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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) είναι ένα ενδιάμεσο προϊόν της 

αναγωγής του Ο2 σε νερό που σχηματίζεται και απομακρύνεται συνεχώς σε όλα τα
* ■  4

είδη κυττάρων. Πειραματικές μελέτες έχουν δείξει ότι χαμηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 

ελέγχουν διάφορα μονοπάτια μεταγωγής του σήματος με αποτέλεσμα την 

τροποποίηση βασικών κυτταρικών διεργασιών όπως ο πολλαπλασιασμός και η 

διαφοροποίηση των κυττάρων. Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις όμως το Η2Ο2 δρα 

τοξικά προκαλώντας βλάβες σε όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά όπως τα λιπίδια, 

οι πρωτεΐνες, τα σάκχαρα, και το DNA. Το πυρηνικό DNA, αν και είναι το 

βασικότερο από τα κυτταρικά συστατικά, αφού περιέχει τις πληροφορίες για την 

διατήρηση και εξέλιξη της ζωής είναι παράλληλα και ιδιαίτερα ευάλωτο στην τοξική 

δράση του Η2Ο2. Οι μοριακοί μηχανισμοί όμως με τους οποίους το Η2Ο2 προκαλεί 

βλάβες στο DNA παραμένουν εν πολλοίς άγνωστοι.

Στην παρούσα διατριβή διερευνήθηκαν οι μοριακοί μηχανισμοί πρόκλησης 

βλαβών στο κυτταρικό DNA μετά από έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2. Αρχικά 

μελετήθηκε ο ρόλος αντιοξειδωτικών και μεταλλοδεσμευτικών παραγόντων και στη 

συνέχεια διερευνήθηκε ο ενδοκυττάριος εντοπισμός των ιόντων σιδήρου που 

διαμεσολαβούν στην τοξική δράση του Η2Ο2. Επίσης, μελετήθηκε ο ρόλος των 

ιόντων σιδήρου στην απόπτωση που προκαλείται από το Η2Ο2 καθώς και η εμπλοκή 

τους στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό.

Η εργασία αυτή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Άμεσος επιβλέπων ήταν ο 

Αναπληρωτής Καθηγητής κ. Δημήτριος Γαλάρης, στον οποίο οφείλω θερμότατες 

ευχαριστίες για τη διαρκή επιστημονική υποστήριξη και καθοδήγηση, το αμείωτο και 

ακούραστο ενδιαφέρον του καθώς και τις συμβουλές του.

Ιδιαίτερες ευχαριστίες απευθύνω και στον Ομότιμο Καθηγητή κ. Ορέστη 

Τσόλα, μέλος της συμβουλευτικής μου επιτροπής, για το ενδιαφέρον που έδειξε κατά 

τη διάρκεια της μελέτης αυτής. Επίσης, θέλω να ευχαριστήσω τον Αναπληρωτή 

Καθηγητή Βιοχημείας κ Αλέξανδρο Τσελέπη, μέλος της συμβουλευτικής μου 

επιτροπής, για την πολύτιμη συμβολή του.

Ευχαριστώ θερμά τον Λέκτορα Βιολογικής Χημείας κ. Σάββα Χριστοφορίδη 

για την-συνεργασία που είχαμε, τό ενδιαφέρον του και τις πολύτιμες συμβουλές του



οποιαδήποτε στιγμή τις χρειάστηκα. Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω και τα

υπόλοιπα μέλη της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής κ.κ. Θεόδωρο Φώτση,

Καθηγητή Βιολογικής Χημείας, Κωνσταντίνο Σεφεριάδη, Καθηγητή Βιολογικής

Χημείας και Ευάγγελο Κωλέττα, Επίκουρο Καθηγητή Φυσιολογίας, για τις 
* «

συμβουλές και τα εποικοδομητικά τους σχόλια. Ιδιαίτερες ευχαριστίες απευθύνω στα *♦
μέλη της ομάδας Ελευθέρων Ριζών και Οξειδωτικού Στρες για τη συνεργασία που 

είχαμε καθώς και στα υπόλοιπα μέλη του Εργαστηρίου Βιολογικής Χημείας για την 

βοήθεια τους στα διάφορα προβλήματα που παρουσιάστηκαν. Τέλος, ευχαριστώ τον 

υποψήφιο διδάκτορα κ. Ιωάννη Μήτσιο για την πολύτιμη βοήθεια του κατά τα πρώτα 

βήματα της ενασχόλησης μου με την κυτταρομετρία ροής και τον διδάκτορα 

Βιοχημείας κ. Λουκά Τσιρώνη για την φιλία του και τη συμπαράσταση του στην 

αντιμετώπιση των προβλημάτων που παρουσιάστηκαν.

Με την ευκαιρία του προλόγου αυτού, θέλω να ευχαριστήσω την υποψήφια 

διδάκτορα κ. Μαργαρίτα Τενοπούλου για την υπομονή της καθώς και την αμέριστη 

βοήθεια και συμπαράσταση της κατά τη διάρκεια της διατριβής μου.

Τέλος, περισσότερο από όλους θα ήθελα να ευχαριστήσω τους γονείς μου για 

την συνεχή ηθική και υλική υποστήριξη τους, συμβάλλοντας έτσι στην περάτωση των 

μέχρι τώρα σπουδών και της Διατριβής μου.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Ελεύθερες Ρίζες-Αντιοξειδωτικοί παράγοντες

Ο όρος ρίζα στην χημεία συνήθως εκφράζει μία ομάδα ατόμων τα οποία 

συμπεριφέρονται σαν μία μονάδα, π.χ. η ρίζα του ανθρακικού (CO32') ή η ρίζα του 

νιτρικού -(ΝΟ3·). Προκειμένου να περιγράφει ο όρος ελεύθερη ρίζα εισάγεται ένας 

νέος ορισμός. Ελεύθερη ρίζα (free radical) ονομάζεται κάθε άτομο ή μόριο με ένα 

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

ρίζες οι εξωτερικές στοιβάδες των οποίων καλύπτονται από ζεύγη ηλεκτρονίων με 

αντίθετη στροφορμή (spin).

Ελεύθερες ρίζες μπορούν να προέλθουν είτε από αντιδράσεις οξειδοαναγωγής 

είτε από 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 ελευθέρων ριζών. Στις περιπτώσεις αυτές όμως, 

απαιτείται η παροχή ενέργειας υπό τη μορφή είτε θερμότητας είτε υπεριώδους ή 

ιονίζουσας ακτινοβολίας (σχήμα 1).

Α-Β

Α:Β — -------► Α + Β · ομόλυση

Α:Β -------► Α : + Β + ετερόλυση

Σχήμα 1: Ομολυτική και ετερολυτική διάσπαση ενός ομοιοπολικού δεσμού.

Οι σχηματιζόμενες ελεύθερες ρίζες είναι συνήθως εξαιρετικά δραστικές, λόγω 

της τάσης του ασύζευκτου ηλεκτρονίου τους να αποσπάσει ένα ακόμη ηλεκτρόνιο 

από άλλα μόρια προκειμένου να συμπληρώσει την ηλεκτρονιακή του στοιβάδα, και 

για τον λόγο αυτό ο χρόνος ημιζωής τους είναι πολύ σύντομος. Για παράδειγμα, οι 

ρίζες του υδροξυλίου (ΌΗ) ή του χλωρίου ( θ ')  είναι τόσο δραστικές ώστε αντιδρούν 

χωρίς ε ιδ ίκ ευ σ η  με οτιδήποτε βρεθεί δίπλα τους την στιγμή του σχηματισμού τους. 

Υπάρχουν όμως και λιγότερο δραστικές ελεύθερες ρίζες οι οποίες προλαβαίνουν να

λν
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διαχυθούν και να αντιδράσουν εξειδικευμένα με ορισμένα μόρια. Τέλος, υπάρχουν 

και μερικές εξαιρέσεις σχετικά σταθερών ελευθέρων ριζών, οι οποίες μπορούν να 

ανιχνευτούν σε υδατικά διαλύματα ακόμη και σε θερμοκρασία δωματίου.

Ανεξέλεγκτη δημιουργία ελευθέρων ριζών στο κύτταρο έχει καταστροφικές 

συνέπειες λόγω της μεγάλης δραστικότητας των μορίων αυτών. Οι ελεύθερες ρίζες 

μπορούν να αντιδράσουν με όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά του κυττάρου 

προκαλώντας σε αυτά σημαντικές βλάβες (σχήμα 2).

Σχήμα 2: Αντιδράσεις ελευθέρων ριζών με βασικά κυτταρικά συστατικά.

Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι μετά την αντίδραση μιας ελεύθερης ρίζας 

με ένα μόριο-μη ελεύθερη-ρίζα, τουλάχιστον ένα από τα προϊόντα της αντίδρασης 

είναι μια νέα ελεύθερη ρίζα (λόγω της αφαίρεσης ενός ηλεκτρονίου από ένα ζεύγος 

ηλεκτρονίων). Η νέα ελεύθερη ρίζα αντιδρά με τη σειρά της σχηματίζοντας νέες 

ελεύθερες ρίζες. Κατ’ αυτόν τον τρόπο γίνονται αλυσιδωτές αντιδράσεις οι οποίες 

εάν δεν ανασταλούν επέρχεται πλήρης καταστροφή του βιολογικού υλικού.

Αλυσιδωτές αντιδράσεις ελευθέρων ριζών μπορούν να τερματιστούν με δύο 

τρόπους (σχήμα 3). Στην πρώτη περίπτωση (α) δύο μόρια-ελεύθερες-ρίζες-αντιδρούν 

μεταξύ τους συνεισφέροντας από ένα ηλεκτρόνιο η κάθε μία και σχηματίζοντας ένα
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ομοιοπολικό δεσμό, ενώ στη δεύτερη (β) η ελεύθερη ρίζα (Α") αντιδρά με ένα άλλο 

μόριο Q σχηματίζοντας μία νέα ελεύθερη ρίζα (Q '). Σε αυτή την περίπτωση όμως η 

ελεύθερη ρίζα της ένωσης Q ανήκει σε εκείνες που δεν είναι δραστικές και έτσι 

διακόπτεται.η ακολουθία των αντιδράσεων. Οι πιθανότητες να συμβεί το ενδεχόμενο 

(α) είναι Εξαιρετικά μειωμένες λόγω του ότι τα Α' και Β' είναι πολύ δραστικά μόρια 

και κατά_συνέπεια η συγκέντρωση τους δεν είναι ποτέ τόσο υψηλή. Αντιδράσεις 

τύπου (β) είναι κατ’ εξοχήν υπεύθυνες για την αντιμετώπιση ελευθέρων ριζών οι 

οποίες σχηματίζονται στο κύτταρο.

Α  + Β· ------ ► Α-Β (α)

A  + Q ------ ► A + Q (β)

Σχήμα 3: Τερματισμός αλυσιδωτών αντιδράσεων ελευθέρων ριζών.

Τα μόρια που είναι ικανά να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες ονομάζονται 

“εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών” (free radical scavengers) ή απλώς αντιοξειδωτικά. 

Ο κύριος τύπος αντιοξειδωτικού (ΑΗ) εξουδετερώνει τις ελεύθερες ρίζες 

αποδίδοντας συνήθως ένα άτομο υδρογόνου (ένα ηλεκτρόνιο και ένα πρωτόνιο μαζί) 

(αντίδρασηΐ).

ΑΗ + Χ· ------------ ► Α' + ΧΗ (1)

Κατά συνέπεια, μόρια ικανά να δράσουν σαν αντιοξειδωτικά είναι αυτά που εύκολα 

δίνουν ένα άτομο υδρογόνου και επιπλέον σχηματίζουν μια σχετικά σταθερή, δηλαδή 

ανενεργό, ελεύθερη ρίζα. Το ασκορβικό οξύ, η α-τοκοφερόλη και το β-καροτένιο 

αποτελούν χαρακτηριστικές περιπτώσεις αντιοξειδωτικών ικανών να δράσουν με τον 

παραπάνω τρόπο.
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1.2 Δραστικές μορφές οξυγόνου (ΔΜΟ).

Παρ’ ότι, όπως είναι γνωστό, το οξυγόνο αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα 

ύπαρξης της ζωής, η αφθονία του στα βιολογικά συστήματα σε συνδυασμό με την 

ικανότητά του να ανάγεται με μονά ηλεκτρόνια το καθιστούν τον σημαντικότερο 

παράγοντα δημιουργίας ελεύθερων ριζών στις αερόβιες μορφές ζωής (Balentine 

1982, Bruyninckx et aL, 1978, Shigenaga et a l, 1994) . Η κατανόηση του 

“παράδοξου του οξυγόνου”, όπως αυτό συνήθως αποκαλείται, έγινε σχετικά 

πρόσφατα αλλά οι ακριβείς βιοχημικοί μηχανισμοί οι οποίοι είναι υπεύθυνοι 

παραμένουν εν πολλοίς άγνωστοι.

Είναι γνωστό ότι το οξυγόνο αποτελεί τον τελικό αποδέκτη των ηλεκτρονίων 

τα οποία παράγονται από τις οξειδωτικές διεργασίες του καταβολισμού (HalliwelL, 

1984, Schapira, 1996). Πιο συγκεκριμένα, το μοριακό οξυγόνο (Ο2) ανάγεται σε δύο 

μόρια ύδατος προσλαμβάνοντας 4 ηλεκτρόνια. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από το 

ένζυμο «κυτοχρωμική οξειδάση» η οποία αποτελεί το τελευταίο σύμπλοκο στην 

ακολουθία των πρωτεϊνών της αναπνευστικής αλυσίδας (αντίδραση 2).

Κυτοχρωμική οξειδάση

0 2 + 4e ' + 4Η+ --------------------------- ► 2Η20  (2)

Το ενζυμικό σύμπλοκο της κυτοχρωμικής οξειδάσης έχει ειδική δομή (2 μόρια αίμης 

και 2 άτομα Cu), η οποία επιτρέπει την ταυτόχρονη μεταφορά και των τεσσάρων 

ηλεκτρονία)ν στο 0 2 πριν τα τελικά προϊόντα της αντίδρασης (δύο μόρια Η20) 

αφεθούν ελεύθερα. Κατά τη μεταφορά των ηλεκτρονίων δια μέσου της 

αναπνευστικής αλυσίδας, πρωτόνια από το εσωτερικό της μιτοχονδριακής μήτρας 

μεταφέρονται στον διαμεμβρανικό χώρο σχηματίζοντας ένα ηλεκτροχημικό 

δυναμικό. Το δυναμικό αυτό χρησιμοποιείται από μια ειδική πρωτεΐνη, την ΑΤΡαση 

των μιτοχονδρίων για τη φωσφορυλίωση του ADP και το σχηματισμό ΑΤΡ. Με τον 

τρόπο αυτό καταναλώνεται περίπου το 85% με 90% του προσλαμβανόμενου από τον 

οργανισμό 0 2. Το μεγαλύτερο μέρος του οξυγόνου που δεν χρησιμοποιείται στα 

μιτοχόνδρια (10-15%) συμμετέχει σε αντιδράσεις που καταλύονται από τις οξειδάσες 

(D-άμινο-οξειδάση, οξειδάση της ξανθίνης κ.α.), τις υδροξυλάσες (λυσίνης, προλίνης 

και τυροσίνης) καθώς και από διάφορες μονοξυγονάσες. Τέλος, ένα μικρό ποσοστό
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(περίπου 2%) ανάγεται κάτω από φυσιολογικές συνθήκες με διαδοχικά μονά 

ηλεκτρόνια όπως φαίνεται στο παρακάτω σχήμα (σχήμα 4).

• « 
•9

Κυτοχρωμική οξειδάση (4e‘)

1 « e~ e' e" \̂
η . ____  ̂ η  ·- _______  ̂uLn. _____  ̂ n u _____  ̂u .n

7  Ί
ι " ^ 7  / Ί ί

2 W OH* W

SOD CAT, GP, Prx

Σχήμα 4: Διαγραμματική απεικόνιση των διαδοχικών βημάτων αναγωγής τον 
οξυγόνου σε νερό με μονά ηλεκτρόνια

Ιο  αναγωγικό περιβάλλον το οποίο επικρατεί στα κύτταρα προσφέρει αρκετές 

δυνατότητες στο Ος για αναγωγή με ένα ηλεκτρόνιο σχηματίζοντας το ανιόν του 

σουπεροξειδίου (CV*)· Κατ' αυτό τον τρόπο, ενώσεις όπως το ( V  , η 

υδροΰπεροξειδική ρίζα (ΗΟ2'), το Η2Ο2 και η εξαιρετικά δραστική ρίζα του 

υδροξυλίου (ΌΗ) μπορούν να θεωρηθούν κανονικά προϊόντα της καθημερινής 

αερόβιας ζωής. Αυξημένη δημιουργία αυτών των ενδιαμέσων μορφών της αναγωγής 

του θεωρείται υπεύθυνη για μια πλειάδα παθολογικών καταστάσεων στους αερόβιους 

οργανισμούς (Ames et al., 1993, Fridovich, 1975, Griendling et al., 1999, McCord, 

1974). Στον πίνακα 1 αναφέρονται μια σειρά από ενώσεις του Ch οι οποίες είναι 

δυνατόν να συμμετέχουν σε τοξικές για τα κύτταρα αντιδράσεις και οι οποίες 

ονομάζονται “Δραστικές Μορφές Οξυγόνου”. Όπως παρατηρείται μόνο μερικές από 

αυτές είναι ελεύθερες ρίζες.

Ένωση Όνομα

Ελεύθερες ρίζες

O f  - ανιόν σουπεροξειδίου

η ο 2· υδροΰπεροξειδική ρίζα

o:\
-j
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Ό Η ρίζα υδροξυλίου

RO· ρίζα αλκοξειδίου

ROO* ρίζα υπεροξειδίου

Μη-ελευθερες ρίζες

Η20 2 υπεροξείδιο του υδρογόνου

ROOH οργανικά υδροπεροξείδια

ό 2 μονήρες οξυγόνο

ο 3 όζον

HOC1 υποχλωριώδες οξύ

Π ίνακας 1: Δραστικές Μορφές Οξυγόνου

Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι μία συνεχής συσσώρευση ΔΜΟ θα 

ήταν καταστρεπτική για τα κύτταρα. Για να μπορέσουν να επιβιώσουν οι οργανισμοί 

χρειάζονται ενζυμικά συστήματα ικανά να απομακρύνουν συνεχώς τις 

σχηματιζόμενες ΔΜΟ. Οι διάφορες “δισμουτάσες του σουπεροξειδίου” οι οποίες 

απαντώνται σε όλους τους αερόβιους οργανισμούς αποτελούν ακριβώς ένα σύστημα 

απομάκρυνσης του Οι (αντίδραση 3) (McCord et al., 1969).

SOD

0 2- + 0 2" + 4F T ----------------- ► 0 2 + H20 2 (3)

Η απομάκρυνση όμως του 0 2 '  συνεπάγεται τη δημιουργία Η20 2 το οποίο επίσης 

πρέπει να απομακρυνθεί Αυτό επιτυγχάνεται με τρία είδη ενζύμων: α) την καταλάση, 

β) την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, και γ) τις περόξυ-ρεδοξίνες. Όλα αυτά τα 

ένζυμα έχουν τη δυνατότητα να ανάγουν το Η20 2 με δύο ηλεκτρόνια σε Η20  

παρακάμπτοντας έτσι τη δημιουργία των εξαιρετικά δραστικών ριζών του υδροξυλίου 

(Chance et al., 1979, Wood et al., 2003).

1.2.1 Οξειδοαναγωγική ισορροπία

Οπως γίνεται φανερό από το σχήμα 4, οι ΔΜΟ δημιουργούνται συνέχεια στα 

κύτταρα ακόμη και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες και απομακρύνονται συνεχώς
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από τους αμυντικούς μηχανισμούς των κυττάρων με αποτέλεσμα η συγκέντρωση

τους να βρίσκεται συνεχώς σε μία ισορροπία (Chance et al., 1979). Υπάρχει λοιπόν

μία λεπτή ισορροπία που καλείται “οξειδοαναγωγική ισορροπία”. Διαφορετικοί τύποι

κυττάρων έχουν διαφορετικές ταχύτητες τόσο δημιουργίας όσο και απομάκρυνσης 
• *

των ΔΜΟ και κατά συνέπεια η οξειδοαναγωγική ισορροπία δεν είναι η ίδια σε όλα τα 

είδη κυττάρων. Αλλά ακόμα και στα ίδια κύτταρα, η ισορροπία αυτή είναι δυναμική 

και μπορέί εύκολα να μετατοπισθεί κάτω από ορισμένες συνθήκες. Στις περιπτώσεις 

που διαταράσσεται προς όφελος των οξειδωτικών παραγόντων, προκαλείται μια 

κατάσταση που είναι γνωστή ως “οξειδωτικό στρες” (Sies, 1985).

1.2.2 Ανιόν του σουπεροξειδίου ((V )

Το πρώτο προϊόν της αναγωγής του Ο2 με μονά ηλεκτρόνια είναι η ελεύθερη

ρίζα "ανιόν του σουπεροξειδίου" το οποίο αρκετές φορές ονομάζεται απλά

σουπεροξείδιο. To Ο ϊ από μόνο του μπορεί να αντιδράσει με πρωτεΐνες των οποίων

οι προσθετικές ομάδες έχουν άτομα Fe η Cu όπως τα μόρια της αίμης και τα

Ούμπλοκα σιδήρου-θείου (Flint et al., 1993, Gutteridge et al., 1990, Halliwell et al.,

1992,). Σε τέτοιου είδους αντιδράσεις προσβάλλονται κυρίως τα αμινοξέα τα οποία

βρίσκονται κοντά στις προσθετικές ομάδες, με συνέπεια την απώλεια της

δραστικότητας των πρωτεϊνών αυτών. Για παράδειγμα θα μπορούσαμε να

αναφέρουμε την απενεργοποίηση του ενζύμου ακονιτάση των μιτοχονδρίων (περιέχει

σύμπλοκο 4Fe-4S) μετά από έκθεση σε Οϊ~ (Gardner et al., 1994).

.Η σημαντικότερη αντίδραση του σουπεροξειδίου είναι αυτή της 
%

αυτοξειδωαναγωγής του στις οποίες ένα μόριο Οι δρα σαν αναγωγικό και ένα άλλο 

σαν οξειδωτικό μέσο. Αυτό σημαίνει ότι όταν σε κάποιο βιολογικό σύστημα 

σχηματίζεται Οι~ τότε είναι αναπόφευκτη και η δημιουργία Η2Ο2.

1.2.3 Υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2)

Εκτός από το Η2Ο2 που σχηματίζεται κατά την αναγωγή του O f, αρκετά 

ένζυμα όπως η μονοάμινο οξειδάση (ΜΑΟ), που βρίσκεται στην εξωτερική 

μεμβράνη των μιτοχονδρίων, η οξειδάση του ουρικού και η οξειδάση των D- 

αμινοξέων στα υπεροξυσωμάτια καθώς και παράγοντες της αναπνευστικής αλυσίδας 

παράγουν Η2Ο2 με απ’ ευθείας μεταφορά δύο ηλεκτρονίων στο Ο2. Έχει υπολογιστεί
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8 7ότι η συγκέντρωση του στα ηπατοκύτταρα κυμαίνεται μεταξύ 10' -10' Μ (Boveris et 

al., 1973).

Χωρίς αμφιβολία το Η2Ο2 αποτελεί τον σημαντικότερο παράγοντα των 

δραστικών μορφών οξυγόνου. Είναι ασθενές οξειδωτικό μέσο αλλά παρ’ όλα αυτά 

μπορεί να οξειδώσει αρκετά βιολογικά μόρια, κυρίως αυτά τα οποία έχουν 

σουλφυδρυλικές ομάδες (-SH) (Brodie et al., 1987), σύμπλοκα σιδήρου θείου (Fe-S) 

(Pantopoulos et al., 1998), μόρια αίμης (Gutteridge, 1986, Paller et al., 1994). Λόγω 

του ότι είναι μικρό και αφόρτιστο μόριο μπορεί εύκολα να διαχέεται μέσω των 

κυτταρικών μεμβρανών, μια ιδιότητα ιδιαίτερα σημαντική για τη φυσιολογική του 

δράση. Όταν προστίθεται στο υλικό κυττάρων σε καλλιέργεια σε συγκεντρώσεις 

μεταξύ 10-100 μΜ προξενεί βλάβες σε αυτά οι οποίες σε ορισμένες περιπτώσεις 

οδηγούν στο θάνατο τον κυττάρων. Μερικές από τις βλάβες αυτές μπορεί να είναι 

άμεσες αλλά οι περισσότερες, κυρίως στα λιπίδια, τις πρωτεΐνες και το DNA είναι 

έμμεσες μιας και το Η2Ο2 δεν αντιδρά απευθείας με τα μόρια αυτά. Στην περίπτωση 

αυτή πιστεύεται ότι το Η2Ο2 διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη και μετά αντιδρά 

ενδοκυττάρια με διάφορα μέταλλα μετάπτωσης (κυρίως Fe και πιθανά του Cu) 

δημιουργώντας δραστικές ρίζες Ό Η  ή άλλους παράγοντες με παρόμοια υψηλή 

δραστικότητα (Mello Filho et al., 1984a, Mello Filho et al., 1984b, Halliwell et al., 

1991, Meneghini, 1997, Spencer et al., 1995a).

Σχετικά πρόσφατα άρχισε να διαμορφώνεται η άποψη ότι η συνεχής 

δημιουργία και απομάκρυνση του Η2Ο2 ακόμα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

δεν είναι μια τυχαία και βλαπτική ατέλεια η οποία είναι συνυφασμένη με την 

αναγωγή του Ο2 αλλά αποτελεί μια δυναμική κατάσταση μέσω της οποίας ελέγχονται 

βασικές λειτουργίες όπως η ενεργοποίηση ενζύμων, η δράση μεταγραφικών 

παραγόντων και τελικά μέσω αυτών ο πολλαπλασιασμός ή η απόπτωση των 

κυττάρων.

1.2.3.1 Ο ρόλος του υπεροξειδίου του υδρογόνου στην μεταγωγή του σήματος

Την τελευταία κυρίως δεκαετία υπάρχουν πολλές αναφορές ότι η σύνδεση 

ορισμένων αυξητικών παραγόντων και κυτταροκινών στους υποδοχείς τους στην 

επιφάνεια του κυττάρου και η ενεργοποίηση διάφορων οδών μεταγωγής του σήματος 

στις περισσότερες των περιπτώσεων συνοδεύεται από την αύξηση της 

συγκεντρώσεως του ενδοκυττάριου Η2Ο2 (Das et al., 1992, Meier et a l, 1989, .
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Shibanuma et a l, 1990, Sundaresan et al., 1996, Thannickal et al., 1998, Ushio-Fukai 

et al., 1998). Η άμεση εμπλοκή του H2O2 στην σηματοδοτική δράση των μορίων 

αυτών υπογραμμίζεται από το γεγονός ότι η απομάκρυνση του δια μέσου της 

υπερέκφρασης της καταλάσης έχει σαν συνέπεια την ολική ή μερική αναστολή της 

δράσης τους (Bae et al., 1997, Sundaresan et al., 1995, Ushio-Fukai et al., 1999).

Παρόλο που η εμπλοκή του Η2Ο2 στους σηματοδοτικούς μηχανισμούς έχει 

μελετηθεί· αρκετά, οι ακριβείς μηχανισμοί δράσης του παραμένουν άγνωστοι. 

Πρόσφατες πειραματικές μελέτες προτείνουν ότι η δράση του Η2Ο2 σαν 

σηματοδοτικό μόριο σχετίζεται με την οξείδωση σουλφυδρυλικών ομάδων στα 

κυστεΐνικά κατάλοιπα ορισμένων πρωτεϊνών (Gotoh et al., 1998, Saitoh et al., 1998). 

To αποτέλεσμα της οξείδωσης της κυστεΐνης είναι ο σχηματισμός δισουλφιδικών 

δεσμών (-S-S), σουλφενικού οξέως (-SOH), σουλφινικού οξέως (-SO2H) και 

σουλφονικού οξέως (-SO3H) ανάλογα με τις συνθήκες (Claiborne et al., 1993, Denu 

et al., 1998). Παρόλο που οι περισσότερες πρωτεΐνες περιέχουν αρκετά κατάλοιπα 

κυστεϊνών, το Η2Ο2 δεν οξειδώνει οποιαδήποτε από αυτές αλλά δρα επιλεκτικά μόνο 

σε ορισμένες από τις κυστεΐνες αυτές. Σημαντικό ρόλο στο αν μια κυστεΐνη θα 

οξειδωθεί παίζει το περιβάλλον της και συγκεκριμένα η παρουσία φορτισμένων 

αμινοξέων σε γειτονικές θέσεις. To pKa των περισσοτέρων κυστεϊνών μιας πρωτεΐνης 

είναι περίπου 8.5 και κατά συνέπεια σε φυσιολογικό pH (περίπου 7.4) η 

σουλφυδρυλική τους ομάδα είναι πρωτονιωμένη. Στην περίπτωση όμως που μία 

κυστεΐνη περιβάλλεται από φορτισμένα αμινοξέα το pKa της σουλφυδρυλικής της 

ομάδας μειώνεται με συνέπεια σε φυσιολογικό pH η ομάδα αυτή να 

αποπρώτονιώνεται και κατά συνέπεια το μόριο αυτό να είναι αρνητικά φορτισμένο 

(Lohse et al., 1997, Zhang et al., 1993). Στην περίπτωση αυτή πιστεύεται ότι η 

συγκεκριμένη κυστεΐνη είναι ευάλωτη στην οξειδωτική δράση του Η2Ο2. Μόρια που 

περιέχουν τέτοιες ευάλωτες κυστεΐνες είναι τα ένζυμα τυροσινικές φωσφατάσες. Πιο 

συγκεκριμένα, το ενεργό κέντρο των ενζύμων αυτών χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη 

μιας περιοχής που αποτελείται από μια κυστεΐνη και μία αργινίνη ανάμεσα στις 

οποίες παρεμβάλλονται πέντε αμινοξέα (I/V-C-X-X-G-X-R-S/T, όπου X ένα τυχαίο 

αμινοξύ). Όπως προαναφέρθηκε, το περιβάλλον αυτό ευνοεί την αποπρωτονίωση της 

σουλφυδρυλικής ομάδας της κυστεΐνης αυτής καθιστώντας την ταυτόχρονα ευάλωτη 

στην οξείδωση από το Η2Ο2 η οποία οδηγεί στην απώλεια της ενεργότητας του 

ενζύμου (Caselli et al., 1998, Denu et al., 1998, Lee et al., 1998) με αποτέλεσμα την
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αύξηση της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών η οποία θεωρείται ότι ενεργοποιεί η 

απενεργοποιεί διάφορες οδούς μεταγωγής του σήματος.

Πειραματικές μελέτες δείχνουν ότι η αύξηση της ενδοκυττάριας 

συγκέντρωσης του Η2Ο2 τροποποιεί την δράση αρκετών μεταγραφικών παραγόντων 

(Carballo et al., 1999, Ghosh, 2002, Lando et al., 2002, Li et al., 1999, Semenza et 

al., 2001, Simon et al., 2000, Xanthoudakis et al., 1992) με επακόλουθη συνέπεια την 

επαγωγή η την αναστολή της έκφρασης δεκάδων γονιδίων τα οποία ρυθμίζουν 

σημαντικές κυτταρικές διεργασίες σχετιζόμενες με τον πολλαπλασιασμό, τη 

διαφοροποίηση και την απόπτωση.

1.2.3.2 Υπεροξείδιο του υδρογόνου και κυτταρικός πολλαπλασιασμός

Σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων παίζουν μόρια όπως 

αναπτυξιακοί παράγοντες και κυτοκίνες τα οποία συνδέονται σε ειδικούς υποδοχείς 

στην κυτταρική μεμβράνη και ενεργοποιούν μία σειρά πολύπλοκων αντιδράσεων με 

τις οποίες μεταφέρεται το μήνυμα της κυτταρικής ανάπτυξης και διαίρεσης. Τα 

μηνύματα αυτά οδηγούν στην ενεργοποίηση συγκεκριμένων γονιδίων όπως τα 

πρωτοογκογονίδια και την έναρξη των διεργασιών οι οποίες σχετίζονται με τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Αν και η όλη διαδικασία είναι εξαιρετικά πολύπλοκη 

φαίνεται ότι το Η2Ο2 αποτελεί τον συνδετικό κρίκο μεταξύ της δράσης των 

παραγόντων αυτών και του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Das, 1992, Gorlach et al., 

2001, Patterson et al., 1999, Rao et al., 1999, Shibanuma, 1990, Touyz et al., 1999, 

Ushio-Fukai et al., 1998). Η άμεση εμπλοκή του H2O2 στη μιτογόνο δράση των 

παραπάνω παραγόντων αποδεικνύεται από το γεγονός ότι η καταλάση έχει την 

ικανότητα να αναστέλλει την ανάπτυξη των κυττάρων (Sundaresan et al., 1995).

Σε ορισμένες περιπτώσεις έχει αποδειχθεί ότι η προσθήκη μικρών ποσοτήτων 

Η2Ο2 σε καλλιέργειες κυττάρων επάγει την ανάπτυξη τους παρακάμπτοντας τη δράση 

των αναπτυξιακών παραγόντων (Burdon et al., 1989, Burdon et al., 1990a, Burdon et 

al., 1990b, Burdon et al., 1996). Αν και ο ακριβής μοριακός μηχανισμός δράσης του 

Η2Ο2 παραμένει εν πολλοίς άγνωστος, η επικρατούσα άποψη θεωρεί ότι η δράση του 

Η2Ο2 σχετίζεται με την επαγωγή γονιδίων που ελέγχουν τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων όπως τα πρώτο-ογκογονίδια c-jun και c-fos. Τα προϊόντα των γονιδίων 

αυτών φαίνεται να ενεργοποιούν στη συνέχεια πολύπλοκες διαδικασίες οι οποίες 

τελικά οδηγούν στην κυτταρική ανάπτυξη. Σε αντίθεση με τις χαμηλές
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συγκεντρώσεις, η έκθεση των κυττάρων σε υψηλότερες συγκεντρώσεις Η2Ο2

αναστέλλει.την ανάπτυξη τους (Burdon et a l, 1989, Burdon et al., 1990a) και μπορεί

να ενεργοποιήσει την διαδικασία της απόπτωσης (Barbouti et al., 2002, Barbouti,

2004, Doulias et al., 2004).
* <

1.2.3.3 ΥΛεροξείδιο του υδρογόνου και απόπτωση

Ο όρος απόπτωση χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1972 προκειμένου να 

περιγράφει ένας εναλλακτικός τύπος θανάτου από τη νέκρωση που ήταν μέχρι τότε 

γνωστή (Kerr et al., 1972). Σήμερα, η απόπτωση διακρίνεται από τον κλασσικό 

νεκρωτικό θάνατο από μία σειρά ευδιάκριτων μορφολογικών και βιοχημικών 

χαρακτηριστικών. Η νέκρωση είναι μία παθητική διαδικασία η οποία μορφολογικά 

σχετίζεται με αύξηση του όγκου του κυττάρου, κατάρρευση της πλασματικής 

μεμβράνης αλλά και των άλλων μεμβρανών του κυττάρου και έκχυση των 

κυτταρικών συστατικών στο μεσοκυττάριο περιβάλλον. Αντίθετα, η απόπτωση είναι 

μία ενεργητική διαδικασία που πραγματοποιείται από ένα γενετικά καθορισμένο 

πρόγραμμα κυτταρικού θανάτου και έχει διάφορα μορφολογικά και βιοχημικά 

χαρακτηριστικά όπως τη συρρίκνωση του κυττάρου, τη συμπύκνωση της χρωματίνης, 

τη δημιουργία ενδονουκλεοσωμικών σχάσεων και το σχηματισμό αποπτωτικών 

σωματιδίων (Kerr et al., 1972, McConkey et al., 1988, Wyllie et al., 1980). 

Φυσιολογικά η απόπτωση αποτελεί μηχανισμό απομάκρυνσης των κυττάρων που 

έχουν υποστεί βλάβες και αυτών που βρίσκονται σε περίσσεια καθώς και 

ανασύστασης των ιστών (Jacobson et al., 1997, Rathmell et al., 2002, Thompson et 

al., 1995, Vaux et al., 1999). Δυσλειτουργίες στη διαδικασία αυτή οδηγούν συχνά σε 

ένα ευρύ φάσμα παθολογικών καταστάσεων καθώς έχουν ως αποτέλεσμα την 

καταστροφή της κυτταρικής ομοιοστασίας (Meier et al., 2000, Thompson et al., 1995) 

Έχει παρατηρηθεί ότι η έκθεση σε Η2Ο2 επάγει τη διαδικασία της απόπτωσης 

σε διάφορα είδη κυττάρων (Barbouti et al., 2002, Borutaite et al., 2001, Chandra et 

al., 2000, Hampton et al., 1997, Stridh et al., 1998). Στην περίπτωση αυτή πιστεύεται 

ότι το Η2Ο2 δρα κυρίως στα μιτοχόνδρια των κυττάρων προκαλώντας την 

απελευθέρωση προαποπτωτικών παραγόντων οι οποίοι με τη σειρά τους 

ενεργοποιούν τα επόμενα βήματα αυτού του τύπου κυτταρικού θανάτου (Alnemri et 

al., 1996, Stridh et al., · 1998). Πρόσφατες πειραματικές μελέτες δείχνουν ότι εκτός ή" 

από την πρόκληση απόπτωσης το Η2Ο2 έχει την ικανότητα και να αναστέλλει την
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διαδικασία αυτή κατά το στάδιο της ενεργοποίησης της κασπάσης-9 και προκαλεί την 

εκτροπή από τον κλασικό τύπο απόπτωσης προς ένα είδος θανάτου το οποίο 

προκαλείται από την έκλυση του AIF από τα μιτοχόνδρια (Barbouti et al., 2002, 

Barbouti, 2004).

1.3 Πρόκληση βλαβών στα κυτταρικά συστατικά από τις δραστικές μορφές 
οξυγόνου.

1.3.1 Δημιουργία ριζών του υδροξυλίου (Ό Η ) στα κύτταρα από το Η2Ο2.

Περισσότερο από 100 χρόνια πριν - το 1894 - ο H.J.H. Fenton περιέγραψε την 

αντίδραση ενός μείγματος Η2Ο2 με άλατα δισθενούς σιδήρου τα προϊόντα της οποίας 

μπορούσαν να οξειδώσουν ένα μεγάλο αριθμό διαφορετικών οργανικών μορίων 

(Fenton, 1894). Σήμερα, μετά από τόσα χρόνια από την αρχική αυτή παρατήρηση, 

συνεχίζονται οι μελέτες για τη διαλεύκανση του ακριβούς μηχανισμού αυτής της 

αντίδρασης (Halliwell et al., 1992b, Sutton et al., 1989). Αν και είναι πιθανόν να 

εμπλέκονται αρκετοί ενδιάμεσοι οξειδωτικοί παράγοντες, ο καλύτερα μελετημένος 

από αυτούς είναι η ρίζα του υδροξυλίου (ΌΗ) (αντίδραση 4).

Fe2+ + Η2Ο2 — ► ενδιάμεσα προϊόντα --------- ► Fe3+ + ΌΗ + ΟΗ' (4)

Οι Ό Η  λόγω της μεγάλης δραστικότητάς τους αντιδρούν μη εξειδικευμένα με 

οτιδήποτε τύχει να βρεθεί δίπλα τους κατά τη στιγμή του σχηματισμού τους. Ειδικά 

στα κύτταρα μπορεί να αντιδράσουν και να οξειδώσουν το DNA, τις πρωτεΐνες, τα 

λιπίδια, τα σάκχαρα και γενικά όλα τα βασικά κυτταρικά συστατικά (Dean et al., 

1997, Gutteridge et al., 1982, Halliwell et al., 1990, Halliwell et al., 1991, Henle et 

al., 1999, Meneghini et al., 1997, Stohs et al., 1995). Η κύρια πηγή σχηματισμού ΌΗ 

στα κύτταρα θεωρείται η αλληλεπίδραση του Η2Ο2 με τα ιόντα των μετάλλων 

μετάπτωσης κυρίως του σιδήρου και του χαλκού (Halliwell et al., 1999).

1.3.2 Υπεροξείδωση τω ν λιπιδίω ν

Ο καλύτερα μελετημένος μηχανισμός αντίδρασης των ΌΗ και γενικότερα 

των ελευθέρων ριζών με κυτταρικά συστατικά είναι αυτός με τα πολυακόρεστα 

λιπαρά οξέα (Poly unsaturated fatty acids, PUFA), τα οποία συνδεδεμένα στα



φωσφολιπίδια αποτελούν τα βασικά συστατικά των μεμβρανών και των 

λιποπρωτεϊνών. Το φαινόμενο αυτό καλείται “λιπιδιακή υπεροξείδωση” και 

παρατηρείται όταν η δημιουργία ελευθέρων ριζών υπερισχύει των κυτταρικών

αμυντικών μηχανισμών.
% *

Το έναυσμα της υπεροξείδωσης μπορεί να προκληθεί από οποιαδήποτε ρίζα 

αρκεί να είναι τόσο δραστική ώστε να μπορεί να αποσπάσει ένα άτομο υδρογόνου 

(Η ) από μια μεθυλομάδα (-CH2-). Είναι γνωστό ότι όταν η μεθυλομάδα είναι 

γειτονική με ένα διπλό δεσμό και περισσότερο όταν ευρίσκεται μεταξύ δύο διπλών 

δεσμών, η ισχύς του δεσμού του Η με τον αντίστοιχο άνθρακα εξασθενεί σημαντικά. 

Κατά συνέπεια σχεδόν πάντοτε οι διάφοροι οξειδωτικοί παράγοντες αφαιρούν ένα Η' 

από μεθυλομάδες μεταξύ δύο διπλών δεσμών (-CH=CH-CH2-CH=CH-) 

δημιουργώντας μία νέα ελεύθερη ρίζα στο αντίστοιχο άτομο άνθρακα. Η ρίζα του 

λιπαρού οξέος η οποία δημιουργείται ανασυνδυάζεται γρήγορα με ηλεκτρόνια από 

τους διπλανούς διπλούς δεσμούς σχηματίζοντας αφ’ ενός μεν συζυγή διένια 

(conjugated dienes, αλληλουχία διπλού-μονού-διπλού δεσμού) και αφ’ ετέρου μία νέα 

ελεύθερη ρίζα στο αντίστοιχο άτομο άνθρακα. Η νέα ελεύθερη ρίζα είναι σχετικά 

σταθερότερη και προλαβαίνει να αντιδράσει με το μοριακό οξυγόνο δημιουργώντας 

μία ρίζα υπεροξειδίου η οποία με τη σειρά της μπορεί να αποσπάσει ένα άτομο 

υδρογόνου από ένα άλλο πολυακόρεστο λιπαρό οξύ δημιουργώντας μια νέα ελεύθερη 

ρίζα και ένα υπεροξείδιο του λιπαρού οξέος. Ο κύκλος αυτός, εάν δεν τερματισθεί με 

κάποιο τρόπο, μπορεί να επαναληφθεί πολλές φορές με καταστρεπτικά αποτελέσματα 

για τις διάφορες μεμβράνες, προκαλώντας τελικά τον θάνατο του κυττάρου. Τα 

υπεροξείδια των λιπαρών οξέων τα οποία σχηματίζονται στην συνέχεια διασπώνται 

με πολύπλοκους μηχανισμούς σχηματίζοντας μια πλειάδα προϊόντων και 

συντελώντας στην περαιτέρω επέκταση των αλυσιδωτών αντιδράσεων.

Σε γενικές γραμμές τα αποτελέσματα της οξείδωσης των λιπιδίων των 

κυτταρικών μεμβρανών συνίστανται κυρίως στη μείωση της ρευστότητας, μείωση 

του μεμβρανικού δυναμικού, αύξηση της διαπερατότητας σε ιόντα καθώς και σε 

αναστολή μεμβρανικών ενζύμων. Πρέπει να σημειωθεί επίσης ότι τα προϊόντα της 

λιπιδιακής υπεροξείδωσης επηρεάζουν σημαντικά διάφορες κυτταρικές λειτουργίες 

πριν αυτό καθ’ αυτό το φαινόμενο επιφέρει την τελική καταστροφή των μεμβρανών. 

Για παράδειγμα, επηρεάζονται οι πρωτεΐνες μεταφοράς ασβεστίου, αναστέλλονται
* - 4?

ένζυμα όπως η φωσφατάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης, η αδενυλική κυκλάση και £
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το κυτόχρωμα Ρ-450. Επίσης, ενέχονται σε αντιδράσεις σούλφιδρυλικών ομάδων (- 

SH) καθώς και σε διασυνδέσεις πρωτεϊνών οι οποίες περιέχουν τέτοιες ομάδες.

Το κατεξοχήν αντιοξειδωτικό που προφυλάσσει τις μεμβράνες και τις 

λιποπρωτεΐνες διακόπτοντας τις αλυσιδωτές της λιπιδιακής υπεροξείδωσης είναι η α- 

τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε). Η ρίζα της τελευταίας είναι σχετικά μη δραστική και 

ανάγεται σε α-τοκοφερόλη από το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) στην επιφάνεια των 

μεμβρανών.

1.3.3 Βλάβες στις πρωτεΐνες

Οι πρωτεΐνες αποτελούν επίσης στόχους για την δράση των ελευθέρων ριζών 

τόσο ενδοκυττάρια αλλά και εξωκυττάρια. Το ενδιαφέρον όμως για την μελέτη της 

οξειδωτικής τροποποίησης των πρωτεϊνών αναπτύχθηκε σχετικά πρόσφατα. Η 

καθυστέρηση αυτή φαίνεται να οφείλεται στο γεγονός ότι οι περισσότερες πρωτεΐνες 

είναι δυνατόν να υποστούν σημαντικές οξειδωτικές βλάβες χωρίς σοβαρές επιπτώσεις 

στην λειτουργικότητά τους. Μόνο όταν θιγούν απαραίτητα αμινοξέα ή προσθετικές 

ομάδες στο ενεργό τους κέντρο επηρεάζεται η γενικότερη λειτουργία τους.

Έχει παρατηρηθεί για παράδειγμα η οξειδωτική τροποποίηση ένζυμων, 

υποδοχέων, πρωτεϊνών μεταγωγής σήματος, πρωτεϊνών μεταφοράς ιόντων κλπ με 

αποτέλεσμα ανωμαλίες στη γενική λειτουργία του οργανισμού. Επίσης βλάβες στις 

πρωτεΐνες επιδιόρθωσης και την μεταγραφή του DNA έχουν σαν αποτέλεσμα την 

αύξηση του αριθμού των μεταλλάξεων. Τέλος οξειδωτικά τροποποιημένες πρωτεΐνες 

μπορεί να προκαλέσουν την ανοσολογική απόκριση με αποτέλεσμα την δημιουργία 

αντισωμάτων τα οποία πιθανόν να σχετίζονται με ορισμένα αυτοάνοσα νοσήματα.

Οι επιπτώσεις της δημιουργίας ελευθέρων ριζών σε μια συγκεκριμένη 

πρωτεΐνη εξαρτώνται: α) από την περιεκτικότητα της πρωτεΐνης σε αμινοξέα τα οποία 

είναι ευαίσθητα στη δράση ελευθέρων ριζών, β) το πόσο σημαντικά είναι αυτά τα 

αμινοξέα για την δράση της πρωτεΐνης, και γ) από την ικανότητα των κυττάρων να 

διορθώσουν τις βλάβες στην συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Κατά συνέπεια, πρωτεΐνες που 

περιέχουν σχετικά μεγάλες ποσότητες από τα αμινοξέα κυστεΐνη, μεθειονίνη 

τρυπτοφάνη, τυροσίνη, φαινυλαλανίνη και ιστιδίνη προσβάλλονται πιο εύκολα λόγω 

της υψηλής δραστικότητας των θειούχων και ακόρεστων μορίων με ελεύθερες ρίζες.
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1.3.4 Βλάβες στο κυτταρικό DNA

To DNA που απομονώνεται από αερόβια βακτήρια, φυτά και ζώα περιέχει σε 

χαμηλά επίπεδα διάφορα προϊόντα βάσεων που έχουν υποστεί βλάβες με τρόπο ο 

οποίος είναι σύμφωνος με την προσβολή του DNA από τις Ό Η  οι οποίες 

σχηματίζονται in vivo (Spencer et al., 1995a). Ειδικότερα, οι Ames και συνεργάτες 

υπολογίσανε ότι το DNA σχεδόν όλων των κυττάρων των αερόβιων οργανισμών 

υφίσταται καθημερινά περισσότερες από ΙΟ3 οξειδωτικές βλάβες (Helbock et al., 

1998). Ο παραπάνω αριθμός, σε συνδυασμό με την αυθόρμητη απομάκρυνση των 

πουρινών από το DNA, την απαμίνωση της κυτοσίνης σε ουρακίλη καθώς και με τα 

λάθη που γίνονται κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του DNA, υπογραμμίζει το πόσο 

σημαντικοί είναι για το κύτταρο οι μηχανισμοί επιδιόρθωσης του DNA.

1.3.4.1 Βλάβες στις βάσεις του DNA

Από τις δραστικές μορφές οξυγόνου τα CV και Η2Ο2 δεν φαίνεται να 

αντιδρούν σε σημαντικό βαθμό με τις βάσεις των DNA και RNA καθώς και με τη 

ριβόζη και δεοξυριβόζη. Αντίθετα, η έκθεση του κυτταρικού DNA σε Ό Η  οδηγεί στη 

δημιουργία μεγάλου αριθμού προϊόντων μιας και οι Ό Η  αντιδρούν ακαριαία με όλα 

τα μόρια που απαρτίζουν το DNA δηλαδή τα σάκχαρα, τις πουρίνες και τις 

πυριμιδίνες (Breen and Murphy, 1995, von Sonntag, 1987). Για παράδειγμα οι Ό Η  

προστίθενται στη γουανίνη σε μία από τις θέσεις 4, 5 και 8 του πουρινικού 

δακτυλίου. Προσθήκη μίας Ό Η  στη θέση 8 του δακτυλίου οδηγεί στη δημιουργία 

μίας νέας ελεύθερης ρίζας, της ρίζας της 8-υδρόξυ-γουανίνης. Η ρίζα αυτή στη 

συνέχεια μπορεί είτε να οξειδωθεί (απώλεια ενός ηλεκτρονίου) σε 8-υδρόξυ-γουανίνη 

ή να αναχθεί σε 2,6-διάμινο-4-υδρόξυ-5-φορμαμιδοπυριμιδίνη (FAPyG) (Bonicel et 

al., 1980, Chetsanga et al., 1983, Dizdaroglu, 1985a, Dizdaroglu, 1985b, Hems 1960, 

Kasai et al., 1984, Steenken, 1989). Παρόμοια προϊόντα δημιουργούνται όταν οι Ό Η  

προστεθούν σε έναν από τους C-4, C-5 ή C-8 της αδενίνης.

Σε ότι αφορά τις πυριμιδίνες οι ΌΗ προστίθενται κυρίως σε ένα από δύο τα 

άτομα άνθρακα που σχηματίζουν το διπλό δεσμό του πυριμιδινικού δακτυλίου 

(δεσμός C5-C6). Αποτέλεσμα της προσθήκης αυτής είναι ο σχηματισμός μίας
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ελεύθερης ρίζας στο άλλο άτομο άνθρακα του δεσμού (Fujita et al., 1981, Hazra et 

al., 1983). Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί ότι οι Ό Η  έχουν την ικανότητα να αποσπούν 

ένα άτομο υδρογόνου από την μεθυλομάδα της θυμίνης όμως η αντίδραση αυτή δεν 

συμβαίνει τόσο συχνά όσο οι αντίστοιχες αντιδράσεις προσθήκης (Fujita et al., 1981).

Περισσότερα από 20 προϊόντα προσθήκης Ό Η  στις βάσεις του DNA έχουν 

ταυτοποιηθεί με την τεχνική της αερίου χρωματογραφίας-φασματομετρίας μάζας 

(GC-MS) (Dizdaroglu, 1994, Halliwell et a l, 1991).

1.3.4.2 Βλάβες στη ριβόζη και στις πυρηνικές πρωτεΐνες

Εκτός από τις βάσεις του DNA, οι Ό Η  έχουν την ικανότητα να αντιδρούν και 

με τη δεόξυριβόζη. Η αντίδραση αυτή περιλαμβάνει την απόσπαση ενός ατόμου 

υδρογόνου από κάποιο από τα άτομα άνθρακα του σακχάρου με αποτέλεσμα το 

σχηματισμό μίας ελεύθερης ρίζας στο άτομο αυτό η οποία στη συνέχεια ανάλογα με 

τις συνθήκες υφίσταται διάφορες τροποποιήσεις (von Sonntag et al., 1987). Για 

παράδειγμα, παρουσία οξυγόνου αντιδρά με αυτό με αποτέλεσμα το σχηματισμό μίας 

περόξυ ρίζας (RCOO‘) στο αντίστοιχο άτομο άνθρακα, η οποία στη συνέχεια 

υφίσταται μία σειρά τροποποιήσεων όπως αποπρωτονίωση, επανάδιευθέτηση του 

μορίου, απομάκρυνση ύδατος και σχάση ενός δεσμού C-C, με τελικό αποτέλεσμα το 

σχηματισμό διαφόρων καρβονυλικών προϊόντων (Dizdaroglu et al., 1977, Dizdaroglu 

et al., 1975, Goldberg, 1987).

Εκτός των επιπτώσεων στις βάσεις και τη δεόξυριβόζη, βλάβες υφίστανται 

και οι πυρηνικές πρωτεΐνες οι οποίες σε ορισμένες περιπτώσεις συνδέονται 

ομοιοπολικά με το DNA (διασυνδέσεις DNA-πρωτεϊνών). Τέτοιου είδους 

διασυνδέσεις εμποδίζουν στη συνέχεια το ξεδίπλωμα της χρωματίνης, την 

επιδιόρθωση του DNA καθώς και τις διαδικασίες σύνθεσης νέου DNA (Altman et al., 

1995).

1.3.5 Επιπτώ σεις από τις βλάβες στο DNA

Οι επιπτώσεις από τις βλάβες στο DNA μπορεί να είναι πολλαπλές ανάλογα 

με το είδος και την ένταση των βλαβών. Έτσι για παράδειγμα, πολλαπλές σχάσεις στο 

DNA προκαλούν την ενεργοποίηση του ενζύμου πολύ-(ΑΟΡριβόζη) πολυμεράση 

(PARP) (σχήμα 6) με συνέπεια την χρησιμοποίηση μεγάλου μέρους από τα
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αποθέματα NAD+, την μείωση της ικανότητας σύνθεσης νέου ΑΤΡ και τελικά στο 

θάνατο (Szabo et a!., 1996). Αυτή η αντίδραση καλείται πολλές φορές αντίδραση 

αυτοκτονίας. Εφόσον η επιδιόρθωση του DNA δεν προλαβαίνει να είναι απόλυτα 

εφικτή τα μεμονωμένα κύτταρα προτιμούν να "αυτοκτονήσουν" για να αποφευχθεί η 

ενσωμάτωση λαθών στο DNA η οποία θα είχε σοβαρές συνέπειες για ολόκληρο τον 

οργανισμό.

ΟΓοξειδωτικές τροποποιήσεις των βάσεων στο DNA προκαλούν επίσης 

μεταλλάξεις στο γενετικό υλικό. Υπάρχουν ενδείξεις ότι οι μεταλλάξεις αυτές δεν 

είναι τυχαία κατανεμημένες αλλά εντοπίζονται σε ορισμένα σημεία του DNA. Αυτό 

μπορεί να προέρχεται είτε από το γεγονός ότι οι οξειδωτικοί παράγοντες έρχονται σε 

επαφή μόνο με ορισμένα σημεία στο DNA ενώ έχουν δυσκολία να αντιδράσουν με 

άλλα.(πχ το νουκλεοσωμικό DNA) είτε ότι ορισμένες αλληλουχίες μπορούν και 

δεσμεύουν καλύτερα ιόντα μετάλλων μετάπτωσης (κυρίως Fe και Cu) τα οποία 

συμμετέχουν στην δημιουργία ΌΗ στα συγκεκριμένα σημεία μετά από την 

αντίδραση με υπεροξείδια (Oikawa and Kawanishi, 1999).

1.3.6 Επιδιόρθωση των βλαβών του DNA

Καθώς όλα τα κύτταρα ενός αερόβιου οργανισμού δημιουργούν δραστικές μορφές 

οξυγόνου, οι οποίες στη συνέχεια προκαλούν βλάβες στο DNA, η ύπαρξη 

αποτελεσματικών επιδιορθωτικών μηχανισμών είναι αναγκαία για την ομαλή 

συνέχιοτη των κυτταρικών διεργασιών. Συνήθως, τα κύτταρα τα οποία έχουν υποστεί 

βλάβες στοΌ Ν Α  τους σταματούν να πολλαπλασιάζονται ούτως ώστε να δώσουν 

χρόνο για δράση στους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς (Wiseman and Halliwell, 

1996). Παρόλο που τα ένζυμα DNA πολυμεράσες έχουν μεγάλη πιστότητα, σε 

ορισμένες περιπτώσεις γίνονται κάποια λάθη και αυτά πρέπει να επιδιορθωθούν. 

Επιπλέον, συμβαίνουν αυθόρμητες απουρινώσεις και απαμινώσεις οι οποίες πρέπει 

επίσης να επισκευάζονται. Τα πρόδρομα νουκλεοτίδια του DNA (dATP, dGTP, 

dTTP, dCTP) είναι επίσης δυνατόν να υποστούν οξειδωτική βλάβη. Μεγαλύτερη 

προσοχή έχει δοθεί στην οξείδωση του dGTP, το οποίο μετατρέπεται σε 8-υδρόξυ- 

GTP και στη συνέχεια μπορεί να ενσωματωθεί στο DNA από τις DNA πολυμεράσες 

(Hayakawa et al., 1995), ενώ το ίδιο συμβαίνει και με το dATP. Ένα σημαντικό 

πλεονέκτήμα της διπλής αλυσίδας του DNA είναι ότι εάν μία αλυσίδα έχει υποστεί
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βλάβη τότε μπορεί να χρησιμοποιηθεί η πληροφορία της άλλης αλυσίδας ούτως ώστε 

να επιδιορθωθεί η πρώτη με ακρίβεια.

Γενικά, οι λάθος ζευγαρωμένες, οι οξειδωτικά τροποποιημένες και οι 

απαμινωμένες βάσεις επιδιορθώνονται με έναν από τους δύο ακόλουθους 

μηχανισμούς. Κατά τον πρώτο τύπο επιδιόρθωσης, ο οποίος είναι ο μοναδικός για 

απομάκρυνση ογκωδών αλλοιώσεων όπως τα διμερή πυριμιδινών και τα προϊόντα 

προσθήκης καρκινογόνων ουσιών, το DNA κόβεται και στις δύο μεριές της περιοχής 

που έχει υποστεί αλλοίωση από ένα ένζυμο που ονομάζεται νουκλεάση εκτομής 

(excinuclease). Κατ’ αυτόν τον τρόπο η βάση που δεν χρειάζεται απομακρύνεται ως 

τμήμα ενός ολιγονουκλεοτιδίου. Στη συνέχεια η DNA πολυμεράση γεμίζει το κενό 

που δημιουργείται χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο την αλυσίδα που δεν έχει υποστεί 

βλάβη ενώ μία λιγάση συνδέει το DNA. Η παραπάνω διαδικασία ονομάζεται 

επιδιόρθωση εκτομής νουκλεοτιδίων (nucleotide excision repair). Κατά τον δεύτερο 

τύπο επιδιόρθωσης, απομακρύνεται μόνο η βάση που έχει υποστεί βλάβη (base 

excision repair). Οι DNA γλυκοσυλάσες, υδρολύουν το δεσμό που συνδέει την μη 

φυσιολογική βάση με τον σκελετό του DNA με αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας 

απουρινικής ή απυριμιδινικής θέση (ΑΡ sites) στο DNA. Στη συνέχεια, κατάλληλα 

ένζυμα αναγνωρίζουν τις θέσεις αυτές και κόβουν και τις δύο μεριές του DNA στην 

περιοχή που λείπει η βάση (μία ΑΡ λυάση σχάζει την 3’ περιοχή και μία 

ενδονουκλεάση σχάζει την 5’ περιοχή) ελευθερώνοντας έτσι το μόριο της 

δεόξυριβόζης που ήταν συνδεδεμένο με την βάση που απομακρύνθηκε. Η DNA 

πολυμεράση προσθέτει στη συνέχεια το σωστό νουκλεοτίδιο χρησιμοποιώντας ως 

εκμαγείο τη συμπληρωματική αλυσίδα του DNA και μία λιγάση συνδέει το DNA.
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Πρωτεΐνη
+'

nNAD+

πολύ{ΑϋΡ ριβόζη) 
πολυμεράση

Σχήμα 6: Η  αντίδραση η οποία καταλύεται από το ένζυμο πολυ(ΑΏΡ- 

ριβόζη)πολυμεράση (PARP, Ρ  = φω σφορική ομάδα)

1.3.7 Ο- ρόλος των ιόντων μετάλλων μετάπτωσης
*

Προσθήκη Η2Ο2 σε καλλιέργεια πολλών τύπων κυττάρων οδηγεί σε αύξηση 

των σχάσεων του DNA λίγα μόλις λεπτά μετά την προσθήκη του, ενώ όταν 

εξετάστηκε, παρατηρήθηκε και αύξηση του αριθμού των προϊόντων οξείδωσης των 

βάσεων του (Mello Filho et al., 1984, Mello Filho et al., 1984, Nassi-Calo et al., 

1989). Ο τύπος της βλάβης αυτής (αύξηση των επιπέδων των διαφόρων προϊόντων 

οξείδωσης των τεσσάρων βάσεων) είναι σύμφωνος με την προσβολή του DNA από 

τις ΌΗ. To Η2Ο2 όμως δεν έχει την ικανότητα να προκαλεί άμεσες βλάβες στο DNA, 

αλλά έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά με τα ιόντα των μετάλλων μετάπτωσης με 

αποτέλεσμα το σχηματισμό Ό Η . Από την άλλη, οι Ό Η  είναι ιδιαίτερα δραστικά 

μόρια τά οποία δεν προλαβαίνουν να διαχυθούν αλλά αντιδρούν ακαριαία στο σημείο
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που δημιουργούνται (Halliwell et a l, 1987). Κατά συνέπεια, προκειμένου να 

προσβάλλουν το DNA θα πρέπει να δημιουργούνται πολύ κοντά σε αυτό ή ακόμα και 

επάνω σε αυτό. To DNA, το οποίο έχει αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες 

είναι στην πράξη ένα μεγάλο ανιόν ικανό να δεσμεύει διάφορα κατιόντα. Έτσι έχει 

δειχθεί ότι σίδηρος και χαλκός όταν είναι διαθέσιμα έχουν την ικανότητα να 

συνδέονται στο DNA, με τη σταθερά πρόσδεσης του Fe(III) να έχει τιμή σε pH 7.4

2.1 χ  ΙΟ14 ενώ η αντίστοιχη του Cu(II) να είναι 2 x ΙΟ4 (Halliwell and Gutteridge, 

1999), με το χαλκό να συνδέεται επιλεκτικά σε περιοχές πλούσιες σε γουανίνη και 

κυτοσίνη (Rodriguez et al., 1995). Με βάση τις παρατηρήσεις αυτές έχει επικρατήσει 

η άποψη ότι η πρόκληση βλαβών στο πυρηνικό DNA από το Η2Ο2 οφείλεται στην 

αλληλεπίδραση του μορίου αυτού με τα ιόντα σιδήρου και χαλκού που βρίσκονται 

συνδεδεμένα στο DNA με αποτέλεσμα το σχηματισμό Ό Η  επάνω στο DNA, οι 

οποίες στη συνέχεια προλαβαίνουν να αντιδράσουν με αυτό και να του προκαλέσουν 

οξειδωτικές βλάβες (Chevion et al., 1988, Halliwell et al., 1990, Halliwell et al., 1991, 

Henle et al., 1999, Galey, 1997, Meneghini, 1997, Stohs et aL, 1995) (σχήμα 5). 

Παρόλα αυτά, υπάρχουν ενδείξεις που δείχνουν ότι τουλάχιστον σε ορισμένες 

περιπτώσεις ο μηχανισμός πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 

είναι ανεξάρτητος της αλληλεπίδρασης του με τα ιόντα σιδήρου και χαλκού του DNA 

αλλά συνδέεται άμεσα με αλλαγές στα επίπεδα των ιόντων ασβεστίου (Cantoni et al., 

1989, Panayiotidis et al., 1999). Στην περίπτωση αυτή υποστηρίζεται ότι η έκθεση 

των κυττάρων σε Η2Ο2 αυξάνει αρχικά την ενδοκυττάρια συγκέντρωση των ιόντων 

ασβεστίου με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση ειδικών ενδονουκλεασών, οι οποίες με 

τη σειρά τους προ καλούν σχάσεις στο DNA. Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι ο 

μηχανισμός αυτός είναι ασβέστιο-εξαρτώμενος σε χαμηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 

αλλά ανεξάρτητος αυτού σε υψηλότερες συγκεντρώσεις (Panayiotidis et al., 1999). Η 

παρατήρηση αυτή αποκτά ιδιαίτερη σημασία εάν ληφθεί υπόψη ότι όταν το Η2Ο2 

προστίθεται απευθείας στην κυτταρική καλλιέργεια, όπως συμβαίνει στις 

περισσότερες μελέτες (Chevion, 1988, Galey, 1997, Halliwell et al., 1990, Halliwell 

et al., 1991, Henle et al., 1999, Meneghini et al., 1997, Stohs et al., 1995), τα κύτταρα 

εκτίθενται αρχικά σε μία σχετικά υψηλή συγκέντρωση Η2Ο2, η οποία μέσα σε 

σύντομο χρονικό διάστημα μειώνεται δραματικά εξαιτίας του μεταβολισμού του 

κυρίως από τα ένζυμα υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και καταλάση (Antunes and 

Cadenas, 2000). Στην περίπτωση που ο τρόπος δράσης του Η2Ο2 εξαρτάται από τη
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συγκέντρωση του (Imlay and Linn, 1988), τότε σχεδόν σε όλες τις προαναφερθείσες

μελέτες τα αποτελέσματα που αφορούν την εμπλοκή του ασβεστίου στους

μηχανισμούς δράσης του Η2Ο2 είναι αντιφατικά αφού δεν έχει δοθεί ιδιαίτερη

σημασία στην συγκέντρωση του Η2Ο2.
•  *

Σχήμα 5: Δημιουργία Ό Η  από την αλληλεπίδραση too Η2Ο2 μ ε  τα  ιόντα σιδήρου που 

βρίσκονται συνδεδεμένα στο DNA

Από τα  παραπάνω λοιπόν προκύπτει ότι ο ακριβής μοριακός μηχανισμός με τον οποίο
*

το Η2Ο2 προκαλεί βλάβες στο κυτταρικό DNA δεν είναι απόλυτα γνωστός αλλά 

χρίζει περαιτέρω διερεύνησης.

1.4 Ομοιοστασία των ιόντων μετάλλων μετάπτωσης

Τα ιόντα σιδήρου και χαλκού έχουν την ικανότητα να αλλάζουν την 

οξειδοαναγωγική τους κατάσταση αποδίδοντας ή προσλαμβάνοντας ήλεκτρόνια 

γεγονός που τους προσδίδει από την μία πλευρά μια προνομιακή θέση στη ζώσα ύλη 

αλλά από την άλλη τα καθιστά πιθανές πηγές κινδύνου. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις τα ιόντα αυτά αποτελούν προσθετικές ομάδες πρωτεϊνών και η 

δρασηκότητα τους ελέγχεται από την πρωτεΐνη στην οποία είναι συνδεδεμένα. Σε 

ορισμένες περιπτώσεις όμως ευρίσκονται στα κύτταρα χαλαρά συνδεδεμένα σε

r·$'
ί
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διάφορα μόρια όπως οργανικά ανιόντα, πολυπεπτίδια και συστατικά των μεμβρανών 

και τότε υπάρχει το ενδεχόμενο να δράσουν τοξικά. Η τοξικότητα τους οφείλεται 

κυρίως στην ικανότητα τους να συμμετέχουν σε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις 

μεταφοράς ενός ηλεκτρονίου καταλύοντας έτσι αντιδράσεις τύπου Fenton (Fenton, 

1894) με αποτέλεσμα τη δημιουργία ΗΟ' και R-CO*. Για το λόγο αυτό τα κύτταρα 

έχουν αναπτύξει μηχανισμούς με τους οποίους ελέγχουν με ακρίβεια την ομοιοστασία 

των ιόντων αυτών ούτως ώστε αφενός μεν να καλύπτουν τις ανάγκες τους και 

αφετέρου να αποτρέπεται η τοξική τους δράση. Ο σίδηρος προσλαμβάνεται από τα 

κύτταρα συνδεδεμένος στην πρωτεΐνη τρανσφερρίνη μετά από πρόσδεση της 

τελευταίας στον υποδοχέα της στην επιφάνεια του κυττάρου και ενδοκύτωση του 

συμπλόκου αυτού. Στο εσωτερικό του ενδοσωματίου ο σίδηρος αποδεσμεύεται από 

την τρανσφερρίνη και μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα όπου και χρησιμοποιείται για 

τη σύνθεση των πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο. Η περίσσεια του σιδήρου 

αποθηκεύεται στη φερριτίνη η οποία αποτελεί την κυριότερη ενδοκυττάρια αποθήκη 

σιδήρου. Παρόλα αυτά, κατά τη μεταφορά του από το σημείο αποθήκευσης στο 

σημείο που γίνεται η σύνθεση των νέων πρωτεϊνών ο σίδηρος θα πρέπει να βρίσκεται 

“ελεύθερος” και κατά συνέπεια να είναι οξειδοαναγωγικά ενεργός. Στο κεφάλαιο 

αυτό αναλύονται οι κυριότεροι μηχανισμοί ρύθμισης της ομοιοστασίας των ιόντων 

σιδήρου.

1.4.1 Πρωτεΐνες ρύθμισης της ομοιοστασίας των ιόντων μετάλλων μετάπτωσης

1.4.1.1 Τρανσφερρίνη

Η τρανσφερίνη είναι μονομερής γλυκοπρωτεΐνη, με μοριακό βάρος περίπου 

80 kDa από το οποίο 6% είναι υδατάνθρακες (MacGillivray et al., 1983). Η πρωτεΐνη 

αποτελείται από δύο λοβούς και συνδέει με μεγάλη συγγένεια (IQ = ΙΟ'23 Μ) και 

εξειδίκευση δύο άτομα σιδήρου (III). Η σύνδεση του σιδήρου συμβαίνει ταυτόχρονα 

με τη σύνδεση δύο καρβονικών ανιόντων και είναι αντιστρεπτή. Στη δέσμευση του 

σιδήρου συμβάλλουν έξι προσδέτες, τέσσερις βρίσκονται στην πρωτεΐνη (δύο 

τυροσίνες, μία ιστιδίνη και ένα ασπαρτικό) και τα δύο καρβονικά ανιόντα. Η σύνδεση 

του μετάλλου κατ’ αυτόν τον τρόπο αποτρέπει την αντίδραση του με υπεροξείδια 

αφού γύρω του σχηματίζεται ένα σχεδόν τέλειο οκτάεδρο. Η σύνδεση της πρωτεΐνης 

με το σίδηρο είναι ιδιαίτερα ισχυρή σε pH 7.4 (επιφάνεια του κυττάρου) αλλά σε 

χαμηλότερο pH εξασθενεί, γεγονός σπουδαίας φυσιολογικής σημασίας καθώς οδηγεί
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στην απόδοση ίου μετάλλου στα κύτταρα. Έχει υπολογιστεί ότι κάθε μόριο

τρανσφερίνης έχει χρόνο ημιζωής περίπου 8 ημέρες ενώ σχεδόν κάθε 2 ώρες εκτελεί

ένα κύκλο μεταφοράς σιδήρου. Επομένως, κάθε μόριο της πρωτεΐνης χρησιμοποιείται

σχεδόν εκατό φορές προτού αποσυρθεί από την κυκλοφορία για να κατακερματιστεί 
♦ «

(Katz, 1961).

1.4.1.2 Υποδοχέας της τρανβφερρίνης

Η πρόσληψη σιδήρου από τα κύτταρα, όταν αυτά χρειάζονται σίδηρο, αρχίζει 

* με έκφραση υποδοχέων της τρανσφερρίνης στην επιφάνεια του κυττάρου και την 

πρόσδεση της τρανσφερρίνης σε αυτόν. Ο υποδοχέας της τρανσφερρίνης στον 

άνθρωπο, είναι προϊόν ενός γονιδίου το οποίο βρίσκεται στο χρωμόσωμα 3 (Enns et 

al., 1982, Goodfellow et al., 1982, Kuhn et al., 1984). To mRNA της πρωτεΐνης έχει 

μέγεθος 5 kb, από τα οποία τα 2.28 kb μεταφράζονται ενώ τα υπόλοιπα αποτελούν 

μια ασυνήθιστα μεγάλη 3’ αμετάφραστη περιοχή (3’untranslated region). Η τελευταία 

περιέχει αλληλουχίες νουκλεοτιδίων απαραίτητες για τη ρύθμιση της σταθερότητας 

του mRNA όπως θα περιγράφει παρακάτω (Casey et al., 1989, Mullner et al., 1989).

Ο υποδοχέας της τρανσφερρίνης είναι μια διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη 

μοριακού βάρους περίπου 180 kDa. Αποτελείται από δύο όμοιες υπομονάδες η κάθε 

μία από τις οποίες περιέχει δύο υπολείμματα κυστεΐνης στις θέσεις 89 και 98 οι 

οποίες συνδέουν τις δύο υπομονάδες με δισουλφιδικούς δεσμούς. Κάθε υπομονάδα 

αποτελείται από τρία τμήματα, το εξωκυττάριο που είναι το μεγαλύτερο (671 

αμινοξέα) και περιλαμβάνει το C-τελικό τελικό άκρο της πρωτεΐνης, το 

διαμεμβρανικό (28 αμινοξέα) και τέλος το ενδοκυττάριο στο οποίο βρίσκεται το Ν- 

τελικό της άκρο (62 αμινοξέα) (McClelland et al., 1984, Schneider et al., 1984, 

Trowbridge et al., 1981,). To εξωκυττάριο τμήμα της κάθε υπομονάδας περιέχει τρεις 

θέσεις Ν-γλυκοζυλίωσης στα υπολείμματα ασπαραγίνης 251, 317 και 727 και μια 

θέση γλυκοζυλίωσης στο οξυγόνο της θρεονίνης στη θέση 104 (Hayes et al., 1992). Η 

γλυκοζυλίωση φαίνεται να είναι απαραίτητη στην φυσιολογική λειτουργία του 

μορίου. Η τρανσφερρίνη συνδέεται στο εξωκυττάριο τμήμα του υποδοχέα μία ανά 

κάθε υπομονάδα (Enns and Sussman, 1981).

Παρόλο που η πρωτεΐνη δεν έχει αλληλουχία στόχευσης (leader sequence) 

οδηγείται στην κυτταρίνη μεμβράνη χάρη στο διαμεμβρανικό της τμήμα το οποίο 

συμβάλει και στην αγκυροβόληση της. Επιπλέον, μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις
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του τμήματος αυτού (προσθήκη παλμιτικού οξέος) φαίνεται ότι συμβάλλουν στην 

αποτελεσματικότερη αγκυροβόληση της πρωτεΐνης (Jing and Trowbridge, 1990).

Στο ενδοκυττάριο τμήμα της πρωτεΐνης περιέχεται ένα υπόλειμμα σερίνης 

(σερίνη 24) η φωσφορυλίωση και αποφωσφορυλίωση της οποίας είχε προταθεί ότι 

ρυθμίζει την ενδοκυτωση του υποδοχέα. Όταν όμως οι Rothenberger και συνεργάτες 

αντικατέστησαν τη σερίνη 24 παρατήρησαν ότι ο υποδοχέας ενδοκυτώνεται το ίδιο 

αποτελεσματικά παρόλο που δεν φωσφο ρυλιώνεται. Έτσι, προτείνανε ότι η 

φωσφορυλίωση του υποδοχέα στη σερίνη 24 δεν είναι απαραίτητη για την 

ενδοκυτωση του (Rothenberger et al., 1987). Μεταγενέστερες μελέτες συγκλίνουν 

στο συμπέρασμα ότι το κυτταροπλασματικό τμήμα της πρωτεΐνης έχει τον 

ουσιαστικότερο ρόλο στην ενδοκύτωση της (Alvarez et a l, 1990). Ειδικότερα, έχει 

προταθεί ότι το τετραπεπτίδιο 20Tyr-Thr-Arg-Phe23 αποτελεί σήμα για την 

αποτελεσματική ενδοκυτωση του υποδοχέα (Collawn et al., 1990, Collawn et al., 

1993).

Η σταθερά αποσύνδεσης της τρανσφερρίνης από τον υποδοχέα της εξαρτάται 

κυρίως από το είδος του κυττάρων. Διαφορετικές μετρήσεις την προσδιόρισαν μεταξύ 

10' -10' Μ. Η απόκλιση αυτή ίσως να οφείλεται στη μέθοδο που χρησιμοποιήθηκε 

προκειμένου να προσδιοριστεί η σταθερά. Ένας άλλος παράγοντας που επηρεάζει την 

συγγένεια του υποδοχέα για την τρανσφερρίνη είναι ο αριθμός των ιόντων σιδήρου 

που βρίσκονται συνδεδεμένα σε αυτή. Η συγγένεια είναι υψηλή για την 

τρανσφερρίνη με δύο άτομα σιδήρου, ενδιάμεση γι’ αυτή με ένα άτομο και πολύ 

χαμηλή για την από-τρανσφερρίνη (Young et al., 1984). Φυσιολογικά η συγκέντρωση 

της τρανσφερρίνης στο πλάσμα είναι περίπου 5 x ΙΟ'5 Μ ενώ περίπου 10% αυτής έχει 

συνδεδεμένα δύο άτομα σιδήρου (5 x 1 ο -6 Μ). Η σταθερά σύνδεσης της τελευταίας 

στον υποδοχέα είναι 30 και 500 φορές υψηλότερη από αυτές των μόνο- και από- 

τρανσφερρίνης αντίστοιχα. Επομένως, σε φυσιολογικές συνθήκες η πρόσληψη του 

σιδήρου γίνεται σχεδόν αποκλειστικά από την τρανσφερρίνη που μεταφέρει δύο 

άτομα σιδήρου.

Η διαδικασία πρόσληψης σιδήρου μέσω του υποδοχέα της τρανσφερρίνης έχει 

μελετηθεί εκτενώς και έχει προταθεί ότι αποτελείται από τα παρακάτω στάδια (σχήμα 

7). Στο πρώτο στάδιο, η τρανσφερρίνη συνδέεται στον υποδοχέα της στην επιφάνεια 

του κυττάρου. Η αλληλεπίδραση τους είναι μία φυσικοχημική διαδικασία που δεν 

εξαρτάται από τη θερμοκρασία ούτε την κατανάλωση ΑΤΡ. Το σύμπλοκο 

τρανσφερρίνη-υποδοχέας εγκλείεται σε καλυμμένα κυστίδια κλαθρίνης (στάδιο 2) τα



οποία στη συνέχεια αποκόπτονται από την κυτταρική μεμβράνη. Στο εσωτερικό του 

κυστιδίου το pH ελαττώνεται και αυτό διευκολύνει την ελευθέρωση του σιδήρου από 

την τρανσφερρίνη χωρίς να επηρεάζει την σύνδεση της με τον υποδοχέα (στάδιο 3).

εισάγει πρωτόνια στο εσωτερικό του ενδοσώματος, όμως μέχρι σήμερα δεν έχει 

ταυτοποιηθεί η ύπαρξη μιας τέτοιας πρωτεΐνης. Σημαντικό ρόλο στην ελευθέρωση

του σιδήρου από την τρανσφερρίνη εκτός από το pH παίζει και ο υποδοχέας της ο

οποίος αλλάζει τη διαμόρφωση του και διευκολύνει την αποδέσμευση του σιδήρου

από αυτή (Bali and Harris, 1990, Sipe et al., 1991). Στο επόμενο βήμα (στάδιο 4) ο 

I σίδηρος που ελευθερώνεται μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα με μηχανισμό ο οποίος 

I ακόμα είναι ασαφής. Πιο κατάλληλος υποψήφιος για το ρόλο αυτό φαίνεται να είναι

I η μεμβρανική πρωτεΐνη DMT1 (Nramp2) η οποία εκτός από την μεμβράνη των
I
|  ενδοσωματίων έχει βρεθεί και στη μεμβράνη των λυσοσωματίων (Tabuchi et al.,

Σχήμα 7: Μηχανισμός πρόσληψης σιδήρου από τα κύτταρα (Cairo et al., 2002).

Επιπλέον, φαίνεται πιθανό ότι ο σίδηρος που ελευθερώνεται από την τρανσφερρίνη 

πρώτα ανάγεται σε σίδηρο (II), ο οποίος είναι πιο διαλυτός, και στη συνέχεια 

μεταφέρεται από την DMT1 (Gunshin et al., 1997). Ο μηχανισμός αναγωγής του 

σιδήρου παραμένει ακόμα ασαφής. Οι Nunez και συνεργάτες αναφέρουν ότι στην

Έχει προταθεί ότι υπεύθυνη για την ελάττωση του pH είναι μία ΑΤΡ-αση η οποία

|  ενδοσι

\ 2000).

ι .•V* TT(Fe>2
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μεμβράνη των ενδοσωματίων υπάρχει μία οξειδοαναγωγάση η οποία είναι υπεύθυνη 

για την αναγωγή του σιδήρου (Niinez et al., 1990), αν και η ύπαρξη της δεν έχει 

ταυτοποιηθεί ακόμα. Ένα μέρος του σιδήρου που μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα 

χρησιμοποιείται προκειμένου να καλυφθούν οι μεταβολικές ανάγκες του κυττάρου 

ενώ το μεγαλύτερο μέρος της περίσσειάς του αποθηκεύεται στη φερριτίνη. Ένα μικρό 

μέρος του σιδήρου πιθανά συνδέεται χαλαρά σε διάφορα σημεία του κυττάρου και η 

ύπαρξη του έχει συνδεθεί με την κάλυψη των άμεσων αναγκών του κυττάρου σε 

σίδηρο (Kakhlon et al., 2002).

ί.4.1.3 Φ ερριτίνη

Η φερριτίνη αποτελεί την κύρια ενδοκυττάρια αποθήκη σιδήρου. Οι 

φερριτίνες των θηλαστικών αποτελούνται από 24 υπομονάδες, τις βαριές (heavy, Η) 

και τις ελαφριές (light, L), οι οποίες συνδυάζονται μεταξύ τους σε διαφορετικές 

αναλογίες σχηματίζοντας ένα σφαιρικό σκελετό στον οποίο μπορούν να 

αποθηκευτούν περίπου 4500 άτομα σιδήρου (III) στη μορφή ένυδρων οξειδίων 

(σχήμα 8). Στα κύτταρα των θηλαστικών οι δύο υπομονάδες κωδικοποιούνται από 

διαφορετικά γονίδια (Caskey et al., 1983, Worwood et al., 1985) τα οποία υπάρχουν 

σε μονά αντίγραφα, ενώ πρόσφατα αναφέρθηκε η ύπαρξη μιας μιτοχονδριακής 

φερριτίνης η οποία κωδικοποιείται από ένα άλλο γονίδιο (Levi et al., 2001, Corsi et 

al., 2002).

Η αλληλεπίδραση του σιδήρου με την πρωτεΐνη ξεκινάει με τη σύνδεση του 

σιδήρου (II) σε μια συγκεκριμένη περιοχή της Η υπομονάδας, η οποία αποτελείται 

από 7 αμινοξέα και ονομάζεται κέντρο οξείδωσης του σιδήρου (ferroxidase center). 

Εκεί, ο σίδηρος αντιδρά με το οξυγόνο, οξειδώνεται σε σίδηρο (III) και στη συνέχεια 

μεταφέρεται στο εσωτερικό της πρωτεΐνης όπου και αποθηκεύεται. Αντίθετα με την 

Η υπομονάδα, η L υπομονάδα δεν έχει την ικανότητα να οξειδώνει το σίδηρο αλλά ο 

ρόλος της σχετίζεται με την αποθήκευση του. Στην υπομονάδα αυτή τα αμινοξέα του 

κέντρου οξείδωσης του σιδήρου υποκαθίστανται από μια ενδοπρωτεϊνική γέφυρα 

αλάτων η οποία σταθεροποιεί περαιτέρω την υπομονάδα (Santambrogio et al., 1992). 

Επιπλέον, η L υπομονάδα περιέχει όξινα κατάλοιπα τα οποία διευκολύνουν στην 

πυρήνωση του σιδήρου και βοηθούν στην ανακύκλωση του κέντρου οξείδωσης της Η 

υπομονάδας (Levi et al., 1994).
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Η φερριτίνη των θηλαστικών είναι κυρίως κυτταροπλασματική πρωτεΐνη.

Επιπλέον, ένα μικρό της μέρος βρίσκεται στον ορό και στα άλλα εκκριτικά υγρά.

Παρ’ όλο που η φερριτίνη του ορού δεν αποθηκεύει σίδηρο έχει παρατηρηθεί ότι

αυξάνεται σε συνθήκες υπερφόρτωσης σιδήρου καθώς και σε φλεγμονές (Koziol et • «
al., 2001 u Lipschitz et al., 1974, Torti et al., 1994). Αν και χρησιμοποιείται ευρέως 

στην κλινική πράξη ως δείκτης της αποθηκευτικής ικανότητας του οργανισμού λίγα 

είναι γνωστά για την προέλευση και τη λειτουργικότητα της.

Ο ρόλος της φερριτίνης στην ομοιοστασία του ενδοκυττάριου σιδήρου 

. φαίνεται ότι συνδέεται στενά με την πρωταρχική και καλύτερα χαρακτηρισμένη 

λειτουργία της, την αποθήκευση του σιδήρου. Όμως, η ενεργή της συμμετοχή στη 

διαδικασία αυτή δεν είναι ακόμα απόλυτα ξεκαθαρισμένη για δύο κυρίως λόγους. Ο 

πρώτος από αυτούς σχετίζεται με το γεγονός ότι η συγγένεια της για το μέταλλο δεν 

μπορεί να προσδιοριστεί με ακρίβεια επειδή εξαρτάται τόσο από το είδος του σιδήρου 

που της είναι διαθέσιμος (Fe2+, Fe3+) καθώς και από την αναλογία των υπομονάδων 

στο μόριο της η οποία δεν είναι σταθερή ανάμεσα στα διαφορετικά είδη κυττάρων. Ο 

δεύτερος λόγος σχετίζεται με το γεγονός ότι συνήθως η φερριτίνη είναι μερικώς 

κορεσμένη (λιγότερο από 1500 άτομα σιδήρου ανά μόριο της) και κατά συνέπεια θα 

μπορούσε να αποθηκεύσει την περίσσεια του σιδήρου χωρίς να χρειαστεί να 

μεταβληθούν τα επίπεδα της. Ασαφές παραμένει επίσης το πώς μεταβάλλονται τα 

επίπεδα έκφρασης της κάθε υπομονάδας της σε συνάρτηση με τις μεταβολές των 

επιπέδων του σιδήρου. Στην περίπτωση αυτή φαίνεται ότι επηρεάζονται κυρίως τα 

επίπεδα έκφρασης της Η-υπομονάδας η οποία αποτελεί και τον κύριο ρυθμιστή της 

ενεργότητας της φερριτίνης. Το συμπέρασμα αυτό προκύπτει από μία σειρά 

πειραματικών μελετών στις οποίες παρατηρήθηκε ότι η υπερέκφραση της τροποποιεί 

σημαντικά το φαινότυπο των κυττάρων (Cozzi et al., 2000, Epsztejn et al., 1999, 

Picard et al., 1996, Picard et al., 1998). Με βάση τις παρατηρήσεις αυτές προτάθηκε 

ότι η Η υπομονάδα καθορίζει το ποσό του σιδήρου που ενσωματώνεται στην 

πρωτεΐνη συμβάλλοντας στην διατήρηση της κυτταρικής ομοιοστασίας αφού με τον 

τρόπο αυτό απομακρύνεται ο πολύ δραστικός και τοξικός σίδηρος (II). Η βιολογική 

σπουδαιότητα της υπομονάδας αυτής τονίζεται περαιτέρω από την παρατήρηση ότι 

ποντίκια στα οποία έχει απαλειφθεί το γονίδιό της, πεθαίνουν στα πρώιμα στάδια της 

εμβρυογένεσης τους (Ferreira et al., 2000).
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Σχήμα 8: Δομή της Η  αλυσίδας της ανθρώπινης φερριτίνης (Α) και ολόκληρου του 

μορίου της ανθρώπινης φερριτίνης (Β) (Arosio and Levi, 2002).

Υπάρχουν ενδείξεις ότι η έκφραση της φερριτίνης επηρεάζεται από 

παράγοντες ανεξάρτητους από το σίδηρο όπως κυτοκίνες, ογκογονίδια και οξειδωτικό 

στρες (Ai et al., 1999, Balia et al., 1992, Cozzi et al., 2000, Lin et al., 1997, Lin et al., 

1998, Orino et al., 2001, Picard et al., 1998, Torti et al., 1988, Tsuji et al., 1993, Tsuji 

et al., 1995, Wei et al., 1990, Wu et al., 1999,). To οξειδωτικό στρες είναι μία 

συνεχής απειλή για την ακεραιότητα των κυττάρων. Επομένως, δεν αποτελεί έκπληξη 

το γεγονός ότι το οξειδωτικό στρες ενεργοποιεί διαφορετικά μονοπάτια ελέγχου της 

φερριτίνης. Πειραματικά δεδομένα στηρίζουν την άποψη ότι η φερριτίνη έχει 

προστατευτικό ρόλο έναντι του οξειδωτικού στρες. Οι πρώτες παρατηρήσεις σχετικά 

με το θέμα αυτό έγιναν από τους Balia και συνεργάτες οι οποίοι παρατηρήσαν ότι η -

έκθεση ενδοθηλιακών κυττάρων σε αίμη επάγει τη σύνθεση της φερριτίνης και/
ταυτόχρονα μειώνει την ευαισθησία των κυττάρων στο H2Q2 (Balia et al., 1992) ενώ 

παρόμοια αποτελέσματα αναφέρθηκαν και από άλλες ερευνητικές ομάδες (Lin et al.;
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1997, Lin et al., 1998, Picard et al., 1998). Παρατηρήθηκε επίσης ότι η υπερέκφραση 

της Η υπομονάδας μειώνει τα επίπεδα των δραστικών μορφών οξυγόνου (Cozzi et al., 

2000, Orino et al., 2001) και επιφέρει ανθεκηκότητα σε διάφορα φάρμακα (Epsztejn,

et al., 1999), ενώ η καταστολή της μεταγραφής του γονιδίου της καθιστά τα κύτταρα
*  «

πιο ευαίσθητα στο οξειδωτικό στρες (Tsuji et al., 1995, Tsuji et al., 2000).

Γενικότερα, η φερριτίνη δεν πρέπει να θεωρείται μόνο ως μέλος μιας ομάδας 

πρωτεϊνών που συμμετέχουν στη ρύθμιση του σιδήρου όπως η τρανσφερρίνη και ο 

υποδοχέας της αλλά μιας ευρύτερης οικογένειας πρωτεϊνών που κατευθύνουν και 

. ρυθμίζουν την κυτταρική απόκριση και άμυνα έναντι του οξειδωτικού στρες και της 

φλεγμονής (Torti et al., 1988).

1.4.1.4 Πρωτεΐνες ρύθμισης του σιδήρου, 1 και 2 (IRP1 και IRP2).

Όπως προαναφέρθηκε, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει εξειδικευμένους 

μηχανισμούς για τον ακριβή έλεγχο των ενδοκυττάριων επιπέδων του σιδήρου. Ο 

έλεγχος αυτός επιτυγχάνεται κυρίως μέσω της ταυτόχρονης τροποποίησης της 

έκφρασης της φερριτίνης και του υποδοχέα της τρανσφερρίνης. Κεντρικό ρόλο σε 

αυτούς τους μηχανισμούς ελέγχου παίζουν δύο κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες, οι 

πρωτεΐνες ρύθμισης του σιδήρου (iron regulatory proteins, IRPs), οι οποίες όταν 

ενεργοποιούνται έχουν την ικανότητα να ελέγχουν τα επίπεδα έκφρασης του 

υποδοχέα της τρανσφερρίνης και φερριτίνης μέσω τροποποίησης της μετάφρασης του 

mRNA τους. Πιο συγκεκριμένα δεσμεύονται σε ειδικές περιοχές επάνω στο mRNA 

των πρωτεϊνών αυτών που καλούνται στοιχεία απόκρισης στο σίδηρο (iron responsive 

elements, IRE) (Cairo et al., 2000, Hentze et al., 1996,).

H IRP1 είναι ένα κυτταροπλασματικό ομόλογο της μιτοχονδριακής 

ακονιτάσης, ενός ενζύμου του κύκλου του Krebs. Σημαντικό ρόλο στην ενεργότητα 

της IRP1 παίζει ένα σύμπλοκο σιδήρου θείου [4Fe-4S] που βρίσκεται σε μία σχισμή 

μεταξύ των δύο υπομονάδων της πρωτεΐνης. Όταν τα επίπεδα του σιδήρου είναι 

υψηλά τότε σχηματίζεται το σύμπλοκο και η IRP1 δεν έχει την ικανότητα να 

συνδέεται στα IRE αλλά έχει ενεργότητα κυτταροπλασματικής ακονιτάσης. Αντίθετα, 

σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου το σύμπλοκο αποδομείται και τότε η πρωτεΐνη αποκτά 

την κατάλληλη διαμόρφωση που της επιτρέπει να αλληλεπιδρά με τα IRE. Η ύπαρξη 

ενός τέτοιου συμπλόκου στο μόριο της IRP1 επιτρέπει τη ρύθμιση της ενεργότητας 

της χωρίς να απαιτείται να μεταβληθούν τα επίπεδα έκφρασης της (σχήμα 9).
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Παρόλο που ο ρόλος της IRP1 στους μηχανισμούς ρύθμισης της ομοιοστασίας 

του ενδοκυττάριου σιδήρου είναι καλό μελετημένος, οι μηχανισμοί που είναι 

υπεύθυνοι για την αποδόμηση και τον επανασχηματισμό του συ μπλόκου παραμένουν 

ακόμα ασαφείς. Ένα από τα τέσσερα άτομα σιδήρου του συμπλόκου είναι σχετικά 

ασταθές και έχει δειχθεί ότι απομακρύνεται εύκολα παρουσία Η2Ο2 (Brazzolotto et 

al., 1999). Στην περίπτωση αυτή παρατηρήθηκε ότι η πρωτεΐνη χάνει μεν την 

ενεργότητα της ακονιτάσης δεν αποκτά όμως την ικανότητα να αλληλεπιδρά με τα 

IRE γεγονός που υποδηλώνει ότι η απομάκρυνση ενός ατόμου σιδήρου δεν είναι 

ικανή να την ενεργοποιήσει. Επιπλέον, εκτός από το σίδηρο, σημαντικό ρόλο στην 

σταθερότητα του συμπλόκου παίζουν τόσο η φωσφορυλίωση ενός υπολείμματος 

σερίνης, η οποία είναι απαραίτητη για τη σύνδεση της πρωτεΐνης στο mRNA (Brown 

et al., 1998, Fillebeen et al., 2003), όσο και τρία κατάλοιπα κυστεϊνών στις θέσεις 

437, 503 και 506 (Hirling et al., 1994, Philpott et al., 1993).

1
Ιταβΐρολοίηοη το» mRNA από κατακερματισμό

Μείωση της σύνθεσης φερριτίνης Αύξηση της σύνθεσης το» υποδοχέα της τρανσφερρίνης

Μείωση της αποθηκευτικής 
ικανότητας το» κυττάρου

Αύςιμτη της πρόσληψι^ς σιδήρου από 
τον υποδοχέα της τρανσφερρίνης

Σχήμα 9: Ενεργοποίηση και απενεργοποίηση της IRP1 (Cairo et al. 2002).

Λίγες είναι επίσης οι διαθέσιμες πληροφορίες σχετικά με το μηχανισμό 

επανάσχηματισμού του συμπλόκου στην περίπτωση που πρέπει να ανασταλεί η 

δράση της IRP1. Από μελέτη που έγινε σε βακτήρια προτάθηκε ότι ο*
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επανασχηματισμός του συμπλόκου είναι μία αυθόρμητη διαδικασία εφόσον υπάρχει 

διαθέσιμος σίδηρος και αναγωγικά μέσα (Frazzon and Dean, 2001). Στα κύτταρα των 

θηλαστικών όμως, η παραπάνω πρόταση δεν «ραίνεται να ισχύει και έχει προταθεί η

ύπαρξη εξειδικευμένων ενζύμων για τη συναρμολόγηση των συμπλόκων σιδήρου
♦  «

θείου (Land and Rouault, 1998).

Η IRP2 είναι σε μεγάλο βαθμό ομόλογη της IRP1 (έχουν 79% ομολογία σε 

επίπεδο αμονιξέων). Συνδέεται με την ίδια συγγένεια και εξειδίκευση στα IRE όπως 

και η IRP1 αλλά διαφέρει σημαντικά με αυτή σε ότι αφορά το μηχανισμό 

, ενεργοποίησης και απενεργοποίησης της. Η ενεργότητα της IRP2 δεν ρυθμίζεται από 

κάποιο σύμπλοκο σιδήρου θείου αλλά αποκρίνεται στην έλλειψη ή την παρουσία του 

σιδήρου είτε με την εκ νέου σύνθεση της είτε με αύξηση της αποικοδόμησης της 

αντίστοιχα. Σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση της φαίνεται ότι παίζει μια περιοχή 73 

αμινοξέων στο Ν-τελικό της άκρο η οποία είναι ευαίσθητη σε σίδηρο-εξαρτώμενες 

οξειδωτικές τροποποιήσεις. Στην περίπτωση που τα επίπεδα του σιδήρου είναι 

υψηλά, ιόντα σιδήρου συνδέονται σε κατιίλοιπα κυστεΐνης της περιοχής αυτής και 

καταλύουν την οξειδωτική τροποποίηση παρακείμενων αμινοξέων μέσω του 

σχηματισμού ελευθέρων ριζών. Στη συνέχεια η πρωτεΐνη σηματοδοτείται με 

ουβικουϊτίνη και τελικά κατακερματίζεται από το πρωτεάσωμα (Iwai et al., 1998). 

Πρόσφατες μελέτες όμως δεν δείχνει να στηρίζουν αυτή την υπόθεση αλλά φαίνεται 

ότι η πρωτεΐνη κατακερματίζεται με κάποιο άλλο μηχανισμό (Wang et al., 2004), ενώ 

σε περίπτωση που τα επίπεδα του σιδήρου είναι χαμηλά η πρωτεΐνη συντίθεται εκ 

νέου (Cairo et al., 2000).

1.4.1.5 Αλβουμίνη και σερουλοπλασμίνη

Στον ορό του αίματος τα ιόντα Cu είναι συνήθως προσδεδεμένα στην 

αλβουμίνη η οποία έχει μια υψηλής ισχύος θέση δέσμευσης για τον σίδηρο και 

μερικές χαμηλότερης για τα ιόντα χαλκού (Halliwell and Gutteridge, 1999). To 

σύμπλοκο αλβουμίνης-Cu προσλαμβάνεται κυρίως από τα ηπατοκύτταρα τα οποία 

αποδίδουν το χαλκό σε μια άλλη πρωτεΐνη την σερουλοπλασμίνη (132 kDa) η οποία 

στη συνέχεια εκλύεται στο πλάσμα (Gutteridge and Stocks, 1981, Gutteridge et al., 

1985). Η σερουλοπλασμίνη έχει 6 θέσεις δέσμευσης ιόντων χαλκού και μπορεί να 

αποδώσει τα ιόντα αυτά σε κύτταρα τα οποία τα χρειάζονται (Harris, 1995). Η 

διαδικασία αυτή όπως και στην περίπτωση της πρόσληψης του σιδήρου, γίνεται με τη



34

σύνδεση της πρωτεΐνης σε ειδικούς υποδοχείς και την ενδοκύτωση του συμπλόκου. Η 

τύχη του χαλκού που ελευθερώνεται από την πρωτεΐνη και η ενδοκυττάρια 

ομοιοστασία του παραμένουν εν πολλοίς άγνωστα. Έχει προταθεί ότι η γλουταθειόνη 

θα μπορούσε να παίζει το ρόλο του ενδοκυττάριου μεταφορέα χαλκού.

1.4.2 Οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος

Το μεγαλύτερο μέρος του ενδοκυττάριου σιδήρου είτε βρίσκεται 

αποθηκευμένο στην φερριτίνη, είτε είναι ενσωματωμένο στις διάφορες σίδηρο

πρωτεΐνες. Πιστεύεται όμως ότι ένα μικρό του ποσοστό (περίπου 1%) είναι χαλαρά 

συνδεδεμένο σε διάφορα μόρια όπως οργανικά ανιόντα, πολυπεπτίδια και συστατικά 

των μεμβρανών και θεωρείται ότι ο ρόλος του είναι να καλύπτει τις άμεσες ανάγκες 

του κυττάρου σε σίδηρο. Επειδή όμως ο σίδηρος αυτός είναι χαλαρά συνδεδεμένος 

και έχει την ικανότητα να αντιδρά με τα διάφορα υπεροξείδια έχει ονομαστεί 

“οξειδοαναγωγικά ενεργός σίδηρος” (redox active iron).

Παρότι οι πρώτες αναφορές για την ύπαρξη του “οξειδοαναγωγικά ενεργού 

σιδήρου” έγιναν αρκετές δεκαετίες πριν (Greenberg and Wintrobe, 1946), η 

ταυτοποίηση του άργησε να γίνει κυρίως γιατί δεν υπήρχαν οι κατάλληλες μέθοδοι 

για την ανίχνευση του. Σήμερα έχουν αναπτυχθεί αρκετές μέθοδοι για την μέτρηση 

του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου (Epsztejn et al., 1997, Petrat et al., 2002) με 

πιο διαδεδομένες τις φθορισμομετρικές μεθόδους οι οποίες σε σχέση με τις υπόλοιπες 

πλεονεκτούν στο ότι η μέτρηση γίνεται σε ανέπαφα κύτταρα. Στις φθορισμομετρικές 

μεθόδους χρησιμοποιούνται φθορίζοντα μόρια τα οποία αποτελούνται από μία 

φθορίζουσα ουσία συνδεδεμένη με ένα δεσμευτή σιδήρου. Συνήθως το φθορίζων 

μόριο φέρει και μία εστερική ομάδα, η οποία το διευκολύνει να διαχέεται ελεύθερα 

διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης. Ενδοκυττάρια, ο εστερικός δεσμός υδρολύεται 

ταχύτατα από μη εξειδικευμένες εστεράσες με αποτέλεσμα το φθορίζων μόριο να 

αποκτά αρνητικό φορτίο και να μην μπορεί πλέον να διαπερνά τις διάφορες 

μεμβράνες του κυττάρου. Στη συνέχεια, το μόριο αυτό συνδέει ιόντα σιδήρου αλλά 

και άλλων μετάλλων με αποτέλεσμα τη μείωση του φθορισμού του ανάλογα με το 

ποσό των μετάλλων που συνδέονται. Προκειμένου να απομακρυνθεί μόνο ο σίδηρος, 

τα κύτταρα εκτίθενται σε κάποιο εξειδικευμένο και ισχυρό σιδηροδεσμευτικό μόριο 

το οποίο προστίθεται σε περίσσεια ώστε να απομακρυνθεί ποσοτικά ο σίδηρος. Η 

απομάκρυνση του σιδήρου από το φθορίζον μόριο έχει ως αποτέλεσμα το μόριο αυτό
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να επανακτά την ικανότητα του να φθορίζει ενώ η αύξηση του φθορισμού είναι

ανάλογη του σιδήρου που απομακρύνεται. Στη συνέχεια, χρησιμοποιώντας

κατάλληλες μαθηματικές προσεγγίσεις υπολογίζεται η συγκέντρωση του σιδήρου που

είχε συνδεθεί στο φθορίζον μόριο (Petrat et al., 2002, Kakhlon et al., 2002). ♦ «
Μετρήσεις των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου δείχνουν ότι 

κυμαίνεται σε στενά καθορισμένα πλαίσια (Epsztejn et al., 1997, Esposito et al., 

2002) ώστε αφενός μεν να καλύπτονται οι ανάγκες των κυττάρων σε σίδηρο και 

αφετέρου να αποτρέπεται η τοξική του δράση. Κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση του 

. οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου παίζουν οι πρωτεΐνες ρύθμισης του σιδήρου 

(IRPs) οι οποίες αισθάνονται τις μεταβολές που υφίσταται και τροποποιώντας την 

ενεργότητα τους τον επαναφέρουν στα φυσιολογικά του επίπεδα. Πρόσφατα όμως, 

έχει αναφερθεί ότι σε ορισμένες περιπτώσεις η ρύθμιση του οξειδοαναγωγικά 

ενεργού σιδήρου γίνεται και με άλλους τρόπους ανεξάρτητους των πρωτεϊνών 

ρύθμισης του σιδήρου (Kakhlon et al., 2002).

1.4.3 Μηχανισμοί ελέγχου των ενδοκυττάριων επιπέδων ιόντων σιδήρου

Σε προηγούμενη ενότητα αναφέρθηκε ότι τα επίπεδα του ενδοκυττάριου 

σιδήρου ρυθμίζονται μέσω μηχανισμών οι οποίοι ελέγχουν και τροποποιούν 

ταυτόχρονα τα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην ομοιοστασία 

του σιδήρου δηλαδή των φερριτίνης και του υποδοχέα της τρανσφερρίνης. Αυτό 

επιτυγχάνεται κυρίως μέσω της αλληλεπίδρασης των IRPs και συγκεκριμένων 

περιοχών του mRNA των φερριτίνης και υποδοχέα της τρανσφερρίνης οι οποίες 

ονομάζονται στοιχεία απόκρισης στο σίδηρο (iron responsive elements, IRE).

Τα IRE είναι τμήματα του mRNA με δομή φουρκέτας και βρίσκονται είτε στο 3 ' είτε 

στο 5’ αμετάφραστο άκρο του (3’ ή 5’untranslated region, UTR). Μια συντηρημένη 

αζευγάρωτη κυτοσίνη που βρίσκεται 5 ζεύγη βάσεων πριν από τη θηλεία είναι 

απαραίτητη για την πρόσδεση των IRPs. Συνήθως τα IRE του 5 'αμετάφραστου άκρου 

του mRNA απαντώνται σε μονά αντίγραφα ενώ τα αντίστοιχα του 3 ' άκρου σε 

ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να είναι περισσότερα του ενός. Στοιχεία απόκρισης 

στο σίδηρο υπάρχουν στο 5 'αμετάφραστο τμήμα των mRNAs της φερριτίνης, της 

συνθετάσης του δ-αμινολεβουλινικού οξέος των ερυθροκυττάρων (συμμετέχει στη 

σύνθεση' της αίμης), της μιτοχονδριακής ακονιτάσης και της ηλεκτρικής 

αφυδρογονάσης. Πέντε IRE υπάρχουν στο 3’ αμετάφραστο τμήμα του mRNA του
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υποδοχέα της τρανσφερρίνης (transferrin receptor, TfR) και ένα στο mRNA του 

μεταφορέα δισθενών μετάλλων (divalent metal transporter 1). Η σύνδεση των IRPs 

στα IRE του 5 ' αμετάφραστου τμήματος του mRNA αναστέλλει την μετάφραση του, 

ενώ η σύνδεση τους στο IRE του 3' άκρου σταθεροποιεί το mRNA και το 

προστατεύει από τη δράση των νουκλεασών, ενώ το αντίθετο συμβαίνει όταν οι IPRs 

δεν βρίσκονται συνδεδεμένες στα IRE (σχήμα 10). Παρόλα αυτά, η παρουσία 

στοιχείου απόκρισης του σιδήρου στο mRNA μιας πρωτεΐνης δεν προϋποθέτει ότι η 

έκφραση της ρυθμίζεται μέσω της αλληλεπίδρασης του IRE με τις IRPs, δηλαδή σε 

συνάρτηση με τις μεταβολές των επιπέδων του ενδοκυττάριου σιδήρου (Wardrop et 

al., 1999, Wardrop et al., 2000).

Χ α μ η λ ά  επ ίπ εδ α  σ ίδ η ρ ο υ Υ ψ η λ ά  επ ίπ εδα  σ ιδήρου

Φεοοιτίνη

IBP—1

5' coding region

Αναστολή της (ΐετάφρασης

IRE
Ffl

coding region

Μετάφραση

1RPI που περιέχει το σΰμπλοκο [4Fe-4S|
Λεν συνδέεται στα IRE, ενεργάτητα ακονιτάσης

l·^

Υ π οδοχέα ς τ η ς  τρ α νσ φ ερ ρ ίνη ς

Ο Ο Ο

coding region k

Ασταθές mRNA

Σχήμα 10: Αλληλεπίδραση των IRPs με τα IRE των mRNAs των φερριτίνη και 

υποδοχέα της τρανσφερρίνης (Cairo and Pietrangelo, 2000).

Όπως προαναφέρθηκε οι IRPs ενεργοποιούνται σε συνθήκες έλλειψης 

σιδήρου ενώ απενεργοποιούνται όταν ο ενδοκυττάριος σίδηρος είναι σε υψηλά
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επίπεδα. Σύμφωνα με τα παραπάνω, αποτέλεσμα της ενεργοποίησης των IRPs είναι η

αύξηση των επιπέδων έκφρασης του υποδοχέα της τρανσφερρίνης και η αναστολή

της σύνθεσης της φερριτίνης, δηλαδή αυξάνεται η ικανότητα των κυττάρων να

προσλαμβάνουν σίδηρο ενώ ταυτόχρονα μειώνεται η ικανότητα τους να τον • «
αποθηκεύρυν. Η ρύθμιση αυτή οδηγεί στην αύξηση του διαθέσιμου σιδήρου για την *
κάλυψη των μεταβολικών αναγκών του κυττάρου. Αντίθετα, όταν τα επίπεδα του 

σιδήρου είναι υψηλά, τότε οι IRPs δεν είναι ενεργοποιημένες γεγονός που οδηγεί στη 

σύνθεση της φερριτίνης και την αναστολή της σύνθεσης του υποδοχέα της 

. τρανσφερίνης. Δηλαδή, στην περίπτωση αυτή ενισχόεται η αποθηκευτική ικανότητα 

του κυττάρου και δεσμεύεται με ασφάλεια ο πλεονάζων σίδηρος με αποτέλεσμα να 

αποτρέπεται η τοξική του δράση.

.·. ; Λ Λ

- ■  Γ ;
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> i jj s
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1.5 Σκοπός της μελέτης

Στόχος της παρούσης μελέτης είναι η διερεύνηση των μοριακών μηχανισμών 

πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό DNA, οι οποίες προκαλούνται μετά από έκθεση 

των κυττάρων σε Η2Ο2. Παρότι η επικρατούσα άποψη θεωρεί ότι το Η2Ο2 προκαλεί 

βλάβες στο DNA αντιδρώντας με ιόντα μετάλλων μετάπτωσης τα οποία είναι 

προσδεμένα πάνω στο DNA, υπάρχουν ενδείξεις ότι η παραπάνω άποψη δεν είναι 

απόλυτα θεμελιωμένη και ο ακριβής μηχανισμός χρίζει περαιτέρω διερεύνησης. Το 

κυριότερο πρόβλημα στις περισσότερες μελέτες ήταν ότι τα κύτταρα διαθέτουν 

μηχανισμούς αποικοδόμησης του Η2Ο2 και κατά συνέπεια η προσθήκη του 

συνοδευόταν και από άμεση αποικοδόμηση του. Στην παρούσα εργασία η έκθεση των 

κυττάρων σε Η2Ο2 έγινε χρησιμοποιώντας ένα ενζυμικό σύστημα, την οξειδάση της 

γλυκόζης, το οποίο εξασφάλιζε συνεχή και σταθερό ρυθμό παραγωγής Η2Ο2 ούτως 

ώστε να διασφαλίζεται μία σταθερή συγκέντρωση του. Για την εκτίμηση των βλαβών 

στο κυτταρικό DNA χρησιμοποιήθηκε μία ιδιαίτερα ευαίσθητη μέθοδος, η 

“ηλεκτροφόρηση μεμονωμένων κυττάρων” (comet assay). Σε συνδυασμό με μία 

σειρά εξειδικευμένων μεταλλοδεσμευτικών ενώσεων διερευνήθηκε αρχικά η εμπλοκή 

των ενδοκυττάριων ιόντων σιδήρου και χαλκού στους μηχανισμούς δράσης του Η2Ο2 

ενώ ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε η δράση σιδηροδεσμευτικών μορίων, τα οποία 

δεν είχαν την ικανότητα να διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη. Προκειμένου να 

μελετηθεί ο μηχανισμός πρόσληψης από τα κύτταρα αυτών των μορίων, επιλέχθηκε 

ένα από αυτά, η δεσφεριοξαμίνη, και μελετήθηκε λεπτομερώς ο μηχανισμός 

πρόσληψης της από τα κύτταρα. Ειδικότερα, μελετήθηκε η δράση της σε κύτταρα στα 

οποία είχαν τροποποιηθεί επιλεκτικά τα διάφορα μονοπάτια της ενδοκύτωσης μετά 

από υπερέκφραση μεταλλαγμένων επικρατουσών μορφών των πρωτεϊνών dynamin 

και Rab5. Παράλληλα με τα παραπάνω μελετήθηκε η εμπλοκή της δεσφεριοξαμίνης 

και κατ’ επέκταση των ιόντων σιδήρου που δεσμεύονται από αυτή, στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό καθώς και στην απόπτωση η οποία προ καλείται από το Η2Ο2.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Υλικά-,

Sigma Company, St Louis, MO, USA

• RPMI-1640 εμπλουτισμένο με L-γλουταμίνη, δισκία ρυθμιστικού διαλύματος 

* φωσφορικών (PBS), οξειδάση της γλυκόζης {Aspergillus niger, 18000 Units/g), 

πεπστατίνη A (pepstatin A), λουπεπτίνη (leupeptin), Hoechst 33342, ασκορβικό οξύ, 

α-λιποΐκό οξύ, α-τοκοφερόλη, 2,2’-dipyridyl, N,N,N’,N ’-tetrakis(2-pyridyl- 

methyl)ethylenediamine (TPEN), diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), 

κυανούν της βρωμοφαινόλης, τετρακυκλίνη, πορτοκαλί της ακριδίνης (acridine 

orange, AO).

Gibco BRL Company, Grand Island, NY, USA

Ορός εμβρύου μόσχου (FCS), πλαστικά καλλιεργειών, αγαρόζη χαμηλού σημείου 

τήξεως, πενικιλίνη, στρεπτομυκίνη, πουρομυκίνη, πρωτεϊνάση Κ, PMSF 

(phenylmethyl sulfonyl fluoride).

Aldrich Company, Steinheim, Germany

1,10-ορθο-φαινανθρολίνη, 1,7-φαινανθρολίνη, πυρολιδίνο-δίθειοκαρβαμίδιο,

διέθυλο-δίθειοκαρβαμίδιο, νεοκουπρεΐνη, 2,9-διμέθυλο-4,7-διφαίνυλο-1,10-

φαινανθρολίνη-σουλφονικό οξύ, 4,7-διφαίνυλ-1,10-φαινανθρολίνη σουλφονικό οξύ, 

6-υδρόξυ-2.,5,7,8-τετραμέθυλχρωμάν-2-καρβοξυλικό οξύ.

BioRad Laboratories Company, Richmond, CA, USA

Τα υλικά της ηλεκτροφόρησης: ακρυλαμίδιο, Ν-Ν’ μεθυλένο-δις-ακρυλαμίδιο, 

Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραμέθυλο-αιθυλοδιαμίνη (TEMED), υπερθεϊικό αμμώνιο (Ν Η ^Β ςΟ*, 

αντιδραστήριο Bradford.
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M erck Company, Darmstadt, Germany

Υπεροξείδω του υδρογόνου (H2O2), βρωμιούχο αιθίδιο, κυανούν του τροπανίου 

(trypan blue).

Biochrom AG Company, Berlin, Germany 

DMEM, L-γλουταμίνη, θρυψίνη.

M olecular Probes Company, Eugene, OR, USA

Ιωδιούχο προπίδιο (propidium iodide, PI), 5,5’,6,6’-tetrachloro-l,r,3,3’- 

tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1), ακετομεθόξυ-εστέρας της 

καλσεΐνης (Calcein-AM).

QIAGEN Company, Hilden, Germany 

EfFectene® Transfection reagent

Illmenau Company, Germany 

Neubauer Improved Hematocytometer

Boehringer Mannheim Company, Mannheim, Germany 

RNAse-A

Novartis Company, Basle, Switzerland 

Desferrioxamine mesilate (DFO)

M enzel-Glaset Company, Menzel, Germany

Αντικειμενοφόρες πλάκες μικροσκοπίου (Microscope superfrosted glass slides)

Roche Diagnostics Company, Mannheim, Germany 

Aprotinin

Schleicher and Schuell Company, Dassel, Germany 

Μεμβράνες νιτροκυτταρίνης (Optitran BA-S 85)
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Amersham Biosciences Company, Buckinghamshire, England

Αντίσωμα άιγός έναντι ανοσοσφαιρινών ποντικού συνδεδεμένο με ραφανιδική

υπεροξειδάση (HRP), αντιδραστήριο ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ECL reagent)

f t  ·
Dianova Company, Hamburg, Germany

Αντίσωμα όνου έναντι ανοσοσφαιρινών ποντικού συνδεδεμένο με FITC, αντίσωμα 

όνου έναντι ανοσοσφαιρινών κουνελιού συνδεδεμένο με TRITC, αντίσωμα όνου 

. έναντι ανοσοσφαιρινών κουνελιού συνδεδεμένο με HRP. Όλα τα παραπάνω 

. αντισώματα ήταν ευγενική προσφορά των κ,κ. Carol Murphy και Θεόδωρου Φώτση.

Τα αντισώματα ποντικού κατά των επιτόπων myc και hemaglutinin (ΗΑ), 

παρήχθησαν και προσφέρθηκαν από την κ. Carol Murphy και τον κ. Θεόδωρο Φώτση 

ενώ τα αντισώματα κουνελιού κατά των πρωτεϊνών Rab5 και ΕΕΑ1 παρήχθησαν και 

προσφέρθηκαν από τον κ  Marino Zerial (Max Plank Institute, Dresden, Germany). H 

διαδικασία παραγωγής όλων των παραπάνω αντισωμάτων περιγράφηκε 

προηγουμένως (Stenmark et al., 1995, Me Bride et al., 1999). To salicylaldehyde 

isonicotinoyl hydrazone (SIH) ήταν μία ευγενική προσφορά του κ. Κωνσταντίνου 

Παντόπουλου (McGill University, Montreal, Canada).

Τα υπόλοιπα χημικά ήταν αναλυτικής ποιότητας του εμπορίου.

2.2. Καλλιέργειες κυττάρων

2.2.1 Διατήρηση κυτταρικών σειρών
ft

• f t

Τα κύτταρα διατηρούνται για μεγάλα χρονικά διαστήματα κατεψυγμένα σε 

δοχεία που περιέχουν υγρό άζωτο (-196 °C). Η διαδικασία κατάψυξης τους είναι η 

ακόλουθη: Κύτταρα στην εκθετική φάση ανάπτυξης τους, συλλέγονται και 

φυγοκεντρούνται στα 700 x g (Heraeus Megafiige 1.0 R, Heraeus Instruments, Hanau, 

Germany) για 5 λεπτά. Επαναιωρούνται σε 5 ml PBS και φυγοκεντρούνται όπως και 

προηγούμενα. Το κυτταρικό ίζημα, επαναιωρείται στο μίγμα κατάψυξης που 

αποτελείται από 90% εμβρυϊκού ορού μόσχου (FCS) και 10% διμέθυλοσουλφοξείδιο 

(DMSO). Ένα ml του παραπάνω μίγματος (5-7.5 x ΙΟ6 κύτταρα) μεταφέρεται σε 

ειδικά σωληνάρια κατάψυξης τα οποία ψύχονται σταδιακά. Αρχικά τοποθετούνται σε 

δοχείο με πάγο για 10 περίπου λεπτά, στη συνέχεια σε καταψύκτη -80 °C και 48 ώρες 

αργότερα τοποθετούνται στο δοχείο υγρού αζώτου όπου και διατηρούνται.
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Η απόψυξη τους γίνεται γρήγορα με τη μεταφορά του σωληνάριου κατάψυξης 

στους 37 °C. Το περιεχόμενο του μεταφέρεται σε φυγοκεντρικό σωλήνα με 9 ml 

πλήρους καλλιεργητικού υλικού και φυγοκεντρείται στα 700 x g για 5 λεπτά. Τα 

κύτταρα επαναιωρούνται σε 10 ml πλήρους καλλιεργητικού υλικού και 

καλλιεργούνται στις συνήθεις συνθήκες καλλιέργειας τους για 24 ώρες.

2.2.2 Κ υτταρικές σειρές και συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη αυτή ήταν οι 

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές Jurkat, HeLa, Η1299 και MCF-7.

Η κυτταρική σειρά Jurkat προέρχεται από Τ-λεμφοκυτταρα ασθενούς με οξεία 

λευχαιμία. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σαν εναιώρημα σε RPMI-1640 το οποίο 

περιέχει 10% εμβρυϊκό ορό μόσχου (FCS) 2 mM L-γλουταμίνη, 100 U/ml πενικιλίνη 

και 100 pg/ml στρεπτομυκίνη.

Τα κύτταρα HeLa προέρχονται από ασθενή με καρκίνωμα μήτρας και έχουν 

μορφολογία επιθηλίου. Αναπτύσσονται προσκολλημένα σε σταθερό υπόστρωμα και 

καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό DMEM εμπλουτισμένο με 10% FCS, 2 mM L- 

γλουταμίνη, 100 U/ml πενικιλίνη και 100 pg/ml στρεπτομυκίνη.

Τα κύτταρα Η 1299 και MCF7 προέρχονται από ασθενή με καρκίνο του 

πνεύμονα και του μαστού αντίστοιχα και έχουν μορφολογία επιθηλίου. Τα κύτταρα 

που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη αυτή είχαν διαμολυνθεί με το γονίδιο της 

IRP1c437s η 0710ία εκφραζόταν κάτω από τον έλεγχο ενός υποκινητή ευαίσθητου στο 

αντιβιοτικό τετρακυκλίνη. Η ανάπτυξη και διαμόλυνση των κυττάρων έγινε από τον 

κ. Παντόπουλο.

Τα κύτταρα αναπτύσσονται προσκολλημένα σε σταθερό υπόστρωμα σε 

πλήρες DMEM παρουσία 2 pg/ml πουρομυκίνης και 2 pg/ml τετρακυκλίνης. Το 

καλλιεργητικό υλικό των κυττάρων αντικαθίσταται κάθε 24 ώρες με φρέσκο που 

περιέχει τα αντιβιοτικά. Για την επαγωγή της έκφρασης της IRP1c437s τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν για 48 ώρες χωρίς τετρακυκλίνη.

Ο χειρισμός των κυττάρων γίνεται σε εστία κάθετης νηματικής ροής ώστε να 

εξασφαλίζεται περιβάλλον απομονωμένο από την ατμόσφαιρα προς αποφυγή 

μολύνσεων. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε επωαστικό κλίβανο στον οποίο η 

θερμοκρασία διατηρείται σταθερή στους 37 °C, επικρατούν συνθήκες υγρασίας και η
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ατμόσφαιρα είναι εμπλουτισμένη με 5% CC>2 ώστε να ρυθμίζεται σε σταθερή τιμή το 

pH στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας.

2.2.3 Μέτρηση της βιωσιμότητας των κυττάρων
•  *

Η'μέτρηση της βιωσιμότητας έγινε με τη μέθοδο του αποκλεισμού της 

χρωστικής, κυανούν του τροπανίου (trypan blue dye exclusion) από τα ζωντανά 

κύτταρα. 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 αιμοτοκυτταρόμετρο τύπου Neubauer και παρατηρήθηκε στο 

μικροσκόπιο. Τα ζωντανά κύτταρα φαινόταν φωτεινά και διάφανα ενώ τα νεκρά 

εμφανιζόταν βαθύ μπλε. Η βιωσιμότητα είναι το ποσοστό των ζωντανών κυττάρων 

στο σύνολο αυτών που μετρήθηκαν.

2.3 Μελέτη του κυτταρικού πολλαπλασιασμού.

• Τρία ml εναιωρήματος κυττάρων HeLa (1.33 x ΙΟ5 κύτταρα ανά ml) 

τοποθετήθηκαν σε κάθε φρεάτιο πλαστικού πλακιδίου έξι θέσεων και 

καλλιεργήθηκαν για 24 περίπου ώρες στις συνήθεις συνθήκες καλλιέργειας των 

κυττάρων (37 °C, 5% CO2) προκειμένου να προσκολληθούν σταθερά στον πυθμένα 

του πλακιδίου. Ακολούθως, το καλλιεργητικό υλικό αντικαταστάθηκε από φρέσκο 

που περιείχε τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης και η παραπάνω 

διαδικασία επαναλήφθηκε κάθε 24 ώρες. Στα αντίστοιχα χρονικά διαστήματα τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν με χρήση θρυψίνης, ο όγκος τους προσαρμόστηκε στο 1 ml και 

ο αριθμός τους προσδιορίστηκε σε αιματοκυτταρόμετρο τύπου Neubauer. Η γραφική 

αναπαράσταση του αριθμού των κυττάρων ανά ml σε συνάρτηση με το χρόνο δίνει 

την καμπύλη ανάπτυξης των κυττάρων ενώ από την κλίση της ευθείας προσδιορίζεται 

ο ρυθμός ανάπτυξης τους.

Σε ορισμένα πειράματα, η δεσφεριοξαμίνη (ΙΟΟμΜ) προστέθηκε για 24 ή 48 ώρες και 

στη συνέχεια απομακρύνθηκε από το καλλιεργητικό υλικό. Ο ρυθμός ανάπτυξης των 

κυττάρων προσδιορίστηκε όπως και προηγουμένως.

2.4 Διαμόλυνση των κυττάρων

*  ν  '  4

Στην παρούσα εργασία κύτταρα HeLa διαμολύνθηκαν με επικρατούσες 

μεταλλαγμένες μορφές των πρωτεϊνών dynamin και Rab5. Οι πλασμιδιακοί φορείς
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έκφρασης της Rab5 κατασκευάστηκαν και προσφέρθηκαν από τους κ,κ. Μ. Zerial, C. 

Murphy και Θ. Φώτση ενώ οι αντίστοιχοι της dynamin ήταν ευγενική προσφορά της 

κ. S. Smidt (Scripps Research Institute, CA, USA).

Σε αρχικά πειράματα επιλέχθηκαν οι συνθήκες που θα χρησιμοποιούνταν για 

την διαμόλυνση των κυττάρων. Η πυκνότητα των κυττάρων αποτελεί έναν ιδιαίτερα 

κρίσιμο παράγοντα στη διαδικασία της διαμόλυνσης. Ιδιαίτερα υψηλές πυκνότητες 

επηρεάζουν αρνητικά το ποσοστό της διαμόλυνσης (transfection efficiency) ενώ σε 

χαμηλές πυκνότητες επηρεάζεται η βιωσιμότητα των κυττάρων.

Στα πειράματα της μελέτης αυτής 8 x ΙΟ4 κύτταρα HeLa τοποθετήθηκαν σε 

κάθε φρεάτιο πλαστικού πλακιδίου 24 θέσεων και καλλιεργήθηκαν στις συνήθεις 

συνθήκες καλλιέργειας των κυττάρων για περίπου 24 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

διαμολύνθηκαν με τα γονίδια που κωδικοποιούσαν τις πρωτεΐνες dynamin και Rab5 

ακολουθώντας τη διαδικασία που προτείνεται από τους κατασκευαστές του kit που 

χρησιμοποιήθηκε για τη διαμόλυνση (Effectene® Transfection Reagent). Η μόνη 

διαφορά σε σχέση με τα όσα προτείνουν οι κατασκευαστές ήταν ότι αποφεύχθηκαν οι 

έντονες αναδεύσεις (vortexing). Διαγραμματικά η διαδικασία της διαμόλυνσης 

παρίσταται ως εξής:

Προσθήκη του DNA (0,2 pg ανά δείγμα) σε ρυθμιστικό διάλυμα C

▼
Προσθήκη Enhancer

(Ανάδευση και επώαση για 5 λεπτά)
▼

Προσθήκη Effectene

(Ανάδευση και επώαση για 10 λεπτά)
ψ

Προσθήκη καλλιεργητικού υλικού 

(Ανάδευση)
▼

Προσθήκη του μίγματος στα κύτταρα

(επώαση για 6 ώρες, 
αλλαγή καλλιεργητικού υλικού) 

ν
Καλλιέργεια των κυττάρων στις συνήθεις συνθήκες καλλιέργεια τους για 24 ή 48 
ώρες.



2.5 Έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2

Στα πειράματα της παρούσας μελέτης, τα κύτταρα εκτέθηκαν σε Η2Ο2 το 

οποίο παραγόταν με συνεχή και σταθερό ρυθμό με τη δράση του ενζύμου “οξειδάση 

της γλυκόζης”. Το ένζυμο αυτό χρησιμοποιεί ως υπόστρωμα τη γλυκόζη και το Ο2 

καί παράγει γλυκονικό οξύ και Η2Ο2 σύμφωνα με την αντίδραση 5.

Οξειδάση της γλυκόζης

Γλυκόζη + Ο2 -------------------------► γλυκονικό οξύ + Η2Ο2 (5)

Σε ορισμένα πειράματα τα κύτταρα εκτέθηκαν σε 0,25 mM Η2Ο2 το οποίο 

προστέθηκε άμεσα στην κυτταρική καλλιέργεια.

2.6 Μέτρηση του ρυθμού παραγωγής Η2Ο2 από την οξειδάση της γλυκόζης 
•

Ο ρυθμός παραγωγής Η2Ο2 από την οξειδάση της γλυκόζης προσδιορίστηκε 

σε φωτόμετρο (Schimadzu UV-3000, Kyoto, Japan). Διάφορες ποσότητες του 

ενζύμου προστέθηκαν σε 1 ml διαλύματος γλυκόζης (5 mM γλυκόζη σε PBS) σε 

θερμοκρασία 37 °C και καταγράφηκε η απορρόφηση του μίγματος στα 240 nm για 15 

περίπου λεπτά. Από την κλίση της ευθείας υπολογίστηκε ο ρυθμός παραγωγής του 

Η2Ο2 (εκφρασμένος σε μΜ ανά λεπτό). Ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης του 

Η2Ο2 στα 240 nm είναι 43.6 Macin''.

2.7 Ηλεκτροφόρηση μεμονωμένων κυττάρων σε πηκτή αγαρόζης (comet assay)

Η εκτίμηση των βλαβών στο κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 έγινε 

χρησιμοποιώντας την τεχνική της “ηλεκτροφόρησης μεμονωμένων κυττάρων σε 

πηκτή αγαρόζης” η οποία είναι γνωστή και ως “comet assay”. Η comet assay είναι 

μία απλή, εύχρηστη και ιδιαίτερα ευαίσθητη μέθοδος ανίχνευσης σχάσεων στη μία 

αλυσίδα του κυτταρικού DNA. Ένα επίσης σημαντικό πλεονέκτημα της μεθόδου 

αυτής είναι ότι δίδει τη δυνατότητα να μελετηθεί η βλάβη του κάθε κυττάρου 

ξεχωριστά. Η comet assay περιγράφηκε αρχικά από τους Ostling και Johanson οι 

οποίοι δημοσίευσαν μία μέθοδο για την ανίχνευση των βλαβών στο κυτταρικό DNA
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μετά από έκθεση των κυττάρων σε ιονίζουσα ακτινοβολία (Ostling and Johanson, 

1984). Λίγα χρόνια αργότερα οι Singh και συνεργάτες (Singh et al., 1988) 

τροποποίησαν την αρχική μορφή των Ostling και Johanson και έβαλαν τη βάση για 

τη μετέπειτα εξέλιξη της μεθόδου. Από τη στιγμή που εμφανίστηκε μέχρι σήμερα η 

μέθοδος έχει υποστεί διάφορες αλλαγές με τις οποίες αυξήθηκαν σημαντικά τόσο η 

ευαισθησία όσο και η χρησιμότητα της. Έτσι, ανάλογα με τις πειραματικές συνθήκες 

η comet assay ανιχνεύει σχάσεις στις μονές ή τις διπλές αλυσίδες του DNA αλλά και 

οξειδωμένες βάσεις του DNA, οι οποίες μετά από επώαση με κατάλληλα ένζυμα που 

τις αναγνωρίζουν απομακρύνονται και με τον τρόπο αυτό δημιουργούνται σχάσεις 

στο DNA οι οποίες στη συνέχεια ανιχνεύονται με την comet assay.

Με την παραλλαγή της μεθόδου που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη 

εκτιμήθηκαν οι σχάσεις στις μονές αλυσίδες του DNA. Προκειμένου να γίνει αυτό, το 

DNA ηλεκτροφορήθηκε κάτω από ισχυρά αλκαλικές συνθήκες (ρΗ>13) με 

αποτέλεσμα τη μετουσίωση του (λύση των δεσμών υδρογόνου και αποδιάταξη του 

δίκλωνου DNA προς μονόκλωνο). Η παρουσία σχάσεων στις μονόκλωνες αλυσίδες 

του DNA επιτρέπει την 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 αριθμό των σχάσεων του. Κάτω από αυτές τις συνθήκες 

ανιχνεύονται επίσης και απουρινικές ή απυριμιδινικές περιοχές (ΑΡ 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 παρατηρούνται 

στο μικροσκόπιο μετά από τη χρώση του DNA είναι στην πράξη “θηλιές” του DNA 

που απελευθερώνονται από ένα υψηλά υπερελικομένο σύμπλοκο DNA-πρωτεϊνών 

(nucleoids).

2.7.1 Π ειραματική διαδικασία

Με το πέρας της έκθεσης των κυττάρων σε Η2Ο2, 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 μΐ 

διαλύματος αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξεως (1% σε PBS) και μεταφέρθηκε σε 

αντικειμενοφόρες πλάκες μικροσκοπίου, οι οποίες προηγουμένως είχαν επιστρωθεί
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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 

NaCI, 0.1 Μ EDTA, 10 μΜ Tris-CI, 1% Triton Χ-100, pH 10) στους 4 °C. Στο 

στάδιο αυτό απομακρύνονται τα περισσότερα κυτταρικά συστατικά αλλά το DNA 

παραμένει 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, 1 mM 

EDTA, ρΗ>13) για 40. Η ηλεκτροφόρηση του DNA πραγματοποιήθηκε στο ίδιο 

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

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

2.7.2 Εκτίμηση της βλάβης

Το κυτταρικό DNA βάφτηκε με την προσθήκη 40 μΐ ανά πλάκα, διαλύματος 

της φθορίζουσας χρωστικής Hoechst 33342 (2,5 pg/ml σε PBS) και την παραμονή 

στο σκότος 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 σε μία από τις πέντε 

τάξεις (0-4) ανάλογα με τα μορφολογικά του γνωρίσματα (σχήμα 11). Η βλάβη σε 

κάθε δείγμα εκφράστηκε ολικά πολλαπλασιάζοντας το ποσοστό των σχηματισμών 

ανά τάξη με τον αριθμό της τάξης που ανήκε και εκφράζοντας τη βλάβη σε 

αυθαίρετες μονάδες. Έτσι, η βλάβη του DNA λαμβάνει τιμές από 0 (όλοι οι 

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

μονάδες (Panayiotidis et al., 1999).

2.8 Ανοσοφθορισμός

Η ανοσοχημεία επιτρέπει την in situ ανίχνευση βιολογικών μορίων με μεγάλη 

ακρίβεια και εξειδίκευση. Η μέθοδος στηρίζεται στην σύνδεση του αντιγόνου- 

αντισώματος και στην ανίχνευση του συμπλόκου με δεύτερο αντίσωμα σημασμένο με 

ουσίες που επιτρέπουν την παρατήρηση του σε μικροσκόπιο φθορισμού. Η μέθοδος 

που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη αυτή αποτελείται από τα εξής στάδια. Κύτταρα
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HeLa (8  x ΙΟ4 ανά φρεάτιο πλακιδίου 24 θέσεων) αναπτύχθηκαν για 24 ώρες 

προσκολλημένα σε στρογγυλές καλυπτρίδες και στη συνέχεια διαμολύνθηκαν με τα 

γονίδια των πρωτεϊνών dynamin και Rab5. Σαράντα οκτώ ώρες αργότερα το 

καλλιεργητικό υλικό αφαιρέθηκε και τα κύτταρα πλύθηκαν δύο φορές με PBS και 

μονιμοποιήθηκαν για 15 λεπτά με διάλυμα παραφορμαλδεύδης (4% σε PBS) σε

— · ►

Πορεία του DNA

Σχήμα 11: Μορφολογική κατάταξη των σχηματισμών του DNA στις διάφορες τάξεις. 

Επιλεγμένοι μορφολογικοί σχηματισμοί που δείχνουν αυξανόμενη βλάβη του DNA 

Jurkat κυττάρων πριν και μετά την έκθεση τους σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 για 10 

λεπτά (απευθείας προσθήκη στο καλλιεργητικό υλικό 0 .2  pg/ml οξειδάσης της 

γλυκόζης ικανή να δημιουργεί περίπου 4 μΜ Η2Ο2 ανά ml). (Α) τάξη 0, (Β) τάξη 1, 

(Γ) τάξη 2, (Δ) τάξη 3, (Ε) τάξη 4

θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια τα κύτταρα πλύθηκαν δύο φορές με PBS και η 

ελεύθερη παραφορμαλδεύδη αδρανοποιήθηκε με επώαση για 15 λεπτά με διάλυμα 

NH4CI (50 mM σε PBS) σε θερμοκρασία δοιματίου. Ακολούθως η κυτταρική 

μεμβράνη έγινε διαπερατή με διάλυμα 0.1 % Triton Χ-100 σε PBS για 4 λεπτά και οι
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μη ειδικές συνδέσεις ελαχιστοποιήθηκαν με επώαση των κυττάρων για 2 0  λεπτά με 

10% FCS σέ PBS. Εν’ συνεχεία τα κύτταρα επωάστηκαν για 20 λεπτά με τα πρώτα 

αντισώματα (τελική αραίωση 1:200 με 5% FCS σε PBS) σε θερμοκρασία δωματίου. 

Οι καλυπχρίδες ξεπλύθηκαν 3 φορές με PBS (5 λεπτά την κάθε φορά) και 

προστέθηκαν τα δεύτερα αντισώματα σε τελική αραίωση 1:2 0 0  στο ίδιο διάλυμα με 

αυτό που χρησιμοποιήθηκε για τα πρώτα αντισώματα. Σαράντα πέντε λεπτά 

αργότερα, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 5 φορές με PBS (3 λεπτά το καθένα) και στη

• συνέχεια οι καλυπτρίδες μεταφέρθηκαν σε αντικειμενοφόρο πλάκα μικροσκοπίου για

• οπτική παρατήρηση.

Οι καλυπτρίδες εξετάστηκαν σε μικροσκόπιο συνεστιασμού Leica TCS-SP 

(Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany) και φωτογραφήθηκαν με ψηφιακή 

κάμερα (Leica TCS NT camera).

2.9 Ολικό πρωτεΐνικό εκχύλισμα και προσδιορισμός της συγκέντρωσης τω ν 
πρωτεϊνών

Τα κύτταρα πλύθηκαν μία φορά με PBS και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν 

για 5 λεπτά στα 700 x g. Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 30 μΐ διαλύματος 

λύσης (50 mM Tris-Cl pH 8 , 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP-40, 100 mM EDTA, 

ImM PMSF, 10 pg/ml pepstatin A, 10 pg/ml aprotinin, 20 pg/ml leupeptin) και 

παρέμεινε στον πάγο για 20 λεπτά. Εν συνεχεία το μίγμα φυγοκεντρήθηκε για 20 

λεπτά στα 16000 x g στους 4 °0 και συλλέχθηκε το υπερκείμενο το οποίο περιείχε τις

πρωτεΐνες.
_ *
Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης των δειγμάτων 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Bradford η οποία στηρίζεται στην αλλαγή του χρώματος 

της χρωστικής coomassie brilliant blue G-250 όταν αυτή συνδέεται στις πρωτεΐνες σε 

όξινο pH (Bradford, 1976). Μικρός όγκος του κυτταρικού εκχυλίσματος (3-5 μΐ) 

αραιώθηκε με νερό μέχρι όγκου 800 μΐ και το μίγμα αυτό αναμίχθηκε με 2 0 0  μΐ 

αντιδραστηρίου Bradford υπό έντονη ανάδευση. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε για 

5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια μετρήθηκε η απορρόφηση στα 

595 nm σε φωτόμετρο. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε από πρότυπη 

καμπύλη αναφοράς με αλβουμίνη ορρού βοός (0-16 pg/ml).



52

2.10 Ηλεκτροφόρηση, μεταφορά και ανίχνευση πρωτεϊνών

2.10.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου

Η ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακριλαμιδίου χρησιμοποιείται ευρύτατα για 

τον διαχωρισμό πρωτεϊνών και τον προσδιορισμό του μοριακού τους βάρους. Ο 

διαχωρισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιείται κατά την κίνηση τους μέσα στους 

πόρους του πολυακρυλαμιδίου υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η πηκτή 

σχηματίζεται με συμπολυμερισμό ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και Ν,Ν’ 

μεθυλένο-δις-ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH-CO-CH=CH2). Η πρώτη ουσία με 

πολυμερισμό δημιουργεί το πολυακρυλαμίδιο, ενώ η δεύτερη συνδέει τις αλυσίδες 

του πολυακρυλαμιδίου δημιουργώντας έτσι το τρισδιάστατο πλέγμα της πηκτής. Για 

την έναρξη του πολυμερισμού χρησιμοποιείται το (NH4)2S2 0 s ενώ για την 

επιτάχυνση του πολυμερισμού χρησιμοποιείται η Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραμέθυλο- 

αιθυλοδιαμίνη (TEMED). Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση 

πολυακρυλαμιδίου κάτω από μετουσιωτικές συνθήκες παρουσία δωδεκακυλοθειϊκού 

νατρίου (SDS). To SDS είναι ένα ανιονικό απορρυπαντικό που έχει την ικανότητα να 

αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες και νά δεσμεύεται μ’ αυτές σε εντελώς καθορισμένα 

ποσά κατά βάρος (1,4 g SDS/g πρωτεΐνης) σχηματίζοντας επιμήκη σύμπλοκα με 

καθορισμένη δομή. Η δέσμευση αυτή προσδίδει στις πρωτεΐνες καθαρό αρνητικό 

φορτίο που είναι ανάλογο του μοριακού τους βάρους. Επειδή το φορτίο ανά μονάδα 

μάζας είναι περίπου σταθερό, η ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πολυπεπτιδικών 

αλυσίδων σ’ αυτό το σύστημα είναι ανάλογη του μοριακού τους βάρους.

Το σύστημα της ηλεκτροφόρησης που εφαρμόστηκε στην παρούσα μελέτη 

ήταν ασυνεχές σύστημα και αποτελούνταν από την πηκτή επιστοίβαξης και την 

πηκτή διαχωρισμού οι οποίες παρασκευάστηκαν όπως αναφέρεται στο εργαστηριακό 

εγχειρίδιο Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Maniatis et al., 1989). Στην 

πηκτή επιστοίβαξης γίνεται η συγκέντρωση των πρωτεϊνών του δείγματος πριν αυτές 

εισέλθουν στην πηκτή διαχωρισμού και περιέχει 5% ακρυλαμίδιο (w/v), 0,125 Μ Tris 

ρΗ=6,8 και 0,1% (w/v) APS και 0.1% SDS. Οι πρωτεΐνες εισέρχονται στη συνέχεια 

στην πηκτή διαχωρισμού η οποία έχει την κατάλληλη ποσότητα πολυακρυλαμιδίου 

για το διαχωρισμό τους. Εκτός του πολυακριλαμιδίου η πηκτή διαχωρισμού περιέχει 

0,39 Μ Tris ρΗ=8,8, 0.1% SDS και APS. Συγκεκριμένα, για την πρωτεΐνη dynamin 

χρησιμοποιήθηκε πηκτή SDS-ακρυλαμιδίου 10% ενώ για την Rab5 15%.
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Τα δείγματα των πρωτεϊνών (50 pg) μεταφέρΟηκαν στην πηκτή αφού 

προηγουμένως μετουσιώθηκαν με βρασμό επί 3 λεπτά στους 100 °C, με το διάλυμα 

διαλυτοποίησης (0,25 Μ Tris ρΗ=6 .8 , 9,2% SDS, 40% (ν/ν) γλυκερόλη, 0,2% 

κυανούν της βρωμοφαινόλης) παρουσία 5% (ν/ν) β-μερκαπτοαιθανόλης, η οποία 

ανάγει τυχόν δισουλφιδικούς δεσμούς και διαχωρίζει τις πρωτεΐνες στις υπομονάδες 

τους.

Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων έγινε σε διάλυμα που περιείχε 0,025 Μ 

Tris, 0,192 Μ γλυκίνη, 0,1% SDS, στα 120 V μέχρι το μέτωπο του διαλύτη να φτάσει 

• στο κάτω μέρος της πηκτής σε συσκευή της BioRad.

2.10.2 Μεταφορά και ανοσοαποτύπωση (Western blot) πρωτεϊνών σε 
νιτροκυτταρίνη

Αφού διαχωρίστηκαν οι πρωτεΐνες σε SDS ηλεκτροφόρηση ακρυλαμιδίου, η 

μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης τοποθετήθηκε πάνω στην πηκτή ενώ και τα δύο μαζί 

τοποθετήθηκαν ανάμεσα σε διπλό χαρτί Whatman. Το σάντουιτς που σχηματίστηκε 

τοποθετήθηκε σε συσκευή μεταφοράς με τη μεμβράνη προς το θετικό πόλο. Στη 

συνέχεια οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν από την πηκτή στη μεμβράνη με την επίδραση 

ηλεκτρικού ρεύματος (200 mA, για 60 λεπτά), σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-γλυκίνης 

(25 mM Tris, 192 mM γλυκίνη, 20% μεθανόλη). Μετά το τέλος της μεταφοράς, η 

μεμβράνη πλύθηκε με PBS και επωάστηκε με 0.2 % Ponceau S σε 1% οξικό οξύ για 5 

λεπτά προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν. Ο 

αποχρωματισμός των πρωτεϊνών έγινε με πλύση της μεμβράνης με δις-απεσταγμένο 

νερό και επώαση για 5-10 λεπτά με PBS. Στη συνέχεια η μεμβράνη επωάστηκε για 1- 

2 ώρες με το διάλυμα δέσμευσης (blocking buffer) που περιείχε 5% άπαχο γάλα σε 

TBST (20 mM Tris, 0,9% NaCl, 0,5% Tween 20) προκειμένου να δεσμευτούν οι 

ελεύθερες θέσεις πάνω στη νιτροκυτταρίνη. Ακολούθησε επώαση της μεμβράνης υπό 

ανατάραξη για 1 ώρα με αντισώματα κατά των πρωτεϊνών Rab5, επιτόπου myc, 

hemaglutinin (ΗΑ), πλύσιμο 5 φορές από 5 λεπτά με TBST και επώαση για 1 ώρα με 

τα δεύτερα αντισώματα τα οποία ήταν συζευγμένα με ραφανιδική υπεροξειδάση 

(horseraddish peroxidase, HRP). Στη συνέχεια η μεμβράνη πλύθηκε όπως και 

προηγουμένως.
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2.10.3 Ανίχνευση πρωτεϊνών με τη μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας

Η τεχνική της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας στηρίζεται στην ανίχνευση της 

ακτινοβολίας που εκπέμπεται κατά την αποδιέγερση ενός παραγώγου της λουμινόλης.

Η υπεροξειδάση παρουσία Η2Ο2 σε αλκαλικό περιβάλλον οξειδώνει τη λουμινόλη 

σύμφωνα με την αντίδραση 6:

Η20 2
Λουμινόλη --------------- ». παράγωγο λουμινόλης + Ν2 + φως (6)

Αμέσως μετά την αντίδραση η λουμινόλη βρίσκεται σε διηγερμένη 

κατάσταση και επιστρέφοντας στη θεμελιώδη της εκπέμπει ακτινοβολία. Η 

ακτινοβολία ενισχύεται σε ένταση και διάρκεια εξαιτίας της παρουσίας χημικών 

ενισχυτικών (όπως φαινόλες) κάνοντας δυνατή την αποτύπωση της σε φιλμ.

Για την ανίχνευση του σήματος με την τεχνική της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας, η 

μεμβράνη μετά την επεξεργασία με τα αντισώματα επωάστηκε με το υπόστρωμα της 

υπεροξειδάσης για 1-5 λεπτά. Στη. συνέχεια η μεμβράνη τοποθετήθηκε σε κασέτα 

εμφάνισης και εκτέθηκε σε φωτογραφικό φιλμ (Kodak X-OMAT/AR). Η εμφάνιση 

του φιλμ έγινε με τοποθέτηση του στο διάλυμα εμφάνισης (Kodak LX24, x-ray 

developer) ενώ το σήμα σταθεροποιήθηκε με τοποθέτηση του φιλμ στο διάλυμα 

σταθεροποίησης (Kodak AL 4, X-ray fixer).

2.11 Κ υτταρομετρία ροής

2.11.1 Ανάλυση της περιεκτικότητας τω ν κυττάρων σε DNA

Κατά τη διαδικασία της απόπτωσης η ενεργοποίηση των ενδονουκλεασών 

οδηγεί στην θραυσματοποίηση του πυρηνικού DNA με σχηματισμό μόνο- και ολίγο- 

νουκλεοτιδίων (Arends et al., 1990). Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής μετά από 

χρώση του DNA με κατάλληλες φθορίζουσες ουσίες μπορεί να ξεχωρίσει ένα 

πληθυσμό κυττάρων τα οποία περιέχουν μικρότερο ποσό DNA από τα φυσιολογικά 

κύτταρα. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος που περιγράφεται στο - 

βιβλίο “Techniques in Apoptosis. A User’ s Guide” (Darzynkiewicz and Li, 1996). H 

μέθοδος αυτή είναι κατάλληλη τόσο για κύτταρα που αναπτύσσονται σε αιώρημα όσο 

και γ ι’ αυτά που αναπτύσσονται προσκολλημένα σε σταθερό υπόστρωμα.
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Κυτταρικό εναιώρημα (1.5 χ  ΙΟ6 κύτταρα ανά ml) μονιμοποιήθηκε με 9 ml 

ψυχρής αιθανόλης (70%, 4 °C) για τουλάχιστον 12 ώρες στους 4 °C. Τα κύτταρα 

ξεπλύθηκαν μία φορά με PBS και στη συνέχεια επαναιωρήθηκαν σε 0.5 ml PBS όπου 

και προστέθηκε 1 ml διαλύματος εκχύλισης (192 mM NaH^PO,*, 8 mM citric acid, pH 

7.8). Ακολούθησε επώαση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να εκχειλιστεί 

από τα κύτταρα το χαμηλού μοριακού βάρους DNA. Μετά το στάδιο αυτό τα 

αποπτωτικά κύτταρα έχουν μικρότερη περιεκτικότητα σε DNA σε σχέση με τα 

φυσιολογικά. Μετά από φυγοκέντρηση, τα κύτταρα επωάστηκαν για 45 λεπτά με 0.5 

* ml διαλύματος χρώσης (10 pg/ml PI, 100pg/ml RNA-se A, σε PBS). To διάλυμα 

χρώσης απομακρύνθηκε μετά από φυγοκέντρηση των κυττάρων τα οποία 

επαναιωρήθηκαν σε 0.5 ml PBS και τοποθετήθηκαν σε πάγο μέχρι την ανάλυση τους 

σε κυτταρόμετρο ροής FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).

2.11.2 Προσδιορισμός της σταθερότητας της μεμβράνης των λυσοσωματίων

Η σταθερότητα των λυσοσωματίων προσδιορίστηκε σε κυτταρόμετρο ροής 

εξετάζοντας την μετατόπιση της φθορίζουσας ουσίας πορτοκαλί της ακριδίνης 

(acridine orange, ΑΟ) από τα λυσοσωμάτια στο κυτταρόπλασμα (Yu et al., 2003, 

Person et al., 2003). To AO είναι φθορίζουσα ουσία η οποία σε υψηλές 

συγκεντρώσεις έχει κόκκινο φθορισμό ενώ σε χαμηλές πράσινο (metachromatic 

flurophore). Το ΑΟ είναι μία ασθενής βάση (pKa περίπου 10) η οποία πρωτονιώνεται 

ελάχιστα σε φυσιολογικό pH αλλά πρωτονιώνεται και συσσωρεύεται σε οργανίδια με 

χαμηλό'pH  όπως τα λυσοσωμάτια (pH περίπου 4.5). Σε ανέπαφα κύτταρα, το 

μεγαλύτερο μέρος του ΑΟ συσσωρεύεται στα λυσοσωμάτια και φθορίζει έντονα 

κόκκινο και μόνο ένα μικρό του μέρος υπάρχει στο κυτταρόπλασμα έχοντας ασθενή 

πράσινο φθορισμό. Επομένως, ο πράσινος φθορισμός του ΑΟ μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως δείκτης της σταθερότητας των λυσοσωματίων αφού η αύξηση του 

θα σημαίνει τη μετανάστευση του ΑΟ από τα λυσοσωμάτια στο κυτταρόπλασμα και 

κατά συνέπεια την αποσταθεροποίηση των οργανιδίων αυτών.

Πειραματικά η πορεία που ακολουθήθηκε ήταν η παρακάτω: Αρχικά τα 

κύτταρα επωάστηκαν για 15 λεπτά με 0.1 pg/ml ΑΟ (προστέθηκε απευθείας στο 

καλλιεργητικό υλικό) στους 37 °C και στη συνέχεια καλλιεργήθηκαν για περίπου 45
*■ ν

λεπτά σε θρεπτικό μέσο χωρίς ΑΟ ούτως ώστε να δοθεί χρόνος για τη συσσώρευση 

του ΑΟ στα λυσοσωμάτια και ακολούθησε η έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2. Με το
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πέρας της έκθεσης αυτής, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και αφού ξεπλύθηκαν μία φορά 

με PBS επαναιωρήθηκαν σε 0.5 ml PBS και τοποθετήθηκαν σε πάγο μέχρι την 

ανάλυση τους. Η ανάλυση έγινε σε κυτταρόμετρο ροής FACScan (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA, USA) και ο φθορισμός του AO καταγράφηκε με το πρόγραμμα 

CellQuest.

2.11.3 Μ έτρηση του μιτοχονδριακού μεμβρανικού δυναμικού

Το διαμεμβρανικό δυναμικό των μιτοχονδρίων (mitochondrial transmembrane 

potential) Δψιη είναι αποτέλεσμα της ασύμμετρης κατανομής πρωτονίων και άλλων 

ιόντων στις δύο πλευρές της εσωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης. Για την 

εκτίμηση του Δψιη χρησιμοποιούνται συνήθως κατιονικές λιπόφιλες φθορίζουσες 

χρωστικές ουσίες οι οποίες συσσωρεύονται στην εσωτερική πλευρά της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης εξαιτίας του αρνητικού της φορτίου (Kroemer et al. 

1997). Για την εκτίμηση του μιτοχονδριακού μεμβρανικού δυναμικού 

χρησιμοποιήθηκε το λιπόφιλο κατιόν 5,5’,6,6’-tetrachIoro-l,r,3,3’- 

tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) και ακολουθήθηκε η μέθοδος 

που περιγράφηκε από την Cossarizza και τους συνεργάτες (Cossarizza et al., 1993). 

Με το πέρας της έκθεσης σε Η2Ο2, τα κύτταρα πλύθηκαν αρχικά με PBS και στη 

συνέχεια επαναιωρήθηκαν σε 0.3 ml διαλύματος χρώσης (1 pg/ml JC-1 σε PBS). Η 

επώαση με το διάλυμα χρώσης πραγματοποιήθηκε για 15 λεπτά στους 37 °C και στη 

συνέχεια τα κύτταρα αφού φυγοκεντρήθηκαν επαναιωρήθηκαν σε 0.5 ml PBS και 

παρέμειναν στον πάγο μέχρι την ανάλυση τους με κυτταρομετρία ροής. Στα 

φυσιολογικά κύτταρα όπου το μεμβρανικό δυναμικό είναι υψηλό το JC-1 

συσσωρεύεται στα μιτοχόνδρια και σχηματίζει συσσωματώματα (JC-1 aggregates) 

φθορίζοντας έντονα στο κόκκινο ενώ όταν το μεμβρανικό δυναμικό είναι χαμηλό η 

συγκέντρωση του JC-1 στα μιτοχόνδρια μειώνεται. Στην περίπτωση αυτή το JC-1 

βρίσκεται στη μονομερή του μορφή φθορίζοντας στο πράσινο.

2.12 Απομόνωση και ηλεκρτοφόρηση κυτταρικού DNA σε πηκτή αγαρόζης

Πρόκειται για μία ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική για την ανίχνευση - 

σχάσεων στις διπλές αλυσίδες του DNA. Μετά την απομόνωση του, το DNA 

ηλεκτροφορείται σε πηκτή αγαρόζης (συσκευή της Life Technologies, GIBCO BRL) 

και στη συνέχεια παρατηρείται σε λάμπα φθορισμού. Σε αντίθεση με το DNA των
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κυττάρων μαρτύρων, το οποίο κατά την ηλεκτροφόρηση δεν μετακινείται, στο DNA 

των αποπτωτικών κυττάρων αννχνεύονται χαρακτηριστικές ζώνες (laddering), οι 

οποίες είναι τμήματα DNA πολλαπλάσια των 180-200 ζευγών βάσεων και 

σχηματίζονται εξαιτίας της δράσης ειδικών ενδονουκλεασών (Enari et al., 1998). 

Αντίθετα, xrro DNA νεκρωτικών κυττάρων προκαλείται τυχαία θραυσματοποίηση με 

αποτέλεσμα κατά την ηλεκτροφόρηση του DNA να μην παρατηρείται το 

χαρακτηριστικό laddering αλλά να σχηματίζεται μια συνεχής ζώνη (smear).

2.12.1 Απομόνωση κυτταρικού DNA

Μετά την έκθεση σε διάφορους παράγοντες (Η2Ο2, δεσφεριοξαμίνη), τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν, ξεπλύθηκαν με PBS και φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 

700 χ g. Τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 2  ml διαλύματος εκχύλισης (0.1 Μ NaCl, 

10 mM EDTA, 50 mM Tris-Cl pH 7.5, 1% SDS, 0,2 mg/ml πρωτεϊνάσης K) και 

αφέθηκαν στους 55 °C για 12 ώρες. Τα δείγματα αναμείχθηκαν με 2 ml TEN (0.1 Μ 

NaCl, 20 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8 ) 4ml φαινόλης και 4 ml μίγματος 

χλωροφορμίου-ισοαμυλικής αλκοόλης (24:1) και αναδεύτηκαν για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου. Το γαλάκτωμα που προέκυψε φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά 

στα 700 x g με αποτέλεσμα να διαχωριστούν η υδατική φάση (περιείχε το DNA), η 

οργανική φάση και μία ενδιάμεση στοιβάδα η οποία περιείχε τις πρωτεΐνες. Η 

υδατική φάση αναμίχθηκε στη συνέχεια με ίσο όγκο μίγματος χλωροφορμίου- 

ισοαμυλΛκής.αλκοόλης και το τελικό μίγμα αναδεύτηκε για 30 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Μετά από νέα φυγοκέντρηση συλλέχθηκε η υδατική φάση και το DNA 

κατακρημνίσθηκε με την προσθήκη δύο όγκων ψυχρής απόλυτης αιθανόλης και 

μεταφορά των δειγμάτων στους -20 °C για τουλάχιστον 4 ώρες. Εν συνεχεία, τα 

δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 15 λεπτά στα 3000 x g στους 4 °C και αφού 

απομακρύνθηκε η αιθανόλη επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε ορισμένο όγκο ΤΕ (10 mM 

Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8 ). Για την απομάκρυνση του RNA τα δείγματα 

τοποθετήθηκαν για 60 λεπτά στους 37 °C παρουσία 2 mg/ml RNAse-A.

2.12.2 Φωτομετρικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης του DNA
-  V

Γιά τον ποσοτικό προσδιορισμό του DNA, τα δείγματα φωτομετρήθηκαν στα 

260 και 280 nm. Η συγκέντρωση του DNA προσδιορίστηκε από την τιμή της
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απορρόφησης στα 260 nm γνωρίζοντας ότι η τιμή της απορρόφησης για 50 pg/ml 

DNA ισούται με ένα. Ο λόγος των απορροφήσεων στα 260 και 280 nm 

(OD260/OD280) δίνει προσεγγιστικά την καθαρότητα του δείγματος. Οι τιμές του για 

καθαρά δείγματα DNA κυμαίνονται μεταξύ 1.8 και 2.0 ενώ παρουσία πρωτεϊνών ή 

φαινόλης ο λόγος λαμβάνει μικρότερες τιμές.

2.12.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση του DNA έγινε σε πηκτή αγαρόζης σε ρυθμιστικό διάλυμα 

ΤΒΕ (89 mM Tris, 89 mM βορικό οξύ, 2 mM EDTA). Η θέση του DNA στην πηκτή 

εντοπίστηκε με τη χρησιμοποίηση βρωμιούχου αιθιδίου το οποίο παρουσία 

υπεριώδους ακτινοβολίας φθορίζει. Η κινητικότητα του DNA σε πηκτή εξαρτάται 

από το μέγεθος του, την μορφή του και από την περιεκτικότητα της πηκτής σε 

αγαρόζη.

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε πηκτή αγαρόζης 2% στην οποία 

προστέθηκαν 0.4 pg/ml βρωμιούχου αιθιδίου. Τα δείγματα προετοιμάστηκαν για την 

ηλεκτροφόρηση ως εξής: Δεκαπέντε pg DNA κάθε δείγματος αναμίχθηκαν με 3 μΐ 

διαλύματος χρώσης (50% γλυκερόλη, 1 mM EDTA, 0.4% κυανούν της 

βρωμοφαινόλης) και ο όγκος ρυθμίστηκε στα 20 μΐ με δις-απεσταγμένο νερό. Η 

ηλεκτροφόρηση έγινε σε θερμοκρασία δωματίου με σταθερή τάση 110 V. Η πηκτή 

παρατηρήθηκε σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας και φωτογραφήθηκε με 

ηλεκτρονική κάμερα Kodak (Kodak DC 120).

2.13 Μ έτρηση τω ν επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου

Τα επίπεδα του ενδοκυττάριου σιδήρου προσδιορίστηκαν με φθορισμόμετρο 

εξετάζοντας την αύξηση του φθορισμού της φθορίζουσας ουσίας καλσεΐνης, μετά την 

προσθήκη του ισχυρού σιδηροδεσμευτικού μορίου SIH (Epsztejn et al., 1997). Η 

καλσεΐνη αποτελείται από ένα μόριο φλουοροσκεΐνης συνδεδεμένο με ένα μόριο 

EDTA. Το μόριο αυτό φέρει μία εστερική ομάδα (ακετομεθόξυ εστέρας της 

καλσεΐνης) προκειμένου να διαχέεται διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης. Στο 

εσωτερικό του κυττάρου, ο εστερικός δεσμός υδρολύεται από μη εξειδικευμένες 

εστεράσες και αναστέλλεται η ικανότητα της καλσεΐνης να διαπερνά τις κυτταρικές 

μεμβράνες με αποτέλεσμα την ενδοκυττάρια συσσώρευση της. Επιπλέον, η
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απομάκρυνση της ομάδας αυτής την καθιστά ικανή να φθορίζει. Η σύνδεση της 

καλσεΐνης με ιόντα μετάλλων, κυρίως δισθενή, (αναλογία 1:1) έχει ως συνέπεια τη 

μείωση του φθορισμού της. Με προσθήκη ισχυρότερων δεσμευτών σιδήρου από 

αυτή, η καλσεΐνη χάνει το σίδηρο που έχει προηγουμένως δεσμεύσει και τότε 

αυξάνεταιΌ φθορισμός της ανάλογα με το ποσό του σιδήρου που ήταν συνδεδεμένο 

σε αυτή (Kakhlon et al., 2002). Η μεταβολή αυτή παρατηρείται και καταγράφεται σε 

φθορισμόμετρο.

Η πειραματική διαδικασία που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη αυτή είναι η 

* ακόλουθη: Το καλλιεργητικό υλικό απομακρύνθηκε, τα κύτταρα πλύθηκαν μία φορά 

με PBS και στη συνέχεια επωάστηκαν για 10 λεπτά σε διάλυμα καλσεΐνης (0.15 μΜ 

καλσεΐνη-ΑΜ, 1 mg/ml BSA, 20 mM HEPES pH 7.3, σε PBS) στους 37 °C. 

Ακολούθησε συλλογή των κυττάρων, φυγοκέντρηση στα 450 x g για 5 λεπτά και 

πλύσιμο τους με το παραπάνω διάλυμα χωρίς καλσεΐνη. Στη συνέχεια, τα κύτταρα 

επαναιωρήθηκαν σε 2.2 ml του παραπάνω διαλύματος (1 mg/ml BSA, 20 mM 

HEPES pH 7.3 σε PBS) και μεταφέρθηκαν στο φθορισμόμετρο (HITACHI, F2500, 

Japan). Η μέτρηση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 37 °C και τα μήκη κύματος 

διέγερσης και εκπομπής ήταν 488 nm και 517 nm αντίστοιχα. Τα επίπεδα του 

οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου εκτιμήθηκαν από την αύξηση του φθορισμού της 

καλσεΐνης μετά την προσθήκη 1 1 μΜ του ισχυρού σιδηροδεσμευτικού μορίου SIH.

L ·
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 Εκτίμηση της πρόκλησης σχάσεων στο πυρηνικό DNA

Η ικανότητα του Η2Ο2 να προκαλεί σχάσεις στο πυρηνικό DNA εκτιμήθηκε 

με την τεχνική single cell gel electrophoresis (SCGE) η οποία είναι επίσης γνωστή 

και ως “comet assay”. Η μέθοδος αυτή αναπτύχθηκε σχετικά πρόσφατα και είναι η 

πιο ευαίσθητη από τις μέχρι σήμερα χρησιμοποιούμενες τεχνικές. Η αρχή της 

μεθόδου στηρίζεται στην ηλεκτροφόρηση του DNA μεμονωμένων κυττάρων το 

οποίο έχει προηγουμένως εγκλωβιστεί σε πηκτή αγαρόζης (Singh et al., 1988). 

Ανάλογα με τον αριθμό των σχάσεων, ένα μέρος του αρνητικά φορτισμένου DNA 

μετακινείται προς την άνοδο με αποτέλεσμα να παρατηρούνται διαφορετικοί 

σχηματισμοί μετά από χρώση με φθορίζουσες ουσίες. Το ανέπαφο DNA κάθε 

κυττάρου εμφανίζεται σφαιρικό, έντονα φωτεινό (σχήμα 1 ΙΑ) ενώ DNA στο οποίο 

υπάρχουν σχάσεις εμφανίζεται κατ’ αρχήν σαν νέφος γύρω από την κεντρική κεφαλή 

(σχήμα 11Β) και όσο οι σχάσεις αυξάνουν ένα μέρος του αρνητικά φορτισμένου 

DtiA μετατοπίζεται προς την άνοδο σχηματίζοντας μία ουρά (tail) (σχήματα 11Γ, 

11 Δ). Όταν οι βλάβες στο DNA είναι εκτεταμένες οι σχηματισμοί παίρνουν την 

μορφή κομήτη, εξού και το όνομα comet assay (σχήμα 1 1Ε).

Στο σχήμα 12 απεικονίζεται η κατάταξη σε κύτταρα Jurkat πριν (σχήμα 12Α) 

και μετά από την έκθεση τους σε Η2Ο2 (σχήμα 12Β). Σε κύτταρα μάρτυρες, το 

μεγαλύτερο μέρος των σχηματισμών κατατάσσεται στην τάξη 1 (περίπου 90 %)

υποδηλώνοντας μία μικρή βλάβη η οποία μπορεί να είναι ενδογενής και να
•%

προέρχεται από Η2Ο2 το οποίο είναι γνωστό ότι παράγεται συνεχώς σε μικρές 

ποσότητες στα κύτταρα (Schoene et al., 1999), είτε βλάβες που δημιουργήθηκαν κατά 

την επεξεργασία των δειγμάτων στην εκτέλεση του πειράματος. Σε κύτταρα που 

είχαν εκτεθεί σε Η2Ο2 οι σχηματισμοί έχουν μετατοπιστεί σε ανώτερες τάξεις γεγονός 

που υποδηλώνει τη δημιουργία νέων σχάσεων στο DNA. Για την ποσοτική εκτίμηση 

των βλαβών σε ένα πληθυσμό κυττάρων ο κάθε σχηματισμός κατατάσσεται σε μία 

από 5 προκαθορισμένες τάξεις (0 έως 4) ανάλογα με τη μορφολογία του και το 

ποσοστό της κάθε τάξης πολλαπλασιάζεται με τον αριθμό της τάξης. Με τον τρόπο 

αυτό η ολική βλάβη σε ένα δείγμα κυττάρων μπορεί να εκφραστεί σε αυθαίρετες 

μονάδές σε μία κλίμακα από 0 (όλοι οι σχηματισμοί στην τάξη 0) έως 400 (όλοι οι 

σχηματισμοί στην τάξη 4). Στη συνέχεια η βλάβη του DNA θα υπολογίζεται
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σύμφωνα με τον παραπάνω τρόπο και θα εκφράζεται σε αυθαίρετες μονάδες. Το 

γεγονός ότι σε έναν πληθυσμό κυττάρων οι αλλαγές δεν είναι ομοιογενείς αλλά το 

κάθε κύτταρο αντιδρά διαφορετικά φαίνεται να υποδηλώνει την διαφορετική 

ικανότητα του κάθε κυττάρου να αποκρίνεται στο Η2Ο2.

3.2 Πρόκληση σχάσεων στο πυρηνικό DNA από συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2

Στη συνέχεια εκτιμήθηκαν οι επιπτώσεις στο DNA κυττάρων Jurkat (Τ- 

λεμφοκυτταρική σειρά) και HeLa (επιθηλιακά κύτταρα) μετά από έκθεση τους σε 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις συνεχώς παραγόμενου Η2Ο2 (σχήμα 13). Σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις Η2Ο2 δεν παρατηρείται σημαντική βλάβη αλλά σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις η βλάβη στο κυτταρικό DNA αυξάνεται σταδιακά και φτάνει στο 

ανώτερο όριο της κλίμακας που χρησιμοποιείται στη μέθοδο αυτή (σχήμα 13). Τα 

κύτταρα Jurkat ήταν αρκετά mo ευαίσθητα στη δράση του Η2Ο2 αφού οι βλάβες στο 

DNA τους εμφανιζόταν σε συγκέντρωση ενζύμου 0,01 pg/ml ενώ για τα κύτταρα 

HeLa απαιτούνταν 0,1 pg/ml ή περισσότερο. Επιπλέον, σε κάθε μία από τις 

χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις τα επίπεδα της βλάβης των κυττάρων Jurkat ήταν 

υψηλότερα αυτών των κυττάρων HeLa. Από τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι το 

DNA είναι εξαιρετικά ευαίσθητο και ότι τα κύτταρα HeLa διαθέτουν mo 

αποτελεσματικούς μηχανισμούς προστασίας. Η ευαισθησία του κυτταρικού DNA 

έναντι του Η2Ο2 έχει αποδοθεί στα ιόντα σιδήρου ή χαλκού τα οποία είναι 

συνδεδεμένα στο DNA (Halliwell and Gutteridge, 1999). Τα ιόντα αυτά 

αλληλεπιδρούν με το Η2Ο2 και καταλύουν το σχηματισμό των εξαιρετικά δραστικών 

και τοξικών Ό Η  επάνω στο DNA. Παρόλα αυτά, υπάρχουν ενδείξεις ότι, σε 

ορισμένες περιπτώσεις η πρόκληση βλαβών στο DNA από το Η2Ο2 διαμεσολαβείται 

από τη δράση και άλλων παραγόντων (Cantoni et al., 1989, Panayiotidis et al., 1999).
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Σχήμα 12:' Κατανομή των σχηματισμών τον DNA στις διάφορες τάξεις. Κύτταρα 

Jurkat (1.5 χ  ΙΟ6 κύτταρα ανά ml) εκτέθηκαν σε PBS (Α), ή PBS που περιείχε 0.2 

pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης (Β) για 10 λεπτά. Στη συνέχεια, τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν και η εκτίμηση της βλάβης του DNA τους πραγματοποιήθηκε με την 

τεχνική comet assay όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. 

Μετρήθηκαν 100 τυχαίοι σχηματισμοί οι οποίοι κατατάχτηκαν σε τάξεις από 0 έως 4 

σύμφωνα με τη μορφολογία τους όπως περιγράφηκε στο σχήμα 1 1 .

-5*

\λΠ*Λ/ο-.

Λ - /
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[G.O.] pg/ml

Σχήμα 13: Πρόκληση βλαβών στο πυρηνικό DNA μετά από έκθεση κυττάρων σε Η2Ο2. 

Κύτταρα Jurkat (1.5 x ΙΟ6 ανά ml) (Α) ή HeLa (8  χ ΙΟ4 ανά 2 cm2) (Β), εκτέθηκαν για 

10  λεπτά σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 με την απευθείας προσθήκη στο 

καλλιεργητικό υλικό αυξανόμενων συγκεντρώσεων του ενζύμου οξειδάση της 

γλυκόζης (G.O.). Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέχθηκαν και η βλάβη του DNA 

προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο Υλικά 

και Μέθοδοι. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο ± SD τριπλών μετρήσεων δύο 

διαφορετικών πειραμάτων.
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33  Προστασία από ανηοξειδωτικές ενώσεις

Οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες χαρακτηρίζονται από την ικανότητα τους να 

αποδίδουν ηλεκτρόνια και κατ’ αυτόν τον τρόπο να εκκαθαρίζουν τις ελεύθερες ρίζες 

και να προστατεύουν τα διάφορα κυτταρικά συστατικά από την ανεξέλεγκτη δράση 

των ελευθέρων ριζών. Έχει προταθεί ότι σε ορισμένες περιπτώσεις δρουν 

αποτρεπτικά έναντι της δημιουργίας μεταλλάξεων οι οποίες συσχετίζονται με την 

εξέλιξη ασθενειών και ιδιαίτερα του καρκίνου (Ames, 1983, Duthie et al., 1996).

Με βάση τα παραπάνω θεωρήθηκε λογικό να εξεταστεί εάν η παρουσία των 

κλασσικών αντιοξειδωτικών παραγόντων (α-λιποϊκό οξύ, Ν-ακέτυλοκυστεΐνη, trolox, 

α-τοκοφερόλη, ασκορβικό και δεύδροασκορβικό οξύ) θα ήταν ικανή να προστατεύσει 

το DNA των κυττάρων από τη δράση του Η2Ο2. Αρχικά τα κύτταρα προεπωάστηκαν 

με αυξανόμενες συγκεντρώσεις του κάθε αντιοξειδωτικού παράγοντα ξεχωριστά 

προκειμένου να ανιχνευτεί το εύρος των δραστικών συγκεντρώσεων του, ενώ σε 

άλλα πειράματα μελετήθηκε η δράση του κάθε μορίου σε συνάρτηση με το χρόνο 

πρόεπώασης. Όπως φαίνεται στο σχήμα 14, η παρουσία των α-λιποϊκό οξύ, η Ν- 

ακέτυλο-κυστεΐνης και trolox δεν ήταν ικανή να προσφέρει παρά ελάχιστη 

προστασία. Μια μικρή μείωση της βλάβης (περίπου 25%) παρατηρήθηκε στα 

κύτταρα που προεπωάστηκαν με α-τοκοφερόλη μόνο στην περίπτωση που η 

προεπώαση διήρκεσε για περισσότερο από 12 ώρες. Μικρή αλλά όχι στατιστικά 

σημαντική προστασία έδειξε και το ασκορβικό οξύ (ΑΑ) ενώ με έκπληξη 

παρατηρήθηκε ότι το οξειδωμένο παράγωγο του ασκορβικού οξέως, το 

δεύδρο'ασκορβικό οξύ (DHAA) ήταν πολύ πιο αποτελεσματικό (περίπου 40% 

προστασία) (σχήμα 14). Η εξήγηση της παρατήρησης αυτής θα μπορούσε να είναι το 

γεγονός ότι το DHAA σε αντίθεση με το ασκορβικό οξύ έχει την ικανότητα να 

προσλαμβάνεται γρήγορα από τα κύτταρα χρησιμοποιώντας τους μεταφορείς 

γλυκόζης GLUTI-1 και GLUTI-4 (Vera, et al. 1993, Rivas et al., 1997). 

Ενδοκυττάρια, το DHAA ανάγεται εύκολα σε ασκορβικό με αποτέλεσμα την 

ενδοκυττάρια συσσώρευση του. Η αυξημένη προστατευτική δράση του DHAA σε 

σχέση με το ασκορβικό είναι πιθανόν ότι εκφράζει τη διαφορά στην ταχύτητα 

πρόσληψης τους από τα συγκεκριμένα κύτταρα. Από τα παραπάνω αποτελέσματα 

φαίνεται ότι οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες γενικά προσφέρουν μικρή ή καθόλου 

προστασία στο DNA των κυττάρων που εκτίθενται σε Η2Ο2, ενώ για τη δράση του 

ασκορβικού είναι απαραίτητη η μεταφορά του διαμέσου της μεμβράνης.
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Σχήμα 14: Ο ρόλος των αντιοξειδωτικών παραγόντων στην προστασία του DNA 

κυττάρων που εκτίθενται σε Η2 Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5 x ΙΟ5 κύτταρα ανά ΙΟΟμΙ) 

εκτέθηκαν για 10  λεπτά σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 με την απευθείας προσθήκη 

στο καλλιεργητικό υλικό 0 .6  pg/ml του ενζύμου οξειδάσης της γλυκόζης (ικανή να 

δημιουργεί περίπου 12 μΜ Η2Ο2 ανά λε7ττό) παρουσία (γρι στήλες) ή απουσία 

(λευκές στήλες) του αντίστοιχου αντιοξειδωτικού μορίου. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν 

με φυγοκέντρηση και η βλάβη του DNA προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. 

Τα α-λιποϊκό οξύ, Ν-ακτέτυλο-κυστεΐνη, trolox, ασκορβικό και δεύδροασκορβικό 

οξύ προστέθηκαν στην κυτταρική καλλιέργεια 15 λεπτά πριν από την έκθεση σε Η2Ο2 

ενώ η α-τοκοφερόλη προεπωάστηκε για 24 ώρες. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν τον μέσο 

όρο ± SD τριπλών μετρήσεων σε δύο διαφορετικά πειράματα.
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3.4 Δεσμευτές ιόντων σιδήρου

3.4.1 Δεσμευτές που διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη

Αντίθετα με τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες, όλες οι σιδηροδεσμευτικές 

ενώσεις που δοκιμάστηκαν (σχήμα 15) έδειξαν ισχορή προστατευτική δράση. Οι 

παράγοντες που χρησιμοποιήθηκαν μπορούν να χωριστούν σε αυτούς που μπορούν 

να διαπεράσουν διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης και σε αυτούς που δεν έχουν 

την ικανότητα να διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη.

Προεπώαση των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις 1,10- 

φαινανθρολίνης για 15 λεπτά πριν από την έκθεση στο H2Q2 προσέφερε μία δοσο- 

εξαρτώμενη προστασία μέχρι τα 0,3 mM όπου και παρατηρήθηκε η μεγαλύτερη 

προστασία (περίπου 65%) (σχήμα 16Α). Αντίθετα με την 1,10-φαινανθρολίνη, η 1,7- 

φαινανθρολίνη δεν έδειξε καμία προστασία. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι οι 1,10- και 

1,7-φαινανθρολίνη διαφέρουν μόνο στη θέση ενός ατόμου αζώτου. Η συγκεκριμένη 

δομική διαφορά καθιστά την πρώτη ισχυρό δεσμευτή σιδήρου ενώ η δεύτερη δεν έχει 

την ικανότητα αυτή (Boumans et al., 1997). Από την παρατήρηση αυτή γίνεται 

φανερό ότι η δέσμευση των ιόντων σιδήρου και όχι κάποια άλλη ιδιότητα του μορίου 

της 1,10-φαινανθρολίνης είναι υπεύθυνη για την προστασία του DNA. Το 

συμπέρασμα αυτό ενισχόθηκε επίσης και από την παρατήρηση ότι η ένωση 2 ,2 ’- 

dipyridyl, η οποία είναι γνωστός δεσμευτής σιδήρου και έχει δύο άτομα αζώτου στην 

ίδια διάταξη με αυτά της 1,10-φαινανθρολίνης, παρείχε και αυτή σημαντική 

προστασία στο κυτταρικό DNA (σχήμα 16Β).

Η εμπλοκή των ιόντων σιδήρου στην γενοτοξική δράση του Η2Ο2 

υπογραμμίστηκε περαιτέρω από την προστατευτική δράση των ενώσεων ΤΡΕΝ, 

HBED και SIH οι οποίες είναι επίσης εξειδικευμένες δεσμευτές ιόντων σιδήρου με 

διαφορετική χημική δομή η καθεμία (σχήμα 15). Και ο ι τρεις αυτοί δεσμευτές, 

προστάτευαν το κυτταρικό DNA ανάλογα με τη συγκέντρωση τους (σχήμα 17). Πιο 

ισχυρή προστατευτική δράση είχε το SIH με το IC50 του μορίου αυτού να είναι 

περίπου 1 μΜ (σχήμα 17Γ) ενώ των άλλων δύο δεσμευτών ήταν τουλάχιστον 50 μΜ 

(σχήματα 17Α και 17Β). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν χωρίς καμία 

αμφιβολία ότι μόρια τα οποία έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν ιόντα σιδήρου 

έχουν, παράλληλα και την ικανότητα να προστατεύουν το κυτταρικό DNA.
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1,7-phenanthroline

(N,N,N’,N'-tetrakis(2-pyridyI-methyI)ethyIenediam ine)

N,N’-bis(2-hydroxybenzyl)ethylenedlamine-N,N'-dlacetlc acid

Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH)

! I

Σχήμα 15: Δεσμευτές σιδήρου που διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη.
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Σχήμα 16: Ο ρόλος των δεσμευτών σιδήρου στην προστασία του DNA κυττάρων που 

εκτίθενται σε Η2Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5x ΙΟ5 ανά ΙΟΟμΙ) προεπωάστηκαν για 15 

λεπτά με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις των 1,7- (τετράγωνα) ή 1,10-φαινανθρολίνης 

(ρόμβοι) (Α), 2,2'-διπυριδίλης (Β) και στη συνέχεια εκτέθηκαν για 10 λεπτά σε Η2Ο2 

(προσθήκη στο καλλιεργητικό υλικό 0 .6  μ^πύ  του ενζύμου οξειδάση της γλυκόζης). 

Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και η βλάβη του DNA 

προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. Κάθε τιμή αντιπροσωπεύει τον μέσο όρο 

± SD τριών μετρήσεων.
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Σχήμα 17: Ο ρόλος των δεσμευτών σιδήρου στην προστασία του DNA κυττάρων που 

εκτίθενται σε Η2Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5x105 ανά ΙΟΟμΙ) προεπωάστηκαν για 15 

λεπτά με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις των ΤΡΕΝ (A), HBED (Β), SIH (Γ) και στη 

συνέχεια εκτέθηκαν για 10 λεπτά σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 (προσθήκη στο 

καλλιεργητικό υλικό 0.6 pg/ml του ένζυμου οξειδάση της γλυκόζης). Τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και η βλάβη του DNA προσδιορίστηκε με την 

τεχνική comet assay. Κάθε τιμή αντιπροσωπεύει τον μέσο όρο τριών διαφορετικών 

μετρήσεων ± SD.
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Κατά συνέπεια, αποδεικνύεται ότι τα ιόντα σιδήρου εμπλέκονται άμεσα στους 

μηχανισμούς πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 αν και οι ακριβείς 

μοριακοί μηχανισμοί παραμένουν εν πολλοίς άγνωστοι.

3.4.2 Δεσμευτές που δεν διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη

Στο σημείο αυτό θα πρέπει να σημειωθεί ότι στα παραπάνω πειράματα η 

έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 έγινε σε καλλιεργητικό υλικό εμπλουτισμένο κατά 

10% με ορό εμβρύου μόσχου (FCS). Ο ορός περιέχει τρανσφερρίνη, η οποία 

δεσμεύει τα ιόντα σιδήρου που βρίσκονται στο εξωκυττάριο περιβάλλον και τα 

καθιστά μη ικανά να αντιδρούν με το Η2Ο2. Επομένως, είναι φυσικό να υποθέσει 

κανείς ότι η προστατευτική δράση των παραπάνω δεσμευτών ήταν το αποτέλεσμα 

της δέσμευσης των ενδοκυττάριων οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων σιδήρου μετά 

την πρόσληψη τους από τα κύτταρα. Παρόλα αυτά, όμως, όταν εξετάστηκε ένα 

δομικό ανάλογο της 1,10-φαινανθρολίνης, το 4,7-διφαινύλ-1,10 φαινανθρολίνη 

σουλφονικό οξύ (BPS) (σχήμα 15), το οποίο πιθανά δεν έχει την ικανότητα να 

διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη λόγω του ότι είναι φορτισμένο με σουλφονικές 

ομάδες, παρατηρήθηκε ότι το μόριο αυτό είχε την ικανότητα να προστατεύει το DNA 

(σχήμα 18). Η προστασία αυτή όμως, σε αντίθεση με αυτή των δεσμευτών που 

διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη εκτός της συγκεντρώσεως ήταν ανάλογη και του 

χρόνου προεπώασης με τα κύτταρα. Η προστατευτική δράση του BPS ήταν μη 

αναμενόμενη αλλά έδειχνε ότι με κάποιο άγνωστο τόπο το μόριο αυτό 

προσλαμβανόταν από τα κύτταρα και δρούσε ενδοκυττάρια. Παρόμοια δράση με το 

BPS έδειξε και η δεσφεριοξαμίνη (desferal ή DFO) η οποία είναι επίσης ένας ισχυρός 

δεσμευτής σιδήρου. Η δομή της δεσφεριοξαμίνης (σχήμα 15) δείχνει ότι πρόκειται 

για ένα υδρόφιλο μόριο το οποίο κατά πάσα πιθανότητα δεν είναι ικανό να διαπερνά 

την κυτταρική μεμβράνη. Παρόλα αυτά, και σε αυτή την περίπτωση παρατηρήθηκε 

ότι προεπώαση Jurkat κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης 

παρείχε προστασία, η οποία ήταν συνάρτηση τόσο της συγκέντρωσης όσο και του 

χρόνου προεπώασης της με τα κύτταρα (σχήμα 19). Επομένως, όμοια με το BPS, και 

η προστατευτική δράση της δεσφεριοξαμίνης υποδήλωνε την ενδοκυττάρια 

πρόσληψη της αλλά ο μηχανισμός πρόσληψης της παρέμενε και στην περίπτωση 

αυτή άγνωστος. Τα αποτελέσματα της δεσφεριοξαμίνης είναι επιπλέον ιδιαίτερα 

σημαντικά λόγω του ότι το μόριο αυτό χρησιμοποιείται εκτενώς στην κλινική πράξη
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για την απομάκρυνση του πλεονάζοντας σιδήρου σε καταστάσεις υπερσιδήρωσης. 

Μια άλλη σιδηροδεσμευτική ένωση, το DTPA (diethylenetriaminepentaacetic acid) 

είναι επίσης ένα υδρόφιλο και φορτισμένο μόριο (φέρει πέντε αρνητικά φορτία) 

γεγονός πηυ .καθιστά μάλλον αδύνατη τη διέλευση του δια μέσου της κυτταρικής 

μεμβράνης. Προεπώαση των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις DTPA γα 15 

λεπτά δεν ήταν ικανή να παρέχει καμία προστασία (σχήμα 20Α). Περιορισμένη 

προστασία παρατηρήθηκε στα κύτταρα που προεπωάστηκαν με DTPA για 

περισσότερο από 60 λεπτά (περίπου 10%), η οποία με την πάροδο του χρόνου 

• αυξήθηκε σταδιακά μέχρι και τις 6  ώρες (περίπου 40%) (σχήμα 20Β). Όμοια με τα 

BPS και DFO η προστατευτική δράση του DTPA υποδείκνυε ότι με κάποιο τρόπο το 

μόριο αυτό εισερχόταν στο εσωτερικό του κυττάρου.

Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι εκτός από τα σιδηροδεσμευτικά μόρια που 

έχουν την ικανότητα να διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη και να προστατεύουν το 

κυτταρικό DNA, προστατευτική δράση έχουν επίσης και μόρια τα οποία δεν έχουν 

την ικανότητα να διέρχονται ελεύθερα διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης. Η 

παρατήρηση αυτή υποδηλώνει ότι τα μόρια αυτά με κάποιο τρόπο προσλαμβάνονται 

στο εσωτερικό του κυττάρου και δεσμεύοντας τα ιόντα σιδήρου προστατεύουν το 

DNA από το Η2Ο2. Στο κεφάλαιο 3.6, εξετάστηκε λεπτομερώς ο μηχανισμός 

πρόσληψης ενός από τα μόρια αυτά, της δεσφεριοξαμίνης.

3.5 Δεσμευτές ιόντων χαλκού

Παράλληλα με τα ιόντα σιδήρου εξετάστηκε το ενδεχόμενο της εμπλοκής των ιόντων 

χαλκού στους μηχανισμούς δράσης του Η2Ο2 μιας και τα ιόντα αυτά καταλύουν 

επίσης την αντίδραση Fenton και μάλιστα με μεγαλύτερη ικανότητα από τα ιόντα 

σιδήρου (kcu= 4700 M 'ls '1, kpc= 76 M 'V ) (Halliwell and Gutteridge, 1999). Δηλαδή, 

κάτω από τις ίδιες πειραματικές συνθήκες τα ιόντα χαλκού είναι περίπου 62 φορές 

πιο αποτελεσματικά στη δημιουργία Ό Η  από ότι τα ιόντα σιδήρου. Για το σκοπό 

αυτό χρησιμοποιήθηκαν ειδικές χαλκοδεσμευτικές ενώσεις (σχήμα 2 1 ) οι οποίες 

προεπωάστηκαν με τα κύτταρα πριν αυτά εκτεθούν σε Η2Ο2. Η 2,9-διμέθυλ-1,10- 

φαινανθρολίνη (νεοκουπρεΐνη, NC) είναι ένα δομικό ανάλογο της 1,10 

φαινανθρολίνης, η οποία χρησιμοποιήθηκε παραπάνω σαν σιδηροδεσμευτικά, στο
* ■  ν

οποίο στις θέσεις 2 και 9 έχουν προστεθεί δύο μεθυλομάδες. Ήταν ήδη γνωστό ότι οι 

προσθήκες αυτές αναστέλλουν την ικανότητα του μορίου να συνδέει ιόντα σιδήρου
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Σχήμα 18: Ο ρόλος του BPS στην προστασία του DNA κυττάρων που εκτίθενται σε 

Η2Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5x10s ανά ΙΟΟμΙ) προεπωάστηκαν για 30 λεπτά με τις 

αντίστοιχες συγκεντρώσεις BPS (Α) ή με 0.1 ή με 0.5 mM BPS για τα αντίστοιχα 

χρονικά διαστήματα (Β). Στη συνέχεια τα κύτταρα εκτέθηκαν για 10 λεπτά σε 

συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 με την απευθείας προσθήκη στο καλλιεργητικό υλικό 0 .6  

pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και η 

βλάβη του DNA τους προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. Οι τιμές 

αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο τριών μετρήσεων ± SD.



75

Σχήμα 21: Ο ρόλος της δεσφεριοξαμίνης (DFO) στην προστασία τοο DNA κυττάρων 

που εκτίθενται σε Η&ι. Κύτταρα Jurkat (1.5 χ  ΙΟ5 ανά ΙΟΟμΙ) προεπωάστηκαν για

διάφορα χρονικά διαστήματα με αυξανόμενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης και
*

στη συνέχεια εκτέθηκαν σε Η2Ο2 για 10 λεπτά με την απευθείας προσθήκη στο 

καλλιεργητικό υλικό 0.6 pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης (ικανή να δημιουργεί 12 μΜ 

Η2Ο2 ανά λεπτό). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν και η βλάβη του DNA προσδιορίστηκε 

με την τεχνική comet assay. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριών μετρήσεων 

± SD.
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Σχήμα 20: Ο ρόλος του Diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) στην προστασία 

του DNA κυττάρων που εκτίθενται σε Η2Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5 x 105 ανά ΙΟΟμΙ) 

προεπωάστηκαν με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις DTPA για 15 λεπτά (Α), ή με 1 

mM DTPA για τα αντίστοιχα χρονικά διαστήματα (Β) και στη συνέχεια εκτέθηκαν σε 

Η2Ο2 για 10 λεπτά με την απευθείας προσθήκη στο καλλιεργητικό υλικό 0.6 μ$πύ 

οξειδάσης της γλυκόζης (ικανή να δημιουργεί 12 μΜ Η2Ο2 ανά λεπτό). Τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και η βλάβη του DNA προσδιορίστηκε με την 

τεχνική comet assay. Κάθε τιμή αντιπροσωπεύει τον μέσο όρο τριών μετρήσεων ±

SD. je- ·*.
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αλλά του προσδίδουν την ικανότητα να δεσμεύει εξειδικευμένα τα ιόντα χαλκού 

(Mello Filho et al., 1985). Προεπώαση των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

νεοκουπρεϊνης δεν έδειξε καμία προστασία ενώ αντίθετα προκάλεσε βλάβες στο 

κυτταρικό DNA από μόνη της απουσία Η2Ο2 (σχήμα 22Α).

Ένα άλλο ανάλογο της νεοκουπρεϊνης, το 2,9-διμέθυλο-4,7-διφαίνυλο-1,10-

φαινανθρολίνη-σουλφονικό οξύ (BCS), το οποίο λόγω του ότι είναι αρνητικά

φορτισμένο δεν μπορεί να διαπεράσει την κυτταρική μεμβράνη, δεν παρείχε καμία

. προστασία αλλά αντίθετα δεν είχε ούτε τοξική δράση (σχήμα 22Β). Οι παραπάνω

παρατηρήσεις φαίνεται να υποδηλώνουν ότι τα ιόντα χαλκού δεν εμπλέκονται στους

μηχανισμούς πρόκλησης σχάσεων στο DNA οι οποίες προκαλούνται από το Η2Ο2

μιας και η δέσμευση τους δεν παρέχει στα κύτταρα καμία προστασία. Επιπλέον, οι

δεσμευτές χαλκού οι οποίοι έχουν την ικανότητα να διαχέονται διαμέσου της

κυτταρικής δράσης όπως η νεοκσυπρεΐνη, έχουν γενοτοξικές ιδιότητες ενώ όταν δεν

μπορούν να διαπεράσουν την κυτταρική μεμβράνη δεν έχουν γενοτοξικές ιδιότητες.

Τα παραπάνω συμπεράσματα ενισχύονται επιπλέον από την παρατήρηση ότι δύο

άλλοι χαλκοδεσμευτικοί παράγοντες με εντελώς διαφορετική χημική δομή το

διεθύλο-δίθειοκαρβαμίδιο (DDC) και το πυρολιδίνο-δίθειοκαρβαμίδιο (PDTC), τα

οποία όμοια με τη νεοκουπρεΐνη έχουν την ικανότητα να διαπερνούν την κυτταρική

μεμβράνη, όταν προστέθηκαν σε κύτταρα πριν την έκθεση τους σε Η2Ο2 αφενός δεν

έδειξαν καμία προστασία αφετέρου είχαν και τα δύο γενοτοξική δράση απουσία Η2Ο2

(σχήμα 23). Η τοξική δράση των δεσμευτών χαλκού που παρατηρήθηκε στα

προηγούμενα πειράματα έχει παρατηρηθεί και από άλλους και έχει αποδοθεί στην

ικανότητα των μορίων αυτών να λειτουργούν ως μεταφορείς ιόντων χαλκού από το

εξωκυττάριο περιβάλλον στο εσωτερικό του κυττάρου (Meshnick et al., 1990,

Mohindru et al., 1983, Nobel et al., 1995, Zhu et al., 2001). Προκειμένου να

διαπιστωθεί εάν και στην περίπτωση της μελέτης αυτής οι γενοτοξικές ιδιότητες των

νεοκουπρεϊνης, PDTC και DDC σχετιζόταν με την παραπάνω πρόταση εξετάστηκε

εάν η δέσμευση των εξωκυττάριων ιόντων χαλκού με BCS θα ήταν ικανή να

αναστείλει την τοξικότητα των τριών προαναφερθέντων χαλκοδεσμευτικών ενώσεων.

Στο σχήμα 24Α φαίνεται ότι και οι τρεις δεσμευτές έδρασαν τοξικά παρά την

παρουσία του BCS γεγονός που υποδηλώνει ότι η παραπάνω πρόταση δεν ισχύει.
*■ *.

Αντίθετα με το BCS, η προεπώαση των κυττάρων με σιδηροδεσμευτικά μόρια, για



Neocuproine (NC)

Diethyldithiocarbamate (DDC) Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC)

Σχήμα 21: Χημικές δομές δεσμευτών χαλκού.
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Σχήμα 22: Ο ρόλος των νεοκουπρεΐνης (NC) και 2,9-διμέθυλο-4,7-διφαίνυλο-1,10- 

φαινανθρολίνη-σουλφονικό οξύ (BCS) στην προστασία του DNA κυττάρων που 

εκτίθενται σε Η2Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5 χ  105 ανά ΙΟΟμΙ) προεπωάστηκαν για 15 

λεπτά με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις των νεοκουπρεΐνης (Α) ή BCS (Β) και στη 

συνέχεια εκτέθηκαν για 10 λεπτά είτε σε PBS (λευκές στήλες) ή σε συνεχώς 

παραγόμενο Η2Ο2 με την απευθείας προσθήκη στο καλλιεργητικό υλικό 0.6 pg/ml 

οξειδάσης της γλυκόζης (γκρίζες στήλες). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με 

φυγοκέντρηση και η βλήβη του DNA προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. Οι 

τιμές αντιπροσωπεύουν τον'μέσο όρο τριπλών μετρήσεων ± SD.
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Σχήμα 23: Ο ρόλος των διέθυλο-δίθειοκαρβαμίδιο (DDC) και ττορολιδίνο- 

δίθειοκαρμαμίδιο (PDTC) στην προστασία του DNA κυττάρων που εκτίθενται σε Η2Ο2. 

Κύτταρα Jurkat (1.5 χ  ΙΟ5 ανά ΙΟΟμΙ) προεπωάστηκαν για 15 λεπτά με τις αντίστοιχες 

συγκεντρώσεις DDC (Α) ή PDTC (Β) και στη συνέχεια εκτέθηκαν για 10 λεπτά είτε 

σε PBS (λευκές στήλες) ή σε Η2Ο2 με την προσθήκη στο καλλιεργητικό τους υλικό

0.6 pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης (γκρίζες στήλες). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με 

φυγοκέντρηση και η βλάβη του DNA προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. 

Κάθε τιμή αντιπροσωπεύει τον μέσο όρο τριπλών μετρήσεων ± SD.
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Σχήμα 24: Η επίδραση των BCS και 1,10-φαινανθρολίνης στην τοξική δράση των 

δεσμευτών χαλκού. Κύτταρα Jurkat (1.5 x 10s ανά 100 μΐ) προεπωάστηκαν με 0.5 ιηΜ 

BCS για 30 λεπτά (Α) ή με 1 mM 1,10 φαινανθρολίνης για 15 λεπτά (Β) και στη 

συνέχεια εκτέθηκαν για 15 επιπλέον λεπτά σε 0.5 mM NC, PDTC ή DDC. Τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και η βλάβη του DNA των κυττάρων 

προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο 

τριών μετρήσεων ± SD.'
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παράδειγμα με 1,10-φαινανθρολίνη, πριν από την προσθήκη των νεοκουπρεΐνης, 

PDTC και DDC ανέστειλε την τοξικότητα των τριών δεσμευτών χαλκού 

υποδηλώνοντας ότι η τοξικότητα των μορίων αυτών σχετίζεται με κάποιο τρόπο με 

τα ενδοκυττάρια ιόντα σιδήρου (σχήμα 24Β) αν και ο ακριβής μηχανισμός παραμένει 

προς το παρόν άγνωστος και χρίζει περαιτέρω διερεύνησης.

3.6 Π εραιτέρω  διερεύνηση του τρόπου δράσης της δεσφεριοξαμίνης

3.6.1 Π ροστασία του DNA

Στο κεφάλαιο 3.4.2 εξετάστηκε η δράση σιδηροδεσμευτικών ενώσεων οι 

οποίες αν και δεν είναι ικανές να διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη παρείχαν 

προστασία ανάλογα με τη συγκέντρωση και το χρόνο προεπώασης με τα κύτταρα 

(σχήματα 18, 19 και 20). Προκειμένου να ερευνηθεί ο μηχανισμός δράσης αυτών των 

μορίων επιλέχθηκε και εξετάστηκε λεπτομερώς ένα από αυτά, η δεσφεριοξαμίνη.

Λόγω τεχνικών δυσκολιών που αντιμετωπίστηκαν με τη διαμόλυνση 

κυττάρων Jurkat με γονίδια πρωτεϊνών που ήταν απαραίτητες για την εκτέλεση των 

παρακάτω πειραμάτων, στο τμήμα αυτό χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HeLa 

(επιθηλιακά κύτταρα). Όπως και στα κύτταρα Jurkat προεπώαση κυττάρων HeLa με 

δεσφεριοξαμίνη παρείχε μία χρόνο- και δόσο-εξαρτώμενη προστασία (σχήματα 25Α 

και 25Β). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η προστατευτική ικανότητα της 

δεσφεριοξαμίνης αυξήθηκε σημαντικά ακόμα και όταν προεπωάστηκε μόνο για 60 

λεπτά και η έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 πραγματοποιήθηκε 60 λεπτά μετά την 

απομάκρυνση της από το καλλιεργητικό υλικό με ξέπλυμα των κυττάρων. Στην 

πράξη, η παρουσία ή η απουσία της δεσφεριοξαμίνης κατά τη δεύτερη ώρα πριν την 

έκθεση σε Η2Ο2 δεν διαφοροποίησε την προστασία που παρείχε (73.3 ± 0.9 % και

71.3 ± 2.4% αντίστοιχα από 57 ± 2% που παρατηρείται στα 60 λεπτά προεπώασης).

Η παραπάνω παρατήρηση μπορεί να εξηγηθεί εάν υποτεθεί ότι η δεσφεριοξαμίνη 

προσλαμβάνεται από τα κύτταρα με ενδοκύτωση και κατά τη δεύτερη ώρα 

προεπώασης φθάνει σε νέα κυτταρικά διαμερίσματα μέσω ενδοκυττάριας 

επικοινωνίας κυστιδίων. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται επίσης και από αποτελέσματα 

στα οποία εξετάστηκε η επίδραση της θερμοκρασίας στην προστατευτική δράση των - 

ενώσεων 1,10-φαινανθρολίνης και δεσφεριοξαμίνης. Παρατηρήθηκε ότι ενώ 

προεπώαση των κυττάρων με 1,10-φαινανθρολίνη ή δεσφεριοξαμίνη στους 37 °C, 

όπως ήταν αναμενόμενο, παρείχε σημαντική προστασία στο DNA τους, στους 4 °C η
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προστατευτική δράση της δεσφεριοξαμίνης αναστέλλεται ενώ δεν επηρεάζεται 

σημαντικά αυτή της 1,10-φαινανθρολίνης (σχήμα 26). Όπως προαναφέρθηκε, η 1,10- 

φαινανθρολίνη εισέρχεται στα κύτταρα με διάχυση διαμέσου της κυτταρική 

μεμβράνης.και για το λόγο αυτό δεν επηρεάστηκε η προστατευτική της δράση από τη 

θερμοκρασία. Αντίθετα με την 1,10-φαινανθρολίνη, η αναστολή της προστατευτικής 

ικανότητας της δεσφεριοξαμίνης στους 4 °C αφενός αποκλείει το ενδεχόμενο της 

εισόδου της στα κύτταρα με διάχυση, αφετέρου ενισχύει την υπόθεση της πρόσληψης 

της με μηχανισμό που απαιτεί ενζυμική δράση, όπως είναι η ενδοκύτωση.

3.6.2 Πρόσληψη της δεσφεριοξαμίνης από τα κύτταρα μέσω ενδοκύτωσης

Προκειμένου να εξεταστεί εάν η δεσφεριοξαμίνη προσλαμβάνεται από τα 

κύτταρα μέσω ενδοκύτωσης, κύτταρα HeLa διαμολύνθηκαν με γονίδια που 

κωδικοποιούν επικρατούσες μεταλλαγμένες μορφές των πρωτεϊνών dynamin και 

Rab5. Η πρωτεΐνη dynamin επηρεάζει την ενδοκύτωση μέσω καλυμμένων κυστιδίων 

κλαθρίνης και caveolae (Damke et al., 1994, Henley et al., 1998) ενώ αντίθετα δεν 

επηρεάζει την ενδοκύτωση υγρής φάσης (fluid phase endocytosis) (Damke et 

al.,1994, Damke et al.,1995). Από την άλλη, η Rab5 παίζει ουσιαστικό ρόλο στο 

μηχανισμό τόσο της ενδοκύτωσης μέσω καλυμμένων κυστιδίων κλαθρίνης όσο και 

της ενδοκύτωσης υγρής φάσης (Bucci et al., 1992, McLauchlan et al., 1998). 

Παρατηρήθηκε ότι η υπερέκφραση των dynamin (Κ44Α) και dynamin (Κ694Α), οι 

οποίες αναστέλλουν ή επιταχύνουν αντίστοιχα τα μονοπάτια που αναφέρθηκαν 

παραπάνω (Damke et. al., 1994, Oh et al., 1998, Sever et al., 1999), δεν επηρέασε 

καθόλου τη δράση της δεσφεριοξαμίνης (σχήματα 27Α και 27Β). Αντίθετα με τη 

dynamin, υπερέκφραση της Rab5 (S34N), η οποία αναστέλλει και την ενδοκύτωση 

μέσω καλυμμένων κυστιδίων κλαθρίνης και την ενδοκύτωση υγρής φάσης (Lanzetti 

et al., 2000) ανέστειλε την ικανότητα της δεσφεριοξαμίνης να προστατεύει το 

κυτταρικό DNA (σχήμα 27Α). ενώ η υπερέκφραση της Rab5 (Q79L), η οποία 

ενισχύει τη λειτουργία της Rab5 (Simonsen et al., 1998) επιταχύνοντας την 

ενδοκύτωση αύξησε σημαντικά την προστασία της δεσφεριοξαμίνης (σχήμα 27Β). Η 

έκφραση και η λειτουργικότητα των Rab5 (S34N) και Rab5 (Q79L) επιβεβαιώθηκε 

με πειράματα που έγιναν σε μικροσκόπιο συνεστιασμού (σχήμα 28). Κύτταρα 

μάρτΰρές μετά από ταυτόχρονη επώαση με μονοκλωνικό αντίσωμα κατά του 

επιτόπού Myc και πολυκλωνικό αντίσωμα κατά της πρωτεΐνης ΕΕΑ1, η οποία
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Σχήμα 25: Ο ρόλος της δεσφεριοξαμίνης στην προστασία του DNA κυττάρων HeLa 

που εκτίθενται σε Η2Ο2. Κύτταρα HeLa (8 x ΙΟ4 ανά 2 cm2) προεπωάστηκαν για 2 

ώρες με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης (Α) ή με 1 mM 

δεσφεριοξαμίνης για τα αντίστοιχα χρονικά διαστήματα (Β) και στη συνέχεια 

εκτέθηκαν για 10 λεπτά σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 με την απευθείας προσθήκη 

στο καλλιεργητικό τους υλικό 1 pg/ ml οξειδάσης της γλυκόζης (ικανή να παράγει 

περίπου 20 μΜ Η2Ο2 ανά λεπτό). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και η 

βλάβη του DNA προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. Οι τιμές 

αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριπλών μετρήσεων ± SD.

/
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Σχήμα 26: Η επίδραση της θερμοκρασίας στην προστατευτική δράση των 

σιδηροδεσμευτικών ενώσεων 1,10~φαινανθρολίνης και δεσφεριοξαμίνης. Κύτταρα 

HeLa (8 χ  ΙΟ4 ανά 2 cm2) προεπωάστηκαν στους 37 ή τους 4 °C με PBS (λευκές 

στήλες), με 1 mM δεσφεριοξαμίνης για 60 λεπτά (ανοικτές γκρι στήλες), με 0.5 mM 

1,10-φαιναθρολίνης για 15 λεπτά (σκούρες γκρι στήλες). Στη συνέχεια, τα κύτταρα 

εκτέθηκαν για 10 λεπτά σε φρέσκο καλλιεργητικό υλικό το οποίο περιείχε 1 pg/ml 

οξειδάσης της γλυκόζης. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με χρήση θρυψίνης και η βλάβη 

του DNA προσδιορίστηκε με την τεχνική comet assay. Κάθε τιμή αντιπροσωπεύει το 

μέσο όρο τριπλών μετρήσεων ± SD.
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Σχήμα 27: Ο ρόλος των dynamin και Rab5 στην προστατευτική δράστη της 

δεσφεριοξαμίνης. (Α) Κύτταρα μάρτυρες καθώς και κύτταρα που υπερέκφραζαν τις 

αρνητικά κυρίαρχες μορφές των πρωτεϊνών dynamin και Rab5 (Κ44Α και S34N 

αντίστοιχα) εκτέθηκαν για 10 λεπτά σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 διαμέσου της 

προσθήκης 1 pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης, υπό την απουσία (λευκές στήλες) ή την 

παρουσία (γκρίζες στήλες) lmM δεσφεριοξαμίνης η οποία προστέθηκε στην 

κυτταρική καλλιέργεια 60 λεπτά πριν την έκθεση σε Η2Ο2. (Β) Κύτταρα μάρτυρες 

καθώς και κύτταρα που υπερεκφράζαν τις θετικά κυρίαρχες μορφές των dynamin και 

Rab5 (Κ694Α και Q79L αντίστοιχα) εκτέθηκαν σε Η2Ο2 (όμοια με προηγούμενα) είτε 

απουσία (λευκές στήλες) ή παρουσία (γκρίζες στήλες) 0.5 mM δεσφεριοξαμίνης η 

οποία προστέθηκε στο καλλιεργητικό υλικό 15 λεπτά πριν την έκθεση των κυττάρων 

σε Η2Ο2. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και ο προσδιορισμός της 

βλάβης του DNA έγινε με την τεχνική comet assay. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν τον 

μέσο όρο τριών μετρήσεων ± SD. (Γ), (Δ) και (Ε): Ανάλυση κατά Western με χρήση 

κατάλληλων αντισωμάτων (κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι) επιβεβαιώνει την 

υπερέκφραση των παραπάνω πρωτεϊνών.
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φυσιολογικά εντοπίζεται στη μεμβράνη των πρώιμων ενδοσωματίων και αλληλεπιδρά 

με την Rab5 (Simmonsen et al., 1998), έδειξαν χαρακτηριστική χρώση των 

ενδοσωματίων (σχήμα 28, επάνω σειρά). Υπερέκφραση της Rab5 (S34N), 

σημασμένη< με τον επίτοπο της πρωτεΐνης Myc, είχε ως αποτέλεσμα την 

απελευθέρωση της ΕΕΑ1 από τα ενδοσωμάτια και την εμφάνιση της στο 

κυτταρόπλασμα γεγονός που ήταν σε συμφωνία με προηγούμενες παρατηρήσεις 

(Simmonsen et al., 1998). Παρόμοια κυτταροπλασματική χρώση παρατηρήθηκε και 

για την Rab5 λόγω της ανενεργούς μορφής (GDP) στην οποία βρίσκεται (σχήμα 28 

. στο κέντρο). Στα κύτταρα αυτά παρατηρήθηκαν λίγα και μικρά σε μέγεθος 

ενδοσωμάτια γεγονός που υποδήλωνε την αναστολή της ενδοκύτωσης. Αντίθετα, 

κύτταρα που υπερεκφράζαν τη Rab5 (Q79L), είχαν μεγάλα πρώιμα ενδοσωμάτια στα 

οποία εντοπιζόταν τόσο η ΕΕΑ1 όσο και η Rab5 γεγονός που υποδήλωνε υψηλό 

ρυθμό ενδοκύτωσης (σχήμα 28, κάτω σειρά). Από τα αποτελέσματα αυτά προκύπτει 

το συμπέρασμα ότι οι μεταλλαγμένες μορφές της Rab5 εκφράζονται λειτουργικά.

Τα πειράματα των σχημάτων 27 και 28 δείχνουν χωρίς αμφιβολία ότι η 

ξεσφεριοξαμίνη προσλαμβάνεται από τα κύτταρα με μηχανισμό ο οποίος ελέγχεται 

από την Rab5 αλλά είναι ανεξάρτητος της dynamin. Κατά συνέπεια, προσλαμβάνεται 

από τα κύτταρα μέσω fluid phase endocytosis. Εάν ληφθεί υπόψη ότι η 

δεσφεριοξαμίνη είναι υδρόφιλο μόριο και έχει σχετικά υψηλό μοριακό βάρος 

(περίπου 600 Da) φαίνεται λογικό να υποθέσει κανείς ότι δεν θα πρέπει να διαπερνά 

τις μεμβράνες των ενδοσωματίων και λυσοσωματίων και συνεπώς να δρα 

δεσμεύοντας αποκλειστικά τα ιόντα σιδήρου των οργανιδίων αυτών (Cable et al., 

1999, Kurz et al., 2003). Τα αποτελέσματα αυτά επίσης υπογραμμίζουν τη 

σπουδαιότητα των ιόντων σιδήρου των οργανιδίων αυτών στους μηχανισμούς δράσης 

του Η2Ο2. Σε αντίθεση με την επικρατούσα άποψη ότι το Η2Ο2 αλληλεπιδρά με τα 

ιόντα σιδήρου ή χαλκού που είναι συνδεδεμένα στο DNA, από τα παραπάνω 

αποτελέσματα φαίνεται ότι η αρχική αλληλεπίδραση μεταξύ Η2Ο2 και ιόντων σιδήρου 

συμβαίνει στα ενδοσωμάτια και τα λυσοσωμάτια και οδηγεί στη βλάβη του DNA με 

έναν μέχρι στιγμής άγνωστο μηχανισμό που χρίζει περαιτέρω διερεύνησης.
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Σχήμα 28: Έλεγχος της έκφρασης των πρωτεϊνών Rab5 (S34N) και Rab5 (Q79L) και 

επιτττώσεις στη μορφολογία των πρώιμων ενδοσωματίων κυττάρων HeLa. Κύτταρα 

μάρτυρες ή κύτταρα που διαμολύνθηκαν με τις Rab5 (S34N) και Rab5 (Q79L) 

σημασμένες με τον επίτοπο του Myc προετοιμάστηκαν για ανάλυση με 

ανοσοφθορισμό όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Οι επιπτώσεις 

της υπερέκφρασης των μεταλλαγμένων μορφών της Rab5 στη μορφολογία και 

σύντηξη των πρώιμων ενδοσωματίων ελέγχθηκε χρησιμοποιώντας αντίσωμα 

κουνελιού κατά της πρωτεΐνης ΕΕΑΙ (αριστερή στήλη), και αντίσωμα ποντικού κατά 

του επιτόπου Myc (δεξιά στήλη). Ακολούθησε ταυτόχρονη επώαση με αντίσωμα 

κατά των ανοσοσφαιρινών ποντικού σημασμένο με FITC και αντίσωμα κατά των 

ανοσοσφαιρινών κουνελιού σημασμένο με TRITC και εξέταση των δειγμάτων σε 

μικροσκόπιο συνεστιασμού (Zeiss Axiovert, Gottingen, Germany) εφοδιασμένο με 

ψηφιακή κάμερα (COHU digital camera).
'L·
m
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3.6.3 Προστασία της μεμβράνης των λυσοσωματίων μετά από έκθεση κυττάρων 
σε Η2Ο2 -

Στη συνέχεια εξετάστηκαν οι επιπτώσεις στην ακεραιότητα των 

λυσοσωμάτίων μετά από έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 καθώς και η εμπλοκή των 

ιόντων σιδήρου των οργανιδίων αυτών. Η ακεραιότητα των λυσοσωματίων 

προσδιορίστηκε με κυτταρομετρία ροής εξετάζοντας την απελευθέρωση στο 

κυτταρόπλασμα της φθορίζουσας χρωστικής acridine orange (ΑΟ) η οποία είχε 

προηγουμένως συσσωρευτεί στα λυσοσωμάτια. Στο σχήμα 29 φαίνεται ότι η έκθεση 

κυττάρων σε Η2Ο2 για αυξανόμενα χρονικά διαστήματα οδήγησε στην μετατόπιση 

του ΑΟ από τα λυσοσωμάτια στο κυτταρόπλασμα όπως υποδηλώνει η αύξηση 

φθορισμού στο πράσινο. Η αύξηση του φθορισμού ήταν φανερή 15 λεπτά μετά από 

την προσθήκη του Η2Ο2 και συνεχίζει να αυξάνεται σταδιακά με το χρόνο 

υποδηλώνοντας αυξημένη απελευθέρωση ΑΟ στο κυτταρόπλασμα δηλαδή αύξηση 

των βλαβών της μεμβράνης των λυσοσωματίων (σχήματα 29Β και 29Γ). Προεπώαση 

των κυττάρων με το σιδηροδεσμευτικό δεσφεριοξαμίνη, η οποία όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω δεσμεύει ιόντα σιδήρου στα ενδοσωμάτια και λυσοσωμάτια, απέτρεψε την 

απελευθέρωση του ΑΟ από τα λυσοσωμάτια στο κυτταρόπλασμα υποδηλώνοντας 

έτσι την άμεση εμπλοκή των ιόντων σιδήρου των ενδοσωματίων και των 

λυσοσωματίων στους μηχανισμούς που οδηγούν στην αποσταθεροποίηση τους από 

το Η2Ο2 (σχήμα 30).

Η διαφορετική κινητική της εμφάνισης των βλαβών στο DNA (περίπου 2 

λεπτά,' Panayiotidis et aL, 1999) και των αντίστοιχων στις μεμβράνες των 

λυσοσωματίων (περίπου 15 λεπτά) μπορεί να εξηγηθεί εάν θεωρηθεί ότι η αρχική 

αλληλεπίδραση του Η2Ο2 με τα ιόντα σιδήρου των λυσοσωματίων αρχικά οδηγεί 

στην απελευθέρωση στο κυτταρόπλασμα μορίων σχετικά χαμηλού μοριακού βάρους, 

όπως Η*, Ca2+ και Fe2+, ενώ τα μόρια με σχετικά υψηλό μοριακό βάρος όπως το ΑΟ 

(περίπου 500 Da) απελευθερώνονται σε μεγαλύτερους χρόνους έκθεσης όταν και οι 

βλάβες της μεμβράνης των λυσοσωματίων είναι πιο εκτενείς.

3.6.4 Προστασία σε συνθήκες διαταραχής της ομοιοστασίας του σιδήρου

Στην εισαγωγή (κεφάλαιο 1.4) περιγράφηκε ο ρόλος των πρωτεϊνών ρύθμισης *■ «,
του σιδήρου (iron regulatory proteins, IRPs) στους μηχανισμούς ρύθμισης των
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Σχήμα 29: Επιπτώσεις στην ακεραιότητα των λυσοσωματΐων μετά από έκθεση 

κυττάρων σε Η2Ο2. Κύτταρα HeLa (8 x ΙΟ4 ανά 2 cm2) προεπωάστηκαν με 0.1 pg/ml 

acridine orange για 15 λεπτά και στη συνέχεια εκτέθηκαν για αυξανόμενα χρονικά 

διαστήματα σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 (προσθήκη 0.6 pg/ml οξειδάσης της 

γλυκόζης ικανή να παράγει 12 μΜ Η2Ο2 ανά λεπτό). Στα αντίστοιχα χρονικά σημεία 

τα κύτταρα συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και ο φθορισμός του ΑΟ στο πράσινο 

προσδιορίστηκε σε κυτταρόμετρο ροής FACSscan Becton Dickinson (Mountain 

View, CA, USA) ενώ η καταγραφή και ανάλυση του έγινε με το πρόγραμμα Cell 

Quest. Το σκούρο ιστόγραμμα αντιστοιχεί στο προφίλ φθορισμού κυττάρων 

μαρτύρων και η μαύρη γραμμή στο προφίλ κυττάρων που εκτέθηκαν σε Η2Ο2 για 15 

λεπτά (Α), 30 λεπτά (Β), 60 λεπτά (Γ).
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Σχήμα 30: Προστασία της ακεραιότητας των λυσοσωματίων από δεσφεριοξαμίνη. 

Κύτταρα HeLa (8 χ 104 ανά 2 cm2) προεπωάστηκαν με 0.1 pg/ml acridine orange για 

15 λεπτά και στη συνέχεια καλλιεργήθηκαν σε φρέσκο καλλιεργητικό υλικό υπό την 

απουσία ή την παρουσία 1 mM δεσφεριοξαμίνης για 2 ώρες. Ακολούθως, τα κύτταρα 

εκτέθηκαν σε συνεχώς παραγόμενο Η2θ 2 με την απευθείας προσθήκη στο 

καλλιεργητικό υλικό 0.6 pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης. Εξήντα λεπτά αργότερα τα 

κύτταρα συλλέχτηκαν με χρήση θρυψίνης και ο φθορισμός του ΑΟ στο πράσινο 

μετρήθηκε σε κυτταρόμετρο ροής FACSscan ενώ η καταγραφή και ανάλυση του 

έγινε με το πρόγραμμα Cell Quest. (Α) κύτταρα μάρτυρες (σκούρο ιστόγραμμα) και 

κύτταρα που εκτέθηκαν σε 1 mM DFO (μαύρη γραμμή). (Β) κύτταρα μάρτυρες 

(σκούρο ιστόγραμμα) και κύτταρα που εκτέθηκαν σε Η20 2 (μαύρη γραμμή). (Γ) 

κύτταρα που προεπωάστηκαν με 1 mM DFO (σκούρο ιστόγραμμα) και κύτταρα που 

προεπωάστηκαν με 1 mM DFO και εκτέθηκαν σε Η20 2 (μαύρη γραμμή).
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επιπέδων του ενδοκυττάριου σιδήρου καθώς και οι μηχανισμοί ελέγχου της δράσης 

των πρωτεϊνών αυτών (κεφάλαιο 1.4). Αναφέρθηκε ότι η λειτουργία της IRP1 

καθορίζεται από τον σχηματισμό και την αποικοδόμηση ενός συμπλόκου σιδήρου 

θείου (4Fe-4S) στο μόριο της πρωτεΐνης. Σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό του 

συμπλόκου αυτού παίζουν μεταξύ των άλλων τρία υπολείμματα κυστεϊνών στις 

θέσεις 437, 503 και 506 (Hirling et al., 1994, Philpott et al., 1993). Στα επόμενα 

πειράματα χρησιμοποιήθηκαν καρκινικά κύτταρα πνεύμονα (Η1299) και μαστού 

(MCF-7) τα οποία είχαν διαμολυνθεί με κατάλληλο συμπληρωματικό DNA ώστε να 

υπερεκφράζουν την IRP-1 στην οποία η κυστεΐνη 437 είχε αντικατασταθεί με σερίνη 

Η έκφραση της πρωτεΐνης ρυθμιζόταν από έναν υποκινητή ευαίσθητο στο αντιβιοτικό 

τετρακυκλίνη (tet off system). Τα κύτταρα αυτά αναπτύχθηκαν από κ. Παντόπουλο. 

Έχει ήδη περιγράφει ότι ενώ σε χαμηλής πυκνότητας καλλιέργειες των παραπάνω 

κυττάρων η υπερέκφραση της IRPlc437s διαταράσσει την ομοιοστασία του σιδήρου, η 

καλλιέργεια των κυττάρων αυτών σε υψηλή πυκνότητα τα βοηθά να ξεπερνούν τις 

επιπτώσεις της υπερέκφρασης της IR P 1 c437S (Wang et al., 2002). Χρησιμοποιώντας 

τα παραπάνω κύτταρα παρατηρήθηκε ότι μετά από έκθεση σε Η2Ο2, αυτά που 

καλλιεργήθηκαν σε χαμηλή πυκνότητα απουσία τετρακυκλίνης παρουσίαζαν 

υψηλότερη βλάβη στο DNA τους γεγονός που υποδήλωνε ότι η υπερέκφραση της 

IR P 1 c437S έκανε τα κύτταρα πιο ευαίσθητα στο Η2Ο2 (σχήματα 31Α και 31Γ). Όταν 

τα ίδια κύτταρα όμως καλλιεργήθηκαν σε υψηλή πυκνότητα, δεν παρατηρήθηκε 

διαφορά στην ευαισθησία (σχήματα 31Β και 31 Δ). Στα ίδια κύτταρα, παράλληλα με 

τη βλάβη του DNA εκτιμήθηκαν και τα επίπεδα του ενδοκυττάριου σιδήρου. Ο 

προσδιορισμός των επιπέδων του ενδοκυττάριου σιδήρου έγινε σε φθορισμόμετρο 

εξετάζοντας την αύξηση του φθορισμού της χρωστικής ουσίας καλσεΐνης μετά από 

την προσθήκη του ισχυρού σιδηροδεσμευτικού μορίου SIH. Παρατηρήθηκε ότι σε 

Η 1299 κύτταρα τα οποία καλλιεργήθηκαν σε χαμηλή πυκνότητα απουσία 

τετρακυκλίνης, η αύξηση του φθορισμού της καλσεΐνης ήταν περίπου 2.2 φορές 

μεγαλύτερη από αυτή κυττάρων που καλλιεργήθηκαν παρουσία τετρακυκλίνης 

γεγονός t o o  υποδήλωνε ότι τα κύτταρα που υπερεκφράζαν την IR P 1 c437S είχαν 

περίπου 2.2 φορές υψηλότερα επίπεδα ενδοκυττάριου σιδήρου (σχήμα 32). Όταν 

όμως τα ίδια κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε υψηλή 7τυκνότητα τότε δεν παρατηρήθηκε 

σημαντική διαφορά στα επίπεδα του ενδοκυττάριου σιδήρου ανεξάρτητα της 

απουσίας ή της παρουσία τετρακυκλίνης (σχήμα 32). Τα αποτελέσματα των. 

σχημάτων 3 1 και 32 υποδηλώνουν ότι η ευαισθησία των κυττάρων στο Η2Ο2
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Σχήμα 31: Πρόκληση βλαβών στο DNA κυττάρων που υττερεκφράζονν την IRPlcms,

μετά από έκθεση σε Η2Ο2. Κύτταρα Η1299 (A, Β) και MCF7 (Γ,Δ) το οποία είχαν
*

διαμολυνθεί με την IRPlc437s, καλλιεργήθηκαν σε χαμηλή πυκνότητα (3 x ΙΟ4 ανά 2 

cm2) (Α, Γ) ή υψηλή πυκνότητα (8 χ ΙΟ4 ανά 2 cm2) (Β, Δ) για 48 ώρες απουσία (-■-) 

ή παρουσία (-♦-) 2 pg/ml τετρακυκλίνης. Στη συνέχεια, τα κύτταρα εκτέθηκαν για 10 

λεπτά σε φρέσκο καλλιεργητικό υλικό το οποίο περιείχε τις αντίστοιχες 

συγκεντρώσεις οξειδάσης της γλυκόζης. Μετά το πέρας της έκθεσης σε Η2Ο2, τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και η βλάβη του DNA προσδιορίστηκε με 

την τεχνική comet assay. Κάθε τιμή αντιπροσωπεύει το μέσο όρο τριών διαφορετικών 

μετρήσεων ± SD.
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Σχήμα 32: Εκτίμηση των επιπέδων του ενδοκνττάριοΌ σιδήρου κύτταρα που 

υπερεκφράζουν την IRPlc437S- Κύτταρα Η1299, τα οποία είχαν διαμολυνθεί με την 

IRP1c437S> καλλιεργήθηκαν σε χαμηλή πυκνότητα (3 x ΙΟ4 ανά 2 cm2) ή υψηλή 

πυκνότητα (8 χ  ΙΟ4 ανά 2 cm2) για 48 ώρες παρουσία (λευκές στήλες) ή απουσία 

(γκρι στήλες) 2 pg/ml τετρακυκλίνης. Στη συνέχεια, το καλλιεργητικό υλικό 

απομακρύνθηκε και τα κύτταρα επωάστηκαν για 10 λεπτά με διάλυμα καλσεΐνης 

(0.15 μΜ καλσεΐνης, 1 mg/ml BSA, 20 mM HEPES, pH 7.3 σε PBS) στους 37 °C. Με 

το πέρας της επώασης, τα κύτταρα συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και τα επίπεδα 

του ενδοκυττάριου σιδήρου εκτιμήθηκαν σε φθορισμόμετρο (HITACHI, F2500) από 

την αύξηση του φθορισμού της καλσεΐνης μετά από προσθήκη 11 μΜ του ισχυρού 

σιδηροδεσμευτικού μορίου SIH. Κάθε σημείο αντιπροσωπεύει το μέσο όρο τριπλών 

μετρήσεων ± SD.
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Σχήμα 33: Ο ρόλος της δεσφεριοξαμίνης στην προστασία τον DNA καπάρων ποο 

οπερεκφράζουν την IRPlC4ns, από το ΗιΟι. Κύτταρα Η 1299 (Α) καν MCF-7 (Β) (3 x
Λ

10 ανά 2 cm ) τα οποία είχαν διαμολυνθεί με την IRP1c437S καλλιεργήθηκαν 

απουσία (-■-), (-Χ-) ή παρουσία (-♦-), (-Α-) 2 pg/ml τετρακυκλίνης για 48 ώρες. Τα 

κύτταρα εκτέθηκαν στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις οξειδάσης της γλυκόζης για 10 

λεπτά απουσία (-■-),(-♦-) ή παρουσία (-Χ-), (-Α-) 1 mM δεσφεριοξαμίνης η οποία 

προστέθηκε 60 λεπτά πριν την έκθεση σε Η2Ο2. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με 

θρυψινοποίηση και η βλάβη του DNA εκτμήθηκε με την τεχνική comet assay. Κάθε 

τιμή αντιπροσωπεύει το μέσο όρο τριπλών μετρήσεων ± SD:
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οφείλεται κατά κύριο λόγο στην αύξηση των επιπέδων του ενδοκυττάριου σιδήρου η 

οποία προκαλείται από την υπερέκφραση της IRPlc437s· Προεπώαση των κυττάρων 

που καλλιεργήθηκαν σε χαμηλή πυκνότητα με δεσφεριοξαμίνη πριν από την έκθεση 

τους σε Η2Ο2 μείωσε τη βλάβη του DNA στα ίδια επίπεδα ανεξάρτητα της απουσίας 

ή της παρουσίας τετρακυκλίνης (σχήμα 33). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι 

η δέσμευση των ιόντων σιδήρου από τη δεσφεριοξαμίνη στα ενδοσωμάτια και τα 

λυσοσωμάτια επηρέασε με κάποιο τρόπο τα επίπεδα του οξειδοαναγωγικά ενεργού 

σιδήρου όλου του κυττάρου και μείωσε την ευαισθησία τους στο Η2Ο2. Θα μπορούσε 

να υποθέσει κανείς βασιζόμενος στις παραπάνω παρατηρήσεις ότι τα ενδοσωμάτια 

και τα λυσοσωμάτια αποτελούν μέρος κάποιου μηχανισμού ρύθμισης των επιπέδων 

του ενδοκυττάριου σιδήρου και ότι η παρουσία της δεσφεριοξαμίνης σε αυτά 

διακόπτει το μηχανισμό αυτό μειώνοντας τα οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου 

σε όλο το κύτταρο.

3.6.5 Επιπτώσεις στην απόπτωση

Επειδή σε προηγούμενα κεφάλαια παρατηρήθηκε ότι η δεσφεριοξαμίνη 

προστατεύει το κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 θεωρήθηκε λογικό να εξεταστεί εάν θα 

ήταν ικανή να προστατεύσει και από την απόπτωση που προκαλείται από το Η2Ο2.

Έκθεση Jurkat κυττάρων σε 250 μΜ Η2Ο2 για 6 ώρες οδήγησε στο 

σχηματισμό του χαρακτηριστικού laddering το οποίο υποδηλώνει σχάση του DNA σε 

τμήματα πολλαπλάσια των 180-200 ζευγών βάσεων, δηλαδή τον αποπτωτικό 

κυτταρικό θάνατο (σχήμα 34Α διαδρομή 2). Προεπώαση με δεσφεριοξαμίνη σε 

συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 100 μΜ ανέστειλε τελείως την απόπτωση (διαδρομή 

8) υποδηλώνοντας την εμπλοκή των ιόντων σιδήρου στους μηχανισμούς πρόκλησης 

απόπτωσης από το Η2Ο2. Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, 500, 1000 και 5000 μΜ η 

δεσφεριοξαμίνη προκαλούσε από μόνη της απόπτωση (σχήμα 34Β).

3.6.6 Ο ρόλος των ιόντων σιδήρου των λυσοσωματίων στην μείωση του 
μεμβρανικού δυναμικού των μιτοχονδρίων.

Τα μιτοχόνδρια αποτελούν το σημείο σύγκλισης των περισσοτέρων 

αποπτωτικών δρόμων που ενεργοποιούνται από διάφορα ερεθίσματα. Παρόλα αυτά, 

οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί ενεργοποίησης των δρόμων αυτών και ιδιαίτερα τα 

βήματα πριν τα μιτοχόνδρια, παραμένουν εν πολλοίς άγνωστοι και χρίζουν περαιτέρω
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Σχήμα 34: Δεσφεριοξαμίνη και απότπωση. (Α) Κύτταρα Jurkat (1.5x ΙΟ6 κύτταρα ανά 

ml) προεπωάστηκαν για 60 λεπτά με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης 

και στη συνέχεια εκτέθηκαν σε 250 μΜ Η2Ο2 για έξι ώρες. Διαδρομή 1: κύτταρα 

μάρτυρες, διαδρομή 2: κύτταρα που εκτέθηκαν σε Η2Ο2, διαδρομές 3, 5 και 7: 50,100 

και 250μΜ δεσφεριοξαμίνης αντίστοιχα. Διαδρομές 4, 6 και 8: 250 μΜ Η2Ο2 υπό την 

παρουσία 50,100 και 250μΜ δεσφεριοξαμίνης αντίστοιχα. (Β) Κύτταρα Jurkat (1.5 x 

ΙΟ6 κύτταρα ανά ml) εκτέθηκαν σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης. 

Διαδρομή 1: Πρότυπα μοριακά βάρη, Διαδρομή 2: Κύτταρα μάρτυρες, Διαδρομές 3- 

8: Κύτταρα πού καλλιεργήθηκαν παρουσία 50 ,100, 250, 500, 1000 και 5000 μΜ 

δεσφεριοξαμίνης αντίστοιχα. Έξι ώρες μετά την προσθήκη του Η2Ο2 (Α), ή της 

δεσφεριοξαμίνης (Β) τα κύτταρα συλλέχθηκαν και το κυτταρικό DNA απομονώθηκε 

και ηλεκτοφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι.-Τα ίδια πειράματα επαναλήφθηκαν δύο ακόμα φορές με τα ίδια περίπου·, 

αποτελέσματα. ;3γ
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διερεύνησης. Στο πείραμα του σχήματος 35 εκτιμήθηκαν οι επιπτώσεις στο 

μεμβρανικό δυναμικό των μιτοχονδρίων μετά από έκθεση Jurkat κυττάρων σε Η2Ο2. 

Το μεμβρανικό δυναμικό προσδιορίστηκε σε κυτταρόμετρο ροής εξετάζοντας την 

αλλαγή του φθορισμού της χρωστικής JC-1. Παρατηρήθηκε ότι έκθεση κυττάρων για 

5 ώρες σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 (προσθήκη 0.1 pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης, 

ικανή να δημιουργεί 2 μΜ Η2Ο2 ανά λεπτό) οδήγησε σε μείωση του μεμβρανικού 

δυνάμικού όπως υ7ΐοδηλώνει η μετατόπιση του κυτταρικού πληθυσμού σε σχέση με 

τα κ^ίτάβα' μάρτυρες (σχήματα 35Α και 35Β). Προεπώαση με δεσφεριοξαμίνη, η 

οποία όπως προαναφέρθηκε δεσμεύει ιόντα σιδήρου στα ενδοσωμάτια και τα 

λυσοσωμάτια αφενός δεν επηρέασε το μεμβρανικό δυναμικό από μόνη της, αφετέρου 

ανέστειλε τη μείωση του δυναμικού που προκαλεί η έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 

(σχήματα 35Γ και 35Δ). Η παρατήρηση αυτή υποδηλώνει την εμπλοκή των ιόντων 

σιδήρου των ενδοσωματίων και των λυσοσωματίων στους μηχανισμούς που οδηγούν 

στην μείωση του μεμβρανικού δυναμικού από το Η2Ο2. Σε αντίθεση με την 

επικρατούσα άποψη που θεωρεί τα μιτοχόνδρια ως τον πρωταρχικό στόχο της 

προαποπτωτικής δράσης του Η2Ο2 τα αποτελέσματα των παραγράφων 3.6.5 και 3.6.6 

υποδηλώνουν ότι η αποπτωτική δράσή του Η2Ο2 οφείλεται αρχικά στην 

αλληλεπίδραση του με τά όξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου τα οποία 

ευρίσκονται στα ενδοσωμάτια και τα λυσοσωμάτια. Αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης 

αυτής είναι ο σχηματισμός δραστικών παραγόντων όπως οι ΌΗ  οι οποίες προκαλούν 

βλάβες στη μεμβράνη των οργανιδίων αυτών και στη συνέχεια με κάποιο άγνωστο 

μέχρι στιγμής μηχανισμό προκαλείται βλάβη στα μιτοχόνδρια και απελευθέρωση 

προ-αποπτωτικών παραγόντων από αυτά.

3.6.7 Ο ρόλος της δεσφεριοξαμίνης στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό

Εκτός των επιπτώσεων που περιγράφηκαν στα παραπάνω πειράματα, έκθεση 

κυττάρων σε δεσφεριοξαμίνη έδειξε ισχυρή αντιπολλαπλασιαστική δράση. Κύτταρα 

HeLa που εκτέθηκαν σε συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης από 0.1 έως 100 μΜ 

έδειξαν μία δοσο-εξαρτώμενη αναστολή του πολλαπλασιασμού τους. Μία μικρή 

αναστολή παρατηρήθηκε αρχικά στα κύτταρα τα οποία εκτέθηκαν σε 0.1 μΜ 

δεσφεριοξαμίνης και η αναστολή αυτή ήταν μεγαλύτερη στα κύτταρα που εκτέθηκαν 

σε ΙμΜ δεσφεριοξαμίνης ενώ συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης 10 μΜ και πάνω 

ανέστειλαν ολοκληρωτικά τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (σχήμα 36). Σε αντίθεση



Σχήμα 35: Ο ρόλος της δεσφεριοξαμίνης στην προστασία των μιτοχονδρίων σε 

κύτταρα που εκτίθενται σε Η2Ο2. Κύτταρα Jurkat (1.5 x ΙΟ6 κύτταρα ανά ml) 

καλλιεργήθηκαν απουσία (Α και Β) ή παρουσία (Γ και Δ) 1 mM δεσφεριοξαμίνης για 

2 ώρες και στη συνέχεια καλλιεργήθηκαν για 5 επιπλέον ώρες απουσία (Α και Γ) ή 

παρουσία (Β και Δ) 0.1 pg/ml οξειδάσης της γλυκόζης (ικανή να δημιουργεί 2 μΜ 

Η2Ο2 ανά λεπτό). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και στη συνέχεια 

επωάστηκαν για 15 λεπτά στους 37 °C με 0.3 ml διαλύματος χρώσης (1 pg/ml JC-1 

σε PBS). Ο πράσινος (JC-1) και κόκκινος (JC-1 aggregates) φθορισμός του JC-1 

μετρήθηκε σε κυτταρόμετρο ροής FACSscan Becton Dickinson (Mountain View, 

CA, USA) ενώ η καταγραφή και ανάλυση του έγινε με το πρόγραμμα CellQuest. 

Υψηλή ένταση κόκκινου φθορισμού υποδηλώνει κανονικό μεμβρανικό δυναμικό ενώ 

χαμηλή ένταση κόκκινου φθορισμού και παράλληλα υψηλή πράσινου φθορισμού 

υποδηλώνει μείωση του μεμβρανικού δυναμικού. Το πείραμα αυτό επαναλήφθηκε 

δύο ακόμα φορές με τα ίδια αποτελέσματα.
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Σχήμα 36: Η  επίδραση της δεσφεριοξαμίνης στην ανάπτυξη των κυττάρων. Κύτταρα 

HeLa (4 xlO5 ανά φρεάτιο πλακιδίου 6 θέσεων) καλλιεργήθηκαν στις συνήθεις 

συνθήκες καλλιέργειας για 24 ώρες προκειμένου να προσκολληθούν στον πυθμένα 

του πλακιδίου. Στο χρονικό σημείο 0 το καλλιεργητικό υλικό αντικαταστάθηκε από 

φρέσκο που περιείχε τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης. Η διαδικασία 

αυτή επαναλαμβανόταν κάθε 24 ώρες ενώ ο αριθμός των κυττάρων προσδιοριζόταν 

σε αιματοκυτταρόμετρο τόπου Neubauer. Το πείραμα αυτό είναι αντιπροσωπευτικό 

τριών διαφορετικών πειραμάτων με τα ίδια αποτελέσματα.
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με τα κύτταρα Jurkat, στα οποία προηγουμένως παρατηρήθηκε ότι η έκθεση τους σε 

δεσφεριοξαμίνη κάτω από ορισμένες συνθήκες τα οδηγεί στην απόπτωση, τα κύτταρα 

HeLa φαίνεται ότι ήταν πιο ανθεκτικά μιας και σε καμία περίπτωση κατά τη διάρκεια 

των 72 ωρών δεν παρατηρήθηκε εμφανής τοξικότητα και θάνατος των κυττάρων με 

νέκρωση, ή με απόπτωση (σχήμα 37). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδηλώνουν ότι η 

δέσμευση των ιόντων σιδήρου αναστέλλει την ανάπτυξη των κυττάρων HeLa χωρίς 

να επηρεάζει τη βιωσιμότητα τους τουλάχιστον στις συγκεκριμένες συνθήκες.

Απομάκρυνση της δεσφεριοξαμίνης με αλλαγή του καλλιεργητικού υλικού 24 

ώρες μετά την αρχική της προσθήκη είχε σαν αποτέλεσμα την επανάκτηση της 

ικανότητας των κυττάρων να πολλαπλασιάζονται ακριβώς όπως και οι μάρτυρες. 

Όταν όμως, τα κύτταρα εκτέθηκαν για 48 ώρες σε δεσφεριοξαμίνη και στη συνέχεια 

καλλιεργήθηκαν χωρίς αυτή δεν παρατηρήθηκε αύξηση του αριθμού τους 

υποδηλώνοντας μία μη αντιστρεπτή αναστολή της ικανότητας των κυττάρων να 

πολλαπλασιάζονται (σχήμα 38).

Στο σχήμα 39 φαίνεται ότι τα κύτταρα μάρτυρες καθ’ όλη τη διάρκεια του 

πειράματος είχαν φυσιολογική μορφολογία και με την πάροδο του χρόνου κάλυπταν 

όλο και μεγαλύτερο μέρος της επιφάνειας του ταπητίου (σχήματα 39Α, 39Β και 39Γ). 

Αντίθετα με τους μάρτυρες, η μορφολογία των κυττάρων που εκτέθηκαν σε 100 μΜ 

δεσφεριοξαμίνης για 24, 48 και 72 ώρες ήταν μεγεθυσμένη και πεπλατυσμένη με 

σταδιακά αυξανόμενο μέγεθος που συνήθως συναντάται στο φαινότυπο γηρασμένων 

κυττάρων (senescence cells), ενώ και η πυκνότητα των κυττάρων παρέμενε 

αμετάβλητη (σχήματα 39Δ, 39Ε και 39Ζ). Όταν όμως η δεσφεριοξαμίνη 

απομακρύνθηκε 24 ώρες μετά την αρχική της προσθήκη και τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν χωρίς αυτή για επιπλέον 24 ώρες, η μορφολογία τους πλέον έμοιαζε 

με αυτή των κυττάρων μαρτύρων ενώ αυξήθηκε και η πυκνότητα τους 

υποδηλώνοντας την επανάκτηση της ικανότητας των κυττάρων αυτών να 

πολλαπλασιάζονται (σχήμα 39Η). Αντίθετα με την παραπάνω περίπτωση, η παρουσία 

της δεσφεριοξαμίνης στην κυτταρική καλλιέργεια για 48 ώρες είχε μη αντιστρεπτές 

επιπτώσεις τόσο στη μορφολογία όσο και στην ανάπτυξη των κυττάρων (σχήμα 

39Θ). Στο επόμενο πείραμα εξετάστηκε σε ποίο σημείο του κυτταρικού κύκλου 

επιδρά η δεσφεριοξαμίνη. Ο κυτταρικός κύκλος μελετήθηκε σε κυτταρόμετρο ροής 

εξετάζοντας την ένταση φθορισμού της χρωστικής ιωδιούχο προπίδιο (ΡΙ), η οποία 

συνδέεται στο πυρηνικό DNA και φθορίζει ανάλογα με την ποσότητα του. 

Παρατηρήθηκε ότι η έκθεση των κυττάρων για 24 ώρες σε 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης
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Σχήμα 37: Εξέταση της πρόκλησης ενδονουκλεοσωμικών σχάσεων στο DNA κυττάρων 

HeLa από δεσφεριοξαμίνη. Οι συνθήκες καλλιέργειας και έκθεσης σε δεσφεριοξαμίνη 

ήταν οι ίδιες με αυτές του σχήματος 25. Στα αντίστοιχα χρονικά σημεία τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν με θρυσινοποίηση και το κυτταρικό DNA απομονώθηκε και 

ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι. Οι διαδρομές 1 έως 5 αντιστοιχούν σε δείγματα τα οποία επωάστηκαν με 0, 

0.1, 1, 10 και 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης για 24 ώρες, ενώ οι διαδρομές 6-10 και 11-15 

αντιστοιχούν σε επωάσεις 48 και 72 ωρών αντίστοιχα.

A ·,



Σχήμα 38: Εξέταση της ανπστρεψιμότητας της αναστολής του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού οπό τη δεσφεριοξαμίνη. Κύτταρα HeLa (4 x ΙΟ5 ανά φρεάτιο 

πλακιδίου 6 θέσεων) καλλιεργήθηκαν στις συνήθεις συνθήκες καλλιέργειας για 24 

ώρες προκειμένου να προσκολληθούν στον πυθμένα του πλακιδίου. Στο χρονικό 

σημείο 0 τα κύτταρα εκτέθηκαν σε 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης η οποία απομακρύνθηκε 

μετά από 24 (—Α ~) ή 48 (~χ~). Στα αντίστοιχα χρονικά διαστήματα τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και ο αριθμός τους προσδιορίστηκε σε 

αιματοκυτταρόμετρο τύπου Neubauer. Το πείραμα αυτό επαναλήφθηκε 2 ακόμη 

φορές με τα ίδια αποτελέσματα.
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Σχήμα 39: Επίδραση της δεσφεριοξαμίνης στην μορφολογία των κυττάρων. Κύτταρα 

HeLa (4 x ΙΟ5 ανά φρεάτιο πλακιδίου 6 θέσεων) καλλιεργήθηκαν αρχικά για 24 ώρες 

στις συνήθεις συνθήκες καλλιέργειας ώστε να προσκολληθούν στον πυθμένα του 

πλακιδίου. Στη συνέχεια τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία (A, Β, Γ) ή παρουσία 

(Δ, Ε, Ζ) 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης για 24, 48 και 72 ώρες αντίστοιχα. Σε ορισμένες 

περιπτώσεις η δεσφεριοξαμίνη απομακρύνθηκε 24 ώρες (Η) ή 48 ώρες (Θ) μετά την 

αρχική της προσθήκη. Στα αντίστοιχα χρονικά σημεία τα κύτταρα εξετάστηκαν σε 

μικροσκόπιο ορατού φωτός και φωτογραφήθηκαν με ψηφιακή κάμερα (COHU digital 

camera).

A



105

οδήγησε στη συσσώρευση σχεδόν όλων των κυττάρων στη φάση G2/M τη στιγμή 

που σε κύτταρα μάρτυρες το μεγαλύτερο μέρος του πληθυσμού κατανέμεται στη 

φάση G0/G1 και μόνο ένα μικρό του μέρος στις φάσεις S και G2/M (σχήμα 40). Η 

παρατήρηση-αυτή είναι αντίθεση με την επικρατούσα άποψη που θεωρεί ότι η έκθεση 

των κυττάρων σε σιδηροδεσμευτικούς παράγοντες αναστέλλει τον κυτταρικό κύκλο 

στη φάση G0/G1, κυρίως λόγω της αναστολής του ενζύμου αναγωγάσης των 

ριβονουκλεοτιδίων (ribonucleotide reductase, RR), το οποίο απαιτεί την ύπαρξη ενός 

ατόμου σιδήρου στο ενεργό του κέντρο προκειμένου να δράσει (Le et al., 2002).

Προκειμένου να εξεταστεί κατά πόσο η αντιπολλαπλασιαστική δράση της 

δεσφεριοξαμίνης εξαρτάται από την πρόσληψη της μέσω ενδοκύτωσης, κύτταρα 

HeLa διαμολύνθηκαν παροδικά μόνο με φορέα έκφρασης ή με φορέα που περιείχε 

την σημειακά μεταλλαγμένη και ανενεργή πρωτεΐνη Rab5 (S34N). Εικοσιτέσσερις 

ώρες μετά τη διαμόλυνση, τα κύτταρα εκτέθηκαν σε φρέσκο καλλιεργητικό υλικό 

που περιείχε 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης και ο πολλαπλασιασμός τους εξετάστηκε 24 

ώρες αργότερα προσδιορίζοντας τον αριθμό των κυττάρων. Αύξηση στον αριθμό των 

κυττάρων (86,8%) παρατηρήθηκε σε καλλιέργειες που διαμολύνθηκαν μόνο με 

φορέα έκφρασης και ο πολλαπλασιασμός ανεστάλλει εντελώς με την ταυτόχρονη 

παρουσία της δεσφεριοξαμίνης. Η ανάπτυξη των κυττάρων που υπερέκφραζαν την 

Rab5 (S34N) ήταν κάπως πιο αργή (αύξηση 66% σε 24 ώρες) και η ταυτόχρονη 

παρουσία δεσφεριοξαμίνης στην περίπτωση αυτή ανέστειλε τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό μόνο κατά 32%. Θα πρέπει να αναφερθεί ότι το ποσοστό 

διαμόλυνσης ήταν περίπου 70% όπως εκτιμήθηκε σε κύτταρα που διαμολύνθηκαν με 

την green fluorescence protein (GFP) κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Τα αποτελέσματα 

αυτά χωρίς αμφιβολία υποδεικνύουν ότι η ενδοκύτωση της δεσφεριοξαμίνης και κατά 

συνέπεια η δέσμευση των ιόντων σιδήρου των ενδοσωματίων και των λυσοσωματίων 

είναι υπεύθυνη για την αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού.
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Σχήμα 40: Επίδραση της δεσφεριοξαμίνης στο κυτταρικό κύκλο. Κύτταρα HeLa (4 x 

105 ανά φρεάτιο πλακιδίου 6 θέσεων) καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες στις συνήθεις 

συνθήκες καλλιέργειας των κυττάρων και στη συνέχεια το καλλιεργητικό τους υλικό 

αντικαταστάθηκε από φρέσκο που περιείχε 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης. Εικοσιτέσσερις 

ώρες αργότερα τα κύτταρα συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση και η κατανομή των 

κυττάρων στις φάσεις του κυτταρικού κύκλου προσδιορίστηκε με κυτταρομετρία 

ροής μετά από χρώση του DNA με ιωδιούχο προπίδιο (ΡΙ) όπως περιγράφηκε στο 

κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Ο φθορισμός του ΡΙ καταγράφηκε και αναλύθηκε με 

το πρόγραμμα CellQuest. Το σκούρο ιστόγραμμα αναπαριστά το φθορισμό κυττάρων 

απουσία δεσφεριοξαμίνης ενώ η γκρίζα γραμμή το φθορισμό κυττάρων μετά από 

έκθεση σε 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης για 24 ώρες.

II
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

4.1 Πρόκληση βλαβών στο κυτταρικό D N A  από το Η 2Ο 2

m ν

Είναι γνωστό ότι η έκθεση κυττάρων σε διάφορους οξειδωτικούς παράγοντες 

οδηγεί στην πρόκληση βλαβών σχεδόν σε όλα τα κυτταρικά συστατικά όπως τα 

λιπίδια, οι πρωτεΐνες, τα σάκχαρα και το DNA. Ειδικότερα το DNA, αν και θεωρείται 

. το σημαντικότερο από τα κυτταρικά συστατικά μιας και μεταφέρει τις απαραίτητες 

. πληροφορίες για τη διατήρηση και την εξέλιξη της ζωής, είναι ιδιαίτερα ευάλωτο στη 

δράση των τιαραγόντων αυτών. Σε προηγούμενες μελέτες στο εργαστήριο μας έχει 

παρατηρηθεί ότι η έκθεση ανθρωπίνων κυττάρων σε διάφορους οξειδωτικούς 

παράγοντες οδηγεί στην δημιουργία σχάσεων στις μονές αλυσίδες του DNA όπως 

αυτές ανιχνευτηκαν με την τεχνική comet assay (Barbouti et al., 2001, Barbouti et al., 

2002, Doulias et al., 2001, Panayiotidis et al., 1999, Tselepis et al., 2001). Στην 

παρούσα μελέτη διερευνήθηκε διεξοδικά ο μηχανισμός με τον οποίο το μόριο αυτό 

πρρκαλεί βλάβες στο κυτταρικό DNA. Παρατηρήθηκε ότι η έκθεση διαφορετικών 

τύπων κυττάρων σε συνεχώς παραγόμενο Η2Ο2 οδήγησε στην πρόκληση σχάσεων 

στις μονές αλυσίδες του DNA (σχήμα 13) γεγονός που υποδηλώνει την ευαισθησία 

του πυρηνικού DNA έναντι του Η2Ο2. Μία ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι ότι οι 

επιπτώσεις της έκθεσης σε Η2Ο2 δεν είναι οι ίδιες για όλα τα είδη κυττάρων. Σε 

κάποια κύτταρα οι βλάβες εμφανίζονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 ενώ σε 

κάποια άλλα τα ίδια επίπεδα βλάβης παρατηρούνται σε αρκετά υψηλότερες 

συγκεντρώσεις. Είναι γνωστό ότι όταν το Η2Ο2 προστίθεται εξωγενώς σε καλλιέργεια 

κυττάρων εξαιτίας της ικανότητας του να διαχέεται σχεδόν ελεύθερα διαμέσου των 

βιολογικών μεμβρανών εισέρχεται γρήγορα στο εσωτερικό του κυττάρου όπου ένα 

μέρος του γρήγορα απομακρύνεται εξαιτίας της δράσης ενζύμων όπως καταλάση, 

υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και μέλη της οικογένειας των περόξυ-ρεδοξινών. 

Κατά συνέπεια, θα μπορούσε να υποθέσει κανείς ότι η ευαισθησία ορισμένων 

κυττάρων στο Η2Ο2 σε σχέση με κάποια άλλα πιθανά αντικατοπτρίζει τη διαφορά 

στην ικανότητα καταβολισμού του Η2Ο2 μεταξύ των κυττάρων αυτών.

Ένα άλλο σημαντικό ερώτημα αφορά τη φύση της βλάβης που προκαλείται 

από την έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2. Είναι γνωστό ότι το Η2Ο2 δεν αντιδρά άμεσα 

με το κυτταρικό DNA αλλά τη γενοτοξική του δράση την οφείλει κυρίως στο 

σχηματισμό ΌΗ , οι οποίες στη συνέχεια αντιδρούν τόσο με τις βάσεις του DNA όσο
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Kat με τη δεόξυριβόζη και τις πυρηνικές πρωτεΐνες. Η προσβολή των βάσεων του 

DNA από τις Ό Η  οδηγεί στην οξειδωτική τροποποίηση τους ενώ η αντίδραση των 

Ό Η  με τη δεόξυριβόζη συνήθως οδηγεί στην πρόκληση σχάσης στη μία αλυσίδα του 

DNA. Όπως περιγράφηκε στην Εισαγωγή, η οξειδωτική τροποποίηση των βάσεων 

του DNA ενεργοποιεί τους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς του κυττάρου, οι οποίοι 

αναγνωρίζουν και απομακρύνουν την κατεστραμμένη βάση είτε απομακρύνοντας το 

τμήμα του DNA το οποίο περιέχει τη βάση αυτή είτε απομακρύνοντας μόνο την βάση 

που έχει υποστεί βλάβη. Η μεν απομάκρυνση ενός τμήματος του DNA δημιουργεί 

σχάση στη μία αλυσίδα του DNA ενώ η απομάκρυνση μίας βάσεως δημιουργεί μία 

απουρινική ή απυριμιδινική θέση. Η comet assay στη μορφή της που 

χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη αυτή εκτός από τις σχάσεις στη μία αλυσίδα του DNA 

ανιχνεύει και τις απουρινικές και απυριμιδινικές θέσεις του DNA μιας και οι θέσεις 

αυτές σε αλκαλικές συνθήκες μετατρέπονται σε σχάσεις. Κατά συνέπεια οι βλάβες 

που ανιχνεύονται μετά την έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 μπορεί να είναι είτε άμεσες 

(σχάση του δεσμού δεοξυριβόζης και φωσφορικού οξέως) είτε το επακόλουθο της 

δράσης των επιδιορθωτικών μηχανισμών του κυττάρου.

4.2 Παράγοντες που επηρεάζουν την πρόκληση βλαβών στο DNA

4.2.1 Αντιοξειδωτικές ενώσεις

Τα αντιοξειδωτικά μόρια χαρακτηρίζονται από την ικανότητα τους να 

αποδίδουν ηλεκτρόνια και με τον τρόπο αυτό να εκκαθαρίζουν τις ελεύθερες ρίζες 

και να αναστέλλουν την τοξική τους δράση. Επειδή η πρόκληση βλαβών στο 

κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 αποδίδεται στη δράση των ΌΗ εξετάστηκε εάν η 

παρουσία αντιοξειδωτικών παραγόντων θα ήταν ικανή να αναστείλει το φαινόμενο 

αυτό.

Παρατηρήθηκε ότι τα α-λιποϊκό οξύ, trolox και Ν-ακέτυλοκυστεΐνη αν και 

είναι ικανοί εκκαθαριστές ελευθέρων ριζών δεν παρείχαν καμία προστασία (σχήμα 

14) γεγονός που υποδηλώνει ότι τη στιγμή του σχηματισμού των ΌΗ δεν βρίσκονται 

στο σημείο που σχηματίζονται προκειμένου να τις εκκαθαρίσουν. Μικρή προστασία 

παρατηρήθηκε στην περίπτωση της α-τοκοφερόλης, η οποία αποτελεί τον κυριότερο 

εκκαθαριστή των ελευθέρων ριζών στις μεμβράνες των κυττάρων. Η προστατευτική
Λ

δράση της α-τοκοφερόλης έχει περιγράφει και από άλλους (Leist et a]., 1995), αλλά ο
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μηχανισμός της δράσης αυτής δεν είναι γνωστός και χρίζει διερεύνησης. Η 

περιορισμένη προστατευτική δράση του ασκορβικού οξέως σε σχέση με το 

οξειδωμένο παράγωγο του το δευδροασκορβικό οξύ μπορεί να εξηγηθεί με βάση το 

γεγονός ότι σε αντίθεση με το ασκορβικό οξύ τα κύτταρα διαθέτουν συστήματα με τα 

οποία προδλαμβάνουν ενδοκυττάρια το δευδροασκορβικό οξύ (Bergsten et al., 1990, 

May et al., 1995, Welch et al., 1995, Vera et al., 1993). Στο εσωτερικό του κυττάρου, 

το δεύδροασκορβικό οξύ ανάγεται εύκολα προς ασκορβικό οξύ με αποτέλεσμα την 

ενδοκυττάρια συσσώρευση του. Η προστατευτική του δράση μπορεί να αποδοθεί στη 

* μερική αναστολή του μονοπατιού που οδηγεί στη βλάβη του DNA.

Η ανύπαρκτη ή η περιορισμένη προστατευτική δράση των κλασσικών 

αντιοξειδωτικών μορίων φαίνεται να υποδηλώνει ότι για την προστασία του 

κυτταρικού DNA το προς εξέταση μόριο θα πρέπει να έχει κάποιες άλλες ιδιότητες, 

οι οποίες δεν φαίνεται να σχετίζονται με την ικανότητα εκκαθάρισης των ελευθέρων 

ριζών.

4.2.2 Ιόντα μετάλλων μετάπτωσης

Σε αντίθεση με τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες, όλες οι σιδηροδεσμευτικές

ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν έδειξαν σημαντική προστασία (σχήματα 17-21).

Γενικά, τα σιδηροδεσμευτικά μόρια έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν ιόντα

σιδήρου κατά τέτοιο τρόπο ώστε να αναστέλλεται η αλληλεπίδραση των ιόντων

αυτών με το Η2Ο2. Σε ορισμένες περιπτώσεις όμως για την αποτελεσματική σύνδεση

του σιδήρου χρειάζονται περισσότερα του ενός μόρια του δεσμευτή γεγονός που

εξαρτάται από τον αριθμό των διαθέσιμων θέσεων πρόσδεσης του σιδήρου στο μόριο

του δεσμευτή. Για παράδειγμα οι 1,10- φαινανθρολίνη και 2,2’ dipyridyl δεσμεύουν

το σίδηρο με αναλογία 3 μόρια δεσμευτή προς 1 μόριο μετάλλου, ενώ για τη

δεσφεριοξαμίνη και το DTPA η αναλογία είναι 1:1 (Halliwell and Gutteridge, 1999).

Παρόμοια δράση δεσμευτών σιδήρου έχει παρατηρηθεί προηγουμένως και από άλλες

ερευνητικές ομάδες (Mello Filho et al., 1984a, Meneghini, 1997) και αποδόθηκε στην

ικανότητα των μορίων αυτών να δεσμεύουν οξειδοαναγωγικά ενεργά ιόντα σιδήρου

που ευρίσκονται συνδεδεμένα επάνω στο DNA. Τα ιόντα αυτά αλληλεπιδρούν με το

Η2Ο2 και καταλύουν το σχηματισμό ΌΗ πολύ κοντά στο DNA, οι οποίες στη 
* <

συνέχεια -αντιδρούν με αυτό και του προκαλούν βλάβες. Σε ορισμένες περιπτώσεις, 

όμως, υπάρχουν ενδείξεις που δείχνουν ότι η δράση του Η2Ο2 δεν διαμεσολαβείται
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από τα ιόντα σιδήρου που είναι συνδεδεμένα στο DNA και κατά συνέπεια αποκτά 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον ο ενδοκυττάριος εντοπισμός των ιόντων σιδήρου που 

διαμεσολαβούν στην τοξική δράση του Η2Ο2. Σημαντικό ρόλο στην διαλεύκανση της 

ενδοκυττάριας θέσης των ιόντων σιδήρου παίζουν σιδηροδεσμευτικά μόρια τα οποία 

έχουν κατάλληλες ιδιότητες που τους επιτρέπουν να συσσωρεύονται και να 

δεσμεύουν ιόντα σιδήρου σε συγκεκριμένα ενδοκυττάρια οργανίδια. Εξετάζοντας στη 

συνέχεια τις επιπτώσεις της δέσμευσης των ιόντων αυτών στην ικανότητα του Η2Ο2 

να προκαλεί βλάβες στο κυτταρικό DNA, είναι δυνατή η εκτίμηση του ρόλου των 

ιόντων σιδήρου των οργανιδίων αυτών στην παραπάνω διαδικασία.

Από τις σιδηροδεσμευτικές ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη αυτή 

τα 1,10-φαινανθρολίνη, 2,2’ dipyridyl, SIH, ΤΡΕΝ και HBED είναι λιπόφιλα μόρια 

τα οποία διαχέονται ελεύθερα διαμέσου της εξωτερικής και των άλλων μεμβρανών 

του κυττάρου. Η ικανότητα των μορίων αυτών να έχουν πρόσβαση σε όλα τα 

ενδοκυττάρια οργανίδια τους προσδίδει μεν την ικανότητα να δεσμεύουν ιόντα 

σιδήρου σε όλο το κύτταρο αλλά ταυτόχρονα τα καθιστά μη χρήσιμα ως εργαλεία για 

τον εντοπισμό της ενδοκυττάριας θέσης των ιόντων σιδήρου που διαμεσολαβούν την 

τοξική δράση του Η2Ο2.

Αντίθετα με τις παραπάνω ενώσεις, τα BPS, δεσφεριοξαμίνη και DTPA είναι 

υδρόφιλα και σχετικά μεγάλα σε μέγεθος μόρια με συνέπεια να μην είναι ικανά να 

διαχέονται ελεύθερα διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης. Σε αντίθεση με τα 

λιπόφιλα μόρια τα οποία προστατεύουν σημαντικά μετά από 15 λεπτά προεπώασης, η 

προστατευτική δράση των παραπάνω μορίων αυξάνεται σταδιακά σε συνάρτηση με 

την αύξηση του χρόνου προεπώασης τους με τα κύτταρα. Η εξάρτηση της 

προστατευτικής δράσης των μορίων αυτών από το χρόνο προεπώασης πιθανά 

υποδηλώνει ότι τα μόρια αυτά προσλαμβάνονται από τα κύτταρα με κάποιο άλλο 

μηχανισμό, ίσως μέσω ενδοκύτωσης. Επιπλέον ενδείξεις που ενισχύουν την υπόθεση 

της πρόσληψης των μορίων αυτών μέσω ενδοκύτωσης είναι το γεγονός ότι η 

προστασία τους σε αντίθεση με την αντίστοιχη των λιπόφιλων μορίων, αναστέλλεται 

στους 4 °C. Στη θερμοκρασία αυτή αναστέλλονται οι διαδικασίες που απαιτούν 

ενζυμική δράση και είναι γνωστό ότι η διαδικασία της ενδοκύτωσης απαιτεί και αυτή - 

την δράση ενζύμων.

Σε αντίθεση με τους δεσμευτές σιδήρου, οι δεσμευτές χαλκού δεν ήταν σε 

καμία περίπτωση ικανοί να προστατέψουν το κυτταρικό DNA από την τοξική δράση 

του Η2Ο2 (σχήματα 22 και 23) γεγονός που υποδηλώνει ότι τα ιόντα χαλκού δεν



I l l

εμπλέκονται στους μηχανισμούς δράσης του Η2Ο2. Παρόλο που υπάρχουν μελέτες οι 

οποίες αναφέρουν ότι τα ιόντα χαλκού είναι πιο ικανά από τα ιόντα σιδήρου να 

διαμεσολαβούν την πρόκληση βλαβών του DNA από το Η2Ο2 (Burkitt et a i, 1994, 

Chevion, 1988, Halliwell and Gutteridge, 1999, Llyod et al., 1999, Oikawa et al., 

1998, StoKs et al., 1995) θα πρέπει να σημειωθεί ότι στις συγκεκριμένες μελέτες η 

διαμεσολαβητική δράση των ιόντων χαλκού εξετάζεται σε απομονωμένο DNA και 

όχι σε ανέπαφα κύτταρα. Σε αντίθεση με τις μελέτες αυτές, τα αποτελέσματα της 

παρούσας μελέτης δείχνουν καθαρά ότι σε ανέπαφα κύτταρα η αλληλεπίδραση αυτή 

δεν είναι εφικτή επειδή ενδοκυττάρια δεν (ραίνεται να υπάρχει “ελεύθερος χαλκός” 

(Raeetal., 1999).

Συμπερασματικά προκύπτει ότι τα ιόντα σιδήρου αλλά όχι του χαλκού 

παίζουν κεντρικό ρόλο στους μοριακούς μηχανισμούς πρόκλησης βλαβών στο 

κυτταρικό DNA από το Η2Ο2.

4.3 Δεσφεριοξαμίνη

4.3.1 Προστασία του κυτταρικού DNA.

Προκειμένου να διερευνηθεί εάν η ενδοκύτωση αποτελεί το μηχανισμό της 

ενδοκυττάριας πρόσληψης των μορίων που δεν διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη 

εξετάστηκε λεπτομερώς ο μηχανισμός πρόσληψης ενός από τα παραπάνω μόρια, της 

δεσφεριοξαμίνης.

Η ενδοκύτωση είναι μία διαδικασία με την οποία τα κύτταρα προσλαμβάνουν 

διάφορα μόρια από το εξωκυττάριο περιβάλλον. Κατά τη διαδικασία αυτή, κυστίδια 

που περιέχουν το κατάλληλο φορτίο, αποκόπτονται από την κυτταρική μεμβράνη και 

μεταφέρουν το περιεχόμενο τους στα διάφορα ενδοκυττάρια οργανίδια. Όμως, 

ανάλογα με το φορτίο που πρέπει να μεταφερθεί υπάρχουν διάφορα μονοπάτια 

ενδοκύτωσης, τα οποία εκκινούν από διαφορετικό σημείο της κυτταρικής μεμβράνης 

και σε ορισμένες περιπτώσεις καταλήγουν και σε διαφορετικά ενδοκυττάρια 

οργανίδια (Robinson et al., 1996). Τα πιο καλά μελετημένα από αυτά είναι η 

ενδοκύτωση μέσω καλυμμένων κυστιδίων κλαθρίνης (clathrin coated vesicles), η 

ενδοκύτωση μέσω caveolae και η ενδοκύτωση υγρής φάσης (fluid phase 

endocytosis). Έχει αναφερθεί ότι ρυθμιστικό ρόλο στα μονοπάτια αυτά παίζουν οι 

πρωτεΐνες dynamin και Rab5. Η πρωτεΐνη dynamin είναι μια GTP-αση η οποία 

εμπλέκεται στην ενδοκύτωση μέσω καλυμμένων κυστιδίων κλαθρίνης και caveolae
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(Damke et al., 1994, Henley et al., 1998). Η πρωτινή Rab5 είναι μία μικρή GTP-άση, 

η οποία παίζει ρόλο τόσο στην ενδοκύτωση μέσω καλυμμένων κυσπδίων κλαθρίνης 

(Bucci et al., 1992) όσο και στην ενδοκύτωση υγρής φάσης (McLauchlan et al., 1998) 

(σχήμα 42).

Σχήμα 41: Τα διάφορα μονοπάτια της ενδοκότωσης καθώς και πρωτεΐνες που 

επηρεάζουν τη λειτουργία τους.

Προκειμένου λοιπόν να μελετηθεί ο ακριβής μηχανισμός πρόσληψης της 

δεσφεριοξαμίνης, κύτταρα HeLa διαμολύνθηκαν με κατάλληλα γονίδια ώστε να 

υπερεκφράζουν μεταλλαγμένες επικρατούσες μορφές των πρωτεϊνών dynamin και 

Rab5 και στη συνέχεια εξετάστηκαν οι επιπτώσεις της υπερέκφρασης αυτής στην 

προστατευτική δράση της δεσφεριοξαμίνης. Η παρατήρηση ότι η υπερέκφραση των 

μεταλλαγμένων μορφών της Rab5 αλλά όχι της dynamin, επηρεάζει την 

προστατευτική δράση της δεσφεριοξαμίνης (σχήμα 27) δείχνει καθαρά ότι το μόριο 

αυτό προσλαμβάνεται από τα κύτταρα μέσω ενδοκύτωσης υγρής φάσης. 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι η δεσφεριοξαμίνη είναι υδρόφιλο μόριο και έχει σχετικά 

υψηλό μοριακό βάρος, φαίνεται λογικό ότι το μόριο αυτό δεν θα διαπερνά τις 

μεμβράνες των ενδοσωματίων και το>ν λυσοσωματίων και συνεπώς θα δρα 

δεσμεύοντας αποκλειστικά τα ιόντα σιδήρου των οργανιδίων αυτών (Cable et al.,

1999). Σε μία πολύ πρόσφατη μελέτη των Kurz και συνεργατών η δεσφεριοξαμίνη, 

MB 600 Da, συνδέθηκε με άμυλο με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός μεγάλου μορίου 

(περίπου 75 kDa), το οποίο είναι πρακτικά αδύνατο να διαχέεται ελεύθερα διαμέσου 

της μεμβράνης των λυσοσωματίων και να ελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα. 

Παρατηρήθηκε ότι το μόριο αυτό είχε την ίδια ικανότητα να προστατεύει το 

κυτταρικό DNA από τη δράση του Η2Ο2 σε σχέση με την δεσφεριοξαμίνη η οποία, 

δεν είχε συνδεθεί με άμυλο (Kurz ct al., 2003). Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει την
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υπόθεση ότι η δράση της δεσφεριοξαμίνης οφείλεται στην αποκλειστική δέσμευση 

των ιόντων σιδήρου των ενδοσωματίων και των λυσοσωματίων.

4.3.2 Λυσοσωμάτια και μοριακοί μηχανισμοί πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό 
DNA από το Η 2Ο2.

Σε αντίθεση με την επικρατούσα άποψη που θεωρεί ότι το Η2Ο2 αλληλεπιδρά

με τα ιόντα σιδήρου που βρίσκονται συνδεδεμένα στο DNA, τα αποτελέσματα της

. μελέτης αυτής δείχνουν καθαρά ότι η αρχική αλληλεπίδραση μεταξύ του Η2Ο2 και

. των ιόντων σιδήρου λαμβάνει χώρα στα λυσοσωμάτια και στη συνέχεια προκαλείται

η βλάβη στο DNA με κάποιο άγνωστο μέχρι στιγμής μηχανισμό. Τα λυσοσωμάτια

είναι οργανίδια πλούσια σε σίδηρο διότι αποτελούν το σημείο κατακερματισμού τόσο

των πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο αλλά και ολόκληρων οργανιδίων όπως τα

μιτοχόνδρια (Ollinger et al., 1995, Yu et al., 2003, Person et al., 2003). To χαμηλό pH

που υπάρχει στο εσωτερικό των λυσοσωματίων διευκολύνει την αλληλεπίδραση

μεταξύ του Η2Ο2 και των ιόντων σιδήρου (Schafer et al., 2000), ενώ η κυστεΐνη που

υπμρχει σε υψηλή συγκέντρωση στα λυσοσωμάτια διευκολύνει την αναγωγή του

σιδήρου στη μορφή Fe2+ και τον καθιστά ικανό να καταλύει άμεσα αντιδράσεις

τύπου Fenton. Εάν στα παραπάνω προστεθεί και το ότι τα λυσοσωμάτια δεν

περιέχουν τα ένζυμα μεταβολισμού του Η2Ο2 υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και

καταλάση (Antunes and Cadenas, 2000), εύλογα συμπεραίνει κανείς ότι τα οργανίδια

αυτά είναι ιδιαίτερα ευάλωτα στη δράση του Η2Ο2. Η ευαισθησία των λυσοσωματίων

έναντι του Η2Ο2 επιβεβαιώθηκε από τα πειράματα στα οποία εξετάστηκε η >
σταθερότητα των οργανιδίων αυτών μετά από έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2. 

Παρατηρήθηκε ότι οι βλάβες της μεμβράνης των λυσοσωματίων ήταν ορατές μετά 

από 15 λεπτά έκθεσης σε Η2Ο2 και αυξήθηκαν σημαντικά με την πάροδο του χρόνου 

(σχήμα 29). Όμως, η παρουσία της δεσφεριοξαμίνης στα λυσοσωμάτια προστάτευσε 

τις μεμβράνες τους από τη δράση του Η2Ο2 (σχήμα 30) γεγονός που υποδηλώνει την 

άμεση εμπλοκή των ιόντων σιδήρου των οργανιδίων αυτών στους μηχανισμούς που 

οδηγούν στην αποσταθεροποίηση τους από το Η2Ο2. Σε πρόσφατη πειραματική 

μελέτη έχει παρατηρηθεί ότι οι σχάσεις στο κυτταρικό DNA ανιχνεύονται από τα 

πρώτα 2 λεπτά μετά την έκθεση των κυττάρων στο Η2Ο2 (Panayiotidis et al., 1999). 

Συγκρίνοντας το χρόνο αυτό με τον αντίστοιχο που απαιτείται για την ανίχνευση των 

βλαβών της μεμβράνης των λυσοσωματίων (περίπου 15 λεπτά) προκύπτει ότι οι 

βλάβες του DNA εμφανίζονται χρονικά πολύ mo σύντομα από τις βλάβες της

]
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μεμβράνης των λυσοσωματίων. Η διαφορά αυτή μπορεί να εξηγηθεί εάν θεωρηθεί ότι 

μετά την αρχική αλληλεπίδραση του Η2Ο2 με τα ιόντα σιδήρου των λυσοσωματίων 

προκαλούνται μικρές βλάβες στη μεμβράνη των οργανιδίων αυτών ή σε 

εξειδικευμένες αντλίες οι οποίες επιτρέπουν τη διαφυγή στο κυτταρόπλασμα μικρών 

σε μέγεθος μορίων όπως Η*, Ca2+ και Fe2+ τα οποία υπάρχουν σε υψηλές 

συγκεντρώσεις στα λυσοσωμάτια. Τα μόρια αυτά στη συνέχεια παίζουν 

αποφασιστικό ρόλο στην πρόκληση βλαβών του DNA από το Η2Ο2. Για παράδειγμα 

τα ιόντα σιδήρου που ελευθερώνονται πιθανά θα μεταναστεύουν στον πυρήνα και θα 

προσδένονται στο DNA καταλύοντας το σχηματισμό ΌΗ επάνω σε αυτό. Από την 

άλλη, η αύξηση της συγκέντρωσης των ιόντων ασβεστίου στο κυτταρόπλασμα πιθανά 

ενεργοποιεί ασβέστιο-εξαρτώμενες ενδονουκλεάσες οι οποίες στη συνέχεια σχάζουν 

το DNA. Όμως, η δέσμευση των ιόντων σιδήρου των λυσοσωματίων από τη 

δεσφεριοξαμίνη αποτρέπει την αλληλεπίδραση των ιόντων αυτών με το Η2Ο2 και 

κατά συνέπεια και την αποσταθεροποίηση των οργανιδίων αυτών. Στην περίπτωση 

αυτή η απελευθέρωση μικρών μορίων (Η+, Ca 2+, Fe2+) αναστέλλεται ή είναι 

σημαντικά περιορισμένη και για το λόγο αυτό αναστέλλεται σημαντικά και η βλάβη 

του DNA. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι τα λυσοσωμάτια αποτελούν τμήμα ενός 

μηχανισμού ανακύκλωσης του σιδήρου από την φερριτίνη και τις άλλες 

μεταλλοπρωτεΐνες στις νέο-συντιθέμενες πρωτεΐνες που περιέχουν σίδηρο (Radisky 

et al., 1998, Kwok et al., 2004). Κατά τη διαδικασία αυτή, η φερριτίνη καθώς και 

μεταλλοπρωτεΐνες προσλαμβάνονται στο εσωτερικό των λυσοσωματίων με μία 

διαδικασία που ονομάζεται αυτοφαγοκύτωση, και στη συνέχεια κατακερματίζονται 

με τη δράση των πρωτεολυτικών ενζύμων που υπάρχουν στα λυσοσωμάτια. Ο 

σίδηρος που ελευθερώνεται μεταφέρεται στη συνέχεια στο κυτταρόπλασμα και 

χρησιμοποιείται για τη σύνθεση νέων πρωτεϊνών. Όμως, στην περίπτωση που η 

δεσφεριοξαμίνη είναι παρούσα στα λυσοσωμάτια θα δεσμεύει το σίδηρο που θα 

ελευθερώνεται και κατά συνέπεια με την πάροδο του χρόνου τα κύτταρα θα 

“αδειάζουν” από σίδηρο ο οποίος θα συσσωρεύεται στα λυσοσωμάτια. Αυτό θα έχει 

ως συνέπεια τη μείωση των επιπέδων του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου με 

αποτέλεσμα να μειώνεται και η ικανότητα του Η2Ο2 να προκαλεί βλάβες στο DNA. Η 

υπόθεση αυτή ενισχύεται και από τη δράση της δεσφεριοξαμίνης στα κύτταρα τα 

οποία υπερεκφράζουν την IRPlc437s· Όπως προαναφέρθηκε η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης αυτής σε κύτταρα που καλλιεργούνται σε χαμηλή πυκνότητα, διαταράσσει
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την ομοιοστασΐα του ενδοκυττάριου σιδήρου με αποτέλεσμα στα κύτταρα αυτά να 

ανιχνεύονται υπερδιπλάσια επίπεδα οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου σε σχέση με 

αυτά που δεν την υπερεκφράζουν (σχήμα 32). Συνέπεια αυτού είναι ότι και το DNA 

των κυττάρων αυτών να είναι πιο ευαίσθητο στο Η2Ο2 (σχήματα 31Α και 31Γ). 

Όμως, παρουσία δεσφεριοξαμίνης, η ευαισθησία των παραπάνω κυττάρων 

αναστέλλεται γεγονός που υποδηλώνει ότι η δέσμευση των ιόντων σιδήρου των 

ενδοσωματίων και των λυσοσωματίων από τη δεσφεριοξαμίνη μειώνει με κάποιο 

τρόπο τα επίπεδα του οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου όλου του κυττάρου.

4.3.3 Δεσφεριοξαμίνη και κυτταρικός πολλαπλασιασμός

Εκτός των επιπτώσεων που περιγράφηκαν στις προηγούμενες ενότητες 

παρατηρήθηκε ότι η έκθεση των κυττάρων σε δεσφεριοξαμίνη έδειξε ισχυρή 

αντιπολλαπλασιαστική δράση. Κύτταρα τα οποία εκτέθηκαν σε αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης έδειξαν μία δοσο-εξαρτώμενη αναστολή του 

πολλαπλασιασμού τους (σχήμα 36) χωρίς όμως να επηρεάζεται η βιωσιμότητα τους 

(σχήμα 37). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρηση ότι η απομάκρυνση της 

δεσφεριοξαμίνης 24 ώρες μετά την αρχική της προσθήκη επιτρέπει στα κύτταρα να 

πολλαπλασιαστούν εκ νέου ενώ η απομάκρυνση της 48 ώρες μετά την αρχική της 

προσθήκη δεν οδηγεί στην εκ νέου ανάπτυξη των κυττάρων (σχήμα 38). Στην 

τελευταία περίπτωση η μορφολογία των κυττάρων είναι μεγεθυσμένη και 

πεπλατυσμένη, χαρακτηριστικά που συναντώνται στο φαινότυπο των γηρασμένων 

κυττάρων (σχήμα 39). Παρόμοια δράση της δεσφεριοξαμίνης περιγράφηκε πρόσφατα 

και σε Chang κύτταρα τα οποία είναι αθανατοποιημένα κύτταρα του ήπατος (Yoon et 

al., 2002). Όμως, αντίθετα με τα κύτταρα HeLa όπου η έκθεση σε δεσφεριοξαμίνη τα 

συσσωρεύει στη φάση G2/M (σχήμα 40), η έκθεση των κυττάρων Chang σε 

δεσφεριοξαμίνη διακόπτει τον κυτταρικό κύκλο στη φάση G1. Στην περίπτωση των 

κυττάρων Chang η δράση της δεσφεριοξαμίνης είναι ανεξάρτητη του ρ53 αλλά 

διαμεσολαβείτε από το ρ27ΚιρΙ. Έχει επίσης αναφερθεί ότι η έκθεση κυττάρων 

νευροβλαστώματος σε δεσφεριοξαμίνη μειώνει σημαντικά τα επίπεδα των mRNA και 

πρωτεΐνης του ογκογονιδίου N-myc, χωρίς να επηρεάζει την έκφραση άλλων 

σημαντικών γονιδίων για την ομοιοστασΐα των κυττάρων (Fan et al., 2001). 

Επιπλέον, η σύντομη απενεργοποίηση του ογκογονιδίου myc οδηγεί στην απώλεια 

του φαινότυπου των καρκινικών κυττάρων (Jain et al., 2002). Με βάση τα παραπάνω
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μπορεί να υποτεθεί ότι η αντυιολλαπλασιαστική δράση της δεσφεριοξαμίνης στα 

κύτταρα HeLa πιθανά σχετίζεται με την απενεργοποίηση του myc το οποίο είναι 

απαραίτητο για την διατήρηση του φαινοτύπου των καρκινικών κυττάρων. Στο 

σημείο αυτό θα πρέπει να αναφερθεί ότι έχει ήδη περιγράφει η ικανότητα της 

δεσφεριοξαμίνης καθώς και άλλων δεσμευτών σιδήρου να αναστέλλουν τον 

πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων, ενώ ορισμένοι από αυτούς ήδη 

χρησιμοποιούνται ως κυτταροστατικά σε ασθενείς που πάσχουν από καρκίνο 

(Abeysinghe et a l, 2001, Gao et a l, 2001, Hoyes et al., 1992, Le et al., 2002, Renton 

et al., 1996). Όμως, σχεδόν σε όλες τις μελέτες αυτές η αντιπολλαπλασιαστική δράση 

των δεσμευτών σιδήρου αποδίδεται στην αναστολή του ενζύμου αναγωγάση των 

ριβονουκλεοτιδίων (ribonucleotide reductase, RR) και κατά συνέπεια στην αναστολή 

της σύνθεσης του DNA.

Από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης προκύπτει ότι ο σχεδιασμός και 

η χρήση σιδηροδεσμευτικών ενώσεων οι οποίες θα αναστέλλουν επιλεκτικά τα 

ογκογονιδία όπως το myc ίσως να αποτελόσουν ένα σημαντικό θεραπευτικό εργαλείο 

για την θεραπεία του καρκίνου.

4.3.4 Λυσοσωμάτια και απόπτωση

Εκτός της προστασίας του κυτταρικού DNA από το Η2Ο2 και της αναστολής 

του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, παρατηρήθηκε ότι η παρουσία της 

δεσφεριοξαμίνης ήταν ικανή να αναστείλει και την απόπτωση που προκαλείται από 

το Η2Ο2 (σχήμα 34). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την άμεση εμπλοκή των ιόντων 

σιδήρου στους μηχανισμούς πρόκλησης απόπτωσης από το Η2Ο2. Τα μιτοχόνδρια 

θεωρούνται ως το σημείο σύγκλισης σχεδόν όλων των αποπτωτικών οδών που 

ενεργοποιούνται από διάφορα ερεθίσματα, αν και οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί 

ενεργοποίησης των δρόμων αυτών και ιδιαίτερα τα βήματα πριν από τα μιτοχόνδρια 

παραμένουν εν πολλοίς άγνωστα.

Έκθεση των κυττάρων Jurkat σε Η2Ο2 προκάλεσε καταστροφή του 

μεμβρανικού δυναμικού ενώ η προεπώαση των κυττάρων αυτών με δεσφεριοξαμίνη 

ανέστειλε και στην περίπτωση αυτή σε σημαντικό βαθμό τη δράση του Η2Ο2 (σχήμα 

35). Τα πειράματα της μελέτης αυτής (σχήματα 34 και 35) υποδηλώνουν ότι σε 

αντίθεση με την επικρατούσα άποψη που θεωρεί τα μιτοχόνδρια ως τον πρωταρχικό 

στόχο της προαποπτωτικής δράσης του Η2Ο2, το μόριο αυτό αλληλεπιδρά αρχικά με
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τα ιόντα σιδήρου των ενδοσωματίων και λυσοσωματίων. Αποτέλεσμα της 

αλληλεπίδρασης αυτής είναι ο σχηματισμός ΌΗ, οι οποίες στη συνέχεια προκαλούν 

βλάβες στην μεμβράνη των λυσοσωματίων με αποτέλεσμα την αποσταθεροποίηση 

των οργανιδίων αυτών (σχήμα 30). Έχει προταθεί ότι αποτέλεσμα της 

αποσταθεροποίησης των λυσοσωματίων είναι η απελευθέρωση στο κυτταρόπλασμα 

πρωτεολυτικών λυσοσωμικών ενζύμων όπως οι καθεψίνες τα οποία στη συνέχεια 

μπορούν να ενεργοποιούν διάφορα μονοπάτια αποπτωτικού θανάτου. Έχει αναφερθεί 

ότι τα λυσοσωμικά ένζυμα προκαλούν την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από 

• τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα, είτε δρώντας άμεσα στα οργανίδια αυτά 

(Antunes et al., 2001, Li et al., 2000, Roberg et al., 1998, Roberg et al., 1999, Roberg, 

2001, Zhao et al., 2001a, Zhao et al., 2001b) είτε ενεργοποιώντας την 

κυττατροπλασματική πρωτεΐνη Bid (Stoka et al., 2001), η οποία στη συνέχεια 

μεταναστεύει στα μιτοχόνδρια και διαμεσολαβεί την απελευθέρωση του 

κυτοχρώματος c (Luo et al., 1998). Η απελευθέρωση του κυτοχρώματος c στο 

κυτταρόπλασμα σηματοδοτεί μία αλληλουχία γεγονότων που τελικά οδηγούν στον 

αποπτωτικό θάνατο (Barbouti, 2004, Hu et al., 1999). Επίσης, έχει αναφερθεί ότι τα 

λυσοσωμικά ένζυμα έχουν την ικανότητα να ενεργοποιούν απευθείας τις πρωτεϊνάσες 

κασπάσες οι οποίες όταν ενεργοποιούνται διαμεσολαβούν σε διάφορα αποπτωτικά 

μονοπάτια (Ishisaka et al., 1999, Katunuma et al., 2001, Katunuma et al., 1999, Zhou 

et al., 1997). Σε αντίθεση με τις παραπάνω μελέτες, μία πολύ πρόσφατη μελέτη της 

ομάδας του Kroemer δείχνει ότι η απόπτωση που προκαλείται λόγω της 

αποσταθεροποίησης των λυσοσωματίων είναι ανεξάρτητη της δράσης των καθεψινών 

(Boya et al., 2003). Λαμβάνοντας υπόψη την τελευταία παρατήρηση φαίνεται πιθανό 

ότι κάποιος άλλος παράγοντας ο οποίος βρίσκεται στα λυσοσωμάτια είναι αυτός που 

διαφεύγει από τα οργανίδια αυτά και ενεργοποιεί την διαδικασία της απόπτωσης. 

Ένας τέτοιος παράγοντας θα μπορούσε να είναι ο σίδηρος. Σύμφωνα με το σενάριο 

αυτό η αρχική αλληλεπίδραση του Η2Ο2 με τα ιόντα σιδήρου των λυσοσωματίων θα 

οδηγεί στο σχηματισμό ΌΗ οι οποίες στη συνέχεια θα προκαλούν βλάβες στη 

μεμβράνη των οργανιδίων αυτών με επακόλουθο την απελευθέρωση ιόντων σιδήρου 

στο κυτταρόπλασμα. Τα ιόντα αυτά στη συνέχεια είναι πιθανό να συνδέονται χαλαρά 

στη μεμβράνη των μιτοχονδρίων καταλύοντας έτσι το σχηματισμό Ό Η  επάνω στα 

οργανίδια αυτά. Αποτέλεσμα του σχηματισμού των Ό Η  θα είναι η πρόκληση βλαβών 

στη μεμβράνη των μιτοχονδρίων και η επακόλουθη απελευθέρωση αποπτωτικών
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πρωτεϊνών όπως το κυτόχρωμα c και ο AIF (Barbouti et al., 2002, Barbouti, 2004, 

Tenopoulou et al. 2004). Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες αυτές θα ενεργοποιούν τα 

διάφορα αποπτωτικά μονοπάτια (Barbouti, 2004) (σχήμα 42). Αντίθετα, η παρουσία 

δεσφεριοξαμίνης στα λυσοσωμάτια πιθανά αποτρέπει την αρχική αλληλεπίδραση του 

Η2Ο2 με τα ιόντα σιδήρου και αναστέλλει ή περιορίζει σημαντικά τον καταρράκτη 

των γεγονότων που οδηγούν στην απόπτωση.

η 2ο 2

Σχήμα 42: Σχηματική απεικόνιση του μηχανισμού πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό 

DNA και απόπτωσης σε κύτταρα που εκτίθενται σε Η2Ο2.
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5. ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ο ρόλος σιδηροδεσμευτικών παραγόντων στους μοριακούς μηχανισμούς 

πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό DNA και απόπτωσης, σε κύτταρα που 

εκτίθενται σε υπεροξείδιο του υδρογόνου.

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), ένα ενδιάμεσο μόριο της αναγωγής 

του οξυγόνου σε νερό, σχηματίζεται και απομακρύνεται συνεχώς σε όλα τα είδη 

κυττάρων ακόμα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Τα τελευταία χρόνια έχει 

γίνει κατανοητό ότι χαμηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 συμμετέχουν στα διάφορα 

μονοπάτια μεταγωγής του σήματος και κατά συνέπεια και σε σημαντικές 

φυσιολογικές διεργασίες όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός και η διαφοροποίηση.

Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις όμως το Η2Ο2 μπορεί να προκαλεί βλάβες σε όλα τα 

κυτταρικά συστατικά όπως τα λιπίδια, οι πρωτεΐνες και το DNA οι οποίες σε 

ορισμένες περιπτώσεις οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο είτε με απόπτωση είτε με 

νέκρωση. Ειδικά το DNA, αν και είναι το βασικότερο από τα κυτταρικά συστατικά, 

είναι ιδιαίτερα ευάλωτο στην δράση του Η2Ο2. Οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί 

πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό DNA από το Η2Ο2 παραμένουν εν πολλοίς 

άγνωστοι και χρίζουν περαιτέρω διερεύνησης.

Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια διαλεύκανσης των μοριακών 

μηχανισμών πρόκλησης βλαβών στο DNA μετά από έκθεση κυττάρων σε συνεχώς 

παραγόμενο Η2Ο2. Παρατηρήθηκε ότι κλασσικά αντιοξειδωτικά μόρια δεν παρείχαν 

καμία προστασία ενώ αυτά που προστάτευαν το έκαναν σε περιορισμένο βαθμό και 

υπό συγκεκριμένες συνθήκες. Σε αντίθεση με τα αντιοξειδωτικά μόρια, 

σιδηροδεσμευτικές ενώσεις έδειξαν ισχυρή προστατευτική δράση, γεγονός που 

υποδηλώνει την άμεση εμπλοκή των ιόντων σιδήρου στους μηχανισμούς δράσης του 

Η2Ο2. Αντίθετα, οι ενώσεις που έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν χαλκό δεν έδειξαν 

καμία προστασία παρόλο που τα ιόντα χαλκού έχουν επίσης την ικανότητα να 

καταλύουν το σχηματισμό ΌΗ από το Η2Ο2. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

δράση σιδηροδεσμευτικών ενώσεων που δεν έχουν την ικανότητα να διαπερνούν την
*  ν  ι

κυτταρική μεμβράνη. Η προστασία από τα μόρια αυτά, σε αντίθεση με αυτά που 

διαχέονται ελεύθερα διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης, αυξάνεται σε συνάρτηση
/
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τόσο της συγκέντρωσης όσο και του χρόνου προεπώασης με τα κύτταρα. Επιπλέον, η 

προστασία τους σε αντίθεση με την αντίστοιχη αυτών που διαχέονται ελεύθερα 

διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης, αναστέλλεται στους 4 °C γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η ενδοκυττάρια πρόσληψη τους γίνεται με μηχανισμό που απαιτεί 

ενζυμική δράση όπως είναι η ενδοκύτωση. Προκειμένου να εξεταστεί εάν η 

ενδοκύτωση αποτελεί το μηχανισμό πρόσληψης των μορίων αυτών, εξετάστηκε η 

πρόσληψη ενός από αυτά, της δεσφεριοξαμίνης. Για το σκοπό αυτό κύτταρα HeLa 

διαμολύνθηκαν με κατάλληλα γονίδια ώστε να υπερεκφράζουν επικρατούσες 

μεταλλαγμένες μορφές των πρωτεϊνών dynamin και Rab5, οι οποίες παίζουν 

ρυθμιστικό ρόλο στα διάφορα μονοπάτια της ενδοκύτωσης. Η παρατήρηση ότι 

υπερέκφραση της Rab5 αλλά όχι της dynamin επηρεάζει την προστατευτική δράση 

της δεσφεριοξαμίνης υποδηλώνει ότι το μόριο αυτό προσλαμβάνεται από τα κύτταρα 

μέσω ενδοκύτωσης υγρής φάσης και δρα δεσμεύοντας τα οξειδοαναγωγικά ιόντα 

σιδήρου των ενδοσωματίων και των λυσοσωματίων. Η παρατήρηση αυτή σε 

συνδυασμό με το γεγονός ότι η προεπώαση των κυττάρων με δεσφεριοξαμίνη 

προστατεύει σημαντικά το DNA τους από το Η2Ο2 υποδηλώνει τη σπουδαιότητα των 

οξειδοαναγωγικά ενεργών ιόντων σιδήρου των ενδοσωματίων και λυσοσωματίων 

στους μοριακούς μηχανισμούς πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό DNA από το Η2Ο2.

Εκτός της προστασίας του DNA, παρατηρήθηκε ότι η έκθεση των κυττάρων 

σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις δεσφεριοξαμίνης (από 0.1 έως 100 μΜ) ανέστειλε 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό με τρόπο που εξαρτάται από την ενδοκύτωση υγρής 

φάσης. Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής έδειξε ότι η έκθεση των κυττάρων για 24 

ώρες σε 100 μΜ δεσφεριοξαμίνης αναστέλλει παροδικά τον κυτταρικό κύκλο στη 

φάση G2/M, ενώ η έκθεση σε δεσφεριοξαμίνη για 48 ώρες προκαλεί μόνιμη 

αναστολή του κύκλου. Επίσης, η δεσφεριοξαμίνη ήταν ικανή να αναστέλλει τόσο τον 

σχηματισμό των ενδονουκλεοσωμικών σχάσεων όσο και την καταστροφή του 

μεμβρανικού δυναμικού των μιτοχονδρίων μετά από έκθεση κυττάρων σε Η2Ο2 

γεγονός που υποδηλώνει την άμεση εμπλοκή των ιόντων σιδήρου των λυσοσωματίων 

και στους μοριακούς μηχανισμούς πρόκλησης απόπτωσης από το Η2Ο2.

Συμπερασματικά φαίνεται ότι τα ιόντα σιδήρου των λυσοσωματίων παίζουν 

κεντρικό ρόλο στους μοριακούς μηχανισμούς πρόκλησης βλαβών στο κυτταρικό 

DNA και απόπτωσης σε κύτταρα που εκτίθενται σε Η2Ο2.
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6. SUMMARY

Studies on the role of iron chelators in the molecular mechanisms of DNA 

damage and apoptosis, in cells exposed to hydrogen peroxide

Hydrogen peroxide (H2O2), an intermediate form of the reduction o f oxygen to 

water, is continuously generated and removed in all cell types even under 

physiological conditions. At relatively low intracellular levels it has been proposed to 

• play a crucial role in signal transduction pathways and therefore, to modulate basic 

cellular functions such as cell proliferation and differentiation. However, at higher 

concentrations, it can induce damage to all cellular components, including lipids, 

proteins and DNA with consequent cell death either by apoptosis or necrosis. Even 

though cellular DNA is the most important among cellular components, it seems to be 

especially sensitive to the action of H2O2. Although extensively studied, the molecular 

mechanisms o f H202-induced DNA damage still remain unclear and need further 

investigation in order to be elucidated.

The present study was focused on the investigation o f the molecular 

mechanisms o f induction of DNA damage in cells exposed to continuously generated 

H2O2. Classical antioxidants like licopic acid (LA), N-acetyl-cysteine (NAC), trolox 

and ascorbic acid (AA) did not offer any protection, while a-tocopherol and 

dehydroascorbic acid (DHAA) only decreased the DNA damage slightly. In contrast 

to antioxidant molecules, iron chelators, were able to protect effectively cellular 

DNA, indicating the crucial role of iron ions on the molecular mechanisms o f  H2O2- 

induced DNA damage. On the contrary, copper chelators did not show any protection, 

even though copper ions are more effective than iron ions to interact with H2O2 and 

catalyze the formation o f  ΌΗ. Of particular interest was the action o f iron chelators 

which are unable to penetrate the cellular membrane. The protective effect o f these 

molecules was dose- and pre-incubation time-dependent. Moreover, their protection 

was totally inhibited at 4 °C while the protection o f membrane permeable chelators 

was not affected under the same conditions. These observations indicate that the 

uptake o f  membrane-impermeable molecules by cells may involve enzymatic 

activities. In order to examine if endocytosis was involved, one of these molecules, 

desferrioxamine, was used, and its uptake mechanism was investigated in detail. For
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this purpose HeLa cells were transiently transfected with vectors encoding dominant 

mutants o f dynamin and Rab5 proteins which are involved in the regulation of various 

routes o f  endocytosis. The observation that mutants overexpressing Rab5, but not 

dynamin, affected the protective effect of desferrioxamine indicates that this molecule 

is taken up by the cells by fluid phase endocytosis. Consequently, it is plausible to 

suggest that it exerts its effects by chelating “redox active iron” into endosomal and 

lysosomal cell compartments, which indicates the importance of 

endodomal/lysosomal redox active iron in this process.

Apart from its effects on protection of DNA, exposure of cells to 

desferrioxamine in a range o f concentrations (0.1 to 100 μΜ) inhibited cell 

proliferation in a fluid phase endocytosis-dependent manner. Flow cytometric analysis 

o f cells exposed to 100 μΜ desferrioxamine for 24 h showed that the cell cycle was 

transiently interrupted at the G2/M phase, while treatment for 48 h led to permanent 

cell arrest. Desferrioxamine was also able to prevent both DNA fragmentation and the 

destruction o f  mitochondrial membrane potential in cells exposed to H2O2. This 

indicates that lysosomal iron may participate in the molecular mechanisms o f H2O2- 

induced apoptosis.

Collectively, the results o f the present study clearly show that iron ions located 

in endosomal/lysosomal cell compartments play crucial roles in the molecular 

mechanisms of induction of DNA damage and apoptosis in cells exposed to H2O2. 

However, further experimental efforts are needed for the clarification of the entire 

cascade o f  the consecutive steps involved in these mechanisms.

*
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