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Εισαγωγή 1

 

 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

 

 

1.1. Βιολογική σηµασία του σιδήρου 

 

Ο σίδηρος αποτελεί ένα από τα πιο σηµαντικά στοιχεία για την εύρυθµη 

λειτουργία όλων των οργανισµών, καθώς απαντάται στο ενεργό κέντρο ενζύµων που 

κατέχουν κοµβικό ρόλο στη διεκπεραίωση µιας σειράς βασικών βιοχηµικών 

διεργασιών απαραίτητων για τη ζωή, όπως για παράδειγµα η µεταφορά του οξυγόνου, 

η µεταφορά των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα, η σύνθεση του DNA και ο 

µεταβολισµός των ξενοβιοτικών ουσιών [Aisen et al., 2001]. Η βιολογική δράση του 

σιδήρου είναι απόρροια της χηµικής του ικανότητας, ως στοιχείο µετάπτωσης, να 

λειτουργεί ταυτόχρονα ως δέκτης και δότης ηλεκτρονίων, µεταβάλλοντας µε τον 

τρόπο αυτό την οξειδοαναγωγική του κατάσταση κυρίως µεταξύ της δισθενούς (Fe2+) 

και της τρισθενούς µορφής (Fe3+) (οξειδοαναγωγικό δυναµικό: +772 mV σε ουδέτερο 

pH). Ωστόσο, έχει τη δυνατότητα κάτω από ορισµένες συνθήκες να εµφανίζει ακόµη 

τις οξειδωτικές βαθµίδες +4, +5 και +6 [Galaris and Pantopoulos, 2008]. Κάτω από 

αερόβιες συνθήκες, η βιοδιαθεσιµότητά του γενικά περιορίζεται καθώς η δισθενής 

µορφή του οξειδώνεται σε τρισθενή στην οποία υπό φυσιολογικές τιµές pH είναι 

ελάχιστα διαλυτός. 

Η σηµασία του σιδήρου για τον ανθρώπινο οργανισµό συνίσταται πρωτίστως 

στην παρουσία του στο µόριο της αίµης. Ο σίδηρος ενσωµατώνεται στον 

τετραπυρρολικό δακτύλιο της πρωτοπορφυρίνης και δίνει γένεση στο µόριο της 

αίµης, συµβάλλοντας µε τον τρόπο αυτό ενεργά στη δηµιουργία της αιµοσφαιρίνης 

και της µυοσφαιρίνης. Η αιµοσφαιρίνη των ερυθροκυττάρων είναι υπεύθυνη για τη 

µεταφορά του οξυγόνου από τους πνεύµονες στους ιστούς, ενώ η µυοσφαιρίνη που 

βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα των µυϊκών κυττάρων διευκολύνει τη µεταφορά του 

οξυγόνου σε αυτά. Ακόµη, τα κυτοχρώµατα, µια άλλη κατηγορία πρωτεϊνών που 

περιέχουν την προσθετική οµάδα της αίµης, διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

πραγµατοποίηση διαφόρων αντιδράσεων, όπως η µεταφορά ηλεκτρονίων στην 
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αναπνευστική αλυσίδα (κυτοχρώµατα a, b και c) και ο µεταβολισµός φαρµακευτικών 

ουσιών (π.χ. οικογένεια P450 κυτοχρωµάτων). Επιπλέον, το ένζυµο καταλάση 

αποτελεί ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα υπεροξειδάσης που έχει ως προσθετική 

οµάδα την αίµη. Η καταλάση απαντάται στα υπεροξυσωµάτια και χρησιµοποιεί το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου ως υπόστρωµα και το µετατρέπει σε νερό και οξυγόνο, 

προστατεύοντας µε τον τρόπο αυτό τις κυτταρικές δοµές από τη συσσώρευσή του, 

που µπορεί να οδηγήσει σε ανεξέλεγκτη δηµιουργία ελεύθερων ριζών στο κύτταρο µε 

καταστροφικές συνέπειες λόγω της µεγάλης δραστικότητας των ενώσεων αυτών. 

Ουσιώδης είναι η παρουσία του σιδήρου και σε µια οµάδα µεταλλοπρωτεϊνών 

που δεν περιέχουν αίµη αλλά ιόντα σιδήρου και θείου, όπως 2Fe-2S, 3Fe-4S ή 4Fe-

4S [Beinert et al., 1997]. Οι σιδηροθειούχες πρωτεΐνες αποτελούν µια κατηγορία 

ενζύµων που κατέχουν λειτουργικούς ρόλους σε διάφορες διεργασίες, όπως στη 

διαδικασία παραγωγής ενέργειας (π.χ. πρωτεΐνες Rieske του συµπλόκου ΙΙΙ της 

αναπνευστικής αλυσίδας) και στη ρύθµιση της µεταγραφής (π.χ. ο µεταγραφικός 

παράγοντας SoxR στο βακτήριο Escherichia coli). Ακόµη, κοµβικής σηµασίας είναι 

και οι πρωτεΐνες που περιέχουν ένα «κέντρο» σιδήρου (mononuclear iron center 

proteins), το οποίο αποτελείται από ιόντα σιδήρου συνδεδεµένα είτε µε ιόντα 

οξυγόνου είτε µε ιόντα αζώτου. Το ένζυµο ριβονουκλεοτιδική αναγωγάση, το οποίο 

είναι υπεύθυνο για την αναγωγή των ριβονουκλεοτιδίων σε δεοξυριβονουκλεοτίδια 

για τη σύνθεση του DNA, αποτελεί ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα της οµάδας των 

πρωτεϊνών που περιέχουν ιόντα σιδήρου συνδεδεµένα µε ιόντα οξυγόνου. Επιπλέον, 

ο σίδηρος φαίνεται να κατέχει κεντρικό ρόλο στο µηχανισµό ρύθµισης της 

οµοιοστασίας του οξυγόνου µέσω της ρύθµισης του επαγόµενου από την υποξία 

µεταγραφικού παράγοντα-1 (Hypoxia Inducible Factor-1, HIF-1) [Bruick, 2003]. Η 

σηµασία του συγκεκριµένου παράγοντα έγκειται στο γεγονός ότι ελέγχει τη 

µεταγραφή µιας σειράς γονιδίων που εµπλέκονται στη διαδικασία της 

ερυθροποίησης, της αγγειογένεσης, του κυτταρικού πολλαπλασιασµού/επιβίωσης, της 

γλυκόλυσης καθώς και στην οµοιοστασία του σιδήρου ως απόκριση στη 

διαθεσιµότητα του οξυγόνου. 

 Παράλληλα, είναι γνωστή η συµµετοχή του σιδήρου στη φυσιολογική 

λειτουργία του ανοσοποιητικού και του νευρικού συστήµατος. Όσον αφορά το 

ανοσοποιητικό σύστηµα, η έλλειψη σιδήρου έχει αποδειχθεί ότι έχει επιπτώσεις στην 

κυτταρική ανοσία µε αποτέλεσµα τη µείωση του αριθµού των Τ-λεµφοκυττάρων, της 

ποσότητας των ιντερλευκινών, καθώς και της δραστικότητας των λεµφοκυττάρων 
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φυσικών φονέων (natural killer cells, NK cells). Στην περίπτωση του νευρικού 

συστήµατος, η παρουσία του σιδήρου κρίνεται απαραίτητη για τη σωστή εγκεφαλική 

λειτουργία σε όλες τις ηλικίες [Beard et al., 1993], καθώς εµπλέκεται στη λειτουργία 

και τη σύνθεση τόσο των νευροδιαβιβαστών όσο και της µυελίνης που περιβάλλει 

τους νευράξονες. 

 

 

1.2. Τοξικότητα του σιδήρου σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

 

Η ικανότητα του σιδήρου να µεταβάλλει την οξειδοαναγωγική του κατάσταση 

προσλαµβάνοντας ή αποδίδοντας ηλεκτρόνια τον καθιστά, όπως έχει ήδη αναφερθεί, 

ένα από τα πιο απαραίτητα στοιχεία για τη ζωή. Ταυτόχρονα όµως, αυτή η ικανότητα 

είναι υπεύθυνη και για τη συµµετοχή του σιδήρου σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις 

που οδηγούν στη δηµιουργία εξαιρετικά δραστικών ελεύθερων ριζών µε τοξικές για 

το κύτταρο συνέπειες [Galaris and Pantopoulos, 2008]. Για το λόγο αυτό, οι 

οργανισµοί διαθέτουν ειδικούς µηχανισµούς για τη δέσµευση του σιδήρου 

προκειµένου να αποφευχθούν οι τοξικές επιπτώσεις του. Κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες, στον ορό του αίµατος ο σίδηρος βρίσκεται εξ ολοκλήρου συνδεδεµένος 

στην πρωτεΐνη τρανσφερρίνη, ενώ στο εσωτερικό των κυττάρων αποθηκεύεται κατά 

κύριο λόγο στη φερριτίνη στη µη οξειδοαναγωγικά ενεργή µορφή Fe3+. Ωστόσο, µια 

µικρή ποσότητα του σιδήρου παραµένει «ελεύθερη» στο εσωτερικό του κυττάρου και 

είναι οξειδοαναγωγικά ενεργή. Ο σίδηρος αυτός δύναται να συµµετέχει σε 

οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις τύπου Fenton (αντίδραση 1) που έχουν ως αποτέλεσµα 

τη δηµιουργία εξαιρετικά δραστικών ελεύθερων ριζών υδροξυλίου. 

 

 

Η 

είναι ο χ

βιοδιαθεσ

Barbouti e

 

 

 

2+ 3+ . -
Fe     +    H2O2                     Fe     +    ΟΗ     +    OH           (1)  

αντίδραση Fenton αν και µπορεί να καταλυθεί και από άλλα µέταλλα, όπως 

αλκός, έχει ως κυριότερο καταλύτη της το σίδηρο λόγω της µεγάλης 

ιµότητάς του στα βιολογικά συστήµατα [Mellο-Filho and Meneghini, 1984; 

t al., 2001]. 
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1.2.1. Ελεύθερες ρίζες 

 

Ελεύθερη ρίζα (free radical) ονοµάζεται κάθε άτοµο ή µόριο το οποίο έχει ένα 

ασύζευκτο ηλεκτρόνιο στην εξωτερική του στιβάδα, σε αντίθεση µε τις µη-ελεύθερες 

ρίζες των οποίων οι εξωτερικές στιβάδες καλύπτονται από ζεύγη ηλεκτρονίων µε 

αντίθετη στροφορµή (spin). Ελεύθερες ρίζες µπορούν να δηµιουργηθούν είτε από 

αντιδράσεις οξειδοαναγωγής, είτε κατά την οµολυτική διάσπαση ενός οµοιοπολικού 

δεσµού, όπου τα ηλεκτρόνια τα οποία αποτελούσαν πριν το δεσµό µοιράζονται από 

ένα σε κάθε οµάδα µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία δύο ελεύθερων ριζών. Συνήθως ο 

συµβολισµός των ελεύθερων ριζών γίνεται µε µια άνω τελεία (δεξιά ή αριστερά) στο 

χηµικό τύπο του ατόµου ή του µορίου, η οποία υποδηλώνει το ασύζευκτο ηλεκτρόνιο. 

Γενικά, οι ελεύθερες ρίζες ταξινοµούνται µε βάση το χηµικό στοιχείο που έχει το 

ασύζευκτο ηλεκτρόνιο στην εξωτερική του στιβάδα. Για παράδειγµα, αν η εξωτερική 

στιβάδα µιας ελεύθερης ρίζας ανήκει στο οξυγόνο, τότε η ελεύθερη ρίζα αναφέρεται 

ως ελεύθερη ρίζα οξυγόνου. Οι σχηµατιζόµενες ελεύθερες ρίζες γενικότερα και η 

ελεύθερη ρίζα του υδροξυλίου ειδικότερα είναι εξαιρετικά δραστικές λόγω της τάσης 

των ασύζευκτων ηλεκτρονίων της εξωτερικής τους στιβάδας να αποσπoύν 

ηλεκτρόνια από άλλα µόρια ώστε να συµπληρώσουν την ηλεκτρονιακή τους δοµή και 

να εξασφαλίσουν τη σταθερότητά τους. Για το λόγο αυτό, ο χρόνος ηµίσειας ζωής 

τους είναι πολύ σύντοµος. Συγκεκριµένα, για τις ρίζες υδροξυλίου, οι οποίες 

αποτελούν ένα από τα πιο δραστικά µόρια, ο χρόνος αυτός είναι µικρότερος από 10-9 

δευτερόλεπτα. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την άµεση αντίδρασή τους µε οτιδήποτε 

βρεθεί κοντά τους τη στιγµή του σχηµατισµού τους. Ωστόσο, η αντίδραση µιας 

ελεύθερης ρίζας µε ένα µόριο µη-ελεύθερης ρίζας οδηγεί στη δηµιουργία µιας νέας 

ελεύθερης ρίζας, η οποία αντιδρά περαιτέρω µε άλλα µόρια και σχηµατίζει νέες 

ελεύθερες ρίζες προκαλώντας αλυσιδωτές αντιδράσεις. Ανεξέλεγκτη παραγωγή 

ελεύθερων ριζών µέσα σε ένα κύτταρο µπορεί να καταλήξει σε καταστροφή 

ολόκληρου του βιολογικού υλικού. Ο τερµατισµός των αντιδράσεων των ελεύθερων 

ριζών µπορεί να επιτευχθεί µε µία από τις παρακάτω αντιδράσεις. 

 

                  R1
•      +       R2 •                             R1-R2                    (2) 

                  R1
•      +      QH                              R1H      +      Q•     (3) 
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Σύµφωνα µε την αντίδραση 2, δύο ελεύθερες ρίζες R1
. και R2

. αντιδρούν 

µεταξύ τους και, συνεισφέροντας ένα ηλεκτρόνιο η καθεµιά, σχηµατίζουν έναν 

οµοιοπολικό δεσµό. Όµως, οι αντιδράσεις αυτές είναι σπάνιες, διότι εξαιτίας της 

δραστικότητάς τους οι συγκεντρώσεις ελεύθερων ριζών είναι πολύ χαµηλές και κατά 

συνέπεια είναι σχεδόν απίθανο να συναντηθούν και να αντιδράσουν µεταξύ τους. 

Κατά συνέπεια, είναι πιο πιθανό να πραγµατοποιηθεί η αντίδραση 3, σύµφωνα µε την 

οποία η ελεύθερη ρίζα R1
. αντιδρά µε ένα άλλο µόριο QH και αποσπώντας ένα άτοµο 

Η (ένα πρωτόνιο Η+ και ένα ηλεκτρόνιο e- ταυτόχρονα) συµπληρώνει την εξωτερική 

της στιβάδα (R1H) σχηµατίζοντας µια νέα ελεύθερη ρίζα (Q.). Σε αυτή την περίπτωση 

όµως η ελεύθερη ρίζα της ένωσης Q κατ΄ εξαίρεση δεν είναι δραστική διακόπτοντας 

έτσι την αλληλουχία των αλυσιδωτών αντιδράσεων. Οι αντιδράσεις της δεύτερης 

περίπτωσης είναι κατ’ εξοχήν υπεύθυνες για την αντιµετώπιση της ανεξέλεγκτης 

δηµιουργίας ελεύθερων ριζών στα βιολογικά συστήµατα. Ενώσεις µε τέτοιες 

ιδιότητες είναι η βιταµίνη C (ασκορβικό οξύ), η βιταµίνη Ε (α-τοκοφερόλη), τα 

φλαβονοειδή κ.ά. Οι ενώσεις που µπορούν µε τον τρόπο αυτό να διακόψουν την 

αλυσίδα αντιδράσεων των ελεύθερων ριζών ονοµάζονται εκκαθαριστές ελεύθερων 

ριζών ή αντιοξειδωτικά. 

 

 

1.2.2. ∆ραστικές Μορφές Οξυγόνου 

 

Το οξυγόνο, όπως είναι γνωστό, αποτελεί το πιο βασικό χηµικό στοιχείο για 

την ύπαρξη της ζωής. Ωστόσο, η αφθονία του στα βιολογικά συστήµατα σε 

συνδυασµό µε την ικανότητά του να ανάγεται από µονά ηλεκτρόνια, το καθιστούν 

τον κυριότερο παράγοντα δηµιουργίας ελεύθερων ριζών στις αερόβιες µορφές ζωής 

[Bruyninckx et al., 1978; Shigenaga et al., 1994]. Ο διττός αυτός ρόλος του οξυγόνου 

αποκαλείται συνήθως «παράδοξο του οξυγόνου». 

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, το 98% του µοριακού οξυγόνου στα 

βιολογικά συστήµατα ανάγεται σε νερό, καθώς το οξυγόνο αποτελεί τον τελικό 

αποδέκτη των ηλεκτρονίων που απελευθερώνονται από τις οξειδωτικές διεργασίες 

του καταβολισµού [Halliwel B., 1984]. Η αναγωγή αυτή πραγµατοποιείται µε τη 

βοήθεια του ενζύµου κυτοχρωµική οξειδάση, που αποτελεί το τελευταίο ένζυµο της 

αναπνευστικής αλυσίδας στην εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων. Το ένζυµο 

αυτό λαµβάνει 4 ηλεκτρόνια από 4 µόρια κυτοχρώµατος c (οξειδώνοντας το σίδηρο 
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στο κέντρο της αίµης από Fe2+ σε Fe3+) και τα χρησιµοποιεί για την αναγωγή ενός 

µορίου Ο2 σε δύο µόρια νερού, διευκολύνοντας έτσι την παραγωγή ενέργειας υπό 

µορφή ATP (διαδικασία οξειδωτικής φωσφορυλίωσης) (αντίδραση 4). 

 

 Κυτοχρωµική Οξειδάση 

                 Ο2     +     4Η+     +     4e-                                            2H2O          (4) 

 

Όµως, το αναγωγικό περιβάλλον που επικρατεί στα κύτταρα επιτρέπει σε ένα 

µικρό ποσοστό του προσλαµβανόµενου µοριακού οξυγόνου (2%) να ανάγεται, ακόµη 

και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, µε διαδοχικά µονά ηλεκτρόνια, σχηµατίζοντας 

ενδιάµεσες µορφές αναγωγής οξυγόνου, όπως το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2
.-), η 

υδροϋπεροξειδική ρίζα (ΗΟ2
.), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και η 

εξαιρετικά δραστική ρίζα του υδροξυλίου (ΗΟ.) που ονοµάζονται «∆ραστικές 

Μορφές Οξυγόνου» (Reactive Oxygen Species, ROS) (εικόνα 1). Κατά αυτόν τον 

τρόπον οι ενώσεις αυτές µπορούν να θεωρηθούν προϊόντα της καθηµερινής αερόβιας 

ζωής. Στον πίνακα 1 αναγράφονται οι σηµαντικότερες «∆ραστικές Μορφές 

Οξυγόνου». Όπως παρατηρείται µόνο µερικές από αυτές είναι ελεύθερες ρίζες. 

 

 
Κυτοχρωµική Οξειδάση 

 
 
                    e-                        e-                           e-                           e- 
        Ο2                     Ο2

.-                   Η2Ο2                         ΟΗ
.                    Η2Ο 

 
                            2H+                                       OH-            Η+ 
 

 

 

 

 

 D CAT, GP, Prx 
 

Εικόνα 1. Σχηµατική απεικ

νερό µε µονά ηλεκτρόνια. 

δισµουτάσες του σουπερο

περοξυρεδοξίνες αντίστοιχα.

 

 

 

SO
όνιση των διαδοχικών βηµάτων αναγωγής του οξυγόνου σε 

Οι συντµήσεις SOD, CAT, GP, Prx, συµβολίζουν τα ένζυµα 

ξειδίου, καταλάση, υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, και 
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Πίνακας 1. Αντιπροσωπευτικές « ∆ραστικές Μορφές Οξυγόνου». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ένωση 

 

Ελεύθερες ρίζες 

Χηµικό σύµβολο 

Ανιόν σουπεροξειδίου Ο2
• - 

Υδροϋπεροξειδική ρίζα  ΗΟ2
• 

Ρίζα υδροξυλίου  •ΟΗ 

Ρίζες αλκοξειδίων RΟ• 

Ρίζες υπεροξειδίων ROΟ• 

  

Μη-ελεύθερες ρίζες  

Υπεροξείδιο του υδρογόνου Η2Ο2 

Οργανικά υδροπεροξείδια ROOH 

Μονήρες οξυγόνο 1O2 

Όζον Ο3 

Υποχλωριώδες οξύ HOCl 

 

Ωστόσο, η συνεχής συσσώρευση δραστικών µορφών οξυγόνου θα ήταν 

καταστρεπτική για το κύτταρο. Για το λόγο αυτό, η ενδοκυττάρια παραγωγή των 

δραστικών µορφών οξυγόνου αντισταθµίζεται µε την αποµάκρυνσή τους µέσω 

αµυντικών ενζυµικών συστηµάτων που έχουν αναπτύξει οι οργανισµοί κατά τη 

διάρκεια της εξέλιξής τους, ώστε να εξασφαλιστεί η επιβίωσή τους. Χαρακτηριστικά 

παραδείγµατα τέτοιων ενζυµικών συστηµάτων αποτελούν οι δισµουτάσες του 

σουπεροξειδίου (Superoxide Dismutases, SOD), η καταλάση (Catalase, CAT), η 

υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (Glutathione Peroxidase, GP) και οι 

περοξυρεδοξίνες (Peroxiredoxines, Prx) (εικόνα 1). 

Οι δισµουτάσες του σουπεροξειδίου, οι οποίες απαντώνται σε όλους τους 

αερόβιους οργανισµούς, αποτελούν ένα σύστηµα αποµάκρυνσης του Ο2
.- [McCord et 

al., 1969]. Η αποµάκρυνση όµως του Ο2
.- συνεπάγεται τη δηµιουργία Η2Ο2, το οποίο 

επίσης πρέπει να αποµακρυνθεί. Αυτό επιτυγχάνεται µε τρία είδη ενζύµων: α) την 

καταλάση, β) την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, και γ) τις περοξυρεδοξίνες. Τα 

ένζυµα αυτά έχουν τη δυνατότητα να ανάγουν το Η2Ο2 µε δύο ηλεκτρόνια σε Η2Ο, 
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παρακάµπτοντας µε τον τρόπο αυτό τη δηµιουργία των εξαιρετικά δραστικών ριζών 

υδροξυλίου [Chance et al., 1979; Wood et al., 2003]. 

 

 

1.2.3. Οξειδωτικό στρες 

 

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η παραγωγή των δραστικών µορφών 

οξυγόνου εξισορροπείται κατά κανόνα στους αερόβιους οργανισµούς από τη δράση 

των ενδοκυττάριων αντιοξειδωτικών συστηµάτων. Η ισορροπία αυτή είναι δυναµική 

µε δυνατότητα αλλαγής προς τη µία ή την άλλη κατεύθυνση. Στην περίπτωση που η 

ισορροπία ανάµεσα στους οξειδωτικούς παράγοντες και στην αντιοξειδωτική άµυνα 

των κυττάρων διαταράσσεται υπέρ των πρώτων, τότε προκαλείται µια κατάσταση 

που είναι γνωστή ως οξειδωτικό στρες [Sies and Cadenas, 1985] (εικόνα 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ 

Αντιοξειδωτικοί
µηχανισµοί 

∆ΜΟ

 

Εικόνα 2. Σχηµατική αναπαράσταση της δηµιουργίας οξειδωτικού στρες. 

 

Ανάλογα µε την ένταση του οξειδωτικού στρες, οι επιδράσεις στις διάφορες 

κυτταρικές λειτουργίες ποικίλλουν. Η έκθεση των κυττάρων σε χαµηλή ένταση 

οξειδωτικού στρες έχει διαπιστωθεί ότι οδηγεί στην επιβίωση των κυττάρων ενώ η 

έκθεσή τους σε ενδιάµεσα επίπεδα οξειδωτικού στρες επάγει τη διαφοροποίηση και 

τον πολλαπλασιασµό τους. Αντιθέτως, υψηλή ένταση οξειδωτικού στρες έχει ως 
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αποτέλεσµα ακόµη και τον κυτταρικό θάνατο είτε µέσω του µηχανισµού της 

απόπτωσης είτε µέσω της νέκρωσης [Chandra et al., 2000; Antunes and Cadenas, 

2001] (εικόνα 3). 

 

 

Εικόνα 3. Απεικόνιση των επιδράσεων του σταδιακά αυξανόµενου οξειδωτικού στρες σε 

διάφορες κυτταρικές λειτουργίες. 

 

 

1.2.4. Βλαπτικές επιπτώσεις των ελεύθερων ριζών σε κυτταρικά συστατικά 

 

Όταν στο κύτταρο επικρατούν συνθήκες οξειδωτικού στρες, οι ελεύθερες 

ρίζες που δηµιουργούνται ενδοκυττάρια µπορούν να αντιδράσουν και να 

τροποποιήσουν όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά, όπως είναι τα λιπίδια των 

µεµβρανών, οι πρωτεΐνες, τα νουκλεοτίδια του DNA και οι υδατάνθρακες (εικόνα 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Τροποποιήσεις βασικών συστατικών του κυττάρου (λιπίδια, πρωτεΐνες, DNA, 

υδατάνθρακες) µετά από την οξείδωσή τους από ελεύθερες ρίζες υδροξυλίου. 
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Για παράδειγµα, η εκτεταµένη λιπιδιακή υπεροξείδωση στις βιολογικές 

µεµβράνες προκαλεί διαταραχές στη ρευστότητα αυτών, µείωση του µεµβρανικού 

δυναµι

 κύτταρα κατέχει η 

ιαθεσι

.3. Οµοιοστασία του σιδήρου 

.3.1. Απορρόφηση του σιδήρου 

 αξιολογείται ότι περιλαµβάνει περίπου 15 mg 

ιδήρου ηµερησίως, από τα οποία απορροφώνται µόνο 1-2 mg κατά µέσο όρο. Η 

απορρόφηση

κού, αύξηση της διαπερατότητας στα Η+ αλλά και σε άλλα ιόντα και πιθανόν 

λύση αυτών µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση των κυτταρικών συστατικών. 

Επιπρόσθετα, η αντίδραση των ελεύθερων ριζών µε τα αµινοξέα των πρωτεϊνών 

επηρεάζει τη δοµή και κατ’ επέκταση τη γενικότερη λειτουργία των πρωτεϊνών. 

Ακόµη, οξειδωτικές τροποποιήσεις των νουκλεϊκών πολυµερών οδηγούν σε 

αναστολή του διπλασιασµού και της µεταγραφής του DNA καθώς και σε µεταλλάξεις 

που µπορεί να επιφέρουν ακόµη και το θάνατο του κυττάρου. 

 Αποφασιστικό ρόλο στη δηµιουργία των δραστικών ελεύθερων ριζών που 

µπορούν να προκαλέσουν τις παραπάνω επιπτώσεις στα

δ µότητα ή µη των οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων σιδήρου τα οποία 

καταλύουν τη µετατροπή των σχετικά ανενεργών υπεροξειδίων στις εξαιρετικά 

δραστικές υπεροξειδικές ρίζες [Galaris and Pantopoulos, 2008]. 

 

 

1

 

 

1

 

Μια δίαιτα δυτικού τύπου

σ

 του σιδήρου από το επιθήλιο του εντέρου ρυθµίζεται ανάλογα µε τις 

ανάγκες του οργανισµού. Σε φυσιολογικές συνθήκες απορροφάται το 10% της 

προσλαµβανόµενης ποσότητας σιδήρου, σε συνθήκες υπερφόρτωσης του οργανισµού 

µε σίδηρο η ποσότητα αυτή ελαττώνεται, ενώ σε ένδεια σιδήρου η απορρόφηση 

µπορεί να φτάσει το 40% της προσλαµβανόµενης ποσότητας. Ο σίδηρος της 

διατροφής που προσλαµβάνεται και είναι διαθέσιµος για απορρόφηση ανήκει σε δύο 

κατηγορίες: τον αιµικό ή οργανικό σίδηρο που είναι συνδεδεµένος µε την αίµη (heme 

iron) και το µη αιµικό ή ανόργανο σίδηρο (non-heme iron). Η αιµοσφαιρίνη, η 

µυοσφαιρίνη και µερικά ένζυµα στο κρέας, το κοτόπουλο και τα ψάρια είναι οι κύριες 

πηγές του αιµικού σιδήρου στη δίαιτα. Παρόλο που η ποσότητα του αιµικού σιδήρου 

στη δίαιτα αντιπροσωπεύει λιγότερο από το 15% της συνολικής ποσότητας σιδήρου 
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που προσλαµβάνεται, ο αιµικός σίδηρος είναι ιδιαίτερα σηµαντικός λόγω της 

αυξηµένης απορρόφησής του [Carpenter CE., 1992]. Αντίθετα, ο µη αιµικός σίδηρος 

βρίσκεται κυρίως σε τρόφιµα φυτικής προέλευσης και σε γαλακτοκοµικά προϊόντα 

και απορροφάται σε ποσοστό µόλις 2 µε 10% [Stipanuk, 2000]. 

 Υπεύθυνα για την απορρόφηση και των δύο µορφών σιδήρου είναι τα 

εντεροκύτταρα που εντοπίζονται κυρίως στις λάχνες του δωδεκαδακτύλου και 

ικόνα 5. Απορρόφηση του σιδήρου από τα εντεροκύτταρα. Σχηµατική απεικόνιση των 

ιαφόρων σταδίων που λαµβάνουν χώρα κατά την απορρόφηση του αιµικού και µη αιµικού 

 

δευτερευόντως στο ανώτερο τµήµα της νήστιδας [Muir and Hopfer, 1985]. Ο µη 

αιµικός σίδηρος της τροφής, παρουσία του χαµηλού pH του γαστρικού υγρού, 

απελευθερώνεται από τα συστατικά των τροφίµων στα οποία περιέχεται και ανάγεται 

σε δισθενή σίδηρο µε τη βοήθεια της αναγωγάσης Dcytb (Duodenal cytochrome b) 

που εντοπίζεται στη µεµβράνη της προσαύλιας επιφάνειας των εντεροκυττάρων 

[McKie et al., 2000] (εικόνα 5). Στη συνέχεια, ο δισθενής σίδηρος µε τη µεσολάβηση 

της πρωτεΐνης µεταφοράς δισθενών µετάλλων DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) 

(που είναι γνωστή στη βιβλιογραφία και ως DCT1 ή Nramp2) µεταφέρεται στο 

κυτταρόπλασµα του εντεροκυττάρου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ε

δ

σιδήρου από τα εντεροκύτταρα. DCYTB (Duodenal Cytochrome B), DMT1 (Divalent Metal 

Transporter 1), HCP1 (Heme Carrier Protein 1), FPN (Ferroportin), Tf (Transferrin). 
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Η DMT1 δεν είναι ειδική µόνο για τη µεταφορά σιδήρου, αλλά µπορεί να 

µεταφέρει επίσης άλλα δισθενή µέταλλα όπως µαγγάνιο, κοβάλτιο, χαλκό, 

ψευδάργυρο, κάδµιο και µόλυβδο [Fleming et al., 1997; Gunshin et al., 1997]. 

Μεταλλ

ρ

 η πρωτεΐνη µεταφοράς 

της αίµ P

 δ

 σίδηρο. Από τη 

«δεξαµ

ο

άξεις του γονιδίου της DMT1 σε µοντέλα πειραµατόζωων (m/k-/-ποντίκια και 

Belgrade α ουραίοι) οδηγούν σε σοβαρή υπόχρωµη µικροκυτταρική αναιµία λόγω 

της µειωµένης απορρόφησης και ανακύκλωσης του σιδήρου. 

Όσον αφορά τη µεταφορά του αιµικού σιδήρου της τροφής στο 

κυτταρόπλασµα του εντεροκυττάρου, αυτή πραγµατοποιείται µε µηχανισµούς οι 

οποίοι προς το παρόν δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως, καθώς

ης HC 1 (Heme Carrier Protein 1) [Shayeghi M. et al., 2005] αποδείχτηκε 

σύµφωνα µε πιο πρόσφατες µελέτες ότι έχει ως πρωταρχικό της ρόλο τη µεταφορά 

του φολικού οξέος [Qiu et al., 2006]. Μόλις η αίµη βρεθεί στο κυτταρόπλασµα, 

καταβολίζεται από την οξυγενάση της αίµης-1 (Heme Oxygenase-1) και 

απελευθερώνεται ο δισθενής σίδηρος [Ferris et al., 1999] (εικόνα 5). 

Σύµφωνα µε όσα περιγράφηκαν προηγουµένως, στο κυτταρόπλασµα του 

εντεροκυττάρου προκύπτει µια κοινή « εξαµενή» δισθενούς σιδήρου (Transit Iron 

Pool), που προέρχεται τόσο από τον αιµικό όσο και από το µη αιµικό

ενή» αυτή, ανάλογα µε τις ανάγκες του οργανισµού για σίδηρο, τα ιόντα 

σιδήρου είτε αποθηκεύονται µε τη µορφή της φερριτίνης στα εντεροκύτταρα είτε 

µεταφέρονται διαµέσου της βασικής επιφάνειας αυτών στην κυκλοφορία του αίµατος, 

όπου αποδίδονται στην τρανσφερρίνη του πλάσµατος, συµβάλλοντας µε τον τρόπο 

αυτό στην αποφυγή των τοξικών επιπτώσεών τους. Η µεταφορά αυτή 

πραγµατοποιείται µε τη µεσολάβηση της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης φερροπορτίνη 

(FPN) [Donovan et al., 2000] (που είναι γνωστή στη βιβλιογραφία και ως IREG1 

[McKie et al., 2000], SCLC40A1, MTP1 [Abboud and Haile, 2000]), η ποία 

λειτουργεί σε συνεργασία µε την πρωτεΐνη ηφαιστίνη (hephaestin) [Vulpe et al., 

1999] (εικόνα 5). Η ηφαιστίνη αποτελεί µια οξειδάση που οξειδώνει το δισθενή 

σίδηρο σε τρισθενή, ώστε τα ιόντα σιδήρου να δεσµευτούν στην τρανσφερρίνη του 

πλάσµατος και να είναι διαθέσιµα για την περαιτέρω κατανοµή τους. Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι η στοχευµένη απενεργοποίηση του γονιδίου της φερροπορτίνης σε 

εντεροκύτταρα ποντικών οδηγεί σε ταχεία ανάπτυξη αναιµίας και συσσώρευση του 

σιδήρου στα εντεροκύτταρα, υποδηλώνοντας µε τον τρόπο αυτό τη σηµασία της 

φερροπορτίνης στο µεταβολισµό του σιδήρου [Donovan et al., 2005]. 
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1.3.2. Κατανοµή και ανακύκλωση του σιδήρου στον οργανισµό 

 

Το ανθρώπινο σώµα περιέχει κατά προσέγγιση 3-5 g σιδήρου [Bothwell et al., 

ρους παράγοντες, 

πως το βάρος, η ηλικία, το φύλο και η διατροφή. Η αναλογία του σιδήρου ως προς 

το σωµ

σ α

 

 

 

 

µ

 

1979]. Η συνολική ποσότητα του σιδήρου εξαρτάται από διάφο

ό

ατικό βάρος υπολογίζεται σε 45 mg/kg για τους ενήλικες άνδρες και 35 mg/kg 

για τις γυναίκες. Τα χαµηλότερα επίπεδα που παρατηρούνται στις γυναίκες 

σχετίζονται µε τη µικρότερη µυϊκή µάζα, τη µικρότερη µάζα του ήπατος και την 

έµµηνο ρύση [Andrews NC., 1999]. Η µεγαλύτερη ποσότητα του σιδήρου (1800 mg) 

χρησιµοποιείται για τη ύνθεση της ιµοσφαιρίνης των κυκλοφορούντων ερυθρών 

αιµοσφαιρίων [Ponka, 1997; Andrews NC., 1999], ενώ η εναποµένουσα ποσότητα 

είτε αποθηκεύεται στα παρεγχυµατικά κύτταρα του ήπατος (1000 mg) είτε 

χρησιµοποιείται για τη σύνθεση της µυοσφαιρίνης των σκελετικών µυών (300 mg) 

είτε βρίσκεται στα µακροφάγα του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος (600 mg) 

(storage iron). Ένα µικρό ποσό σιδήρου (∼3 mg) βρίσκεται στο πλάσµα του αίµατος 

συνδεδεµένο µε την κύρια πρωτεΐνη µεταφοράς σιδήρου στο αίµα, την τρανσφερρίνη 

(transport iron) (εικόνα 6). 

 

 

Εικόνα 6. Κατανοµή του σιδήρου στον ανθρώπινο οργανισ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ό. 



Εισαγωγή 14

Σε φυσιολογικές καταστάσεις, η ηµερήσια πρόσληψη σιδήρου ανέρχεται σε 1-

 mg και αναπληρώνει τις απώλειες σιδήρου που οφείλονται στην απόπτωση των 

επιθηλιακών ς και του 

ουροποιητικού συστήµατος, καθώς και στον ιδρώτα, ενώ στην περίπτωση γυναικών 

αναπαρ

. 

ακύκλωση του υπάρχοντος σιδήρου στα µακροφάγα 

του δικ

 

Εικόνα 7. Ανακύκλωση του σιδήρου από τα µακροφάγα. 

2

 κυττάρων του γαστρεντερικού σωλήνα, του δέρµατο

αγωγικής ηλικίας οφείλονται σε έναν ακόµη λόγο, την έµµηνο ρύση 

[Brittenham GM., 1991]. Επιπλέον ποσότητες σιδήρου µπορεί να χαθούν από τυχόν 

αιµορραγίες και την αιµοδοσία

Όµως, για τη διαδικασία της ερυθροποίησης απαιτείται η πρόσληψη 30-40 mg 

σιδήρου την ηµέρα από τις αναπτυσσόµενες ερυθροβλάστες του µυελού των οστών 

για τη σύνθεση της αιµοσφαιρίνης [Vaisman et al., 2000]. Για το λόγο αυτό, 

πραγµατοποιείται µια συνεχής αν

τυοενδοθηλιακού συστήµατος µε τον ακόλουθο τρόπο: στο µυελό των οστών 

δηµιουργούνται 2-3 εκατοµµύρια νέα ερυθρά αιµοσφαίρια ανά δευτερόλεπτο και 

ταυτόχρονα ένας ανάλογος αριθµός «γηρασµένων» ερυθροκυττάρων αποµακρύνεται 

από την κυκλοφορία του αίµατος κυρίως από µακροφάγα του σπληνός και του 

ήπατος [Knutson and Wessling-Resnick, 2003] (εικόνα 7). 
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Ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο τα µακροφάγα διακρίνουν τα 

«γηρασµένα» και κατεστραµµένα ερυθροκύτταρα δεν είναι πλήρως κατανοητός, 

αλλά φαίνεται να σχετίζεται µε µορφολογικές αλλαγές στη µεµβράνη των 

ερυθροκυττάρων, οι οποίες βοηθούν στην αναγνώριση τους από τα µακροφάγα του 

σπληνός [Wrighting DM. and Andrews NC., 2008]. Με τη σύνδεση των 

«γηρασµένων» ερυθροκυττάρων στην κυτταρική επιφάνεια των µακροφάγων αρχίζει 

η διαδικασία της φαγοκυττάρωσης και η διαµεσολαβούµενη από τα λυσοσώµατα 

αποικοδόµηση της µεµβράνης των ερυθροκυττάρων. Ακολούθως, η αίµη 

καταβολίζεται στο κυτταρόπλασµα από την οξυγενάση της αίµης-1 (heme oxygenase-

1) και απελευθερώνεται ο δισθενής σίδηρος (εικόνα 7). Ένα µέρος του σιδήρου αυτού 

αποθηκεύεται στα µακροφάγα ως φερριτίνη (ferritin), ενώ το υπόλοιπο µέρος 

εξέρχεται στην κυκλοφορία του αίµατος µε τη µεσολάβηση της διαµεµβρανικής 

πρωτεΐνης φερροπορτίνη (ferroportin) [Donovan et al., 2000] για να αποδοθεί στην 

τρανσφερρίνη. Η φερροπορτίνη ενεργοποιείται στα µακροφάγα ως απόκριση στη 

διαδικασία της φαγοκυττάρωσης των «γηρασµένων» ερυθρών αιµοσφαιρίων 

[Canonne-Hergaux et al., 2006]. Ωστόσο, επειδή η φερροπορτίνη έχει τη δυνατότητα 

α µεταφέρει ιόντα δισθενούς σιδήρου αυτά θα πρέπει να οξειδωθούν σε τρισθενή, 

ώστε να µπορο . Η οξείδωση 

αυτή πραγ π

 

α π

ν

ύν να συνδεθούν στην τρανσφερρίνη του πλάσµατος

µατοποιείται από την οξειδάση σερουλο λασµίνη (ceruloplasmin) [Harris 

et al., 1999]. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε ένας επιπρόσθετος ρόλος της 

σερουλοπλασµίνης. Η παρουσία της φαίνεται να κρίνεται απαραίτητη για τη 

διατήρηση της φερροπορτίνης στην επιφάνεια των κυττάρων [De Domenico et al., 

2007a]. Η παρατήρηση αυτή εξηγεί πειραµατικά δεδοµένα προηγούµενων µελετών 

σύµφωνα µε τα οποία η ανεπάρκεια της σερουλοπλασµίνης είχε ως αποτέλεσµα τη 

συσσώρευση σιδήρου στα µακροφάγα, το χαµηλό κορεσµό τρανσφερρίνης και συχνά 

την ανάπτυξη ήπιας αναιµίας [Harris et al., 1995]. 

Η ποσότητα του σιδήρου που βρίσκεται συνδεδεµένη στην τρανσφερρίνη του 

πλάσµατος είναι µικρή (∼3 mg) σε σχέση µε τις ανάγκες των ερυθροβλαστών (∼30 

mg την ηµέρα). Κατά συνέπεια, η δεξαµενή αυτή του σιδήρου ανακυκλώνεται 

περίπου 10 φορές την ηµέρα, ενώ κάθε άτοµο σιδήρου που εισέρχεται στον ορό 

παραµένει εκεί κατά µέσο όρο µόνο για περίπου 90 λεπτά. Είναι φανερό ότι αυτή η 

δυναµική ισορροπία µεταξύ της εισόδου και της αποµάκρυνσης του σιδήρου από τον 

ορό του αίµ τος, εάν διαταραχθεί, µ ορεί εύκολα να δηµιουργήσει προβλήµατα στη 
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φυσιολογική ροή σύνθεσης της αιµοσφαιρίνης και κατ’ επέκταση στη δηµιουργία 

ικανού αριθµού ερυθροκυττάρων. 

 

 

1.3.3. Ο ρόλος της ηπατιδίνης 

 

 Όλοι οι αερόβιοι οργανισµοί και ειδικότερα ο άνθρωπος έχουν αναπτύξει 

πολύπλοκους µηχανισµούς για τον ακριβή έλεγχο της οµοιοστασίας του σιδήρου 

τόσο σε επίπεδο κυττάρου όσο και σε επίπεδο οργανισµού. Οι µηχανισµοί αυτοί 

ρυθµίζουν σε αυστηρά πλαίσια τη διακύµανση των επιπέδων του σιδήρου, 

εξασφα

οπορτίνη ελέγχει την έξοδο του σιδήρου από τα 

ύτταρα. 

Η ηπατιδίνη είναι ένα µικρό πεπτίδιο, πλούσιο σε κυστεΐνες, µε 

αττώνει την ποσότητα του κυκλοφορούντος σιδήρου 

ου είναι απαραίτητος για την ανάπτυξη και τη δράση των περισσότερων 

ικροοργανισ

ν κ

ορό και στα ούρα [Krause et al., 2000; Park et al., 2001; Ganz, 2003] (εικόνα 8). Η 

λίζοντας αφενός µεν την απρόσκοπτη παροχή σιδήρου για τη διαδικασία της 

ερυθροποίησης και της σύνθεσης πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο και αφετέρου δε 

την ασφαλή αποθήκευσή του σε συνθήκες οξειδωτικού στρες όπου η παρουσία του 

δύναται να αποβεί επικίνδυνη. Η ρύθµιση της οµοιοστασίας του σιδήρου καθίσταται 

κριτικής σηµασίας καθώς η διαταραχή της µπορεί να οδηγήσει είτε σε ανεπάρκεια 

σιδήρου και κατά συνέπεια σε ανάπτυξη αναιµίας είτε σε υπερφόρτωση σιδήρου µε 

δυσάρεστες για τον οργανισµό επιπτώσεις. Κεντρικό ρόλο στην κατανόηση αυτών 

των µηχανισµών κατέχει η ανακάλυψη του πεπτιδίου της ηπατιδίνης, το οποίο σε 

συνδυασµό µε την πρωτεΐνη φερρ

κ

αντιµικροβιακή δράση καθώς ελ

π

µ µών. Συντίθεται κατά κύριο λόγο στο ήπαρ [Krause et al., 2000; Park et 

al., 2001; Pigeon et al., 2001] και εκκρίνεται στην κυκλοφορία του αίµατος όπου 

δεσµεύεται στην α2-µακροσφαιρίνη [Peslova et al., 2009], ενώ αποβάλλεται µέσω 

των νεφρώ . Μικρότερα επίπεδα ηπατιδίνης εκφράζονται αι σε άλλα κύτταρα και 

ιστούς, συµπεριλαµβανοµένων των µακροφάγων, των λιποκυττάρων και των 

εγκεφαλικών κυττάρων. Το γονίδιο της ηπατιδίνης ΗΑΜP (Hepcidin Antimicrobial 

Peptide) στον άνθρωπο εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 19q13 και κωδικοποιεί την 

παραγωγή ενός προ-πεπτιδίου 84 αµινοξέων. Το ώριµο και βιολογικά δραστικό 

προϊόν, που αντιστοιχεί στην καρβοξυτελική περιοχή του προ-πεπτιδίου, υπάρχει σε 

τρεις κυρίως µορφές, των 20, 22 και 25 αµινοξέων και ανιχνεύεται στον ανθρώπινο 
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ηπατιδίνη σύµφωνα µε δοµικές µελέτες NMR (Nuclear Magnetic Resonance) περιέχει 

οκτώ κατάλοιπα κυστεΐνης και σχηµατίζει µια δοµή απλής φουρκέτας, η οποία 

σταθεροποιείται µε τέσσερις δισουλφιδικούς δεσµούς µεταξύ των καταλοίπων 

κυστεΐνης, ένας εκ των οποίων είναι ασυνήθιστος καθώς δηµιουργείται µεταξύ δυο 

γειτονικών

-/-

ξη σοβαρής σιδηροπενικής αναιµίας και 

κολούθως σε αυξηµένη θνησιµότητα λίγες ώρες µετά τη γέννησή τους [Nicolas et 

al., 2002]. Η εµπλοκή της ηπατιδίνης στην παθογένεση διαταραχών ης οµοιοστασίας 

του σιδήρου στον  µεταλλάξεων του 

γονιδίου της ηπατιδίνης  [Roetto et al., 2003; 

2004]. Επιπρόσθετα παρουσιάζονται και σε 

άλλους τύπους  µεταλλάξεις 

των γονιδίων ή HJV 

ς, η υπερέκφραση της ηπατιδίνης συµβάλλει στην ανάπτυξη 

ς αναιµίας χρονίας νόσου, η οποία χαρακτηρίζεται από ένδεια σιδήρου στον ορό 

 καταλοίπων [Jordan et al., 2009]. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Αλληλουχία του ώριµου πεπτιδίου της ηπατιδίνης του ανθρώπου. Τα βέλη 

υποδηλώνουν τις θέσεις σχάσης από τις οποίες προκύπτουν οι ισοµορφές των 25, 22 και 20 

αµινοξέων, αντίστοιχα. 

 

Η συµµετοχή της ηπατιδίνης στη ρύθµιση του µεταβολισµού του σιδήρου 

διαπιστώθηκε, όταν αποδείχτηκε ότι η έκφρασή της επάγεται από το διαιτητικά 

προσλαµβανόµενο σίδηρο [Pigeon et al., 2001]. Επιπλέον, µελέτες σε µοντέλα 

ποντικών που δεν εκφράζουν ηπατιδίνη (USF2  ποντίκια) καταδεικνύουν την 

υπερφόρτωση αυτών µε σίδηρο και την εκδήλωση φαινοτύπου παρόµοιου µε αυτόν 

της αιµοχρωµάτωσης [Nicolas et al., 2001]. Αντίθετα, υπερέκφραση της ηπατιδίνης 

σε διαγονιδιακά ποντίκια οδηγεί στην ανάπτυ

α

 τ

 άνθρωπο αποδείχτηκε µετά την ταυτοποίηση

 σε ασθενείς µε νεανική αιµοχρωµάτωση

, διαταραχές της έκφρασης της ηπατιδίνης 

κληρονοµικής αιµοχρωµάτωσης που προκαλούνται

 HFE (Human Hemochromatosis), TfR2 (Transferrin receptor-2) 

 από

(Hemojuvelin) που συµµετέχουν στην οµοιοστασία του σιδήρου [Brible et al., 2003; 

Nemeth et al., 2005; Babbit et al., 2006]. Θα πρέπει επίσης να τονιστεί ότι σε χρόνιες 

καταστάσεις φλεγµονή

τη
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του αί

 

τταρα και τα µακροφάγα. 

 

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ο οργανισµός παράγει και διατηρεί τα 

επίπεδα της ηπατιδίνης σχετικά σταθερά. Χαµηλά επίπεδα ηπατιδίνης πυροδοτούν 

την αύξηση της απορρόφησης του διαιτητικά προσλαµβανόµενου σιδήρου από τα 

µατος καθώς ο σίδηρος «εγκλωβίζεται» στο εσωτερικό των µακροφάγων 

[Weiss, 2002; Nicolas et al., 2002; Nemeth et al., 2003; 2004]. 

Οι µοριακοί µηχανισµοί δράσης της ηπατιδίνης αποσαφηνίστηκαν την 

τελευταία δεκαετία, όταν βρέθηκε ότι η ηπατιδίνη προσδένεται στη φερροπορτίνη, το 

µόνο γνωστό κυτταρικό εξαγωγέα σιδήρου που εκφράζεται σε ηπατοκύτταρα, 

µακροφάγα και εντεροκύτταρα, αναστέλλοντας µε τον τρόπο αυτό την έξοδο του 

σιδήρου από τα συγκεκριµένα κύτταρα [Donovan et al., 2000] (εικόνα 9). Πρόσφατα 

αναγνωρίστηκε η ακριβής θέση πρόσδεσης της ηπατιδίνης στη φερροπορτίνη [De 

Domenico et al., 2008]. Έχει προταθεί ότι η πρόσδεση αυτή οδηγεί σε 

φωσφορυλίωση της φερροπορτίνης σε κατάλοιπα τυροσίνης και ακόλουθη 

ενδοκύττωση και αποικοδόµηση του φωσφορυλιωµένου µορίου στα λυσοσώµατα [De 

Domenico et al., 2007]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Η πρόσδεση της ηπατιδίνης στη φερροπορτίνη αναστέλλει την έξοδο του 

σιδήρου από τα εντεροκύ
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εντεροκύτταρα και την απελευθέρωση του σιδήρου από τα µακροφάγα του 

δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος. Αντίθετα, υψηλά επίπεδα ηπατιδίνης, µέσω της 

πρόσδεσής της στη φερροπορτίνη, οδηγούν σε αναστολή της απορρόφηση  του 

διαιτητικά προσλαµβανόµενου σιδήρου από το έντερο και σε «εγκλωβισµό  του 

σιδήρου στα µακροφάγα (εικόνα 10). Η παραµονή του σιδήρου στο εσωτερικ  των 

εντεροκυττάρων έχει ως αποτέλεσµα την αποβολή του από τον οργανισµό, καθώς τα 

εντεροκύτταρα επιτελούν τη λειτουργία τους για δύο µόνο ηµέρες πριν 

αποφολιδωθούν από τις κορυφές των λαχνών της εντερικής κοιλότητας. Έτσι, η 

µεταφορά του σιδήρου µέσω της φερροπορτίνης αποτελεί το τελικό κριτήριο α το 

αν ο σίδηρος θα φτάσει στην τρανσφερρίνη του αίµατος ή θα αποµακρυνθεί από το 

σώµα [Andrews, 2008]. 

 

Εικόνα 10. Μοντέλο ρύθµισης της οµοιοστασίας του σιδήρου σε επίπεδο οργανισµού. 

Στο µοντέλο αυτό κυρίαρχο ρόλο παίζει η ηπατιδίνη, η οποία ρυθµίζει τη διαθεσιµότητα του 

 

ς

»

ό

γι

σιδήρου µε βάση τις ανάγκες ερυθροποίησης, την υποξία, τις αποθήκες σιδήρου και τη 

φλεγµονή. 
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Η ρύθµιση της έκφρασης της ηπατιδίνης από το ήπαρ υπαγορεύεται από 

ερεθίσµατα που έχουν ως στόχο την εξασφάλιση επαρκούς ποσότητας σιδήρου στο 

σώµα για την κάλυψη των αναγκών της ερυθροποίησης. Ωστόσο, η ποσότητα αυτή 

δεν πρέπει να ξεπερνάει ένα όριο, µετά το οποίο ο σίδηρος καθίσταται τοξικός για τον 

οργανισµό. Τέτοια ερεθίσµατα είναι η συγκέντρωση του σιδήρου στον οργανισµό, η 

φλεγµονή, η υποξία και γενικότερα οι αυξηµένες ανάγκες της ερυθροποίησης (εικόνα 

10). Συγκεκριµένα, η αυξηµένη συγκέντρωση σιδήρου έχει ως αποτέλεσµα την 

αύξηση της έκφρασης της ηπατιδίνης µε σκοπό να αποτραπεί η συσσώρευσή του 

στον οργανισµό. Ανάλογη επίδραση έχει και η φλεγµονή. Παράγοντες φλεγµονής που 

επάγουν την έκφραση της ηπατιδίνης αποτελούν η ιντερλευκίνη-6 [Nemeth et al., 

2004] και οι λιποπολυσακχαρίτες (LPS) [Roy et al., 2004]. Αντίθετα, η υποξία και 

γενικά οι αυξηµένες ανάγκες ερυθροποίησης οδηγούν σε µείωση της παραγωγής της 

ηπατιδίνης, έτσι ώστε περισσότερος σίδηρος να είναι διαθέσιµος για την παραγωγή 

των ερυθροκυττάρων. 

 Λόγω του κυρίαρχου ρόλου της ηπατιδίνης στη ρύθµιση της οµοιοστασίας του 

σιδήρου, η ηπατιδίνη έχει γίνει στόχος εντατικών βιοχηµικών µελετών. Ωστόσο, 

δυσκολίες που παρατηρούνται στην εκτίµηση των επιπέδων της ηπατιδίνης σε 

διάφορες ασθένειες οφείλονται στην έλλειψη κατάλληλης δοκιµασίας για τη µέτρησή 

α, αυτές µέχρι στιγµής είναι ηµιποσοτικές και απαιτούν τη χρήση 

ξειδικευµένων οργάνων. Τελευταία, η ερευνητική οµάδα της κ. Μαµαλάκη στο 

Ελληνι

τους. Οι περισσότερες µέθοδοι στηρίζονται στη χρήση φασµατοφωτοµετρίας µάζας 

(SELDITOF-MS ή LCMS/MS) αλλά παρόλο που τα αποτελέσµατά τους είναι 

ελπιδοφόρ

ε

κό Ινστιτούτο Παστέρ στην Αθήνα έχει επιτύχει την έκφραση µιας 

ανασυνδυασµένης µορφής της ηπατιδίνης (Hep-25His) στο ευκαρυωτικό σύστηµα 

του ζυµοµύκητα Pichia Pastoris, η οποία είναι λειτουργική ως προς την 

αντιµικροβιακή δράση και τον κυτταρικό µεταβολισµό του σιδήρου [Koliaraki et al., 

2008]. 

 

 

1.3.4. Παρουσία του σιδήρου στον ορό του αίµατος: ο ρόλος της τρανσφερρίνης 

 

 Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, όπως έχει ήδη αναφερθεί, ο σίδηρος στον 

ορό του αίµατος βρίσκεται εξ ολοκλήρου συνδεδεµένος στην τρανσφερρίνη 

(transferrin, Tf). Η τρανσφερρίνη είναι µια γλυκοπρωτεΐνη µοριακού βάρους ∼80 kDa 
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υπεύθυνη αφενός µεν για τη µεταφορά του σιδήρου από τα σηµεία απορρόφησης 

(εντεροκύτταρα) και ανακύκλωσης (µακροφάγα του δικτυοενδοθηλιακού 

υστήµ

π

τ τρανσφερρίνης

στην τρανσφερρίνη. 

 

Κρυσταλλογραφικά δεδοµένα έχουν δείξει ότι η θέση σύνδεσης του σιδήρου 

στην τρανσφερρίνη του ανθρώπου, σε φυσιολογικές τιµές pH (pH∼7.4), εµπλέκει δύο 

τυροσίνες, µια ιστιδίνη, ένα ασπαρτικό οξύ και ένα διττανθρακικό ανιόν [Baker et al., 

2003] (εικόνα 11). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η συγκέντρωση της τρανσφερρίνης 

σ ατος) προς τα κύτταρα που απαιτούν σίδηρο για τη διεκπεραίωση διαφόρων 

λειτουργιών, όπως είναι η ερυθροποίηση, και αφετέρου δε για την αποφυγή των 

τοξικών επιπτώσεων του σιδήρου σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. Συντίθεται κυρίως 

στο ήπαρ και δευτερευόντως στο δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα και στους ενδοκρινείς 

αδένες, όπως οι όρχεις και οι ωοθήκες. Στη συνέχεια, καθώς εκκρίνεται στην 

κυκλοφορία του αίµατος, δεσµεύεται αντιστρεπτά και µε µεγάλη συγγένεια (σταθερά 

συγγένειας 1023 Μ-1) µε δύο ιόντα τρισθενούς σιδήρου [Aisen et al., 1978; Yang et 

al., 1984]. Η σύνδεση των δύο ιόντων σιδήρου πραγµατοποιείται στους δύο λοβούς, 

Ν και C, ου βρίσκονται στο αµινοτελικό άκρο και στο καρβοξυτελικό άκρο της 

τρανσφερρίνης, αντίστοιχα (εικόνα 11). Οι λοβοί αυτοί έχουν παρόµοια τριτοταγή 

δοµή και για το λόγο αυτό θεωρείται ότι ο γονίδιο της  έχει προκύψει 

από διπλασιασµό ενός αρχέγονου γονιδίου. 

 

Εικόνα 11. ∆οµή της τρανσφερρίνης. Με κόκκινο χρώµα αναπαριστώνται τα ιόντα του 

τρισθενούς σιδήρου. Σε µεγέθυνση αναπαρίσταται ο ακριβής τρόπος σύνδεσης του σιδήρου 
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στην κυκλοφορία του αίµατος κυµαίνεται από 25 έως 50 µΜ ενώ ο κορεσµός της 

είναι ∼30%. Ανάλογα µε τη συγκέντρωση του σιδήρου και της τρανσφερρίνης στον 

ορό του αίµατος, η τελευταία απαντάται σε τέσσερις µορφές: α) την 

ποτρανσφερρίνη (apotransferrin), δηλαδή την τρανσφερρίνη που δεν έχει δεσµεύσει 

 και δ) τη δισιδηρική (differic) τρανσφερρίνη που έχει δεσµεύσει 

ίδηρο και στους δύο λοβούς [Chua A. and Graham R.M., 2007]. 

 

των κυττάρων µε σκοπό τη µεταφορά του σιδήρου στο εσωτερικό αυτών [Klausner et 

al., 1983; Ponka et al., 1998]. Με εξαίρεση τα ώριµα ερυθροκύτταρα, υποδοχείς 

τρανσφερρίνης απαντώνται σχεδόν σε όλα τα κύτταρα. Ωστόσο, τα επίπεδα έκφρασής 

τους ποικίλλουν. Υψηλότερα επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων τρανσφερρίνης 

παρουσιάζονται κυρίως στις ερυθροβλάστες, στα κύτταρα του πλακούντα, του 

ήπατος καθώς και στα ταχέως πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα (κακοήθη και µη 

κακοήθη). Κάθε υποδοχέας δύναται να δεσµεύσει δύο µόρια δισιδηρικής 

τρανσφερρίνης. Μετά τη σύνδεση, το σύµπλεγµα τρανσφερρίνη-σίδηρος-υποδοχέας 

τρανσφερρίνης-1 (Tf-Fe2
3+-TfR1) εισέρχεται εντός του κυττάρου µε το µηχανισµό 

της ενδοκύττωσης µέσα σε κυστίδια επενδεδυµένα µε κλαθρίνη και άλλες πρωτεΐνες 

[Cheng et al., 2004] (εικόνα 12). Μετά την απελευθέρωση των επικαλυµένων µορίων, 

σφερρίνης από τον 

ποδοχέα της [Dautry-Varsat et al., 1983]. Στη συνέχεια, ο τρισθενής σίδηρος 

νάγεται σε δισθενή από µέλη της οικογένειας των µεταλλοαναγωγασών STEAP 

α

σίδηρο, β) τη µονοσιδηρική (monoferric) τρανσφερρίνη που έχει δεσµεύσει σίδηρο 

στο Ν-λοβό, γ) τη µονοσιδηρική (monoferric) τρανσφερρίνη που έχει δεσµεύσει 

σίδηρο στο C-λοβό

σ

 

1.3.5. Πρόσληψη του σιδήρου από τα κύτταρα 

 

Το σύµπλεγµα τρανσφερρίνη-σίδηρος (Tf-Fe2
3+) συνδέεται σε ειδικούς 

υποδοχείς τρανσφερρίνης (Transferrin Receptor 1 and 2, TfR1, TfR2) της επιφάνειας 

τα κυστίδια συντήκονται µε τα ενδοσωµάτια, ένα σύστηµα κυστιδίων που εντοπίζεται 

στο κυτταρόπλασµα, αρχικά κάτω από την κυτταρική µεµβράνη (πρώιµα 

ενδοσωµάτια) και αργότερα κοντά στον πυρήνα (όψιµα ενδοσωµάτια). Στη µεµβράνη 

των ενδοσωµατίων υπάρχουν αντλίες Η+, οι οποίες είναι υπεύθυνες για τη µείωση του 

pH των οργανιδίων αυτών. Το χαµηλό pH (pH∼5.5) οδηγεί στην αποδέσµευση τόσο 

του τρισθενούς σιδήρου από την τρανσφερρίνη όσο και της τραν

υ

α
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(six-transmembrane epithelial antigen of prostate protein) [Ohgami et al., 2005; 2006] 

και ακ

 

 

 

 

ρίνη και 

ανάγεται σε δισθενή (Fe2+) από µέλη της οικογένειας των µεταλλοαναγωγασών STEAP πριν 

τη µεταφορά του στο κυτταρόπλασµα του κυττάρου από την πρωτεΐνη µεταφορέα του 

σιδήρου DMT1. Η τρανσφερρίνη και ο υποδοχέας τρανσφερρίνης επιστρέφουν στην 

πλασµατική µεµβράνη του κυττάρου ώστε να χρησιµοποιηθούν εκ νέου. Τελικά, ο σίδηρος 

που έχει απελευθερωθεί στο κυτταρόπλασµα είτε µεταφέρεται στα µιτοχόνδρια για την 

περαιτέρω χρησιµοποίησή του στη σύνθεση πρωτεϊνών, είτε αποθηκεύεται µε τη µορφή της 

φερριτίνης, είτε παραµένει «ελεύθερος» ως οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP). 

 

 

ολούθως µεταφέρεται στο κυτταρόπλασµα µέσω του µεταφορέα σιδήρου 

DMT1 [Fleming et al., 1998; Su et al., 1998; Canonne-Hergaux et al., 2001]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12. Σχηµατική αναπαράσταση της µεταφοράς του σιδήρου στο εσωτερικό των 

κυττάρων. Τα περισσότερα κύτταρα προσλαµβάνουν σίδηρο µέσω του µηχανισµού 

ενδοκύττωσης του συµπλέγµατος τρανσφερρίνη-σίδηρος-υποδοχέας τρανσερρίνης-1. Στα 

ενδοσωµάτια, λόγω του χαµηλού pH, ο σίδηρος απελευθερώνεται από την τρανσφερ
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Ο µεταφορέας DMT1 φαίνεται να κατέχει διττό ρόλο στο µεταβολισµό  

σιδήρου, καθώς, όπως έχει ήδη αναφερθεί, απαντάται και στην προσαύλια επιφάνεια 

των εντεροκυττάρων για τη µεταφορά του σιδήρου στο εσωτερικό  

συγκεκριµένων κυττάρων (εικόνα 5). Παράλληλα, ο υποδοχέας τρανσφερρίνης-1 και 

η αποτρανσφερρίνη επιστρέφουν στην επιφάνεια του κύτταρου µε το µηχανισµό της 

εξωκύττωσης, όπου ο υποδοχέας τρανσφερρίνης-1 παραµένει στην κυτταρική 

µεµβράνη ενώ η αποτρανσφερρίνη ελευθερώνεται στην κυκλοφορία ώστε να 

δεσµεύσει εκ νέου ιόντα σιδήρου (εικόνα 12). Η συγκεκριµένη ακολουθία γεγονότων 

αποτελεί την κύρια οδό πρόσληψης σιδήρου από τα κύτταρα µέσω του υποδοχέα 

τρανσφερρίνης-1. Αντίθετα, ο υποδοχέας τρανσφερρίνης-2, που είναι οµόλογος  

πρώτου και εκφράζεται κατά κύριο λόγο στα ηπατοκύτταρα και στα αιµοποιητικά 

κύτταρα [Kawabata et al., 1999], δε δύναται να εξισορροπήσει την ανεπάρκεια 

σιδήρου που προκαλείται από την απουσία του υποδοχέα τρανσφερρίνης-1. 

Ένα σηµαντικό µέρος του δισθενούς σιδήρου που απελευθερώνεται  

κυτταρόπλασµα αξιοποιείται από τα µιτοχόνδρια για την ενσωµάτωσή του  

δακτύλιο της πρωτοπορφυρίνης IX για τη σύνθεση της αίµης, αλλά και τη σύνθεση 

συµπλόκων σιδήρου-θείου 2Fe-2S, 3Fe-4S ή 4Fe-4S (εικόνα 12). Η µεταφορά του 

σιδήρου σε αυτά τα οργανίδια πραγµατοποιείται µέσω ενός µεταφορέα, που 

και µη οξειδοαναγωγικά ενεργή µορφή, προστατεύοντας µε τον τρόπο αυτό τα 

κύτταρα από τις τοξικές επιπτώσεις του σιδήρου (εικόνα 12). Η φερριτίνη 

αποτελείται από 24 υποµονάδες βαριών (heavy chain) και ελαφριών αλυσίδων (light 

chain) που δηµιουργούν µια κοίλη σφαίρα ικανή να αποθηκεύσει 4500 ιόντα 

τρισθενούς σιδήρου [Arosio and Levi, review, 2010]. 

ι µ σ ο ο

στο κυτταρόπλασµα, η οποία είναι «ελεύθερη» και οξειδοαναγωγικά ενεργή (Labile 

 του

των

 

 

 

 του

 στο

 στο

ανακαλύφθηκε πρόσφατα, την πρωτεΐνη «µιτοφερρίνη» (mitoferrin) [Shaw et al., 

2006]. Η διαδικασία αυτή φαίνεται να διευκολύνεται από την πρωτεΐνη ABCB10 

(ATP-binding cassette, subfamily B, member 10), η οποία θεωρείται ότι σταθεροποιεί 

τη «µιτοφερρίνη» [Chen et al., 2009]. Ωστόσο, άλλες µελέτες έχουν δείξει ότι ο 

σίδηρος δύναται να µεταφερθεί και απευθείας από τα ενδοσωµάτια στα µιτοχόνδρια 

µέσω άµεσης επαφής των µεµβρανών των οργανιδίων (µηχανισµός «kiss and run») 

[Sheftel et al., 2007]. 

Η περίσσεια του ενδοκυττάριου σιδήρου που δεν αξιοποιείται για µεταβολικές 

διαδικασίες αποθηκεύεται στη φερριτίνη του κυτταροπλάσµατος σε µια βιοδιαθέσιµη 

 Ωστόσο, υπάρχε  µια ικρή ποσότητα ιδήρ υ (<5% τ υ συνολικού σιδήρου) 
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Iron Pool, LIP) καθώς δύναται να συµµετέχει σε τοξικές για το κύτταρο αντιδράσεις 

[Epsztejn et al., 1997] (εικόνα 12). 

 

 

1.4. Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (Labile Iron Pool, LIP) 

 

Στο κυτταρόπλασµα υπάρχει µια µικρή ποσότητα σιδήρου που είναι 

δεσµευµένη µε µικρή συγγένεια µε χηλικούς παράγοντες χαµηλού µοριακού βάρους 

(κιτρικό, ATP, AMP, πυροφωσφορικό), πολυπεπτίδια και συστατικά µεµβρανών 

(φωσφολιπίδια) [Epsztejn et al., 1997]. Λόγω της ασθενούς δέσµευσής του µε τους 

προανα

νταν στη χρήση εξειδικευµένων σιδηροδεσµευτικών ενώσεων 

[Kakhl

-θείου στα µιτοχόνδρια. 

eridge and Halliwell, 2000]. Για το λόγο αυτό, σε 

αταστάσεις οξειδωτικού στρες, ενεργοποιούνται οµοιοστατικοί µηχανισµοί του 

φερθέντες παράγοντες, ο σίδηρος αυτός θεωρείται οξειδοαναγωγικά ενεργός, 

καθώς δύναται να συµµετέχει σε αντιδράσεις τύπου Fenton, οι οποίες, όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, οδηγούν στο σχηµατισµό εξαιρετικά δραστικών ελεύθερων ριζών µε 

τοξικές επιπτώσεις για το κύτταρο. Με τον τρόπο αυτό, οι δεσµευµένοι µε τον 

οξειδοαναγωγικά ενεργό σίδηρο χηλικοί παράγοντες καθίστανται ιδιαίτερα 

ευαίσθητοι στη δράση των ελεύθερων ριζών υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

Στη βιβλιογραφία, ο οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος παρουσιάζεται ως 

συνώνυµο του όρου «Labile Iron Pool, LIP». Ο όρος αυτός προτάθηκε για πρώτη 

φορά από τους Greenberg and Wintrobe το 1946 [Greenberg and Wintrobe, 1946] 

ενώ το 1977 τροποποιήθηκε σε «transient iron pool» [Jacobs A., 1977]. Αργότερα, 

χρησιµοποιήθηκε ο όρος «chelatable iron», καθώς οι περισσότερες µέθοδοι για την 

ανίχνευσή του στηρίζο

on and Cabantchik, 2002; Petrat et al., 2002]. Άλλοι όροι που του έχουν 

αποδοθεί είναι «ελεύθερος σίδηρος», «µεταβολικά και καταλυτικά ενεργός σίδηρος», 

«σίδηρος χαµηλού µοριακού βάρους» κ.ά. Ωστόσο, θα πρέπει να αναφερθεί ότι όλοι 

αυτοί οι όροι χρησιµοποιούνται σήµερα ως συνώνυµα, αν και δεν ταυτίζονται 

απόλυτα µεταξύ τους. 

Το LIP αποτελεί πηγή άµεσα διαθέσιµου σιδήρου για µεταβολικές διεργασίες, 

όπως είναι η σύνθεση της αίµης και των συµπλόκων σιδήρου

Ωστόσο, η παρουσία του ενέχει και σοβαρό κίνδυνο, καθώς η αντίδρασή του µε το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου αλλά και άλλα οργανικά υπεροξείδια, που αποτελούν 

µόρια µε χαµηλή δραστικότητα, οδηγεί στην παραγωγή των ιδιαίτερα δραστικών 

ελεύθερων ριζών υδροξυλίου [Gutt

κ
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οργανισµού, τόσο σε συστεµικό (ηπατιδίνη), όσο και σε κυτταρικό επίπεδο (IRP-IRE 

ου περιορίζουν τα 

πίπεδά του. Η διατήρηση του LIP σε χαµηλά επίπεδα αποτελεί βασικό και 

αναπόσ

κ τ

θετική 

συσχέτ

 εσωτερικό των κυττάρων. Μέσω των µηχανισµών αυτών 

εξασφα

σύστηµα) [Kakhlon and Cabantchik, 2002; Petrat et al., 2002] π

ε

παστο κοµµάτι της αντιοξειδωτικής άµυνας των κυττάρων η οποία όµως 

εξασφαλίζεται και µέσω διαφόρων ενζύµων που εξουδετερώνουν τις δραστικές 

µορφές οξυγόνου στα διάφορα διαµερίσµατα του κυττάρου [Kakhlon and Cabantchik, 

2002; Breuer et al., 2008]. 

Τέλος, αξίζει να σηµειωθεί ότι οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος µπορεί να 

εντοπιστεί και σε άλλα διαµερίσµατα του κυττάρου, όπως στα µιτοχόνδρια, στα 

λυσοσώµατα, στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και στον πυρήνα [Petrat et al., 2002; Eaton 

JW. and Quian M., 2002; Tenopoulou et al., 2007]. Όσον αφορά την παρουσία του 

LIP στον πυρήνα αι το ρόλο που διαδραµατίζει στις οξειδωτικές βλάβες ου DNA, 

έχει παρατηρηθεί σε λεµφοκύτταρα ανθρώπου ότι υπάρχει µια σηµαντική 

ιση µεταξύ των επιπέδων του LIP και της 8oxodGuo (8-oxo-7,8-dihydro-2΄-

deoxyguanosine), ενός τυπικού δείκτη οξειδωτικής καταστροφής του DNA 

[Gackowski et al., 2002]. 

 

 

1.4.1. Ρύθµιση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) εντός 

των κυττάρων: σύστηµα IRP-IRE 

 

Οι ζώντες οργανισµοί και ιδιαίτερα ο άνθρωπος έχουν αναπτύξει 

πολύπλοκους µηχανισµούς που ρυθµίζουν σε αυστηρά πλαίσια τη διακύµανση των 

επιπέδων του LIP στο

λίζεται η απρόσκοπτη παροχή σιδήρου για τη σύνθεση πρωτεϊνών, ενώ 

παράλληλα πραγµατοποιείται η ασφαλής αποθήκευσή του σε συνθήκες οξειδωτικού 

στρες για την αποφυγή της τοξικότητάς του. 

Κυρίαρχο ρόλο στη ρύθµιση της ενδοκυττάριας οµοιοστασίας του σιδήρου 

κατέχουν οι πρωτεΐνες ρύθµισης σιδήρου (Iron Regulating Protein 1 and 2, IRP1 και 

IRP2). Οι IRP1 και IRP2 είναι πρωτεΐνες που εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα και 

παρουσιάζουν σηµαντική οµολογία όσον αφορά την πρωτοταγή δοµή τους [Rouault, 

2006]. Ωστόσο, η πρωτεΐνη IRP2 περιέχει µια επιπλέον οµάδα 73 αµινοξέων κοντά 

στην αµινοτελική περιοχή της. Αρχικά, οι πρωτεΐνες αυτές δρουν ως «αισθητήρες» 

του διαθέσιµου σιδήρου στο κυτταρόπλασµα και ακολούθως καθορίζουν σε επίπεδο 
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mRNA, είτε θετικά είτε αρνητικά, τη σύνθεση πρωτεϊνών που εµπλέκονται στο 

µεταβολισµό του σιδήρου, όπως η φερριτίνη και ο υποδοχέας τρανσφερρίνης-1 

[Hentze et al., 2004; Fillebeen et al., 2005; Papanikolaou and Pantopoulos, 2005]. 

Απόρροια της δράσης αυτών των µηχανισµών είναι η αυστηρή ρύθµιση των επιπέδων 

του LIP

σης για τις πρωτεΐνες IRPs (εικόνα 13). Το mRNA της 

ερριτίνης περιέχει ένα IRE, ενώ το mRNA του υποδοχέα τρανσφερρίνης-1 περιέχει 

έντε IREs. 

 στο κυτταρόπλασµα. 

Η φερριτίνη και ο υποδοχέας τρανσφερρίνης-1 αποτελούν δύο παραδείγµατα 

πρωτεϊνών που κατέχουν κοµβικό ρόλο στην κυτταρική οµοιοστασία του σιδήρου. Η 

έκφρασή τους ελέγχεται από τα επίπεδα του ενδοκυττάριου σιδήρου µε έναν 

µηχανισµό που περιλαµβάνει αλληλεπιδράσεις του mRNA τους µε τις πρωτεΐνες 

IRPs. Συγκεκριµένα, στο 5΄ και 3΄ άκρο της µη µεταφράσιµης περιοχής του mRNA 

της φερριτίνης και του υποδοχέα τρανσφερρίνης-1 αντίστοιχα, περιέχονται «ειδικές 

αλληλουχίες απόκρισης στο σίδηρο» (Iron Responsive Elements, IREs) που 

αποτελούν θέσεις πρόσδε

φ

π

 

Εικόνα 13. Στοιχεία απόκρισης στο σίδηρο (Iron Responsive Elements, IREs) στο 5΄ και 

3΄ άκρο της µη µεταφράσιµης περιοχής του mRNA της φερριτίνης και του υποδοχέα 

τρανσφερρίνης-1, αντίστοιχα. 

 

Σε συνθήκες ένδειας σιδήρου, η αλληλεπίδραση των IRPs µε το IRE στο 5΄ 

άκρο της µη µεταφράσιµης περιοχής του mRNA της φερριτίνης οδηγεί σε αναστολή 

της µετάφρασης του mRNA και ως εκ τούτου σε αναστολή της σύνθεσης της 

φερριτίνης (εικόνα 14). Αντίθετα, κάτω από τις ίδιες συνθήκες, η αλληλεπίδραση των 
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IRPs µε τα πέντε IREs στο 3΄ άκρο της µη µεταφράσιµης περιοχής του mRNA του 

υποδοχέα τρανσφερρίνης-1 έχει ως αποτέλεσµα τη σταθεροποίηση του mRNA και 

την ακ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RP-IRE σε συνθήκες ένδειας και περίσσειας σιδήρου. 
 

όλουθη αύξηση της µετάφρασης του υποδοχέα τρανσφερρίνης-1, ώστε τα 

κύτταρα υπό αυτές τις συνθήκες να προσλάβουν µεγαλύτερες ποσότητες σιδήρου 

µέσω της τρανσφερρίνης [Muckenthaler et al., 2008; Recalcatti et al., 2010]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14. Ρύθµιση της οµοιοστασίας του σιδήρου σε κυτταρικό επίπεδο µέσω του 

συστήµατος αλληλεπίδρασης I

Σε συνθήκες κορεσµού των κυττάρων µε σίδηρο, οι πρωτεΐνες IRPs 

αδρανοποιούνται και δε δεσµεύονται στα IREs. Συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη IRP1 σε 

αυτές τις συνθήκες σχηµατίζει ένα σύµπλοκο σιδήρου-θείου (4Fe-4S) που δεν της 

επιτρέπει να προσδεθεί στα IREs [Walden et al., 2006; Muckenthaler et al., 2008]. 

Έτσι, πραγµατοποιείται κανονικά η µετάφραση του mRNA της φερριτίνης, ενώ το 

mRNA του υποδοχέα τρανσφερρίνης-1 αποικοδοµείται (εικόνα 14). Η απόκριση αυτή 
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οδηγεί από τη µια πλευρά σε αναστολή της περαιτέρω πρόσληψης σιδήρου από τα 

κύτταρα µέσω της τρανσφερρίνης και από την άλλη προάγει την αποθήκευση του 

ενδοκυττάριου σιδήρου στην αυξηµένη φερριτίνη, ώστε να αποφευχθούν οι τοξικές 

υ επιδράσεις. Όσον αφορά την IRP2, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι, αν και 

αρουσιάζει σηµαντική οµολογία µε την IRP1 όπως έχει ήδη αναφερθεί, δεν έχει τη 

υνατότητα να σχηµατίζει σύµπλοκα σιδήρου-θείου και η αδρανοποίησή της 

ραγµατοποιείται µέσω αποικοδόµησή της στο πρωτεάσωµα [Rouault, 2006]. 

Εκτός από τη ρύθµιση της έκφρασης του υποδοχέα τρανσφερρίνης και της 

ερριτίνης, το σύστηµα αλληλεπίδρασης IRP-IRE, σύµφωνα µε µελέτες, φαίνεται ότι 

µπλέκεται και στη ρύθµιση της έκφρασης άλλων πρωτεϊνών που είναι εξίσου 

ηµαντικές για την οµοιοστασία του σιδήρου [Johansson and Theil, 2002; Mok et al., 

004; Recalcatti et al., 2010] (εικόνα 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 15. Ρύθµιση της έκφρασης πρωτεϊνών που εµπλέκονται άµεσα ή έµµεσα στην 

οµοιοστασία του σιδήρου µέσω του συστήµατος αλληλεπίδρασης IRP-IRE. 

το

π

δ

π

φ

ε

σ

2

 

 

 

 

 

 

 



Εισαγωγή 30

Για παράδειγµα, το mRNA της πρωτεΐνης µεταφοράς δισθενών µετάλλων 

DMT1 και το mRNA της φερροπορτίνης περιέχουν ένα IRE στο 3΄ και 5΄ άκρο της 

µη µεταφράσιµης περιοχής τους, αντίστοιχα (εικόνα 15). Σε συνθήκες ένδειας 

σιδήρου, η αλληλεπίδραση των IRPs µε τα IREs επιτρέπει αφενός µεν τη 

σταθεροποίηση του mRNA της πρωτεΐνης DMT1 και την ακόλουθη αύξη

 

ση της 

έκφρασ

ε τη ρύθµιση της έκφρασης πρωτεϊνών που 

δεν εµπλέκονται άµεσα στην οµοιοστασία του σιδήρου (εικόνα 15). Παραδείγµ  

τέτοιων πρωτεϊνών αποτελούν η πρωτεΐνη eALAS (erythroid 5-aminolevulinate 

synthase) που συµµετέχει στη σύνθεση της αίµης, ο επαγόµενος από την υποξία 

µεταγραφικός παράγοντας-1 (Hypoxia Inducible Factor-1, HIF-1) που συµµετέχει  

ρύθµιση της οµοιοστασίας του οξυγόνου, το ένζυµο mAconitase που εµπλέκεται  

κύκλο του Krebs και η τυροσινική φωσφατάση CDC14A (Dual specificity protein 

phosphatase) που εµπλέκεται στον κυτταρικό κύκλο. 

 

 

1.5. Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP) και διατροφή 

 

 Ένας µεγάλος αριθµός σύγχρονων ερευνητικών εργασιών πραγµατεύετα τις 

ευεργετικές επιδράσεις της µεσογειακής δίαιτας τόσο στην επιβίωση [Trichopoulou et 

al., 2005] και τη γήρανση [Battino and Ferreiro, 2004] όσο και σε διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις, όπως είναι οι καρδιαγγειακές παθήσεις [Lorgeril and 

Salen, 2000; Ferria and Grassib, 2003; Panagiotakos et al., 2004], ο καρκίνος 

[Martinez-Gonzalez and Estruch, 2004], ο σακχαρώδης διαβήτης [Biesalski, 2004], η 

αθηροσκλήρωση [Kok and Kromhout, 2004] και η νόσος Αλτσχάιµερ [Steele et al., 

2006]. Τα ευεργετικά αποτελέσµατα της µεσογειακής δίαιτας αποδίδονται υρίως στα 

διάφορα συστατικά των τροφίµων που περιλαµβάνονται σε αυτή. Η ανάλυση των 

λο αριθµό 

φαινολ

ής του [Mackenzie B. and Garrick MD., 2005; Wallander ML., 2006] και 

αφετέρου δε την αναστολή της µετάφρασης του mRNA της φερροπορτίνης και ως εκ 

τούτου την αναστολή της σύνθεσής της στα ηπατοκύτταρα, τα εντεροκύτταρα και τα 

µακροφάγα [Lymboussaki A. et al., 2003]. Τέλος, έχει βρεθεί ότι το σύστηµα 

αλληλεπίδρασης IRP-IRE σχετίζεται και µ

ατα

 στη

στον

ι 

 κ

συστατικών αυτών και η αξιολόγηση της βιολογικής τους δράσης καταδεικνύουν την 

πιθανότητα οι ευεργετικές τους επιδράσεις να οφείλονται στο µεγά

ικών ή άλλων συστατικών (π.χ. φλαβονοειδή, καροτενοειδή κ.ά.) που αυτά 

περιέχουν [Stahl and Sies, 1996; Johnson, 2002; Rao and Rao, 2004]. Ωστόσο, µέσα 
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από εκτενείς µελέτες του εργαστηρίου µας έχει καταστεί φανερό ότι η ευεργετική 

δράση των συστατικών αυτών οφείλεται στην ικανότητά τους να δεσµεύουν τον 

ενδοκυττάριο σίδηρο αποτρέποντας µε τον τρόπο αυτό τη συµµετοχή του στην 

αντίδραση Fenton και την ακόλουθη παραγωγή των δραστικών ελεύθερων ριζών 

υδροξυλίου [Barbouti et al., 2001; Doulias et al., 2003; Nousis et al., 2006]. Πιο 

συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι η προστατευτική ικανότητα των φλαβονοειδών και των 

φαινολικών οξέων ενάντια στις βλάβες που προκαλεί η έκθεση των κυττάρων σε 

Η2Ο2 είναι ευθέως ανάλογη µε την ικανότητά τους να δεσµεύουν ενδοκυττάρια ιόντα 

σιδήρου. Επιπλέον, έχει διερευνηθεί η επίδραση των φλαβονοειδών στην απόπτωση 

που προκαλείται από το Η2Ο2. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των µελετών αυτών, 

έχει προκύψει το συµπέρασµα ότι η ικανότητα των φλαβονοειδών να δεσµεύουν 

ιόντα σιδήρου οδηγεί στην προστασία των κυττάρων ενάντια στην απόπτωση που 

προκαλείται σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

 

 

1.6. Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP) και γήρανση 

νται µη αντιστρεπτές, 

πιζήµιες µεταβολές στα κύτταρά τους. Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται γήρανση και 

 

Οι οργανισµοί κατά τη διάρκεια της ζωής τους υφίστα

ε

αποτελεί µια πολυπαραγοντική διαδικασία, η οποία ελέγχεται από ένα περίπλοκο 

σύστηµα µοριακών µηχανισµών. Ανάµεσα στην πληθώρα των θεωριών που έχουν 

προταθεί για την εξήγηση της µοριακής βάσης αυτής της διαδικασίας, τον πυρήνα του 

ενδιαφέροντος της επιστηµονικής κοινότητας έχει συγκεντρώσει η «θεωρία των 

ελεύθερων ριζών για τη γήρανση», η οποία έχει ερευνηθεί εκτενώς και βασίζεται σε 

ένα τεράστιο όγκο µελετών [Muller FL. et al., 2007]. Η θεωρία αυτή προτάθηκε για 

πρώτη φορά πριν από 50 χρόνια από τον Denham Harman και σύµφωνα µε αυτή οι 

δραστικές ελεύθερες ρίζες, που σχηµατίζονται ενδογενώς κατά τη διάρκεια 

φυσιολογικών µεταβολικών διαδικασιών στις οποίες χρησιµοποιείται οξυγόνο, 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία της γήρανσης [Harman, 1956]. Αν 

και η άποψη αυτή έχει αναθεωρηθεί αρκετές φορές [Harman, 1972; Sohal and 

Weindruch, 1996], η κεντρική της ιδέα περί της προοδευτικά αθροιζόµενης 

καταστροφικής δράσης των ελεύθερων ριζών σε βασικά κυτταρικά συστατικά κατά 

τη διάρκεια της γήρανσης παραµένει η ίδια µέχρι σήµερα [Rattan SI., 2006]. Ωστόσο, 

όπως έχει ήδη αναφερθεί, ο σχηµατισµός των εξαιρετικά δραστικών ελεύθερων ριζών 
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προϋποθέτει τη διαθεσιµότητα των ιόντων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου 

ώστε να πραγµατοποιηθεί η αντίδραση Fenton κατά την οποία τα σχετικά ανενεργά 

υπεροξείδια µετατρέπονται στις δραστικές υπεροξειδικές ρίζες [Galaris and 

Pantopoulos, 2008]. Με τον τρόπο αυτό, κάτω από συνθήκες οξειδωτικού στρες, η 

παρουσία αυξηµένων επιπέδων του LIP οδηγεί αφενός µεν στην αύξηση του ρυθµού 

οξείδωσης των βασικών κυτταρικών συστατικών (πρωτεΐνες, λιπίδια, DNA) και 

αφετέρου δε σε µια επιπλέον οξείδωση των ήδη οξειδωµένων πρωτεϊνών µε 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό υπεροξειδωµένων προϊόντων που δε δύναται να 

υποστούν κάποια άλλη τροποποίηση (εικόνα 16). Ο σχηµατισµός των 

υπεροξειδωµένων προϊόντων έχει ως συνέπεια αρχικά την αναστολή της λειτουργίας 

των κυτταρικών συστηµάτων αποικοδόµησης και ακολούθως τη συσσώρευσή τους 

το εσωτερικό των κυττάρων. 

σ

σ

 

Εικόνα 16. Σχηµατική αναπαράσταση των διαδικασιών οξείδωσης που λαµβάνουν χώρα 

κατά τη διάρκεια της γήρανσης και η πιθανή εµπλοκή του ιδήρου σε αυτές. 

 

Για το σκοπό αυτό, οι οργανισµοί έχουν αναπτύξει πολύπλοκους µηχανισµούς 

που ρυθµίζουν σε αυστηρά πλαίσια τη διακύµανση των επιπέδων του LIP στο 

εσωτερικό των κυττάρων, ώστε να αποφεύγονται οι τοξικές επιπτώσεις του. Κατά 
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συνέπεια, η διατήρηση των επιπέδων του LIP σε σχετικά σταθερά επίπεδα θα 

µπορούσε να έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση του ρυθµού συσσώρευσης των 

οξειδωµένων συστατικών και κατ΄ επέκταση µια έµµεση επίδραση στη διαδικασία 

της γήρανσης [Polla et al., 2003; Sullivan, 2004]. Πράγµατι, πρόσφατα πειραµατικά 

δεδοµένα έχουν δείξει ότι η διατήρηση του σιδήρου σε σχετικά σταθερά επίπεδα έχει 

ευεργετική επίδραση στη βιωσιµότητα του Caenorhabditis e egans και ης 

Drosophila [Xu et a ., 2010 . Με τον τρόπο αυτό, δίνεται ένα έο έναυσµα για τη 

διερεύνηση του ρόλου του σιδήρου στη µακροζωία. 

 

 

l τ

 l ] ν

.7. Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP) και παθολογικές καταστάσεις 

Αρκετές ερευνητικές µελέτες υποστηρίζουν πως ο οξειδοαναγωγικά ενεργός 

σίδηρος σε συνδυασµό µε το οξειδωτικό στρες εµπλέκονται σε µια σειρά από 

παθολογικές καταστάσεις, όπως είναι τα καρδιαγγειακά νοσήµατα [Korantzopoulos 

P. et al., 2003; Kruszewski, 2004; Eleuteri E. et al., 2009], η αθηρωµάτωση 

[Gackowski et al., 2001; Yuan XM. and Li W., 2008], η επανοξυγόνωση µετά από 

ισχαιµία [Galaris et al., 2006; Chevion M., 2008], οι χρόνιες φλεγµονώδεις παθήσεις 

[Weiss and Goodnough, 2005], οι νόσοι Parkinson’s και Alzheimer’s [Zhou et al., 

2001; Gregory and Hayflick, 2005; Hayflick, 2006; Youdim, 2008] κ.ά. Ακόµη, 

υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι οι δραστικές µορφές οξυγόνου σε συνεργασία µε το 

σίδηρο εµπλέκονται σε διαδικασίες µεταγωγής του σήµατος στα κύτταρα (signal 

transduction) ως δεύτεροι διαµεσολαβητές και ως εκ τούτου κατέχουν σηµαντικό 

ρόλο στον έλεγχο της κυτταρικής ανάπτυξης [Wu KJ. et al., 1999], στην 

καρκινογένεση [Richardson D.R. et al., 2008; Galaris et al., 2008], καθώς και στη 

διαδικασία του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου [Yu Z. et al., 2003; 

 

αντιµετωπίσιµες αναιµίες στον άνθρωπο [Lee, 1983; Andrews, 2008]. Αρχικά, 

1

 

Tenopoulou et al., 2005; Barbouti et al., 2007]. 

 

1.7.1. Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP) και Αναιµία Χρονίας Νόσου 

 

Οι αναιµίες χρονίας νόσου (ΑΧΝ), µε εξαίρεση τη σιδηροπενική αναιµία, 

αποτελούν τις πλέον συχνές στην κλινική πράξη και παράλληλα τις πλέον δυσχερώς 
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συσχετίζονταν µε µια σειρά φλεγµονωδών καταστάσεων συµπεριλαµβανοµένων των 

λοιµώξεων, των ρευµατολογικών νοσηµάτων και του καρκίνου. Πιο πρόσφατα όµως, 

σε συνδυασµό µε την καλύτερη κατανόηση των µηχανισµών παθογένεσής τους, έγινε 

φανερό ότι µε ένα πιο ευρύ φάσµα αθολογικών καταστάσεων [Means, 

2003]. Κατά συνέπεια, σύνδροµα παρόµοια ή και ίδια µε τις ΑΧΝ έχουν παρατηρηθεί 

σε ασθενείς των µονάδων εντατικής θεραπείας

σχετίζονται π

 [Rodrigez et al., 2001], σε 

ετεγχειρητικές καταστάσεις [van Ipersen et al., 1998] και σε περιπτώσεις 

κτεταµένων τραυµατισµών [Vincent et al., 2002]. Το γεγονός ότι οι αλλαγές στο 

άσεις 

ποδηλώνει την ύπαρξη µιας κοινής παθοφυσιολογικής διαδικασίας. 

 διάρκεια φλεγµονής ή από αυξηµένα 

πίπεδα κυτταροκινών (π.χ. IL-6) [Ganz, 2003; 2006] (εικόνα 17). Άµεση συνέπεια 

ν προηγούµενων είναι τα χαµηλά επίπεδα σιδήρου στον ορό, ο χαµηλός κορεσµός 

 των 

σθενών µε ΑΧΝ παρά το γεγονός της ύπαρξης επαρκών ποσοτήτων σιδήρου σε 

ιστούς 

µ

ε

µεταβολισµό του σιδήρου ήταν παρόµοιες στις παραπάνω παθολογικές καταστ

υ

Ο ακριβής έλεγχος της οµοιοστασίας του σιδήρου, τόσο σε κυτταρικό όσο και 

σε συστεµικό επίπεδο, πραγµατοποιείται, όπως έχει ήδη αναφερθεί, µέσω 

πολύπλοκων µηχανισµών που έχουν αναπτυχθεί στον ανθρώπινο οργανισµό. Έτσι, σε 

περιπτώσεις που ο σίδηρος θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί βλαπτικά για τον 

οργανισµό, όπως σε συνθήκες φλεγµονής ή λοίµωξης, αναστέλλεται προσωρινά η 

διαθεσιµότητα του σιδήρου. Η αναστολή αυτή για µεγάλο χρονικό διάστηµα 

δηµιουργεί δυσάρεστες επιπλοκές µε κυριότερη την ανάπτυξη ΑΧΝ. Η ανακάλυψη 

του πεπτιδίου της ηπατιδίνης την τελευταία δεκαετία και η κατανόηση της 

αλληλεπίδρασής του µε τη φερροπορτίνη, που, όπως έχει ήδη αναφερθεί, µεσολαβεί 

στην έξοδο του σιδήρου από µια σειρά κυττάρων συµπεριλαµβανοµένων των 

δικτυοενδοθηλιακών κυττάρων, φαίνεται να διαδραµατίζουν κυρίαρχο ρόλο στην 

ανάπτυξη της ΑΧΝ [Ganz, 2003; 2006]. Η παρατηρούµενη σηµαντική µείωση των 

επιπέδων της φερροπορτίνης στις πλασµατικές µεµβράνες των µακροφάγων, των 

ηπατοκυττάρων και των εντεροκυττάρων σε περιπτώσεις ΑΧΝ προκαλείται από τα 

αυξηµένα επίπεδα ηπατιδίνης στο αίµα κατά τη

ε

τω

τρανσφερρίνης και ο µειωµένος αριθµός ερυθροκυττάρων στον ορό του αίµατος

α

όπως το δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα και το ήπαρ. Κατά συνέπεια, η 

συσσώρευση του σιδήρου στα παραπάνω κύτταρα όχι µόνο συνυπάρχει µε την 

αναιµία αλλά αποτελεί και την κύρια αιτία για την εκδήλωσή της [Weiss and 

Goodnough, 2005]. 
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διαθεσιµότητα του σιδήρου στον ορό του αίµατος ασθενών ΑΧΝ. 

 

Η αιτιολογική θεραπεία της ΑΧΝ προϋποθέτει την εκρίζωση του αιτίου που 

κινεί τον παθοφυσιολογικό της µηχανισµό, γεγονός πρακτικά ανέφικτο στις 

περισσότερες περιπτώσεις. Για το λόγο αυτό, η θεραπευτική επιλογή στην 

αντιµετώπιση της ΑΧΝ συνίσταται συνήθως στη χορήγηση σκευασµάτων διέγερσης 

της ερυθροποίησης (ESA, Erythropoiesis-Stimulating-Agents), καθώς οι ασθενείς 

έχουν αναιµία µε χαρακτηριστικά χρoνίας νόσου. Βασικό συστατικό σε αυτά τα 

σκευάσµατα είναι η ανασυνδυασµένη ανθρώπινη ερυθροποιητίνη ή παράγωγα της 

ερυθροποιητίνης. Εντούτοις, έχει παρατηρηθεί ότι σε πολλές περιπτώσεις οι ασθενείς 

δεν ανταποκρίνονται στην ερυθροποιητίνη αν και υπάρχουν ικανοποιητικές 

ποσότητες σιδήρου στον οργανισµό. Σε αυτές τις περιπτώσεις, συνίσταται η 

επιπρόσθετη ενδοφλέβια χορήγηση σιδήρου [Locatelli et al., 2004; K/DOQI, 2006; 

Silverberg et al., 2000; Silverberg et al., 2001; Mancini et al., 2003; Palazzuoli et al., 

2007; Ponikowski et al., 2007; van Veldhuisen et al., 2007; Ghali et al., 2008]. 

Ωστόσο, αν και η χορήγηση της ερυθροποιητίνης αποτελεί τη βασική 

θεραπευτική προσέγγιση της ΑΧΝ, έχουν δηµιουργηθεί αρκετά ερωτηµατικά όσον 

αφορά την ασφάλεια της χορήγησης διεγερτών της ερυθροποίησης σε περιπτώσεις 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 17. Η αλληλεπίδραση ηπατιδίνης-φερροπορτίνης (Hepcidin-Fpn) καθορίζει τη 
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ΑΧΝ. Πρόσφατες µελέτες σε ασθενείς µε χρόνια νεφρική νόσο έχουν δείξει  η 

χορήγηση σκευασµάτων διέγερσης της ερυθροποιητίνης για τη διόρθωση των 

επιπέδων της αιµοσφαιρίνης και του αιµατοκρίτη στα φυσιολογικά επίπεδα είχε 

δυσάρεστες συνέπειες για την υγεία των ασθενών αυτών [Besarab et al., 1998; 

Drueke et al, 2006; Singh et al., 2006]. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα ο Οργανισµός 

Τροφίµων και Φαρµάκων των ΗΠΑ να προτείνει τη διόρθωση της αιµοσφαιρίνης σε 

επίπεδα όχι υψηλότερα των 10-12 g/dl [Food and Drug Administration, 2007]. Ο 

ακριβής µηχανισµός για τις βλαπτικές επιπτώσεις των διεγερτών της ερυθροποίησης 

δεν είναι γνωστός προς το παρόν. Υποθετικοί µηχανισµοί που έχουν προταθεί 

εµπλέκουν την αύξηση της γλοιότητας του αίµατος, τη µείωση της διαθεσιµότητας 

του µονοξειδίου του αζώτου καθώς και αλλαγές στα επίπεδα του ενδοκυττάριου 

ασβεστίου στα κύτταρα των αγγείων, της ενδοθηλίνης-1 και της ενεργότητας του 

συστήµατος ρενίνης-αγγειοτενσίνης [Rodrigue et al., 2003; Eggena et al., 1991]. 

Άλλες µελέτες αποδίδουν την αρνητική δράση των σκευασµάτων διέγερσης της 

ρυθροποίησης σε ενέργειες της ερυθροποιητίνης που δε σχετίζονται αποκλειστικά µε 

ερυθροποιητικών ιστών [Parsa et al., 2003; Calvillo et al., 2003; Westenbrink et al., 

2007]. Εντούτοις, είναι πιθανό οι βλαπτικές επιπτώσεις από τη χορήγηση διεγερτών 

ερυθροποίησης να οφείλονται όχι στην ερυθροποιητίνη αλλά στην περίσσεια του 

χορηγούµενου σιδήρου, η οποία µπορεί να αποβεί και δυνητικά επικίνδυνη κάτω από 

συνθήκες οξειδωτικού στρες λόγω της ικανότητας του σιδήρου να καταλύει τη 

δηµιουργία δραστικών ελεύθερων ριζών [Sulivan, 2007; Galaris and Pantopoulos, 

2008; Galaris et al., 2008]. 

Με βάση τα προηγούµενα δεδοµένα γίνεται φανερό ότι θα είχε ιδιαίτερο 

κλινικό ενδιαφέρον η κινητοποίηση των ενδογενών αποθεµάτων σιδήρου που έχουν 

συσσωρευτεί στα κύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος ασθενών µε ΑΧΝ. 

Με τον τρόπο αυτό, θα αποφεύγονταν η επιπρόσθετη χορήγηση ενδοφλέβιου σιδήρου 

και κατά συνέπεια οι τοξικές της επιπτώσεις. Η κινητοποίηση αυτή θα µπορούσε 

πιθανόν να πραγµατοποιηθεί µε τη χρήση εξειδικευµένων σιδηροδεσµευτικών 

ενώσεων που έχουν την ικανότητα α) να διαχέονται διαµέσου της πλασµατικής 

µεµβράνης των κυττάρων, β) να δεσµεύουν το διαθέσιµο ενδοκυττάριο σίδηρο (labile 

iron pool), γ) να διαχέονται εκ νέου εκτός του κυττάρου ως σύµπλοκο µε το σίδηρο 

παρακάµπτοντας το εµπόδιο φερροπορτίνης-ηπατιδίνης και τέλος δ) να αποδίδουν το 

 ότι

 

 

ε

την ερυθροποίηση, καθώς υποδοχείς της έχουν αναφερθεί και σε µία σειρά µη-
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σίδηρο στην τρανσφερρίνη του ορού για την περαιτέρω αναδιανοµή του στις 

ερυθροβλάστες του µυελού των οστών και τη δηµιουργία νέων ερυθροκυττάρων. 

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα εξειδικευµένων σιδηροδεσµευτικών ενώσεων, 

που χρησιµοποιούνται κατά κόρον στην κλινική πράξη, αποτελούν η δεσφεριοξαµίνη 

(Desferrioxamine, DFO), η δεφεριπρόνη (Deferiprone, L1) και η δεφερασιρόξη 

(Deferasirox, ICL-670) (εικόνα 18). Οι ενώσεις αυτές, αν και χρησιµοποιούνται κατ’ 

εξοχήν για τη θεραπεία της υπερφόρτωσης του οργανισµού µε σίδηρο έχοντας ως 

αποτέλεσµα την αποµάκρυνση του σιδήρου από τον οργανισµό, θα µπορούσαν 

ωστόσο να χρησιµοποιηθούν εναλλακτικά για την κινητοποίηση του ενδογενούς 

σιδήρου και την ακόλουθη απόδοσή του στην τρανσφερρίνη. Με τον τρόπο αυτό, τα 

ενδογενή αποθέµατα σιδήρου θα µπορούσαν να αξιοποιηθούν για την κάλυψη των 

αναγκών του οργανισµού. 

 

 

Εικόνα 18. ∆οµή των χηµικών ενώσεων δεσφεριοξαµίνη (Α), δεφεριπρόνη (Β) και 

δεφερασιρόξη (Γ). 

Α B Γ 

 

 

Η δεσφεριοξαµίνη ήταν η πρώτη φαρµακευτική ουσία που χρησιµοποιήθηκε 

για την αποσιδήρωση µετά από µεταγγίσεις αίµατος σε ασθενείς µε µεσογειακή 

αναιµία (1975). Αποτελεί ένα χηλικό παράγοντα που δεσµεύει το σίδηρο σε αναλογία 

1:1 και αποβάλλεται ικανοποιητικά µε τα ούρα και τη χολή. Χορηγείται παρεντερικά 

είτε ενδοφλέβια είτε µε συνεχή υποδόρια έγχυση. Η δεφεριπρόνη, από την άλλη 

πλευρά, ήταν ο πρώτος χηλικός παράγοντας που χορηγήθηκε από το στόµα. ∆εσµεύει 

το σίδηρο σε αναλογία 3:1 και αποβάλλεται από τον οργανισµό µε τα ούρα. Τέλος, 

ένας νεότερος χηλικός παράγοντας που χορηγείται από το στόµα είναι η 

δεφερασιρόξη (ICL670), η οποία δεσµεύει το σίδηρο σε αναλογία 2:1. 
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1.7.2. Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος (LIP) και Χρόνια Καρδιακή 

Ανεπάρκεια 

 

πάρκεια. Θεωρείται σηµαντικό πρόβληµα της δηµόσιας 

υγείας, καθώς σχετίζεται µε αυξηµένη νοσηρότητα και µειωµένη επιβίωση και για το 

λόγ  αποτελεί αντικείµενο έντονης ευνητικής δραστηριότητας [McMurray, 

2010]. 

Η καρδιακή ανεπάρκεια, ανάλογα µε την κοιλία στην οποία εντοπίζεται η 

δυσλειτουργία, διακρίνεται σε: α) αριστερή, β) δεξιά και γ) ολική καρδιακή 

ανεπάρκεια. Ακόµη, το σύνδροµο της καρδιακής ανεπάρκειας µπορεί να ταξινοµηθεί 

µε βάση την αιτία πρόκλησής της σε: α) ισχαιµική και β) µη ισχαιµική καρδιακή 

ανεπάρκεια. Η ισχαιµική καρδιακή ανεπάρκεια εµφανίζεται σε περιπτώσεις 

τεφανιαίας νόσου και ιδίως εµφράγµατος του µυοκαρδίου, ενώ η µη ισχαιµική σε 

ανάλογα µε τον παθοφυσιολογικό µηχανισµό που προκαλεί την 

αρδιακή ανεπάρκεια, αυτή διακρίνεται σε: α) συστολική καρδιακή ανεπάρκεια, κατά 

την οπο

ανάλογα µε τα 

υµπτώµατα (κόπωση, δύσπνοια) και την ανοχή των ασθενών στην άσκηση, συνήθως 

 Η καρδιακή ανεπάρκεια αποτελεί το τελικό στάδιο αρκετών καρδιακών νόσων 

και ορίζεται ως ένα σύνθετο παθοφυσιολογικό σύνδροµο, κατά το οποίο κάποια 

ανωµαλία της καρδιακής λειτουργίας ευθύνεται για την αδυναµία της καρδιάς, ως 

αντλία να εξωθήσει αίµα σε ρυθµό που να ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις του 

µεταβολισµού των ιστών του σώµατος. Καρδιακή ανεπάρκεια παρατηρείται ακόµη 

και όταν το αίµα προωθείται κανονικά στους ιστούς, αλλά υπό καθεστώς αυξηµένων 

πιέσεων στην καρδιά. Επιδηµιολογικά, εκτιµάται ότι η συχνότητα εµφάνισής της 

αυξάνεται συνεχώς στο δυτικό κόσµο µε το 10-20% του ηλικιωµένου πληθυσµού να 

πάσχει από καρδιακή ανε

ο αυτό  ερ

σ

περιπτώσεις διατατικής καρδιοµυοπάθειας, αρτηριακής υπέρτασης, βαλβιδοπάθειας 

κ.ά. Επιπρόσθετα, 

κ

ία η καρδιά αδυνατεί να συσταλεί και να στείλει αίµα στο υπόλοιπο σώµα µε 

αποτέλεσµα να παρατηρείται µειωµένο κλάσµα εξώθησης (<50-55%) και β) 

διαστολική καρδιακή ανεπάρκεια, κατά την οποία η καρδιά αδυνατεί να διασταλεί 

ικανοποιητικά, ώστε να πληρωθούν οι κοιλίες της µε αίµα µε αποτέλεσµα να 

διατηρείται το κλάσµα εξώθησης (>50-55%). Ως κλάσµα εξώθησης (Ejection 

Fraction, EF) ορίζεται το ποσοστό του τελοδιαστολικού όγκου που εξωθείται από την 

αριστερή κοιλία σε κάθε συστολή. Φυσιολογικά είναι 55-75%, ενώ σε περίπτωση 

καρδιακής ανεπάρκειας είναι µικρότερο από 50-55%. 

Για την αξιολόγηση της βαρύτητας της καρδιακής ανεπάρκειας 

σ
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χρησιµ ποιείται η ταξινόµηση της Καρδιολογικής Εταιρίας τη  Νέας Υόρκης (New 

York Heart A

ο ς

ssociation, NYHA), που φαίνεται στον πίνακα 2. 

φωνα

τεΐνες, τους υδατάνθρακες και 

το DN

 

Πίνακας 2. Λειτουργική ταξινόµηση καρδιακής ανεπάρκειας κατά NYHA (New York 

Association). 

 

Στάδιο Ι 

 

 

Κανένας περιορισµός και κανένα σύµπτωµα στη συνήθη 

φυσική δραστηριότητα. 

 

Στάδιο ΙΙ 

 

 

Ήπιος περιορισµός στη συνήθη φυσική δραστηριότητα µε 

εµφάνιση συµπτωµάτων σε αυτή. 

 

Στάδιο ΙΙΙ 

 

 

Έντονος περιορισµός σε πολύ µικρή φυσική 

δραστηριότητα µε εµφάνιση συµπτωµάτων σε αυτή. 

Κανένα σύµπτωµα σε κατάσταση ηρεµίας. 

 

Στάδιο IV 

 

Συµπτώµατα σε κατάσταση ηρεµίας. Αδυναµία εκτέλεσης 

 

Η βαρύτητα και η εξέλιξη της καρδιακής ανεπάρκειας, σύµ  µε µελέτες, 

σχετίζονται µε την παρουσία αυξηµένου οξειδωτικού στρες [Korantzopoulos P. et al., 

2003; Giordano FJ. et al., 2005; Eleuteri E. et al., 2009]. Ο καρδιακός ιστός αποτελεί 

έναν ιδιαίτερα ευπαθή ιστό, καθώς χαρακτηρίζεται από µικρό βαθµό κυτταρικής 

διαίρεσης και έντονη λειτουργικότητα σε όλη τη διάρκεια της ζωής του οργανισµού, 

µε αποτέλεσµα να υπάρχουν αρκετές πιθανότητες να υποβληθεί σε έντονη οξειδωτική 

καταπόνηση [Lefer and Granger, 2000]. Πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν ότι τα 

αυξηµένα επίπεδα ουσιών, που αποτελούν δείκτες οξειδωτικού στρες, στο πλάσµα 

και στα ούρα ασθενών µε καρδιακή ανεπάρκεια συσχετίζονται µε τη βαρύτητα της 

νόσου [Braunwald E. 2008; Radovanovic S. et al., 2008; Eleuteri E. et al., 2009; 

Trachtenberg BH. and Hare JM., 2009; Nagayoshi Y. et al., 2009; Amir O. et al., 

2009]. Ωστόσο, ως δείκτες οξειδωτικού στρες χρησιµοποιούνται τα προϊόντα της 

αντίδρασης των ελεύθερων ριζών µε τα λιπίδια, τις πρω

 οποιασδήποτε δραστηριότητας χωρίς την εµφάνιση 

συµπτωµάτων. 

A. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι ελεύθερες ρίζες υδροξυλίου κάτω από 
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συνθήκες οξειδωτικού στρες αντιδρούν αδιακρίτως µε οτιδήποτε βρεθεί κοντά τους 

τη στιγµή του σχηµατισµού τους, προκαλώντας τροποποιήσεις σε βασικά κυτταρικά 

υστατικά (π.χ. λιπίδια, πρωτεΐνες, DNA κ.α) προάγοντας µε τον τρόπο αυτό είτε τη 

αυξηµένη παραγωγή προϊόντων λιπιδιακής υπεροξείδωσης και µείωση 

τω αντιγράφων του µιτοχονδριακού DNA σε ασθενείς µε καρδιακή ανεπάρκεια [Ide 

et al., 2001; Tsutsui et al., 2 η 

δηµ  των ελεύθερω ει ήδη αναφερθεί, κατέχει ο 

οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος, ο οποίος δύναται να αποτελέσει ένα νέο άµεσο 

δεί δωτικού στρες ν 

ενδοκυττάρια παραγωγή τ ύθερων ριζών και κατ’ 

επέκταση το µέγεθος των βλαπτικών επιπτώσεών τους. Συγκεκριµένα, ο 

οξειδοαναγωγικά ενεργός σ τ π  ανενεργού 

υπεροξειδίου του υδρογόνο ρ υ 

[Ide T. et al., 2000; Barbouti et al., 2001]. Ως εκ τούτου, καθώς ο οξειδοαναγωγικά 

ενεργός σίδηρος εµπλέκεται άµεσα στη δηµιουργία του οξειδωτικού στρες που 

παρατηρείται στην καρδιακή ε ό 

ρόλο και στη βαρύτητα και σ ς συγκεκριµένης νόσου. Για το λόγο αυτό, 

τους οργανισµούς έχουν αναπτυχθεί πολύπλοκοι µηχανισµοί, ώστε τα επίπεδα του 

οξειδοα

 

σ

δυσλειτουργία είτε το θάνατο των κυττάρων του µυοκαρδίου. Για παράδειγµα, έχει 

παρατηρηθεί 

ν 

004; Sheeran and Pepe, 2006]. Όµως, κοµβικό ρόλο στ

ν ριζών, όπως έχιουργία

κτη οξει , καθώς η διαθεσιµότητά του ή µη καθορίζει τη

ων εξαιρετικά δραστικών ελε

ίδηρος καταλύει τη µε ατρο ή του σχετικά

υ στις εξαιρετικά δραστικές ελεύθερες ρίζες υδ οξυλίο

 ανεπάρκεια, ίναι πολύ πιθανό να διαδραµατίζει βασικ

την εξέλιξη τη

σ

ναγωγικά ενεργού σιδήρου να διατηρούνται σχετικά σταθερά στο εσωτερικό 

των κυττάρων [McCord, 2004; Pantopoulos, 2004; Richardson, 2005]. Σύµφωνα µε 

τα αποτελέσµατα πρόσφατης µελέτης, η δέσµευση του LIP σε καρδιοµυοκύτταρα 

µετά τη χορήγηση δεσφεριοξαµίνης οδηγεί σε σηµαντική µείωση του 

παρατηρούµενου οξειδωτικού στρες και σε αυξηµένη βιωσιµότητα των κυττάρων 

[Omiya S. et al., 2009]. Εντούτοις, δεν υπάρχουν αναφορές στη βιβλιογραφία σχετικά 

µε τη διερεύνηση του ρόλου του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου στην καρδιακή 

ανεπάρκεια. 
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1.8. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδωτικού στρες και του σιδήρου στον 

οργανισµό 

 

 

1.8.1. ∆είκτες εκτίµησης του οξειδωτικού στρες 

 

Η άµεση ανίχνευση των ελεύθερων ριζών είναι δύσκολο να πραγµατοποιηθεί 

λόγω της µικρής σ γκέντρωσης και της υξηµένης δραστικότητάς τους [Himmelfa b, 

2005]. Για το λόγο αυτό, ως δείκτες εκτίµησης του οξειδωτικού στρες 

χρησιµοποιούνται τα σχετικά σταθερά τελικά προϊόντα αντίδρασης των δραστικών 

ελεύθερων ριζών µε τα λιπίδια, τις πρωτεΐνες, τους υδατάνθρακες και το DNA. 

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα ευαίσθητων δεικτών ου αφορούν η 

λιπιδιακή υπεροξείδωση αποτελούν η µηλονική διαλδεΰδη (MDA), η 4-

υδροξυνενάλη (4-ΗΝΕ) και τα F2 ισοπροστάνια. Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια το 

ενδιαφέρον των ερευνητών στρέφεται στην ανίχνευση της οξειδωτικά 

τροποποιηµένης χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (LDL) καθώς είναι γνωστή η 

συσχέτισή της µε την αθηρογένεση. Οξειδωτικά τροποποιηµένες πρωτεΐνες του 

πλάσµατος (π.χ. οξείδωση θειολών, καρβονύλια κ.ά.) και αµινοξέα (π.χ. 3-

χλωροτυροσίνες, διτυροσίνες, 3-νιτροτυροσίνες, κ.ά.) µπορούν επίσης να 

χρησιµοποιηθούν ως ευαίσθητοι δείκτες αυξηµένου οξειδωτικού στρες. Μάλιστα, ο 

σχετικά µεγάλος χρόνος ηµιζωής των πρωτεϊνών, ο εύκολος προσδιορισµός τους, 

αλλά και η καλή γνώση των βιοχηµικών δρόµων που προάγουν την οξείδωση των 

πρωτεϊνών αι των αµι οξέων βοηθούν στην πιο λεπτοµ ρή µελέτη του φαινοµ νου 

του οξειδωτικού στρες σε σύγκριση µε τη χρησιµοποίηση των λιπιδίων του 

πλάσµατος. Ακόµη, όσον αφορά την οξειδωτική τροποποίηση του DNA ένας 

ευαίσθητος δείκτης οξειδωτικού στρες είναι η 8 υδροξυ 2 δεοξυγουανίνη. 

Τέλος

υ  α r

π τ

 κ ν ε έ

, για την εκτίµηση του οξειδωτικού στρες µελετάται και η ενεργότητα 

ασικών ενζυµικών αντιοξειδωτικών συστηµάτων (π.χ. υπεροξειδάση της 

λουταθειόνης, δισµουτάση του σουπεροξειδίου, καταλάση), αλλά και τα επίπεδα 

ρκετών µη ενζυµικών αντιοξειδωτικών ενώσεων (π.χ. βιταµίνη C, βιταµίνη Ε, 

υρικό οξύ κ.ά.). 

β

γ

α

ο
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1.8.2. ∆είκτες εκτίµησης των επιπέδων του σιδήρου στον οργανισµό 

 

 Στην κλινική πράξη τα επίπεδα του σιδήρου στον οργανισµό εκτιµώνται µε 

άση το συνδυασµό µιας πληθώρας εργαστηριακών εξετάσεων (εικόνα 19). 

Εικόνα 19. Σχηµατική αναπαράσταση των δεικτών που χρησιµοποιούνται για την 

εκτίµηση των επιπέδων σιδήρου στον οργανισµό. 

Αυτές περιλαµβάνουν τη µέτρηση του αιµατοκρίτη, της αιµοσφαιρίνης, του 

µέσου όγκου ερυθροκυττάρων (MCV), της µέσης περιεκτικότητας αιµοσφαιρίνης ανά 

ερυθροκύτταρο (MCH), της µέσης πυκνότητας αιµοσφαιρίνης ανά ερυθροκύτταρο 

(MCHC), της πρωτοπορφυρίνης των ερυθροκυττάρων (FEP), της πρωτοπορφυρίνης 

του ψευδαργύρου (ZnPP), του υποδοχέα της τρανσφερρίνης, του σιδήρου στον ορό 

του αίµατος, της ολικής σιδηροδεσµευτικής ικανότητας πλάσµατος (TIBC), του 

ορεσµού της τρανσφερρίνης και της φερριτίνης. Επίσης, µετράται το ποσοστό των 

β

 

 

κ
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δικτυοερυθροκυττάρων (%RET) και η συγκέντρωση της αιµοσφαιρίνης (CHr) σε 

υτά, ώστε να επιτυγχάνεται µια έγκαιρη εκτίµηση των επιπέδων σιδήρου στον 

ν οστών 

αποτελεί έναν άµεσο δείκτη των αποθεµάτων σιδήρου στον οργανισµό, ενώ σε 

συνθήκες υπερφόρτωσης η βιοψία ήπατος, η αξονική (CT) και η µαγνητική 

τοµογραφία (MRI) ήπατος εκτιµούν τα αυξηµένα επίπεδα σιδήρου. 

 Αν και οι συγκεκριµένοι δείκτες παρέχουν µια εικόνα για τα επίπεδα του 

σιδήρου στον οργανισµό, εντούτοις δεν αντιπροσωπεύουν την οξειδοαναγωγικά 

ενεργή µορφή του σιδήρου που συµµετέχει στην αντίδραση Fenton, αποτέλεσµα της 

οποίας είναι η δηµιουργία των εξαιρετικά δραστικών ελεύθερων ριζών και οι 

βλαπτικές επιπτώσεις αυτών σε βασικά κυτταρικά συστατικά. Για το λόγο αυτό, θα 

ήταν ωφέλιµο να µπορούν να εκτιµηθούν άµεσα τα επίπεδα του LIP. 

 

 

1.8.3. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) 

 

Οι πρώτες προσπάθειες που πραγµατοποιήθηκαν για την εκτίµηση των 

επιπέδων του LIP σε κυτταρικές καλλιέργειες είχαν ως βασική αρχή τη ρήξη της 

κυτταρικής µεµβράνης. Για παράδειγµα, αναπτύχθηκαν µέθοδοι που περιελάµβαναν 

την κλασµάτωση κυτταροπλασµατικών συστατικών χαµηλού µοριακού βάρους µε 

στόχο τη χηµική ταυτοποίηση συµπλόκων που περιείχαν σίδηρο [Weaver J. et al., 

1989]. Ακόµη, έγιναν µελέτες που αφορούσαν τον προσδιορισµό της «ταυτότητας» 

ου LIP µετά από την προσθήκη χηλικών παραγόντων, όπως της δεσφεριοξαµίνης 

(desferrioxamine, DFO), σε δείγµατα οµογενοποιηµένων ιστών. Σύµφωνα µε αυτές, 

οι χηλικοί παράγοντες είχαν τη δυνατότητα να σχηµατίζουν σύµπλοκα µε το σίδηρο, 

τα οποία ήταν ανιχνεύσιµα µε τη µέθοδο του ηλεκτρονικού παραµαγνητικού 

συντονισµού (Electron Paramagnetic Resonance-EPR) [Kozlov et al., 1992]. Ωστόσο, 

όλες αυτές οι µέθοδοι προϋποθέτουν την καταστροφή του κυττάρου. Έτσι, η 

ανίχνευση των πραγµατικών επιπέδων του LIP δεν ήταν εφικτή καθώς µετά τη ρήξη 

της µεµβράνης υπήρχε ανακατανοµή του σιδήρου µεταξύ των διαφόρων 

διαµερισµάτων του κυττάρου. Η δυσκολία αυτή έθεσε υπό αµφισβήτηση την ύπαρξη 

του LIP από πολλούς ερευνητές. 

α

οργανισµό, καθώς τα δικτυοερυθροκύτταρα αποτελούν πρόδροµες µορφές των 

ερυθροκυττάρων. Σε συνθήκες ένδειας σιδήρου του ορού η βιοψία µυελού τω

τ
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Πιο πρόσφατες µελέτες για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε ανέπαφα 

κύτταρα επικεντρώθηκαν στη χρησιµοποίηση εξειδικευµένων χηλικών παραγόντων 

µε δυνατότητα φθορισµού [Epsztejn et al., 1997; Kakhlon O. and Cabantchik ZI., 

2002]. Οι παράγοντες αυτοί έχουν την ικανότητα να εισέρχονται στο εσωτερικό των 

κυττάρων και να λειτουργούν ως «ανιχνευτές» των επιπέδων του LIP χωρίς να 

επηρεάζουν την ακεραιότητα της κυτταρικής µεµβράνης. Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα µιας τέτοιας ευαίσθητης φθορίζουσας ουσίας που χρησιµοποιείται 

 

 

 

κ ι

 συνέπεια τη µείωση του φθορισµού της. Πιο 

συγκεκριµένα, όσον αφορά τα ιόντα του σιδήρου, έχει τη δυνατότητα να δεσµεύει 

εκτενώς την τελευταία δεκαετία για τον προσδιορισµό των επιπέδων του LIP, κυρίως 

σε κύτταρα σε καλλιέργειες, αποτελεί η καλσεΐνη [Cabantchik ZI et al., 2002; 

Glickstein H. et al., 2005] (εικόνα 20). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20. ∆οµή της καλσεΐνης. 

 

Η καλσεΐνη, λόγω των αρνητικών φορτίων που φέρουν οι καρβοξυλοµάδες 

της σε φυσιολογικό pH, δεν έχει τη δυνατότητα εισόδου µέσα στα κύτταρα. Το 

εµπόδιο αυτό µπορεί να παρακαµφθεί µε τη χρήση της εστεροποιηµένης της µορφής 

(καλσεΐνη-ΑΜ, ακετοµεθόξυ εστέρας της καλσεΐνης). Η παρουσία των ακετοµεθόξυ-

εστερικών οµάδων στο µόριο της καλσεΐνης-ΑΜ επιτρέπει τη διάχυσή της µέσω της 

πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων. Μέσα στα κύτταρα οι εστερικές οµάδες 

υδρολύονται από µη-εξειδικευµένες εστεράσες, µε αποτέλεσµα η καλσεΐνη να αποκτά 

αρνητικό φορτίο και να εγκλωβίζεται εντός των κυττάρων. Επιπλέον, µε την 

αποµάκρυνση των εστερικών οµάδων επαναδιατάσσονται οι διπλοί δεσµοί που 

υπάρχουν στο µόριό της, γεγονός που την αθιστά ικανή να φθορίζε . Ένα µέρος της 

καλσεΐνης δεσµεύει ενδοκυττάρια ιόντα µετάλλων (π.χ. ασβεστίου, σιδήρου), κυρίως 

δισθενή, γεγονός που έχει ως
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τόσο δ

υ ε τ

ισθενή όσο και τρισθενή ιόντα, µε σταθερές συγγένειας 1014 και 1024  Μ-1, 

αντίστοιχα, που βρίσκονται χαλαρά συνδεδεµένα σε διάφορα µόρια στο εσωτερικό 

του κυττάρου. Σε ένα δεύτερο στάδιο, η προσθήκη, σε περίσσεια, ισχυρότερων 

εξειδικευµένων δεσµευτών σιδήρου µε ικανότητα διάχυσης µέσω των κυτταρικών 

µεµβρανών, όπως του παράγοντα SIH (Salicylaldehyde Isonicotinoyl Hydrazone) 

[Kakhlon et al., 2002], που παρο σιάζ ι σταθερά συγγένειας για ο Fe3+ 1031 M-1, 

οδηγεί στην αποµάκρυνση του σιδήρου από την καλσεΐνη και κατά συνέπεια στην 

αύξηση του φθορισµού της σε ποσοστό ανάλογο µε το ποσό του σιδήρου που ήταν 

συνδεδεµένο σε αυτή (εικόνα 21). 

Εικόνα 21. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) στο 

εσωτερικό ανέπαφων κυττάρων φθορισµοµετρικά µε τη µέθοδο της καλσεΐνης. 

 

Εκτός από τις µελέτες για την εκτίµηση των επιπέδων του ενδοκυττάριου 

οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου, παρόµοια µεθοδολογία έχει χρησιµοποιηθεί και 

για το ενδεχόµενο της ύπαρξης οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων σιδήρου έξω από τα 
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κύτταρα, όπως για παράδειγµα στον ορό του αίµατος («Non-transferrin-bound iron, 

ΝΤΒΙ»). Σύµφωνα µε αυτά τα αποτελέσµατα, υπό φυσιολογικές συνθήκες, τα επίπεδα 

των οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων σιδήρου στον ορό, αν υπάρχουν, είναι κάτω 

από το όριο ανίχνευσης των µεθόδων που χρησιµοποιούνται. Η ανίχνευσή τους 

επιτυγχάνεται µόνο σε περιπτώσεις ακραίας υπερφόρτωσης του οργανισµού µε 

σίδηρο, όπου η τρανσφερρίνη είναι περισσότερο από 80% κορεσµένη µε αποτέλεσµα 

να ανιχνεύονται «ελεύθερα» και οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου στον ορό 

[Jacobs EM. et al., 2005]. 
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1.9. Σκοπός 

 

 Τον πυρήνα της παρούσας µελέτης αποτελεί η οξειδοαναγωγικά ενεργή 

µορφή του σιδήρου (LIP) και ο ρόλος που αυτή διαδραµατίζει σε διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται µε το οξειδωτικό στρες. Αρχικός στόχος 

ήταν η αξιολόγηση της δυνατότητας κινητοποίησης του ενδοκυττάριου σιδήρου από 

εξειδικευµένες σιδηροδεσµευτικές ενώσεις, δεδοµένης της συσσώρευσης του 

σιδήρου που παρατηρείται σε κύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος ασθενών 

µε ΑΧΝ. Παράλληλα, η µελέτη επεκτάθηκε στην ανάπτυξη µιας νέας µεθοδολογίας 

για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε κύτταρα του περιφερικού αίµατος 

ανθρώπου (λευκοκύτταρα, ερυθροκύτταρα και δικτυοερυθροκύτταρα) καθώς και στη 

δυνατότητα εφαρµογής της νέας αυτής µεθοδολογίας σε παθολογικές καταστάσεις µε 

απώτερο στόχο τη διερεύνηση του ρόλου του LIP στην εξέλιξή τους. 
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2 ΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

 

 

 

2.1. Υλικά 

 

Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη προέρχονται από τις 

παρακάτω εταιρείες: 

 

- BioRad Laboratories Company, Buckinghamshire, England 

. ΥΛΙ

κρυλαµίδιο, Ν-Ν’ µεθυλένο-δις-ακρυλαµίδιο, Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραµέθυλο-

ιθυλενοδιαµίνη (TEMED), υπερθεϊικό αµµώνιο (NH4)2S2O8 

Gibco BRL Company, Grand Island, NY, USA 

ρός από έµβρυο βοός (Fetal Bovine Serum, FBS), πλαστικά για τις 

υτταροκαλλιέργειες, πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη, αγαρόζη χαµηλού σηµείου τήξεως 

Menzel-Glaset Company, Menzel, Germany 

ντικειµενοφόρες πλάκες µικροσκοπίου (Microscope superfrosted glass slides) 

Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

κετοµεθόξυ-εστέρας της καλσεΐνης (Calcein-AM) 

 

-Novartis Company, Basle, Switzerland 

Desferrioxamine mesylate (DFO), Deferiprone (L1) 

 

- Partec, Germany 

Ισότονο διάλυµα (sheath fluid) κυτταροµετρίας ροής, αντίσωµα CD45-PECy5, 

αντίσωµα PE anti-human CD71 

 

 

Α
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- 
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- 

Α

 

- 

Α
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- Serva GmbH, Heidelberg, Germany 

γαρόζη κανονικού σηµείου τήξεως 

Sigma Company, St. Louis, MO, USA 

αλλιεργητικά υλικά (DMEM εµπλουτισµένο µε L-γλουταµίνη, RPMI), DMSO 

imethyl Sulfoxide), ουρία, καθαρή απο–τρανσφερρίνη, κιτρικό αµµώνιο του 

ιδήρου, κυανό του τρυπανίου (trypan blue), Triton X-100 

γενική χορηγία του Καθηγητή Prem Ponka (McGill University, 

ontreal, Canada) και του Επίκουρου Καθηγητή ∆ηµοσθένη Φωκά (Τµήµα 

οιχα. Όλες οι χηµικές 

ησ λυ

Α

 

- 

Κ

(D

σ

 

 

Οι ενώσεις SIH (Salicylaldehyde Isonicotinoyl Hydrazone) και δεφερασιρόξη 

(ICL-670) ήταν µια ευ

M

Μηχανικών Επιστηµών, Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων) αντίστ

ουσίες που χρ ιµοποιήθηκαν για την παρασκευή δια µάτων ήταν αναλυτικού 

βαθµού καθαρότητας. 
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2.2. Καλλιέργειες κυττάρων 

 

 

2.2.1. ∆ιατήρηση κυτταρικών σειρών 

 
Κυτταρική σειρά HepG2 

 

 Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HepG2 (Human 

epatocellular liver carcinoma cell line), η οποία προέρχεται από ηπατοκύτταρα 

ασθενο

σ

ερη φυγοκέντρηση. Το κυτταρικό ίζηµα επαναιωρήθηκε στο 

ίγµα κατάψυξης (90% FBS, 10% DMSO) και ένα ml του µίγµατος αυτού 

εταφέρθηκε σε ειδικά σωληνάρια κατάψυξης (cryotubes) που ψύχονται σταδιακά 

τους -80οC για 48 ώρες και στη συνέχεια τοποθετούνται στο υγρό άζωτο όπου και 

ιατηρούνται. 

Για την επανακαλλιέργεια της κυτταρικής σειράς, τα κύτταρα µεταφέρθηκαν 

πό το υγρό άζωτο σε θερµοκρασία 37oC. Το περιεχόµενο των ειδικών σωληναρίων 

ατάψυξης µεταφέρθηκε σε φυγοκεντρικό σωλήνα µε 9 ml πλήρους καλλιεργητικού 

λικού και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 250 x g. Το κυτταρικό ίζηµα 

παναιωρήθηκε σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό και εν συνεχεία τοποθετήθηκε σε 

υβλία κυτταροκαλλιέργειας όπου και καλλιεργήθηκε στις συνήθεις συνθήκες για 24 

ρες. 

υτταρική σειρά Jurkat 

Ακόµη, χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική σειρά Jurkat, η οποία προέρχεται από 

-λεµφοκύτταρα ασθενούς µε οξεία λευχαιµία. Η µακροχρόνια διατήρηση της 

υτταρικής σειράς έγινε σε δοχεία που περιέχουν υγρό άζωτο (-196οC). Η διαδικασία 

ου ακολουθήθηκε ήταν η εξής: τα κύτταρα, στην εκθετική φάση ανάπτυξης, 

h

ύς µε καρκίνο του ήπατος. Η µακροχρόνια διατήρηση της κυτταρικής σειράς 

έγινε σε δοχεία που περιέχουν υγρό άζωτο (-196οC). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε 

ήταν η εξής: τα κύτταρα, την εκθετική φάση ανάπτυξης, συλλέχθηκαν µε 

θρυψινοποίηση και φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 250 x g (Heraeus Megafuge 

1.0 R, Heraeus Instruments, Hanau, Germany). Ακολούθησε επαναιώρηση σε 

διάλυµα PBS και δεύτ

µ

µ

σ
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συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν στα 700 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R, Heraeus 

struments, Hanau, Germany) για 5 λεπτά. Ακολούθησε επαναιώρηση σε διάλυµα 

BS και φυγοκέντρηση όπως και προηγουµένως. Το κυτταρικό ίζηµα επαναιωρήθηκε 

 DMSO) και ένα ml του µίγµατος αυτού 

εταφέρθηκε σε ειδικά σωληνάρια κατάψυξης (cryotubes) που ψύχονται σταδιακά 

 και στη συνέχεια τοποθετούνται στο υγρό άζωτο όπου και 

ιατηρούνται. 

τταρα HepG2 προσκολλώνται σε σταθερό υπόστρωµα και 

αναπτύ

µπλουτισµένο µε 10% απενεργοποιηµένο µε θέρµανση ορό FBS (Fetal Bovine 

erum, FBS), 2 mM L-γλουταµίνη, 100 U/ml πενικιλίνη και 100 µg/ml 

εξασφάλιση της στειρότητας. Ο χειρισµός των κυτταρικών 

ειρών πραγµατοποιήθηκε σε εστία κάθετης νηµατικής ροής, ώστε να εξασφαλίζεται 

παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε µικροσκόπιο ανάστροφης φάσης. Τα υλικά που 

In

P

στο µίγµα κατάψυξης (90% FBS, 10%

µ

στους -80οC για 48 ώρες

δ

Για την επανακαλλιέργεια της κυτταρικής σειράς, τα κύτταρα µεταφέρθηκαν 

από το υγρό άζωτο σε θερµοκρασία 37oC. Το περιεχόµενο των ειδικών σωληναρίων 

κατάψυξης µεταφέρθηκε σε φυγοκεντρικό σωλήνα µε 9ml πλήρους καλλιεργητικού 

υλικού και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 700 x g. Το κυτταρικό ίζηµα 

επαναιωρήθηκε σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό και εν συνεχεία τοποθετήθηκε σε 

τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας όπου και καλλιεργήθηκε στις συνήθεις συνθήκες για 24 

ώρες. 

 

 

2.2.2. Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας 

 

Τα κύ

σσονται µέχρι τη δηµιουργία πλήρους ταπήτου σχηµατίζοντας αποφυάδες, σε 

πλήρες καλλιεργητικό υλικό DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) που είναι 

εµπλουτισµένο µε 10% απενεργοποιηµένο µε θέρµανση ορό FBS (Fetal Bovine 

Serum, FBS), 100 U/ml πενικιλίνη και 100 µg/ml στρεπτοµυκίνη για την εξασφάλιση 

της στειρότητας. Αντίθετα, τα κύτταρα Jurkat αναπτύσσονται ως εναιώρηµα σε 

πλήρες καλλιεργητικό υλικό RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) το οποίο 

είναι ε

S

στρεπτοµυκίνη για την 

σ

περιβάλλον αποµονωµένο από την ατµόσφαιρα για την αποφυγή µολύνσεων. Η 

ανάπτυξη των κυττάρων έγινε σε επωαστικό κλίβανο (Forma Scientific) ο οποίος 

παρείχε σταθερή θερµοκρασία 37οC, κατάλληλες συνθήκες υγρασίας και ατµόσφαιρα 

εµπλουτισµένη µε 5% CO2 για τη διατήρηση του pH στο καλλιεργητικό υλικό. Η 
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χρησιµοποιήθηκαν περισσότερες από µία φορές αποστειρώθηκαν για µία ώρα στους 

120οC. 

 

 

2.2.3. Μέτρηση της βιωσιµότητας των κυττάρων 

 

 Η µέτρηση της βιωσιµότητας έγινε µε τη µέθοδο του αποκλεισµού της 

χρωστι

ων στο σύνολο αυτών που µετρήθηκαν. 

Πρωτόκολλο γ  

κής κυανού του τρυπανίου (trypan blue dye exclusion). Χρησιµοποιήθηκε 

διάλυµα 0.25% χρωστικής σε 0.15 Μ NaCl. Σε ένα µέρος εναιωρήµατος κυττάρων 

προστέθηκε ένα µέρος διαλύµατος της χρωστικής, το µίγµα µεταφέρθηκε σε 

αιµατοκυτταρόµετρο τύπου Neubauer και παρατηρήθηκε στο µικροσκόπιο 

ανάστροφης φάσης. Τα ζωντανά κύτταρα φαίνονταν πιο φωτεινά και διάφανα ενώ τα 

νεκρά εµφανίζονταν βαθύ µπλε. Η βιωσιµότητα είναι το ποσοστό των ζωντανών 

κυττάρ

 

 

2.3. ∆είγµατα ατόµων 

 

 για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε υ ιείς δότες

 

Στο συγκεκριµένο πρωτόκολλο συµπεριλήφθησαν 41 υγιείς δότες που 

προσήλθαν στο Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Ιωαννίνων για τη συνήθη διαδικασία 

της αιµοληψίας µετά από ολονύκτια νηστεία. Τα άτοµα, αφού έδωσαν τη 

συγκατάθεσή τους για να συµπεριληφθούν στη µελέτη, ενσωµατώθηκαν σε αυτή µε 

έναν κωδικό αναγνώρισης. 

Η επιλογή των υγιών δοτών έγινε σύµφωνα µε τα εξής κριτήρια αποκλεισµού: 

άτοµα µε ενεργό ή πρόσφατη λοίµωξη (τον τελευταίο µήνα), κακοήθη 

νεοπλασµατική νόσο, πρόσφατη αιµορραγία, αναιµία, αυτοάνοσες ή χρόνιες 

φλεγµονώδεις νόσους, νεφρική, ηπατική ή καρδιακή ανεπάρκεια. Ακόµη, 

αποκλείστηκαν ασθενείς που λάµβαναν φάρµακα µε αντιφλεγµονώδη ή 

αντιοξειδωτική δράση, εκτός από στατίνες, καθώς και πολυβιταµινούχα 

συµπληρώµατα διατροφής. 

Μετά την επιλογή των ατόµων ακολουθούσε η πλήρης καταγραφή των 

δηµογραφικών, κλινικών και εργαστηριακών χαρακτηριστικών του κάθε 



Υλικά και Μέθοδοι 
 

53

συµµετέχοντα. Η γενική εξέταση αίµατος και ο βιοχηµικός έλεγχος 

πραγµατοποιήθηκαν στα αντίστοιχα εργαστήρια του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου 

αννίνων. Η εκτίµηση των επιπέδων του LIP πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο 

ιολογικής Χηµείας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων 

Ιωαννίνων κατά τη χρονική περίοδο 

009-2010. Οι ασθενείς, αφού έδωσαν τη συγκατάθεσή τους για να συµπεριληφθούν 

τη µελέτη, ενσωµατώθηκαν σε αυτή µε έναν κωδικό αναγνώρισης. 

 πραγµατοποιήθηκε µε βάση συγκεκριµένα κριτήρια 

υµµετοχής και αποκλεισµού σύµφωνα µε τα οποία: ασθενείς µε χρόνια συστολική 

καρδιοµυοπάθεια, 

ιάρκειας µεγαλύτερης από έξι µήνες και µε κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας 

(Left V

 

ακή ανεπάρκεια, σοβαρή βαλβιδοπάθεια, πρόσφατη 

αγγειοπ

) ο

δ ή

ν

α ε

 ε ή

ίνης, καθώς και πολυβιταµινούχα συµπληρώµατα 

Ιω

Β

(κυτταροµετρητής ροής Becton Dickinson). 

 

 

Πρωτόκολλο για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε ασθενείς µε χρόνια συστολική 

καρδιακή ανεπάρκεια 

 

Στο συγκεκριµένο πρωτόκολλο συµπεριλήφθησαν 60 ασθενείς µε χρόνια 

συστολική καρδιακή ανεπάρκεια, οφειλόµενη σε ισχαιµία ή διατατική 

καρδιοµυοπάθεια, που ήταν υπό θεραπεία και παρακολούθηση στην Καρδιολογική 

Κλινική του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου 

2

σ

Η επιλογή των ασθενών

σ

καρδιακή ανεπάρκεια, ισχαιµικής αιτιολογίας ή από διατατική 

δ

entricular Ejection Fraction, LVEF) µικρότερο ή ίσο του 45% (LVEF≤45%) 

συµπεριλήφθησαν στη µελέτη. Επίσης, οι ασθενείς βρίσκονταν στη βέλτιστη 

θεραπευτική αγωγή για την καρδιακή ανεπάρκεια χωρίς να έχουν αµφικοιλιακούς 

βηµατοδότες ή µηχανική αντλία υποστήριξης της καρδιακής λειτουργίας. Αντίθετα, 

ασθενείς µε οξεία καρδι

λαστική, πρόσφατο οξύ στεφανιαίο επεισόδιο, ενεργό ή πρόσφατη λοίµωξη 

(τον τελευταίο µήνα , κακοήθη νεοπλασµατική νόσ , αιµατολογικές δυσκρασίες, 

αιµορραγικές ιαταραχές, πρόσφατη αιµορραγία, αυτοάνοσες  χρόνιες 

φλεγµονώδεις όσους, νεφρική ανεπάρκεια τελικού σταδίου, ή ηπατική ανεπάρκεια 

αποκλείστηκαν πό τη µ λέτη. Ακόµη, ασθενείς που λάµβαναν φάρµακα µε 

αντιφλεγµονώδη ή αντιοξ ιδωτικ  δράση, εκτός από στατίνες και αναστολείς του 

άξονα ρενίνης-αγγειοτενσ
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διατροφής αποκλείστηκαν. Τ λος, ασθενείς που κατανάλωναν αλκοόλ ή ήταν 

καπνιστές δε συµµετείχαν στη µελέτη. 

Μετά την επιλογή και την εξασφάλιση της συγκατάθεσης των ασθενών 

ακολουθούσ  η πλήρης καταγραφή των ηµογραφικών, λινικών και εργαστηριακών 

χαρακτηριστικών του κάθε συµµετέχοντα. Η

έ   

ε  δ κ

 διάγνωση της καρδιακής ανεπάρκειας 

θηκε µετά από ειδικές εξετάσεις που πραγµατοποιήθηκαν στην Καρδιολογική 

λινική του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ιωαννίνων. Πιο συγκεκριµένα, ο 

 µέτρηση του τελοσυστολικού και τελοδιαστολικού 

γκου αίµατος µέσω του κανόνα του Simpson’s (µέθοδος δίσκων-επιφανείας). Με 

υπερηχ

stems, Behring 

Diagno

 

λ το  η

τέ

Κ

υπολογισµός του κλάσµατος εξώθησης αριστερής κοιλίας (LVEF) έγινε 

υπερηχογραφικά µε απευθείας

ό

οκαρδιογραφικές µεθόδους υπολογίστηκε επίσης και η συστολική πίεση της 

δεξιάς κοιλίας (Right Ventricular Systolic Pressure, RVSP). Η γενική εξέταση 

αίµατος και ο βιοχηµικός έλεγχος πραγµατοποιήθηκαν στα αντίστοιχα εργαστήρια 

του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ιωαννίνων. Ο προσδιορισµός της C-αντιδρώσας 

πρωτεΐνης (C-reactive protein, CRP) έγινε µε ανοσονεφελοµετρική µέθοδο υψηλής 

ευαισθησίας (Beckman Coulter/Immage Immunochemistry Sy

stics, Somerville, New Jersey). Ο ρυθµός κάθαρσης της κρεατινίνης 

εκτιµήθηκε σύµφωνα µε τον τύπο Cockcroft-Gault [Scrutinio et al., 2009]. Η 

εκτίµηση των επιπέδων του LIP πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογικής 

Χηµείας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων (κυτταροµετρητής ροής 

CyFlowML Partec). 

Ο πληθυσµός των ασθενών αποτελούνταν από 54 άντρες (42 εκ των οποίων 

είχαν καρδιακή ανεπάρκεια ισχαιµικής αιτιολογίας) και 6 γυναίκες και ταξινοµήθηκε 

σε δύο οµάδες ανάλογα µε το κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας. Την πρώτη 

οµάδα αποτελούσαν ασθενείς µε σοβαρή ανεπάρκεια αριστερής κοιλίας, δηλαδή µε 

LVEF≤30% και τη δεύτερη οµάδα ασθενείς µε µέτρια ανεπάρκεια αριστερής κοιλίας, 

δηλαδή µε LVEF>30%. Σε µια επιπρόσθετη υποανάλυση, οι ασθενείς διαχωρίστηκαν 

µε βάση τη ειτουργική υς κατάσταση σύµφωνα µε την ταξινόµ ση της 

Καρδιολογικής Εταιρίας της Νέας Υόρκης (New York Heart Association, NYHA) σε 

δύο επιπλέον οµάδες. Στην πρώτη οµάδα συµπεριλήφθησαν ασθενείς µε στάδιο 

NYHA Ι και ΙΙ, ενώ στη δεύτερη ασθενείς µε στάδιο NYHA ΙΙΙ και ΙV. 
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2.4. Μέθοδοι 

 

 

φ µ  

ο

περνά την πλασµατική µεµβράνη των κυττάρων και να αποσπά 

το σίδη

 

ν αυτών να 

ποσπούν ολόκληρη την ποσότητα σιδήρου που είναι συνδεδεµένη µε την καλσεΐνη. 

 

 

2.4.1. Μέτρηση της ενδοκυττάριας δέσµευσης του οξειδοαναγωγικά ενεργού 

σιδήρου (LIP) 

 

Ο προσδιορισµός των επιπέδων του LIP στην κυτταρική σειρά HepG2 

πραγµατοποιήθηκε θορισµοµετρικά µε τη έθοδο της ευαίσθητης φθορίζουσας 

ουσίας καλσεΐνη. Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: κύτταρα 

HepG2 (150.000/ml) συλλέχθηκαν µε θρυψινοποίηση και φυγοκεντρήθηκαν για 5 

λεπτά στα 250 x g. Το ίζηµα που συλλέχθηκε µε τη φυγοκέντρηση επαναιωρήθηκε σε 

ένα ml ρυθµιστικού διαλύµατος, που περιείχε PBS, 1 mg/ml ορού βοός αλβουµίνης 

και 20 mM ρυθµιστικού διαλύµατος HEPES µε pH=7.3. Ακολούθως, τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε 0.15 µΜ καλσεΐνης-ΑΜ για 10 λεπτά στους 37oC και 

φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 250 x g. Στο επόµενο στάδιο της διαδικασίας, το 

ίζηµα επαναιωρήθηκε σε δύο ml του προηγούµενου ρυθµιστικού διαλύµατος και 

τοποθετήθηκε σε θερµοστατούµενη κυβέτα (37οC), υπό ανάδευση, όπου  φθορισµός 

της καλσεΐνης (µήκος κύµατος διέγερσης: 488nm και µήκος κύµατος εκποµπής: 

517nm) καταγράφηκε σε φασµατοφωτόµετρο φθορισµού (F-2500 Hitachi). Τέλος, 

προστέθηκε για πέντε λεπτά ο εξειδικευµένος σιδηροδεσµευτής SIH (11 µΜ) που έχει 

την ικανότητα να δια

ρο που είναι δεσµευµένος µε την καλσεΐνη προκαλώντας την αύξηση του 

φθορισµού της. Η διαφορά του φθορισµού της καλσεΐνης πριν και µετά την 

προσθήκη του SIH εκφρασµένη σε αυθαίρετες µονάδες αντιπροσωπεύει τον 

ενδοκυττάριο σίδηρο που δεσµεύει η καλσεΐνη. 

Οι ενώσεις δεσφεριοξαµίνη, δεφεριπρόνη, δεφερασιρόξη και καφεϊκό οξύ 

προστέθηκαν άµεσα στην κυβέτα αντί του SIH. Η αύξηση του φθορισµού της 

καλσεΐνης που καταγράφηκε σε κάποιες από τις συγκεκριµένες ενώσεις καταδεικνύει 

τη δυνατότητα αυτών να αποσπούν σίδηρο από την καλσεΐνη. Η µετέπειτα προσθήκη 

του εξειδικευµένου σιδηροδεσµευτή SIH στο τελικό στάδιο του πειράµατος 

πραγµατοποιήθηκε µε σκοπό να ελεγχθεί η ικανότητα των ενώσεω

α
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2.4.2. Ηλεκτροφόρηση του DNA µεµονωµένων κυττάρων (Comet assay) 

Η εκτίµηση των βλαβών στο κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 πραγµατοποιήθηκε 

στή και ως «comet assay». Η comet assay είναι µία απλή, εύχρηστη 

αι ευαίσθητη µέθοδος ανίχνευσης σχάσεων στη µία αλυσίδα του κυτταρικού DNA, 

που δια

υ ς

 

αριθµό των σχάσεων του. Κάτω από 

αυτές τ

π

 

µε την τεχνική της «ηλεκτροφόρησης µεµονωµένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης», 

η οποία είναι γνω

κ

θέτει το πλεονέκτηµα της µελέτης της βλάβης του κάθε κυττάρου ξεχωριστά. 

Η πρώτη περιγραφή της τεχνικής πραγµατοποιήθηκε από τους Ostling και Johanson, 

οι οποίοι δηµοσίευσαν µία µέθοδο για την ανίχνευση των βλαβών στο κυτταρικό 

DNA µετά από έκθεση των κυττάρων σε ιονίζουσα ακτινοβολία [Ostling and 

Johanson, 1984]. Λίγα χρόνια αργότερα ο Singh και οι συνεργάτες του [Singh et al., 

1988] τροποποίησαν την αρχική µορφή της µεθόδου των Ostling και Johanson και 

έβαλαν τη βάση για τη µετέπειτα εξέλιξή της. Από τη στιγµή που εµφανίστηκε η 

µέθοδος, µέχρι σήµερα, έχει ποστεί διάφορε  αλλαγές µε τις οποίες αυξήθηκαν 

σηµαντικά τόσο η ευαισθησία όσο και η χρησιµότητα της. Έτσι, ανάλογα µε τις 

πειραµατικές συνθήκες η comet assay έχει τη δυνατότητα να ανιχνεύει σχάσεις στις 

µονές ή τις διπλές αλυσίδες του DNA, αλλά και οξειδωµένες βάσεις του DNA. 

Στην παρούσα µελέτη εκτιµήθηκαν σχάσεις στις µονές αλυσίδες του DNA. 

Για το σκοπό αυτό, το DNA ηλεκτροφορήθηκε κάτω από ισχυρά αλκαλικές συνθήκες 

(pH>13) µε αποτέλεσµα τη µετουσίωσή του (λύση των δεσµών υδρογόνου και 

αποδιάταξη του δίκλωνου DNA προς µονόκλωνο). Η παρουσία σχάσεων στις 

µονόκλωνες αλυσίδες του DNA επιτρέπει τη µετατόπιση του αρνητικά φορτισµένου 

DNA προς την άνοδο κατά την ηλεκτροφόρηση, µε αποτέλεσµα να προκύπτουν 

διάφοροι σχηµατισµοί του DNA που µοιάζουν µε κοµήτες. Μάλιστα, το ποσοστό του 

DNA που µετατοπίζεται είναι ανάλογο µε τον 

ις συνθήκες ανιχνεύονται επίσης και απουρινικές ή απυριµιδινικές περιοχές 

(AP sites), οι οποίες σε υψηλό pH µετατρέπονται σε σχάσεις (alkali labile sites). 

Μετά την ηλεκτροφόρηση, οι δίκλωνες αλυσίδες του DNA, που δεν έχουν 

µετατοπιστεί κατά την ηλεκτροφόρηση, επανασχηµατίζονται. Έτσι οι σχηµατισµοί, 

που αρατηρούνται στο µικροσκόπιο µετά από τη χρώση του DNA, είναι στην πράξη 

«θηλιές» του DNA, που απελευθερώνονται από ένα υψηλά υπερελικοµένο σύµπλοκο 

DNA-πρωτεϊνών (nucleoids). 
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Πειραµατική διαδικασία 

 
Μετά την προεπώαση των κυττάρων µε τις ενώσεις δεσφεριοξαµίνη, 

δεφεριπρόνη, δεφερασιρόξη και καφεϊκό οξύ ακολούθησε έκθεση των κυττάρων σε 

Η2Ο2. Στη συνέχεια, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και αφού αναµίχθηκαν µε ψυχρό PBS, 

φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 450 x g (centrifuge 5415D, Eppendorf). Το 

κυτταρικό ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 100 µl διαλύµατος αγαρόζης χαµηλού σηµείου 

τήξεως (1% σε PBS) και µεταφέρθηκε σε αντικειµενοφόρες πλάκες µικροσκοπίου, οι 

οποίες προηγουµένως είχαν επιστρωθεί µε αγαρόζη κανονικού σηµείου τήξεως (1% 

σε PBS), και σκεπάστηκε µε καλυπτρίδα 2 x 2 cm. Οι πλάκες τοποθετήθηκαν στους 4 

C για δέκα λεπτά, ώστε να σχηµατιστεί η πηκτή και στη συνέχεια εµβαπτίστηκαν για 

60 λεπτά σε διάλυµα λύσης (2,5 Μ NaCl, 0,1 M EDTA, 10 µΜ Tris-Cl, 1% Triton X-

100, pH 10) στους 4 C. Στο στάδιο αυτό οι µεµβράνες και τα περισσότερα κυτταρικά 

συστατικά διαλύονται, ενώ το DNA παραµένει εγκλωβισµένο στην πηκτή της 

αγαρόζης, υπερελικοµένο και συσκευασµένο σε µία πυρηνοειδή (nucleus-like) δοµή. 

Εν συνεχεία, οι αντικειµενοφόρες πλάκες τοποθετήθηκαν σε µία οριζόντια συσκευή 

ηλεκτροφόρησης, που περιείχε ψυχρό διάλυµα αποδιάταξης (0,3 Μ NaOH, 

0

0

1 mM 

EDTA,

ε µία από τις πέντε τάξεις (0-4) ανάλογα µε τα 

ορφολογικά του γνωρίσµατα (εικόνα 22). Η βλάβη σε κάθε δείγµα εκφράστηκε 

ολικά σε αυθαίρετες µονάδες, πολλαπλασιάζοντας το ποσοστό των σχηµατισµών ανά 

 pH>13) για 40 λεπτά, έτσι ώστε να ξεδιπλωθούν οι αλυσίδες του κυτταρικού 

DNA. Στην συνέχεια η ηλεκτροφόρηση του DNA πραγµατοποιήθηκε στο ίδιο 

διάλυµα (30 V, 300 mA) για 30 λεπτά και ακολούθησε ουδετεροποίηση σε PBS (3 

φορές από 5 λεπτά η κάθε µία) [Panayiotidis et al., 1999]. 

 

Αξιολόγηση των σχάσεων 

 

Για την αξιολόγηση των σχάσεων πραγµατοποιήθηκε χρώση του κυτταρικού 

DNA µε προσθήκη 40 µl διαλύµατος της φθορίζουσας χρωστικής Hoechst 33342 (2,5 

µg/ml σε PBS) ανά πλάκα και παραµονή στο σκοτάδι για 10 περίπου λεπτά. Στη 

συνέχεια, οι πλάκες εµβαπτίστηκαν σε PBS και η πηκτή καλύφθηκε µε καλυπτρίδα. 

Οι πλάκες παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο φθορισµού µε φίλτρο διέγερσης 490 nm 

και σε µεγέθυνση 400. Η βλάβη δεν ήταν οµοιογενής και η οπτική της εκτίµηση για 

κάθε δείγµα βασίστηκε στο χαρακτηρισµό 100 τυχαίων σχηµατισµών. Κάθε 

σχηµατισµός κατατάχτηκε σ

µ
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τάξη µε τον αριθµό της τάξης που ανήκε. Έτσι, η βλάβη του DNA λαµβάνει τιµές από 

 (όλοι οι σχηµατισµοί στην τάξη 0) έως 400 (όλοι οι σχηµατισµοί στην τάξη 4) 

αυθαίρ

ων διαφόρων σταδίων της πειραµατικής διαδικασίας της 

εχνικής του «comet assay» (Α) και µορφολογική κατάταξη των σχηµατισµών του DNA 

στις διά

 

 

2.4.3. Ανάλυση των διαφόρων µορφών της τρανσφερρίνης µε ηλεκτροφόρηση 

ουρίας-πολυακρυλαµιδίου (Urea PolyAcrylamide Gel Electrophoresis-UPAGE) 

 

Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης της τρανσφερρίνης επί πήγµατος ουρίας-

πολυακρυλαµιδίου αποτελεί µια µέθοδο ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών µε 

αποδιατακτικό παράγοντα την ουρία. Η πηκτή πολυακρυλαµιδίου αποτελεί προϊόν 

συνπολυµερισµού του ακρυλαµιδίου και του Ν,Ν-µεθυλένο-δις-ακρυλαµιδίου 

0

ετες µονάδες [Panayiotidis et al., 1999]. 

 

 

Α Β

 

Εικόνα 22. Καταγραφή τ

τ

φορες τάξεις (Β). 
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αποτέλεσµα του οποίου είναι ο σχηµατισµός τρισδιάστατων πλεγµάτων ηλεκτρικά 

ουδέτερων. Το µέγεθος των πόρων των πλεγµάτων εξαρτάται από την ολική 

συγκέντρωση του ακρυλαµιδίου. Ο συνπολυµερισµός επιτυγχάνεται µε την προσθήκη 

υ υπερθειϊκού αµµωνίου ((ΝΗ4)2S2O8, APS), µέσω του οποίου απελευθερώνονται 

ελεύθερες ρίζες, και του καταλύτη N,N,N΄,Ν΄-τετραµέθυλο-αιθυλοδιαµίνη 

(TEMED), που καταλύει τη διάδοση των ελεύθερων ριζών στο σύστηµα 

πολυµερισµού. Ο αποδιατακτικός παράγοντας είναι η ουρία και για το λόγο αυτό η 

ηλεκτροφόρηση χαρακτηρίζεται ως ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ουρίας-

πολυακρυλαµιδίου (Urea PolyAcrylamide Gel Electrophoresis-UPAGE). 

Σύµφωνα µε τους Mackey και Seal [Mackey DG. and Seal US., 1976], η 

βασική αρχή της µεθόδου στηρίζεται στη διαφορετική κινητικότητα που 

παρουσιάζουν, υπό τις συγκεκριµένες αποδιατακτικές συνθήκες, οι µορφές της 

τρανσφερρίνης µετά τη δέσµευση σιδήρου. Η αποτρανσφερρίνη, που δεν έχει 

δεσµεύσει σίδηρο, αποδιατάσσεται σχετικά εύκολα και µετακινείται ελάχιστα στην 

πηκτή, ενώ η µονοσιδηρική τρανσφερρίνη, που έχει δεσµεύσει ένα µόνο ιόν 

τρισθενούς σιδήρου είτε στο C-λοβό είτε στο Ν-λοβό, είναι πιο σταθερή και 

µετακινείται περισσότερο. Τέλος, η δισιδηρική τρανσφερρίνη, που έχει δεσµεύσει 

δύο ιόντα τρισθενούς σιδήρου, είναι ακόµη πιο σταθερή και διανύει µεγαλύτερο 

διάστηµα στην πηκτή πριν αποδιαταχθεί από την ουρία. 

 

ειραµατική διαδικασία 

 

Το σύστηµα της πηκτής ουρίας-πολυακρυλαµιδίου αποτελείται από δύο 

διαφορετικές πηκτές, την πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel) και την πηκτή 

ιαχωρισµού (resolving gel ή running gel). Η πηκτή επιστοίβαξης, που επιτρέπει τη 

υγκέντρωση της πρωτεΐνης του δείγµατος σε αυτή προτού εισέλθει στην πηκτή 

 

ρωτεΐνη στη συνέχεια εισέρχεται στην πηκτή διαχωρισµού, η οποία περιέχει 6% 

ακρυλα

ο

πριν τη µεταφορά τους στο σύστηµα της πηκτής ουρίας-πολυακρυλαµιδίου. Η 

το

Π

δ

σ

διαχωρισµού, περιέχει 4% ακρυλαµίδιο (w/v), διάλυµα ΤΒΕ (9 mΜ Tris – 9 mM 

Borate - 0.2 mM EDTA) µε pH=8.2, 10% (w/v) APS, 5 µl TEMED και 6 M ουρία. Η

π

µίδιο (w/v), διάλυµα ΤΒΕ (9 mΜ Tris – 9 mM Borate - 0.2 mM EDTA) µε 

pH=8.2, 10% (w/v) APS, 2 µl TEMED και 6 M υρία. 

Η προετοιµασία των δειγµάτων ορού περιφερικού αίµατος (25 µl) απαιτούσε 

την επεξεργασία αυτών µε την ουσία rivanol lactate (2,5-diamino-7 ethoxyacridine) 
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προσθήκη της ουσίας (200 µl) και η ακόλουθη φυγοκέντρηση των δειγµάτων στα 

10000 x g για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου οδήγησε στην κατακρήµνιση της 

αλβουµίνης και του µεγαλύτερου µέρους των β-σφαιρινών. Παράλληλα, διατήρησε 

στο υπερκείµενο ανέπαφες τις γ-σφαιρίνες και κάποιες από τις β-σφαιρίνες 

συµπεριλαµ ανοµένης τη τρανσφερρίνης. Το υπερκείµενο αυτό συλλέχθηκε για την 

περαιτέρω χρησιµ ποίηση του κατά την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων. 

Τα δείγµατα (2.5 µg καθαρής απο-τρανσφερρίνης και 20 µl από το 

υπερκείµενο του εξεργασµένου ορού α  δείγµα) µεταφέρ ηκαν στο σύστηµα της 

πηκτής αφού προηγουµένως αναµείχθηκαν σε αναλογία 1:1 (%v/v) µε 

β ς 

ο

επ νά θ  

το διάλυµα 

δείγµατ

 

οµένων 

R-250 staining 

οποία τα µόρια χρωστικής 

αποµακ

ος (sample buffer) που περιέχει 9 mΜ Tris - 9 mM Borate - 0.2 mM EDTA, 

0.3 Μ ficoll, 0.5% διάλυµα χρωστικής κυανού της βρωµοφαινόλης και κυανόλης του 

ξυλενίου καθώς και 6 Μ ουρία. Η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε 

σε διάλυµα ΤΒΕ (9 mM Tris - 9 mM Borate - 0.2 mM EDTA) µε pH=8.2 στα 125 

Volts για περίπου δυόµισι ώρες για την περίπτωση των πειραµάτων µε την καθαρή 

αποτρανσφερρίνη και στα 125 Volts για περίπου τρισήµισι ώρες για την περίπτωση 

των πειραµάτων µε την τρανσφερρίνη ορού (συσκευή MINI-PROTEAN II, BIO-

RAD). 

 

Οπτικοποίηση και επεξεργασία των ηλεκτροφορητικών δεδ

 

Coomassie brilliant blue 

 

Η οπτικοποίηση των ηλεκτροφορητικών δεδοµένων πραγµατοποιήθηκε µέσω 

επώασης της πηκτής ουρίας-πολυακρυλαµιδίου µε διάλυµα της χρωστικής ένωσης 

Coomassie brilliant blue R-250 (0.25% (w/v) Coomassie Briliant Blue, 9.2% (v/v) 

οξικό οξύ, 45.5% µεθανόλη) για 30 λεπτά. Κατά τη διάρκεια της επώασης, τα µόρια 

της χρωστικής συµπλέκονται µε τα αµινοξέα τρυπτοφάνη (Trp), τυροσίνη (Tyr), 

φαινυλανίνη (Phe), ιστιδίνη (His) και λυσίνη (Lys) των πρωτεϊνών µέσω ιοντικών και 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Μετά το πέρας της αντίδρασης χρώσης, ακολούθησε 

επώαση της πηκτής µε διάλυµα αποχρωµατισµού (destaining) (40% (v/v) µεθανόλη, 

10% (v/v) οξικό οξύ) για 30 λεπτά, κατά την 

ρύνονται από µη πρωτεϊνικές περιοχές της πηκτής ενώ οι περιοχές πρωτεΐνης 

εµφανίζονται ως ζώνες βαθυκύανου χρώµατος. Με τον τρόπο αυτό, επιτυγχάνεται η 
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αποτύπωση στην πηκτή όλων των µορφών της τρανσφερρίνης, όπως αυτές 

διαχωρίζονται µετά τη δέσµευση σιδήρου σε αυτή. 

 

Quantity One 

 

Η επεξεργασία και η ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µέσω του 

προγρά

A) σε αναλογία 1:6 αντίστοιχα και το µίγµα τοποθετήθηκε στον πάγο για 20 

επτά προκειµένου να επιτευχθεί η λύση των ερυθροκυττάρων. Ακολούθησε 

ήµατος στο οποίο 

εριέχονταν τα λευκοκύτταρα. Ο πληθυσµός των λευκοκυττάρων επαναιωρήθηκε σε 

ι φυγοκεντρήθηκε για ακόµη µια φορά στα 

000 x g για 5 λεπτά. Τελικά, το ίζηµα που συλλέχθηκε µετά την τελευταία 

φυγοκέ

περιείχε τα ερυθροκύτταρα, συλλέχθηκαν 10 µl. Η ποσότητα αυτή αναµείχθηκε µε 

µµατος Quantity One (BIO-RAD). Ο κορεσµός της τρανσφερρίνης (%) έχει 

υπολογιστεί µε την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x [Monoferric-Tf]) x 100. 

 

 

2.4.4. Προετοιµασία δείγµατος για την ανάλυση λευκοκυττάρων του περιφερικού 

αίµατος µε κυτταροµετρία ροής 

 

Ο ολικός πληθυσµός των λευκοκυττάρων αποµονώθηκε µετά από υπο-

ωσµωτική λύση των ερυθροκυττάρων. Ποσότητα (2 ml) ηπαρινισµένου περιφερικού 

αίµατος αναµείχθηκε µε διάλυµα λύσης (156 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3 και 97 

µΜ EDT

λ

φυγοκέντρηση στα 1000 x g για 5 λεπτά και συλλογή του ιζ

π

πλήρες καλλιεργητικό υλικό DMEM κα

1

ντρηση επαναιωρήθηκε σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό DMEM σε τελική 

συγκέντρωση 1.5 x 106 λευκοκύτταρα/ml και µεταφέρθηκε σε ειδικά σωληνάρια 

κυτταροµετρίας ροής για την περαιτέρω ανάλυσή του. 

 

 

2.4.5. Προετοιµασία δείγµατος για την ανάλυση ερυθροκυττάρων µε 

κυτταροµετρία ροής 

 

Ένα ml ηπαρινισµένου περιφερικού αίµατος φυγοκεντρήθηκε στα 600 x g για 

5 λεπτά. Το υπερκείµενο που περιείχε το µεγαλύτερο ποσοστό των λευκοκυττάρων 

και των αιµοπεταλίων του αίµατος αφαιρέθηκε, ενώ από το εναποµείναν ίζηµα, που 
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διάλυµα PBS σε α αλογία 1:1000 αντίστοιχα. Τελικά, ένα ml του µίγµατος αυτού 

µεταφέρθηκε σε ειδικά σωληνάρια κυτταροµετρίας

ν

 ροής για την περαιτέρω ανάλυσή 

ου. 

2.4.6. 

Ποσότητα (100 µl) ηπαρινισµένου περιφερικού αίµατος αναµείχθηκε µε 

ιάλυµα PBS σε αναλογία 1:10 αντίστοιχα. Ακολούθησε φυγοκέντρηση του 

γοκέντρηση επαναιωρήθηκε σε ένα ml διαλύµατος 

BS. Από το εναιώρηµα που προέκυψε χρησιµοποιήθηκαν 6µl τα οποία επωάστηκαν 

µε 15 µ

 ροής. Η κυτταροµετρία ροής 

ποτελεί µια αυτοµατοποιηµένη µέθοδο µέσω της οποίας επιτυγχάνεται η 

ολυπαραµετρική ανάλυση φυσικών και χηµικών ιδιοτήτων µοναδιαίων κυττάρων 

 η

ngobardi G.A., 2001]. Παρουσιάζει µοναδικά πλεονεκτήµατα 

ε σχέση µε άλλες συµβατικές τεχνικές, όπως υψηλή ταχύτητα ανάλυσης, υψηλή 

ευαισθ

τ

 

 

Προετοιµασία δείγµατος για την ανάλυση δικτυοερυθροκυττάρων του 

περιφερικού αίµατος µε κυτταροµετρία ροής 

 

 

δ

δείγµατος στα 600 x g για 5 λεπτά και εν συνεχεία, αφού αφαιρέθηκε το υπερκείµενο, 

το ίζηµα που συλλέχθηκε µε τη φυ

P

l αντισώµατος CD45-PECy5 (δείκτης που αντιπροσωπεύει τον πληθυσµό των 

λευκοκυττάρων) και 60 µl αντισώµατος CD71-PE (δείκτης που χαρακτηρίζει την 

παρουσία του υποδοχέα τρανσφερρίνης-1) για 10 λεπτά στο σκοτάδι σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Τελικά, το δείγµα επαναιωρήθηκε σε ένα ml διαλύµατος PBS και 

µεταφέρθηκε σε ειδικά σωληνάρια κυτταροµετρίας ροής για την περαιτέρω ανάλυσή 

του. 

 

 

2.4.7. Ανάλυση κυττάρων του περιφερικού αίµατος µε κυτταροµετρία ροής 

 

Η ανάλυση των κυττάρων ηπαρινισµένου περιφερικού αίµατος 

πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της κυτταροµετρίας

α

π

που ρέουν µέσα σε µια συσκευή ανίχνευσης οπτικών και λεκτρονικών σηµάτων 

[Shapiro H., 2003; Lo

σ

ησία, επαναληψιµότητα, µεγάλη ποικιλία υλικών που µπορούν να αναλυθούν 

και δυνατότητα ταυτοποίησης σπάνιων πληθυσµών. 
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Ο κυτταροµετρητής ροής αποτελείται από τα εξής τρία βασικά συστήµατα: το 

υδροδυναµικό σύστηµα ροής, το οπτικό σύστηµα και το ηλεκτρονικό σύστηµα 

ανάλυσης δεδοµένων. Το υδροδυναµικό σύστηµα ροής που διαφορετικά ονοµάζεται 

αι σύστηµα «fluidics», περιλαµβάνει την κεντρική κυψελίδα ροής που λειτουργεί 

αν κανάλι µέσα στο οποίο ρέει το κυτταρικό εναιώρηµα, περιβαλλόµενο από 

ιτυγχάνει τη ροή των κυττάρων σε 

ονήρη διάταξη. Η υδροδυναµική εστίαση εξασφαλίζεται µε κατάλληλη ρύθµιση των 

er», καθώς και ένα πολύπλοκο 

σύστηµα φακών, φωτοανιχνευτών και φωτοπολλαπλασιαστών (εικόνα 22). Με την 

πρόσκρουση της ακτίνας laser επάνω στα κύτταρα, καθώς αυτά εξέρχονται από την 

κ

σ

ισότονο διάλυµα (sheath fluid) (εικόνα 23). Χαρακτηριστικό του συστήµατος είναι η 

εφαρµογή της υδροδυναµικής εστίασης που επ

µ

ταχυτήτων τόσο του δείγµατος όσο και του ισότονου διαλύµατος. 

 

Εικόνα 23. Αναπαράσταση του υδροδυναµικού συστήµατος ροής και του οπτικού 

συστήµατος ενός κυτταροµετρητή ροής. 

 

Το οπτικό σύστηµα περιλαµβάνει µονοχρωµατικές πηγές φωτός (µια ή και 

περισσότερες) που είναι γνωστές µε τον όρο «las
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κυψελί

Η συλλογή των φωτεινών σηµάτων και η διοχέτευσή τους στο ηλεκτρονικό 

σύστηµα του κυτταροµετρητή επιτυγχάνεται µε το σύστηµα των φακών, των 

φωτοανιχνευτών και των φωτοπολλαπλασιαστών. Το ηλεκτρονικό σύστηµα 

ανάλυσης δεδοµένων µετατρέπει τα φωτεινά σήµατα σε δεδοµένα τα οποία 

αναλύονται µέσω του ηλεκτρονικού υπολογιστή του κυτταροµετρητή ροής. Η 

σχηµατική απεικόνιση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιείται συνήθως µε τη χρήση 

ιστογραµµάτων (histogram) και στικτογραµµάτων (dot plot). 

 

 

2.4.8. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

κύτταρα του περιφερικού αίµατος µε κυτταροµετρία ροής 

 

Η εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε πληθυσµούς κυττάρων του περιφερικού 

αίµατος πραγµατοποιήθηκε µέσω µιας νέας µεθοδολογίας που περιλαµβάνει τη 

χρήση µιας ευαίσθητης φθορίζουσας ουσίας, της καλσεΐνης, σε συνδυασµό µε την 

τεχνική της κυτταροµετρίας ροής. 

Μετά την προετοιµασία των δειγµάτων των διαφορετικών πληθυσµών 

υττάρων περιφερικού αίµατος (λευκοκύτταρα, ερυθροκύτταρα και 

ermany). Με βάση τον πρόσθιο και πλάγιο 

κεδασµό, που αντιστοιχούν στο µέγεθος και την κοκκίωση των κυττάρων 

αντίστο

δα ροής σε µονήρη διάταξη, προκαλείται πρόσθιος σκεδασµός (Forward 

Scatter) που αντιστοιχεί στο µέγεθος των κυττάρων και πλάγιος σκεδασµός (Side 

Scatter) που αφορά την κοκκίωση τους, την πυκνότητα δηλαδή του εσωτερικού τους 

περιεχοµένου. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, είναι εφικτό να διαχωριστεί ηλεκτρονικά ο 

πληθυσµός που µας ενδιαφέρει σχηµατίζοντας γύρω του µια περίφραξη (gating), 

χωρίς να απαιτείται η αποµόνωση του κάθε είδους κυττάρου χωριστά. Επιπλέον, η 

ακτίνα laser προκαλεί διέγερση στις φθορίζουσες χρωστικές µε τις οποίες µπορεί να 

έχουν σηµανθεί τα κύτταρα προκαλώντας την εκποµπή σήµατος διαφορετικού 

µήκους κύµατος για κάθε µια από αυτές. 

κ

δικτυοερυθροκύτταρα), ακολούθησε η ανάλυση αυτών σε κυτταρόµετρο ροής 

(Beckton Dickinson, USA και Partec, G

σ

ιχα, ο πληθυσµός των λευκοκυττάρων διαχωρίστηκε σε τρεις διακριτούς 

υποπληθυσµούς (κοκκιοκύτταρα, µονοκύτταρα και λεµφοκύτταρα), ενώ παράλληλα 

εντοπίστηκε ο πληθυσµός των ερυθροκυττάρων. Όσον αφορά τον εντοπισµό του 

πληθυσµού των δικτυοερυθροκυττάρων, αυτός πραγµατοποιήθηκε µέσω των 
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επιφανειακών δεικτών CD45 και CD71 που αναφέρθηκαν προηγουµένως. Στη 

συνέχεια, οι πληθυσµοί των κυττάρων επωάστηκαν µε 5 nM καλσεΐνης-ΑΜ για 10 

λεπτά στους 37οC στο σκοτάδι και ακολούθως ο φθορισµός της καλσεΐνης 

καταγράφηκε στο πρόγραµµα ανάλυσης του κυτταροµετρητή ροής εκφρασµένος σε 

αυθαίρετες µονάδες (arbitrary units). Στο τελικό στάδιο της διαδικασίας, προστέθηκε 

για 5 λεπτά ο εξειδικευµένος σιδηροδεσµευτής SIH (100 µΜ), ο οποίος προκάλεσε 

µια περαιτέρω αύξηση του φθορισµού των κυττάρων που καταγράφηκε και πάλι στον 

κυτταροµετρητή ανάλυσης. Η διαφορά του φθορισµού πριν και µετά την προσθήκη 

του SIH αντιπροσωπεύει τα επίπεδα του LIP που δεσµεύει η καλσεΐνη στους 

πληθυσ

αγµατοποιήθηκε µε τη 

ρήση ενός πακέτου φύλλων εργασίας ενώ η στατιστική τους ανάλυση µε τη χρήση 

τατιστικών πακέτων. Τα λογισµικά προγράµµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 

 γραφικές απεικονίσεις 

ν διαγραµµάτων. Τα δεδοµένα παρουσιάστηκαν ως µέση τιµή ± σταθερή απόκλιση 

(mean 

ύν κανονική κατανοµή πραγµατοποιήθηκε µέσω 

του Stu

tne συ

π  

υ

µούς των λευκοκυττάρων, των ερυθροκυττάρων και των 

δικτυοερυθροκυττάρων. 

 

 

2.4.9. Στατιστική ανάλυση 

 

Η καταγραφή όλων των δεδοµένων της µελέτης πρ

χ

σ

Microsoft Office Εxcel 2007 και SPSS (version 13.0, Inc. Chicago, Illinois), τόσο για 

τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων όσο και για τις

τω

± SD), εκτός από τις µη παραµετρικές µεταβλητές οι οποίες παρουσιάστηκαν 

ως διάµεση τιµή (εύρος). Ο έλεγχος της κανονικής κατανοµής που ακολουθούν οι 

µεταβλητές πραγµατοποιήθηκε µε το τεστ Kolmogorov-Smirnov test. Η σύγκριση 

µεταξύ µεταβλητών που ακολουθο

dent’s t-test, ενώ µεταξύ αυτών που έχουν µη-κανονική κατανοµή µε το 

Mann-Whi y U test. Η σχέτιση µεταξύ του κλάσµατος εξώθησης αριστερής 

κοιλίας (LVEF) και διαφόρων άλλων αραµέτρων έγινε µε το συντελεστή του 

Pearson’s και του Spearman’s (κανονική, µη-κανονική κατανοµή, αντίστοιχα). 

Ακόµη, χρησιµοποιήθηκε πολυπαραγοντική ανάλ ση λογιστικής παλινδρόµησης 

συσχέτισης της σοβαρότητας της συστολικής ανεπάρκειας αριστερής κοιλίας µε 

διάφορες παραµέτρους και συσχέτισης της λειτουργικής κατάστασης κατά NYHA µε 

διάφορες παραµέτρους. Τιµή p<0.05 θεωρήθηκε στατιστικά σηµαντική.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

Μέρος Α 

 

 

 

3.1. Χρήση σιδηροδεσµευτικών εν εων ια την κινητο ίηση του 

ενδοκυττάριου σιδήρου 

 ώσ γ πο  

Οι ΑΧΝ, όπως έχει ήδη αναφερθεί, χαρακτηρίζονται από τη συσσώρευση 

του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος λόγω της 

λληλεπίδρασης ηπατιδίνης-φερροπορτίνης. Η κινητοποίηση του «εγκλωβισµένου» 

ενδοκυ

 

 

σιδήρου στα κύτταρα 

α

ττάριου σιδήρου θα µπορούσε να αποτελέσει µια ενδιαφέρουσα εναλλακτική 

πρόταση για την καλύτερη αντιµετώπιση των ΑΧΝ. 

Για το σκοπό αυτό, σε ένα πρώτο στάδιο της παρούσας µελέτης, διερευνήθηκε 

η ικανότητα εξειδικευµένων σιδηροδεσµευτικών ενώσεων να κινητοποιούν τον 

ενδοκυττάριο σίδηρο σε κύτταρα σε καλλιέργεια. Συγκεκριµένα, ελέγχθηκε η 

δυνατότητα των ενώσεων αυτών α) να διαχέονται διαµέσου της πλασµατικής 

µεµβράνης των κυττάρων, β) να δεσµεύουν το διαθέσιµο ενδοκυττάριο σίδηρο (labile 

iron pool), γ) να διαχέονται εκ νέου εκτός του κυττάρου ως σύµπλοκο µε το σίδηρο 

παρακάµπτοντας µε τον τρόπο αυτό το εµπόδιο ηπατιδίνης-φερροπορτίνης και τέλος 

δ) να αποδίδουν το σίδηρο στην τρανσφερρίνη του ορού για την περαιτέρω 

αναδιανοµή του (εικόνα 24). Το σύστηµα µελέτης περιελάµβανε τρία φαρµακευτικά 

σκευάσµατα, που χρησιµοποιούνται κατά κόρον στην κλινική πράξη, τη 

δεσφεριοξαµίνη, τη δεφεριπρόνη και τη δεφερασιρόξη καθώς και µια ένωση φυτικής 

προέλευσης, το καφεϊκό οξύ. 
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Εικόνα 24. Σχηµατική αναπαράσταση των διαδοχικών βηµάτων µιας υποθετικής 

σιδηροδ

εσωτερικό των κυττάρων προς την τρανσφερρίνη του εξωκυττάριου χώρου. Η 

σιδηροδεσµευτική ένωση θα πρέπει να διαχέεται δια µέσου της πλασµατικής µεµβράνης των 

 οξύ ελέγχθηκαν ως προς την ικανότητά τους να 

ισέρχονται στο εσωτερικό των κυττάρων και να δεσµεύουν το διαθέσιµο σίδηρο. Ο 

ροσδιορισµός της δέσµευσης του LIP πραγµατοποιήθηκε φθορισµοµετρικά µε τη 

έθοδο της καλσεΐνης, όπως αυτή αναπτύχθηκε από τους Epsztejn et al. το 1997. 

εσµευτικής ένωσης µε δυνατότητα κινητοποίησης του σιδήρου από το 

κυττάρων (1), να δεσµεύει τα διαθέσιµα ιόντα σιδήρου στα διάφορα διαµερίσµατα του 

εσωτερικού των κυττάρων (2) και στη συνέχεια να διαχέεται εκ νέου προς το εξωτερικό των 

κυττάρων ως σύµπλοκο ένωσης-σιδήρου (3) όπου και να αποδίδει το σίδηρο στην 

τρανσφερρίνη (4). 

 

 

3.1.1. Ενδοκυττάρια δέσµευση του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) 

 

Σε µια πρώτη φάση, οι ενώσεις δεσφεριοξαµίνη (DFO), δεφεριπρόνη (DFP), 

δεφερασιρόξη (ICL-670) και καφεϊκό

ε

π

µ
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Όπως φαίνεται στην εικόνα 25Α, η προσθήκη 150 µΜ δεσφεριοξαµίνης σε 

κύτταρα που είχαν επωαστεί µε καλσεΐνη-ΑΜ δεν προκάλεσε αλλαγή στο φθορισµό 

της καλσεΐνης, ενώ η επακόλουθη προσθήκη του εξειδικευµένου σιδηροδεσµευτή 

SIH, στο τέλος του πειράµατος, οδήγησε σε αύξηση του φθορισµού αντίστοιχη µε 

εκείνη των κυττάρων µαρτύρων. 

ικόνα 25. Ενδοκυττάρια δέσµευση του σιδήρου από τις ενώσεις δεσφεριοξαµίνη, 

εφεριπρόνη, δεφερασιρόξη και καφεϊκό οξύ. Κύτταρα HepG2 (150.000/ml) επωάστηκαν 

 που 

εσµεύει η καλσεΐνη σε κύτταρα µάρτυρες (♦) προσδιορίστηκαν µετά την προσθήκη του 

εξειδικε

(150 µΜ) (A), η δεφεριπρόνη (5, 50 και 150 µM, µε σύµβολα ■, ▲, και x, αντίστοιχα) (B), η 

δεφερασιρόξη (5, 50 και 150 µM, µε σύµβολα ■, ▲, και x, αντίστοιχα) (Γ) ή το καφεϊκό οξύ 

 που 

παρέµεινε δεσµευµένο στην καλσεΐνη. 

 

Ε

δ

µε 0.15 µM καλσεΐνης-AM για 10 λεπτά. Τα επίπεδα του ενδοκυττάριου σιδήρου

δ

υµένου σιδηροδεσµευτή SIH (11 µM) (κενά βέλη). Στη συνέχεια, η δεσφεριοξαµίνη 

(150 µΜ) (∆) προστέθηκαν απευθείας στην κυψελίδα αντί του SIH και η αλλαγή στο 

φθορισµό καταγράφηκε σε συνάρτηση µε το χρόνο για περίπου 10 λεπτά. Στο τέλος των 

πειραµάτων, προστέθηκε SIH (βέλη) προκειµένου να καθοριστεί το ποσό του σιδήρου
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Η απουσία αύξησης του φθορισµού µετά την προσθήκη της δεσφεριοξαµίνης 

θα πρέπει να οφείλεται στην ιδιαιτερότητα που παρουσιάζει η ένωση αυτή όσον 

αφορά τον τρόπο εισόδου της στα κύτταρα παρά στην ικανότητά της να αποσπά 

σίδηρο από την καλσεΐνη. Είναι γνωστό ότι η δεσφεριοξαµίνη δε µπορεί να διαχυθεί 

µέσω της πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων, αλλά εισέρχεται µέσω της 

διαδικασίας της ενδοκύττωσης υγρής φάσης [Doulias et al., 2003]. Η διαδικασία αυτή 

απαιτεί σχετικά µεγάλο χρονικό διάστηµα σε σχέση µε το διάστηµα που έγινε η 

µέτρηση του φθορισµού της καλσεΐνης. 

Σε αντίθεση µε τη δεσφεριοξαµίνη, η προσθήκη δεφεριπρόνης (5, 50 και 150 

µΜ) σε κύτταρα που είχαν επωαστεί µε καλσεΐνη-ΑΜ παρουσίασε µια βαθµιαία 

αύξηση του φθορισµού της καλσεΐνης, γεγονός που υποδηλώνει τη δυνατότητα της 

δεφεριπρόνης να διαχέεται στο εσωτερικό των κυττάρων και να αποσπά σίδηρο από 

την καλσεΐνη (εικόνα 25Β). Η επακόλουθη προσθήκη του εξειδικευµένου 

σιδηροδεσµευτή SIH στα δείγµατα µε τις µικρότερες συγκεντρώσεις δεφεριπρόνης (5 

και 50 µΜ) είχε ως αποτέλεσµα την περαιτέρω αύξηση του φθορισµού της 

καλσεΐνης, ενώ η προσθήκη του στο δείγµα µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση 

δεφεριπρόνης (150 µΜ) δεν οδήγησε σε παρόµοιο αποτέλεσµα. Η απουσία αυτή της 

αύξησης του φθορισµού οφείλεται στην ικανότητα της δεφεριπρόνης στη 

συγκεκριµένη συγκέντρωση (150 µΜ) να αποµακρύνει ολόκληρη την ποσότητα του 

σιδήρου που ήταν δεσµευµένη στην καλσεΐνη. Παρόµοια αποτελέσµατα 

καταγράφηκαν και στην περίπτωση της δεφερασιρόξης (εικόνα 25Γ). 

Στην περίπτωση της προσθήκης του καφεϊκού οξέος (150 µΜ) σε κύτταρα 

ου είχαν επωαστεί µε καλσεΐνη-ΑΜ δεν παρατηρήθηκε αλλαγή στο φθορισµό της 

ικανότητα να δεσµεύει τον ενδοκυττάριο σίδηρο. 

Θεωρώντας ως 100% την ποσότητα του σιδήρου που αποσπάται από την 

καλσεΐνη µετά την προσθήκη του SIH σε κύτταρα µάρτυρες, υπολογίστηκε το επί 

 που αποσπάται από την καλσεΐνη µετά την 

προσθήκη των προηγούµενων ενώσεων σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις (εικόνα 26). 

π

καλσεΐνης, ενώ η επακόλουθη προσθήκη του εξειδικευµένου σιδηροδεσµευτή SIH, 

στο τέλος του πειράµατος, οδήγησε σε αύξηση του φθορισµού αντίστοιχη µε εκείνη 

των κυττάρων µαρτύρων (εικόνα 25∆). Η απουσία αύξησης του φθορισµού µετά την 

προσθήκη του καφεϊκού οξέος φαίνεται να σχετίζεται µε τον τρόπο εισόδου του στα 

κύτταρα, όπως και στην περίπτωση της δεσφεριοξαµίνης, δεδοµένου ότι το καφεϊκό 

οξύ, σύµφωνα µε προηγούµενα πειραµατικά δεδοµένα του εργαστηρίου µας, έχει την 

τοις εκατό ποσοστό του σιδήρου
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Στην π

. Ως EC50 ορίζεται η συγκέντρωση του 

φαρµακ

 

 

 

 

 

 

από την προσθήκη τους υπολογίστηκε το ποσοστό επί τοις εκατό του σιδήρου που 

αποσπάστηκε από την καλσεΐνη. Ως εκατό τοις εκατό του σιδήρου που αποσπάται από την 

καλσεΐν

ερίπτωση της δεσφεριοξαµίνης και του καφεϊκού οξέος, δεν παρατηρήθηκε 

απόσπαση του σιδήρου από την καλσεΐνη για το συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα και 

τις ενδεικνυόµενες συγκεντρώσεις (1, 25, 50, 150 και 1000 µΜ). Αντιθέτως, στις 

περιπτώσεις της δεφεριπρόνης και της δεφερασιρόξης (1, 5, 25, 50, 150 και 1000 µΜ) 

καταγράφηκε µια σταδιακή αύξηση των επιπέδων του σιδήρου που αποσπώνται από 

την καλσεΐνη. Τόσο η δεφεριπρόνη όσο και η δεφερασιρόξη στη συγκέντρωση των 

150 µΜ είχαν τη δυνατότητα να αποσπάσουν ολόκληρη την ποσότητα του σιδήρου 

που ήταν δεσµευµένη στην καλσεΐνη

ευτικού σκευάσµατος η οποία µπορεί να αποσπάσει το 50% του συνολικού 

σιδήρου που δεσµεύει η καλσεΐνη. Σύµφωνα µε την εικόνα 25, η τιµή EC50 για τη 

δεφεριπρόνη και τη δεφερασιρόξη ήταν 40 µΜ και 62 µΜ, αντίστοιχα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26. Υπολογισµός τιµών EC50 της δεσφεριοξαµίνης, της δεφεριπρόνης, της 

δεφερασιρόξης και του καφεϊκού οξέος. Κύτταρα HepG2 (150.000/ml) επωάστηκαν µε 

0.15 µM καλσεΐνης-AM για 10 λεπτά. Η δεσφεριοξαµίνη (-■-), η δεφεριπρόνη (-□-), η 

δεφερασιρόξη (-▲-) ή το καφεϊκό οξύ (-x-) προστέθηκαν στις ενδεικνυόµενες συγκεντρώσεις 

απευθείας στην κυψελίδα και από την αύξηση του φθορισµού µετά την πάροδο δέκα λεπτών 

η θεωρήθηκε η αύξηση του φθορισµού που προκαλείται µετά την προσθήκη 11 µΜ 

SIH. Κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τη µέση τιµή δύο διαφορετικών πειραµάτων. 
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3.1.2. Προστασία του πυρηνικού DNA σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

 

Η δέσµευση του ενδοκυττάριου σιδήρου έχει προταθεί στο παρελθόν ως 

µηχανισµός προστασίας ενάντια στη βλάβη του DNA, όταν αυτή προκαλείται από το 

Η2Ο2 [Barbouti et al., 2001; Doulias et al., 2003]. Έτσι, σε ένα επόµενο στάδιο της 

παρούσας µελέτης, ελέγχθηκε η ικανότητα τόσο των φαρµακευτικών σκευασµάτων 

όσο και του καφεϊκού οξέος να προστατεύουν το DNA των κυττάρων που εκτίθενται 

σε Η2Ο2. Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες κυττάρων Jurkat που 

προεπωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαµίνης, δεφεριπρόνης, 

δεφερασιρόξης και καφεϊκού οξέος αντίστοιχα και ακολούθως εκτέθηκαν σε 200 µΜ 

Η2Ο2. Εν συνεχεία, πραγµατοποιήθηκε η ευαίσθητη τεχνική της ηλεκτροφόρησης 

DNA µεµονωµένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης (comet assay) για την αξιολόγηση 

των σχάσεων στις µονές αλυσίδες του DNA. Η προστατευτική δράση των 

προηγούµενων ενώσεων αξιολογήθηκε µε τον υπολογισµό της επί τοις εκατό µείωσης 

της βλάβης που προκλήθηκε από το Η2Ο2 στα κύτταρα που είχαν προεπωαστεί ε τις 

ενώσεις αυτές. Ως εκατό τοις εκατό ορίστηκε η βλάβη που προκαλείται στο

όταν τα κύτταρα εκτεθούν απουσία των ενώσεων αυτών σε 200 µΜ Η2Ο2. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 27Α, η προεπώαση των κυττάρων για 30 λεπτά µε 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαµίνης (10, 50, 100 και 250 µM), πριν την 

έκθεσή τους σε Η2Ο2, δεν προσέφερε προστασία ενάντια στη βλάβη που προκαλεί το 

Η2Ο2 στο κυτταρικό DNA. Ωστόσο, σηµαντική µείωση της βλάβης που προκαλείται 

στο DNA παρατηρήθηκε µετά την προεπώαση των κυττάρων µε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις δεσφεριοξαµίνης για περισσότερο χρονικό διάστηµα. Συγκεκριµ α, η 

προεπώαση των κυττάρων για 120 λεπτά µε 1000 µM δεσφεριοξαµίνης οδήγησε σε 

δεφεριπρόνης και δεφερασιρόξης (10, 50, 100 και 250 µΜ) αντίστοιχα, προσέφερε 

προστασία ενάντια στις βλάβες που προκαλεί το Η Ο  στο κυτταρικό DNA (εικόνα 

εκριµένων 

αρµακευτικών σκευασµάτων µπορούσαν να προκαλέσουν µείωση της βλάβης που 

παρατηρείται στο κυτταρικό DNA κατά 30%, ενώ η συγκέντρωση των 100 µΜ είχε 

 µ

 DNA 

έν

µια σηµαντική µείωση, της τάξης του 90%, της βλάβης που προκαλείται στο DNA 

(τα αποτελέσµατα δεν παρουσιάζονται). Το γεγονός αυτό είναι συνυφασµένο µε τον 

τρόπο εισόδου της ουσίας αυτής στα κύτταρα που όπως έχει ήδη αναφερθεί απαιτεί 

µεγάλο χρονικό διάστηµα. 

Αντίθετα, η προεπώαση των κυττάρων µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

2 2

27Β και 27Γ). Ιδιαίτερα χαµηλές συγκεντρώσεις (10 και 50 µΜ) των συγκ

φ
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τη δυνατότητα να µειώσει τη βλάβη του DNA κατά 85%, υποδηλώνοντας την 

ικανότητά τους να εισέρχονται στα κύτταρα και να δεσµεύουν τον οξειδοαναγωγικά 

ενεργό 

106/ml) προεπωάστηκαν για 30 λεπτά µε δεσφεριοξαµίνη (Α), 

δεφεριπ

συγκεντρώσεις και στη συνέχεια εκτέθηκαν (ανοιχτόχρωµες στήλες) ή δεν εκτέθηκαν 

(σκουρόχρωµες στήλες) σε 200 µΜ H O  για 10 λεπτά. Ακολούθως, τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν και αξιολογήθηκε ο σχηµατισµός σχάσεων στις µονές αλυσίδες του DNA µε τη 

σίδηρο. 

Εικόνα 27. Προστατευτική δράση των ενώσεων δεσφεριοξαµίνη, δεφεριπρόνη, 

δεφερασιρόξη και καφεϊκό οξύ ενάντια στη βλάβη που προκαλεί το Η2Ο2 στο κυτταρικό 

DNA. Κύτταρα Jurkat (1,5 x 

ρόνη (Β), δεφερασιρόξη (Γ) και καφεϊκό οξύ (∆) αντίστοιχα στις ενδεικνυόµενες 

2 2

µέθοδο «comet assay». Κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τη µέση τιµή τριπλών καταµετρήσεων 

σε δύο διαφορετικά πειράµατα. 
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Με βάση τα προηγούµενα αποτελέσµατα, καθίσταται εµφανές ότι τόσο η 

δεφεριπρόνη όσο και η δεφερασιρόξη έχουν την ικανότητα να προσφέρουν τη 

µέγιστη προστασία ενάντια στις βλάβες που προκαλεί το Η2Ο2 στο κυτταρικό DNA 

σε σχετικά χαµηλές συγκεντρώσεις (250 µΜ του αντίστοιχου φαρµακευτικού 

σκευάσµατος) σε σύγκριση µε τη δεσφεριοξαµίνη, της οποίας η µέγιστη 

προστατευτική δράση επιτυγχάνεται στη συγκέντρωση των 1000 µΜ. Το γεγονός 

αυτό θα πρέπει να σχετίζεται µε το διαφορετικό τρόπο εισόδου των φαρµακευτικών 

σκευασµάτων στο κύτταρο. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τόσο η δεφεριπρόνη όσο και η 

δεφερασιρόξη εισέρχονται στο εσωτερικό των κυττάρων µέσω διάχυσης, ενώ η 

δεσφεριοξαµίνη εισέρχεται µε τη διαδικασία της ενδοκύττωσης υγρής φάσης που 

απαιτεί σχετικά µεγάλο χρονικό διάστηµα. Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να αναφερθεί 

ότι οι ενώσεις στις ενδεικνυόµενες συγκεντρώσεις δεν παρουσίασαν τοξικές 

επιπτώσεις στα κύτταρα. 

 Τέλος, η προεπώαση των κυττάρων µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις καφεϊκού 

οξέος (10, 50, 100 και 250 µΜ) δεν προσέφερε προστασία ενάντια στη βλάβη που 

προκαλείται από το Η2Ο2 στο DNA (εικόνα 27∆). Αντίθετα, προεπώαση των 

κυττάρων µε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις καφεϊκού οξέος προσέφερε αξιόλογη 

προστασία. Συγκεκριµένα, η συγκέντρωση των 1000 µM προκάλεσε µείωση της 

βλάβης του DNA κατά 35%, ενώ η συγκέντρωση των 3000 µM κατά 81% (τα 

αποτελέσµατα δεν παρουσιάζονται). 

 

 

3.1.3. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη 

 

 Στο επόµενο στάδιο της µελέτης, αξιολογήθηκε η ικανότητα της 

µ σ

που παρουσιάζουν οι µορφές της τρανσφερρίνης µετά τη δέσµευση σιδήρου, υπό τις 

συγκεκριµένες αποδιατακτικές συνθήκες (6Μ ουρία) (εικόνα 28). Γενικά, η 

εντρώσεων διαλύµατος τρισθενούς σιδήρου σε καθαρή 

αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) έχει ως αποτέλεσµα η τρανσφερρίνη που δε δεσµεύει 

τρανσφερρίνης να προσλα βάνει το ίδηρο που είναι δεσµευµένος στις 

προηγούµενες σιδηροδεσµευτικές ενώσεις. Η ικανότητα αυτή µελετήθηκε µε τη 

µέθοδο της ηλεκτροφόρησης της τρανσφερρίνης σε πηκτή ουρίας-πολυακρυλαµιδίου 

(Urea-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, U-PAGE), όπως αυτή αναπτύχθηκε από 

τους Mackey και Seal το 1976. Η µέθοδος στηρίζεται στη διαφορετική κινητικότητα 

προσθήκη αυξανόµενων συγκ



Αποτελέσµατα 74

σίδηρο

ί

 

δέσµευση σιδήρου έχει ως συνέπεια η τρανσφερρίνη να γίνεται πιο συµπαγής και να 

εµφανίζει µεγαλύτερη κινητικότητα από την αποτρανσφερρίνη. Η δισιδηρική τρανσφερρίνη 

εσα. 

Για τη µελέτη, λοιπόν, της ικανότητας της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει 

ευτικές ενώσεις, δηµιουργήθηκαν 

ύµπλοκα σιδήρου:δεφεριπρόνης, σιδήρου:δεφερασιρόξης, σιδήρου:δεσφεριοξαµίνης 

αι σιδ : ο υ ε µ

δ

 (αποτρανσφερρίνη) να αποδιατάσσεται σχετικά εύκολα και να µετακινείται 

ελάχιστα στην πηκτή, ενώ η τρανσφερρίνη που δεσµεύει ένα µόνο ιόν τρισθενούς 

σιδήρου είτε στο C είτε στο Ν-λοβό (monoferric) να είναι πιο σταθερή και να 

µετακινείται περισσότερο. Τέλος, η πρωτεΐνη που δεσµεύει δύο ιόντα τρισθενούς 

σιδήρου (differic) ε ναι σταθερότερη και διανύει µεγαλύτερο διάστηµα στην πηκτή 

πριν αποδιαταχθεί από την ουρία. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 28. ∆ιαχωρισµός των διαφόρων µορφών τρανσφερρίνης µε ηλεκτροφόρηση 

πηκτής ουρίας-πολυακρυλαµιδίου (U-PAGE). Η αποτρανσφερρίνη αποδιατάσσεται 

γρήγορα από την ουρία µε αποτέλεσµα να εµφανίζει µικρή κινητικότητα. Αντίθετα, η 

εµφανίζει τη µεγαλύτερη κινητικότητα, ενώ η µονοσιδηρική µε ένα ιόν σιδήρου είτε στο C-

λοβό είτε στο Ν-λοβό εµφανίζεται ενδιάµ

 

 

το σίδηρο που είναι δεσµευµένος στις σιδηροδεσµ

σ

κ ήρου καφεϊκού ξέος πο  επωάστηκαν µ  καθαρή αποτρανσφερρίνη (25 Μ) 

για διάφορα χρονικά ιαστήµατα (0 έως 180 λεπτά). Όσον αφορά την περίπτωση του 

συµπλόκου σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν σε αναλογία 1:1, διαπιστώθηκε ότι η 

ικανότητα της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου αυξάνεται 

σε συνάρτηση µε το χρόνο επώασης. Έτσι, µετά το πέρας των 120 λεπτών επώασης, η 

τρανσφερρίνη είχε µετατραπεί εξ ολοκλήρου στη δισιδηρική µορφή, καθώς είχε 

προσλάβει ολόκληρη την ποσότητα του σιδήρου που ήταν δεσµευµένη στη 

δεφεριπρόνη (εικόνα 29Α). Η µέγιστη τιµή του κορεσµού της ήταν 93% (εικόνα 

29Β). Στο σύµπλοκο σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν σε αναλογία 1:2, 
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παρατηρήθηκε δέσµευση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη αλλά σε µικρότερο βαθµό 

σε σχέση µε την προηγούµενη αναλογία, καθώς σε κανένα από τα συγκεκριµένα 

χρονικά διαστήµατα δεν υπήρξε πλήρης µετατροπή της στη δισιδηρική µορφή 

(εικόνα 29Α). Η µέγιστη τιµή του κορεσµού της ήταν 60% (εικόνα 29Β). Αντιθέτως, 

στην περίπτωση του συµπλόκου σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν σε αναλογία 1:3, 

δεν παρατηρήθηκε δέσµευση του σιδήρου του συµπλόκου στην τρανσφερρίνη 

(εικόνα 29Α) και γι’ αυτό ο κορεσµός της έφτασε µόλις το 10% (εικόνα 29Β). 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεφεριπρόνης σε 

ναλογίες 1:1, 1:2 και 1:3 (σιδήρου:δεφεριπρόνης) για 30 λεπτά. Ακολούθως, καθαρή 

 

Με βάση τα προηγούµενα πειραµατικά δεδοµένα, φαίνεται ότι η ικανότητα 

της τρανσφερρίνης να δεσµεύει το σίδηρο του συµπλόκου εξαρτάται από την 

αναλογία στην οποία βρίσκονται ο σίδηρος µε τη δεφεριπρόνη σε αυτό. 

Συγκεκριµένα, όσο αυξάνει η ποσότητα της δεφεριπρόνης σε σχέση µε το σίδηρο, 

τόσο η τρανσφερρίνη αποσπά µε δυσκολία το σίδηρο από το σύµπλοκο, πιθανώς 

λόγω στερικής παρεµπόδισης. 

 

Εικόνα 29. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη παρουσία δεφεριπρόνης. ∆ιάλυµα 

τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε 

α

αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) προστέθηκε στο διάλυµα για διάφορα χρονικά διαστήµατα (0 έως 

180 λεπτά) και στη συνέχεια ελέγχθηκε η δέσµευση του σιδήρου σε αυτή µε ηλεκτροφόρηση 

U-PAGE (Α). Ο κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

Quantity One µε βάση την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x [Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 
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Όσον αφορά το σύµπλοκο σιδήρου:δεφερασιρόξης που ήταν σε αναλογία 1:1, 

σηµειώθηκε µια σταδιακή αύξηση της δέσµευσης του σιδήρου στην τρανσφερρίνη σε 

συνάρτηση µε το χρόνο επώασης, αλλά σε µικρότερο βαθµό συγκριτικά µε την 

αντίστοιχη περίπτωση της δεφεριπρόνης (εικόνα 30Α). Η µέγιστη τιµή του κορεσµού 

τρανσφερρίνης, όπως αυτή αποτυπώνεται στο αντίστοιχο διάγραµµα, ήταν 60% 

(εικόνα 30Β). Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και στο σύµπλοκο 

σιδήρου:δεφερασιρόξης που ήταν σε αναλογία 1:2 (εικόνα 30Α και 30Β). 

 

ικόνα 30. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη παρουσία δεφερασιρόξης. ∆ιάλυµα 

Αντιθέτως, στο σύµπλοκο σιδήρου:δεσφεριοξαµίνης που ήταν σε αναλογία 

1:1, η 

 α ,

, η αναλογία σιδήρου:δεφεριπρόνης φαίνεται να 

αποτελεί έναν επιπλέον παράγοντα που επηρεάζει την ικανότητα αυτή. 

 

Ε

τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεφερασιρόξης σε 

αναλογίες 1:1 και 1:2 (σιδήρου:δεφερασιρόξης) για 30 λεπτά. Ακολούθως, καθαρή 

αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) προστέθηκε στο διάλυµα για διάφορα χρονικά διαστήµατα (0 έως 

180 λεπτά) και στη συνέχεια ελέγχθηκε η δέσµευση του σιδήρου σε αυτή µε ηλεκτροφόρηση 

U-PAGE (Α). Ο κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

Quantity One µε βάση την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x [Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 

 

τρανσφερρίνη δε δέσµευσε το σίδηρο του συµπλόκου και έτσι ανιχνεύθηκε 

κυρίως ως αποτρανσφερρίνη (τα αποτελέσµατα δεν παρουσιάζονται). 

Συνοψίζοντας τα προηγούµενα ποτελέσµατα  καθίσταται εµφανές ότι η 

ικανότητα της τρανσφερρίνης να δεσµεύει σίδηρο εξαρτάται από το είδος του 

φαρµακευτικού σκευάσµατος που περιέχεται στο σύµπλοκο. Ωστόσο, στην 

περίπτωση της δεφεριπρόνης
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Όσον αφορά την περίπτωση του συµπλόκου σιδήρου:καφεϊκού οξέος που 

ήταν σε αναλογία 1:1, δεν υπήρξε πλήρης µετατροπή της τρανσφερρίνης στη 

δισιδηρική µορφή σε κανένα από τα συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα (εικόνα 31Α). 

Η µέγιστη τιµή του κορεσµού της ήταν 80% (εικόνα 31Β). Αντίθετα, στο σύµπλοκο 

σιδήρου:καφεϊκού οξέος που ήταν σε αναλογία 1:2, παρατηρήθηκε δέσµευση του 

σιδήρου στην τρανσφερρίνη σε µεγαλύτερο βαθµό σε σχέση µε την προηγούµενη 

αναλογία, καθώς µετά το πέρας των 60 λεπτών επώασης η τρανσφε

  

ρρίνη είχε 

µετατραπεί εξ ολοκλήρου στη δισιδηρική µορφή, αφού είχε προσλάβει ολόκληρη την 

ποσότητα του σιδήρου που ήταν δεσµευµένη στο καφεϊκό οξύ (εικόνα 31Α). Η 

µέγιστη τιµή του κορεσµού της ήταν 95% (εικόνα 31Β). Στο σύµπλοκο 

σιδήρου:καφεϊκού οξέος που ήταν σε αναλογία 1:3, η τρανσφερρίνη από τα 15 πρώτα 

λεπτά της επώασης είχε µετατραπεί εξ ολοκλήρου στη δισιδηρική µορφή (εικόνα 

31Γ). Γίνεται φανερό, λοιπόν, ότι σε αντίθεση µε την περίπτωση της δεφεριπρόνης, 

όσο αυξάνει η συγκέντρωση του καφεϊκού οξέος σε σχέση µε το σίδηρο, τόσο 

αυξάνεται και η ικανότητα της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο του 

συµπλόκου. 

ώσεις καφεϊκού 

οξέος σ

ς σ  ε

ό   

c-Tf] + 0.5 x 

[Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 

 

Εικόνα 31. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη παρουσία καφεϊκού οξέος. 

∆ιάλυµα τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε αυξανόµενες συγκεντρ

ε αναλογίες 1:1, 1:2 και 1:3 (σιδήρου:καφεϊκού οξέος) για 30 λεπτά. Ακολούθως, 

καθαρή αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) προστέθηκε στο διάλυµα για διάφορα χρονικά 

διαστήµατα (0 έω  180 λεπτά) και τη συνέχεια ελέγχθηκε η δέσµευση του σιδήρου σ  αυτή 

µε ηλεκτροφ ρηση U-PAGE (Α). Ο κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια 

του προγράµµατος Quantity One µε βάση την εξής φόρµουλα: ([Differi



Αποτελέσµατα 78

Στη συνέχεια, διερευνήθηκε η επίδραση της δεσφεριοξαµίνης στην ικανότητα 

της τρανσφερρίνης να δεσµεύει το σίδηρο του συµπλόκου σιδήρου:δεφεριπρόνης, 

καθώς ο συνδυασµός των δύο αυτών φαρµακευτικών σκευασµάτων παρουσιάζεται 

συχνά στην κλινική πράξη. Αρχικά, δηµιουργήθηκε το σύµπλοκο 

σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν σε αναλογία 1:1 και ακολούθως προστέθηκαν σε 

αυτό καθαρή αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) και αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

δεσφεριοξαµίνης (5, 25, 75, 200 και 1000 µΜ) για δυο ώρες. Η επιλογή της 

συγκεκριµένης αναλογίας σιδήρου:δεφεριπρόνης 1:1 βασίστηκε στα προηγούµενα 

πειραµατικά δεδοµένα, σύµφωνα µε τα οποία στην αναλογία αυτή η τρανσφερρίνη 

είχε τη δυνατ τητα να δεσµεύσει ολόκληρη την ποσότητα του σιδήρου που 

βρισκόταν στο σύµπλοκο. Σύµφωνα µε την εικόνα 32, απουσία της δεσφεριοξαµίνης 

η τρανσφερρίνη διατήρησε την ικανότητά της να δεσµεύει το σίδηρο του συµπλόκου 

και να µετατρέπεται εξ ολοκλήρου σε δισιδηρική. 

ό

 

Εικόνα 32. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη παρουσία δεφεριπρόνης και 

δεσφεριοξαµίνης. ∆ιάλυµα τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε 50 µΜ δεφεριπρόνης 

για 30 λεπτά. Ακολούθως, προστέθηκε στο διάλυµα καθαρή αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) µαζί 

µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαµίνης (5, 25, 75, 200 και 1000 µΜ) για δυο ώρες 

και στη συνέχεια ελέγχθηκε η δέσµευση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη µε ηλεκτροφόρηση 

U-PAGE (Α). Ο κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

Quantity One µε βάση την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x [Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 

 

Αντιθέτως, η παρουσία αυξανόµενων συγκεντρώσεων δεσφεριοξαµίνης 

οδήγησε στη σταδιακή µείωση της δέσµευσης του σιδήρου στην τρανσφερρίνη καθώς 

αυτή, από τη συγκέντρωση 75 µΜ δεσφεριοξαµίνης και άνω, ανιχνεύθηκε κυρίως ως 
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αποτρα

 ν ς µε τ σ

ι π

µεύει το σίδηρο του συµπλόκου 

και να µετατρέπεται εξ ολοκλήρου σε δισιδηρική. Ωστόσο, η προσθήκη αυξανόµενων 

 

 

 

αζί µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαµίνης (5, 25, 75, 200 και 1000 µΜ) για δυο 

ώρες κ χ

[Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 

νσφερρίνη. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει τη δέσµευση του σιδήρου από το 

µόριο της δεσφεριοξαµίνης και όχι από την τρανσφερρίνη. 

Ακολούθως, ελέγχθηκε µε παρόµοιο τρόπο η επίδραση της δεσφεριοξαµίνης 

στην ικανότητα της τρα σφερρίνη  να δεσ ύει το σίδηρο ου υµπλόκου 

σιδήρου:καφεϊκού οξέος. Για το σκοπό αυτό, δηµιουργήθηκε το σύµπλοκο 

σιδήρου:καφεϊκού οξέος που ήταν σε αναλογία 1:3 κα  στη συνέχεια ροστέθηκαν σε 

αυτό καθαρή αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) και αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

δεσφεριοξαµίνης (5, 25, 75, 200 και 1000 µΜ) για δυο ώρες. Η επιλογή της 

συγκεκριµένης αναλογίας σιδήρου:καφεϊκού οξέος 1:3 βασίστηκε στα προηγούµενα 

πειραµατικά δεδοµένα, σύµφωνα µε τα οποία στην αναλογία αυτή η τρανσφερρίνη 

είχε τη δυνατότητα να δεσµεύσει ολόκληρη την ποσότητα του σιδήρου που 

βρισκόταν στο σύµπλοκο. Σύµφωνα µε την εικόνα 33, απουσία της δεσφεριοξαµίνης 

η τρανσφερρίνη διατήρησε την ικανότητά της να δεσ

συγκεντρώσεων δεσφεριοξαµίνης οδήγησε, όπως και στην περίπτωση της

δεφεριπρόνης, σε σταδιακή µείωση της δέσµευσης του σιδήρου στην τρανσφερρίνη

καθώς αυτή, από τη συγκέντρωση των 25 µΜ δεσφεριοξαµίνης και άνω, ανιχνεύθηκε

ως αποτρανσφερρίνη. 

Εικόνα 33. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη παρουσία καφεϊκού οξέος και 

δεσφεριοξαµίνης. ∆ιάλυµα τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε 150 µΜ καφεϊκού 

οξέος για 30 λεπτά. Ακολούθως, προστέθηκε στο διάλυµα καθαρή αποτρανσφερρίνη (25 µΜ) 

µ

αι στη συνέ εια ελέγχθηκε η δέσµευση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη µε 

ηλεκτροφόρηση U-PAGE (Α). Ο κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια 

του προγράµµατος Quantity One µε βάση την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x 
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3.1.4. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη ορού 

 

 

τ

σ ι

ε α

Στη συνέχεια, τα προηγούµενα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε ορό 

αίµατος, προκειµένου να επιτευχθεί η καλύ ερη κατανόηση της in vivo δράσης των 

ανώτερων φαρµακευτικών κευασµάτων. Με τον τρόπο αυτό, καθίστατα  εφικτός ο 

έλεγχος της επίδρασης διαφόρων συστατικών του ορού στην ικανότητα της 

τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο που είναι δ σµευµένος στ  φαρµακευτικά 

σκευάσµατα. Ωστόσο, στην περίπτωση του ορού, η ανίχνευση των διαφορετικών 

µορφών τρανσφερρίνης απαιτεί την επώαση των δειγµάτων µε την ουσία rivanol 

lactate (2,5-diamino-7 ethoxyacridine), ώστε να κατακρηµνιστούν η αλβουµίνη και το 

µεγαλύτερο µέρος των β-σφαιρινών. Οι β-σφαιρίνες που δεν κατακρηµνίζονται, 

συµπεριλαµβανοµένης της τρανσφερρίνης, µένουν ανέπαφες στο υπερκείµενο µαζί µε 

τις γ-σφαιρίνες. Κατά την ηλεκτροφόρηση, η τρανσφερρίνη του ορού εµφανίζει 

διαφορετική κινητικότητα από τις γ-σφαιρίνες µε αποτέλεσµα να µην εµποδίζεται η 

ανίχνευσή της (εικόνα 34Α). 

 

Εικόνα 34. Αύξηση του κορεσµού τρανσφερρίνης ορού µετά την προσθήκη διαλύµατος 

τρισθενούς σιδήρου. ∆είγµατα ορού επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

διαλύµατος τρισθενούς σιδήρου (10, 30, 60 και 100 µΜ) για 15 λεπτά και στη συνέχεια µέσω 

ηλεκτροφόρησης U-PAGE παρατηρήθηκε η δέσµευση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη ορού 

(Α, Β, Γ). 
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Όπως φαίνεται στην εικόνα 34, απουσία τρισθενούς σιδήρου η τρανσφερρίνη 

ρού ανιχνεύεται κυρίως ως αποτρανσφερρίνη και ως µονοσιδηρική µε τον κορεσµό 

ης ν

 
Εικόνα 35. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη ορού παρουσία δεφεριπρόνης. 

ιάλυµα τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

ε

η την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x [Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 

ο

τ α φτάνει σε ποσοστό 20%. Η ακόλουθη προσθήκη αυξανόµενων 

συγκεντρώσεων διαλύµατος τρισθενούς σιδήρου (10, 30, 60 και 100 µΜ) οδηγεί στη 

σταδιακή µετατροπή της τρανσφερρίνης ορού στη δισιδηρική µορφή και στην 

ανάλογη αύξηση του κορεσµού της. 

Για τη µελέτη, λοιπόν, της ικανότητας της τρανσφερρίνης ορού να 

προσλαµβάνει το σίδηρο που είναι δεσµευµένος στη δεφεριπρόνη, δηµιουργήθηκαν 

σύµπλοκα σιδήρου:δεφεριπρόνης σε αναλογίες 1:1, 1:2 και 1:3 που επωάστηκαν µε 

ορό για διάφορα χρονικά διαστήµατα (0 έως 60 λεπτά) (εικόνα 35). 

∆

δεφεριπρόνης σε αναλογίες 1:1, 1:2 και 1:3 (σιδήρου:δεφεριπρόνης) για 30 λεπτά. 

Ακολούθως, προστέθηκε ορός για διάφορα χρονικά διαστήµατα (0 έως 60 λ πτά) και µέσω 

ηλεκτροφόρησης U-PAGE (Α) παρατηρήθηκε η δέσµευση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη 

ορού. Ο κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος Quantity 

One µε βάσ
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Όσον αφορά την περίπτωση του συµπλόκου σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν 

σε αναλογία 1:1, η αποτρανσφερρίνη του ορού µετατράπηκε εξ ολοκλήρου στη 

δισιδηρικ  µορφή από τα 15 πρώτα λεπτά της επώασης (εικόνα 35). Παρόµοια 

αποτελέσµατα καταγράφηκαν και στις περιπτώσεις των συµπλόκων 

σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν σε αναλογίες 1:2 και 1:3. Ωστόσο, τα πειραµατικά 

αυτά δεδοµένα έρχονται σε αντίθεσ

ή   

η µε εκείνα των πειραµάτων µε την καθαρή 

αποτρα

 να δεσµεύει το 

σίδηρο του συµπλόκου σιδήρου:δεφεριπρόνης που ήταν σε αναλογία 1:1 παρουσία 

της δεσφεριοξαµίνης (εικόνα 36). Απουσία δεσφεριοξαµίνης η τρανσφερρίνη 

ανιχνεύθηκε κυρίως ως δισιδηρική, γεγονός που υποδεικνύει τη δέσµευση του 

σιδήρου του συµπλόκου στην τρανσφερρίνη. Αντιθέτως, η προσθήκη αυξανόµενων 

συγκεντρώσεων δεσφεριοξαµίνης (5, 25, 75, 200 και 1000 µΜ) είχε ως αποτέλεσµα 

τη σταδιακή µετατροπή της δισιδηρικής τρανσφερρίνης σε µονοσιδηρική και τελικά 

σε αποτρανσφερρίνη, καθώς ο σίδηρος του συµπλόκου δεσµευόταν στο µόριο της 

δεσφεριοξαµίνης και όχι στην τρανσφερρίνη. 

νσφερρίνη, καταδεικνύοντας µε τον τρόπο αυτό την επίδραση διαφόρων 

συστατικών του ορού στην ικανότητα της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο 

που είναι δεσµευµένος στη δεφεριπρόνη. 

 Έπειτα, µελετήθηκε η ικανότητα της τρανσφερρίνης ορού

 

Εικόνα 36. Απόδοση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη ορού παρουσία δεφεριπρόνης και 

δεσφεριοξαµίνης. ∆ιάλυµα τρισθενούς σιδήρου (50 µΜ) επωάστηκε µε δεφεριπρόνη (50 

µΜ) για 30 λεπτά και στη συνέχεια προστέθηκε ορός µαζί µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

δεσφεριοξαµίνης (5, 25, 75, 200 και 1000 µΜ) για 1 ώρα. Ακολούθως, παρατηρήθηκε η 

δέσµευση του σιδήρου στην τρανσφερρίνη ορού µέσω ηλεκτροφόρησης U-PAGE (Α). Ο 

κορεσµός τρανσφερρίνης (%) εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος Quantity One µε 

βάση την εξής φόρµουλα: ([Differic-Tf] + 0.5 x [Monoferric-Tf]) x 100 (Β). 
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ιο τη νό  τ  σ

Από τα αποτελέσµατα του πρώτου µέρους των πειραµάτων γίνεται εµφανές 

ότι οι διάφορες σιδηροδεσµευτικές ενώσεις έχουν διαφορετικές ιδιότητες όσον 

αφορά: α) τον τρόπο εισόδου τους στα κύτταρα, β) την ικανότητά τους να δεσµεύουν 

τον ενδοκυττάρ  σίδηρο και γ) ν ικα τητά ους να αποδίδουν το ίδηρο αυτό 

στην τρανσφερρίνη. Ωστόσο, χρησιµοποιώντας τις παραπάνω µεθοδολογίες 

πιστεύεται ότι στο µέλλον θα εντοπιστούν ενώσεις µε καταλληλότερα φυσικοχηµικά 

χαρακτηριστικά που θα επιτρέπουν τη βέλτιστη κινητοποίηση του ενδοκυττάριου 

σιδήρου. 
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Μέρος Β 

 

 

 

3.2. Ανάπτυξη µεθοδολογίας για την εκτίµηση των επιπέδων του 

οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε κύτταρα του περιφερικού αίµατος 

Στα πλαίσια της παρούσας µελέτης, αναπτύχθηκε επίσης µια νέα µεθοδολογία 

για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε κύτταρα του περιφερικού αίµατος 

ανθρώπου. Η νέα µέθοδος, έχοντας ως βάση την προϋπάρχουσα µεθοδολογία για την 

εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε κυτταρικές καλλιέργειες [Epsztejn S. et al., 1997], 

στηρίζεται στα µοναδικά πλεονεκτήµατα που προσφέρει η σύγχρονη τεχνολογία της 

κυτταροµετρίας ροής, µέσω της οποίας επιτυγχάνεται η πολυπαραµετρική ανάλυση 

φυσικών και χηµικών ιδιοτήτων µοναδιαίων κυττάρων που ρέουν µέσα σε µια 

συσκευή ανίχνευσης οπτικών και ηλεκτρονικών σηµάτων. 

Σε µια πρώτη φάση, ο διαχωρισµός και η ανάλυση των διαφόρων τύπων 

κυττάρων του περιφερικού αίµατος βασίζονται στον πρόσθιο (Forward Scatter) και 

πλάγιο σκεδασµό (Side Scatter), που αντιπροσωπεύουν το µέγεθος και την κοκκίωση 

(πυκνότητα εσωτερικού τους περιεχοµένου) των κυττάρων, αντίστοιχα. Με τον τρόπο 

αυτό, επιτρέπεται ο ηλεκτρονικός διαχωρισµός του πληθυσµού που µας ενδιαφέρει 

χωρίς να απαιτείται η αποµόνωση του κάθε είδους κυττάρου χωριστά. Η οριοθέτηση 

του κάθε πληθυσµού επιτυγχάνεται µέσω µιας περίφραξης (gating) που σχηµατίζεται 

γύρω από αυτόν. 

Το επόµενο βήµα για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε κάθε ένα τύπο 

κυττάρων του περιφερικού αίµατος περιλαµβάνει τη χρήση της ευαίσθητης 

φθορίζουσας ουσίας καλσεΐνη, της οποίας ο τρόπος δράσης έχει περιγραφεί 

προηγουµένως [Epsztejn S. et al., 1997; Tenopoulou M. et al., 2005; Tenopoulou M. 

et al., 2007]. 
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3.2.1. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

ευκοκύτταρα του περιφερικού αίµατος 

Σε ένα πρώτο στάδιο, εκτιµήθηκαν τα επίπεδα του LIP σε λευκοκύτταρα 

εριφερικού αίµατος. Ο ολικός πληθυσµός των λευκοκυττάρων αποµονώθηκε µετά 

πό υπο-ωσµωτική λύση των ερυθροκυττάρων. Μια ποσότητα ολικού περιφερικού 

λ  λ

ν 

ρυθροκυττάρων [Takizawa M. et al., 2006]. Η µετέπειτα ανάλυση του πρόσθιου και 

ου πλ

ο λευκοκυττάρων έγινε µε 

τη χρή

ιαφορετικών υποπληθυσµών των λευκοκυττάρων (εικόνα 37Γ), ενώ 

προκάλ

ρα, µονοκύτταρα, λεµφοκύτταρα). 

λ

 

π

α

αίµατος αναµειγνύεται στην κατά ληλη αναλογία µε διάλυµα ύσης (156 mM 

NH4Cl, 10 mM NaHCO3 και 97 µΜ EDTA), ώστε να επιτευχθεί η λύση τω

ε

τ άγιου σκεδασµού των κυττάρων µε κυτταροµετρία ροής οδήγησε στον 

προσδιορισµό των διαφορετικών υποπληθυσµών των λευκοκυττάρων 

(κοκκιοκύτταρα (R2), λεµφοκύτταρα (R3) και µονοκύτταρα (R4)) (εικόνα 37Α). 

Σύµφωνα µε τις τιµές του πλάγιου και πρόσθιου σκεδασµού των κυττάρων, ο 

υποπληθυσµός των κοκκιοκυττάρων, όπως ήταν αναµενόµενο, παρουσίαζε τη 

µεγαλύτερη κοκκίωση, των µονοκυττάρων το µεγαλύτερο µέγεθος, ενώ των 

λεµφοκυττάρων είχε τη µικρότερη κοκκίωση και το µικρότερο µέγεθος. 

Η εκτίµηση των επιπέδων του LIP για κάθε ένα τύπ

ση της καλσεΐνης-ΑΜ, όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Η επώαση των 

λευκοκυττάρων µε την καλσεΐνη-ΑΜ δεν είχε καµία επίπτωση στις φυσικές ιδιότητες 

των λευκοκυττάρων (εικόνα 37Β). Αντιθέτως, οδήγησε σε αύξηση της έντασης του 

φθορισµού (εικόνα 37∆, γεµάτο ιστόγραµµα) σε σχέση µε το βασικό φθορισµό που 

παρουσίαζαν τα κύτταρα πριν την προσθήκη της καλσεΐνης (εικόνα 37∆, άδειο 

ιστόγραµµα µε γκρι γραµµή) και στους τρεις τύπους λευκοκυττάρων. Η επακόλουθη 

προσθήκη του εξειδικευµένου σιδηροδεσµευτή SIH δεν επηρέασε τις παραµέτρους 

σκεδασµού των δ

εσε µια περαιτέρω αύξηση του φθορισµού των κυττάρων (εικόνα 37∆, άδειο 

ιστόγραµµα µε µαύρη γραµµή). Η αύξηση αυτή του φθορισµού της καλσεΐνης που 

καταγράφηκε µετά την προσθήκη του SIH, εκφρασµένη σε αυθαίρετες µονάδες, 

αντιπροσωπεύει τα επίπεδα του LIP που δεσµεύει η καλσεΐνη σε κάθε τύπο κυττάρων 

(κοκκιοκύττα
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Εικόνα 37. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

λευκοκύτταρα του περιφερικού αίµατος µε κυτταροµετρία ροής. Λευκοκύτταρα του 
6

επώαση των λευκοκυττάρων µε 5 nM καλσεΐνης-ΑΜ για δέκα λεπτά δεν επηρέασε τις 

παραµέτρους σκεδασµού των κυττάρων (Β), ενώ οδήγησε σε αύξηση της έντασης του 

φθορισµού (γεµάτα ιστογράµµατα) σε σχέση µε το βασικό φθορισµό των κυττάρων πριν την 

προσθήκη της καλσεΐνης-ΑΜ (άδειο ιστόγραµµα µε γκρι γραµµή). Η µετέπειτα προσθήκη 

του SIH (100 µΜ) στο ίδιο κυτταρικό εναιώρηµα για πέντε λεπτά δεν είχε καµία επίπτωση 

στο διαχωρισµό των κυττάρων (Γ), ενώ προκάλεσε µια περαιτέρω αύξηση της έντασης του 

φθορισµού (άδειο ιστόγραµµα µε µαύρη γραµµή). Η αύξηση αυτή στο µέσο φθορισµό των 

κυττάρων µετά την προσθήκη του SIH, εκφρασµένη 

περιφερικού αίµατος (1.5x10  κύτταρα/ml) διαχωρίστηκαν µε βάση το µέγεθος (Forward 

Scatter) και την κοκκίωση (Side Scatter) σε τρεις διαφορετικούς υποπληθυσµούς (A). Η 

σε αυθαίρετες µονάδες, αντιπροσωπεύει 

α επίπεδα του σιδήρου που δεσµεύονται από την καλσεΐνη. Στα στικτογράµµατα (Α, Β και 

), η οµάδα R2 αντιπροσωπεύει τα κοκκιοκύτταρα, η R3 τα λεµφοκύτταρα και η R4 τα 

ονοκύτταρα. 

τ

Γ

µ
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Ο µέσος όρος των επιπέδων του LIP που καταγράφηκε για τέσσερις υγιείς 

δότες ήταν 208.5 ± 15.3, 115.3 ± 10.5 και 350.5 ± 30.8 αυθαίρετες µονάδες για τον 

πληθυσµό των κοκκιοκυττάρων, των λεµφοκυττάρων και των µονοκυττάρων, 

αντίστοιχα. Σύµφωνα µε τις τιµές αυτές, ο πληθυσµός των µονοκυττάρων παρουσίαζε 

τα υψηλότερα επίπεδα LIP, των λεµφοκυττάρων τα µικρότερα, ενώ των 

κοκκιοκυττάρων βρισκόταν ενδιάµεσα. Φαίνεται λοιπόν ότι οι διάφοροι τύποι 

λευκοκυττάρων διαφέρουν ως προς την ποσότητα του LIP που περιέχουν. Παρά την 

έλλειψη σχετικών µελετών, η αυξηµένη ποσότητα του LIP στον πληθυσµό των 

µονοκυττάρων είναι πιθανό να σχετίζεται µε την εντονότερη φαγοκυτταρική 

ικανότητα των κυττάρων αυτών καθώς και µε τη µεγάλη περιεκτικότητά τους σε 

υδρολυτικά ένζυµα, που έχουν ως αποτέλεσµα τον κατακερµατισµό διαφόρων µορίων 

και την αποδέσµευση του σιδήρου από αυτά. Επιπρόσθετα, η διαφορά αυτή µπορεί να 

οφείλεται και σε άλλες παραµέτρους, όπως είναι το µέγεθος και η 

διαµερισµατοποίηση του κάθε κυττάρου. 

Για τον έλεγχο της επαναληψιµότητας της νέας µεθόδου πραγµατοποιήθηκαν 

διαδοχικές µετρήσεις του ίδιου δείγµατος σε δύο διαφορετικά χρονικά διαστήµατα 

στη διάρκεια µιας ηµέρας. Οι τιµές των τυπικών αποκλίσεων που καταγράφηκαν από 

τους µέσους όρους τεσσάρων µετρήσεων του ίδιου δείγµατος στα δύο διαφορετικά 

ρονικά διαστήµατα, ήταν 4.3%, 5.3% και 3.7% για τα κοκκιοκύτταρα, τα 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε το γεγονός ότι παρόµοιες τιµές 

σηµειώθηκαν ακόµη και σε µετρήσεις δύο διαφορετικών δειγµάτων του ίδιου δότη 

που ελήφθησαν µε διαφορά επτά ηµερών. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 38 (Α, Β 

χ

λεµφοκύτταρα και τα µονοκύτταρα, αντίστοιχα. 

και Γ), οι τιµές των επιπέδων του LIP, εκφρασµένες σε αυθαίρετες µονάδες, 

διατηρούνται σχετικά σταθερές για τον κάθε δότη µεταξύ των δύο αυτών χρονικών 

σηµείων και στους τρεις τύπους κυττάρων. Έτσι, άτοµα τα οποία αρχικά 

παρουσίαζαν σχετικά χαµηλά επίπεδα LIP, παρέµεναν σε αυτά µετά το πέρας των 

επτά ηµερών. Το ίδιο διαπιστώθηκε και στην περίπτωση των ατόµων µε υψηλότερα 

επίπεδα LIP. Η παρατήρηση αυτή αντικατοπτρίζει τον ενεργό ρόλο µηχανισµών 

ρύθµισης τόσο σε επίπεδο οργανισµού όσο και σε κυτταρικό επίπεδο, κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες. 
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Λευκοκύτταρα περιφερικού αίµατος (1.5x106 κύτταρα/ml) από υγιείς δότες αναλύθηκαν µε 

κυτταροµετρία ροής για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP. Στα διαγράµµατα Α έως Γ, οι 

τιµές 1 και 2 αντιπροσωπεύουν τις τιµές ∆φθορισµού του ίδιου δότη την πρώτη και την 

ύνται σχετικά σταθερά κατά τη διάρκεια του συγκεκριµένου 

χρονικο  διαστήµατος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 38. ∆ιατήρηση των πιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP). 

έβδοµη ηµέρα για τα κοκκιοκύτταρα, τα λεµφοκύτταρα και τα µονοκύτταρα, αντίστοιχα. 

Κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει το µέσο όρο τεσσάρων µετρήσεων του ίδιου δείγµατος. Τα 

επίπεδα του LIP διατηρο

ύ
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3.2.2. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) στα 

ερυθροκύτταρα 

 

Η εκτίµηση των επιπέδων του LIP στα ερυθροκύτταρα αποτέλεσε το επόµενο 

στάδιο της παρούσας µελέτης. Ο πληθυσµός των ερυθροκυττάρων συλλέχθηκε µε τη 

µορφή ιζήµατος µετά από ήπια φυγοκέντρηση ολικού περιφερικο αίµατος. Τα 

φυσικά χαρακτηριστικά των ερυθροκυττάρων, µέγεθος και κοκκίωση, επέτρεψαν τον 

εντοπισµό του πληθυσµού στο αντίστοιχο διπαραµετρικό διάγραµµα κυτταροµετρίας 

ροής (εικόνα 39Α). 

 

ικόνα 39. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) στα 

 κυττάρων µετά την προσθήκη του SIH εκφράστηκε σε αυθαίρετες 

ονάδες και αντιπροσωπεύει τα επίπεδα του LIP που δεσµεύονται από την καλσεΐνη. 

ύ 

Ε

ερυθροκύτταρα µε κυτταροµετρία ροής. Ερυθροκύτταρα του περιφερικού αίµατος 

αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής, ως προς το µέγεθος και την κοκκίωσή τους (A). 

Ακολούθως, επωάστηκαν µε 5 nM καλσεΐνης-ΑΜ για δέκα λεπτά και αµέσως µετά 

αναλύθηκαν και πάλι µε βάση τα φυσικά χαρακτηριστικά αλλά και την ένταση του 

φθορισµού της καλσεΐνης (Β και µαύρη γραµµή ιστογράµµατος στο ∆). Έπειτα, 100 µM SIH 

προστέθηκαν στο ίδιο κυτταρικό εναιώρηµα και πέντε λεπτά αργότερα τα κύτταρα 

αναλύθηκαν για τις ίδιες παραµέτρους (Γ και γκρι γραµµή ιστογράµµατος στο ∆). Η αύξηση 

στο µέσο φθορισµό των

µ
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Τα αποτελέσµατα της επώασης των ερυθροκυττάρων τόσο µε την καλσεΐνη-

ΑΜ όσο και µε το SIH καταγράφηκαν µε τρόπο όµοιο µε αυτόν της περίπτωσης των 

ευκοκυττάρων. Η διαφορά στην ένταση του φθορισµού της καλσεΐνης πριν (εικόνα 

39∆, µ

Β και 39Γ, αντίστοιχα). 

Ο µέσος όρος των επιπέδων του LIP των ερυθροκυττάρων που καταγράφηκε 

για τέσσερις υγιείς δότες ήταν 40.5 ± 10.6 αυθαίρετες µονάδες. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η σύγκριση των επιπέδων του LIP του πληθυσµού των ερυθροκυττάρων 

µε εκείνα των υποπληθυσµών των λευκοκυττάρων. Από τη σύγκριση αυτή φαίνεται 

καθαρά ότι τα επίπεδα του LIP ήταν σαφέστατα χαµηλότερα στην περίπτωση των 

ερυθροκυττάρων. Πιθανώς η παρατήρηση αυτή να σχετίζεται µε το πολύ µικρό 

µέγεθος των ερυθροκυττάρων. 

 

 

3.2.3. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

δικτυοερυθροκύτταρα του περιφερικού αίµατος 

 

 Τα δικτυοερυθροκύτταρα αποτελούν πρόδροµες µορφές των ερυθροκυττάρων 

που απελευθερώνονται από το µυελό των οστών στην κυκλοφορία του αίµατος. Εκεί 

αραµένουν για λίγες µόνο ηµέρες πριν τη µετατροπή τους σε ώριµα ερυθροκύτταρα. 

CD45 που χρησιµοποιούνται κατά κόρον στη βιβλιογραφία για τον εντοπισµό των 

δικτυοερυθροκυττάρων. Ο κυτταρικός πληθυσµός τους αναλύθηκε µε βάση την 

παρουσία του δείκτη CD71 που αντιπροσωπεύει τον υποδοχέα τρανσφερρίνης-1 στην 

λ

αύρη γραµµή ιστογράµµατος) και µετά την προσθήκη του ισχυρού 

σιδηροδεσµευτή SIH (εικόνα 39∆, γκρι γραµµή ιστογράµµατος) οδήγησε στον 

προσδιορισµό των επιπέδων του LIP για τον πληθυσµό των ερυθροκυττάρων. Θα 

πρέπει να σηµειωθεί ότι και στην περίπτωση των ερυθροκυττάρων η προσθήκη των 

προηγούµενων ενώσεων δεν είχε καµία επίπτωση στις παραµέτρους σκεδασµού των 

κυττάρων (εικόνα 39

π

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, αποτελούν το 0.5-2% των ερυθροκυττάρων µε 

αποτέλεσµα να υπάρχουν δυσκολίες στον εντοπισµό τους και να απαιτείται η χρήση 

εξειδικευµένων αντισωµάτων. 

Στην παρούσα µελέτη, για τον προσδιορισµό του πληθυσµού των 

δικτυοερυθροκυττάρων χρησιµοποιήθηκε ολικό περιφερικό αίµα, το οποίο 

φυγοκεντρήθηκε µε σκοπό τη συλλογή του πληθυσµού των ερυθροκυττάρων. 

Ακολούθησε αραίωση του πληθυσµού και επώαση µε τα αντισώµατα CD71 και 
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επιφάνε

 

υττάρων πρέπει να είναι θετικός στην 

έκφρασ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

υ δείκτη CD45 (Α). Τα δικτυοερυθροκύτταρα ακολούθως 

επωάστ ε  τ

σ Μ

προστέθηκαν στο ίδιο κυτταρικό εναιώρηµα και πέντε λεπτά αργότερα καταγράφηκε η 

αύξηση στο φθορισµό (γκρι γραµµή). Στο στικτόγραµµα Α, η οµάδα R1 αντιπροσωπεύει τον 

ια των δικτυοερυθροκυττάρων και την απουσία του δείκτη CD45 που 

καθορίζει τα λευκοκύτταρα (εικόνα 40Α). Ως πρόδροµες µορφές των 

ερυθροκυττάρων, τα δικτυοερυθροκύτταρα εκφράζουν στην επιφάνειά τους ένα 

σηµαντικό αριθµό υποδοχέων τρανσφερρίνης-1, ώστε να εισάγουν στο εσωτερικό 

τους την απαιτούµενη ποσότητα σιδήρου µέσω της τρανσφερρίνης για τη σύνθεση 

της αιµοσφαιρίνης. Η έκφραση του δείκτη CD71 για τον υποδοχέα τρανσφερρίνης-1 

µειώνεται σταδιακά κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης των δικτυοερυθροκυττάρων, 

ενώ απουσιάζει εντελώς από τα ώριµα ερυθροκύτταρα [Loken et al., 1987]. Κατά 

συνέπεια, ο πληθυσµός των δικτυοερυθροκ

η του δείκτη CD71, αλλά ταυτόχρονα και αρνητικός στην έκφραση του δείκτη 

των λευκοκυττάρων CD45 (R1, στικτόγραµµα εικόνας 40Α). 

 

 

Εικόνα 40. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

δικτυοερυθροκύτταρα του περιφερικού αίµατος µε κυτταροµετρία ροής. ∆είγµατα 

ολικού περιφερικού αίµατος αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής, µε βάση την παρουσία του 

δείκτη CD71 και την απουσία το

ηκαν µ  5 nM καλσεΐνης-ΑΜ για δέκα λεπτά και η ένταση ου φθορισµού της 

καλσεΐνης αποτυπώθηκε το ιστόγραµµα Β (µαύρη γραµµή). Έπειτα, 100 µ  SIH 

πληθυσµό των δικτυοερυθροκυττάρων. Η αύξηση στο µέσο φθορισµό των κυττάρων µετά 

την προσθήκη του SIH, εκφρασµένη σε αυθαίρετες µονάδες, αντιπροσωπεύει τα επίπεδα του 

σιδήρου που δεσµεύονται από την καλσεΐνη. 

 



Αποτελέσµατα 92

Ακολούθως, τα κύτταρα επωάστηκαν µε καλσεΐνη-ΑΜ και ο φθορισµός της 

καλσεΐνης αποτυπώθηκε στο ιστόγραµµα της εικόνας 40Β (µαύρη γρ µµή 

ιστογράµµατος). Η µετέπειτα προσθήκη του εξειδικευµένου σιδηροδεσµευτή SIH 

είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση του φθορισµού (εικόνα 40Β, γκρι γραµµή 

ιστογράµµατος). Η αύξηση που καταγράφηκε, εκφρασµένη σε αυθαίρετες µονάδες, 

αντιπροσωπεύει τα επίπεδα του LIP στον πληθυσµό των δικτυοερυθροκυττάρων. 

Ο µέσος όρος των επιπέδων του LIP για τον πληθυσµό των 

δικτυοερυθροκυττάρων που καταγράφηκε για τέσσερις διαφορετικούς υγιείς δότες 

ήταν 90.9 ± 6.4 αυθαίρετες µονάδες. Σύµφωνα µε την τιµή αυτή, ο πληθυσµός των 

δικτυοερυθροκυττάρων διαπιστώθηκε ότι παρουσίαζε µεγαλύτερα επίπεδα LIP σε 

σχέση µε τα αντίστοιχα επίπεδα του πληθυσµού των ερυθρο

α

κυττάρων. Το γεγονός 

αυτό αντανακλά τη µείωση των επιπέδων του LIP κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης 

των ερυθροκυττάρων. Αξίζει να σηµειωθεί, ότι η παρατήρηση αυτή έρχεται σε 

συµφωνία µε προηγούµενα πειραµατικά δεδοµένα της βιβλιογραφίας [Prus E. and 

Fibach E., 2008]. 

Ο προσδιορισµός των επιπέδων του LIP στον πληθυσµό των 

δικτυοερυθροκυττάρων είναι ιδιαίτερα σηµαντικός, καθώς επιτρέπει την έγκαιρη 

εκτίµηση των διαθέσιµων επιπέδων σιδήρου για τη διαδικασία της ερυθροποίησης. 

Κατά συνέπεια, σε περιπτώσεις µη αποτελεσµατικής ερυθροποίησης το LIP των 

δικτυοερυθροκυττάρων αποτελεί έναν πιο πρώιµο διαγνωστικό δείκτη σε σχέση µε 

τους υπόλοιπους δείκτες που ήδη χρησιµοποιούνται, όπως ο αιµατοκρίτης, η 

αιµοσφαιρίνη, ο σίδηρος του ορού, η φερριτίνη και ο κορεσµός τρανσφερρίνης. 
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ρου 

(LIP) λ ρ υ

Πίνακα . α α σ µ

σίδηρο σε υγιείς δότες. 

 

* Μέσος Όρος ± τυπική απόκλιση, ν=41 ** Ο κορεσµός τρανσφερρίνης υπολογίζεται µε την εξής 

όρµουλα: Κορεσµός τρανσφερρίνης (%) = [(σίδηρος ορού)/(TIBC)] x 100 

 

Μέρος Γ 

 

 

3.3. Θετική συσχέτιση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδή

ευκοκυττά ων το  περιφερικού αίµατος µε την ηλικία 

 

Στο τρίτο µέρος της µελέτης ακολούθησε ο προσδιορισµός των επιπέδων του 

LIP σε λευκοκύτταρα περιφερικού αίµατος από σαράντα ένα υγιείς δότες µε στόχο τη 

διερεύνηση της σχέσης του LIP µε την ηλικία των δοτών και κατά συνέπεια την 

πιθανή εµπλοκή του στη διαδικασία της γήρανσης. Τα δηµογραφικά και 

εργαστηριακά χαρακτηριστικά των ατόµων που συµµετείχαν στη µελέτη 

παρουσιάζονται στον πίνακα 3. 

 

ς 3 ∆ηµογραφικά κ ι εργαστηριακά χ ρακτηριστικά που χετίζονται ε το 

 

Μέσος όρος ηλικίας (Έτη)* 

 

35.7 ± 12.2 (εύρος τιµών 22-61) 

Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος 

(LIP) (αυθαίρετες µονάδες) 

Κοκκιοκύτταρα 

 

 

214.4 ± 43.1 

Φύλο (Άρρεν/Θήλυ) 20/21 

Μονοκύτταρα 

Λεµφοκύτταρα 
386.8 ± 66.3 

124.0 ± 23.4 

Αιµοσφαιρίνη (g/dl) 13.8 ± 1.4 

Αιµατοκρίτης (%) 43.0 ± 3.6 

Σίδηρος oρού (µg/dl) 101.0 ± 67.7 

Ολική σιδηροδεσµευτική ικανότητα 

τρανσφερρίνης (Total Iron Binding 

Capacity, TIBC) (µmol/L) 

332.3 ± 31.0 

Κορεσµός τρανσφερρίνης (%)** 30.4 ± 14.6 

Φερριτίνη ορού (ng/ml) 72.1 ± 76.4 

φ
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Οι παράµετροι που σχετίζονται µε το σίδηρο αναλύθηκαν µε εργαστηριακές 

εθόδους ρουτίνας και παρουσίασαν φυσιολογικές τιµές. Πιο συγκεκριµένα, ο µέσος 

ην αιµοσφαιρίνη ήταν 13.8g/dl ± 1.4, για τον αιµατοκρίτη 43.0% ± 3.6, για 

ο σίδηρο του ορού 101.0µg/dl ± 67.7, για την ολική σιδηροδεσµευτική ικανότητα 

ρανσφερρίνης (Total Iron Binding Capacity, TIBC) 323.3µmol/l ± 31.0, για τον 

Όσον αφορά το µέσο όρο των επιπέδων του LIP, που καταγράφηκε για τους 

συγκεκ

µ π

κ  ν

 µεταξύ των δυο αυτών παραµέτρων 

ραγµατοποιήθηκε µέσω του συντελεστή Spearman’s, ο οποίος παρουσίαζε τις εξής 

τιµές r = 0.656 (p<0.0001) για τα κοκκιοκύτταρα, r = 0.572 (p<0.0001) για τα 

λεµφοκύτταρα και r = 0.702 (p<0.0001) για τα µονοκύτταρα, αντίστοιχα (εικόνα 41Α, 

41Β αι 41Γ, αντίστοιχα). Η παρατήρηση αυτή υποδεικνύει µ  εξαρτώµενη από την 

ηλικία αύξηση των επιπέδων του LIP και στους τρεις τύπους κυττάρων, προφανώς ως 

αποτ ίας των ρυθµιστικών οµοιοστατικών µηχανισµών 

σιδή  µπορούσε να αποτελεί µια  εξήγηση για τις 

αυξη τικές τροποποιήσεις βασικών κυ συστατικών που 

παρα τά τη διάρκεια της γήρανσης [Oliver CN. et al., 1987; Fraga CG. et 

al., 1990]. Τέλος, θα πρέπει να σηµειωθεί πως καµία άλ παραµέτρους του 

πίνακα 3 δε συσχετίστηκε στατιστικά σηµαντικά µε την ηλικία των δοτών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

µ

όρος για τ

τ

τ

κορεσµό τρανσφερρίνης 30.4% ± 14.4 ενώ για τη φερριτίνη του ορού 72.1ng/ml ± 

76.4 (πίνακας 3). 

ριµένους δότες, αυτός ήταν: 214.4 ± 43.1, 124.0 ± 23.4 και 386.8 ± 66.3 

αυθαίρετες µονάδες για τα κοκκιοκύτταρα, τα λεµφοκύτταρα και τα µονοκύτταρα, 

αντίστοιχα (πίνακας 3). 

Η συσχέτιση του LIP ε όλες τις παραµέτρους του ίνακα 3 ήταν ιδιαίτερα 

ενδιαφέρουσα, αθώς διαπιστώθηκε ότι αυτή ήτα  θετική µόνο στην περίπτωση της 

ηλικίας. Η διαδικασία της συσχέτισης

π

κ ια

έλεσµα της µη σωστής λειτουργ

ρου. Το γεγονός αυτό θα πιθανή

µένες οξειδω τταρικών 

τηρούνται κα

λη από τις 
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ικόνα 41. Αύξηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε σχέση 

ε την ηλικία. Λευκοκύτταρα περιφερικού αίµατος (1.5x106 κύτταρα/ml) από υγιείς δότες 

ναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP. Οι τιµές των 

ιπέδων του LIP (∆φθορισµός, κάθετος άξονας) συσχετίστηκαν µε την ηλικία των δοτών 

(Έτη, οριζόντιος άξονας). Η συσχέτιση µεταξύ αυτών των παραµέτρων υπολογίστηκε µέσω 

του συντελεστή Spearmans (r) για τα κοκκιοκύτταρα (Α), τα λεµφοκύτταρα (Β) και τα 

ονοκύτταρα (Γ), αντίστοιχα. 
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3.4. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

λευκοκύτταρα του περιφερικού αίµατος ασθενών µε χρόνια συστολική καρδιακή 

ανεπάρκεια 

 

Στο επόµενο βήµα της παρούσας µελέτης διερευνήθηκε  δυνατότητα 

εφαρµογής της νέας µεθοδολογίας στο κλινικό σύνδροµο της καρδιακή ανεπάρκειας. 

Το οξειδωτικό στρες, όπως έχει ήδη αναφερθεί, εµπλέκεται στην παθογένεση και την 

εξέλιξη του συγκεκριµένου συνδρόµου [Giordano FJ. et al., 2005; Eleuteri E. et al., 

2009]. Το LIP αποτελεί ένα νέο δείκτη οξειδωτικού στρες, καθώς  την 

παραγωγή των δραστικών ελεύθερων ριζών υδροξυλίου που οδηγούν  οξειδωτικές 

τροποποιήσεις βασικών κυτταρικών συστατικών. 

Προκειµένου λοιπόν να αξιολογηθεί ο ρόλος του LIP στη αρύτητα της 

καρδιακής ανεπάρκειας εκτιµήθηκαν τα επίπεδά του σε λευκοκύτταρα περιφερικού 

αίµατος 60 ασθενών µε χρόνια συστολική καρδιακή ανεπάρκεια οφειλόµενη σε 

ισχαιµία (42 ασθενείς) ή διατατική καρδιοµυοπάθεια (18 ασθενείς).  επιλογή του 

πληθυσµού των λευκοκυττάρων, ως σύστηµα µελέτης, βασίστηκε στο γεγονός της 

ενεργούς συµµετοχής τους στο οξειδωτικό στρες που παρατηρείται στην καρδιακή 

ανεπάρκεια [Ellis GR. et al., 2000; Kong CW. et al., 2001; Ijsselmuiden AJ. et al., 

2008]. Επιπλέον, ελέγχθηκε η πιθανή συσχέτιση των επιπέδων του LIP µε διάφορες 

κλινικές και εργαστηριακές παραµέτρους. Τα δηµογραφικά και κλινικά 

χαρακτηριστικά των ασθενών παρουσιάζονται στον πίνακα 4, ενώ οι γαστηριακές 

παράµετροι στον πίνακα 5. Οι ασθενείς ταξινοµήθηκαν µε βάση το κλάσµα εξώθησης 

αριστερής κοιλίας (Left Ventricular Ejection Fraction, LVEF) σε δύο οµάδες, την 

οµάδα µε σοβαρή καρδιακή ανεπάρκεια αριστερής κοιλίας (LVEF≤30%, ν=28) και 

την οµάδα µε µέτρια καρδιακή ανεπάρκεια αριστερής κοιλίας (LVEF>30%, ν=32). 

Οι τιµές των περισσότερων παραµέτρων των πινάκων 4 και 5 ήταν 

συστολική πίεση δεξιάς κοιλίας (Right Ventricular Systolic Pressure, RVSP) και η 

λειτουργική κατάσταση κατά NYHA (στάδιο Ι-ΙΙ έναντι σταδίου ΙΙΙ-ΙV) ελέγχθηκαν 

ντικής ανάλυσης. 

 

η

ς 

 καταλύει

σε

β

Η

ερ

συγκρίσιµες µεταξύ των δύο οµάδων. Ωστόσο, παράµετροι που παρουσίασαν µια 

αξιοσηµείωτη διαφορά ανάµεσα στις δύο οµάδες (p≤0.10), όπως τα επίπεδα του LIP 

των κοκκιοκυττάρων, του LIP των µονοκυττάρων, η καρδιακή συχνότητα, η 

περαιτέρω µέσω πολυπαραγο
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Πίνακας 4. ∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών. 

    

 

* Μέσος Όρος ± τυπική από λιση 
ACE-I (Angiotensin Converting Enzyme Inhibitors)= Αναστολείς µετατρεπτικού ενζύµου 

αγγειοτενσίνης Ι, ARBs (Angiotensin Receptor Blockers)= Ανταγωνιστές υποδοχέων αγγειοτενσίνης ΙΙ 

ρόνης 

Στατίνες 19 (67%) 25 (78%) 0.39 

κ

 

 

 

LVEF≤30% (ν=28) LVEF>30% (ν=32) P value 
 

Μέση ηλικία (Έτη)* 67.6 ± 9.5 66.9 ± 12.7 0.82 

Φύλο (Άρρεν) 26 (93%) 28 (88%) 0.67 

2

Στάδιο NYHA III-IV 14 (50%) 9 (28%) 0.10 

(παλµοί/

73 (11) 0.09 

Συστολική αρτηριακή πίεση 

(mmHg) 

120 (20) 130 (22) 0.81 

Υπέρταση 16 (57%) 20 (62%) 0.79 

αλδοστε

∆είκτης µάζας σώµατος 

(kg/m ) 

25.4 (9.7) 24.7 (5.0) 0.59 

Κολπική µαρµαρυγή 12 (43%) 9 (28%) 0.28 

Καρδιακή συχνότητα 70 (17) 

λεπτό) 

Συστολική πίεση δεξιάς 

κοιλίας (mmHg) 

42.6 ± 19.6 28.3 ± 15.9 0.01 

Ισχαιµική καρδιοµυοπάθεια 21 (75%) 21 (65%) 0.57 

∆ιαβήτης 7 (25%) 10 (32%) 0.77 

 
Φαρµακευτική αγωγή 

   

ACE-I/ARBs 25 (89%) 31 (96%) 0.33 

Β-αναστολείς 25 (89%) 26 (81%) 0.48 

Ανταγωνιστές 21 (75%) 18 (56%) 0.17 
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Πίνακας 5. Εργαστηριακές παράµετροι των ασθενών. 

 

LVEF≤30% (ν=2 LVEF>30% (ν=3 P value 

 

αιµοσφαιρίων (ανά m

Κάθ

(ml/min) 

Ουρικό οξύ

Υψηλής ευαισθησίας CR

(mg/l) 

9.2 (7. 8.67 (8 0.4

Φερριτίνη ορού (ng/

Σίδηρος ορού

112 (143 140 (102 0.6

(TIBC

ενεργός σίδηρος (L

(αυθαίρετ

Λεµφοκύττ

 

 

10.63 (3

 

9.95 (2.0

 

0.2

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της πολυπαραγοντικής ανάλυσης, µόνο τα 

ού των κοκκιοκυττάρων (OR: 0.73; 95% Cl:0.55-0.98; 

οιλίας ανεξαρτήτως των υπόλοιπων παραγόντων. 

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η πιθανή συσχέτιση του κλάσµατος εξώθησης 

αριστερής κοιλίας µε τις παραµέτρους των πινάκων 4 και 5 µέσω του συντελεστή 

  

8) 

 

2) 

 

Αιµοσφαιρίνη (gr/dl) 13.5 (3.8) 13.2 (3.6) 0.373 

Αριθµός λευκών 

m3) 

7.340 (2.150) 7.400 (1.295) 0.89 

αρση κρεατινίνης 53.4 ± 24.6 62.1 ± 29.6 0.26 

K+ (mEq/l) 4.2 ± 0.5 4.4 ± 0.4 0.23 

Na+ (mEq/l) 136 (3) 138 (3) 0.36 

 (mg/dl) 8.5 ± 2.5 7.6 ± 2.3 0.21 

P 8) .8) 3 

ml) ) ) 2 

 (µg/dl) 68 ± 41 76 ± 32 0.42 

Ολική σιδηροδεσµευτική 

ικανότητα τρανσφερρίνης 

) (µg/dl) 

311 ± 87 315 ± 46 0.83 

 

Οξειδοαναγωγικά 

IP) 

ες µονάδες) 

Κοκκιοκύτταρα 

Μονοκύτταρα 

αρα 

 

 

 

16.21 (4.92) 

26.03 (5.99) 

.17) 

 

 

 

14.12 (3.31) 

23.01 (5.91) 

0) 

 

 

 

0.01 

0.05 

2 

επίπεδα του LIP του πληθυσµ

p=0.039) και η συστολική πίεση δεξιάς κοιλίας (RVSP) (OR: 0.95; 95% Cl:0.92-0.99; 

p=0.027) συσχετίστηκαν µε τη βαρύτητα της συστολικής ανεπάρκειας αριστερής 

κ



Αποτελέσµατα 99

Spearman’s (τιµή r). Συγκεκριµένα, το κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας 

παρουσίασε σηµαντική αρνητική συσχέτιση µε τα επίπεδα  LIP του πληθυσµού 

των κοκκιοκυττάρων (r = 2), ληθ των 

µονοκυττάρων (r = - 0.35, p = 0.007) και µε τη συστολική πίεση δεξιάς κοιλίας (r = -

0.43 γονός αυτό  να σχετίζετ ειωµένο τικό 

στρ είται στην ήπ ανεπάρκε ρακτηρ ι από 

µεγ  αριστερής κοιλίας. Επιπρόσθετα, θα πρέπει να σηµειωθεί 

ότι ιση του κ  µ ώδεις παράγοντες, 

όπως είναι ο αριθµός των λευκών αιµοσφαιρίων, η CRP και το ουρικό οξύ. 

Τέλος, οι ασθενείς ταξινοµήθηκαν µε βάση τα κριτήρια της Καρδιολογικής 

Ετα έας Υόρκης (New York Heart Association, NYHA) σε δύ λέον 

οµά  στάδιο NYH =34) και την ε στάδιο NYHA ΙΙΙ-

IV (ν=26). Από τη σύγκριση των δύο οµάδων προέκυψε µια στατιστικά σηµαντική 

διαφ τις τιµές των επιπέδων του LIP για τα κοκκιοκύτταρα (13.69 αυθαίρετες 

µον 15.40 αυ ονάδες, p  κάθαρση της 

κρεατινίνης (65ml/λεπτό σε σχέση µε 42ml/λεπτό, p=0.04), στη συστολική πίεση 

δεξιάς κοιλίας (26.8 ± 15.1mmHg σε σχέση µε 46.1 ± 18.6mmHg, p=0.003), στο 

κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας (p=0.002) και οριακά µια σηµαντική διαφορά 

στα  ουρικού οξέος (7.1 ± 2.5mg/dl σε σχέση µε 8.9 ± 1.9mg/dl, 

p=0.054). Ωστόσο, σύµφωνα µε την  ανάλυση των προηγούµενων 

παρ συστολική πίεση εξιάς κοιλίας συσχετιζόταν ανεξάρτητα µε το 

στά ; 95  Cl:1.01-1.12; p=0.015). 

 

 

 

 

 

του

- 0.39, p = 0.00  του LIP του π υσµού 

, p = 0.003). Το γε ενδέχεται αι µε το µ οξειδω

ες που παρατηρ

άλο κλάσµα εξώθησης

ια καρδιακή ια η οποία χα ίζετα

δε βρέθηκε συσχέτ λάσµατος εξώθησης ε φλεγµον

ιρίας της Ν ο επιπ

δες, την οµάδα µε A Ι-ΙΙ (ν  οµάδα µ

ορά σ

άδες σε σχέση µε θαίρετες µ =0.03), στην

 επίπεδα του

πολυπαραγοντική

αγόντων, µόνο η 

διο NYHA (OR: 1.07

 δ

%
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 

 

 

4.1. Κινητοποίηση του ενδοκυττάριου σιδήρου από εξειδικευµένες 

σιδηροδεσµευτικές ενώσεις 

 

ης σε συνδυασµό µε την 

νδοφλέβια χορήγηση σιδήρου όπου αυτή κρίνεται απαραίτητη. Εντούτοις, η 

εραπευτική αυτή προσέγγιση συχνά παρουσιάζει τοξικές για τον οργανισµό 

πιπτώσεις, οι οποίες είναι πιθανόν ότι οφείλονται στην περίσσεια του χορηγούµενου 

ιδήρου, καθώς είναι γνωστό ότι ο σίδηρος αποτελεί ένα σηµαντικό διαµεσολαβητή 

οξικότητας σε συνθήκες οξειδωτικού στρες [Salivan, 2007; Galaris and Pantopoulos, 

008; Galaris et al., 2008]. Για το λόγο αυτό, στα πλαίσια της παρούσας µελέτης 

ιερευνήθηκε η δυνατότητα κινητοποίησης του «εγκλωβισµένου» ενδοκυττάριου 

ιδήρου ως µια εναλλακτική πρόταση για την καλύτερη αντιµετώπιση των ΑΧΝ. 

Σε ένα πρώτο βήµα, αξιολογήθηκε η ικανότητα τριών φαρµακευτικών 

ενώσεων (δεσφεριοξαµίνη, δεφεριπρόνη και δεφερασιρόξη) και µιας ένωσης φυτικής 

προέλευσης (καφεϊκό οξύ) να εισέρχονται στο εσωτερικό των κυττάρων και να 

δεσµεύουν τον ενδοκυττάριο σίδηρο. Ο προσδιορισµός της δέσµευσης του LIP 

 Η ανάπτυξη της ΑΧΝ, όπως είναι ήδη γνωστό, σχετίζεται µε διαταραχές της 

οµοιοστασίας του σιδήρου. Συγκεκριµένα, τα αυξηµένα επίπεδα ηπατιδίνης που 

παρατηρούνται στον ορό του αίµατος ασθενών µε ΑΧΝ συµβάλλουν αρχικά στη 

µείωση των επιπέδων της φερροπορτίνης στις πλασµατικές µεµβράνες των 

µακροφάγων, των εντεροκυττάρων και των ηπατοκυττάρων και ακολούθως στη 

συσσώρευση του σιδήρου στα κύτταρα αυτά µε αποτέλεσµα υπό τις συγκεκριµένες 

συνθήκες να περιορίζεται η διαθεσιµότητα του σιδήρου για τη διαδικασία της 

ερυθροποίησης. Κατά συνέπεια, οι ΑΧΝ, παρά την ύπαρξη επαρκών ποσοτήτων 

σιδήρου στον οργανισµό, χαρακτηρίζονται από χαµηλά επίπεδα σιδήρου στον ορό, 

χαµηλό κορεσµό τρανσφερρίνης και µειωµένο αριθµό ερυθροκυττάρων στον ορό του 

αίµατος. Βασική θεραπευτική επιλογή για την αντιµετώπιση των ΑΧΝ συνιστά η 

χορήγηση σκευασµάτων διέγερσης της ερυθροποίησ

ε

θ

ε

σ

τ

2

δ

σ
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πραγµατοποιήθηκε φθορισµοµετρικά µε τη µέθοδο της καλσεΐνης [Epsztejn et al., 

997]. ∆ιαπιστώθηκε ότι οι ενώσεις δεφεριπρόνη και δεφερασιρόξη είχαν την 

έονται στο εσωτερικό του κυττάρου και να δεσµεύουν το LIP µε 

ποτέλεσµα την αύξηση του φθορισµού της καλσεΐνης. Αντίθετα, στην περίπτωση 

ς δεσφεριοξαµίνης και του καφεϊκού οξέος, αντίστοιχα, δεν παρατηρήθηκε αύξηση 

υ φθορισµού της καλσεΐνης στη συγκεκριµένη χρονική στιγµή της µέτρησης. Το 

εγονός αυτό είναι πιθανό να σχετίζεται µε τον τρόπο εισόδου των ενώσεων αυτών 

ύ µ

ηροδεσµευτικές. Σύµφωνα µε προηγούµενα πειράµατα 

το εργαστήριό µας, η δεσφεριοξαµίνη εισέρχεται στα κύτταρα µε τη διαδικασία της 

οξέος

καν 

προηγο

1

ικανότητα να διαχ

α

τη

το

γ

στα κ τταρα παρά µε την ικανότητά τους να δεσ εύουν σίδηρο, καθώς είναι γνωστό 

ότι οι ενώσεις αυτές είναι σιδ

σ

ενδοκύττωσης υγρής φάσης που απαιτεί µεγάλο χρονικό διάστηµα σε σχέση µε τη 

συγκεκριµένη χρονική στιγµή της µέτρησης του φθορισµού της καλσεΐνης [Doulias et 

al., 2003]. Η παρατήρηση αυτή δύναται να αποτελεί µια πιθανή εξήγηση και για την 

περίπτωση του καφεϊκού . Ωστόσο, στο σηµείο αυτό θα πρέπει να αναφερθεί ότι 

έχουν µελετηθεί στο εργαστήριό µας περιπτώσεις ενώσεων φυτικής προέλευσης 

(λουτεολίνη, φισετίνη, κερκετίνη, µυρικετίνη, εριοδικτυόλη, ταξιφολίνη) που σε 

αντίθεση µε το καφεϊκό οξύ έχουν την ικανότητα να διαχέονται στο εσωτερικό των 

κυττάρων και να δεσµεύουν τον ενδοκυττάριο σίδηρο. 

Έχει προταθεί στο παρελθόν ότι η δέσµευση του ενδοκυττάριου σιδήρου 

λειτουργεί ως µηχανισµός προστασίας ενάντια στη βλάβη του DNA που προκαλείται 

από το H2O2 [Barbouti et al., 2001; Doulias et al., 2003]. Για το λόγο αυτό, σε ένα 

επόµενο στάδιο, η έρευνά µας κατευθύνθηκε στην αξιολόγηση της ικανότητας των 

προηγούµενων ενώσεων να προστατεύουν το DNA των κυττάρων που εκτίθενται σε 

H2O2. Από τη µελέτη αυτή προέκυψε το συµπέρασµα ότι η δεφεριπρόνη και η 

δεφερασιρόξη που είχαν την ικανότητα να διαχέονται στο εσωτερικό του κυττάρου 

προσέφεραν αξιόλογη προστασία, σε σχετικά χαµηλές συγκεντρώσεις, στο κυτταρικό 

DNA. Αντίθετα, η δεσφεριοξαµίνη και το καφεϊκό οξύ στο υπό µελέτη σύστηµα δεν 

προσέφεραν προστασία στο κυτταρικό DNA ενάντια στη βλάβη που προκαλεί το 

Η2Ο2 πιθανώς λόγω του διαφορετικού τρόπου εισόδου τους στα κύτταρα. 

 Στη συνέχεια, µελετήθηκε η ικανότητα των ενώσεων που αναφέρθη

υµένως να αποδίδουν το σίδηρο στην τρανσφερρίνη µε σκοπό την περαιτέρω 

αναδιανοµή του. Η ικανότητα αυτή µελετήθηκε µε τη µέθοδο της ηλεκτροφόρησης 

της τρανσφερρίνης σε πηκτή ουρίας-πολυακρυλαµιδίου (U-PAGE). Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα της µελέτης, η τρανσφερρίνη είχε την ικανότητα να προσλαµβάνει το 
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σίδηρο των συµπλόκων σιδήρου:δεφεριπρόνης, σιδήρου:δεφερασιρόξης και 

σιδήρου:καφεϊκού οξέος, σε αντίθεση µε το σίδηρο του συµπλόκου 

σιδήρου:δεσφεριοξαµίνης. Ωστόσο, η ικανότητα αυτή φαίνεται να εξαρτάται από την 

αναλογία στην οποία βρίσκονται ο σίδηρος µε την αντίστοιχη ένωση. Συγκεκριµένα, 

στην περίπτωση της δεφεριπρόνης όσο αυξάνει η ποσότητα της δεφεριπρόνης σε 

σχέση µε το σίδηρο τόσο η τρανσφερρίνη αποσπά µε δυσκολία το σίδηρο από το 

σύµπλοκο, ενώ αντίθετα στην περίπτωση του καφεϊκού οξέος όσο αυξάνει η 

συγκέντρωση του καφεϊκού οξέος σε σχέση µε το σίδηρο τόσο αυξάνεται και η 

ικανότητα της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου. Οι 

παρατηρήσεις αυτές φαίνεται να σχετίζονται µε φαινόµενα στερικής παρεµπόδισης. 

Ωστόσο, περαιτέρω έρευνα κρίνεται απαραίτητη για τη διερεύνηση του ακριβούς 

τρόπου αλληλεπίδρασης των ενώσεων αυτών µε την τρανσφερρίνη. 

 Ακολούθως, αυξανόµενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαµίνης προστέθηκαν στο 

σύµπλοκο σιδήρου:δεφεριπρόνης, δεδοµένου του συχνού συνδυασµού των δύο αυτών 

φαρµακευτικών σκευασµάτων στην κλινική πράξη. Παρατηρήθηκε ότι η ικανότητα 

της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου µειώθηκε παρουσία 

των αυξανόµενων συγκεντρώσεων της δεσφεριοξαµίνης. Η διαπίστωση αυτή 

καταδεικνύει την πρόσληψη του σιδήρου από το µόριο της δεσφεριοξαµίνης και όχι 

από τη

αση, είναι 

ν τρανσφερρίνη. Κατά συνέπεια, στην περίπτωση των ΑΧΝ το γεγονός αυτό 

θα οδηγούσε στην αποµάκρυνση του σιδήρου από τον οργανισµό µέσω της 

δεσφεριοξαµίνης, η οποία αποβάλλεται µε τα ούρα, και όχι στην περαιτέρω 

αναδιανοµή του στις ερυθροβλάστες µέσω της τρανσφερρίνης. Αξίζει να σηµειωθεί 

ότι παρόµοια αποτελέσµατα καταγράφηκαν και στην περίπτωση της προσθήκης 

δεσφεριοξαµίνης στο σύµπλοκο σιδήρου:καφεϊκού οξέος. 

 Για την καλύτερη κατανόηση της in vivo δράσης των ανώτερων 

φαρµακευτικών σκευασµάτων, πραγµατοποιήθηκαν τα ίδια πειράµατα στον ορό του 

αίµατος. Σε αντίθεση µε τα προηγούµενα αποτελέσµατα, η τρανσφερρίνη ορού 

αποδείχθηκε ότι είχε την ικανότητα να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου 

σιδήρου:δεφεριπρόνης ανεξάρτητα από την αναλογία του. Κατ’ επέκτ

πιθανόν ότι υπάρχουν διάφοροι παράγοντες στον ορό του αίµατος που επιδρούν στην 

ικανότητα της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο που είναι δεσµευµένος στη 

δεφεριπρόνη. Εντούτοις, η προσθήκη αυξανόµενων συγκεντρώσεων δεσφεριοξαµίνης 

στο σύµπλοκο σιδήρου:δεφεριπρόνης οδήγησε στη µείωση της ικανότητας της 

τρανσφερρίνης ορού να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου. 
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 Σ ο ση είο αυτό θα πρέπει να αναφερθεί ό ι στα πλαίσια της παρούσας 

µελέτης, αν και πραγµατοποιήθηκαν αρκετές προσπάθειες, δεν ατέσ η εφικτή η 

ταυτόχρονη παρατήρηση των διαδοχικών βηµάτων για την κινητοποίηση του 

ενδοκυττάριου σιδήρου από το εσωτερικό των κυττάρων προς την τρανσφερρίνη του 

εξωκυττάριου χώρου σε ένα ενιαίο πειραµατικό µοντέλο. Ωστόσο, τα αποτελέσµατα 

της παρούσας εργασίας δίνουν το έναυσµα για την εφαρµογή της µελέτης σε γενετικά 

τροποποιηµένες κυτταρικές σειρές φαγοκυττάρων και ηπατοκυττάρων, οι οποίες είτε 

θα υπερεκφράζουν το γονίδιο της ηπατιδίνης είτε θα παρουσιάζουν αναστολή της 

έκφρασης του γονιδίου της φερροπορτίνης σε επίπεδο RNA (siRNA). Και στις δύο 

περιπτώσεις η τροποποίηση της έκφρασης των γονιδίων θα έχει ως αποτέλεσµα την 

αναστολή της εξόδου του σιδήρου από τα κύτταρα κατ’ αναλογία µε τις συνθήκες 

που επικρατούν κατά την ανάπτυξη της ΑΧΝ. 

τ µ  τ

κ τ

ιπέδων του σιδήρου στον 

οσπάθειες για την 

 

 

4.2. Εκτίµηση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) σε 

κύτταρα του περιφερικού αίµατος 

 

Επιδηµιολογικές µελέτες που αφορούν τη διερεύνηση της πιθανής εµπλοκής 

του σιδήρου σε παθολογικές καταστάσεις παρουσιάζουν αντικρουόµενα 

αποτελέσµατα [Wood, 2004; Qayyum R. and Schulman P., 2005; You and Wang, 

2005; Coyne D., 2006]. Έχει προταθεί πως η αντιφατικότητα αυτή οφείλεται σε 

µεθοδολογικά προβλήµατα που υπάρχουν στην εκτίµηση των επιπέδων του σιδήρου 

στον οργανισµό [Lee and Jacobs, 2004]. Στους δείκτες που χρησιµοποιούνται 

συνήθως στην κλινική πράξη για την εκτίµηση των επ

οργανισµό συµπεριλαµβάνονται µεταξύ άλλων η µέτρηση της φερριτίνης και του 

σιδήρου του ορού του αίµατος, της ολικής σιδηροδεσµευτικής ικανότητας πλάσµατος 

(TIBC) και του κορεσµού της τρανσφερρίνης. Ωστόσο, οι δείκτες αυτοί δεν 

αντιπροσωπεύουν την οξειδοαναγωγικά ενεργή µορφή του σιδήρου που είναι ικανή, 

κάτω από συνθήκες οξειδωτικού στρες, να οδηγήσει σε βλαπτικές επιπτώσεις για τα 

κύτταρα και κατ’ επέκταση για τον οργανισµό. Εύλογα λοιπόν, προκύπτει το 

συµπέρασµα πως η ύπαρξη ενός δείκτη που να αντιπροσωπεύει την οξειδοαναγωγικά 

ενεργή µορφή του σιδήρου θα µπορούσε να αποτελεί ένα πολύτιµο εργαλείο για τις 

µελέτες που διερευνούν το ρόλο του σιδήρου στην παθοφυσιολογία παθολογικών 

καταστάσεων. Πράγµατι, στο παρελθόν έχουν πραγµατοποιηθεί πρ
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ε η της ύπαρξης οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων σιδήρου στον ορό του 

αίµατος (non-transferrin bound iron). Εντούτοις, σύµφωνα µε τις συγκεκριµένες 

µελέτες η ανίχνευση των ιόντων αυτών καθίσταται εφικτή µόνο σε περιπτώσεις 

ακραίας υπερφόρτωσης του οργανισµού µε σίδηρο όπου η τρανσφερρίνη ορού είναι 

περισσότερο από 80% κορεσµένη [Esposito et al., 2003; Jacobs et al., 2005; 

Kartikasari et al., 2006; Yongmin et al., 2006]. Επιπρόσθετα, τα επίπεδα του 

οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου στον ορό του αίµατος υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, αν υπάρχουν, είναι κάτω από το όριο ανίχνευσης των µεθόδων που 

χρησιµοποιούνται [Pootrakul et al., 2006]. 

 Σε αντίθεση µε τον ορό του αίµατος, η ενδοκυττάρια οξειδοαναγωγικά ενεργή 

µορφή του σιδήρου, που καλείται LIP, έχει δειχθεί, τουλάχιστον σε κυτταρικές 

καλλιέργειες, ότι είναι ανιχνεύσιµη και αποτελ

κτίµησ

εί µια πηγή άµεσα διαθέσιµου σιδήρου 

ια τη σύνθεση νέων πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο. Με βάση τα προηγούµενα, 

αθίσταται εµφανές ότι τα επίπεδα του LIP δύνανται να αποτελέσουν έναν 

ς εµπλέκεται το οξειδωτικό στρες. Για το λόγο 

υτό, στα πλαίσια της παρούσας µελέτης αναπτύχθηκε για πρώτη φορά µια νέα 

µεθοδο

α

γ

κ

κατάλληλο δείκτη για τη διερεύνηση της πιθανής συσχέτισης του σιδήρου µε 

παθολογικές καταστάσεις στις οποίε

α

λογία για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε πληθυσµούς κυττάρων του 

περιφερικού ίµατος ανθρώπου (λευκοκύτταρα, ερυθροκύτταρα και 

δικτυοερυθροκύτταρα) η οποία στηρίζεται στη σύγχρονη τεχνολογία της 

κυτταροµετρίας ροής και στη χρήση της φθορίζουσας ουσίας καλσεΐνη. Η νέα 

µεθοδολογία είναι απλή, µε δυνατότητα επαναληψιµότητας και εφαρµογής τόσο σε 

περιπτώσεις υπερφόρτωσης του οργανισµού µε σίδηρο όσο και σε περιπτώσεις 

ανεπάρκειας σιδήρου, καθώς µπορεί να ανιχνεύσει είτε αυξηµένα είτε µειωµένα 

επίπεδα LIP. Ωστόσο, δεν παρέχει τη δυνατότητα της ακριβούς µέτρησης της 

συγκέντρωσης του ενδοκυττάριου σιδήρου καθώς δεν είναι εφικτή η συσχέτιση των 

αυθαίρετων µονάδων φθορισµού που προκύπτουν από τον κυτταροµετρητή ροής µε 

την πραγµατική συγκέντρωση σιδήρου. Επιπλέον, σύµφωνα µε εκτενείς µελέτες που 

έχουν πραγµατοποιηθεί στο εργαστήριό µας έχει δειχθεί ότι ο ενδοκυττάριος σίδηρος 

δεν είναι οµοιογενώς κατανεµηµένος στα διάφορα διαµερίσµατα του κυττάρου και 

ότι η καλσεΐνη δεν έχει τη δυνατότητα να ανιχνεύει το LIP σε όλα τα κυτταρικά 

διαµερίσµατα καθώς η δράση της εξαρτάται από το pH αυτών [Tenopoulou et al., 

2005; 2007]. Κατά συνέπεια, τα επίπεδα του LIP που εκτιµώνται µε τη συγκεκριµένη 
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µέθοδο αντιπροσωπεύουν κυρίως τον ενδοκυττάριο σίδηρο που δεσµεύει η καλσεΐνη 

στο κυτταρόπλασµα. 

 Στην παρούσα µελέτη, ο πληθυσµός των λευκοκυττάρων, µετά τη λύση των 

ερυθροκυττάρων, διαχωρίστηκε µε κυτταροµετρία ροής µε βάση τον πρόσθιο και 

πλάγιο σκεδασµό των κυττάρων σε τρεις διακριτούς υποπληθυσµούς 

(κοκκιοκύτταρα, λεµφοκύτταρα και µονοκύτταρα). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, ο 

πληθυσµός των µονοκυττάρων παρουσίαζε τα υψηλότερα επίπεδα LIP, των 

λεµφοκυττάρων τα µικρότερα ενώ των κοκκιοκυττάρων ενδιάµεσα [Doulias et al., 

2008]. Η διαφορά αυτή είναι πιθανό να σχετίζεται τόσο µε το διαφορετικό µέγεθος 

ων συ

ν 

 

 

τ γκεκριµένων κυττάρων όσο και µε την εντονότερη φαγοκυτταρική ικανότητα 

που παρατηρείται στον πληθυσµό των µονοκυττάρων. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι τα 

επίπεδα του LIP και στους τρεις πληθυσµούς κυττάρων διατηρήθηκαν σχετικά 

σταθερά κατά τη µέτρησή τους σε δύο διαφορετικά χρονικά σηµεία. Το γεγονός αυτό 

υποδηλώνει τον ενεργό ρόλο των µηχανισµών ρύθµισης της οµοιοστασίας του 

σιδήρου σε κυτταρικό και συστεµικό επίπεδο κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Στη 

συνέχεια, µελετήθηκε ο πληθυσµός των ερυθροκυττάρων στον οποίο παρατηρήθηκε 

ότι τα επίπεδα του LIP ήταν χαµηλότερα συγκριτικά µε εκείνα των υποπληθυσµών 

των λευκοκυττάρων. Η παρατήρηση αυτή είναι πιθανόν ότι σχετίζεται µε το 

µικρότερο µέγεθος των ερυθροκυττάρων και την απουσία επιµέρους οργανιδίω στο 

εσωτερικό αυτών. Παράλληλα, η µελέτη επεκτάθηκε και στην εκτίµηση των 

επιπέδων του LIP στον πληθυσµό των δικτυοερυθροκυττάρων. Τα 

δικτυοερυθροκύτταρα αποτελούν πρόδροµες µορφές των ερυθροκυττάρων και για το 

λόγο αυτό η εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε αυτά παρουσιάζει ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον, καθώς επιτρέπει την έγκαιρη αξιολόγηση των διαθέσιµων επιπέδων 

σιδήρου για τη διαδικασία της ερυθροποίησης. Τα επίπεδα του LIP που 

καταγράφηκαν για τον πληθυσµό αυτό ήταν υψηλότερα σε σχέση µε εκείνα του 

πληθυσµού των ερυθροκυττάρων. Το αποτέλεσµα αυτό καταδεικνύει τη σταδιακή 

µείωση του LIP κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης των ερυθροκυττάρων και συµφωνεί 

µε πειραµατικά δεδοµένα προηγούµενων µελετών της βιβλιογραφίας [Prus E. and 

Fibach E., 2008]. 

 

 

 



Συζήτηση 106

4.3. Ο ρόλος του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) στη γήρανση 

 

Η γήρανση αποτελεί µια πολυπαραγοντική διαδικασία που ελέγχεται από ένα 

περίπλοκο σύστηµα µοριακών µηχανισµών. Ανάµεσα στην πληθώρα των υποθέσεων 

που υπάρχουν για τη διερεύνηση των µ µών πο  εµπλέκοντα  στη διαδικασία 

της γήρανσης, η καλύτερα µελετηµένη είναι «η υπόθεση του οξειδωτικού στρες ή των 

ελεύθερων ιζών» που προτάθηκε από το Harman [Harman, 1956] το 1956 και 

αργότερα υπεβλήθη σε διάφορες τροποποιήσεις. Με την πάροδο του χρόνου, έχει 

συγκεντρωθεί ένας εντυπωσιακός όγκος πληροφοριών που υποστηρίζουν τη θεωρία 

αυτή. Σε πολλά µοντέλα γήρανσης έχει παρατηρηθεί προοδευτική αύξηση του 

οξειδωτικού στρες και εξασθένηση των αντιοξειδωτικών µηχανισµών [Beckman and 

Ames, 1998; Brunk and Terman, 2002; Junqueira et al., 2005]. Το γεγονός αυτό 

οδηγεί αναπόφευκτα στην προοδευτική συσσώρευση οξειδωµένων κυτταρικών 

συστατικών, συµπεριλαµβανοµένων των πρωτεϊνών, των λιπιδίων και των 

υδατανθράκων [Grune et al., 2004;Terman and Brunk, 2006]. Εντούτοις, η παραδοχή 

πως η αυξηµένη κατανάλωση αντιοξειδωτικών θα µπορούσε να επιβραδύνει τη 

διαδικασία της γήρανσης εκκαθαρίζοντας τις ελεύθερες ρίζες και αποτρέποντας µε 

τον τρόπο αυτό τις οξειδώσεις των κυτταρικών συστατικών δεν έλαβε ποτέ ουσιώδη 

πειραµατική υποστήριξη. Αυτό είναι πιθανό να οφείλεται στο γεγονός ότι οι 

εξαιρετικά δραστικές ρίζες που δηµιουργούνται ενδοκυττάρια δεν είναι δυνατό να 

εκκαθαριστούν από οποιοδήποτ συστατικό ου προστίθεται εξωγενώς λόγω του 

συναγωνισµού που υπάρχει µε άλλους ενδοκυττάριους αντιοξειδωτικούς 

µηχανισµούς. Από την άλλη πλευρά, σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες προκύπτει ότι ο 

ρυθµός µε τον οποίο σχηµατίζονται οι ελεύθερες ρίζες µπορεί να µειωθεί δραµατικά 

µε τον περιο ισµό της διαθεσιµότητας του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου 

[Barbouti et al., 2001; Doulias et al., 2003; Schoneich, 2006]. 

Στην παρούσα µελέτη, η θετική συσχέτιση που διαπιστώθηκε για πρώτη φορά 

ανάµεσα στα επίπεδα του LIP λευκοκυττάρων του περιφερικού αίµατος υγιών δοτών 

και της ηλικίας αυτών υποδηλώνει µια εξαρτώµενη από την ηλικία αύξηση των 

επιπέδων του LIP

 ηχανισ υ ι

ρ

ε π  

ρ

 και αντικατοπτρίζει τον ενεργό ρόλο του σιδήρου στις αυξηµένες 

ξειδωτικές τροποποιήσεις βασικών κυτταρικών συστατικών που πραγµατοποιούνται 

ατά τη γήρανση [Doulias et al., 2008]. Για το λόγο αυτό, η ρύθµιση των επιπέδων 

υ LIP θα µπορούσε να επηρεάσει τη διαδικασία της γήρανσης [Polla et al., 2003; 

ullivan, 2004]. Η ακριβής αιτία για την αύξηση των επιπέδων του LIP κατά τη 

ο

κ

το

S
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διάρκεια της γήρανσης παραµένει άγνωστη. Ωστόσο, η πιο πιθανή εξήγηση φαίνεται 

α είναι η µη σωστή λειτουργία των οµοιοστατικών µηχανισµών σιδήρου. 

ά ς

opoulos et al., 2003; 

Giorda

ν

Σε αντίθεση µε τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης ο Gackowski και οι 

συνεργάτες του [Gackowski et al., 2002] έδειξαν πρόσφατα ότι δεν υπάρχει 

συσχέτιση µεταξύ των επιπέδων του LIP των λεµφοκυττάρων του περιφερικού 

αίµατος και της ηλικίας των δοτών. Η ασυµφωνία αυτή είναι πιθανό να οφείλεται στις 

διαφορετικές µεθοδολογίες που χρησιµοποιήθηκαν καθώς στη συγκεκριµένη µελέτη 

ο πληθυσµός των λεµφοκυττάρων αποµονώθηκε από τους υπόλοιπους κυτταρικούς 

πληθυσµούς του περιφερικού αίµατος µε χρονοεξαρτώµενες και άλλες περίπλοκες 

διαδικασίες οι οποίες προφανώς επηρέασαν τα επίπεδα του LIP. Η παρατήρηση αυτή 

ενισχύεται και από τις υψηλές τιµές των τυπικών αποκλίσεων που καταγράφηκαν στη 

συγκεκριµένη µελέτη σε σύγκριση µε τις χαµηλότερες τιµές των τυπικών αποκλίσεων 

της παρούσας µελέτης όπου ο πληθυσµός των λευκοκυττάρων µελετήθηκε µετά τη 

λύση των ερυθροκυττάρων. 

 

 

4.4. Ο ρόλος του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (LIP) στη Χρόνια Καρδιακή 

Ανεπάρκεια 

 

Ένας σηµαντικός αριθµός καλά εµπεριστατωµένων µελετών υποστηρίζει τη 

συµµετοχή του οξειδωτικού στρες στην παθοφυσιολογία και την εξέλιξη της 

καρδιακής ανεπ ρκεια . Συγκεκριµένα, διεργασίες, που εµπλέκονται στην καρδιακή 

ανεπάρκεια, όπως η απόπτωση και η νέκρωση των µυοκαρδιακών κυττάρων, η 

κοιλιακή αναδιαµόρφωση της καρδιάς (ventricular remodeling), ο ηλεκτροµηχανικός 

διαχωρισµός της καρδιάς (mechanoelectric uncoupling) και η δυσλειτουργία του 

ενδοθηλίου, επάγονται από το οξειδωτικό στρες [Korantz

no, 2005; Eleuteri et al., 2009]. Ακόµη, έχει παρατηρηθεί ότι η φλεγµονή και η 

ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήµατος ενισχύουν την ένταση του 

οξειδωτικού στρες και πιθανώς της καρδιακής ανεπάρκειας [Braunwold, 2008; Celis 

et al., 2008; Eleuteri et al., 2009]. Πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι το οξειδωτικό 

στρες στον πληθυσµό των λευκοκυττάρων ασθενών µε καρδιακή ανεπάρκεια είναι 

αυξηµένο συµβάλλοντας µε τον τρόπο αυτό στην παρατηρούµενη οξειδωτική 

καταστροφή [Ellis et al., 2000; Kong et al., 2001; Ijsselmuiden et al., 2008]. 

Ειδικότερα, η ικανότητα των ουδετερόφιλων να παράγουν δραστικές µορφές 
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οξυγόνου µέσω της δράσης της NADPH οξειδάσης φαίνεται να ενισχύεται σε 

ασθενείς µε συµφορητική καρδιακή ανεπάρκεια [Ellis et al., 2000]. Ωστόσο, είναι 

γνωστό

ούσας µελέτης αξιολογήθηκε για πρώτη φορά η πιθανή 

υµµετοχή του LIP στην εξέλιξη και τη βαρύτητα του συνδρόµου της καρδιακής 

νεπάρκειας. Για το λόγο αυτό, εκτιµήθηκαν τα επίπεδα του LIP σε λευκοκύτταρα 

ιστώθηκε ότι µόνο τα επίπεδα του LIP του πληθυσµού των 

οκκιοκυττάρων και η συστολική πίεση δεξιάς κοιλίας (RVSP) συσχετίστηκαν µε τη 

βαρύτη

ς ανεπάρκειας 

 ότι οι δείκτες που χρησιµοποιούνται έως σήµερα για την εκτίµηση του 

οξειδωτικού στρες στον ορό και τα ούρα αντιπροσωπεύουν έµµεσους δείκτες της 

οξειδωτικής καταστροφής και δε συνεισφέρουν στην κατανόηση του µηχανισµού 

δηµιουργίας των δραστικών µορφών οξυγόνου. Από την άλλη πλευρά, ένας νέος 

άµεσος δείκτης οξειδωτικού στρες είναι το LIP που καταλύει την αντίδραση Fenton 

µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό των εξαιρετικά δραστικών ελεύθερων ριζών 

υδροξυλίου οι οποίες µεταξύ άλλων εµπλέκονται στην παθοφυσιολογία της 

καρδιακής ανεπάρκειας και άλλων καρδιαγγειακών νοσηµάτων [Ide et al., 2000; Kell, 

2009]. Υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η τοξικότητα που παρουσιάζει το LIP 

διαδραµατίζει κοµβικό ρόλο στη νεφρική βλάβη µετά από επέµβαση 

αορτοστεφανιαίας παράκαµψης (bypass) [Haase et al., 2010]. 

Στα πλαίσια της παρ

σ

α

του περιφερικού αίµατος ασθενών µε συστολική καρδιακή ανεπάρκεια αριστερής 

κοιλίας. ∆ιαπ

κ

τα της συστολικής ανεπάρκειας αριστερής κοιλίας (LVEF≤30%) ανεξαρτήτως 

των υπόλοιπων παραγόντων, παρά το γεγονός ότι στη µελέτη συµπεριλήφθησαν 

διάφορες κλινικές και εργαστηριακές παράµετροι που αποτελούν συµβατικούς 

δείκτες φλεγµονής όπως η υψηλής ευαισθησίας µέτρηση της C-αντιδρώσας 

πρωτεΐνης (CRP), ο αριθµός των λευκών αιµοσφαιρίων (WBC) και το ουρικό οξύ. 

Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε µια σηµαντική αρνητική συσχέτιση ανάµεσα στο 

κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας (LVEF) και των επιπέδων του LIP των 

πληθυσµών των κοκκιοκυττάρων και των µονοκυττάρων. Η παρατήρηση αυτή 

υποδηλώνει πω  σε περιπτώσεις σοβαρής καρδιακής µε χαµηλό κλάσµα 

εξώθησης τα επίπεδα του LIP και κατά συνέπεια του οξειδωτικού στρες είναι 

αυξηµένα. 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι το κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας 

αντιπροσωπεύει έναν αντικειµενικό δείκτη της βαρύτητας της συστολικής 

ανεπάρκειας αριστερής κοιλίας. Ωστόσο, η βαρύτητα της καρδιακής ανεπάρκειας 
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µπορεί ακόµη να αξιολογηθεί µε βάση τα συµπτώµατα και την ανοχή των ασθενών 

στην άσκηση σύµφωνα µε τη λειτουργική ταξινόµηση κατά ΝΥΗΑ. Προηγούµενες 

µελέτες έχουν εστιάσει το ενδιαφέρον τους στη διερεύνηση του ρόλου του 

οξειδωτικού στρες στη βαρύτητα της καρδιακής ανεπάρκειας µε βάση τη λειτουργική 

ταξινόµηση κατά NYHA [Keith et al., 1998; Hokamaki et al., 2004; Tang et al., 2006; 

Radovanovic et al., 2008; Nagayoshi et al., 2009]. Για το λόγο αυτό, σε ένα επόµενο 

βήµα της παρούσας µελέτης ελέγχθηκε η πιθανή συσχέτιση ανάµεσα στα επίπεδα του 

LIP και τη βαρύτητα ης καρδιακής ανεπάρκειας µε βάση τη λειτουργική ταξινόµηση 

κατά NYHA. αρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα του LIP του πληθυσµού των 

κοκκιοκυττάρων ήταν αυξηµένα σε ασθενείς σταδίου ΙΙΙ-IV κατά ΝΥΗΑ. Εντούτοις, 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της πολυπαραγοντικής ανάλυσης προέκυψε ότι η 

συσχέτιση αυτή δεν ήταν σ ατιστι ά σηµαντική. 

 Συνοψίζοντας τα προηγούµενα προκύπτει το συµπέρασ

 τ

Π

 τ κ

µα ότι το LIP, ως ένας 

νέος ά

 

µεσος δείκτης του οξειδωτικού στρες, για πρώτη φορά συσχετίζεται µε τη 

βαρύτητα της καρδιακής ανεπάρκειας. Ωστόσο, χρήζει περαιτέρω έρευνας η 

εφαρµογή του ως προγνωστικός δείκτης για την εξέλιξη της καρδιακής ανεπάρκειας. 
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

 

 

Τα συµπεράσµατα που προέκυψαν από την παρούσα µελέτη ήταν τα εξής: 

 

Μέρος Α 

 

Α) Η δεφεριπρόνη και η δεφερασιρόξη παρέχουν προστασία του πυρηνικού DNA σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες µέσω της δέσµευσης του ενδοκυττάριου σιδήρου. 

) Η τρανσφερρίνη έχει την ικανότητα να προσλαµβάνει το σίδηρο των συµπλόκων 

ιδήρου:δεφεριπρόνης, σιδήρου:δεφερασιρόξης και σιδήρου καφεϊκού οξέος. 

) Η ικανότητα της τρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου 

ιδήρου:δεφεριπρόνης και σιδήρου:καφεϊκού οξέος µειώνεται παρουσία 

υξανόµενων συγκεντρώσεων δεσφεριοξαµίνης. 

) Η τρανσφερρίνη ορού έχει την ικανότητα να προσλαµβάνει το σίδηρο των 

υµπλόκων σιδήρου:δεφεριπρόνης. 

) Η ικανότητα της τρανσφερρίνης ορού να προσλαµβάνει το σίδηρο του συµπλόκου 

ιδήρου:δεφεριπρόνης µειώνεται παρουσία αυξανόµενων συγκεντρώσεων 

εσφεριοξαµίνης. 

 

 

Β) Η δεσφεριοξαµίνη και το καφεϊκό οξύ στο υπό µελέτη σύστηµα δε δεσµεύουν τον 

ενδοκυττάριο σίδηρο. 

 

Γ

σ

 

∆

σ

α

 

Ε

σ

 

Θ

σ

δ
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Μέρος Β 

 παρουσιάζει τα υψηλότερα επίπεδα LIP, των 

εµφοκυττάρων τα µικρότερα, ενώ των κοκκιοκυττάρων ενδιάµεσα. 

) Για τον κάθε δότη, τα επίπεδα του LIP στον πληθυσµό των κοκκιοκυττάρων, των 

λεµφοκ  

ιαφορετικών χρονικών σηµείων. 

) Ο πληθυσµός των ερυθροκυττάρων παρουσιάζει χαµηλότερα επίπεδα LIP σε 

) Ο πληθυσµός των δικτυοερυθροκυττάρων παρουσιάζει υψηλότερα επίπεδα LIP σε 

) Σε υγιείς δότες, η ηλικία συσχετίζεται θετικά µε τα επίπεδα του LIP των 

ε

ση δεξιάς κοιλίας συσχετίζονται µε τη βαρύτητα 

ης συστολικής ανεπάρκειας αριστερής κοιλίας ανεξαρτήτως άλλων παραγόντων. 

 , 

ει αρνητική συσχέτιση µε τα επίπεδα του LIP των κοκκιοκυττάρων 

= -0.39, p=0.002), του LIP των µονοκυττάρων (r= -0.35, p=0.007) και µε τη 

υστολική πίεση δεξιάς κοιλίας (r= -0.43, p=0.003). 

 

Α) Ο πληθυσµός των µονοκυττάρων

λ

 

Β

υττάρων και των µονοκυττάρων διατηρούνται σχετικά σταθερά µεταξύ δύο

δ

 

Γ

σύγκριση µε εκείνα των λευκοκυττάρων. 

 

∆

σύγκριση µε εκείνα των ερυθροκυττάρων. 

 

 

Μέρος Γ 

 

Α

κοκκιοκυττάρων (r= 0.656, p<0.0001), των µονοκυττάρων (r= 0.702, p<0.0001) και 

των λεµφοκυττάρων (r= 0.572, p<0.0001), υποδηλώνοντας τη συµµ τοχή του 

σιδήρου στη διαδικασία της γήρανσης. 

 

Β) Σε ασθενείς µε χρόνια καρδιακή ανεπάρκεια, τα επίπεδα του LIP των 

κοκκιοκυττάρων και η συστολική πίε

τ

 

Γ) Σε ασθενείς µε χρόνια καρδιακή ανεπάρκεια το κλάσµα εξώθησης αριστερής 

κοιλίας παρουσιάζ

(r

σ
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6. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

∆ιερεύνηση του ρόλου του οξειδωτικού στρες και της οµοιοστασίας του σιδήρου 

σε παθολογικές καταστάσεις 

 

 Ο σίδηρος, λόγω της ικανότητάς του να µεταβάλλει την οξειδοαναγωγική του 

 για τη διεκπεραίωση µιας σειράς 

ασικών λειτουργιών που χαρακτηρίζουν τη ζωή. Ταυτόχρονα όµως, η ίδια ικανότητα 

ούν στη δηµιουργία εξαιρετικά δραστικών 

λεύθερων ριζών. Για το λόγο αυτό, οι οργανισµοί και ειδικότερα ο άνθρωπος 

ιαθέτουν ειδικούς µηχανισµούς τόσο σε κυτταρικό όσο και σε συστεµικό επίπεδο για 

ση του σιδήρου και την ασφαλή αποθήκευσή του. Ωστόσο, µια µικρή 

οσότητα σιδήρου παραµένει «ελεύθερη» στο εσωτερικό του κυττάρου και είναι 

ικά ενεργός σίδηρος σε συνδυασµό µε το 

ξειδωτικό στρες εµπλέκονται σε µια σειρά παθολογικών καταστάσεων, οδήγησε στη 

, η 

εφερασιρόξη και το καφεϊκό οξύ, ελέγχθηκαν ως προς την ικανότητά τους να 

ειδωτικού στρες. Σε αντίθεση, η 

εσφεριοξαµίνη και το καφεϊκό οξύ στο υπό µελέτη σύστηµα δεν είχαν την ικανότητα 

α δεσµεύσουν τον ενδοκυττάριο σίδηρο και να προσφέρουν προστασία στο 

υτταρικό DNA. Το γεγονός αυτό αντανακλά το διαφορετικό τρόπο εισόδου της 

κατάσταση προσλαµβάνοντας ή αποδίδοντας ηλεκτρόνια, φαίνεται ότι έχει επιλεγεί 

από τη φύση κατά τη διαδικασία της εξέλιξης

β

τον καθιστά έναν ιδιαίτερα επικίνδυνο παράγοντα καθώς του επιτρέπει να συµµετέχει 

σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις που οδηγ

ε

δ

τη δέσµευ

π

οξειδοαναγωγικά ενεργή (Labile Iron Pool, LIP) καθώς έχει τη δυνατότητα να 

συµµετέχει σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις τύπου Fenton µε δυσάρεστες για το 

κύτταρο επιπτώσεις. 

Η άποψη, ότι ο οξειδοαναγωγ

ο

διερεύνηση του ρόλου του οξειδωτικού στρες και της οµοιοστασίας του σιδήρου στις 

καταστάσεις αυτές. ∆εδοµένης της συσσώρευσης του σιδήρου που παρατηρείται στις 

αναιµίες χρονίας νόσου, τέσσερις ενώσεις, η δεσφεριοξαµίνη, η δεφεριπρόνη

δ

κινητοποιούν τον «εγκλωβισµένο» ενδοκυττάριο σίδηρο. ∆ιαπιστώθηκε πως η 

δεφεριπρόνη και η δεφερασιρόξη είχαν την ικανότητα να διαχέονται στο εσωτερικό 

των κυττάρων και να δεσµεύουν τον ενδοκυττάριο σίδηρο παρέχοντας µε τον τρόπο 

αυτό προστασία του πυρηνικού DNA σε συνθήκες οξ

δ

ν

κ
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δεσφεριοξαµίνης και του καφεϊκού οξέος στα κύτταρα, καθώς είναι γνωστό ότι οι 

νώσεις αυτές είναι σιδηροδεσµευτικές. Όσον αφορά την απόδοση του σιδήρου από 

ές στην τρανσφερρίνη, για την περαιτέρω αναδιανοµή του, 

αρατηρήθηκε ότι η δεφεριπρόνη, η δεφερασιρόξη και το καφεϊκό οξύ είχαν την 

ανότητα να αποδίδουν το σίδηρο στην τρανσφερρίνη, ενώ η δεσφεριοξαµίνη δεν 

συγκεντρώσεων δεσφεριοξ ση στην ικανότητα της 

ρανσφερρίνης να προσλαµβάνει το σίδηρο από τις προηγούµενες ενώσεις. 

 ανεπάρκεια και τη γήρανση µε στόχο την αξιολόγηση του 

ρόλου 

ε

τις ενώσεις αυτ

π

ικ

παρουσίασε την ικανότητα αυτή. Αντίθετα, η παρουσία αυξανόµενων 

αµίνης είχε αρνητική επίδρα

τ

Στη συνέχεια, η µελέτη επεκτάθηκε στην ανάπτυξη µιας νέας µεθοδολογίας 

για την εκτίµηση των επιπέδων του LIP σε κύτταρα του περιφερικού αίµατος 

ανθρώπου (λευκοκύτταρα, ερυθροκύτταρα και δικτυοερυθροκύτταρα). 

Παρατηρήθηκε ότι ο πληθυσµός των µονοκυττάρων παρουσίαζε τα υψηλότερα 

επίπεδα LIP, των λεµφοκυττάρων τα µικρότερα, ενώ των κοκκιοκυττάρων ενδιάµεσα. 

Ακόµη, διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα του LIP και για τους τρεις τύπους 

λευκοκυττάρων διατηρούνται σχετικά σταθερά µεταξύ δύο διαφορετικών χρονικών 

σηµείων για τον κάθε δότη. Όσον αφορά τον πληθυσµό των ερυθροκυττάρων, τα 

επίπεδα του LIP σε αυτόν ήταν χαµηλότερα σε σχέση µε εκείνα των λευκοκυττάρων. 

Για τα δικτυοερυθροκύτταρα, που αποτελούν πρόδροµη µορφή των ερυθροκυττάρων, 

τα επίπεδα του LIP ήταν υψηλότερα από τα αντίστοιχα των ερυθροκυττάρων. 

Τέλος, διερευνήθηκε η δυνατότητα εφαρµογής της νέας αυτής µεθοδολογίας 

στη χρόνια καρδιακή

του LIP σε αυτές τις καταστάσεις. Στην περίπτωση της χρόνιας καρδιακής 

ανεπάρκειας, διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα του LIP των κοκκιοκυττάρων και η 

συστολική πίεση δεξιάς κοιλίας των ασθενών συσχετίστηκαν µε τη βαρύτητα της 

συστολικής ανεπάρκειας αριστερής κοιλίας ανεξαρτήτως άλλων παραγόντων. 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι το κλάσµα εξώθησης αριστερής κοιλίας παρουσίασε 

αρνητική συσχέτιση µε τα επίπεδα του LIP των κοκκιοκυττάρων (r= - 0.39, p=0.002), 

του LIP των µονοκυττάρων (r= - 0.35, p=0.007) και µε τη συστολική πίεση δεξιάς 

κοιλίας (r= - 0.43, p=0.003). Στην περίπτωση της γήρανσης, προέκυψε µια θετική 

συσχέτιση των επιπέδων του LIP των κοκκιοκυττάρων (r= 0.656, p<0.0001), των 

µονοκυττάρων (r= 0.702, p<0.0001) και των λεµφοκυττάρων (r= 0.572, p<0.0001) µε 

την ηλικία. 

Συνοψίζοντας τα προηγούµενα προκύπτει το συµπέρασµα ότι ο 

οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος φαίνεται να εµπλέκεται στην παθοφυσιολογία των 
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παραπάνω παθολογικών καταστάσεων. Ωστόσο, περαιτέρω µελέτες κρίνονται 

απαραίτητες, ώστε να καταστεί εφικτή η ευρεία εφαρµογή του ως δείκτη οξειδωτικού 

στρες σε κλινικό επίπεδο. 
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6. SUMMARY 

 

 

The role of oxidative stress and iron homeostasis in pathological conditions 

 

The ability of iron to be in various oxidation states makes it an essential 

element in many fundamental cellular processes associated with basic physiological 

cell functions such as oxygen sensing and transport, electron transfer, DNA and 

protein synthesis and the metabolism of xenobiotics. Simultaneously, the same high 

redox potential that enables iron to readily switch between the ferrous and ferric states 

also makes it extremely toxic. Thus, it is not surprising that nature handles iron with 

the highest care and iron homeostasis is carefully regulated at systemic, tissue and 

cellular level by sophisticated mechanisms in order to avoid such injurious 

interactions. Although iron is usually bound on high affinity to specialized proteins, 

which abrogate the deleterious effects of free iron during oxidative stress, a distinct 

minor fraction of total cellular iron is thought to be loosely bound to diverse 

intracellular ligands and serves as a crossroad of cell iron metabolism. This fraction of 

iron is called labile iron pool (LIP) or redox-active iron and in the presence of H2O2, it 

catalyzes the generation of the extremely reactive hydroxyl radical (HO.) via the 

Fenton Reaction. 

Oxidative stress and LIP are believed to be involved in numerous pathological 

conditions, but the exact molecular mechanisms underlying this involvement remain 

obscure. The present study represents an effort to investigate the role of oxidative 

stress and iron homeostasis in some pathological conditions. Considering the 

accumulation of iron observed in anaemia of chronic disease (ACD), we examined 

three pharmaceutical products (desferrioxamine, deferiprone, deferasirox) and one 

constituent of mediterranean diet, caffeic acid, for their ability to mobilize the 

“entrapped” iron. It was shown that deferiprone and deferasirox, contrary to 

desferrioxamine and caffeic acid, had the capacity to chelate intracellular iron and to 

protect the cellular DNA against H2O2-induced damage. Following, deferiprone, 

deferasirox and caffeic acid had the ability to donate iron to transferrin, contrary to 
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desferrioxamine. However, the presence of increased concentrations of 

esferrioxamine influences this ability adversely. 

r set of experiments, we exploited the opportunity of using the 

owerful advantages offered by flow cytometry in order to develop a new 

ethodology for the comparative estimation of LIP levels in populations of cells from 

fre as 

bserved that the population of monocytes appears the highest LIP levels, the 

lympho

ion, the results of the present research indicate the crucial role of 

LIP in 

d

 In anothe

p

m

shly collected human blood (leukocytes, erythrocytes and reticulocytes). It w

o

cytes the less while the granulocytes were in-between. In addition, it was 

revealed that the LIP levels are finely regulated in healthy individual. In contrast the 

population of erythrocytes had lower levels of LIP comparably to those of leukocytes. 

In reverse, the population of reticulocytes had higher LIP levels than erythrocytes. 

Finally, based on the above results, an effort was made in order to investigate 

the role of LIP in chronic cardiac failure and ageing. The multivariate logistic 

regression analysis showed that only LIP in granulocytes and right ventricular systolic 

pressure (RVSP) were independently associated with severe left ventricular systolic 

dysfunction (LVEF≤30%). The correlation analysis revealed that the LVEF inversely 

associated with LIP in granulocytes (r= - 0.39, p= 0.002), LIP in monocytes (r= - 

0.35, p= 0.007), and RVSP (r= - 0.43, p= 0.003). In the case of ageing a strong 

positive correlation emerged between the levels of LIP and age. The correlation was 

strong for all types of cells, with r= 0.656, 0.572 and 0.702 for granulocytes, 

lymphocytes and monocytes, respectively (p<0.0001). 

 In conclus

ageing and age-related diseases as well as in other iron- and oxidative stress-

related pathological conditions. However, further research is necessary for the 

establishment of LIP as an index of oxidative stress with clinical usefulness. 
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