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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Ο τφποσ 1 υποδοχζα (CRF1R) του εκλυτικοφ παράγοντα τθσ κορτικοτροπίνθσ (CRF) 

ςυγκαταλζγεται ςτθ οικογζνεια Β των υποδοχζων, οι οποίοι ςυηεφγνυνται με τισ G- 

πρωτεΐνεσ, (G-protein coupled receptors, GPCRs) και ςυγκεκριμζνα με τισ Gs πρωτεΐνεσ οι 

οποίεσ διεγείρουν το ενηυμο τθσ αδενυλικισ κυκλάςθσ. Ο CRF1R, αποτελείται από 7 

διαμεμβρανικζσ περιοχζσ (TMs), οι οποίεσ ενϊνονται μεταξφ τουσ με τρεισ εξωκυττάριουσ 

και τρεισ ενδοκυττάριουσ βρόγχουσ. Αυτό αποτελεί χαρακτθριςτικό δομικό γνϊριςμα των 

GPCRs. Προθγοφμενεσ μελζτεσ του εργαςτθρίου όςο και άλλων ερευνθτικϊν ομάδων  ζχουν 

δείξει το ςθμαντικό ρόλο του δεφτερου εξωκυττάριου βρόγχου του CRF1R ςτθ λειτουργία 

του υποδοχζα. Προκαταρκτικζσ μοριακζσ προςομοιϊςεισ του CRF1R ςτο εργαςτιριο μασ 

ζδειξαν ότι το αςπαραγινικό οξφ ςτθ κζςθ 269 (Asp269) του δεφτερου εξωκυττάριου 

βρόγχου παίηει ρόλο ςτθ λειτουργία του υποδοχζα, χωρίσ όμωσ να ζχει πειραματικά 

επαλθκευτεί.  

Ζχοντασ ωσ ςκοπό τθ μελζτθ του λειτουργικοφ ρόλου του Asp269 του CRF1R, μεταλλάξαμε 

το αμινοξφ αυτό ςε αλανίνθ, δθμιουργϊντασ ζτςι τον μεταλλαγμζνο υποδοχζα CRF1R -

D269A και εξετάςαμε τθν επίδραςθ τθσ μετάλλαξθσ αυτισ ςτθ λειτουργία του υποδοχζα. 

΢υγκεκριμζνα εξετάςτθκε θ επίδραςθ τθσ D269A μετάλλαξθσςτθν ιςχφ τθσ ςοβαγίνθσ με τθν 

οποία διεγείρει τθ παραγωγι ενδοκυττάριου κυκλικοφ ΑΜΡ ςε κφτταρα που εκφράηουν 

ςτακερά τον  CRF1R.   

Σα αποτελζςματα ζδειξαν πωσ θ κατάργθςθ του αρνθτικά φορτιςμζνου φορτίου ςτθ κζςθ 

269 του CRF1R μετά τθν D269A μετάλλαξθ  μείωςε τθν ιςχφ τθσ ςοβαγίνθσ για τον CRF1R, 

οδθγϊντασ ςτο ςυμπζραςμα ότι το Asp269 του δεφτερου εξωκυττάριου βρόγχου του CRF1R 

παίηει ρόλο ςτθν ενεργοποίθςθ του υποδοχζα.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

1. ΕΙ΢ΑΓΩΓΗ 

 

 
1.1 Εκλυτικόσ παράγοντασ τθσ κορτικοτροπίνθσ  

 

Βαςικι προχπόκεςθ για τθ ηωι είναι θ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ ςτον οργανιςμό μασ. 

Ομοιόςταςθ είναι θ τάςθ του ςϊματοσ να διατθρεί τθν εςωτερικι του ιςορροπία και να 

εξαςφαλίηει τθ ςτακερότθτά του από εξωτερικά ι εςωτερικά ερεκίςματα (ςτρεςογόνα 

ερεκίςματα). Θ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ παρουςία ςτρεςογόνων ερεκιςμάτων απαιτεί 

προςαρμοςτικζσ αλλαγζσ από τον οργανιςμό ςυμπεριλαμβανομζνων διαφόρων μεταβολϊν 

τθσ ςυμπεριφοράσ και μεταβολϊν ςτθ λειτουργία του ενδοκρινικοφ, του ανοςοποιθτικοφ 

και του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ (ΚΝ΢), κακϊσ επίςθσ και πολλϊν οργάνων τθσ 

περιφζρειασ. Χρόνια ζκκεςθ του οργανιςμοφ ςε ςτρεςςογόνα ερεκίςματα τροποποιεί τθν 

απάντθςθ του ςε αυτά  πικανόν οδθγϊντασ ςε διάφορεσ διαταραχζσ, 

ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ κατάκλιψθσ και του χρόνιου άγχουσ. Κεντρικό ρόλο ςτθ 

διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ παίηει ο εκλυτικόσ παράγοντασ τθσ κορτικοτροπίνθσ (CRF) ι 

αλλιϊσ θ εκλυτικι ορμόνθ τθσ κορτικοτροπίνθσ (CRH). Θ απομόνωςι του CRF αρχικά 

πραγματοποιικθκε από τον υποκάλαμο προβάτου (οCRF με μοριακό βάροσ 4671 Da), 

οδθγϊντασ ςτθ διαπίςτωςθ ότι είναι ζνα ζνα πεπτίδιο 41 αμινοξζων του οποίου θ κφρια 

λειτουργία του είναι θ διζγερςθ τθσ υπόφυςθσ για τθ ζκλυςθ τθσ κορτικοτροπίνθσ (ΑCTH) 

τόςο in vitro όςο και in vivo[1]. Εκτόσ από τον αρουραίο ο CRF απαντάται ςτον άνκρωπο και 

ςε πολλά άλλα κθλαςτικά *2+. 

Ο CRF ςυντίκεται κυρίωσ ςτουσ νευρϊνεσ του παρακοιλιακοφ πυρινα (PVN) που βρίςκονται 

ςτον υποκάλαμο. Οι νευρϊνεσ αυτοί αποκρίνονται ςε ςτρεςςογόνα ερεκίςματα 

λαμβάνοντασ ςιματα μζςω διαφόρων περιοχϊν του εγκεφάλου [3].  

Ο CRF επίςθσ εντοπίηεται ςτθν αμυγδαλι, ςτα βαςικά γάγγλια, ςτο νωτιαίο μυελό, ςτθν 

παρεγκεφαλίδα, ςτθ γζφυρα και ςτον ιππόκαμπο *2,4,5+. Εκτόσ του ΚΝ΢ , ο CRF εντοπίηεται  

και ςε άλλουσ ιςτοφσ και όργανα τθσ περιφζρειασ, όπωσ είναι θ καρδιά, ο πνεφμονασ, ο 

μυελόσ του επινεφριδίου κ.α. Επίςθσ εντοπίηεται ςτο ενδομιτριο, και ςτον πλακοφντα [6-9]. 

Σζλοσ, ο CRF ζχει εντοπιςτεί ςε κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ αλλά και ςε 

καρκινικά κφτταρα, όπωσ του μαςτοφ, του πνεφμονα και του κφμου αδζνα [10-13].  
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1.2 ΢υγγενι πεπτίδια του CRF 

 

Μετά τθν απομόνωςθ και ταυτοποίθςθ του CRF, απομονϊκθκαν από κθλαςτικά, ψάρια, 

αλλά και αμφίβια πεπτίδια ςυγγενι του CRF με παρόμοιεσ ιδιότθτεσ με αυτόν. 

΢υγκεκριμζνα απομονϊκθκαν από τα ψάρια Catostomuscommersoni και το βάτραχο  

Phyllomedusa sauvagei τα πεπτίδια ουροτενςίνθ Ι (URO) (μικουσ 41 αμινοξζων) και 

ςοβαγίνθ (SVG) (μικουσ 40 αμινοξζων) αντίςτοιχα [14-15]. Επίςθσ το 1995 ανακαλφφκθκε 

ςτα κθλαςτικά ζνα νζο CRF – ςυγγενζσ πεπτίδιο μικουσ 40 αμινοξζων, με φυςιολογικζσ 

δράςεισ παρόμοιεσ με εκείνεσ του CRF και αμινοξικι αλλθλουχία κατά 43% ταυτόςθμθ με 

εκείνθ του CRF, 63% με εκείνθ τθσ URO και 35% με εκείνθ τθσ SVG. Σο πεπτίδιο αυτό 

ονομάςτθκε ουροκορτίνθ (UcnΙ) *16+ (Εικόνα 1.1). 

Θ UcnI εντοπίηεται ςε διάφορα τμιματα του ΚΝ΢, όπωσ για παράδειγμα ςτουσ πυρινεσ 

Edinger-Westphal και τθσ πλαγίασ ελαίασ *20+. Ακόμθ ανιχνεφεται ςτον ιπόκαμπο, ςτα 

βαςικά γάγγλια, ςτον παρακοιλιακό πυρινα του υποκαλάμου και ςτον πλάγιο υποκάλαμο 

*17+. Θ κατανομι του CRF και τθσ UcnΙ ςτο ΚΝ΢ εμφανίηει μικρι ανατομικι αλλθλεπικάλυψθ 

ςυμβαδίηοντασ με τισ διαφορετικζσ δράςεισ τουσ ςτον ιςτό αυτό. Όπωσ ο CRF ζτςι και θ 

ουροκορτίνθ εντοπίηεται επίςθσ ςτθ περιφζρεια, όπωσ ςτθν καρδιά, ςτο ζντερο, ςτον 

ςπλινα, ςτον πλακοφντα ςτον προςτάτθ, ςτο δζρμα, ςτο κφμο αδζνα, αλλά επίςθσ και ςε 

καρκινϊματα και νεοπλαςίεσ του προςτάτθ και του ενδομθτρίου *18-19].  

Πρόςφατα ανιχνεφκθκαν δφο CRF-ςυγγενι πεπτίδια εκείνα τθσ ουρικορτίνθσ-ΙΙ (UcnII) και 

τθσ ουροκορτίνθσ-ΙΙΙ (UcnIII). Οι ουροκορτίνεσ αυτζσ εντοπίηονται ςε διάφορεσ περιοχζσ του 

ΚΝ΢ αλλά κα ςτθν περιφζρεια. ΢υγκεκριμζνα, θ UcnII εντοπίηεται ςτθν καρδιά, ςτουσ 

πνεφμονεσ, ςτο ςτομάχι, ςτον πλακοφντα, ςε κφτταρα του αίματοσ και ςτο δζρμα, ενϊ θ 

UcnIIΙ βρίςκεται ςτθν καρδιά, το δζρμα, τον κυρεοειδι αδζνα, ςτισ ωοκικεσ, ςτα 

επινεφρίδια και ςτο πάγκρεασ *20-22+ (Εικόνα 1.2). 

Επιπρόςκετα  των φυςιολογικϊν πεπτιδίων υπάρχουν διάφορα ςυνκετικά  ανάλογα του 

CRF όπωσ κορταγίνθ, κακϊσ και τα πεπτίδια α-ελικοειδισ CRF(9-41), αςτρεςίνθ [astressin: 

cyclo(30 – 33)], [DPhe12,Nle21, Glu30, Lys33, Nle38] hCRF(12 – 41), το ανάλογο τθσ αςτρεςίνθσ, 

αςτρεςίνθ (2)Β και διάφορα ανάλογα τθσ ςοβαγίνθσ, όπωσ θ αντιςοβαγίνθ-30.Παράλλθλα 

ςυντζκθκαν και μθ πεπτιδικά μικρομοριακά ανάλογα όπωσ θ ανταλαρμίνθ και το ΝΒΙ 27914 

[23-28]. 
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Εικόνα 1.1 Γραφικι απεικόνιςθ τθσ αλλθλουχίασ των αμινοξζων του CRF και των ςυγγενϊν 

πεπτιδίων  [19]. 

 

 

 

 
 

 

Εικόνα 1.2 Aπεικόνιςθ τθσ κατανομισ των ουροκορτινϊν ςτον εγκζφαλο αρουραίου. ΢το 

κίτρινο χρϊμα αντιςτοιχεί θ UcnΙ, ςτο μωβ θ UcnII και ςτο πράςινο θ UcnIII  [20]. 
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1.3 Δράςεισ του CRF και των ςυγγενϊν πεπτιδίων 

 

 Ρφκμιςθ λειτουργίασ του ΘΡΑ άξονα 

 

Οι δράςεισ του CRF ςτο ΚΝ΢ και ςε άλλα ςυςτιματα ςτα οποία εντοπίηεται ςχετίηονται με 

τθ ρφκμιςθ τθσ λειτουργίασ τθσ δραςτθριότθτασ των ςυςτθμάτων *2,16+.  

Όςον αφορά τον υποκαλαμικό CRF αυτόσ ρυκμίηει τθ λειτουργία του υποκαλαμο-

υποφυςο-επινεφριδιακοφ άξονα (ΘΡΑ άξονα) ωσ εξισ. Παραγόμενοσ ςτουσ παρακοιλιακοφσ 

πυρινεσ του υποκαλάμου μεταφζρεται μζςω των αξόνων τουσ ςτθ μζςθ προεξοχι, όπου 

εκλφεται, και ςτθν πυλαία κυκλοφορία, μζςω τθσ οποίασ μεταφζρεται ςτθν αδενοχπόφυςθ. 

΢τθ ςυνζχεια αλλθλεπιδρϊντασ με ειδικζσ κζςεισ δζςμευςισ του ςτα κορτικοτρόφα 

κφτταρα τθσ υπόφυςθσ, ο CRF επάγει τθ ςφνκεςθ τθσ προ-οπιομελανοκορτίνθσ (POMC). Θ 

POMC είναι ζνα μεγάλο μόριο το οποίο διαςπάται ςε επιμζρουσ μικρότερα ζνα από τα 

οποία και θ ACTH [29]. Θ  ACTH που απελευκερϊνεται από τθν υπόφθςθ μεταφζρεται 

μζςω τθσ κυκλοφορίασ του αίματοσ ςτο φλοιό των επινεφριδίων όπου διεγείρεται θ ζκλυςθ 

γλυκοκορτικοειδϊν (ςυγκεκριμζνα τθσ κορτιηόλθσ), μορίων που διαδραματίηουν ςθμαντικό 

ρόλο ςτισ φλεγμονζσ και άλλεσ ςθμαντικζσ λειτουργίεσ του οργανιςμοφ *30-31+ (Εικόνα 

1.3).  

 
 

 

 

Εικόνα 1.3 Γραφικι απεικόνιςθ του ΗΡΑ άξονα. Ο CRF (ι CRΗ) απελευκερϊνεται από τον 

υποκάλαµο ειςζρχεται ςτθν πυλαία κυκλοφορία και καταλιγει ςτθν υπόφυςθ όπου 

διεγείρει  τθν ζκκριςθ τθσ ACTH. Η  ACTH ςτθ ςυνζχεια διεγείρει τθν ζκκριςθ 

γλυκοκορτικοειδϊν (CORT) από το φλοιό των επινεφριδίων.  
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 Δράςεισ ςτο ανοςοποιθτικό ςφςτθμα 

 

Ο CRF αλλά και οι ουροκορτίνεσ διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ λειτουργία του 

ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ *32+. Ο CRF ρυκμίηει τισ ανοςολογικζσ και φλεγμονϊδεισ 

αποκρίςεισ μζςω δφο δράςεων: 

I. Διεγείρεται ο HPA άξονασ από τον  CRF του υποκαλάμου  με αποτζλεςμα τθν 

ζκκριςθ γλυκοκορτικοειδϊν (κορτιηόλθσ). Οι ενϊςεισ αυτζσ που 

απελευκερϊνονται ζχουν αντιφλεγμονϊδθ δράςθ *33+ .  

II. Ο CRF εντοπίηεται ςτισ κζςεισ τθσ φλεγμονισ αςκϊντασ  τοπικι προφλεγμονϊδθ 

δράςθ τόςο in vivo όςο και in vitro. [34-36].  

 

 

 Δράςεισ  ςε άλλα ςυςτιματα  

 

Ο CRF όπωσ και οι ουροκορτίνεσ (Ι,ΙΙ και ΙΙΙ) παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ λειτουργία πολλϊν 

ςυςτθμάτων ςτθν περιφζρεια όπωσ του καρδιαγγειακοφ, του γαςτρεντερικοφ, και του 

αναπαραγωγικοφ ςυςτιματοσ *37-43]. ΢υγκεκριμζνα οι ουροκορτίνεσ προκαλλοφν 

αγγειοδιαςτολι, πράγμα το οποίο είναι απαραίτθτο για τθ ρφκμιςθ και τθ ςωςτι 

λειτουργία του καρδιαγγειακοφ ςυςτιματοσ *44-45+. Επίςθσ θ ουροκορτίνθ Ι προκαλεί 

αφξθςθ του καρδιακοφ παλμοφ, τθσ αορτικισ ροισ του αίματοσ αλλά και τθσ 

ςυςταλτικότθτασ τθσ καρδιάσ *45-46].  

΢το γαςτρεντερικό ςφςτθμα ο CRF και οι ουροκορτίνεσ ςυμβάλλουν ςτθ λειτουργία του 

τροποιϊντασ  τθν εντερικι κζνωςθ και τθν κινθτικότθτα του εντζρου *47-48]. 

΢το αναπαραγωγικό ςφςτθμα ο CRF αποτελεί κφριο ρυκμιςτι ςτθν παραγωγι 

τεςτοςτερόνθσ από τα κφτταρα Leydig, και επίςθσ επθρεάηει τθ ςυςταλτικότθτα του 

ενδομθτρίου *37,49+. 

 

 
 Λειτουργία ςτο Κεντρικό Νευρικό ΢φςτθμα (ΚΝ΢) 

O CRF δρά ωσ νευροδιαβιβαςτισ / νευροτροποποιθτισ ςτο ΚΝ΢. Ο κφριοσ ρόλοσ του είναι 

να ςυντονίηει τισ αποκρίςεισ του οργανιςμοφ ςτο ςτρεσ και εμπλζκεται ςτθν 

πακοφυςιολογία διαφόρων νευροψυχιατρικϊν νόςων που ςχετίηονται άμεςα με το ςτρεσ 

όπωσ το άγχοσ και θ κατάκλιψθ. Αυτό αποδεικνφεται από τα παρακάτω. Πρϊτον 

διαγονιδιακά ποντίκια ςτα οποία  ζχει απαλειφκεί το γονίδιο του CRF1R εμφανίηουν 

μειωμζνθ ςυμπεριφορά άγχουσ  [50,51]. Δεφτερον, διαγονιδιακά ποντίκια τα οποία  

υπερεκφράηουν τον CRF εμφανίηουν αυξθμζνθ ςυμπεριφορά άγχουσ [52]. Σρίτον κεντρικι 

χοριγθςθ CRF1R antisense ολιγονουκλεοτιδίων  περιόριςαν προκαλοφμενεσ από CRF 

ςυμπεριφορζσ άγχουσ και είχε αγχολυτικά αποτελζςματα κάτω από οριςμζνεσ 

πειραματικζσ ςυνκικεσ  [53-56]. Σζταρτον, CRF1R-εκλεκτικοί ανταγωνιςτζσ (μθ πεπτιδικοί) 

ανζςτειλλαν τισ αγχογενείσ δράςεισ του CRF ςε  πειραματόηωα [57-59]. Επιπρόςκετα θ 

απορφκμιςθ του HPA άξονα, αλλά και τροποποιθμζνα επίπεδα CRF ςε διάφορεσ περιοχζσ 

του ΚΝ΢, ςχετίηονται με τθ πακοφυςιολογία του άγχουσ και τθσ κατάκλιψθσ [2,60]. 

Επιπλζον, βρζκθκε ότι τα επίπεδα του CRF είναι υψθλά ςτο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΤ) 

αςκενϊν με κατάκλιψθ και αποκακίςτανται μετά από τθν αντικατακλιπτικι κεραπεία [61]. 
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Σα δεδομζνα αυτά οδιγθςαν ςτθν αναγνϊριςθ του CRF ςυςτιματοσ ωσ κεραπευτικοφ 

ςτόχου για τθν κεραπευτικι αντιμετϊπιςθ τθσ κατάκλιψθσ και ενκάρρυναν τθ διεξαγωγι 

κλινικϊν μελετϊν με CRF ανταγωνιςτζσ [60]. 

 

 

 

1.4 Μελζτεσ δομισ και λειτουργίασ του CRF και των ςυγγενϊν του 

πεπτιδίων 

 

Ο CRF και τα ςυγγενι του πεπτίδια, είναι πεπτίδια 40 – 41 αμινοξζων που αποτελοφνται 

από ζνα καρβοξυτελικό άκρο, ζνα αμινοτελικό άκρο και µία ενδιάμεςθ περιοχι. ΢ε 

υδρόφιλο περιβάλλον ο CRF ζχει ακακόριςτθ δομι. Όταν όμωσ βρεκεί ςε υδρόφοβο 

περιβάλλον ςχθματίηει δομι α-ζλικασ. ΢υγκεκριμζνα ςε διάλυμα τριφκοροαικανόλθσ τα 

αμινοξζα τα οποία τείνουν να αποκτιςουν δομι α-ζλικασ είναι τα αμινοξζα 8-32. Όπωσ ο 

CRF ζτςι και τα ςυγγενι του πεπτίδια ουροτενςίνθ και ςοβαγίνθ αποκτοφν τθν ίδια δομι ςε 

υδρόφοβο περιβάλλον. ΢υγκεκριμζνα τα αμινοξζα που ςχθματίηουν τθ δομι α-ζλικασ ςτθν 

ουροτενςίνθ είναι κυρίωσ εκείνα τθσ ενδιάμεςου περιοχισ *62-63+ (Εικόνα 1.4). Σα 

παραπάνω οδιγθςαν ςτθν υπόκεςθ ότι θ αλλθλεπίδραςθ του CRF και των ςυγγενϊν του 

πεπτιδίων με τισ κζςεισ δζςμευςθσ τουσ που βρίςκονται ςτο λιπιδικό περιβάλλον τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ του κυττάρου μετατρζπει τθ δομι τουσ ςε άλφα ελικοειδι. Θ 

υπόκεςθ αυτι ενιςχφκθκε από τθν παρατιρθςθ ότι αντικαταςτάςεισ αμινοξζων του CRF με 

άλλα που ςτακεροποιοφν τθν άλφα ελικοειδι δομι αφξθςαν τθ βιολογικι δραςτικότθτα 

του πεπτιδίου *64]. 

Μελζτεσ δομισ και λειτουργίασ ζδειξαν ότι επίςθσ τα καρβοξυτελικά και αμινοτελικά 

αμινοξζα των παραπάνω πεπτιδίων παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ βιολογικι δραςτικότθτα 

του πεπτιδίου. ΢υγκεκριμζνα θ απαλοιφι των δφο τελευταίων καρβοξυλικϊν αμινοξζων 

κατιργθςαν τθ βιολογικι δράςθ του CRF. Παρόμοια απαλοιφζσ αμινοξζων από το 

αμινοτελικό άκρο ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθν κατάργθςθ τθσ βιολογικισ δραςτικότθτάσ του 

CRF [64-65].  

Επίςθσ διαπιςτϊκθκε πωσ θ άλφα – ελικοειδισ δοµι τθσ ενδιάµεςθσ περιοχισ των 

πεπτιδίων προςανατολίηει τα καρβοξυτελικά και αµινοτελικά άκρα τουσ µε τζτοιο τρόπο 

που είναι απαραίτθτοσ για τθν εµφάνιςθ των βιολογικϊν δράςεων τουσ. ΢υγκεκριµζνα, 

ειςαγωγι ςτθν ενδιάµεςθ περιοχι τθσ ουροκορτίνθσ κετικά και αρνθτικά φορτιςµζνων 

αµινοξζων µε τζτοιο τρόπο ϊςτε, ςχθµατίηοντασ θλεκτροςτατικοφσ δεςµοφσ µεταξφ τουσ, 

να δθµιουργοφν άλφα – ζλικεσ, είχε ςαν αποτζλεςµα τθ διατιρθςθ των λειτουργικϊν 

ιδιοτιτων του πεπτιδίου [63]. 
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Εικόνα 1.4 Διαγράμματα α είλκοειδοφσ  δομισ των των CRF, ςοβαγίνθσ (SAUV) και 

ουροτενςίνθσ Ι (U1). [62]. 

 

 

 

 

1.5 Τποδοχείσ του εκλυτικοφ παράγοντα τθσ κορτικοτροπίνθσ  

(CRF) 

 

Οι ποικίλλεσ δράςεισ του CRF αλλά και των ςυγγενϊν του πεπτιδίων κακορίηονται μζςω τθσ 

αλλθλεπίδραςισ τουσ  με ειδικοφσ υποδοχείσ τουσ. Τπάρχουν δφο κφριοι τφποι υποδοχζων 

του CRF, ο τφποσ 1 (CRF1R) και ο τφποσ 2 (CRF2R), οι οποίει εμφανίηουν 70% ομολογία ςτθν 

αμινοξικι αλλθλουχία τουσ *66-67+. Ο CRF1R κωδικοποιείται από γονίδια που φζρονται ςτο 

χρωμόςωμα 17 του ανκρϊπινου γονιδιϊματοσ, ενϊ ο CRF2R κωδικοποιείται από γονίδια 

του 7ου χρωμοςϊματοσ ςτο ανκρϊπινο γονιδίωμα. Επίςθσ πρόςφατα  ανακαλφφκθκε κι 

ζνασ τρίτοσ τφποσ υποδοχζα του εκλυτικοφ παράγοντα τθσ κορτικοτροπίνθσ (CRF3R), ο 

οποίοσ ζχει εντοπιςτεί ςτθν ουρόφυςθ του γατόψαρου *68-69+. Οι υποδοχείσ τθσ εκλυτικισ 

ορμόνθσ τθσ κορτικοτροπίνθσ (CRF) ανικουν ςτθν υποοικογζνεια Β  τθσ υπεροικογζνειασ 

των υποδοχζων που ςυηεφγνυνται με G-πρωτεϊνεσ (Gprotein-coupled-receptors, GPCRs)[70] 

(Εικόνα 1.5) Οπωσ όλοι οι GPCRs, ζτςι και οι υποδοχείσ του CRF αποτελοφνται από 7 

διαμεμβρανικζσ περιοχζσ οι οποίεσ ςυνδζονται μεταξφ τουσ μζςω τριϊν ενδοκυττάριων και 

τριϊν εξωκυττάριων βρόγχων. Επίςθσ ζχουν ζνα  καρβοξυτελικό άκρο που βρίςκεται 

ενδοκυττάρια και ζνα μεγάλο αμινοτελικό άκρο, που βρίςκεται εξωκυττάρια. Πρόςφατθ 

μελζτθ ζδειξε ότι ςτον CRF1R υποδοχζα οι δφο κυςτεϊνεσ ςτισ κζςεισ 188 (1οσ εξωκυττάριοσ 

βρόγχοσ) και 258 (2οσ εξωκυττάριοσ βρόγχοσ) αλλθλεπιδροφν με ζναν διςουλφιδικό δεςμό, 

ο οποίοσ παίηει ςθμαντικό  ρόλο ςτθ διατιρθςθ τθσ δομισ και τθσ λειτουργικότθτασ του 

υποδοχζα, υποδθλϊντασ ζτςι τθ λειτουργικι ςθμαςία του 2ου εξωκυττάριου βρόγχου του 

υποδοχζα [71] (Εικόνα 1.6).   
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Εικόνα 1.5 Δενδρόγραμμα τθσ ανκρϊπινθσ υπεροικογζνειασ των GPCRs. ΢φμφωνα με το 

ςχιμα οι GPCRs περιλαμβάνουν πζντε υποοικζνειεσ εκ των οποίων μια είναι θ 

υποοικογζνεια Β (Secreting and Adhesion families) ςτθν οποία ανικουν οι υποδοχείσ του 

CRF, [72].  
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Εικόνα 1.6 Απεικόνιςθ CRF1R υποδοχζα. Οι κφλινδροι αναπαριςτοφν τισ διαμεμβρανικζσ 

περιοχζσ  οι οποίεσ ενϊνονται μεταξφ τουσ με τουσ τρεισ εξωκυττάριουσ και τουσ τρεισ 

ενδοκυττάριουσ βρόγχουσ Ο ςθμαντικόσ για τθ λειτουργία του υποδοχζα διςουλφιδικόσ 

δεςμόσ μεταξυ των κυςτεινϊν ςτισ κζςεισ 188 και 258 αναπαρίςταται με μια διακεκομμζνθ 

γραμμι *71]. 

 

1.5.1. Εντοπιςμόσ CRF υποδοχζων και βιολογικζσ δράςεισ τουσ  

 

Θ ζκφραςθ των υποδοχζων του CRF τόςο ςτο ΚΝ΢ όςο και ςτα περιφερειακά ςυςτιματα, 

είναι τζτοια ϊςτε να δικαιολογεί τισ ποικίλλεσ δράςεισ των πεπτιδίων τθσ οικογζνειασ του 

CRF. Ο CRF1R εκφράηεται ςτον πρόςκιο λοβό τθσ υπόφυςθσ µζςω του οποίου o CRF 

διεγείρει τθν ζκκριςθτθσ ACTH. Ο CRF1R επίςθσ βρίςκεται ςε αρκετζσ περιοχζσ του ΚΝ΢ 

όπωσ ςτο φλοιό, τθν παρεγκεφαλίδα, τθν αµυγδαλι, τον ιππόκαµπο και τουσ οςφρθτικοφσ 

βολβοφσ *2,17]. ΢τθν περιφζρεια,ο CRF1R εντοπίηεται ςτισ  ωοκικεσ, τουσ όρχεισ, το 

ενδοµιτριο, το µυοµιτριο, τον πλακοφντα, τα επινεφρίδια, το λιπϊδθ ιςτό, το δζρµα, τον 

ςπλινα, τα κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιµατοσ και το ζντερο [48+. Παρομοίωσ και ο 

CRF2R εκφράηεται ςε διάφορεσ περιοχζσ του ΚΝ΢ (επικλινισ πυρινασ διαφράγµατοσ, 

υποκάλαµοσ, ιππόκαµποσ, αµυγδαλι, βαςικόσ πυρινασ τθσ τελικισ ταινίασ, οςφρθτικοί 

βολβοί και πυρινεσ τθσ ραφισ), αλλά και ςε ιςτοφσ τθσ περιφζρειασ (καρδιά, πνεφµονεσ, 

ωοκικεσ, ςκελετικοί µφεσ και γαςτρεντερικό ςφςτθµα) [16-17,48,73-75+ (Εικόνα 1.7). 

 

 

 

Εικόνα 1.7 ΢χθματικι κατανομι των CRF1R και CRF2R ςε εγκζφαλο αρουραίου [17]. 
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1.5.2. Φαρμακολογικζσ ιδιότθτεσ των υποδοχζων του CRF 

 

Φαρμακολογικζσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι τα ςυγγενι-CRF πεπτίδια SVG και UcnΙ 

δεςμεφονται και ςτουσ δφο τφπουσ υποδοχζων, CRF1R και CRF2R, με παραπλιςιεσ 

ςυγγζνειεσ. Αντίκετα οι UcnII και UcnIII είναι εκλεκτικζσ για τον CRF2R αφοφ δεςμεφονται 

ςτον υποδοχζα αυτόν με ςυγγζνεια πάνω από 100 φορζσ μεγαλφτερθ από εκείνθ με τθν 

οποία δεςμεφονται ςτον CRF1R [76-78]. 

΢ε αντίκεςθ με τισ UcnII και UcnIII ο ανκρϊπινοσ  CRF που είναι ίδιοσ με τον CRF του 

αρουραίου και γιαυτό ονομάηεται  CRF ανκρϊπου/αρουραίου (h/rCRF), όπωσ και ο CRF του 

προβάτου (οCRF) εμφανίηουν εκλεκτικότθτα δζςμευςθσ για τον CRF1R. Ο oCRF εμφανίηει τθ 

μεγαλφτερθ CRF1R εκλεκτικότθτα εφόςον δεςμεφεται ςε αυτόν τον υποδοχζα με 200 φορζσ 

μεγαλφτερθ ςυγγζνεια από αυτι που ςυνδζεται με τον CRF2R. Θ διαφορά ςυγγζνειασ 

δζςμευςθσ του h/rCRF και για τουσ δφο τφπουσ υποδοχζων είναι μικρότερθ και περίπου 14 

φορζσ *23].  

Εκτόσ από τα φυςιολογικά πεπτίδια ζχουν ςυντεκεί πεπτιδικά ανάλογα του CRF που 

εμφανίηουν διαφορετικζσ εκλεκτικότθτεσ για τουσ 2 υποδοχείσ του CRF. Για παράδειγμα 

ζνα τζτοιο πεπτίδιο αποτελεί θ κορταγίνθ, θ οποία δεςμεφεται με πολφ μεγαλφτερθ 

ςυγγζνεια ςτον CRF1R απ’ ότι ςτον CRF2R. Αντίκετα με τθν κορταγίνθ, τα ςυνκετικά πεπτίδια 

α-ελικοειδζσ, CRF9-41και αςτρεςςίνθ (Astressin: cyclo (30-33) [DPhe12, 

Nle21,Glu30,Lys33,Nle38] hCRF δρουν ςυνδζονται μθ εκλεκτικά και ςτουσ δφο τφπουσ 

υποδοχζων *23-24,26]. 

 

 

1.5.3 Τποδοχείσ CRF και κυτταρικι ςθματοδότθςθ 

 

Θ δζςμευςθ των πεπτιδίων τθσ οικογζνειασ του CRF ςτουσ κατάλλθλουσ υποδοχείσ, ζχει 

ςαν αποτζλεςμα τθ διζγερςι τουσ και τθν επακόλουκθ ενεργοποίθςθ των Gs πρωτεϊνϊν, οι 

οποίεσ, αλλθλεπιδροφν με τουσ υποδοχείσ αυτοφσ. ΢τθ ςυνζχεια οι ενεργοποιθμζνεσ Gs 

πρωτείνεσ διεγείρουν το ζνηυμο τθσ αδενυλικισ κυκλάςθσ (cAMP), με αποτζλεςμα τθν 

παραγωγι 3’, 5’-κυκλικισ μονοφωςφορικισ αδενοςίνθσ (PKA) (εικόνα 1.8). Πιο 

ςυγκεκριμζνα, οι G-πρωτείνεσ αποτελοφνται απο τρείσ υπομονάδεσ, τισ α,β και γ. Θ 

ενεργοποίθςθ των Gs πρωτεΐνϊν απο τον υποδοχζα, ζχει ςαν αποτζλεςμα να 

απομακρυνκεί το δεςμευμζνο GDP από τθν α υπομονάδα και να αντικαταςτακεί από GTP. 

Ζτςι το ςφμπλoκο διαχωρίηεται ςε βγ και α-GTP υπομονάδεσ. Οι υπομονάδεσ αυτζσ των Gs 

πρωτεΐνϊν απομακρυνόμενεσ από τον υποδοχζα ενεργοποιοφν διάφορα ςθματοδοτικά 

μονοπάτια ςυμπεριλαμβανομζνου εκείνου του ενηφμου τθσ αδενυλοκυκλάςθσ θ οποία 

διεγείρεται από τθν α-GTP υπομονάδα. Θ ενεργοποιθμζνθ αδενυλοκυκλάςθ μετατρζπει το 

ATP ςε κυκλικό ΑΜP το οποίο ςτθ ςυνζχεια προκαλλεί διαδοχικζσ φωςφορυλιϊςεισ  που 

οδθγοφν ςε ςυγκεκριμζνο βιολογικό αποτζλεςμα. Αντίςτοιχεσ πορείεσ ακολουκοφν και οι 

υπόλοιποι τφποι Gα υπομονάδων [80] (Εικόνα 1.9). 
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΢ε διαφορετικοφσ ιςτοφσ, επιπρόςκετα  τθσ Gs, ο CRF1R ςυνδζεται με άλλεσ διαφορετικζσ G-

πρωτεΐνεσ ζχοντασ ωσ αποτζλεςμα τθν ενεργοποίθςθ διαφορετικϊν οδϊν ενδοκυττάριασ 

ςθματοδότθςθσ *75]. Εκτόσ τισ Gs πρωτείνεσ ο CRF1R ενεργοποιεί κυρίωσ τθ Gi που 

αναςτζλλει τθν αδενυλικι κυκλάςθ, και τθ Gq που αυξάνει τθν IP3 και το ενδοκυτταρικό 

αςβζςτιο[81] (εικονα 1.9). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.8 ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ ενεργοποίθςθσ των G πρωτεινων. Ζνασ προςδζτθσ 

(Ligand) δεςμεφεται ςτον υποδοχζα του (GPCR) και ενεργοποιεί αυτόν. ΢τθ ςυνζχεια 

διεγείρεται θ α υπομονάδα τθσ G πρωτεϊνθσ (Gα) μζςω αντικατάςταςθσ του GDP από GTP. 

Οι α και βγ (Gβ και Gγ) υπομονάδεσ διαςπϊνται, ενεργοποιϊντασ το αντίςτοιχο μονοπάτι 

ςθματοδότθςθσ, που οδθγεί ςε βιολογικό αποτζλεςμα [79]. 
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Εικόνα 1.9 ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ ενεργοποίθςθσ του υποδοχζα CRF1R από τον CRF και 

τα ςυγγενι του πεπτίδια. Ακολουκεί θ ενεργοποίθςθ των διαφορετικϊν G πρωτεϊνϊν. και 

ζτςι διζγερςθ διαφορετικϊν ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν  [16].  

 

 

1.5.4 Δομι και λειτουργία των υποδοχζων του CRF 

 

Πρόςφατεσ μελζτεσ, χρθςιμοποιϊντασ διαφοερτικζσ τεχνικζσ, όπωσ  κρυςταλλογραφία, 

NMR ι μεταλλαξιγζνεςθ ζχουν προςδιορίςει τον τρόπο αλλθλεπίδραςθσ του CRF με τον 

CRF1R  αλλά και τα ςυγγενι του πεπτίδια *82-84]. ΢υγκεκριμζνα θ αμινοτελικι εξωκυττάρια 

περιοχι του CRF1R αλλθλεπιδρά με το καρβοξυτελικό άκρο των πεπτιδίων και 

προςανατολίηει αυτά ζτςι ϊςτε το αμινοτελικό άκρο των πεπτιδίων να αλλθλεπιδρά με τθ 

περιοχι J του υποδοχζα, θ οποία αποτελείται από τουσ εξωκυττάριουσ βρόγχουσ και τα 

εξωκυττάρια άκρα των διαμεμβρανικϊν περιοχϊν του υποδοχζα *85+ (Εικόνα 1.10).  

Κακοριςτικό ρόλο για τθ δζςμευςθ των πεπτιδίων ςτον υποδοχζα CRF1R παίηει το τμιμα 

του υποδοχζα μεταξφ του 68ου και του 109ου αμινοξζοσ τθσ εξωκυττάριασ αμινοτελικισ 

περιοχισ. Επίςθσ ζχει ανακαλυφκεί πωσ θ αργινίνθ ςτθ κζςθ 189 του πρϊτου εξωκυττάριου 

βρόγχου μαηί με τα αμινοξζα ςτισ κζςεισ 266, 267 και 268 του δεφτερου εξωκυττάριου 

βρόγχου  διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ λειτουργία του CRF1R [86]. Μελζτεσ ζχουν 
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δείξει επίςθσ πωσ κατά τθ δζςμευςθ τθσ ςοβαγίνθσ ςτον CRF1R θ λυςίνθ ςτθ κζςθ 257 του 

δεφτερου εξωκυττάριου βρόγχου και θ ιςτιδίνθ τθσ πρϊτθσ διαμεμβρανικισ περιοχισ του 

υποδοχζα βρίςκονται πολφ κοντά ςτο πεπτίδιο*87-90].Παρόμοια με τθ ςοβαγίνθ, όταν θ 

ουροκορτίνθ είναι δεςμευμζνθ ςτον CRF1R, τότε ζνα τμιμα τθσ βρίςκεται πολφ κοντά ςτο 

δεφτερο εξωκυττάριο βρόγχο, ενϊ ζνα άλλο βρίςκεται κοντά ςτο πρϊτο εξωκυττάριο 

βρόγχο του υποδοχζα *91]. Θ ςθμαςία του δεφτερου εξωκυττάριου βρόγχου ςτθ λειτουργία 

του CRF1R φαίνεται και από το γεγονόσ ότι τα αμινοξζα ςτισ κζςεισ 259 και 260 τθσ 

περιοχισ αυτισ του υποδοχζα παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ δζςμευςθ του CRF και των 

ςυγγενϊν του πεπτιδιϊν *92]. ΢υγκεκριμζνα τα αμινοτελικά αμινοξζα 9-11 του CRF και τθσ  

ςοβαγίνθσ, δεςμεφονται με τθ Trp259 και Phe260 του CRF1R.  

 

 

   

COOH   

TM6 
  

TM3 
  

TM7 
  

TM2 
  TM1 

  
TM4 

  

ΝΗ 2 
  

TM5 
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πεπιοσή CRF1 2
ορ

 εξωκςττάπιορ 

βπόγσορ CRF1 

Πεπτίδιο οικογένειαρ   CRF 

 

 
 
 
 
Εικόνα 1.10 Γραφικι απεικόνιςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ των πεπτιδίων τθσ οικογζνειασ του 
CRF με τον CRF1R. Η αμινοτελικι εξωκυττάρια περιοχι του CRF1R αλλθλεπιδρά με το 
καρβοξυτελικό άκρο των πεπτιδίων τθσ οικογζνειασ του CRF (κόκκινο κουτί), ενϊ το 
αμινοτελικό άκρο των πεπτιδίων (μπλε κουτί) αλλθλεπιδρά με τουσ εξωκυττάριουσ 
βρόγχουσ και τα εξωκυττάρια άκρα των διαμεμβρανικϊν περιοχϊν του υποδοχζα. Η λυςίνθ 
16 του αμινοτελικοφ άκρου του CRF αναλόγου, ςοβαγίνθ, βρίςκεται ςε μικρι απόςταςθ 
από τθ λυςίνθ 257 του δεφτερου εξωκυττάριου βρόγχου του CRF1R [89]. 
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1.6 ΢κοπόσ 

 

Ο ςκοπόσ τθσ εργαςίασ αυτισ είναι ο προςδιοριςμόσ του ρόλου του αςπαραγινικοφ οξζοσ 

τθσ κζςθσ 269 (D269) του δευτζρου εξωκυττάριου βρόγχου του τφπου Ι υποδοχζα του 

εκλυτικοφ παράγοντα τθσ κορτικοτροπίνθσ (CRF1R) ςτθ λειτουργία του υποδοχζα. Για τθν 

εκπλιρωςθ του ςκοποφ αυτοφ, θ D269 μεταλλάχκθκε ςε αλανίνθ και προςδιορίςτθκε θ 

επίδραςθ τθσ μετάλλαξθσ ςτθν ικανότθτα του υποδοχζα να διεγείρει τθ παραγωγι του 

ενδοκυττάριου κυκλικοφ ΑΜΡ. 

 

 

 

2. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 Μετάλλαξθ του DNA του ανκρϊπινου CRF1R  - Γενικι  

πειραματικι διαδικαςία 

 

΢τθν ερευνθτικι εργαςία αυτι ζχει χρθςιμοποιθκεί το DNA του ανκρϊπινου CRF1R 

(wildtype -  άγριοσ τφποσ) που βρίςκεται ςτο πλαςμίδιο pCΙΝ4 (CRF1R/ pCΙΝ4) (ι 

πλαςμιδιακό DNA wildtype CRF1R /pCΙΝ4) και το οποίο, δθμιουργικθκε ςτο εργαςτιριο του 

Γ. Λιαπάκθ μζςω μεταφοράσ του DNA του CRF1R που βρίςκεται ςτο πλαςμίδιο pCDNA3 

(ευγενικι προςφορά του Δρ. Δθμθτρίου Γραμματόπουλου, Warwick University, UK) ςτο 

πλαςμίδιο pCΙΝ4 (ευγενικι προςφορά του Δρ. Jonathan Javitch, Columbia University, USA). 

Σο πλαςμίδιο αυτό ζχει μζγεκοσ 6.552 bp και περιζχει γονίδιο ανκεκτικότθτασ ςτο 

αντιβιοτικό γενετιςίνθ, γεγονόσ το οποίο επιτρζπει τθν επιλογι κυττάρων που εκφράηουν  

ςτακερά τθν επικυμθτι πρωτεΐνθ. Ο άγριοσ τφποσ του DNA του ανκρϊπινου CRF1R ζχει 

υποςτεί μετάλλαξθ ςτο αμινοξφ τθσ κζςθσ 269 που βρίςκεται ςτο δεφτερο εξωκυττάριο 

βρόγχο του υποδοχζα και από Αςπαραγινικό οξφ (D) ζχει προκφψει Αλανίνθ (Α) (θ 

μετάλλαξθ αυτι ζχει πραγματοποικεί ςτο εργαςτιριο του Γ. Λιαπάκθ μζςω τεχνικϊν 

μοριακισ βιολογίασ από το DNA του ανκρϊπινου CRF1R– wildtype). 

Επομζνωσ αρχικά μζςω τθσ μεκόδου τθσ μεταλλαξιγζνεςθσ κατευκυνόμενθσ κζςθσ με 

αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR), (PCR site-directed mutagenesis) και με βάςθ το 

DNA του hCRF1R, μεταλλάξαμε το αμινοξφ αςπαρτικό (D) ςτθ κζςθ 269 του δεφτερου 

εξωκυττάριου βρόγχου του υποδοχζα ςτο αμινοξφ Αλανίνθ (Α), ζχοντασ ωσ αποτζλεςμα τθ 
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μετάλλαξθ D269A1. ΢υμπεραςματικά με τθ μζκοδο αυτι αντικαταςτάκθκαν τα 

νουκλεοτίδια που κωδικοποιοφν το αςπαραγινικό (D269), με νουκλεοτίδια που 

κωδικοποιοφν τθν Αλανίνθ (269A). Εν ςυνεχεία, χρθςιμοποιικθκαν τεχνικζσ μοριακισ 

βιολογίασ (θλεκτροφόρθςθ του DNA ςε πικτωμα αγαρόηθσ, απομόνωςθ του από το 

πικτωμα, ενηυμικι πζψθ και ςυρραφι του, μεταςχθματιςμόσ βακτθρίωνα E. coli, DH-10b, 

με τον προϊόν ενηυμικισ ςυρραφισ του DNA και απομόνωςι του από τα εν λόγω βακτιρια) 

ζτςι ϊςτε να κλωνοποιθκεί το τμιμα αυτό του DNA  και να δθμιουργθκεί το πλαςμιδιακο 

DNA CRF1R/pCΙΝ4 που φζρει τθ μετάλλαξθ D269Α. Κάκε αναςυνδυαςμζνο μόριο DNA 

αντιγράφεται ςτο κφτταρο-ξενιςτι, με αποτζλεςμα τθν παραγωγι πολλϊν πανομοιότυπων 

αντιγράφων του που αποτελοφν ζνα κλϊνο (μοριακι κλωνοποίθςθ). Κακϊσ τα βακτιρια 

E.coli αναπαράγονται, τα αναςυνδυαςμζνα μόρια DNA μεταβιβάηονται ςε όλα τα 

παράγωγά τουσ δθμιουργϊντασ πλθκυςμοφσ κυττάρων που φζρουν τισ κλωνοποιθμζνεσ 

αλλθλουχίεσ. 

 

2.1.1 Μεταλλαξιγζνεςθ κατευκυνόμενθσ κζςθσ με αλυςιδωτι αντίδραςθ 

πολυμεράςθσ (PCR), (PCR – site – directed – mutagenesis) 

 

Θ μεταλλαξιγζνεςθ κατευκυνόμενθσ κζςθσ με αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ είναι 

μία ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενθ μζκοδοσ τθσ μοριακισ βιολογίασ για τθ δθμιουργία 

ςτοχευμζνων αλλαγϊν ςτθν αλλθλουχία του DNA ενόσ γονιδίου. Επίςθσ  χρθςιμοποιείται 

για τθ διερεφνθςθ τθσ δομισ, αλλά και τθσ βιολογικισ δράςθσ του DNA, RNA  και 

πρωτεϊνικϊν μορίων, όπωσ επίςθσ αποτελεί αξιόπιςτθ μζκοδο για τθν ειςαγωγι 

μετάλλαξθσ ςτθν αλλθλουχία DNA.   

 

΢υγκεκριμζνα ςτθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ PCR κερμικισ εκκίνθςθσ 

(Hot Start PCR). Θ PCR κερμικισ εκκίνθςθσ αποτελεί μία τροποποιθμζνθ μζκοδο που 

βελτιϊνει ςθμαντικά τθν εξειδίκευςθ και τθν ευαιςκθςία τθσ αντίδραςθσ PCR. Ειδικά 

αντιςϊματα είναι υπεφκυνα για τθν απενεργοποίθςθ τθσ πολυμεράςθσ ςε χαμθλι 

κερμοκραςία. Πρϊτο βιμα είναι θ κερμοκραςία των 95οC θ οποία, είναι απαραίτθτθ για τθ 

μετουςίωςθ των αντιςωμάτων που ςυνδζονται με το ενεργό κζντρο του ενηφμου. Σα 

αντιςϊματα μειϊνουν τθ δραςτικότθτα τθσ πολυμεράςθσ κάτω από τουσ 72οC, θ οποία 

είναι θ βζλτιςτθ κερμοκραςία ςτθν οποία το ζνηυμο εκτείνει τουσ εκκινθτζσ (primers). Όταν 

τα ειδικά αντιςϊματα αποκολλϊνται από τθν πολυμεράςθ θ διεφρυνςθ εξελίςεται με 

μεγαλφτερθ εξειδίκευςθ. ΢τθ ςυμβατικι PCR θ πολυμεράςθ είναι ενεργι ςε κερμοκραςία 

δωματίου, αλλά και ςε χαμθλότερεσ κερμοκραςίεσ, μζχρι και ςε πάγο. ΢ε οριςμζνεσ 

                                                           
 

1
Σο αμινοξφ που αναγράφεται αριςτερά από τον αρικμό τθσ κζςθσ αφορά το αμινοξφ που υπάρχει 

ςτθ κζςθ αυτι πριν πραγματοποιθκεί θ μετάλλαξθ ενϊ το αμινοξφ,το οποίο αναγράφεται ςτθ δεξιά 

πλευρά του αρικμοφ τθσ κζςθσ, αναφζρεται ςτο προκφπτον αμινοξφ από τθ διαδικαςία τθσ 

μεταλλαξιγζνεςθσ. 
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περιπτϊςεισ, όταν όλα τα ςυςτατικά τθσ αντίδραςθσ τοποκετοφνται μαηί, μπορεί να ςυμβεί 

μθ ειδικι ςφνδεςθ του εκκινθτι λόγω αυτϊν των χαμθλϊν κερμοκραςιϊν. Αυτόσ ο μθ 

ειδικόσ υβριδιςμόσ του εκκινθτι, μπορεί να επεκτακεί μζςω τθσ πολυμεράςθσ, 

δθμιουργϊντασ μθ ειδικά προϊόντα κακϊσ και μείωςθ των αποδόςεων των προϊόντων. Θ 

PCR κερμικισ εκκίνθςθσ μειϊνει ςθμαντικά τθ μθ ειδικι ςφνδεςθ του εκκινθτι, το 

ςχθματιςμό μθ ειδικϊν προϊόντων τθσ PCR, κακϊσ αυξάνει τισ αποδόςεισ των προϊόντων 

(Εικόνα 2.1).   

 

 
 
 
 
Εικόνα 2.1 α) Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR), χωρίσ Hot Start. Δθμιουργία μθ 
ειδικϊν προϊόντων που οδθγοφν ςε ςφάλμα τθσ PCR. β) Αλυςιδωτι αντίδραςθ 
πολυμεράςθσ (PCR), Hot Start. Εμποδίηεται θ δθμιουργία μθ ειδικϊν προϊόντων DNA που 
οδθγεί ςε επιτυχθμζνο PCR αποτζλεςμα.  
 
 
 Επομζνωσ μζςω τθσ τεχνικισ αυτισ πραγματοποιικθκε θ μετάλλαξθ των νουκλεοτιδίων 
ςτθν αλλθλουχία του DNA  του CRF1R που κωδικοποιοφν το αμινοξφ Αςπαραγινικό οξφ 269 
ςε Αλανίνθ 269 (D269Α). Για τθν πραγματοποίθςθ τθσ διαδικαςίασ αυτισ χρθςιμοποιικθκε 
θ τεχνικι τθσ Αλυςιδωτισ Αντίδραςθσ Πολυμεράςθσ ( PCR ). ΢αν εκμαγείο χρθςιμοποιείται 
το πλαςμιδιακό DNA CRF1R /pCIN4 και 4 ολιγονουκλεοτίδια που χρθςιμεφουν ςαν εκκινθτζσ 
εκ των οποίων οι δυο είναι ςυμπλθρωματικοί μεταξφ τουσ και περιζχουν τθν D269A 
μετάλλαξθ (εκκινθτζσ μετάλλαξθσ). Σο ςθμαντικότερο βιμα ςε αυτι τθ διαδικαςία είναι ο 
ςχεδιαςμόσ των εκκινθτϊν τθσ μετάλλαξθσ ζτςι ϊςτε ο εκκινθτισ και το εκμαγείο 
(πλαςμιδιακό DNA CRF1/pCIN4) να υβριδοποιοφνται ςε ικανοποιθτικό βακμό. Με αυτόν τον 
τρόπο επιτυγχάνεται θ ζναρξθ τθσ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ παρά τθν φπαρξθ των 
νουκλεοτιδίων τθσ μετάλλαξθσ που δεν είναι ςυμπλθρωματικά εκείνων του εκμαγείου. Για 
το ςκοπό αυτό κατά το ςχεδιαςμό των εκκινθτϊν που περιζχουν τθ μετάλλαξθ είναι 
απαραίτθτο να λθφκοφν υπόψθν τα εξισ δεδομζνα: 
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 Σα νουκλεοτίδια που κωδικοποιοφν τθ μετάλλαξθ πρζπει να βρίςκονται ςτο 
               μζςο του εκκινθτι 

 Σα 3’ άκρα του κάκε εκκινθτι πρζπει να ζχουν ι G ι C 

 Σο ποςοςτό GC ςε κάκε εκκινθτι πρζπει να προςεγγίηει όςο το δυνατόν 
περιςςότερο το 50% των νουκλεοτιδίων του εκκινθτι. 
 

 Ακόμθ λιφκθςαν υπόψθν κι άλλεσ παράμετροι όπωσ θ κακοριςμζνθ κερμοκραςία τιξθσ 
(Σm), θ απουςία hairpin loops, παλίνδρομων αλλθλουχιϊν, ολιγουνοκλεοτιδίων με τθν ίδια 
βάςθ τοποκετθμζνθ πολλζσ φορζσ ςτθ ςειρά κ.α.  
Οι 4 εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν για να πραγματοποιθκεί θ μετάλλαξθ D269Α ςτο 

DNA CRF1R/pCIN4 ιταν οι εξισ: 

 Εκκινθτζσ (primers): 

Sense MV10 (900-920): 5’-GGC GTG TAC GGT GGG AGG-3’ 

Antisense APAN4 (2230-2250): 5’-GCA GAC AGC GAA TTA ATT CCA GC-3’ 

 Για τθ μετάλλαξθ D269A (ςυμπλθρωματικοί): 

Sense 269Α: 5ϋ-CTGGGGTGTATACCGCCTACATCTAC-3ϋ 

Antisense 269A: 5ϋ-GTAGATGTAGGCGGTATACACCCCAG-3ϋ 

  

Θ επικυμθτι μετάλλαξθ πραγματοποιικθκε ςε δφο διαδοχικζσ φάςεισ. ΢τθ πρϊτθ φάςθ 

ζγιναν για κάκε μετάλλαξθ δφο αντιδράςεισ PCR, θ PCR 1 και θ PCR 2, ςτισ οποίεσ 

χρθςιμοποιικθκε ωσ εκμαγείο το πλαςμιδιακό DNA CRF1R/pCIN4. Για τθν επιμικυνςθ τθσ 

αλυςίδασ του DNA χρθςιμοποιικθκε θ πολυμεράςθ pfu και μείγμα των νουκλεοτιδίων 

(dNTPs), dTTP, dATP, dCTP, dGTP ςε ςυγκζντρωςθ 2,5 mM το κακζνα.  

΢τθν αντίδραςθ PCR 1 χρθςιμοποιικθκαν ο εκκινθτισ sense – 269A και ο antisense 

εκκινθτισ APAN4. Σο προϊόν τθσ αντίδραςθσ PCR 1 αναμενόταν να είναι ζνα τμιμα DNA του 

CRF1R, που περιείχε, ςτο ζνα άκρο του, τα νουκλεοτίδια τθσ επικυμθτισ μετάλλαξθσ και το 

οποίο είχε μικοσ περίπου 700 βάςεων (Εικόνα 2.2). 

΢τθν αντίδραςθ PCR 2 χρθςιμοποιικθκαν ο εκκινθτισ sense ΜV10 και ο εκκινθτισ antisense 

– 269Α που κωδικοποιοφςε το αμινοξφ τθσ μετάλλαξθσ και ιταν ςυμπλθρωματικόσ του 

sense – 269Α εκκινθτι . Σο προϊόν του δείγματοσ PCR 2 αναμενόταν να είναι ζνα τμιμα του 

DNA του CRF1R που περιζχει, ςτο ζνα άκρο του, τα νουκλεοτίδια τθσ  επικυμθτισ 

μετάλλαξθσ και το οποίο ζχει μικοσ περίπου 800 βάςεων (Εικόνα 2.2). 
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PCR 1θσ ΦΑ΢Η΢  

 

PCR 1 

 

                                                                                                                    Antisense primer APAN4 

                                                                                                             3’                                              5’ 

DNA-CRF1R/pCIN4 5’                                                                                                                           3’ 

                           3’                                                                                                                            5’ 

                                                       5’                                                  3’            

                                                                 Sense primer – 269A 

 

 

 
  

 

Προϊόν PCR 1 (~540 bp)                                       5’                5’                                                          3’                 

                                                                                 3’                                                                             5’ 

 

 

 

 

Εικόνα 2.2 Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ PCR1 1θσ φάςθσ. 
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PCR 2 

 

 

                                                                                                Antisense primer – 269A 

                                                                                        3’                                                 5’ 

DNA-CRF1R/pCIN4   5’                                                                                                                           3’ 

                                 3’                                                                                                                               5’ 

                                  5’                                                3’ 

                                        Sense primer MV10         

                                                                                                                                                                                                                                               

 

 

 

 

 

 

Προϊόν PCR 2 (~990 bp)                                           5’                                                                         3’  

                                                                       3’                                                                          5’ 

 

 

 

 

Εικόνα 2.3 Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ  PCR2 1θσ φάςθσ. 
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Διάλυμα   Α1 (PCR 1) 

DNA template hCRF1R/pCIN4 1 λ 

Primers     Sense – 269A 

                   Antisense APAN4  

1,5 λ 

1,5 λ 

dNTP’s 4 λ 

Pfu buffer (10x) 4,5 λ 

H2O sterile 32,5 λ  

Vfinal 45 λ  

 

Πίνακασ 1 Διαλφματα που περιζχονται ςτο tube A τθσ 1θσ φάςθσ PCR. 

 

 

 

Διάλυμα   Α2 (PCR 2) 

DNA template hCRF1R/pCIN4  

Primers     Sense – MV10 

                   Antisense – 269A  

 

dNTP’s  

Pfu buffer (10x)  

H2O sterile  

Vfinal  

 

Πίνακασ 2 Διαλφματα που περιζχονται ςτο tube B τθσ 1θσ φάςθσ PCR. 

 

Μετά τθν παραςκευι των διαλυμάτων 1 και 2, τοποκετικθκαν ςε κερμικό κυκλοποιθτι 
PCR, όπου και κερμάνκθκαν για 2 λεπτά ςτουσ 100 oC. ΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκαν ςε αυτά 
5μl διαλφματοσ B ϊςτε ο τελικόσ όγκοσ ςε κάκε διάλυμα να είναι 50μl. 
 

 

Διάλυμα Β  

Pfu polymerase 0,5 λ 

Pfu buffer (10x) 0,5 λ   

H2O sterile 4 λ  

Vfinal 5 λ  

 

Πίνακασ 3 Παραςκευι διαλφματοσ pfu – πολυμεράςθσ (Διάλυμα Β). 
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 Ζπειτα  τα διαλφματα που προζκυψαν από τθν ανάμειξθ των διαλυμάτων Α (1 και 2) με το 

Β επωάςτθκαν ςε τρεισ διαδοχικζσ κερμοκραςίεσ. Σα τρία αυτά ςτάδια ςυντελοφν ζναν 

κφκλο PCR.  

 

 Αποδιάταξθ τθσ διπλισ ζλικασ του DNA ςτουσ 97oC για 1 λεπτό. 

 Επϊαςθ του DNA ςτουσ 55oC για 3 λεπτά για τθν επικόλλθςθ των εκκινθτϊν ςτα 

ςυμπλθρωματικά κομμάτια του DNA. 

 Πολυμεριςμόσ και ςφνκεςθ τθσ αλλθλουχίασ DNA ςτουσ 72oC για 15 λεπτά. 

 

Θ παραπάνω αντίδραςθ ολοκλθρϊνεται μετά από 30 κφκλουσ, όπου τα διαλφματα 
οδθγοφνται για επιπλζον επϊαςθ 10 λεπτϊν ςτουσ 72 οC. Εν ςυνεχεία τα τεμάχια του DNA 
του υποδοχζα που προιλκαν από τθν 1θ φάςθ τθσ αντίδραςθσ PCR και ανικουν ςτα 
διαλφματα Α1 - PCR1 και Α2 - PCR2, θλεκτροφορικθκαν ςε πικτωμα αγαρόηθσ, 
απομονϊκθκαν από αυτό και χρθςιμοποιικθκαν ωσ εκμάγεια για τθν αντίδραςθ PCR 2θσ   
φάςθσ με ςκοπό τθ λιψθ ενόσ προϊόντοσ μικουσ 1506bp που αποτελεί επίςθσ τμιμα του 
CRF1R/pCIN4 DNA. ΢τθν PCR αυτι χρθςιμοποιικθκαν ςαν εκκινθτζσ τα ολιγονουκλεοτίδια 
Sense MV10 και Antisense APAN4. ΢το μζςο περίπου του DNA αυτοφ αναμενόταν να 
υπάρχει θ μετάλλαξθ D269Α. Σα ζνηυμα περιοριςμοφ AgeI και XagI που χρθςιμοποιοφνται 
παρακάτω για τθν πζψθ του επικμθτοφ τμιματοσ DNA, περιλαμβάνουν τθν επικυμθτι προσ 
μελζτθ μετάλλαξθ (D269A). Σα ζνηυμα αυτά χρθςιμοποιικθκαν για τθν υποκλωνοποίθςθ 
του τμιματοσ του DNA του CRF1R που περιζχει τθν μετάλλαξθ D269A ςτο πλαςμιδικό DNA 
CRF1R/pCIN4 (Εικόνα 2.4).   
 
 
 
 
 

PCR 2θσ ΦΑ΢Η΢  
                                                                                                            

                                                                                                               Antisense APAN4 
 

                                                                                                              3’                               5’   
                                                                    5’                                                                                   3’ 
                    3’                                                                                5’                                                                  
 
                    5’                                    3’ 
                         Sense MV10 
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Πρoϊόν PCR 2θσ φάςθσ     

                                                                                           D269Α 

5’                                                                                                                                                                3’ 

3’                                                                                                                                                                5’   

 

       Θζςθ περιοριςμοφ                                                                                          Θζςθ περιοριςμοφ 

                  ΧagI                                                                                                                    ΑgeI 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.4 Αντίδραςθ αλυςιδωτισ πολυμεράςθσ (PCR) 2θσ φάςθσ. ΢τθν εκόνα φαίνονται οι 

κζςεισ πζψθσ των περιοριςτικϊν ενηφμων XagI και AgeI.  

 

 

 

 

Χρθςιμοποιικθκαν τα παρακάτω διαλφματα ςτισ αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ για τθν 

πραγματοποίθςθ τθσ δεφτερθσ φάςθσ τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ (PCR). 

 

Διάλυμα Α 

Προϊόν PCR1 (sense D269A) 

Προϊόν PCR2 (antisense D269A) 

5 λ 

5 λ  

Primers   Sense – MV10   

                 Antisense – APAN4  

1,5 λ  

1,5 λ  

dNTP’s 4 λ  

Pfu Buffer (10x) 4,5 λ  

H2O sterile 23,5 λ  

Vfinal  45 λ  

 

Πίνακασ 4  Διαλφματα που περιζχονται ςτο tube τθσ 2θσ φάςθσ PCR. 
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Μετά τθν παραςκευι του παραπάνω διαλφματοσ, τοποκετικθκε ςε κερμικό κυκλοποιθτι 
PCR, όπου και κερμάνκθκε για 2 λεπτά ςτουσ 100 oC. ΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκαν ςε αυτό 
5μl διαλφματοσ B ϊςτε ο τελικόσ όγκοσ του ςυνολικοφ διαλφματοσ να είναι 50μl. 
 
 
 

Διάλυμα Β  

Pfu polymerase 0,5 λ 

Pfu buffer (10x) 0,5 λ   

H2O sterile 4 λ  

Vfinal 5 λ  

 

Πίνακασ 5  Παραςκευι διαλφματοσ pfu – πολυμεράςθσ (Διάλυμα Β). 
 

Σο τεμάχιο του DNA του υποδοχζα που προιλκε από τθν φάςθ 2 τθσ PCR είναι εκείνο που 

φζρει τθ μετάλλαξθ D269Α. Αυτό το τεμάχιο υποκλωνοποιικθκε ςτο πλαςμιδιακό DNA 

CRF1R – WT/pCIN4 και επιτεφχκθκε με τθν θλεκτροφόρθςθ του ςε πθκτι αγαρόηθσ, με 

απομόνωςι του από το πικτωμα και πζψθ του με τα περιοριςτικά ζνηυμα AgeI και XagI.  

 

 

 

2.1.2 Πζψθ DNA με ζνηυμα περιοριςμοφ  

Σα περιοριςτικα ζνηυμα ι αλλιϊσ οι ενδονουκλεάςεσ περιοριςμοφ αναγνωρίηουν 

ςυγκεκριμζνεσ παλινδρομικζσ αλλθλουχίεσ του DNA (μικροφ μικουσ βάςεων)   και τισ 

διαςποφν πάντα ςτο ίδιο ςθμείο. Αυτζσ οι κζςεισ ονομάηονται κζςεισ περιοριςμοφ. Σο DNA 

εν ςυνεχεία διαςπάται είτε ςτο εςωτερικό, είτε κοντά ςε αυτι τθν αλλθλουχία μζςω 

υδρόλυςθσ των φωςφοδιεςτερικϊν δεςμϊν του DNA ςε αυτά τα ςθμεία και κάτω από 

κατάλλθλεσ ςυνκικεσ κερμοκραςίασ, χρόνου, επϊαςθσ και ιοντικισ ιςχφοσ του διαλφματοσ. 

Κατά τθν πειραματικι διαδικαςία που ακολουκικθκε ςτο εργαςτιριο, το DNA παράγωγο 

τθσ αντίδραςθσ PCR που προζκυψε από τθ δεφτερθ φάςθ τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ 

πολυμεράςθσ και περιείχε τθ μετάλλαξθ D269Α, χρθςιμοποιικθκε για τθν πραγματοποίθςθ 

τθσ πζψθσ (digestion) με τα περιοριςτικά ζνηυμα AgeI και XagI. Σα παραγόμενα κραφςματα 

του DNA από αυτι τθ διαδικαςία είναι τα εξισ: 

 Ζνα τμιμα DNA μικουσ περίπου 509 bp (κραφςμα DNA1).  

 Ζνα τμιμα DNA μικουσ περίπου 817bp (κραφςμα DNA2), το οποίο φζρει και τθν ωσ 
προσ μελζτθ μετάλλαξθ.  

 Ζνα τμιμα DNA μικουσ περίπου 124 bp (κραφςμα DNA3) (Εικόνα 2.5). 
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 Επίςθσ πραγματοποιικθκε επιπλζον μία πζψθ με τα ίδια περιοριςτικά ζνηυμα ςε 

πλαςμιδιακό DNA CRF1R/pCIN4 (μικουσ περίπου 6517bp), προκφπτοντασ δφο γραμμικά 

τμιματα DNA, το ζνα μικουσ 5735 bp (vector), όπου αποτελεί το επικυμθτό τμιμα για τθ 

ςφνδεςθ του DNA και το άλλο μικουσ 817bp (Εικόνα 2.6). Σα περιοριςτικά ζνηυμα που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν πζψθ αυτϊν των DNA ιταν το XagI που αναγνωρίηει τθν 

αλλθλουχία 5’-CCTNN^NNNAGG-3’ και το AgeI που αναγνωρίηει τθν αλλθλουχία 5’-

A^CCGGT-3’ (όπου ^ είναι τα ςθμεία πζψθσ). 

 

 

                                                                               D269A                                                       

 5’                                                                                                                                                               3’ 

3’                                                                                                                                                                5’ 

             Θζςθ περιοριςμοφ XagI                                                            Θζςθ περιοριςμοφ ΑgeI  

 

 

 

 

 

                     

 

Θραφςμα DNA1                                 Θραφςμα DNA2                                               Θραφςμα DNA3 

(περίπου 509bp)                               (περίπου 817bp)                                             (περίπου 124bp) 

 

 

 

Εικόνα 2.5 Απεικόνιςθ τθσ πζψθσ του προϊόντοσ τθσ φάςθσ 2 τθσ PCR, που φζρει τθ 

μετάλλαξθ, με τα ζνηυμα AgeI, XagI. 
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Εικόνα 2.6 Αναπαράςταςθ τθσ πζψθσ του πλαςμιδιακοφ DNA – 269A/pCIN4 με τα 

περιοριςτικά ζνηυμα XagI και AgeI.  

 

Διάλυμα Α 

DNA hCRF1 – D269A 20 λ  

AgeI 
XagI 

1 λ  
1 λ  

Buffer Orange (10x) 3 λ  

H2O sterile 5 λ  

Vfinal 30 λ  

 

Πίνακασ 6  Σα διαλφματα με τισ αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ, που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

πζψθ του DNA που προζκυψε από τθν PCR τθσ 2θσ φάςθσ. 

 

Διάλυμα Β 

DNA hCRF1/pCIN4 4 λ  

AgeI 
XagI 

1 λ  
1 λ  

Buffer Orange (10x) 3 λ  

H2O sterile 21 λ  

Vfinal 30 λ  

 

Θραφςμα DNA μοριακοφ μεγζκουσ   ̴ 

5735bp  

Θραφςμα DNA 

μοριακοφ 

μεγζκουσ   8̴17bp 

Θζςθ περιοριςμοφ 

XagI 

Θζςθ περιοριςμοφ AgeI 



31 
 

Πίνακασ 7  Σα διαλφματα με τισ αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ, που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

πζψθ του DNA CRF1R/pCIN4.  

 

Θ αντίδραςθ πζψθσ με τα δφο περιοριςτικά ζνηυμα πραγματοποιικθκε ςε κερμοκραςία 

37οC για περίπου 16 ϊρεσ (overnight).  

 

 

2.1.3 Ηλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 

 

Σα προϊόντα από τισ φάςεισ 1 και 2 τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ (PCR), αλλά 

και τα τμιματα DNA του CRF1R που προζκυψαν από τθν πζψθ με τα ζνηυμα περιοριςμοφ 

διαχωρίηονται με τθ μζκοδο τθσ θλεκτροφόρθςθσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ. Από το πικτωμα 

ςτθ ςυνζχεια απομονϊνονται τα επικυμθτά τμιματα DNA με μία διαδικαςία που κα 

περιγραφεί παρακάτω. Όταν εφαρμοςτεί μία διαφορά δυναμικοφ ςτο πικτωμα αγαρόηθσ, 

μόρια με διαφορετικό κακαρό φορτίο, αρχίηουν να διαχωρίηονται λόγω τθσ διαφορετικισ 

κινθτικότθτάσ τουσ. Μόρια με το ίδιο κακαρό φορτίο αλλά με διαφορετικό μζγεκοσ κα 

ζχουν διαφορετικι ταχφτθτα λόγω των διαφορετικϊν δυνάμεων τριβισ που αςκοφνται ςε 

αυτά κι επομζνωσ διαχωρίηονται. Μικρά μόρια κα μετακινοφνται πιό γριγορα μζςα από 

τουσ πόρουσ τθσ πθκτισ. Είναι προφανζσ ότι ρυκμίηοντασ το μζγεκοσ των πόρων, 

αυξάνοντασ ι μειϊνοντασ δθλαδι τθ ςυγκζντρωςθ τθσ αγαρόηθσ, μποροφμε να 

κακορίςουμε τθν κινθτικότθτα των μορίων που επικυμοφμε να διαχωριςτοφν ι να 

επιλζξουμε εμείσ το εφροσ του μεγζκουσ των μορίων τα οποία ςτο ςυγκεκριμζνο ςφςταςθσ 

πικτωμα κα διαχωρίηονται ικανοποιθτικά το ζνα από το άλλο. Σο DNA επίςθσ λόγω του ότι 

είναι αρνθτικά φορτιςμζνο εξαιτίασ των φωςφορικϊν ομάδων που βρίςκονται ςτο 

φωςφοδιεςτερικό ςκελετό, κα κινείται από τον αρνθτικό πόλο προσ το κετικό κατά τθ 

διαδικαςία τθσ θλεκτροφόριςθσ . Για τθ δθμιουργία του πθκτϊματοσ 1% αγαρόηθσ, 

διαλφονται 1.3 gr αγαρόηθσ ςε 130 ml διαλφματοσ TAE [242 gr Tris-Base, 57.1 ml glacial 

acetic acid, 18.6 gr EDTA (pH 8.0)+ αραίωςθσ 1/50, με κζρμανςθ και υπό ςυνεχι ανάδευςθ. 

΢τθ ςυνζχεια, το διάλυμα αφινεται να κρυϊςει μζχρι να φτάςει τθ κερμοκραςία  περίπου 

των 50οC και ζπειτα προςτίκενται ςε αυτό 3.5μl βρωμιοφχου αικιδίου (EtBr). To EtBr 

χρθςιμεφει για να παρατθριςουμε το DNA που θλεκτροφορικθκε ςτο πικτωμα αγαρόηθσ, 

γιατί προςδζνεται παρεμβαλλόμενο ςτισ δφο αλυςίδεσ του DNA και δθμιουργεί ζτςι ζνα 

ςφμπλοκο με το DNA που φκορίηει όταν το πικτωμα εκτεκεί ςε υπεριϊδεσ φωσ. Μετά τθν 

προςκικθ του βρωμιοφχου αικιδίου, το μίγμα τοποκετείται ςτθν καςζτα τθσ ςυςκευισ 

θλεκτροφόρθςθσ και περιμζνουμε ωςότου πιξει. Σοποκετείται και θ ειδικι χτζνα ζτςι ϊςτε 

να ςχθματιςτοφν τα πθγαδάκια.  Μετά τθν πιξθ του πθκτϊματοσ, αυτό τοποκετείται ςτθ 

ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ που περιζχει και ρυκμιςτικό διάλυμα TAE αραίωςθσ 1/50. 

Επίςθσ, ςτα διαλφματα που περιζχουν τα προϊόντα DNA (είτε από τισ δφο φάςεισ των PCR, 

είτε τα τεμάχια που ζχουν προκφψει από τθν πζψθ του DNA) προςτίκενται 4μl 6X loading 

buffer (40% γλυκερόλθ, 0,25% Bromophenol Blue, 0,25% Xylene Cyanol FF). Σζλοσ, τα 

διαλφματα DNA τοποκετοφνται ςτα πθγαδάκια που είχαν ςχθματίςτθκαν από το ειδικό 
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χτενάκι και θλεκτροφοροφνται κάτω από θλεκτρικι τάςθ 100V. Εκτόσ από τα δείγματα DNA  

ςε ζνα πθγαδάκι του πθκτϊματοσ, τοποκετείται και θλεκτροφορείται και ο μάρτυρασ 

(ladder), ο οποίοσ περιζχει διάφορα τμιματα DNA γνωςτϊν μοριακϊν μεγεκϊν με ςκοπό 

τον υπολογιςμό του μοριακοφ μεγζκουσ των τεμαχίων των DNA (δειγμάτων) που 

δθμιουργικθκαν από τθν πζψθ (Εικόνα 2.7).  

 

 
 

 

Εικόνα 2.7  Διαδικαςία τοποκζτθςθσ του πθκτϊματοσ και των δειγμάτων ςτθ 

ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ. 

 

 

 

2.1.4 Απομόνωςθ DNA από πικτωμα αγαρόηθσ (gel extraction). 

 

Μετά τθ διαδικαςία τθσ θλεκτροφόρθςθσ τα προϊόντα του DNA από τισ φάςεισ 1 και 2 τθσ 

αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ (PCR), αλλά και τα τμιματα DNA του CRF1R που 

προζκυψαν από τθν πζψθ με τα ζνηυμα περιοριςμοφ , παρατθρικθκαν κάτω από 

υπεριϊδεσ φωσ (εμφανίηονται με τθ μορφι ηϊνθσ) και απομονϊκθκαν εκείνα που ζχουν το 

επικυμθτό ωσ προσ μελζτθ μοριακό βάροσ. Θ ςυλλογι τουσ από το πικτωμα αγαρόηθσ 

γίνεται με τθ βοικεια νυςτεριοφ. 

Θ απομόνωςθ του DNA από το πικτωμα αγαρόηθσ πραγματοποιείται μζςω του kit 

Nucleospin® Extract 2 τθσ Macherey-Nagel. Θ διαδικαςία απομόνωςθσ του DNA 

περιγράφεται ςτα παρακάτω βιματα (Εικόνα 2.8):  

1. Για κάκε 100mg πθκτϊματοσ αγαρόηθσ (<2%) προςτίκενται 200μl ρυκμιςτικό 

διάλυμα ΝΣ1. 

2. Επωάηονται τα πθκτϊματα για 5-10 λεπτά ςτουσ 50oC, αναδεφοντασ ανά 2-3 λεπτά 

χρθςιμοποιϊντασ ζντονθ ανάδευςθ (Vortex), μζχρι τθν πλιρθ διάλυςι τουσ. 
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3. Σοποκετοφμε μία ςτιλθ (column) μζςα ςε ζνα collection tube (2ml) και 

φορτϊνουμε με δείγμα. Σο collection tube με το δείγμα φυγοκεντρείται για 30 

δευτερόλεπτα ςτισ 10000g. Απορρίπτουμε το υγρό (Bind DNA to column). 

4. Προςκζτουμε ςτθ ςτιλθ 600μl ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ΝΣ3 και φυγοκεντροφμε 

πάλι για 30 δευτερόλεπτα ςτισ 10000g. Απορρίπτουμε ξανά το υγρό και 

επαναλαμβάνουμε το βιμα αυτό (Wash silica membrane). 

5. Φυγοκεντροφμε για 2 λεπτά για να απομακρυνκεί πλιρωσ το NT3 (Dry silica 

membrane). 

6. Σοποκετοφμε τθ ςτιλθ ςε ζνα νζο ςτείρο tube, προςκζτουμε ςε αυτι 20μl 

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ NE (5mM Tris-Cl, pH=8,5) και αφινουμε τθ ςτιλθ πάνω 

από 3 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Φυγοκεντροφμε για 1 λεπτό. Σο υγρό που 

εκλοφςτθκε περιζχει το DNA που κζλαμε να απομονϊςουμε (Elute DNA). 

 

 

 

Εικόνα 2.8  Απομόνωςθ DNA από το πικτωμα αγαρόηθσ.  

 

2.1.5 ΢υρραφι των τεμαχίων του DNA μετά τθν πζψθ τουσ με ζνηυμα 

περιοριςμοφ (Ligation).  

Σα τεμάχια του DNA τα οποία ζχουν προκφψει από τθν πζψθ του μεταλλαγμζνου 

γενετικοφ υλικοφ που ζχουμε δθμιουργιςει κατά τθν πειραματικι διαδικαςία και τα 

οποία ζχουν απομονωκεί από το πικτωμα αγαρόηθσ, οδθγοφνται ςτθ διαδικαςία τθσ 

ςυρραφισ με τθ βοικεια του ενηφμου DNA λιγάςθσ (T4 ligase/Fermentas). 

΢υγκεκριμζνα, ςυρράφτθκαν, το κομμάτι του DNA που προζκυψε από τθ δεφτερθ φάςθ 

τθσ PCR που περιείχε τθ μετάλλαξθ  D269Α μοριακοφ μεγζκουσ περίπου 817 bp, με το 

κομμάτι του πλαςμιδιακοφ DNA CRF1R - WT/pCIN4 μοριακοφ μεγζκουσ  5735 bp (Εικόνα 

2.9). H αντίδραςθ ςυρραφισ πραγματοποιικθκε ςε ειδικι ςυςκευι που διατθρεί 

κερμοκραςία 16οC, για 16 ϊρεσ περίπου.   
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Διάλυμα Ligation 

Insert DNA: hCRF1/D269A (φάςθ 2 τθσ PCR, 

κομμζνο με AgeI και XagI)       

10λ 

DNA vector: hCRF1/pCIN4 (κομμζνο με ΑgeI, 

XagI) 

2λ 

Σ4 ligase 4λ 

T4 Buffer (10x) 2λ 

H2O sterile 22λ 

Vfinal  40λ 

 

Πίνακασ 8  Σα διαλφματα και οι αντίςτοιχεσ ποςότθτεσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθ 

ςυρραφι του DNA που φζρει τθν επικυμθτι μετάλλαξθ με το DNA vector. 

 

                                                                                                                                                                                

                                                                                                  

                                                                                                                                                    

 

XagI                                                                           AgeI             XagI                                               AgeI 

 

 

       

 

 

 

Εικόνα 2.9  ΢υρραφι τμθμάτων DNA με ςκοπό τθ δθμιουργία του πλαςμιδιακοφ DNA hCRF1-

D269A.  

Πλαςμιδιακό DNA hCRF1-

D269A/pCIN4 

XagI 

AgeI 

D269A 

Σεμάχιο πλαςμιδιακοφ DNA CRF1/pCIN4 

μετά από πζψθ του με Age I και Xag I 

(~5735 bp) 

Σεμάχιο DNA προϊόν τθσ PCR 2θσ 

φάςθσ μετά από πζψθ του με 

Age I και  Xag I (~817 bp) 
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2.2 Μεταςχθματιςμόσ βακτθρίων με πλαςμιδιακό DNA 

 

2.2.1 Μεταςχθματιςμόσ και καλλιζργεια βακτθρίων DH-10b E.Coli με το 

πλαςμιδιακό DNA που φζρει τθ μετάλλαξθ 

 

Για το μεταςχθματιςμό (transformation) των βακτθρίων με το πλαςμιδιακό DNA hCRF1 - 

D269A χρθςιμοποιικθκαν τα βακτιρια DH-10b E.Coli τα οποία μεταφζρκθκαν για 

ξεπάγωμα από τουσ -80°C ςτον εργαςτθριακό χϊρο μζςα ςε πάγο για 15 – 20 λεπτά. 

Παράλλθλα τοποκετιςαμε  το DNA που φζρει τθν επικυμθτι μετάλλαξθ με τθ ςειρά του 

ςτον πάγο. Οι ςυνκικεσ οι οποίεσ δουλεφουμε επιβάλλεται να είναι ςτείρεσ ζτςι ϊςτε να 

αποφευχκοφν τυχόν επιμολφνςεισ, ςυνεπϊσ χρθςιμοποιείται φλόγα ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ 

διαδικαςίασ. ΢τθ ςυνζχεια προςκζςαμε 40λ πλαςμιδιακοφ DNA ςε 200λ βακτθρίων και 

αφιςαμε να επωαςτοφν για 30 λεπτά. Μετά το πζρασ των 30 λεπτϊν υποβάλαμε τα 

βακτιρια ςε κερμικό ςοκ κερμαίνοντάσ τα ςτουσ 42°C για 45 δευτερόλεπτα αυςτθρά και 

αμζςωσ μετά τα τοποκετθςαμε ξανά ςτον πάγο για 2 λεπτά. ΢τθ ςυνζχεια, προςκζςαμε 

900μl κρεπτικοφ υγροφ Luria-Bertani Broth (LB) (10g Tryptone, 5g Yeast extract, 5g NaCl, 

1ml 1N NaOH για 1 λίτρο) ςτα βακτιρια και τα επωάςαμε  για 1 ϊρα ςτουσ 37οC. Ζπειτα , 

φυγοκεντριςαμε τα βακτιρια για 5 λεπτά ςε 3000rpm. Θ  πελζτα θ οποία δθμιουργικθκε 

από τθ φυγοκζντριςθ επαναιωρικθκε ςε 100μl LB και το αιϊρθμα βακτθρίων απλϊκθκε ςε 

τρυβλίο που περιείχε άγαρ-LB και το αντιβιοτικό αμπικιλλίνθ ςε ςυγκζντρωςθ 60 μg/ml. 

Σζλοσ, πραγματοποιικθκε επϊαςθ για 16 ϊρεσ (overnight) ςε κερμοκραςία 37οC. 

 

2.2.2 Λιψθ αποικιϊν και πολλαπλαςιαςμόσ  μεταςχθματιςμζνων βακτθρίων 

DH-10b E.Coli  

 

Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ του τρυβλίου, ζγινε λιψθ αποικιϊν και πολλαπλαςιαςμόσ 

τουσ. Θ εμφάνιςθ αποικιϊν βακτθρίων ςε περιβάλλον που περιζχει αμπικιλλίνθ οφείλεται 

ςτο γεγονόσ ότι το πλαςμιδιακό DNA hCRF1R – D269A/pCIN4  εκτόσ του γονιδίου που 

κωδικοποιεί τον υποδοχζα CRF1D269A περιζχει και ζνα γονίδιο που προςδίδει 

ανκεκτικότθτα ςτο αντιβιοτικό αμπικιλλίνθ. Ζτςι λοιπόν με τθ χριςθ αμπικιλλίνθσ γίνονται 

εμφανείσ οι αποικίεσ των βακτθρίων αυτϊν που φζρουν το πλαςμιδιακό DNA hCRF1R 

D269A/pCIN4 οι οποίεσ τελικά επιλζγονται και απομονϊνονται. Μετά τθ λιψθ αποικιϊν 

από το τρυβλίο, τα βακτιρια πολλαπλαςιάςτθκαν ςε δοκιμαςτικό ςωλινα που περιείχε 

10ml κρεπτικοφ LB, αλλά και 10λ αμπικιλλίνθ (60μg/ml ςε EtOH). Σζλοσ, τα βακτιρια 

επωάςτθκαν για 16 ϊρεσ (overnight) ςτουσ 37οC υπό ςυνεχι ανάδευςθ.  
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2.2.3 Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA από μεταςχθματιςμζνα βακτιρια DH – 

10bE.Coli (Miniprep) και ταυτοποίθςθ του πλαςμιδιακοφ DNA CRF1R – 

D269A/pCIN4 που φζρει τθ μετάλλαξθ 

 

Σο πλαςμιδιακό DNA που περιείχε τθ μετάλλαξθ απομονϊκθκε από τα βακτιρια με τθ 

βοικεια του kit Nucleospin® Plasmid τθσ Macherey-Nagel ωσ εξισ: 

1. Φυγοκζντρθςθ βακτθρίων για 30 δευτερόλεπτα ςτισ 11.000 g ςε κερμοκραςία 

δωματίου. 

2. Αφαίρεςθ υπερκειμζνου και επαναιϊρθςθ ιηιματοσ ςε 250λ διαλφματοσ A1. 

3. Προςκικθ 250λ διαλφματοσ A2 ςτα βακτιρια, επϊαςθ για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία 

δωματίου και λφςθ τουσ. 

4. Προςκικθ 300λ διαλφματοσ εξουδετζρωςθσ Α3 και φυγοκζντρθςθ για 7 λεπτά ςτισ 

11.000 g ςε κερμοκραςία δωματίου. 

5. Μεταφορά υπερκειμζνου  ςε ςτιλθ Nucleospin Plasmid και φυγοκζντρθςθ για 1 

λεπτό ςτισ 11.000 g ςε κερμοκραςία δωματίου (Bind DNA). 

6. Προςκικθ ςτθ ςτιλθ 600λ διαλφματοσ Α4 (που περιζχει EtOH) και φυγοκζντρθςθ 

τθσ ςτιλθσ για 1 λεπτό ςτισ 11.000 g, ςε κερμοκραςία δωματίου. Ζπειτα  

απορρίπτεται το υγρό και το βιμα αυτό επαναλαμβάνεται για ακόμα μία φορά 

(wash silica membrane). 

7. Φυγοκζντρθςθ για 2 λεπτά ςε 11.000 g ςε κερμοκραςία δωματίου (dry silica 

membrane). 

8. Προςκικθ 40λ TE (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH=8.03) ςτθ ςτιλθ. Σο υγρό 

ςυλλζγεται μετά από επϊαςθ τθσ ςτιλθ με το TE για λίγα λεπτά. Αυτό το υγρό 

περιείχε το πλαςμιδιακό DNA hCRF1 – D269A/pCIN4.  

Σελικι επιβεβαίωςθ τθσ ειςαγωγισ τθσ μετάλλαξθσ D269Α ςτο πλαςμιδιακό DNA 

CRF1R/pCIN4, επιτεφχκθκε με ανάγνωςθ τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ του, 

χρθςιμοποιϊντασ τον Genetic Analyser 3100 τθσ Applied Biosystems και ακολουκϊντασ το 

πρωτόκολλο τθσ εταιρείασ. 

 

2.3 Κυτταροκαλλιζργειεσ 

 
Για τθν πειραματικι διαδικαςία χρθςιμοποιικθκε θ κυτταρικι ςειρά HEK293 (ευγενικι 

προςφορά του Δρ. Jonathan  Javitch,  Columbia University, USA). Σα HEK293 (Human 

Embryonic Kidney 293 cells), προζρχονται από ανκρϊπινα εμβρυϊκά νεφρικά κφτταρα που 

αναπτφςςονται ςε καλλιζργεια ιςτοφ. ΢υγκεκριμζνα τα κφτταρα αυτά ζχουν επιμολυνκεί με 

DNA του ανκρϊπινου αδενοϊοφ τφπου 5 (Ad)5. Λόγω του ότι τα HEK293 είναι πολφ 

επιδεκτικά ςτθν επιμόλυνςθ, χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςτθν κυτταρικι βιολογία, αλλά και 

ςτθ βιοτεχνολογία για τθν παραγωγι κρεπτικϊν πρωτεϊνϊν και ιϊν για γονιδιακι κεραπεία 

(Εικόνα 2.10).  
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Εικόνα 2.10  ΗΕΚ 293 κφτταρα από μικροςκόπιο 

 

 

Για τθν επίςτρωςθ των κυττάρων HEK 293 χρθςιμοποιικθκαν ςτείρα τρυβλία διαμζτρου 60 

mm ι 100 mm, ανάλογα με τισ ανάγκεσ των πειραμάτων. Σα κφτταρα διατθρικθκαν ςε 

καλλιζργεια μζςα ςε επωαςτιρα κερμοκραςίασ 37oC, 5% CO2/95% αζρα και 100% υγραςία, 

για τθν ομαλι ανάπτυξι τουσ. Σο κρεπτικό υλικό για τθν καλλιζργεια των κυττάρων 

αποτελοφςε το  DMEM/F12/ΒCS το οποίο  περιείχε DMEM/F12 (1:1) (2.5 mM L-γλουταμίνθ, 

15mM HEPES, 1.125 g/L NaHCO3, Ιnvitrogen) και 10% ορό βοόσ (ΒCS, Θyclone). Σζλοσ το 

κρεπτικό υλικό ανανεωνόταν κάκε 48 ϊρεσ και τα κφτταρα που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

πειραματικι διαδικαςία είχαν 90% περίπου πυκνότθτα.  

 

2.3.1 Κρυοςυντιρθςθ κυττάρων 

 

Θ κρυοςυντιρθςθ των κυττάρων είναι απαραίτθτθ ζτςι ϊςτε να διατθροφνται ςε μικρό 

αρικμό γενεϊν ανακαλλιεργειϊν, οι οποιεσ δίνουν τθ δυνατότθτα διεξαγωγισ 

πειραματικϊν διαδικαςιϊν με κφτταρα ςτον ίδιο αρικμό γενεάσ ακόμθ και μετά από αρκετό 

χρονικό διάςτθμα. ΢υγκεκριμζνα, τα κφτταρα επαναιωροφνται ςε υλικό κατάψυξθσ (BCS με 

10% DMSO) και το κυτταρικό εναιϊρθμα τοποκετείται ςε ςωλθνάριο βακιάσ κατάψυξθσ, 

όπου μεταφζρεται αρχικά ςτουσ -80οC (ςυντιρθςθ κυττάρων για μικρό χρονικό διάςτθμα). 

΢τθ ςυνζχεια, το κατεψυγμζνο εναιϊρθμα μεταφζρεται ςε υγρό άηωτο για τθ μακροχρόνια 

διατιρθςθ του. Θ κρυοςυντιρθςθ των κυττάρων ςε υγρό άηωτο, προχποκζτει τθν αρχικι 

ςυντιρθςι τουσ ςτουσ -80°C, διότι θ ψφξθ τουσ είναι απαραίτθτο να πραγματοποιείται 

ςταδιακά ςε χαμθλότερθ κερμοκραςία, ζτςι ϊςτε να αποφευχκεί θ δθμιουργία 

κρυςτάλλων ςτο εςωτερικό των κυττάρων που κα οδθγιςουν ςτο κυτταρικό κάνατο.  
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2.3.2 Απόψυξθ κυττάρων 

 

΢ε αντίκεςθ με τθ ςταδιακι ψφξθ των κυττάρων θ  οποία διαςφαλίηει τθν ακεραιότθτά 

τουσ, θ απόψυξι τουσ πρζπει να πραγματοποιείται άμεςα. Σα κατεψυγμζνα ςωλθνάρια με 

τα κφτταρα αποψφχονται ταχζωσ με κζρμανςθ ςε υδατόλουτρο που διατθρείται ςτουσ 37oC 

υπό ςυνεχι ανάδευςθ. ΢τθ ςυνζχεια μεταφζρονται άμεςα ςε κρεπτικό υλικό καλλιζργειασ 

(10ml κρεπτικό). 

 

2.4 Επιμόλυνςθ κυττάρων με πλαςμιδιακό DNA που φζρει τθ   

μετάλλαξθ 

 

Σα κφτταρα HEK293 τα οποία χρθςιμοποιοφνται ςτθν πειραματικι διαδικαςία, 

καλλιεργοφνται ςε κρεπτικό υλικό DMEM/F12 (1:1) το οποίο ςυνίςταται από 2,5 mM L-

γλουταμίνθ, 15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3 εμπλουτιςμζνο με 10% ορό βοόσ (ΒCS). 

Αρχικά  τα κφτταρα, τα οποία κα χρθςιμοποιθκοφν, μεταφζροται από τρυβλία Petri 

διαμζτρου 100mm και  επιςτρϊνονται ςε τρυβλία Petri διαμζτρου 60mm κακϊσ 

καλλιεργοφνται ςε επωαςτικό κλίβανο με ςυνκικεσ 37οC, ατμόςφαιρα 5% CO2/95% αζρα 

και υγραςία 100%, ζχοντασ ωσ αποτζλεςμα ζπειτα από 24 ϊρεσ να ζχουν 90% πυκνότθτα. 

Σθν επόμενθ μζρα, αναμιγνφονται 3 μg πλαςμιδιακοφ DNA που κωδικοποιεί τον CRF1R 

(άγριο τφπο ι τθ μεταλλαγμζνθ μορφι του) με 600 μl OptiMEM, κακϊσ και με 12 μl 

Turbofect. Σο μείγμα μεταφζρεται για επωάςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 15 - 20. Κατά 

τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ τα ΘΕΚ 293 κφτταρα που είχαν επιςτρωκεί τθν προθγοφμενθ μζρα 

ςε τρυβλίο Petri 60 mm εκπλζνονται με ΟptiMEM και προςτίκενται ςε αυτά 3400 μl 

ΟptiMEM. Κατά το πζρασ  τθσ επϊαςθσ, το μείγμα των 600 μl του ΟptiMEM που περιζχει το 

Turbofect και το πλαςμιδιακό DNA, αναμιγνφεται με τα 3400 μl OptiMEM, που υπιρχαν ςτο 

τρυβλίο με τα ΘΕΚ 293 κφτταρα και επωάηονται για 4-18 ϊρεσ ςε επωαςτικό κλίβανο 

(ςυνκικεσ: 37οC, ατμόςφαιρα 5% CO2/95% αζρα και υγραςία 100%). 

 

2.5 Δθμιουργία κυτταρικϊν ςειρϊν που εκφράηουν ςτακερά τουσ 

υποδοχείσ (Stables) 

 

Μετά τθν επιμόλυνςθ και τθν επϊαςθ των κυττάρων HEK293 για 4 – 18 ϊρεσ, το μείγμα 

OptiMEM/Turbofect/DNA που περιλαμβάνεται ςτα κφτταρα, απομακρφνεται και αντί αυτοφ 

προςττίκεται το κρεπτικό υλικό DMEM/F12 (1:1) μαηί με το αντιβιοτικό γενετιςίνθ (G-418) 

ςε ςυγκζντρωςθ 800 μg/ml. Από εκείνθ τθ ςτιγμι κι ζπειτα κάκε 48 ϊρεσ ανανεϊνεται το 

κρεπτικό υλικό μζχρισ ότου περιζλκει κάνατοσ ςε όλα τα κφτταρα τα οποία δεν εκφράηουν 

τθν πρωτεϊνθ, που τα κάνει ανκεκτικά ςτο αντιβιοτικό γενετιςίνθ. Σο πλαςμίδιο pCΙΝ4 το 

οποίο περιζχει το DNA που κωδικοποιεί τον CRF1R ι τισ μεταλλαγμζνεσ μορφζσ του, 
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περιλαμβάνει και το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί τθν πρωτεΐνθ φωςφοτρανςφεράςθ τθσ 

νεομυκίνθσ (NPT II) που κακιςτά το κφτταρο ανκεκτικό ςτο αντιβιοτικό γενετιςίνθ. Όταν 

εμφανιςτοφν αποικίεσ ςτο τρυβλίο, τα ανκεκτικά ςτθ γενετιςίνθ κφτταρα μεταφζρονται ςε 

νζα τρυβλία και πολλαπλαςιάηονται ςε κρεπτικό υλικό DMEM/F12 (1:1), 

ςυμπεριλαμβανομζνου τθσ γενετιςίνθσ. Μζςω τθσ παραπάνω μεκόδου δθμιουργοφνται οι 

επικυμθτζσ προσ χριςθ για τθν πειραματικι διαδικαςία κυτταρικζσ ςειρζσ.  

 

2.6 Μελζτεσ διζγερςθσ παραγωγισ κυκλικισ μονοφωςφορικισ 

αδενοςίνθσ (cAMP) 

 

Ο φαρμακολογικόσ χαρακτθριςμόσ των υποδοχζων του CRF επιτυγχάνεται με τον 

προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ κυκλικισ μονοφωςφορικισ αδενοςίνθσ (κυκλικό ΑΜΡ) 

θ οποία παράγεται ςε κφτταρα που εκφράηουν μόνιμα τουσ CRF υποδοχείσ πριν και μετά 

από διζγερςθ τουσ με ΣyrΟ-ςοβαγίνθ.  Διζγερςθ παραγωγισ κυκλικισ μονοφωςφορικισ 

αδενοςίνθσ (κυκλικοφ ΑΜΡ) πραγματοποιείται ςε άκικτα ΘΕΚ 293 κφτταρα που εκφράηουν 

μόνιμα τον άγριο τφπο CRF1R ι ςτθ ςυγκεκριμζνθ πειραματικι διαδικαςία τον υποδοχζα 

που φζρει τθ μετάλλαξθ D269Α. Αναλυτικότερα, τα κφτταρα επιςτρϊνονται ςε πλάκεσ 96 

οπϊν (96 wells),  που ζχουν κατεργαςτεί με poly-L-lysine (0.1 mg/ml), ςε ςυγκζντρωςθ 

40.000-60.000 κφτταρα/well. Μετά από επϊαςθ των κυττάρων ςε DMEM/F-12/BCS για 16-

18 ϊρεσ ςτουσ 37oC /5% CO2, το κρεπτικό υλικό αφαιρείται και προςτίκενται 100μl 

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Buffer-CS (25mM HEPES, pH 7.4, 2mM choline, 288mM sucrose, 

0.9 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, και 1 mM 3-isobutyl-1- methylxanthine). Ζπειτα  από 1 ϊρα 

επϊαςθσ ςτουσ 37°C, προςτίκενται  ακόμθ 100μl ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Βuffer-CS και θ 

επϊαςθ ςυνεχίηεται για επιπλζον 20 λεπτά τθσ ϊρασ ςτουσ 37°C/5%CO2 παρουςία ι 

απουςία αυξανόμενων ςυγκεντρϊςεων Σyr0-ςοβαγίνθσ. Μετά το πζρασ τθσ επϊαςθσ, 

αφαιρείται το ρυκμιςτικό διάλυμα Βuffer-CS και ακολουκεί θ λφςθ των κυττάρων με 

επϊαςθ τουσ ςε 200μl τριχλωροοξικοφ οξζοσ (TCA) ςυγκζντρωςθσ 3% για μιςι με 1 ϊρα ςε 

πάγο. ΢τθ ςυνζχεια τα κφτταρα καταψφχονται         (-20οC) για 1-2 μζρεσ και μετά τθν 

απόψυξι τουσ φυγοκεντροφνται για 15 λεπτά τθσ ϊρασ (1800 g/4οC) και το υπερκείμενο 

(διαλυτοποίθμα) εξουδετερϊνεται με προςκικθ ΝαΟΘ (ςε 100μl υπερκείμενου 6μl NaOH 2 

N) επωάηεται με 1-1.5 nM [2,8-3H]-3’,5’-κυκλικισ μονοφωςφορικισ αδενοςίνθσ (3H cAMP) 

(Amersham) παρουςία πρωτεϊνικισ κινάςθσ Α (PKA). ΢υγκεκριμζνα, 20μl εξουδετερωμζνου 

υπερκειμζνου επωάηονται με 50μl ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Buffer-CAQ (100 mM Tris-HCl, 

pH 7.4, 100mM NaCl and 5 mM EDTA), 20μl 3H cAMP (1–1.1 nM) και 500μl εκχυλίςματοσ 

φλοιοφ επινεφριδίων που είναι πλοφςιο ςε PKA. Μετά από επϊαςθ 3 ωρϊν ςτον πάγο, τα 

μείγματα διθκοφνται ςε ςυςκευι Brandell (τφπου Μ-24R) υπό κενό αζροσ, μζςω θκμϊν με 

υάλινεσ ίνεσ, τφπου ΑΘ934 τθσ Whatman. ΢τθ ςυνζχεια, τα φίλτρα, που προθγουμζνωσ 

ζχουν διαβραχεί με απεςταγμζνο νερό, εκπλζνονται 3 φορζσ με ςυνολικά 3ml ρυκμιςτικoφ 

διαλφματοσ ζκπλυςθσ (120 mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 7.3 ςτουσ 4oC), ςυλλζγονται και 

τοποκετοφνται ςε ςωλθνάρια ςπινκθριςμοφ μαηί με 3ml υγροφ ςπινκθριςμοφ (scintillation 

fluid). Ακολουκεί θ ανακίνθςθ των ςωλθναρίων ςπινκθριςμοφ και μετά από 3-24 ϊρεσ θ 

ραδιενζργεια τουσ μετράται ςε μετρθτι β-ακτινοβολίασ. Σο ποςό του cAMP ςε κάκε μίγμα 
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προςδιορίηεται με βάςθ μια πρότυπθ καμπφλθ γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων μθ 

ραδιοςθμαςμζνου cAMP (0.3–100 pmol/tube). ΢τθ ςυνζχεια, γίνεται ανάλυςθ των 

αποτελεςμάτων χρθςιμοποιϊντασ μθ-γραμμικι ανάλυςθ (GraphPad Prism 4.0) και 

προςδιορίηεται θ ιςχφσ (logEC50) τθσ Σyr0-ςοβαγίνθσ να διεγείρει τθν παραγωγι κυκλικοφ 

ΑΜΡ μετά από δζςμευςθ τθσ ςτον άγριο τφπο CRF1R ι ςυγκεκριμζνα ςτο μεταλλαγμζνο 

υποδοχζα D269A υποδοχζα. 

 

 

 

Εικόνα 2.11  ΢υςκευι Brandell (για τα πειραματα δζςμευςθσ) 
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3. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

 
3.1 Δθμιουργία τθσ μετάλλαξθσ D269Α 

 

΢τθν παροφςα μελζτθ πραγματοποιικθκε θ μετάλλαξθ ςε αλανίνθ του D269 (D269A) που 
βρίςκεται ςτα όρια του δευτζρου εξωκυττάριου βρόγχου του CRF1R. Αυτό επιτεφχκθκε με 
τθ χριςθ τθσ μεκόδου μεταλλαξιγζνεςθσ κατευκυνόμενθσ κζςθσ με PCR, θ οποία οδιγθςε 
ςτθ δθμιουργία του πλαςμιδιακοφ DNA με τθν ονομαςία CRF1R – D269A/pCIN4, το οποίο 
κωδικοποιεί τον μεταλλαγμζνο CRF1R – D269A υποδοχζα. Θ μζκοδοσ μεταλλαξιγζνεςθσ 
κατευκυνόμενθσ κζςθσ αποτελείται από 2 φάςεισ εκτζλεςθσ. ΢τθν πρϊτθ φάςθ ζγιναν 
ταυτόχρονα δφο διαφορετικζσ PCR, θ PCR 1 και θ PCR 2, ςτισ οποίεσ χρθςιμοποιικθκε ςαν 
εκμαγείο το πλαςμιδιακό DNA που κωδικοποιεί τον άγριο τφπο CRF1R (CRF1R/pCIN4) και οι 
οποίεσ δθμιοφργθςαν δυο τμιματα του CRF1R/pCIN4, μικουσ ~990 bp και ~540 bp, 
αντίςτοιχα, που ζφεραν τθ μετάλλαξθ D269A και τα οποία απομονϊκθκαν ςε πικτωμα 
αγαρόηθσ (Εικόνα 3.1). 
΢τθ δεφτερθ φάςθ ζγινε μια PCR ςτο οποίο χρθςιμοποιικθκαν ςαν εκμαγεία τα δφο 

τμιματα DNA που προιλκαν από τισ PCR 1 (~990 bp) και PCR 2 (~540 bp). Σο προϊόν τθσ 

δεφτερθσ φάςθσ ιταν ζνα DNA μοριακοφ μεγζκουσ 1506 bp που περιείχε τα δφο τμιματα 

τθσ πρϊτθσ φάςθσ και ςτο μζςο του οποίου υπιρχε θ μετάλλαξθ D269A. Σο DNA αυτό  

απομονϊκθκε ςε πικτωμα αγαρόηθσ όπωσ φάινεται ςτθν εικόνα 3.2. 

 

L1 L2 L3 L4 L5 

 

 

Εικόνα 3.1   Απεικόνιςθ του πθκτϊματοσ αγαρόηθσ με τα προιόντα  DNA των PCR (PCR 

1και PCR 2) πρϊτθσ φάςθσ . Οι ηϊνεσ οι οποίεσ υποδεικνφονται με βζλθ αποτελοφν τα 

προϊόντα PCR 1 (Sense 269A) μεγζκουσ 546 bp και PCR 2 (Antisense 269A) μεγζκουσ 990 bp. 

Ο προςδιοριςμόσ του μεγζκουσ των τεμαχίων DNA  ζγινε με βάςθ δείκτθ τθσ Fermentas 

γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ. 

546 bp 
990 bp 
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L1 L2 L3 L4 L5 

 

  
 
 
Εικόνα 3.2   Απεικόνιςθ του πθκτϊματοσ αγαρόηθσ με τo προϊόν DNA τθσ PCR δεφτερθσ 
φάςθσ. Η ηϊνθ θ οποία υποδεικνφεται με βζλοσ αποτελεί το προϊόν τθσ PCR δεφτερθσ 
φάςθσ μεγζκουσ  1506 bp. Ο προςδιοριςμόσ του μεγζκουσ του τεμαχίου DNA ζγινε με βάςθ 
δείκτθ τθσ Fermentas γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ . 
 
 
΢τθ ςυνζχεια το DNA που προιλκε από τθν PCR τθσ δεφτερθσ  φάςθσ υποβλικθκε ςε 
πζψθ με τα ζνηυμα περιοριςμοφ AgeI και XagI. Από τθν πζψθ αυτι, προζκυψαν τρία 
τμιματα DNA μεγεκϊν ~817 bp ~509 bp και ~124 bp, εκ των οποίων το πρϊτο φζρει τθν 
D269A μετάλλαξθ (Εικόνεσ 3.3, Eικόνα 3.4). 
 
 
 
                                                      1309                          1790                       2126 

 

 

                                      509 bp                                817 bp                                    124 bp 

 
 
Εικόνα 3.3   ΢τθν εικόνα φαίνονται οι κζςεισ κοπισ των ενηφμων Age I και Xag I ςτο τμιμα 
του DNA που προιλκε από τθ δεφτερθ φάςθ PCR και φζρει τθ  D269A μετάλλαξθ, κακϊσ και 
τα τεμάχια που προκφπτουν από τθν πζψθ.       
 
 
 
 
 
 
 

1506 bp 



43 
 

L1 L2 L3 L4 L5 

 

 
 
 
Εικόνα 3.4   Απεικόνιςθ πθκτϊματοσ αγαρόηθσ με το DNA προϊόν τθσ δεφτερθσ φάςθσ PCR  
μετά από  πζψθ του με τα περιοριςτικά ζνηυμα Age I και Xag I. Η ηϊνθ που υποδεικνφεται 
με βζλοσ προιλκε από τθ AgeI/XagI πζψθ του DNA προϊόντοσ τθσ δεφτερθσ φάςθσ PCR,   
φζρει τθν D269A μετάλλαξθ και ζχει μζγεκοσ 817 bp. Ο προςδιοριςμόσ του μεγζκουσ των 
τεμαχίων DNA ζγινε με βάςθ δείκτθ τθσ  Fermentas γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ .   
 
 
Επίςθσ ςε AgeI /XagI πζψθ υποβλικθκε και το πλαςμιδιακό DNA που κωδικοποιεί τον άγριο 
τφπο CRF1R (CRF1R/pCIN4). Από τθν πζψθ αυτι προζκυψαν δφο τμιματα ζνα από τα οποία 
ζχει μζγεκοσ  5735 bp και το οποίο απομονϊκθκε ςε πικτωμα αγαρόηθσ (Εικόνα 3.5). Σο εν 
λόγω τεμάχιο μαηί με εκείνο που προιλκε από τθν PCR τθσ δεφτερθσ  φάςθσ PCR και είχε 
μζγεκοσ  817 bp ςυρράφτθκαν (ligation) παρουςία Σ4 λιγάςθσ όπωσ περιγράφεται ςτο 
κεφάλιο «Τλικά και Μζκοδοι». Σο προϊόν ςυρραφισ ιταν το πλαςμιδιακό DNA που φζρει 
τθ μετάλλαξθ D269A και ονομάηεται CRF1R – D269A /pCIN4.  
 
 

L1 L2 L3 L4 L5 

 

 

817 bp 

5735 bp 
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Εικόνα 3.5   Απεικόνιςθ πθκτϊματοσ αγαρόηθσ με το προϊόν πζψθσ του DNA που περιζχει 

το γονίδιο του άγριου τφπου CRF1R. Με το βζλοσ υποδυκνείεται το τεμάχιο DNA που ζχει 

προκφψει από τθ AgeI/XagI πζψθ  του CRF1R/pCIN4 και το οποίο ζχει  μζγεκοσ 5735 bp. 

 
Σα ολιγονουκλεοτίδια που χρθςιμοποιικθκαν για να ειςάγουν τθ μετάλλαξθ D269A ςτο 
πλαςμιδιακό DNA που κωδικοποιεί τον CRF1R καταργοφν μια κζςθ κοπισ με το ζνηυμο 
BsrGI. Ετςι λοιπόν το DNA του μεταλλαγμζνου υποδοχζα ζχει μια κζςθ κοπισ με BsrGI 
λιγότερθ ςε ςχζςθ με το DNA του άγριου τφπου του CRF1R.   Χρθςιμοποϊντασ λοιπον το 
ζνηυμο BsrGI μαηί με το EcoR I (που κόβει μια φορά τόςο το DNA CRF1 – D269A/pCIN4  όςο 
και το DNA CRF1/pCIN4) εξετάςαμε αν το πλαςμιδιακό DNA CRF1R – D269A /pCIN4 φζρει τθ 
μετάλλαξθ D269A. ΢ε  πικτωμα αγαρόηθσ (1%) φαίνεται ότι θ BsrGI/EcoRI πζψθ του DNA 
CRF1R /pCIN4 δθμιουργεί δφο τμιματα του DNA που εμφανίηονται ςαν 2 ηϊνεσ.  . Αντίκετα 
το  πλαςμιδιακό DNA CRF1 – D269A/pCIN4 ςτο οποίο ζχει καταργθκεί θ κζςθ κοπισ με 
BsrGI θ πζψθ με BsrGI καιEcoRI δθμιουργεί ζνα DNA που ζχει κοπεί μια μόνο φορά και 
εμφανίηεται ςαν μια μόνο ηϊνθ ςτο πικτωμα αγαρόηθσ (Εικόνα 3.6). 
 

 

L1 L2 L3 

 

 

 
Εικόνα 3.6 Απεικόνιςθ πθκτϊματοσ αγαρόηθσ (1%), με τα προϊόντα από πζψθ των DNA 
CRF1R – WT και DNA  CRF1R – D269A. Η πζψθ πραγματοποιικθκε με τα ζνηυμα 
περιοριςμοφ BsrGI και EcoRI. Η πζψθ του DNA του CRF1R/pCIN4 (από BsrGI και EcoRI 
ταυτόχρονα), δθμιοφργθςε δφο ηϊνεσ  ςτο πικτωμα αγαρόηθσ μεγζκουσ 5699bp και 853bp. 
Η πζψθ του DNA του CRF1R – D269A δθμιοφργθςε μια ηϊνθ ςτο πικτωμα αγαρόηθσ, μικουσ 
6552bp.  

 

 

CRF1R – D269A: 6552 bp 

CRF1R : 5699 bp 

CRF1R: 853 bp 
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3.2 Επίδραςθ τθσ μετάλλαξθσ D269Α ςτθν ικανότθτα τθσ 

ςοβαγίνθσ να διεγείρει τθν παραγωγι ενδοκυττάριου 

κυκλικοφ ΑΜΡ 

 

Ο φαρμακολογικόσ χαρακτθριςμόσ του άγριου τφπου CRF1R και του μεταλλαγμζνου 

υποδοχζα CRF1R – D269A επιτεφχκθκε με τον προςδιοριςμό τθσ ιςχφοσ (-logEC50) και τθσ 

αποτελεςματικότθτασ (μζγιςτο αποτζλεςμα) τθσ Tyr0-ςοβαγίνθσ να διεγείρει τθν παραγωγι 

ενδοκυττάριασ κυκλικισ μονοφωςφορικισ αδενοςίνθσ (κυκλικοφ ΑΜΡ) μετά από δζςμευςι 

του πεπτιδίου αυτοφ ςτουσ υποδοχείσ αυτοφσ. Σα αποτελζςματα των πειραμάτων αυτϊν 

ζδειξαν ότι θ ιςχφσ (-logEC50) τθσ Tyr0-ςοβαγίνθσ να διεγείρει τθν παραγωγι κυκλικοφ ΑΜΡ 

ςε κφτταρα που εξζφραηαν μόνιμα τον άγριο τφπο CRF1R – WT (CRF1R/pCIN4) είχε τιμι ίςθ 

με -8,403 (EC50 = 3.9 nM) . Θ αντίςτοιχθ τιμι για τον μεταλλαγμζνο υποδοχζα CRF1R – 

D269A, ιταν -8,053 (EC50 = 8.9 nM). Παράλλθλα με τθ μείωςθ τθσ ιςχφοσ τθσ ςοβαγίνθσ 

μειϊκθκε από τθν μετάλλαξθ και θ αποτελεςματικότθτα τθσ, όπωσ φαίνεται ςτθν εικόνα 

3.7. 

 

 

 

 

Εικόνα 3.7  Διζγερςθ τθσ παραγωγισ ενδοκυττάριου κυκλικοφ ΑΜΡ από τθν Tyr0 - 
ςοβαγίνθ. Η διζγερςθ τθσ παραγωγισ ενδοκυττάριου κυκλικοφ ΑΜΡ από αυξανόμενεσ 
ςυγκεντρϊςεισ Tyr0-ςοβαγίνθσ, επιτεφχκθκε όπωσ αναφζρεται ςτο κεφάλαιο “Τλικά και 
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Μζκοδοι”, ςε άκικτα ΗΕΚ 293 κφτταρα που εκφράηανε ςτακερά τον άγριο τφπο CRF1R – WT 
και τον μεταλλαγμζνο υποδοχζα CRF1R – D269A. Με βάςθ τουσ μζςουσ όρουσ των τιμϊν (εισ 
διπλοφν) και τα ςτακερά λάκθ τουσ ζγινε μθ γραμμικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων και θ 
τιμι (-logΕC50) προςδιορίςτθκε όπωσ αναφζρεται ςτθ μεκοδολογία και αναγράφεται ςτο 
κυρίωσ κείμενο.  

 

 

4. ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

 

΢τθν εργαςία αυτι εξετάςαμε το ρόλο του  αςπαρτικοφ οξζοσ τθσ κζςθσ 269 (D269) του 

CRF1R ςτθ λειτουργία του υποδοχζα. Προκαταρκτικά πειράματα μοριακϊν προςομοιϊςεων 

με βάςθ τθ κρυςταλλικι δομι του CRF1R [93], που ζγιναν ςε ςυνεργαςία με το εργαςτιριο 

του Dr. Μ. Ματςοφκα, ζδειξαν ότι το D269 εμπλεκόμενο ςε δεςμοφσ με άλλα αμινοξζα του 

υποδοχζα παίηει ρόλο ςτθ διατιρθςθ τθσ λειτουργικισ δομισ του υποδοχζα. Με ςκοπό να 

αποδείξουμε πειραματικά τα αποτελζςματα αυτά μεταλλάξαμε το D269 του CRF1R ςε Ala 

(D269Α) και εξετάςαμε τθν επίδραςθ τθσ μετάλλαξθσ ςτθν ικανότθτα του υποδοχζα να 

διεγείρει τθ παραγωγι ενδοκυττάριου ΑΜΡ. Θ επιλογι τθσ αλανίνθσ ζγινε διότι δεν ζχει 

φορτίο και δεν προκαλεί ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθ γενικι ςτερεοδιαμόρφωςθ του υποδοχζα  

[94]. Επίςθσ θ μετάλλαξθ ςε αλανίνθ είναι μια πολφ καλά ανεκτι μετάλλαξθ, διότι θ 

αλανίνθ είναι το πλζον διαδεδομζνο αμινοξφ ςτισ πρωτείνεσ και βρίςκεται ςυχνά ςε όλεσ 

τισ δευτεροταγείσ δομζσ αυτϊν όπωσ και ςε όλεσ τισ κζςεισ μζςα ςε αυτζσ [95-96]. 

Κατάργθςθ του αρνθτικοφ φορτίου ςτθ κζςθ 269 του CRF1R μετά τθν D269 μετάλλαξθ 

μείωςε τθν ικανότθτα τθσ ςοβαγίνθσ να ενεργοποιεί τον υποδοχζα αυτόν αφοφ ελάττωςε 

τόςο τθν ιςχφ όςο και τθν αποτελεςματικότθτα τθσ να δεγείρει μζςω του CRF1R τθ διζγερςθ 

των Gs πρωτεινϊν και ζτςι τθ παραγωγι ενδοκυττάριου κυκλικοφ ΑΜΡ.  Σο αποτζλεςμα τθσ 

μετάλλαξθσ αυτισ του CRF1R ςτθν ικανότθτα τθσ ςοβαγίνθσ να ενεργοποιεί τον υποδοχζα 

είναι μάλλον ζμμεςο, αφοφ  ςτισ μοριακζσ προςομοιϊςεισ θ D269 δεν φαίνεται να 

αλλθλεπιδρά με το πεπτίδιο. Πικανόν θ μετάλλαξθ αυτι να άλλαξε τον τρόπο 

ενεργοποίθςθσ του CRF1R από τουσ αγωνιςτζσ του, όπωσ τθ ςοβαγίνθ, ζτςι ϊςτε αυτόσ να 

διεγείρει με μειωμζνο βακμό τισ Gs-πρωτείνεσ. 

Σα αποτελζςματα αυτά δείχνουν τθ λειτουργικι ςθμαςία τθσ D269 και τθσ περιοχισ του 

CRF1R ςτθν οποία το αμινοξφ αυτό βρίςκεται. Σο D269  του CRF1R γειτνιάηει με τα αμινοξζα 

των κζςεων 266, 267, 268 τα οποία βρζκθκαν ότι παίηουν ρόλο ςτθ δζςμευςθ των 

πεπτιδίων του CRF ςτον CRF1R. ΢υγκεκριμζνα, ταυτόχρονθ αντικατάςταςθ των αμινοξζων 

αυτϊν του CRF1R με τα αντίςτοιχα του CRF2R, δθμιουργϊντασ ζτςι τον μεταλλαγμζνο DLV- 

CRF1R υποδοχζα μείωςε τθ βιολογικι ιςχφ του CRF και τθσ ςοβαγίνθσ *86,97]. 

Αντικατάςταςθ του αμινοξζοσ ςτθ κζςθ 254 του DLV- CRF1R υποδοχζα με το αντίςτοιχο του 

CRF2R επανζφερε τισ μειωμζνεσ από τθ DLV μετάλλαξθ τιμζσ ιςχφοσ τθσ ςοβαγίνθσ και του 

CRF ςτισ φυςιολογικζσ τιμζσ τουσ. Σο αποτζλεςμα αυτό υποδθλϊνει τθ ςθμαςία τθσ 

περιοχισ αυτισ του δεφτερου εξωκυττάριου βρόγχου του CRF1R ςτθ δομι και τθ λειτουργία 

του υποδοχζα.  
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Επιπρόςκετα θ κζςθ τθσ περιοχισ αυτισ μζςα ςτον CRF1R υποςτθρίηει τθ λειτουργικι 

ςθμαςία τθσ. Θ περιοχι αυτι ςυνδζει τον δεφτερο εξωκυττάριο βρόγχο (EL2) με τθν πζμπτθ 

διαμεμβρανικι περιοχι (ΣΜ5) του υποδοχζα. Μελζτεσ ςε άλλουσ υποδοχείσ τθσ 

οικογζνειασ των GPCRs ζχουν δείξει ότι δομικζσ αλλαγζσ τθσ ΣΜ5 ςχετίηονται με τθν 

ενεργοποίθςθ τουσ από αγωνςιτζσ [98]. Οι δομικζσ αυτζσ αλλαγζσ μεταφζρονται ςτισ 

κυτταροπλαςματικζσ περιοχζσ των υποδοχζων και είναι υπεφκυνεσ για τθν αλλθλεπίδραςθ 

τουσ με τισ G-πρωτείνεσ και τθν διζγερςθ των τελευταίων. Αξιοςθμείωτο αποτελεί το 

γεγονόσ ότι ο τρίτοσ ενδοκφτταριοσ βρόγχοσ (IL3) του CRF1R με τον οποίο ςυνδζεται θ ΣΜ5, 

παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν αλλθλεπίδραςθ του υποδοχζα με τισ G-πρωτείνεσ και 

ενεργοποίθςθ των τελευταίων [99]. Επίςθσ πρόςφατθ μελζτθ που πραγματοποιικθκε ςτο 

εργαςτιριο μασ ζδειξε ότι ο CRF και θ ςοβαγίνθ αλλθλεπιδροφν με τα αμινοξζα 259 και 260 

του EL2 του CRF1R. Ειναι λοιπόν είναι πικανόν οι δομικζσ αλλαγζσ που ςχετίηονται με τθ 

δζςμευςθ των πεπτιδίων του CRF ςτο EL2 του CRF1R να μεταφζρονται μζςω τθσ ΣΜ5 ςτον 

IL3 του υποδοχζα και να παίηουν ρόλο ςτθν αλλθλεπίδραςθ του με τισ G-πρωτείνεσ και 

ςυνεπϊσ ςτθν εμφάνιςθ βιολογικοφ αςποτελζςματοσ. ΢τισ δομικζσ αυτζσ αλλαγζσ πικανόν 

ςυμμετζχει θ D269 που βρίςκεται ςτα όρια του EL2 και ΣΜ5.  
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