
		
			
				Κεφάλαιο 4 - Δημιουργία “Δραστικών Μορφών Οξυγόνου” in vivo

				Σύνοψη

				Ελεύθερες ρίζες παράγονται συνεχώς στους αερόβιους οργανισμούς. Η ταχύτητα δημιουργίας τους, όμως, μπορεί να κυμαίνεται ανάλογα με τις συνθήκες και τα σήματα που δέχονται τα συγκεκριμένα κύτταρα. Για παράδειγμα, τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα παράγουν μεγάλες ποσότητες δραστικών μορφών οξυγόνου μετά από διέγερση, με στόχο την καταστροφή ξένων μικροοργανισμών που έχουν εισέλθει στον οργανισμό. Ενδοκυττάρια οργανίδια στα οποία δημιουργούνται δραστικές μορφές οξυγόνου είναι κυρίως τα μιτοχόνδρια, αλλά μικρότερες ποσότητες είναι δυνατόν να σχηματιστούν και σε άλλα οργανίδια, όπως το ενδοπλασματικό δίκτυο, η πυρηνική μεμβράνη και τα υπεροξυσωμάτια. Τέλος, δραστικές μορφές οξυγόνου δημιουργούνται λόγω της εισόδου στα κύτταρα ξενοβιοτικών ενώσεων, όπως για παράδειγμα ορισμένα φάρμακα και παράγοντες από τη μόλυνση του περιβάλλοντος και τη διατροφή. 

				Στο κεφάλαιο αυτό θα εξεταστούν συγκεκριμένοι μοριακοί μηχανισμοί, με τους οποίους δραστικές μορφές οξυγόνου παράγονται in vivo, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες.  

				

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Βασικές γνώσεις Χημείας, Βιοχημείας και Βιολογίας. Ειδικότερα, απαιτούνται γνώσεις στους μοριακούς μηχανισμούς μεταγωγής του σήματος στα κύτταρα. 

				

				Εισαγωγή

				Ελεύθερες ρίζες, γενικότερα, και δραστικές μορφές οξυγόνου, ειδικότερα, δημιουργούνται στα κύτταρα διαμέσου αρκετών φυσικών και βιοχημικών διαδικασιών. Για παράδειγμα, αποτελούν ενδιάμεσες μορφές, αλλά και προϊόντα ενζυμικών αντιδράσεων, συμμετέχουν στην αντίδραση του οργανισμού σε περιπτώσεις εισόδου ξένων μικροοργανισμών, εμπλέκονται στον μεταβολισμό των εικοσανοειδών και, συγκεκριμένα, στα σημεία δράσης των ενζύμων “κυκλοοξυγονάση” και “λιποοξυγονάση”, καθώς και στην αντίδραση σχηματισμού των δεοξυριβονουκλεοτιδίων. Τέλος, παίζουν ρυθμιστικό ρόλο σε σημαντικές φυσιολογικές διαδικασίες, όπως η μεταγωγή του σήματος, και κατ’ επέκταση στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση των κυττάρων. Θα πρέπει να προστεθεί, επίσης, ότι ελεύθερες ρίζες σχηματίζονται και μετά από έκθεση των οργανισμών σε υπεριώδεις και ιονίζουσες ακτινοβολίες, καθώς και σε υπερήχους (βλέπε Halliwell and Gutteridge, 2007).  

				Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι οι ελεύθερες ρίζες οι οποίες αποτελούν ενδιάμεσα σε μοριακούς μηχανισμούς που καταλύονται από ένζυμα, στις πλείστες των περιπτώσεων, δεν είναι δυνατόν να διαχυθούν ελεύθερα, αλλά παραμένουν δεσμευμένες στο σημείο σχηματισμού τους και αντιδρούν εξειδικευμένα για τη δημιουργία του συγκεκριμένου προϊόντος. Παρ’ όλα αυτά, μικρές ποσότητες ελευθέρων ριζών έχουν ανιχνευθεί ελεύθερες σε in vivo συνθήκες. 

				Ενδοκυττάρια οργανίδια, όπως τα μιτοχόνδρια, το ενδοπλασματικό δίκτυο, τα υπεροξυσωμάτια, αλλά και άλλες κυτταρικές θέσεις έχουν εντοπιστεί ως σημεία παραγωγής Ο2.- και Η2Ο2 κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες. Για τον λόγο αυτόν, οι αερόβιοι οργανισμοί έχουν αναπτύξει αποτελεσματικά αμυντικά συστήματα απομάκρυνσης των εν λόγω ενώσεων. Με τον τρόπο αυτόν μπορούν και αντεπεξέρχονται στην οξειδωτική πίεση που δέχονται περιοδικά. Μόνον όταν υπερκεραστούν οι υπάρχοντες μηχανισμοί και διαταραχθεί η οξειδοαναγωγική ισορροπία των κυττάρων, γίνονται εμφανείς οι βλαπτικές επιδράσεις της υπερβολικής παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου (οξειδωτικό στρες) (Sies, 1985).

				Φαγοκύτωση

				Τα ουδετερόφιλα, τα οποία αποτελούν τον κυριότερο φαγοκυτταρικό πληθυσμό στο ανθρώπινο αίμα, καθώς και τα μακροφάγα και άλλα επαγγελματικά φαγοκύτταρα, έχουν την ικανότητα, όταν διεγείρονται, να πολλαπλασιάζουν τη φυσιολογική κατανάλωση οξυγόνου (~100 φορές) και να παράγουν μεγάλες ποσότητες O2.-. Το παραγόμενο O2.- προέρχεται από την αναγωγή του O2 με ένα μονό ηλεκτρόνιο (βλέπε Κεφάλαιο 2), μια διαδικασία η οποία καταλύεται από ένα πολύπλοκο ενζυμικό σύμπλοκο που βρίσκεται στην κυτταρική μεμβράνη των φαγοκυττάρων και ονομάζεται “NADPH οξειδάση” (Σχήμα 1). 
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				Σχήμα 1: Σχηματισμός O2.- από διεγερμένα φαγοκύτταρα. Η ενεργοποίηση της NADPH οξειδάσης προκαλείται από τη σύνδεση ειδικών αντιγόνων που σχετίζονται με παθογόνους μικροοργανισμούς στους TLR υποδοχείς της πλασματικής μεμβράνης. Το γεγονός αυτό σηματοδοτεί αφενός τη φωσφορυλίωση των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών p47 και p67, τη μεταφορά τους στη μεμβράνη και την πρόσδεσή τους στο σύμπλοκο p22 και gp91, και αφετέρου τον σχηματισμό μιας εγκόλπωσης που εγκλείει το ξένο υλικό. Το τελικό πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο ενεργοποιείται και παράγει μεγάλες ποσότητες Ο2.- με στόχο την καταστροφή του ξένου εισβολέα.

				Το ένζυμο αυτό είναι αδρανές κάτω από φυσιολογικές συνθήκες και οι υπομονάδες του βρίσκονται τόσο στην κυτταρική μεμβράνη όσο και στο κυτταρόπλασμα. Η διέγερση των φαγοκυττάρων και, κατ’ επέκταση, η ενεργοποίηση της “NADPH οξειδάσης” προκαλούνται από έναν μεγάλο αριθμό ουσιών, οι οποίες μπορεί να είναι είτε σωματίδια είτε διαλυτές ενώσεις. Η πρόσδεση αυτών των ενώσεων σε ειδικούς υποδοχείς στη μεμβράνη των φαγοκυττάρων, τους TLR (toll-like receptors), έχει ως αποτέλεσμα το έναυσμα της μετάδοσης ενδοκυττάριων σημάτων, ένα από τα οποία είναι και η ενεργοποίηση της NADPH οξειδάσης, με επακόλουθο τη δραματική αύξηση της παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου (Babior, 2000).  

				Όλοι οι TLR είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, οι οποίες χαρακτηρίζονται από ένα εξωκυττάριο τμήμα, πλούσιο σε κατάλοιπα λευκίνης, και μια κυτταροπλασματική ουρά. Οι υποδοχείς αυτοί αναγνωρίζουν έναν μεγάλο αριθμό αντιγόνων που προέρχονται από παθογόνους μικροοργανισμούς, όπως βακτήρια, παράσιτα, μύκητες και ιούς. Στα εν λόγω αντιγόνα περιλαμβάνονται λιπιδιακής σύστασης τοιχώματα βακτηρίων, όπως λιποπολυσακχαρίτες (LPS) και λιποπεπτίδια, αλληλουχίες πρωτεϊνών μικροβιακής προέλευσης, καθώς και νουκλεϊκά οξέα σε μονές και διπλές αλυσίδες RNA και DNA. 

				Η σύνδεση του αντιγόνου στον TLR υποδοχέα συνεπάγεται την απαρχή μιας σειράς αλληλοδιαδοχικών αντιδράσεων (μεταγωγή σήματος), οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα, μεταξύ άλλων, τη φωσφορυλίωση των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών p47 και p67 και τη μετέπειτα μεταφορά τους στην κυτταρική μεμβράνη για τη δημιουργία ενεργοποιημένης “NADPH οξειδάσης” (Babior, 1999). Ταυτόχρονα, σχηματίζεται μια εγκόλπωση στην κυτταρική μεμβράνη που καταλήγει τελικά στον σχηματισμό ενός κυστιδίου, στο οποίο περικλείεται το προς καταστροφή ξένο υλικό (Σχήμα 1).

				Όταν ενεργοποιηθεί η NADPH οξειδάση, η κατανάλωση Ο2 από το φαγοκύτταρο αυξάνεται δραματικά, ένα φαινόμενο το οποίο ορισμένες φορές καλείται “αναπνευστική έκρηξη” (respiratory burst). Ένας πιο σωστός όρος για να περιγράψει κανείς αυτό το φαινόμενο θα ήταν “οξειδωτική έκρηξη” (oxidative burst), μιας και το οξυγόνο δεν καταναλώνεται στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων, αλλά από ένα εντελώς διαφορετικό ενζυμικό σύμπλοκο στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων.

				Τα απαραίτητα ηλεκτρόνια για την αναγωγή του O2 προέρχονται από το NADPH στο εσωτερικό των κυττάρων και διατρέχουν μια σειρά πρωτεΐνες από το σημείο σύνδεσης του NADPH έως την gp91phox (κυτόχρωμα-b558), η οποία θεωρείται ο τελικός δότης των ηλεκτρονίων στο O2 (Babior, 2000). Στη συνέχεια, το σχηματιζόμενο O2.- μετατρέπεται σε H2O2 είτε μέσω της δράσης του ενζύμου SOD είτε μη ενζυμικά. 

				Όπως θα αναφερθεί παρακάτω, ούτε το Ο2.- ούτε το Η2Ο2 είναι αρκετά ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες, ούτως ώστε να μπορούν από μόνοι τους να καταστρέψουν βακτηρίδια και άλλους εισβολείς, αν και υπάρχουν ορισμένα βακτηρίδια που καταστρέφονται γρήγορα από το παραγόμενο Η2Ο2. Για αυτόν τον λόγο, εκλύεται επίσης και το περιεχόμενο άλλων κυτοπλασματικών κυστιδίων, τα οποία περιέχουν, μεταξύ άλλων, και το ένζυμο “μυελοπεροξειδάση” (ΜΡΟ). Η εν λόγω αιμοπρωτεΐνη χρησιμοποιεί το παραγόμενο Η2Ο2 ως υπόστρωμα για την οξείδωση ιόντων χλωρίου σε υποχλωριώδες οξύ (HOCl) (αντίδραση 1) (Hampton, Kettle et al., 1998):
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				Έχει αποδειχθεί ότι το υποχλωριώδες οξύ είναι ικανό να οξειδώσει μια σειρά χημικών ενώσεων και, ως εκ τούτου, συμβάλλει στην αντιμετώπιση ορισμένων ξένων εισβολέων. Η σχετική σημασία της συνεισφοράς του O2.-, του Η2Ο2 και του HOCl στην αντιμετώπιση των βακτηριδίων μπορεί να εκτιμηθεί μέσω της σύγκρισης ασθενών με χρόνια κοκκιωματώδη νόσο (CGD, Chronic Granulomatous Disease) που έχουν μη λειτουργική NADPH οξειδάση με ασθενείς που έχουν μη λειτουργική μυελοπεροξειδάση. Οι ασθενείς της πρώτης κατηγορίας εμφανίζουν συνεχείς και παρατεταμένες λοιμώξεις, ειδικά στο δέρμα, τους πνεύμονες, το ήπαρ και τα οστά, ενώ οι ασθενείς της δεύτερης κατηγορίας δεν παρουσιάζουν τόσο έντονα συμπτώματα. Το συμπέρασμα που συνάγεται απ’ αυτές τις παρατηρήσεις είναι ότι το παραγόμενο Ο2.- μπορεί και εκδηλώνει τις βλαπτικές για τους ξένους οργανισμούς ιδιότητές του μέσω αρκετών διαφορετικών μηχανισμών (Σχήμα 2). 

				Μια τέτοια περίπτωση αναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 3, όπου περιγράφηκε η αντίδραση του Ο2.- με το ΝΟ, το οποίο παράγεται από την επαγόμενη μορφή της NOS, προς σχηματισμό του εξαιρετικά ισχυρού προοξειδωτικού παράγοντα ΟΝΟΟ- (Pryor and Squadrito, 1995). 
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				Σχήμα 2: Παραγωγή ισχυρών προοξειδωτικών παραγόντων από επαγγελματικά φαγοκύτταρα, με τη συμμετοχή των ενζύμων NADPH οξειδάση, SOD, MPO και iNOS.

				Κατά συνέπεια, τα επαγγελματικά φαγοκύτταρα μπορούν να προσβάλουν και να εξοντώσουν τους ξένους εισβολείς, χρησιμοποιώντας την παραγωγή και τη συνδυασμένη δράση μιας σειράς ισχυρών προοξειδωτικών μέσων τα οποία παράγονται με τη συνεργασία διαφορετικών ενζύμων (NADPH οξειδάση, SOD, MPO και iNOS).

				Αναπνευστική αλυσίδα στα μιτοχόνδρια

				Τα μιτοχόνδρια έχουν χαρακτηριστεί ως ο “σταθμός παραγωγής ενέργειας” των κυττάρων, διότι αποτελούν το σημείο σύνδεσης της ενέργειας που παράγεται από τη ροή των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα με τη δημιουργία ATP, μέσω της άντλησης πρωτονίων από τη μήτρα των μιτοχονδρίων προς τον διαμεμβρανικό χώρο. Έχει αποδειχθεί, όμως, ότι κατά τη ροή των ηλεκτρονίων υπάρχουν διαρροές απευθείας προς το οξυγόνο και δημιουργία ελεύθερου Ο2.-, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται γρήγορα σε Η2Ο2 (Cadenas and Davies, 2000; Chance, Sies et al., 1979). Μ’ αυτόν τον τρόπο, τα μιτοχόνδρια αποτελούν μία από τις πιο σημαντικές πηγές παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου στους αερόβιους οργανισμούς. Παρότι, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η κυτοχρωμική οξειδάση ανάγει το Ο2 σε Η2Ο, χωρίς την απελευθέρωση ανιχνεύσιμων ενδιάμεσων μορφών αναγωγής, σε ορισμένες άλλες πρωτεΐνες της αναπνευστικής αλυσίδας είναι δυνατή η απόδοση ηλεκτρονίων απευθείας στο Ο2 προς σχηματισμό Ο2.- (Σχήμα 3). 

				Αν και η αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων λειτουργεί με αποτελεσματικό τρόπο, η συνεχής μεταπήδηση ηλεκτρονίων από το ένα σύμπλοκο στο άλλο δημιουργεί ελεύθερες ρίζες, οι οποίες είναι δεσμευμένες στις ενδιάμεσες ενώσεις. Οι τελευταίες, όμως, έχουν τάση προς άμεση απόδοση ηλεκτρονίων στο οξυγόνο και σχηματισμό Ο2.-.   

				Η ταχύτητα διαφυγής ηλεκτρονίων και δημιουργίας Ο2.- αυξάνεται όταν η μερική πίεση του Ο2 είναι υψηλή, ενώ έχει υπολογιστεί ότι, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, αποτελεί περίπου το 1 με 2% του αναγόμενου στα μιτοχόνδρια Ο2 (Chance, Sies et al., 1979). Το χαμηλό ποσοστό πλάγιας διαφυγής ηλεκτρονίων οφείλεται κυρίως στη χαμηλή μερική πίεση του Ο2 στα μιτοχόνδρια, καθώς και στην οργάνωση των συστατικών της αναπνευστικής αλυσίδας σε σύμπλοκα πρωτεϊνών, τα οποία διευκολύνουν τη μεταβίβαση των ηλεκτρονίων στο επόμενο μέλος της αλυσίδας και όχι στο ελεύθερο Ο2 (Cadenas and Davies, 2000). Βλάβες, ωστόσο, στη δομή και τη λειτουργία των μιτοχονδρίων μπορεί να ευνοήσουν τη διαρροή ηλεκτρονίων προς το Ο2 και την επακόλουθη δημιουργία Ο2.-. Αν και δεν είναι γνωστά τα ακριβή σημεία διαρροής των ηλεκτρονίων από την αναπνευστική αλυσίδα, τις περισσότερες φορές και ανάλογα με τις συνθήκες που επικρατούν, φαίνεται να ευθύνονται οι φλαβοπρωτεΐνες του συμπλόκου Ι, η ελεύθερη ρίζα του συνενζύμου Q και το σύμπλοκο ΙΙΙ. 

				

				[image: 4]

				Σχήμα 3: Διαγραμματική απεικόνιση του σχηματισμού δραστικών μορφών οξυγόνου 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. Τέλος, ο μεταβολισμός των βιοαμινών από το ένζυμο μονοαμινο-οξειδάση (ΜΑΟ) στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων συνοδεύεται από την παραγωγή Η2Ο2.  

				Θα πρέπει να σημειωθεί, 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 (Giorgio, Trinei et al., 2007). Τέλος, το ένζυμο μονοαμινο-οξειδάση, στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, καταλύει την οξειδωτική απαμίνωση ενώσεων οι οποίες περιέχουν αμινομάδες, με ταυτόχρονη δημιουργία Η2Ο2 (Cadenas, 1989; Hauptmann, Grimsby et al., 1996).

				Ο σχηματισμός Ο2.- και Η2Ο2 στα μιτοχόνδρια επηρεάζει σημαντικά τη γενική οξειδοαναγωγική κατάσταση των κυττάρων με σοβαρές επιπτώσεις για τη φυσιολογική λειτουργία τους. Υποστηρίζεται ότι η αύξηση του οξειδωτικού στρες στα μιτοχόνδρια αποτελεί βασικό παράγοντα κατά την εκτέλεση της διαδικασίας του αποπτωτικού θανάτου από τα κύτταρα, καθώς έχει προταθεί ότι εμπλέκεται σε πολλές παθολογικές καταστάσεις, αλλά και στη διαδικασία της φυσιολογικής γήρανσης (Cadenas and Davies, 2000).

				Ενδοπλασματικό δίκτυο και πυρήνας

				Έχει αποδειχθεί ότι απομονωμένα υποκυτταρικά κλάσματα, όπως τα μικροσωμάτια και οι πυρήνες από διάφορους ιστούς, έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν Ο2.- και Η2Ο2 μετά από επώαση με NADPH ή NADH. Στα μικροσωμάτια η δημιουργία Ο2.- προέρχεται από το σύστημα των κυτοχρωμάτων P-450. Πιο συγκεκριμένα, τα ηλεκτρόνια φαίνεται να διαφεύγουν από τις φλαβίνες στο ενεργό κέντρο της αναγωγάσης του κυτοχρώματος P-450. Στο ενδοπλασματικό δίκτυο υπάρχουν τα ένζυμα “δεσατουράσες”, ο φυσιολογικός ρόλος των οποίων είναι η εισαγωγή διπλών δεσμών σε συγκεκριμένες θέσεις των λιπαρών οξέων. Τα σύμπλοκα αυτά χρειάζονται Ο2, NAD(P)H και ένα ειδικό κυτόχρωμα, το b-5. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται μέσω μιας φλαβοπρωτεΐνης στο κυτόχρωμα b-5 και, στη συνέχεια, στη δεσατουράση. Τόσο οι φλαβοπρωτεΐνες όσο και το κυτόχρωμα b-5 μπορούν να προκαλέσουν την αναγωγή του Ο2 σε Ο2.- με παράπλευρη διοχέτευση ηλεκτρονίων.

				Στην πυρηνική μεμβράνη υπάρχει, επίσης, μια αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, η φυσιολογική σημασία της οποίας δεν είναι γνωστή. Όπως και στα μικροσωμάτια, τα ηλεκτρόνια μπορούν και διαφεύγουν από τη συγκεκριμένη αλυσίδα, σχηματίζοντας Ο2.-, το οποίο σ’ αυτήν την περίπτωση ενδέχεται να έχει ειδική σημασία, λόγω ακριβώς του ότι δημιουργείται πολύ κοντά στο πυρηνικό DNA.

				Μεταβολισμός των εικοσανοειδών

				Με τον όρο εικοσανοειδή αναφέρονται συνήθως οι προσταγλανδίνες, τα λευκοτριένια και άλλες σχετικές χημικές ενώσεις, όπως τα θρομβοξάνια και οι προστακυκλίνες, διότι η βιοσύνθεσή τους ξεκινάει από πολυακόρεστα λιπαρά οξέα με είκοσι άτομα άνθρακα. Το σημαντικότερο απ’ αυτά τα λιπαρά οξέα είναι το αραχιδονικό οξύ, με τέσσερις διπλούς δεσμούς στις θέσεις 5-6, 8-9, 11-12 και 14-15. Το αραχιδονικό οξύ σχεδόν στο σύνολό του βρίσκεται συνδεδεμένο στα φωσφογλυκερίδια των κυτταρικών μεμβρανών και απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα με τη δράση της φωσφολιπάσης Α2 (Sevanian and Kim, 1985).

				Ο μεταβολισμός του αραχιδονικού οξέος διαμέσου της βιοσύνθεσης εικοσανοειδών συνοδεύεται από τη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου. Το αραχιδονικό οξύ, το οποίο ελευθερώνεται από τα λιπίδια ως αποτέλεσμα της ενεργοποίησης των φωσφολιπασών (κυρίως της φωσφολιπάσης Α2), είτε μετά από κάποιο τραύμα είτε μέσω της δράσης ορμονών, μπορεί να ακολουθήσει έναν από τους μεταβολικούς δρόμους, προς δημιουργία είτε προσταγλανδινών είτε λευκοτριενίων (Σχήμα 4).
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				Σχήμα 4: Μεταβολισμός του αραχιδονικού οξέος. PG = προσταγλανδίνη, ΗΡΕΤΕ = υπεροξυεικοσατετραενοϊκό οξύ, ΗΕΤΕ = υδροξυεικοσατετραενοϊκό οξύ, ΤΧ = θρομβοξάνιο, LTA4 = λευκοτριένιο, PGΙ2 = προστακυκλίνη.

				Η μετατροπή της PGG2 σε PGH2 καταλύεται από μια υπεροξειδάση η οποία αποτελεί μέρος ενός μεγαλύτερου ενζύμου, της “συνθάσης των προσταγλανδινών” (PGHS). Τόσο κατά τη μετατροπή της PGG2 σε PGH2 (υπεροξειδάση) όσο και στη μετατροπή των ΗΡΕΤΕ σε ΗΕΤΕ (λιποοξυγονάση) σχηματίζονται ελεύθερες ρίζες, οι οποίες έχουν ανιχνευθεί με φασματομετρία ESR. Οι ελεύθερες αυτές ρίζες αναφέρονται συνήθως ως Ox. και έχουν χαρακτηριστικά των ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ), αν και έχει πιστοποιηθεί ότι δεν είναι .ΟΗ. Ενώσεις οι οποίες μπορούν να εξουδετερώσουν αυτές τις ελεύθερες ρίζες (εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών) προστατεύουν τη συνθάση των προσταγλανδινών από αυτοκαταστροφή και επιπλέον προάγουν τη μετατροπή της PGG2 σε PGH2.

				Έχει προταθεί ότι, κατά την κατάλυση της υπεροξειδάσης, σχηματίζεται ένα ισχυρό οξειδωτικό κέντρο στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Αυτό προέρχεται από την οξείδωση του σιδήρου στο μόριο της αίμης που περιέχει, δημιουργώντας μια φερρυλική αιμοπρωτεΐνη (Fe+4=O), με υψηλότερο βαθμό οξείδωσης του σιδήρου (+4). Για τη βέλτιστη απόδοση του ενζύμου, το εν λόγω κέντρο πρέπει να ανάγεται. Μόρια όπως το Η2Ο2, διάφορα υπεροξείδια των λιπιδίων, το O2.-, το ασκορβικό οξύ και άλλα έχουν την ικανότητα να επάγουν αυτήν την αναγωγή. Η απουσία, όμως, των κατάλληλων αναγωγικών παραγόντων έχει ως αποτέλεσμα την αυτοοξείδωση ορισμένων καταλοίπων αμινοξέων της υπεροξειδάσης, συντελώντας έτσι στην αυτοκαταστροφή της (ένζυμο αυτοκτονίας), αλλά και στην πρόκληση οξείδωσης και άλλων σημαντικών συστατικών, με βλαπτικές συνέπειες για το κύτταρο. Η αναστολή του σκέλους της κυκλοοξυγονάσης θα είχε ως αποτέλεσμα την υπερπαραγωγή λευκοτριενίων, υδροξυ- και περοξυ- λιπιδίων (ΗΡΕΤΕ και ΗΕΤΕ) και ελευθέρων ριζών, τα οποία με τη σειρά τους θα είχαν εκτεταμένες επιπλέον παθοφυσιολογικές παρενέργειες.

				Αιμοσφαιρίνη 

				Έχει υπολογιστεί ότι το 3% περίπου της αιμοσφαιρίνης στον οργανισμό οξειδώνεται καθημερινά από οξυαιμοσφαιρίνη (Fe+2-Ο2) σε μεθαιμοσφαιρίνη (Fe+3). Ο μηχανισμός αυτής της συνεχούς αυτοοξείδωσης μπορεί απλοϊκά να περιγραφεί ως εξής :
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				Σε μια πρώτη φάση, λαμβάνει χώρα ένας διαχωρισμός μεταξύ των ηλεκτρονίων του Fe2+ και του Ο2. Αυτό ενδέχεται μερικές φορές να οδηγήσει στη διάσπαση και, συνεπώς, στην απελευθέρωση ενός μορίου Ο2.-. Ως εκ τούτου, τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι συνεχώς εκτεθειμένα σε μια σταθερή δημιουργία Ο2.- και, κατά συνέπεια, για την εξουδετέρωσή του απαιτούνται τα κατάλληλα ένζυμα. Μερικές ανώμαλες μορφές αιμοσφαιρίνης, όπως οι α- και οι β-αλυσίδες, οι οποίες συσσωρεύονται στις θαλασσαιμίες, οξειδώνονται πιο γρήγορα και πιο εύκολα, με συνέπεια τα ερυθροκύτταρα των ασθενών αυτών να είναι εκτεθειμένα σε ισχυρότερο οξειδωτικό στρες.

				Οξειδάση της ξανθίνης

				Ένα από τα πιο καλά μελετημένα ένζυμα που καταλύουν τον σχηματισμό O2.- στα κύτταρα είναι η “οξειδάση της ξανθίνης”, η οποία καταλύει την οξείδωση τόσο της υποξανθίνης όσο και της ξανθίνης σε ουρικό οξύ, με ταυτόχρονη αναγωγή του Ο2 σε O2.- και Η2O2 (Σχήμα 5). 
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				Σχήμα 5: Τα βήματα της αντίδρασης που καταλύεται από την οξειδάση της ξανθίνης.

				Ένας ισχυρός αναστολέας της οξειδάσης της ξανθίνης είναι η αλλοπουρινόλη που οξειδώνεται από το ένζυμο σε οξυπουρινόλη, η οποία στη συνέχεια συνδέεται ομοιοπολικά στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, με τελικό αποτέλεσμα τη μόνιμη αναστολή της δράσης του.  

				Θα πρέπει, ωστόσο, να τονιστεί ότι η οξείδωση της υποξανθίνης και της ξανθίνης σε ουρικό οξύ, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, γίνεται από την αφυδρογονάση της ξανθίνης (XDH), η οποία ανάγει το ΝΑD+ σε NADH και όχι το Ο2 σε Ο2.-. Η αφυδρογονάση μετατρέπεται σε οξειδάση, κατά τη διάρκεια της απομόνωσής της, είτε μετά από οξείδωση μερικών θειολικών ομάδων (-SH) είτε μετά από περιορισμένη πρωτεόλυση από διάφορες πρωτεάσες. Kατά συνέπεια, in vivo και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, δεν είναι πιθανό να σχηματίζεται O2.- από την οξειδάση της ξανθίνης. Σε περιπτώσεις, όμως, τραυματισμού των ιστών, όπως για παράδειγμα κατά την επαναιμάτωση μετά από μια περίοδο ισχαιμίας, είναι δυνατόν να προκαλείται η μετατροπή της αφυδρογονάσης σε οξειδάση της ξανθίνης με αποτέλεσμα τη δημιουργία Ο2.-.

				Οξειδοαναγωγική ανακύκλωση

				Αυξημένη αναγωγή του Ο2 με ένα ηλεκτρόνιο προκαλείται, επίσης, όταν εξωγενείς, κυρίως, αλλά και ενδογενώς παραγόμενες ενώσεις ανάγονται με ένα ηλεκτρόνιο μέσω της δράσης διαφόρων κυτταρικών ενζύμων (αναγωγάσες ενός ηλεκτρονίου). Στη συνέχεια, οι εν λόγω ενώσεις αντιδρούν με το Ο2, σχηματίζοντας Ο2.-. Κατά συνέπεια, αυτές οι ενώσεις δρουν ως καταλύτες οι οποίοι ανακυκλώνονται συνεχώς και, σε κάθε κύκλο, έχουμε κατανάλωση αναγωγικών μονάδων (NADPH ή NADH) και δημιουργία επιπλέον Ο2.- (Σχήμα 6) (Kappus and Sies, 1981). 
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				Σχήμα 6: Παράδειγμα οξειδοαναγωγικής ανακύκλωσης μιας ομάδας κινόνης. Ενώσεις που περιέχουν μία ή περισσότερες ομάδες κινόνης στο μόριό τους (εντός παρενθέσεως), όταν βρεθούν εντός των κυττάρων, ανάγονται με ένα ηλεκτρόνιο σε ημικινόνες, μέσω της δράσης κυτταρικών ενζύμων (αναγωγάσες ενός ηλεκτρονίου). Οι ημικινόνες, στη συνέχεια, αντιδρούν γρήγορα με το Ο2, σχηματίζοντας Ο2.-   

				Στις ενώσεις που έχουν την ικανότητα για “οξειδοαναγωγική ανακύκλωση” περιλαμβάνονται διάφορες ομάδες χημικών μορίων, όπως οι κινόνες, οι νιτροαρωματικοί υδρογονάνθρακες, οι αρωματικές αμίνες κ.ά. Η δράση, αλλά και οι παρενέργειες πολλών φαρμάκων και εντομοκτόνων στηρίζονται ακριβώς στην ικανότητά τους για “οξειδοαναγωγική ανακύκλωση”. Στο Σχήμα 6 απεικονίζεται μια ομάδα κινόνης σε ένα οποιοδήποτε μόριο, η οποία ανάγεται από αναγωγάσες με ένα ηλεκτρόνιο, σχηματίζοντας την ελεύθερη ρίζα της αντίστοιχης ημικινόνης. Αυτή, με τη σειρά της, αντιδρά με μοριακό Ο2, επανασχηματίζοντας την αρχική κινόνη και δημιουργώντας Ο2.-. Η παραγωγή Ο2.- συνεχίζεται όσο υπάρχουν διαθέσιμες αναγωγικές μονάδες (NADPH, NADH) και Ο2, χωρίς να καταναλώνεται η ομάδα της κινόνης, η οποία ως εκ τούτου δρα ως καταλύτης. Είναι εμφανές ότι, όταν η διαδικασία αυτή υπερβεί σε διάρκεια και σε ένταση την ικανότητα άμυνας των κυττάρων χωρίς να ανασταλεί, μπορεί να έχει ως τελικό αποτέλεσμα την καταστροφή των ιστών και τον θάνατο των κυττάρων.  

				

				Φάρμακα και οξειδωτικό στρες

				Αρκετά, χρήσιμα κατά τα άλλα, φάρμακα προξενούν ανεπιθύμητες παρενέργειες, λόγω της πρόκλησης σχηματισμού δραστικών μορφών οξυγόνου στα κύτταρα. Μία από τις καλύτερα μελετημένες ομάδες τέτοιων φαρμάκων αποτελούν τα αντιβιοτικά τετρακυκλίνες. Ένα μέλος αυτής της οικογένειας ενώσεων είναι η δοξορουμπικίνη, η χημική δομή της οποίας απεικονίζεται στο Σχήμα 7. 
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				Σχήμα 7: Χημική δομή της δοξορουμπικίνης. Σημειώνεται η ομάδα κινόνης στον δεύτερο αρωματικό δακτύλιο, αλλά και της διυδροξυφαινόλης στον τρίτο.

				Η δοξορουμπικίνη χρησιμοποιείται ευρέως ως κυτταροστατικό στη χημειοθεραπεία εναντίον αρκετών μορφών καρκίνου. Ο δεύτερος από τους τέσσερις ανθρακυκλινικούς δακτυλίους έχει μια ομάδα κινόνης και, ως εκ τούτου, μπορεί να αναχθεί με μονά ηλεκτρόνια, όπως αναφέρθηκε παραπάνω (Σχήμα 7). Έχει αποδειχθεί ότι η δοξορουμπικίνη, αλλά και άλλες ανθρακυκλίνες μπορούν να αναχθούν από διάφορα κυτταρικά συστήματα, όπως στα μιτοχόνδρια από το σύστημα Ι της αναπνευστικής αλυσίδας και στο ενδοπλασματικό δίκτυο από την αναγωγάση του κυτοχρώματος Ρ-450. Η καρδιοτοξικότητα αυτού του φαρμάκου είναι τόσο έντονη, ώστε είναι δύσκολο να βρεθεί η χρυσή τομή μεταξύ των ωφέλιμων αντικαρκινικών ιδιοτήτων της από τη μια πλευρά και των βλαπτικών καρδιοτοξικών επιπτώσεων από την άλλη. Το ότι η καρδιά είναι πιο ευαίσθητη από όλα τα άλλα όργανα στη δράση της δοξορουμπικίνης οφείλεται κυρίως στη μειωμένη αμυντική ικανότητα του συγκεκριμένου οργάνου απέναντι στο οξειδωτικό στρες. Μια σειρά από παρεμφερή φάρμακα, όπως η νταουνορουμπικίνη, η πουμπινταζόνη και η αλκακινομυκίνη Α, έχουν παρόμοιους μηχανισμούς κυτταροτοξικότητας μ’ αυτόν της δοξορουμπικίνης (Galaris, Georgellis et al., 1985).

				Ένα άλλο παρασκεύασμα, η τυλενόλη ή ακεταμινοφαίνη (καλείται επίσης και παρακεταμόλη), το οποίο χρησιμοποιείται ως αναλγητικό και αντιπυρετικό, μπορεί να προκαλέσει παρενέργειες, χαρακτηριστικές της πρόκλησης οξειδωτικού στρες, όταν προσληφθεί σε μεγάλες ποσότητες. Η τοξικότητα του σκευάσματος αυτού συνδέεται με τη μείωση των επιπέδων της ενδοκυττάριας γλουταθειόνης, την οξείδωση των θειολικών ομάδων σε κατάλοιπα κυστεΐνης στις πρωτεΐνες, τη μείωση του NADPH και του ΑΤΡ, και τέλος με την οξείδωση και απενεργοποίηση ενζύμων όπως η Ca2+-ATPάση της πλασματικής μεμβράνης, η οποία έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου. Η ακεταμινοφαίνη είναι κυρίως ηπατοτοξική, γεγονός που συνδέεται με το ότι η ίδια δεν είναι τοξική, αλλά χρειάζεται πρώτα να μεταβολιστεί και μόνο τα προϊόντα του μεταβολισμού της (κυρίως η Ν-ακετυλο-p-βενζοκινονιμίνη) είναι πραγματικά τοξικά.

				Θα πρέπει να σημειωθεί, επίσης, ότι ορισμένα φαρμακευτικά σκευάσματα, εκτός από προοξειδωτική τους δράση, μπορεί να έχουν και αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Παραδείγματα αυτής της κατηγορίας φαρμάκων αποτελούν τα κορτικοστεροειδή, η πενικιλαμίνη και αρκετά μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη, τα οποία χρησιμοποιούνται σε χρόνιες φλεγμονώδεις παθήσεις (ρευματοειδή αρθρίτιδα, ερυθηματώδης λύκος, ουρική αρθρίτιδα κ.τ.λ.).

				Θα μπορούσε να γράψει κανείς τόμους βιβλίων αφιερωμένων στις προ- και αντιοξειδωτικές ιδιότητες των φαρμάκων και στους μοριακούς μηχανισμούς που μπορεί να εμπλέκονται στη δράση τους. Αυτό, όμως, είναι έξω από τους στόχους του παρόντος πονήματος και αποτελεί αντικείμενο της Φαρμακολογίας. Στις περισσότερες πάντως περιπτώσεις, φαίνεται να εμπλέκεται κυρίως η οξειδωτική ανακύκλωση των ενώσεων, όπως στην περίπτωση της δοξορουμπικίνης, ενώ σε πολλές άλλες περιπτώσεις απαιτείται πρώτα μια μη αντιστρεπτή τροποποίηση ώστε να δημιουργηθεί το κατεξοχήν προοξειδωτικό μόριο, όπως στην περίπτωση της ακεταμινοφαίνης.

				Αντιδράσεις αυτοοξείδωσης 

				Πολλά μόρια με σημαντικούς βιολογικούς ρόλους, όπως για παράδειγμα οι τετραϋδροπτερίνες, οι θειολικές ενώσεις (περιέχουν μια –SH ομάδα), ο νευροδιαβιβαστής ντοπαμίνη, οι ορμόνες αδρεναλίνη, νοραδρεναλίνη και L-DOPA (διυδροξυφαινυλαλανίνη), οι ανηγμένες φλαβοενώσεις (FMNH2 και FADH2) και πολλές άλλες, παρουσία Ο2, έχουν την ικανότητα αυτοοξείδωσης, σχηματίζοντας Ο2.-. Το σχηματιζόμενο Ο2.-, στη συνέχεια, συμβάλλει στην περαιτέρω οξείδωση των εν λόγω ενώσεων σε μια σειρά πολύπλοκων και εν πολλοίς άγνωστων αντιδράσεων. Οι αντιδράσεις αυτές ευνοούνται παρουσία ιόντων μετάλλων μετάπτωσης, κυρίως σιδήρου, ενώ είναι πολύ πιθανόν όλες οι αντιδράσεις αυτοοξείδωσης να απαιτούν την ύπαρξη ιόντων μετάλλων μετάπτωσης.   

				Υπεριώδεις και ιονίζουσες ακτινοβολίες

				Οι υπεριώδεις ακτινοβολίες (200-400 nm) μπορούν να προκαλέσουν είτε τη φωτολυτική διάσπαση ευαίσθητων ομοιοπολικών δεσμών (Α-Β), προκαλώντας τη δημιουργία δύο ελευθέρων ριζών (αντίδραση 1), είτε τη διέγερση ορισμένων ενώσεων (ΑΒ*), οι οποίες, στη συνέχεια, έχουν την ικανότητα να αποσπάσουν ηλεκτρόνια από άλλες ενώσεις (αντιδράσεις 2-4):
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				Οι ιονίζουσες ακτινοβολίες περιλαμβάνουν τις ακτινοβολίες υψηλών συχνοτήτων (από υπεριώδεις έως γ-ακτινοβολίες) και υψηλής ενέργειας σωμάτια (νετρόνια, ηλεκτρόνια, πρωτόνια ή α-σωματίδια). Στις περισσότερες περιπτώσεις, η αρχική σύγκρουση προκαλεί την έξωση ενός ηλεκτρονίου, το οποίο όμως έχει αρκετά υψηλή ενέργεια και μπορεί να προκαλέσει μια νέα έξωση από ένα άλλο μόριο (αντιδράσεις 5-7):
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				Στην αντίδραση 7 δημιουργείται συνήθως ένα μόριο σε κατάσταση διέγερσης (ΑΒ*), το οποίο μπορεί να υποστεί ομολυτική σχάση (αντίδραση 8)

				

				[image: Chapter 4_8]

				

				ή να αποδώσει την ενέργειά του είτε ως θερμότητα είτε σε ένα άλλο μόριο επιστρέφοντας στην αρχική του κατάσταση.

				

				Ραδιόλυση του Η2Ο

				Είναι προφανές ότι, εφόσον οι οργανισμοί αποτελούνται κατά το πλείστον από νερό, οι παραπάνω ακτινοβολίες θα συγκρούονται κυρίως με μόρια ύδατος, προκαλώντας τον ιονισμό τους (αντίδραση 9):

				

				[image: Chapter 4_9]

				

				Η κατιονική ρίζα Η2Ο.+ στη συνέχεια αποπρωτονιώνεται, σχηματίζοντας μια ρίζα του υδροξυλίου (.ΟΗ), ενώ το ελεύθερο e- περιβάλλεται ταχύτατα από μόρια Η2Ο (e-aq). H δραστικότητα των e-aq είναι πολύ μικρότερη από τη δραστικότητα των μη ενυδατωμένων ηλεκτρονίων.

				Η ικανότητα αυτή της ραδιόλυσης του ύδατος έχει χρησιμοποιηθεί κατά κόρον για πειραματικούς σκοπούς. Συνήθως, οι πρωτογενείς ρίζες (.ΟΗ και e-aq) μετατρέπονται με διάφορους τρόπους σε μία δευτερογενή, την οποία θέλουμε να μελετήσουμε. Για παράδειγμα, παρουσία περίσσειας N2Ο, έχουμε τη μετατροπή των e-aq σε .ΟΗ (αντίδραση 10): 
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				Κριτήρια αξιολόγησης

				Κριτήριο αξιολόγησης 1

				Η είσοδος ενός ξένου μικροοργανισμού ενεργοποιεί τους αμυντικούς μηχανισμούς του οργανισμού για την αντιμετώπισή του. Στην πρώτη γραμμή αυτής της άμυνας συγκαταλέγεται και η ενεργοποίηση των επαγγελματικών φαγοκυττάρων, τα οποία προσελκύονται με χημειοτακτικούς μηχανισμούς στο σημείο της φλεγμονής. Με ποιους μηχανισμούς γίνεται η προσβολή του ξένου εισβολέα; Ποια ένζυμα συμμετέχουν σ’ αυτούς τους μηχανισμούς, ποιες αντιδράσεις καταλύουν και ποιους ισχυρούς προοξειδωτικούς παράγοντες σχηματίζουν;

				Απάντηση 

				Όταν διεγερθεί ένα φαγοκύτταρο, ενεργοποιείται η NADPH οξειδάση και αυξάνεται δραματικά η κατανάλωση Ο2 προς σχηματισμό Ο2.-, ένα φαινόμενο το οποίο ορισμένες φορές καλείται “αναπνευστική έκρηξη” (respiratory burst). Ένας πιο σωστός όρος για να περιγράψει κανείς αυτό το φαινόμενο θα ήταν “οξειδωτική έκρηξη” (oxidative burst), μιας και το οξυγόνο δεν καταναλίσκεται στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων, αλλά από ένα εντελώς διαφορετικό ενζυμικό σύμπλοκο.

				Τα απαραίτητα ηλεκτρόνια για την αναγωγή του O2 προέρχονται από το NADPH στο εσωτερικό των κυττάρων και διατρέχουν μια σειρά πρωτεΐνες από το σημείο σύνδεσης του NADPH έως την gp91phox (κυτόχρωμα-b558), η οποία θεωρείται ο τελικός δότης των ηλεκτρονίων στο O2. Το σχηματιζόμενο O2.-, στη συνέχεια, μετατρέπεται σε H2O2 είτε μέσω της δράσης του ενζύμου SOD είτε μη ενζυμικά. Θα πρέπει να τονιστεί, όμως, ότι ούτε το Ο2.- ούτε το Η2Ο2 είναι αρκετά ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες, ώστε να μπορούν από μόνοι τους να καταστρέφουν βακτηρίδια και άλλους εισβολείς. Για τον σκοπό αυτόν, εκλύεται επίσης και το περιεχόμενο άλλων κυτοπλασματικών κυστιδίων, τα οποία περιέχουν μεταξύ άλλων και το ένζυμο “μυελοπεροξειδάση” (ΜΡΟ). Αυτή η αιμοπρωτεΐνη χρησιμοποιεί το παραγόμενο Η2Ο2 ως υπόστρωμα για την οξείδωση ιόντων χλωρίου σε υποχλωριώδες οξύ (HOCl):

				[image: Image432.PNG]

				

				Έχει αποδειχθεί ότι το υποχλωριώδες οξύ είναι ικανό να οξειδώσει μια σειρά χημικών ενώσεων και, ως εκ τούτου, συμβάλλει στην αντιμετώπιση ορισμένων ξένων εισβολέων. Η σχετική σημασία της συνεισφοράς του O2.-, του Η2Ο2 και του HOCl στην αντιμετώπιση των βακτηριδίων μπορεί να εκτιμηθεί μέσω της σύγκρισης ασθενών με χρόνια κοκκιωματώδη νόσο (CGD, chronic granulomatous disease) που έχουν μη λειτουργική NADPH οξειδάση με ασθενείς που έχουν μη λειτουργική μυελοπεροξειδάση. Οι ασθενείς της πρώτης κατηγορίας εμφανίζουν συνεχείς και παρατεταμένες λοιμώξεις, ειδικά στο δέρμα, τους πνεύμονες, το ήπαρ και τα οστά, ενώ αυτοί της δεύτερης κατηγορίας δεν παρουσιάζουν τόσο έντονα συμπτώματα. Το συμπέρασμα που συνάγεται απ’ αυτές τις παρατηρήσεις είναι ότι το παραγόμενο Ο2.- μπορεί και εκδηλώνει τις βλαπτικές για τους ξένους οργανισμούς ιδιότητές του μέσω αρκετών διαφορετικών μηχανισμών (βλέπε Σχήμα 2). 

				Μια άλλη ισχυρή προοξειδωτική ένωση, το ΟΝΟΟ-, σχηματίζεται από την αντίδραση του Ο2.- με το ΝΟ, το οποίο παράγεται από την επαγόμενη μορφή της NOS (iNOS). 

				Κατά συνέπεια, στα ένζυμα που συμμετέχουν στη δημιουργία ισχυρών προοξειδωτικών παραγόντων για την αντιμετώπιση των ξένων εισβολέων συγκαταλέγονται η NADPH οξειδάση, η SOD, η iNOS και η MPO, ενώ στις ενώσεις που σχηματίζονται περιλαμβάνονται, μεταξύ άλλων, το ΝΟ, το Ο2.-, το Η2Ο2, το ΟΝΟΟ-, το ΗOCl, το NO2-  και το NO2Cl.  

				

				Κριτήριο αξιολόγησης 2

				Τα μιτοχόνδρια αποτελούν ίσως το σημαντικότερο κυτταρικό οργανίδιο σε σχέση με τη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου στον οργανισμό. Ποιοι μοριακοί μηχανισμοί εμπλέκονται σ’ αυτήν τη διαδικασία;

				Απάντηση 

				Έχει αποδειχθεί ότι κατά τη ροή των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων υπάρχουν διαρροές ηλεκτρονίων απευθείας προς το οξυγόνο και δημιουργία ελεύθερου Ο2.-, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται γρήγορα σε Η2Ο2. Μ’ αυτόν τον τρόπο, τα μιτοχόνδρια αποτελούν μία από τις σημαντικότερες πηγές δημιουργίας δραστικών μορφών οξυγόνου στους αερόβιους οργανισμούς. Παρότι η κυτοχρωμική οξειδάση ανάγει το Ο2 σε Η2Ο, χωρίς την απελευθέρωση ανιχνεύσιμων ενδιάμεσων μορφών αναγωγής, σε ορισμένες άλλες πρωτεΐνες της αναπνευστικής αλυσίδας είναι δυνατή η απόδοση ηλεκτρονίων απευθείας στο Ο2 προς σχηματισμό Ο2.- (βλέπε Σχήμα 3).

				Αν και η αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων λειτουργεί με αποτελεσματικό τρόπο, η συνεχής μεταπήδηση ηλεκτρονίων από το ένα σύμπλοκο στο άλλο δημιουργεί ελεύθερες ρίζες, οι οποίες είναι δεσμευμένες στις ενδιάμεσες ενώσεις. Οι τελευταίες, όμως, έχουν την τάση προς άμεση απόδοση ηλεκτρονίων στο οξυγόνο και σχηματισμό Ο2.-, κάτω από ορισμένες συνθήκες.   

				Η ταχύτητα διαφυγής ηλεκτρονίων και δημιουργίας Ο2.- αυξάνεται όταν η μερική πίεση του Ο2 είναι υψηλή, ενώ έχει υπολογιστεί ότι κάτω από φυσιολογικές συνθήκες αποτελεί περίπου το 1 με 3% του αναγόμενου στα μιτοχόνδρια Ο2. Το χαμηλό ποσοστό πλάγιας διαφυγής ηλεκτρονίων οφείλεται κυρίως στη μικρή μερική πίεση του Ο2 στα μιτοχόνδρια, καθώς και στην οργάνωση των συστατικών της αναπνευστικής αλυσίδας σε σύμπλοκα πρωτεϊνών, τα οποία διευκολύνουν τη μεταβίβαση των ηλεκτρονίων στο επόμενο μέλος της αλυσίδας και όχι στο ελεύθερο Ο2. Βλάβες, ωστόσο, στη δομή και τη λειτουργία των μιτοχονδρίων μπορεί να ευνοήσουν τη διαρροή ηλεκτρονίων προς το Ο2 και τη επακόλουθη δημιουργία Ο2.-. Αν και δεν είναι γνωστά τα ακριβή σημεία διαρροής των ηλεκτρονίων από την αναπνευστική αλυσίδα, οι φλαβοπρωτεΐνες του συμπλόκου Ι, η ελεύθερη ρίζα του συνενζύμου Q και το σύμπλοκο ΙΙΙ φαίνεται να ευθύνονται τις περισσότερες φορές, ανάλογα με τις συνθήκες που επικρατούν. 

				Θα πρέπει να σημειωθεί, 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. Τέλος, το ένζυμο μονοάμινο-οξειδάση, στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, καταλύει την οξειδωτική απαμίνωση αρωματικών ενώσεων οι οποίες περιέχουν αμινομάδες, με ταυτόχρονη δημιουργία Η2Ο2.
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Keopdirao 4 - Anpovpyia “Apastikédv Mopedv O&vydévov” in vivo

Zovoyn

Eletbepes pices mapayoviar ovveycre otovg agpdfiovs opyaviauobs. H taybmyta dnuovpyias tovg, dues, umopei

va kvpaivetolr avéloya pe Tic GVOIKES Kal Ta GljuaTe. Tov 6&fovtal Ta. cvykekpiuéve kbTtapa. Tl mapaderyua, Ta

enayyelatinG payorbrrapa Taplyovr ueydiss TocsTITES dpasTiKy LOpEGY 0lvydvo ETh axd Siéyepor, e GTyo

TV KaTasTpol SEvey IKpoopyavicumy mov Exovy e1célfel otov opyavicud. Evéoxvttapie opyavidia ota omoio

OnuI0VPYODYTaI FPOCTIKES UOPPES O

YOVOV Eival KLPIeS To. LITOYOVOPIE, GAAG [IKPOTEPES TOGOTNTES EIVAI OLYATOY Ve

GYNUOTIGCTODY Kal Ge GlA0. opyavidla, 0TS TO EVOOTAAGUATIKG OIKTVO, 1] TOPNVIKI] UEUPPaVY Kal Ta vTEPOLLOWUATIA.

T8log, dpactinés loppés 0fvyévov dnuovpyoivtar iye s e1Gédon ota KbTtapa CevofioTikdn evéroeny, dras Na

TOPGOEIYUa. OPIGUEVO. PEPLOKA KAl TOPEYOVTEG GO T UOADYGY TOD TEPIPGILOVTOS KOl TI] O1aTPpOYI].

Sto xepdlaio avté Ba eletactoiy cvykexpiévor opiaKol wlyaviauol, e Tovg omolovg dpactixés Lopgés ocvydvoD

TapPGYOVTaL N VIVO, KGT( AT GUYKEKPIUEVES GUVONKES.

IIpoumaitovpevi) yvoon

Baowés yvéreis Xiucias, Bioynueiag xar Biojoyiag. Eibikérepa, araitobviar yvéoers oTovg [opiaxobs iyoniauobs

HETYYNS TOL GIJUATOS GTO. KOTTOpA.

Ewayoy

E\evBepeg pileg. YevikOTEPU. KO SPUGTIKES [LOPOEG 0EVYOVOV, E1TKOTEP. ST)LILOVPYOVVTAL GTA KVTTAUPA S1AIEGOL UpKE-
THV QUGIKOVY Kot ProynukdV S1adikacidy. [ Tapddery|ia. amoTehovV eVAIAUECES HOPQPES. GALG KO TPOIOVTA eVELIKOV
avTISPAGE®MY, GUULETEIOLY GTHV AVTIGPAGT TOV OPYUVIGLOD GE TEPITTOGELS £16050V EEVAMV HIKPOOPYAVIGUMY. EUTAE-
KOVTL GTOV [IETUPOMGIO TOV EIKOGAVOEISOV KUL, GUYKEKPIIEVE, GTO GNUEi Spdong Tav evidieV “kukhoouyovdon™
Kot “Mmoouyovacn”, kabdg Kot 6TV ovTidpaot) GynuaTicioy Tov deofuptBovovkieonidinv. Térog, mailovy puélucTi-
K6 pOLO G GNUAVTIKES GVGI0MOYIKES S1081KUGIES. OMMG 1) LETOYMYY) TOV GIHATOC. KU1 KAT® EMEKTAGN GTOV KVTTAPIKO
. TN $10¢poPOTOiNGT) KAl TNV UXOTTOGN TV KVTTAp@V. @ TPEMel Vo TPocTehsl. emiong. 6Tt ehevbepeg
piCec oynuotiCovton Kot LeTd amd €kBea TMOV OPYUVIGUOV Ge LIEPIOSELS Kol 10vilovseg aKTivoPoliss. KaBdS Kal Ge
vrepiiyovg (Bréme Halliwell and Gutteridge. 2007).

1o onpeio avtd Ba TPEMeL val TovicTel 6Tt o1 ehevBepeg pileg o1 omoieg amoTehodV eVAIGIESH GE [LOPIAKOVG
HINYOVIGLOYG OV KoTaldovTal omd VDU, OTIG TAEIGTES TOV TEPITTOGEMY., Sev eival SLVOTOV Vo S10yvO0VV ehevBe-
PO GAAG TOPULEVOVV SEGLEVLEVES GTO OT|LEIO GYNUUTIGLOY TOLS KUl 0VTISPOVY EEEISTKEVIEVT Y10 TN dNHIOVPYid TOL
GUYKEKPIUEVOD TPoidvTog. TIap® dho avTd, Kpég ToGOTTEG EAEVBEPMV PILOV Exouy viyvevbel eAevBepeg g in vivo
GUVONKEG.

Evdokvttdpio opyavidia. 6neg Ta (uroydvapia. to ev3omhacHaTIKG 3ikTvo. Ta VIEPOELCMUATIH, AALG Kot G-
Aeg KutTapikés £ceg Exovv eviomotel g onpeia mopayoyig O, kot H,0, k4te amd cvykekpiiéves cuveiikes. Io tov
A6Y0 aVTAV. 01 aEPABIOT OPYAVIGHOT £OVV GVATTOEEL UMOTEAEGHOTIKG LVTIKG GUGTHHLATA OTOPAKPLVOTIS TOV £V AGY®
evioeV. Me TV TPOTO 0TOV TOPOVY Kot avIENEEEPXOVTUL GTV OZEI3OTIKY TiEGT) MOV d£YOVTaL TEPLOdIKE. Mdvov
OTaV LIEPKEPAGTOVV O1 VIEAPYOVTES [NYOVIGHOT Kot StotapayBel 1) o&e1doavaymykn) 160ppoTTio TV KVTTdpaYV. yivovtal
eLPaVeig 01 PAATTIKEG EMBPAGELS TG VIEPPOMKIG TUPAYMYHG SPAGTIKMVY LLopPdV 0Evydvou (0&e1dTikd 6Tpeg) (Sies.
1985).

DayokvTmOoN

To 0L3eTEPOOILO. TC OTO{0 UMOTEAOVY TOV KUPIOTEPO PUYOKVTTUPIKG TANOVGIO GTO avepdmvo aila. KubOS Kol Ta
HOKPOQAYH Kot GAAN ETUYYEALOTIKG OayOKOTTAPO. £YOVV TV KAVOTNTA, 6TAV Sieyeipovtal. vo molkomhacidlovy T
QLGLOLOYIKI KaTaVAL®GT 0E0YOVOL (~100 Pop£c) Kot va mapdyouy neydheg mosdtes O, . To mapayduevo O, Tpo-
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