α-ΣΥΝΟΥΚΛΕΪΝΗ ΚΑΙ ΛΥΣσΟΣΩΜΙΚΑ ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ ΑΠΟΙΚΟΔΟΜΗΣΗΣ ΣΕ ΠΡΩΤΟΓΕΝΕΙΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΦΛΟΙΪΚΩΝ ΝΕΥΡΩΝΩΝ ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ
Ξυλούρη Μ., Βογιατζή Τ., Βεκρέλλης Κ. και Στεφανής Λ.
Κέντρο Βασικών Νευροεπιστημών, Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών, Σωρανού Εφεσίου 4, 11527 Αθήνα, Ελλάδα
Η νόσος του Πάρκινσον είναι μια νευροεκφυλιστική νόσος με κύρια παθολογικά χαρακτηριστικά την επιλεκτική απώλεια των ντοπαμινεργικών νευρώνων και τη συσσώρευση κυτταροπλασματικών έγκλειστων που ονομάζονται σωμάτια Lewy, τα οποία περιέχουν κυρίως α-συνουκλεΐνη (ASYN) και ουμπικουϊτίνη. Τα αίτια της νόσου δεν είναι γνωστά αλλά πρόσφατες γενετικές μελέτες αποκαλύπτουν ότι η ASYN διαδραματίζει κυρίαρχο ρόλο στην παθογένεια της νόσου. Έχουν αναγνωριστεί αντι-νοηματικές σημειακές μεταλλάξεις του γονιδίου της ASYN σε ασθενείς οικογενειών με αυτοσωμική επικρατή μορφή της νόσου. Διπλασιασμοί και τριπλασιασμοί του γενετικού τόπου της ASYN οδηγούν στην εμφάνιση της νόσου και ο φαινότυπος εξαρτάται από την ποσότητα του γονιδίου που εκφράζεται. Προηγούμενα δεδομένα αποδεικνύουν ότι η έκφραση μεταλλαγμένων μορφών της ASYN μπορεί να επηρεάσει τόσο το πρωτεασωμικό όσο και το λυσσοσωμικό πρωτεολυτικό μονοπάτι, σε κυτταρικά συστήματα-μοντέλα νευρικών κυττάρων. Ειδικότερα, η επίδραση της ASYN στο λυσσοσωμικό σύστημα πιθανόν να σχετίζεται με την αποικοδόμηση της πρωτεΐνης στα λυσοσώματα, μέσω της αυτοφαγίας που διαμεσολαβείται από μόρια συνοδούς (chaperone mediated autophagy, CMA). Το CMA είναι το μοναδικό αυτοφαγικό μονοπάτι που είναι επιλεκτικό. Σε αυτήν τη διαδικασία, κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες που περιέχουν το πενταπεπτίδιο KFERQ αναγνωρίζονται στο κυτταρόπλασμα από την πρωτεΐνη-συνοδό Hsc 70 και μεταφέρονται στη λυσσοσωμική μεμβράνη, όπου και προσδένονται στον υποδοχέα του μονοπατιού, Lamp 2a. Ο υποδοχέας Lamp 2a φαίνεται ότι αποτελεί το ρυθμοκαθοριστικό στάδιο του μονοπατιού, καθώς τα επίπεδά του σχετίζονται άμεσα με το CMA. Λίγα είναι τα δεδομένα για τα μονοπάτια τα οποία συμβάλλουν στην αποικοδόμηση της ASYN, καθώς και για την ύπαρξη του CMA, σε πρωτογενείς νευρώνες. Στην παρούσα μελέτη διερευνήσαμε τη συμμετοχή των λυσσοσωμικών πρωτεολυτικών μονοπατιών –και ειδικότερα της μακροαυτοφαγίας και του CMA- στη ρύθμιση των επιπέδων της α-συνουκλεΐνης σε εμβρυϊκές (Ε18) καλλιέργειες νευρώνων φλοιού αρουραίου. Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι τα επίπεδα της ASYN και του υποδοχέα Lamp 2a αυξάνουν κατά τη διάρκεια της in vitro ωρίμανσης των νευρώνων. Ανάλυση της αποικοδόμησης των πρωτεϊνών με μεγάλο χρόνο ημιζωής (με τη χρήση 3H λευκίνης) αποκάλυψαν, για πρώτη φορά, ότι οι πρωτογενείς νευρώνες χρησιμοποιούν και τη μακροαυτοφαγία και το CMA. Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης φανέρωσαν ότι η ASYN και ο υποδοχέας Lamp 2a αλληλεπιδρούν, τόσο στις πρωτογενείς καλλιέργειες, όσο και σε ποντίκια που εκφράζουν τη φυσικού, αλλά και τη μεταλλαγμένου τύπου, μορφή της ASYN. Σίγηση, με τη χρήση της τεχνολογίας siRNA μέσω ιών Lenti, του γονιδίου του υποδοχέα Lamp 2a, οδηγεί σε σημαντική αύξηση των επιπέδων της ενδογενούς ASYN με ταυτόχρονη μείωση του συνολικού ρυθμού αποικοδόμησης πρωτεϊνών με μεγάλο χρόνο ημιζωής. Επιπρόσθετα, φαρμακολογική αναστολή της μακροαυτοφαγίας οδηγεί επίσης σε αύξηση των επιπέδων της ASYN, αλλά σε μικρότερο βαθμό από αυτόν που προκαλεί η μείωση της έκφρασης του υποδοχέα Lamp 2a. Τα αποτελέσματα αυτά υποστηρίζουν ότι το CMA λειτουργεί σε πρωτογενείς νευρικές καλλιέργειες και είναι υπεύθυνο (τουλάχιστον σε κάποιο βαθμό) για την αποικοδόμηση της ενδογενούς α-συνουκλεΐνης.
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