξειδώσει περαιτέρω το σουλφενικό οξύ σε σουλφινικό (-SO2H) και στη συνέχεια σε σουλφονικό οξύ (CH2-SO3H). Στην πρώτη περίπτωση, το σουλφινικό οξύ μπορεί να αναχθεί ξανά στην αρχική θειολική κατάσταση με τη δράση του ενζύμου σουλφιαναγωγάση, αλλά αυτό λαμβάνει χώρα με πολύ αργούς ρυθμούς. Στη δεύτερη περίπτωση, η οξείδωση σε σουλφονικό είναι μη αντιστρεπτή και ολόκληρη η πρωτεΐνη οδεύει προς αποικοδόμηση.   
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