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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η νόσος του Πάρκινσον είναι μια προοδευτική, νευροεκφυλιστική νόσος, 

αγνώστου αιτιολογίας που επηρεάζει κυρίως τις κινητικές λειτουργίες και 

χαρακτηρίζεται από την επιλεκτική απώλεια των ντοπαμινεργικών 

νευρώνων της μέλαινας ουσίας και το σχηματισμό πρωτεϊνικών 

συσσωματωμάτων (σωμάτια Lewy). Μεταλλάξεις στο γονίδιο της 

LRRK2 είναι υπεύθυνες για ένα μεγάλο ποσοστό περιπτώσεων νόσου. Η 

LRRK2 είναι μια μεγάλη πρωτεΐνη που αποτελείται από περιοχές με 

ενζυμική δράση και περιοχές πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης. Ο 

μηχανισμός που οδηγεί στη νευροεκφύλιση δεν είναι γνωστός.  

Είναι γνωστό ότι η LRRK2 σχετίζεται με το εξωγενές μονοπάτι 

κυτταρικού θανάτου, καθώς και ότι οι μεταλλαγμένες μορφές της 

ενισχύουν την αλληλεπίδραση με την αποπτωτική πρωτεΐνη FADD και 

την κασπάση-8. Επίσης υπάρχουν αρχικές ενδείξεις ότι η LRRK2 

εμφανίζει την ιδιότητα του ολιγομερισμού, όπως και πολλές άλλες 

αποπτωτικές κυρίως πρωτεΐνες. Βρέθηκε ακόμη ότι η LRRK2 φέρει ένα 

κοινό μοτίβο, στο οποίο μια άλλη, συγγενής της πρωτεΐνη (RIP1) 

κατατέμνεται από την κασπάση-8, κατά τον TNF-επαγόμενο κυτταρικό 

θάνατο. 

Υποτέθηκε, λοιπόν, ότι οι παθογενετικές μεταλλάξεις προκαλούν τον 

ολιγομερισμό του μορίου ο οποίος είναι υπεύθυνος για την ενισχυμένη 

αλληλεπίδραση LRRK2-FADD. Επίσης, υποτέθηκε ότι η κασπάση-8 

κατατέμνει και τη LRRK2 προωθώντας τον προαποπτωτικό ρόλο της 

μεταλλαγμένης LRRK2. Ο σκοπός της εργασίας αυτής είναι να 

διερευνηθεί η ιδιότητα του ολιγομερισμού και η ενδεχόμενη επίδραση 

των μεταλλάξεων στο φαινόμενο αυτό καθώς και το βιοχημικό προφίλ 

των πιθανών ολιγομερών διαμορφώσεων. Επίσης, επιχειρείται η μελέτη 
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της πιθανής επίδρασης στον ολιγομερισμό μιας δεύτερης μετάλλαξης 

(D1565K), η οποία καταργεί τη θέση κατάτμησης. 

Βρέθηκε ότι οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 αυξάνουν το 

σχηματισμό νηματοειδών μορφών, οι οποίες αντιστοιχούν σε σύμπλοκα 

υψηλού μοριακού βάρους, σε σχέση με την αγρίου τύπου πρωτεΐνη, 

καθώς και ότι η μετάλλαξη D1565K εξαλείφει το φαινότυπο των 

μεταλλαγών, προσομοιάζοντας σε αυτόν της αγρίου τύπου.  

Μπορεί, λοιπόν, ο ολιγομερισμός να είναι ένα κρίσιμο βήμα στην 

παθογένεια της νόσου και στον επαγόμενο κυτταρικό θάνατο.  

Προκειμένου να διαπιστωθεί ο υποκείμενος μηχανισμός νευροεκφύλισης, 

χρειάζονται περισσότερα πειράματα τα οποία να συσχετίζουν τα 

ευρήματα αυτά με την επαγόμενη νευροτοξικότητα. 
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ABSTRACT 

Parkinson’s disease (PD) is a progressive, neurodegenerative disorder of 

unknown etiology that mainly affects motor functions and it is 

pathologically characterized by the selective loss of dopaminergic 

neurons in the substantia nigra and aggregated protein deposits called 

Lewy bodies. Mutations in the gene encoding LRRK2 account for the 

majority of familial cases and for a significant percentage of sporadic 

cases as well. LRRK2 is a large, multi-domain protein that consists of 

protein-protein interaction domains, surrounding a central enzymatic 

core. The pathogenic mutations are located in the enzymatic regions. The 

precise mechanism by which mutations in LRRK2 induce neuronal death 

is not yet understood, however it is known that mutant LRRK2 increases 

its association with the apoptotic proteins FADD and caspase-8.  There 

also some indications that LRRK2 has the property of oligomerization, a 

property shared by other protein families, especially those implicated in 

the apoptotic signaling pathways. In addition, it was known that caspase-

8 cleaves RIP1at a specific motif, when cells undergo TNF-α induced 

apoptosis. This same motif was found to be present in LRRK2.  

The proposed model predicts that the pathogenic mutations cause an 

initial oligomerization, which is responsible for the enhanced association 

of LRRK2-FADD. It was also hypothesized that caspase-8 cleaves 

LRRK2 in the same motif facilitating the pre-apoptotic role of mutant 

LRRK2.  

The aim of this study is to further investigate this property of 

oligomerization and to assess the impact of mutant LRRK2 on this 

phenomenon as well as the biochemical profile of these potentially 

oligomeric conformations. It is also attempting to assess the influence on 
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oligomerization, if there is any, of a second, artificial mutation (D1565K) 

that removes the caspase-8 cleavage site. 

It was found that mutant LRRK2 causes increased formation of 

cytoplasmic, filamentous structures compared to the wild type, which 

represent higher-order complexes and that D1565K mutation ameliorates 

this phenotype. 

It is, therefore, possible that LRRK2 oligomerization may be a critical 

step in neuronal death induction. However, in order to identify the 

underlying mechanism of neurodegenaration, it is necessary to link these 

findings with toxic effects and neuronal death.  
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Ι. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.  Η νόσος του Πάρκινσον  

Η νόσος του Πάρκινσον είναι η δεύτερη συχνότερη νευροεκφυλιστική 

νόσος και οφείλεται σε βλάβη των βασικών γαγγλίων (Xiromerisiou et 

al., 2010). Περιγράφθηκε για πρώτη φορά τo 1817 από το Βρετανό ιατρό 

James Parkinson στη μονογραφία του «Ένα δοκίμιο για την Τρομώδη 

Παράλυση» ( “An Essay on the Shaking Palsy”). Αποτελεί μια 

προοδευτική, αγνώστου αιτιολογίας, νευροεκφυλιστική νόσο η οποία 

προσβάλλει ετησίως το 1-2% του πληθυσμού άνω των 65 ετών και το 3-

5% των ατόμων άνω των 85 ετών (Xiromerisiou et al.,2010, Alves et al., 

2008, Morens et al., 1996). Εντούτοις, υπάρχει και ένα ποσοστό ασθενών 

(15%) το οποίο εκδηλώνει τα συμπτώματα της νόσου νωρίτερα από τα 40 

έτη. Στην περίπτωση αυτή, η νόσος χαρακτηρίζεται ως Νόσος Πάρκινσον 

πρώιμης έναρξης (early onset) (Klein and Schlossmacher 2006). Η ηλικία 

είναι ο πιο σημαντικός παράγοντας κινδύνου για την εμφάνιση της νόσου 

και καθώς η ηλικία του γενικού πληθυσμού αυξάνεται, η επίπτωσή της 

αναμένεται να αυξηθεί σημαντικά στο μέλλον. Η σημασία της νόσου 

Πάρκινσον καταδεικνύεται από το γεγονός ότι η θνησιμότητα είναι 

αυξημένη 2-5 φορές σε σχέση με άτομα ίδιας ηλικίας, οδηγώντας σε 

σημαντική μείωση του προσδόκιμου επιβίωσης (Morens et al.,1996, 

Louis et al., 1997). 

 

Η νόσος επηρεάζει κυρίως τις κινητικές λειτουργίες και την ισορροπία κι 

η συμπτωματολογία της οφείλεται στη μειωμένη παραγωγή ντοπαμίνης 

στα βασικά γάγγλια. Τα θεμελιώδη κλινικά χαρακτηριστικά της είναι: 
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 Τρόμος ηρεμίας (resting tremor) 

 Δυσκαμψία (rigidity) 

 Βραδυκινησία (bradykinesia) 

 Διαταραχή αντανακλαστικών στάσης και βάδισης (postural and 

gait instability). 

Εκτός από τα παραπάνω, η νόσος χαρακτηρίζεται κι από άλλα, μη 

κινητικά (non-motor) συμπτώματα. Οι εκδηλώσεις αυτές που 

συμπληρώνουν τη χαρακτηριστική κλινική της εικόνα είναι οι 

οσφρητικές διαταραχές, οι υποκειμενικές αισθητικές διαταραχές 

(αιμωδίες, παραισθησίες, αρθραλγίες, μυαλγίες),  οι διαταραχές του 

αυτόνομου νευρικού συστήματος (δυσκοιλιότητα, υπόταση, συχνουρία, 

αδυναμία, εφίδρωση) και οι διαταραχές από την ψυχική σφαίρα (νοητική 

έκπτωση, κατάθλιψη, διαταραχές ύπνου). (Dauer and Przedborski, 2003, 

Simuni and Sethi, 2008).  

 

Η βασική ανατομική αλλοίωση που παρατηρείται στον εγκέφαλο των 

ασθενών με νόσο Πάρκινσον είναι η εκφύλιση των «κεχρωσμένων», 

ντοπαμινεργικών νευρώνων της συμπαγούς μοίρας της μέλαινας ουσίας 

(substantia nigra pars compacta, SNpc). Η χρώση των κυττάρων αυτών 

οφείλεται σε μια ουσία που περιέχουν, τη νευρομελανίνη, κι είναι 

εμφανής μακροσκοπικά  σε τομές νεκροτομικών παρασευασμάτων.  Η 

κυτταρική απώλεια υπολογίζεται ότι έχει φθάσει περίπου το 70% κατά 

την εκδήλωση των συμπτωμάτων και προκαλεί εμφανή αποχρωματισμό 

της μέλαινας ουσίας (Lang and Lozano, 1998). Χαρακτηριστικό 

παθολογοανατομικό εύρημα είναι ύπαρξη δύο τύπων ανώμαλης 

πρωτεϊνικής απόθεσης, των σωματίων Lewy (Lewy bodies, LBs) στο 

κυτταρόπλασμα και των δυστροφικών νευριτών Lewy (Lewy neurites, 
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LNs) στους νευράξονες των νευρώνων που έχουν επιβιώσει (Forno et al., 

1996). Κύριο συστατικό αυτών των κυτταρικών έγκλειστων, όπως έχει 

δειχθεί είναι η πρωτεΐνη α-συνουκλεΐνη (Lansbury and Brice, 2002).  

 

 

 

Εικόνα 1.1. Σχηματική αναπαράσταση της φυσιολογικής (Α) και της παθολογικής 
(Β) στη νόσο Parkinson μελαινοραβδωτής οδού. 

(αριστερά) και έναντι της ουμπικουιτίνης (δεξιά). (Dauer and Przedborski, 2003) 

Παρατηρείται εκτεταμένη απώλεια 
ντοπαμινεργικών νευρώνων της μέλαινας ουσίας (SNpc) που προβάλλουν στο 
ραβδωτό (κέλυφος και κερκοφόρο πυρήνα) C. Εικόνες ανοσοϊστοχημείας όπου 
επισημαίνονται τα σωμάτια Lewy με αντίσωμα έναντι της α-συνουκλεΐνης 
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Εικόνα 1.2. Νεκροτομικό παρασκεύασμα μέλαινας ουσίας.

 

  Στα αριστερά 
απεικονίζεται η μέλαινα ουσία ασθενούς με νόσο Πάρκινσον και στα δεξιά ενός 
υγιούς ατόμου. Παρατηρείται ο σημαντικός αποχρωματισμός στην περίπτωση του 
πάσχοντος ατόμου σε σχέση με το υγιές. (ανατύπωση από www.gwc.maricopa.edu) 

 

Εικόνα 1.3. Δυστροφικοί νευρίτες Lewy (Lewy neurites) σε ασθενή με νόσο 
Πάρκινσον. Εικόνα ανοσοϊστοχημείας. (ανατύπωση από 

 

commons.wikimedia.org) 
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Σύμφωνα με μία υπόθεση, η παθολογία της νόσου (απώλεια νευρώνων 

και σωμάτια Lewy) αρχίζει από πυρήνες στην  περιοχή του προμήκους 

και στον οσφρητικό βολβό και, ακολουθώντας μία ανιούσα πορεία, μόνο 

σε ένα τρίτο στάδιο επηρεάζει την μέλαινα ουσία (Braak et al., 2003). 

Παθολογοανατομικά δεδομένα αναφέρουν συγκεκριμένα ότι επηρεάζεται 

επίσης ο υπομέλας τόπος (locus coeruleus), ο ραχιαίος κινητικός πυρήνας 

(dorsal motor nucleus), οι πυρήνες της ραφής (raphe nuclei), ο πυρήνας 

του Meynert (Meynert nucleus), οι συμπαθητικοί και παρασυμπαθητικοί 

μεταγαγγλιονικοί νευρώνες (parasympathetic and sympathetic post-

ganglionic neurons), η αμυγδαλή (amygdaloid nucleus) και ο 

εγκεφαλικός φλοιός (cerebral cortex).  

 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η αιτιολογία της νόσου δεν είναι 

γνωστή. Πιθανολογείται ότι η νόσος προκαλείται από συνδυασμό δράσης 

διαφόρων εξωγενών και ενδογενών παραγόντων (ιοί, τοξικοί και 

περιβαλλοντικοί παράγοντες, κληρονομικότητα). Η επικρατούσα άποψη 

σήμερα είναι ότι το περιβάλλον και η κληρονομικότητα δεν είναι από 

μόνοι τους υπεύθυνοι αιτολογικοί παράγοντες για τη νόσο του 

Πάρκινσον, αλλά συνεργάζονται και αλληλεπιδρούν. 

Για πολλά χρόνια η νόσος θεωρούνταν ότι οφείλεται σε κάποιον εξωγενή 

παράγοντα. Η υποψία για συμμετοχή ιών στην αιτιολογία της νόσου 

στηρίχθηκε στις περιπτώσεις εμφάνισης παρκινσονισμού σε άτομα που 

στο παρελθόν είχαν προσβληθεί από ληθαργική εγκεφαλίτιδα. Κάτι 

τέτοιο όμως δεν επιβεβαιώθηκε ποτέ ούτε απομονώθηκε ο ιός αυτός. 

Επίσης, στηρικτικά προς το ρόλο των εξωγενών παραγόντων δρα η 

ενδιαφέρουσα παρατήρηση που έγινε σε χρήστες τοξικών ουσιών, οι 

οποίοι εμφάνισαν παρκινσονισμό μετά από χρήση της ουσίας MPTP 

(μεθυλ-φαινυλ-τετραϋδροπυριδίνη) (Εικ. 1.4), η οποία προκαλεί 



                                                                                                                Εισαγωγή 

 
 

12 
 

μιτοχονδριακές διαταραχές (Di Napoli et al., 2007, Polymeropoulos et al., 

1997). Άλλοι τοξικοί παράγοντες είναι το μονοξείδιο του άνθρακα, το 

μαγγάνιο και το κυάνιο.  

 

 
Εικόνα 1.4. Χημικός τύπος του MPTP.

 

 (http://en.wikipedia.org/wiki/MPTP) 

 

Εδώ και αρκετά χρόνια έχει αναγνωριστεί μια σημαντική γενετική 

συνιστώσα με την ανακάλυψη συγκεκριμένων υπεύθυνων γονιδίων σε 

σπάνιες οικογένειες ασθενών, σε μια νόσο που παραδοσιακά θεωρούνταν 

σποραδική, πιθανότατα με περιβαλλοντική αιτιολογία. Σύμφωνα με 

επιδημιολογικές μελέτες το 90% των περιπτώσεων είναι σποραδικές, ενώ 

ένα 10% των περιπτώσεων είναι οικογενείς. Η σχέση ανάμεσα στις δύο 

αυτές παθολογικές οντότητες δεν είναι ξεκάθαρη, ωστόσο τόσο οι 

οικογενείς όσο και οι σποραδικές περιπτώσεις  συχνά εμφανίζουν 

παρόμοια κλινική εικόνα και/ή παρόμοια παθολογοανατομικά ευρήματα. 

Συνεπώς, θα μπορούσε κανείς να ισχυριστεί ότι οι υποκείμενοι 

μηχανισμοί νευροεκφύλισης πιθανώς είναι κοινοί. 

Η ανακάλυψη των γονιδίων αυτών που συνδέονται με περιπτώσεις νόσου 

Πάρκινσον με οικογενή χαρακτήρα, επιβεβαίωσε το ρόλο του γενετικού 

παράγοντα στην ανάπτυξη της νόσου και αποτέλεσε σημείο καμπής στην 

μελέτη για την κατανόηση των μονοπατιών που οδηγούν στην εμφάνιση 

της. Τα γονίδια που έχουν ανακαλυφθεί και εμπλέκονται στην παθογένεια 

της νόσου φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 
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Πίνακας 1.1. Γονίδια που σχετίζονται με τη νόσο Πάρκινσον.  

Γονιδιακός 

Τόπος 

Χρωμοσωμική 

περιοχή 

Γονίδια Τύπος 

Κληρονομικότητας 

LB 

PARK1 4q21-23 α-συνουκλεΐνη 

(SNCA) 

ΑΕ + 

PARK2 6q25.2-27 Parkin (PRKN) ΑΥ ± 

PARK3 2p13 ? ΑΕ + 

PARK4 4q α-συνουκλεΐνη 

(SNCA) 

ΑΕ + 

PARK5 4p14 UCHL1 AE  

PARK6 1p35-36 PINK1 AY + 

PARK7 1p36 DJ-1 AY  

PARK8 12p11q13.1 LRRK2 AE ± 

PARK9 1p36 ATP13A2 AY  

PARK10 1p32 ? ?  

PARK11 2q36-37 GIGYF2 
(TNRC15) 

AE  

PARK12 Xq21-25 ? ?  

PARK13 2p13 Omi/HtrA2 AE?  

LB: Lewy bodies (σωμάτια Lewy), ΑΕ: αυτοσωμική επικρατής, AY: αυτοσωμική 
υπολειπόμενη, ?: αδιευκρίνιστο ή διφορούμενο. 

 

 

Αυτό που έχει φανεί αδρά είναι ότι τα γονίδια με επικρατή τύπο 

κληρονομικότητας, οδηγούν σε γενικές γραμμές σε νόσο με δημιουργία 
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σωματίων Lewy, ενώ τα γονίδια με υπολειπόμενη κληρονομικότητα 

οδηγούν σε ηπιότερο παρκινσονισμό με ποικίλα παθολογοανατομικά 

ευρήματα (Cookson et al., 2005). 

Η διάγνωση της νόσου είναι κλινική και η θεραπεία παραμένει κυρίως 

συμπτωματική. Η βασική θεραπευτική αγωγή είναι η χορήγηση L-Dopa, 

η οποία είναι πρόδρομη ουσία της ντοπαμίνης. Η χορήγησή της 

συμβάλλει στην αύξηση των επιπέδων ντοπαμίνης στο ραβδωτό. Η L-

Dopa συνήθως χορηγείται σε συνδυασμό με αναστολέα του ενζύμου 

αποκαρβοξυλάση, για την πρόληψη της περιφερικής μετατροπής της σε 

ντοπαμίνη και την αυξημένη μεταφορά της στο κεντρικό νευρικό 

σύστημα (Εικ. 1.5). Άλλες θεραπευτικές επιλογές είναι οι αγωνιστές 

ντοπαμίνης, όπως η βρωμοκρυπτίνη, οι οποίοι δρουν απευθείας στους 

υποδοχείς ντοπαμίνης. Με την L-Dopa χορηγούνται σε κάποιες 

περιπτώσεις και αναστολείς της COMT, οι οποίοι αναστέλλουν το 

ένζυμο κατεχολ-Ο-μεθυλτρανσφεράση, προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί 

ο μεταβολισμός της. Συμπληρωματικά χορηγούνται αντιχολινεργικά 

φάρμακα και αμανταδίνη. Τέλος, σε περιορισμένο αριθμό ασθενών 

γίνονται κάποιες προσπάθειες στερεοτακτικής χειρουργικής θεραπείας 

(ωχροτομή, θαλαμοτομή) καθώς και εν τω βάθει ερεθισμού του 

εγκεφάλου, με χρόνιο υψηλής συχνότητας ερεθισμό του υποθαλάμου ή 

της ωχράς σφαίρας. Η θεραπεία μέσω εμβρυϊκών εμφυτευμάτων 

μέλαινας ουσίας (fetal nigral implants) βελτιώνει σημαντικά τα 

συμπτώματα της ασθένειας του Πάρκινσον και μελέτες σε νεκροτομοκό 

υλικό ασθενών με Πάρκινσον που είχαν υποβληθεί σε αυτή την 

επέμβαση έχουν δείξει τη δημιουργία νέων συνάψεων από το 

μεταμοσχευμένο ιστό. Παρόλα αυτά τυχαιοποιημένες μελέτες έχουν 

θέσει υπό αμφισβήτηση αυτό τον τύπο θεραπείας, ο οποίος βρίσκεται 

ακόμη σε πειραματικό στάδιο. 
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Γίνεται επομένως αντιληπτό ότι η κατανόηση της παθογένειας της νόσου 

και των μηχανισμών που οδηγούν στον νευροεκφυλισμό, είναι 

καθοριστικής σημασίας για την ανάπτυξη αποτελεσματικών θεραπειών.  

 

 

 

Εικόνα 1.5. Σημεία δράσης αντιπαρκινσονικών φαρμάκων. 

 

ΤΥΡ=τυροσίνη, 
ΤΥ=τυροσίνη υδροξυλάση, ΝΑΤ=αποκαβροξυλάση ντοπαμίνης, ΝΤ=ντοπαμίνη, 
ΠΥ=προσυναπτικοί υποδοχείς. (ανατύπωση από Δ. Βασιλόπουλος, «Νευρολογία, 
Επιτομή Θεωρίας και Πράξης») 
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2. Η πρωτεΐνη LRRK2  

Μεταλλάξεις στο γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη LRRK2 

(Leucine-Rich Repeat Kinase 2) αναγνωρίστηκαν για πρώτη φορά το 

2004 (Zimprich et al.,2004). Έχει πλέον γίνει γνωστό ότι αποτελούν την 

πιο συχνή αιτία οικογενούς νόσου Πάρκινσον (Greggio and Cookson, 

2009). Επίσης, είναι υπεύθυνες για ένα σημαντικό ποσοστό σποραδικών 

περιπτώσεων. Συγκεκριμένα, αποτελούν περίπου το 5% των οικογενών 

και το 2% των σποραδικών περιπτώσεων (Khan et al.,  2005). Σε 

ορισμένους πληθυσμούς, όπως οι Άραβες της Βορείου Αφρικής και οι 

Εβραίοι Ασκενάζι, μπορεί να φτάσουν μέχρι και το 30% του συνόλου 

των περιπτώσεων της νόσου (Cookson et al.,2005). Ο τύπος 

κληρονομικότητας είναι επικρατής, καθώς οι ομοζυγώτες έχουν 

παρόμοιο φαινότυπο και ηλικία έναρξης νόσου με τους ετεροζυγώτες, 

πράγμα το οποίο υποδηλώνει αληθή επικρατή κληρονόμηση (Greggio 

and Cookson, 2009). Παρόλα αυτά η διεισδυτικότητα των μεταλλαγών 

είναι ατελής, καθώς υπάρχουν περιπτώσεις ατόμων που φέρουν κάποια 

μετάλλαξη της LRRK2 και δεν εμφάνισαν συμπτώματα νόσου (Hulihan 

et al., 2008). Οι περιπτώσεις ασθενών που φέρουν μεταλλαγές της 

LRRK2 εμφανίζουν παρόμοια  νευροπαθολογία και κλινική εικόνα με 

περιπτώσεις σποραδικής νόσου (Cookson, 2010). Τα παθολογοανατομικά 

ευρήματα στις περιπτώσεις μεταλλαγών της LRRK2 ποικίλλουν. 

Ασθενείς που φέρουν τις μεταλλάξεις αυτές συνήθως, αλλά όχι πάντα, 

φέρουν σωμάτια Lewy, ενώ άλλες φορές μπορεί να συνυπάρχουν 

νευροϊνιδιακές πλάκες ή να μην ανευρίσκεται και κανένα απολύτως 

παθολογοανατομικό εύρημα (Cookson et al., 2008). 

Το γονίδιο της LRRK2 εδράζεται στο χρωμόσωμα 12 κι αποτελείται από 

περίπου 7.500 ζεύγη βάσεων. Η κωδικοποιούμενη πρωτεΐνη έχει μέγεθος 
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286 KDa και είναι αποτελείται από διάφορες περιοχές (domains) 

(Εικ.1.6). Πήρε το όνομά της από δύο από τις περιοχές που την 

απαρτίζουν· μια περιοχή πλούσια σε επαναλήψεις λευκίνης (LRR) η 

οποία βρίσκεται στο αμινοτελικό της άκρο κι από μια περιοχή με 

δραστικότητα κινάσης (kinase). Μεταξύ των δύο αυτών περιοχών 

βρίσκεται μια αλληλουχία με δραστικότητα GTPάσης, η οποία 

ονομάζεται ROC (Ras-of-complex protein) και ακριβώς δίπλα της 

βρίσκεται η περιοχή COR (C-terminal of  ROC). Στο καρβοξυτελικό 

άκρο της πρωτεΐνης βρίσκεται η περιοχή WD40, η οποία κατά πάσα 

πιθανότητα έχει δομή β-πτυχωτού φύλλου και αποτελεί περιοχή 

αλληλεπίδρασης με άλλες πρωτεΐνες καθώς και με λιπίδια (Jorgensen et 

al., 2009). Οι αλληλουχίες που απαρτίζουν το αμινοτελικό άκρο δεν είναι 

πλήρως χαρακτηρισμένες, αλλά πιστεύεται ότι εκτός της περιοχής LRR 

που αναφέρθηκε προηγουμένως, υπάρχουν και αλληλουχίες ομόλογες με 

μοτίβα αγκυρίνης (ankyrin). Τέλος, η καταλυτική περιοχή του μορίου, 

εκτός της GTPάσης, αποτελείται κι από μια κινάση που ανήκει στην 

κατηγορία κινάσης σερίνης/θρεονίνης και στην οικογένεια των RIP 

κινασών (Receptor Interacting Protein), οι οποίες είναι σημαντικοί 

ρυθμιστές της κυτταρικής επιβίωσης και του κυτταρικού θανάτου 

(Meylan and Tschopp, 2005) (Εικ.1.7). 

 

Εικόνα 1.6. Σχηματική απεικόνιση της πρωτεΐνης LRRK2

 

. Στην εικόνα αυτή 
απεικονίζονται οι διάφορες περιοχές του πρωτεϊνικού μορίου. ANK: αγκυρίνη 
(ankyrin), LRR: περιοχή πλούσια σε επαναλήψεις λευκίνης (leucine-rich repeats), 
ROC: GTPάση (Ras-of-complex), COR: καρβοξυτελικό τμήμα της ROC περιοχής (C-
terminal of ROC), Kinase: κινάση σερίνης/θρεονίνης. 
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Εικόνα 1.7. Η οικογένεια των RIP κινασών.  Η LRRK2 αποτελεί το έβδομο μέλος της 
οικογένειας. Παρατηρείται η μεγάλη ομολογία που εμφανίζει με την LRRK1 με την 
οποία διαφέρει κυρίως στο αμινοτελικό άκρο. (Meylan and Tschopp 2005. Trends 
Biochem Sci., Mar; 30(3):151-9

 

) 

Η πρωτεΐνη φυσιολογικά εκφράζεται, εκτός από το κεντρικό νευρικό 

σύστημα, στους πνεύμονες, στους νεφρούς, στο σπλήνα και στα 

λευκοκύτταρα (Biskup et al., 2007). Στους μύες, κατά τη διάρκεια της 

εμβρυονικής ανάπτυξης, ανιχνεύεται μετά την Ε15 ημέρα και έκτοτε η 

έκφρασή της αυξάνει σταδιακά, πράγμα το οποίο υποδεικνύει ότι δεν 

είναι ένα γονίδιο απαραίτητο για την ανάπτυξη (Westerlund et al., 2008). 

Στο κεντρικό νευρικό η έκφρασή της είναι νευρωνική κι όχι γλοιακή και 

υψηλά επίπεδα έκφρασης έχουν παρατηρηθεί στο ραχιαίο ραβδωτό και 

στο φλοιό, ενώ περιέργως στη μέλαινα ουσία η έκφραση είναι γενικά 

χαμηλότερη (Galter et al., 2006). 

Ένα βασικό ερώτημα που δεν έχει απαντηθεί σχετικά με την LRRK2 

είναι ποια είναι η φυσιολογική της λειτουργία. Οι πληροφορίες που 

υπάρχουν σχετικά με τις επιμέρους περιοχές της, οδηγούν σε ένα μοντέλο 

μιας μεγάλης πρωτεΐνης, με μια κεντρική ενζυμική, καταλυτική περιοχή, 

η οποία περιβάλλεται από περιοχές αλληλεπίδρασης με άλλες πρωτεΐνες. 

Επομένως, ο ρόλος της ενδεχομένως να είναι πολλαπλός, λειτουργώντας 
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ως μόριο σε μονοπάτια σηματοδότησης ή/και ως «γέφυρα» μεταξύ 

άλλων πρωτεΐνών ή/και μεμβρανικών δομών. Κάποιες μελέτες 

προτείνουν ένα πιθανό ρόλο της LRRK2 στη διατήρηση της δομής και 

της μορφολογίας των νευριτών (MacLeod et al., 2006), στη 

σηματοδότηση μέσω Wnt (Sancho et al., 2009), στον έλεγχο της 

πρωτεϊνικής μετάφρασης (Imai et al., 2008) και στη συναπτική 

ενδοκύτωση μέσω της αλληλεπίδρασης με το μόριο Rab5b (Shin et al., 

2008). Επίσης, κάποιοι ερευνητές βρήκαν ότι η LRRK2 αλληλεπιδρά με 

την α- και β-τουμπουλίνη (Parisiadou and Cai, 2010), ενισχύοντας την 

υπόθεση ότι σχετίζεται με στοιχεία του κυτταροσκελετού, όπως κι άλλα 

μέλη της ROCO οικογένειας (Gandhi et al., 2008). Τέλος, έχει βρεθεί ότι 

η LRRK2 αλληλεπιδρά επιλεκτικά με την πρωτεΐνη FADD (Fas-

associated protein with death domain), η οποία εμπλέκεται στο εξωγενές 

μονοπάτι κυτταρικού θανάτου (Ηo et al., 2009). Συνεπώς, η LRRK2 

φαίνεται να έχει δυνητικά ένα μεγάλο αριθμό δράσεων και κυτταρικών 

λειτουργιών, χρειάζονται όμως περισσότερα πειραματικά δεδομένα και η 

ανακάλυψη μορίων τα οποία να αλληλεπιδρούν με τη LRRK2, 

προκειμένου να γίνει περισσότερο ξεκάθαρη η φυσιολογική της 

λειτουργία. 

Η LRRK2, εκτός από τη μονομερή μορφή της, στο κύτταρο βρίσκεται 

κυρίως σε διμερή μορφή (Greggio et al., 2008). Μέλη της οικογένειας 

ROCO, τα οποία περιέχουν επίσης τις περιοχές ROC και COR, 

δημιουργούν διμερή σύμπλοκα μέσω αλληλεπιδράσεων μεταξύ των 

περιοχών αυτών (Gotthardt et al., 2008). Υπάρχουν ενδείξεις ότι η 

LRRK2 σχηματίζει αυτό το διμερές σύμπλοκο μέσω ROC-ROC 

αλληλεπιδράσεων (Deng et al., 2008). Φαίνεται μάλιστα ότι είναι αυτή 

ακριβώς η δομή που ενεργοποιεί τη δραστικότητα κινάσης (Sen et al., 

2009, Greggio et al., 2008). Και καθώς στο μόριο υπάρχει και μια 
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περιοχή με δραστικότητα GTPάσης, αρκετές μελέτες προσπάθησαν να 

συνδέσουν τη δραστικότητα αυτή με την κινάση. Τα έως τώρα δεδομένα 

υποδηλώνουν ότι η κινάση είναι ενεργή όταν στο μόριο είναι 

προσδεδεμένο το GTP, ενώ είναι ανενεργή όταν προσδένεται GDP (West 

et al., 2007). Φαίνεται, επομένως, ότι  η περιοχή ROC δρα ως 

«διακόπτης» ο οποίος ρυθμίζει τη δραστικότητα κινάσης του μορίου 

(Lewis et al., 2009). Χρειάζεται, δηλαδή, για την ενεργοποίηση της 

κινάσης, αλλά και για την επαναφορά της σε βασικά επίπεδα. 

 

 

Εικόνα 1.8. Μοντέλο για την ενεργοποίηση της κινάσης της LRRK2 μέσω της 
πρόσδεσης GTP στη ROC περιοχή. Η εικόνα αυτή απεικονίζει σχηματικά ότι η 
LRRK2 μεταπίπτει κυκλικά από μια κατάσταση πρόσδεσης GTP σε πρόσδεση GDP 
και είναι αυτή η εναλλαγή η οποία ρυθμίζει τη δραστικότητα της κινάσης του μορίου. 
Όταν η ROC περιοχή προσδένει GDP, η κινάση είναι ανενεργή (πάνω σχήμα), ενώ 
όταν προσδένει GTP (κάτω σχήμα) ενεργοποιείται και φωσφορυλιώνει μόρια-
υποστρώματα και τον ίδιο της τον εαυτό σε διάφορα σημεία.(Lewis PA et al. 2009 
Biol.Cell,101:183-191). 
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3. LRRK2 και νόσος Πάρκινσον 
 
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, οι μεταλλάξεις στο γονίδιο της 

LRRK2 αποτελούν την πιο συχνή αιτία κληρονομικής, οικογενούς νόσου 

Πάρκινσον. Οι παθογενετικές μεταλλάξεις είναι όλες σημειακές. Έχει 

πλέον αναγνωριστεί ένας μεγάλος αριθμός μεταλλαγών και 

πολυμορφισμών (Εικ.1.9) κατά μήκος των 7.500 νουκλεοτιδίων της 

κωδικοποιούσας αλληλουχίας (Paisan-Ruiz et al., 2008). Οι περισσότερες 

από αυτές τις παραλλαγές είναι πιθανότατα ακίνδυνες, κάποιες όμως 

φαίνεται ότι συνδέονται με τη νόσο και επομένως ο διαχωρισμός τους σε 

«καλοήθεις» και «κακοήθεις» παραλλαγές είναι ουσιαστικός. 

 

 

Εικόνα 1.9. Μεταλλαγές και πολυμορφισμοί στο μόριο της πρωτεΐνης LRRK2. Στην 
εικόνα φαίνεται ο μεγάλος αριθμός παραλλαγών που έχουν αναγνωριστεί έως τώρα. 
Με πράσινο απεικονίζονται οι μεταλλάξεις οι οποίες θεωρούνται παθογενετικές. (Mata 
IF et al. Trends Neurosci. 2006 May;29(5):286-93) 
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Οι μεταλλάξεις οι οποίες έχει ξεκάθαρα αποδειχθεί ότι είναι 

παθογενετικές είναι πέντε. Ένα ενδιαφέρον στοιχείο είναι ότι, ενώ οι 

πολυμορφισμοί διατρέχουν το σύνολο του γονιδίου, οι μεταλλάξεις αυτές 

συγκεντρώνονται στις ενζυμικές περιοχές. Συγκεκριμένα, δύο από αυτές 

απαντώνται στη ROC περιοχή και μάλιστα στο ίδιο κατάλοιπο αμινοξέος 

(R1441C/G), μία στην περιοχή COR (Y1669C) και δύο στην περιοχή της 

κινάσης σε γειτονικά αμινοξέα (G2019S, Ι2020Τ) (Greggio and Cookson, 

2009). Η συχνότερα απαντώμενη μετάλλαξη είναι η G2019S, η οποία σε 

ορισμένους πληθυσμούς φθάνει έως και το 30%. 

 

 

Εικόνα 1.10. Οι σημαντικότερες μεταλλαγές στο μόριο της LRRK2. Στο μπλε κουτί 
καταγράφονται οι παθογενετικές μεταλλαγές, στο γκρι οι πιθανά παθογενετικές 
μεταλλαγές για τις οποίες τα αποτελέσματα δεν είναι ξεκάθαρα, στο κίτρινο 
μεταλλαγές για τις οποίες έχει βρεθεί συσχέτιση με τη νόσο σε επίπεδο πληθυσμού 
και στο λευκό πολυμορφισμοί, οι οποίοι δεν φαίνεται να είναι παθογενετικοί. (Greggio 
E, Cookson MR. ASN Neuro

 

. 2009 Apr 14;1(1)). 

Οι μεταλλάξεις αυτές φαίνεται ότι επηρεάζουν την ενζυμική 

δραστηριότητα του μορίου. Οι μεταλλάξεις R1441C,R1441G και 

Y1699C φαίνεται ότι μειώνουν τη δραστηριότητα GTPάσης, 
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παρατείνοντας τη δέσμευση του GTP στο μόριο και αυξάνοντας με αυτό 

τον τρόπο το χρόνο παραμονής της πρωτεΐνης στην ενεργή της 

κατάσταση (Guo et al., 2007, Lewis et al., 2007, Li eta al., 2007). 

Όσον αφορά στην επίδραση των μεταλλάξεων στη δραστηριότητα της 

κινάσης, μελέτες έχουν δείξει ότι μόνο η G2019S μετάλλαξη σταθερά 

αυξάνει τη δραστηριότητα κινάσης (Greggio and Cookson, 2009). Για τις 

υπόλοιπες μεταλλάξεις τα δεδομένα είναι αμφιλεγόμενα, καθώς άλλες 

μελέτες αναφέρουν αύξηση, άλλες μείωση κι άλλες καμία μεταβολή στη 

δραστηριότητα, πράγμα το οποίο εν μέρει μπορεί να οφείλεται και στη 

διαφορά των χρησιμοποιούμενεων μεθοδολογιών. Για παράδειγμα, 

κάποιες μελέτες χρησιμοποίησαν το πλήρες μόριο στις πειραματικές 

διαδικασίες (Full-length), ενώ άλλες κατασκεύασαν και χρησιμοποίησαν 

απομονωμένη την περιοχή της κινάσης (truncated constructs). Κάποιοι 

ερευνητές μελέτησαν τη φωσφορυλίωση του τεχνητού υποστρώματος 

MBP (myelin-basic protein) από τη LRRK2 (West et al., 2005, Lewis et 

al.,  2007, Iaccarino eta l., 2007) ενώ άλλοι την αυτοφωσφορυλίωση του 

μορίου (Greggio et al., 2006, Smith et al., 2006, West et al., 2007).  

Ο μηχανισμός μέσω του οποίου οι μεταλλάξεις οδηγούν στον κυτταρικό 

θάνατο δεν είναι γνωστός. Δεν γνωρίζουμε, για παράδειγμα, εάν ο 

μηχανισμός είναι η απόκτηση μιας καινούριας, τοξικής ιδιότητας (gain-of 

–function mechanism) ή εάν η νευροεκφύλιση οφείλεται σε απώλεια ή 

απορρύθμιση της φυσιολογικής δράσης της πρωτεΐνης (loss-of-function 

mechanism). Αυτό που έχει καταδειχθεί ξεκάθαρα σε πολλές μελέτες 

είναι ότι οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 αυξάνουν τον κυτταρικό 

θάνατο, τουλάχιστον σε κυτταρικά μοντέλα (καλλιέργειες φλοιϊκών 

νευρώνων, κυτταρικές σειρές SH-SY5Y) (Smith et al., 2005, Greggio et 

al., 2006, MacLeod et al., 2006, West et al., 2007). Επιπλέον, έχει φανεί 

ότι η δραστηριότητα κινάσης είναι απαραίτητη για την εκδήλωση 
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νευροτοξικότητας, καθώς διπλά μεταλλαγμένα γονιδία, τα οποία φέρουν 

την παθογενετική μετάλλαξη καθώς και μια δεύτερη η οποία καταργεί τη 

δραστηριότητα κινάσης (kinase-dead), φάνηκε ότι είναι λιγότερο τοξικά 

από τα αρχικά (Smith et al., 2006, Greggio et al., 2006).  

 

4. Ο ρόλος της LRRK2 στον κυτταρικό θάνατο 

Τα μονοπάτια που οδηγούν στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο είναι 

δύο, το εξωγενές και το ενδογενές (Cohen, 1997, Budihardjo et al., 1999). 

Εν συντομία, το ενδογενές ελέγχεται από παράγοντες οι οποίοι 

απελευθερώνονται από τα μιτοχόνδρια και οδηγούν σε ενεργοποίηση της 

κασπάσης-9 (Danial and Korsmeyer, 2004). Το εξωγενές ξεκινά από  

μεμβρανικούς υποδοχείς όπως ο TNF-R και οδηγούν σε ενεργοποίηση 

της κασπάσης-8 επιστρατεύοντας την αποπτωτική πρωτεΐνη FADD (Fas-

associated protein with death domain) (Ηο et al., 2009) (Εικ.1.11). 

Ενδιαφέρουσα ήταν η παρατήρηση ότι στον εγκέφαλο ασθενών με νόσο 

Πάρκινσον είχε μεταθανάτια ανιχνευθεί ενεργοποιημένη κασπάση-8 

(Hartmann and Hirsch, 2001). Επίσης, μοριακά σήματα που εμπλέκονται 

στο εξωγενές μονοπάτι διαμεσολαβούν διεργασίες φλεγμονής, οι οποίες 

πιθανολογείται ότι είναι ένας μηχανισμός νευροτοξικότητας και στη νόσο 

Πάρκινσον (Hirsch et al., 2005). Ακόμη, η κινάση RIP1, η οποία ανήκει 

στην οικογένεια των RIP κινασών όπως και η LRRK2 (Manning et al., 

2002), είναι σηματοδοτικό μόριο του εξωγενούς μονοπατιού  και έχει 

δειχθεί ότι κατατέμνεται από την κασπάση-8 όταν ενεργοποιείται ο 

επαγόμενος από τον TNF-α κυτταρικός θάνατος (Lin et al., 1999). Όλα 

τα παραπάνω οδήγησαν στη διερεύνηση της υπόθεσης ότι ενδεχομένως 

και η LRRK2 συμμετέχει στο εξωγενές μονοπάτι κυτταρικού θανάτου.  
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Εικόνα 1.11. Μονοπάτια αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου.

 

 Στα αριστερά 
απεικονίζεται το εξωγενές και στα δεξιά το ενδογενές μονοπάτι.Φαίνεται ότι το 
εξωγενές μονοπάτι ενεργοποιείται από εξωγενή ερεθίσματα τα οποίο οδηγούν σε 
ενεργοποίηση μεμβρανικών υποδοχέων, όπως ο Fas και ο TNF-R. Αντίθετα, το 
ενδογενές προκαλεί απελευθέρωση διαφόρων παραγόντων από τα μιτοχόνδρια. Τα 
δύο μονοπάτια συνδέονται μεταξύ τους μέσω της διχοτόμησης του μορίου Bid  
(Ανατύπωση από medscape.com). 

Προηγούμενα δεδομένα υποδεικνύουν ότι η LRRK2 αλληλεπιδρά με 

αποπτωτικές πρωτεΐνες που περιέχουν death domains (DD), ειδικά του 

εξωγενούς μονοπατιού κυτταρικού θανάτου (Ho et al., 2009) . Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 1.12,  η LRRK2 αλληλεπιδρά με την FADD, την 

TRADD και τη RIP1, οι οποίες είναι αποπτωτικές πρωτεΐνες που 

περιέχουν death domains. Παρόλα αυτά η LRRK2 δεν αλληλεπιδρά με 

την RAIDD, η οποία επίσης περιέχει death domain, αλλά δεν εμπλέκεται 

στο εξωγενές μονοπάτι. Συνεπώς, η LRRK2 αλληλεπιδρά ειδικά με μια 

υποομάδα των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στον κυτταρικό θάνατο, οι 

οποίες μεταβιβάζουν σήματα του εξωγενούς μονοπατιού. 
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Εικόνα 1.12. Η LRRK2 αλληλεπιδρά με αποπτωτικές πρωτεΐνες που περιέχουν 
death domains (DD) ειδικά του εξωγενούς μονοπατιού κυτταρικού θανάτου. 
Πειράματα συν-ανοσοκατακρήμνισης της LRRK2 με RIP1, TRADD, FADD και  
RAIDD. Παρατηρείται (αριστερά) η ειδική αλληλεπίδραση της LRRK2 με τις RIP1, 
FADD και TRADD (κόκκινοι κύκλοι), αλλά όχι με την RAIDD (Ho et al. J Neurosci

 

. 
2009 Jan 28;29(4):1011-6). 

Προκειμένου να διερευνηθεί το κατά πόσον οι πρωτεΐνες αυτές που 

αλληλεπιδρούν με τη LRRK2, σχετίζονται με το Πάρκινσον, μελετήθηκε 

εάν η αλληλεπίδραση αυτή μεταβάλλεται με κάποιο τρόπο από τις 

παθογενετικές μεταλλάξεις  (Εικ. 1.13). Βρέθηκε ότι όλες οι 

μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 που σχετίζονται με τη νόσο (R1441C, 

Y1699C, G2019S, I2020T) εμφανίζουν αυξημένη αλληλεπίδραση με τη 

FADD, σε σχέση με τα επίπεδα αλληλεπίδρασης της αγρίου τύπου 

πρωτεΐνης (WT). Αντιθέτως, οι μεταλλάξεις δεν είχαν καμία επίδραση 

στη σχέση της LRRK2 με τις δύο άλλες αποπτωτικές πρωτεΐνες με τις 

οποίες αλληλεπιδρά (RIP1και TRADD) (Εικ. 1.14). Επομένως, η 

επίδραση αυτή των μεταλλάξεων είναι ειδική για τη FADD, η οποία είναι 

ένα σηματοδοτικό μόριο-κλειδί στο εξωγενές μονοπάτι κυτταρικού 

θανάτου. 
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Εικόνα 1.13. Αυξημένη αλληλεπίδραση της FADD με τις μεταλλαγμένες μορφές 
της LRRK2. Συνδιαμόλυνση κυττάρων με FADD και είτε με LRRK2 αγρίου τύπου 
(WT) είτε με μεταλλαγμένες μορφές της (R1441C, Y1699C, G2019S, I2020T) και 
συν-ανοσοκατακρήμνιση (Co-ip). Παρατηρείται αύξηση της αλληλεπίδρασης όλων 
των μεταλλαγμένων μορφών με τη FADD, σε σχέση με τη βασική αλληλεπίδραση με 
την αγρίου τύπου. (Ho et al. J Neurosci

 

. 2009 Jan 28;29(4):1011-6) 

 Α.        Β. 

    

Εικόνα 1.14. Οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 δεν αυξάνουν την 
αλληλεπίδρασή της με την RIP1 και την TRADD. Στο σχήμα Α φαίνεται ότι οι 
μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 (R1441C, Y1699C,G2019S,I2020T) δεν έχουν 
καμία επίδραση στη σχέση LRRK2-TRADD. Ομοίως στο σχήμα Β για την RIP1. (Ho 
et al. J Neurosci. 2009 Jan 28;29(4):1011-6)
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Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η FADD μεταβιβάζει σήματα του 

εξωγενούς μονοπατιού κυτταρικού θανάτου, μετά από πρόσδεση στον 

ενεργοποιημένο υποδοχέα Fas μέσω της περιοχής DD (death domain). 

Στη συνέχεια, επιστρατεύει και ενεργοποιεί την κασπάση-8 με την οποία 

άρχεται ο καταρράκτης ενεργοποίησης άλλων κασπάσεων και τελικά 

επάγεται ο κυτταρικός θάνατος. Στην προσπάθεια να διερευνηθεί η 

ενδεχόμενη σχέση της LRRK2 με την κασπάση-8, προηγούμενα 

δεδομένα έδειξαν ότι η FADD προσελκύει την κασπάση-8 προς τη 

LRRK2 και αποτελούν ένα πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο (Εικ. 1.15). 

Επίσης, φαίνεται ότι ο επαγόμενος από τη LRRK2 κυτταρικός θάνατος 

εξαρτάται ειδικά από την κασπάση-8 (Εικ. 1.15).  

Τα ευρήματα αυτά συνδέουν συγκεκριμένες μεταλλάξεις που προκαλούν 

νόσο Πάρκινσον με ένα συγκεκριμένο μονοπάτι κυτταρικού θανάτου. 

Καθώς ο αποπτωτικός θάνατος φαίνεται ότι συνεισφέρει στη 

νευροεκφύλιση της νόσου του Πάρκινσον (Vila and Przedborski, 2003),  

είναι σημαντικό να διευκρινιστεί εάν κατέχει έναν αρχικό ρόλο-κλειδί ή 

εάν αντιπροσωπεύει μια μεταγενέστερη επίπτωση. Τα ευρήματα αυτά 

υποδεικνύουν ότι, τουλάχιστον για τις περιπτώσεις μεταλλαγών της 

LRRK2, η ενεργοποίηση του αποπτωτικού μηχανισμού μπορεί να είναι 

ένα σημαντικό πρώιμο γεγονός κατά την εξέλιξη της νόσου. Επίσης, 

φαίνεται ότι η ενίσχυση της αλληλεπίδρασης μεταξύ FADD-LRRK2 που 

παρατηρείται με τις μεταλλαγμένες μορφές, είναι ίσως ένα σημαντικό 

βήμα στην επαγωγή κυτταρικού θανάτου. 

  



                                                                                                                Εισαγωγή 

 
 

29 
 

 

 

Εικόνα 1.15. Ο αποπτωτικός θάνατος που επάγεται από τη LRRK2 είναι 
εξαρτώμενος από την κασπάση-8. Α. Απουσία εξωγενούς FADD μόνο μια πολύ 
μικρή ποσότητα της κασπάσης-8 απομονώνεται με τη LRRK2 (κόκκινος κύκλος). Η 
έκφραση εξωγενούς FADD αύξησε σηαντικά την ποσότητα της κασπάσης-8 που 
ανοσοκατακρημνίζεται με τη LRRK2 (πράσινος κύκλος). Φαίνεται, λοιπόν, πως η 
FADD επιστρατεύει την κασπάση-8 και σχηματίζουν και οι τρεις ένα πολυπρωτεϊνικό 
σύμπλοκο. Β. Μειορρύθμιση της κασπάσης-8 μέσω siRNA ελαττώνει σημαντικά τον 
επαγόμενο από μεταλλαγές της LRRK2 κυτταρικό θάνατο. Γ. Η κασπάση-8 
ενεργοποιείται επιλεκτικά στον εγκέφαλο ασθενών με νόσο Πάρκινσον. Εκχυλίσματα 
από εγκεφαλικό ιστό ασθενών αναλύθηκαν για την παρουσία ενεργοποιημένης 
κασπάσης-8, κασπάσης-9 και κασπάσης-1. Οι κασπάσες ενεργοποιούνται μέσω 
ομοδιμερισμού και αυτοπρωτεόλυσης. Ένα ή περισσότερα από τα προϊόντα 
αποδόμησης (p55, p43, p41, p18) βρέθηκαν στον εγκέφαλο ασθενών με νόσο 
Πάρκινσον, αλλά όχι στους μάρτυρες (ctrl). Τέλος, δεν ανιχνεύθηκε ενεργοποίηση 
της κασπάσης-9, η οποία εμπλέκεται στο ενδογενές μονοπάτι, ούτε της κασπάσης-1 
που σχετίζεται με φλεγμονή. (Ho et al. J Neurosci

  

. 2009 Jan 28;29(4):1011-6) 
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Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η LRRK2 είναι μέλος της οικογένειας των RIP 

κινασών (Manning et al., 2002). Έχει δειχθεί ότι η κινάση RIP1 

κατατέμνεται από την κασπάση-8 όταν τα κύτταρα υφίστανται 

αποπτωτικό θάνατο, επαγόμενο από τον παράγοντα TNF-α (Lin et al., 

1999). Αυτή η κατάτμηση (cleavage) της RIP1 γίνεται σε ένα 

συγκεκριμένο μοτίβο, το LQLD. Αυτό το μοτίβο βρέθηκε ότι είναι παρόν 

και στην ανθρώπινη LRRK2 και μάλιστα το συγκεκριμένο κατάλοιπο 

ασπαρτικού οξέος το οποίο αναγνωρίζει η κασπάση-8, βρίσκεται στη 

θέση 1565.  

Τίθεται λοιπόν το ερώτημα εάν η κασπάση-8 έχει παρόμοια επίδραση και 

στη LRRK2 και εάν αυτή η ενδεχόμενη κατάτμηση έχει επίσης 

ρυθμιστικό ρόλο, προωθώντας ενδεχομένως τη μεταβίβαση μηνυμάτων 

κυτταρικού θανάτου που ξεκινούν από τις μεταλλαγμένες μορφές της.   
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ΣΚΟΠΟΣ 

Η νόσος Πάρκινσον, όπως ήδη αναφέρθηκε, είναι η δεύτερη συχνότερη 

νευροεκφυλιστική νόσος, μετά τη νόσο Αλτζχάϊμερ, η οποία επηρεάζει 

σημαντικά το προσδόκιμο επιβίωσης και την ποιότητα ζωής των 

ασθενών. Μεταλλάξεις στο γονίδιο της LRRK2 είναι υπεύθυνες για το 

μεγαλύτερο ποσοστό των οικογενών περιπτώσεων νόσου,όπως επίσης 

και για ένα μεγάλο μέρος των σποραδικών περιπτώσεων (Greggio and 

Cookson, 2009). Ο μηχανισμός μέσω του οποίου η μεταλλαγμένη 

LRRK2 εκδηλώνει την τοξική της δράση δεν είναι γνωστός. 

Υπάρχουν κάποιες αρχικές ενδείξεις ότι η LRRK2 την τάση να 

ολιγομερίζεται. Η ιδιότητα, μάλιστα, του ολιγομερισμού είναι κοινή για 

πολλές ομάδες πρωτεϊνών, ειδικά γι’αυτές που εμπλέκονται σε 

σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως η οικογένεια των RIP κινασών, στην 

οποία ανήκει και η ίδια (Hasegawa et al., 2008). Το πιο χαρακτηριστικό 

παράδειγμα πρωτεϊνικού ολιγομερισμού στο εξωγενές μονοπάτι 

κυτταρικού θανάτου είναι ο σχηματισμός των DEFs (Death Effector 

Filaments) (Siegel et al., 1998), τα οποία παρατηρούνται σε αποπτωτικές 

πρωτεΐνες οι οποίες περιέχουν death domains (π.χ. FADD, TRADD). 

Χαρακτηριστικό όλων αυτών των πρωτεϊνών που ολιγομερίζονται είναι η 

παρουσία συγκεκριμένων αλληλουχιών που επιτρέπουν το σχηματισμό 

ομο- και ετερο-ολιγομερών που αποτελούν το σκελετό του εξωγενούς 

μονοπατιού. 

Υπάρχουν δεδομένα που συνδέουν τη LRRK2 με το εξωγενές μονοπάτι 

κυτταρικού θανάτου (Ho et al, 2009). Συνοψίζοντας όσα αναφέρθηκαν 

στην εισαγωγή, η LRRK2 αλληλεπιδρά με τη FADD κι αυτή η 

αλληλεπίδραση αυξάνεται σημαντικά παρουσία των παθογενετικών 
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μεταλλαγών. Αυτή η αλληλεπίδραση οδηγεί σε προσέλκυση και 

ενεργοποίηση της κασπάσης-8. Κάτι επίσης γνωστό είναι η διχοτόμηση 

της αποπτωτικής πρωτεΐνης RIP1 από την κασπάση-8, κατά τον 

επαγόμενο από τον TNF-α κυτταρικό θάνατο, σε ένα συγκεκριμένο 

μοτίβο (LQLD). Το ίδιο αυτό μοτίβο βρέθηκε ότι είναι παρόν και στη 

LRRK2, γεγονός που δείχνει ότι η κασπάση-8 μπορεί να κατατέμνει και 

την πρωτεΐνη αυτή. Το κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος το οποίο 

αναγνωρίζεται από την κασπάση-8 εντοπίζεται στη θέση 1565. 

Γνωρίζουμε, επομένως, ότι οι μεταλλάξεις προκαλούν νευρωνικό θάνατο 

και μάλιστα συνδέονται με ένα συγκεκριμένο μονοπάτι αποπτωτικού 

θανάτου, μέσω της αυξημένης αλληλεπίδρασής τους με το FADD. Αυτό 

που δε γνωρίζουμε είναι ο μηχανισμός με τον οποίο οι μεταλλάξεις αυτές 

επάγουν την ενεργοποίηση αυτού του σηματοδοτικού μονοπατιού 

κυτταρικού θανάτου. 

Το προτεινόμενο μοντέλο, επομένως, της επαγόμενης από τον 

ολιγομερισμό νευροτοξικότητας συνιστά ότι, ενώ η αγρίου τύπου 

πρωτεΐνη βρίσκεται κυρίως σε διμερή διαμόρφωση, η μετάβαση σε 

υψηλότερης τάξης ολιγομερή σύμπλοκα είναι ίσως ένα κρίσιμο σημείο 

στην επαγωγή νευρωνικού θανάτου. Στα ολιγομερή αυτά σύμπλοκα 

εντοπίζεται ενδεχομένως περισσότερη FADD, η οποία προσελκύει και 

ενεργοποιεί την κασπάση-8, η οποία μέσω της ενεργοποίησης άλλων 

κασπάσεων, οδηγεί στον αποπτωτικό θάνατο. Η ενδεχόμενη, επακόλουθη 

κατάτμηση της LRRK2 από την κασπάση-8 αλλάζει τη διαμόρφωση του 

μορίου, ενισχύοντας περαιτέρω αυτόν τον ολιγομερισμό, προσελκύοντας 

περισσότερα μόρια FADD και κασπάσης-8 κ.ο.κ. 
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Σχήμα 1.1. Μοντέλο νευροτοξικότητας, επαγόμενης από τον ολιγομερισμό

 

. Στην 
εικόνα στα δεξιά απεικονίζεται σχηματικά ότι, ενώ η LRRK2 γνωρίζουμε ότι 
βρίσκεται φυσιολογικά σε μια διμερή διαμόρφωση (I), οι παθογενετικές μεταλλάξεις 
μπορεί ενδεχομένως να οδηγούν σε μια αρχική μετάπτωση σε ολιγομερή σύμπλοκα 
υψηλότερης τάξης (II), γεγονός το οποίο ίσως εξηγεί την ενισχυμένη αλληλεπίδραση 
της LRRK2 με το FADD (απεικονίζεται σε χρώμα κίτρινο-μωβ), η οποία έχει 
τεκμηριωθεί. Η ισχυρότερη αυτή αλληλεπίδραση οδηγεί σε προσέλκυση της προ-
κασπάσης 8 η οποία κατόπιν ενεργοποιείται και επάγει τον σηματοδοτικό 
καταρράκτη που οδηγεί στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. Με  επισημαίνονται 
τα δεδομένα που είναι ήδη γνωστά, ενώ με ? σημειώνονται οι υποθέσεις που έχουν 
γίνει.  

Η εργασία αυτή είναι μέρος ενός ευρύτερου ερευνητικού σχεδίου, το 

οποίο στοχεύει στη μελέτη της πιθανής σχέσης ανάμεσα στις 
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παθολογικές, ολιγομερικές διαμορφώσεις  τις οποίες ενδεχομένως 

προσλαμβάνει η LRRK2 και στον επαγόμενο κυτταρικό θάνατο.  

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση του ολιγομερισμού 

της LRRK2 και η τυχόν επίδραση των παθογενετικών μεταλλάξεων στο 

φαινόμενο αυτό, καθώς και η διερεύνηση με συστηματικό τρόπο του 

βιοχημικού προφίλ των διαφόρων «ειδών» της LRRK2. Το δεύτερο 

σκέλος της εργασίας αυτής αφορά στη μελέτη της ενδεχόμενης 

επίδρασης στον ολιγομερισμό από την εισαγωγής μιας μετάλλαξης, η 

οποία καταργεί τη θέση κατάτμησης του μορίου από την κασπάση-8, 

αντικαθιστώντας το ασπαρτικό οξύ στη θέση 1565 με γλυκίνη (D1565K).  

Απώτερος στόχος της εργασίας αυτής είναι να βοηθήσει στη 

διαλεύκανση του μηχανισμού μέσω του οποίου οι μεταλλάξεις της 

LRRK2 επάγουν τη νευροεκφύλιση, να συμβάλλει στην κατανόηση της 

παθογένειας της νόσου, η οποία κατανόηση θα μπορούσε περαιτέρω να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη αποτελεσματικών διαγνωστικών και 

θεραπευτικών παρεμβάσεων.  
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ΙΙ.  ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

1.  Κυτταρικές καλλιέργειες 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά ΗΕΚ 293Τ 

(Human Embryonic Kidney) (Graham et al., 1977), η οποία 

καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υλικό DMEM  (Gibco), με 10% αδρανή, 

θερμικά απενεργοποιημένο εμβρυϊκό ορό βοδινού (FBS) και 100 μg/ml 

πενικιλλίνη-στρεπτομυκίνη (Biochrom), σύμφωνα με καθιερωμένα 

πρωτόκολλα. Για την καλλιέργεια των κυττάρων χρησιμοποιήθηκαν 

στείρες συνθήκες και τα κύτταρα διατηρήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο 

σε θερμοκρασία 37˚C και 5% CO2

Τα κύτταρα καταψύχονται και φυλάσσονται προκειμένου να υπάρχουν 

διαθέσιμα κύτταρα μικρής γενιάς, καθώς με τις συνεχείς ανακαλλιέργειες 

και διαιρέσεις αυξάνονται οι πιθανότητες μεταλλαγών. Για το σκοπό 

αυτό, χρησιμοποιείται το κατάλληλο υγρό ψύξης, που περιέχει την 

κρυοπροστατευτική ουσία διμέθυλο-σουλφοξείδιο (DMSO) [freezing 

buffer, θρεπτικό υλικό  90% (v/v) και DMSO 10% (v/v)]. Τα κύτταρα 

επαναιωρούνται, με μηχανική αποκόλληση, στο παραπάνω διάλυμα και 

στη συνέχεια το εναιώρημα τοποθετείται σε ειδικά πλαστικά 

αποστειρωμένα φιαλίδια (cryovials) όγκου 1mL το καθένα, στα οποία 

αναγράφεται ο τύπος κι η γενιά (passage number) των κυττάρων καθώς 

και η ημερομηνία κατάψυξής τους. Τα φιαλίδια αποθηκεύονται αρχικά 

σε θερμοκρασία -80

. 

οC, όπου τα κύτταρα μπορούν να διατηρηθούν σε 

καλή κατάσταση για περίπου 6 μήνες, ενώ για κατάψυξη μεγαλύτερης 

διάρκειας μεταφέρονται, σε επόμενη φάση, σε ειδικό δοχείο που περιέχει 
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υγρό άζωτο (-196ο

Για την απόψυξη των κυττάρων είναι πολύ σημαντική η ταχεία μετάβαση 

από την εξαιρετικά χαμηλή θερμοκρασία ψύξης στη θερμοκρασία 

ανάπτυξης των κυττάρων, δηλαδή τους 37°C. Έτσι, το φιαλίδιο με τα 

παγωμένα κύτταρα τοποθετείται απευθείας στους 37°C και στη συνέχεια 

τα κύτταρα φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 1.500 στροφές μαζί με 

πλήρες θρεπτικό υλικό προκειμένου να απομακρυνθεί το DMSO, το 

οποίο είναι τοξικό για τα κύτταρα. Αφού αφαιρεθεί το υπερκείμενο, τα 

κύτταρα επαναιωρούνται σε θρεπτικό υλικό και κατόπιν μεταφέρονται σε 

τρυβλίο καλλιέργειας που περιέχει πλήρες θρεπτικό υλικό θερμοκρασίας 

37°C και τοποθετούνται στον κλίβανο επώασης.  

C), όπου μπορούν να παραμείνουν για μεγάλα χρονικά 

διαστήματα. 

 

2. Πλασμίδια 

Τα μόρια DNA που χρησιμοποιήθηκαν στις πειραματικές διαδικασίες 

αποτελούνται από το γονίδιο ανθρώπινης LRRK2 (human cDNA), το 

οποίο έχει εισαχθεί σε φορέα κλωνοποίησης pcDNA 3.1 (Invitrogen). 

Στο φορέα αυτό υπό τον έλεγχο του ίδιου υποκινητή (Pcmv) βρίσκεται 

και το γονίδιο του EGFP, επομένως όταν εκφράζεται η πρωτεΐνη που μας 

ενδιαφέρει, εκφράζεται ισόποσα και η GFP πρωτεΐνη. Ο φορέας αυτός 

περιέχει και γονίδιο το οποίο προσδίδει αντοχή στην αμπικιλλίνη. 

Κατασκευάστηκαν πλασμίδια που περιέχουν το γονίδιο που κωδικοποιεί 

την πρωτεΐνη αγρίου τύπου (WT) και πλασμίδια που εκφράζουν 

μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 (I2020T, R1441C και G2019S). 

Προκειμένου να πολλαπλασιάσουμε το πλασμιδιακό DNA, 

χημειοδεκτικά βακτήρια E.coli μετασχηματίζονται με την εισαγωγή των 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων. Τα βακτήρια αυτά επιστρώνονται σε 
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τρυβλία 10cm με LB (Luria Broth) άγαρ στα οποία έχει προστεθεί 

αμπικιλλίνη 100mg/ml (AppliChem). Την επόμενη μέρα ελέγχουμε εάν 

έχουν αναπτυχθεί αποικίες. Τα βακτήρια που αναπτύσσονται στο τρυβλίο 

αυτό είναι αυτά που περιέχουν τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια, καθώς 

μόνο αυτά έχουν αντοχή έναντι της αμπικιλλίνης. Συλλέγουμε κάποια 

αποικία από το τρυβλίο, αναπτύσσουμε μια υγρή καλλιέργεια 3-5 ml σε 

LB με αμπικιλλίνη και απομονώνουμε το πλασμιδιακό DNA 

χρησιμοποιώντας ειδική, εμπορικά διαθέσιμη ομάδα αντιδραστηρίων 

(kit) της Qiagen. 

 

3. Παροδική διαμόλυνση (transient transfection) 

Για τη διαμόλυνση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του 

φωσφορικού ασβεστίου (calcium phosphate) (Kingston et al., 2001). Με 

τη μέθοδο αυτή δημιουργείται ένα σύμπλοκο αποτελούμενο από 

πλασμιδιακό DNA και ιόντα ασβεστίου, το οποίο κατακρημνίζεται και 

εισάγεται στο κύτταρο με ενδοκύττωση. Η μέθοδος αυτή είναι σχετικά 

απλή, οικονομική και πολύ αποτελεσματική, ειδικά σε καλλιέργειες 

κυττάρων ΗΕΚ 293Τ. 

Τα κύτταρα στρώνονται 24 ώρες πριν από τη διαμόλυνση σε τρυβλία 

κυτταροκαλλιεργειών διαμέτρου 10 cm (Greiner Bio-One). Η 

διαμόλυνση πραγματοποιείται όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει την 

επιφάνεια του τρυβλίου κατά 80%. Η διαμόλυνση γίνεται ως εξής: 

Σε ένα δοκιμαστικό σωλήνα τύπου eppendorf (Α) τοποθετούνται 500 μl 

φωσφορικού διαλύματος  HBS 2Χ (NaCl, HEPES, Na2HPO4

Σε ένα άλλο eppendorf (Β) τοποθετούνται 10 μg πλασμιδιακού DNA τα 

οποία αναμιγνύονται με 61 μl CaCl

). 

2. Ο τελικός όγκος συμπληρώνεται με 
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H2

Ρυθμίζουμε το vortex σε συνεχή κίνηση και τοποθετούμε πάνω του το 

σωλήνα Α. Προσθέτουμε σε αυτό το περιεχόμενο του σωλήνα Β 

σταγόνα-σταγόνα. Προσθέτουμε αργά το μείγμα αυτό στα κύτταρα, αφού 

προηγουμένως έχουμε προσθέσει φρέσκο θρεπτικό υλικό. Είναι 

σημαντικό το διάλυμα να καλύψει ολόκληρη την επιφάνεια των 

κυττάρων. Τα κύτταρα τοποθετούνται στον κλίβανο επώασης για 72 

ώρες και κατόπιν συλλέγονται. 

O μέχρι τα 500 μl, έτσι ώστε ο όγκος των δύο eppendorfs να είναι 

ίσος.  

 

4. Εκχύλιση πρωτεϊνών 

Με τις μεθόδους εκχύλισης πρωτεϊνών τα κύτταρα επωάζονται με ένα 

διάλυμα λύσης, το οποίο προκαλεί καταστροφή των μεμβρανών και 

απελευθέρωση του κυτταρικού περιεχομένου στο διάλυμα. Επειδή 

απελευθερώνονται επίσης φωσφατάσες και πρωτεάσες, πρέπει όλες οι 

διαδικασίες να πραγματοποιούνται στους 4˚C και να περιλαμβάνονται 

στο διάλυμα αναστολείς πρωτεασών και φωσφατασών, προκειμένου να 

ελαχιστοποιηθεί η πρωτεόλυση του δείγματος. 

Μετά το πέρας 72 ωρών από τη διαμόλυνση,αφαιρείται το θρεπτικό 

υλικό απ’τα κύτταρα. Κατόπιν τα κύτταρα πλένονται με παγωμένο 

φωσφορικό διάλυμα (PBS) και αφού αφαιρεθεί η ποσότητα του PBS, τα 

κύτταρα αποκολλώνται μηχανικά από το πιάτο με τη βοήθεια ξέστρου 

και με κατάλληλο όγκο PBS και τοποθετούνται σε ένα σωλήνα τύπου 

eppendorf. Στη συνέχεια φυγοκεντρούνται στις 5.000 rpm για 5 λεπτά 

στους 4˚C.  Προστίθεται κατάλληλος όγκος διαλύματος λύσης το οποίο 

είναι PBS στο οποίο έχουν προστεθεί αναστολείς φωσφατασών και 
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πρωτεασών (Roche). Καθώς στα πειράματα που ακολούθησαν ο σκοπός 

ήταν η μελέτη των ολιγομερικών μορφών της LRRK2, στο διάλυμα 

λύσης δεν χρησιμοποιήθηκε κάποιο απορρυπαντικό προκειμένου ο 

τρόπος λύσης να είναι όσο γίνεται πιο ήπιος και να διατηρηθούν τα όποια 

ολιγομερή υπήρχαν. Σε πειράματα στα οποία είχε προηγουμένως 

χρησιμοποιηθεί απορρυπαντικό, είχε φανεί πως ένα μέρος των 

ολιγομερών χάνεται κι εξαιρείται από τη μετέπειτα ανάλυση.Τα δείγματα 

αναδεύονται και επωάζονται στον πάγο για 20 λεπτά. Έπειτα 

τοποθετούνται σε γυάλινο ομογενοποιητή (Dounce Homogenization), 

πάντα στους 4˚C, και λύονται μηχανικά καθώς συνθλίβονται ανάμεσα 

στο έμβολο και στα τοιχώματα του γυάλινου σωλήνα. Φυγοκεντρούνται 

για 10 λεπτά στις 2.000 rpm στους 4˚C, έτσι ώστε σ’αυτή τη χαμηλή 

ταχύτητα φυγοκέντρησης να απομακρυνθούν μόνο κύτταρα που δεν 

διασπάσθηκαν κι οι άθικτοι πυρήνες των κυττάρων. Το υπερκείμενο που 

περιέχει όλες τις διαλυτές πρωτεΐνες μεταφέρεται σε άλλο eppendorf, 

μετρούμε την πρωτεϊνική συγκέντρωση του εκχυλίσματος και 

προσθέτουμε αμέσως 4 mg πρωτεΐνης στην κορυφή της στήλης 

χρωματογραφίας για να γίνει ο διαχωρισμός. 

 

5. Προσδιορισμός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης με τη μέθοδο 

Bradford 

Για να προσδιοριστεί ποσοτικά η πρωτεϊνική συγκέντρωση ενός 

κυτταρικού εκχυλίσματος χρησιμοποιείται η χρωματομετρική μέθοδος 

Bradford (Bradford M, 1976). Η μέθοδος βασίζεται στην ιδιότητα της 

χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 να μεταβάλλει το χρώμα της 

από κόκκινο σε μπλε, όταν συνδέεται με πρωτεΐνες σε όξινο περιβάλλον. 

Η ελεύθερη χρωστική έχει μέγιστο απορρόφησης στα 465 nm, ενώ το 
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σύμπλοκο πρωτεΐνης-χρωστικής, στα 595 nm. Επομένως, όσο 

μεγαλύτερη είναι η απορρόφηση στα 595 nm, άρα και η αλλαγή στο 

χρώμα, τόσο μεγαλύτερη είναι και η πρωτεϊνική συγκέντρωση του 

δείγματος. Η συγκεκριμένη μέθοδος προσδιορισμού έχει το 

πλεονέκτημα, σε σύγκριση με άλλες μεθόδους, της υψηλής ειδικότητας 

όσον αφορά τις πρωτεΐνες, καθώς δεν επηρεάζεται ιδιαίτερα από μη 

πρωτεϊνικά συστατικά και άλλα αντιδραστήρια. 

Για να υπολογιστεί η συγκέντρωση του δείγματος χρησιμοποιείται μια 

πρότυπη καμπύλη, η οποία προκύπτει από τη μέτρηση της οπτικής 

πυκνότητας (Ο.D.) διαφόρων διαλυμάτων αλβουμίνης γνωστών 

συγκεντρώσεων. Το δείγμα αραιώνεται κατάλληλα και συγκρίνοντας την 

οπτική απορρόφησή του με αυτήν των προτύπων, προκύπτει η 

πρωτεϊνική συγκέντρωση του δείγματος. Στην παρούσα μελέτη 

χρησιμοποιήθηκε το αντιδραστήριο Bradford 5x(Biorad). Αφού αραιωθεί 

1:4 v/v σε ddH2

 

O, προστίθεται ένας μικρός όγκος από το δείγμα, 

αφήνεται να πραγματοποιηθεί η αντίδραση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου και κατόπιν γίνεται η φωτομέτρηση. 

6. Χρωματογραφία Μοριακής Διήθησης/ Διήθησης σε Πηκτή 

(Gel filtration) 

Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης είναι ένα είδος υγρής 

χρωματογραφίας στήλης, κατά την οποία ο διαχωρισμός των συστατικών 

ενός δείγματος πραγματοποιείται με βάση το μέγεθός τους (Lathe and 

Ruthven, 1955). Η βασική αρχή όλων των χρωματογραφικών μεθόδων 

είναι ότι τα συστατικά του υπό εξέταση δείγματος κατανέμονται μεταξύ 

δύο μη αναμιγνυόμενων φάσεων, μιας στατικής και μιας κινητής.  
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Συγκεκριμένα, η χρωματογραφική στήλη μοριακής διήθησης αποτελείται 

από ένα πληρωτικό μέσο, μια γέλη (packed bed). Το μέσο αυτό είναι μια 

πορώδης ουσία η οποία αποτελείται από σφαιρικά σωματίδια τα οποία 

χαρακτηρίζονται από χημική και φυσική σταθερότητα και δεν 

αλληλεπιδρούν με τα συστατικά του δείγματος. Τα συνηθέστερα μέσα 

πλήρωσης που χρησιμοποιούνται είναι διακλαδούμενα πολυμερή 

δεξτράνης, αγαρόζης και πολυακριλαμίδιου. Αυτό το μέσο πλήρωσης της 

στήλης εξισορροπείται από κάποιο διάλυμα, αναλόγως του πειράματος 

που πραγματοποιείται, και το οποίο γεμίζει τους πόρους της ουσίας και 

το διάστημα μεταξύ των σφαιριδίων. Το υγρό που βρίσκεται εντός των 

πόρων ονομάζεται στατική φάση και βρίσκεται σε ισορροπία με το υγρό 

εκτός των σωματιδίων το οποίο αποτελεί την κινητή φάση.  

 

                   

Εικόνα 2.1. Συνήθεις όροι χρωματογραφίας μοριακής διήθησης. Στο σχήμα 
αριστερά απεικονίζεται ο όγκος της στήλης, εκτός των σφαιριδίων και 
αντικατοπτρίζει τον όγκο στον οποίο εκλούονται τα μεγαλύτερα μόρια, τα οποία δεν 
εισέρχονται εντός των σφαιριδίων (Vo :Void volume). Στο μεσαίο σχήμα φαίνεται ο 
συνολικός όγκος της στήλης (Vt: Total volume) και στο σχήμα στα δεξιά 
απεικονίζεται ο όγκος τον οποίο καταλαμβάνουν τα σφαιρίδια και αντικατοπτρίζει 
τον όγκο στον οποίο εκλούονται τα διάφορα μόρια του δείγματος τα οποία 
εισέρχονται σ’αυτά. (Ανατύπωση από Gel filtration: Principles and Methods, GE 
Healthcare). 
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 Όταν το προς εξέταση δείγμα τοποθετείται στη στήλη, τα διάφορα μόριά 

του κινούνται μαζί με το διάλυμα υπό πίεση κατά μήκος της στήλης. Τα 

μόρια διαχέονται εντός και εκτός των πόρων της ουσίας. Μόρια τα οποία 

είναι μεγαλύτερα των πόρων αδυνατούν να διαχυθούν εντός της ουσίας 

και διατρέχουν τη στήλη ταχύτερα, άρα εκλούονται και νωρίτερα. 

Μικρότερα μόρια κινούνται περαιτέρω εντός της ουσίας και άρα 

παραμένουν στη στήλη για περισσότερο χρόνο και εκλούονται αργότερα. 

 

           

 

 

Εικόνα 2.2. Κύρια στάδια της διαδικασίας της χρωματογραφίας μοριακής 
διήθησης.

  

 (Ανατύπωση από Gel filtration: Principles and Methods, GE Healthcare). 
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Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η χρωματογραφική στήλη 

Superose 6 10/300 GL (Tricorn/GE Healthcare) η οποία έχει ως 

πληρωτικό μέσο διακλαδούμενα πολυμερή αγαρόζης. Το μέγεθος των 

σωματιδίων είναι κατά μέσο όρο 13 μm, ο όγκος της στήλης είναι 25 ml 

και η διαχωριστική της ικανότητα είναι από 5000-5×106

 

 daltons. Το 

ρυθμιστικό διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν διάλυμα φωσφορικών 

αλάτων (1x PBS). Το προς εξέταση δείγμα που προστίθεται στην κορυφή 

της στήλης  είχε όγκο 500 μl (1/50 του συνολικού όγκου της στήλης). Το 

δείγμα εκλούεται μαζί με το προαναφερθέν ρυθμιστικό διάλυμα και 

συλλέγεται σε πιάτο με 96 πηγαδάκια. 

7. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα SDS-

Πολυακρυλαμίδιου (SDS-PAGE) 

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό και την ανίχνευση 

των πρωτεϊνών που περιέχονται σε κάποιο δείγμα. Όταν ένα ηλεκτρικό 

πεδίο εφαρμόζεται σε διάλυμα που περιέχει μόρια πρωτεϊνών, τότε τα 

μόρια αυτά θα μεταναστεύσουν σε μια ορισμένη κατεύθυνση και με 

ταχύτητα που αντανακλά το μέγεθος και το καθαρό φορτίο τους. Η αρχή 

αυτή είναι η βάση της ηλεκτροφόρησης. 

Εν προκειμένω, χρησιμοποιήθηκε το σύστημα SDS-ηλεκτροφόρησης 

(Weber and Osborn, 1969) σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης στο οποίο τα 

δείγματα προετοιμάζονται με ένα ειδικό διάλυμα κατεργασίας δειγμάτων 

(sample buffer, 4x) το οποίο αποτελείται από: 

i. β-Μερκαπτοαιθανόλη, η οποία είναι ένας αποδιατακτικός 

παράγοντας λόγω του ότι αποδυναμώνει τους δισουλφιδικούς 

δεσμούς των πρωτεϊνών 
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ii. SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), το οποίο είναι ένα απορρυπαντικό 

που χρησιμοποιείται για τη διαλυτοποίηση των πρωτεϊνών και το 

οποίο τους προσδίδει αρνητικό φορτίο, δημιουργώντας σύμπλοκο 

με τις πολυπεπτιδικές αλυσίδες 

iii. Γλυκερόλη, η οποία αυξάνει την πυκνότητα του δείγματος 

βοηθώντας έτσι στην τοποθέτησή του στο πήκτωμα και, 

iv. Κυανούν της βρωμοφαινόλης, το οποίο βοηθά τόσο στην 

τοποθέτηση του δείγματος όσο και στην παρακολούθηση της 

ηλεκτροφόρησης. 

Επίσης, τα δείγματα βράζονται για 5 λεπτά στους 95˚C. Το αποτέλεσμα 

όλων των ανωτέρω είναι ότι οι πρωτεΐνες αφ’ενός αποδιατάσσονται και 

αφ’ετέρου αποκτούν αρνητικό φορτίο, οπότε και διαχωρίζονται πλέον 

υπό την επίδραση του ηλεκτρικού πεδίου μόνο βάση του μοριακού τους 

βάρους. 

Το πρώτο βήμα για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών του δείγματος είναι η 

κατασκευή του πηκτώματος διαχωρισμού (separating gel). Ανάλογα με 

το εύρος των μεγεθών των πρωτεϊνών που μας ενδιαφέρουν, 

κατασκευάζουμε το ανάλογο πήκτωμα με την κατάλληλη συγκέντρωση 

ακρυλαμίδης. Όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση της ακρυλαμίδης, 

τόσο μικρότεροι είναι οι πόροι του πηκτώματος που προκύπτει και 

επομένως τόσο καταλληλότερο είναι αυτό για την ανίχνευση πρωτεϊνών 

μικρού μοριακού βάρους. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε 

πήκτωμα διαχωρισμού με συγκέντρωση ακρυλαμίδης 8% v/v. 

Το διάλυμα που κατασκευάζεται προκειμένου να παραχθεί το πήκτωμα 

διαχωρισμού αποτελείται από 1,5Μ Tris/HCl pH 8.8, μίγμα 

ακρυλαμιδίου/bis ακρυλαμιδίου 30% (BioRad), 10% (v/v) SDS, 10% 

(v/v) υπερθειϊκού αμμωνίου (Ammonium Persulfate-APS) και 1% (v/v) 
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N,N,N’,N’-τετραμεθυλαιθυλενοδιαμίνης (ΤΕΜΕD). Το APS και το 

TEMED είναι οι παράγοντες οι οποίοι καταλύουν τον πολυμερισμό της 

ακρυλαμίδης. Το διάλυμα αυτό τοποθετείται ανάμεσα σε δύο κάθετες 

γυάλινες πλάκες. Μόλις τοποθετήσουμε το διάλυμα και προτού αρχίσει ο 

πολυμερισμός, προστίθεται στην κορυφή μια στιβάδα ισοβουτανόλης 

προκειμένου να ευθυγραμμιστεί η επιφάνεια του πηκτώματος. Μετά τον 

πολυμερισμό, αφαιρείται η ισοβουτανόλη από την επιφάνεια του 

πηκτώματος και προστίθεται το διάλυμα του πηκτώματος επιστοίβαξης 

(stacking gel). Αυτό αποτελείται από 1Μ Tris/HCl pH 6.8, 5% (v/v) 

μίγμα ακρυλαμιδίου/bis ακρυλαμιδίου 30% (BioRad), 10% (v/v) SDS, 

10% (v/v) APS και 1% (v/v) ΤΕΜΕD. Διαφέρει δηλαδή από το πήκτωμα 

διαχωρισμού στη συγκέντρωση ακρυλαμίδης η οποία είναι 4% και στο 

pH (6.8) και εξυπηρετεί στην ταυτόχρονη και ομοιόμορφη είσοδο όλων 

των πρωτεϊνών στο πήκτωμα διαχωρισμού. Στην πάνω επιφάνεια του 

πηκτώματος επιστοίβαξης τοποθετείται χτενάκι για το σχηματισμό 

κατάλληλου αριθμού θέσεων στις οποίες θα τοποθετηθούν τα δείγματα. 

Μόλις πολυμεριστεί και αυτή η στιβάδα του πηκτώματος, οι πλάκες 

τοποθετούνται σε ειδική συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης. Τα 

δείγματα, αφού βραστούν στους 95˚C για 5 λεπτά, τοποθετούνται στα 

ειδικά «πηγαδάκια» που έχουν σχηματιστεί στο πήκτωμα επιστοίβαξης 

και η συσκευή ηλεκτροφόρησης γεμίζεται με ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα 

ηλεκτροδίων (running buffer), το οποίο αποτελείται από 25 mM Tris, 250 

mM γλυκίνη pH 8.3 και  0.1% SDS. Παράλληλα με τα δείγματα 

ηλεκτροφορείται και μίγμα πρωτεϊνών γνωστού μοριακού βάρους 

(protein marker-Fermentas), το οποίο χρησιμοποιείται ως δείκτης-

«μάρτυρας» για το μέγεθος των πρωτεϊνών του δείγματος. Η 

ηλεκτροφόρηση ξεκινά σε σταθερή τάση 100 Volts και παρακολουθείται 
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με τη βοηθεία του πρωτεϊνικού δείκτη και της χρωστικής που περιέχεται 

στα δείγματα.  

Στα πειράματα στα οποία σκοπός ήταν η ανάλυση των κλασμάτων που 

συλλέγονται από τη χρωματογραφική στήλη μοριακής διήθησης, τα 

δείγματα «φορτώνονται» στο πήκτωμα ως εξής:  

Πρώτα φορτώνεται ο πρωτεϊνικός δείκτης (marker) και κατόπιν 

τοποθετούνται στο διπλανό πηγαδάκι 50 μg από το εκάστοτε ολικό 

κυτταρικό εκχύλισμα που τοποθετήθηκε και αναλύθηκε στη στήλη και το 

οποία έχουμε κρατήσει κατά τη συλλογή του δείγματος. Έπειτα 

φορτώνονται τα διάφορα κλάσματα που συλλέχθηκαν. Σε αρχικά 

πειράματα αναλύθηκαν όλα τα κλάσματα μονού αριθμού (11, 13,…., 77) 

προκειμένου να εντοπιστεί με ασφαλή όρια σε ποια κλάσματα εκλούεται 

η πρωτεΐνη. Αφού διαπιστώθηκαν, έπειτα από κάποιες επαναλήψεις, τα 

κλάσματα που περιέχουν LRRK2, ακολούθησε η κυρίως ανάλυση. Μετά 

το πρωτεϊνικό εκχύλισμα, φορτώνονται τα κλάσματα από 25 έως 50, τα 

οποία αντιστοιχούν σε μοριακά βάρη από περίπου 3.929 kDa (~4 MDa) 

έως 200 kDa. Το μοριακό βάρος υπολογίζεται σύμφωνα με αριθμητικό 

τύπο ο οποίος προκύπτει από πρότυπο χρωματογράφημα εκλουόμενων 

πρωτεϊνών με γνωστά μοριακά βάρη. 

 

8. Ηλεκτροφορητική Μεταφορά Πρωτεϊνών (Transfer) 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης ακολουθεί η ηλεκτροφορητική 

μεταφορά των πρωτεϊνών που βρίσκονται στο πήκτωμα σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Towbin et al., 1992). Μ’αυτόν τον τρόπο ο 

διαχωρισμός των πρωτεϊνών του δείγματος, όπως αυτός 
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πραγματοποιήθηκε στο πήκτωμα, αποτυπώνεται στη μεμβράνη. Η 

διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: 

Στην ειδική συσκευή μεταφοράς τοποθετούνται με την ακόλουθη σειρά 

ένας σπόγγος, δύο χαρτιά Whatman, το πήκτωμα, η μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Whatman), άλλα δύο χαρτιά Whatman και άλλος ένας 

σπόγγος, αφού διαβρεχθούν με ειδικό διάλυμα [transfer buffer - 25 mM 

Tris, 250 mM γλυκίνη και 20% (v/v) μεθανόλη]. Η τοποθέτηση γίνεται 

προσέχοντας να μην παγιδευτούν φυσαλίδες οι οποίες μπορεί να 

αλλοιώσουν την εικόνα. Οι σπόγγοι και τα χαρτιά Whatman 

χρησιμοποιούνται προκειμένου να παρέχουν στήριξη και να 

εξασφαλίσουν ότι το πήκτωμα και η μεμβράνη θα βρίσκονται σε στενή 

επαφή. Η παραπάνω διάταξη τοποθετείται στη συνέχεια στη συσκευή 

ηλεκτροφορητικής μεταφοράς, με τέτοιο τρόπο ώστε το πήκτωμα να 

βρίσκεται προς τη μεριά της ανόδου, καθώς οι αρνητικά φορτισμένες από 

το SDS πρωτεΐνες του δείγματος κινούνται από τον αρνητικό (άνοδος) 

προς το θετικό (κάθοδος) πόλο. Στη συσκευή τοποθετείται παγοκύστη 

και κατόπιν αυτή γεμίζεται με το ειδικό διάλυμα ηλεκτροφορητικής 

μεταφοράς, το οποίο φυλάσσεται στους 4˚C ώστε να είναι κρύο. Η 

μεταφορά πραγματοποιείται στους 4˚C για 16-18 ώρες (overnight) στα 40 

mA. Επιλέγεται αυτός ο τρόπος ηλεκτροφορητικής μεταφοράς αντί 

αυτού των 2 ωρών, λόγω του μεγάλου μεγέθους της πρωτεΐνης. 

Το κατά πόσον η ηλεκτροφορητική μεταφορά ήταν επιτυχής ελέγχεται με 

τη χρώση της μεμβράνης με τη χρωστική Ponceau S, μια μέθοδος η 

οποία επιτρέπει την ταχεία, αντιστρεπτή χρώση των πρωτεϊνών που 

βρίσκονται σε μια μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Αφού αφήσουμε για 

περίπου 5 λεπτά τη χρώση να δράσει, στη συνέχεια ξεπλένουμε τη 

μεμβράνη με άφθονο νερό, έτσι ώστε να απομακρυνθεί η χρωστική και 

να οπτικοποιηθούν καλά οι πρωτεϊνικές ζώνες. 
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9. Ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western Blot) 

Με τη μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης κατά Western, επιτυγχάνεται η 

εκλεκτική ανίχνευση μιας πρωτεΐνης-στόχου, επάνω στη μεμβράνη της 

νιτροκυτταρίνης με τη χρήση ενός κατάλληλου αντισώματος, το οποίο 

έχει παραχθεί για τη συγκεκριμένη πρωτεΐνη και ειδικότερα εναντίον 

κάποιου συγκεκριμένου αντιγονικού επίτοπου (Burnette WN, 1981). Η 

ανίχνευση της υπό μελέτη πρωτεΐνης είναι έμμεση, καθώς αρχικά το 

ειδικό για την πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει αντίσωμα (πρωτογενές) 

προσδένεται σε αυτήν πάνω στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και στη 

συνέχεια ένα δεύτερο αντίσωμα (δευτερογενές), συζευγμένο με ένα 

ένζυμο, αναγνωρίζει το πρώτο αντίσωμα. Ο εντοπισμός της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος, γίνεται μέσω του εντοπισμού του δευτερογενούς 

αντισώματος, με κατάλληλη μέθοδο όπου στη συγκεκριμένη περίπτωση, 

είναι αυτή της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ECL-Enhanced 

Chemiluminescence). 

Μετά τον έλεγχο της επιτυχούς μεταφοράς των πρωτεϊνών στη μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης, ακολουθεί επώαση της μεμβράνης με διάλυμα 

δέσμευσης μη-ειδικών θέσεων (blocking solution). Το διάλυμα αυτό 

εμποδίζει τη δέσμευση των αντισωμάτων που θα ακολουθήσουν σε μη-

ειδικές θέσεις οι οποίες υπάρχουν σε αφθονία στη μεμβράνη και οι 

οποίες μπορούν να αλλοιώσουν το αποτέλεσμα. Το διάλυμα δέσμευσης 

μη-ειδικών θέσεων που χρησιμιποιήθηκε ήταν 5% w/v σκόνη γάλακτος 

χαμηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά διαλυμένη σε διάλυμα έκπλυσης 

PBS-T (Phosphate Buffered Saline-Tween 20). Η  μεμβράνη επωάζεται 

για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου υπό συνεχή ανάδευση. Στη 

συνέχεια η μεμβράνη επωάζεται με το κατάλληλο πρωτογενές αντίσωμα 

το οποίο διαλύεται στο διάλυμα δέσμευσης μη-ειδικών θέσεων στη 
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συνιστώμενη από τον κατασκευαστή αραίωση. Στην παρούσα μελέτη 

χρησιμοποιήθηκε ως πρωτογενές, αντίσωμα κατά της πρωτεΐνης GFP 

(Green Fluorescent Protein) (SY systems) με την οποία είναι συζευγμένη 

η πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει σε αραίωση 1:1000. Η μεμβράνη 

επωάζεται με το αντίσωμα αυτό για δύο ώρες σε θερμοκρασία δωματίου, 

υπό συνεχή ανάδευση. Ακολουθούν πλύσεις της μεμβράνης με PBS-T 

(5×5 λεπτά, υπό συνεχή ανάδευση, σε θερμοκρασία δωματίου) και 

κατόπιν, επώαση της μεμβράνης με το δευτερογενές αντίσωμα. Τα 

δευτερογενή αντισώματα (anti-rabbit ή anti-mouse, ανάλογα με το ζώο 

που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή του πρωτογενούς) 

αναγνωρίζουν το την Fc περιοχή του πρώτου αντισώματος και είναι 

συζευγμένα με το ένζυμο της υπεροξειδάσης (HRP-Horseradish 

Peroxidase). Το δευτερογενές αντίσωμα διαλύεται σε διάλυμα δέσμευσης 

μη-ειδικών θέσεων σε αραίωση 1:10.000. Στην παρούσα μελέτη, στις 

περιπτώσεις όπου χρησιμοποιήθηκε GFP πρωτογενές αντίσωμα, το 

δευτερογενές ήταν anti-rabbit (IgG rabbit polyclonal, Pierce). Η 

μεμβράνη επωάζεται με το δευτερογενές αντίσωμα για μια ώρα, σε 

θερμοκρασία δωματίου, υπό συνεχή ανάδευση και ακολουθούν πλύσεις 

της μεμβράνης με PBS-T (5×5 λεπτά). Στη συνέχεια εφαρμόζεται η 

μέθοδος της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ECL). Η ομάδα 

αντιδραστηρίων του ECL περιλαμβάνει δύο αντιδραστήρια. Το Α, το 

οποίο αποτελεί  το υπόστρωμα για το ένζυμο που βρίσκεται συζευγμένο 

στο δευτερογενές αντίσωμα και που περιέχει το υπεροξείδιο και το Β, 

που περιέχει λουμινόλη και ενισχυτή της χημειοφωταύγειας. Τα 

αντιδραστήρια αναμιγνύονται σε αναλογία 1:1 λίγο πριν τη χρήση και 

ακολουθεί επώαση της μεμβράνης για 5 λεπτά. Στη συνέχεια η μεμβράνη 

καλύπτεται από ζελατίνη και εκτίθεται σε κατάλληλο φιλμ, μέσα σε 

ειδική κασέτα. Ο χρόνος έκθεσης εξαρτάται από την υπό μελέτη 
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πρωτεΐνη (την ποσότητά της στο κυτταρικό εκχύλισμα και την 

αλληλεπίδρασή της με το πρωτογενές αντίσωμα). Στη συγκεκριμένη 

μελέτη οι χρόνοι έκθεσης ήταν 30 δευτερόλεπτα, 2 λεπτά και 5 λεπτά. 

Τέλος, ακολουθεί εμφάνιση του φιλμ σε σκοτεινό θάλαμο (επώαση σε 

διάλυμα εμφανιστή, developer). 

 

10. Αφαίρεση αντισώματος από μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Stripping) 

Σε περίπτωση που θέλουμε να ελέγξουμε αν το φόρτωμα μεταξύ των 

δειγμάτων ήταν ισόποσο χρησιμοποιώντας αντίσωμα έναντι μιας 

πρωτεΐνης-μάρτυρα ή στην περίπτωση που τα δείγματα είναι σπάνια ή 

δεν επαρκούν για την παρασκευή πολλών μεμβρανών, μπορούμε να 

χρησιμοποιήσουμε τη μέθοδο της αφαίρεσης αντισώματος από τη 

μεμβράνη (Legocki and Verna, 1981). Με τη μέθοδο αυτή μπορούμε, 

αφού αφαιρέσουμε το προηγούμενο αντίσωμα, να ιχνηθετήσουμε τη 

μεμβράνη με ένα διαφορετικό πρωτογενές αντίσωμα. Αρχικά η μεμβράνη 

επωάζεται για 30 λεπτά, σε υδατόλουτρο στους 55˚C υπό συνεχή 

ανάδευση, σε ειδικό διάλυμα (62.5 mM Tris pH 6.8, 2% SDS, 100 mM 

μερκαπτοαιθανόλη). Κατόπιν ξεπλένεται με άφθονο νερό μέχρις ότου να 

απαλλαγούμε από τη χαρακτηριστική οσμή της μερκαπτοαιθανόλης. Στη 

συνέχεια η μεμβράνη επωάζεται και πάλι με το διάλυμα δέσμευσης μη-

ειδικών θέσεων, αυτή τη φορά για 30 λεπτά και ακολουθεί η διαδικασία 

που περιγράφεται παραπάνω (βλ. ανοσοαποτύπωση κατά Western). 
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11. Ανοσοφθορισμός (Immunofluorescence) 

Με τη μέθοδο αυτή μπορεί να διαπιστωθεί εάν τα κύτταρα ενός 

δείγματος εκφράζουν την πρωτεΐνη ενδιαφέροντος. Εάν ναι, μπορεί 

επίσης να διαπιστωθεί η κυτταρική της εντόπιση (π.χ. κυτταρόπλασμα, 

μεμβράνη, πυρήνας κλπ) και ενδεχόμενοι σχηματισμοί που την 

περιέχουν.  

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα ΗΕΚ 293Τ, τα οποία 

στρώνονται μια μέρα πριν από τη διαμόλυνση και σε πυκνότητα 

100.000/cm2 , σε πιάτα με 24 πηγαδάκια πάνω σε καλυπτρίδες, 

προκειμένου να επιστρωθούν έπειτα σε αντικειμενοφόρους πλάκες και να 

εξεταστούν στο μικροσκόπιο. Η μέθοδος εφαρμόζεται 48 ώρες μετά τη 

διαμόλυνση των κυττάρων με την πρωτεΐνη ενδιαφέροντος. Αρχικά 

αφαιρείται το θρεπτικό υλικό από τα κύτταρα και γίνεται μια πλύση με 

PBS. Έπειτα γίνεται μονιμοποίηση των κυττάρων με 4% 

παραφορμαλδεΰδη (PFA) ή με παγωμένη μεθανόλη (MeOH), τόση ώστε 

να καλυφθεί η επιφάνεια των κυττάρων. Στην περίπτωση της 

παραφορμαλδεΰδης αφήνουμε για 30 λεπτά στους 4˚C, ενώ για τη 

μεθανόλη 10 λεπτά είναι αρκετά. Στη συνέχεια αφαιρείται το 

μονιμοποιητικό μέσο και γίνονται πλύσεις με PBS (1 στην περίπτωση της 

PFA, 3 για τη MeOH). Ακολούθως γίνεται επώαση με το διάλυμα 

δέσμευσης μη-ειδικών θέσεων, το οποίο είναι 10% NGS (Normal Goat 

Serum) και 0,25% Triton-X σε PBS. Αφήνουμε για μια ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου. Κατόπιν αφαιρείται το παραπάνω διάλυμα και 

γίνεται επώαση με το πρωτογενές αντίσωμα, το οποίο διαλύεται σε 1% 

NGS και 0.1% Triton-X σε PBS, σε αραίωση 1:200. Το αντίσωμα που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν anti-GFP (SY systems). Χρησιμοποιούμε 20 μl για 

κάθε πηγαδάκι και καλύπτουμε την επιφάνεια με ένα μικρό κομμάτι 
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parafilm για να μην εξατμιστεί το διάλυμα. Αφήνουμε για 16-18 ώρες 

στους 4˚C. Μετά το πέρας αυτών των ωρών, αφού αφαιρεθεί το parafilm, 

αφαιρείται το πρωτογενές αντίσωμα και κάνουμε τρεις πλύσεις με 

1xPBS. Επωάζουμε με το δευτερογενές αντίσωμα (στη συγκεκριμένη 

περίπτωση anti-rabbit) το οποίο διαλύουμε όπως αναφέρθηκε και για το 

πρωτογενές (σε αραίωση 1:100 για το πράσινο φθορίζον χρώμα) για μια 

ώρα σε θερμοκρασία δωματίου, στο σκοτάδι. Τέλος, κάνουμε τρεις 

πλύσεις με PBS, επιστρώνουμε τις καλυπτρίδες πάνω σε 

αντικειμενοφόρους πλάκες με μέσο το οποίο προστατεύει το φθορισμό, 

αφήνουμε να στεγνώσουν για κατάλληλο χρόνο και εξετάζουμε στο 

μικροσκόπιο. 

12. Στατιστική Επεξεργασία 

Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στο επόμενο κεφάλαιο είναι 

αντιπροσωπευτικά των αντίστοιχων πειραμάτων. Όλες οι τιμές 

απεικονίζονται ως ο μέσος όρος τριών ανεξάρτητων μετρήσεων ± πιθανό 

σφάλμα μέσης τιμής (SE). Η στατιστική επεξεργασία των τιμών έγινε με 

το υπολογιστικό πρόγραμμα Microsoft Office Excel 2007 ή με το 

υπολογιστικό πρόγραμμα GraphPad Prism 4.0 με τη βοήθεια της μεθόδου 

students’s t-test, ενώ ως στατιστικά σημαντικές κρίθηκαν τιμές για τις 

οποίες ισχύει: p<0.05. 
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III. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

1. Οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 αυξάνουν τη 

δημιουργία νηματοειδών σχηματισμών (filaments). 

Ανοσοφθορισμός (staining) σε κύτταρα ΗΕΚ-293Τ. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, υπάρχουν αρχικές ενδείξεις ότι μια ιδιότητα 

της LRRK2 είναι ο σχηματισμός διμερών/ολιγομερών συμπλόκων. Ο 

σκοπός του πειράματος αυτού είναι να διερευνηθεί η ιδιότητα αυτή και 

να διαπιστωθεί η ενδεχόμενη επίδραση των μεταλλαγμένων μορφών της 

LRRK2 στον ολιγομερισμό του μορίου μέσω απεικόνισης των διαφόρων 

διαμορφώσεών της. 

Για το πείραμα αυτό χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα ΗΕΚ-293Τ 

επιστρωμένα σε καλυπτρίδες σε πιάτο με 24 πηγαδάκια, στα οποία 

υπερεκφράστηκε είτε η πρωτεΐνη LRRK2 αγρίου τύπου (WT) είτε 

διάφορες μεταλλαγμένες μορφές της (I2020T, G2019S, R1441C). Σε 

κάθε πηγαδάκι στρώθηκαν 100.000 κύτταρα. Χρησιμοποιήθηκαν 0.3μg 

πλασμιδιακού DNA για κάθε πηγαδάκι και 48 ώρες μετά τη διαμόλυνση 

ακολούθησε ανοσοφθορισμός ένατι του GFP επίτοπου, με τον οποίο 

είναι συζευγμένη η πρωτεΐνη (βλ. Υλικά και Μέθοδοι). Οι καλυπτρίδες 

επιστρώθηκαν στη συνέχεια σε αντικειμενοφόρες πλάκες με κατάλληλο 

μέσο το οποίο προστατεύει το φθορισμό.Τα κύτταρα εξετάστηκαν και 

πάρθηκαν φωτογραφίες σε συνεστιακό μικροσκόπιο (confocal). Οι 

εικόνες που προέκυψαν φαίνονται παρακάτω (Εικ. 3.1). 

Από τις εικόνες αυτές παρατηρείται ότι η εντόπιση της LRRK2 είναι 

κυτταροπλασματική, καθώς η χρώση είναι διάχυτη στο κυτταρόπλασμα. 
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Φαίνεται επίσης ότι οι μεταλλαγές της LRRK2 οι οποίες συνδέονται με 

τη νόσο του Πάρκινσον οδηγούν σε αύξηση της δημιουργίας 

κυτταροπλασματικών, νηματοειδών σχηματισμών (filaments) (Εικ.3.1, 

κόκκινα βέλη). Το φαινόμενο παρατηρείται πιο έντονα στη μεταλλαγή 

Ι2020Τ. Επίσης παρατηρήθηκε ότι η μεταλλαγή G2019S εμφάνισε 

κάποιους σχηματισμούς διαφορετικού τύπου απ’ότι οι μεταλλαγές 

I2020T και R1441C, υπό την έννοια ότι ανιχνεύθηκαν και κάποιες δομές 

οι οποίες ήταν πιο πυκνές και παχιές και όχι νηματοειδείς (Εικ.3.1Δ, 

κίτρινο βέλος). Αυτές οι δομές δε θεωρούνται filaments καθώς μοιάζουν 

περισσότερο με συσσωματώματα (aggregates), τα οποία είχαν και 

παλιότερα παρατηρηθεί και στην αγρίου τύπου πρωτεΐνη, χωρίς διαφορές 

μεταξύ αυτής και των μεταλλάξεων. 

Στο ίδιο πείραμα, εκτός από την παρατήρηση και τη λήψη φωτογραφιών, 

ακολούθησε ποσοτικός προσδιορισμός του αριθμού των νηματοειδών 

σχηματισμών (filaments) που παρατηρούνται σε κύτταρα διαμολυσμένα 

είτε με LRRK2 αγρίου τύπου είτε με μεταλλαγμένες μερφές της. 

Ποσοτικοποίηση των ολιγομερών ειδών (filaments) που 

σχηματίζονται από τις μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2.  

Ο ποσοτικός προσδιορισμός έγινε ως εξής: 

Σε κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα επιστρώνονται τρεις καλυπτρίδες με 

κύτταρα διαμολυσμένα με το ίδιο DNA, δηλαδή WT, I2020T, G2019S ή 

R1441C. Παρατηρώντας στο μικροσκόπιο κάθε καλυπτρίδα ξεχωριστά 

σε μεγέθυνση 40x, εστιάζουμε στο κέντρο της και κινούμε το οπτικό 

πεδίο προς τα πάνω έως ότου βρούμε την αρχή της καλυπτρίδας και το 

σημείο όπου το χείλος της σχηματίζει ευθεία γραμμή. Ξεκινούμε την 

καταμέτρηση των κυττάρων που θεωρούμε θετικά για την παρουσία 

νηματοειδών σχηματισμών (filaments). Όταν ολοκληρώσουμε την 
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καταμέτρηση σε αυτό το οπτικό πεδίο, μετακινούμαστε κατακόρυφα 

προς τα κάτω με τέτοιο τρόπο ώστε τα κύτταρα που βρίσκονταν στο 

κάτω μέρος του προηγούμενου πεδίου παρατήρησης, να έρθουν στην 

κορυφή. Καταμετρούμε τα κύτταρα και σ’αυτό το οπτικό πεδίο και 

συνεχίζουμε με τον ίδιο τρόπο μέχρι να ολοκληρωθεί η καταμέτρηση 100 

συνολικά κυττάρων και σημειώνουμε πόσα από τα 100 αυτά κύτταρα 

ήταν θετικά για την παρουσία νηματοειδών σχηματισμών. 

Επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία και στις τριες καλυπτρίδες και το 

αποτέλεσμα που προκύπτει είναι ο μέσος όρος των επιμέρους 

μετρήσεων. 

Η μέθοδος είναι υποκειμενική γι’αυτό και καθορίστηκαν κάποια κριτήρια 

σύμφωνα με το οποία ένα κύτταρο θεωρήθηκε θετικό για την παρουσία 

νηματοειδών σχηματισμών, προκειμένου η μέτρηση να είναι όσο το 

δυνατόν πιο συνεπής και επαναλήψιμη. Τα κριτήρια αυτά ήταν να είναι 

εμφανές στο κύτταρο ένα δίκτυο αλληλοδιαπλεκόμενων ταινιοειδών 

δομών (strains, strings), τις οποίες να μπορούμε να διακρίνουμε 

αλλάζοντας την εστίαση διατρέχοντας το βάθος του κυττάρου. Δεν 

καταμετρήθηκαν κύτταρα στα οποία η χρώση ήταν διάχυτη ή περιείχαν 

σχηματισμούς οι οποίοι ήταν περισσότερο συμπαγείς ή 

κατακερματισμένοι (punctate). Οι σχηματισμοί αυτοί προσομοιάζουν 

περισσότερο με συσσωματώματα (aggregates) παρά με νηματοειδείς 

σχηματισμούς (filaments) και εξαιρούνται της μέτρησης. 

Από τις μετρήσεις προέκυψε ότι όλες οι μεταλλάξεις αυξάνουν το 

σχηματισμό ολιγομερών ειδών (filaments) συγκριτικά με την αγρίου 

τύπου πρωτεΐνη (WT). Ο φαινότυπος είναι σημαντικά πιο έκδηλος στην 

περίπτωση της Ι2020Τ μεταλλαγής (Εικ.3.1 Ε). 
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Εικόνα 3.1. Οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 προκαλούν αυξημένη 
δημιουργία νηματοειδών σχηματισμών, σε σχέση με την αγρίου τύπου πρωτεΐνη. 
Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο. A.WT LRRK2, B.I2020T, Γ. R1441C, Δ. 
G2019S, Ε.Διαγραμματική απεικόνιση του αριθμού των παρατηρούμενων 
νηματοειδών σχηματισμών (filaments) σε σύνολο εκατό κυττάρων. Τα δεδομένα 
αντιπροσωπεύουν τη μέση τιμή (mean) τριών ανεξάρτητων μετρήσεων ±SEM 
(τυπικό σφάλμα μέσης τιμής) (*p<0,05). 
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2. Οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 εκλούονται σε 

κλάσματα υψηλότερου μοριακού βάρους σε σχέση με την 

αγρίου τύπου πρωτεΐνη. 

Χρωματογραφία Μοριακής Διήθησης (Gel Filtration) και ανάλυση 

κατά Western 

Σκοπός του πειράματος αυτού είναι να απεικονιστεί η βιοχημική 

παράμετρος των νηματοειδών σχηματισμών (filaments) που 

παρατηρούνται μικροσκοπικά. Να διαπιστωθεί, δηλαδή, εάν υπάρχει 

διαφορά στον τρόπο έκλουσης μεταξύ της αγρίου τύπου πρωτεΐνης και 

των μεταλλαγμένων μορφών της. Με τη μέθοδο της χρωματογραφίας 

μοριακής διήθησης μπορεί να διαπιστωθεί σε συμπλέγματα ποιου 

μοριακού βάρους (High Molecular Weight fractions ή Low Molecular 

Weight fractions) εκλούεται το μεγαλύτερο μέρος της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος και να σχηματίσουμε μια υπόθεση για το είδος των 

συμπλεγμάτων στα οποία ανευρίσκεται τόσο η πρωτεΐνη αγρίου τύπου 

όσο και οι μεταλλαγές της. 

Με τη μέθοδο αυτή, όπως έχει αναφερθεί, τα συστατικά ενός δείγματος 

διαχωρίζονται με βάση το μοριακό τους βάρος. Για τη λύση των 

κυττάρων και την εκχύλιση των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε διάλυμα 

χωρίς απορρυπαντικό και μηχανική ομογενοποίηση (Dounce 

Homogenization) προκειμένου να διατηρηθούν κατά το δυνατόν ακέραια 

τα όποια υψηλότερης τάξης συμπλέγματα είναι παρόντα στα κύτταρα. 

Μετά το διαχωρισμό στη στήλη χρωματογραφίας και τη συλλογή των 

κλασμάτων, τα δείγματα αναλύθηκαν με SDS-Ηλεκτροφόρηση και 

Western Blot (βλ. Υλικά και Μέθοδοι). 
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Παρατηρήθηκε μια σημαντική αλλαγή στον τρόπο που εκλούονται οι 

μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 σε σχέση με την αγρίου τύπου (WT) 

πρωτεΐνη. Συγκεκριμένα, παρατηρείται ότι ανιχνεύονται πολύ 

περισσότερα σύμπλοκα υψηλού μοριακού βάρους (HMW) (κλάσματα 

29-41) στις μεταλλαγμένες μορφές σε σχέση με την αγρίου τύπου 

πρωτεΐνη, όπου η μεγαλύτερη ένταση σήματος παρατηρείται στα 

κλάσματα μικρότερου μοριακού βάρους (LMW) (42-50), όπου χονδρικά 

αντιστοιχούν στο μονομερές.  Ειδικά για τη μεταλλαγή Ι2020Τ 

παρατηρείται μια έντονη μεταστροφή του προτύπου έκλουσης με 

κυρίαρχα τα σύμπλοκα υψηλού μοριακού βάρους (HMW) και ελάττωση 

αυτών μικρότερου μοριακού βάρους. Οι άλλες μεταλλαγές (G2019S, 

R1441C) παρουσιάζουν ένα πρότυπο έκλουσης μεικτού τύπου 

εμφανίζοντας τόσο σύμπλοκα υψηλού μοριακού βάρους (HMW) όσο και 

σύμπλοκα μικρότερου μεγέθους (LMW). Τα μοριακά βάρη που 

αντιστοιχούν σε κάθε κλάσμα παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. 

Παρατηρείται, δηλαδή, βιοχημικά έναν παρεμφερές φαινόμενο με αυτό 

που παρατηρείται μικροσκοπικά.   



                                                                                                       Αποτελέσματα 
 

 

59 
 

 

 

Εικόνα 3.2. Οι μεταλλαγμένες μορφές της  LRRK2 εκλούονται από τη στήλη 
χρωματογραφίας σε κλάσματα υψηλότερου μοριακού βάρους (HMW) σε σχέση 
με την αγρίου τύπου.

  

 Παρατηρείται αλλαγή του προτύπου έκλουσης της 
μεταλλαγμένης LRRK2 συγκριτικά με την αγρίου τύπου (WT). Στο πρώτο σχήμα (Α) 
φαίνεται το πρότυπο έκλουσης της αγρίου τύπου LRRK2. Το μεγαλύτερο μέρος της 
πρωτεΐνης ανιχνεύεται στα κλάσματα μικρότερου μοριακού βάρους (42-50). Στα 
σχήματα Β, Γ, Δ φαίνονται τα πρότυπα έκλουσης των μεταλλάξεων. Στις  
μεταλλαγμένες μορφές ανιχνεύεται μεγαλύτερο μέρος της συνολικής πρωτεΐνης σε 
σύμπλοκα υψηλού μοριακού βάρους (HMW) (κλάσματα 29-41), συγκριτικά με το 
WT. Το φαινόμενο είναι πιο έκδηλο στην περίπτωση της Ι2020Τ μεταλλαγής, όπου 
εμφανίζεται αντιστροφή του φαινοτύπου, ενώ για τις άλλες δύο μεταλλαγές το 
πρότυπο είναι μεικτό, εμφανίζοντας τόσο σύμπλοκα μεγάλου όσο και μικρότερου 
μοριακού βάρους. Αντιπροσωπευτική εικόνα 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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Πίνακας 3.1. Αντιστοιχία μοριακών μεγεθών και κλασμάτων, όπως αυτά 
εκλούονται από τη χρωματογραφική στήλη μοριακής διήθησης. 

Αριθμός 

κλάσματος 

Μοριακό 

Βάρος 

(kDa) 

 Αριθμός 

κλάσματος 
Μοριακό 

Βάρος 

(kDa) 

 Αριθμός 

κλάσματος 
Μοριακό 

Βάρος 

(kDa) 

25 3.929 33 1.515 42 519 

26 3.488 34 1.346 43 461 

27 3.096 35 1.195 44 409 

28 2.749 36 1.060 45 363 

29 2.440 37 942 46 322 

30 2.167 38 836 47 286 

31 1.923 39 742 48 254 

32 1.707 40 659 49 226 

  41 585 50 200 

Με κόκκινο σημειώνονται ενδεικντικά τα κλάσματα που αντιστοιχούν περίπου σε 

13μερές ( no 25), σε 9μερές (no 32), σε 4μερές (no 35), στο διμερές σύμπλοκο (no 

41) και τέλος στο μονομερές (no 47). Σημείωση: ΜΒ LRRK2=286 kDa. 

 

Η ανάλυση αυτή αποτελεί στην ουσία τη βιοχημική συνιστώσα των 

νηματοειδών σχηματισμών (filaments) που παρατηρήθηκαν στο 

μικροσκόπιο με τον ανοσοφθορισμό. Η ακριβής φύση αυτών των 

συμπλόκων δεν έχει εξακριβωθεί, ώστε να γνωρίζουμε με ακρίβεια τα 

επιμέρους πρωτεϊνικά συστατικά τους. Ωστόσο, προηγούμενα δεδομένα 

τα οποία υποδεικνύουν αυξημένη συν-ανασοκατακρήμνιση (Co-ip) των 

μεταλλαγμένων μορφών της LRRK2, υποδηλώνουν ότι είναι βάσιμη η 

σκέψη ότι τα σύμπλοκα αυτά αποτελούνται τουλάχιστον από ποικίλου 

αριθμού μόρια LRRK2 τα οποία αλληλεπιδρούν. 
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Ακολούθως, έγινε ποσοτικοποίηση της έντασης του σήματος που 

προέκυψε από την ανάλυση κατά Western με το πρόγραμμα Image J. Τα 

δεδομένα στη συνέχεια αναλύθηκαν κατά κλάσμα και κατά ομάδες. Στην 

κατά κλάσμα ανάλυση, η τιμή της ένταση της κάθε μπάντας που 

αντιστοιχεί σε κάθε κλάσμα, διαιρέθηκε με την τιμή της έντασης  του 

εκάστοτε κυτταρικού εκχυλίσματος (lysate). Αυτή η ομαλοποίηση των 

τιμών έγινε για να είναι συγκρίσιμα τα αποτελέσματα. Στην Εικόνα 3.3 

φαίνονται διαγραμματικά οι διαφορές. Η κάθε κουκίδα αντιστοιχεί στα 

κλάσματα που αναλύθηκαν και με Western Blot. Δεν αναγράφονται οι 

αριθμοί των κλασμάτων στον χ άξονα για λόγους απλούστευσης του 

διαγράμματος.   

Παρατηρούμε ότι οι μεγαλύτερες διαφορές στο πρότυπο έκλουσης 

(elution pattern) εντοπίζονται μεταξύ του WT και της Ι2020Τ 

μεταλλαγής, η οποία είναι και εκείνη που εμφανίζει τον πιο έντονο 

φαινότυπο σχηματισμού νηματοειδών δομών (filaments). Οι μεταλλαγές 

G2019S και R1441C εμφανίζουν μια μικρότερη, αλλά σταθερή αύξηση 

της έντασης του σήματος σε όλα τα κλάσματα σε σχέση με το WT.  
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Α. 

 

Β. 
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Γ. 

 

Δ. 
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Εικόνα 3.3.Διαγραμματική απεικόνιση του προτύπου έκλουσης της LRRK2 αγρίου 
τύπου και των μεταλλαγών της.

  

 Σύγκριση της πρωτεΐνης αγρίου τύπου (WT) με Α. 
τη μεταλλαγή Ι2020Τ, Β. τη μεταλλαγή G2019S, Γ. τη μεταλλαγή R1441C. Στο 
σχήμα Δ συγκρίνεται το πρότυπο έκλουσης των δύο γειτονικών μεταλλαγών που 
εντοπίζονται στην περιοχής της κινάσης (G2019S, I2020T). Στον άξονα των χ 
εντοπίζονται τα διάφορα κλάσματα στα οποία αντιστοιχεί η κάθε κουκίδα. Το 
διάγραμμα αυτό έχει προκύψει από τα Western Blots της εικόνας 3.2. Παρόμοια 
εικόνα δίνουν και οι αναλύσεις των υπολοίπων Western Blots, τα οποία δεν 
παρουσιάζονται. Παρατηρείται ότι στην περίπτωση της Ι2020Τ μετάλλαξης 
εμφανίζεται αντιστροφή του προτύπου έκλουσης σε σχέση με το WT (A), ενώ οι 
άλλες μεταλλαγές εμφανίζουν σταθερά αυξημένη ένταση σήματος σε όλα τα κλάσμτα 
σε σχέση με το WT (B, Γ). Το σχήμα Δ συγκρίνει τις δύο αυτές μεταλλαγές μεταξύ 
τους καθώς, αν και απέχουν μόνο κατά ένα αμινοξύ, ο παρατηρούμενος φαινότυπος 
(filaments) ήταν αρκετά διαφορετικός. Παρατηρείται ότι στην περίπτωση της G2019S 
μεταλλαγής, η πρωτεΐνη εκλούεται τόσο σε κλάσματα υψηλού μοριακού βάρους 
(HMW) όσο και σε κλάσμτα μικρότερου μοβιακού βάρους (LMW). Το πρότυπο, 
δηλαδή, είναι μικτό, ενώ αντίθετα το μεγαλύτερο μέρος της Ι2020Τ μεταλλαγής 
εκλούεται κυρίως σε HMW κλάσματα. Πιθανών πίσω από αυτές τις διαφορές να 
υποκρύπτεται κάποια διαφορά στον υποκείμενο μηχανισμό επαγωγής 
νευροεκφύλισης. 
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Η κατά ομάδες ανάλυση των δεδομένων πραγματοποιήθηκε ως εξής: 

Τα διάφορα κλάσματα χωρίστηκαν σε 5 ομάδες (25-29, 30-34, 35-39, 40-

44, 45-50). Μετρήθηκε με το πρόγραμμα Image J η ένταση του σήματος 

του κάθε κλάσματος, όπως και προηγουμένως, και προέκυψε ένας 

συνολικός αριθμός (άθροισμα) για κάθε ομάδα, ο οποίος εκφράστηκε ως 

ποσοστό επί του συνολικού αθροίσματος. Η ομαδοποίηση αυτή έγινε 

προκειμένου να διαπιστωθεί ποιο είναι το ποσοστό της συνολικής 

πρωτεΐνης που εντοπίζεται σε κάθε ομάδα. Με άλλα λόγια, μπορεί να 

φανεί σε ποια ομάδα μοριακών βαρών εντοπίζεται η μεγαλύτερη ένταση 

σήματος της πρωτεΐνης που αναλύεται χρωματογραφικά. 

Παρακάτω παρατίθενται τα διαγράμματα που προέκυψαν (Εικ. 3.4).  

Αυτό που παρατηρείται σταθερά για όλες τις μεταλλάξεις, είναι ότι η 

μεγαλύτερη διαφορά τους σε σχέση με την αγρίου τύπου πρωτεΐνη 

εντοπίζεται στα κλάσματα της ομάδας Γ (κλάσματα 35-39, τα οποία 

αντιστοιχούν σε ΜΒ: 1.195-742 kDa) και σε μικρότερο βαθμό στην 

ομάδα Β. Η ένταση σήματος που εντοπίζεται στα κλάσματα της ομάδας 

Γ, η οποία αντιπροσωπεύει κλάσματα υψηλού μοριακού βάρους, είναι 

σταθερά μεγαλύτερη στις μεταλλάξεις σε σχέση με την αγρίου τύπου. 

Αντίθετα, η μεγαλύτερη ένταση σήματος της αγρίου τύπου πρωτεΐνης 

εντοπίζεται στην ομάδα Ε, που αντιστοιχεί αδρά στο μονομερές. Στην 

ομάδα αυτή οι μεταλλαγές εκλούονται σε σημαντικά μικρότερο βαθμό. 

Τα στοιχεία αυτά συνηγορούν υπέρ της παρατήρησης ότι οι μεταλλάξεις 

στρέφονταια κυρίως προς σχηματισμούς υψηλότερου μοριακού βάρους 

συγκριτικά με το WT μόριο. 
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Εικόνα 3.4. Διαγραμματική απεικόνιση του προτύπου έκλουσης της LRRK2 αγρίου 
τύπου και των μεταλλαγών της.

  

 Απεικόνιση κατά ομάδες κλασμάτων. Στα τρία 
διαγράμματα συγκρίνεται η αγρίου τύπου πρωτεΐνη με τις τρεις μεταλλάξεις. Τα 
δεδομένα αποτελούν τη μέση τιμή (mean) τριών ανεξάρτητων μετρήσεων±τυπικό 
σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). Παρατηρούμε ότι οι μεγαλύτερες διαφορές μεταξύ 
μεταλλαγών και του WT εντοπίζονται στις ομάδες Γ και Ε. Αναλυτικότερα, οι 
μεταλλαγές εκλούονται περισσότερο στα κλάσματα της ομάδας Γ που αντιστοιχούν 
σε συμπλέγματα υψηλού μοριακού βάρους, ενώ η αγρίου τύπου πρωτεΐνη εκλούεται 
κυρίως στα κλάσματα της ομάδας Ε, που χονδρικά αντιστοιχούν στο μονομερές. Και 
πάλι παρατηρείται το φαινόμενο η Ι2020Τ μεταλλαγή να εμφανίζει τις μεγαλύτερες 
διαφορές, ενώ τις μικρότερες η G2019S. (* p<0,05). 



                                                                                                       Αποτελέσματα 
 

 

68 
 

3. Η εισαγωγή της μεταλλαγής D1565K στο μόριο της Ι2020Τ 
μετάλλαξης ελαττώνει τη δημιουργία νηματοειδών 
σχηματισμών (filaments). 

Όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, η πρωτεΐνη RIP1 κατατέμνεται 

από την κασπάση-8 κατά τη διαδικασία της επαγόμενης από τον TNF-α 

απόπτωσης σε ένα συγκεκριμένο μοτίβο (LQLD), το οποίο είναι επίσης 

παρόν και στη LRRK2 (Lin et al., 1998). Η κασπάση-8 αναγνωρίζει και 

διχοτομεί το μόριο σε ένα συγκεκριμένο κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος. 

Μεταλλάχθηκε λοιπόν το κατάλοιπο αυτό στη θέση 1565, εντός του 

μοτίβου LQLD, σε λυσίνη (D1565K) και αυτή η μετάλλαξη εισήχθηκε 

στο μόριο της Ι2020Τ LRRK2 μεταλλαγής. Προέκυψε λοιπόν ένα διπλά 

μεταλλαγμένο μόριο, προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της δεύτερης 

αυτής μεταλλαγής στο σχηματισμό νηματοειδών μορφών που είδαμε ότι 

εμφανίζεται χαρακτηριστικά στην περίπτωση του Ι2020Τ. 

Κατόπιν, πραγματοποιήθηκαν τα ίδια πειράματα με προηγουμένως, 

δηλαδή ανοσοφθορισμός σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ τα οποία εξέφραζαν 

αυτό το διπλά μεταλλαγμένο μόριο και διαχωρισμός κλασμάτων με 

χρωματογραφία μοριακής διήθησης. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν παρατίθενται παρακάτω (Εικ.3.5). 
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Εικόνα 3.5. Η εισαγωγή της μεταλλαγής D1565K εξαλείφει το φαινότυπο  της 
μεταλλαγής Ι2020Τ, ελαττώνοντας δραματικά τη δημιουργία νηματοειδών 
σχηματισμών (filaments).

 

 Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο. Στα κύτταρα τα 
οποία είχαν διαμολυνθεί με το διπλά μεταλλαγμένο μόριο (Γ) παρατηρήθηκε 
δραματική μείωση των νηματοειδών σχηματισμών (filaments) και διάχυτη, 
κυτταροπλασματική χρώση που προσομοιάζει με αυτήν της αγρίου τύπου πρωτεΐνης. 
Στο σχήμα Δ απεικονίζονται διαγραμματικά τα αποτελέσματα της μέτρησης των 
filaments, στην περίπτωση του WT, I2020T και I2020T/D1565K. Τα δεδομένα 
αντιπροσωπεύουν τη μέση τιμή (mean) τριών ανεξάρτητων μετρήσεων ±SEM 
(τυπικό σφάλμα μέσης τιμής) (*p<0,01). 
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Από τις εικόνες και τις μετρήσεις που προέκυψαν φαίνεται πλήρης 

αντιστροφή του φαινοτύπου, με σχεδόν ολοκληρωτική εξαφάνιση των 

νηματοειδών σχηματισμών που παρατηρούνται στο Ι2020Τ. Η χρώση 

είναι διάχυτη, κυτταροπλασματική όπως και στην περίπτωση της αγρίου 

τύπου πρωτεΐνης (WT). 

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι το κατάλοιπο αυτό στη θέση 1565, 

πιθανώς παίζει κάποιο ρόλο στο σχηματισμό αυτών των νηματοειδών 

σχηματισμών. Πιθανώς, εάν πράγματι η LRRK2 κατατέμνεται από την 

κασπάση-8, αυτή η κατάτμηση να είναι σημαντικό γεγονός για το 

σχηματισμό των σχηματισμών αυτών (filaments). 

Η ανάλυση των κλασμάτων που προέκυψαν από τη χρωματογραφία 

μοριακής διήθησης, προκειμένου να ανιχνευθούν τα σύμπλοκα στα οποία 

εκλούεται αυτή η διπλή μεταλλαγή, φαίνετα στην Εικόνα 3.6. 

Αυτό που φαίνεται από την ανάλυση αυτή είναι ότι η εισαγωγή της 

D1565K μεταλλαγής στο μόριο της I2020T, οδηγεί σε άμβλυνση της 

επίδρασης της τελευταίας στον ολιγομερισμό του μορίου. Παρατηρείται 

σημαντική μείωση της έκλουσης της πρωτεΐνης στα κλάσματα υψηλού 

μοριακού βάρους (33-41) και αντίστοιχη αύξηση της παρουσίας της στα 

κλάσματα μικρότερου μοριακού βάρους (LMW) (42-50), όπως συμβαίνει 

περίπου και στην αγρίου τύπου πρωτεΐνη (Εικ. 3.6 και 3.7). 
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Εικόνα 3.6. Η διπλή μεταλλαγή Ι2020Τ/D1565K εκλούεται λιγότερο στα κλάσματα 
υψηλού μοριακού βάρους (HMW) 33-41, σε σχέση με την Ι2020Τ μετάλλαξη.

 

 Με 
την εισαγωγή της μεταλλαγής D1565K στο μόριο της Ι2020Τ, παρατηρείται μια 
σημαντική ελάττωση στην έκλουση του μορίου στα κλάσματα υψηλού μοριακού 
βάρους (HMW) (33-41), σε σχέση με το Ι2020Τ. Η παρατηρούμενη ένταση σήματος 
είναι μεγαλύτερη στα κλάσματα 42-50, προσομοιάζοντας στο πρότυπο έκλουσης της 
αγρίου τύπου πρωτεΐνης (WT). Αντιπροσωπευτική εικόνα 3 ανεξάρτητων 
πειραμάτων. 
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Εικόνα 3.7. Διαγραμματική, συγκριτική απεικόνιση του προτύπου έκλουσης της 
αγρίου τύπου πρωτεΐνης (WT), της μεταλλαγής Ι2020Τ και της διπλής μεταλλαγής 
I2020T/D1565K. Α. Κατά κλάσμα, Β.Κατά ομάδες. Στο σχήμα Α παρατηρείται μια 
απότομη πτώση της έκλουσης της διπλά μεταλλαγμένης πρωτεΐνης στα HMW 
κλάσματα 33-41 σε σχέση με το μόριο Ι2020Τ και μια αντίστοιχη, απότομη αύξησή 
της στα κλάσματα 42-50, τα οποία αντισχτοιχούν χονδρικά στο μονομερές μόριο 
(Πίνακας 3.1). Φαίνεται, δηλαδή, μια τάση μείωσης του σχηματισμού ολιγομερικών 
συμπλόκων με την εισαγωγή αυτής της μεταλλαγής. Στο σχήμα Β φαίνεται ότι οι 
μεγαλύτερες διαφορές μεταξύ ΙΤ και ΙΤ/ DK εμφανίζονται και πάλι στις ομάδες Γ και 
Ε. Τα δεδομένα αποτελούν τη μέση τιμή (mean) τριών ανεξάρτητων 
μετρήσεων±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM) (*p<0,05). 
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IV. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Παρά την αναμφισβήτητη πρόοδο που έχει συντελεστεί την τελευταία 

δεκαετία, οι παθογενετικοί μηχανισμοί της νόσου Πάρκινσον 

παραμένουν αδιευκρίνιστοι. Η κατανόηση των μοριακών μονοπατιών τα 

οποία εμπλέκονται στην οικογενή νόσο, παρά το γεγονός ότι η συχνότητά 

της είναι σημαντικά μικρότερη της σποραδικής, μπορεί να δώσει 

σημαντικά στοιχεία και για τις ιδιοπαθείς περιπτώσεις. Μεταλλάξεις στα 

ίδια γονίδια φαίνεται ότι  εμπλέκονται στην οικογενή νόσο αλλά  

εμφανίζονται και ως παράγοντες κινδύνου στις σποραδικές περιπτώσεις, 

υποδηλώνοντας ότι οι παθογενετικοί μηχανισμοί των δύο αυτών 

οντοτήτων μπορεί να είναι κοινοί. Αυτό φαίνεται και από την περίπτωση 

της α-συνουκλεΐνης, οι μεταλλάξεις της οποίας αν και αποτελούν ένα 

μικρό μέρος των οικογενών περιπτώσεων, εν τούτοις η ίδια είναι το 

βασικότερο συστατικό των σωματίων Lewy, που ανευρίσκονται στην 

πλειοψηφία των περιπτώσεων, τόσο οικογενών όσο και σποραδικών. 

Η ανακάλυψη του γονιδίου της LRRK2 το 2004 αποκάλυψε ότι οι 

μεταλλάξεις του αποτελούν την πιο συχνή αιτία γενετικής, οικογενούς 

νόσου κι ότι είναι επίσης υπεύθυνες για ένα σημαντικό ποσοστό και των 

σποραδικών περιπτώσεων (Zimprich et al., 2004). Από τότε έχουν γίνει 

μεγάλα βήματα στην αποκάλυψη της συμμετοχής της πρωτεΐνης αυτής 

στην παθογένεια της νόσου. Ωστόσο, είναι πολλά ακόμα τα ερωτήματα 

που παραμένουν αναπάντητα. Για παράδειγμα, δεν είναι ακόμη γνωστός 

ο φυσιολογικός ρόλος της πρωτεΐνης και το εάν ο μηχανισμός που οδηγεί 

στην παρατηρούμενη νευροεκφύλιση είναι λόγω απώλειας μιας 

φυσιολογικής λειτουργίας της (loss of function) ή λόγω απόκτησης μιας 

καινούριας, τοξικής ιδιότητας (gain of function).  
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Ένα επίπεδο δυσκολίας στη μελέτη της πρωτεΐνης αυτής προστίθεται 

λόγω της σύνθετης δομής της και του μεγάλου μεγέθους της. Το γεγονός 

ότι αποτελείται από πολλές ξεχωριστές περιοχές, με διαφορετικές 

ιδιότητες η καθεμία υποδηλώνει πολλαπλές δράσεις μέσα στο κύτταρο. 

Επίσης, καθιστά πολύ πιθανή την ύπαρξη πολλών ενδομοριακών 

αλληλεπιδράσεων οι οποίες παίζουν ρόλο στη φυσιολογική λειτουργία 

της πρωτεΐνης και στις πιθανές διαμορφώσεις τις οποίες προσλαμβάνει 

κάτω από διαφορετικές συνθήκες. Αυτό μπορεί να εξηγεί εν μέρει τα 

πολλά, διαφορετικά και, μερικές φορές, αντικρουόμενα αποτελέσματα τα 

οποία προκύπτουν κατά τη μελέτη της LRRK2. Μπορεί, δηλαδή, το 

αποτέλεσμα να επηρεαστεί από το είδος του μορίου το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε στις πειραματικές διαδικασίες (π.χ. ανασυνδυασμένο,  

πλήρες μόριο (Full-length)/ συγκεκριμένες απομονωμένες περιοχές του 

κλπ), από το μεθοδολογικό πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε ή από το 

αν μελετάται η ενδογενής ή υπερεκφρασμένη πρωτεΐνη.  

Η LRRK2 αποτελείται από δύο περιοχές με ενζυμικές λειτουργίες, μια 

κινάση και μια GTPάση. Η ύπαρξη αυτών των περιοχών υποδηλώνει 

ίσως κάποιο σηματοδοτικό ρόλο. Πρόσφατα βρέθηκε ότι οι 

μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 σχετίζονται με το εξωγενές μονοπάτι 

κυτταρικού θανάτου μέσω αλληλεπίδρασης με το FADD (Fas-associated 

protein with death domain) (Ho et al.,2009). Το FADD φυσιολογικά 

μεταβιβάζει αποπτωτικά σήματα του εξωγενούς μονοπατιού τα οποία 

ξεκινούν από μεμβρανικούς υποδοχείς θανάτου . Η μεταλλαγμένη 

LRRK2 έχει δειχθεί ότι εμφανίζει αυξημένη αλληλεπίδραση με το 

FADD.  

Η φυσιολογικά ενεργός, όσον αφορά τη δραστηριότητα της κινάσης,  

κατάσταση του μορίου είναι η διμερής (Sen et al., 2009). Η μετάβαση 

από τη διμερή κατάσταση στο σχηματισμό ολιγομερών συμπλόκων, που 
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υποθέτουμε ότι συμβαίνει στην περίπτωση μεταλλαγών της LRRK2 που 

σχετίζονται με το Πάρκινσον, μπορεί να είναι ένα κριτικό σημείο στην 

ενεργοποίηση του σηματοδοτικού καταρράκτη κυτταρικού θανάτου και 

στην επακόλουθη νευροεκφύλιση. Οι μεμβρανικοί υποδοχείς κυτταρικού 

θανάτου (TNF-R, Fas receptor κλπ) όταν ενεργοποιούνται από κάποιον 

προσδέτη (ligand) σχηματίζουν διμερή-τριμερή σύμπλοκα (Poh et al., 

2007) τα οποία ενεργοποιούν ενδιάμεσες αποπτωτικές πρωτεΐνες όπως το 

FADD και κατόπιν άρχεται ο σηματοδοτικός καταρράκτης κυτταρικού 

θανάτου. Αυτό μπορεί να συμβαίνει και στην περίπτωση της LRRK2, 

όπου το ρόλο του προσδέτη μπορεί να παίζει η εκάστοτε μετάλλαξη. Ο 

ολιγομερισμός είναι επίσης χαρακτηριστικό και της α-συνουκλεΐνης, η 

οποία εκδηλώνει μια στροφή σε υψηλότερης τάξης τοξικά, ολιγομερή 

είδη (Bramlett and Dietrich, 2003).Η διερεύνηση της φύσης αυτών των 

ολιγομερών συμπλόκων και της σχέσης τους με την επαγόμενη 

νευροτοξικότητα είναι βασική για την κατανόηση του μονοπατιού που 

οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο. 

 

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας έδειξαν ότι η δημιουργία 

νηματοειδών σχηματισμών (filaments) αυξάνεται σημαντικά από όλες τις 

μεταλλαγές της LRRK2 που σχετίζονται με το Πάρκινσον συγκριτικά με 

την αγρίου τύπου (WT), ειδικά από αυτές που δεν αυξάνουν τη 

δραστηριότητα κινάσης (R1441C, I2020T). Το γεγονός αυτό 

ενδεχομένως πραγματοποιείται λόγω αλλαγής στη στερεοδιαμόρφωση 

του μορίου παρουσία των μεταλλάξεων, με τις οποίες μπορεί 

ενδεχομένως να αυξάνεται η αλληλεπίδραση της LRRK2 με τον εαυτό 

της και/ή με άλλα πρωτεϊνικά μόρια. 
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Στην περίπτωση του WT η εντόπιση είναι ξεκάθαρα κυτταροπλασματική 

και διάχυτη, ενώ στις μεταλλάξεις η εντόπιση παίρνει μια πιο 

οργανωμένη μορφή προς κυτταροπλασματικούς, νηματοειδείς 

σχηματισμούς. Μορφολογικά τα σύμπλοκα αυτά θυμίζουν τα ινιδιακά 

σύμπλοκα που σχηματίζονται από το FADD, το TRADD και την 

κασπάση-8 και ονομάζονται Death Effector Filaments (DEFs) (Fotin-

Mleczek et al.,2002, Guiet and Vito 2000, Siegel et al., 1998). Η 

μεταλλαγή G2019S, η οποία σταθερά αυξάνει τη λειτουργία της κινάσης, 

περιέργως σχηματίζει μεν νηματοειδείς μορφές (filaments), λιγότερες σε 

αριθμό και διαφορετικής φύσης από τις προηγούμενες δε.  

Όλες οι προαναφερθείσες πρωτεΐνες οι οποίες σχηματίζουν αυτά τα 

σύμπλοκα (DEFs), συμμετέχουν σε σηματοδοτικά μονοπάτια κυτταρικού 

θανάτου, παρέχοντας δυνητικά ένα στοιχείο για το πώς μπορεί η 

λειτουργία της LRRK2 να σχετίζεται με τη νευροεκφύλιση. Επίσης, 

γι’αυτές τις πρωτεΐνες ο σχηματισμός των συμπλόκων αυτών 

αντιπροσωπεύει μια ομοτυπική πρωτεϊνική αλληλεπίδραση, η οποία είναι 

απαραίτητη για τη φυσιολογική τους σηματοδοτική λειτουργία (Fotin-

Mleczek et al.,2002, Guiet and Vito 2000, Siegel et al., 1998). Ακόμη, ο 

ολιγομερισμός είναι ο μηχανισμός σηματοδότησης ο οποίος ισχύει και 

στην περίπτωση της RIP1 (Inohara et al., 2000), η οποία ανήκει στην ίδια 

οικογένεια με τη LRRK2 και είναι μορφολογικά συγγενές μόριο. 

Όλα τα παραπάνω οδήγησαν στη υπόθεση ότι τα ινιδιακά αυτά σύμπλοκα 

αντιπροσωπεύουν πράγματι υψηλότερης τάξης (υψηλού μοριακού 

βάρους) ολιγομερή συμπλέγματα της LRRK2, αποτελούμενα από μόρια 

LRRK2 τα οποία αλληλεπιδρούν και ότι ο ολιγομερισμός μπορεί να 

αποτελεί το σηματοδοτικό της μηχανισμό.  
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Τα πειράματα χρωματογραφίας, με τα οποία επιχειρήθηκε να μελετηθεί 

το βιοχημικό προφίλ αυτών των ολιγομερών ειδών που παρατηρούνται 

μικροσκοπικά, έδειξαν επίσης μια διαφορά στο πρότυπο έκλουσης 

μεταξύ του WT και των μεταλλαγμένων μορφών. Συγκεκριμένα 

παρατηρήθηκε μια «στροφή» των μεταλλαγμένων μορφών της LRRK2 

προς υψηλότερης τάξης  (μεγαλύτερου μοριακού βάρους, HMW) 

συμπλέγματα. Αν και με τα πειράματα δεν είναι δυνατό να αποκαλυφθεί 

η ακριβής φύση αυτών των συμπλεγμάτων, προηγούμενα δεδομένα του 

εργαστηρίου είχαν δείξει ότι όταν δύο μόρια LRRK2 συζευγμένα με 

διαφορετικούς επιτόπους (GFP, V5) υπερεκφράστηκαν σε κυτταρικές 

σειρές, η συνανοσοκατακρήμνιση των μεταλλαγμένων μορφών (R1441C, 

Y1699C, I2020T) είναι σημαντικά μεγαλύτερη από αυτήν της αγρίου 

τύπου (WT) (δεδομένα που δεν παρατίθενται). Μάλιστα αυτή η 

αλληλεπίδραση ήταν ισχυρότερη για τις μεταλλαγές R1441C, Y1699C 

και I2020T, οι οποίες εμφανίζουν παρεμφερή μορφολογία νηματοειδών 

σχηματισμών, και μικρότερη για την G2019S μεταλλαγή. Φαίνεται 

λοιπόν ότι η μικροσκοπική εικόνα των σχηματισμών αυτών (τύπος, 

αριθμός) συνδέεται με την κατάσταση ολιγομερισμού κι ότι περισσότερα 

μόρια LRRK2 είναι τουλάχιστον παρόντα στα συμπλέγματα αυτά και 

αλληλεπιδρούν μεταξύ τους.  

Το δεύτερο σκέλος της παρούσας εργασίας αφορά την επίδραση της 

μεταλλαγής D1565K στον ολιγομερισμό. Η μεταλλαγή αυτή αντικαθιστά 

ένα κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος στη θέση 1565 με γλυκίνη.  

Έχει ήδη αναφερθεί ότι η LRRK2 αλληλεπιδρά με το FADD το οποίο 

προσελκύει στο σύμπλοκο και την κασπάση-8, μεταβιβάζοντας σήματα 

που σχετίζονται με το εξωγενές μονοπάτι κυτταρικού θανάτου. Η RIP1, η 

οποία ανήκει στην ίδια οικογένεια των RIP κινασών όπως και η LRRK2, 

συμμετέχει στο μονοπάτι κυτταρικού θανάτου το οποίο επάγεται από τον 
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TNF. Έχει ήδη βρεθεί ότι η κασπάση-8 διχοτομεί την RIP1 (Lin et 

al.,1999) σε ένα κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος που βρίσκεται στη θέση 

324 σε ένα συγκεκριμένο μοτίβο (LQLD). Αυτή η κατάτμηση εξυπηρετεί 

τη μεταβίβαση των σημάτων αποπτωτικού θανάτου που ενεργοποιούνται 

από τον TNF-α. Αυτό το συγκεκριμένο μοτίβο βρέθηκε ότι είναι παρόν 

και στη LRRK2 εντός της περιοχής COR, θέτοντας την υποψία ότι η 

κασπάση-8 μπορεί να κατατέμνει και τη LRRK2.  

Αρχικά δεδομένα του εργαστηρίου έχουν δείξει ότι αναστολή της 

δραστηριότητας της κασπάσης με ευρέος φάσματος αναστολείς 

κασπάσεων αναστέλλει όχι μόνο τον κυτταρικό θάνατο που προκαλείται 

από μεταλλαγές της LRRK2, αλλά και το σχηματισμό των νηματοειδων 

σχηματισμών ( filaments) (δεδομένα που δεν παρουσιάζονται).  

Μεταλλάχθηκε λοιπόν το κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος στη θέση 1565 

που βρίσκεται εντός του μοτίβου LQLD και το οποίο ασπαρτικό οξύ 

είναι αυτό που αναγνωρίζεται από την κασπάση-8 προκειμένου να  

κατατμήσει το μόριο, όπως και στην περίπτωση της RIP1. Η μεταλλαγή 

αυτή εισήχθη στο μόριο Ι2020Τ και προέκυψε η διπλή μεταλλαγή 

Ι2020Τ/D1565K, προκειμένου να ελεγχθεί η επίδραση της εισαγωγής 

αυτής της δεύτερης μεταλλαγής (D1565K) στον ολιγομερισμό. 

Παρατηρήθηκε ότι η μετάλλαξη αυτή (D1565K) επέφερε πλήρη 

εξάλειψη του φαινοτύπου της Ι2020Τ μεταλλαγής. Συγκεκριμένα, 

παρατηρήθηκε εξαφάνιση των νηματοειδών σχηματισμών (filaments) 

που παρατηρούνται τόσο ξεκάθαρα στην περίπτωση του Ι2020Τ και 

μεταστροφή προς τα πρότυπα της αγρίου τύπου πρωτεΐνης. Το ίδιο 

παρατηρήθηκε και από την ανάλυση των κλασμάτων που προέκυψαν από 

τη χρωματογραφία. Υπήρξε μια ελάττωση των κλασμάτων υψηλού 

μοριακού βάρους (HMW) σε σχέση με το Ι2020Τ και μια στροφή προς 
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το πρότυπο έκλουσης του WT, τουλάχιστον όσον αφορά τα HMW 

κλάσματα.  

Η υπόθεση που έγινε είναι ότι η κασπάση-8 κατατέμνει τη LRRK2 στο 

συγκεκριμένο κατάλοιπο, αλλάζοντας τη διαμόρφωση του μορίου και 

επιτρέποντας την περαιτέρω δημιουργία νηματοειδών σχηματισμών 

(filaments), όπως συμβαίνει και στην περίπτωση της RIP1 (Wang et al., 

2008). Η δυνητική κατάτμηση του μορίου της LRRK2 από την κασπάση-

8 μπορεί να εξυπηρετεί έναν παρεμφερή ρυθμιστικό ρόλο όπως αυτή της 

RIP1, προωθώντας  τον προ-αποπτωτικό σηματοδοτικό ρόλο της 

μεταλλαγμένης LRRK2.  

Το μοντέλο που ενδεχομένως εξηγεί αυτήν την επίδραση είναι ότι οι 

μεταλλαγές της LRRK2 που σχετίζονται με τη νόσο, προκαλούν έναν 

αρχικό ολιγομερισμό ενδεχομένως λόγω αλλαγής στη 

στερεοδιαμόρφωση του μορίου και στις ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις. 

Επίσης μπορεί αυτή η αλλαγή στη διαμόρφωση να γίνεται με τέτοιο 

τρόπο ώστε το κατάλοιπο αυτό στη θέση 1565 να εκτίθεται περισσότερο 

και είναι περισσότερο προσβάσιμο στην κασπάση-8. Αυτός ο αυξημένος 

αρχικός ολιγομερισμός οδηγεί σε αυξημένη προσέλκυση μορίων FADD, 

αφού έχει δειχθεί ότι οι μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 

αλληλεπιδρούν ισχυρότερα με το FADD. Η ενισχυμένη προσέλκυση και 

αλληλεπίδραση με το FADD οδηγεί σε αύξηση της προσέλκυσης και 

ενεργοποίησης της κασπάσης-8, η οποία ενεργοποιεί άλλες κασπάσες οι 

οποίες τελικά επιφέρουν την απόπτωση. Εκτός από αυτό το ρόλο η 

κασπάση-8 μπορεί ενδεχομένως να διχοτομεί τη LRRK2 και το γεγονός 

αυτό μπορεί να οδηγεί σε περαιτέρω αύξηση του σχηματισμού 

ολιγομερικών ινιδίων κ.ο.κ  
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Σχήμα 4.1. Μοντέλο της επαγόμενης από τον ολιγομερισμό νευροτοτοξικότητας. 

 

Στο σχήμα αυτό απεικονίζεται διαγραμματικά το υποτιθέμενο με βάση τα 
αποτελέσματα μοντέλο. Στα αριστερά σημειώνεται η αλληλουχία που οδηγεί στον 
κυτταρικό θάνατο. Στα δεξιά φαίνονται δύο χαρακτηριστικά φιλμ του προτύπου 
έκλουσης της Ι2020Τ μεταλλαγής και της διπλής μετάλλαξης I2020T/D1565K. Το 
μοντέλο αυτό προτείνει ότι ένας αρχικός ολιγομερισμός προκαλείται από τις 
παθογενετικές μεταλλάξεις της LRRK2 και αντιστοιχεί στα κλάσματα που 
σημειώνονται στο κόκκινο πλαίσιο. Στο πράσινο πλαίσιο σημειώνονται τα ολιγομερή 
είδη που ελαττώνονται σημαντικά στην περίπτωση της διπλής μεταλλαγής και τα 
οποία πιθανολογείται ότι προκύπτουν από τη διχοτόμηση του μορίου από την 
κασπάση-8. Σύμφωνα με την υπόθεση αυτή, λοιπόν, διακρίνονται δύο «ομάδες» 
ολιγομερικών ειδών: τα ανεξάρτητα της δράσης της κασπάσης-8 (κόκκινο πλαίσιο) 
που οφείλονται στη μεταλλαγή αυτή καθ’εαυτή, και τα εξαρτώμενα από τη δράση 
αυτή (πράσινο πλάισιο) τα οποία δημιουργούνται από τη διχοτόμηση της LRRK2.   

Στο μοντέλο αυτό υποθέτουμε ότι η κασπάση-8 έχει διττό ρόλο. Αφ’ενός 

μεν κατατέμνει το μόριο της LRRK2 σε συγκεκριμένο σημείο, 

οδηγώντας σε αλλαγή της διαμόρφωσής του και ενισχύοντας περαιτέρω 
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τον ολιγομερισμό, αφ’ετέρου δε προωθεί τα μηνύματα αποπτωτικού 

θανάτου τα οποία ενεργοποιούνται από το σχηματισμό του αρχικού 

συμπλόκου μεταλλαγμένης LRRK2-FADD και κασπάσης-8. 

Ωστόσο, πρέπει να τονιστεί ότι για να υποστηριχθεί αυτή η υπόθεση 

πρέπει ακόμη να διαπιστωθεί πειραματικά ότι η κασπάση-8 πράγματι 

κατατέμνει τη LRRK2 και μάλιστα στο συγκεκριμένο κατάλοιπο, πράγμα 

το οποίο προσπαθούν να αποδείξουν συνεχιζόμενα πειράματα του 

εργαστηρίου. Επίσης, καίριας σημασίας είναι όλα τα παραπάνω 

ευρήματα να συσχετιστούν με αποτελέσματα πειραμάτων επιβίωσης, 

ώστε να διαπιστωθεί ποια από τα ολιγομερή είδη είναι πράγματι τοξικά 

και εάν η νευροτοξικότητα καταργείται στην περίπτωση της διπλής 

μεταλλαγής. 

 

Με το ερευνητικό σχέδιο, μέρος του οποίου είναι και η παρούσα εργασία, 

επιδιώκεται ο πλήρης χαρακτηρισμός των ολιγομερών συμπλόκων και η 

αναγνώριση των τοξικών για τα νευρικά κύτταρα ειδών. Συνεχιζόμενα 

πειράματα του εργαστηρίου επιχειρούν να διαπιστώσουν τη συσχέτιση 

μεταξύ των παθολογικών διαμορφώσεων της LRRK2 και της 

προσέλκυσης του FADD και της κασπάσης-8. 

Αυτό μπορεί να διερευνηθεί χρωματογραφικά μελετώντας το πρότυπο 

έκλουσης του FADD και της κασπάσης-8 σε σχέση με την αγρίου τύπου 

και τη μεταλλαγμένη LRRK2. Μπορεί δηλαδή να διευκρινιστεί ποια 

συμπλέγματα εμφανίζουν αυξημένη αλληλεπίδραση με το FADD και την 

κασπάση-8, παρέχοντας κάποια ένδειξη για το ποια είναι τα τοξικά είδη 

της LRRK2.  
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Επίσης, πειράματα προσπαθούν να αποδείξουν την κατάτμηση της 

LRRK2 από την κασπάση-8 σε κύτταρα που έχουν διαμολυνθεί με την 

πρωτεΐνη και στα οποία επάγονται αποπτωτικά μονοπάτια που 

εξαρτώνται από την κασπάση-8. 

Τέλος, σε εξέλιξη βρίσκονται πειράματα που στοχεύουν στη μελέτη της 

επαγόμενης νευροτοξικότητας σε νευρώνες οι οποίοι εκφράζουν 

μεταλλαγμένες μορφές της LRRK2 και στη διερεύνηση του δυνητικά 

προστατευτικού ρόλου της μεταλλαγής D1565K. 

Στους μελλοντικούς στόχους περιλαμβάνεται και η μελέτη των ίδιων 

φαινομένων σε μεταθανάτια δείγματα ασθενών με νόσο του Πάρκινσον, 

τόσο θετικών για μεταλλαγές της LRRΚ2 όσο και σποραδικών 

περιπτώσεων. Όταν εξακριβωθεί το βιοχημικό προφίλ των ολιγομερών 

σε κυτταρικές σειρές, είναι σημαντικό να διερευνηθεί η συμπεριφορά της 

LRRK2 στον εγκέφαλο ασθενών. Έχει ήδη διαπιστωθεί ενεργοποιημένη 

κασπάση-8 μεταθανάτια στον εγκέφαλο ασθενών (Hartmann and Hirsch, 

2001), ωστόσο αυτό δεν αποδεικνύει άμεσα κάποια σύνδεση μεταξύ των 

διαμορφώσεων της μεταλλαγμένης LRRK2 και της δραστηριότητας της 

κασπάσης-8 στο πλαίσιο αυτό. Είναι πολύ σημαντικό να διερευνηθούν 

αυτές οι αλληλεπιδράσεις στο περιβάλλον της νόσου, καθώς αυτό θα 

επιτρέψει την αποκάλυψη πιο αποτελεσματικών θεραπευτικών στόχων. 

Ο σχηματισμός των ολιγομερών αυτών συμπλόκων ίσως είναι ένα αρχικό 

βήμα στην παθογένεια της νόσου. Ο περαιτέρω χαρακτηρισμός τους και 

η αναγνώριση των πρωτεϊνών από τις οποίες αποτελούνται είναι καίριας 

σημασίας καθώς η διακοπή αυτών των αλληλεπιδράσεων θα μπορούσε 

πιθανώς να αποτελέσει μια αποτελεσματική θεραπευτική παρέμβαση, 

νωρίς στο μονοπάτι κυτταρικού θανάτου.  
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