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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

AC Adenyl Cyclace, αδενυλική κυκλάση 

Ac Acetyl, ακετύλιο 

ACTH Adrenocorticotropin Hormone, αδρενοκορτικοτρόπος ορμόνη 

Ad5 Adenovirus 5, αδενοϊός τύπου 5 

Aib 2-aminoisobutyric acid, 2-αμινο-ισοβουτυρικό 

Ala Alanine, αλανίνη 

Asn Asparagine, ασπαραγίνη 

Asp Aspartic acid, ασπαρτικό οξύ 

ATP Adenosine Triphosphate, τριφωσφορική αδενοσίνη 

BCS Bovine Calf Serum, ορός βοός 

C-άκρο Καρβοξυτελικό άκρο πεπτιδίων 

C-περιοχή Καρβοξυτελική περιοχή υποδοχέα 

Cha Cyclohexylalanine 

cAMP Cyclic Adenosine Monophosphate, κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη 

cDNA Complementary DNA, συμπληρωματικό DNA 

CRF/CRH Corticotropin Releasing Factor/Hormone, εκλυτικός παράγοντας/ 

εκλυτική ορμόνη της κορτικοτροπίνης 

CRF1R Corticotropin Releasing Factor Receptor type 1, τύπου 1  υποδοχέας του 

εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης 

CRF2R Corticotropin Releasing Factor Receptor type 2, τύπου 2  υποδοχέας του 

εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης 

CRF3R Corticotropin Releasing Factor Receptor type 3, τύπου 3  υποδοχέας του 

εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης 

Cys Cysteine, κυστεΐνη 

DAG Diacylglycerol, διακυλογλυκερόλη 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium, θρεπτικό υλικό 

DMSO Dimethyl sulfoxide, διμέθυλο-σουλφοξείδιο 

DNA Deoxyribonucleic acid, δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 
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dNTP Deoxyribonucleoside triphosphate, τριφοσφωρικά δεοξυ-

ριβονουκλεοτίδια 

DTT Dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη 

EC50 Efficiency Concentration, συγκέντρωση δραστικότητας του 50% 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid, αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 

ELs Extracellular Loops, εξωκυττάριοι βρόγχοι 

Epac Exchange proteins activated by cAMP 

ERK1/2 Extracellular Signal-Regulated Kinases 1 and 2 

EtBr Ethidium Bromide, βρωμιούχο αιθίδιο 

G418 Geneticin, γενετισίνη 

GCGR Glucagon Receptor, υποδοχέας της γλυκαγόνης 

GIPR Glucose dependent Insulinotropic Polypeptide Receptor, υποδοχέας του 

γλυκοζοεξαρτώμενου ινσουλινοτροπικού πολυπεπτιδίου    

GLP-1R Glucagon-Like Peptide 1 Receptor, υποδοχέας του προσομοιάζοντος με 

τη γλυκαγόνη πεπτιδίου 1 

Glu Glutamate, γλουταμικό 

Gly  Glycine, γλυκίνη 

GDP Guanosine Diphosphate, διφωσφορική γουανοσίνη 

GPCRs G-Protein Coupled Receptors, υποδοχείς που συζεύγνυνται με τις G-

πρωτεΐνες 

GRF-R Growth hormone Releasing Factor Receptor, υποδοχέας του παράγοντα 

απελευθέρωσης της αυξητικής ορμόνης 

GTP Guanosine-5'-Triphosphate, τριφωσφορική γουανοσίνη 

GTP-γS Guanosine 5'-O-[gamma-thio]triphosphate, υπομονάδα γ της διεγερτικής 

τριφωσφορικής γουανοσίνης 

HEK 293 Human Embryonic Kidney 293 cells, ανθρώπινα εμβρυικά νεφρικά 

κυτταρα 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid 

His Histidine, ιστιδίνη 

HPA Hypothalamic-pituitary-adrenal axis, υποθαλαμο-υποφυσο-

επινεφριδιακός άξονας) 
Ile Isoleucine, ισολευκίνη 
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ILs Intracellular Loops, ενδοκυττάριοι βρόγχοι 

IP3 Inositol 1,4,5-trisphosphate, (1, 4, 5 )–τριφωσφορική ινοσιτόλη 

LB Luria-Bertani Broth, θρεπτικό υγρό 

Leu Leucine, λευκίνη 

Lys Lysine, λυσίνη 

MAPK  Mitogen Activated Protein Kinase, πρωτεΐνική κινάση που ενεργοποιείται 

από μιτογόνο 

MC2-R Melanocortin type 2 Receptor, τύπος 2 υποδοχέα της μελανοκορτίνης 

Met  Methionine, μεθειονίνη  

mRNA Messenger RNA 

MTSEA 2-Aminoethyl Methanethiosulfonate hydrobromide, μεθανο-

θειοσουλφονικό αιθυλαμμώνιο 

Ν-άκρο Αμινοτελικό άκρο πεπτιδίων 

Ν-περιοχή Αμινοτελική περιοχή υποδοχέα 

Nle Norleucine, νορλευκίνη 

NMR Nuclear Magnetic Resonance, φαρματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού 

συντονισμού 

NPT II Neomycin Phosphotransferase II, φωσφοτρανσφεράση της νεομυκίνης 

OptiMEM Οpti-Modified Eagle Medium, θρεπτικό υλικό 

P2Y1 Purine Receptor, υποδοχέας πουρινών 

PC12 Pheochromocytoma of the rat adrenal medulla cell line 

PCR Polymerase Chain Reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

Phe Phenylalanine, φαινυλαλανίνη 

PI3-K Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase  

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, φωσφατιδυλινοσιτόλη 

PKA Protein Kinase A, πρωτεϊνική κινάση Α 

PKC Protein Kinase C, πρωτεϊνική κινάση C 

PLC Phospholipase C, φωσφολιπάση C 

POMC  Propiomelanocortin, προ-οπιο-μελανοκορτίνη  

Pro Proline, προλίνη 

PTH1R Parathyroid Hormone type 1 Receptor, τύπου 1 υποδοχέας της 

παραθυρεοειδούς ορμόνης 
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PVN Paraventricular Nucleus, παρακοιλιακός πυρήνας 

SAR studies Structure-Activity Relationship studies μελέτες σχέσεων δομής-δράσης 

SCAM Substituted-Cysteine Accessibility Method, μέθοδος διαθεσιμότητας των 

κυστεϊνών-υποκαταστατών 

SCR Short Consensus Repeat 

Ser Serine, σερίνη 

SVG Sauvagine, σοβαγίνη 

ΤΑΕ Tris-Acetate-EDTA 

Thr Threonine, θρεονίνη 

ΤΜs Transmembrane Domains, διαμεμβρανικές περιοχές 

Trp Tryptophan, τρυπτοφάνη 

Tyr Tyrosine τυροσίνη 

Ucn1 Urocortin Ι, ουροκορτίνη 

Ucn2 Urocortin ΙΙ, ουροκορτίνη ΙΙ 

Ucn3 Urocortin ΙΙΙ, ουροκορτίνη ΙΙΙ 

Uro1 Urotensin I, ουροτενσίνη Ι 

Val Valine, βαλίνη 

VIP Vasoactive Intestinal Peptide, αγγειοδραστικό εντερικό πεπτίδιο 

VPAC1R Vasoactive intestinal Polypeptide type-1 Receptor, τύπου 1 υποδοχέας 

του εντερικού αγγειοδραστικού πεπτιδίου 

ΕΝΥ Εγκεφαλονωτιαίο υγρό 

ΓΕΣ Γαστρεντερικό σύστημα  

ΚΝΣ Κεντρικό Nευρικό Σύστημα 
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ABSTRACT 

 

The type 1 receptor (CRF1R) for the corticotropin-releasing factor (CRF) is a family B G 

protein coupled receptor (GPCR) (1), which plays a key role in the maintenance of homeostasis 

by regulating neural and endocrine functions (2,3). Malfunction of CRF/CRF1R systems is related 

with several diseases such as depression and anxiety. The clinical importance of CRF1R is further 

supported by that CRF1R-selective non-peptide small-molecule antagonists have been shown to 

display anxiolytic and antidepressant properties in animal models (4).  

As all GPCRs, the CRF1R consists of an extracellular amino-terminal domain (N-domain) 

and seven α-helical transmembrane domains (TM1-TM7), which are connected extracellularly 

with three loops (EL1-EL3). The CRF and its related peptides, such as sauvagine, bind to the 

extracellular regions of CRF1R and activate the receptor (5,6). In contrast, small-molecule non-

peptide antagonists have been proposed to interact with the TMs of CRF1R and allosterically 

antagonize peptide-agonist binding and receptor activation (7). Recently our laboratory has 

shown that, similar to other GPCRs, the TMs of CRF1R fold such as to form a water-accessible 

crevice (binding-site crevice) within the plasma membrane (8). Amino acids of TMs that contact 

non-peptide CRF analogues should be on the surface of the binding-site crevice of CRF1R. 

Moreover, TM residues in family A GPCRs have been shown to participate in networks of 

interactions that play important role in receptor activation (9). However the molecular 

mechanisms underlying CRF1R activation and its antagonism by non-peptide molecules are still 

elusive. 

The present study aims to 1) obtain structural information for the TMs of CRF1R, 

starting from TM3, 2) determine structural changes associated with receptor activation, 3) 

determine TM residues that interact with non-peptide CRF antagonists and 4) elucidate the 

molecular mechanisms underlying antagonism of receptor activation by non-peptide CRF 

antagonists. The TM3 has been selected because its tilted orientation in other GPCRs, relative 

to membrane, allows its residues to establish key interactions with ligands, other TMs and with 

G-proteins (10).  

To obtain structural information for the TM3 of CRF1R, we identified its residues that 

are located on the surface of the binding-site crevice of an inactive ligand-free state (apo-state) 

of the full-length receptor. To achieve this we mutated, one at a time, the TM3 residues to Cys 
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(engineered Cys) and determined their accessibilities by applying the Substituted Cysteine 

Accessibility Method (SCAM) (11,12). Among the twenty-two TM3 residues those at positions 

(upper half of TM3) 1893.26, 1923.29, 1933.30, 1953.32, 1963.33, 1993.36 and 2033.40 were found to be 

located on the surface of the binding site crevice. These results suggest that the TM3 of the apo 

inactive state of CRF1R is positioned such that the upper half of this helix participates in the 

formation of a large binding site crevice, whereas the other half is tightly packed with the other 

TMs. These results are in full agreement with those obtained from a crystallization study of a N-

terminally truncated inactive non-peptide ligand-bound state of CRF1R which has been 

published very recently.  

Among TM3 residues, those at positions 2033.40 and 2103.47 play crucial role in receptor 

activation. Mutation of G2103.47 to Cys (G2103.47C) largely decreased the high binding affinity of 

sauvagine, as well as, its potency to stimulate the accumulation of cAMP in cells expressing the 

receptor. According to our molecular model, which was constructed based on the crystal 

structures of the inactive glucagon receptor (GCGR) and CRF1R, the G2103.47 is located one 

helical turn below M2063.43.  The M2063.43 forms a hydrogen bond with N2835.54 of TM5 (13,14). 

Mutation of G2103.47 to Cys adds a side chain at position 2103.47 which could form an additional 

hydrogen bond with the side chain of N2835.54 that further strengthens the TM3-TM5 interface, 

thus stabilizing the inactive conformation of receptor. These results suggest that movements of 

TM3 and TM5 that take place during activation of family A GPCRs (15), might also occur in class 

B receptors and are hampered by strengthening the TM3-TM5 interactions. This suggestion is 

further supported by the fact that mutation of G2103.47 to Ala (G2103.47A) did not largely 

decrease the binding affinity and potency of sauvagine.  In contrast to Cys, Ala at 2103.47 

position of CRF1R did not form a hydrogen bond with N2835.54, and thus having a much smaller 

impact on receptor activation.     

As G2103.47, F2033.40 in TM3 plays an important role in receptor activation. Mutation of 

F2033.40 to Cys (F2033.40C) largely decreased the ability of receptor to adopt its active state and 

to bind sauvagine with high affinity. Interestingly, addition of a Lys-like chain to F2033.40C after 

its reaction with the positively charged reagent, MTSEA, restored sauvagine binding to normal 

(high affinity) levels. Similarly, addition of a Lys side chain at position 2033.40 by mutating 

F2033.40 to Lys (F2033.40K) did not significantly alter the high binding affinity of sauvagine. As 

F2033.40K substitution, mutation of F2033.40 to Trp (F2033.40 W) or Ile (F2033.40 I) did not decrease 

the high affinity binding and potency of sauvagine. In marked contrast, removing the 
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hydrophobic side chain at position 2033.40 by mutating F2033.40 to Ala (F2033.40 A) reduced the 

binding affinity and potency of sauvagine. Based on these results and comparing the inactive 

crystal structure of CRF1R with the inactive and active crystal structures of the family A GPCR, β2 

adrenergic receptor (β2AR), we propose that F2033.40 in TM3 and L3236.44 in TM6 of CRF1R, form 

an aromatic-aliphatic interaction in the inactive state of receptor. As in β2AR, activation of 

CRF1R is associated with a repositioning of F2033.40 relative to L3236.44 and towards a nearby 

aromatic amino acid, which possibly interacts with F2033.40, Trp (F2033.40 W) or Ile (F2033.40 I) but 

not with Ala (F2033.40 A). Such an aromatic-aromatic interaction most likely stabilizes the high 

affinity binding active state of CRF1R and it is supported by that F2033.40K mutation did not alter 

sauvagine binding. Lys (such as K2033.40) has been shown to participate in cation-pi interactions 

with aromatic residues (16,17). 

Despite the fact that the hydrophilic substitution F2033.40K did not alter the ability of 

CRF1R to adopt its active state, this modification abolished the binding of the hydrophobic non-

peptide antagonist, antalarmin to receptor. Similarly, F2033.40A mutation abolished antalarmin 

binding to CRF1R. In marked contrast, the hydrophobic substitutions F2033.40W and F2033.40I did 

not decrease the binding and antagonistic properties of antalarmin. These results suggest that 

F2033.40 interacts with non-peptide CRF antagonists, as also observed in the crystal structure of 

CRF1R in complex with the non-peptide antagonist CP-376395 (13). Interaction of non-peptide 

CRF antagonists with TMs of CRF1R and intercalation between them most likely hampers 

receptor activation-associated movements of these regions.  

Conclusively the present study provided structural information for the CRF1R and 

elucidated the molecular mechanisms underlying receptor activation and its antagonism by 

small non-peptide molecules. In parallel this study designed, synthesized and pharmacologically 

evaluated several non-peptide CRF analogues. Among the 50 compounds tested, four showed 

promising binding affinities for CRF1R and were selected as lead compounds for the design of 

novel molecules. All the results of the present study will put the basis for the design of novel 

non-peptide CRF1R-selective antagonists with improved pharmacodynamic and 

pharmacokinetic properties that will enrich the pharmaceutical armoire against CRF1R-related 

disorders such as depression and anxiety.   
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

Ο τύπου 1 υποδοχέας (CRF1R) του εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης (CRF) 

ανήκει στην οικογένεια Β των υποδοχέων που συζεύγνυνται με τις G-πρωτεΐνες (GPCRs) (1) και 

παίζει σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης, ρυθμίζοντας νευρικές και 

ενδοκρινικές λειτουργίες (2,3). Δυσλειτουργία των CRF/CRF1R συστημάτων στον οργανισμό, 

σχετίζεται με την εκδήλωση ασθενειών, όπως το άγχος και η κατάθλιψη. Ο σημαντικός ρόλος 

του CRF1R ενισχύεται περαιτέρω από το γεγονός ότι CRF1R-εκλεκτικοί μη πεπτιδικοί 

μικρομοριακοί ανταγωνιστές έχει δειχθεί ότι έχουν αγχολυτικές και αντικαταθλιπτικές δράσεις 

σε πειραματόζωα (4). 

Όπως όλοι οι GPCRs, έτσι και ο CRF1R αποτελείται από μια εξωκυττάριο αμινοτελική Ν-

περιοχή και επτά α-ελικοειδείς διαμεμβρανικές περιοχές (ΤΜ1-ΤΜ7), οι οποίες συνδέονται 

εξωκυττάρια μεταξύ τους με τρεις βρόγχους (EL1-EL3). Ο CRF και τα συγγενή του πεπτίδια, 

όπως η σοβαγίνη, δεσμεύονται στις εξωκυττάριες περιοχές του CRF1R και τον ενεργοποιούν 

(5,6). Αντίθετα, οι μικρομοριακοί μη πεπτιδικοί CRF ανταγωνιστές έχει προταθεί ότι 

αλληλεπιδρούν με τις ΤΜs του CRF1R και ανταγωνίζονται αλλοστερικά τη δέσμευση του CRF 

και των συγγενών του πεπτιδίων-αγωνιστών και την ενεργοποίηση του υποδοχέα (7). 

Πρόσφατα, μελέτη του εργαστηρίου μας έδειξε ότι οι ΤΜs του CRF1R, παρόμοια με άλλους 

GPCRs, αναδιπλώνονται στο χώρο της πλασματικής μεμβράνης με τέτοιο τρόπο ώστε να 

σχηματίζουν μια υδρόφιλη κοιλότητα που ονομάζεται κοιλότητα θέσεων δέσμευσης (8). Τα 

αμινοξέα των ΤΜs που αλληλεπιδρούν με τα μη πεπτιδικά μόρια θα πρέπει να βρίσκονται 

πάνω στην επιφάνεια της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του CRF1R. Επιπρόσθετα τα αμινοξέα 

των ΤΜs των υποδοχέων της οικογένειας Α των GPCRs, έχει δειχθεί ότι συμμετέχουν σε δίκτυα 

δεσμών που παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίησή τους (9). Όμως οι μηχανισμοί 

ενεργοποίησης του CRF1R και ανταγωνισμού του από τους μικρομοριακούς CRF ανταγωνιστές 

είναι ακόμα άγνωστοι. 

Η παρούσα εργασία στοχεύει 1) στη λήψη δομικών πληροφοριών για τις TMs του 

CRF1R, ξεκινώντας από τη ΤΜ3, 2) στον προσδιορισμό δομικών αλλαγών που σχετίζονται με 

την ενεργοποίηση του υποδοχέα, 3) στον προσδιορισμό των αμινοξέων των ΤΜs που 

αλληλεπιδρούν με τους μη πεπτιδικούς ανταγωνιστές και 4) διαλεύκανση των μοριακών 
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μηχανισμών ανταγωνισμού της ενεργοποίησης του υποδοχέα από μη πεπτιδικούς CRF 

προσδέτες. Επιλέξαμε την ΤΜ3 γιατί σε πλήθος διαφορετικών υποδοχέων επιτρέπει, λόγω της 

θέσης της, τη δημιουργία αλληλεπιδράσεων μεταξύ των αμινοξέων της με διάφορους 

προσδέτες, με αμινοξέα άλλων ΤΜs  καθώς και με τις G-πρωτεΐνες (10).   

Με σκοπό να λάβουμε πληροφορίες για τη δομή της ΤΜ3 του CRF1R, προσδιορίσαμε 

ποια από τα αμινοξέα της, έχουν τις πλευρικές τους αλυσίδες προσανατολισμένες στην 

επιφάνεια της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης μιας ανενεργού, apo (απουσία προσδέτη) 

κατάστασης του υποδοχέα. Για να επιτύχουμε αυτό, μεταλλάξαμε, ένα τη φορά, τα αμινοξέα 

της ΤΜ3 σε κυστεΐνες (τεχνητές κυστεΐνες ή Cys) και προσδιορίσαμε τις διαθεσιμότητες τους, 

εφαρμόζοντας τη μέθοδο διαθεσιμότητας των κυστεϊνών-υποκαταστατών (SCAM) (11,12). 

Ανάμεσα στα είκοσι δύο αμινοξέα της ΤΜ3 που εξετάστηκαν, εκείνα στις θέσεις (άνω μισό 

τμήμα της TM3) 1893.26, 1923.29, 1933.30, 1953.32, 1963.33, 1993.36 και 2033.40  βρέθηκαν να έχουν 

τις πλευρικές τους αλυσίδες προσανατολισμένες στην κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του 

CRF1R. Τα αποτελέσματα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η ΤΜ3 της ανενεργού apo 

κατάστασης του CRF1R, τοποθετείται με τέτοιο τρόπο στη πλασματική μεμβράνη ώστε το άνω 

μισό τμήμα της συμμετέχει στο σχηματισμό μιας ευρύχωρης κοιλότητας θέσεων δέσμευσης, 

ενώ το κατώτερο τμήμα της βρίσκεται σε στενή επαφή με τις άλλες TMs. Τα αποτελέσματα 

αυτά είναι σε απόλυτη συμφωνία με εκείνα που ελήφθησαν από μια πρόσφατη 

κρυσταλλογραφική μελέτη μιας ανενεργού, δεσμευμένου με μη πεπτιδικό CRF ανταγωνιστή, 

κατάστασης του CRF1R.   

Από τα αμινοξέα της ΤΜ3 που εξετάστηκαν, εκείνα στις θέσεις 2033.40 και 2103.47 

φάνηκε να παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του CRF1R. Μετάλλαξη της G2103.47 σε 

Cys (G2103.47C) μείωσε σημαντικά την υψηλής συγγένειας δέσμευση της σοβαγίνης καθώς 

επίσης και την ισχύ της να διεγείρει την παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε κύτταρα που 

εξέφραζαν τον υποδοχέα αυτό. Σύμφωνα με το μοριακό μας πρότυπο το οποίο 

κατασκευάστηκε με βάση τις κρυσταλλικές δομές του ανενεργού υποδοχέα της γλυκαγόνης 

(GCGR) και του CRF1R, η G2103.47 βρίσκεται κάτω από τη Μ2063.43 και σε απόσταση μιας 

ελικοειδούς στροφής. Η Μ2063.43 σχηματίζει έναν δεσμό υδρογόνου με την Ν2835.54 της ΤΜ5 

(13,14). Η μετάλλαξη της G2103.47 σε Cys εισάγει μια πλευρική αλυσίδα στη θέση 2103.47 που 

μπορεί να σχηματίσει έναν επιπλέον δεσμό υδρογόνου με την πλευρική αλυσίδα της N2835.54 

ο οποίος ενισχύει περαιτέρω την διεπιφάνεια μεταξύ ΤΜ3 και ΤΜ5, σταθεροποιώντας έτσι 

ακόμη περισσότερο την ανενεργό κατάσταση του υποδοχέα. Τα αποτελέσματα αυτά οδηγούν 
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στην υπόθεση ότι μετατόπιση των ΤΜ3 και ΤΜ5 που παρατηρείται κατά την ενεργοποίηση των 

υποδοχέων της οικογένειας Α των GPCRs (15), πιθανόν να συμβαίνει και στους υποδοχείς της 

οικογένειας Β και να παρεμποδίζεται ενισχύοντας τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ΤΜ3 και 

ΤΜ5 αμινοξέων. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται περαιτέρω από το γεγονός ότι μετάλλαξη της 

G2103.47 σε Ala (G2103.47A) επηρέασε πολύ λιγότερο, τόσο τη συγγένεια δέσμευσης, όσο και 

την ισχύ της σοβαγίνης. Αντίθετα με τη Cys, η Ala στη θέση 2103.47 του CRF1R δεν σχηματίζει 

δεσμό υδρογόνου με τη N2835.54, επηρεάζοντας έτσι σε πολύ μικρότερο βαθμό την 

ενεργοποίηση του υποδοχέα.  

Παρόμοια με τη G2103.47, η F2033.40 της TM3 φάνηκε να παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ενεργοποίηση του υποδοχέα. Μετάλλαξη της F2033.40 σε Cys (F2033.40C) μείωσε σημαντικά την 

ικανότητα του υποδοχέα να μεταβαίνει στην ενεργό κατάστασή του και να δεσμεύει με υψηλή 

συγγένεια τη σοβαγίνη. Αξιοσημείωτο ειναι το γεγονός ότι η εισαγωγή πλευρικής αλυσίδας 

τύπου λυσίνης στον F2033.40C έπειτα από την αντίδρασή του με το θετικά φορτισμένο MTSEA, 

αποκατέστησε τη δέσμευση της σοβαγίνης σε φυσιολογικά επίπεδα. Πρόμοια, η εισαγωγή της 

πλευρικής αλυσίδας της Lys στη θέση 2033.40 μετά από τη μετάλλαξη της F2033.40 σε Lys 

(F2033.40K) δεν τροποποίησε σημαντικά την υψηλής συγγένειας δέσμευση της σοβαγίνης. 

Όπως παρατηρήθηκε για την F2033.40K, έτσι και η μετάλλαξη της F2033.40 σε Trp (F2033.40 W) ή 

σε Ile (F2033.40 I) δεν μείωσε την υψηλής συγγένειας δέσμευση και ισχύ της σοβαγίνης. 

Αντίθετα η αφαίρεση της υδρόφοβης πλευρικής αλυσίδας στη θέση 2033.40 μετά από τη 

μετάλλαξή της σε Ala, μείωσε σημαντικά τη συγγένεια δέσμευσης και ισχύ της σοβαγίνης.  

Βασιζόμενοι στα αποτελέσματά μας και στη σύγκριση της κρυσταλλικής δομής του 

ανενεργού CRF1R με τις κρυσταλλικές δομές του ανενεργού και ενεργού β2 αδρενεργικού 

υποδοχέα (β2AR) που ανήκει στην οικογένεια Α των GPCRs, οδηγούμαστε στο συμπέρασμα ότι 

η F2033.40 της TM3 και η L3236.44 της TM6 του CRF1R, πιθανόν να σχηματίζουν μια αρωματική-

αλειφατική αλληλεπίδραση στην ανενεργό κατάσταση του υποδοχέα. Παρόμοια με τον β2AR, 

η ενεργοποίηση του CRF1R, σχετίζεται με αλλαγή του προσανατολισμού της F2033.40 σχετικά με 

τη L3236.44, προς κάποιο γειτονικό αρωματικό αμινοξύ με το οποίο πιθανόν να αλληλεπιδρά. 

Μια τέτοια αρωματική-αρωματική αλληλεπίδραση πιθανόν να σταθεροποιεί την υψηλής 

συγγένειας δέσμευση της σοβαγίνης της ενεργού κατάστασης του CRF1R. Το γεγονός ότι η 

F2033.40K μετάλλαξη δεν τροποποίησε τη δέσμευση της σοβαγίνης ενισχύει περαιτέρω την 

υπόθεση αυτή. Η Lys (όπως η K2033.40) έχει δειχθεί ότι μπορεί να σχηματίζει κατιόν-π 

αλληλεπιδράσεις με αρωματικά αμινοξέα (16,17). 
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Παρά το γεγονός ότι η μετάλλαξη της F2033.40 στην υδρόφιλη Lys (F2033.40K) δεν άλλαξε 

την ικανότητα του CRF1R να μεταβαίνει στην ενεργό του κατάσταση, η τροποποίηση αυτή 

κατήργησε την δέσμευση του υδρόφοβου μη πεπτιδικού CRF ανταγωνιστή, ανταλαρμίνη στον 

υποδοχέα αυτόν. Παρόμοια, η μετάλλαξη F2033.40A κατήργησε την ικανότητα του υποδοχέα να 

δεσμεύει την ανταλαρμίνη. Αντίθετα, οι υδρόφοβες υποκαταστάσεις F2033.40W και F2033.40I 

δεν μείωσαν τη δέσμευση και τις ανταγωνιστικές ιδιότητες της ανταλαρμίνης. Τα 

αποτελέσματα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η F2033.40 αλληλεπιδρά με τους μη 

πεπτιδικούς CRF ανταγωνιστές, όπως παρατηρήθηκε και στη κρυσταλλική δομή του CRF1R 

δεσμευμένου με τον μη πεπτιδικό ανταγωνιστή CP-376395 (13). Η αλληλεπίδραση των μη 

πεπτιδικών CRF ανταγωνιστών με τις ΤΜs του CRF1R πιθανόν να παρεμποδίζει μετατοπίσεις 

των περιοχών αυτών που σχετίζονται με την ενεργοποίηση του υποδοχέα.   

Συμπερασματικά, η παρούσα μελέτη πρόσφερε δομικές πληροφορίες για τον CRF1R 

και διαλεύκανε τους μοριακούς μηχανισμούς ενεργοποίησης του υποδοχέα και ανταγωνισμού 

της από τους μη πεπτιδικούς CRF ανταγωνιστές. Επιπρόσθετα στη μελέτη αυτή σχεδιάστηκαν, 

συντέθησαν και χαρακτηρίστηκαν φαρμακολογικά μη πεπτιδικά ανάλογα του CRF. Ανάμεσα 

στα 50 ανάλογα που εξετάστηκαν, τέσσερα παρουσίασαν ικανοποιητικές συγγένειες 

δέσμευσης για τον CRF1R και επιλέχθηκαν ως ανάλογα «οδηγοί» με βάση τα οποία θα 

συντεθούν νέα μόρια. Όλα τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης θέτουν τη βάση για το 

σχεδιασμό νέων μη πεπτιδικών CRF1R-εκλεκτικών ανταγωνιστών με βελτιωμένες 

φαρμακοδυναμικές και φαρμακοκινητικές ιδιότητες που θα εμπλουτίσουν το φαρμακευτικό 

οπλοστάσιο εναντίον παθήσεων στις οποίες εμπλέκεται ο CRF1R όπως η κατάθλιψη και το 

άγχος.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Το υποθαλαμικό πεπτίδιο CRF και διατήρηση της ομοιόστασης 

Η επιβίωση εξαρτάται από την διατήρηση της ομοιόστασης, μιας σύνθετης δυναμικής 

ισορροπίας του οργανισμού, η οποία συνεχώς βάλλεται τόσο από εσωτερικά όσο και από 

εξωτερικά ερεθίσματα (στρεσογόνα ερεθίσματα) (1). Στις αρχές του 20ου αιώνα ο Cannon 

απέδειξε πειραματικά ότι η απάντηση του οργανισμού στα στρεσογόνα ερεθίσματα, 

συνδέεται με την έκκριση και τη συντονισμένη δράση των κατεχολαμινών σε πολλά 

συστήματα του οργανισμού μας, περιγράφοντας το φαινόμενο αυτό ώς την αντίδραση «πάλης 

ή φυγής» (fight or flight) του οργανισμού (2,3). Όμως λίγο αργότερα ο Selye, πρότεινε, ότι δεν 

είναι μόνο οι κατεχολαμίνες που παίζουν ρόλο στην απάντηση του οργανισμού στο στρες αλλά 

και τα κορτικοειδή που εκλύονται από τα επινεφρίδια υπό την επίδραση της 

αδρενοκορτικοτρόπου ορμόνης (ή κορτικοτροπίνης, ACTH) και κατ΄επέκταση υποθαλαμικών 

παραγόντων/ ορμονών που ρυθμίζουν την έκκριση της ACTH από την πρόσθια υπόφυση (4-6).  

Οι πρώτες υποθέσεις για τη ρύθμιση της λειτουργίας της πρόσθιας υπόφυσης από 

υποθαλαμικούς παράγοντες είχαν γίνει από τον Harris το 1948 (7). Οι υποθέσεις αυτές 

επιβεβαιώθηκαν από τους Saffran και Schally το 1955, οι οποίοι ονόμασαν τον υποθαλαμικό 

παράγοντα που ρύθμιζε την απελευθέρωση της ACTH, εκλυτικό παράγοντα της 

κορτικοτροπίνης (corticotropin releasing factor, CRF) (8). Ο εκλυτικός παράγοντας της 

κορτικοτροπίνης απομονώθηκε από υποθαλαμικά εκχυλίσματα προβάτων και χαρακτηρίστηκε 

δομικά για πρώτη φορά από τον Vale το 1981, ο οποίος έδειξε ότι είναι ένα πεπτίδιο 41 

αμινοξέων (9).  

Επιπρόσθετα του παρακοιλιακού, υπεροπτικού και τοξοειδή πυρήνα του υποθαλάμου 

(10) ο CRF  εντοπίζεται και σε άλλες περιοχές του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) καθώς 

και στη περιφέρεια δικαιολογώντας έτσι τις δράσεις του σε πολλά συστήματα με σκοπό τη 

διατήρηση της ομοιόστασης. Στο ΚΝΣ, ο CRF είναι κατανεμημένος σε πολλές περιοχές του 

όπως εγκεφαλικό φλοιό, ιππόκαμπο,  αμυγδαλή, πυρήνα μέσης προεξοχής, παρεγκεφαλίδα 

και νωτιαίο μυελό (11-14). Στην περιφέρεια, εντοπίζεται σε πλήθος οργάνων όπως πνεύμονα, 
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καρδιά, στομάχι, δωδεκαδάκτυλο, παχύ έντερο, πάγκρεας, δέρμα και ήπαρ (15-22). Επίσης 

βρέθηκε σε κύτταρα Leydig όρχεων, σε αρκετές περιοχές του ενδομητρίου, στον ανθρώπινο 

πλακούντα, σε κύτταρα του επιθηλίου της μήτρας, καθώς και στο αμνιακό υγρό (23-26). Ο CRF 

έχει ακόμη ανιχνευτεί σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, όπως Β και Τ 

λεμφοκύτταρα καθώς και σε ουδετερόφιλα (27,28). Εκτός των φυσιολογικών κυττάρων 

βρέθηκε επίσης σε πληθώρα καρκινικών κυττάρων προερχόμενα από μαστό, πνεύμονα και 

θύμο αδένα (19,29,30). 

1.2 Ο CRF εκπρόσωπος μιας οικογένειας νευροπεπτιδίων 

Πολύ σύντoμα μετά την απομόνωση του CRF από τον υποθάλαμο προβάτου, 

ακολούθησε ο προσδιορισμός του CRF σε διάφορα είδη θηλαστικών και μη θηλαστικών 

οργανισμών όπως στον επίμυ, άνθρωπο, βοοειδή, γουρούνια, βδέλλα και βάτραχο (31-37). Τα 

πεπτίδια CRF που απομονώθηκαν από διαφορετικά είδη διέφεραν μεταξύ τους μόνο κατά 

μερικά αμινοξέα, παρουσιάζοντας περισσότερο από 80% ομοιότητα στην αμινοξική τους 

αλληλουχία (38,39). 

Όμως εκτός από τον CRF, προσδιορίστηκαν και διαφορετικά πεπτίδια τα οποία είχαν 

παρόμοιες ιδιότητες με εκείνες του CRF και χαρακτηρίστηκαν ως CRF-συγγενή πεπτίδια 

(Εικόνα 1.1). Συγκεκριμένα, απομονώθηκαν η ουροτενσίνη Ι (Urotensin I ή Uro1) από το 

Catostomus commersoni (είδος ψαριού) και η σοβαγίνη (Sauvagine ή SVG) από το δέρμα της 

Phyllomedusa sauvegei (είδος βατράχου) (40,41). Σχεδόν 15 χρόνια αργότερα, απομονώθηκε 

το γονίδιο ενός νέου CRF-συγγενούς πεπτιδίου από τον εγκέφαλο επίμυος, το οποίο 

ονομάστηκε ουροκορτίνη (Urocortin I ή Ucn1) (42). Το πεπτίδιο αυτό, είχε παρόμοιες 

φυσιολογικές δράσεις με εκείνες του CRF και η αμινοξική του αλληλουχία παρουσίαζε 

ποσοστά ομολογίας 43-45%,  53-63% και 35% με την αμινοξική αλληλουχία του CRF, της 

ουροτενσίνης και της σοβαγίνης αντίστοιχα (38,42-44). Η ουροκορτίνη εντοπίζεται σε 

διάφορες περιοχές του ΚΝΣ, όπως  στους  πυρήνες Edinger-Westphal και της πλάγιας ελαίας, 

στον ιππόκαμπο, στα βασικά γάγγλια, στον παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάμου και στον 

πλάγιο υποθάλαμο (42,44-46). Το πεπτίδιο αυτό, όπως και ο CRF, εκφράζεται σε αρκετούς 

ιστούς στην περιφέρεια, όπως σε καρδιά, πλακούντα, έντερο, σπλήνα, προστάτη, δέρμα, θύμο 

αδένα, καθώς και σε όργανα του ανοσοποιητικού συστήματος (44,47).  
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Εικόνα 1.1 : Πεπτίδια της οικογένειας του CRF. Ac: ακέτυλ, Z: Nle, f: D-Phe, X:  Leu(Me), U: pGlu. 

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η απομόνωση ενός γονιδίου από τον εγκέφαλο 

επίμυος που κωδικοποιούσε ένα πεπτίδιο 38 αμινοξέων, που ονομάστηκε ουροκορτίνη ΙΙ 

(Ucn2) και το οποίο παρουσίαζε κατά 34% και 42% ομολογία αμινοξέων με τον CRF και την 

Ucn1 αντίστοιχα (39,44,48). Η Ucn2 εντοπίζεται σε υποφλοιώδεις περιοχές του εγκεφάλου, 

όπως στον επικλινή πυρήνα του υποθαλάμου, τον υπομέλανα τόπο και τον τοξοειδή πυρήνα 

καθώς επίσης και στην περιφέρεια, όπου εντοπίζεται σε καρδιά, πνεύμονες, στομάχι, κύτταρα 

του αίματος, δέρμα και πλακούντα (44,45,49,50). Την απομόνωση του γονιδίου της Ucn2 

ακολούθησε  ο προσδιορισμός ενός ακόμα CRF-συγγενούς πεπτιδίου, της ουροκορτίνης ΙΙΙ 

(Ucn3), τόσο στο ανθρώπινο όσο και στο γονιδίωμα μυός (51).  Η Ucn3 του ανθρώπου και του 

μυός, παρουσιάζουν μεταξύ τους ομολογία αμινοξέων 90%, ενώ με την Ucn2 μυός 40% 
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(39,51). Επιπλέον η Ucn3 παρουσιάζει μικρά ποσοστά ομολογίας τόσο με την Ucn1 όσο και με 

τον CRF τα οποία δεν ξεπερνούν το 21% και 32% αντίστοιχα (39,51).   

Παρόμοια με τον CRF, την Ucn1 και την Ucn2, η Ucn3 εντοπίζεται τόσο στο ΚΝΣ όσο και 

στη περιφέρεια. Έτσι στον εγκέφαλο βρίσκεται στη περιοχή του μέσου προοπτικού πυρήνα, 

στο οπίσθιο τμήμα του βασικού πυρήνα τελικής ταινίας και στην αμυγδαλή, ενώ στην 

περιφέρεια, η Ucn3 ανιχνεύεται σε καρδιά, δέρμα, θυρεοειδή αδένα, επινεφρίδια, πάγκρεας, 

σπλήνα, ωοθήκες και νεφρά (45,47,51-53). Στην οικόγενεια του CRF συγκαταλλέγονται και μη 

φυσιολογικά πεπτίδια που συντέθηκαν πρόσφατα με βάση τις δομές του CRF, των 

ουροκορτινών και της σοβαγίνης (Εικόνα 1.1), όπως εκείνα της κορταγίνης, του α-ελικοειδή 

CRF (9–41), της αστρεσσίνης (cyclo (30-33) [DPhe12, Nle21,38, Glu30, Lys33] hCRF(12–41), της 

αστρεσσίνης-2Β, της αντισοβαγίνης-30, της στρεσσίνης 1 καθώς και άλλα που αναφέρονται 

παρακάτω (54-59). Παράλληλα συντέθηκαν και μη πεπτιδικά, μικρομοριακά ανάλογα όπως η 

ανταλαρμίνη και το ΝΒΙ 27914 (60,61). 

 

1.3 Δομικά χαρακτηριστικά των πεπτιδίων της οικογένειας του CRF και 

βιολογική δράση τους 

Τα πεπτίδια της οικογένειας του CRF αποτελούνται από ένα αμινοτελικό τμήμα (Ν-

άκρο) και ένα καρβοξυτελικό τμήμα (C-άκρο) που ενώνονται μεταξύ τους με ένα ενδιάμεσο 

τμήμα το οποίο μπορεί να πάρει δομή α-έλικας (39,62). Η δομή α-έλικας είναι η δομή που 

λαμβάνει τόσο ο CRF όσο και τα συγγενή του πεπτίδια όταν βρίσκονται σε υδρόφοβο 

περιβάλλον και η οποία αποσταθεροποιείται όταν βρεθούν σε υδατικό περιβάλλον (62,63). Η 

ικανότητα των πεπτιδίων της οικογένειας του CRF να λαμβάνουν δομή α-έλικας  σε υδρόφοβο 

περιβάλλον οδήγησε στην υπόθεση ότι η δέσμευσή τους σε ειδικές για αυτά θέσεις που 

βρίσκονται στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων επάγει την α-ελικοειδή 

στερεοδιαμόρφωσή τους, η οποία είναι και η βιολογικώς δραστική (62-64). Πράγματι, η 

αντικατάσταση αμινοξέων του CRF προβάτου (οCRF) με αμινοξέα που επάγουν την δομή α-

έλικας είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση της βιολογικής ισχύος του πεπτιδίου (65).  
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Ο σημαντικός ρόλος της α-ελικοειδούς δομής του CRF και των συγγενών του πεπτιδίων 

ενισχύθηκε ακόμη περισσότερο όταν αμινοξέα του oCRF αντικαταστάθηκαν με D-αμινοξέα, τα 

οποία έχει δειχθεί ότι αποσταθεροποιούν την δομή α-έλικας, γεγονός που οδήγησε σε 

σημαντική μείωση της βιολογικής δραστικότητας του πεπτιδίου (66-68). Ακόμη δείχτηκε ότι η 

α-ελικοειδής διαμόρφωση του τμήματος που συνδέει τα αμινοτελικά αμινοξέα και τα 

καρβοξυτελικά αμινοξέα του CRF και της Ucn 1 είναι σημαντική για τη λειτουργικότητα των 

πεπτιδίων (69). 

 Επιπρόσθετα του σημαντικού ρόλου της α-ελικοειδούς δομής του CRF και των 

συγγενών του πεπτιδίων, δείχτηκε ότι τα αμινοξέα του Ν-άκρου και του C-άκρου τους παίζουν 

επίσης σημαντικό ρόλο στην βιολογική τους δραστικότητα (69,70). Τροποποιήσεις στις 

περιοχές αυτές οδήγησαν σε σημαντική αλλαγή των βιολογικών τους ιδιοτήτων. Συγκεκριμένα 

η αντικατάσταση αμινοξέων του C-άκρου του oCRF όπως η  Arg35 και η Leu38 με αλανίνη, είχε 

ως αποτέλεσμα την σημαντική μείωση έως κατάργηση της ισχύος του πεπτιδίου αυτού να 

διεγείρει την απελευθέρωση της ACTH in vitro (71). Ακόμη η απαλοιφή των καρβοξυτελικών 

αμινοξέων Ile40 και Ala41 του oCRF (CRF (1-39)) οδήγησε σε δραματική μείωση της βιολογικής 

του ισχύος (71). Πολύ σημαντικό ρόλο όμως φάνηκε να παίζει και η αμιδίωση του τελευταίου  

καρβοξυτελικού αμινοξέος του οCRF, αφού αντικατάσταση της αμιδιωμένης από ελεύθερη 

καρβοξυλική ομάδα οδήγησε σε κατάργηση της βιολογικής ισχύος του πεπτιδίου (71).  

Παρόμοια με το C-άκρο η αντικατάσταση με αλανίνη των αμινοξέων του Ν-άκρου του 

CRF είχε ως αποτέλεσμα σημαντική μείωση (Ser7, Asp9, Thr11, His13, Leu15, Arg16, Val18, 

Leu19), έως πλήρη κατάργηση (Ile6, Leu8, Leu10, Phe12, Leu14) της ικανότητας του να 

διεγείρει της απελευθέρωση της ACTH από κύτταρα της υπόφυσης in vitro (71). Όλα τα 

παραπάνω αποτελέσματα επισημαίνουν τον σημαντικό δομικό ρόλο των καρβοξυτελικών και 

αμινοτελικών αμινοξέων της οικογένειας των πεπτιδίων του CRF. Όλες οι μελέτες δομής-

λειτουργίας του CRF που έχουν γίνει μέχρι σήμερα κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το C-άκρο 

των πεπτιδίων της οικογένειας του CRF παίζει κύριο ρόλο στην αλληλεπίδραση των πεπτιδίων 

με ειδικές θέσεις δέσμευσής τους, ενώ το Ν-άκρο στην εμφάνιση βιολογικού αποτελέσματος 

(39).  
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1.4 Θέσεις δέσμευσης του CRF και των συγγενών του πεπτιδίων 

Πολύ σύντομα μετά την απομόνωση και τον χαρακτηρισμό του CRF από τον Vale, o 

Wynn και οι συνεργάτες του παρουσίασαν για πρώτη φορά την ύπαρξη ειδικών θέσεων 

δέσμευσης για τον CRF σε µεµβρανικά παρασκευάσματα υπόφυσης επίµυος (72). Στη 

συνέχεια ακολούθησαν πολυάριθμες μελέτες που προσδιόρισαν την ύπαρξη ειδικών θέσεων 

δέσμευσης για τον CRF σε διάφορες περιοχές του ΚΝΣ καθώς και στην περιφέρεια (15,73-79). 

Παράλληλα με τις μελέτες για την κατανομή των θέσεων δέσμευσης του CRF στους διάφορους 

ιστούς, πολλές ερευνητικές ομάδες προσπάθησαν να προσδιορίσουν τα βιοχημικά 

χαρακτηριστικά αυτών των θέσεων δέσμευσης. Συγκεκριμένα, βρήκαν ότι οι θέσεις δέσμευσης 

του CRF, είναι γλυκοπρωτεΐνες της πλασματικής μεμβράνης του κυττάρου, των οποίων το 

μοριακό βάρος ήταν της τάξης των 40kDa-45kDa (80,81). Επίσης βρέθηκε ότι η δέσμευση του 

CRF στις θέσεις αυτές προκαλούσε την ενεργοποίηση ενδοκυττάριων σηματοδοτικών οδών και 

συγκεκριμένα εκείνης του ενζύμου της αδενυλικής κυκλάσης (AC) (80). Ακόμη βρέθηκε, ότι η 

ειδική δέσμευση του CRF στις θέσεις δέσμευσης του, ενισχύθηκε παρουσία δισθενών ιόντων 

όπως το Mg2+, Ca2+ και Mn2+, ενώ αντίθετα η παρουσία του μη υδρολυόμενου παραγώγου του 

GTP, GTP-γS, οδήγησε σε δοσοεξαρτώμενη μείωση της υψηλής συγγένειας δέσμευσης του CRF 

(15,80,82). Το GTP-γS δεσμεύεται μη αντιστρεπτά με τις G-πρωτεΐνες και προκαλεί την 

απομάκρυνσή τους από τις θέσεις δέσμευσης των προσδετών-αγωνιστών, όπως του CRF, με 

αποτέλεσμα οι τελευταίες να δεσμεύουν με χαμηλή συγγένεια αυτούς (80). Τα παραπάνω 

οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι οι θέσεις δέσμευσης του CRF αλληλεπιδρούν με τις G-

πρωτεΐνες  (82).  

1.5 Υποδοχείς του CRF και των συγγενών του πεπτιδίων 

Το 1993 παρουσιάζεται για πρώτη φορά από την ομάδα του Vale η κλωνοποίηση του 

cDNA για τον τύπο 1 υποδοχέα του CRF (CRF1R), επιτρέποντας έτσι τον μοριακό χαρακτηρισμό 

των θέσεων δέσμευσής του (83). Το κλωνοποιημένο cDNA κωδικοποιούσε μια πρωτεΐνη 415 

αμινοξέων, η οποία ανήκει στην υπεροικογένεια των υποδοχέων που συζευγνύονται με τις G-

πρωτεΐνες (GPCRs) (83). Η υπεροικογένεια των GPCRs αποτελείται από 5 οικογένειες, από τις 

οποίες η οικογένεια Β περιλαμβάνει τον CRF1R (Εικόνα 1.2) (84,85). Μέχρι σήμερα έχουν 

προσδιοριστεί οκτώ ισομορφές του CRF1R (CRF1αR, CRF1βR, CRF1cR- CRF1hR) οι οποίες έχουν 
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προκύψει από εναλλακτικό κόψιμο και συρραφή των εξωνίων του γονιδίου του και διαφέρουν 

δομικά και λειτουργικά μεταξύ τους, με την ισομορφή CRF1αR (ή CRF1R), να αποτελεί την 

πλήρως λειτουργική ισομορφή του υποδοχέα αυτού (38,39,44). Ο CRF1R εντοπίζεται σε 

σημαντικές ποσότητες στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης μεσολαβώντας την έκλυση της ACTH 

από τον CRF (44,83). Επίσης, όπως ο CRF, ο CRF1R εντοπίζεται σε αρκετές περιοχές του ΚΝΣ 

όπως σε φλοιό, αμυγδαλή, παρεγκεφαλίδα, ιππόκαμπο και οσφρητικούς βολβούς (38,45,80). 

Στην περιφέρεια, ανιχνεύεται σε δέρμα, επινεφρίδια, ωοθήκες, όρχεις, πλακούντα, λιπώδη 

ιστό, σπλήνα, κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και έντερο (44,47,86,87).  

 

Εικόνα 1.2:  Υποδοχείς της οικογένειας Β των GPCRs και οι ενδογενείς προσδέτες τους (85).  

Την κλωνοποίηση και τον χαρακτηρισμό του CRF1R, ακολούθησε η απομόνωση ενός 

cDNA, που κωδικοποιούσε έναν δεύτερο τύπο υποδοχέα του CRF, τον CRF2R, ή CRF2αR (88). Ο 

CRF2αR αποτελείται από 411 αμινοξέα και παρουσιάζει 70% ομολογία στην αμινοξική του 

αλληλουχία με τον CRF1R (88,89). Ο CRF2αR ανιχνεύεται σε διάφορες περιοχές του ΚΝΣ, όπως 

υποθάλαμο, ιππόκαμπο, αμυγδαλή, βασικό πυρήνα της τελικής ταινίας, οσφρητικούς βολβούς 

και πυρήνες της ραφής καθώς και σε ιστούς της περιφέρειας, όπως καρδιά, πνεύμονες, 

ωοθήκες, σκελετικούς μύες, γαστρεντερικό σύστημα, δέρμα και λιπώδη ιστό (44,45,47,88,91-

98). Επιπρόσθετα βρέθηκε μια ακόμη ισομορφή του CRF2R, ο CRF2βR, που αποτελείται από 431 

αμινοξέα, ενώ λίγο αργότερα προσδιορίστηκε και μια τρίτη ισομορφή, 397 αμινοξέων, ο 

CRF2γR (39,88,90). Αντίθετα με τις ισομορφές του CRF1R, οι ισομορφές του CRF2R είναι και οι 

τρείς λειτουργικές (38). Τέλος εντοπίστηκε και ένας τρίτος τύπος υποδοχέας του CRF (CRF3R) 
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στην υπόφυση, εγκέφαλο και ουρόφυση του γατόψαρου, ο οποίος αποτελείται από 428 

αμινοξέα (99). Η ύπαρξη διαφορετικών τύπων υποδοχέων στο ΚΝΣ και στη περιφέρεια και ο 

διαφορετικός τρόπος εντοπισμού και αλληλεπικάλυψής τους μπορεί να εξηγήσει τις 

πολλαπλές δράσεις του CRF και των συγγενών ενδογενών πεπτιδίων του, σε διάφορα 

συστήματα.  

 

Εικόνα 1.3:  Αναπαράσταση των λειτουργικών ισομορφών των υποδοχέων του CRF και των 

ενδογενών προσδετών τους, CRF (ή CRH), Ucn1, (ή Urocortin I), Ucn2, (ή Urocortin II) και Ucn3, 

(ή Urocortin IΙΙ)  (100). 

 

Στην πολυπλοκότητα των δράσεων του CRF συμβάλλει και ο διαφορετικός τρόπος με 

τον οποίο δεσμεύονται τα διάφορα ενδογενή πεπτίδια αγωνιστές της οικογένειας του CRF 

στους διαφορετικούς τύπους των CRF υποδοχέων. Συγκεκριμένα ο CRF ανθρώπου/ επίμυος 

(h/r CRF) και ιδιαίτερα ο οCRF δεσμεύονται με μεγαλύτερη συγγένεια στον CRF1R από ότι στον 

CRF2R (101). Αν και η ανθρώπινη Ucn1 παρουσιάζει σε σχέση µε τον h/rCRF περίπου 5 φορές 

μεγαλύτερη συγγένεια δέσμευσης για τον CRF1R εντούτοις δεσμεύεται στον CRF2R με 100 

φορές μεγαλύτερη συγγένεια δέσμευσης από ότι ο h/rCRF (86,102). Λαμβάνοντας υπόψη ότι η 

Ucn1 εκφράζεται σε περιοχές του εγκεφάλου στις οποίες εκφράζεται και ο CRF2R, ο Vaughan 

και οι συνεργάτες του υπέθεσαν  ότι η ουροκορτίνη είναι ο «φυσιολογικός» ενδογενής CRF2R 
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αγωνιστής, ενώ ο CRF είναι ο «φυσιολογικός» ενδογενής CRF1R αγωνιστής (42,103). 

Φυσιολογικοί αγωνιστές για τον CRF2R είναι και οι Ucn2 και Ucn3 οι οποίες δεσμεύονται  

εκλεκτικά στον CRF2R (39). Αντίθετα με τις Ucn2 και Ucn3, η σοβαγίνη δεσμεύεται μη 

εκλεκτικά και με παρόμοιες συγγένειες στους δύο τύπους CRF υποδοχέων (86,102).   

Μελέτες ανάλυσης της υδροφοβικότητας των κλωνοποιημένων υποδοχέων του CRF, 

έδειξαν ότι αυτοί παρουσιάζουν τη χαρακτηριστική μορφολογία των GPCRs, δηλαδή επτά 

διαμεμβρανικές περιοχές (ΤΜs) οι οποίες συνδέονται μεταξύ τους με τρεις εξωκυττάριους 

(ELs) και τρεις ενδοκυττάριους (ILs) βρόγχους (44,83,88). Επιπρόσθετα, οι υποδοχείς του CRF 

διαθέτουν μια εξωκυττάρια αμινοτελική περιοχή (Ν-περιοχή) και μια ενδοκυττάρια 

καρβοξυτελική περιοχή (C-περιοχή) (44,83,88,94,104,105). Όπως όλοι οι GPCRs, η δέσμευση 

του CRF καθώς και άλλων αγωνιστών της οικογένειας των πεπτιδίων του CRF όπως η σοβαγίνη 

και η ουροκορτίνες στις εξωκυττάριες περιοχές των υποδοχέων του CRF, οδηγεί στην 

ενεργοποίηση τους που σχετίζεται με αλλαγές της στερεοδιαμόρφωσής τους (44). Οι αλλαγές 

αυτές μεταφερόμενες μέσω των ΤΜs φθάνουν έως τις ενδοκυττάριες περιοχές των υποδοχέων 

και είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδρασή τους με τις G-πρωτεΐνες και την ενεργοποίηση των 

τελευταίων, οδηγώντας έτσι σε ένα βιολογικό αποτέλεσμα (44).  

 

1.6 Σηματοδότηση υποδοχέων του CRF 

Η ενεργοποίηση των υποδοχέων του CRF οδηγεί στην αλληλεπίδρασή τους με τις G 

πρωτεΐνες που αποτελούνται από τις Gα υπομονάδες και το σύμπλοκο των Gβγ υπομονάδων. 

Μελέτες, σε ιστούς από φλοιό εγκεφάλου επίμυος καθώς επίσης και σε κύτταρα ΗΕΚ293 που 

υπερέκφραζαν τους υποδοχείς του CRF, έδειξαν ότι οι υποδοχείς αυτοί μπορούν να 

αλληλεπιδρούν και να ενεργοποιούν διαφορετικά είδη Gα υπομονάδων, όπως τις Gαs, Gαi, Gαo, 

Gαq και Gαz (44,106). Αρχικά η ενεργοποίηση των Gα υπομονάδων, από τους υποδοχείς του 

CRF, οδηγεί σε διαχωρισμό τους από το ετεροδιμερές σύμπλοκο Gβγ. Στη συνέχεια, οι 

ενεργοποιημένες Gα υπομονάδες καθώς επίσης και τα Gβγ ετεροδιμερή σύμπλοκα εμπλέκονται 

στη ρύθμιση πολλών σηματοδοτικών οδών (107,108).  
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Από τις διαφορετικές σηματοδοτικές οδούς, εκείνη των Gαs πρωτεΐνων είναι υπεύθυνη 

για τη πλειοψηφία των φυσιολογικών δράσεων του CRF και των συγγενών του πεπτιδίων, τόσο 

στο ΚΝΣ αλλά και στην περιφέρεια (109). Οι ενεργοποιημένες Gαs πρωτεΐνες, διεγείρουν το 

ένζυμο της αδενυλικής κυκλάσης (ΑC), με αποτέλεσμα την παραγωγή 3’, 5’–κυκλικής 

μονοφωσφορικής αδενοσίνης (κυκλικού ΑΜΡ ή cAMP), που με τη σειρά της ενεργοποιεί την 

πρωτεϊνική κινάση Α (ΡΚΑ), προκαλώντας έτσι έναν καταρράκτη φωσφορυλιώσεων και 

οδηγώντας σε κάποιο βιολογικό αποτέλεσμα (Εικόνα 1.4) (44,110). Η CRF1R-διεγειρόμενη 

σηματοδοτική οδός cAMP/PKA επάγει ενδοκυττάρια γεγονότα όπως τη ρύθμιση της 

δραστηριότητας της κινάσης ERK1/2 (107,111,112). Αντίθετα η επαγώμενη διέγερση της 

παραγωγής cAMP από την ενεργοποίηση του CRF1R στον υπομέλανα τόπο φάνηκε να 

ενεργοποιεί τη σηματοδοτική οδό Epac-ERK, με τρόπο ανεξάρτητο της ΡΚΑ (113).  

Επιπρόσθετα της Gαs, η ενεργοποίηση των υποδοχέων του CRF μπορεί να οδηγήσει στη 

διέγερση των Gαi πρωτεϊνών που αναστέλλουν τη λειτουργία της AC, και των Gαq πρωτεϊνών 

που ενεργοποιούν τη φωσφολιπάση C (PLC) (44). Η ενεργοποιημένη PLC, υδρολύει τη 

διφωσφορική 4, 5-φωσφατιδυλινοσιτόλη (PIP2) σε διακυλογλυκερόλη (DAG) και 1, 4, 5-

τριφωσφορική ινοσιτόλη (IP3). Στη συνέχεια η DAG ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση C (PKC), 

προκαλώντας έτσι αύξηση της πρωτεϊνικής φωσφορυλίωσης, ενώ η IP3 συμβάλει στην 

απελευθέρωση Ca2+ από ενδοκυττάριες αποθήκες του, το οποίο παίζει επίσης ρόλο στη 

κυτταρική σηματοδότηση (Εικόνα 1.4) (44).  

Η απελευθέρωση του Ca2+ από τις ενδοκυττάριες αποθήκες του μετά την 

ενεργοποίηση των CRF1R και CRF2R μπορεί να επιτευχθεί όχι μόνο μέσω διέγερσης της 

σηματοδοτικής οδού Gαq/PLC, αλλά και εκείνων της Gβγ/PLC, και της κινάσης 3-

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (PI3-K)/ PLC (107,115). Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι η CRF1R-

επαγώμενη ενεργοποίηση των σηματοδοτικών οδών της PI3-K και της PLC, καθώς επίσης και η 

μετακίνηση του Ca2+ από τις ενδοκυττάριες αποθήκες του παρόμοια με την διέγερση της Gαs 

σηματοδοτικής οδού, οδήγησε σε ενεργοποίηση της ERK1/2 κινάσης (107,116).  
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Εικόνα 1.4: Σχηματική αναπαράσταση των ενδοκυττάριων σηματοδοτικών οδών που διεγείρει 

η ενεργοποίηση των υποδοχέων του CRF (114). 

Η ενεργοποίηση των CRF1R και CRF2R δεν οδηγεί μόνο στη διέγερση της ERK1/2 αλλά 

και της p38 MAPK που μαζί με την ERK1/2 παίζουν σημαντικό ρόλο στην κυτταρική λειτουργία 

(108,117). Συγκεκριμένα η CRF1R-επαγώμενη ενεργοποίηση της p38 MAPK σε κύτταρα PC12 

οδήγησε σε παραγωγή του προσδέτη Fas και σε απόπτωση (118,119). Επομένως οι υποδοχείς 

του CRF, αλληλεπιδρώντας με διαφορετικές G-πρωτεΐνες, μπορούν να ενεργοποιήσουν 

διαφορετικές κυτταρικές σηματοδοτικές οδούς και να οδηγήσουν σε πληθώρα βιολογικών 

αποτελεσμάτων. 
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1.7 Φυσιολογικές και παθοφυσιολογικές δράσεις του CRF 

Ο CRF και οι ουροκορτίνες μέσω αλληλεπίδρασής τους με τους CRF1R και CRF2R και 

ενεργοποίηση διαφορετικών κυτταρικών σηματοδοτικών οδών  σε διαφορετικά συστήματα, 

όπως ΚΝΣ, ενδοκρινικό, καρδιαγγειακό, γαστρεντερικό, ανοσοποιητικό και άλλων, ασκούν 

πλήθος διαφορετικών βιολογικών δράσεων, που η ενορχήστρωσή τους στοχεύει στη 

διατήρηση της ομοιόστασης ως απάντηση του οργανισμού στα στρεσογόνα ερεθίσματα 

(1,120). Τροποποίηση των CRF συστημάτων μπορεί να επηρεάσει τις φυσιολογικές λειτουργίες 

του οργανισμού και να οδηγήσει σε διαταραχές της ομοιόστασης και εκδήλωση παθολογικών 

καταστάσεων (121-130). 

 

Εικόνα 1.5: Ο ρόλος του εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης (CRF) στη λειτουργία του 

ΗΡΑ άξονα (131). 

 

1.7.1 CRF και Νευροενδοκρινικό σύστημα 

  Η κυριότερη απάντηση του νευροενδοκρινικού συστήματος στο στρες 

πραγματοποιείται μέσω ενεργοποίησης του υποθαλαμο-υποφυσο–επινεφριδιακού άξονα 

(ΗΡΑ axis) από τον CRF. Σε κατάσταση ηρεμίας, ο CRF συντίθεται στο παρακοιλιακό πυρήνα 

(PVN) του υποθαλάμου και απελευθερώνεται με παλμικό ρυθμό, στα αιμοφόρα αγγεία της 

πυλαίας κυκλοφορίας, ώστε να μεταφερθεί στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης. Η 
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αλληλεπίδραση του CRF με τον CRF1R που εκφράζεται στα κορτικοτρόφα κύτταρα της 

υπόφυσης, προκαλεί την απελευθέρωση της ACTH στη συστηματική κυκλοφορία (132). Σε 

κατάσταση στρες, η ποσότητα και ο ρυθμός απελευθέρωσης του CRF στην πυλαία 

κυκλοφορία, αυξάνονται σημαντικά με αποτέλεσμα να αυξάνεται και η έκκριση της ACTH από 

την υπόφυση (122,132).  

H ACTH που έχει απελευθερωθεί στην συστηματική κυκλοφορία δεσμεύεται στον τύπο 

2 υποδοχέα της μελανοκορτίνης (MC2-R), του φλοιού των επινεφριδίων, διεγείροντας έτσι την 

σύνθεση των γλυκοκορτικοειδών (κυρίως κορτιζόλης) και την απελευθέρωσή τους στην 

κυκλοφορία (133). Τα γλυκοκορτικοειδή ασκούν πλειοτροπικές δράσεις αλληλεπιδρώντας με 

ειδικούς για αυτά ενδοκυττάριους υποδοχείς, οι οποίοι είναι ευρέως κατανεμημένοι στον 

οργανισμό (133). Τα γλυκοκορτικοειδή παίζουν σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση της 

δραστηριότητας του ΗΡΑ άξονα καθώς και στον τερματισμό της απάντησης στο στρες, 

δρώντας σε εξωυποθαλαμικές περιοχές όπως ο ιππόκαμπος, ο πρόσθιος φλοιός και η 

υπόφυση (133).  

Εκτός της ενεργοποίησης του HPA άξονα, σημαντικό ρόλο στην απάντηση του 

οργανισμού σε στρεσογόνα ερεθίσματα παίζει επίσης η δράση του CRF σε πολλές περιοχές 

του ΚΝΣ. Τροποποίηση των CRF/CRF1R συστημάτων στο ΚΝΣ και ΗΡΑ άξονα σχετίζεται με 

παθοφυσιολογικές καταστάσεις όπως χρόνιο άγχος και κατάθλιψη. Έτσι ασθενείς με 

μελαγχολική κατάθλιψη παρουσιάζουν υπερλειτουργία του ΗΡΑ άξονα, εξαιρετικά αυξημένα 

επίπεδα CRF στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ) και έντονη CRF νευροδιαβίβαση στον εγκέφαλο 

(134-139). Ακόμη παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα του CRF στο ΕΝΥ ήταν υψηλότερα σε 

καταθλιπτικούς ασθενείς που είχαν αυτοκτονήσει, οδηγώντας έτσι στην υπόθεση ότι η αύξηση 

της έκκρισης CRF πιθανόν να σχετίζεται με τη βαρύτητα της νόσου (134,137,140). Επίσης σε 

μελέτες που πραγματοποιήθηκαν μετά τον θάνατο ασθενών με κατάθλιψη, ανιχνεύθηκε 

σημαντική αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του mRNA του CRF καθώς και αυξημένοι CRF-

ανοσοδραστικοί νευρώνες στον παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάμου, στον προμετωπιαίο 

και μετωπιαίο φλοιό, στον υπομέλανα τόπο καθώς και στον ραχιαίο και μέσο πυρήνα της 

ραφής (134,136,141-145). Αυξημένα επίπεδα CRF στο ΕΝΥ παρατηρήθηκαν επίσης σε ασθενείς 

με αγχώδεις διαταραχές όπως σύνδρομο ψυχαναγκασμού και διαταραχή μετατραυματικού 

στρες (146,147). Σε συμφωνία με τα παραπάνω, κεντρική χορήγηση CRF σε πειραματόζωα ή η 

υπερέκφραση του CRF σε γενετικά τροποποιημένους μύες, οδήγησε σε φαινότυπους που 
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προσομοιάζουν με τα συμπτώματα της κατάθλιψης και του άγχους (148-150). Επιπρόσθετα, 

γενετικά τροποποιημένοι μύες με ανεπάρκεια έκφρασης των γονιδίων του CRF1R, εμφάνισαν 

μειωμένη απόκριση στο στρες και μειωμένο άγχος (151). Μειωμένο άγχος εμφανίστηκε επίσης 

σε γενετικά τροποποιημένους μύες που προέκυψαν με απαλοιφή του γονιδίου του CRF1R σε 

συγκεκριμένες περιοχές του ΚΝΣ (152). Αφού λοιπόν ο CRF1R σχετίζεται με την εμφάνιση 

άγχους και κατάθλιψης, ανταγωνισμός του από μη πεπτιδικούς ανταγωνιστές του CRF, που 

δεσμεύονται εκλεκτικά στον υποδοχέα αυτό, αναμένεται να έχουν αγχολυτικές και 

αντικαταθλιπτικές δράσεις, όπως και αποδείχθηκε σε πειράματα χρησιμοποιώντας 

πειραματόζωα (153,154).  

 

1.7.2 CRF και Ανοσοποιητικό σύστημα 

Στα στρεσογόνα ερεθίσματα που οδηγούν στην έκλυση CRF και στην ενεργοποίηση 

του HPA άξονα, συγκαταλλέγονται οι κυτοκίνες, που απελευθερώνονται ως απάντηση του 

ανοσοποιητικού συστήματος στη φλεγμονή (123,127,155). Συγκεκριμένα οι κυτοκίνες 

διεγείρουν την έκκριση του CRF από τον υποθάλαμο προκαλώντας έτσι σημαντική αύξηση στα 

επίπεδα της ACTH και της κορτιζόλης (που επίσης αυξάνονται από την  απευθείας επίδραση 

κυτοκινών στην υπόφυση και στον φλοιό των επινεφριδίων) (121,123). Η αύξηση των 

επιπέδων των γλυκοκορτικοειδών έχει ως συνέπεια την καταστολή της 

ανοσολογικής/φλεγμονώδους απόκρισης του οργανισμού (121,123,156,157).  

Εκτός από τη κεντρική αντιφλεγμονώδη δράση του μέσω ενεργοποίησης του HPA 

άξονα ο CRF βρέθηκε ότι ασκεί τοπική προφλεγμονώδη δράση. Συγκεκριμένα, περιφερικά 

εκκρινόμενο CRF, επιδρά σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (123,157,158). Έτσι, οι 

οξείες αλλεργικές αντιδράσεις είναι πιθανό να προκαλούνται, από την επαγώμενη από τον 

CRF του ανοσοποιητικού συστήματος, αποκοκκίωση των ιστιοκυττάρων στους πνεύμονες ή 

στο δέρμα, με αποτέλεσμα την εκδήλωση άσθματος ή αλλεργικού εκζέματος αντίστοιχα 

(127,129,159). Παρόμοια, οι ημικρανίες πιθανόν να προκαλούνται, από την επαγώμενη από 

τον CRF του ανοσοποιητικού συστήματος, αποκοκκίωση των ιστιοκυττάρων στα αιμοφόρα 

αγγεία των μηνίγγων με αποτέλεσμα τοπική αγγειοδιαστολή και αυξημένη διαπερατότητα του 

αιματοεγκεφαλικού φραγμού (130). 
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1.7.3 CRF και Γαστρεντερικό σύστημα 

Στις προσαρμοστικές αποκρίσεις του οργανισμού στο στρες εμπλέκεται επίσης και το 

γαστρεντερικό σύστημα (ΓΕΣ) το οποίο συνδέεται άρρηκτα με το νευρικό σύστημα. 

Συγκεκριμένα, τόσο η δράση (κεντρική δράση) του CRF στο νευρικό σύστημα, όσο και εκείνη 

τοπικά (τοπική δράση) στο ΓΕΣ, επηρέαζουν τη λειτουργία του τελευταίου (160-163). 

Συγκεκριμένα, έχει παρατηρηθεί ότι η κεντρική δράση του CRF προκαλεί καθυστέρηση της 

γαστρικής διέλευσης. Η δράση αυτή επιτελείται μέσω του  αυτόνομου νευρικού συστήματος 

(ΑΝΣ) και όχι του ΗΡΑ άξονα, καθώς η ανασταλτική περίσταλση του γαστρεντερικού σωλήνα 

εξακολουθεί να παρατηρείται σε πειραματόζωα στα οποία έχουν αφαιρεθεί είτε η υπόφυση 

είτε τα επινεφρίδια, ενώ αντίθετα, δεν παρατηρείται σε αυτά που η λειτουργία του 

πνευμονογαστρικού νεύρου έχει διακοπεί (164,165). Οι δομές του εγκεφάλου που ευθύνονται 

για την επαγώμενη από τον CRF αναστολή της γαστρικής κένωσης και κινητικότητας και 

επομένως τροποποίηση της λειτουργίας του ΑΝΣ είναι ο παρακοιλιακός πυρήνας του 

υποθαλάμου και ο πυρήνας του πνευμονογαστρικού στο εγκεφαλικό στέλεχος (166,167). 

 Παρόμοια με τον στόμαχο, η κεντρική χορήγηση CRF (όπως και το στρες), αναστέλλει 

(σε μικρότερο όμως βαθμό), την κινητικότητα του λεπτού εντέρου καθώς και τη διέλευση 

μέσω αυτού (168). Αντίθετα με το λεπτό έντερο και το στόμαχο, το στρες αυξάνει την 

κινητικότητα του παχέως εντέρου όπως έχει παρατηρηθεί τόσο σε πειραματόζωα όσο και σε 

ανθρώπους (163). Παρόμοια, αυξημένη κινητικότητα και επιτάχυνση της κένωσης του παχέως 

εντέρου έχει παρατηρηθεί σε πειραματόζωα  έπειτα από κεντρική χορήγηση CRF μέσω 

ενεργοποίησης κυρίως των CRF1R του εγκεφάλου (167,169,170). Όπως στον στόμαχο, έτσι και 

στο παχύ έντερο η επαγώμενη τόσο από το στρες όσο και από τον CRF διέγερση της 

κινητικότητάς του, δεν οφείλεται στην ενεργοποίηση του ΗΡΑ άξονα (164).   

Η λειτουργία του ΓΕΣ δεν επηρεάζεται μόνο από τις κεντρικές δράσεις του CRF αλλά 

και από τη τοπική δράση του πεπτιδίου στο σύστημα αυτό, μέσω αλληλεπίδρασης του και με 

τους δύο τύπους υποδοχέων του που εκφράζονται στο στόμαχο και το έντερο (91,161,171). 

Περιφερική χορήγηση του CRF σε επίμυες αναστέλλει τη γαστρική κένωση, καθυστερεί την 

διέλευση μέσω του λεπτού εντέρου ενώ διεγείρει τη διέλευση μέσω του παχέως εντέρου και 

κατά συνέπεια την κένωσή του (87,172,173). Η επιβράδυνση της γαστρικής κένωσης 
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μεσολαβείται μέσω των CRF2R ενώ η διέγερση της κινητικότητας του παχέως εντέρου μέσω 

των CRF1R (87,174-176).  

Η σημασία του ρόλου του CRF και των υποδοχέων του στη λειτουργία του ΓΕΣ 

ενισχύεται από το γεγονός ότι παρατεταμένη ενεργοποίηση του CRF1R τόσο στο κεντρικό όσο 

και στο περιφερικό νευρικό σύστημα, σε καταστάσεις χρόνιου στρες εμπλέκεται στην 

εκδήλωση παθολογικών καταστάσεων του γαστρεντερικού συστήματος όπως το πεπτικό έλκος 

και το σύνδρομο ευερέθιστου εντέρου (123,160,161,177). Σε συμφωνία με τα παραπάνω, 

γενετικά τροποποιημένοι επίμυες με ανεπάρκεια έκφρασης του γονιδίου του CRF1R 

εμφάνισαν μειωμένο στρες και μειωμένη κινητικότητα του παχέως εντέρου κατά τη δοκιμασία 

ανοιχτού πεδίου (178). Τα ευρήματα αυτά ήταν μεγάλης σημασίας γιατί οδήγησαν στη 

θεραπευτική αντιμετώπιση των παραπάνω παθοφυσιολογικών καταστάσεων του ΓΕΣ, αφού 

χορήγηση σε πειραματόζωα CRF1R-εκλεκτικών, μη πεπτιδικών ανταγωνιστών του CRF, μείωσε 

την σπλαχνική υπεραλγησία, τις εκκρίσεις και τη κινητικότητα του παχέως εντέρου (163,178-

180). Ακόμη η χορήγηση πεπτιδικών CRF ανταγωνιστών (οι οποίοι δεν διαπερνούν τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό και έτσι δρούν περιφερικά) οδήγησε σε μείωση της κινητικότητας 

και των εκκρίσεων του παχέως εντέρου σε επίμυες (174,181).   

 

1.7.4 CRF και Καρδιαγγειακό σύστημα. 

Στη διατήρηση της ομοιόστασης σημαντικό ρόλο παίζει επίσης το καρδιαγγειακό 

σύστημα του οποίου η λειτουργία έχει δειχτεί ότι ρυθμίζεται από τον CRF τόσο κεντρικά όσο 

και περιφερικά. Η κεντρική ρύθμιση του καρδιαγγειακού συστήματος από τον CRF 

αποδείχθηκε από το γεγονός ότι χορήγηση του πεπτιδίου αυτού στην πλάγια κοιλία του 

εγκεφάλου επίμυων οδήγησε σε αύξηση του καρδιακού ρυθμού και της αρτηριακής πίεσης, 

συμπτώματα που εμφανίζονται επίσης από έκθεση του οργανισμού σε στρεσογόνα 

ερεθίσματα (182). Η τοπική ρύθμιση του καρδιαγγειακού συστήματος από τον CRF φάνηκε σε 

in vitro πειράματα στα οποία σε παρασκευάσματα από απομονωμένες καρδιές επίμυων, τόσο 

ο CRF όσο και η Ucn1, άσκησαν θετική ινότροπο δράση και προκάλεσαν παρατεταμένη 

αγγειοδιαστολή της στεφανιαίας αρτηρίας (183-185). Επίσης, περιφερική χορήγηση του CRF 

καθώς και των Ucns προκάλεσε αγγειοδιαστολή και επακόλουθη πτώση της αρτηριακής 

πίεσης η οποία σε κάποιες περιπτώσεις συνοδεύτηκε από αντισταθμιστική ταχυκαρδία (186-
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189). Η τοπική δράση του CRF και των Ucns στη καρδιά, οφείλεται στο γεγονός ότι τα πεπτίδια 

αυτά εκφράζονται στον ιστό αυτόν (190-192).  

1.8 Ανταγωνιστές του CRF  

Η δημιουργία ανταγωνιστών τόσο πεπτιδικών όσο και μικρομοριακών, μη πεπτιδικών, 

συνέβαλλε σημαντικά τόσο στην κατανόηση των μηχανισμών με τους οποίους δρούν σε 

διάφορα συστήματα ο CRF και οι Ucns, όσο και στη δυνατότητα ανάπτυξης φαρμάκων για την 

αντιμετώπιση παθοφυσιολογικών καταστάσεων στις οποίες εμπλέκονται τα πεπτίδια αυτά 

(58,193).  

1.8.1 Μη πεπτιδικοί ανταγωνιστές 

Οι μελέτες για τον προσδιορισμό μη πεπτιδικών μικρομοριακών ανταγωνιστών των 

υποδοχέων του CRF ξεκίνησαν αρκετά νωρίς. Συγκεκριμένα, το 1991 δημοσιεύτηκε η πρώτη 

μελέτη που παρουσίαζε μια σειρά υποκατεστημένων θειοκυανικών οξο-πυραζολινών που 

ανταγωνίζονταν, αν και με χαμηλή συγγένεια (3-10mM), την δέσμευση του [125I]-oCRF σε 

μεμβρανικά παρασκευάσματα εγκεφαλικού φλοιού επίμυος (194). Από τότε ακολούθησαν 

πολυάριθμες μελέτες που σχεδίασαν και συνέθεσαν μικρομοριακούς ανταγωνιστές των 

υποδοχέων του CRF όπως ανάλογα κινολινών και ισοκινολινών, πυριμιδινών, πυριδινών, 

πυράζολο-πυριμιδινών και πουρινών (195-202). Κοινό δομικό χαρακτηριστικό των μη 

πεπτιδικών CRF ανταγωνιστών είναι ένας κεντρικός, επίπεδος, ετεροκυκλικός δακτύλιος 

(Εικόνα 1.6) (39,203).   

 

Εικόνα 1.6:  Αναπαράσταση φαρμακοφόρου μικρομοριακών μη πεπτιδικών ανταγωνιστών του 

CRF (3-(3-πυριδυλ) πυράζολο[1, 5-α] πυριμιδίνες) (204).  
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Μελέτες σχέσεων δομής-δράσης (Structure-activity relationship studies ή SAR) των μη 

πεπτιδικών CRF ανταγωνιστών αποκάλυψε τη σημασία της παρουσίας κοινών δομικών 

χαρακτηριστικών, επιπρόσθετα του κεντρικού δακτυλίου τους τα οποία είναι απαραίτητα για 

τη δράση τους (39,203,204). Τα κοινά δομικά χαρακτηριστικά των μη πεπτιδικών 

ανταγωνιστών του CRF περιλαμβάνουν ένα άτομο αζώτου στον κεντρικό ετεροκυκλικό τους 

δακτύλιο το οποίο συμπεριφέρεται ως δέκτης δεσμού υδρογόνου, μια λιπόφιλη ομάδα στην 

κορυφή του δακτυλίου αυτού και έναν άρυλο- ή ετεροάρυλο δακτύλιο στο κατώτερο σημείο 

του, ο οποίος απέχει ένα ή δυο άτομα από το ετεροκυκλικό άτομο αζώτου (39,203). Ο 

σημαντικός λειτουργικός ρόλος του αζώτου του κεντρικού ετεροκυκλικού τους δακτυλίου 

επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι η μεθυλίωσή του κατήργησε την ικανότητα δέσμευσης των 

μη πεπτιδικών CRF ανταγωνιστών (39,205). Στη δέσμευση των ανταγωνιστών αυτών σημαντικό 

επίσης ρόλο παίζει ο ορθογώνιος προσαντολισμός του άρυλο- ή ετεροάρυλο δακτύλιου ώς 

προς τον κεντρικό ετεροκυκλικό δακτύλιο  (39,203). Τον εν λόγω προσανατολισμό εξασφαλίζει 

η παρουσία ορθο-υποκαταστάτη στον άρυλο- ή ετεροάρυλο δακτύλιο (39,203). Η όλη διάταξη 

μπορεί επίσης να διατηρηθεί από την παρουσία ενός άλκυλ- ή άλκοξυ υποκαταστάτη πλησίον 

του αζώτου του κεντρικού ετεροκυκλικού δακτυλίου (205). 

 

1.8.2 Πεπτιδικοί ανταγωνιστές. 

 Το γεγονός ότι το C-άκρο των πεπτιδίων παίζει ρόλο στη δέσμευση τους στους CRF 

υποδοχείς ενώ το Ν-άκρο τους στην ενεργοποίηση των υποδοχέων και εμφάνιση βιολογικού 

αποτελέσματος αποτέλεσε τη βάση για τη δημιουργία των πρώτων πεπτιδικών ανταγωνιστών. 

Συγκεκριμένα, ο πρώτος CRF πεπτιδικός ανταγωνιστής που περιγράφηκε προήλθε από την 

απαλοιφή των πρώτων 8 αμινοτελικών αμινοξέων του oCRF (oCRF(9-41)) που είχε ως 

αποτέλεσμα την κατάργηση της ικανότητας του πεπτιδίου να διεγείρει την απελευθέρωση της 

ACTH από κύτταρα της υπόφυσης αλλά όχι την ικανότητα του να ανταγωνίζεται τις δράσεις 

του CRF (58,65). Στη συνέχεια ορισμένα αμινοξέα του oCRF(9-41) αντικαταστάθηκαν με άλλα 

που ευνοούν την α-ελικοειδή διαμόρφωση του με αποτέλεσμα να ενισχύσουν την 

ανταγωνιστική ικανότητα του πεπτιδίου (58,65). Η τροποποίηση αυτή οδήγησε στον πρώτο 

ευρέως χρησιμοποιούμενο ανταγωνιστή του CRF, που ονομάστηκε α-ελικοειδής CRF(9-41) (ή 

α-helical CRF(9-41)) (58,65). Επίσης, αντικαταστάσεις της μεθειονίνης (Met) στις θέσεις 21 και 
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38 του α-ελικοειδή CRF(9-41) με νορλευκίνη (Nle) που καθιστούσε το πεπτίδιο ανθεκτικό στην 

οξείδωση, ενίσχυσαν περαιτέρω την ανταγωνιστική ικανότητα του πεπτιδίου να αναστέλλει 

την επαγώμενη από τον oCRF έκκριση της ACTH από κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης επίμυος 

(67).   

Παρόμοια, η απαλοιφή των πρώτων 11 αμινοτελικών αμινοξέων του h/rCRF και η 

αντικατάσταση με Nle των αμινοξέων στις θέσεις 21 και 38 οδήγησε στην δημιουργία του 

ανταγωνιστή [Nle21,38] h/rCRF(12-41), ο οποίος ήταν 12 φορές ισχυρότερος από τον α-

ελικοειδή CRF(9-41) (67). Περαιτέρω τροποποίηση του πεπτιδικού αυτού αναλόγου με 

αντικατάσταση του αμινοξέος στη θέση 12 με D-Phe, δημιουργώντας έτσι τον [D-

Phe12,Nle21,38] h/rCRF(12-41) ενίσχυσε ακόμη περισσότερο την ανταγωνιστική ικανότητα του 

πεπτιδίου καθώς και τη διάρκεια δράσης του (67). Στη συνέχεια σε μια προσπάθεια βελτίωσης 

της ανταγωνιστικής ικανότητας του αναλόγου [D-Phe12,Nle21,38] h/rCRF(12-41) τα αμινοξέα 

στις θέσεις 30 και 33 αντικαταστάθηκαν με γλουταμικό (Glu) και λυσίνη (Lys) αντίστοιχα και 

ενώθηκαν μεταξύ τους μέσω ενός λακταμικού δακτυλίου οδηγώντας έτσι στη δημιουργία του 

αναλόγου cyclo(30-33)[D-Phe12,Nle21,38,Glu30, Lys33]h/rCRF(12-41) (55). Το ανάλογο αυτό 

που ονομάστηκε αστρεσσίνη δεσμευόταν τόσο στον CRF1R όσο και στον CRF2R και βρέθηκε ότι 

ήταν σημαντικά ισχυρότερο από όλους τους μέχρι τότε πεπτιδικούς ανταγωνιστές του CRF 

(55,180).  

Στη συνέχεια ο Yamada και οι συνεργάτες του προσπάθησαν να δημιουργήσουν 

ανταγωνιστές αφαιρώντας σταδιακά τα αμινοξέα της αστρεσσίνης. Οι μελέτες αυτές έδειξαν 

ότι το μικρότερο πεπτίδιο με ιδιότητες ανταγωνιστή ήταν ένα ανάλογο 12 αμινοξέων, το 

cyclo(30-33)[Glu30,Lys33,Nle38]Ac-hCRF(30-41) το οποίο δεσμευόταν στον CRF1R, με 

χαμηλότερη όμως συγγένεια από αυτή της αστρεσσίνης (206). Τροποποιήσεις του 

δωδεκαπεπτιδίου αυτού ώστε να βελτιωθούν οι φαρμακολογικές ιδιότητές του, οδήγησαν στο 

δωδεκαπεπτίδιο cyclo(30-33)[Glu30, Aib31, Glu32, Lys33, Cha38, Asp39]Ac-hCRF(30-41) το 

οποίο δεσμευόταν στον CRF1R με παρόμοια συγγένεια δέσμευσης με αυτήν της αστρεσσίνης 

και η χορήγησή του σε επίμυες είχε ως αποτέλεσμα σημαντική μείωση της έκκρισης της ACTH 

από την υπόφυση (206). Η μελέτη αυτή θεωρείται πολύ σημαντική καθώς προσδιόρισε ότι τα 

τελευταία 12 καρβοξυτελικά αμινοξέα του CRF αποτελούν το ελάχιστο τμήμα του πεπτιδίου 

που απαιτείται για τη δέσμευσή του στον CRF1R (206).  
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Μελέτες ανάπτυξης νέων αναλόγων του CRF οδήγησαν σε πεπτίδια-ανταγωνιστές που 

εμφάνιζαν εκλεκτικότητα ως προς τη δέσμευσή τους στο CRF2R. Ο πρώτος πεπτιδικός 

ανταγωνιστής που εμφάνιζε εκλεκτικότητα 100 φορές μεγαλύτερη για τον CRF2R συγκριτικά με 

τον CRF1R, ήταν το πεπτιδικό ανάλογο της σοβαγίνης [DPhe11, His12]-σοβαγίνη(11–40), που 

ονομάστηκε αντισοβαγίνη-30 (57). Στη συνέχεια παρατηρήθηκε ότι όταν οι πλευρικές 

αλυσίδες των αμινοξέων Glu32-Lys35 του hCRF και οι πλευρικές αλυσίδες των αντίστοιχων 

αμινοξέων της σοβαγίνης Glu31–Lys34 ενωθούν μεταξύ τους μέσω σχηματισμού ενός 

λακταμικού δακτυλίου, οδηγούν στη δημιουργία αναλόγων που εμφανίζουν μεγάλη 

εκλεκτικότητα για τον CRF2R (56). Η παρατήρηση αυτή σε συνδυασμό με επιπλέον 

τροποποιήσεις στην αμινοξική αλληλουχία της σοβαγίνης, όπως απαλοιφές και 

αντικαταστάσεις αμινοξέων, οδήγησε στην δημιουργία του πεπτιδικού ανταγωνιστή cyclo(31–

34)[DPhe11, His12, CαMeLeu13,39, Nle17, Glu31, Lys34]Ac-σοβαγίνη(8–40), που ονομάστηκε 

αστρεσσίνη-2Β και εμφάνιζε εκλεκτικότητα δέσμευσης στον CRF2R (56). 

 

1.9 Δομικά χαρακτηριστικά δέσμευσης αγωνιστών και ανταγωνιστών 

του CRF 

1.9.1 Αλληλεπίδραση μη πεπτιδικών μικρομοριακών ανταγωνιστών με τον 

υποδοχέα  

Η κρυσταλλική δομή του CRF1R δεσμευμένου με τον μη πεπτιδικό ανταγωνιστή CP-

376395 έδειξε ότι το μόριο αυτό δεσμεύεται στις ΤΜs του υποδοχέα και συγκεκριμένα σε 

αλλοστερικές θέσεις που βρίσκονται μακριά από εκείνες (που αναφέρονται παρακάτω) που 

δεσμεύουν τον CRF και άλλους πεπτιδικούς αγωνιστές (207-209). Ο τρόπος αυτός δέσμευσης 

συμφωνεί με τα αποτελέσματα φαρμακολογικών μελετών που έδειξαν ότι οι CRF1R-εκλεκτικοί 

μη πεπτιδικοί μικρομοριακοί ανταγωνιστές ανταγωνίζονται με αλλοστερικό τρόπο τη 

δέσμευση των πεπτιδικών αγωνιστών και έτσι την ενεργοποίηση του υποδοχέα (210).  
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1.9.2 Αλληλεπίδραση πεπτιδίων-υποδοχέα, σύμφωνα με το πρότυπο δέσμευσης των 

«δυο περιοχών» 

Η δέσμευση του CRF και των συγγενών πεπτιδικών αγωνιστών, όπως της σοβαγίνης 

και των ουροκορτινών, επιτυγχάνεται με την αλληλεπίδραση των Ν-και C-άκρων τους στο 

εξωκυττάριο τμήμα των υποδοχέων τους (39). Συγκεκριμένα προτάθηκε ότι το C-άκρο των 

πεπτιδίων αλληλεπιδρά με την εξωκυττάριο Ν-περιοχή των υποδοχέων του CRF, ενώ το Ν-

άκρο των πεπτιδίων αλληλεπιδρά με την J-περιοχή των υποδοχέων, η οποία απαρτίζεται από 

τα άνω τμήματα των TMs και τους εξωκυττάριους βρόγχους τους (39). Το πρότυπο αυτό 

αλληλεπίδρασης υποδοχέων-πεπτιδίων ονομάστηκε πρότυπο δέσμευσης των «δυο 

περιοχών».  

Μια από τις μελέτες που οδήγησαν στην διατύπωση του πρότυπου δέσμευσης των 

«δυο περιοχών» ήταν εκείνη της Perrin και των συνεργατών της (211). Στη μελέτη αυτή έγινε 

αντικατάσταση της Ν-περιοχής του υποδοχέα του παράγοντα απελευθέρωσης της αυξητικής 

ορμόνης (GRF-R) με την αντίστοιχη περιοχή του CRF1R και αντίστροφα (211). Η αντικατάσταση 

της Ν-περιοχής του GRF-R με την αντίστοιχη του CRF1R οδήγησε στη δημιουργία ενός 

υποδοχέα-χίμαιρα που δέσμευε με σχετικά υψηλή συγγένεια την αστρεσσίνη, παρά το 

γεγονός ότι στο ανάλογο αυτό απουσιάζει το Ν-άκρο του CRF (211). Η αντίστροφη 

αντικατάσταση των Ν-περιοχών των 2 υποδοχέων δημιούργησε μια χίμαιρα που δεν 

μπορούσε να δεσμεύσει την αστρεσσίνη (211). Παρόμοια με την αστρεσσίνη, ένα πεπτιδικό 

ανάλογο του CRF που αποτελείται μόνο από τα τελευταία 12 καρβοξυτελικά του αμινοξέα του, 

το YAM19, έχει δειχθεί ότι δεσμεύεται με υψηλή συγγένεια στην εξωκυττάριο Ν-περιοχή του 

CRF1R που είχε απομονωθεί από τον υπόλοιπο υποδοχέα (212). Τα αποτελέσματα αυτά 

οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι, η εξωκυττάριος Ν-περιοχή των υποδοχέων του CRF 

αλληλεπιδρά με το C-άκρο των πεπτιδίων. Κρυσταλλογραφικές μελέτες και μελέτες 

φασματοσκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (NMR) της εξωκυττάριας Ν-περιοχής 

των CRF1R και CRF2R επιβεβαίωσαν την αλληλεπίδραση αυτή και ταυτοποίησαν τα αμινοξέα 

των υποδοχέων και πεπτιδίων που αλληλεπιδρούν μεταξύ τους (213,214). 

Η αλληλεπίδραση του Ν-άκρου του CRF και των άλλων πεπτιδίων αγωνιστών με τη J-

περιοχή των υποδοχέων αποδείχτηκε σε πειράματα μεταλλαξιγένεσης και φωτοσύζευξης 

(215-219). Συγκεκριμένα, προηγούμενη μελέτη φωτοσύζευξης έδειξε ότι κατά τη δέσμευση της 
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σοβαγίνης στον CRF1R, η Lys16 του Ν-άκρου του πεπτιδίου, βρίσκεται πολύ κοντά και σε 

απόσταση 11.4 Å από τη Lys257 του δεύτερου εξωκυττάριου βρόγχου (EL2) της J-περιοχής του 

υποδοχέα (215). Επιπρόσθετα, η μετάλλαξη σε αλανίνη των υδρόφοβων αμινοξέων Trp259 και 

Phe260 του EL2 του CRF1R, που βρίσκονται πολύ κοντά στη Lys257, μείωσε τη δέσμευση του 

CRF, της σοβαγίνης και διάφορων συνθετικών αναλόγων τους (216). Τα αποτελέσματα της 

μελέτης αυτής οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι τα αμινοξέα αυτά της J-περιοχής του υποδοχέα 

αλληλεπιδρούν με τα αμινοξέα του Ν-άκρου των πεπτιδίων και συγκεκριμένα με εκείνα που 

βρίσκονται στη περιοχή 8-10 των πεπτιδίων (216). Επιπρόσθετα του EL2, το άνω τμήμα της 

πρώτης διαμεμβρανικής περιοχής (ΤΜ1) και ο πρώτος εξωκυττάριος βρόγχος (EL1) της J-

περιοχής του CRF1R βρέθηκαν σε προηγούμενες μελέτες φωτοσύζευξης να βρίσκονται πολύ 

κοντά σε αμινοξέα του Ν-άκρου της δεσμευμένης σοβαγίνης και Ucn1 (217,218).  

 

 

Εικόνα 1.7: Αλληλεπίδραση της Ucn1 με τον CRF1R. Μοριακό πρότυπο που απεικονίζει τις 

αλληλεπιδράσεις της Ucn1 (γαλάζιο) με τη J-περιοχή (γκρι) του CRF1R. Οι Α και Β απεικονίσεις 

αναπαριστούν το ίδιο μοριακό πρότυπο από διαφορετικές γωνίες και σε διαφορετικές 

μεγεθύνσεις (219).  

Η μεγαλύτερη πληροφορία για την αλληλεπίδραση του Ν-άκρου της Ucn1 και της J-

περιοχής του CRF1R, ελήφθη σε μια πρόσφατη μελέτη στην οποία προσδιορίστηκαν με 



23 
 

πειράματα χημικής σύζευξης (chemical crosslinking reaction) τα πιθανά σημεία επαφής 

πεπτιδίου-υποδοχέα (219). Συγκεκριμένα, στη μελέτη αυτή φάνηκε ότι η Ucn1 αλληλεπιδρά με 

πολλά εξωκυττάρια αμινοξέα του CRF1R, συμπεριλαμβανομένων των Trp259 και Phe260 του 

EL2 της J-περιοχής του υποδοχέα και πρότεινε ότι τα αμινοτελικά αμινοξέα στις θέσεις 8, 12 

και 14 της Ucn1 βρίσκονται πολύ κοντά σε αμινοξέα των ΤΜ5-ΤΜ6, των ΤΜ6-ΤΜ7 και με τη 

Ser349 της ΤΜ7 αντίστοιχα (Εικόνα 1.7) (219).  

 

1.9.3 Αλληλεπίδραση πεπτιδίων-υποδοχέα, σύμφωνα με το πρότυπο «δυο-

βημάτων»  

Η αλληλεπίδραση των υποδοχέων του CRF με τα πεπτίδια τους έχει προταθεί από 

φαρμακολογικές μελέτες και πειράματα NMR, ότι γίνεται σύμφωνα με το πρότυπο «δύο-

βημάτων» (Εικόνα 1.8) (39,210,213,220,221). Σύμφωνα με το πρότυπο αυτό, η δέσμευση του 

C-άκρου των πεπτιδίων στην Ν-περιοχή του υποδοχέα (βήμα 1ο) προηγείται και 

προσανατολίζει το Ν-άκρο των πεπτιδίων προς τη J-περιοχή του υποδοχέα. Στη συνέχεια 

(βήμα 2ο) το Ν-άκρο των πεπτιδίων αλληλεπιδρά με αμινοξέα της  J-περιοχής του υποδοχέα, 

γεγονός που οδηγεί στην ενεργοποίηση του.  

 

Εικόνα 1.8: Αναπαράσταση της αλληλεπίδρασης πεπτιδίου-υποδοχέα σύμφωνα με το πρότυπο 

των «δυο βημάτων» (85).   
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Με βάση το πρότυπο «δυο-βημάτων», τα πεπτίδια που στερούνται το Ν-άκρο του CRF, 

όπως η αστρεσσίνη και το YAM19 είναι ανταγωνιστές καθώς χάνουν την ικανότητα να 

αλληλεπιδρούν με την J-περιοχή του υποδοχέα και να τον ενεργοποιούν. Όμως, οι 

ανταγωνιστές αυτοί διατηρούν την ικανότητα να δεσμεύονται με υψηλή συγγένεια στην Ν-

περιοχή του υποδοχέα και να αναστέλλουν τη δέσμευση άλλων αγωνιστών.   

Το πρότυπο «δυο-βημάτων» ενισχύθηκε περισσότερο από μια μελέτη στην οποία η 

αντικατάσταση της Ν-περιοχής του CRF1R με τα πρώτα 16 αμινοτελικά αμινοξέα του CRF (τα 

οποία είναι υπεύθυνα για την ενεργοποίηση του υποδοχέα), δημιούργησε τον υποδοχέα-

χίμαιρα CRF(1–16)/R1ΔN, που ήταν μονίμως ενεργοποιημένος (222). Η αντικατάσταση αυτή 

που δημιούργησε τον CRF(1–16)/R1ΔN μιμήθηκε το 1ο βήμα αλληλεπίδρασης πεπτιδίου-

υποδοχέα φέρνοντας έτσι κοντά (βήμα 2ο) το Ν-άκρο του CRF στη J-περιοχή του CRF1R για 

αλληλεπίδραση μεταξύ τους και ενεργοποίηση του υποδοχέα (222). Τη μόνιμη ενεργοποίηση 

αυτού του υποδοχέα-χίμαιρα μπορούσε να αναστείλλει με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, ο μη 

πεπτιδικός CRF ανταγωνιστής ανταλαρμίνη που έχει προταθεί ότι δεσμεύεται στις ΤΜs του 

CRF1R, αλλά όχι ο πεπτιδικός ανταγωνιστής αστρεσσίνη που δεσμεύεται την Ν-περιοχή του 

υποδοχέα και η οποία είχε αποκοπεί κατά τη δημιουργία του CRF(1–16)/R1ΔN (222).  

 

1.10 Η εξωκυττάριος Ν-περιοχή των υποδοχέων του CRF 

Η εξωκυττάριος Ν-περιοχή των υποδοχέων του CRF, έχει μελετηθεί εκτενώς δομικά, 

τόσο με κρυσταλλογραφικές μεθόδους όσο και με NMR (213,214,221,223,224). Η δομή της Ν-

περιοχής του CRF1R έδειξε ότι η περιοχή αυτή του υποδοχέα αποτελείται, από μια αμινοτελική 

α-ελικοειδή περιοχή (α1), η οποία ακολουθείται από δύο αντιπαράλληλες δομές β-φύλλων 

(β1-β2 και β3-β4) καθώς και μια καρβοξυτελική α-ελικοειδή περιοχή (α2) (214). Η δομή των β-

φύλλων της Ν-περιοχής του CRF1R αναγνωρίστηκε ότι έχει τη χαρακτηριστική δομή της Sushi 

περιοχής/ short consensus repeat  (SCR), η οποία βρίσκεται σε πολλές διαφορετικές πρωτεΐνες 

παίζοντας σημαντικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους (214,225).  
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Εικόνα 1.9:  Αναπαράσταση δομής της Ν-περιοχής του CRF1R. Οι κυστείνες CA-CF
 που φαίνονται 

στο σχήμα συμμετέχουν σε τρεις δισουλφιδικούς δεσμούς που διατηρούνται σε όλους τους 

υποδοχείς της οικογένειας Β των GPCRs (85).  

 

Η διάταξη των δομικών αυτών χαρακτηριστικών της Ν-περιοχής των CRF υποδοχέων 

σταθεροποιείται με τρεις διατηρημένους δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ των κυστεϊνών 

Cys30-Cys54 (ή CA-CC), Cys44-Cys87 (ή CB-CE) και Cys68-Cys102 (ή CD-CF) (Εικόνα 1.9) (214). Η 

σταθεροποίηση αυτή είναι ιδιαίτερα σημαντική για τη λειτουργία του υποδοχέα. 

Συγκεκριμένα διάσπαση των δισουλφιδικών δεσμών της Ν-περιοχής του CRF1R είτε με τη 

χρήση DTT ή μεταλλάξεων των κυστεΐνών αυτών σε άλλα αμινοξέα οδήγησε σε σημαντική 

μείωση της ικανότητας του CRF να δεσμεύεται στον υποδοχέα και να τον ενεργοποιεί (226).  

Η κρυσταλλική δομή της Ν-περιοχής του CRF1R δεσμευμένης με πεπτιδικά ανάλογα 

του CRF (CRF22-41 ή CRF27-41), αποκάλυψε τις περιοχές αλληλεπίδρασης τους (Εικόνα 1.10) (214). 

Σύμφωνα με τον κρύσταλλο τα δεσμευμένα τμήματα των πεπτιδίων σχηματίζουν δομή α-
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έλικας με το C-άκρο τους να αλληλεπιδρά με μια υδρόφοβη επιφάνεια της εξωκυττάριου Ν-

περιοχής του CRF1R, η οποία αποτελείται από τις β1-β2 περιοχές, τον βρόγχο (loop4 ή L4), τα 

αμινοξέα Tyr99, Pro69 και τον δισουλφιδικό δεσμό Cys68-Cys102 (214). Τα αμινοξέα των 

πεπτιδίων του CRF που εμπλέκονται στη δέσμευση τους με την παραπάνω περιοχή του CRF1R 

είναι η Leu37, η Met38 και η Ile41 του CRF (214). Μεταξύ αυτών σημαντικότερο ρόλο φάνηκε 

να έχει η Met38 η οποία παρατηρείται στον κρύσταλλο να βρίσκεται βυθισμένη σε μια 

υδρόφοβη κοιλότητα του υποδοχέα που σχηματίζεται από την Tyr99, Cys68-Cys102, Ile51, 

Pro69, Phe72 και Tyr77, καθώς επίσης να σχηματίζει και ένα δεσμό υδρογόνου με το αμίδιο 

του C-άκρου των CRF πεπτιδίων έτσι ώστε να σταθεροποιείται η α-ελικοειδής δομή τους (214).  

 

 

Εικόνα 1.10: Σχηματική αναπαράσταση της επιφάνειας αλληλεπίδρασης της Ν-περιοχής του 

CRF1R με CRF πεπτίδια. Α) Αμινοξέα της Ν-περιοχής του CRF1R που σχηματίζουν την επιφάνεια 

αλληλεπίδρασης υποδοχέα-πεπτιδίου, Β) αμινοξέα των CRF πεπτιδίων που εμπλέκονται στην 

αλληλεπίδραση υποδοχέα-πεπτιδίου (214). 

 

Μετάλλαξη των αμινοξέων Leu37 και Met38 των CRF πεπτιδίων σε αλανίνη και 

τροποποίηση του καρβοξυτελικού αμιδίου της Ile41, μείωσε δραματικά την ικανότητα τους να 

δεσμεύονται στην Ν-περιοχή του υποδοχέα επιβεβαιώνοντας έτσι τον σημαντικό τους ρόλο 

στη δέσμευση (214). Επίσης σε μελέτη που χρησιμοποιήθηκε υποδοχέας-χίμαιρα του CRF1R με 

τον τύπου 1 υποδοχέα της παραθυρεοειδούς ορμόνης (PTH1R) προτάθηκε, ότι τα αμινοξέα 

ανάμεσα στη Cys68 και το Glu109 του CRF1R παίζουν σημαντικό ρόλο στη δέσμευση (227). 
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Σε συμφωνία με τις κρυσταλλογραφικές μελέτες του CRF1R, η NMR δομή της 

εξωκυττάριου Ν-περιοχής του υποδοχέα αυτού συνδεδεμένης με τον κυκλικό α-ελικοειδή CRF 

(αhcCRF) έδειξε ότι όπως και στην αλληλεπίδραση CRF πεπτιδίων-CRF1R τα αντίστοιχα 

καρβοξυτελικά αμινοξέα Leu37, Leu38 και Ala41 του αhcCRF σχηματίζουν υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις με τα αμινοξέα Phe72, Tyr73, Tyr77, Ile51, Cys68, Pro69, Val97, Cys102 και 

Tyr99 του υποδοχέα (224). Επίσης, όπως η Met38 της κρυσταλλικής δομής CRF1R-CRF 

πεπτιδίων έτσι και η αντίστοιχη Leu38 του αhcCRF βρίσκεται βυθισμένη στη ίδια υδρόφοβη 

κοιλότητα που σχηματίζεται απο τα αμινοξέα Ile51, Cys68, Pro69, Phe72, Tyr77, Tyr99 και 

Cys102 του CRF1R, ενώ το αμινοξύ στη θέση 41 του αhcCRF (Ala41) σχηματίζει δεσμό 

υδρογόνου με τη Val97 του υποδοχέα (Εικόνα 1.11) (224). 

 

Εικόνα 1.11: Σχηματική αναπαράσταση των αλληλεπιδράσεων του αγωνιστή αhcCRF με την 

εξωκυττάριο Ν-περιοχή του CRF1R (224). 

 

Η μεγάλη λειτουργική σημασία των Leu37, Leu38 και Ala41 των CRF πεπτιδίων 

επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι τα αμινοξέα αυτά είναι υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση 

των πεπτιδίων όχι μόνο με τον CRF1R αλλά και με τον CRF2R. Συγκεκριμένα, τα αντίστοιχα 

αμινοξέα της μη εκλεκτικής αστρεσσίνης, Leu37, Nle38 και Ile41, όπως φάνηκε σε NMR 

μελέτες, συμμετέχουν σε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις με κατάλοιπα της Ν-περιοχής του 

CRF2R αντίστοιχες με εκείνες των CRF πεπτιδίων με τον CRF1R (213,228). Όπως και στη 
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κρυσταλλική δομή του CRF1R σημαντικότερο ρόλο στη δέσμευση της αστρεσσίνης με τον 

CRF2R φάνηκε να παίζει εκείνο της θέσης 38 (Nle) του πεπτιδίου (213). Παρόμοιες 

αλληλεπιδράσεις παρατηρήθηκαν στη κρυσταλλική δομή της Ν-περιοχής του CRF2R στην 

οποία είναι δεσμευμένη η Ucn1 της οποίας τα σημαντικά αμινοξέα είναι τα Ile37, Phe38, και 

Val41 που αντιστοιχούν με τα Leu37, Leu38 και Ala41, του CRF (223). Ολα τα παραπάνω 

αποδεικνύουν τη λειτουργική σημασία των Leu37, Leu38 και Ala41, του CRF. 

1.11 J-περιοχή-Διαμεμβρανικές περιοχές   

Μέχρι σήμερα έχουν παρουσιαστεί τρεις κρυσταλλικές δομές των ΤΜs των υποδοχέων 

της οικογένειας Β των GPCRs. Συγκεκριμένα έχουν παρουσιαστεί η κρυσταλλική δομή των ΤΜs 

του ανενεργού υποδοχέα της γλυκαγόνης (GCGR), του ανενεργού GCGR δεσμευμένου με τον 

ανταγωνιστή ΜΚ-0893 και του ανενεργού CRF1R δεσμευμένου με τον ανταγωνιστή CP-376395 

(207-209). Οι μελέτες αυτές επιβεβαίωσαν την ύπαρξη της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης για 

τους υποδοχείς της οικογένειας Β, όπως παρατηρήθηκε στους υποδοχείς της οικογένειας Α 

των GPCRs. Η ύπαρξη της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης στον CRF1R είχε προταθεί για πρώτη 

φορά το 2010 με τη μέθοδο διαθεσιμότητας κυστεΐνών-υποκαταστατών (Substituted-Cysteine 

Accessibility Method, SCAM) (229).    

Η κοιλότητα θέσεων δέσμευσης των υποδοχέων της οικογένειας Β των GPCRs που 

βρίσκεται ανάμεσα στις ΤΜ2-ΤΜ5 και ΤΜ1-ΤΜ6-ΤΜ7, έχει σχήμα V και είναι σε επικοινωνία 

με το εξωκυττάριο υγρό, επιτρέποντας έτσι την είσοδο σε αυτή των μεγάλων πεπτιδίων και την 

αλληλεπίδραση τους με αμινοξέα των ΤΜs των υποδοχέων αυτών (207,209,230). Στις 

κρυσταλλικές δομές των CRF1R και GCGR παρατηρείται μια έντονη προς τα έξω κλίση της ΤΜ7, 

η οποία δεν παρατηρείται στους GPCRs της οικογένειας Α (207,209). Στον CRF1R, η έντονη 

κλίση της ΤΜ7, σταθεροποιείται μέσω σχηματισμού δεσμών υδρογόνου ανάμεσα σε 

διατηρημένα αμινοξέα των ΤΜ1 και ΤΜ7.  Το δομικό αυτό χαρακτηριστικό σε συνδυασμό με 

τη διαφορετική τοποθέτηση της ΤΜ6 φαίνονται να ευθύνονται για τη διευρυμένη κοιλότητα 

θέσεων δέσμευσης του CRF1R συγκριτικά με τους υποδοχείς της οικογένειας Α (207,231). 

Συγκεκριμένα, τα ΤΜ1 και ΤΜ7 αμινοξέα που συμμετέχουν στο δίκτυο δεσμών που ευθύνεται 

για τη έντονη κλίση της ΤΜ7 είναι τα Ser1301.46, Ser3537.43 και Phe3577.47 (207,231). Ο εκθέτης 

κάθε αμινοξέος συμβολίζει τη διαμεμβρανική περιοχή (Χ) στην οποία ανήκει το αμινοξύ αυτό 
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(Χ=1-7 για τις ΤΜ1-ΤΜ7), ακολουθούμενη  από έναν αριθμό. Ο αριθμός 50 αντιπροσωπεύει το 

αμινοξύ της κάθε ΤΜ (αα50) που διατηρείται σε όλους τους υποδοχείς της οικογένειας Α. Κάθε 

ΤΜ έχει και ένα αα50. Η αρίθμηση αυτή έγινε σύμφωνα με τον Ballesteros και τους 

συνεργάτες του με τα αμινοξέα αμέσως πριν και μετά το Χ.50 να αριθμούνται ως Χ.49 και Χ.51 

αντίστοιχα (232). Η αρίθμηση αυτή διατηρήθηκε στους υποδοχείς της οικογένειας Β των 

GPCRs, όπως απέδειξε η παρούσα διαδακτορική διατριβή μετά από αντιστοίχιση των 

υποδοχέων των οικογενειών Α και Β με βάση τις κρυσταλλικές δομές τους (Αποτελέσματα και 

Συζήτηση). Η κοινή αρίθμηση των αμινοξέων των ΤΜς των υποδοχέων διαφορετικών 

οικογενειών επέτρεψε τη σύγκριση τους. 

 Η κρυσταλλική δομή του CRF1R έδειξε ένα δίκτυο δεσμών γύρω από την Trp2364.50 της 

ΤΜ4. Η Trp2364.50 ανήκει στην αλληλουχία GWGxP (Gly2354.49- Trp2364.50- Gly2374.51- x2384.52- 

Prο2394.53) της ΤΜ4 η οποία διατηρείται ανάμεσα στους υποδοχείς της οικογένειας Β και 

φάνηκε να παίζει σημαντικό δομικό ρόλο σύμφωνα με τις κρυσταλλικές δομές του CRF1R και 

του GCGR (207,231). Η ΤΜ4 φαίνεται να χάνει την α-ελικοειδή δομή της γύρω από την 

Gly2354.49 οδηγώντας έτσι την Trp2364.50 να προσανατολιστεί προς τις ΤΜ2 και ΤΜ3. Η 

πλευρική αλυσίδα της Trp2364.50 σχηματίζει έτσι δεσμούς με την Asn1572.52 της ΤΜ2 και την 

Trp2053.46 της ΤΜ3 (207). Η αλληλεπίδραση των ΤΜ4-ΤΜ3 ενισχύεται επιπλέον με έναν δεσμό 

υδρογόνου ανάμεσα στην πλευρική αλυσίδα της Tyr1973.38 με τη Trp2364.50 και με υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στη Gly2354.49 με τη Trp2053.46 και Pro2394.53 με την Tyr1973.38 (207). 

Οι αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται επίσης στη κρυσταλλική δομή του GCGR, 

συνδέοντας μη ομοιοπολικά τις ΤΜ2, ΤΜ3 και ΤΜ4 (207,209,231). Οι αλληλεπιδράσεις λοιπόν 

αυτές φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της ανενεργού δομής τόσο του 

CRF1R αλλά και των άλλων υποδοχέων της οικογένειας Β αφού παρατηρήθηκαν στις 

κρυσταλλικές δομές των ανενεργών καταστάσεων τους (207-209).  

 Η κρυσταλλική δομή του CRF1R δεσμευμένου με τον μη πεπτιδικό ανταγωνιστή CP-

376395, έδειξε ότι αυτός βρίσκεται βαθιά στην κοιλότητα δέσμευσης περισσότερο από κάθε 

άλλο μικρομοριακό προσδέτη των GPCRs αλληλεπιδρώντας με τη Asn2835.54, Phe2845.55, 

Leu2875.58, Ile2905.61 της ΤΜ5, Thr3166.37, Leu3196.40 και Leu3206.41, Tyr3276.48 της ΤΜ6 και 

Phe2033.40 της ΤΜ3 (207). Η αλληλεπίδραση αυτή πιθανόν περιορίζει κινήσεις των 

διαμεμβρανικών περιοχών του υποδοχέα που σχετίζονται με την ενεργοποίηση του. Αντίθετα, 

απουσία ανταγωνιστή οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ΤΜs του CRF1R που σταθεροποιούν την 
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ανενεργό δομή του, πιθανόν θα μπορούσαν ευκολότερα να διακοπούν οδηγώντας σε 

μετατοπίσεις των ΤΜs που σχετίζονται με την ενεργοποίηση του υποδοχέα. Η θεωρία αυτή 

επιβεβαιώνεται από τα ευρήματα της κρυσταλλικής δομής του GCGR δεσμευμένου με τον 

μικρομοριακό ανταγωνιστή MK-0893 (208). Ο μικρομοριακός αυτός ανταγωνιστής 

αλληλεπιδρά με αμινοξέα των ΤΜ5, ΤΜ6 και ΤΜ7 που όμως βρίσκονται εκτός της υδρόφιλης 

κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα, προσανατολισμένα προς το λιπιδικό 

περιβάλλον της πλασματικής μεμβράνης (208). Ο τρόπος αυτός δέσμευσης του MK-0893 

παρεμποδίζει κινήσεις της ΤΜ6 που την απομακρύνουν από τις άλλες ΤΜs του υποδοχέα και 

έχουν σχέση με την ενεργοποίηση του. Παρόμοια, ο αλλοστερικός ανταγωνιστής του 

υποδοχέα P2Y1 των πουρινών βρέθηκε ότι δεσμεύεται στις ΤΜs του υποδοχέα εκτός της 

κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του, παρεμποδίζοντας κινήσεις της ΤΜ3 (233-235).  

 Η άποψη ότι οι ΤΜs μετακινούνται κατά την ενεργοποίηση των υποδοχέων της 

οικογένειας Β των GPCRs επιβεβαιώνεται στη μελέτη του Sheikh και των συνεργατών του 

(236). Η μελέτη αυτή έδειξε ότι ενεργοποίηση του υποδοχέα της παραθυρεοειδούς ορμόνης 

(PTHR) με αποτέλεσμα τη διέγερση των G-πρωτεϊνών σχετίζεται με κινήσεις των 

κυτταροπλασματικών τμημάτων των ΤΜ3 και ΤΜ6 του υποδοχέα που απομακρύνουν τη μια 

από την άλλη, ενώ στην ανενεργό δομή του βρίσκονται η μια κοντά στην άλλη (236). 

Αντικατάσταση των αμινοξέων των περιοχών αυτών με His και αλληλεπίδραση τους με Zn2+ 

εμπόδισε τις κινήσεις των ΤΜ3 και ΤΜ6 με αποτέλεσμα ο υποδοχέας να μην μπορεί να 

διεγείρει τις G-πρωτεΐνες (236). Στη ίδια μελέτη βρέθηκε επίσης ότι παρόμοιες κινήσεις των 

ΤΜ3 και ΤΜ6 παρατηρούνται στον β2-AR, οδηγώντας έτσι στο συμπέρασμα ότι υποδοχείς από 

διαφορετικές οικογένειες GPCRs (Α και Β) έχουν παρόμοιους μηχανισμούς ενεργοποίησης 

(236). Στις  κινήσεις των ΤΜ3 και ΤΜ6 που παρατηρήθηκαν κατά την ενεργοποίηση του β2-AR 

σημαντικό ρόλο έπαιξε η διάσπαση ενός δικτύου δεσμών μεταξύ τριών φορτισμένων 

αμινοξέων των κυτταροπλασματικών άκρων των ΤΜ3 και ΤΜ6 (237). Συγκεκριμένα, τα 

αμινοξέα αυτά είναι μια θετικά φορτισμένη Arg (R3.50), ένα αρνητικά φορτισμένο Asp (D3.49) 

στη ΤΜ3 και ένα αρνητικά φορτισμένο Glu (E6.30) στη ΤΜ6 (237). Από τα αμινοξέα αυτά εκείνο 

που αντιστοιχεί στη R3.50 της ΤΜ3 δεν υπάρχει στους υποδοχείς της οικογένειας Β. Όμως έχει 

προταθεί σε μια μελέτη του υποδοχέα του προσομοιάζοντος με τη γλυκαγόνη πεπτιδίου 1 

(glucagon-like peptide 1 receptor, ή GLP-1R) ότι το ρόλο του R3.50 παίζει η  H1802.50 στην ΤΜ2 

(238).  Συγκεκριμένα στη μελέτη αυτή προτάθηκε ότι τα αμινοξέα H1802.50 της ΤΜ2, E2473.50 της 

ΤΜ3 και T3536.42 της ΤΜ6, εμπλέκονται στο σχηματισμό ενός δικτύου δεσμών, αντίστοιχο με 
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εκείνον μεταξύ των D3.49- R3.50- E6.30 που σταθεροποιεί τον υποδοχέα στην ανενεργό κατάστασή 

του (238). Μεταλλάξεις των H2.50 και T6.42 στον PTHR και στον υποδοχέα της σεκρετίνης καθώς 

και της Η2.50 του τύπου 1 υποδοχέα του εντερικού αγγειοδραστικού πεπτιδίου (VPAC1R), 

οδήγησαν σε μόνιμα ενεργοποιημένους υποδοχείς (238-242). 

 Οι κινήσεις των ΤΜs των υποδοχέων της οικογένειας Α, καταγράφηκαν με τη σύγκριση 

δύο κρυσταλλικών δομών του β2AR, που αναπαριστούν μια ανενεργή και μια ενεργή 

κατάστασή του (243). Στη μελέτη αυτή βρέθηκε ότι η ανενεργός κατάσταση του υποδοχέα 

σταθεροποιείται με αλληλεπιδράσεις μεταξύ των TM3, TM5, TM6 και TM7 και συγκεκριμένα 

μεταξύ των Pro2115.50, Ile1213.40, Phe2826.44 και Asn3187.45 (243). Ενεργοποίηση του υποδοχέα 

σχετίζεται με μετατόπιση της ΤΜ5 προς τις άλλες ΤΜs του υποδοχέα καθώς και με αλλαγή των 

προσανατολισμών των Ile1213.40 και Phe2826.44 που σχετίζεται με περιστροφή της TM6 γύρω 

από τη Phe2826.44. Οι δομικές αυτές αλλαγές του β2AR οδηγούν σε μια κίνηση του 

κυτταροπλασματικού άκρου της ΤΜ6 που το απομακρύνει από τις άλλες ΤΜs του υποδοχέα 

(243). Όπως στον β2AR, έτσι και στους υποδοχείς της οικογένειας Β οι TM3, TM5, TM6 και TM7 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίησή τους. Συγκεκριμένα η Tyr7.53 της ΤΜ7 βρέθηκε ότι 

παίζει σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του υποδοχέα του GLP-1 και του υποδοχέα του 

γλυκοζοεξαρτώμενου ινσουλινοτροπικού πολυπεπτιδίου (glucose dependent insulinotropic 

polypeptide receptor  ή GIPR) (238,244). Επίσης ο Cordomi και οι συνεργάτες του, πολύ 

πρόσφατα προσδιόρισαν δίκτυα δεσμών που παίζουν ρόλο στην ενεργοποίηση του GIPR (244). 

Συγκριμένα, στα δίκτυα αυτά συμπεριλαμβανόταν ένα που συνδέει τη ΤΜ6 με τις ΤΜ2 και 

ΤΜ7 και ένα μεταξύ της ΤΜ3 και ΤΜ7 (Εικόνα 1.12).  

 

Εικόνα 1.12: Μοριακά προτυπα που αναπαριστούν τις δομικές αλλαγές που συμβαίνουν κατά 

την ενεργοποίηση του GIPR. Στα πρότυπα αυτά απεικονίζονται οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ ΤΜ 

αμινοξέων στην ανενεργό (Α) και ενεργό (Β) κατάσταση του GIPR (244).   
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Οι σχετιζόμενες με την ενεργοποίηση των υποδοχέων δομικές αλλαγές των ΤΜs 

μεταφέρονται στις ενδοκυττάριες περιοχές του και είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση 

των υποδοχέων με τις  G-πρωτεΐνες και διέγερση των τελευταίων. Συγκεκριμένα, πρόσφατη 

μελέτη έδειξε ότι ο τρίτος ενδοκυττάριος βρόγχος (IL3) του CRF1R και ιδιαίτερα η σερίνη στη 

θέση 301, εμπλέκεται στην αλληλεπίδραση του υποδοχέα με τις G-πρωτεΐνες (245).  

Επιπρόσθετα, η καρβοξυτελική ενδοκυττάρια περιοχή των υποδοχέων του CRF παίζει 

σημαντικό ρόλο στην σηματοδότηση του υποδοχέα. Συγκεκριμένα, η απουσία δεκατεσσάρων 

αμινοξέων στην ΤΜ7 που παρατηρείται στην ισομορφή CRF1dR έχει προταθεί ότι σχετίζεται με 

αλλαγή της στερεοδιαμόρφωσης/ή και του προσανατολισμού της καρβοξυτελικής περιοχής 

του υποδοχέα που έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της ενεργοποίησης της G πρωτεΐνης (246).  
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2. ΣΚΟΠΟΣ 

Ο CRF1R ανήκει στην οικογένεια Β των υποδοχέων που συζευγνύονται με τις G 

πρωτεΐνες (GPCRs) (83). Όπως όλοι οι GPCRs, έτσι και ο CRF1R αποτελείται από επτά 

διαμεμβρανικές περιοχές (ΤΜs). Από αυτές η τρίτη ΤΜ (ΤΜ3) παίζει σημαντικό δομικό-

λειτουργικό ρόλο σε πλήθος GPCRs, δεσμεύοντας διάφορους προσδέτες και 

συμβάλλοντας στους μηχανισμούς ενεργοποίησής τους, αλληλεπιδρώντας με 

αμινοξέα άλλων ΤΜs  και με τις G-πρωτεΐνες (247). Η σύγκριση της ΤΜ3 του CRF1R με 

εκείνες διαφορετικών GPCRs, των οποίων οι κρυσταλλικές δομές είναι γνωστές, μας 

οδήγησε στην υπόθεση ότι η ΤΜ3 του CRF1R παίζει σημαντικό ρόλο στην δομή και 

ενεργοποίηση του υποδοχέα καθώς και στην αλληλεπίδρασή του με  μικρομοριακούς 

μη πεπτιδικούς προσδέτες. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι να επαληθεύσει την 

υπόθεση αυτή, στοχεύοντας:  

o Στη λήψη πληροφοριών για τη  δομή της ΤΜ3 του CRF1R.  

o Στον προσδιορισμό του ρόλου των αμινοξέων της ΤΜ3 στην ενεργοποίηση του 

υποδοχέα. 

o Στον προσδιορισμό των αμινοξέων της ΤΜ3 που αλληλεπιδρούν με μικρομοριακούς 

μη πεπτιδικούς αλλοστερικούς ανταγωνιστές και το ρόλο των αλληλεπιδράσεων 

αυτών στην ενεργοποίηση του υποδοχέα.  

o Στο σχεδιασμό, σύνθεση και φαρμακολογικό χαρακτηρισμό μη πεπτιδικών 

μικρομοριακών αναλόγων του CRF.  
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Δημιουργία μεταλλάξεων στο DNA που κωδικοποιεί τον hCRF1R 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήσαμε το DNA του ανθρώπινου CRF1R 

(άγριος τύπος ή WT) καθώς και τη μεταλλαγμένη μορφή του CRF1R-ΔCys (ΔCys) που 

δημιουργήθηκε στο εργαστήριο του επιβλέποντα Καθηγητή της διατριβής Γ. Λιαπάκη από το 

Δρ. Κ. Γκουντέλια και η οποία προέκυψε από την ταυτόχρονη μετάλλαξη των ελεύθερων 

ενδογενών κυστεϊνών (C ή Cys) του CRF1R σε σερίνη (S ή Ser) (C128S, C150S, C211S, C233S, 

C364S). Τα παραπάνω DNA βρίσκονται στο πλασμίδιο pcin4 (CRF1R-WT / pcin4 και CRF1R-ΔCys 

/ pcin4) το οποίο περιέχει το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη που προσδίδει αντοχή στο 

κύτταρο για το αντιβιοτικό γενετισίνη με σκοπό την επιλογή κυττάρων που εκφράζανε μόνιμα 

το DNA του ανθρώπινου CRF1R ή των μεταλλαγμένων μορφών του. Συγκεκριμένα, 

συνεχίζοντας την εργασία του Δρ. Γκουντέλια μεταλλάξαμε τα αμινοξέα της τρίτης 

διαμεμβρανικής περιοχής (ΤΜ3) του ΔCys σε κυστεΐνες, ένα την κάθε φορά, δημιουργώντας με 

τον τρόπο αυτό τoυς μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+F207C, ΔCys+G208C, ΔCys+E209C, 

ΔCys+G210C. Ακόμη μεταλλάξαμε το αμινοξύ φαινυλαλανίνη στη θέση 203 (F203) της ΤΜ3 του 

WT σε αλανίνη (A ή Ala), λυσίνη (K ή Lys), ισολευκίνη (I ή Ile) και τρυπτοφάνη (W ή Trp) 

δημιουργώντας με τον τρόπο αυτό τoυς μεταλλαγμένους υποδοχείς F203A, F203K, F203I και 

F203W αντίστοιχα.   

Επιπρόσθετα πραγματοποιήθηκαν μεταλλάξεις και στην θέση 210 της ΤΜ3 του ΔCys. 

Συγκεκριμένα μεταλλάξαμε το αμινοξύ γλυκίνη στην θέση 210 (G210) της ΤΜ3 σε αλανίνη, 

δημιουργώντας έτσι τoν μεταλλαγμένο υποδοχέα ΔCys+G210A. Οι παραπάνω μεταλλάξεις 

επιτεύχθηκαν με τη μέθοδο μεταλλαξιγένεσης κατευθυνόμενης θέσης με αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (PCR) (PCR site-directed mutagenesis) αντικαθιστώντας τα 

νουκλεοτίδια εκείνα που κωδικοποιούσαν τα εκάστοτε προς μετάλλαξη αμινοξέα X, με εκείνα 

που κωδικοποιούσαν τα επιθυμητά αμινοξέα. Στη συνέχεια χρησιμοποιώντας τεχνικές 

μοριακής βιολογίας, όπως ηλεκτροφόρηση του DNA σε πήκτωμα αγαρόζης, απομόνωση του 

επιθυμητού τεμαχίου DNA από το πήκτωμα, ενζυμική πέψη, συρραφή του, μετασχηματισμός 

του σε βακτήρια E. coli, DH-10b, και απομόνωσή του από τα εν λόγω βακτήρια, 
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δημιουργήσαμε το πλασμιδιακό DNA CRF1R / pcin4 ή CRF1R -ΔCys / pcin4 που φέρει την 

επιθυμητή μετάλλαξη η οποία παράλληλα αφαιρούσε ή πρόσθετε μια θέση ενζυμικής πέψης  

(CRF1R -mutant/pcin4). 

3.1.1 Μεταλλαξιγένεση κατευθυνόμενης θέσης με αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR - Site Directed Mutagenesis) 

Η μέθοδος της μεταλλαξιγένεσης κατευθυνόμενης θέσης με αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR - Site Directed Mutagenesis) αποτελεί μια ευρέως χρησιμοποιούμενη 

μέθοδο μοριακής βιολογίας για την εισαγωγή επιθυμητών αλλαγών στην αλληλουχία του DNA 

ενός γονιδίου. Με τη μέθοδο αυτή μεταλλάξαμε τα νουκλεοτίδια του DNA, που 

κωδικοποιούσαν τα υπό μελέτη αμινοξέα του CRF1R σε άλλα, έχοντας ως εκμαγείο το 

πλασμιδιακό DNA που κωδικοποιούσε τον CRF1R-WT/pcin4 ή τον CRF1R-ΔCys/pcin4 και 

κατάλληλα σχεδιασμένα ολιγονουκλεοτίδια που χρησίμευαν ως εκκινητές (εκκινητές γονιδίου 

ή primers), εκ των οποίων οι δυο ήταν συμπληρωματικοί μεταξύ τους (sense-antisense) και 

περιείχαν την επιθυμητή μετάλλαξη (εκκινητές μετάλλαξης). Συγκεκριμένα, το πλασμιδιακό 

DNA που κωδικοποιεί τον WT (CRF1R-WT/pcin4) χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο για τις 

μεταλλάξεις F203A, F203Κ, F203Ι και F203W, ενώ το πλασμιδιακό DNA που κωδικοποιεί τον 

ΔCys (CRF1R-ΔCys /pcin4)  χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο για τις μεταλλάξεις F207C, G208C, 

E209C, G210C και G210A. 

Ο σχεδιασμός των εκκινητών της μετάλλαξης  έγινε με μεγάλη προσοχή, έτσι ώστε ο 

εκκινητής και το εκμαγείο (πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT /pcin4 ή CRF1R-ΔCys/pcin4) να 

υβριδοποιούνταν σε ικανοποιητικό βαθμό ώστε να πραγματοποιηθεί η αντίδραση 

πολυμεράσης παρά την ύπαρξη των νουκλεοτιδίων της μετάλλαξης τα οποία δεν ήταν 

συμπληρωματικά με εκείνα του εκμαγείου. Κατά το σχεδιασμό των εκκινητών που περιείχαν 

τη μετάλλαξη φροντίσαμε τα νουκλεοτίδια που κωδικοποιούσαν τη μετάλλαξη να βρίσκονται 

στο μέσο του εκκινητή, τα 3’ άκρα του κάθε εκκινητή έπρεπε να είχαν τις βάσεις G ή C καθώς 

και το ποσοστό των βάσεων GC σε κάθε εκκινητή να προσέγγιζε το 50% του συνόλου των 

νουκλεοτιδίων του εκκινητή. Άλλες παράμετροι όπως η θερμοκρασία τήξης (Τm), η απουσία 

hairpin loops και παλίνδρομων αλληλουχιών ελήφθησαν επίσης υπόψιν κατά τον σχεδιασμό 

των εκκινητών. 
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Υλικά - συσκευές  

o Ένζυμο πολυμεράση: pfu DNA polymerase (Fermentas, USA). 

o Διάλυμα ολιγονουκλεοτιδίων: dNTPs σε συγκέντρωση 2,5 mM (Fermentas, USA). 

o Ρυθμιστικό διάλυμα πολυμεράσης: pfu buffer 10X (Fermentas, USA). 

o Δείκτης γνωστού μοριακού βάρους: (Fermentas, USA).  

o Αυτόματος Θερμικός Κυκλοποιητής PCR (Perkin Elmer PCR System 2400, USA). 

o Συσκευή οριζόντιας ηλεκτοφόρησης Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 

o Εκκινητές από τις εξής εταιρείες: VBC-GENOMICS BIOSCIENCE Research GmbH, Austria 

και Invitrogen, USA. VH Bio Ltd, UK. 

 

Eκκινητές γονιδίου CRF1R (primers): 

Sense pcDNA4 - 800: 5’ - GGCGTGTACGGTGGGAGG - 3’ 

Antisense ΑPAN4: 5’- GCAGACAGCGAATTAATTCCAGC -3’ 

Για τη μετάλλαξη F207C 

Sense F207C: 5’- CCATGTGACGAATTTCTTCTGGATGTGCGGCGAGGGC -3’ 

Antisense F207C: 5’- GCCCTCGCCGCACATCCAGAAGAAATTCGTCACATGG -3’ 

Για τη μετάλλαξη G208C 

Sense G208C: 5’- CTGGATGTTCTGTGAAGGGTCCTACCTGC-3’ 

Antisense G208C: 5’- GCAGGTAGGACCCTTCACAGAACATCCAG -3’ 

Για τη μετάλλαξη E209C 

Sense E209C: 5’-GATGTTCGGCTGTGGTAGTTACCTGCACA -3’ 

Antisense E209C: 5’- TGTGCAGGTAACTACCACAGCCGAACATC -3’ 

Για τη μετάλλαξη G210C 

Sense G210C: 5’- GTTCGGCGAGTGTTCCTACCTGCAC -3’  

Antisense G210C: 5’- GTGCAGGTAGGAACACTCGCCGAAC -3’ 
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Για τη μετάλλαξη G210A  

Sense G210A: 5’-GTTCGGCGAGGCATCCTACCTG -3’ 

Antisense G210A: 5’-CAGGTAGGATGCCTCGCCGAAC -3’  

Για τη μετάλλαξη F203A 

Sense F203A: 5’-GTGACCAACGCATTCTGGATGTTCG- 3’ 

Antisense F203A: 5’- CGAACATCCAGAATGCGTTGGTCAC -3’ 

Για τη μετάλλαξη F203K 

Sense F203K: 5’- GTGACCAACAAATTCTGGATGTTCG - 3’ 

Antisense F203K: 5’- CGAACATCCAGAATTTGTTGGTCAC -3’ 

Για τη μετάλλαξη F203I 

Sense F203I: 5- CTTCCATGTGACGAATATCTTCTGGATG -3’ 

Antisense F203I: 5’- CATCCAGAAGATATTCGTCACATGGAAG -3’ 

Για τη μετάλλαξη F203W 

Sense F203W: 5’- CCATGTGACGAACTGGTTCTGGATG -3’  

Antisense F203W: 5'- CATCCAGAACCAGTTCGTCACATGG -3' 

Μέθοδος 

Η εισαγωγή της επιθυμητής μετάλλαξης στο πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT/pcin4 ή 

CRF1R-ΔCys/pcin4  πραγματοποιήθηκε σε δυο διαδοχικά στάδια (Α και Β). Στο πρώτο στάδιο 

(Α), για κάθε μετάλλαξη πραγματοποιήθηκαν δύο αντιδράσεις PCR, η PCR-1 και η PCR-2, στις 

οποίες χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT / pcin4 ή CRF1R-ΔCys / 

pcin4 ανάλογα με τις πειραματικές ανάγκες, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Η επιμήκυνση της 

νουκλεοτιδικής αλυσίδας του DNA πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της πολυμεράσης pfu και 

διαλύματος τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων (dNTPs), dTTP, dATP, dCTP και dGTP 

συγκέντρωσης 2,5 mM το καθένα. Στην αντίδραση PCR-1 χρησιμοποιήθηκαν ο εκκινητής 
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sense-γονιδίου (Sense pcDNA4-800) και ο antisense-μετάλλαξης X (Antisense-X) που 

κωδικοποιούσε το αμινοξύ της X μετάλλαξης. Το προϊόν της PCR-1 αντίδρασης αναμενόταν να 

ήταν ένα τεμάχιο DNA του WT ή του ΔCys μήκους περίπου 800 βάσεων που στο ένα άκρο του 

περιείχε τα νουκλεοτίδια της επιθυμητής μετάλλαξης (Εικόνα 3.1). 

 

Εικόνα 3.1: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR-1, στάδιο πρώτο (Α) για την εισαγωγή της 

επιθυμητής μετάλλαξης Χ στο πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT / pcin4 ή CRF1R-ΔCys / pcin4. 

Στην αντίδραση PCR-2 του πρώτου σταδίου Α, χρησιμοποιήθηκαν ο εκκινητής 

antisense-γονιδίου (Αntisense-ΑΡΑΝ4) και ο εκκινητής sense-μετάλλαξης Χ (Sense-X) που 

κωδικοποιούσε τα αμινοξέα της μετάλλαξης X και ήταν συμπληρωματικός του antisense-

μετάλλαξης X (Antisense-X). Το προϊόν της PCR-2 αντίδρασης αναμενόταν να ήταν ένα τεμάχιο 

DNA του WT ή  του ΔCys μήκους περίπου 700 βάσεων που στο ένα άκρο του περιείχε τα 

νουκλεοτίδια της επιθυμητής μετάλλαξης (Εικόνα 3.2). 

 

Εικόνα 3.2: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR-2, στάδιο πρώτο (Α), για την εισαγωγή 

της επιθυμητής μετάλλαξης Χ στο πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT / pcin4 ή CRF1R-ΔCys / pcin4. 
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Τα μείγματα (DNA, εκκινητές, dNTPs και ρυθμιστικό διάλυμα pfu πολυμεράσης, σε 

όγκο ίσο με τα 9/10 του τελικού όγκου της αντίδρασης) των αντιδράσεων PCR-1 και PCR-2 του 

σταδίου Α για την εισαγωγή της επιθυμητής μετάλλαξης Χ αναμίχθηκαν και θερμάνθηκαν για 

2 λεπτά στους 100oC (hot start) σε θερμικό κυκλοποιητή PCR απουσία της πολυμεράσης pfu. 

Στη συνέχεια προστέθηκε στα μείγματα των αντιδράσεων PCR-1 και PCR-2 του σταδίου Α, η 

πολυμεράση pfu (αραιωμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα και όγκο ίσο με το 1/10 του τελικού 

όγκου της αντίδρασης) και αυτά επωάστηκαν σε τρεις διαδοχικές θερμοκρασίες οι οποίες 

αποτελούν ένα κύκλο της PCR. Συγκεκριμένα επωάστηκαν για 1 λεπτό στους 97oC ώστε να 

πραγματοποιηθεί αποδιάταξη του DNA, ακολούθησε επώαση του DNA για 3 λεπτά στους 55oC 

για τον υβριδισμό των εκκινητών και τέλος επώαση για 15 λεπτά της ώρας στους 72oC 

προκειμένου να γίνει η σύνθεση της αλληλουχίας DNA από την πολυμεράση. Η αντίδραση 

ολοκληρώθηκε μετά από 30-35 κύκλους τους οποίους ακολούθησε επώαση των μειγμάτων 

PCR-1 και PCR-2 του σταδίου Α, για άλλα 10 λεπτά της ώρας στους 72 oC. 

Τα τεμάχια του DNA του CRF1R-WT/pcin4 ή του CRF1R-ΔCys/pcin4 που προέκυψαν από 

τις αντιδράσεις PCR-1 (περίπου 800 βάσεων) και PCR-2 (περίπου 700 βάσεων) του σταδίου Α, 

διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης, απομονώθηκαν από αυτό (όπως 

περιγράφεται παρακάτω) και χρησιμοποιήθηκαν ως εκμαγεία για την αντίδραση PCR του 

δεύτερου σταδίου (Β) για την εισαγωγή της επιθυμητής μετάλλαξης Χ, με σκοπό τη λήψη ενός 

προϊόντος μήκους περίπου 1550 βάσεων που αποτελούσε επίσης τεμάχιο του CRF1R-WT/pcin4 

ή του CRF1R-ΔCys/pcin4 και περιείχε την επιθυμητή μετάλλαξη Χ. Για αυτή την αντίδραση PCR, 

χρησιμοποιήθηκαν ως εκκινητές τα ολιγονουκλεοτίδια Sense-pCDNA4-800 και Αntisense-

ΑΡΑΝ4. Η επιθυμητή μετάλλαξη X αναμενόταν να βρίσκεται στο μέσο περίπου αυτού του DNA 

και θα έπρεπε να την περιβάλλουν δύο θέσεις πέψης συγκεκριμένων ενζύμων περιορισμού 

(XagI και AgeI) (Εικόνα 3.3). Τα ένζυμα αυτά όπως περιγράφεται παρακάτω θα 

χρησιμοποιηθούν για την υποκλωνοποίηση του τμήματος του DNA του υποδοχέα που περιείχε 

την επιθυμητή μετάλλαξη στο πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT /pcin4 ή στο CRF1R-ΔCys/pcin4. 
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Εικόνα 3.3:  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης στάδιο δεύτερο (Β), για την εισαγωγή της 

επιθυμητής μετάλλαξης Χ στο πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT/pcin4 ή CRF1R-ΔCys/pcin4. 

 

3.1.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

Υλικά-Συσκευές 

o Διάλυμα ΤΑΕ 50X (242 g Tris base, 57,1 ml glacial acetic acid, 37,2g Na2EDTA·2H2O σε 

H2O).  

o Αγαρόζη (Invitrogen, USA). 

o Βρωμιούχο αιθίδιο, EtBr (10 mg/ml), C21H20BrN3 (Fluka, Switzerland). 

o Χρωστική, 6X Gel Loading Dye (40% γλυκερόλη, 0.25% Bromophenol Blue, 0.25% 

Xylene Cyanol). 

o Δείκτης γνωστού μοριακού βάρους: (Fermentas, USA).  

o Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 

Μέθοδος 

Η ηλεκτροφόρηση τεμαχίων DNA σε πήκτωμα της αγαρόζης είναι μια εξαιρετικά 

διαδεδομένη μέθοδος μοριακής βιολογίας, η οποία επιτρέπει το διαχωρισμό τεμαχίων DNA 

ανάλογα με το μέγεθος τους και τη μετέπειτα απομόνωση από το πήκτωμα εκείνων που μας 

ενδιαφέρει. Συγκεκριμένα, κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα αγαρόζης 

επιτρέπει στα μικρότερου μοριακού βάρους τεμάχια DNA να κινηθούν γρηγορότερα από τον 

αρνητικό προς τον θετικό πόλο και να διανύσουν μεγαλύτερη απόσταση μέσα στο πήκτωμα 

συγκριτικά με τα μεγαλύτερου μοριακού βάρους τεμάχια DNA. Το πήκτωμα αγαρόζης που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν περιεκτικότητας 1% και παρασκευάστηκε με διάλυση 1 gr αγαρόζης σε 
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100 ml διαλύματος ΤΑΕ (Tris-acetate) (242 gr Tris-Base, 57,1 ml glacial acetic acid, 18,6 gr 

EDTA) αραίωσης 1:50 µε θέρµανση και υπό συνεχή ανάδευση. Στη συνέχεια το διάλυµα 

ψύχθηκε µέχρι τους 40οC και τότε προστέθηκαν σε αυτό 4 µl βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr), το 

οποίο προσδένεται παρεμβαλλόμενο στις 2 αλυσίδες του DNA δημιουργώντας έτσι το 

σύμπλοκο EtBr/DNA που όταν εκτεθεί σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV) φθορίζει. 

Το διάλυμα αγαρόζης 1% τοποθετήθηκε σε ειδική θήκη της συσκευής 

ηλεκτροφόρησης και αφέθηκε να πήξει, ενώ με τη βοήθεια ειδικού κτενίου δημιουργήθηκαν 

πηγάδια (εσοχές). Όταν ολοκληρώθηκε η πήξη του, το πήκτωμα αγαρόζης τοποθετήθηκε στη 

συσκευή ηλεκτροφόρησης, η οποία περιείχε επαρκή ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ 

50Χ αραίωσης 1:50 ώστε να καλυφθεί πλήρως το πήκτωμα αγαρόζης. Στα διαλύματα που 

περιείχαν τα τεμάχια DNA που μας ενδιέφεραν (προϊόντα των αντιδράσεων PCR ή προϊόντα 

πέψης, όπως αναφέρεται παρακάτω), προστέθηκαν 4 μl 6X Gel Loading Dye και στη συνέχεια 

τοποθετήθηκαν στα πηγάδια του πηκτώματος προκειμένου να ηλεκτροφορηθούν. Επίσης σε 

διαφορετικό πηγάδι τοποθετήθηκε και ένας δείκτης DNA ο οποίος περιείχε διάφορα τεμάχια 

DNA γνωστών μοριακών μεγεθών με σκοπό τον υπολογισμό του µοριακού μεγέθους των 

ηλεκτροφορηθέντων DNA. Η ηλεκτροφόρηση είχε διάρκεια περίπου 40 λεπτά της ώρας και 

πραγματοποιήθηκε υπό ηλεκτρική τάση 130 V.  

 

3.1.3 Ενζυμική πέψη του DNA 

Υλικά-Συσκευές 

o Περιοριστικά ένζυμα Xag I (10u/μl) και AgeI (10u/μl), (Fermentas, USA). 

o Ρυθμιστικό διάλυμα πέψης 10x ( 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 

0.1 mg/mL BSA) (Fermentas, USA). 

o Θερμαινόμενη πλάκα επώασης (Bioblock Scientific, France). 

Μέθοδος 

Τα περιοριστικά ένζυμα αναγνωρίζουν μια συγκεκριμένη και σχετικά μικρή 

αλληλουχία DNA την οποία κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες επώασης (θερμοκρασία, 

χρόνος και ιονική ισχύς του διαλύματος επώασης) μπορούν να πέψουν. Τα προϊόντα των PCR 
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του δεύτερου σταδίου (Β) (μήκους  περίπου 1550 βάσεων) που περιείχαν τις επιθυμητές 

μεταλλάξεις, υποβλήθηκαν σε πέψη με περιοριστικά ένζυμα. Με τα ίδια περιοριστικά ένζυμα 

υποβλήθηκε σε πέψη και το πλασμιδιακό DNA του CRF1R-WT /pcin4 ή του CRF1R-ΔCys /pcin4, 

(περίπου 6550 βάσεων). Τα περιοριστικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν για την πέψη αυτών 

των DNA ήταν το XagI, που αναγνώριζε την αλληλουχία 5’-CCTNN^NNNAGG-3’ και το AgeI που 

αναγνώριζε την αλληλουχία 5’-A^CCGGT-3’ (όπου ^ σημεία πέψης). Τα DNA που αναφέρθηκαν 

παραπάνω επωάστηκαν (σε διάλυμα πέψης 10x σε αραίωση 1:10) για 2 ώρες μαζί με περίπου 

10 μονάδες από το κάθε ένζυμο στους 37οC.  

Η πέψη του προϊόντος του PCR του δεύτερου σταδίου που περιείχε την επιθυμητή 

μετάλλαξη με τα ένζυμα XagI και AgeI, αναμενόταν να δώσει τρία τεμάχια DNA, ένα μήκους 

περίπου 150 βάσεων, ένα μεγαλύτερο μήκους περίπου 550 βάσεων και ένα ακόμα 

μεγαλύτερου μήκους περίπου 850 βάσεων, εκ των οποίων το τελευταίο ήταν εκείνο που 

έφερε την επιθυμητή μετάλλαξη (Εικόνα 3.4). Η πέψη του πλασμιδιακού DNA CRF1R-WT /pcin4 

ή CRF1R-ΔCys /pcin4, με τα παραπάνω περιοριστικά ένζυμα αναμενόταν να δώσει δύο τεμάχια 

DNA, ένα μήκους περίπου 850 βάσεων και ένα μήκους  περίπου 5700 βάσεων (Εικόνα 3.5). Τα 

προϊόντα της πέψης διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω, και στη συνέχεια απομονώθηκαν τα επιθυμητά προϊόντα της πέψης 

από αυτό, χρησιμοποιώντας το kit Nucleospin Extract της Macherey-Nagel με βάση το 

πρωτόκολλο της εταιρείας. 

 

Εικόνα 3.4:  Πέψη προϊόντος της αντίδρασης PCR δεύτερου σταδίου (Β)  (που περιέχει την 

επιθυμητή μετάλλαξη X) με τα ένζυμα XagI και AgeI. 
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Εικόνα 3.5: Πέψη πλασμιδιακού DNA CRF1R-WT /pcin4 ή CRF1R-ΔCys /pcin4, με τα ένζυμα XagI 

και AgeI. 

 

3.1.4 Συρραφή των τεμαχίων του DNA (Ligation) 

Υλικά-Συσκευές 

o T4 DNA λιγάση (5 u/μl) (Fermentas, USA)  

o Ρυθμιστικό διάλυμα T4 DNA λιγάσης 10x (400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM 

DTT, 5 mM ATP (pH 7.8 at 25°C)) (Fermentas, USA).  

o Συσκευή επώασης ρυθμιζόμενης θερμοκρασίας. 

Μέθοδος 

Την απομόνωση των επιθυμητών προϊόντων πέψης από το πήκτωμα της αγαρόζης, 

ακολούθησε η συρραφή τους με σκοπό την εισαγωγή του τεμαχίου DNA που έφερε την 

επιθυμητή μετάλλαξη στο επιθυμητό τεμάχιο του DNA από την πέψη είτε του CRF1R-WT /pcin4 

είτε του CRF1R-ΔCys /pcin4 (Εικόνα 3.6). Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε συρραφή του 

τεμαχίου του DNA που προήλθε από το PCR του σταδίου Β που περιείχε την επιθυμητή 

μετάλλαξη και είχε μέγεθος περίπου 850 βάσεων έπειτα από πέψη του με τα περιοριστικά 
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ένζυμα AgeI/ XagI, με το τεμάχιο του πλασμιδιακού DNA του CRF1R-WT /pcin4  ή του CRF1R-

ΔCys /pcin4 που είχε μέγεθος περίπου 5700 βάσεων έπειτα από πέψη του με τα ίδια 

περιοριστικά ένζυμα. Η αντίδραση συρραφής έγινε με επώαση των παραπάνω τεμαχίων DNA 

(σε ρυθμιστικό διάλυμα Τ4 DNA λιγάσης 10x αραίωσης 1:10) σε θερμοκρασία 16οC για 12 

ώρες.  Τα προιόντα συρραφής αναμένεται να είναι τα πλασμιδιακά DNA του WT ή ΔCys που 

φέρουν την επιθυμητή μετάλλαξη Χ (Εικόνα 3.6)  

 

Εικόνα 3.6: Συρραφή τεμαχίων DNA μετά από πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα AgeI/ XagI των 

προϊόντων  PCR του σταδίου Β που περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη (μέγεθος περίπου 850 

βάσεων) (Εικόνα 3.4) και του πλασμιδιακού DNA του CRF1R-WT /pcin4  ή του CRF1R-ΔCys /pcin4  

(μέγεθος περίπου 5700 βάσεων) (Εικόνα 3.5). 

 

3.1.5 Μετασχηματισμός βακτηρίων DH-10b E.coli, με το πλασμιδιακό DNA που 

έφερε την επιθυμητή μετάλλαξη  

Υλικά-Συσκευές 

o Τρυβλία επιστρωμένα με μείγμα LB-άγαρ-αμπικιλλίνη (10 g τρυπτόνη, 15 g άγαρ, 5 g 

εκχύλισμα μαγιάς, 5 g NaCl, 1 ml NaOH 1Ν και αμπικιλλίνη τελικής συγκέντρωσης 

60μg/ml, διαλυμένα σε 1 λίτρο Η2Ο). 

o Θρεπτικό υλικό LB (10g τρυπτόνη, 5g εκχύλισμα μαγιάς, 5g NaCl, 1ml NaOH 1N σε 1 

λίτρο Η2Ο). 

o Επιδεκτικά βακτήρια DH-10b (Competent DH-10b)  Ε. Coli. 

o Θερμαινόμενη πλάκα επώασης (Bioblock Scientific, France). 

o Φυγόκεντρος (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 

O Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 
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Μέθοδος 

Στη συνέχεια ακολούθησε ο μετασχηματισμός επιδεκτικών βακτηρίων DH-10b 

(Competent DH-10b Ε.Coli) με τα προϊόντα συρραφής που αναφέρθηκαν παραπάνω. 

Συγκεκριμένα, επωάσαμε για  30 λεπτά σε πάγο το μείγμα βακτηρίων DH-10b και DNA (προϊόν 

συρραφής) και στη συνέχεια υποβάλλαμε τα βακτήρια σε θερμικό σοκ, επωάζοντάς τα στους 

42οC για 45 δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια τοποθετήσαμε το μείγμα DNA-βακτήρια ξανά σε πάγο 

για 2 λεπτά. Έπειτα, προσθέσαμε 900μl υγρού θρεπτικού υλικού LB και επωάσαμε  για 1 ώρα 

στους 37οC. Στο τέλος της επώασης, φυγοκεντρήσαμε το μείγμα βακτηρίων-DNA-LB για 5 

λεπτά σε 3000rpm και θερμοκρασία δωματίου και επαναιωρήσαμε το ίζημα των 

μετασχηματισμένων βακτηρίων με 100μl LB. Το εναιώρημα βακτηρίων επιστρώθηκε σε 

τρυβλίο που περιείχε LB-άγαρ-αμπικιλλίνη και ακολούθησε επώαση για 16 ώρες σε 

θερμοκρασία 37οC. Η εμφάνιση αποικιών βακτηρίων στο τέλος της επώασης σε περιβάλλον 

που περιείχε αμπικιλλίνη οφείλεται στο γεγονός ότι το πλασμιδιακό DNA pcin4, που έφερε το 

γονίδιο που κωδικοποιούσε τον WT ή τον ΔCys καθώς και τις μεταλλαγμένες μορφές τους, 

περιείχε επίσης το γονίδιο που προσέδιδε στα βακτήρια ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 

αμπικιλλίνη. 

 

3.1.6 Πολλαπλασιασμός βακτηρίων DH-10b E.coli 

Υλικά-Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό LB (10g Tryptone, 5g Yeast extract, 5g NaCl, 1ml 1N NaOH σε 1 λίτρο 

Η2Ο). 

o Αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (60mg/ml). 

o Δοκιμαστικοί σωλήνες αποστειρωμένοι. 

o Θερμαινόμενη συσκευή ανάδευσης. 

Μέθοδος 

Οι αποικίες των βακτηρίων που είχαν σχηματιστεί στο τέλος της επώασης των 16 

ωρών στους 37οC στο τρυβλίο που περιείχε LB-άγαρ-αμπικιλλίνη, μεταφέρθηκαν σε 

αποστειρωμένους δοκιμαστικούς σωλήνες που περιείχαν 10 ml θρεπτικό υλικό LB 
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εμπλουτισμένο με το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη σε τελική συγκέντρωση 60 μg/ml. Στη συνέχεια 

τα βακτήρια πολλαπλασιάστηκαν με επώαση τους στους 37οC για 16 ώρες υπό συνεχή 

ανάδευση (170 αναδεύσεις/λεπτό). Στο τέλος της επώασης πραγματοποιήθηκε απομόνωση 

του πλασμιδιακού DNA από τα βακτήρια με τη χρήση του kit Nucleospin Plasmid της 

Macherey-Nagel (Germany) σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρείας.  

 

3.1.7 Ταυτοποίηση του DNA που έφερε την επιθυμητή μετάλλαξη 

Αρχικά, η εξακρίβωση του αν το πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT/pcin4 ή CRF1R-

ΔCys/pcin4 έφερε την επιθυμητή μετάλλαξη πραγματοποιήθηκε με τη χρήση περιοριστικών 

ενζύμων. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την εισαγωγή της επιθυμητής μετάλλαξης 

(εκκινητές μετάλλαξης), στο DNA του WT ή του ΔCys ήταν με τέτοιο τρόπο σχεδιασμένοι ώστε 

να αφαιρούν ή να προσθέτουν μια θέση πέψης για ένα συγκεκριμένο περιοριστικό ένζυμο. 

Επομένως, το πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT/pcin4 ή CRF1R-ΔCys/pcin4 που έφερε την 

επιθυμητή μετάλλαξη, μετά την πέψη του με συγκεκριμένο για την κάθε μετάλλαξη 

περιοριστικό ένζυμο και την ηλεκτροφόρησή του σε πήκτωμα αγαρόζης, εμφάνιζε συγκριτικά 

με το μητρικό του διαφορές, στον αριθμό καθώς και το μέγεθος των τεμαχίων DNA που είχαν 

δημιουργηθεί από την πέψη με το συγκεκριμένο ένζυμο. Περαιτέρω επιβεβαίωση της 

εισαγωγής της επιθυμητής μετάλλαξης στο πλασμιδιακό DNA CRF1R-WT/pcin4 ή CRF1R-

ΔCys/pcin4 πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο της ανάγνωσης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

του (sequencing) από τις εταιρείες VBC Biotech (Austria) και Genewiz (USA). 
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3.2 Καλλιέργειες ευκαρυωτικών κυττάρων 

Για την πραγματοποίηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής, χρησιμοποιήθηκε η 

κυτταρική σειρά ΗΕΚ293 (ευγενική προσφορά του Dr. Jonathan Javitch, Columbia University, 

USA), η οποία δημιουργήθηκε από επιμόλυνση ανθρώπινων εμβρυϊκών κυττάρων νεφρού 

(HEK) με γενετικό υλικό του ανθρώπινου αδενοϊού τύπου 5 (Ad5) (248).  

 

Εικόνα 3.7: Κυτταρική σειρά ΗΕΚ293.  A) Φωτογραφία ενός κυττάρου ΗΕΚ293 στην οποία 

φαίνεται η τυπική μορφολογία (πυραμίδας / ρόμβου) των κυττάρων της σειράς αυτής. B) 

Κύτταρα ΗΕΚ293 σε καλλιέργεια.   

Τα κύτταρα ΗΕΚ 293 μπορούν να μετασχηματιστούν εύκολα και να εκφράσουν σε 

ικανοποιητικό βαθμό ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, ενώ παράλληλα έχουν αυξημένο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού, χαρακτηριστικά που καθιστούν αυτή τη κυτταρική σειρά πολύτιμο 

εργαλείο σε  τεχνικές κυτταρικής βιολογίας. 

 

3.2.1 Καλλιέργεια κυττάρων ΗΕΚ293. 

Υλικά - Συσκευές 

o Θρεπτικό μέσο τύπου Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM/F12 (1:1) (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France). 

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Τρυβλία καλλιεργειών διαμέτρου 60mm και 100mm (SARSTEDT, Germany). 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Υπερκαταψύκτης (Bio-Freezer 8425, Forma Scientific, Inc USA). 
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Μέθοδος 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν (σε τρυβλία 60mm και 100mm) σε θρεπτικό υλικό 

DMEM/F12 (1:1), το οποίο περιείχε 2,5 mM L-γλουταμίνη, 15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3  

και ήταν εμπλουτισμένο με 10% ορό βοός, σε επωαστικό κλίβανο ρυθμισμένο σε θερμοκρασία 

37οC, ατμόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα (απαραίτητες συνθήκες για τη διατήρηση του pH του 

θρεπτικού υλικού) και υγρασία 100% (ελαχιστοποίηση εξάτμισης του θρεπτικού υλικού). Το 

θρεπτικό υλικό ανανεωνόταν κάθε 48 ώρες και τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν για 

πείραμα είχαν φτάσει σε πυκνότητα 90% περίπου. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν με 

κύτταρα σε παρόμοια στάδια ανάπτυξης.  

 

3.2.2 Επιμόλυνση κυττάρων με πλασμιδιακό DNA και δημιουργία κυττάρων που 

εκφράζουν μόνιμα ή παροδικά τους υποδοχείς 

Υλικά - Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL, 

Life Technologies, UK). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France).  

o Θρεπτικό υλικό, OptiMEM (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

o Λιποφεκταμίνη, Lipofectamine (Invitrogen, USA). 

o Γενετισίνη, Geneticin (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Τρυβλία καλλιεργειών 60mm (SARSTEDT, Germany). 

Μέθοδος 

Κύτταρα HEK 293 που βρίσκονταν σε καλλιέργεια με θρεπτικό υλικό DMEM/F12 (1:1) 

που περιείχε 2,5 mM L-γλουταμίνη, 15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3 και ήταν εμπλουτισμένο 

με 10% ορό βοός  επιστρώθηκαν σε τρυβλίο διαμέτρου 60 mm έτσι ώστε μετά την επώαση 

τους σε θερμοκρασία 37οC, ατμόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα και υγρασία 100%, την επόμενη 
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μέρα να είχαν πυκνότητα 80-90%. Στο τέλος της επώασης των κυττάρων,  3 μg πλασμιδιακού 

DNA που κωδικοποιούσε τον υποδοχέα διαλύθηκε σε 200 μl OptiMEM. Ταυτόχρονα, σε 200 μl 

διαφορετικού OptiMEM διαλύθηκαν 9 μl λιποφεκταμίνης. Τα δύο αυτά μείγματα αναμίχθηκαν 

και παρέμειναν σε ηρεμία σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά της ώρας. Στη συνέχεια τα 

δυο αυτά μείγματα αναμίχθηκαν μεταξύ τους, σχηματίζοντας έτσι μείγμα OptiMEM 400 μl που 

περιείχε τη λιποφεκταμίνη και το πλασμιδιακό DNA μαζί. Το μείγμα αυτό επωάστηκε σε 

ηρεμία σε θερμοκρασία δωματίου για 15 - 20 λεπτά της ώρας και προστέθηκε σε 2100 μl 

ΟptiMEM που κάλυπταν τα ΗΕΚ 293 κύτταρα (80-90% πυκνότητας) τα οποία προηγουμένως 

είχαν εκπλυθεί με ΟptiMEM. Τα κύτταρα επωάστηκαν με το μείγμα (2,5 ml) λιποφεκταμίνης/ 

πλασμιδιακό DNA/ ΟptiMEM για 5 - 12 ώρες σε θερμοκρασία 37οC, ατμόσφαιρα 5% CO2/95% 

αέρα και υγρασία 100%. Στο τέλος της επώασης, το μείγμα αυτό, αντικαταστάθηκε με 

θρεπτικό υλικό DMEM/F12 (1:1) που περιείχε 2,5 mM L-γλουταμίνη, 15 mM HEPES, 1,125 g/L 

NaHCO3, 10% ΒCS, καθώς και το αντιβιοτικό γενετισίνη (G-418) σε συγκέντρωση 800 μg/ml 

ώστε να γίνει επιλογή των θετικά επιμολυσμένων κυττάρων και η δημιουργία κυτταρικών 

σειρών που εκφράζουν σταθερά τους υπό μελέτη υποδοχείς. Το πλασμίδιο pcin4, στο οποίο 

βρίσκεται το γονίδιο που εκφράζει τον CRF1R (WT ή τη μεταλλαγμένη μορφή του), περιέχει το 

γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη φωσφοτρανσφεράση της νεομυκίνης (NPT II) που 

προσδίδει στα κύτταρα ανθεκτικότητα στο κυτταροτοξικό αντιβιοτικό γενετισίνη.  

Επιπρόσθετα των κυτταρικών σειρών που εξέφραζαν σταθερά τους υποδοχείς του CRF 

στα πειράματα μας χρησιμοποιήσαμε επίσης ΗΕΚ 293 κύτταρα που εξέφραζαν τους υποδοχείς 

αυτούς παροδικά. Για τη παροδική έκφραση των υποδοχέων στα κύτταρα ακολουθήσαμε την 

ίδια μέθοδο επιμόλυνσης κυττάρων που αναφέραμε παραπάνω με τη διαφορά ότι μετά την 

επώαση με τα 2,5 ml ΟptiMEM/λιποφεκταμίνης/DNA για 5 - 12 ώρες, αντικαταστήσαμε το 

διάλυμα αυτό με θρεπτικό υλικό που περιείχε 10% ΒCS αλλά όχι γενετισίνη. Μετά από 24 

ώρες τα κύτταρα συλλέχθηκαν με σκοπό τη μελέτη των υποδοχέων του CRF  που εκφραζόταν 

σε αυτά παροδικά. 

3.2.3 Κρυοσυντήρηση και απόψυξη κυττάρων.  

Υλικά – Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL, 

Life Technologies, UK). 



50 
 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA) εμπλουτισμένος με 10% DMSO 

(Sigma, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France).  

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Σωληνάρια κρυοσυντήρησης κυττάρων των 2ml (SARSTEDT, Germany). 

o Τρυβλία καλλιεργειών 60mm (SARSTEDT, Germany). 

o Υπερκαταψύκτης (Bio-Freezer 8425, Forma Scientific, Inc USA) 

Μέθοδος 

Τα κύτταρα, προκειμένου να διατηρηθούν σε χαμηλό αριθμό γενεών, καταψύχονταν 

ανά τακτά χρονικά διαστήματα, αρχικά στους - 80οC και έπειτα από λίγες μέρες μεταφέρονταν 

σε υγρό άζωτο (-196οC) για τη μακροχρόνια αποθήκευσή τους, έτσι ώστε τα πειράματα να 

πραγματοποιούνται στον ίδιο αριθμό γενιάς. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα συλλέχθηκαν από τα 

τρυβλία στα οποία καλλιεργούνταν με 2-3ml DMEM/F12 (1:1) (2,5 mM L-γλουταμίνη, 15 mM 

HEPES, 1,125 g/L NaHCO3 ) εμπλουτισμένο με 10% BCS και το κυτταρικό εναιώρημα 

φυγοκεντρήθηκε στα 700g. Στη συνέχεια το υπερκείμενο θρεπτικό υλικό αφαιρέθηκε και τα 

κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 900μl BCS εμπλουτισμένο με 10% DMSO (κρυοπροστατευτικός 

παράγοντας). Το εναιώρημα των κυττάρων τοποθετήθηκε σε σωληνάριο κρυοσυντήρησης και 

αφού πάγωσε σταδιακά σε -80οC μεταφέρθηκε σε υγρό άζωτο (-196οC) για μακροχρόνια 

αποθήκευση. Η παρουσία κρυοπροστατευτικού παράγοντα και η σταδιακή κατάψυξη των 

κυττάρων είναι απαραίτητα ώστε να περιοριστεί η πιθανότητα δημιουργίας κρυστάλλων στο 

εσωτερικό των κυττάρων και κατά συνέπεια πιθανός κυτταρικός θάνατος.  

Αντίθετα με την κατάψυξη των κυττάρων που πραγματοποιήθηκε σταδιακά η 

απόψυξή τους ήταν γρήγορη και άμεση. Τα κατεψυγμένα σωληνάρια που περιείχαν το 

κυτταρικό εναιώρημα θερμάνθηκαν ταχέως στους 37οC υπό συνεχή ανάδευση και τα κύτταρα 

μεταφέρθηκαν άμεσα σε τρυβλία που περιείχαν  θρεπτικό υλικό DMEM/F12 (1:1) (2,5 mM L-

γλουταμίνη, 15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3) εμπλουτισμένο με 10% BCS με σκοπό τη 

καλλιέργεια τους. 
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3.4 Φαρμακολογικός χαρακτηρισμός των υποδοχέων  

Για τον φαρμακολογικό χαρακτηρισμό των υποδοχέων του CRF διεξήχθησαν αρχικά, 

μελέτες συναγωνιστικής δέσμευσης στις οποίες προσδιορίστηκαν οι συγγένειες δέσμευσης με 

τις οποίες δέσμευαν τον CRF και ανάλογα του. Επίσης πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

διέγερσης της παραγωγής κυκλικού ΑΜΡ (cAMP) σε κύτταρα που εκφράζανε τους υποδοχείς 

του CRF με σκοπό τον προσδιορισμό της ισχύος διαφόρων πεπτιδίων αγωνιστών, όπως της 

σοβαγίνης. 

3.4.1 Μελέτες συναγωνιστικής δέσμευσης. 

Υλικά - Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό, DMEM/F12 (1:1): Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL, 

Life Technologies, UK). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Αλβουµίνη ορού βοός (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France). 

o Φυγόκεντρος (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Τρυβλία καλλιεργειών (SARSTEDT, Germany). 

o Tyr0-σοβαγίνη (Polypeptides, France). 

o Σοβαγίνη (Polypeptides, France). 

o Αστρεσσίνη (Polypeptides, France). 

o Ανταλαρμίνη, Antalarmin (Tocris Bioscience, USA). 

o [125I]-Tyr0-σοβαγίνη (2200 Ci (81.4 TBq)/mmol Perkin Elmer, USA). 

o Πολυαιθυλενιμίνη, PEI (Merck, USA). 

o Ομογενοποιητής polytron (Janke & Kunkel IKA Ultra Turrax T25, Germany). 

o Σωληνάρια τύπου eppendorf χαμηλής κατακράτησης (low retention, Kisker, Germany). 

o Υδατόλουτρο (Salvis AG, Switzerland). 

o Συσκευή διήθησης Brandel Cell Harvester (USA). 

o Φίλτρα ινών υάλου ΑΗ934 (Whatman International Ltd., England). 



52 
 

o Σωληνάρια 3 ml (SARSTEDT, Germany). 

o Μετρητής γ - ακτινοβολίας (LKB Wallac 1275 minigamma, Finland), απόδοσης 80% στο 

125Ι.  

o Απροτινίνη, Aprotinin (Sigma, USA). 

o Βακιτρακίνη, Bacitracin (Sigma, USA). 

 

 

Μέθοδος 

Κύτταρα ΗΕΚ293 τα οποία εκφράζανε τους υποδοχείς του CRF καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό για 2 ημέρες. Τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν σε παρόμοια στάδια ανάπτυξης και είχαν πυκνότητα 100% 

περίπου. Η έναρξη των πειραμάτων αυτών έγινε με αφαίρεση του θρεπτικού υλικού 

καλλιέργειας των κυττάρων από τα τρυβλία, έκπλυση των κυττάρων  με ρυθμιστικό διάλυμα A 

και αποκόλληση τους από τα τρυβλία χρησιμοποιώντας το ίδιο διάλυμα. Στη συνέχεια τα 

κυτταρικά εναιωρήματα μεταφέρθηκαν σε σωληνάριο των 15ml όπου φυγοκεντρήθηκαν σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά στα 1000g. Στο τέλος της φυγοκέντρησης τα υπερκείμενα 

διαλύματα αφαιρέθηκαν και τα ιζήματα επαναιωρήθηκαν σε 1,5ml ρυθμιστικού διαλύματος B. 

Τα κυτταρικά εναιωρήματα στη συνέχεια ομογενοποιήθηκαν σε ομογενοποιητή Polytron για 

10-15 δευτερόλεπτα, στις 20000 στροφές/λεπτό στους 4οC και τα μεμβρανικά 

ομογενοποιήματα φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά, σε 16000g στους 4οC. Τα υπερκείμενα 

αφαιρέθηκαν και τα ιζήματα επαναιωρήθηκαν σε 1 ml ρυθμιστικού διαλύματος Γ. Όγκος 50 μl 

από τα αραιωμένα μεμβρανικά ομογενοποιήματα επωάστηκε σε σωληνάρια τύπου eppendorf 
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χαμηλής κατακράτησης (low retention), μαζί με 150 μl διαλύματος που περιείχε  20-35 pM 

[125I]-Tyr0-σοβαγίνης, απουσία (Bo) ή παρουσία (B) αυξανόμενων συγκεντρώσεων μη 

ραδιοσημασμένης Tyr0-σοβαγίνης (πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης) ή μη 

ραδιοσημασμένου CRF ή αναλόγων του (πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης). 

Η μη ειδική δέσμευση (NSB) προσδιορίστηκε παρουσία περίσσειας μη ραδιοσημασμένης 

σοβαγίνης ή ανταλαρμίνης (0,5-1 μM). Τα δείγματα επωάστηκαν σε θερμοκρασία 20-22οC για 

2 ώρες με ήπια ανάδευση (30 αναδεύσεις/λεπτό).  

Η ελεύθερη [125I]-Tyr0-σοβαγίνη διαχωρίστηκε από την δεσμευμένη με τον υποδοχέα 

με διήθηση μέσω φίλτρων ινών υάλου ΑΗ934, σε συσκευή Brandel υπό κενό αέρος. Τα φίλτρα 

προηγουμένως είχαν επωαστεί για μια ώρα στους 4οC σε διάλυμα πολυαιθυλενιμίνης (ΡΕΙ) 

0,3%. Μετά το τέλος της διήθησης τα φίλτρα εκπλύθηκαν τρεις φορές με 0,5ml (τη φορά) 

διαλύματος Δ και ακολούθως μετρήθηκαν σε μετρητή γ-ακτινοβολίας. Η ειδική δέσμευση (SB) 

ορίστηκε ως η διαφορά Bo-NSB και η διαφορά B-NSB. Η ποσότητα των μεμβρανών που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν τέτοια ώστε η ειδική δέσμευση απουσία μη ραδιοσημασμένου 

προσδέτη να ήταν ίση ή μικρότερη του 10% της ποσότητας της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης που 

χρησιμοποιήθηκε στα πειράματα αυτά .  

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων συναγωνιστικής δέσμευσης αναλύθηκαν με μη 

γραμμική ανάλυση (nonlinear regression analysis), χρησιμοποιώντας το λογισμικό GraphPad 

Prism 4.0 και οι τιμές IC50 υπολογίστηκαν σύμφωνα με το μοντέλο ύπαρξης ενός πληθυσμού 

θέσεων δέσμευσης (one-site competition model). Οι τιμές Ki υπολογίστηκαν από τις τιμές IC50 

των πειραμάτων ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης με τη χρήση του λογισμικού 

GraphPad Prism 4.0 και σύμφωνα με την εξίσωση, Ki = IC50 / (1 + L / KD), όπου το L είναι η 

συγκέντρωση της ραδιοσημασμένης [125I]-Tyr0-σοβαγίνης και KD η συγγένεια δέσμευσης της 

[125I]-Tyr0-σοβαγίνης (249). Οι τιμές KD για την [125I]-Tyr0-σοβαγίνη υπολογίστηκαν αναλύοντας 

τα αποτελέσματα των πειραμάτων ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης, με τη χρήση του 

λογισμικού GraphPad Prism 4.0 και σύμφωνα με την εξίσωση: Y = {(Bmax · [hot])/([hot] + [cold] + 

KD)} + NSB (250), όπου η τιμή Υ είναι η ολική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης, NSB είναι η 

μη ειδική δέσμευση, Bmax είναι ο μέγιστος αριθμός των υποδοχέων, [hot] είναι η συγκέντρωση 

της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης και [cold] είναι η συγκέντρωση της Tyr0-σοβαγίνης.  
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3.4.2 Μέθοδος διαθεσιμότητας των κυστεϊνών-υποκαταστατών (Substituted-

Cysteine Accessibility Method, SCAM) 

Υλικά-Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό, DMEM/F12 (1:1): Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL, 

Life Technologies, UK). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Αλβουµίνη ορού βοός (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France). 

o Φυγόκεντρος (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Τρυβλία καλλιεργειών (SARSTEDT, Germany). 

o Μεθανοθειοσουλφονικό-αιθυλ-αμμώνιο (MTSEA) (Toronto Research Chemicals Inc., 

Canada). 

o [125I]-Tyr0-σοβαγίνη (2200 Ci (81.4 TBq)/mmol NEN Life Science Products, USA). 

o Πολυαιθυλενιμίνη, PEI (Merck, USA). 

o Ομογενοποιητής polytron (Janke & Kunkel IKA Ultra Turrax T10, Germany). 

o Σωληνάρια τύπου eppendorf χαμηλής κατακράτησης (low retention, Kisker, Germany). 

o Υδατόλουτρο (Salvis AG, Switzerland). 

o Συσκευή διήθησης Brandel Cell Harvester (USA). 

o Φίλτρα ινών υάλου ΑΗ934 (Whatman International Ltd., England). 

o Σωληνάρια 3 ml (SARSTEDT, Germany). 

o Μετρητής γ - ακτινοβολίας (LKB Wallac 1275 minigamma, Finland) με απόδοση 80%  

στο 125Ι. 

o Δοκιμαστικά σωληνάρια 15ml (Corning, USA) 
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Μέθοδος 

Κύτταρα ΗΕΚ293 τα οποία εκφράζανε τους υποδοχείς του CRF καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό όπως αναφέρθηκε παραπάνω ώστε την ημέρα του πειράματος να έχουν 

πυκνότητα 90-100%. Το θρεπτικό υλικό αφαιρέθηκε και τα κύτταρα εκπλύθηκαν 3 φορές με 

συνολικά 9ml διαλύματος SCAM-1. Με το ίδιο διάλυμα στη συνέχεια τα κύτταρα 

αποκολλήθηκαν από τα τρυβλία τους και μεταφέρθηκαν σε σωληνάρια των 15 ml. Τα 

κυτταρικά εναιωρήματα φυγοκεντρήθηκαν σε 50 g για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου και 

μετά το τέλος της φυγοκέντρησης τα ιζήματα επαναιωρήθηκαν σε 200μl διαλύματος SCAM-2. 

Παράλληλα παρασκευάστηκαν διάλυματα μεθανοθειοσουλφονικού αιθυλαμμώνιου (MTSΕΑ) 

σε Η20 έτσι ώστε να βρίσκονται σε δεκαπλάσια συγκέντρωση εκείνης της αντίδρασης  (10x). Τα 

διαλύματα MTSΕΑ παρασκευάστηκαν ελάχιστα λεπτά πριν χρησιμοποιηθούν για αντίδραση, 

λόγω της ταχείας υδρόλυσης του αντιδραστηρίου. Τα διαλύματα MTSΕΑ (10μl) προστέθηκαν 

(ώστε η αραίωση του MTSΕΑ να είναι 1:10) ή Η20 (10μl) (δείγμα αναφοράς) στα κυτταρικά 

εναιωρήματα (90μl εναιωρήματος). Η αντίδραση του MTSΕΑ με τα κύτταρα είχε διάρκεια 15 

δευτερολέπτων, έγινε σε θερμοκρασία δωματίου (22-25οC) και σταμάτησε με την προσθήκη 14 

ml διαλύματος SCAM-3 και φυγοκέντρηση των μειγμάτων σε θερμοκρασία δωματίου, για 10 

λεπτά σε 250 g. Ακολούθως το υπερκείμενο απομακρύνθηκε προσεκτικά, τα ιζήματα των 

κυττάρων επαναιωρήθηκαν σε 1,4 ml διαλύματος SCAM-4 και επαναφυγοκεντρήθηκαν για 5 

λεπτά σε 250 g και σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, τα ιζήματα 

των κυττάρων επαναιωρήθηκαν σε 800μl διαλύματος SCAM-5 και ομογενοποιήθηκαν για 20 

δευτερόλεπτα σε ομογενοποιητή Polytron στις 20000 στροφές/λεπτό και σε 4οC. Τα 

μεμβρανικά ομογενοποιήματα στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν στους 4οC σε 16000 g για 10 

λεπτά και τα ιζήματα επαναιωρήθηκαν αρχικά σε 100μl διαλύματος SCAM-6 και ακολούθως 
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αραιώθηκαν ανάλογα με τον υποδοχέα που εξετάστηκε (ΔCys-CRF1R ή τις μεταλλαγμένες 

μορφές του).  

Τα αραιωμένα μεμβρανικά ομογενοποιήματα (50μl) επωάστηκαν μαζί με 150 μl 

διαλύματος SCAM-6 που περιείχε  20-35 pM [125I]-Tyr0-σοβαγίνης, απουσία (Bo) ή παρουσία 

(NSB) περίσσειας μη ιωδιωμένης σοβαγίνης ή ανταλαρμίνης (0,5-1 μM) σε σωληνάρια τύπου 

eppendorf χαμηλής κατακράτησης (low retention), για 2 ώρες σε θερμοκρασία 20 - 22οC και με 

ήπια ανάδευση (30 αναδεύσεις/λεπτό). Ο διαχωρισμός της δεσμευμένης με τον υποδοχέα 

[125I]-Tyr0-σοβαγίνης από την ελεύθερη, πραγματοποιήθηκε με διήθηση υπό κενό αέρος μέσω 

φίλτρων ινών υάλου ΑΗ934, σε συσκευή Brandel. Τα φίλτρα προηγουμένως είχαν επωαστεί 

για μια ώρα στους 4οC σε διάλυμα πολυαιθυλενιμίνης (ΡΕΙ) 0,3%. Μετά το τέλος της διήθησης 

τα φίλτρα εκπλύθηκαν τρεις φορές με 0,5ml (τη φορά) διαλύματος SCAM-7 και ακολούθως 

μετρήθηκαν σε μετρητή γ-ακτινοβολίας. Η ειδική δέσμευση (SB) ορίστηκε ως η διαφορά Βο- 

NSB. Η ποσότητα των μεμβρανών που χρησιμοποιήθηκε ήταν τέτοια ώστε η ειδική δέσμευση 

να ήταν ίση ή μικρότερη του 10% της ποσότητας της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης που 

χρησιμοποιήθηκε στα πειράματα αυτά .  

Η δεύτερης τάξης σταθερά k της αντίδρασης με το MTSEA προσδιορίστηκε με βάση 

την επίδραση αυξανόμενων συγκεντρώσεων  MTSEA (σε αντίδραση 15 δευτερολέπτων) στην 

ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αναλύθηκαν με 

μη γραμμική ανάλυση (nonlinear regression analysis), χρησιμοποιώντας το λογισμικό 

GraphPad Prism 4.0 σύμφωνα με τις εξισώσεις one-phase exponential decay (Y = (1-

plateu)*eK*X + plateau) ή one-phase exponential association (Y=Ymax*(1-e(-K*X)), ανάλογα με τις 

ανάγκες του πειράματος. Η πρώτη εξίσωση χρησιμοποιήθηκε σε αποτελέσματα στα οποία η 

αντίδραση με το MTSEA ελάττωσε την ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης ενώ η 

δεύτερη χρησιμοποιήθηκε όταν η αντίδραση αύξησε την ειδική δέσμευση. Στις παραπάνω 

εξισώσεις το Y αντιπροσωπεύει το κλάσμα ΒMTSEA/Βο, όπου Βο η δέσμευση πριν την αντίδραση 

(δείγμα αναφοράς) και ΒMTSEA η δέσμευση μετά την αντίδραση, το Ymax αντιπροσωπεύει τη 

μέγιστη τιμή του Υ, το Χ αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του MTSEA ενώ το plateau 

αντιπροσωπεύει τη δέσμευση και συνεπώς το κλάσμα της Υ στις υψηλότερες συγκεντρώσεις 

MTSEA. Από τις εξισώσεις αυτές υπολογίζεται η σταθερά Κ που έχει τιμές Μ-1 και ισούται με 

k*t, δηλαδή Κ= k*t, όπου t είναι ο χρόνος των 15 δευτερολέπτων και k η σταθερά δεύτερης 

τάξης της αντίδρασης. Διαιρώντας τη τιμή Κ που προσδιορίζουμε από τα αποτελέσματα μας 
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όπως αναφέρθηκε παραπάνω προς το χρόνο t που είναι τα 15 δευτερόλεπτα της αντίδρασης 

υπολογίζουμε τη σταθερά δεύτερης τάξης της αντίδρασης k που η τιμή της εκφράζεται σε 

μονάδες Μ-1 sec-1 . 

 

3.4.3 Μέθοδος προστασίας από την αντίδραση με το MTSEA   

Υλικά-Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό, DMEM/F12 (1:1): Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL, 

Life Technologies, UK). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Αλβουµίνη ορού βοός (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France). 

o Φυγόκεντρος (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Πλάκα αιµατοκυτταροµετρητή Neubauer. 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Τρυβλία καλλιεργειών (SARSTEDT, Germany). 

o Μεθανοθειοσουλφονικό-αιθυλ-αμμώνιο (MTSEA) (Toronto Research Chemicals Inc., 

Canada) 

o Ανταλαρμίνη, Antalarmin (Tocris Bioscience, USA) 

o Αστρεσσίνη (Polypeptides, France) 

o [125I]-Tyr0-σοβαγίνη (2200 Ci (81.4 TBq)/mmol NEN Life Science Products, USA). 

o Πολυαιθυλενιμίνη, Polyethylenimine (PEI) (Merck, USA). 

o Ομογενοποιητής polytron (Janke & Kunkel IKA Ultra Turrax T10, Germany). 

o Σωληνάρια τύπου eppendorf χαμηλής κατακράτησης (low retention, Kisker, Germany). 

o Υδατόλουτρο (Salvis AG, Switzerland). 

o Συσκευή διήθησης Brandel Cell Harvester (USA). 

o Φίλτρα ινών υάλου ΑΗ934 (Whatman International Ltd., England). 

o Σωληνάρια 3 ml (SARSTEDT, Germany) 

o Μετρητής γ - ακτινοβολίας (LKB Wallac 1275 minigamma, Finland) με απόδοση 80%  

στο 125Ι. 
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Μέθοδος 

Κύτταρα ΗΕΚ293 τα οποία εκφράζανε τους υποδοχείς του CRF καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό όπως αναφέρθηκε παραπάνω ώστε την ημέρα του πειράματος να έχουν 

πυκνότητα 90-100%. Το θρεπτικό υλικό αφαιρέθηκε και τα κύτταρα εκπλύθηκαν 3 φορές με 

συνολικά 9ml διαλύματος Ρ-1. Με το ίδιο διάλυμα στη συνέχεια αποκολλήθηκαν από το 

τρυβλίο τους και μεταφέρθηκαν σε σωληνάρια των 15 ml. Τα κυτταρικά εναιωρήματα 

φυγοκεντρήθηκαν στα 50 g για 1 λεπτό και μετά το τέλος της φυγοκέντρησης τα ιζήματα των 

κυττάρων επαναιωρήθηκαν σε 200 μl διαλύματος Ρ-2. Στα κυτταρικά εναιωρήματα (81μl 

εναιωρήματος) προστέθηκαν 9 μl διαλύματος Ρ-2 παρουσία ή απουσία ανταλαρμίνης ή 

αστρεσσίνης (τελικής συγκέντρωσης 1 μΜ). Στη συνέχεια τα εναιωρήματα κυττάρων 

επωάστηκαν με ήπια ανάδευση για 30 λεπτά στους 37οC (πειράματα στα οποία 

χρησιμοποιήθηκε η ανταλαρμίνη) ή για 60 λεπτά στους 20οC (πειράματα στα οποία 

χρησιμοποιήθηκε η αστρεσσίνη). Μετά το τέλος των επωάσεων τα κυτταρικά εναιωρήματα (90 

μl εναιωρήματος) αφέθηκαν σε ηρεμία για 5 λεπτα σε θερμοκρασία δωματίου και στη 

συνέχεια προστέθηκαν σε αυτά 10 μl H20 ή 10 μl 25 mΜ MTSEA ώστε τελικά στο εναιώρημα 

κυττάρων το αντιδράστηριο να βρίσκεται σε συγκέντρωση 2,5 mM. Η αντίδραση MTSEA με τα 

κύτταρα πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία δωματίου, είχε διάρκεια 15 δευτερόλεπτα και 

σταμάτησε με τη προσθήκη 14 ml διαλύματος Ρ-3. Το πείραμα συνεχίστηκε με το τρόπο που 

περιγράφηκε στο κεφάλαιο «Μέθοδος διαθεσιμότητας των κυστεϊνών-υποκαταστατών 

(substituted-cysteine accessibility method, SCAM)» .  
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3.4.4 Μελέτες μέτρησης ενδοκυττάριου  κυκλικού AMP 

Υλικά-Συσκευές 

o Θρεπτικό υλικό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL, 

Life Technologies, UK). 

o Ορός βοός, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

o Φυγόκεντρος (Jouan CR422, France). 

o Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan. 

o Επωαστικός κλίβανος Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

o Τρυβλία καλλιεργειών (SARSTEDT, Germany). 

o Πιάτα 96 οπών (NUNC, Denmark).  

o Πολυ-L-λυσίνη, Poly-L-lysine (Fluka, Switzerland). 

o Φυγόκεντρος (Rotanda 46R, Hettich, Germany). 

o 3H-cAMP [2,8-3H] Adenosine-3’-5’-cyclic phosphate ammonium salt (43,0 Ci/mmol 

Amersham, UK).  

o Tyr0-σοβαγίνη (Polypeptides, France) 

o Αστρεσσίνη (Polypeptides, France) 

o Ανταλαρμίνη, Antalarmin (Tocris Bioscience, USA) 

o Εκχυλίσμα PKA (η παρασκευή  του αναφέρεται παρακάτω). 

o Συσκευή διήθησης Brandel Cell Harvester (USA). 

o Φίλτρα ινών υάλου ΑΗ934 (Whatman International Ltd., England). 

o Σωληνάρια πλαστικά, υγρού σπινθηρισμού (SARSTEDT, Germany). 

o Υγρό σπινθηρισμού (η παρασκευή  του αναφέρεται παρακάτω). 

o Mετρητής β-ακτινοβολίας (Perkin Elmer LS1801, Foster City,CA, USA) με απόδοση 40% 

στο 3H. 
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Μέθοδος 

Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζανε σταθερά τους υποδοχείς του CRF καλλιεργήθηκαν με 

θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με 10% BCS σε πλάκες 96 οπών, η επιφάνεια των οποίων είχε 

προηγουμένως επιστρωθεί με poly-L-λυσίνη, ώστε την επόμενη ημέρα (ημέρα πειράματος) να 

έχουν πυκνότητα 90%. Συγκεκριμένα 50μl διαλύματος 0,1 mg/ml poly-L-λυσίνης προστέθηκαν 

σε κάθε οπή των πλακών ώστε να καλύπτεται πλήρως η επιφάνεια της και οι πλάκες 

τοποθετήθηκαν σε κλίβανο (37οC) για 15 λεπτά. Στη συνέχεια το διάλυμα poly-L-λυσίνης 

αφαιρέθηκε και οι οπές ξεπλύθηκαν με στείρο νερό και επιστρώθηκαν με κύτταρα.  

Μετά από 15 περίπου ώρες καλλιέργειας των κυττάρων στις πλάκες των 96 οπών, σε 

θερμοκρασία 37οC, ατμόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα και υγρασία 100%, το θρεπτικό υλικό 

αφαιρέθηκε προσεκτικά και προστέθηκαν 100 μl/οπή  διαλύματος Choline/Sucrose, 

θερμοκρασίας 37οC. Τα κύτταρα επωάστηκαν με το διάλυμα Choline/Sucrose για 1 ώρα σε 

επωαστικό κλίβανο ρυθμισμένο σε θερμοκρασία 37οC, ατμόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα και 

υγρασία 100%. Στο τέλος της επώασης στα κύτταρα προστέθηκαν 100 μl/οπή διαλύματος 

Choline/Sucrose χωρίς ή με αυξανόμενες συγκεντρώσεις Tyr0-σοβαγίνης, απουσία ή παρουσία 

0,3 μΜ αστρεσσίνης ή 1-2 μΜ ανταλαρμίνης. Η επώαση συνεχίστηκε για άλλα 30 λεπτά σε 

επωαστικό κλίβανο ρυθμισμένο σε θερμοκρασία 37οC, ατμόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα και 

υγρασία 100%. Στη συνέχεια το υπερκείμενο υγρό αφαιρέθηκε και στα κύτταρα προστέθηκαν 

200 μl κρύου (4οC) διαλύματος TCA 3%. Τα κύτταρα με το διάλυμα TCA 3% έμειναν σε πάγο για 

30 λεπτά και ακολούθως καταψύχθηκαν σε -20οC.  
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Μετά από παραμονή των κυττάρων στη κατάψυξη για 1-3 ημέρες αυτά αποψύχθηκαν 

(με ανάδευσή τους σε θερμοκρασία δωματίου) και φυγοκεντρήθηκαν για 15 λεπτά σε 1700 g 

στους 4οC. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης 100 μl από κάθε υπερκείμενο διάλυμα 

μεταφέρθηκαν σε νέα πλάκα 96 οπών και εξουδετερώθηκαν με 6 μl διαλύματος 2Ν ΝαΟΗ. 

Μέρος (20 μl) των εξουδετερωμένων αυτών μειγμάτων προστέθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 

CAQ που περιείχε [3H]-cAMP (1.5nM) και εκχύλισμα PKA, σε τελικό όγκο 600 μl. Τα μείγματα 

επωάστηκαν για 3 ώρες σε πάγο. Παράλληλα με τα κυτταρικά εκχυλίσματα επωάστηκαν κάτω 

από τις ίδιες ακριβώς συνθήκες γνωστές συγκεντρώσεις κυκλικού AMP  (100 pmoles, 30 

pmoles, 10 pmoles, 3 pmoles και 1 pmole). Στο τέλος της επώασης τα διαλύματα διηθήθηκαν 

υπό κενό αέρος σε συσκευή Brandel και μέσω φίλτρων ινών υάλου (Glass Microfibre Filters 

ΑΗ934, Whatman International Ltd., Εngland), που προηγουμένως είχαν διαβραχεί με 

απεσταγμένο νερό. Μετά το τέλος της διήθησης τα φίλτρα εκπλύθηκαν τρεις φορές με 

συνολικά 3 ml διαλύματος έκπλυσης τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια σπινθηρισμού μαζί με 3 ml 

υγρού σπινθηρισμού (scintillation fluid), και μετά από 3-24 ώρες μετρήθηκαν σε μετρητή β - 

ακτινοβολίας (Beckman LS 1801, USA) απόδοσης 40%.  

Ο προσδιορισμός της ποσότητας του κυκλικού AMP στα κυτταρικά εκχυλίσματα έγινε 

με τη βοήθεια της πρότυπης καμπύλης, που δημιουργήθηκε με βάση τα αποτελέσματα 

δειγμάτων κυκλικού AMP γνωστής συγκέντρωσης. Οι τιμές EC50 υπολογίστηκαν με μη 

γραμμική ανάλυση των αποτελεσμάτων (nonlinear regression analysis), χρησιμοποιώντας το 

λογισμικό GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism v.4.0, GraphPad Software Inc., USA).  

 

 

3.4.4.1 Παρασκευή διαλύματος σπινθηρισμού (scintillation fluid) 

Υλικά-Συσκευές 

o Τολουόλιο (Merck, USA). 

o PPO (2, 5-διφαίνυλοξαζόλη – C15H11NO) (Merck, USA). 

o POPOP (2, 2’-p-φαίνυλεν-δις(5-φαινυλοξαζόλη) – C24H16N2O2) (Merck, USA). 

o Triton X-100 (Merck, USA). 
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Μέθοδος 

Σε ένα λίτρο τολουόλιο, το οποίο βρισκόταν σε σκοτεινή φιάλη, προσθέσαμε 5 gr PPO 

και 0,5 gr POPOP και αναδεύσαμε για  12 περίπου ώρες. Μετά τη διάλυση των PPO και POPOP, 

προσθέσαμε 200 ml Triton X-100 ώστε η αναλογία να είναι διάλυμα PPO-POPOP προς Triton X-

100, 5 προς 1. Στη συνέχεια εξετάσαμε τη ποιότητα του διαλύματος σπινθηρισμού 

προσθέτοντας σε 3 ml από αυτό 40000 cpm περίπου 3Η-cAMP και μετρώντας αυτά σε μετρητή 

β - ακτινοβολίας (Beckman LS 1801, USA) απόδοσης 40%. 

 

3.4.4.2 Παρασκευή εκχυλίσματος πρωτεϊνικής κινάσης Α (PKA) από φλοιό 

επινεφριδίων  

Τα επινεφρίδια αποτελούνται από ένα εσωτερικό τμήμα, τον μυελό των επινεφριδίων, 

που έχει σκούρο καφέ χρώμα και από ένα εξωτερικό τμήμα, τον φλοιό των επινεφριδίων, ο 

οποίος είναι ωχροκίτρινου χρώματος και πλούσιος σε πρωτεϊνική κινάση Α (ΡΚΑ) η οποία 

δεσμεύει το κυκλικό AMP.  

Υλικά-Συσκευές 

o 20 επινεφρίδια βοός (ευγενική χορηγεία των σφαγείων Αρκαλοχωρίου) 

o Ρυθμιστικό διάλυμα PKA (Tris 100mM pH 7,4, NaCl 250mM, EDTA 10mM, 2-

μερκαπτοαιθανόλη 0,1%, σουκρόζη 250mM). 

o Ομογενοποιητής, Polytron JANKE & KUNKEL, IKA-TURRAX T25 (ΙΚΑ, Germany). 

o Υπερφυγόκεντρος XL-90 Ultracentrifuge (Beckman, USA) με κεφαλή τύπου 70Ti. 

Μέθοδος 

Επινεφρίδια βοός (10-13) τοποθετήθηκαν σε πάγο και αφαιρέθηκε από αυτά ο μυελός 

τους. O εναπομένων φλοιός τεμαχίστηκε σε μικρά κομμάτια τα οποία ομογενοποιήθηκαν σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PKA (περίπου 80 ml) σε ομογενοποιητή Polytron για 15-30 δευτερόλεπτα 

στις 20000 στροφές/λεπτό και σε 4οC. Στη συνέχεια τα ομογενοποιήματα διηθήθηκαν μέσω 

υφάσματος (cheesecloth) ώστε να απομακρυνθεί το λίπος και τυχόν υπολείμματα που δεν 

είχαν ομογενοποιηθεί. Τα διηθήματα αναδεύτηκαν για 30 λεπτά, φυγοκεντρήθηκαν σε 30000 

g για 30 λεπτά στους 4οC και τα υπερκείμενα διαλύματα διηθήθηκαν μέσω υφάσματος 
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(cheesecloth) (ΔΙΗΘΗΜΑ 1ο). Τα ιζήματα επαναομογενοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα PKA 

(περίπου 80 ml) και φυγοκεντρήθηκαν σε 30000 g για 30 λεπτά στους 4οC. Μετά το τέλος της 

φυγοκέντρησης τα υπερκείμενα διαλύματα διηθήθηκαν σε  ύφασμα (cheesecloth) (ΔΙΗΘΗΜΑ 

2ο). Τα διηθήματα 1 και 2 ενώθηκαν και το μείγμα φυγοκεντρήθηκε σε 30000 g για 30 λεπτά 

στους 4οC. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης το υπερκείμενο διάλυμα διηθήθηκε σε  ύφασμα 

(cheesecloth) και φυγοκεντρήθηκε εκ νέου στα 30000 g για 30 λεπτά στους 4οC. Μετά το τέλος 

της φυγοκέντρησης αυτής προσθέσαμε στο υπερκείμενο διάλυμα ρυθμιστικό διάλυμα PKA 

τόσο ώστε ο τελικός όγκος να είναι περίπου 400 ml. Στη συνέχεια το πλούσιο αυτό σε PKA 

μείγμα διαμοιράστηκε σε σωληνάρια τύπου eppendorf και διατηρήθηκε σε - 80οC.  

 

3.5 Στατιστική ανάλυση αποτελεσµάτων 

Για την στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήσαμε τη δοκιμασία 

απλής (one-way) ανάλυσης της µεταβλητότητας (ANOVA). Για τη συγκριτική µελέτη απόλυτων 

τιµών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος LSD post hoc test. Οι στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε το 

προγράµµα SPSS. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Στη παρούσα ερευνητική εργασία επιτεύχθηκαν τα εξής: 

o Προσδιορισμός του ρόλου των αμινοξέων της τρίτης διαμεμβρανικής περιοχής (ΤΜ3) 

του CRF1R στη δομή και λειτουργία του υποδοχέα.  

 

o Διαλεύκανση των μηχανισμών ενεργοποίησης του υποδοχέα και αλλοστερικού 

ανταγωνισμού του από μικρομοριακούς ανταγωνιστές. 

 

o Ανάπτυξη και φαρμακολογικός χαρακτηρισμός μη πεπτιδικών μικρομοριακών 

αλλοστερικών ανταγωνιστών.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



65 
 

4.1 Προσδιορισμός του ρόλου των αμινοξέων της τρίτης διαμεμβρανικής 

περιοχης (ΤΜ3) του CRF1R στη δομή και λειτουργία του υποδοχέα 

Στη παρούσα διδακτορική εργασία λάβαμε πληροφορίες για τη δομή της ΤΜ3 του 

CRF1R και του ρόλου της στη λειτουργία του υποδοχέα (Εικόνα 4.1). Προκειμένου να λάβουμε 

αυτές τις πληροφορίες χρησιμοποιήσαμε συνδυασμό τεχνικών μοριακής βιολογίας, 

φαρμακολογίας και βιοχημείας, συμπεριλαμβανομένης και της μεθόδου της διαθεσιμότητας 

των υποκατεστημένων κυστεϊνών (substituted-cysteine accessibility method ή SCAM). Η 

μέθοδος SCAM λαμβάνει πληροφορίες για τη δομή των διαμεμβρανικών περιοχών ενός GPCR 

προσδιορίζοντας τις διαθεσιμότητες των αμινοξέων των περιοχών αυτών (251,252).  

 

Εικόνα 4.1: Σχηματική αναπαράσταση του CRF1R στην πλασματική μεμβράνη του κυττάρου 

καθώς και των αμινοξέων της ΤΜ3 του υποδοχέα.   

Οι διαμεμβρανικές περιοχές (ΤΜ1, ΤΜ2, ΤΜ4, ΤΜ5, ΤΜ6 και ΤΜ7) του CRF1R αναπαριστώνται 

με κυλίνδρους οι οποίοι διαπερνούν την πλασματική μεμβράνη. Τα αμινοξέα της ΤΜ3 του 

CRF1R, της οποίας ο δομικός και λειτουργικός ρόλος εξετάστηκε στη παρούσα ερευνητική 

εργασία, απεικονίζονται με κόκκινους κύκλους. Οι ενδογενείς κυστεΐνες (C ή Cys) (C30, C44, 

C54, C68, C87, C102, C188 και C258) του CRF1R που σχηματίζουν μεταξύ τους δισουλφιδικούς 

δεσμούς (στικτές γραμμές) απεικονίζονται με πράσινους κύκλους, ενώ οι ελεύθερες κυστεΐνες 

(C128, C150, C211, C233 και C364) απεικονίζονται με μπλε κύκλους. 
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Η μέθοδος SCAM (Εικόνα 4.2) συνοπτικά, περιλαμβάνει τη μετάλλαξη σε Cys (τεχνητές 

Cys) όλων των αμινοξέων (ένα τη κάθε φορά) της υπό εξέταση περιοχής του υποδοχέα και στη 

συνέχεια ετερόλογη έκφραση των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων σε κύτταρα και χημική 

τροποποίηση των πρωτεϊνών αυτών. Η τροποποίηση αυτή επιτυγχάνεται με τη μη αντιστρεπτή 

αντίδραση των τεχνητών Cys με φορτισμένα μεθανοθειοσουλφονικά παράγωγα (MTS-

αντιδραστήρια). Στη παρούσα εργασία το MTS-αντιδραστήριο που χρησιμοποιήθηκε ήταν το  

θετικά φορτισμένο, μεθανοθειοσουλφονικό αιθυλαμμώνιο (MTSEA) (Εικόνα 4.2). 

Τα MTS-αντιδραστήρια αντιδρούν μη αντιστρεπτά (σχηματίζοντας δισουλφιδικό 

δεσμό) με τις σουλφυδρυλικές ομάδες, μόνο των τεχνητών Cys, που βρίσκονται στην 

επιφάνεια της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα που σχηματίζεται από τις ΤΜs 

του. Αντίθετα, οι τεχνητές Cys που έχουν προσανατολισμένες τις πλευρικές αλυσίδες τους 

στην υδρόφοβη λιπιδική διπλοστιβάδα αντιδρούν σε ασήμαντο βαθμό με τα MTS-

αντιδραστήρια. Η ανίχνευση της αντίδρασης βασίζεται στην ικανότητα των MTS-

αντιδραστηρίων να τροποποιούν μη αντιστρεπτά τη δέσμευση της ραδιοσημασμένης 

σοβαγίνης στον μεταλλαγμένο με τεχνητή Cys υποδοχέα. Τροποποίηση της δέσμευσης οδηγεί 

στο συμπέρασμα ότι η τεχνητή Cys που αντέδρασε με τα MTS-αντιδραστήρια και κατά 

συνέπεια το αμινοξύ του άγριου τύπου υποδοχέα (WT) το οποίο αντικατέστησε η Cys αυτή, 

βρίσκεται στην επιφάνεια της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα και είναι 

διαθέσιμη στα συστατικά του εξωκυττάριου υγρού. Η πιθανότητα ο προσανατολισμός της 

πλευρικής αλυσίδας μιας τεχνητής Cys να είναι παρόμοιος με εκείνον του αμινοξέος που την 

αντικατέστησε είναι πολύ μεγάλη όταν οι λειτουργικές ιδιότητες του WT και της Cys-

μεταλλαγμένης μορφής του είναι παρόμοιες. Αυτό διαπιστώνεται πριν την εφαρμογή της 

μεθόδου SCAM, με τον προσδιορισμό της επίδρασης της Cys-μετάλλαξης ενός αμινοξέος του 

υποδοχέα, στη συγγένεια δέσμευσης του ραδιοσημασμένου προσδέτη. 
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Εικόνα 4.2: Μέθοδος διαθεσιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM). 

 H τεχνική SCAM περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα όπως φαίνονται στα πλαίσια A-Ζ. 

(Α) Μετάλλαξη των αμινοξέων των διαμεμβρανικών περιοχών (ΤΜs) του CRF1R-ΔCys (ή ΔCys), 

ένα τη κάθε φορά, σε Cys (τεχνητές Cys), δημιουργώντας έτσι διαφορετικούς Cys-

μεταλλαγμένους υποδοχείς. Οι ΤΜs (μπλέ περιοχή) διατάσσονται στο χώρο έτσι ώστε να 

σχηματίζουν τη κοιλότητα θέσεων δέσμευσης (λευκή περιοχή) στη λιπιδική διπλοστιβάδα της 

πλασματικής μεμβράνης. Οι σουλφυδρυλικές ομάδες των τεχνητών Cys είναι είτε 

προσανατολισμένες προς τη κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα (μαύρες -SH), ή προς 

το λιπόφιλο περιβάλλον της πλασματικής μεμβράνης  (κίτρινες -SH).  

(Β) Σταθερή έκφραση των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων σε ΗΕΚ 293 κύτταρα και 

προσδιορισμός της ικανότητάς τους να δεσμεύουν το ραδιοσημασμένο πεπτίδιο, [125Ι]-Tyr0-

σοβαγίνη (πορτοκαλί επίμηκες οβάλ). 

(Γ, Δ) Προσδιορισμός της ικανότητας των τεχνητών Cys να αντιδρούν με το θετικά φορτισμένο 

MTS-αντιδραστήριο, MTSEA. Τo MTSEA σχηματίζει δισουλφιδικούς δεσμούς με τις 
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σουλφυδρυλικές ομάδες των Cys, αλληλεπιδρώντας μαζί τους ομοιοπολικά με την -

SCH2CH2NH3
+ ομάδα του. 

(Ε) Το MTSEA αντιδρά σε αξιόλογο ποσοστό και μη αντιστρεπτά, μόνο με τις Cys εκείνες των 

οποίων οι σουλφυδρυλικές ομάδες είναι προσανατολισμένες προς την κοιλότητα θέσεων 

δέσμευσης του υποδοχέα. 

(Ζ) Η ανίχνευση της αντίδρασης με το MTSEA επιτεύχθηκε με τον προσδιορισμό της ικανότητάς 

του να τροποποιεί την ειδική δέσμευση της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης. Το MTSEA μπορεί να 

τροποποιεί τη δέσμευση του ραδιενεργού είτε άμεσα, είτε έμμεσα μέσω μιας αλλαγής στη 

στερεοδιαμόρφωση του υποδοχέα. 

 

Στις μελέτες SCAM της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήσαμε τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα, CRF1R-ΔCys (ΔCys), ο οποίος δημιουργήθηκε από την ταυτόχρονη μετάλλαξη των 

πέντε ελεύθερων ενδογενών κυστεϊνών του CRF1R σε σερίνη (Ser ή S), ενώ δεν 

τροποποιήθηκαν οι ενδογενείς Cys που συμμετέχουν σε δισουλφιδικούς δεσμούς αφού δεν 

αντιδρούν με τα MTS-αντιδραστήρια (Εικόνα 4.3). Ο ΔCys έχει ίδιες φαρμακολογικές ιδιότητες 

και άρα παρόμοια δομή με τον WT (Εικόνα 4.4Α) αλλά σε αντίθεση με τον τελευταίο δεν 

αντιδρά με το ΜTSEA (Εικόνα 4.4Β).   

 

Εικόνα 4.3: Σχηματική αναπαράσταση της TM3 του μεταλλαγμένου υποδοχέα ΔCys.  

Τα αμινοξέα της ΤΜ3 του ΔCys απεικονίζονται με κόκκινους κύκλους, ενώ οι ΤΜ1, ΤΜ2, ΤΜ4, 

ΤΜ5, ΤΜ6 και ΤΜ7 του ΔCys απεικονίζονται στην εικόνα με πορτοκαλί κυλίνδρους. Ο ΔCys 

δημιουργήθηκε από την ταυτόχρονη μετάλλαξη των ελεύθερων ενδογενών κυστεϊνών (C ή Cys) 



69 
 

του CRF1R σε σερίνες (S ή Ser) (C128S, C150S, C211S, C233S και C364S) και οι οποίες 

απεικονίζονται στην εικόνα με ροζ κύκλους. Οι ενδογενείς Cys του ΔCys που σχηματίζουν 

δισουλφιδικούς δεσμούς (στικτές γραμμές) απεικονίζονται με πράσινους κύκλους.  

 

Οι φαρμακολογικές ιδιότητες των ΔCys και WT, CRF1R είναι παρόμοιες, αφού οι δύο 

αυτοί υποδοχείς τόσο σε προηγούμενες μελέτες (229), όσο και στη παρούσα εργασία (Εικόνα 

4.4Α) φάνηκαν να δεσμεύουν τη Tyr0-σοβαγίνη με παρόμοιες συγγένειες. Συγκεκριμένα η 

συγγένεια του ΔCys (-LogKD=8,59 ± 0,37) ήταν 2,57nΜ, ενώ του WT (-LogKD=8,38 ± 0,20) ήταν 

4,19nΜ. 

 

Εικόνα 4.4: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους WT και ΔCys και αντίδραση 

του MTSEA με τους υποδοχείς αυτούς. 

A) Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τον WT 

και τη μεταλλαγμένη μορφή του, ΔCys, πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και 

Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών προέρχονται από 

ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα 

για τους υποδοχείς WT και ΔCys ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,59 ± 0,37 αντίστοιχα. Β) Η % ειδική 

δέσμευση της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στον WT ή στον ΔCys μετά από την αντίδρασή τους με το 

MTSEA αναπαριστάται με στήλες στο παραπάνω γράφημα. Απουσία MTSEA η ειδική δέσμευση 

της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης ορίζεται ως 100%. Οι στήλες αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους και 

τα τυπικά σφάλματα από 10-13 ανεξάρτητα πειράματα. Ο αστερίσκος δηλώνει ότι η ειδική 

δέσμευση της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στον μεταλλαγμένο υποδοχέα ΔCys διαφέρει στατιστικά 

σημαντικά από εκείνη στον WT (P < 0.05; one way ANOVA). 
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4.1.1 Δημιουργία Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων. 

Με σκοπό να προσδιορίσουμε τη διαθεσιμότητα των αμινοξέων της ΤΜ3 του CRF1R με 

την τεχνική SCAM όπως αναφέραμε παραπάνω, μεταλλάξαμε με τη μέθοδο της 

μεταλλαξιγένεσης κατευθυνόμενης θέσης με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR-Site 

Directed Mutagenesis) ένα τη κάθε φορά τα αμινοξέα της ΤΜ3 του ΔCys σε κυστεΐνη (τεχνητές 

Cys). Συγκεκριμένα μεταλλάξαμε τα αμινοξέα της ΤΜ3 από τη θέση 189 έως τη θέση 210, 

δημιουργώντας έτσι τους Cys-μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+R189C έως ΔCys+G210C. Η 

θέση 211 του WT CRF1R περιέχει μια Cys η οποία μεταλλάχτηκε σε Ser, όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω, με σκοπό τη δημιουργία του ΔCys. 

Οι μεταλλάξεις των αμινοξέων της ΤΜ3 από τη θέση 189 έως τη θέση 206 είχαν ήδη 

πραγματοποιηθεί πριν την εκπόνηση της εργασίας αυτής. Στη παρούσα ερευνητική εργασία 

παρουσιάζονται μόνο τα αποτελέσματα των Cys-μεταλλάξεων των αμινοξέων του ΔCys από τη 

θέση 207 έως 210, όπως αυτές επιβεβαιώθηκαν από την ανάγνωση αλληλουχιών βάσεων DNA 

(Εικόνες 4.5-4.8).  

o Μετάλλαξη της F207 σε C207.  

 

Εικόνα 4.5: Μετάλλαξη της F207 σε C207. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία TGC που κωδικοποιεί τη C στη θέση 207 

του ΔCys. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν την αλληλουχία TTC που κωδικοποιεί τη F207 

του ΔCys. 
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o Μετάλλαξη της G208 σε C208. 

 

Εικόνα 4.6: Μετάλλαξη της G208 σε C208. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία TGT που κωδικοποιεί τη C στη θέση 208 

του ΔCys. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν την αλληλουχία GGC που κωδικοποιεί τη 

G208 του ΔCys. 

o Μετάλλαξη της E209 σε C209. 

 

Εικόνα 4.7: Μετάλλαξη της E209 σε C209. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία TGT που κωδικοποιεί C στη θέση 209 

του ΔCys. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν την αλληλουχία GAG που κωδικοποιεί το E209 

του ΔCys. 
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o Μετάλλαξη της G210 σε C210. 

 

Εικόνα 4.8: Μετάλλαξη της G210 σε C210. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία TGT που κωδικοποιεί τη C στη θέση 210 

του ΔCys. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν την αλληλουχία GGA που κωδικοποιεί τη 

G210 του ΔCys. 

 

4.1.2 Επίδραση των Cys-μεταλλάξεων των αμινοξέων της ΤΜ3 του ΔCys στη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης. 

Πριν εφαρμόσουμε την μέθοδο SCAM, εξετάσαμε την επίδραση των Cys-μεταλλάξεων 

(R189C έως G210C) των αμινοξέων της ΤΜ3 του ΔCys στις φαρμακολογικές ιδιότητες του 

υποδοχέα, προσδιορίζοντας τη συγγένεια δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης για τους Cys-

μεταλλαγμένους υποδοχείς. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης προσδιορίστηκε (σε 

πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης) με βάση την ικανότητα του πεπτιδίου αυτού 

να εκτοπίζει το ραδιοσημασμένο πεπτίδιο, [125I]-Tyr0-σοβαγίνη, σε μεμβρανικά 

παρασκευάσματα από ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζουν σταθερά τους υπό εξέταση υποδοχείς 

(Εικόνες 4.9-4.21).  
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R189C και L190C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των R189 και L190 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+R189C και ΔCys+L190C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.9). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους ΔCys+R189C και ΔCys+L190C, ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,38 ± 0,11 και 8,53 ± 0,06, αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.9: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+R189C και 

ΔCys+L190C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+R189C και ΔCys+L190C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-7 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+R189C και ΔCys+L190C ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,38 ± 0,11 και 8,53 ± 0,06 αντίστοιχα. 
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V191C και T192C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των V191 και T192 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+V191C και ΔCys+T192C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.10). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους ΔCys+V191C και ΔCys+T192C, ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,57 ± 0,02 και 8,50 ± 0,24, αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.10: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+V191C και 

ΔCys+T192C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+V191C και ΔCys+T192C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+V191C και ΔCys+T192C ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,57 ± 0,02 και 8,50 ± 0,24 αντίστοιχα. 
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A193C και A194C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των A193 και A194 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+A193C και ΔCys+A194C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.11). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους ΔCys+A193C και ΔCys+A194C, ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,77 ± 0,12 και 7,87 ± 0,53   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.11: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+A193C και 

ΔCys+A194C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+A193C και ΔCys+A194C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+A193C και ΔCys+A194C ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,77 ± 0,12 και 7,87 ± 0,53 αντίστοιχα. 
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Y195C και N196C μεταλλάξεις  

Η μετάλλαξη σε Cys των Y195 και N196 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+Y195C και ΔCys+N196C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.12). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+Y195C και 

ΔCys+N196C, ήταν 8,59 ± 0,37, 8,94 ± 0,23 και 8,85 ± 0,21   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.12: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+Y195C και 

ΔCys+N196C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+Y195C και ΔCys+N196C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-6 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+Y195C και ΔCys+N196C ήταν 8,59 ± 0,37, 

8,94 ± 0,23 και 8,85 ± 0,21 αντίστοιχα. 
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Y197C και F198C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των Y197 και F198 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+Y197C και ΔCys+F198C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.13). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+Y197C και 

ΔCys+F198C, που προσδιορίστηκαν σε  πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 

8,59 ± 0,37, 9,09 ± 0,51 και 9,28 ± 0,53,   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.13: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+Y197C και 

ΔCys+F198C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+Y197C και ΔCys+F198C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+Y197C καθώς και ΔCys+F198C ήταν 8,59 ± 

0,37, 9,09 ± 0,51 και 9,28 ± 0,53 αντίστοιχα. 
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H199C και V200C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των H199 και V200 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+H199C και ΔCys+V200C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.14).  Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+H199C και 

ΔCys+V200C, ήταν 8,59 ± 0,37, 8,61 ± 0,12 και 7,95 ± 0,53,   αντίστοιχα.  

 

Εικόνα 4.14: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+H199C και 

ΔCys+V200C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+H199C και ΔCys+V200C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+H199C καθώς και ΔCys+V200C ήταν 8,59 ± 

0,37, 8,61 ± 0,12 και 7,95 ± 0,53 αντίστοιχα. 
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T201C και N202C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των T201 και N202 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+T201C και ΔCys+N202C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.15). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+T201C και 

ΔCys+N202C, ήταν 8,59 ± 0,37, 8,22 ± 0,41 και 8,26 ± 0,32   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.15: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+T201C και 

ΔCys+N202C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+T201C και ΔCys+N202C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+T201C καθώς και ΔCys+N202C ήταν 8,59 ± 

0,37, 8,22 ± 0,41 και 8,26 ± 0,32 αντίστοιχα. 
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F203C μετάλλαξη  

Η Cys μετάλλαξη της F203 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τον μεταλλαγμένο υποδοχέα 

ΔCys+F203C, μείωσε σημαντικά (κατά 18 φορές) τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, 

η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.16). 

Συγκεκριμένα η συγγένεια δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys και τον 

ΔCys+F203C, ήταν 8,59 ± 0,37 και 7,33 ± 0,20,  αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.16: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys και ΔCys+F203C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys και ΔCys+F203C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και 

Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια 

δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους 

υποδοχείς ΔCys και ΔCys+F203C ήταν 8,59 ± 0,37 και 7,33 ± 0,20 αντίστοιχα. 
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F204C και W205C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των F204 και W205 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+F204C και ΔCys+W205C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.17). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+F204C και 

ΔCys+W205C, ήταν 8,59 ± 0,37, 8,17 ± 0,32 και 8,50 ± 0,06,   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.17: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+F204C και 

ΔCys+W205C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+F204C και ΔCys+W205C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-6 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+F204C καθώς και ΔCys+W205C ήταν 8,59 ± 

0,37, 8,17 ± 0,32 και 8,50 ± 0,06 αντίστοιχα. 
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M206C και F207C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των M206 και F207 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+M206C και ΔCys+F207C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.18). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+M206C και 

ΔCys+F207C, ήταν 8,59 ± 0,37, 7,95 ± 0,52 και 8,52 ± 0,16,   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.18: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+M206C και 

ΔCys+F207C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+M206C και ΔCys+F207C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+M206C καθώς και ΔCys+F207C ήταν 8,59 ± 

0,37, 7,95 ± 0,52 και 8,52 ± 0,16 αντίστοιχα. 
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G208C και E209C μεταλλάξεις 

Η μετάλλαξη σε Cys των G208 και E209 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+G208C και ΔCys+E209C, δεν επηρέασε σημαντικά τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης (Εικόνα 4.19). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys καθώς και τους μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys+G208C και 

ΔCys+E209C ήταν 8,59 ± 0,37, 8,15 ± 0,30 και 8,70 ± 0,16,   αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.19: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+G208C και 

ΔCys+E209C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+G208C και ΔCys+E209C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα των τιμών 

προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-4 φορές δίνοντας παρόμοια 

αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από 

αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+G208C καθώς και ΔCys+E209C ήταν 8,59 ± 

0,37, 8,15 ± 0,30 και 8,70 ± 0,16, αντίστοιχα. 
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G210C μετάλλαξη 

Η Cys μετάλλαξη της G210 του ΔCys, δημιουργώντας έτσι τον μεταλλαγμένο υποδοχέα 

ΔCys+G210C, μείωσε σημαντικά (κατά 129 φορές) τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-

σοβαγίνης, η οποία προσδιορίστηκε σε πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης 

(Εικόνα 4.20). Συγκεκριμένα η συγγένεια δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης, για τον ΔCys 

και τον ΔCys+G210C, ήταν 8,59 ± 0,37 και 6,48 ± 0,31  αντίστοιχα. 

 

Εικόνα 4.20: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys και ΔCys+G210C. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys και ΔCys+G210C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από 

ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα 

για τους υποδοχείς ΔCys και ΔCys+G210C ήταν 8,59 ± 0,37 και 6,48 ± 0,31 αντίστοιχα. 

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα όλων των παραπάνω φαρμακολογικών 

πειραμάτων έδειξαν ότι οι Cys-μεταλλαγμένοι υποδοχείς του ΔCys, εκτός των ΔCys+F203C και 

ΔCys+G210C, έχουν παρόμοιες συγγένειες δέσμευσης με εκείνη του ΔCys (Εικόνα 4.21). 

Αντίθετα η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης στον ΔCys ελαττώθηκε σημαντικά με τις 

μεταλλάξεις F203C και G210C (Εικόνα 4.21).  
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Εικόνα 4.21: Επίδραση της Cys μετάλλαξης των αμινοξέων της ΤΜ3 του ΔCys στη συγγένεια 

δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης.  

Οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης για τον ΔCys και τους υποδοχείς 

ΔCys+R189C έως ΔCys+G210C απεικονίζονται με στήλες οι οποίες αναπαριστούν τους μέσους 

όρους (-LogKD) και τα σταθερά σφάλματά (S.E) τους από 3-7 ανεξάρτητα πειράματα. Στον 

πίνακα αριστερά των στηλών αναγράφονται οι συγγένειες δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-

LogKD ± S.E). Οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τους Cys-μεταλλαγμένους υποδοχείς των οποίων η 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης ήταν στατιστικώς σημαντικά διαφορετική από εκείνη 

του ΔCys (P < 0.05; one way ANOVA). 
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4.1.3 Προσδιορισμός του προσανατολισμού των αμινοξέων της ΤΜ3 του CRF1R με τη 

μέθοδο SCAM 

Μετά τον φαρμακολογικό χαρακτηρισμό των μεταλλαγμένων υποδοχέων που 

περιέχουν τις τεχνητές Cys στη ΤΜ3 λάβαμε πληροφορίες για τον προσανατολισμό των 

πλευρικών αλυσίδων των Cys αυτών. Συγκεκριμένα προσδιορίσαμε ποιές από τις τεχνητές Cys 

της ΤΜ3 είχαν την ικανότητα να αντιδρούν με το ΜTSEA (2,5 mM  για 15 δευτερόλεπτα  σε 

θερμοκρασία δωματίου). Η ανίχνευση της αντίδρασης του MTSEA έγινε με τον προσδιορισμό 

της ικανότητάς του να τροποποιεί την ειδική δέσμευση της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στους Cys-

μεταλλαγμένους υποδοχείς. Στα πειράματα αυτά επίσης χρησιμοποιήσαμε ως μάρτυρα 

(control) τον “αδρανή” στο MTSEA υποδοχέα ΔCys.  

Από τις τεχνητές Cys, μόνο αυτές στις θέσεις 189, 192, 193, 195, 196, 199 και 203 της 

ΤΜ3 του υποδοχέα αντέδρασαν με το MTSEA, αφού η ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-

σοβαγίνης στους Cys-μεταλλαγμένους υποδοχείς μειώθηκε (ΔCys+R189C, ΔCys+Τ192C, 

ΔCys+Α193C, ΔCys+Υ195C, ΔCys+Ν196C, ΔCys+Η199C) ή αυξήθηκε (ΔCys+F203C) σημαντικά 

από το αντιδραστήριο αυτό (Εικόνα 4.22).  
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Εικόνα 4.22: Αντίδραση του MTSEA με τις τεχνητές Cys της ΤΜ3 του CRF1R.  

Η αναστολή από το MTSEA της ειδικής δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στον ΔCys ή στους 

υποδοχείς ΔCys+R189C έως ΔCys+G210C αναπαριστάται με στήλες στο παραπάνω γράφημα. 

Οι στήλες αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους και τα τυπικά σφάλματα από 3-32 ανεξάρτητα 

πειράματα. Η % αναστολή από το MTSEA της ειδικής δέσμευσης της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης 

ορίζεται ως {1- [ειδική δέσμευση μετά από την αντίδραση με MTSEA / ειδική δέσμευση 

απουσία MTSEA] x 100}. Αρνητική αναστολή υποδηλώνει ενίσχυση της ειδικής δέσμευσης της 

[125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης μετά από αντίδραση με το MTSEA. Ο αστερίσκος δηλώνει ότι η 

αναστολή/ενίσχυση από το MTSEA της ειδικής δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στους Cys-

μεταλλαγμένους υποδοχείς διαφέρει στατιστικά σημαντικά από τον ΔCys. (P < 0.05; one way 

ANOVA). 
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Προσδιορισμός της σταθεράς k της αντίδρασης του MTSEA  

Στη συνέχεια εξετάσαμε τα χαρακτηριστικά της αντίδρασης των Cys-μεταλλαγμένων 

υποδοχέων με το MTSEA, προσδιορίζοντας τη δεύτερης τάξης σταθερά k της αντίδρασης. 

Συγκεκριμένα η δεύτερης τάξης σταθερά k της αντίδρασης των ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, 

ΔCys+A193C, ΔCys+Y195C, ΔCys+N196C, ΔCys+Η199C και ΔCys+F203C με το MTSEA που 

προσδιορίστηκε από πειράματα επίδρασης αυξανομένων συγκεντρώσεων  MTSEA  στην ειδική 

δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης ήταν 25,23 ± 3,17 Μ-1s-1, 18,71 ± 6,64 Μ-1s-1, 10,77 ± 2,79 Μ-

1s-1, 34,91 ± 14,39 Μ-1s-1, 10,80 ± 1,15 Μ-1s-1, 25,20 ± 11,1 Μ-1s-1 και 17,36 ± 8,64 Μ-1s-1 

αντίστοιχα (Εικόνες 4.23 και 4.24). 

 

Εικόνα 4.23: Επίδραση της συγκέντρωσης του MTSEA στην ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-

σοβαγίνης, στους ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, ΔCys+A193C, ΔCys+Y195C, ΔCys+N196C και 

ΔCys+Η199C . 

Η αναστολή της ειδικής δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στους Α) ΔCys+R189C, Β) 

ΔCys+T192C, Γ) ΔCys+A193C, Δ) ΔCys+Y195C, Ε) ΔCys+N196C και ΣΤ) ΔCys+Η199C, από 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις MTSEA (0,000025 Μ, 0,00025 Μ, 0,001 Μ, 0,0025 Μ και 0,005 M) 
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πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Η κάθε καμπύλη 

αντιπροσωπεύει ένα χαρακτηριστικό πείραμα αντίδρασης του MTSEA με ένα Cys-

μεταλλαγμένο υποδοχέα που επαναλήφθηκε 4-8 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι 

τιμές της σταθεράς k της αντίδρασης των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων με το MTSEA που 

προσδιορίστηκαν από όλα τα πειράματα ήταν Α) 25,23 ± 3,17 Μ-1s-1 για τον ΔCys+R189C, Β) 

18,71 ± 6,64 Μ-1s-1 για τον ΔCys+T192C, Γ) 10,77 ± 2,79 Μ-1s-1 για τον ΔCys+A193C, Δ) 34,91 ± 

14,39 Μ-1s-1 για τον ΔCys+Y195C, Ε) 10,80 ± 1,15 Μ-1s-1 για τον ΔCys+N196C και ΣΤ) 25,20 ± 11,1 

Μ-1s-1 για τον ΔCys+Η199C. 

 

 

Εικόνα 4.24: Επίδραση της συγκέντρωσης του MTSEA στην ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-

σοβαγίνης στον ΔCys+F203C. 

Η αναστολή της ειδικής δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης στον ΔCys+F203C από 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις MTSEA (0,000025 Μ, 0,00025 Μ, 0,001 Μ, 0,0025 Μ και 0,005 M), 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Η καμπύλη αντιπροσωπεύει 

ένα από δύο συνολικά πειράματα αντίδρασης του MTSEA με τον ΔCys+F203C που έδωσαν 

παρόμοια αποτελέσματα. Η τιμή της σταθεράς k της αντίδρασης της αντίδρασης του 

ΔCys+F203C με το MTSEA που προσδιορίστηκε ήταν 17,36 ± 8,64 Μ-1s-1. 
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Προστασία από την αντίδραση με το MTSEA. 

Η αντίδραση του MTSEA με τις τεχνητές Cys στις θέσεις 189, 192, 193, 195, 196, 199 

και 203 της ΤΜ3 οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι Cys αυτές είναι προσανατολισμένες στο 

υδρόφιλο περιβάλλον και άρα διαθέσιμες στο αντιδραστήριο αυτό. Αν πραγματικά συμβαίνει 

αυτό, τότε προστασία των τεχνητών αυτών Cys από το MTSEA με προεπώαση με κάποιο 

προσδέτη των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων, πρέπει να παρεμποδίζει την αντίδραση με το 

MTSEA.   

Πράγματι, προεπώαση των ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, ΔCys+A193C, ΔCys+Y195C, 

ΔCys+N196C, ΔCys+H199C με τον ανταγωνιστή ανταλαρμίνη (0,5-1 μΜ για 30 λεπτά στους 

370C) επιβράδυνε/παρεμπόδισε την αντίδραση των τεχνητών κυστεϊνών τους με το MTSEA 

(Εικόνα 4.25). Ενώ η ανταλαρμίνη (30 λεπτά στους 370C ) δεν μπόρεσε να προστατέψει τον 

ΔCys+F203C από το MTSEA (αφού δεν δεσμεύεται στον υποδοχέα αυτόν όπως εξηγείται 

παρακάτω), αυτό επιτεύχθηκε με την προεπώαση του υποδοχέα με τον πεπτιδικό 

ανταγωνιστή αστρεσσίνη (1 μΜ, για 60 λεπτά στους 200C) (Εικόνα 4.26).  
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Εικόνα 4.25: Προστασία με ανταλαρμίνη των μεταλλαγμένων υποδοχέων του CRF1R από την 

αντίδρασή τους με το MTSEA.  

Ραβδόγραμμα που αναπαριστά την αναστολή της ειδικής δέσμευσης της [125I]-Tyr0-

σοβαγίνης έπειτα από αντίδραση με το MTSEA των ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, ΔCys+A193C, 

ΔCys+Y195C, ΔCys+N196C, ΔCys+H199C, οι οποίοι προηγουμένως είχαν επωαστεί με ή 

χωρίς ανταλαρμίνη. Οι στήλες αναπαριστούν τους μέσους όρους και τα τυπικά σφάλματα 

από 4-9 ανεξάρτητα πειράματα. Οι αστερίσκοι υποδηλώνουν ότι η ανταλαρμίνη 

προστάτεψε τους Cys-μεταλλαγμένους υποδοχείς, επιβραδύνοντας στατιστικώς σημαντικά 

την αντίδρασή τους με το MTSEA (P < 0.05; paired t-test). 
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Εικόνα 4.26: Προστασία του μεταλλαγμένου υποδοχέα ΔCys+F203C από την αντίδρασή του 

με το MTSEA.  

Ραβδόγραμμα που αναπαριστά την ενίσχυση της ειδικής δέσμευσης της [125I]-Tyr0-

σοβαγίνης έπειτα από αντίδραση του ΔCys+F203C με το MTSEA, ο οποίος προηγουμένως 

είχε επωαστεί με ή χωρίς 1 μΜ αστρεσσίνης. Οι στήλες αναπαριστούν τους μέσους όρους 

και τα τυπικά σφάλματα από 7 ανεξάρτητα πειράματα. Ο αστερίσκος υποδηλώνει ότι η 

ενίσχυση της ειδικής δέσμευσης της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης στον ΔCys+F203C έπειτα από 

αντίδρασή του με το MTSEA περιορίστηκε στατιστικώς σημαντικά από την αστρεσσίνη (P < 

0.05; one-way ANOVA).  
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Επίδραση της μετάλλαξης F203C στη δέσμευση της ανταλαρμίνης πριν και μετά την 

αντίδραση με το MTSEA  

Στη συνέχεια εξετάσαμε τον λόγο που η ανταλαρμίνη δεν μπόρεσε να προστατέψει 

τον ΔCys+F203C από την αντίδραση με το MTSEA. Πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής 

δέσμευσης έδειξαν ότι ο ΔCys+F203C δεν δεσμεύει την ανταλαρμίνη (-LogKi ˂ 5.00) σε 

αντίθεση με τον  ΔCys (-LogKi=7,32 ± 0,05) και το φαινόμενο αυτό δεν επηρεάζεται έπειτα από 

αντίδραση του μεταλλαγμένου υποδοχέα ΔCys+F203C με το MTSEA (-LogKi ˂ 5.00) (Εικόνα 

4.27).  

 

Εικόνα 4.27. Συναγωνιστική δέσμευση της ανταλαρμίνης στους ΔCys, ΔCys+F203C, 

ΔCys+F203C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την ανταλαρμίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+F203C και ΔCys+F203C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+F203C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

aνταλαρμίνης (-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, 

ΔCys+F203C καθώς και ΔCys+F203C+MTSEA ήταν 7,32 ± 0,05, ˂ 5,00 και ˂ 5,00 αντίστοιχα. 
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Επίδραση της μετάλλαξης F203C στη δέσμευση της αστρεσσίνης πριν και μετά την 

αντίδραση με το MTSEA  

Αντίθετα με την ανταλαρμίνη, ο πεπτιδικός ανταγωνιστής του CRF, αστρεσσίνη, που 

δεσμεύεται σε διαφορετική περιοχή του CRF1R από ότι η ανταλαρμίνη (211) προστάτεψε τον 

ΔCys+F203C από το MTSEA. Πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης έδειξαν ότι η 

μετάλλαξη F203C δεν επηρεάζει τη δέσμευση του ανταγωνιστή αστρεσσίνη (-LogKi=7,78 ± 

0,19) και το φαινόμενο αυτό δεν επηρεάζεται έπειτα από αντίδραση του μεταλλαγμένου 

υποδοχέα ΔCys+F203C με το MTSEA (-LogKi=7,54 ± 0,27) (Εικόνα 4.28).  

 

Εικόνα 4.28: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους ΔCys, ΔCys+F203C, 

ΔCys+F203C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+F203C και ΔCys+F203C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+F203C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

αστρεσσίνης (-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, 

ΔCys+F203C καθώς και ΔCys+F203C+MTSEA ήταν 8,00 ± 0,10, 7,78 ± 0,19 και 7,54 ± 0,27 

αντίστοιχα. 
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Επίδραση της αντίδρασης του MTSEA στη συγγένεια δέσμευσης της Τyr0-σοβαγίνης 

Επόμενο βήμα στη μελέτη μας ήταν να προσδιορίσουμε τις επιπτώσεις της αντίδρασης 

των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων με το MTSEA, στις φαρμακολογικές ιδιότητές τους.  Για το 

λόγο αυτό προσδιορίσαμε τη συγγένεια με την οποία η Τyr0-σοβαγίνη δεσμεύεται στους 

ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, ΔCys+A193C, ΔCys+Y195C, ΔCys+N196C, ΔCys+H199C και 

ΔCys+F203C πριν και μετά την αντίδρασή τους με το MTSEA. Στα πειράματα αυτά 

παρατηρήσαμε ότι η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τους υποδοχείς 

ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, ΔCys+A193C, ΔCys+Y195C, ΔCys+N196C, ΔCys+H199C δεν 

επηρεάστηκε από την αντίδρασή τους με το MTSEA (Eικόνα 4.36), παρά το γεγονός ότι η ειδική 

δέσμευση του ραδιοσημασμένου πεπτιδίου μειώθηκε από την αντίδραση. Συγκεκριμένα οι 

συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης για τους μεταλλαγμένους υποδοχείς 

πριν και μετά την αντίδρασή τους με το MTSEA ήταν ΔCys+R189C: 8,38 ± 0,11 και 8,47 ± 0,40, 

ΔCys+T192C: 8,50 ± 0,24 και 9,03 ± 0,29, ΔCys+A193C: 8,77 ± 0,12 και 8,98 ± 0,05, ΔCys+Y195C:  

8,94 ± 0,23 και 9,51 ± 0,21, ΔCys+N196C: 8,85 ± 0,21 και 9,33 ± 0,17 και τέλος ΔCys+H199C : 

8,61 ± 0,12 και 8,94 ± 0,15, αντίστοιχα (Eικόνες 4.29-4.36). 

 Αντίθετα η αντίδραση του MTSEA με τον ΔCys+F203C αύξησε σημαντικά την 

ελαττωμένη (κατά 18 φορές) από τη F203C μετάλλαξη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-

σοβαγίνης (-LogKD=7,33 ± 0,20), σε επίπεδα παρόμοια με τα φυσιολογικά (-LogKD=8,80 ± 0,33) 

(Εικόνα 4.35). Το αποτέλεσμα αυτό συμφωνεί με την αύξηση της ελαττωμένης από την F203C 

μετάλλαξη ειδική δέσμευση της ραδιοσημασμένης Tyr0-σοβαγίνης.  
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Εικόνα 4.29: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+R189C και 

ΔCys+R189C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+R189C και ΔCys+R189C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+R189C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 2-7 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι συγγένειες δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς 

ΔCys, ΔCys+R189C καθώς και ΔCys+R189C+MTSEA αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 

8,59 ± 0,37, 8,38 ± 0,11 και 8,47 ± 0,40 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.30: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+T192C και 

ΔCys+T192C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+T192C και ΔCys+T192C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+T192C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι συγγένειες δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς 

ΔCys, ΔCys+T192C καθώς και ΔCys+T192C+MTSEA αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 

8,59 ± 0,37, 8,50 ± 0,24 και 9,03 ± 0,29 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.31: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+A193C και 

ΔCys+A193C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+A193C και ΔCys+A193C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+A193C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι συγγένειες δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς 

ΔCys, ΔCys+A193C καθώς και ΔCys+A193C+MTSEA αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 

8,59 ± 0,37, 8,77 ± 0,12 και 8,98 ± 0,05 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.32: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+Y195C και 

ΔCys+Y195C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+Y195C και ΔCys+Y195C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+Y195C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». 

Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι 

συγγένειες δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα 

πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+Y195C καθώς και ΔCys+Y195C+MTSEA 

αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 8,59 ± 0,37, 8,94 ± 0,23 και 9,51 ± 0,21 

αντίστοιχα. 

 

 

 



100 
 

 

Εικόνα 4.33: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+N196C και 

ΔCys+N196C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+N196C και ΔCys+N196C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+N196C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 4-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι συγγένειες δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς 

ΔCys, ΔCys+N196C καθώς και ΔCys+N196C+MTSEA αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 

8,59 ± 0,37, 8,85 ± 0,21 και 9,33 ± 0,17 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.34: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+H199C και 

ΔCys+H199C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+H199C και ΔCys+H199C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+H199C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-5 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι συγγένειες δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς 

ΔCys, ΔCys+H199C καθώς και ΔCys+H199C+MTSEA αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 

8,59 ± 0,37, 8,61 ± 0,12 και 8,94 ± 0,15 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.35. Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys, ΔCys+F203C και 

ΔCys+F203C+MTSEA. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς ΔCys, ΔCys+F203C και ΔCys+F203C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA 

(ΔCys+F203C+MTSEA) πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 4-5 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι συγγένειες δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκαν από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς 

ΔCys, ΔCys+F203C καθώς και ΔCys+F203C+MTSEA αναγράφονται στην εικόνα 4.36 και ήταν 

8,59 ± 0,37, 7,33 ± 0,20 και 8,80 ± 0,33 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.36: Επίδραση της αντίδρασης με το MTSEA στην συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-

σοβαγίνης για τους Cys-μεταλλαγμένους υποδοχείς του CRF1R. 

Οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης για τους μεταλλαγμένους υποδοχείς 

ΔCys+R189C, ΔCys+T192C, ΔCys+A193C, ΔCys+Y195C, ΔCys+N196C, ΔCys+H199C και 

ΔCys+F203C πριν (υποδοχέας) και μετά την αντίδρασή τους με το MTSEA (υποδοχέας + MTSEA) 

αναπαριστώνται με στήλες. Για λόγους σύγκρισης παρουσιάζεται επίσης η συγγένεια 

δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον ΔCys. Οι στήλες αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους (-

LogKD) και τα τυπικά σφάλματα (S.E.) από 2-7 ανεξάρτητα πειράματα ενώ στον πίνακα 

αριστερά των στηλών αναγράφονται οι συγγένειες δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD ± 

S.E.).  Ο αστερίσκος δηλώνει ότι η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον υποδοχέα 

ΔCys+F203C μετά από αντίδρασή του με το MTSEA (ΔCys+F203C+MTSEA) διαφέρει στατιστικά 

σημαντικά  από εκείνη της Tyr0-σοβαγίνης πριν την αντίδρασή του με το MTSEA (P < 0.05; one 

way ANOVA). 
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Επίδραση της μετάλλαξης F203C στη δέσμευση της μη τυροσινιωμένης σοβαγίνης πριν 

και μετά την αντίδραση με το MTSEA  

Παρόμοια αποτελέσματα με τα παραπάνω παρατηρήθηκαν όταν προσδιορίσαμε (σε 

μελέτες ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης) τη συγγένεια με την οποία δεσμεύεται η 

σοβαγίνη (στην οποία απουσιάζει η αμινοτελική Tyr0) στον ΔCys+F203C πριν και μετά την 

αντίδρασή του με το MTSEA. Συγκεκριμένα, όπως και η Tyr0-σοβαγίνη (-LogKD=7,33 ± 0,20), η 

σοβαγίνη δεσμεύεται με χαμηλή συγγένεια στον ΔCys+F203C (-LogKi= 7,37 ± 0,11), η οποία 

όμως επανέρχεται σε σχεδόν φυσιολογικές τιμές μετά την αντίδραση του MTSEA με τον 

υποδοχέα αυτόν  (-LogKi= 8,20 ± 0,15) (Εικόνα 4.37).  

 

Εικόνα 4.37: Συναγωνιστική δέσμευση της σοβαγίνης στους ΔCys+F203C και 

ΔCys+F203C+MTSEA.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την σοβαγίνη για τους υποδοχείς 

ΔCys+F203C και ΔCys+F203C μετά από την αντίδρασή του με το MTSEA (ΔCys+F203C+MTSEA), 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) 

και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4 φορές 

δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης (-LogKi) που 

προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys+F203C και 

ΔCys+F203C+MTSEA ήταν 7,37 ± 0,11 και 8,20 ± 0,15 αντίστοιχα. 
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4.2 Ο ρόλος των F203 και G210 της ΤΜ3 στην ενεργοποίηση του CRF1R. 

 Τα παραπάνω αποτελέσματα έδειξαν ότι η Cys μετάλλαξη των F203 και G210 (Εικόνες 

4.16, 4.20 και 4.21) της ΤΜ3 του CRF1R, μείωσε σημαντικά την υψηλής συγγένειας δέσμευση 

της Tyr0-σοβαγίνης που κάτω από τις πειραματικές συνθήκες της παρούσας εργασίας 

αντιπροσωπεύει την δέσμευση του πεπτιδικού αυτού αγωνιστή στην ενεργό κατάσταση του 

υποδοχέα. Το γεγονός αυτό οδηγεί στην υπόθεση ότι οι F203C και G210C μεταλλάξεις 

επηρέασαν αρνητικά την ενεργοποίηση του CRF1R.  

 

Εικόνα 4.38: Σχηματική αναπαράσταση των αμινοξέων F203 (F σε κόκκινο κύκλο) και G210 (G 

σε μπλε κύκλο) της ΤΜ3 του CRF1R. 

Για να εξετάσουμε περαιτέρω το ρόλο των F203 και G210 (Εικόνα 4.38) στην 

ενεργοποίηση του CRF1R, αντικαταστήσαμε τα αμινοξέα αυτά με διαφορετικά και εξετάσαμε 

την επίδραση των μεταλλάξεων αυτών στις φαρμακολογικές ιδιότητες του υποδοχέα. 

Συγκεκριμένα, προσδιορίσαμε τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης και της 

αστρεσσίνης πριν και μετά τις μεταλλάξεις των F203 και G210 καθώς και την επίδραση των 

μεταλλάξεων αυτών στην ικανότητα της σοβαγίνης να διεγείρει την παραγωγή ενδοκυττάριου 

cAMP σε κύτταρα που εκφράζουν σταθερά τους υποδοχείς αυτούς.  
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4.2.1 Μεταλλάξεις των F203 και G210. 

Τα  αμινοξέα F203 και G210 μεταλλάχθηκαν με τη μέθοδο της μεταλλαξιγένεσης 

κατευθυνόμενης θέσης με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR-Site Directed 

Mutagenesis). Συγκεκριμένα μεταλλάξαμε το F203 σε αλανίνη ή A, λυσίνη ή Κ, ισολευκίνη ή I 

και τρυπτοφάνη ή W, δημιουργώντας έτσι τους μεταλλαγμένους υποδοχείς F203Α, F203Κ, 

F203Ι και F203W αντίστοιχα. Επίσης αντικαταστήσαμε τη G210 με αλανίνη ή Α, δημιουργώντας 

έτσι τον μεταλλαγμένο υποδοχέα G210Α. Οι μεταλλάξεις αυτές επιβεβαιώθηκαν από την 

ανάγνωση αλληλουχιών βάσεων DNA (Εικόνες 4.39-4.43)  

o Μετάλλαξη της F203 σε A203.   

 

Εικόνα 4.39: Μετάλλαξη της F203 σε A203. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία GCA που κωδικοποιεί την Α στη θέση 

203 του CRF1R. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν τα TTC που κωδικοποιούν το αμινοξύ 

F203 του CRF1R. 
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o Μετάλλαξη της F203 σε K203 

 

Εικόνα 4.40: Μετάλλαξη της F203 σε K203. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία AAA που κωδικοποιεί τη Κ στη θέση 

203 του CRF1R. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν τα TTC που κωδικοποιούν τη F203 του 

CRF1R. 

o Μετάλλαξη της F203 σε I203.   

 

Εικόνα 4.41: Μετάλλαξη της F203 σε I203. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία ATA που κωδικοποιεί τη I στη θέση 203 

του CRF1R. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν τα TTC που κωδικοποιούν το αμινοξύ F203 

του CRF1R. 
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o Μετάλλαξη της F203 σε W203.   

 

Εικόνα 4.42: Μετάλλαξη της F203 σε W203. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία TGG που κωδικοποιεί τη W στη θέση 

203 του CRF1R. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν τα TTC που κωδικοποιούν το αμινοξύ 

F203 του CRF1R. 

o Μετάλλαξη της G210 σε A210.   

 

Εικόνα 4.43: Μετάλλαξη της G210 σε A210. Στο χρωματογράφημα διακρίνεται η περιοχή των 

νουκλεοτιδίων μέσα στην οποία υπάρχει η αλληλουχία GCC που κωδικοποιεί τη A στη θέση 

210 του ΔCys. Tα νουκλεοτίδια αυτά αντικατέστησαν τα GGA που κωδικοποιούν το αμινοξύ 

G210 του ΔCys. 



109 
 

4.2.1.1 Μετάλλαξη F203A 

Επίδραση της μετάλλαξης F203A στη δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης 

Η F203A μετάλλαξη μείωσε σημαντικά τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης 

(Εικόνα 4.44) όπως παρατηρήθηκε και στη μετάλλαξη F203C (Εικόνα 4.16). Συγκεκριμένα οι 

συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης για τον WT και τον υποδοχέα F203A όπως 

προσδιορίστηκαν σε πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,38 ± 0,20 και 

6,95 ± 0,11 αντίστοιχα (Εικόνα 4.44 και Πίνακας 4.1).  

Σε αντίθεση με τη Tyr0-σοβαγίνη, η συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης δεν 

επηρεάστηκε από τη μετάλλαξη F203A (Εικόνα 4.45), όπως παρατηρήθηκε και στην μετάλλαξη 

F203C (Εικόνα 4.28). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης για τον 

WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203Α όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ετερόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,02 ± 0,07 και 8,03 ± 0,18 αντίστοιχα (Εικόνα 44.5 και 

Πίνακας 4.1). 

 

Εικόνα 4.44: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους WT και F203A. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203A πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT 

και F203A ήταν 8,38 ± 0,20 και 6,95 ± 0,11 αντίστοιχα.  
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Εικόνα 4.45: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους WT και F203A.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203A πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

αστρεσσίνης (-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και  

F203A ήταν 8,02 ± 0,07 και 8,03 ± 0,18 αντίστοιχα. 
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Επίδραση της μετάλλαξης F203A στην ισχύ της σοβαγίνης. 

Παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης, η F203A μετάλλαξη μείωσε 

σημαντικά την ισχύ με την οποία ο πεπτιδικός αυτός αγωνιστής διέγειρε τη παραγωγή  

ενδοκυττάριου κυκλικού AMP (cAMP) σε ΗΕΚ 293 κύτταρα τα οποία εκφράζανε σταθερά τον 

CRF1R. Συγκεκριμένα η ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τον WT και τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F203A ήταν 9,90 ± 0,19 και 8,52 ± 0,23 αντίστοιχα (Εικόνα 4.46 και Πίνακας 4.1) 

 

Εικόνα 4.46:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από τη σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον WT ή τον F203Α. 

Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 5-7 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της 

σοβαγίνης (-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα 

αυτά για τους υποδοχείς WT και F203Α και ήταν 9,90 ± 0,19 και 8,52 ± 0,23 αντίστοιχα. 
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4.2.1.2 Μετάλλαξη F203Κ 

Επίδραση της μετάλλαξης F203K στη δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης 

Η μετάλλαξη της F203 σε Lys (F203K) δεν επηρέασε σημαντικά την συγγένεια 

δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης, η οποία ήταν παρόμοια με εκείνη του υποδοχέα F203C μετά 

την αντίδραση του με το MTSEA, που εισάγει μια θετικά φορτισμένη πλευρική αλυσίδα, 

παρόμοια με τη πλευρική αλυσίδα της Lys. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης για τον WT και τον F203K όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,51 ± 0,21 αντίστοιχα (Εικόνα 4.47 και 

Πίνακας 4.1), που ήταν παρόμοιες με εκείνη του ΔCys+F203C μετά την αντίδραση του με το 

MTSEA (-LogKD = 8,80 ± 0,33).  

Η  συγγένεια δέσμευσης της F203K για τη Tyr0-σοβαγίνη δεν επηρεάστηκε από την 

αφαίρεση της αμινοτελικής Tyr0 από το πεπτίδιο αυτό. Συγκεκριμένα η συγγένεια δέσμευσης 

της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD=8,51 ± 0,21) για τον F203K ήταν παραπλήσια με εκείνη της 

σοβαγίνης (-LogKi= 8,50 ± 0,12) για τον υποδοχέα αυτόν (Εικόνα 4.48). Τα αποτελέσματα αυτά 

είναι παρόμοια με εκείνα του αντίστοιχου πειράματος στον ΔCys+F203C.  

Παρόμοια με τη F203C μετάλλαξη έτσι και η F203K μετάλλαξη, δεν επηρέασε τη 

συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της 

αστρεσσίνης για τον WT και τον F203K όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ετερόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,02 ± 0,07 και 8,02 ± 0,19 αντίστοιχα (Εικόνα 4.49 και 

Πίνακας 4.1) που ήταν παρόμοιες με εκείνη για τον  ΔCys+F203C (-LogKi = 7,78 ± 0,19) (Εικόνα 

4.28). 
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Εικόνα 4.47: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους WT και F203K. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203K πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT 

και F203K ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,51 ± 0,21 αντίστοιχα.  
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Εικόνα 4.48: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της σοβαγίνης στον F203Κ.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη ή την 

σοβαγίνη για τον υποδοχέα F203K πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και 

Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια 

δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τον 

υποδοχέα F203K ήταν 8,51 ± 0,21, ενώ η συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης (-LogKi) για τον 

υποδοχέα F203K ήταν  8,50 ± 0,12.  
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Εικόνα 4.49: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους WT και F203K.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203Κ πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

αστρεσσίνης (-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και  

F203Κ ήταν 8,02 ± 0,07 και 8,02 ± 0,19 αντίστοιχα. 
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Επίδραση της μετάλλαξης F203K στην ισχύ της σοβαγίνης 

Παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης, η μετάλλαξη F203Κ δεν 

επηρέασε σημαντικά την ισχύ με την οποία το πεπτίδιο αυτό διέγειρε την παραγωγή  

ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα τα οποία εκφράζανε τον CRF1R. Συγκεκριμένα η  

ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τον WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203Κ ήταν  9,90 ± 

0,19 και 9,97 ± 0,23 αντίστοιχα (Εικόνα 4.50 και Πίνακας 4.1). 

 

Εικόνα 4.50:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου κυκλικού ΑΜΡ από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου κυκλικού ΑΜΡ από αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

σοβαγίνης πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον WT ή 

τον F203Κ. Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα τους προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 5 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης 

(-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP που υπολογίστηκε από τα  

πειράματα αυτά για τους υποδοχείς WT και F203Κ ήταν 9,90 ± 0,19 και 9,97 ± 0,23 αντίστοιχα.  
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4.2.1.3 Μετάλλαξη F203Ι 

Επίδραση της μετάλλαξης F203Ι στη δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης 

Η F203Ι μετάλλαξη δεν επηρέασε τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης. 

Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης για τον WT και τον 

μεταλλαγμένο υποδοχέα F203Ι, όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ομόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,40 ± 0,16 αντίστοιχα (Εικόνα 4.51 και 

Πίνακας 4.1).  

Παρόμοια με τη Tyr0-σοβαγίνη, η F203Ι μετάλλαξη δεν επηρέασε τη συγγένεια 

δέσμευσης της αστρεσσίνης. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης 

για τον WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203I, όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα 

ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,02 ± 0,07 και 7,84 ± 0,18 αντίστοιχα (Εικόνα 

4.52 και Πίνακας 4.1). 

 

Εικόνα 4.51: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους WT και F203I. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203Ι πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT 

και F203Ι ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,40 ± 0,16 αντίστοιχα.  
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Εικόνα 4.52: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους WT και F203I.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203I πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

αστρεσσίνης (-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και 

F203I ήταν 8,02 ± 0,07 και 7,84 ± 0,18 αντίστοιχα. 
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Επίδραση της μετάλλαξης F203Ι στην ισχύ της σοβαγίνης 

Παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης, η F203Ι μεταλλάξη δεν 

επηρέασε σημαντικά την ισχύ με την οποία ο πεπτιδικός αυτός αγωνιστής διέγειρε την 

παραγωγή  ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα τα οποία εκφράζανε τον CRF1R. 

Συγκεκριμένα η  ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τον WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα 

F203Ι ήταν 9,90 ± 0,19 και 9,79 ± 0,40 αντίστοιχα (Εικόνα 4.53 και Πίνακας 4.1). 

 

Εικόνα 4.53:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον WT ή τον F203Ι. 

Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 5 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης 

(-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα αυτά για 

τους υποδοχείς WT και F203I ήταν 9,90 ± 0,19 και 9,79 ± 0,40 αντίστοιχα. 
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4.2.1.4 Μετάλλαξη F203W 

Επίδραση της μετάλλαξης F203W στη δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης 

Παρόμοια με την F203I μετάλλαξη (Εικόνα 4.51), η F203W μετάλλαξη δεν επηρέασε τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της 

Tyr0-σοβαγίνης για τον WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203W όπως προσδιορίστηκαν σε 

πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,40 ± 0,37 αντίστοιχα 

(Εικόνα 4.54 και Πίνακας 4.1). 

Επιπρόσθετα, η μεταλλάξη F203W δεν επηρέασε τη συγγένεια δέσμευσης της 

αστρεσσίνης. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης για τον WT και 

τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203W όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ετερόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,02 ± 0,07 και 7,74 ± 0,07 αντίστοιχα (Εικόνα 4.55 και 

Πίνακας 4.1). 

 

Εικόνα 4.54: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους WT και F203W. 

 Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους 

υποδοχείς WT και F203W πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι 

μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT 

και F203W ήταν 8,38 ± 0,20 και 8,40 ± 0,37 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.55: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους WT και F203W.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους 

υποδοχείς  WT και F203W πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». 

Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 4-6 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της 

αστρεσσίνης (-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και 

F203W ήταν 8,02 ± 0,07 και 7,74 ± 0,07 αντίστοιχα. 
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Επίδραση της μετάλλαξης F203W στην ισχύ της σοβαγίνης 

Παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης, η F203W μεταλλάξη δεν 

επηρέασε σημαντικά την ισχύ με την οποία ο πεπτιδικός αυτός αγωνιστής, διέγειρε την 

παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα τα οποία εκφράζανε τον CRF1R. 

Συγκεκριμένα η  ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τον WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα 

F203W ήταν 9,90 ± 0,19 και 9,60 ± 0,06 αντίστοιχα (Εικόνα 4.56 και Πίνακας 4.1). 

 

Εικόνα 4.56:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον WT ή τον F203W. 

Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 3-5 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της 

σοβαγίνης (-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα 

αυτά για τους υποδοχείς WT και F203W ήταν 9,90 ± 0,19 και 9,60 ± 0,06 αντίστοιχα. 
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 WT F203A F203K  F203I F203W 

-LogKD (or -LogKi) ± S.E  

 

Tyr
0
-sauvagine 

 

8.38 ± 0.20 

 

 

6.95 ± 0.11* 

 

 

8.51 ± 0.21  

 

8.40 ± 0.16 

 

 

8.40 ± 0.37 

 

Astressin 8.02 ± 0.07 

 

8.03 ± 0.18 8.02 ± 0.19  7.84 ± 0.18 7.74 ± 0.07 

 

-LogEC50 ± S.E 

 

 

Sauvagine 

 

9.90 ± 0.19 

 

 

8.52 ± 0.23* 

 

9.97 ± 0.23  

 

 

9.79 ± 0.40 

 

9.60 ± 0.06 

 

Πίνακας 4.1: Επίδραση των μεταλλάξεων στη θέση 203 της ΤΜ3 του CRF1R στις 

φαρμακολογικές ιδιότητές του. 

Οι συγγένειες δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) και της αστρεσσίνης (-LogKi) για τους WT, 

F203A, F203K, F203I και F203W, όπως αυτές προσδιορίστηκαν σε μελέτες ομόλογης ή 

ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης. Οι μέσοι όροι των τιμών (-LogKD ή -LogKi) και τα 

σταθερά σφάλματά (S.E) τους προέρχονται από 3-6 ανεξάρτητα πειράματα. Ο αστερίσκος 

δηλώνει ότι η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον υποδοχέα F203Α διαφέρει 

στατιστικά σημαντικά  από εκείνη για τον WT (P < 0.05; one way ANOVA). 

Η ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τους WT, F203A, F203K, F203I ή F203W, προσδιορίστηκε 

σε μελέτες μέτρησης ενδοκυττάριου cAMP χρησιμοποιώντας κύτταρα που εκφράζανε σταθερά 

του υποδοχείς αυτούς. Οι μέσοι όροι των τιμών (-LogEC50) και τα σταθερά σφάλματά (S.E) τους 

προέρχονται από 3-7 ανεξάρτητα πειράματα. Ο αστερίσκος δηλώνει ότι η ισχύς της σοβαγίνης 

για τον υποδοχέα F203Α διαφέρει στατιστικά σημαντικά από εκείνη για τον WT (P < 0.05; one 

way ANOVA).  
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4.2.1.5 Μετάλλαξη G210C 

Επίδραση της μετάλλαξης G210C στη δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης 

Η G210C μετάλλαξη του ΔCys (δημιουργώντας έτσι τον μεταλλαγμένο υποδοχέα 

ΔCys+G210C) μείωσε σημαντικά (κατά 129 φορές) τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης 

(ΔCys+G210C: -LogKD=6,48 ± 0,31 και  ΔCys: -LogKD=8,59 ± 0,37), η οποία προσδιορίστηκε σε 

πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης όπως αναφέρθηκε παραπάνω (Εικόνα 4.20).  

Σε αντίθεση με τη Tyr0-σοβαγίνη, η συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης δεν 

επηρεάστηκε σημαντικά από τη μετάλλαξη G210C. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-

LogKi) της αστρεσσίνης για τον ΔCys και τον ΔCys+G210C όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα 

ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 7,99 ± 0,10 και 7,71 ± 0,06 αντίστοιχα (Εικόνες 

4.57 και 4.61). 

 

Εικόνα 4.57: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους ΔCys και ΔCys+G210C.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους ΔCys και 

ΔCys+G210C πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι 

(εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που 

έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης (-

LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys και ΔCys+G210C 

ήταν 7,99 ± 0,10 και 7,71 ± 0,06  αντίστοιχα.  
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Επίδραση της μετάλλαξης G210C στην ισχύ της σοβαγίνης 

Παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης, η G210C μετάλλαξη μείωσε 

σημαντικά την ισχύ (121 φορές) με την οποία ο πεπτιδικός αυτός αγωνιστής διέγειρε την 

παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε τον υποδοχέα. 

Συγκεκριμένα η ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τον ΔCys και τον ΔCys+G210C ήταν 8,68 ± 

0,14 και 6,60 ± 0,13 αντίστοιχα (Εικόνα 4.58).  

 

Εικόνα 4.58:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον ΔCys ή τον 

ΔCys+G210C. Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 6-11 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της 

σοβαγίνης (-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα  πειράματα 

αυτά για τους υποδοχείς ΔCys και ΔCys+G210C ήταν 8,68 ± 0,14 και 6,60 ± 0,13 αντίστοιχα. 

 

 

 

 



126 
 

4.2.1.6 Μετάλλαξη G210A 

Επίδραση της μετάλλαξης G210A στη δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης 

Η G210A μετάλλαξη είχε πολύ μικρότερη επίδραση στη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-

σοβαγίνης συγκριτικά με τη μετάλλαξη G210C (Εικόνες 4.20, 4.59 και 4.61). Συγκεκριμένα οι 

συγγένειες δέσμευσης (-LogKD) της Tyr0-σοβαγίνης για τον ΔCys και τον ΔCys+G210A όπως 

προσδιορίστηκαν σε πειράματα ομόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 8,59 ± 0,37 και 

7,60 ± 0,15 αντίστοιχα (Εικόνα 4.59 και 4.61). 

Παρόμοια με τη G210C, η μετάλλαξη G210A δεν επηρέασε σημαντικά τη συγγένεια 

δέσμευσης της αστρεσσίνης (Εικόνες 4.60 και 4.61). Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-

LogKi) της αστρεσσίνης για τον ΔCys και τον υποδοχέα ΔCys+G210Α όπως προσδιορίστηκαν σε 

πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 7,99 ± 0,10 και 7,99 ± 0,09 αντίστοιχα 

(Εικόνες 4.60 και 4.61).  

 

Εικόνα 4.59: Συναγωνιστική δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys και ΔCys+G210Α. 

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την Tyr0-σοβαγίνη για τους ΔCys 

και ΔCys+G210Α πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι 

όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα 

που έγινε 3-4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-

σοβαγίνης (-LogKD) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys και 

ΔCys+G210Α ήταν 8,59 ± 0,37 και 7,60 ± 0,15 αντίστοιχα.  
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Εικόνα 4.60: Συναγωνιστική δέσμευση της αστρεσσίνης στους ΔCys και ΔCys+G210Α.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την αστρεσσίνη για τους  ΔCys 

και ΔCys+G210Α πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι 

όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα 

που έγινε 3 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης 

(-LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς ΔCys και ΔCys+G210Α 

ήταν 7,99 ± 0,10 και 7,99 ± 0,09  αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.61: Επίδραση των μεταλλάξεων G210C και G210Α της ΤΜ3 του ΔCys στη δέσμευση 

της  Tyr0-σοβαγίνης και της αστρεσσίνης. 

Οι συγγένειες  δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD) και της αστρεσσίνης (-LogKi)  για τους 

μεταλλαγμένους υποδοχείς ΔCys, ΔCys+G210C και ΔCys+G210Α αναπαριστώνται με στήλες. Οι 

στήλες αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους (-LogKD ή -LogKi) και τα σταθερά σφάλματα (S.E) 

από 3-4 ανεξάρτητα πειράματα, ενώ στον πίνακα αριστερά των στηλών αναγράφονται οι 

συγγένειες δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD ± S.E) και της αστρεσσίνης (-LogKi ± S.E). Ο 

αστερίσκος δηλώνει ότι η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον υποδοχέα 

ΔCys+G210C διαφέρει στατιστικά σημαντικά από εκείνη για τον ΔCys (P < 0.05; one way 

ANOVA). Η δίεση δηλώνει ότι η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον υποδοχέα 

ΔCys+G210Α διαφέρει στατιστικά σημαντικά  από εκείνη για τον ΔCys+G210C (P < 0.05; one 

way ANOVA).  
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Επίδραση της μετάλλαξης G210A στην ισχύ της σοβαγίνης 

Παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης, η G210A μετάλλαξη είχε μικρή 

επίδραση στην ισχύ του πεπτιδικού αυτού αγωνιστή να διεγείρει την παραγωγή 

ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα τα οποία εκφράζανε τον υποδοχέα. Συγκεκριμένα η  

ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τον ΔCys και τον ΔCys+G210A ήταν 8,68 ± 0,14 και 8,15 ± 

0,06 αντίστοιχα (Εικόνα 4.62). 

 

Εικόνα 4.62:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον ΔCys ή τον 

ΔCys+G210A. Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα 

χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4-11 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της 

σοβαγίνης (-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα 

αυτά για τους υποδοχείς ΔCys και ΔCys+G210A ήταν 8,68 ± 0,14 και 8,15 ± 0,06 αντίστοιχα. 
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4.3 Ρόλος της F203 της ΤΜ3 στη δέσμευση των μικρομοριακών 

αλλοστερικών ανταγωνιστών 

Το γεγονός ότι η ανταλαρμίνη δεν μπόρεσε να προστατέψει τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα ΔCys+F203C από την αντίδρασή του με το MTSEA (Κεφάλαιο “Προστασία από την 

αντίδραση με το MTSEA”) οφείλεται στο ότι η μετάλλαξη F203C κατήργησε την ικανότητα του 

υποδοχέα να δεσμεύει την ανταλαρμίνη (Εικόνα 4.27). Με σκοπό να εξετάσουμε περαιτέρω το 

ρόλο της F203 του CRF1R στη δέσμευση της ανταλαρμίνης, προσδιορίσαμε τις επιπτώσεις των 

μεταλλάξεων της F203 σε  Ala (F203A), Lys (F203K), Ile (F203I) και Trp (F203W) στη συγγένεια 

δέσμευσης του ανταγωνιστή. Παράλληλα, μελετήσαμε την επίδραση των μεταλλάξεων αυτών 

στην ικανότητα της ανταλαρμίνης (1-2 μΜ) και της αστρεσσίνης (0,3 μΜ) να ανταγωνίζεται την 

προκαλούμενη από τη σοβαγίνη διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ293 

κύτταρα που εκφράζουν τον υποδοχέα. Συγκεκριμένα η ανταγωνιστική ικανότητα της 

ανταλαρμίνης προσδιορίστηκε με βάση την επίδρασή της στην ισχύ (-LogEC50) της σοβαγίνης. 

Στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκε ο άγριος τύπος CRF1R (WT) καθώς και η αστρεσσίνη ως 

μέτρα σύγκρισης. Η επιλογή της αστρεσσίνης βασίστηκε στο γεγονός ότι, αντίθετα με την 

ανταλαρμίνη,  δεσμεύεται σε εξωκυττάριες περιοχές του CRF1R που βρίσκονται μακριά από τη 

F203 της ΤΜ3 (211) και όπως παρατηρήθηκε για τη συγγένεια δέσμευσής της (Εικόνες 4.28, 

4.45, 4.49, 4.52 και 4.55), έτσι και η ικανότητα της να ανταγωνίζεται τη σοβαγίνη, αναμένεται 

να μην επηρεαστεί από τις F203 μεταλλάξεις.  
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4.3.1 WT και ανταλαρμίνη 

Η συγγένεια δέσμευσης (-LogKi) της ανταλαρμίνης για τον WT  όπως προσδιορίστηκε 

σε πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 7,62 ± 0,13 (Εικόνα 4.63 και 

Πίνακας 4.2). Η συγγένεια δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης για τον WT όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω ήταν 8,02 ± 0,07 (Εικόνα 4.45, 4.49, 4.52 και 4.55 και Πίνακες 4.1 και 4.2). Η 

δέσμευση της ανταλαρμίνης και της αστρεσσίνης στον WT συμφωνεί με την ανταγωνιστική 

ικανότητά τους αφού και οι δύο ανταγωνιστές μείωσαν σημαντικά την ισχύ της σοβαγίνης να 

διεγείρει την παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζουν τον 

υποδοχέα αυτό. Συγκεκριμένα η ισχύς της σοβαγίνης για τον WT (-LogEC50= 9,90 ± 0,19), 

μειώθηκε κατά 15 φορές παρουσία 0,3 μΜ αστρεσσίνης (-LogEC50= 8,72 ± 0,21) και 33 φορές 

παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης (-LogEC50= 8,38 ± 0,35) (Εικόνα 4.64 και Πίνακας 4.2).   

 

Εικόνα 4.63: Συναγωνιστική δέσμευση της ανταλαρμίνης στον WT.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την ανταλαρμίνη για τον WT 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) 

και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4 φορές 

δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της ανταλαρμίνης (-LogKi) που 

προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τον WT ήταν 7,62 ± 0,13.   
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Εικόνα 4.64:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον WT, απουσία ή 

παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης ή 0,3 μΜ αστρεσσίνης. Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα 

σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4-5 φορές 

με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης (-LogΕC50) να διεγείρει την παραγωγή 

cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα αυτά για τον WT απουσία ή παρουσία 

ανταλαρμίνης ή αστρεσσίνης ήταν  9,90 ± 0,19, 8,38 ± 0,35 και 8,72 ± 0,21 αντίστοιχα. 

 

 

 

 

 

 

 

 



133 
 

4.3.2 F203A και ανταλαρμίνη 

Παρόμοια με την F203C μετάλλαξη (Εικόνα 4.27 και Πίνακας 4.2), η F203A μετάλλαξη, 

κατήργησε την ικανότητα του υποδοχέα να δεσμεύει την ανταλαρμίνη, αλλά όχι την 

αστρεσσίνη. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της ανταλαρμίνης για τον WT και 

τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203Α όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ετερόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 7,62 ± 0,13 και ˂5,00  αντίστοιχα (Εικόνα 4.65 και Πίνακας 

4.2). Επιπρόσθετα, οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης για τον WT και F203Α 

όπως αναφέρονται παραπάνω  ήταν 8,02 ± 0,07 και 8,03 ± 0,18 αντίστοιχα (Εικόνα 4.45 και 

Πίνακες 4.1 και 4.2).  

Η κατάργηση της δέσμευσης της ανταλαρμίνης στον CRF1R μετά τη F203Α μετάλλαξη 

συμφωνεί με την έλλειψη της ικανότητάς του μορίου αυτού να ανταγωνίζεται τη σοβαγίνη να 

διεγείρει την παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζουν τον F203Α 

υποδοχέα. Αντίθετα, παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσής της, η ανταγωνιστική ικανότητα 

της αστρεσσίνης δεν επηρεάστηκε από τη F203Α μετάλλαξη. Συγκεκριμένα η ισχύς της 

σοβαγίνης (-LogEC50) για τον F203A (-LogEC50= 8,52 ± 0,23) (Εικόνες 4.46, 4.66 και Πίνακες 4.1 

και 4.2), ήταν παρόμοια με εκείνη παρουσία 2 μΜ ανταλαρμίνης (-LogEC50= 8,00 ± 0,29), αλλά 

σημαντικά μικρότερη κατά 13 φορές από εκείνη παρουσία 0,3 μΜ αστρεσσίνης (-LogEC50= 7,40 

± 0,21) (Εικόνα 4.66 και Πίνακας 4.2).  
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Εικόνα 4.65: Συναγωνιστική δέσμευση της ανταλαρμίνης στους WT και F203A.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την ανταλαρμίνη για τους WT και 

F203A πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις 

διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 4 

φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της ανταλαρμίνης (-LogKi) 

που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και F203A ήταν 7,62 ± 

0,13 και ˂5,00 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.66.  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cAMP από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F203A, απουσία ή παρουσία 2 μΜ ανταλαρμίνης ή 0,3 μΜ αστρεσσίνης. Οι μέσοι 

όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 5-10 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης(-LogΕC50) να 

διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα αυτά για τον υποδοχέα 

F203A απουσία ή παρουσία ανταλαρμίνης ή αστρεσσίνης ήταν  8,52 ± 0,23, 8,00 ± 0,29 και 

7,40 ± 0,21 αντίστοιχα. 
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4.3.3 F203Κ και ανταλαρμίνη 

Παρόμοια με τις F203C (Εικόνα 4.27) και F203A (Εικόνα 4.65 και Πίνακας 4.2) 

μεταλλάξεις, η F203K μετάλλαξη κατήργησε την ικανότητα του υποδοχέα να δεσμεύει την 

ανταλαρμίνη αλλά όχι την αστρεσσίνη. Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της 

ανταλαρμίνης για τον WT και τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F203K όπως προσδιορίστηκαν σε 

πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 7,62 ± 0,13 και ˂5,00 αντίστοιχα 

(Εικόνα 4.67 και Πίνακας 4.2). Επιπρόσθετα, οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης 

για τον WT και F203Κ όπως αναφέρονται παραπάνω ήταν 8,02 ±  0,07 και 8,02 ± 0,19 

αντίστοιχα (Εικόνα 4.49 και Πίνακες 4.1 και 4.2). 

Η κατάργηση της δέσμευσης της ανταλαρμίνης στον CRF1R μετά τη F203Κ μετάλλαξη 

συμφωνεί με την έλλειψη της ικανότητάς του μορίου αυτού να ανταγωνίζεται τη σοβαγίνη να 

διεγείρει τη παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζουν τον F203Κ 

υποδοχέα. Αντίθετα, παρόμοια με τη συγγένεια δέσμευσής της, η ανταγωνιστική ικανότητα 

της αστρεσσίνης δεν επηρεάστηκε από τη F203Κ μετάλλαξη. Συγκεκριμένα η ισχύς της 

σοβαγίνης (-LogEC50) για τον F203Κ (-LogEC50= 9,97 ± 0,23) (Εικόνες 4.50, 4.67 και Πίνακες 4.1 

και 4.2), ήταν παρόμοια με εκείνη παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης (-LogEC50= 9,26 ± 0,93), 

αλλά σημαντικά μικρότερη κατά 1014 φορές από εκείνη παρουσία 0,3 μΜ αστρεσσίνης (-

LogEC50= 6,96 ± 0,25) (Εικόνα 4.68 και Πίνακας 4.2).  
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Εικόνα 4.67: Συναγωνιστική δέσμευση της ανταλαρμίνης στους WT και F203K.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την ανταλαρμίνη για τους WT και 

F203K πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις 

διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 

4-5 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της ανταλαρμίνης (-

LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και F203K ήταν7,62 

± 0,13 και ˂5,00 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.68:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F203Κ απουσία ή παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης ή 0,3 μΜ αστρεσσίνης. Οι μέσοι 

όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-5 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης (-LogΕC50 ) να 

διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα αυτά για τον υποδοχέα 

F203Κ απουσία ή παρουσία ανταλαρμίνης ή αστρεσσίνης ήταν  9,97 ± 0,23, 9,26 ± 0,93 και 

6,96 ± 0,25 αντίστοιχα. 
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4.3.4 F203Ι και ανταλαρμίνη 

Αντίθετα με τις F203C, F203A και F203K μεταλλάξεις (Εικόνες 4.27, 4.65, 4.67 και 

Πίνακας 4.2), η F203Ι μετάλλαξη δεν επηρέασε τη δέσμευση της ανταλαρμίνης. Συγκεκριμένα 

οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της ανταλαρμίνης για τον WT και τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F203Ι όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης 

ήταν 7,62 ± 0,13 και 6,92 ± 0,15  αντίστοιχα (Εικόνα 4.69 και Πίνακας 4.2). Παρόμοια, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω (Εικόνα 4.52 και Πίνακες 4.1 και 4.2), η F203Ι μετάλλαξη δεν 

επηρέασε τη συγγένεια δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης η οποία ήταν για τους υποδοχείς 

WT και F203Ι, 8,02 ± 0,07 και 7,84 ± 0,18 αντίστοιχα.   

Η δέσμευση της ανταλαρμίνης και της αστρεσσίνης στον F203Ι συμφωνεί με την 

ανταγωνιστική ικανότητά τους αφού και οι δύο ανταγωνιστές μείωσαν σημαντικά την ισχύ της 

σοβαγίνης να διεγείρει τη παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα που 

εκφράζουν τον υποδοχέα αυτό. Συγκεκριμένα η ισχύς της σοβαγίνης για τον F203Ι (-LogEC50= 

9,79 ± 0,40), μειώθηκε κατά 65 φορές παρουσία 0,3 μΜ αστρεσσίνης (-LogEC50= 7,98 ± 0,30) 

και 1117 φορές παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης (-LogEC50= 6,74 ± 0,23) (Εικόνα 4.70 και 

Πίνακας 4.2). 
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Εικόνα 4.69: Συναγωνιστική δέσμευση της ανταλαρμίνης στους WT και F203I.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την ανταλαρμίνη για τους WT και 

F203Ι πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις 

διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 

3-4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της ανταλαρμίνης (-

LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και F203Ι ήταν 7,62 

± 0,13 και 6,92 ± 0,15  αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.70: Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F203I απουσία ή παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης ή 0,3 μΜ αστρεσσίνης. Οι μέσοι 

όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 4-5 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης (-LogΕC50) να 

διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα αυτά για τον υποδοχέα 

F203Ι απουσία ή παρουσία ανταλαρμίνης ή αστρεσσίνης ήταν  9,79 ± 0,40, 6,74 ± 0,23 και 7,98 

± 0,30 αντίστοιχα. 
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4.3.5 F203W και ανταλαρμίνη 

Αντίθετα με τις F203C, F203A και F203K μεταλλάξεις (Εικόνες 4.27, 4.65, 4.67 και 

Πίνακας 4.2), και παρόμοια με τη F203Ι μετάλλαξη (Εικόνα 4.69 και Πίνακας 4.2) η F203W 

μετάλλαξη όχι μόνο δεν μείωσε τη δέσμευση της ανταλαρμίνης αλλά την αύξησε. 

Συγκεκριμένα οι συγγένειες δέσμευσης (-LogKi) της ανταλαρμίνης για τον WT και τον 

μεταλλαγμένο υποδοχέα F203W όπως προσδιορίστηκαν σε πειράματα ετερόλογης 

συναγωνιστικής δέσμευσης ήταν 7,62 ± 0,13 και 9,54 ± 0,27 αντίστοιχα (Εικόνα 4.71 και 

Πίνακας 4.2). Παρόμοια, όπως αναφέρθηκε παραπάνω (Εικόνα 4.55 και Πίνακες 4.1 και 4.2), η 

F203W μετάλλαξη δεν επηρέασε τη συγγένεια δέσμευσης (-LogKi) της αστρεσσίνης η οποία 

ήταν για τους WT και F203W 8,02 ± 0,07 και 7,74 ± 0,07 αντίστοιχα.   

Η δέσμευση της ανταλαρμίνης και της αστρεσσίνης στον F203W συμφωνεί με την 

ανταγωνιστική ικανότητά τους αφού και οι δύο ανταγωνιστές μείωσαν σημαντικά την ισχύ της 

σοβαγίνης να διεγείρει τη παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε ΗΕΚ 293 κύτταρα που 

εκφράζουν τον υποδοχέα αυτό. Συγκεκριμένα η ισχύς της σοβαγίνης για τον F203W (-LogEC50= 

9,60 ± 0,06), μειώθηκε κατά 35 φορές παρουσία 0,3 μΜ αστρεσσίνης (-LogEC50= 8,05 ± 0,43) 

και 186 φορές παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης (-LogEC50= 7,33 ± 0,69) (Εικόνα 4.72 και 

Πίνακας 4.2).      
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Εικόνα 4.71: Συναγωνιστική δέσμευση της ανταλαρμίνης στους WT και F203W.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από την ανταλαρμίνη για τους WT και 

F203W πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις 

διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 

3-4 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Η συγγένεια δέσμευσης της ανταλαρμίνης (-

LogKi) που προσδιορίστηκε από αυτά τα πειράματα για τους υποδοχείς WT και F203W ήταν 

7,62 ± 0,13 και 9,54 ± 0,27 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 4.72:  Διέγερση παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από την σοβαγίνη.  

Η διέγερση της παραγωγής ενδοκυττάριου cΑΜΡ από αυξανόμενες συγκεντρώσεις σοβαγίνης, 

πραγματοποιήθηκε σε άθικτα ΗΕΚ 293 κύτταρα που εκφράζανε σταθερά τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F203W απουσία ή παρουσία 1-2 μΜ ανταλαρμίνης ή 0,3 μΜ αστρεσσίνης. Οι μέσοι 

όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματά τους προέρχονται από ένα χαρακτηριστικό 

πείραμα που έγινε 3-5 φορές με παρόμοια αποτελέσματα. Η ισχύς της σοβαγίνης (-LogΕC50) να 

διεγείρει την παραγωγή cAMP που υπολογίστηκε από τα πειράματα αυτά για τον υποδοχέα 

F203W απουσία ή παρουσία ανταλαρμίνης ή αστρεσσίνης ήταν 9,60 ± 0,06, 7,33 ± 0,69 και 

8,05 ± 0,43 αντίστοιχα. 
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 WT F203A F203K  F203I F203W 

-LogKD or -LogKi  

 

Tyr
0
-sauvagine 

 

8.38 ± 0.20 

 

 

6.95 ± 0.11* 

 

 

8.51 ± 0.21  

 

 

8.40 ± 0.16 

 

8.40 ± 0.37 

 

Astressin 8.02 ± 0.07 

 

8.03 ± 0.18 8.02 ± 0.19 7.84 ± 0.18  7.74 ± 0.07 

Antalarmin 7.62 ± 0.13 

 

<5.00* <5.00*  6.92 ± 0.15 9.54 ± 0.27* 

 

-LogEC50 

 

 

Sauvagine 9.90 ± 0.19 

 

 

8.52 ± 0.23* 

 

9.97 ± 0.23  

 

9.79 ± 0.40 

 

 

9.60 ± 0.06 

 

Sauvagine+Astressin 8.72 ± 0.21
#
 

 

7.40 ± 0.21
#
 

 

6.96 ± 0.25
#
  7.98 ± 0.30

#
 8.05 ± 0.43

#
 

 

Sauvagine+Antalarmin 8.38 ± 0.35
†
 

 

8.00± 0.29 

 

9.26 ± 0.93 6.74 ± 0.23
†
 

 

7.33 ± 0.69
†
 

 

Πίνακας 4.2: Επίδραση των μεταλλάξεων στη θέση 203 της ΤΜ3 του CRF1R στις 

φαρμακολογικές ιδιότητές του. 

 Οι συγγένειες δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης (-LogKD), της αστρεσσίνης (-LogKi) ή της 

ανταλαρμίνης (-LogKi) για τους WT, F203A, F203K, F203I και F203W όπως αυτές 

προσδιορίστηκαν σε μελέτες ομόλογης ή ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης. Οι μέσοι 

όροι των τιμών (-LogKD ή -LogKi) και τα σταθερά σφάλματά (S.E) τους προέρχονται από 3-6 

ανεξάρτητα πειράματα. Ο αστερίσκος δηλώνει ότι η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης 

(-LogKD) για τον υποδοχέα F203Α διαφέρει στατιστικά σημαντικά από εκείνη για τον WT (P < 

0.05; one way ANOVA). Ο αστερίσκος επίσης δηλώνει ότι η συγγένεια δέσμευσης της 

ανταλαρμίνης (-LogKi) για τους υποδοχείς F203Α, F203Κ και F203W αντίστοιχα, διαφέρει 

στατιστικά σημαντικά από εκείνη για τον WT (P < 0.05; one way ANOVA). 

 Η ισχύς της σοβαγίνης (-LogEC50) για τους WT, F203A, F203K, F203I, ή F203W προσδιορίστηκε 

με μελέτες μέτρησης ενδοκυττάριου cAMP χρησιμοποιώντας κύτταρα που εκφράζανε σταθερά 

τους υποδοχείς αυτούς απουσία ή παρουσία 0,3 μΜ αστρεσσίνης ή 1-2 μΜ ανταλαρμίνης. Οι 

μέσοι όροι των τιμών (-LogEC50) και τα σταθερά σφάλματα (S.E) τους προέρχονται από 3-10 

ανεξάρτητα πειράματα. Ο αστερίσκος δηλώνει ότι η ισχύς της σοβαγίνης για τον υποδοχέα 

F203Α διαφέρει στατιστικά σημαντικά από εκείνη για τον WT (P < 0.05; one way ANOVA). Η 

δίεση δηλώνει ότι η ισχύς της σοβαγίνης παρουσία αστρεσσίνης για τους υποδοχείς WT, 

F203Α, F203Κ, F203Ι και F203W διαφέρει στατιστικά σημαντικά από εκείνη της σοβαγίνης 

απουσία ανταγωνιστή (P < 0.05; one way ANOVA). Ο σταυρός δηλώνει ότι η ισχύς της 

σοβαγίνης παρουσία ανταλαρμίνης για τους υποδοχείς WT, F203Ι και F203W διαφέρει 

στατιστικά σημαντικά από εκείνη της σοβαγίνης απουσία ανταγωνιστή (P < 0.05; one way 

ANOVA). 
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4.4 Ανάπτυξη και φαρμακολογικός χαρακτηρισμός μη πεπτιδικών 

μικρομοριακών αλλοστερικών ανταγωνιστών. 

 Σε συνεργασία με το εργαστήριο οργανικής σύνθεσης του Dr. Hesham Fahmy 

(Φαρμακευτικής Σχολή Πανεπιστημίου Ν. Ντακότας, Αμερική) πραγματοποιήθηκε ο 

σχεδιασμός, η σύνθεση, η ταυτοποίηση (με τεχνικές NMR και φασματοσκοπίας μάζας) και 

φαρμακολογικός χαρακτηρισμός μιας σειράς θειάζολο [4, 5-d] πυριμιδινών (ανάλογα 5a-5v) 

(Πίνακας 4.3) καθώς και μιας σειράς υποκατεστημένων πυριμιδινών (ανάλογα 1-28) (Πίνακας 

4.4). Συγκεκριμένα στη παρούσα εργασία εξετάστηκαν φαρμακολογικά τα ανάλογα αυτά 

προσδιορίζοντας την ικανότητά τους να δεσμεύονται στον CRF1R και να αναστέλλουν 

αλλοστερικά τη δέσμευση του ραδιοσημασμένου αγωνιστή [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνη. 
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4.4.1 Ανάλογα θειάζολο [4, 5-d] πυριμιδινών (ανάλογα 5a-5v) 

 

Πίνακας 4.3: Φαρμακοφόρο των θειάζολο [4, 5-d] πυριμιδινών (3-αρυλ-7-(N,N-διαλκυλαμινο)-

5-μεθυλθειαζολο [4, 5-d] πυριμιδιν-2(3H)-υλιδίνες) που εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία 

παρουσιάζονται στον παραπάνω πίνακα. Οι υποκαταστάσεις έγιναν στις ομάδες R, R1, R2, R3 

και Χ του φαρμακοφόρου, δημιουργώντας τα ανάλογα 5α-5ν.  
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Πριν χαρακτηρίσουμε φαρμακολογικά τα ανάλογα των θειάζολο [4, 5-d] πυριμιδινών 

(5a-5v) προσδιορίσαμε την ικανότητα του καθενός από αυτά, στη συγκέντρωση του 1 μM, να 

αναστέλλει την ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης στον CRF1R. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 73 κανένα από τα εξεταζόμενα ανάλογα δεν μπόρεσε να αναστείλλει την ειδική 

δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης περισσότερο από 50%. Η έλλειψη ικανότητας των 

αναλόγων αυτών να αναστέλλουν την δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης και άρα ο πολύ 

μικρός βαθμός δέσμευσης τους στον CRF1R αποκλείει τον περαιτέρω φαρμακολογικό 

χαρακτηρισμό τους.  

 

Εικονα 4.73. Προσδιορισμός της ικανότητας των αναλόγων 5a-5v να δεσμεύονται στον 

CRF1R. 

Ο προσδιορισμός της ικανότητας των αναλόγων 5a-5v να δεσμεύονται στον CRF1R 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι» με βάση την αναστολή της 

δέσμευσης της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης στον υποδοχέα αυτόν από 1 μM των υπό εξέταση 

αναλόγων. Οι στήλες αναπαριστούν τους μέσους όρους και τα σταθερά σφάλματα της % 

αναστολής της ειδικής δέσμευσης της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης από τα ανάλογα 5a-5v όπως αυτή 

προσδιορίστηκε από 2-5 ανεξάρτητα πειράματα. Η οριζόντια γραμμή αναπαριστά την 50% 

αναστολή της ειδικής δέσμευσης του ραδιοσημασμένου αγωνιστή.   
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4.4.2 Ανάλογα πυριμιδινών (ανάλογα 1-28). 

 

Πίνακας 4.4: Φαρμακοφόρο των πυριμιδινών (5-αλκυλθειο-6-Ν, Ν-διαλκυλ-αμινο-4-

υποκατεστημένες φαινυλ-αμινο-πυριμιδίνες) που εξετάστηκαν στη παρούσα εργασία. Οι 

υποκαταστάσεις έγιναν στις ομάδες R, R1, R2, R3 και Χ του φαρμακοφόρου, δημιουργώντας τα 

ανάλογα 1-28. 
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Πριν χαρακτηρίσουμε φαρμακολογικά τα ανάλογα των πυριμιδινών (1-28) 

προσδιορίσαμε την ικανότητα του καθενός από αυτά, στη συγκέντρωση του 0,5 μM, να 

αναστέλλει την ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης στον CRF1R. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 4.74 από τα εξεταζόμενα ανάλογα, μόνο τα 3, 6, 8 και 9 μπόρεσαν να αναστείλλουν την 

ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης ίσο ή περισσότερο από 50%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.74:  Προσδιορισμός της ικανότητας των αναλόγων 1-28 να δεσμεύονται στον CRF1R. 

Ο προσδιορισμός της ικανότητας των αναλόγων 1-28 να δεσμεύονται στον CRF1R 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι» με βάση την αναστολή της 

δέσμευσης της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης στον υποδοχέα αυτόν από 0,5 μM των υπό εξέταση 

αναλόγων. Οι στήλες αναπαριστούν τους μέσους όρους και τα σταθερά σφάλματα της % 

αναστολής της ειδικής δέσμευσης της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης από τα ανάλογα 1-28 όπως αυτή 

προσδιορίστηκε από 2-5 ανεξάρτητα πειράματα. Η οριζόντια γραμμή αναπαριστά την 50% 

αναστολή της ειδικής δέσμευσης του ραδιοσημασμένου αγωνιστή. Οι κίτρινες στήλες 

αντιστοιχούν στα ανάλογα 3, 6, 8 και 9 που ανέστειλλαν ίσο ή περισσότερο από το 50% την 

ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης.  
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Η έλλειψη ικανότητας των υπολοίπων αναλόγων (1, 2, 4, 5, 7, 10-28) να αναστείλλουν 

την δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης περισσότερο από 50% και άρα ο πολύ μικρός βαθμός 

δέσμευσης τους στον CRF1R τα απέκλεισε από περαιτέρω φαρμακολογικό χαρακτηρισμό τους. 

Αντίθετα τα ανάλογα 3, 6, 8 και 9 χαρακτηρίστηκαν φαρμακολογικά προσδιορίζοντας τις τιμές 

-LogIC50 για τον CRF1R σε μελέτες ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης. Οι τιμές -LogIC50 που 

προσδιορίστηκαν κάτω από τις πειραματικές συνθήκες της παρούσας εργασίας συμβαδίζουν 

με εκείνες των -LogΚi δηλαδή τις συγγένειες δέσμευσης των προσδετών στον CRF1R. 

Συγκεκριμένα, οι τιμές -LogIC50 των αναλόγων 3, 6, 8 και 9 καθώς και της ανταλαρμίνης, που 

χρησιμοποιήθηκε ως ουσία αναφοράς ήταν 6,56 ± 0,12, 6,27 ± 0,26, 6,23 ± 0,06, 6,61 ± 0,06 

και 7,62 ± 0,13 αντίστοιχα (Εικόνα 4.75).        

 

Εικόνα 4.75: Συναγωνιστική δέσμευση των αναλόγων 3, 6, 8 και 9 στον CRF1R.  

Ο συναγωνισμός της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από τα ανάλογα 3, 6, 8 και 9 καθώς 

και της ανταλαρμίνης (ουσία αναφοράς) για τον CRF1R πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται 

στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι μέσοι όροι (εις διπλούν) και τα σταθερά σφάλματα προέρχονται 

από ένα χαρακτηριστικό πείραμα που έγινε 2 φορές δίνοντας παρόμοια αποτελέσματα. Οι 

τιμές  -LogIC50 της ανταλαρμίνης και των αναλόγων 3, 6, 8 και 9 που προσδιορίστηκαν από 

αυτά τα πειράματα για τον CRF1R ήταν 7,62 ± 0,13, 6,56 ± 0,12, 6,27 ± 0,26, 6,23 ± 0,06 και 6,61 

± 0,06 αντίστοιχα. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  

Ο CRF1R ανήκει στην οικογένεια Β των υποδοχέων που συζευγνύονται με τις G 

πρωτεΐνες (GPCRs) (83). Όπως όλοι οι GPCRs, έτσι και ο CRF1R αποτελείται από επτά 

διαμεμβρανικές περιοχές (ΤΜs). Από αυτές η τρίτη ΤΜ (ΤΜ3) παίζει σημαντικό δομικό-

λειτουργικό ρόλο σε πλήθος υποδοχέων, δεσμεύοντας διάφορους προσδέτες και 

συμβάλλοντας στους μηχανισμούς ενεργοποίησής τους, αλληλεπιδρώντας με αμινοξέα άλλων 

ΤΜs και με τις G-πρωτεΐνες (247). Η σύγκριση των ΤΜ3 των GPCRs με εκείνη του CRF1R μας 

οδήγησε στην υπόθεση ότι η ΤΜ3 του CRF1R κατέχει τέτοια θέση στο χώρο που μπορεί να 

επιτρέψει τη δημιουργία αλληλεπιδράσεων μεταξύ των αμινοξέων της με μικρομοριακά μη 

πεπτιδικά CRF ανάλογα, καθώς και με αμινοξέα άλλων ΤΜs αλλά και με τις G-πρωτεΐνες. Η 

παρούσα ερευνητική εργασία επαλήθευσε την υπόθεση αυτή 1) λαμβάνοντας πληροφορίες 

για τη δομή της ΤΜ3 του CRF1R, 2) προσδιορίζοντας το ρόλο της ΤΜ3 στην ενεργοποίηση του 

υποδοχέα, 3) προσδιορίζοντας  τα αμινοξέα της ΤΜ3 που αλληλεπιδρούν με μικρομοριακούς 

μη πεπτιδικούς αλλοστερικούς CRF ανταγωνιστές και το ρόλο των αλληλεπιδράσεων αυτών 

στη ενεργοποίηση του υποδοχέα. Επίσης στη παρούσα εργασία χαρακτηρίστηκαν 

φαρμακολογικά νέα μη πεπτιδικά μικρομοριακά ανάλογα του CRF, τα οποία σχεδιάστηκαν και 

συντέθηκαν στο εργαστήριο Οργανικής Σύνθεσης του συνεργάτη μας Dr. Fahmy Hesham.   
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5.1 Λήψη δομικών πληροφοριών για τη τρίτη διαμεμβρανική περιοχή 

(ΤΜ3) του CRF1R   

5.1.1 Αρίθμηση αμινοξέων διαμεμβρανικών περιοχών 

Πριν την εκτέλεση των πειραμάτων αριθμήσαμε για πρώτη φορά (σε συνεργασία με 

τους Dr. Pardo Leonardo, Εργαστήριο Υπολογιστικής Ιατρικής, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο 

Βαρκελώνης, Ισπανία και Δρ. Ματσούκα Μίνω, Εργαστήριο Μοριακού Σχεδιασμού και 

βιομοριακού NMR, Φαρμακευτική Σχολή, Πανεπιστήμιο Πατρών), τα ΤΜ αμινοξέα των 

υποδοχέων της οικογένειας Β των GPCRs, με τέτοιο τρόπο που να επιτρέπει τη σύγκρισή τους 

με αυτά των υποδοχέων της οικογένειας Α. Μέχρι πρόσφατα η αρίθμηση που είχε δοθεί για τα 

ΤΜ αμινοξέα των υποδοχέων της οικογένειας Α ή της οικογένειας Β των GPCRs χρησιμοποίησε 

ως βάση τα διατηρημένα αμινοξέα των υποδοχέων της κάθε οικογένειας, χωρίς όμως να 

μπορεί να συγκρίνει αμινοξέα διαφορετικών οικογενειών μεταξύ τους (232,238). Συγκεκριμένα 

η αρίθμηση κατά Ballesteros και Weinstein, εισάγει δεξιά σε κάθε αμινοξύ των ΤΜs της 

οικογένειας Α των GPCRs τον εκθέτη, Χ.(50±Υ). Το γράμμα Χ συμβολίζει τη ΤΜ στην οποία 

ανήκει το εν λόγω αμινοξύ, ο αριθμός 50 συμβολίζει το καθολικά διατηρημένο αμινοξύ σε 

κάθε ΤΜ και ο αριθμός Υ συμβολίζει τη θέση του αμινοξέος σε μια ΤΜ ως προς εκείνη του 

καθολικά διατηρημένου αμινοξέος στη ΤΜ αυτή. Για παράδειγμα τα αμινοξέα αμέσως πριν και 

μετά το Χ.50 αριθμούνται ως Χ.49 και Χ.51 αντίστοιχα (232). Αντίστοιχη αρίθμηση των 

αμινοξέων των υποδοχέων της οικογένειας Β έγινε από τον Wootten (238).  

Στη παρούσα εργασία η αρίθμηση των αμινοξέων των υποδοχέων της οικογένειας Β 

βασίστηκε στη αντιστοίχιση (δομική αντιστοίχιση) των υπαρχόντων μέχρι σήμερα 

κρυσταλλικών δομών  υποδοχέων από διαφορετικές οικογένειες των GPCRs στην ανενεργή 

τους κατάσταση (Εικόνα 5.1).  
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Εικόνα 5.1: Δομική αντιστοίχιση κρυσταλλικών δομών GPCRs διαφορετικών οικογενειών στην 

ανενεργή κατάστασή τους. Οι δομές των ΤΜs των υποδοχέων των οικογενειών Α, Β και 

smoothened αναπαριστώνται με λευκό, μπλε και κίτρινο χρώμα αντίστοιχα. Τα διατηρημένα 

αμινοξέα των ΤΜs που χρησιμοποίησαν οι Ballesteros and Weinstein στην αρίθμησή τους για 

τους υποδοχείς της οικογένειας Α αναπαριστώνται με γκρι πλευρικές αλυσίδες (232). Τα 

ομόλογα αμινοξέα με αυτά της οικογένειας Α για τους υποδοχείς της οικογένειας smoothened 

και Β αναπαριστώνται με πορτοκαλί και μπλε πλευρικές αλυσίδες αντίστοιχα.  

Συγκεκριμένα, με βάση την αντιστοίχιση όλων των κρυσταλλικών δομών των GPCRs 

αλληλουχίσαμε τα ΤΜ αμινοξέα τους (Εικόνα 5.2). Στην αλληλούχιση αυτή τα διατηρημένα 

αμινοξέα (Χ.50) των υποδοχέων της οικογένειας Α που χρησιμοποιήθηκαν στην αρίθμηση των 

Ballesteros και Weinstein αποτέλεσαν μέτρο σύγκρισης για να καθοριστεί ένας γενικός τρόπος 

αρίθμησης για τους υποδοχείς των οικογενειών Α και Β (232). Η αλληλούχιση αυτή 

αποκάλυψε τη διατήρηση αμινοξέων σε δομικά ομόλογες θέσεις ανάμεσα στους υποδοχείς 

των οικογενειών Α και Β (Εικόνα 5.3). 
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Εικόνα 5.2: Αλληλούχιση αμινοξέων ανάμεσα στους GPCRs με βάση τη δομική αντιστοίχιση των 

κρυσταλλικών δομών τους. 



156 
 

 

Εικόνα 5.3: Διατήρηση αμινοξέων των ΤΜ1-ΤΜ7 ανάμεσα στις οικογένειες Α και Β των GPCRs. 

 

5.1.2 Εφαρμογή της μεθόδου διαθεσιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM) 

για λήψη δομικών πληροφοριών 

Με σκοπό να λάβουμε δομικές πληροφορίες για την ΤΜ3 του CRF1R προσδιορίσαμε 

τον προσανατολισμό των αμινοξέων της ΤΜ3. Συγκεκριμένα προσδιορίσαμε ποια αμινοξέα 

έχουν προσανατολισμένες τις πλευρικές τους αλυσίδες στην κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του 

CRF1R και έτσι είναι διαθέσιμες για πιθανή αντίδραση με διάφορα μόρια του εξωκυττάριου 

υγρού. Για το σκοπό αυτό μεταλλάξαμε τα αμινοξέα της ΤΜ3 του CRF1R, ένα τη κάθε φορά, σε 
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Cys (τεχνητές κυστεΐνες) και προσδιορίσαμε τις διαθεσιμότητές τους για αντίδραση με το 

θετικά φορτισμένο μεθυλοθειοσουλφονικό αιθυλαμμώνιο (MTSEA), εφαρμόζοντας τη μέθοδο 

SCAM (251-253). Η μέθοδος SCAM βασίζεται στην ικανότητα του MTSEA, να αντιδρά με την 

ελεύθερη σουλφυδρυλική ομάδα της πλευρικής αλυσίδας μιας Cys που βρίσκεται πάνω στην 

επιφάνεια της κοιλότητας δέσμευσης ενός υποδοχέα αλλά όχι εκείνης που έχει 

προσανατολισμένη τη πλευρική αλυσίδα της στο υδρόφοβο περιβάλλον της λιπιδικής 

διπλοστιβάδας της πλασματικής μεμβράνης ή εκείνης που συμμετέχει σε δισουλφιδικό δεσμό 

(229,251,252).  

Η μέθοδος SCAM περιλαμβάνει εν συντομία τα εξής στάδια: 1) μετάλλαξη, ενός τη 

κάθε φορά, των αμινοξέων της ΤΜ3 σε Cys (τεχνητή Cys), δημιουργώντας έτσι σειρά Cys-

μεταλλαγμένων υποδοχέων, 2) ετερόλογη έκφραση των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων σε 

κύτταρα και 3) χημική τροποποίηση των Cys-μεταλλαγμένων υποδοχέων με την μη 

αντιστρεπτή αντίδραση τους με το MTSEA.  

Η ανίχνευση της αντίδρασης αυτής βασίζεται στην ικανότητα του MTSEA να 

τροποποιεί μη αντιστρεπτά τη δέσμευση της ραδιοσημασμένης Tyr0-σοβαγίνης ( [125I]-Tyr0-

σοβαγίνη) στον Cys-μεταλλαγμένο υποδοχέα. Τροποποίηση της δέσμευσης οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι το MTSEA αντέδρασε με τη σουλφυδρυλική ομάδα της τεχνητής Cys, 

σχηματίζοντας δισουλφιδικό δεσμό με αυτή και ότι η τεχνητή Cys και κατά συνέπεια το 

αμινοξύ του άγριου τύπου υποδοχέα το οποίο αντικατέστησε η Cys αυτή, βρίσκεται πάνω στην 

επιφάνεια της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα και είναι προσανατολισμένο στο 

εξωκυττάριο υδατικό περιβάλλον. Η πιθανότητα ο προσανατολισμός της πλευρικής αλυσίδας 

μιας τεχνητής Cys να είναι παρόμοιος με εκείνον του αμινοξέος του άγριου τύπου που την 

αντικατέστησε είναι πολύ μεγάλη όταν οι λειτουργικές ιδιότητες του άγριου τύπου υποδοχέα 

και της Cys-μεταλλαγμένης μορφής του είναι παρόμοιες. Αυτό διαπιστώνεται πριν την 

εφαρμογή της μεθόδου SCAM, με τον προσδιορισμό της επίδρασης της Cys μετάλλαξης ενός 

αμινοξέος του υποδοχέα, στη δέσμευση κάποιου ραδιοσημασμένου προσδέτη στον εν λόγω 

υποδοχέα. 

Στις μελέτες μας προσδιορίσαμε τον προσανατολισμό των αμινοξέων της ΤΜ3 του 

μεταλλαγμένου CRF1R, ΔCys. Χρησιμοποιήσαμε τον ΔCys γιατί, σε αντίθεση με τον άγριο τύπο 

CRF1R (WT), ο υποδοχέας αυτός δεν αντιδρά με το ΜTSEA (αντίδραση με 2,5 mM  ΜTSEA, για 

15 δευτερόλεπτα  σε θερμοκρασία δωματίου), αφού οι πέντε ελεύθερες ενδογενείς Cys του 
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WT που θα μπορούσαν να αντιδράσουν με το MTSEA έχουν αντικατασταθεί από σερίνες (Ser ή 

S) στον ΔCys (229). Επιπρόσθετα ο ΔCys έχει παρόμοιες φαρμακολογικές ιδιότητες και άρα 

δομή με τον WT. Στη παρούσα εργασία μεταλλάξαμε σε Cys, ένα τη κάθε φορά, τα ΤΜ3 

αμινοξέα του ΔCys από τη θέση 1893.26 έως τη θέση 2103.47, δημιουργώντας έτσι 22 Cys-

μεταλλαγμένους υποδοχείς, τους ΔCys+R1893.26C έως ΔCys+G2103.47C και τις αντίστοιχες 

κυτταρικές σειρές που έκφραζαν αυτούς μόνιμα. Το αμινοξύ στη θέση 2113.48 της ΤΜ3 είναι 

μια από τις ενδογενείς Cys του WT, CRF1R και έχει μεταλλαχθεί σε σερίνη κατά τη δημιουργία 

του «αδρανή» στο ΜTSEA, ΔCys υποδοχέα.   

Ανάμεσα στις 22 τεχνητές Cys της ΤΜ3 του ΔCys CRF1R που εξετάστηκαν στη παρούσα 

εργασία, μόνο εκείνες στις θέσεις 1893.26, 1923.29, 1933.30, 1953.32, 1963.33, 1993.36 και 2033.40 

αντέδρασαν με το MTSEA. 

 

5.1.2.1 Αντίδραση του MTSEA με τους υποδοχείς ΔCys+R1893.26C, ΔCys+T1923.29C, 

ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, ΔCys+N1963.33C και ΔCys+H1993.36C  

Οι τεχνητές Cys της ΤΜ3 του ΔCys CRF1R στις θέσεις 1893.26, 1923.29, 1933.30, 1953.32, 

1963.33 και 1993.36 αντέδρασαν με το MTSEA, αφού η αντίδρασή του με τους υποδοχείς που τις 

περιέχουν τροποποίησε σημαντικά την ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης σε αυτούς. 

Συγκεκριμένα η αντίδραση του MTSEA με τους ΔCys+R1893.26C, ΔCys+T1923.29C, 

ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, ΔCys+N1963.33C και ΔCys+H1993.36C μείωσε σημαντικά τη 

δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης. Το αποτέλεσμα αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι 

τεχνητές Cys στις θέσεις 1893.26, 1923.29, 1933.30, 1953.32, 1963.33, 1993.36 έχουν τις πλευρικές τους 

αλυσίδες προσανατολισμένες προς την κοιλότητα θέσεων δέσμευσης των Cys-μεταλλαγμένων 

υποδοχέων που τις περιέχουν και έτσι είναι διαθέσιμες για αντίδραση με το MTSEA. Αν 

συμβαίνει αυτό τότε η παρουσία κάποιου προσδέτη στη κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του 

υποδοχέα πριν την αντίδραση θα προστάτευε τις τεχνητές Cys από το MTSEA (251,252). 

Πράγματι, προεπώαση των ΔCys+T1923.29C, ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, ΔCys+N1963.33C, 

ΔCys+H1993.36C, αλλά όχι του ΔCys+R1893.26C, με τον ανταγωνιστή ανταλαρμίνη επιβράδυνε ή 

και κατήργησε την αντίδραση τους με το MTSEA. Η ανταλαρμίνη ανήκει στην οικογένεια των 

μικρομοριακών μη πεπτιδικών ανταγωνιστών του CRF1R, οι οποίοι έχει δειχθεί ότι 

δεσμεύονται βαθειά στις διαμεμβρανικές περιοχές του υποδοχέα (207). Η προστασία από την 
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αντίδραση μπορεί να οφείλεται είτε σε στερεοχημική παρεμπόδιση του MTSEA από την 

ανταλαρμίνη ή σε δομική αλλαγή σχετιζόμενη με τη δέσμευση της ανταλαρμίνης. Στην 

περίπτωση του υποδοχέα ΔCys+R1893.26C,  η ανταλαρμίνη δεν μπόρεσε να τον προστατέψει 

από το MTSEA. Μια πιθανή εξήγηση θα μπορούσε να ήταν ότι το R1893.26 βρίσκεται στα όρια 

εξωκυττάριου βρόγχου (EL1)-διαμεμβρανικής περιοχής (TM3), με την πλευρική αλυσίδα του 

προσανατολισμένη στο εξωκυττάριο περιβάλλον και συνεχώς διαθέσιμη για αντίδραση με το 

MTSEA ανεξάρτητα των δομικών αλλαγών του υποδοχέα που σχετίζονται με τη δέσμευση της 

ανταλαρμίνης.  

 

5.1.2.2 Μηχανισμός αντίδρασης του MTSEA με τις τεχνητές Cys, C1893.26, C1923.29, 

C1933.30, C1953.32, C1963.33 και C1993.36 

Προκειμένου να μελετήσουμε τον μηχανισμό τροποποίησης της δέσμευσης της [125Ι]-

Tyr0-σοβαγίνης στους ΔCys+R1893.26C, ΔCys+T1923.29C, ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, 

ΔCys+N1963.33C και ΔCys+H1993.36C μετά την αντίδρασή τους με το MTSEA προσδιορίσαμε τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης πριν και μετά την αντίδραση. Όπως φαίνεται στα 

αποτελέσματα η συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τους Cys-μεταλλαγμένους 

υποδοχείς ΔCys+R1893.26C, ΔCys+T1923.29C, ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, ΔCys+N1963.33C και 

ΔCys+H1993.36C δεν επηρεάστηκε από την αντίδρασή τους με το MTSEA. Βάσει αυτού 

συμπεραίνουμε ότι η ελάττωση της δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-σοβαγίνης από το MTSEA δεν 

οφείλεται σε ελάττωση της συγγένειας δέσμευσης του ραδιοσημασμένου αγωνιστή για 

αυτούς.  

 

5.1.2.3 Προσανατολισμός των αμινοξέων της ΤΜ3 στις θέσεις 1893.26, 1923.29, 1933.30, 

1953.32, 1963.33 και 1993.36 του CRF1R 

Οι μεταλλάξεις R1893.26C, T1923.29C, A1933.30C, Y1953.32C, N1963.33C και H1993.36C δεν 

επηρέασαν σημαντικά τη συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον ΔCys CRF1R και 

επομένως την στερεοδιαμόρφωση του υποδοχέα.  Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με το ότι οι 

ΔCys και WT υποδοχείς έχουν παρόμοιες λειτουργικές και άρα δομικές  ιδιότητες  μας οδηγεί 

στο συμπέρασμα ότι όπως οι τεχνητές Cys έτσι και τα αμινοξέα που αυτές αντικατέστησαν, 
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δηλαδή τα R1893.26, T1923.29, A1933.30, Y1953.32, N1963.33 και H1993.36 των ΔCys και WT, έχουν τις 

πλευρικές τους αλυσίδες προσανατολισμένες προς την κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του 

CRF1R. Παρόμοια, οι περισσότερες Cys-μεταλλάξεις των υπόλοιπων αμινοξέων της ΤΜ3 του 

CRF1R δεν επηρέασαν τις λειτουργικές ιδιότητες του υποδοχέα. Το αποτέλεσμα αυτό 

συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες που έδειξαν ότι γενικά η μετάλλαξη αμινοξέων σε Cys δεν 

επηρεάζει σημαντικά τις λειτουργικές ιδιότητες του υποδοχέα και κατά συνέπεια τη 

στερεοδιαμόρφωση του (253). Μετάλλαξη των διαμεμβρανικών αμινοξέων του D2 υποδοχέα 

της ντοπαμίνης με Cys δεν επηρέασε σημαντικά τη δέσμευση του ραδιοσημασμένου προσδέτη 

και κατά συνέπεια τη δομή του υποδοχέα (254-257). Στις περιπτώσεις που η μετάλλαξη ενός 

αμινοξέος σε Cys επηρέασε τη δέσμευση του ραδιοσημασμένου προσδέτη, αυτό οφειλόταν 

στο ότι το αμινοξύ αυτό αλληλεπιδρούσε με αυτόν. 

 

5.1.2.4 Αντίδραση MTSEA με τον υποδοχέα ΔCys+F2033.40C 

Η τεχνητή Cys της ΤΜ3 του ΔCys CRF1R στη θέση 2033.40 αντέδρασε με το MTSEA, 

καθώς η αντίδρασή του με τον μεταλλαγμένο υποδοχέα που τη περιέχει τροποποίησε την 

ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης σε αυτόν. Όμως, σε αντίθεση με τους C1893.26, 

C1923.29, C1933.30, C1953.32, C1963.33 και C1993.36 η αντίδραση της F2033.40C με το MTSEA 

ενίσχυσε σημαντικά τη δέσμευση της [125I]-Tyr0-σοβαγίνης στον ΔCys+F2033.40C υποδοχέα. Η 

τροποποίηση αυτή της δέσμευσης του ραδιοσημασμένου προσδέτη οδηγεί στο συμπέρασμα 

ότι η τεχνητή Cys στη θέση 2033.40 έχει τη πλευρική της αλυσίδα προσανατολισμένη προς την 

κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του ΔCys+F2033.40C. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται από 

το γεγονός ότι ο πεπτιδικός ανταγωνιστής αστρεσσίνη προστάτεψε τον ΔCys+F2033.40C από το 

MTSEA, αφού παρουσία του μειώθηκε σημαντικά η αντίδραση. Είναι πιθανόν η αστρεσσίνη να 

προστάτεψε τον ΔCys+F2033.40C από το MTSEA μέσω δομικών αλλαγών που προκάλεσε αφού 

οι θέσεις δέσμευσής της βρίσκονται στις εξωκυττάριες περιοχές του υποδοχέα και μακριά από 

την θέση 2033.40 (211). Εναλλακτικά η δέσμευση της αστρεσσίνης στις εξωκυττάριες περιοχές 

θα μπορούσε να εμποδίζει την είσοδο του MTSEA στη κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του 

υποδοχέα και έτσι την αντίδρασή του με την τεχνητή Cys στη θέση 2033.40. 

Αντίθετα με την αστρεσσίνη και αντίθετα με τους ΔCys+R1893.26C, ΔCys+T1923.29C, 

ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, ΔCys+N1963.33C και ΔCys+H1993.36C η ανταλαρμίνη δεν 
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κατόρθωσε να προστατέψει τον ΔCys+F2033.40C από το MTSEA. Το αποτέλεσμα αυτό οφείλεται 

στο γεγονός ότι η ανταλαρμίνη δεν δεσμεύεται στον ΔCys+F2033.40C ακόμα και σε 

συγκέντρωση 1 μΜ (ανεξάρτητα της αντίδρασης ή όχι του υποδοχέα αυτού με το MTSEA). 

Αντίθετα, η συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης δεν επηρεάστηκε από την μετάλλαξη 

F2033.40C (ακόμη και μετά την αντίδραση του MTSEA με αυτή την τεχνητή Cys).  

 

5.1.2.5 Μηχανισμός αντίδρασης του MTSEA με τη τεχνητή Cys, C2033.40 

Προκειμένου να μελετήσουμε το μηχανισμό τροποποίησης της δέσμευσης της [125Ι]-

Tyr0-σοβαγίνης στον ΔCys+F2033.40C μετά την αντίδρασή του με το MTSEA προσδιορίσαμε τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης πριν και μετά την αντίδραση. Αντίθετα με τους  

υποδοχείς ΔCys+R1893.26C, ΔCys+T1923.29C, ΔCys+A1933.30C, ΔCys+Y1953.32C, ΔCys+N1963.33C και 

ΔCys+H1993.36C, η αντίδραση του ΔCys+F2033.40C με το MTSEA αύξησε σημαντικά τη συγγένεια 

δέσμευσης του ραδιοσημασμένου αναλόγου. Στην αύξηση αυτή, της συγγένειας δέσμευσης 

της Tyr0-σοβαγίνης, πολύ πιθανόν οφείλεται η αύξηση της ειδικής δέσμευσης της [125Ι]-Tyr0-

σοβαγίνης για τον ΔCys+F2033.40C.  

Αξιοσημείωτο αποτελεί το γεγονός ότι η αντίδραση με το MTSEA όχι απλά αύξησε τη 

συγγένεια δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης για τον ΔCys+F2033.40C αλλά την επανέφερε σε 

φυσιολογικά επίπεδα μετά τη σημαντική ελάττωσή της (18 φορές) από τη μετάλλαξη F2033.40C. 

Αντίθετα, η μετάλλαξη F2033.40C καθώς και η αντίδραση του ΔCys+F2033.40C με το MTSEA δεν 

επηρέασε σημαντικά τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης για τον ΔCys CRF1R. Όλα τα 

παραπάνω αποτελέσματα οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η F2033.40C μετάλλαξη επηρέασε την 

ενεργό κατάσταση του υποδοχέα και έτσι την υψηλής συγγένειας δέσμευση της Tyr0-

σοβαγίνης για αυτήν χωρίς όμως να τροποποιεί τη γενική δομή του CRF1R και έτσι να μην 

επηρεάζει τη δέσμευση της αστρεσσίνης. Αντίδραση του MTSEA με την τεχνητή Cys στη θέση 

2033.40 του υποδοχέα αποκατέστησε την ικανότητά του να σταθεροποιείται στην ενεργό 

κατάστασή του.  

Ο CRF1R, όπως όλοι οι GPCRs, μπορεί να βρίσκεται σε τουλάχιστον δυο διαφορετικές 

στερεοδιαμορφώσεις, μια υψηλής συγγένειας (R*), η οποία μπορεί να ενεργοποιήσει τις G 

πρωτεΐνες και να παράγει ένα βιολογικό αποτέλεσμα και μια χαμηλής συγγένειας (R) 
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ανενεργή, κατάσταση (210,220,258). Οι αγωνιστές, όπως η Tyr0-σοβαγίνη, δεσμεύονται με 

πολύ χαμηλή συγγένεια (KDR) στη R ενώ με υψηλή συγγένεια (KDR*) στη R* η οποία είναι 

ευαίσθητη σε δομικές αλλαγές του υποδοχέα. Μεταλλάξεις αμινοξέων (χωρίς να είναι 

απαραίτητο να αποτελούν θέσεις δέσμευσης προσδετών) που αποσταθεροποιούν τη R* 

στερεοδιαμόρφωση ενός υποδοχέα ελαττώνουν την ικανότητα του να ενεργοποιείται και να 

δεσμεύει με υψηλή συγγένεια ένα αγωνιστή. Αντίθετα, τροποποιήσεις του υποδοχέα, όπως η 

αντίδραση της τεχνητής Cys στη θέση 2033.40 του CRF1R με το MTSEA, μπορεί να 

σταθεροποιήσει την R* κατάσταση επαναφέροντας σε φυσιολογικά επίπεδα την ικανότητά 

του να μεταβαίνει σε αυτή και να δεσμεύει με υψηλή συγγένεια τη Tyr0-σοβαγίνη, όπως 

πράγματι παρατηρούμε στα πειράματά μας. Σε αντίθεση με τους αγωνιστές, η δέσμευση της 

αστρεσσίνης όπως όλων των ανταγωνιστών, πραγματοποιείται με διαφορετικό τρόπο από 

εκείνον των αγωνιστών και είναι πολύ λιγότερο ευαίσθητη στις δομικές αλλαγές που 

σχετίζονται με την ενεργοποίηση του υποδοχέα. Ο διαφορετικός τρόπος δέσμευσης των 

ανταγωνιστών από εκείνον των αγωνιστών σχετίζεται με την ικανότητα των πρώτων να 

δεσμεύονται με παρόμοια συγγένεια σε όλες τις καταστάσεις του υποδοχέα, ενεργές και 

ανενεργές, χωρίς να σταθεροποιούν επιλεκτικά κάποια από αυτές. Αν μια μετάλλαξη αλλάξει 

τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης αυτό πιθανόν οφείλεται σε τροποποίηση της 

δέσμευσής της σε όλες τις καταστάσεις του υποδοχέα, δηλαδή σε μια αλλαγή στη γενική δομή 

του.  

 

5.1.2.6 Προσανατολισμός του αμινοξέος της ΤΜ3 στη θέση 2033.40 του CRF1R 

Το γεγονός ότι η μετάλλαξη F2033.40C, καθώς και η αντίδραση του ΔCys+F2033.40C με το 

MTSEA δεν επηρέασε σημαντικά τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης για τον ΔCys CRF1R, 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι τόσο η F2033.40C μετάλλαξη όσο και η αντίδραση του Cys-

μεταλλαγμένου υποδοχέα με το MTSEA δεν επηρέασαν σημαντικά τη στερεοδιαμόρφωση του 

υποδοχέα. Το αποτέλεσμα αυτό σε συνδυασμό με το ότι οι ΔCys και WT υποδοχείς έχουν 

παρόμοιες λειτουργικές και άρα δομικές ιδιότητες, μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι όπως η 

τεχνητή Cys έτσι και το αμινοξύ που αυτή αντικατέστησε, δηλαδή το F2033.40 των ΔCys και WT, 

έχει την πλευρική του αλυσίδα προσανατολισμένη προς την κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του 

CRF1R.  
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5.1.3 Δομή της ΤΜ3 του CRF1R.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης οδηγούν στο συμπέρασμα ότι τα R1893.26, 

T1923.29, A1933.30, Y1953.32, N1963.33, H1993.36 και F2033.40 της ΤΜ3 του CRF1R, έχουν 

προσανατολισμένες τις πλευρικές αλυσίδες τους στην υδρόφιλη κοιλότητα θέσεων δέσμευσης 

του υποδοχέα. Αντίθετα, όλα τα άλλα αμινοξέα της ΤΜ3 είναι προσανατολισμένα είτε στο 

λιπόφιλο περιβάλλον της πλασματικής μεμβράνης ή στο εσωτερικό της πρωτεΐνης, έτσι ώστε 

να μην είναι διαθέσιμα για αντίδραση με το MTSEA. Αξιοσημείωτο αποτελεί το γεγονός ότι τα 

αμινοξέα που βρίσκονται κάτω από τη F2033.40, προς το κυτταροπλασματικό άκρο της ΤΜ3 δεν 

βρίσκονται στην επιφάνεια της κοιλότητας δέσμευσης του CRF1R. Η διάταξη αυτή των 

αμινοξέων της ΤΜ3 είναι χαρακτηριστική μιας α-ελικοειδούς δομής, με το άνω μισό τμήμα της 

να συμμετέχει στο σχηματισμό μιας μεγάλης κοιλότητας. Η δομή αυτή αντιπροσωπεύει εκείνη 

της ελεύθερης ανενεργού κατάστασης (apo state) του CRF1R αφού τα πειράματα SCAM έγιναν 

απουσία αγωνιστή ή ανταγωνιστή.  

Η δομική αυτή πληροφορία συμφωνεί απόλυτα με εκείνη που λήφθηκε από μια 

κρυσταλλογραφική μελέτη που πραγματοποιήθηκε ταυτόχρονα με τη παρούσα εργασία. Στη 

μελέτη αυτή βρέθηκε ότι το άνω μισό των διαμεμβρανικών περιοχών του ανενεργού CRF1R 

φαίνεται να σχηματίζει μια μεγάλη κοιλότητα σχήματος V, η οποία θα μπορούσε να δεσμεύσει 

τα μεγάλα πεπτίδια (207). Αντίθετα, τα κατώτερα τμήματα των ΤΜs (κυτταροπλασματικά άκρα 

τους), συμπεριλαμβανομένης και της ΤΜ3 βρίσκονται σε στενή επαφή μεταξύ τους. Η δομή 

αυτή του CRF1R παρατηρήθηκε επίσης και σε μια κρυσταλλογραφική μελέτη του GCGR (209), 

οδηγώντας έτσι στην υπόθεση ότι η δομή αυτή πρέπει να είναι κοινή σε όλους τους υποδοχείς 

της οικογένειας Β των GPCRs με τη μεγάλη κοιλότητα σχήματος V να  εξυπηρετεί στη 

δέσμευση των μεγαλομοριακών πεπτιδίων.   
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5.2 Προσδιορισμός του ρόλου της ΤΜ3 στην ενεργοποίηση του CRF1R 

5.2.1 Η G2103.47 παίζει σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του CRF1R. 

Από τα αμινοξέα της ΤΜ3 τα οποία υποκαταστήσαμε με τεχνητές Cys, η μετάλλαξη 

G2103.47C ήταν εκείνη που επηρέασε σε μεγαλύτερο βαθμό την υψηλής συγγένειας δέσμευση 

της Tyr0-σοβαγίνης για τον CRF1R. Συγκεκριμένα η μετάλλαξη G2103.47C μείωσε τη συγγένεια 

δέσμευσης της Tyr0-σοβαγίνης κατά 129 φορές. Παρόμοια η μετάλλαξη G2103.47C μείωσε την 

ισχύ της σοβαγίνης κατά 121 φορές. Τα αποτελέσματα αυτά μας οδηγούν στην υπόθεση ότι η 

μετάλλαξη της γλυκίνης στη θέση 2103.47 της ΤΜ3 του CRF1R σε κυστεΐνη (G2103.47C) μείωσε 

σημαντικά την ικανότητα του υποδοχέα να σταθεροποιείται στην ενεργό κατάστασή του η 

οποία είναι υπεύθυνη τόσο για την μεγάλη ισχύ της σοβαγίνης όσο και για την υψηλής 

συγγένειας δέσμευσή της, που ανιχνεύεται κάτω από τις πειραματικές συνθήκες της 

παρούσας εργασίας. Αντίθετα η G2103.47C δεν επηρέασε τη γενική δομή του CRF1R αφού δεν 

μείωσε τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης.  

 

Εικόνα 5.4: Μοριακά πρότυπα που αναπαριστούν την αλληλεπίδραση αμινοξέων των ΤΜ3 και 

ΤΜ5 του CRF1R με βάση την κρυσταλλική δομή (απουσία προσδέτη) του GCGR, στην ανενεργό 

κατάστασή του. Α) Η N2835.54 της ΤΜ5 σχηματίζει έναν δεσμό υδρογόνου με το καρβονύλιο του 

σκελετού της M2063.43. Β) Η μετάλλαξη G2103.47 σε Cys προσθέτει πλευρική αλυσίδα που 

αλληλεπιδρά με τη N2835.54.  
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Η G2103.47 βρίσκεται σε απόσταση μιας ελικοειδούς στροφής κάτω από τη Μ2063.43 της 

οποίας η καρβονυλομάδα συμμετέχει στο σχηματισμό ενός δεσμού υδρογόνου με το 

υδρογόνο της αμινομάδας της πλευρικής αλυσίδας της Ν2835.54 της ΤΜ5 του ανενεργού 

υποδοχέα (Εικόνα 5.4Α) όπως παρατηρήθηκε στις κρυσταλλικές δομές του CRF1R και του GCGR 

(207,209). Η G2103.47 δεν έχει πλευρική αλυσίδα που να επιτρέπει τη συμμετοχή της στο δεσμό 

με το Ν2835.54. Στα υπολογιστικά πρότυπα που κατασκευάστηκαν με βάση τα αποτελέσματα 

της παρούσας εργασίας και τη κρυσταλλική δομή (απουσία προσδέτη) του GCGR, στην 

ανενεργό κατάστασή του, φαίνεται ότι η πλευρική αλυσίδα της τεχνητής Cys που 

υποκατέστησε τη G2103.47 (μετάλλαξη G2103.47C) και συγκεκριμένα η ομάδα -SH σχηματίζει 

έναν δεσμό υδρογόνου με το οξυγόνο της πλευρικής αλυσίδας της Ν2835.54 της ΤΜ5 η οποία 

ταυτόχρονα αλληλεπιδρά με τη Μ2063.43 όπως αναφέρθηκε παραπάνω (Εικόνα 5.4Β). Το 

δίκτυο αυτών των δεσμών μεταξύ ΤΜ3 και ΤΜ5 σταθεροποιεί ακόμη περισσότερο τον CRF1R 

στην ανενεργό κατάστασή του με αποτέλεσμα να μην μπορεί να ενεργοποιηθεί από τους 

αγωνιστές του στον ίδιο βαθμό με τον άγριο τύπο υποδοχέα. Αν ισχύει η θεωρία αυτή, τότε 

στη θέση 2103.47 του CRF1R η παρουσία πλευρικής αλυσίδας που να μην μπορεί να συμμετέχει 

στο προαναφερόμενο δίκτυο δεσμών των ΤΜ3-ΤΜ5 αναμένεται να μην επηρεάσει δραματικά 

την ικανότητα του υποδοχέα να ενεργοποιείται και να δεσμεύει με υψηλή συγγένεια την Tyr0-

σοβαγίνη. Πράγματι, η μετάλλαξη της G2103.47 σε αλανίνη (G2103.47Α), η οποία δεν μπορεί να 

σχηματίσει δεσμό υδρογόνου με το οξυγόνο της πλευρικής αλυσίδας της Ν2835.54 της ΤΜ5, 

επηρέασε πολύ λίγο, τόσο τη συγγένεια δέσμευσης, όσο και την ισχύ της σοβαγίνης. Παρόμοια 

με την G2103.47C, η G2103.47Α μετάλλαξη, δεν επηρέασε την δομή του CRF1R αφού δεν 

τροποποίησε τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης. Από τα αποτελέσματα αυτά, είναι 

εμφανής η μεγάλη σημασία των αλληλεπιδράσεων μεταξύ αμινοξέων της ΤΜ3 και ΤΜ5 στην 

ενεργοποίηση του CRF1R. Συγκεκριμένα η ενεργοποίηση του CRF1R και πιθανόν όλων των 

άλλων υποδοχέων της οικογένειας Β των GPCRs, σχετίζεται με μετατόπιση των ΤΜ3 και ΤΜ5 

όπως έχει παρατηρηθεί στους  υποδοχείς της οικογένειας Α (259). 
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5.2.2 Ο ρόλος της F2033.40 στην ενεργοποίηση του CRF1R  

Χρησιμοποιώντας ένα μοριακό πρότυπο του CRF1R βασισμένο στην κρυσταλλική δομή 

(απουσία προσδέτη), του GCGR αναπαραστήσαμε τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των αμινοξέων 

διαφορετικών ΤΜs του υποδοχέα στην ανενεργό του κατάσταση, απουσία προσδέτη. Στη 

κατασκευή του μοριακού αυτού προτύπου δεν χρησιμοποιήσαμε την κρυσταλλική δομή του 

ανενεργού CRF1R, η οποία αναπαριστά αλληλεπιδράσεις των αμινοξέων των ΤΜs του 

υποδοχέα με τον ανταγωνιστή CP-376395.  Στο μοριακό μας πρότυπο φαίνεται ένα δίκτυο 

υδρόφοβων-αρωματικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στα αμινοξέα των ΤΜ3 και ΤΜ6 του 

CRF1R (Εικόνα 5.5) που είναι παρόμοιο με εκείνο των υποδοχέων της οικογένειας Α των GPCRs 

(Εικόνα 5.6) (260,261). Συγκεκριμένα τα υδρόφοβα αυτά αμινοξέα του CRF1R είναι η Phe στη 

θέση 3.40 (F2033.40) της ΤΜ3 (F: 77% και Y: 20%, ποσοστά διατήρησης στις αλληλουχίες των 

υποδοχέων της οικογένειας Β των GPCRs), και η Leu στη θέση 6.44 (L3236.44) της ΤΜ6 (L: 65% 

και F: 22% ποσοστά διατήρησης στις αλληλουχίες των υποδοχέων της οικογένειας Β των 

GPCRs) (Εικόνα 5.3). Η F2033.40 και η L3236.44 του CRF1R αντιστοιχούν στα επίσης υδρόφοβα 

αμινοξέα, Ι1213.40 (I: 40%, V: 25% και L: 11% ποσοστά διατήρησης στις αλληλουχίες των 

υποδοχέων της οικογένειας Α των GPCRs) και F2826.44 (F: 81% και Y: 7% ποσοστά διατήρησης 

στις αλληλουχίες των υποδοχέων της οικογένειας Α των GPCRs), αντίστοιχα του β2AR (Εικόνα 

5.3) που ανήκει στην οικoγένεια Α των GPCRs. Σύμφωνα με το μοριακό μας πρότυπο τα 

F2033.40 και L3236.44 του ανενεργού CRF1R (απουσία ανταγωνιστή) σχηματίζουν, όπως τα 

αντίστοιχα αμινοξέα των ανενεργών υποδοχέων της οικογένειας Α των GPCRs, μια αρωματική-

αλειφατική αλληλεπίδραση (Εικόνες 5.5 και 5.6).  
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Εικόνα 5.5: Μοριακό πρότυπο που αναπαριστά την ανενεργό κατάσταση του CRF1R, απουσία 

προσδέτη, με βάση την κρυσταλλική δομή (απουσία προσδέτη) του GCGR, στην ανενεργό 

κατάστασή του.  

 

 

Εικόνα 5.6: Σύγκριση των αμινοξέων στις θέσεις 3.40, 6.44 και 6.48 του ανενεργού (λευκό) και 

ενεργού (πορτοκαλί) β2AR και του ανενεργού (γκρι) και ενεργού (καφέ) υποδοχέα της 

ροδοψίνης. 

 

Μετά τη σύγκριση των κρυσταλλικών δομών των ανενεργών CRF1R και β2ΑR, 

συγκρίναμε αυτές με τη κρυσταλλική δομή του ενεργού (δεσμευμένου με αγωνιστή) β2ΑR με 

σκοπό να προσδιορίσουμε δομικές αλλαγές των Ι1213.40 και F2826.44 του β2ΑR κατά την 

ενεργοποίησή του, που πιθανόν μπορούσαν να είναι παρόμοιες με εκείνες των F2033.40 και 

L3236.44  του CRF1R κατά την ενεργοποίησή του. Από τη σύγκριση των κρυσταλλικών δομών της 

ανενεργού και ενεργού κατάστασης του β2ΑR φαίνεται ότι κατά την ενεργοποίησή του αλλάζει 

ο προσανατολισμός των πλευρικών αλυσίδων των αμινοξέων των ΤΜs συμπεριλαμβανομένων 
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των Ι1213.40 της ΤΜ3 και F2826.44 της ΤΜ6 (Εικόνα 5.6) (243,247,262). Συγκεκριμένα 

παρατηρώντας τον β2ΑR από την εξωκυττάριο περιοχή του, φαίνεται ότι η δέσμευση του 

αγωνιστή ενεργοποιεί τον υποδοχέα πυροδοτώντας μια αριστερόστροφη περιστροφή της 

Ι1213.40 και της F2826.44 που οδηγεί στην απομάκρυνση του κυτταροπλασματικού τμήματος της 

ΤΜ6 από τις άλλες ΤΜs (Εικόνα 5.6) (243). Η σύγκριση των δομών (ενεργών και ανενεργών) 

των β2ΑR και CRF1R, μας οδήγησε στην υπόθεση ότι τα F2033.40 και L3236.44 του CRF1R αλλάζουν 

επίσης προσανατολισμούς κατά την ενεργοποίηση του υποδοχέα και οι δομικές αυτές αλλαγές 

είναι παρόμοιες με εκείνες των Ι1213.40 και της F2826.44 του β2ΑR. Οι δομικές αυτές αλλαγές 

δηλαδή περιλαμβάνουν μετατόπιση της F2033.40 της ΤΜ3 του CRF1R προς ένα αρωματικό 

αμινοξύ, πιθανόν τη Y3276.48 (W6.48 στον β2AR) της ΤΜ6, και η αλληλεπίδραση των δύο αυτών 

αμινοξέων του υποδοχέα να τον σταθεροποιεί στην ενεργό κατάστασή του. Αν η υπόθεση 

αυτή ισχύει τότε κάθε μετάλλαξη της F2033.40, που δεν επιτρέπει την αλληλεπίδραση αυτή, 

αναμένεται να παρεμποδίζει την ενεργοποίηση του CRF1R. 

Πράγματι, αφαίρεση της αρωματικής, πλευρικής αλυσίδας της F2033.40 μετά από 

μετάλλαξή της σε αλανίνη (F2033.40A) η οποία δεν μπορεί να συμμετέχει στη ΤΜ3-ΤΜ6 

αλληλεπίδραση παρεμποδίζει τον υποδοχέα να σταθεροποιηθεί στην ενεργό κατάστασή του, 

μειώνοντας σημαντικά την υψηλής συγγένειας δέσμευση και ισχύ της σοβαγίνης. 

Συγκεκριμένα η συγγένεια δέσμευσης του αγωνιστή Tyr0-σοβαγίνη για τον μεταλλαγμένο 

υποδοχέα F2033.40A μειώθηκε κατά 27 φορές ενώ η ισχύς της σοβαγίνης να διεγείρει την 

παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε κύτταρα που εξέφραζαν σταθερά τον υποδοχέα 

ελαττώθηκε κατά 24 φορές. Η επίδραση της μετάλλαξης F2033.40A στη δέσμευση και ισχύ της 

σοβαγίνης δεν οφείλονταν σε τροποποίηση της γενικής δομής του υποδοχέα αφού η 

δέσμευση της αστρεσσίνης δεν επηρεάστηκε.  

Σε αντίθεση με τη F2033.40A μετάλλαξη, διατήρηση της υδροφοβικότητας στη θέση 

2033.40 που επιτρέπει την ΤΜ3-ΤΜ6 αλληλεπίδραση, αντικαθιστώντας τη φαινυλαλανίνη είτε 

με τρυπτοφάνη (F2033.40W) ή με ισολευκίνη (F2033.40Ι), δεν επηρέασε σημαντικά τις 

φαρμακολογικές ιδιότητες του υποδοχέα. Συγκεκριμένα οι μεταλλάξεις F2033.40W και F2033.40Ι 

δεν επηρέασαν καθόλου την υψηλής συγγένειας δέσμευση και ισχύ της σοβαγίνης, όπως 

επίσης και τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης.  

Σε συμφωνία με την αντίληψη ότι οι αρωματικές/υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

της πλευρικής αλυσίδας στη θέση F2033.40 και της ΤΜ6 του CRF1R είναι σημαντικές για την 
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ενεργοποίηση του υποδοχέα, η διακοπή τους με την αντικατάσταση της F2033.40 με την 

μικρότερη υδρόφιλη κυστεΐνη (F2033.40C) μείωσε την υψηλής συγγένειας δέσμευση της Tyr0-

σοβαγίνης, όπως στη F2033.40Α μετάλλαξη. Το γεγονός ότι η υψηλής συγγένειας δέσμευση της 

Tyr0-σοβαγίνης αποκαταστάθηκε μετά την αντίδραση της C2033.40 με το MTSEA οφείλεται στην 

εισαγωγή μιας θετικά φορτισμένης ομάδας, που μιμείται την πλευρική αλυσίδα τύπου λυσίνης 

(252,253). Σε συμφωνία με τα παραπάνω, η μετάλλαξη της F2033.40 σε λυσίνη (F2033.40Κ) δεν 

τροποποίησε την υψηλής συγγένειας δέσμευση της Tyr0-σοβαγίνης καθώς επίσης και την ισχύ 

με την οποία η σοβαγίνη διέγειρε την παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε κύτταρα που 

εξέφραζαν σταθερά τον μεταλλαγμένο υποδοχέα F2033.40Κ. Προηγούμενες μελέτες έχουν 

δείξει ότι αρωματικά αμινοξέα μπορούν να αλληλεπιδράσουν με θετικά φορτισμένα αμινοξέα 

μέσω κατιόν-π αλληλεπιδράσεων (263-265). Έτσι λοιπόν, η προσθήκη μιας θετικά φορτισμένης 

πλευρικής αλυσίδας στη θέση 2033.40 είτε με τη F2033.40Κ μετάλλαξη ή με την αντίδραση της 

C2033.40 με το MTSEA,  πιθανόν να συμμετέχει στο σχηματισμό ενός νέου δικτύου 

αλληλεπιδράσεων (πιθανόν κατιόν-π) με γειτονικά αμινοξέα (πιθανόν αρωματικά αμινοξέα 

της ΤΜ6) επιτρέποντας την φυσιολογική ενεργοποίηση του υποδοχέα. Το ότι οι τροποποιήσεις 

αυτές του υποδοχέα δεν επηρέασαν τη γενική δομή του φαίνεται και από το γεγονός ότι ούτε 

οι μεταλλάξεις F2033.40Κ και F2033.40C ούτε η αντίδραση του MTSEA με τον F2033.40C υποδοχέα 

επηρέασαν τη συγγένεια δέσμευσης της αστρεσσίνης. 

Η λειτουργική σημασία της θέσης 3.40  στους GPCRs  δεν φαίνεται μόνο στους CRF1R 

(F2033.40) και β2AR (Ι1213.40) αλλά και σε πολλούς άλλους υποδοχείς. Για παράδειγμα, 

μετάλλαξη σε αλανίνη του αμινοξέος 3.40 των υποδοχέων GIP (Gastric inhibitory polypeptide) 

και ισταμίνης Η1, οι οποίοι ανήκουν στις οικογένειες Β και Α των GPCRs αντίστοιχα, μείωσε 

σημαντικά την ικανότητά τους να ενεργοποιούνται (261,266). Αντίθετα, η μετάλλαξη σε 

αλανίνη του ομόλογου αμινοξέος του μουσκαρινικού υποδοχέα οδήγησε σε μόνιμη 

ενεργοποίηση του και αύξησε τη συγγένεια δέσμευσης των αγωνιστών (267). Από τα 

παραπάνω φαίνεται ότι μέλη από διαφορετικές οικογένειες των GPCRs πιθανόν μοιράζονται 

ορισμένα κοινά δομικά στοιχεία που να εμπλέκονται στους μηχανισμούς ενεργοποίησης τους. 

Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής θα μπορούσαν να θέσουν τη βάση για μια πιθανή 

κατηγοριοποίηση των GPCRs σύμφωνα με κοινούς μηχανισμούς που εμπλέκονται στην 

ενεργοποίησή τους. 
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5.2.3 Ο αλλοστερικός ρόλος της F2033.40 στη δέσμευση των πεπτιδίων  

Στη συνέχεια επιβεβαιώσαμε ότι οι τροποποιήσεις της 3.40 θέσης επηρέασαν  την 

υψηλής συγγένειας δέσμευση της σοβαγίνης λόγω δομικών αλλαγών του υποδοχέα που  

επηρεάζουν την ενεργοποίησή του και όχι λόγω κατάργησης κάποιας αλληλεπίδρασης μεταξύ 

αμινοξέων του πεπτιδίου και της θέσης 3.40 του CRF1R. Η θέση 3.40 βρίσκεται στην επιφάνεια 

της κοιλότητας θέσεων δέσμευσης του CRF1R και αποτελώντας μέρος της J-περιοχής του 

υποδοχέα θα μπορούσε να αλληλεπιδράσει με το Ν-άκρο των πεπτιδίων (210). Αν συμβαίνει 

αυτό τότε η πιο πιθανή εκδοχή είναι, από τα αμινοτελικά αμινοξέα της Tyr0-σοβαγίνης, η 

τυροσίνη στη θέση μηδέν (Tyr0) να αλληλεπιδρά με τη F2033.40 μέσω αρωματικής-αρωματικής 

αλληλεπίδρασης (268-273). Τα πρώτα τέσσερα αμινοτελικά αμινοξέα των πεπτιδίων του CRF, 

που βρίσκονται αμέσως μετά τη Tyr0 της Tyr0-σοβαγίνης, δεν παίζουν ρόλο στη δέσμευσή τους 

αφού δεν είναι σημαντικά για την βιολογική τους δραστικότητα σύμφωνα με προηγούμενες 

μελέτες (35,65,71,204). Παρόμοια τα αλειφατικά αμινοξέα Ile5 και Ile7 της Tyr0-σοβαγίνης δεν 

πρέπει να αλληλεπιδρούν με την F2033.40, αφού η εισαγωγή θετικού φορτίου στη θέση 2033.40 

από την μετάλλαξη F2033.40Κ δεν επηρέασε την υψηλής συγγένειας δέσμευση της Tyr0-

σοβαγίνης. Η υδρόφιλη Ser6 της Tyr0-σοβαγίνης δεν είναι επίσης συμβατή για αλληλεπίδραση 

με την υδρόφοβη F2033.40 του CRF1R. Επιπρόσθετα, τα αμινοξέα 8-11 της Tyr0-σοβαγίνης δεν 

πρέπει να εισέρχονται βαθειά στην κοιλότητα θέσεων δέσμευσης του CRF1R ώστε να 

πλησιάζουν την F2033.40 καθώς αυτά αλληλεπιδρούν με τον δεύτερο εξωκυττάριο βρόγχο (EL2) 

του υποδοχέα (216).     

Με σκοπό να εξετάσουμε το κατά πόσο η F2033.40 αλληλεπιδρά με τη Tyr0 της Tyr0-

σοβαγίνης, μελετήσαμε τις επιπτώσεις της αφαίρεσης της Tyr0 στη δέσμευση του πεπτιδίου 

στον WT CRF1R και σε μεταλλαγμένες μορφές του. Συγκεκριμένα, προσδιορίσαμε τη συγγένεια 

δέσμευσης της σοβαγίνης και της Tyr0-σοβαγίνης όταν στη θέση 2033.40 υπάρχει ο αρωματικός 

δακτύλιος της Phe (WT) με τον οποίο μπορεί να αλληλεπιδράσει εκείνος της Τyr0 της Tyr0-

σοβαγίνης που όμως απουσιάζει στη σοβαγίνη. Επίσης προσδιορίσαμε την συγγένεια 

δέσμευσης της σοβαγίνης και της Tyr0-σοβαγίνης όταν στη θέση 2033.40 υπάρχει η 

σουλφυδρυλική ομάδα της Cys  (F2033.40C) που δεν αντιδρά με κανένα από τα δύο αυτά 

πεπτίδια. Τέλος προσδιορίσαμε την συγγένεια δέσμευσης της σοβαγίνης και της Tyr0-

σοβαγίνης όταν στη θέση 2033.40 υπάρχει πλευρική αλυσίδα  τύπου λυσίνης που προήλθε με 

την αντίδραση της F2033.40C με το MTSΕA και η οποία μπορεί να αλληλεπιδράσει μέσω κατιόν-
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π αλληλεπίδρασης μόνο με τη Τyr0 της Tyr0-σοβαγίνης. Ανεξάρτητα της τροποποίησης των 

φυσικοχημικών ιδιοτήτων της θέσης 2033.40 τα αποτελέσματα της στη συγγένεια δέσμευσης 

της  Tyr0-σοβαγίνης και σοβαγίνης ήταν ακριβώς τα ίδια. Το αποτέλεσμα αυτό οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι οι τροποποιήσεις της F2033.40 επηρεάζουν τη δέσμευση των CRF πεπτιδίων 

αλλοστερικά.  

 

5.3 Αλληλεπίδραση μικρομοριακών προσδετών με τη ΤΜ3 του CRF1R και 

ανταγωνισμός της ενεργοποίησης του υποδοχέα 

Η F2033.40 της ΤΜ3 δεν παίζει μόνο σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του CRF1R αλλά 

και στη δέσμευση των υδρόφοβων μικρομοριακών CRF ανταγωνιστών, όπως της 

ανταλαρμίνης, στον υποδοχέα αυτόν αφού τροποποιήσεις στη θέση 2033.40 επηρέασαν 

σημαντικά τη δέσμευσή της. Συγκεκριμένα, αφαίρεση της πλευρικής αλυσίδας της F2033.40 

μετά από μετάλλαξή της σε αλανίνη (F2033.40Α) κατήργησε την υδρόφοβη αλληλεπίδρασή της 

με την ανταλαρμίνη και έτσι τη δέσμευση του ανταγωνιστή αυτού. Παρόμοια, η δέσμευση της 

ανταλαρμίνης καταργήθηκε με διακοπή της υδρόφοβης αυτής αλληλεπίδρασης από την 

αντικατάσταση της F2033.40 με την θετικά φορτισμένη λυσίνη ή με την υδρόφιλη πλευρική 

αλυσίδα της Cys (F2033.40C), όπως επίσης και με τη προσθήκη θετικά φορτισμένης ομάδας 

μετά την αντίδραση της F2033.40C με το MTSEA.   

Αντίθετα, διατήρηση της υδροφοβικότητας στη θέση 2033.40 δεν επηρέασε σημαντικά 

τη δέσμευση της ανταλαρμίνης. Συγκεκριμένα, αντικατάσταση της πλευρικής αλυσίδας της 

F2033.40 με επίσης ογκώδη και αρωματική/υδρόφοβη πλευρική αλυσίδα, που επιτεύχθηκε με 

τις μεταλλάξεις F2033.40Ι και F2033.40W δεν μείωσε  τη δέσμευση της ανταλαρμίνης στον CRF1R. 

Τα αποτελέσματα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η F2033.40 του CRF1R αποτελεί 

καθοριστικό σημείο επαφής της ανταλαρμίνης.   

Οι τροποποιήσεις στη θέση 2033.40  που κατήργησαν τη δέσμευση της ανταλαρμίνης 

αναμένεται να καταργήσουν επίσης την ικανότητά της να ανταγωνίζεται τη σοβαγίνη στο να 

ενεργοποιεί τον CRF1R και να διεγείρει την παραγωγή cAMP σε κύτταρα που εκφράζουν αυτόν. 

Αντίθετα αναμένεται να μην επηρεαστεί η ανταγωνιστική ικανότητα της αστρεσσίνης σε 
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συμφωνία με το γεγονός ότι καμία από τις τροποποιήσεις στη θέση 2033.40  του CRF1R δεν 

επηρέασε τη συγγένεια δέσμευσης του ανταγωνιστή αυτού. Πράγματι, η ισχύς της σοβαγίνης 

να διεγείρει την παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε κύτταρα που εκφράζουν τον F2033.40A δεν 

επηρεάστηκε παρουσία 2 μΜ ανταλαρμίνης, ενώ μειώθηκε κατά 13 φορές παρουσία 

αστρεσσίνης. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και για τη μετάλλαξη F2033.40Κ. 

Αντίθετα με τις μεταλλάξεις F2033.40A και F2033.40Κ, η ισχύς της σοβαγίνης να διεγείρει την 

παραγωγή ενδοκυττάριου cAMP σε κύτταρα που εκφράζουν τον F2033.40W ή τον F2033.40Ι, 

μειώθηκε (παρόμοια με εκείνα που εκφράζουν τον WT CRF1R)  κατά 186 και 1117 φορές 

αντίστοιχα παρουσία 1 μΜ ανταλαρμίνης, και κατά 35 και 64 φορές αντίστοιχα παρουσία 1 

μΜ αστρεσσίνης.   

Παρόμοια πρόσφατη κρυσταλλογραφική μελέτη του CRF1R δεσμευμένου με τον 

μικρομοριακό μη πεπτιδικό ανταγωνιστή CP-376395 έδειξε ότι το F2033.40 αποτελεί σημείο 

επαφής του προσδέτη αυτού (207). Έτσι λοιπόν φαίνεται ότι η F2033.40 παίζει κοινό ρόλο στη 

δέσμευση διαφορετικών μη πεπτιδικών ανταγωνιστών του CRF1R. Συνδυάζοντας τα 

αποτελέσματα των πειραμάτων μας, με τις πληροφορίες από την κρυσταλλική δομή του 

ανενεργού CRF1R, δεσμευμένου με τον μικρομοριακό ανταγωνιστή CP-376395, (207), 

δομήσαμε ένα μοριακό πρότυπο του CRF1R όπου η ανταλαρμίνη είναι δεσμευμένη στον 

υποδοχέα (Εικόνα 5.7). Στο μοριακό αυτό πρότυπό μας, η ανταλαρμίνη αλληλεπιδρά με 

αμινοξέα των ΤΜs του CRF1R όπως αυτά των ΤΜ3, ΤΜ5 και ΤΜ6 (Εικόνα 5.7). Για παράδειγμα, 

η ομάδα της πύρρολο-πυριμιδίνης της ανταλαρμίνης σχηματίζει έναν δεσμό υδρογόνου με την 

Ν2835.54 της ΤΜ5 καθώς και μια υδρόφοβη αλληλεπίδραση με τη Μ2063.43 της ΤΜ3, ενώ η 

βουτυλομάδα της, συμμετέχει στο σχηματισμό μιας αλειφατικής-αρωματικής αλληλεπίδρασης 

με τη F2033.40 της ΤΜ3 (Εικόνα 5.7).  
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Εικόνα 5.7: Μοριακό πρότυπο που αναπαριστά την αλληλεπίδραση του CRF1R με την 

ανταλαρμίνη. 

Το γεγονός ότι η F2033.40 της ΤΜ3 παίζει αλλοστερικό ρόλο στη δέσμευση των 

πεπτιδίων-αγωνιστών και παράλληλα αλληλεπιδρά με τους μη πεπτιδικούς CRF ανταγωνιστές 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι τελευταίοι ανταγωνίζονται αλλοστερικά τη δέσμευση των 

πεπτιδίων-αγωνιστών και έτσι την ενεργοποίηση του CRF1R. Ο μοριακός αυτός μηχανισμός 

αλλοστερικού ανταγωνισμού του CRF1R από μικρομοριακούς μη πεπτιδικούς προσδέτες 

διαλευκάνεται για πρώτη φορά στη παρούσα μελέτη. Προηγούμενες μελέτες βασιζόμενες σε 

φαρμακολογικά αποτελέσματα, πρότειναν ότι οι μικρομοριακοί μη πεπτιδικοί προσδέτες 

ανταγωνίζονται αλλοστερικά τη δέσμευση των πεπτιδίων-αγωνιστών και έτσι την 

ενεργοποίηση του CRF1R χωρίς όμως να παρέχουν δομικές πληροφορίες για τον μοριακό 

μηχανισμό δράσης τους. Αντίθετα πρόσφατη κρυσταλλογραφική μελέτη μιας ανενεργού 

δομής του CRF1R, που δεν περιέχει την απαραίτητη, για τη δέσμευση των πεπτιδίων, 

εξωκυττάρια Ν-περιοχή, αποκάλυψε τα σημεία επαφής των μικρομοριακών ανταγωνιστών 

χωρίς όμως να μπορεί να εξηγήσει με ποιο τρόπο ανταγωνίζονται αλλοστερικά τη δέσμευση 

των πεπτιδίων αγωνιστών (207).     

Ο διττός ρόλος της F2033.40 στην αλλοστερική δέσμευση των μη πεπτιδικών 

ανταγωνιστών στον CRF1R και στην ενεργοποίηση του υποδοχέα αυτού, ο ρόλος των άλλων 

ΤΜs του CRF1R στη δέσμευση των μη πεπτιδικών ανταγωνιστών (207) και η καθοριστική για 
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την ενεργοποίηση ενός υποδοχέα σχέση του αμινοξέος 3.40 με άλλες ΤΜs διαφορετικών 

GPCRs (234), αποτελούν σημαντικά στοιχεία για τη διαμόρφωση της παρακάτω θεωρίας. Οι 

μικρομοριακοί μη πεπτιδικοί CRF ανταγωνιστές εισχωρούν στην κοιλότητα θέσεων δέσμευσης 

του CRF1R και παρεμβάλλονται μεταξύ αμινοξέων των ΤΜs, όπως των F2033.40 της ΤΜ3 και 

Y3276.48 της ΤΜ6,  μη επιτρέποντας έτσι σε αυτά να σχηματίσουν το δίκτυο δεσμών που είναι 

απαραίτητο για την ενεργοποίηση του υποδοχέα. Επιπρόσθετα, η αλληλεπίδραση των 

ανταγωνιστών αυτών με αμινοξέα των ΤΜs, όπως η Ν2835.54 της ΤΜ5 και η Μ2063.43 της ΤΜ3, 

παρεμποδίζει κινήσεις αυτών των ΤΜs που είναι απαραίτητες για την ενεργοποίηση του 

CRF1R. Ο ανταγωνισμός των μικρομοριακών αυτών προσδετών είναι αλλοστερικής φύσης γιατί 

τα ΤΜ αμινοξέα με τα οποία αλληλεπιδρούν βρίσκονται σε διαφορετικές θέσεις του CRF1R από 

εκείνες που δεσμεύουν τα πεπτίδια-αγωνιστές.  

 

5.4 Σχεδιασμός, σύνθεση και φαρμακολογικός χαρακτηρισμός νέων μη 

πεπτιδικών μικρομοριακών αναλόγων του CRF 

Η ανταλαρμίνη είναι ένα λιπόφιλο μη πεπτιδικό μόριο (εικόνες 5.8 και 5.9) που σε 

πειραματόζωα φαίνεται να έχει αντικαταθλιπτικές και αγχολυτικές ιδιότητες ανταγωνιζόμενο 

τις δράσεις του CRF (193,274,275) . Όμως τόσο η ανταλαρμίνη όσο και πλήθος μικρομοριακών 

ανταγωνιστών που μέχρι σήμερα έχουν συντεθεί δεν έχουν βρεί κλινική εφαρμογή λόγω 

φαρμακοκινητικών ή τοξικολογικών προβλημάτων τους (193). Ο σημαντικός ρόλος των CRF και 

CRF1R στην παθοφυσιολογία του άγχους και της κατάθλιψης καθιστά φανερή την ανάγκη 

δημιουργίας νέων ανταγωνιστών του CRF1R με κλινικές εφαρμογές. Για το σκοπό αυτό η 

παρούσα εργασία παράλληλα με τη μελέτη του μηχανισμού ενεργοποίησης του CRF1R και του 

ανταγωνισμού της από την ανταλαρμίνη, επεδίωξε να σχεδιάσει, συνθέσει και να 

χαρακτηρίσει φαρμακολογικά διάφορα μη πεπτιδικά μόρια που διαθέτουν τον ίδιο κεντρικό 

δακτύλιο πυριμιδίνης στο μόριο τους με εκείνον της ανταλαρμίνης.   

 Συγκεκριμένα, σε συνεργασία με το εργαστήριο οργανικής σύνθεσης του Dr. Ηesham 

Fahmy (Φαρμακευτικής Σχολή Πανεπιστημίου Ν. Ντακότας, Αμερική) πραγματοποιήθηκε ο 

σχεδιασμός, η σύνθεση, η ταυτοποίηση και o φαρμακολογικός χαρακτηρισμός μιας σειράς 
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θειάζολο [4, 5-d] πυριμιδινών (ανάλογα 5a-5v) καθώς και μιας σειράς υποκατεστημένων 

πυριμιδινών (ανάλογα 1-28). Η παρούσα εργασία αρχικά προσδιόρισε την ικανότητα των 

αναλόγων αυτών να αναστέλλουν τη δέσμευση του ραδιοσημασμένου αγωνιστή [125Ι]-Tyr0-

σοβαγίνη στον CRF1R. Από τα 50 ανάλογα (σειρές 5a-5v και 1-28) που εξετάστηκαν (στη 

συγκέντρωση των 500 nM) στη παρούσα εργασία μόνο τα ανάλογα 3, 6, 8 και 9 της σειράς των 

υποκατεστημένων πυριμιδινών μπόρεσαν να μειώσουν την ειδική δέσμευση της [125I]-Tyr0-

σοβαγίνης στον CRF1R κατά 50% ή περισσότερο. Τα ανάλογα αυτά στη συνέχεια 

χαρακτηρίστηκαν φαρμακολογικά σε μελέτες ετερόλογης συναγωνιστικής δέσμευσης. Ως 

ουσία αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η ανταλαρμίνη. Παρόμοια με την ανταλαρμίνη, τα ανάλογα 

3, 6, 8 και 9  εκτόπισαν με δοσοεξαρτώμενο τρόπο τη [125I]-Tyr0-σοβαγίνη από τον CRF1R, με τα 

3 και 9 να έχουν μεγαλύτερη συγγένεια δέσμευσης  για τον CRF1R από τα ανάλογα 6 και 8. Τα 

πειραματικά αυτά δεδομένα μας επιτρέπουν να χαρακτηρίσουμε τα ανάλογα 3 και 9, ως 

ανάλογα «οδηγούς» (lead compounds) πάνω στα οποία θα στηριχθούμε για να σχεδιάσουμε 

και να συνθέσουμε νέα μόρια με βελτιωμένες φαρμακολογικές ιδιότητες.  

 Σημαντικό ρόλο στο σχεδιασμό νέων μορίων με βάση τα ανάλογα 3 και 9 παίζει ο 

προσδιορισμός του τρόπου με τον οποίο αυτά δεσμεύονται στον CRF1R. Για το σκοπό αυτό, με 

βάση τη κρυσταλλική δομή του CRF1R (207) και τα αποτελέσματα της παρούσας  εργασίας, 

κατασκευάστηκαν (σε συνεργασία με τον Δρ. Μίνω Ματσούκα, Εργαστήριο Μοριακού 

Σχεδιασμού και βιομοριακού NMR, Φαρμακευτική Σχολή, Πανεπιστήμιο Πατρών), μοριακά 

πρότυπα του υποδοχέα δεσμευμένου με τα ανάλογα 3 και 9 (Εικόνες 5.8 και 5.9).  
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Εικόνα 5.8: Μοριακό πρότυπο που αναπαριστά την αλληλεπίδραση του αναλόγου 3 με τα 

αμινοξέα των διαμεμβρανικών περιοχών (πράσινες ταινίες) του CRF1R. 

 

 

 

 

Εικόνα 5.9: Μοριακό πρότυπο που αναπαριστά την αλληλεπίδραση του αναλόγου 9 με τα 

αμινοξέα των διαμεμβρανικών περιοχών (πράσινες ταινίες) του CRF1R. 

 Η αλληλεπίδραση των αναλόγων 3 και 9 με τον CRF1R φαίνεται να είναι διαφορετική 

από εκείνη της ανταλαρμίνης γεγονός που εξηγεί τις μικρότερες συγγένειες δέσμευσης που 
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έχουν τα μόρια αυτά για τον CRF1R από εκείνη της ανταλαρμίνης. Η διαφορετική αυτή 

αλληλεπίδραση πιθανόν οφείλεται στο ότι τα ανάλογα 3 και 9 αν και διαθέτουν τον κεντρικό 

δακτύλιο της πυριμιδίνης στο μόριο τους όπως η ανταλαρμίνη διαφέρουν σε κάποια δομικά 

χαρακτηριστικά από αυτή (Εικόνα 5.10). Συγκεκριμένα η αιθυλομάδα της ανταλαρμίνης που 

φαίνεται να αλληλεπιδρά με τα αμινοξέα Phe1622.57, Phe2033.44, Leu3236.49 και Met2063.47 

(εικόνα 5.11) στο ανάλογο 3 έχει αντικατασταθεί με μια μεθοξυαιθυλομάδα η οποία δεν 

μετέχει στις  αλληλεπιδράσεις αυτές (ή μέρος αυτών) λόγω στερεοχημικής παρεμπόδισης 

(Εικόνες 5.10 και 5.11).  

 

 

Εικόνα 5.10: Αναπαράσταση της δομής της ανταλαρμίνης (antalarmin), του αναλόγου 3 

(compound 3) και του αναλόγου 9 (compound 9). Οι χημικές ομάδες των αναλόγων 3 και 9 που 

διαφέρουν από εκείνες της ανταλαρμίνης και πιθανόν παίζουν ρόλο στο διαφορετικό τρόπο 

αλληλεπίδρασης τους με τον CRF1R από εκείνον της ανταλαρμίνης επισημαίνονται με κύκλους. 

 

 Επιπρόσθετα, οι αλληλεπιδράσεις που φαίνεται να σχηματίζει η βουτυλομάδα της 

ανταλαρμίνης με τα αμινοξέα Phe2033.44, Leu2805.47 και Tyr3276.53 καταργούνται για το 

ανάλογο 9 το οποίο στη θέση αυτή διαθέτει την ομάδα c-propyl-CH2 που δεν ευνοεί στον 

σχηματισμό τους (Εικόνες 5.10 και 5.11). Τέλος οι αλληλεπιδράσεις που σχηματίζουν οι δυο 

μεθυλομάδες του πυρρολικού δακτυλίου της ανταλαρμίνης με τα αμινοξέα Met2063.47, 
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Leu3196.45, Leu3206.46 και Leu3236.49 καταργούνται τόσο στο ανάλογο 3 όσο και στο ανάλογο 9 

που δεν διαθέτουν πυρρολικό δακτύλιο αλλά μέθυλθειο- ή αίθυλθειο- υποκαταστάτη στη 

θέση 5 του δακτυλίου της πυριμιδίνης (Εικόνες 5.10 και 5.11).  

 

Εικόνα 5.11: Δισδιάσταση αναπαράσταση του δικτύου των αλληλεπιδράσεων της 

ανταλαρμίνης με αμινοξέα των ΤΜs του CRF1R. 
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5.5 Γενικό συμπέρασμα 

Συμπερασματικά στη παρούσα εργασία, λάβαμε πληροφορίες για τη δομή της τρίτης 

διαμεμβρανικής περιοχής (ΤΜ3) του CRF1R και προσδιορίσαμε τα αμινοξέα της που παίζουν 

ρόλο στην ενεργοποίηση του υποδοχέα απο πεπτίδια-αγωνιστές. Η ενεργοποίηση του CRF1R 

σχετίζεται με μετακίνηση της ΤΜ3 σε σχέση με άλλες διαμεμβρανικές περιοχές (ΤΜs) του 

υποδοχέα. Τα αμινοξέα της ΤΜ3 επίσης δεσμεύουν μικρομοριακούς μη πεπτιδικούς 

ανταγωνιστές με αποτέλεσμα αυτοί παρεμβαλλόμενοι μεταξύ των ΤΜς να εμποδίζουν 

κινήσεις τους που σχετίζονται με την ενεργοποίηση του CRF1R. Παράλληλα στη παρούσα 

εργασία, δημιουργήσαμε νέα μη πεπτιδικά ανάλογα που δεσμεύονται στον CRF1R και 

προσδιορίσαμε θεωρητικά το τρόπο αλληλεπίδρασης τους με τον υποδοχέα αυτόν. Τα 

ανάλογα αυτά θα χρησιμοποιηθούν  ως «οδηγοί» (lead compounds) για να σχεδιάσουμε και 

να συνθέσουμε νέα CRF1R-εκλεκτικά μόρια με βελτιωμένες φαρμακολογικές ιδιότητες που θα 

εμπλουτίσουν το φαρμακευτικό οπλοστάσιο για την αντιμετώπιση ασθενειών που εμπλέκεται 

ο CRF1R, όπως το άγχος και η κατάθλιψη. 
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Background: The molecular mechanisms underlying activation of CRF1 receptor (CRF1R) were elusive.
Results: We determined specific residues in the transmembrane domains (TMs) of CRF1R that are critical for receptor
activation.
Conclusion: A possible “transmission switch” involving TM interactions is important for CRF1R activation.
Significance: This knowledge may aid in the development of nonpeptide CRF1R antagonists for use in stress-related disorders.

The corticotropin-releasing factor (CRF) type 1 receptor
(CRF1R) for the 41-amino acid peptide CRF is a class B G protein-
coupled receptor, which plays a key role in the response of our body
to stressful stimuli and the maintenance of homeostasis by regulat-
ing neural and endocrine functions. CRF and related peptides, such
as sauvagine, bind to the extracellular regions of CRF1R and acti-
vate the receptor. In contrast, small nonpeptide antagonists, which
are effective against stress-related disorders, such as depression
and anxiety, have been proposed to interact with the helical trans-
membrane domains (TMs) of CRF1R and allosterically antagonize
peptide binding and receptor activation. Here, we aimed to eluci-
date the role of the third TM (TM3) in the molecular mechanisms
underlying activation of CRF1R. TM3 was selected because its
tilted orientation, relative to the membrane, allows its residues to
establish key interactions with ligands, other TM helices, and the G
protein. Using a combination of pharmacological, biochemical,
and computational approaches, we found that Phe-2033.40 and
Gly-2103.47 in TM3 play an important role in receptor activation.
Our experimental findings also suggest that Phe-2033.40 interacts
with nonpeptide antagonists.

G protein-coupled receptors (GPCRs)3 are essential for life
as they regulate vital physiological functions in almost every

eukaryotic organism, including fungi and plants (1). They
accomplish this by triggering a large number of cellular signaling
cascades, through their cognate heterotrimeric G proteins, as a
result of their interaction with a vast number of chemically diver-
gent molecules ranging from light to large polypeptides (1, 2).

Based on sequence similarity methods, the superfamily of
GPCRs is classified into four families or classes (A, B, C, and
smoothened), which display little sequence similarity and do
not share common structural/functional motifs (3). Class A (or
rhodopsin-like) is the largest family of GPCRs. Most of our
understanding regarding the structure and function of GPCRs
has been achieved in this family (4). Very recently the crystal
structures of the type 1 receptor (CRF1R) for the 41-amino acid
peptide, corticotropin-releasing factor (CRF), and the glucagon
receptor (GCGR), which belong to class B GPCRs, have been
published (5, 6). Notably, despite their overall low sequence
identity, structures from different families share a common
molecular architecture and activate a similar pool of intracellu-
lar signaling molecules, the G proteins. This architecture is
characterized by the presence of seven �-helical transmem-
brane domains (TMs) connected to each other by three extra-
cellular (EL) and three intracellular loops. Moreover, all GPCRs
possess an extracellular N-terminal region (N-domain) and a
cytoplasmic C terminus, containing an �-helix (Hx8) oriented
parallel to the cell membrane. These common features lead to
the biologically important hypothesis that GPCR activation uti-
lizes conserved structural elements leading to production of a
biological effect.

* This work was supported in part by a National Alliance for Research on
Schizophrenia and Depression grant (to G. L.), a grant from the Greek Min-
istry of Health (to G. L.), and Grant SAF2013-48271-C2-2-R from Ministerio
de Ciencia e Innovacion (to L. P.).
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3 The abbreviations used are: GPCR, G protein-coupled receptor; CRF1R, type
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ing factor; GCGR, glucagon receptor; SCAM, substituted cysteine accessi-
bility method; MTSEA, methanothiosulfonate ethylammonium; TM, trans-
membrane domain; EL, extracellular loop; N-domain, extracellular
N-terminal region; �2-AR, �2-adrenergic receptor; GppNHp, guanosine
5�-[�,�-imido]triphosphate; ANOVA, analysis of variance.

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 289, NO. 27, pp. 18966 –18977, July 4, 2014
© 2014 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc. Published in the U.S.A.

18966 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 289 • NUMBER 27 • JULY 4, 2014

 at V
IV

A
, V

A
 C

om
m

onw
ealth U

niv on July 9, 2014
http://w

w
w

.jbc.org/
D

ow
nloaded from

 

http://www.jbc.org/


Although the crystal structure of a receptor provides the ulti-
mate information for its structure, it represents a single snap-
shot of one conformational state. Specifically, the crystal struc-
tures of the apo-state of GCGR and the CRF1R in complex with
the nonpeptide CRF antagonist CP-376395 represent the inac-
tive states of truncated receptors, lacking their extracellular
N-domain (5, 6). Despite the fact that these truncated forms of
class B GPCRs bound small nonpeptide ligands with similar
affinities with those of the full-length receptors, they are not
able to bind peptides and be activated because they lack the
functionally indispensable N-domain (7, 8). Thus, although
crystallization of CRF1R or GCGR provided invaluable struc-
tural information for an inactive state of these receptors, the
molecular mechanisms underlying receptor activation that
convert ligand binding to a biological effect are still elusive.

In this study, we aimed to elucidate the molecular mecha-
nisms underlying the activation of CRF1R and to validate the
hypothesis that activation of class A and B GPCRs utilizes con-
served structural elements. We accomplished this by using a
combination of different experimental approaches and by com-
paring the available results on the role of the third TM (TM3) in
the structure-function of class A with the much less studied
class B GPCRs. TM3 is a structural and functional hub as sug-
gested by the comparison of class A crystal structures, in their
inactive and active states (9). The residues in TM3 are function-
ally important by mediating interactions with the extracellular
ligand, as well as by forming key inter-TM interactions that
define the GPCR-fold, a conserved disulfide bridge with the
second EL (EL2), and an important interface for G protein bind-
ing. We focused on the CRF1R, which plays a key role in the
response of our body to stressful stimuli and the maintenance of
homeostasis, by regulating neural and endocrine functions (6,
10). Moreover, the TM3 of CRF1R has been shown to be
involved in the binding of small ligand antagonists that are
effective against stress-related disorders, such as depression
and anxiety (6, 10).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Structural Alignment—All crystallized GPCRs (including 21
receptors, 18 of which belong to family A, two to family B, and
one to family F) were structurally superimposed using Multi-
Prot based on their C� atoms (11). This permitted us to obtain
a structurally based sequence alignment, which was later
revised using Jalview (12).

Model of the Inactive CRF1R—To study the TM3-TM5 inter-
face of the unliganded state of CRF1R, a homology model based
on the crystal structure of GCGR (Protein Data Bank code
4L6R) was built using MODELLER (5, 13). The primary
sequence of human CRF1R was used (UniProt accession code
P34998) in which the G2103.47C mutation was inserted. The
highly conserved residues-motifs between family B (L1.42 in
TM1, HXNL in TM2, W3.42 in TM3, GWGXP in TM4, N5.53
in TM5, PLLG in TM6, and G7.46 in TM7), were used as refer-
ence points in TM sequence alignments (supplemental Fig. S1).
The N terminus of the receptor was disregarded. Residues are
identified by the general numbering scheme of Ballesteros and
Weinstein that allows easy comparison among residues in the
7TM segments of receptors belonging to different families.

Site-directed Mutagenesis—The cDNA sequences encoding
wild-type CRF1R (WT) or �Cys CRF1R(�Cys) were subcloned
into the bicistronic expression vector pcin4, thereby creating
the vectors pcin4-WT or pcin4-�Cys, respectively, as described
previously (14). �Cys is a mutant CRF1R, which is insensitive to
sulfhydryl-specific reagents and has similar functional proper-
ties with those of wild-type receptor (14). Mutations were gen-
erated by the polymerase chain reaction-mediated mutagene-
sis, using Pfu polymerase (MBI Fermentas, Hanover, MD) and
mutagenic oligonucleotides encoding the desired amino acid
substitution. The polymerase chain reaction generated DNA
fragments containing Cys, Trp, Ala, Ile, or Lys mutations. The
fragments containing the Cys mutations were subcloned into
the pcin4-�Cys plasmid (creating the pcin4-substituted Cys
mutant plasmids), whereas those containing the other muta-
tions were subcloned into the pcin4-WT plasmid (creating the
pcin4-X mutant plasmids). The mutations were confirmed by
DNA sequencing.

Cell Culture, Transfection, and Harvesting—Human embry-
onic kidney (HEK) 293 cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/F-12 (1:1) containing 3.15 g/liter glucose and
10% bovine calf serum at 37 °C and 5% CO2. Sixty-millimeter
dishes of HEK293 cells at 80 –90% confluence were transfected
with 2–3 �g of pcin4-WT (WT), pcin4-�Cys (�Cys), pcin4-X
mutant (X mutants), or pcin4-substituted Cys mutant (substi-
tuted Cys mutants) plasmids using 9 �l of Lipofectamine and
2.5 ml of Opti-MEM (both from Invitrogen). To generate stably
transfected pools of cells expressing the receptors 5–12 h after
transfection, the medium was replaced by Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/F-12 (1:1) containing 3.15 g/liter glucose, 10%
bovine calf serum (Hyclone Laboratories, Logan, UT), and 700
�g/ml G418 (Geneticin), an antibiotic (Invitrogen). The antibi-
otic was added to select a stably transfected pool of cells. Cells
expressing WT, �Cys, or mutants, at 100% confluence in 60- or
100-mm dishes, were washed with phosphate-buffered saline
(PBS) (4.3 mM Na2HPO4�7H2O, 1.4 mM KH2PO4, 137 mM NaCl,
and 2.7 mM KCl, pH 7.3–7.4, at 37 °C), briefly treated with PBS
containing 2 mM EDTA (PBS/EDTA), and then dissociated in
PBS/EDTA. Cells suspensions were centrifuged at 50 � g for 2
min at room temperature, and the pellets were resuspended in 1
ml of buffer M (25 mM HEPES containing 5.4 mM KCl, 140 mM

NaCl, and 2 mM EDTA, pH 7.2, at 22–25 °C) for treatment with
methanethiosulfonate reagents or in 1.5 ml of buffer H (20 mM

HEPES, containing 10 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 0.2 mg/ml baci-
tracin, and 0.93 �g/ml aprotinin, pH 7.2, at 4 °C) for binding assays.

125I-Tyr0-Sauvagine Binding—For radioligand binding as-
says, cell suspensions (1.5 ml) in buffer H were homogenized
using an Ultra-Turrax T25 homogenizer (IKA Janke and Kun-
kel, Staufen, Germany) at setting �20 for 10 –15 s, at 4 °C. The
homogenates were centrifuged at 16,000 � g for 10 min at 4 °C,
and the membrane pellets were resuspended in 1 ml of buffer B
(buffer H containing 0.1% bovine serum albumin, pH 7.2, at
20 °C). The membrane suspensions were diluted in buffer B and
used for homologous or heterologous competition binding
studies as described previously (15). In brief, aliquots of diluted
membrane suspensions (50 �l) were added into low retention
tubes (Kisker-Biotech, Steinfurt, Germany), containing buffer
B and 20 –50 pM 125I-Tyr0-sauvagine with or without increasing
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concentrations of Tyr0-sauvagine (homologous competition
binding), sauvagine, astressin, or antalarmin (heterologous
competition binding) (American Peptide Co., Sunnyvale, CA).
The mixtures were incubated at 20 –21 °C for 120 min and then
filtered using a Brandel cell harvester through Whatman
934AH glass fiber filters presoaked for 1 h in 0.3% polyethyl-
eneimine at 4 °C. The filters were washed three times with 0.5
ml of ice-cold PBS, pH 7.1, containing 0.01% Triton X-100.
Filters were assessed for radioactivity in a gamma counter (1275
minigamma, 80% efficiency; LKB Wallac, Chalfont St. Giles,
Buckinghamshire, UK). The amount of membrane used was
adjusted to ensure that the specific binding was always equal to
or less than 10% of the total concentration of the added radio-
ligand. Specific 125I-Tyr0-sauvagine binding was defined as
total binding less nonspecific binding in the presence of 1000
nM sauvagine or antalarmin. Data for competition binding were
analyzed by nonlinear regression analysis, using Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego). IC50 values were obtained by
fitting the data from competition studies to a one-site compe-
tition model. The logKi values for astressin and antalarmin and
the logKD values for 125I-Tyr0-sauvagine binding were deter-
mined from heterologous and homologous competition data,
respectively, as described previously using Prism 4.0 (15).

Reactions with MTSEA—For treatment with MTSEA, ali-
quots (0.1 ml) of suspensions (in buffer M) of cells expressing
�Cys or substituted Cys mutants were incubated without or
with 2.5 mM MTSEA for 15 s at 22–25 °C. Cell suspensions were
then diluted 140-fold in buffer PBS/EDTA, pH 7.1, at 22–25 °C
containing 10 mM MgCl2 and centrifuged at 250 � g for 10 min
at 22–25 °C, and the pellets were resuspended in 1.5 ml of buffer
M containing 10 mM MgCl2. Cell suspensions were centrifuged
at 500 � g for 5 min at 22–25 °C, and the pellets were homog-
enized in 1.5 ml of buffer H, as described above. The homoge-
nates were centrifuged at 16,000 � g for 10 min at 4 °C, and the
membrane pellets were resuspended in 1 ml of buffer B (buffer
H containing 0.1% bovine serum albumin, pH 7.2, at 20 °C). The
membrane suspensions were used to assay for 125I-Tyr0-sau-
vagine binding as described above. Inhibition of binding was
calculated as 1 � (specific binding after MTSEA/specific bind-
ing without MTSEA).

Protection experiments were performed by preincubation of
aliquots of cell suspensions with astressin (1 �M), Tyr0-sau-
vagine (1 �M), or �-helical (9 – 41) CRF (1 �M) for 60 min at
20 °C in buffer M. Subsequently, the mixtures (0.1 ml) were
treated with 2.5 mM MTSEA as described above. Cells were
treated and homogenized as described above, and homogenates
were used to assay for 125I-Tyr0-sauvagine binding.

cAMP Accumulation Assays—HEK293 cells stably express-
ing WT, �Cys, or mutants were plated in 96-well cell culture
plates (pretreated with 0.1 mg/ml poly-L-lysine). After incuba-
tion overnight at 37 °C in 5% CO2, the cells were 95–100% con-
fluent. The medium was removed, and 100 �l of assay buffer (25
mM HEPES, pH 7.4, 2 mM choline, 288 mM sucrose, 0.9 mM

CaCl2, 0.5 mM MgCl2, and 1 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine)
was added. After 1 h of incubation at 37 °C, more assay buffer
without (basal levels) or with increasing concentrations of sau-
vagine in the presence or absence of 0.3 �M astressin or 1–2 �M

antalarmin was added to a total volume of 200 �l, and the incu-

bation was continued for 30 min at 37 °C. At the end of the
incubation, the assay buffer was removed. The cells were placed
on ice and lysed with 3% trichloroacetic acid. Lysates were incu-
bated on ice for 30 – 60 min and stored at �20 °C. After 1–5
days, frozen lysates were thawed and centrifuged at 1800 � g for
10 min at 4 °C, and the supernatants were neutralized with 2 N

NaOH. Quantification of cAMP in the neutralized superna-
tants was performed using a competitive binding assay as
described previously (15). In brief, supernatants were trans-
ferred to polypropylene mini-tubes (20 �l/tube) containing
buffer A (100 mM Tris-HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, and 5 mM

EDTA) with 1–1.5 nM [2,8-3H]cAMP (PerkinElmer Life Sci-
ences). Subsequently, cAMP-binding protein (�100 mg of
crude bovine adrenal cortex extract in 500 ml of buffer A) was
added to each tube. After incubation on ice for 3 h, the mixtures
were filtered through Whatman 934AH glass fiber filters as
described for radioligand binding assays, using buffer C (120 mM

NaCl and 10 mM Tris HCl, pH 7.4, at 4 °C) as washing buffer. The
amount of cAMP in each sample (one-tenth of a well) was deter-
mined by comparison with a standard curve of known concentra-
tions of unlabeled cAMP (1–100 pmol/tube). The logEC50 values
were obtained by fitting the data to a one-site sigmoidal model
using nonlinear regression analysis (Prism 4.0).

RESULTS

Structure-based Alignment of GPCRs with Known Structure—
Fig. 1A shows the superimposition of the helical TMs of repre-
sentative members of the currently available crystal structures
of GPCRs in the inactive conformation. The structure of the
cytoplasmic part of TMs is highly conserved, whereas the struc-
ture of their extracellular part is more divergent. This suggests
that each receptor family has adjusted specific structural char-
acteristics for selective ligand binding that triggers a conserved
set of conformational rearrangements of the helices near the G
protein binding domains. The publication of the structures of
the ligand-free opsin, the �2-adrenergic receptor (�2-AR)
bound to agonists and the �2-AR bound to Gs have shown the
intracellular structural changes associated with activation of
class A GPCRs (16 –18). To compare these mechanisms with
class B GPCRs, Fig. 1B shows a structure-based sequence
alignment of all available crystal structures of GPCRs, and sup-
plemental Fig. S1 shows the amino acid conservation, at struc-
turally homologous positions, within classes A and B. This
alignment compares the highly conserved amino acids in class
A, used by Ballesteros and Weinstein to define a general num-
bering scheme for class A GPCRs, with class B (19). Class B
includes both the adhesion and secretin subfamilies, as the lat-
ter is a descendant from the adhesion subfamily (3). In partic-
ular, TM3 contains the conserved Cys3.25 engaged in a disulfide
bond with a conserved Cys in EL2. The positional equivalent of
the highly conserved (D/E)R3.50Y motif in class A corresponds
to (Y/H)L3.50(Y/H) in class B. Because of the spatial conserva-
tion of the TM amino acids between classes A and B, the Ball-
esteros-Weinstein nomenclature is used throughout.

Use of the Substituted Cysteine Accessibility Method (SCAM)
to Identify Amino Acids of TM3 Forming the Water-accessible
Binding Site Crevice—To identify the TM3 residues that are
located on the water-accessible binding site crevice of the inac-
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tive apo-state of the full-length CRF1R, we mutated each amino
acid, one at a time, to Cys (engineered Cys) and determined
their accessibilities by applying SCAM (20). SCAM is based on
the ability of the positively charged MTSEA, to react with the
free sulfhydryl group of a cysteine (supplemental Fig. S2). We
detected the MTSEA reaction by determining its ability to
inhibit the binding of the radiolabeled CRF analog, 125I-Tyr0-
sauvagine, to the receptor. We used an MTSEA-insensitive
CRF1R mutant (�Cys), which has a wild-type pharmacological
profile and has been created by replacing five endogenous Cys
by Ser (14). Among the 22 TM3 engineered Cys (�Cys �
R1893.26C to �Cys � G2103.47C), those at positions 1893.26,
1923.29, 1933.30, 1953.32, 1963.33, and 1993.36 reacted with
MTSEA because the reaction significantly reduced the binding
of 125I-Tyr0-sauvagine to these Cys-substituted mutants (Fig.
2A). Given that in the absence of MTSEA, the R1893.26C,
T1923.29C, A1933.30C, Y1953.32C, N1963.33C, and H1993.36C
substitutions did not significantly alter 125I-Tyr0-sauvagine
affinity (Fig. 2B) and thus the overall conformation of receptor,

we infer that these TM3 residues are located on the binding site
crevice of CRF1R. This is consistent with the recent crystal
structures of CRF1R and GCGR (5, 6). Similarly, the �Cys �
F2033.40C mutant reacted with MTSEA, because the reaction
significantly altered 125I-Tyr0-sauvagine binding. Surprisingly,
in contrast to the other positive TM3 Cys mutants, MTSEA
reaction with �Cys � F2033.40C increased binding (Fig. 2A).
Notably, the potentiation of radioligand binding to �Cys �
F2033.40C by MTSEA was significantly decreased after pretreat-
ment of cells expressing this mutant with 1 �M astressin, but
not with �-helical (9 – 41) CRF or Tyr0-sauvagine (at concen-
trations of 1�M) (Fig. 3A). We infer that F2033.40 is also located
on the binding site crevice of CRF1R, given that this TM3 resi-
due interacts with small nonpeptide antagonists, such as anta-
larmin, as suggested by our results (Fig. 3B) and by the crystal
structure of CRF1R (6). The hydrophobic antalarmin, even at
the high concentration of 1 �M, failed to antagonize sauvagine
binding to �Cys after mutation of the hydrophobic F2033.40 to
the hydrophilic Cys, regardless of the presence of MTSEA (Fig.

FIGURE 1. Structural alignment of GPCR families with known structure. A, comparison of the TM domains plus Hx8 of the currently available crystal
structures in the inactive conformation. Rhodopsin (Protein Data Bank codes 1U19), �2-adrenergic (2RH1), dopamine D3 (3PBL), M3 muscarinic (4DAJ),
�-opioid (4DKL), and histamine H1 (3RZE) receptors are shown as representative structures of class A GPCRs. The TM structures of class A, B (CRF1 (4K5Y) and
GCG (4L6R)), and smoothened (4JKV) receptors are shown as white, blue, and orange ribbons, respectively. The highly conserved amino acids in each helix, used
by Ballesteros and Weinstein to define a general numbering scheme for class A GPCRs, are shown as gray sticks (19). The homologous amino acids, at these
conserved class A positions, for the class F smoothened receptor are shown in orange and for class B CRF1 and GCG receptors in blue. B, sequence alignment
derived from the structural superimposition between GPCRs with known crystal structures.
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3B). In marked contrast, the binding affinity of astressin was not
affected by the F2033.40C mutation even in the presence of
MTSEA (Fig. 3C). Astressin is a CRF peptide antagonist that is
less sensitive to receptor activation-associated conformational
changes than agonists, and it interacts with the extracellular
N-domain of CRF1R (8, 15).

Quantification of the binding affinity of 125I-Tyr0-sauvagine
for the �Cys CRF1R indicated that the F2033.40C mutation
decreased the affinity of receptor 18-fold (Figs. 2B and 3D and
Table 1). Notably, MTSEA restored the low affinity of �Cys �
F2033.40C to normal levels (Figs. 2B and 3D and Table 1). Sub-
stitution of F2033.40 by Lys (F2033.40K) did not significantly
modify the binding of 125I-Tyr0-sauvagine relative to wild-type
receptor (Fig. 4A), in a manner similar to the effect of the
MTSEA reaction that adds a Lys-like side chain to F2033.40C
(Fig. 3D). In contrast, the F2033.40K mutation abolished anta-
larmin binding (Fig. 4B), as in the F2033.40C mutation (Fig. 3B).
The binding affinity of astressin was not affected by the
F2033.40K mutation (Fig. 4C), similar to the F2033.40C muta-
tion, which did not affect astressin affinity even in the presence
of MTSEA (Fig. 3C). The effects of the Cys mutation of F2033.40

and its modification by MTSEA on the binding of the peptide

agonist Tyr0-sauvagine, but not on the peptide antagonist
astressin, suggest that F2033.40 influences receptor activation.

Similar effects were observed in the binding of sauvagine,
which lacks the N-terminal Tyr0 (Fig. 5A), to the F2033.40C
mutant receptor. Sauvagine bound �Cys � F2033.40C with low
affinity, which was largely increased upon reaction with
MTSEA (Fig. 5B).

Role of F2033.40 in the Activation of the CRF1R—A GCGR-
based homology model of the CRF1R used to depict the unli-
ganded basal state shows a network of hydrophobic-aromatic
interactions between TM3 and -6 (Fig. 6A), which is similar to
the class A network (Fig. 6B) (17, 21). In this network of inter-
actions, the hydrophobic-aromatic residues at positions 3.40
(Phe 77% and Tyr 20%) and 6.44 (Leu 65% and Phe 22%) are
highly conserved in class B GPCRs (supplemental Fig. S1).

The important functional role of F2033.40 of CRF1R is sup-
ported by the fact that its mutation to Trp or Ile does not modify
the binding of 125I-Tyr0-sauvagine relative to WT receptor (Fig.
7A and Table 2). Importantly, removing the hydrophobic and
bulky side chain at position 203 by mutating F2033.40 to Ala,
reduced the affinity of the radiolabeled agonist 27-fold (Fig. 7A
and Table 2). In contrast, the affinity of the antagonist astressin

FIGURE 2. Structural and functional characterization of the TM3 of CRF1R. A, inhibition of specific 125I-Tyr0-sauvagine binding to MTSEA-insensitive CRF1R
mutant (�Cys) or its substituted Cys mutants after their reaction with MTSEA is represented by bars, which indicate the mean � S.E. values from 3 to 32
independent experiments. Negative inhibition means potentiation of radioligand binding after MTSEA reaction. Solid bars with asterisks indicate substituted
Cys mutants for which inhibition/potentiation was significantly different from �Cys (p 	 0.05; one way ANOVA). B, binding affinities (�logKD) of 125I-Tyr0-
sauvagine for the �Cys CRF1R (�Cys) and its substituted Cys mutants (�Cys � R1893.26C to �Cys � G2103.47C) are represented as bars, which indicate the
mean � S.E. values from 3 to 7 independent experiments. Solid bars with asterisks indicate substituted Cys mutants for which 125I-Tyr0-sauvagine binding
affinity was significantly different from that for �Cys (p 	 0.05; one way ANOVA).
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was not affected by these mutations (Fig. 7B and Table 2). The
different effects of these mutations on peptide agonist versus
antagonist binding further support that modifications at posi-
tion 2033.40 of CRF1R affect the ability of the receptor to adopt
the active conformation, which binds with high affinity agonists
such as 125I-Tyr0-sauvagine. Antalarmin binding to CRF1R was
abolished by the F2033.40A mutation, whereas F2033.40I and
F2033.40W substitutions slightly modified and increased its
binding affinity, respectively (Fig. 7C and Table 2).

To provide additional experimental evidence for the impor-
tant role of F2033.40 in receptor activation, we determined

the ability of sauvagine to stimulate cAMP accumulation in
HEK293 cells before and after F2033.40 mutations. Clearly,
F2033.40W and F2033.40I mutations did not affect the ability of
sauvagine to activate CRF1R (Fig. 7, D–F, and Table 2). Specif-
ically, F2033.40W and F2033.40I mutations reduced the poten-
cies of sauvagine (�logEC50) only 2- and 1.3-fold, respectively.
In contrast, the F2033.40A mutation had the greatest effect on
sauvagine potency (Fig. 7G and Table 2), by decreasing it
24-fold. The potency of sauvagine (�logEC50) to stimulate
cAMP accumulation was reduced by astressin or antalarmin by
15- or 33-fold, respectively, for WT receptor, 35- or 186-fold for
the F2033.40W mutant, and 65- or 1117-fold for the F2033.40I
mutant (Fig. 7, D–F, and Table 2).

Antalarmin Antagonizes Peptide Binding and Receptor Acti-
vation by Interacting with F2033.40—The importance of the
aromatic ring at position 2033.40 in antalarmin binding to
CRF1R has already been seen in different experiments (e.g. Figs.
3B, 4B, and 7C and Table 2). Moreover, the potency of sau-
vagine to stimulate cAMP accumulation greatly depended on
the nature of the substituted residue at the 3.40 position (Fig. 7,
D–G, and Table 2). Remarkably, antalarmin, even at a very high
concentration (2 �M), was unable to inhibit sauvagine potency
for F2033.40A, in agreement with the inability of this nonpep-
tide ligand to bind to F2033.40A (Fig. 7G and Table 2). In marked
contrast, the peptide antagonist astressin decreased the

FIGURE 3. Effect of F2033.40C mutation on the binding properties of �Cys CRF1R. A, potentiation of 125I-Tyr0-sauvagine binding to �Cys � F2033.40C by
MTSEA after pretreatment of cells expressing this receptor without or with 1 �M astressin, 1 �M Tyr0-sauvagine, or 1 �M �-helical (9 – 41) CRF (�-hel-CRF). The
bars indicate the mean � S.E. values from 2 to 7 independent experiments. Hatched bar with asterisk indicates that MTSEA potentiation of binding to �Cys �
F2033.40C was significantly inhibited after pretreatment of receptor with ligand (p 	 0.05; one-way ANOVA). B–D, competition binding isotherms of antalarmin
(B), astressin (C), and Tyr0-sauvagine (D) at the �Cys CRF1R, its substituted Cys mutant, �Cys � F2033.40C, and the MTSEA-treated �Cys � F2033.40C. The
means � S.E. (duplicate determination) are shown from a representative experiment performed 3– 6 times with similar results. The affinities (�logKi) of
antalarmin, determined from these experiments, are 7.32 � 0.05, 	5.00 and 	5.00, for �Cys, �Cys � F2033.40C, and MTSEA-treated �Cys � F2033.40C,
respectively. The affinities (�logKD) of 125I-Tyr0-sauvagine, are given in Table 1. The affinities (�logKi) of astressin are 8.00 � 0.10, 7.58 � 0.19, and 7.54 � 0.27,
for �Cys, �Cys � F2033.40C, and MTSEA-treated �Cys�F2033.40C, respectively.

TABLE 1
Effect of MTSEA reaction on the binding properties of the substituted
Cys mutants
The affinities of Tyr0-sauvagine (�logKD) for the substituted Cys mutants before
and after their reaction with MTSEA were determined from homologous compet-
itive binding experiments, using as radioligand the 125I-Tyr0-sauvagine. The
mean � S.E. values were obtained from 2 to 7 independent experiments with similar
results.

�logKD � S.E. � MTSEA

�Cys � R189C 8.38 � 0.11 8.47 � 0.40
�Cys � T192C 8.50 � 0.24 9.03 � 0.29
�Cys � A193C 8.77 � 0.12 8.98 � 0.05
�Cys � Y195C 8.94 � 0.23 9.51 � 0.21
�Cys � N196C 8.85 � 0.21 9.33 � 0.17
�Cys � H199C 8.61 � 0.12 8.94 � 0.15
�Cys � F203C 7.33 � 0.20 8.80 � 0.33
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potency of sauvagine to stimulate cAMP (Fig. 7G and Table 2).
Fig. 7H shows a model of the complex between antalarmin and
CRF1R based on the crystal structure of the similar CP-376395
ligand and CRF1R (6). F2033.40 interacts with the ethyl group of
the ligand and restricts the binding site along with Y3276.48.

Gly2103.47 Plays an Important Role in the Activation of the
CRF1R—The binding affinity of 125I-Tyr0-sauvagine for
�Cys � G2103.47C receptor was 129 times lower than that for
�Cys, whereas this mutation did not affect the binding affinity
of astressin (Figs. 2B and 8A). Similarly, the potency of sau-
vagine to stimulate cAMP accumulation was decreased 121
times due to the G2103.47C mutation (Fig. 8B). The G2103.47A
mutation had a significantly smaller impact on the affinity and
potency of sauvagine compared with that of G2103.47C substi-
tution. In specific the binding affinity of 125I-Tyr0-sauvagine
and the potency of sauvagine for the �Cys were only reduced
10- and 3.5-fold, respectively, by the G2103.47A mutation (Fig.
8, A and B). In addition, similar to G2103.47C mutation, the
G2103.47A substitution did not affect the affinity of astressin
(Fig. 8A). Fig. 8C shows that G2103.47 is pointing toward
N2835.54 in TM5 (88% conserved in the class B sequences),
which is forming an inter-helical hydrogen bond with the back-
bone oxygen of the amino acid at position 3.43 (Met-206).
Mutation of G2103.47C, but not of G2103.47A, adds a polar side
chain in the key interface between TM3 and -5 that interacts
with N2835.54 (Fig. 8D). The publication of the crystal structure
of the ligand-free opsin showed that during the process of
receptor activation, the intracellular part of TM6 tilts outward
and TM5 comes close to TM6 (16). Thus, we propose that the
additional constraint between N2835.54 and C2103.47 that
replaced G2103.47 restrains TM5 in the inactive conformation
that makes difficult the activation of the mutant CRF1R by the
extracellular ligand. As a consequence, only small, nonpolar
amino acids are found at position 3.47 in class B GPCRs (Gly
57% and Ala 39%).

DISCUSSION

By using SCAM, we identified the TM3 residues of the apo-
inactive state of the full-length CRF1R that are exposed in the
water-accessible binding site crevice of the receptor. Seven
among the 22 TM3 residues (R1893.26, T1923.29, A1933.30,
Y1953.32, N1963.33, H1993.36, and F2033.40) were found to be
located on the surface of the binding site crevice, whereas res-
idues that are located deeper in TM3 than F2033.40 were inac-
cessible. These results suggest that the TM3 of CRF1R in its
unliganded state is positioned such that half of this helix partic-
ipates in the formation of a large cavity, whereas the other half
is tightly packed with the other TMs. This prediction is com-
patible with the crystal structures of the solubilized, N-termi-
nally truncated inactive states of both unliganded GCGR and

FIGURE 4. Effect of F2033.40K mutation on ligand binding. A, competition
binding isotherms of Tyr0-sauvagine at the WT CRF1R and its F203K mutant.
The means and S.E. (duplicate determination) are shown from a representa-
tive experiment performed 3– 4 times with similar results. The affinities
(�logKD) of 125I-Tyr0-sauvagine, determined from these experiments, are
8.38 � 0.20 and 8.51 � 0.21 for WT and F203K, respectively. B, competition
binding isotherms of antalarmin at the F203K mutant and WT CRF1R. The

means and S.E. (duplicate determination) are shown from a representative
experiment performed 4 –5 times with similar results. The affinities (�logKi) of
antalarmin, determined from these experiments, are 7.62 � 0.13 and 	5.00
for WT and F203K, respectively. C, competition binding isotherms of astressin
at the 203K mutant and WT CRF1R. The means and S.E. (duplicate determina-
tion) are shown from a representative experiment performed 3– 6 times with
similar results. The affinities (�logKi) of astressin, determined from these
experiments, are 8.02 � 0.07 and 8.02 � 0.19 for WT and F203K, respectively.
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CRF1R complexed with CP-376395 (5, 6). The identified large
V-shape cavity of the CRF1R is capable of accommodating the
large peptides that bind class B GPCRs.

Among the Cys substitutions of TM3 residues, the G2103.47C
mutation had the largest impact on the high affinity of 125I-
Tyr0-sauvagine binding. Specifically, substitution of G2103.47

to Cys decreased the binding affinity of 125I-Tyr0-sauvagine
129-fold. Similarly, the G2103.47C mutation decreased the
potency of sauvagine 121-fold. These results suggest that muta-
tion of G2103.47 to Cys largely decreased the ability of receptor
to adopt its active state. G2103.47 is located one helical turn
below residue M2063.43, whose backbone carbonyl group forms
a hydrogen bond interaction with N2835.54 of TM5 (Fig. 8C), in
the crystal structures of GCGR and CRF1R (5, 6). Our compu-

tational model shows that the –SH group of C2103.47 in the
G2103.47C mutation forms a hydrogen bond with the side chain
oxygen atom of N2835.54 (Fig. 8D). In contrast, mutation of
G2103.47 to Ala, which cannot form this hydrogen bond, had a
much smaller impact on the affinity and potency of sauvagine.
Thus, strengthening the interface between TM3 and -5 further
stabilizes the inactive state of receptor, thus rendering it unable
to be activated by agonists to the same degree as the wild-type
receptor. This leads to the speculation that the movement of
TM3 and TM5 that occurs during the process of class A recep-
tor activation might also occur in class B GPCRs (16). Similarly,
the mechanism of receptor inactivation by the nonpeptide
antagonist antalarmin could be partly due to the reinforcement
of this interface between TM3 and -5 (Fig. 7H). The pyrrolo-

FIGURE 5. Effect of F2033.40C mutation on sauvagine binding. A, amino acid sequences of sauvagine and Tyr0-sauvagine. The amino acids in gray boxes
interact with the second extracellular loop of CRF1R (15). B, competition binding isotherms of sauvagine at the �Cys � F203C, before and after its reaction with
MTSEA. The means and S.E. (duplicate determination) are shown from a representative experiment performed four times with similar results. The affinities
(�logKi) of sauvagine, determined from these experiments, are 7.37 � 0.11 and 8.20 � 0.15, for the �Cys � F203C and the MTSEA-treated �Cys � F203C,
respectively.

FIGURE 6. Role of F2033.40 in CRF1R activation. A, GCGR-based homology model of CRF1R, used to depict the ligand-free basal state. Residues F2033.40,
L3236.44, and Y3276.48 are shown, whose homologous amino acids in class A GPCRs play a key role in receptor activation. B, comparison of the amino acids at
positions 3.40, 6.44, and 6.48 in the inactive (white) and active (orange) �2-AR and the inactive (gray) and active (brown) rhodopsin.
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pyrimidine group of antalarmin forms a hydrogen bond with
N2835.54 and a hydrophobic interaction with M2063.43, whereas
its ethyl group forms an aliphatic-aromatic interaction with
F2033.40 (Fig. 7H).

Interestingly, the central part of the TM3-TM5 interface has
also been suggested to play an important role in the activation
of class A GPCRs (17, 21). Specifically, in the crystal structure of
the inactive state of �2-AR, the relative positions of TM3, -5,
and -6 are stabilized by interactions between a cluster of con-
served hydrophobic and aromatic residues P2115.50, I1213.40,
and F2826.44. Comparison of the agonist-bound active struc-
ture of the �2-adrenergic receptor with its inactive structure
shows an activation-associated rearrangement (“transmission
switch”) of I1213.40, P2115.50, and F2826.44 (Fig. 6B) (9, 17, 22).
In specific, agonist binding triggers an anticlockwise rotation,
viewed from the extracellular part, of I1213.40 and F2826.44

facilitating the outward movement of TM6 for �2-AR activa-
tion (Fig. 6B) (17). In addition to this rearrangement, the crystal
structure of metarhodopsin II (23) also shows the shift of W6.48

toward TM5, relative to the inactive structure (Fig. 6B). Class B
GPCRs also contain a conserved Pro residue (present in 87% of
the sequences) at position 5.45 which, in the crystal structures
of GCGR and CRF1R, does not cause the characteristic opening
of the helix as observed at P5.50 in class A receptors. However,
F2033.40 (Phe 77% and Tyr 20% in class B sequences) and
L3236.44 (Leu 65% and Phe 22%) of CRF1R, which correspond to
I1213.40 (Ile 40%, Val 25%, and Leu 11% in class A sequences),
and F2826.44 (Phe 81% and Tyr 7%) in �2-AR (supplemental Fig.
S1), respectively, form an aromatic-aliphatic interaction in the
model of the apo, unliganded, and inactive state of CRF1R (Fig.
6). Importantly, removal of the aromatic F2033.40 side chain
(mutation to Ala, F2033.40A) of CRF1R decreased the ability of

FIGURE 7. Interaction of antalarmin with F2033.40 of CRF1R. A–C, competition binding isotherms of Tyr0-sauvagine (A), astressin (B), and antalarmin (C) at the
WT CRF1R and its F2033.40A, F2033.40I, and F2033.40W mutants. The means and S.E. (duplicate determination) are shown from a representative experiment
performed 3– 6 times with similar results. The affinities of 125I-Tyr0-sauvagine (�logKD), astressin (�logKi), and antalarmin (logKi)), determined from these
experiments, are given in Table 2. D–G, stimulation of cAMP accumulation in HEK293 cells expressing WT (D), F2033.40W (E), F2033.40I (F), or F2033.40A (G) by
sauvagine in the absence or presence of 0.3 �M astressin or 1–2 �M antalarmin. The means and S.E. (duplicate determination) are shown from a representative
experiment performed 3–10 times with similar results. The potencies (�logEC50) of sauvagine without or with antalarmin or astressin, determined from these
experiments, are given in Table 2. H, molecular model of the complex between antalarmin and CRF1R. The ethyl groups of the ligand interact with F2033.40, the
aromatic ring interacts with M2063.43 and N2835.54, and the methyl groups of the terminal aromatic ring are located in a hydrophobic pocket of the receptor.
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receptor to adopt its active state, which is responsible for the
high affinity binding of 125I-Tyr0-sauvagine and the high
potency of sauvagine. In contrast, conservation of the aroma-
ticity at this position by mutating F2033.40 to Trp (F2033.40W)
or adding the bulky and aliphatic Ile side chain (F2033.40I), to
mimic the �2-adrenergic sequence, did not considerably affect
the pharmacological properties of the receptor. These results
led us to speculate that class B GPCRs might also contain a
“transmission switch” from TM3 toward TM6 that finally trig-
gers the outward movement of the cytoplasmic end of TM6 for
receptor activation and G protein binding.

Consistent with the notion that the presence of a bulky aro-
matic/aliphatic side chain at position 2033.40 is important for
CRF1R activation, introduction of a smaller and hydrophilic
Cys side chain (F2033.40C) also decreased the high affinity bind-
ing of 125I-Tyr0-sauvagine. Interestingly, reaction of C2033.40 of
the mutant receptor with the MTSEA restored the binding
affinity of radiolabeled agonist. Moreover, substitution of
F2033.40 with Lys (F2033.40K) did not alter the high affinity
binding of 125I-Tyr0-sauvagine relative to the wild-type recep-
tor. Thus, addition of the positively charged side chain of
K2033.40 or MTSEA-C2033.40, within the hydrophobic environ-
ment of the 2033.40 locus, probably forms a new set of interac-
tions with nearby amino acids that facilitate receptor activa-
tion. Repositioning of the 3.40 residue and formation of a new
set of interactions during receptor activation has also been sug-
gested in class A GPCRs (17).

Similar to the modification of F2033.40 in CRF1R, Ala muta-
tion of the homologous residue in the class B glucose-depen-
dent insulinotropic polypeptide receptor has been shown to
decrease the ability of peptides to activate the receptor (24). In
contrast, Ala mutation of this residue in GCGR did not affect
receptor activation by glucagon (5). Likewise, mutation of the
corresponding residue in class A GPCRs had a different impact
in receptor activation. For example, Ala mutation of the amino
acid at position 3.40 decreased the basal and agonist-induced
activation of the histamine H1 receptor (21). In marked contrast
Ala mutation of the homologous residue in the muscarinic
receptor constitutively activated the receptor and increased the
binding affinity and signaling efficacy of agonists (25). More-
over, mutation of the corresponding residue in the thyrotropin-
releasing hormone receptor did not change its pharmacological

profile (26). Thus, members from different families of GPCRs
could share common structural elements involved in their
mechanism of activation, however without this pattern of con-
servation serving as an exclusive feature of all receptors belong-
ing to these families. Furthermore, different ligands also trigger
different activation mechanisms at a given receptor (27). These
findings might provide the basis for a novel classification of
GPCRs according to their common mechanisms of activation.

The effects of F2033.40A and F2033.40C mutations on 125I-
Tyr0-sauvagine binding are not likely to be due to a possible loss
of interaction between the Tyr0 of sauvagine and the aromatic
group of F2033.40 because these mutations had similar impact
on the binding of sauvagine, which lacks Tyr0. Similarly, the
first four N-terminal residues of CRF peptides are not impor-
tant for their biological activity (28). Likewise the aliphatic res-
idues Ile-5 and Ile-7 of sauvagine are not likely to interact with
F2033.40 because the introduction of a positive charge at posi-
tion 2033.40 after F2033.40K mutation did not affect the high
affinity binding 125I-Tyr0-sauvagine. The hydrophilic Ser-6 of
sauvagine is also not compatible with the hydrophobic F2033.40

of CRF1R. In addition, sauvagine residues 8 –11 do not enter the
binding site crevice of CRF1R to reach F2033.40, because they
interact with the EL2 of receptor (15). Thus, F2033.40 must play
an allosteric role in peptide binding and peptide-mediated acti-
vation of CRF1R. The important conformational role of
F2033.40 is further supported by the different effects of various
ligands on MTSEA reactivity at this residue. The agonist Tyr0-
sauvagine and the �-helical (9 – 41) CRF, which is an antagonist
with partial agonist properties (29), were unable to protect
F2033.40C from MTSEA modification. In marked contrast,
the antagonist astressin significantly decreased the ability of
MTSEA to potentiate 125I-Tyr0-sauvagine binding to
F2033.40C. The different functional role of various CRF ligands
is in agreement with previous studies. Astressin binding to
CRF1R has been shown to be potentiated by the GTP analog,
Gpp(NH)p, whereas that of the agonist CRF was decreased (30).

Interestingly, F2033.40 not only plays a key role in CRF1R
activation but also is the most important contact site of the
nonpeptide antagonist, antalarmin. Removing its side chain by
mutating F2033.40 to Ala or replacing it with the hydrophilic
Cys or the positively charged Lys abolished the binding of the
hydrophobic nonpeptide antagonist, antalarmin, as well as its
ability to decrease the potency of sauvagine for the CRF1R. Sim-
ilar to our findings, the crystal structure of CRF1R has shown
that F2033.40 interacts with CP-376395 (6). Thus, F2033.40 plays
a common role in the binding of different nonpeptide CRF1R
antagonists, and it is speculated that this interaction allosteri-
cally inhibits peptide binding and receptor activation.

Conclusively, TM3 plays a key role in the activation of the
class B CRF1R, as in class A GPCRs. Remarkably, as in CRF1R,
mutations at position 3.40 of the TM3 of class A, rhodopsin
receptor, severely affect the receptor’s function, being related to
a decreased time in the meta II active state of receptor, poor
retinal binding, reduced transducin activation, and retinitis pig-
mentosa (31). Moreover, the 3.40 residue of CRF1R is not just a
mere contact site of nonpeptide antagonists, but possibly serves
as a molecular determinant of allosteric antagonism for peptide
binding and receptor activation by nonpeptide antagonists.

TABLE 2
Effect of F2033.40 mutations on binding and signaling properties of
CRF1R
Top, affinities of Tyr0-sauvagine (�logKD), astressin (�logKi), or antalarmin
(�logKi) for WT CRF1R or F2033.40 mutants were determined from homologous or
heterologous competitive binding experiments, using as radioligand the 125I-Tyr0-
sauvagine. The mean � S.E. values were obtained from 3 to 6 independent experi-
ments with similar results. Bottom, potencies of sauvagine (�logEC50) for WT
CRF1R or F2033.40 mutants were determined in cAMP accumulation experiments,
in the absence or presence of 0.3 �M astressin or 1–2 �M antalarmin. The mean �
S.E. values were obtained from 3 to 10 independent experiments with similar results.

WT F203A F203I F203W

�logKD or �logKi
Tyr0-sauvagine 8.38 � 0.20 6.95 � 0.11 8.40 � 0.16 8.40 � 0.37
Astressin 8.02 � 0.07 8.03 � 0.18 7.84 � 0.18 7.74 � 0.07
Antalarmin 7.62 � 0.13 	5.00 6.92 � 0.15 9.54 � 0.27

�logEC50
Sauvagine 9.90 � 0.19 8.52 � 0.23 9.79 � 0.40 9.60 � 0.06
Sauvagine � astressin 8.72 � 0.21 7.40 � 0.21 7.98 � 0.30 8.05 � 0.43
Sauvagine � antalarmin 8.38 � 0.35 8.00 � 0.29 6.74 � 0.23 7.33 � 0.69
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This finding is not only of fundamental biological interest, but it
also holds great potential for enhancing human health, given
that small nonpeptide CRF1R antagonists have been shown to
be effective against stress-related disorders, such as anxiety and
depression (10).
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