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λόγια ευχαριςτώ, ςτην καθηγήτρια μου, Κα πανάκη, για το ταξίδι που 

κάναμε μαζί ςτον κόςμο τησ επιςτήμησ, τησ εργαςτηριακήσ έρευνασ, τησ 

γνώςησ. Για τουσ φίλουσ /ςυνεργάτεσ που με έμαθαν να ςυμπεριφέρομαι, 

να ςκέφτομαι και να ενεργώ ςτα δύςκολα, αλλά και ςτα εύκολα, ςε 

κείνουσ που με την αγάπη τουσ με έκαναν καλύτερο άνθρωπο· η Ρένα, η 

Παυλίνα, ο Παςχάλησ, η Λένα, η Γιοβάνα, ο Κωςτήσ, η Μαρία.  
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                                      ΤΝΣΟΜΗ ΠΕΡΙΓΡΑΥΗ 

Η γλουταμικό αφυδρογονϊςη (GDH) κατϋχει κεντρικϐ ρϐλο ςτον 

μεταβολιςμϐ του γλουταμικοϑ οξϋοσ, του κϑριου διεγερτικοϑ νευροδιαβιβαςτό 

ςτο ΚΝ. τον ϊνθρωπο ϋχουν κλωνοποιηθεύ δϑο γονύδια , το GLUD1 που 

εκφρϊζεται παντοϑ και το GLUD2, που εκφρϊζεται, (ςϑμφωνα με δεδομϋνα απϐ 

μελϋτεσ RNA) ςτον νευρικϐ και ορχικϐ ιςτϐ. Εμφανύζουν μεγϊλη ομολογύα ςτην 

αλληλουχύα των αμινοξϋων τουσ αλλϊ διαφϋρουν ςτισ λειτουργικϋσ τουσ 

ιδιϐτητεσ. Μϋχρι τώρα, δεν ϋχει καταςτεύ δυνατϐν να διαχωριςτοϑν οι δϑο 

ιςοπρωτεώνεσ και να ταυτοποιηθεύ η παρουςύα/ϋκφραςό τησ hGDH2 ςε επύπεδο 

ιςτοϑ, κυττϊρων ό υποκυτταρικών δομών. κοπϐσ τησ διατριβόσ εύναι η μελϋτη 

τησ ϋκφραςησ hGDH2 ςε ανθρώπινουσ φυςιολογικοϑσ ιςτοϑσ χρηςιμοποιώντασ 

ϋνα αντύςωμα ειδικϐ για την hGDH2 που αναπτϑχθηκε πρϐςφατα ςτο 

εργαςτόριο και καθιςτϊ δυνατϐ τον διαχωριςμϐ τησ απϐ την hGDH1. την 

παροϑςα διπλωματικό, θα μελετηθεύ η ϋκφραςη τησ hGDH2 ςε ανθρώπινουσ 

ιςτοϑσ με τεχνικϋσ ανοςοαποτϑπωςησ και ανοςοώςτοχημεύασ. 

 

ΕΙΑΓΩΓΗ 
Σο κεφϊλαιο αυτϐ διαιρεύται θεματικϊ ςε δϑο ενϐτητεσ. την πρώτη 

ενϐτητα παρουςιϊζονται οι πιο ςημαντικϋσ πληροφορύεσ που αφοροϑν ςτη 

λειτουργύα, ςτισ μορφϋσ και ςτην ϋκφραςη/εντϐπιςη τησ γλουταμικόσ 

αφυδρογονϊςησ των θηλαςτικών. τη δεϑτερη ενϐτητα περιγρϊφονται οι 

ιδιϐτητεσ και η λειτουργύα τησ hGDH2, ο ρϐλοσ τησ ςτην αιτιοπαθογϋνεια των 

νϐςων Πϊρκινςον και Κατϊ Πλϊκασ κλόρυνςη, καθώσ επύςησ και τα υπϊρχοντα 

δεδομϋνα για την ϋκφραςη τησ πρωτεώνησ ςε κυτταρικϐ και υποκυτταρικϐ 

επύπεδο. 
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Α.1. ΑΝΣΙΔΡΑΗ ΣΗ ΓΛΟΤΣΑΜΙΚΗ ΑΥΤΔΡΟΓΟΝΑΗ 

Η γλουταμικό αφυδρογονϊςη (glutamate dehydrogenase, GDH) καταλϑει 

την αναςτρϋψιμη οξειδωτικό απαμύνωςη του L-γλουταμικοϑ ςε α-

κετογλουταρικϐ, χρηςιμοποιώντασ NAD ό/και NADP ωσ ςυνϋνζυμα (Smith και 

ςυν, 1975). Η αντύδραςη αυτό ςυνδϋει τον μεταβολιςμϐ των αμινοξϋων με αυτϐν 

των υδατανθρϊκων, καθώσ το α-κετογλουταρικϐ εύναι ςημαντικϐ μεταβολικϐ 

ενδιϊμεςο του κϑκλου των τρικαρβοξυλικών οξϋων (κϑκλου Κrebs). Πρϊγματι, 

το ϋνζυμο ϋχει ςημαντικϐ ρϐλο ςτον κυτταρικϐ μεταβολιςμϐ, την ομοιϐςταςη 

ενϋργειασ, ενώ ςυμμετϋχει και ςτον κϑκλο τησ ουρύασ (Hudson and Daniel, 

1993). 

                                    

Δηθόλα 1 Η αληίδξαζε ηεο νμείδωζεο ηνπ γινπηακηθνύ πξνο α-θεηνγινπηαξηθό θαη ε ακκωλία πνπ 

θαηαιύεηαη από ηε γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε GDH. 

 Οι γλουταμικϋσ αφυδρογονϊςεσ απαντώνται ςε ϐλουσ τουσ οργανιςμοϑσ, 

προκαρυωτικοϑσ και ευκαρυωτικοϑσ, γεγονϐσ που αναδεικνϑει και τη 

ςπουδαιϐτητϊ τουσ. Διακρύνονται 3 κϑριοι τϑποι GDH ανϊλογα με τη χρόςη 

NAD(Η) ό NADP(Η) ωσ ςυνενζϑμου: αυτϋσ που εύναι ειδικϋσ για ΝΑD, αυτϋσ που 

χρηςιμοποιοϑν εκλεκτικϊ το NADP, και τϋλοσ οι GDH διπλόσ ειδικϐτητασ που 

δϑνανται να χρηςιμοποιόςουν και τα δϑο ςυνϋνζυμα. Οι πρώτοι δϑο τϑποι 

(μονόσ ειδικϐτητασ ϋνζυμα) απαντώνται κυρύωσ ςτουσ μικροοργανιςμοϑσ ςτουσ 

οπούουσ η αντύδραςη τησ οξειδωτικόσ απαμύνωςησ του γλουταμικοϑ 

(καταβολικό οδϐσ) καταλϑεται ςυνηθϋςτερα απϐ ειδικϋσ για NAD GDH, ενώ η 

αναβολικό αντύδραςη τησ ςϑνθεςησ του γλουταμικοϑ απϐ α-κετογλουταρικϐ και 

αμμωνύα καταλϑεται απϐ ειδικϋσ για NADP GDH. Η δυνατϐτητα χρηςιμοπούηςησ 

εύτε NAD εύτε NADP για την κατϊλυςη τησ αντύδραςησ προσ τη πλευρϊ τησ 
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οξεύδωςησ ό τησ ςϑνθεςησ γλουταμικοϑ αντύςτοιχα, αποτελεύ χαρακτηριςτικϐ 

των GDH κυρύωσ των ζωικών κυττϊρων. Παρϊ το γεγονϐσ ϐτι θερμοδυναμικϊ η 

αντύδραςη τησ GDH ευνοεύται προσ την κατεϑθυνςη τησ ςϑνθεςησ γλουταμικοϑ, 

ςτα θηλαςτικϊ η κατεϑθυνςη τησ αντύδραςησ in vivo πιςτεϑεται ϐτι εύναι ςτενϊ 

ρυθμιζϐμενη και εξαρτϊται απϐ την ενεργειακό κατϊςταςη του κυττϊρου, την 

τοπικό ςυγκϋντρωςη των υποςτρωμϊτων  (π.χ γλουταμικϐ, αμμωνύα), και την 

παρουςύα ό ϐχι αλλοςτερικών τροποποιητών. Εξϊλλου, αυτό η δυνατϐτητα 

ςτενόσ ρϑθμιςησ τησ ενζυμικόσ τησ δραςτηριϐτητασ αποτελεύ ςημαντικϐ 

χαρακτηριςτικϐ τησ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ των θηλαςτικών, που την 

διαφοροποιεύ απϐ τισ GDH των απλοϑςτερων οργανιςμών. 

 

Α.2. ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΑΛΛΟΣΕΡΙΚΗ ΡΤΘΜΙΗ ΣΗ ΓΛΟΤΣΑΜΙΚΗ 

ΑΥΤΔΡΟΓΟΝΑΗ ΣΩΝ ΘΗΛΑΣΙΚΩΝ   

Η GDH  των θηλαςτικών εύναι ϋνα ομοπολυμερϋσ, αποτελοϑμενο απϐ ϋξι 

υπομονϊδεσ, καθεμύα απϐ τισ οπούεσ ϋχει μοριακϐ βϊροσ περύπου 56 kDa και 

αποτελεύται απϐ  505 αμινοξϋα. Οι αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ των GDH του 

ανθρώπου, του βοϐσ, του μυϐσ και επύμυοσ ϋχουν χαρακτηριςτεύ και 

επιδεικνϑουν μεγϊλο βαθμϐ ομοιϐτητασ, γεγονϐσ που υποδηλώνει ϐτι το ϋνζυμο 

ϋχει διατηρηθεύ ςτην εξελικτικό πορεύα των ειδών. (Mavrothalassitis και ςυν, 

1988). H τριτοταγόσ δομό κϊθε υπομονϊδασ τησ GDH ϋχει καθοριςτεύ με 

κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ (Smith και ςυν, 2001, 2002) αποκαλϑπτοντασ την 

ϑπαρξη τριών βαςικών περιοχών: 1) την περιοχό πρϐςδεςησ του γλουταμικοϑ 

ςτο αμινοτελικϐ ϊκρο, 2) την περιοχό ςϑνδεςησ του NAD(P), και 3) την περιοχό 

τησ κεραύασ (antenna), η οπούα εύναι καθοριςτικόσ ςημαςύασ για την 

αλλοςτερικό ρϑθμιςη του ενζϑμου.[Εικϐνα 2]. Εξϊλλου, η δυνατϐτητα 

αλλοςτερικόσ ρϑθμιςησ διαφοροποιεύ τισ γλουταμικϋσ αφυδρογονϊςεσ των 

θηλαςτικών απϐ αυτϋσ των προκαρυωτικών οργανιςμών, οι οπούεσ ςτεροϑνται 

τησ περιοχόσ τησ antenna. Οι κϑριοι αλλοςτερικού ενεργοποιητϋσ του ενζϑμου 

εύναι το ADP, η L-Leucine και το NAD(P)+, ενώ οι κϑριοι αλλοςτερικού  
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αναςτολεύσ εύναι το  GTP και το NAD(P)H.               

 

Δηθόλα 2 Κξπζηαιινγξαθηθή δνκή κηαο κνλνκεξνύο ππνκνλάδαο GDH. Η GDH  ηωλ ζειαζηηθώλ είλαη έλα 

νκνεμακεξέο  απνηεινύκελν από έμη όκνηεο ππνκνλάδεο GDH. Κάζε ππνκνλάδα πεξηιακβάλεη: α) κηα 

ακηλνηειηθή πεξηνρή δέζκεπζεο γινπηακηθνύ (κε κόβ ρξώκα), β) κηα πεξηνρή πνπ δεζκεύεη NAD(P)
+
 πάνω 

από τθν περιοχι δεφςμευςθσ του γλουταμικοφ (με γαλάηιο χρώμα), γ) μια προβολι 48 αμινοξζων –anntena- 
(πράςινο χρώμα), θ οποία εκτείνεται ςτθν κορυφι τθσ περιοχισ δζςμευςθσ NAD(P), δ) μια α-ζλικα θ οποία 
ονομάηεται ‘pivot helix’ (κίτρινο χρώμα), γφρω από τθν οποία περιςτρζφεται θ περιοχι δζςμευςθσ NAD(P) 
κατά τθν ζναρξθ τθσ κατάλυςθσ. Επίςθσ οι αντζννεσ από τρείσ υπομονάδεσ περιελίςςονται θ μια γφρω από 
τθν άλλθ και υφίςτανται δομικζσ αλλαγζσ κατά τθ διάρκεια  τθσ κατάλυςθσ. Στθν παραπάνω εικόνα 
φαίνονται και οι ςχετικζσ κζςεισ πρόςδεςθσ των αλλοςτερικών τροποποιθτών ATP και GTP, οι οποίοι 
απεικονίηονται ωσ ςφαίρεσ. 

 

Α.3. ΜΟΡΥΕ ΓΛΟΤΣΑΜΙΚΗ ΑΥΤΔΡΟΓΟΝΑΗ ΣΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ 

Η ανθρώπινη GDH υπϊρχει ςε δϑο ιςομορφϋσ, hGDH1 και hGDH2, που 

κωδικοποιοϑνται απϐ τα γονύδια GLUD1 και GLUD2 αντύςτοιχα, και οι οπούεσ 

διαφϋρουν, ςτην ώριμη μορφό τουσ, ςε 15 απϐ τα 505 αμινοξϋα τουσ. Σο γονύδιο 

GLUD1 περιϋχει 13 εξϐνια, εύναι αυτοςωματικϐ (χαρτογραφεύται ςτο ανθρώπινο 

χρωμϐςωμα 10) (Michaelides και ςυν, 1993) και εκφρϊζεται ςε ϐλουσ τουσ 

ιςτοϑσ (γονύδιο κυτταρικόσ οικονομύασ, house-keeping gene). Αντιθϋτωσ, το 

γονύδιο GLUD2 βρύςκεται ςτο Φ χρωμϐςωμα, δεν περιϋχει ιντρϐνια και 

εκφρϊζεται ειδικώσ ςτο νευρικϐ ιςτϐ και ςτουσ ϐρχεισ (Shashidharan και ςυν, 

1994). Σο γονύδιο GLUD2 ϋχει προκϑψει απϐ ρετρομετϊθεςη του GLUD1 ςτο 

χρωμϐςωμα Φ. Τπϊρχουν ενδεύξεισ ϐτι ο διπλαςιαςμϐσ αυτϐσ ςυνϋβη 

<23,000,000 χρϐνια πριν (Burki and Kaessmann et al., 2004).  τη ςυνϋχεια, ο 
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ςυνδυαςμϐσ τυχαύων μεταλλϊξεων και θετικόσ εξελικτικόσ πύεςησ προςϋδωςαν 

ςτο γονύδιο GLUD2  τισ ςημερινϋσ του ιδιϐτητεσ και  επϋτρεψαν ςτο δεϑτερο 

αυτϐ ιςοϋνζυμο (hGDH2) να προςαρμοςτεύ ςτισ ιδιαύτερεσ μεταβολικϋσ ανϊγκεσ 

του εγκεφϊλου.  

Σα δϑο ιςοϋνζυμα, αν και διαφϋρουν ςε 15 μϐνο απϐ τα 505 αμινοξϋα 

τουσ, ϋχουν πολϑ διαφορετικϋσ ιδιϐτητεσ ϐςον αφορϊ ςτην ςταθερϐτητϊ τουσ 

ςτη θερμϐτητα, την βαςικό τουσ δραςτηριϐτητα (ςε απουςύα ενεργοποιητών) 

και τη ρϑθμιςό τουσ απϐ ενεργοποιητϋσ (ADP, L-Leucine) και αναςτολεύσ (GTP, 

οιςτρογϐνα) (Plaitakis et a.,l 2000; Kanavouras et al., 2007).  

Ειδικϐτερα:  

1.   Η GLUD1 ϋχει ςημαντικό βαςικό δραςτηριϐτητα (40-45% τησ μϋγιςτησ) 

επύ απουςύασ αλλοςτερικών τροποποιητών. Επιπλϋον, αναςτϋλλεται 

ιςχυρϊ απϐ το GTP ( Ic50 = 0,2 μΜ), το οπούο φαύνεται ϐτι ρυθμύζει την 

λειτουργύα τησ ςτουσ περιφερικοϑσ ιςτοϑσ. Αςθενεύσ με μεταλλϊξεισ ςτο 

ρυθμιςτικϐ τμόμα του ενζϑμου, οι οπούεσ οδηγοϑν ςε κατϊργηςη τησ 

αναςτολόσ του απϐ GTP, παρουςιϊζουν το ςϑνδρομο υπερινςουλινιςμοϑ-

υπεραμμωνιαιμύασ λϐγω αυξημϋνησ βαςικόσ δραςτηριϐτητασ του 

ενζϑμου ςτα β κϑτταρα του παγκρϋατοσ (Stanley και ςυν, 1998). 

2. Σο GLUD2 εύναι ανθεκτικϐ ςτην αναςταλτικό δρϊςη του GTP . 

Παρουςιϊζει  χαμηλό βαςικό δραςτηριϐτητα (5-10% τησ μϋγιςτησ), η 

οπούα αποκαθύςταται πλόρωσ απϐ το ADP και την L-λευκύνη (Plaitakis, 

Metaxari και Shashidharan , 2000). Εύναι μύα ςημαντικό μοριακό 

προςαρμογό του ενζϑμου που του επιτρϋπει να λειτουργεύ ςτο νευρικϐ 

ςϑςτημα κυρύωσ κατϊ την διϊρκεια τησ διεγερτικόσ διαβύβαςησ. Επειδό η 

μεταφορϊ του γλουταμικοϑ οξϋοσ εντϐσ των κυττϊρων ςυνοδεϑεται απϐ 

κατανϊλωςη ενϋργειασ (υδρϐλυςη ATP→ADP), το παραγϐμενο ADP 

προκαλεύ ενεργοπούηςη τησ hGDH2 και κατ’επϋκταςη ςτην οξειδωτικό 

απαμύνωςη του γλουταμικοϑ οξϋοσ ςε α-κετογλουταρικϐ για να 

χρηςιμοποιηθεύ ςτον κϑκλο του κιτρικοϑ οξϋοσ για την  εκ νϋου 

παραγωγό ενϋργειασ.  Επύςησ, η μη δρϊςη του GTP ςτο GLUD2 επιτρϋπει 

ςτο ϋνζυμο να λειτουργεύ ςτον νευρικϐ ιςτϐ, ο οπούοσ ϋχει υψηλϐτερα 
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επύπεδα GTP απϐ ϊλλουσ ιςτοϑσ.  Σϋλοσ εμφανύζει μεγαλϑτερη 

ευαιςθηςύα απϐ την hGDH1 ςτην απενεργοπούηςη απϐ θερμϐτητα 

(θερμο-ευαύςθητο) ενώ εμφανύζει βϋλτιςτη λειτουργικϐτητα ςε 

χαμηλϐτερα pH (7.5-7.8) ςε ςχϋςη με την ιςομορφό κυτταρικόσ 

οικονομύασ  

Πρϐςφατεσ μελϋτεσ μεταλλαξιογϋνεςησ τησ GLUD1 ςε θϋςεισ ϐπου 

διαφϋρει απϐ τη GLUD2 (Zaganas και Plaitakis, 2002) ϋδειξαν ϐτι δϑο αμινοξικϋσ 

αντικαταςτϊςεισ ευθϑνονται για τισ κϑριεσ λειτουργικϋσ διαφορϋσ μεταξϑ των 

δϑο ιςοενζϑμων. υγκεκριμϋνα, η αντικατϊςταςη τησ Arg443 τησ GLUD1 απϐ 

Ser (ςτη GLUD2) ελαχιςτοποιεύ την βαςικό δραςτικϐτητα (3% τησ μεγύςτησ) 

αλλϊ επιτρϋπει την πλόρη ενεργοπούηςη του ενζϑμου με ADP. Η δεϑτερη 

αντικατϊςταςη (Gly 456 απϐ Ala) προςδύδει ανθεκτικϐτητα ςτην αναςτολό απϐ 

GTP και καταργεύ τη θετικό ςυνεργατικϐτητα αυτόσ τησ αναςτολόσ. 

 

Α.4. Ο ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΡΟΛΟ ΣΗ ΓΛΟΤΣΑΜΙΚΗ ΑΥΤΔΡΟΓΟΝΑΗ ΣΩΝ 

ΘΗΛΑΣΙΚΩΝ  

Η ϋκφραςη τησ GLUD1 γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ ςε ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ 

των θηλαςτικών (housekeeping) αντανακλϊ τη μεγϊλη ςημαςύα του ενζϑμου 

αυτοϑ ςτη λειτουργύα των κυττϊρων. Έχει υπολογιςτεύ ϐτι ςε οριςμϋνα κϑτταρα 

αποτελεύ μϋχρι και το 10% τησ ολικόσ πρωτεϏνησ του μιτοχονδριακοϑ 

ςτρώματοσ (matrix). τα ϐργανα με τα υψηλϐτερα επύπεδα GDH 

περιλαμβϊνονται ο εγκϋφαλοσ, η καρδιϊ, οι νεφρού, το πϊγκρεασ, ο ςπλόνασ, οι 

λεμφαδϋνεσ, με τα υψηλϐτερα επύπεδα να ανευρύςκονται ςτο όπαρ (Smith και 

ςυν, 1975). Παρακϊτω παρουςιϊζονται οι γενικϋσ, για ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ, 

λειτουργύεσ τησ GDH , που αφοροϑν την ομοιϐςταςη και το μεταβολιςμϐ, ενώ η 

ειδικό για το νευρικϐ ςϑςτημα λειτουργύα τησ GDH θα παρουςιαςτεύ ςε χωριςτό 

ενϐτητα.  
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Ι. Ενεργειακό ομοιϐςταςη 

Όπωσ ϋχει αναφερθεύ, η GDH καταλϑει τη μετατροπό του γλουταμικοϑ ςε 

α-κετογλουταρικϐ. Η ςϑνθεςη του α-κετογλουταρικοϑ οδηγεύ μϋςω του κϑκλου 

του Krebs ςτη παραγωγό ενϋργειασ με τη μορφό ATP ό GTP. Καθώσ τα 

τελευταύα τριφωςφορικϊ νουκλεοτύδια αποτελοϑν αλλοςτερικοϑσ αναςτολεύσ 

τησ GDH, ενώ το ADP δρα ωσ αλλοςτερικϐσ ενεργοποιητόσ, πιςτεϑεται ϐτι το 

ϋνζυμο μπορεύ να λειτουργεύ ωσ ‘ενεργειακϐσ αιςθητόρασ’, ανταποκρινϐμενο 

ςτισ ενεργειακϋσ ανϊγκεσ του κυττϊρου. Έτςι, λοιπϐν, η GDH μπορεύ να 

χρηςιμοποιόςει την οξεύδωςη αμινοξϋων (μϋςω γλουταμικοϑ) για τη παραγωγό 

ενϋργειασ, ςε περιπτώςεισ που μειώνεται το ενεργειακϐ φορτύο του κυττϊρου 

(ϐπωσ αυτϐ καθορύζεται απϐ το λϐγο ATP/ADP). 

    

ΙΙ. ϑνθεςη αμινοξϋων- πρωτεώνών 

Σο αμινοξϑ γλουταμικϐ αποτελεύ την απαραύτητη πρϐδρομη ουςύα για τη 

παραγωγό των αμινοξϋων γλουταμύνη, προλύνη, αργινύνη. Επύςησ, το γλουταμικϐ 

μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ για τη ςϑνθεςη των περιςςϐτερων μη απαραύτητων 

αμινοξϋων μϋςω μιασ εκ των αντιδρϊςεων τρανςαμύνωςησ. τισ αντιδρϊςεισ 

αυτϋσ, που καταλϑονται απϐ τα ϋνζυμα αμινο -τρανςφερϊςεσ, μύα α-αμινομϊδα 

μεταφϋρεται απϐ ϋνα αμινοξϑ ςε ϋνα α-κετοξϑ για να παραχθεύ ϋνα ϊλλο 

αμινοξϑ. Έτςι, για παρϊδειγμα, τα αμινοξϋα αλανύνη και αςπαρτικϐ ςυντύθενται 

απϐ τα καρβοξυλικϊ οξϋα πυρουβικϐ και οξαλοξικϐ με τη δρϊςη των ενζϑμων 

αλανινικό και αςπαρτικό αμινοτρανςφερϊςη αντύςτοιχα: 

 

                               (Αλανινικό αμινοτρανςφερϊςη) 

  Γλουταμικϐ + Πυρουβικϐ                                      Αλανύνη + α-Κετογλουταρικϐ 

                               (Αςπαρτικό αμινοτρανςφερϊςη) 

  Γλουταμικϐ + Οξαλοξικϐ                                     Αςπαρτικϐ + α-Κετογλουταρικϐ  
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     Οι παραπϊνω αντιδρϊςεισ εύναι πλόρωσ αναςτρϋψιμεσ. Η ςημαςύα τησ 

αντύςτροφησ αντύδραςησ εύναι μεγϊλη, καθώσ επιτρϋπει τη μεταφορϊ του 

αζώτου απϐ την αλανύνη και το αςπαρτικϐ προσ το γλουταμικϐ. Αυτϐ εύναι το 

πρώτο βόμα ςτην αποδϐμηςη των αμινοξϋων. Ο ρϐλοσ τησ GDH εύναι ςημαντικϐσ 

ςτην ολοκλόρωςη τησ αποδϐμηςησ αμινοξϋων, καθώσ καταλϑει την οξειδωτικό 

απαμύνωςη του γλουταμικοϑ ςε α-κετογλουταρικϐ και αμμωνύα. Έτςι, το 

αμινικϐ ϊζωτο διοχετεϑεται προσ το γλουταμικϐ και μϋςω τησ GDH 

απελευθερώνεται ωσ ελεϑθερη αμμωνύα, ενώ οι ανθρακικού ςκελετού που 

απομϋνουν μετϊ την απομϊκρυνςη του αμινικοϑ αζώτου μποροϑν να ειςϋλθουν 

ςτον κϑκλο του Κrebs και να οξειδωθοϑν.  

 Καθώσ η GDH ρυθμύζει τα επύπεδα γλουταμικοϑ μϋςα ςτο κϑτταρο, εύναι 

πιθανϐν , μϋςω των οδών που αναφϋρθηκαν παραπϊνω, να επηρεϊζει ϋμμεςα 

και τη ςϑνθεςη και αποδϐμηςη ϊλλων αμινοξϋων . 

 

ΙΙΙ. Ομοιϐςταςη αμμωνύασ –Κϑκλοσ ουρύασ 

Η GDH ϋχει ςημαντικϐ ρϐλο ςτην ομοιϐςταςη τησ αμμωνύασ μϋςα ςτα 

κϑτταρα καθώσ ςυμβϊλλει μϋςω απαμύνωςησ του γλουταμικοϑ ςτο 

μεταβολιςμϐ τησ α-αμινομϊδασ των περιςςϐτερων αμινοξϋων. Κι αυτϐ γιατύ 

κατϊ την αποδϐμηςη των αμινοξϋων η α-αμινομϊδα τουσ μεταφϋρεται μϋςω 

αμινοτρανςφεραςών ςτο α-κετογλουταρικϐ για να ςχηματιςτεύ γλουταμικϐ, το 

οπούο ςτη ςυνϋχεια απαμινώνεται οξειδωτικϊ απϐ τη GDH για να παραχθεύ 

NH4+. τη ςυνϋχεια, ςτα περιςςϐτερα χερςαύα ςπονδυλωτϊ, το ιϐν NH4+ 

μετατρϋπεται ςε ουρύα, η οπούα απεκκρύνεται. Ο κϑκλοσ τησ ουρύασ εύναι 

εξαιρετικϊ ςημαντικϐσ γιατύ εύναι ο κϑριοσ τρϐποσ απομϊκρυνςησ τησ αμμωνύασ, 

τα υψηλϊ επύπεδα τησ οπούασ εύναι τοξικϊ για τον ϊνθρωπο. 

Α.5. O ΡΟΛΟ ΣΗ GDH ΣΟ ΚΝ 

 Σο γλουταμικϐ οξϑ αποτελεύ τον κϑριο διεγερτικϐ νευροδιαβιβαςτό ςτο 

ΚΝ, χρηςιμοποιοϑμενο ςε περιςςϐτερεσ απϐ το 40-60% των ςυνϊψεων, και 

εμπλϋκεται ςε εγκεφαλικϋσ λειτουργύεσ, ϐπωσ η μνόμη και η μϊθηςη, η 

κινητικϐτητα, η αιςθητικϐτητα.  Τπϊρχει ϋνασ τερϊςτιοσ αριθμϐσ 
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γλουταματεργικών νευρώνων ςτο ΚΝ, οι οπούοι εύναι ευρϋωσ κατανεμημϋνοι ςε 

ϐλο τον εγκϋφαλο. Οι περιοχϋσ με τη μεγαλϑτερη πυκνϐτητα γλουταματεργικών 

ςυνϊψεων εύναι τα βαςικϊ γϊγγλια, ο φλοιϐσ των εγκεφαλικών ημιςφαιρύων και 

τησ παρεγκεφαλύδασ, ο ιππϐκαμποσ, οι θαλαμικϋσ περιοχϋσ τησ μϋςησ γραμμόσ 

(Aoki και ςυν 1987). 

Η γλουταμικό αφυδρογονϊςη φαύνεται ϐτι ϋχει ϋνα πολϑ ςημαντικϐ ρϐλο 

ςτον εγκϋφαλο και αυτϐ αντανακλϊται απϐ το γεγονϐσ ϐτι οι ςυγκεντρώςεισ τησ 

ςε αυτϐ το ϐργανο εύναι ιδιαύτερα ψηλϋσ. Οι περιςςϐτερεσ ανοςοώςτοχημικϋσ 

μελϋτεσ (Aoki και ςυν, 1987, Rothe και ςυν, 1994) δεύχνουν ϐτι το ϋνζυμο 

εντοπύζεται κυρύωσ ςε αςτροκϑτταρα, ενώ μικρϐτερη ανοςοδραςτικϐτητα 

ανευρύςκεται ςε νευρωνικοϑσ πληθυςμοϑσ. Πιο πρϐςφατεσ μελϋτεσ ςτη λευκό 

ουςύα εγκεφϊλου αρουραύου (Schmitt και ςυν, 1999) αλλϊ και ανθρώπου 

(Werner και ςυν, 2001) αποκϊλυψαν ϐτι η GDH  εύναι παροϑςα ςε ςημαντικϊ 

ποςϊ και ςε ολιγοδενδροκϑτταρα. 

ημαντικό ετερογϋνεια παρατηρεύται ςτην κατανομό τησ GDH ςτισ 

διϊφορεσ περιοχϋσ του εγκεφϊλου. Οι Aoki και ςυν (1987) ϋδειξαν ϐτι υπϊρχει 

μεγαλϑτερη ςυγκϋντρωςη GDH ςε περιοχϋσ που δϋχονται πυκνό 

γλουταματεργικό νεϑρωςη. ε αυτϋσ τισ περιοχϋσ, η GDH ανευρύςκεται κυρύωσ 

ςε αςτροκυτταρικϋσ αποφϑςεισ που περιβϊλλουν γλουταματεργικϋσ νευρικϋσ 

απολόξεισ, παρϋχοντασ ϋμμεςεσ ενδεύξεισ ϐτι το ϋνζυμο εμπλϋκεται ςτο 

μεταβολιςμϐ του νευροδιαβιβαςτό γλουταμικοϑ ςτισ ςυνϊψεισ. Κϊτι τϋτοιο 

ϊλλωςτε ϋχει προταθεύ απϐ παλιϊ απϐ τουσ Plaitakis και ςυν (1982).  Πϊντωσ, οι 

Cooper και ςυν (1979) ϋδειξαν ϐτι η GDH δε φαύνεται να ςυμμετϋχει ϊμεςα ςτη 

ςϑνθεςη του γλουταμικοϑ ωσ νευροδιαβιβαςτό ςτο ΚΝ, παρϐτι θερμοδυναμικϊ 

ευνοεύται η κατεϑθυνςη τησ αντύδραςησ προσ τη παραγωγό γλουταμικοϑ. Αυτϐ 

φαύνεται απϐ το γεγονϐσ ϐτι ραδιοςεςημαςμϋνη αμμωνύα χορηγοϑμενη ςε 

αρουραύουσ δεν ενςωματώνεται ςτο γλουταμικϐ ςτον εγκϋφαλϐ τουσ. Αντύθετα, 

η ςϑνθεςη ςτουσ νευρώνεσ του νευροδιαβιβαςτό γλουταμικοϑ  πιςτεϑεται ϐτι 

γύνεται απϐ α-κετογλουταρικϐ, μϋςω αντιδρϊςεων τρανςαμύνωςησ, ό απϐ 

γλουταμύνη με τη δρϊςη του ενζϑμου γλουταμινϊςη.  
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Αν και η GDH δε φαύνεται να παύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτη ςϑνθεςη του 

γλουταμικοϑ ςτο ΚΝ, υπϊρχουν ενδεύξεισ ϐτι μπορεύ να παύζει ςημαντικϐ ρϐλο 

ςτον καταβολιςμϐ (οξεύδωςη) του γλουταμικοϑ τϐςο ςε αςτροκϑτταρα που 

περιβϊλλουν τισ ςυνϊψεισ (Yu και ςυν, 1982), ϐςο και ςε ςυναπτοςώματα 

(Erecinka και ςυν, 1990). Σο γλουταμικϐ που απελευθερώνεται ςτισ ςυνϊψεισ 

προςλαμβϊνεται γρόγορα μϋςω μεταφορϋων (ΕΑΑΣ) κυρύωσ απϐ τα 

περιβϊλλοντα αςτροκϑτταρα, αλλϊ και απϐ τουσ ύδιουσ τουσ νευρώνεσ. το 

εςωτερικϐ των αςτροκυττϊρων το γλουταμικϐ μπορεύ να ακολουθόςει δϑο 

δρϐμουσ: 1) να  μετατραπεύ ςε γλουταμύνη μϋςω τησ δρϊςησ του ενζϑμου 

ςυνθϊςη τησ γλουταμύνησ, 2) να μετατραπεύ ςε α-κετογλουταρικϐ, εύτε μϋςω 

κϊποιασ εκ των αντιδρϊςεων τρανςαμύνωςησ, εύτε μϋςω τησ αντύδραςησ τησ 

GDH (προσ τη κατεϑθυνςη τησ οξειδωτικόσ απαμύνωςησ). υνεπώσ η GDH 

μπορεύ να ςυμβϊλει ςτο καταβολιςμϐ και την ανακϑκλωςη του γλουταμικοϑ 

ςτισ ςυνϊψεισ. Αυτϐ μπορεύ να ϋχει ιδιαύτερη ςημαςύα ςε περιπτώςεισ 

υπερβολικόσ προςυναπτικόσ απελευθϋρωςησ γλουταμικοϑ, αφοϑ εύναι γνωςτϐ 

ϐτι η περύςςεια γλουταμικοϑ, και κατϊ ςυνϋπεια η υπερενεργοποιόςη των 

μεταςυναπτικών NMDA και AMPA υποδοχϋων, μπορεύ να προκαλϋςει 

τοξικϐτητα (excitotoxivity). Ωςτϐςο, ςε καλλιϋργειεσ αςτροκυττϊρων, κϊποιοι 

ερευνητϋσ ϋδειξαν ϐτι η ροό του γλουταμικοϑ διαμϋςου τησ GDH εύναι 

δυςανϊλογα (τησ ςυγκϋντρωςησ τησ) χαμηλό (Waniewski και Martin, 1986, 

Farinelli και Nicklas, 1992). Απϐ την ϊλλη μεριϊ, οι Kuo και ςυν (1994) 

πρϐτειναν ϐτι η δραςτηριϐτητα τησ GDH ςτο ΚΝ μπορεύ να εύναι ςτενϊ 

ρυθμιζϐμενη, αφοϑ τα επύπεδα τησ ςτον εγκϋφαλο εύναι υψηλϊ, ενώ η ροό 

γλουταμικοϑ διαμϋςου τησ αντύδραςησ τησ εύναι χαμηλό. ε ςυμφωνύα με τουσ 

παραπϊνω οι Sonnewald και ςυν (1997) προτεύνουν ϐτι ο μεταβολιςμϐσ του 

γλουταμικοϑ ςτα αςτροκϑτταρα εξαρτϊται απϐ τα εξωκυττϊρια επύπεδϊ του, με 

τα υψηλϐτερα επύπεδα να ευνοοϑν την οξεύδωςη του γλουταμικοϑ διαμϋςου τησ 

GDH. 
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GDH και νευρολογικϊ νοςόματα 

 Η ςημαςύα τησ GDH ςτη βιολογύα του ΚΝ αποκαλϑπτεται και απϐ το 

γεγονϐσ ϐτι δυςλειτουργύα τησ GDH ενϋχεται ςτη παθοφυςιολογύα 

νευρολογικών νοςημϊτων. Η δραςτηριϐτητα τησ GDH ϋχει βρεθεύ μειωμϋνη ςε 

λευκοκϑτταρα και ινοβλϊςτεσ αςθενών με πολυςυςτηματικϋσ νευρολογικϋσ 

διαταραχϋσ, μύα οικογϋνεια νοςημϊτων που χαρακτηρύζονται απϐ κλινικό και 

παθολογoανατομικό ετερογϋνεια (Plaitakis και ςυν, 1980, 1982). Οι μελϋτεσ που 

ϋγιναν ςτουσ αςθενεύσ αυτοϑσ ϋδειξαν ϐτι η μεύωςη ςτη δραςτηριϐτητα τησ GDH 

αφοροϑςε κατϊ κϑριο λϐγο τη ‘θερμοαςταθό’ μορφό τησ GDH (Plaitakis και ςυν, 

1984). Απϐ την ϊλλη μεριϊ, ϐπωσ ϋχει όδη αναφερθεύ η GDH παύζει κεντρικϐ 

ρϐλο ςτο μεταβολιςμϐ του γλουταμικοϑ, του κυριϐτερου διεγερτικοϑ 

νευροδιαβιβαςτό με δυνητικϊ νευροτοξικϋσ ιδιϐτητεσ. Η απελευθϋρωςη του 

γλουταμικοϑ ςε μεγϊλεσ ςυγκεντρώςεισ ςτη ςυναπτικό ςχιςμό εύναι δυνατϐν να 

προκαλϋςει διεγερτικοτοξικό βλϊβη (excitotoxic injury) ςτα νευρικϊ κϑτταρα. Η 

διεγερτικο-τοξικϐτητα ϋχει ενοχοποιηθεύ ςε μηχανιςμοϑσ οξεύασ βλϊβησ του 

ΚΝ επύ υποξύασ, ιςχαιμύασ και υπογλυκαιμύασ, καθώσ και ςε μηχανιςμοϑσ 

χρϐνιασ νευροεκφϑλιςησ. ημαντικϋσ νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ, ϐπωσ η 

νϐςοσ Parkinson, η νϐςοσ Alzheimer, η Πλϊγια Μυατροφικό κλόρυνςη (ALS) 

ϋχουν ςυςχετιςτεύ με τισ διεγερτικοτοξικϋσ ιδιϐτητεσ του γλουταμικοϑ οξϋοσ. 

Ειδικϊ ϐςον αφορϊ τη νϐςο του Parkinson, ϐπου εκφυλύζονται οι 

ντοπαμινεργικού νευρώνεσ τησ μϋλαινασ ουςύασ, οι Plaitakis και Shashidharan 

(2000) ϋδειξαν ϐτι αναςτολό τησ ϋκφραςησ τησ GDH με anti- sense 

ολιγονουκλεοτύδια οδηγεύ ςε εκφϑλιςη ντοπαμινεργικών νευρώνων ςε 

καλλιϋργεια, παρϋχοντασ ενδεύξεισ για μύα νευροπροςτατευτικό λειτουργύα τησ 

GDH ςτα κϑτταρα αυτϊ. 

 

Α.6. ΤΠΟΚΤΣΣΑΡΙΚΗ ΕΝΣΟΠΙΗ ΣΗ GDH ΣΟΤ ΙΣΟΤ ΣΩΝ 

ΘΗΛΑΣΙΚΩΝ 

Η GDH, λϐγω του ςημαντικοϑ τησ ρϐλου ςτην ενεργειακό ομοιϐςταςη και 

ςτο μεταβολιςμϐ του γλουταμικοϑ οξϋοσ, ϋχει αποτελϋςει πολλϊκισ το 
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αντικεύμενο μελϋτησ πολλών ερευνητών ϐςον αφορϊ την υποκυτταρικό 

κατανομό τησ. 

Η πιο ιςχυρϊ αποδεδειγμϋνη εντϐπιςη τησ GDH ςτουσ ιςτοϑσ των 

θηλαςτικών εύναι εντϐσ του μιτοχονδρύου. Η μιτοχονδριακό εντϐπιςη τησ GDH 

ϋχει απϐ παλιϊ δειχθεύ με μελϋτεσ ομογενοπούηςησ και κλαςματοπούηςησ όπατοσ 

(Hogeboom και ςυν, 1953) ό εγκεφϊλου αρουραύου (Salganicoff και ςυν, 1965). 

Μϊλιςτα οι τελευταύοι ερευνητϋσ υπϋθεςαν ϐτι η GDH εντοπύζεται ςτο 

μιτοχονδριακϐ ςτρώμα (matrix), καθώσ διαλυτοποιεύται με Triton X-100. 

Αργϐτερα, η εντϐπιςη τησ GDH ςτο μιτοχϐνδριο επιβεβαιώθηκε με υπερδομικϋσ 

μελϋτεσ ανοςοώςτοχημεύασ ηλεκτρονικοϑ μικροςκοπύου, οι οπούεσ δύνουν τη 

δυνατϐτητα να διατηρηθεύ η δομό των κυττϊρων και των υποκυτταρικών 

ςχηματιςμών. υγκεκριμϋνα, οι Aoki και ςυν (1987), χρηςιμοποιώντασ 

πρωτοταγό αντιςώματα ϋναντι τησ GDH και δευτεροταγό αντιςώματα 

ςυζευγμϋνα με ςωματύδια χρυςοϑ, εντϐπιςαν τη GDH κυρύωσ ςτα μιτοχϐνδρια  

γλοιoκυττϊρων και ςε μικρϐτερο βαθμϐ νευρώνων εγκεφϊλου αρουραύου. Η 

μεγαλϑτερη ςυγκϋντρωςη GDH αντιςτοιχοϑςε ςε περιοχϋσ με αυξημϋνη 

γλουταματεργικό διαβύβαςη, και ειδικϐτερα ςε αςτροκυτταρικϋσ αποφϑςεισ 

που περιϋβαλαν δενδριτικϋσ ϊκανθεσ και ςυναπτικϋσ απολόξεισ. Αντύθετα, δεν 

υπόρχε ςυςχϋτιςη τησ κατανομόσ τησ GDH με τισ απαιτόςεισ ςε ενϋργεια των 

αντύςτοιχων περιοχών. Εκτϐσ απϐ την αμιγό μιτοχονδριακό εντϐπιςη, οι Aoki 

και ςυν παρατόρηςαν ανοςοδραςτικϐτητα για GDH – ςε μικρϐτερη 

ςυγκϋντρωςη- και ςε κϊποιεσ εξωμιτοχονδριακϋσ θϋςεισ. Ανοςοώςτοχημεύα με 

αντιςώματα χρυςοϑ και ηλεκτρονικό μικροςκοπύα χρηςιμοπούηςαν και οι Rothe 

και ςυν (1994) για να εξετϊςουν και να ποςοτικοποιόςουν την υποκυτταρικό 

εντϐπιςη τησ GDH ςε τομϋσ παρεγκεφαλιδικοϑ φλοιοϑ αρουραύου. Οι ερευνητϋσ 

αυτού παρατόρηςαν ανοςοςόμανςη GDH κατϊ κϑριο λϐγο ςτα μιτοχϐνδρια 

αςτροκυττϊρων και ςε μικρϐτερο βαθμϐ ςε μιτοχϐνδρια ολιγοδενδροκυττϊρων 

και νευρωνικών ςτοιχεύων. Δε βρϋθηκε εντϐπιςη GDH ςε εξωμιτοχονδριακϋσ 

θϋςεισ. 

Τπϊρχουν ενδεύξεισ ϐτι, εκτϐσ απϐ την εϑκολα διαλυτοποιοϑμενη μορφό 

GDH του μιτοχονδριακοϑ ςτρώματοσ (matrix), πϊρχει και μύα ϊλλη μορφό GDH 

ςυνδεδεμϋνη με μεμβρϊνεσ. Έτςι οι Colon και ςυν (1986) ϋδειξαν ϐτι 
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προκϑπτουν δϑο δραςτηριϐτητεσ GDH μετϊ απϐ υπερφυγοκϋντρηςη (100000g) 

ολικοϑ ομογενοποιόματοσ εγκεφϊλου αρουραύου: α) μια διαλυτό GDH 

δραςτηριϐτητα, η οπούα λαμβϊνεται ςτο υπερκεύμενο τησ υπερφυγοκϋντρηςησ 

και πιθανώσ αντιπροςωπεϑει το κλϊςμα του μιτοχονδριακοϑ ςτρώματοσ, β) μια 

ςωματιδιακό (particulate-bound) GDH δραςτηριϐτητα, η οπούα λαμβϊνεται ςτο 

ύζημα και η οπούα αντιςτϋκεται ςτη διαλυτοπούηςη με Triton X-100 και 

απελευθερώνεται μϐνο με το κατιονικϐ απορρυπαντικϐ CTAB και με υψηλό 

ςυγκϋντρωςη ϊλατοσ (0,5 Μ NaCl). Οι δϑο αυτϋσ μορφϋσ GDH διαφϋρουν ωσ 

προσ τη θερμοςταθερϐτητα και την αλλοςτερικό ρϑθμιςη και πιθανώσ 

ανταποκρύνονται λειτουργικϊ ςε διαφορετικϋσ μεταβολικϋσ ανϊγκεσ του 

εγκεφϊλου [ενεργειακϐσ μεταβολιςμϐσ – μεταβολιςμϐσ γλουταμικοϑ οξϋοσ]. 

Εκτϐσ απϐ τουσ Colon και ςυν, οι Lee και ςυν, και οι Rajas και ςυν μπορϋςανε να 

ανιχνεϑςουνε ςυνδεδεμϋνη με μεμβρϊνεσ GDH. υγκεκριμϋνα, οι Lee και ςυν 

(1999) απομονώςανε GDH απϐ μεμβρϊνεσ αδροϑ ενδοπλαςματικοϑ δικτϑου 

(RER), η οπούα (παρομούωσ με τα ευρόματα των Colon και ςυν) όταν 

περιςςϐτερο ανθεκτικό ςτη θερμϐτητα, ϐπωσ και ςτη πρωτεϐλυςη, απϐ τη 

μιτοχονδριακό GDH. Επύςησ οι Rajas και ςυν (1993), χρηςιμοποιώντασ όπαρ και 

εγκϋφαλο χούρου, αναγνωρύςανε μύα ςυνδεδεμϋνη με μεμβρϊνεσ λυςοςωμϊτων 

ιςομορφό GDH,  η οπούα εμφϊνιζε εξαρτώμενη απϐ το ATP ικανϐτητα 

πρϐςδεςησ μικροςωληνύςκων. Απϐ την ϊλλη μεριϊ, οι Werner και ςυν 

παρατόρηςαν με ανοςοώςτοχημεύα  GDH ανοςοδραςτικϐτητα κοντϊ ςτη 

κυτταρικό μεμβρϊνη και ςτο κυτταρϐπλαςμα ολιγοδενδροκυττϊρων (Werner 

και ςυν, 2001).  

Σϋλοσ, η εντϐπιςη τησ GDH ςτον πυρόνα του κυττϊρου ϋχει προταθεύ απϐ 

κϊποιεσ ερευνητικϋσ ομϊδεσ ( Di Prisco , 1975, Lai και ςυν, 1986), αν και ϊλλοι 

ερευνητϋσ υποςτηρύζουν ϐτι η πυρηνικό GDH αποτελεύ μιτοχονδριακό 

επιμϐλυνςη του πυρηνικοϑ κλϊςματοσ. 

Oι περιςςϐτερεσ μιτοχονδριακϋσ πρωτεϏνεσ κωδικοποιοϑνται απϐ το 

γενωμικϐ DNA και ςυντύθενται ωσ πρϐδρομα μϐρια ςτο κυτταρϐπλαςμα. Οι 

πρϐδρομεσ μιτοχονδριακϋσ πρωτεϏνεσ μετατοπύζονται ςτη ςυνϋχεια ςτο 

εςωτερικϐ των μιτοχονδρύων, καθοδηγοϑμενεσ απϐ οδηγϋσ αλληλουχύεσ, οι 

οπούεσ ςυνηθϋςτερα αποκϐπτονται μετϊ την εύςοδο τησ πρωτεϏνησ ςτα 
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μιτοχϐνδρια. Οι Mavrothalassitis και ςυν (1988), χρηςιμοποιώντασ κατϊλληλουσ 

ολιγονουκλεοτιδικοϑσ ιχνηθϋτεσ, καταφϋρανε να απομονώςουνε, απϐ 

ανθρώπινεσ cDNA βιβλιοθόκεσ, κλώνουσ κωδικοποιοϑντεσ για ανθρώπινη GDH. 

Οι κλώνοι αυτού κωδικοποιοϑν για ϋνα πολυπεπτύδιο 558 αμινοξϋων, τα 

καρβοξυτελικϊ 505 αμινοξϋα του οπούου εύναι ϐμοια με την  αμινοξικό 

αλληλουχύα τησ GDH πρωτεϏνησ που ϋχει απομονωθεύ απϐ ανθρώπινουσ ιςτοϑσ 

(Smith και ςυν, 1979). Σα πρϐςθετα 53 αμινοξϋα που παρατηροϑνται ςτο 

αμινοτελικϐ ϊκρο του πολυπεπτιδύου που κωδικοποιεύται απϐ τουσ cDNA 

κλώνουσ τησ GDH και απουςιϊζουν ςτην πρωτεϏνη που απομονώνεται απϐ 

ανθρώπινο ιςτϐ, πιςτεϑεται ϐτι ανταποκρύνονται ςτην οδηγϐ μιτοχονδριακό 

αλληλουχύα τησ GDH, η οπούα πιθανϐτατα αποκϐπτεται απϐ την ώριμη 

πρωτεϏνη (Mihara και ςυν, 1982, Mavrothalassitis και ςυν, 1988).  

 

Β.1 Ο ΡΟΛΟ ΣΗ hGDH1 και hGDH2 ΣΗΝ ΑΙΣΙΟΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 

ΝΕΤΡΟΛΟΓΙΚΩΝ ΑΘΕΝΕΙΩΝ : ΑΝΟΙΑ και ΝΟΟ ΠΑΡΚΙΝΟΝ . 

Όπωσ προαναφϋρθηκε, υπϊρχουν ενδεύξεισ απϐ μελϋτεσ του ’80 για την 

παρουςύα διαταραχών του μεταβολιςμοϑ του γλουταμικοϑ και τησ GDH ςε 

αςθενεύσ με νευρολογικϊ νοςόματα. (Plaitakis et al., 1982, Iwasaki et al., 1992) 

χωρύσ να ϋχουν αποκαλυφθεύ ςυγκεκριμϋνεσ μεταλλϊξεισ ςτο GLUD1.      

Αυξημϋνη ςυγκϋντρωςη γλουταμικοϑ ϋχει πρϐςφατα βρεθεύ και ςτο 

εγκεφαλονωτιαύο υγρϐ αςθενών με φλεγμονώδεισ νϐςουσ του ΚΝ ϐπωσ η 

κλόρυνςη κατϊ Πλϊκασ, ςτην οπούα η εκφϑλιςη των νευραξϐνων και ο θϊνατοσ 

των ολιγοδενδροκυττϊρων που παρατηρεύται ςε διϊφορα ςτϊδια τησ νϐςου 

θεωρεύται ϐτι οφεύλεται ςτην τοξικϐτητα του γλουταμικοϑ που 

απελευθερώνεται απϐ τα ενεργοποιημϋνα λευκοκϑτταρα και τα μικρογλοιακϊ 

κϑτταρα. ε αςθενεύσ με κλόρυνςη κατϊ πλϊκασ ϋχει αποδειχθεύ με 

ανοςοώςτοχημικϋσ μελϋτεσ ϐτι η GDH και η γλουταμινικό ςυνθετϊςη (GS) 

λεύπουν απϐ τα ολιγοδενδροκϑτταρα ενεργών και χρϐνιων βλαβών ενώ 

αντύθετα υπϊρχουν ςτα αςτροκϑτταρα και τα μικρογλοιακϊ κϑτταρα 

υποδηλώνοντασ μακροχρϐνια μεταβολικό επιβϊρυνςη ακϐμα και μετϊ την 

υποχώρηςη τησ φλεγμονόσ (χρϐνιεσ βλϊβεσ). Η ανεπϊρκεια ςε GDH και GS των 
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ολιγοδενδροκυττϊρων πιθανϐν να καθιςτϊ τϐςο αυτϊ τα ύδια τα κϑτταρα ϐςο 

και τουσ νευρώνεσ πιο ευϊλωτουσ ςτην διεγερτοτοξικϐτητα απϐ το γλουταμικϐ 

(Werner et al., 2001).  

 Επιπλϋον, υπερϋκφραςη τησ GDH1 ςε ποντικϐ, εύχε ωσ αποτϋλεςμα 

εκφυλιςτικϋσ αλλαγϋσ ςτην περιοχό CA1 του ιπποκϊμπου, οι οπούεσ εύναι ϊμεςα 

ςυνυφαςμϋνεσ με την αϑξηςη τησ ηλικύασ (Bao et al., 2009). 

Τπϊρχουν νεϐτερα δεδομϋνα που εμπλϋκουν ειδικϊ την hGDH2 ιςομορφό 

ςτην παθογϋνεια νευροεκφυλιςτικών νοςημϊτων. Η πρϐςφατη γονοτυπικό 

ανϊλυςη του γονιδύου τησ GDH2 ςε 612 αςθενεύσ με νϐςο Parkinson απϐ τρεισ 

διαφορετικοϑσ  πληθυςμοϑσ, που ϋγινε ςτο εργαςτόριο Νευρολογύασ του 

Παν/μύου Κρότησ και αποκϊλυψε την ϑπαρξη ενϐσ ςπϊνιου πολυμορφιςμοϑ τησ 

hGDH2 (αντικατϊςταςη τησ Ala445 με Ser ςτην ρυθμιςτικό περιοχό), οδόγηςε 

ςτο ςυμπϋραςμα ϐτι η παρουςύα του πολυμορφιςμοϑ αυτοϑ ςε ημύζυγη μορφό 

οδηγεύ ςε πρωώμϐτερη ϋναρξη τησ νϐςου κατϊ 8-13 χρϐνια. (Plaitakis et al., 

2009). Αντύθετα οι ετερϐζυγεσ γυναύκεσ, δεν παρουςιϊζουν το ύδιο φαινϐμενο. Η 

ϋκφραςη τησ Ala445Ser hGDH2 ςε κυτταρικϋσ ςειρϋσ εντϐμων Sf21 αποκϊλυψε 

ϐτι το ϋνζυμο εμφανύζει αυξημϋνη ςταθερϐτητα ςτην θερμικό απενεργοπούηςη 

και αυξημϋνη βαςικό δραςτηριϐτητα που εύναι ανθεκτικό ςτην αναςτολό απϐ 

GTP. Σα ευρόματα αυτϊ ςυνιςτοϑν ϐτι η απϐκτηςη αυξημϋνησ λειτουργικϐτητασ 

τησ hGDH2 (gain of function) ςε ημύζυγουσ αςθενεύσ προςβϊλλει εκλεκτικϊ τουσ 

νευρώνεσ τησ μϋλαινασ ουςύασ επιταχϑνοντασ τη νευροεκφυλιςτικό διεργαςύα. 

Ανοςοιώςτοχημικϋσ μελϋτεσ με μη ειδικϊ πολυκλωνικϊ αντιςώματα ϋχουν δεύξει 

ϐτι η GDH εκφρϊζεται ςτουσ ντοπαμινεργικοϑσ νευρώνεσ τησ μϋλαινασ ουςύασ 

που εκφυλύζονται εκλεκτικϊ ςτη νϐςο Πϊρκινςον. Η αναςτολό τησ ϋκφραςησ 

τησ GDH μϊλιςτα, όταν τοξικό ςε μεςεγκεφαλικοϑσ νευρώνεσ αρουραύου ςε 

καλλιϋργεια με τουσ ντοπαμινεργικοϑσ νευρώνεσ να επηρεϊζονται πρώτοι 

(Plaitakis και Shashidharan et al., 2000).  Σα δεδομϋνα αυτϊ υποδηλώνουν ϐτι 

τϐςο η ϋλλειψη γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ (loss of function) ϐςο και η 

παθολογικϊ αυξημϋνη δραςτηριϐτητϊ τησ hGDH2 (gain of function) ϋχουν 

καταςτροφικϋσ ςυνϋπειεσ για τα ντοπαμινεργικϊ κϑτταρα. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018611001082#bib0010
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Ενώ η ςημαςύα τησ hGDH2 εύναι μεγϊλη για τον νευρικϐ ιςτϐ, παραμϋνει 

ακϐμα ϊγνωςτο ςε ποιϋσ περιοχϋσ του Κεντρικοϑ Νευρικοϑ υςτόματοσ και ςε 

ποιϊ κϑτταρα εκφρϊζεται η πρωτεϏνη αυτό. Ειδικϊ η κυτταρικό εντϐπιςη τησ 

hGDH2 ςτο νευρικϐ ςϑςτημα, αν δηλαδό εκφρϊζεται ςε ολιγοδενδροκϑτταρα, 

αςτροκϑτταρα ό 

νευρώνεσ, εύναι εξαιρετικόσ ςημαςύασ καθϐςον η εντϐπιςη αυτό υποδηλώνει εν 

πολλούσ και τον λειτουργικϐ τησ ρϐλο ςτα πλαύςια τησ πολυπλοκϐτητασ του 

ΚΝ. Ενώ η GDH ϋχει μελετηθεύ εκτεταμϋνα με την χρόςη ανοςο-ιςτοχημεύασ 

ςτον νευρικϐ ιςτϐ του επύμυοσ (Aoki, et al.,1987), οι μελϋτεσ αυτϋσ ϋχουν γύνει με 

την χρόςη μη ειδικών πολυκλωνικών αντιςωμϊτων που δεν μποροϑν να 

ξεχωρύςουν την hGDH1 απϐ την hGDH2. αν αποτϋλεςμα δεν ϋχει μϋχρι ςόμερα 

ςημειωθεύ πρϐοδοσ προσ την κατεϑθυνςη αυτό, εκτϐσ απϐ δεδομϋνα που 

ςτηρύζονται ςτην ϋκφραςη του GLUD2 mRNA, και αυτϊ μϐνον ϐςον αφορϊ την 

ποςϐτητα που υπϊρχει ςτουσ διϊφορουσ ιςτοϑσ και ϐχι ςτην κυτταρικό του 

κατανομό ϐπωσ αναφϋρεται κατωτϋρω. 

 

Β.2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ ΓΙΑ ΣΗΝ ΕΚΥΡΑΗ ΣΗ hGDH2 ΣΟΤ ΙΣΟΤ ΚΑΙ ΣΗΝ 

ΚΤΣΣΑΡΙΚΗ ΚΑΙ ΤΠΟΚΤΣΣΑΡΙΚΗ ΕΝΣΟΠΙΗ ΣΗ. 

Ειδικϊ GLUD2 mRNA ϋχουν απομονωθεύ απϐ ανθρώπινο 

αμφιβληςτροειδό, εγκϋφαλο και ϐρχεισ (Shashidharan et al., 1994) Αλληλοϑχιςη 

των πρωτεώνών που διαχωρύςτηκαν με ηλεκτροφϐρηςη δϑο διαςτϊςεων απϐ 

ϐρχεισ επιβεβαύωςε τα παραπϊνω δεδομϋνα. ΕSTs ειδικϊ για την hGDH2 ϋχουν 

απομονωθεύ και απϐ ανθρώπινο ιππϐκαμπο, αλλϊ δεν ϋχει γύνει μϋχρι τώρα 

ϊμεςη ταυτοπούηςη τησ hGDH2. ϑμφωνα με πιο πρϐςφατεσ μη δημοςιευμϋνεσ 

παρατηρόςεισ, το GLUD2 φαύνεται να εκφρϊζεται και ςε ϊλλουσ ανθρώπινουσ 

ιςτοϑσ (Rosso et al., 2008). το κυτταρικϐ επύπεδο, παρϐλο που η ιςτοχημεύα 

ενεργϐτητασ και οι βιοχημικϋσ μελϋτεσ ςε κυτταροκαλλιϋργειεσ ϋχουν δεύξει ϐτι η 

hGDH1 εύναι ϊφθονη τϐςο ςε νευρώνεσ ϐςο και ςε γλοιακϊ κϑτταρα, οι 

περιςςϐτερεσ ανοςοώςτοχημικϋσ μελϋτεσ αλλϊ και οριςμϋνεσ μελϋτεσ με 

ανοςοιςτοχημεύα ενεργϐτητασ δεύχνουν ϐτι το ϋνζυμο εντοπύζεται ςε 

αςτροκϑτταρα (Aoki, et al., 1987), με μικρό μϐνο ανοςοδραςτικϐτητα ςε 
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οριςμϋνουσ νευρωνικοϑσ πληθυςμοϑσ (Zaganas et al., 2001). Όςον αφορϊ ςτο 

υποκυτταρικϐ επύπεδο, ςϑμφωνα με μελϋτεσ του εργαςτηρύου μασ, ϋχει 

αποδειχθεύ με ειςαγωγό hGDH2-EGFP φθορύζουςασ πρωτεϏνησ ςε κυτταρικϋσ 

ςειρϋσ ϐτι βρύςκεται ςε μεγϊλεσ ποςϐτητεσ ςτο μιτοχονδριακϐ ςτρώμα και ςε 

μικρϐτερο βαθμϐ ςτο ενδοπλαςματικϐ δύκτυο (Mastrorodemos et al 2005, 

Mastorodemos et al, 2009). Όπωσ αναφϋρεται ανωτϋρω, η ομοιϐτητα ςε 

πρωτεώνικϐ και επύπεδο mRNA των δϑο ιςοενζϑμων ϋχει κϊνει δϑςκολη την 

μελϋτη τησ ϋκφραςησ τουσ. Η ανϊπτυξη ενϐσ ειδικοϑ για την hGDH2 

πολυκλωνικοϑ αντιςώματοσ απϐ το εργαςτόριο Νευρολογύασ του Παν/μύου 

Κρότησ (με ανοςοπούηςη κουνελιοϑ χρηςιμοποιώντασ ϋνα ςυγκεκριμϋνο μικρϐ 

πεπτύδιο ειδικϐ για την hGDH2 ιςομορφό) ανούγει το δρϐμο για την κατανϐηςη 

τησ ιςτικόσ, κυτταρικόσ και υποκυτταρικόσ κατανομόσ τησ ςυγκεκριμϋνησ 

ιςομορφόσ του ενζϑμου. Σο αντύςωμα αυτϐ ϋχει όδη αξιολογηθεύ με 

ανοςοαποτϑπωςη ωσ ειδικϐ ωσ προσ την hGDH2 (Spanaki et al, 2010). ε 

τιτλοποιοϑμενεσ ςυγκεντρώςεισ, το ειδικϐ πολυκλωνικϐ αντύςωμα δεν φαύνεται 

να αναγνωρύζει ακϐμα και πολϑ υψηλϋσ ςυγκεντρώςεισ τησ hGDH1 (εικ. 3). 
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Δηθόλα 3 Καηαλνκή ηωλ hGDH2 θαη hGDH1 ζε κηηνρνλδηαθά θαη θπηηαξνπιαζκαηηθά θιάζκαηα από 

αλζξώπηλν όξρη, Ίζεο πνζόηεηεο whole lysate, κηηνρνλδξηαθώλ θαη θπηηαξνπιαζκαηηθώλ θιαζκάηωλ, 

ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε 8,5% πήθηωκα SDS-πνιπαθξπικηδίνπ. Η αλόζναπνηύπωζε έγηλε κε  (Α) ην εηδηθό 

αληίζωκα αληη-hGDH2 θαη (Β) ην κε εηδηθό αληίζωκα αληη-GDH. (C) Η αθηίλε θαη (D) ε δηζκνπηάζε ηνπ 

ππεξνμεηδίνπ ηνπ καγγαλίνπ (MnSOD), γίλνληαη νξαηά ρξεζηκνπνηόληαο ηα αληίζηνηρα αληηζώκαηα θαη 

απνηεινύλ δείθηεο ηνπ θπηνζνιίνπ θαη ηωλ κηηνρνλδξίωλ θαηά αληηζηνηρία. Ακθόηεξεο νη hGDH2 θαη 

hGDH1, εληνπίδνληαη θαη κάιηζηα ζε αθζνλία, ζηα κηηνρνλδξηαθά θιάζκαηα, ελώ θαίλεηαη όηη ην 

θπηηαξνπιαζκαηηθό θιάζκα νπζηαζηηθά ζηεξείηαη ηεο πξωηεΐλεο GDH. (Spanaki et al, 2010) 

 

 Επιπρϐςθετα η ςϑνδεςό του με την hGDH2 αναςτϋλλεται πλόρωσ μετϊ 

απϐ ςυνεπώαςό του με περύςςεια του πεπτιδύου-αντιγϐνου. Πρϐςφατη μελϋτη 

ςε παραςκευϊςματα μη μονιμοποιημϋνου εγκεφϊλου και μονιμοποιημϋνου ϐρχη 

ϋδειξαν ϐτι η πρωτεϏνη εκφρϊζεται κυρύωσ ςτα αςτροκϑτταρα και ςτα κϑτταρα 

Sertoli του ϐρχη. Και οι δϑο κατηγορύεσ κυττϊρων ϋχουν ςημαντικϐ 
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υποςτηρικτικϐ ρϐλο για τουσ νευρώνεσ και τα ςπερματοκϑτταρα αντύςτοιχα. O 

ςτϐχοσ τησ παροϑςησ μελϋτησ εύναι η μελϋτη τησ ϋκφραςησ τησ πρωτεϏνησ και η 

εντϐπιςό τησ και ςε ϊλλουσ περιφερικοϑσ ιςτοϑσ ςε επύπεδο κυτταρικών 

πληθυςμών και, ει δυνατϐν, υποκυτταρικών δομών. Η μελϋτη αυτό θα 

πραγματοποιηθεύ με τη χρόςη του παραπϊνω ειδικοϑ για την hGDH2 

πολυκλωνικοϑ αντιςώματοσ και τισ τεχνικϋσ ανοςοαποτϑπωςησ (Western 

blotting), ανοςοφθοριςμοϑ και ανοςο-ιςτοχημεύασ. 

 

ΚΟΠΟ ΑΤΣΗ ΣΗ ΕΡΓΑΙΑ 

Ο ςκοπϐσ τησ παροϑςασ διπλωματικόσ εύναι η ανεϑρεςη του 

φυςιολογικοϑ προτϑπου ϋκφραςησ τησ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ τϑπου 2 

ςε διϊφορουσ φυςιολογικοϑσ ιςτοϑσ ςε επύπεδο κυττϊρων αναμϋνεται να 

ςυμβϊλλει ουςιαςτικϊ ςτην διαλεϑκανςη τησ λειτουργύασ τησ εξελικτικϊ νϋασ 

αυτόσ πρωτεϏνησ και τησ ςημαςύασ τησ για τον ϊνθρωπο. Επιπροςθϋτωσ το 

φυςιολογικϐ πρϐτυπο ϋκφραςησ τησ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ τϑπου 2 

ςτον ϊνθρωπο, θα αποτελϋςει το μϋτρο ςϑγκριςησ για τη μελϋτη τησ ϋκφραςόσ 

τησ ςε μη φυςιολογικοϑσ ανθρώπινουσ ιςτοϑσ, π.χ. ςε νευρικϐ ιςτϐ απϐ περιοχϋσ 

με νευροεκφϑλιςη ό ςε νεοπλαςματικοϑσ ιςτοϑσ κ.α, καθώσ αυξημϋνη 

δραςτηριϐτητα ό υπερϋκφραςη τησ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ πρϐςφατα 

ενεπλϊκει ςτην παθοφυςιολογύα νευροεκφυλιςτικών (Plaitakis et al 2010, Bao 

et al, 2009) και ϊλλων νοςημϊτων (Stanley et al 1998). Πρϐςφατα, ϋχει επύςησ 

επιςημανθεύ η ςημαςύα τησ  GDH ςτην επιβύωςη καρκινικών κυττϊρων (Yang et 

al, 2009).  
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ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ   
 

Για την μελϋτη τησ ϋκφραςησ τησ πρωτεϏνησ ςτουσ διϊφορουσ ιςτοϑσ, 

χρηςιμοποιόθηκαν καταρχϊσ ιςτού απϐ παθολογοανατομικϊ παραςκευϊςματα 

απϐ το εργαςτόριο Παθολογικόσ Ανατομικόσ τησ Ιατρικόσ χολόσ και απϐ 

πτωματικοϑσ δϐτεσ (μετϊ απϐ ενόμερη ςυγκατϊθεςη των οικεύων τουσ) χωρύσ 

ςημαντικό νοςηρϐτητα και με μεταθανϊτιο χρϐνο μϋχρι τη νεκροτομό <12 ώρεσ. 

υγκεκριμϋνα μελετόθηκαν ϐρχισ, νεφρϐσ, επινεφρύδιο, πϊγκρεασ, όπαρ, 

ςπλόνασ, θυρεοειδόσ, λεμφαδϋνεσ, ϋντερο, πνεϑμονασ, πλακοϑντασ, ωοθόκεσ κα. 

Οι ιςτού τεμαχύςτηκαν με ςεβαςμϐ ςτην μορφολογύα τουσ και τα ιςτοτεμϊχια 

κατανεμόθηκαν ςε τρύα  μϋρη. Σο 1ο μϋροσ χρηςιμοποιόθηκε για ομογενοπούηςη 

και μελϋτη τησ πρωτεώνικόσ ϋκφραςησ ςε επύπεδο ολικοϑ ιςτοϑ με τη μϋθοδο τησ 

ανοςοαποτϑπωςησ κατϊ Western. Σο 2ο μϋροσ καταψυχθηκε ταχϑτατα με 

ιςοπεντϊνιο αφοϑ κρυοςπροςτατεϑθηκε με ςουκρϐζη και χρηςιμοποιόθηκε για 

κρυοτϐμηςη και μελϋτεσ ανοςοώςτοχημεύασ και ανοςοφθοριςμοϑ ςε μη 

μονιμοποιημϋνουσ ιςτοϑσ. Σο 3ο μϋροσ μονιμοποιόθηκε ςε φορμϐλη και 

ςκηνώθηκε ςε παραφύνη για καλϑτερη διατόρηςη τησ μορφολογύασ. Σα 

μονιμοποιημϋνα ιςτοτεμϊχια κοπόκαν ςε μικροτϐμο ςε τομϋσ των 4 μm, 

επικολόθηκαν ςε ειδικϊ θετικϊ φορτιςμϋνα πλακύδια και χρηςιμοποιόθηκαν για 

τη μελϋτη ϋκφραςησ τησ πρωτεϏνησ με μεθϐδουσ ανοςοώςτοχημεύασ μετϊ απϐ 

αποκϊλυψη του αντιγϐνου.         

 

1. ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΗ ΙΣΟΣΕΜΑΦΙΩΝ ΚΑΙ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ 

ΕΝΖΤΜΙΚΗ ΔΡΑΣΙΚΟΣΗΣΑ  

 

 

Αναλυτικϐτερα, ςτην πρώτη φϊςη τησ εργαςύασ μασ ϋγινε 

ομογενοπούηςη του ιςτοϑ με μηχανικϐ τρϐπο (ομογενοποιητόσ Greinder) ςε 

ειδικϐ buffer που περιεύχε μεταξϑ ϊλλων Triton X100, η ςυνταγό του οπούου 

αναγρϊφεται παρακϊτω. Μετρόθηκε η περιεκτικϐτητα του ομογενοποιόματοσ 
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ςε γλουταμικό αφυδρογονϊςη με τον προςδιοριςμϐ τησ ενζυμικόσ ενϐσ ςε 

παρουςύα 1 mM ADP.  

 

    L-γλουταμικϐ +  NAD(P)+                    α-κετογλουταρικϐ  + ΝΗ4+ +ΝΑD(P)H 

+ H+ 

 

Για να καθοριςτεύ η ενζυμικό ενεργϐτητα των εκχυλιςμϊτων, μετρόθηκε 

ςε φωτϐμετρο η ταχϑτητα κατανάλωσης των μορίων του NADPH ωσ ρυθμϐσ 

μεύωςησ τησ απορρϐφηςησ ςε μόκοσ κϑματοσ 340 mm που εμφϊνιζε ϋνασ 

οριςμϋνοσ ϐγκοσ του διαλϑματοσ τησ ωσ ϊνω αντύδραςησ ( σε TRA buffer, 

pH 8)  προσ την κατεϑθυνςη τησ ςϑνθεςησ του γλουταμικοϑ (dA340nm/min) 

υπϐ οριςμϋνεσ ςυνθόκεσ (παρουςύα ADP 1mM). (ϐπου dA η μεταβολό τησ 

OD340nm /min).  

 

2. ΣΤΠΩΜΑ ΚΑΣΑ WESTERN  

 

Η ενζυμικό ενεργϐτητα, δηλαδό η δραςτικϐτητα των ομογενοποιημϊτων 

ϐπωσ αυτό  μετρόθηκε παρουςύα 1mM ADP προσ την κατεϑθυνησ τησ ςϑνθεςησ 

του γλουταμικοϑ, αποτελεύ ϋμεςο τρϐπο εκτύμηςησ τησ ςυγκϋντρωςησ των 

ομογενοποιημϊτων ςε γλουταμικό αφυδρογονϊςη, ανεξϊρτητα αν εύναι τϑπου 1 

ό 2. Δεδομϋνου ϐτι η γλουταμικό αφυδρογονϊςη τϑπου ΙΙ (hGDH2) κατϊ πϊςα 

πιθανϐτατα αποτελεύ ϋνα πολϑ μικρϐ ποςοςτϐ τησ ςυνολικόσ πρωτεϏνησ των 

ιςτών, προκειμϋνου να διαςφαλύςουμε ϐτι θα τη φορτώςουμε ςε ςυγκϋντρωςη 

ικανό ώςτε να εύναι δυνατό η απεικϐνιςό τησ ςτην ανϊλυςη με Western, 

αποφαςύςαμε να φορτώςουμε τα αδρϊ ομογενοποιόματα ςτο πόκτωμα 

πολυακρυλαμύδησ ϐχι με βϊςη τη ςυνολικό τουσ  ςυγκϋντρωςη ςε πρωτεϏνη 

ϐπωσ εύθιςται, αλλϊ με βϊςη το βαθμϐ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ τουσ. Με τον 

τρϐπο αυτϐ διαςφαλύζουμε ϐτι θα αναλυθεύ κατϊ Western ύςη ποςϐτητα 

γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ απϐ κϊθε ιςτϐ, που ϐμωσ αντιςτοιχεύ ςε 

διαφορετικϊ ποςϊ ολικόσ πρωτεϏνησ. Εύναι γνωςτϐ ϐτι η ϋκφραςη τησ 
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γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ  ποικύλλει απϐ ιςτϐ ςε ιςτϐ. Προκειμϋνου ςτο 

τϋλοσ να ελϋγξουμε κατϊ πϐςον αυτϐ (ιςοφϐρτωμα) το επιτϑχαμε, δεν 

χρηςιμοποιόςαμε αντύςωμα κατϊ μιασ ευρϋωσ διαδεδομϋνησ πρωτεϏνησ ςε ϐλα 

τα κϑτταρα ϐπωσ εύναι η ακτύνη, αλλϊ το μη ειδικϐ αντύςωμα τησ γλουταμικόσ 

αφυδρογονϊςησ. Σα πρωτογενό αντιςώματα αντι-hGDH2 και αντι-hGDH 

χρηςιμοποιόθηκαν ςε ςυγκεντρώςεισ 1:5.000 και 1:15.000 αντύςτοιχα.  

 

ΣΤΠΩΜΑ ΚΑΣΑ WESTERN –ΒΑΙΚΕ ΑΡΦΕ 

 

I. Ηλεκτροφϐρηςη πρωτεώνών ςε πόκτωμα SDS-

Πολυακρυλαμιδύου 

To ακρυλαμύδιο δημιουργεύ τριςδιϊςτατα πολυμερό δύκτυα ςε μύα ευρεύα 

κλύμακα ςυγκεντρώςεων απϐ 3% ϋωσ 30%. Σο πόκτωμα ςχηματύζεται με βινϑλ-

πολυμεριςμϐ του μονομεροϑσ ακρυλαμιδύου που οδηγεύ ςτο ςχηματιςμϐ 

αλυςύδων πολϑακρυλαμιδύου. ε αυτϋσ ενςωματώνονται κατϊ διαςτόματα 

μϐρια ΝΝ-μεθυλενο-δισ-ακρυλαμιδύου (bis) τα οπούα λϐγω τησ δομόσ τουσ 

μποροϑν να ενςωματωθοϑν ςε δϑο διαφορετικϋσ αλυςύδεσ και ϋτςι να 

δημιουργηθεύ ϋνα πλϋγμα. Ο πολυμεριςμϐσ του ακρυλαμιδύου γύνεται με μια 

βϊςη, την ΝΝΝ’Ν’- τετραμεθυλοδιαμύνη (TEMED), για τη δρϊςη τησ οπούασ εύναι 

απαραύτητη η παρουςύα υπϋρ-θειώκών ιϐντων. Σα υπερθειώκϊ ιϐντα 

ενεργοποιοϑν το TEMED, προκαλώντασ το ςχηματιςμϐ ελευθϋρων ριζών, που με 

τη ςειρϊ τουσ καταλϑουν την αντύδραςη πολυμεριςμοϑ του ακρυλαμιδύου. Η 

ςυγκϋντρωςη του ακρυλαμιδύου καθορύζει το μϋςο μόκοσ τησ αλυςύδασ του 

πολυμεροϑσ, ενώ η αναλογύα ακρυλαμιδύου προσ μεθυλενο-δισ-ακρυλαμύδιο 

καθορύζει την ϋκταςη του ςχηματιςμοϑ γεφυρών (cross-links). Έτςι και τα δυο 

εύναι ςημαντικϊ για τον καθοριςμϐ των φυςικών ιδιοτότων του πηκτώματοσ 

ϐπωσ εύναι η πυκνϐτητα, η ελαςτικϐτητα, η μηχανικό αντοχό και το μϋγεθοσ των 

πϐρων. 

Οι αποδιατακτικού παρϊγοντεσ που χρηςιμοποιοϑνται εύναι το ιοντικϐ 

απορρυπαντικϐ θειώκϐ δωδεκυλικϐ νϊτριο (SDS) και η διθειοθρεώτϐλη (DTT). Σο 

SDS δεςμεϑεται ςτισ πρωτεϏνεσ με ςταθερό αναλογύα βϊρουσ (1,4 gr SDS/gr 
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πρωτεϏνησ) προςδύδοντϊσ τουσ αρνητικϐ φορτύο, ανϊλογο του μεγϋθουσ τουσ. Η 

επιπλϋον χρόςη αναγωγικών ϐπωσ το DTT ό η β-μερκαπτοαιθανϐλη ϋχει ωσ 

αποτϋλεςμα την αναγωγό των διςουλφιδικών δεςμών, τϐςο αυτών που 

υπϊρχουν ςτην ύδια πολυπεπτιδικό αλυςύδα, ϐςο και αυτών που ςυνδϋουν 

διαφορετικϋσ πολυπεπτιδικϋσ αλυςύδεσ πολυμερών πρωτεώνών. Η πλόρησ 

μετουςύωςη των πρωτεώνών επιτυγχϊνεται με θϋρμανςη ςτουσ 100°C για 3 

λεπτϊ. Σελικϊ, τα πολυπεπτύδια τα οπούα αναλϑονται ςτην SDS-PAGE, ϋχουν 

αποκτόςει καθαρϐ αρνητικϐ φορτύο και η ηλεκτροφορητικό τουσ κινητικϐτητα 

εύναι ςυνϊρτηςη του μοριακοϑ τουσ βϊρουσ. Σα δεύγματα για να τρϋξουν ςτο 

πόκτωμα πολυακρυλαμύδησ αναμειγνϑονται 1:1 με το διϊλυμα φϐρτωςησ 

πρωτεώνών για SDS-PAGE (Loading Buffer SDS-PAGE 2X), ενώ η προςθόκη DTT 

γύνεται λύγο πριν τη φϐρτωςη τουσ ςτο πόκτωμα. 

 Σο πόκτωμα SDS πολυακρυλαμιδύου αποτελεύται απϐ δϑο διαφορετικϊ 

πηκτώματα. Σο πρώτο εύναι το πόκτωμα διαχωριςμοϑ (separation gel) ςτο 

οπούο γύνεται και ο διαχωριςμϐσ των πρωτεώνών. Η ςυγκϋντρωςη του 

πηκτώματοσ αυτοϑ εξαρτϊται απϐ το μϋγεθοσ τησ πρωτεϏνησ που θϋλουμε να 

ελϋγξουμε. τα δικϊ μασ πειρϊματα, καλϑτερο διαχωριςμϐ των δϑο ιςομορφών 

τησ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ επιτϑχαμε με ςυγκϋντρωςη 8,5%. Σο πόκτωμα 

αυτϐ παραςκευϊζεται πρώτο ςτη βϊςη τησ ςυςκευόσ και ςτη ςυνϋχεια 

επικαλϑπτεται η ανώτερη επιφϊνεια με νερϐ ώςτε να πόξει δημιουργώντασ μια 

ομοιϐμορφη γραμμό. Απϐ πϊνω, βρύςκεται το πόκτωμα ςυμπϑκνωςησ ό 

επιςτούβαςησ (stacking gel), ςυγκϋντρωςησ 4%, το οπούο χρηςιμεϑει ςτην 

ταυτϐχρονη εύςοδο ϐλων των πρωτεώνών ςτο πόκτωμα διαχωριςμοϑ και 

περιϋχει και τα πηγαδϊκια ςτα οπούα φορτώνονται τα δεύγματα. Η πόξη 

επϋρχεται μετϊ απϐ 20 – 30min για το πόκτωμα διαχωριςμοϑ και ςε 10-15min 

για το πόκτωμα ςυμπϑκνωςησ ςε RT. 

 τη ςυνϋχεια ακολουθεύ ηλεκτροφϐρηςη ςε ειδικό ςυςκευό με 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα (running buffer 1X) με την εφαρμογό ηλεκτρικοϑ πεδύου με 

διαφορϊ δυναμικοϑ αρχικϊ 80V και ςτην ςυνϋχεια ϐταν ϋχουν περϊςει πλϋον τα 

δεύγματα ςτο πόκτωμα διαχωριςμοϑ 110V.  
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II. Μεταφορϊ ςε μεμβρϊνη – Σransfer  

Μετϊ την ηλεκτροφϐρηςη των δειγμϊτων ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου, ακολουθεύ ηλεκτρομεταφορϊ των πολυπεπτιδύων ςε 

μεμβρϊνη νιτροκυτταρύνησ. Αρχικϊ κϐβουμε τη μεμβρϊνη ςτισ κατϊλληλεσ 

διαςτϊςεισ και την εμβαπτύζουμε ςε παγωμϋνο διϊλυμα μεταφορϊσ (transfer 

buffer). Σοποθετοϑμε ςτη ςυςκευό μεταφορϊσ τα παρακϊτω με τη ςειρϊ που 

αναφϋρεται: (αρνητικϐσ πϐλοσ) δικτυωτϐ πλϋγμα - ςφουγγϊρι – 3 χαρτιϊ  

whattman -  πόκτωμα - μεμβρϊνη – 3 χαρτιϊ whattman – ςφουγγϊρι -  δικτυωτϐ 

πλϋγμα (θετικϐσ πϐλοσ).  Η μεταφορϊ επιτυγχϊνεται με την εφαρμογό 

ηλεκτρικοϑ πεδύου ςταθερόσ ϋνταςησ 310mA για 1hr και γύνεται ςε ειδικό 

ςυςκευό με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα μεταφορϊσ.  

Προμηθευτόκαμε τισ ςυςκευϋσ απϐ τη Bio-Rad Laboratories (Mini-

PROTEAN electrophoresis system) 

 

III. Blocking 

Μετϊ τη μεταφορϊ ςε μεμβρϊνη νιτροκυτταρύνησ η μεμβρϊνη επωϊζεται 

ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα παρεμπϐδιςησ τησ μη ειδικόσ δϋςμευςησ (μπλοκϊριςμα).  

Για την επύτευξη του ςκοποϑ αυτοϑ, απαιτεύται να υπϊρχει ςτο διϊλυμα κϊποιοσ 

παρϊγοντασ ο οπούοσ να μπορεύ να δεςμευτεύ ςε αυτϋσ τισ μη ειδικϋσ θϋςεισ. Σο 

γϊλα εύναι πλοϑςιο ςε πρωτεϏνεσ οι οπούεσ ϋχουν αυτϐ το πλεονϋκτημα. Σο 

διϊλυμα οπϐτε αποτελεύται απϐ ϊπαχο γϊλα διαλυτοποιημϋνο ςε PBS-Tween 

0,1% (blocking solution).  Η εμβϊπτιςη διαρκεύ 1hr ςε RT αλλϊ μπορεύ να γύνει 

και ϐλη νϑχτα ςτουσ 40C. 

 

IV. Ανοςοαποτϑπωςη  

Η μεθοδολογύα αυτό εφαρμϐζεται προκειμϋνου να γύνει εκλεκτικό 

ανύχνευςη μιασ πρωτεϏνησ-αντιγϐνου, με τη χρόςη ειδικών αντιςωμϊτων που 

ϋχουν παραςκευαςτεύ για το ςυγκεκριμϋνο αντιγϐνο. Οι πρωτεϏνεσ που 

μεταφϋρονται ςτισ μεμβρϊνεσ, δεςμεϑονται μϋςω υδρϐφοβων 
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αλληλεπιδρϊςεων, διατηρώντασ τισ αντιγονικϋσ τουσ ιδιϐτητεσ και ϋτςι 

διευκολϑνεται η αναγνώριςό τουσ απϐ τα αντιςώματα. Η μεμβρϊνη επωϊζεται 

με το αντύςωμα ϋναντι τησ πρωτεϏνησ που πρϐκειται να ανιχνευτεύ και ςτη 

ςυνϋχεια με δεϑτερο αντύςωμα ϋναντι τησ Fc περιοχόσ του πρώτου 

αντιςώματοσ. το δεϑτερο αντύςωμα ϋχει ομοιοπολικϊ ςυνδεθεύ ϋνζυμο 

(υπεροξειδϊςη), με τη δρϊςη του οπούου με χημειοφωταϑγεια παύρνουμε ςόμα 

ςτο ςημεύο που βρύςκεται η πρωτεϏνη που μασ ενδιαφϋρει. 

Μετϊ το μπλοκϊριςμα των μη ειδικών θϋςεων, ακολουθεύ επώαςη τησ 

μεμβρϊνησ ςε διϊλυμα το οπούο περιϋχει το πρώτο αντύςωμα (ειδικϐ για την 

πρωτεϏνη που μασ ενδιαφϋρει) ςε PBS- Tween 0,1%  ςτην κατϊλληλη αραύωςη 

κϊθε φορϊ. Η επώαςη γύνεται ϐλη νϑχτα ςτουσ 40C αλλϊ μπορεύ να γύνει και ςε 

RT για μύα ώρα. Μετϊ την επώαςη με το πρώτο αντύςωμα, η μεμβρϊνη 

ξεπλϋνεται. Αρχικϊ γύνονται 3 γρόγορεσ πλϑςεισ με PBS 1X και ςτη ςυνϋχεια 3 

πλϑςεισ με PBS- Tween 0,1% για 15min, 5min και 5min. 

Αφοϑ ϋχουμε ξεπλϑνει τη μεμβρϊνη, τη επωϊζουμε με το δεϑτερο 

αντύςωμα. Σο δικϐ μασ δεϑτερο αντύςωμα όταν το anti-rabbit HRP conjugated 

και εύναι αραιωμϋνο 1/2500 ςε PBS- Tween 0,1% . Η επώαςη διαρκεύ 1hr ςε RT. 

Μετϊ το πϋρασ τησ επώαςησ, η μεμβρϊνη ξεπλϋνεται ϐπωσ και πριν με την 

προςθόκη δϑο ακϐμη πεντϊλεπτων πλϑςεων με PBS 1X μετϊ τισ πλϑςεισ με PBS- 

Tween 0,1%, γιατύ το Tween εμποδύζει τη χημικό αντύδραςη τησ υπεροξειδϊςησ. 

Σϋλοσ, ακολουθεύ η εμφϊνιςη του ανοςοαποτυπώματοσ των πρωτεώνών 

με τη χρόςη του ςυςτόματοσ χημειοφωταϑγειασ ECL(Chilucent Detection 

System kit) ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο τησ εταιρεύασ (Chemicon International).  

 

V. Αποδϋςμευςη αντιςωμϊτων απϐ τη μεμβρϊνη 

Η διαδικαςύα αποδϋςμευςησ του αντιςώματοσ απϐ τη μεμβρϊνη 

νιτροκυτταρύνησ ςυμβαύνει μϐνο ϐταν ϋχει χρηςιμοποιηθεύ το ςϑςτημα τησ 

χημειοφωταϑγειασ για το ανοςοαποτϑπωμα τησ πρωτεϏνησ και επιθυμοϑμε να 

επωϊςουμε ξανϊ την ύδια μεμβρϊνη με διαφορετικϐ αντύςωμα. Η μεμβρϊνη 

νιτροκυτταρύνησ μπορεύ να φυλαχτεύ ςτουσ 40C απϐ ϐπου την παύρνουμε και την 
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εμβαπτύζουμε ςε ειδικϐ διϊλυμα reprobing για 15-20min. Ακολουθοϑν δϑο 

πεντϊλεπτα ξεπλϑματα με blocking solution και  

κατϐπιν ακολουθεύται κανονικϊ η διαδικαςύα απϐ το μπλοκϊριςμα και 

μετϊ. Σο διϊλυμα εύναι το Re-Blot Plus (mild-strong) τησ Chemicon International. 

VI. ΤΝΣΑΓΕ 

 

Loading buffer (1X SDS gel – LB) Loading buffer (2X SDS gel – LB) 

 50mM Tris-HCl (pH 6,8)  100mM Tris-HCl (pH 6,8) 

 100mM DTT  200mM DTT 

 2% SDS  4% SDS 

 0,1% bromophenol blue  0,2% bromophenol blue 

 10% glycerol  20% glycerol 

Separating buffer Stacking buffer 

 1,5M Tris (pH 8,8)  0.5M Tris (pH 6,8) 

 0,4% SDS  0,4% SDS 

Separating gel 7,5% Separating gel 8,5% 

 dd H2O 2,5 ml  dd H2O 2,33 ml 

 30%Acrylamide 1,25 ml  30%Acrylamide 1,42 ml 

 Separating buffer 1,25 ml  Separating buffer 1,25 ml 

 10% APS 50μl  10% APS 50μl 

 TEMED 2,5μl   TEMED 2,5μl 

Vfin 5 ml Vfin 5 ml 
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Stacking gel 

 dd H2O 1,8 ml 

 30%Acrylamide 450μl 

 Stacking buffer 750μl 

 10% APS 30μl 

 TEMED 3μl 

Vfin 3 ml 

Reprobe solution 1X (για 20ml) 

 18ml ddH2O 

 2ml mild (or strong) reprobe solution 10X 

Blocking solution 

 2,5gr γϊλα ςε ςκϐνη (Regilait ςτο ψυγεύο) 

 PBS Tween μϋχρι τα 50 ml 

* ΓΑΝΣΙΑ – ΡΟΜΠΑ – ΜΑΚΑ * 

SDS 10% 30%Acrylamide 

 900ml dH2O  29gr acrylamide 

 100gr SDS  1gr bisacrylamide 

 pH 7,2 με HCl  60ml dH2O 

 heating 370C 

  adjust the volume up to 

100ml with dH2O 

 pH 7,0 

 sterilize by filtration 
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Running buffer 10X Tris – Glycine 10X Transfer buffer  

 900ml Tris-Glycine      

10X 

 30,2gr Tris-base    100ml Running 

buffer 10X  188 gr Glycine 

 100ml SDS 10% Vfin (+H2O) = 1 lt 

  pH 8,3,heating 

  700ml d H2O 

  200ml methanol 

PBS 1X PBS Tween 0,1% 

 900ml dH2O  999μl PBS 1X 

 100ml PBS 10X  1μl Tween 20 

DTT (1M Dithiotheitol) Sodium Acetate 3M (Ph 5,2 + pH 7,0) 

 3,09 gr DTT  408,1 gr NaOH 3H2O 

 20ml Sodium Acetate 

0,01M  

 800 ml H2O  

 pH 5,2 με NaOH  pH 5,2 με Glacial Acetic Acid  ό 

 αποςτεύρωςη με 

φιλτρϊριςμα 

  pH 7,0 με Dilute Acetic Acid  

 ςε aliquots του 1ml και 

κατευθεύαν ςτουσ -200C 

 

 ςτο 1 lt με  ddH2O  

 ςε Aliquots 

    sterilize by autoclaving 
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3. ΚΑΘΑΡΙΜΟ ΑΔΡΩΝ ΕΚΦΤΛΙΜΑΣΩΝ ΣΩΝ ΙΣΩΝ ΜΕ 

ΚΛΑΜΑΣΟΠΟΙΗΗ Ε ΘΕΙΙΚΟ ΑΜΜΩΝΙΑ ΚΑΙ ΠΙΣΟΠΟΙΗΗ ΣΗ 

ΚΑΘΑΡΟΣΗΣΑ ΣΩΝ ΚΛΑΜΑΣΩΝ ΕΚΛΟΤΗ ΜΕ SDS page ΚΑΙ ΣΗ 

ΜΗ ΕΙΔΙΚΗ ΦΡΩΣΙΚΗ Coomasie (Coomasie Blue Brilliant staining). 

 

Οι ιςτού που ςτο πρώτο ϋλεγχο αποδεύχθηκαν θετικού ςτην ϋκφραςη τησ 

γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ τϑπου ΙΙ καθαρύςτηκαν περαιτϋρω προκειμϋνου 

να απαλλαγοϑν πλόρωσ απϐ τισ υπϐλοιπεσ (πλην τησ γλουταμικόσ 

αφυδρογονϊςησ) πρωτεώνεσ του ιςτοϑ. Φρηςιμοποιόθηκε η τεχνικό 

κλαςματοπούηςησ ςε θειικϐ αμμώνιο (30-65%) ακολουθοϑμενη καταρχόν απϐ 

υγρό χρωματογραφύα ςτόλησ υδρϐφοβησ αλληλεπύδραςησ (δισ) και τϋλοσ 

Buffer 

ομογενοπούηςησ 

50ml 250ml 500ml 1000ml Final 

Consentration 

PMSF 100mM (MW 

174.2) 17mg ςε 1ml 

ddH2O 

50μl 4.35mg 8.70mg 17.4mg 0.1mM 

Triton X-100 (10%) 

5ml Triton X-100 

(100%) ςε 45ml dd 

H2O 

5ml 25ml 50ml 100ml 1% 

TrisHCl 1M (pH 7.4) 

Παύρνουμε TrisHCl 1M 

και φτιϊχνουμε το pH 

του ςτο 7.4 

2.5ml 12.5ml 25ml 50ml 50mM 

NaCl (MW 58.44) 1.461gr 7.305gr 14.61gr 29.22gr 0.5M 

ddH2O To final 

volume 

50ml 

To final 

volume 

250ml 

To final 

volume 

500ml 

To final 

volume 

1000ml 
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χρωματογραφύα ςυγγϋνειασ (υδροξυαπατύτη). Προκειμϋνου να ελεγχθεύ η 

αποτελεςματικϐτητα του καθαριςμοϑ τησ πρωτεώνησ μασ απϐ κϊθε ιςτϐ, τα 

κλϊςματα ϋκλουςησ τησ τελευταύασ χρωματογραφικόσ ςτόλησ κϊθε ιςτοϑ που 

εμφϊνιζαν θετικό ενεργϐτητα για το ϋνζυμϐ μασ ςυνενώθηκαν και φορτώθηκαν 

με βϊςη την ενζυμικό ενεργϐτητϊ τουσ ςε πόκτωμα πολυακρυλαμύδησ (SDS 

page, ϐπωσ περιγρϊφεται παραπϊνω για  διαχωριςμϐ των πρωτεώνών βϊςη του 

μοριακοϑ τουσ βϊρουσ) το οπούο ςτη ςυνϋχεια βϊφθηκε με τη χρωςτικό 

Coomasie του κυανοϑ, η οπούα  βϊφει μη ειδικϊ ϐλεσ τισ πρωτεϏνεσ. Με τον 

τρϐπο αυτϐ, πιςτοποιόςαμε ϐτι κϊθε δεύγμα απϐ καθαριςμϋνο ιςτϐ περιεύχε 

μϐνο ενϐσ εύδουσ πρωτεϏνη οπϐτε η τεχνικό τησ υγρόσ χρωμαατογραφύασ ςτόλησ 

εφαρμϐςτηκε επιτυχώσ.. Θεωρητικϊ απϐ κϊθε δεύγμα  περιμϋνουμε μια μπϊντα 

πϊνω ςτη μεμβρϊνη νιτροκυτταρύνησ.  

I. SDS page 

Με τον τρϐπο που περιγρϊφεται ςτην παραπϊνω ενϐτητα, φτιϊχνουμε ϋνα 

πόκτωμα SDS-πολυακριλαμιδύου 8,5%  και προετοιμϊζουμε τα προσ 

ηλεκτροφϐρηςη δεύγματα. Η ποςϐτητα του δεύγματοσ που θα φορτωθεύ ςτο 

πόκτωμα, ορύζεται ωσ η ποςϐτητα καθαριςμϋνου ενζϑμου (απϐ τη ςτόλη 

χρωματογραφύασ) η οπούα παρουςύα 1mM ADP, δύνει φωτομετρικό 

απορρϐφηςη 0,2 – 0,25 OD/min. Η ποςϐτητα αυτό αντιςτοιχεύ περύπου ςε 1μgr 

πρωτεϏνησ. Εκτϐσ απϐ τα ϋνζυμα, ςτο πόκτωμα θα φορτωθοϑν πρωτεώνικϐσ 

δεύκτησ (marker) και ςυγκεκριμϋνεσ ςυγκεντρώςεισ BSA (1 2 και 3mg/μl) για να 

εύναι εφικτό η κατϊ προςϋγγιςη ποςοτικοπούηςη του ενζϑμου. τη ςυνϋχεια 

ακολουθεύ ηλεκτροφϐρηςη ςε ειδικό ςυςκευό με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα (running 

buffer 1X) με την εφαρμογό ηλεκτρικοϑ πεδύου με διαφορϊ δυναμικοϑ αρχικϊ 

100V και ςτην ςυνϋχεια ϐταν ϋχουν περϊςει πλϋον τα δεύγματα ςτο πόκτωμα 

διαχωριςμοϑ 150V. 

II. Φρώςη με Coomasie Blue Brilliant G 250 tablets 

Υτιϊχνουμε διϊλυμα για τη χρώςη. το διϊλυμα χρώςησ Coomasie Blue 

(Staining solution : Coomasie Blue 0,04% ςε methanol/acetic acid/ water 

50/10/40 v/v/v) τοποθετοϑμε το πόκτωμα πολυακρυλαμύδησ αμϋςωσ μετϊ το 

πϋρασ τησ ηλεκτροφϐρηςησ για περύπου 17 ώρεσ (overnight) ςτουσ 4˚C, πϊνω ςε 

κινοϑμενη ϋδρα. Σο ςϑνολο του πηκτώμασ λαμβϊνει μια μπλε χρώςη, την οπούα 
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πρϋπει να απομακρϑνουμε οϑτωσ ώςτε πϊνω ςτη μεμβρϊνη να εύναι ορατϋσ 

μϐνο οι μπϊντεσ απϐ τον εκϊςτοτε ιςτϐ.  Για το λϐγο αυτϐ, φτιϊχνουμε διϊλυμα 

αποχρωματιςμοϑ (Destaining solution: methanol/acetic acid/ water  50/10/40  

v/v/v). Ακολουθοϑν δεκαπεντϊλεπτα ξεπλϑματα τησ μεμβρϊνησ 

νιτροκυτταρύνησ με το διϊλυμα αποχρωματιςμοϑ και ςε θερμοκραςύα δωματύου, 

ϋωσ ϐτου αποχρωματιςτεύ η επιφϊνεια τισ μεμβρϊνησ και πλϋον εύναι ορατϋσ 

μονϊχα οι μπϊντεσ που αντιςτοιχοϑν ςτισ πρωτεώνεσ του εκϊςτοτε δεύγματοσ. 

υνεχύζοντασ, θα πρϋπει να αποξηρϊνουμε τη μεμβρϊνη, για την περαιτϋρω 

χρόςη τησ. Αυτϐ πραγματοποιεύται ςε ειδικϐ αποξηραντό (με θϋρμανςη υπϐ 

ςυνθόκεσ κενοϑ) overnight. 

III. ΤΝΣΑΓΕ 

Coomasie Stain (200ml) Coomasie Destain (500ml) 

80ml H2O  315ml H2O  

20ml Acetic acid 35ml Acetic Acid 

100ml Methanol 150ml Methanol 

200mgr Coomasie Brilliant Blue 

(1tablet = 25mgr) 

 

 

 

4. ΑΝΟΟΪΣΟΦΗΜΕΙΑ 

ε επύπεδο ανοςοώςτοχημεύασ, χρηςιμοποιόθηκε η μϋθοδοσ EnVision™ 

+*(DAKO Real Detection System Peroxidase/DAB + Rabbit/Mouse REF K5007) 

που βαςύζεται ςτη χρόςη ενϐσ πολυμεροϑσ ςκελετοϑ δεξτρϊνησ πϊνω ςτον 

οπούο βρύςκονται ςυζευγμϋνα περύ τα 70 μϐρια υπεροξειδϊςησ (HRP: 

horseradish peroxidase) και πολλαπλϊ δευτερογενό αντιςώματα. Σα 

δευτερογενό αντιςώματα εύναι anti-rabbit και anti-mouse, με αποτϋλεςμα το 

ςϑςτημα του πολυμεροϑσ δεξτρϊνησ με προςδεδεμϋνα δευτερογενό 
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αντιςώματα, να μπορεύ να ανιχνεϑςει κϊθε ιςτϐ ςτον οπούο υπϊρχει δεςμευμϋνο 

πρωτογενϋσ αντύςωμα προερχϐμενο απϐ ανοςοποϏηςη κουνελιοϑ ό ποντικοϑ.  Η 

μϋθοδοσ αυτό εύναι αυξημϋνησ ευαιςθηςύασ, ελαχιςτοποιεύ τη δημιουργύα μη 

ειδικόσ χρώςησ και επιπλϋον μειώνει το ςυνολικϐ αριθμϐ βημϊτων που 

απαιτοϑνται για τη διαδικαςύα, ςε ςϑγκριςη με τισ ςυμβατικϋσ τεχνικϋσ, ϐπωσ 

εύναι το ςϑςτημα βιοτύνησ- αβιδύνησ/ςτρεπταβιδύνησ. Ο λϐγοσ που δεν γύνεται 

χρόςη του ευρϋωσ χρηςιμοποιοϑμενου ςυςτόματοσ βιοτύνησ – 

αβιδύνησ/ςτρεπταβιδύνησ εύναι γιατύ η μϋθοδοσ του πολυμεροϑσ παρακϊμπτει το 

πρϐβλημα τησ παρουςύασ μεγϊλησ ποςϐτητασ ενδογενοϑσ βιοτύνησ ςε ιςτοϑσ 

ϐπωσ ο νεφρϐσ και το όπαρ που θϋλουμε να μελετόςουμε.  

 Σο απλϐ πρωτϐκολλο απαιτεύ επεξεργαςύα δειγμϊτων  1) με το 

πρωτογενϋσ αντύςωμα, 2) με το πολυμερϋσ δεξτρϊνησ, 3) με χρόςη χρωμογϐνου 

ενζυμικοϑ υποςτρώματοσ (DAB : 3,3'-Diaminobenzidine). Ποιο αναλυτικϊ, αφοϑ 

γύνει η αποπαραφύνωςη και ενυδϊτωςη των τομών των ιςτών, θα υποβληθοϑν 

ςε θϋρμανςη για την αποκϊλυψη των αντιγονικών επιτϐπων που πιθανϐτατα 

ϋχουν καλυφθεύ κατϊ τη φϊςη τησ μονιμοπούηςησ του ιςτοϑ. τη ςυνϋχεια 

γύνεται επώαςη των δειγμϊτων με περύςςεια υπεροξειδύου, η οπούα ωσ γνωςτϐν 

αποκλεύει την ενδογενό υπεροξειδϊςη του ιςτοϑ. Σο πρωτογενϋσ αντύςωμα θα 

εντοπύςει ειδικϊ το εν λϐγο ϋνζυμο/αντιγϐνο (το anti-hGDH αναγνωρύζει ϐπωσ 

και ςτο Western τισ hGDH1 και το anti-hGDH2 την hGDH2) μϋςα ςτην τομό. 

Ακολουθεύ επώαςη με πολλαπλϊ μϐρια του βραχύονα πολυμεροϑσ δεξτρϊνησ, 

πϊνω ςτον οπούο εύναι προςκολλημϋνο το δευτερογενϋσ αντύςωμα. Σο ςϑμπλοκο 

αυτϐ θα δημιουργόςει ειδικό ςϑνδεςη με το πρωτογενϋσ αντύςωμα. Σϋλοσ, 

γύνεται χρόςη του χρωμογϐνου υποςτρώματοσ (DAB). H DAB προςκολλϊται ςτα 

μϐρια υπεροξειδϊςησ που βρύςκονται πϊνω ςτο πολυμερϋσ δεξτρϊνησ και δύνει 

μια χαρακτηριςτικό καφϋ χρώςη ςτισ περιοχϋσ ϐπου εντοπύζεται τελικϊ το 

ϋζυμο. 

Ωσ θετικϐσ μϊρτυρασ ςτισ μελϋτεσ ανοςο-ιςτοχημεύασ  χρηςιμοποιόθηκαν 

τομϋσ απϐ ορχικϐ ιςτϐ για τον οπούο εύναι όδη γνωςτϋσ οι ςυνθόκεσ που 

οδηγοϑν ςε ειδικό χρώςη. Ο τύτλοσ τουσ του αντιςώματοσ που χρηςιμοποιόθηκε 

όταν 1:5.000 για ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ εκτϐσ απϐ το επινεφρύδιο ςτο οπούο ϋπρεπε 

να αυξόςουμε την αραύωςη ςε 1:10.000 προκειμϋνου να πϊρουμε καθαρό ειδικό 

χρώςη ενώ ςτον εγκϋφαλο ϋπρεπε να αυξόςουμε την ςυγκϋντρωςη του 
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αντιςώματοσ ςε 1:2.000 . Η ειδικϐτητα τησ χρώςησ διαςφαλύςθηκε με 

ταυτϐχρονη χρώςη του ύδιου ιςτοϑ χωρύσ πρωτογενϋσ αντύςωμα (με την 

προςθόκη μϐνο του δευτερογενοϑσ)  και με πρωτογενϋσ αντύςωμα αφοϑ εύχε 

προεπωαςτεύ με περύςςεια του αντιγϐνου-πεπτιδύου που χρηςιμοποιόθηκε για 

την ανοςοπούηςη του κουνελιοϑ κατϊ την παραγωγό του ειδικοϑ αντιςώματοσ 

anti-hGDH2. 

 

ΑΝΟΟΪΣΟΦΗΜΕΙΑ: Η ΑΡΦΕ ΣΗ ΔΙΑΔΙΚΑΙΑ 

  

Σομϋσ  μικροτϐμου πϊχουσ 4 μm απϐ μονιμοποιημϋνα ιςτοτεμϊχια εγκλειςμϋνα 

ςε παραφύνη, τοποθετόθηκαν επϊνω ςε γυϊλινεσ αντικειμενοφϐρουσ πλϊκεσ και 

αποπαραφινώθηκαν με εμβϊπτιςό τουσ ςε ξυλϐλη (τρισ). τη ςυνϋχεια 

ενυδατώθηκαν ςε μειοϑμενεσ ςυγκεντρώςεισ αιθανϐλησ (100%-70%) και αφοϑ 

παρϋμειναν ςτο ρυθμιςτικϐ τουσ διϊλυμα για 10 λεπτϊ υποβλόθηκαν ςε 

προεπεξεργαςύα για αποκϊλυψη των αντιγονικών επιτϐπων με εμβϊπτιςό τουσ 

ςε ειδικϐ διϊλυμα και θϋρμανςό ςτουσ 95 βαθμοϑσ ςε steamer  για 40 λεπτϊ. 

Αφοϑ αφϋθηκαν για 15 λεπτϊ να επιςτρϋψουν ςταδιακϊ ςε θερμοκραςύα 

δωματύου οι ιςτού εμβαπτύςτηκαν ςε περύςςεια υπεροξειδύου του υδρογϐνου για 

τον αποκλειςμϐ τησ ενδογενοϑσ υπεροξειδϊςησ και παρϋμειναν για 10 λεπτϊ ςτο 

ςκοτϊδι. τη ςυνϋχεια αφοϑ ξεπλϑθηκαν με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα εμβαπτύςτηκαν 

ςε διϊλυμα αποκλειςμοϑ μη ειδικόσ χρώςησ (για 20 λεπτϊ) και επωϊςτηκαν με 

το πρωτογενϋσ αντύςωμα ςτην κατϊλληλη ςυγκϋντρωςη ςτουσ 4 βαθμοϑσ 

κελςύου καθϐλη τη διϊρκεια τησ νϑχτασ. Η ςυγκϋντρωςη του ειδικοϑ για την 

hGDH2 αντιςώματοσ καθορύςτηκε 1:5.000 ςε ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ εκτϐσ απϐ το 

επινεφρύδιο που χρειϊςθηκε να αραιωθεύ περαιτϋρω (1:10.000) και ςτον 

εγκϋφαλο που χρειϊςτηκε να ςυμπυκνωθεύ (1:2.000). Για το μη ειδικϐ αντύςωμα 

η ςυγκϋντρωςό καθορύςτηκε ςτο 1:5.000 για ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ. Η προςθόκη 

ενϐσ ςυςτόματοσ χρωμογϐνου (DAB (καφϋ) ό ΑΕC+ (κϐκκινο)) ϋχει ωσ 

αποτϋλεςμα τον ςχηματιςμϐ και τον εντοπιςμϐ ενϐσ ορατοϑ χρωμογονικοϑ 

προώϐντοσ ςτισ θϋςεισ δϋςμευςησ αντιγϐνου-αντιςώματοσ. τη ςυνϋχεια, το 

δεύγμα αντιχρωματύζεται με αιματοξυλύνη και η αντικειμενοφϐροσ καλϑπτεται 

με καλυπτρύδα. 
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ΠΡΩΣΟΚΟΛΛΟ ΦΡΩΗ 

I.  ημειώςεισ για τη διαδικαςύα χρώςησ  

α. Όλα τα αντιδραςτόρια πρϋπει να αφόνονται να ιςορροποϑν ςε 

θερμοκραςύα δωματύου (20-25˚C) πριν την ανοςοχρώςη.  

β.  Όλεσ οι επωϊςεισ πρϋπει πραγματοποιοϑνται ςε θερμοκραςύα δωματύου, 

εκτϐσ εϊν  ςημειώνεται διαφορετικϊ.  

γ. Οι αντικειμενοφϐροι δεν αφόνονται να ςτεγνώςουν κατϊ τη διϊρκεια τησ 

διαδικαςύασ χρώςησ. τισ παρατεταμϋνεσ επωϊςεισ, οι αντικειμενοφϐροι 

πρϋπει να τοποθετοϑνται ςε θϊλαμο ϑγρανςησ.  

ΙΙ.  Ανϊκτηςη επιτoπύου  

α. Γύνεται αποπαραφύνωςη των αντικειμενοφϐρων με μονιμοποιημϋνο 

παραςκεϑαςμα ωσ εξόσ: αρχικϊ τα παραςκευϊςματα θερμαύνονται ςε 

φοϑρνο (58˚C - 60˚C) για 10 λεπτϊ. Ακολουθοϑν 2 αλλαγϋσ ξυλϐλησ (30 

λεπτϊ ϋκαςτη),  2 αλλαγϋσ ςε αλκοϐλη 100% (15 λεπτϊ ϋκαςτη), 1 

αλλαγό ςε αλκοϐλη 90% (15 λεπτϊ) και 1 αλλαγό ςε αλκοϐλη 70% (15 

λεπτϊ).  

β. Επανενυδϊτωςη των αντικειμενοφϐρων με ϋκπλυςη ςε απιονιςμϋνο H2O 

(15 λεπτϊ).  

γ.  Οι αντικειμενοφϐροι βυθύζονται ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 1X PBS και 

ξεπλϋνονται για 5 λεπτϊ.  

δ. ε κατϊλληλο βραςτόρα προθερμαύνεται Target retrieval solution 

(DAKO)  (15 λεπτϊ). Εν ςυνεχεύα, γύνεται τοποθϋτηςη των 

αντικειμενοφϐρων ςτο Target Retrieval solution και αφόνονται να 

βρϊςουν για 40 λεπτϊ. Η θερμοκραςύα ςτο βραςτόρα – μηχανικό μϋθοδοσ 

– ςε ςυνδυαςμϐ με το υψηλϐ pH του Target retrieval solution – χημικό 

μϋθοδοσ – προκαλοϑν ρόξη των πρωτεώνικών δεςμών του ιςτοϑ οι οπούοι 

δημιουργόθηκαν κατϊ τη μονιμοπούηςη αυτοϑ. Όταν ολοκληρωθεύ το 

χρονικϐ ςημεύο θϋρμανςησ, οι αντικειμενοφϐροι αφόνονται να κρυώςουν 
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ςτο διϊλυμα (περύπου 15 λεπτϊ) και να φτϊςουν ςε θερμοκραςύα 

δωματύου.  

ε.  Γύνονται 2 αλλαγϋσ των αντικειμενοφϐρων ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 1X 

PBS (5 λεπτϊ ϋκαςτη).  

III.   Αντιδραςτόριο αποκλειςμοϑ υπεροξειδϊςησ  

α.  Επώαςη των αντικειμενοφϐρων ςε ςκοτϊδι με το αντιδραςτηρύου 

αποκλειςμοϑ υπεροξειδϊςησ: 3% Η2Ο2 ςε Methanol (10 λεπτϊ) 

γ.  Ξϋπλυμα των αντικειμενοφϐρων με ddH2O (3 ξεπλϑματα). 

δ.  Γύνονται 2 αλλαγϋσ ςε 1X PBS (5 λεπτϊ ϋκαςτη). 

ε. Οριοθϋτηςη περιμετρικϊ του ιςτοϑ, με κατϊλληλο ςτυλϐ DAKO ο οπούοσ 

δημιουργεύ υδρϐφοβο περιβϊλλον γϑρω απϐ τον ιςτϐ οϑτωσ ώςτε το 

προςτιθϋμενο υλικϐ να παραμϋνει μϐνο πϊνω ςτον δεύγμα και μϋςα ςτο 

κϑκλο που ζωγραφύςαμε.   

ςτ. Σοποθϋτηςη αντικειμενοφϐρων ςε ϋναν θϊλαμο ϑγρανςησ που ϋχω 

ετοιμϊςει (γεμϊτο απϐ χαρτοπετςϋτεσ  νοτιςμϋνεσ με νερϐ).  

ζ. Αντιδραςτόριο πρωτογενοϑσ αντιςώματοσ: ε κϊθε αντικειμενοφϐρο 

προςτύθενται 200μl αντύςωμα (anti-hGDH1 ό anti-hGDH2) και αφόνονται 

για επώαςη overnight. Σο μη ειδικϐ αντύςωμα, anti-hGDH1 εύναι Rabbit 

Antibody του Glutamate Dehydrogenase, Cat.No. W59158R. 

η. Σην επϐμενη μϋρα γύνονται αρχικϊ 3 αλλαγϋσ ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 

πλϑςησ 1Φ PBS (5 λεπτϊ ϋκαςτη).  

θ. Σοποθϋτηςη των αντικειμενοφϐρων ςε θϊλαμο ϑγρανςησ που εύναι όδη 

ϋτοιμοσ  

ι. Προςτύθενται 200μL αντιδραςτηρύου αντιςώματοσ HRP EnVision 

mouse/rabbit για να καλυφθεύ πλόρωσ η τομό του ιςτοϑ. Γύνεται επώαςη 

45 λεπτών ςε θερμοκραςύα δωματύου (20-25 °C).  

κ. Κϊθε αντικειμενοφϐροσ ξεπλϋνετε ανεξϊρτητα με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 

πλϑςησ με ϋναν υδροβολϋα. 

λ.  Ξϋπλυμα των αντικειμενοφϐρων ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα πλϑςησ (3 

αλλαγϋσ, 5 λεπτϊ ϋκαςτη).  

IV.  Διαδικαςύα εντοπιςμοϑ (χρόςη των αντιδραςτηρύων EnVision®+)  
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α. Προςθόκη 200μL αντιδραςτηρύου του διαλϑματοσ εργαςύασ DAB για  

κϊλυψη τησ εκϊςτοτε τομόσ ιςτοϑ.  

β. Η επώαςη ποικύλλει ανϊλογα με τον ιςτϐ.  

γ. Ξϋπλυμα των αντικειμενοφϐρων ςε τρεχοϑμενο αποςταγμϋνο H2O επύ 5  

 

V.  Αντύχρωςη  

α. Εμβϊπτιςμα των αντικειμενοφϐρων ςε φιλτραριςμϋνη αιματοξυλύνη για 

1 λεπτϐ (±40’’).  

β.  Ξϋπλυμα των αντικειμενοφϐρων επύ 3 λεπτϊ ςε τρεχοϑμενο H2O βρϑςησ.  

 

VI.  Κϊλυψη  

α. Εμβαπτύςμα των αντικειμενοφϐρων ςε αιθανϐλη 70% (10 λεπτϊ), μετϊ 

ςε αιθανϐλη 90% (10 λεπτϊ) και τϋλοσ ςε αιθανϐλη 100% (2 εναλλαγϋσ, 

15 λεπτϊ ϋκαςτη).  

β. Αφυδϊτωςη με ξυλϐλη (2 αλλαγϋσ, 30  λεπτϊ ϋκαςτη).  

γ. Κϊλυψη αντικειμενοφϐρων με μη υδατικϐ μονιμοποιητικϐ υλικϐ 

κϊλυψησ, DPX, με τη χρόςη γυϊλινων καπυπτρύδων.  

 

VII.  ΕΛΕΓΦΟ ΠΟΙΟΣΗΣΑ  

ε κϊθε κϑκλο χρώςησ περιλαμβϊνεται ϋνασ ιςτϐσ θετικοϑ μϊρτυρα (ςτην 

περύπτωςό μασ ορχικϐσ ιςτϐσ) για την επαλόθευςη τησ απϐδοςησ τησ 

δοκιμαςύασ. Όταν ο ιςτϐσ θετικοϑ μϊρτυρα δεν παρουςιϊςει θετικό χρώςη, τα 

αποτελϋςματα των υπϐλοιπων δειγμϊτων τησ εξϋταςησ πρϋπει να θεωρηθοϑν 

ϑποπτα ό ϊκυρα.  

Επιπλϋον ςε κϊθε κϑκλο χρώςησ  περιλαμβϊνετε και ϋνασ ιςτϐσ αρνητικοϑ 

μϊρτυρα για την επαλόθευςη τησ ειδικϐτητασ του πρωτογενοϑσ αντιςώματοσ 

και ωσ ϋνδειξη για τη μη ειδικό χρώςη του δευτερογενοϑσ αντιςώματοσ (ςτην 

περύπτωςό μασ ορχικϐσ ιςτϐσ, ο οπούοσ ςτερεύται μϐνο το ςτϊδιο επώαςησ με το 

πρωτογενϋσ αντύςωμα ϐπου χρηςιμοποιεύται ο διαλϑτησ χωρύσ το αντύςωμα). 

Όταν ο ιςτϐσ αρνητικοϑ μϊρτυρα παρουςιϊςει θετικό ειδικό χρώςη, τα 
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αποτελϋςματα των υπϐλοιπων δειγμϊτων τησ εξϋταςησ θεωροϑνται ϑποπτα ό 

ϊκυρα.  

 

VIII.  ΕΡΜΗΝΕΙΑ  

Οι χρωματιςμϋνεσ αντικειμενοφϐροι αξιολογοϑνται ςε ειδικϐ μικροςκϐπιο 

ορατοϑ φωτϐσ.  

IX. ΤΝΣΑΓΕ 

PBS 10X (ρυθμιςτικϐ διϊλυμα πλϑςησ) 

ε 1lt ddH2O προςθϋτουμε 80gr NaCl, 2gr KCl, 14,4gr Na2HPO4 και 2,4gr 

KH2PO4. Ρυθμύζουμε το τελικϐ pH του διαλϑματοσ ςτο 7,4. 

3% Η2Ο2 ςε Μεθανϐλη 

ε 27λ Μεθανϐλη προςθϋτουμε 3λ Η2Ο2. (Δϐςη για 10 πλακϊκια που 

τοποθετοϑνται ανα ζεϑγη και κϊθετα ςε κατϊλληλο ςκεϑοσ). 

Πρωτογενό αντιςώματα. 

Για ςυγκϋντρωςη 1:5000 

ε 5ml Antibody Diluent προςτύθεται 1λ εύτε  anti-GDH εύτε anti-hGDH 2. 

AB chromogen (3,3' Diaminobenzidine) 

ε 15ml substrate buffer προςτύθενται 30λ DAB 
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Αποτελϋςματα 
 

WESTERN BLOT ΑΠΟ ΑΔΡΑ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΜΑΣΑ  ΙΣΩΝ 

Πραγματοποιόςαμε ανϊλυςη με την τεχνικό Western ςε αδρϊ 

ομογενοποιόματα ανθρώπινων ιςτών χρηςιμοποιώντασ το ειδικϐ για την 

hGDH2 αντύςωμα και ϋνα μη ειδικϐ αντύςωμα κατϊ τησ ανθρώπινησ 

γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ. υγκεκριμϋνα μελετόθηκε  ορχικϐσ ιςτϐσ, νεφρϐσ, 

επινεφρύδιο, εγκϋφαλοσ, όπαρ, ςπλόνασ, και θυρεοειδόσ απϐ τουλαχιςτον τρύα 

διαφορετικϊ ϊτομα. Οι ιςτού ελόφθηςαν κατϊ τη διϊρκεια νεκροψύασ μετϊ απϐ 

ενόμερη ςυγκατϊθεςη των οικεύων τουσ. 

Κατϊ την ανϊλυςό τουσ με ανοςοαποτϑπωςη κατϊ Western 

διαπιςτώθηκε ϐτι το ειδικϐ αντύςωμα anti-hGDH2 ανύχνευςε  μια ανοςο-

αντιδρώςα (immune-reactive) μπϊντα που αντιςτοιχεύ ςτο μοριακϐ βϊροσ τησ 

γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ (56 kD) ςτον ϐρχη, το νεφρϐ το επινεφρύδιο και 

ςτον εγκϋφαλο, μια αχνό μπϊντα ανιχνεϑθηκε ςτο θυρεοειδό και το όπαρ ενώ 

δεν ανιχνεϑεται καμύα μπϊντα ςτην αντύςτοιχη περιοχό ςτουσ υπϐλοιπουσ 

ιςτοϑσ (εικϐνα 4). 
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Εικϐνα 4.  Ανύχνευςη τησ hGDH2 ςε διϊφορουσ ιςτοϑσ με ανοςοαποτϑπωςη κατϊ Western. 
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ΜΔΛΔΣΔ ΑΝΟΟΑΠΟΣΤΠΩΗ ΚΑΣΑ WESTERN Δ ΚΑΘΑΡΔ 

ΠΡΩΣΔΪΝΔ 

Για να επιβεβαιώςουμε τα αποτελϋςματϊ μασ απϐ τα αδρϊ 

ομογενοποιόματα νεφροϑ, επινεφριδύου, εγκεφϊλου και ϐρχεοσ, προχωρόςαμε 

ςε πλόρη  καθαριςμϐ τησ GDH απο αυτοϑσ τουσ ιςτοϑσ. Η ανϊλυςη με την 

τεχνικό Western blot ςε  καθαριςμϋνα παραςκευϊςματα GDH, με παρϊλληλη 

χρόςη του ειδικοϑ αντιςώματοσ anti-hGDH2 και του μη ειδικοϑ  anti-GDH, ϋδειξε 

παρϐμοια αποτελϋςματα με αυτϊ που παρατηρόθηκαν ςε αδρϊ 

ομογενοποιόματα . 

Αναλυτικϐτερα, επιλϋξαμε τουσ ιςτοϑσ που βρϋθηκαν θετικού για την 

παρουςύα τησ hGDH2 και αφοϑ επιβεβαιώςαμε το εϑρημα ςε επιπρϐςθετα 

ϊτομα, προχωρόςαμε ςε καθαριςμϐ των ιςτών με κλαςματοπούηςη με θειώκϐ 

αμμώνιο και χρωματογραφύα προκειμϋνου να απομονώςουμε την πρωτεώνη που 

μασ ενδιαφϋρει (hGDH). Σα αδρϊ ομογενοποιόματϊ μασ κλαςματοποιόθηκαν με 

θειώκϐ αμμώνιο ςτη ςυγκϋντρωςη 30-65%. Σο ύζημα τησ κλαςματοπούηςη 

επαναδιαλϑθηκε ςε θειικϐ αμμώνιο 15%, φορτώθηκε και εκλοϑςτηκε απϐ τρεισ 

διαδοχικϋσ ςτόλεσ χρωματογραφύασ. Οι πρώτεσ δϑο όταν ςτόλεσ υδρϐφοβησ 

αλληλεπύδραςησ (φαινυλςεφαρϐζησ) και η τελευταύα όταν χρωματογραφύα 

ςυγγϋνειασ (υδροξυαπατύτη). Σα κλϊςματα τησ κϊθε ςτόλησ εκτιμόθηκαν ωσ 

προσ την περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε γλουταμικό αφυδρογονϊςη με την μϋτρηςη 

τησ ενζυμικόσ δραςτικϐτητασ τουσ ςε φαςματοφωτϐμετρο προσ την 

κατεϑθυνςη ςϑνθεςησ γλουταμικοϑ. Σα κλϊςματα ϋκλουςησ τησ πρώτησ ςτόλησ 

που περιεύχαν το ϋνζυμϐ μασ (η ϋκλουςη ϋγινε με βαθμιδωτό αϑξηςη τησ 

ςυγκϋντρωςησ αιθυλενογλυκϐλησ ςε διϊλυμα  θειικοϑ αμμωνύου 15%)  

ςυνενώθηκαν ςε ϋνα, τοποθετόθηκαν ςε ημιδιαπερατό μεμβρϊνη, υποβλόθηκαν 

ςε διϊλυςη ϋναντι διαλϑματοσ θειικοϑ αμωνύου 15% για την αφαύρεςη τησ 

αιθυλενογλυκϐλησ απϐ το δεύγμα και φορτώθηκαν ςε δεϑτερη ςτόλη 

φαινυλςεφαρϐζησ. Σα κλϊςματα τησ δεϑτερησ ςτόλησ μετρόθηκαν για την 

περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε ϋνζυμο και ϐςα βρϋθηκαν θετικϊ ςυνενώθηκαν ςε ϋνα 

το οπούο υποβλόθηκε ςε νϋα διϊλυςη ϋναντι διαλϑματοσ KCl και φορτώθηκε ςε 

ςτόλη υδροξυαπατύτη απϐ την οπούα εκλοϑςθηκε με βαθμύδωςη διαλϑματοσ 

φωςφορικοϑ νατρύου αυξανϐμενησ ςυγκϋντρωςησ.  
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Προκειμϋνου αφενϐσ να επιβεβαιώςουμε την απϐλυτη καθαρϐτητϊ των 

πρωτεώνών μασ, και αφετερου να κϊνουμε μια ςχετικό ποςοτικοπούηςη τησ 

ςυγκεντρωςόσ τησ πρωτεώνησ που πόραμε καθαρό μετϊ τη χρωματογραφύα, τα 

κλϊςματα με την μεγαλϑτερη ενεργϐτητα ενζϑμου απϐ κϊθε ιςτϐ ενώθηκαν και  

ηλεκτροφορόθηκαν ςε γϋλη πολυακρυλαμύδησ (SDS-PAGE) η οπούα ςτη 

ςυνϋχεια  βϊφθηκε με τη χρωςη Κυανοϑ Commasie. την ύδια γϋλη φορτώθηκαν 

και καθαριςμϋνεσ (απϐ τισ τρεύσ ςτόλεσ χρωματογραφύασ) αναςυνδυαςμϋνεσ 

πρωτεώνεσ hGDH1 και hGDH2 ωσ θετικού μϊρτυρεσ καθώσ και αλβουμύνη (BSA) 

ςε γνωςτϋσ ςυγκεντρώςεισ 1, 2 και 3 μgr. Οι ποςϐτητεσ που φορτώθηκαν απϐ 

κϊθε ιςτϐ υπολογύςτηκαν με βϊςη την ενζυμικό ενεργϐτητϊ που εμφϊνιζαν και 

ϐχι με βϊςη την περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε πρωτεώνη. υγκεκριμϋνα, ςε 

προηγοϑμενεσ μελϋτεσ του εργαςτηρύου ϋχει βρεθεύ ϐτι 1 μgr πρωτεώνησ 

αντιςτοιχεύ ςτην ποςϐτητα του ενζϑμου που δύνει μϋγιςτη δραςτικϐτητα 

(ενεργϐτητα ςε παρουςύα 1mM ADP) 0.25 (dA/min). Όπωσ φαύνεται ςτην 

εικϐνα 5, τα κλϊςματα τησ χρωματογραφύασ των ιςτών μασ περιϋχουν μια  μϐνο 

μπϊντα ςτο Μοριακϐ Βϊροσ των 56 kD που αντιςτοιχεύ ςτο ΜΒ τησ πρωτεώνησ 

μασ. Επιβεβαιώνεται το εϑρημα προηγοϑμενων μελετών (καναβοϑρασ και ςυν 

2007) ςϑμφωνα με το οπούο η hGDH2 ϋχει διαφορετικό ηλεκτροφορητικό 

κινητικϐτητα καθώσ δύνει μια μπϊντα 1-2 kD υψηλϐτερα απϐ την hGDH1. Στον 

ϐρχη απεικονύζονται δϑο μπϊντεσ η μύα πϊνω απϐ την ϊλλη ςτην περιοχό 

μοριακοϑ βϊρουσ που αντιςτοιχοϑν ςτισ δϑο πρωτεώνεσ μασ (η πϊνω μπϊντα 

εύναι η hGDH2 και η κϊτω μπϊντα η hGDH1) οι οπούεσ επιπροςθϋτωσ 

απεικονύζονται με την ύδια ϋνταςη επιβεβαιώνοντασ την  αναλογύα 1:1. τουσ 

υπϐλοιπουσ ιςτοϑσ δεν απεικονύζονται δϑο μπϊντεσ, ενώ φαύνεται να απουςιϊζει 

εκεύνη που αντιςτοιχεύ ςτην hGDH2. Η προφανόσ εξόγηςη εύναι ϐτι η hGDG2 

εκφρϊζεται ςε πολϑ μικρϐτερη αναλογύα ςε ςχϋςη με την ιςομορφό κυτταρικόσ 

οικονομύασ ςτουσ ιςτοϑσ αυτοϑσ με αποτϋλεςμα τα επύπεδϊ τησ ςτο δεύγμα που 

φορτώθηκε (1 μγρ πρωτεώνησ) να μην επαρκοϑν για την απεικονιςό τησ με τη 

ςυγκεκριμϋνη μεθοδολογύα (χαμηλό ευαιςθηςύα τησ μεθϐδου)  
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Εικϐνα 5.  SDS-page/Coomasie Blue Brilliant   

 
Μετϊ την επιβεβαύωςη τησ καθαρϐτητασ του δεύγματϐσ μασ και την 

απουςύα ϊλλων πρωτεώνών προχωρόςαμε ςε μελϋτεσ με ανοςοαποτϑπωςη κατϊ 

Western με το ειδικϐ για την hGDH2  και το μη ειδικϐ αντύςωμα. Οι πρωτεώνεσ 

φορτώθηκαν και πϊλι με βϊςη την ενζυμικό ενεργϐτητϊ τουσ και ϐχι με βϊςη 

την ςυγκϋντρωςό τουσ. 

 

 
 
Εικϐνα 6. ϑγκριςη εντϊςεωσ ϋκφραςησ τησ κϊθε ιςομορφόσ τησ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ 
ςτουσ διϊφοροουσ ιςτοϑσ. 
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Όπωσ φαύνεται ςτην εικϐνα 6 το μη ειδικϐ αντύςωμα ανύχνευςε μια 

μεγϊλη μπϊντα μοριακοϑ βϊρουσ ~56 kD ςε ςχετικϊ ύςη ϋνταςη ςε κϊθε ιςτϐ. 

Σο anti-hGDH2 αντύςωμα αποκϊλυψε μύα ανοςοαντιδρώςα μπϊντα ςτον ϐρχη, 

το νεφρϐ και τον εγκϋφαλο ενώ μια πολϑ αχνό μπϊντα ανιχνεϑθηκε και ςτο 

όπαρ. 

Όταν αυξόςαμε τον χρϐνο τησ ηλεκτροφϐρηςησ διαπιςτώςαμε ϐτι ενώ 

ςτον ϐρχη ανιχνεϑθηκε μια μπϊντα ςε ϐλουσ τουσ υπϐλοιπουσ ιςτοϑσ 

ανιχνεϑθηκαν δϑο ανοςο-αντιδρώςεσ μπϊντεσ (εικϐνα 7) . Η μονό μπϊντα που 

εμφανύζεται με το αντι-hGDH2 ςτον ανθρώπινο ϐρχη και η επϊνω μπϊντα που 

εμφανύζεται ςτον ανθρώπινο νεφρϐ, το επινεφρύδιο και τον εγκϋφαλο 

βρύςκονται ςτο ύδιο επύπεδο με την καθαρό hGDH2 (μοριακϐ βϊροσ κατϊ 

προςϋγγιςη 58 kDa). Η δεϑτερη, χαμηλϐτερη μπϊντα που εμφανύζονταν ςτον 

ανθρώπινο νεφρϐ, επινεφρύδιο και εγκϋφαλο βρύςκεται ςτο ύδιο επύπεδο με την 

καθαρό hGDH1. Δεδομϋνου ϐτι προηγοϑμενεσ μελϋτεσ ϋχουν δεύξει ϐτι η GDH 

υφύςταται μετα-μεταφραςτικϋσ τροποποιόςεισ ςτουσ ιςτοϑσ του ανθρώπου 

(Julliard και Smith, 1979? Hussain et al, 1989), εύναι πιθανϐ οι μπϊντεσ αυτϋσ να  

οφεύλονται ςτο γεγονϐσ ϐτι η hGDH2 υπϐκειται ςε διαφορετικϋσ τροποποιόςεισ 

ςτον κϊθε ιςτϐ ϐπωσ για παρϊδειγμα ςτον ανθρώπινο εγκϋφαλο το νεφρϐ και 

το επινεφρύδιο ςε ςχϋςη με τισ τροποποιόςεισ που γύνονται ςτουσ ϐρχεισ. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικϐνα 7 Η επϊνω μπϊντα ςτο νεφρϐ, το επινεφρύδιο, τον εγκϋφαλο και η μονό μπϊντα του ϐρχη 
αντιπροςωπεϑουν την hGDH2. Η χαμηλϐτερη μπϊντα ςτο νεφρϐ, το επινεφρύδιο και τον 
εγκϋφαλο, αντιπροςωπεϑει την hGDH1. 
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Anti-hGDH2 1:5000
Exposure 45’

Anti-hGDH 1:15.000
Exposure 5’’
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Επιπλϋον,  διαπιςτώςαμε πϊλι ϐτι ο ϐρχησ περιϋχει παρϐμοιεσ ποςϐτητεσ hGDH1 

και hGDH2 (αναλογύα ςχεδϐν 1:1). hGDH1 (Spanaki et al, 2011). τον αντύποδα, 

ο  νεφρϐσ το επινεφρύδιο και ο εγκϋφαλοσ περιϋχουν ςαφώσ μεγαλϑτερεσ 

ποςϐτητεσ hGDH1 απϐ ϐτι hGDH2. Τπϐ αυτϋσ τισ ςυνθόκεσ το μη ειδικϐ 

αντύςωμα, εντοπύζει μια πυκνό μπϊντα η οπούα φαύνεται να αντιςτοιχεύ ςτο ΜΒ 

των 56 kD και ϊρα ςτην hGDH1. Σο γεγονϐσ ϐτι το μη ειδικϐ δεν ανιχνεϑει μια 

υψηλϐτερα εντοπιζϐμενη μπϊντα η οπούα θα μποροϑςε να αντιςτοιχεύ ςτην 

hGDH2 ενώ ανιχνεϑει την αναςυνδυαςμϋνη  μορφό τησ hGDH2 που ϋχει 

παραχθεύ ςε κϑτταρα SF21 υποδηλώνει ϐτι η ποςϐτητα τησ ςτα δεύγματα των 

ιςτών που αναλϑθηκαν δεν επαρκεύ ώςτε να απεικονιςτεύ με τη ςυγκεκριμϋνη 

μεθοδολογύα. Εϊν αυξόςουμε τον χρϐνο ϋκθεςησ κατϊ τη διαδικαςύα εμφϊνιςησ 

του φιλμ προκϑπτει μια ευμεγϋθησ μπϊντα ςτην οπο αλληλεπικαλϑπτονται οι 

δϑο που αντιςτοιχοϑν ςτην τϑπου 1 και τϑπου 2 πρωτεώνη.   

 ϑγκριςη των αποτελεςμϊτων απϐ τα Westerns αποκϊλυψε ϐτι ο ϐρχησ εύναι ο 

ιςτϐσ με την μεγαλϑτερη αναλογύα hGDH2:hGDH1 (1:1) ενώ ο αμϋςωσ επϐμενοσ 

ςτη ςειρϊ φαύνεται να εύναι το επινεφρύδιο και ο νεφρϐσ (1:10) και ακολουθεύ ο 

εγκϋφαλοσ (<1:20). Σο ανθρώπινο όπαρ που μϋχρι πρϐςφατα εύχε βρεθεύ 

αρνητικϐ, ϐςον αφορϊ ςτην παρουςύα τησ hGDH2, με ανϊλυςη που ϋγινε υπϐ τισ 

ύδιεσ ςυνθόκεσ (Spanaki et al, 2010), φαύνεται ϐτι εκφρϊζει την hGDH2 ςε πολϑ 

χαμηλϊ επύπεδα. 

  

 

ΑΝΟΟΪΣΟΦΗΜΕΙΑ Ε ΙΣΟΤ 

Για να εξερευνόςουμε περαιτϋρω την κυτταρικό κατανομό τησ 

ανοςοδραςτηκϐτητασ τησ hGDH2 ςτουσ ιςτοϑσ ςτουσ οπούουσ η παρουςύα τησ 

πρωτεϏνησ ϋχει όδη δειχθεύ με ςτϑπωμα κατϊ Western, προχωρόςαμε ςε 

πειρϊματα ανοςοώςτοχημεύασ ςε μονιμοποιημϋνα παραςκευϊςματα των ύδιων 

ιςτών που χρηςιμοποιόςαμε ςτην ανϊλυςη με Western χρηςιμοποιώντασ το 

ειδικϐ για hGDH2 και το μη ειδικϐ αντύςωμα.  
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ΟΡΦΗ 

τουσ ϐρχεισ  εντοπύςτηκε ιςχυρό ϋκφραςη τησ hGDH2 ςτο κυτταρϐπλαςμα των 

κυττϊρων Sertoli ςτα ςπερματοφϐρα ςωληνϊρια και ςτα κϑτταρα Leydig ςτο 

διϊμεςο χώρο. Σα ςπερματογϐνια και ςπερματοκϑτταρα, οι ςπερματύδεσ, το 

ενδοθόλιο των αγγεύων, τα κϑτταρα του ςυνδετικοϑ ιςτοϑ και τα υπϐλοιπα 

κϑτταρα του διϊμεςου χώρου δεν παρουςύαζαν χρώςη.  Η ανοςολογικό χρώςη 

αμφοτϋρων των κυτταρικών τϑπων Sertoli και Leydig εύχαν μια χαρακτηριςτικό 

κοκκώδη εμφϊνιςη η οπούα ςυνϊδει με το μιτοχονδριακϐ εντοπιςμϐ που 

αναμϋνεται για την hGDH2 με βϊςη προηγοϑμενεσ μελϋτεσ (Spanaki et al, 2010).  

Η χρώςη του ιςτοϑ με το μη ειδικϐ αντύςωμα ϐπωσ αναμϋνετο εύχε παρϐμοια 

κατανομό αλλϊ εύχε μεγαλϑτερη ϋνταςη ςτισ δομϋσ ςτισ οπούεσ ανιχνεϑθηκε.  

 

 

 

 
 
Εικϐνα 8. Φρώςη μονιμοποιημϋνου ορχικοϑ ιςτοϑ με το ειδικϐ αντύςωμα anti-hGDH2 και το 
πολυμερϋσ EnVision τησ DAKO. Απεικϐνιςη του δεύγματοσ με το χρωμογϐνο DAB (καφϋ χρώμα). Η 
ςτικτό καφϋ χρώςη ςτο κυτταρϐπλαςμα των κυττϊρων Sertoli (SC), μϋςα ςτα ςπερματικϊ 
ςωληνϊρια, αντιπροςωπεϑει την hGDH2. Σα ςπερματοκϑτταρα (SPC) φαύνεται να ςτεροϑνται τησ 
παρουςύασ τησ πρωτεϏνησ. (Μεγ 
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Εικϐνα 9.  περματοφϐρα ςωληνϊρια. EnVision (DAKO) + DAB chromogen. Αριςτερϊ: χρώςη με το 
μη ειδικϐ αντύςωμα anti-hGDH1. Δεξιϊ: χρώςη με το ειδικϐ αντύςωμα anti-hGDH2.το διϊςτημα 
μεταξϑ των ςπερματοφϐρων ςωληναρύων, εντοπύζεται με καφϋ χρώμα η hGDH2. το διϊςτημα 
αυτϐ βρύςκονται τα κϑτταρα Leydig.                                                                                          

 

 

ΝΕΥΡΟ 

Θετικό χρώςη για την hGDH2 διαπιςτώθηκε κυρύωσ ςτο νεφρικϐ φλοιϐ και 

λιγϐτερο ςτο νεφρικϐ μυελϐ (εικϐνα 10). υγκεκριμϋνα χρώςη ενδεικτικό τησ 

παρουςύασ του ενζϑμου εντοπύςτηκε ςτο κυτταρϐπλαςμα των επιθηλιακών 

κυττϊρων που βρύςκονται ςτα νεφρικϊ ςωληνϊρια. Ιδιαύτερα εμφανόσ όταν η 

χρώςη των επιθηλιακών κυττϊρων των εγγϑσ εςπειραμϋνων ςωληναρύων λϐγω 

πιθανϐτατα του γεγονϐτοσ ϐτι τα κϑτταρα αυτϊ ϋχουν αρκετϐ κυτταρϐπλαςμα. 

Η χρώςη εντοπιζϐταν και ςτην κϊψα του Bownan (η οπούα αποτελεύ ςτην ουςύα 

ςυνϋχεια των νεφρικών ςωληναρύων). Λιγϐτερο ϋντονη αλλϊ ςαφώσ υπαρκτό 

όταν οι χρώςη ςτα επιθηλιακϊ κϑτταρα των αθροιςτικών ςωληναρύων και τησ 

αγκϑλησ Henle (επιθηλιακϊ κϑτταρα με λιγϐτερο κυτταρϐπλαςμα). Σο ςπεύραμα 

δεν εμφϊνιζε χρώςη καθώσ και τα κϑτταρα των ακτινωτων αγγεύων (corona 

radiate) του νεφρικοϑ μυελοϑ.  Η χρώςη όταν διϊχυτη και δεν παρουςύαζε τη 

κοκκώδη εμφϊνιςη που ανιχνεϑθηκε ςτα κϑτταρα Sertoli και τα αςτροκϑτταρα 

(Spanaki et al 2010).  Αξύζει να ςημειωθεύ ϐτι αυτϊ τα κϑτταρα ϋχουν 

μιτοχϐνδρια, των οπούων το μϋγεθοσ και το ςχόμα διαφϋρει τησ διαμϐρφωςησ 

μιτοχονδρύων ϊλλων ιςτών καθώσ εύναι επιμόκη με ακτινωτό διϊταξη και ϐχι 

ςφαιρικϊ. γεγονϐσ που θα μποροϑςε να ερμηνεϑει την διϊχυτη απεικϐνιςη τησ 

χρώςησ.  
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Νεθξηθόο Φινηόο                                      Νεθξηθόο κπειόο 

 

 

 

 

 

 

Εικϐνα 100. Φρώςη μονιμοποιημϋνου ιςτοϑ με το ειδικϐ για την hGDH2 αντύςωμα και με το πολυμερϋσ 
EnVision τησ DAKO και απεικϐνιςό του με το χρωμογϐνο AEC (κϐκκινο). αφωσ εντονϐτερη φαύνεται η 
χρώςη ςτο νεφρικϐ φλοιϐ (αριςτερϊ), ςτο κυτταρϐπλαςμα των επιθηλιακών κυττϊρων που καλϑπτουν 
εξωτερικϊ τα εγγϑσ εςπειραμμϋνα ςωληνϊρια. Σα επιθηλιακϊ κϑτταρα γϑρω απϐ τα αθροιςτικϊ 
ςωληνϊρια βϊφονται επύςησ, αλλϊ ϋχουν λιγϐτερο ϋντονη ανοςοδραςτηκϐτητα. Δεν βρϋθηκε ϋκφραςη τησ 
hGDH2 ςτο ςυνδετικϐ ιςτϐ του μανδϑα, τα ςωληνϊρια και τη Vasa Recta του μυελοϑ του νεφροϑ. 

 

 

   

Εικϐνα 11. Νεφρικϊ ςωληνϊρια. EnVision (DAKO) +DAB chromogen. Αριςτερϊ: χρώςη με το μη 
ειδικϐ αντύςωμα anti-hGDH1. Δεξιϊ: χρώςη με το ειδικϐ αντύςωμα anti-hGDH2. Η χρώςη ςτο 
κυτταρϐπλαςμα των επιθηλιακών κυττϊρων εύναι ϋντονη και φανερώνει την παρουςύα τησ 
hGDH2. τερεύται ϐμωσ τησ ςτικτόσ χρώςησ που χαρακτόριζε τα κϑτταρα Sertoli ςτον ϐρχη. 

 

ΔΠΙΝΔΦΡΙΓΙΟ 

Η ανοςοώςτοχημεύα ςε μονιμοποιημϋνο ιςτϐ επινεφριδύου με το ειδικϐ για την 

hGDH2 αντύςωμα ςε αραύωςη 1:10.000 αποκϊλυψε ϋκφραςη τησ μϐνο ςτο φλοιϐ ενώ 

ο μυελϐσ όταν αρνητικϐσ. Ειδικό  χρώςη ανιχνεϑθηκε  και ςτισ τρεισ ςτιβϊδεσ με 

εντονϐτερη απϐ τισ τρεισ  τη δικτυωτό ςτιβϊδα. 
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Εικϐνα 112. Ανοςοώςτοχημεύα ςε μονιμοποιημϋνο ιςτϐ επινεφριδύου με το ειδικϐ για την hGDH2 
αντύςωμα και το χρωμογϐνο AEC (κοκκινο) αποκαλϑπτει ϋκφραςη τησ και ςτισ τρεισ 
ςτιβϊδεσ.(Α:μεγϋθυνςη Φ5 (Α), Β:Φ10),. Εντονϐτερη απο τισ τρεισ απεικονύζεται η χρώςη τησ 
δικτυωτόσ ςτιβϊδασ (Γ:Φ20) η οπούα εμφανύζει τη χαρακτηριςτικό κοκκώδη χρώςη τησ 
μιτοχονδριακόσ εντϐπιςησ (Δ:μεγϋθυνςη Φ40). Αντιχρώςη με αιματοξυλύνη. 

 

        Δικυτωτό Ζώνη      πειροειδόσ Ζώνη 

             

Εικϐνα 123. Ανοςοώςτοχημεύα ςε μονιμοποιημϋνο ιςτϐ επινεφριδύου με το ειδικϐ για την hGDH2 
αντύςωμα (1:10.000), ϐπωσ περιγρϊφεται ςτο κεύμενο με χρωμογϐνο DAB (καφϋ) αποκαλϑπτει 
ειδικό χρώςη ςτη δικτυωτό (αριςτερϊ) και τη ςπειροειδό (δεξιϊ) ςτιβϊδα του φλοιοϑ  (μεγϋθυνςη 
Φ40). Αντιχρώςη με αιματοξυλύνη. 
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ΕΓΚΕΦΑΛΟΣ 

 Ο εγκϋφαλοσ δεν παρουςύαζε καμιϊ χρώςη εϊν χρηςιμοποιοϑςαμε το αντύςωμα 

ςτην αραύωςη 1:5.000. Φρειϊςτηκε να κατεβοϑμε ςτο 1:2.000 για να πϊρουμε 

ειδικό χρώςη οι οπούα εύχε χαρακτηριςτικϊ αςτροκυτταρικόσ εντϐπιςησ,  

κυρύωσ περιπυρηνικϊ και ςτισ προςεκβολϋσ τουσ γεγονϐσ που ςυνϊδει με τισ 

προηγοϑμενεσ περιγραφϋσ (πανϊκη και ςυν 2010) .  Εντοϑτοισ, η ειδικό χρώςη 

πρϋπει να αφορϊ κϊποια αςτροκϑτταρα και ϐχι το ςϑνολϐ τουσ.  Η χρώςη 

παρουςύαζε την ςτικτό κοκκώδη εμφϊνιςη που εύναι χαρακτηριςτικό 

μιτοχονδριακόσ εντϐπιςησ. Ενύοτε λαμβϊναμε μια διϊχυτη μη ειδικό χρώςη και 

ςτουσ νευρώνεσ.  Αντύθετα το μη ειδικϐ αντύςωμα εμφϊνιζε μια πολϑ εντονϐτερη 

χρώςη που αφοροϑςε το ςϑνολο των νευρώνων και πιθανϊ των 

αςτροκυττϊρων ςτισ τομϋσ οι οπούεσ μελετόθηκαν (Εικϐνεσ 14 και 15) 

     

Εικόνα 134  Εγκέφαλος. EnVision (Dako) + AEC chromogen (κόκκινο). Aποκαλϑπτεται, η  

ϋκφραςη τησ hGDH2 ςε αςτροκϑτταρα με εντϐπιςη περιπυρηνικϊ και ςτισ προεκβολϋσ τουσ με  τη 

χαρακτηριςτικό κοκκώδη χρώςη τησ μιτοχονδριακόσ εντϐπιςησ (Δ:μεγϋθυνςη Φ40). Αντιχρώςη με 

αιματοξυλύνη. 

Εικόνα 15. Ανοςοώςτοχημεύα ςε μονιμοποιημϋνεσ τομϋσ εγκεφϊλου με το μη ειδικϐ (1:5.000) (αριςτερϊ) και 

το ειδικϐ αντύςωμα (1:2.000) αντύςωμα (δεξιϊ) και ανύχνευςη τησ ςυνολικόσ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ 

ςε νευρωνικϋσ (ϊςπρο βϋλοσ) και αςτροκυτταρικϋσ δομϋσ και τησ hGDH2 ςε περιοριςμϋνο αριθμϐ 

αςτροκυττϊρων (χρώςη με DAB, καφϋ  χρωμογϐνο). (Μεγϋθυνςη 20Φ) 
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ΤΖΗΣΗΗ 
 

την παροϑςα εργαςύα μελετόςαμε την εντϐπιςη τησ ϋκφραςησ τησ 

γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ τϑπου 2 ςε ανθρώπινουσ ιςτοϑσ. Σο εγχεύρημα 

αυτϐ ϋχει ςταθεύ ιδιαύτερα δϑςκολο τα προηγοϑμενα χρϐνια καθώσ η ιςομορφό 

αυτό διαφϋρει μϐνο ςε 15 αμινοξϋα (τα οπούα εύναι διϊςπαρτα κατανεμημϋνα 

ςτην πολυπεπτιδικό ϊλυςςο) απϐ την ιςομορφό κυτταρικόσ οικονομύασ η οπούα 

εκφρϊζεται ευρϋωσ ςτουσ ιςτοϑσ. Σο  γεγονϐσ αυτϐ καθιςτοϑςε προβληματικό 

τη διϊκριςη μεταξϑ των δϑο ιςομορφών τϐςο ςε επύπεδο RNA ϐςο και ςε 

επύπεδο πρωτεϏνησ. το εργαςτόριο Νευρολογύασ τησ Ιατρικόσ χολόσ 

Πανε/μύου Κρότησ ϋχει αναπτυχθεύ ϋνα ειδικϐ αντύςωμα το οπούο αναγνωρύζει 

με τρϐπο ειδικϐ την hGDH2 ενώ δεν φαύνεται να αναγνωρύζει ακϐμα και μεγϊλεσ 

ςυγκεντρώςεισ τησ hGDH1.  

την παροϑςα μελϋτη χρηςιμοποιόςαμε το ειδικϐ για την hGDH2 

αντύςωμα προκειμϋνου να μελετόςουμε την ϋκφραςη τησ πρωτεϏνησ αυτόσ ςε 

ανθρώπινουσ ιςτοϑσ με εφαρμογό των τεχνικών τησ ανοςοςτϑπωςησ κατϊ 

Western  και τησ ανοςοιςτοχημεύασ.  

Εδεύχθη ϐτι η πρωτεϏνη hGDH2 εκφρϊζεται  ενδογενώσ ςτον ϐρχη, το 

επινεφρύδιο, το νεφρϐ και τον εγκϋφαλο. Οι μελϋτεσ με 

ανοςοώςτοχημεύα αποκϊλυψαν  την ϋντονη ϋκφραςη τησ  hGDH2 ςτα                                     

κϑτταρα Sertoli των ςπερματοφϐρων ςωληναρύων των ϐρχεων, ςτα επιθηλιακϊ 

κϑτταρα των νεφρικών ςωληναρύων, ςτα κϑτταρα τησ δικτυωτόσ, ςπειροειδοϑσ 

και ςτηλιδωτόσ ζώνησ του επινεφριδύου και ςτα αςτροκϑτταρα ςτον εγκϋφαλο.  

Η υψηλϐτερη ϋκφραςη τησ hGDH2 βρϋθηκε ςτον ϐρχη. Αποτελεύ ςτην 

ουςύα την μιςό ποςϐτητα τησ ςυνολικόσ γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ που 

παρϊγει ο ιςτϐσ. Σο γεγονϐσ αυτϐ ςυνϊδει με παλαιϐτερα δημοςιευμϋνα 

δεδομϋνα που αφοροϑν την παρουςύα mRNA τησ πρωτεϏνησ ςτον ϐρχη. Εύναι 

γνωςτϐ ϐτι αρκετϊ γονύδια που προϋρχονται απϐ ρετρομετϊθεςη 

 (ϐπωσ εύναι το GLUD2 που κωδικοποιεύ την hGDH2)  εκφρϊζονται αρχικϊ 
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ςτουσ  ϐρχεισ και  αναπτϑςςουν αργϐτερα μια  ευρϑτερη κατανομό ςτουσ 

υπϐλοιπουσ ιςτοϑσ (Vinckenbosch et al,2006). 

 

                ε παλαιϐτερεσ μελϋτεσ ϐρχη και εγκεφϊλου με την τεχνικό Western 

blot ςε υποκυτταρικϊ κλϊςματα εδεύχθη ϐτι η hGDH2 εντοπύζεται ςτα 

μιτοχϐνδρια (πανϊκη et al, 2010). τισ μελϋτεσ ανοςοώςτοχημεύασ τησ 

παροϑςασ εργαςύασ διαπιςτώθηκε μικοκοκκώδη χρώςη ενδεικτικό 

μιτοχονδριακόσ εντϐπιςησ ςτον ϐρχη (κϑτταρα Sertoli), τον εγκϋφαλο 

(αςτροκϑτταρα) και το επινεφρύδιο (κϑτταρα δικτυωτόσ και ςτηλιδωτόσ 

ςτιβϊδοσ).  Επύςησ η παρϐμοια κατανομό τησ χρώςησ τϐςο του ειδικοϑ ϐςο και 

του μη ειδικοϑ αντιςώματοσ ςτουσ ιςτοϑσ εγεύρει την υποψύα ϑπαρξησ ετερο-

εξαμερών. Η επανϊληψη των χρώςεων με ειδικϐ για την hGDH1 αντύςωμα  θα 

προςφϋρει επιπρϐςθετεσ πολϑτιμεσ πληροφορύεσ επύ του θϋματοσ.  

Με βϊςη τα δεδομϋνα μασ, η hGDH2 ςτον ϐρχη εκφρϊζεται ςτα κϑτταρα 

Sertoli και Leydig, αλλϊ ϐχι ςτα ςπερμογϐνια και ςτα διαφοροποιημϋνα 

 γεννητικϊ κϑτταρα. Η ςπερματογϋνεςη (η ανϊπτυξη των ςπερματοζωαρύων 

απϐ  ςπερμογϐνια) εξαρτϊται απϐ τον υποςτηρικτικϐ,  και θρεπτικϐ ρϐλο των 

κυττϊρων  Sertoli, τα οπούα δημιουργοϑν τον αιματο-ορχικϐ φραγμϐ και 

παρϋχουν το κατϊλληλο μικρο-περιβϊλλον για την διαφοροπούηςη 

των γενετικών κυττϊρων (ςπερματογϐνια → ςπερματοκϑτταρα 

→ςπερματύδεσ→ ςπερματοζωϊρια).  

Οι μελϋτεσ μασ ϋδειξαν επύςησ ϐτι η hGDH2 εκφρϊζεται πιθανϊ ςε 

αςτροκϑτταρα ςτον εγκϋφαλο. Παρϐμοια με τον υποςτηρικτικϐ ρϐλο των 

κυττϊρων Sertoli που δημιουργοϑν τον αιματο-ορχικϐ φραγμϐ ςτουσ ϐρχεισ, τα 

 αςτροκϑτταρα εύναι γνωςτϐ ϐτι παρϋχουν υποςτόριξη και τρϋφουν τουσ 

νευρώνεσ και επιπλϋον δημιουργοϑν τον αιματεγκεφαλικϐ φραγμϐ.  

Ουςύεσ, ϐπωσ το γαλακτικϐ οξϑ, που εκκρύνεται απϐ τα 

κϑτταρα Sertoli, ομοιϊζουν με αυτϋσ που εκκρύνονται απϐ 

τα αςτροκϑτταρα. Τπϊρχει πληθώρα μεταβολικών "κϑκλων" και 

"διαδρομών" που επιτρϋπουν την ανταλλαγό  μεταβολιτών μεταξϑ 

νευρώνων και  αςτροκυττϊρων. Ωσ εκ τοϑτου η hGDH1 και η hGDH2 ύςωσ 
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εξυπηρετοϑν διαφορετικϋσ αλλϊ εξύςου ςημαντικϋσ ανϊγκεσ τησ βιολογύασ των 

αςτροκυττϊρων και τησ αςτροκυτταρικόσ αλληλεπύδραςησ με τουσ νευρώνεσ. 

Απϐ αυτό την ϊποψη, υπϊρχουν  ενδεύξεισ ϐτι οι ιδιϐτητεσ που απϋκτηςε το 

hGDH2 επιτρϋπουν μεν ςτο ϋνζυμο να εύναι λειτουργικϐ, αλλϊ υπϐ 

ςυνθόκεσ διαφορετικϋσ απϐ εκεύνεσ που απαιτοϑνται για τη λειτουργύα του 

 hGDH1 ςε νευρικϐ ιςτϐ (Zaganas  και  Plaitakis, 2001). Αυτϋσ οι ιδιϐτητεσ 

περιλαμβϊνουν την ανθεκτικϐτητα ςε αναςτολό απϐ GTP, την εξϊρτηςη 

απϐ ADP για την επιτϋλεςη καταλυτικών λειτουργιών και την ικανϐτητα του 

ενζϑμου να λειτουργεύ αποτελεςματικϊ ςε χαμηλϊ επύπεδα ενδοκυττϊριου pH. Η 

ανθεκτικϐτητα ςε αναςτολό απϐ  GTP  διευκολϑνει  τη λειτουργύα του hGDH2  

ςε περιβϊλλον πλοϑςιο ςε GTP ϐπωσ εύναι ο νευρικϐσ ιςτϐ, επιτρϋποντασ ςτο 

ϋνζυμο να μεταβολύζει το γλουταμικϐ που απελευθερώνεται ςτισ ςυνϊψεισ των 

νευρώνων κατϊ τη διϊρκεια μιασ διεγερτικόσ  μετϊδοςησ, ακϐμα και αν ο κϑκλοσ 

των τρικαρβοξυλικών οξϋων παρϊγει ποςϊ GTP ικανϊ να αδρανοποιόςουν 

πλόρωσ την hGDH1.  Επύςησ, η εξϊρτηςη τησ hGDH2 απϐ το 

κυτταρικϐ επύπεδο του ADP, μπορεύ να εύναι ςημαντικό  για τη ρϑθμιςη 

τησ ροόσ του γλουταμικοϑ, ωσ νευροδιαβιβαςτό, μϋςω τησ οδοϑ τησ GDH, καθώσ 

εύναι γνωςτϐ ϐτι ςτισ ςυνϊψεισ, κατϊ τη διϊρκεια μιασ διεγερτικόσ μετϊδοςησ, 

εύναι αυξημϋνη υδρϐλυςη του ATP ςε ADP. 

(Erecinska και Nelson, 1990). Επιπλϋον, η ικανϐτητα τησ L-λευκύνησ να 

ευαιςθητοποιεύ την hGDH2 ςε χαμηλϋσ ςυγκεντρώςεισ  ADP μπορεύ να 

επιτρϋπει ςτο ϋνζυμο να ανταποκρύνεται επιτυχώσ ςε μικρϋσ αλλαγϋσ ςτη 

ςυγκϋντρωςη τησ ADP, ακϐμη και εν απουςύα τησ απαιτοϑμενησ ενϋργειασ. 

Ομούωσ, το γεγονϐσ ϐτι το βϋλτιςτο pH για την hGDH2 εύναι κϊπωσ 

χαμηλϐτερο απϐ εκεύνο για την hGDH1 μπορεύ να εύναι ςημαντικϐ για τη 

λειτουργύα του ενζϑμου, υπϐ ςυνθόκεσ χαμηλοϑ pH που επικρατοϑν  

ςτισ ςυνϊψεισ των αςτροκυττϊρων μετϊ την ενδοκυττϊρια πρϐςληψη του 

γλουταμικοϑ απϐ τη ςυναπτικό ςχιςμό. 

Η παρουςύα του hGDH2 ςε επιθηλιακϊ κϑτταρα των  εγγϑσ εςπειραμϋνων 

 ςωληναρύων  ςτο νεφρϐ  υποδηλώνει ιςχυρϊ ϐτι η hGDH2 παύζει ςημαντικϐ 

ρϐλο ςτη νεφρικό λειτουργύα.  Ο νεφρϐσ ρυθμύζει τη ςυςτηματικό 

οξεοβαςικό ιςορροπύα με την απϋκκριςη  ιϐντων  αμμωνύου (NH4 +)  ςτα οϑρα  
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(Karim et al, 2005).  Αυτό η νεφρικό γϋνεςη αμμωνύασ λαμβϊνει χώρα κυρύωσ 

ςτο εγγϑσ εςπειραμϋνο ςωληνϊριο, ϐπου παρϊγονται δϑο μϐρια αμμωνύασ απϐ 

τη γλουταμινό με τη διαδοχικό δρϊςη τησ γλουταμινϊςησ, και τησ GDH. ε 

ςυνθόκεσ μεταβολικόσ οξϋωςησ, ο νεφρϐσ απαντϊ με αϑξηςη τησ ϋκφραςησ 

τησ GDH των νεφρών, ώςτε να επιτευχθεύ με την επιπρϐςθετη παραγωγό 

μορύων αμμωνύασ απομϊκρυνςη τησ περύςςειασ του οξϋοσ ςτα οϑρα. Ωςτϐςο, η 

παρουςύα τησ hGDH2 ςε επιθηλιακϊ κϑτταρα του εγγϑσ ςωληναρύου  θα 

μποροϑςε να προςφϋρει ϋναν πιο αποτελεςματικϐ και 

ταχϑ μηχανιςμϐ διϐρθωςησ τησ ςυςτηματικόσ μεταβολικόσ οξϋωςησ 

υγκεκριμϋνα, η μεύωςη του pH ςτα πλαύςια τησ μεταβολικόσ οξϋωςησ εύναι 

πιθανϐν να οδηγεύ ςε αϑξηςη τησ βαςικόσ δραςτηριϐτητα τησ hGDH2, 

αφοϑ αυτϐ το ϋνζυμο ϋχει βϋλτιςτο pH χαμηλϐτερο απϐ το αντύςτοιχο 

τησ hGDH1 (Zaganas et al, 2002). Ωσ εκ τοϑτου, η παρουςύα του  hGDH2 ςτο 

εγγϑσ εςπειραμϋνο  ςωληνϊριο  του ανθρώπινου νεφροϑ, μπορεύ να παρϋχει ϋνα 

βιολογικϐ πλεονϋκτημα, διευκολϑνοντασ  το μεταβολιςμϐ του γλουταμικοϑ υπϐ 

ςυνθόκεσ μεταβολικόσ οξϋωςησ, ςυμβϊλλοντασ ϋτςι ςτην καλϑτερη 

ρϑθμιςη τησ οξεοβαςικόσ ιςορροπύασ απϐ το νεφρϐ. Η ςημαςύα τησ GDH ςτη 

παραγωγό ενδογενοϑσ αμμωνύασ απϐ τον νεφρϐ υποςτηρύζεται περαιτϋρω απϐ 

το γεγονϐσ ϐτι  ςτο ςϑνδρομο υπερινςουλινιςμοϑ/ υπεραμμωνιναιμύασ το οπούο 

οφεύλεται ςε αυξημϋνη λειτουργύα τησ γλουταμικόσ αφυδρϐγονϊςησ τϑπου 1 

λϐγω αδυναμύασ αναςτολόσ τησ απο το  GTP. Η πηγό τησ υπεραμμωνιαιμύασ που 

αποτελεύ βαςικϐ κλινικϐ χαρακτηριςτικϐ των αςθενών, ϋχει πρϐςφατα 

αποδειχθεύ ϐτι εύναι ο νεφρϐσ (Treberg et al, 

2010? Palladino και Stanley, 2010). Με ανϊλογο τρϐπο με τη μεταλλαγμϋνη, 

ανθεκτικό ςτο GTP, μορφό τησ γλουταμικόσ αφυδρϐγονϊςησ Ι που 

παρατηρεύται ςτο ςϑνδρομο αυτο ϋτςι και η GTP-ανθεκτικό  hGDH2  εύναι 

πιθανϐ να ευθϑνεται για ϋνα ςημαντικϐ μϋροσ τησ νεφρικόσ αμμωνιογϋνεςησ. 

 

το επινεφρύδιο η hGDH2 φαύνεται ϐτι εκφρϊζεται ςτα κϑτταρα των τριών 

ζωνών του φλοιοϑ (δικτυωτό, ςτηλιδωτό και ςπειροειδόσ). Σα κϑτταρα τησ 

εξωτερικό ςπειροειδοϑσ ςτιβϊδασ εκκρύνουν αλατοκορτικοειδό ενώ τα κϑτταρα 

τησ ςτηλιδωτόσ και δικτωτόσ ςτιβϊδασ ςυνθϋτουν και εκκρύνουν 

γλυκοκορτικοειδό και ανδρογϐνα. Ο φλοιϐσ των επινεφριδύων παρουςιϊζει 
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ςυγκεκριμϋνεσ ιδιαιτερϐτητεσ με ενδιαφϋρον για την παροϑςα μελϋτη. Έχει 

αναφερθεύ ςε παλαιϐτερεσ μελϋτεσ (Bolding and Hillar 1976, Litwinska D et al 

1983) ϐτι τα μιτοχϐνδρια του φλοιοϑ των επινεφριδύων εμφανύζουν πολϑ 

χαμηλό ενεργϐτητα γλουταμικόσ αφυδρογονϊςησ με ςυνϋπεια να θεωρεύται ϐτι 

η μετατροπό του γλουταμικοϑ ςε α-κετογλουταρικϐ γύνεται μϋςω 

τρανςαμύνωςησ και δεν μπορεύ να λϊβει χώρα ςε περύπτωςη που απουςιϊζει ο 

δϋκτησ τησ αμινομϊδασ του γλουταμικοϑ. (Litwinska D et al 1983) Αυτϐ δϑναται 

να διαταρϊςςει τη φυςιολογικό αναπλόρωςη του α-κετογλουταρικοϑ, 

ενδιϊμεςου ςτον κϑκλο του Krebs. Η ςυγκεκριμϋνη μελϋτη ϋδειξε ϐτι το 

επινεφρύδιο εύναι ο ιςτϐσ με την μεγαλϑτερη ενδογενό ϋκφραςη hGDH2 μετϊ τον 

ϐρχη. Η εντϐπιςό τησ πρωτεϏνησ αυτόσ ςε υψηλϊ επύπεδα ςτα μιτοχϐνδρια του 

επινεφριδιακοϑ φλοιοϑ υποδηλώνει το βαςικϐ ρϐλο που θα πρϋπει να ϋχει ςτη 

λειτουργύα των κυττϊρων αυτών. Όπωσ ϋχει προαναφερθεύ η γλουταμικό 

αφυδρογονϊςη τϑπου 2 δεν εμφανύζει καταλυτικό δραςτηριϐτητα απουςύα 

ενεργοποιητών (π.χ ADP . λευκύνη) ςε αντύθεςη με την hGDH1. Αναςκϐπηςη των 

μελετών που ανϋφεραν πολϑ χαμηλό δραςτηριϐτητα γλουταμικόσ 

αφυδρογονϊςησ ςτον επινεφριδικϐ φλοιϐ  αποκϊλυψε ϐτι η εκτύμηςη τησ 

ενζυμικόσ ενεργϐτητασ ϋγινε ςε TRA pH 8 απουςύα αλλοςτερικών 

τροποποιητών. Τπϐ αυτϋσ τισ ςυνθόκεσ ϐμωσ η hGDH2 εύναι γνωςτϐ ϐτι εύναι 

ανενεργό. Εντϐσ των κυττϊρων ϐμωσ το ενδογενώσ παραγϐμενο ADP εύναι ικανϐ 

να ενεργοποιόςει ςημαντικϊ την hGDH2 η οπούα με τη ςειρϊ τησ μπορεύ να 

ςυμβϊλει ουςιαςτικϊ μϋςω τησ οξεύδωςησ του γλουταμικοϑ ςε α-

κετογλουταρικϐ, ςτην αναπλόρωςη των ενδιϊμεςων του κϑκλου του Krebs. 

Αυτϐ ϋχει εξαιρετικό ςημαςύα για τον επινεφριδιακϐ φλοιϐ και τη λειτουργύα τησ 

ςτεροειδογϋνεςησ. Ωσ γνωςτϐν το πρώτο (και περιοριςτικϐ του ρυθμοϑ τησ 

rate-limiting) βόμα τησ ςϑνθεςησ των ςτεροειδών καταλϑεται απϐ το 

μιτοχονδριακϐ ςϑςτημα αποκοπόσ τησ πλαγύασ αλυςύδασ τησ χοληςτερϐλησ 

(mitochondrial cholesterol side chain cleavage system) που εξαρτϊται απϐ το  

NADPH. Σο κϑριο μεταβολικϐ μονοπϊτι παραγωγόσ του NADPH ςτα μιτοχϐνδρια 

του επινεφριδικαοϑ φλοιοϑ εύναι μϋςω του NADP-linked malic enzyme που 

αφαιρεύ μεγϊλη ποςϐτητα μαλικοϑ απϐ τον κϑκλο του Krebs. Η αναπληρωτικό 

δρϊςη τησ hGDH2 αναμϋνεται να ςυμβϊλει ουςιαςτικϊ ςτην διατόρηςη τησ 

φυςιολογικόσ λειτουργύασ του κϑκλου του Krebs αναπληρώνοντασ μϋςω απϐ 
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την οξεύδωςη του γλουταμικοϑ το α-κετογλουταρικϐ ενδιϊμεςο και 

κατ’επϋκταςη το μαλικϐ που αφαιρεύται ςταθερϊ απϐ τον κϑκλο ςτα πλαύςιο 

τησ φυςιολογικόσ ςτεροειδογϋνεςησ διαςφαλύζοντασ τη φυςιολογικό λειτουργύα 

του οργϊνου.  

 

 

 

ΕΠΙΜΕΣΡΟΝ 

Ο διπλαςιαςμϐσ  (μϋςω ρετρομετϊθεςησ) του εβριςκϐμενου παντοϑ γονιδύου 

οικονομύασ GLUD1 για την δημιουργύα του γονιδύου GLUD2 εύναι ϋνα τυπικϐ 

παρϊδειγμα διπλαςιαςμοϑ που ςχετύζεται με την εξϋλιξη. τη διαδικαςύα αυτό, 

το προγονικϐ γονύδιο ςυνεχύζει να υπηρετεύ το ρϐλο του, π.χ. εδώ, τη διαςϑνδεςη 

των αμινοξϋων και το μεταβολιςμϐ των υδατανθρϊκων. Αυτϐ επιτρϋπει ςτο 

νϋο γονύδιο που δημιουργεύται να αποκτόςει διαφορετικϋσ ιδιϐτητεσ 

και διαφορετικό κατανομό ςτουσ ιςτοϑσ ςε ςϑγκριςη με το αρχικϐ γονύδιο, ϋτςι 

ώςτε να εξυπηρετηθοϑν διαφορετικϋσ ανϊγκεσ. Παρϊ τη ςημαντικό πρϐοδο 

που ϋχει ςημειωθεύ τα τελευταύα χρϐνια για τον χαρακτηριςμϐ τησ hGDH2 ϐςον 

αφορϊ ςτισ λειτουργικϋσ τησ ιδιϐτητεσ και την κατανομό τησ ςτουσ 
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ιςτοϑσ, ςυμπεριλαμβανομϋνων και των αποτελεςμϊτων που ελόφθηςαν με τη 

χρόςη του ειδικοϑ για την  hGDH2 αντιςώματοσ, πολλϊ ερωτόματα παραμϋνουν 

αναπϊντητα.  Εντοϑτοισ εύναι πιθανϐ το ςυναρπαςτικϐ αυτϐ ταξύδι του 

γονιδύου GLUD2 απϐ τη γϋννηςό του με ρετρομετϊθεςη περύπου 

εύκοςι εκατομμϑρια χρϐνια πριν, ςτον κοινϐ πρϐγονο των ανθρώπων και 

των ςϑγχρονων πιθόκων μϋςω τυχαύων μεταλλϊξεων και φυςικόσ επιλογόσ να 

διαςφϊλιςε ςτον ϊνθρωπο μια πρωτεϏνη που του παρϋχει ςημαντικϐ εξελικτικϐ 

πλεονϋκτημα. Η παροϑςα εργαςύα αποτελεύ ϋνα λιθαρϊκι ςτη διερεϑνηςη αυτοϑ 

τοϑ εξελικτικοϑ πλεονεκτόματοσ, η ακριβόσ φϑςη του οπούου ςτουσ διϊφορουσ 

ιςτοϑσ  απομϋνει να αποκαλυφθεύ πλόρωσ ςε επϐμενεσ μελϋτεσ. 
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