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Then as it was, then again it will be  

an' though the course may change sometimes  

Rivers always reach the sea  

 

Blind stars of fortune, each have several rays  

On the wings of maybe, down in birds of prey  

Kind of makes me feel sometimes, didn't have to grow  

But as the eagle leaves the nest, it's got so far to go  

 

Through the eyes an' I sparkle, senses growing keen  

Taste your love along the way, see your feathers preen  

Kind of makes makes me feel sometimes, didn't have to grow  

We are eagles of one nest, the nest is in our soul  

  

Ten years gone, holdin' on, ten years gone 

 

                                                                                                                              R.P 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η γλουταμική αφυδρογονάση (GDH) καταλύει την ανατρέψιμη οξειδωτική 

απαμίνωση του L-γλουταμικου οξέως, που αποτελεί τον κύριο διεγερτικό 

νευροδιαβιβαστή. Ο ρόλος της είναι ιδιαίτερα σημαντικός όταν στο κύτταρο 

υπάρχουν αυξημένη απελευθέρωση γλουταμικού οξέως ως αποτέλεσμα έντονης 

γλουταματεργικής δραστηριότητας και/ή ελαττωμένα επίπεδα κυτταρικής ενέργειας, 

καθώς περά από την απομάκρυνση του γλουταμικού οξέως, συμβάλει και στην 

αποκατάσταση της ενεργειακής κατάστασης του κυττάρου και την διατήρηση της 

ομοιόστασης της αμμωνίας του κυττάρου. Έρευνες έχουν δείξει ότι στον άνθρωπο 

υπάρχουν δυο ισομορφές, που διαφέρουν σε 15 μόνο αμινοξέα, που κωδικοποιούνται 

από δυο αντίστοιχα γονίδια, το GLUD1 που εκφράζεται σε όλους τους ιστούς και το 

φυλοσύνδετο GLUD2 που εκφράζεται ειδικά στο νευρικό σύστημα και στους όρχεις, 

και φαίνεται να προέκυψε από ρετρομετάθεση πριν από 23 εκατομμύρια χρόνια. 

Ανάλυση των εκφραζόμενων πρωτεϊνών, αποκάλυψε πως τα δυο ισοενζυμα 

παρουσιάζουν μεγάλες λειτουργικές διαφορές, ως προς την βασική τους 

δραστηριότητα και την ρύθμιση τους από αλλοστερικούς τροποποιητές, όπως το ADP 

και το GTP. Προηγούμενες μελέτες έδειξαν πως το αμινοξύ Gly456 σχετίζεται με την 

αντίσταση της hGDH2 στο GTP και πως το αμινοξύ Arg443 είναι υπεύθυνο για την 

εξάρτηση της δραστηριότητας της από το ADP. Παράλληλα, νέες ενδείξεις 

αποδεικνύουν ότι μία σειρά από ιδιότητες της hGDH2, όπως η μειωμένη 

θερμοαντοχή και η αυξημένη ευαισθησία στην αναστολή από τα οιστρογόνα, 

σχετίζονται με εκείνα ακριβώς τα δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά, στα οποία 

οφείλει και την μειωμένη σε σχέση με τη hGDH1 βασική δραστηριότητα. Μελέτες 
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για πιθανή δυσλειτουργία της GDH σε ασθενείς με νευροεκφυλιστικά νοσήματα από 

το εργαστήριο μας έδειξαν ότι ο πολυμορφισμός Τ1492G στο γονίδιο GLUD2, ο 

οποίος ευθύνεται για την σημειακή αλλαγή (Ala445Ser) στην ανθρώπινη γλουταμική 

αφυδρογονάση (hGDH2), σχετίζεται με πρώιμη έναρξη της νόσου Πάρκινσον. 

Παράλληλα, φάνηκε πως η αλλαγή αυτή οδηγεί στην διαφοροποίηση της 

συμπεριφοράς του ενζύμου (αύξηση της βασικής δραστηριότητας εν σχέση με την 

φυσιολογική hGDH2) προσδίδοντας σε αυτό ιδιότητες επί πλέον λειτουργικότητας 

(gain of function). 

Στόχοι της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η μεταλλαξιογένεση επιλεγμένων 

αμινοξέων της ρυθμιστικής περιοχής της GLUD2 πρωτεΐνης και η μελέτη των 

μεταλλαγμένων πρωτεϊνών ώστε να κατανοηθεί η μοριακή βάση ρύθμισης της 

βασικής δραστηριότητας του ειδικού για το νευρικό σύστημα ενζύμου. Παράλληλα 

με την λειτουργική ανάλυση των μεταλλαγμένων και φυσιολογικών πρωτεϊνών, 

πραγματοποιήθηκε μελέτη της ευαισθησίας τους σε αλλοστερικούς τροποποιητές, 

όπως τα οιστρογόνα (DES, estradiol, oestriol, progesterone) και τα αντιψυχωσικά 

(haloperidol, perphenazine). Τέλος, πραγματοποιήθηκε η μελέτη επιπλέον ασθενών 

με νόσο του Πάρκινσον και ισάριθμο δείγμα υγιών δεικτών της ίδιας ηλικίας για να 

καθοριστεί εάν η Ala445Ser μετάλλαξη είναι ειδική για την νόσο ή αποτελεί απλό 

πολυμορφισμό, ενώ  αναζητηθήκαν πιθανοί άλλοι πολυμορφισμοί – μεταλλάξεις στο 

γονίδιο GLUD2 που να σχετίζονται με την νόσο του Parkinson. 

Καθώς η  hGDH1 έχει μελετηθεί εκτενώς (εν αντιθέσει με την hGDH2), για  να 

μελετήσουμε περαιτέρω τους μηχανισμούς που ρυθμίζουν την λειτουργία της 

hGDH2, παρήγαμε με την μέθοδο της μεταλλαξιογένεσης hGDH2 μεταλλαγμένες 

πρωτεΐνες που φέρουν αλλαγές αμινοξέων στην ρυθμιστική περιοχή του ενζύμου 

(antenna, pivot helix). Τα πέντε hGDH2 μεταλλάγματα που πρόεκυψαν ήταν: τα 
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Glu441Arg, Ser445Leu στην αντένα, τα Lys450Glu, His454Tyr στην pivot helix και 

το Ser448Pro στην περιοχή σύνδεσης των παραπάνω δομών. Η επιλογή των 

παραπάνω μεταλλάξεων έγινε με κριτήριο τις ιδιότητες που προσδίδουν αντίστοιχες 

μεταλλάξεις της ρυθμιστικής περιοχής της hGDH1 στο ενζυμο. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν πως ενώ οι μεταλλάξεις στην ρυθμιστική περιοχή της hGDH1 επηρέασαν 

μόνο την αναστολή από GTP, χωρίς να έχουν καμία επίδραση στη βασική 

δραστηριότητα του ενζύμου, οι αντίστοιχες μεταλλάξεις στο μόριο της hGDH2 

επέδρασαν κυρίως στην βασική δραστηριότητα. Επομένως, παρόλο που οι hGDH1 

και hGDH2 επιδεικνύουν μια μικρή μόνο δομική διαφοροποίηση, μετέχουν 

διαφορετικών μηχανισμών δράσης για την ρύθμιση της λειτουργίας τους.  

Δεδομένου πως η hGDH2 είναι ανθεκτική στην αναστολή από GTP, μελετήθηκε η 

περίπτωση της αντικατάστασης της δράσης του GTP, από άλλους αλλοστερικούς 

τροποποιητές. Τα οιστρογόνα είναι γνωστό ότι λαμβάνουν μέρος σε μια σειρά από 

φυσιολογικές λειτουργίες του κυττάρου μέσω της πρόσδεσης τους σε ειδικούς 

υποδοχείς  (ER). Εφόσον αρχικές μελέτες μας στις αγρίου τύπου GDHs, έδειξαν πως 

η ειδική για το νευρικό σύστημα hGDH2 ήταν πολύ πιο ευαίσθητη στην αναστολή 

από οιστρογόνα από την hGDH1, εξετάστηκαν επιλεγμένα μεταλλαγματα της 

GLUD1 προκειμένου να διερευνηθεί ο μηχανισμός με τον όποιο τα στεροειδή 

επιδρούν στην hGDH2. Τα αποτελέσματα μας έδειξαν πως ο μοριακός μηχανισμός με 

τον οποίο τα στεροειδή αναστέλλουν τις ανθρώπινες γλουταμικές αφυδρογονάσες 

είναι διαφορετικός από αυτόν του GTP. Έτσι, ενώ η αγρίου τύπου hGDH2 είναι 

ανθεκτική στην αναστολή από GTP, είναι πολύ ευαίσθητη στην αναστολή από 

οιστρογόνα, κατά πάσα πιθανότητα, εξαιτίας της εξελικτικής Ser443Arg αλλαγης 

στην ρυθμιστική περιοχή του ενζύμου. Αντίθετα, η αγρίου τύπου hGDH1, που είναι 

ευαίσθητη στο GTP, αποδείχθηκε αρκετά ανθεκτική στη δράση των στεροειδών. 
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Συνεπώς, ενώ το GTP λειτουργεί ως ειδικός αναστολέας για την hGDH1, τον ρόλο 

αυτό στην περίπτωση της hGDH2 έχουν οι στεροείδεις ορμόνες.  

Με βάση προηγούμενα δεδομένα που υπήρχαν στο εργαστήριο μας, μελετήθηκε 

μεγαλύτερο δείγμα Παρκινσονικών ασθενών (281 ασθενείς από την Κρήτη) και υγιών 

ατόμων της ίδιας ηλικίας με ταυτοποίηση αλληλουχίας (sequencing) όλου το 

γονιδίου, προκειμένου να επιβεβαιωθεί ο ρόλος της  Ser445Ala αλλαγής στο μόριο 

της GLUD2, καθώς και να βρεθούν άλλες πιθανές αλλαγές που να σχετίζονται με την 

νόσο του Πάρκινσον. Η μελέτη επιβεβαίωσε ότι η αλλαγή Ser445Ala όταν βρίσκεται 

σε ημίζυγη μορφή στους άνδρες σχετίζεται με την πρώιμη έναρξη της νόσου κατά 8 

με 13 χρόνια σε σχέση με άνδρες και γυναίκες ασθενείς με διαφορετικό γονότυπο. 

Εφόσον σύμφωνα με μια θεωρία, η εμφάνιση της νόσου σχετίζεται με την αυξημένη 

δράση του γλουταμικού οξέως στους μετασυναπτικούς διεγερτικους υποδοχεις, τα 

αποτελέσματα μας υποδηλώνουν πως η παρουσία της αλλαγής αυτης, που οδηγεί 

στην αύξηση της δραστηριότητας του ενζύμου, επιταχύνει την νευροεκφύλιση με 

αποτέλεσμα την εμφάνιση της νόσου νωρίτερα. 

Όταν μελετήθηκε η δράση των οιστρογόνων, αποκαλύφθηκε ότι το Ser445Ala 

μετάλλαγμα (που σχετίζεται με το Χ χρωμόσωμα) ήταν πολύ πιο ευαίσθητο στα 

οιστρογόνα από την hGDH1. Η παρατήρηση αυτή μπορεί να σημαίνει πως τα 

οιστρογόνα στις γυναίκες, δυνητικά  εκμηδενίζουν την αύξηση της λειτουργικότητας 

της Ser445Ala-hGDH2 που παρατηρείται στους άνδρες, εμποδίζοντας το υπέρ-ενεργό 

ενζυμο να μεταβολίσει μεγάλες ποσότητες γλουταμικού οξέως, βλάπτοντας με τον 

τρόπο αυτό τα νευρικά κύτταρα. Έτσι, τα οιστρογόνα, με βάση την ιδιότητα που 

έχουν να δρουν ως ειδικοί αναστολείς της hGDH2, μπορεί να αποτελέσουν στο 

μέλλον το μέσο για την δημιουργία νέων θεραπευτικών αγωγών για ασθένειες που 

σχετίζονται με πρώιμη γήρανση και υπερέκφραση της hGDH2. 
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Εισαγωγή 

 

Η γλουταμική αφυδρογονάση είναι ένα κύριο ένζυμο στο μεταβολισμό του 

γλουταμινικού οξέος και καταλύει την αναστρέψιμη οξειδωτική απαμίνωση του L-

γλουταμικού σε α-κετογλουταρικό και αμμωνία χρησιμοποιώντας ως συνένζυμο είτε 

NAD είτε NADP (Smith et al. 1975). 

 

L-γλουταμικό + ΝΑD (P) + + H2O ↔ α-Κετογλουταρικό + ΝΗ4
+ + ΝΑD (P) H + H+ 

 

 

 

H ισορροπία της αντίδρασης που καταλύεται από την γλουταμική αφυδρογονάση 

ευνοεί την σύνθεση του γλουταμικού (Smith et al. 1979). Αυτή όμως η κατεύθυνση 

απαιτεί υψηλά επίπεδα αμμωνίας που δεν είναι εύκολο να υπάρξουν στα κύτταρα των 

θηλαστικών κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, έτσι κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

το γλουταμικό στο νευρικό ιστό συντίθεται κυρίως από τον μεταβολισμό της 

γλυκόζης ή από την αποδόμηση άλλων αμινοξέων μέσω αντιδράσεων τρανσαμίνωσης 

και απαμίνωσης (Υudkoff et al. 1991, McKenna et al. 1996). Σε ειδικές περιπτώσεις 

που η συγκέντρωση της αμμωνίας υπερβαίνει τα φυσιολογικά επίπεδα, η σύνθεση του 

γλουταμινικού μέσω της GDH παίζει σημαντικό ρόλο στις διαδικασίες αποδόμησης 

της αμμωνίας (Cooper & Plum 1987). Έτσι, ενώ σε φυσιολογικές συνθήκες η φορά 
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της αντίδρασης είναι προς τα δεξιά, αυτή μπορεί να αντιστραφεί ανάλογα με τις 

μεταβολικές ανάγκες του κυττάρου.  

 

Η σημασία της γλουταμικής αφυδρογονάσης για το κύτταρο φαίνεται από το ότι 

συνδέει τον μεταβολισμό του γλουταμικού με τον κύκλο του κιτρικού οξέος και 

παρέχει ένα σημαντικό μονοπάτι για την μετατροπή των α-αμινοξέων σε α-κετοξέα 

και το αντίστροφο, συνδέοντας έτσι τον μεταβολισμό των αμινοξέων με αυτό των 

υδατανθράκων και ενισχύοντας την παραγωγή ενέργειας μέσω της ρύθμισης των 

επιπέδων του γλουταμικού στο κύτταρο (εικόνα 1) 

 

Εικόνα 1: Λειτουργικός ρόλος της GDH στο μεταβολισμό των θηλαστικών 
 

Οι περισσότερες GDH είναι ομοπολυμερή αποτελούμενα από 6 συνήθως υπομονάδες 

μοριακού βάρους 40-60 kDa. Η GDH του ανθρώπου αποτελείται από 2 διμερή 

τριμερών όμοιων υπομονάδων αποτελούμενες από 505 αμινοξέα και μοριακού 

βάρους 56  kDa. Η γλουταμική αφυδρογονάση είναι ένα ένζυμο ευρέως διαδεδομένο 

σε όλα τα έμβια όντα από τα θηλαστικά έως και τους βακτηριακούς οργανισμούς 

τόσο παλιά όσο τα αρχαιοβακτήρια.  
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Τα επίπεδα της GDH παρουσιάζουν αρκετές διάφορες στους ιστούς των θηλαστικών 

κάτι που σχετίζεται με τις μεταβολικές ανάγκες του κάθε ιστού. Σε φυσιολογικές 

συνθήκες οι μεγαλύτερες συγκεντρώσεις έχουν μετρηθεί σε όργανα όπως το ήπαρ, 

νεφροί, πάγκρεας, καρδιά, έντερο, σπλήνα, πνεύμονες, ωοθήκες, όρχεις και ο 

εγκέφαλος (Smith et al 1975, Plaitakis et al. 1980). Από αυτά, το ήπαρ και ο 

εγκέφαλος είναι τα όργανα με την υψηλότερη δραστηριότητα GDH στον οργανισμό 

και την μεγαλύτερη έκφραση των GLUD γονίδιων. Στο ΚΝΣ των θηλαστικών η 

GDH, εκτός από τον σπουδαίο ρόλο στον ενεργειακό μεταβολισμό των κυττάρων 

συμμετέχει και σε μηχανισμούς νευροδιαβίβασης.  

 

Διαταραχές της λειτουργίας της ανθρώπινης GDH έχουν σημαντικές κλινικές 

επιπτώσεις, αποτελώντας την αιτία του συνδρόμου υπερινσουλινισμού / 

υπεραμμωνιαιμίας, ενώ πιστεύεται ότι διαταραχές στην λειτουργία του 

συγκεκριμένου ενζύμου στο ΚΝΣ σχετίζονται με την παθογένεση ανθρώπινων 

νευροεκφυλιστικών νοσημάτων ( Plaitakis et al. 1982 & 1991, Duvoisin et al. 1983 & 

1988). 

 

Αρχικά, μελέτες μοριακής βιολογίας για την υποκυτταρική εντόπιση της GDH και 

πρωτεϊνικές λειτουργικές μελέτες για την δραστηριότητα της GDH οδήγησαν στον 

εντοπισμό δυο ισομορφών του ενζύμου στον εγκέφαλο αρουραίου με διαφορετική 

σταθερότητα στην θερμοκρασία ( Plaitakis et al. 1984, Konagaya et al. 1986, Abe et 

al. 1992) ενώ παρατηρήθηκε πως χαρακτηριστικό των δυο ισομορφών ήταν η 

διαφορετική διαλυτότητα τους (η μια ήταν διαλυτοποιούμενη προερχόμενη από το 

στρώμα των μιτοχονδρίων, ενώ η άλλη ήταν πιθανόν συνδεδεμένη σε μεμβράνες και 

αδιάλυτη)  (Colon et al. 1986 ). 
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Επιπλέον έρευνες οδήγησαν στο συμπέρασμα πως οι δυο ισομορφές της γλουταμικής 

αφυδρογονάσης διέφεραν στην αλλοστερική τους ρύθμιση και δραστηριότητα, όπως 

επίσης στο ότι η μιτοχονδριακή (διαλυτή) GDH έχει μεγαλύτερη συγγένεια για το 

ΝΑD+, ενώ η σωματιδιακή  μεγαλύτερη συγγένεια για το NADP+. Τα ευρήματα 

αυτά έδωσαν έναν βιοσυνθετικό ρόλο στην σωματιδιακή GDH (παραγωγή 

γλουταμικού για χρήση στην πρωτεινοσύνθεση) και έναν καταβολικό ρόλο στην 

διαλυτή GDH (παραγωγή ενέργειας μέσω κύκλου του Krebs) (Lee et al. 1999), κατά 

πάσα πιθανότητα με σκοπό να εξυπηρετήσουν διαφορετικές μεταβολικές ανάγκες του 

κυττάρου σχετιζόμενες με τον ενεργειακό μεταβολισμό όσο και με την σύνθεση και 

αποδόμηση του γλουταμικού οξέος. 

 

Τελικά, όλες οι έρευνες αυτές απέδειξαν την ύπαρξη δυο ισοενζύμων της GDH με 

διαφορετική αλλοστερική ρύθμιση, σταθερότητα στην θερμοκρασία, αλληλουχία 

αμινοξέων καθώς και κωδικοποίηση τους από διαφορετικά γονίδια. Έτσι, η 

σωματιδιακή GDH κωδικοποιείται από το γονίδιο GLUD1 (Michaelides et al. 1993) 

το οποίο εκφράζεται σε όλους τους ανθρώπινους ιστούς, ενώ το γονίδιο που 

ευθύνεται για την σύνθεση της διαλυτής μορφής είναι το GLUD2, η έκφραση του 

οποίου περιορίζεται στον νευρικό ιστό και στους όρχεις.  

 

Η ανάγκη για την ύπαρξη δυο ισομορφών στον εγκέφαλο μπορεί να συνδέεται με τις 

σύνθετες λειτουργίες που κατέχει το γλουταμικό οξύ στον νευρικό ιστό της 

νευροδιαβίβασης, τον μεταβολισμού της γλυκόζης, την παραγωγή ενέργειας και την 

διεργετοτοξικότητα. Επομένως, ο ρόλος της GDH στον εγκέφαλο πέραν του 

σημαντικού ρόλου της στον μεταβολισμό του γλουταμικού, στην αποδόμηση και 
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αποβολή της αμμωνίας και στην πρωτεινοσύνθεση και αποδόμηση αμινοξέων μπορεί 

να σχετίζεται και με την παραγωγή ενέργειας και την νευροπροστασία (Shashidharan 

et al. 1997) 

 

Εντοπισμός της γλουταμικής αφυδρογονάσης στους οργανισμούς 

 

Οι γλουταμικές αφυδρογονάσες είναι ευρέως διαδεδομένες σε όλους οργανισμούς, 

καταδεικνύοντας με τον τρόπο αυτό τον κεντρικό μεταβολικό ρολό αυτού του 

σημαντικού ενζύμου σε όλα τα έμβια όντα. Οι GDH των σπονδυλωτών είναι διπλής 

ειδικότητας ως προς το συνένζυμο. Η δραστηριότητα των ένζυμων αυτών ρυθμίζεται 

με σύνθετο τρόπο από φωσφορικά πουρινικά νουκλεοτίδια και μια ποικιλία άλλων 

μεταβολιτών. Στις περισσότερες περιπτώσεις οι γλουταμικές αφυδρογονάσες είναι 

εξαμερικές και με μερικές εξαιρέσεις έχουν παρόμοια μοριακά βάρη (330.000 – 

360.000). Παρόλο που οι περισσότερες εξ αυτών αναστέλλονται από το GTP και 

ενεργοποιούνται από το ADP, υπάρχουν και διαφορές στον τρόπο που αυτά τα 

ενζυμα συμπεριφέρονται απέναντι στα πουρινικά φωσφορικά νουκλεοτίδια (Fahien 

και συν, 1965) (εικόνα 2).  
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Εικόνα 2. εξέλιξη της γλουταμικής αφυδρογονάσης 

 
 

Κυτταρικός εντοπισμός 

 

H GDH στα θηλαστικά είναι παρούσα σε όλους τους ιστούς και κύτταρα 

(Mavrothalassitis et al. 1988) και έχει σημαντικό ρόλο που αποδεικνύεται από το 

γεγονός ότι υπάρχει σε μεγάλες ποσότητες μέσα στα κύτταρα (σε κάποια είδη 

κυττάρων αποτελεί το 10% της συνολικής πρωτεΐνης μέσα στο στρώμα των 

μιτοχονδρίων – κυρίως αστροκυτταρικών μιτοχονδρίων) (Rothe et al. 1994 ). 

 

Από έρευνες σε καλλιέργειες κύτταρων έχει επιβεβαιωθεί ότι τα νευρογλοιακά 

κύτταρα και ειδικότερα τα αστροκύτταρα περιέχουν σημαντικά μεγαλύτερη ποσότητα 

γλουταμικής αφυδρογονάσης από τα νευρικά κύτταρα, (2 με 4 φορές υψηλότερη από 

την αντίστοιχη των νευρικών κυττάρων). Σε μελέτες που έγιναν για την ειδική 

ενεργότητα του ενζύμου σε πληθυσμούς νευρογλοιακών κυττάρων (αστροκυττάρων) 

διάφορων περιοχών του εγκέφαλου, φλοιού και παρεγκεφαλίδας, βρέθηκε ότι ενώ 
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υπάρχει διαφορά μεταξύ των δυο αυτών πληθυσμών, αυτή, είναι πολύ μικρή για να 

παρουσιάσει βιολογικό ενδιαφέρον. 

 

Αντίθετα, μελέτες σε διαφορετικούς πληθυσμούς νευρικών κυττάρων, παρόλο που 

αυτά έχουν 2-4 φορές μικρότερη ειδική ενεργότητα στην GDH από τα νευρογλοιακά 

κύτταρα , παρουσιάζουν σημαντικές αποκλίσεις μεταξύ τους. Ειδικότερα η ειδική 

ενεργότητα των νευρώνων της παρεγκεφαλίδας είναι κατά 60% υψηλότερη από την 

αντίστοιχη των νευρώνων του φλοιού, εύρημα όμως που χρειάζεται περαιτέρω 

έρευνα γιατί δεν συμπίπτει με ευρήματα προηγούμενων μελετών. Τα υψηλά επίπεδα 

ενεργότητας του ενζύμου στα αστροκύτταρα σχετίζεται πιθανότητα με την πρόσληψη 

και μεταβολισμό του γλουταμικού μέσα σε αυτά (Danbolt 2001). 

 

Ενδοκυτταρικός εντοπισμός 

 

Η γλουταμική αφυδρογονάση όπως προείπαμε είναι κύριο ένζυμο του μεταβολισμού 

του γλουταμικού και εδράζεται στα μιτοχόνδρια, γεγονός που έχει αποδειχθεί από 

έρευνες σε ιστούς θηλαστικών όπου η GDH εντοπίστηκε κυρίως στα μιτοχόνδρια και 

μάλιστα στο στρώμα των μιτοχονδρίων (Salganicoff & De Robertis 1965). H 

επιβεβαίωση της μιτοχονδριακής εντόπισης της GDH έγινε με υπερδομικές μελέτες 

χρησιμοποιώντας ανοσοιστοχημεία (Aoki et al. 1987, Rothe et al. 1994).  

 

Παράλληλα, υπάρχουν ενδείξεις και εξωμιτοχονδριακής εντόπισης του ενζύμου. Σε 

πολύ μικρότερες συγκεντρώσεις έχει εντοπιστεί στην εξωτερική πλευρά της 

μεμβράνης του αδρού ενδοπλασματικού δικτύου (Lee et al. 1999) όπως και στον 

πυρήνα ( Di Prisco & Gasolia 1975, Di Matteo et al. 1976, 1980) εντόπιση όμως που 
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μπορεί να είναι λανθασμένη, καθώς η πυρηνική GDH θα μπορούσε να 

αντιπροσωπεύει μιτοχονδριακή επιμόλυνση του πυρηνικού κλάσματος.  

 

Γενετική της γλουταμικής αφυδρογονάσης 

 

Η απομόνωση και κλωνοποίηση αρκετών αλληλουχιών cDNAs από βιβλιοθήκες 

προερχόμενες από ανθρώπινο συκώτι που κωδικοποιούν την ανθρώπινη GDH, 

οδήγησαν στην αναγνώριση των γονίδιων που ευθύνονται για την έκφραση της 

γλουταμικής αφυδρογονάσης. Το open reading frame όλων αυτών των cDNAs 

προβλέπει ένα πολυπεπτίδιο μήκους 558 αμινοξέων, η αμινοξική αλληλουχία του 

οποίου συμφωνεί με τα δεδομένα της αμινοξικής αλληλουχίας του καθαρισμένου 

ενζύμου που είχε δημοσιευθεί σε παλιότερες έρευνες (Julliard & Smith 1979). Οι 

μελέτες αυτές έδειξαν πως η ώριμη GDH που εντοπίζεται στο ανθρώπινο ήπαρ είναι 

κατά 53 αμινοξέα μικρότερη λόγω της έλλειψης του οδηγού πεπτιδίου, μήκους 53 

αμινοξέων, το οποίο αποκόπτεται από το πρόδρομο ένζυμο κατά την διάρκεια της 

μεταφοράς της πρωτεΐνης από το κυτταρόπλασμα, όπου συντίθεται, στο εσωτερικό 

των μιτοχονδρίων (Μavrothalassitis et al. 1988) 

 

Ύστερες έρευνες με in situ υβριδοποίηση και Southern blot οδήγησαν στον εντοπισμό 

και προσδιορισμό των γονίδιων που κωδικοποιούν αυτό την γλουταμική 

αφυδρογονάση όπως και των μεταγραφικών χαρακτηριστικών τους. Αποδείχτηκε 

λοιπόν, πως στον άνθρωπο υπάρχουν δυο λειτουργικά γονίδια που κωδικοποιούν την 

γλουταμική αφυδρογονάση, το GLUD1 και το GLUD2 ( Mavrothalassitis et al. 1988, 

Αnagnou et al. 1989&1993, Deloukas et al.1993, Shashidharan et al. 1994). Tο 

GLUD1 είναι γονίδιο εκφραζόμενο σε όλους τους ιστούς (housekeeping), περιέχει 13 
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εξόνια, και εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 10. Τα 13 αυτά εξόνια είναι ταυτόσημα με τα 

αντίστοιχα μέρη του GLUD1 cDNA. Το πρώτο εξόνιο (540b), το οποίο είναι και το 

μεγαλύτερο, περιέχει την 5’- αμετάφραστη αλληλουχία, την κωδικοποιούσα 

αλληλουχία για το μιτοχονδριακό οδηγό πεπτίδιο και τα πρώτα 91 κωδικόνια που 

αντιστοιχούν στην ώριμη GLUD1 πρωτεΐνη (Μavrothalassitis et al. 1988). Tο 

συνολικού μέγεθος του γονιδίου είναι περίπου 45 kb, ενώ το μέγεθος των ιντρονίων 

ποικίλλει σε μήκος από 89bp (ιντρόνιο 6) έως 18000bp (ιντρόνιο 1). 

 

Το γονίδιο της GLUD2 φαίνεται να εκφράζεται μόνο στον νευρικό ιστό και στους 

όρχεις. Δεν υπάρχουν πολλά στοιχεία ακόμα για την δομή του γονίδιου GLUD2 

πέραν του κύριου χαρακτηριστικού του ότι δεν διαθέτει καθόλου ιντρόνια, γεγονός 

που εξηγείται από τον τρόπο δημιουργίας του. Θεωρείται όμως ότι έχει προκύψει 

εξέλιξης από το γονίδιο GLUD1 μέσω του μηχανισμού της ρετρομετάθεσης (Burki 

και Kaessman, 2004). 

 

Το πρόγραμμα ανθρώπινου γονιδιώματος επιβεβαίωσε την θέση των δυο γονίδιων 

GLUD1 και GLUD2 στα χρωμοσώματα 10 και Χ αντίστοιχα και συγκεκριμένα το 

GLUD1 γονίδιo στην θέση 10q23.3 και GLUD2 γονίδιο στην θέση Xq24-25q.  

 

Εκτός από τα δυο λειτουργικά γονίδια της GDH έχουν εντοπισθεί αλλά 6 

ψευδογονίδια. Οι Michaelidis et al. (1993) αναγνώρισαν 4 υποτιθέμενα κολοβωμένα 

ψευδογονίδια, 2 από τα οποία μπορεί να προέκυψαν από ρετρομετάθεση. Τα 

GLUDP2 & GLUDP3 εντοπίστηκαν στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 10q11.2 & 10q22.1 

αντίστοιχα. Tο GLUDP5, τα χαρακτηρίστηκα του οποίου δείχνουν ότι πρόκειται για 

ένα κολοβωμένο ψευδογονίδιο, εντοπίστηκε στο χρωμόσωμα 10p11.2. Τέλος, το 
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GLUDP4 εντοπίστηκε στο χρωμόσωμα 18. Ανάλυση BLAST του ανθρώπινου 

γονιδιώματος με αλληλουχία αναζήτησης του mRNA του GLUD1 δείχνει την 

πιθανότητα ύπαρξης και άλλων γονιδιακών τόπων GLUD. Όμως, η ανάλυση των 

χαρακτηριστικών τους δείχνει ότι πρόκειται για επιπλέον ψευδογονίδια. 

Συγκεκριμένα υπάρχουν 3 ψευδογονίδια στην θέση 10q11.22 με μεγάλη ομολογία 

μεταξύ τους, τα οποία αντιστοιχούν GLUDP2 και τα ονομάζουμε GLUDP2A, 

GLUDP2B, GLUDP2C αντιστοίχως. Η πλειοψηφία των ψευδογονίδιων αυτών 

φαίνεται να έχουν προκύψει με μηχανισμούς γονιδιακού διπλασιασμού. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3: γενετικοί τόποι της GLUD. Tα δυο λειτουργικά γονίδια GLUD1 και GLUD2 και τα 6 

ψευδογονίδια: 4 ακρωτηριασμένα ψευδογονίδια GLUDP2A, GLUDP2B, GLUDP2C και GLUDP3 και 

2 ρετροποζόνια GLUDP4 & GLUDP5 

 

Δομή της γλουταμικής αφυδρογονάσης 

 

H δομή της GDH των θηλαστικών έχει μελετηθεί εκτεταμένα με τεχνικές χημικής 

τροποποίησης του μορίου της, κρυσταλλογραφικές τεχνικές και τεχνικές ειδικής ως 

προς την θέση μεταλλαξιογένεσης.  
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Oι δομές αρκετών συμπλεγμάτων της βοείας GDH όπως και της ανθρώπινης GDH 

έχουν καθοριστεί με κρυσταλλογραφία ακτινών Χ (Peterson et al. 1997, 

Peterson&Smith 1999, Smith et al. 2001&2002). Μέχρι το 2002 (Smith et al.), όποτε 

και επιλύθηκε η δομή της ανθρώπινης GDH, η μόνη διαθέσιμη κρυσταλλογραφική 

δομή θηλαστικών ήταν αυτή της βοείας GDH, η οποία όμως δεν έχει σημαντικές 

δομικές διαφορές, όπως αποδείχτηκε, από την ανθρώπινη GDH (εικόνα 2) 

 

 

Εικόνα 2. Σύγκριση βοείας  και ανθρώπινης GDH (Smith et al 2002) 

 

 Η ώριμη ανθρώπινη γλουταμική αφυδρογονάση είναι ένα ομοεξαμερές, για την 

ακρίβεια είναι ένα διμερές από τριμερή, στο οποίο κάθε υπομονάδα της έχει μοριακό 

βάρος περίπου 56 kDa και αποτελείται από 505 αμινοξέα. 

 

Κάθε υπομονάδα αποτελείται από τρείς κύριες περιοχές  (εικόνα 3):  

1) περιοχή πρόσδεσης του γλουταμικού στο αμινοτελικό άκρο  

2) περιοχή πρόσδεσης του συνενζύμου NAD+  
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3) της αλλοστερική περιοχή (αντένα + pivot helix) 

 

 

Εικονα3. Δομή της ανθρώπινης GDH (Smith et al 2002) 

 

H αντένα αποτελείται από 48 αμινοξέα και υπάρχει σε όλες της ζωικές μορφές GDH, 

εκτός από τις βακτηριακές και  τις μυκητισιακές GDH, και φαίνεται να παίζει 

σημαντικό ρόλο στην αλλοστερική ρύθμιση του ενζύμου, αλλά περισσότερο στην 

συνεργικότητα μεταξύ των υπομονάδων και την βελτίωση της καταλυτικής 

δραστηριότητας του ενζύμου (Banerjee et al. 2003). Τα αλλά δυο κύρια μέρη της 

GDH των θηλαστικών, περιοχή πρόσδεσης ΝΑD+ και περιοχή πρόσδεσης του 

γλουταμικού, υπάρχουν και σε απλούστερους οργανισμούς και σχηματίζουν ανάμεσα 

τους την σχισμή του ενεργού κέντρου. Η αντένα αποτελείται από μια μεγάλη ανιούσα 

έλικα και μια μικρή κατιούσα έλικα. Οι ανιούσες έλικες, μέσα στο τριμερές, 

περιελίσσονται μεταξύ τους δεξιόστροφα για να σχηματίσουν τον πυρήνα της 

προεκβολής της κεραίας. Αυτό τοποθετεί την κεραία μίας υπομονάδας πίσω από 

αυτήν της ανθωρολογιακά γειτονικής της υπομονάδας μέσα στο τρίμερες της GDH, 
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διευκολύνοντας τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των αντενών γειτονικών υπομονάδων 

(Εικόνα 4). 

 

Εικονα4: τρόπος αλληλεπίδρασης των ρυθμιστικών περιοχών ενός τριμερούς της GDH 
 

Ένα άλλο σημαντικό δομικό στοιχείο της GDH των θηλαστικών είναι η 

περιστρεφόμενη έλικα (αμινοξύ 445-470) στην βάση της αντένας, η οποία 

περιστρέφεται κατά την πρόσδεση του γλουταμικού στο ενεργό κέντρο, 

μετακινώντας την περιοχή πρόσδεσης ΝΑD+ προς την περιοχή πρόσδεσης 

γλουταμικού με αποτέλεσμα να κλείνει η σχισμή του ενεργού κέντρου και να 

δημιουργείται κατάλληλο περιβάλλον για την αντίδραση (Peterson&Smith1999). Η 

κίνηση αυτή πραγματοποιείται χάρη στην μικρή κατιούσα έλικα της αντένας (η οποία 

αποτελεί συνεχεία της περιστρεφόμενης έλικας) η οποία λειτουργεί σαν μοριακό 

ελατήριο αλλάζοντας μήκος κατά το άνοιγμα και κλείσιμο της σχισμής του ενεργού 

κέντρου (εικόνα 5). 
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Εικόνα 5: κίνηση της αντένας κατά την διάρκεια του ανοίγματος και κλεισίματος της σχισμής του 

ενεργού κέντρου 

 

Το γλουταμικό συνδέεται στο βαθύτερο μέρος του ενεργού κέντρου του ένζυμου ενώ 

το NADH συνδέεται εσωτερικά και προς το στόμιο του ενεργού κέντρου (Stillman et 

al. 1993, Peterson&Smith 1999) (εικόνα 5). Η γ-καρβοξυλομάδα του συνδεδεμένου 

γλουταμικού αλληλεπιδρά με την Lys90 και η α-καρβοξυλομάδα συνδέεται με την 

Lys114. Η περιοχή πρόσδεσης ΝAD+ κλείνει πάνω από τα προσδέματα φέρνοντας 

την Lys126 και τον δακτύλιο νικοτιναμιδίου σε άμεση σύνδεση με το γλουταμικό. 

Μελετώντας την εντόπιση των αλλοστερικών θέσεων και τον δομικό μηχανισμό της 

αλλοστερικής ρύθμισης οι Peterson&Smith (1999) πρότειναν ότι το μεγαλύτερο 

μέρος της αλλοστερικής ρύθμισης εξαρτάται από τον έλεγχο της κινητικότητας της 

περιοχής πρόσδεσης NAD+. Η ταχύτητα της κατάλυσης στην GDH ρυθμίζεται από 

την απελευθέρωση του προϊόντος  (Colen et al 1972). Το GTP αναστέλλει την 

αντίδραση ενισχύοντας την πρόσδεση του υποστρώματος και κλείνοντας την σχισμή 

του ενεργού κέντρου, ενώ το ADP ενεργοποιεί διευκολύνοντας την απελευθέρωση 
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του προϊόντος διευκολύνοντας το άνοιγμα της σχισμής του ενεργού κέντρου (George 

& Bell 1980). Στο μόριο του ένζυμου υπάρχει μια μόνο περιοχή πρόσδεσης GTP 

(εικόνα 6), στην βάση της αντένας, η οποία αλληλεπιδρά με αρκετά αμινοξέα 

(Tyr262, Arg217, Arg265, Arg261, His209, His450), κάνοντας την θέση αυτή έναν 

αισθητήρα ενέργειας που προσδένει κατά προτίμηση τριφωσφορικά νουκλεοτίδια 

αφού προσδένει και το ΑΤΡ. Συνεπώς όταν στα μιτοχόνδρια υπάρχουν υψηλά 

επίπεδα φωσφορικών νουκλεοτιδίων, άρα υψηλή ενεργειακή κατάσταση, τότε η 

δραστηριότητα της GDH αναστέλλεται.  

NADH 

Γλουταμικό 

GTP 

 

Εικόνα 5: περιοχές σύνδεσης των υποστρωμάτων της GDH 

 

Ενώ το NADH (έχει και δεύτερη θέση πρόσδεσης πίσω από την περιοχή πρόσδεσης 

του NAD+) προσδένεται στην ίδια θέση κάτω από την περιστρεφόμενη έλικα. Το 

NADPH όχι μόνο συνδέεται με δυο πιθανές διαμορφώσεις στο ενεργό κέντρο, αλλά 

καμία από τις δυο δεν συμπίπτει με αυτή του συνενζύμου NADH στο ενεργό κέντρο 

Αυτή η ιδιότητα μπορεί να εξηγήσει την προτίμηση που δείχνει το ένζυμο για το 

δεύτερο σε σχέση με το πρώτο. 
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Μηχανισμός δράσης της γλουταμικής αφυδρογονάσης 

 

Κρυσταλλογραφικές μελέτες έχουν δείξει ότι η GDH από ήπαρ αγελάδας υπάρχει σε 

ανοικτή και κλειστή διαμόρφωση ως προς την κατάσταση σχισμής στην οποία στην 

οποία βρίσκεται το ενεργό κέντρο, με την παρουσία υποστρωμάτων στο μείγμα της 

κρυστάλλωσης να ευνοεί την κλειστή διαμόρφωση. Το άνοιγμα και κλείσιμο της 

σχισμής αυτής ανάμεσα στην περιοχή πρόσδεσης γλουταμικού και στην περιοχή 

πρόσδεσης συνενζύμου είναι σημαντικό χαρακτηριστικό του μηχανισμού της δράσης 

της GDH (Saha & Fisher 1999). Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, η ανοικτή μορφή του 

ενζύμου συνδέει τα αντιδρώντα και στην συνεχεία η σχισμή στην οποία βρίσκεται το 

ενεργό κέντρο κλείνει για να προχωρήσει η αντίδραση προς τη δημιουργία των 

προϊόντων (Singh et al. 1993). Μάλιστα θεωρείται ότι το κλείσιμο της σχισμής του 

ενεργού κέντρου παρέχει ένα υδροφοβικό περιβάλλον κατάλληλο για υδριδική 

μεταφορά (Cho et al.2001). 

 

Έχουν γίνει πολλές μελέτες ως προς το ποιο βήμα της αντίδρασης καθορίζει την 

ταχύτητα της αντίδρασης της οξειδωτικής απαμίνωσης του γλουταμικού. Οι μελέτες 

δείχνουν πως η απελευθέρωση του ανηγμένου συνενζύμου (NADH/NADPH) από το 

σύμπλεγμα ένζυμο - ΝΑD(P)H – α-κετογλουταρικό είναι αυτή που καθορίζει την 

ταχύτητα της αντίδρασης από την γλουταμική αφυδρογονάση. Αυτή η παρατήρηση 

είναι σημαντική γιατί σχετίζεται με το γεγονός ότι το ADP ενεργοποιεί την αντίδραση 

της GDH προς την κατεύθυνση οξειδωτικής απαμίνωσης του γλουταμικού από 

NADP+ μειώνοντας της σύνδεση του NADPH με το ένζυμο, αυξάνοντας έτσι την 

απελευθέρωση του από το σύμπλεγμα ένζυμο – NADPH – α-κετογλουταρικό. 
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Αντίστροφα, το GTP αναστέλλει την αντίδραση αυτή επειδή μειώνει τον ρυθμό 

απελευθέρωσης NADPH από το σύμπλεγμα ένζυμο – NADPH – α-κετογλουταρικό. 

Στην περίπτωση του NAD(H) τα πράγματα είναι πιο σύνθετα επειδή το οξειδωμένο 

(και ίσως ανηγμένο) μη φωσφορυλιωμένο συνένζυμο μπορούν να συνδέονται εκτός 

από το ενεργό κέντρο και στη θέση σύνθεσης από ADP., παρόλο που έχει προταθεί 

ότι το ADP και το GTP ασκούν την δράση τους αποσταθεροποιώντας και 

σταθεροποιώντας, αντιστοίχως, ατελέσφορα αδρανή σύμπλοκα (Peterson & Smith 

1999) 

 

Με βάση λειτουργικές μελέτες που έχουν γίνει στο παρελθόν, έχουν προταθεί 

τουλάχιστον 4 θέσεις συνδέσεις υποστρωμάτων και αλλοστερικών τροποποιητών ανά 

υπομονάδα GDH: το ενεργό κέντρο (θέση Ι), η ρυθμιστική θέση αδενινικού 

νουκλεοτιδίου (θέση ΙΙ), η ρυθμιστική θέση γουανινικού νουκλεοτιδίου (θέση ΙΙΙ) και 

η ρυθμιστική θέση ανηγμένου συνενζύμου (θέση ΙV) (Frieden 1961, Hudson&Daniel 

1993). 

To NAD+  συνδέεται τόσο στην θέση Ι όσο και στην θέση ΙΙ, το NADP μόνο στην 

θέση Ι, το NADP(H) στις θέσεις Ι και IV, το GTP στη θέση ΙΙΙ και το ADP στις 

θέσεις ΙΙ και IV. Το υπόστρωμα γλουταμικό, α-κετογλουταρικό και αμμωνία 

φαίνονται να συνδέονται μόνο στο ενεργό κέντρο (θέση Ι) (Πίνακας 1). 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 1. Θέσεις σύνδεσης υποστρωμάτων και αλλοστερικών τροποποιητών ανά υπομονάδα GDH 
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Η σταθερότητα και η καταλυτική δραστηριότητα της GDH επηρεάζεται σε μεγάλο 

βαθμό από τις διακυμάνσεις της θερμοκρασίας. Ιδιότητες της GDH που φαίνονται να 

επηρεάζονται περισσότερο από τις μεταβολές τις θερμοκρασίες είναι η Κm για 

γλουταμικό, α-κεοτογλουταρικό, η ειδική δραστικότητα του ένζυμου και η Vmax (Di 

Matteo et al.1980). Επιπροσθέτως, η παρουσία αλλοστερικών τροποποιητών, οι τιμές 

pH και η θερμοκρασία πιστεύεται ότι επηρεάζουν σε σημαντικό βαθμό τον 

μηχανισμό της αντίδρασης της GDH (Silverstein 1974, Di Matteo et al. 1980, Hornby 

et al. 1984) 

 

Αλλοστερικοί τροποποιητές 

 

GTP 

 Aπο παλιά είναι γνωστό ότι το GTP αναστέλλει την GDH των θηλαστικών (Talal & 

Tomkins 1964, Frieden 1962&1965, Godinot & Gautheron 1971, Koberstein&Stund 

1973). Αυτή η ιδιότητα της  GDH των θηλαστικών να αναστέλλεται από GTP την 

διαχωρίζει από αυτήν των μη ζωικών ειδών, όπως τα ευβακτήρια και τους μύκητες 

(Frieden 1965). To νουκλεοτίδιο αυτό συνδέεται σε θέση διαφορετική από την θέση 

σύνδεσης του συνενζύμου και φαίνεται να ενισχύουν το ένα την σύνδεση του αλλού 

στην GDH (Κoberstein & Sund 1973). 

Μελέτες με ανασυνδυασμένα ανθρώπινα ισοένζυμα έδειξαν ότι στην ανθρώπινη 

hGDH1 το GTP έχει μια ισχυρή ανασταλτική δράση (IC50-0.20μΜ) όταν δεν 

υπάρχουν στην αντίδραση αλλοστερικοί τροποποιητές (Plaitakis et al. 2000). 

Αντίθετα, η μη ενεργοποιημένη hGDH2 δεν επηρεάζεται καθόλου από αυτό το 

νουκλεοτίδιο (IC50>5000μΜ). Η προσθήκη ADP στην αντίδραση κάνει την hGDH1 
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πιο ανθεκτική στην αναστολή από GTP, ενώ η hGDH2 παρουσία ADP υπόκειται σε 

μια ήπια αναστολή από GTP. Παράλληλα, η L-λευκίνη, ένας άλλος ενεργοποιητής 

της γλουταμικής αφυδρογονάσης, δεν είναι ικανη από μόνη της να αναστρέψει την 

αναστολή από το GTP, και μόνο παρουσια ADP είναι ικανή να μειώσει την αναστολή 

από GTP σε σημαντικό βαθμό (Plaitakis et al.2000)., μάλιστα, αυτή η συνεργατική 

δράση της L-λευκίνης και του ADP είναι σε συγκεντρώσεις φυσιολογικές για το 

ανθρώπινο κύτταρο (125μΜ και 50μΜ αντίστοιχα). 

Ανάλυση κατά Hill των γραφικών παραστάσεων της αναστολής των δυο ανθρώπινων 

ισοενζύμων από GTP έδειξε ότι αυτά διαφέρουν σημαντικά στην συνεργατικότητα 

της αναστολής τους από αυτό νουκλεοτίδιο. Η hGDH1 δείχνει θετική 

συνεργατικότητα στην αναστολή της από GTP (Hill>1.0, δείκτης συνεργατικότητας 

<81 ) και η καμπύλη της αναστολής είναι σιγμοειδική (Plaitakis et al.2000), ενώ η 

hGDH2 δείχνει αρνητική συνεργατικότητα (Hill<1.0 και δείκτης συνεργατικότητας 

>81) και η καμπύλη της αναστολής είναι υπερβολή (Plaitakis et al.2000). 

 

 

 

ADP και ATP 

To ADP αποτελεί τον κυριότερο ενεργοποιητή της GDH, καθώς καταργεί την 

αρνητική συνεργατικότητα και μειώνει την ισχύ πρόσδεσης του NAD(P)H στο 

ενεργό κέντρο (Koberstein 1973, Bailey et al. 1982, Hornby et al. 1984). Σε μελέτες 

των δυο ανασυνδυασμένων ανθρώπινων ισοενζύμων GDH από κύτταρα Sf 9 οι 

Shashidharan et al. (1997) έδειξαν ότι οι δυο ισομορφές είχαν την ίδια ειδική 

δραστικότητα σε παρουσία 1 mΜ ADP. Σε απουσία όμως ADP το ειδικό για τον 
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νευρικό ιστό ισοένζυμο ήταν σχεδόν ανενεργό, ενώ το housekeeping ισοένζυμο είχε 

περίπου το 40% της μέγιστης δραστηριότητας του. 

Το ΑΤP δρά στο μόριο της γλουταμικής αφυδρογονάσης, ανάλογα με την 

συγκέντρωση του στο σύστημα της αντίδρασης. Έτσι, προκαλεί αναστολή σε 

συγκεντρώσεις μέχρι 0.2 mM, η οποία φαίνεται να οφείλεται σε σύνδεση στη θέση 

σύνδεσης του GTP, προκαλεί ενεργοποίηση του ενζύμου σε συγκεντρώσεις 0.2-1mM 

λόγω σύνδεσης του στην  ενεργοποιητική θέση της σύνδεσης του ADP, και τέλος 

προκαλεί αναστολή σε συγκεντρώσεις >1mM  λόγω σύνδεσης του στο ενεργό κέντρο 

του ένζυμου, όπως συμβαίνει και με το ADP (Smith et al. 2001). 

 

L-λευκίνη 

Σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου, η βασική ειδική δραστικότητα 

του hGDH2 ισοενζύμου ήταν <5% αυτής του hGDH1 ένζυμου σε κύτταρα Sf9 με 

ίδια επίπεδα έκφρασης του ιού. Μετά από προσθήκη όμως 1mM L-λευκίνης η 

δραστηριότητα του ειδικού για τον νευρικό ιστό ένζυμου αυξάνει κατά 1600% της 

βασικής, ενώ η δραστηριότητα του ενζύμου κυτταρικής οικονομίας αυξάνει μόνο 

κατά 75%. Παράλληλα, η προσθήκη μικρών συγκεντρώσεων  ADP στο μείγμα 

επέτρεψε σε συγκεντρώσεις L-λευκίνης, που σε απουσία ADP δεν είχαν καμία 

επίδραση στο ένζυμο, να ενεργοποιήσουν σημαντικά το ειδικό για το νευρικό ιστό 

ένζυμο. Συνεπώς, όταν το ADP και η L-λευκίνη προστίθενται μαζί στην αντίδραση, 

δρούν συνεργατικά για να προκαλέσουν μεγαλύτερου βαθμού ενεργοποίηση της 

hGDH2 από ότι θα αναμενόταν από ένα απλό αθροιστικό αποτέλεσμα (Plaitakis et al. 

2000). 

 

Mέταλλα και χημικοί παράγοντες 
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Το μαγνήσιο είναι γνωστό ότι αναστέλλει την GDH θηλαστικών επί απουσίας 

αλλοστερικών τροποποιητών (Fahien et al. 1990, Kuo et al.1994). μάλιστα, βρέθηκε  

ότι ενώ απουσία ADP η hGDH1 αναστέλλεται από χλωριούχο μαγνήσιο η hGDH2 

δεν επηρεάζεται παρά μόνο μετά την προσθήκη ADP στην αντίδραση. Αντίθετα, το 

ασβέστιο (Ca+2) αναστέλλει κατά 20 % την οξειδωτική απαμίνωση του γλουταμικού 

σε συγκέντρωση 10mM μόνο απουσία ADP (Βailey et al 1982). Ο ψευδάργυρος 

(Zn+2) βρέθηκε να αναστέλλει ισχυρά την GDH, επί απουσία EDTA, μόνο στην 

περίπτωση των θηλαστικών (Freiden 1965). Ίδια δράση με τον ψευδάργυρο βρέθηκε 

να έχει και το αλουμίνιο, η οποία όμως αναιρείται με την προσθήκη χημικών 

παραγόντων (Yang et al. 2003). Τέλος, το EDTA, έχει μια ενεργοποιητική επίδραση 

στην γλουταμική αφυδρογονάση από ήπαρ αγελάδας (Freiden 1965) για αυτό και 

προστίθεται συνήθως μια μικρή συγκέντρωση EDTA στην αντίδραση. 

 

Oρμόνες και φάρμακα 

Ορισμένα αντιψυχωτικά είναι ισχυροί και ειδικοί αναστολείς της GDH (Tamir et al 

1981, Couee & Tipton 1990, Ghous & Townshend 1999), ένα εκ των οποίων είναι και 

η αλοπεριδόλη (Chee et al 1979). Επί παρουσίας NADH  η hGDH απομονωμένη από 

ιστούς εγκεφάλου και ήπατος αναστέλλονται το ίδιο από την αλοπεριδόλη, ενώ 

παρουσία NADPH ως συνενζύμου η απομονωμένη από εγκέφαλο hGDH 

αναστέλλεται περισσότερο από το ηπατικό. Υπάρχουν μελέτες που δείχνουν μια 

συσχέτιση ανάμεσα στον βαθμό αναστολής της GDH και την αντιψυχωτική δράση 

φάρμακων όπως η περφεναζίνη και η χλωροπρομαζίνη (Shemisa & Fahien 1971, 

Yoon et al. 2001). H ανασταλτική δράση όμως αυτών των φάρμακων γίνετε σε πολύ 

μεγαλύτερες συγκεντρώσεις από αυτές που χρησιμοποιούνται στις θεραπευτικές 

αγωγές ασθενών (Τamir et al. 1981, Couee & Tipton 1990). 
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Αντίθετα με τα αντιψυχωτικά κάποια αντιεπιληπτικά φάρμακα, όπως η 

γκαμπαπεντίνη, έχουν ισχυρή ενεργοποιητική δράση στην δραστηριότητα της hGDH. 

H κλινική σημασία όμως αυτής της δράσης δεν μπορεί να διατυπωθεί πριν να γίνουν 

περαιτέρω έρευνες στο επίπεδο συγκεντρώσεων του φάρμακου που χρειάζονται να 

υπάρχουν προκείμενου να έχουμε αυτήν την δράση. 

Παράλληλα ήδη από την δεκαετία του 1960 έχει μελετηθεί η δράση των στεροειδών 

ορμονών ως αναστολείς της δραστηριότητας της GDH όπως η διαιθυλσυλβεστρόλη, 

μια συνθετική εστραδιόλη, η οποία έχει βρεθεί ότι αναστέλλει την αντίδραση της 

GDH των θηλαστικών (από ήπαρ αγελάδας) (Talal & Tomkins 1964, Colon et 

al.1986). Το ίδιο αποτέλεσμα έχει βρεθεί για την προγεστερόνη, εστραδιόλη και 

τεστοστερόνη σε GDH από ήπαρ αγελάδας (Ηudson & Daniel 1993). Όμως, οι 

συγκεντρώσεις που απαιτούνται για να ανασταλεί το ενζυμο σε αυτές τις περιπτώσεις 

είναι μεγαλύτερες από τις φυσιολογικές συγκεντρώσεις των οιστρογόνων στον 

οργανισμό. 

H θυρεοειδική ορμόνη θυροξίνη αναστέλλει επίσης την γλουταμική αφυδρογονάση 

με μη αναστρέψιμο τρόπο (Ghous & Townshend 2000), αλλά σε συγκεντρώσεις πολύ 

μεγαλύτερες από τα εφικτά παθολογικά επίπεδα οποιασδήποτε θυρεοειδικής νόσου. 

 

Λειτουργικές διαφορές ανάμεσα στις αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 

 

Τα δυο λειτουργικά γονίδια, GLUD1 & GLUD2, που αναφέραμε παραπάνω έχουν 

βρεθεί ότι διαφέρουν στην αλληλουχία τους μόνο σε 15 από τα 505 αμινοξέα τους 

(Εικόνα 6) 
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Εικόνα 6. Αμινοξική αλληλουχία των δυο ισοενζύμων. Τα 15 αμινοξέα στα οποία διαφέρει η 

αμινοξική αλληλουχία των δυο ισοενζύμων έχουν κυκλωθεί 

 

Τα ισοένζυμα όμως, hGDH1 και hGDH2, που προκύπτουν από τα δυο αυτά γονίδια,  

διαφέρουν σημαντικά ως προς τις λειτουργικές τους ιδιότητες, την βασική τους 

δραστηριότητα, την αλλοστερική τους ρύθμιση από τους ίδιους τροποποιητές, την 

σταθερότητα τους στην αύξηση της θερμοκρασίας. Η διαφοροποίηση αυτή στις 

ιδιότητες των δυο ένζυμων φαίνεται να εξυπηρετεί εξελικτικά την προσαρμογή της 

ειδικής για το νευρικό σύστημα γλουταμικής αφυδρογονάσης στις ιδιαίτερες 

συνθήκες του νευρικού συστήματος. Η λειτουργική διαφοροποίηση των δυο 

ισοενζύμων σύμφωνα με έρευνες που έγιναν στο εργαστήριο μας οφείλεται σε 

κάποιες από τις αμινοξικές διαφορές τους (εικόνα 7) σύμφωνα με μελέτες 

μεταλλαξογένεσης που έλαβαν χώρα από μέλη της ομάδας μας (Zaganas & Plaitakis 

et al. 2001,2002). 

 

- Έτσι, η αλλαγή στο γονίδιο της GLUD1 από το αντίστοιχο αμινοξύ του GLUD2 

στην θέση Αrg443Ser ευθύνεται γα τη χαμηλή βασική δραστηριότητα και την ισχυρή 

ενεργοποίηση από το ADP της hGDH2 (Zaganas et al. 2002). 
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- H ανάλογη αλλαγή στην θέση Glu456Ala ευθύνεται για την μειωμένη αναστολή 

από το GTP της hGDH2 (Zaganas & Plaitakis 2002). 

 

 

 

Εικόνα 7. Δομή μέρους μιας υπομονάδας του ομοιομερούς της GDH με αμινοξικες αλλαγές στην 

ρυθμιστική περιοχή του ενζύμου 

 

Μελέτη της δομής της hGDH1 δείχνει ότι η Arg443 βρίσκεται στην μικρή κατιούσα 

έλικα της αντένας, σημαντική για την μετάβαση από την ανοιχτή στην κλειστή 

διαμόρφωση του ένζυμου επηρεάζοντας την κίνηση της περιστρεφόμενης έλικας 

στην βάση της αντένας. 

Η αλλαγή Arg443Ser φαίνεται να καταστρέφει δυνητικούς υδρογονικούς δεσμούς 

που υπάρχουν μεταξύ της Arg443 μιας υπομονάδος με αμινοξέα γειτονικής 

υπομονάδος  όπως η Ser409 και η Tyr405 στην φυσιολογική GLUD1 (εικόνα 8).  

Η Ser409 βρίσκεται στην μεγάλη ανιούσα έλικα της αντένας γειτονικής υπομονάδος 

και η αλληλεπίδραση της με Αrg443 έχει μεγάλη λειτουργική σημασία για το ένζυμο. 
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Η μετάλλαξη Arg443Ser καταργεί ουσιαστικά την βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου hGDH1 παρεμποδίζοντας με τον τρόπο αυτό την λειτουργία της κατιούσας 

έλικας και ευνοώντας την κλειστή διαμόρφωση του ενζύμου. Η ικανότητα του ΑDP 

να αποκαθιστά την δραστηριότητα του μεταλλαγμένου ενζύμου υποδηλώνει ότι το 

ADP, είτε προκαλεί το άνοιγμα της σχισμής του ενεργού κέντρου, είτε παρεμποδίζει 

την σύγκλιση των τμημάτων του ενζύμου. 

 

 

Εικόνα 8: Υδρογονικοί δεσμοί μεταξύ των αντενών δυο υπομονάδων μέσω των αμινοξέων Αrg 443 & 

Ser 409.  

 

Η Glu456 της φυσιολογικής hGLUD1 βρίσκεται σε μια πολύ πυκνά δομημένη 

περιοχή του εξαμερούς πάνω στην περιστρεφόμενη έλικα και απέναντι από την 

πλευρά στην οποία γίνεται η πρόσδεση του GTP. Δομικές μελέτες έδειξαν ότι η 

Glu456 έρχεται σε στενή επαφή με δυο αμινοξέα, την Phe387 που βρίσκεται στην 

ίδια υπομονάδα και την Leu401 από μια γειτονική υπομονάδα (εικόνα 9). Η 

υπολογιζόμενη ελάχιστη απόσταση ανάμεσα στην Αla 456 και την Phe387 ή την 
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Leu401 είναι 2.8 Α, απόσταση πολύ μικρή για το σύμπλοκο του ενζύμου με 

υποστρώματα και GTP 

Απουσία GTP, η περιοχή αυτή είναι αρκετά αποσυμφορημένη για να δεχτεί την 

επιπλέον μεθυλομάδα της Ala. Όμως, η παρουσία GTP στην περιοχή ενδεχομένως 

προκαλεί συμφόρηση, με αποτέλεσμα τις λειτουργικές διαφορές στη μεταλλαγμένη 

hGLUD1 (εμποδίζοντας την  επικοινωνία μεταξύ υπομονάδων, σημαντική για την 

αλλοστερική ρύθμιση από GTP και την συνεργατικότητα του ενζύμου) μόνο ως προς 

την ρύθμιση από GTP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Υδρογονικοί δεσμοί αλληλεπίδρασης μεταξύ των αμινοξέων Gly 456, Phe 387 & Leu 401 

 

 

H νόσος Parkinson  

 

Η νόσος του Parkinson περιγράφηκε για πρώτη φορά στις αρχές του 19ου αιώνα από 

τον James Parkinson, από τον οποίο πήρε και το όνομα της. Αποτελεί ένα από τα πιο 
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κοινά νευρολογικά νοσήματα στον άνθρωπο και είναι δεύτερη σε συχνότητα 

νευροεκφυλιστική νόσος μετά την νόσο Alzheimer, προσβάλλοντας το 1,8% του 

πληθυσμού άνω των 65 ετών και το 0,4% του πληθυσμού κάτω των 40 ετών. 

Σποραδικά, παρατηρείται επίσης και έναρξη κατά την παιδική και εφηβική ηλικία. Η 

ασθένεια αυτή χαρακτηρίζεται από μια βραδέως εξελισσόμενη εκφύλιση της 

ντοπαμινεργικής μελαινοραβδωτής οδού του κεντρικού νευρικού συστήματος, και 

αποτελεί την πρώτη νευρολογική νόσο, στην οποία με την εφαρμογή θεραπείας 

υποκατάστασης με μια πρόδρομη ουσία της ντοπαμίνης (L-DOPA) επετεύχθη η 

αύξηση του προσδόκιμου επιβίωσης των ασθενών. Η πλειονότητα των ασθενών 

(>80%) δεν έχει κληρονομικό ιστορικό και θεωρείται ότι πάσχει από πρωτοπαθή 

σποραδική μορφή. Περίπου 10-20% των ασθενών παρουσιάζουν μια μορφή 

κληρονομικότητας και θεωρείται ότι πάσχουν από μια οικογενή μορφή της νόσου του 

Parkinson.  

 

Στο 50 έως 80% των ασθενών με Parkinson, η νόσος ξεκινά με τρόμο 4 ως 8 Hz σε 

ένα από τα δυο χέρια. ο τρόμος μεγιστοποιείται κατά την ηρεμία του ατόμου, 

περιορίζεται κατά την διάρκεια της κίνησης και απουσιάζει κατά τον ύπνο. Η 

εκδήλωση του σε κατάσταση έντονης συναισθηματικής και ψυχικής φόρτισης καθώς 

και σε κάματο. Ο τρόμος αυτός παρατηρείται κυρίως στα χέρια, στους βραχίονες και 

στις κνήμες, ενώ μπορουν να εμπλακούν και η γνάθος, η γλώσσα, το μέτωπο και τα 

βλέφαρα. Συχνά ξεκινά ασύμμετρα, αλλά τελικά προσβάλλει και τις δυο πλευρές. Τον 

τρόμο ακόλουθεί η προοδευτική ακαμψία, η βραδύτητα και η πτώχεια των κινήσεων 

(βραδυκινησία) καθώς και η δυσκολία για έναρξη κίνησης (ακινησία). Ο ασθενείς 

εμφανίζει κύρτωση στην ράχη, και ο βηματισμός χαρακτηρίζεται από μικρά 

συρόμενα βήματα, ενώ τα άνω άκρα παραμένουν σε θέση κάμψης στον κορμό, χωρίς 

την φυσιολογική τους κίνηση. Η τάση για πρόωση ή οπισθοχώρηση, όταν 
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μετακινείται ο ασθενής, οφείλεται στην απώλεια των αντανακλαστικών στάσης του 

σώματος. Ανάλογα με το αν το κυρίαρχο σύμπτωμα στην κλινική εικόνα είναι ο 

τρόμος ή η βραδυκινησία ή και τα δυο, η νόσος ταξινομείται αντίστοιχα ως 

τρομώδους, ακινητικού ή μεικτού τύπου. Η νόσος επηρεάζει και την ομιλία με κύριο 

χαρακτηριστικό την βατταριστική δυσαρθρία του ασθενούς. Η άνοια είναι μια αρκετά 

συχνή εκδήλωση του προχωρημένου σταδίου της νόσου, προσβάλλοντας περί το ένα 

τρίτο των ασθενών, αν και στην περίπτωση αυτή έχει ενοχοποιηθεί η χορηγούμενη 

αντιπαρκινσονική αγωγή. Τέλος, ένα σύνηθες σύμπτωμα των ασθενών που πάσχουν 

από την νόσο του Parkinson είναι και η κατάθλιψη. 

 

H κινητική δυσλειτουργία που χαρακτηρίζει τη νόσο οφείλεται σε βλάβη του 

κυκλώματος ελέγχου της κίνησης, κινητικός φλοιός- βασικά γάγγλια- θάλαμος- 

κινητικός φλοιός (Albin et al. 1989). Η απώλεια των ντοπαμινεργικών νευρώνων της 

μέλαινας ουσίας, οδηγεί σε εξασθένηση της μελανοραβδωτής ντοπαμινεργικής οδού, 

που έχει ως συνέπεια την αυξημένη ανασταλτική έξοδο από το έσω τμήμα της ωχράς 

σφαίρας των βασικών γαγγλίων προς τον θάλαμο με τελικό αποτέλεσμα την μείωσης 

της ενεργοποίησης του κινητικού φλοιού από τον θάλαμο (Εικόνα 10). Παρόμοια 

δυσλειτουργία στο αντίστοιχο κύκλωμα που αφορά τις περιοχές του φλοιού και των 

βασικών γαγγλίων που σχετίζονται με τις γνωστικές και τις συναισθηματικές 

λειτουργίες φαίνεται να είναι υπεύθυνη για τις νοητικές και συναισθηματικές 

διαταραχές που παρουσιάζονται στη νόσο (Herrero et al. 2002). Παρόλα αυτά, στην 

παθολογία της νόσου φαίνεται να συμβάλλουν και άλλοι παράγοντες, όπως η 

απώλεια νευρώνων και σε άλλους εγκεφαλικούς πυρήνες εκτός της μέλαινας ουσίας, 

όπως ο locus coeruleus και ο nucleus basalis του Μeynert.  Επίσης, σημαντικό ρολό 

φαίνεται να παίζουν και αλλαγές στα επίπεδα νευροδιαβιβαστών όπως το γλουταμικό 
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οξύ, η νορεπινεφρίνη, η ακετυλοχολίνη και το γ- αμινοβουτυρικό οξύ (Burke 1999; 

Drucker & Verdugo 2004).  

 

 

Eικόνα 10: κινητικό κύκλωμα φλοιός-βασικά γάγγλια-θάλαμος-φλοιός στον φυσιολογικό (A) και τον 

παρκινσονικό (B) εγκέφαλο. Τα κόκκινα βέλη δείχνουν τις διεγερτικές και τα μαύρα τις ανασταλτικές 

εξόδους. Το αυξημένο ή μειωμένο πάχος των βελών στον παρκινσονικό σε σχέση με τον φυσιολογικό 

εγκέφαλο υποδηλώνει αύξηση ή μείωση στην ισχύ της αντίστοιχης εξόδου. Cortex: φλοιός, putamen: 

κέλυφος, Gpe: έξω μοίρα της ωχράς σφαίρας, STN: υποθαλάμιος πυρήνας, GPi: έσω μοίρα της ωχράς 

σφαίρας, SNr: δικτυωτή μοίρα της μέλαινας ουσίας, VL: έξω κοιλιακός πυρήνας του θαλάμου, SNc: 

συμπαγής μοίρα της μέλαινας ουσίας 

 

 

 

Η αιτιοπαθογένεια της νόσου του Parkinson δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί πλήρως, 

όμως η μέχρι τώρα έρευνα, ως προς αυτόν τον εκλεκτικό εκφυλισμό των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων έχει οδηγήσει σε τέσσερις υποθέσεις.  

1. περιβαλλοντικοί παράγοντες και εξωγενείς τοξίνες.  
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2. οξειδωτικό στρες και μιτοχονδριακή δυσλειτουργία  

3. διαταραχές του μεταβολισμού του γλουταμικού οξέος.  

4. γενετικοί παράγοντες 

Υπέρ της πρώτης υπόθεσης συνηγορούν οι παρατηρήσεις διαφορετικής επίπτωσης 

της νόσου μεταξύ ατόμων ίδιας προέλευσης που κατοικούν σε διαφορετικές περιοχές, 

καθώς επίσης και το γεγονός πως η νόσος έχει μεγαλύτερη συχνότητα σε αγροτικές 

περιοχές από ότι σε αστικές. Τα πειραματικά μοντέλα που έχουν χρησιμοποιηθεί στην 

έρευνα της νόσου στηρίζονται στη χορήγηση νευροτοξινών, που προκαλούν κοινή 

παθολογία στη μελαινοραβδωτή οδό με τη νόσο. Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες 

μέχρι σήμερα νευροτοξίνες για το σκοπό αυτό είναι η 6-OHDA (6-υδροξυντοπαμίνη) 

και το MPTP  (ένα παράγωγο της μεπεριδίνης που ελάμβαναν ηρωινομανείς), οι 

οποίες βρέθηκε ότι προκαλούν συμπτώματα που ομοιάζουν με αυτά του 

Παρκινσονισμού. (Moratalla et. al., 1992; Fornai et. al., 2005). 

Το οξειδωτικό στρες, ως αποτέλεσμα της παραγωγής ελευθέρων ριζών κατά την 

οξειδωτική φωσφορυλίωση, αλλά και του μεταβολισμού και της αυτοοξείδωσης της 

ντοπαμίνης, έχει ενοχοποιηθεί για την εμφάνιση της νόσου (Pezzella et. al., 1997).  

Στην περίπτωση αυτή, η αύξηση του μεταβολισμού της ντοπαμίνης, αλλά και η 

ανεπάρκεια γλουταθειόνης και δεσμουτάσης του υπεροξειδίου που προστατεύουν 

από την δράση των ελευθέρων ριζών μπορουν να οδηγήσουν σε οξειδωτικό στρες και 

κατ’ επέκταση σε κυτταρικό θάνατο των ντοπαμινεργικών νευρώνων. Η εμπλοκή της 

μιτοχονδριακής δυσλειτουργίας στην παθογένεια της νόσου στηρίχτηκε στη 

ντοπαμινεργική εκφύλιση που παρατηρείται σαν αποτέλεσμα της  διαταραχής του 

συμπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας των μιτοχονδρίων, η οποία οδηγει στην 

διακοπή της μεταφοράς ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα και τη διαταραχή 

της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, οδηγώντας στη μείωση παραγωγής ATP και 
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επακόλουθα σε ενεργειακό έλλειμμα για το κύτταρο (Αtlante et al., 2001). Παρόλο 

που δεν είναι γνωστό αν η δυσλειτουργία αυτή έχει γενετική βάση, παρόλο που 

πρόσφατα βρέθηκαν μονογονιδιακές μορφές της νόσου ως αποτέλεσμα μεταλλάξεων 

σε μιτοχονδριακές πρωτεΐνες (Lin & Beal, 2006), ή είναι επίκτητη, η διαταραχή αυτή 

καθιστά τους νευρώνες της μέλαινας ουσίας, σε συνδυασμό με ενδογενείς 

παράγοντες, ευαίσθητους σε περιβαλλοντικές τοξίνες.   

Η διεγερτικοτοξική νευροδιαβίβαση έχει επίσης ενοχοποιηθεί για την νευροεκφύλιση 

των ντοπαμινεργικών νευρώνων που παρατηρείται στην νόσο. Στην περίπτωση αυτή, 

αυξημένη σύνθεση γλουταμικού οξέος, μπορεί να οδηγήσει σε τοξικότητα, μέσω της 

υπερφόρτωσης των μιτοχονδρίων με Ca2 και κατά συνέπεια υπερπαραγωγή 

μονοξειδίου του αζώτου. Διαταραχές του μεταβολισμού του γλουταμικού έχουν 

βρεθεί σε αρκετούς ασθενείς με νευροεκφυλιστικά νοσήματα (Plaitakis et al., 1982), 

μεταξύ αυτών και νόσου του Πάρκινσον (Iwasaki et al., 1992), κάτι που υποδηλώνει 

πως η μεταβολική δυσλειτουργία του αμινοξέος αυτού αποτελεί κομμάτι της 

παθολογίας της νόσου. Μάλιστα, υπάρχουν και περιπτώσεις ασθενών των οποίων η 

γλουταμική αφυδρογονάση παρουσιάζει διαφοροποιημένη βασική δραστηριότητα και 

θερμική σταθερότητα  (Plaitakis et al., 1984). 

Η γενετική βάση της νόσου βασίζεται στην παρατήρηση πως το 10% του συνόλου 

των ατόμων που εμφανίζουν τη νόσο, περιλαμβάνει περιπτώσεις για τις οποίες 

υπάρχει οικογενειακό ιστορικό εκδήλωσής της. Μέχρι σήμερα, 10 γενετικοί τόποι 

έχουν συσχετιστεί με την κληρονομικότητα της νόσου (PARK1-PARK11), εκ των 

οποίων 6 γονίδια έχουν ήδη ταυτοποιηθεί και οι μεταλλάξεις τους θεωρούνται άμεσα 

υπεύθυνες για την παθογένεια της κληρονομικής νόσου του Πάρκινσον (α-

συνουκλεΐνη (PARK1), το parkin (PARK2), το UCH-L1 (PARK5), το PINK1 

(PARK6), το DJ1 (PARK7) και το LRRK2 (PARK8)). 
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Μεταξύ των διαφόρων νευροεκφυλιστικών νόσων, η νόσος Πάρκινσον αποτελεί 

μοντέλο για την ανάπτυξη συμπτωματικών θεραπειών που έχουν σαν βάση την 

γνώση πάνω στην μορφολογική και βιοχημική παθολογία των ασθενειών αυτών. Η 

πρώτη επιτυχής θεραπεία της νόσου με λεβοντόπα έγινε το 1967 και βασιζόταν στην 

ήδη αποκτημένη ως τότε γνώση, ότι τα κινητικά συμπτώματα της νόσου οφείλονται 

στην μείωση των επιπέδων της ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα των βασικών 

γαγγλίων του εγκεφάλου, λόγω της εκφύλισης των ντοπαμινεργικών κυττάρων της 

συμπαγούς μοίρας της μέλαινας ουσίας του μεσεγκεφάλου. Η κύρια θεραπεία η οποία 

εφαρμόζεται σήμερα, συνεχίζει να συνίσταται στην χορήγηση της L-DOPA, ενός 

πρόδρομου μορίου της ντοπαμίνης, η οποία προσλαμβανόμενη από τους 

ντοπαμινεργικούς νευρώνες που δεν έχουν εκφυλιστεί μετατρέπεται μέσω του 

ενζύμου αποκαρβοξυλάση της DOPA σε ντοπαμίνη. Η θεραπεία με L-DOPA, παρόλα 

τα θετικά αποτελέσματα της παραμένει συμπτωματική και δεν εμποδίζει την 

περαιτέρω εκφύλιση των ντοπαμινεργικών νευρώνων, η οποία έχει ως αποτέλεσμα 

την μετά από ένα χρονικό διάστημα απουσία ανταπόκρισης των ασθενών στο 

φάρμακο. Το ολοένα και αυξανόμενο ποσοστό των ασθενών που εμφανίζουν 

παρενέργειες μετά την χορήγηση L-DOPA, σε συνδυασμό με την πρόοδο των 

τεχνικών απεικόνισης του εγκεφάλου και των υπολογιστικών νευροεπιστημών τα 

τελευταία χρόνια, οδήγησε στην προώθηση της εφαρμογής χειρουργικών μεθόδων 

θεραπείας της νόσου. Αυτές περιλαμβάνουν, είτε τεχνικές αφαίρεσης των 

υποθαλάμιου πυρήνα ή της έσω μοίρας της ωχράς σφαίρας, είτε τεχνικές 

υπερδιέγερσης του υποθαλάμιου πυρήνα, με σκοπό την επανόρθωση της ομαλής 

λειτουργίας του κυκλώματος των βασικών γαγγλίων. Οι εφαρμογές αυτές έχουν 

αποδειχθεί πολύ αποτελεσματικές όσον αφορά στην βελτίωση των κινητικών 
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διαταραχών, αλλά και στον περιορισμό των κινητικών δυσλειτουργιών (δυσκινησία) 

που παρουσιάζονται κατά την διάρκεια της θεραπείας με L-DOPA. (Limousin et al. 

1998, Bjarkam and Sorensen 2004). Η θεραπεία επίσης, μέσω αποκατάστασης των 

ντοπαμινεργικών κυττάρων που εκφυλίζονται, με τη χρήση μοσχευμάτων που 

παράγουν ντοπαμίνη είναι πολλά υποσχόμενη, καθ’ ότι στοχεύει στην εξάλειψη της 

αιτίας και όχι των συμπτωμάτων της νόσου. Η χρήση μοσχευμάτων έχει αποδειχθεί 

πολλή αποτελεσματική στην βελτίωση της κινητικής λειτουργίας ζωικών 

πειραματικών μοντέλων της νόσου, παρόλα αυτά, τα αποτελέσματα της εφαρμογής 

της σε ασθενείς δεν είναι το ίδιο ενθαρρυντικά. Τέλος, η γονιδιακή θεραπεία, η οποία 

στοχεύει στην εισαγωγή στην μέλαινα ουσία ή το ραβδωτό σώμα, μέσω ιϊκών 

φορέων, γονιδίων που κωδικοποιούν είτε για ένζυμα που συμμετέχουν στην 

διαδικασία παραγωγής ντοπαμίνης, είτε για διάφορους αντι-αποπτωτικούς 

παράγοντες, είτε για νευροτροφικούς παράγοντες (π.χ. GDNF) βρίσκεται ακόμα σε 

πειραματικό στάδιο.  

 

 

 

 

 

 

Το γλουταμικό οξύ, η γλουταμική αφυδρογονάση και ο ρόλος τους στη νόσο του 

Πάρκινσον 

 

Το γλουταμικό οξύ είναι ο κύριος διεγερτικός διαβιβαστής στο ΚΝΣ των θηλαστικών 

(Fonnum 1984), καθώς υπάρχει ένας τεράστιος αριθμός νευρώνων ο οποίοι διαθέτουν 
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γλουταμικό σε υψηλές συγκεντρώσεις κυρίως στις συνάψεις. Οι περιοχές με 

υψηλότερη περιεκτικότητα υποδοχέων γλουταμικού είναι τα βασικά γάγγλια, οι 

θαλαμικές περιοχές της μέσης γραμμής και ο φλοιός του εγκέφαλου και της 

παρεγκεφαλίδας (Aoki et al. 1987 Grandes et al 1994). Πέρα από την παραπάνω 

λειτουργία, το γλουταμικό οξύ εμπλέκεται σε μια σειρά από άλλες διαδικασίες, όπως 

η  μάθησης και μνήμης, και φαίνεται να παίζει κύριο ρόλο στην ανάπτυξη του ΚΝΣ 

συμμετέχοντας σε διαδικασίες όπως η ανάπτυξη, μετανάστευση, διαφοροποίηση, 

επαγωγή ή εξάλειψη συνάψεων καθώς και στον κυτταρικό θάνατο, ενώ ταυτόχρονα 

διατελεί σημαντικό ρόλο στις ενεργειακές και μεταβολικές λειτουργίες των  

εγκεφαλικών κύτταρων. 

 

Εικόνα 10: Νευρωνική διαβίβαση γλουταμικού και μεταβολισμός του στα αστροκύτταρα (Plaitakis, A. 

και Shashidharan, P., 2000) 
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Το γλουταμικό οξύ αποθηκεύεται σε ειδικές νευρικές  (γλουταματεργικές) απολήξεις 

και απελευθερώνεται στις μετασυναπτικές σχισμές. Η εκκαθάριση του από την 

μετασυναπτική σχισμή ξεκινάει με την απομάκρυνση της απελευθερούμενης 

ποσότητας γλουταμικού μέσω ειδικών πρωτεϊνών-μεταφορέων που βρίσκονται στον 

προσυναπτικό νευρώνα και στα αστροκύτταρα που περιβάλουν την συναπτική 

σχισμή. 

 

Η είσοδος του γλουταμινικού στα νευρογλοιακά κύτταρα (αστροκύτταρα) που 

περιβάλλουν την συναπτική σχισμή πραγματοποιείται με την ταυτόχρονη μεταφορά 

ιόντων Νa+ και ενεργοποιεί μια σειρά από μεταβολικά μονοπάτια που έχουν ως 

σκοπό : 

1) την μετατροπή του γλουταμινικού σε γλουταμίνη μέσω του ενζύμου της 

συνθετάσης της γλουταμίνης,  

2) την χρησιμοποίηση του γλουταμινικού ως υπόστρωμα για τον κύκλο του κιτρικού 

οξέος μέσω του ενζύμου της γλουταμικής αφυδρογονάσης-GDH για την αύξηση των 

ενεργειακών επιπέδων του κυττάρου (Dennis et al. 1976), 

3) σύνθεση και αποδόμηση αμινοξέων μέσω της αλανινικής και της ασπαρτικής 

αμινοτρασφεράσης, 

4) την είσοδο της αμμωνίας στον κύκλο της ουρίας μέσω του ενζύμου της 

γλουταμικής αφυδρογονάσης-GDH και την αποβολή της αμμωνίας από τον 

οργανισμό αντίστοιχα (Weil-Malherbe & Gordon 1971 ),  

5) την σύνθεση  του GABA νευροδιαβιβαστή μέσω της αποκαρβοξυλάσης του 

γλουταμικού οξέος, ενός από τους κύριους ανασταλτικούς νευροδιαβιβαστές του 

ΚΝΣ, 
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 6) ενώ τέλος συμβάλει στην παραγωγή γλουταθειόνης, ενός τριπεπτιδίου που 

προστατεύει τα κύτταρα από οξειδωτική βλάβη από ελεύθερες ρίζες ROS και 

συμμετέχει στην μεταφορά αμινοξέων από τον εξωκυττάριο χώρο μέσα στα κύτταρα 

( Meister & Aderson 1983, Griffith & Meister 1985). 

  

Μετά την επαναπρόσληψη του από τα κύτταρα της γλοίας, το γλουταμικό οξύ 

ανακυκλώνεται και μετέχει μιας σειράς μεταβολικών δρόμων. Το πρώτο μεταβολικό 

μονοπάτι στο οποίο συμμετέχει είναι η παραγωγή γλουταμίνης στα αστροκύτταρα, 

προκειμένου να μεταφερθεί άμεσα στους προσυναπτικούς νευρώνες για την εκ νέου      

σύνθεση του γλουταμικού, μέσω της αντίδρασης: 

                     Γλουταμικό + ΝΗ4
+ + ΑΤΡ → Γλουταμίνη + ADP + Pi + H + 

Mε τον τρόπο αυτό διατηρείται ο κύκλος γλουταμικού - γλουταμίνης μεταξύ 

νευρικών κυττάρων και αστροκυττάρων ( Van den berg & Garfinkel 1971, Norenberg 

et al. 1979, Schousboe et al. 1979, Martin & Rimvall 1993). 

 

Επιπροσθέτως, το γλουταμικό οξύ χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα για τον κύκλο του 

ΚREBS, όπου είναι δυνατόν να ακολουθήσει  δυο ξεχωριστές οδούς ανάλογα με την 

συγκέντρωση του στη συναπτική σχισμή. Όταν η συγκέντρωση του γλουταμικού στη 

συναπτική σχισμή δεν υπερβαίνει τα 0.2mM τότε μεταβολίζεται με σκοπό να παίξει 

σημαντικό ρολό στην πρωτεϊνοσύνθεση. Όταν η συγκέντρωση του υπερβαίνει τα 

0.2mM,  παράλληλα με την διαδικασία σύνθεσης της γλουταμίνης λαμβάνει χώρα και 

μια άλλη αντίδραση που μετατρέπει το γλουταμινικό σε α-κετογλουταρικό και 

αμμωνία και η οποία καταλύεται από την γλουταμική αφυδρογονάση (GDH).  

Έτσι, ο μεταβολισμός του γλουταμινικού οξέος συνδέεται άμεσα με την παραγωγή 

αμμωνίας μέσω της GDH πέρα από την χρησιμοποίηση του από την συνθετάση της 
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γλουταμίνης. Με αυτόν τον τρόπο, η συνθετάση της γλουταμίνης διαδραματίζει 

καίριο ρόλο στην ανακύκλωση του γλουταμινικού, σε χαμηλές συγκεντρώσεις του 

νευροδιαβιβαστή, παράλληλα με την γλουταμική αφυδρογονάση που βοηθά στην 

απομάκρυνση ποσοτήτων γλουταμικού μέσω του κύκλου του Κrebs.  

Επιπλέον, η παραγωγή ΑΤΡ και αμμωνίας κατά την διοχέτευση του γλουταμικού στο 

μονοπάτι του τρικαρβοξυλικού οξέος ευνοούν την λειτουργία της συνθετάσης της 

γλουταμίνης γεγονός που ενισχύει την άποψη της παράλληλης λειτουργίας των δυο 

μονοπατιών. Πρόσφατα πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι το ποσοστό του 

γλουταμινικού που μεταβολίζεται μέσω της GDH και του κύκλου του Krebs αυξάνει 

σημαντικά όταν η εξωκυττάρια συγκέντρωση του γλουταμινικού αυξηθεί από 0,1mM 

σε 0,5mM (McKenna et al 1996) και ότι το 50% αυτού που προσλαμβάνεται από 

αστροκύτταρα στις παραπάνω συνθήκες σε καλλιέργεια κύτταρων υφίσταται 

οξειδωτική αποκαρβοξυλίωση μέσω του κύκλου του Krebs οδηγώντας στο 

συμπέρασμα ότι η οξειδωτική απαμίνωση μέσω της GDH είναι το κύριο μονοπάτι 

μέσω του οποίου το γλουταμικό οξύ εισέρχεται στον κύκλο του κιτρικού οξέος. 

 

Το γλουταμικό οξύ λαμβάνει μέρος επίσης και στην σύνθεση και αποδόμηση άλλων 

μη απαραίτητων αμινοξέων σαν πρόδρομη ουσία για την παραγωγή της προλίνης και 

αργινίνης και αποτελεί κύριο δοτή της α-αμινομάδας μέσω τρανσαμίνωσης (δηλαδή 

την μεταφορά μιας α-αμινομάδας από ένα αμινοξύ σε ένα α-κετοξύ), μέσω 

αντιδράσεων που καταλύονται από τις αμινοτρασφεράσες. Έτσι, η αλανίνη και το 

ασπαρτικό συντίθεται με ένα μόνο βήμα από τα ενδιάμεσα προϊόντα του 

μεταβολισμού των υδατανθράκων πυρουβικό και οξαλοοξικό αντίστοιχα από τα 

ένζυμα της αλανινικής και ασπαρτικής αμινοτρανσφεράσης αντιστοίχως μέσω των 

αντιδράσεων: 
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                Γλουταμικό + Πυρουβικό → Αλανίνη + α-Κετογλουταρικό 

    Γλουταμικό + Οξαλοξικό → Ασπαρτικό + α-Κετογλουταρικό 

Οι αντίθετες πορείες στις παραπάνω αντιδράσεις αντιπροσωπεύουν την            

αποδόμηση των αμινοξέων η οποία βασίζεται στην μεταφορά του αζώτου διαμέσω 

των αμινοτρασφερασών προς το γλουταμικό.  

Ενώ τα αμινικά άζωτα διοχετεύονται προς το γλουταμικό πριν απελευθερωθούν ως 

ελεύθερη αμμωνία  ή χρησιμοποιηθούν για την σύνθεση άλλων αμινοξέων, οι 

ανθρακικοί σκελετοί που παραμένουν μετά την απομάκρυνση του αμινικού αζώτου 

μπορούν πλέον να οξειδωθούν για να ολοκληρωθεί ο αμινοξικός καταβολισμός. 

Ο ρόλος της GDH είναι σημαντικός στην ολοκλήρωση της αποδόμησης των 

αμινοξέων καθώς καταλύει την οξειδωτική απαμίνωση του γλουταμινικού σε α-

κετογλουταρικό και αμμωνία. Έτσι φαίνεται η GDH να ρυθμίζει τα επίπεδα του 

γλουταμινικού στο κύτταρο ενώ ταυτόχρονα συνδέει τον μεταβολισμό των αμινοξέων 

με αυτών των υδατανθράκων ενισχύοντας την παραγωγή ενέργειας. Υπό μία ευρεία 

έννοια λοιπόν, η GDH μπορεί να ρυθμίζει ποικιλοτρόπως την ενεργειακή κατάσταση 

του κυττάρου λειτουργώντας ως ενεργειακός αισθητήρας ενεργοποιούμενη από μόρια 

που υποδηλώνουν χαμηλή ενεργειακή κατάσταση στο κύτταρο (GDP & ADP) και 

αναστέλλονται από μόρια που δηλώνουν περίσσεια ενεργειακών αποθεμάτων (GTP 

& ATP) (Smith 1979). 

 

Παράλληλα, κατά την αποδόμηση των αμινοξέων, η α-αμινομάδα μεταφέρεται μέσω 

αμινοτρανσφερασών στο α-κετογλουταρικό για να σχηματιστεί γλουταμικό το οποίο 

μέσω οξειδωτικής απαμίνωσης από την GDH παράγει ΝΗ4
+    η οποία μετατρέπεται 

σε ουρία, μέσω του κύκλου της ουρίας, και απεκκρίνεται (Stryer 1988) 

              α-αμινοξύ + NAD(P)+ + H2O → α-Κετοξύ + ΝΗ4
+ + NADP(H) + H+ 
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Ο κύκλος της ουρίας είναι ιδιαίτερα σημαντικός, καθώς είναι ο κύριος τρόπος 

απομάκρυνσης της αμμωνίας από τον οργανισμό, υψηλά επίπεδα της οποίας είναι 

τοξικά, ενώ μερική έλλειψη των ενζύμων που λαμβάνουν μέρος στον κύκλο της 

ουρίας οδηγεί σε υπεραμμωνιαιμία και σοβαρά νευροψυχιατρικά συμπτώματα, 

αποτέλεσμα των υψηλών επιπέδων της αμμωνίας στο ΚΝΣ. Συγκεκριμένα, το 

σύνδρομο υπεραμμωνιαιμίας (λόγω της αδυναμίας μεταβολισμού της αμμωνίας και 

αποβολής της μέσω του κύκλου της ούριας) έχει αποδειχθεί ότι οφείλεται στην 

μερική έλλειψη Ν-ακετυλογλουταμικού, που συντίθεται από το γλουταμικό οξύ και 

εξαρτάται άμεσα από τα επίπεδα του στο κύτταρο. Επίσης, στην περίπτωση της 

ηπατικής εγκεφαλοπάθειας, η αύξηση των επιπέδων της αμμωνίας αναστέλλει την 2-

οξογλουταρική αφυδρογονάση, ένζυμο του κύκλου του κιτρικού οξέος (Cooper & 

Plum 1987). 

 

Η γλουταμική αφυδρογονάση, λοιπόν, φαίνεται να παίζει κεντρικό ρόλο στον 

μεταβολισμό του γλουταμικού, που λόγω των διεγερτοτοξικών του ιδιοτήτων έχει 

εμπλακεί στους μηχανισμούς της νευροεκφύλισης. Εκτός όμως από τα αστροκύτταρα 

και οι ώριμοι ντοπαμινεργικοί νευρώνες, εκφύλιση των οποίων οδηγεί στην νόσο του 

Πάρκινσον, εκφράζουν σε υψηλά επίπεδα αυτήν την πρωτεΐνη, οι οποίοι  με την 

σειρά τους εκφράζουν όλους τους μετασυναπτικούς υποδοχείς του γλουταμικού, 

μέσω των οποίων πραγματοποιείται η μετάδοση της διεγερτικής ώσης, αλλά και τον 

ειδικό νευρωνικό μεταφορέα του ΕΑΑΤ3 (excitatory aminoacid transporter), γεγονός 

που υποδηλώνει αυξημένη πρόσληψη του διεγερτικού νευροδιαβιβαστή και 

ταυτόχρονα του υποστρώματος της GDΗ του γλουταμικού, από τους 

ντοπαμινεργικούς νευρώνες. Η GDH είναι μειωμένη σε όψιμης εγκατάστασης 

πολυσυστηματικές νευρολογικές διαταραχές που χαρακτηρίζονται από 
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παρεγκεφαλιδική αταξία και παρκινσονισμό, ως αποτέλεσμα της εκφύλισης περιοχών 

του ΚΝΣ, που λαμβάνουν πυκνή γλουταματεργική νεύρωση (π.χ. μέλαινα ουσία, 

παρεγκεφαλίδα) και οι οποίες φυσιολογικά έχουν υψηλά επίπεδα έκφρασης του 

ενζύμου, και επομένως η ορθή λειτουργία της γλουταμικής αφυδρογονάσης είναι 

σημαντική για την προστασία του νευρικού ιστού από την τοξική δράση του 

γλουταμικού οξέως, που είναι ικανό να προκαλέσει υπερδιέγερση και εκφυλιση των 

συναπτικών νευρώνων στην νόσο του Πάρκινσον (νευροδιεγερτικοτοξική  υπόθεση). 

 

 

Στόχοι της παρούσας διατριβής 

 

1) Η μελέτη των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών της GLUD2 πρωτεΐνης για να 

κατανοηθεί η μοριακή βάση ρύθμισης της βασικής δραστηριότητας του ειδικού για το 

νευρικό σύστημα ενζύμου 

 

Δεδομένου πως οι δυο αλλαγές (Gly456, Arg443) που σχετίζονται με τις διαφορές 

που παρατηρούμε ανάμεσα στις δυο ισομορφές της γλουταμικής αφυδρογονάσης 

βρίσκονται στην ρυθμιστική περιοχή του ενζύμου, και καθώς η hGDH1 έχουν 

μελετηθεί εκτενώς (εν αντιθέσει με την hGDH2), για  να μελετήσουμε περαιτέρω 

τους μηχανισμούς που ρυθμίζουν την λειτουργία της hGDH2, παρήγαμε 

μεταλλαγμένες πρωτεΐνες που φέρουν αλλαγές αμινοξέων στην ρυθμιστική περιοχή 

του ενζύμου (αντένα, pivot helix). Τα πέντε hGDH2 μεταλλάγματα που μελετήθηκαν 

ήταν: τα Glu441Arg, Ser445Leu στην αντένα, τα Lys450Glu, His454Tyr στην pivot 

helix και το Ser448Pro στην περιοχή σύνδεσης των παραπάνω δομών. Η επιλογή των 

παραπάνω μεταλλάξεων έγινε με κριτήριο τις ιδιότητες που προσδίδουν αντίστοιχες 
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μεταλλάξεις της ρυθμιστικής περιοχής της hGDH1 στο ενζυμο, όπου φαίνεται να 

οδηγούν στην άρση της αναστολής του GTP, χωρίς να επηρεάζεται η βασική τους 

δραστηριότητα (Kelly and Stanley 2001; Fang et al. 2002). Εξαιτίας αυτης της άρσης, 

ασθενείς με το σύνδρομο ΗΙ/ΗΑ, που φέρουν μεταλλάξεις στην pivot helix της 

hGDH1 παρουσιάζουν σπασμούς από υπερσουλινισμό λόγω της αυξημένης 

δραστικότητας του ενζύμου (Stanley et al. 1998). Αντίθετα, η αντίσταση της hGDH2 

από το GTP, μια ιδιότητα για την οποία είναι υπεύθυνη η Gly456Ala αλλαγή 

(Zaganas and Plaitakis 2002) καθιστά το ενζυμο ανεξάρτητο από την δράση του GTP. 

Αντ’ αυτού, η hGDH2 έχει αναπτύξει έναν τελείως διαφορετικό μοριακό μηχανισμό 

ρύθμισης της δραστηριότητας του, η φύση του οποίου μελετήθηκε στην παρούσα 

διδακτορική διατριβή. 

 

2) Η λειτουργική ανάλυση των μεταλλαγμένων και φυσιολογικών πρωτεϊνών, και η 

μελέτη της ευαισθησίας τους σε αλλοστερικούς τροποποιητές, όπως τα οιστρογόνα 

(DES, estradiol, oestriol, progesterone) και τα αντιψυχωσικά (haloperidol, 

perphenazine). 

 

Εφόσον το πρώτο σκέλος αυτης της μελέτης έδειξε πως η hGDH2 είναι 

ανθεκτική στην αναστολή από GTP, μελετήθηκε η περίπτωση της αντικατάστασης 

της δράσης του GTP, από άλλους αλλοστερικούς τροποποιητές. Τα οιστρογόνα είναι 

γνωστό ότι λαμβάνουν μέρος σε μια σειρά από φυσιολογικές λειτουργίες του 

κυττάρου μέσω της πρόσδεσης τους σε ειδικούς υποδοχείς  (ER) που βρίσκονται στις 

πλασματικές μεμβράνες των κυττάρων (Green and Simpkins, 2000). Πέρα από την 

ιδιότητα των στεροειδών να ενεργοποιούν downstream σηματοδοτικά μονοπάτια 

όπως η μεταγραφή γονίδιων που σχετίζονται με την ανάπτυξη των κυττάρων, 
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μπορούν να δράσουν και μέσω μη-γενομικών μηχανισμών επηρεάζοντας διαδικασίες 

όπως το οξειδωτικό στρες και ο μεταβολισμός (Amantea et al., 2005, Βa et al., 2004; 

Goodman et al., 1996, McEnery and Pederson, 1986; McEnery et al., 1989). Η 

γλουταμική αφυδρογονάση ήταν το πρώτο μεταβολικό ενζυμο που μελετήθηκε σε 

σχέση με την αναστολή που προκαλεί η δράση των οιστρογόνων (Yielding and 

Tomkins, 1960), παρόλο που οι συγκεντρώσεις που απαιτούνταν για την αναστολή 

αυτή ήταν πάνω από τα φυσιολογικά επίπεδα τους στον οργανισμό. Εφόσον αρχικές 

έρευνες σε αδρά εκχυλίσματα των αγρίου τύπου GDHs, έδειξε πως η ειδική για το 

νευρικό σύστημα hGDH2 ήταν πολύ πιο ευαίσθητη στην αναστολή από οιστρογόνα 

από την hGDH1, μελετήθηκαν περαιτέρω καθαρισμένες μεταλλαγμένες και αγρίου 

τύπου γλουταμικές αφυδρογονάσες, προκειμένου να διερευνηθεί ο μηχανισμός με τον 

όποιο οι στεροειδείς ορμόνες  επιδρούν στην hGDH2.  

Τα ευρήματα της έρευνας αυτης, αποφασίστηκε να συγκριθούν με τα αποτελεσματα 

της μελέτης της δράσης των αντιψυχωσικών παραγόντων στην δραστηριότητα της 

γλουταμικής αφυδρογονάσης, δεδομένου πως υπάρχουν στοιχεία που δείχνουν πως 

στην σχιζοφρένεια υπάρχει δυσλειτουργία του γλουταματεργικού συστήματος (κάτι 

που σχετίζεται με τα αρνητικά συμπτώματα και την νευροεκφύλιση που παρατηρείται 

σε αυτήν την διαταραχή) (Couee et al., 1990, Kallos & Shaw, 1971), ενώ παράλληλα 

έχει βρεθεί πως στον προμετωπιαίο φλοιό σχιζοφρενικών ασθενών υπάρχουν 

αυξημένα επίπεδα γλουταμικής αφυδρογονάσης (Burbaeva et al., 2003). 

 

3) H μελέτη επιπλέον ασθενών με νόσο του Πάρκινσον και ισάριθμο δείγμα υγιών 

ατόμων της ίδιας ηλικίας για να καθοριστεί εάν η Ala445Ser μετάλλαξη είναι ειδική 

για την νόσο ή αποτελεί απλό πολυμορφισμό, και η αναζήτηση πιθανών άλλων 
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πολυμορφισμών – μεταλλάξεων στο γονίδιο GLUD2 που να σχετίζονται με νόσο του 

Parkinson. 

 

Η νόσος του Πάρκινσον, ως γνωστών προσβάλει περίπου το 1.8% του πληθυσμού 

άνω των 65 (de Rijk et al., 2000) και χαρακτηρίζεται από υπο-κινησία, σφίξιμο και 

δυσκαμψία των μυών και τρόμο (τρέμουλο) των άκρων, συνοδευόμενη και από άλλα 

συμπτώματα δευτέρου βαθμού όπως υπόταση, διαταραχές της ισορροπίας (Hoehm et 

al., 1967). Περίπου το 80% των περιπτώσεων είναι σποραδικές, με τους άνδρες να 

προσβάλλονται πιο συχνά από τις γυναίκες (ratio=1.5:1). Μια από τις θεωρίες 

σχετικά με την φυσιοπαθολογία της νόσου υποστηρίζει πως διαταραχές του 

μεταβολισμού του γλουταμικού ευθύνονται για την νευροεκφύλιση που παρατηρείται 

στην νόσο (Atlante et al., 2001; Plaitakis et al., 1992; Iwasaki et al., 1992). Μάλιστα 

υπάρχουν περιπτώσεις, όπου η γλουταμική αφυδρογονάση ασθενών με Πάρκινσον 

παρουσιάζει αλλαγές στην βασική της δραστηριότητα και την θερμική της 

ευαισθησία (Plaitakis et al., 1992). Τα παραπάνω επιβεβαιώθηκαν όταν μελέτες από 

το εργαστήριο μας έδειξαν ότι ο πολυμορφισμός Τ1492G στο γονίδιο GLUD2, ο 

οποίος ευθύνεται για την σημειακή αλλαγή (Ala445Ser) στην ανθρώπινη γλουταμική 

αφυδρογονάση (hGDH2), σχετίζεται με πρώιμη έναρξη της νόσου Πάρκινσον στους 

άρρενες φορείς της. Επίσης υπήρχαν δεδομένα ότι η αλλαγή αυτή δείχνει να οδηγεί 

στην διαφοροποίηση της συμπεριφοράς του ενζύμου (αύξηση της βασικής 

δραστηριότητας εν σχέση με την φυσιολογική GLUD2) συμβατή με επί πλέον 

λειτουργικότητα (gain of function) μεταλλαγμένης πρωτεΐνης. Για τον σκοπό αυτό 

έγινε μελέτη επιπλέον ασθενών με νόσο του Πάρκινσον, οι όποιοι συγκρίθηκαν με  

ισάριθμο δείγμα υγιών ατόμων της ίδιας ηλικίας για να καθοριστεί εάν η Ala445Ser 

μετάλλαξη είναι ειδική για την νόσο ή αποτελεί απλό πολυμορφισμό, και ερευνήθηκε 
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το γονίδιο της GLUD2 σε όλο το μήκος του, προκειμένου να βρεθούν πιθανοί άλλοι 

πολυμορφισμοί, που να σχετίζονται με κάποια από τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

της νόσου του Πάρκινσον. 

 

 

 

 

 

 

Μεθοδολογία 

 

Σχεδιασμός μεταλλαξογένεσης 

 

Για να μελετηθούν οι λειτουργικές ιδιότητες της ειδικής για το νευρικό σύστημα 

γλουταμικής αφυδρογονάσης, καθώς και η επίδραση διαφόρων αλλοστερικών 

τροποποιητών στην δραστηριότητα του ενζύμου σχεδιαστηκε και εκτελέστηκε από 

τον διδακτορικό φοιτητή Κωνσταντίνο Καναβούρα, η μεταλλαξογένεση του hGDH2 

ενζύμου σε θέσεις, στην ρυθμιστική περιοχή του ενζύμου, που διαφέρουν από το 

hGDH1. Ο σχεδιασμός περιελάμβανε την έκφραση των μεταλλαγμένων cDNAs σε 

κύτταρα Sf21 (spondoptera fugiperda) με χρήση του συστήματος baculovirus. 

Απώτερος σκοπός αυτών των καλλιεργειών ήταν η απομόνωση των ισοενζύμων της 

GDH από τα διαμολυσμένα Sf21 κύτταρα, ο καθαρισμό των πρωτεϊνών αυτών με 

στήλες χρωματογραφίας και τελικά η ενζυμική μελέτη τους. 
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Προκειμένου να γίνει σαφής η σπουδαιότητα των αμινοξικών διαφορών μεταξύ των 

δυο ανθρώπινων ισοενζύμων της GDH, και να γίνουν κατανοητές οι ιδιότητες της 

ειδικής για το νευρικό σύστημα γλουταμικής αφυδρογονάσης, μελετήθηκαν 10 

hGDH1 ισοενζυμα, και τα οποία έφεραν το αντίστοιχο αμινοξύ του GLUD2 της 

επιλεγμένης θέσης (Arg443Ser, Ser409Arg, Gly456Ala, Gly300Arg, Ala321Val, 

Ser174Asp, Ile166Val, Asp142Glu, Arg39Glu, Glu34Lys), η μεταλλαξογένεση των 

όποιων είχε ήδη γίνει στο εργαστήριο μας,  2 μεταλλαγμένα ισοενζυμα τα οποία 

διάφεραν από την φυσιολογική πρωτεΐνη του GLUD1 σε δυο και τρεις θέσεις 

αντίστοιχα (Arg443Ser/ Gly456Ala,  Arg443Ser/ Gly456Ala/ Ser174Asp), 6 

μεταλλαγμένα ισοενζυμα το καθένα από τα οποία είχε μια και μονό μια αμινοξική 

διαφορά από το αρχικό  GLUD2 ισοένζυμο, και τα οποία έφεραν το αντίστοιχο 

αμινοξύ του GLUD1 της επιλεγμένης θέσης (Glu441Arg, Ser448Pro, Ser445Leu, 

Lys450Glu, His454Tyr, Ser446Arg).  H ίδια διαδικασία αναπαράχθηκε για την 

παραγωγή και τον καθαρισμό του πολυμορφισμού του GLUD2 (Ser445Ala), που έχει 

συσχετισθεί με παρκινσονικούς πληθυσμούς. 

 

Η μεταλλαξογενεση αποφασίστηκε να γίνει στο κλωνοποιημένο σε πλασμίδιο 

pBSKII+GLUD2 cDNA λόγω του ότι το μικρό μέγεθος του πλασμιδίου αυτού 

(2.9Kb) σε σχέση με το pVL1393 (9.6Kb) διευκόλυνε σε σημαντικό βαθμό την 

συγκεκριμένη τεχνική. Η μεταφορά των μεταλλαγμένων hGDH2 μορίων στο 

πλασμίδιο pVL1393, που αποτέλεσε τον πλασμωδιακό φορέα για τον ανασυνδυασμό 

του εκθέματος με το DNA του baculovirus, έγινε σε δεύτερο στάδιο. Για την 

μεταλλαξογένεση των κλωνοποιημένων στο φορέα pBSKII+GLUD2 cDNAs 

σχεδιάστηκαν οι αντίστοιχοι εκκινητές (primers) μεγέθους 25-30 νουκλεοτιδίων, με 
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την βοήθεια του προγράμματος PRIMER3 (Rozen & Skaletsky, 2000) 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer_www.cgi) 

 

Μεταλλαξογένεση 

 

Το cDNA της γλουταμικής αφυδρογονάσης μεταλλάχτηκε σε συγκεκριμένες θέσεις 

με χρήση του συστήματος μεταλλαξογένεσης Gene Editor (Promega, Madison WI) 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Τα μεταλλαξογόνα 

ολιγονουκλεοτίδια φωσφορυλιώθηκαν και προσκολλήθηκαν στο cDNA μόριο της 

GLUD1 και GLUD2 θερμαίνοντας το μείγμα της αντίδρασης στους 75°C και έπειτα 

κρυώνοντας το αργά ως τους 37°C. Η αντίδραση προσκόλλησης περιείχε επίσης 

εκκινητές σχεδιασμένους να μεταλλάξουν το γονίδιο της β-λακταμάσης του φορέα 

pBSKII+, ώστε να προσδίδει αντοχή και σε αντιβιοτικά πέραν της αμπικιλλίνης. 

Κατόπιν το πλασμίδιο αντιγράφηκε με την Τ4 DNA πολυμεράση, τα κενά του 

συγκολλήθηκαν με την Τ4 DNA λιγκάση και έπειτα χρησιμοποιήθηκε για το 

μετασχηματισμό του στελέχους ΒΜΗ 71-18 mutS της Escherichia coli. Προκειμένου 

να επιλεγούν και να αναπτυχτούν μόνο τα κύτταρα στα οποία είχε μεταλλαχτεί το 

γονίδιο της β-λακταμάσης, και άρα το έκθεμα της γλουταμικής αφυδρογονάσης, τα 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν παρουσια ενός κατάλληλου μείγματος αντιβιοτικών. Από 

τα κύτταρα που αναπτύχτηκαν, απομονώθηκε πλασμωδιακό DNA το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό του στελέχους JM109  της Escherichia 

coli. Οι κλώνοι με τα πλασμίδια που έφεραν τις προαναφερόμενες μεταλλάξεις 

επιλέχτηκαν με ανάλυση με περιοριστικά ενζυμα και ταυτοποίηση αλληλουχίας 

(sequencing).  
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Έκφραση σε κύτταρα Sf21 

 

Τα κύτταρα Sf21 προέρχονται από τις ωοθήκες του εντόμου Spodoptera Fugiperda 

και επιλέχθηκαν για την έκφραση της ανθρώπινης GDH για το λόγο ότι παρόλο  

διαθέτουν ενδογενή GDH αυτή έχει απόλυτη ειδικότητα για το συνένζυμο NAD(H). 

Συνεπώς τα μη διαμολυσμένα με ανασυνδυασμένο ιό Baculovirus Sf21 κύτταρα 

δείχνουν μηδενική GDH δραστηριότητα όταν χρησιμοποιείται το NADP(H) ως 

συμπαράγοντας. Γι' αυτό τον λόγο και όλες οι ενζυμικές μελέτες των εκχυλισμάτων 

των μολυσμένων με ανασυνδυασμένο ιό Baculovirus Sf21 κυττάρων έγιναν με 

χρησιμοποίηση του NADP(H) ως συνενζύμου. Αυτό επέτρεψε την μελέτη των 

ανασυνδυασμένων ανθρώπινων ενζύμων ακόμη και σε ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα 

χωρίς την παρεμβολή της ενδογενούς GDH των κυττάρων του εντόμου, η οποία έχει 

μηδενική δραστηριότητα υπό αυτές τις συνθήκες. Τα κύτταρα Sf21 μπορούν να 

αναπτυχθούν είτε προσκολλημένα σε επιφάνεια είτε σε εναιώρημα, έχουν χρόνο 

διπλασιασμού 18-24 ώρες και δεν απαιτούν CO2 για την καλλιέργεια τους. Το 

θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιείτε είναι το ΤΝΜ-FH και η βέλτιστη θερμοκρασία 

ανάπτυξης και μόλυνσης είναι οι 27±0.5ο C  

 

Τα μεταλλαγμένα GLUD1 και GLUD2 cDNAs, μαζί με τα φυσιολογικού τύπου 

GLUD1 και GLUD2 cDNAs (τα οποία χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες για την 

ενζυμική ανάλυση των μεταλλαγμένων ισοενζύμων) εκφράστηκαν σε κύτταρα Sf21 

με χρήση του συστήματος έκφρασης πρωτεϊνών Baculovirus. Κύτταρα Sf21 

 57



συνδιαμολύνθηκαν με καθαρισμένο πλασμιδιακό DNA (φορέας pVL 1393 περιέχον 

τα κατάλληλα GLUD1 και GLUD2 ενθέματα) και τροποποιημένο DNA baculovirus 

(Baculo Gold, BD Pharmingen) και επωάστηκαν στους 27ο C για 4-5 ημέρες. Ο ιός 

πολλαπλασιάστηκε με 2-3 κύκλους μόλυνσης. Έγινε συγκομιδή των κυττάρων στις 4 

ημέρες μετά την μόλυνση με ιό και χρησιμοποιήθηκαν για την εξαγωγή των 

ανασυνδυασμένων όπως και φυσιολογικών GDH πρωτεϊνών. Για να γίνει η εξαγωγή 

των παραπάνω πρωτεϊνών τα καλλιεργημένα κύτταρα ομογενοποιήθηκαν σε ένα 

ρυθμιστικό διάλυμα που περιείχε 0.05 Μ Τris HCL, pH 7.4,  1% Triton X-100, 

0.1mM PMSF & 0.5 M NaCl. Tο προκύπτον πλήρες ομογενοποίημα φυγοκεντρήθηκε 

στις 10.000g, 4ο C, για 10 min και το υπερκείμενο χρησιμοποιήθηκε για ενζυμικές 

μελέτες με ακατέργαστα αδρά εκχυλίσματα ή για περαιτέρω καθαρισμό των 

επιλεχθέντων πρωτεϊνών. Ο ποσοτικός προσδιορισμός των παραγόμενων πρωτεϊνών 

έγινε με την μέθοδο του Lowry (Lowry και συν, 1951). Προκειμένου να επιβεβαιωθεί 

ότι υπήρχε η επιθυμητή μετάλλαξη στον ανασυνδυασμένο ιό, έγινε αλληλούχιση του 

DNA, κατόπιν πολλαπλασιασμού του αντιστοίχου εκθέματος με PCR, αφού 

απομονώθηκε ιικό DNA από τα θρεπτικά υλικά που περιείχαν τους 

ανασυνδυασμένους Baculoviruses. 

 

Καθαρισμός γλουταμικής αφυδρογονάσης 

 

Ο καθαρισμός των πρωτεϊνών έγινε από αδρά εκχυλίσματα μολυσμένων Sf21 

κυττάρων (περίπου 200 x 106 cells) τα οποία ομογενοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό 

διάλυμα 10 mM Tris HCL, pH 7.4, που περιείχε 0.1mM EDTA, 0.5 M NaCl, 1% 

Triton X-100 & 0.1mM PMSF. 
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Στην συνεχεία στα ομογενοποιημένα εκχυλίσματα κυττάρων έγινε καθίζηση των 

μεγαλομοριακών συμπλεγμάτων και των πρωτεϊνών μεγάλου μοριακού βάρους με 

30% θεϊκού αμμωνίου. Το μείγμα φυγοκεντρήθηκε και κρατήθηκε το υπερκείμενο 

(το οποίο περιέχει την GDH) και στο οποίο προστέθηκε επιπλέον θεϊκό αμμώνιο 

μέχρι τελικής συγκέντρωσης 55%.  Το προκύπτον ίζημα μετά από φυγοκέντρηση του 

παραπάνω διαλύματος επαναδιαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris HCL, pH 

6.0 και 15% θεϊκό αμμώνιο. Το παραπάνω διάλυμα φορτώθηκε σε στήλη 

υδροφοβικής αλληλεπίδρασης με υψηλής επίδοσης φαινυλσεφαρόζη (Αmersham 

Biosciences) και εξισορροπημένη με το ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα.  Έκλουση της 

αναμενόμενης  πρωτεΐνης έγινε με διπλή βαθμίδωση μειούμενης συγκέντρωσης 

θεϊκού αμμωνίου (15-0%) και αυξανόμενης συγκέντρωσης αιθυλενογλυκόλης (0-

90%). Στον καθαρισμό των πρωτεϊνών έγινε άθροιση των κλασμάτων που περιείχαν 

GDH και καθίζηση της GDH με 60% θεϊκό αμμώνιο, επαναδιάλυση της πελλέτας σε 

ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris HCL, pH 6.0 και 15% θεϊκό αμμώνιο και 

επαναφορά αυτού στην ίδια στήλη υδρόφοβης αλληλεπίδρασης. 

Για τον περαιτέρω καθαρισμό των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών τα κλάσματα που 

περιείχαν GDH από την στήλη υδροφοβικής αλληλεπίδρασης υπεβλήθησαν σε 

διαπίδυση διαμέσου ημιδιαπερατής μεμβράνης στους 4ο C έναντι αρκετών αλλαγών 

περίσσειας ρυθμιστικού διαλύματος 100mM Tris HCL, 200 mM KCl, pH 7.15 και 

στην συνεχεία φορτώθηκαν σε στήλη υδροξυάπατιτη. Η παρατήρηση πως η 

μεταλλαγμένη Gly456Ala hGDH1 έχει μειωμένη συγγένεια για το GTP, οδήγησε 

στην χρήση της στήλης υδροξυαπατίτη, που δεν έχει συγγένεια με το GTP (Hussain 

και συν, 1989). Η στήλη εκλούσθη με μια κλίση συγκέντρωσης 10 mM->400mM 

ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικού νατρίου με pH 7.4. Η καθαρή πλέον GDH 

χρησιμοποιήθηκε για λειτουργικές ενζυμικές μελέτες. 
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Λειτουργικές ενζυμικές μελέτες 

 

Για τον καθορισμό των κινητικών ιδιοτήτων των φυσιολογικών και μεταλλαγμένων 

ισοενζύμων της GDH έγιναν μια σειρά από ενζυμικές δοκιμασίες τόσο σε αδρά 

εκχυλίσματα όσο και σε καθαρισμένες πρωτεΐνες. Για τον καθορισμό των 

χαρακτηριστικών των ενζύμων που μελετήθηκαν (Km, Vmax, IC50, HC και SC50 

καθώς και η γραφικές παραστάσεις αλλοστερικής ρύθμισης), οι ενζυμικές 

αντιδράσεις έγιναν με μεταβολή της συγκέντρωσης του μελετώμενου υποστρώματος 

ή αλλοστερικού τροποποιητή διατηρώντας τις συγκεντρώσεις των άλλων παραγόντων 

της αντίδρασης σταθερές. 

 

Η δραστηριότητα της GDH μετρήθηκε με το φασματοφωτόμετρο (340nm) στην 

κατεύθυνση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού (Colon et al., 1986). 

Το μίγμα αντίδρασης ήταν 1 ml και περιείχε 50 mM triethanolamine HCl buffer, pH 

8.0, 100 mM οξεεικο Αμμώνιο, 150 mM NADPH and 2.6 mM. Έναρξη της 

αντίδρασης επιτυχαινόταν με την προσθήκη  a-ketoglutarate  8 mM. Το pH του buffer 

της αντίδρασης  ήταν 8.0.  

 

Ενεργοποίηση από ADP 

Η μελέτη της ενεργοποίησης των ανασυνδυασμένων ενζύμων από ADP έγινε 

σύμφωνα με την παραπάνω αντίδραση, με προγραμματισμένα μεταβαλλόμενες 
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συγκεντρώσεις ADP και ποσότητα ενζύμου τέτοια ώστε η ταχύτητα της αντίδρασης  

(da340mm/min) σε παρουσια 1mM ADP να είναι περίπου 0.1-0.2.  

Η εξίσωση που χρησιμοποιήθηκε για να περιγράφει η ενεργοποίηση από ADP ήταν 

η: V = Vo + (Vmax * xH) / (xH + SC50
H) 

Όπου V η ταχύτητα της αντίδρασης και x η συγκέντρωση του ADP. Ενώ οι Vo, 

Vmax, H, Sc50 είναι θεωρητικές σταθερές που αφορούν την αρχική ταχύτητα, 

απουσία ADP, τον βαθμό συνεργατικότητας των υπομονάδων και την συγκέντρωση 

ADP όπου η ταχύτητα της αντίδρασης είναι Vmax/2. Ο υπολογισμός του Sc50 έγινε 

από τις γραφικές παραστάσεις ενεργοποίησης του ADP με την χρήση του 

προγράμματος Origin. 

 

Αναστολή από GTP 

Η μελέτη της αναστολής των ανασυνδυασμένων ενζύμων από GTP έγινε σύμφωνα με 

την παραπάνω αντίδραση, με προγραμματισμένα μεταβαλλόμενες συγκεντρώσεις 

GTP και ποσότητα ενζύμου τέτοια ώστε η ταχύτητα της αντίδρασης  (da340mm/min) 

απουσία GTP να είναι περίπου 0.1. 

Η εξίσωση που χρησιμοποιήθηκε για να περιγραφεί η ενεργοποίηση από ADP ήταν 

η: V = Vmax / (1 + xH /  IC50
H) 

Όπου V η ταχύτητα της αντίδρασης και x η συγκέντρωση του GTP. Ενώ οι Vmax, H, 

Ic50 είναι θεωρητικές σταθερές που αφορούν την αρχική ταχύτητα, απουσία GTP, τον 

βαθμό συνεργατικότητας των υπομονάδων και την συγκεντρωση ADP όπου η 

ταχύτητα της αντίδρασης είναι Vmax/2. Ο υπολογισμός του IC50 έγινε από τις 

γραφικές παραστάσεις ενεργοποίησης του ADP με την χρήση του προγράμματος 

Origin. Ο συντελεστής Ηill (h) για την συνεργατικότητα της αναστολής από GTP 

υπολογίστηκε με βάση την εξίσωση του Hill: dA340nm/min = [GTP]h / (K+[GTP]h) 
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Επειδή η γραφική παράσταση της παραπάνω εξίσωσης είναι σιγμοειδική, 

δυσκολεύοντας τους υπολογισμούς χρησιμοποιήθηκε ο μετασχηματισμός της στον 

τύπο: Log[(dA340nm/min) / (1 - dA340nm/min)] = hlog[GTP] – logK. 

H γραφική παράσταση της τελευταίας εξίσωσης [(dA340nm/min) / (1 - dA340nm/min)] 

έναντι log [GTP] είναι γραμμική και η κλίση της δίνει τον h. 

 

Ενεργοποίηση από L-λευκίνη 

Η μελέτη της ενεργοποίησης των ανασυνδυασμένων ενζύμων από L-λευκίνη έγινε 

σύμφωνα με την παραπάνω αντίδραση, με προγραμματισμένα μεταβαλλόμενες 

συγκεντρώσεις L-λευκίνης και ποσότητα ενζύμου τέτοια ώστε η ταχύτητα της 

αντίδρασης  (da340mm/min) παρουσια  L-λευκίνης 6mM, να είναι περίπου 0.1. Πιο 

συγκεκριμένα, για την μελέτη της συνεργατικότητας του ADP με την L-λευκίνη 

προγραμματισμένα μεταβαλλόμενες συγκεντρώσεις L-λευκίνης (0-6mM) 

προστίθενται σε μείγμα της αντίδρασης που περιείχε διαφορετικές σταθερές 

συγκεντρώσεις ADP (0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 1mM). 

 

Θερμική απενεργοποίηση 

Εκχυλίσματα των ενζύμων με όμοιες συγκεντρώσεις και GDH δραστηριότητα 

(παρουσια 1.0 mM ADP) αναμείχτηκαν σε αναλογία 1:1 με 4mg/ml Bovine Serum 

Albumin σε διάλυμα 100mM Phosphate Buffer, pH 7.4 και θερμάνθηκαν μέχρι τους 

49.5 °C. Τα δείγματα απομακρύνονταν από την θερμοκρασία σε συγκεκριμένες 

χρονικές στιγμές, όπου και μετρήθηκε η δραστηριότητα τους παρουσια 1mM ADP. 
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Αναστολή από οιστρογόνα 

Η ανασταλτική δράση των ορμονών έγινε σύμφωνα με την παραπάνω αντίδραση με 

προγραμματισμένα μεταβαλλόμενες συγκεντρώσεις στεροειδών (DES 0-50μM, 

estradiol 0-750μM ,oestriol 0-1,75mM, progesterone 0-2mM) σε διαλύτη 

αιθυλενογλυκόλης, κρατώντας τις συγκεντρώσεις των υπολοίπων συστατικών της 

αντίδρασης σταθερές. 

  

Αναστολή από αντιψυχωσικά 

Η ανασταλτική δράση των αντιψυχωσικών παραγόντων έγινε σύμφωνα με την 

παραπάνω αντίδραση με προγραμματισμένα μεταβαλλόμενες συγκεντρώσεις 

αλοπεριδόλης και περφεναζίνης (haloperidol 0-400μM, perphenazine 0-350μM,) σε 

διαλύτη αιθυλενογλυκόλης/οξικού οξέος, κρατώντας τις συγκεντρώσεις των 

υπολοίπων συστατικών της αντίδρασης σταθερές. 

 

Στατιστική ανάλυση (πειράματα ενζυμολογίας) 

Όλες οι στατιστικές  αναλύσεις πάνω στα πειραματικά δεδομένα και οι γραφικές 

παραστάσεις δημιουργήθηκαν με τη χρήση του προγράμματος Origin (MicroCal 

Software, Northampton, MA). 

Οι τιμές IC50 υπολογίστηκαν από τα γραφήματα με το λογισμικό Origin. 

 

 

Μελέτες μοριακής γενετικής 

Σε όσους ασθενείς και υγιή άτομα συγκατέθεσαν, εξήφθησαν 20ml φλεβικού αίματος 

με περιφερική φλεβοτομή και απομονώθηκε DNA από τα λευκοκύτταρα τους. 

Οι γενετικές αναλύσεις που έλαβαν χώρα στην παρούσα διατριβή ήταν: 
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-αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

-πέψη με νουκλεάση περιορισμού 

-ανάλυση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (sequencing) 

-ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης  

 

Η αρχική μελέτη της αναγνώρισης πιθανών πολυμορφισμών στο γονίδιο της 

γλουταμικής αφυδρογονάσης σε ασθενείς με οικογενή και σποραδική νόσο του 

Πάρκινσον έγινε με την μέθοδο της ανάλυσης πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονής 

έλικας (SSCP, single stranded conformation polymorphism), η οποία βασίζεται στον 

διαχωρισμό με ηλεκτροφόρηση νουκλεικών οξέων μονής έλικας που διαφέρουν 

ελάχιστα μεταξύ τους, ακόμα και κατά μια βάση. 

 

Ανάλυση με πέψη με νουκλεάση περιορισμού 

Η σημειακή αλλαγή που διαπιστώθηκε σε κάποιους ασθενείς με Πάρκινσον βρέθηκε 

ότι δημιουργεί μια αλληλουχία, η οποία αναγνωρίζεται από την νουκλεάση 

περιορισμού AciI. Έτσι πραγματοποιήθηκε μελέτη επιπλέον ασθενών, φυσιολογικών 

συγγενών και φυσιολογικών μαρτύρων.  

Για τον σκοπό αυτό πολλαπλασιάστηκε το τμήμα αυτό του γονιδίου της GLUD2 με 

τους ιδίους εκκινητές και τις ίδιες συνθήκες, και τα προϊόντα του PCR επωάστηκαν 

με το ενζυμο ΑciI (3 μονάδες ενζύμου για κάθε αντίδραση) στους 37oC για 3 ώρες. 

Στην συνέχεια τα αποτελεσματα της αντίδρασης ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη 

αγαρόζης 2% και απεικονίστηκαν με χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο. 
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Ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (sequencing) 

Η μέθοδος αυτή  στηρίζεται στην χρήση τριφοσφωρικών δι-δεοξυριβονουκλεοτιδιων 

από τα οποία απουσιάζει η 3’-υδροξυλομαδα. Κατά την διαδικασία αυτή, το δίκλωνο 

DNA διαχωρίζεται και ένας από τους δυο κλώνους λειτουργεί σαν εκμαγείο για τις 

αντιδράσεις. Και τα τέσσερα τριφοσφωρικά δι-δεοξυριβονουκλεοτιδια 

χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με περίσσεια δεοξυριβονουκλεοτιδιων. Ο εκκινητής 

δεσμεύεται σε έναν κλώνο του DNA και η πολυμεράση ενσωματώνει νουκλεοσίδια 

καθώς αντιγράφει τον κλώνο. Η ενσωμάτωση ενός δι-δεοξυριβονουκλεοτιδιου, 

εμποδίζει την επέκταση του συγκεκριμένου κλώνου καθώς λείπει η 3’-

υδροξυλομαδα. Σαν αποτέλεσμα, παράγονται μόρια DNA τα οποία σταματούν σε 

διαφορετικό σημείο της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Στην συνέχεια τα κλάσματα 

αυτά διαχωρίζονται και ανιχνεύονται από ένα δείκτη (ραδιενεργό, φθορίζοντα ή με 

χρωστική). 

Για την αναγνώριση επιπλέον πολυμορφισμών στο μόριο της GLUD2, αυτό 

χωρίστηκε σε 3 τμήματα (λόγω του μεγάλου μήκους του) για την μελέτη των οποίων 

χρησιμοποιήθηκαν κατ’ αντιστοιχεία 3 ζευγάρια εκκινητών. 

 
1Ο ΤΜΗΜΑ 
 
Forward:  
CTGAGAAAGCGCACCTGTTC 
Len: 20 MW: 6101.88 Tm: 65° C GC: 55% Sec. Str.: Very weak Primer Dimer: No 

Reverse: 
TTTCGGTATAGTTCTTGGGATTGAT 
Len: 25 MW: 7595.93 Tm: 64.25° C GC: 36% Sec. Str.: None Primer Dimer: No 

 
2Ο ΤΜΗΜΑ 
 
Forward: 
CAAGGGAGGTATCCGTTACAGCAC 
Len: 24 MW: 7386.7 Tm: 68.29° C GC: 54.17% Sec. Str.: Weak Primer Dimer: No 

Reverse: 
CTGGGTGCGTTGGATTTGGT 
Len: 20 MW: 6225.84 Tm: 69.11° C GC: 55% Sec. Str.: None Primer Dimer: No 
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3Ο ΤΜΗΜΑ 
 
Forward: 
TCTTGGAGGTCGACTGTGAC 
Len: 20 MW: 6163.86 Tm: 63° C GC: 55% Sec. Str.: Weak Primer Dimer: No 

Reverse: 
TCTCCTTAACGGGCTGATTT 
Len: 20 MW: 6073.8 Tm: 62.41° C GC: 45% Sec. Str.: None Primer Dimer: No 

 
Τα προϊόντα της αντίδρασης καθαρίστηκαν με κολώνες, προκειμένου να αφαιρεθούν 

τα dNTPs και οι primers που δεν χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και τυχόν διμερή ή 

ολιγομερή που δημιουργήθηκαν. Οι αντιδράσεις sequencing έγιναν χρησιμοποιώντας 

έναν από τους δυο ειδικούς εκκινητές (forward ή reverse),  και στην συνέχεια τα 

αποτελεσματα απεικονίστηκαν χρησιμοποιώντας τον γενετικό αναλυτή ΑΒΙ Prisms 

3100 

 

 
 
 
 
Στατιστική ανάλυση (πειράματα γενετικής) 
 
Προκειμένου να αξιολογηθούν οι διαφορές στο φύλο και την ηλικία των πληθυσμών 

που μελετήσαμε (ασθενείς και υγιείς δείκτες), εφαρμόσαμε τα t-test και chi-square 

τεστ θεωρώντας στατιστικά σημαντική την τιμή P=0.05.  Τα Pearson’s x2 και 

Fisher’s exact τεστ (SPSS, v. 15.0) χρησιμοποιήθηκαν για να βρεθούν οι διαφορές 

ανάμεσα στην συχνότητα των αλληλομόρφων ανάμεσα σε ασθενείς και υγιείς 

δείκτες. Τέλος χρησιμοποιήθηκε το t-test για να αξιολογηθεί η επίδραση του 

γονοτύπου της GLUD-2 Ser445Ala στην ηλικία έναρξης της νόσου. 

 

Κριτήρια επιλογής ασθενών και υγιών δεικτών 
 
Οι ασθενείς με νόσο Πάρκινσον που μελετήθηκαν στην έρευνα αυτή είχαν εισήχθη 

στο παρελθόν στην Νευρολογική κλινική του Πανεπιστημιακού νοσοκομείου του 
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Ηρακλείου της Κρήτης. Η διάγνωση των ασθενών βασίστηκε σε δημοσιευμένα 

κριτήρια (Gelb et al., 1999). Στην περίπτωση που υπήρχαν περισσότερα από ένα 

ασθενή μελή σε μια οικογένεια, μόνο ένα μέλος λάμβανε μέρος στην έρευνα 

προκειμένου να αποφύγει η περίπτωση να φέρουν κάποιο κοινό γενετικό 

πολυμορφισμό.  

Οι υγιείς δείκτες επιλέχθηκαν από τον ντόπιο πληθυσμό της Κρήτης. Η κατανομή της 

ηλικίας και του φύλου ηταν ανάλογη αυτής της ομάδας των παρκινσονικών ασθενών. 

Όπως και στην περίπτωση των παρκινσονικών ασθενών, η ομάδα των υγιών δεικτών 

πέρασε από συνέντευξη στην οποία η διάγνωση πιθανών γνωστικών δυσλειτουργιών 

καθορίστηκε σύμφωνα με το MMSE (Mini-Mental State evaluation) τεστ (Folstein et 

al., 1975). Άτομα με σκορ μικρότερο του 25 δεν μπορούσαν να συμμετάσχουν στην 

μελέτη.  

Όλοι οι συμμετέχοντες στην έρευνα έδωσαν γραπτή συγκατάθεση σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο της Institutional Review Board. 

 

 

Αποτελεσματα  

 

Επί των μεταλλάξεων της hGDH2 

 

Η μεταλλαξογένεση της hGDH2 χρησιμοποιώντας το cDNA του γονιδίου της 

GLUD2 σαν βάση έδωσε πέντε (5) μεταλλάγματα: δυο με αμινοξικες αλλαγές στην 

κατιούσα έλικα της αντένας (Gln441Arg, Ser445Leu), ένα στην περιοχή σύνδεσης 

της αντένας με την pivot helix (Ser448Pro), και δυο στην ίδια την pivot helix 

(Lys450Glu, His454Tyr). Παράλληλα με τα μεταλλαγματα αυτά, και οι αγρίου τύπου 
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γλουταμικες αφυδρογονασεις, προκειμένου να μπορουν να συγκριθούν, εκφραστήκαν 

σε sf21 κύτταρα, ώστε να παραχθούν λειτουργικά. Επειδή η ενδογενής GDH των 

Sf21 κυττάρων επιδρά αποκλειστικά παρουσια NADH, η χρησιμοποίηση του 

NADPH μας επέτρεψε να μελετήσουμε την δραστηριότητα και την λειτουργία των 

εκχυλισμάτων των ενζύμων από τα sf21 κύτταρα χωρίς την παρεμβολή της 

δραστηριότητας τους. Τα επίπεδα έκφρασης των μεταλλαγμένων και αγρίου τύπου 

γλουταμικών αφυδρογονασών συγκρίθηκαν με την μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης 

κατά western και βρέθηκαν να είναι όμοια. 

 

 

Εικόνα 1: τοποθεσία των εισαγμένων μεταλλάξεων της hGDH2 – (PDB entry 1-LIF) (Smith et al., 

2002). 
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Λειτουργική ανάλυση των μεταλλάξεων της αντένας 

 

Η αντικατάσταση της Gln441 από  Arg αύξησε την βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου σχεδόν 2 φόρες σε σχέση με αυτήν της αγρίου τύπου γλουταμικής 

αφυδρογονάσης (πινάκας 2) και φάνηκε να ενεργοποιείται από την επίδραση 1.1mM 

L-λευκίνης (εικόνα 2). Παρόλα αυτά, το μετάλλαγμα Gln441Arg είχε μικρή 

διαφοροποίηση από την hGDH2 σε σχέση με την αλλοστερική του ρύθμιση από το 

GTP και το ADP. (Πίνακας 1; Εικόνα 3,4). Ομοίως, η αντικατάσταση της Ser445 από 

Leu έκανε το ενζυμο δυο φορές πιο ενεργό από την αγρίου τύπου hGDH2 σε 

συνθήκες απουσίας αλλοστερικών τροποποιητών, και αυξησε την ενεργοποίηση του 

από L-λευκίνη (εικόνα 2). Παράλληλα, το μετάλλαγμα Ser445Leu διατήρησε τις 

λειτουργικές του ιδιότητες όσον αφόρα την ενεργοποίηση του από ADP και την 

αναστολή του από GTP (Πίνακας 1; εικόνα 3,4). 

Η μελέτη των καμπυλών αναστολής από το GTP για τα παραπάνω ενζυμα και τις 

αγρίου τύπου hGDHs έδειξε πως οι Gln441Arg και Ser445Leu μεταλλάξεις είχαν μια 

μη-συνεργατική συμπεριφορά (Hill co-efficient=0.60-0.87) (Πίνακας 1), διατηρώντας 

με αυτόν τον τρόπο όλα τα χαρακτηριστικά της  hGDH2 (Hill co-efficient=0.72) 

(πίνακας 1) ως προς την αναστολή τους από το GTP.  

 

GTP Inhibition ADP activation  

GTP IC50 (μΜ) Hill coefficient (HC) ADP SC50 (μΜ) 

GLUD1 12.23 + 0.54 * 2.51 + 0.14 * 24.29 + 4.4 

GLUD2 262.76 + 77.02 0.716 + 0.13 53.68 + 5.4 

Q441R 227.39 + 33.4 0.874 + 0.08 72.06 + 6.9 

S445L 317.65 + 39.71 0.603 + 0.05 58.07 + 4.9 
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S448P 186.81 + 23.14 0.615 + 0.04 62.02 + 3.3 

K450E 1.8x105  + 1.2 x106 0.432 + 0.34 458.37 + 47.0 

H454Y 2921.40 + 965.3 0.490 + 0.02 468.59 + 57.1 

 

Πίνακας 1. αναστολή από GTP και ενεργοποίηση από ADP των αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 και 

των μεταλλαγμένων μορφών της hGDH2.  

H αναστολή από GTP μελετήθηκε παρουσια 1mM ADP. Οι τιμές του  GTP IC50 (±SE) και ADP SC50 

(±SE) καθορίστηκαν από τις αντίστοιχες καμπύλες ενεργοποίησης και αναστολής, οι οποίες 

καθορίστηκαν από τουλάχιστον τρία σετ πειραμάτων. Οι τιμές των Hill Coefficients (±SE) 

αντιστοιχούν στην κλίση της γραφικής παράστασης κατά Hill που προέκυψε από τις καμπύλες των 

αντιδράσεων αναστολής από GTP. Όλες οι αντιδράσεις έγιναν στην κατεύθυνση την αναγωγικής 

αμίνωσης του α-κετογλουταρικού παρουσια 50mM TRA, pH 8.0 buffer.  *Δεδομένα από Zaganas και 

Plaitakis (2002) 

 

Λειτουργική ανάλυση της Ser448Pro 

 

αντίθετα με τα χαρακτηριστικά που προσδίδουν οι αμινοξικες αλλαγές στις 

μεταλλάξεις της αντένας, η αντικατάσταση της Ser448 από προλίνη (Pro), που 

βρίσκεται στην περιοχή σύνδεσης της αντένας με την Pivot helix, ελάττωσε την 

βασική δραστηριότητα του ενζύμου, χωρίς να επηρεάζει την αλλοστερική ρύθμιση 

του από το GTP και το ADP (Πινάκας 1; εικόνα 3,4). Συγκριμένα, το μετάλλαγμα 

Ser48Pro επέδειξε μια βασική δραστηριότητα 2.9 % της μέγιστης, όπως αυτή 

λαμβάνεται παρουσια 1.0mM ADP (πίνακας 2, εικόνα 2). Επίσης η προσθήκη L-

λευκίνης στην αντίδραση (1.1 mM) προκάλεσε μικρότερο ποσοστό ενεργοποίησης 

του ενζύμου αυτού (20% επί της μέγιστης δραστηριότητας) από ότι της αγρίου τύπου  

hGDH2 (40% επί της μέγιστης δραστηριότητας). 
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Πίνακας 2. βασική δραστηριότητα των αγρίου 

τύπου hGDH και των μεταλλαγμένων μορφών 

της hGDH2 

 H βασική δραστηριότητα των ενζύμων 

μελετήθηκε απουσία αλλοστερικών 

τροποποιητών, και οι τιμές δίνονται στον πίνακα 

σαν ποσοστό επί της μέγιστης δραστηριότητας τους παρουσια 1mM ADP. Κάθε μέτρηση αποτελεί 

μέσο όρο τουλάχιστον πέντε διαφορετικών πειραματικών δεδομένων. Όλες οι αντιδράσεις έγιναν στην 

κατεύθυνση την αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρίκου σε διάλυμα 50mM TRA, pH 8.0.  

 % of maximal 
Q441R 12.15% 
S448P 2.9% 
H454Y 1.9% 
K450E 1,8% 
S445L 11.5% 

GLUD2 5-10% 
GLUD1 40% 

 

Λειτουργική ανάλυση των μεταλλάξεων της pivot helix 

 

Η αντικατάσταση της Lys450Glu και της His454Tyr ελαχιστοποίησε την βασική 

δραστηριότητα του ενζύμου. Όπως φαίνεται στην εικόνα 2 το μετάλλαγμα 

Lys450Glu επέδειξε μια βασική δραστηριότητα μικρότερη του 2% της μέγιστης του 

απουσία οποιουδήποτε αλλοστερικού τροποποιητή. Ενώ η δραστηριότητα του 

ενζύμου φαίνεται να αποκαθιστάται με την προσθήκη ADP, η συγκέντρωση που 

απαιτείται για αυτό είναι αρκετά μεγαλύτερη (SC50=458.37 μM ADP) από αυτήν 

απαιτείται για την ενεργοποίηση της hGDH2 από το ΑDP (SC50=53.68 μM ADP) 

(πινάκας 1; Εικόνα 3).  Επιπροσθέτως, η μετάλλαξη Lys450Glu κατέστησε το ενζυμο 

ανθεκτικό στην ενεργοποίηση από 1.1 mM L-leucine (εικόνα 2) και αύξησε την 

αντίσταση του στην αναστολή από το GTP (παρουσια 1.0 mM ADP) (πίνακας 1;  

Εικόνα 4).  
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Εικόνα 2. Βασική δραστηριότητα της αγρίου τύπου hGDH2 και των μεταλλαγμένων μορφών της και 

επίδραση της L-λευκίνης.  

Η δραστηριότητα όλων των ενζύμων μελετήθηκε τόσο απουσία αλλοστερικών τροποποιητών (απουσία 

L-λευκίνης) όσο και παρουσια L-λευκίνης (1.1 mM). Η βασική δραστηριότητα και η δραστηριότητα 

των ένζυμων παρουσια 1.1 mM L-λευκίνης δίνονται στο γράφημα σαν ποσοστό της μέγιστης 

δραστηριότητας που λαμβάνεται παρουσια 1 mM ADP. Κάθε μέτρηση αποτελεί μέσο όρο τουλάχιστον 

πέντε διαφορετικών πειραματικών δεδομένων και οι μπάρες αντιστοιχούν στο SEM (standard error of 

mean).  

 * p<0.05 για την σύγκριση της βασικής δραστηριότητας των μεταλλαγμάτων, απουσία l-λευκίνης, με 

αυτήν της hGDH2 (GLUD2).  

 ** p<0.05 για την σύγκριση της δραστηριότητας των μεταλλαγμάτων, παρουσια 1.1 mM L-λευκίνη, 

με αυτήν της hGDH2 (GLUD2). 

 

Ομοίως, η αντικατάσταση της His454Tyr ελαχιστοποίησε την βασική δραστηριότητα 

του ενζύμου (περίπου 2.5 % της μέγιστης παρουσια 1.0 mM ADP), το οποίο κατέστη 
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ανενεργό στην ενεργοποίηση του από 1.1 mM L-leucine (εικόνα 2). Όπως και στην 

περίπτωση της Lys450Glu, η His454Tyr χρειάστηκε πολύ μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις ADP (SC50=468.59 μM ADP), σε σχέση με την αγρίου τύπου 

hGDH2, προκειμένου να ενεργοποιηθεί (πίνακας 1; εικόνα 3). Επίσης, απεδείχθει πιο 

ανθεκτική από την hGDH2 στην αναστολή από GTP (πίνακας 1; Εικόνα 4). Η 

μέτρηση του συντελεστή Ηill, όπως αυτός προκύπτει από τις καμπύλες αναστολής 

από GTP, έδειξε πως και τα δυο ενζυμα της pivot helix  (Lys450Glu και His445Tyr) 

επιδεικνύουν αρνητική συνεργατικότητα (πίνακας 1). 

 
 
Εικόνα 3. Σύγκριση των καμπύλων ενεργοποίησης από ADP των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων 

hGDHs.  

Τα σημεία των καμπυλών αντιστοιχούν σε μέσες τιμές τουλάχιστον δυο πειραματικών δεδομένων. Η 

μεγίστη δραστηριότητα του ενζύμου επετεύχθητε παρουσια 1.0 mM ADP. Όλες οι αντιδράσεις έγιναν 

στην κατεύθυνση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0. Οι 

μετρήσεις της δραστηριότητας των ενζύμων έγινε σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις ADP. 
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Εικόνα 4. Σύγκριση των καμπυλών αναστολής από GTP των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων 

hGDHs.  

Τα σημεία των καμπυλών αντιστοιχούν σε μέσες τιμές τουλάχιστον δυο πειραματικών δεδομένων. Η 

δραστηριότητα του ενζύμου επετεύχθητε παρουσια 1.0 mM ADP. Όλες οι αντιδράσεις έγιναν στην 

κατεύθυνση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0. Οι μετρήσεις 

της δραστηριότητας των ενζύμων έγινε σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις GTP διατηρώντας την 

συγκέντρωση του ADP σταθερή στο 1mM. 

 

Μελέτες θερμικής αναστολής των μεταλλάξεων της hGDH2 

 

Μελέτες του συνεργάτη Κωνσταντίνου Καναβούρα έδειξαν πως οι μεταλλάξεις 

Gln441Arg και Ser445Leu που βρίσκονται στην κατιούσα μικρή έλικα της αντένας 

έκαναν το ενζυμο πιο ανθεκτικό στην θερμική απενεργοποίηση (χρόνοι ημίσειας 

ζωής 78 λεπτά και 158 λεπτά αντίστοιχα) σε σχέση με την αντίστοιχη 

απενεργοποίηση της αγρίου τύπου hGDH2 (46 λεπτά). Αντίθετα, οι μεταλλάξεις της 

pivot helix (Lys450Glu, His454Tyr) έκαναν το ενζυμο εξαιρετικά ευαίσθητο στην 
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θερμοκρασία (χρόνοι ημίσειας ζωής 1.5 λεπτά and 3.1 λεπτά αντίστοιχα) (εικόνα 5). 

Μελέτες συσχέτισης της βασικής δραστηριότητας των ενζύμων και της θερμικής τους 

απενεργοποίησης έδειξαν πως συνδέονται μεταξύ τους γραμμικά (R=0.96) (εικόνα 5).   
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Εικόνα 5: θερμική απενεργοποίηση των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων hGDHs 

Η ημίσεια ζωή των ενζύμων (σε λεπτά) στους  49.5°C μετρήθηκε σε συνάρτηση με την 

βασική δραστηριότητα των ένζυμων, όπως αυτή προέκυψε από τις καμπύλες αναστολής για 

κάθε ένα από αυτά.  (Κanavouras et al, 2009) 
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Επίδραση των στεροειδών ορμονών  

 

Οι αρχικές μελέτες, σε αδρά εκχυλίσματα, της επίδρασης των στεροειδών ορμονών 

στην γλουταμική αφυδρογονάση, έδειξαν να αναστέλλουν την ειδική για το νευρικο 

συστημα  hGDH2 πιο ειδικα από ότι την αγριου τυπου hGDH1. Για να 

προσδιορίσουμε ποια αμινοξική αλλαγή ευθύνεται για την ευαισθησία της hGDH2 

στις στεροειδείς ορμόνες, μελετήσαμε τις υπάρχουσες μεταλλάξεις του hGDH1 

ενζύμου στις θέσεις που διαφέρει από την ειδική για το νευρικό ιστό hGDH2. Η 

μελέτη αυτή έδειξε πως η Arg443Ser hGDH1 μετάλλαξη ήταν εξαιρετικά ευαίσθητη 

στην αναστολή από τα οιστρογόνα (πινάκες 3). Για τον σκοπό αυτό, η αγρίου τύπου 

hGDH1 και hGDH2 και το R443S - hGDH1 καθαρίστηκαν προκειμένου να 

μελετηθούν οι ιδιότητες τους, ως προς την αναστολή από τα οιστρογόνα. 

 

 IC50 (μM) 
GLUD 1 8.29±0.29 
GLUD 2 3.75±-0.92 

R443S /G456A 0.44±0.03 
R443S 0.74±0.05* 
S409R 1.70±0.23 
G456A 29.15±0.82 
G300R 11.71±0.60 
A321V 11.54±0.55 
S124N 16.48±0.97 
I166V 11.49±0.47 
D142E 12.83±1.27 
R39Q 23.91±1.92 
E34K 12.46±0.49 
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Πινάκας 3. αναστολή των μεταλλαγμένων και αγρίου τύπου  hGDH1 and hGDH2 από την 

διεθυλστιλβεστρολης (DES) παρουσια 0.1 mM ADP σε αδρά εκχυλίσματα. 

Οι τιμές IC50 (± SEM) υπολογιστήκαν από τις καμπύλες αναστολής για κάθε ενζυμο ξεχωριστά 

χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Origin. Όλες οι ενζυμικές αντιδράσεις έγιναν στην κατεύθυνση της 

αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0 όπως περιγράφεται στην 

μεθοδολογία. Για την μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκαν αδρά εκχυλίσματα από Sf21 κύτταρα που 

υπερεκφράζουν τα παραπάνω ενζυμα. Οι συγκεντρώσεις  DES concentration κυμάνθηκαν μεταξύ 0-50 

μΜ, διατηρώντας την συγκέντρωση του ADP σταθερή (0.1 mM). Επειδή η μετάλλαξη Arg443Ser δεν 

έδωσε μετρήσιμη δραστηριότητα παρουσια 0.1 mM ADP (απουσία DES), η καμπύλη αναστολής της 

έγινε παρουσια 1.0 mM ADP. 

Παράλληλα, μελετήθηκαν και οι Arg443Ser/Gly456Ala, Ser409Arg/Asp μεταλλάξεις  

της hGDH1 καθώς και οι  Gln441Arg, Ser445Leu, Ser448Pro,Tys450Glu, His454Tyr 

και Ser445Ala μεταλλάξεις της hGDH2, αφού πρώτα καθαρίστηκαν από εκχυλίσματα 

Sf21 κυττάρων που υπέρ-έκφραζαν τις παραπάνω πρωτεΐνες.  
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Εικόνα 6: απεικόνιση των εισαγμένων μεταλλάξεων στην hGDH1 (A) και στην hGDH2 (B). – για 

ευκολία απεικονίζονται 2 από τις 6 υπομονάδες του ανθρώπινου GDH εξαμερούς (πράσινο και μπλε) 

όπου φαίνονται οι περιοχές σύνδεσης του NAD+, του γλουταμικού, το ενεργό κέντρο, η pivot helix, 

και η αντένα. Τα αμινοξέα που διαφέρουν ανάμεσα σε hGDH1 και hGDH2 φαίνονται με κίτρινο. 

Μεταλλάξεις στην hGDH1 (Arg443Ser, 409Arg/Asp) ή στην  hGDH2 (Lys450Glu, His454Tyr, 

Ser448Pro) που μειώνουν την βασική δραστηριότητα φαίνονται με κόκκινο. Η αντίστροφη μετάλλαξη 

της hGDH2 (Ser443Arg) που αυξάνει την βασική δραστηριότητα φαίνεται με μωβ (PDB entry 1-LIF) 

(Smith et al., 2002). 

 

Επίδραση στεροειδών ορμονών στις αγρίου τύπου hGDHs 

 

Λειτουργικές μελέτες των καθαρισμένων αγρίου τύπου γλουταμικών αφυδρογονασών 

επιβεβαίωσαν πως τα οιστρογόνα αλληλεπιδρούν πιο ενεργά με την ειδική για το 

νευρικό σύστημα γλουταμική αφυδρογονάση από ότι με την housekeeping hGDH1. 

Απουσία οποιουδήποτε αλλοστερικού ενεργοποιητή η GDH2 ήταν περίπου 18 φορές 

πιο ευαίσθητη στην διεθυλστιλεστρολη (DES) (IC50=0.094 µM) από ότι η hGDH1 

(IC50=1.7 µM). Ομοίως, η εστραδιόλη (17β-estradiol) έδειξε να επηρεάζει την 

hGDH2 18 φορές περισσότερο (IC50=1.5 μM) από ότι η hGDH1 (IC50=26.9 μM). 

Ομοίως, και η οεστριολη και η προγεστερόνη ανέστειλαν την hGDH2 περισσότερο 

από ότι την hGDH1, αλλά σε συγκεντρώσεις υψηλότερες από αυτές που απαιτούνταν 

για την DES και την εστραδιόλη (πίνακας 4).  
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Πίνακας 4. αναστολή των καθαρισμένων αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 και της  μεταλλαγμένης 

hGDH1 - R443S από τις στεροειδείς ορμόνες  

Οι τιμές IC50 (± SEM) υπολογίστηκαν από τις καμπύλες αναστολής για κάθε καθαρισμένο ενζυμο 

ξεχωριστά χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Origin. Η δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση 

την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0, παρουσια 

αυξανόμενων συγκεντρώσεων στεροειδών ορμονών.  Η συγκέντρωση της διεθυλσιλβεστρόλης 

(Diethylstilbestrol, DES) που χρησιμοποιήθηκε ήταν μεταξύ 0-50 μM,  της εστραδιόλης (17b-

estradiol) και της οεστριόλης (oestriol) μεταξύ 0-500 μM, και της προγεστερόνης (progesterone) 

μεταξύ 0-2000 μΜ.  

(A) αναστολή των καθαρισμένων πρωτεϊνών απουσία ADP.  

(B) αναστολή των καθαρισμένων πρωτεϊνών παρουσια 0.1mM ADP. 

 

Όταν ενεργοποιήσαμε τα ενζυμα με ADP, η hGDH2 ήταν και πάλι πιο ευαίσθητη 

στην αναστολή από οιστρογόνα, από ότι η hGDH1 (εικόνα 7β; Πινακας4β).  

 
                                                     (α) 
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                                                          (β) 

 

Εικόνα 7: αναστολή των καθαρισμένων αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων hGDHs από την 

διεθυλστιλβεστρολη 

Η δραστηριότητα της γλουταμικής αφυδρογονάσης μελετηθηκε στην αντιδραση της αναγωγικης 

αμίνωσης του α-κετογλουταρικού παρουσια αυξανόμενων συγκεντρώσεων διεθυλστιλβεστρολης (0-50 

mM). Κάθε σημείο της καμπύλης αντιστοιχεί στον μέσο όρο τριών πειραματικών μετρήσεων και 

διατυπώνεται σαν επί της εκατό ποσοστό της βασικής δραστηριότητας του ενζύμου 

(A) αναστολή των αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 από την DES απουσία αλλοστερικών 

τροποποιητών 

(B) αναστολη των αγριου τυπου και μεταλλαγμενων hGDHs από την DES παρουσια 0.1mM ADP. 

 

Η μελέτη των καμπυλών αναστολής των δυο αγρίου τύπου ισοενζύμων, όπως αυτές 

πρόεκυψαν από την προσθήκη διαφορετικών συγκεντρώσεων ADP, έδειξε πως η 

επίδραση των στεροειδών τόσο στην hGDH1 όσο και στην hGDH2 είναι 

αντιστρόφως ανάλογη του επιπέδου της καταλυτικής τους δραστηριότητας και η 
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σχέση αυτή είναι γραμμική (R=0.9845 για την hGDH1, R=0.9935 για την hGDH2). 

Μαλιστα, η σχέση αυτή είναι πιο έντονη στην περίπτωση της hGDH2 από ότι στην 

hGDH1 (εικόνα 8).  H παρατήρηση αυτή υποδηλώνει πως η επίδραση των 

οιστρογόνων σχετίζεται περισσότερο με το επίπεδο ενεργοποίησης της ειδικής για το 

νευρικό σύστημα γλουταμικής αφυδρογονάσης, από ότι με αυτό της hGDH1.  

 
Εικόνα 8: αναστολή από οιστρογόνα των αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 σε διαφορετικά επίπεδα 

ενεργοποίησης των ενζύμων από ADP 

Ο άξονας ψ δείχνει την καταλυτική δραστηριότητα του ενζύμου (που εκφράζεται σαν ποσοστό επί της 

μεγίστης) όπως μετράτε σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ADP πριν την προσθήκη DES. O άξονας χ 

δείχνει την τιμή DES IC50 (± SE) για κάθε ένα από τα ενζυμα στις διαφορετικές συγκεντρώσεις ADP. 

Οι συγκεντρώσεις ADP κυμάνθηκαν από 0 μM μέχρι 100 μM (η ακριβής συγκέντρωση αναγράφεται 

διπλά σε κάθε μέτρηση). Η δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση την αντίδραση της 

αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικου σε διάλυμα TRA, pH 8.0. η σταθερές R (correlation 
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coefficient) και P (πιθανότητα το R να είναι μηδέν) υπολογίστηκαν χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα 

Origin. Η κλίση της γραφικής παράστασης (±SE) δίνεται σαν ρυθμός διαφοροποίησης της βασικής 

δραστηριότητας του ενζύμου ανά αύξηση της συγκέντρωσης DES: slope για την hGDH1 14.35 ± 1.14 

(R= 0.9845, P<0.0001); slope για την hGDH2 51.16 ± 2.60 (R= 0.9935, P<0.0001). 

 

Εφόσον η hGDH1 αναστέλλεται πρωτίστως από το GTP, μελετήσαμε πώς μπορεί να 

επηρεάζεται η αναστολή του ενζύμου από τα οιστρογόνα από την παρουσια GTP 

(ικανής συγκένρωσης να προκαλέσει αναστολή της αντίδρασης κατά 50%) στην 

αντίδραση. Τα αποτελέσματα έδειξαν, πως απουσία αλλοστερικών ενεργοποιητών οι 

ανασταλτικές ιδιότητες του GTP δεν είχαν καμία επίδραση στην λειτουργία του 

ενζύμου υπο την επήρεια στεροειδών ορμονών. Τα αποτελεσματα όμως ήταν 

διαφορετικά όταν ενεργοποιήσαμε το ενζυμο με ADP, καθώς η παρουσια GTP 

φάνηκε να αυξάνει το ποσοστό αναστολής της γλουταμικής αφυδρογονάσης από τα 

οιστρογόνα (εικόνα 9α,9β).   

 
 
 
  
 

Εικόνα 9: επίδραση του GTP στην αναστολή της αγρίου τύπου hGDH1 από την DES 

(A) μελέτη της επίδρασης του GTP απουσία ADP. Η δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση 

την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικου σε διάλυμα TRA, pH 8.0. παρουσια 
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αυξανόμενων συγκεντρώσεων DES (0-4.0 μM). Η συγκέντρωση του GTP ήταν κατά την διάρκεια των 

πειραμάτων σταθερή είτε  0 μM είτε 0.8 μM. Τα σημεία της καμπύλης αντιστοιχούν σε μέσες τιμές 3 

πειραματικών μετρήσεων και εκφράζονται σαν επί τοις εκατό ποσοστό της βασικής δραστηριότητας 

(χωρίς DES). Η DES IC50 ήταν 1.47 ± 0.09 μM απουσία GTP και 1.83 ± 0.13 μM παρουσια 0.8 μM 

GTP.  (B) μελέτη της επίδρασης του GTP παρουσια 0.1mM ADP. Η συγκέντρωση του GTP ήταν κατά 

την διάρκεια των πειραμάτων σταθερή είτε 0 μM είτε 30 μM, και η συγκέντρωση της  DES ήταν 

μεταξύ 0 μM και 80 μM. Τα σημεία της καμπύλης αντιστοιχούν σε μέσες τιμές 3 πειραματικών 

μετρήσεων και εκφράζονται σαν επί τοις εκατό ποσοστό της βασικής δραστηριότητας. Η DES IC50 

ήταν 33.94 ± 2.49 μM απουσία GTP και 12.68 ± 1.35μM παρουσια 30 μM GTP  

 

 

 

Επίδραση στεροειδών ορμονών στις κινητικές ιδιότητες των hGDHs 

 

 

Αναλύσεις των κινητικών των γλουταμικών αφυδρογονασών σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις υποστρώματος παρουσία συγκέντρωσης DES ικανής να προκαλέσει 

αναστολή έδειξαν πως οι Km για το α-κετογλουταρικό, την αμμωνία και το 

γλουταμικό οξύ δεν επηρεάστηκαν από την παρουσία του αναστολέα. Αντίθετα, η 

κινητική ανάλυση της δέσμευσης του NADPH παρουσία DES έδειξε μια μείωση της 

δραστηριότητας του ενζύμου (τόσο της hGDH1 όσο και της hGDH2) κατά 50%, 

όπου τα οιστρογόνα μπορούν να συμβάλλουν στην αναστολή της δράσης του 

ενζύμου από μειωμένη συγκέντρωση συνενζύμου (NADPH >100 μM), εν αντιθέσει 

με την παρατήρηση πως απουσία DES συνεχώς αυξανόμενες συγκεντρώσεις του 

NADPH δεν μπορούν να αναστείλουν την αντίδραση της γλουταμικής 

αφυδρογονάσης (μέχρι και 400 μM) (εικόνα 10). 
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Εικόνα 10. επίδραση της DES στην κινητική του υποστρώματος NADPH   

Οι μελέτες κινητικής έγιναν αλλάζοντας την συγκέντρωση του υποστρώματος ΝADPH από 20 μM 

μέχρι 400 μM, διατηρώντας τις συγκεντρώσεις των άλλων συστατικών της αντίδρασης σταθερές, 

παρουσια (25 μM DES για την hGDH1 και 8μΜ DES για την hGDH2) και απουσία (Νο DES) 

οιστρογόνων. Οι συγκεντρώσεις DES που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αρκετές για να μειωθεί η 

δραστηριότητα του ενζύμου κατά  50% (IC50).  Όλες οι αντιδράσεις έγιναν παρουσια 1.0 mM ADP.  

 

Ρόλος της Αrg443Ser στην ευαισθησία από τα οιστρογόνα 

 

 

Λειτουργικές μελέτες της καθαρισμένης Arg443Ser -  hGDH1 έδειξαν πως το 

μετάλλαγμα αυτό ήταν 14-32 φορές πιο ευαίσθητο από την αγρίου τύπου hGDH1. 

(Πίνακας 4; εικόνα 7β). Εφόσον η αντικατάσταση της αργινίνης από την σερίνη στην 

hGDH1 χαμηλώνει πολύ την βασική δραστηριότητα του ενζύμου, χωρίς να επηρεάζει 
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την αναστολή του ενζύμου από το  GTP (Zaganas et al., 2002), τα αποτελεσματα 

αυτά αποδεικνύουν πως η ευαισθησία  της Arg443Ser μετάλλαξης στα οιστρογόνα 

φαίνεται να σχετίζεται με την κλειστή διαμόρφωση που προκαλεί στην πρωτεΐνη η 

αλλαγή αυτή, ανεξάρτητα από την ύπαρξη ή μη λειτουργικών θέσεων πρόσδεσης του 

GTP. H παρατήρηση αυτή επιβεβαιώθηκε όταν μελετήσαμε το διπλό μετάλλαγμα της 

hGDH1 που φέρει την Gly456Ala αλλαγή, που είναι υπεύθυνη για την αντίσταση του 

μορίου στο GTP. Τα αποτελέσματα έδειξαν πως το Arg443Ser/Gly456Ala διπλό 

μετάλλαγμα είναι σχεδόν το ίδιο ευαίσθητο με το Arg443Ser στην αναστολή από τις 

στεροειδείς ορμόνες (εικόνα 7β).  Ο σημαντικός ρόλος της θέσης 443 στην 

ευαισθησία της αγρίου τύπου hGDH2  από τα οιστρογόνα φάνηκε επιπροσθέτως όταν 

με ανάστροφη μεταλλαξογένεση αντικαταστήσαμε την Ser443 της hGDH2 με 

αργινίνη (Arg). Λειτουργικές μελέτες του Arg443-hGDH2 μεταλλάγματος έδειξαν 

πως η αλλαγή αυτή έκανε το ένζυμο ανθεκτικό στην αναστολή από οιστρογόνα, ενώ 

παράλληλα αύξησε την βασική δραστηριότητα σε υψηλότερα επίπεδα από αυτά της 

hGDH1. (εικόνα 10, εικόνα 11). 
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Εικόνα 10. αναστολή της  Arg443-hGDH2 μετάλλαξης και των αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 από 

την DES 

Τα σημεία των καμπυλών αποτελούν μέσες τιμές 3 πειραματικών μετρήσεων και δίδονται σαν επί τοις 

εκατό ποσοστό της βασικής τους δραστηριότητας. Η δραστηριότητα του ενζύμου μετρήθηκε 

προσθέτοντας αυξανόμενες συγκεντρώσεις DES απουσία αλλοστερικών τροποποιητών. Για την 

μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκαν αδρά εκχυλίσματα από sf21 κύτταρα που υπέρ-έκφραζαν τις 

πρωτεΐνες. Οι DES IC50 τιμές υπολογιστήκαν από τις καμπύλες αναστολής, χρησιμοποιώντας το 

πρόγραμμα Origin και για κάθε ενζυμο ξεχωριστά ήταν οι παρακάτω:  DES IC50  για το Arg443-

hGDH2 = 9.37 ± 0.62 μM; DES IC50 για το  hGDH2 = 0.18 ± 0.02 μM; DES IC50 για το hGDH1 = 

2.25 ± 0.18  μM. 

 

 

Τα αποτελέσματα αυτά αποδεικνύουν πως η αλλαγή της Arg443 από σερίνη (Ser) 

αποτελεί βασικό παράγοντα του εξελικτικού μηχανισμού που προσδίδει στην ειδική 

για το νευρικό σύστημα hGDH2 νέους μοριακούς μηχανισμούς για να ρυθμίζει την 

δραστηριότητα της.  

 

 

 
Eικόνα 11: σύγκριση βασικής δραστηριότητας της αγρίου τύπου hGDH2 και της μεταλλαγμένης 

hGDH2 – S443R 

Η δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-

κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0, απουσία αλλοστερικών τροποποιητών 
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Σχέση της αναστολής των hGDHs με την βασική τους δραστηριότητα 

 

Εφόσον είδαμε πως επηρεάζεται το Arg443Ser μετάλλαγμα από την δράση των 

οιστρογόνων, μελετήσαμε την επίδραση που μπορεί να έχουν οι στεροειδείς ορμόνες 

και σε άλλες αμινοξικες αλλαγές που επηρεάζουν την βασική δραστηριότητα της 

γλουταμικής αφυδρογονάσης. Για τον σκοπό αυτό, μελετήσαμε τα μεταλλάγματα που 

προεκυψαν από την αλλαγη της Ser409 από ασπαρτικό οξυ (Asp) ή αργινίνη (Arg), 

τα οποία όπως και στην περίπτωση της Arg443Ser - hGDH1 φαίνεται να μειώνουν 

την βασική δραστηριότητα του ενζύμου εξαιτίας της διαταραχής του δεσμού στην 

αντένα του μορίου μεταξύ της Arg443 της μιας υπομονάδας και της Ser409 της 

διπλανής υπομονάδας (εικόνα 6). Τα αποτελεσματα έδειξαν πως οι καθαρισμένες 

Ser409Arg και Ser409Asp - hGDH1 ήταν εξίσου ευαίσθητες στην αναστολή από τα 

οιστρογόνα (εικόνα 7β,  πίνακας 5), κάτι που φαίνεται να στηρίζει την θεωρία πως η 

αναστολή της γλουταμικής αφυδρογονάσης από τα οιστρογόνα σχετίζεται με την 

κλειστή διαμόρφωση του ενζύμου.  

3.729 +/- 0.159
13.783 +/- 1.406

31.861 +/- 1.86
110.739 +/- 5.701

hGDH1-S409D

3.154 +/- 0.574
12.86 +/- 0.523

22.899 +/- 2.07
93.725 +/- 2.35

hGDH1-S409R

0.676 +/- 0.155
6.349 +/- 0.68

4.30 +/- 0.36
68.74 +/- 7.39

hGDH1-R443S/G456A

0.497 +/- 0.0352
2.185 +/- 0.141

2.223 +/- 0.783
14.806 +/- 1.654

hGDH1-R443S

1.370 +/- 0.251
10.198 +/- 1.002

25.88 +/- 3.621
175.65 +/- 51.505

hGDH2-S445A

1.047 +/- 0.096
8.380 +/- 0.58

15.104 +/- 1.218
160.678 +/- 30.011

hGDH2

7.057 +/- 0.06
24.337 +/- 1.578

69.225 +/- 1.305
300+

hGDH1

Des (μM) 

0.1mM ADP
1mM ADP

Estradiol (μM)

0.1mM ADP
1mM ADP

IC50
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 Πίνακας 5. αναστολή των καθαρισμένων αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 και των μεταλλαγμένων 

μορφών τους από τις στεροειδείς ορμόνες  

Οι τιμές IC50 (± SEM) υπολογίστηκαν από τις καμπύλες αναστολής για κάθε καθαρισμένο ενζυμο 

ξεχωριστά χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Origin. Η δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση 

την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0, παρουσια 

αυξανόμενων συγκεντρώσεων στεροειδών ορμονών.  Η συγκέντρωση της δι-εθυλσιλβεστρολης 

(Diethylstilbestrol, DES) που χρησιμοποιήθηκε ήταν μεταξύ 0-50 μM, ενώ της εστραδιολης (17b-

estradiol) μεταξύ 0-250μM. 

 

Η υπόθεση αυτή μελετήθηκε περαιτέρω εξετάζοντας την επίδραση των οιστρογόνων 

στα πέντε μεταλλάγματα που προέκυψαν από μεταλλαξογένεση στην αντένα και την 

pivot helix του μορίου της ειδικής για το νευρικό σύστημα hGDH2, που όπως δείξαμε 

επηρεάζουν αποκλειστικά την βασική δραστηριότητα του ενζύμου. Τα αποτελεσματα 

έδειξαν πως όλες οι μεταλλάξεις που μειώνουν την βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου (Lys 450Glu, His454Tyr and Ser448Pro) έκαναν το ενζυμο πολύ πιο 

ευαίσθητο στην αναστολή από τα οιστρογόνα από ότι η αγρίου τύπου hGDH2. 

Αντίθετα, τα ενζυμα που είχαν μεγαλύτερη βασική δραστηριότητα (Gln441Arg and 

Ser445Leu) φάνηκε να είναι πιο ανθεκτικά στην αναστολή από τις στεροειδείς 

ορμόνες (εικόνα 12). 
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Εικόνα 12: συσχέτιση της DES IC50 με την βασική δραστηριότητα της αγρίου τύπου hGDH2 και των 

μεταλλαγμένων μορφών της  

Ο άξονας ψ δείχνει την βασική καταλυτική δραστηριότητα των ενζύμων (σαν ποσοστό επί της 

μεγίστης) πριν την προσθήκη DES. Ο άξονας χ δείχνει τις τιμές DES IC50 (± SE) για κάθε ενζυμο. 

Επειδή οι μεταλλάξεις K450E and H454Y  είχαν μηδενική δραστηριότητα απουσία ADP, τα 

πειράματα αναστολής από DES έγιναν παρουσια 0.3 mM ADP (γκρι σημεία). Για λόγους σύγκρισης, 

μετρήθηκε και η DES IC50 για την αγρίου τύπου hGDH2 παρουσια 0.3 mM ADP (γκρι σημεία). Η 

σταθερά R (correlation coefficient) και η τιμή P για την γραμμική συσχέτιση υπολογίστηκαν με το 

πρόγραμμα Origin (R= 0.96602, P<0.0001). 

 

 Επιπροσθέτως, η μελέτη έδειξε πως η αναστολή της αγρίου τύπου hGDH2 και των 

μεταλλαγμένων μορφών της από την DES είναι ανάλογη της καταλυτικής βασικής 

τους δραστηριότητας (R=0.9660) (εικόνα 12). Το αυτό συμβαίνει και στην περίπτωση 

της αγρίου τύπου hGDH1 και των μεταλλαγμάτων της (R= 0.9864) (εικόνα 13).  
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Εικόνα 13.  συσχέτιση της DES IC50 με την βασική δραστηριότητα της αγρίου τύπου hGDH1 και των 

μεταλλαγμένων μορφών της 

Ο άξονας ψ δείχνει την βασική καταλυτική δραστηριότητα των ένζυμων (σαν ποσοστό επί της 

μεγίστης) πριν την προσθήκη DES. Ο άξονας χ δείχνει τις τιμές DES IC50 (± SE) για κάθε ενζυμο. Οι 

βασικές δραστηριότητες των ένζυμων καθορίστηκαν απουσία ADP. Επειδή κάποια από τα 

μεταλλαγμένα σε συνθήκες έλλειψης ADP εμφάνισαν πολύ μικρή βασική δραστηριότητα, η μελέτη 

τους έγινε παρουσια 0.1 mM ADP. Για λόγους σύγκρισης, υπολογίστηκε και η DES IC50 για την 

αγρίου τύπου hGDH1 παρουσια 0.1 mM ADP. Η σταθερά R (correlation coefficient) και η τιμή P για 

την γραμμική συσχέτιση υπολογίστηκαν με το πρόγραμμα Origin (R=0.9864, P<0.0001).  

 

Τέλος, φάνηκε να υπάρχει συσχέτιση ανάμεσα στην βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου κατά την αναστολή του από τις στεροειδείς ορμόνες και την θερμική τους 
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σταθερότητα, με τρόπο ώστε όσο πιο θερμοευαίσθητο είναι το ενζυμο, τόσο 

περισσότερο αναστέλλεται από τα οιστρογόνα (r=0.97719) (εικόνα 14). 

 

 
 
 
 
Εικονα 14. συσχέτιση της θερμικής σταθερότητας των μεταλλαγμένων και αγρίου τύπου hGDHs με 

την DES Ic50 .  

Η ημίσεια ζωή των ένζυμων (σε λεπτά) στους  47.5°C μετρήθηκε σε συνάρτηση με την DES Ic50 των 

ένζυμων, όπως αυτή πρόεκυψε από τις καμπύλες αναστολής για κάθε ένα από αυτά. Η δραστηριότητα 

της GDH υπολογίστηκε με βάση την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε 

διάλυμα TRA, pH 8.0, παρουσια 0.1mM ADP. Για τον προσδιορισμό της θερμικής σταθερότητας των 

ένζυμων, δείγματα που περιείχαν 40-60 μg/ml καθαρισμένου ενζύμου και 4 mg/ml BSA θερμάνθηκαν 

σε διαλυμα100mM sodium phosphate pH 6.8 στους 47.5°C. τα φιαλίδια που περιείχαν το μείγμα 

απομακρύνονταν από την θερμοκρασία σε συγκεκριμένες χρονικές στιγμές και η δραστηριότητα των 

ένζυμων μετριόταν συμφωνά με την παραπάνω αντίδραση. 
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Επίδραση των αντιψυχωσικών παραγόντων 

 

Με βάση τα αποτελέσματα των πειραμάτων της επίδρασης των στεροειδών ορμονών 

στις γλουταμικές αφυδρογονάσες, μελετήσαμε και την επίδραση που μπορεί να έχουν 

δυο αντιψυχωσικοί παράγοντες, η περφεναζίνη και η αλλοπεριδόλη, στην 

δραστηριότητα των αγρίου τύπου hGDHs. Παράλληλα, μελετήθηκαν και οι 

Arg443Ser, Arg443Ser/Gly456Ala μεταλλάξεις  της hGDH1 καθώς και η  Ser445Ala 

μετάλλαξη της hGDH2, αφού πρώτα καθαρίστηκαν από εκχυλίσματα Sf21 κυττάρων 

που υπέρ-έκφραζαν τις παραπάνω πρωτεΐνες. 

 

Επίδραση των αντιψυχωσικών στις αγρίου τύπου hGDHs 

Λειτουργικές μελέτες των καθαρισμένων αγρίου τύπου γλουταμικών αφυδρογονασών 

επιβεβαίωσαν πως όπως και στη περίπτωση των οιστρογόνων, οι αντιψυχωσικοί 

παράγοντες αλληλεπιδρούν πιο ενεργά με την ειδική για το νευρικό σύστημα 

γλουταμική αφυδρογονάση από ότι με την housekeeping hGDH1. Πιο συγκεκριμένα,  

τα αποτελεσματα έδειξαν πως η hGDH2 ήταν 5-6 φορές πιο ευαίσθητη στην 

αναστολή από την αλοπεριδόλη και την περφεναζίνη, από την hGDH1 παρουσία 

αλλοστερικών ενεργοποιητών (παρουσία 0.1mM ADP, η IC50 για την αλοπεριδόλη 

ήταν 121μM για την hGDH1 και 25μM για την hGDH2, ενώ η IC50 για την 

περφεναζίνη ήταν 193μM για την hGDH1 και 31μM για την hGDH2 στην ίδια 

συγκέντρωση ADP) (πινάκας 6). 
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Α) 
 

IC50 (μΜ)   Basal 
Specific Activity 
(μmoles/min/mg) 

Haloperidol 

hGDH2 7.6±0.1 14.76±2.87 
hGDH1 58.1±4.1 21.69 ±4.77 
 
Β) 
 

IC50 (μΜ)    
Vmax 
(μmoles/min/mg) 

Specific Activity 
at 0.1mM ADP 
(μmoles/min/mg)

Haloperidol Perphenazine 

hGDH2 159.2±0.4  111.4±1.4 25.62±5.97 31.12±3.09 
hGDH1 161.3±0.5 148.4±2.1 121.59±3.33 193.90±14.74 
Ser443- 
hGDH1 

140.3±0.3 14.0±0.4 12.32±4.88 20.52±4.88 

 
 
Πίνακας 6. αναστολή των καθαρισμένων αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2 και της  μεταλλαγμένης 

hGDH1 - R443S από τoυς αντιψυχωσικούς παράγοντες 

Οι τιμές IC50 (± SEM) υπολογίστηκαν από τις καμπύλες αναστολής για κάθε καθαρισμένο ενζυμο 

ξεχωριστά χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Origin. Η δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση 

την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0, παρουσια 

αυξανόμενων συγκεντρώσεων στεροειδών ορμονών.  Η συγκέντρωση της αλοπεριδόλης (haloperidol) 

που χρησιμοποιήθηκε ήταν μεταξύ 0-400 μM,  και της περφεναζίνης (perphenazine) μεταξύ 0-350 μM.  

(A) αναστολή των καθαρισμένων πρωτεϊνών απουσία ADP.  

(B) αναστολή των καθαρισμένων πρωτεϊνών παρουσια 0.1mM ADP. 

 

Ρόλος της Αrg443Ser στην ευαισθησία από τους αντιψυχωσικούς παράγοντες 

 

Μελέτες αναστολής της καθαρισμένης Arg443Ser -  hGDH1 από τα αντιψυχωσικά 

εδειξαν πως το μετάλλαγμα αυτό ήταν 10 φόρες πιο ευαίσθητο από την αγρίου τύπου 

hGDH1. (Πίνακας 6; εικόνα 15-16) τόσο στην περίπτωση της αλοπεριδόλης, οσο και 

στην περίπτωση της περφεναζίνης.  
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Εικόνα 15: αναστολή των καθαρισμένων αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων hGDHs από την 

haloperidol 

Η δραστηριότητα της γλουταμικής αφυδρογονάσης υπολογίστηκε από την αντίδραση της αναγωγικής 

αμίνωσης του α-κετογλουταρικού παρουσια αυξανόμενων συγκεντρώσεων αλοπεριδόλης (0-400 mM). 

Κάθε σημείο της καμπύλης αντιστοιχεί στον μέσο όρο τριών πειραματικών μετρήσεων και 

διατυπώνονται σαν επί της εκατό ποσοστό της βασικής δραστηριότητας του ενζύμου 

Όλες οι αντιδράσεις αναστολής των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων hGDHs από την αλοπεριδόλη 

έγιναν παρουσία 0.1mM ADP. 

 

Η σημασία της αλλαγης αυτης, επιβεβαιώθηκε για μια ακόμα φορά όταν μελετήσαμε 

το διπλό μετάλλαγμα της hGDH1 που φέρει την Gly456Ala αλλαγή. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν πως το Arg443Ser/Gly456Ala είναι σχεδόν το ίδιο ευαίσθητο 

με το Arg443Ser στην αναστολή από τους αντιψυχωσικούς παράγοντες (εικόνα 15-

16) 
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Εικόνα 16: αναστολή των καθαρισμένων αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων hGDHs από την 

perphenazine 

Η δραστηριότητα της γλουταμικής αφυδρογονάσης μελετήθηκε στην αντίδραση της αναγωγικής 

αμίνωσης του α-κετογλουταρικού παρουσια αυξανόμενων συγκεντρώσεων περφεναζίνης (0-350 mM). 

Κάθε σημείο της καμπύλης αντιστοιχεί στον μέσο όρο τριών πειραματικών μετρήσεων και 

διατυπώνονται σαν πει της εκατό ποσοστό της βασικής δραστηριότητας του ενζύμου 

Όλες οι αντιδράσεις αναστολής των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων hGDHs από την περφεναζίνη 

έγιναν παρουσια 0.1mM ADP. 

 
 

Επιπροσθέτως, φάνηκε πως η αναστολή των γλουταμικών αφυδρογονασών από την 

περφεναζίνη και την αλλοπεριδόλη είναι ανάλογη της καταλυτικής βασικής τους 

δραστηριότητας (όσο μικρότερη βασική δραστηριότητα έχει το ενζυμο, τόσο πιο 

ευαίσθητο είναι στην αναστολή από τα αντιψυχωσικά) (εικόνα 17). 
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Εικόνα 17. συσχέτιση της βασικής δραστηριότητας των μεταλλαγμένων και αγρίου τύπου hGDHs με 

τις Ic50 των αντιψυχωσικών παραγόντων 

H βασική δραστηριότητα των ένζυμων μετρήθηκε σε συνάρτηση με την haloperidol και perphenazine 

Ic50 των ένζυμων, όπως αυτή πρόεκυψε από τις καμπύλες αναστολής για κάθε ένα από αυτά. Η 

δραστηριότητα της GDH υπολογίστηκε με βάση την αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-

κετογλουταρικού σε διάλυμα TRA, pH 8.0, παρουσία 0.1mM ADP) 
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Προδιάθεση για την νόσο του Πάρκινσον 
 
 
 

Προηγούμενες μελέτες από το εργαστήριο μας είχαν δείξει ότι ο πολυμορφισμός 

Τ1492G στο γονίδιο GLUD2, ο οποίος ευθύνεται για την σημειακή αλλαγή 

(Ala445Ser) στην ειδική για το νευρικο σύστημα γλουταμική αφυδρογονάση 

(hGDH2), σχετίζεται με πρώιμη έναρξη της νόσου Πάρκινσον στους άρρενες φορείς 

της σε δείγμα 241 ασθενών από την Κρήτη. Παράλληλα, ενζυμικές μελετες του Κ. 

Καναβούρα στο Ala445Ser-Glud2 μετάλλαγμα έδειξαν ότι η αλλαγή αυτή δείχνει να 

οδηγεί στην διαφοροποίηση της συμπεριφοράς του ενζύμου (αύξηση της βασικής 

δραστηριότητας εν σχέση με την φυσιολογική GLUD2) συμβατή με επί πλέον 

λειτουργικότητα (gain of function) μεταλλαγμένης πρωτεΐνης. 

Με βάση τα δεδομένα αυτά, μελετήθηκε μεγαλύτερο δείγμα Παρκινσονικών ασθενών 

(281 ασθενείς από την Κρήτη) και υγιών ατόμων της ίδιας ηλικίας με ενδημική πέψη 

με την ενδονουκλεάση περιορισμού Aci-I και με ταυτοποίηση αλληλουχίας 

(sequencing) όλου το γονιδίου, προκειμένου να επιβεβαιωθεί ο ρόλος της  Ser445Ala 

αλλαγής στο μόριο της GLUD2, καθώς και να βρεθούν άλλες πιθανές αλλαγές που να 

σχετίζονται με την νόσο του Πάρκινσον.  

Συγκεκριμένα, μελετήσαμε 281 PD ασθενείς από την Κρήτη και για λόγους 

σύγκρισης 205 υγιή άτομα της ίδιας ηλικίας. Όπως φαίνεται στον πινάκα 7, από τους 

παρκινσονικοί ασθενείς το 57.4% ηταν άνδρες και το 42.6% γυναίκες. Στο πληθυσμό 

αυτό, η μέση ηλικία έναρξης της νόσου (+S.D) ήταν 64.4±10.4 χρόνια, ηλικία στην 

οποία ο ασθενείς είχε τα πρώτα συμπτώματα της νόσου. 
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Ρόλος των G103A και T1492G πολυμορφισμών  

 

Η μελέτη ταυτοποίησης της αλληλουχίας (sequencing) όλου το γονιδίου της GLUD2 

αποκάλυψε δυο πολυμορφισμούς (SNPs) στην κωδικεύουσα περιοχή του γονιδίου.  

 

Η πρώτη ήταν μια μη-συνώνυμη αλλαγή (G103A), που έχει σαν αποτέλεσμα την 

αντικατάσταση Gly35 από μια αργινινη (Arg) στο πεπτίδιο-οδηγό (leader peptide) της 

πρωτεΐνης που κωδικοποιεί η GLUD2. Η συχνότητα του πολυμορφισμού αυτού ήταν 

ιδία τόσο στο πληθυσμό των παρκινσονικών ασθενών (16.7% του συνόλου), όσο και 

στον πληθυσμό των υγιών δεικτών που μελετήσαμε (18.3% του συνόλου). 

Παράλληλα, ο πολυμορφισμός G103A δεν φάνηκε να σχετίζεται με κάποια από τα 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των ασθενών με νόσο Πάρκινσον.  

 

Η δεύτερη μη-συνώνυμη αλλαγή (T1492G) βρέθηκε στην κωδικεύουσα περιοχή του 

γονιδίου της GLUD2 και είναι υπεύθυνη για την αντικατάσταση της Ser445 από την 

Ala στην ρυθμιστική περιοχή του γονιδίου της (εικόνα 18). Η μελέτη μας έδειξε πως  

οι άνδρες που φέρουν το G ελληνόμορφο εμφάνισαν την νόσο στην ηλικία των 

50.0±6.98 χρονών, εν αντιθέσει με τους ασθενείς που έφεραν άλλους T1492G 

γονοτύπους, οι όποιοι εμφάνιζαν την νόσο στην ηλικία των 64.62±10.2 χρόνων 

(N=281; P<0.01). Τα αποτελεσματα αυτά επιβεβαιώνουν πως στους ημίζυγους, για το 

G αλληλόμορφο, ασθενείς με νόσο Πάρκινσον, η νόσος εκδηλώνεται νωρίτερα κατά 

8 με 13 χρόνια, από ότι σε ασθενείς με άλλους γονοτύπους.  
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Εικόνα 18. θέση της Ser445 στην μικρή έλικα της κατιούσας αλυσίδας της αντένας της γλουταμικής 

αφυδρογονάσης hGDH2. (PDB entry 1LIF). 

 

Η σύγκριση των G ημίζυγων ασθενών (έναρξη της νόσου: 54.6±11.1) με τους 

ετερόζυγους G/T (έναρξη της νόσου: 67.7±8.1, P=0.001), τους T ημίζυγους (έναρξη 

της νόσου: 64.0±10.7, P=0.003) και τους T/T ομόζυγους (έναρξη της νόσου: 

62.9±11.0, P=0.011) έδειξε πως τα αποτελέσματα είναι στατιστικά σημαντικά. 

Επίσης, φάνηκε πως οι  G/T ετερόζυγοι ασθενείς εμφανίζουν την νόσο σε σχετικά 

μεγαλύτερη ηλικία από ότι ασθενείς με άλλους γονοτύπους. 

Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώθηκαν, αφού αναπαραχθήκαν και σε δυο ακόμα 

πληθυσμούς Παρκινσονικών ασθενών (από την Κεντρική Ελλάδα, και την 

Καλιφόρνια) που μελετήθηκαν από συνεργάτες του εργαστηρίου μας. 
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Επίδραση των οιστρογόνων στην Ser445Ala-hGDH2 

 

Τα αποτελεσματα έδειξαν πως το Ser445Ala μετάλλαγμα και η αγρίου τύπου hGDH2 

ήταν πολύ πιο ευαίσθητες στην αναστολή από την διεθυλστιλβεστρολη  (DES)  (IC50 

= 19 + 3 nmoles/lt για την Ser445Ala, IC50 = 94 + 3 nmoles/lt για την αγρίου τύπου 

hGDH2) από ότι η αγρίου τύπου hGDH1 που εκφράζεται σε όλους τους ιστούς 

(IC50=1,530 + 46 nmoles/lt)  όταν μελετήθηκαν απουσία αλλοστερικών 

τροποποιητών. 

 

 
  hGDH1 Ala445-hGDH2 hGDH2 
IC50 (nmoles/lt) 1,53 ±46 19 ± 3 94 ± 3 
Hill coefficient 1.89 ± 0.01 0.40 ± 0.02 0.52 ± 0.02 
 
Πίνακας 7: DES IC50 για τις αγρίου τύπου  hGDH1 και hGDH2 και την μεταλλαγμένη Ala445-

hGDH2 απουσία ADP 

Για τα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν καθαρισμένες πρωτεΐνες και όλες οι αντιδράσεις έγιναν σε 

διάλυμα 50mM TRA (pH 8.0), απουσία αλλοστερικών τροποποιητών. Οι τιμές IC50 και οι συντελεστές 

Hill (±S.E.) υπολογίστηκαν από τις καμπύλες αναστολής των ενζύμων.  

 

Η ευαισθησία του μεταλλάγματος Ser445Ala στις στεροειδείς ορμόνες παρατηρήθηκε 

ακόμα και όταν ενεργοποιήσαμε με ενζυμο με 0.1mM ADP και 1.0 mM ADP 

(εικόνες 18-19) 
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Εικόνα 18: καμπύλες αναστολής από DES της Ala445-hGDH2 και των αγρίου τύπου  hGDH1 και 

hGDH2 απουσία ADP 

Τα σημεία κάθε καμπύλης αντιστοιχούν σε μέσες τιμές τριών πειραματικών δεδομένων της ταχύτητας 

του ενζύμου (σαν επί τοις εκατό ποσοστό της βασικής δραστηριότητας) σε συγκεκριμένες 

συγκεντρώσεις DES. Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν καθαρισμένες μορφές πρωτεϊνών, και οι 

αντιδράσεις έγιναν χρησιμοποιώντας αυξανόμενες συγκεντρώσεις DES. H βασική δραστηριότητα των 

ενζύμων υπολογίστηκε απουσία DES. H τιμή IC50 για την Ala445-hGDH2 είχε  στατιστικά σημαντική 

διάφορα (P<0.001) από αυτήν της αγρίου τύπου hGDH1. 
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Εικόνα 19 καμπύλες αναστολής από DES της Ala445-hGDH2 και των αγρίου τύπου  hGDH1 και 

hGDH2 παρουσια ΑDP (0.1mM ADP αριστερά και 1.0 mM ADP δεξιά) 
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Συζήτηση 
 

Το πρώτο σκέλος της παρούσας διδακτορικής διατριβής πραγματεύτηκε τις συνέπειες 

5 αμινοξικών αλλαγών στην ρυθμιστική περιοχή της hGDH2. Από αυτές τις 

μεταλλάξεις, δυο βρίσκονταν στην pivot helix, δυο στην αντένα, και μια στην περιοχή 

σύνδεσης των παραπάνω δόμων. Τα αποτελεσματα έδειξαν πως οι μεταλλάξεις της 

pivot helix (Lys450Glu, His454Tyr) εκμηδένισαν την βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου και ανέστειλαν την ρύθμιση των ένζυμων αυτών από τους αλλοστερικούς 

τροποποιητές (μεταξύ αυτών και την δυνατότητα ενεργοποίησης τους από την 

λεύκινη). Οι μεταλλάξεις της αντένας (Gln441Arg, Ser445Leu) αύξησαν την βασική 

δραστηριότητα του ενζύμου, χωρίς να επηρεάζουν την αλλοστερική ρύθμιση των 

ένζυμων από το ADP και το GTP, καθώς και την ενεργοποίηση τους από την 

λευκίνη. Αντίθετα, η μετάλλαξη Ser48Pro μείωσε την βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου, αλλά ενώ όπως οι μεταλλάξεις της αντένας δεν επηρέασε την ρύθμιση του 

ενζύμου από το ADP και το GTP, κατέστειλε την ενεργοποίηση του από την λεύκινη. 

Παράλληλα, πειράματα θερμικής απενεργοποίησης των ένζυμων έδειξαν πως ενώ οι 

μεταλλάξεις της pivot helix έκαναν το ενζυμο εξαιρετικά θερμοευαίσθητο, οι 

μεταλλάξεις της αντένας έκαναν την γλουταμική αφυδρογονάση σχετικά ανθεκτική 

στην θερμική απενεργοποίηση.  

 

Τα αποτελέσματα αυτά αποδεικνύουν πως οι μεταλλάξεις στην ρυθμιστική περιοχή 

της hGDH2 επηρεάζουν κυρίως την βασική δραστηριότητα του ενζύμου, εν αντιθέσει 

με τις αντίστοιχες μεταλλάξεις στο μόριο της hGDH1 που δεν φάνηκε να επηρεάζουν 

την βασική δραστηριότητα του ενζύμου, παρά μονό την αναστολή του από το GTP. 

(Kelly and Stanley 2001; Lee et al. 2001). Τα αποτελεσματα αυτά υποδηλώνουν πως 

ενώ οι δυο ισόμορφες της γλουταμικής αφυδρογονάσης έχουν ελάχιστες δομικές 
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διαφορές, διαθέτουν διαφορετικούς μοριακούς μηχανισμούς με τους οποίους 

ρυθμίζουν την βασική τους δραστηριότητα, αρχικά, και την συνολική λειτουργία τους 

κατ επέκταση. Έτσι, ενώ η ρύθμιση της hGDH2 καθορίζεται από τις αλλαγές των 

συγκεντρώσεων ADP/L-leucine (δεδομένου ότι έχει πολύ χαμηλή βασική 

δραστηριότητα, και δεν επηρεάζεται από το GTP), η δραστηριότητα της hGDH1 

καθορίζεται από την αλληλεπίδραση των συγκεντρώσεων GTP και ADP/L-leucine 

(εφόσον επηρεάζεται από το GTP, η δράση του όποιου αναστέλλεται από την 

παρουσια ADP).  

 

Πως μπορουν όμως να εξηγηθούν αυτά τα αποτελέσματα σε δομικό επίπεδο?  

 

Δεδομένου, πως προηγούμενες έρευνες (Banerjee et al. 2003) έχουν δείξει πως το 

ADP προσδένεται στην pivot helix, δεν είναι τυχαίο πως τα δυο μεταλλαγμένα της 

περιοχής αυτης που μελετήσαμε (Lys450Glu and His454Tyr) ανέστειλαν την 

ενεργοποίηση του ενζύμου από το ADP. Λόγω της θέσης τους, οι παραπάνω 

αμινοξικες αλλαγές μπορεί να μην επιτρέπουν στην περιοχή πρόσδεσης του NAD+ να 

κάνει περιστροφική κίνηση γύρω από την pivot helix κατά την διάρκεια του 

ανοίγματος της καταλυτικής σχισμής. Αυτό έχει σαν συνέπεια το κλείσιμο της 

καταλυτικής σχισμής, με αποτέλεσμα όχι μονό την μείωση της βασικής 

δραστηριότητας του ενζύμου, αλλά και την εμπόδιση του ADP να προσδεθεί στο 

μόριο και να ενεργοποιήσει την γλουταμική αφυδρογονάση. Το ότι οι αντίστοιχες 

μεταλλάξεις στο μόριο της hGDH1 δεν έχουν το ίδιο αποτέλεσμα στην βασική 

δραστηριότητα του ενζύμου, μπορεί να ευθύνεται στην ιδιότητα της εξελικτικής 

αλλαγης Arg443Ser (που ευθύνεται για την κλειστή διαμόρφωση του ενζύμου) στην 

hGDH2 να δρα συνεργατικά με τις δυο μεταλλάξεις Lys450Glu και His454Tyr στο 
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κλείσιμο της καταλυτικής σχισμής. Τα αποτελεσματα που πρόεκυψαν από την μελέτη 

αυτών των δυο μεταλλάξεων (Lys450Glu και His454Tyr), έρχονται σε απόλυτη 

συμφωνία με το μοντέλο που προτάθηκε για την Arg443Ser hGDH1 μετάλλαξη 

(χαμηλή βασική δραστηριότητα και αναστολή της επίδρασης της λεύκινης), συμφωνά 

με το όποιο αυτές της αλλαγές ευνοούν την κλειστή διαμόρφωση του ενζύμου, και 

άρα δεν είναι δυνατή η είσοδος της L-λευκίνης στην καταλυτική σχισμή (Zaganas et 

al. 2002).  

 

Δεδομένου πως η εισαχθείσα αλλαγή της λεύκινη στο Ser445Leu μετάλλαγμα 

αποτελεί καλύτερο σταθεροποιητή της μικρής α-έλικας της αντένας από την σερίνη, 

κάτι που μπορεί να ισχύει και στην περίπτωση της αντικατάστασης της Gln441 από 

την αργινίνη, οι ιδιότητες των μεταλλάξεων της αντένας μπορουν να εξηγηθούν, 

καθώς με τον τρόπο αυτό είναι δυνατόν να ευνοείται η ανοιχτή διαμόρφωση του 

ενζύμου, και άρα να αντισταθμίζεται η επίδραση της Arg443Ser στην βασική 

δραστηριότητα της ειδικής για το νευρικό σύστημα γλουταμικής αφυδρογονάσης. 

Αντίθετα, η αντικατάσταση της Ser448 από την προλινη μπορεί να επηρεάζει την 

κίνηση της μικρής α-έλικας της κατιούσας αλύσου της αντένας και της pivot helix, με 

αποτέλεσμα την χαμηλή βασική δραστηριότητα που παρουσιάζει. Παράλληλα, το 

γεγονός πως η Ser448Pro αλλαγή στο μόριο της hGDH2 δεν επηρέασε την ρύθμιση 

του ενζύμου από το GTP και το ADP, μπορεί να σημαίνει πως οι μοριακοί 

μηχανισμοί που καθορίζουν το επίπεδο της βασικής δραστηριότητας και την ρύθμιση 

από τους αλλοστερικούς τροποποιητές είναι διαφορετικοί και ίσως δεν συνδέονται 

μεταξύ τους. 
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Όπως είπαμε στην εισαγωγή, με την χρήση βιοχημικών μεθόδων ανιχνεύτηκε η 

παρουσια μεγάλων ποσοτήτων γλουταμικής αφυδρογονάσης τόσο στα αστροκύτταρα, 

όσο και σε νευρώνες του φλοιού και της παρεγκεφαλίδας. (Zaganas et al. 2001). 

Επιπλέον πρωτεϊνικές και mRNA αναλύσεις έδειξαν πως στον εγκέφαλο του 

ανθρώπου εκφράζονται 4 διαφορετικές ισομορφές, που διαφέρουν ελάχιστα στο 

ηλεκτρικό  φορτίο και το μοριακό βάρος τους (Hussain et al. 1989, Mavrothalassitis 

et al. 1988). Η εμφάνιση του γονιδίου της GLUD2 από ρετρομετάθεση συμπίπτει με 

την περίοδο που ο εγκέφαλος του κοινού προγόνου των ανθρώπων και των πιθήκων 

αρχίζει να μεγαλώνει. Παρόλο που οι βιολογικές και εξελικτικές συνέπειες της 

εμφάνισης του γονιδίου της GLUD2 δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως, οι ιδιότητες του 

hGDH2 ισοενζύμου φαίνεται να συμβάλλουν στην προσαρμογή του ενζύμου στις 

ειδικές συνθήκες που επικρατούν στον νευρικό ιστό (Plaitakis and Zaganas 2001), και 

αυτές αφορούν στην αντίσταση του ενζύμου στην αναστολή από το GTP, την 

εξάρτηση του από το ADP προκειμένου να ενεργοποιηθεί, και την ικανότητα του να 

είναι λειτουργικό σε σχετικά χαμηλές τιμές pH.  

Αφού τα επίπεδα GTP στο εγκέφαλο είναι υψηλοτέρα από τα επίπεδα του σε άλλους 

ιστούς, η ανθεκτικότητα της hGDH2 στην αναστολή που προκαλεί το GTP μπορεί να 

ευνοεί τον μεταβολισμό του γλουταμικού οξέος που εκκρίνεται στην συναπτική 

σχισμή, ακόμα και όταν ο κύκλος του κιτρικού οξέος μπορεί να παράγει μεγάλες 

ποσότητες GTP ικανές να αναστείλουν τελείως την housekeeping γλουταμική 

αφυδρογονάση. Ταυτόχρονα, η εξάρτηση της hGDH2 εξ ολόκληρου από τα επίπεδα 

του ADP ίσως είναι σημαντική για την ρύθμιση της εισόδου του γλουταμικού οξέος 

στο μονοπάτι της γλουταμικής αφυδρογονάσης, εφόσον είναι γνωστό πως κατά την 

διάρκεια της μετάδοσης των νευρικών ώσεων συντελείται και υδρόλυση του ATP σε 

ADP. Τέλος, η συνεργατική δράση της L-λευκίνης στην ενεργοποίηση της hGDH2 
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από το ADP, μπορεί να επιτρέπει στο ενζυμο να λειτουργεί ακόμα και σε περιπτώσεις 

έντονων ενεργειακών αναγκών (Plaitakis et al. 2003). Ομοίως, το γεγονός πως η 

hGDH2 λειτουργεί καλύτερα σε χαμηλότερες τιμές pH από ότι η hGDH1, επιτρέπει 

στο ενζυμο να λειτουργεί επιτυχώς στο οξειδωτικό περιβάλλον των συναπτικών 

αστροκυττάρων. 

 
 
Δεδομένου πως η hGDH2 είναι ανθεκτική στην αναστολή από GTP, μελετήθηκε η 

περίπτωση της αντικατάστασης της δράσης του GTP, από άλλους αλλοστερικούς 

τροποποιητές. Τα αποτελεσματα μας έδειξαν πως οι στεροειδείς ορμόνες λειτουργούν 

σαν ειδικοί αναστολείς της ειδικής για το νευρικό σύστημα γλουταμικής 

αφυδρογονάσης. Παράλληλα βρέθηκε πως η αλλαγή Arg443Ser, που ως γνωστόν 

ευθύνεται για την χαμηλή βασική δραστηριότητα της hGHD2, είναι εξ ολοκλήρου 

υπεύθυνη για την ευαισθησία της ειδικής για το νευρικό σύστημα γλουταμικής 

αφυδρογονάσης στην δράση των οιστρογόνων, εύρημα που επαληθεύτηκε όταν 

μελετήσαμε την δράση των αντιψυχωσικών παραγόντων στην γλουταμική 

αφυδρογονάση. Δεδομένου πως η Arg443Ser αλλαγή προκαλεί διαταραχή των 

δεσμών μεταξύ των υπομονάδων που συγκλείνουν στην αντένα, οδηγώντας με τον 

τρόπο αυτό στην κλειστή διαμόρφωση του ενζύμου,  μελετήσαμε την περίπτωση 

άλλες μεταλλάξεις είτε στο μόριο της hGDH1 είτε στο μόριο της hGDH2, που 

αλλάζουν τη βασική δραστηριότητα των ενζύμων, να επηρεάζουν την ευαισθησία της 

hGDH στα στεροειδή. Παράλληλα, μελετήσαμε την αλληλεπίδραση των στεροειδών 

ορμονών με τις αγρίου τύπου hGDH1/hGDH2  και τα μεταλλάγματα τους, σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ADP (που συμβάλει στην διατήρηση της ανοιχτής 

διαμόρφωσης του ενζύμου) (Smith and Stanley, 2008).  
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Τα αποτελεσματα μας έδειξαν πως η αναστολή που προκαλείται από τα οιστρογόνα 

είναι ανάλογη των επιπέδων της βασικής δραστηριότητας (όπως αυτά μετρήθηκαν 

απουσία ADP) των αγρίου τύπου hGDH1 και hGDH2. Η ιδία σχέση μεταξύ 

αναστολής από τα οιστρογόνα και το επίπεδο ενεργοποίησης των ενζύμων βρέθηκε 

να ισχύει και όταν οι αντιδράσεις ενεργοποιούνταν από ADP. Παράλληλα, βρέθηκε 

πως όπως η θερμοευαισθησία των γλουταμικών αφυδρογονασών σχετίζεται γραμμικά 

με τα επίπεδα της βασικής τους δραστηριότητας (Zaganas et al., 2009), έτσι και η 

αναστολή των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων GDHs από τα οιστρογόνα σχετίζεται 

παρομοίως με την ευαισθησία που επιδεικνύουν τα ένζυμα αυτά στην θερμοκρασία.  

 

Τα δεδομένα αυτά αποδεικνύουν πως ο μοριακός μηχανισμός με τον όποιο τα 

οιστρογόνα αναστέλλουν τις γλουταμικές αφυδρογονάσες είναι διαφορετικός από τον 

μηχανισμό αναστολής από το GTP (Smith and Stanley, 2008). Έτσι, ενώ η αγρίου 

τύπου hGDH2 είναι αρκετά ανθεκτική στην αναστολή από GTP, είναι εξαιρετικά 

ευαίσθητη στην αναστολή από τα οιστρογόνα. Αντίθετα, η αγρίου τύπου hGDH1, που 

ως γνωστόν αναστέλλεται από την παρουσία μικρών συγκεντρώσεων GTP, 

αποδείχθηκε αρκετά ανθεκτική στην δράση των στεροειδών ορμονών. Συνεπώς, το 

GTP λειτουργεί σαν ειδικός αναστολέας της hGDH1, εν αντιθέσει με την αγρίου 

τύπου hGDH2 που αναστέλλεται ειδικά από τα οιστρογόνα. Τα αποτελεσματα αυτά 

επιβεβαιώθηκαν όταν μελετήσαμε το μετάλλαγμα Gly456Ala - hGDH1, που είναι 

ανθεκτικό στην αναστολή από GTP, όπως και το διπλό μετάλλαγμα 

Arg443Ser/Gly456Ala - hGDH1, που όχι μονό είναι ανθεκτικό στην αναστολή από 

GTP, αλλά έχει και χαμηλή βασική δραστηριότητα (Mastorodemos et al., 2005), όπου 

διαπιστώθηκε ευαισθησία στην αναστολή από τα οιστρογόνα. Παράλληλα, μερική 

αναστολή της hGDH1 από το GTP δεν ευαισθητοποίησε περαιτέρω το ένζυμο στην 
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δράση των στεροειδών απουσία αλλοστερικών ενεργοποιητών, παρά μόνο όταν η 

δράση του GTP αντισταθμίστηκε με την προσθήκη ADP, κάτι που δείχνει πως η 

αναστολή της γλουταμικής αφυδρογονάσης από τα οιστρογόνα είναι ανεξάρτητη από 

την δέσμευση ή μη των θέσεων πρόσδεσης του GTP.  

 

H ανάλυση των μεταλλαγμένων hGDHs που παράγαμε, έδειξε πως τα οιστρογόνα 

επιδρούν πιο ενεργά στα μεταλλάγματα, που φέρουν μια αμινοξική αλλαγή και 

παρουσιάζουν χαμηλή βασική δραστηριότητα, Όλες αυτές οι μεταλλάξεις, παρόλο 

που βρίσκονται σε διαφορετικές θέσεις στο μόριο της γλουταμικής αφυδρογονάσης, 

έχουν σαν κοινή συνιστάμενη χαμηλή βασική δραστηριότητα, ως αποτέλεσμα της 

κλειστής διαμόρφωσης που επιφέρουν στο μόριο. Τα αποτελεσματα της παρούσας 

διδακτορικής διατριβής, σε συνδυασμό με πρότερες μελέτες μας οδηγούν στο 

συμπέρασμα πως οι λειτουργικές ιδιότητες της hGDH2, που την διαφοροποιούν από 

την housekeeping hGDH1, οφείλονται εξ ολόκληρου σε δυο αμινοξικες αλλαγές, που 

απέκτησε εξελικτικά η ειδική για το νευρικό σύστημα γλουταμική αφυδρογονάση. Η 

Ala456Gly, που καθίστα το ενζυμο ανεξάρτητο από την δράση του GTP, και  η 

Arg443Ser, που χαμηλώνει την βασική δραστηριότητα του ενζύμου και το καθίστα 

ευαίσθητο στην αναστολή από τις στεροειδείς ορμόνες.  

  

Εξίσου σημαντική είναι η παρατήρηση πως η δράση των οιστρογόνων στις αγρίου 

τύπου hGDH1 και hGDH2 σχετίζεται με το επίπεδο ενεργοποίησης των ενζύμων. Εν 

μέρει, η ευαισθησία της hGDH2 στις ορμόνες αυτές μπορεί να εξηγηθεί με την 

ιδιότητα του ενζύμου να βρίσκεται σε κατάσταση κλειστής διαμόρφωσης όντας 

ανενεργό. Εφόσον το ADP δρα σαν ενεργοποιητής της ανθρώπινης γλουταμικής 

αφυδρογονάσης, μπορεί η λειτουργία της hGDH2 να επιτυγχάνεται με την αντίθετη 
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δράση στεροειδών και ADP, δεδομένου πως το ADP ανταγωνίζεται την δράση των 

οιστρογόνων, με τον ίδιο τρόπο που δρουν στην περίπτωση της hGDH1 το GTP και 

το ADP. Αφού όπως είπαμε, η hGDH2 έχει εξελίχθη με τέτοιο τρόπο, ώστε να μπορεί 

να λειτουργεί στο περιβάλλον της σύναψης (μεγάλη συγκέντρωση GTP) χωρίς να 

επηρεάζεται από το GTP, η ειδική αναστολή της ειδικής για το νευρικό σύστημα 

γλουταμικής αφυδρογονάσης μπορεί να επιτρέπει σε αυτές τις ορμόνες να ρυθμίζουν, 

μαζί με το ADP, τον μεταβολισμό του γλουταμικού οξέος σε συνθήκες έντονης 

ενεργειακής μεταβολής. 

  

Μελέτες έχουν δείξει πως τα οιστρογόνα στον εγκέφαλο παίζουν σημαντικό ρολό 

στην λειτουργία του γλουταμικού οξέος, και έχουν συσχετιστεί τόσο με 

νευροδιεγερτοτοξικότητα που προκαλείται από το γλουταμικό οξύ, αλλά και με το 

οξειδωτικό στρες (Amantea et al., 2005). Παράλληλα, υπάρχουν άλλες έρευνες που 

δείχνουν πως τα οιστρογόνα επηρεάζουν την γλουταματεργική διαβίβαση με το να 

αυξάνουν την έκφραση της συνθετάσης της γλουταμίνης, που δρα ως πρόδρομο 

μόριο του γλουταμικού στα γλοιϊκά κύτταρα.  Εφόσον η αναστολή της εισόδου του 

γλουταμικού οξέος στο μονοπάτι της γλουταμικής αφυδρογονάσης μπορεί να 

οδηγήσει στην είσοδο της στο μονοπάτι της συνθετάσης της γλουταμίνης, με 

αποτέλεσμα την μεταφορά της παραχθείσας γλουταμίνης στους νευρώνες, και άρα 

την ανανέωση των αποθηκών του γλουταμικού (Waniefski and Martin, 1986; 

Sonnewald et al., 1997), η ρύθμιση της hGDH2 από τα οιστρογόνα μπορεί να 

αποτελεί έναν διαφορετικό μηχανισμό με τον όποιο οι στεροειδείς ορμόνες αυξάνουν 

την παράγωγη γλουταμικού οξέος στο σύστημα.  
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Η μελέτη της προδιάθεσης της γλουταμικής αφυδρογονάσης για την νόσο του 

Πάρκινσον επιβεβαίωσε πως ένας σπάνιος πολυμορφισμός (T1492G) στο γονίδιο της 

GLUD2 επηρεάζει σημαντικά την ηλικία έναρξης της νόσου του Πάρκινσον. 

Συγκεκριμένα η μελέτη έδειξε πως οι άνδρες που φέρουν το G αλληλόμορφο 

εμφάνισαν την νόσο στην ηλικία των 50.0±6.98 χρονών, εν αντιθέσει με τους 

ασθενείς που έφεραν άλλους T1492G γονοτύπους, οι όποιοι εμφάνιζαν την νόσο στην 

ηλικία των 64.62±10.2 (N=281; P<0.01). Συνεπώς, στους ομόζυγους, για το G 

αλληλόμορφο, ασθενεις με Πάρκινσον η νόσος εκδηλώνεται νωρίτερα, κατά 8 με 13 

χρόνια, από ότι σε ασθενείς με άλλους γονοτύπους. Τα γονοτυπικά αποτελεσματα της 

ερευνάς μας δείχνουν ότι η μη-συνώνυμη αλλαγή T1492G στο γονίδιο της GLUD2 

επιταχύνει την εμφάνιση της νόσου, εξαιτίας της νευροεκφύλισης που προκαλεί η 

παρουσια της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης Ala445-hGDH2, η οποία, σύμφωνα με 

παράλληλες έρευνες από άλλους ερευνητές στο εργαστήριο μας, παρουσιάζει 

αυξημένη βασική δραστηριότητα καθώς και θερμική σταθερότητα, υποδηλώνοντας 

με τον τρόπο αυτό πως η αλλαγή αυτή αυξάνει την λειτουργικότητα του ενζύμου 

(gain of function ιδιότητες).  

Εφόσον η αλλαγή της Ser445Αla στην hGDH2 έχει την ικανότητα να σταθεροποιεί 

της μικρή α-έλικα της αντένας, όπως ακριβώς και η αλλαγή Ser445Leu στην hGDH1 

(Smith et al., 2002), η σταθεροποίηση αυτή θα μπορούσε να ευνοεί την ανοιχτή 

διαμόρφωση του ενζύμου, και με αυτόν το τρόπο να εξισορροπεί την ιδιότητα της 

εξελικτικής αλλαγης Arg443Ser να εκμηδενίζει την βασική δραστηριότητα του 

ενζύμου. Με τον τρόπο αυτό, η μετάλλαξη Ser445Αla δείχνει να οδηγεί στην αλλαγή 

της συμπεριφοράς του ενζύμου (αύξηση της βασικής δραστηριότητας εν σχέση με 

την φυσιολογική GLUD2) συμβατή με τις gain of function ιδιότητες της 

μεταλλαγμένης πρωτεΐνης. 
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Ο μηχανισμός με τον όποιο μια υπέρ-ενεργή ισομορφή της γλουταμικής 

αφυδρογονάσης μπορεί να επηρεάσει την ηλικία έναρξης της νόσου του Πάρκινσον 

είναι άγνωστος, παρόλα αυτά η μεταβολικές συνέπειες μιας μετάλλαξης στο μόριο 

της hGDH2 μπορεί να είναι ανάλογες του HI/HA συνδρόμου, στο όποιο οι 

μεταλλάξεις της hGDH1 προκαλούν αύξηση της παράγωγης ATP, με ταυτόχρονη 

μείωση των ποσοτήτων γλουταμικού οξέος που εισέρχονται στον κύκλο της ουρίας, 

και αυξημένη οξείδωση του γλουταμικού οξέος.  Είναι γνωστό πως η αντίδραση της 

γλουταμικής αφυδρογονάσης είναι πάρα πολύ σημαντική σε περιπτώσεις έντονης 

διεγερτικότητας των συνάψεων (και άρα απελευθέρωσης γλουταμικου οξέος), καθώς 

επιτρέπει τον μεταβολισμό μεγαλύτερων ποσοτήτων αυτού του αμινοξέος.  

Δεδομένου πως, υπο παθολογικές συνθήκες (πχ μοντέλο τοξικότητας της ροτονίνης 

στην Πάρκινσον), η αυξημένη οξείδωση του γλουταμικού οξέος προκαλεί παραγωγή 

ελευθέρων ριζών ROS, είναι πιθανό η επιπλέον ενεργοποίηση της οξείδωσης του 

γλουταμικού από την Ala445-hGDH2, να επιταχύνει την νευροεκφυλιση που 

παρατηρείται στην νόσο, με το να επηρεάζει  τον μεταβολισμό του γλουταμικού 

οξέος. 

Παρόλο που η υπόθεση της αυξημένης λειτουργικότητας του ενζύμου δεν μπορεί να 

εξηγήσει επαρκώς πως οι ετερόζυγες G/T γυναίκες ασθενείς δεν εμφανίζουν την νόσο 

στην ιδία, μικρότερη, ηλικία με τους ομόζυγους G άνδρες ασθενείς, απάντηση μπορεί 

να δοθεί από την επίδραση των στεροειδών ορμονών στο υπέρ-ενεργό Ser445Ala, 

όπου μελέτες μας εδειξαν πως τα οιστρογόνα κατεστειλαν την λειτουργια του υπερ-

ενεργου Ser445Ala (σχετιζομενου με το χρωμοσωμα X) μεταλλάγματος πολύ 

περισσότερο από την αγρίου τύπου hGDH1. Επομένως, μπορεί να προταθεί πως τα 

οιστρογόνα στις γυναίκες δρουν προστατευτικά (γι αυτό και δεν μειώνεται η ηλικία 

 115



έναρξης της νόσου στις γυναίκες με T1492G γονότυπο), εφόσον έχουν την 

δυνατότητα να αναστέλλουν τις ιδιότητες της Ser445Ala πρωτεΐνης, με το να 

εμποδίζουν το ενζυμο να μεταβολίζει μεγάλες ποσότητες γλουταμικού οξέος και κατ’ 

επέκταση να προκαλεί καταστροφή των νευρικών κυττάρων. Η άποψη αυτή 

ενισχύεται από άλλες μελέτες που δείχνουν πως οι γυναίκειες ορμόνες προστατεύουν 

από την νόσο του Πάρκινσον (Morissette et al., 2008). Παρόλα αυτά, η πιθανότητα 

αυτές οι ευεργετικές ιδιότητες των στεροειδών ορμονών στην νευροεκφύλιση, ως 

προς την ικανότητα τους να αποτρέπουν την δημιουργία ελευθέρων ριζών, (κατά την 

διάρκεια της οξείδωσης του γλουταμικού οξεος) χρήζει περαιτέρω έρευνας. 

Εν κατακλείδι, η αποσαφήνιση του μηχανισμού με τον όποιο οι στεροειδείς ορμόνες 

ρυθμίζουν την δραστηριότητα της γλουταμικής αφυδρογονάσης, μπορεί να 

συμβάλλει στην κατανόηση του ρόλου των ορμονών στην κυτταρική βιολογία και 

συνεπώς να οδηγήσει στην δημιουργία νέων θεραπευτικών μεθόδων για τις 

νευροεκφυλιστικές νόσους.  
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